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  دهيچک
امـا تعـداد کـم ايـن     . اسـت  وجـود آورده  ه بهاي مختلف اي را براي درمان بيماري   هاي تازه  هاي بنيادي مزانشيمي اميد    امروزه سلول : زمينه و هدف  

ها را براي پيوند تحـت تـاثير قـرار     رسد تکثير در محيط خارج بدن کيفيت اين سلول به نظر مي. است ها را اجتناب ناپذير کرده  تکثير آن،ها سلول
. شود  استفاده ميRBCكننده  حذف اوليه و ي  حجم نمونهي عنوان کاهش دهنده ه فايکل ب شيب چگاليهاي جدا سازي از در تمامي روش. دهد مي

  . فايکل مورد ارزيابي قرار گرفتبازده شيب چگاليدر اين مطالعه 
  اي روي فايکـل و    تـک هـسته  ي هـاي لايـه   سـلول  فوژ،يهاي مغز استخوان انساني بر روي فايکل برده شـد و پـس از سـانتر    نمونه :روش بررسي

  . هاي بنيادي مزانشيمي جداشده از دو لايه با يکديگر مقايسه گرديد تعداد و خصوصيات سلولسپس . زير فايکل کشت داده شد RBC ي لايه
هـا دوکـي    اين سلول. نددوهاي بنيادي مزانشيمي ب هاي با مشخصات سلول  زير فايکل حاوي سلولRBC ي   نتايج کشت نشان داد كه لايه      :ها يافته

آناليز سيتوفلورومتريک نشان  .باشند استخوان مي  چربي وي چنين داراي پتانسيل تمايزي به رده مه. نددوبرخوردار ب  از قدرت تکثير بالا،شکل بوده
 چنين هم. بودند منفي CD45,CD34,CD31هايي   مثبت و براي مارکرCD73,CD90,CD105هايي سطحي  ها براي مارکر داد که اين سلول

  .ندداد تشکيل مي يک نمونه را يهاي بنيادي مزانشيم سلول ز کل درصد ا۵۸± ۲۲ ها اين سلول
هـا حـين     بيش از نيمي از کـل سـلول  ،هاي بنيادي مزانشيمي برخوردار نبوده  لازم براي جدا سازي سلول شيب چگالي از بازده    روش :گيري نتيجه

 مغـز  ي ها از نمونه  اين سلولدر نتيجه روشي جايگزين براي جداسازي مقادير بيشتري از. شوند حذف مي ور شده و سانتريفوژ به زير فايکل غوطه   
  .باشد استخوان مورد نياز مي

  ، شيب چگاليهاي بنيادي مزانشيمي، جدا سازي سلول سلول: واژگان کليدي
  

  مقدمه
 ي  واسـطه   بـه  (MSC) يمي مزانش يادي بن يها امروزه سلول      

ــدرت تکث ــق ــالا ويتمــا ر وي ــ ز ب    ،ســاده ين جداســازيهمچن
   بافت به شـمار  يمهندس  ويميم تري در پزشکيد مطرحيکاند
  
  
  
  

  
 بر سر   يها مانع بزرگ   ن سلول ي کم ا  ي اما فراوان  .)۱و۲( نديآ يم

امکـان اسـتفاده     وها محـسوب شـده   ن سلوليراه استفاده از ا
 ـهـا را غ  ن سـلول  يم از ا  يمستق    .)۳و۴(اسـت  ر ممکـن کـرده   ي
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  و همكارانناصر احمدبيگي 

 ٩٠ مستان، ز٧٧ي  ، شماره١٩ي  ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي، درماني زنجان، دوره مجله



 در مـدت     و  داشـته  يير بـالا  يها قدرت تکث   سلول نيهر چند ا  
ها در خارج از  ر آن ي تکث ين برابر خواهند شد ول    ي چند يکوتاه

 ـ ر يــي کـشت منجــر بــه تغ ي دو بعــديدر فــضا  ويعــيچ طبين
ــصوص ــا  ات آنيخ ــه ه ــتغاز جمل ــارکريي ــا ر م ــطحيه ، ي س
 .)۵و۶( گـردد   مـي  يکرموزماختلالات   و   يزيات تما يخصوص
م يروش مـستق هـا،   سـازي ايـن سـلول     روش جدا ن  يتر متداول

 يکين سلول به سطح پلاستياست که بر اساس قدرت اتصال ا   
 از يگـر ي ديهـا   روش.)۷( ت طراحي شده اسفلاسک کشت

 ـ جملـه انتخــاب مثبــت و  انــد کــه از   شـده ي هــم معرفــيمنف
 ياديــ بنيهــا  ســلوليجداســاز بــراي ي ســطحييهــا مــارکر
 وجه مـشترك تمـامي ايـن        .)۸و۹( کنند ي م  استفاده يميمزانش
 ـ  ي فا يب چگـال  يش ـها استفاده از     روش عنـوان کـاهش     هکـل، ب
فايكـل  . باشد  مي RBC ي   كننده حذف  حجم نمونه و   ي  هدهند

از پـس  . باشد  مي۰۰۷/۱ يچگال كه داراي    است ي قند يمريپل
 يها سلول  و RBC ،وژيفي سانتر کل و ي فا يانتقال نمونه بر رو   

کل، بـه  ي بالاتر نسبت به فايل داشتن چگالي به دليا چند هسته 
ماننـد   ،يا  تـک هـسته  يهـا  سـلول  ور شده و کل غوطه ير فا يز

ستفاده ا .خواهند ماند  يکل باق ي در سطح فا   تيت ولنفوس يمنوس
 ـ بنيهـا   سـلول  يسـاز   جـدا  يکل برا ي فا يب چگال يشاز    يادي

هـا در    ن سـلول  ي ـن تصور اسـتوار اسـت کـه ا        ي بر ا  يميمزانش
 وجـود   نگليس  و يا هسته صورت تک  ه مغز استخوان ب   ي  نمونه
ب يش ـ بـازده  صورت مستقل  ه ب يا چ مطالعه يحال ه  هتا ب . دارند
  و نکردهيبررسها  ن سلولي اي جداساز يکل را برا  ي فا يچگال

ن روش قادر است چنـد درصـد از کـل        يکه ا است   نشان نداده 
 ـآ.  کنـد  يرا جداسـاز   يمي مزانش يادي بن يها سلول  ـ ي  يا فراوان

MSC مرسـوم قـادر     يها ا روش ي کم است و     يصورت ذات  هب 
 بـه   ؟ستنديتخوان ن  مغز اس  ي   از نمونه  ها  آن يتمامبه استحصال   

 ـمنظور پاسخ به ا     ـ ابتـدا لا   ،در ايـن مطالعـه     ،لاتوان س ـ ي  ي  هي
 ـلآن  RBC سـپس  . شـد ي جدا سـاز   کلير فا ي ز يها سلول ز ي
 ـ بن يهـا  از نظـر وجـود سـلول       کـشت داده شـد و     ،شده    يادي
 تعـداد  بعـد،    ي  در مرحله .  قرار گرفت  يابيمورد ارز  يميمزانش

 ـ لا  در ها سلولن  يا  ي هي ـلا وکـل   ي فا ي رو يا  تـک هـسته    ي  هي
RBC  سه شديگر مقايکديبا زير فايكل .  

  
  بررسيروش 

 مغــز ي نمونــهن مطالعــه از يــدر ا :RBCت يــپل ي هيــته     
 ـ  سلداوطلب ۱۰ استخوان  يعتيمارسـتان شـر  ي کـه بـه ب  يتراپ

  قبــل از گــرفتن نمونــه، . مراجعــه کــرده بودنــد، اســتفاده شــد
ــام ــا ياز تم ــان رض ــد  ي داوطلب ــه ش ــه گرفت ــد از ب .ت نام   ع

   مغـز اسـتخوان بـا هـم حجـم خـود از          ي  ق کـردن نمونـه    يرق
PBS (GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA) انتقـال   و

 درون کـل يتـر از فا يل يلي م۳ ين نمونه بر رويتر از ا  يل يلي م ۱۰
 (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA)  فـالکن ۱۵لوله 

ه، ق ـي دق۲۰بـه مـدت   RPM    2000ن در دورآوژ يسـانترف  و
ر ي مانده ز  يباق RBCت  يپل  و کلي فا ي رو يا  تک هسته  ي  هيلا
 وسـپس  خته شدي ر جدا گانه  ي ها  داخل لوله  وبرداشته  کل  يفا
مورد کشت قرار    ،يمي مزانش يادي بن يها سلول يساز  جدا يبرا

  .ندگرفت
 ـ بن يها سلولکشت    ـپل :يمي مزانـش  يادي    بدسـت  RBCت  ي

 ـ بـه نـسبت      کـل ير فا يآمده از ز    ـ بـا     هـشت  ک بـه  ي  ـافر ل ب   زي
RBC (Sigma-Aldrich) ــد ــوط ش ــد از . مخل ــهي دق۱۵بع  ق

 ـي م ۱۲ مانـده در     ي باق يت سلول ي پل ،سانترفيوژ ط يتـر مح ـ  يل يل
 ـ بـه    ونگل  يکشت کامـل س ـ     .ل شـد   منتق ـ ۷۵Tک فلاسـک    ي

گـر  يکول هـم بـه فلاسـک د      ي فا ي رو يا  تک هسته  يها سلول
  ودرصـد  CO2۵ ط يدر شراهر دو فلاسک  سپس .منتقل شد

  ط کـشت   يمح .ند قرار داده شد   گراد  ي سانتي    درجه ۳۷ ييگرما
 ي درصد سرم گـاو ۱۰است که با   DMEMطي شامل محهيپا

(FBS) يها يبعد از گذشت چند روز که کلن  .  شده است  ين غ 
 درصــد ۰۵/۰ نيپــسياســتفاده از تر بــا مــشاهده شــد يســلول

بـه    جدا شده و   ي سلول يها يکلن )GIBCO-BRL هر سه از  (
 ـ روز ماه۱۰ بعد از گذشـت     و ندشد د منتقل يفلاسک جد  ت ي

قـدرت    وي سطحيها ان مارکريشده از نظر ب   ري تکث يها سلول



 هاي بنيادي  در جدا سازي سلولبازده شيب چگاليبررسي  

 

 ٩٠ مستان، ز٧٧ي  ، شماره١٩ي   بهداشتي، درماني زنجان، دورهي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات مجله



  دســت هبــ تعــداد ســلول ،ه قــرار گرفتــيز مــورد بررســيتمــا
ــزو   روآمــده از ــير فاي ــه شــمارش  صــورت جــدا هکــل ب   گان
ــده و ــه ش ــل   ب ــدي از ک ــوان درص ــد MSCعن ــزارش ش   . گ

 يجـدا سـاز    لاسـک و  نه کردن ف  يپسي تر  از بعد :يتومتريفلوس
 يوني سوسپانس سپس.ها انجام شد نآها از کف، شمارش  سلول

 ـ ته درصـد ۳ ين سـرم گـاو  يلبـوم آها در  ن سلول ياز ا  ه شـد  ي
  هري سلول به ازا۱۰۰۰۰۰ آن يي که تعداد سلول نهايصورت هب

ــاکرول۱۰۰ ــد تري م ــپس . باش ــس ــاکرول کي ــد م ــتر از ايص ن ي
 بـه هـر کـدام از    ،هخته شـد ين لوله ريون درون چند يسوسپانس

 ـآ ،ها آن  ,CD90 ,CD105 مـورد نظـر شـامل   يهـا  يبـاد  ينت

CD73,CD31 ,CD45 CD34هــا پ کنتــرل آنيــزوتي ا و 
(eBioscience, San Diego, CA, USA) به مدت  و اضافه شد

 شستـشو   PBS سـپس بـا      ،خچال قرار داده شد   ي قه در ي دق ۴۵
  ام انجــ (Partec, Münster, Germany) ز فلــوينــال آو داده
 ـ تکث يهـا  ز سـلول  ي تمـا  ييتوانـا  ي بررس ـ يبرا. شد   ر شـده،   ي

 وشده  خانه منتقل  ۴ت  ي پل يها به چاهک سلول   ۱۰۰۰۰تعداد  
  اسـتخوان و   ي  ط القـا کننـده    يمح ـ ها به کف،   بعد از اتصال آن   

 ـ هـر سـه روز      ،ن اضـافه شـد    آ به   يچرب   بـه مـدت   بـار و  کي
مـاده  آ ي   نحوه .شدانجام  ط  يض مح يط تعو ين مح ي روز با ا   ۲۱
ح داده شـده    ي مـا توض ـ   ي در کار قبل   يزي تما يها طي مح يساز

ــت ــرا. )۶( اس ــيب ــاي بررس ــت دورهي تم ــد از گذش   ي ز بع
  درصد۴د يلدهآها در کف فلاسک با پارافرم   سلولي  روزه۲۱

 (alizarin red)ن قرمـز  يزاري ـسـپس از رنـگ آل   ،کس شدهيف
از  ز اسـتخوان و   يم در تمـا   ي وجود رسـوب کلـس     ي بررس يبرا

 در ي داخـل سـلول  يقطرات چرب ي بررسي براOil Redرنگ 
کروسکوپ مورد مشاهده يبا م سپسو ده شد استفايز چربيتما

  .قرار گرفت
  

  ها يافته
 ـ لا  از کشت  ي بزرگ سلول  يها يکلن ي  مشاهده       ـه ز ي ر ي

 ـ غ يها  سلول ، ساعت بعد از کشت    ۲۴ :کليفا ر چـسبنده بـا     ي

ها اضافه شد  د به فلاسکيط کشت جدي مح،شتشو حذف شده
در فلاسک حاصل   . قرار گرفت  يکروسکوپيممورد مشاهده    و

 ي کـه در بعـض     ي سـلول  يهـا  يکلن کلير فا ي ز ي  هياز کشت لا  
 مـشاهده  ،ديرس ي عدد هم م۵۰ها به   آن يها موارد تعداد سلول  

 ـ ا يهـا  سـلول کـه     روزانه فلاسک نشان داد    ي  مشاهده. شد ن ي
. کنند يدا ميبه اطراف گسترش پ ،ر شده يبه سرعت تکث  ها   يکلن

  ن تـا پاسـاژ  يگاني ـطور م  هب ، بوده يدوکها   ن سلول يا يمرفولوژ
 ها متوقف شد نآر يتکث از آن پهن شده و پس  وندر شدي تکث ۶
 يهـا   درصـد از کـل سـلول   ۵۸ ±۲۲ هـا  سلولن  ي ا .)۱ شکل(
  .ل دادندي را تشکنمونه  هريمي مزانشياديبن

 ـ     يها سلولز  ي تما ييتوانا   : اسـتخوان   و ي جدا شده بـه چرب
روز دهـم  از بـا  يتقر ،ز استخوانيط تمايبعد از اضافه کردن مح  

 ـ آلي اختـصاص يزي ـم با رنـگ آم  يکلس يها ستاليکر ن رد يزاري
ت ي ـسـطح پل ) ۲۱روز (ز ي تمـا ي ان دورهيدر پا  مشاهده شد و  

ز ي از تمايده شده بود که حاکيکاملا از رسوب قرمز رنگ پوش 
ط القا يدر مح .باشد ي مي استوبلاستي ها به رده  ن سلول يکامل ا 

 ي چرب يها  واکوئل  روز پنجم  ز در ين يتيپوسي آد ي  کننده به رده  
 هم کاملا يزيها مشاهده شد که بدون رنگ آم     سلول يدر بعض 

ل يها تبد  سلوليبا تماميز تقريان تمايدر پا قابل مشاهده بود و  
 ـ شده بودند که با رنگ آم     يتيپوسيآد ي  به رده    ي اختـصاص يزي

Oil Redي هي ـلا  جدا شده ازيها سلول .)۲شکل ( د شديي تا 
 بـه دو رده را   يزيز قـدرت تمـا    ي ـکـل ن  ي فا يرو يا هـسته  تک

  .داشتند
توسـط   يمي مزانش يادي بن يها سلول معمول   يا مارکره انيب

 جدا شـده    يها ت سلول يد ماه ي تائ يبرا : جدا شده  يها سلول
 يمي مزانـش  يادي بن يها  سلول ي مثبت و منف   يها  از مارکر  يپانل

 شـد و  انجام   پانزدهم   در روز  يتومتريز فلوس يال آن .انتخاب شد 
  شامليمي مزانشي  ردهي مارکرهايها برا ج نشان داد سلولينتا

CD73 (97% ± 5), CD90 (95± 5) CD105 (92%± 6) مثبت 
   شـــامليالي وانـــدوتلي خـــوني  ردهيهـــا  مـــارکريو بـــرا

 CD34 (5% ±1), CD45 (1%±1) CD31 (3% ± 1)ـ   ي منف
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

    جـدا شـده  يها  سلوليها ج با مارکرين نتايا .)۳شکل  (بودند
  
  

ــود   ــشابه بـ ــاملا مـ ــه کـ ــان نمونـ ــل در همـ   .از روي فايکـ
  

   

   زير فايکلي مرفولوژي سلول ها جدا شده از لايه: ۱شکل 
(A) ساعت بعد از کشت۲۴ کلني چند سلولي (B)  ها در پاساژ دوم  مرفولوژي دوکي شکل سلول(C) ها در  مرفولوژي سلول

 .دهد  ميکرون را نشان مي۱۰۰خط روشن مقياس . دشو ها متوقف مي  تکثير آن، کاملا پهن شده۷پاساژ 

 
 

 
  . زير فايکل قدرت تماير بالايي دارندي هاي جدا شده از لايه  سلول:۲شکل 

  .  استخواني استي  تمايز به ردهي دهد که نشان دهنده  رسوب کلسيم رنگ شده با رنگ آليزارين قرمز را نشان مي(A)شکل 
  . هاي چربي است دهد که حاکي از تمايز به سلول  را نشان ميOil Redه با رنگ هاي چربي رنگ شد  گرانول(B)شکل 

 ) ميکرون۱۰۰ :مقياس(
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 ي زير فايکل هاي جدا شده از لايه هاي سطحي سلول مارکر: ۳شکل 

 CD45,CD34, CD31هايي براي مارکر  مثبت وCD73, CD90,CD105هايي  سازي براي مارکر  بعد از جدا۱۵ها در روز  سلول
  .ي ايزوتيپ است  گراف رنگي نشان دهنده.منفي هستند

  
  بحث
 ـاز لا   مطالعه نـشان داد کـه      جينتا       ـ زRBC ي هي  کـل ير فاي

ها از نظر    ات آن يشود که خصوص   ي جدا م  MSC ياديمقدار ز 
 کـاملا  يزيل تمـا  ي و پتانـس   ي سـطح  يهـا  ک رشد، مارکر  ينتيک

  اسـتخوان  جدا شده از مغز    يمي مزانش يادي بن يها سلولمشابه  
 ي جداسـاز  يکـل بـرا   ي فا يب چگال يش بازدهاگرچه   .باشد يم

مـورد  ت يت ومنوس ـي ماننـد لنفوس ـ يا  تـک هـسته    يهـا  سلول
 ي جداسـاز  ي برا  اين روش  بازدهاما   ، قرار گرفته است   يابيارز

MSC   اساس جداسازي   .دقيق قرار نگرفته است    يبررس مورد
ه يرض ـن ف يهاي بنيادي مزانـشيمي بـا روش فايكـل بـرا           سلول

 ـاستوار اسـت کـه ا       مغـز اسـتخوان   ي هـا در نمونـه   ن سـلول  ي
 ي  در مطالعـه  . نگل وجـود دارنـد    ي وس ـ يا صورت تک هسته   هب

 MSC ساعت بعد از کشت      ۲۴ ي چند سلول  يها يحاضر، کلن 
توانـد حاصـل از    ين تعداد سلول نم ـيكه ا  از آنجايي . ديده شد 

 ـ بنـابراين  ،باشـد MSC عـدد  کير يتکث  ـتـوان گفـت ا   يم ن ي
 .در قالب کلمـپ هـستند      صورت مجتمع و   هها احتمالا ب   ولسل

انجام گرفـت نـشان     هورن    توسط ۲۰۰۸اي كه در سال      مطالعه
 ـ ل روش حاصـل از   MSCهـاي    داد كه تعداد سـلول      RBCز ي

شتر ي ـکـل ب ينسبت به تعداد سلول به دسـت آمـده از روش فا         
 ـ را مشاهده کردند ي بزرگ سلوليها يز کلن يها ن  نآ .است  يول
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

 رشـد ترشـح شـده از        يهـا   را فاکتور  ها ي کلن  آن يگبزر علت
گر کـه در سـال    ي د يا در مطالعه  .)۱۰(  کردند يها معرف  پلاکت
 ـ ل  روش شنهاد شد که  ي پ ، انجام شد  ۲۰۱۱ نـسبت بـه روش     ز  ي

 باشد يها م ن سلولي اي جداسازي برايتر  مناسب روشکل  يفا
مـده  آدست   هب MSC مشخص شد    يگري د ي  در مطالعه . )۱۱(

ــهياز کــشت مــستق ــ مغــز اســتخوان بي م نمون  MSCشتر از ي
ز ي ـن دو مطالعـه ن يا .)۱۲( کل استيدست آمده از روش فا هب
. ها باشـند   ن سلول يت مجتمع بودن ا   ي بر ماه  يتوانند شاهد  يم

 ـ بلازسكو   جينن مدعا مطالعات    يگر بر ا  يشاهد د   .باشـد  يم
لتـر  يمانده پـشت ف   ي باق ي سلول يها ها نشان دادند که کلمپ     آن

 ـر زي مقادي مغز استخوان حاو   ي  لتر کردن نمونه  يبعد از ف    يادي
 ـترت بـه  هـا  ن کلمـپ  ياز ا  ها آن. هستند MSCاز    ـ ي عنـوان   هب ب

ــر ــا يدب ــتخوان و يه ــز اس ــ  مغ ــاتوني ــد  ا هم ــام بردن ــا ن   ه

 ي روي پلاسماي از چرب کهز نشان دادي ناينساسكي .)۱۳-۱۵(
  آن است که   ي  ن نشان دهنده  يشود که ا   ي جدا م  MSC ،کليفا
 ـ ز  در نه تنها ها   ن سلول يا  يرو يدر پلاسـما  بلکـه   کـل   ير فا ي

   .)۱۶( شوند يحذف م  مانده ويباقز ينکل يفا
  

  گیري نتیجه
تـوان گفـت کـه حـداقل      يدست آمده م هج ب ينتا با توجه به       

ــسمت ــه v از يق ــپ و  ي نمون ــب کلم ــتخوان در قال ــز اس   مغ
کـل  يروش مرسـوم فا    جهينت در صورت مجتمع وجود دارند    هب

 ـ    يرا جدا ساز   MSC يتواند تمام  ينم د ي شـا  ي کنـد واز طرف
ن ي ا ي در جداساز  يثرترو قطر مناسب بتواند روش م     با يلتريف

 ـها باشـد کـه با      سلول   ي مـورد بررس ـ   يد در مطالعـات بعـد     ي
   .رديقرار گ
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Background and Objective: Nowadays, mesenchymal stem cells (MSCs) are considered as a promising tool 

for treatment of different diseases. Due to the low frequency of MSCs, however, it seems inevitable to expand 

them in vitro prior to use, which could affect the quality of the cells.  In all isolation procedures, the density 

gradient separation of Ficoll is used for volume reduction and RBC exclusion.  In this study, the efficiency of 

Ficoll density gradient was evaluated.  
Materials and Methods: Human bone marrow samples were laid over Ficoll.  Following centrifugation, the 

upper fraction containing the mononuclear cell layer and the lower fraction (RBC layer) were used for in vitro 

culture. The number and characteristics of MSCs in both layers were then compared with each other. 

Results: Inspection of the cultured cells showed that the lower fraction contained MSC-like cells. These cells 

had spindle–like appearances and exhibited a high capacity for expansion. Furthermore, they showed a 

potential for differentiating into adipocyte and osteocyte differentiation.  Cytofluorometric analysis showed 

that these cells were positive for CD73, CD90, and CD105, and negative for CD45, CD34, and CD31.  It was 

also found that this fraction contained 58 ± 22% of the total isolated MSCs.   
Conclusion: Density gradient is not a very efficient method for separation of MSCs because it leads to 

sedimentation of most of the cells to the lower compartment during centrifugation, which results in their 

exclusion. Therefore, there is a need for developing new methods to obtain larger amounts of MSCs from 

bone marrow. 
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