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 مقاله پژوهشي

 
 بعدي  3خونساز بند ناف انساني بر روي داربست  ساز پيش هاي گسترش سلول

 پوشيده شده با نانوالياف كلاژني

  2،1، غلامحسين تمدن9، سيد جواد مولا1، مسعود سليماني1، سعيد آبرون2سيد هادي موسوي
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

استخوان استفاده  مغز ياديبن يهاک سلوليوند آلوژنياز پ ،يخون ريو غ يخون يهايمارياز ب يدرمان برخ يبرا
 ين روش درمتان يت ماران، استتفاده از ا ياز ب ياريبس يمناسب برا اهداكنندگانعدم وجود به علت گردد، اما يم

( HSC)خونساز ياديبن يها وند سلولين جهت پيگزياز منابع جا يکي( UCB)ناف خون بند. محدود شده است
آن از خون بند ناف، عامل محدودکننده استتفاده   يها زان سلولين منبع، کم بودن ميا يايرغم مزا يعل. باشد يم

غلبه  يکارها از راه يکي ،شگاهيط آزمايخونساز در مح ياديبن يهاگسترش سلول. استناف  وند خون بنديدر پ
 . باشد ين مشکل ميبر ا

 ها روش مواد و
سته بتا   يکتلاژن در مقا اف يت ده شده با نانو اليپوش( PCL)يکاپرولاکتون ي، از داربست پليه تجربعن مطاليدر ا
 ي، سنجش کلون+CD34 يها سلول و يتام سلول شمارش. استفاده شد يجهت کشت سلول ،ط معمول کشتيمح
 .ز انجام گرفتين CXCR-4ان يو ب

 ها يافته
+ يها و سلول يزان تام سلولين مطالعه نشان داد که ميا يها افتهي

CD34 ده شده با يپوش يبعد 1داربست  در
زان ين ميچن هم(. >p 51/5)باشد يشتر ميب( يبعد 1)يستم معمول کشت سلوليسه با سيدر مقا يکلاژن افينانوال

(. >p 51/5)استدار امعن يبوده و به لحاظ آمار يبعد 1 يبالاتر از کشت سلول يبعد 1در داربست  يتام کلن
بهتر  ينيت لانه گزيقابلانگر يکه ب ده شديد يبعد 1سه با يدر مقا يبعد 1ط يدر مح CXCR-4ان بالاتر يب

 .(>p 51/5)است يبعد 1ط يکشت شده در مح يها سلول

 ينتيجه گير
پوشيده شده با نانوالياف كلاژني نسبت به محيط معمولي كشت سلولي، محيطي مناسب با حفظ  PCLداربست 

 . باشد هاي بنيادي خون بند ناف مي هاي بنيادي براي كشت سلول خصوصيات سلول
 بافت  يخونساز، مهندس ياديبن يها ناف، سلول خون بند ياديوند سلول بنيپ :ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 6/39/ 8 : تاريخ دريافت
 02/8/39: تاريخ پذيرش 

 
 خونشناسي و بانك خون ـ دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران PhDدانشجوي  ـ1
 11111-991: خونشناسي ـ دانشيار دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستي PhD: مؤلف مسؤول -0
9- PhD خونشناسي ـ دانشيار دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران 
1- PhD ژنتيك ـ دانشيار دانشكده علوم زيستي دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران 
 ـ دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شيراز ـ شيراز ـ ايران خونشناسي و بانك خون PhDدانشجوي  -1
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  قدمه م
ر ي ـم و غيبدخ)يخون يها يمارياز ب يجهت درمان برخ    
از  ،يمن ـيسـتم ا ينقـ  س  يهايمارين بيچن و هم( ميبدخ
اسـتااده  ( HSC)خونسـاز  يادي ـبن يهاک سلوليوند آلوژنيپ
 يل عدم وجـود دهنـدگان مناسـر بـرا    يدله گردد، اما ب يم
محـدود   ين روش درمـان ي ـماران، استااده از اياز ب ياريبس

 ين بـرا يگزيجـا  يمنبع ـ ،نـا   خـون بنـد  . (1)شده اسـت 
ونـد  يپ يتواند برا يباشد که م يخونساز م ياديبن يها سلول
 ـبن يهاسلول مـورد اسـتااده اـرار     ،(HSCT)خونسـاز  يادي
 مزايـا رغـم تمـام    ين، عل ـيگزين منبع جايااستااده از . رديگ
ا عـدم وجـود خ ـر    ي ـکمتر، کم بـودن و   GVHDاحتمال )
ت ي، محـدود يآلودگزان يتر بودن منيي، پااهداكنندگان يبرا

ر يل تأخيدله ، ب(آسان آن يو دسترس HLAکمتر در تجانس 
و  يمنيستم ايس ير در بازسازيدنبال آن تأخه وند که بيدر پ

د، محـدود  ي ـآ يوجود مه ر بيزان مرگ و ميش ميسپس افزا
ن يت، چنـد ين محـدود ي ـجهت غلبه بر ا. (0-1)شده است

 9داربسـت   يهـا بـر رو  روش کارآمد مانند گسترش سلول
و کشـت در   يميمزانش ـ يهـا بـا سـلول   ي، هم کشـت يبعد
گـاه  يجا. (6-8)در حال م العه و گسترش است ،وراکتوريب

خونسـاز در مززاسـتاوان را  اصـ ًحا      ياديبن يها سلول
و  ين خودنوسـاز يگاه باعث تعادل بين جاينامند و ا يچ مين
 ـبن يهـا ز سلوليتما  ـ. (3)شـود  يخونسـاز م ـ  يادي نظـر  ه ب
 ،شـگاه يط آزمايدر مح ـ يسـتم ين سيچن ـ يرسد، بازساز يم

خونسـاز بـا    ياديبن يهاش سلوليجهت افزا يروش مناسب
 HSCsسرنوشـت  . (12)ه آنان، باشـد ياول هاي ويژگيحاظ 

هــا،  از جملــه هورمــون يماتلاــ ير فاکتورهــايتحــت تــا 
و برهمکنش ( ECM)يکس خارج سلوليها، ماترنيتوکايسا
 (.11)استها و بافت هار سلوليبا سا يسلول

چ يدر ن ـ يار مهم ـينقش بس ـ يکس خارج سلولياجزاء ماتر
HSC ــد ــبندگ. دارن ــ يچس ــرهمکنش بـ ـي و  HSCsن يا ب
در  HSCs يا نگهداري ينيگز و لانه يچسبندگ يهامولکول

، 10)گـردد  ين عناصر فراهم م ـيتوسط ا ،استاوان چ مززين
11.) 
 ـبن يهـا کشت سـلول  يهاستمياکثر س     خونسـاز از   يادي

نـد کـه در   ينما ياسـتااده م ـ ( 2D)يبعـد  مدل گسـترش دو 
رات يي ـباعـث تز  ،(3D)يسـه بعـد   يهـا  طيسه بـا مح ـ يمقا

ــ ــ ياريبس ــلوليدر خصوص ــاات س ــبن يه ــاز  يادي خونس
از  ياتيخصوص ـ يد دارايبا يبعد 9داربست  (.19)شوند يم

و  يحاظ خودنوسـاز  يي، توانايکاف يهاد سلوليجمله تول
. خونساز را داشـته باشـد   ياديبن يهاسلول رين تکثيچن هم

، يش س ح من قه رشد سـلول يباعث افزا يبعد 9داربست 
ن يسلول و بنابراـ   تماس سلول ي، بهبوديت ساختاريحما

 (.11)شود يچ ميمهم ن يازهايفراهم کردن تمام ن
، جهت گسـترش  يبعد 9ماتلف  يهاامروزه، داربست    
 يهـا  شود، که شـامل شـبکه   ياستااده م HSCs يشگاهيآزما
 ـيمنافـذ م  يدارا يهاکسيا ، ماترينانوال  ا  دري ـ، اليکرون
 ـا. باشـند  يگر م ـين مدل ديده شده و چنديهم تن ا  ي ـن الي
د يک اس ـي ـلاکت ال ياز جملـه، پل ـ  يماتلا ـ يهاجنس يدارا
(PLLA)ــ ــلاکت ي، پل ــوي ــکوليگل-ک ک ــي ، (PLGA)ديک اس
( PDMS)لوگسـان يل سيمت يد ي، پل(PET)لن ترفتالاتيات يپل
 (.11)باشند يم( PCL)کاپرولاکتون يو پل
بـر خـا    يک نـانو ف ي ـن م العه، استااده از يهد  از ا    
از  يک ـي)ده شـده بـا کـًژن   يپوش( PCL کاپرولاکتون، يپل)

 خونساز بند ياديبن يها جهت گسترش سلول( ECMاجزاء 
 .بودنا  
 

 ها مواد و روش
 . م العه انجام شده از نوع تجربي بود    
 

CD34 يها سلول يجداساز
 :يخون بندنا  انسان +

نامـه   تيافـت راـا  ياز در بعـد  ينـا  انسـان   خون بنـد     
جهــت . افــت شــديدر( نمونــه 9)اهداكننــدگانآگاهانــه، از 
CD34 يهاسلول يجداساز

 ياتک هسته يها ابتدا، سلول +
(MNC ) يل ـيم/گـرم  200/1 يچگـال )کوليبا استااده از فـا 
جدا و سپس بـا اسـتااده از    سانتريايوژتوسط ( گمايتر، سيل

CD34 يهـا  سـلول ( کايوتک، آمريبا يلتنيم) MACSستون 
+ 

و  ســانتريايوژطــور خًصــه، بعــد از ه بــ. دنــديجــدا گرد
ــلول ــمارش س ــر يش ــه ازاء ه ــدود  128، ب ــلول ح  922س

بلوکـه کننـده و    يبـاد  يتر آنت ـيکروليم 122تر بافر، يکروليم
ااـافه و خـوم مالـو      CD34 يباد يتر آنتيکروليم 122

گـراد در   يدرجه سانت 1 يقه در دمايدا 92شده  و به مدت 
ها با بافر شستشو و سـپس در  سلول. ديانکوبه گرد يکيتار
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ع يده، مـا ي ـگرد سـانتريايوژ قـه  يدا 12مـدت  ه ب g922دور 
تـر  يکروليم 122مانـده بـا    يطور کامل خارج و بااه ب ييرو

 يســيدان مزناطيــرا در م MSســتون . بــافر مالــو  شــدند
خــا  خــود اــرار داده، بــا بــافر شستشــو شــد و ســپس  

جهـت  . مـورد نظـر از سـتون عبـور داده شـدند      يها سلول
سـتون بـا بـافر    هـا، مجـددا    نان از خروج کامل سـلول ياطم

 11ک لولـه  ي ـن، سـتون جـدا و در   ي ـشستشو شد، بعد از ا
تر بافر بـه سـتون ااـافه    يل يليم 1. ارار داده شد يتريل يليم

ات ستون به داخل يستون تمام محتويشد و با فشار توسط پ
 ـلوله منتقل گرد  يهـا داخـل لولـه، سـلول    يهـا سـلول . دي
CD34 يباد ينشاندار شده با آنت

 .بودند +
 

 :سازي محيط آماده

گما، يس ـ) Stemline IIط  يها،  از محجهت کشت سلول    
 ـبـا حما ( آلمان نـانوگرم در   SCF (12 يهـا نيتوکايسـا  تي
ــيم ــک يل يل ــر، پپروت ــتانت ــانوگرم در  TPO (12 ،(، انگلس ن
تـر،  يل يلينانوگرم در م Flt-3 (12 و( کايبکو، آمريتر، گيل يليم
 . دياستااده گرد (کايبکو، آمريگ
 

 :بعدي 0ها در محيط  کشت سلول
 012مالـو  در   CD34هـزار سـلول    11تـا   12حدود     
 ــيکروليم ــر مح ــک پل يت ــر چاه ــه ه ــط را ب ــه  01ت ي خان
 ـي ـااافه و سپس پل يرنياست يپل  روز در 12مـدت  ه ت را ب
هـر  . ميانکوبـه کـرد  % CO2 1گراد با  يدرجه سانت 90 يماد
 .ديض گرديط تعوياز مح يميبار، ن کيساعت  18
 

 :ها در داربست سه بعديکشت سلول
ــدا داربســت      ــا غوطــه PCLابت ــانول  يور ب و % 02در ات

ه و سپس خشک شدن ب UV ، اشعه PBSسپس شستشو با 
ل در ياسـتر  يهاداربست. ل شديک شبانه روز استريمدت 
رن ارار داده شد و سپس بـا کـًژن   ياست يخانه پل 01ت يپل

 ـيل يليگرم در م يليم 1با غلظت  سـاعت در   01مـدت  ه تر ب
 ،ن مـدت ي ـبعـد از ا . شدپوشانده گراد  يدرجه سانت 1 يدما

ها را به همراه  ها برداشته و سلول داربست يکًژن را از رو
هزار سـلول   11تا  12حدود . ميها ااافه نمود ط به آنيمح

CD34  بـه هـر چاهـک     ،طيتر مح ـيکروليم 012مالو  در

درجـه   90 يروز در درمـا  12مدت ه ت را بيپل. ااافه شد
 کي ـسـاعت   18هـر  . ميانکوبه کرد% CO2 1گراد با  يسانت
بـار تکـرار    0 هر نمونه. ديض گرديط تعوياز مح يميبار، ن
 .شد
  

 :آناليز فلوسيتومتري
ش يآزما،  HSCsز يگسترش و تما ييتوانا يابيجهت ارز   
هـا  سـلول 12ن منظور، در روز يبد. انجام شد يتومتريفلوس
-CD34 يبـاد  يو با آنت هها و کنترل برداشتداربست ياز رو

PE و CD45-FITC مجاور گشـتند  يتوپ انسان يبر اد اپ .
 يقه در دمـا يدا 92مدت ه ، بيباد يبعد از ااافه نمودن آنت

مــات يجهـت تنظ . دنــديانکوبـه گرد  گــراد سـانتي  درجـه  1
. پ استااده شديزوتيت از کنترل ايد اختصاصييو تأ يجبران

 Partec-PAS  ،12222 تومتريبــا اســتااده از دســتگاه فلوســ
ز يجهـت آنـال   FlowJoافـزار   از نـرم . شـدند سلول شمارش 

 .گرديداستااده 
  

 :آزمون سنجش کلوني
روز  12، ابـل و بعـد از   ييزا يادرت کلن يجهت بررس    

 زتـر ا يل يل ـيم 0سـلول برداشـت شـد و بـه      12222کشت، 
  اسـتم  ،H4435 Methocult)ل سـلولز ي ـمه جامـد مت يط نيمح

 تي ـد و سـپس در پل ي ـااـافه گرد  (کاي، آمرسل تكنولوژي
0

mm 91 ــرار داده شــد ــد از . ا  ون دريروز انکوباســ 11بع
ــا ــانت 90 يدم ــه س ــراد و  يدرج ــتااده از % CO2 1گ ــا اس ب
ــوس، کلنـ ـ يم ــکوپ معک ــا يکروس -CFU-GM ،BFU يه

E/CFU-E  وCFU-GEMM  ـ نمونـه . شمارش شـدند  ه هـا ب
   .انجام شدند ييصورت تکرار دوتا

 
 :بيان ژن
ابل و بعد از کشت،  يهاسلول ينيگز لانه يبررسجهت     
اــرار  يابيــمــورد ارز qPCRبــا اســتااده از  CXCR-4ان يــب

 ـبا اسـتااده از ترا  RNAن منظور، يبد. گرفت گما، يس ـ)زولي
 ـ. استاراج شـد ( آلمان  126طـور خًصـه، بـه ازاء هـر     ه ب
 ـ   زول به سـلول يتر ترايل يليم 1 ،سلول  يخـوب ه هـا ااـافه، ب

 ـيکروليم 022مالو  و سپس  ه تر کلروفرم به آن ااافه و ب
دور در  10222در  گـراد  سـانتي  درجه 1قه در يدا 11مدت 
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ک لوله جداگانه منتقل و يبه  يفاز آب. شد سانتريايوژقه يدا
 1 يزوپروپـانول بـه آن ااـافه و در دمـا    يتر ايکروليم 122
ــ گــراد ســانتي درجــه ــدت ه ب ــه در دور يدا 12م  10222ق

مانـده   يبرداشت شد و باا ييع رويسپس ما. شد سانتريايوژ
 1قـه در  يدا 1مدت ه ب 0122در دور % 01ته لوله با اتانول 

ع ي، مـا سـانتريايوژ بعد از . وژ شديايگراد سانتر يدرجه سانت
ااـافه   RNAتر آم بـه  يکروليم 02اته شد و يدور ر ييرو

ــور ي، چگــالRNA يابيــجهــت ارز. گشــت  082/062 ين
(OD260/280 ) و غلظــتRNA    بــا اســتااده از دســتگاه

 cDNA سـاخت سپس  .نانودراپ مورد سنجش ارار گرفت
. صورت گرفـت ( ، آلمانينتيايكترموسا)ت يبا استااده از ک

ــه ا ــبـ ــور يـ ــوط RNAاز  ng 022ن منظـ  1از  يدر مالـ
،  AMV ميتر آنزيکروليم 18oligodt  ،1/2آغازگر تر يکروليم
 RNAse  ،1 تر مهارکنندهيکروليم x 1 ،1/2 تر بافريکروليم 1
از  ي، ااــافه شــده و بــا آم عــار dNTP mix تــريکروليم

 تر رسانده شد و سپس با برنامهيکروليم 02نوکلئاز به حجم 
 10ک ســاعت در ي ـ گـراد،  يدرجـه ســانت  01قـه در  يدا 12

در گـراد   يدرجه سـانت  01قه در يدا 12گراد و  يدرجه سانت
 . رفتکلر ارار گيدستگاه ترموس

 CXCR-4ژن  ياختصاص آغازگرهايسپس با استااده از     
ــرل  ــه  GAPDHو ژن کنت ــا برنام ــه يدا 11، ب ــه  31ق درج

 گراد و  يدرجه سانت 31ه ـي ان 02، (هـک چرخـي)گراد يسانت

-Realدر دستگاه ( چرخه 12)گراد يدرجه سانت 62ه ي ان 62

time PCR (ABIکاي، آمر )(1جدول )ارار گرفت . 
 

 هاي مورد استفاده توالي ژن: 2 جدول
 

 توالي ژن
CXCR-4 F TGAACCCCATCCTCTATGCTT 
CXCR-4 R GATGAATGTCCACCTCGCTTT 
GAPDH-F TGCACCACCAACTGCTTAGC 
GAPDH-R GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

 
 :آناليز آماري

 6 افـزار  بـا اسـتااده از نـرم    tتوسط آزمون  يز آماريآنال    
GraphPad Prism هــاي  هــم چنــين داده .گرفــت صــورت

qPCR افزار  توسط نرمREST.2009    مورد تجزيـه و تحليـل
 .ارار گرفتند

 
 ها يافته
 :يتومتريز فلوسيآنال
CD34 يها درصد خلو  سلول    

 بند جدا شده از خون +
. شـد  يبررس يتومترينا  ابل و بعد از کشت، توسط فلوس

و بعـد از گسـترش بـر    % 39درصد خلو  ابل از کشـت  
و  90 ± 99/1 ري ـبه ترت ،يبعد 0و  يبعد 9داربست  يرو
معنادار  ين تااوت از لحاظ آماريا. بودنددرصد  0 ± 86/2
 (.0و  1هاي  شكل()>p 21/2)بود
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ناف، بلافاصله از نظر مارکر  خون بند يدست آمده بعد از جداسازه ب يها سلول ت قبل از گسترش +CD34 يها درصد خلوص سلول :2شکل
؛ يپراکنش کنار:  CD34+ . SCC يها درصد سلول:  (C، يکنترل منف:  (Bشده،  يت بررسيجمع:  (A. قرار گرفت يابيمورد ارز CD34 يسطح
FSC  :؛ ييپراکنش جلوPE : ن؛ يتريکواريفFITC  :فلورسنت ايزوتيوسيانات. 
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(: A. يبعد 1ط يو مح ينيبرونکتياف فيده شده با نانواليپوش PCL داربست يروز گسترش بر رو 25بعد از  +CD34 يها درصد سلول :1 شکل
(: D، يبعد 1ط ينمونه در مح يکنترل منف(: C، يبعد 1ط ينمونه در مح +CD34 يها درصد سلول(: B، يبعد 1ط ينمونه در مح يکنترل منف

ايزوتيوسيانات :  FITCن؛ يتريکواريف:  PE؛ ييپراکنش جلو:  FSC؛ يپراکنش کنار:  SCC .يبعد 1 طينمونه در مح +CD34ي ها درصد سلول
 .  فلورسنت

 
CD34 يها کشت سلول

 PCL يبعـد  9داربسـت   يبـررو  +
 :ا  کًژنيده شده با نانو اليپوش
CD34 يهاتعداد سلول    

بعـد از   ينا  انسـان  خون بند +
ــت در محـ ـ 12 ــد 0ط يروز کش ــزا ،يبع   98 ± 9/9 شياف
را در  يبرابر 6/0 ± 09/2 ها وزان تام سلوليرا در م يبرابر
CD34 يهازان سلوليم

زان تـام  ي ـن ميچن هم. نشان دادند +
CD34 يهاها و سلولسلول

ده يپوش ـ يبعد 9در داربست  +
 ـيشده با نانو ال  ± 1/1و  12 ± 69/1 ري ـبـه ترت  يا  کًژن

ط يسه با محيش در مقاين افزايش داشتند که ايبرابر افزا 16
نمـودار  ()>P 21/2)ادار بـود ـمعن ـ يارـبه لحاظ آم يبعد 0
1.) 

 :يسنجش کلن
 ـبن يهـا سـلول  يـي زا ين ادرت کلن ـييجهت تع     و  يادي
خونساز ابل و بعد از گسـترش، آزمـون سـنجش     ساز پيش
 يروز کشت بـر رو  12حاصل از  يهاسلول يبر رو يکلن
 ـي ـم. انجام گرفت يبعد 0و  يبعد 9ط يمح  يهـا يزان کلن

CFU-GEMM  0ط ينســبت بــه محــ يبعــد 9در داربســت 
ن ابـل  يچن و هم( 99/1 ± 31/2در مقابل  8 ± 80/2)يبعد

 ين اختً  بـه لحـاظ آمـار   يش داشت، که ايافزا از کشت
در داربسـت   BFU-E/CFU-E يهايزان کلنيم. معنادار نبود

در مقابل  60/81 ± 11/1) يبعد 0ط ينسبت به مح يبعد 9
60/81±  11/1)از کشــت ن ابــليچنــ و هــم( 13 ± 00/9
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 يبر رو( يبعد 1سه با يدر مقا يبعد 1)ياف کلاژنيده شده با نانو اليپوش PCLط معمول و داربست يستم کشت در محياثرات س :2نمودار 
ط يروز در مح 25مدت ه و داربست ب يط معموليمح يبر رو%( 41)ناف خون بند +CD34سلول  25555 .خونساز ياديبن يها گسترش سلول

درصد گسترش (: B، يش تام سلوليزان افزايم (:A .ط برداشت شديمح ياز رو تجزيه و تحليل يفاقد سرم کشت شد و برا يکشت سلول
  .CD34 يها ش سلوليزان افزايم(: CD34  ،C يها سلول
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
گسترش  يها سلول يها برا يبر اساس کل کلن (CFU-GM, BFU-E/CFU-E, CFU-GEMM)ساز پيش يها سلول يها يتعداد تام کلن :1نمودار 

 يبعد 1و  يبعد 1ط يمح يروز بر رو 25مدت ه افته بي

0 

20 

40 

60 

 بعدي 0محيط     بعدي             9محيط     2 1

06 

06 

06 

ولي 6
 سل

تام
ش 

فزاي
ن ا

ميزا
 

21/2 p< A 

 سيستم كشت

0 

10 

20 

30 

40 

 بعدي 9محيط  بعدي 0محيط 

12 
92 
02 
12 
2 

ول
 سل

ش
ستر

د گ
رص

د
 

ي 
ها

C
D

3
4

 

B 2221/2 p< 

 سيستم كشت

0 

5 

10 

15 

20 

 بعدي 9محيط  بعدي 0محيط 

02 
11 
12 
1 
2 

ول
 سل

ش
فزاي

ن ا
ميزا

 
ي 

ها
 

C
D

3
4

 

 سيستم كشت

2221/2 p< C 

0 

50 

100 

150 

200 

 CFU-GEMM CFU-GM BFU-E/CFU-E  مجموعCFU 

Series1 Series2 Series3 
 محيط

 بعدي 9

 محيط
 بعدي 0

ابل از 
 كشت

022 

112 

122 

12 

2 

لني
د ك

عدا
ت

 

2221/2 p< 

2221/2 p< 

221/2 p< 

2221/2 p< 

2221/2 p< 

 نوع كلني

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
08

-0
1 

] 

                             6 / 10

https://bloodjournal.ir/article-1-892-fa.html


 31بهار  ،1شماره  ،10 هدور                                                    

31 

 

 

ن اخـتً  بـه   ي ـش داشت، که ايافزا( 19 ± 80/0در مقابل 
 (.>p 221/2)معنادار بود يآمارلحاظ 
 9در داربسـت   CFU-GM يهـا يزان کلن ـي ـن ميچن هم    
در  19 ± 00/9)تـر نييپـا  يط دوبعـد ينسبت به مح ـ يبعد

ش ياما نسبت به ابل از کشـت افـزا  ( 99/11 ± 09/8مقابل 
ــت ــل  19 ± 00/9)داشـ ــه ا(10 ± 31/0در مقابـ ــ، کـ ن يـ

هـا   يزان کـل کلن ـ يم. معنادار نبود ياختًفات به لحاظ آمار
و ابـل از   يبعـد  0ط ينسبت به مح ـ يدر داربست سه بعد

و  101 ± 11/1در مقابـل   60/110 ± 09/1ر يبه ترت)کشت
ــزا (60/120 ± 19/6 ــاداريافـ ــت يش معنـ  221/2) داشـ
p<)( 0نمودار.) 
 

 :خونساز ياديبن يهاسلول ينيلانه گز يبررس
 يهـا و مهـاجرت سـلول   ين ـيگز لانـه  يابيمنظور ارزه ب    

اــرار  يمــورد بررســ CXCR-4کشــت داده شــده، فــاکتور 
کشـت شـده بـر     يها سلول يبر رو CXCR-4ان يب. گرفت
بـالاتر و   يبعـد  0ط ينسبت به مح ـ يبعد 9داربست  يرو
ان يب(. 9نمودار )(>p 220/2)بودند ياختً  معنادار يدارا

CXCR-4 ــل از کشــت   يبعــد 0ط يدر محــ ــه اب نســبت ب
ط يمعنادار نبودند، اما در مح يلحاظ آمارتر بود اما به  نييپا
 0ط يرا نسبت به مح ـ يبرابر 1/0 ± 19/2ش يافزا يبعد 9
 .ميشاهد بود يبعد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
نسبت به  يبعد 1ط يدر مح CXCR-4ان يرات بييزان تغيم. 1نمودار 
 ن قبل از کشتيچن روز کشت و هم 25بعد از  يبعد 1

 بحث 
 ـ ز خون بنديآم تيوند موفقين پيبا توجه به اول     ه نا  و ب

نـا  بـه    نا ، خون بند خون بند يهاجاد بانکيدنبال آن ا
ر يو غ يخون يها يمارياز ب ياريدر درمان بس ياديزان زيم

 ـ. مورد استااده ارار گرفت يخون دا ي ـل مشـکل در پ ي ـدله ب
ماران، خـون  يب ياستاوان برا مناسر مزز يها کردن دهنده

خونساز  ياديبن يهان سلوليگزيعنوان منبع جاه نا  ب بند
 ـبن يهـا وند سـلول يدر پ خونسـاز مـورد توجـه اـرار      يادي
نا ، مشکل بـزرگ   خون بند يايرغم تمام مزا يعل. گرفت

. باشـد  يموجـود م ـ  يهاسلول دن منبع محدود بودن تعدايا
هـا   وللن س ـي ـن مشکل، کشـت ا يغلبه بر ا يهااز راه يکي

  (.16)است
کشت شـده بـر    ياديبن يهاق، تعداد سلولين تحقيدر ا    
 ـي ـده شده با نانو اليپوش يبعد 9داربست  يرو ، يا  کًژن

 ـبن يهـا در گسترش سلول يشتريادرت ب نسـبت بـه    يادي
 ل برهمکنش بهتر و هميت، به دلون تاايا. گروه کنترل دارد

بهتـر   يو سـاختار  ي، سـلول ييايميش ـ -يکيزيد فين تقليچن
. باشـد  يم ـ يبعـد  0ط يچ نسبت به محياز ن يبعد 9ط يمح

شده است کـه بـا بـالابردن     يطراح يطور يبعد 9ساختار 
 يش بـرهمکنش سـلول  يمنجر به افزا ،نسبت س ح به حجم

 0ط يت بـرهمکنش در مح ـ ي ـن ظرفيکه ا يحال در. شود يم
مجـاور   يهـا  باشـد و محـدود بـه سـلول     ين م ـييپـا  يبعد
 ـنانوال يبعد 9ن داربست يچن هم. (10)است  کـه  PCLا  ي
 سـبر  ،انـد  کـرده  جـاد يا هـا  سلول يبرا يمحدودتر يفضا
 بسـتر  يسـاز  فراهم نيچن هم و سلولـ  سلول شتريب اتصال
    .اسـت  نيپـاراکر  و نياتـوکر  يفاکتورها ري أت يبرا مناسر
 ـا در کـه  است کسيماتر ،سلول اتصال گريد مهم عامل ن ي
 کسيماترمهم  يهانيپروتئ ازکًژن که  اب  ها سلول م العه
 يخــارج هيــلا .هســتند تمــاس در ،اســت يســلول خــارج
 در ژهي ـو به استاوان مزز ياستروما و الياندوتل يها سلول
 ـبن سلول ينيگز لانه گاهيجا)لياندوست چين  ،(خونسـاز  يادي

 ،يکس خـارج سـلول  يماتربات يترک .استکًژن  از دهيپوش
اتصـال  . خونساز هستند ياديچ سلول بنيدر ن يعناصر مهم

( CAMs)چسبان  يها خونساز و مولکول يادين سلول بنيب
چ در يخونساز در ن ياديبن يها سبر نگه داشتن سلول ،چين
  يهاگناليجه انتقال سي، در نتآنمستقر در  ياـهار سلولـکن
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 (.18، 13)گردد يم ياديمهم در سرنوشت سلول بن
ماتلـف بـا    يها ن از داربستي، محققيگريدر م العه د    

 ـبن يها جهت کشت سلول يمتااوت يها پوشش خـون   يادي
و همکارانش نشان دادند  اهرينگ. اند نا  استااده کرده بند

 سـايتوماتريكس  ستميکشت شده در س يها که تعداد سلول
 يهـا سلول ين هم کشتيچن و هم يبعد 0ط ينسبت به مح
ار ياسـتاوان بس ـ  استرومال مزز يها نا  با سلول خون بند
CD34 يهـا زان سـلول ي ـن ميچن ـ هـم . باشـد  يبالاتر م ـ

و  +
CD45

و در  يبرابـر  9ش ي، افـزا سايتوماتريكس طيدر مح +
ــه ترت يبعــد 0ط يمحــ ــب ــزاي ــر 6/1و  9/1ش ير اف  يبراب
، نشـان داده  0210در سـال   يگريدر م العه د (.02)داشتند

ن و کًژن با و بدون يبري، ف PCL يبعد 9شد که داربست 
نـا  در   م خـون بنـد  يمزانش ياديبن يهابا سلول يهمکشت
CD34 يها تعداد سلول ،يبعد 0ط يسه با محيمقا

 يبالاتر +
، پس از 0226در سال كاي فنگ و همكارانش . (11)داشتند
ــ 12 ــيروز کشــت در مح ــا يط پوش ــ) PETده ب ــ يپل لن يات

کونژوگـه   PETن و يبـرونکت يونژوگه با فك PET، (ترفتالات
را در  يبرابر 102و  181، 119ش ير افزايبه ترت با کًژن،

TNC را در  يبرابــر 01و  122، 11ش ين افــزايچنــ و هــم
هان ، 0229در سال . (01)گزارش نمودند CD34 يها سلول

 ـال ده شـده بـا نـانو   يپوش ـ يبعـد  9ط يدر مح ـسو كيم  ا  ي
را در  يبرابـر  61ش يروز کشـت، افـزا   10 يدر ط يکًژن
TNC  يهـــا را در ســـلول يبرابـــر 11و CD34  گـــزارش

 يبعــد 9ط کشــت ي، در محــ0211در ســال  (.00)نمودنــد
تـرزا مـورترا    روز، 08 يها، در ط ـ نيتوکايبدون افزودن سا

را در  يبرابـر  0ش ير افـزا ي ـو همکارانش، بـه ترت  بًنكو
، (دي ـکوليدکو گًي ـلاکت يپل ـ) PLGAده با ده شيط پوشيمح
را در  يبرابر 10و ( اورتان يپل) PUط يرا در مح يبرابر 02
ج ين، نتـا يچن هم. (09)کًژن مشاهده نمودند - PUط يمح

دهـد کـه    يباشد و نشـان م ـ  يج بالا ميمشابه نتا اين تحقيق
کشــت  يبــرا يط بهتــريمحــ ،يبعــد 9ســتم داربســت يس

CD34 يها سلول
 0ط يسـه بـا مح ـ  يهـا در مقا  و کل سلول +

و  يش تام سـلول يزان افزايج نشان داد که مينتا. است يبعد
برابـر   16و  12ر ي ـبه ترت يبعد 9ط يدر مح CD34سلول 
 . بود
 و  ياديبن ياـه داد سلولـه تعـب يـل کلنـيدرت تشکـا     

بـا توجـه بـه تعـداد بـالاتر      . دارد يساز خونساز بستگ شيپ
نسـبت   يبعـد  9ط يبعد از کشت در مح ـ ياديبن يهاسلول
بـالاتر   يبعـد  9ط يدر مح ـ ي، تعداد کلن ـيط معموليبه مح
و همکارانش نشان دادنـد  اهرينگ ، 0229در سال . باشد يم
در  يشـتر يتعداد ب يبعد 9ستم کشت يدر س CFU-GMکه 
که  يگريدر م العه د. دارد يستم کشت معموليسه با سيمقا

ن و کـًژن اسـتااده   يبـرونکت يده با فاز داربست کونژوگه ش
ط ينسبت به مح ـ يکرده بودند، نشان داده شد تعداد کل کلن

. (02)معنـادار نبـود   ياما به لحاظ آمار استبالاتر  يبعد 0
ــيــو همکــارانش مفنــگ در م العــه  -CFU يهــايزان کلن

GEMM  ،BFU-E/CFU-E ــداد کلنـ ـ ــا يو تع ــام در  يه ت
سـه بـا   ين در مقايبـرونکت يکونژوگه شده بـا ف  PETداربست 

 يبرابـر  8/9و  0/6، 1/12ش ير افزايبه ترت يبعد 0ط يمح
 ـ ينتا (.01)را داشتند ج يز مشـابه نتـا  ي ـمـا ن  يج سـنجش کلن
تعـداد   ،يبعـد  9ط کشـت  يدر مح. باشد يبالا م هاي هم الع
 يبالاتر بود اما بـه لحـاظ آمـار    يبعد 0نسبت به  يکل کلن

در   BFU-E/CFU-E يها ينن تعداد کلينچ هم. معنادار نبود
ط دو ينسـبت بـه مح ـ   CFU-GMبـالاتر و   يبعـد  9ط يمح
 .تر بود نييپا يبعد
 ـبن يهادر سلول ينيلانه گز يهاان ژنيب     خونسـاز   يادي

شـود    يگاه مناسـر م ـ يها در جا ن سلوليا يريباعث ارارگ
 يهـا  سـتم کشـت  يت ممکـن اسـت در س  ين خصوص ـياما ا

را  ين ـيکه اـدرت لانـه گز   ي يمح. دا کندير پييماتلف تز
ط ين مح ـيريد، نسبت بـه سـا  ياستاوان حاظ نما مانند مزز

ن يدر ا CXCR-4ان ين مواوع، بيبا توجه به ا. است يبهتر
و همکـارانش  اهرينـگ  . اـرار گرفـت   يابي ـم العه مورد از

از  يادي ـدرصـد ز  يتوپ بـر رو  ين اپيگزارش کردند که ا
نسبت بـه   كسسايتوماتري در مدل کشت CD34 يها سلول
ز نشان داد کـه  يج ما نينتا. (02)شود يان ميب يط معموليمح
ا  ي ـده شده بانـانو ال يپوش PCLدر داربست  CXCR-4ان يب

نسـبت بـه مـدل    ( يبرابـر  1/0ش يافزا)يان بالاتريکًژن ب
 . دارد يبعد 0کشت 

 
  گيري نتيجه

 جه گرفت که يگونه نت نيتوان ايج فوق ميبا توجه به نتا    
 ه ده شده با کًژن بيپوش PCLا  ينانوال يدـبع 9داربست 
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اسـت کـه    ها را حاـظ نمـوده  ن سلوليا ينيلانه گز يخوب
چرا که بـالاتر بـودن   . ديوند نمايبه پ يتواند کمک بزرگ يم
هـا در  ن سـلول يح ايصح يريباعث ارارگ ينيزان لانه گزيم
ونـد  يت پي ـزان موفقي ـجه بالاتر بردن ميگاه خود و در نتيجا
در داربست  ينيرسد حاظ بهتر لانه گزيبه نظر م. گردديم

 ـبهتـر ر  يسـاز  هيبه علت شـب  يبعد 9  ـيز مح ـي  چ مزـز يط ن
کس يمـاتر  يع ـيبـات طب ياسـتااده از ترک . باشد ياستاوان م
 يدر چسـبندگ  يز نقش مهم ـياستاوان ن مزز يخارج سلول

باعـث   يبعـد  9ت، داربسـت  ي ـدر نها. داشته است يسلول
 .شود يها مآن ين چسبندگيچن سلول و هم تماس بهتر
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Abstract 
Background and Objectives 

The allogeneic hematopoietic stem cell transplantation is used for the treatment of some 

hematological and non-hematological disorders, but the lack of suitable donors for many 

patients limits the use of this source therapy. Umbilical cord blood (UCB) is an alternative 

source of hematopoietic stem cell (HSC) transplantation. Despite all advantage lower cell 

doses is major obstacle in cord blood transplantation. Exvivo expansion of HSC is an 

alternative way to overcome this problem. 
 

Materials and Methods 

In this experimental study, Polycaprolactone (PCL) scaffold coated with nano fibrous collagen 

compared to routine cell culture system is used for cell culture. Total cells, CD34 cell, CFC 

assay, and CXCR-4 expression was performed.

 

Results 

Our findings demonstrated that the total cell expansion and CD34
+ 

cells in 3 dimensional (3D) 

scaffold compared to routine culture system (2D)  was higher (p< 0.05).  Also total colony 

cells in 3D scaffold was higher than 2D cell culture system and statically significant (p< 0.05). 

Higher CXCR-4 expression in 3D compared to 2D showed better homing of cells cultured in 

3D scaffold (p< 0.05). 

 

Conclusions 

PCL scaffold coated with nano fibrous collagen was a proper cell culture system compared to 

2D for cell expansion. 

 

Key words: Cord Blood Stem Cell Transplantation, Hematopoietic Stem Cells, Tissue 

Engineering 
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