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ABSTRACT

Background & objectives: Hair follicle stem cells (HFSCs) are multipotent and various types
of HFSCs were introduced. HFSCs separation using cell surface markers is one of the
interesting strategies in the replacement of old methods. In this study, we used magnetic
activating cell sorting (MACS) to separate HFSCs.
Methods: In this study, HFSCs were isolated from Balb/c mice and dissected under an invert
microscopy, and bulge area isolated and the bulge cells cultivated about 14 days. The CD34
positive cells isolated using CD34 monoclonal antibody and magnetic activated cell sorting
system (MACS), then the cells incubated in DMEM/F12 and 10% FBS. The CD34 positive
cells counted using a neubauer slide and evaluated under a fluorescent microscopy.
Results: Here, we isolated CD34 positive cells using MACS and 12±1. 04% of HFSCs were
CD34 positive and we found that, CD34 positive cells survived during 7 days cell culture in
vitro.
Conclusion: The results show that MACS is useful to increasing density gradient of cells in
vitro.
Keywords: Hair Follicle Stem Cells, Magnetic Activating Cell Sorting, CD34, Fluorescent
Microscopy.
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مثبت با استفاده از سیستم CD34ي بنیادي فولیکول مو هاسلولجداسازي 
جداسازي سلولی در میدان آهن ربایی
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مقدمه
ند که شومیي بنیادي به دو دسته تقسیم هاسلول

ي بنیادي جنینی که از توده سلولی هاسلولشامل 
آید و نین در مرحله بلاستوسیست بدست میداخل ج

اساسا . دباشمیي بنیادي بالغین هاسلولدسته دوم 
ي بنیادي بالغین هاسلولتوانایی ترمیم سلولی به 

فت در محلی بنیادي بالغ در بايها. سلولوابسته است
را از هاسلولگیرند که این به نام آشیان قرار می

دکنمیهاي تمایزي و حتی آپوپتوزي محافظت سیگنال

وست و موجود در پي بنیاديهاسلولاستفاده از . ]1[
، اي نوین روي محققان گشوده استضمائم آن دریچه

هستند که قابلیت هاسلولاي از القوهزیرا مخزن ب
از جمله هاسلولتمایز و تبدیل به سایر ، تکثیر

ي ها. سلول]2-4[ندباشمیي نورونی را دارا هاسلول
ل مو که فولیکو1بنیادي فولیکول مو در ناحیه بالج

اي خارج مو که بلافاصله در زیر قسمتی از غلاف ریشه

1 Bulge

چکیده
نوع سلول بنیادي در ناحیه بالج فولیکول مو چند توان هستند و چندینهاي بنیادي فولیکول موسلول:زمینه و هدف

هاي یکی از روشمارکرهاي سطحیبا استفاده ازهاي بنیادي فولیکول مو سلولجداسازي دقیق. شناسایی شده است
میدان جداسازي سلول در. در این مطالعه از روششودمحسوب میهاي جداسازي قدیمیمناسب جهت جایگزینی روش

. هاي بنیادي فولیکول مو استفاده شده استسلولآهنربایی براي جداسازي
در زیر میکروسکوپ معکوس تشریح شد و Balb/cدر این مطالعه فولیکول موي سبیل موش سوري نژاد:کارروش 

هاي کشت داده شدند. سلولروز14شد و نواحی بالج به مدت ا (بالج) جدهاي بنیادي فولیکول مونواحی حاوي سلول
CD34و توسط آنتی بادي مونوکلونال جداسازي سلول در میدان آهنرباییمثبت با روشCD34متصل به میکروبید

با CD34هاي % سرم گاوي کشت داده شدند و تعداد سلول10حاوي DMEM/F12ط کشت در محیجداسازي شدند و 
مثبت مشاهده شدند. CD34هاي استفاده از لام نئوبار شمارش شدند و در زیر میکروسکوپ فلوروسنت سلول

آمیز موفقیت)MACS(با روش مکسمثبت CD34هاي بنیادي سلولجداسازينشان داد کهاین مطالعه نتایج :یافته ها
بعد از یک هفته کشت در محیط کشت زنده هامثبت بودند و این سلولCD34هاي درصد سلول12±04/1بوده و 
ماندند. 

هاي روش جداسازي سلولی در میدان آهنربایی باعث افزایش تراکم سلولیافته این مطالعه نشان داد که نتیجه گیري:
.دشومیبنیادي فولیکول مو در محیط کشت

میکروسکوپ فلوروسنت، CD34، روش جداسازي سلولی آهنربایی، فولیکول موهاي بنیاديسلولکلیدي:واژه هاي
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ي هاسلول. ]5[قرار دارد، عضله راست کننده مو است
گیري بنیادي فولیکول مو نقش اساسی در شکل

حالت چند توانی هاسلولاین . ]6[فولیکول مو دارند
تلیالی ي اپیهاسلولند به انواع توانمیداشته و 

، یتــتروســـآس، وانـــي شاـــهلولـــسون ــهمچ
. ]2,3[الیگودندروسیت و نورون تمایز پیدا کنند

ي بنیادي فولیکول مو نیاز به هاسلولجهت تهیه 
ي بنیادي هاسلولاول اینکه ، ي تهاجمی نیستهاروش

فولیکول مو براحتی قابل دسترسی هستند و به آسانی 
با بیوپسی ي بنیادي پوست راهاسلولتوانمی

بنیادي پوست از لحاظ يهاسلولدوم اینکه . برداشت
MHC1ترند مولکولایمنی ارجح Class 1 در اینها بیان

ي بنیادي بدست هاسلولسومین دلیل اینکه . دشومین
از . ]7[آمده از فولیکول مو قدرت تکثیر بالایی دارند

ي بنیادي هاسلولي بنیادي بالغین مثل هاسلولاین رو 
منبع در دسترس جهت اهداف مومشتق از فولیکول 
مطالعات نشان داده این . ندشومیدرمانی محسوب 

ند در محیط کشت تکثیر پیدا کرده و توانمیهاسلول
. ]3,5,8[ي سلولی مختلفی تبدیل شوندهابه رده

ي هاسلولبه عنوان مارکر CD34سطحیژنآنتی
د و اینشومیبنیادي فولیکول موي موش محسوب 

، دباشمیهاسلولبودن این ارکر نشانگر بنیاديم
CD34 یک مولکول غشایی و ترانس ممبرن گلیکوزیله

مثل هاشده است و توسط انواع مختلفی از کیناز
. دشومیو تیروزین کیناز فسفوریله Cپرونئین کیناز 

ترین مارکر براي جداسازي معمولCD34ژن آنتی
ي بنیادي ها. سلول]2,9,10[ي بنیادي استهاسلول

و CD34 ،K19ولی لموش سوري مارکرهاي سطح س
CD200کنند و مارکر سطحی را بیان میCD200

د و از شومیي ناحیه بالج انسان بیان هاسلولبیشتر در 
ربهترین مارکCD34بین تمام مارکرهاي سطحی 

ي بنیادي محسوب هاسلولجهت شناسایی و جداسازي 
در مطالعات قبلی محققان بیشتر از روش . ]6[دشومی

1 Major Histocompatibility Complex

ي بنیادي ناحیه بالج هاسلولدستی جهت جداسازي 
ي جدا شده هاسلولکردند و خلوص استفاده می

و 2چندین سال پیش اوهیاما. مشخص بودنامعمولا 
از روش جداسازي تشریح میکروسکوپی جهت همکاران

. ]11[استفاده کردندي بنیادي هاسلولجداسازي 
هاي مختلفی همچون روش جداسازي تاکنون از روش

با فلوسیتومتري و میدان آهنربایی جهت جداسازي 
بنابراین . ي بنیادي استفاده شده استهاسلول

ي بنیادي فولیکول مو که هاسلولجداسازي دقیق 
ي مختلف را داشته باشد در هاسلولتوانایی تمایز به 

ایی را داشته د نقش بسزتوانمیزمینه پزشکی ترمیمی 
]. 2[باشد

ي بنیادي فولیکول مو در ها، سلولدر این مطالعه
و 3محیط کشت حاوي فاکتورهاي رشد اپیدرمی

CD34بادي با آنتیکشت داده شدند و4فیبروبلاستی

ي بنیادي فولیکول مو جدا هاسلول5متصل به میکروبید
زیر میکروسکوپ هاسلولشدند و توان تکثیر این 

. سی شدنوري برر

کارروش
حیوانات مورد استفاده

ماهه 4الی BALB/c2هايدر این مطالعه از موش
ي استاندارد نگهداري هاحیوانات در قفس. استفاده شد

. اتاق نگهداري داراي نور و حرارت کافی بود. شدند
ساعت روشنائی و 12شرایط نوري حیوان به صورت 

اق در تدرجه حرارت اه وساعت تاریکی بود12
آب و غذاي کافی . گراد بوددرجه سانتی37محدوده 

.براي حیوانات بصورت آزاد وجود داشت
جدا کردن ناحیه بالج فولیکول مو 

بالج از روش جهت جدا کردن فولیکول مو و ناحیه
. ]14[و همکاران استفاده شد6شده کوبایاشیتعدیل

2 Ohyama
3 Epidermal Growth Factor
4 Fibroblast Growth Factor
5 CD34 Microbead
6 Kobayashi
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صورت و ، در این روش بعد از بیهوشی حیوانات با اتر
دقیقه 3به مدت سر حیوانات توسط محلول بتادین

دنبال آن موهاي ناحیه صورت و بهه شسته شد
درصد تمیز و ضد عفونی 70تراشیده شده و با الکل 

ي هاي موشود و بافت لب بالا که حاوي فولیکولمی
د از برداشتن بع. دشومیبریده، سبیل موش است

ها نمونه، بافت لب بالا در زیر هود و محیط استریل
حاوي 1(اینویتروژن)DMEM/F12در محیط 

، اینویتروژن)- لیترواحد در میلی100سیلین (پنی
- لیترمیکروگرم در میلی100استرپتومایسین (

میکروگرم در 5/0(Bآمفوتریسین ، اینویتروژن)
قرار داده م ساعتمدت نیسیگما) به- لیترمیلی

. شودمی
کشت سلولی 

اتیل دي %01/0ناحیه بالج جدا شده در محلول 
تریپسین 2125/0%(EDTA)آمین تترا استیک اسید

درجه سانتیگراد 37دقیقه و در دماي 15به مدت 
rpmشده با سرعتي جداها. سلولانکوبه شدند

سپسوشدنددقیقه سانتریفوژ 10به مدت 1200
یی که قبلا با کلاژن نوع یک هابه فلاسکهالسلو

در هاسلول. انتقال داه شدند،پوشیده شده بودند
گلوتامین -حاوي الDMEM/F12محیط کشت 

گرم در میکرو5(انسولین، میلی مول)3/4(
هیدروکورتیزون ، )9-10(کلراتوکسین، لیتر)میلی

فاکتور رشد اپیدرمال، لیتر)گرم در میلیمیلی5/0(
% 10و ، لیتر)نانو گرم در میلی10(و فیبروبلاستی

. ]5[سرم گاو کشت داده شدند
(MACS)3تکنیک مکس 

روز کشت 14به مدت هاسلولدر این روش ابتدا 
فولیکول CD34ي بنیادي بیان کنندهها، سلولیافتند

:]2[طبق مراحل زیر جداسازي شدمو

1 Invitrogen
2 Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid
3 Magnetic Activation Cell Sorting

تریپسین و %1:1125/0مخلوطتوسطهاسلولابتدا 
02/0%EDTA دقیقه و در 3- 7در طی مدت

درجه از کف فلاسک جدا شدند و به مدت 37دماي 
سانتریفیوژ شدند rpm2000دقیقه و با سرعت10

استریلPBSو بعد از شمارش دوباره توسط 
بادي میکرولیتر آنتی10سپس . شستشو داده شدند

(PE)4یکو اریترینکونژوگه به فCD34اولیه 

(Lifspan Biosciences Inc. Ls, C4951) به
80و 5میکرولیتر ماده بلوك کننده20محلول حاوي 

به هاسلولاضافه شد و 6کنندهمیکرولیتر بافر جدا
4دقیقه در شرایط تاریکی و در دماي 10مدت 

. درجه در یخچال انکوبه شدند
و با دقیقه10به مدت هاسلولدر مرحله بعدي 

2- 8در سانتریفیوژ با دماي rpm2000سرعت 
ی بیرون یبعد محیط رو. درجه سانتریفیوژ شدند

کننده سی سی از بافر جدا1-2ریخته شد و دوباره 
افزوده شد و دو مرتبه سانتریفیوژ طبق مراحل بالا 

100کردن مایع رویی حدود بعد از خارج. انجام شد
تر بافر یمیکرول80میکرولیتر محلول حاوي 

PEمیکرولیتر میکروبید آنتی20وکنندهجدا

(MiltenyiBiotec, 130-048-801) هاسلولروي
دقیقه تحت 15به مدت هاسلولافزوده شد و 

. درجه نگهداري شد2-8شرایط تاریکی و در دماي 
سی سی از بافر 1- 2بعد از طی این مدت زمان 

جداکننده روي ترکیب سلولی افزوده شد و 
. طبق شرایط ذکر شده سانتریفیوژ شدندهاسلول

500سپس مایع رویی بیرون کشیده شده و حدود 
افزوده و به هاسلولمیکرولیتر محلول بافر روي 

آماده سازي بعد از . صورت کامل هم زده شد
MACSدستگاه ، طبق مراحل ذکر شدههاسلول

ستون . جهت جداسازي به زیر هود منتقل شد
MACS (MS column) در مگنت قرار گرفت و

4 Phycoerythrin
5 Blocking Reagent
6 Separation Buffer
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. سوسپانسیون سلولی به داخل ستون ریخته شد
دارنشانCD34که توسط آنتی بادي ییهاسلول
ند به دلیل خاصیت آهنربایی به ستون بودشده

به آرامی دارنشاني غیر هاسلولچسبیدند و هنرباآ
ستون سه بار متوالی با بافر . از ستون خارج شدند

به صورت دارنشاني غیر هاسلولشسته شد تا 
کامل از ستون شسته شده و بیرون بریزند و از 

. جدا گردنددارنشاني هاسلول
، ستون از مگنت جدا شد، بعد از خروج کامل مایع

به داخل DMEMمیکرولیتر محیط 1000مقدار 
در یک هاسلولستون ریخته شد و با فشار پیستون 

لوله فالکون استریل خالی شدند و به این ترتیب 
شده توسط آنتی بادي با تکنیک دارنشاني هاسلول

MACS2[جدا سازي شده و کشت داده شدند[ .
دارنشانجهت بررسی هاسلولبعد از جداسازي 
زیر میکروسکوپ CD34بادي بودن و بیان آنتی

فلوئورسنت (مدل المپیوس) مورد بررسی قرار 
پس از ها، سلولجهت بررسی بقاء سلولی. گرفتند

جدا شدن به مدت یک هفته در حضور سرم و 
EGF ،FGFروز یکبار کشت داده شدند و هر دو

شد و در با محیط جدید تعویض میهاسلولمحیط 
آمیزي هسته با رنگهاسلولروز هفتم بقاء 

لیتر میکروگرم در میلی1ي بنیادي با هاسلول
)(Gerbu,1050 1DAPiمورد بررسی قرار گرفت .

هایافته
مثبت CD34ي هاسلولجداسازي 

ي توسط ي بنیادي فولیکول مو پس از جداسازهاسلول
در این روش . کشت داده شدندMACSتکنیک 

بادي مونوکلونال مثبت بوسیله آنتیCD34ي هاسلول
CD34دنبال آن با استفاده از ه شدند و بدارنشان

جداسازي و کشت داده هاسلولPEمیکروبید آنتی 
با لام نئوبار شمارش هاسلولبعد از جداسازي . شدند

1 4',6-diamidino-2-phenylindole

CD34هاسلولدرصد12±04/1شدند که حدود

ي جداشده که هاسلولاي از مثبت بودند که نمونه
CD34اندنشان داده شده1بت بودند در شکل مث.

هاي و سلول(a)روز کشت داده شدند 14هاي ناحیه بالج . سلول1شکل 
CD34 مثبت جدا شده با روشMACS در تصاویرb وc مشاهده

شوند(فلش)می

روز7شده در محیط کشت بعد از داي جهاسلولءبقا
کشت

بعد از ، دشومیمشاهده 2که در شکلهمانطور
،جداسازي شدندهاسلولحدود هفت روز که این 

در محیط کشت زنده ماندند که در تصاویر سلولها
نرمال بود هاسلولهسته DAPiرنگ آمیزي شده با 
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ي آپوپتوتیک و یا نکروتیک مشاهده هاسلولو 
. )2د (شکل شومین

مثبت به مدت یک هفته کشت داده شدند CD34هاي سلول. 2شکل 
ها مورفولوژي هسته این سلولDAPiو بعد از رنگ آمیزي با رنگ 

و در هاي آپوپوتوتیک و نکروتیک مشاهده نشدو سلول(a)نرمال بود
شود.ها مشاهده میسلولی حاصل از تکثیر سلولکلونی bشکل 

بحث
هاي بنیادي در ات اخیر نشان دادند که سلولمطالع

هاي بدن همچون عضله قلبی، اسکلتی، اغلب ارگان
، سیستم خونی و اپیدرم قرار دارندسیستم عصبیکبد، 

توان به صورت ي بنیادي بالغ را میهاو سلول]1[
اتولوگ استفاده کرد و نیازي به تضعیف سیستم ایمنی 

شود. از هم نیست و مسائل اخلاقی هم مطرح نمی
هاي بنیادي بالغ کم طرفی چون ظرفیت تکثیري سلول

. چندین سال ]14[کنندپس تومور هم ایجاد نمی،است
هاي بنیادي شناخته است که ناحیه بالج محل سلول

بالج نزدیک محل اتصال عضله شده است. ناحیه
. ]6,15[کننده مو و غده چربی واقع شده استراست

هاي یکی از مشکلات مهم جداسازي دستی سلول
استفاده از با ست که اآلودگی سلولی بنیادي، 

هاي جداسازي سلولی با فلوسیتومتري و یا با روش
. ختاین مشکل را مرتفع ساتوانسیستم آهنربایی می

که ندبه این نتیجه رسیدحاضر در مطالعهمحققین
جداشده از ناحیه بالج فولیکول مو سلول12حدود 

با .کردندرا بیان میCD34هاي بنیادي مارکر سلول
سیستم آهنربایی جداسازي شدند، همچنین این 

ها توانستند در محیط کشت زنده بمانند. مشابه سلول
ثابت کردند که و همکاران1این مطالعه، ترمپوس

زایی درت تومورفولیکول مو ق+CD34هاي سلول
زایی، این مارکر غیر از این نقش توموردارند، اما به

مزانشیمالی - هاي اپی تلیالینقش متفاوتی در سلول
ممکن است داشته باشند و در چرخه فولیکول مو تاثیر 

CD34توان گفت که متفاوتی ایجاد کنند. در نهایت می

هاي ناحیه ممکن است یکی از عوامل موثر در فعالیت
و همکاران2. هونگ]10[الج فولیکول مو باشدب

هاي بنیادي فولیکول موي موش توانستند سلول
را توسط تکنیک مکس جداسازي کنند. آنها 3صحرایی

موده و سازي نرا جداCD34هاي بیان کننده سلول
هایی که به میزان بالایی مشاهده کردند که سلول

CD34پتانسیل تکثیري بالا و ،کنندرا بیان می
CD34هایی که نسبت به سلولرا زایی بیشتري کلونی

دارا هستند. در این تکنیک از کنند، میکمتري بیان 
ها هاي سطح سلولی براي جداسازي سلولمارکر

. برخلاف فولیکول موي موش که ]12[استفاده شد
در قسمت بالج آن قرار CD34هاي بیان کننده سلول
اي در غلاف ریشههااند، در انسان این سلولگرفته

در CD34خارجی فولیکول مو واقع شده است. 
هاي کاتاژن و تلوژن بیان ول موي انسان سیکلفولیک
ي غلاف هاشود و تنها مرحله آناژن در سلولنمی

. در مطالعه دیگري ]9[اي خارجی وجود دارد ریشه
هاي عی سلولنشان دادند که نوو همکاران4سیديال

هاي بنیادي مشتق از بنیادي فولیکول مو بنام سلول

1 Trempus
2 Huang
3 Rat
4 El Seady
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اي خارجی فولیکول مو قرار ستیغ عصبی در غلاف ریشه
هاي هاي شوان، نوروندارد که توانایی تبدیل به سلول

. ]16[هاي الیگودندروسیت را دارند دوقطبی و سلول

نتیجه گیري
هاي که سلولندها نشان داددر مطالعه حاضر یافته

توان با سیستم را میCD34بنیادي زنده بیان کننده 
هاي بنیادي آهنربایی جداسازي کرد و درصد سلول

در محیط کشت را جهت مطالعات مولکولی و آنالیز 
ژنومیک و تمایز سلولی افزایش داد.  

تشکر و قدردانی
اي این مقاله برگرفته از طرح تحقیقاتی مصوب شور

پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اردبیل به شماره 
باشد و کلیه مراحل این تحقیق در می89350

هاي بنیادي آزمایشگاه تحقیقاتی جنین شناسی و سلول
پاتولوژي دانشگاه علوم پزشکی گروه علوم تشریحی و

اردبیل انجام گردیده، لذا بدین وسیله مراتب تقدیر و 
آید. اردبیل به عمل میاز دانشگاه علوم پزشکیتشکر
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