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هاي بنيادي مزانشيمي موش صحرايي: استفاده از پلاسماي تهيه شده از خون  كشت سلول

 محيطي به عنوان مكمل محيط كشت

 4، دكتر حسين بهاروند7، دكتر سيد محمود عرب نجفي5، ليلا روحي1دكتر محمدرضا باغبان اسلامي نژاد
 هچكيد

 سابقه و هدف 
( بر   FBSاستفاده از سرر  جنينري وراو)    ،سلول بنيادي مزانشيمي رايج جداسازي و تكثير هاي دستورالعملدر 

اجتناب ناپذير است. اين در حالي است ك  سر  جنيني واو در انسان ايمونوژنير    ،عنوان مكمل محيط كشت
بوده و ب  هنگا  پيوند خطر انتقال عفونت را با خود ب  همراه دارد. لذا ب  دنبال ي  جانشين مناسب براي سر  

هراي بنيرادي مزانشريمي     واو، در مطالع  حاضر، تاثير پلاسماي تهي  شده از خون محيطي بر رشد سلول جنيني
 بررسي شده است. 

 ها مواد وروش
 ،هاي دراز موش صرحرايي  هاي مغز استخوان تهي  شده از استخوان سلولمطالع  انجا  شده از نوع تجربي بود. 

و پلاسماي تهي  شده از خون محيطي موش  FBSمحيط كشت حاوي از كشت اولي  تا پاساژ سو  با استفاده از 
هراي پاسراژ اول ترا رهرار       صحرايي كشت شدند و حاصل هر مرحل  از كشت ك  در اصل ب  ترتيب سرلول 

جمعيت سلولي، توان زيستي و تكثير سلولي بر  ترتيرب برا     ويشد برابر شوند، از لحاظ ميزان دو محسوب مي
هراي حاصرل از كشرت     ويري شد. سلول و رسم منحني رشد اندازه MTTمايش هاي شمارش سلولي، آز روش

آماري شد. در   بار تكرار شد و ميانگين نتايج، مقايس  11زايي نيز بررسي شدند. هر مطالع   اولي  از لحاظ كلون
-RTآميرزي اختااصري    با روش رنگ هاي پاساژ سو  از لحاظ پتانسيل تمايز ب  استخوان و رربي پايان سلول

PCR  .بررسي شدند  
 ها يافته

هاي كشت شده در پلاسما از لحاظ مورفولوژي، تقريبا ًَ ي  دست دوكي شكل بودنرد در حرالي كر  در     سلول
 برابرر  تعدادي سلول غير دوكي شفاف نيز مشاهده شد. در مجموع، از لحاظ دو،  FBSهاي وروه  كشت سلول

داري وضعيت بهتري داشتند ولري   ب  طور معني FBSوه هاي ور سلول ، MTTشدوي جمعيت سلولي و آزمايش 
دار نبرود. در منحنري رشرد، در طرول دوره      هاي حاصل از پاساژ سو  از لحاظ آماري معني ها در سلول تفاوت

، رشد بيشتري از خرود نشران داد.    FBSكشت، طول و شيب فازهاي نمودار در دو وروه مشاب  بود ولي وروه 
هاي ورروه   ها در مقايس  با سلول عداد بيشتري كلون توليد كردند ولي اندازه اين كلونهاي وروه پلاسما ت سلول
FBS زيررا   هاي آديپوژني  و استئوژني  تمرايز يافتنرد.   هاي هر دو وروه ب  راحتي ب  دودمان كمتر بود. سلول
-C/EBPو  PPAR-gama  ،PPAR-alphaهراي   شردند و ژن   نرگ ررد و آليزارين رد  ها ب  ترتيب با اويل سلول

alpha  .براي رربي و استئوكلسين و استئوپونتين براي استخوان بيان شد 
 نتيجه گيری 

توان وفت ك  پلاسما ب  عنوان جايگزين سر  واو قادر است از تكثير سلول بنيادي مزانشيمي  روي هم رفت  مي
تا حدودي كمتر اسرت   FBS  با حمايت كرده و توان زيستي آن را حفظ نمايد، اور ر  اين حمايت، در مقايس

 شود.  ولي در عوض جايگزين سالمي محسوب مي
 پلاسما، تكثير سلولي  ،هاي بنيادي مزانشيمي موش سلول :ات كليديكلم
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  مقدمه  
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 RT-PCRآغازورهاي مورد استفاده در  :1جدول 

 
PCR cycles Annealing  

Temperature (C) Size product Primer Sequence (5'-3')  Target cDNA 

   F: CGGACCCTGCCTTACCAACTCATTTGTGCC 
R: CGCACGCGATGCAACACCACTCAGG 

ALP 

  F: GATTATAGTGACACAGAC 
R: AGCAGGAATACTAACTGC 

Osteopontin 

  F: GTCCCAACAAGCAACTCG 
R: CCAAAGCTGAAGCTGCCG  

Osteocalcin 

  F: ACGTGGAGACGCAGCAGAA 
R: AGGCGGTCATTGTCACTGG 

C/EBP-alpha 

  F: CCCTGCCTTCCCTGTGAACTGAC 
R: GGGACTCATCTGTACTGGTGGGGAC 

PPAR-alpha 

  F: GGTGAAACTCTGGGAGATCC 
R: TGAGGGAGTTTGAAGACTCTTC 

PPAR-gama 

  F: TGCTGAGTATGTCGTGGAGTC 
R: AAAGGTGGAAGAATGGGAG 

GAPDH 

 
 

RT-PCR

PBS

RT-PCR

ALP

PPAR-gamaPPAR-alpha

C/EBP-alpha

RNA

RNX-Plus 

cDNA

RT-PCRoligo (dt)

FirstRevert Aid Strand 

cDNA synthesis kit 

PCR

PCR

 يافته ها
FBS

FBS
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FBS

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي كشت شرده در   : كشت اولي  و س  پاساژ متوالي سلول1شكل 
هراي ورروه پلاسرما، از پاسراژ دو      . كشت سرلول  FBSپلاسما و 

هاي دوكري شركل برود درحرالي كر  كشرت        عمدتا ًَ حاوي سلول
تعردادي سرلول غيرر دوكري)فلش( نيرز       FBSهراي ورروه    سلول

 (. 41× نمايي  شت)بزرگدا
 

FBS

FBS

p<

آميزي شده با كريسرتال ويولرت از    ( كلون سلول رنگA: 5شكل 
  FBSآميرزي از ورروه    ( كلون سلولي با همان رنگBوروه پلاسما 

Cميانگين تعداد كلون )    (هرا در دو ورروه پلاسرماRPM   و سرر )
برابر  ( ميزان دوE( ميانگين قطر كلون در دو وروه D( FBSواوي)
 و وروه.  جمعيت سلولي كل در د شدوي

FBS

p<

 

   FCS  RPM    

 

 

 

B A 

C 

 مقايس  تعداد کلون ها

D 

 مقايس  اندازه کلون ها

E 

 مقايس  تعداد دو برابر شدوي جمعيت سلولي
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هاي وروه  : در مجموع سلول MTTنمودارهاي آزمايش  :7شكل  

( در تمرا  مراحرل كشرت از لحراظ     RPM: Rat Plasmaپلاسما)
دهد  تري داشتند ك  اين شاخص نشان مي آماري ميزان جذب پايين

تري برخوردار بودند.  هاي اين وروه از توان زيستي پايين ك  سلول
ثناي پاساژ سرو  از  ب  است FBSهاي بين دو وروه پلاسما و  تفاوت

 دار بود.  لحاظ آماري معني

 
 
 
 
 
 

( RPMها در وروه پلاسما) : منحني رشد. ميزان رشد سلول4شكل 
 در تما  طول دوره كشت كمتر بود.  FBSنسبت ب  وروه 
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هاي هر دو وروه توانستند ب  استخوان و رربي تمايز يابند)ستون راست(  . سلول FBS( و RPMهاي كشت شده در پلاسما) ول: تمايز سل5شكل 
هاي كنترل تمايز آديپوژني ، ب  طور خود ب  خود ب  آديپوسيت  ها بود. در كشت وروه پلاسما، سلول ك  حاكي از ماهيت مزانشيمي ر بنيادي آن

(41× نمايي  اند)بزرگ تمايز يافت 

FCS 

RPM 
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PRP: Platlate-rich plasma

FBS

MSCs

FBS

FBS

FBS

FBS

FBS

 گيري   هنتيج
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Abstract 
Background and Objectives 

In current protocol for isolation and expansion of mesenchymal stem cells (MSCs), the use of 

fetal calf serum (FBS) as a medium supplement is inevitable. FBS is immunogenic for human 

subjects and may transfer infection in the case of transplantation. In the search for an 

appropriate substitute for FBS, in the present study the effect of plasma prepared from 

peripheral blood on the growth of MSCs has been examined. 

 

Materials and Methods 

Marrow cells obtained from rat long bones were cultivated both in the mediums containing 

FBS and in those with plasma prepared from rat peripheral blood for the primary culture and 

the three consequent passages. The cells present in all four passages were evaluated at each 

culture stage for population doubling number, viability, and the rate of proliferation by cell 

count, MTT assay, and plotting growth curve, respectively. The cells from primary culture 

were also examined with respect to their clonogenic activity. All experiments were replicated 

10 times and the average values for each group were statistically compared. Furthermore, 

passage 3 cells from each group were examined in terms of bone and adipogenic 

differentiation by specific staining as well as RT-PCR. 

 

Results 

The cultures from plasma group appeared morphologically more homogenous than those from 

FBS group. In general, the cells from FBS groups had a better status in terms of total 

population doubling number and MTT test but these differences were not significant in passage 

3. Moreover, growth curve plotted for each group indicated that the proliferation of cells in the 

plasma group is somewhat slower than those in FBS groups. The culture of plasma groups 

showed more colon cells compared to FBS groups but the colons in the latter appeared larger 

than the former. The cells from both groups were readily differentiated into osteoblastic and 

adipogenic cells lineages; this was confirmed by alizarin red and oil red staining, the bone 

expression of osteopontin and osteocalcin, and the expression of PPAR-alfa, PPAR-gamma, 

and C/EBP-alpha for adipose cells. 

 

Conclusions 

Taken together, plasma as a substitute for FBS can support proliferation of MSCs and 

maintains their viability in vitro. Although this support was somehow less strong than FBS, 

plasma could still be considered a safe substitute for FBS. 
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