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 مقاله پژوهشي

 

 
 (291-251) 49تابستان  1شماره  21دوره 

 

 

 هاي بنيادي مزانشيمي  يك روش سريع، ساده و مقرون به صرفه براي جداسازي سلول
 (PBS)ژله وارتون با استفاده از فسفات بافر سالين

 
 1، مريم رادمنش1، مرتضي ضرابي2بهاره بيكي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
سطح سلول  يها رندهيو گب رساندن به ساختار ياز ژله وارتون بدون آس يميمزانش ياديبن يها سلول يجداساز

. مهمم اسم    ينيو بال يقاتيمصارف تحق يسلول و صرف حداقل زمان برا ير، بقايبا حفظ عملکرد، قدرت تکث
ها از ژلمه   ن سلوليا يجداساز يمدت زمان کوتاه برا و در يميمار آنزيساده، بدون ت ين مطالعه از روشيا در

  .ديوارتون استفاده گرد

 ها روش مواد و
قطعات باف  ژله وارتمون  . ديآن جدا گرد يها و رگ يآور مان جمعيبند ناف هنگام زادر يك مطالعه تجربي، 

پس از دور انداختن . ده شدندييهم سا يساع  با دستگاه همزن بر رو 1داده شده و به مدت  قرار PBSدر بافر 
 5بمه ممدت    FBSسمرم  % 21 يحاو DMEM-LGط يدر محشده و  سانتريفوژمانده يون باقيسوسپانس ،قطعات

ممورد   يميمزانشم  يسمطح  ياز نظر وجود مارکرها ده به ظرف،يچسب يميمزانش يها سلول. روزکش  داده شد
 .استفاده شد يز به استخوان، غضروف و چربي، از تمايمي  مزانشياثبات ماه يبرا. قرار گرفتند يبررس
 ها يافته
  يجمع يشدگ برابر زمان دو. ظاهر شدند يميمزانش يها از سلول ي  خالصيه، جمعيروز پس از کش  اول 5

هما   ن سملول يا. گر پاساژها کمتر بودياز د( ساع  55 ± 25) و سوم( ساع  12 ± 6)دوم يدر پاساژها يسلول
بودنمد و   يمنفم  ي  انسمان يژن لوکوسم  يو آنت يخون يان مارکرهايان کرده، از نظر بيرا ب يميمزانش يمارکرها
 . ز داشتنديرا ن يهر سه رده استخوان، غضروف و چربز به يتما ييتوانا

 ينتيجه گير
از ژلمه   يميمزانشم  يهما  ص سلوليامکان تخل ،يمير آنزين روش غيکه با استفاده از ا دهد ينشان من مطالعه يا

 .نه وجود دارديوارتون با صرف حداقل زمان و هز
 وارتونژله بند ناف،  ،يميمزانش ياديبن يها سلول :ات كليديكلم
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 13/2/31 :اريخ دريافت ت

 3/31/ 5  :تاريخ پذيرش 
 
 3555555133: ايران ـ صندوق پستي  هاي رويان ـ بانك خون بند ناف ـ تهران ـ آوري بن ياخته شناسي تكويني ـ شركت فن زيست PhD :ولؤمؤلف مس -3
 بند ناف ـ تهران ـ ايران هاي رويان ـ بانك خون ياخته آوري بن پزشك عمومي ـ شركت فن -2 
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  مقدمه 
 ـبن يهـا  سلول      يهـا  ، سـلول  MSCsا ي ـ يميمزانش ـ يادي

ــوا   يهســتند  ــه مــ يچنــدتوان يياســتروما تواننــد بــه ان
 يهـا  سـلول )هـا  استئوبلاسـت : مختلف از جملـه  يها سلول

ــتخوان ــ(ياس ــا تي،  ندروس ــلول)ه ــا س ــروف يه و ( يغض
 . ابنديز يتما( يچرب يها سلول)ها  تيپوسيآد

 يهـا  سـلول ن منبـ   يتـر  جي ـرا ،(BM) بالغ مغز استخوان    
 ـا(. 1)اسـت  ينيبـال  ي اربردهـا  يبـرا  يميمزانش ياديبن ن ي

از جملـه   يمختلف يها بافتاز  توان يم را ياديبن يها سلول
بند  يونديبافت پپالپ دندان و ، خون بند ناف، يچرببافت 
  .(2)ز بـه دسـت آورد  ي ـنـا  دارد ن ( WJ)وارتون ژله  ه ناف

بند ناف اسـت  ـه    ييابتدا يژله وارتون بافت همبند مخاط
. ک و عروق بند ناف قـرار ررفتـه اسـت   يوتيو  آمنيتلين اپيب
توسـ  تومـاو وارتـون در سـال      ن بارياول ين بافت برايا

هـا و   کانياز پروتئورل ينين ماده ژلاتيشد، ا ييشناسا 3555
نقـ   . ل شـده اسـت  ياز  لاژن تشـک  يمتفاوت يها زوفر يا

از فشرده شدن، چرخ  و خم  يريژله وارتون جلور ياصل
موجود در ژله  يها سلول .(1-5)شدن عروق بند ناف است

ه هسـتند  ـه بـه    ي ـاول يميمزانش ـ ياديبن يها وارتون، سلول
مهـاجر  از   يکس بافـت همبنـد ط ـ  ياد درمـاتر ياحتمال ز

ن يتکو ين طيجن( AGM)مزونفروو و منطقه آئور ، رناد
 (.5)اند ناف به دا  افتاده بند
را  يميمزانش ياديبن يها ن سلوليتر يين و ابتدايتر جوان    
. (5)توان از ژله وارتون و خون بند ناف بـه دسـت آورد   يم

بـه دسـت آمـده و بـه      يبند ناف پس از تولد نوزاد به راحت
. (5)شـود  يخته ميدور ر يطور معمول به عنوان زباله پزشک

من و يا ين بافت، منبعيبه دست آمده از ا ياديبن يها سلول
 ـبن يهـا  درمـان بـا سـلول    يرا بـرا  يتهاجم ريغ  ـارا يادي ه ي
 ـبن يهــا سـلول . دهــد يم ـ  يبنـد نــاف دارا  يميمزانشــ يادي

 يهـا  گـر سـلول  ينسـبت بـه د   يشتريب ييا  ابتدايخصوص
به  يزندر يمراحل بعد بزررسالان  ه در يميمزانش ياديبن

نــه  ياديــبن يهــا ن ســلوليــا .باشــند ينــد، مــيآ يدســت مــ
 ـبن يهـا  و نـه سـلول  ( ESCs)ينيجن ياديبن يها سلول  يادي
 ياتيخصوص ـ يهـا دارا  آن ؛هسـتند ( ASCs)ک بـالغ يسومات

هر  يها يژريو بالغ بوده و و ينيجن ياديبن يها ن سلوليماب
 ـبن يهـا  و سـلول  ينيجن ياديدو نو  سلول بن بـالغ را   يادي

، و يخـوا  پرتـوان   يهم دارا ها اين سلولدهند،  ينشان م
ن ي ـ،  ـه ا هستندچند توان  يها بافت يم و نگهداريهم ترم

 ـبن يها از سلول يديها را به عنوان منب  مف آن تواند يم  يادي
 . (7)قرار دهد ينيبال ي اربردها يبرا
ژلـه   از شـکل  بروبلاسـت يف يهـا  سـلول ن يا يجداساز    

 آغـاز  از. (8)رـردد  يبرم ـ 1991بـه سـال    اصـل  وارتون در
بـر   يمحـدود  نسـبتا   هـاي  هتعداد مطالعن منب ، يا ييشناسا

 يبـرا  يفن ـ يهـا  روش. است شده انجا  ها سلولن يا يرو
زان ي ـبـه م  ژلـه وارتـون   از ياديبن يها ن سلوليا يجداساز

متفـاو    گريکديبا  يريشده و به طور چشمگ يبررس ي م
اسـت  ـه بـه     يبا  لاژناز روش يميآنز ماريارر چه ت. است

 يياسـتروما  يهـا  ن سـلول ي ـا يجداساز يطور رسترده برا
 اريز در مقـالا  مختلـف بس ـ  ي ـن مارين تيا شود، ياستفاده م

 يميآنز ريمار غيت زز اين رروه نيچند. (3-31)متفاو  است
 ـانـد  ـه مسـتلز  صـرف مـد  زمـان ز       استفاده  رده  يادي

  (.35، 35)باشد مي
و منحصـر بـه    ، سادهيمير آنزين مطالعه از روش غيدر ا    
بر سست  ـردن   PBSاساو اثر  بر در حداقل زمان و يفرد

 يهـا  سـلول  ييرهـا  يبـرا  ين سلوليو شکستن اتصالا  ب
 .ررديدژله وارتون استفاده  يکس  لاژنياز ماتر يميمزانش

 
 ها مواد و روش

هاي بنيادي مزانشيمي بند نـاف از ژلـه    جداسازي سلول -3
 :ها وارتون و  شت آن

نمونه بنـد   7 تعداد .بود يمطالعه انجا  شده از نو  تجرب    
. دي ـه رردي ـان تهي ـناف رو خون بند يناف از بانک خصوص
بـر اسـاو پرسشـنامه    )مـادران سـالم   ،اهدا نندران بند ناف

و بـر اسـاو    يک ـيو ژنت يا نـه يزم يها يماريفاقد ب يپزشک
 ،يروس ـيو يهـا  يمـار ياز ب ي، عـار يسرولوژ يها  يآزما
ــا ( CMVو  HTLV I/II  ،HBV  ،HCV  ،HIV ،سيفليســ ب

ــاملگ ــد يدوره ح ــل بودن ــا  زا .  ام ــاف هنگ ــد ن ــان يبن م
(  بکويآلمان، ر) PBSل، داخل ي  استريو در شرا يآور جم 
ــاو ــ mg/mL 311 يح ــوتيب يآنت ــا کي ــ يه ــ يپن ن و يليس

در . شگاه منتقل شـد يبه آزما (بکويآلمان، ر)ن يسياسترپتوما
خـون   PBSناف با الکـل شسـته شـده و بـا      شگاه، بنديآزما
. دي ـه ررديطور  امل تخله ناف ب بند يها مانده در رگ يباق
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آن  يهـا  شده و رگده يبر يمتر يسانت 2بند ناف به قطعا  
اهرگ بزرگ و دو سرخرگ  وچک اسـت  يک سي ه شامل 
 ـ  يجدا ررد قطعـا    .دسـت آمـد  ه د و بافت ژلـه وارتـون ب

داده شـد و بـه    قرار PBS وچک بافت ژله وارتون در بافر 
شر ت دان  پژوه  )کر يساعت با دستگاه هموش 2مد  
قطعـا   . ده شـدند ييهم سـا  يبا هم مخلوط و بر رو( فجر

مانـده بـه   يون باقيانداخته شده و سوسپانس ـ رتون دورژله وا
ــر دق 3511قــه در يدق 5مــد   . فوژ شــديقــه ســانتريدور ب

است  يميمزانش ياديبن يها سلول يرسوب حاصله  ه حاو
سـر   % 31 يحـاو ( بکـو يآلمـان، ر ) DMEM-LG  يدر مح

شستشو داده شـد  ( بکوير( )Fetal Bovin Serum)ن راويجن
بـا اسـتفاده از   ( Viability)زنده  يها زان سلوليو تعداد و م

 .دين رردييتع% 1پان بلو يلا  نئوبار و تر
  يخانه و در مح ـ 5ت يشده در پل يجداساز يها سلول    

DMEM-LG شامل FBS (31)%(  بکوير آلمان،)نيرلوتام ، ال
(mM2 )ن، بـه  يسين و استرپتومايليس يپن يها کيوتيب يو آنت

و رـراد   درجه سـانتي  17 يدما روز در انکوباتور با 5مد  
5 %CO2 يميمزانش ـ يها پس از آن سلول.  شت داده شدند 

ر، با اسـتفاده از مخلـوط   يت  شت جهت تکثيده به پليچسب
جـدا شـده و بـه    ( بکوير آلمان،) EDTAـ   نيپسيتر% 15/1
و   شـت  مربـ   متـر  يسانت 25سلول در فلاسک  315زان يم

 .شدند پاساژ داده
توس  لا  نئوبار شـمارش   7تا  1 يپاساژهاها در  سلول    

 ـبن يهـا  شدند و جهت اثبا  سـلول  ن ي ـ، ايميمزانش ـ يادي
ز داده يتمـا  يها به سه رده استخوان، غضروف و چرب سلول

 يبررســـــ يبـــــرا يتومتريفلوســـــا روششـــــد و از 
ــو و درصــد بيپيمونوفنوتايا ــن ــاي  ياختصاصــ يان مار ره

 .استفاده شد يميمزانش ياديبن يها سلول
 

  :سلولي جمعيت شدن برابر دو زمان تعيين
هـر   از حاصـل  ياه ـ سلول رشد سه سرعتيمقا به منظور    

 دوره طـول  در هـا  شـدن سـلول   برابر دو زمان ،يپاساژ سلول
 ـا يبرا .شد يرير اندازه (هفتم تا اول پاساژ) شت  منظـور  ني

دو  تعـداد   PDT،  رابطه نيا در .دياستفاده ررد ريز فرمول از
، (Population Doubling Time)يسـلول  تي ـجمع شدن برابر
N0 شت،  شرو  در سلول تعداد  N ـپا در سـلول  تعداد   اني

بـه   (Culture Time) شـت  دوره زمـان  مـد   CT  شـت و 
 .باشد يساعت م

PDT= 
  

    
   

   
     

   

 :ها بررسي ايمونوفنوتيپ سلول
 افتـه، ي شـت   يها نو سلوليپيمونوفنوتايا يبررس يبرا     
تر از يکروليم 31. سلول مورد استفاده قرار ررفت 315 تعداد
ــ ــاد يآنت ــو دو يب -Mouse IgG1-FITC/Mouse IgG1 رن

RPE/Isotype control (داكـــو ) 311ســـلول در  315بـــه 
تر از يکروليم 31پ  نترل و يزوتايبه عنوان ا PBSتر يکروليم
 Mouse Anti Human CD105-PE  ،Mouse يهـا  يباد يآنت

Anti Human CD90-FITC ،Mouse Anti Human CD44-

PE  ،Mouse Anti Human CD73-PE  ،Mouse Anti 

Human CD34/45-PE/FITC  ، Mouse Anti Human  

HLA DR-PE  وMouse Anti Human CD133-PE ( همه از
به همان تعـداد سـلول در   ( کاينسون آمريکيشر ت بکتون د

ون يقـه انکوباس ـ يدق 15پس از . جدارانه اضافه شد يها لوله
تـر از  يل يل ـيم 3ک، يرراد و اتاق تار يدرجه سانت 1 يدر دما

د و پـس  ي ـها اضافه ررد جهت شستشو به لوله PBSمحلول 
 يـي قه، محلول رويدور بر دق 3511فوژ در يقه سانتريدق 5از 

تـر محلـول   يکروليم 111حاصـل   يجدا و به رسوب سـلول 
PBS  ــد ــافه ش ــه. اض ــا نمون ــتگاه   يه ــده در دس ــاده ش آم

ــون ديآمر) BD يتومتريفلوســا  FACS(نســونيکيکــا، بکت

Calibur يلترهـا ينانومتر، بـا ف  144وج ـول مـدر ط nm BP 
له يبه وس PE يبرا  nm BP 12/545و  FITC يبرا 11/511
ل قـرار  ي ـه و تحليمورد تجز  Flowing     softwareافزار نر 

 .ررفتند
 

 :ها بررسي توان تمايزي سلول
ص شـده  يتخل ـ يها ، سلوليميت مزانشياثبا  ماه يبرا    

روز  شت، پاساژ داده شدند، سپس  5از ژله وارتون پس از 
 يهـا   يوارد مح ـ 1شـده، از پاسـاژ    يآور جمـ   يها سلول

 . واستخوان شدند يغضروف، چرب يزيتما
 

 :تمايز به استخوان
 311111هـا بـا تـرا م     ز بـه اسـتخوان، سـلول   يتما يبرا    

 DMEM  يخانـه و در مح ـ 32ت يک پليسلول در چاهک 
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 استخوان  ه يزي  تمايساعت، مح 21بعد از .  شت شدند
ــامل  ــا DMEM ش ــل ب ــيم 51مکم ــر  در م يل ــير ــر يل يل ت
 31نـانو مـولار درزامتـازون و     31 فسفا ، -2ک يآسکورب

گما يهمــه از شــر ت ســ)ســرول فســفا يبتــا رلنــانومول 
 کي ـهر سه روز . ها اضافه شد بود، به  شت سلول( کايآمر

  انجـا  ررفـت، پـس از سـه هفتـه، از      يض مح ـيبار تعـو 
و مشــاهده  يزيــآم رنــو يبــرا ،ن رديزاريــآل يزيــآم رنــو
 .شده استفاده شد يکس معدنيماتر

 
 :تمايز به چربي

ــرا     ــيتمــا يب ــه چرب  311 يحــاو DMEM  ي، محــيز ب
تــر  يل يلـ ـيرــر  در م يلـ ـيم 51درزامتــازون و  نــانومولار

بــه  شــت ( کــايگما آمريهمــه از شــر ت ســ)نيندومتاســيا
سـه هفتـه بعـد از شـرو      . افزوده شـد  1ها در پاساژ  سلول

کس شـد و  ياتاق ف يدر دما% 1ن يها در فرمال  شت، سلول
ل رد در ي ـشسته شـده ، بـا محلـول او   % 71سپس با اتانول 

 يزـي ـآم ه رنـو ـق ـيدق 35د  ـه م ــول بـروپانـزوپـيا% 33
 .  شد
 

 :تمايز به غضروف
 در 1پاسـاژ   يهـا  غضروف، سـلول به ز يتما يالقا يبرا    

شـد، بـه رسـوب     سـانتريفوژ قـه  يدق 5به مد   g 111دور 
 تـر يل يل ـيم ورر  درـنان 31 ياوـح DMEM  ـيمح حاصله

TGF-β3  ،31 تر يل  يلينانورر  در مBMP6  ،51 رـر    يل ـيم
کس، يپـرم + و  يسـلن + نيترانسـفر + نيتـر انسـول  يل يليدر م
گما يهمه از شر ت س ـ) ين سر  راويرر  آلبوم يليم 25/3

سـه هفتـه بعـد از  شـت،     .  شت شدند FBS% 3و ( آلمان
کس شـدن بـا   يند ف ـيبرداشته شد و وارد فرا يرسوب سلول

اتـانول،   يتصـاعد  يهـا  بـا غلظـت   يري ـ، آبگ%31ن يفرمال
 يري ـر ن و بـرش يدر مو  پاراف يريلن، قرارريشستشو در زا

 ـا. شـد  يکرومتريم 5 يها در برش  ـ   ن بـرش ي ه هـا سـپس ب
اتــاق  يقــه در دمــايدق 11بلــو بــه مــد   نيديــله توليوســ
 . شد يزيآم رنو

 
 :آناليز آماري

 نسخه SPSSافزار  ها از نر  ل دادهيه و تحليبه منظور تجز    
ــا  31 ــد و نت ــتفاده ش ــاو روش  ياس ــر اس  One-wayج ب

ANOVA 15/1 زانيبا م p< رزارش شد. 
 

 ها يافته
هاي بنيـادي مزانشـيمي بـه روش اسـتفاده از      ت سلولـ ش

PBS : 

شـکل   يدو  ـ يهـا  روز سـلول  5ه پس از يدر  شت اول    
ظاهر شـدند  ـه در هفتـه دو      ظرفده به يچسب يميمزانش
 شـکل )سطح ظرف  شت را  پر  ردند  ير شده و تماميتکث
3 .) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 منفمرد  يهما  روز که سلول 5پس از  يميمزانش ياديبن يها ه سلولياول کش  (A :مشتق از ژله وارتون يميمزانش ياديبن يها کش  سلول: 2شکل 
در پاسماژ   يميمزانش يها سلول يها يکلن C). 1در پاساژ  يميمزانش ياديبن يها ه سلوليکش  تک لا B). باشند يقابل مشاهده م ظرفده به يچسب
1 . 
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هاي مزانشيمي در پاساژهاي متوالي  سلول PDTميانگين : 2جدول 
 تكرار 7طي 
 

 متوسط شماره پاساژ
PDT 

SD 

P1→ P2 7 71/37 73/23 
P2→ P3 7 35/75 27/22 

P3→ P4 7 43/13 32/5 

P4→ P5 7 51/54 45/35 

P5→ P6 7 3/47 41/34 

P6→ P7 7 43/335 31/24 

 
 : زمان دو برابر شدن جمعيت سلولي

 ـ  يهـا  سلول ،ج حاصلياساو نتا بر     طـور  ه پاسـاژ اول ب
ــر ــ  ه ــاعت  37 ± 23 متوس ــس ــدند،   کي ــه ش ــار دوبل ب

ــا ســلول ــســاعت  75 ± 22 پاســاژ دو  هــر يه ــار،  کي ب
ــســاعت  13 ± 5پاســاژ ســو  هــر  يهــا ســلول ــار،  کي ب
بـار،   کي ـسـاعت   54 ± 35 پاسـاژ چهـار  هـر    يها سلول
بـار و   کي ـسـاعت   47 ± 34پاسـاژ پـنجم هـر     يها سلول
بار دوبلـه   کي ساعت 335 ± 24 پاساژ ششم هر يها سلول

ن زمـان در پاسـاژ سـو  از همـه     ي ـشدند  ـه در مجمـو  ا  
 يتفـاو  از نظـر آمـار   ن ي وتاهتر بوده و ا گريد يپاساژها

دهنـده خلـو  و    ج نشـان ين نتـا يا(. >p 15/1)دار بودامعن
 ت ـپاساژ سو  نسب ها در  ن سلولير ايتکث ي  توانمنديافزا

 .(3و جدول  3نمودار )گر استيد يبه پاساژها
 

 :سلول يسطح يمار رها يبررس
 يميمزانش ياديبن يها سلول يجداساز يبه منظور بررس    

در سـه   يميمزانش ـ يسـطح  يان مار رهـا ياز ژله وارتون، ب
ز قـرار  يمـورد آنـال   يتومتريبا دستگاه فلوسـا  ناف نمونه بند

 يميمزانش يمار رها ها ن سلوليج نشان داد  ه اينتا. ررفت
CD44 (11/34)%،  CD105 (5/35 )% ، CD90  (55/34 )%و 
CD73 (31/45 )%يان مار رهـا ي ـان  ـرده و از نظـر ب  يرا ب 

ژن  و آنتي%CD34/CD45 (12/1)% ،CD133 (51/1 ) يخون
ــتند يمنفـــ%HLA-DR (13/1 )لوكوســـيت انســـاني   هسـ

  (.1و  2نمودارهاي )
 

 :هاي تمايزي بررسي ويژري
در پاسـاژ سـو   ـه بـه      يميمزانش ـ يها سلول در  شت    

اسـتخوان قـرار ررفتـه     يزي  تمـا يمد  سه هفتـه در مح ـ 
دار شـد  يپد ررهبه شکل  يسلولج تجمعا  يبه تدر ،بودند

ز، يروز القـا  تمـا   23ان ين رد در پايزاريبا آل يزيآم  ه رنو
 (.A 2 شکل)ها بود ررهشدن  ياز معدن يحا 
  يمـار مح ـ يتحـت ت  يميمزانش ـ يهـا  در  شت سـلول     
 يچرب ـ يها کوليوزن يروز اول 1-2، پس از يچرب يزيتما

 ه اد شد، بيز ها ان تعداد آنـت زمـا رذشـد و بـمشاهده ش
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

پاساژ سوم به  يها ، سلوليميمزانش ياديبن يها کش  سلول يمتوال يدر پاساژها .(PDT)ي  سلوليسه زمان دو برابر شدن جمعيمقا: 2نمودار 
 .(>p 15/1)داشتند يکوتاهتر PDT يداراطور معن
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 ـ هـا از  توپلاسـم سـلول  يروز س 31 ه پس از  يطور  يچرب
مشـاهده   يها کوليوز يت چربياثبا  ماه يبرا. انباشته شد
ل رد رنـو شـدند و   ي ـروز بـا او  23ها پـس از   شده، سلول

د يي ـهـا را تا  ت بودن آنيپوسيها آد آن توپلاسميقرمز شدن س

  (. B2  شکل) رد
  يروز  شـت در مح ـ  23پـس از   يميمزانش يها سلول    
 ـبـا رنـو تولو   يزي ـآم غضروف و رنـو  يزيتما  ،دن بلـو يي

 (.C 2 شکل)از خود نشان دادند يت متا رومازيخاص
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 .دهد ينشان م يتومتريج فلوسايرا طبق نتا يميمزانش ياديبن يها سلول يسطح يان مارکرهايفوق ب ينمودارها:  1 نمودار
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 CD105  ،CD73) يميمزانش يان مارکرهايها درصد ب ن سلوليدر ا. يميمزانش ياديبن يها سلول يسطح يان مارکرهاين درصد بيانگيم: 1نمودار 
 ،CD90  ،CD44 )يخون يان مارکرهايبالا و درصد ب (HLA-DR  ،CD133  ،CD34/45 )ن اس ييپا. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .ن رد به رنگ قرمز درآمده اس يزارياستخوان با رنگ آل يميکلس يها به باف  استخوان، رسوب يانسان يميمزانش يها سلول زيتما A) : 1شکل 
(B  ل رديتوپلاسم با اويموجود در س يچرب يها واکوئل يزيآم و رنگ يبه باف  چرب يانسان يميمزانش يها ز سلوليتما. (C يها سلول زيتما 
 .درآمده اس  يبلو به رنگ آب ندييويبا رنگ تول يغضروف يها به باف  غضروف، سلول يميمزانش

 
 بحث
ناتـال، ژلـه وارتـون     يپـر  ياديبن يها ن مناب  سلولياز ب    
د يــک منبــ  مفيــبــه عنــوان  ياديــار زيل بســيپتانســ يدارا

. مختلـف اسـت   يهـا  يماريدرمان ب يبرا ياديبن يها سلول
از جمله در دسترو بودن،  يمتعدد يايمزا ين بافت دارايا

بدون درد از اهدا نندران، امکان اسـتفاده   يآور امکان جم 
و در معـر  خطـر    يوند اتولوگ در سـلول درمـان  يپ يبرا

 .باشد ي متر م يآلودر
 ييو شناسا يجداساز يبرا ياديز يها ف و روشيتعار    

 در . ه شده استيتوس  محققان ارا ياديبن ياـه ن سلولـيا

 تهي،  م فين تعاريا يور استانداردسازـه منظـ، ب2115سال 
 ، (ISCT)م يبافــــت و مزانشــــ ياديــــبن يهــــا ســــلول

 ـبن يهـا  ن سلوليا ييشناسا يرا برا يحداقل يارهايمع  يادي
دن بـه سـطح ظـرف    يت چسـب ي ـشنهاد داد  ـه شـامل قابل  يپ

ــ شــت، ب ــو يســطح يان مار رهــاي ،  CD44  ،CD73)ژهي
CD105  وCD90 )ها از جمله  به انوا  بافت زيتما ييو توانا

قـا   يتحق. باشـد  يم ـ يغضروف، استخوان و چرب ـ يها رده
ژله وارتـون   يميمزانش ياديبن يها نشان داده است  ه سلول

 ـب ييتوانـا  يدارا ،بـالغ  يميمزانش ـ يهـا  برخلاف سلول ان ي
 ، SOX-2  ،Nanog) ينيجن ياديبن يها ژه سلوليو يمار رها
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Tral-60  ،SSEA-4  ،Oct-4 )ــوده و ــ ب ــ يآنت ت يژن لو وس
 را  ه در رد  HLA-DR- (MHC class II) لاو دو  يـانسان

(. 1، 5، 37) ننـد  يان م ـي ـار  ـم ب يبس ،باشد يل ميوند دخيپ
 يهـا  هماننـد سـلول   يميمزانش ـ يهـا  ن سـلول ياستفاده از ا

ندارنـد، در   يق بـافت ي ـاز بـه تطب ي ـمغز استخوان ن يميمزانش
ک از هـر  ي ـآلوژن يهـا  عنوان منب  سـلول توانند به  يجه مينت

از بـه  ي ـا نيوند و يگر بدون خطر رد پيبه فرد د يا اهدا ننده
 ـا (.37)ونـد شـوند  يپ يمن ـيستم ايمهار ننده س يداروها ن ي

تـوان بـه عنـوان     ين بافت را م ـيدهد  ه ا يمشخصه نشان م
. در نظر ررفـت  ياديبن يها از سلول يک منب  جام  و  افي

٪  311را در  ياديبن يها ن سلوليا متعدد حضور هاي همطالع
، 34، 33)انـد  مورد مطالعه ژله وارتون ثابت  ـرده  يها نمونه

 يجداسـاز  يبـرا  يچ روش اسـتاندارد ين حال، هيبا ا (.31
تـا  . از بافت ژله وارتون وجود نـدارد  ياديبن يها ن سلوليا

از بـا اسـتفاده    يميمـارآنز يت ها از از رروه ياريبه امروز، بس
ا ي ـن بـا  يپسيا تريو  دازيالورونيمانند  لاژناز، ه ييپروتئازها

بـه دسـت آوردن    يبرا يعروق خون يکيبدون حذف مکان
و  ونـو  انـد، بـه عنـوان مثـال     هـا اسـتفاده  ـرده    ن سلوليا

ــه مــد  يهمکــاران  از ت ــاز ب ــرا 35مار لاژن  يســاعت ب
و  پيـررا  .(3)استفاده  ردنـد  يميمزانش يها سلول يجداساز

همزن در مد   يمشابه اما بر رو يماريز از تيهمکاران  ن
ــا   ــر و دم ــان  مت ــانت  17 يزم ــه س ــتفاده   يدرج ــراد اس ر

 ـ. (33) ردند   از حـد بافـت   ياما مشخص شده  ه هضم ب
م ممکـن اسـت سـبا  ـاه  زنـده مانـدن و       يتوس  آنـز 

ــ، تخريعملکــرد ســلول ســطح ســلول و  يهــا رنــدهيا ري
 ـا بر علاوه. (21)رساختار سلول شودييتغ  سـت از يبا ين، م ـي
ه ي ـته يرانسـان بـرا  يغ يها به دست آمده از رونه يها ميآنز

امکـان بـه   . اجتناب شـود  يمقاصد درمان به منظورها  سلول
ر ي ـغ يهـا  از بافت بند نـاف بـا روش   MSCsدست آوردن 

و همکـاران  در سـال    روكـا  ن بـار توسـ   ي ه اول يميآنز
است  ه هنوز بـه   يگريز روش دين ،ح داده شديتوض 2113

او و همکـاران  در  . (35)امده اسـت يصور  استاندارد درن
برش داده  يمتر يسانت 2-3ناف را به قطعا   ن روش بنديا

روز در  35ها را در ظرف مخصو   شت بـه مـد     و آن
ها از بافت بـه   و منتظر ماندند  ه سلول ندانکوباتور قرار داد

ن يز هم ـي ـن يرگ ـيد يهـا  رروه .درون ظرف مهاجر   نند

-21)انـد  بند ناف انجا  داده يروش را با حذف عروق خون
مـار  يا اسـتفاده از ت ي ـ ـه معا  ين روش بـا وجـود  يا(. 23
. است ياديرا ندارد اما مستلز  صرف مد  زمان ز يميآنز

من با حداقل صرف زمان  ـه  يساده، ا يافتن روشين يبنابرا
ا ين آسي رده و  متر يها را جداساز ن تعداد سلوليشتريب

 .است ياديت زياهم يدارا ،ها وارد  ند ن سلوليرا به ا

و منحصر بـه   ، سادهيمير آنزيغ ين مطالعه از روشيدر ا    
بـر  ( PBS)نيفسـفا  بـافر سـال    يفرد براساو اثر بافر نمک

 ييرهـا  يبـرا  ين سلوليسست  ردن و شکستن اتصالا  ب
 ـياز مـاتر  يميمزانش ـ يهـا  سلول ژلـه وارتـون    يکس  لاژن

نـه  يم و صـرف هز ي ه بدون اسـتفاده از آنـز   مياستفاده  رد
 يهـا  نمونه يرا از تمام يميمزانش يها م سلوليتوانست ،اديز

. مي ن ـ يروز جداسـاز  5مـد  زمـان  وتـاه     يناف ط ـ بند
 يمار رهـا  يان بـالا ي ـهـا ب  ن سلوليپ ايمونوفنوتيا يبررس
به مـد   را نشان داد و محاس ـ يميمزانش يها سلول يسطح

هـا   ن سـلول ي ـها اثبا   رد  ه ا سلول يبرابر شدر زمان دو
حفـ   ـرده و    يمتـوال  يپاساژها ير خود را طيتکث ييتوانا

 هـم  .را دارا هسـتند  ين توانمنديبهتر ،1و  1 يدر پاساژها
 يهـا  هـا ماننـد سـلول    ن سـلول ي ـن نشان داده شد  ه ايچن

ز يتمـا )يچنـدتوان  يژريو يگر دارايد يمناب  بافت يميمزانش
در مجمو  با توجه . هستند( يبه استخوان، غضروف و چرب

 ـبن يهـا  رسـد سـلول   يق حاضر به نظر ميج تحقيبه نتا  يادي
د بعـد از  نالذ ر بتوان شده با روش فوق يجداساز يميمزانش

و  ينيبـال  يهـا  ييجهت  ارآزما ،مطالعه خصوصيا  سلولي
 .رنديمورد استفاده قرار ر يپژوهش

 
 گيري نتيجه
 يمــير آنزيــرســد  ــه اســتفاده از روش غ يبــه نظــر مــ    

مناسـا و مقـرون    يروش،  PBSها با بافر  سلول يجداساز
از ژله  يميمزانش ياديبن يها سلول يجداساز يبه صرفه برا

هـا را در مـد  زمـان     ن سـلول ي ـتواند ا يوارتون باشد و م
 . ند يناف جداساز بند يها نمونه% 311از  ،روز 5 وتاه 

 
 و قدرداني تشكر
ــا     ــن روش جدي ــل مالک 33د در ســال ي ــدر اداره   ت ي

ــ ــا يـصنعت ـــي ــت رســـران ب ــد .ده اســتيه ثب له يوســ نيب
بـن   يآور شر ت فـن  يمال يها تيسندران مقاله از حماينو
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ن از يچن ـ هـم . ندينما يم يان تشکر و قدردانيرو يها اختهي
ت بانـک خـون   يفين  ير مسئول تضميمهندو اشکان مزدر

ن طرح يج اينتا يل آماريه و تحليان  ه در تجزيناف رو بند

شـگاه  يول آزماؤمس يفاضل سامان ياند و آقا داشته يهمکار
 .ميان سپاسگزاريرو يتومتريفلوسا
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Abstract 
Background and Objectives 

The isolation of mesenchymal stem cells (MSCs) from the Wharton jelly (WJ) without 

degradation of cellular surface receptors and with the protection of cellular function, 

proliferation,  and viability is important for research and clinical applications. In this study we 

have established a simple and rapid protocol without enzymatic treatment taking less time for 

MSCs from WJ to be isolated.  

 

Materials and Methods 

Human umbilical cords were collected after full-term deliveries and transported to the 

laboratory in sterile phosphate-buffered saline (PBS).  After the removal of cords vessels, the 

WJ sectioned were transferred into PBS and put on a shaker for 2 hours. The cord segments 

were discarded and the suspension was centrifuged and cultured in DMEM-LG supplemented 

with 10% FBS for 5 days. The plastic adherent cells were investigated for surface markers. 

Adipogenic, osteogenic, and chondrogenic differentiations were performed to investigate the 

mesenchymal nature. 

 

Results 

After 5 days, purified populations of spindle-shape mesenchymal stem cell appeared and the 

cells were then expanded until they reached subconfluence. The cell population doubling time 

at third (31 ± 6h) and fourth (58 ± 15h ) passages was lower than other passages.  The 

expanded cells were positive for CD 90, CD105, CD73, and CD44 , and negative for CD34/45, 

CD133, and HLA-DR surface markers. WJ-MSCs showed the potential of the multilineage cell 

differentiation into adipogenic, osteogenic, and chondrogenic phenotypes.  

 

Conclusions 

This study indicates that this non-enzymatic protocol can result in the efficient isolation of 

MSCs from Wharton jelly with less time taken. The expanded cells expressed characteristic 

markers and presented typical functional properties of MSCs such as the differentiation 

capacities.   
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