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 مقاله پژوهشي 

 
 شدهاي خون بند ناف تكثير  هاي تك هسته مطالعه پتانسيل تكثيري و تمايزي سلول

 زن رفت و برگشتي  در بيوراكتور سوسپانسيوني مجهز به هم 

 
 5، پوريا بني اردلان4، احسان جان زمين3بهاره بيكي، 2مرضيه ابراهيمي ،0نيلوفر شايان اصل

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

 يهلا  يملار يونلد در ب يپ يبلرا  يمناسل   يداهايل کاند ،سللول  يناف، با تعداد بالا خون بند ياديبن يها سلول
 با شگاهيط آزمايها در مح ن سلولير اين تکثيدارند بنابرا يتعداد محدود اما اکثراً .باشند يم ميم و بدخيخ خوش

 .دار انجام شد زن هم يونيوراکتور سوسپانسيب
 ها روش مواد و

تلر در  يل يلل يسللول در م  10/0 × 016زان يناف به م خون بند يا تک هستهي ها سلولدر يك مطالعه كاربردي، 
 2گر با هملان تعلداد در   يد يو گروهي زن رفت و برگشت با هم يونيوراکتور سوسپانسيدر بليتر  ميلي 216 حجم
در . ديل روز به طلول انجام  04دوره کشت هر دو گروه . شدندداده ط کشت داخل فلاسک کشت يمح ليتر ميلي

 .رار گرفتندز قيها مورد آنال انجام شده و سلول يريگ نمونه،  04و  0 ، 3،  1ي روزها
 ها يافته

بله ترتيلد در   )و سپس تلا هتتله دوم، افلزايا يافتنلد    ( 3روز )هاي تمايز يافته حذف سلول ،در ابتداي كشت
 2/2*  016بله   6/1*  016و در كشلت اسلتاتيك از    2/0*  016بله   ليتلر  ميليدر هر  42/1*  016بيوراكتور از 

برابلر بلود و    10/0برابر و در كشت استاتيك  66/6روز، در بيوراكتور  04پس از  +CD34هاي  سلول(. ندرسيد
 . نيز قدرت تشكيل كلني در بيوراكتور به طور معناداري افزايا داشت

 ينتيجه گير 
ل يبه دل ن وجود، احتمالًايبا ا. ابندي ير ميتکث ياديوراکتور با حتظ خواص بنين بيخونساز در ا ياديبن يها سلول

شتر يب هاي هازمند مطالعيابد و ني يا نميها افزا ط، تعداد کل سلوليدر مح( Shear stress)يا استرس برشيافزا
 . باشد يم

 ، بيوراكتور ساز  خون ياديبن يها بند ناف، سلولخون  :ات كليديكلم

 
 
 
 

 13/2/13 :تاريخ دريافت 
 21/6/13: تاريخ پذيرش 

 
جهاد هاي بنيادي  شناسي سلول پژوهشكده فناوري و زيستشناسي تكويني ـ  هاي بنيادي و زيست گروه سلولشناسي سلولي و مولكولي ـ  كارشناس ارشد زيست -3

 ـ مركز تحقيقات علوم سلولي پژوهشگاه رويان ـ تهران ـ ايراندانشگاهي 
هاي بنيادي جهاد دانشگاهي ـ مركز تحقيقات  شناسي و فناوري سلول ي ترميمي ـ پژوهشكده زيستايمونولوژي ـ استاديار گروه زيست پزشك PhD: مؤلف مسؤول -2

 31111-4644: علوم سلولي ـ پژوهشگاه رويان ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستي
هاي بنيادي جهاد دانشگاهي ـ  شناسي سلول پژوهشكده فناوري و زيستـ  تكوينيشناسي  زيستهاي بنيادي و  گروه سلولشناسي تكويني ـ  كارشناس ارشد زيست -1

 مركز تحقيقات علوم سلولي پژوهشگاه رويان ـ تهران ـ ايران
هاي بنيادي جهاد دانشگاهي ـ مركز  شناسي سلول شناسي تكويني ـ پژوهشكده فناوري و زيست هاي بنيادي و زيست گروه سلولكارشناس علوم آزمايشگاهي ـ  -4

 تحقيقات علوم سلولي پژوهشگاه رويان ـ تهران ـ ايران
هاي بنيادي جهاد دانشگاهي ـ مركز تحقيقات  شناسي سلول ژوهشكده فناوري و زيستشناسي تكويني ـ پ هاي بنيادي و زيست گروه سلولكارشناس بيوتكنولوژي ـ  -1

 علوم سلولي پژوهشگاه رويان ـ تهران ـ ايران
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  مقدمه 
که توان خود نوزايي (HSCs)خونساز ياديبن يها سلول    
(S.R = Self Renewal )ل بـه  يدر تبـد  ييل بـا  يو پتانس ـ

 يدهاي ـدارند، از جمله کاند يخون ريو غ يخون يها سلول
چـون   يخـون  يهـا  يمارياز ب ياريدرمان بس يمناسب برا

 يهـا  ، نقـ  يمـادرزاد  يهـا  ي، کم خوني، تا سميلوسم
 ير خـون ي ـهـاي غ  ، بيمارييمنيستم ايستم خونساز و سيس

ها  يمارير بيو سا ينخاع ـ  يمغز يها بيمر، آسيچون آلزا
، يطيها در مغز استخوان، خون مح ن سلوليا. (3)باشند يم

ان ي ـاز م(. 2)شـوند  يافـت م ـ يو خون بند ناف  ينيکبد جن
ل سـهولت  ي ـبـه دل  نـاف  بنـد  خون ،منابع ذکر شده يتمام
فرد دهنـده، کـاهر رد    ي، عدم وجود خطر برايآور جمع

در GVHD (Graft Versus Host Disease ) و کي ـنوژنوميا
 EBV و CMV يهـا  روسيبه و يعدم آلودگ و رندهيفرد گ

 ـبـا ا  (.1-1)ر منـابع بهتـر اسـت   ينسبت بـه سـا   ن وجـود  ي
هـا اسـت کـه     سلول تعداد کمن خون، يت عمده ايمحدود
 ـ (.6، 7)ستياز افراد بالغ نين يپاسخگو معموً   يعبـارت ه ب

از سـلول   3-1*  317 تعـداد دـدا ل   ،درمان مناسب يبرا
(. 8)از اسـت ي ـمـورد ن لو وزن بـدن  يک هر يبه ازادار  هسته

 وادد خون بند 2 ونديچون پ ييها از روش استفادهامروزه 
 Ex)ير سـلول ي ـتکث يهـا  روشها با  اد سلوليا ازديناف و 

vivo Expansion )(.  1، 31)اند ن مشکل غلبه کردهيبر ا 
 تـوان بـه   يم ـ کياسـتات  کشت يها تياز جمله محدود    

ع يو گازهـا در مـا   ييع مـواد غـذا  يدر توز يکنواختيعدم 
هـا و بـاز    تيو متابول O2  ،pHت در کنترل يمحدودکشت، 

امروزه بـا اسـتفاده از   (. 33)ط کشت اشاره نموديبودن شرا
 ـازد توان به يوراکتورها ميب هـا بـا    سـلول  کنتـرل شـده   ادي

 . ا دام نمود يورز ن دستيکمتر

 شـکل و  هـا  وراکتورها با توجه به نوع سلوليعملکرد ب    
 ـبـه منوـور ازد  و  تفاوت اسـت زن آن م وراکتور و هميب اد ي

وراکتـور  يباز  ،(هـا  HSCاز جملـه  )ر چسبندهيغ يها سلول
اسـتفاده   (Stirrer) يچرخشاز نوع  دار زن هم يونيسوسپانس

ک سطح يدر  زن موراکتورها، هين نوع بيدر ا(. 32)شود يم
ط يدر مح را يدورانان يشته و جردا يدرکت چرخش يافق

ر اســترس يمنجــر بــه افــزاد کــه يــنما يجــاد مــياکشــت 
   (. 31-31)شود  يم( Shear Stress)يبرش

هـا، از   منوور کاهر استرس بر سلولن مطالعه به يدر ا    
بـا   يسيزن مغناط مجهز به هم يونيسوسپانس وراکتوريک بي

 ـتا اثر تغ دياستفاده گرد يدرکت رفت و برگشت زن  ر هـم يي
ان يبز يو ن يل کلنيتشکل ي، پتانسها ر تعداد سلوليافزادر 
ن  يچن ـ هـم . ردي ـ ـرار گ  يمورد بررس زين ينگياديبن يها ژن

ز ي ـنگر يکـد يوراکتـور بـا   يک و بياسـتات ها در کشت   سلول
 . سه شدنديمقا

 
  ها روشمواد و 

 خـون بنـد   يا تک هسته يها و کشت سلول يجداساز -3
 :ناف
 خون يواددها. مطالعه انجام شده از نوع كاربردي بود    
. ديه گرديان تهيناف رو خون بند يناف از بانک عموم بند

بــر اســاس )مــادران ســالم نــاف، اهداکننــدگان خــون بنــد
و بر  يکيو ژنت يا نهيزم يها يماريفا د ب يپرسشنامه پزشک

 يهـا  يمـار ياز ب يعـار  ،يسـرولوژ  هـاي  رياساس آزمـا 
ــيو و  CMV  ،HTLV I/II  ،HBV  ،HCV  ،HIVي روسـ

بـه منوـور دـذف    . بودند کامل يبا دوره داملگ (سيفليس
تـر  يل يليم 3 خون کامل با تريل يليم 1هر   رمز،  يها گلبول

بـه  و مخلـو    (GmbH -آلمـان  )ل استارچيات يدروکسيه
 يها سلول سپس .اتاق انکوبه شد يساعت در دما 3مدت 

بـا اسـتفاده از    (UCB-MNC) خون بند نـاف  يا تک هسته
(. 36)دي ـجـدا گرد  (دياگنوسـتيكا )ب غلوت لنفـودکس يش

ن يسرم جن ـ% 31 يداو طيجدا شده توسط مح يها سلول
داده شـدند و   شستشـو  (گيبكـو ()Fetal Bovin Serum)گاو

با استفاده از  م ( Viability)زنده  يها زان سلوليمتعداد و 
 . دين گردييتع %4/1پان بلو ينئوبار و تر

ط کشــت يمحــ ، بــهتــريل يلــيســلول در م3×316 تعــداد    
IMDM   ــامل ــام ، الFBS (31%)شــ ــان، )نيگلوتــ آلمــ
ــ( mM 2)(گيبكــو آلمــان، ) نيســياسترپتوما /نيليســ يو پن
سپس بـه   .دياضافه گرد (U/mL 311/ng/mL 311)(گيبكو
 ng/mL 311 زاني ـهر کدام به م SCFو  Flt3Lط کشت يمح

G-CSF  وGM-CSF  به ميزانng/mL 31  و  1، اينترلوكين
TPO زان ـبه ميng/mL 31  وEPO ميــزان   هـبng/mL 11 

و کشـت بـه مـدت     اضافه( آمريكا R&Dشركت  همـه از)
 .انجام گرفت روز 34
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 يونيوراکتور سوسپانسيب : B. وراکتوريبه کار رفته در ب fish tailزن  هم : A: 0شکل 
 

بـه  تـر  يل يل ـيم 2دجـم   در هـا  سلول ،کيدر کشت استات    
 ـ خانه  6 تيپل % 1و  ºC 17 يدمـا ا منتقل و در انکوبـاتور ب

CO2 ط يض مح ـيبار تعـو  1 ،روز 34در طول  .کشت شدند
هـا در    وراکتـور، سـلول  يدر کشت با اسـتفاده از ب  .انجام شد
ت ي ـبـا ررف  يونيوراکتور سوسپانسيبدر  تريل يليم 211دجم 
و دمـا کشـت داده    pH ،O2 ت کنتـرل ي، با  ابلليتر ميلي 111
ن ي ـدر ا(. سيشرکت  مبدا، سوئ ،MINIFORدستگاه )شدند

با درکـت بـا  و   ( fish tail disc)يا زن صفحه ستم از هميس
 کنترل دما و(. 3 شکل)دياستفاده گرد Hz 3 ن با سرعتييپا

pH د ـت بـا  )2/7و  گراد يدرجه سانت 17 يب بر رويبه ترت 
ط بـا سنسـور   يدل شده در مح ـ O2 کنترل. م شديتنو( 3/1
ق وارد کـردن  ي ـاز طر O2 و pHم يتنو. ديانجام گرد يگريد

ط يض مح ـيتعـو . ط صورت گرفتيدر مح O2 و CO2 گاز 
ز يآنـال  يبـرا و  انجام شد يصورت هفتگه در هر دو گروه ب

انجـام   34و  7، 1، 1 يدر روزهـا  يبـردار  هـا، نمونـه   سلول
 . گرفت

 
 :ها سلولنوفنوتيپ وبررسي ايم

ــور       ــه منو ــب ــ يپيمونوفنوتايا يبررس ــلول ن ــا س  يه
مورد اسـتفاده  سلول  316 تعداد در هر دو روش ،افتهي کشت

 Mouse IgG1 يهـا  يبـاد  يآنت از تريکروليم 31 . رار گرفت

Isotype Control-FITC (ژن فارمين) ،Mouse IgG1 Isotype 

Control-RPE (داكــو ) وMouse IgG1 Isotype Control-

PE-Cy5 (ــا ــم( نسيبيوس ــه  ه ــان ب ــلول در  311زم  311س

اسـتيرن بـه عنـوان ايزوتايـپ      در لولـه پلـي   PBSميكروليتر 
 Mouse هـاي  بـادي  ميكروليتر از آنتي 31كنترل سه رن  و 

Anti Human CD34-FITC (ــارمين  Mouse Anti، (ژن ف

Human CD38-PE-Cy5 (نسيبيوســـا ) وMouse Anti 

Human CD 90-RPE ( داكـو )     بـه همـان تعـداد سـلول در
در لولـه   .سه رن  اضافه شد آزمايرگر به عنوان يد يا لوله
تـر از  يکروليم 31سـلول،   311ز بـه  ي ـن يگـر يرن دياسـت  يپل

 , Mouse IgG1 Isotype Control-PE-Cy5 يهـا  يبـاد  يآنت ـ

Mouse IgG1 Isotype Control-PE (eBioscience 12-4015) 
 يهـا  يبـاد  يتر از آنتيکروليم 31رن  و به عنوان کنترل دو 

Mouse Anti  ،Mouse Anti Human CD 34-FITC Human 

CD 133-PE (ebioscience 12-1338-73) ن تعــداد يــبــه ا
دو رن  به طور هـم  آزماير به عنوان  يسلول در لوله بعد
 يهـا  رن  يپوشان زان هميح ميجهت تصح .زمان اضافه شد

تــر از يکروليم 31ز يــومتر نتيفلورســنس در دســتگاه فلوســا
و  CD38-PE.Cy5 ،CD133-PE ،CD90-RPE يها يباد يآنت

CD34-FITC ــه   311 بــه ســلول در چهــار لولــه جداگانــه ب
ون يقـه انکوباس ـ يد  11پس از. صورت تک رن  اضافه شد

تـر از  يل يل ـيم 3 ک،يو اتاق تار گراد سانتي درجه 4 يدر دما
د و پـس  ي ـاضافه گردها  جهت شستشو به لوله PBSمحلول 

 يـي محلول رو ،قهيدور بر د  3111فوژ در يقه سانتريد  1از 
 تـر محلـول  يکروليم 111داصـل   يجدا و به رسوب سـلول 

PBS  ــد ــافه ش ــه .اض ــا نمون ــتگاه   يه ــده در دس ــاده ش آم
  FACS( ونـون ديكينسـبكت ا،ـآمريك) BD يرـومتـتيفلوسا

A B 
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Calibur  يلترهـا يبـا ف  نـانومتر،  488در طول موج BP nm 
 nm LPو  PEبـراي   FITC  ،nm BP 42/181براي  11/111
 BD Cell Quest Proافـزار   به وسيله نرم PE-Cy5براي  671
 . رار گرفتند تجزيه و تحليلمورد 

 
سنجر پتانسيل تمايزي با استفاده از روش سـنجر کلنـي   

  :در محيط نيمه جامد
کشت شده  يها سلول يريل تکثيسه پتانسيبه منوور مقا    

سلول در  3*  314 وراکتور، تعداديک و بيدر دو گروه استات
ط کشت يمح ليتر ميلي 3در و  شمارش يريگ نمونه يهاروز

، كانـادا، ونكـوور،    Stem Cell  ،4416 Methocult)متوکالت
. داده شـد  کشـت  يا خانـه  6 يهـا  تي ـدر پل (تكنولوژيست

 ـينتا و  يروز بـا شـمارش کلن ـ   34هـا پـس از    يج رشد کلن
  نـوع  يتشـخ .  رار گرفت يابي  نوع آن مورد ارزيتشخ
 .انجام شد استم سل شرکت يبا استفاده از راهنما يکلون

 
 : RT-PCR توسط هاي بنيادينگي بررسي بيان ژن

ــب     ــه بن  1ان ي ــو  ب ــژن مرب ،  Thy-1  ،AC133)ينگيادي
CD34  ،c-kit  وABCG2 ) ــا ــايرب ــ RT-PCR آزم  يبررس
 ـبن يها ماندن سلول يکه با ن علت ي؛ به اشدند بـدون   يادي
ابتـدا   .ت اسـت ي ـز اهميار دـا يبس ـ ،ر در کشتييز و تغيتما

RNA يناف در روزها خون بند يا تک هسته يها از سلول 
ــاده   34و  1، 7، 3 ــتفاده از م ــا اس ــ) RNXب ــق  (ناژنيس طب

 يبـرا . شرکت سازنده، استخراج شد يشنهاديپ دستورالعمل
انجام . دياستفاده گرد( آلمان)فرمنتازت ياز ک cDNA ساخت

RT-PCR برنامـه ا ـب دهـش يطرادآغازگرهاي  با استفاده از 

 3 گـراد  يدرجه سانت 14قه سپس يد  4 گراد يسانت درجه 11
گراد  يدرجه سانت 72ه و يثان 41گراد  يسانت درجه 61 قه،يد 
 31گـراد بـه مـدت     يدرجه سانت 72، و (کليس 11)قهيد  3
آگـاروز  % 2ژل  ين واکنر رويمحصول ا. جام شدقه انيد 

 يد مشاهده و بررسيوم برومايديات يزيآم برده شد و با رن 
 .ديگرد

 
 :آناليز آماري

نسخه  SPSSافزار  ها از نرم داده تجزيه و تحليلبه منوور     
اسـاس روش   ر بـر يج سـه آزمـا  يد و  نتاياستفاده گرد 31

student t-test  11/1 زانيبا م p≤ دش دار گزارشامعن. 
 

 ها يافته
نـاف بـه دو روش    بند اي خون هاي تك هسته سلول كشت

  :استاتيك و بيوراكتور

ک يوراکتور و کشت استاتيسلول در ب سه تعداديمقا يراب    
ــايدر روز ــت  ، 34و  7، 1 ه ــمارش دس ــد  يش ــام ش . انج

پي و نتايج شمارش سلولي نشـان داد   ومشاهدات ميكروسك
روش هـر دو   هـا در  كـاهر تعـداد سـلول    ،كه تا روز سوم

ن رفـتن  يکه ممکن است مربو  به از ب افتد ياتفاق مکشت 
سـپس در  . افتـه موجـود در خـون باشـد    يز يتما يها سلول

ن ي ـافـت کـه ا  يهـا افـزاير    تعداد سـلول  34و  7روزهاي 
 شـکل )(≥p 11/1)ر بـود يک چشمگير در کشت استاتيافزا

A2 .) 
 در 2 در شکلB  ده طبق نمودارـزن ياـه ولـزان سلـيم     

 کسان نبود و دريستم يمختلف کشت در هر دو س يروزها
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هلاي زنلده در حاللت کشلت      ، نملايا درصلد سللول   (A)اسلتاتيک هاي کشت شده در هر دو سيستم سوسپانسيوني و  شمارش سلول: 2 شکل
هلا در   نتايج نشان داد که تعداد سلول. اند نشان داده شده( C)به روز اول 04و  0ها در روزهاي  و نس ت رشد سلول( B)سوسپانسيوني و استاتيک

دوم نس ت بله هتتله اول، کشلت سوسپانسليوني در     در حالي که در هتته ( ≥p 13/1)روز کشت افزايا معناداري داشتند 04گروه استاتيک طي 
 (.≥p 10/1)بود مقايسه با حالت استاتيک افزايا سلول معنادار

 
زنـده   يهـا  بـه بعـد سـلول    34از روز  يونيکشت سوسپانس
کشـت، تعـداد   روز  34از  دبع ـ .(B 2شـکل  )کاهر داشتند

CD34 يها سلول
ک ياسـتات کشـت   وراکتور نسبت بـه يدر ب +

وراکتور يبرابر در ب 86/6 بيافت که به ترتي يشترير بيافزا
 ـبـا ا . ک بـود يبرابر در استات 17/3و  تعـداد کـل   ن وجـود  ي

ک يدار تـا روز چهـاردهم در کشـت اسـتات     هسته يها سلول
ج نشـان  ينتـا . برابر شده بود 1/4 وراکتوريبرابر و در ب 21/1

ت، در ـه دوم کش ــدر هفت ـا ـه ـ سلول دادـداد که نسبت تع
  21/2)کياستاتت ـسه با کشيدر مقا (برابر 18/1)وراکتورـيب

 . (C 2 شکل)(≥p 13/1)داشت يدارار معنيافزا (برابر
 
هللا در کشللت اسللتاتيک و   سلللول بررسللي تمللايز -0

 :بيوراکتور

اي كشـت   هاي تـك هسـته   زايي سلول بررسي پتانسيل كلني
  :شده توسط بيوراكتور

ور بررسي توان ايجاد كلني در روزهاي مختلف ـه منوـب    
 ـ   رـآزمايكشت، از  محـيط نيمـه    يرو رـسـنجر كلنـي ب

  زايي توان كلني 34و  7در روز . (1شکل)دـاستفاده شجامد 
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 دهد يم نشان را روز 04 پس از گذشت يکلن ج سنجاينتا: 3 شکل
کس يم يکلن B و عکس (CFU-GM)يماکروفاژ يکلنA که عکس 

(CFU- GEMM) هستند. 
 

زايي در كشلت   دهد كه پتانسيل كلني اين جدول نشان مي: 0جدول 
 . سوسپانسيوني در مقايسه با حالت استاتيك، ميزان بيشتري دارد

 
 انحراف معيار ±ميانگين  كلني

p value سوسپانسيون استاتيك 

CFU-GM 41/1 ± 36 14/2 ± 23 31/1 

CFU-GMM 11/1 ± 3 1/4 ± 31 12/1 

CFC 61/1 ± 37 1/2 ± 11 1164/1 

ک يشــتر از کشــت اســتاتيهــاي داخــل بيوراكتــور ب ســلول
  ر مدت کشـت بـه  يبا افزا يدر دالت کل .(≥p 13/1)است
 يهـا  سـلول  يـي زا يل کلن ـيدر هر دو گروه پتانس ـ ،روز 34

 ،ن در هـر دو کشـت  يچن ـ هـم  وافـت  ي تحت کشت کاهر
 (.3جدول ()≥p 11/1)مشاهده نشد يدييترويار يکلون
 
اي كشت شده به  هاي تك هسته بررسي فنوتيپ سلولل 2

 :دو روش استاتيك و بيوراكتور

و  يدي ـلوئيم يهـا  هـا بـه رده   سـلول  زيتما يابيارز يبرا    
38 يها درصد سلول ،يديلنفوئ

+ ،90
- ،CD34

CD133 و +
+  ،

CD34
و  يدي ـرده لنفوئ يهـا  ب به عنوان شـاخ  يبه ترت +
 ــرار  يابيــمــورد ارز يتومتريبــا دســتگاه فلوســ يديــلوئيم

ــد ــا. گرفتن ــه ينت ــزا يبج نشــان داد ک ــور ســبب اف ر يوراکت
38 يها سلول

+ ،90
- ،CD34

برابـر   1/31و  6/33به نسـبت   +
ــا ــگرد 23 و 34 يدر روزه ــال د؛ دري ــت   يد ــه در کش ک

ن ي ـبر خـفف ا . برابر بود 4/2و  8/4ر ين افزايا ،کياستات
ن ي ـدا کردند کـه رونـد ا  يکاهر پ يديت لنفوئيجمع ،گروه

  .(4شكل )شتر بوديوراکتور بيکاهر در ب
CD133 تيجمع    

+ ،CD34
+  ،38

+  ،90
-  ،CD34

  بعد از  +
  .داشتند ريافزاروز،  34و  7
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ان يب يونيتا روز چهاردهم در کشت سوسپانس C-kitو  CD34 يها ان ژنيبر ط ق آن ب. دهد يمختلف نشان م يها را در روزها ان ژنيب: 5شکل 

.ک نشان دادندينس ت به کشت استات يشتريب
 

 :اي کشت شده هاي تک هسته ژن در سلولبيان 

کشت شده به هـر دو روش   يا تک هسته يها سلول در    
،  CD34   ،C-kit يها ژن به نام 4ان يک، بيوراکتور و استاتيب

ABCG2  وCD133   يهـا  سـلول  ينگيادي ـکه مربـو  بـه بن 
 ـرار   يمـورد بررس ـ  RT-PCRباشـند، بـا روش    يم ـ يخون

 . گرفتند
 يهـا  ر مدت کشـت بـر سـلول   يتاث ،ها ژن نيا يبا بررس    
ها  ان ژنيج داصل از بينتا. گرفت  رار يابيمورد ارزي اديبن

ن ي ـان اي ـاز کشت، نشان داد که ب 34و  1، 1، 7ي در روزها
افـت، امـا   يک کاهر يروز، در کشت استات 34ها پس از  ژن
ــا بيدر ب ــور تنه ــوراکت ــان داد ABCG2ان ژن ي ــاهر نش . ک
، خـوا    RT-PCRج داصـل از  يبـه نتـا  ن با توجـه  يبنابرا

  ر ازـوراکتور بهتيخونساز در کشت با ب يها سلول ينگياديبن
 .(1شکل )شوند يک دفظ ميدالت استات

 
 بحث
هاي بنيادي خونساز در يـك   توجه به تعداد كم سلول با    

در  هـا  نـاف، كشـت و تكثيـر ايـن سـلول       وادد خون بنـد 
يكي از بهترين زياد ر يع و در مقاديبه صورت وس وراکتوريب

ن بـاره وجـود   ي ـهـم در ا  هايي ه؛ و مطالعباشد ها مي راه دل
مختلـــف انـــواع اســـتفاده از  نيچنـــ هـــم(. 36-38)دارد

 هـاي  ههـا در مطالع ـ  ها براي كشـت انـواع سـلول    بيوراكتور
هـا بـه کـار بـردن      از جملـه آن . گزارش شده استبسياري 

  ،  Rotating wall vessel  ،Perfusion chamberوراکتـور  يب
Perfusion   fixed bed و Stirred    tank  bioreactor وده ــب

 هاي ه به ويژگيـا توجـبا ـه ن آنـيه از بـک. (31-21)است

 
رسـد   ها به نور مـي  هاي بنيادي خوني و دساسيت آن سلول

بيوراكتـور سوسپانسـيوني    ،هـا  كه براي كشـت ايـن سـلول   
 کنتـرل  ،وراکتورهـا ين نوع بيدر اچرا که . (24)مناسب باشد

محيطـي  و  يکـاف  يرد و فضـا ي ـگ يصورت م pH ژن وياکس
 . (21-27)شود يسلول فراهم م يبرايكنواخت 

، يونيسوسپانس ـ يوراکتورهـا يرفتـه در ب  کـار ه زن ب هم    
زن  ن مطالعه هـم يباشد اما در ا يبا درکت دوار م يسيمغناط

 Hz 3 بـا سـرعت  ( نييبـا  و پـا  )يبا درکت رفت و برگشت
 ـبـا ا  يا انتخاب شده است کـه تـاکنون مطالعـه    ط ين شـرا ي

 .گزارش نشده است

 يخـون  يهـا  ل داشـتن سـلول  ي ـبـه دل  MNC يها سلول    
د و نسـاز  يم ـ in vivoه يط را شبيافته، محيز يساز و تما ريپ

ط کشـت  يرا در مح ـ يرشد درون ـ يب فاکتورهاين ترتيبه ا
 ـبن يهـا  سـلول ر ي ـت تکثيم داشت که سبب تقويخواه  يادي

CD34 يها ن فرض سلوليبا ا (.28)گردد يم مورد نور
که  +

 يشـتر ير بي ـکنند، تـوان تکث  يفا ميوند ايرا در پ ينقر مهم
هر چنـد کـه تعـداد     ،روزه 34کشت  يدر ط .افتيخواهند 
و تعداد  ييزا يل کلنيشتر بود اما پتانسيک بياستات يها سلول
در کشـت   ينگياديبن يها ان ژنيو ب يخون ياديبن يها سلول
 يهـا  تعداد سلول ي بل هاي هدر مطالع. تر بود نييک پاياستات

 يف ـيک يهـا  ين مطالعه بوده اما در بررس ـيشتر از ايداصل ب
ز ين بـوده کـه نشـان از تمـا    ييت پايفيک ،يمانند سنجر کلن

در هفتـه دوم رشـد    .(21)باشـد  يها در کشت م افتن سلولي
ن ي ـکـه ا  يافـت در صـورت  ير يوراکتور افـزا يها در ب سلول
ک در هفتـه اول اتفـاق افتـاد و در    ير در کشت اسـتات يافزا
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استرس و  shearو  O2و  pHط يشرا. ادامه دچار کاهر شد
ر و يتواند در روند تکث يزن انتخاب شده م ن نوع هميچن هم
ن رونـده  ييزن با درکت بـا  و پـا   هم. رگذار باشديز تاثيتما

توانـد   يم ـ کند که يها وارد م به سلول يکيناميدروديه فشار
ژن يافتـه باشـد؛ سـطح اکس ـ   يز يتمـا  يهـا  علت مرگ سلول
 يز  ادر است سبب مـرگ سـلول  يط کشت نيمحلول در مح

در  .نامطلوب گـردد  يها ز به سمت ردهيا تمايا مهار رشد ي
وراکتـور  ير در بيزان تکثيکه م نيتوان ذکر کرد با ا يت مينها
CD34 يهـا  نبود امـا سـلول   يکاف

+
90

+
38

سـتم  ين سي ـدر ا -
نسـبت بـه    يج بهتـر يز نتـا ين يافت و سنجر کلنير يافزا

 .ک نشان داديکشت استات
 

 گيري نتيجه
 از خون يا هاي تک هسته ت سلولـه كشـن مطالعـدر اي    
دار در دضـور   زن ناف در بيوراكتور سوسپانسـيوني هـم    بند

بـا ايـن روش انتوـار     .هاي مختلف انجام گرفت سايتوكاين

بـا ي   ،ترنـد  ساز خوني كه مقـاوم  هاي پير رود كه سلول مي
هـا بـراي پيونـد بـه      چون ايـن سـلول   ،تكثير شوند و مانده

بيماران بسيار ضروري هستند و نقر اصلي را در موفقيـت  
 .پيوند خواهند داشت

 
 تشكر و قدرداني

 معـاون وثـوق  ادمد ان دکتر يله از زدمات آ اين وسيبد    
دسـين  ان، دکتـر  ي ـپژوهشگاه رو و امور تخصصي يبانيپشت

 ـبن يها ر گروه سلوليبهاروند مد عبدالحسـين  دکتـر   و يادي
کـه   انيپژوهشگاه روو آموزشي  يمعاون پژوهش يشاهورد

ان فراهم کردند، ين پروژه را در پژوهشگاه روينه انجام ايزم
 يفاضـل سـامان   ين از آ ـا يچن ـ هـم . داريمکمال تشکر را 

خــانم صــمديان   ،يتومتريفلوســ کارشــناس آزمايشــگاه 
بخــر ســلول كارشــناس آزمايشــگاه مولكــولي و كاركنــان 

نمودنـد،   ياري ـپـروژه مـا را    يان کـه در اجـرا  يرو يدرمان
 .زاريمسپاسگ
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Abstract 
Background and Objectives 

Umblical cord blood (UCB) hematopoietic stem cells having high cell counts are suitable 

candidates for benign and malignant disease transplantation but often UCBs have low counts. 

In this study, ex vivo expansion of these cells was performed using suspension bioreactor with 

vertical agitation.  

 

Materials and Methods 

UCB Mononuclear cells were cultured with 1.07 × 10
6
 cells/ml density in total 206 ml of 

culture medium in the suspension bioreactor with vertical agitator; and the static group with 

same density was cultured in T-flasks for 14 days. At the days 0, 3, 7 and 14 of culture, 

sampling was performed for further analysis. 

 

Results 

During the 3 days of culture, differentiated cells were lost and then the number of cells 

increased again from 0.42 × 10
6 
cells/ml up to 1.2 × 10

6
 cells/ml and from 0.6 × 10

6 
up to 2.9 × 

10
6
 in bioreactor and static culture, respectively. The percentage of CD34

+
 cells and colony 

forming potential significantly increased in bioreactor. 

 

Conclusions   

Hematopoietic stem cells in the bioreactor while retaining their self-potential are expanded. 

However, due to the increasing shear stress in the environment, the total number of cells did 

not increase. Therefore, further studies are required. 
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