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 یادیبن یها( بر سلولHS( و سرم انسان )FBSگاو ) یناثر سرم جن

 
 

( بر جداسازی، تکثیر و تمایز استئوژنیک HS( و سرم انسان )FBSمقایسه اثر سرم جنین گاو )

 های بنیادی مشتق از بافت چربیسلول
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 دهیچک

اند. های کاربردی درمانی و مهندسی بافت بررسی شدهعنوان یک منبع برای برنامه، به(ADSCs)های بنیادی مشتق از بافت چربی سلول زمینه و هدف:

های حیوانی است که ژنکنند که یک منبع بالقوه پاتوژن و حاوی آنتیعنوان فاکتور رشد استفاده میبه( FBSهای تکثیر رایج ازسرم جنین گاوی )پروتکل

ای تواند جایگزین مناسبی برای آن باشد. این مطالعه مقایسه( میHSهای حساسیتی کند و از منظر ایمنی، سرم انسانی )تواند بعد از پیوند ایجاد واکنشمی

 است. ADSCsدر رشد و تمایز  HSیا  FBSبا  شدهبین محیط کشت غنی

از بافت چربی زائد عمل لیپولیز استخراج و کشت در  ADSCsد. لیتر خون وریدی یک فرد سالم به دست آممیلی 90سرم انسانی از  ها:مواد و روش

شد. ارزیابی تمایز استخوانی با استفاده  تری بررسیوسیله فلوسایتومبه ADSCsانجام گرفت. بیان مارکرهای سطحی سلولی  FBSیا  HSشده با محیط غنی

 رد بررسی گردید. آمیزی آلیزاریناز رنگ

 چشمگیرتر و اختلاف HSرای بوده، اما تمایز در محیط دا FBSشده با همانند محیط غنی HSشده با در محیط غنی hADSCs جداسازی و رشد نتایج:

 است. (p>0.05)دار معنی

 های بنیادی در محیط را کشت دارد.تمایز سلول را در جداسازی، تکثیر و FBSقابلیت جایگزینی  HSاین مطالعه نشان داد که  گیری:نتیجه

 

 (FBS، سرم جنین گاوی )(HS)، سرم انسانی (ADSCs)های بنیادی مشتق از بافت چربی سلول کلمات کلیدی:

 

 

 

 

 

 مقدمه 
های درمانی به دلیل توانایی سلولهای اخیر سلولدر سال

دیده توجه زیادی را های آسیببنیادی در احیای بافت و ارگان

ها سوی خود جلب نموده است. امروزه بسیاری از این سلولبه

شده و های بنیادی جنینی، چندتوان القاءازجمله سلول

موارد  سالهای بزرگهای بنیادی پیش ساز بافتسلول

های علاوه از سلولبه(. 1درمانی هستند )امیدبخشی برای سلول

های گوناگون ها و درنهایت بافتتوان در تولید سلولبنیادی می

های اخلاقی (. محدودیت2کرد ) در بدن موجود زنده استفاده 

های بنیادی جنینی، دانشمندان را بر زمینه استفاده از سلول در

های بنیادی بالغ ت بیشتری پیرامون سلولاین داشت که تحقیقا

های بنیادی بالغین که ترین سلول(. از مهم3داشته باشند )

توان امروزه توجه اکثر محققین را به خود جلب کرده است می

های بنیادى های بنیادی مزانشیم اشاره کرد. سلولبه سلول

براى اولین بار  Mesenchymal Stem Cells (MSCs)مزانشیمی 

، که Petrakovaو  Friedensteinدر تحقیقات  1966در سال 

دهنده استخوان های اجدادى تشکیلموفق به جداسازی سلول

(. تقریباً 4از مغز استخوان موش آزمایشگاهی شدند، مطرح شد )

های بنیادى مزانشیمی هستند های بالغ داراى سلولتمام بافت

(، مغز 6ت چربى )(، باف5توان به پوست، کبد )که ازجمله مى

مرکز و  یدانشکده پزشک ینیبال یوشیمیگروه ب *نویسنده مسئول: علیرضا خوشدل،

                      دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان، رفسنجان، ایران تحقیقات سلامت پسته،

Email: alireza.khoshdel@gmail.com                                                       
      

پژوهشیمقاله 

  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
17

.7
.2

.2
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

17
 ]

 

                             1 / 11

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2017.7.2.2.3
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-1024-en.html


 

 

1396 تابستان | 2شماره  | هفتمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا   

 

 و همکاران محمد پور ینحس

 

journal.fums.ac.ir 200 

( اشاره نمود. 8های خونى و عضلات اسکلتى )(، رگ7استخوان )

هاى مزودرم های مزانشیمی، پتانسیل تمایز به سلولسلول

احشایى، استئوبلاست، آدیپوسیت، کندروسیت و میوسیت را 

چنین در مطالعات اخیر نشان داده شده که باشند. همدارا می

توانند به زانشیمی مىهای مدر محیط مناسب، سلول

هایی از مشتقات غیر مزودرمى کاردیومیوسیت و یا حتى سلول

(. خصوصیات 9ها، تمایز یابند )ها و نوروننظیر هپاتوسیت

های بنیادى مزانشیمی را تبدیل به منبع سلولى ذکرشده، سلول

درمانی ساخته مناسب جهت کاربرد در مهندسی بافت و سلول

های بنیادی ( سلولMSCsی مزانشیمی )های بنیادسلول است.

بالغ و چندتوان با پتانسیل بالا در تکثیر هستند که اکثراً این 

تنها خاصیت خود تجدیدی با مورفولوژی ها نهسلول

پاساژ دارند، بلکه هم چنان  30تا  20فیبروبلاستی را تا حدود 

های همبندی مثل ماهیچه، پتانسیل تمایز به انواع بافت

های کبدی و عصبی را ، غضروف، تاندون، چربی، بافتاستخوان

های (. یکی دیگر از ویژگی3کنند )تا تقسیمات بالا حفظ می

های بنیادی مزانشیمی این است که پتانسیل انجماد و سلول

ذوب مجدد داشته و به دنبال خروج از این شرایط، قادر به 

ربرد (. کا10های مزانشیمی هستند )تکثیر و تمایز به رده

های بنیادی در موارد مختلف ازجمله متداول کلینیکی سلول

درمان استئوژنز ناقص، آسیب مغزی، پارکینسون، انفارکتوس 

های قلبی، التیام شکستگی، پاره شدن تاندون، درمان بیماری

های کبد و اختلالات ایجادشده دیگر در مفصلی، درمان بیماری

های درواقع سلول. (11خوبی نشان داده شده است )بدن به

های بنیادی غیر عنوان سلولبنیادی مزانشیمی نخستین بار به

های ساز در مغز استخوان شناسایی شدند. این سلولخون

خود به  راحتی و با استفاده از خاصیت چسبندگیچندتوان به

های کشت در آزمایشگاه، جداسازی، سطح پلاستیکی فلاسک

های بنیادی به علت اینکه سلول شوند.تکثیر و تمایز داده می

مزانشیمی قدرت خود ترمیمی و تکثیری بالایی دارند، این 

درمانی با استفاده از ها اهداف مناسبی جهت ژنسلول

های استرومایی (. سلول12باشند )وکتورهای رتروویروسی می

توانند همراه با وکتورها تبدیل به یک سلول چسبنده می

طور مؤثر ژن مربوطه را طولانی و به نوترکیب شده و به مدت

درمانی درمانی و ژنبیان کنند. لذا ابزار مناسبی جهت سلول

نشان داده شده که بافت چربى (. 13گردند )محسوب می

های بنیادى انسانى، منبع بافتى مناسبى براى جداسازى سلول

طور روتین در راحتی و بهمزانشیمى است چراکه این بافت به

مناسب از جراحى لیپوساکشن در دسترس بوده و بازده  مقادیر

سلولى آن نسبت به منبع بافتى مغزاستخوان بسیار بالاتر است 

در  Adipose-derived Stem Cells (ADSCs)علاوه (. به14)

( 15شرایط آزمایشگاهی و بدن مصونیت از پاسخ ایمنی )

( و 16جلوگیری از بیماری پیوند علیه میزبان را نشان داده )

 Bone (BMSCs)درکشت طولانی ازنظر ژنتیکی نسبت به 

Marrow Mesenchymal Stem Cells ( 17بسیار پایدارترند .)

ی است دسترسبافت چربی زیر جلدی فراوان و به سهولت قابل

باید کشت سالم و سریع داشته  ADSCs(. باوجوداین مزایا 18)

(. اگرچه 19که پتانسیل چندتوانی آن حفظ شود )باشد، درحالی

Human ADSCs درمانی در آینده امیدواری زیادی برای سلول

ایجاد نموده، تحقیقات فعلی روی ایجاد روش کشت مورد 

(. 20اند )رکز نمودههای مختلف تماستفاده حاوی سرم با مکمل

های بالینی و تحقیقات های رایج برای آزمایشدستورالعمل

شده با از محیط کشت تکمیل hADSCsکارگیری بنیادی با به

استفاده  Fetal Bovine Serum (FBS)سرم جنین گاوی 

طور ناخواسته منبع ممکن است به FBS(؛ اما 21کنند )می

های که باعث سرایت بیماری های گوناگون حیوانی باشدژنآنتی

ها یا (، از قبیل ویروسZoonosesمشترک بین انسان و حیوان )

تواند در بیماران می FBSعلاوه های حیوانی گردد. بهپریون

در  FBSهای تکثیر یافته در محیط حاوی گیرنده سلول

(. 22های آنافیلاکتیک یا ازدیاد حساسیت دخالت کند )واکنش

 hADSCsدرکشت  FBSشده با تکمیلاگرچه محیط کشت 

ها شده در این محیطهای کشتاستفاده وسیعی دارد، سلول

 Neu 5گلیکوزیل نورامینیک اسید )-Nهای حیوانی ژنآنتی

Gcدرمانی بالا بردن پتانسیل سلول (.23کنند )( را بیان می

های بالینی برای دامنه وسیعی از مورداستفاده در آزمایش

(. این مسائل بسیاری از 24یت یافته است )ها اهمبیماری

محققین را به تمرکز برای یافتن سرم ایمن، مناسب و اقتصادی 

داشته اما از منبع  FBSنماید که خواص شبیه رهنمون می

(. برای کشت سلولی در شرایط آزمایشگاهی 25حیوانی نباشد )

عنوان به Human Serum (HS)اکنون سرم انسانی هم

حاوی  HSمطرح گردیده است.  FBSرای جایگزینی ب

ها، های بسیاری شامل فاکتورهای رشد، ایمنوگلوبولینپروتئین
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 یادیبن یها( بر سلولHS( و سرم انسان )FBSگاو ) یناثر سرم جن

کمپلمان و ایجاد اثرات وسیع گوناگون درکشت سلول است که 

آسانی به فاکتورهای رشد نوترکیب جبران شوند ممکن نیست به

(26.) 

هدف از این مطالعه، مقایسه اثر سرم انسان در برابر سرم 

)که در  ADSCsطور ویژه تمایز جنین گاو روی تکثیر و به

 درکشت سلولی است. مطالعات قبلی کمتر به آن پرداخته شده(

 

 هامواد و روش
 HSسازی محیط و سرم آماده

لیتر خون وریدی از یک فرد میلی 90در این مطالعه حدود 

کااه ساارم آن فاقااد  AB)ترجیحاااً بااا گااروه خااونی  سااالم

تناوب باهنامه کتبای، است( و باا رااایت Bو  Aهای بادیآنتی

چندروزه گرفته شد. جهت جداسازی سرم، خون گرفتاه شاده 

و ساارم جاادا  سااانتریفیوژدقیقااه  10بااه ماادت  rpm2500در 

گرماا داده  C56°دقیقاه در  30گردید. سرم جداشده به مدت 

تا زماان اساتفاده  -C°80شد تا غیرفعال شود، سپس در دمای 

 (.27نگهداری گردید )

 استخراج و کشت سلول

های بنیاادی مزانشایمی مشاتق از در این مطالعه از سلول

( استفاده شد، برداشت نمونه بافت hADSc)انسانی بافت چربی 

وطلاب نامه شخصای از فارد دهناده داچربی با دریافت راایت

عمل لیپولیز، توسط پزشک جراح، در اتاق عمل و تحت شرایط 

گرم از نمونه بافت چربی در  50استریل انجام گرفت. در حدود 

منظور حذف ظرف استریل به اتاق کشت منتقل گردید. ابتدا به

های خاونی، نموناه چربای چنادین باار توساط محلاول سلول

Phosphate-Buffered Saline (PBS) (Shellmax)  شستشااو

داده شده، جهت جلوگیری از آلودگی میکروبی و قارچی به آن 

ااافه شاد و  (Shellmax)استرپتومایسین  -سیلینمحلول پنی

مانده داخل پلیت به قطعات ریز تبادیل بافت چربی سفید باقی

لیتر آنازیم کلاژنااز گردید. بعدازاین مرحله در حدود یک میلی

باه پلیات افازوده  PBSمحلاول در  I (075/0% )(Gibco)نوع 

شده و توسط یک پیپت پاستور با دیساپنس متاوالی باا بافات 

چربی مخلوط گردید. بعد از هضام نسابی قطعاات ریاز داخال 

لیتر آنازیم پلیت به لوله فالکون منتقل شده و مجدداً یک میلی

( به آن ااافه شده و در حمام آب گارم 075/0%) Iکلاژناز نوع 

دقیقه قرار داده شد. در طول این مادت  30ت درجه به مد 37

دقیقه لوله حاوی نمونه را تکان داده تا به تجزیاه بیشاتر  5هر 

بافت چربی کمک شود. بعد از مرحله تجزیه آنزیمی، محتویات 

 Dulbecco’sمجزا که یکی حاوی مقداری محایط  لوله 2را به 

Modified Eagle Medium (DMEM) (Shellmax)  شده غنی

 DMEMشاده باا و لولاه دیگار محتاوی غنی HSا ده درصاد ب

منتقال نماوده تاا  FBS (Shellmax)درصاد  10شاده باا غنی

های لولاهوسیله پروتئازهای سرم، کلاژناز خنثی شود. سپس به

شاد. به مدت پنج دقیقه ساانتریفیوژ  rpm 1300مذکور با دور 

مت آرامی برداشاته و محلاول قساروغن و بافت چربی رویی به

باا های مزانشیمی بافت چربای باود پایین لوله که حاوی سلول

PBS  شستشااو شااده و بعااد از سااانتریفیوژ مجاادد و رسااوب

نشاین های تهها با دور ریختن محلاول رویای، باه سالولسلول

یا  HSشده با غنی DMEMطور مجزا محیط شده در هر لوله به

FBS ه داخال بها در محیط، ااافه و بعد از همگن شدن سلول

 مخصوص کشت سلول منتقل شدند.های فلاسک

 درجاه و 37درنهایت فلاسک حاوی سلول داخل انکوبااتور 

 (.19قرار داده شد ) 2COدرصد  5

 ADSCsتکثیر سلول 

های بنیادی مشتق از بافت چربی ماورد آزماایش در سلول

 FBSدرصااد  10حاااوی  FBSشااده بااا محاایط کشاات غنی

( و استرپتومایسااین 100u/mlساایلین )هااای پنیبیوتیکآنتی

(100gr/ml و )(DMEM) شاده باا و یا محیط کشات غنیHS 

( 100u/mlسایلین )های پنیبیوتیک، آنتیHSدرصد  10حاوی 

در  DMEMو  )Shellmax(( gr/ml100و استرپتومایساااااین )

رطوبات انکوباه  %90و  2COدرصاد  5درجاه باا  37انکوباتور 

بار با محیط تازه جاایگزین شدند. محیط کشت هر سه روز یک

ها به حد لازم )پوشاش باالای شد. پس از رسیدن تعداد سلول

) EDTA  25/%0 )Bio/( با تریپساینه کاردن )تریپساین%90

)Idea ها جاادا و جهاات پاساااژ ساالولی و یااا فلاسااک، ساالول

 (.19آنالیزهای بعدی استفاده شدند )

، FBSو  HSها در هر دو محیط جهت محاسبه تکثیر سلول

، در شارایط 310ها با چگالی بعد از پاساژ دوم، قسمتی از سلول

خاناه،  4های های کشت شده در فلاسک کشت، در پلیتسلول

مااورد شاامارش قاارار  9و  7، 5، 3کشاات شااده و در روزهااای 

 گرفتند.

 های بنیادیپاساژ سلول

ساطح فلاساک را پار کردناد،  %60-70ها که سلولهنگامی

 ها باها را دور ریخته سلولپاساژ داده شدند. محیط رویی سلول
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PBS  ،شستشو گردیدند. سپس به فلاسک تریپسین ااافه شاده

گراد قرار گرفت. زمانی که درجه سانتی 37دقیقه در انکوباتور  2

هاا محایط کشات ها از فلاساک جادا شادند باه آنسلول 90%

DMEM حاوی FBS  یاHS  ااافه شاد تاا تریپساین غیرفعاال

منتقل  ml15ها به یک فالکون شود. سپس محلول حاوی سلول

سانتریفوژ شد. بعاد از خاارج  rpm1000دقیقه در  5و به مدت 

طور محیط کشت به ml1کردن محلول رویی، رسوب سلولی در 

 گردید.یکنواخت حل 

میکرولیتر از محیط همگن شده  10ها،جهت شمارش سلول

شد. ها شمارش میکرولیتر تریپان بلو مخلوط شده و سلول 10با 

های زنده نیز ارزیابی گردید.همچنین درصد سلول  

های مربوط به ها در خانهاستفاده از لام نئوبار تعداد سلولبا 

مربع( شامارش شاده و  16گلبول سفید )در چهار ناحیه حاوی 

 ها طبق فرمول زیر محاسبه گردید.تعداد سلول

های شمرده میانگین تعداد سلول =لیتر میلی تعداد سلول در

 410× شده در چهارخانه 

 آنالیز فلوسایتومتری

های جادا شاده از بافات ید مزانشیمی بودن سلولبرای تائ

های بنیااادی از چرباای عاالاوه باار خاصاایت چساابندگی ساالول

فلوسااایتومتری اسااتفاده شااد. در پاساااژ چهااارم، بعدازاینکااه 

جداسازی شادند و  EDTA 25/0%-وسیله تریپسینها بهسلول

ها باا لام تهیه گردید، سالول DMEMسوسپانسیون سلولی در 

نئوبار شمارش شدند. قسمتی از سوسپانسایون سالولی حااوی 
 %5و  FBS %3حاااوی  PBSمحلااول در  Abساالول بااا  1×510

3NaN  باادی دقیقه روی یخ انکوباه شادند. آنتی 30برای مدت

و  CD90 ،CD34کونژوگه اد مارکرهای سطحی سلول شاامل 

CD105 ری باا اساتفاده از دساتگاه استفاده شدند. فلوسایتومت

 (.19آمریکا انجام گرفت ) Bio-Radفلوسایتومتری شرکت 

 ارزیابی ظرفیت تمایز به رده استخوان

برای تمایز به رده استخوان، در پاساژ چهاارم، بعاد از جادا 

، FBSو یاا  HSهای حاوی ها در هرکدام از فلاسکشدن سلول

هاااا ، از هرکااادام آنEDTA 25/0%-وسااایله تریپساااینبه

 سوسپانسیون سلولی تهیه گردید.

میکرولیتار از محایط القاکنناده تماایز باه اساتخوان  300

(sigma) خانه ااافه کارده  4های پلیت را به هر یک از چاهک

هزار سلول به آهستگی از جداره چاهک )باه شاکلی کاه  50و 

 نوک سرسمپلر به کف چاهک نچسبد( با حرکت حلزونی شکل

دقیقه زیر  10به سمت مرکز چاهک ریخته شد. پلیت به مدت 

هود قرار گرفت و بعد به آهستگی به درون انکوبااتور منتقال و 

ساعت در این حاال قارار داده شاد. ساپس مجادداً  2به مدت 

میکرولیتر از محیط تمایز بافت استخوانی به درون چاهک  200

ط تمایزی شامل روز با محی 21ها به مدت سلول .گردید  ااافه

DMEM  هماااراه باااا دگزامتاااازونMμ 1 ،μg/ml 50  اساااید

 10شده باا فسفات در هرکدام از دو محیط غنی-2آسکوربیک 

انکوبه شدند. محیط تمایزی بر اسااس دیاد  FBSیا  HSدرصد 

باار در هفتاه  2چشم یا باا اساتفاده از میکروساکوع معماولاً 

 

 

 

. HSشده با در محیط غنی ADSCsهای : سلولالف -1شکل 

 (x400آمیزی )بدون رنگ HS تمایز به استخوان در حضور  ب:
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آمیزی( )رناگ ها با روش هیستوشیمیتمایز سلولتعویض شد. 

مورد ارزیاابی قارار گرفات. جهات بررسای تماایز اساتخوان از 

 (.19)استفاده شد  (Alizarin Red)آمیزی آلیزارین رد رنگ

 هاآنالیز آماری داده

باا اساتفاده از و  17نساخه  SPSSافازار وسیله نرمنتایج به

میاانگین »صاورت هآنالیز شدند. تمام مقادیر ب t (t-test)آزمون 

هاا داری در آزمونبیاان شاده، ساطح معنای« انحراف معیار ±

 در نظر گرفته شد. 05/0کمتر از 
 

 نتایج
 ADSCsتکثیر 

از بافت چربی و  ADSCsدر این مطالعه بعد از استخراج 

، مشاهده شد که FBSو  HSهای حاوی کشت در محیط

در روزهای ابتدایی در  ADSCsهای سرعت رشد و تکثیر سلول

شده با همانند سرعت آن در محیط غنی HSشده با محیط غنی

FBS ها مشاهده نگردید توجهی میان آنبود و تفاوت قابل

)0.05p>( (1. )شکل 

ها به هرچند از روز پنجم کشت، اختلاف در تعداد سلول 

شده با ها در محیط غنیداری رسید و تکثیر آنسطح معنی

HS شده با تر از محیط غنیسریعFBS  شد(p<0.05) شکل( .

2) 

 بیان مارکرهای سطحی سلولی

های برداشت شده از در آنالیز فلوسیتومتری که روی سلول

پاساژ چهارم انجاام گرفات مشاخص گردیاد کاه الگاوی بیاان 

های تکثیر یافته در محایط کشات مارکرهای سطحی در سلول

های کشاات داده شااده در محاایط ، بااا ساالولHSشااده بااا غنی

( 28که در مطالعات قبلی گزارش شاده باود ) FBSشده با غنی

و  CD90ها مارکرهاای اسات. در هار دو محایط سالول مشابه

CD105 ها( ساالول %85نماینااد )بیااان در حاادود را بیااان می 

در هر دو محایط منفای  CD34که بیان مارکر سطحی درحالی

 (3ها(. )شکل سلول %3بود )بیان در حدود 

، همانند الگوهای HSبیان مارکرهای سطحی در محیط 

و  CD90بوده و ازنظر بیان  FBSبیان در محیط حاوی 

CD105  مثبت و ازنظر بیانCD34 .منفی است 

 

 
 FBSو  HSشده با ها در روزهای متوالی کشت در هردو محیط غنیتفاوت تعداد سلول -2شکل 

 .(p<0.05)داری رسید *اختلاف از روز پنجم به سطح معنی
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 های استخوانیپتانسیل تمایز به سلول

در  به رده اساتخوان ADSCsهای بعد از القای تمایز سلول

، از روز دهام رساوب FBSیاا  HSهر دو محیط تمایزی حاوی 

کلسیم که شاخص اصلی ما برای تماایز باه اساتخوان باود، در 

شاهده میکروسکوپی مشخص شد که این تماایز و رساوب در م

 .آمیزی به سطح مطلوب رسیدجهت رنگ روز پانزدهم

های در این مشااهدات مشاخص گردیاد کاه تماایز سالول

ADSCs شده با در محیط غنیHS تر و باارزتر از تماایز ساریع

که هار چاه از طوریاست، به FBSشده با ها در محیط غنیآن

ها بیشاتر گذشات اخاتلاف میازان سالولیزی مدت کشت تما

 (4نمایان شد. )شکل 

 

 گیریبحث و نتیجه
انجام شده و  MSCsتحقیقات بسیاری درباره تمایز 

های پیش بالینی گوناگونی با استفاده از همچنین، آزمایش

hADSCs ها بتوان به در حال انجام است تا به کمک نتایج آن

( و 29درمانی برای حالات مختلف مانند انفارکتوس میوکارد )

 ( دست یافت.30نارسایی کبد )

های بالینی و تحقیقات های رایج برای آزمایشدستورالعمل

 شده بااز محیط کشت غنی hADSCs کارگیریبنیادی با به

FBS (، اما این مکمل رشد حاوی 21کنند )استفاده می

های با منشأ حیوانی است که قادر به نفوذ به داخل پروتئین

ADSCs ( درنتیجه ممکن است برای میزبان 32هستند .)

 
 نمودار آنالیز فلوسیتومتری بیان مارکرهای سطحی سلولی. -3شکل 

 .در پاساژ ششم محاسبه گردید HSشده با در محیط غنی CD105و  CD34 ،CD90بیان مارکرهای بیان 

 

 

 

 HS. ب: تمایز به استخوان در حضور FBS(. الف: تمایز به استخوان در حضور x400) Alizarin redآمیزی رنگ -4شکل 

 اختلاف سطح رسوب کلسیم )سطوح قرمزرنگ( در دو محیط قابل مشاهده است.
 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
17

.7
.2

.2
.3

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ja

bs
.f

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

17
 ]

 

                             6 / 11

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2017.7.2.2.3
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-1024-en.html


 

 

journal.fums.ac.ir 205 

1396 تابستان | 2شماره  | هفتمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا   

 

 یادیبن یها( بر سلولHS( و سرم انسان )FBSگاو ) یناثر سرم جن

های مشکلات بالقوه مانند انتقال ویروس و پریون و واکنش

 (.21منی به وجود آید )ای

کمیسیون اروپا سندی برای کاهش خطر  2011در سال 

انتقال انسفالوپاتی اسفنجی شکل حیوانات از طریق محصولات 

کند واوح بیان میدارویی انسانی و دامی منتشر کرد که به

استفاده از مواد با منشأ غیر حیوانی باید ترجیح داده شوند 

(33.) 

های دهد که تکثیر سلولنتایج تحقیق حاار نشان می

ADSCs شده با ر محیط کشت غنیدHS ،HS-supplemented 

control medium (HS-CM) تر از محیط کشت مطلوب

 FBS ،FBS-supplemented control mediumشده با غنی

(FBS-CM) است. 

همچنین، در این مطالعه مشخص شد که بیان مارکرهای 

همانند  HS-CMتکثیر یافته در  ADSCsهای ولسلسطحی 

بوده، الگوهای بیان  FBS-CMهای کشت داده شده در سلول

( 28پس از گذشت چهار پاساژ با آنچه قبلاً گزارش شده بود )

 مشابه است.

ازنظر بیان مارکرهای  HS-CM دهد کهاین نتایج نشان می

 ندارد. FBS-CM سطحی تفاوتی با

طور مشخص پتانسیل ان داد که بهبعلاوه نتایج ما نش

بسیار بیشتر  HSدر محیط حاوی  ADSCsهای تمایزی سلول

بود؛ و این  FBSهای کشت شده در محیط همراه به از سلول

های اثرات سوء بر روی ویژگی HSمشاهدات مشخص کرد که 

ندارد و به این مورد که از  hADScمشخصه یا پتانسیل تمایزی 

شود، در مطالعات قبلی محسوب می نقاط قوت این تحقیق

 کمتر پرداخته شده بود.

جایگزینی  HSکند که درمجموع این نتایج پیشنهاد می

های معمول کاربردهای بالینی است در روش FBSمناسب برای 

 عنوان مکمل محیط کشت استفاده کنند.تا از آن به

مطالعات محدودی تاکنون در مورد استفاده ازسرم انسان 

های بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت تر سلولکثیر بهینهبرای ت

ها مشابه و موافق با این چربی صورت گرفته است که نتایج آن

و همکاران نشان داد که تکثیر  Lindroosمطالعه است. مطالعه 

(، در hADScهای بنیادی مشتق از بافت چربی انسانی )سلول

محیط کشت محیط کشت حاوی سرم انسانی، در مقایسه با 

 (.20حاوی سرم جنین گاوی بیشتر است )

Bieback  و همکاران نیز بیان کردند که درصد بهینه تکثیر

( در hADScهای بنیادی مشتق از بافت چربی انسانی )سلول

است  FBSبیشتر از محیط کشت حاوی  HSمحیط رشد حاوی 

و همکاران نشان دادند که رشد  Josh(. در تحقیق دیگری 34)

های مزانشیمی مشتق از بافت چربی انسانی در محیط سلول

 FBSشده با تر از محیط کشت غنیسریع HSشده با کشت غنی

و همکاران انجام دادند،  Bahnای که (؛ و در مطالعه19است )

های بنیادی مشتق از بافت چربی نتایج نشان داد که سلول

(ADSc در محیط ) کشت حاویHS  گسترش و رشد بیشتری

تواند می HSدارند؛ بنابراین  FBSنسبت به محیط کشت حاوی 

استفاده شود  ADScدر محیط کشت  FBSجای طور بالقوه بهبه

(35.) 

توان با کارآیی بالایی با استفاده از فاکتورهای تمایز می

 های استئوبلاست تمایزهای بنیادی مزانشیمی را به سلولسلول

 داد.

و همکاران ازنظر عملکردی در  Romanov ای کهدر مطالعه

هاى در مقایسه با سلول ADSCs خصوص رد پیوند، روی

شده از مغز استخوان در میزبان بنیادی مزانشیمى استخراج

ها در نبود غیرخودی انجام دادند، توان بقاء این سلول

بود  BMSCs های سیستم ایمنی مشابه با عملکردکنندهسرکوب

و این بدان معناست که تحمل سیستم ایمنی بیمار به این 

شده از هاى بنیادی مزانشیمى استخراجها مشابه سلولسلول

که (. ازنظر توان تمایزپذیری، هنگامی36مغز استخوان است )

های کشت القایی مناسب قرار گیرند، ها در محیطاین سلول

رده مزانشیمی شامل  هاىتوانایی تمایزپذیرى بالایی به سلول

استخوان، غضروف و چربى را دارند که از این نظر نیز تفاوت 

هاى بنیادی مزانشیمی ندارند چندانی در مقایسه با دیگر سلول

(. اگرچه، در مطالعاتی نیز نشان داده شده است که 37)

 ADSCs پتانسیل تمایزی و بهبود شرایط بیمار با استفاده از

ها در ست. برای مثال، این سلولبهتر ا BMSCs نسبت به

هاى شبه کبدى پتانسیل انفارکتوس قلبی و تمایز به سلول

های و همکاران ویژگی Dmitrieva(. اخیراً 38بالاتری دارند )

های مزانشیمی با عمومی عملکردی و تأثیرات درمانی سلول

بیمار اهداکننده بررسی  43منشأ مغز استخوان و چربی را در 

ارش نمودند که در پاساژهای پایین هردوی این کردند و گز

ها، زمان دوبلینگ )سرعت ها ازنظر ایجاد تعداد کلونیسلول

، 6های سیستم ایمنی نظیر اینترلوکین تزاید( و ترشح واسطه
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TGF-β های اپیدرمی عروقی توان مشابهی و فاکتور رشد سلول

نشیمی با های بنیادی مزادارند، اما در پاساژهای بالاتر، سلول

به بعد علائم سالخوردگی و  3-4منشأ مغز استخوان از پاساژ 

های دهند و این در صورتی است که سلولپیری را نشان می

بنیادی مزانشیمی با منشأ چربی تا پاساژ هشت نیز علائمی از 

(. این بدان معنی است که 39دهند )سالخوردگی نشان نمی

های با استفاده از سلولحتی با فرض نمونه و بازدهی مساوی، 

مزانشیمی جداشده از بافت چربی به منبع سلولی بالاتری 

هاى بنیادی رفته، سلولهمدسترسی خواهیم داشت. لذا روی

هایی نسبت به مزانشیمى جداشده از بافت چربى مزیت

هاى بنیادی مزانشیمى جداشده از مغز استخوان دارند سلول

(32.) 

های بنیادی و ته در مورد سلولگرفمطالعات مختلف انجام

ها، از نتایج این تحقیق های استخراج و کشت این سلولروش

مبنی بر ارجحیت استفاده ازسرم انسانی نسبت به سرم جنین 

 کند.گاوی، حمایت می

باار های بنیاادی، شارایط زیانکه در پیوند سالولازآنجایی

و نباود  محیط گیرنده پیوند ازجمله نبود اکسیژن، فقار غاذایی

هاای آزاد اکسایژن، افازایش کننده، وجود رادیکالعروق تغذیه

های التهابی و عوامل دیگر وجاود دارد، تماامی ایان سایتوکاین

ها در عواماال باعااث ماارگ زودرس قساامت اعظاام ایاان ساالول

موجب آن میازان شوند که باهروزهای ابتدایی پس از پیوند می

(. 40حد انتظاار اسات ) تر ازکارایی درمان سلولی بسیار پایین

بنابراین لازم است برای افزایش کارایی درمان ماؤثر، راهکااری 

های بنیادی را در برابار ایان شارایط ساخت ارائه شود تا سلول

ها را در محایط چنین مدت بقای این سالولمقاوم گرداند و هم

پیوند افزایش دهد. بارای نیال باه ایان هادف، بهتار اسات در 

شده باا های بنیادی در محیط غنیشت سلولمطالعات آینده، ک

HS های محیطی همچون استرس اکسایداتیو همراه با استرس

در  HSچناین بارای بهباود اثار یا هیپوکسی صورت پذیرد. هم

های توان غلظتهای بنیادی میحمایت از کشت و تکثیر سلول

درصااد را  30و  20، 15در محاایط کشاات ماننااد  HSمختلاف 

 مطالعه و آزمایش نمود.

تاوان گفات با توجه به نتایج به دست آمده این پژوهش می

در استخراج و تکثیار  FBSو  HSکه با توجه به عملکرد مشابه 

ADSCs چنااین کااارایی بیشااتر و همHS  نساابت بااهFBS  در

ربردهای باالینی تمایز به استخوان، بهتر است در مطالعات و کا

 HSشاده باا غنیپروتکال تکثیار و تماایز در محایط آینده از 

تاار و سااالم و ایمن FBSنساابت بااه  HSاسااتفاده کاارد؛ زیاارا 

 تر است.صرفه تر و در دسترسبهچنین مقرونهم
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Abstract 
 

Background & Objectives: Adipose-derived stem cells (ADSCs) have been investigated as a promising 

cell source for therapeutic and engineering applications. Common proliferation protocols use fetal 

bovine serum (FBS) as a growth factor which is potentially a source of pathogens, and contains animal 

antigens that can cause an allergic reaction after transplantation in the recipient, and regarding 

immunity, human serum (HS) could be a suitable alternative to it. The aim of this study is to compare 

the culture medium enriched with FBS or HS as supplements in the proliferation and differentiation of 

ADSCs. 

Materials & Methods: Human serum was extracted from 90 ml venous blood of a healthy person, taken 

in respective intervals. The ADSCs were isolated according to the protocol from adipose tissue after 

lipolysis operation and cultured by mediums enriched with FBS or HS. Expression of the surface 

markers of ADSCs was investigated by flow cytometry. Osteogenic differentiation was evaluated by 

Alizarin Red staining method. 

Results: The analysis of cell growth showed that the isolation and proliferation of ADSCs in both media 

(HS & FBS) were similar, but there was a significant difference in case of differentiation in the HS 

medium. 

Conclusion: This study showed that FBS could be replaced by HS in case of isolation, proliferation and 

differentiation of stem cells studies as supplement. Furthermore, our data suggest a fast and safe 

proliferation protocol by using human serum in the stem cells culture and cell-based therapies. 
 

Keywords: adipose-derived stem cells (ADSCs), human serum (HS), fetal bovine serum (FBS) 
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