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 خلاصه 

 مقدمه

بنیادی ناحیه لیمبوس با تكثیر و تمایز های روند و سلولمياپیتلیوم قرینه به طور طبیعي از بین های سلول

امكان جایگزیني وجود ندارد و در بسیاری ها گردند. در صورت نقص در این سلولميها جایگزین آن

های سلولنقص درمان های یكي از جدیدترین روش دهد.مياز موارد بیمار بینایي خود را از دست 

مطالعه  بدین منظور در. بیمار است چشم یرو انتقالشاندر آزمایشگاه و ها کشت آن مبال،یل یادیبن

 لیمبال پرداختیم. های آزمایشگاهي سلولشت به ارتقاء کیفیت کحاضر

 روش کار

 Explantاهدایي جدا شدند. سپس قطعات جدا شده با روش های چشمهای نمونه مبوسیل ی هیناحابتدا 

بنیادی لیمبال با روش ایمونوفلورسنت های بر روی پرده آمینوتیک کشت داده شدند. حضور و تكثیر سلول

در روزهای دهم، چهاردهم و بیست و یكم بررسي  ABCG2و  ΔNP63αوآنتي بادی علیه مارکرهای 

های درصد سلول ΔNP63αگردید. همچنین با استفاده از روش فلوسایتومتری و آنتي بادی علیه مارکر 

 بر اساس نتایج ایمونوفلورسنت تعیین گردید. ها لیمبال در بهترین روز کشت آن

 نتایج

بنیادی لیمبال بودند. با توجه به های کشت موفق سلولنتایج ایمونوفلورسنت هر سه روز تایید کننده ی 

روز چهاردهم انجام شد. به های نتیجه بهتر کشت در روز چهاردهم آزمون فلوسایتومتری برای کشت

 بنیادی لیمبال بودند. های کشت داده شده، سلولهای درصد از سلول 5.8طور متوسط 

 نتیجه گیری

لیمبال در شرایط آزمایشگاهي بود اما به منظور کاربرد بالیني های کشت موفق سلولنتایج حاکي از 

 باشد. ميبهینه سازی بیشتر کشت مورد نیاز ها آن

 کلمات کلیدی

 یادیبنهای شت سلولک مبال،یل یادیبنهای نقص سلول ،لیمبوس قرنیه یادیبنهای سلول 

 

 .باشداین مطالعه فاقد تضاد منافع مي پی نوشت:

 
 

  



 

 لهه عمادی و همکارانا                                                                                                                                                            کشت سلول های لیمبال -2

 مصطفی دریادار  و همکاران

  

 مقدمه

 طانتقال نور از محی ریمسدر  نایيبی ستمجزء از سی ناولی هقرنی

 عيبه چشم مي باشد، بنابراین اختلال در عملكرد طبی رامونپی

 تشفافی ،يكپارچگ. ی(1)را مختل مي نماید  حصحی نایيآن بی

باشد. ميو بازسازی قرینه برای عملكرد مطلوب آن مورد نیاز 

واقع در لیمبوس قرینه  1(LSCs) مبالی لیادبنیهای سلول

. نقص (3. 2)مسئول حفظ شفافیت و بازسازی قرینه هستند 

در اثر عوامل ارثي، ریز  2(LSCD)مبالی لیادبنیهای سلول

محیط نامناسب، عوامل خارجي مخرب یا عوامل آیدیوپتیک 

و حتي  نایيیبدهد و عوارضي همچون درد، ضعف ميرخ 

 . (7-4)کوری را به دنبال خواهد داشت 

جدید های سلول مبال،ی لیادبنیهای به دنبال نقص سلول

، شوند هریزشي قرنی ومیتلاپیهای سلولتوانند جایگزین مين

 بدین ترتیب 

 ومیتلاپي های مي رود و سلول نبه تدریج از بی هقرنی وماپي تلی

کنند. همزمان ميمهاجرت  هقرنی سمتمتمایز شده ملتحمه به 

مي  هقرنی هوارد ناحی زسلولي عروق خوني نیها با مهاجرت آن

منجر  کاهش مي یابد. این امر هقرنی تشفافی جهشوند و در نتی

زمن مالتهاب  وبه کاهش دید، ترس از نور، دوره هایي از درد 

 . (8)مي شود 

های در حال حاضر یک روش معمول درمان نقص سلول

قرینه است. یكي دیگر از راهكارهای  وندپی مبالی لیادبنی

های کشت شده در LSC وند، پیماراني موثر برای این بیدرمان

برای کشت در ها این سلول هآزمایشگاه است. منبع اولی

چشم هستند از چشم سالم  یککه دارای نقص در  مارانيبی

که دارای نقص در هر دو  ماراني)منبع اتولوگوس( و در بی

چشم فرد دیگری )منبع  مبالچشم هستند از بافت لی

موفقیت آمیز از منبع های هترولوگوس( است. میزان کاشت

درصد(  75درصد( بیشتر از منبع هترلوگوس ) 85اتولوگوس )

                                                           
1 Limbal stem cells 

2 Limbal stem cell deficiency 

3 Decellularized human amniotic 

membrane 

های سلول وندپیبا توجه به نتایج مثبت . (11-9)است 

کشت  طی شرایسازنهشده، دانشمندان در صدد بهیکشت

و بهبود  وندپی تموفقی زانمی شي به منظور افزایشگاهآزمای

بدین منظور با طراحي انواع . (14-12)نتایج بالیني هستند 

، افزودن مواد Co-Cultureهای داربست ها، بسترها و سیستم

زمینه ای خارجي سلولي و مواد القایي اختصاصي سعي در 

نزدیک کردن شرایط آزمایشگاهي به شرایط ریز محیط 

خود را  تماهیها شرایطي سلول نمسلماً در چنیسلولي دارند. 

خواهند  وندیپکنند و کاندید مناسب تری برای ميبهتر حفظ 

. بر اساس مطالعات انجام شده، غشای (17-15)بود 

های به دلیل ویژگي 3زدایي شدهي سلولانسان کیوتآمنی

مطلوب از جمله ایمني زایي کم، دارابودن خاصیت ضد 

باکتریایي، ضد توموری و ضد رگزایي، تسهیل مهاجرت، 

و کمک به لایه ای شدن بافت ها تكثیر و چسبندگي سلول

-18)ها است LSCاپي تلیالي یک بستر مناسب برای کشت 

ثابت شده است که استفاده از چسب  ن،. علاوه بر ای(23

در کشت سلولي با به تاخیر انداختن رشد و  4(FG)ي نیبرفی

و پلاسمای غني از پلاکت  الیتلاپي های مهاجرت سلول

(PRP)5  ونددر پیبا دارابودن فاکتورهای رشد LSC دمفی 

 . (25. 24)باشند مي

این مطالعه با هدف بومي کردن و بهینه سازی کشت 

انجام گردید. بدین  Explantبه روش  مباللیهای سلول

به  PRP-FGآماده شده با استفاده از  مبالي لیوپسمنظور، بی

غشای آمنیوتیک انساني سلول زدایي شده متصل و کشت 

 داده شد. 

 روش کار

 آماده سازی نمونه برای کشت

به  IR. MUMS.fm.REC.1395.141مطالعه با شماره این 

 23اخلاق دانشگاه علوم پزشكي مشهد رسید.  تهکمی دتایی

4 Fibrin glue 

5 Platelet-rich plasma 
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قرنیه و مقداری از صلبیه چشم  مبوسلی هنمونه بافتي ناحی

تخصصي چشم خاتم  مارستاناهداکنندگان مرگ مغزی از بی

ابتدا جمع آوری شده های مشهد به دست آمد. بافت اءالانبی

دقیقه در بتادین به منظور ضد عفوني و رنگ شدن  3مدت به 

لایه ملتحمه نفوذی به لیمبوس قرار داده شدند. سپس لایه 

 هو قرنی هاضافي صلبیهای قسمت ملتحمه صورتي رنگ شده،

جدا گردیدند. در نهایت ریم  مبوسلی هاز روی ناحی ماندهباقی

( 2mm 1.5×1.5لیمبوس پاکسازی شده به قطعات کوچک )

 برای کشت تقسیم شد. 

-PRPلاسمای غنی از پلاکت )پ-تهیه فیبرین گلو

FG) 

و ها بازویي گرفته شد و پلاکت دخون از وری تري لیلمی 100

د شد. فاکتور رش هاستاندارد تهیهای گلو طبق روش نیبرفی

نظور م)به  قهدقی 8به مدت  g  ×2000در  وژیفپلاکتي با سانتری

 وژیفگردید و سپس سانتری هقرمز( تهیهای جداسازی گلبول

 قهدقی 15به مدت  g  ×2000پلاسمای غني از پلاکت در 

از  گلو نیبرفی ه)برای رسوب پلاکت ها( انجام شد. برای تهی

آمده در دمای دستپلاسمای پلاکتي استفاده شد. پلاسمای به

 4منجمد گردید و سپس در دمای  گراددرجه سانتي -70

  در قهدقی 5ذوب شد و به مدت  گراددرجه سانتي

g  ×6500 7شد. پلاسمای رویي تا باقي ماندن  وژیفسانتری 

( PRP-نوژنیبررسوب شده )فی نوژنیبرمیلي لیتر پلاسما و فی

 مکلسی دکلری تریكرولمی 100با افزودن  نحذف شد. ترومبی

. شد هپلاسمای رویي حذف شده تهی تري لیلمی 1درصد به  10

 7 ( با افزودنPRP-FGلاسمای غني از پلاکت )پ-گلو نیبرفی

 PRP-ننوژیبرمیلي لیتر فی 7تهیه ی شده به نمیلي لیتر ترومبی

 . (25)فراهم گردید 

 محیط کشت

 FBSشامل  DMEM/F-12کشت مورد استفاده  طمحی

 30) 1(، سم وباتري لیلدر می كروگرممی 5) ن(، انسولی10%)

ي لدر می كروگرممی 50) نیس(، جنتامایترنانوگرم در میلي لی

 5) نترانسفری(، تري لیلنانوگرم در می 2) hEGF(، ترلی

                                                           
1 Cholera toxin 

(، تري لیلنانوگرم در می 5) وم(، سلنیتري لیلدر می كروگرممی

(، گلوتاماکس تري لیلدر می كروگرممی 0.5) زونهیدروکورتی

ي لدر می كروگرممی B (1.25 نیسي مولار(، آمفوتریلمی 4)

 ( بود. تري لیلدر می كروگرممی 1.5) نیل( و پني سیترلی

 لیمبال های سلول explantکشت 

روی  بر 2cm 1×1برش داده شده به ابعاد  کیوتیآمنپرده 

کشت قرارداده شد.  تپلیهای ی در چاهکتروسلولزکاغذ نی

 DMEM/F-12 در محیطتهیه شده  مبوسقطعات کوچک لی

 1.25و  نیسجنتامای تري لیلدر می كروگرممی 50حاوی 

اده سه مرتبه شستشو د B نیسآمفوتری تري لیلدر می كروگرممی

 شدند. سپس قطعات لیمبوس از سمت اپي تلیال خود بر روی

قطعات آمنیوتیک داخل پلیت کشت قرار داده شدند. از 

وشش دهد پبه میزاني که کاملا قطعات را  PRP-FGترکیب 

عات دقیقه به آن زمان داده شد. قط 5ریخته شد و ها روی آن

 ترلی ليمی1-2با  کیوتمنیشده بر روی پرده آ تلیمبوس تثبی

ه شستشو داده شدند. بعد از تخیل قهدقی 2ت به مدت تراسی

ده میلي لیتر از محیط کشت تهیه ش 2کامل سیترات از پلیت 

د. که در قسمت قبل به آن اشاره شده به قطعات اضافه گردی

درجه سانتي گراد،  37پلیت کشت در انكوباتور با دمای 

انكوبه شد. گسترش صد در 2CO 5درصد و  85رطوبت 

معكوس بررسي  كروسكوپمی ربه طور متوالي در زیها سلول

ها و explantکشت،  ندو عكسبرداری گردید. پس از فرآی

PRP-FG های از پرده آمنیوتیک برای سنجش

 ایمونوفلورسنت و فلوسایتومتری جدا شدند. 

به روش  مبالی لیادبنیهای وجود سلول دتایی

 منوفلورسنتای

کشت شده از  مبالی لیادبنیهای برای تایید حضور سلول

مونوکلونال های فلورسنت و آنتي بادیمونوی ایزآمیرنگ

( به عنوان Santa Cruz) ABCG2و  ΔNP63αموشي 

های جدا explantاستفاده شد. ها نشانگرهای اختصاصي آن

درصد به مدت  4 دشده از پرده آمینوتیک در پارافورمالدئی

. شستشو داده شدند PBSشدند و متعاقباً با  تدقیقه تثبی 15



 

 لهه عمادی و همکارانا                                                                                                                                                            کشت سلول های لیمبال -4

 مصطفی دریادار  و همکاران

 Triton X-100 1میكرولیتر  100فیكس شده با های سلول

دقیقه در دمای اتاق نفوذ پذیر شدند. سپس  30درصد به مدت 

درصد و سرم بزی  BSA 3اتصال غیر اختصاصي با های مكان

درجه  4در دمای  قهیدق 60اختصاصي به مدت  ردرصد غی10

 sc-8431 :(A4A)های مسدود شد. آنتي بادی گرادسانتی

ΔNP63α وABCG2 (5D3): sc-18841PE  رقیق شده، به

ها استفاده شدند. در نهایت LSC صطور جداگانه برای تشخی

 Nikonفلورسانس ) كروسكوپمی کتحت یها نمونه

Eclipse E200 ،JAPANی ( مورد بررسي قرار گرفتند. برا

مثبت، بخش لنفوم و سرطان  ΔNP63αهای سلول صتشخی

منفي و مثبت استفاده شد.  رلبه عنوان کنت بپروستات به ترتی

مثبت،  ABCG2های سلول صبه طور مشابه، برای تشخی

هلا به های جفت به عنوان کنترل مثبت و سلولهای سلول

ایمنو فلورسنت در  کعنوان کنترل منفي استفاده شدند. تكنی

های یكم بر روی نمونه ستروزهای دهم، چهاردهم و بی

 کشت داده شده صورت پذیرفت. 

با  مبالی لیادبنیهای کشت سلولمیبررسی ک

 یتومترروش فلوسای

با استفاده از تریپسین های کشت داده شده explantهای سلول

با استفاده از  نجدا شدند سپس تریپسی کینوتاز پرده آمی

حذف گردید.  rpm  ×2000دقیقه در  5سانتریفیوژ به مدت 

 پلت سلولي ایجاد شده پس از یک مرتبه شستشو با بافر

staining (PBS  استریل همراه با FBS2  در مقداری )درصد

میكرولیتر از محلول  98از همین بافر حل گردید. سپس 

 ΔNP63αر آنتي بادی علیه مارکمیكرولیتر  2سلولي با 

دقیقه روی یخ انكوبه شد. پس  30مخلوط گردید و به مدت 

به مخلوط اضافه  stainingمیلي لیتر از بافر  1از انكوباسیون 

گردید و مجدد سانتریفیوژ با شرایط ذکر شده تكرار شد. پلت 

حل گردید و در نهایت  stainingباقي مانده دوباره در بافر 

درصد پارافرمالدهید در  Fast Fix (0.5میكرولیتر بافر  300

PBSآماده شده توسط های اضافه شد و نمونهها ( به سلول

دستگاه فلوسایتومتری مورد سنجش قرار گرفت. نتایج با 

به صورت گراف رسم  WinMDI 2.9استفاده از نرم افزار 

 گردید. 

 

 نتایج

 explant روش به مبوسیل هناحیقطعات کشت 

کشت داده شده، های میكروسكوپي سلولبر اساس بررسي 

اپي تلیالي تمایز یافته با های سلولها عمده ی سلول

 (. 1مورفولوژی سنگفرشي بودند )شكل 

 

 

 

 

 

 باشدشت روز چهاردهم مي کتصویر مربوط به  سنگفرشی. یبا مورفولوژناحیه ی لیمبوس تمایز یافته  الیهای اپی تل. سلول1شکل 

 (.40 × بزرگنمایي)

با روش  مباللیهای کشت سلول دییأت

 منوفلورسنتای

در  مبالی لیادبنیهای سلول explantنتایج حاصل از کشت 

ویكم پس از شروع کشت  ستروزهای دهم، چهاردهم و بی

فلورسنت و دو آنتي بادی  كروسكوپبا استفاده از می

ΔNP63α  وABCG2  لیبل شده با مواد فلورسنت که

بنیادی لیمبال هستند، بررسي های مارکرهای اختصاصي سلول

به صورت نقاط ساطع کننده  مبالی لیادبنیهای گردید. سلول
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 صی نور فلورسنت در بررسي میكروسكوپي قابل تشخی

بنیادی لیمبال های بودند. نتایج بیانگر کشت پذیر بودن سلول

تصاویر ایمنوفلورسنت  با توجه بهبود.  in-vitroدر شرایط 

 نیب یریچشمگ تتفاو فيکی ، از نظرهای مختلفروزکشت 

بنیادی های ل از سلولصنور حا تتعداد نقاط نوراني و شد

 ABCG2و  ΔNP63αلیمبال قابل روئیت شده با مارکرهای 

 در روز چهاردهم نسبت به روزهای دهم و بیست و یكم

جهش قابل توجه در رشد که بیانگر  (2)شكل اشت وجود د

 کیوتیآمن یپرده  یبر رو مبالیل یادیبنهای سلول ریو تكث

 در روز مبالیل یادیبنهای سلول تیمک .در روز چهاردهم بود

بود.  چهاردهم متر از روزکتقریبا مشابه و  دهم و بیست و یكم

های روز چهاردهم برای بررسي درصد سلولهای کشت

LSC  .نكته قابل توجه با روش فلوسایتومتری انتخاب شدند

در شرایط آزمایشگاهي  بنیادی لیمبالهای سلول این بود که

خود را بطور  تكثیررشد و  تیویكم قابل ستیحتي تا روز ب

 نسبي حفظ مي نمایند.

 

های ناحیه لیمبوس به روش های مختلف کشت سلولمثبت در روز ABCG2و  ΔNP63αهای سلولتصویر ایمونوفلورسنت . 2شکل 

explant .های بنیادی لیمبال کشت شده روی پرده ی آمینوتیک بیان کننده ی سلولΔNP63α  وABCG2  در روزهای دهم و چهاردهم و بیست و یكم

های سلولاست.  ABCG2از مارکر  شتریب اریبس مبالیل یادیهای بنسلول صیدر تشخ ΔNP63αر کمار تیحساسنشان داده شده اند.  100 × بزرگنمایيبا 

 .دهندمي با روز چهاردهم نشان اسیو یكم در ق ستیب دهم و در روز یمترکنسبتا  تیمک مبالیل یادیبن

 

بنیادی لیمبال در ناحیه لیمبوس های کمیت سلول

 کشت داده شده

با  بنیادی لیمبالهای سلول ΔNP63α رکمار انیب درصد

همانطور . تمورد بررسي قرار گرف یاستفاده از فلوسایتومتر

کشت های سلول درصد 5.8 شودميمشاهده  3که در شكل 

 . اندکرده انیب را ΔNP63α شده مارکر

 

 های کشت شده در روز دهمسلو چهاردهمکشت شده در روز های سلول بیست و یكمهای کشت شده در روز سلول
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 های کشت شده مارکرسلول درصد 5.8های بنیادی لیمبال در روز چهاردهم. توسط سلول ΔNP63αهیستوگرام بررسي بیان مارکر . 3شکل 

ΔNP63α کرده اند.  انیراب 

 

بحث

 مار،یب مبوسیل هیاتولوگ ناحهای شت سلولکاستفاده از 

نقص  یماریدرمان بهای ریترین مسبخش دییكي از ام

در  بنیادیهای سلول امروزه است. مبالیل یادیبنهای سلول

 موردبه عنوان یک استراتژی درماني  اینقاط مختلف دن

درماني و جهت های وهیدر ش رییو تغ دنریقرار مي گ استفاده

های عضو به سمت درمان وندیدرماني از پهای دادن روش

 یدر ایران امر یادیبنهای از سلول استفاده نوین از جمله

شت کدانش کسب جهت  نیبه هم نظر مي رسد.ه ب یضرور

به  مبالیل یادیبنهای سلول جمله از ی بالغادیبنهای سلول

 وندیاهش عوارض جانبي ناشي از پکدرمان،  تیفکیبهبود 

شت . کمي انجامد مارانیب عضو و سرعت بخشي روند درمان

پس از انتقال به  که ي موفق هستندمبالیل بنیادیهای سلول

دیده  آسیبهای سلول بتوانند جایگزین ماریچشم ب یرو

بدین منظور باید در شرایط . و پاسخ ایمني ایجاد نكند شوند

 مناسب کشت شوند که از کیفیت مطلوب برخوردار باشند. 

زمان شروع کشت پس از دریافت نمونه اهدایي و سن 

بنیادی های اهداکننده جز عوامل کلیدی در کشت سلول

و همكاران طبق مطالعه خود اعلام  Baylisلیمبال هستند. 

نتیجه در کشت، کردند که برای به دست آوردن بهترین 

اهدایي حداکثر سه روز پس از مرگ اهداکننده و های نمونه

 . (26)ترجیحا از اهداکننده هایي با سن کم تهیه گردند 

شرایط آزمایشگاهي با ریز  شتریهرچه ب یساز هیبه منظور شب

ردن کفراهم  مبوس،یل هیناح یادیبنهای سلول عيیطب طیمح

 نیاول یبرا1999در سال  .ضرورت داردمناسب  کشت بستر

رشد و انتقال  یبه عنوان بستر برا کیوتیآمن یبار از پرده 

 یزیآم تینتایج موفق کهشد  استفاده مبالیل یادیبنهای سلول

ه ک همكاران و بهارونددر مطالعه . (27) به همراه داشت

 یرا به روش هضم آنزیمي بر رو مبالیل یادیبنهای سلول

 کیوتیه پرده آمنکشت دادند نشان دادند ک کیوتیپرده آمن

 تصیخا یحفظ ونگهدار یلازم برا طیآورنده مح فراهم

 . (28) مي باشد مبالیل یادیبنهای و عدم تمایز سلول یریتكث

را به پرده  هیقرن بافتي سبک تگلو قادر است قطعا برینیف

ها رشد سلول یمتصل سازد تا شرایط با ثباتي برا کیوتیآمن

و همكاران  Hanبر این طبق مشاهدات فراهم گردد. علاوه 

 ریبه سزایي در تحریک رشد و تكث تأثیرگلو  برینیاستفاده از ف

 جهینت. اسدی و همكاران نیز (29) دارد یادیبنهای سلول
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کرده اند گزارش  راگلو  برینیف مشابهي در مورد استفاده از

های تیو لكوسها همچنین به خاطر پلاکتگلو  برینیف .(30)

 . (34-31)دارد  كروبيینقش مهمي در دفاع ضد م خود

 از روش مبالیل یادیبنهای شت سلولک یدر این مطالعه برا

 تقطعاگردید. در این روش  استفاده explantشت ک

ه باعث مي شود در طول پروسه ک نیاز است يوچكي بافتک

مام تو مواد غذایي آزادانه و سریع به ها گاز ،ریشت و تكثک

 . (35) نندک دایشت شده دسترسي پکبافت های قسمت

نتایج بدست آمده از آزمون ایمنوفلورسنت، در روز  طبق

در  بنیادی لیمبالهای تعداد سلول شترینیشت بکچهاردهم 

ت نور فلورسن  تکه شد طوریه ب. قابل شناسایي بودند طیمح

دهم و های شت شده در مقایسه با روزکهای ل از سلولصحا

  طتوس ی کهمطالعه انتایج  بود. ریچشمگ اریبس و یكم ستیب

Vergallo با نتایج  انجام گرفت 2010و همكاران در سال

حاصل از مطالعه ما همخواني داشت به این صورت که در 

لیمبال به تكثیر و ظرفیت های روز چهاردهم کشت بیوپسي

 نیهمچن. (36)بنیادی لیمبال دست یافتند های سلول بالای

Estrada و همكاران بهترین نتایج خود را در روز چهاردهم 

درصد زنده  99حدود ها آنهای شتکه کبدست آوردند 

خوب  تیبا توجه به وضع. (37)( داشت viabilityماني )

از دیگر  صلنتایج حا توجه به شت رو چهاردهم و باک

 آزمون با استفاده ازميک انجام بررسي یبرا تمطالعا

 . شت روز چهاردهم استفاده گردیدکفقط از  یفلوسایتومتر

مختلف و با استفاده از روش ت قایلي در تحقکطور ه ب

 6تا 3 نیب مبالیل یادیبنهای سلول صددر یفلوسایتومتر

 مادر مطالعه . (38) گزارش شده استها ل سلولکد صدر

 رکمارها لولس درصد 5.8ه ک دادنشان  ینتایج فلوسایتومتر

ΔNP63α را  مبالیل یادیبنهای حضور سلول ینشان دهنده

درصد  مشابه تقایبا نتایج تحق اسیقکنند که در  مي انیب

در سال که همكاران  و Arpithaدر گزارش باشد. ميبالایي 

با روش  مبالیل یادیبنهای د سلولصمنتشر شد در 2008

ای ر مطالعه د. (39) گردید نییتعدرصد  4.3ی فلوسایتومتر

 یادیبنهای شت سلولکو همكاران جهت  Shorttتوسط که 

شد،  انجام explant به روش کیوتیپرده آمن یبر رو مبالیل

 یادیبنهای سلول ABCG2و  ΔNP63αمارکر دو  انیب زانیم

و  Rama. (40)درصد بود  2.5±0.81و  3.8±0.34 مبالیل

را گزارش  ΔNP63αمارکر درصدی  3همكاران نیز بیان 

 2010سال  در و همكارانDi Iorio نیهمچن. (38)کردند 

 انید بصدر 8تا 3را  ی کشت شدهادیبنهای د سلولصدر

مطالعه ما  ایمنوفلورسنت ل از آزمونصنتایج حا. (41) ردندک

در  مبالیل یادیبنهای سلول یشت پذیرک یننده ک دیتای نیز

 . بود in vitroشرایط 

 

 یرگی جهنتی

 به مبالیل یادیبنهای شت سلولکبار در ایران،  نیاول یبرا

مشهد انجام  دانشگاه علوم پزشكيدر explant  صورت کشت

مطالعه نشان داد که استفاده از  نیپذیرفت. به طور خلاصه، ا

های ناحیه ی explantدر کشت  PRP-FG پرده آمینوتیک و

 ΔNP63α یهاتعداد سلول توانديم لیمبوس چشم انسان

در  یبرابا این حال  دهد. شیدرصد افزا 6را به حدود  مثبت

 منیعامل ایک به عنوان  مبالیل یادیبنهای نظر گرفتن سلول

 یشتریمطالعات ب مبالی لیادبنیهای درمان نقص سلول یبرا

 است. ازیمورد ن
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 Abstract 
Introduction 

Corneal epithelial cells are destroyed naturally and the limbal stem cells 

replace them by multiplying and differentiating. In case of defects in these 

cells, it is impossible to replace them, and in many cases, the patients lose 

their vision. One of the newest methods of treating limbal stem cell deficiency 

(LSCD) is to cultivate them in the laboratory and transfer them to the patient's 

eye. For this purpose, in this study, we aimed to culture limbal stem cells in 

vitro and optimized the culture quality.  

Material and Method 

First, the limbus region of the donated eye samples was separated. Then the 

separated parts were cultured on the amniotic membrane by the explant 

method. The presence and proliferation of limbal stem cells were investigated 

by immunofluorescent method and antibody against ΔNP63α and ABCG2 

markers on the 10th, 14th, and 21st days. Also, by using the flow cytometry 

method and antibody against ΔNP63α marker, the percentage of limbal cells 

on the best day of their culture based on immunofluorescent results was 

determined. 

Results 

Findings showed that limbal stem cells could be cultured properly in vitro. 

All immunofluorescent assays confirmed limbal stem cell attendance, 

however, the result of day 14th of culture was more considerable. Therefore, 

the flow cytometry assay was performed on the 14th day and proved that there 

were 5.8% limbal stem cells using explant culture. 

Conclusion 

The results indicated the successful cultivation of limbal cells in laboratory 

conditions, but for their clinical application, further optimization of 

cultivation is required. 
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