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 هاي بنيادي مزانشيمي استرومال كشت داده شده در داربست  اثر سلول
CD34هاي  بر روي تكثير سلول

خون بند ناف +

 ،9، مريم اماني1، مهين نيكوگفتار4، آرزو اودي3، ناهيد نصيري2، حسن ابوالقاسمي9رنجبرانرضا 
  6زاده ، ناصر اميري9اكبر هاشمي طير 

 
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

استفاده از  يها تياز محدود اماده يرس ييبالا يدرمان يها تيبه موفق ،رياخ يها دهه يط ياديبن يها وند سلوليپ
هااي   هدف از اين تحقيق، بررسي تاايير سالول   .باشد يم +CD34 يها تعداد کم سلول ،بزرگسالانن منبع در يا

 . خون بند ناف بود +CD34هاي  مزانشيمي بر ميزان تكثير سلول
 ها روش مواد و

. اساتووان دادا شادند    مغاز  يا تک هساته  يها از سلول يميچسبنده مزانش يها سلول ،در يك مطالعه تجربي
ددا شاده   Microbeadنشاندار شده با  يها يباد يبا استفاده از آنت ،مودود در خون بند ناف +CD34 يها سلول

و  يسه بعاد , يط دو بعديدر شرا يميمزانش يها ر سلوليتاي. کشت داده شدند يميمزانش يها سلول يو بر رو
, يهاا باا شامارل سالول     سلول ييل ابتداير و حفظ پتانسيدر تکث يميمزانش يها ط بدون استفاده از سلوليشرا
 .سه قرار گرفتيمورد مقا يو رول سنجش کلون فلوسيتومتريبه رول  +CD34 يها ن درصد سلولييتع

 ها يافته
هااي   ط فاقاد سالول  يدر محا  .قارار گرفات   يمورد بررس موتلف هاي ط و در زمانيها در سه مح ر سلوليتکث

, 81 ± 6 بيدر روز دهم به ترت +CD34 يها ها و سلولCFC، هاTNC زان چند برابر شدنين ميانگيم ،مزانشيمي
 9, 903 ± 8 ب،يبه ترت يط دو بعديهاي استرومال مزانشيمي در شرا لسلو يط دارايدر مح، 99 ± 3و  84 ± 8
 20 ±4و  910± 94, 921 ± 90ب، يا باه ترت  يط سه بعديم در شرايمزانش يط دارايدر مح و 94 ± 3و  999 ±

 .بود
 ينتيجه گير

دهت افازايش تعاداد    ،يبعد 3ط يبه خصوص در شرا هاي مزانشيمي از سلول توان يم دهد که يم نتايج نشان
 . استفاده كرد کشتمدت در محيط  يطور طولانه ها ب آن زايي هاي بنيادي خونساز و حفظ پتانسيل كلوني سلول

 هاي بنيادي سلول،  CD34ژن  خون بند ناف، آنتيبنيادي مزانشيمي،  هاي سلول :ات كليديكلم
 
 

 12/9/99  :تاريخ دريافت 
 99/ 9/ 9: تاريخ پذيرش 

 
 ـ كارشناس ارشد هماتولوژي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران2
 ـ تهران ـ ايران اله بقيهـ فوق تخصص خون و انكولوژي اطفال ـ استاد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي و 1
 هماتولوژي ـ دانشگاه علوم پزشكي تهران ـ ايران PhDدانشجوي ـ 3
 هماتولوژي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران PhDـ دانشجوي 4
5- PhD ي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايرانهماتولوژي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزش 
هماتولوژي و بانك خون ـ استاديار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق  PhD: مؤلف مسؤولـ 6

 24665-2251: پستي
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  قدمه م
 يهـا  تي ـر بـه موفق يدهه اخ يط ياديبن يها وند سلوليپ    
 مناسـب و  يکار درمـان  ک راهيده است و يرس ييبالا يدرمان
و  يخـون  يهـا  يميبـدخ  ،هـا  سرطان از ياريبس يبرا يعمل

 (.2)باشد مي يمنيستم اياختلالات س
 ـبن يهـا  بـه سـلول   يابي ـ جهت دست يمنابع مختلف      يادي

 مغـز  ؛استفاده شامل جهتها  ن آنيتر معمول که وجود دارد
و خون بند  G-CSFک شده با يتحر يطيخون مح ،استخوان
نسـبت بـه سـاير    ناف  استفاده از خون بند. (1)باشد يناف م
،  GVHDن بـودن خطـر   ييپـا از قبيل،  ييايمزا يدارامنابع، 
ن بودن احتمـال انتقـال   ييپا ،ياديبن يها بودن سلول ييابتدا

 و يـي زا يکلـون  يي، بالا بودن توانا CMVژه يها به و عفونت
رنده يگ ن دهنده ويبHLA  از به سازگاري بالا از نظريعدم ن
 . است
باعث جلب توجه پژوهشـگران بـه سـمت     عوامل فوق،    

 (.3)استفاده از اين منبع سلولي شده است
ن ييپـا  ،نـاف  ت مهم در استفاده از خون بنـد ياما محدود    

 ـبن يهـا  بودن تعداد سـلول   يتورهـا يخونسـاز و پروژن  يادي
که امروزه براي حـل   يكار راه .باشد ين منبع ميموجود در ا

تكثيـر   ،اين مشكل بسـيار مـورد توجـه قـرار گرفتـه اسـت      
 ex هـاي  هـا در محـي    سـل  اوليه و استم هاي خونساز سلول

vivo (.4)استهاي مورد نظر  به منظور افزايش تعداد سلول 
 ـبن يهـا  سلول ريتواند در تکث يکه م يان عواملياز م      يادي

نقـش   in vitro  يشـرا ها در  آن ييت ابتدايو حفظ خصوص
هـا و   نيتوکايتوان به اسـتفاده از سـا   يم ،داشته باشد يثرؤم
هـا   ن سـلول ي ـ  کشـت ا يدر مح يياستروما يها ه سلوليلا

ــرد ــلا(. 5)اشــاره ک ــه طــور  ،يياســتروما يهــا ه ســلولي ب
 يياز فاکتورهـا  يادي ـر زيد مقـاد ي ـقادر به تول يکيولوژيزيف

 ييابتــدات يو حفــظ خصوصــ يکــه در خودســاز هســتند
اتصـال  ن يچن ـ هـم  .  کشت نقـش دارنـد  يها در مح سلول
ز در ين ياديبن يها و سلول يياستروما يها سلولن يب يسلول

 (.6)است مؤثرن امر يا
ر نشان داده است ياخ يها انجام شده در سال هاي همطالع    
 اريبس ـ جاد سـط  يل ايبه دل يکشت سه بعد يها ستميکه س

ر يتوانند تـاث  مي يدو بعد   کشتينسبت به مح ياختصاص
 کشت داده شده داشته باشند و يها ر سلولـيدر تکث يرـبهت

و HSC (Human Stem Cells )تواننـد طـول عمـر     يز م ـي ـن
HPC (Human Progenitor Cells) دوره کشـت   يرا در ط ـ
بدين منظور در اين مطالعه جهت بررسي  (.1)دهند شيافزا

بعـدي و سـه    هـاي دو  هاي مزانشيمي در محي  تاثير سلول
خـون  هاي به دست آمـده از   سل بعدي بر ميزان تكثير استم

CD34هاي  ناف، سلول بند
بـه دسـت آمـده را در شـراي       +

كشت مختلـف تكثيـر داده و بـه بررسـي و مقايسـه نتـاي        
 .حاصله پرداختيم

 
  ها روشمواد و 

 :هاي مزانشيمي جداسازي سلول
هـاي تـك    سـلول . مطالعه انجام شده از نوع تجربي بـود     
از ( بيوساينس و آمرشام، سـودد ) وسيله فايكوله اي ب هسته

 شستشـو،  و پـس از  نداستخوان جدا شـد  نمونه آسپيره مغز
  DMEM از محـي   mL 5 سلول بـه همـراه   1×  295 تعداد

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium )Low glucose 
بـه  ( بيومديكال آمريكا،) FBS %29 حاوي( آمريكا، سيگما)

cm درون فلاســك
ــه شــد 15 2 ــس از .ريخت ــاعت  49 پ س

هـاي ييـر چسـبنده بـا شستشـو خـار         سلول ،انكوباسيون
% 29حـاوي   Low glucose DMEM  گرديد و محي  كشت

FBS هـاي   پاسـاژ، سـلول   3پـس از   ، ها اضافه شد به سلول
 .محي  قابل برداشت بودچسبنده مزانشيمي از 

 
 :فلوسيتومتريآناليز 
هـاي مزانشـيمي جـدا شـده از مغـز اسـتخوان بـا         سلول    

 ن منظـور يبـد  .د شـدند يي ـتا فلوسيتومتري روشاستفاده از 
 rpm دقيقـه بـا دور   29ها تريپسينه شـده و بـه مـدت    سلول
تر محلول يل يليم 2سلولي در  پليت .سانتريفوژ شدند 2599
PBS (Phosphate Buffered Saline )  سوسپانسـيون گرديـد. 

ــر از ســلوليکروليم 299 ســپس ــا  ت ــا ب ــر از يکروليم 29ه ت
و  CD40  ،CD166  ،CD90 ،CD105  ،CD45ي ها بادي آنتي

CD34     مخلوط گرديد و در نهايت براي آنـاليز بـه دسـتگاه
 . داده شد

 
 :ه استئوبلاستبتمايز 
 يها استئوژنزيس، كف چاهكريع روند ـور تسـه منظـب    
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پس  .خانه با كلاژن و ويترونكتين پوشيده شد 14ت يک پلي
مخلـوط كـلاژن و    ،در دماي اتاقون يانکوباسساعت  14از 

ــرده و ســلول   ــر چاهــك را خــالي ك ــرونكتين ه ــا ويت  يه
حاوي   DMEMليتر محي  كشت ميلي 2همراه ه مزانشيمي ب

 وباتور بـا دمـاي  ها افزوده شد و پليت در انك سرم به چاهك
ºC 31 و فشار CO2 5 % ميـزان  كـه   هنگـامي  .قرار داده شـد

محي  كشت  ،ديرس% 299ها به  سلولرشد در ظرف كشت 
 FBS% 29 يحـاو  ليتـر محـي  تمـايز    ميلـي  2خالي شـد و  

(Fetal Bovine Serum )يهـا  در چاهـك  .افزوده شـد  به آن 
اضـافه   FBS %29 يحـاو  DMEM كنترل، تنها محي  كشت

هـا،   به منظور بررسي تمايز سـلول  روز 24-21از پس  .شد
 ـآل آميزي اختصاصـي  رنگدو   ن رد و آلکـالن فسـفاتاز  يزاري
 .گرفت انجام

 
CD34 هاي جداسازي سلول

+ : 
ــول     ــدا گلب ــد  ابت ــه بن ــز در نمون ــاف توســ   هــاي قرم ن

Heta sep(Stem cell technology )  هيدروكسي اتيل استارچ
اي موجـود در   هـاي تـك هسـته    رسوب داده شـد و سـلول  

CD34هـاي   سـلول . رويي به كمك فايكول جـدا شـد   مايع
+ 

ــين  ــه كمــك  MNC (Mononuclear Cells)موجــود در ب ب
 ميلتنـي   آلمان،) CD34ژن  بادي مونوكلونال بر عليه آنتي آنتي

 عبور از ستون دو بار و microbeadمتصل به ذرات ( بيوتك
LS  وMACS (Magnetic Cell Sorting)(،ــان ــي  آلم ميلتن

 .ها جدا شد از ساير سلول (بيوتك
 

 :هاي مورد استفاده سايتوكاين
 ـ    در اين مطالعه از سايتوكاين     ه هـاي نوتركيـب انسـاني ب

 SCF( ونكـور ،  Stem cell technology) صورت تركيبـي از 
(Stem Cell Factor)، FL (Flt3 Ligand )و TPO 
(Thrombopoietin ) با يلظت نهاييng/mL 299    در محـي

  .استفاده شد
 

CD34هاي  كشت سلول
+ : 

سـلول   293 ( :محـي  اول )كشت در محي  فاقد استروما    
CD34

 آمريكـا، )اي  خانـه  14جدا شده در چاهـك پليـت    +
 stemspan (Stem cell از محي ليتر  ميلي 2 حاوي (كوستار

technology )شـده كشـت    هاي ذكر و در حضور سايتوكاين
 .داده شد

  ديـ  دو بعـهاي مزانشيمي در شراي هم كشتي با سلول    
سلول مزانشيمي درون چاهك  1× 294 تعداد (:محي  دوم)

ميـزان   پس از رسـيدن بـه   ،ندتايي پاساژ داده شد 14پليت 
هـا   ، محي  تخليه و سلول% 99رشد در ظرف كشت معادل 

هاي  بيشتر سلولبراي جلوگيري از تكثير . شستشو داده شد
 بـا يلظـت  ( آمريكـا، سـيگما  ) Cمزانشيمي از ميتومايسـين  

µg/mL 1 ين از مح ـيس ـيتومايحـذف م  يبرا .استفاده شد  
در . داده شـدند شستشـو   PBSها سـه بـار بـا     سلول ،کشت
CD34سلول  293 نهايت

از محـي    ليتـر  ميلـي  2به همـراه   +
stemspan شدهاي ذكر شده به چاهك اضافه  و سايتوكاين. 

هــاي مزانشــيمي در شــراي  ســه  هــم كشــتي بــا ســلول    
هاي سه بعدي از جنس كلسيم  داربست(: محي  سوم)بعدي
 14درون چاهـك پليـت   ( BDبيوسـاينس   آمريكـا، )فسفات

 ،سـلول مزانشـيمي   1×  294 وسيلهه تايي قرار داده شد و ب
 ،هــا هــا پوشــانده شــد و پــس از تكثيــر ســلول  ســطوآ آن
  293در نهايـت   ،بـه روش قبـل اضـافه شـد     C ميتومايسين

CD34سلول 
و  stemspanاز محـي    ليتـر  ميلـي  2به همراه  +

 .ها ريخته شد هاي ذكر شده روي داربست سايتوكاين
ت ي ـدر نها .صورت سه تايي انجام شـد ه ها ب تمام كشت    
 CO2% 5و  ºC 31   کشــت حاصــل در انكوبــاتوريمح ـ 11

و محـي  كشـت تـازه در    هـا   سـايتوكاين  .نگهداري شـدند 
 .پس از كشت به محي  اضافه شد 1و 3روزهاي 

 
 :ها  شمارش سلولي و درصد زنده ماندن سلول

از  29و 1،  3هـاي تكثيـر داده شـده در روزهـاي      سلول    
آلمـان،  )بلـو  آميزي بـا تريپـان   محي  جدا شد و پس از رنگ

هـا و درصـد    تعداد سـلول  ،به كمك لام هماسيتومتر( مارك
 .ها مورد ارزيابي قرار گرفت ماندن آن زنده
 

CD34هاي  تعيين درصد سلول
+ : 

هـاي   در محـي   و بعد از تكثيـر ( روز صفر)ها قبل سلول    
از محي  برداشته شـدند و   29 و 1 ، 3 مختلف در روزهاي
 CD34نوكلونــال بــر ضــد وبــادي م آنتــي، پــس از شستشــو
بـه  ( دانمـارك، داكـو  )PE (Phyco Erythrin) نشاندار شده با 
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 ـ   سلول انكوبـه   ºC 4 در min 25مـدت  ه ها اضـافه شـد و ب
 ـ (دانمارك، داكـو )موشي IgGبادي  از آنتي .ندشد عنـوان  ه ب

ــ. ايزوتايــك كنتــرل اســتفاده شــد ه ـوسيلــه ـت بـــدر نهاي
هـاي   درصد سـلول  ،(پارتك ان،ـآلم)فلوسيتومترياه ـدستگ

CD34
 .ارزيابي شد +
 

 :سنجش كلوني
CD34 هــاي ســلول از ســلول  293   

قبــل از تكثيــر و   +
، 3 هاي مختلف در روزهاي هاي تكثير يافته در محي  سلول

ــ   29و  1 ــا  دســتورالعملطب ــردن ب ــوط ك ــس از مخل  2 پ
ــر  ميلــي  methocult(Stem cell technology)از محــي ليت

H4435 ــا ــت   يدر دم ــه درون پلي ــاق ب mm هــاي ات
2 35 

 ـ   .ريختـه شـدند   (نانس دانمارك،) صـورت  ه ايـن مرحلـه ب
روز انكوباسـيون در دمـاي    24دوتايي انجام شد و به مدت 

ºC 31  5و %CO2 پــس از ايــن مــدت گرفــت و صــورت، 
( نيكـون  ژاپـن، )ميكروسـكو  لـو    هـا بـه وسـيله    كلوني

 . شمارش و بررسي شدند
 

 :آناليز آماري
 يافـزار آمـار  بـا اسـتفاده از نـرم    يل آماريه و تحليتجز    
26SPSS  زان چنـد  ي ـسه تعداد و ميبه منظور مقا. انجام شد

زان ي ـدرصـد و م  ,تعداد ,دار هسته يهابرابر شدن کل سلول
CD34 يهـا  چند برابر شدن سلول

ن تعـداد و  يچن ـ و هـم  +
  يمح ـ 11زا در  يکلون يها زان چند برابر شدن کل سلوليم

 Anovaکيپارامتر آزمايشاز  ،(سه گروه مورد مطالعه)کشت

 . معنادار تلقي شد >p 95/9شد و اختلاف استفاده  
 

 ها يافته
ــال      ــتفاده از آن ــا اس ــيتومتريز يب ــب ،فلوس ــاي  يان مارکره

، CD90 شــامل يميمزانشــ ياديــبن يهــا ســلول ياختصاصــ
CD166 ،CD105  وCD44 ــو عــدم ب ــاي ــو يان مارکره ژه ي
ــا ســلول ــهماتوپودت يه ــه ي در CD34  وCD45 ک از جمل
جهـت  . د شـد يي ـجدا شـده از مغـز اسـتخوان تا    يها سلول

هــاي  بــادي از آنتــي ،هــاي ييــر اختصاصــي حــذف واكــنش
تمـايز   ييتوانا يبه منظور بررس. استفاده شد ايزوتيك كنترل

ــه ســلول ز آنياز تمــا ،هــاي مزانشــيمي ســلول ــا ب هــاي  ه
ــدر نها .استئوبلاســت اســتفاده شــد ــت اي ــا ن ســلولي  يه

اختصاصـي   ياـه يزـيآم  گـرناده از ـا استفـت بـاستئوبلاس
 . د شدندييو آلکالن فسفاتاز تاآليزارين رد 

دار در  هـاي هسـته   شدن كل سلول زان چند برابرين ميانگيم
ميانگين  .هر سه محي  در طي دوره كشت افزايش نشان داد

 ± 6 اين تعداد در روز پاياني كشـت در محـي  اول تقريبـا    
برابر و در محـي  سـوم    293 ± 9در محي  دوم , برابر  91
هاي اوليه كشت داده  برابر نسبت به تعداد سلول 211 ± 29

ميانگين اين تعداد در محي  سوم بيشتر  (.2نمودار)بودشده 
از محي  اول و دوم و در محـي  دوم بيشـتر از محـي  اول    

 (.>p 95/9)بود
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

كشتي با يا بدون  دار در هم هاي هسته ل سلولكتكثير : 9نمودار 
 هاي بنيادي مزانشيمي سلول

 
CD34 يها تعداد کل سلول    

ر بـا توجـه بـه    يپس از تکث +
CD34ي ها درصد سلول

ر ي ـتکث يهـا  از تعداد کل سـلول ،  +
ن ميـزان چنـد برابـر شـدن     يانگي ـمحاسـبه و م  يينهـا افته ي

CD34 ي هــا ســلول
ن تعــداد يانگيــهــا بــر م م آنيتقســ بــا+

CD34 يهـا  سلول
 ـاول + كـه ايـن    ,دي ـمحاسـبه گرد ( 619)هي

شـكل  )هر سه محي  تا روز دهم افزايش داشـت  در مقادير
CD34 هـاي  ن ميزان چند برابر شـدن سـلول  يانگيم. (2

در  +
در , برابـر 22 ± 3 محـي  اول تقريبـا   روز پايـاني كشـت در   

برابــر  19± 4 برابــر و در محــي  ســوم 24 ± 3محــي  دوم 
ايـن   .بـود شـده  هاي اوليه كشت داده  نسبت به تعداد سلول

مقادير در محي  سوم بيشتر از محـي  اول و دوم بـود و در   
 95/9)محــي  دوم نســبت بــه محــي  اول بيشــتر بــود     

p<)(1نمودار). 
  زا در يکلون يها د برابر شدن سلولـزان چنـين مـميانگي    
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بناد نااف در    +CD34هااي   سلول. هاي موتلف هاي هماتوپويتيك قبل و بعد از تكثير در محيط در ميان سلول +CD34مقايسه درصد بيان : 9شكل 
درصاد   (B ، 90در محايط اول روز   +CD34هااي   درصد سالول ( A. هاي كشت موتلف كشت داده شدند هاي موتلف با استفاده از سيستم محيط
 .90در محيط دوم روز  +CD34هاي  درصد سلول( D ،90در محيط سوم روز  +CD34هاي  درصد سلول( C در روز اول، +CD34هاي  سلول

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 . Methocult H4435ط يل شده در محيموتلف تشک يها يکلون:  2شکل 

A)  كلوني،تشكيل B)هااي ميلويياد، اريترويياد و مگاكاريوسايت     هاي مولوط داراي سالول  كلوني(Colony Forming Unite-Granolocyte 

Erytroid Monocyte Megakaryocyte  ،C)  هااي گرانولوسايت   هااي داراي سالول   كلاوني(Colony Forming Unite-Granolocyte )، 
D)ونوسيتهاي گرانولوسيت و م هاي داراي سلول كلوني(Colony Forming Unite-Granolocyte Monocyte  ،F ) وE )Burst Forming 

Unite-Erythroid  

A B 

C D 

B A

DC 

CFU-G CFU-GM 

Colony formation CFU-GEMM 

BFU-E BFU-E
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كشتي با يا بدون  در هم +CD34هاي  تكثير سلول: 2نمودار 

 هاي بنيادي مزانشيمي سلول
 9در محـي  دوم   ، 94 ± 9روز پاياني كشت در محي  اول 

  .بود 219 ± 24 و در محي  سوم 222 ±
ضـرب تعـداد    زا، از حاصـل  هاي كلـوني  تعداد كل سلول    

هـاي   سـلول در تعـداد كـل سـلول     2999ها بـه ازاي   كلوني
به دست آمـد و   2999تقسيم بر  ،دار موجود در محي  هسته

هـاي   ها، از تقسيم تعداد كل سلول ميزان چند برابر شدن آن
زا بـه ازاي   كلـوني هاي  ميانگين تعداد سلول) 35زا بر  كلوني
كه ايـن مقـادير در    به دست آمد( سلول قبل از تكثير 2999

بنـابراين در   .هر سه محي  تا روز چهاردهم افزايش داشـت 
اين مقادير در محي  سوم بيشتر از محي  اول و  ،روز پاياني

ــه محــي  اول بيشــتر    ــود و در محــي  دوم نســبت ب دوم ب
  .(1و شکل 3نمودار)(95/9)بود
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
زا در  هاي كلوني ميانگين ميزان چند برابر شدن سلول: 3نمودار 

 هاي بنيادي مزانشيمي كشتي با يا بدون سلول هم
 

 بحث
 هاي بنيادي  مورد استفاده براي پيوند سلولي از منابع يك   

 با توجه بـه ايـن  . باشد خون بندناف مي ،خونساز به بيماران
براي پيوند به بزرگسالان كافي نيست  ها سلول كه تعداد اين

هـا و   محققين در جستجوي راهي براي تكثيـر ايـن سـلول   
هـاي خـوني در    هاي مختلف سلول حفظ پتانسيل توليد رده

دهد كه استفاده از  يم نشان ها همطالع .باشند مي ها اين سلول
توانـد در تكثيـر و    مـي ،  in vitroهاي اسـترومايي در   سلول

هاي خونساز در حالت ابتدايي نقش داشـته   نگهداري سلول
جــا كــه خونســازي در مغــز اســتخوان  آن از(. 9، 9)باشــد
گيرد  هاي استخواني صورت مي بيشتر در كنار تيغه ،خونساز
انـد كـه    مختلـف نشـان داده   هـاي  هچنين نتاي  مطالع و هم

ارتباطي بين خونسازي و ساختار استخوان وجـود دارد، در  
CD34هاي  سلول اين مطالعه

خـون بنـد نـاف در حضـور      +
بعــدي و در  هــاي بنيــادي مزانشــيمال در محــي  دو ســلول
سه بعدي از جنس كلسـيم فسـفات پوشـانده     هاي داربست

نتـاي    كشت داده شـده و  يميمزانش يها شده توس  سلول
بيانگر افزايش ميزان تكثير در محي  سه بعـدي نسـبت بـه    

، 9)هاي مزانشيمال بود محي  دو بعدي و محي  بدون سلول
2) . 
تک  يها سلول ،هاي خونساز بند ناف براي كشت سلول    
 يهـا  موجود در خون بند ناف جـدا شـد و سـلول    يا هسته

CD34
جــدا  يا تــک هســته يهــا ســلولر ياز ســا موجــود +

 .گرديد
CD34 يها متوس  يلظت سلول    

جدا شده از خون بند  +
بـر   .متر مکعب بـود  يليهر م يسلول به ازا259 ± 31، ناف

رات در نســبت تعــداد ييــتغ ،موجــود هــاي اســاس گــزارش
CD34 يها سلول

خـون   يا تـک هسـته   يها سلول يبه ازا +
ت ي ـمـان و موقع ي، روش زايبند ناف بر اساس سن حـاملگ 

  .(29)باشد يمان متفاوت مينوزاد پس از زا
از  ،جـدا شـده   يهـا  زان خلوص سلوليم يابيجهت ارز    

ها بـه طـور    درصد خلوص سلول. استفاده شد فلوسيتومتري
درجه خلوص به دست آمـده  . بود درصد 66 ± 22 متوس 
بر اساس گـزارش   .باشد مختلف، متفاوت مي هاي هدر مطالع

تركيبات ،  1991و همكاران در سال  كوك توس  ه شدهيارا
هاي  كه براي جداسازي سلول يمختلف به كار رفته در بافر

CD34
توانـد در ميـزان    مـي  ،گيـرد  مورد استفاده قـرار مـي   +

در . هاي جدا شده نقش مهمـي داشـته باشـد    خلوص سلول
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، پلاسـماي   FBS% 1 از ،مطالعه انجام شده توس  اين گروه
ــت   ــا يلظ ــادري ب  HSA  (Human Serum %5/9 و% 1م

Albumin)  هـا اسـتفاده شـد كـه      ، جهت جداسـازي سـلول
 HSA %5/9 بيشترين درصد خلوص را پس از جداسازي با

خلــوص و كمتــرين مقــدار را پــس از % 9/94بــا ميــانگين 
 خلـــوص% 6/59بـــا ميـــانگين  FBS %1 جداســـازي بـــا

 ــ در(. 22)داشـتند  محلــول  راي جداسـازي از ايــن مطالعـه ب
  .استفاده شدو آلبومين سرم گاوي  PBS ، EDTAحاوي 
ــلول      ــت س  ــ در کش ــا در مح ــديه ــر رو ي  دو بع  يب

 29 هـا در روز TNCزان ي ـمن يانگي ـم ،يميمزانش يها سلول
ز درصــد يبرابــر شــده بــود وآنــال 293 ± 9 ،ريــپــس از تکث

CD34 يها سلول
درجـه  ن يانگيدهنده ثبات نسبي م نشان،  +
هـا در روز   برابر شدن تعـداد آن  24ها و  ن سلوليخلوص ا

  بـه دسـت آمـده از    يبـا نتـا  اين نتـاي   . بود يهم کشت 29
 .(21)داشت يخوان هم 1996و همکاران در سالزي مطالعه 
هـاي   ن مطالعه از يـك سيسـتم هـم كشـتي بـا سـلول      يدر ا

 هـاي  كـاري ژنتيكـي شـده كـه سـايتوكاين      مزانشيمي دست
Flt3L  وTPO كردند استفاده گرديد ترش  مي . 
سـلول   2999 يکه بـر رو  يسنج ي  کلونين نتايچن هم    

ش ميانگين تعداد کل يانگر افزايب ،ر انجام شديحاصل از تکث
CFCدر مطالعـه   .روز بـود  29برابر پس از  222 ها به اندازه
 29 ها پـس از CFC، تعداد کل 1996و همکاران در سال يو

 231±  9 ي  دو بعـد يم در مح ـيمزانش يبر روت روز کش
 .(9)داشـت  يخـوان  هماين مطالعه   يکه با نتا برابر شده بود

از  ي  فاقـد اسـتروما حـاک   ي  بـه دسـت آمـده در مح ـ   ينتا
هـا تـا   TNCتعـداد  زان چند برابـر شـدن   ين ميانگيمش يافزا
كشـتي بـا    هـم تـر از روش   نييپـا  يدر سـطح  29ان روز يپا

که  برابر شدن بود، 91 ± 6 نيانگيبا م هاي استرومايي سلول
 (.21)مطابقت داشت 1996در سال زي  هاي ه  مطالعيبا نتا
اما در بعضي  شدهاين مطالعه از محي  فاقد سرم استفاده  در

از سرم در محي  كشت استفاده گرديده اسـت   ،ها هاز مطالع
نشـان دادنـد    1991و همكاران در سال  كوك که يبه طور

تواند  مي ،از آلبومين در محي  كشتكه حضور مقدار كمي 
عوامل بازدارنده موجـود در   ننده تاثيركبه عنوان يك مسدود

ثر ؤتوانـد بـه طـور م ـ    محي  كشت عمل كند، بنـابراين مـي  
ــر   ــت تكثي ــد   HPCظرفي ــزايش ده ــا را اف ــا .(22)ه  ريس

فاكتورهاي ناشناخته موجود در پلاسما يا سرم ممكن است 
اما خطر احتمال  دنها كمك كن HPCتوانايي تكثير  حفظ به

 ــهـاي آلرژيـک نسب ـ   انتقال عوامل پاتوژن و واكـنش  ه ـت ب
  .را كاهش داده است ها تمايل به استفاده از آن ،سرم
از كشت سـه بعـدي   ، ارينگ و همكاران، 1993در سال     

در محي  فاقد سرم  .ندبا پوششي از فيبرونكتين استفاده كرد
كشت داده شـدند كـه    UCB-HSCهاي  سلول ،و سايتوكاين

هـا تكثيـر    سـلول  ،علت عدم وجـود سـرم و سـايتوكاين   ه ب
ها براي تكثيـر و   لذا در اين مطالعه از سايتوكاين .نگرديدند
هـاي خونسـاز    هاي استرومايي جهت حمايـت سـلول   سلول

زان چنـد  يم نيانگيم ،ي  سه بعديدر شرا .(23)استفاده شد
 211 ± 29،روز کشت 29ها پس از  TNCتعداد  برابر شدن

افتـه  يش يسه با دو روش قبل افـزا يبرابر شده بود که در مقا
CD34 يهـا  سـلول  زان چند برابـر شـدن  يم ميانگين .بود

و  +
 29در روز  ، ري ـن روش تکثي ـدر ا زي ـزا ن يکلـون  يها سلول
در تحقيقــات انجــام شــده توســ  يــو و  .داشــتش يافــزا

هـا   روز كشت سـلول  29در مدت  1996همكاران در سال 
نيز افزايش تعداد  MSCدر محي  سه بعدي پوشانده شده با 

CD34هاي  و درصد سلول
هـا در روز  CFCو تعـداد كـل    +

اما در مطالعه بـاگلي و  (. 9)پاياني كشت گزارش شده است
كه از فيبرونكتين به عنوان بستر در  2999همكاران در سال 

هـاي   محي  سلولي استفاده شده بود كـاهش درصـد سـلول   
CD34

   (.24)مشاهده گرديد +
 

 گيري نتيجه
هـاي   از سـلول  تـوان  يم ـ دهد که ينشان م ينتاي  بررس    

جهـت افـزايش    يبعـد  3  يبه خصوص در شرا مزانشيمي
ــلول  ــداد س ــيل   تع ــظ پتانس ــاز و حف ــادي خونس ــاي بني  ه

 کشـت مـدت در محـي     يطور طـولان ه ها ب زايي آن كلوني
 . استفاده كرد

 
 تشكر و قدرداني

نامـه كارشناسـي ارشـد مصـوب      اين مقاله حاصل پايـان     
مركز تحقيقات مؤسسـه عـالي آموزشـي و پژوهشـي طـب      

. باشـد  انتقال خون وابسته به سازمان انتقال خون ايـران مـي  
  فلوسـيتومتري بخـش  وسيله از زحمات پرسنل محترم  بدين

 . شود قدرداني ميسازمان انتقال خون ايران 
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Abstract 
Background and Objectives 

Stem cell transplantation has achieved high success for treatment but the use of this source has 

some limitation. Cord blood transplantation is clinically limited by its low progenitor cell 

contents such as CD34
+
. The aim of this study was to evaluate the effect of  mesenchymal stem 

cells (MSCs) on replication of CD34
+
 in cord blood. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study MSCs were isolated and cultured from BM mononuclear cells. 

MSCs were used for co-culture in two systems of 2D and 3D cultures. After isolation, 

umbilical cord blood CD34
+
 cells were cultured in two different systems. The level of 

expansion in these systems was evaluated by cell count, analysis of   CD34
+
 expression  by 

flowcytometery, and CFU assay . 

 

Results 

Expansion of cord blood HSCs was evaluated at three different culture systems at three 

different times (day3, day 7 and day 10): the medium with cytokine, 2D medium with cytokine 

+ MSCs, and 3D medium with cytokine + MSCs on scaffold. The fold increase of TNC, CFU, 

and CD34
+
 cells at day 10 for the former medium was 87 ± 6, 84 ± 8, 11 ± 3, for the second 

103 ± 8, 111 ± 9, 14 ± 3, and for the latter  127 ± 10, 170 ± 14, 20 ± 4, respectively. The 

highest expansion was observed in the 3D co-culture with MSCs after 10 days.  

 

Conclusions 

The results have demonstrated that the co-culture of CB HSCs with mesenchymal cells could 

increase the rate of expansion especially in the 3D system. 
 

Key words: Mesenchymal Stem Cells, Umbilical Cord Blood, CD34 Antigen, Stem Cells 
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