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 مقاله پژوهشي

 
 هاي بنيادي مزانشيمي رشد حاصل از ژل پلاكتي بر تكثير و تمايز سلول عواملاثر 
 6، مريم بشتر5، دكتر مهريار حبيبي رودكنار4، دكتر حسين ملكان8، دكتر مسعود سليماني2زاده دكتر ناصر اميري، 7مريم اماني

 هچكيد
 سابقه و هدف 

وجود در مغز استخوان هستند كه توانايي تكثير و تمايز ، جمعيت سلولي م(MSCs)هاي بنيادي مزانشيمي سلول
به عنوان يك  مكمكد در مطكيش كشكت      FBSاز  ،هاي مزانشيمي به منظور تكثير و تمايز سلول. اي دارند بالقوه

از  ،ژل پلاكتي اتولوگ. هاي ايمني همراه است ها و ايجاد واكنش شود كه با خطر انتقال انواع عفونت استفاده مي
سازند كه خاصيت  عوامد رشدي را آزاد مي ،هاي فعال شده پلاكت. شود بيعي خون خود فرد تهيه ميط ياجزا

ير عوامد رشد پلاكتي بر روي تكثير ثبررسي تا ،هدف از اين مطالعه. هاي مزانشيمي دارند ميتوژني  براي سلول
 . هاي بنيادي مزانشيمي است و تمايز سلول

 ها مواد وروش
و در مطكيش كشكت    هجكدا شكد  اي مغكز اسكتخوان    هاي ت  هسته سلول. از نوع تجربي بودمطالعه انجام شده 

DMEM  71و %FBS هكاي   هاي حاصد از پاسكاژ اول بكا بررسكي شكاخ      سلول .كشت داده شدندCD45  ،
CD166  ،CD90  ،CD105  ،CD44 و CD34     بكا افكزودن   . به روش فلوسايتومتري مكورد تاييكد اكرار ترفتنكد

و  48، 24، 6دايقه،  81ژل پلاكتي به مدت . يم به پلاسماي غني از پلاكت، ژل پلاكتي تهيه شدترومبين و كلس
ميزان عوامد رشد پلاكتي در اين مايع بكا اسكتفاده از    وتراد نگهداري  درجه سانتي 81ساعت در ترماخانه  12

حكاوي عوامكد رشكد     و مطكيش % 71هاي مزانشيمي در مطيش حاوي سكرم   سلول. تيري شد روش الايزا اندازه
بررسكي   MTTها با استفاده از روش  ميزان تكثير سلول. روز كشت و تكثير داده شدند 8به مدت % 71پلاكتي 
كلسيم فسفات كشت داده شدند و در نهايكت ميكزان    هاي مزانشيمي بر روي داربست سه بعدي تري سلول. شد

 . ني بررسي شدها با استفاده از ميكروسكوپ الكترو رشد و مورفولوژي سلول
 ها يافته
از نظكر  . هاي مزانشيمي با موفقيت جدا شده و در مطيش حاوي فاكتورهاي رشكد پلاكتكي تكثيكر يافتنكد     سلول

هكا داراي   سلول. ها در مطيش حاوي سرم بودند هاي مزانشيمي كشت داده شده مشابه سلول مورفولوژي، سلول
هكاي   هاي سكلول  و فااد شاخ  CD44%(5/88) و CD166 ،(88)%CD105 ،(86)%CD90%(8/88)هاي شاخ 

ها در  ها بر روي سلول  ختفات اابد توجهي از نظر بيان شا. بودند CD45%(8/8)و CD34%(8/2)خونساز نظير
در اين مطالعه نشان داده شد كه عوامد رشد پلاكتي نسبت به سرم، سبب افزايش بيشتر . دو مطيش مشاهده نشد

 ،هاي مزانشيمي كشت داده شده در حضور فاكتورهكاي رشكد پلاكتكي    لاوه سلولبه ع. دنشو ها مي تعداد سلول
آميزي رسوبات معدني  هاي مزانشيمي با رنگ تمايز استئوژني  سلول. خاصيت استئوژني  خود را حفظ كردند

 . و افزايش بيان آلكالين فسفاتاز تاييد شد Alizarin redبا 
 نتيجه گيری 

اين عوامكد مطكيش مناسكبي را    . جايگزين سرم در مطيش كشت سه بعدي نمود توان عوامد رشد پلاكتي را مي
هاي مزانشيمي در ايكن مطكيش    توانايي تمايز استئوژني  سلول. سازند هاي مزانشيمي فراهم مي براي رشد سلول

 . شود حفظ مي
 بافتي، داربست استئوژنزيسهاي بنيادي مزانشيمي،  سلول :ات كليديكلم

 
 6/78/ 6  :تاريخ دريافت 
 13/5/77 :تاريخ پذيرش 

 
 شناسي و بانك خون ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران ـ كارشناس ارشد خون3
 36665-3358: خون شناسي و بانك خون ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران ـ صندوق پستي  PhD :ولؤمؤلف مس ـ2
1- PhD يار دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرسشناسي و بانك خون ـ استاد خون 
 متخصص ارتوپدي ـ بيمارستان آتيه  -6
 بيوتكنولوژي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران PhDـ 5
ـ كارشناس پرستاري ـ مركز تحقيقات پيوند خون و مغز استخوان بيمارستان شريعتي6
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  مقدمه 
بـه عنـوان    3991اوايـل   ژل پلاكتي اتولوگ اولين بار در    

 = PRP)يك محصول جانبي از پلاسـماي ننـي از پلاكـت   

plasma Platelet rich )تـوان   ژل پلاكتي را مـي (. 3)تهيه شد
از طريق مخلوط كردن پلاسماي نني از پلاكت با تـرومبين  

 bFGFعوامل رشد پلاكتي نظير (. 2، 1)و كلسيم تهيه نمود

(Fibroblast growth factor)  ،EGF (Epidermal growth 

factor)  ،TGF-β (Transforming growth factor β)  و
PDGF (Platelet-derived growth factor)   ســبت تســري

(. 6)شـوند  هاي مزانشيمي مي تمايز، تكثير و مهاجرت سلول
، آرپورن ماكلانگ و همكاران به بررسي تاثير 2116در سال 

PRP هـاي مزانشـيمي در    بر توانايي تمايز استئوژنيك سلول
به صورت وابسـته   PRPنتايج نشان دادند كه . رت پرداختند

هاي مزانشـيمي   به دوز، سبت افزايش فعاليت تكثيري سلول
در حالي كه سبت كاهش فعاليت آلكالين فسـااتاز  . شود مي

 (. 5)گردد و مقدار رسوب كلسيم در محيط مي
 ـ   2116كيليان و همكارانش در سـال       رات بـه بررسـي اث

ــر روي ســلول  هــاي مزانشــيمي و  عوامــل رشــد پلاكتــي ب
در اين مطالعـه،  . اندوتليالي انسان در محيط كشت پرداختند

 ،بعد از دگرانولاسيون پلاكتي با استااده از ترومبين و كلسيم
هـاي   عوامل رشد پلاكتي آزاد شده به محيط كشـت سـلول  

يش اين امـر سـبت افـزا   . مزانشيمي و اندوتليالي افزوده شد
هـاي انـدوتليالي گرديـد و توانـايي      تكثير و مهاجرت سلول

هاي مزانشيمي در حضـور ايـن فاكتورهـا     استئوژنزيز سلول
     (.6)افزايش يافت

هـاي مغـز    سـلول  2116رومين و همكـارانش در سـال       
را بر روي مـواد بيولوژيـك سـراميكي بـا      PRPاستخوان و 

ي در حـدود  افزايش ـ. كشت دادند Osteoinductiveخصلت 
بـه  . هاي مغز استخوان مشاهده گرديـد  در تكثير سلول% 13

روز از آنـاز كشـت، افـزايش در فعاليـت      35علاوه بعد از 
 (.8)آلكالين فسااتاز مشاهده شد

، دوكت و همكـارانش بـه بررسـي تـاثير     2115در سال     
هــاي مزانشــيمي و  بــر تكثيــر ســلول( PL)لايســت پلاكتــي

در ايـن  . ني با اين ماده پرداختنـد جايگزين كردن سرم حيوا
هــا از پلاســماي ننــي از پلاكــت، لايســت      مطالعــه آن

سـبت   PLنتايج نشانگر آن بود كه . تهيه كردند( PL)پلاكتي

 CFU-Fهاي مزانشيمي و افزايش اندازه  افزايش تكثير سلول
 (.    7)شود مي
اي  هـاي بنيـادي دنـد  ـوه     سـلول  ،هاي مزانشيمي سلول    

هـا و   هـا، كندروسـيت   توانند بـه استئوبلاسـت   ميهستند كه 
منبـ  اصـلي ايـن    (. 9-33)هـاي دربـي تمـايز يابنـد     سلول
 ـ. ها مغـز اسـتخوان اسـت    سلول  هـا بـه تعـداد    ن سـلول ـاي

هــاي ديگــري نظيــر بنــد نــا ، خــون  محــدودي در مكــان
ي، ماهيچـــه، دربـــي و ســـينوويوم نيـــز ديـــده  ـمحيطـــ

 (. 32-35)دـشون مي
ــز اســتخوان  هــاي مزانشــ ســلول     يمي جــدا شــده از مغ

را  CD44و  CD166  ،CD105  ،CD106 ،CD29ماركرهاي 
هـا فا ـد ماركرهـاي ويـ ه      اين سلول(. 36-21)كنند بيان مي

و  CD14  ،CD34هاي خونساز و اندوتليالي از جملـه   سلول
CD45 ـ(. 9)هستند  هـاي   ور معمـول، تكثيـر سـلول   ـه ط ــب

هاي مختلـف سـلولي    ردهها به  بنيادي مزانشيمي و تمايز آن
، (ex vivo)هاي استئوبلاست در خـار  بـدن   از جمله سلول

شـود كـه    ي انجام ميـوانـرم حيـاوي سـدر محيط كشت ح
ه شــده و ـاي شناختـــهــ اتوژنـبــا خطــر انتقــال انــوا   پــ

 . (23، 22)ناشناخته همراه است
هـا در مـوارد    در هنگام كاربرد اين سلول ،به همين دليل    

ها با سرم حيـواني را بـه حـدا ل     بايد تماس سلول ،درماني
مناست، جايگزيني سرم حيـواني بـا    كرد راهبنابراين . رساند

هـاي گذشـته نشـان     مطالعـه . باشـد  منب  حمايتي مناست مي
حـاوي   ،اند كه پلاسماي نني از پلاكـت و ژل پلاكتـي   داده

هـا در تكثيـر و    د كـه نقـش آن  نباش رشد مختلاي مي عوامل
 . هاي مختلف به اثبات رسيده است سلولتمايز 

در اين مطالعه به منظور حـذ  سـرم از محـيط كشـت         
و  شدجايگزين سرم حيواني  ،ها، عوامل رشد پلاكتي سلول

هـاي مزانشـيمي بـه     تاثير آن بر روي تكثير و تمـايز سـلول  
هاي مولكـولي   هاي استئوبلاست با استااده از آزمايش سلول

 . دگرديو سلولي بررسي 
در اين مطالعه با فرض تـاثير عوامـل رشـد پلاكتـي بـر          

هـاي   هاي مزانشـيمي، بـه تهيـه سـلول     تكثير و تمايز سلول
مزانشيمي و محيط مناست پرداخته و اثر اين عوامـل رشـد،   

اي با شرايط كشت در محـيط سـرم و در    به صورت مقايسه
 .داربست سه بعدي مورد بررسي  رار داده شد
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  اهروش مواد و 
و روش  نو  مطالعه در اين تحقيـق بـه صـورت تجربـي       

هـاي مزانشـيمي از    سـلول . بـود  هـا تصـادفي   انتخاب نمونه
ــد   ــه ش ــس از كســت رهــايت تهي ــالم پ ــدگان س . اهداكنن

از افرادي كه فا د هر گونه اخـتلالات   نيز هاي پلاكت نمونه
هـا   جهت آناليز داده. كمي و كياي پلاكتي بودند تهيه گرديد

از  >p 15/1مقـادير  . دشاستااده  ANOVAمون آماري از آز
 . دار در نظر گرفته شدند نظر آماري معني

 
 : مغز استخوان MSCsهاي  كشت سلول

 5ليتر نمونه مغز اسـتخوان از   ميلي 31در مطالعه حاهر،     
تهيـه  ( سـال  61-21محدوده سني بـين  )نار اهداكننده سالم

اي با اسـتااده   هسته هاي تك سلول ،به طور خلاصه. گرديد
cm از گراديانت نلظت جدا شدند و در فلاسك كشت 

225 
، (آمريكا ـ سيگما  ) DMEMليتر محيط كشت  ميلي 6حاوي 

31 %FBS (  ــو ــا ـ اين ــي( روژنيتآمريك ــك و آنت ــاي  بيوتي ه
كشـت داده  ( ايـران ـ سـيناژن   )سـيلين  استرپتومايسين و پني

يـر  هـاي ن  سـاعت پـس از آنـاز كشـت، سـلول      67. شدند
 . دسبنده با تعويض محيط حذ  شدند

روز يــك بـار محــيط كشــت   1روز، هـر   36بـه مــدت      
هاي مزانشيمي تكثيـر   بعد از اين مدت، سلول. تعويض شد

در ايـن زمـان،   . درصد كف فلاسك را پوشاندند 71يافته و 
هـاي جديـد منتقـل     ها پاساژ داده شـد و بـه فلاسـك    سلول
 (. 23، 21)گرديد

 
 : هاي سطحي بررسي شاخص

روژن يتاينو)هـاي تـريپسينـه شـده توسط تريپسين سلول    
( بيومديكال ـ آمريكا ) PBSليتر محلول  ميلي 3در ( ـ آمريكا

 31هــا بــا  ميكروليتــر از ســلول 311. سوسپانســيون شــدند
داكـو ـ   ) CD105و  CD166هـاي   بــادي ميكروليتـر از آنتـي  

هـاي   بـادي  نتـي و آ( PE)كن وگه بـا فيكـواريترين  ( دانمارك
CD90  ،CD34  ،CD45  وCD44 (داكوـ دانمارك ) كن وگه

و براي كنترل مناـي بـا   ( FITC)با فلورسنس ايزوتيوسيانات
( داكـو ـ دانمـارك   ) FITC-IgG1و  PE-IgG1هـاي   بادي آنتي

گراد و  درجه سانتي 6د يقه در  11مخلوط شدند و به مدت 
-PBS% 2ها بـا   در مرحله بعد، سلول. تاريكي انكوبه شدند

BSA (  ســيگما ـ آمريكــا ) 511شستشــو داده شــدند و در 
 وسپانسيون و با دستگاه فلوسايتومتري ـس PBSر ـروليتـميك

 . (23)تجزيه و تحليل شدند
 

 :تهيه ترومبين
ليتر نمونه خون سيتراته  ميلي 31به منظور تهيه ترومبين،     

 rpmور د يقه با د 31خون به دست آمده به مدت . تهيه شد
. جـدا گرديـد  ( پلاسـما )رويـي  سانترياوژ شد و مـاي   1111

به پلاسما افزوده و نمونه به ( مينو ـ ايران )كلسيم گلوكونات
پـس از تشـكيل   . د يقه در دماي اتاق انكوبه شـد  11مدت 

د يقه سـانترياوژ   31به مدت  pm 1111لخته، نمونه با دور 
رومبين تهيـه  ت. آوري گرديد جم ( ترومبين)رويي شد و ماي 

 -C71شده بعد از فيلتراسيون تا زمـان مصـر  در دمـاي    
 . (26)نگهداري شد

 
 :تهيه ژل پلاكتي

فرد اهداكننده خون، ژل پلاكتي به روش زير تهيـه   5از     
هـا بـه    ليتر خـون سـيتراته، نمونـه    ميلي 11بعد از تهيه . شد

مـاي   . سانترياوژ شـدند  pm 3211د يقه و با دور  31مدت 
د يقـه بـا دور    31ويـي جـدا شـده و دوبـــاره به مـدت  ر 

pm 1111 ها، نيمـي   به منظور تغليظ پلاكت. سانترياوژ شد
از پلاسما خالي شد و رسوب پلاكتي در پلاسماي با يمانده 

تهيـه  ( PRP)شناور و به اين ترتيت پلاسماي نني از پلاكت
ف بـا  تهيه شده از افراد مختل  PRPبعد از اين مرحله، . شد

 . يكديگر مخلوط شدند
به منظور تهيه ژل پلاكتي، پلاسماي ننـي از پلاكـت بـا        

هـاي تهيـه    نمونه. ترومبين و كلسيم گلوكونات مخلوط شد
سـاعت در دمـاي    82و  67، 26، 6د يقه،  11شده به مدت 

ـــه شــدند درجــه ســانتي 18 بعــد از گذشــت . گــراد انكوب
 31بـه مـدت    rpm 1111هـا بـا دور    هاي فوق، نمونـه  زمان

عوامل رشد آزاد شـده از  )رويي ماي . د يقه سانترياوژ شدند
جــدا گرديـــد و بعـــد از فيلتـراسيـــون تــا زمــان ( پلاكــت

لازم )گراد نگهداري شـد  درجه سانتي -71مصر  در دماي 
هـاي افـراد مختلـف بـا يكـديگر       به ذكر است كـه پلاكـت  

هـا   مخلوط گرديد و اين مطالعه بـر روي تـك تـك نمونـه    
 (. 2، 1()صورت نپذيرفت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
12

-2
1 

] 

                             3 / 13

https://bloodjournal.ir/article-1-330-en.html


 اده و همكارانز دكتر ناصر اميري                                                      هاي بنيادي مزانشيمي     رشد ژل پلاكتي بر تكثير و تمايز سلول عواملاثر 

 

 17 

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

هـاي مختلـف بـا اسـتااده از      ها در زمان آزاد شده از پلاكت
، (R & Dسيسـتم  )روش الايزا و مطابق با دستورالعمل كيت

گيـري عوامـل رشـد     زهحدا ل ميزان اندا. گيري شدند اندازه
اده بـراي عوامـل رشـد    ـهاي مورد استا پلاكتي توسط كيت

TGF-β   ،EGF  ،FGF  ،PDGF – AB  3365بــه ترتيــت  ،
 (. 25، 26)ليتر است پيكوگرم در ميلي 215و  2، 31

 
آزاد شـده از پلاكـت بـر تكثيــر     عوامـل رشـد  بررسـي اثـر   

 :هاي مزانشيمي  سلول
در ( سـلول  511)زان مسـاوي هاي مزانشيمي به مي سلول    

سه داهك، . اي كشت داده شدند خانه 96هاي پليت  داهك
هاي ديگر به صورت سـه   و داهك% 31محيط حاوي سرم 

هاي مختلـف   مربوط به زمان% 31تايي، عوامل رشد پلاكتي 
محـيط كشـت يـك روز     ،روز 7به مدت . را دريافت كردند

هـا از   ر سلولبراي ارزيابي ميزان تكثي. در ميان تعويض شد
 . استااده شد MTTروش 

 
 :تمايز به استخوان

هـاي   هـاي مزانشـيمي بـه سـلول     به منظور تمايز سـلول     
 31حـاوي   DMEMسلول در محيط  5×  316استئوبلاست، 

اي كه بـا   خانه 26هاي پليت  درصد سرم حيواني در داهك
پوشـيده شـده   ( كميكـون ـ آمريكـا   )كـلاژن و ويتـرونكتين  

 . داده شدبودند، كشت 
ها بـا محـيط    پس از مرحله پوشاندن سطح، محيط سلول    

ط تمايز بـه اسـتخوان   يمح. تمايز به استخوان جايگزين شد
ميلـي مـولار، اسـيد     3حـاوي دگزامتـازون    DMEMشامل 

و ( كميكـون ـ آمريكـا   )مـولار  3/1اسـكوربيك دو فسـاات   
مولار و سرم بود كه به يـك سـري    3گليسرول دو فساات 

درصد و به يـك سـري، عوامـل رشـد      31ها سرم  ونهاز نم
 . درصد افزوده شد 31پلاكتي 

آميـزي   ها با استااده از رنـگ   روز، تمايز سلول 36بعد از     
در . آليزارين رد و آلكالين فسااتاز مورد ارزيابي  رار گرفت

بررسي  RT-PCRبا روش ( OC)همن بيان ژن استئوكلسين
 (.23، 28)شد

 :زارين ردآميزي آلي رنگ
آلمـان،  )هاي استئوبلاست، اتـانول  به منظور تثبيت سلول    

Merck ) هـا در   ها افزوده گرديد و سلول به سلول% 81سرد
هـا بـا محلـول     بعـد از آن سـلول  . دماي اتاق انكوبه شـدند 

Alizarin (آمريكا، سيگما ) در نهايـت  . آميـزي شـدند   رنـگ
ارزيـابي   آميزي شده با ميكروسكوپ نـوري  هاي رنگ سلول
 (. 27)شدند

 
 : آميزي آلكالين فسااتاز رنگ
آمريكـا،  )تثبيـت كننـده  محلول ها،  به منظور تثبيت سلول    

ها در دماي اتـاق   ها افزوده گرديد و سلول به سلول( سيگما
آمريكـا،  )آميزي بعد از اين مدت محلول رنگ. انكوبه شدند

 37-26ها در دمـاي   ها افزوده شد و سلول به سلول( سيگما
ها  بعد از اين مدت سلول.  رار داده شدندگراد  درجه سانتي

در . آميـزي شـدند   رنـگ ( آمريكا، سـيگما )با هماتوكسيلين 
آميزي شده بـا ميكروسـكوپ نـوري     هاي رنگ نهايت سلول

 (. 29)ارزيابي شدند
 

 :  RT-PCRآناليز 
مورد بررسـي  ( OC)ها از نظر بيان ژن استئوكلسين سلول    

هاي تمايز يافته و  كل سلول RNAبدين منظور . ند رار گرفت
 RNX-Plusتمايز نيافتـه بـا اسـتااده از دسـتورالعمل كيـت      

 RNAكميـت و كيايـت   . جداسـازي شـد  ( ايران ، سـيناژن )
سـپس از روي  . استخرا  شده مورد ارزيـابي  ـرار گرفـت   

RNA  ،استخرا  شدهcDNA  در واكنش رونويسي معكوس
ي هگزامـر رانـدوم و آنـزيم تـرانس     با استااده از آنازگرها

 cDNAكريپتاز معكوس مطابق با دستورالعمل كيت ساخت 
بـا   PCRدر ادامه واكـنش  . تهيه گرديد( آمريكا، اينويتروژن)

 -'Forward OCNF 5)اسـتااده از آنازگرهـاي اختصاصـي   

TGC AGA GTC CAG CAA AGG T- 3'  وReverse 

OCNF 5' – TCC TGC TTG GAC ACA AAG G – 3' ) و
د يقـه، در دمـاي    5گراد به مدت  درجه سانتي 95در دماي 

 58)د يقـه، دمـاي آنيلينـگ    3گراد به مدت  درجه سانتي 96
درجـه   82ثانيـه، دمـاي    65بـه مـدت   ( گـراد  درجه سـانتي 

گـراد   درجه سـانتي  82ثانيه و دماي  65گراد به مدت  سانتي
جـام  سـيكل ان  16د يقه براي تكثير نهـايي و در   5به مدت 

 2هـاي ژل   درون داهـك  PCRدر پايـان محصـول   . گرديد
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ريختــه شــد و پــس از ( آمريكــا، ســيگما)درصــد آگــاروز
( بهرينــگ آلمــان،)الكتروفــورز بــا رنــگ اتيــديوم برومايــد

 (. 11، 13)آميزي و سپس ارزيابي شد رنگ
 

 :هاي مزانشيمي در داربست سه بعدي كشت و تمايز سلول
ــت     ــد   داربس ــه بع ــلولي س ــاي س ــاات ه ــيم فس  ي كلس

اي  رار  خانه 96هاي پليت  در داهك( ـ آمريكا  ساينسبيو)
سلول به هر خانه افزوده و بعد از يك  3×  316. داده شدند

 38تـا   36به مـدت  . ها اهافه شد ساعت محيط تمايز به آن
بعد از . روز يك بار تعويض گرديد 1روز، محيط تمايز هر 

الكتروني و بررسـي  ها توسط ميكروسكوپ  اين مدت نمونه
 (.12)فعاليت آلكالن فسااتاز مورد ارزيابي  رارگرفتند

 
 يافته ها

 : كشت سلول
اي،  هـاي تـك هسـته    ساعت بعـد از كشـت سـلول    67    

هـاي دوكـي    سـلول . هاي نير دسبان حـذ  شـدند   سلول
 شكل مزانشيمي پس از گذشت سه روز در محيط كشت به

  دادي سـلول تع ـ. هاي دسبنده ظـاهر شـدند   صورت سلول
هاي  همـاتـوپـوئتيـك بـه طـور آزاد يـا دسبيـده به سلول

شـد كـه در روزهـاي     مزانشيمي هنوز در محيط ديـده مـي  
ها حذ  شدند و تنهـا   اين سلول ، بعدي با تعويض محيط

كشت اوليه در . هاي مزانشيمي در محيط با ي ماندند سلول
 در روز ول كشيد كه در نهايت ـــروز ط 36ا ـت 31دود ـح
 
 
 
 
 
 
 
 

 می در روزهاي مختلف كشكت يهای مزانش ی از سلولينما :7شكد 
(A) : و ( هكای دویكی شك د    سكلول )هاي شكبيه فيبربلاسكت   سلول

ده يككش یشككت ديک در روز سككوم در مطككيككی هماتوپوئتهككا سكلول 
می رشد یكرده و   يهای مزانش در روز چهاردهم سلول( B. )شوند می

ه هاي هماتوپوئتي  بك  سلول. ندندكف فلاس  را پوشا% 81بيش از 
  (.x41بزرگ نمائي )اند طور كامد از مطيش حذف شده

ــلول  ــاردهم، س ــا بــيش از   ده ــف فلاســك را  % 71ه ك
 (.3شكل )پوشاندند

 
  :بررسي ماركرهاي سطح سلولي

هـاي بنيـادي    درصد بيان ماركرهاي اختصاصـي سـلول      
ــامل ــيمي ش در  CD44و  CD90  ،CD166  ،CD105  مزانش

، % 7/96هاي جدا شده از مغز اسـتخوان بـه ترتيـت     لولس
 ه ماركرهاي ــي كـدر حال. باشد مي% 5/99و % 91، % 7/97
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 هاي مزانشيمي سلول تايپينگايمونوفنو :2شكد 
نمودار  .دهد هسته ای را نشان می های تک ت سلوليت : (A)نمودار 

(B) ژن  ان آنتیيبCD166 نمودار . دهد را نشان مي(C) :  ان يك ميكزان ب
 : (E) نمكودار  .CD105ژن  ان آنتكی يب :  (D) نمودار .CD44 ژن  آنتی
 : (G) نمكودار  .CD45ژن  ان آنتیيب : (F) نمودار .CD90ژن  ان آنتیيب
نگر ادر نمودارهاي فوق، مطورهاي افقكي نمايك  . CD34ژن  ان آنتیيب

هكاي مكورد    بادي متصد به آنتي (FITC,PE)هاي  ميزان رنگ كنژوته
. دهكد  ها را نشان مكي  باشد و مطورهاي عمودي تعداد سلول نظر مي
هاي واجد ماركر ارزيابي است ككه   بيانگر سلول  RN1,RN2خطوط 
شكده بكا مكواد فلورسكنت مختلكف      هاي نشكاندار   بادي نتيآتوسش 

 .اند شناسايي شده

A B 

F G 

A B

C D 

E 
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 ها  آزاد شده از پلاكت PDGFفاكتور غلظت : 7نمودار 
 هاي مختلف در زمان

 ها آزاد شده از پلاكت EGFفاكتور غلظت : 2نمودار 
 هاي مختلف در زمان

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي  زماندر ها  آزاد شده از پلاكت TGF-β فاكتورغلظت : 8نمودار 
 مختلف

هاي  در زمانها  پلاكت آزاد شده از b-FGFفاكتور  غلظت: 4نمودار 
 مختلف

  

 
 

در  CD34و  CD45هاي هماتوپوئتيك از جملـه   وي ه سلول
را نشـان  %( 7/2، % 7/1)هـا بيـان  ابـل تـوجهي     اين سـلول 

 (.2شكل )ندادند
 

هـاي فعـال    رشد آزاد شده از پلاكـت ميزان عوامل سنجش 
 :شده
 TGF-β  ،EGF  ،bFGF  ،PDGF)رشــد ميــزان عوامــل    

AB ) پلاكتـي  هـاي   از ژل پلاكتي تهيه شده از نمونهحاصل
 الايـزا بـا روش   هاي مختلف مخلوط و انكوبه شده در زمان

هاي به دست آمده به صورت ميـانگين   داده. گيري شد اندازه
SD ± عوامل رشـد ميزان . اند بيان شده PDGF-AB  وTGF-

β   بـوده و در حـدود   بـالا  در پلاسما و سوپرناتانت پلاكتـي
و  EGF عوامـل رشـد  ميـزان  . ليتر است ر هر ميلينانوگرم د

FGF ليتر است پايين بوده و در حدود پيكوگرم در هر ميلي .
مربـوط بـه نـيم سـاعت اول      PDGFبالاترين ميزان فـاكتور  

ليتـر   نانوگرم در ميلـي  2/21 ± 2/5انكوباسيون و در حدود 
 781 ± 66ساعت به  26در  EGFميزان (. 3نمودار )باشد مي

رسد كـه بـالاترين ميـزان مشـاهده      ليتر مي م در ميليپيكوگر
مربـوط بـه    TFG-βبيشترين نلظـت  (. 2نمودار )شده است

 9/6باشد و ميـزان آن   ساعت اول پس از انكوباسيون مي 26
 bFGFميـزان  (. 1نمودار )ليتر است نانوگرم در ميلي 2/37 ±

ليتـر   پيكـوگرم در ميلـي   8/26 ±2/8سـاعت بـه    26در طي 
 (. 6مودار ن)رسد مي

 
 عوامـل هاي مزانشيمي در حضور  بررسي ميزان تكثير سلول

 : رشد پلاكتي
تعـداد  دهنده افـزايش   ها نشان بررسي ميزان تكثير سلول    

بـه  . اسـت  پلاكتـي  رشـد  عوامـل در حضور اكثـر   ها سلول
هـا در محـيط حـاوي     طوري كه بيشترين ميزان رشد سلول

 پــس ازاعت ســ 26آزاد شــده از پلاكــت در طــي  عوامــل

 پلاكت آزاد شده از   PDGFغلظت 
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 پلاكت آزاد شده از  TGF –βغلظت 
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هـا در   سـلول  افزايش تعـداد ميزان . انكوباسيون مشاهده شد
هـاي ديگـر و    داري بيشـتر از زمـان   معنـي  اين زمان به طور

لازم به ذكر است كه . (5 نمودار)(>p 15/1)بود نمونه كنترل
در ايـن  . گـردد  بيـان مـي   ODها بر حست  ميزان رشد سلول

نيـز   OD ،هـا بيشـتر باشـد    آزمايش هر دقدر تعـداد سـلول  
 ده در ـهاي مزانشيمي كشت داده ش سلول. يابد ش ميــافزاي

 
 
 
 
 
 
 

 
در حضور عوامد رشد  هاي مزانشيمي ميزان رشد سلول: 5نمودار 

 پلاكتي آزاد شده طي ساعات مختلف
 

. اين محيط از نظر مورفولوژي تغيير خاصي را نشان ندادنـد 
مزانشـيمي  هـاي   ميانگين و انحرا  معيار ميزان رشد سلول

هاي  كشت داده شده در حضور عوامل رشد پلاكتي در زمان
، 82، 6، 3مختلف در حضور سرم حيواني، در زمان صـار،  

 15/1 ± 37/1ساعت پس از انكوباسيون به  ترتيت  26، 67
 ،21/1 ± 6/1  ،23/1 ± 3 ،2/1 ± 8/1  ،39/1 ± 5/1  ،
 .باشد مي 6/1 ± 2/1،  1/1 ± 35/1

 
 : هاي مزانشيمي به استئوبلاست يي تمايز سلولارزيابي توانا 

هاي مزانشيمي كـه بـه مـدت دو هاتـه در محـيط       سلول    
آميــزي  تمــايز بــه اســتخوان  ــرار گرفتــه بودنــد، بــا رنــگ

از  اختصاصي آليزارين رد به رنگ  رمز در آمدند كه حاكـي
بـه  (. A1شكل  )تجم  عناصر معدني بر روي ماتريكس بود

دهنده افزايش ميـزان   آلكالن فسااتاز نشان آميزي علاوه رنگ
 (.C1شكل  )هاي تمايز يافته بود فعاليت اين آنزيم در سلول

 
 
 
 
 
 
 
 

 هاي استخواني  هاي مزانشيمي به رده سلول تمايز سلول :8شكد 
هكاي تمكايز    سكلول . مثبت بودند (C)فاتاز و آلكالين فس (A) آليزارين رد آميزي هاي مزانشيمي تمايز داده شده به سمت استئوبلاست با رنگ سلول
 .(x  41يينما بزرگ)(D, B)بودند آميزي منفي افته كه نسبت به هر دو رنگين
 

 
 
 
 
 

هكاي مزانشكيمي تمكايز داده شكده بكه       سلول .هاي استخواني در حضور فاكتورهاي رشد پلاكتي هاي مزانشيمي به رده سلول تمايز سلول :4شكد 
آميكزي   هاي تمايز داده نشده كه نسبت به هر دو رنگ سلول. مثبت بودند (C)و آلكالين فسفاتاز  (A) آميزي آليزارين رد گسمت استئوبلاست با رن

  .(x  41يينما بزرگ)(D, B)بودند منفي
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 هاي مختلف فاكتورهاي رشد در زمان
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در  (β-actin)و بتا اكتين(OCN)  هاي استئوكلسين بيان ژن : 5ش د 
 .هاي مزانشيمي سلول
 (DNA size Marker 100bp)شكاخ  وزن مول كولی   نشكانگر  (1)

 .است
می يهكای مزانشك   ن را در سلولين و استئویلستيان ژن بتاایيب (3و2)
 .دهد افته نشان میيزنيتما
می يهكای مزانشك   در سلولرا ن ين واستئویلسيان ژن بتاایتيب (5و4)
 . هدد افته در حضور سرم نشان میيز يتما
می يهكای مزانشك   ن را در سلولين و استئویلسيان ژن بتاایتيب (1و6)
 .دهد افته در حضور فایتورهای رشد پلایتی نشان میيز يتما
 
 
 
 
 
 
 

 م فسكفات يیلسك  ر داربست سلولی سه بعدی تكری يتصاو : 6ش د 
هكا در   كلسيم فسفات كه سلول ساختار داربست تري SEMتصاوير 

 .  (A, B)آن ارار ترفته اند
 

هاي مزانشـيمي در حضـور فاكتورهـاي     بررسي تمايز سلول
 : رشد پلاكتي

 هـاي آليـزارين رد و آلكـالين    آميزي نتايـج حاصـل از رنـگ
هـاي   دهنـده حاـظ پتانسـيل تمـايزي سـلول      فسااتاز نشـان 

هــاي اســتخواني در حضــور  مزانشــيمي بــه ســمت ســلول
 (. 6شكل )باشد فاكتورهاي رشد پلاكتي مي

دهنـده افـزايش ميـزان     هــا نشــان   آميـزي رنـگشـدت     
هــاي استئوبلاسـت    هاي مزانشـيمي بـه سـلول    تمايز سلول

 . است
 

 :هاي تمايز يافته بررسي بيان ژن استئوكلسين در سلول
 ان داد كه ژن استئوكلسين كه يك ـنش PCRهاي  ررسيـب    

هـاي تمـايز يافتـه بـه      ماركر براي استخوان است، در سلول
 (. 5شكل )شود يان ميخوبي ب

 
 :هاي مزانشيمي در داربست سه بعدي تمايز سلول

كه با ميكروسـكوپ  ( Bو  A، 6)همان طور كه در شكل    
( SEM)الكتروني از سطح داربست سـلولي اسـكن گرديـده   

ها به خوبي در ايـن داربسـت  ـرار     گردد، سلول مشاهده مي
بيانگر تمايز نتايج بررسي فعاليت آلكالين فسااتاز . اند گرفته
ها در روي اين داربسـت و در حضـور عوامـل رشـد      سلول

 ± U/L 78ميـزان فعاليـت آنـزيم در حـدود    . پلاكتي اسـت
 . باشد مي 711

 
 بحث
هــاي بنيــادي مزانشــيمي بــا  ســلول ،مطالعــه حاهــردر     

موفقيت از نمونه مغز استخوان جدا گرديدنـد و در محـيط   
حـاوي سـرم   ( زبا نلظت كم گلوك DMEM)كشت مناست

حيواني و محيط حاوي عوامل رشد پلاكتي كشت و تكثيـر  
هاي مزانشيمي جدا شده در هر دو محيط  سلول. داده شدند

هاي فيبروبلاست بـوده و   از نظر مورفولوژي شبيه به سلول
هـاي   نتايج نشان داد كـه سـلول  . ظاهر دوكي شكل داشتند

ــتخوان داراي     ــز اس ــه مغ ــده از نمون ــدا ش ــيمي ج مزانش
ــاي  ــد CD105و  CD44  ،CD166  ،CD90ماركرهـ . بودنـ

هـا در   علاوه بر آن نتايج كشت، تكثير و تمايز ايـن سـلول  
 ،آميــز بــود حضــور عوامــل رشــد پلاكتــي بســيار موفقيــت

ها در حضور اين عوامل بـه خـوبي تكثيـر يافتنـد و      سلول
 . ها نيز به خوبي حاظ شد پتانسيل تمايزي آن

ا شده از نظر مورفولوژي شبيه هاي مزانشيمي جد سلول    
هـاي فيبروبلاسـت بودنـد و ظـاهر دوكـي شـكل        به سلول

اين نتايج مشابه نتايج به دست آمـده در بسـياري از   . داشند
و همكــاران در ســال  وكســلر تحقيقـات از جملــه مطالعــه 

هـاي مزانشـيمي،    بـه منظـور تاييـد سـلول    (. 23)بود 2111
ساژ اول بـا اسـتااده   ها پس از پا بررسي ايمنوفنوتيپي سلول

نتايج نشان دادند كـه  . از روش فلوسايتومتري انجام گرفت
و  CD44  ،CD166  ،CD90ها داراي ماركرهـاي   اين سلول

CD105  و فا د ماكرهايCD34 و CD45 اين نتايج . هستند
با نتايج ساير محققين از جمله مولمن و همكاران در سـال  

 

  bp→811 
 

bp→ 711 
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ــاي   2116 ــه ماركرهـ را از  CD105و  CD44  ،CD166كـ
هاي بنيادي مزانشـيمي در نظـر    ماركرهاي تاييد شده سلول

به منظور بررسي توانايي (. 11)مطابقت داشت ،گرفته بودند
هـاي مزانشـيمي در حضـور     هـا، سـلول   تمايزي اين سلول

هـاي   كشت داده شدند و به سلول ،فاكتورهاي تمايز دهنده
هـا بـه    آن به منظور تاييـد تمـايز  . استئوبلاست تمايز يافتند

آميزي سيتوشيمي آليزارين  از رنگ ،هاي استئوبلاست سلول
هـا   آميـزي  نتـايج رنـگ  . لكالين فسااتاز استااده شـد آرد و 

ها پس  مورفولوژي سلول. ها بود تاييدي بر تمايز اين سلول
 مولمن هاي تمايز يافته توسط آميزي مشابه با سلول از رنگ

 . (11)بود 2116و همكارانش در سال 
بـه منظـور تكثيـر و    هاي صورت گرفتـه   در اكثر مطالعه    

هــاي مزانشــيمي در محــيط كشــت، از ســرم  تمــايز ســلول
در ايـن مطالعـه بـه    (. 23، 22)حيواني استااده شـده اسـت  

منظور جايگزيني سرم حيواني، از عوامل رشد آزاد شده از 
هـا   اين عوامل به خوبي از رشد سـلول . پلاكت استااده شد

هاي مزانشـيمي بـه    ها سلول ند و در حضور آنحمايت كرد
در اين مطالعـه بـه منظـور ارزيـابي     . رشد خود ادامه دادند

استااده گرديد كـه در ايـن    MTTها از آزمايش  رشد سلول
. شـود  بيان مـي  ODها بر حست  آزمايش ميزان رشد سلول

 ،(هـا  تعداد سلول)ها بيشتر باشد هر دقدر ميزان رشد سلول
OD ها به  در اكثر مطالعه. افزايش خواهد يافت آزمايش نيز

 MTTهــا از آزمــايش  منظــور بررســي ميــزان رشــد ســلول
هنگامي كـه از پلاسـماي سـيتراته    (. 16)استااده شده است

هـاي موجـود در آن    نني از پلاكت استااده شود و پلاكـت 
توسط ترومبين و كلسيم فعال شوند، عوامل رشد آزاد شده 

صـر موجـود در پلاسـما در نهايـت     از پلاكت به همراه عنا
. شـوند  هاي مزانشيمي مي سبت افزايش رشد و تكثير سلول

رسـد عوامـل رشـد آزاد شـده از      به همين دليل به نظر مـي 
هـاي   مطالعـه . پلاكت تاثير بيشـتري از سـرم داشـته باشـند    

انـد كـه اسـتااده از پلاسـماي ننـي از       متعددي نشـان داده 
امـل رشـد آزاد شـده از    هاي ليز شـده و عو  پلاكت، پلاكت

هـاي بنيـادي    پلاكت، سبت حمايت از رشد و تكثير سلول
ــي  ــيمي م ــوند مزانش ــر  (. 6، 7، 15، 16)ش ــلا  اكث ــر خ ب

هاي تحقيقاتي كـه بـراي آزاد سـازي عوامـل رشـد       مطالعه
كننـد، در ايـن    پلاكتي از روش انجماد ـ ذوب استااده مـي  

ومبين مطالعه براي آزاد سازي عوامـل رشـد پلاكتـي از تـر    
 . انساني و كلسيم استااده شد

و بُرزينـي   2118و همكاران،  نياكروت)ها در اكثر مطالعه    
بــراي تهيــه ژل پلاكتــي، از تــرومبين ( 2115و همكــاران، 

امـا در  (. 18)تجاري با ميزان فعاليت بالا استااده شده است
هــا نشــان داده شــده اســت كــه اســتااده از  برخــي مطالعــه

رنـم فعاليـت    علـي  ،ه از پلاسماي انسانيترومبين تهيه شد
تـري داشـته و بـه     تر، فعاليت مناست گيري شده پايين اندازه

طــور مــؤثرتري باعــس آزادســازي عوامــل رشــد پلاكتــي  
در اين مطالعه نيز تـرومبين از پلاسـماي انسـاني    . گردد مي

تر بودن ميزان فعاليت آن نسبت  رنم پايين تهيه شد كه علي
 ــتوانس ـ ،اريـرومبين تجـه تـب ه خـوبي باعـس رهـا    ـت ب

س از تهيـه ژل پلاكتـي   ـپ. سازي عوامل رشد پلاكتي گردد
ــزان    ــرومبين و كلســيم، مي ــت ت ــا اســتااده از نلظــت ثاب ب

هــاي مختلــف  آزادســازي عوامــل رشــد پلاكتــي در زمــان
ميـزان  . انكوباسيون با استااده از روش الايـزا بررسـي شـد   

ساعت انكوباسيون بـه   26عوامل رشد پلاكتي اكثراًَ پس از 
آزادسازي عوامل رشد پلاكتي . بالاترين سطح خود رسيدند

به همين دليل است كه ميزان  ،تواند تابعي از زمان باشد مي
. ش يافـت ـوباسيون افزاي ــت انك ــساع ـ 26عوامل پس از 

نيمه عمـر پـايين ايـن     ؛اي كه بايد در نظر داشت ولي نكته
ممكـن اسـت سـبت    عوامل است كه بعد از گذشت زمـان  

هاي انجام شـده در   در اكثر مطالعه. ها شود كاهش ميزان آن
يابي به روش مناسـت بـراي تهيـه عوامـل      دست ،اين زمينه

ها و زمـان انكوباسـيون    رشد پلاكتي، تعداد مناست پلاكت
 . مناست مورد توجه بوده است

بـا    EGFو  b-FGFهـا نتـايج نشـان داد كـه      در مطالعـه     
مــاي  فو ــاني ژل پلاكتــي  لاسما وـدر پــي ـت كمـــنلظــ

ميزان (. ليتر نلظي در حدود پيكوگرم در ميلي)حضور دارند
ــازي  ــداي دوره   bFGFآزاد سـ ــه در ابتـ ــن مطالعـ در ايـ

سـاعت بـه    26انكوباسيون كم بود كـه در نهايـت پـس از    
هـاي خـود    در مطالعـه  ارتينوـم ـ .حداكثر ميزان خود رسيد

بـالاي تـرومبين و كلسـيم    نشان داد هنگامي كه از نلظـت  
 bFGFبراي دگرانولاسيون پلاكتي استااده شود، آزاد سازي 

هـاي كمتـر    ولي هنگامي كه از نلظت ،شود سريعاًَ آناز مي
 ه ب bFGFشود، آزاد سازي اده ميـيم استاـن و كلسـرومبيـت
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ايـن  در  bFGFتـاخير در آزادسـازي   (. 17)افتـد  تاخير مـي 
يـل پـايين بـودن ميـزان فعاليـت      نيز احتمـالاًَ بـه دل   مطالعه

و يـا   مارتينو در اين مطالعه نيز همانند مطالعه. بودترومبين 
در  PDGFو  TGFميــزان عوامــل رشــد   ويبــري ، مطالعــه

در حــدود )پلاســما و مــاي  فو ــاني ژل پلاكتــي بــالا بــود
و همكـارانش در  والـري  . (17، 19)(ليتـر  نانوگرم در ميلـي 

مطالعه، از عوامل رشد پلاكتـي  نيز مشابه با اين  2116سال 
هاي فيبروبلاستي استااده كردند كه البتـه   براي تكثير سلول

سرم حيواني به طور  ،ها در مطالعه صورت گرفته توسط آن
از عوامل رشـد آزاد شـده   (. 61)كامل از محيط حذ  نشد

هـاي   توان براي تكثير سـلول  از پلاكت علاوه بر اين كه مي
هاي مزانشيمي را نيز  توان سلول مي ،مزانشيمي استااده كرد

در مطالعه حاهر، مشخص شـد  . ها تمايز داد در حضور آن
هـاي   كه عوامل رشد پلاكتي نـه تنهـا سـبت تكثيـر سـلول     

شوند، بلكه در حضـور ايـن عوامـل توانـايي      مزانشيمي مي
ها به  شود و اين سلول هاي مزانشيمي حاظ مي تمايز سلول

نتايج ايـن  . يابند ست تمايز ميهاي استئوبلا خوبي به سلول
رومين و  2118در سال  ژونوگو هاي مطالعه با نتايج مطالعه

و  كـه توسـط گروبـر   اي  در مطالعه(. 8، 63)مطابقت داشت
صورت گرفت، نشان داده شد كـه   2116همكاران در سال 

هـاي   ميـزان تكثيـر سـلول    ،در حضور عوامل رشد پلاكتـي 
عوامل سبت كاهش ميزان مزانشيمي افزايش يافته ولي اين 

هـاي استئوبلاسـتي    هاي مزانشـيمي بـه سـلول    تمايز سلول
 . (62)شدند

مشخص گرديد كه  ،با مطالعه نقش عوامل رشد پلاكتي    
هـا   در كاهش ميزان تمايز سـلول  PDGF-ABافزايش ميزان 

پـس از   PDGF-ABبا توجه به ايـن كـه ميـزان    . مؤثر است
ت بـه سـاعات اوليـه    ساعت نسـب  26انكوباسيون به مدت 

 ،يابـد  يابد و سطح فاكتورهاي ديگر افـزايش مـي   كاهش مي
ها در ايـن مطالعـه    تواند دليلي براي افزايش تمايز سلول مي

هـاي مزانشـيمي بـه خـوبي بـر       در اين مطالعه سلول. باشد
فسـاات كشـت و تمـايز     ـ  روي داربست سه بعدي كلسيم

و همكـاران در   كاسـتن  داده شدند كه اين نتايج، بـا نتـايج  
 هـاي  ولي با نتايج مطالعـه  ،(61)مطابقت داشت 2116سال 
مطابقت نداشتند، زيرا نتـايج تحقيـق    2118در سال  تامورا

گزارش شده حاكي از اين بـود كـه عوامـل رشـد پلاكتـي      
هاي مزانشـيمي در   سبت افزايش تمايز و استئوژنزيز سلول

لازم بـه   البته. (66)شوند فساات نمي ـ  هاي كلسيم داربست
ذكر است كه اين تحقيق بر خلا  مطالعـه حاهـر كـه در    

بررسـي شـده و    In vivoمحيط كشت انجام شد، در محيط 
ها در مطالعه خـود   آن. به تنهايي استااده شده است PRPاز 

هــاي هيســتولوژي، اثــري از تشــكيل  بــا اســتااده از روش
هــاي آزمــايش شــده  هــاي جديــد در خرگــوش اســتخوان

هـاي   به علاوه نتايج اين مطالعـه بـا يافتـه   . ندمشاهده نكرد
مطابقـت   2117و همكـارانش در سـال    كاواسـومي  مطالعه
نشان دادند كه ژل پلاكتـي   دها در تحقيقات خو آن. داشت

هـاي مزانشـيمي مـوش     سبت افزايش تكثير و تمايز سـلول 
 (. 65)گردد مي
تهيـه مغـز   ، هاي اصلي طرح حاهـر  يكي از محدوديت    

عـلاوه بـر آن بـه منظـور     . از اهداكنندان سالم بوداستخوان 
كاهش تغييرات پلاكتي، در اين طرح نمونه خون دند ناـر  

ها نيز يكـي از   با يكديگر مخلوط گرديد كه تهيه اين نمونه
 . رفت مشكلات اين طرح به شمار مي

 
 گيري نتيجه
در مجمو  اين نتايج تاييدي بـر ايـن نكتـه اسـت كـه           

تـوان جـايگزين سـرم در محـيط      تي را ميعوال رشد پلاك
ايـن عوامـل محـيط مناسـبي را بـراي رشـد       . كشت نمـود 

بـه عـلاوه توانـايي    . سـازند  هاي مزانشيمي فراهم مي سلول
ط نيـز بـه   يهـاي مزانشـيمي در ايـن مح ـ    استئوژنيك سلول
نتـايج بيـانگر ايـن نكتـه هسـتند كـه       . شود خوبي حاظ مي

ن اسـتااده از سـرم   هاي بنيادي مزانشيمي بـدو  كشت سلول
هـاي   توان سلول پذير بوده و از اين روش مي حيواني امكان

 . لازم براي پيوند را تكثير نمود
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Abstract 
Background and Objectives 

Mesenchymal stem cells (MSCs) are bone marrow populating cells, which posses an extensive 

proliferation potential. In isolation and expansion protocols for clinical scale production of 

MSCs, fetal bovine serum (FBS) is used as a supplement with potential risk for infections as 

well as immunological reactions. Autologous platelet gel is made from a natural component of 

the patient’s own blood. Activated platelets release growth factors are mitogenic for MSCs. In 

vitro studies have indicated that concentration of growth factor varies according to platelet 

concentration, methods of preparation and mechanism of platelet growth factors release. The 

aim of our study was to investigate the effect of platelet growth factors on the proliferation and 

differentiation of human mesenchymal stem cells. 
 
Materials and Methods 

Mononuclear cells of bone marrow were collected in 10% FBS growth medium. The expanded 

cells were characterized by flow cytometric analysis of specific surface antigens. Analysed 

markers included CD45, CD34, CD166, CD105, CD90, and CD44. The gel is formed by 

adding calcium and thrombin to platelet rich plasma (PRP). Treated PRP was incubated for 30 

min, 6,24,48 and 72 hours in incubator. Growth factors concentrations in supernatants were 

determined by ELISA. Human mesenchymal stem cells were cultured in the complete medium 

that supplemented with 10% FBS or Platelet growth factors for 8 days. The rate of 

proliferation was evaluated by MTT assay. Expanded cells were seeded on calcium phosphate 

scaffold. Cells growth and morphology on scaffold were analyzed by SEM. 
 

Results 

Isolation and expansion of MSCs in the complete medium supplemented with platelet growth 

factors were successful and morphology of cells was compatible with that of FBS. Cells were 

highly positive for CD90, CD166, CD44 and CD105 and negative for CD34, CD45. There was 

no significant difference between expression of markers on cells expanded with platelet growth 

factors and FBS. We demonstrated that platelet growth factors provide a significantly higher 

proliferative effect on MSCs than those of FBS. MSCs cultured in the presence of growth 

factors maintain their osteogenic differentiation properties. Osteogenic differentiation was 

indicated by deposition of mineralized matrix stained with Alizarin red and increased 

expression alkaline phosphates.  
 
Conclusions 

Platelet growth factors can be used in place of FBS to provide a safer and more effective 

culture condition to expand MSC for clinical purposes. MSCs cultured in the presence of 

platelet growth factors maintain their osteogenic properties.  
 
Key words:  Mesenchymal Stem Cells, Osteogenesis, Tissue Scaffolds 

SJIBTO 2009; 6(2): 71-83  
Received: 27 Aug 2008 

Accepted: 22 Aug 2009 
 
 
 

Correspondence: Amirizadeh N., PhD of Hematology and Blood Bank. Assistant Professor of Iranian Blood 
Transfusion Organization- Research Center. 
P.O.Box: 14665-1157, Tehran, Iran. Tel: (+9821)88601599 ; Fax : (+9821)88601599 
E-mail: n.amirizadeh@ibto.ir 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
12

-2
1 

] 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            13 / 13

https://bloodjournal.ir/article-1-330-en.html
http://www.tcpdf.org

