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  مقاله پژوهشي 

    

 هاي بنيادي مزانشيمي از جفت جداسازي و تكثير سلول

 
  ، ۶، مژده نخلستاني۵، كامران عطاردي۴، مژگان شايگان۳زاده ، ناصر اميري۲نيكوگفتار ظريف، مهين ۱فرهاد عوبري

  ۹زاده ، خديجه گل۸، راضيه فدايي۷معصومه ميرزا مرادي
  
  

  هچكيد
  سابقه و هدف 

 يها ردههاي  تبديل به سلول وزايي  لنيک ر،يتکث به فيبروبلاستي با توانش يها ، سلوليميمزانش ياديبن يها سلول
بـالغ و   يها بافت يها در بعض ن سلوليا. اند دا کردهيپ يا کاربرد گسترده يهستند، که در سلول درمان يميمزانش
تـر   آسان ين مطالعه جهت دسترسيدر ا. ها مغز استخوان است به آن يدسترس يحضور داشته و منبع اصل ينيجن

ها از بافت جفـت پرداختـه و    ن سلوليا يت روش جداسازيو تثب يمذکور، به بررس يها و کم خطرتر به سلول
  .ميقرار داد يها را مورد بررس ات آنيسپس خصوص

  ها روش مواد و
نامه كتبي  تيکه رضا ياز مادران مان،يسه نمونه جفت پس از زا يبود و بر رو يمطالعه انجام شده از نوع تجرب

ات يخصوص ۷و ۳ يو در پاساژها ندشدداده از بافت جفت، کشت  يها پس از جداساز سلول. دادند، انجام شد
  .شد يبررس يز سلوليپ و تمايمونوفنوتاي، اييزا ير، توان کلنياز نظر ميزان تکث ها آن

  ها يافته
. جدا شده از جفـت داشـت   يمزانشيم يها سلول ييزا ير و کلنيتکث يت از توان بالايج به دست آمده حکاينتا

 ـمـذكور بـا ب   يهـا  ، نشان داد که سلول% ۹۵ ش ازيد خلوص بييتا ، علاوه بريپ سلوليمونوفنوتايا يبررس ان ي
 ـ هـم . استخوان هستند مغز يميمزانش ياديبن يها ، شبيه به سلولياختصاص يسطح يها شاخص ل ين پتانس ـيچن

  . ز دارنديرا ن يتيپوسيو آد يتياستئوس يها ز به سلوليتما
  ينتيجه گير 

ر شـدند،  يتکث يط کشت اختصاصياز بافت جفت جدا شده و در مح يميمزانش ياديبن يها ن مطالعه سلوليدر ا
 ـتـوان از ا  ب مـي ين ترتيبه ا. ها رخ دهد آن يزيو تما ييزا يات کلنيدر خصوص يرييکه تغ نيا بدون ن منبـع  ي
  .استفاده کرد يدر مصارف مختلف سلول درمان يسلول
  ي، جفت، سلول درمانيميمزانش ياديبن يها سلول :ات كليديكلم

  
  
  
  

  ۹۱/ ۳/ ۹   :تاريخ دريافت 
  ۱۰/۱۰/۹۱: تاريخ پذيرش 

  
  ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران  هماتولوژيكارشناس ارشد  -۱
مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق استاديار و بانك خون ـ  هماتولوژي PhD: مؤلف مسؤول -۲

  ۱۴۶۶۵-۱۱۵۷: پستي
۳- PhD و بانك خون ـ استاديار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران هماتولوژي  
۴- PhD  مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ردانشياايمونولوژي ـ  
۵- PhD شناسي و بانك خون ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران خون  
  پزشك عمومي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران -۶
  ـ تهران ـ ايران ـ بيمارستان مهديه دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتياستاديار ـ  و زايمان متخصص زنان -۷
   ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران  هماتولوژيكارشناس ارشد  -۸
  كارشناس علوم آزمايشگاهي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران -۹
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  ۹۲پاييز ، ۳شماره  ،۱۰ هدور                                                                     

٢٢٣ 

 

 

   مقدمه 
پاتولوژيستي آلمـاني بـه نـام     ،سال پيش ۱۳۰در حدود     

هايي وجـود   سلول ،در مغز استخوانگزارش داد كه كوهنيم 
هـاي   دارند كه نقش بسيار مهمـي در فرآينـد تـرميم بافـت    

ــي  ــي محيط ــازي م ــد ب ــال  . كنن ــب آن در س ، ۱۹۷۶متعاق
ي شبه فيبروبلاستي را از يها و همكارانش سلولفرايداستين 

تـوان   in vitroكـه در شـرايط   نـد  مغز اسـتخوان جـدا كرد  
ي، تهـاي آديپوسـيتي، كندروسـي    تبديل به سلول و زايي كلني

چنين استئوسيتي را داشتند و به همين دليـل   ميوسيتي و هم
. دادنـد ها  آنرا به ) MSCs( يميشمزان ياديبنهاي  نام سلول

از  ۱۰-۵تـا   ۱۰-۴ در حـدود  يميمزانش ـ يادي ـبنهـاي   سلول
هـاي   در مـدل . دهنـد  هاي مغز استخوان را تشكيل مي سلول

 ـ  تجربي ديده شده است كه ايـن سـلول   توليـد انـواع    اهـا ب
ي، تكامـل  يزا فاكتورهاي بيولوژيك، توان اصلاح بافتي، رگ

 ـ . )۱(ثير بـر خونسـازي را دارنـد   اساختار مغز استخوان و ت
عـلاوه بـر ترشـح فاكتورهـاي      يهاي بنيادي مزانشيم سلول

چنــين توليــد  محلــول، از طريــق اتصــالات ســلولي و هــم
). ۲(كننـد  نقـش مـي   يكننده عصبي نيز ايفـا  ليپيدهاي تنظيم

بـر   SDF1لكـول  ونشان داد، بيان سطحي م چامبيلن چنانچه
هاي  ها به سلول آن ها، موجب اتصال اين سلول يروي غشا

هـاي   اسـت، مثـل سـلول    SDF1كه ليگانـد   CXCR4حامل 
بنيادي خونساز شده و لذا نقش بسيار مهمي نيز در پايداري 

ايـن  . عهده دارنـد ه هاي بنيادي خونساز ب و نگهداري سلول
در محل آسيب بـه   MSCهاي  سلول ياتصالات موجب ابقا
  ).۳(دنشو يهاي حاوي ليگاند آن نيز م واسطه حضور سلول

ــا اســتفاده از ســيمونز  ،۱۹۸۰در ســال      و همكــارانش ب
ــي ــادي آنت ــاي  ب ــلول STOR1ه ــاي  ، س ــز  MSCه را از مغ
 ،هاي جدا شـده بـه ايـن روش    سلول .وان جدا كردندخاست

هـاي   چنـين تمـايز بـه سـلول     توانايي ساخت كلنـي و هـم  
متعدد بـر روي جداسـازي    هاي هرا داشتند، مطالع يمزودرم

هـاي   سلول. ها شد پ آنيها موجب شناسايي فنوت اين سلول
MSC  ــاخ ــ صش ــطحي ه ،  CD24  ،CD44  ،CD73اي س

CD105  ،CD166  ،CD90  ،MHC-I  را بيان كرده و از نظر
 از آن. منفي هستند CD34  ،CD45  ،CD14  ،MHC-IIبيان 

هـا   MSCجا كه استفاده از مغز اسـتخوان بـه عنـوان منبـع     
توجـه   ،بسيار مشكل و در بسياري موارد غير اخلاقي است

ــابع   ــه اســتفاده از من جلــب شــده و ن يگزيجــامحققــين ب
هـا در   بسـياري در مـورد حضـور ايـن سـلول      هاي گزارش
 ـهاي مختلف ارا بافت هـاي   بافـت  از قبيـل  ؛ه شـده اسـت  ي

هـاي چربـي،    ولار اسـتخوان، بافـت  ترابك پوست، عضلاني،
ن يچن ـ و هم سينوويال يغشا و پري استيوم، خون بند ناف

هاي جنيني شامل آمنيون، ژل وارتون، بنـد نـاف و    در بافت
ها پس از زايمـان   كه اين بافت به دليل اين). ۱، ۴، ۵(جفت

ها بـراي مـادر و    شوند و استفاده از آن نوزاد دور ريخته مي
ت ي ـعـلاوه ظرف ه ، بهمراه نداردبه طري گونه خ نوزاد هيچ

بيشتر ، ها جنيني آن اها به دليل منش تكثير و تمايز اين سلول
از . است، لذا اخيراً توجه به اين منابع بسيار زياد شده است

بستر  ها به عنوان يك  MSCطرف ديگر نقش بسيار ارزنده 
هاي بنيـادي   مناسب جهت تكثير سلول )Feeder(كننده تغذيه

توجه بيشتر محققين را جلب كرده  ،پيوند به منظورخونساز 
با برقراري ارتباطات سـلولي   MSCهاي  سلول). ۶-۸( است

هاي بنيادي خونساز، زمينه تكثير بـا حـداقل    پايدار با سلول
ها را فراهم آورده و در مـواردي كـه بيمـار     تمايز اين سلول

د، به تعداد بيشتري سلول بنيادي خونسـاز نيـاز   كانديد پيون
كمبـود   مشـكل ،  MSCبـر روي بسـتر   ها  آنبا تكثير  دارد،

به اين ترتيب با توجـه  . )۹، ۱۰(دكنن تعداد سلول را رفع مي
ه شـده و اهميـت و نقـش بسـيار مهـم ايـن       يبه مطالب ارا

ها در طب ترميمي و پيوند، در اين تحقيـق اقـدام بـه     سلول
 از بافـت جفـت   يميمزانش ـ يادي ـبنهـاي   لولجداسازي س ـ

 ـاروش جداسـازي  بـه اثبـات   نموديم، با اين هدف كـه   ن ي
جدا شده از  يميمزانش يها ت سلوليهو وها پرداخته  سلول

هـا و   از طريق بررسي توانـايي تمـايز ايـن سـلول    جفت را 
زمينـه   ضـمناً  ).۱۱(مييمشـخص نمـا   هـا  وتايپ آننايمونوف

چنـين بـه     و هم يسلول درمانها را در  استفاده از اين سلول
جـدا   HSCهـاي   امكان تكثير سلول ،لهاترين مس عنوان مهم

جدا شـده   يبستر مزانشيم يروناف را بر  شده از خون بند
سازگار فراهم  MHCاز جفت مربوط به همان اهدا كننده با 

  .نماييم
  

   ها روشمواد و 
     :از بافت جفت يميمزانش ياديبن يها سلول يجداساز

  ت در ـت جفـباف. ه انجام شده از نوع تجربي بودـمطالع    
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 فرهاد عوبري و همكاران                                                                                        جفت                      وهاي بنيادي مزانشيمي  سلول

 

٢٢٤ 

 

مـان بـه   يل در اطاق عمل و پس از زاـياستر لاًـط کاميـشرا
 ينامه کتب ـ تيمادر که فرم رضا ۳، از ين انتخابيروش سزار

از  وادسـيژ  سپس بافت. شد يآور را امضا کرده بودند، جمع
 يمکـرر در بـافر نمک ـ   يآن جدا شـده و پـس از شستشـو   

 ۵۰ به همراه PBSکه شامل  يط انتقاليبه مح ،)PBS(فسفات
تـر  يل يل ـيگـرم در م  يل ـيم ۵۰ ن ويليس يتر پنيل يليواحد در م
قـات بانـک   يشگاه تحقين بود، منتقل و به آزمايسياسترپتوما

  .خون بند ناف سازمان انتقال خون ارسال شد
ه ي ـ، کليمتر يليم ۱۰ت يک پلينار و در ير هود لاميدر ز    

خون از بافت جفت جدا شـده و سـپس    يها عروق و لخته
در  PBSم و در يبه قطعات کوچک تقس ـ يکيبه روش مکان

قه شستشو شد، به رسـوب  يدق ۵به مدت  RPM ۱۲۵۰دور 
بـا  ) آمريكا، سـيگما (تر از محلول کلاژنازيل يليم ۳۰حاصله 
تر اضافه شـده و در انکوبـاتور   يل يليدر مگرم  يليم ۱غلظت 

سـاعت انکوبـه    ۱به مدت  CO2% ۵گراد و  يدرجه سانت ۳۷
  . شد
ــل يون حاصــله ســپس در همــان شــرا يسوسپانســ     ط قب

% ۲۵/۰ن يپسي، محلول تريفوژ شده، به رسوب سلوليسانتر
اضـافه  ) آمريكا، سـيگما (بود EDTAمولار  يليم ۱ يکه حاو

قـه  يدق ۳۰بـه مـدت    يط قبل ـيشـرا  شد و در انکوبـاتور بـا  
ــد ــه ش ــار شستشــو و  . انکوب ــلول دو ب ســپس رســوب س

کـرون عبـور داده   يم ۷۰لتر با منافـذ  يفوژ شده و از فيسانتر
تر يل يليم ۲مانده در نمونه،  يباق يهاRBC زيبه منظور ل. شد

بـه  ) مين ژنرفـا  آمريكا،(وميآمون ديپوتون کلرياز محلول ها
. شستشــو شــد مجــدداًقــه يدق ۱۰نمونـه افــزوده و پــس از  

جـدا شـده از    يهـا  حاصله که شامل سـلول  يرسوب سلول
 طيمنتقــل و در محــ ۷۵Tبافــت جفــت بــود، بــه فلاســک 

DMEM )Dulbecco's Modified Eagle Medium-LG  ،
آمريكا، ( FBS %۱۰همراه با ) Low Glucoseكو، آمريكا، گيب

در مخلـوط   يميمزانش يها سلول. شدندداده کشت  )گيبكو
. شوند يشکل م يبه کف فلاسک متصل شده و دوک يسلول

 يهـا  ط کشـت، سـلول  يض مح ـيساعت با تعـو  ۲۴پس از 
 يهـا  ط دور شـده و سـلول  ياز مح ـ) يمير مزانش ـي ـغ(معلق
مال با اتصـال بـه کـف فلاسـک، پـس از چنـد روز       يمزانش
 ـ  يهنگـام . شـوند  ير ميداده و تکث يل کلنيتشک ش از يکـه ب
ده شـد، بـا   يهـا پوش ـ  فلاسک توسـط سـلول  از سطح % ۹۰

مـولار   يل ـيم ۱ يکه حاو% ۲۵/۰ن يپسياستفاده از محلول تر
EDTA  ۱۰۵ ها از فلاسک جدا شده و تعـداد  بود، سلول  *

 ـجد T75در فلاسک  سلول مجدداً ۵ کشـت شـدند و    يدي
 ـبـه ا . ض شديبار تعو کيروز  ۴ز يها ن آن ط کشتيمح ن ي
 يا ه شد و نمونهيها ته سلول نياز ا يمتوال يب پاساژهايترت

بـه همـراه    DMSOپـس از افـزودن محلـول     از هر پاسـاژ، 
، در  ۱به  ۴به نسبت ) آلمان، كرايو شور( DEX40 دکستران
مجـدد   ياز به بررسيکه ن يطيز شد تا در شرايع فريازت ما
  . در دسترس باشد يک نمونه باشد، منبع سلولي يبر رو

 
  :ير سلوليزان تکثيم يبررس
تعـداد   هاي جـدا شـده،   جهت ارزيابي توان تكثير سلول    
جدا شده از بافت جفت در هر  يميمزانش ياديسلول بن ۱۰۴
 ۳خانه به صورت  ۶ت يهاي پل پاساژ سلولي، در چاهک بار

بار تکرار کشت شد و در هر بار پاساژ پـس از جداسـازي   
هـا   زنده، تعـداد آن  يها سلولي، ضمن برآورد درصد سلول

 ژاپـن، (کي ـبا استفاده از لام نئوبار و شمارشـگر الکترون ز ين
 درصـد . شـمارش شـد   يلاريت کـاپ يدر موقع) مكس سيس
بـه صـورت    يون سـلول يه سوسپانس ـيزنده، با ته يها سلول
اسـتم   كانـادا، (% ۴/۰پان بلو يب هم حجم از محلول تريترک

 ۱۰۰ون سـلول بـا شـمارش    يو سوسپانس ـ) سل تكنولوژي
  . تر، محاسبه شديکروليسلول در م

  
  :زايي سلولي زان توان كلنييم يبررس
جدا شده از بافـت   يميمزانش ياديسلول بن ۱۵۰۰تعداد     

ليتر از محـيط كشـت    ميلي ۳با  ۷و ۳جفت مربوط به پاساژ 
) اسـتم سـل تكنولـوژي    كانـادا، ( FGF-β يمه جامد حاوين

ک از يليتر از مخلوط حاصل به هر  ميلي ۱مخلوط و مقدار 
 ـبه ا. متري، منتقل شد ميلي ۳۵پليت  دو ب در هـر  ي ـن ترتي
 ۳۷هـا در انكوبـاتور    پليـت . سلول وجود داشت ۵۰۰ت يپل

. هفته كشت شـدند  ۲به مدت  CO2 %۵ وگراد  سانتي درجه
  .ها شمارش و ثبت شد تعداد كلني ،پس از زمان قيد شده

 
جـدا شـده    يميمزانش ياديبن يها سلول يت سلوليهو دييتا

  :از بافت جفت
  :يپ سلوليمونوفنوتايا: الف
  دا شده از ـج ياـه سلول يپيت فنوتين هوييبه منظور تع    
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  نه و از فلاسکيپسيتر ۷و  ۳ها از پاساژ  سلول بافت جفت،
ون يسوسپانس ـ. جدا شده و در بافر فسفات شستشو شـدند  

. ه شـد يتر تهيکروليسلول در هر م ۱۰۰۰با شمارش  يسلول
ک از يو از هر  تريکروليم ۵۰مقدار  ،ون مذکوريسوسپانس از
فلورسـنت   يهـا  نوکلونال کنژوگه به رنـگ وم يها يباد يآنت
بـه مـوازات،   . تر به هر لوله افزوده شـد يکروليم ۵ز مقدار ين

. ز مجـاور شـدند  ي ـکنتـرل ن  ايزوتايـپ  يباد يها با آنت سلول
و بـا   خچال انکوبه شدهيقه در حرارت يدق ۳۰ها  سپس لوله

آمريكا، ( %۱د يو پارافرمالدئيکساتيف از تريکروليم ۵۰افزودن 
  Patrec CY-Flow Space يتومتريبا دستگاه فلوسـا  )سيگما

:  هـا شـامل    يبـاد  يست آنت ـيل. ز شدنديآنال) پارتك آلمان،(
CD44-FITC  ،CD29-PE  ،CD90-FITC   ،CD73-PE  ،

CD105-FITC  ،CD166-PE  ،CD45-FITC  ،IgG1-

FITC/IgG1-PE )،ــا ــارمين ژن آمريكـ از ( CD34-PEو ) فـ
سـلول   ۵۰۰۰ز يبودند و در هر آنـال ) دانماركداكو،  يکمپان
   .شدند يبررس

  
  :يسلول يتيپوسيو آد يتيز استئوسيتما ييتوانا يبررس :ب
 يميمزانش ياديبن يها سلول زيتوان تما يبه منظور بررس    

 ۶ت ي ـپل يهـا  جدا شده از بافت جفت، ابتدا سطح چاهـک 
) تكنولـوژي  لاسـتم س ـ  كانـادا، ( %۴ خانه با محلول کلاژن

آغشته شده و پس از دو بار شستشو با بافر فسفات، در هـر  
-DMEDط يدر مح ـ ۷ و ۳از پاساژ  سلول ۴*  ۱۰۵ چاهک

LG همراه با  FBS ۱۰ %از % ۸۰کـه   يهنگـام . کشت شدند
ط يط کشت با محيده شد، محياز سلول پوشها  سطح چاهک

بـه مـوازات   . ض شـد يتعو يتيپوسيو آد يتياستئوس يزيتما
جهـت کنتـرل کشـت     DMEM-LGط يز در مح ـين يا نمونه
  .شد

) ايده زيسـت نوتركيـب   ايران،(يتيز استئوسيط تمايمح      
 DMEM-HG)Dulbecco's Modified Eagle  طيح ـم شـامل 

Medium-  ،گيبكو ،High Glucose (  ۱۰ همـراه بـا%FBS  و 
تـر  يمـولار در ل  نـانو  ۱۰ تر دگزامتازون،يمولار در ل يليم ۱۰
 کيد آسـکورب يتـر اس ـ يل يليگرم در م يليم ۵۰و  D3ن يتاميو

) ، ايده زيسـت نوتركيـب  ايران(يتيپوسيز آديط تمايمح .بود
ولار ــ ـکروميم ۱و FBS% ۱۰به همـراه   DMED-HGشامل 
ن و يتـر انسـول  يکرومـولار در ل يم ۱۰ ر دگزامتـازون، ـتيدر ل

ط کشـت  يمح ـ .ن بـود يندومتاس ـيتر ايکرومولار در ليم ۲۰۰
هفتـه،   ۳پـس از  . ض شـد يبار تعـو  کيروز  ۳هر  يزيتما
ب ين ترتيبه ا. قرار گرفت يمورد بررس يسلول يرفولوژوم

 يزيآم رنگبه منظور ها  ز القا شده، سلوليتما يابيجهت ارز
  .آماده شدند ياختصاص

  
  :يتيپوسيز آديتما يابيمنظور ارز  به Oil Red-O يزيآم رنگ
هــا،  از چاهــک يزيط کشــت تمــايپــس از حــذف محــ    

فسـفات شسـته شـده و بـه منظـور       يها در بافر نمک سلول
در بافر فسـفات  % ۱۰ دياز محلول پارافرمالدئ ،يت سلوليتثب

سـپس  . قه در حـرارت اطـاق اسـتفاده شـد    يدق ۲۰به مدت 
زوپروپانول شستشو و سـپس بـه   يا% ۶۰ محلولها در  سلول
حجـم   ۶ب ي ـقه در محلـول رنـگ کـه از ترک   يدق ۱۰مدت 

 ــ ــول رنگ ــيگما ( Oil Red-O% ۵/۰ يمحل ــا، س در ) آمريك
حجم آب مقطر به دست آمده بود، قـرار   ۴زوپروپانول و يا

 ينورت بررس ـيکروسکوپ ايواکنش رنگ توسط م. گرفت
  .دش
  

  : يتيز استئوسيتما يابيبه منظور ارز آليزارين رد يزيآم رنگ
بـه مـدت   % ۷۰از محلول اتانول  يت سلوليبه منظور تثب    
ها،  از چاهک يزيط کشت تمايقه، پس از حذف محيدق ۱۰

فسفات شسته شده و به  يها در بافر نمک سلول. استفاده شد
ها  سپس سلول. قرار گرفتنداق تقه در حرارت ايدق ۲۰مدت 

زوپروپانول شستشو و در مرحله بعـد بـه   يا% ۶۰در محلول 
آمريكـا،  (% ۲ آليـزارين رد  يقه در محلول رنگيدق ۱۰مدت 
واکنش رنـگ توسـط   . نددر بافر فسفات قرار گرفت )سيگما

  . شد ينورت بررسيکروسکوپ ايم
  

  ها يافته
  :بررسي ميزان رشد سلولي

ــاي جــدا شــده از جفــت پــس از کشــت در    ســلول     ه
 ـبا سرعت کمتر و سپس با سـرعت ز  ييابتدا يپاساژها اد ي

ر ي ـروز به مرحلـه تکث  ۲۰ک به يـنزدپس از  ور شدند يتکث
هـا   ن سـلول ير در ايتکث روند. )۱ نمودار(دنديرس يتصاعد

سپــس كندتــر و در    وده وــ ـب يتصاعد ۹۰حدود روز  تا
  .نمونه رو به کاهش رفتيـك 
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٢٢٦ 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  in vitroهاي استرومايي مزانشيمال جدا شده از بافت جفت در  ميزان تكثير سلول: ۱نمودار 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  روز كشت در محيط نيمه جامد ۱۰پس از  In vitroهاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از بافت جفت در  زايي سلول توان كلني: ۲نمودار 

  
  :زايي سلولي بررسي ميزان توان كلني

  ت ـروز کش ۱۰مذکور پس از  يها سلوليي زا يتوان کلن    
 يها يارش تعداد کلنـق شمـيد از طرـه جامـميط نـيدر مح

  .)۲نمودار (شد يررســـده بـجاد شيا
  

  :بررسي ايمونوفنوتايپ سلولي
   ،تــــده از جفـدا شـج يـميمزانش يادـيبن ياـه سلول   

،  CD73  ،CD44  ،CD90  ،CD166 يسـطح ي هـا  شاخص
D29  ،CD105 ان کردنـد ي ـدر سطح ب يـيزان بالاـيه مـرا ب .

 کمتر يها قدر از سلول ير گروهيدر ز CD166ان يزان بـيم
  . بود
خونسـاز،   يها سلول يمارکرها يگر در بررسياز طرف د   
و  CD34 اني ـاز نظر ب يميمزانش ياـه ه سلولـک دـده شيـد

CD45 ۲شکل (بودند يمنف  .(  
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 A    B C  

D    E     F   
 :B، يسلول يتيز و گرانوليسا يپراکندگ:  Aجدا شده از بافت جفت،  يميمزانش ياديبن يها سلول يپيمونوفنوتايات ايخصوص يبررس: ۲شکل 

  ياختصاص يها يباد يواکنش آنت:  C, D, E, Fکنترل،  ايزوتايپ
  
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

   

 

  

  
ها  سلولي بر رو  Alizarian Red يزيآم رنگ : A,Bو کنترل،  يزيتما يها طيتحت کشت با مح يها سلول يبر رو ياختصاص يزيآم رنگ :۳شکل 

A : ط کنترل و يدر محB: يتيز استئوسيط تمايدر مح ،C,D: يزيآم رنگ  Oil Red-Oها  سلول يبر روC  :ط کنترل و يدر محD  :ز يط تمايدر مح
  ). x ۲۰۰يي نما بزرگ(يتيپوسيدآ
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  :بررسي توان تمايز سلولي
ز يط تمـا يکه در مح ۷و  ۳جدا شده از پاساژ  يها سلول    

رات ييــروز تغ ۱۰قــرار گرفتــه بودنــد، پــس از  يتياستئوس ـ
م در سطح سـلول  يرا نشان داده و رسوب کلس يرفولوژوم

 يجاد واکنش رنگ ـيزه شدن بود، باعث اينرالياز م يکه حاک
  .شد آليزارين رد يزيآم قرمز در رنگ

قـرار گرفتـه    يتيپوسيآد زير تمايکه تحت تاث ييها سلول    
در آمـده و   يخارج و به شکل کـرو  ياز شکل دوک ،بودند
 Oilي زي ـآم بودند، کـه در رنـگ   يچرب يها واکوئول يحاو

Red-O ۳شکل (واکنش مثبت نشان دادند.(  
   

  بحث
بـه عنـوان منبـع     يميمزانش ـ يادي ـبني هـا  امروزه سلول    
کـاربرد   .انـد  شناخته شده يدرمان در سلول يبا ارزش يسلول

 ر و خـود ي ـتکث يت بـالا يل ظرفيها به دل ن سلوليگسترده ا
ــاز ــاينوس ــاي، تم ــه س ــا ر ردهيز ب ــ يه ــار  يميمزانش و مه
ل ين عـدم تشـک  يچن ـ هـم ). ۵(باشـد  يم ـ يمنيا يها واکنش

 يگـر يعلـت د  ،يواني ـح يهـا  وند در مدليتراتوما پس از پ
 ـاست که ا . هـا را مـورد توجـه قـرار داده اسـت      ن سـلول ي

مال تـا  يمزانش ياديبن يها به سلول يمنبع دسترس نيتر جيرا
ر مقـالات  ي ـاخ يهـا  در سـال . ها مغـز اسـتخوان بـود    مدت
از  ياريها را در بس ن سلوليچاپ شده و حضور ا يمتعدد
جـا کـه    از آن. انـد  اثبـات کـرده   ين ـيبـالغ و جن  يهـا  بافت
 ين ـيجن يهـا  جدا شده از بافت يميمزانش ياديبن يها سلول

شـوند،   يک حذف ميولوژيمان به عنوان زباله بيکه بعد از زا
مغز اسـتخوان دارنـد،    يميمزانش يها ه به سلوليشب يپيفنوت

). ۱۲(ها آغاز شده است آني نيگزيدر جا ياريبس يها تلاش
م با استفاده از روش هضـم  يز ما موفق شدين مطالعه نيدر ا
کـه   يرا از بافت جفت ـ يميمزانش ياديبن يها ، سلوليميآنز

با . مير دهيآن حذف شده، جدا کرده و تکث وآيدسيژبخش 
 يهـا  سلول يهاي قبلي جداساز که در گزارش نيتوجه به ا

 يرياز بافـت جفـت، متعاقـب بـه کـارگ      يميمزانش ـ ياديبن
ن مراحل جداسـازي  يچن متعدد انجام شده و هم يها ميآنز
  تر و  زارش روشي سريعـن گـت، ايـوده اسـب يـز طولانـني

  . )۱۲-۱۵(دهد تر را در دسترس قرار مي صرفهمقرون به 
  ا، ـت پلاسنتـده از بافـدا شـي جـمزانشيم ياـه ولـسل     

داشته و تا قبل از پاسـاژ دوم   يبروبلاستيشبه ف يمورفولوژ
هـا   سـلول  ،پس از پاسـاژ دوم . داشتند يسرعت رشد کمتر

 ۱۳ يت در پاسـاژها يشده و در نها يوارد فاز رشد تصاعد
ن يانگي ـدا کردند، ميپ ير کمتريسرعت تکث ز مجدداًين ۱۵تا 

 قيــجــه تحقين مطالعــه بــا نتيــهــا در ا ر ســلوليــرونــد تکث
کــه در ي و همکــارانش تطــابق داشــته، در حــالكانماتســو 
 ۲۰و  ۱۰ ، ۱ در پاسـاژ  ير سلوليزان تکثيم يگريگزارش د

ن مطلب يبه هر حال ا). ۱۳، ۱۴(کسان گزارش شده استي
جدا شده از جفت به  يميمزانش يها لولر سيکه قدرت تکث

جدا شده از مغز استخوان است،  يها شتر از سلوليمراتب ب
 يـي زا يتـوان کلن ـ ). ۱۵(متعدد آمـده اسـت   يها در گزارش

و كانماتسـو   ن مطالعه مشابه با مطالعـه گـروه  يها در ا سلول
 يهـا  سلول ييزا ير و کلنير تکثيتوجه به س. همکارانش بود

 يت است که در کاربردهاياهم يزاز آن جهت حا يميمزانش
ست با نگـرش  يبا يها م ن سلولي، استفاده از اينيمختلف بال
 يادي ـبن يها سلول. وند انجام شوديها در زمان پ به تعداد آن

ــا يميمزانشــ ــ يليتوســط پروف ــاد ياز آنت ــا شناســا يب  ييه
 ـا يان بالايز بين مطالعه نيشوند، که در ا يم هـا   ن شـاخص ي

ي ان مارکرهـا يکه از جهت بي ، در حالداده شده استنشان 
بودنـد کـه    يمنف کاملاً )CD34  ،CD45(خونساز يها سلول

  .داردجدا شده  يها ت از خلوص سلوليله حکاان مسيا
جدا شـده   يها ثابت کرد که سلول In vitro يها سنجش    
را داشته  يميمزانش ياديبن يها سلول يتيت چند ظرفيخاص

و به  ها به مراتب بالاست آن در يتيز استئوسيل تمايو پتانس
ز بـه  يها تمـا  که هدف از کشت آن ين جهت در موارديهم
 ـشود که تا قبـل از ا  يه ميگر است، توصيد يها رده کـه   ني

 يها اشغال شود، القـا  تمام سطح ظرف کشت توسط سلول
را به طرف  ها ، سلوليز انجام شود، چرا که تراکم سلوليتما
ج اشـاره  يچنانچـه در نتـا  . کنـد  يت ميهدا يتيز استئوسيتما

 يميمزانش ـ ياديبن يها سلول يتيپوسيز آديل تمايشد، پتانس
 هـاي  جه گـزارش يله در توافق با نتان مسيا ،جفت کمتر بود

 ـا است که اظهار کرده استبارلو  هـا نسـبت بـه     ن سـلول ي
جدا شـده از مغـز اسـتخوان و بافـت      يميمزانش يها سلول
 يتيپوس ـيآد يهـا  ل به سلوليدر تبد يت کمتريظرف ،يچرب
هـا،   ر سـلول ي ـدر هر حال با توجه به رونـد تکث ). ۱۵(دارند
 يهـا  سـلول  يق بر روين تحقيها در ا ز آنيتوان تما يبررس
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ر بـالا و  يت تکثيانجام و حفظ خاص ۷و  ۳حاصل از پاساژ 
. د شـد ييتا رشد کاملاً يدوده از منحنن محيها در ا ز آنيتما

ل ي ـار گسـترده، بـه دل  يبس ـ هـاي  هبه هر حال با وجود مطالع
، يدر سـلول درمـان   يميمزانش ـ يها استفاده متنوع از سلول

 يهـا  سـلول  يولـوژ يب يشتر بـر رو يب يها يمطالعه و بررس
  .  شود يه ميمذکور توص

      
  گيري نتيجه

 يادي ـبن يهـا  که سـلول  ن مطالعه نشان داديدر مجموع ا    
 ـتوان از بافت جفت تنها با اسـتفاده از   يرا م يميمزانش ک ي
 يط کشـت يجدا کرده و در مح يم، در مدت زمان کوتاهيآنز

 ـر کرد، بـدون ا يشود تکث يت ميحما FBSکه تنها با  کـه   ني

. ها رخ دهد آن يزيو تما ييزا يات کلنيدر خصوص يرييتغ
 ـن در دسترس بودن ايچن هم  يب بـرا يع، عـدم آس ـ ن منب ـي

از  ينه استفاده درمانياد سلول، زمياهداکننده بافت و تعداد ز
 .آن را گسترش خواهد داد

  
  تشكر و قدرداني

ــان       ــل پاي ــق حاص ــن تحقي ــد   اي ــي ارش ــه كارشناس نام
هماتولوژي مصوب مركز تحقيقات مؤسسه عالي آموزشـي  

ــدين. باشــد و پژوهشــي طــب انتقــال خــون مــي  وســيله  ب
ــدرداني خــود را از   ــه مراتــب تشــكر و ق نويســندگان مقال
زحمات كاركنان بيمارستان ميلاد به دليل همكاري در انجام 

     . دارند تحقيق، ابراز مي

  
 

     
    References:  

1- Mafi R, Hindocha S, Mafi P, Griffin M, Khan WS. 
Sources of adult mesenchymal stem cells applicable for 
musculoskeletal applications-a systematic review of the 
literature. Open Orthop J 2011; 5 Suppl 2: 242-8. 

2- Celebi B, Mantovani D, Pineault N. Irradiated 
Mesenchymal Stem Cells improve Irradiated the ex 
vivo expansion of Hematopoietic progenitor by party 
mimicking the bone marrow endosteal environment. J 
Immunol Methods 2011; 370(1-2): 93-103. 

3- Jing D, Fonseca AV, Alakel N, Fierro FA, Muller K, 
Bornhauser M, et al. Hematopoietic stem cells in co-
culture with mesenchymal stromal cells--modeling the 
niche compartments in vitro. Haematologica 2010; 
95(4): 542-50. 

4- Lee OK, Kuo TK, Chen WM, Lee KD, Hsieh SL, Chen 
TH. Isolation of multipotent mesenchymal stem cells 
from umbilical cord blood. Blood 2004; 103(5): 1669-
75. 

5- Vater C, Kasten P, Stiehler M. Culture media for the 
differentiation of mesenchymal stromal cells. Acta 
Biomater 2011; 7(2): 463-77. 

6- Li CD, Zhang WY, Li HL, Jiang XX, Zhang Y, Tang 
PH, et al. Mesenchymal stem cells derived from human 
placenta suppress allogeneic umbilical cord blood 
lymphocyte proliferation. Cell Res 2005; 15(7): 539-
47. 

7- Bowman TV, Zon LI. Lessons from the Niche for 
Generation and Expansion of Hematopoietic Stem 
Cells. Drug Discov Today Ther Strateg 2009; 6(4): 
135-40. 

8- Andrade-Zaldívar H, Santos L, De León Rodríguez A. 
Expansion of human hematopoietic stem cells for 
transplantation:        trends         and           perspectives.  

 
 
 

Cytotechnology 2008; 56(3): 151-60. 
9- Tan J, Liu T, Hou L, Meng W, Wang Y, Zhi W, et al. 

Maintenance and expansion of hematopoietic 
stem/progenitor cells in biomimetic osteoblast niche. 
Cytotechnology 2010; 62(5): 439-48. 

10- Walenda T, Bokermann G, Ventura Ferreira MS, 
Piroth DM, Hieronymus T, Neuss S, et al. Synergistic 
effects of growth factors and mesenchymal stromal 
cells for expansion of hematopoietic stem and 
progenitor cells. Exp Hematol 2011; 39(6): 617-28. 

11- Phinney DG, Prockop DJ. Mesenchymal 
stem/multipotent stromal cells: the state of 
transdifferentiation and modes of tissue repair--current 
views. Stem Cells 2007; 25(11): 2896-902. 

12- Battula VL, Treml S, Abele H, Bühring HJ. 
Prospective isolation and characterization of 
mesenchymal stem cells from human placenta using a 
frizzled-9-specific monoclonal antibody. 
Differentiation 2008; 76(4): 326-36. 

13- Kanematsu D, Shofuda T, Yamamoto A, Ban C, Ueda 
T, Yamasaki M, et al. Isolation and cellular properties 
of mesenchymal cells derived from the decidua of 
human term placenta. Differentiation 2011; 82(2): 77-
88. 

14- Miao Z, Jin J, Chen L, Zhu J, Huang W, Zhao J, et al. 
Isolation of mesenchymal stem cells from human 
placenta: comparison with human bone marrow 
mesenchymal stem cells. Cell Biol Int 2006; 30(9): 
681-7. 

15- Barlow S, Brooke G, Chatterjee K, Price G, Pelekanos 
R, Rossetti T, et al. Comparison of human placenta-and 
bone marrow-derived multipotent mesenchymal stem 
cells. Stem Cells Dev 2008; 17(6): 1095-107. 

 
 
   

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  
  
  
  
 فرهاد عوبري و همكاران                                                                                        جفت                      وهاي بنيادي مزانشيمي  سلول

 

٢٣٠ 

 

  
  
  

Isolation and expansion of Mesenchymal Stem 
 Cells from placenta 

 
Oubari F.1, Nikougoftar Zarif M.1, Amirizadeh N.1, Shaiegan M.1, Atarodi K.1, Nakhlestani M.1,  

Mirzamoradi M.2,3, Fadai R.1, Golzade Kh.1 
 

 
1Blood Transfusion Research Center, High Institute for Research and Education in Transfusion Medicine, Tehran, 
Iran 
2Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran 
3Mahdieh Educational Hospital, Tehran, Iran 
 

 

Abstract 
Background and Objectives 
Mesenchymal stem cells are fibroblasts with the capacity of proliferation, colonogenesis, and 
differentiation to the mesodermal cells that are known as the source for cell therapy purposes. 
These cells are present in some adult and embryonic tissues in which the bone marrow serves 
as the main source of human mesenchymal stem cells. Because of some limitations in using the 
bone marrow, in this study we established a method for isolation of mesenchymal stem cells 
from placenta and characterized their properties. 
 
Materials and Methods 
In this experimental study, we obtained 3 placenta tissues from informed consent mothers after 
normal vaginal delivery. Mesenchymal stem cells were isolated from the placenta, cultured, 
and were then examined for their proliferation, colonogenesis, immunophenotyping and 
differentiation capacities from passages 3 and 7. 
 
Results 
Our results showed the high capacity of proliferation and colonogenesis of placental derived 
mesenchymal stem cells. Immunophenotyping confirmed more than 95% purity of isolated 
cells; their surface antigen expression showed the phenotypical properties like those of bone 
marrow derived mesenchymal stem cells. The cells had the osteocytic and adipocytic 
differentiation capacity. 
 
Conclusions   
In this study we successfully isolated mesenchymal stem cells from placenta and cultured them 
without any alteration in their capacities; consequently, we found out that we can isolate and 
expand these cells as an alternative source for cell therapies. 
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