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Introduction: Stem cells are undifferentiated cells that have the ability to convert and 

differentiate into different types of cells. Mesenchymal stem cells are multipotent cells 

that can differentiate into all types of cells. The purpose of this study was to cultivate 

and isolate mesenchymal stem cells from human bone marrow and to express some 

surface markers in mesenchymal stem cells. 

Materials and Methods: In this research, human bone marrow sample (iliac crest) was 

used to produce bone marrow stromal cells. Bone marrow mesenchymal stem cells 

were isolated based on their adhesion properties. In order to prove that the cells are 

mesenchymal, in addition to their adhesion properties, CD13, CD49e, CD73, CD105 

and CD90 markers were investigated after the fourth passage by flow cytometry . 

Results: In the culture of cells derived from bone marrow up to the fourth passage, the 

mesenchymal cells were morphologically more similar to fibroblastic cells. Flow 

cytometry analysis of surface markers demonstrated that bone marrow mesenchymal 

stem cells from the fourth passage express CD13, CD49e and CD105 markers to a 

higher extent and CD73 and CD90 markers to a lesser extent. 

Conclusion: Stem cells isolated from bone marrow have high levels of expression of 

surface markers specific to stem cells, especially of mesoderm origin, which proves 

these cells are mesenchymal . 
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هاي   سلول  ماركرهاي  بيان  بررسي 

هاي   سلول  در  مزانشيمي  بنيادي 

 بنيادي مغز استخوان انسان 

 *4،3ی مهاباد یني، جواد ام2،1یمحمدرضا ناطق
  ی م، بيمارستان فوق تخصصصار   یو نابارور   مانی مرکز تحقيقات زنان، زا  1

 ران یتهران، ا ران، یا  یدانشگاه علوم پزشک صارم،
مولکول  یسلول  پژوهشکده  2 ها  یو  سلول  (،  SCRC)صارم    یبنياد  یو 

 ران ی صارم، تهران، ا  یفوق تخصص بيمارستان 
 ، کاشان، ایران کاشان یدانشگاه علوم پزشک ؛یآناتوم قاتيمرکز تحق 3
 ، کاشان، ایران کاشان  یانشگاه علوم پزشکدمرکز تحقيقات گامتوژنزیس،  4

 چکيده 

سلول های تمایز نيافته ای هستند که توانایی    ،های بنيادی سلول  مقدمه:

سلول  مختلف  انـواع  بـه  تمایز  و  دارند تبدیل  را  سلولها  بنيادی   .  های 

ها   سلولمزانشيمی   انواع سلول  به  توانند  می  که  چندتوانی هستند  های 

بنيادی  تمایز پيدا کنند. ه دف این مطالعه کشت و جداسازی سلول های 

در   مارکرهای سطحی  از  برخی  بيان  و  انسان  استخوان  مغز  از  مزانشيمی 

 سلول های بنيادی مزانشيمی بود. 

ها روش  و  )ایلياك    :مواد  انسان  استخوان  مغز  نمونه  از  تحقيق،  این  در 

سلول توليد  برای  استفاده   کرست(  استخوان  مغز  استرومایی  شده  های 

خاصيت   براساس  استخوان  مغز  مزانشيمی  بنيادی  های  سلول  است. 

ها   چسبندگی آن ها جداسازی شدند. جهت اثبات مزانشيمی بودن سلول

،  CD13   ،CD49e  ،CD73علاوه بر خاصيت چسبندگی آن ها، مارکرهای

CD105  وCD90 .بعد پاساژ چهارم با روش فلوسایتومتری بررسی شدند 
پاساژ چهارم   در کشت سلولنتایج:   تا  از مغز استخوان  گرفته شده  های 

سلول سلول به  شبيه  بيشتر  مورفولوژیکی  لحاظ  از  مزانشيمی  های   های 

داد که   نشان  مارکرهای سطحی  فلوسایتومتری  آناليز  بودند.  فيبروبلاستی 

چهارم   سلول پاساژ  از  حاصل  استخوان  مغز  مزانشيمی  بنيادی  های 

مارکرهای    CD105و    CD13  ،CD49eمارکرهای   و  بالاتری  ميزان  به  را 

CD73  وCD90  .را به ميزان کمتری بيان می کنند 

های بنيادی جدا شده از مغز استخوان دارای سطوح   سلول  :نتيجه گيری

ویژه سلول مارکرهای سطحی  بيان  از  منشاء   بالایی  بنيادی خصوصاً  های 

سل این  بودن  مزانشيمی  بيان،  ميزان  این  که  باشند  می  را   ولمزودرم  ها 

 اثبات می کند. 

سلول  ها:واژه  کليد انسان؛  استخوان  مزانشيمی؛   مغز  بنيادی  های 

 های بنيادی. مارکرهای سطحی؛ مارکرهای سلول

 1401/ 05/08: تاریخ دریافت

 15/09/1401 تاریخ پذیرش:

 و گامتوژنزیس  یآناتوم  قاتي مرکز تحق  ؛جواد امينی مهابادی:  مسئول  ه نویسند*

پ علوم  ا   یزشکدانشگاه  کاشان،  پستی:  رانیکاشان،  کد  راوندی،  قطب  بلوار   .

 .amini-ja@kaums.ac.ir. آدرس ایميل: 8715973449

 مقدمه 
های بنيادی سلول های تمایز نيافته ای هستند که توانایی تبدیل و   سلول

سلول مختلف  انواع  به  سلول تمایز  دارند.  را  دو   ها  دارای  بنيادی  های 

از سایر سلول    ویژگی مهم هستند که آن را  متمایز میها  این  د.  کنن  ها 

  سلول ها، توانایی تکثير نامحدود دارنـد و در حالت متمایز نشده باقی می 

های    لهای بنيادی از لحاظ منشاء به دو دسته عمده، سلو  سلول.  [1]مانند

بنيادی بالغ تقسيم می  دی جنينی و سلولابني های   سلول  .[2]شوند  های 

ها شامل؛ مغـز، مغز استخوان،    بنيادی بالغ در بسياری از بافت ها و اندام

چشم، مغز، طناب عصبی، کبد، بافت چربی،  ی  اسکلتی، قرنيه    ی  ماهيچه 

های بنيادی بالغ، سلول   مهمترین سلول  از   . [3]پوست و روده وجـود دارند

م مزانشيمی  بنيادی  سلولباشندی  های  مزانشيمی   .  بنيادی  های 

(MSCs )1  سلول عنوان  به  می   که  شناخته  استرومایی  مزانشيمی  های 

سلول سلول شوند،  انواع  به  توانند  می  که  هستند  چندتوانی  از   های  ها 

سلول سلول جمله  استخوانی،  و های  غضروفی  چربی    های  های  سلول 

های بنيادی مزانشيمی برای اولين بار در مغز   . سلول[6-4]تمایز پيدا کنند

های   . مهمترین منبع سلول[9-7]شناسایی شد   1996استخوان و در سال  

مغز استخوان منبع اصلی دو    .[6]وده استبنيادی مزانشيمی مغز استخوان ب

های بنيادی  های بنيادی خونساز و سلول ها به نام سلول نوع از این سلول

باشد می  سلول[10]مزانشيمی  با   .  استخوان  مغز  مزانشيمی  بنيادی  های 

 های بنيادی سوماتيك متفاوت است زیرا نه تنها مشابه سلول سایر سلول

های   های مزودرمی استخوان، غضروف و چربی هستند بلکه به سایر سلول

سلول بنابراین  یابند.  می  تمایز  اندودرمی  و  بنيادی   اکتودرمی  های 

فردی به  منحصر  نوع  مغز   از سلول  مزانشيمی،  هستند.  بالغ  بنيادی  های 

از   مجزا  ظاهراً  دو جمعيت  بلکه  یك،  نه  حاوی  بالغ  پستانداران  استخوان 

های   های بنيادی بالغ است. اولين و کاملاً مشخصه ی آن ها سلول سلول

سلول توليد  حفظ  مسئول  که  هستند  خونساز  می   بنيادی  خونی  های 

این س برای شناسایی  روند کشت سلولی،   لولباشند. روش معمول  ها در 

خاصيت چسبندگی آن هاست. در شرایط آزمایشگاهی، کشت هایی که از  

سوسپانسيون های تك سلولی مغز استخوان از طيف وسيعی از گونه های  

از سلول اند، کلنی هایی  ایجاد شده  استرومایی چسبنده   پستانداران  های 

م ساز  پيش  سلول  یك  از  کدام  هر  که  کنند  می  واحد  ایجاد  نام  به  نفرد 

در محيط   .[11] مشتق شده اندF)-CFU )2فيبروبلاست تشکيل دهنده کلی 

سلول این  این   کشت،  بيان  کنند.  می  بيان  را  مارکرها  از  برخی  ها 

ها و توانایی تمایز آنها   مارکرهای سطحی دلالت بر بنيادی بودن این سلول

این مطالعه،   به دیگر سلول از  باشد. هدف  مارکرهای  ها می  بيان  بررسی 

بنيادی مغز استخوان   بنيادی مزانشيمی در سلول های    انسان سلول های 

 بود.

 
1Mesenchymal stem cells 
2fibroblastic-forming unit-Colony 
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 مواد و روش ها 

بر اساس پروتکل استاندارد   3در این تحقيق از نمونه ی مغز استخوان انسان 

سال    35تا    30استفاده شد. نمونه ای از تعدادی افراد سالم با رده ی سنی  

بيماری تهيه گردید. ابتدا   با انجام کليه ی آزمایشات بدون هيچ عارضه یا 

ه لوله  در  استخوان  مغز  به  نمونه  بيمارستان  از  یخ  با  هپارین  حاوی  ای 

فالکون   در  استخوان  مغز  نمونه  شد.  منتقل  ليتری    15آزمایشگاه  ميلی 

مدت   به  و  دور  5ریخته  با  سلولی    1700دقيقه  پليت  تا  شد  سانتریفيوژ 

ميلی    10تشکيل گردد. سپس، محيط رویی تخليه شد و به پليت سلولی  

درصد    5  20( FBSين گاوی )حاوی سرم آلبوم  DMEM4ليتر محيط تازه  

ميليون سلول در فلاسك    2واحد پنی سيلين اضافه شد و حدود    100و  

به    25 فلاسك  بعد،  ی  مرحله  در  شدند.  داده  کشت  مکعبی  متر  سانتی 

درصد منتقل گردید. بعد    2CO  5درجه سانتيگراد و    37انکوباتور با دمای  

شد. محيط    تازه اضافه  DMEMساعت محيط رویی خارج و محيط    72از  

ها هر سه روز یکبار به مدت دو هفته تعویض شدند. در این مدت،   سلول

ها چون   های مزانشيمی به کف فلاسك می چسبند اما سایر سلول سلول

 توانایی چسبيدن ندارند با تعویض محيط خارج می شوند. در ادامه، سلول

شده و  های بنيادی مزانشيمی با استفاده از تریپسين از کف فلاسك جدا  

سلول شدند.  منتقل  جدید  های  فلاسك  و   به  شدند  تریپسينه  که  هایی 

آناليز   شدند.  تکثير  پاساژ  چهار  تا  بودند  گرفته  قرار  شمارش  مورد 

هاست.   فلوسایتومتری تکنيکی برای شمارش و مطالعه ی مشخصات سلول

سلول بودن  مزانشيمی  اثبات  مارکرهای   جهت  از  شده،  بنيادی جدا  های 

ا استفاده شد که برخی مارکرها بيان بالا و برخی دیگر بيان  سطحی آن ه

سلول دارند.  و   پایينی  جداسازی  از  بعد  چهارم  پاساژ  از  حاصله  های 

سانتریفيوژ شد. آنتی بادی    1500دقيقه و دور   5به مدت    PBSشستشو با  

اوليه   با    CD73های  آنتی    FITCکونژوگه  و  ایزوتيوسيانات(  )فلورسنس 

های   با    CD90،  CD105  ،CD49e  ،CD13بادی    PEکونژوگه 

مدت   به  و  شد  اضافه  قرارگرفت.    1)فيکواریترین(  اتاق  دمای  در  ساعت 

ایزوتيپ   کنترل  های  بادی  آنتی  از  غيراختصاصی  واکنش  حذف  برای 

شده   استفاده شد. سپس سلول مدت    PBS  باها شستشو  با    5به  دقيقه 

فلوسایتوم  1000دور دستگاه  با  و  شدند  )سانترفيوژ  آناليز  FACSتری   )

 گردیدند. 

 نتايج 

مورد   نمونه  سالم،  افراد  از  شده  دریافت  استخوان  مغز  های  نمونه  از 

سلول مورفولوژی،  لحاظ  از  ابتدا  در  و  گرفت  قرار  دوکی   جداسازی  های 

ها تا چهار پاساژ توانستند تکثير شوند   شکل و چسبيده بودند و این سلول

سلول مورف و  لحاظ  از  مزانشيمی  سلولهای  به  شبيه  های   ولوژی 

های بنيادی جدا شده از مغز   (. جمعيت سلول1فيبروبلاست بودند )شکل

سلول از   استخوان،  بيش  و  بودند  بالغ  بنيادی  سلول    80های  این  درصد 

( پروتينی  مارکرهای  انواع  استخوان  مغز  از  آمده  دست  به  ،  CD90های 

 
3Iliac Crest 
4 Dulbecco's Modified Eagle Medium 
5ovine SerumFetal B 

CD105  ،CD73  ،CD49e  ،CD13سلول مزانشي (  بنيادی  را  های  می 

های بنيادی   (. بيان مارکرهای سلول، در انتهای مقاله2بيان کردند )شکل

مزانشيمی در جمعيت سلول های بنيادی مغز استخوان در جدول شماره  

 (. 1نمایش داده شد )جدول  1

  

 
های بنيادی مزانشيمی مغز  نمایش دیجيتالی مورفولوژی سلولA,B, C :  1شكل  

های بنيادی مغز کشت سلول  مرحله ای از(  A(.x100بزرگنمایی با بزرگنمایی ) استخوان

-ها شناورند و هنوز به کف فلاسك نچسيبدهاستخوان در پاساژ اول. تعداد معدودی از سلول

از کشت سلولمرحله  (B.  اند بنيادی مغز استخوانای  به در پاساژ دوم. سلول  های  ها کاملاً 

چسبيده  فلاسك  دارای  کف  و  می  40تا    30تقریبی    Confluencyاند  (  C.  باشند درصد 

ها مورفولوژی تيپيك  سلول  در پاساژ سوم.  های بنيادی مغز استخوانای از کشت سلولمرحله

 . اند  را از خود نشان داده و همگی به کف فلاسك چسبيده BMSCهای سلول

 ميزان بيان مارکرهای مغز استخوان انسان. :1جدول 

 استخوان انسانماركرهاي مغز  ميزان بيان

0.8±76.7  CD90 

74.1±0.3 CD73 

92.3±0.3 CD13 

83.8±0.7 CD105 

88.1±0.1 CD49e 

 بحث

با   بالغ  توان  چند  ساز  پيش  های  سلول  مزانشيمی  بنيادی  های  سلول 

انواع مختلف سلول های تخصصی   به  تمایز  توانایی  و  پتانسيل خودنورایی 

واحد بيومارکر  هيچ  که  آنجایی  از  های  هستند.  سلول  شناسایی  برای  ی 

و   نشانگرها  از  ای  مجموعه  نيست،  در دسترس  انسانی  مزانشيمی  بنيادی 

سال   در  سلولی  های  سلول    2006ویژگی  المللی  بين  انجمن  توسط 

است که شامل توانایی خود نوسازی، چند توانی    پيشنهاد شده   [12]درمانی

مجموعه   بيان  و  چربی،  و  غضروفی،  زایی،  استخوان  های  پتانسيل  با 

( CD105، و CD73  ،CD90مشخصه ای از نشانگرهای سطحی، مانند ) 

بيان   فاقد  که  حالی  ژن  CD14  ،CD34  ،CD45در  آنتی    DR-و 

علاوه بر این، سلول های بنيادی    .[13]( استDR-HLAلکوسيت انسانی )

و در شرایط  مزانشيمی خاصيت چسبندگی به پلاستيك را نشان می دهند  
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هستند. گسترش  قابل  پاساژ  چندین  در  مطالعه   آزمایشگاهی  این  در 

از   سطحی  مارکرهای  و  که    MSCمورفولوژی  انسان  استخوان  مغز  در  را 

رد بررسی  بودند، مو  CD13  و  CD90،CD105   ،CD73  ،CD49eشامل  

-مغز استخوان بعنوان یك منبع اصلی برای جداسازی سلول  قرار گرفتند.

بنيادی مزانشيمی می  های جداسازی شده از مغز  باشند. اکثر سلول  های 

ویژگی سلولاستخوان  تيپيك  شامل  های  مزانشيمی  بنيادی  های 

پروتئين از  گروهی  بيان  و  فيبروبلاستی  را  مورفولوژی  ویژه  سطحی  های 

مطالعه[10]دادند  نشان این  در  سلول  هایمارکر   .  از  بنيادی ویژه  های 

این بررسی  ویژگی  افزایش  برای  را  سلول  مزانشيمال  مغز  جمعيت  در  ها 

مارکر  را  استخوان   پنچ  کردیم.  مطالعه  انتخاب  این  در  شده  در  انتخاب 

بالایی  سلول ميزان  به  استخوان  مغز  از  شده  جدا  مزانشيمی  بنيادی  های 

 شدند. بيان 

-در مورد مقایسه آناليزی بين سلول 2008  سال  در   ای کهاز جمله مطالعه 

ز مغز استخوان، خون بند ناف و بافت  های بنيادی مزانشيمی مشتق شده ا

این  نتایج نشان داد که همه سلول  ،چربی صورت گرفت های جدا شده از 

ویژگی منبع  سلولسه  تيپيك  شامل  های  که  را  مزانشيمال  بنيادی  های 

ویژگی شکل،  فيبروبلاست  از  مورفولوژی  گروهی  بيان  و  تمایزی  های 

 CD73و    CD90مارکرهای  باشد را بيان کردند و    های سطحی می پروتين

سلول سلولدر  به  نسبت  را  بيان  بيشترین  ناف  بند  خون  مغز  های  های 

دارا   بافت چربی  و  تحقيقی    2009همچنين، در سال  .  [14] بودنداستخوان 

آنالي بوسيله  ا  زکه  یکسری  با  م  زفلوسایتومتری  انجام  زمارکرهای  انشيمی 

که داد  نشان  مغز  سلول  شد،  از  شده  مشتق  مزانشيمی  بنيادی  های 

ا  استخوان بنيادیسلولمنابع مهم    زیکی  توانایی تمای   های  باشد که    ز می 

باشد می  دارا  را  استخوانی  های  در سال  [15]به سلول    ای   مقایسه  2015. 

های بنيادی    مغز استخوان و سلولبا  چربی اربيت    هـای بنيادی  سلول  بين

بنيادی چربی اربيت   سلول  انجام شد.  چربی شکمی  اندازه تقریبی  های  با 

زوائد    30تا    25 با  وجهی  چند  ظاهری  این ميکرومتر  داشتند.    کشيده 

بـا سلول  سلول ظاهر  نظر  از  استخوان  ها  مغز  مزانشيمی  دوکی    های  که 

 های بنيادی چربی شکمی سلول  متمایز و تا حدودی به شکل بودند کاملاً 

بودند همچنين،  شبيه  فلوسيتومتری.  تحقيق  نتایج  این  که    در  داد  نشان 

فاده شده  که مشابه مارکرهای است  CD105و    CD73،  CD90  مارکرهای

در  بودند  ما  تحقيق  اربيت   سلول   در  بنيادی  سلول های  های    همانند 

   .[16]بودنددارای بيان مثبت  چربی شکمی و بنيادی مغز استخوان

مزانشيمی   بنيادی  های  سلول  سطحی  مارکرهای  از  فلوسایتومتری  آناليز 

مارکرهایی   ها  سلول  این  که  کرد  مشخص  استخوان  مغز  از  شده  مشتق 

را بيان می کنند؛ در    CD13و  CD90  ،CD105  ،CD73  ، CD49eمانند  

از   متفاوتی  بيان  ها  سلول  این  که   CD13و    CD105  ،CD49eحالی 

های   سلول  که  کرد  تعيين  پژوهش  نتایج  فوق،  بررسی  راستای  در  دارند. 

بيان مارکرهای   ، CD105بنيادی مزانشيمی مشتق شده از مغز استخوان 

CD49e    وCD13    را بيشتر بيان کردند وCD90    وCD73    بيان کمتری

حاليکه، مطالع [17]داشتند ). در  مارکر سطحی  2003ات گذشته در سال   )

CD105    ارزیابی را مورد  بنيادی مزانشيمی مغز استخوان  در سلول های 

بالایی داشتند ( مارکر  2007. همچنين، در سال ) [18]قرار دادند که ميزان 

. در این  [19]بيان پایينی داشتند  CD90بيان بالا و مارکر    CD73سطحی  

بر خلاف مطالعات گذ  پاساژ چهارم  مطالعه  از  بعد  مارکرهای سطحی  شته 

اوليه یکسری سلول های پيش ساز   بررسی شدند چون در طی پاساژهای 

استخوان   مغز  در  دارند  خاصيت چسبندگی  تا حدودی  که  چندتوان  بالغ 

با تعویض محيط کشت از کف فلاسك   اما طی پاساژ طولانی  وجود دارد؛ 

صر چهارم  پاساژ  انتخاب  دليل  شوند.  می  های  جدا  سلول  فقط  اینکه  فاً 

مارکرهای   آناليز  و  باشند  چسبيده  فلاسك  کف  به  مزانشيمی  بنيادی 

تایيد   را  ها  سلول  این  بودن  مزانشيمی  فلوسایتومتری،  روش  با  سطحی 

 کرد.

 نتيجه گيري 

سلول فيبروبلاستجمعيت  مورفولوژی  یك  استخوان  مغز  بنيادی    ی های 

مي ما  مطالعه  این  در  دادند.  نشان  را  مارکرهای سلولشکل  بيان  های  زان 

را  CD49eو CD90، CD73 ،CD13 ، CD105بنيادی مزانشيمال شامل 

بيش از    .های بنيادی مغز استخوان انسان ارزیابی کردیمدر جمعيت سلول

استخوان  درصد   80 مغز  از  شده  مشتق  بنيادی  سلول  این    ، جمعيت 

سلول کردندمارکرهای  بيان  را  مزانشيمی  بنيادی  به  برا . های  نتایج  ساس 

از   شده  مشتق  مزانشيمی  بنيادی  های  سلول  مطالعه،  این  از  آمده  دست 

دارند.   بالایی  بيان  که  هستند  مارکرها  زیادی  تعداد  دارای  استخوان  مغز 

ثابت می کند.  را  ها  این سلول  بودن  مزانشيمی  مارکرها،  این  بيان   ميزان 

تنها  MSCمغز استخوان منبع غالب   بوده است و  یك جمعيت    در انسان 

دردناك    MSCنادر   روش  دليل  به  این،  بر  علاوه  دهد.  می  تشکيل  را 

عرضه   دارد،  عمومی  بيهوشی  به  نياز  که  مغز    MSCبرداشت  از  مشتق 

استخوان و کاربرد آن ها در تحقيقات و در محيط بالينی محدود است. با  

برای   جایگزین  منابع  عنوان  به  دیگر  های  بافت  از  تعدادی  زمان،  گذشت 

hMSC    شناسایی شده اند. امروزهMSC    را می توان از چندین بافت جدا

 کرد.

 تقدير و تشكر 

نامه کارشناسی ارشد زیست شناسی تکوین بود.   این مطالعه حاصل پایان 

 از همکاری دانشگاه علوم پزشکی ایران تقدیر و قدردانی می شود.
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