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با استفاده از بـسترهاي نانوالیـاف زیـست          خارج از بدن،   هاي بنیادي در   ثیر سلول کاین مطالعه با هدف ت     :زمینه و هدف  

 مغـز   ي و ناسـازگار   ی خـون  يها یمی در درمان بدخ   ی درمان ردکی رو کی (HSCT) مغز استخوان    وندیپ .شدسازگار انجام   

 ونـد ی در پي بـرا (HPSC)ساز  خون/ يادی بن ياه  سلول ي برا نیگزی جا کیعنوان    به (UCB)ناف   خون بند . استخوان است 

 يآور  جمـع يهـا  ناف، حجم کـم نمونـه   بند مشتق از خون HPSC در استفاده از یمانع اصل.  شناخته شده است   کیآلوژن

  . استتی محدودنی غلبه بر اي برادی روش مفHSCs گسترش یشگاهیزماآ طی در شران،یبنابرا. شده است

ده علـوم پزشـکی دانـشگاه       کدر دانـش   1391 لغایـت خـرداد      1390آبان  از   پژوهشی -علمی مطالعهاین  : روش بررسی 

هـا بـا     انجام و میـزان خلـوص سـلول        MidiMACS هاي بنیادي با روش    جداسازي سلول  .تربیت مدرس به انجام رسید    

 ـ      ها سلول .یتومتري بررسی شد  افلوس  زایـی  ایی کلنـی بر روي پلیت و بستر نانوالیاف کونژوگه با فیبرونکتین کشت و توان

  .، با روش سنجش کلنی بررسی شدآنها

 ه در محیط پلیت افزایش بیشتر بـود کنانوالیاف پس از دو هفته افزایش داشت  شده در پلیت و هاي کشت سلول :ها یافته

اهـشی  کهـاي روز اول رونـد        زایی نیز پس از این مدت نسبت به سـلول          فعالیت کلنی . ) برابر شش برابر و    14ترتیب   به(

  .)>05/0P (متر از پلیت بودکالیاف  ه این روند در نانوکداشت 

توان از  و میه هاي بنیادي خارج از بدن بود     ثیر سلول کدر ت  بر توانایی بستر نانوالیاف    گواهنتایج این بررسی    : گیري  نتیجه

  .ردکثیر در شرایط آزمایشگاهی استفاده کاین بستر جهت ت

  .ساز، خون بندناف، بستر نانوالیاف پلی اترسولفونهاي بنیادي خون سلول :لیديک لماتک

 

  
 طور به ناف بند خون خونساز بنیادي هاي سلول پیوند تازگی به

 گرفته قرار توجه مورد ها بیماري انواع درمان جهت چشمگیري

 و استخوان مغز جمله از سلولی منابع سایر با مقایسه در 2و1.است

 ژن آنتی به تحمل بالاي میزان دلیل به ناف بند خون حیطی،م خون

 بروز پایین خطر همچنین و سازگار غیر (HLA) انسانی لکوسیتی

 مناسب جایگزین منبع عنوان به ،(GVHD) میزبان علیه پیوند بیماري

   کهاي موجود در ی اما تعداد سلول 3-5.است شده معرفی درمان جهت

  

 ثیرکت ل،کمش این بر غلبه ده و جهت بوكواحد خون بند ناف اند

 تواند می هک است مناسبی روش بدن، محیط از خارج در ها سلول

 را آن از پس نوتروپنی و ترومبوسیتوپنی خطر و پیوند در تأخیر میزان

 شامل ثیرکت جهت معمول هاي یتوکیناس 6.دهد اهشک نکمم حد تا

SCF, Flt3 ligand, TPO, IL3, IL6 با یبکتر لکش به هک هستند 

 مغز ریزمحیط. گیرند می قرار استفاده مورد سرم فاقد هاي محیط

 را سلولی خارج ماتریکس از اي پیچیده بعدي سه ي هکشب استخوان،

 سرنوشت و گزینی لانه نوسازي، خود نظیر اعمالی و آورده فراهم

 در پلیت اثرات معمول ثیرکت هاي روش  در.ندک می تنظیم را سلولی

  مقدمه

 
  

 

  793 تا 789هاي  ، صفحه11 شماره ،72دوره ، 1393بهمن ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  گزارش کوتاه

 

  20/11/1393:        آنلاین06/10/1393:        پذیرش14/02/1393: دریافت                     چکیده
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 رفتار روي بر محیط بیوشیمیایی و یکانیکم خصوصیات و توپوگرافی

 بسترهاي هدف این به نیل جهت 7-9.شود می گرفته نادیده سلولی

 قرار استفاده مورد متخلخل بعدي سه ي هکشب صورت به الیاف نانو

 روي بر فیبرونکتین کوالان اتصال هک دادند نشان مطالعات 10.دنگیر می

 آنها ثیرکت افزایش و +CD34 هاي لولس اتصال باعث پلیمري بسترهاي

 سولفون اتر پلی الیاف نانو بسترهاي حاضر اثر مطالعه در 11.است شده

 خونساز بنیادي هاي سلول تکثیر میزان بر فیبرونکتین، با شده کونژوگه

CD133+ گرفت قرار بررسی مورد ناف بند خون.  

  

  
 لغایت 1390طی آبان شی بوده و  پژوه-حاضر علمیمطالعه 

ی دانشگاه تربیت مدرس به کده علوم پزشک و در دانش1391خرداد 

 تهران خون انتقال سازمان از ناف بند خون هاي  نمونه.انجام رسید

  .شد تهیه

 MACS (Miltenyi ستون و Positive selection روش با ها سلول

Biotec Inc., Auburn, CA, USA) کلونال منو بادي آنتی زا استفاده با و 

CD133 (Miltenyi Biotec Inc., Auburn, CA, USA) بند خون از 

 روش توسط شده جدا هاي سلول خلوص میزان. شد جداسازي ناف

 بررسی +CD133 منوکلونال بادي آنتی از استفاده با و یتومتريافلوس

 Polyethersulfone (PES) (Stem Cell Technology الیاف نانو .شد

Research Center, Tehran, Iran) الیاف نانو ردنک استریل جهت و تهیه 

استریل  Phosphate Buffered Saline (PBS) و شده فیلتر% 70 لکال از

 PES الیاف نانو روي بر فیبرونکتین کووالان اتصال جهت. شد استفاده

 Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC)-1از

crosslinking agent (Merck KGaA, Darmstadt, Germany)استفاده  

 فروسرخ سنجی طیف تست توسط فیبرونکتین اتصال یدیشد و تا

(FTIR) فاقد محیط در سلول 50,000 تعداد .بررسی گردید 

 ,StemSpan™ (STEMCELL Technologies, Inc., Vancouverسرم

BC, Canada)، نانوالیاف بستر بدون حالت دو در خانه 48 هاي پلیت در 

 حضور در و فیبرونکتین با شده کونژوگه نانوالیاف بستر با همراه و

 ng/ml 50(Stem cell factor (SCF), Flt3 ligand (FL) (هاي یتوکیناس

(STEMCELL Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada) کشت 

   یک و داشتند قرار کشت طـمحی در روز 14 مدت به ها سلول .شد داده

 کشت، 14 روز در. شد می انجام آنها محیط تعویض میان در روز

 میزان بررسی جهت و شد انجام نئوبار لام توسط سلولی شمارش

 میزان. شد استفاده% 4/0 بلو تریپان محلول از سلولی، حیات قابلیت

 بادي آنتی از استفاده با ناف بند از شده جدا هاي سلول خلوص

 CD133+ ،PE (Phycoerythrin) (STEMCELL منوکلونال

Technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada) شد بررسی.  

 براي. قرار گرفت مورد استفاده نئوبار لام ها سلول شمارش براي

 حجم هم و برداشته سلولی سوسپانسیون از l 50 حدود منظور این

 بارنئو لام روي قطره یک بلافاصله. گردید اضافه % 4/0 بلو تریپان آن

 شماش به مربوط مربع چهار در موجود هاي سلول و شد داده قرار

 و تقسیم چهار شمارش بر مجموع گردید، شمارش سفید هاي گلبول

 فقط هک است یادآوري به لازم. شد  ضرب 10,000 ثابت ضریب در

 از تست این انجام جهت. قرار گرفتند مورد شمارش زنده هاي سلول

 ,.MethoCult™ (STEMCELL Technologies, Incمحیط

Vancouver, BC, Canada)گردید  استفاده.  

103 ابتدا تعداد: گردید عمل گونه این تست این انجام جهت
×2 

 و شده اضافه MethoCult محیط ml 1/1 محیط به سلول عدد

 توسط حاصل مخلوط گردید و مخلوط کامل طور به ورتکس وسیله هب

. شد ریخته لیتري میلی 35 ايه دیش پتري در 16 گاژ سوزن با سرنگ

 کنار در استریل PBS حاوي پلیت محیط، یک رطوبت تامین جهت

  .شد داده قرار MethoCult کشت محیط

 SPSS software version 16آنالیز آماري این مطالعه توسط 

(SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) هاي  روش اندازه و با استفاده از

صورت معنادار   به>05/0P انجام و نتایج (Repeated measures)راري کت

 .گزارش شد

  

  
 کمک با ناف بند خون دار هسته هاي سلول از +CD133 هاي سلول

 از ها سلول این  خلوصتایید جهت. گردیدند جدا MACS تکنیک

. داد نشان را %98 خلوص حاصل نتایج. گردید استفاده فلوسایتومتري

 شد بررسی نئوبار لام و بلو تریپان توسط نیز ها سلول بودن ندهز میزان

 از ها داربست روي بر فیبرونکتین پیوند اثبات براي .بود %98 میزان به که

  ده علوم کـانجام شده در دانش( شد استفاده فروسرخ سنجی فـتست طی

  ها یافته

 
  

  بررسی روش 
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   کشت14شت داده شده بر بستر نانوالیاف در روز کهاي  سلول: 1شکل 

  
و  شده جدا هاي  سلول از سلول50,000تعداد ). پایه دانشگاه تهران

حضور محیط  در بعدي دو کشت محیط در شده از نظر خلوص، تایید

 محیط. شد داده کشت شده اشاره رشد فاکتورهاي  وStemSpanکشت 

 .گردید تعویض بار یک روز دو هر ها سلول

. گردید شتو الیاف کنان داربست روي نیز بر سلول همین تعداد

 شده آورده استفاده مورد بعدي سه محیط از لیک  نماي1 لکش در

ها، با شمارش سلولی  شت سلولکپس از گذشت دو هفته از  .است

الیاف   بستر نانوثیر شده بر رويکهاي ت ه تعداد سلولکمشخص شد 

  .شت سلولی بوده استکمتر از پلیت ک

ها تست سنجش کلنی  یی سلولزا منظور تعیین میزان توان کلنی به

، در پلیت شده شتک هاي  سلوله جهت انجام تست،کانجام شد 

 برداشته نانوالیاف روي از نانوالیاف بستر روي بر شت شدهکهمچنین 

 از حاصل نتایج آنالیز .شد داده شتک MethoCult محیط در و شد

دست آمده از  هاي به از سلول شده یلکشت هاي کلنی تعداد شمارش

  .است شده داده  نشان1در نمودار  بعدي سهدو و  حیطم

و  دو محیط در ها کلنی تعداد بین را معناداري رابطه حاصل نتایج

  .دهد می نشان بعدي  سه

  

  
 خونساز بنیادي هاي سلول از مناسبی جایگزین منبع ناف بند خون

   و مناسب ي دهنده هک ارانیبیم در آلوگرافت پیوندهاي در هک باشد می

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  دو بعدي: 2D، سه بعدي: 05/0P<، ns: non significant، 3D *   کلنی شمارش آنالیز: 1نمودار 

  
 اي مسئله 4و3.است شده معرفی ندارند اختیار در HLA نظر از سازگار

 بالغ افراد در ناف بند خون خونساز بنیادي هاي سلول پیوند در هک

 کی در موجود اولیه بنیادي هاي سلول افیکنا تعداد است، مطرح

 در را منبع این از استفاده امر این و باشد می ناف بند خون واحد

 محیط در بنیادي هاي سلول ثیرکت 6.است ردهک محدود بالغ بیماران

 محدودیت این بهبود جهت مناسب اريکراه عنوان به بدن از خارج

  .است شده پیشنهاد

 سلولی خارج سکماتری عنوان تحت بستري در ديبنیا هاي سلول

 و ساکاریدها پلی از لکمتش عمده طور به بستر این هک اند گرفته قرار

. باشد می لامینین و فیبرونکتین کلاژن، جمله از اي رشته هاي ینیپروت

 استقرار، جهت بستري عنوان به ماتریکس ساختاري نقش بر علاوه

 دهی پیام روند در را مهمی نقش تربس این ها، سلول ثیرکت و اتصال

 ،یسیالکترور (یکی الکتریسندگیر روش تازگی به 15.ندک می ایفا سلولی

Electrospinning( مشابه ساختاري با نانوالیاف بسترهاي ساخت جهت 

  12-14.است شده گرفته ارک به سلولی خارج سکماتری

PES، پذیر تخریب زیست غیر و سازگار زیست ،سنتتیک پلیمري 

 و فیلتراسیون همودیالیز، جهت غشایی عنوان به وسیعی طور به هک بوده

 سازي شبیه جهت 16.گیرد می قرار استفاده مورد بیوراکتورها آوري فن

 اهشک بر علاوه سلولی، خارج ماتریکس با نانوالیاف بسترهاي بیشتر

 طراحی جمله از مختلفی هاي روش تخلخل، افزایش و الیاف قطر

 کلاژن، کونژوگاسیون مانند سطحی تغییرات یجادا کوپلیمرها،

 دهی پیام 15.اند گرفته قرار بررسی مورد شیمیایی مواد سایر و فیبرونکتین

  بحث
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 شود می انجام ها اینتگرین واسطه به عمده طور به سلولی خارج ماتریکس

 مهم نقش از یکحا ها، اینتگرین و ماتریکس اجزاي بین هاي میانکنش و

 بین تعادل و ثیرکت سلولی، اتصال جمله از بیولوژیک هاي فعالیت در آن

   17.باشد می تمایز و خودنوسازي

 ثیرکت و اتصال توانایی هک است داده نشان شده انجام هاي پژوهش

 هک بستر این روي بر آدیپوز بافت از آمده دست به بنیادي هاي سلول

 یافته افزایش اند، شده کونژوگه فیبرونکتین پپتیدي هاي توالی توسط

 از ها، سلول بدن از خارج ثیرکت منظور به حاضر پژوهش در 16.است

 اکسیداتیو، پایداري هک فیبرونکتین با شده کونژوگه PES الیاف نانو بستر

 اثر و شد استفاده داشته، مناسبی مکانیکی و هیدرولیتیک حرارتی،

 مورد ثیرکت روي بر بستر سطح )توپوگرافی (ينگار مکان خصوصیات

 فیبرونکتین هک شد داده نشان مطالعه این در 17.گرفت قرار سیبرر

 هاي سلول ثیرکت و اتصال مؤثري طور به بستر، سطح بر شده کونژوگه

 اهمیت بر همچنین ما هاي یافته. دهد می قرار تأثیر تحت را بنیادي

 تنظیم بر سوبسترا -سلول ارتباطات و بستري نگار مکان خصوصیت

  .کند می تأکید یتوکیناس واجد محیط در ها سلول نوسازي خود و ثیرکت

تکثیـر  "نامـه تحـت عنـوان      این مقاله حاصـل پایـان      :سپاسگزاري

 روي بـسترهاي نانوالیـاف       هاي بنیادي خونساز خون بندناف بر       سلول

باشد   می1390-91ارشناسی ارشد در سال کمقطع  در" زیست سازگار
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Background: Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a therapeutic ap-

proach in treatment of hematologic malignancies and incompatibility of bone marrow. 

Umbilical cord blood (UCB) known as an alternative for hematopoietic stem/ progeni-

tor cells (HPSC) for in allogenic transplantation. The main hindrance in application of 

HPSC derived from umbilical cord blood is the low volume of collected samples. So, 

ex vivo expansion of HPSCs is the useful approach to overcome this restriction. Syn-

thetic biomaterials such as nanofibers is used to produce synthetic niches. The aim of 

this study was the ex vivo expansion of hematopoietic stem cells on biocompatible 

nanofiber scaffolds. 

Methods: This study was done at Tarbiat Modares University from November 2012 to 

June 2013 and was a research study. Umbilical cord blood CD133+ hematopoietic stem 

cells were separated using MidiMacs (positive selection) system by means of mono-

colonal antibody (microbeads) CD133. Flow cytometry was used to assess the purity of 

cells. Cell culture was done on plate (2 Dimensional) and fibronectin conjougated poly-

ether sulfone nanofiber scaffold (3 Dimensional). Colony assay test was used to asses 

the ability of colonization of cells. 

Results: Cell count analysis revealed the expansion of hematopoietic stem cells in cell 

culture plate (2D environment) and on nanofiber scaffold (3D environment) after 2 

weeks. Expansion of cells in 2D environment was greater than 3D condition. Colony 

assay test revealed that the colonization ability of cells decreased after 2 weeks, but this 

decrease was lower in scaffold culture than plate culture. 

Conclusion: This study demonstrated that umbilical cord blood CD133+ hematopoietic 

stem cells can expand on fibronectin conjugated polyether sulfone scaffold and we can 

use this system for expanding of cells in vitro situation. 

 
Keywords: Hematopoietic stem cells, nanofibers, polyether sulfone, umbilical cord 
blood. 
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