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CD34هاي  هاي بنيادي مزانشيمي انساني و سلول زمان سلول ارزيابي پيوند هم

خون بند ناف  +
 CFU-Sاشعه ديده با روش سنجش كلوني طحال  Balb/cبه موش 

 
 ، 8حسين مزدارانيدكتر ، 4مسعود سليماني دكتر ،3پور اكبر موثق عليدكتر ، 2اله اكبر پورفتح عليدكتر ، 1بهمن دلالت

 6ي قائميث، ثريا را4د كاويانيسعيدكتر 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

شوند ولي  ساز ابتدايي است كه براي پيوند باليني استفاده مي هاي پيش خون بند ناف حاوي تعداد زيادي سلول
زمهان بها    هه   +CD34ههاي   لذا در اين مطالعهه سهلول  . هاي بنيادي پايين است درصد موفقيت پيوند اين سلول

اشعه ديده، پيوند زده شد و نتايج به صورت شمارش  Balb/cهاي  به موش (MSC)مزانشيمي هاي بنيادي سلول
 . گرديدتعداد كلون در سطح طحال ارزيابي 

 ها مواد وروش
خون بند ناف  +CD34هاي  سلول. گيري به روش تصادفي انجام شد نمونه. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود

از  MSC. انسان جدا شدطبيعي از مغز استخوان  MSCبه روش ايمونومگنتيك و انساني از نمونه خون بند ناف 
. با فلوسايتومتري ارزيهابي شهد   +CD34هاي  و درصد خلوص سلول CD105و  CD166نظر ماركرهاي سطحي 

 5تها   6بهه مهوش    1تها   28/1×116بها دوز   MSCزمان با  به طور ه  1تا  2/1 ×116با دوز  +CD34هاي  سلول
ها در سطح طحال شمارش و به روش  تعداد كلون ،روز 11پس از گذشت . پيوند شد( Gy7)اشعه ديدهاي  هفته

انسهاني در كلهون    +CD34ههاي   جهت ارزيابي وجهود سهلول  . آميزي شد رنگ (H&E)هماتوكسيلين و ائوزين
طحهال   .دندو به موش اشعه ديده تزريق ش شدهدار  نشان (SPIO)ها با ذرات آهن اين سلول ،موجود در طحال

در آنهاليز آمهاري جههت بررسهي تعهداد كلهون از آزمهايش         .آميزي شد ي پروس رنگهاين گروه به روش آب
  .   استفاده شد SPSSافزار  با نرم كروسكال ه واليس

 ها يافته
هاي بنيهادي   براي سلولرا هاي تهيه شده از خون بند ناف و مغز استخوان  درصد سلول ،ارزيابي فلوسايتومتري

CD34+  و % 01حدودMSC  ههاي   تعهداد كلهون  . ها زنده بودنهد  درصد سلول 111نشان داد و % 06را بيش از
دار در  بهه طهور معنهي    MSC 8/1و  1×116و دوزههاي   +CD34 2و  3×118زمان دوزههاي   طحال در پيوند ه 
هاي طحال  س در كلونآميزي آبي پرو هاي آهن با رنگ گرانول .(>11/1p)ها افزايش يافت مقايسه با ساير گروه

 . مشاهده شد
 نتيجه گيری 

هاي  زمان سلول و استفاده از پيوند ه  شود مي +CD34هاي  هاي بنيادي مزانشيمي باعث تسريع پيوند سلول سلول
هاي بنيادي را افهزايش   تواند موفقيت پيوند سلول هاي بنيادي مزانشيمي مي بنيادي خون بند ناف به همراه سلول

 . دهد
 هاي مزانشيمي زمان، خون بند ناف، سلول هاي بنيادي، پيوند ه  سلول :كليديات كلم

     18/ 81/8: تاريخ دريافت 
 18/ 22/7  :تاريخ پذيرش 

 
 كارشناس ارشد هماتولوژي ـ دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس -8
 81888-888مدرس و مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران ـ صندوق پستي ايمونولوژي ـ استاد دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت  PhD: مؤلف مسؤول -2
3- PhD هماتولوژي ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي تبريز 
1- PhD هماتولوژي ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس 
8- PhD ژنتيك ـ استاد دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس 
ناس ارشد آناتومي ـ دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرسكارش -6
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  قدمه م
ساز آلوژنيك، بـه عنـوان روش    پيوند سلول بنيادي خون    

هـاي خـوني پرخ ـر و     درماني بـراي تدـدادي از بـدخيمي   
اسـتفاده  . شود هاي نارسايي مغز استخوان استفاده مي سندرم

ر عـدم  سـاز آلوژنيـك بـه خـا      از پيوند سلول بنيادي خون
بـي   ( HLA)ژن لكوسيت انسـاني يكسـان   دسترسي به آنتي

عليرغم افزايش تدداد . اهداكننده و گيرنده، محدوديت دارد
اهداكنندگان غير خويشاوند، شانس يافت  يك اهداكننده بـا  

HLA  عـووه  . سازگار براي بسياري از بيماران پايي  اسـت
ع مهـم  يك منب ـ (GVHD)بر اي ، بيماري پيوند عليه ميزبان

بنــابراي  . رود مــرو و ميــر متدايــد پيونــد بــه شــمار مــي
هاي باليني در دهه گذشته نشان دادنـد كـه از خـون     بررسي

تـوان بـه عنـوان يـك منبـع يـايگزي  يهـت         بند ناف مـي 
اولـي  پيونـد   (. 8)ساز اسـتفاده كـرد   هاي بنيادي خون سلول

كـه  UCB(Umbilical Cord Blood )خون بند ناف انساني 
قيت انجام شد بر روي يك بيمار يوان مبتو به آنمي با موف

بدــد از آن، (. 2)صــورت گرفــت 8811فــانكوني در ســال 
 UCBدر سر تـا سـر يهـان بـراي پيونـد       UCBهاي  بانك

تـاكنون  (. 3)خويشاوند و غير خويشاوند بـه ويـود آمدنـد   
ــيش از  ــد     2222ب ــد پيون ــت عم ــار تح ــرار  UCBبيم ي

اده از خـون بنـد نـاف يهـت     مزاياي اسـتف (. 1، 8)اند گرفته
الوصـول بـودن آن، نداشـت  خ ـر بـراي اهـدا        پيوند، سهد

كننده، كاهش عفونت متدايد پيونـد، دسترسـي فـوري بـه     
هاي فريز شده و عدم نياز به سازگاري صـد در صـد    نمونه
HLA   (. 6-1)باشـد  يهت انتخاب اهدا كننده و گيرنـده مـي

يـادي  م الدات متدددي كه يهت كشـف ماهيـت سـلول بن   
در  UCBصـورت گرفـت، نشـان داد كـه      UCBسـاز   خون

ــا  ــه ب ــتخوان  مقايس ــز اس ــتري   مغ ــبت بيش ــالغي ، نس از ب
ساز ابتدايي را دارد و اي  مشخصه باعث  خونسازهاي  پيش

هـاي تكييـري بـايتري در     ها پاسخ شده است كه اي  سلول
محيط آزمايشگاه و ظرفيت پيوندي بيشتري در بـدن داشـته   

برخي از م الدات براي افزايش ميـزان پيونـد    در(. 8)باشند
ــلول ــده اســت   از س ــتفاده ش ــادي مزانشــيمي اس ــاي بني . ه
باييي دارند و به  هاي بنيادي مزانشيمي پتانسيد تكيير سلول

از ميان (. 82)كنند  ور ذاتي چندي  سايتوكاي  را ترشح مي
هــا در تكييــر و تمــايز  هــا، تدــدادي از آن ايــ  ســايتوكاي 

 ـنقـش دار  (HSC)ساز بنيادي خون هاي سلول چنـي    هـم . دن
كشت  HSCبنيادي مزانشيمي، ييه تغذيه كننده براي   سلول

اخيراً نشان داده شده كه پيونـد  (. 88)كند داده شده ايجاد مي
، ميلوپــويزيس و HSCانســاني بــه همــراه  MSCزمــان  هــم

 NOD/SCID (nonobeseمگاكــاريوپويزيس را در مــوش 

diabetic/severe combined immunodeficient ) افــزايش
بـا يداسـازي پـيش سـازهاي مزانشـيمي و      (. 82)دهـد  مي

ها در محيط كشـت بـا شـرايط مدـي ،      كاري رشد آن دست
ها به عنـوان يـك مكمـد بـراي      امكان استفاده از اي  سلول

 (.83)ساز فراهم شده است هاي بنيادي خون پيوند سلول
هـدف از ايـ  م الدـه    ، با تويه بـه پيشـينه گفتـه شـده        

افزايش كارايي پيوند خون بنـد نـاف بـا اسـتفاده از پيونـد      
يـدا شـده از مغـز     هـاي بنيـادي مزانشـيمي    زمان سلول هم

اشـده ديـده    Balb/cاستخوان انسان نرمـال در مـوش بـال     
هاي تشكيد  نتيجه پيوند به صورت شمارش كلوني .باشد مي

مناسد يهـت   زبراي تديي  دو. شده در  حال ارزيابي شد
CD34پيوند 

تدـداد   بـر ، تاثير دوزهـاي مختلـف   MSCو  +
 . ها در س ح  حال بررسي شد كلون

 
  هاروش مواد و 

در اي  پژوهش از . م الده انجام شده از نوع تجربي بود    
مؤسسه پاسـتور  ) Balb/c نژاد( اي هفته 6-8)هاي ماده موش
 21ي و ساعت روشـناي  21استفاده شد كه در شرايط ( ايران

گراد در حيوانخانـه   دريه سانتي 12ساعت تاريكي و دماي 
ــداري     ــدرس نگه ــت م ــگاه تربي ــيدانش ــدند م روش . ش

 نمونه خون بنـد نـاف  12گيري تصادفي بود و تدداد  نمونه
 .نمونه مغز استخوان مورد بررسي يرار گرفت 12به همراه 

 
 :گيري خون بند ناف و نمونه آسپيره مغز استخوان نمونه
نمونه خون بند نـاف در شـرايط كـاموً اسـتريد توسـط          

هـايي كـه زايمـان كـاموً  بيدـي       كارشناس مامايي از خـانم 
عمد آسپيراسيون مغـز اسـتخوان توسـط    . داشتند گرفته شد

تخصــه همــاتولوژي و انكولــوژي از اهداكننــدگان  فــوق 
هاي بـه   نمونه. نرمال از ناحيه ستي  ايلياك خلفي گرفته شد

 ml 2/2كـه حـاوي    ml82هاي فـالكون   مده در لولهدست آ
آوري شـد و در   بودنـد، يمـع  ( IU 822)ضد اندقاد هپاري 
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گـراد بـه آزمايشـگاه كشـت      دريه سانتي 22دماي كمتر از 
 . سلولي منتقد گشت

 
اي از نمونه خون بند ناف و  هسته هاي تك يداسازي سلول

 :نمونه آسپيره مغز استخوان
اي، به نمونه خـون   هسته  هاي تك ولبراي يداسازي سل    

ــي   ــبت حجم ــه نس ــدناف ب ــه  2بن ــد   1ب ــي اتي هيدروكس
در شرايط استريد اضافه شـد  ( فلكس ـ آلمان   فري)استارچ

هـاي يرمـز، محلـول رويـي را كـه       و پس از رسوب گلبول
محلــول زرد رنگــي اســت برداشــته و هــم حجــم محلــول 

ــايي ــده ب وي اضــافه شــد و ر( بيوتــك ـ آلمــان  )PBS ،مان
دييقـه بـا    12برده و به مدت ( inno-TRAin، آلمان)فايكول
بــراي يداســازي . ســانتريفوژ شــدG122(rpm8182 )دور 
اي از نمونـه مغـز اسـتخوان بـه روش      هاي تك هسته سلول

توضيح داده شده عمـد شـد، بـا ايـ  تفـاوت كـه مرحلـه        
هاي  سپس حلقه سلول. هيدروكسي اتيد استارچ حذف شد

ده از نمونه خـون بنـد نـاف و از مغـز     اي يدا ش تك هسته
حـــاوي  PBSآوري و بـــا  اســـتخوان بـــه آرامـــي يمـــع

EDTA(بيوتك ـ آلمان )شستشو داده شد . 
 

CD34هاي  يداسازي سلول
اي  هـاي تـك هسـته    از سلول +

 :يدا شده از نمونه خون بند ناف
اي يدا شده از نمونه خون بنـد   هاي تك هسته به سلول    
دار شده بـا   نشان CD34 بادي ضد آنتي ميكروليتر 822 ،ناف

دييقه در دمـاي   62تا  18ذرات آه  اضافه كرده و به مدت 
 G122دييقـه بـا دور    8سپس به مدت  .يماتاق انكوبه نمود

ميكروليتــر  822ســانتريفوژ كــرده و پــس از اضــافه كــردن 
هـاي   ، سـلول (بيوتك ـ آلمـان  )EDTAحاوي  PBSمحلول 

 CD34
( بيوتـك ـ آلمـان   )مينـي مكـس   با استفاده از ستون +

بـدون گـاز    EDTAحـاوي   PBSو بـا محلـول    نديدا شد
( سـيگما )اسـتم ييـ   در محيط كشت  و شدند شستشو داده

نـانوگرم در   TPO ،822ليتـر   در ميلـي  نـانوگرم  822حاوي 
 21روز در پليــت  81بــه مــدت ( ســيگما)SCFليتــر  ميلــي
 . نداي كشت داده شد خانه
 

 :ها ادي مزانشيمي و كشت آنهاي بني يداسازي سلول
 اي يدا شده از نمونه مغز استخوان هاي تك هسته سلول    

درصد سـرم ينـي     82محتوي ( ييبكو)DMEM ر محيطد
 37و دمـاي  % CO2 8در انكوبـاتور بـا   ( ييبكو)FBSگاوي 

در . درصد انكوبـه شـدند   822گراد و ر وبت  دريه سانتي
 3دـد از گذشـت   هاي بنيادي مزانشـيمي ب  اي  شرايط سلول

بـدي   و شـوند   روز به كف فوسك چسـبيده و تكييـر مـي   
 . گردند ميترتيد خاله و يداسازي 

 
 :شمارش سلولي

اي يدا شده بـه وسـيله يم نبوبـار     هاي تك هسته سلول    
 . شمارش شد

 
 : (Viability test)ها تديي  درصد زنده بودن سلول

ان بلـو تديـي    آميزي تريپ ـ هاي زنده با رنگ درصد سلول    
هـا را آبـي    هاي مـرده نفـوذ كـرده و آن    در سلول  رنگ. شد

رنـگ   گيرند و بي هاي زنده رنگ نمي كند اما سلول رنگ مي
هـا بـا اسـتفاده از فرمـول      درصد زنده بودن سلول .باشند مي

 . آيد زير به دست مي
           
 ها درصد زنده بودن سلول= ـــــــــــــــــــــ *  822
 
 

 :فلوسايتومتري
CD34تديي  ماركر س حي 

هاي يدا شده از نمونـه   سلول +
 :خون بند ناف

 محتويـات يـك چـاهك بـا پيپـت پـاستور در يك لوله     
دييقـه در   8و سپس بـه مـدت    خالي شد ml 8/8اپندروف 

ــانتريفو rpm 2222دور  ــدس ــي را دور  . ژ ش ــول روي محل
انجـام شـد و   % 3سـرم   بـا هيـوم     بلوكينـگ  FCR ريخته،
ميكروليتـر   7و  PBSميكروليتـر محلـول    822مانده بـا   بايي
در  .مخلوط شد 3كلون نوع ( داكو) CD34 FTICبادي  آنتي
دييقه نگهداري شد و  18گراد به مدت  دريه سانتي 1دماي 
%( 8)پـارافرم آلدييـد  حاوي  PBS ميكروليتر محلول 822با 

 CD34بـادي   يهت نمونه كنترل به ياي آنتـي . فيكس شد

FTICاز محلول كنترل منفي ،(IgG1  مـوش)   اسـتفاده شـد .
ها به بخش فلوسـايتومتري   براي انجام فلوسايتومتري، سلول

 . ندسازمان انتقال خون ايران فرستاده شد

 هاي زنده تدداد سلول

 هاي زنده و مرده  تدداد كد سلول
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هاي  بر روي سلول CD105و  CD166تديي  ماركر س حي 
 :بنيادي مزانشيمي يدا شده از مغز استخوان

هــاي بنيــادي  رهــاي ســ حي ســلولبــراي تديــي  مارك    
ــي ــيمي از آنت ــادي  مزانش  CD105 PEو  CD166 FITCب

استفاده شد و بقيه مراحد كار ميد روند گفته شـده در بـاي   
 . انجام شد

 
ها جهت پيوند بهه مهوش اشهعه     سازي سلول روش آماده

 ديده
UCB CD34هاي  سازي سلول آماده

+ : 
ــت پاســتور      ــا اســتفاده از پيپ ــا ســلول ،ب CD34ي ه

از  +
ها برداشته و پس از شمارش سـلولي بـا اسـتفاده از     چاهك

دييقـه در دور   8آوري شده به مـدت   يم نبوبار، نمونه يمع
G122(rpm8182 ) رويي برداشـته و   مايع  .گرديدسانتريفوژ

ليتـر رسـانده شـد بـه      به حجم يك ميلي PBSبا استفاده از 
CD34ل سـلو  2*828ميكروليتر حاوي  822 وري كه هر 

+ 
برداشـته   27ها توسط سـرنگ انسـولي  شـماره     ولـسل. بود
 . شد
 

 : (MSC)هاي بنيادي مزانشيمي سازي سلول آماده
ي بنيـادي مزانشـيمي چسـبنده    هـا  يايي كه سـلول  از آن    

ها از  چسبند براي يداسازي آن هستند و به كف فوسك مي
كف فوسك، ابتدا بايستي محيط كشـت را بـه  ـور كامـد     

آن را  EDTAحـاوي   PBSداشته و با استفاده از محلـول  بر
ليتـر آنـزيم تريپسـي  حـاوي      ميلـي يك   ه سپسشستشو داد

EDTA 28/2 % دييقـه   8به فوسك اضافه نموده و به مدت
 . در انكوباتور يرار داده شود

بــه آن  FBSحـاوي   DMEMبدـد از آن محـيط كشــت       
ون سلولي در يك پتاژ نمودن، سوسپانسي بدد از پيافزوده و 

و بدـد از شـمارش    گـردد  ميآوري  يمع ml82لوله فالكون 
ــه مــدت   ــه ب ــار، نمون ــا يم نبوب دييقــه در دور  8ســلولي ب

G122(rpm8182 )شود مي رويي برداشته سانتريفوژ و مايع .
ليتـر   بـه حجـم يـك ميلـي     PBSرسوب سلولي حاصـد بـا   
 8*828ميكروليتر حـاوي   822رسانده شد به  وري كه هر 
ها توسط سرنگ انسولي   سلول. سلول بنيادي مزانشيمي بود

 . برداشته شد 27شماره 

 تعيين دوز سلولي مناسب
UCB CD34تديـي  دوز مناسـد سـلول    

يهـت   MSCو  +
 :پيوند
CD34براي انتخـاب دوز سـلولي مناسـد،        

تـا   828از  +
و  8/2*826هـاي بنيـادي مزانشـيمي از     سلول و سلول 826
CD34هاي  همراه سلول سلول به 8*826

به موش تزريـ    +
شد و بر اساس ايجاد كلون و تدداد كلون در  حـال و دوز  

 . تري  دوز انتخاب شد سلولي كمتر، مناسد
 

CD34هاي بنيادي  پيوند سلول
  به مهوش اشهعه   MSCو +

 ديده 
 :تهيه موش اشده ديده

يهت دريافت اشده به مركز  Balb/cهاي ماده نژاد  موش    
يا تحت تابش اشده گامـا   نوي  منتقد شده و در آن پزشكي

 توتـال  اشده گاما به صورت Gy7به هر موش  .يرار گرفتند
هـا بـه اتـاق مخصوصـي كـه بـراي        سپس مـوش . داده شد

هاي اشده خورده در نظر گرفته شـده بـود،    نگهداري موش
 . منتقد شدند

هـاي ذيـد    ها به گـروه  ساعت بدد از اشده، موش 6تا  1    
اي كه هيچ سلولي  هاي اشده ديده موش( الف:)سيم شدندتق

و  2*828هـايي كـه فقـط     مـوش ( ب)ها تزري  نشد،  به آن
UCB CD34سلول  3*828

گروهـي  ( ج)دريافت كردنـد،   +
هـا تزريـ     بـه آن  MSCسـلول   8/2*826و  8*826كه فقط 
UCB CD34سلول  2*828گروهي كه ( د)شد، 

به همـراه   +
826*8 MSC ه ـي كـگروه( هـ)د،ـد زده شـپيون اـه ه آنـب
ـــول  3*828 UCB CD34سل

ــراه  + ــه هم ــلول  8*828ب س
MSC 8ها به تدداد  ر هر گروه، سلولد .ها تزري  شد به آن 

رأس مـوش اشـده ديـده تزريــ  شـد و نتـايب حاصـد بــه       
 هاي تشكيد شده در  حال بررسـي  صورت شمارش كلوني

 . گرديد
CD34هـاي   يهت تاييد حضور سلول    

پيونـد شـده در    +
CD34هـاي   سـلول  ،هاي ايجاد شده در  حال كلون

بـا  را  +
ده ذرات آه  نشان دار كـرده و سـپس بـه مـوش پيونـد ز     

هاي خارج شده در اي  گـروه بـه روش آبـي      حال. شدند
 .پروس رنگ آميزي شد

 ها از  ري  رو دمي به آرامي به درون رو تزري  سلول    
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كـاموً اسـتريد، اتـاق     هـاي پيونـدي در شـرايط    موش. شد
گـراد و   دريه سـانتي  28تا  22ضدعفوني شده با دماي بي  

تهويه مناسد، آب دوبار تق ير، غذا و يفس اتو كوو شـده،  
 . ندنگهداري شد

 
UCB CD34هاي  دار كردن سلول نشان

 :با ذرات آه  +
CD34هـاي   دار كـردن سـلول   انـراي نش ــب    

 Superاز  +

Para magnetic Iron Oxide(SPIO)    و پروتـامي  اسـتفاده
 . شد
ميكروليتـر از   6و  SPIOميكروليتر از محلـول   22مقدار     

 استم يي  ليتر محيط كشت ميلي 8/2با  را محلول پروتامي 
ــاوي  ــلول  2*826ح CD34س

ــس از   + ــرده و پ ــوط ك مخل
ها برداشته و بدد از سه مرتبه  گذشت يك شبانه روز، سلول

براي تزري  به موش اشـده   EDTAحاوي  PBSشستشو با 
 . ندديده آماده شد

 
 :سنجش كلوني در  حال

هـا بــه روش   مــوش ،روز از پيونـد  88پـس از گذشــت      
و پس از بيرون آوردن  حـال از شـكم    ندنخاعي كشته شد

را در الكـــد متـــانول فـــيكس كـــرده و زيـــر  مـــوش، آن
هـاي مويـود بـر سـ ح      ميكروسكوپ تشريح، تدداد كلون

 . ندري   حال شمارش شدرويي و زي
 

 :سازي بافت  حال يهت ميكروسكوپ نوري  رز آماده
ساعت  11به مدت % 82 حال خارج شده را با فرمالي      

هـاي بـافتي    در دماي اتاق فيكس كرده و پس از تهيه بـرش 
ها با هماتوكسيلي  و ايوزي  الكلـي   ، برشm1با ضخامت 

آبــي و  هـت ـهس ،آميــزي در ايـ  رنـگ  . ندآميـزي شــد  رنـگ 
 . سيتوپوسم به رنگ يرمز يابد مشاهده است

 
 :آميزي آبي پروس براي نشان دادن آه  روش رنگ

هاي دپارافينه شده تا مرحله آبدهي پيش برده شـد و   يم    
ــري   ــول ف ــا محل ــيم   ب ــيانيد پتاس ــي 28%)8س ــر ميل و ( ليت
در . و ايوزي  رنگ شد( ليتر ميلي 28%)8اسيدهيدروكلريك 

هـاي آهـ  بـه رنـگ آبـي تيـره و        ميزي گرانـول آ اي  رنگ
 رمز تا صورتي مشخه ـگ يـه رنـه بـوسم و هستـوپـسيت

 . خواهد شد
 

 :آناليز آماري
يهـت بررسـي تدـداد كلــون از آزمـايش كروسـكال ـ           

 . استفاده شد SPSSافزار  با نرم واليس
 

 يافته ها
 882تـا   822از هر نمونه خون بند ناف به  ور متوسط     

ميليون و از هر نمونه آسپيره مغز استخوان به  ور متوسـط  
پـس از  . اي يـدا شـد   ميليون سلول تـك هسـته   28تا  22

ها بـا اسـتفاده از سـتون مكـس، بـه  ـور        يداسازي سلول
CD34هزار سلول  822هزار تا  282متوسط 

به ازاي هـر   +
هــاي بنيــادي مزانشــيمي از نظــر  ســلول. نمونــه يــدا شــد

هاي دوكي شـكد بـا زوايـد     به صورت سلولمورفولوژي، 
سيتوپوسمي بلند در زير ميكروسكوپ نوري يابد مشاهده 

 (. 8تصوير )بود
 

  
+هاي  سلولa:  .1تصوير 

CD34 0111نمايي  با بزرگ×، 
 :b                هاي  سلولMSC 0111نمايي  بزرگ با× 
 

هـاي   سـلول % 822نشـان داد كـه    بلـو  آميزي تريپان رنگ    
CD34بنـيادي مزانشيمـي زنـده و 

 امـس از انجـپ. دـنبود +
 هاي يدا شده از مغز اسـتخوان، بـيش   سلول فلوسايتومتري

 درصـد، مـاركر    38و بـيش از   CD166درصد ماركر  86از 
CD105  فلوسـايتومتري  . را در س ح خود بيان كرده بودنـد
CD34

هاي يدا شده از نمونـه   لسلو% 8/88نشان داد كه  +
را در سـ ح خـود بـروز داده     CD34خون بند ناف، مـاركر 

 .بودند
و  3*828بر اساس نتايب بـه دسـت آمـده، دوز سـلولي         
UCB CD34هاي  از سلول 2*828

و  8*828و دوز سلولي  +
هاي بنيادي مزانشيمي يهت پيوند مناسـد   از سلول 8*826
 (.2و  8يداول )بود

b a 
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هاي  نتايج حاصل از تزريق دوزهاي مختلف سلول: 1جدول     
CD34

 CFU-Sخون بند ناف به تنهايي در مقادير مختلف و تعداد  +
 ايجاد شده در طحال موش

 
تعداد سلول 

CD34+  تزريق
 شده

ميانگين تعداد 
 Meanكلون 

± SD 

حداقل تعداد 
 كلون

حداكثر تعداد 
 كلون

828*8 7/2  ±8 1 6 
828*2 6/2  ±7 8 82 
828*3 3  ±83 82 86 
828*8 6  ±21 81 32 
828*6 3  ±26 23 28 
828*1 8/8  ±23 83 38 
826*8 1  ±1 1 82 
826*2 2  ±8 3 7 
826*8 8  ±3 2 1 
826*82  - - -

 
هاي  حال نشـان داد كـه متوسـط     شمارش تدداد كلوني    

سـلول   3*828و  2*828ها در گروهي كه فقـط   تدداد كلون
UCB CD34

، 2/81و  2/7ريافت كرده بودند به ترتيـد  د +
UCB CD34ســلول  2*828در گروهــي كــه 

بــه همــراه  +
826*8 MSC 2/38ها پيوند زده شد به  ور متوسـط   به آن 

UCB CD34سـلول   3*828و در گروهي كـه  
بـه همـراه    +

ها تزري  شـد بـه  ـور متوسـط      به آن MSCسلول  8*828
ها تزري  شـد   آن به MSCاما در گروهي كه فقط . بود 6/88

هـا تزريـ     اي كه هيچ سلولي بـه آن  هاي اشده ديده يا موش
نتـايب حاصـد   (. 2تصوير )گرديدنشد هيچ كلوني مشاهده ن

 . آمده است 3از شمارش كلوني در  حال، در يدول 
م الده ميكروسكوپي، يمديت سلولي به شدت بازوفيد     

 كلوني و متراكم در بافت  حال به شكد مجتمع كه تشكيد 
چني  مقا ع بافتي به دست آمده  هم. داده بودند را نشان داد

CD34هـاي   از  حال موش پيوند شده با سـلول 
دار  نشـان  +

هـا بـا آبـي پـروس، ويـود       آميزي آن و رنگ SPIOشده با 
CD34هاي بنيادي  سلول

و انساني پيوند شده را تاييد كرد  +
تيـره  هاي آه  به شـكد ذرات ريـز بـه رنـگ آبـي       گرانول

 (.3تصوير )مشخه شد

CD34هاي  زمان سلول ه ( تزريق)نتايج حاصل از پيوند: 2دول ج
+ 

 جهت انتخاب دوز سلولي مناسب MSCبه همراه 
 

تعداد سلول 
CD34

+ 
 تزريق شده

تعداد سلول 
MCS 

 تزريق شده

ميانگين تعداد 
 Meanكلون 

±  SD 

 حداقل
 دتعدا
 كلون

حداكثر 
تعداد 
 كلون

828*8 826*8 3  ±8 6 82 
828*2 826*8 8/2  ±36 32 37 
828*3 828*8 3/1  ±11 31 81 
828*8 828*8 88  ±32 26 11 
826*8 828*8 6  ±81 88 22 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

 
طحهال  Balb/c ، :aنهااد   طحال جدا شده از مهوش مهاده   .2صوير ت

عهووه بهر    كه یطحال موش Gy 7  ،:cطحال اشعه خورده b: طبيعي
+هههاي  سههلول

CD34، هههاي  سههلولMSC  افههت يدرزمههان  ههه را
+كه فقط سلول  یطحال موش d: ، است نموده

CD34 افت نمهوده  يدر
 .است

هاي  هاي تشكيل شده در طحال موش مقايسه تعداد كلوني: 3جدول 
CD34هاي  اشعه ديده حاصل از تزريق سلول

 MSC به همراه +
 جهت انتخاب دوز سلولي مناسب

 
تعداد سلول 

CD34
+ 

 دهتزريق ش
تعداد سلول 

MCS 
 تزريق شده

ميانگين تعداد 
  ± Mean كلون

SD 

حداقل 
تعداد 
 كلون

حداكثر 
تعداد 
 كلون

828*2 826*8 a7/1  ±2/38 26 11 
828*2  -8/8  ±2/7 8 82 
828*3 828*8 b3/83  ±6/88 13 77 
828*3  -1/2  ±2/81 82 86 
 -826*8 *  - - -

a :2*828تزري  دار با گروه  ويود اختوف مدني CD34
بدون تزريـ    +

MCS  28/2در س حp< 
b :3*828دار با گروه تزري   ويود اختوف مدني CD34

بدون تزريـ    +
MCS  28/2در س حp< 

a b 

dc 
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هاي دريافت كننده مزانشيم بـه تنهـايي و    ها يدني گروه در ساير گروه *
گونه سلولي دريافت نكرد، كلوني بر س ح  حال ديـده   گروهي كه هيچ

 .نشد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

نمهايي   بزرگ بافت طحال نرمال با  a:نماي ميكروسكوپي  :3تصوير 
41× :b ههاي  بافت طحالي كه سلول +CD34  ههاي بنيهادي    و سهلول

نمهايي   است بها بهزرگ   افت نمودهيدرزمان  ه  صورت  مزانشيمي به
41 ×:c ههاي  سلول بافت طحالی كه +CD34  ههاي بنيهادي    و سهلول

نمهايي   زمان پيوند زده شده است با بهزرگ  ه صورت   مزانشيمي به
411 ×:d  هاي  سلول وند شده بايبافت طحال پ+

CD34  نشاندار شده
هاي بسيار ريز آهن به رنهگ   گرانول)×0111نمايي  با بزرگ SPIOبا 

 (.شود آبي تيره در سيتوپوس  مشاهده مي
 
 حثب

يداسازي ايمونومگنتيك يهت  روشدر اي  بررسي از     
CD34هـاي   ت آوردن تدـداد بيشـتري از سـلول   به دس

از  +
خون بند نـاف اسـتفاده شـد كـه بـه  ـور متوسـط حـدود         

سلول به ازاي هر نمونه خون بنـد نـاف يـدا     8-8/2*828
ــلول   ــو  س ــد خل ــد و درص ــاي  ش CD34ه

ــا  + روش ب
يداسازي ايمونومگنتيـك پـس از ارزيـابي فلوسـايتومتري     

گذشـته درصـد   كـه در م الدـات    در حـالي  .بود% 82بايي 
CD34خلو  

يدا شده با سيسـتم يداسـازي بيـوتي  ـ      +
شـايد خلـو    (. 81-28)بـود % 62تـا   %82آويدي  حدود 
CD34هاي  بايي سلول

با روش يداسازي ايمونومگنتيك  +
اي اسـت كـه تحـت     هاي بـاردار شـده   به علت مقدار سلول

 ـور   همـان . ماندند ميدان مغنا يسي يوي در ستون بايي مي
مغـز   و ه شد عووه بر خون بند ناف، خون محي ـي كه اشار

CD34هاي  استخوان هم داراي سلول
د كه درصـد  نباش مي +

CD34
هـا   چني  ميـزان تكييـر ايـ  سـلول     يدا شده و هم +

CD34هاي  نسبت به سلول
يدا شده از ساير منابع، بـايتر   +

 (.22، 23)و بيشتر است
CD34هاي  در اي  تحقي  سلول    

تـا   8*826بـه تدـداد   )+
بـه مـوش مـاده    ( 28/2تـا   8*826به تدـداد  )MSCو ( 2/2

Balb/c(6  اي هفته 1تا )  زمـان يـا يداگانـه     به صـورت هـم
پيوند زده شد و نتايب حاصد از پيوند به صورت كلوني در 

ها نشان داد كه تدـداد كلـون در    بررسي.  حال ارزيابي شد
CD34زمـان دوزهـاي پـايي       حال در پيونـد هـم  

يدنـي  )+
سلول بنيادي مزانشيمي،  8/2-8*826و دوزهاي ( 3-2*828

هـاي ديگـر افـزايش     دار در مقايسـه بـا گـروه    يبه  ور مدن
هاي بنيـادي مزانشـيمي    يدني حضور سلول(. >28/2p)يافت

CD34باعث بهبود پيوند 
CD34چنانچـه در پيونـد    .شد +

+ 
چنـي  در پيونـد    هـم . اي حاصد نشد به تنهايي چني  نتيجه

كلوني در  حال   بنيادي مزانشيمي به تنهايي هيچ هاي سلول
هـاي بنيـادي    بنابراي  واضح است كـه سـلول  . مشاهده نشد

در تسريع و بهبـود پيونـد    اي همزانشيمي نقش حمايت كنند
ــلول CD34هــاي هماتوپوييتيــك   س

و آنجلوپولــو . دارد +
هاي بنيـادي   نشان دادند كه سلول 2223همكارانش در سال 

ه صورت اتولوو و چه به صورت آلوژنيك مزانشيمي چه ب
هـاي   به ميـزان يكسـان يـادر بـه حمايـت از پيونـد سـلول       
هـاي   هماتوپوييتيك هستند و باعـث افـزايش پيونـد سـلول    

CD34
ــه مــوش  + (. 21)شــوند مــي NOD/SCIDانســاني ب

هاي بنيـادي مزانشـيمي آلوژنيـك     توان از سلول بنابراي  مي
هـاي بنيـادي    به سلول يابي يهت پيوند در موارد عدم دست

مزانشيمي خود فرد ميوً به علت آلودگي با تومـور اسـتفاده   
 . كرد
CD34ا محدود شدن دوز ـالبته اي  افزايش در پيوند ب    

+  
CD34سلول  2-3*828به تدداد 

، راب ه مستقيم داشت بـه  +
CD34هـاي    وري كه بـا افـزايش تدـداد سـلول    

يهـت    +
ود آمـده در  حـال بـه  ـور     هاي به وي تدداد كلون ،پيوند
اي بـه   اگر چه نتيجه پيوند از نمونـه . دار كاهش داشت يمدن

هـا در پيونـد    نمونه ديگر متفـاوت اسـت امـا تدـداد كلـون     
CD34هـاي   هاي بنيادي مزانشيمي با سلول زمان سلول هم

+ 
CD34هـاي   ها نسبت بـه پيونـد سـلول    در همه نمونه

بـه   +
شدن دوزهـاي بـه كـار    تنهايي، افزايش داشت و با محدود 

. دار افـزايش يافـت   يها به صـورت مدن ـ  گرفته، تدداد كلون

b 

d 

a 

‍C 
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و  2228و همكـارانش در سـال    فيبـه  مشابه همي  نتايب را
 گـزارش كردنـد   2223و همكـارانش در سـال   لوپولو ـآنج
البته در تحقيقات انجام شده، كمتر بـه شـمارش   (. 21، 28)

پيوند، پرداخته كلوني تشكيد شده در  حال به عنوان نتيجه 
هــاي  هـاي سـلول   شـده اسـت و در بيشـتر مــوارد بيـان ژن    

ــا  خــون ــابي شــده RT-PCRســاز انســاني ب ــزان  ارزي و مي
هـــاي ميلوييـــدي، مگاكاريوســـيتي، لنفوييـــدي و  ســـلول

مكانيسـمي  . ماكروفاژي با فلوسايتومتري بررسي شده است
هاي بنيادي مزانشـيمي باعـث افـزايش     كه توسط آن، سلول

بـه  . شوند تا حدودي مشـخه شـده اسـت    ي ميساز خون
هاي بنيـادي مزانشـيمي، فاكتورهـاي رشـد       وري كه سلول

، فاكتور مهاركننده لـوكمي،  88و  6مختلفي مانند اينترلوكي  
كنند كـه   را ترشح مي Flt-3-Ligandفاكتور سلول بنيادي و 

سـاز   هـاي خـون   اي  فاكتورها بـراي افـزايش تكييـر سـلول    
هـاي بنيـادي    چنـي  سـلول   هـم (. 26-21)ضـروري هسـتند  

را بـر سـ ح خـود بيـان     هاي چسـبندگي   گيرنده ،مزانشيمي
سـاز   هاي خـون  ها براي تكوي  سلول كنند كه اي  گيرنده مي

انـد   از  رفي برخي از محققي  نشان داده. انساني يزم است
هاي بنيـادي مزانشـيمي باعـث سـركوب سيسـتم       كه سلول

(. 28، 32)دهنـد  افـزايش مـي  ايمني شده و گرفت  پيونـد را  
نتــايب بــه دســت آمــده از ايــ  م الدــه توســط تحقيقــات  

هـاي بنيـادي    زمـان سـلول   اي كه بر روي پيوند هـم  گسترده
CD34هاي  مزانشيمي و سلول

صورت گرفتـه، بـه اثبـات     +
 (. 38، 32)رسيده است

هاي  حال موش پيوند شده  م الده ميكروسكوپي كلوني    
نشان داد كه منـا قي كـه كلـون     H & Eآميزي  پس از رنگ

ويود دارد به شدت رنگ هماتوكسيلي  را به خود گرفته و 
دهند كه ايـ    خاصيت بازوفيليك شديد را از خود نشان مي

تصوير ) دهنده تكيير بايي سلولي در اي  منا   است نشان
هاي بوست در اي  منا   كـاموً   چني  ويود سلول هم(. 3

هـاي مختلـف سـلولي بـا      ق دييـ  رده مشهود است اما افترا
 .باشد آميزي هماتوكسيلي  ـ ايوزي  ميسر نمي رنگ
آميـزي آبـي پـروس نشـان داد كـه       حاصد از رنگتايب ن    

آبـي تيـره     هاي آهـ  در داخـد سـلول بـه صـورت      گرانول
هاي حاوي ذرات آه  بـه صـورت    مشخه است و سلول

بـدي   (. 3تصـوير  )شـود  مـي كلوني و در كنار هم مشـاهده  

هـاي   هاي انساني پيوند شده در كلوني ترتيد حضور سلول
 ـ    .  حال اثبات شد هـا    هاگـر چـه مشـابه ايـ  روش در مقال

دهد كه پيونـد گزنوژنيـك    بررسي نشده است ولي نشان مي
UCB CD34هـــاي  سلــول 

هــاي  بـــه همــــراه سلـــول  +
 . مزانشيمي با موفقيت انجام شده است بنيادي

 
 گيري نتيجه

 : موع نتايب حاصد از اي  تحقي  نشان داد كهر مجد
هاي  سلول)يداسازي ايمونومگنتيك روش با استفاده از  -8

CD34
درصـد خلـو    ( يك بار از ستون عبور داده شـد  +
CD34اي ـه ولـسل

 دا شده از خون بند ناف به بيش از ـي +
 . يابد افزايش مي% 82
CD34هاي  زمان سلول پيوند هم -2

هـاي   لبه همراه سـلو  +
بنيادي مزانشـيمي باعـث افـزايش تدـداد كلـون در  حـال       

CD34هـاي   موش، در مقايسه با پيونـد سـلول  
 بـه تنهـايي   +

 .شود مي
هاي بنيادي مزانشيمي به تنهـايي يـادر بـه ايجـاد      سلول -3

 سـازي نيسـتند و تنهـا نقـش     كلون و در نتيجه پديده خـون 
CD34هــاي  حمايــت كننــدگي از ســلول

 يهــت پيونــد را  +
 . دارند
CD34هــاي  محــدود شــدن دوز ســلول -1

 2-3*828بــه  +
در نتيجـه   .شـود  مـي باعث افزايش تدداد كلـون در  حـال   

هـاي بنيـادي مزانشـيمي همـراه بـا       پيوند هم زمـان سـلول  
CD34هاي  سلول

باعث افـزايش تدـداد كلـون در  حـال      +
 . شده است

ــگ -8 ــا رن ــزي  ب ــه   Prussian blueآمي ــد ك ــخه ش مش
CD34هــاي  ســلول

ــوني تشــكيد   + انســاني در  حــال، كل
 .اند داده
 
 تشكر و قدرداني 

 هـا  وسيله از زحمات و همكـاري صـميمانه خـانم    بدي     
 اهري كارشناس مامـايي بيمارسـتان  القـاني، نيكوگفتـار     
كارشناس ارشد بخش فلوسايتومتري سـازمان انتقـال خـون    

دكتر علي مقدم و مركـز پزشـكي نـوي  تشـكر      آياي ايران،
چني  هزينه اي   ـر  توسـط دانشـگاه تربيـت      هم.  كنم مي

 .است  همدرس تأمي  شد
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Abstract 
Background and Objectives 

Umbilical cord blood (UCB) contains a high number of primitive progenitor cells for 

transplantation. However, the rate of UCB CD34
+
 stem cell engraftment is low. In this study 

we examined  the effect of human MSCs (mesenchymal stem cell) on engraftment of human 

UCB-derived CD34
+
 cells in irradiated Balb/c mice. 

 

Materials and Methods 

Human UCB CD34
+
 cells were obtained from full-term normal deliveries by immunomagnetic 

techniques and MSCs were isolated by a standard methodology from bone marrow aspirates. 

Isolated MSCs were evaluated for cell-surface antigens of CD166 and CD105 by 

flowcytometry. The absolute count of CD34
+
 UCB stem cells was also determined by 

flowcytometry. Irradiated (7 Gy) Balb/c mice were transplanted intravenously with  0.2 to 1.0 

× 10
6
 human UCB CD34

+
 cells in the presence or absence of 0.25 to 1 × 10

6
 human bone 

marrow-derived MSCs. The mice in every group on day 11 after transplantation were killed 

and their spleen dissected. In every group, colony assay and H and E staining were performed. 

To make sure of the presence of human stem cells in spleen colonies, UCB CD34
+
 cells were 

labeled with super paramagnetic iron oxide (SPIO) before transplantation. The colonies in 

spleen then underwent Prussian blue staining. In the statistical analyis, Kruskal-Wallis test 

using SPSS software was employed to determine the number of colonies.  

 

Results 

Flowcytometry assay showed that after purification, 90% of the cells were CD34
+
  and 96%  

marker positive for MSCs. Viablity of cells was 100%. Cotransplantation of low doses of UCB 

CD34
+
 cells (0.2 and 0.3 × 10

6
) and MSC (0.5 and 1 × 10

6
) resulted in a significant increase of 

the number of colony forming units spleen, in comparison with the engraftment of UCB CD34
+
 

stem cells without MSC after 11 days (p<0.01). Prussian blue staining showed the Fe
+2

 

granules in UCB stem cells. This indicated that cells in the colonies were engrafted UCB 

CD34
+ 

stem cells. 

 

Conclusions 

The results showed that cotransplantation of MSC with UCB CD34
+ 

cells promotes 

engraftment of UCB CD34
+ 

cells. 
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