
 
 

75 

 شمالی خراسان پزشکی علوم مجله
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مقدمه

ناف به عنوان یکی از منابع بسیار مهم سلول های بنیادی  امروزه خون بن

مورد توجه قرار گرفته است، که میتوان از آن به منظور پیوند سلول های 

. مزیت هایی مانند عدم وجود [4-1] بنیادی هماتوپویتیک استفاده کرد

، نداشتن ریسک  HLAاز به سازگاری کامل مشکلات اخلاقی ، عدم نی

برای دهنده ، کاهش احتمال انتقال عفونت ، قابلیت فریز کردن و دسترسی 

راحت موجب افزایش روز افزون استفاده از خون بند ناف جهت پیوند شده 

، اما تعداد کم پروژنیتورهای خونساز در خون بند ناف عامل [5-4]است 

محدود کننده استفاده از این منبع جهت پیوند در بالغین به حساب می آید 

و از آنجایی که تعداد سلولهای موجود در خون بند ناف مهم ترین عامل 

باید راه حل هایی اتخاذ  [11-8]ه شمار می آید برای یک پیوند مطلوب ب

گردد تا بتوان بر این مشکل فایق آمد. یکی از راههای غلبه بر این مشکل ، 

سلول های بنیادی خونساز است که با فراهم کردن شرایط  ex vivoتکثیر 

مطلوب در محیط کشت میتوان تعداد این سلولها را افزایش داد و در نتیجه 

.سایتوکین ها و [11]پیوند سلولهای بنیادی هماتوپویتیک را بهبود بخشید 

در محیط  HSCsخونساز متعددی به منظور افزایش تکثیر فاکتورهای رشد 

کشت مورد بررسی قرار گرفته اند، در این میان آنهایی که باعث القاء خود 

( در سلول های بنیادی خونساز می  self-renewal) تجدیدشوندگی

و  Stem Cell Factor [SCF]  ،FLT3 ligand [FL]مانند  شوند

Thrombopoietin [TPO] کثیر سلول های خونساز ابتدایی و برای ت

افزایش تعداد سلول های بنیادی خونساز در محیط آزمایشگاه ضروری 

 GM-CSFو  IL-3. اما استفاده از سایتوکین هایی مانند [11, 11]هستند

-Mدر تولید سلول های پروژنیتور متعهد تاثیر مثبت دارد و به کار بردن 
CSF  وEPO  معمولا باعث تولید تعداد زیادی از سلول های بالغ در محیط

شود و به نظر می رسد این سایتوکین ها فاقد نقش کلیدی در  کشت می

 سلولهای تکثیر روی بر رشد فاکتورهای و استخوان مغز مزانشیمی بنیادی سلولهای تاثیر بررسی

 آزمایشگاه محیط در بندناف خونساز بنیادی

 *1 آخکند سهرابی سامان ،1 ذاکر فرهاد ،1 زاده امیری ناصر

 
 ایران تهران، ایران، خون انتقال سازمان تحقیقات مرکز استادیار، 1
  ایران تهران، ایران، پزشکی علوم دانشگاه پیراپزشکی، دانشکده هماتولوژی، گروه مولکولی، سلولی تحقیقات مرکز استاد، 1
 ایران ارومیه، ارومیه، پزشکی علوم دانشگاه پیراپزشکی، دانشکده مربی، 1
: ایمیل ایران، ارومیه، ارومیه، پزشکی علوم دانشگاه پیراپزشکی، دانشکده مربی، آخکند، سهرابی سامان :مسئول نویسنده *

Sohrabi.s@umsu.ac.ir 
DOI: 10.29252/nkjmd-010028 
 

 

 11/15/1196 تاریخ دریافت:

 18/11/1195 :پذیرش تاریخ

 واژگان کلیدی:

 خونساز بنیادی سلول

 مزانشیمی بنیادی سلول

 ناف بند خون

 

 

 

 چکیده
  در آنها محدود تعداد متآسفانه اما است،( HSCs)خونساز بنیادی سلولهای منابع مهمترین از یکی بندناف خون :مقدمه

  از یکی. است نموده محدود بزرگسالان برای بنیادی سلولهای پیوند در را منبع این از استفاده بندناف خون واحدهای

  علاوه یتوانم که است کشت محیط در خونساز بنیادی سلولهای تکثیر ، مشکل این بر غلبه برای شده گرفته بکار روشهای

  تکثیر برای Feeder لایه عنوان به( MSCs) مزانشیمی بنیادی سلولهایی مانند عواملی از افزودنی رشد فاکتورهای بر

ex vivo نمود استفاده خونساز بنیادی سلولهای. 

  فاقد محیط در+ CD34 سلولهای کشت( 1:  شامل شدند داده کشت مختلف شرایط دو در+ CD34 سلولهای: کار روش

  در مزانشیمی سلولهای فیدر لایه روی بر+ CD34 سلولهای کشت( 1 رشد فاکتورهای حضور در و(  Stemspan) سرم

  هسته سلولهای کل تعداد ،CD34 سطحی مارکر لحاظ از روز 8 از پس کشت های محیط. رشد فاکتورهای حاوی محیط

 .گرفتند قرار ارزیابی مورد زایی کلونی آزمون و( TNCs) دار

  محیط در و برابر 1/11 ±1 ، 8/11 ±9/1 ترتیب به اول محیط در TNCs و ⁺CD34 سلولهای تعداد میانگین ها:یافته

  تعداد به نسبت کشت پایانی روز در محیط دو در سلولها تعداد اختلاف. بود برابر 7/61 ±1/8 ، 9/41 ±1/5ترتیب به دوم

 (.>17/1P) بود دار معنی( تکثیر از قبل) صفر روز در سلولها

  تواندمی کشت های محیط در همزمان بصورت مزانشیمی بنیادی های سلول و و رشد فاکتورهای گیری بکار نتیجه گیری:

 .نماید شایانی کمک آزمایشگاه محیط در HSCs ازدیاد به
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 و همکاران زاده امیری        بنیادی سلولهای تکثیر روی بر رشد فاکتورهای و استخوان مغز مزانشیمی بنیادی سلولهای تاثیر              

. سلولهای بنیادی خونساز در [11]تکثیر سلول های بنیادی خونساز هستند

د رش مغزاستخوان در محیط ویژه ای قرار دارند که شرایط مطلوبی را برای

این سلولها فراهم می آورد که متشکل از  خودتجدیدشوندگی و تکثیر و

. یکی از [14]فاکتورهای رشد ، سیتوکین و سلولهای مختلفی است

دارد ، سلولهای  HSCsسلولهایی که نقش مهمی بر روی بقاء و تکثیر 

شد ، فاکتورهای ر بنیادی مزانشیمی است که از طریق ترشح سیتوکین ها

و تماس مستقیم سلول به سلول با واسطه ی مولکولهای چسبندگی میتواند 

این سلولها را افزایش می دهد. استفاده از  خودتجدیدشوندگیبقاء و 

به عنوان لایه فیدر و بصورت همکشتی  ex vivoسلولهای مزانشیمی در 

یر این ز رشد و تکثبا سلولهای بنیادی و پروژنیتور هماتوپویتیک میتواند ا

 به دلیل اهمیت. با توجه به نکات گفته شده و [17, 14]سلولها حمایت نماید

سلولهای  در این مطالعه بر آن شدیم تا اثرات مادر پیوند  HSCsتعداد 

و  SCF  ،FLبنیادی مزانشیمی به عنوان لایه فیدر و فاکتورهای رشد 

TPO را بر میزان تکثیر سلولهای بنیادی خونساز بند ناف بررسی کنیم. 

 روش کار

از خون بندناف: خون بندناف با دریافت  +CD34جداسازی سلول های 

رضایت نامه کتبی از والدین نوزاد بلافاصله پس از زایمان جمع آوری گردید. 

 Stem Cellبه منظور رسوب گلبول های قرمز از هیدروکسی اتیل استارچ
Technologies, Canada ) استفاده شد. پس از خارج کردن گلبول )

 ,Amersham Bio Sciences)های قرمز ، با استفاده از فایکول 
Sweden) سلول های تک هسته ای موجود در سوسپانسیون سلولی جدا

، از آنتی بادی علیه +CD34شدند سپس به منظور جداسازی سلول های 

 Microbead (   Miltenyiبا ذرات  نشاندار شدهCD34مارکر 
Biotec, USA )و روش(Magnetic-Activated Cell 

Sorting)MACS [ سلول های 16استفاده کردیم .]CD34+  جدا شده

با لام هماسیتومتر شمارش شده و درصد زنده بودن آنها با رنگ آمیزی 

تومتری و سیتریپان بلو مورد ارزیابی قرار گرفت و در نهایت با استفاده از فلو

Monoclonal Antibody Anti Human CD34/FITC ( 
Dako, Denmark )  میزان خلوص سلول هایCD34+  جدا شده

 .[11]ارزیابی شد

جداسازی سلول های بنیادی مزانشیمی از مغزاستخوان: نمونه مغزاستخوان 

به همراه ضد انعقاد هپارین از اهدا کننده سالم با دریافت رضایت نامه کتبی 

استفاده از فایکول و با روش شیب گرادیانت غلظت، سلول  با گرفته شد و

 7حاوی 2cm 17های تک هسته ای از نمونه جدا شدند و در فلاسک کشت 
با غلظت کم گلوکز، آنتی بیوتیک های پنی  DMEMسی محیط  سی

( mg/ml 111و استرپتومایسین) ( U/ml 111111سیلین)

Invitrogen, USA))  11و% FBS  7درجه سانتیگراد و فشار  15در% 

2CO ساعت محیط رویی جهت حذف  51کشت داده شدند، پس از

 1روز هر  14سلولهای غیر چسبنده تعویض گردید و پس از آن به مدت 

سلول های  confluecy روز یکبار محیط کشت تعویض شد و هنگامی که

برای تأیید  د.رسید پاساژ سلول ها انجام ش %81مزانشیمی در ته فلاسک به 

اینکه سلولهای جدا شده از مغزاستخوان ، سلولهای بنیادی مزانشیمی 

هستند یا خیر از فلوسیتومتری و تمایز دادن سلولها به سمت استئوبلاست 

،  CD44  ،CD166  ،CD90استفاده گردید. از آنتی بادی علیه 

CD105  ،CD45 و CD34 (Dako, Denmark)  برای ارزیابی

MSCs  و از محیط تمایز استئوژنیک شامل محیط کشت

 1/1 ، اسیدآسکوربیک DMEM (Sigma, USA)استریل
M(Chemicon, USA) 11، یک میکرولیتر دگزامتازون 

(Chemicon, USA) mM  یک سی سی ،FBS  میکرولیتر  111و

 برای تمایز سلولها به M (Chemicon, USA) گلیسرول فسفات یک
یزی های اختصاصی آلیزارین رد و آلکالن فسفاتاز استئوبلاست و از رنگ آم

 .[15-14]جهت تایید استئوبلاست ها استفاده گردید
شده از خون بندناف در شرایط مختلف: به جدا  +CD34کشت سلولهای 

دو حالت مختلف  ex vivoدر  +CD34منظور بررسی تکثیر سلولهای 

 کشت طراحی شد شامل:

در محیط فاقد  11×111به تعداد  +CD34حالت اول : کشت سلولهای  

 TPO  ،Flt3-ligand( و در حضور فاکتورهای رشد Stemspanسرم )

با غلظت  ((SCF Stem Cell Technologies, Canadaو 

ng/ml111  در حالت دوم نیز از فاکتورهای رشد ذکر شده با غلظت(.

ng/ml111  و محیطStemspan  سلول  11×111وCD34+  استفاده

 .شده است (

بر روی لایه فیدر سلولهای بنیادی  +CD34حالت دوم : کشت سلول های 

) برای توقف تکثیر سلولهای مزانشیمی  Confluency 81%مزانشیمی با 

و در حضور  Stemspanاستفاده گردید( در محیط  Cاز میتومایسین 

 .فاکتورهای رشد

سلولها در هر دو حالت ذکر شده به صورت تریپلیت مورد بررسی قرار گرفتند 

انکوبه شدند و در 2CO %7درجه سانتیگراد و فشار  15روز در  8و به مدت 

تعویض محیط انجام گرفت. در روز هشتم محیط ها از نظر  6و  1روزهای 

و سنجش کلونی  +CD34تعداد کل سلولهای هسته دار ، تعداد سلولهای 

 مورد ارزیابی قرار گرفتند.

سلول تک هسته ای قبل از  111×1( :  CFU-assayسنجش کلونی )

کشت )روز صفر( و بعد از کشت )روز هشتم( در دو شرایط کشت مختلف 

 Methocult H4435 (Stem Cellسی سی از محیط  1ذکر شده را با 
Technology, Canada)  مخلوط کرده و به وسیله سرنگ به پلیت های

mm 17 روز انکوباسیون  14پس از  .[17]به صورت دوپلیکیت اضافه کردیم

به وسیله استرئومیکروسکوپ از 2CO %7درجه سانتیگراد و فشار  15در 

عدد سلول  41تجمعات سلولی بیش از لحاظ میزان تشکیل کلونی ارزیابی و 

 .[19, 18]به عنوان کلونی تلقی شدند

انجام شد. به  SPSSافزار آماریتجزیه و تحلیل آماری با استفاده از نرم

های هسته دار , منظور مقایسه تعداد و میزان چند برابرشدن کل سلول

و همچنین تعدادکلونی  +CD34بر شدن سلولهای درصد و میزان چند برا

 استفاده شد.  Anovaاز تست پارامتریک ها

 یافته ها

جدا شده از خون  +CD34درجه خلوص و درصد زنده ماندن سلولهای 

نمونه خون بند  1بند ناف : پس از جدا کردن سلولهای تک هسته ای از 

ناف با استفاده از هیدروکسی اتیل استارچ و فایکول و عبور این سلولها از 

، بطور میانگین در سه نمونه درجه خلوص سلولهای  MACSستون 

CD34+ ،7/1± 6/89 % ان فاده از تریپو درصد زنده بودن این سلولها با است

 بود. Viability % 91 ±1بلو نشاندهنده 
روز کشت  14تأیید سلولهای بنیادی مزانشیمی : سلولهای مزانشیمی پس از 

 CD44  ،CD166  ،CD90  ،CD105 ، CD45جهت آنالیز مارکرهای 

به وسیله فلوسیتومتری ، تریپسینه شده و نتایج بررسی مارکرهای  CD34و 
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 0317 تابستان ،2 شماره ،01 دوره         علوم پزشکی خراسان شمالی  مجله

 ±6/1،  %1/95 ±4/1،  % 98 ±7/1،  % 4/99 ±4/1ذکر شده به ترتیب 

بود و جهت حذف واکنش های  % 9/1 ±8/1و  % 1/1 1±،  % 5/97

( . 1صویر تغیراختصاصی از آنتی بادیهای ایزوتیپ کنترل استفاده گردید )

روز کشت در محیط استئوژنیک به سلولهای  15سلولهای مزانشیمی پس از 

استئوبلاست تمایز یافتند که رنگ آمیزی آلکالن فسفاتاز و آلیزارین رد این 

 سلولها را تایید نمود )نتایج نشان داده نشده است(.

سلول  11×111 روز پس از اضافه کردن 8   نتایج حاصل از تکثیر سلولی:

CD34+  به محیط های کشت و تکثیر این سلولها در دو حالت کشت گفته

، میزان چند برابر  TNCsشده که به صورت تریپلیکیت انجام شد تعداد 

و میزان چند برابر شدن تعداد آنها  +CD34شدن آنها ، درصد سلولهای 

 مورد ارزیابی قرار گرفت.
با استفاده از لام  TNCsسلولهای تکثیر یافته در روز هشتم از نظر تعداد 

سلول( از نظر  11×111هماسیتومتر شمارش شدند که نسبت به روز اول )

 .تصویر( و میزان چند برابر شدن آنها )1. تصویرتعداد سلول های هسته دار )

( را نشان >17/1p( ، در دو شرایط کشت مختلف تفاوت معنی داری )1

 +CD34دادند. همچنین فلوسیتومتری جهت ارزیابی فراوانی سلول های 

قبل از در نمونه ای بندناف و پس از تکثیر در دو شرایط کشت مختلف انجام 

در دو شرایط  +CD34(. میزان چند برابر شدن سلول های 4 تصویرگردید )

 (.7. تصویرهم داشتند )  کشت ذکر شده تفاوت معنی داری با

و سلول های  TNCsحالت کشت اول : میانگین میزان چند برابر شدن 

CD34+  و میانگین درصد سلول هایCD34+  در حضور فاکتورهای

 بود. %5/17 ±4/6و  8/11 ±9/1،  1/11 ±1رشد به ترتیب 

حالت کشت دوم: در این حالت تاثیر همکشتی سلول های بنیادی مزانشیمی 

همراه با فاکتورهای رشد بر تکثیر سلول های بنیادی خونساز بررسی شد. 

و میانگین  +CD34و سلول های  TNCsمیانگین میزان چند برابر شدن 

 ±8/7و  9/41 ±1/5،  7/61 ±1/8به ترتیب  +CD34درصد سلول های 

 د.بو % 9/66
میانگین درصد زنده ماندن سلول ها قبل از تکثیر )روز صفر( و بعد از تکثیر 

) روز هشتم( با تریپان بلو مورد سنجش قرار گرفت که نتایج عبارت بودند 

 ±1/6در روز صفر و برای محیط کشت اول و دوم به ترتیب  % 91 ±1از 

ا گر یا ب. تفاوت معنی داری بین دو محیط کشت با همدی% 91±1و  % 81

 نمونه قبل از تکثیر مشاهده نشد.

: جهت سنجش توان کلونی  CFU-assay) (نتایج حاصل از کلونی سنجی 

زایی سلولهای تکثیر یافته و مقایسه آن با میزان کلونی زایی سلولها قبل از 

ه کار گرفته ب Methocultتکثیر، روش کلونی سنجی با استفاده از محیط 

جدا شده در روز صفر و هم چنین  TNCs 111شد. برای انجام این کار 

کشت از دو محیط کشت مختلف به  8سلولهای حاصل از تکثیر در روز 

اضافه شد و پس از  Methocult( به محیط  Duplicateصورت دوتایی)

(. میانگین تعداد 6تصویر. روز انکوباسیون تعداد کلونی ها شمارش شد ) 14

به  46 ±7/4کلونی های به دست آمده از سه نمونه بندناف قبل از تکثیر 

بود. تعداد کلونی در شرایط کشت دوم تفاوت معنی  TNCs 1111ازای 

( با تعداد کلونی در شرایط کشت اول و نمونه قبل از تکثیر >17/1pداری )

ونه روز صفر و محیط کشت اول )روز دارد اما از لحاظ تعداد کلونی بین نم

هشتم( تفاوت معنی داری مشاهده نگردید.

 

 
بیان  (B)گیت سلول های تک هسته ای،  (A)ایمو نوفنوتیپینگ سلول های مزانشیمی مغز استخوان با استفاده از تکنیک فلوسایتومتری .  :0تصویر 

بیان   CD45،(G)بیان آنتی ژن   CD44،(F)بیان آنتی ژن  CD90 ،(E)بیان آنتی ژن  CD166، (D)بیان آنتی ژن  CD105 ،(C)آنتی ژن 

 نمودار کنترل منفی را نشان می دهند. CD34 ،(H)آنتی ژن
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حالت کشت اول: .  (Mean±SD)در روز هشتم پس از تکثیر در حالت های مختلف کشت (TNC)میانگین تعداد کل سلولهای هسته دار  :2تصویر 

 11×111در روز صفر به هر دو محیط + فاکتورهای رشد.  CD34+  +MSCs + فاکتورهای رشد، حالت کشت دوم: سلول های +CD34 هایسلول 

 .اضافه شده بود +CD34سلول 

 

 

 

 

 
 

 
 .(Mean±SD)هشت روز پس از تکثیر در محیط کشت های مختلف  (TNC)میانگین میزان چند برابر شدن کل سلولهای هسته دار :3 تصویر
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در روز هشتم  B )HSCs سلولهای بنیادی خونساز قبل از کشت در روز صفر در یکی از نمونه های خون بند ناف.  (Aفلوسایتومتری . . 4تصویر 

+  CD34+  +MSCs سلول هایدر روز هشتم کشت در محیط دوم ) C  )HSCs(.+ فاکتورهای رشد +CD34 سلول هایکشت در محیط اول )

 (.فاکتورهای رشد

 

 . (Mean±SD)روز پس از تکثیر نسبت به قبل از کشت  8در محیطهای مختلف،  +CD34میانگین میزان چند برابر شدن سلولهای  : 5تصویر 

 

 . TNCs 1111میانگین تعداد کلونی های تشکیل شده به ازای  : 6 تصویر
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 بحث

به  SCFو  TPO  ،FLبر طبق یافته های ما افزودن فاکتورهای رشد 

برابری در  8/11 ±9/1محیط های کشت به تنهایی موجب افزایش 

 1/11 ±1به میزان  TNCsو افزایش  +CD34تعداد سلولهای 

و همکارانش انجام شد تکثیر  Kellyمیگردد در مطالعه ای که توسط 

ex vivo  سلولهایCD34+ اف در سیستم کشت مایع به خون بند ن

 TPOو  SCF  ،G-CSFروز در حضور سایتوکین های  11مدت 

به ترتیب به میزان  +CD34و پروژنیتورهای  TNCsباعث افزایش 

و  Piacibello. همچنین مطالعات [11]برابر گردید 4برابر و  76

باعث می شود  TPOو  FLاستفاده همزمان از  همکارانش نشان داد که

ماه در محیط کشت  6تر از تولید سلول های پروژنیتور به مدت بیش

به تنهایی ، این زمان  TPOیا  FLادامه یابد اما در صورت استفاده از 

در  TPOو  FLهفته کاهش می یابد. ترکیب  4و  11به ترتیب به 

برابری تعداد سلول  1111موجب افزایش  (LTC)کشت طولانی مدت 

اما تکثیر سلولها با  [11]هفته می گردد 7های تک هسته ای در طی 

می  +CD34سیتوکین به تنهایی موجب از دست رفتن پروژنیتورهای 

 SCFو  TPO  ،FL، به این دلیل علاوه بر فاکتورهای رشد [22] شود

از سلولهای مزانشیمی مغزاستخوان به عنوان لایه فیدر جهت تکثیر 

روز تکثیر در محیط  8استفاده کردیم که پس از  +CD34سلولهای 

برابری در تعداد پروژنیتورهای  9/41 ±1/5کشت شاهد افزایش

CD34+  برابری در تعداد 7/61 ±1/8وTNCs  بودیم که این افرایش

در مقایسه با محیط کشت های فاقد لایه فیدر ، بر اهمیت سلولهای 

یتور ای بنیادی و پروژنمزانشیمی در تکثیر و خودتجدیدشوندگی سلوله

و همکارانش در مورد ضرورت  Robinsonخونساز تاکید می کند. 

وجود لایه سلولهای استرومایی در تکثیر سلولهای خون بند ناف 

مطالعاتی انجام دادند. آنها به این نتیجه دست یافتند که پروژنیتورهای 

ز ماتوپوئخون بند ناف در غیاب لایه سلولهای چسبنده قادر به انجام ه

هفته نبودند اما در حضور چنین لایه ای هماتوپوئز در محیط  1بیش از 

 کشت طولانی تر و قوی تر خواهد بود. 
آنها نشان دادند که همکشتی سلولهای تک هسته ای جدا شده از خون 

روزه و در  14بند ناف با سلولهای بنیادی مزانشیمی در یک بازه زمانی 

 11تا  11منجر به TPOو  SCF  ،G-CSFحضور فاکتورهای رشد 

 +CD34برابر افزایش در سلولهای  15تا  TNCs  ،16برابر افزایش در 

و همکاران در سال  Lobato dasilva[، همچنین 17می شود ]

که همراه با لایه  +CD34برابری در تعداد سلولهای  17افزایش  1117

گزارش  سلولهای استرومایی جفت انسانی کشت داده شده بودند را

 .[11]کردند
و همکاران نقش سلولهای بنیادی مزانشیمی در  Na Li 1116در سال 

کشت سلولهای بنیادی به دست آمده از خون محیطی را مورد مطالعه 

جدا شده از  +CD34ین کار سلولهای قرار دادند . به منظور انجام ا

سلولهای مزانشیمی به عنوان لایه سلولهای  خون محیطی را بر روی

استرومایی هم به صورت مستقیم و هم به صورت غیر مستقیم و با 

( کشت دادند. نتایج نشان داد که افزودن  Transwellاستفاده از غشا ) 

د ومایی سبب بهبوسلولهای مزانشیمی به عنوان یک لایه سلول استر

تکثیر استم سلهای خون محیطی در محیط کشت می شود .همچنین 

به این نتیجه دست یافتند که تماس مسقیم با سلولهای مزانشیمی نقش 

. در بررسی ما بر [14]بسزایی در افزایش تکثیر سلولها خواهد داشت

سلول تک هسته ای کشت داده  1111روی میزان تشکیل کلونی از 

 +CD34شده در شرایط مختلف، نشان داده شد که کشت سلولهای 

تعداد کلونی ها را به مقدار قابل توجهی  MSCsبر روی لایه فیدر 

رسید اما در  96 ±6روز به  14افزایش میدهد و تعداد آنها پس از 

محیطی که فقط فاکتورهای رشد به آن اضافه شده بود تعداد کلونی ها 

تازه جدا شده که تعداد  +CD34بود که در مقایسه با سلولهای  4±45

بود تغییر بسیار اندکی وجود داشت  46±7/4کلونی های حاصل از آنها 

ن مطالعه ما در ایو تفاوت معنی داری بین دو گروه اخیر مشاهده نشد. 

مانند  HSCsسعی کردیم تا با بکارگیری عوامل ارتقا دهنده تکثیر 

سلولهای استرومایی که می توانند باعث افزایش قدرت 

خودتجدیدشوندگی و جلوگیری از تمایز سلولهای پیش ساز خونی شوند 

خون بند ناف به منظور پیوند  HSCsروش مناسبی برای افزایش تکثیر 

جام از موانع و مشکلات ان. ساز در بالغین پیدا کنیمسلولهای بنیادی خون

تحقیق می توان به ناکافی بودن بودجه برای انجام کشت طولانی مدت 

(LTC .و آلوده شدن محیط های کشت اشاره کرد ) 

 نتیجه گیری 

از سلول های بنیادی که استفاده  نتایج این تحقیق نشان میدهد 

قابل ملاحظه ای بر روی افزایش  مزانشیمی به عنوان لایه فیدر تاثیر

 ex vivoدر  و تعداد کلونی ها CD34+  ،TNCsتعداد سلولهای 
 خواهد داشت.
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Abstract 
Introduction: Umbilical cord blood (UCB) is one of the most important sources of 
hematopoietic stem cells (HSCs). However, the limited amount of HSCs in UCB has 
been an obstacle for transplantation of adult hematopoietic stem cell. One of the applied 
methods to overcome this problem is the proliferation of HSCs in culture medium, so 
beside the additive growth factors, some other factors such as Mesenchymal stem cells 
(MSCs) as feeder layer can be used for the proliferation of Hematopoietic stem cells in 
ex vivo. 
Methods: CD34+ cells were cultured in two different media including; 1) culturing 
CD34+ cells in serum- free medium (Stemspan) and in the presence of growth factors, 2) 
culturing CD34+ cells on feeder layer of Mesenchymal stem cells (MSCs) in media 
including the growth factors. These culture media were evaluated in terms of the number 
of total nucleated cells (TNCs), CD34 surface marker and CFU assay eight days after the 
culture. 
Results: The mean of CD34+ cells and TNCs in the first medium was 10.8 ± 1.9 and 
32.2 ± 3.0 and in the second medium was 40.9 ± 7.3 and 63.5 ± 8.1, respectively. The 
difference between the number of cells in two culture media in the last day of culture and 
before the proliferation (0 day) was statistically significant (P<0.05). 
Conclusions: The simultaneous application of growth factors and MSCs in culture media 
could largely contribute to the proliferation of HSCs in ex vivo. 
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