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و تخليص سلول موش از طريـق روش چـسبيدن بـه ظـرف كـشت ) MSCs(هاي بنيادي مزانشيمي جداسازي
و غير مزانشيمي بسيا به علت رشد ناخواسته سلول،پلاستيك در اين مطالعه، جمعيت.ر مشكل استهاي خوني
از ) Positive immunoselection( با روش انتخاب ايمنـي مثبـت+CD34هاي بنيادي مزانشيمي از سلولهموژن 

. مغز استخوان موش جداسازي شده است
�� � �	�� ��

 مغز اسـتخوان هاي، سلول C57B1/6هاي نژاد پس از نخاعي كردن موش. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
و با دانهها آن ضد ربايي متصل به آنتي هاي آهن آسپيره بعد از انتخاب ايمني مثبـت،. انكوبه گرديدCD34بادي

و CD34ها براي بررسي درصد بيان ماركر بخشي از سلول   با دستگاه فلوسايتومتري مورد بررسي قرار گرفتنـد
سـاز هاي بنيادي خـون اي غير چسبان كه عمدتاًَ سلوله ساعت پس از كشت، سلول24.ندمابقي كشت گرديد

و سلول  هاي چسبيده به ظرف كشت پلاستيك از نظر وجـود ماركرهـاي بودند، از طريق شستشو حذف شدند
بـه منظـور اثبـات. مورد بررسي قرار گرفتنـد ) CD11b and CD45 ،CD34 ،Vcam-1 ،Sca-1 ،CD44(سطحي

ب شدماهيت مزانشيمي، از آزمايش تمايز و چربي استفاده .ه استخوان
��!�" ��

در ايـن. فيبروبلاست به دسـت آمـد شبه+CD34هاي از سلولييك هفته پس از كشت اوليه، جمعيت خالص
ها در اين سلول. بيان نشدCD45و CD11b بيان شد اما Vcam-1و CD34 ،Sca-1 ،CD44ها ماركرهاي سلول
و گيرنده هورمون پاراتيروئيد استئوكا(هاي تمايز به استخوان ژن و(و چربي) لسين، استئوپنتين ليپوپروتئين ليپـاز

. بيان شدند) آديپسين
#$�% �&��� 

از از اين مطالعه مي  بـايهاي بنيـادي مزانـشيم اين روش امكان تخليص سلولتوان نتيجه گرفت كه با استفاده
 C57/B16 مغز استخوان موش+CD34هاي سلول.د وجود دار C57B1/6كارايي بالا از مغز استخوان موش نژاد

و تمايز به دودمان هـاي بنيـادي مزانـشيمي سـلول هاي اسـكلتي، با توانايي چسبيدن به ظرف كشت پلاستيك
. باشند مي

�'�
 CD34ژن آنتي هاي بنيادي مزانشيمي، مغز استخوان، سلول:�) '��

������ ����	:��/��/��
����� ����	:�/�/��

�–���� ����������� �! "# $% &'�( )� ���� *����! *�+ )! *�', " -./��0��1	 �2�' � 3 4��� &�563�� 
78#'9:; <=9; :PhD���; ��!�	 &�563�� �>�?� &�>63�� �����.%� " *@ = 	��+ �.:� A'��B ":���8�C���
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���

���	� 
# $% *�+ # $% I*����! �"+��&J"�' ��B K"/ '� �"! 

*�"��L	 � /)self renewal ( &�� -"! ?��"�	 0� "	 '*�"+

 ��.:"+ <""$.F; �= $"%)�.(?""G; �"$/�� &�""P2 0'�� ��

 # $"% �! &'QR 0� F.%� 0 "/ *��"��! *�"+ D�"%)HSCs(I

# $"""% �"""5�� *�"""+*# $"""% S"""�TU D� *��"""��! *�"""+

���63�?;)MSCs ( ���� � E' ?�3)7.(#�"% �� I�"�/� *�"+

# $""% �! *�""+ S""�TU D� �""5�� �;�""%� �""! ���6""3�?; *��""�

# $% # $"% I�3 "$� &��+� S�>6	 �.%Q!'�T�� *�+ *�"+

 # $% I0� F.%� ?G; *�;'�.%� *����! ���6"3�?; ����3 *�+

# $% '&�� &�3� / 0� F.%� ?G; *�;'�.%� *�+ �3�)�8�(.

# $% ��"B�/ 0� ! ���� S�=� -! ���63�?; *����! *�+

 *���L	 � / ���! -! ?���	 0� 	 '0� "�R -! �.$>%� *�+

 *J	��.%� *��! V%��; WT�; X� �3�";�� 0@ ' # $"% *�"+

 �; Y :Z; �3 "�)[.(# $"% )"�� ��,��"� 0�";�� �� �"+

 �">�.3@ *����! I�".>��\��� ?3@ ]."%� 0 "/ � "T1! I*D�"%

 0���""��! �� D'�"">3 S""Z; ^�;�""	 I0� F.""%� *D�""%D�!

 *����! 0�;�� ' � .���P3� &��� 0�63 �! / -! �$KP; *�+

 �%� &��)��8[.(# $"% ���+� � E' �! ���6"3�?; *�"+

 �3�;�� # $% ��I-T�E D� �_H! D �+ D� 0, �>�@ = �! *�+

 �� ��">$�R ' �$;�">	 �6"�; I�= $"% ��+�; S�TUin vivo 

�%� &�3�; �U�! -./����3)C.(

# $"% 0��"� *��!��� ' S��:; -3 ( )�� -! �%�� �"+ *

��6"3�?; *����!�*��"��! 0�";�� �� 4?$.:"; 0�:"3� *�"+

 # $""% )""�� *D�""%��E ' �"">���$� `�""� a�""H=�b; D� �""+

-3 ( �%� �5�� *�+ .-"! 0��T:"c 4 %�; �'� D� &��P.%�

 # $""% *D�""%��E �� X�.""%Q� ���6""3�?; *��""��! *�""+

-3 ( �� �"=' -".��( 4�L3� ��d� ; �! *� 3�E <$.F; *�+

-"""! -"""� I� """; �� """; ' X"""�@ = �?�� #�"""; 0� """�R 

�"".2�� -""! I�""%� e�""b; 0����3�.:""� X""�@ = �?�� 	��

0�>;� # $"% -! �(� =, ��f3 �	Q>6; �! ' &� T3 ���� *�"+

0 / �%� &���+ @��'���; ' D�%)��I�C.(

*��""! �H��""% ' �""��E �'� I�""g�2 -""H=�b; �� 

# $% *D�%��E ��J"3 � ; 0� F.%� ?G; D� ���63�?; *�+

C57B1/6 �"%� &�� -���� .��"%� �"! -"� I�'� )"�� ��

 �"""Th; �"""���� Y�"""F.3�)Positive Immunoselection (

# $% *�+CD34+I� "! � ; 0� F.%� ?G; D� &�� &��\%, 

# $% ��63�?; *����! *�+���J"3 � "; 0� F."%� ?"G; D� 

C57B1/6 �� i�$F	 .&��� ���?( )�6�� )�ddZ; -� �3�

# $% 63�?; *����! *�+ ��J"3 � ; ���C57B1/6I�"B�� 

����; D� ��j�!CD34 �"; 0��! �� �"��� .����";CD34 -"! 

# $% ����; 0� �R � *�+`�D�% 0 / �%� e�b; D�%)��I

�(# $% -;��� �� �= $"% kb% *�+����; �_H! �f3 D� �+

# $""% *'� -""H=�b; �� )�6""�� )�""ddZ; -""� *��""��! *�""+

 &��� ���?( �� ; ���63�?; �3�I-".��( ���U �%��! �� ;

 # $% I���63�?; ��+�; a�Tl� � f�; -! '-! �f3 �� ; *�+

 # $% ��% �3�"� &��� ?���	 �!�c ' �3� F.%� *�+)��8

�� I�(.


 ��
� �
���
# $% *D�%��E *�+CD34+0� F.%� ?G; :

� "! �"!�L	 m "3 D� &�"� 4�L3� -H=�b;.� "; ��J"3 *�"+

C57B1/6 �d	 )% �! �T���"	 �-".P+ )��� "; �"% (�"!

 0��"� �R�F3 �'�)cervical dislocation ( �3�"� -.6"� .

0� F.%� +"��� ' 0�� *�"3 �"E �"���( ��"�IaQ_"R 

! '"��"3 �"n� 4�"� o��"� p�"q�"Z; S/�� ' �DMEM 

)Duldecco's Modified Eagle's Medium () "">T�E8

0��=,(�"� &��� ���U . F."%� * ".Z; -"= =0�' 0�� *�"+

 S��."%� � + ��D -! ' &�� &��� ���U �� *'� �! �3 ����

 �"���( Sd.�; .0� F."%� *�"1.3� '� �"! ' &�"���( W"bU �"+

 &���"� 0D "% �% ' r3�% D� &��P.%�77I0� F."%� ?"G; 

�"! ' s��"/7�"$�; �".�=HBSS)Hanks Balanced Salt 

Solution ( ����( S2 .# $% �F."%� 0� F."%� ?G; *�+ s�

 D� &������ t $F; ^+ �! � ; .# $% a�"; -"! �+��

-d�U�)*�;� ' �>���	 ��°CC(-3�� �! )+, *�+ SK.; ���!�

�.3, -! *��!CD34)0��=, " X	 �! (0 .% D� ' &�� -! >3�

 �3�� &��� � TR .# $% -".F�� �'� 0 .% D� -.��� � TR *�+

���3# $% 'W�E 0 .% �� &��.�� 4�� -! *�+ *�', &�� '

�� ����� ��! ]3 4j �! @ P��.3�% D� u��3.�B�� *�"d! 

# $% r3� �! �+ �"� )�"�H	  "$! 0�"\��	 *?"�;, .D� �6"F!

# $""% �"".3, � ""E' �""%��! *��""! �""+ 0@CD34 �""! 

*�.; .��% $� S�$Z	 ' -�?L	 X%Q� X� �� -�d! ' �3�� 
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���

7� �.3�% �3����( �6� �H!�; �.; .&��P."%� �� "; q�"Z;

DMEM *'�"""2 ��%*'�"""( )�"""�E 4�"""%)FBS ( '

�.3, X�	 �! ��� *�+ � ! )�:��; .��.%� ' )�$�% .7C�R�% 

# $% I-�='� �6� D� u� o�2  6.:� �! 0�T:c ��w *�+

 # $% �6� ' �3�� *�"H! a�H=�b; � f�; -! 0�T:c *�+

���� -;��� .

# $% �%��! ��h>	 0� 	 xP2 �f3 D� �+:

# $% *�+CD34+�-"$2�; -"! 0��%� D� u0�3�"� � 

kb%)Confluency(I���E X%Q� '� -! ' �� &��� @�%�� 

����( Sd.�; .# $% �6� -"! 0��"%� �	 �f3 �� ; *�+��

�""	y��""B�� kb""% �(��""� � �""� &��� -"";��� .-"";��� ��

# $% S"d.�; �"��E X"%Q� '� -"! ' �"� &��� @�"%�� �"+

����( .L3� 4��1c @�%�� �	 A � S2��;���( 4� .

&��;, # $% *D�% *�.; .��% $� *��! �+ :

���H	 7�����-= = �� # $% -.F�� 0 >=�� *�+I�"+ -!

4������a� 4�"% �.�='�>�; �%a�"; -"! ' -��"g���

*�"";� �� -""d�U�°CC�""� *���""153 .# $""% �""! �""+���

 6.:� ���! �.�='�>�;)PBS *'�2 �%*'�"( )��E 4�% (

' �3�� -.:� @ P��.3�% D� u�)gC�� a�; -!��-d�U� (

a�; -!���".3, �! #�zF� �� ' �� *'� -d�U� *��"! *�"+

 -�='�CD34 ICD11bICD45 IVcam-1 IScal-1 -"('J3 � 

�!FITC)a�3��% �	'?�� u�%� $�)(I�>��;, � �! u���"% ('

�!CD44 �"! -"('J3 � PE))��.��� ">�� (' �3�"� -"! >3�

 .�� *��!"P�; #�"# $% �+"! �"�".3, �*��"! *�"+IgG2b I

PE-IgG2a 'IgG2bIFITC-IgG2a �3�"""� -"""! >3� .��

# $% �H! -$2�; a�"; -!  6.:� D� u� �+��-"d�U� �"! 

�'� gC�� �3�� @ P��.3�% .# $% -! u\% u>�"� ���! �+

&����)PBS *'�"2 �%�=, 4�����"�{' �"��%)�"�E 4�"%

*'�""( (&�5.""%� �""! ' �""� -��""g�*�.; .��""% $� )0 "".>!

 �>��;, " 0 :�>�� (4�3 '��?��WinMDI S"�$Z	 ' -"�?L	 

�3�� .�� ���>	 ��! -% `��;D, �+ -H=�b; )�� �� .

�!�c ' 0� F.%� -! ?���	:

# $"% ���6"3�?; �"�+�; a�"Tl� � f�; -! �� "; *�"+

�%��!I' 0� F."%� -"! ?��"�	 `��";D, D� -"H=�b; )�� �� 

&��P.%� �!�c��.�'�2 � f�; )�� *��!������ # $"% 

o'�| ���-3�/ X%Q� �� ' *�7��.3�"% �� W"!�; �".;

 q�Z;DMEM I*'�2��' *'�"( )�"�E 4�"% �"B�� 

�.3, �� &��� �6� X�	 �! .-$2�; D� u� kb"% 0�3�� � I

# $"% q�"Z; 0� F."%� -"! ?��"�	 q�""Z; �"! �"+'�""!�c 

�� )�?5��E .0� F."%� -"! ?��"�	 q�"Z; S;�"�DMEM 

* .Z;���$�; �� 4�('�>�; .�="�!� >%� �"""" ��"%� X�

P:�""Ia���; 3�3 "".;�?(� �j "' 0'D���"$�; "��j "; 

�.! a�P:� #'�:�$( ")��5�% �>��;, I(-"! ?��"�	 q�"Z; '

S;�� �!�cDMEM *'�"2 ���"$�; �� 4�"('�>�; �".�=

X�!� >%��"Ia�P:���� ' 0'D�".;�?(� �j ";  3�"3 ��

�""$�; �� 4�""('�>�; )�""%�.;'���� �"".�=)I�"">��;,��5�""% (

� !)��.(

?���	 �!��D��:

# $% ?���	 I4 % -.P+ 0���� �� ���"U �!�"�D�� �� "; �+

�P( .r"3� D� 0� F.%� *��! *��"! ' �� )���?"�=, *?"�;,

 r3� D� �!�c �"� &��P.%� �� S�'� *?�;, .0�"�! )�"g ��

mRNA I� *�"+����; �/�! �'� �"! �"!�c ' �3� F."%

RT-PCR���( ���U �%��! �� ; .

?�=�3,RT-PCR :

# $% ' �PB D'� �� �+7�0@ 0��! }�Z= D� I?���	 *�+

 )�:""$� ].%� �""�f3 �3� F.""%�)OC()�.3 � ].""%� I)OP ( '

�"�{'��	���� 0 ";� + &�3��()PTHR (0@ 'D� �"!�c *�"+

 )�:\��, S�TU)AD ( �\�= )�]	'�� \�= 'D)LPL ( �!��D�� �� ;

��.��( ���U .

I� "f�; )""�� *��"! RNA # $"% �"! �"f3 �� "; *�"+

P.%�".%� D� &��"�"� *D�%��E D�.�;�� ���� S�H=��  .��

�/�% -;���cDNA � ">H; �:"� 3'� `"���' �� )RT (

�""�� D� &��P.""%� �""!Revert Aid H minus first strand 

cDNA synthesis kit)D�""".�;�� ('��/�# ""; '�"">�; 

�(D�w,�� 5�='� (dt) �"� 4�"L3� .`�"��' -";��� ��PCR 

�"""!µM dNTPs7��IµM c DNA �/7I)I0@���"""%

AMSTM(PCR buffer × �IµM MgCl2[�/�ITag DNA 

polymerase µL7�/unit�' D�".�;�"� �/�D� # ";'�>�; 
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*D�%��ECD34+� ; 0� F.%� ?G; D� �3���$% � H:; �.�� ' *��3 ��B 

���

ژن:1جدول و استخ توالي آغازگر  وانهاي تمايز به چربي

 دماي آنيلينگ
)°C(

 اندازه
(bp) 

هاژنهاتوالي آغازگر

�7 �[� F 5' GAG GAC ACT TGT CAT CTV ATT C 3' 
R 5' CT TCT TAT TGGTCA GAC TTC C 3' 

D�\�= )�]	'�� \�= 
(LPL) 

�[ ��y F 5' ATG GTA TGA TGT GCA TGT AG 3' 
5' CAC ACA TCA TGT TAA TGG TGA C 3' 

)�:\��, 
(AD) 

�� 7[� F 5' GAC CAT CTT TCT GCT CAC TCT G 3' 
R 5' GTG ATA CCA TAG ATG CGT TTG TAG 3' 

)�:$� ].%� 
(OC) 

�[ �[[ F 5' CAG TGA TTT GCT TTT GCC TGT TTG 3' 
R 5' GGT CTC ATC AGA CTC ATC CGA ATG 3' 

)�.3 � ].%� 
(OP) 

�[ CC� F 5' GAC AAG CTG CTC AAG GAA GTT CTG 3' 
R 5' GGA ATA TCC CAC GGT GTA GAT CAT G 3' 

&�3��(PTH 
(PTHR) 

�� ��[ F 5' GGAACATAGCCG TAAACTGC 3' 
R 5' TCACTGTGCCTGAACTTACC 3' β8)�= ! 	 

0@ *�+�(D�w, ' �"!�c I0� F."%� �"��! �B�K"./� *�+

�.! ")�= ! 	)�"%� &�� &��� 0�63 X� #'�E �� (*�";� ��

y� �.3�% -E�� a�"; -"! ���(�*�";� I-"d�U� y�-"E�� 

�.3�% a�; -! ���(C�*�";� I-�3�l r"��$�3, a�"; -"! C�

*�;� I-�3�l[7�.3�% -E�� a�; -! ���(C��� ' -"�3�l ��

�� 4�L3� S>�% .# KZ; 0���� ��PCR X+�c 0'�� *�+

 #@�/�%r"3� �"! D� �'�.>=� D� u� ' �� -.F�� D'��(, 

4 ���	� ���;'�!r3� �� �!��D�� u\% ' *?�;, .

�� ����� 
# $% �6�:

7C %"R�"! �"H"6� D� �"$% �"# +""" *�CD34+'

# $% o�"2 # $% I0�T:c ��w *�"+ -"! S>� ��'� *�+ 

�3��T:"c X�.%Q� �6� o�| <�.-".P+ X"� D� u"�

 # $% I-�='� �6� -"$2�; -"! #'� @�"%�� *�"+ �(��"� � 

kb% D )�� �� ' �3��%� # $% 0�; �"�'� �%� X� *�+

 ����( &�+�6; S>�)S>��<=� .(�	j�"! *�+@�"%�� ��I

-"$2�; -! 0��%� *��! 4Dj 0�;D a�; kb"% �(��"� � 

0, *@ = �� ; ' ���� `��?�� � �+��c �� ��?E a����G	 

# $% �_H! 4��1c @�%�� �� -� *� n -!�� ^+ )1� *�+

# $% )�! �; &�+�6; ��'� *�+ ��)S>��Y.(

kb% *�+����; �%��!%�= $:

��.3 "!�; �"# $% �Zb% *�+����; -! t  *�+CD34+

# $% D� &�� i�$F	 o�"| -! &��T:c 0� F.%� ?G; *�+

 # $% �6� D� SB�2 X�.%Q� �6� �� I�"f3 �� ; *�+ 

S>� *�+7'��%� &�� &��� 0�63 .

: مغز استخوان موش+CD34هايل كشت اوليه سلوـ الف:1شكل

و دوكـي شـكل جمعيت سلولي از لحاظ مورفولوژي همگون بوده

 نمـايي روز هفتم كشت، ميكروسكوپ فاز كنتراست، بـزرگ(هستند

هـاي دوكـي كمـي سـلول. هاي پاساژ چهـارم سلولـب). 100×

آن بزرگ و در بين روز(شـود هاي پهن مشاهده مـي ها سلول تر شده

 ). 100×نمايي ميكروسكوپ فاز كنتراست، بزرگام كشت، سي

Y
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Events* :هاي فلوسيتومتري تعداد سلول 

هاي تخلـيص شـده بـه روش در سلول CD34 بيان ماركر:2شكل

 100 نزديك بـه CD34ها ماركر در اين سلول. انتخاب ايمني مثبت 

. درصد بيان داشت

Events* :ف تعداد سلول  لوسيتومتريهاي

+CD34هـاي بيان برخـي ماركرهـاي سـطحي در سـلول:3شكل

 CD44 ،Sca-1ها ماركرهـاي در اين سلول. چسبيده به ظرف كشت

ــاي Vcam-1و ــا ماركره ــان شــدند ام ــاني CD45و CD11b بي  بي

. نداشتند

# $"% *D�%��E �%��! � f�; -! *�"+CD34 ?"G; D� 

�"! ����; )�� 0��! I� ; 0� F.%� *�.; .��"% $� &�5."%�

�%��! �"� .����"""""; -""� ��� 0�"6"3 ���".3CD34 �� 

yy %# $% �; 0��! �+ � � .�%��! # $% kb% ����; *�"+

CD34+�= $% �6� D� u� )#'� @�%�� (0�"�! -� ��� 0�63

 ����;CD34 �	 [�%�; `+�� �!�� .# $% )�� �� ����; �+

CD44 ��j�! ���:! �2 �� )y��B�� # $% �+(�"� 0�"�! .

����;Sca-1 �"2 �� [�%����"; 'Vcam-1 �"2 �� ��

�� 0��! �B�� .�Zb"% *�"+����;CD45 'CD11b �� 

# $% �3�63 0��! �f3 �� ; *�+ .

�(J�' �%��! *?���	 *�+:

# $% *�+CD34+X�."%Q� �6"� o�"| -! &��T:c 

a�; -! -�����U 0� F.%� -! ?���	 q�Z; �� -.P+ -".��(

�3� !Ir3� �! ?";�U r3� -! �� )���?�=, �B�K./� *?�;,

 0�� �3�H; D� ���2 -� �3�;,�� � "! u>��	�; )S>"�C

<=� .(+"��c ^"! )"�%�� +"*�RT-PCR 63""� ��� 0�"-

. كـشت اوليـه بـه اسـتخوان+CD34هـاي تمـايز سـلول:4شكل

م3 كه به مدت+CD34هاي سلول حـيط تمـايز بـه هفته در معرض

و با آليزارين رد رنگ استخوان قرار گرفته  ). الـف(اند آميزي شده اند

 نشان دهنـده بيـان ماركرهـاي اسـتخوان در ايـن RT-PCRآناليز 

).ب(هاست سلول

ـ. كشت اوليـه بـه چربـي+CD34هاي تمايز سلول:5شكل الـف

ايز بـه هفته در معرض محـيط تمـ3 كه به مدت+CD34هاي سلول

و با اويل رد رنگ چربي قرار گرفته ـ. انـد آميزي شده اند آنـاليزب

RT-PCRهاست دهنده بيان ماركرهاي چربي در اين سلول نشان .

<=�
Y

<=�Y
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���

0@ 0� F.%� ����; *�+)� ].%� I)�:$� ].%� &�3��( ' )�.3

 ��{'��	���� 0 ;� + (# $% �� �! "/ -"! -".��� ?���	 *�+

�%� &�� 0��!)S>�CY.(

D� u� �r"3� IX"�3@ \��, ?��"�	 q�Z; �� -.P+ *?"�;,

 # $"% ^%Q� .�% �� �!�c a��bU I��� 0�63 �� S�'� �"+

 ?�=�""3, ' -"".��� W""�L	RT-PCR0@ 0�""�! D� ���""2 *�""+

 �!�c i/��)D�"\�= )�]	'��  \�= ' )�:\��, (� "!)S>"�

�.(# $% )�� 4��"1c @�"%�� �"	 �� � "/ ?��"�	 ���3� 	 �+

�3��� xP2 .

��� 
^�d.:""; ' W��""% *D�""%��E I�""g�2 �""�dZ	 o�""+ 

# $% �3�";�'� �"�c ?���	 ���3� 	 �! ���63�?; *����! *�+

 # $% D� � F.%� ?G; *�+ ��J3 � ; 0C57B1/6 &��P."%� �!

# $% �Th; Y�F.3� �'� D� *�+CD34+� ! .

# $% *D�%��E &��P."%� �! � ; ���63�?; *����! *�+

 �""�� �""$R -""! X�.""%Q� -""! 0��T:""c 4 ""%�; �'� D�

 # $% -.%� /�3 0�"��E �� ���6"3�?; �"�w ' �3 "/ *�"+

 �= $"% �6�I����"3 ��j�"! �����"� ."g�2 -"H=�b; �� I�

# $% *�+CD34+# $% D� �Th; Y�F.3� �'� �! ?G; *�+

 � ; 0� F.%�C57BL/6�3�� *D�%��E .

#�"% �� -"� � "! S�=� )�� -! �'� )�� Y�F.3� 7��C

�.:�� ����"; -"� �"3��� ���?"( `3���>�+ 'CD34 �� 

# $""% � ""; *�""+��J3 ���6""3�?; *��""��! *�""+Balb/c I

FVB/N 'BL/6 �; 0��! � � .�0�"�! a'�P	 -! )�ddZ; )�

 ��."��� &��"�� � "; <"$.F; *�"+��J3 �� ����; )�� .��

)�ddZ; )�� -H=�b;I����; CD34 � ; �� BL/6 D� `�"! 

[� %� ; �� �='Balb/c D� �.�� 7�%���� 0��!)��.(

I-"H=�b; )�� ��7C�6"� ' i�"$F	 D� u"� �R�"% 

# $""% *�""+CD34+' �""� -"".F�� �'� �""�'� q�""Z; I

# $""% �""f3 D� X�.""%Q� �6""� o�""| -""! &��T:""c *�""+

 ���"U �"%��! �� "; �Zb"% ����; ' *?���	 a��B K/

���( .# $% )�� S>"� �"�'� �.%Q!'�T�� *@ = �� ; �+

��.��� .

�(J�' �%��! # $% ��/ *�+ �."%Q!'�T�� -T"� *�+

 ! -�"�� �""0, -� ��� 0�63 �3�� ��E �'� )# $% �+ *�"+ 

*��""��!��.:""+ ���6""3�?; .# $""% )""�� �� �"".2�� -""! �""+

q�Z; 0�;�'� -! &J�' *�+ �"�.��� ?��"�	 ���63�?; *�+ .��

�! �= $% ?���	 -H=�b; )���'� S"�TU D� ���+RT-PCR '

r3� �� iF6; �= $% u>��	�; ' # $% *?�;, .���3� 	

 # $""% ?��""�	 0@ 0�""�! *'� D� 0� F.""%� -""! �""+ *�""+ 

	���� 0 ;� +� .\%� �"�{'��)PTHR(I ].%� )�:"$�)OC('

)�.3 � ]."""%�)OP(�3�"""H; u>��	�"""; 0�"""� ?""";�U '

&��)r3� �� )���?�=� *?�;, (�"���( iF6"; .-"! ?��"�	

 0�"""�! *'� D� �"""!�c)�:"""\��, )AD(')�]	'�� """\�= 

D�""\�=)LPL(�� � ""E ; �""!�c a��""bU 0�""� ?"";�U '

# $% ^%Q� .�% �+)r3� �� S�'� *?�;, (�"� �!��D�� ."+�

# $""% *��""! �B�K""./� ����""; D ""�+ �""�c *��""��! *�""+

 oQ."/� )�"ddZ; )�"! ' &�6"3 ���?"( � ; ���63�?;

 "Tl� � "f�; -"! )�6"�� )�"ddZ; �";� ���� � E' �	��f3�a

# $"% 0� ! ���63�?; � "; 0� F."%� ?"G; *��"��! *�"+

BL/6I*�""+����; 0�""�! D� CD44 ISca-1 0�""�! 4�""R '

*�+����;CD45 'CD11b "%� &��"� &��P. �"3�)��I�.(��

*�"+����; *j�"! 0��! -H=�b; )��CD44 'Sca-1 4�"R '

*�"+����; 0��!CD11b 'CD45 �"� &�+�6"; .��"B�/

 '� -"! ?��"�	 0� "	 IX�."%Q� �6"� o�| -! �(��T:c

 # $% �.%Q!'�T�� *@ = �� ; I�.$>%� 0�;�'� m "3 ' �"+

 "% -� �/�% �R�d.; �� �; # $% kb% *�+����;# $ *�"+

-T""� &��T:""c �.""%Q!'�T��CD34+# $""% I*��""��! *�""+

��.:""+ ���6""3�?; .a��B K""/ )""�� D� )�6""�� )�""ddZ; 

)�""�'� *@ ""= �� ; ' ?��""�	 IX�.""%Q� -""! �(��T:""c

�.%Q!'�T�� (a�"H�� -"! 0� "! ���6"3�?; �!�"�D�� *��"!

# $% &��"� &��P.%� 0� F.%� ?G; D� &�� ��E *�+ �"3�)��I

�� I�I�.(����""; 0�""�! `+�""�CD34 D� yy) %D� S""TU

 ����� Y�F.3� �Th; (-![�)%-�='� �6� D� u� (�;�"3� 	

 # $% o�2 S�=� -!0 / *����! *�+ '  6".:� �l� �� D�%

 *�"+����; �"��G	 �"5�� o�"n D� ' �6"� q�Z; �� H	

# $""% kb""% �= $""% �6""� 0�""��E �� ���6""3�?; *�""+

���!)�yI��.(

	"! �"2 -"#����c"$.F; �'� )"! <"E *��"*D�%�� 

# $% �"���� Y�F.3� ��%� �! � ; ���63�?; *����! *�+

 �"%� &�"� -���� .I-"��;D )"�� �� '��"! D� *' 0���">�+ '
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�'��P�; Y�F.3�)Negative Immunoselection ( &��P.%�

�3���)�[.(# $"% �6� D� u� )�ddZ; )�� &��\"%, *�"+

 �%�� �! I0� F.%� ?G; &��# $% 0��� -! >3� ' 0��� @*�"+

 � ; 0� F.%� ?G; ��J3 *�+FVB/N-3�� �! )+, *�+ ���"!�

 �.3, -! SK.; *��! *�+CD34 ICD11b 'CD45 -! 4��U� 

# $% o�2 # $"% *D�"%��E ' �3 "/ *�+ *��"��! *�"+

 �3� �3 ���63�?; .I�'� )"�� �� -"� ��.����� )�ddZ; )��

 @ 0��! I����� Y�F.3� D� u�0' �= $"% �"�h>	 �� -� ���+

 ���6��-/�c �3��� �=�/� �= $% I�"; `+�� -"� �"!��

 # $% ^� ��� �;� )�� ���� �� �� �� ���63�?; *����! *�+ .

)�g �� S���	 -".P+ X"� -� �3��� &�+�6; `3���>�+ '

��% 3 ; " ��% = 3��( 0�;�'� o�2 D� �H!I&��P."%� �"! 

-3�� D� )+, *�+ ! SK.; ���!� �.3, -*��!CD11b D� �_H! 

# $% )�� �; ������ �6� q�Z; �� �+ �3 �)��.()"�� ��

 *D�"%��E -"! 4��"U� �"Th; ����� Y�F.3� �'� �! I-H=�b;

# $% *�+CD34+��J"3 � "; 0� F.%� ?G; D� C57BL/6 

����( .I�g�2 -H=�b; ��7C�6� D� u� �R�% Iq�"Z; 

# $"% �� 0, �h�� -� ��'� *��"��! *�"+ 0 "/ D�"%CD34 

�""; S�>6""	 # $""% �6""� ' �""� -"".F�� �'� �""3��� *�""+

 �"� &��� -";��� 4��"1c @�%�� �	 ���63�?; *����! &��T:c .

# $% *�	j�"! �"�h>	 ���3� 	 -H=�b; )�� �� �f3 �� ; *�+

 �� ' ��.��� )�6�� a�H=�b; -! �T:3)�	 SU��2 �� ���3� 	 

, ��"+ �"��n D� ' �"3� �3 x"P2 4��1c @�%�� �(� "= -"! 

# $""% ���6""3�?; �""�w *�""+ CD11b 'CD45 &�+�6""; 

�63)�[I��(.

# $% ��"c -"� )"�� -! �T:3 �f3 �� ; ���63�?; *�"+ 

# $% �"P�; �"���� Y�"F.3� �'� -"! &�"� i�"$F	 *�+

 �3j "n �3�";D &�'� �� �� � / ��h>	 ���3� 	 x"P2 *�"	

�; �f3 -! � n )�� �;� �:�3 4 $H; �; �! ���� �; -"� �"%�

# $% ���63�?; *����! *�+CD34+�$;�">	 -$2�; �f3 D� 

� .�3@'�� a�"d�dZ	 -"! m g ; )�� a�Tl� -.T=� -� ����! �	

 �%� s�.Z; �.6�! .# $"% I�g�2 -H=�b; �� *�"+CD34+

Z; �� ).��( ���U D� u��q�3�"%, -! -n !�; *?���	 *�+

 B�/ )�� ' -.��� ?���	 �!�c ' 0� F.%� -!@�"%�� �	 �� ��

 �3��� xP2 4��1c .�� �'� )"�� D� &��P."%� �� �"; �Q	

 -"� � "T3 &���+ ��d� ; �! �5�� �� ; *�+��J3 *D�%��E

�""; �_""H! -""� �""��! m ""g ; )""�� &�""��� �""���	 �""3� 	

# $""% a��B K""/ -""! �K""Z�; ���6""3�?; *��""��! *�""+

��/ �� ; *�+��J3 �%� .

����� ���� 
�; �f3 -!�%��'� D� &��P.%� -� �"Th; ����� Y�F.3� I

# $% *D�%��E *��! V%��; ��'� ��J"3 D� ���63�?; *�+

C57 BL/6���! .# $% *�+CD34+� "; 0� F."%� ?G; 

C57/B16 ?��"�	 ' X�."%Q� e b% -! 0��T:c ���3� 	 �! 

0�";�'� -!# $"% I�.$>"%� *�"+ ���6"3�?; *��"��! *�"+

�; ����! .

������ 
 ���� 
D� -"=�d; 0�(��:"� 3 -$�"%' )��! �"���2 �=�"; *�"+

)� ���� )! *�', -./���; �3����U ' �>6	 �����3 .
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Isolation of CD34+ mesenchymal stem cells from mouse  
bone marrow 

 
Nadri S.1,2(MS), Soleimani M.3(PhD) 

1Stem cell department, Stem cell technology 
2Payam-e-Noor University 
3Tarbiat Modarres University 

Abstract 
Background and Objectives 
The isolation and purification of mesenchymal stem cells (MSCs) from mouse via plastic 
adherent cultures are arduous due to the unwanted growth of hematopoietic cells and non-
MSCs. In this study, homogenous populations of CD34+ MSCs from mouse bone marrow were 
purified through positive immunoselection. 
 
Materials and Methods 
In this experimental study, C57BL/6 mice were sacrificed. Their bone marrow cells were 
aspirated and incubated with anti-CD34 conjugated magnetic beads. After immunoselection, a 
sample of the cells was prepared for flow cytometry in order to examine the expression of 
CD34 antigen and the remains were cultivated. 24 hours later, non-adherent cells, mostly 
consisting of CD34+ hematopoietic stem cells were removed and the plastic adherent cultivated 
cells were investigated for surface markers (CD44, Sca-1, Vcam-1, CD34, CD11b and CD45). 
The plastic adherent cultivated cells were differentiated into the osteoblastic and adipogenic 
lineages to investigate the mesenchymal nature. Furthermore, the expression of some surface 
markers were investigated through flow cytometry. 
 
Results 
Purified populations of fibroblast-like CD34+ cells were achieved in the first passage (one 
week after initiative cultivation). The CD34, CD44, Sca-1 and Vcam-1 markers were 
expressed but CD11b and CD45 were absent. Osteocyte (osteocalsin, osteopontin, parathyroid 
hormone receptor) and adipocyte (lipo protein lipase and adipsin) differentiating genes were 
expressed in these cells.  
 
Conclusions 
This study indicates that this protocol can result in efficient isolation of homogenous 
populations of MSCs from C57BL/6 mouse bone marrow. We showed that plastic adherent 
murine bone marrow derived CD34+ cells with capability of differentiating into skeletal 
lineages in vitro are MSCs. 
 
Key words: Mesenchymal stem cells, Bone marrow, CD34 antigen 
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