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 هچكيد
 سابقه و هدف 

هما، رو بمه افمزاي      تر زخمم  امروزه استفاده از فاكتورهاي رشد به صورت ژل پلاكتي، در ترميم هر چه سريع
هاي كهنه به عنوان منبع اصلي براي تهيه ژل پلاكتي و  هدف از مطالعه بررسي امكان استفاده از پلاكت. باشد مي

 . در محيط كشت بود FBSو  FCSهايي مثل  هم چنين جايگزين مكمل
 ها روش مواد و

به منظور اثبمات  . پلاكت اهداكنندگان پس از خونگيري توسط سانتريفوژ جداسازي شددر يك مطالعه تجربي 
هماي   هاي تاريخ گذشته توانايي تكثير سملول  اين فرضيه كه ژل پلاكتي و عوامل رشد حاصل از آن در پلاكت

هماي مختلمف،    هاي تماريخ گذشمته بما رو     ازه غني از پلاكت و پلاكتمختلف را دارا هستند، از پلاسماي ت
 MTTها در محيط كشت توسط رو  الايزا و  عوامل رشد پلاكتي تهيه و ميزان فاكتورهاي رشد و رشد سلول

 . گيري شد اندازه
 ها يافته

تهيمه ژل پلاكتمي ممورد     تواننمد در  هاي تازه مي هاي كهنه با كيفيتي مشابه با پلاكت نتايج نشان داد كه پلاكت
هاي تمازه و كهنمه در رو  تهيمه ژل     استفاده قرار گيرند، هم چنين ميزان فاكتورهاي رشد آزاد شده از پلاكت

ها نيز روي  هاي مورد استفاده در تحقيق بيشتر و اثر پروليفراتيو عوامل رشد حاصل از آن پلاكتي از تمام رو 
 .باشد كشت سلولي يكسان مي

 ينتيجه گير 
هماي كهنمه بما مقمادير حاصمل از       اين مطالعه نشان داد ميزان غلظت فاكتورهاي رشمد آزاد شمده از پلاكمت   

هاي تازه يكسان و اثرات فاكتورهاي رشد حاصل از هر دو گروه بر ميزان رشد سلولي بمه يمك انمدازه     پلاكت
 . باشد ميهاي كهنه در راستاي كاربردهاي نوين  اين امر نويدبخ  استفاده از پلاكت. است

 ، رده سلولي عوامل رشد مشتق از پلاكتپلاسماي غني از پلاكت،  :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 

 21/22/88  :تاريخ دريافت 
 88/  18/4  :تاريخ پذيرش 

 
 شناسي ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران كارشناس ارشد خون_ 2
 نتقال خون ايرانـ استاديار مركز تحقيقات سازمان ا شناسي آسيبـ متخصص 1
 شناسي سلولي و مولكولي ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران كارشناس ارشد زيست -3
 دانشگاه علوم پزشكي اردبيل مربيشناسي ـ  شناس ارشد خونرـ كا4
 ـ كارشناس ارشد ژنتيك ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران5
 مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران شناسي و بانك خون ـ استاديار خون PhDـ 6
 24665-2257: صندوق پستي ـ بيوتكنولوژي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران PhD: ـ مؤلف مسؤول7
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  مقدمه 
ــر     ــا وردهآخــون و ف ــدر حما ،آن يه ــت از ي ت و مراقب
امـا  . هسـتند برخـوردار   ييت بـا  ي ـازمند از اهميماران نيب

خطـر   ،خ مصـر  يتـار  ،دي ـموجـود در تول  يها تيمحدود
 ،ادي ـز يهـا  نـه يمنتقله از راه انتقال خـون و هز  يها يماريب
ن يــت مناســب در اســت اده از ايرياز بــه نرــارت و مــديــن

 .کند يم يمحصو ت را الزام
ه د که بنباش يم ها پلاکت ،مهم هاي فرآوردهن ياز ا يکي    
خ يو تـار  يگهـدار ن ،ديموجود در تول يها تيل محدوديدل

ممکن است  و هستندبرخوردار  يا ژهيت ويمصر  از اهم
روز  5ها کـه حـدود    خ مصر  آنيل کوتاه بودن تاريدله ب

بدون است اده از چرخه مصـر  خـارش شـوند و از     ،است
رشـد موجـود    يامروزه است اده از فاکتورها(. 2)روندب نيب

-FGF) ،(TGF:β1,β2) ،(PDGF: AA, BB, AB)در پلاکـت 
b) ،(EGF ) و(VEGF) هـا   تر زخـم  عيم هر چه سريدر ترم

ک کـه  يابتيجاد شده در افراد ديمزمن ا يها زخم مخصوصاً
جـاد  ياز ا يريجلـوگ  يهـا بـرا   تر زخـم  عيم سرياز به ترمين

ــد و هــم جــاد شــده از يا يهــا ن بــرشيچنــ ع ونــت دارن
 ـ ،ياسـتخوان  يها يا شکستگيها و  يجراح صـورت ژل  ه ب
 ،شـود  يه م ـياز پلاكت ته يتازه غن يسماكه از پلا يپلاکت

ن عوامل در رشـد و  ين ايچن هم(. 1-5)ش استيرو به افزا
 يبروبلاسـت يو ف يمزانشـيمي، استووبلاسـت   يها ر سلوليتكث

ه را ين قض ـي ـن اگر بتوان ايبنابرا. (6-8)دارند يثرؤنقش م
در  ،ز به اثبات رسـاند يخ گذشته نيتار يها در مورد پلاکت
ه ي ـخ گذشـته در ته يتـار  يها وان از پلاکتت يآن صورت م

هـا و از   يهـا و شکسـتگ   م زخـم يترم به منرور يژل پلاکت
 يهـا  طين کـردن در مح ـ يگزيرشد جهـت جـا   يفاکتورها

کـه   FBSو  FCS مثـل  ييهـا  مکمـل  يبه جا يکشت سلول
 (.1، 21-24)است اده کرد ،دارند يادينه زيهز
 ـم ـين بيها در بـال  از پلاکت كه زمانيمدت      عنـوان  ه ار ب
 ـ ي ـکننده تعـداد   حيتصح  پنيتويدر ترومبوس ـ يا عمـل پلاکت

. روز اسـت  5ت حـدود  يمحـدود  يدارا ،شـود  ياست اده م
چـه   اگـر . ندارنـد  ينيخ گذشته است اده باليتار يها پلاکت

 ـ  ک پلاکتيمه عمرهموستاتين بـه نرـر    يها کوتاه اسـت ول
ح ـ    يرسد که عوامل رشد خود را مدت زمان طو ن يم
 (.2)کنند يم

 يهـا  ن مطالعـه اسـت اده از پلاکـت   ي ـن هـد  ا يتر مهم    
ــتار ــته در تهـي ــخ گذش ــي ــ يه ژل پلاکت ــاث يو بررس ر يت

ر ي ـرشـد و تكث  يها بر رو فاكتورهاي رشد آزاد شده از آن
در ايـن تحقيـا از سـه رده    . بـود  يمختلف سـلول  يها رده

ــلولي فيبروبلاســت  ــم )س ــود زخ ــلول اصــلي در بهب ، (س
بـه عنـوان سـلول      CHO ( China Hamester Ovary)سلول

و سـلول   هـاي نوتركيـب   يوكاريوت جهت بيـان پـروتوين  
به علت كاربرد متعدد از جملـه پيونـد و   )بنيادي مزانشيمال

چنـين يكـي از    هـم . (25-11)، است اده شد(سلول درماني
كــاربرد فاكتورهــاي مشــتا از ليــز  ،اهــدا  مطالعــه اخيــر

و  FCS اكتورهـاي جـايگزين  هاي كهنه بـه عنـوان ف   پلاكت
FBS توجيـه اقتصـادي و فقـدان خطـر ناشـي از      . باشد مي

هـاي   از مزيـت  ،هـا از جملـه جنـون گـاوي     برخي بيماري
هاي پلاكتي براي رشـد   با فرآورده FCSو  FBS جايگزيني 

 يمختلـف سـلول   يهـا  تكثيـر رده . اسـت ها  و تكثير سلول
تـاريخ  هـاي   تحت تاثير عوامل رشد آزاد شـده از پلاكـت  

 يعوامـل رشـد پلاکت ـ   يگـذار  ريزان تاثيم يگذشته، بررس
هاي تـاريخ   و است اده از پلاكت يسلول يها انواع رده يرو

ا بـه  ين تحقيگر اياز اهدا  د ،گذشته در تهيه ژل پلاكتي
  .رود يشمار م

 
  هاروش مواد و 

 ـ     هـا بـه    و نمونـه  بـود  يمطالعه انجام شده از نوع تجرب
از  ،ها داده تحليلبه منرور . خاب شدندصورت تصادفي انت

از ≥ p  15/1 مقـادير . است اده شـد  ANOVAآزمون آماري 
 .دار در نرر گرفته شد لحاظ آماري معني

 
 :يه عوامل رشد پلاکتيته
ابتدا با است اده از روش زيـر   ها به منرور انجام آزمايش    

 .پلاكت و ترومبين تهيه شد از پلاسماي غني
 
 :(PRP )از پلاکت يغن يه پلاسمايته

اهداكننده سـالم   25از  تر نمونه خون سيتراتهيل يليم 11    
رال و ي، ع ونت ويو پلاکت يخون يها يماريعدم داشتن ب)

هـا بـا    نمونـه  .ه شديته( يضد التهاب يعدم مصر  داروها
ــه مــدت  ٠٣٣× gدور  ، اپنــدور ) وژيقــه ســانتريدق 2٣ب
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از  يغن ـ يپلاسـما  يحاوکه  ييمحلول روو  شدند (آلمان
ــت  ــود،پلاک ــه   ب ــدا و ب ــالکون ج ــه ف ،  ml 25(Nunc لول
به  g 2٠٣٣ × با دور مجدداًمحلول  .ديمنتقل گرد( دانمارك
 ،هـا    پلاکتيبه منرور تغل . وژ شديقه سانتريدق 2٣مدت 

ل يتشـک  يرسوب پلاکت .شد يخال ييرو ياز پلاسما يمين
ب پلاسماي يتن تريبد مانده شناور ويباق يشده در پلاسما

  .غني از پلاكت تهيه گرديد
ه شـده بـه منرـور    ياز پلاکت ته يغن ياز پلاسما يمين    
خ گذشــته و کهنــه در انکوبــاتور يتــار يهــا ه پلاکــتيــته
گـراد بـه    يدرجه سـانت  ٢٢ يدر دما (ژاپن ،پتيمااَُ)کرداريش

 ـباکتر يآلـودگ  عدم وجود. شد يروز نگهدار ٩مدت    يياي
 EMBط بـلاد آگـار و   يدر مح ـ يروب ـکيکشت مپلاسما با 

محــيط كشــت اختصاصــي جهــت =  ائــوزين متيــل بلــو)
 ـ. دي ـگرد يبررس ـ (هـاي گـرم من ـي    تشخيص باكتري م ين

در ( تـازه  يپلاکـت هـا  )ه شـده ي ـته يهااز پلاسما يگريد
 يه فاکتورهايته يبرا. همان روز مورد است اده قرار گرفتند

ه روش هـاي كهنـه و تـازه، از س ـ    از پلاكـت  يرشد پلاکت ـ
 . است اده شد يانتخاب

 
 :تهيه ترومبين از پلاسماي انساني

بـه منرـور   . ليتر نمونه خون سيتراته تهيـه شـد   ميلي 21    
 2٣بـه مـدت     g 1111 × نمونه بـا دور  ،جداسازي پلاسما

بـراي   .حاوي پلاسما بـود  ييمايع رو. دقيقه سانتري وژ شد
ــات  ــرومبين، كلســيم گلوكون ــه ت ــو%)21تهي ــرا مين و ( ن،اي

 5بـه   2ده به نسبت ـدا شـت جـاز پلاک يارـع ياـپلاسم
اي ـه در دم ــدقيق ـ ٠٣با يكديگر مخلوط شده و به مـدت  

ه، نمونـه بـا   ـس از تشكيل لختـپ. دـداري شدنـاق نگهـات
، اپنـدور  )دقيقـه سـانتري وژ   2٣به مـدت   g1111 × دور
 . شد (آلمان
جداگانـه  محلول رويي كه حاوي ترومبين بود در لولـه      
 ٢٢/٣ترومبين تهيه شده با است اده از فيلتر . آوري شد جمع

نمونـه  . اسـتريل شـد   (، كانـادا Orange scientific) ميكرون
  يتـا زمـان مصـر  در دمـا     بعد از فيلتراسـيون  تهيه شده

ºC٠٣- (Dairei آمريكا ،) ترومبين تهيه شده  .شد ينگهدار
مورد ( كتيژل پلا)آزمايش  1و  2در اين مرحله در روش 

 (.12)است اده قرار گرفت

  يرشد پلاکت يه فاکتورهايته يها رو 
 :(1و 2روش ) يژل پلاکت

مرحلـه تهيـه عوامـل    ذکر شـده در   يها مطابا با روش    
. ه شدين تهياز پلاکت و ترومب يغن يپلاسما ، رشد پلاكتي
 ـي ـبه منرـور ته  لولـه   ٢هـر نمونـه در    يبـرا  ،يه ژل پلاکت

ک لوله پلاکت تـازه و  ي)(، دانمارك Nunc) ml 25 فالکون
از  يغن ـ يتـر پلاسـما  يل يل ـيم 3، (ک لولـه پلاکـت کهنـه   ي

م يتـر کلس ـ يل يل ـيم 5/2ن و يتـر تـرومب  يل يل ـيم 2پلاکت با 
 2بـه مـدت   هـا    نمونـه  و مخلـوط ( ، ايرانمينو) گلوکونات
ــا (1روش)ســاعت 6 و (2 روش) ســاعت  ºC 37 يدر دم
به مدت  g 2٠٣٣  × ا با دوره نمونه سپس،. ندديگردانکوبه 

محلـول   شـدند و  (، آلمـان اپنـدور  ) وژيقه سـانتر يدق 2٣
ه ـدا و بـــجــ( زاد شــده از پلاکــت عوامــل رشــد آ)ييــرو
حاصل  يعوامل رشد پلاکت. دـيل گردـمنتق جديد يها لوله

 يهـا  تازه بـا هـم و پلاکـت    يها ها از پلاکت از تمام نمونه
تهيـه شـده تـا زمـان      هـاي  نمونه و مخلوطز با هم يکهنه ن

ــا ــاºC 81- (Dairei يمصــر  در دم ــدار( ، آمريك  ينگه
 (.5، 11)شدند

 
 :(3وش ر)ذوب ـانجماد 

هـر  ، از پلاکت يغن يتراز پلاسمايل يليم 3ن روشيا در    
در ) (، دانمـارك Nunc)ml 25 لوله فـالکون  يك نمونه در 

 يهـا  گـر پلاکـت  يتـازه و در لولـه د   يها ک لوله پلاکتي
. منجمـد شـد   -ºC 81زر ي ـسـاعت در فر  2ه مدت ب( کهنه

ب ي ـن ترتيبـد )اتاق ذوب شـدند  يها در دما سپس پلاکت
هـا   آن يهـا  ات گرانـول ي ـز شده و محتويها ل پلاکت يغشا

 2٣بـه مـدت    g2٠٣٣ × رهـا بـا دو   نمونـه (. زدير يرون ميب
از  يـي محلول رو. شدند (، آلماناپندور ) وژيقه سانتريدق

تمـام   يـي محلـول رو . دي ـگرد جـدا  يرسوب اجساد سلول
 يهـا  رشد حاصل از پلاکت يصورت فاکتورهاه ها ب نمونه

هاي تهيـه شـده بـا     نمونه .تازه و کهنه با هم مخلوط شدند
، Orange scientific)کــرونيم ٢٢/٣ يلترهــاياســت اده از ف

هــاي فيلتــر شــده بــه     نمونــه. لتــر شــدند يف (كانــادا
. منتقـل شـدند   (، آلماناپندور ) هاي استريل ميكروتيوپ

 -٠٣  ºCيهاي تهيه شـده تـا زمـان مصـر  در دمـا      نمونه
 .شدند ينگهدار
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 -Triton X 2٣٣ک ي ـپوتونيهـا توسـط محلـول ه    ز پلاکتيل
 :(4روش %()٣/5)

، ســيگما) -X 2٣٣ تــونيتــر از محلــول تريکروليم 511    
.  دي ـل حـل گرد يتـرآب مقطـر اسـتر   يل يليم 2٣در  (آمريكا

از پلاکت  يغن يبا پلاسما ٩به  2محلول حاصل به نسبت 
.  اتاق انکوبه شدند يک ساعت در دمايها  مخلوط و نمونه

 يز غشــايــباعــل ل X-2٣٣تــون يک تريــپوتونيمحلــول ه
. هـا آزاد خواهـد شـد    ات گرانـول ي ـها شده و محتو پلاکت

قـه  يدق 2٣بـه مـدت    g   2٠٣٣  ×هـا بـا دور   سـپس نمونـه  
 ـ  تمام نمونه ييمحلول رو.  وژ شدنديسانتر صـورت  ه هـا ب

تازه و کهنه بـا هـم    يها رشد حاصل از پلاکت يفاکتورها
 (، آلمـان اپنـدور  )هـاي اسـتريل   ميكروتيـوپ به  ،مخلوط
 ينگهــدار  -ºC 81 يتــا زمــان مصــر  در دمــاو منتقـل  
 .شدند

 
 :يکشت سلول

از  بانـک   CHOفيبروبلاست و   يسلول يها رده ذخيره    
 ،پس از دفريـز شـدن  . ه شديران تهيتوپاستور ايانست يسلول

 طيليتـر  مح ـ  ميلـي  2, ذخيرههاي  به هر ويال حاوي سلول
RPMI(آمريكــــا، ســــيگما )21 يحــــاو% FBS  2و %
 ،ســيگما mg/ml 111) استرپتومايســينهــاي  بيوتيــك آنتــي
افزوده ( ايران ،سيناژن U/ml 111111)سيلين پنيو  (آمريكا

. سـانتري وژ شـدند   g ×2711 دقيقه در دور 21و به مدت 
 ليتـر  ميلي 2سپس محيط رويي خارش و رسوب سلولي در 

در  اه ـ در نهايـت سـلول  . محيط كشت فـوق حـل گرديـد   
cmفلاسك 

، سـيگما ) RPMI طيليتر مح ميلي 5حاوي  15 3
هـــاي  بيوتيـــك آنتـــي% 2و   FBS%21 شـــامل( آمريكـــا

و  (، آمريكـــــاســـــيگما mg/ml 111)استرپتومايســـــين
ــي ــرســيناژن U/ml 111111)ســيلين پن  هکشــت داد( ان، اي
تـر نمونـه   يل يليم 2٣مزانشيمي از  ياديهاي بن سلول. شدند

ت از اهداکنندگان سـالم تهيـه   يمغز استخوان با کسب رضا
اي بـا اسـت اده از گراديانـت     هاي تك هسـته  سلول. گرديد

cmغلرت جدا و در فلاسك 
 DMEMط يحـاوي مح ـ 15 3

Low Glucose (ــيگما ــاسـ ــامل( ، آمريكـ  FBS% 21 شـ
هــــاي  بيوتيـــك  آنتــــي% 2و ( ، آمريكـــا وژناينـــويتر )

و  (، آمريكـــــاســـــيگما mg/ml 111)استرپتومايســـــين

. شـد  هکشت داد (، ايرانسيناژن U/ml 111111)سيلين پني
كه قادر بـه رشـد در    يهاي هاي غير چسبنده و سلول سلول

بـا تعـويم محـيط حـذ       ،اين محيط اختصاصي نبودند
حـيط كشـت   بار م روز يك 4هر  ،روز 24به مدت . شدند
هاي  سلول ،بعد از گذشت اين مدت. ها تعويم شد سلول

، 14)درصـد فلاسـك را پوشـاندند    81 ،بنيادي مزانشـيمال 
13.) 
 
 :يها با عوامل رشد پلاکت مار سلوليت

 يا خانـه  86ت ي ـپل يها سلول درون چاهک 711ابتدا      
 يسپس سـه رده سـلول  . کشت داده شد (، آلمانسل استار)
، (يکنتـرل من  ـ )سـرم  فاقـد  کشـت  يهـا  طيمح حضور در

ــ FBS ســرم ۱2٣يحــاو ــت)  FCSاي ــرل مثب  ۱2٣ و (کنت
 آماده شده بـا ( آزمايشهاي  نمونه)يرشد پلاكت يفاكتورها

مار يت هاي تهيه ژل پلاكتي، ذكر شده در روش چهار روش
ط کشـت   يان مح ـي ـم ک روز دري ـروز،  ٧به مـدت  . شدند
هـاي   هك  از ردبراي هر ي ها شيتمام آزما. ديم گرديتعو

 يهـا  در چاهـك ( تريپليكيـت )سلولي به صورت سه تـايي 
 . انجام  و هر آزمايش دو بار تكرار شد تيپل
 

 :ها گيري عوامل رشد آزاد شده از پلاكت اندازه
 PDGF-ABو  TGF-β  ،FGF  ،EGF ميزان عوامل رشد    

هاي مختلـف بـا اسـت اده از     ها در زمان آزاد شده از پلاكت
،   R&D system)ا و مطابا با دستورالعمل كيتروش ا يز

 (.15، 16)گيري شد اندازه (آمريكا
 

در حضور عوامـل رشـد آزاد    ها ر سلوليزان تکثيم  يبررس
 :ها ده از پلاكتش

 MTT-assayاز روش با اسـت اده  ها  ر سلولـيتکث زانـيم    
در (Labsystem Multiskan) يـزا ريـدر  ا وسط دستگاه ـو ت

 ــ ــذب ن ــانومتر 571 يورـج ــدر ا )ن ــزا ري  Labsystemي

Multiskan )انجام يبرا  .قرار گرفت يابيمورد ارز MTT ، 
 2٠٣به هر چاهـک  و  يطور کامل خاله ها ب چاهکمحيط 

 MTT محلـول  از تر يکروليم ٢٣ط کشت و يتر محيکروليم

mg/ml 5 (3-4،5 وم يــتترازول  لي ـفن  يد  ازولي ـت  لي ـمت  يد
 ـپل. افـزوده شـد   (ان، آلمسيگما) (ديبروما  4ت بـه مـدت   ي
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.  قرار داده شـد ( ، آلمانبيندر) -ºC 81ساعت در انکوباتور 
 DMSOتـر  يکروليم ٢٣٣ها خارش شـده و   ط از چاهکيمح
ه هـر  ــ ـب. دـزوده ش ــک اف ــر چاه ــه هـب (، آلمانمرك)

 نيـز اضـافه  ن يس ـيتر بافر سورنسن گلايکروليم 15چاهک 
 .شد
 

 يافته ها
 :يرشد پلاکت ير فاکتورهامقدا يريگ ندازها

، ميـزان  R&D system  يزاي ـا  يهـا  تيبا است اده از ک    
و جـذب  ها سـنجيده   فاكتورهاي رشد آزاد شده از پلاكت

نانومتر در دسـتگاه   541-571ها در طول موش  نمونه ينور
 .در قرائت شديزا ريا 
 

 : TGF-βو  AB  -PDGFگيري ميزان فاکتور اندازه
 و  Human TGF-β (R&D system) مل رشـد ميزان عوا    

Human/mouse PDGF-AB هـاي پلاكتـي    حاصل از نمونه
بـا اسـت اده از روش ا يـزا    ،  4-2هـاي   تهيه شده با روش

 ـ  داده. گيـري شـد   اندازه دسـت آمـده بـه صـورت     ه هـاي ب
ميزان حضور ايـن دو عامـل رشـد در    . ه شدنديارا ميانگين

 بوده و در حدود نانوگرم پلاسما و سوپرناتانت پلاكتي با 
 . باشد ليتر مي در هر ميلي

چهار ستون دوتايي سـمت چـم مربـوط     ،2 در نمودار    
و چهار ستون دوتايي سمت راست مربـوط   PDGF-ABبه 

 يهـا  ن سـتون يب يدار يت اوت معن. استTGF-β  به فاكتور
افتـه  ين ي ـره و روشن در هـر روش وجـود نـدارد کـه ا    يت

رشد آزاد شـده   يبودن مقدار فاکتورهاک يدهنده نزد نشان
روش  4در بــين . باشــد يو کهنــه مــ تــازه يهــا از پلاکــت

روش دوم  ين نمودارهايب يدار يت اوت معن ،است اده شده
اد ي ـزان زي ـکننـده م  انيکه ب شود ديده ميگر يبا سه روش د

شـش سـاعت   )رشـد در روش دوم  يفاکتورهـا  يآزادساز
بـا ترين ميـزان    .باشـد  يم( يون ژل پلاکتيپس از انکوباس

PDGF-AB  کـه  مربوط به روش دوم تهيه ژل پلاكتي است
از  وباشـد   يتـر م ـ يل يلينانوگرم در م 8/17 ± 8/1 زان آنيم

ديگـر   يهـا  نسبت بـه روش  يدار طور معنيه ب ينرر آمار
،  TGF-β رابطه با فاكتور رشد در(.   >15/1p)بيشتر است 

ــاکتور رشــد آزاد شــده يشــتريب  8/28 ± 88/2 ن غلرــت ف

باشد كه از نرر آماري  يم (روش دوم) تريل يلينانوگرم در م
هــاي ديگــر بيشــتر  روش داري نســبت بــه طــور معنــيه بــ

 (.> 15/1p)است
 
 
 
 
 
 
 
 
 

آزاد   TGF-βو AB-PDGF هماي  تورفاکغلظمت   زان يم :7 نمودار
ه عصماره  يم مختلمف ته  يها رو هاي تهيه شده با  شده از پلاكت

 يزان آزادسازيمچهار ستون دوتايي سمت چپ مربوط به . يپلاکت
دهنمده   و چهار ستون دوتايي سممت راسمت نشمان    PDGF فاکتور
عوامل  تهيه مختلف رو چهار در  TGF-β فاکتور يزان آزادسازيم

 هماي   فاکتورغلظمت  ن يبم  يدار ياختلاف معنم . است يرشد پلاکت
AB-PDGF وTGF-β  وجمود  تازه و کهنه  يها آزاد شده از پلاکت
-AB فاكتورهماي   يزان آزادسازين ميشتريب ،رو  دومدر  .ندارد

PDGF  وTGF-β  شود يمشاهده م( 55/5 >p.) 
 
 : b-FGFو  EGFگيري ميزان فاکتور  اندازه 

-b و Human EGF (R&D system)تي ـک بااسـت اده از     

FGF  ،يري ـگ ها انـدازه  نمونه يتمام در هان فاکتوريسطح ا 
فـاكتور   يبـر خـلا  ميـزان بـا     . (3و  1نمودارهاي )شد

PDGF-AB  وTGFين و در حـدود  يپا ها، ميزان اين فاكتور
ها  ون پلاكتيبعد از دگرانو س. ليتر است يپيكوگرم در ميل

آل ـا،   يهـا  د موجود در گرانولرش يو آزاد شدن فاكتورها
در طـــول دوره . افـــزايش يافـــت EGF ميـــزان فـــاكتور
تدريج افزايش ه ساعت ميزان اين فاكتور ب 6انكوباسيون تا 

كه بيشترين ميزان ايـن فـاكتور در روش    طوريه يابد، ب يم
 ± 2/6بـه ميـزان   ( يون ژل پلاکت ـيساعت انکوباس ـ 6)دوم
 ـا. ديتر رسيل يليمکوگرم در يپ 881 ن يب ـ يدار يختلا  معن
 يه فاکتورهـا ي ـره و روشن در هر روش از تهيت يها ستون

مقـدار   يک ـيدهنـده نزد  که نشان نشد مشاهده يرشد پلاکت
تـازه و   يهـا  از پلاکـت  يرشد پلاکت يفاکتورها يآزادساز
دار در نمودار روش دوم با سه  ياختلا  معن يول بودکهنه 
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اد يــزان زيــان کننــده ميــگــر مشــاهده شــد کــه بيروش د
در . بـود ن روش ي ـدر ا يرشد پلاکت يفاکتورها يآزادساز

 يها ت به روشـــن روش، نسبـدر اي EGFمجموع ميزان 
 (.>p 15/1)بيشتر بود يدار يطور معنه گر بيد
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
هاي تهيه شمده   آزاد شده از پلاكت  EGFفاکتورغلظت   :٢ نمودار
داري بمين   ختلاف معنمي ا .هاي مختلف تهيه عصاره پلاکتي رو با 

، وجمود نمدارد  هاي تازه و کهنمه   آزاد شده از پلاکت EGF فاکتور
هاي آزادسازي فاکتورهاي رشد وجمود   دار بين رو  اختلاف معني

مشمماهده  EGFفمماکتور غلظممت دارد کممه در رو  دوم بيشممترين 
 (.>5p /55)شود مي
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي مختلف تهيه عوامل  در رو  b-FGFميزان فاکتور  : 3نمودار 
داري بين ميزان  اختلاف معني دهد كه نمودار نشان مي. رشد پلاکتي

اخمتلاف  . وجود نداردهاي تازه و کهنه  فاکتور آزاد شده از پلاکت
کمه   شود ديده ميهاي تهيه عوامل رشد پلاکتي  دار بين رو  معني

در محيط آزاد شمده    b-FGFترين مقدار فاکتور در رو  اول بيش
باشد که نيمه عمر اين فاکتور کم بموده و   اين بدان علت مي. است

 (.>p 55/5)شود به مرور گذشت زمان از مقدار آن کم مي
 

ميزان اين فـاكتور نيـز ماننـد فـاكتور     ،  b-FGFدر رابطه با 
EGF ليتـر   پيكـوگرم در ميلـي   1/17±  1/1 ين و در حديپا

ســاعت  6)روش دوم در b-FGFميــزان . (3نمــودار )اسـت 
کـاهش   يادي ـزان زي ـبـه م ( يون ژل پلاکت ـيپس ازانکوباس

ن فـاکتور  ي ـمـه عمـر ا  ين بودن نيين امر پايعلت ا. ابدي يم
ت اوت ميزان فاكتور در اين روش نسـبت بـه   (. 1)باشد يم

 .( >15/1p)دار بود روش اول از لحاظ آماري معني
 

ها در حضـور فاكتورهـاي رشـد     ر سلولبررسي ميزان تكثي
 :پلاكتي 

هـا در   رات رشد سـلول ي، تغي MTTبا است اده از روش     
از فاكتورهـاي  % 21حاوي  RPMIو  DMEMمحيط كشت 

ه ي ـهـاي مختلـف ته   هـا در روش  رشد رها شده از پلاكـت 
و ( FBS 21%)در مقابل کنتـرل مثبـت   ،يعوامل رشد پلاکت

روز  ٧ پـس از ( يماده مغذ ط کشت فاقديمح)يکنترل من 
دهنده افزايش  ها نشان بررسي ميزان تكثير سلول. تعيين شد

. بـود فاكتورهـاي رشـد    يها در حضور تمـام  تكثير سلول
ها در محيط حـاوي فاكتورهـاي    بيشترين ميزان رشد سلول

ساعت انكوباسيون مشـاهده   6آزاد شده از پلاكت در طي 
داري  به طور معنـي ها در اين روش  ميزان رشد سلول. شد

ک به نمونه كنتـرل مثبـت   يهاي ديگر و نزد بيشتر از روش
ن يب ـ يدار ياخـتلا  معن ـ  ،يسـلول  يها در تمام رده. است

. ده نشـد ي ـد يکهنه و تازه به لحاظ رشد سلول يها پلاکت
در روش  يدار ياختلا  معن ـ ،بروبلاستيفرده سلولي  در
نـوري   ، ميـزان جـذب  ده شـد يد FBSسه با يدر مقا 4 و 2

. بود 8/1  ± 25/2 در حدود FBSها در حضور  همه سلول
هـاي   ميزان جذب نوري خوانده شـده در حضـور پلاكـت   

± 17/2 و 3/1 ± 22/2به ترتيـب   4و  2تهيه شده از روش 
رشـد كـاهش يافتـه    ،   FBSباشـد كـه در مقايسـه بـا     مي 1

ــت ــلول(. >p 15/1)اســ ــتلا   ، CHO يدر رده ســ اخــ
 کهنـه و  يهـا  پلاکـت  4 و 3،  2 يهـا  در روش يدار يمعن

ذب نـوري  ـيزان جـم. ه شدرملاح FBSسه با يتازه در مقا
،  2هاي تهيه شده از روش  حضور پلاكتخوانده شده در 

ــب   4و  3 ــه ترتي  ± 81/1و  88/2 ± 88/1 ، 3/1 ± 84/1ب
 ،بنيـادي مزانشـيمال    در مـورد سـلول  (. >p 15/1)بـود  8/2

 FBSمقايســه بــا  در 4و  3داري در روش  اخــتلا  معنــي
ها  هم چنين به محيط كشت سلول(. >p 15/1)مشاهده شد

 درجه  85ه در دماي ـدقيق 5)دهـده شـوشيـت جــ س ري
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فماکتور   =B سمت چپ بمه ترتيم     سفيدسه ستون  .CHO، سلول بنيادي مزانشيمي و رده سلولي هاي فيبروبلاست رشد سلول ميزان:  4 نمودار
ميزان رشد سلولي در اثمر فماکتور رشمد    . است% FBS 75محيط كشت حاوي  = FBS %75 و FBSمحيط کشت فاقد =  FBS( -. )يدهرشد جوش

چهمار   چهار ستون دوتايي اول مربوط به رده سلولي فيبروبلاسمت،  .به يک ميزان بوده و نزديک به صفر است FBSجوشيده و محيط کشت فاقد 
در تممامي  . چهار ستون دوتايي سمت راست مربوط به رده سملولي بنيمادي مزانشميمي اسمت      ، CHOستون دوتايي وسط مربوط به رده سلولي 

ممورد  در . هاي کهنه و تازه ديده نشد فاکتورهاي رشد آزاد شده از پلاکت ها در حضور سلول داري بين ميزان رشد معني اختلاف، هاي سلولي رده
در حالي که ميمزان رشمد در   تهيه پلاکت بود  رو  اول و چهارم بيشتر از% FBS 75 حضور ميزان رشد در  ،رشد رده سلولي فيبروبلاستميزان 

ميمزان   .در رو  اول و سوم و چهمارم دار  معنياختلاف ،  CHOدر رده سلولي . باشد مي% FBS 75رو  دوم خيلي نزديک به ميزان رشد در اثر 
 FBSدر حالي که ميزان رشد در رو  دوم خيلي نزديک به ميزان رشد در اثمر  کمتر بود % FBS 75ميزان رشد در اثر قايسه با ها در م رشد سلول

در حالي بود، رو  سوم و چهارم  بيشتر از% FBS 75ميزان رشد در اثر ( چهار ستون دوتايي سمت راست)هاي بنيادي مزانشيمال سلول. بود% 75
 (.>p 55/5)باشد مي% FBS 75نزديک به ميزان رشد در اثر  بسيارول و دوم که ميزان رشد در رو  ا

 
اضافه گرديد كه رشدي برابر بـا كنتـرل من ـي    ( گراد سانتي

ــد  ــده ش ــلول. دي ــور    س ــده در حض ــت داده ش ــاي كش ه
فاكتورهاي رشد پلاكتي از نرر مورفولوژي تغييـري نشـان   

ر اساس ها ب  زم به ذكر است كه ميزان رشد سلول. ندادند
هـاي   هر قدر تعداد سـلول . بيان گرديد( OD)نوري جذب

ميـزان   ،هاي مورد آزمايش بيشـتر باشـد   موجود در چاهك
 . (4نمودار )گردد جذب بيشتر مي

 
 بحث
خ يتـار  يهـا  از هدر رفـتن پلاکـت   يريبه منرور جلوگ    

در . دش ـن مطالعه انجـام  يا ،ها نه از آنيگذشته و است اده به
ل سرشـار بـودن   ي ـبـه دل  كـه  ن بوديبر اا فرض ين تحقيا

چـون   هـم  ،رشـد  يخ گذشته از فاکتورهايتار يها پلاکت
 . داشته باشند يگريد يتوانند کاربردها يتازه م يها پلاکت

 د ـبود که بتوان ياست اده از روش ،ن نکته قابل توجهياول    

رشـد مشـتا    ير فاکتورهايمنجر به آزاد شدن حداکثر ذخا
چهـار   ،ن منرـور ي ـا يا براين تحقيدر ا. دها شو از پلاکت

ه يــهــا در ته مشــابه از آن هــاي مقالــهکــه در اکثــر  يروشــ
کار گرفته شد ه ب ،است اده شده بود يرشد پلاکت يفاکتورها

 ين انسـان يک و دو است اده از ترومبي يها روش (.16، 17)
ک و ي ـ يهـا  ون در زمـان يم با انکوباس ـيو گلوکونات کلس
. بـود % CO2 5و % 85بـا رطوبـت     ºC 37شش ساعته در 

هـا را بـا    ن بـود کـه بتـوان پلاکـت    ي ـن روش ايهد  از ا
م فعـال  ين در حضور کلسيمانند ترومب يقو يها ستيآگون

رون ي ـبه ب يپلاکت يها ات گرانوليا محتوين طريکرد تا بد
بـار انجمـاد و ذوب    کي ـبر  يروش سه مبتن .تراوش کند

و   -ºC 71 يدر دمـا ب ي ـبه ترت از پلاکت يغن ياـپلاسم
ºC 37 ن ين بود کـه بتـوان بـد   يا فوق هد  از روش. بود
 ــي ـا را از بـه ـ پلاکـت  يا غشـا يطر ات ي ـرده و محتوـن ب

  .زديرون بريها به ب گرانول
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 ـبـر تخر  يروش چهارم مبتن     هـا در   پلاکـت  يب غشـا ي
ن يدر ا. بود -211Xتون يدرصد تر 5/1ک يپوتونيمحلول ه
ر قـرار دادن  يوم هد  تحت تـاث ز همانند روش سيروش ن
ها  رشد آن يفاکتورها يها به منرور آزادساز پلاکت يغشا
 .بود
رشـد آزاد شـده از    يمقـدار فاکتورهـا   يري ـگ در اندازه    

 نيتر نهين و بهيثرترؤروش دوم م ،زايها به روش ا  پلاکت
سـت کـه   ا افتـه آن ين ي ـا يل احتماليدل. روش شناخته شد

 ـ  يبـرا  يشـتر يها زمان ب پلاکت  يهـا  هرنـد ين گيواکـنش ب
 ياند ول ن داشتهيمثل ترومب ييها ستيپلاکت و آگون يغشا

رشـد بـه    يزان فاکتورهـا ي ـاز م ،يبا گذشت زمـان طـو ن  
 مـارتينيو  ،ريمشابه مطالعه اخ(. 18)شود يکاسته م يآهستگ

 ـبـا اسـت اده از روش ته   1114و همکـاران در سـال    ه ژل ي
ــ ــ يپلاکت ــا دوره انکوباس ــشيب ــاعته ون ش ( روش دوم)س

 ـ  رشد مشتا از پلاکـت  يزان فاکتورهاين ميشتريب ه هـا را ب
 .دست آوردند

 يزان کمتـر ي ـم،  b-FGF زم به ذکر است فاکتور رشد     
ن آن ييمـه عمـر پـا   ين ،ن امـر يل ايدل .در روش دوم داشت

شـتر بـوده   يزان آن بي ـم،  2که در روش  يطوره باشد ب يم
 و همکـاران  مـارتينيو  قيقـات در تح ،افتهياين مشابه . است

 .(18)شده استز گزارش ين
رشـد مشـتا از    ياثـر رشـد فاکتورهـا    ،اين تحقيدر ا    

مطالعـه   يسـه رده سـلول   يتازه و کهنه بـر رو  يها پلاکت
ــد ــا. ش ــلولي ــد   ن س ــارت بودن ــا عب ــلول: از ه  يرده س

 .ماليمزانش ياديسلول بنو  CHO ،بروبلاستيف
 يه ژل پلاکتيته ،ها پلاکت ين کاربردهايتر از مهم يکي    

هـا   م زخـم يدر ترم يا هم کاربرد عمده ياست و ژل پلاکت
 ـا  يا يا بروبلاسـت نقـش عمـده   يف ،نـد يآن فريدارد و در ا

بروبلاست اسـت اده  يف ياز رده سلول ،لين دليمه به. کند يم
ــد ــو . ش ــال  لي ــاران در س ــون ، 1111و همک و  جوهانس

کــاران در ســال و هم مــاركس ، 1113همکــاران در ســال 
ــت  ،2888 ــال دوس ــاران در س ــلاترو  1115و همک و  اس

 يخود از رده سلول هاي هدر مطالع 1116همکاران در سال 
ت ي ـقابل .(1، 22، 24، 18، 31)بروبلاست است اده کردنـد يف

استووبلاست کـه بـه    يها به سلول MSC يها ل سلوليتبد
 ،دن ـهـا دار  يم شکسـتگ يدر تـرم  يا نوبه خود نقش عمـده 

 MSCsل اسـت اده از  يدل( ياز موارد کاربرد ژل پلاکت يکي)
 ، 2888و همکـاران در سـال    مـاركس . ا بودين تحقيدر ا

و همکاران در  كيليان ، 2888و همکاران در سال  كاناليس
و پيتنگـر   ، 1111و همکاران در سال ليبرمن  ، 1114سال 

و همکـاران در سـال   جيانـ    و 2888همکـاران در سـال   
ــدر  1111 ــاي همطالع ــلول ه ــود از رده س ــ يخ مال يمزانش

 .(1، 4، 8، 8، 32، 31)است اده کرده بودند
 ـ CHO يچون رده سلول      يوتيوکـار يزبـان  يعنـوان م ه ب
اد اسـت اده  ي ـدر حجـم ز  ،بينوترک يها نيان پروتويب يبرا
ن بـه  يگزيک جـا ياز به است اده از ين راستا نيدر ا ،شود يم

 ـيدر مح يوانيح يها سرم يجا ل خطـرات  ي ـدله ط کشت ب
کوپلاسـما و  يم ،اليباکتر يو آلودگ vCJD يماريب ياحتمال

ن مـوارد  ي ـگر و انتقال ايد يها يماريب ،نيوجود اندوتوکس
ن يچن ماران و هميب به بدن بينوترک يها نيهمراه پروتوه ب

از  يعيف وس ـيط يرو يرشد پلاکت ياثر فاکتورها يابيارز
ن مطالعـه  يدر ا CHO يسلول ل است اده از ردهيدل ،ها سلول
رشـد مشـتا از    ير فاکتورهـا ين گـزارش تـاث  ين اوليا. بود

در سـال  جاياپـال  . بـود  CHO يرده سـلول  يها رو پلاکت
و هميلتــون  و 2885و همکــاران در ســالنــدور گا ، 1117

 يخود از فاکتورها هاي هدر مطالع 2877همکاران در سال 
، 11)کردنـد  است اده CHO يرده سلول يب رويرشد نوترک

27 ،26). 
ــال جوهانســون      ــاران در س ــ 1113و همک ــه بررس  يب
ط کشـت  يدر مح ـ FBS يجـا ه ب يعصاره پلاکت ينيگزيجا

 يسـلول  يهـا  ن مطالعه از ردهيها در ا آن. پرداختند يسلول
هــا و  بروبلاســتيف ،دوماهايــبريه ،لوماهــايمختلــف مثــل م

 مـارتينيو  نيچن هم (.31)ال است اده کردنديتل ياپ يها سلول
 AB يگروه خون ياز سرم انسان 1114و همکاران در سال 

ط کشـت  ين در مح ـيفعال شده با تـرومب  PRPن يچن و هم
 ـيمزانش يرده سلول يرو ،يسلول  ينيگزيعنـوان جـا  ه مال ب
 (. 18)است اده نمودند FCS يبرا
ط يدر مح ـ يعصاره پلاکت ـ% 21ا از رقت ين تحقيدر ا    

اسـت اده   يمختلف سلول يها هر رديتکث يبرا يکشت سلول
زان يــن امــر اثــر وابســته بــه دوز بــودن ميــل ايــو دل شــد
ط کشت يدر مح FCSو  FBSمثل  يرشد تجار يها مکمل
ها  رشد سلول يرو%( 21)ن رقتياد در اير زيو تاث يسلول
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عصاره % 21از رقت  ،يط کشت سلولين در محيبنابرا .بود
 ، 1111ال و همکــاران در ســليــو  .اســت اده شــد يپلاکتــ
و همکـاران در   اسلاتر ،2888و همکاران در سال  ماركس
و ميرابـت   ، 1115و همکاران در سال  دوست ،1116سال 

 1111و چان و همكاران در سـال   1118همکاران در سال 
رشـد   يمختلف فاکتورها يقات خود از درصدهايدر تحق
 يط کشـت سـلول  يدر مح ـ يتجـار  يهـا  و مکمـل  يپلاکت

و اثر وابسته بـه دوز بـودن آن را بـه اثبـات      است اده نموده
و همکاران در  اسلاتر .(1، 22، 23، 24، 18، 33)اند رسانده
ــال  ــت و 1116سـ ــال   دوسـ ــاران در سـ   1115و همکـ
ار بردنـد  ـه کـود بـخهاي  هـه را در مطالعـکهن يها پلاکت

رشـد   يها را با فاکتورها ده از آنشآزاد  رشد يو فاکتورها
 .(22، 24)سه نمودنديه مقاتاز يها پلاکت

 
 گيري نتيجه
ــدر ا     ــه م ي ــد ک ــه نشــان داده ش ــن مطالع ــت ي زان غلر

ر يکهنـه بـا مقـاد    يها رشد آزاد شده از پلاکت يفاکتورها
 يکسـان و اثـرات فاکتورهـا   يتـازه   يها پلاکت حاصله از

 ـبـه   يزان رشد سلوليرشد حاصل از هر دو گروه بر م  کي
ــت  ــوده اس ــدازه ب ــو ا ان ــر ي ــنون ام ــت اده از ي دبخش اس

 .باشـد  ين م ـينـو  يکاربردهـا  يکهنه در راستا يها پلاکت
 يهـا بـر رو   مشتا از پلاکـت  يسم عملکرد فاکتورهايمکان
ــتکث ــل اصــل ير ســلولي ــا يو عوام ــتکث يالق مســتلزم  ،ري

 .استنده يدر آ يليتکمهاي  همطالع
 

 تشكر و قدرداني
ن اين پژوهش با حمايت مالي مركـز تحقيقـات سـازما       

وسيله نويسندگان  بدين. انتقال خون ايران انجام شده است
آوري  مقاله از همكـاري اهداكننـدگان خـون جهـت جمـع     

 . نمايند ها تشكر و قدرداني مي پلاكت
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Abstract 
Background and Objectives 

There is growing evidence indicating that growth factors derived from platelets can be used in 

wound healing. This study aimed to investigate whether old platelets can be used as the main 

material for preparation of platelet gel and as substitute for FBS and FCS in cell culture 

medium.  

 

Materials and Methods 

In this exprimental study, platelets were prepared from voluntary blood donors by 

centrifugation. To prove the hypothesis that the platelet gel and the growth factor derived from 

expired platelets are able to propagate different cells, platelet derived factors were prepared 

from both new and expired platelet-rich plasma. The concentration of platelet-derived growth 

factors was measured by ELISA and cell proliferation was measured by MTT assay. 

 

Results 

The results showed the high quality of platelet gel obtained from old platelets. Our results also 

revealed that old platelets released growth factors similar to those released by new platelets. 

The growth factors derived from old and new platelets had the same proliferation effects on 

MSC, CHO, and Fibroblast cell lines.  

 

Conclusions 

Old platelets released the same growth factors that new platelets did; this showed that old 

platelets as valuable constituents of blood are cost effective to be used.  
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