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 چكيده
 ساز، چربي ساز، هاي استخوان که قادر به تمايز به دودمان هستند سازهاي چندظرفيتي نادري هاي بنيادي مزانشيمي شامل پيش سلول:زمينه

مورد توجه در چرخه مهندسي  يي به ابزارهاي بنيادي مزانشيم رسد که سلول نظر مي به ،ها دليل اين توانايي هب. باشند ساز مي غضروف

هاي بنيادي مزانشيمي  عنوان يک منبع در دسترس سلول هدف از اين مطالعه استفاده از بند ناف به .اند بافت و سلول درماني تبديل شده

 . بوده است

سالم مورد مطالعه قرار گرفت. نمونه از بافت بند ناف مربوط به نوزادان فول ترم و 11در اين مطالعه تعداد  :ها روش و مواد

رده استخوان، چربي و غضروفي را نشان دادند. پروفايل  1هاي جدا شده ظاهر فيبروبلاستي داشتند و پتانسيل تمايز به  سلول :ها يافته

 مارکرهاي سطحي اثبات کننده مزانشيمي بودن آنها بود. 

کشت و تمايز به سه رده  ،مزانشيمي مشتق از ديواره وريد نافي قابل جدا کردنهاي بنيادي،  سلولکنوني هاي  بر اساس يافته:گيري نتيجه

 باشند.  استخوان غضروف و چربي مي

 هاي بنيادي مزانشيمي، بند ناف انسان، وريد نافي، تمايز  سلول :کليدي واژگان

ISMJ 2015; 17(6): 1135-1142 
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 مقدمه
ها  دلیل رشد کاربرد آن ههای بنیادی مزانشیمی ب سلول

ها در تعدیل  ن توانایی آندر مهندسی بافت و همچنی

طور روز افزونی مورد توجه  های ایمنی به پاسخ

 .(1-5) باشد محققین می

طور معمول از  های بنیادی مزانشیمی در انسان به سلول

 1های مغز استخوان مشتق شده از ستیغ ایلیاک نمونه

 3و ران 2های درشت نی استخوان لگن و یا از استخوان

 (.6)گردند  جدا می

عنوان منبع  ال بزرگ وارده به مغز استخوان بهاشک

های بنیادی مزانشیمی تهاجمی بودن آن در حین  سلول

میزان بالای آلودگی ویروسی و همچنین  ،گیری نمونه

تمایز  کاهش قابل ملاحظه در تعداد و ظرفیت تکثیر و

 (.8و  7، 5) باشد با پیشرفت سن می

مناسب که  برای یافتن منبع جایگزین بررسیبنابراین 

هایی با قدرت تمایز و تکثیر بیشتر و  حاوی سلول

خطر آلودگی ویروسی کمتری باشد از اهمیت 

 (.7و  5) باشد برخوردار می چشمگیری

های  سلول دارایجفت و بند ناف از منابعی است که 

در مقایسه با مغز  (.9و  7) باشند بنیادی مزانشیمی می

و  استترس استخوان این منابع به راحتی در دس

تر  ها راحت جداسازی سلول بنیادی مزانشیمی از آن

باشد. مزیت دیگر استفاده از این منابع این است که  می

تر  های بنیادی مزانشیمی در این منابع فراوان میزان سلول

 (.11و  11) ها در مغز استخوان است از میزان آن

عروق بند ناف از دو شریان و یک ورید تشکیل شده 

بند استرومائی یکنواخت  ه توسط یک بافت هماست ک

 5موکوپلی ساکاریدها و 4ها سرشار از پروتئوگلیکان

                                                 
1
 Iliac crest 

2
 Tibia 

3
 Femur 

4
 Proteoglicans 

عروق بند ناف و مزانشیم احاطه  (.12) اند احاطه شده

بند ماتریکس یا ژله وارتون  کننده آن که شامل بافت هم

گیرد، این  باشد از مزودرم خارج رویانی منشأ می می

از  6های زاینده بدوی ها و همچنین سلول بافت

 (.13) یابند بلاست پروگزیمال تمایز می اپی

های  بر جدا سازی سلول علاوه بررسی پیش رو فهد

 یعنوان منبع بنیادی مزانشیمی از دیواره ورید نافی به

های به دست آمده از لحاظ  سلولارزیابی در دسترس، 

های تکثیری و توان تمایز به استخوان و  شاخصه

 .ه استبودغضروف 

 

 هاروش و مواد
 

 ها آوري نمونه جمع-

 های بند ناف را که مربوط به زایمان 35تعداد 

full term  و نوزادان نرمال و مادران فاقد بیماری

و  شداز بیمارستان تهیه با اطلاع والدین  بودند، خاص

سیلین،  حاوی پنی PBSو در  asepticتحت شرایط 

یزون به آزمایشگاه استرپتومایسین، جنتامایسین و فونج

 (. 18)شدند ساعت فرایندآوری  6-12منتقل و طی 

های  گاناراینکه جفت و بند ناف از جمله  با توجه به

گردند و در  باشد و پس از زایمان دفع می زائد می

ته یدر کم یو پس از بررسضمن با اطلاع والدین 

از نظر د، یگرد ها استفاده از آناخلاق دانشگاه 

 باشد. فی با مشکلی مواجه نمیملاحظات اخلا
 

هاي بنيادي مزانشيمي  جداسازي و کشت سلول -

 از ديواره وريد نافي

های بنیادی مزانشیمی از ورید  جهت جداسازی سلول

نافی در آزمایشگاه ورید نافی کانالیزه شده و توسط 

                                                                   
5
 Mucopolysaccharide 

6
 primordial germ cells 
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PBS  دو  ،هپارین تریل یلیواحد در م 111محتوی

 درصد 1/1کلاژناز  . سپس ورید را باشدمرتبه شسته 

بیوتیک  تکمیل شده با آنتی 199Mدر محیط کشت 

درجه  37دقیقه در دمای  21مدت  پر کرده و به

در مرحله بعد  داده شدگراد در انکوباتور قرار  سانتی

شستشو  PBSرا با  پس از ماساژ ملایم ورید آن

های آندوتلیال و ساب  دهیم. سوسپانسیون سلول می

دقیقه در  11مدت   و به آندوتلیال جمع شده

ه بعد لدهیم. در مرح قرار می g611سانتریفیوژ 

واحد در  111تکمیل شده با  DMEMنمونه را در 

تر یل یلیکروگرم در میم 111سیلین،  پنی تریل یلیم

قرار داده و سپس  FBS درصد 15استرپتومایسین و 

های  در فلاسک MNC/cm2 116×1ها با تراکم سلول

عنوان  به کشت داده شدند و DMEDمحتوی  75

o سپس در دمای وپاساژ صفر محاسبه 
c37 5 و 

انکوبه گردید. بعد از سه روز با عوض  co2 درصد

برداشته های غیر چسبنده  کردن محیط کشت سلول

های چسبیده در محیط کشت نگهداری  . سلولشدند

شده و هر سه روز یک بار با محیط کشت تازه تغذیه 

های  تا اینکه حدود دو هفته بعد کلونی شدند

. پس از آنکه شدندهای فیبروبلاستوئید ظاهر  سلول

ها را  سلول کردندپوشانی  درصد هم 71-81ها  سلول

ها  از کف فلاسک Trypsin/EDTA با استفاده از

های جدید  جدا شده و پس از شمارش به فلاسک

 (.14) دمنتقل شدن
 

 ي جدا شدهها مي سلولبررسي ماهيت بنيادي مزانشي -

راج خهای است جهت اثبات بنیادی مزانشیمی بودن سلول

ها از روش  شده بر اساس مارکرهای سطحی آن

های پاساژ  منظور سلول بدین فلوسایتومتری استفاده شد.

سوم یا چهارم با استفاده از تکنیک فلوسایتومتری مورد 

 بررسی قرار گرفت.
 

 مزانشيمي نياديهاي ب بررسي توان تكثيري سلول-

ها  : جهت ارزیابی کلونیزايي نيوارزيابي پتانسيل کل

در پلیت  5/1×115ها را با تراکم  در پاساژ سوم سلول

روز  3تعویض محیط هر  .کشت داده شد متریسانت 11

روز صورت گرفت. سپس برای بررسی  14یکبار تا 

آمیزی شدند  ها با کریستال ویولت رنگ ها، کشت نیوکل

ها مورد  و اندازه کلنی ها از نظر تعداد کلونی و نمونه

 ارزیابی قرار گرفتند.
 

و  1(PDN) محاسبه تعداد دو برابر شدگي جمعيتي

  :8(PDT)زمان دو برابر شدن جمعيت

های پاساژهای  تعداد دو برابر شدگی جمعیت برای سلول

ها با  ترتیب که سلول سوم و چهارم بررسی شد. بدین

( در هر چاهک پلیت شش N0) سلول 21×113تراکم 

چاهکی کشت شدند. هر سه روز یک بار محیط کشت 

ها  تعویض شد و طی روزهای سوم ششم و نهم سلول

و بر اساس فرمول  (N) جدا شده و شمارش شدند.

(N/N0)PDN=Log2  برابر شدن جمعیت سلولی  دو

محاسبه گردید. و با تقسیم زمان تقسیم بر دو برابر شدگی 

 دو برابر شدن جمعیتی محاسبه گردید.جمعیت زمان 
 

 هاي بنيادي مزانشيمي تمايزي سلول بررسي پتانسيل

سازی  جهت القاء استخوان تمايز به استخوان:

سلول در  31×113 های پاساژ سوم را با غلظت سلول

 3در  FBSدرصد  15حاوی  DMEMمحیط کشت 

که کف نشدند، پس از ای  خانه کشت داده 6پلیت 

خانه از  2درصد پیوستگی(، در  81) کردند پلیت را پر

                                                 
7
 Population Doubling Number 

8
 Populaition Doubling Time 
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 FBSدرصد  15حاوی  DMEMها، محیط  پلیت

های دیگر، محیط کشت القاء  عنوان کنترل و در خانه به

کرومولار یم 1.1سازی حاوی  کننده استخوان

 15/1سروفسفات، یمولار بتاگل یلیم 11دگزامتازون، 

ریخته و در  درصد FCS 11مولار آسکوربات و  یلیم

انکوبه  CO2درصد  5گراد و  درجه سانتی 37دمای 

بار تعویض  روز یک  2ها هر  شدند. محیط تمایز سلول

های  ها را با روش و در پایان هفته سوم، تمایز سلول

و تجمع کلسیم 9RT PCR  روش ها به سی بیان ژنربر

 ارزیابی گردید.

منظور تمایز به غضروف از  به تمايز به غضروف:

 1152استفاده شد. و  Micromass culture روش

ها  لیتری منتقل شد. سلول میلی 15  به یک لوله  سلول

دقیقه سانتریفوژ شدند.  5مدت  به RPM1211تحت 

و محیط کندروژنیک   شده  تخلیه  محیط رویی  سپس

  boneتریل یلینانو گرم در م 511حاوی 

morphogenetic protein-2 ،DMEM  با گلوکز بالا

 transformingتر یل یلینانوگرم در م 11با شده  یغن

growth factor-β3 ،11-7 ،51مولار دگزامتازون 

 41تر آسکوربات دو فسفاته، یل یلیکروگرم در میم

کروگرم در یم 111ن، یتر پرولیل یلیکروگرم در میم

تر یل یلیگرم در م یلیم 51رووات و یتر پیل یلیم

ITS+premix و پس از  شد  به پلیت اضافه 

دقیقه  5مدت  به RPM1211سوسپانسیون با دور 

درصد  5گراد و  درجه سانتی 37سانتریفوژ و در دمای 

CO2  بار   . محیط تمایز هر دو روز یکدیگردانکوبه

تعویض شد. برای ارزیابی تمایز به   هفته 3مدت   به

آمیزی اختصاصی تولوییدن بلو  غضروف از روش رنگ

 شد.ها استفاده  سی بیان ژنرو بر
 

                                                 
9
 Polymerase Chain Reaction  Reverse Transcriptio 

 ها يافته
 

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از وريد  کشت سلول -

  (4)شكل  نافي

های قابل مشاهده دارای  های اولیه بیشتر سلول در کشت

 11های آندوتلیال بودند، طی مدت  رفولوژی سلولوم

کردند و  های آندوتلیالی شروع به از بین رفتن  روز سلول

شدند.  ها می نهای شبه فیبروبلاستی جایگزین آ سلول

جمعیت یکسانی از نی وبا تشکیل کلپس از دو هفته 

 گردید. های مزانشیمی تشکیل  سلول

و ها کاملاً خالص شدند  پس از پاساژ سوم سلول

های تشکیل شده نسبت به پاساژهای اولیه  نیوکل

و با سرعت به تکثیر خود ادامه دادند و تا بزرگتر بوده 

رعت به تکثیر خود ادامه پاساژ بیستم بدون تغییر در س

ها دارای تراکم بالا  دادند. ولی زمانی که سلول

ها کاسته شده و شکل  گردند، سرعت رشد آن می

 کردند. ها شروع به تغییر می سلول
 

هاي جدا شده  بررسي ماهيت بنيادي مزانشيمي سلول-

 توسط فلوسايتومتري

های بنیادی مزانشیمی  سی فلوسایتومتری سلولردر بر

و مارکر  (34/45CD)کرهای دودمان هماتوپویتیک مار

را بیان نکردند و مارکرهای  (31CD) های انوتلیال سلول

-115CD-73CD-44CD)های بنیادی مزانشیمی  سلول

91CD-29CD )(2و شکل  1)جدول را بیان کردند. 

برای تعیین تمایز به  :و غضروف تمايز به استخوان

آمیزی  و از رنگ آمیزی آلیزارین رد استخوان از رنگ

تولوئیدین بلو برای بررسی تمایز به غضروف استفاده 

های رسوب کلسیم بیانگر  گردیده است. تشکیل کریستال

باشد. و تشکیل غضروف هیالین  تمایز به استخوان می

 باشد. نمایانگر تمایز به استخوان می
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 Dپاساژ اول روز سوم و  Cپاساژ اولیه در روزهای ششم و دهم.  A-Bمزانشیمی جدا شده از لایه آندوتلیال و ساب آندوتلیال دیواره ورید نافی.  های شبه بنیادی سلول (1شکل 

 پاساژ سوم در روز دهم
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 بحث
های شبه  دهد که سلول نشان می های بررسی کنونی یافته

بنیادی مزانشیمی در لایه ساب آندوتلیال ورید نافی 

برده شده در این تحقیق  کار هوجود داشته که با روش ب

 باشند. قابل جدا کردن، کشت و تکثیر می

های جدا شده از دیواره  پس از جداسازی و تکثیر سلول

طور عمده دو نوع سلول  های اولیه به د نافی، در کشتوری

های  مشاهده گردید یک گروه ویژگی مورفولوژیک سلول

های بنیادی  لآندوتلیال داشت و گروه دوم ویژگی سلو

های نوع اول طی کشت با این روش به  مزانشیمی. سلول

روند و قابلیت تکثیر پیدا  مرور پراکنده شده و از بین می

های شبه بنیادی  لد. در حالی که سلونخواهند کر

 مزانشیمی به تکثیر خود ادامه داده و تشکیل 

 دهند. نی میوکل
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 های بنیادی مزانشیمی ورید نافی را نشان می دهد. فلوسایتومتری ایمنوفنوتایپ سلول( 2شکل 
 

نتایج حاصل از مطالعات مورفولوژیک و 

ای شبه بنیادی مزانشیمی ه ایمونوفنوتیپیک سلول

مشتق از بند ناف انسانی بیان کننده شباهت نزدیک 

های مزانشیمی استخراج شده  ها با سلول این سلول

، 11، 5، 3) باشد از مغز استخوان و سایر منابع می

17-15.) 

هایی  و همکاران سلول (wicdenstein) نیکدنشتایو

ژی و رفولوواز دیواره نافی جدا کردند که از نظر م

دست  ههای ب های ایمنوفنوتیپیک مشابه سلول ویژگی

 (.14) باشد میبررسی آمده در این 

های  رفولوژی و ویژگیوهایی با م وجود سلول

دست آمده در این  ههای ب ایمنوفنوتیپیک مشابه سلول

مانکا و همکاران و ( Martin)ن یمارتتوسط بررسی 

(Manca ) یوو همکاران و (Wei )و همکاران و 

گزارش گردیده  و همکاران نیز( Santos)سانتوس 

  (.18-21) است

مارکرهای نشدن ستی و بیان لاشبه فیبروبنمای 

آندوتلیالی و هماتوپوئتیک و بیان مارکرهای 

ساز و مزانشیمی بودن این  ی پیش مزانشیمی ایده

های  کند. و تمایز به سلول ها را تقویت می سلول

 ا رایده  ساز این ساز وغضروف استخوان

 کند. تقویت می

هر چند روش کار در مطالعات گذشته با روش کار 

در مطالعه حاضر متفاوت بوده و بعضی از مارکرهای 

بیوشیمیایی استفاده شده در تحقیقات مختلف تا 

های  حدودی با هم متفاوت هستند ولی احتمالأ سلول

 اند. دست آمده در تمام این تحقیقات یکی بوده به

 یها انگر کاربرد مناسب سلولیب ین بررسیا یها افتهی

بافت و  یدر مهندس ید نافیواره وریجدا شده از د

 باشند. یم میترم
 

 

 قدردانيسپاس و 
این طرح با همکاری و هزینه پژوهشگاه رویان 

 انجام گردیده است. 
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Abstract 
Background: Mesenchymal stem cells (MSCs) comprise a rare population of multipotent progenitors 

capable of supporting hematopoiesis and differentiating into three (osteogenic, adipogenic, and 

chondrogenic) or more (myogenic, cardiomyogenic, etc.) lineages. Due to this ability, MSCs appear to be 

an attractive tool in the context of tissue engineering and cell-based therapy. Currently, bone marrow 

represents the main source of MSCs for both experimental and clinical studies. The purpose of this study 

was isolation and quantitative comparison of mesenchymal stem cells derived from umbilical vein.  

Materials and Methods: In this study, 35 samples of umbilical cord of healthy full- term newborn were studied.  

Results: The cells had fibroblastoid like appearance and had revealed the potential to differentiate into 

three linage of bone, Adipose and cartilage. Surface markers for mesenchymal nature were their 

demonstratives. 

Conclusion: Based on our findings the mesenchymal stem cells, from umbilical vein wall can be isolated, 

cultured and differentiated into three categories of bone, cartilage and adipose. 
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