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 مقاله پژوهشي 

  

 مقایسه اثر لیزات پلاکتی مشتق از خون محیطی و خون بند ناف بر تکثیر 

 های مزانشیمال تمایز سلولو 
 

 2، افسانه آقایي4، مریم داداشي3، مهین نیکوگفتار ظریف8، فاطمه یاری8محدثه رحیمي مفرد

 
 هچكيد

 سابقه و هدف 
های مغذی همانند مستلزم حضور مکمل ،در محیط کشت (MSC)يمزانشیم بنیادی های سلولتکثیر و تمایز 
دهد. لیزات مي یشافزارا  وتیکئز یهاعفونتیا  هایونابتلا به پرباشد که خطر مي (FBS)سرم جنین گاوی

 در محیط کشت FBS تواند جایگزین ها ميپلاکتي به عنوان یک منبع غني از فاکتورهای رشد و سیتوکاین
 MSCsمحیطي بر تکثیر و تمایز  ناف و خون پلاکتي خون بند سلولي باشد. هدف مطالعه، مقایسه اثر لیزات

 .بود
 ها مواد و روش

کیسه  3. ندشدبا روش فلوسیتومتری تایید هویت و جدا  از بافت جفت يانسان MSCs، تجربي مطالعه یندر ا
کشت متفاوت  هاییطدر مح MSCsیه شد. ذوب ته به روش تکرار انجماد/ يپلاکت یزاتو ل یآورجمع يپلاکت
 ياختصاص یزیآمکشت و با رنگي و چرب یسازاستخوان یزتما هاییط، در محیزتما یتظرف یابيارز برایو 
 آماری با استفاده از  تحلیل .به روش الایزا ارزیابي شد TGF-β یزان. مشدند يبررس Oil Red-Oرد و  یزارینآل
88 SPSS  و آزمونOne-Way ANOVA    .انجام شد 

 ها يافته
 یطمح تفاوت معناداری بالیزات پلاکتي خون محیطي یا بند ناف  یحاو هاییطدر مح MSCs یرتکث یزانم

 تفاوت معناداری با محیطناف  سرم خون بندو  CBL یحاو یطدر مح یرتکث یزان. منداشت FBS %2 یحاو
 های یطدر مح يچرب یهاو سلول ياستخوان یهابه سلول MSCsز یتما یيتواناو  نداشت FBS %81یحاو
 .بود حفظ شده يبه خوب PBL یا CBL یحاو

 ينتيجه گير
 بر  علاوهعوامل  ین. اباشدسلول  کشت یطدر مح یوانيسرم حمناسبي برای  یگزینجا توانديم يپلاکت لیزات

عوامل  ینا یحاو هاییطدر محرا  یپوسیتو آد یتبه استئوس یزتما یيتوانا یمي،مزانش یها سلول یررشد و تکث
 .نمایدميحفظ  يبه خوب

 مزانشیمال استم سل ، خون بند ناف،ها پلاکت :كليدي اتكلم
 
 
 
 
 
 

 40/21/2911: تاريخ دريافت
 92/40/2044: تاريخ پذيرش

 ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران شناسی و علوم انتقال خون کارشناس ارشد خون -2
 ـ استاد مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران شناسی دکترای تخصصی ايمنی -1
 مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايراندانشیار ـ  شناسی و علوم انتقال خون دکترای تخصصی خون -9
 ـ مرکز تحقیقات انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران علوم انتقال خونشناسی و  دکترای تخصصی خوندانشجوی  -0
ـ صندوق  انتقال خون ـ مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خون ـ تهران ـ ايرانشناسی ـ دانشیار مرکز تحقیقات  دکترای تخصصی ايمنیمؤلف مسئول:  -0

 20440-2201پستی: 
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  مقدمه 
 ــ     ــرم  ن ــاو  ینس ــ م  FBSگ ــور ت ــه منت ــو ب    ین( معم

سـلول  ـه    يزو تمـا  یـر تکث ی را یازرشد مورد ن یفاکتورها
 ه  ینچن هم FBS(. 2، 1شود  یاضافه م یکشت سلول یطمح

از  يـت حما ی ـرا  ی هـان  يیـد مکمـ  مـورد تا   يـ  عنوان 
انســان  یمیمزانشــ یــادی ن یهــا ســلول يزگســترش و تمــا

 Mesenchymal Stem Cell, MSC  .استفاده شده است ) 
    MSC هـای اسـترومال   سـ   تـرونن از اسـتم  ي  گروه ه 

(Stromal Stem Cell) ها مغـز  هستند. منبع اصلی اين سلول
های  ـدن ماننـد   ديگر  افت درها اين سلولاستخوان است، 

نــا ، مــايع  ماهیچــه اســکلتی،  افــت چر ــی، خــون  نــد 
 ، کبـد و ريـه نیـز   آمینوتیـ  سینوويوم، حفره دندانی، مـايع  

هـای  از مـارکر  طیفـی هـا  سـلول ايـن  (. 9-1 حضور دارنـد 
،  CD105  ،CD73  ،CD166  ،CD29  ،CD44سطحی شام 

CD90  وMHC-I ــا را  یـــان مـــی کننـــد و در مقايســـه  ـ
 (Hematopoietic stem cells) هـا هماتوپوئتیـ  اسـتم سـ    

منفی  MHC-IIو   CD45 ،CD34   ،CD133 رای مارکرهای 
 .(1 اشند می
خطـر ا ـتلا   تواند  ط کشت میدر محی FBS هره  ردن از     
 ـ  یهـا  عفونت ياو/  ها يون ه پر انسـان و دام و   ینمشـتر   

هـم  . دهـد  يشافـزا را مر وط  ه زنـونن   يمنیا یها واکنش
چنین نگرانی اصلی در مورد سـلامت  نـین اهداکننـده در    

هـای  نینـی     زمان گرفتن خون  نـین  ـه دلیـ  دسـتکاری    
 ينـه گز يافتنست که ا ها رو، سال يناز اافزايش يافته است. 
 ـه عنـوان يـ  موضـوق تحقیقـاتی       FBS ايگزين انسانی 

 (.8مورد  ررسی قرار گرفته است 
چـون   ها حاوی محتويات گرانولی متفـاوتی هـم   پلاکت    

ــول ــزوزوم   ،  گران ــراکم، لی ــته مت ــا هس ــول   ــا و گران ه
(. هر پلاکت  ه طور تقريبـی دارای  2ها هستند زوم پراکسی

است، که اکثر فاکتورهـای رشـد در ايـن     گرانول  84-04
مختلف نشان داده که  های ه(. مطالع1ها و ود دارند گرانول

توانند نقش مهمی در پزشـکی ترمیمـی   فاکتورهای رشد می
ای حامـ   ها  ـه عنـوان داروخانـه   ايفا کنند،  نا راين پلاکت

( محصو ت مشتق از 1آيند های رشد  ه حساب میفاکتور
پلاکت  ه عنوان ي  ا زار مهندسی  افت  ـه  راحـان ايـن    

هـا در خـارو و   دهد تا  ا تاثیر  ر محیط سـلول امکان را می

های نرم و سـخت را  میزان موفقیت پیوند  افت ،داخ   دن
 (. 24افزايش دهند 

هـای  مه فـاکتور شام  ه (Platelet Lysate)لیزات پلاکتی    
توان  ـه راحتـی  ـا    دهنده پلاکتی است. لیزات را می تشکی 

هـای پلاکتـی از طريـق  وب و    تخريب مکانیکی کنسـانتره 
رشـد مشـتق از لیـزات     فاکتورهـای  (.1انجمـاد تهیـه کـرد    

 ـر  تواند  می (HPL, Human Platelet Lysateی پلاکت انسان
ــوری ، ســلولهــای مختلــف ســلولیردهروی  و  هــای توم

. لــذا اســتفاده از مــوثر  اشــدهــای آرتیکــو ر  کندروســیت
ثر در ؤفاکتورهای مشتق از پلاکت  ـه عنـوان يـ  ا ـزار م ـ    

 مـورد تو ـه قـرار گرفتـه     FBSکشت سـلول و  ـايگزين   
منا ع انسانی شام  مشتقات پلاکت و سرم  اخیراب(. 22است 

انسان که از خون  ند نا ، خون اتولوگ و يـا آلـونن تهیـه    
مورد مطالعه قرار گرفتـه   FBS ه عنوان  ايگزين  ،ندشو می

احتمـال   FBSهای انسانی  ه  ای  استفاده از فرآورده است.
ــتم ــودگی اس ــ  آل ــی و    س ــونی، ويروس ــ  پري ــا عوام ــا   ه

 (.21دهد  های مشتر   ین انسان و دام را کاهش می  یماری
 ه عنوان مـاده مغـذی در کشـت     HPLاستفاده از هم چنین 

 (.29 ثیر مثبت داشته  اشـد  تواند ت میمزانشیمال های  سلول
مشـتقات   يـا  یخون ماننـد سـرم انسـان    یا زا یمنا ع انسان

اسـتفاده   يمنـی ا يشافـزا  ی ـرا  یـ  آلونن ياپلاکت اتولوگ 
مشــتق از پلاکــت اثــرات  محصــو ت (.20-24شــود  یمــ

 یمیمزانشــ یــادی ن یهــا رشــد ســلول یــزان ــر م یمتفــاوت
 .(21دارند  یمغز استخوان و  افت چر  یها سلول
 یهـا  ينـه گز يـافتن مطالعه،  ـه منتـور   از اين رو در اين     

 یهـا  ، سـلول یکشـت سـلول   یطدر مح ـ FBS یمناسب  را
لیـزات  از  افت  فـت  ـدا شـده و اثـر      یمیمزانش یادی ن

 ـر   یطـی پلاکـت خـون مح  لیـزات  خون  ند نا  و پلاکت 
و  یاسـتخوان  یهـا  سـلول ها  ـه   آن يز، گسترش و تمایرتکث

 قرار گرفت. یمورد  ررس یچر  یها سلول
 

  ها روشمواد و 
 روش و تجر ـی  صـورت   ـه  تحقیق اين در مطالعه نوق    

از  افت  مزانشیمی هایسلول . ود تصادفی ها نمونه انتخاب
 .شـد  تهیـه  رضـايت  کسب از پس سالم اهداکنندگان  فت
اخـتلا ت   هرگونـه  فاقد که افرادی از نیز پلاکت های نمونه
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 0گرديـد. در ايـن مطالعـه     تهیه  ودند پلاکتی کیفی و کمی
کیسه خون  ند نا  که  ا يکديگر مخلوط  9گروه مشتق از 

کیسـه کنسـانتره    9گروه مشتق از  0شده  ودند و هم چنین 
 پلاکت خون محیطی مورد استفاده قرار گرفت.  

 
 :تهیه لیزات پلاکتی

داخ  کیسه خون  نـد نـا  و کنسـانتره    ا تدا تمام خون     
پلاکتی  دا شده از خون محیطی  ـه طـور  داگانـه درون    

شـد، سـ س  ـه    ريختـه  ، دانمار (  Nunc های فالکون لوله
  ار  ا دور  9دقیقه، 21 ه مدت  WBCو  RBCمنتور حذ  

g144 گرديـد. سـ س محلـول    ، آلمان( اپندور  سانتريفیون
  ـه دقـت توسـط سـم لر     هـا  ـود   رويی که حاوی پلاکـت 

 دا شده و  ـه يـ  لولـه ديگـر منتقـ       ، آلمان( اپندور  
 گرديد. 

دقیقـه  ـا    20محلول  دا شده حاوی پلاکت  ـه مـدت       
سانتريفیون گرديد، محلول رويی  RPM0044) g 2144دور 

هـا  ـود   دور ريخته شده و رسوب ته لوله که حاوی پلاکت
 رای شستشو و حـذ    ه همراه کمی از محلول  اقی ماند. 

استفاده  سیگما، آمريکا( (PBS از  افر نمکی فسفات پلاسما
 ه سوس انسـیون پلاکتـی    PBSلیتر محلول  میلی 21گرديد، 

دقیقـه   20 ـه مـدت    RPM0044) g 2144اضافه و  ـا دور  
سانتريفیون گرديد. عم  شستشو  رای هر لوله سه  ار تکرار 

 0شـده و  يی خـالی  محلول رو ،شد. پس از سه  ار شستشو
و از تـازه  ـه آن اضـافه      سـیگما، آمريکـا(   PBSلیتـر   میلی

ها سوس انسیون تهیه گرديد و توسـط دسـتگاه سـ     پلاکت
 شد. ها شمارش کانتر، تعداد آن

در ـه   -84سوب پلاکتی پـس از شـمارش در فريـزر   ر    
سـاعت قـرار    9 ـه مـدت   ، ايتالیا( Angelationi  گراد سانتی

پس از انجماد کام   یرون آورده شـد و در دمـای   داده شد. 
 ـار تکـرار شـد تـا      9محیط  وب گرديد. اين مراح   رای 

لیزات پلاکتی مورد نتر تهیه شود. پـس از آخـرين مرحلـه    
دقیقــه  ــا دور   14 وب، محلــول  ــه مــدت    -انجمــاد

 RPM0044) g 2144     سانتريفیون گرديـد و  ـدين ترتیـب
د. در نهايت غلتـت  شحذ   قايای سلولی از محیط عم  

گیـری    ـا روش  رادفـورد انـدازه    رويـی  ولـی محلـپروتئین
 .گرديد

 :های  نیادی مزانشیمی از  افت  فت  داسازی سلول
نامه کتبی را امضا   افت  فت از مادرانی که فرم رضايت    

هـای  آوری شد.  ه طـور خلاصـه، سـلول    کرده  ودند،  مع
حذ  قطعات  افت  دا ای آن پس از شستشو و ت  هسته

همـراه محـیط   ، دانمار (  10T  Nuncشدند و در فلاس  
  یبکـو،   FBS%24 و   یبکـو، آلمـان(   DMEM-LGکشت 
ساعت  ا تعـوي  محـیط    10کشت داه شد. پس از آلمان( 

های معلق غیـر مزانشـیمی از محـیط  رداشـته     کشت، سلول
های مزانشیمال  ا اتصـال  ـه کـف فلاسـ ،     شدند و سلول

 از چند روز تشکی  کلنی داده و تکثیر شدند. پس
روز، هر سـه روز يـ   ـار محـیط کشـت       20 ه مدت     

های مزانشـیمی تکثیـر    تعوي  شد، پس از اين مدت سلول
% کف فلاس  را پوشاندند. در ايـن زمـان   14 يافته و تقريباب

هـای  ديـد منتقـ     ها پاسان داده شـد و  ـه فلاسـ    سلول
 گرديد.

 
 :های  نیادی مزانشیمی سلولی، سلولتائید هويت 

های  ـدا شـده از    ه منتور تعیین هويت فنوتی ی سلول    
پاسان متوالی تري سینه  ايـده   0ها پس از  افت  فت، سلول
ايــران( و از فلاســ   ــدا و در  ــافر  - زيســت نوترکیــب

فسفات شستشو شدند و سوس انسیون سـلولی  ـا شـمارش    
تهیـه شـد. از سوس انسـیون     سلول در هر میکرولیتـر  2444

های منوکلونـال   ادی میکرولیتر و از آنتی 244 مذکور مقدار
-CD44-FITC  ،CD29  داکو، دانمـار ( کنژوگه فلورسـنت 

PE  ،CD90-FITC ،CD73-PE ،CD105-FITC ،CD166-

PE ،CD45-FITC  وCD34-PE  میکرولیتـر  ـه    0 نیز مقـدار
 ـادی    ـا آنتـی  هـا  هر لوله افزوده شد.  ـه مـوازات، سـلول   

دقیقـه در   94ها  ايزوتیپ کنترل نیز مجاور شدند. س س لوله
میکرولیتــر از فیکســاتیو  04يخچــال انکو ــه و  ــا افــزودن 

  ا دسـتگاه فلوسـیتومتری   سیگما، آمريکا(  %2 پارافرمالدئید
تجزيـه و  شـدند. در هـر    ، آلمان( تجزيـه و تحلیـ   پارت  

 سلول  ررسی گرديد. 0444 تحلیی 

 
 :های مزانشیمیی اثر لیزات پلاکتی  رتکثیر سلول ررس
هـای  در چاهـ   0×  240 های مزانشیمی  ه تعداد سلول    

هـای   کشت داده شدند. سـلول ( SPL کره، ایخانه 10پلیت 
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%، 24هـای متفـاوت    ا غلتت DMEMدر محیط  مزانشیمی
 ه عنوان کنترل کشـت داده شـدند. کلیـه     FBS% از 1% و 0

   گذاشته شـد.   (duplicate) ه صورت دو  ار تکرار ها آزمايش
 PBL, Peripheral های لیزات خون محیطـی در مورد نمونه

Blood Lysate)،   غلتت پـروتئینµg/mL 1444    ـه عنـوان 
استاندارد در نتر گرفته شده و سـ س  ـا انجـام محاسـبات     
غلتت پروتئینی  رای هر نمونه، مقدار مورد نیـاز از لیـزات   

% 24شد،  ه میزان پلاکتی که  ايد  ه محیط کشت اضافه می
هر نمونه  ـه صـورت دو  ـار     محیط کشت محاسبه گرديد.

 زات خون  ند نا های لیتکرار گذاشته شد. در مورد نمونه
 CBL, Cord Blood Lysate)،      غلتـت پروتئینـی  ـه دسـت

 µg/mLآمده کمتر  ود  نـا راين،  ـرای رسـیدن  ـه غلتـت      
هـا اضـافه   % لیزات  ه چاه 94، محیط کشت حاوی1444

 % سرم خون24چنین  ه دو چاه  محیط حاوی  گرديد. هم
AB سرم خون  ند نـا    24 ه دو چاه  محیط حاوی  و %
 اضافه گرديد. علاوه  ر اين در دو چاه  Oگروه خونی  ا 

% 0 ـه عنـوان مکمـ  و     AB% سـرم  0محیط کشت حاوی 
محیط حـاوی   لیزات پلاکتی خون محیطی، و در دو چاه 

% لیزات پلاکتـی  0% سرم خون  ند نا   ه عنوان مکم  و 0
روز، هـر يـ  روز    1 ـه مـدت    خون  ند نا  اضافه شـد. 
ها  ا همـان شـرايط گفتـه شـده     ولدرمیان محیط کشت سل

ها توسط تري سین از کف چاه  تعوي  شد. س س سلول
 سـیگما،   لو  داشده و  ه صورت هم حجم  ا رنگ تري ـان 

،  Marienfeld مخلوط شده در نهايت  ـا  م نئو ـار   آمريکا(
 شمارش شدند و درصد زنده  ودن تعیین شد. آلمان(

 
 تمايز  ه استئو لاست و آدي وسیت:

 ه منتور  ررسی اثر لیـزات پلاکتـی  نـد نـا  و خـون          
 ،محیطی  ر تمايز سلول هـای مزانشـیمی  ـه استئو لاسـت    

 10هـای پلیـت   سلول مزانشیمی در چاهـ   0×  240 تعداد
، Stem Cell Technologies % 0 کلانن محلول ای که  اخانه

ها شده  ود کشت داده شد.  ه دو تا از چاه  آغشتهکانادا( 
هـا نیـز   و  ه ساير چاهـ   FBS%24 حاوی DMEMحیط م

محیط حاوی لیزات خون محیطی و لیزات خون  ند نا   ا 
هـا  کـه سـلول   پس از ايـن  همان شرايط قبلی اضافه گرديد.

ها  ـا محـیط   ها را پوشاندند، محیط سلولکف چاه  کاملاب

تمايز  ه اسـتخوان و چر ـی  ـايگزين شـد. محـیط تمـايز       
 زيسـت نوترکیـب، ايـران(  شـام  محـیط      استئوسیتی  ايده

DMEM-HG (Dulbecco’s Modified Eagle   ،یبکـــو 
Medium-High Glucose)  ــا ــراه  ـ  24و   FBS%24 همـ

نــانو مــو ر در لیتــر  24مــو ر در لیتــر دگزامتــازون،  میلــی
لیتـر اسـید آسـکور ی      گرم در میلی میلی 04و  D3ويتامین 

 ود. محیط تمايز آدي وسیتی ايده زيست نوترکیـب، ايـران(   
میکـرو مـو ر    2و  FBS %24 ه همراه  DMEM-HGشام  

میکـرو مـو ر در لیتـر انسـولین و      24 در لیتر دگزامتـازون، 
ــورد    144 ــود. در م ــر ايندومتاســین   ــو ر در لیت میکــرو م

یـزات پلاکتـی   ، لFBSهای مر وط  ه لیزات  ه  ای چاه 
حاص  از خون  ند نا  و خون محیطی اضافه شد. محـیط  

 ـار تعـوي  شـد. در مـورد      روز ي  9کشت تمايزی هر 
در مـورد محـیط    هفتـه، و  1محیط تمايز استئوسیتی پس از 

مرفولـونی سـلولی مـورد     ،هفته 0تمايز آدي وسیتی پس از 
  ررسی قرار گرفت.  ه اين ترتیب  هت ارزيا ی تمايز القـا 

 آمیزی اختصاصی آماده شدند. ها  هت رنگشده، سلول
 

 : ه منتور ارزيا ی تمايز استئوسیتی آلیزارين رد آمیزی رنگ
هـا،  ـه   پس از حذ  محیط کشـت تمـايزی از چاهـ        

% 14لیتـر محلـول اتـانول     میلـی  2منتور تثبیـت سـلولی از   
محلول  .دقیقه استفاده شد 24ايران(  ه مدت  - هامون طب

 044هــا خــارو شــد، ســ س اتــانول  ــا ســم لر از چاهــ 
ها افزوده و  ه مدت میکرولیتر  افر نمکی فسفات  ه چاه 

 نیـز  ـه   PBSمحلول  .اق انکو ه شدتدقیقه در حرارت ا 14
هـا در   ها خارو شـد، سـ س سـلول   وسیله سم لر از چاه 

 سـیگما، آمريکـا(   % ايزوپروپانول44میکرولیتر محلول  044
پس از خارو کردن ايزوپروپـانول از چاهـ ،    ،شستشو شد

 سـیگما،  % 1آلیزارين رد % 1میکرولیتر محلول رنگی   044
 24هـا اضـافه و پـس از    در  افر فسفات  ه چاهـ  آمريکا( 

 044 ها خارو شـد و مجـدداب  دقیقه محلول رنگی از چاه 
 ه هر چاه  اضافه و واکنش رنگ  PBSمیکرولیتر محلول 

 روسکوپ اينورت  ررسی شد.توسط میک
 

 :منتور ارزيا ی تمايز آدي وسیتی  ه Oil Red-Oآمیزی  رنگ

 لیتر  افر نمکی فسفات شسته شدند و  میلی 2 ها درسلول    
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 2044 زمستان، 0 شماره ،28 هدور                                                    

 

 

 

% 24لیتر محلـول فرمـالین    میلی 2 ه منتور تثبیت سلولی از 
دقیقه در دمای اتاق استفاده شـد. پـس از ايـن     94 ه مدت 

 2 ـار  ـا    ها دومحیط خارو شده و سلولمدت فرمالین از 
شدند، س س  ـه هـر    هلیتر آب مقطر دو ار تقطیر شست میلی

% اضافه شـد و  ـه   44محلول ايزوپروپانول µL 044چاه  
دقیقه در دمای اتاق انکو ه گرديد. در مرحلـه  عـد    0مدت 
 9دقیقه در محلول رنگ که از ترکیـب   24ها  ه مدت سلول

در   سیگما، آمريکا( Oil Red-O  %0/4حجم محلول رنگی 
حجم آب مقطر  ه دست آمده  ـود،   1% و 11 ايزوپروپانول

هـا  قرار گرفت. محلول رنگ  ـه وسـیله سـم لر از چاهـ     
لیتر آب مقطر  ه هر چاه  اضافه  میلی 2خارو شد، س س 

ها  ا آب مقطر ي  قطره رنـگ  شد.  عد از شستشوی سلول
شد، پـس از يـ  دقیقـه     هماتوکسیلین  ه هر چاه  اضافه

ها  ا آب مقطر شستشو رنگ  ه وسیله سم لر تخلیه و سلول
 و  ا میکروسکوپ اينورت  ررسی شدند.

 
 :آزاد شده از پلاکت TGF- βگیری میزان  اندازه
-Human LAP TGF  دين منتور از روش ا يزا و کیـت     

1 ELISA Kit  Assay Pro )استفاده گرديـد. طبـق    ، آمريکا
هـای مر ـوط  ـه لیـزات پلاکتـی       دستورالعم  کیت، نمونـه 

کـه از   حاص  از خون  ند نا  و خون محیطی  عد از ايـن 
ــز ــدت    رفري ــه م ــدند   ــارو ش ــه در  24خ  gr 9444دقیق

ــروتئین در  ون شــدند. از آنیســانتريف  ــايی کــه غلتــت پ
د، های خون محیطی نسبت  ه خون  ند نا   ا تر  ـو  نمونه

ها  ـه عنـوان     رای کلیه نمونه µg/mL1044غلتت پروتئینی 
استاندارد انتخاب گرديـد و  ـر اسـاس آن محاسـبات  زم     

سازی انجام گرفت. پس از تهیه محلول استاندارد   رای رقیق
از اسـتانداردها و   µL 04  ر اساس دستورالعم  کیت، مقدار

خون لیزات پلاکتی ت پلاکتی خون  ند نا ، اهای لیز نمونه
محیطی، سرم خـون  نـد نـا  و سـرم خـون محیطـی  ـه        

 1های پلیت ا يزا اضافه شد و پـس از انکو اسـیون    چاه 
مرتبـه شستشـو داده شـدند. در مرحلـه      0ها  ساعته، چاه 

ها اضافه و   ادی متص   ه  یوتین  ه چاه  آنتی µL 04دوم 
مرحلـه   ساعت در دمای اتاق انکو ه گرديـد. در  1 ه مدت 

 ه  پراکسیداز - عد پس از شستشو، کونژوگه استرپتوآويدين
پلیــت اضــافه و پــس از انکو اســیون و شستشــوی مجــدد، 

ها اضافه و در تاريکی انکو ـه   کرومونن سو سترا  ه چاه 
کننـده  ـه هـر     شد. پس از پايان انکو اسیون محلول متوقف

هـا توسـط    چاه  اضافه و  لافاصله  ـذب نـوری نمونـه   
نـــانومتر  004در طـــول مـــوو  ELISA Readerگاهدســـت
گیری اين فاکتور رشـد  حداق  میزان اندازه گیری شد. هانداز

  ود. ng/mL 49/4 توسط کیت مورد استفاده
 

 :آنالیز آماری
اسـتفاده   11نسـخه   SPSSافزار  آنالیز آماری از نرم رای     

متغیرهـای  افزار شده و میـانگین   ها وارد اين نرم گرديد. داده
های مورد آزمايش محاسبه شدند.  هت  مورد نتر در نمونه

 One- Way ANOVAهای آماری ها از آزمون مقلیسه میانگین
از نتر آماری معنـادار در   >p 40/4 استفاده گرديد و مقادير

 نتر گرفته شد.
 

 ها يافته
  :شمارش پلاکتی

های حاص  از خون  ند نـا  و نیـز خـون    تعداد پلاکت    
محیطی قب  از تهیه لیزات توسط دستگاه شـمارش سـلولی   

(Cell Counter)  .در  خــش همــاتولونی شــمارش گرديــد
و تعـداد   WBC ، RBCکام   دهنده حذ  تقريباب نتايج نشان

 مناسبی از پلاکت  ود.

 
 های مزانشیمی:کشت سلول

ای، محـیط  هسـته  های ت  ي  روز پس از کشت سلول    
هـای   ها تعوي  گرديد و  ا ايـن کـار سـلول   کشت فلاس 

مرده و غیرچسبان نیز حذ  شدند. دو روز پـس از کشـت   
های دوکی شک  مزانشیمی  ا اتصال  ه کف فلاسـ   سلول

تشکی  کلنی داده و تکثیر شدند. تعدادی سلول غیر چسبان 
شـد کـه در روزهـای  عـدی  ـا      هنوز در محیط ديـده مـی  

ها نیز حذ  شدند. کشـت اولیـه   وي  محیط اين سلولتع
 ها تقريبـاب روز طول کشید که در نهايت، سلول 20در حدود 

 (.2% کف فلاس  را پوشانده  ودند شک  14

 
 مزانشیمی:  نیادی های سلول سلولی هويت تائید
   ده از  فتــدا شـی  ـزانشیمـادی مـای  نیـه ولـلـس    
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،  CD44  ،CD73سـطحی اختصاصـی شـام      های شاخص
CD166  ،CD105  ،CD90  وCD29  را  ه میزان  ا يی  یان

های خونساز،  چنین  یان مارکرهای سطحی سلول کردند. هم
CD34  وCD45  هـای مزانشـیمی    نیز  ررسی شد که سـلول

ها را  یان نکردند. درصد میزان قا   تو هی از اين شاخص

هـای  نیـادی    ی اختصاصی سـلول هاهايی که شاخصسلول
% ، 41/14% ، 40/48 مزانشـیمی را  یــان کردنـد  ــه ترتیــب  

ــود% 44/11% و %91/19 ، %00/48 ، 21/14 ــورد  ـ . در مـ
CD34  وCD45  10/1% و 9/14 نیز  ه ترتیب درصـدهای % 

 (.2نمودار مشاهده گرديد 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

های غیر چسبان در محیط در روز اول کشتت دیتده    های دوکي شکل و سلول سلول A)های مزانشیمي در روزهای مختلف کشت  : سلول8شکل 
 (×41نمایي  اند)بزرگ% کف فلاسک را پوشانده01 اند و تقریباًهای مزانشیمي رشد کرده در روز پایاني سلول B)شوند. مي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ژن بیتان آنتتي    CD73 (Cژن بیتان آنتتي    CD44 (Bژن بیتان آنتتي   A)های بنیادی مزانشیمي جدا شده از جفت : ایمونوفنوتایپینگ سلول8نمودار 
CD105 (D ژن بیان آنتيCD166 (E ژن بیان آنتيCD90 (F ژن بیان آنتيCD29 (G   ژن بیان آنتتيCD45 (H    ژن بیتان آنتتيCD34 (I     ایزوتایت
  PEایزوتای  کنترل   FITC  (Jکنترل 

A B 

File: CD44-CD73.FCS   Date: 30-05-2015  Time: 19:46:50    Particles: 5146   Acq.-Time: 11 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%

R1 <None> 4999    4999    -    97.14 119.46  25.17 65.40   49.96
Q1 R1 6       5       -    0.10 7.93    20.53 15.14   22.18

Q2 R1 3423    3413    -    68.27 142.99  63.72 27.40   66.04

Q3 R1 306     209     -    4.18 5.90    50.90 2.55    76.91
Q4 R1 1411    1372    -    27.45 60.08   85.91 5.80    47.26

RN1 R1 3413    3402    -    68.05 27.46   65.88 -    -    

RN2 R1 4849    4800    -    96.02 118.88  75.72 -    -    

Speed: 12.0 µl/s
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 185.0 lin 210.0 999.9 -- - - - -

SSC - 235.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 - 460.0 log3 10.0 999.9 - - -- 8.5 0.9

FL2 - 490.0 log3 10.0 999.9 - - 8.3 -- 0.9

File: CD105-CD166.FCS   Date: 30-05-2015  Time: 19:48:14    Particles: 5178   Acq.-Time: 12 s    Concentration: 9260 / ml
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%

R1 <None> 5000    5000    8870  96.56 123.90  25.69 63.69   52.73
Q1 R1 34      33      60    0.66 8.53    18.91 14.29   25.66

Q2 R1 3422    3403    5790  68.06 65.56   53.98 26.28   62.58

Q3 R1 643     499     1085  9.98 6.03    47.05 3.14    67.39
Q4 R1 1079    1065    1935  21.30 29.51   63.37 6.34    38.05

RN1 R1 3442    3422    5820  68.44 26.23   62.58 -    -    

RN2 R1 4539    4506    7810  90.12 56.57   63.25 -    -    

Speed: 12.0 µl/s  Count Volume: 0.200 ml
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 185.0 lin 210.0 999.9 -- - - - -

SSC - 235.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 - 460.0 log3 10.0 999.9 - - -- 8.5 0.9

FL2 - 490.0 log3 10.0 999.9 - - 8.3 -- 0.9

File: CDCD90-CD29.FCS   Date: 30-05-2015  Time: 19:49:33    Particles: 5089   Acq.-Time: 10 s    Concentration: 24945 / ml

0 50 100 150 200 250
0

50

100

150

200

250

FSC  -

S
S

C
  

-

1 10 100 1000
1

10

100

1000

FL2  -

F
L

1
  

-

1 10 100 1000
0

20

40

60

80

100

FL1  -

c
o

u
n

ts

1 10 100 1000
0

20

40

60

80

100

FL2  -

c
o

u
n

ts

0 50 100 150 200 250
0

50

100

150

200

250

FSC  -

S
S

C
  

-

R1

Gate: R1

1 10 100 1000
1

10

100

1000

FL2  -

F
L

1
  

-

Q1: 0.02%

5 / ml

Q2: 73.73%

18015 / ml

Q3: 0.98%

240 / ml

Q4: 25.27%

6250 / ml

Gate: R1

1 10 100 1000
0

20

40

60

80

100

FL1  -

c
o

u
n

ts

RN1

Gate: R1

1 10 100 1000
0

20

40

60

80

100

FL2  -

c
o

u
n

ts

RN2

partec PAS

Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%

R1 <None> 4999    4999    24510 98.23 129.35  24.02 74.90   43.51
Q1 R1 1       1       5     0.02 7.10    0.00 83.41   0.00

Q2 R1 3712    3686    18015 73.73 233.51  50.27 26.85   93.83

Q3 R1 91      49      240   0.98 4.52    75.53 1.94    92.99
Q4 R1 1285    1263    6250  25.27 79.95   48.94 5.92    46.42

RN1 R1 3694    3668    17925 73.37 26.69   74.60 -    -    

RN2 R1 5000    4952    24280 99.06 194.21  63.37 -    -    

Speed: 12.0 µl/s  Count Volume: 0.200 ml
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 185.0 lin 210.0 999.9 -- - - - -

SSC - 235.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 - 460.0 log3 10.0 999.9 - - -- 11.1 0.9

FL2 - 400.0 log3 10.0 999.9 - - 8.3 -- 0.9
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File: NC.FCS   Date: 30-05-2015  Time: 19:41:57    Particles: 5738   Acq.-Time: 12 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%

R1 <None> 5183    5183    -    90.33 116.33  25.73 52.88   64.27
Q1 R1 16      13      -    0.25 8.74    29.05 12.20   19.71

Q2 R1 171     144     -    2.78 19.47   41.08 17.54   42.10

Q3 R1 5488    4967    -    95.83 2.48    73.71 2.10    74.11
Q4 R1 63      59      -    1.14 50.21   305.41 5.40    71.88

RN1 R1 185     155     -    2.99 17.19   42.23 -    -    

RN2 R1 252     220     -    4.24 27.01   297.89 -    -    

Speed: 12.0 µl/s
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 185.0 lin 210.0 999.9 -- - - - -

SSC - 235.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 - 420.0 log3 10.0 999.9 - - -- 28.8 0.7

FL2 - 480.0 log3 10.0 999.9 - - 12.1 -- 0.9
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در تمامی نمودارهای  ا ، محورهای افقی نمايانگر میزان     
هـای   ـادی متص   ه آنتیPE  و يا FITCهای رنگ کونژوگه
هـا را  تعداد سـلول  اشد و محورهای عمودی مورد نتر می

هـای وا ـد     یانگر سلول RN1, RN2 دهد. خطوطنشان می
های نشـاندار شـده    ادی مارکر ارزيا ی است که توسط آنتی

، CD44هـای    ـادی  اند. آنتی  ا مواد فلورسنت شناسايی شده
CD90 ،CD105  وCD45    ــنت ــاده فلورسـ ــا مـ و  FITC ـ
 ــا مــاده  CD34و  CD29 ،CD73 ،CD166هــای   ــادی آنتــی

هـای   نشاندار شده اسـت و در سـطس سـلول    PEفلورسنت 
 شوند. های مذکور  یان می نن مزانشیمی آنتی

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 میزان تکثیر سلول های مزانشیمي در حضور مواد مختلف به عنوان مکمل در محیط کشت: 8 نمودار

پلاکت خون  ند نا ، لیزات پلاکت خون محیطی، سرم ، لیزات  FBSهای حاوی کشت های مزانشیمی کشت داده شده در محیط سلول
 روز، توسط تري سین از کف فلاس   دا شده و شمارش سلولی انجام شده است. 1خون  ند نا  و سرم خون محیطی پس از 

FBS= Fetal Bovine Serum  ، PBL= Peripheral Blood Lysate  ، CBL= Cord Blood Lysate  ، PBS= Peripheral Blood Serum، CBS= 

Cord Blood Serum 

 
 های مزانشیمي در حضور مواد مختلف در محیط کشت که به صورت دو بار تکرار انجام شده است : میزان تکثیر سلول8جدول 

 

CBL+CBS PBL+PBS CBS PBS CBL PBL 81 %FBS 2 %FBS 8 %FBS  
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 های متفاوتنمونه
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 مزانشیمی: های سلول  رتکثیر پلاکتی لیزات اثر  ررسی
ــلول     ــیط   س ــده در مح ــت داده ش ــیمی کش ــای مزانش  ه

، لیـزات پلاکـت خـون  نـد نـا ،       FBSهای حاوی  کشت
لیزات پلاکت خون محیطی، سرم خـون  نـد نـا  و سـرم     

ــس از  روز، توســط تري ســین از کــف  1خــون محیطــی پ
هـا در  سلول Viabilityفلاس   دا شده و شمارش شدند، 

 %  ود.  84  ا  ،های  ا شرايط متفاوت محیط

های مزانشیمی نشان دهنده رشـد و تکثیـر    ررسی سلول    
ها در حضور عوام  رشد مو ود در لیزات پلاکت خون آن
نا ، خون محیطی، سرم خون  ند نـا  و سـرم خـون      ند

هـای مزانشـیمی کشـت داده     (. سـلول 1محیطی  ود نمودار 
رفولـونی تغییـر خاصـی را    وها از نتر مشده در اين محیط

( SD ±نشــان ندادنــد. میــانگین و انحــرا  معیار میــانگین 
ش شده، محاسبه گرديد و پـس از تحلیـ    های شمار سلول

 (:2آماری نتايج زير حاص  شد  دول
های کشـت داده شـده در    میانگین شمارش سلول -1

 ـا میـانگین    (PBL)لیزات پلاکت خـون محیطـی  
 FBS% 0های کشت داده شـده در   شمارش سلول

 تفاوت معنادار نداشت.
های کشـت داده شـده در    میانگین شمارش سلول -6

 ـا میـانگین    (CBL) نـد نـا    لیزات پلاکت خون
 FBS% 0های کشت داده شـده در   شمارش سلول

 تفاوت معنادار نداشت.

های کشـت داده شـده در    میانگین شمارش سلول -3
 ـا میـانگین شـمارش     (PBS)سرم خـون محیطـی  

تفـاوت   FBS% 0های کشـت داده شـده در    سلول
 معنادار نداشت.

های کشـت داده شـده در    میانگین شمارش سلول -4
 ا میـانگین   O (CBS)خون  ند نا   ا گروه سرم 

 FBS% 24های کشت داده شده در  شمارش سلول
 تفاوت معنادار نداشت.

های کشـت داده شـده در    میانگین شمارش سلول -5
PBL+PBS های کشـت    ا میانگین شمارش سلول

 تفاوت معنادار نداشت. FBS% 0داده شده در 
های کشـت داده شـده در    میانگین شمارش سلول -2

CBL+CBS های کشت   ا میانگین شمارش سلول
 تفاوت معنادار نداشت. FBS% 24داده شده در 

 های مزانشیمی  ه استئو لاست:ارزيا ی توانايی تمايز سلول

های مزانشیمی کـه  ـه مـدت دو هفتـه در محـیط       سلول    
ــرات    ــد، تغیی ــده  ودن ــتخوان کشــت داده ش ــه اس ــايز   تم

آلیـزارين   آمیزی اختصاصی رفولونی نشان داده و  ا رنگوم
 ه رنگ قرمز در آمدند که حـاکی از رسـوب کلسـیم و     رد

   (.1عناصر معدنی در سطس سلول  ود شک  
 

 های مزانشیمی  ه آدي وسیت:ارزيا ی توانايی تمايز سلول
 هايی که در محـیط تمـايز آدي وسـیتی کشـت داده     سلول    

شـک   شده  ودند نیز از شک  دوکی خود خارو شده و  ـه  
ها ظـاهر گرديـد.   های چر ی در آنکروی درآمده و واکوئ 

 ه  Oil Red-Oآمیزی  اين تمايز پس از چهار هفته و در رنگ
 (.9 خو ی مشاهده شد شک 

 
 

                                         
 

 های مزانشیمي به رده سلول های استخواني با رنگ آمیزی آلیزارین رد : تمایز سلول8 شکل

(A 81 در حضور%FBS  (B   در حضور لیزات پلاکتي خون محیطي(C  در حضور لیزات پلاکتي خون بند ناف 

A B C 
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در حضور لیزات پلاکتي خون  FBS  (B%81 درحضور Oil Red-O (Aآمیزی های چربي با رنگ سلولهای مزانشیمي به رده  : تمایز سلول3 شکل 
 در حضور لیزات پلاکتي خون بند ناف   C)محیطي  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 خون محیطيسرم  ناف و خون محیطي، سرم خون بند و لیزات پلاکتي موجود در لیزات پلاکتي خون بند ناف TGF-β: غلظت فاکتور 3 نمودار
 در حضور مواد مختلف به عنوان مکمل در محیط کشت تفاوت معنادار نداشته است. TGF-β( غلظت فاکتور SD ± )میانگین

CBS= Cord Blood Serum, PBS= Peripheral Blood Serum, PBL= Peripheral Blood Lysate, CBL= Cord Blood Lysate 
 

 :پلاکت از شده آزاد TGF- β میزان گیری اندازه

در لیزات پلاکتی تهیه شده از  TGF-βمیزان فاکتور رشد     
از چنین سرم تهیه شده   نا  و خون محیطی و هم خون  ند
گیـری   نا  و خون محیطی  ا روش ا يـزا انـدازه   خون  ند
 یـان   SD ±های  ه دست آمده  ه صورت میانگین شد. داده

های لیـزات و سـرم خـون    در نمونه TGF-βاند. غلتت  شده
نـا  در حـد نـانوگرم در هـر      سـرم خـون  نـد    محیطی و

هـای مختلـف از نتـر    لیتر  ود و غلتـت آن در نمونـه   میلی
 .(9 نمودار وت چندانی نشان ندادآماری تفا

 
 بحث
 ،های انجام شده در حیطـه کشـت سـلول    یشتر پژوهش    

 تاثیرات نل پلاکتی تهیه شده از خون محیطی را  ر تکثیر و

 هــای  نیــادی مزانشــیمی  ــدا شــده از مغــز تمــايز ســلول
انـد. چنـد   استخوان و يا  افت چر ی مورد مطالعه قـرار داده 

موضوق در ايران انجـام گرفتـه اسـت.    پژوهش نیز  ا همین 
هـای مزانشـیمی    تاثیر لیزات پلاکتی  ر تکثیر و تمايز سلول

کمتر مورد  ررسی قرار گرفته و در کشور نیـز  ـرای اولـین    
 ار پژوهشی  ا اين عنوان انجام گرفت.  ا تو ه  ه اين نکته 
که مطالعه حاضر  رای اولین  ار در ايران انجام شده اسـت،  

 هره  ردن از لیزات پلاکتی  ا دو منبـع خـون  نـد     علاوه  ر
و هـم   FBSهـای متفـاوت    نا  و خون محیطی، از غلتـت 

 MSCهـای مختلـف انسـانی در تکثیـر و تمـايز       چنین سرم
 ـه عنـوان    ،ايم تا در صورت نتايج قا   قبـول  استفاده کرده

 (.28% از آن استفاده کنیم FBS 24 ايگزين مناسب  رای 
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 لیزات پلاکتي
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های  نیادی مزانشیمی  دا شـده   حاضر سلول در مطالعه    
 ، CD44 ،CD73از  افت  فت دارای مارکرهای اختصاصی 

CD105 ،CD166 ،CD90  وCD29   ودند. لیزات پلاکتـی از 
و  ABنا  و خون محیطـی، سـرم خـون     دو منبع خون  ند

 ـه عنـوان مکمـ   ـه      Oسرم خون  ند نا   ا گروه خـونی 
شـد.  ـرای  لـوگیری از     های کشت افزوده رخی از محیط

های پلاکت مشـتق از  تداخلات مر وط  ه تفاوت  ین کیسه
 9های مورد مطالعه، خون  ند نا  و خون محیطی در گروه

کیسه پلاکت  ا هم مخلـوط شـدند و در يـ  گـروه قـرار      
تواند دارای تفـاوت   دست آمده میه گرفتند. لیزات پلاکتی  

ده، شـمارش سـلولی   زيادی  اشد که وا سته  ه سن اهداکنن
 . اشـد  اهداکننده و روش آزاد سازی فاکتورهـای رشـد مـی   

دست آمـده حـاکی از اثـر منفـی سـن  ـر غلتـت        ه نتايج  
 (.  21  ودمحتوای فاکتورهای رشد 

های مزانشـیمی کشـت داده شـده در سـرم خـون       سلول    
نا ، لیزات پلاکتی خون محیطـی و   محیطی، سرم خون  ند

رفولونی شـبیه  ـه   ونا  از نتر م  ند خونپلاکتی يا لیزات 
های فیبرو لاست  وده و ظاهر دوکی شـک  داشـتند.    سلول

هـا در  علاوه  ر آن نتايج کشت، تکثیر و تمـايز ايـن سـلول   
حضور عوام  رشد مو ود در سرم و لیزات پلاکت انسانی 

ها در حضور اين عوام  نیز  سیار موفقیت آمیز  ود و سلول
ها نیز  ه خـو ی  ند و پتانسی  تمايزی آن ه خو ی تکثیر يافت

 حفظ شد.
رفولونی شـبیه  وهای مزانشیمی  دا شده از نتر م سلول    

دوکـی شـک     یهای فیبرو لاست  ودنـد و ظـاهر    ه سلول
دست آمده در  سـیاری از  ه داشتند، اين نتايج مشا ه نتايج  

و همکـارانش در   آوان زينی های هها از  مله مطالعپژوهش
 .(14 ود  1441سال 
 اده از روشــ ـا استفـا  ـهی سلولـنوفنوتاي و ررسی ايم    

 ایــ ـها دارای مارکرهفلوسیتومتری نشان داد که اين سلول
CD44 ،CD73 ،CD105 ،CD166 ،CD90  وCD29   و فاقــد

هستند که اين نتايج نیز  ا نتـايج   CD45و  CD34مارکرهای 
و همکــاران مطا قــت  کانماتســو ســاير محققــین از  ملــه

 ـه چـاپ رسـید،     1422در اين تحقیق که در سـال   .داشت
مارکرهای  کر شـده را  ـه عنـوان مارکرهـای تايیـد شـده       

 (.9های  نیادی مزانشیمی در نتر گرفته  ود  سلول

 های مزانشـیمی در   ه منتور  ررسی توانايی تمايز سلول    
 ـ     حضور محیط ه هـای تمـايز دهنـده کشـت داده شـدند و  

های استئو لاست و يا آدي وسـیت  ـه طـور  داگانـه      سلول
هـای   هـا  ـه سـلول   تمايز يافتند.  ه منتـور تايیـد تمـايز آن   
ــگ  ــیت، از رن ــت و آدي وس ــیمی   استئو لاس ــزی سیتوش آمی

 هـا  هاستفاده شـد. در اکثـر مطالع ـ   Oil red-Oآلیزارين رد و 
 های استئو لاست و يا آدي وسـیت  رای تايید تمايز  ه سلول

استفاده شـده   Oil red-Oآلیزارين رد و يا  آمیزی از اين رنگ
چه در  رخی از موارد  ـرای تايیـد تمـايز  ـه      (. اگر12 ود 

آمیـزی آلکـالین    استئو لاست علاوه  ر آلیزارين رد از رنـگ 
هـا  . نتايج اين رنگ آمیزی(11فسفاتاز نیز استفاده شده  ود 
 ـها  ود. نتاتايیدی  ر تمايز اين سلول دسـت آمـده در   ه يج  

و همکــارانش  ســا اپاتی ايــن مطالعــه شــبیه نتــايج مطالعــه
 (.  12 ود 
 ه منتور تکثیر و تمايز سـلول هـای    ها هدر اغلب مطالع    

مزانشیمی از سرم حیوانی  ه عنـوان مکمـ  محـیط کشـت     
(. در مطالعـه حاضـر  ـه منتـور     9، 19، 10شود استفاده می

مکمـ  محـیط کشـت از      ايگزينی سرم حیوانی  ه عنـوان 
ــده از      ــ  آزاد ش ــد. عوام ــتفاده گردي ــی اس ــزات پلاکت لی

های لیز شده که حـاوی فاکتورهـای رشـد متعـددی      پلاکت
هـا حمايـت کردنـد و در     ه خو ی از رشد سلول ، اشندمی

 .های مزانشیمی  ه رشد خود ادامه دادندها سلولحضور آن
تکثیـر  فاکتورهای رشد آزاد شده از پلاکـت سـبب رشـد و    

 متعدد نشان داده های هشوند. مطالعهای مزانشیمی می سلول
های لیز است که استفاده از پلاسمای غنی از پلاکت، پلاکت

شده و عوام  رشد آزاد شده از پلاکـت، سـبب حمايـت از    
، 14، 10شوند های  نیادی مزانشیمی می رشد و تکثیر سلول

 انجـام گرفتـه   یها ه(. در اين مطالعه همانند اغلب مطالع21
و   ـا    ـی  و 1422و همکـاران در سـال    کرسـ ودياز   مث 

ــال   ــاران در س ــت و   1429همک ــردن پلاک ــز ک ــرای لی   )
ــوالی  -آزادســازی عوامــ  رشــد از روش انجمــاد   وب مت

های صـورت گرفتـه   (. اغلب پژوهش1، 14استفاده گرديد 
در زمینه کشت سلول،  ر روی تاثیرات نل پلاکتی  ر رشـد  

هـای ايـن   های مزانشیمی و  ررسـی ويژگـی  سلول و تکثیر
ماده، از  مله غلتت فاکتورهای رشد،  هترين روش تهیه و 

(. در ايـن مطالعـه   11نگهداری و غیره متمرکز  ـوده اسـت   
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 رای اولین  ار در کشور لیزات پلاکتی مشتق از خـون  نـد   
 FBSنا  و نیز خون محیطی تهیه شد و  ه عنوان  ايگزين 

های مزانشیمی مورد  ررسـی قـرار گرفـت.     لدر کشت سلو
های مختلـف  در نمونه TGF-βچنین غلتت فاکتور رشد  هم

از  هـا  هگیـری شـد.  سـیاری از مطالع ـ    مورد  ررسـی انـدازه  
های  نیـادی مزانشـیمی مغـز اسـتخوان  ـرای کشـت        سلول

هـای  نیـادی    استفاده کرده  ودند، اما در اين پژوهش سلول
 مزانشیمی از  افت  فت  دا و کشت داده شدند. 

از روش  هـا  ه رای تهیه کنسانتره پلاکتی در اغلب مطالع ـ    
شـود امـا در ايـن مطالعـه  ـه علـت       آفرزيس اسـتفاده مـی  

هـای  هـای پلاکتـی از کیسـه    محدوديت امکانات، کنسـانتره 
خون کام  تهیه گرديد و  ه همین دلیـ  تعـداد پلاکـت در    

های آفـرزيس  ـود. تحقیقـات    سترس  سیار کمتر از روشد
و همکارانش نشان داده است کـه    ا   ی انجام شده توسط

منجـر  ـه کـاهش     mL 241×0/2/ شمارش پلاکتی کمتـر از 
هـای مزانشـیمی    تاثیر لیزات پلاکتی  ر تکثیر و رشد سـلول 

 (.  1شود می
ه،  ودن شـمارش پلاکتـی در ايـن مطالع ـ    رغم پايین علی    

لیزات پلاکتی تهیه شده از خـون  نـدنا  و خـون محیطـی     
هـای  نیـادی    توانستند  ـه خـو ی از رشـد و تکثیـر سـلول     

هـا  مزانشیمی حمايت کننـد و میـزان رشـد و تکثیـر در آن    
 وده   FBS% 0ها در مشا ه نتايج حاص  از کشت اين سلول

زمان سرم خون  ند نا  و لیزات پلاکتـی   است. استفاده هم
نا  در محیط کشت نیـز  اعـب  هبـود وضـعیت       ندخون 

هـای مزانشـیمی و رسـیدن  ـه نتـايجی       رشد و تکثیر سلول
و   ـا   زنکی در محیط کشت شد. FBS%24 مشا ه استفاده از

تاثیر سرم انسانی، لیزات پلاکتـی   1429همکارانش در سال 
های فعال شده  ـه وسـیله تـرومبین  ـر     و ترشحات پلاکت

مزانشـیمی  افـت چر ـی و اسـتخوانی را     هـای   تکثیر سلول
ثیر مشا ه اين  دهنده ت مورد پژوهش قرار دادند و نتايج نشان

 ـ  ويتهای مزانشیم  افت چر ی  ود.  سه ماده  ر سلول  درزن
و همکاران هم تاثیر سـرم انسـانی و لیـزات پلاکتـی را  ـر      

های مزانشیمی  داشده از  های انسانی و سلول فیبرو لاست
 را ـر    ررسی کرده و نشان دادند کـه زمـان دو   افت چر ی 

های مزانشـیم  ها و سلولشدن  معیت سلولی فیبرو لاست
 ه  ــت  ـزات نسبـرم و لیـی در سـافت چر ـده از  ـ دا ش

24%FBS 19، 10تر  ود کوتاه  .) 
هـای مزانشـیمی    از لیزات پلاکتی علاوه  ر تکثیر سـلول     
مزانشیمی نیز اسـتفاده کـرد. در   های  توان در تمايز سلولمی

 مطالعه حاضر نشان داده شد که لیـزات پلاکتـی خـون  نـد    
هــای  نـا  و خــون محیطــی نــه تنهـا ســبب تکثیــر ســلول  

شوند،  لکه در حضـور ايـن عوامـ  توانـايی     مزانشیمی می
ها  ـه  شود و اين سلولهای مزانشیمی حفظ می تمايز سلول

وســیت تمــايز هــای استئو لاســت و آدي  خــو ی  ــه ســلول
 1420 در سال سا اپاتی يا ند. نتايج اين مطالعه  ا مطالعه می

ای اثـر  چه تاکنون در هیج مطالعـه  (. اگر12مطا قت داشت 
لیزات پلاکتی خون  ند نا  و خـون محیطـی  ـر تکثیـر و     

های مزانشیمی  دا شده از  افت  فت  ررسی  تمايز سلول
نتـايج سـاير   نگرديده اسـت، ولـی نتـايج حاصـ  از آن  ـا      

انجام شده در زمینه نل پلاکتی و يـا پلاسـمای    ایه همطالع
هـای  کـر شـده، مشـا هت     غنی از پلاکت  ا و ود تفـاوت 

تـوان  ـه   مـی  هـا  هزيادی داشته است. از  ملـه ايـن مطالع ـ  
ی دلـو  ، 1429و همکاران درسـال    ی   يون  سی تحقیقات

در و همکـارانش   لانـده  ،  1420و همکاران در سـال   کون
، 8، 24، 11 اشـاره نمـود     ـا   ی  یها هو مطالع 1441سال 

9.) 
 TGF-βدر مرحله پايانی اين مطالعه میزان فـاکتور رشـد       

در لیزات پلاکتـی خـون  نـد نـا ، لیـزات پلاکـت خـون        
محیطی، سرم خون  ند نا  و سرم خون محیطی  ا استفاده 

هـای مختلـف کـه    از روش ا يزا  ررسـی شـد. در مطالعـه   
گیری شده  ود، نتايج نشـان داد   لتت چندين فاکتور اندازهغ

 ا  و در حد نانوگرم در میلی لیتر اسـت،   TGF-βکه میزان 
هـای  در مطالعه حاضر نیـز غلتـت ايـن فـاکتور در نمونـه     

مختلف  ا  و در حد نانوگرم در میلـی لیتـر مشـاهده شـد.     
د البته  زم  ه  کر است که نیمه عمر ايـن فاکتورهـای رش ـ  

 پايین  وده و  عد از گذشت زمان ممکن اسـت از میـزان آن  
کاسته شود. لذا دست يـا ی  ـه روش مناسـب  ـرای تهیـه      
عوامــ  رشــد پلاکتــی، تعــداد مناســب پلاکــت و شــرايط  
 نگهداری مطلوب همواره مورد تو ه محققین  وده است.  

 
گيري نتيجه
 دست آمده از اين ه وق  ا در نتر گرفتن نتايج  ـدر مجم    
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تـوان گفـت کـه    ، مـی ها همطالعه و مقايسه آن  ا ساير مطالع
لیزات پلاکتی تهیه شده از خون  ند نـا  و خـون محیطـی    

تواند  ايگزين مناسـبی  ـرای سـرم حیـوانی در محـیط      می
محیط مناسـبی   ،کشت سلول  اشد. استفاده از لیزات پلاکتی

سـازند و  فراهم میهای مزانشیمی   رای رشد و تکثیر سلول
ــم ــیت    ه ــیت و آدي وس ــه استئوس ــايز   ــايی تم ــین توان چن
های حـاوی ايـن عوامـ     های مزانشیمی نیز در محیط سلول

گردد. از معايب  هره  ردن از مشتقات  ـا   ه خو ی حفظ می
هـا و   انتقـال پـاتونن   خطـر منشا حیوانی  ه عنـوان مکمـ ،   

يج  یانگر اين  اشد. در واقع نتا های ايمونولوني  می واکنش
های  نیادی مزانشیمی  ـدون    اشند که کشت سلولنکته می

پذير است و در صـورتی کـه    استفاده از سرم حیوانی امکان

هـای  چنین  ررسی تری انجام گیرد و همگسترده های همطالع
ــن     ــر روی اي ــازی  زم   ــی، استانداردس ــرل کیف  زم کنت

 Pathogen هــا محصــو ت و هــم چنــین کــاهش پــاتونن

Reduction ) هـا و مشـتقات   توان از پلاکـت ، میشودانجام
های  چرخههای قدرتمند در ها  ه عنوان مکم حاص  از آن

 کشت سلولی استفاده نمود.
 

 تشکر و قدردانی
نامـه دانشـجويی مصـوب مرکـز      اين مقاله حاص  پايـان     

تحقیقات انتقال خون، مؤسسه عـالی آموزشـی و پژوهشـی    
  اشد. ايران در مقطع کارشناسی ارشد میطب انتقال خون 
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Abstract 
Background and Objectives 

Proliferation and differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) in culture media requires 

the presence of nutrient supplements such as bovine fetal serum (FBS), which increases the 

risk of prion/xenotic infections. Platelet lysates as a rich source of growth factors and cytokines 

can replace FBS in cell culture medium. This study aimed to compare the effect of platelet 

lysates derived from cord blood and peripheral blood on the proliferation and differentiation of 

MSCs  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, human MSCs were isolated from placental tissue and identified by 

flow-cytometry. 3 Three platelet bags were collected and platelet lysates were prepared by 

repeated freezing/thawing method. MSCs were cultured in different media and evaluated for 

their differentiation capacity, cultured in osteogenic and adipogenic differentiation media with 

Alizarin Red and Oil Red-O staining. TGF-β levels were assessed by ELISA. Statistical 

analysis was performed using SPSS22 software and One-Way ANOVA statistical test. 

 

Results 

The proliferation rate of MSCs in media containing Cord/Peripheral Blood Lysate (CBL or 

PBL) was not significantly different from that of media containing 5% FBS. Also, the rate of 

proliferation in the medium containing CBL plus cord blood serum was not significantly 

different from the medium containing 10% FBS. Also, the ability of MSCs’ differentiation into 

osteocytes and adipocytes in media containing CBL or PBL was well preserved. 

 

Conclusions   

Platelet lysates can be a suitable alternative to animal serum in cell culture medium. In addition 

to the growth and proliferation of MSCs, these factors maintain the ability to differentiate into 

osteocytes and adipocytes in environments containing these factors. 
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