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CD34هاي بنيادي مزانشيمي  جداسازي سلول

 از مغز استخوان موش +

 2، دكتر مسعود سليماني1صمد ندري
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

موش از طريق  روش سسقديدن بقر  قرت كشق       ( MSCs)هاي بنيادي مزانشيمي جداسازي و تخليص سلول
در اين مطالعر، جمعي  . ر مشكل اس هاي خوني و غير مزانشيمي بسيا بر عل  رشد ناخواستر سلول ،پلاستيك
از ( Positive immunoselection)با روش انتخاب ايمنقي مبدق    +CD34هاي بنيادي مزانشيمي  از سلولهموژن 

 . مغز استخوان موش جداسازي شده اس 
 ها مواد وروش

 مغز اسقتخوان  هاي ، سلولC57B1/6هاي نژاد  پس از نخاعي كردن موش. مطالعر انجام شده از نوع تجربي بود
بعد از انتخاب ايمني مبدق ،  . انكوبر گرديد CD34بادي ضد  ربايي متصل بر آنتي هاي آهن آسپيره و با دانر ها آن

با دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفتنقد و   CD34ها براي بررسي درصد بيان ماركر  بخشي از سلول
سقاز   هاي بنيادي خقون  اي غير سسدان كر عمدتاًَ سلوله ساع  پس از كش ، سلول 24. ندمابقي كش  گرديد

هاي سسديده بر  رت كش  پلاستيك از نظر وجقود ماركرهقاي    بودند، از طري  شستشو حذت شدند و سلول
بقر منظقور اادقا     . مورد بررسي قرار گرفتنقد ( CD11b and CD45 ،CD34 ،Vcam-1 ،Sca-1 ،CD44)سطحي

 . ر استخوان و سربي استفاده شدماهي  مزانشيمي، از آزمايش تمايز ب

 ها يافته
در ايقن  . فيدروبلاس  بر دسق  آمقد   شدر  +CD34هاي  از سلول ييك هفتر پس از كش  اولير، جمعي  خالص

ها  در اين سلول. بيان نشد CD45و  CD11bبيان شد اما  Vcam-1و  CD34  ،Sca-1  ،CD44ها ماركرهاي  سلول
ليپوپروتئين ليپقاز و  )و سربي( لسين، استئوپنتين و گيرنده هورمون پاراتيروئيداستئوكا)هاي تمايز بر استخوان ژن

 . بيان شدند( آديپسين
 نتيجه گيری 

بقا   يهاي بنيقادي مزانشقيم   اين روش امكان تخليص سلولتوان نتيجر گرف  كر با استفاده از  از اين مطالعر مي
 C57/B16مغز استخوان موش  +CD34هاي  سلول. دوجود دار C57B1/6كارايي بالا از مغز استخوان موش نژاد 

هقاي بنيقادي مزانشقيمي     سقلول   هاي اسقكلتي،  با توانايي سسديدن بر  رت كش  پلاستيك و تمايز بر دودمان
 . باشند مي
 CD34ژن  آنتي هاي بنيادي مزانشيمي، مغز استخوان، سلول :ات كليديكلم

 
 
 
 
 
 
 
 

 61/61/58  :تاريخ دريافت 
 51/ 1/  3  :تاريخ پذيرش 

 
 دانشگاه پيام نور واحد تهرانياخته ـ  آوري بن هاي بنيادي شركت فن گروه سلولـ  بيوشيميكارشناس ارشد  – 6
61668-666: ـ صندوق پستي هماتولوژي ـ استاديار دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس PhD: مؤلف مسؤول -2
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  مقدمه 
بـا دو خووصـيت    ويـهه ي يهـا  بنيادي، سلولهاي  سلول    

هـاي   و تـوان تمـايز بـه رده   ( self renewal)خود تجديـدي 
در درون حفــره داخلـي مغــز  (. 6)سـلولي مختلــف هسـتند  
 ،(HSCs)سـاز  هـاي بنيـادي خـون    استخوان علاوه بر سـلول 

هـــاي بنيـــادي  از قبيـــل ســـلول يهـــاي ديگـــر ســـلول
هـاي اخيـر،    در سـال (. 2)نيز وجود دارد( MSCs)مزانشيمي
يــادي مزانشــيمي بــا اســامي ديگــر از قبيــل هــاي بن ســلول
هـاي   هاي فيبروبلاستي تشكيل دهنده كلـوني، سـلول   سلول

هاي نيايي مزانشـيمي   بنيادي استروماي مغز استخوان، سلول
 . (3-1)اند هاي استروماي مغز استخوان خوانده شده و سلول

هاي بنيادي مزانشيمي به دليل دارا بودن خاصـيت   سلول    
هاي اسكلتي به عنـوان   و توان تمايز به بافتخود تجديدي 

هـاي سـلول و ژن درمـاني      يك منبع مناسب براي استراتهي
هـا در درمـان    كـارآيي ايـن سـلول   (. 7)شـوند  محسوب مي

سـازي،   بهبـود خـون   اسـتووژنز ايمررفكتـا،   بيماري ژنتيكـي 
ــاران      ــروز در بيم ــل نك ــرمين مح ــتخوان، ت ــازي اس بازس

هاي مفولي به خوبي نشان داده  انفاركتوس و درمان بيماري
هـاي مزانشـيمي    با وجود اهميت سـلول (. 7-63)شده است

هاي بيولوژيكي آن از  هنوز بعضي از جنبه ،در سلول درماني
 in vivoقبيل ماهيت سـلولي، منشـا تكـاملي و عملكـرد در     

 (.1)ناشناخته باقي مانده است
ي هـا  پاسخ به اين گونه مسايل و كاربردي كـردن سـلول      

هـاي انسـان مسـتلزم     در درمـان بيمـاري   يبنيادي مزانشـيم 
هــا از  مطالعــاپ پــيي كلينيكــي و جداســازي ايــن ســلول 

استفاده از روش مرسوم چسـبيدن بـه   . هاي ديگر است گونه
ــلول  ــادي مزانشــيمي   پلاســتيك در جداســازي س ــاي بني ه

هاي مختلف جانوري با موفقيت انجام گرفتـه ولـي در    گونه
عنـــوان مـــدل فيزيولوژيـــك و  مـــورد مـــوش، كـــه بـــه

ــي     ــه راحت ــت، ب ــر  اس ــتانداران مط ــك پس پاتوفيزيولوژي
هـاي   پذير نبوده و با مشكلاتي نظير آلودگي به سـلول  امكان
 (.61، 68)ساز و ماكروفاژ همراه است خون
در مطالعــه حا،ــر، روش جديــد و ســريعي بــراي         

هاي مزانشيمي از مغز استخوان موش نـهاد   جداسازي سلول
C57B1/6  در ايـن روش، كـه بـر اسـاس     . ارايه شده اسـت

ــي م بـــت  ــاب ايمنـ ( Positive Immunoselection)انتخـ

CD34هاي  سلول
آسريره شده از مغز استخوان موش بـود،   +

از مغـز اسـتخوان مـوش نـهاد      يهاي بنيادي مزانشيم سلول
C57B1/6 اند كه  محققين پيشين گزارش كرده. تخليص شد

درصـد   ،C57B1/6يمي موش نـهاد  هاي بنيادي مزانش سلول
بـه   CD34مـاركر  . كننـد  را بيان مـي  CD34بالايي از ماركر 

، 68)ساز مطر  است خون ساز ييهاي پ عنوان ماركر سلول
ها از نظر بعضي ماركرهاي سطح سـلولي   در ادامه سلول( 8

هــاي بنيــادي  كــه محققــين پيشــين در مطالعــه روي ســلول
مورد بررسي قرار گرفتـه   ،اند مزانشيمي موشي گزارش كرده

هاي مورد نظر به  و به منظور اثباپ ماهيت مزانشيمي، سلول
-65)هاي استخواني و چربي تمايز داده شـدند  سمت سلول

68 ،8) . 
       

  هاروش مواد و 
CD34هاي  جداسازي سلول

 :مغز استخوان +
هـاي نـهاد    مـوش  .مطالعه انجام شـده از نـوت تجربـي بـود    

C57B1/6 بـا  ( سـر مـوش   61)هفتـه  5تـا   1يبي با سن تقر
. كشـته شـدند  ( cervical dislocation)روش نخاعي كـردن 

عضـلاپ    ،دـدا گرديـي جـت نـاي ران و درشـه استخوان
 DMEM د و داخل محـي  ـاك شـراف پـرم اطـت نـافـو ب
(Duldecco's Modified Eagle's Medium )(ــو  -جيبك

هـاي ران و   انلولـه محتـوي اسـتخو   . قرار داده شـد  (آلمان
درشت ني بر روي يخ قرار داده شده و به زير هود اسـتريل  

هـا قطـع گرديـده و بـا      دو انتهـاي اسـتخوان  . منتقل گرديـد 
مغـز اسـتخوان    ،22استفاده از سرنگ و سر سـوزن شـماره   

 HBSS(Hanks Balanced Saltليتـر   ميلـي  2خـار  و بـا   

Solution )ا  هاي مغز اسـتخوان اسـتخر   سلول. حل گرديد
 31ها بـه مـدپ    سلول. موش با هن مخلوط شد 61شده از 
ربايي متول  هاي آهن با دانه( C1در تاريكي و دماي )دقيقه
انكوبه شده و از ستون ( بيوتك ـ آلمان )CD34بادي  به آنتي

هاي عبور يافته از ستون دور ريختـه   سلول. عبور داده شدند
و  شده آوري هاي به دام افتاده در ستون جمع و سلول ندشد

 بقـاي  درصد .ندپس از سانتريفوژ با لام نووبار شمارش شد
بخشـي از  . آميـزي تريرـان بلـو تعيـين شـد      ها با رنگ سلول
بــا  CD34ژن  هــا بــراي بررســي وجــود آنتــي     ســلول

شدند و بقيه در يك فلاسك  تجزيه و تحليلفلوسايتومتري 
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محـي  مـورد اسـتفاده    . متر مربعي كشت گرديدند سانتي 28
DMEM  ــاوي ــاوي  % 68حـ ــين گـ ــرم جنـ و ( FBS)سـ

ساعت  21. سيلين و استرپتومايسين بود هاي پني بيوتيك آنتي
هاي غير چسبان با شستشو حذف  پس از كشت اوليه، سلول

هاي چسبان به منظور مطالعاپ بعـدي   شدند و كشت سلول
 . ادامه يافت

 
 :ها از نظر حفظ توان تك ير بررسي سلول

CD34هاي  سلول    
پوشـاندن   س از رسيدن بـه مرحلـه  پ +

پاساژ داده شد و به دو فلاسك جديد  ،(Confluency)سطح
 51هاي مورد نظر تا رسـيدن بـه    كشت سلول. منتقل گرديد

در ادامــه . ادامــه داده شــد پوشــيدگي ســطح درصــد 01تــا
هـا پاسـاژ داده شـد و بـه دو فلاسـك جديـد منتقـل         سلول
 . ام گرفتمراحل فوق تا پاساژ چهارم انج. گرديد

 
 : ها براي فلوسايتومتري سازي سلول آماده
به هـر   ،هاي فالكون ريخته سلول در لوله 211111تعداد     
 31ا،ـافه و بـه مـدپ    % 3ميكروليتر سـرم رپ   611كدام 

ــاي  ــا  ســلول. نگهــداري شــد C1دقيقــه در دم  811هــا ب
( سرم جنين گـاوي % 6حاوي  PBS)ميكروليتر بافر شستشو

( دقيقه 61به مدپ  g 111)پس از سانتريفوژشسته شدند و 
هـاي   بـادي  دقيقه روي يخ و در يخچال با آنتـي  31به مدپ 
كونهوگـه   CD34 ،CD11b، CD45 ،Vcam-1 ،Scal-1اوليه 
و ( سـاينس  بيوا آمريكا،()فلورسنس ايزوتيوسياناپ)FITCبا 
انكوبـه شـدند و   ( فيكـواريترين )PEكونهوگـه بـا    CD44با 

،  IgG2bهـاي   بـادي  ا آنتـي ـا بـه ي سلولـرل منفـبراي كنت
PE-IgG2a  وIgG2b ، FITC-IgG2a  ــدند ــه شـ در . انكوبـ

 بـا  دقيقـه  61ها پس از شستشو به مـدپ   مرحله بعد سلول
ها بافر فـيكس   سرس به سلول. سانتريفوژ شدند g 111 دور
سـرم جنـين   % 6يـد و  ئپـارافرم آلد % 6حـاوي   PBS)كننده
بكتــون )فلوســايتومتري ا،ــافه شــد و بــا دســتگاه( گــاوي

 تجزيـه و تحليـل   WinMDIافزار  و نرم( ديكنسون ـ آمريكا 
 . در اين مطالعه هر آزمايي سه بار تكرار شد. شدند

 
 :تمايز به استخوان و چربي

هـاي مـورد    به منظور اثبـاپ ماهيـت مزانشـيمي سـلول        
در اين مطالعـه از آزمـايي تمـايز بـه اسـتخوان و       ،بررسي

سـلول   611111براي اين منظور حدود . شدچربي استفاده 
متـر مربـع در    سـانتي  28اي و در فلاسك  خانه 1در ظروف 
درصـد سـرم جنـين گـاوي و      68حاوي ،  DMEMمحي  
، پوشاندن سـطح  پس از مرحله. بيوتيك كشت داده شد آنتي

چربــي  و هـا بـا محــي  تمـايز بـه اسـتخوان      محـي  سـلول  
 DMEMشـامل  محـي  تمـايز بـه اسـتخوان     . جايگزين شد

 3ك اسـيد  ـــ ـر اسكوربيـليت ميكروگرم در ميلي 81محتوي 
مـولار    يـميل ـ 61ازون و ـولار دگزامت ــنانوم 61اپ، ــفسف
و محـي  تمـايز بـه    ( ، آمريكاسيگما)ـ گليسرول فسفاپ بتا

ليتـر   ميكروگـرم در ميلـي   81حـاوي   DMEMچربي شامل 
 81 نـانو مـولار دگزامتـازون و    611فسفاپ، ـ  3اسكوربيك

ــي ــرم در ميل ــر ايندومتاســين ميكروگ ــيگما آمريكــا،)ليت ( س
 (. 68)بود
 

 :ارزيابي تمايز
ها مـورد ارزيـابي قـرار     در پايان هفته سوم، تمايز سلول    
آميـزي آليـزارين رد و بـراي     براي استخوان از رنـگ . گفت

در ،ـمن بيـان   . آميزي اويل رد استفاده شـد  چربي از رنگ
mRNA  ، سـتخواني و چربـي بـا روش    برخي ماركرهـاي ا

RT-PCR مورد بررسي قرار گرفت. 
 

 :  RT-PCRآناليز 
هاي  تمايز، از لحاظ بيان ژن 26ها در روز صفر و  سلول    

ــر استووكلســين  و ( OP)، اســتووپونتين(OC)اســتخواني نظي
هـاي چربـي از    و ژن( PTHR)گيرنده هورمـون پاراتيروئيـد  

ــين ــل آديرس ــ( AD)قبي ــوپروتوين لير ــورد ( LPL)ازـو لير م
هـاي   سلول RNAور، ـن منظـراي ايـب .ارزيابي قرار گرفتند

از ـت فرمنت ــورالعمل شرك ــاده از دست ــا استفـر بـمورد نظ
ــد  ــازي ش ــاخت  . جداس ــه س ـــي  cDNAدر ادام در واكن
 Revert Aid Hبا استفاده از كيـت ( RT)رونويسي معكوس

minus first strand cDNA synthesis kit (ـــاز و  (فرمنت
. انجــام شــد   (dt)وــاوليگ 65ر ــميكرو مول آغازگ 18/1

 c DNA، ميكرو مـول  dNTPs211با  PCRي مه واكندر ادا
ــول  8/2 ــرو م ــيناژن، )، ميك AMSس

TM)PCR buffer   ×
6،MgCl2   78/1   ميكـرو مـول ،Tag DNA polymerase  
 ـول ازــم روــميك 8/1فـرمنتـاز و  unit6  /ميكـروليتر 28
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 هاي تمايز بر سربي و استخوان توالي آغازگر ژن :1جدول 
 

 دماي آنيلينگ
(C) 

 اندازه
(bp) 

 ها  ژن هاتوالي آغازگر

12 371 F 5' GAG GAC ACT TGT CAT CTV ATT C 3' 
R 5' CT TCT TAT TGGTCA GAC TTC C 3' 

 ليروپروتوين ليراز
 (LPL) 

87 310 F 5' ATG GTA TGA TGT GCA TGT AG 3' 
5' CAC ACA TCA TGT TAA TGG TGA C 3' 

 آديرسين
 (AD) 

11 271 F 5' GAC CAT CTT TCT GCT CAC TCT G 3' 
R 5' GTG ATA CCA TAG ATG CGT TTG TAG 3' 

 استووكلسين
 (OC) 

17 377 F 5' CAG TGA TTT GCT TTT GCC TGT TTG 3' 
R 5' GGT CTC ATC AGA CTC ATC CGA ATG 3' 

 استووپونتين
 (OP) 

17 115 F 5' GAC AAG CTG CTC AAG GAA GTT CTG 3' 
R 5' GGA ATA TCC CAC GGT GTA GAT CAT G 3' 

 PTHگيرنده 

 (PTHR) 
13 367 F 5' GGAACATAGCCG TAAACTGC 3' 

R 5' TCACTGTGCCTGAACTTACC 3'  - توبولين 
 

هاي اختواصـي بافـت اسـتخوان، چربـي و      آغازگرهاي ژن
در دمـاي  ( يك نشان داده شده اسـت در جدول )توبولين ـ بتا
درجـه   03دقيقـه، دمـاي    8گراد بـه مـدپ    درجه سانتي 03

 18بـه مـدپ    آنيلينـگ  ثانيه، دمـاي  18گراد به مدپ  سانتي
 31ثانيـه و در   18گراد به مدپ  درجه سانتي 72ثانيه، دماي 

هاي  درون چاهك PCRدر پايان محوول . سيكل انجام شد
و پس از الكتروفورز بـا رنـگ    آگاروز ريخته شد  %8/6ژل 

 . آميزي و سرس ارزيابي شد برومايد رنگاتيديوم 
 

 يافته ها
 :كشت سلول

CD34اي ـــه ولـت سلـد از كشـعـت بـاعـس 21    
 و +

 هاي دوكي شكل بـه هـاي غير چسبان، سلول حـذف سلول
پـس از  يـك هفتـه   . كف ظرف كشت پلاستيك چسـبيدند 

پوشـيدگي   اول بـه مرحلـه   هـاي پاسـاژ   كشت اوليه، سلول
هاي يك دست دوكـي   رسيدند و در اين زمان سلول سطح

 ،در پاسـاژهاي بـالاتر  (. الف 6شكل )شكل مشاهده گرديد
 پوشـيدگي سـطح   مدپ زمان لازم براي رسيدن به مرحلـه 

تغييراپ جزيي شد  چارها د افزايي يافت و مورفولوژي آن
ن هن در هاي په به طوري كه در پاساژ چهارم بعضي سلول

 (. ب 6شكل )شد هاي دوكي مشاهده مي بين سلول
 

 :لوليسبررسي ماركرهاي سطح 
CD34هاي  وط به ماركرهاي سطحي سلولـج مربـنتاي    

+  

هاي مغز استخوان چسبيده به ظـرف   تخليص شده از سلول
 هاي مورد نظـر، در  كشت پلاستيك حاصل از كشت سلول

 . نشان داده شده است 3و  2هاي  شكل
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

: مغز استخوان موش +CD34هاي  كش  اولير سلول ق  الف :1شكل 
جمعي  سلولي از لحاظ مورفولوژي همگون بوده و دوكقي شقكل   

 نمقايي  روز هفتم كش ، ميكروسكوپ فاز كنتراس ، بقزر  )هستند
هقاي دوكقي كمقي      سقلول . هاي پاساژ سهقارم  سلول ق  ب(. 111×

روز )شقود  هاي پهن مشاهده مقي  سلول ها تر شده و در بين آن بزر 
 (. 111× نمايي ام كش ، ميكروسكوپ فاز كنتراس ، بزر  سي
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Events* :هاي فلوسيتومتري تعداد سلول 
هاي تخلقيص شقده بقر روش     در سلول CD34بيان ماركر  :2شكل 

 111نزديك بقر   CD34ها ماركر  در اين سلول. انتخاب ايمني مبد 
 . درصد بيان داش 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Events* :هاي فلوسيتومتري تعداد سلول 
 +CD34هقاي   بيان برخقي ماركرهقاي سقطحي در سقلول     :1شكل 

 CD44  ،Sca-1ها ماركرهقاي   در اين سلول. سسديده بر  رت كش 
بيققاني  CD45و  CD11bبيققان شققدند امققا ماركرهققاي   Vcam-1و 

 . نداشتند
از مغـز   CD34هـاي   به منظور بررسي جداسازي سـلول     

استخوان موش، بيان اين ماركر بـا دسـتگاه فلوسـايتومتري    
در  CD34نتـايج نشــان داد كــه مـــــاركر    . شـد بررسي
هـاي   ماركر سطح سلولبررسي . شود ها بيان مي  سلول% 00

CD34
نشان داد كه بيـان  ( پاساژ اول)پس از كشت سلولي +

ها ماركر  لدر اين سلو. يابد كاهي مي% 78تا  CD34ماركر 
CD44 بيـان شـد  ( ها درصد سلول 08)در حد بسيار بالايي .
 61در حـد   Vcam-1و مـاركر  % 71در حـد   Sca-1ماركر 

در  CD11bو  CD45ماركرهـاي سـطحي   . درصد بيان شد
 . هاي مورد نظر بيان نشدند سلول

 
 :هاي تمايزي بررسي ويهگي

CD34هاي  سلول    
چسبيده به ظـرف كشـت پلاسـتيك     +

هفته در محي  تمايز به استخوان قرار گرفتـه   3ه مدپ كه ب
آميزي اختواصي آليزارين رد به رنگ قرمـز   با رنگ ،بودند

 1شـكل  )ماتريكس بـود  درآمدند كه حاكي از معدني شدن
 ه ـان داد كــنش RT-PCRاي ـه ررسيـن بـن چنيـه(. الف
 
 
 
 
 
 
 

. كشق  اوليقر بقر اسقتخوان     +CD34هقاي   تمقايز سقلول  :  4شكل 
هفتر در معرض محقي  تمقايز بقر     1كر بر مد   +CD34هاي  سلول

(. القف )اند آميزي شده اند و با آليزارين رد رنگ استخوان قرار گرفتر
نشان دهنقده بيقان ماركرهقاي اسقتخوان در ايقن       RT-PCRآناليز 
 (. ب)هاس  سلول

 
 
 
 
 
 
 
 
 

القف ق   . كش  اوليقر بقر سربقي    +CD34هاي  تمايز سلول :5شكل 
هفتر در معرض محقي  تمقايز بقر     1كر بر مد   +CD34هاي  سلول

آنقاليز  ب ق  . انقد  آميزي شده اند و با اويل رد رنگ سربي قرار گرفتر
RT-PCR هاس  دهنده بيان ماركرهاي سربي در اين سلول نشان . 
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نتين و گيرنده واستووكلسين، استووپ)هاي ماركر استخوان ژن
مايز يافتـه بـه خـوبي    هاي ت در سلول( هورمون پاراتيروئيد

 (.    ب 1شكل )بيان شده است
آميـزي   هفته در محي  تمـايز آديروژنيـك، رنـگ    3پس از  

هـا   اويل رد نشان داد، قطراپ چربي در سيتوپلاسن سـلول 
ــاليز  هــاي  حــاكي از بيــان ژن RT-PCRتجمــع يافتــه و آن

شـكل  )بـود ( آديرسين و ليرو پروتوين ليرـاز )شاخص چربي
ها توانايي تمـايز خـود را تـا پاسـاژ چهـارم       اين سلول(. 8

 . حفظ كردند
 

 بحث
ــريع و مســتقين        ــازي س ــض حا،ــر، جداس هــدف تحقي

هاي بنيادي مزانشيمي با توانايي تمايز چنـد دودمـاني    سلول
با اسـتفاده   C57B1/6ن موش نهاد هاي مغز استخوا از سلول

CD34هاي  از روش انتخاب م بت سلول
 . بود +

هاي بنيادي مزانشيمي موش با اسـتفاده   جداسازي سلول    
از روش مرســوم چســبيدن بــه پلاســتيك بــه علــت رشــد  

هـاي خـوني و غيـر مزانشـيمي در جريـان       ناخواسته سلول
ر، در مطالعـه حا، ـ . كـارايي بـالايي نـدارد    ،كشت سـلولي 

CD34هاي  سلول
هاي مغز  با روش انتخاب م بت از سلول +

 . جداسازي شدند C57BL/6استخوان موش 
 2111انتخاب اين روش به اين دليل بـود كـه در سـال        

در  CD34و همكاراني گـزارش كردنـد كـه مـاركر     پيستر 
ــوش   ســلول ــادي مزانشــيمي نهادهــاي م ، Balb/cهــاي بني

FVB/N و BL/6 ين محققين به تفاوپ بيـان  ا. شود بيان مي
در . اين ماركر در نهادهـاي مختلـف مـوش اشـاره داشـتند     

بـيي از   BL/6در موش  CD34ماركر  ،مطالعه اين محققين
 (. 68)بيان داشت% 21كمتر از  Balb/cولي در موش % 78
سـاعت پـس از تخلـيص و كشـت      21در اين مطالعـه،      

ــلول ــاي  س CD34ه
ــد و  + ــه ش ــي دور ريخت ــي  روي  ، مح

هــاي چســبيده بــه ظــرف كشــت پلاســتيك از نظــر  ســلول
خووصياپ تمايزي و ماركر سـطحي مـورد بررسـي قـرار     

ها مورفولوژي فيبروبلاستي دوكـي شـكل    اين سلول. گرفت
 .   داشتند
هاي شـبه فيبروبلاسـتي    هاي خاص سلول بررسي ويهگي    
 هـاي  ها سلول ن روش جدا شدند نشان داد كه آنــا ايـكه ب

هــا بــه راحتــي در  ايــن ســلول. مزانشــيمي هســتندبنيــادي 
در . هاي مزانشيمي تمـايز يافتنـد   هاي ويهه به دودمان محي 

و  RT-PCRهايي از قبيـل   روشاين مطالعه تمايز سلولي با 
توانايي . آميزي سلول و ماتريكس سلولي مشخص شد رنگ

ــلول  ــايز س ــان ژن    تم ــتخوان از روي بي ــه اس ــا ب ــاي ه  ه
 و (OC)كلسـين استوو ،(PTHR)يروئيـد رسرتورهورمون پارات

و قرمـــز شـــدن مـــاتريكس معـــدني  (OP)اســـتووپونتين 
تمـايز بـه   . مشـخص گرديـد  ( آميزي اليزارين رد رنگ)شده

ــان  ــي از روي بيـ ــين چربـ  ليرـــوپروتوين و (AD)آديرسـ
ــاز ــود در    (LPL)لير ــي موج ــراپ چرب ــدن قط ــز ش و قرم

ر ه ـ. ارزيابي شـد ( آميزي اويل رد رنگ)ها سيتوپلاسن سلول
هــاي بنيــادي  چنــد هنــوز مــاركر اختواصــي بــراي ســلول

مزانشيمي موش گـزارش نشـده و بـين محققـين اخـتلاف      
پ انظراتي وجود دارد امـا محققـين پيشـين بـه منظـور اثب ـ     

هـاي بنيـادي مغـز اسـتخوان مـوش       مزانشيمي بودن سـلول 
BL/6 ،   ــاي ــان ماركره ــان   CD44 ،Sca-1از بي ــدم بي و ع

در (. 8، 68)انـد  تفاده كـرده اس ـ CD11bو  CD45ماركرهاي 
و عـدم   Sca-1و  CD44اين مطالعه بيان بـالاي ماركرهـاي   

خاصـيت  . مشـاهده شـد   CD45و  CD11bبيان ماركرهـاي  
چسبندگي به ظرف كشـت پلاسـتيك، تـوان تمـايز بـه دو      

هـا و نـوت    دودمان اسكلتي، مورفولوژي فيبروبلاستي سلول
هـاي   لولماركرهاي سطح سلول ما را متقاعد ساخت كه س ـ

CD34فيبروبلاســتي   چســبيده شــبه
هــاي بنيــادي  ، ســلول+

 محققــين پيشــين از ايــن خووصــياپ. مزانشــيمي هســتند
ــي   ) ــوژي دوك ــايز و مورفول ــه پلاســتيك، تم چســبندگي ب

بـراي ارزيـابي مزانشـيمي بـودن     بـه دفعـاپ   ( فيبروبلاستي
، 61)انـد  هاي جدا شده از مغز استخوان استفاده كـرده  سلول
ــاركر   (. 8، 5، 68 ــان م ــاهي بي ــل از % )00از  CD34ك قب

توانـد   مي( پس از كشت اوليه%)78به ( م بت انتخاب ايمني
ساز در اثر شستشـو و   هاي بنيادي خون به دليل حذف سلول

تعويض محي  كشـت و از طـرف ديگـر تغييـر ماركرهـاي      
هــاي مزانشــيمي در جريــان كشــت ســلولي   ســطح ســلول

 (. 65، 60)باشد
 داسازيـراي جـف بـن روش مختلـچنديال ـه حـا بـت    
هاي بنيادي مزانشيمي موش بر اساس انتخاب ايمنـي   سلول 

و همكـاران وي از   بـادو  در ايـن زمينـه،  . ارايه شـده اسـت  
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استفاده ( Negative Immunoselection)انتخاب منفيروش 
هـاي آسـريره    اين محققين پس از كشت سـلول (. 67)كردند

هـاي   ژ دادن و انكوبه كردن سلولشده مغز استخوان، با پاسا
ربـايي   هاي آهن با دانه FVB/Nهاي نهاد  مغز استخوان موش

اقدام به  CD45و  CD34  ،CD11bهاي  بادي متول به آنتي
هـاي بنيـادي    هاي خـوني و جداسـازي سـلول    حذف سلول

اين محققين دريافتند كـه در ايـن روش،   . مزانشيمي نمودند
هايي كه در تك يـر سـلولي و    نپس از انتخاب ايمني، بيان ژ

يابـد كـه    كاهي مـي  ،سلولي دخالت دارند چرخهپيشرفت 
. هاي بنيادي مزانشيمي را در پي دارد اين امر رشد كن سلول

و همكاراني مشاهده كردند كه يـك هفتـه    تراپل در ،من
بـا اسـتفاده    ،بعد از حذف دودمان گرانولوسيت ـ مونوسيت 

بعضي از  CD11bبادي  ه آنتيربايي متول ب هاي آهن از دانه
در ايـن  (. 61)شوند ها در محي  كشت پديدار مي اين سلول

مطالعه، با روش انتخاب ايمني م بـت اقـدام بـه جداسـازي     
CD34هاي  سلول

 C57BL/6از مغز استخوان مـوش نـهاد    +
محـي    ،ساعت پس از كشت 21در مطالعه حا،ر، . گرديد

 CD34سـاز   خـون هـاي بنيـادي    رويي كه اك ر آن را سـلول 
هــاي  دادنــد دور ريختــه شــد و كشــت ســلول تشــكيل مــي

. چسبنده بنيادي مزانشيمي تا پاساژ چهـارم ادامـه داده شـد   
هاي مورد نظر در اين مطالعه توانايي تك يـر بـالاتري    سلول

توانايي را حداقل تا  ننسبت به مطالعاپ پيشين داشتند و اي
 بـه لـودگي  پاساژ چهارم حفـظ نمودنـد و از طرفـي هـي  آ    

ــلول ــيمي  س ــر مزانش ــاي غي ــاهده  CD45و  CD11b ه مش
 . (61، 67)نشد

 هـاي مزانشيمي مورد نظر نسبت به ايـن كـه چـرا سلول    
هاي تخلـيص شـده بـه روش انتخـاب ايمنـي منفـي        سلول

تـري حفـظ    توانايي تك ير خود را در دوره زمـاني طـولاني  
رسـد كـه    مي كنند بر ما معلوم نيست اما اين طور به نظر مي

از نظر مرحله تكـاملي   +CD34هاي بنيادي مزانشيمي  سلول
تر باشند كه البته اثباپ اين مو،وت بـه تحقيقـاپ    پروژنيتور

CD34هـاي   در مطالعه حا،ر، سـلول . بيشتر محتا  است
+ 

هاي تمايزي مربوطه به آسـاني    يپس از قرار گرفتن در مح
يت را تا پاسـاژ  به استخوان و چربي تمايز يافته و اين خاص

تلاش مـا در اسـتفاده از ايـن روش در    . چهارم حفظ كردند
جداسازي نهادهاي موشي ديگر با موفقيت همراه نبـود كـه   

ــن مو،ــوت باشــد كــه بعضــي    مــي ــده اي ــد كنن ــد تايي توان
هــاي بنيــادي مزانشــيمي منحوــر بــه  خووصــياپ ســلول
 . است نهادهاي موشي خاص

    
 گيري نتيجه
، انتخاب ايمني م بـت  كه استفاده از روشرسد  به نظر مي   

هاي مزانشيمي از نـهاد   روشي مناسب براي جداسازي سلول
C57 BL/6 هاي  سلول. باشدCD34

مغز اسـتخوان مـوش     +
C57/B16    با توانايي چسبيدن به سطو  پلاسـتيك و تمـايز
هـاي بنيـادي مزانشـيمي     هـاي اسـكلتي، سـلول    به دودمـان 

 . باشند مي

 
 يتشكر و قدردان

هـاي مـالي    حمايـت بدين وسـيله نويسـندگان مقالـه از        
 . نمايند تشكر و قدرداني ميياخته  آوري بن شركت فن
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Abstract 
Background and Objectives 

The isolation and purification of mesenchymal stem cells (MSCs) from mouse via plastic 

adherent cultures are arduous due to the unwanted growth of hematopoietic cells and non-

MSCs. In this study, homogenous populations of CD34
+
 MSCs from mouse bone marrow were 

purified through positive immunoselection. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, C57BL/6 mice were sacrificed. Their bone marrow cells were 

aspirated and incubated with anti-CD34 conjugated magnetic beads. After immunoselection, a 

sample of the cells was prepared for flow cytometry in order to examine the expression of 

CD34 antigen and the remains were cultivated. 24 hours later, non-adherent cells, mostly 

consisting of CD34
+
 hematopoietic stem cells were removed and the plastic adherent cultivated 

cells were investigated for surface markers (CD44, Sca-1, Vcam-1, CD34, CD11b and CD45). 

The plastic adherent cultivated cells were differentiated into the osteoblastic and adipogenic 

lineages to investigate the mesenchymal nature. Furthermore, the expression of some surface 

markers were investigated through flow cytometry. 

 

Results 

Purified populations of fibroblast-like CD34
+
 cells were achieved in the first passage (one 

week after initiative cultivation). The CD34, CD44, Sca-1 and Vcam-1 markers were 

expressed but CD11b and CD45 were absent. Osteocyte (osteocalsin, osteopontin, parathyroid 

hormone receptor) and adipocyte (lipo protein lipase and adipsin) differentiating genes were 

expressed in these cells.  

 

Conclusions 

This study indicates that this protocol can result in efficient isolation of homogenous 

populations of MSCs from C57BL/6 mouse bone marrow. We showed that plastic adherent 

murine bone marrow derived CD34
+
 cells with capability of differentiating into skeletal 

lineages in vitro are MSCs. 
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