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 استفاده شده است توانايي هاي بنيادي مزانشيمي كه از آن در جداسازي فرد سلول هاي منحصر به از ويژگي :زمينه و هدف

هـاي مختلـف    هـاي بنيـادي مزانـشيمي گونـه     كارگيري اين ويژگـي در جداسـازي سـلول    هب .چسبيدن به پلاستيك است
سـازي روش چـسبيدن بـه سـطح ظـرف          در مطالعة حاضر بـا بهينـه       .جز موش با موفقيت همراه بوده است       هپستانداران ب 
اسـاس ايـن روش بـر       .  مزانشيمي از مغز استخوان مـوش جداسـازي شـد          هاي بنيادي    جمعيت هموژن سلول   ،  پلاستيكي

 Balb/cهاي نژاد    موش: بررسي روش. هاي مغز استخوان است    تعويض مداوم محيط كشت بلافاصله پس از كشت سلول        
سه ساعت پس از آغاز كـشت       . اي كشت گرديد   كشته شدند و مغز استخوان از فمور و تيبيا خارج و در ظرف شش خانه              

 ساعت و در فاصـله      هشتتعويض محيط كشت در هر      . ط كشت رويي دور ريخته شد و محيط جديد اضافه گرديد          محي
هاي فيبروبلاستي نگهداري شد و پس       اين كشت تا زمان پرشدن نسبي ظرف توسط سلول        .  ساعت ادامه داشت   72زماني  

منظـور اثبـات ماهيـت        بـه . سـي قـرار گرفتنـد     ها براي مطالعات بيشتر مـورد برر       اين سلول . از آن پاساژ اول انجام گرفت     
در ضمن سلول مـورد نظـر از نظـر كلونوژنيـك بـودن و               . هاي مزانشيمي تمايز داده شدند      ها به دودمان    مزانشيمي، سلول 

در اين مطالعه دو هفته پس از كشت اوليه، جمعيـت خـالص    :ها يافته .هاي سطح سلول مورد ارزيابي قرار گرفتند      ژن آنتي
 ، بيان داشـت CD90, Sca-l, CD44 ماركرهاي سطحي ها ها كه در آن اين سلول. دست آمد اي شبه فيبروبلاستي بهه از سلول

 روش ما روش توانمندي در جداسازي جمعيـت         ،رسد به نظر مي   :گيري  نتيجه .به آساني به استخوان و چربي تمايز يافتند       
  .هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش است خالص از سلول

  
  هاي بنيادي مزانشيمي، جداسازي  موش، مغز استخوان، سلول :كليدي كلمات

 

  
هاي تمايزنيافته بـا توانـايي    ، سلول)Stem cells( هاي بنيادي سلول

 مغز استخوان منبع اصـلي      1.هاي تمايزيافته هستند    تكثير و توليد سلول   
هـاي   سلولساز و     هاي بنيادي خون    ها به نام سلول     دو نوع از اين سلول    
هاي بنيادي مزانشيمي توان تمـايز بـه          سلول. باشد  بنيادي مزانشيمي مي  

چندين دودمان سلولي ازجمله استخوان، عصب، غـضروف و كبـد را            
هـا بـا اسـامي ديگـر از قبيـل            هـاي اخيـر ايـن سـلول          در سال  2.دارند
هـاي بنيـادي       سـلول  3،دهنـدة كلـوني     هاي فيبروبلاستي تـشكيل     سلول

هــاي اجــدادي   ســلول4،هــا  اســتخوان فيبروبلاســتاســترومايي مغــز
 .انـد    خوانـده شـده    6هاي استرومايي مغز اسـتخوان       و سلول  5مزانشيمي
آل بــراي  عنــوان يــك منبــع ايــده هــاي بنيــادي مزانــشيمي بــه ســلول

هـاي   عنوان ابزاري بـراي درمـان بيمـاري         درماني و به    ، ژن درماني  سلول
نـي بـر اسـتفاده از ايـن       گزارشـاتي مب   7.گردنـد   مادرزادي محسوب مي  

 8،هـاي حيــواني بـراي درمــان نـواقص اســتخواني    هـا در مــدل  سـلول 
تـا بـه   .  وجود دارد12 و پاركينسون11 سكتة مغزي9و10،جراحات نخاعي 

هاي بنيادي مزانشيمي از مغـز اسـتخوان پـستانداراني مثـل              حال سلول 
 20، گوسـفند  19، بز 18، خوك 17، خرگوش 16، بابون 15، سگ 14، گربه 13،رت

ها مـورد بررسـي قـرار گرفتـه           هاي آن   با موفقيت جداسازي و ويژگي    
اما اين درحالي اسـت كـه بـه علـت رشـد و تكثيـر ناخواسـتة                  . است
ي مغـز   هـا   هاي غيرمزانشيمي و خوني در جريان كـشت سـلول           سلول

هــاي بنيــادي  ســازي ســلول ، جداســازي و خــالصاســتخوان مــوش
 تـا بـه     5.هـا اسـت     گر گونه تر از انسان و دي      مزانشيمي آن بسيار مشكل   

  
 229-236، 1387، تير، 4شماره ،66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره
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 1387تير،4شماره ،66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

هـاي غيرمزانـشيمي و       منظـور كـاهش سـلول       حال چندين مطالعـه بـه     
 اما با   5و21-25،هاي مغز استخوان موش انجام گرفته است        تخليص سلول 

هاي فيبروبلاستي خـالص از مغـز         اين وجود همچنان جداسازي سلول    
هـاي    نشده در تحقيقات سـلول      عنوان يك مسألة حل     استخوان موش به  

لذا در مطالعة حاضر روش نوين      . يادي مزانشيمي موشي مطرح است    بن
هـاي مزانـشيمي موشـي ارائـه شـده            و جديدي براي جداسازي سلول    

 اساس اين پروتكل بر تعويض سـريع و مـداوم محـيط كـشت             . است
(Frequent Medium Change; FMC) ــه از كــشت  در ســاعات اولي

  . استBalb/cهاي مغز استخوان موش  سلول
 

  

  
جداســازي و كــشت . مطالعــه انجــام شــده از نــوع تجربــي بــود

    بـا سـن تقريبـي      Balb/cهاي نـژاد      موش: هاي بنيادي مزانشيمي    سلول
ــه كــردن مهــره 8-6 ــا روش دررفت ــه ب ــي   هفت  cervical(هــاي گردن

dislocation( ) مايـشگاهي ز كار با حيوانات آ    اخلاق  كميته طبق مصوبه 
 در آزمايـشگاه گـروه      )1385-86هـاي      در سال  دانشگاه تربيت مدرس  

هـاي ران و     اسـتخوان . كشته شدند  ، دانشگاه تربيت مدرس   هماتولوژي
ني جدا گرديد و عضلات و بافـت نـرم اطـراف پـاك شـد و                   درشت  

هـاي ران و     لولة محتوي اسـتخوان   . قرار داده شد   DMEMداخل محيط   
 دو. ني برروي يخ قرار داده شده و به زير هود منتقـل گرديـد               درشت  

 سـرنگ و سرسـوزن   بـا اسـتفاده از   ها قطع گرديـده و    انتهاي استخوان 
 حـل   HBSSليتـر      ميلـي  دومغز استخوان خارج گرديد و در        22شمارة  
 سـلول در خانـه در       25×106ها با تـراكم       در مرحلة بعد سلول   . گرديد

 DMEMاسـتفاده   محـيط مـورد  . ظروف شش خانهاي كشت گرديدنـد    
.  و استرپتومايـسين بـود     سيلين  هاي پني  بيوتيك  و آنتي % FBS 15حاوي  

ها، بـه آرامـي محـيط كـشت            ساعت بعد از كشت سلول     به فاصلة سه  
 هـشت  ساعته، هـر     72در ادامه در يك دورة      . ها تعويض گرديد    سلول

بـه مـدت دو     . ها تعـويض گرديـد      ساعت يك بار محيط كشت سلول     
يان ها تعويض شد و در پا بار محيط كشت سلول    هر سه روز يك   ،  هفته

بـدين ترتيـب كـه بـا اسـتفاده از           .  پاساژ اول انجام گرفـت     ،اين مدت 
Trypsin-EDTA (Gibco, Germany) هـا از    دقيقـه سـلول  دو در مدت

هـاي كنـده شـده از محـيط كـشت             سلول. محيط كشت جدا گرديدند   
هاي تمايزي و ماركرهاي سـطح        تحت عنوان پاساژ اول از نظر ويژگي      

هـاي مغـز      سـلول  ،بـراي كنتـرل    .تنـد سلولي مورد بررسـي قـرار گرف      

 72استخوان مطابق پروتكل بالا كشت داده شدند با ايـن تفـاوت كـه               
در ايـن   . ساعت پس از كشت اوليه تعويض محيط كشت انجام گرفت         

بـراي   WFMC (Without Frequent Medium Change)مطالعه از واژه 
 Colony Forming.گذاري اين نوع روش كشت استفاده شده است نام

Unit-Fibroblast; CFU-F assayهاي   براي ارزيابي قدرت تكثير سلول
. جداشده، از روش سنجش واحد كلـوني فيبروبلاسـتي اسـتفاده شـد            

 سلول از پاساژ اول شـمارش گرديـد و در يـك             100بدين ترتيب كه    
در انتهـاي دورة    . ليتري به مدت يك هفته كشت گرديد         ميلي 60ديش  

 دقيقـه  10بـه مـدت   % 3ده از كريستال ويولت  ها با استفا    كشت، سلول 
تمـايز بـه اسـتخوان و        .هاي حاصل شمارش شـد      رنگ شدند و كلون   

هـاي مـورد بررسـي در        منظور اثبات ماهيت مزانشيمي سلول     هب: چربي
براي ايـن    .اين مطالعه از تست تمايز به استخوان و چربي استفاده شد          

در محــيط اي   خانــهشــش ســلول در ظــروف 50000منظــور حــدود 
DMEM   بيوتيك كـشت داده شـد       درصد سرم گاوي و آنتي     15 حاوي .

ها با محيط تمايز به اسـتخوان         محيط سلول  confluencyپس از مرحله    
 DMEMمحـيط تمـايز بـه اسـتخوان شـامل            .و چربي جـايگزين شـد     

  فـسفات  سـه ليتـر اسـكوربيك اسـيد         ميكروگرم در ميلـي    50محتوي  
(Sigma; USA) , 10 ــانومولار ــازون  ن  10 و (Sigma; USA)دگزامت

 و محيط چربي شامل (Sigma, USA)گليسرول فسفات -مولار بتا ميلي
DMEM   فـسفات  -3ليتـر اسـكوربيك       ميكروگـرم در ميلـي     50حاوي  

(Sigma; USA)، 100 ــازون ــانومولار دگزامت  50 و (Sigma; USA)  ن
: ي تمايزارزياب . بود(Sigma, USA) ليتر ايندومتاسين ميكروگرم در ميلي
 بـراي   .ها مورد ارزيـابي قـرار گرفـت         تمايز سلول  ،در پايان هفته سوم   

آميزي آليزارين رد و براي چربي از رنگ آميزي اويل           استخوان از رنگ  
شسته  PBSتك لايه سلولي با     : آميزي آليزارين رد    رنگ .رد استفاده شد  

  فيكس شد و سپس(Merck; Germany) دقيقه با متانول 10مدت  هو ب
ــا محلــول رنگــي  رنــگ ــاكي % 1(آميــزي ب ــزارين رد در آب آموني آلي

25(%(Sigma, USA)  ها با  در ادامه سلول.  دقيقه انجام شددو به مدت
 .آب مقطر شسته و پس از خشك شدن با ميكروسكوپ مشاهده شـد            

مدت يـك سـاعت در دمـاي اتـاق بـا       هها ب سلول: آميزي اويل رد  رنگ
 ـ   %70س با الكل     فيكس شدند و سپ    %4فرمالين   -15 مـدت  ه شسته و ب

 ,Sigma)الكـل ايزوپروپانـل   % Oil red  99%5/0 دقيقه با محلـول  10

USA) آميزي شد و در انتها محلول رنگي خارج و سه بار با الكل               رنگ
   . شستشو داده و با ميكروسكوپ مشاهده شد70%

 روش بررسي
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 1387تير ، 4ماره ش ، 66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

 سـلول در    200000تعـداد   : ها بـراي فلوسـايتومتري     سازي سلول  آماده
% 3 ميكروليتـر سـرم رت       100هاي فالكون ريخته و به هـر كـدام           لهلو

 500ها با  سلول . نگهداري شد  C°4 دقيقه در دماي     30مدت   هاضافه و ب  
 :Fetal Bovine serum)ليتـر  ميكروليتر بافر شستشو حاوي يـك ميلـي  

FBS) ليتـر   در صد ميلـي (Phosphate Buffer Solution: PBS)  شـسته 
 دقيقه 30به مدت )  دقيقه10مدت  ه بg400(فوژ شدند و پس از سانتري   

 ,CD31, CD34, Sca-1هـاي اوليـه    بـادي  روي يخ و در يخچال با آنتي

Vcam-1, c-Kit, CD45, CD11b, Thy 1.2,  ــا ــه ب  FITC كونژوگ

 CD135, CD44 و بـــا (ebioscience)) فلورســـنس ايزوتيوســـيانات(
ي كنتـرل منفـي     انكوبـه شـدند و بـرا      ) فيكـواريترين ( PEكونژوگه بـا    

 FITC-IgG2a, IgG2b و PE-IgG2a, IgG2bهـاي   بـادي  ها با آنتي سلول
 دقيقه  10مدت   هها پس از شستشو ب     در مرحله بعد سلول   . انكوبه شدند 

پـارافرم  (كننده   ها بافر فيكس   سپس به سلول  .  سانتريفوژ شدند  g400با  
 مترياضافه شد و با دستگاه فلوسـايتو      ) PBS در   FBS 1%و  % 1 آلدهيد

(Becton Dickenson) افزار  و نرمWinMDIآناليز آمـاري  .  آناليز شدند
 هـاي آمـاري   تحليل داده افزار هاي سطح سلول با استفاده از نرم  ژن آنتي
spss   آزمون   13ويراست ،t-test  انحراف معيار ±ميانگين(صورت   ه و ب( 

ادير  مق ـ. انجام گرفت  Excelافزار   رسم نمودارها در نرم   . بررسي گرديد 
001/0p<دار در نظر گرفته شد  معني.  

  
  

  
دوكي شكل چسبندة     هاي    در روز سوم كشت سلول    : كشت سلول 

 1شـكل   (هاي منفرد در ظرف كشت مشاهده گرديـد           صورت سلول   به
بين روزهاي چهـارم تـا هـشتم، بـر تعـداد            ).  رديف سمت چپ   ،الف

).  رديف سمت چـپ    ، ب 1شكل  (هاي دوكي شكل افزوده شد        سلول
 فيبروبلاستي دوكي   –هاي شبه   مجموعه خالص سلول   ،پس از دو هفته   

 رديف سمت ، ج1شكل (مشاهده شد confluency  %70-75با شكل 
 .ها پاساژ اول انجـام گرفـت       در اين زمان به منظور تكثير سلول      ). چپ

ــلولي   ــشت س ــرل ك ــة كنت ــيط  (در نمون ــداوم مح ــويض م ــدون تع ب
هـاي   ا بـا مورفولـوژي  ه ـ ، جمعيت هتروژن از سـلول ) WFMC،كشت

هـاي چنـدوجهي مـشاهده        مختلف از قبيل پهن، دوكي شكل و سلول       
اي شـكلي بـر      اي مدور و دايـره    ه شد و در روزهاي آخر كشت سلول      

 ،ج - الـف 1شـكل   (هاي چسبيده به ظـرف قـرار گرفتنـد           روي سلول 
ازاي هر   براساس نتايج حاصله به:CFU-F assay ).رديف سمت راست

تمايز بـه    . كلون تشكيل شد   65طور متوسط     يافته به   سلول كشت    100
 هفتـه در    سـه هاي پاسـاژ اول كـه بـه مـدت            سلول: استخوان و چربي  

سـاز و چربـي قـرار گرفتـه بودنـد بـا              هـاي اسـتخوان    معرض محـيط  
و اويـل   ) براي تمايز به اسـتخوان    (آميزي اختصاصي آليزارين رد      رنگ
 در محـيط تمـايز بـه        .مـورد ارزيـابي قـرار گرفتنـد       ) براي چربي (رد  

،  مناظر نـودول ماننـدي     FMCهاي كشت شده با روش       استخوان سلول 
   WFMCا روش ـ بيشتري در مقايسه ب،ده بودندـدر آم رمزـرنگ ق هكه ب

  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

سه روز  )الف. رديف سمت چپ. هاي مغز استخوان موش  كشت سلول:1 -شكل
 .كل منفرد در ظرف كشت مشاهده شدهاي دوكي ش  سلول،پس از آغاز كشت

 ،در روز چهاردهم )پ .هاي دوكي شكل زياد شد  تعداد سلول،در روز هشتم )ب
هاي دوكي شكل پر   ظرف كشت توسط جمعيت خالص از سلول%80بيش از 

رديف سمت . هاي دوكي شكل در پايان پاساژ اول جمعيت سلول )ت .شد
هاي مختلف كه در بين آنها   سلول،سه روز پس از آغاز كشت )الف. راست
اي   مجموعه،در روز هشتم )ب .هاي دوكي وجود داشت مشاهده گرديد سلول

دوكي شكل و چندوجهي بر ، هاي پهن ها شامل سلول هتروژن از انواع سلول
اي شكل  هاي مدور و دايره  سلول،در روز چهاردهم )ج .كشت غالب شده است

جمعيت هتروژن ) د .قرار گرفتندهاي چسبيده به محيط كشت  بر سطح سلول
 ميكروسكوپ فاز كنتراست معكوس ها با تمام شكل( ها در پايان پاساژ اول سلول

  ).تهيه شده است 100نمايي و بزرگ

 هايافته

FMC WFMC 
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هـاي كـشت     در محيط تمايز به چربـي سـلول       ). 2شكل  (مشاهده شد   
رنگ قرمز در مقايـسه بـا        ه ب  بيشتري  قطرات چربي  FMCشده با روش    

در : ماركرهـاي سـطح سـلولي      ).2شـكل   (ده شد    مشاه WFMCروش  
شان داده شده    ن WFMC و   FMC هاي هاي سطح سلول   ژن  آنتي 1 نمودار
هـاي    در سـلول   ,CD11b CD45نتايج نـشان داد كـه ماركرهـاي         . است

WFMC       هـاي   شـوند امـا در سـلول     در حد بسيار بالايي بيان مـيFMC 
 Vcam-1, CD135, CD31, C-Kit, CD34 ماركرهـاي . بياني مشاهده نشد

 %5 از     كمتر WFMCهاي    سلول   اما در   بيان نداشتند  FMCهاي   در سلول 
 WFMC كمـي بيـشتر از    FMCدر  CD44, Sca-1ماركرهاي. بيان شدند
  .  بيان داشتFMCهاي   از سلول%30 در CD90ماركر . بيان شدند

 
  
  

    
    

     
 
 
 
 
 
 
 
 

 و )هاي استخواني با فلش نشان داده شده است محل تشكيل ندول (اند آميزي اليزارين رد قرمز شده ها با رنگ سلول. ه استخوان و چربيها ب  پتانسيل تمايز سلول:2 -شكل
تعويض ( FMCي ها ميزان تمايز در سلول. )اند با فلش نشان داده شده است كه رنگ قرمز گرفته قطرات چربي (اند  قطرات چربي قرمز شده،آميزي اويل رد در نتيجه رنگ

  ).100نمايي   بزرگ،ميكروسكوپ فاز كنتراست معكوس( بيشتر نمايان است) بدون تعويض مداوم محيط كشت( WFMCهاي  در مقايسه با سلول) مداوم محيط كشت

  
 
 
 
 
 

 
  
  
  
  
  
  
  
  

  )>001/0p ()بدون تعويض مداوم محيط كشت (WFMCو ) تعويض مداوم محيط كشت( FMC هاي كشت شده با روش  منحني مقايسه ماركر سطحي سلول:1 -نمودار

Adipogenic Osteogenic 

FMC 
WFMC 

Adipogenic Osteogenic 

Primary culture 
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هاي بنيادي مزانشيمي موش بـه علـت      جداسازي و خلوص سلول   
هاي مزانـشيمي در مغـز اسـتخوان و رشـد ناخواسـتة               تعداد كم سلول  

هـاي    تـر از ديگـر گونـه        هاي غيرمزانـشيمي بـه مراتـب مـشكل          سلول
فيبروبلاسـت      -هـاي شـبه      حاضـر، سـلول     در مطالعة  25.جانوري است 

دوكي شكل با استفاده از تغيير مداوم محيط كـشت در سـاعات اوليـة               
هاي چـسبندة   سلول . جدا گرديدBalb/c از مغز استخوان موش   ،كشت

هـاي اجـدادي      هـا، سـلول     مشتق از مغز استخوان شـامل فيبروبلاسـت       
 21و26-28.شـد با  هاي انـدوتليالي و چربـي مـي         خوني، ماكروفاژها، سلول  

ها باقي مانده و      ها در كشت سلول     مطالعات قبلي نشان دادند اين سلول     
 نتـايج ايـن     20و21و29.شوند  هاي فيبروبلاستي مي    سازي سلول   باعث آلوده 

 پي محيط كشت مانع از چسبيدن سلول        در  مطالعه نشان داد تعويض پي    
تايج ن. شوند  انشيمي و خوني به پليت پلاستيكي كشت مي        مز هاي غير   

 ,CD11b, CD45, C-Kit,  CD34, Cam-1, CD31ما نـشان داد ماركرهـاي  

CD135يافتـه بـا     كـشت  هاي  در سلولFMC   ايـن  .  بيـان نمـي شـوند
هاي اندوتليالي، ميلوئيـدي      هاي سطحي سلول    ژن  عنوان آنتي   ماركرها به 

 جمعيـت   ،)WFMC(هاي كنترل     در سلول  5و30-38.و خوني مطرح هستند   
اين جمعيت سـلولي    . هاي مختلف مشاهده شد     ولوژيهتروژن با مورف  

هـاي مزانـشيمي داشـت و بعـضي ماركرهـاي             تمايز نسبي به دودمـان    
هـا در     در اين سلول   CD45 و   CD11bسطحي اشاره شدة فوق از جمله       

باشـد   حد بالايي بيان شدند كه در راستاي گزارش محققين پيشين مـي        
هاي مغـز اسـتخوان      هاي خوني در كشت اولية سلول       كه حضور سلول  

هـاي     با اين روش، مجموعة خالص سلول      21و29و34.موش گزارش دادند  
هـاي    فيبروبلاستي با توانايي تكثير بالا و تـوان تمـايز بـه دودمـان               شبه

تمـايز بـه    . دسـت آمـد     مزانشيمي در دو هفته بعد از كـشت اوليـه بـه           
آميـزي    رنـگ (استخوان از روي قرمز شـدن مـاتريكس معـدني شـده             

و تمايز به چربي از قرمز شدن قطرات چربي موجـود در            ) ين رد اليزار
در مجمـوع   . نمايـان شـد   ) رنگ آميزي اويـل رد    (ها    سيتوپلاسم سلول 

 مورفولوژي دوكي شكل    ،اي خوني  عدم بيان ماركرهاي شاخص سلول    
هـاي    كلونوژنيك بودن و توان تكثير بالا و تمايز بـه دودمـان            ،ها سلول

دست  ههاي ب  ما را متقاعد ساخت سلول    ) ياستخوان و چرب  (مزانشيمي  
 هـاي بنيـادي مزانـشيمي      آمده در اين مطالعه جمعيت خالص از سلول       

از اين خـصوصيات در شناسـايي       به دفعات   محققين پيشين    .باشند مي

 تا به حـال بـر       22و33و39-41 .اند هاي بنيادي مزانشيمي استفاده كرده      سلول
آل جداسـازي     وش ايـده  اساس اينكه روش چـسبيدن بـه پلاسـتيك ر         

كار  هباشد، چند روش مختلف ب      هاي بنيادي مزانشيمي موش نمي       سلول
  از تكنيـك ايمونوديپلـشن منفـي       Baddo ،در ايـن زمينـه     .اسـت رفته  

(Negative Immunodepletion) ــراي جداســازي اســتفاده  mMSCs ب
هـاي آسـپيره شـده مغـز         اين محققين پس از كشت سـلول       24.اند كرده

هـاي   هاي مغز استخوان مـوش      با پاساژ و انكوبه كردن سلول      ،استخوان
 ,CD34 هـاي  بـادي  آنتـي  ربايي متـصل بـه    هاي آهن  با دانهFVB/N نژاد

CD11b, CD45هاي خـوني و جداسـازي سـلول     اقدام به حذف سلول 
  پس از ايمونو   ، دريافتند در اين روش     و هاي بنيادي مزانشيمي نمودند    

در تكثير سلولي و در پيشرفت سيكل سلولي        هاي كه     بيان ژن  ،ديپلشن
هـاي بنيـادي    يابد كه اين امر رشد كـم سـلول   دخالت دارند كاهش مي  
 مشاهده كرد كه يك هفتـه   Tropelدر ضمن. مزانشيمي را در پي دارد

هـاي   مونوسيت با استفاده از دانـه      -بعد از حذف دودمان گرانولوسيت    
ها در محيط   از اين سلولبعضيCD11b بادي  ربايي متصل به آنتي آهن

 در اين مطالعـه بـدون كمتـرين اسـترس بـر             42.شوند كشت پديدار مي  
ها و بـا بهبـود روش چـسبيدن بـه كـشت پلاسـتيك از طريـق                    سلول

هاي مغـز    تعويض سريع محيط كشت در ساعات اوليه از كشت سلول         
هاي غير مزانـشيمي بـه ظـرف          مانع از چسبيدن سلول    ،استخوان موش 

هـاي بنيـادي     هـاي ناشـناخته در مـورد سـلول         از جنبـه   .كشت گرديد 
هـا    سطحي ويژه ايـن سـلول     ) ماركر(ژن     معرفي آنتي  ،مزانشيمي موش 

 محققـين در مـورد مـاركر سـطحي ايـن            گزارشـات پيـشين   در  . است
 ,CD44 در اين مطالعـه ماركرهـاي   5و22و24.ندشتنظر دا ها اختلاف سلول

CD90, Sca-1هرچند ايـن ماركرهـا بـه    .  در حد قابل توجهي بيان شد
هاي خوني مطرح     اندوتليال و سلول   ،هاي غيرخوني  عنوان ماركر سلول  

رسـد كـه بعـضي از ماركرهـاي شـناخته             اما به نظر مي    22و30 .باشند مي
هـاي بنيـادي      در سـلول   ،هـاي انـدوتليالي و خـوني       هاي سلول  دودمان

 و كـم     با اين مكانيـسم كـه بـسيار سـاده           و مزانشيم موشي بيان شوند   
تـرين زمـان ممكـن از خاصـيت چـسبندگي             باشد در كوتـاه     هزينه مي 

هاي بنيادي مزانشيمي و تعويض مداوم محيط كشت در آغازين            سلول
هاي   هاي مغز استخوان موش براي تخليص سلول       ساعات كشت سلول  

ه حاضـر بـا    مطالع ـ:سپاسـگزاري  .بنيادي مزانشيمي استفاده شد دوكي
مـولفين   وآوري بن ياخته انجـام گرفتـه         هاي مالي شركت فن     حمايت

   .دارند  محمد معصومي،مراتب تشكر خود را از آقايان آمير آتشي

بحث

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
3-

19
 ]

 

                               5 / 8

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-605-en.html


  

     و همكاران  234

 

 
 1387تير،4 ، شماره66 علوم پزشكي تهران، دورهمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه

  
Evaluation of two surveillance methods for surgical site infection 

  
 

 

1. Fuchs E, Segre JA. Stem cells: a new lease on life. Cell 2000; 
100: 143-55. 

2. Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R, 
Mosca JD, et al. Multilineage potential of adult human 
mesenchymal stem cells. Science 1999; 284: 143-7. 

3. Friedenstein AJ, Gorskaja JF, Kulagina NN. Fibroblast 
precursors in normal and irradiated mouse hematopoietic organs. 
Exp Hematol 1976; 4: 267-74. 

4. Bianco P, Riminucci M, Gronthos S, Robey PG. Bone marrow 
stromal stem cells: nature, biology, and potential applications. 
Stem Cells 2001; 19: 180-92. 

5. Sun S, Guo Z, Xiao X, Liu B, Liu X, Tang PH, et al. Isolation of 
mouse marrow mesenchymal progenitors by a novel and reliable 
method. Stem Cells 2003; 21: 527-35. 

6. Prockop DJ. Marrow Stromal cells as stem cells for non-
hematopoietic tissues. Science 1997; 276:71-74. 

7. Baksh D, Song L, Tuan RS. Adult mesenchymal stem cells: 
characterization, differentiation, and application in cell and gene 
therapy. J Cell Mol Med 2004; 8: 301-16. 

8. Horwitz EM, Gordon PL, Koo WK, Marx JC, Neel MD, McNall 
RY, et al. Isolated allogeneic bone marrow-derived 
mesenchymal cells engraft and stimulate growth in children with 
osteogenesis imperfecta: Implications for cell therapy of bone. 
Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 99: 8932-7. 

9. Sasaki M, Honmou O, Akiyama Y, Uede T, Hashi K, Kocsis JD. 
Transplantation of an acutely isolated bone marrow fraction 
repairs demyelinated adult rat spinal cord axons. Glia 2001; 35: 
26-34. 

10. Hofstetter CP, Schwarz EJ, Hess D, Widenfalk J, El Manira A, 
Prockop DJ, et al. Marrow stromal cells form guiding strands in 
the injured spinal cord and promote recovery. Proc Natl Acad 
Sci U S A 2002; 99: 2199-204. 

11. Chen J, Zhang ZG, Li Y, Wang L, Xu YX, Gautam SC, et al. 
Intravenous administration of human bone marrow stromal cells 
induces angiogenesis in the ischemic boundary zone after stroke 
in rats. Circ Res 2003; 92: 692-9. 

12. Schwarz EJ, Alexander GM, Prockop DJ, Azizi SA. 
Multipotential marrow stromal cells transduced to produce L-
DOPA: engraftment in a rat model of Parkinson disease. Hum 
Gene Ther 1999; 10: 2539-49. 

13. Martin DR, Cox NR, Hathcock TL, Niemeyer GP, Baker HJ. 
Isolation and characterization of multipotential mesenchymal 
stem cells from feline bone marrow. Exp Hematol 2002; 30: 
879-86. 

14. Kadiyala S, Young RG, Thiede MA, Bruder SP. Culture 
expanded canine mesenchymal stem cells possess 
osteochondrogenic potential in vivo and in vitro. Cell Transplant 
1997; 6: 125-34. 

15. Devine SM, Bartholomew AM, Mahmud N, Nelson M, Patil S, 
Hardy W, et al. Mesenchymal stem cells are capable of homing 
to the bone marrow of non-human primates following systemic 
infusion. Exp Hematol 2001; 29: 244-55. 

16. Wakitani S, Goto T, Pineda SJ, Young RG, Mansour JM, Caplan 
AI, et al. Mesenchymal cell-based repair of large, full-thickness 
defects of articular cartilage. J Bone Joint Surg Am 1994; 76: 
579-92. 

17. Awad HA, Butler DL, Boivin GP, Smith FN, Malaviya P, 
Huibregtse B, et al. Autologous mesenchymal stem cell-
mediated repair of tendon. Tissue Eng 1999; 5: 267-77. 

18. Mosca JD, Hendricks JK, Buyaner D, Davis-Sproul J, Chuang 
LC, Majumdar MK, et al. Mesenchymal stem cells as vehicles 
for gene delivery. Clin Orthop Relat Res 2000; 379 Suppl: 71-
90. 

19. Jessop HL, Noble BS, Cryer A. The differentiation of a potential 
mesenchymal stem cell population within ovine bone marrow. 
Biochem Soc Trans 1994; 22: 248. 

20. Meirelles Lda S, Nardi NB. Murine marrow-derived mesenchymal 
stem cell: isolation, in vitro expansion, and characterization. Br J 
Haematol 2003; 123: 702-11. 

21. Phinney DG, Kopen G, Isaacson RL, Prockop DJ. Plastic adherent 
stromal cells from the bone marrow of commonly used strains of 
inbred mice: variations in yield, growth, and differentiation.. J Cell 
Biochem 1999; 72: 570-85. 

22. Peister A, Mellad JA, Larson BL, Hall BM, Gibson LF, Prockop DJ. 
Adult stem cells from bone marrow (MSCs) isolated from different 
strains of inbred mice vary in surface epitopes, rates of proliferation, 
and differentiation potential. Blood 2004; 103: 1662-8. 

23. Modderman WE, Vrijheid-Lammers T, Löwik CW, Nijweide PJ. 
Removal of hematopoietic cells and macrophages from mouse bone 
marrow cultures: isolation of fibroblastlike stromal cells. Exp 
Hematol 1994; 22: 194-201. 

24. Baddoo M, Hill K, Wilkinson R, Gaupp D, Hughes C, Kopen GC, 
Phinney DG. Characterization of mesenchymal stem cells isolated 
from murine bone marrow by negative selection. J Cell Biochem 
2003; 89: 1235-49. 

25. Eslaminejad MB, Nikmahzar A, Taghiyar L, Nadri S, Massumi M. 
Murine mesenchymal stem cells isolated by low density primary 
culture system. Dev Growth Differ 2006; 48: 361-70. 

26. Tavassoli M, Takahashi K. Morphological studies on long-term 
culture of marrow cells: characterization of the adherent stromal 
cells and their interactions in maintaining the proliferation of 
hemopoietic stem cells. Am J Anat 1982; 164: 91-111. 

27. Dexter TM, Spooncer E, Simmons P, Allen TD. Long-term marrow 
culture: an overview of techniques and experience. Kroc Found Ser 
1984; 18: 57-96. 

28. Zuckerman KS, Wicha MS. Extracellular matrix production by the 
adherent cells of long-term murine bone marrow cultures. Blood 
1983; 61: 540-7. 

29. Xu CX, Hendry JH, Testa NG, Allen TD. Stromal colonies from 
mouse marrow: characterization of cell types, optimization of plating 
efficiency and its effect on radiosensitivity. J Cell Sci 1983; 61: 453-
66. 

30. Baldwin HS, Shen HM, Yan HC, DeLisser HM, Chung A, Mickanin 
C, et al. Platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-
1/CD31): alternatively spliced, functionally distinct isoforms 
expressed during mammalian cardiovascular development. 
Development 1994; 120: 2539-53. 

31. Kinashi T, St Pierre Y, Springer TA. Expression of 
glycophosphatidylinositol-anchored and -non-anchored isoforms of 
vascular cell adhesion molecule 1 in murine stromal and endothelial 
cells. J Leukoc Biol 1995 Jan; 57(1):168-73. 

32. Ikuta K, Weissman IL. Evidence that hematopoietic stem cells 
express mouse c-kit but do not depend on steel factor for their 
generation. Proc Natl Acad Sci U S A 1992; 89: 1502-6. 

33. Simmons PJ, Torok-Storb B. CD34 expression by stromal precursors 
in normal human adult bone marrow. Blood 1991; 78: 2848-53. 

34. Wang QR, Yan ZJ, Wolf NS. Dissecting the hematopoietic 
microenvironment. VI. The effects of several growth factors on the 
in vitro growth of murine bone marrow CFU-F. Exp Hematol 1990; 
18: 341-7. 

35. Springer T, Galfrè G, Secher DS, Milstein C. Monoclonal 
xenogeneic antibodies to murine cell surface antigens: identification 
of novel leukocyte differentiation antigens. Eur J Immunol 1978; 8: 
539-51. 

36. Ledbetter JA, Herzenberg LA. Xenogeneic monoclonal antibodies to 
mouse lymphoid differentiation antigens. Immunol Rev 1979; 47: 63-
90. 

37. Oostendorp RA, Dörmer P. VLA-4-mediated interactions between 
normal human hematopoietic progenitors and stromal cells. Leuk 
Lymphoma 1997; 24: 423-35. 

  
Soleimani M. et al.                                                                                                       234 

References 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
3-

19
 ]

 

                               6 / 8

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-605-en.html


  
 235              در بخشهاي جراحي عمومي كارايي دو روش پايش براي تشخيص عفونت محل جراحي  

 

 
1387تير ، 4 ، شماره 66مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره   

 
Isolation of mesenchymal stem cells from mouse bone marrow: frequent medium change method   

38. Janowska-Wieczorek A, Majka M, Ratajczak J, Ratajczak MZ. 
Autocrine/paracrine mechanisms in human hematopoiesis. Stem 
Cells 2001; 19: 99-107. 

39. Van Vlasselaer P, Falla N, Snoeck H, Mathieu E. 
Characterization and purification of osteogenic cells from 
murine bone marrow by two-color cell sorting using anti-Sca-1 
monoclonal antibody and wheat germ agglutinin. Blood 1994; 
84: 753-63. 

40. Muraglia A, Cancedda R, Quarto R. Clonal mesenchymal 
progenitors from human bone marrow differentiate in vitro 
according to a hierarchical model. J Cell Sci 2000; 113: 1161-6. 

41. Trowbridge IS, Lesley J, Schulte R, Hyman R, Trotter J. 
Biochemical characterization and cellular distribution of a 
polymorphic, murine cell-surface glycoprotein expressed on 
lymphoid tissues. Immunogenetics 1982; 15: 299-312. 

42. Tropel P, Noël D, Platet N, Legrand P, Benabid AL, Berger F. 
Isolation and characterisation of mesenchymal stem cells from adult 
mouse bone marrow. Exp Cell Res 2004; 295: 395-406. 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
3-

19
 ]

 

                               7 / 8

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-605-en.html


  

     و همكاران  236

 

 
 1387تير،4 ، شماره66 علوم پزشكي تهران، دورهمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه

  
Evaluation of two surveillance methods for surgical site infection 

 
Isolation of mesenchymal stem cells from mouse bone marrow:  

frequent medium change method 

   

 
 

 
Soleimani M.1* 

Nadri S.2,3 
Izadpanah R4  
 
1- Department of Hematology, 
Tarbiat Modares University 
2- Department of Biochemistry, 
Payam Noor University, Tehran  
3- Stem Cells and Tissue 
Engineering Department, Stem 
Cell technology Company, 
Tehran 
4- Department of Gene 
Therapy, Tulane University, 
USA 
 

  

  

  

  

  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
  

 
  

 

  

  

 
 

*Corresponding author: Tarbiat 
Modares University 
Tel: +98-21-88953851 
email: soleim_m@modares.ac.ir 
 

 
 
  
Background: MSCs have been isolated from a variety of mammals by the plastic adherence 
method. However, this method can be problematic due to the unwanted growth of 
hematopoietic cells and non-MSCs. The potential of MSCs to differentiate along multiple 
lineages is the key to the identification of stem cell populations in the absence of molecular 
markers. In the present study, we describe a homogeneous population of MSCs from mouse 
bone marrow isolated using an improved plastic adherence method that employs frequent 
medium change (FMC) at the initial hours of harvested bone marrow cell culture. 
Methods: Balb/c mice were sacrificed and whole bone marrow cells were aspirated from 
the femur and tibia and then cultivated in six-well plates. After 3-4 hours of culture, old 
medium was removed and fresh medium was added. FMC was performed every eight hours 
over a 72 hour period. When primary cultures became nearly confluent, the first passage 
was performed. These cells were then used for further examination. To investigate their 
mesenchymal nature, the cells were allowed to differentiate into mesenchymal lineages and 
examined at each passage up to the tenth passage for surface antigens by flow cytometry. 
Results: We achieved purified populations of fibroblast-like cells in the two weeks after 
culture initiation. The cells were capable of differentiating into osteocytes and adipocytes. 
Isolated MSCs were reactive to the CD44, Sca-1, and CD90 cell surface markers. MSCs were 
negative for hematopoietic surface markers such as CD34, CD11b, CD45, CD31, CD106, 
CD117 and CD135. 
Conclusions: This protocol provides an efficient isolation of homogeneous populations of 
MSCs from mouse bone marrow.  
 
Keywords: Murine, bone marrow, mesenchymal stem cells, isolation 
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