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  24/11/1395 :هاآخرين اصلاح

  01/12/1395 پذيرش:

 بندنافخون  پلاكتي مشتق ازةعصاربررسي اثر

 در بندنافاي خون هستهتك هايسلولتكثير  بر
  آزمايشگاه

، 5، معصومه نوري4، فاطمه دانشمند3مرضيه ابراهيمي ،2،1منيره محمدنويسندگان: 
 6پرديس خسرواني

دانشـگاه جـامع    مركزتفـت، دانشكده علوم پايه دانشگاه پيام نور  ،دانشجوي ارشد بيوشيمي. 1
  يزد، استان يزد

 زيسـت پزشـكي ترميمـي،    گروه كارشناس علوم آزمايشگاهي، مركز تحقيقات علوم سلولي،. 2
 تهراندانشگاهي تهران،  هاي بنيادي جهادشناسي و فناوري سلولپژوهشكده زيست

هـاي  ه سـلول مركز تحقيقات علوم سلولي، گـرو  ،ايمنولوژي PhDدانشيارپژوهشگاه رويان، . 3
 هاي بنيـادي جهـاد  شناسي و فناوري سلولزيست پزشكي ترميمي، پژوهشكده زيست بنيادي و

 دانشگاهي تهران، تهران  

  تهران ،دانشگاه پيام نور ،شناسياستاديارگروه زيست. 4
 زيسـت پزشـكي ترميمـي،    گـروه  مركز تحقيقـات علـوم سـلولي،    ،مولكولي دكتري ژنتيك. 5

   ، تهراندانشگاهي تهران هاي بنيادي جهادو فناوري سلول شناسيپژوهشكده زيست

هاي بنيـادي  گروه سلول سلولي، علوم شناسي تكوين، مركزتحقيقاتكارشناسي ارشد زيست. 6
 دانشگاهي جهاد بنيادي هايسلول فناوري و شناسيزيست پژوهشكده شناسي تكويني،زيست و

  ، تهرانتهران
 

  E-mail: mebrahimi@royaninstitute.org  هيمي  مرضيه ابرا نويسنده مسئول:* 
  

  چكيده
هاي خـوني،  بخش پيوند خون بندناف در درمان بعضي بيماريرغم نتايج رضايتعلي مقدمه و هدف:

 ـ ةعصـار هـاي اخيـر   باشد. سـال ها ميحل مشكل تعداد كم اين سلول ،ها در اين زمينهيكي از چالش  يپلاكت
هـدف  اسـت.   شده عنوان مكمل كشت سلول مزانشيم در سلول درماني معرفيي رشد بهبودن از فاكتورهالحاظ غنيبه

مـاني  تكثيـر، تمـايز و درصـد زنـده     پلاكتي مشتق از خـون بنـدناف بـر    ةبررسي اثر عصار ،اين مطالعه
  اي خون بندناف در شرايط آزمايشگاهي است.هستههاي تكسلول

 106از پلاسماي خون بندناف تهيه شد. تعداد  plt/ml109×2پلاكتي در غلظت  ةكنسانتر ها:مواد و روش

هاي متفـاوت  حاوي غلظت TPOوFlt3L،  SCFهاي اي خون بندناف در حضور سايتوكاينهستهسلول تك
ها بـا اسـتفاده   ماني اين سلولپلاكتي مشتق از خون بندناف كشت شدند. درصد زنده ة) از عصار0-10%(

گيـري  انـدازه  ،Colony Assayاي آزمـايش  هسـته هاي تـك سلول جش تمايزسن آميزي تريپان بلو،از رنگ
ــادي خــون درصــد ســلول ــا شــاخص ســطحي ( هــاي بني ــق -CD133+ CD34+ CD38ســاز ب ) از طري

  مورد ارزيابي قرار گرفت.  QRT- PCRبا روش CD34 فلوسايتومتري و بيان كمي ژن
برابـري  12 هـا سـبب تكثيـر   ه با سـايتوكاين همرا پلاكتي مشتق از خون بندناف ةعصار ٪5غلظت  نتايج:

(P<0.0001) برابـر كلـوني    6/1ي خون بنـدناف،  اهستههاي تكسلولBFU-E ،1/2 CFU-GM ،7/1 CFU-

MIX  هايبرابر سلول 3/3وCD133+ CD34+ CD38- ژن  شـود. ميCD34    5نيـز در گـروه٪ LP -UCB 
  دار نشان داد. افزايش معني

اي خون هستهتك هايسلولكشت  عنوان مكمل درتوان بهرا مي بندناف خون پلاكتي ةعصار گيري:نتيجه
  ها استفاده كرد.منظور افزايش تكثير و حفظ خاصيت بنيادي آنساز بهبنيادي خون هايسلولبندناف و 

، بنـدناف  خـون پلاكتـي مشـتق از    ةخـون بنـدناف، تكثيـر و تمـايز، عصـار      هـاي سلول كليدي:واژگان 
  زاييكلوني
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  مقدمه
در خط  1سازهاي بنيادي خونمطالعه و بررسي سلول

هاي بنيادي با كاربردهاي پزشكي مقدم تحقيقات سلول
ها در درمان بسياري از قرار دارد. امروزه از اين سلول

خيم و بدخيم سيستم خوني و ايمني هاي خوشبيماري
هاي بنيادي سلول شود. سه منبع پيونداستفاده مي

ساز، مغز استخوان، خون محيطي و خون بندناف خون
خون بندناف در مقايسه با مغز استخوان ). 1(باشند مي

ساز ساز خونهاي پيشبالغ، نسبت بيشتري از سلول
هاي تكثيري بالاتري ها پاسخاين سلول .ابتدايي را دارد

ن در محيط آزمايشگاه و ظرفيت پيوندي بيشتري در بد
همچنين دسترسي سريع و آسان از  .)2( دهندنشان مي

متعدد خون بندناف، انطباق بالاتر در هاي طريق بانك
، شيوع كمتر واكنش شديد پيوند عليه HLAسازگاري 

، كاهش خطر Graft Versus Host Disease (GVHD)ميزبان 
عدم وجود  ،هاي ويروسي و در نهايتانتقال عفونت

هاي ديگر پيوند خطر براي فرد اهداكننده از جمله مزيت
تعداد كم  ،وجودبااين). 3( باشندخون بندناف مي

ها را به ساز خون بندناف پيوند اين سلولهاي خونسلول
  .)4( كندكودكان بيمار با وزن پايين محدود مي

تواند بر هاي بنيادي خون بندناف ميازدياد سلول
ها در بحث پيوند فائق آيد؛ تعداد اندك اين سلول مشكل

و در مقياس كافي نيز  self-renewalولي القاي تقسيم 
ها در شرايط ترين مشكل تكثير اين سلولمهم

زماني رخ  HSCsباشد. ازدياد حقيقي آزمايشگاهي مي
ها توسط زمان با تحريك تكثير اين سلولدهد كه هممي

نساز، مسيرهاي تمايزي، فاكتورهاي مختلف رشد خو
هاي در حال تكثير، توسط ساير مرگ و پيري سلول

گرچه  .)5( عوامل داخلي يا خارجي سلول مهار شوند
هاي زيادي براي تكثير بدون تمايز اين تاكنون تلاش

ها موفق و ها صورت گرفته، تنها تعدادي از آنسلول
كشت در  ها،ترين آنصرفه هستند كه رايجهبمقرون

 هاي محرك و فاكتورهاي رشد خونسازضور سيتوكينح
                                                                 
1 . Hematopoietic Stem Cells: HSCS 

و كشت در  )7( هاي استروماييكشتي با سلول، هم)6(
  ).8( باشدبيوراكتور مي

 ها براي بيماراني كه كمبود پلاكتپلاكت ةاستفاد
از  ،ستاها دچار مشكل هاي آنيا عملكرد پلاكتدارند 

از  ،بر پلاكتلاوهديرباز مورد توجه بوده است. امروزه ع
چون هم يهايمحصولات پلاكتي نيز براي درمان بيماري

هاي پوستي، جراحي دهان، فك و صورت، درمان زخم
ارتوپدي، جراحي ستون فقرات، جراحي سر و گردن، 

چروك و همچنين در وجراحي قلب و رفع چين
 ةمطالعاتي نيز عصار .)9( شوددرماني استفاده ميسلول

عنوان جايگزين سرم گاوي در كشت و پلاكتي را به
هاي فيبروبلاست، اندوتليال، كراتينوسايت و تكثير سلول

  .)10( كنندسلول بنيادي مزانشيمي مطرح مي
پلاكتي حاوي همچون  ةعصاراينكه با توجه به 

 b-FGF, VEGF, IL-1β, PDGF, TGFβفاكتورهاي رشدي 
رسد بتوان آن را در محيط نظر مي ، به)11(باشد مي

 ةعنوان مكمل كشت براي رسيدن به نتيجكشت سلول به
تكثيري مناسب استفاده نمود. هدف اين مطالعه بررسي 

پلاكتي مشتق از خون بندناف بر تكثير و  ةاثر عصار
اي خون بندناف در آزمايشگاه هستههاي تكتمايز سلول

  باشد.مي
  

  هاروشمواد و 
   )UCB-PLبندناف ( پلاكتي مشتق از خون ةعصار ةتهي. 1

خون بندناف از بانك عمومي خون بندناف رويان 
به مربوط ةتهيه گرديد. تمام دهندگان خون رضايتنام

خون براي انجام تحقيقات را امضا نموده بودند.  ياهدا
هاي استفاده فاقد عفونتتمام واحدهاي خوني مورد

پلاكتي،  ةعصار ةي تهيويروسي و ميكروبي بودند. برا
هاي پلاسماي چهار واحد خون بندناف به داخل كيسه

× gمنتقل و با دور  ml 500ضدانعقاد با حجم  ةفاقد ماد
دقيقه سانتريفيوژ شد. مايع زردرنگ  22، به مدت 300

باشد، با استفاده از بالايي كه پلاسماي غني از پلاكت مي
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plasma extractor ر دور و د ة انتقاليبه كيسg×3000 ،
دقيقه سانتريفيوژ شد تا رسوب  30دماي اتاق به مدت 

پلاكتي تهيه شود. سوسپانسيون پلاكتي به غلظت 
plt/ml109×2  ساعت در  48الي  24تهيه شد و به مدت

سلولي  ةـ ذخيره شدند. عصارC°70داخل فريزر 
ازطريق انجماد و ذوب  صورت مكانيكي وبه

. اين فرايند منجربه تهيه شد سوسپانسيون پلاكتي
هاي پلاكتي و آزادشدن فاكتورهاي شدن گرانولپاره

ها، محلول شود. براي حذف بقاياي پلاكتها ميرشد آن
دقيقه در دماي اتاق  30مدت به g3000حاصل در دور 

پلاكتي  ةآوري و عصاررويي جمع سانتريفيوژ و محلول
)UCB-PL (Umbilical Cord Blood Platelet lysate  ناميده

فيلتر و در  2/0پلاكتي حاصل با فيلتر  ةشد. عصار
 ـC°20بندي و در فريزر ليتر تقسيمميلي 10تا2هاي حجم

  تا زمان استفاده ذخيره شد. 
  اي خون بندناف هستههاي تكجداسازي سلول .2

 تعداد علتهب كه اهدايي بندناف خون واحدهاي
از بانك  ،ودندنب نگهداري شرايط واجد هاسلول ناكافي

 .ندخون عمومي بندناف پژوهشگاه رويان دريافت شد
اهدا را داشتند و از نظر  ةنامها رضايتنمونه ةهم

منظور رسوب هاي ويروسي منفي بودند. بهآزمايش
 Flex )%10(هاي قرمز، هيدروكسي اتيل استارچ گلبول

14FH7320Free  5به 1به نسبت )V/V به خون تام اضافه (
دقيقه بدون  60تا40كردن به مدت مخلوط و پس از

گراد انكوبه سانتي ةدرج 25حركت و در دماي ثابت 
 ةهاي سفيد به لولشدند. سپس مايع رويي حاوي سلول

ها با استفاده از لام اي منتقل و سپس تعداد سلولجداگانه
بلو ها توسط تريپانماني آننئوبار شمارش و درصد زنده

  محاسبه گرديد.
  ت سلول كش. 3

106x 1 هاي سلول ازUCB-MNC  جداشده در محيط
گلوتامين حاوي اسيد آمينه آل Stem Line (SIGMA)كشت 

 50و ( SCF همراه فاكتورهاي رشدمولار) بهميلي 5/0(
ليتر) و نانوگرم در ميلي 50( Flt3Lليتر)، نانوگرم در ميلي

TPO )10از فاكتورهاي رشد  ةليتر) (كلينانوگرم در ميلي

هاي تهيه گرديد) كشت شدند. گروهSIGMA  شركت
 .بودند از چهار گروه مورد بررسي در اين مطالعه عبارت

ها در حضور محيط كشت الف) كنترل منفي: سلول
  ها كشت شد.پايه بدون سايتوكاين

ها در محيط كشت پايه همراه ب) كنترل مثبت: سلول
هاي با غلظت SCF, FLt3L, TPOهاي با سايتوكاين

  ذكرشده كشت شدند.
كه با توجه به UCB-PL + Cytokines  ج) گروه تست

به چهار زيرگروه تقسيم UCB-PL هاي مختلف غلظت
ها در محيط كشت پايه همراه با سلول شود:مي

 ،٪1هاي و غلظت SCF, FLt3L, TPOهاي سايتوكاين
  كشت شدند. UCB-PLاز  ٪10و  5٪ ،5/2٪

هاي توجه به غلظت كه باUCB-PL  د) گروه تست
 :شودبه چهار زيرگروه تقسيم ميUCB-PL مختلف 

هاي ها در محيط كشت پايه و در حضور غلظتسلول
كشت شدند. (در اين  UCB-PLاز  ٪10و  5٪، 5/2٪، 1٪

  ).گروه هيچ سايتوكايني به محيط اضافه نشد
و  C37 ،CO2 5%° ها در دمايها، سلولگروه ةدر هم
 بار شدند. هر چهار روز يكانكوبه  %95رطوبت 

، 4ها انجام شد. در روزهاي تعويض محيط كشت سلول
 متغيرهاي مورد مطالعه شامل بعد از كشت، 23و  15، 8

ماني اي، تعيين درصد زندههستههاي تكشمارش سلول
به   CD34ها، تست سنجش كلوني، بررسي بيان ژنسلول

هاي و سنجش شاخص QRT-PCRروش 
با روش فلوسايتومتري  -CD133+CD34+CD38سطحي

 انجام شد.

  سنجش كلوني. 4
اي خون بندناف از هر هستههاي تكسلول 1×104
بعد  23و  15، 8، 4گروه مورد مطالعه در روزهاي  چهار

ليتر محيط متيل سلولز ميلي 2از كشت برداشته شد و با 
) حاوي Methocult™ GF+ H4435(استم سل تكنولوژي، 

، ng/mL10CSF، CSF-GM10 ng/mL هايسايتوكاين
ng/mL10 -3IL ،SCF 3µ/ml و EPO 10ng/mL مخلوط و 

 37 دماي در روز 14اي به مدت خانههاي ششدر چاهك
انكوبه شدند.  CO2 درصد5 درجه سانتيگراد و فشار
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 -Burst Forming Unit( اريتروئيدي هايتعداد كلوني

Erythroid: BFU-E( ماكروفاژـ)، گرانولوسيتColony-

Forming unit Granulocyte-Macrophage: CFU-GM،( 
 مگاكاريوسيت ـماكروفاژـيتروئيدارـيتگرانولوس

(Colony Forming Unit – Granulocyte / Erythroid 

/Macrophage /Megakaryocyte: CFU-Mix) روز  14از  پس
  .كشت با ميكروسكوپ نوري شمارش گرديدند

  QRT-PCRبه روش  CD 34+بررسي بيان ژن . 5
 كيت استفاده از ژنومي استخراج و با  RNAابتدا

)Japan ,Takara،( cDNA  ساخته شد. مخلوط واكنش
پرايمرهاي  µL 2ساخته شده،  cDNAاز  µL 3شامل 

 SYBR Green PCR Master Mixاز µL 10اختصاصي، 
)USAABI و (µL 5 ddHO هاي ويژه تهيه گرديد. در لوله

 10يري بر طبق الگوي دمـايي خـاص، واكنش تكث
دقيقه در  12سانتيگـراد،  ةدرج 95دقيقـه در دماي 

 95ثانيه در دماي  15سانتيگراد،  ةدرجـ 60دمـاي 
سانتيگراد و  ةدرج 60دقيقه در دماي  1سانتيگراد،  ةدرج
مرتبـه تكرار  40سانتيگراد و  ةدرج 95ثانيه در دماي  15

 AB Step-one  دسـتگاهدر داخل  2 ةمراحل از مرحل

plusافزار مبراي آناليزها از نر .اجرا گرديدSTEP One 
طور استفاده گرديد. پروفايل بيان ژني به 2 ةشمار ةنسخ

 GAPDH ژن .محاسبه گرديدΔΔCt2-نسـبي و بـا روش 

انتخـاب گرديد. توالي  Housekeeping عنـوان ژنبه
  ،+rRCD34 پرايمرها براي ژن

F: 5'TGGACCGCGCTTTGCT3´ و   
5'CCCTGGGTAGGTAACTCTGGG3´:R   

   ،GAPDHبراي ژن  و
F:5'GAAATCCCATCACCATCTTCC3´ R: 

5'GGCTGTTGTCATACTTCTCAT3´ بود 

شده توسط هاي كشتبررسي ايمنوفنوتيپ سلول .6
  فلوسيتومتري 

هاي سطحي آناليز شاخص منظوربه
CD133+CD34+CD38- هاي مونوكلونال بادياز آنتي

CD133-PE(miltenybiotec)، CD38-PE-CY5(Ebioscince) و 
)CD 34-FITC(BD طور همزمان با هم، استفاده شد.به 

ها به تعداد يك ميليون در ابتدا سوسپانسيوني از سلول
هاي فوق هركدام باديتهيه شد. آنتي  PBSميكروليتر 100

 mouse IgG1هاي بادياستفاده شد. آنتي 100/1به غلظت 
عنوان به PE,FITC,PE-Cy5هاي به فلروكروم كنژوگه

سلول توسط  10000ايزوتايپ كنترل انتخاب شدند. 
با  BDاز شركت  FACSCaliburدستگاه فلوسايتومتري 

 يهانانومتر مورد بررسي قرار گرفتند. نمونه 488ليزر 
 533/15، رنگ سبز روي فيلتر  585/42روي فيلتر PEرنگ 

نانومتر مورد ارزيابي قرار   647روي فيلتر PE-Cy5و رنگ 
  انجام شد. cell Quest  افزارها با نرمگرفتند. آناليز نمونه

  بررسي آماري .7
 SPSS،  Excell 16 افزاربررسي آماري با استفاده از نرم

براي  .انجام شده است ANOVAو تست پارامتريك 
 ةهاي تيمارشده با عصارداري بين گروهتعيين معني

هاي كنترل در از خون بندناف و گروه پلاكتي مشتق
عنوان ، به≥05/0Pاختلاف  ياهستههاي تكسلول

 يشتعداد تكرارها و نما دار محاسبه شد.اختلاف معني
  محاسبه شده است. Mean±SDصورت به

  نتايج
از واحدهاي خون  نمونه 5ميانگين حجم تعداد 

 14/9 ،طور تصادفي انتخاب شده بودندبندناف كه به
اي هستهليتر و ميانگين تعداد سلول تكميلي ±76/61

قرمز  ليتر خون قبل از جداسازي گلبولاوليه در هر ميلي
و بعد از  %100±1 يمانزندهبا  7/5×610 ± 15/1

 %99 ±1 يمانزندهبا  9/4× 610 ± 91/0 جداسازي به
  بود.

  UCB-MNCهاي تكثير سلول در UCB-PLبررسي اثر  .1
بر ميزان  UCB-PLهاي مختلف غلظت براي بررسي اثر

در  106تعداد اي خون بندناف هستههاي تكتكثير سلول
اي طبق روش خانه12 سلول در هر چاهك پليتليتر ميلي

  ذكر شده، كشت شد. 
 نشان داده شده است، A1-طور كه در شكلهمان
ماكزيمم تكثير ها همراه با سايتوكاين UCB-PLگروه 
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در UCB-PL  %10گروه  جزها بههگرو ةها در همسلول
روز پانزدهم مشاهده شد و پس از آن تا روز 

ها سلولي كاهش يافت. تعداد سلول تعدادوسوم بيست
به ساير ها نسبتحاوي سايتوكاينUCB–PL  ٪5در گروه 

طور ها و حتي نسبت به گروه كنترل مثبت بهگروه
داري ياختلاف معنولي P). 0001/0( بود داري بيشترمعني

همراه با  UCB–PLاز  1ها، بين غلظت %در تكثير سلول
 ها و گروه كنترل مثبت وجود نداشتسايتوكاين

(P<0/05). 10كمترين تعداد سلول در گروه% UCB–PL 
دليل افزايش اثرات سمي اين تواند بهمشاهده شد كه مي

 ). گروه كنترلB-1هاي بالاتر باشد (شكلماده در غلظت
 49/1هاي مرده (منفي حاوي بيشترين درصد از سلول

ها با سايتوكاين همراه UCB-PL ٪5) و گروه ±26/62
را  )96/21 ± 15/1هاي مرده (كمترين درصد از سلول

 . >B-1، 0001/0(Pدارا بودند (شكل

تنهايي به UCB-PLبراي پاسخ به اين سؤال كه آيا 
را دارد،  UCB-MNCكفايت لازم براي تكثير 

ها از محيط كشت حذف شدند و كشت سايتوكاين

UCB-MNC هاي متفاوت غلظت درUCB-PL  انجام
نشان داده شده  C–1طور كه نتايج در شكل گرفت. همان

هاي حاوي سايتوكاين كه ماكزيمم است، برخلاف گروه
رشد در روز پانزدهم مشاهده شد، در اين گروه ماكزيمم 

وسوم كشت مشاهده شد. همچنين رشد در روز بيست
ها نسبت به گروه كنترل گروه ةها در همتعداد سلول

به اين ترتيب به  ).>0001/0Pمثبت كاهش نشان داد (
اندازي به تنهايي قادر به راه UCB-PLرسد كه نظر مي
گروه  ها،باشد. از ميان گروهها نميسلول تكثير

هاي از تعداد سلول ٪5و  UCB-PL 1٪كننده دريافت
). نتايج بررسي >001/0Pبيشتري برخوردار بودند (

ها در اين گروه نيز حاكي از اثرات سمي سلول يمانزنده
UCB-PL 5هاي بالاتر از در غلظت٪ UCB – PL  بود
–UCB ٪5و  ٪1 گروه با توجه به نتايج فوق .D-1)(شكل

PL خاب مطالعه انت ةها براي ادامهمراه با سايتوكاين
  شدند.

  

 

هاي سلول يماندرصد زنده (B)در تكثير و  (A)ها، سايتوكاين در حضور UCB-PL هاي مختلفاثر غلظت. 1 شكل
  اي خون بندناف.هستهتك

 3حاصل  اي خون بند ناف. نتايجهستههاي تكسلول يماندرصد زنده (D) و در تكثير (C) ،تنهاييبه  UCB-PLهاي مختلفغلظت اثر
  ***)>P=0001/0( نشان داده شده است SD ±Meanصورت تكرار زيستي مختلف و به

AB

C
D
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   UCB-PLشده با هاي كشتبررسي تمايز در سلول .2
منظور بررسي پتانسيل آزمون سنجش كلوني به

با استفاده از محيط كشت  شدههاي كشتتمايزي سلول
MethoCultدر تايي انجام شد.  3اي صورت تكراره. به

 BFU-E، -C هايكلونينماي ميكروسكوپي A:2- شكل

نشان  CFU-Mix هايكلوني E–و   CFU-GMهايكلوني
اي هستههاي تكاست. پتانسيل تمايز سلول شده داده

 ساز درسازهاي مختلف خونخون بندناف به پيش
 روز پس از كشت 23و  15، 8 ،4 فواصل زماني صفر،

در  BFU-Eتعداد كلوني  (B)كه  دهدنشان مي 2در شكل 
ها افزايش همراه سايتوكاينبه UCB-PL 5گروه %

داري در مقايسه با گروه كنترل مثبت و ساير معني
ها ماكزيمم ). در تمام گروهP 001/0ها داشت (گروه

در روز هشتم مشاهده شد و كاهش  BFU-Eتعداد كلوني 
 و لوني با افزايش زمان كشت مشاهده گرديدتعداد ك
  CFU-GM،CFU-Mixهاي ماكزيمم كلوني Dو  F شكل

هاي كنترل در روز پانزدهم كشت مشاهده شد در گروه
ها افزايش همراه با سايتوكاين UCB-PL %5و  %1مثبت، 
 CFU-GMو  CFU-Mixهايداري در تعداد كلونيمعني
 ها گروهكه از بين آن مشاهده شدها به ساير گروهنسبت

%5  UCB-PLيتر بر القاهمراه سايتوكاين اثر غالببه 
دار در افزايش معني وCFU-Mix  و CFU-GM يكلون

به گروه كنترل مثبت و نسبت هاتعداد اين نوع كلوني
  ***).>P =001/0( ها نشان دادساير گروه

  
  
  
  
  
  
  
  
  

در محيط كشت  سازهاي بنيادي خونبررسي سلول .3
  UCB-PLحاوي 

5ز %ازآنجاكه نتايج آزمايش تكثير سلولي نشان داد د 
 ها در تكثير و تمايزهمراه سايتوكاينبه 1UCB-PLو %

UCB-MNC هاي مؤثر است، درصد سلولCD 133+ 

CD34+ CD38- ژن بيان توسط فلوسايتومتري و CD34 
تايج نمورد ارزيابي قرار گرفت.  QRT-PCRاز بااستفاده
در  -CD 133+ CD34+ CD38هاي درصد سلول نشان داد

 ٪1، در گروه  ٪8وسوم در گروه كنترل مثبت روز بيست
UCB-PL  5و در گروه  ٪5حدود٪ UCB-PL  25حدود٪ 

 درCD34 بيان ژن همچنين >A،0001/0 .(P -3 شكل(  بود
ها به ساير گروهدر روز پانزدهم نسبت UCB-PL ٪5گروه 

به گروه كه نسبتطوريهب ؛داري داشتافزايش معني
 UCB-PL 3/2 %1به گروه برابر و نسبت3كنترل مثبت 

  .)>B، 05/0*=P-3( شكل  برابر افزايش بيان را نشان داد
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ـ رانولوسيتگ ةرد (A,B) ،اريتروئيدي ةهاي ردكلوني بر تشكيل UCB-PLهاي متفاوت بررسي تأثير غلظت .2شكل 

   (C,D) ماكروفاژ، 
اي خون هستههاي تكشده روي سلولهاي تشكيلتعداد كل كلوني  (H) مگاكاريوسيت، -ماكروفاژ-اريتروئيد-گرانولوسيتةرد

 SD ±Meanصورت تكرار زيستي مختلف و به 3روز پس از كشت، نتايج حاصل  23و  15، 8، 4، 0بندناف در فواصل زماني 
  .***)>P =001/0( ده استنشان داده ش

 -گرانولوسيت ةكلوني رد (E) ،ماكروفاژ -گرانولوسيت ةكلوني رد (C)اريتروئيدي،  ةكلوني رد (A) تصوير ميكروسكوپي
  .خانه 6ها در پليت نماي كلي از تشكيل كلوني (G) مگاكاريوسيت -ماكروفاژ -اريتروئيد
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   UCB-PL %5و  %1هاي تيمارشده با غلظت ساز در سلولدي خونهاي بنيابررسي سلول .3شكل

)0001/0P< (***=)05/0= P<(* (A)هاي درصد سلولCD 133+ CD34+ CD38- ،(B)  34بيان ژنCD  
  

  

  

  

  

  

  

  

  بحث
ها حاوي انواع فاكتورهاي رشد شامل هاي پلاكتگرانول

انسوليني رشد شبه ، فاكتورTGF-β فاكتور رشد تراريختي
IGFرشد اپيدرمي ، فاكتورEGF، رشد فاكتور 
، PDGF رشد مشتق از پلاكت فاكتور، VEGFزاييرگ

-IL) 8 (8اينترلوكين ، FGF رشد فيبروبلاستي فاكتور

زايي ، فاكتور محرك كلوني(IL-1β)بتا  1اينترلوكين 
باشد كه اين مي (CSF-GM) ماكروفاژ -گرانولوسيت

عي را درون سلول فاكتورها مسيرهاي سيگنالينگ متنو
هاي متفاوت سلول كنند كه باعث پاسخاندازي ميراه

. خون )12( شوندنظير تكثير، مهاجرت، تمايز سلول مي
سان براي استخراج آبندناف يكي از منابع با دسترسي 

  باشد. ها ميپلاكت
  
  
  
  

هاي ساز ازجمله روشهاي بنيادي خونپيوند سلول
هاي ها و ناهنجارياي درمان بدخيميردرماني مؤثر ب

ها از منابع گوناگون اين سلول .)13( باشدي ميخون
بندناف قابل  محيطي و خون استخوان، خون چون مغز

هاي بنيادي استخراج هستند. امكان دسترسي بالا به سلول
ساز خون بندناف و همچنين ظرفيت بيولوژي بسيار خون

ها را به اهداف بسيار ها، اين سلولبالاي اين سلول
بدل ماستخوان  مغزدرماني و پيوند مهمي براي سلول

هر واحد خون بندناف،  ها دركند. اما تعداد كم سلولمي
استخوان  ها را در موارد پيوند مغزاستفاده از آن

ترتيب تكثير اين اينبه .)14(كند بزرگسالان محدود مي
خوني در محيط آزمايشگاهي  سازهاييشها و پسلول

  رسد. امري ضروري به نظر مي
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در اين مطالعه كارآيي سيستم كشت، تكثير، افزايش 

ا اي خون بندناف بهستههاي تكماني و تمايز سلولزنده
-UCBمورد بررسي قرار گرفت و از  UCB-PLاستفاده از 

PL هاي مؤثردر حضور يا فقدان سايتوكاين )Flt3L ،
TPO،SCFساز استفاده هاي بنيادي خون) در تكثير سلول

تنهايي براي شروع به UCB-PLشد. نتايج نشان داد كه 
، Flt3L هاي. اما در تركيب سايتوكاينتكثير مؤثر نيست

TPO،SCF ها در محيط كشت سبب پيش برد تكثير سلول
 UCB-MNC تكثير بر UCB-PLز مؤثرشود. همچنين دمي

بود كه سبب  ٪5هاي ذكرشده، در حضور سايتوكاين
داري در تكثير سلولي حتي در مقايسه با افزايش معني

 UCB-PL  بر اثراي مبنيكنترل مثبت گرديد. گرچه مطالعه
اما  ؛زارش نشده استتاكنون گ UCB-MNC در تكثير

 ةز بهينپلاكتي و د ةبر بررسي اثر عصارگزارشاتي مبني
وجود دارد. همچنين در  هاآن بر روي تكثير ساير سلول

مشتق از خون يپلاكت ةز مؤثر عصارمطالعات متعدد، د 
 ٪28هاي كراتينوسايت محيطي بر روي تكثير سلول

 روي بر) 15( ٪19هاي فيبروبلاست بر روي سلول )12(
 هايبر روي سلول ) و15، 16( ٪20هاي اندوتليال سلول

گزارش  ٪5چربي و فيبروبلاست انساني بافت ياديبن
 ).17ست (شده ا

 CDبا توجه به درصد افزايش سلول  ،در اين مطالعه

133+ CD34+ CD38-بيان ژن ،CD34  هاي و افزايش كلوني
مشخص گرديده  CFU-GEMMو  BFU-E ،CFU-GM ةرد
هاي براي سلول UCB-PL ٪5بالاتر از  يزهات كه داس
باشد و در غلظت اي خون بندناف كشنده ميهستهتك

5٪ UCB-PL ةبخشد كه عصاراين حدس را قوت مي 
ساز هاي خونپلاكتي بندناف در حفظ بنيادينگي سلول

مؤثر است. در ساير مطالعات نشان داده شده يكي از 
اي خطي بين آن و درصد هترين فاكتورهايي كه رابطمهم

باشد كه مي CFU-GMتعداد  ،موفقيت پيوند وجود دارد
اعتماد براي عنوان يك عامل قابلتوان از آن بهمي

پيوند استفاده كرد. اين آزمايشات اعلام  ةبيني نتيجپيش
در مقايسه با ساير فاكتورها  CFU-GMاند مقدار كرده

تي تعداد دار و حهاي هستهشامل تعداد كل سلول
 ددگرتري محسوب ميفاكتور مهم CD34 هايسلول

)18(. 

پلاكتي مكانيسم اثر اين  ةمحتويات عصار ةمطالع
سازد. فاكتور ساز روشن ميهاي خونعصاره را بر سلول
ها، ) موجود در پلاكت-bFGF )2FGF رشد فيبروبلاستي
در تعامل با  كههم رگزايي است يكي از عوامل م

در  (IL-6, CSF-GM, IL-3, SCF) سازهاي خونسايتوكاين
تنظيم هماتوپويزيس نقش دارد. همچنين با اثر بر روي 

ساز، اثر هاي خونساز سلولهاي استرومال و پيشسلول
سازي و اثر غيرمستقيم كنندگي مثبتي بر روي خونتنظيم

 b-FGF ترتيباينا دارد. بههبر روي تكثير مگاكاريوسيت
صورت به سازخون ةهاي اولينقش مهمي در تمايز سلول

  .)20، 19( كندفيزيولوژيكي و پاتولوژيك بازي مي
ود در موج IGF)-1(انسوليني فاكتور رشد شبه

ها، باعث بهبود سرعت تكثير پلاكت، گلبول قرمز پلاكت
شود. همچنين از آپوپتوز و مرگ و سلول بنيادي مي

ساز هاي پيشساز و سلولهاي بنيادي خونسلولي، سلول
در سطح  ،در حال حاضر .)21( كندجلوگيري مي

فاكتور رشد شبه انسوليني  ةها گيرندبسياري از بافت
باشد كينازي ميوجود دارد. اين گيرنده از نوع تيروزين

شدن مسير به گيرنده باعث فعال IGF-1 و اتصال
ترين يكي از قوي IGF- 1شود. مي AKTسيگنالينگ 

. )23، 22( آيدشمار ميهاي اين مسير بهكنندهفعال
برروي  bFGFهمراه به VEGFفاكتور رشد پلاكتي 

تيروزين كيناز  ةهاي همانژيوبلاست از طريق گيرندسلول
FLK-1 هاي تكثير سلول اثر گذاشته و موجب

سازي از طريق افزايش عملكرد همانژيوبلاست و خون
نيز  PDGF .)24( شودساز ميهاي بنيادي خونسلول

ازجمله فاكتورهاي مهم پلاكتي است كه در حضور 
 SCF، (TPO)هاي مختلف ازجمله ترمبوپويتين سايتوكاين

  هايسلول، كارآمدترين فاكتورها در تكثير Flt3Lو 

CD34ماركروفاژ-اريتروئيد- هاي گرانولوسيتو كلوني - 
 ،براينباشد. علاوهمي (CFU-GEMM) هامگاكاريوسيت
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PDGF تكثير و عملكرد  روي سايتوكاين مؤثر بر
ها در شرايط آن ةهاي بنيادي و اجداد اوليسلول

اين  ةملاحظزمايشگاهي است و باعث افزايش قابلآ
). 25د (شوت آزمايشگاهي ميها در محيط كشسلول

رشد پلاكتي در شرايط آزمايشگاهي  همچنين اين فاكتور
حضور  باعث تحريك سلول اريتروئيدي شده و در

فاكتور  و(EPO)  چون اريتروپوئتين يهايسايتوكاين
) سبب افزايش رشد سلول IGF-1( -انسولينيشبه

    .)26( شوداريتروئيدي مي
  

   گيرينتيجه
تواند نقشي بندناف مي پلاكتي مشتق از خون ةعصار

 هايسلولماني زنده در فرايند تكثير، تمايز و درصد
توجه به نتايج مطالعات  اي داشته باشد. باهستهتك

پلاكتي  ةبه تأثير عصارطپيشين كه بيشترين بررسي، مربو
هماتوپوئتيك  هايسلولمزانشيم و  هايسلولبر روي 

بر جداشده از خون بندناف بوده است و گزارشي مبني
پلاكتي مشتق  ةاي تيمارشده با عصارهستهتك هايسلول

از خون بندناف ديده نشده و همچنين با توجه به اينكه 
اي ستههتك هايسلول يافزايش تكثير و درصد بقا

ترين عملكردهاي فرايند ترين و كليديبندناف از مهم
عنوان محركي توان اين فراورده را بهمي ،باشدپيوند مي

در محيط  ياهستههاي تكبراي تسريع تكثير سلول
  كشت استفاده كرد.

UCB –PL سازهاي خوندر حضور سايتوكاين Flt3L، 
SCF وTPO هايبه تقويت تكثير سلولUCB-MNC   كمك

شود. ها ميو باعث حفظ بنيادينگي در اين سلول كنديم
به سمت  UCB-MNCقدرت تمايز  ةهمچنين القاكنند

 رسدبه نظر مي شود.ساز ميهاي متفاوت خونرده
 سازهاي خوندر حضور سايتوكاين UCB–PL توانمي

Flt3L، SCF  وTPO عنوان محرك براي تسريع تكثير را به
  اي در محيط كشت پيشنهاد داد.هستههاي تكسلول

  
  قدرداني  تشكر و

هاي ارشد گروه سلول ةنامانپاياين مطالعه از 
ساز و سرطان پژوهشگاه رويان استخراج شده است خون
 علوم توسعه ستاد وبا حمايت مالي پژوهشگاه رويان  كه
اخلاق  ةكميت يدأيبا تو  بنيادي هاي سلوي فناوري و

 IR.ACECR.ROYAN.REC.1394.33 ةشمارپزشكي به
  انجام رسيده است.به 07/05/1394تاريخ به
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Abstract  
Background and Objective: In spite of promising results in treatment of blood 
diseases by umbilical cord blood cell transplantation, low number of derived 
stem cells has been a matter of concern. Since platelets extracts has been 
introduced as a potent mesenchymal stem cell culture supplement, the purpose 
of current study was to investigate the probable effects of umbilical cord blood 
platelet lysate (UCB-PL) in proliferation, survival and differentiation of cord 
blood mononuclear cells. 
 
Materials and Methods: The umbilical cord blood platelet lysate (UCB-PL) 
was added to cord blood mononuclear cells culture (1×10 6 /mL) in presence of 
FLT3L, TPO and SCF. The effective dose of UCB-PL, cell viability and 
differentiation of mononuclear cells were determined by trypan blue staining 
and colony assay method, respectively. The number of mononuclear cells was 
measured by flowcytometric analysis of CD133+ CD34+CD38- cells. 
Quantitative expression of CD 34 was performed by QRT-PCR method. 
 
Results: Combination of 5% of UCB-PL with mentioned cytokines yielded a 
12-fold cell proliferation in comparison with control group. A higher 
concentration of UCB-PL showed cytotoxic effects. CD 34 also increased 
significantly in group of 5% UCB-PL treated cells. In this particular group, a 
significant increase of colony forming units granulocytes-erythroid-
macrophages-megakaryocyte (CFU-GMMM) and granulocyte-macrophage 
(CFU-GM) were detected.  
 
Conclusion: Our results indicate that 5% UCB -PL can be used as a supplement 
in MNC cultured cells and in cord blood hematopoietic stem cells for cell 
therapy purposes.  
 
Key words: Proliferation and differentiation, Platelet extracts derived from 
umbilical cord blood, Colony assay 
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