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Abstract 

Background: Hematopoietic stem cell transplants are routinely used to treat patients with 
cancers and other disorders of blood and immune systems. Osteoblasts constitute part of the stromal 
cell support system in marrow for hematopoiesis by participating in the formation of the HSC niche.  It 
is believed that interaction between hematopoietic cells and bone forming osteoblasts regulate each 
other’s function. It is established that acute blood loss in animal models activates bone formation and 
niche development because of EPO stimulation. In this experimental study we have examined the co-
culture of HSCs derived from cord blood which treated with EPO in vitro, on osteoblastic 
differentiation of mesenchymal stem cells.  

Materials and Methods: In this experimental study MSCs isolated from bone marrow and co-
cultured with CD 34+ CD38- HSCs isolated from cord blood. These co-cultured cells were treated 
with different doses of erythropoietin for 14 days, after that RNA were extracted from MSCs and 
analysed with RT-PCR to evaluate the expression of osteopontin and osteocalcin. Alizarin red and 
alkaline phosphatase staining were done for osteoblastic differentiation.  

Results: Osteopontin and osteocalcin were expressed in MSCs. Cellular staining were positive 
for osteoblastic differentiation. Differentiated cells expressed osteoblastic markers. 
Conclusion: These data suggest that EPO regulates the osteoblastic differentiation from bone marrow 
MSCs in vitro. 
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  چکیده
 دیگر و سرطان به مبتلا بیماران درمان براي اي گسترده طور به خونساز نیاديب هاي سلول پیوند امروزه :هدف و زمینه

 را يساز خون که باشند یم استخوان مغز استرومال يها سلول از یبخش ها استئوبلاست .گردد می استفاده خونی اختلالات
 میتنظ را گریکدی يها تیفعال ا،ه استئوبلاست و خونساز يها سلول که است نیا بر دهیعق .کنند یم تیحما چین لیتشک با
 لیدل به را چین توسعه و استخوان لیتشک ،یوانیح يها مدل در خون حاد دادن دست از که است شده ثابت .کنند یم

 با که ناف بند خون از شده جدا خونساز بنیادي هاي سلول ریتاث یتجرب مطالعه نیا در .کند یم فعال نیتیتروپویار کیتحر
  .شد یبررس مالیمزانش يادیبن يها سلول کیاستئوبلاست زیتما يرو اند، شده ماریت نیتیتروپویار

 خونساز يادیبن يها سلول با و جدا استخوان مغز از مالیمزانش يادیبن يها سلول یتجرب مطالعه نیا در :ها روش و مواد
CD34+,CD38- شد، داده زمان هم کشت روز 14 مدت به اریتروپویتین تمتفاو يدوزها ریتاث تحت ناف، بند خون 

RNA روش از و استخراج مزانشیمال هاي سلول RT-PCR نیاستئوکلس و نیاستئوپونت يها ژن بیان ارزیابی براي 
 صورت افتهی زیتما يها سلول يرو بر يتومتریفلوسا و رد نیزاریآل و فسفاتاز نیآلکال يها يزیآم رنگ .دیگرد استفاده
  .گرفت

 يها يزیآم رنگ شدند، انیب مالیمزانش يها سلول در نیاستئوکلس و نیاستئوپونت يها ژن ددادن نشان جینتا :ها افتهی
  .کردند عرضه را ها استئوبلاست يمارکرها افتهی زیتما يها سلول .بود مثبت رد نیزاریآل و فسفاتاز نیآلکال

 زیتما باعث زمان، هم کشت در خونساز يادیبن يها سلول بر ریتاث قیطر از نیتیتروپویار جینتا نیا اساس بر :يریگ جهینت
  .گردد یم استخوان مغز مالیمزانش يها سلول کیاستئوبلاست

 ـبن يهـا  سـلول  نـاف،  بنـد  سـاز،خون  خون يادیبن يها سلول ک،یاستئوبلاست زیتما ن،یتیتروپویار :يدیکل واژگان  يادی
  نیاستئوکلس ن،یاستئوپونت مال،یمزانش
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  مقدمه
 Hemayopoietic stem) خونساز بنیادي هاي سلول

Cells-HSCs) تمایز و خودنوسازي قابلیت دو هر داراي 
 در واقع (Niche)هاي نیچ رد اغلب نیز ها فعالیت این و بوده
 و مورفولوژیک مطالعات .گیرند می صورت استخوان مغز

 از ،HSC هاي نیچ کـه است آن از حاکی تنی برون
 استخوان مغـز استـرومایـی هـاي سلول از تعـدادي مشـارکت

)BMSCs( حاصل محدود، و مشابه عملکردهاي با 
 و ها استئوبلاست آناتومیک مجاورت .)1-3(گردند می

 این بین را طرفه دو ارتباط یک ساز خون بنیادي هاي سلول
 تولید چنین هم و ارتباط این .کند می ایجاد ها سلول

 نقش ها استئوبلاست توسط متنوع ساز خون رشد فاکتورهاي
 همراه به ها HSC تنظیم در ها استئوبلاست براي را اي بالقوه
 و تنی ونبر شرایط در شده انجام مطالعات در .)4-6(دارد

 به منجر ها استئوبلاست حذف که است شده ثابت تنی درون
 که شود می ها HSC جمله از ساز خون هاي سلول تخلیه

 ساز خون هاي سلول از ها استئوبلاست حمایت در تاییدي
 توسعه در ها استئوبلاست حمایتی نقش به توجه با .)1(است

Niche متقابل تاثیر بنیادي، هاي سلول HSC روي بر ها 
 رسد می نظر به و است گرفته قرار توجه مورد ها استئوبلاست

 اثر ها استئوبلاست توسعه در موثر فاکتورهاي از یکی
 هاي سلول بر (Erythropoietin-EPO)تینییاریتروپو
 EPO سطح است واضح که طور همان و باشد می خونساز

 ،7(یابد می افزایش قرمز هاي گلبول رفتن دست از به پاسخ در
 بنیادي هاي سلول که است داده نشان اخیر مطالعات .)8

 حاد خونریزي یک با که حیواناتی از شده جدا خونساز
 استرومایی هاي سلول استئوبلاستی تمایز باعث اند شده مواجه

 هاي سلول که دهد می نشان امر این .شوند می استخوان مغز
 ایهپ که کنند می شرکت استخوان تشکیل در خونساز بنیادي

 HSC توسط BMP6 و BMP2 تولید فعالیت این ملکولی
 رسانی پیام مسیر EPO که است شده داده نشان .هاست

Jak-Stat در را HSC تولید به منجر که کند می فعال ها 
BMP اثر مورد در يا مطالعه که آنجا از .)8(شود می ها 
EPO هاي سلول و مزانشیمال هاي سلول کشتی هم روي 
 تصمیم مطالعه این در نگرفته، صورت انسان زخونسا بنیادي

 با که را ناف بند خون از شده جدا هاي HSC تاثیر گرفتیم
 زیتما يرو اند، شده ماریت تنی برون شرایط در نیتیتروپویار

  .میکن یبررس مالیمزانش يادیبن يها سلول کیاستئوبلاست
  

  ها روش و مواد
 از ناف بند خون نمونه تجربی مطالعه این در

 نامه رضایت اخذ و طبیعی زایمان با ومادران ترم فول نوزادان
 توسط استریل؛ صورت به و نوزادان والدین از کتبی

   .شد تهیه مامایی کارشناسان
  

  ها محیط سازي آماده
 هاي سایتوکاین از :اریتروئیدي تمایزي محیط  

 اریتروئیدي تمایزي محیط زیر ترتیب به استوك
 3 u/ml rh(Stem cell technologies)حاوي

erythropoietin، 50 و ng/ml rh SCF(Stem cell 

factor)، (Stem cell technologies)10 ng/ml rh IL-

  .شد الیکوت لیتري میلی 1 هاي ویال در 3
 20 و 10 ،5 يغلظتها با EPO حاوي محیط تهیه

u/ml: استوك از erythropoietin 500 حاوي که u/ml 
 5 در میکرولیتر 200 و 100 ،50ترتیب به بود اریتروپوئیتین

  .شد حل Stem span محیط لیتر میلی
 بند خون از اي هسته تک هاي سلول جداسازي

  ناف
 حجمی میانگین با( ناف بند خون نمونه 3

 ناف بند خون مخصوص هاي کیسه در )لیتر میلی 80معادل
 آوري جمع CPD-A1 دارنده نگه و انعقاد ضد ماده حاوي

 فسفات بافر با 3 به 1 نسبت به ناف بند ونخ نمونه .شد
(PBS) با آن هماتوکریت به بسته و آلبومین حاوي 

 رسوب از پس .گردید مخلوط استارچ، اتیل هیدروکسی
 و شد منتقل دیگر لوله یک به رویی محلول قرمز هاي گلبول

 سپس .گردید سانتریفوژ rpm1500 دور با دقیقه 7 مدت به
 مخلوط پلاسما سوسپانسیون لیتر میلی 10 در حاصله رسوب
 5( گردیـد سانتریفـوژ دقیقه 30 مدت به ها لوله سپس .گردید
 rpm دور دوم دقیقـه 25 وrpm 1100 دور با اول دقیقـه
 در .شد جدا کوت بافی سانتریفیـوژلایه از پس ).2200
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 مانده باقی رسوب و شده خارج کاملاً رویی محلول نهایت
 حل آلبومین حاوي PBS بافر رمیکرولیت 200 -100 در

 دو سپس .شد داده عبور میکرونی 35 فیلترهاي از و گردید
 مدت به( شد داده شستشو آلبومین حاوي PBS بافر با مرحله

 1 در رسوب و )شد سانتریفوژ rpm1500 دور با دقیقه 8
  .شد حل آلبومین حاويPBS لیتربافر میلی

 MACS روش به +CD34 هاي سلول جداسازي
 خلوص درجه ارزیابی و گرفت صورت مثبت زینشگ و

 نشان منوکلونال بادي آنتی از استفاده با CD34 هاي سلول
 .گرفت صورت EITC با شده دار

 انجام نئوبار لام از استفاده با سلولی شمارش سپس
 Dye روش از زنده هاي سلول درصد تعیین براي و شد

exclusion شد استفاده.  
 +CD34 هاي سلول زائی کلنی توانایی ارزیابی

 که H4435 Methocult محیط از ویال کی :شده جدا
 1000 تعداد .گردید ذوب شود می نگهداري فریز صورت به

 این شد، اضافه آن به تازه +CD34 هاي سلول از سلول
 در ها سلول .گرفت انجام دوپلیکیت صورت به مرحله

 ادهد قرار CO2 درصد 5 و گراد سانتی درجه 37 انکوباتور
 واحد هاي کلونی به انکوباسیون روز 14-16 مدت در و شد

 به ها کلونی روز 14-16 از پس .کردند پیدا تمایز و تکثیر
 100 پلیت یک کمک به و میکروسکوپ استرئو وسیله
  .شدند شمارش شده بندي تقسیم متري میلی
  :استخوان مغز اي هسته تک هاي سلول سازي جدا

 استخوان مغز آسپیراسیون ونهنم لیتر میلی 10 مقدار  
 متخصص وسیله به ،)رضایت کسب با( سالم کننده اهدا یک

 بیمارستان استخوان مغز پیوند و خون مرکز در مربوطه
 حاوي هاي لوله به نمونه انتقال از بعد و شد گرفته شریعتی

 حرارت درجه در استریل شرایط تحت هپارین، انعقاد ضد
 انتقال تحقیقات مرکز ایشگاهآزم به گراد سانتی درجه 8-2

 تک هاي سلول خلاصه، طور به .شد منتقل ایران خون
 از دسته این جزء نیز مزانشیمی هاي سلول که اي هسته
 Amersham bio) فایکول از استفاده با هستند، ها سلول

sciences, Sweden) جداسازي غلظت گرادیانت روش و 

-DMEM )آمریکا-سیگما(اختصاصی کشت محیط در و

Low Glucose درصد 10 با FBS)آمریکا – اینویتروژن(، 
 -سیناژن( استرپتومایسین درصد 1 و سیلین پنی درصد 1

 CO2 درصد 5 و گراد سانتی درجه 37 دماي در )ایران
 غیر هاي سلول اولیه، کشت از پس روز دو .شدند انکوبه

 اما شدند حذف کشت محیط تعویض بوسیله چسبنده
 نهایت در .چسبیدند فلاسک کف به یمزانشیم هاي سلول
 Mesenchymal) مزانشیمال بنیادي هاي سلول

stemeells-MSCS) مطالعه جهت چهارم پاساژ از حاصل 
 بنیادي هاي سلول تایید منظور به .شدند فراهم نظر مورد

 در ها سلول رشد از پس قبل، مراحل در شده جدا مزانشیمال
 شکل( ژیکیمورفولو خصوصیات اختصاصی، کشت محیط

 و معکوس میکروسکوپ از استفاده با ها سلول )ظاهري
 هاي سلول اختصاصی سطحی مارکرهاي حضور چنین هم

 قرار بررسی مورد فلوسایتومتري وسیله هب مزانشیمال بنیادي
 انجام آنها بودن زنده میزان تعیین و ها سلول شمارش .گرفت

  .شد
 با و سایتومتريفلو تکنیک از مزانشیمی هاي سلول تایید براي

 نشان CD166 و CD105 ضد هاي بادي آنتی از استفاده
 نشان CD44 و CD90 ضد يها بادي آنتی و PE با شده دار
  .شد استفاده )دانمارك-داکو( EITC با شده دار

 در مزانشیمی هاي سلول تمایز و کشت
 هاي سلول تمایز و کشت :دهنده تمایز عوامل حضور

 پروتکل مطابق دهنده تمایز عوامل حضور در مزانشیمی
 .شد انجام Chemicon کیت

 خونساز بنیادي هاي سلول زمان هم کشت
 هاMSC تمایز بر هاHSC تأثیر بررسی جهت :مزانشیمی و
 از پیش تا که این به توجه با استئوبلاست، هاي سلول سمت به

 انسانی بنیادي هاي سلول روي بر زمینه این در کاري این
 پس کـار مراحل و جزئیات تمام بود، هنگرفت صورت مذکور

 .گردیـد طراحی زیر پروتکـل و حاصل متوالی تکرارهـاي از
 گروه -1 :بود کنترل و تست گروه دو شامل آزمایش ایـن

 دوز 3 تاثیر تحت هاHSC با که هاییMSC شامل تست
 تحت که ها HSC از گروه یک چنین هم و EPOمتفاوت
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 بودند گرفته قرار ریتروئیديا تمایزي هاي سایتوکاین تاثیر
 نظر از مزانشیمال هاي سلول سپس و شده داده کشتی هم

 گروه -2 .گرفتند قرار بررسی مورد استئوبلاستی تمایز
 بدون هاHSC با کشتی هم در که هاییMSC شامل کنترل

 .شد استفاده گرفتند، قرار سایتوکاینی گونه هر از استفاده
 یک از گروه 2 هر در MSC هاي سلول که است ذکر قابل
 تمام و اند شده برداشت سلولی پاساژ یک از و کننده اهدا

  .است شده تکرار بار 3 کار مراحل
 منظور به :مزانشیمی استرومال لایه تشکیل

 مزانشیمال هاي سلول ابتدا زمان، هم کشت شرایط نمودن مهیا
 DMEM low محیط با اي خانه 6 کشت محیط در

glucose درجه 37 دماي با انکوباتور در لیتپ .شد ریخته 
 روز 3 هر و شد داده قرار CO2 درصد 5 فشار و گراد سانتی

 80 پوشانی هم به تا شد تعویض ها چاهک محیط بار یک
 و شد تخلیه دقت به ها چاهک محیط سپس .رسید درصد
 .شد داده شستشو PBS توسط

 +CD34 بنیادي هاي سلول نمودن اضافه
 سلول 1×105 تعداد چاهک هر هب :زمان هم کشت جهت

CD34+,CD38- محیط حاوي Stem Span(Stem cell 

technologies) در شده استفاده هاي چاهک که شد اضافه 
 زیر قرار به )Triplicate(تائی سه صورت به مطالعه این

 هاي سلول با مزانشیمال هاي سلول زمان هم کشت-1 :بودند
CD34+,CD38- اریتروئیدي یزيتما محیط از استفاده با 

(EPO, SCF, IL3). 2-هاي سلول زمان هم کشت 
 از استفاده با -CD34+,CD38 هاي سلول با مزانشیمال

 500 چاهک این به :EPO لیتر میلی در واحد 5 حاوي محیط
 اریتروپویتین لیتر میلی در واحد 5 حاوي محیط میکرولیتر

 با مزانشیمال هاي سلول زمان هم کشت-3 .شد اضافه
 10 حاوي محیط از استفاده با -CD34+,CD38 هاي لسلو

 میکرولیتر 500 چاهک این به :EPO لیتر میلی در واحد
-4 .شد اضافه اریتروپویتین لیتر میلی واحد 10 حاوي محیط
 هاي سلول با مزانشیمال هاي سلول زمان هم کشت

CD34+,CD38- حاوي محیط از استفاده با ml/EPO 20 

u: در واحد 20 حاوي محیط یکرولیترم 500 چاهک این به 
 زمان هم کشت-5 .شد اضافه اریتروپویتین لیتر میلی

 بدون -CD34+,CD38 هاي سلول با مزانشیمال هاي سلول
 پایش منظور به ):منفی کنترل(سایتوکاین گونه هر از استفاده
 .شد اضافه Stem span محیط فقط چاهک این به تست،
 CO2 درصد 5 فشار و گراد سانتی درجه 37 دماي در ها پلیت

 با کشت هاي محیط بار یک روز دو هر .گردیدند انکوبه
 چاهک، هر به مربوط هاي سایتوکاین حاوي تازه محیط

 درجه 37 دمـاي در هفته 2 مدت به ها سلول .گردید تعویض
 .شدند انکوبـه CO2 درصد 5 فشـار و گراد سانتی

 از عدد 30000 چهاردهم، روز در و پایان در
 و اریتروئیدي تمایزي محیط حاوي چاهک هاي سلول

 اریتروپوئتین با شده تحریک هاي سلول حاوي هاي چاهک
 با Gly.A, CD71, CD34و CD38 مارکرهاي نظر از

 .شدند بررسی فلوسایتومتري از استفاده

 و کشت مدت اتمام از پس :RT-PCR واکنش
 ،کنترل و تست گروه دو HSC هاي سلول نمودن خارج

 واکنش .شدند جدا RNA استخراج براي MSC هاي لسلو
RT-PCR از استفاده با مطالعه ایـن در AccuPower 

PreMixSerieskit (Bioneer) آن پروتکل طبق و 
  .گرفت صورت

 کنترل عنوان به GAPDH ژن از :PCR واکنش
 .شد استفاده واستئوپونتین استئوکلسین ژن PCR واکنش در

 آن پروتکل طبق و Takara کیت از استفاده با واکنش این
 دو در PCR واکنش مخلوط ابتدا در .پذیرفت صورت
 .شد تهیه OCN و OPN هاي ژن بیان بررسی جهت قسمت

 مخلوط که صورتی همان به نیز مثبت و منفی کنترل براي
 .گشت تهیه ،شد داده شرح مذکور هاي نمونه براي واکنش

 پرایمرهاي طتوس شناسایی مورد قطعه طول مطالعه این در
 طول و bp500 استفاده، مورد استئوپونتین برگشت و رفت
 برگشت و رفت پرایمرهاي توسط شناسایی مورد قطعه

  ).1 جدول(بود bp400 استفاده، مورد استئوکلسین

  
  



 همکاران وبررسی تاثیر سلول هاي بنیادي بند ناف تحریک شده با                                                                              محمد مصلح آبادي فراهانی 

 93                                                                                                          1393 مهر ،7 هشمار ، هفدهمسال  اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

  واستئوکلسین استئوپونتین )GAPDH( هاي پرایمرژن .1 جدول
 سکانس ذوب دماي برگشت و رفت

OPNF 5 68  رفت'-TGA GAG CAA TGA GCA TTC CGA TG-3' 
OPNF 5  68  برگشت'-CAG GGAGTT TCC ATG AAG CCA C-3' 

OCNF 5  54  رفت´-AGC GAG GTA GTG AAG AGA-3´ 
OCNF 5  54  برگشت´- AGG GGA AGA GGA AAG AAG-3´ 

GAPDH 5  59  رفت´-CCACTCCTCCACCTTTGACGCT -3  ́
GAPDH 5  59  برگشت′-TTACTCCTTGGAGGCCATGTGGG-3  ́

  
 آلکالین و رد آلیزارین آمیزي رنگ

 طبق و سیگما کیت از استفاده با ها آمیزي رنگ این :فسفاتاز
 آمیزي رنگ هاي سلول .پذیرفت صورت مربوطه پروتکل

 .گرفتند قرار ارزیابی مورد نوري میکروسکوپ با شده

  
  ها افتهی

 و ماندن زنده درصد خلوص، درصد
 از استفاده اب :شده جدا +CD34 هاي سلول تعداد

 .شـد جدا ناف بنـد خون اي هستـه تک هاي سلول فایکول
 سلول 3/98±2/5×106 حدود هـا سلول این تعـداد میانگین

 89±2 آنها ماندن زنده درصد میانگین و اي هسته تک
 هاي سلول خلوص درصد میانگین .بود)2 جدول(درصد

CD34+,CD38- روش از استفاده با شده جدا 
 زنده درصد میانگین نیز و درصد 27/84±6/5 فلوسایتومتري

 بود درصد 93±6/3 حدود شده جدا هاي سلول ماندن
  ).3 جدول(
  

  اي هسته تک هاي سلول سازي جدا از حاصل نتایج .2 جدول

  نمونه حجم
 )لیتر میلی(

MNC ماندن زنده درصد 

105 98×106 87 
90 101×106 92 
101 96×106 89 

 2 ± 89 106×5/2 ±3/98 نیانگیم

  
 MACS روش با شده جدا+CD38_CD34  هاي سلول ماندن زنده درصد و ایمنوفنوتیپی خصوصیات .3 جدول
  نمونه حجم

 )لیتر میلی(
CD34+  درجه 

 زنده درصد  )CD34)(  %CD38)%خلوص
  ماندن

110 18×105 1/78 79/24 97 
84 11×105 4/85 31/29 92 
98 14×105 3/89 02/19 90 

 93±6/3 37/24±1/5 27/84±6/5 105×5/3±105×3/14 نیانگیم

  
-CFU) زائی کلنی توان میزان بررسی

assay) هاي سلول CD34+ زائی کلنی توان :تازه 
 با  ناف بند خون از شده جدا تازه+CD34  هاي سلول

 کشت روز 14 از پس .شد بررسی متاکالت محیط از استفاده
 کشت محیط در متفاوت هاي اندازه با شده تشکیل هاي کلنی

 کشت از شده تشکیل هاي کلنی تعداد .شد شمارش
 90±24 ناف بند خون از شده جدا تازه +CD34 هاي سلول

 .)1 شکل(بود
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.  
  )40× بزرگنمائی( متاکالت محیط در CFU-assay میکروسکوپی تصاویر .1 شکل

  
 طول روز14 تا 10حدود در ها سلول اولیه کشت

 80از بیش مزانشیمی يها سلول ،14 روز در نهایت در .کشید
   .پوشاندند را فلاسک کف درصد

ــپس ــلول س ــاي س ــشیمی ه ــده مزان ــز از جداش  مغ
 روش مطـابق  فلوسـایتومتري،  تکنیـک  از اسـتفاده  با استخوان

 آنـالیز  نتـایج  4 جـدول  .شـدند  تأییـد  قبل بخش در شده ذکر
   .دهد می نشان را فلوسایتومتري

  
 استخوان مغز مزانشیمی بنیادي هاي لسلو ایمنوفنوتیپی خصوصیات.4جدول

+CD90+   CD166+  CD105+   CD44 +  CD45 ایمنوفنوتیپی خصوصیات
  CD34+

  

 4/3±2 6/4±/3 6/98±3/7 90±1/9 2/94±5/6 4/91±1/8 درصد

 
 روز در هماتوپوئتیـک  هـاي  سـلول  Viability و تعـداد  ارزیاي

  .است آمده 5 جدول در کشت چهاردهم
  

 روز از پـس  آنهـا  ماندن زنده درصد و ها سلول تعداد .5 جدول
 کشتی هم چهاردهم

 زنده درصد  ها سلول تعداد  چاهک
  ها سلول ماندن

 5 غلظت با EPO حاوي چاهک
u/ml  

24×104±11×103 3.0±97 

 10 غلظت با EPO حاوي چاهک
u/ml 

75×104±22×103 2.5±96  
 20 غلظت با EPO حاوي چاهک

u/ml 
68×104±34×103 97±2.3  

 تمایز سایتوکاین حاويچاهک
 3.6±91 105×13±106×3  اریتروئیدي

  
 در سطحی مارکرهاي بیان بررسی

 کشت روز14 از پس :هماتوپوئتیک هاي سلول
 هاي سلول با کشتی هم شرایط در +CD34 هاي سلول

 حاوي محیط نیز و EPO مختلف هاي غلظت و مزانشیمال
 مارکرهاي انبی میانگین اریتروئید تمایز هاي سایتوکاین

  .)6 جدول( :باشد می زیر صورت به سطحی
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  تست هاي چاهکدر CD38 و GlycophorinA ، CD71 ، CD34 مارکرهاي بیان درصد .6 جدول
 CD34  % CD38 % CD71 GlycophorinA %  کشت طیشرا

 2/87±7 8/95±4/6 * * يدیتروئیار زیتما نیتوکایسا يحاوچاهک

 5 تغلظ با EPO يحاو چاهک
u/ml 

4/4±1/49 7±7/24 * * 

 10 غلظت با EPO يحاو چاهک
u/ml 

2/6±4/62 8/6±4/20 * * 

 20 غلظت با EPO يحاو چاهک
u/ml 

8/5±1/67 6/5±9/22 *  * 

  
 هاي سلول تمایز توانایی ارزیابی

 و تست گروه دو در استئوبلاست به مزانشیمی
 آلیزارین و فسفاتاز آلکالین آمیزي رنگ(کنترل

 چهاردهم روز در کنترل، و تست هاي چاهک روي ):رد
 و فسفاتاز آلکالین هاي آمیزي رنگ زمان، هم کشت از پس

 مطالعه این در ما هدف که آنجا از .گرفت انجام رد آلیزارین
 هم تاثیر تحت مزانشیمال هاي سلول استئوبلاستیک تمایز

 اتمام از پس بلافاصله بود، ها HSC با ها سلول نیا کشتی
 آلیزارین و فسفاتاز آلکالین هاي آمیزي رنگ چهاردهم روز

 تمایزي محیط از استفاده بدون( شد انجام ها چاهک روي رد
 تغییرات ها، سلول میکروسکوپی مطالعه ).استئوبلاستی

 نمایان را هـا سلول فشرده رشد صورت به مورفولوژیکی
 یافته تمایـز مزانشیمی هاي سلول در ).3 و 2 شکل( ساخت

 این تمایز گـر بیان که یافته افزایش آنـزیم این فعالیت زانمیـ
  .باشد می استئوبلاستیک رده هاي سلول به ها سلول

 و استئوپونتیـن هاي ژن PCR از حاصـل نتایج
 و کنتـرل گـروه دو در مزانشیمی هـاي سلول در استئوکلسین

 در اسنئوکلسین استئوپونتیـنو هاي ژن دهـد می نشان تست
 بیان خوبی به شده داده کشت مزانشیمی ايه سلول

  .)5 و 4 شکل(شوند می
  

 

      
                   A                                         B                                        C                                    D 

 به مربوط رد آلیزارین آمیزي رنگ B) ،)منفی( چهاردهم روز در u/ml rh EPO 5 کچاه به مربوط رد آلیزارین آمیزي رنگ A) .2 شکل
 چهاردهم روز در u/ml rh EPO 20  چاهک به مربوط رد آلیزارین آمیزي رنگ C) ، )مثبت( چهاردهم روز در u/ml rh EPO 10 چاهک

  ).x40 نمائی بزرگ(،)منفی( چهاردهم روز در اریتروئیدي تمایز کاین سایتو حاوي چاهک به مربوط رد آلیزارین آمیزي رنگ D) و )مثبت(
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                    A                                                                         B 

               
                             C                                                                                        D 

 u/ml rh EPO 5 چاهک به مربوط گروه در ها HSC با شده داده کشت مزانشیمی هاي سلول در فسفاتاز آلکالین آمیزي رنگ .3 شکل
 u/ml rh 10 حـاوي  چاهـک  به مربوط گروه در و )B)(منفی( اریتروئیدي تمایز کاین سایتو چاهکحاوي به مربوط گروه در و )A( )منفی(

EPO )C( 20چاهکحاوي به مربوط گروه در و u/ml rh EPO )نمائی بزرگ( )بود مثبت x40.( 

  

  
    6       5     4        3         2       1  

 DNA Size Marker) مولکولی وزن نشانگرشاخص .4 شکل
100bp) ژن بیان )2( .است GAPDH هاي سلول در 
 محیط حاوي کشتی هم شرایط درOPN ژن بیان)3(یمزانشیم

 حاوي کشتی هم شرایط درOPN بیان )4( اریتروئید تمایز
EPO 10 u/ml)5( بیان OPNحاوي کشتی هم شرایط در 

EPO 5 u/ml )6( بیان OPNحاوي کشتی هم شرایط در EPO 
20 u/ml  

  

  
         5      4      3        2      1  
 در GAPDH و(OCN) استئوکلسین هاي ژن بیان .5 شکل
 هاي سلول با شده داده کشت مزانشیمی هاي سلول

 DNA Size)مولکولی وزن نشانگرشاخص )1.(هماتوپوئتیک
Marker 100bp) 3( فسفات گلیسرآلدئید ژن بیان )2( .است( 

 EPO 20 حاوي کشتی هم شرایط در استئوکلسین ژن بیان
u/ml)4( بیان OCN حاوي کشتی هم شرایط در در EPO 10 
u/ml )5(  بیان OCNتمایز محیط حاوي کشتی هم شرایط در 

  .اریتروئید
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  بحث
 از متعددي محققین توسط پذیرفته صورت مطالعات در

 هاي سلول میان تنگاتنگی ارتباط همکاران و تاکمن جمله
 که گردید مشاهـده استئوبلاست هاي سلول و خونساز بنیادي

 حمایتی هـاي فعالیت نبیا هـاHSC آن، مـوجب به
 نمایند می القـا استئوبلاست هـاي سلول طریق از را خونسـازي

 دو این میان متقابل ارتباط که شود می مطرح فرضیه این لذا
 امري سلولی، جمعیت دو هر نمو و توسعه جهت سلول،

 گردید، بیان تر پیش که طور همان .)9(باشد می ضروري
 خون و ها HSC از حمایت در ها استئوبلاست نقش امروزه
 استئوبلاستیک Niche نقش .است شده ثابت خوبی به سازي

 و بوده حیاتی بسیار ها HSC خاموشی القاي و هماتوپوئز در
 تنی درون و تنی برون شرایط در شده انجام مطالعات در

 تخلیه به منجر ها استئوبلاست حذف که است شده ثابت
 در تاییدي که شود می ها HSC جمله از ساز خون هاي سلول

 با .)8(است ساز خون هاي سلول از ها استئوبلاست حمایت
 Niche توسعه در ها استئوبلاست حمایتی نقش به توجه
 روي بر ها HSC متقابل تاثیر بنیادي، هاي سلول

 رسد می نظر به و است گرفته قرار توجه مورد ها استئوبلاست
 EPO اثر ها ستاستئوبلا توسعه در موثر فاکتورهاي از یکی

 است واضح که طور همان و باشد می خونساز هاي سلول بر
 قرمز هاي گلبول رفتن دست از به پاسخ در EPO سطح

 که است شده داده نشان اخیرا .)8 ،7(یابد می افزایش
 یک با که حیواناتی از شده جدا خونساز بنیادي هاي سلول

 ستیاستئوبلا تمایز باعث اند شده مواجه حاد خونریزي
 نشان امر این.شوند می استخوان مغز استرومایی هاي سلول

 استخوان تشکیل در خونساز بنیادي هاي سلول که دهد می
 و BMP2 تولید فعالیت این ملکولی پایه که کنند می شرکت

BMP6 توسط HSC دادند نشان وهمکاران کیم .)8(هاست 
 باعث راپامایسین توسط mTOR رسانی پیام از ممانعت که

 و EPO به وابسته استئوبلاستیک هاي فنوتیپ شدن بلوکه
 مغز استرومائی هاي سلول در ترتیب به EPO از مستقل

 این .شود می ST2 هاي سلول و )hBMSCs(انسان استخوان
 mTOR طریق از رسانی پیام که دهند می نشان قویا ها یافته
 بازي EPO به وابسته استخوانی هموستاز در را مهمی نقش

 گرفتند، قرار خونریزي هدف که حیواناتی .)10(ندک می
 تعداد استخوان، شدن معدنی میزان در معنی با افزایشی

 ساز استخوان رشد پپتید سرمی سطوح و ها استئوبلاست
 بدون تنها، خونریزي که دهد می پیشنهاد ها یافته این .داشتند

 استئوژنیک پاسخ القاي باعث است ممکن اسکلتی، تروماي
 مطالعات .)12 ،11 ،8(باشد می فیزیولوژیک فرایندي هک شود

 را ها استئوبلاست و HSCs بین متقابل ارتباط یک گذشته
 افزایش باعث HSCs آن موجب به که دهد می پیشنهاد

 ها استئوبلاست توسط سازي خون حمایتی هاي فعالیت القاي
 ارتباط که شد مطرح فرضیه این بنابراین، .)13-15(گردند می

 دو هر توسعه براي ها استئوبلاست و HSCs بین رفهدوط
 این در شده ارائه اطلاعات .است ضروري ستوتی جمعیت

 ناف بند خون از شده جدا HSCs که کنند می پیشنهاد طرح
 مغز مزانشیمال هاي سلول استئوبلاستیک تمایز به قادر

 .هستند EPO حضور در کشت خاص شرایط تحت استخوان
 در واحد 20 و 10 هاي غلظت با دهش تیمار هاي سلول
 هاي سلول استئوبلایتیک تمایز باعث اریتروپوئتین لیتر میلی

 غلظت با شده تیمار هاي سلول که حالی در شدند مزانشیمال
 محیط حاوي هاي سلول و اریتروپوئتین لیتر میلی در واحد 5

 موجب را استئوبلاستیکی تمایز گونه هیچ اریتروئیدي تمایزي
 ترشح که گفت توان می گذشته مطالب به توجه با .نشدند

BMP 2 و BMP 6 توسط HSCs تمایز این مسئول 
 هاي سلول که دهند می نشان ها یافته این نینچ هم .باشد می

 فعال غیر صورت به خود  Niche در ساز خون بنیادي
 هاي سلول سایر با دینامیک تعادل یک در و باشند نمی

 موضوعات به توجه با .دارند ارقر استخوان مغز استرومال
 هاي سلول زمان هم کشت از پس بالا، در شده اشاره

HSCبا شده تحریک EPO هاي سلول با MSC انتظار 
 تمایز سبب ،EPO با شده تحریک يهاHSC که داشتیم

 این اثبات براي .شوند مزانشیمال هاي سلول استئوبلاستیک
 آلکالین هاي آمیزي رنگ از کشتی هم اتمام از پس فرضیه،
 مهم ژن دو بیان بررسی چنین هم و رد آلیزارین و فسفاتاز

 استفاده استئوپونتین و استئوکلسین استئوبلاستیک، تمایز
 سلولی آمیزي رنگ روش دو هر براي حاصله نتایج .نمودیم

 هاي سلول در که حالی در .بود مثبت ها ژن بیان بررسی و



 همکاران وبررسی تاثیر سلول هاي بنیادي بند ناف تحریک شده با                                                                              محمد مصلح آبادي فراهانی 

 98                                                                                                          1393 مهر ،7 هشمار ، هفدهمسال  اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی مجله

 این بیان و بود یمنف سلولی هاي آمیزي رنگ کنترل، گروه
 که نمایند می تأیید همگی نتایج این .نگردید مشاهده ها ژن

 تنی درون شرایط در EPO با شده تحریک HSC هاي سلول
 استئوبلاست به مزانشیمی بنیادي هاي سلول تمایز باعث

 که گردید اثبات حاصله نتایج به استناد با .شوند می
 خون از جداشده -CD34+CD38 انسانی HSC هاي سلول

 دست به انسانی MSC هاي سلول تمایز سبب قادرند ناف بند
 به و شوند استئوبلاست هاي سلول به استخوان مغز از آمده

 سبب و نموده تنظیم را خود Niche بتوانند دیگر عبارت
 .گردند استئوبلاستیک Niche گسترش

  
  گیري نتیجه

 طرفه دو ارتباط مجدد اثبات بر علاوه مطالعه این در
 انسانی HSC هاي سلول و MSC هاي سلول

CD34+CD38-، نیز اریتروپویتین گرفت نتیجه توان می 
  .باشد می استوژنز در موثر فاکتورهاي از یکی

 
  قدردانی و تشکر

 سازمان تحقیقات مرکز از است لازم پایان در
 به قدردانی و تشکر مالی منابع تامین دلیل به ایران خون انتقال
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