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 هچكيد
 سابقه و هدف 

است  ييهاتيمحدود يدارا  +CD34يهان سلولييعلت دوز پاه ب استخوان، وند مغزيپ در (UCB)ناف خون بند
برا ممتررين    +CD34هراي   تكثيرر سرلول   ،بنابراين هدف از اين تحقيق. ر شونديها تکثن سلوليست ايبايکه م
 . باشد ورزي مي دست
 ها روش مواد و

 از نظرر  و جداسازي يانسان جفت( USSC)بنيادي سوماتيك غير محدود شده يهاسلولدر يك مطالعه تجربي، 

آلوگرافرت اسرتخواني معردني     داربسرت  يسرس  رو . د شردند ييتا و ييشناسا يکيمونولوژيا و يمورفولوژيك
برا  ) +CD34يهرا سرلول . شردند ده انپوشر  (Feeder)يه مغر  ير عنروان   ه ت، بر ير کف پل نيزو ( MBA)شده
در آخرر  . ر شردند ير تکث يبعد ط دو و سهيص و به مدت سه هفته در شرايتخل يانسانجفت  از  MACS)روش

 .شدانجام  LTC-IC آزمايشز يو ن ي، سنجش کلنيتومتري، فلوسيشمارش سلول
 ها يافته

ن يشرتر يب. ديرسر  352 ± 3/93، بره  يبعد ط سهيمح در +UCB-CD34 يهاسلولتعداد  ،ريتکث پ  از سه هفته
 94در روز  LTC-ICو  ين تعرداد کلنر  يشرتر يمشاهده شد و ب يبعد در کشت سه يتومتريکاهش درصد فلوس

 . حاصل شد
 ينتيجه گير 

ک  خرار   ي، مراتر يخرون  يهانيتوکايشتر سيد بي، با تول MBA يبعد به همراه ساختار سه USSC يهاسلول
ه مناسب بر  مغ يه يعنوان  ه توانند ب يم ين سلوليب يهاجاد برهمکنشيز با ايو ن ياتصال يها، مولکوليسلول

ط خرار  بردن را   يمحر  چ مغز استخوان درياز ن يديش نسبت سطح به حجم، تقلين ساختار با افزايا. کار روند
 .باشد HSCر يتکث يبرا ينيگزيط مناسب و جايتواند محين مدل ميا. سازديفراهم م

 هاي بنيادي خونساز، خون بند ناف، آلوگرافت سلول، داربست آلوگرافت استخواني معدني شده :ات كليديكلم
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1- PhD  استاديار دانشگاه علوم پزشكي بوشهر ـ ايرانهماتولوژي ـ 
 شناسي آزمايشگاهي و بانك خون ـ دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران خونكارشناس ارشد  -1
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  مقدمه 
 Bone Marrow)ونـد مزـز اسـتخوان   يدر حـال حارـر پ      

Transplantation=BMT )مهـ    يانتخـاب  يک روش درمـان ي
بـ    يخون يو اکتساب يمادرزاد يها يمارياز ب ياريبس يبرا

 آلوژنوند ب  دوصورت اتولوگ و ين پيا. (0)ديآ يحساب م
 ـيوند آلوژنيدر پ: دشو يانجام م ش يک ب  صد تا هزار برابر ب

 .(2)از اسـت ي ـخونساز ن ياديبن يها وند اتولوگ، سلولياز پ
 ازس شيپ يها سلول اي ياديبن يها سلول، BMT انجام  يبرا

ن س  منبع مزز استخوان، خـون  ياز ب. از استيمورد ن يخون
،  (Umbilical Cord Blood=UCB)و خون بند ناف  يطيمح

 يهـا سـلول  مـن از يسـال  و ا  ينمون  خون بند نـاف منبع ـ 
( HPC=Hematopoietic Progenitor Cells)يخـون  سـاز   شيپ

کـ  از   ييهـا گر تعداد کل سـلول يد يياز سو يول. باشد مي
ک مانع مه  ين يد ک  بوده و ايآيخون بند ناف ب  دست م

 ex)ر بـرون تـن  يتکث ،ن مشکليغلب  بر ا يبرا. (3-1)است

vivo )يها سلول +UCB-CD34 يهـا  ق سـلول يو سپس تزر 
بـراي فـراه    . (6)گـردد  يشـنهاد م ـ يمـار پ ير شده بـ  ب يتکث

ش نسـبت  يافـزا  و ex vivoط يشرا مشاب  در يطيساختن مح
 در. شوند يها مطرح م ط کشت، داربستيسطح ب  حج  مح

 يهـا  سـلول  يکشت سـ  بعـد  موروع مورد بحث، جا  نيا
ــبن ــاز  يادي ــتخونس ــع  اس ــ  س ــدر تقل يک ــا از  آن دي ه

ــز ــ( Microenvironment)طيمحري  ــي ــان ن ــراف  چيا هم اط
هـا در بـدن    را سـلول ي ـز. (7)شـده اسـت   ياديبن يها سلول

هـا   آن کننـد و در اطـراف   يرا تجربـ  م ـ  يحالت سـ  بعـد  
 يايمزا ين کشت دارايا. ز وجود دارندين يگريد يها سلول

 in vivo يشب ين نوع کشت مورفولوژيا در: باشد يم يگريد

لحـا    از .شـود  يبهتر انجام م ين سلوليبرهمکنش ب. است 
اسـت کـ     ي  ب  حالت واقع ـيار شبيو عملکرد بس يولوژيب
و  يابي ـن نـوع کشـت ارز  ي ـهـا را در ا  توان رفتار سـلول  يم

 يطور  ب.   داديتعم in vivoآن را ب  حالت  کرده و يبررس
در  يمدت طولان يها برا ن سلوليا يريک  قدرت خود تکث

 ـ. بماند يتواند باق يچ نميخارج از ن کنتـرل   ييهـا توانـا   چين
 ـياز تکث در بدن دارند و را ياديبن يها تعداد سلول  ش ازير ب

ت ي ـبـرهمکنش و موقع . (8)کننـد  يم ـ يريجلـوگ ها  حد آن
 ـ يرقرارـمنجر ب  ب ـ ياديچ و سلول بنين نيب ييفضا ت ـحال

 زيتماعدم  سكون و حالتا يز و يو تما يريتعادل خود تکث

 ـبن يها سلول يبرا چيط نيمح ،نين بيا در .(0)شود يم  يادي
. باشد ين  ميهمراه و مواد زم يکمک يها سلول يدارا يخون
 ـبن يهـا  ز سلولي  و تمايد گفت عمل تقسيبا  يبـر رو  يادي

ــ  خــوا  ف ،داربســت . داربســت اســت يکــيزيوابســت  ب
 يکس خـارج سـلول  ي  بـ  مـاتر  يها شب داربست يها يژگيو

(Extra Cellular Matrix=ECM) در  يباشد ک  نقش مهم يم
هـا   داربسـت . ر دارنـد ي ـتکث ييايميو ش يکيزيف يها گناليس

کـ  قابـل    يطـور   باشند ب يم يا برجست  يها يژگيو يدارا
ــتجز ــ  و تخري ــتندي ــث  در(. Biodegradable) ب هس بح

ر ي، تکثيقدرت چسبندگ يها رو ، داربستياديبن يها سلول
هـا در   ش سـلول يقادر ب  افـزا  يگذارند و حت يز اثر ميتما و
ــز ــراي ــط اير ش ــ دهي ــند يآل م ــتخوان دارا. (01)باش  ياس

در داخـل   ياست ک  حضور مواد معدن ينيپروتئ يکسيماتر
ــا ــاتري ــرا ،کسين م ــتحکام آن رــرور يســخت يب  يو اس
 يهـا  سـلول  يبـرا  يشـنهاد يپ( Scaffold)داربست. باشد يم

 يمـواد معـدن   يکـ  حـاو   يو مزز استخوان در حـالت  يخون
ا ي ـMBA  (Mineralized Bone Allograft )داربسـت  باشـد، 

 يطور  است ب" شده يمعدن يآلوگرافت استخوان"داربست 
 يهـا  گناليانتقـال س ـ  ييو توانا يکيمکان يداريپا يک  دارا

 و ياسـتخوان  يهـا    سلوليک و تقسيتحر يبرا ياختصاص
 ـبن يهـا  د سلوليتول منشـا   يپودرهـا . (00-03)اسـت  يادي

روند  يکار م  وند استخوان بيپ يگرفت  از مزز استخوان، برا
بافت  يبرا يکنندگ کيقدرت تحر يک  خود دارا يطور  ب

ز ي ـکـژژن و ن  يا نـ  يزم يها نيپروتئ ياستخوان بوده و دارا
. (01، 01)باشـند  يم ـ TGFرشـد مثـل خـانواده     يفاکتورها

.   خود بافـت اسـتخوان اسـت   ين داربست شبيا يها يژگيو
 يهــا داربسـت  يسـ  بعـد   يو توپـوگراف  يهندس ـ سـاختار 
چسـبنده   يهـا  ده شدن با سـلول يدر صورت پوش ياستخوان
ر ي ـک غيسـومات  يادي ـهـاي بن  ا سلولي يميتور مزانشيپروژن

 (Unrestricted Somatic Stem Cells = USSC)محدود شده 
ط سـ   يمح کرويم يتواند تا حدود ي، مي  مزذيب  عنوان لا

ــمزــز اســتخوان را تقل يبعــد ــ  تزاي ــد کــرده ومنجــر ب د ي
UCB-CD34 يها سلول

 يهـا  بـا سـلول   يکشت ق ه ياز طر +
اسـترومال   ياه ـ سـلول . (06، 07)جفـت شـود   USSC دريف
 (كوكالچر)كشتي  ن ه واعن  ب يخون ياديبن يها سلول يراب

 منطق   ،اـه ن سلولـيا يـچگال شـيا افزاـب و رح هستندـمط
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 يد فاکتورهــايــتول يکوچــک بــرا يا  يــز ناحيــو ن يخــون
ن ين، پاراکرايرشد اتوکرا ياز فاکتورها يغلظت کانون)رشد

ــرا  ــ( نيو اگزوک ــ  وجــود م ــآ يب ــان. (08، 00)دي ــ   يزم ک
ک طرف ب  کـف  ياز  يدر مانند کشت دو بعديف يها سلول

هدف در تماس باشـند،   يها گر با سلوليت و از طرف ديپل
 ياما زمـان . ک سطح هستنديتنها قادر ب  ترشح فاکتورها در 

ط در تماس يبا مح يصورت س  بعد  ب دريف يها ک  سلول
ش يش ترشح فاکتورها را داشت  و منجر ب  افـزا يباشند، افزا

بـا   MBAن داربست متخلخـل  يبنابرا. دنشو يدر ميف ييآکار
ــ ــوگراف يســاختار هندس ــ  دارد، يســ  بعــد يو توپ در  ك

 USSCچسبنده استرومال يها شدن با سلول پوشيدهصورت 

مزز استخوان  يط س  بعديمح کرويم يتواند تا حدود يم،  
 .د کنديرا تقل

 ـبن يهـا  ش تعداد سـلول يافزا هدف از اين تحقيق،      يادي
ط کشـت  يو در شرا يکيژنت يورز ن دستيخونساز با کمتر

ش نسبت سطح بـ  حجـ    يک  افزا يطور  ب. بود يس  بعد
 ـياسترومال، افزا يها سلول ي  مزذيلا  يهـا  ر سـلول يثاش ت

و  ي، سلوليکيزيط فيد شراياسترومال در واحد حج  و تقل
افتـ   يد ي ـتزا يها ن سلوليط بدن برقرار شود و ايمح کرويم

 .خود را حفظ کرده باشند يزيل تمايقدرت و پتانس
 

  ها روشمواد و 
 : USSC يها سلول ينمون  و جداساز يآور جمع

خـون بنـد نـاف بـر      يواحـدها در يك مطالع  تجربي،     
در دانشگاه  يت  اخژق پزشکيمصوب کم يکارها اساس راه

گـرفتن   ين افراد بـرا ياز ا. شدند يآور ت مدرس جمعيترب
. نام  گرفتـ  شـد   تيررا ،ي  نمون  آمارينمون  ب  منظور ته

هفتـ    1 يواحد خـون بنـد نـاف ط ـ    01طور متوسط از   ب
کول، يل فـا استفاده شـد و در ابتـدا بـا روش معمـو     يمتوال

( Mono Nuclear Cells = MNCs) يا تک هسـت   يها سلول
 يهـا  سپس سـلول . ندخون بند ناف جدا شد ين واحدهايا

USSC ص يکوگلر و همکارانش تخل دستورالعملاساس  بر
و پاسـاژ   يموجـود نگهـدار  دستورالعمل اساس  شدند و بر
تـک   يهـا  ن صـورت کـ  سـلول   يب  ا. (21-22)داده شدند

 PBS (Phosphate Bufferedحاصل، دو بار با بافر  يا ست ه

Saline) ـ  کمـک لام نئوبـار و رنـ       شست  شده و سپس ب

کـ  از هـر    يبـ  طـور   شدانجام  يبلو شمارش سلول پانيتر
 ـ تـك   ون سـلول ي ـليم 011تـا   011طـور متوسـط     نمون  ب
جـــا درصـــد زنـــده  نيـــدر ا. ديـــجـــدا گرد اي هســـت 

زنده ب  کـل   يها با شمارش سلولها  سلول( viability)بودن
ن ي ـسپس ا. درصد بود 01ش از يدست آمد ک  ب  ها ب سلول
و اسـتخراج   يهفت  جهت جداساز 1تا  2ها ب  مدت  سلول
 DMEM (Dulbecco'sط کشـت  يدر مح ـ USSC يها سلول

Modified Eagle Medium Low Glucose )   31بـ  همـراه% 
FBS ( ين ـيجن يسرم گـاو (Fetal Bovine Serum 7   01تـا 

ــول  ــازون و م ــي 2دگزامت ــول  ميل ــامم ن و در ياولتراگلوت
و  CO2  1%،گـراد  درج  سانتي 37 يبا دماT25  يها فژسک

 يهـا  سـلول  يرطوبت بالا کشت داده شـدند تـا رشـد کلن ـ   
 يط کشت و بررس ـيض محيتعو. آغاز شود USSCچسبنده 

هـر هفتـ     USSC يها سلول يل کلنيفژسک از جهت تشک
. گرفت يط کشت صورت ميدو بار بست  ب  رن  محک تا ي

 يط مشـاب ، بـرا  يک بار پاساژ با محيها و  يبعد از رشد کلن
بـا   T75بـزرگ   يهـا   از فژسـک  ،ها سلول يبعد يپاساژها

بـدون دگزامتـازون    يول ـ يط کشـت اختصاص ـ يهمان مح ـ
 يجداساز يها د سلولييو تا ييشناسا يبرا. دياستفاده گرد

 يدييپ تايمونوفنوتاياز ا ، USSC يها لشده ب  عنوان سلو
 يســطح يمارکرهــا. شــداســتفاده  يتومتريبــا روش فلوســ

 ـا شـدند،  يبررس ـ ،شـده  يجداسـاز  USSC يهـا  سلول ن ي
 ، CD166 ،CD73  ،CD105  ،CD90 يهــا مارکرهــا ســلول
CD44  وCD133 ن مارکرهـا مثبـت   يا يبرا)كنند را بيان مي

ــتند ــاي   و( هس ــراي ماركره  و CD45 ، CD117  ،CD34ب
Cadherin V هـا مـاركر    ايـن سـلول  . باشـند  مي يمنفKDR 

(FLK-1 )در ايـن  (. مثبت رـعيف )كنند را نيز كمي بيان مي
تحقيق آزمايش تشخيصي براي ماركرهاي سـطحي سـلولي   

ــت  ــنهادي وارن ــاي پيش ــاس ماركره ــام ( Warnet)براس انج
 (. 23)شد
 

 : MBAروي چاهک و داربست  USSCهاي  کشت سلول
س از ـاف پـد نـن بنـوشده از خ جدا USSC يها سلول    

 يهـا  چاهـک  ي، رويصيو تشخ يدييتا هاي آزمايشانجام 
 يپوشـاننده سـطح دو بعـد    و ي  مزذيب  عنوان لا ييتا 18

ن ي ـدرصـد، ا  81دن ب  تراک  يپس از رس. کشت داده شدند
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بـ   C (Mitomycin )ن يس ـيتومايبـا م  USSC يها   سلوليلا
 خونسـاز  يهـا  بـا سـلول   يکشت جهت ه  µg/mL 01زان يم

CD34
  ي ـلا يتوزيت ميک  فعال يطور  ب. ر فعال شدنديغ +

و رد  يکيوتيب يت آنتين فعاليسيتومايم. بان متوقف شديپشت
 ير سلولياز تکث،  DNAدارد و با اتصال متقاطع ب   يتومور
 يهـا  ن سـلول ي ـپوشش دادن ا يبرا. (21)کند يم يريجلوگ

  ي ـب  عنوان لا MBAداربست  يها سياسژ ياسترومال رو
 T75فژسـک   3از بـ   ين ،يو پوشاننده سطح س  بعد يمزذ

 ـ  3 × 016در مجمـوع  )درصـد اسـت   81با تراک     سـلول ب
 ـبـا ا  USSC يهـا  سـلول  T75ک  از هر فژسـک   يطور ن ي
 يد ک  برايآ يدست م  ون سلول بيليک ميدر حدود  ،تراک 

 يرو( هـا  اي از سـلول  پوشاندن سـطح بـا لايـ    )عمل کوت
قبـل از عمـل   . (باشـد  يون سلول م ـيلياز ب  س  ميداربست ن

ها مسـتعد   اتصال سلول يد برايها با ، داربستيکاشت سلول
 21ن منظـور بـ  مـدت    يبـد . بـاز شـوند   ها شده و منافذ آن

درصد در بافر  0/1ن يداربست در ژلات يها سيساعت اسژ
PBS  ن مـدت  ي ـپـس از ا . ور گشت  و انکوبـ  شـدند   غوط
متر  يليم 8تا  6با قطر  ييها داربست ب  مکعب يها سياسژ

 ـا. برش داده شـدند  خانـ  و بـ     6ت ي ـهـا در پل  ن مکعـب ي
. ده شـدند ي ـف و تا حد امکـان فشـرده، چ  يک رديصورت 

 يظ سـلول يون غل ـيسوسپانس ـ ،ن قطعـات ي ـا يسپس ب  رو
ن يــا. ندســاعت انکوبــ  شــد 02و بــ  مــدت  شــدارــاف  
درصد  31و با سرم  DMEMط يدر مح يون سلوليسوسپانس

ت ي ـک چاهک پليب   يسپس هر قطع  داربست ب  آرام. بود
منتقل شده و ب  مدت سـ  روز انکوبـ  شـدند تـا      ييتا 18

 يهـا  ن مـدت سـلول  ي ـدر ا. دي ـدست آ  درصد ب 81تراک  
گر و يکـد ياتصالات خود را با  USSCشکل  يچسبنده دوک

اند  کرده يريگيک  جا يمحل يبا داربست محک  کرده و رو
 ييها برش ،ن مرحل يدن ب  ايبعد از رس. شوند يپهن و باز م

ــرا ــردار ياز داربســت ب کروســکو  يم يانجــام عکــس ب
ــ ــ يالکترونـ ( Scanning Electron Microscope)يروبشـ
شـگاه  يک دانشگاه تهران آزمايدر دانشکده الکترون)برداشت  

ر ي ـغ. فعـال شـدند   ري ـغ  Cنيسيتوماي  با ميو بق(   نازکيلا
 نيدر ا يشود ول يز انجام ميبا کمک اشع  گاما ن يساز فعال

تخلخـل هسـتند و    يدارا MBAداربسـت   يها سيجا اسژ
  پوشش اشع  قرار طور کامل تمام نقاط را تحت  توان ب ينم

 . داد
 

CD34هاي  ه  کشتي سلول
 : USSCبا  +

CD34 يها ت سلوليدر نها    
کول و يبا روش معمول فـا  +

 آلمـان، )نشاندار شده با مگنـت  يباد ياستفاده از آنتسپس با 
ــ   LS Separation يهــا و ســتون( بيوتــك  MACSروش ب

(Magnetic Activated Cell Sorting )متعلــق بــ  شــرکت 
شـرکت سـازنده، از خـون     دستورالعمل، طبق ميلتني بيوتك

زان زنـده بـودن   ي ـن مييپس از تع. شدند يبند ناف جداساز
 FACS  (Fluorescenceيتومتريد از فلوسييتا يها، برا سلول

Activated Cell Sorting()اسـتفاده  (پارتـك آلمـان   دستگاه ،
 PBSسلول شمارش و بـا بـافر    011ک  تعداد  يطور  شد ب
ــا اســتفاده از  .شــدداده شستشــو  FBSدرصــد  1 يحــاو ب
 تيانيوس ـيزوتين ايبـا فلورس ـ  شـده  كونژوگـ   هاي بادي آنتي

(Fluorescein Isothiocyanate Conjugated = FITC 

cAntibodies)  رد  يزيآم رنCD34
 .انجام شد +

ــ از     ــاد يآنت ــ  عنــوان ا IgG1 FITC-mouse يب ــزوتيب پ ي
. بودن واکـنش اسـتفاده شـد    ين اختصاصيتضم يکنترل برا

ن بودنـد  ييپـا  يپراکنش نـور  يک  دارا يا  يها در ناح سلول
 ين شـدند و بـرا  يـي تع  Low Side Scatter-Gateبـ  عنـوان  

 .استفاده شد فلومكس افزار از نرم يابيارز
ــس از تا     ــپ ــيد و تعيي ــلول ي ــد س ــا ن درص CD34 يه

+ 
هـا بـ  سـ  حالـت کشـت داده       ن سـلول يشده، ا يجداساز
 :شدند

CD34 يهـا  کشت سـاده سـلول  : حالت اول
چاهـک   0در  +

 .در و بدون داربستيبدون ف ييتا 18ت يپل
 0در در ي ـخونسـاز بـا ف   يهـا  سـلول  يه  کشت: حالت دوم
 .ييتا 18ت يچاهک پل

در و بـ   ي ـاز بـا ف س ـخون يهـا  سلول يه  کشت: حالت سوم
 .ييتا 18ت يچاهک پل 0 همراه داربست در

 يت اختصاصـط کشـيت از محـ  حالـن سـي  اـيکل در    
فـرم  ) Stem Spanط يمح ـ يعن ـيخونساز  ياديبن يها سلول
بــ  نــام  Stem Cell Technologiesآن از شــرکت  يتجــار

StemSpan SFEM ب  همراه فـاکتور رشـد سـلول    (   شديته
ــبن ــو(SCF) Stem Cell Factor = ياديـ ن يتي، ترومبوپـ

(thrombopoietin = TPO)،Flt-3  ــديل  FMS-like)گانـ
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tyrosine kinase 3-ligand)  زان ي ـک بـ  م ي ـ، هرng/mL 11 
سـلول   013 ،ن سـ  حالـت  ي ـهر چاهک از ا ب . شداستفاده 
CD34خونساز 

 ،هـر حالـت   يبـرا . اراف  شد( روز صفر) +
 ـ     يچاهـک ط ـ  0ن يا يها سلول   سـ  هفتـ  و هـر هفتـ  ب

ن ي ـر در ايزان تکثيصورت س  بار تکرار شمارش شدند تا م
در ي ـها بدون ف در حالت اول ک  سلول. س  شوديحالات مقا

CD34 يهـا  سـلول  يبودند، ب  آرام ـ
 يهـا  معلـق از خانـ    +

و بـا کمـک رنــ     mL 0و در حجــ   يآور   جمـع مربوط ـ
حالـت دوم و   يبـرا . پان بلو و لام نئوبار شمارش شدنديتر

احتمـال   ،موجـود بـود   USSC يها از سلول يدريسوم ک  ف
 ـ وجـود دارد خونساز  يها در با سلوليف يها ادغام سلول   ب

 يبـرا . کننـد  يجـاد م ـ يخطا ا يک  در شمارش سلول يطور
 يهـا  پتـاژ سـلول  يابتـدا بـا کمـک پ   ن خطـا  ياز ا يريجلوگ

 mL جدا شده و در فالکون يدر ب  آراميخونساز متصل ب  ف
کـ    ييهـا  سـلول  يمابق يشدند و سپس برا يآور جمع 01
ون يراس ـيآسپ ،در متصـل شـده بودنـد   ي ـتر بـ  ف  محک  يکم
CD34 يهـا    سـلول ي ـت کلي ـدر نها. اعمال شد يدتريشد

+ 
 ين مخلـــوط ســـلول يـــســـپس ا. شـــد يآور جمـــع

CD34يها سلول)
+
صـورت معلـق در     ک  اکنون ب( دريو ف  

ده شده با يپوش)ن  شدهيت ژلاتيک پليفالکون قرار دارند، ب  
سـاعت انکوبـ     6منتقل شده و پـس از  ( درصد 2/1ن يژلات

CD34معلـق   يهــا شـدن، سـلول  
 و يآور ط جمــعياز مح ـ +

دن يساعت منجر ب  چسب 6ون ين انکوباسيا. شمارش شدند
 يهـا  مانـدن سـلول   يدر و معلـق بـاق  ي ـف يهـا  مجدد سلول

CD34
 يافت  بـرا يد يتزا يها ن سلولياز ا يگروه. شود يم +

CD34 يمارکر سطح يبررس
استفاده ( يتومتريانجام فلوس) +

با اسـتفاده از   ييزا يکلن يبررس يگر برايد يشدند و گروه
 Enriched  Methocultآن يفـرم تجـار  ) Methocultط يمح

H4435 ) ــتورالعملو ــازنده   دس ــرکت س  Stem Cell)ش

Technologies )ت گـروه  ينها در. قرار گرفتند يابيمورد ارز
و ( H 1011 يفـرم تجـار  ) Myelocultط يآخر با کمک مح

( Stem Cell Technologies)شـرکت سـازنده    دسـتورالعمل 
. (21-27)بـرده شـدند   کـار   ب LTC-IC آزمايشانجام  يبرا

و بــا  Student’s T-Test يق از آزمــون آمــاريــحقن تيــدر ا
و  اسـتفاده شـد   p-valueمحاسب   يبرا SPSSافزار  کمک نرم

11/1 p< ورت ـص  ها ب ت دادهينها در. معنادار تلقي گرديد 

 .  شدنديار ارايانحراف مع± ن يانگيم
 

 ها يافته
 : MBAاز سطح داربست  SEMنتاج حاصل از عکسبرداري 

 يهـا  ي، کلن ـيط اختصاص ـيهفت  کشت در مح 2پس از     
 دي ـل گرديجداشـده از خـون بنـد نـاف تشـک      USSC  ياول
ده و پهـن بودنـد و در   يها در ابتدا کش ـ ن سلوليا .(0شکل)

آزمـايش  . تـر شـدند   دهيشکل و کش ي، دوکيبعد يپاساژها
ــمونوفنوتايا ــپ تاي ــا روش فلوســ يديي ــر رو يتومتريب  يب

هـا   ک  نشان داد سـلول  شدجام نشده ا يجداساز يها سلول
مثبــت بــوده و  CD44 و CD73  ،CD105 يمارکرهــا يبــرا
 (.0نمودار)دارند يان کميب KDR يبرا
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ط يپ  از دو هفتره کشرت در محر    USSCه ياول يها يکلن : 9شکل 
باشرند و در   يده و پهرن مر  يکشر  در ابتردا  ها ن سلوليا. ياختصاص
 .شوند يتر م دهيشکل و کش ي، دوکيبعد يپاساژها

 
کروسـکو   يبـا کمـک م   MBAر سطح داربسـت  يتصو    

SEM ، ن داربست يا يبرا%  11در حدود  ينشان از تخلخل
 . (2شكل )دارد
 يار کـوچک يک  در سطح داربسـت منافـذ بس ـ   يطور  ب    

ره ي ـن منافـذ ت ي ـکروسـکو  ا ير ميدر زشود ک   يمشاهده م
 يهـا  بـا سـلول   MBAداربسـت   كـ   يزمـان . باشند يرن  م
USSC ياـه ـ ن سطوح با سـلول يا ،پوشش داده شده است 

 يسطح خالده و ـده شيپوش USSCشکل  يـده و دوکـيکش
ها کمتـر بـ     ن سلوليالبت  ا. شود ميداربست کمتر مشخص 

 يخـارج  هاي قسمت رويشتر يداخل حفرات وارد شده و ب
 011حـدود  در  ها ن سلولياندازه ا. اند قرار گرفت ن منافذ يا
تــوان يشــتر مــيب يينمــا بــزرگ باشــد و بــا يکرومتــر مــيم
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اين . آمده است افزار در کنار يکديگر ، نمودار کنترل منفي و نمودار آزمون مورد بررسي از طريق نرمUSSCهاي  ايمونوفنوتيپ سلول :9 نمودار

 .بيان مثبت ضعيف دارندKDR (FLK-1 )مثبت و نسبت به  CD105و  CD73  ،CD44ها نسبت به  سلول
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

به  دريف يها بدون سلول SEMکروسکوپ يبا کمک م MBAر سطح داربست يتصو :MBA. A داربست سطح از SEM يعکسبردار : 3شکل 
توان  ير شکل ميبا اندازه اشاره شده در ز .پوشش داده شده است USSC يها که با سلول يزمان MBAر سطح داربست يتصو :B .کنترلعنوان 
 .باشد يره ميشود و سطح داربست ت يمشاهده نم يسلول Aر يکه در تصو طور مجزا مشاهده کرد حال آنه را ب USSC يها سلول
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کـ  سـطح    طور مجزا مشاهده کرد حـال آن   هر سلول را ب
 ين نوارهـا ي ـره بـوده و ا ي ـت يينمـا  داربست با همان بزرگ

 .     شوند يمشاهده نم يروشن سلول
 
CD34 يها ج حاصل از شمارش سلولينتا

+ : 

CD34 يها سلول    
ط يهسـتند و در مح ـ  يمعلق و کـرو  +

 ـا. باشند يصورت شناور م  کشت ب سـ    يهـا ط ـ  ن سـلول ي
 ــهفت  و با س  دي ـزان تزاي ـو م شـده شـمارش   ار تکـرار ـ  ب

  .(0جدول )ان شده استيب  روز صفر بها نسبت  سلول
CD34 يهـا  سـلول  يه  کشتدر     

در ي ـف يهـا  سـلول و  +
USSC  ،يها ش از حد سلولير بيتکث CD34

قابل مشاهده  +
 يد سلوليتزا يدر بر رويف يها ر سلولياست ک  نشان از تاث

هـا تـا    ن سـلول ي ـش تعداد ايافزا ،يس  بعددر حالت . دارد

است ک  نسـبت بـ  حالـت کشـت دو      برابر روز صفر 211
برابر  82/0" بايبرابر روز صفر شده است، تقر 037ک   يبعد

 ـبـا ف  يول ين حالت در کشت دو بعديا. است  213در بـ   ي
 ،سـاده  يس  با حالـت دو بعـد  يده است ک  در مقايبرابر رس

-pد، يهر هفت  تزا يبرا. (3شكل )باشد يبرابر م 1/0" بايتقر

value ط سـ   يدر و کشت در شـرا يف يدر حالات کشت رو
و  هسـاده، محاسـب  شـد    يبعـد  نسبت بـ  کشـت دو   يبعد

 (.2نمودار)دست آمد  معنادار بودن آن ب
 
  :يتومتريج فلوسينتا
و  درصد بود 00 در روز اول ، CD34ان مارکر يدرصد ب    

ن يـي تع درصـد  01حـدود   ا درـه ـ درصد زنده بودن سـلول 
 . (3نمودار )شد
 

 در طي سه هفته تكثير +CD34هاي  شمارش سلول: 9جدول 
 

 زمان
 هفته اول روز صفر حالت

 (تزايد سلولي)
 هفته دوم

 (تزايد سلولي)
 هفته سوم

 (تزايد سلولي)
كشت دو بعدي 

 سلول 03811 ± 0611 سلول 013 ساده
(6/0 ± 8/03) 

 سلول 63111 ± 3211
(2/3 ± 1/63) 

 سلول 036011 ± 8111
(8 ± 0/036) 

 سلول 28711 ± 3111 سلول 013 كشت روي فيدر
(1/3 ± 7/28) 

 سلول 011311 ± 00111
(00 ± 3/011) 

 سلول 213611 ± 1611
(6/1 ± 6/213) 

كشت در شرايط 
 سلول 11811 ± 1011 سلول 013 س  بعدي

(0/1 ± 8/11) 
 سلول 011111 ± 1811
(8/1 ± 1/011) 

 سلول 211111 ± 03211
(2/03 ± 211) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 

به صورت دومي  USSCهاي  در اين تصاوير سلول. درهفته دوم C:و  B. در هفته اول : USSC .Aو  +CD34 يت هم کشتلياز پ يريتصو :3شکل 
معلق و مروي  +CD34هاي خونساز  باشند حال آن مه سلول ها چسبنده مي اند اين سلول شكل و مشيده، در قسمت بستر پليت مشت قابل مشاهده

هاي  بر روي تكثير بيش از حد سلول USSCهاي  با گ شت زمان تاثير مثبت سلول. اند به دام افتاده USSCهاي چسبنده  بوده و در بين سلول
CD34+ قابل مشاهده است . 
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 سه هفته يط CD34+ يها د سلولياز تزا ينمودار ستون :3نمودار 

 
 ـديده شد پس از س  هفت   CD34كاهش بيان       يطـور   ب
درصـد و در   6/7زان ي ـبـ  م  يدر حالـت سـ  بعـد   ان يک  ب

ــ    ــاده ب ــت کشــت س ــود  1/01حال ــرده ب ــت ک  درصــد اف
 (. 1نمودار)
 
 
 
 
 
 
 
 

از نظر ميزان بيان مارمر  HSCsنمودار فلوسيتومتري : 3نمودار 
CD34 در روز صفر 

 
 : Colony Assayج حاصل از ينتا
ــنجش کلنـ ـ     ــرا يس ــ يب ــ يبررس ــيخصوص  يات عمل

 ـ شـود  مـي افت  انجام يد يتزا يها سلول ن ي ـکـ  ا  يطـور   ب
ن يدر ا. نشده باشد يزي  کاهش قدرت تماـر بـد، منجـيتزا

خونسـاز مـورد    يهـا  سـلول  يـي زا يکلـون  ييتوانـا  آزمايش
 ودـشتر، نشان از وجيب يتعداد کلون. رديگ يرار مـق يـابيارز
  لي  و قادر ب  تشکـافتيز نـيتما ياـه سلول يرـشتيداد بـتع

 BFU-E / CFU-E عنـاوين  ها تحـت   ين کلنيا. دارد يکلون
(Burst Forming Unit- Erythroid )و  يقرمز آجر يها يکلن

-CFUباشند،  يص نمي  قابل تشخيها در حاش گرد ک  سلول

GM (Colony Forming Unit- Granulocyte/ 

Macrophage )تر ک  سـاختمان   ر متراک يبازتر و غ يها يکلن
 -CFU-M  (Colony Forming Unitنـد، شـکل دار  يا سـتاره 

Macrophage )زيــــو ن CFU-GEMM (Megakaryocyte /- 
Colony Forming Unit- Granulocyte/ Erythroid/ 

Macrophage) در مجمــوع . نــدا هشــد يبنــد ، طبقــCFC-C 
(Colony Forming Cell- Count )ب  سلول  0111هر  يراـب

ساده بـا گذشـت    يکشت دو بعد در. (2جدول )دست آمد
افتنـد کـ  نشـان از کـاهش     يز کاهش يها ن يزمان تعداد کلن

 ـبن يهـا  سلول در حالـت هـ    . ط کشـت دارد يدر مح ـ يادي
در ن  تنها کاهش مشاهده نشـد بلکـ    يف يها با سلول يکشت
ن تعـداد  يشـتر يکـ  ب  يطـور   ز مشاهده گشت ب ـيش نيافزا
ن تعـداد  ي ـدر هفت  سوم ا يول ،شد ديدهدر هفت  دوم  يکلن

در هـر هفتـ  نسـبت بـ  کشـت دو       p-value .افتيکاهش 
  ک  نشان از دشمحاسب   T Testابط  ربر حسب  ساده يبعد
 .(1نمودار )داشتدار بودن آن امعن
 

 : LTC-ICنتايج حاصل از 
 ازـساز خونس ـ شيپ يها سلول ،بدن يعيط طبيمح کرويدر م

ط سـلول يکـرومح ين ميباشند بنـابرا  يز ميز نـي  تماـادر بـق
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افته در يد يتزا +CD34 يها نمودار مربوط به سلول :A. ديتزا پ  از سه هفته CD34 مارکر انيب زانيم نظر از HSCs يتومتريفلوس نمودار :4نمودار 
 يتومتريفلوس نمودار :B. کونژوگه شدند يپ کنترل منفيزوتيک ايبه عنوان  ينوکلونال موشوم يباد يکه با آنت يدر در حاليف يحالت کشت رو

HSCs مارکر انيب زانيم نظر ازدر يف يافته رويد يتزا CD34 باشد يدرصد م 5/92ها که  آن سطح در. C: يها نمودار مربوط به سلول CD34+ د يتزا
 نمودار :D. کونژوگه شدند يپ کنترل منفيزوتيک ايبه عنوان  ينوکلونال موشوم يباد يکه با آنت يدر حال يافته در حالت کشت سه بعدي

 . باشدي درصد م 6/7ها که  آن سطح در CD34 مارکر انيب زانيم نظر از، يافته در حالت کشت سه بعديد يتزا HSCs يتومتريفلوس
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 مختلف يها حالت در ييزا يکلن آزمون جينتا :5نمودار 

 
، بـا  آزمايشن يدر ا. ندك يت ميز حماياز رشد و تما ياديبن

تـوان بـ     يمختلـف م ـ  يهـا  يل کلـون يز و تشکيتما يبررس
سـنجش عمـل    ين برايبنابرا. برد ي  پياول يها وجود سلول

-LTC آزمايشها در داخل بدن، از  عملکرد آن يساز  يو شب

IC شـده   يتازه جداساز يها در ابتدا سلول. شود ياستفاده م
 6372هر  ي  ب  ازاـد کـشدن يررسـش بـن سنجـيا يراـب

کشت، تعـداد   ک هفت يپس از . مشاهده شد يکلن 0 ،سلول
 يکلنــ 0 ســلول 0631هــر  يافتــ  و بــ  ازايکــاهش  يکلنــ

  يدـ  بعـت سـز کشيدر و نيف يدر کشت رو. مشاهده شد

 
سـاده در هفتـ  اول    يبـا کشـت دو بعـد    يمعنـادار تفاوت 

  ي ـاول يها سلول يمشاهده نشد ک  نشان از حفظ و نگهدار
 . نسبت ب  کشت ساده دارد يياستروما يها سلول در کنار

 ـ يش يار افـزا يها بس ـ يکلن يفراوان ،در هفت  دوم       افـت ب
ن حالـت  يا. ديسلول رس 3021در هر  يکلن 0ک  ب   يطور

 يهـا  ر سـلول ي ـحفـظ و تکث بر در يف يها اثر سلولنشان از 
 02811هر  ي  در کشت ساده ب  ازاـک ال آنـ  دارد حـياول

در هفتـ  دوم در اثـر    يعني. مشاهده شد يکلن 0تنها  ،سلول
 ـبن يهـا  سـلول  ،اسـترومال  يهـا  بـا سـلول   يکشـت  ه   يادي
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-LTC آزمـايش ج  ينت يول .اند دهيبرابر رس 60/0خونساز ب  

IC کـ  در   يطـور   متفاوت بود ب اريان هفت  سوم بسيدر پا
هـا بـ     يتعداد کلن ـ،  USSC يها با سلول يط ه  کشتيشرا

ز روند يد و در کشت ساده نيسلول رس 0611در هر  0عدد 
ل ي ـسلول تقل 21178در هر  يکلن 0کاهش ادام  داشت  و ب  

 .افتي
 

در حا ت  +CD34هاي حاصل از هزار سلول  ملونيتعداد : 3جدول 
 هاي مختلف و زمان

 
CFC  سلول 9222در هر 

 2/26 ± 1/2 روز صفر
 هفت  اول

 8/01 ± 0/3 كشت دو بعدي ساده
 0/21 ± 1/2 كشت روي فيدر

 8/07 ± 6/0 كشت در شرايط س  بعدي
 هفت  دوم

 6/0 ± 3/0 كشت دو بعدي ساده
 7/31 ± 8/2 كشت روي فيدر

 0/22 ± 3/2 كشت در شرايط س  بعدي
 هفت  سوم

 1/6 ± 2/0 كشت دو بعدي ساده
 6/23 ± 3/2 كشت روي فيدر

 1/00 ± 0/2 كشت در شرايط س  بعدي
 

 بحث
 ياريبس ـ يکاربردهـا  ،خونسـاز  ياديبن يها سلول ريتکث    

خونسـاز نابـال     يهـا  سلول ينيدارد از جمل  در استفاده بال
CD34

مثـال   يبرا .هاست ن سلوليش تعداد اياز ب  افزاين،  +
ب يها دچار آس ـ ، سلوليا اشع  درماني يدرمان يميدر اثر ش

ط ين شـرا ي ـدر ا. باشـد  يهـا م ـ  د آنياز ب  تجديشوند و ن يم
 يونـدها يدر پ. کننـده اسـت   ک روش کمکي يکشت سلول

د ي ـاز بـ  تزا يشوند، ن يوند انجام ميل رد پيچندگان  ک  ب  دل
CD34 يهـا  د سـلول يکشت و تزا. است ياديبن يها سلول

+ 
 ـ  يم ـ ي  سلوليها ب  فاز تقس ن سلوليباعث ورود ا   شـود ب

از بـ   ي ـن يروس ـيو انتقـال ژن و  يژن درمان يک  برا يطور
  .  استيدر فاز تقس يسلول

 کشت سلول و بافت در  ييآدن کارـر شـور بهتـ  منظـب    
( in vivo)بـدن  يط س  بعدياز ب  خلق شرايبافت، ن يمهندس

ن منظـور،  ي ـا يبـرا . اسـت ( ex vivo)بـدن در حالت خارج 
هـا کشـت داده    داربست يبافت مورد نظر بر رو يها سلول

نــ  اســتفاده از يشــرفت در زميرونــد پ. (28-32)شــوند يمــ
 ش است و ي  سرعت رو ب  افزاب ،وند عضويدر پ ها داربست

  ب  بافـت هـدف   يشب ييبهبود آن از مواد و ساختارها يبرا
بـالقوه   ييبافت توانا يک  مهندس يطور  ب. کنند ياستفاده م

از بـ   ي ـن منظـور ن ي ـا يبرا. داردساخت عضو و بافت  يراب
زمـان   ط داخل بدن است کـ  از کشـت هـ    يمح يساز  يشب

اسـتفاده شـده    يياسـتروما  يهـا  هـدف و سـلول   يها سلول
  مزز استخوان يوند و ترميپ يمطرح برا يها داربست. است

 DBM (Demineralized Boneو  MBA  و غضــــروف

Matrix )مزـز اسـتخوان از دو بخـش     .(01، 33-37)هستند
 يبرا يل شده است ک  بخش معدنيتشک يو معدن ينيپروتئ

در . لازم اســت يو گرانشــ يکياســتحکام، مقاومــت مکــان
حذف  يديآن با استخراج اس يبخش معدن ، DBMداربست 

موجود هسـتند   ي  مواد معدنيکل،  MBAدر  يشده است ول
ب  خـود بافـت مزـز اسـتخوان      يساز  ين حالت شبيک  در ا

 ـبن يهـا  سـلول  يحالت س  بعد. شتر استيب در بـدن   يادي
 ـ طيمح ـ کـرو يم يساز  يمنوط ب  شب  ـ ي اطـراف   چيا همـان ن

 يهـا  سـلول  ex vivoر ي ـتکث. شـده اسـت   ياديبن يها سلول
باشـد کـ     ياد ب  گون يبا يکيژنت يهمراه با دستکار ياديبن

ها نشده و بـا حفـظ حالـت    خت  آنير افسار گسيموجب تکث
 ري ـفـاز تکث  يها را ط ـتعداد آن ،هان سلوليافت  در ايز نيتما
 . اد کنديز

 ينشان داد ک  در حالت س  بعـد  يج شمارش سلولينتا    
 يها نسبت بـ  حالـت کشـت دو بعـد     ش تعداد سلوليافزا
 ـبا ف يول يکشت دو بعد يبرابر و برا 82/0 برابـر   1/0 ،دري
 يش تعـداد در حالـت سـ  بعـد    ين افزاين ايبنابرا. باشد يم

 ـبن يهـا  ر سـلول ي ـدر تکث ينشان از اثر کشت س  بعد  يادي
شـتر درصـد   ياز کـاهش ب  يحـاک  يتومتريج فلوس ـينتا. دارد

CD34 يها سلول
د گفـت در  يبا. است يدر کشت س  بعد +

CD34 يهـا  در سلول يا ز ردهيتما يحالت س  بعد
شـتر  يب +

 يهـا  شتر سـلول يل تراک  بيب  دل ،ن حالتيرا ايبوده است ز
USSC يهـا  ط اطـراف سـلول  يدر مح CD34

 ـا. اسـت  + ن ي
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CD34 يها در ب  همراه سلوليف يها سلول
با ترشح فاکتور  +

Il-1b   د و ترشـح فـاکتور   ي ـش توليمنجر بـ  افـزاG-CSF  از
دتر يز شـد ين فاکتور ب  تمايشوند ک  ا يم USSC يها سلول
، سـطح  يسـلول  ين تراک  بـالا يدر ا. کند يها کمک م سلول

 ــمرب يزـيتما ياـاز فاکتوره يـيبالا  يديي ـلوي  رده مـوط ب
ــ  از را  GM-SCFو  SCF  ،IL-11  ،IL-6  ،M-SCF جملـــ

کر د در نظر داشت کـ  کـاهش مـار   يبا. (38)  داشتيخواه
زان ي ـن مي ـدن ب  ايش تعداد و رسيس  با افزايدر مقا يسلول
اسـت   يقابل چش  پوش ـ ،يدر کشت س  بعد يد سلوليتزا
ن ي ـدر ا. برابر روز صـفر شـدند   211ها  ک  سلول يطور  ب

ز ي ـز نيهـا بـ  سـمت تمـا     د، خواه ناخواه سلولير و تزايتکث
سـاده کـ  رونـد     يبعـد  در حالت کشـت دو  حتيروند  يم
 ـ يپروژن يها سلول يعيطب پـس از سـ  هفتـ      يتور اسـت ول
ز يتمـا  يهـا  تعـداد سـلول   يدر حالت کشت س  بعد ،ديتزا
CD34تور يافت  و پروژنين

ش يحاصل ب ـ يت سلوليدر جمع +
در بـ   ي ـاز فاسـتفاده  . (30)باشد ميساده  يبعد از کشت دو

ج ينتا. کند يز کمک مير ن  تمايها در فاز تکث سلول ينگهدار
در هر س  حالـت   ينشان از کاهش تعداد کلن يسنجش کلن

د از روز صـفر تـا هفتـ  اول    ين افت شديکشت داشت ک  ا
 ـيب  دل ط ي  در مح ـي ـجـوان اول  يهـا  ن رفـتن سـلول  يل از ب
د نابي يز ميچند ساعت تما يا حتيچند روز  يک  ط باشد مي

ز يو تمــا ينــيجن يهــا ســلول ين خــون تــازه دارايو بنـابرا 
 ياديــبن يهــا در روز صــفر تعــداد ســلول. تــر اســت افتــ ين
حاصـل شـده    ين تعـداد کلن ـ يشترين حد است ک  بيشتريب

ق از ي ـن تحقي ـکار رفتـ  در ا   ط بياثر مح يبررس ياست ول
ک ين صورت ک  پس از يشود ب  ا يد انجام ميهفت  اول تزا

سـاده   يدر کشت دو بعد يکاهش در تعداد کلن ،ديهفت  تزا
ده اسـت کـ  نشـان از    يرس ـ 8/01 ± 0/3بـ    وشتر بـوده  يب

 ـا .ط کشـت دارد يدر مح ياديبن يها کاهش سلول ن رونـد  ي
 يدر کشت رو يچنان تا هفت  سوم ادام  دارد ول کاهش ه 

شـتر از هفتـ  اول   يدر هفتـ  دوم ب  ،يس  بعدكشت در و يف
 ـا. اسـت  شدهديده  ش ير و افـزا ي ـش نشـان از تکث ين افـزا ي
 ـبن يهـا  سـلول   بنيــادي تيکـ  خاص ـ  يطـور   دارد ب ـ يادي

(stemness) در هفتـ  سـوم   . دن ـکن يخود را همواره حفظ م
ن کـاهش نشـان از   يا وافت  است يکاهش  ه  ن تعداد بازيا

تعداد . دارد يدر تا دو هفت  پس از ه  کشتيف يها اثر سلول

در ي ـف يسلول در حالت کشـت رو  0111هر  يب  ازا يکلن
، يد توج  داشـت کـ  در حالـت سـ  بعـد     ياما با بودشتر يب

برابـر در مقابـل    211د ي ـتزا)ي  سـلول يتقس ـ يشتريتعداد ب
 ـانجام شده است ک  با ا( برابر 6/213 هـا،   ن تعـداد سـلول  ي

 ـا ه وحاصل شد يکلن يشتريتعداد ب  اد کـامژا ي ـن تعـداد ز ي
ز ي ـدر هفت  سـوم ن  LTC-ICهش تعداد کا. قابل مشاهده بود

بستر تنها در دو هفتـ  قـادر بـ      يها دهد ک  سلول ينشان م
 ـ  ياول ياديبن يها حفظ سلول  ي  هسـتند و پـس از آن فراوان

 .(27)افتيها کاهش خواهد  يکلن
ر يتکث يمشاب  برا يطيتوان مح يز ميرشد ن يبا فاکتورها    

و  ي  مزـذ ي ـلا يزمـان  پس از آن از ه . (11)فراه  ساخت
 SCID/NODهـاي مـوش    با كمـك سـلول  رشد  يفاکتورها

(Non Obese Diabetic / Severe Combined Immuno 

Deficiency )ـ. (10)استفاده شد  ده شـد کـ  در   ي ـاز هـ  د ب
د ي ـتزا يتوانـد جوابگـو   يط مـذکور نم ـ يمدت مح يطولان
حساس بـ    ياديبن يها باشد و نشان دادند ک  سلول يسلول

جــا داربســت  نيــدر ا. (12)ط خــود هســتنديمحــ کــرويم
 ـاز متخلخل تنتالوم تنهـا بعـد    برابـر   1/0د ي ـتزا ،ک هفتـ  ي

ن راسـتا از  يدر ا. (13)را منجرشد يدو بعدكشت نسبت ب  
و  يمــرير مــواد پليشــده و ســا يمهندســ يهــا کسيمــاتر
 يبـرا  بررسـي نتـايج فـوق   . (11-10)استفاده شـد  ينانومر

ه اسـت  شـد انجـام   ياديبن يها ز سلوليتما يا براير و يتکث
 يونـدها ير پيا سايو  BMT يد براين تزايج  اينت. (13-11)

 ،ينيبدون ورود ب  مرحل  بال يا حتيکاربرد داشت و  يخون
ــاختارها ــوژيب ياز س ــو  يکيول ــنتزي ــرا يا س ــتکث يب ر ي

ق تـان و  ي ـدر تحق. (11-61)دش ـاستفاده  ياديبن يها سلول
منشا گرفت  از بافـت   ياز ساختار س  بعد ،(2100)همکاران

اسـتفاده شـده اسـت     ياديبن يها د سلوليتزا ياستخوان برا
ن سـاختار  ياما در ا .(60)ده استيبرابر رس 1/7د يک  ب  تزا

 رفتـ  و  کار  ب يميمزانش ياديبن يها سلول در مورد ،يدريف
  نشده اسـت  يارا يحيساختار داربست تور يرو نيچن ه 
ن داربست بـ   يا يت اصلياهم مشخص نيست ک  يطور  ب
گـر از  يد يق ـيدر تحقا ي ـاسـت و   يل حضور چ  مـواد يدل

شـده اسـتخوان بـ  عنـوان داربسـت       ير معدنيکس غيماتر
بـ   گذشـت ،  قـات  يتحق يسـ  کل ـ يبا مقا .استفاده شده است

شده همراه با  يداربست معدنزمان   ه اثر كاربرد و  يبررس
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هـاي   بـر تكثيـر سـلول    USSCدر ي ـف يهـا  از سلول يبستر
ــادي خونســاز  ــبني قــدرت خــود . (01، 33-37)  يرســ يم

در خـارج از   يمدت طـولان  يبرا ياديبن يها سلول يريتکث
 ـ. بمانـد  يتواند بـاق  يچ نمين کنتـرل تعـداد    ييهـا توانـا   چين

 ـيرا در بدن دارند و از تکث ياديبن يها سلول ش از حـد  ير ب
 ـبن يهـا  سلول يبرا چيط نيمح .کنند يم يريآنان جلوگ  يادي

. باشد ين  ميهمراه و مواد زم يکمک يها سلول يدارا يخون
ــا ــاده زمي ــ  ين م ــن ــاتري ــلول يا م ــارج س  يدارا يکس خ

. اســتن ين، کــژژن و ژلاتــيبـرونکت يمثــل ف ييهــا نيپـروتئ 
 يهــا ســلول يســاز  ين شــبيــا يبــرا يکمکــ يهــا ســلول
ک يسومات ياديبن يها خون بند ناف ب  نام سلول يياستروما

ب  ارزش  يب  تازگ. مطرح شدند( USSC)ر محدود شده يغ
 ـي ـف يها بـرا  ن سلوليا  ـ  بـرده  يدر پ کـ  بـا    يطـور   انـد ب
ها مانند داشتن تلومراز بلند، قـدرت   برجست  آن يها يژگيو

د فاکتورهـا و  ي ـبالا در تول ييز توانايبالا و ن يزير و تمايتکث
از  ينين، راه ب  سمت استفاده بـال ين و پاراکراياد اگزوکرامو
ز خون بند نـاف  يها ن تنها منشا آن. ها مطرح است ن سلوليا

 . هستند يميمزانش ياجداد يها و سلول يانسان
 

 گيري نتيجه
كشـتي ايـن    هاي بنيادي خوني از هـ   براي كشت سلول    

شـود كـ  بـا     هـاي اسـترومال اسـتفاده مـي     ها با سلول سلول
هاي بنيادي، منطق  خـوني بـ  وجـود     افزايش چگالي سلول

ها ب  عنـوان ماتريكسـي بـراي سـاپورت      اين سلول. آيد مي
د يــتول. اســتفاده شــدند  HSCsهــاي  رشــد و تزايــد ســلول

ــاتر ــل يم ــا نيتوکاي، ســيولکس خــارج س خونســاز،  يه
 ـيو ن ياتصال يها مولکول ن ي ـدر ا ين سـلول يز برهمکنش ب

ــزا ــ  اف ــيمنطق ــدي يش م ــد. اب ــت ســ  بع ترشــح  يدر حال
ن حالت اثر همورال يافت  و در ايش يافزا يکانون يفاکتورها

ر ي ـق نشان داد ک  تکثين تحقيا.   استيش از تماس مستقيب
 يمعـدن  يبا محتوا يداربست يخونساز رو ياديبن يها سلول

ن يد بـا کمتـر  ي ـن تزايابد و ايش يبرابر افزا 211تواند تا  يم
 يبـرا  يمختلف ـ يهـا  راه. شود يانجام م يکيژنت يورز دست

ک  کردن خطر پس  يک  برا د مطرح است حال آنين تزايا
 يمهندس هاي روشر در يين تزيفکر کمتر  د بيوند بايزدن پ

 يرا بـرا ي ـز .من باشديز ايرنده نيفرد گ يبرا باشي  تاک يژنت
 يع ـيرطبيغ يدکسـتر بـا خونسـاز    يمثال درکشت دو بعـد 

توانـد منجـر بـ      ي  م ـيرو ير بيتکث يا حتي  و يمواج  هست
از بـ  خلـق   ي ـن نيبنـابرا . شـدن شـود   يد و سرطانيوپلوئيآن

 . ط بدن در خارج بدن استيشرا
  
 تشكر و قدرداني 

تـ   يمصـوب در کم  يقـات يق حاصل طـرح تحق ين تحقيا    
پزشـكي   علوم دانشكده يانجمن علم/  ييقات دانشجويتحق

 يت مـال ياز آن با حما يمدرس بوده و بخش تربيت دانشگاه
 يظ ـيسـندگان از خـان  حف  ينو. اسـت  شدهت  انجام ين کميا
 يدکتـر تـوکل   يو آقـا ( اختـ  ي بـن  يفناور قاتيتحق مرکز)
ل يب  دل( رانيا يونديپ يها هوردآقات و بانک فريمرکز تحق)

 يق تشـکر و قـدردان  ي ـن تحقيمان  در انجام ايصم يهمکار
 .ندينما يم
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Abstract 
Background and Objectives 

Bone marrow transplantation with umbilical cord blood (UCB) in adult recipients is limited 

mainly by a low CD34
+
 cell dose. To overcome this shortcoming by minimum manipulation, 

mineralized bone allograft (MBA) scaffold coated by UCB-USSC (unrestricted somatic stem 

cells) was used to expand CD34
+
 cells from UCB.  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, UCB-USSCs were isolated and characterized by morphologic and 

immunophenotypical analysis. Then they were seeded on MBA (for 3D figuration) and culture 

plate (for 2D figuration) as a feeder layer. CD34
+
 cells were isolated from the UCB (by MACS 

method) and were expanded in 2D and 3D conditions for 3 weeks. At the end, cell count, flow 

cytometry, cologenic assay, and LTC-IC were done. 

 

Results 

After 3 weeks, ex vivo expansion of UCB-CD34
+
 was enhanced 250 ± 13.2 in 3D. The highest 

CFC expansion and LTC-IC were observed at day 14. Flow cytometry analysis showed the 

lowest percentage in 3D culture. 

 

Conclusions 

USSCs by 3D MBA structure produce the hematopoietic cytokine, extracellular matrix and 

binding molecules; they also create the intercellular interaction that can be used as a suitable 

feeder layer. It provides an ex vivo mimicry of bone marrow niche by enhancing 

surface/volume ratio. This model could be a suitable and alternative environment for HSCs 

expansion and hematopoiesis. 
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