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هااین سلول.)1-3هستند (هاي تمایز یافتهسلول
بـه چنـدین گـروه    توان تمایز پتانسیل و بر اساس 

Totipotent(همه تـوان هاي بنیادي شامل، سلول

Stem Cells،(پرتــــوان)Pluripotent Stem

Cells،(چند توان)Multipotent Stem Cells و ،(
) طبقه بنـدي  Unipotent Stem Cells(تک توان

هـاي  سـلول بندي،). در یک تقسیم4-6شوند (می
بنیــادي داراي دو منشــا جنینــی و بزرگســالان    

هاي بنیادي جنینی از تـوده سـلولی   هستند. سلول
وآیندجنین در مرحله بلاستوسیست به دست می

هاي بنیادي بزرگسـالان هسـتند   سلولدسته دیگر
تخصص یافتـه بـدن از   هايبافتکه در بسیاري از 

جمله: بافت چربی، مغز اسـتخوان، کبـد، قرنیـه و    
و قسـمت هـاي   پالـپ عـاج دنـدان   ، شبکیه چشم
.)7-9(شوندیافت میمختلف بدن

هـاي  هاي بنیادي مزانشـیمی جـزء سـلول   سلول
کــه در شــوند بنیــادي بزرگســالان محســوب مــی

هـا  شـوند. ایـن سـلول   هاي مختلفی یافت میبافت
توانند در هنگام ایجاد عارضه و تخریـب بافـت،   می

به روند بهبود و سـلامت بافـت کمـک کننـد و در     
ــروزه    ــد. ام ــرکت کنن ــرمیم آن ش ــاختی و ت بازس

هـا و رونـد   مطالعات زیادي در ارتباط با این سلول
هـا بـه   ياستفاده از آن ها در فرآیند درمان بیمـار 

هاي سـلول درمـانی در دسـت انجـام     وسیله روش
ازهاي بنیادي مزانشیمی یکیاست. بنابراین سلول

پزشکی محسـوب  وزیستیعلومروزبهموضوعات
شوند و این امـر باعـث گردیـده اسـت سـرمایه      می

هـاي کلانـی در حـوزه تحقیقـات و درمـان      گذاري
ها در کشـورهاي مختلـف انجـام    بوسیله این سلول

.)8-10گیرد (
در روند هاي سلولیبا گسترش استفاده از کشت

مبنـی بـر   هـا ، تعداد گـزارش مطالعات و تحقیقات
افزایش یافته در این حوزهعملکرد ضعیف و ناقص 

، مطالعـات از ایـن  زیاديدر تعداد ). 10-18(است
ــودگی  ــا و آل ــاخطاه ــت   ه ــدم رعای ــت ع ــه عل ب

انـد  شـده گـزارش  اشـتباه  ینتـایج با استانداردها،
مبنـی بـر   تأکید جامعه علمـی جهـانی   .)27-19(

هاي سلولی مورد افزایش استانداردهاي ردهاهمیت
ضرورت این موضوع را نشان ،استفاده در تحقیقات

اي که امروزه شرط پذیرفته شدن ه گونهب.دهدمی

هاي تحقیقاتی و اختصاص بودجه در بسیاري طرح
مریکــا موسســه ملــی ســلامت آاز مراکــز نظیــر

)NIH-National Institutes of Health(،  اثبـات
هاي سلولی است. کیفیت و شناسنامه دار بودن رده

این امر براي چاپ نتایج تحقیقات حاصل در نتیجه
هاي سلولی نیز به یک امـر متـدوال تبـدیل    از رده

هــاي لازم بــراي . آزمــایش)28-31(گشــته اســت
ی مسـتلزم  هـاي سـلول  اثبات اسـتاندارد بـودن رده  

صرف وقت و هزینه هستند و در بیشتر موارد نیـاز  
به نیروي متخصص و با تجربه دارنـد کـه معمـولاً    
فراهم کردن این امکانات بـراي مراکـز و محققـین    
امکان پذیر نیسـت. بـه همـین دلیـل دانشـمندان      

کنند تا از مراکز ارائـه دهنـده ایـن گونـه     سعی می
ولی مـورد  هـاي سـل  خدمات کمک بگیرند و یا رده

اي تهیه کنند که نیاز خود را از مراکز شناخته شده
ــا شناســنامســلول اســتاندارد و يههــا را همــراه ب

؛ به طـوري کـه ایـن    ها ارائه نمایندمطمئن به آن
هـاي  هاي متـداول بانـک  موضوع به یکی از فعالیت
).31سلولی تبدیل شده است (

با توجه به تقاضاي فراوان جامعه علمی کشور به
هاي مزانشیمی براي تحقیقـات مختلـف، در   سلول

هـاي مزانشـیمی انسـانی از بافـت     این طرح سلول
چربی و پالپ دنـدان جداسـازي، تعیـین هویـت و     

اند کـه  نتیجـه آن منجـر بـه تسـهیل و      ارائه شده
تســریع تحقیقــات زیســت پزشــکی در زمینــه     

هاي مزانشیمی انسانی همراه با کاهش قابـل  سلول
ا در کشور خواهد شد.هتوجه هزینه

روش کار
: جمع آوري بافت و انتقـال بـه آزمایشـگاه   

براي تهیه بافت هاي مورد نظر از اهـدا کننـدگان،   
ابتدا آن ها نسبت به ایـن فرآینـد توجیـه شـدند و     
پس از اخذ رضایت نامه کتبی از آن ها، بافت مورد 

نمونـه) و بافـت   5هاي کشـیده شـده (  نظر (دندان
ــی ( ــه)3چرب ــده از نمون ــه ش ) Lipoaspirateتهی

توسط کادر پزشکی جداسازي و آمـاده انتقـال بـه    
گردید و مطابق با الگوریتم آزمایشگاه کشت سلولی 

مورد بررسی و آنـالیز قـرار گرفـت.    1شماره شکل
براي انتقال بافت چربی و پالپ دندان به آزمایشگاه 

PBS-phosphateمحلول استریل بافر فسفات (از
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buffered saline (درصد دوهمراه باFBS،1000

میکروگرم1000پنی سیلین و واحد بر میلی لیتر 
استفاده گردید. پـس  استرپتومایسین بر میلی لیتر 

مورد نظـر  هايبافتاز انتقال نمونه به آزمایشگاه، 
شستشـو داده شـد.   PBSمرتبه با محلـول  چندین

تهیـه شـده از   بافت چربیهاينمونهبراي شستشو 
Lipoaspirateبـه لولـه فـالکون    ها ، ابتدا این نمونه

محلــول هــاو بــه آنشــدنددادهاســتریل انتقــال 
گردیــد. پــس از مــدت کوتــاهی،شستشــو اضــافه 

فتنــد و  قطعــات بافــت چربــی روي ســطح قــرار گر
بـود، هاي خونی مایع زیرین که حاوي سلولسپس 
شدند.حذف 

در : آنزیمیهضمها به روش جداسازي سلول
درصـد  1/0غلظت بایکابتدا محلول کلاژناز تیپ 

اسـتفاده از فیلتـر   بادر محلول بافر فسفات تهیه و 
شـد. سـپس   اسـتریل  میکرومتري22/0یسرسرنگ

لولـه فـالکون   و پالـپ دنـدان در  نمونه بافت چربی
بـن  دروقرار گرفته محلول کلاژناز استریل حاوي 
40گراد بـه مـدت   درجه سانتی37ماري با دماي

دقیقه بـه مـدت   پنجهر ها نمونهانکوبه شد. دقیقه 

از داده شـد. پـس   تکان با ضربات محکمچند ثانیه 
محیط کشـت هاگذشت زمان انکوباسیون به نمونه

DMEM)Glucose-Dulbecco’smodified

Eagle’s medium (  ــا ــراه ب ــد 10هم FBSدرص

شد.اضافه 
40و 70، 100هــاي از فیلتــرهــانمونــهســپس 

سـانتریفیوژ ند و پـس از  شدداده میکرومتري عبور 
رسـوب  دقیقه)، بـه  7به مدتg300×(با سرعت

محلول لیز میلی لیتر 10حاصل از نمونه به میزان
ــول ــده گلب ــافه  کنن ــز اض ــاي قرم ــه شــده و نمون

هـا سـلول رسـوب در ادامه، بـه گردید.سانتریفیوژ 
FBSدرصـد 10بـا همراهDMEMکشتمحیط

.گردیداضافه
بـا مـواد و   محلول لیز کننده گلبول هـاي قرمـز  

mM NH4Cl; 5.7 155شرایط ذیـل تهیـه شـد:   

mM K2HPO4; 0.1 mM EDTA, pH 7.3

ــلول ــردن س ــذف ک ــیت و ح ــاي مونوس ه
حـذف سـلول هـاي مونوسـیت و     بـراي  : ماکروفاژ
از نمونــه بدســت آمــده از مراحــل قبــل، ماکروفــاژ

ظت یک میلیون سلول در هـر میلـی   ها با غلسلول

هاسلولهویتتعیینوکیفیکنترلها،نمونهتهیهازکارانجاممراحلالگوریتم- 1شکل
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هاي شیشه اي اسـتریل  به پلیتمحیط کشت لیتر
در انکوبـاتور، مـدت یـک سـاعت   ه و بده شمنتقل 
مایع ،انکوباسیونبعد از گذشت مدت. دندشانکوبه 

ها جمـع آوري و بـه لولـه فـالکون     موجود در پلیت
به مدت g300با سرعتداده شد واستریل انتقال 

هاي مونوسیت و سلولگردید. سانتریفیوژ دقیقه7
ماکروفاژ به علت قابلیت بالاي چسبندگی به ظروف 

اي در طی مدت یک ساعت بـه  پلاستیکی و شیشه
بـه  شـیمی هـاي مزان ند اما سلولیدکف پلیت چسب

اتصـال بـه کـف پلیـت     بـراي مدت زمان بیشـتري  
ــاج دا ــن  شــتنداحتی ــا اســتفاده از ای ــه ب ، در نتیج

ها و ماکروفاژها از سلول هـاي  تخصوصیت مونوسی
).32-34شدند (جدا از یکدیگر براحتی شیمیمزان

هـاي  در ظـرف هـا سلول،بعد از اتمام سانتریفیوژ
میلیـون سـلول در هـر    نیمبا غلظت کشت سلولی

15همراه بـا  DMEMمحیط کشت با میلی لیتر 
پنی سیلین واحد بر میلی لیتر FBS  ،100درصد 

بـه استرپتومایسین میکروگرمبر میلی لیتر100و 
24بعد از گذشت دار منتقل شدند. CO2انکوباتور

د و بعد از شها تعویض ساعت محیط کشت فلاسک
آن هر سه روز یک مرتبه محیط کشت سـلول هـا   

80هنگامی که تراکم سلول ها بـه  شده و تعویض 
انجام گرفت.پاساژ سلولی ،رسیددرصد

هـاي  عیین هویـت سـلول  کنترل کیفی و ت
در این طرح براي هـر نمونـه   : بنیادي مزانشیمی

کنترل کیفی ویروسی همزمـان بـا فرآینـد    سلولی،
کنترل کیفی میکربی شامل باکتري، قارچ، کشت و

مخمر در هنگام کشت و همچنین در هنگـام فریـز   
سلول ها انجام گردید و پـس از اطمینـان از عـدم    

بـا بررسـی قابلیـت    آلودگی، اثبات بنیـادي بـودن،  
سـاز و  سـاز و چربـی  هـاي اسـتخوان  تمایز به سلول

هـاي  هـاي سـطحی خـاص سـلول    بررسی شـاخص 
CD45،CD29،CD90،CD34مزانشیمی (بنیادي

) با روش فلوسایتومتري انجام شد. علاوه CD105و
بر این، براي اثبات عدم اختلاط سلول ها بـا دیگـر   

ي سـلولی  هـا هاي سلولی و تعیـین هویـت رده  رده
ــون  ــهآزم STR-Short Tandemاي (درون گون

Repeat  هـاي ویروســی از  ) انجـام شـد. در بررســی
ــاي کیــــت STRP-HIV-Detection kitهــ

(Sinaclon)،Hepatit B Detection kit

(Sinaclon) وSTRP-HCV-Detection Kit

(Sinaclon) استفاده شد. براي انجام آزمون کنترل
ــا روش    ــما ب ــی مایکوپلاس ــک PCRکیف ، از تکنی

Multiplex PCRبا کیت(IBRC)Mycoplasma

Detection  kit استفاده شد، که شامل هفت جفت
پرایمر رفت و سه جفت پرایمر برگشت است. 

تشخیص آلودگی مایکوپلاسما به روش رنگ 
ي انجـام آزمـایش   برا):DNA)Hoechstآمیزي

هـاي  ظـرف اي اسـتریل در  یک لامـل شیشـه  ابتدا
2داده شـد و مقـدار   قـرار  میلی متـري 35کشت

ــر  ــی لیت ــک از کامــلمحــیط کشــتمیل ــه هری ب
.گردیدآماده شده در مرحله قبل، اضافه هاي ظرف

از سوسپانسـیون یکنواخـت   سپس نیم میلی لیتـر 
آماده شده به پتري دیش )2×105(تعداد  سلولی

نظـر تـراکم و   و پتـري دیـش از  شدمربوطه اضافه 
مورد بررسی میکروسکوپی قرار هاپراکندگی سلول

گرفتند (بهتر است در هنگام رنـگ آمیـزي سـلول    
درصـد باشـد زیـرا    50ها، تراکم سـلولی در حـدود  

تراکم اندك و بسیار زیاد ممکن است تفسیر نتـایج  
به هاي کشتسپس ظرف.د)را با مشکل روبرو ساز

و درجه سانتی گراد37مدت یک روز در انکوباتور 
شـدند. پـس از اتمـام زمـان     انکوبه CO2مجهز به 

هـا از لحـاظ   وضـعیت سـلول  و بررسیانکوباسیون
هـا ظـرف میکروسکوپی، محـیط کشـت موجـود در   

بـا  از محلـول فیکسـاتیو  شد و دو میلی لیترتخلیه 
اسیتیک) بـه ظـرف هـا    (متانول: اسید1:23رقت 

دمـاي اتـاق  در دقیقـه 5بـه مـدت   شده و  اضافه 
شـده محلول فیکساتیو تخلیه سپس .گردیدانکوبه 
پس از .گردیدنددر مجاورت هوا خشک هاو لامل

رقـت  از محلول هوخست تـازه بـا  میلی لیتر2آن 
30بـه مـدت   شـده و  اضـافه  ظـرف هـا  به 1:100
سـپس .شـد انکوبـه  دماي اتاقتاریکی و دردقیقه

و به منظور حذف بقایاي شدهمحلول رنگی تخلیه 
آب مقطــر بــا بــار ســههــاظــرفرنــگ هوخســت، 

پـس از آخـرین شستشـو، آب    داده شدند.شستشو 
و لامـل در  شـد تخلیـه  ظرف هـا مقطر موجود در 

لامـل،  هـر  براي.گردیدمجاورت هوا کاملاً خشک 
ر روي لام برداشته و مشخصات هر نمونه جداگانه ب

بـر  چسپ لامـل یک قطره ازسپس .نوشته شدآن
و لامـل از سـطحی کـه    داده شدروي هر لام قرار 
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ها بر روي آن فیکس شـده انـد، بـر روي لام    سلول
بـا اسـتفاده از میکروسـکوپ    هالاملشدند و ثابت 

و فیلتر آبـی  600تا 400فلورسنت با بزرگنمایی 
لازم است به این نکته دقت شود که .شدندبررسی 

سلول هایی کـه بـراي انجـام ایـن تسـت اسـتفاده       
پاساژ در محـیط فاقـد   2شوند، بایستی حداقل می

آنتی بیوتیک کشت داده شوند.
وقارچ،ییایباکتریآلودگصیتشخآزمایش 

اسـتفاده يهـا طیمح ـ: هاسلولدرکشتمخمر
ــ ــرادهش ــتيب ــباکترکش ــاملییای ــش طیمح

يهايباکترانواعصیتشخيبرابراثکولاتیوگلیت
حـدود ابتـدا کشتيبرا.ي استهوازیبويهواز

لولـه 4بـه شیآزمـا مـورد نمونـه ازیسیس2/0
طیمح ـيحاولوله4وکولاتیوگلیتطیمحيحاو
ازیم ـین. گـردد مـی قی ـتزربـراث يسـو پتونیتر

پتـون یتروکـولات یوگلیتطیمح ـيحـاو يهالوله
وگیـرد مـی قراردرجه32انکوباتوردربراثيسو

ــین ــریدیم ــادرگ ــاقيدم ــدار20-25ات ينگه
هــاي بمنظــور تشــخیص آلــودگی لولــه. شــودیمــ

هاي از لحاظ آلودگی14و7، 3يروزهاآزمایش در 
ی و آنــالیز قــراربررســباکتریــایی و قــارچی مــورد 

گیرند.می
هـــا از نظـــر آلـــودگیبـــراي بررســـی ســـلول
هــاي بــه دســت آمــده، مایکوپلاســمایی، از ســلول

انجـام  IBRCبا استفاده از کیـت  DNAاستخراج 
استخراج شده، براي بررسـی آلـودگی   DNAشد و 

ــا روش   ــما ب ــورد Multiplex PCRمایکوپلاس م
PCRارزیابی قرار گرفت. در مرحله بعد محصولات 

بر روي ژل الکتروفورز بررسی شد. در ادامـه بـراي   
ن از صحت نتایج از روش کشـت میکروبـی   اطمینا

استفاده شد. بدین منظـور نمونـه هـایی از کشـت     
ــایع  ســلول ــاي مزانشــیمی در محــیط کشــت م ه

) کشــت PPLO Brothاختصاصــی مایکوپلاســما (
4هـاي کشـت یافتـه بـه مـدت      داده شده و  نمونه

مرحلــه در 3هفتـه در انکوبـاتور نگهـداري و طـی     
ــد  ت داده کشــPPLO Agarمحــیط کشــت جام

ــت    ــک از کش ــر ی ــپس ه ــدند. س ــر  ش ــا از نظ ه
میکروسکوپی و ماکروسکوپی  مـورد ارزیـابی قـرار    
گرفتند. درچند مورد براي اطمینان بیشتر از روش 

کمک گرفته شد.DNAرنگ آمیزي 

اسـتخوانی (بررسـی   هـاي سـلول بهتمایز
تمـایز قابلیـت بررسیبراي: )Osteigenicقابلیت 

هـاي سـلول بـه دنـدان پالـپ بنیـادي هـاي سلول
درسـوم پاسـاژ درمورد نظرهايسلولاستخوانی،

بـه تمـایز کننـده القامحیطدروخانهششپلیت
هـا سـلول منظوربدین. شدنددادهاستخوان کشت

سـرم درصـد 10حـاوي DMEMپایـه محیطدر
آسـکوربیک مـولار میلـی 2/0دگزامتازون،گاوي،
قـرار گلیسروفسـفات بتـا مـولار میلـی 10واسید

ازتعـدادي محـیط کنترل،گروهعنوانبه. گرفتند
10حـاوي DMEMیعنـی پایـه محـیط ،هاخانه

بدون مواد محرك تمایز انتخـاب  گاويسرمدرصد
شـرایط درروز21مدتبههاسپس سلول. شدند
انکوبهCO2درصد5وگرادسانتیدرجه37دماي

شـد. تعویضهاآنمحیطیکبارروزدوهرشده و
روشبـا هـا سـلول تمایزوقوعتمایزدورهپایاندر

.شدبررسیقرمزآلیزارینآمیزيرنگ
سـلولی لایـه تک: قرمزآلیزارینآمیزيرنگ

متانولبادقیقه10مدتبهوشدهشستهPBSبا
درصد1رنگیمحلولباسپسشد،فیکسخالص

مـدت بهدرصد25آمونیاکیآبدرقرمزآلیزارین
آبباهاسلولپایان،در. شدآمیزيرنگدقیقهدو

خشـک شـدند و بـا میکروسـکوپ     وشسـته مقطر
.بررسی گردیدند

ــهتمــایز ــی (بررســی هــايســلولب چرب
تمایزقابلیتبررسیبراي: )Adipogenicقابلیت

هـاي مـورد   سـلول استخوانیهايسلولها بهسلول
کشـت ویـژه افتراقـی محیطدرسومپاساژدرنظر
پایـه محـیط درهاسلولمنظوربدین. شدندداده

DMEMمیکـرو 1گـاوي، سـرم درصد10حاوي
ــولار ــازون،مــ ــی5/0دگزامتــ ــولارمیلــ مــ

methylisobutylxanthineمــولارمیکــرو100و
میکروگرم بر میلی لیتر10انسولین وایندومتاسین

تعداديمحیطکنترل،گروهعنوانبه. گرفتقرار
حـاوي DMEMیعنیمعمولیمحیط،هاخانهاز

مدتبههاسلول. شدانتخابگاويسرمدرصد10
5وگرادسانتیدرجه37دمايشرایطدرروز21

محـیط یکبـار روزدوهـر . شـد انکوبهCO2درصد
باهاسلولتمایزوقوعپایاندروشدتعویضهاآن

.بررسی شدندOil Redآمیزيرنگروش
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یـک مـدت بـه هاسلول: Oil Redآمیزي رنگ
فیکسدرصدچهارفرمالینبااتاقدمايدرساعت

شـدند. شسـته درصـد 70الکـل بـا سپسوشده
Oil Redمحلولبادقیقه10-15مدتبهسپس

شدند.آمیزيرنگدرصد99ایزوپروپانلدر0.5%
سهها پس ازسلولوخارجرنگیمحلولپایان،در
بـا میکروسـکوپ   درصـد 70الکـل بـا شستشوبار

بررسی شدند.
هاي سطحی سـلول بوسـیله   بررسی مارکر

ــایتومتري ــراي: فلوسـ ــیبـ ــايبررسـ مارکرهـ
بـه  آن هـا تاییـد ومزانشـیمی بنیـادي هايسلول
شدهدادهکشتهايسلولازفلوسایتومتريوسیله

براي انجام این کار پس. شداستفادهسومپاساژدر
ازتریپسینتوسطهاسلولسلولی،پاساژسومیناز

شــدند، ســپس سوسپانســیونجــدافلاســککــف
105تعـداد ویـال هـر بـه وشـده سلولی شمارش

یکبادقیقه30مدتبههاویال.شداضافهسلول
شـدند و  بلاكPBS-BSA1%محلوللیترمیلی

5مـدت بـه g×300دوربـا سلولیسوسپانسیون
آنتـی ازمناسبیو غلظتشدمیسانتریفیوژدقیقه
ــادي isotype control،CD45،CD29هــاي ب

،CD90،CD34وCD105 طبــق دســتورالعمل
بعد از انکوباسیون سـلول هـا   شد.میهمراه، اضافه

درجه سانتی گراد  به 4در شرایط تاریکی و دماي 
شستشـو PBSبا هامدت یک ساعت، دوباره سلول

سـلولی رسوبآخر،يمرحلهدرشد.سانتریفیوژو
وشدسوسپانسیونFACSبافر میکرولیتر200با
فلوسـایتومتر دسـتگاه باخوانشوبررسیهنگامتا

.نگهداري شدسانتی گراديدرجه2-8دمايدر

نتــایج تفســیروبررســی: هــاآنــالیز داده
FlowJoافـزار نـرم ازاسـتفاده بافلوسایتومتري

(Version 10)همچنـین نتـایج آزمـون    .شـد انجام
STRبه وسیله نرم افزارGeneMapper (version

مورد آنالیز قرار گرفته است.(4.1

هایافته
هاي رشد و ها از لحاظ ویژگیبررسی سلول

هـاي مـورد نظـر از    پس از تهیه بافت: مورفولوژي
بیمارستان و انتقال آن هـا بـه آزمایشـگاه مطـابق     

) پروسه جداسـازي سـلول هـا از    1شکلالگوریتم (

گرفت. در طول فرآیند کشت، روزانه بافت انجام می
ها با استفاده از میکروسکوپ اینورت بمنظور سلول

هـا و  مورفولـوژي سـلول  ورشدهايویژگیارزیابی
ــودگ   ــی آل ــین بررس ــارچی،  همچن ــاکتري و ق ی ب

گردید. ها ثبت میشدند و تصاویر سلولمشاهده می
در هاي مزانشیمی بافت چربـی، در ارتباط با سلول

24گذشـت ازاین تحقیق مشاهده شـد کـه پـس   
کشـت هـا بـه بسـتر   سـلول کشت،شروعازساعت
شـبه هايسلولمورفولوژيلحاظازویافتهاتصال

هـاي  همچنین سـلول کردند.ایجادفیبروبلاستی را
مزانشیمی پالـپ دنـدان نیـز از لحـاظ مورفولـوژي      

هاي مزانشـیمی بافـت چربـی، شـبه    همانند سلول
).2شکل(فیبروبلاستی هستند 

نتایج مرحله کنترل کیفی و بررسی آلودگی 
قبل از انجام هرگونه آزمایشی : هامیکروارگانیسم

ها، کنترل کیفی میکربی براي تاییـد  بر روي سلول
به عدم آلودگی به میکروارگانیسم ها ضروري است

دلیـــل شـــرایط اختصاصـــی کشـــت برخـــی     
تـر  تر و کاملها و لزوم بررسی دقیقمیکروارگانیسم

هـا و بـه   ها از لحاظ آلودگی میکروارگانیسـم سلول
خصوص مایکوپلاسما، به دلیل ویژگی منحصـر بـه   
فرد آن در مخفی شدن، مراحل کنتـرل کیفـی بـر    

ها و مایع رویی کشت آن ها انجام سلولروي نمونه 
گرفت تا اطمینان لازم از عدم آلودگی و یـا احـراز   

بـه عنـوان مثـال آلـودگی     آلودگی حصـول گـردد.  
هاي اصلی پژوهشگرانی مایکوپلاسما یکی از دغدغه

است که در عرصه کشت سلول فعالیت دارند، زیـرا  
ها به این باکتري سبب کاهش تکثیر آلودگی سلول

ها و اختلال در روند آزمایش و عدم به دست لسلو
شـود. عـلاوه بـر ایـن،     هاي صحیح مـی آوردن داده

هـا بـه عنـوان    ها و ویروسها، کپکها، قارچباکتري
خطرنـاك در کشــت ســلول  دیگـر منــابع آلــودگی 

شوند. در این مطالعه بـراي تشـخیص   محسوب می
آمیـزي رنـگ آلودگی مایکوپلاسمایی از سه روش

DNAبا رنگ هوخست، تشخیص مولکولی بوسیله
Polymerase Chainاي پلیمـراز ( واکنش زنجیـره 

Reaction-PCRاختصاصــــیکشــــت) و روش
3(اشکال مایکوپلاسما استفاده شده است مستقیم

).4و 
کشتکیوتیبیآنتبدونطیمحدرهاسلولاگر
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معمولاً،قارچومخمر،يباکتربایآلودگدنشوداده
PHآمـدن نییپاایطیمحکدورتبا،شهیهمنهو

در طـول  . با علم به این موضـوع، گرددیممشخص
ها از نظر هاي کشت سلولروند کشت، روزانه ظرف

رنگ، کدورت محـیط کشـت و نیـز میکروسـکوپی     
هاي احتمـالی بـاکتري و قـارچ    براي یافتن آلودگی

بررسی شدند که به هـیچ مـورد آلـودگی برخـورد     
نشد. با این حال در نمونه هاي پالپ دندان آلودگی 

نمونـه بـه وسـیله آزمـون هـاي      2مایکوپلاسما در 
استفاده شده در این تحقیق تشخیص داده شد که 

شد و این نمونه هـا از  از ادامه کار با آن ها اجتناب 
ایش حذف گردیدند. بـا توجـه بـه اینکـه     روند آزم

ها از محیط دهان میزبان بسیاري از میکروارگانیسم
جمله مایکوپلاسما است لـذا بـدیهی اسـت کـه در     

نمونه هاي تهیه شده از ناحیه دهان ایـن آلـودگی   
همراه با بافت وجود داشته باشد. لذا، لازم است بـه  
منظور کاهش احتمال آلودگی سلول ها در مرحلـه  

هـا دقـت بیشـتري    شستشوي اولیه در ایـن بافـت  
صرف گردد تا خطر آلودگی کاهش یابـد. در ادامـه   

هایی کـه عـاري از آلـودگی بـه میکـرو      سلولکار، 
هـا تشـخیص داده   هاي مختلف و ویـروس ارگانیسم

شدند، ابتدا از نظر بنیادي بودن، سپس از لحاظ می
STRهاي افتراق گونه و منشا فردي آن ها با روش

شدند.تعیین هویت می
بـراي بررسـی   : سـلول هـاي چربـی   بهتمایز

هاي مزانشـیمی جـدا شـده بـه     قابلیت تمایز سلول
هاي سـلولی تولیـد شـده در    هاي چربی، ردهسلول

هاي چربی، به محیط کشت القا کننده تمایز سلول

هفتـه پـس  )، تراکم سلولی یکBسه روز (گذشتازپسهاسلول)، افزایش تعداد A(کشتشروعازیک روزگذشتازپسجدا شده از بافت چربی سلول-2شکل 
يهـا سـلول )،E)، سلول هاي جداشده از پالـپ دنـدان در روز سـوم (   Dی پس از اولین پاساژ (چرببافتازشدهجدایمیمزانشيهاسلول)، C(گذشت شروع کشتاز

)Fپالپ دندان پس از اولین پاساژ (یمیمزانش
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مدت دو هفته قرار گرفتند و در طـول ایـن مـدت    
وسیله میکروسـکوپ  هاي مورد نظر روزانه به سلول

اینورت مورد بررسی قرار گرفتند. پـس از گذشـت   
هفت روز از زمان شروع تمـایز، قطـرات چربـی در    

ها ظـاهر شـدند و بـا گذشـت زمـان، تعـداد       سلول
هاي حاوي قطرات چربی افزایش یافت. پـس  سلول

هـاي مـورد نظـر فـیکس     از پایان این دوره، سـلول 
هـاي  به سلولهاي مزانشیمی با تمایز سلول.شدند

ها با رنگ آمیـزي  چربی درون سلولچربی، قطرات
شـد  قرمـز مشـاهده   به رنگOil Redاختصاصی 

).5شکل(
هـاي  سـلول : اسـتخوانی تمایز به سلول هاي

مورد نظر به مدت چهـار هفتـه در محـیط کشـت     
تمایزي قرار گرفتند و در طول این مدت روزانه بـا  

مورد ارزیابی قـرار  استفاده از میکروسکوپ اینورت 
وشناسیریختتغییراتهاينشانهگرفتند. اولین

(نمونـه  A) . در تصـویر  C) و کشـت اختصاصـی (  Bو Aبا رنگ فلورسـنت هوخسـت (  DNAروش رنگ آمیزي تصویر بررسی آلودگی مایکوپلاسما به-3شکل 
در پروسـه رنـگ   Bها نقاط رنگ پذیر کوچکی، مشاهده می شود که بدلیل آلودگی مایکوپلاسما است، در صورتی که در تصـویر  هاي سلولکنترل مثبت) در بین هسته

ها است.ر نشان دهنده عدم آلودگی این سلولشود که این امها مشاهده میآمیزي، فقط هسته سلول

هـاي مـورد   (سـلول iتـا  aهـاي  . در ستونPCRبا استفاده از یمولکولصیتشخهاي سلولی تولید شده به روش در ردهمایکوپلاسمای آلودگیبررسنتایج-4شکل 
منفی بودن این سلول هـا از لحـاظ آلـودگی مایکوپلاسـما اسـت، در صـورتی کـه بانـد         شود که این امر نشان دهنده ارزیابی) باند اختصاصی مایکوپلاسما مشاهده نمی

گردد.اختصاصی مایکوپلاسما در گروه کنترل مثبت مشاهده می
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تمـایز القـاي ازپـس هفتـه یکاستخوانبهتمایز
تکازمناطقیدرکهصورتبدین. گردیدمشاهده

بـه شـده و تشـکیل سلولیهايتودهسلولی،لایه
پس از گذشت چهار هفته از . شدندتربزرگتدریج

ظرفدرهاتودهفراوانیافزایشزمان شروع تمایز، 
پایانهاسلولتمایززمانایندر. بودملاحظهقابل
بـا معـدنی ماتریکسترشحنظرازهاسلولویافته
نتیجه آن باکهشدند،ارزیابیقرمزآلیزارینروش

هاي تمـایز یافتـه   ظهور رنگ قرمز در اطراف سلول
هــاي اســتخوانی کــه بــه دلیــل وجــود  بــه ســلول

ماتریکس خارج سـلولی غنـی از کلسـیم هسـتند،     
درهـاي آن سلولکهکنترلگروهمشاهده شد. در

هـاي القـا کننـده تمـایز    فاقد فاکتورمحیطمعرض
در ونشـده تشـکیل سلولیهايتودهداشتند،قرار

آلیـزارین با رنـگ هاآمیزي این سلولرنگفرآیند
). 6شکلقرمز مشاهده نشد (رنگقرمز،

ــی  ــا روش  بررس ــطحی ب ــانگرهاي س نش
ــایتومتري ــراي: فلوسـ ــیبـ ــايبررسـ مارکرهـ

بـا هـا آنتاییـد ومزانشـیمی بنیـادي هـاي سلول
درشـده دادهکشـت هـاي سلولازفلوسایتومتري،

دنـدان بـدون   پالـپ هـاي ). سـلول Aهاي پالپ دندان تحت تاثیر محیط القا کننده تمـایز بـه چربـی(   سلول.چربیهايسلولبهمزانشیمیهايسلولتمایز-5شکل
هاي مزانشیمی بافت چربی بدون فاکتورهاي القاکننـده  ). سلولCتمایز(کنندهالقامحیطتاثیرتحتمزانشیمی بافت چربیهاي). سلولB(فاکتورهاي القا کننده تمایز

.تمایز به چربی استنشانگرهاي قرمز رنگوجود واکوئل).Dتمایز(

دنـدان  پالـپ هـاي ). سـلول Aهاي پالپ دندان تحت تاثیر محیط القا کننده تمایز به اسـتخوان ( سلول.استخوانیهايسلولبهمزانشیمیهايسلولتمایز-6شکل 
هاي مزانشیمی بافت چربـی بـدون فاکتورهـاي    ). سلولCتمایز (کنندهالقامحیطتاثیرتحتمزانشیمی بافت چربیهاي). سلولBبدون فاکتورهاي القا کننده تمایز (

اسکلسیمازغنیسلولیخارجتمایز به استخوان و ماتریکسنشانگرقرمزرنگ).Dلقاکننده تمایز (ا
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نشانفلوسایتومترينتایج. شداستفادهسومپاساژ
هــايســلولاختصاصــیمارکرهــايبیــاندهنــده
بافت ازشدهجداهايسلولدرمزانشیمیبنیادي

هـاي  سـلول .بـود هاي پالپ دندان و بافـت چربـی  
هـاي  جداشده پس از رنگ آمیـزي بـا آنتـی بـادي    

هــاي بنیــادي ســلولاختصاصــی علیــه مارکرهــاي 
، و CD29و CD90 ،CD105مزانشــیمی، شــامل  

بـا اسـتفاده از دسـتگاه    CD45و CD34همچنین 

). نتـایج  7شـکل فلوسایتومتري بررسی گردیدنـد ( 
، CD90ها از لحـاظ بیـان   داد، که این سلولنشان 

CD105 وCD29  ــان ــاظ بی ــوده و از لح ــت ب مثب
CD34 وCD45    منفی هستند که ایـن امـر تاییـد

کننده، بنیادي بودن سلول هـاي مزانشـیمی جـدا    
. )1جدول(شده است 

بـراي اطمینـان از عـدم    : STRنتایج بررسـی  
هاي تولید شـده، تمـام   آلودگی بین سلولی در رده

بافـت  بوسـیله دسـتگاه فلوسـایتومتري،   سلول هاي بنیادي مزانشـیمی سطحیمارکرهايبررسیهیستوگرامنمودار-7شکل 
).IBRC C10894) (B(و بافت پالپ دندان)IBRC C10856) (A(چربی

هاي تولیدهاي سطحی ارزیابی شده در سلولمیانگین درصد بیان مارکر–1جدول 
CD90 CD45 CD105 CD29 CD34 منشا بافت Code

number
Cell line ردیف

99.83±2.39 1.67 ± 0.36 97.87 ± 2.35 86.10 ± 2.68 0.27 ± 0.13 پالپ دندان IBRC
C10265

DPS-1 1

99.36 ± 1.93 3.18 ± 0.96 98.69 ± 1.58 98.24 ± 1.93 0.98 ± 0.12 پالپ دندان IBRC
C10894

DPS-12 2

98.69 ± 2.85 2.06 ± 0.54 99.36 ± 2.61 99.87 ± 1.73 3.21 ± 0.35 پالپ دندان IBRC
C10896

DPS-13 3

94.89 ± 2.12 1.97 ± 0.47 95.21 ± 3.02 96.23 ± 2.63 2.97 ± 0.56 بافت چربی IBRC
C10856

AD-MSC-
01

4

96.81 ± 3.28 2.06 ± 0.34 97.85 ± 2.41 98.24 ± 2.03 1.28 ± 0.36 بافت چربی IBRC
C10889

AD-MSC-
02

5

93.67 ± 1.83 4.28 ± 0.51 94.31 ± 1.98 99.62 ± 1.81 3.95 ± 0.45 بافت چربی IBRC
C10891

AD-MSC-
03

6



...ویچرببافتازمشتقیمیمزانشيادیبنيهاسلولاستانداردرهیذخوتیهونییتع،يجداساز

http://rjms.iums.ac.ir 1396تیر،157، شماره 24دوره پزشکی رازيمجله علوم

45

هاي به دست آمده از این طرح با اسـتفاده از  سلول
مورد آنالیز قـرار گرفتـه و مقایسـه    STRآزمایش

هـا کـاملاً   تمام آن ها با هم انجام شد. ایـن سـلول  
ــه     ــوط ب ــل مرب ــته و پروفای ــتقل داش ــت مس هوی

STR گانه آن هـا موجـود اسـت. پروفایـل     16هاي
IBRCمارکرهاي رده سلولی  C10856  که مربـوط

شـکل است به صورت نمونه، در AD-MSC-01به 
نشان داده شده است. مارکرهاي متنـوع از نظـر   8

هتروزیگــوتی یــا هوموزیگــوتی و همچنــین تعــداد 
تکرارها به تفکیک مارکر از طریق این آزمون کاملاً 

آشکار است.

گیريبحث و نتیجه
داراي قابلیت رشد مزانشیمی،بنیادي هايسلول

بالفعـل وبالقوهتمایزيهايپتانسیلوبالایی بوده
زیستیعلومروزبهموضوعاتازیکی.دارندفراوانی

بنیــادي هــايســلولاســتفاده از ایــن پزشــکیو
بـه  همچنـین  .استمزانشیمی در مباحث درمانی

مطالعـات  دربنیـادي هايسلولوسیعکاربرددلیل
توسعه وتحقیقپیوند،طبتکوینی،شناسیزیست

بـا  موجـودات تولیـد وژنتیکیمطالعاتداروسازي،
اســتلازمژنتیکــی،یافتــهتغییــرخصوصــیات

یافته تـا  افزایشهاسلولایندر ارتباط باتحقیقات
بـا هاسلولو تعیین هویت اینتخلیصي،جداساز

گیـرد. از آنجـایی کـه مـارکر     انجـام بیشتريدقت
هاي بنیـادي  واحدي براي شناسایی سلولمولکولی 

مزانشیمی معرفـی نشـده اسـت، لازم اسـت بـراي      
هاي بنیادي مزانشـیمی از چنـدین   شناسایی سلول

مارکر مولکولی استفاده کـرد. بـر اسـاس پیشـنهاد     
هاي بنیادي مزانشیمی، انجمن کمیته بافت و سلول

Mesenchymal and(بین المللی سلول درمـانی 

tissue stem cell committee of the

international society for cellular therapy ،(
ــد در شــرایط  ســلول هــاي مزانشــیمی انســانی بای

استاندارد کشـت سـلول، خاصـیت چسـبندگی بـه      
ــه      ــایز ب ــت تم ــتیکی و قابلی ــت پلاس ــرف کش ظ

STRدر آزمایش Identifilerگانه 16ي مارکرهالیپروفانتیجه- 8شکل 
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. باشـند چربـی را داشـته  هـاي اسـتخوانی و  سـلول 
هـا بایـد مارکرهـاي سـطحی     همچنین این سـلول 

CD105 وCD90   را بیان کنند و فاقـد مارکرهـاي
باشـند  CD34و CD45هماتوپویتیـک همچـون    

)35.(
سـلولی بـه   با توجه بـه حساسـت بـالاي کشـت    

آلودگی مایکوپلاسما، در این طرح از تکنیک کشت 
DNAو رنگ آمیـزي  PCRمستقیم مایکوپلاسما، 

ــگ  ــا رن ــور شنHoechstب ــه منظ ــن ب ــایی ای اس
میکروارگانیسم استفاده شد. روش رنگ آمیـزي بـا   

Hoechstــر ــاسبـ ــاییاسـ ــهشناسـ ــايگونـ هـ
توسـط این رنـگ سریعجذبپایهبرمایکوپلاسما

DNA،قابلیترنگاین. استشدهطراحیسلولی
انتخـابی صورتبهرنگ. داردسلولبهنفوذپذیري

نتیجـه دروگـردد میمتصلDNAفرعیشیاربه
Hoechstرنـگ . شودمیهستهآمیزيرنگسبب

برانگیخته UVیازنونايجیوهلامپبا استفاده از
. شـود مـی شناسـایی آبـی فیلتـر طریـق ازوشده

ــماهاي ــگمایکوپلاس ــزيرن ــدهآمی ــاش ــگب رن
Hoechstبـزرگ نمـایی  باسیتوپلاسمسرتاسردر

x40،هسـته آنبـر عـلاوه . هسـتند مشاهدهقابل
آمیزيرنگروشاینباواضحطوربهنیزهاسلول

).11-13شوند (می
ــلول  ــت س ــین هوی ــروریات  تعی ــه ض ــا از جمل ه

مطالعات سلولی است. افزایش آگاهی از شناسـایی  
هـاي  صحت کشت سلولی و برطرف کردن آلـودگی 

احتمالی سلولی در حـین کـار، ایـن الـزام را بـراي      
یـت  اي براي تایید هومحققان ایجاد کرد که کمیته

ــود  ــاد شــ ــلولی ایجــ ICLAC, The(رده ســ

International Cell Line Authentication

Committee(.     این کمیتـه موظـف بـود شناسـایی
هاي سلولی را آشکار کند و این آگاهی نادرست رده

اي ایـن  را افزایش دهد. تکنیک افتراق داخل گونـه 
کند که هر فرد یا سـلول مجـزا   امکان را فراهم می

یک گونه را از هم تفکیک کند و در ایـن  در داخل
هاي کوتاه پشـت  راستا از مارکرهاي مولکولی توالی

بهــره PCR) و تکنیــک مولکــولی STRســر هــم (
DNAگیرد. این مارکرهـا بخـوبی در مولکـول    می

پراکنده شده و از چندشـکلی کـافی بـراي صـحت     
). با توجه به مسائل فـوق  36عمل برخوردار است (

ه منظور استاندارد سـازي و افـزایش   در این طرح ب
اعتبار به رده هـاي سـلولی تولیـد شـده، آزمـایش       

STR   بر روي کلیه رده هاي به دست آمـده انجـام
گردید.

توانایی تمـایز  2001زوك و همکارانش در سال 
هـاي بنیـادي مشـتق از بافـت چربـی را بـه       سلول
هاي غضـروفی و اسـتخوانی بررسـی کـرده و     سلول

این سلول ها قادر به تمایز به چنـدین  نشان دادند 
رده ســلولی هســتند و از لحــاظ بیــان مارکرهــاي  

هاي بنیـادي مغـز اسـتخوان    سطحی همانند سلول
را بـه  CD90و CD105 ،CD73قادرند مارکرهاي 

میزان بالایی بیان کنند؛ با این حال این سلول هـا  
CD14و CD45 ،CD34از لحاظ بیان مارکرهاي 

همچنین در این مطالعه اذعان شده منفی هستند. 
هـا در  است که با توجه به ظرفیت بالاي این سلول

تـوان از آنهـا بـه عنـوان منبعـی      تکثیر و تمایز، می
ــراي کــاربرد در بخــش ســلول درمــانی   مناســب ب

).37(استفاده نمود
در مطالعــه انجــام گرفتــه توســط آیوســت و     

ــر روي ســلول2004همکــارانش در ســال  هــاي ب
مزانشیمی مشتق از بافت چربی ایـن نکتـه   بنیادي

ذکر شده است که نمونه هایی بـه دسـت آمـده از    
تواننـد بـه عنـوان منبعـی     فرایند لیپوساکشن مـی 

ــلول   ــازي س ــراي جداس ــب ب ــادي  مناس ــاي بنی ه
هـا قادرنـد بـه    بزرگسالان به کار روند. ایـن سـلول  

چندین رده سلولی تمایز یابند، بـه طـوري کـه در    
سلولی در شرایط آزمایشگاهی از طی فرآیند کشت

ــتند(   ــوردار هس ــبی برخ ــد مناس ــرعت رش ).  38س
هاي بنیادي بزرگسالان به عنـوان  استفاده از سلول

منبعی مناسـب در مبحـث سـلول درمـانی مطـرح      
هـاي بنیـادي در   است و با توجه به حضـور سـلول  

هاي مختلف بدن و لزوم استفاده از بافتی کـه  بافت
سیب را به همراه داشته باشد، براي بیمار کمترین آ

در نتیجه بافت چربی به عنوان منبعی با دسترسی 
آسان و کم خطر بـراي اهـداف سـلول درمـانی بـه      
صورت اتولوگ مطرح است. از اینرو مطالعات بسیار 
زیادي در زمینـه جداسـازي و بهینـه سـازي روش     
هاي استخراج و تعیین هویت این سلول هـا انجـام   

).39-41گردیده است (
اي بـر روي  براساس مطالعاتی که بصورت مقایسه
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هاي شیري سلول هاي جداشده از بافت پالپ دندان
و دائمی انجام شده است، نتایج نشان می دهد کـه  
سلول هاي جدا شده از دندان هاي شیري سـرعت  
رشد بالاتري را در قیاس با سـلول هـاي مشـتق از    

سلول ها دندان هاي دائمی دارند. همچنین در این 
میزان بالاتري از مـارکر هـاي پرتـوان بیـان شـده      

هـاي دائمـی   ). در مطالعه حاضر از دنـدان 42است(
هـاي پالـپ دنـدان اسـتفاده     براي جداسازي سلول

هـاي جـدا شـده از نظـر مورفولـوژي      گردید. سلول
فیبروبلاستی بوده و نـرخ رشـد مطلـوبی را نشـان     

ــال   2008دادنـــد. هوانـــگ و همکـــارانش در سـ
هاي بنیادي مزانشـیمی مشـتق از   اسازي سلولجد

اند که این پالپ دندان را بررسی کرده و نشان داده
هاي مختلف هستند ها قادر به تمایز به سلولسلول

هاي بنیادي مزانشـیمی را بیـان   هاي سلولو مارکر
). در گزارش کاواشـیما کـه در سـال    43کنند (می

ر روي انجام گرفته است، مطالعه جـامعی ب ـ 2012
نشانگرهاي پالپ دندان انجام شـده اسـت. از مهـم    

، CD90هـا مارکرهـاي   ترین نشانگرهاي این سلول
CD105 ،CD29 ،CD146 وCD166 .ــتند هســـ

ــلول ــدان  اگرچــه س ــپ دن ــدا شــده از پال ــاي ج ه
هاي منحصر بفردي همچون پتانسیل رشـد  ویژگی

بالا، چند توانی و بیان نشانگرهاي سطحی متنوعی 
دهند بـا ایـن حـال، بیـان نشـانگرهاي      یرا نشان م

ــاوت از یکــدیگر  ســطحی آن ــا حــدودي متف ــا ت ه
اي کـه بـر روي جداسـازي و    ). در مطالعه44است(

هاي بنیادي پالـپ دنـدان   هاي سلولبررسی ویژگی
که از دندان عقل جدا شده انجـام پذیرفتـه اسـت،    

هـا در پاسـاژ سـوم بیـان     درصد سـلول 90بیش از 
و CD90هاي مزانشیمی (ولمارکرهاي سطحی سل

CD105 وCD44 وCD73  ــد و ــان داده ان ) را نش
ــر از  ــلول 2کمتـ ــد از سـ ــاي  درصـ ــا مارکرهـ هـ

هـا بـا   اند لـذا ایـن داده  هماتوپویتیک را بیان کرده
). در 45نتایج حاصل از این طرح همخوانی داشت (

هاي بنیادي پالـپ  مطالعه دیگري که بر روي سلول
دندان بر روي شامپانزه انجام گردیده است، میـزان  

,CD29, CD73, CD90بیان مارکرهاي سـطحی  

CD166, CD59 ،CD44و(CD105 در سـلول-
درصـد، گـزارش   99هاي جدا شده از پالپ دنـدان  

شده است. این در حالی است که در همین مطالعه 

را نشان ها بیان مارکرهاي هماتوپویتیکاین سلول
).46نداده اند (

با توجه به تقاضاي فراوان جامعه علمی کشور به 
هاي مزانشیمی بـراي تحقیقـات مختلـف، در    سلول

هـاي بنیـادي مزانشـیمی از بافـت    این طرح سلول
چربی و پالپ دندان، بر اساس اسـتانداردهاي بـین   
المللی جداسازي و تعیین هویت شده اسـت تـا در   

اسب براي تحقیقـات سـلولی   این زمینه بستري من
فراهم گردد. آنچه در این طرح حائز اهمیت اسـت،  

هاي سلولی استاندارد مزانشیمی تعیین معرفی رده
هویت شده و شناسنامه دار است، که باعث تسهیل 
ــه    ــکی در زمین ــت پزش ــات زیس ــریع تحقیق و تس

هاي مزانشیمی انسانی همراه با کاهش قابـل  سلول
شود.میها در کشورتوجه هزینه

تقدیر و تشکر
مطالعه حاضر با حمایت علمی و مالی مرکز ملی 

هاي انسانی و ذخایر ژنتیکی و زیستی، بانک سلول
جانوري ایران انجام شده است و رده هـاي سـلولی   

در دسـترس  www.ibrc.irسـایت  تولید شـده در  
محققین قرار گرفته است. 
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Abstract
Background: Due to extensive use of cell cultures in biomedical investigations and
researches, there has been a great need to identify, authenticize and accurate quality control
of cells. Stem cells are characterized by their self-renewal and differentiation potential.
Mesenchymal stem cells are found in various tissues. These cells are vastly used in cell
therapy and regenerative medicine and many other cell related studies.
Methods: After separation of cells from adipose and dental pulp tissues and confirmation of
quality controls, authentication of mesenchymal stem cells were determined by monitoring
growth, morphology, expression of specific molecular markers, and the ability to differentiate
into adipocyte and osteoblast.
Results: In this study, 6 mesenchymal stem cell lines were established from adipose and
dental pulp tissues. These cells which were positive for CD90, CD105 and CD29 and
negative for CD34 and CD45 expression were isolated, authenticated and stored. Moreover,
these cells showed no contamination including bacterial, viral and mycoplasma and are able
to differentiate into adipocyte and osteoblast in vitro.
Conclusion: The outcome of this project would be introducing authenticated mesenchymal
stem cells with related identity documents which facilitate and accelerate the biomedical
research in the field of human mesenchymal cells along with a substantial reduction of costs
and time.
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