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  دهيچک
آيد اما ميزان کم  هاي بنيادي خونساز براي مصارف باليني به شمار مي ترين منابع سلول  اگرچه امروزه خون بندناف يکي از معمول:زمينه و هدف

 بنيادي هاي پيوند توام سلول. باشد هاي بنيادي خونساز موجود در آن، مهمترين فاکتور محدود کننده استفاده از اين منبع سلولي در پيوند مي سلول
در اين مطالعه سعي . ها باشد تواند راهکار مناسبي براي افزايش اين سلول هاي خون بندناف همان نمونه مي خونساز حاصل از بافت جفت با سلول

  .وندها تکثير ش جفت در آن هاي بنيادي خونساز مشتق از هاي نانو ساختار شبيه سازي و سلول هاي جفتي با استفاده از داربست شد آشيانه
هـاي نـانو سـاختار     هاي بنيادي خونساز حاصـل از بافـت جفـت بـر روي داربـست          هاي استرومايي مختلف به همراه سلول       سلول :روش بررسي 

 .ارزيابي شد ها ها در اين آشيانه سپس ميزان تکثير سلول. با کلاژن کشت داده شدندپوشيده شده لاکتيک اسيد پلي

  هـاي تکثيـر شـده نـسبت بـه      زايـي سـلول   پتانـسيل کلـون  ها همراه بود امـا    برابري آن۶/۳ليد شده، با افزايش      تکثير سلول ها در آشيانه تو      :نتايج
افزايش يافت اما ايـن افـزايش معنـادار    پس از تکثير هاي بنيادي خونساز نيز   درصد سلول . )P=>۰۰۰۱/۰(کرد  قبل از تکثير کاهش معناداري پيدا       

   ).P<۰۵/۰( نبود
هاي بنيادي بخشي  هاي بنيادي خونساز حاصل از بافت جفت پس از تکثير، تکثير سلول جه به کاهش پتانسيل کلون زايي سلول      با تو  :نتيجه گيري 

هـاي ارزان و بـدون کـشت     هاي بنيادي خونساز تمامي بافت جفـت بـا روش   از جفت راهکار مناسبي نبوده و بايستي راه کارهاي استخراج سلول          
 .مدنظر قرار گيرد

  هاي نانو ساختار هاي بنيادي خونساز، داربست هاي بنيادي خونساز، آشيانه سلول جفت، سلول: يديواژگان کل
  

  مقدمه
 در ي خونساز، نقـش مـوثر  يادي بنيها وند سلول يپ امروزه     

  . داردي خـون يهـا  يميژه بدخي مختلف به و  يها يماريدرمان ب 
  
  
  
  
  

  
 ـبن يهـا  ع سـلول بن منـا  يتـر   از معمول  يکيخون بندناف      يادي

   يهـا  سـلول  کـم  زانيم د اما يآ يبه شمار م   ونديپ يخونساز برا 
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 نيتـر  مهم ،ک واحد خون بندناف   ي در  موجود  خونساز ياديبن
وند بـه  يپ در   ي سلول منبع نيا از استفاده ی کننده محدود فاکتور

 ـبـه منظـور حـذف ا       ).۱ و   ۲( باشـد  يم بزگسالان در ژهيو ن ي
جام شده است که از آن جمله        ان يادي ز يها ت، تلاش يمحدود

 ـر ا ي مختلف تکث  يها روش توان به  يم ط يهـا در مح ـ    ن سـلول  ي
 يها اگرچه دستورالعمل  .)۳-۵( وند اشاره کرد  يقبل از پ  کشت  
هنـوز  نه مورد استفاده قرار گرفته است امـا  ين زمي در ا  يمختلف

 اند نشدهل  يتبد ي کاربرد  دستورالعمل کيبه   ها آنچ کدام از    يه
ط مناسب يجاد شرا ين موضوع عدم ا   يل ا ين دل يتر همد م يکه شا 

. اسـت  ط کشتيمح در    خونساز يادي بن يها  سلول يکشت برا 
 که يطي و محطياند شرا نتوانستهکنون اتگر محققان يعبارت د به

ار دارند يدر اخت ري خونساز در بدن جهت تکث يادي بن هاي  سلول
 خـود  تيخـصوص . )۶و ۷(  کننـد يط کشت بازساز  يرا در مح  

 زير خونساز در بدن توسط      ياديبن يها  سلول ريتکث و   يوسازن
  از.)۸(گــردد  يمــ ميتنظــ انهيآشــ بــه نــام يمخــصوص طيمح ـ
 يهـا  سـلول تـوان بـه      ي، م ـ انهيآش ـ واحد   کي اجزاء   نيتر مهم

 ـ کسي، مـاتر  مختلف يياستروما  ـب ي سـلول  ني ب  از جـنس   شتري
 يزيتما در سطوح مختلف  خونسازيادي بن يها سلولکلاژن و   

 ـ بن يهـا  ه در آن سـلول    که کرد   اشار  يدر لابـلا  خونـساز  يادي
 انـد  قرار گرفتـه   ي سلول ني ب کسي و ماتر  يي استروما يها سلول

 ـاد ا ي ز يها يدگيچين با توجه به پ    يبنابرا .)۱۲-۹(  ستم،ي ـن س ي
 يها ر موفق سلول  يط کشت جهت تکث   ي در مح  انهيآش يبازساز

 يتراتژر از اس ـ  ي ـغ .باشـد  ير نم ي امکان پذ  يبه سادگ  ،خونساز
 تعـداد  شيافـزا  يگـر راهکارهـا   ياز د  ط کشت، ير در مح  يتکث

ونـد دو  يتوان به پ   ي، م ناف بند خون  خونساز يادي بن يها سلول
سه خون بند ناف اشاره کرد که اگر چه مشکل تعداد يا چند ک ي

 از  يگـر يکم سلول را بر طرف خواهد کرد اما با مـشکلات د           
 ـ       ـ ير نـسج   سـازگا  يهـا   ژن يجمله عدم تطابق کامـل آنت ن ي ب

ونـد همـراه    يش امکان رد پ   يرنده و افزا  ي و گ  يوندي پ يها سهيک
 ـ مف يهـا  ش تعداد سـلول   ين افزا يبنابرا). ۱۳ و   ۱۴( باشد يم د ي

 يهـا   موفق خواهد بود کـه سـلول   ي در صورت  ي خونساز يبرا

 بـه   باشند کـه خـون بنـدناف از آن    ياضافه شده از همان منبع    
 تواند به عنـوان منبـع       ي که م  ي از منابع  يکي. استآمده   دست

 ـ خون بندناف مورد توجه قـرار گ  يها مکمل سلول  رد، بافـت  ي
 بافت همبند متراکم يجفت دارام يپارانشبافت  .باشد يجفت م

 ي مبنيهرچند که مطالعات کم. باشد يبوده و مملو از عروق م     
 خونساز در بافت جفـت وجـود دارد امـا           يها بر وجود سلول  

 ـ و اخ  )۱۵ (موشن سلول ها در جفت      ي ا وجود را در جفـت    ي
 ـن مـا  .)۱۷ و ۱۶( انسان مورد مطالعه قـرار گرفتـه اسـت          در زي

 ـبن يهـا  سـلول  يسـاز  جـدا  امکـان  خود يقبل ی مطالعه  يادي
 نشان جفت بافت از را  خونساز يادي بن يها سلول و يميمزانش

 ـ  خونساز يادي بن يها سلول يتمام از استفاده ).۱۸( ميداد  کي
 ـز  حجم ليکامل به دل   جفت بافت  يهـا  روش مـستلزم  آن ادي
 ـ بر زمان و نهيپرهز  ـدر صـورت تکث    .باشـد  يم  ـر موفـق ا   ي ن ي

 بافت يتمام از خونساز يها سلول يساز جدا به ازين ها، سلول
ر ي ـن حالت تکث  يکه بهتر  يياز آنجا  .ن خواهد رفت  ياز ب  جفت
هـا صـورت      آن ی انهي خونساز در حضور آش    يادي بن يها سلول

 ـ يهـا  انهيآش ـ ابتـدا  شـد  يسـع  العهمط نيا دررد،  يگ يم  يجفت
 دنشـو  يه ساز يشبط کشت   يدر مح  خونساز ياديبن يها سلول

 در جفـت  بافـت  از مـشتق  خونساز ياديبن يها سلول سپس و
 ـتکث هـا  انهيآش نيا  ـ   يبـرا . دنشـو  ري  يا انهين آش ـ ي سـاخت چن

 ـ  پوشـش داده شـده بـا      )PLLA( ديک اس ـ ي ـلاکت يداربست پل
 و خونساز حاصـل   يي استروما يها تمام سلول به همراه   کلاژن  

 بدون انتخاب    از بافت جفت   ي قسمت کوچک  يمياز هضم آنز  
 يفيک  وير کميکثت گرفتند و خاص، مورد استفاده قرار    يسلول

  . قرار گرفتيابي مورد ارزي جفتيها انهين آشي اها در سلول
  

  بررسيروش 
د با حـل کـردن   يک اسيلاکت ي محلول پل  :داربستساخت       

 بـا   هـم زدن وکلروفـرم   در حلال Lزومر يد ايک اسيت لاک يپل
 اتاق به مدت دو ساعت حاصل شده و    يم در دما  يسرعت ملا 

کنواخت بـا   ي به آن اضافه شده و محلول        DMFسپس حلال   



   و همكارانآزاده اميدخدا 
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 ـ الکترور يدر ط ـ . ه شـد  يته  درصد ٤غلظت    از اخـتلاف    يسي
هـا اسـتفاده شـده و      به سر سوزن سرنگلوولتي ک ٢٠ ليپتانس

 در سـاعت و     تريل يليم ٤ يمري محلول پل  يم جر انيشدت جر 
 ـکل.  ثابت نگه داشـته شـد      h انيشدت جر   ـ آزماي هي شات در ي

 ی در مرحله. گراد انجام شد ي سانتي  درجه٢٧ تا ٢٥ن  ي ب يدما
 اکسيژن قرار گرفتـه  يبعد سطح نانوالياف تحت فرايند پلاسما  

ــدارو ســپس  ــدت   از آنيمق ــه م ــست ب ــرار دادن دارب ــا ق   ب
 ـ، سـطح داربـست بـا ا       کلاژن نوع اول    ساعت در  ٢٤ ن مـاده   ي

   . شدآغشته
  جهـت بررسـي سـاختار نانواليـاف        : الکترونيکروسکوپ  يم

شـده  داده  هاي کشت     و نيز ارزيابي شکل و مورفولوژي سلول      
ها، از دستگاه ميکروسـکوپ الکترونـي اسـتفاده       روي داربست 

  هـاي حـاوي سـلول، در محلـول گلوتارآلدهيـد            داربست. شد
 از يريبگآمدت يک ساعت تثبيت شده و جهت       صد به  در ٥/٢

اي اتـانول اسـتفاده شـد و از روش         از شيب فزاينـده    ،داربست
ــه  پوشــش ــين، ســطح نمون ــا پلات ــي ب ــانا گرد ده ــا رس ــه . دي

 حاضـر،   ی ميکروسکوپ الکترونـي مـورد اسـتفاده در پـروژه         
منظور  به . است  آلماناز کشورXL30 مدل  Philipsدستگاه 
، تصاوير ميکروسکوپ الکتروني توليدي نانوالياف قطرارزيابي 

افزار آناليز تصوير مورد بررسي و تحليل قـرار    با استفاده از نرم   
  . گرفتند
ــادون ســنجي طيــف ــز م ــه: قرم   دار  منظــور بررســي کــلاژن ب
  سـنجي مـادون قرمـز مـدل         ، از دسـتگاه طيـف     PLLAشدن  

Equinox 55 از کــشور آلمــان( ســاخت شــرکت بروکــر (
صفحات نازک از نانواليـاف تهيـه شـده، پـس از            .  شد استفاده
عنوان نمونه مـورد آنـاليز     ، بهزدايي با استفاده از آون خلا     حلال

  .قرار گرفتند
MTT: زنده و فعـال بـا   يها رات در تعداد سلول يي تغ يبررس 

 يهـا  ب کـه سـلول    ي ـن ترت يبه ا . صورت گرفت  MTT روش
 يهـا  ست دارب ـي حاصـل از جفـت، بـر رو     يمي مزانـش  ياديبن

و  ٥ ،٣،  ١ يده شده با کلاژن کشت داده شده، در روزها        يپوش

 انجام يبرا. قرار گرفتندMTT  شيپس از کشت تحت آزما ٧
 ها برداشت شد و محلـول       داربست يط رو ين تست ابتدا مح   يا

MTT    ط بدون سـرم مخلـوط و بـه      ي با مح  ١٠ به   ١به نسبت
 ـداربـست اضـافه شـد، سـپس پل      ٣٧ داربــست در يت حـاو ي

 ـ ساعت انکوبه گرد   ٤ به مدت    گراد ی سانتی  رجهد پـس از   . دي
ها برداشـت     داربست يط رو ي شدن زمان مورد نظر، مح     يسپر

هـا بـا      داربـست  يل شده بـر رو    ي تشک هاي فرمازان   بلورشده،  
DMSO     ـزا ر ي ـ حل و در دستگاه ال   ٥٧٠در بـا طـول مـوج        ي

  .نانومتر خوانده شد
ه که به صورت ن مطالعيدر ا : سلول از بافت جفتيجداساز

 دهنـده مـورد   ٥ از   يياهـدا  انجام گرفت، بافت جفـت       يتجرب
ه و يلاد و مهديمارستان ميها از ب   ن نمونه يا.  قرار گرفت  يبررس

 ـ تهي کتب ـی ت نامهيبا گرفتن رضا  ـه گردي  ـاسـتفاده از ا  .دي ن ي
 .ديت مدرس رسيته اخلاق دانشگاه تربيب کميها به تصو   نمونه

ل گرفتـه  يط کاملا اسـتر يدر شرا  گرم از بافت جفت      ٢٠مقدار  
ن يليس ـ يک پن يوتيب ي و آنت  PBS يشده و در لوله فالکون حاو     

 گـرم جـدا   ۵زان ي ـن بافت مياز ا . خته شد ين ر يسيو استرپتوما 
 PBSم شده، سه بار با     يز تقس ي ر يليغ به قطعات خ   يشده، با ت  

 ـ بـه م   IV پياز ت  تر کلاژن يل يلي م ۵۰شسته شده و به آن         زاني
ن محلول به مدت    يا. دياضافه گرد ) يحجم يوزن (درصد ۱/۰
.  قـرار گرفـت    گـراد  ی سـانتی    درجه ۳۷ ساعت در انکوباتور   ۲

ــاز    ــوق از گ ــول ف ــپس محل ــهس ــور يا پنب ــده و  عب داده ش
ر يسا  و ميآنز(شسته شد    PBS بار با    ۲،  يون عبور يسوسپانس

  GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA از شـرکت مـواد 
 سرخ از  يها اختهيو، به منظور حذف     پس از شستش   ). شد تهيه

 ـ، از بافر ل   يون سلول يسوسپانس  سـرخ   يهـا  اختـه ي ی ز کننـده  ي
 د رنـگ ي سـف ي سـلول ی ن مرحله تودهيبعد از ا. دياستفاده گرد 

 يحـاو  ،)۱۸ ( مـا ي قبل ـی ج مطالعـه يدست آمد که طبق نتـا      به
  . بود يياستروما خونساز و يادي بنيها سلول

ن درصــد يـي  و تعيسـلول  شــمارش يبـرا  :يشـمارش سـلول  
 ـپان بلو اسـتفاده گرد    ي زنده، از رنگ تر    يها سلول  ـبـه ا  . دي ن ي
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گر مخلـوط  يکـد ي  بايزان مساويب که سلول و رنگ به م     يترت
 هـا و  تومتر، تعداد کـل سـلول  يشده، سپس به کمک لام هماس

  .دي زنده شمارش گرديها درصد سلول
 يهـا    داربـست  يبـر رو  در فلاسک کـشت و       سلول کشت

   از آمـده  دسـت  بـه  جفـت  يهـا  مخلـوط سـلول    :ختارسانانو
ــاز ســلول در  ٢×١٠٥تعــداد  ســپس ند وشــد شــمارش کلاژن
 ـ و  خانـه  ٤ت  ي پل يها چاهک  داربـست  صـفحات  روي بـر  اي

 خانه قرار داده شـده  ٤ت يکه در کف پل    کلاژن با شده دهيپوش
ــود،   ــيمحــ .شــدند کاشــتهب ــورد اســتفاده، مح   طيط کــشت م

Stem Spand (Stem Cell Technology, USA)   به همـراه
 ـ SCF,TPO, FLT3 Ligand  رشـد يفاکتورها   غلظـت اب

 کي ـط هر سـه روز  يض محيتعو .بود ليتر  نانوگرم بر ميلي٥٠
 ـاول تعـداد  يمبنـا . افـت ي روز ادامه    ١٥ و تا    بار انجام شد    ی هي

 بعد که بود هياول سلول ٢×١٠٥ از يدرصد خونساز يها سلول
 يبـاق  چـسبنده  ريغ صورت هب کشت در ساعت ٢٤ گذشت از

 .ماندند

 ـ بن يهـا   درصـد سـلول    يمنظور بررس ـ  به :يتومتريافلوس  يادي
 يهـا   سـلول   به دسـت آمـده از      يون سلول ي، سوسپانس خونساز

 ۵۰در داربست  استخراج شده از يها و سلول حاصل از جفت 
 ـ ته ين سرم گاو  يتر آلبوم يکروليم  ـه و سـپس بـه هـر         ي ک از  ي

 ـ يکروليم ۵ها،  لوله  ـ يتـر آنت  ـ مـورد نظـر و   يادب  ـي  يبـاد  يا آنت
 ـا. پ کنترل اضـافه شـد     يزوتايا  CD34هـا شـامل      ن مـارکر  ي

  کونژوگـه CD38 و PE (Phyco Erythrin)کونژوگه بـا  
 .بــود FITC  (Fluorescein Iso Thio Cyanate)بـا 

عنـوان    بـه PE-IgG1  وFITC-IgG1 يباد ين از آنت  يهمچن
  شرکتها از يباد ي آنتيتمام. (دياستفاده گردپ يزوتايا کنترل

)eBioscience, San Diego, CA, USA(ـ ته   ).ه شـد ي
ــهيــا ســپس ــههــا  ن لول    دقيقــه۳۰مــدت  در دمــاي يخچــال ب

ــه  ــي،   وانكوب ــايع روي ــتن م ــانتريفيوژ و دور ريخ ــد از س    بع
ت توسـط   يکس و در نها   ي ف  درصد ۱  محلول پارافرم آلدئيد   در

 ـمـورد ارز   )پارتـک، آلمـان    (يتومتريدستگاه فلوسا   قـرار   يابي

 . انجام شـد Flow Maxافزار  ها توسط نرم ز دادهي آنال.گرفتند
 ياديــ بنيهــا  وجــود ســلوليمنظــور بررســ بــه :يــيزا کلــون

 ،ي مختلــف خــونيهــا د ردهيــل توليک بــا پتانــسيــتيهماتوپو
 بلافاصـله بعـد از      ، حاصـل از جفـت     يهـا  سـلول  يـي زا کلون

 اسـتخراج شـده از داربـست        يها ن سلول ي و همچن  يجداساز
 ۲×۱۰۵تعـداد   ب کـه    ي ـن ترت يبه ا . شد يبررس روز   ۱۵پس از   

ــا ــي م۱ ســلول ب ــر محــي ليل ــد متيط نيت ــه جام ــم  ل ســلولزي

(Methocult H4435, Stem cell technology, USA)  مخلوط
ختـه  يرمتر مربع  ميلي ۳۵ يها  اتاق به درون چاهک   يو در دما  

 و گـراد  ی سانتی   درجه ۳۷ روز در انکوباتور     ۱۴ يشدند و برا  
CO2 حاصل يها ين زمان کلونيپس از ا .  قرار گرفتند   درصد 

 و يبررس) ژاپننيكون،  (لوپبه كمك ميكروسكوپ  از جفت   
 ـ و ن  يـي زا  کلـون  ي بررس ـ يبـرا . ندشمارش شد   يز مارکرهـا  ي

ع ي مـا يآور علاوه بر جمـع   داربست،   يها بر رو    سلول يسطح
 ـها از داربست گرد     اسکفولد، اقدام به استخراج سلول     يرو . دي

ر چـسبنده هـستند امـا از       ي خونساز غ  يادي بن يها اگرچه سلول 
   داربـست در عـرض    يکه امکان نفوذ آنهـا در لابـه لا         ييآنجا
 که احتمالا در    ييها  جداکردن سلول  يبرا روز وجود دارد،     ۱۵

ــه لا ــاري چنــد داربــست قــرار گرفتــه بودنــد،يلاب   پتــاژي پن ب
 يدسـت آمـده بـرا       بـه  يهـا  کل سـلول    سپس .صورت گرفت 

   . دي استفاده گردييزا ن کلونيي و تعيتومتريفلوسا
گروه کنترل و داربست از نظر   ی سهيمنظور مقا  به :يز آمار يآنال

، ي سـطح  يها ، مارکر ييزا يل کلون يپتانس ها، سلول ريتکث زانيم
معنـادار   P>۰۵/۰ اخـتلاف  .دي ـزوج استفاده گرد  Tاز آزمون

  .محسوب شد
  

  ها يافته
 : کشتيبرا با کلاژن دهي پوش PLLAارنانوساخت يژگيو     

 قبـل از    يسي بافته شده به روش الکترور     PLLA يها داربست
وجـود   نيهمچن و ي سازگارستي ز،افيالاستفاده از نظر قطر     

 نـشان داد    جينتـا . ند قرار گرفت  يبررس آن مورد    يروکلاژن بر   
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 هـر  فاقـد  ونانومتر بوده و     ٨٧٣±٩٨ نيانگيم با قطر    افيال نيا
 نانوسـاختار   يرووجود کلاژن بـر      نيچنهم .يدي بودند ب گونه

با دقـت دو بـر       ،سنجي مادون قرمز     استفاده از دستگاه طيف    با

 وجـود   قياز طر ،  متر   بر سانتي  ۴۰۰۰ تا   ۵۰۰متر در بازه      سانتي
 ـترت  و سه کـه بـه      کي دي آم يباندها  بـر   ١٥٣١ و   ١٦٣٣ در   بي

   ).١ لشک( قرار گرفت دييا آشکار شدند، مورد تمتر يسانت

 
 

اندهاي آميد يک و سه که پيکان ها ب. اسيد با پوشش کلاژن  لاکتيک اسيد و پلي لاکتيک نانو ساختار پلي سنجي مادون قرمز  منحني طيف: ١شکل  
  .متر آشکار مي شوند را نشان مي دهند  بر سانتي۱۵۳۱ و ۱۶۳۳ترتيب در  به

 

 
اسيد با پوشش   لاکتيک نانو ساختار پليحاصل از جفت در فلاسک کشت و بر روي مزانشيمي هاي بنيادي  سلول ميزان تکثير :۲شکل 

  .MTT روزه توسط روش۷در طول يک کشت کلاژن 
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 با سلول و عدم وجـود       داربستسازگار بودن    يمنظور بررس  به
 مـشتق از  يمي مزانـش يادي بنيها  در آن، سلول   يکاثرات توکس 

. دشــدن  داده کــشت  هــا   داربــستايــن  يجفــت بــر رو 
ها از طريق آزمـايش ميـزان فعاليـت           سازگاري داربست   زيست

  یدهنده که نشانMTT  روش توسطمتابوليکي ميتوکندريايي 
ايـن   نتـايج  .باشد مـشخص گرديـد     ها مي  رشد و تکثير سلول   

 در روي داربـست     برها    سلول ريرشد و تکث   از حاكي آزمايش،
  . )۲شکل ( بود کشت روزهاي مختلف

 از حاصـل  خونـساز  ياديبن يها سلول ريتکث زانيش م يافزا
 يها سلول ريتکث سرعت يبررس جينتا :داربست يرو بر جفت

 ـ و داربـست  يرو بـر  خونساز  در فلاسـک  کـف  در نيهمچن
 بنيـادي  ي  هـا  سلول که بود آن از حاكي ،کشت روز ۱۵ عرض

 از بعـد  و بـوده  يخاموش فاز در گروه دو هر در ابتدا خونساز
 کـه  طـور  همان. کنند يم ريتکث به روعروز ش  ۱۰ بايگذشت تقر 

 و چسبنده يها سلول يريتکث فاز در شود، يم دهيد ۳ شکل در
 يها سلول قتيحق در. شوند يم ريتکث هم کنار در چسبنده ريغ

 ري ـغ خونساز يها سلول که اند داده ليتشک را قسمتی چسبنده
 لام   با يشمارش سلول  جينتا. اند گرفته قرار ها آن يرو چسبنده

 بـر  خونساز يها سلول يبرابر ۶/۳ ريتکث از نشان ،تومتريماسه
 كف در برابري ۸/۲ ريتکث و ها با پوشش کلاژن    داربست روي

 جينتا به توجه با بنابراين .روز کشت داشت ۱۵ از پس فلاسك
 داربست روي بر يخون يها سلول ريتکث قدرت آمده دسته  ب

 کـشت داده    يهـا    و رشد سلول   ري تکث کيتيکن شيپا. شد دييتا
توسـط  هـم کـه     نانوسـاختار    يرو جفـت بـر      يها شده سلول 

 در نشان داد که صورت گرفت يروبش يالکترون کروسکوپيم
 ـد هـا  داربـست  يرو بـر  مختلـف  نوع سـلول   دو   ۱۵روز    دهي

 و يوجه چند يشکل يدارا که استرومايي ييها سلول .شود يم
 ـ متـصل   سـاختار  نانو سطح به يخوب   به و بوده کشيده  و دبودن

 شکل به ،هستند خونساز ياديبن يها سلول که يگريد تيجمع
 گرفته بودنـد   قرار يياستروما يها سلول يرو بر و  بوده يکرو

  ).  ۴ شکل(

  

 
  هاي جفت در فاز تکثير،  سلول  B).هاي جفت در فاز خاموشي سلول  . A)  هاي حاصل از جفت در محيط دو بعدي کشت سلول: ٣شکل 

به همراه  stem spanهاي جفت در محيط  کشت سلول. شوند هاي بنيادي مزانشيمي ديده مي هاي بنيادي خونساز در کنار سلول در اين فاز سلول
  .  صورت گرفته استSCF,TPO, FLT3Ligandفاکتورهاي رشد  
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 جفت يسلول ها.  B)سلول بدونکلاژن  با پوشش اسيد لاکتيک  پلي نانوساختار  .A)  نانوساختارروي بر بنيادي هاي سلول مورفولوژي :٤شکل 

 با شکل ي سلوليت جمعيک.  شديده دي سلوليتدو جمعدر اين شکل .  روز١٥اسيد با پوشش کلاژن پس از  لاکتيک پلي  يکشت داده شده بر رو
 به سطح يبخو   و کشيده که بهيوجه  معمول چندي شکلداراي که ييها  سلوليگريو دهاي بنيادي خونساز هستند  که سلول کروي

ها در فاز خاموشي  از آنجاييکه مدتي سلول. هاي استرومايي هستند اند، سلول تا حدودي پوشانيده داربست را ينمتصل شده و باسيد  لاکتيک پلي
  . روز زمان کافي براي پوشاندن تمام سطح داربست نبوده است۱۵بودند، زمان 

 

  
 بر روي (B)پس از تکثير و (A) قبل از تکثير  هاي بافت جفت سلول بر روي -CD34+ CD38و  +CD34بيان مارکرهاي سطحي درصد : ۵شکل 

، کنترل منفي پس از تکثير(B-c) ،  نمونه قبل از تکثير(A-b) قبل از تکثير، کنترل منفي (A-a). اسيد پوشيده شده با کلاژن لاکتيک پلي نانوساختار 
(B-d) نمونه پس از تکثير  
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 پس از حاصل از جفت يها سلول يياز يکاهش قدرت کلون
 يهـا  يل کلـون  يج حاصل از تشک   ينتا :داربست يبر رو ر  يتکث

 ليپتانـس  بـا  يهـا  سلول يفراوان که نشان داد    مختلف خونساز 
 )فلاسک کـشت  (کنترل   در دو گروه   ر،يتکث از پس ييزا يکلون

 ـنسبت به قبـل از تکث      يمعنادار کاهش با داربست و  ر همـراه  ي
 خونـساز قبـل از      يهـا  يتعداد کلون . )P =>۰,۰۰۰۱( باشد يم

 داربـست  يبـر رو  ريکه پس از تکث ي بود در حال   ۴۱±۲کشت  
 فلاسک بـه  و در ۲۰±۸/۲ به ها  تعداد آن شده با کلاژن دهيپوش

 يـي زا ي کلـون  کـاهش  ر بـا  يگر تکث يعبارت د به   ديرس ۵/۱±۱۲
 يادي بنيها سلول ي مارکرهاين بررسيچنهم .وده استبهمراه 

 يهـا  داد کــه درصـد ســلول نـشان  ر يــس از تکثپ ـخونـساز  

CD34+ ــلول ــا و س ــه،-CD34+ CD38 يه ــترت  ب  بي
ــست  ۶/۵±۵/۰ و ۴/۰±۳۲/۶ ــروه داربـ  و ۲۱/۶±۴/۰  ودر گـ
در صـد   ن که   يبا توجه به ا   . باشد يم  در گروه کنترل   ۳/۰±۲/۵
ه  بـود  ۷۸/۴±۶/۰ و   ۰۲/۶±۶/۰قبـل از کـشت،      هـا    ن سلول يا

هـر دو    در   ساز عملكردي  بنيادي خون  يها درصد سلول  است،
ش دارد امـا    يها قبل از کشت افزا     سه با درصد آن   يمقاگروه در   

 كه در ۵طبق شكل . )P <۰۵/۰( باشد يش معنادار نمين افزايا
 ـ نمونه انجام شده ديده مي شود، ب  ۵آن نتايج يك نمونه از       ان ي

ــا ــر رو-CD34+ CD38 و +CD34 يمارکرهــ  ي بــ
 (A-b)  شکل،ري از تکث حاصل از جفت قبل    يادي بن يها سلول

ر ين مارکرها پس از تکثيان ايو بدرصد  ۲۳/۵و  ۸۳/۵ بيترت به
  .باشد ي درصد م۹/۵ و ۶/۶ب يبه ترت ،(B-d) شکل

  
  بحث
 يهـا  انهيآش ـ يي کـارا  يبررس ـن مطالعـه کـه بـه        ي ـج ا ينتا     

 کـلاژن  با شده دهيپوش يبعد سه افيال نانو از شده يساز هيشب
 ـبن يهـا  سلول ريتکث در ،مختلف يياستروما يها سلول و  يادي

 ـتول انهيآش ـ ر در ي تکث اگرچه که داد نشان ،پرداخت خونساز  دي
اما  شود يها م  سلولن  يا تعداد   يبرابر ٦/٣ شيافزا سبب ،شده

ــ تکثيهــا ســلول ــ شــده در اري ــا طيشــرا ني ــشکييتوان  لي ت
 يهـا   را نسبت بـه سـلول     ي کمتر مراتب  به  خونساز يها يکلون

بـه عبـارت    . باشـند  يدارا م  استخراج شده از بافت جفت       هياول
 ی نــشانه نيتــر مهـم  عنــوان بــه ،يـي زا يکلــون ليگـر پتانــس يد

 ـ پ يمعنـادار  کـاهش  هـا  ن سلول يا بودن يعملکرد  و  دا کـرد  ي
 ـ عملکرد ان رفتنيب جفت با از    يها  سلول ريتکث هـا    سـلول ني

 ـ بن يهـا  سـلول ر  ي گذشته، تکث  اني طول سال  در. همراه بود   يادي
ر يتکثکه   يياز آنجا .  بوده است  زيخونساز همواره چالش برانگ   

با از دست دادن قدرت  کشت يبعدط دو   يها در مح   ن سلول يا
 ـها همراه بوده و حفـظ ا        سلول يچند قوگ و   ينوساز خود ن ي

ن امـر   يگردد لذا ا   يمکنترل   انهيآشدر بدن توسط    ات  يخصوص
 يهـا   سـلول  ياه ـ انهيآش ـ از الهام بامحققان را برآن داشت که      

 ساختار يساز هيشببه  ،استخوان مغز  خونساز موجود در  ياديبن
ــآزما طيمحــ در انهيآشــ ــد شگاهي از  يعــيطب ی انهيآشــ. بپردازن

 يتيسيپر  و يالياندوتل ،يتيپوسي اد ،يميمزانش ياديبن يها سلول
 شـده  دهيچيپ هم در ييتودرتو صورت هب ل شده است که يتشک

 سه يفضا يسلول نيب يها کسياترم و ها نيتوکايسا ترشح باو 
 فراهم خونساز يها سلول ريتکث و رشد يبرا را يمناسب يبعد

 را  يستمي ـس کردند   يسع نيمحقق نيابنابر). ١١و  ١٢( کنند يم
 ري ـغ ياجـزا  و هـم     يسـلول  ياجـزا مدنظر قرار دهند که هم      

 ـا به   دنيرس يبرا. کند يبازساز را   انهيآش يسلول  منظـور از   ني
 ـگرد اسـتفاده    داربست يبعدتار سه    ساخ يروکشت بر     تـا   دي

 ،انهيآش يسلول ريغ و   يسلول ياجزا يسازمانده ساختار با    نيا
 ـنما جـاد يا را   يواقع ـ ی انهيآش ـ به   کينزد يمدل  .)١٩و  ٢٠( دي

 ـبن يهـا   سلول ريتکث يبرا يمختلف يبعد سه   يساختارها  يادي
 ی  دو مطالعـه   در. انـد  خونساز بندناف مورد استفاده قرار گرفته     

بندناف  +CD34 يها  سلولري تکثيجداگانه از کلاژن ژل برا   
 ـتکث مطالعات اگرچه   نيا از   يکيدر  . استفاده شد   طيمح ـ در ري

 تعـداد   همراه بود اما   +CD34 يها  با کاهش سلول   يبعدسه  
 گـر ي د ای  مطالعـه  در ).٢١(  داشـت  شي خونساز افزا  يها کلون
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 يعـد  سـه ب   طيمشخص شد که استفاده از کلاژن به عنوان مح        
 ـ بن يها به همراه سلول    مغـز اسـتخوان سـبب       يمي مزانـش  يادي

 شود ي م بندناف خون   يعملکرد +CD34 يها  سلول شيافزا
ــا). ٢٢( ــزاني ــلول شي اف ــا س ــرد +CD34 يه  در يعملک

 يهـا   سـلول  ي که توسط بلانکو و همکارانش بر رو       يا مطالعه
 و PU خــون بنــدناف در مجــاور نانوســاختار يا تــک هــسته

PLGA ـ دزيفت ن صورت گر  ونتـرا و  ). ٢٣(  شـده اسـت  دهي
 PLLA و PCLن، يبــريز نــشان دادنــد کــه فيــن همکــارانش

 ـ بن يها ر سلول ي جهت تکث  ي مناسب ي سه بعد  يارهاتساخ  يادي
 کـه   فـوق برخلاف مطالعـات     .)٢٤( باشند يخونساز بندناف م  

 اند  کردهي مختلف بررسيها داربستر خون بندناف را در    يتکث
ــزاو  ــلولياف ــا ش س ــن بيه ــرد يادي ــساز عملک در  را ي خون
 گـزارش  يط دو بعـد ي نـسبت بـه مح ـ     ي سـه بعـد    يها طيمح

 حاصـل از جفـت   يها ر سلوليتکثنيز ن مطالعه   يدر ا اند،   کرده
 ـ در ااگرچـه .  قرار گرفت ي مورد بررس  يط سه بعد  يدر مح   ني

 ـآميت  بافت جفت موفقيادي بنيها  سلولريمطالعه تکث   بـود  زي
بـه  . نبـود هـا     سلول نيا عملکردظ   همراه با حف   ريتکث نيا يول

 شد  يسع مطالعه   نياتوان گفت که اگرچه در       يم گريدعبارت  
 يبازسـاز  ينسب طور  خونساز به  يادي بن يها سلول ی انهيآشتا  

 از کلاژن ،يبعد سه طيمح از نانو ساختار به عنوان       يعني شود،
 و از يســلول خــارج کسيمــاتر جــزء نيتــر مهــمبــه عنــوان 

 ســلول نيتــر مهــمعنــوان   بــهيميمزانــش ياديــبن يهــا ســلول
 ـتکث يبـرا  انهيآش ـ ی ل دهنده يتشک يياستروما  يهـا   سـلول  ري

 ـ رغـم همـه ا     ي، اما عل  شود خونساز استفاده    ياديبن  ري تـداب  ني
 ـ ا تي خـصوص  نيتـر  يعنـوان اصـل     بـه  ي کلون ساز  ييتوانا  ني

 يلتواند به دلا   يمامر   ينا.  کرد داي کاهش پ  وندي پ يها برا  سلول
هاي بنيادي خونساز در    از جمله آنکه منبع سلول     باشدمختلف  

ده  ما متفاوت با منبع مطالعات قبلي در اين زمينـه بـو        ی مطالعه
 وجـود   ي عوامل مختلف  يعي طب ی  آشيانه يکدر  چنين  هم. است

 پـذير   کـشت امکـان    محيطنها در   آ ی  همه ي ساز يهدارد که شب  
 در اين مطالعـه اگرچـه سـعي شـد تـا            مثال   ينخواهد بود برا  

سازي آشيانه جفت صـورت بگيـرد امـا سيـستم            حداکثر شبيه 
 و محيط کـشت را در تمـام         PHپرفيوژن که غلظت اکسيژن،     

شرايط محيط کشت را     و) ٢٥(دارد   دوران کشت ثابت نگه مي    
چنين از دلايل ديگر    هم. کند، وجود نداشت   ل و پايش مي   کنتر
ز تکثيـر   ها به فا   توان به اين نکته اشاره کرد که ورود سلول         مي

باشـد کـه     يا تمايز در محيط بدن وابسته به شرايط خاصي مي         
 و  پـاراکرايني  هاي حاصل از اين شـرايط توسـط سيـستم          پيام

هـاي   آشـيانه  در  امـا .يابـد  عصبي به سلول مورد نظر انتقال مي    
در . ها وجود نداشـت    طراحي شده امکان بازسازي اين سيستم     

اشاره کرد که طبق نتايج توان به اين نکته   تاييد اين موضوع مي   
 ي بنيادي خونساز جفت   ها سلولاين مطالعه و مطالعات ديگر،      

 هـستند و پـس از    خاموشـي  در فـاز     در ابتداي کـشت مـدتي     
که اين امـر    ) ٢٣ (شوند مي تکثيري زمان وارد فاز     گذشت اين 

  محيط دوهاي موجود در   تفاوتی دهنده تواند نشان خود مي

In Vivo باشد .  
 ما نشان از آن داشت که تعـداد         ي قبل ی ل از مطالعه  ج حاص ينتا

حاصـل   يهـا   گرم سلول۱ل شده از ي خونساز تشک يها يکلون
کـه   يياز آنجـا  . )۱۸( باشد يم ٩٢±٢٢ ،قبل از کشت  از جفت   

تر خـون بنـدناف در   يل يلي م ۱از   ل شده ي تشک يها يکلونتعداد  
که وزن نيو با توجه به ا) ۵( باشد ين تعداد ميحدود سه برابر ا 

باشـد،   يزان خون بندناف م ـ   يبافت جفت در حدود سه برابر م      
 يتمـام  يا  تـک هـسته  يها سلول که اگر جه گرفت   يتوان نت  يم

به همراه خون بنـدناف همـان        شده و  يجدا ساز  جفت بافت
 ـ احتمـالا    وند شود، يجفت پ   ـبن يهـا  سـلول   کـم  يفراوان  يادي
 يها  سلولرياز به تکثي و نشود يخون بندناف جبران م خونساز

  .برد ين ميحاصل از جفت را از ب
  
  يريگ جهينت

 ـ بن يهـا  سـلول  ييزا ل کلون يکاهش پتانس  به توجه با       يادي
 يها ر سلول يتکث ر،يپس از تکث   جفت بافت از حاصل خونساز

 ـ نبـوده و با    ي از جفت راهکـار مناسـب      ي بخش ياديبن  راه  يستي
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 ـ بن يهـا   استخراج سلول  يکارها  ـ ارزان و بدون کـشت مـدنظر قـرار گ          يها جفت با روش  افـت   ب ي خونـساز تمـام    يادي .ردي
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Background and Objective: Nowadays, although umbilical cord blood is a commonly used source of 

hematopoietic stem cell, its low frequency of these cells is the main factor limiting its clinical application. 

The transplantation of hematopoietic stem cells derived from placenta tissue along with umbilical cord blood 

cells of the same sample may be an appropriate approach to solve this problem.  In this study, we tried to 

mimic the niche of placenta by nano fiber scaffold in order to expand the hematopoietic stem cells derived 

from placenta tissue. 
Materials and Methods: Different stromal cells along with hematopoietic stem cells derived from placenta 

tissue were seeded on nano fiber scaffold produced from PLLA coated with collagen. Then, the rate of 

proliferation in these niches was studied. 

Results: The expansion in the mimicked niche associated with 3.6 fold increase in the number of cells but 

the capacity of forming colonies decreased significantly (P<0.0001). Also, the percentage of hematopoietic 

stem cells increased. Nevertheless, the differences were not statistically significant (P>0.05).   

Conclusion: Due to a decreased capacity in forming colonies of hematopoietic stem cells derived from 

placenta, the expansion of stem cells from a part of placenta is not an appropriate solution and other 

approaches such as isolation of hematopoietic stem cells from the whole placenta tissue should be 

considered. 
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