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 زانيم ي( بر روHPL) يپلاکت انسان زاتي( و لFFPتازه منجمد شده ) يپلاسما ريتاث

و خون بند  ي( مشتق از بافت چربMSCsانسان ) يميمزانش ياديبن يهاسلول ريتکث

 ناف
 

*2و4رسول بهارلو  ،)Ph.D(3 انيعرفان دهيسع ،)M.Sc(1و2 رفيصدر نايس
)Ph.D( 

 جهرم، جهرم، ايران يدانشکده پزشکي، دانشگاه علوم پزشک ،يمونولوژيگروه ا -1

 سمنان، سمنان، ايران يدانشکده پزشکي، دانشگاه علوم پزشک ،يمونولوژيگروه ا -2

 جهرم، جهرم، ايران يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده پزشک ،يپزشک نينو يهايگروه علوم و فناور -3

 سمنان، سمنان، ايران يسرطان، دانشگاه علوم پزشک قاتيمرکز تحق -4

 ده يچك
اما  ،بوده يابالقوه زيو تما ريتکث ييتوانا يهستند که دارا يسلول تي( جمعMSCs) يميمزانش ياديبن يهاسلول هدف:

بالقوه و انتقال  ييزايمنينامشخص، ا باتي(، با وجود ترکFBS) يگاو نيها وجود دارد. سرم جنکشت آن طيدر مورد شرا ييهاچالش
 يتوجه قابل يهاتلاش ل،يدل نياست. به ا يشگاهيآزما يهاکشت يکشت برا طيمح ينافزود نيترونوز، متداولزئ/ونيپر ياحتمال

( FFPتازه منجمد ) ي( و پلاسماHPL) يانسان يپلاکت زاتيل ايفاقد سرم  طي، مانند محFBS يمناسب برا نيگزيجا کي افتني يبرا
 يميمزانش ياديبن يهاسلول ريبر تکث FBSو  FFP، HPLزمان از اثرات استفاده هم يمطالعه بررس نيصورت گرفته است. هدف از ا

 .بود يمشتق از خون بند ناف و بافت چرب
 زاتي. لديگرد هيجهرم ته گاهيپا ران،ياز سازمان انتقال خون ا يکنسانتره پلاکت سهيک 5حاضر  يدر مطالعه ها:مواد و روش

جدا شدند.  وژيسانترف يلهيبه وس يپلاکت زاتيمرده از ل يهاو سلول هيته يتوسط عمل انجماد و ذوب کنسانتره پلاکت يپلاکت
MSCs گرديد.  هينوزاد تازه متولد شده ته 10و از خون بند ناف  ن،يسزار اي ايهرن لبيمار تحت عم 5ناف،  رياز بافت چربي شکم ز
و  FBS ،FBS+FFP ،FFP+HPL يهااز گروه يکيدر  شيزماآگروه  يهاسلول و، FBSگروه کنترل همراه با  يهاسلول

FBS+FFP+HPL قرار گرفت و  دييتا مورد يتومتريفلوسا زيتوسط آنال يميمزانش ياديبن يهاسلول پيکشت داده شدند. فنوت
 .ديگرد يبررس MTTزنده ماندن با استفاده از روش 

 يداريمعن شيمنجر به افزا FBS+FFP+HPL و FBS+FFP،FBS+HPL ، FFP+HPLنشان دادند که، استفاده از  جينتا ها:يافته
نسبت به گروه  يمعنادار شيافزا زيها نسلول Viability زانيم نيچنو هم شوديتنها م FBS ينسبت به گروه حاو MSCs ريدر تکث

FBS کنديم دايپ. 
رشد و  زانيبر م ياثر مساعد FBS+FFP+HPL و  FBS+FFP،FBS+HPL ، FFP+HPLاين مطالعه نشان داد که  گيري:نتيجه

 يهاتوسط سلول يديتول يهانيتوکايرشد و سا يعلت وجود فاکتورهابه يکيولوژياثرات ب نيوضوح، اداشته و به MSCs ريتکث
ممکن  شود،يکشت استفاده م يهاطيمح يمکمل در برخ وانکه به عن FFP+HPLکه  کنديم دييمطالعه تا ني. اباشديم يخون

 .در نظر گرفته شود MSCsکشت  طيدر مح FBS يجابه يخوب نيگزياست جا
  

 زاتيبنيادي مزانشيمي مشتق از بافت چربي، ل يهانشيمي مشتق از خون بند ناف، سلولبنيادي مزا يهاسلولهاي کليدي: واژه
 منجمد شده تازه يپلاسما ،يپلاکت انسان

 

 مقدمه
 تيجمع کي[ 1و همکاران ]  Friedenstein،1970در دهه 

جدا  سازخون ريغ يسازهاشيکردند که پ فيرا توص يسلول
 يدارا يسلول تيجمع نيشدند. ا دهيشده از مغز استخوان نام

 زيبوده و قادر به تما يو چندتوان يشوندگ ديخود تجد تيقابل
 ،يچرب ف،مانند استخوان، غضرو يمزودرم يهابه انواع دودمان

 باشنديبند مدرم و بافت هم چه،يمغز، تاندون، ماه ياستروما
 يهاسلول ساز،خونريغ يسازهاشيپ ني[. پس از آن، ا2]
 يهاشدند. اکنون سلول دهينام (MSCs) يميمزانش ياديبن

 3/3/1402 تاريخ پذيرش: 15/4/1401تاريخ دريافت:                       Baharlour@gmail.com        09365267697 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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کشت  طيسازگار با مح يهابه عنوان سلول يميمزانش ياديبن
 يهااز سلول يهتروژن تيشوند که شامل جمعيشناخته م

برند يخود به سر م زيساز بوده که در مراحل مختلف تماشيپ
 يهااصطلاح  سلول يسازاستاندارد يبرا يتلاش عنوان[. به3]
 ارهايحداقل مع (ISCT) يانجمن سلول درمان ،يميمزانش ياديبن

صورت  نيبه ا يميمزانش ياديبن يهاسلول فيتعر يرا برا
به سطوح  دنيچسب تيقابل هاسلول نيا -1کرد که  فيتعر

 نيا -2را دارند.  يبروبلاستيف پيو فنوت يکشت سلول يکيپلاست
، CD105 ،CD73 شامل يسطح يهااز مارکر يفيط هاسلول

CD166 ،CD29 ،CD44،CD90  و MHC-I  و  کننديم انيرا ب
يم يمنف MHC-IIو  CD45، CD34،CD133 يمارکرها يبرا

 ييبه علت توانا يميمزانش ياديبن يهاسلول وزه[. امر4] باشند
آسان و سهولت در  يدسترس نيچنو هم ريتکث يبرا اديز

در  ياهمهم و گسترد اريبس نقش ها،و کشت آن يجداساز
کرده دايپ يدرمانو ژن يدرمانسلول يقاتيو تحق يکينيکل يکارها
 [.5] اند

و  ريتکث يبرا ازيرشد مورد ن يفاکتورها نيتأم منظوربه
 (FBS)گاو نيسرم جن يکشت سلول طيمح به هاسلول زيتما

 دييمکمل مورد تا کي عنوانبهFBS [. 7،6] شودياضافه م
 ياديبن يهاسلول زياز گسترش و تما تيحما يبرا يجهان
 طيمحدر  FBS انسان استفاده شده است. استفاده از يميمزانش

هاي ها و ايجاد واکنشخطر انتقال انواع عفونت توانديکشت م
مطالعات عنوان  يبرخ ي[. از طرف8دهد ] شيايمني را افزا

 يهابه طور کامل رشد سلول توانديماده نم نيکنند که ايم
 يو تمام تي، حماin vitro طيرا در مح يميمزانش ياديبن

 رو،ني[. از ا8کند ] همفرا را هارشد آن يلازم برا يفاکتورها
 کيعنوان به FBS يانسان نيگزيجا نهيگز افتنيها است که سال

تازه  ي[. پلاسما9مهم مورد بحث بوده است ] يقاتيموضوع تحق
در لخته شدن  ليشامل عناصر دخ ياماده (FFP) منجمد شده

مکمل،  يهاني، پروتئVIII و V يانعقاد يخون مانند فاکتورها
است  يمنيدر ا ليدخ يهانيو پروتئ هانيبرونکتيف ها،نيتاميو

 ريرشد و تکث يجهت فراهم کردن مواد لازم برا توانديکه م
از  يعيمنبع طب کي زين ها[. پلاکت10واقع شود ] ديسلول مف
 يگرانول اتيمحتو يها حاورشد هستند. پلاکت يفاکتورها
هستند.  هازوزوميو ل هازومي، پراکس αگرانول چونهم يمتفاوت

است، که اکثر  α گرانول 50-80 يدارا يبيهر پلاکت به طور تقر
 يهامطالعه[. 11] دارند وجود هاگرانول نيرشد در ا يفاکتورها

ترشح  شيشده با افزا زيل يهاپلاکت که اندمختلف نشان داده
نقش  تواننديرشد م يفاکتورها گريو د IL-6 ،IL-8 چون يمواد
 زيتما شيموجب افزا زيکنند و ن فايا يميمتر يدر پزشک يمهم

 يهاچون رده ييهابه رده يميمزانش ياديبن يهاسلول

 هاپلاکت نيبنابرا[. 13،12و غضروف گردند ] يچرب ،ياستخوان
 .نديآيرشد به حساب م يحامل فاکتورها ياداروخانه عنوانبه

را  يپلاکت دهندهليتشک يهاهمه فاکتور (PL) يپلاکت زاتيل
پلاکت  زاتيرشد مشتق از ل ي. فاکتورهاشوديشامل م

 ،يمختلف سلول يهارده يبر رو ريتاث ييتوانا  (HPL)يانسان
را دارد. لذا در  يتومور يهاو سلول کولاريآرت يهاتيکندروس

مشتق  يفاکتورها و يپلاکت انسان زاتياستفاده از ل رياخ انيسال
مورد توجه قرار گرفته است  FBS نيگزياز پلاکت به عنوان جا

 ياحتمال آلودگ يانسان يخون يها[. استفاده از فرآورده14]
 يهايماريو ب يو ويروس يبه عوامل پريون ياديبن يهاسلول

 نيچن[. هم15] دهديانسان و دام را کاهش م نيمشترک ب
 پيدر فنوت رييموجب تغ تنهاکشت، نه  طيدر مح PLs حضور
 ها،رشد سلول زانيدادن م شيشود؛ بلکه با افزاينم هاسلول
. محصولات مشتق گردديم هاآن کشت زمان مدت کاهش باعث

 ياديبن يهارشد سلول زانيبر م ياز پلاکت اثرات متفاوت
 [.16دارد ] يچرب مغز استخوان و يهامشتق از بافت يميمزانش
، FBSکشت ) طيمح يهاکدام از مکمل هر کهنيتوجه به ا با
FFP و HPLياثرگذار ي( به صورت منفرد در مطالعات گوناگون 
شد تا اثرات  نيبر ا يحال حاضر سع ياند، در مطالعهداشته
مورد  يکشت سلول طيها در محمکمل نياستفاده از ا يبيترک

از بافت  يميزانشم ياديبن يهاسلول ن،ي. بنابرارديقرار گ يبررس
از  يمتفاوت يهاطيو خون بند ناف جدا شده و در مح يچرب

 FBS+FFP+HPLو  FBS ،FBS+FFP ،FFP+HPLجمله 
 يها مورد بررسو گسترش آن ريتکث زانيکشت داده شدند و م

 .ر گرفتقرا
 

 هاروش مواد و
 هيديمطالعه پس از کسب تائ نيا. نوع و نحوه انجام مطالعه

جهرم به شماره  ياخلاق از دانشگاه علوم پزشک تهيکم
JUMS.REC.1392.023 قرار  يمورد بررس يبه صورت تجرب

 يهابود و سلول يتصادف هاگرفت. روش انتخاب نمونه
 اي ايبيمار تحت عمل هرن 5ناف  رياز بافت چربي ز يميمزانش
سالم،  ينوزاد تازه متولد شده 10بند ناف و از خون  ن،يسزار

 زاتيل  هيته يشد. برا هيته ينامه کتبپس از کسب رضايت
تاريخ مصرف گذشته، از  يواحد کنسانتره پلاکت 5 ،يپلاکت

 گرديد. هيسازمان انتقال خون جهرم، ته
 هاابتدا نمونه يپلاکت زاتيل هيته جهت. يپلاکت زاتيل هيته

قرار داده شدند و  گراديسانت يدرجه -20يدما و فريزر در
ذوب  گراديسانت يدرجه 37 يو در دما يمارسپس در بن

بار تکرار شد.  3 ي[. عمل فريز و ذوب شدن برا15گرديدند ]
يضدعفون ياز ماده يپلاکت يهاسهيکردن کورد ک ليجهت استر
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هود استفاده شد. سپس، سر کوردها  ري، در ز1ساولن % يکنند
 هيجهت ته سه،ياستريل بريده و محتويات داخل ک يچيتوسط ق
منتقل  75T يبه يک فلاسک کشت سلول ي( پلاکتpoolپول )
شد و  ميتقس يتريليليم 50 يهادر فالکون يپلاکت زاتيشد. ل
 قهيقدور بر د 5000با سرعت  قهيدق 15به مدت  وژيسانترف

 يآورگردد. پس از جمع يآورجمع ييرو عيصورت گرفت تا ما
 به آن اضافه شد. نيهپار تريليليواحد در م 2 ،ييرو عيما

از خون بند ناف  يميمزانش ياديبن يهاسلول يجداساز
نوزاد تازه  10ها از خون بند ناف اين مطالعه، سلول در. يانسان

اساس دستورالعمل  آگاهانه بر تيرضا يمتولد شده پس از امضا
[. به طور 15] کوگلر و همکارانش استخراج و پاساژ داده شدند

خون بند ناف با روش  ياتک هسته يهاخلاصه، ابتدا سلول
ها سلول نياستخراج شدند. ا ،يغلظت بيش وژيو سانترف کوليفا

 Dulbecco'sکشت  طيمح تريليليم 6همراه  25Tدر فلاسک 

Modified Eagle's Medium (DMEM)  باFBS  10%  ،
 يدرجه 37 يدر دما %1 نيسيو استرپتوما %1 نيليسيپن

ساعت از آغاز کشت،  24گراد کشت داده شدند. پس از يسانت
 طياز مح يميمزانش ريمعلق غ يهاکشت، سلول طيبا تعويض مح

چسبنده با اتصال به کف  يميمزانش يهاکشت حذف و سلول
 طيروز، مح 20-30مدت  يماندند. برا يباق طيفلاسک، در مح

کشت هر سه روز يک بار تعويض شد و پس از اين مدت، 
 تراکم يشده و به مرحله ريتکث يميمزانش يهاسلول

(confluenceرس )کف فلاسک را  70-80 و تقريبا   دهي %
ابتدا محيط کشت فلاسک  يانجام پاساژ سلول ي. برااندندپوش

شو وشست Phosphate-buffered saline (PBS)دو مرتبه با 
به کف فلاسک با  دهيچسب يهاداده شد و پس از آن سلول

صدم  بيست و پنج) %25/0مخلوط   تريليليم 3استفاده از 
در انکوباتور  قهيدق 5جدا شده و  EDTA -درصد( تريپسين

ها از کف از جدا شدن سلول ناني. پس از اطمتندقرار گرف
 يسازي، عمل خنثFBS تريليليم 3فلاسک با استفاده از 

به مدت  قهيدور بر دق 2000با سرعت  وژيتوسط سانترف نيپسيتر
کشت  طيمح تريليليم 3ها با انجام گرفت. سلول قهيدق 10

 کشت و  75Tسلول در فلاسک  510 تعداد تيمخلوط و در نها
 داده شدند. ساژپا

 يبرا. ياز بافت چرب يميمزانش ياديبن يسلول ها يجداساز
يليم 10در حدود  ،ياز بافت چرب ياديبن يهااستخراج سلول

ناف توسط پزشک جراح، در اتاق  رينمونه بافت چربي از ز تريل
عمل و تحت شرايط استريل برداشته شد. نمونه چربي داخل لوله

 تريليليواحد بر م 1000با  DMEMفالکون استريل حاوي  ي
 تريليليبر م کروگرميم 1000و  نيليسيپن کيوتيبيآنت

ساعت به آزمايشگاه منتقل  2حدود  يدر زمان ن،يسياسترپتوما

نمونه بافت چربي در اتاق کشت و  لياستر طيگرديد. تحت شرا
به قطعات ريز خرد  يجراح غيزير هود لامينار توسط قيچي و ت

 ياز بافت چرب يبند و عروق خونشد و تا حد ممکن بافت هم
کردن بافت، جهت زدودن آلودگي  دحذف شدند. در فرآيند خر

استفاده  لياستر PBS محلول از ها،دبري و خوني هايبا سلول
محلول رويي دور ريخته شد. بافت  وژ،يشد و پس از سانترف
 50کف پليت به لوله فالکون مانده در چربي سفيد باقي

(  به %075/0) 3کلاژناز نوع  ميمنتقل شده و آنز يتريليليم
با  پتاژيبه قطعات چربي اضافه شد و پ ليتريميل 5-6مقدار 

. شوند آزاد هاسرنگ انجام گرفت تا بافت هموژن شده و سلول
 37انکوباتور  کريش در ساعت 1 مدت به فالکون لوله سپس
با  قهيدق 15 يقرار گرفت )در فواصل زمان گراديسانت يدرجه

 کمکتر بافت چربي تکان دادن لوله حاوي نمونه، به تجزيه بيش
 آورده بيرون نمونه حاوي شد(. بعد از مرحله تجزيه آنزيمي، لوله

سانتريفيوژ  قهيدور بر دق 2000با سرعت  قهيدق 5 مدت به و شده
ربي رويي به آرامي روغن و بافت چ ل،ياستر طيگرديد. در شرا

 يهاسلول يکه حاو يبرداشته و دور ريخته شد، و پلاک سلول
و  FBS  10%با DMEMکشت  طياست، با افزودن مح يچرب
 75T به فلاسک %1 نيسياسترپتوما-نيليسيپن کيوتيبيآنت

. در نهايت فلاسک حاوي سلول داخل انکوباتور ديمنتقل گرد
 قرار داده شد. 2CO %5 و   گراديسانت يدرجه 37

توسط  يميمزانش ياديبن يهاهويت سلول ديتائ
 يهاسلول يپيهويت فنوت نييمنظور تع به. يتومتريفلوسا
 يهاو بند ناف، سلول يجدا شده از بافت چرب يميمزانش
 PBS تريليليم کيدر  نيپسيشده توسط تر نهيتريپس

 10ها با از سلول تريکروليم 100شدند و سپس  ونيسوسپانس
 CD14 ،CD34  ،CD45مونوکلونال يباديآنت تريکروليم

کونزوگه با  CD166و  CD44  ،CD105و   FITCکونزوگه با 
PE  درجه  4 يو دما خچاليو در  يکيدر تار قهيدق 30به مدت
 يباديآنت با ها. به موازات آن، سلولدنديانکوبه گرد گراديسانت

 [. 24] مجاور شدند زيکنترل ن پيايزوتا
جدا شده از  يميمزانش يهاسلول يپيفنوت تيهو نييتع يبرا

 CD45و  CD14  ،CD34يهايباديآنت ز،يخون بند ناف ن
کونزوگه با  CD146 و CD73 ،CD105و  FITCکونزوگه با 

PE  2ها با گرفت. در مرحله بعد سلولمورد استفاده قرار% 
PBS-BSA 2% تريليليم 500داده و با  شووشست PBS 
 50ها، شدن سلول کسيدر انتها، جهت ف شدند و ونيسوسپانس

 2×410ها اضافه و به لوله %1 ديپارافرمآلدئ کساتوريف تريکروليم
شدند. جهت  ليو تحل هيتجز يتومتريسلول با دستگاه فلوسا

 استفاده شد. 5/10نسخه  FlowJoافزار از نرم ليتحل هيتجز
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 assayبا استفاده از تست يسلول ريرشد و تکث يبررس

MTT .يميمزانش ياديبن يهاو کشت سلول ياز جداساز بعد 
سلول در  5×310و خون بند ناف، حدود  يچرب يهااز بافت

ساعت زمان داده شد تا  24شد.  ختهير ياخانه 96 يهاتيپل
 FBSاز هاسلول ماريبچسبند. جهت ت تيپل کف به هاسلول

10%،FFP  10% وHPL  5% کشت  طيدر محDMEM  استفاده
در پنج گروه مجزا شامل سلول يسلول ريرشد و تکث يرسشد. بر
استخراج شده از خون بند ناف و بافت  ياديبن يميمزانش هاي
، FBS ،FBS+FFP ،FBS+HPLدر مجاورت يچرب

FFP+HPL  وFBS+FFP+HPL يهاانجام شد. سلول 
روز،  7مختلف پس از  يهاطيکشت داده شده در مح يميمزانش

با لام نئوبار شمارش شدند. به و يابيارز MTTتوسط تست 
ي را دور ريخته و به روئ کشت محيط 7 روز در خلاصه طور

 در گرمميکروليتر محيط کشت حاوي نيم ميلي 200هر چاهک 
 ساعت در انکوباتور 4اضافه و به مدت  MTT محلول ليترميلي

2CO  اياح. شد داده قرار گراددرجه سانتي 37در MTT يدر ط 
که يکي  دروژنازيتوسط سيستم سوکسينات ده ونيسزمان انکوبا

 رفتيپذ صورت هاست،نفسي ميتوکندريت چرخه هاياز آنزيم
فورمازان در آب غيرمحلول بوده و  يهاستالي[. کر17،25،18]

به Dimethylsulfoxide (DMSO)توسط  يسنجقبل از رنگ
 دستمحلول به يجذب نور تينها در. درآمدند محلول حالت
 ينانومتر قرائت و به کمک منحن 570در طول موج  هآمد

 .ديگرد محاسبه هااستاندارد تعداد سلول
 افزاربا استفاده از نرم يآمار زيآنال. يآمار زيآنال

GraphPad Prism   انجام شد. پس از وارد کردن  8 ينسخه
مورد نظر در نمونه يرهايمتغ نيانگيم افزار،نرم نيا به هاداده
 One-way يمورد آزمايش محاسبه شدند. از آزمون آمار يها

ANOVA يبيو از آزمون تعق هانيانگيم سهيجهت مقا Sidak 
 مقادير و گرديد استفاده هاتفاوت درون گروه صيتشخ يبرا
05/0P< معنادار در نظر گرفته شد ياز نظر آمار. 

 
 نتايج

ساعت پس از کشت سلول 24. يميمزانش يهاکشت سلول
 يهاسلول ها،کشت فلاسک طيمح ضيبا تعو ،ياهستهتک يها

 يهاساعت پس از کشت، سلول 48مرده و معلق حذف شدند. 
 يکلن ليشکل، به کف فلاسک متصل شده، تشک يدوک يميمزانش

در  مانده،يباق چسبانريغ يهاشدند. سلول ريداده و تکث
در حدود  هيشدند. کشت اول حذف طيبعد با تعويض مح يروزها

روز  20که به طور ميانگين، پس از  ديروز طول کش 25-20
 .رسيدندمي %80-70تقريبا تراکم به هاسلول

 تيهو ديتائ جهت. يميمزانش ياديبن يهاهويت سلول ديتائ
پاساژ  يهاسلول يروبر ،يميمزانش ياديبن يهاسلول يپيفنوت
 ياديبن يهاانجام گرفت. سلول يتومتريفلوسا زي، آنال3

 يسطح يهاشاخص يجدا شده از بافت چرب يميمزانش
( و 1A )شکل CD166و  CD44 ،CD105شامل  ياختصاص
شاخص فجدا شده از خون بند نا يميمزانش ياديبن يهاسلول

 CD146و  CD73 ،CD105شامل  ياختصاص يسطح يها
 انيب جهت هاسلول نيا نيچن(. همB 1کردند )شکل  انيب ييبالا

شدند که  يبررس زيساز، نخون يهاسلول يسطح يمارکرها
 انياز نظر ب يميمزانش ياديبن يهانشان داد سلول جينتا

و  CD14  ،CD34 سازخون يهاسلول يسحط يمارکرها
CD45 بودند. ينفم 

سلول. مختلف يهاطيرشد و تکثير سلولي در مح بررسي
 7مختلف پس از  يهاطيکشت داده شده در مح يميمزانش يها

و با لام نئوبار شمارش شدند  يابيارز MTTروز، توسط تست 
بود.  %80 يبالا هاسلول Viabilityمختلف  يهاطيکه در مح

 هاسلول نيا رينشان از رشد و تکث يميمزانش يهاسلول يبررس
تازه  يپلاسما ،يکتپلا زاتيل در موجود رشد عوامل حضور در
کشت  يميمزانش يهاداشت. سلول يوانيمد شده و سرم حجمن

را  يخاص رييتغ ياز نظر مورفولوژ هاطيداده شده در اين مح
و انحراف  نيانگيو محاسبه م يآمار لينشان ندادند. پس از تحل

شمارش  نيانگيشمارش شده، مشخص شد که م يهاسلول اريمع
طيو خون بند ناف کشت داده شده در مح يبافت چرب يهاسلول

 و FBS+FFP ،FFP+HPL ،FBS+HPL يحاو يها
FBS+FFP+HPL کشت داده  يهاشمارش سلول نيانگياز م

بالاتر بود  ياز لحاظ آمار FBS يحاو طيشده در مح
(0001/0P< هم2( )شکل .)يهاگروه نيب يبا بررس نيچن 

 دو خون بن يبافت چرب يهاشمارش سلول نيانگيمختلف، م
و  FBS+FFP+HPL  ،FBS+FFP ناف کشت داده شده در

FFP+HPL کشت داده شده در  يهاشمارش سلول نيانگياز م
FBS+HPL يهادر سلول بيبالاتر بوده و تفاوت معنادار به ترت 
مشاهده  (>05/0P) ( و خون بند ناف >01/0P) يبافت چرب

سلول ماريت يدر پ يسلول ريتکث يابي(. ارز2A-Bشد )شکل 
و خون بند ناف  ياستخراج شده از چرب يميمزانش ياديبن يها

 ريتکث زانيکشت، نشان داد که م طيمختلف مح يهابا مکمل
 و خون بند ناف کشت داده شده در يبافت چرب يهاسلول

FBS+FFP ،FFP+HPL  وFBS+FFP+HPL ريتکث زانياز م 
 FBSو خون بند ناف کشت داده شده در  يبافت چرب يهاسلول

، (>01/0P) و (>05/0P)، (>05/0P)  بيبه ترت ودب ترشيب
 FBS+HPLکشت داده شده در  يهاسلول ريتکث زانياما در م
مشاهده  يتفاوت معنادار FBSکشت داده شده در  يهابا سلول
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مشخص شد  يگروه نيب زيبا آنال نيچن(. هم2C-Dنشد )شکل 
و خون بند ناف کشت  يبافت چرب يهاسلول ريتکث زانيکه م
 يهاسلول ريتکث زانيبا م FBS+FFP+HPL طيمح شده در هداد

 FBS+HPLو خون بند ناف کشت داده شده در  يبافت چرب
 نيا در هاسلول ريداشته و تکث (>05/0P)  يتفاوت معنادار

 .بود ترشيب طيمح

جهت مارکرهای مثبت در سطح  CD166و  CD105 ،CD44جهت مارکرهای منفی و  CD45و CD14 ، CD34های ژنآنتیآنالیز فلوسایتومتری بیان  .1شکل

 CD73، CD105جهت مارکرهای منفی و  CD45و  CD14 ،CD34های ژن. آنالیز فلوسایتومتری بیان آنتی(A)های بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربی سلول

 .(B)خون بند ناف های بنیادی مزانشیمی مشتق از جهت مارکرهای مثبت در سطح سلول CD146 و
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  ( و نتایجB)های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از بافت چربی سلول( و A) خون بند نافهای بنیادی مزانشیمی مشتق شده از سلولنتایج شمارش سلولی  .2شکل

ی ( در شرایط کشت مختلف و مقایسهD)های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از بافت چربی سلول( و C) خون بند نافهای بنیادی مزانشیمی مشتق شده از سلول تکثیر

مشتق از خون بند ناف  سلول های بنیادی مزانشیمی(. P<0.0001و ****: P<0.01:*** ،P<0.001و ** :P<0.05* تنها. ) FBSآنها با کشت حاوی 

 (Adipose-MSCبافت چربی )مشتق از  سلول های بنیادی مزانشیمیو   (UCB-MSC)انسان
 

 گيريبحث و نتيجه
 هايسلول از هتروژن جمعيتي مزانشيمي بنيادي هايسلول

 زاتيل راتيتاث ،ياريبس مطالعات کنون تا. هستند بالغ بنيادي
جدا شده  يميمزانش ياديبن يهاو تمايز سلول ريرا بر تکث يپلاکت

 يبرا. اندقرار داده يمغز استخوان مورد بررس اي ياز بافت چرب
 2007که در سال  يامطالعهدر  Katharina Schallmoser مثال

 ياز آلودگ HPLبا  FBS ينيگزيانجام دادند متوجه شدند که جا
کند يم يريزئونوز جلوگ يهايماريو ب يروسيو ،يگاو ونيپر
 يهاو همکاران نشان دادند سلول Chevallier نيچن[. هم15]
 کيژن استئوبلاست اني، بHPLکشت شده در  يميمزانش ياديبن

(، BSP) استخوان نيالوپروتئي(، سALPفسفاتاز ) نيمانند آلکال
-BMP) 2استخوان  کيمورفوژنت ني( و پروتئOp) نياستئوپونت

 زاتيل ريتاث ي[. اکثر مطالعات به بررس19] کنندي( را القا م2
اند و در مطالعه تازه منجمد شده پرداخته يپلاسما اي يپلاکت

تازه  يهمراه با پلاسما يپلاکت زاتيل ريبار تاث نياول يحاضر برا
مطالعه،  نيقرار گرفت شده است. در ا يمنجمد شده مورد بررس

 يو پلاسما FBSاز  ،ييبه تنها يپلاکت زاتيعلاوه بر استفاده از ل
کار گرفته شد تا در هو تمايز ب ريتازه منجمد شده هم در تکث

 FBS يبرا ينيگزيصورت کسب نتايج قابل قبول، به عنوان جا
تازه منجمد شده  يو پلاسما يپلاکت زاتي. لردداز آن استفاده گ

 به مکمل عنوانبه گريدکيبا  بيدر ترک اي ييکدام به تنها هر
 ينکته ضرور نيکشت افزوده شدند. ذکر ا يهاطياز مح يبرخ

بر  يپلاکت زاتيل ريکه در مطالعات مشابه که تاث رسديبه نظر م
 اند،گرفتهقرار  يمورد بررس يميمزانش ياديبن يهاسلول يرو

استفاده شده است.  يکنسانتره پلاکت واحد 50تا  30دود از ح
 يبرا يترکم ياز تعداد واحد کنسانتره گريدر مقابل مطالعات د

 يميمزانش ياديبن يهاسلول يبر رو يپلاکت زاتياثر ل يبررس
 يواحد کنسانتره پلاکت 5مطالعه، از  نيا در[. 20] انداستفاده کرده

با توجه  ،يپلاکت يتعداد محدود کنسانتره رغمياستفاده شد و عل
حاضر،  ي. در مطالعهديگرد ديتائ يپلاکت زاتيل يکاراي ج،يبه نتا

استفاده شد که  يپلاکت زاتيل %5و  يوانيسرم ح %10از غلظت 
[. در 21] روديکشت سلول به کار م يبرا استاندارد طوربه
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از  يشد، حاک انجامو همکاران  Avanziniکه توسط  يامطالعه
[ و در 22بود ] يميمزانش يهاشکل بودن ظاهر سلول يدوک

کشت داده شده  يميمزانش يهاسلول زيحال حاضر ن يمطالعه
تازه  يپلاسما ،يپلاکت زاتيل يحاو يهاطيدر هر کدام از مح

 هيشکل و شب يدوک ،ياز لحاظ مورفولوژ FBSمنجمد شده و 
اين  ريبا توجه به تکث ن،يچنمبودند. ه بروبلاستيف يهاسلول
عنوان کرد  توانيرشد م طيمح يهامکمل حضور در هاسلول
و  يپلاکت زاتير حضور لد هاسلول نيا يتمايز ليپتانس

 ي. بررسشوديحفظ م يتازه منجمد شده به خوب يپلاسما
با  يجدا شده از بافت چرب يميمزانش يهاسلول يپيايمونوفنوتا

 يدارا هانشان داد که اين سلول يتومترياستفاده از روش فلوس
 يهاسلول زيو ن CD166و  CD105  ،CD44 يمارکرها
و  CD73 ،CD105 يمشتق از خون بند ناف دارا يميمزانش

CD146 يبودند و در مقابل هر دو سلول مارکرها CD14 ،
CD34  وCD45 يرا نشان ندادند که نشان از جداساز 
 يبافت چرب يهاسلول ريااز س يميمزانش يهاسلول ياختصاص

چون هم ياريمارکرها در مطالعات بس نيو خون بند ناف دارد. ا
 ديتائ يو همکاران به عنوان مارکرها Feng-Juan Lvمطالعه

 [. 24،23] انددر نظر گرفته شده يميمزانش ياديبن يهاشده سلول
 يميمزانش يهاو تمايز سلول رياکثر مطالعات جهت تکث در

. با شوديکشت استفاده م طيبه عنوان مکمل مح يوانياز سرم ح
رشد، خطر  يافاکتوره منبع عنوانبه FBSاستفاده از  حالنيا

 يهايماريشناخته شده و ناشناخته و ب يهاانتقال پاتوژن
 يزايماريعوامل ب ،يونيپر يهايماريچون بهم يوانيح

را بالا  يگاو يهاژنيآنت هيعل ونيزاسيمونيزنوا زيو ن يويروس
خطر بروز جهش  ،يدر شرايط آزمايشگاه ري[. تکث19] برديم

 که توسط يا. در مطالعهبرديرا بالا م ونيو ترانسفورماس
Jonsdottir-Buch کاريوتايپ  يو همکاران انجام شد، با بررس

 زاتيکه در مجاورت ل يميمزانش ياديبن يهاسلول ،يکروموزوم
پاساژ  نيشده بودند، پس از چند ريتکث يوانيو سرم ح يپلاکت
 طيکشت داده شده در مح يسلول يهاتياز جمع يدر يک ،يمتوال

مشاهده شد.  21کروموزم  يتريزوم ،يوانيسرم ح يکشت حاو
 ريتکث يپلاکت زاتيکه در مجاورت ل يهايدر سلول که يدر حال
[. 25نشان ندادند ] يکروموزوم يناهنجار گونهچيه دند،يافته بو
که در  يميمزانش ياديبن يهااز سلول ينيبال ياستفاده ن،يبنابرا

هم  خطريب چندان اند،کشت داده شده يوانيحضور سرم ح
حداقل کاهش استفاده از  ايحذف  رسد،يم نظرباشد. لذا بهينم

FBS خطر را  نيا توانديم گريآن با عوامل رشد د ينيگزيو جا
سرم  يبرا يجايگزين منظورحاضر به يتر کند. در مطالعهکم
 زيو ن %5 يپلاکت زاتيکشت از ل طيمح مکمل عنوانبه يوانيح

استفاده گرديد. مواد آزاد شده از  %10شده  زيتازه فر يپلاسما

رشد  يفاکتورها يکه حاو  FFP زيشده و ن زيل يهاپلاکت
 حضور در و کرده حمايت هااز رشد سلول باشند،يم يمتعدد
. دهنديبه رشد خود ادامه م يبه خوب يميمزانش يهاسلول هاآن

 يفاکتورها يبا آزادساز FFPو  يپلاکت زاتيل رسديبه نظر م
اثرات  TGF-β و PDGF ،BFGF ،IGF-I رينظ يباتيرشد و ترک
 يهاو حفظ عملکرد سلول يسلول ريرشد و تکث يمثبت رو

متعدد نشان  يها[. مطالعه26] گذارنديم يمينشمزا ياديبن
از  يغن يشده، پلاسما زيل يهااند که استفاده از پلاکتداده

 نيشده و عوامل رشد آزاد شده از ا زيتازه فر يپلاکت، پلاسما
 يميمزانش ياديبن يهاسلول ريتکث و رشد سبب ها،مکمل

 همکارانو  Samuelکه توسط  يا[. در مطالعه28،27شوند ]يم
 يعصاره پلاکت يحاو طينشان داده شد که مح رفت،يانجام پذ

(PLT-rich concentrateتاث )سلول زيدر رشد و تما يمناسب ري
[. 29دارد ] يدر کشت سلول يانسان يميمزانش ياديبن يها

بر  ليو همکارانش در برز Stessukکه توسط  يگريد يمطالعه
مکمل  نياز پلاکت انجام شد، نشان داد که ا يغن يپلاسما يرو
رشد است که  يو فاکتورها هانيتوکاياز سا يمنبع غن يدارا
و  يبروبلاستيف ياهسلول ريدر رشد و تکث يمثبت راتيتاث
 [. مطالعه انجام شده توسط30ارد ]د In vitroدر  يتينوسيکرات

Shanbhag  يميمزانش ياديبن يهاسلول يبر رو 2020در سال 
 شياز افزا ي، حاکHPL يحاو طيحکشت داده شده در م

 Katia يمطالعه[. 31بود ] ييزاو استخوان زيتما ليپتانس

Mareschi  زاتيشان داد که ل، ن2020و همکارانش در سال 
 يمنيکننده اليتعد يهايژگيو و رياز تکث رفعاليغ يپلاکت
کشت مناسب  طيدر شرا يميمزانش يياستروما يهاسلول
باشد  FBS يبرا يمناسب نيگزيجا توانديکند و ميم يبانيپشت
بر  2013و همکاران در سال  Kinzebachکه  يا[. مطالعه32]

 يهاو ترشحات پلاکت يسرم انسان ،يپلاکت زاتيل ريتاث يرو
انجام  يميمزانش يهاسلول ريبر تکث نيفعال شده توسط ترومب

 يهامشابه اين سه ماده در سلول رياز تاث يدادند نتايج حاک
که  يگريد ي[. مطالعه33بود ] يبافت چرب يميمزانش ياديبن

و همکارانش انجام شد، نشان داد که غلظت Hemedaتوسط 
 يبر رو يترشيب يرياثرات تکث يدارا HPLاز  %10و  5 يها

[. در مجموع اين 34خون بند ناف است ] يميمزانش يهاسلول
توان مي رانتايج تاييدي بر اين نکته است که عوامل رشد پلاکتي 

جايگزين سرم در محيط کشت نمود. اين عوامل محيط مناسبي 
انگر سازند. نتايج بيهاي مزانشيمي فراهم مياي رشد سلولرا بر

دون هاي بنيادي مزانشيمي باين نکته هستند که کشت سلول
پذير بوده، و مطالعه حاضر هم در استفاده از سرم حيواني امکان

موجب رشد  HPLکه استفاده از  دادمطالعات فوق نشان  ديتائ
 نيچن. همشوديم يميمزانش ياديبن يهابهتر سلول ريو تکث
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 ريبر تکث يترشياثر مساعد ب FFP+HPLاز  يبيترک ياستفاده
 يهاتيدارد. ازمحدود HPLنسبت به  يميمزانش يهاسلول

از جمله سن  يپلاکت زاتيموثر بر ل يبه فاکتورها توانيمطالعه م
 يسازاهداکننده و روش آزاد يشمارش سلول ه،اهداکنند
از تداخلات  يريجلوگ يرشد اشاره کرد که برا يفاکتورها
ها با هم مخلوط آن ،يپلاکت يهاسهيک نيه تفاوت بمربوط ب

سطح  گريحاضر، بر خلاف مطالعات د يشدند. در مطالعه
 تيمحدود ليبه دل يپلاکت زاتيرشد موجود در ل يفاکتورها
قابل توجه  ريرشد و تکث ليبه دل ينشد ول يريگازهمنابع اند
 ياز سطح قابل قبول ديرشد با يفاکتورها زانيم ها، احتمالا  سلول

علاوه بر  ندهيدر مطالعات آ شوديم شنهاديبرخوردار باشند. پ
 يبيخون بند ناف هم به صورت ترک ياز پلاسما ،يپلاکت زاتيل

رشد موجود  يکتورهاعلاوه غلظت فااستفاده شود و به FFPبا 
 گردد.  يريگهم اندازه

 ريمطالعه و سا نيا از آمده دستدر نظر گرفتن نتايج به با
 عنوانبه HPL و FFPاستفاده از  عنوان کرد که توانيمطالعات، م

کشت  طيدر مح ن،يتوکايرشد و سا يفاکتورها سرشار منابع
افزايش سرعت رشد و  ليدلبه ،يميمزانش ياديبن يهاسلول
کشت،  طيمح با هاو کاهش زمان مجاورت سلول يسلول ريتکث
کشت  طيدر مح يوانيسرم ح يبرا يجايگزين مناسب توانديم

 يهااز مکمل FBSدر کنار  تواننديحداقل م ايسلول باشد. 
FFP و HPL برده کاربه يميمزانش ياديبن يهارشد سلول يبرا 
يک روش مقرون به صرفه  يپلاکت زاتيل يهيته نيچنهم. شود

توان مقادير فراوان آن را بدون مواجه شدن با يبوده و م
 . کرد هيته FBS يهيموجود در ته ياخلاقمشکلات 

 
 تشكر و قدردانی

 يمطالعه حاضر از طرف دانشگاه علوم پزشک يمال نيتام
جهرم انجام شده است که بدين وسيله مراتب تشکر و قدرداني 

 .مداريخود را از آن دانشگاه اعلام مي
 

 مشاركت و نقش نويسندگان
بر عهده رسول بهارلو بود.  شيآزما نيا يو طراح دهيا
 دهيسع و بهارلو رسول توسط هاداده يآورو جمع شاتيآزما
توسط رسول  جينتا ريو تفس زيصورت گرفت. آنال انيعرفان

مقاله را نوشته  يهياول ينسخه فريصدر نايبهارلو انجام شد. س
و به  دندارائه کر يبازخورد انتقاد سندگانياست. همه نو

 .مقاله کمک کردند يانيو نسخه پا ليتحل ق،يتحق يريگشکل
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Introduction: Mesenchymal stem cells (MSCs) are cells that can replicate and differentiate into cells of multiple 

organs. However, there are challenges regarding their cultivation conditions. Fetal bovine serum (FBS) is the most 

commonly used culture medium additive for in vitro cultures, despite its undefined composition, potential 

immunogenicity, and possible prion/zoonotic transmission. For these reasons, significant efforts have been targeted 

at finding substitutes, such as serum-free media or human platelet lysates (HPL) and fresh frozen plasma (FFP). This 

study aimed to investigate the effects of the simultaneous use of FFP, HPL, and FBS on the proliferation of MSCs 

derived from umbilical cord blood and adipose tissues. 

Materials and Methods: In this study, five platelet concentrate bags were obtained from the Iranian Blood 

Transfusion Organization, the branch of Jahrom. Relatively, the Platelet lysate was prepared by repeated 

freezing/thawing method, and dead cells were separated from platelet lysate by centrifugation. MSCs were isolated 

from the adipose tissue of five patients undergoing hernia surgery or cesarean, and from the umbilical cord of 10 

newborns. The cells were cultured in control (FBS) and experimental (FBS+FFP, FFP+HPL and FBS+FFP+HPL) 

groups. Cells of MSC phenotype were confirmed by flow cytometric analysis and viability was examined using the 

MTT assay. 

Results: The results showed that the proliferation and viability of mesenchymal stem cells were increased 

significantly in the FBS+FFP, FBS+HPL, FFP+HPL, and FBS+FFP+HPL groups compared to the FBS group. 

Conclusion: In this study, it was shown that FBS+FFP, FBS+HPL, FFP+HPL, and FBS+FFP+HPL had a 

beneficial effect on the growth and proliferation of MSCs. It seems these biological effects are due to the presence of 

growth factors and cytokines produced by blood cells. This study confirms that FFP+HPL as a supplement in some 

culture media may be considered a suitable alternative instead of FBS for the MSC culture media. 

 

Keywords: Umbilical cord blood-mesenchymal stem cells, Adipose-mesenchymal stem cells, Human platelet 
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