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تاثير كاهش سرم و تراكم كامل سلولى بر هم زمان سازى سيكل سلولى 
و وقوع آپوپتوز در فيبروبلاست هاى درمى بز
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چكيده 
* هدف: تاثير كاهش سرم، كشت تا تراكم سلولى (Confluence) و تراكم كامل سلولى (Full Cell Confluence) بر 

هم زمانى سيكل سلولى و آپوپتوز سلول هاى فيبروبلاست درمى بز.
* مواد و روش ها: سلول هاى فيبروبلاست از گوش يك بز ماده 1/5 ساله به دست آمد. گروه هاى آزمايشى در اين مطالعه 
شامل كشت سلول ها تا مرحله Confluent، كشت سلول هاى Confluent براى 72 ساعت و كاهش سرم سلول ها به مدت 

48 و 72 ساعت مى باشد.
* يافته ها: آناليز سيكل سلولى توسط فلوسايتومترى نشان داد كه 48 و 72 ساعت كاهش سرم منجر به توقف چشم گير 
سلول ها در 91/53 درصد سلول هاى تراكم كامل در مراحل G0/G1 قرار داشتند كه بر عكس تيمار كاهش سرم در صد 
بيشترى از سلول ها در مرحله G1 بودند. زمانى كه سنتز DNA توسط BrdU بررسى شد، 19/80 درصد از سلول هاى در 
حال رشد نرمال در فاز S بودند. در گروه هاى آزمايشي تغيير چشم گيرى در درصد سلول هاى موجود در  فاز S مشاهده 
سلولى،  كامل  تراكم  تيمار  دادند.  نشان  را  اوليه  آپوپتوز  سلول ها  درصد  نرمال 6/67  كشت  شرايط  تحت   .(p<0/05) شد
ساير  به  نسبت  اوليه  آپوپتوز  در  را  معنى دارى  افزايش  سرم  كاهش  ساعت  گروه 72  نداد.  افزايش  سلول ها  در  را  آپوپتوز 

.(p<0/05) گروه ها نشان داد
و  سرم  كاهش  تيمارهاى  از  استفاده  با  مؤثر  صورت  به  بز  درمى  فيبروبلاست هاى  كه  داد  نشان  نتايج  نتيجه گيري:   *
گونه  اين  در  سوماتيك  سلول  هسته  انتقال  براى  كه  شدند  هم زمان  سلولى  G0/G1 سيكل  مراحل  در  سلولى  كامل  تراكم 
مفيد مى باشد. كاهش سرم به مدت 72 ساعت سلول ها را به صورت مؤثر در مرحله G0/G1 متوقف كرد ولى آپوپتوز را 

به صورت چشمگير افزايش داد.

* كليدواژگان: سيكل سلولى، هم زمان سازى، كاهش سرم، آپوپتوزيس، فيبروبلاست
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88، صفحات: 212-219
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مقدمه
-Somatic Cell Nuclear Trans) انتقال هسته سلول سوماتيك

بعضى  شده  كلون  فرزندان  توليد  در  موفق  صورت  به   (fer; SCNT
موفقيت  ميزان  چند  هر  است؛  رفته  كار  به  پستانداران  گونه هاى  از 
در  سه  از  معمولا  و  بوده  پايين  شدت  به  گونه ها  همه  در  كلونينگ 
تحت  را  كلونينگ  بازده  زيادى  فاكتورهاى  نمى كند (1).  تجاوز  صد 
هسته  سلولى  سيكل  مرحله  فاكتورها،  اين  از  يكى  مى دهد.  قرار  تأثير 
هسته  انتقال  از  حاصل  جنين  تكوين  در  مهمى  نقش  كه  است  دهنده 
(Nuclear Transfer; NT) و به دست آوردن فرزندان زنده دارد (2). 
يافته،  تمايز  كاملا  سلولى  از  هسته  يك  كه  هنگامى  است  شده  ثابت 
به داخل يك تخمك بدون هسته انتقال مى يابد، DNA با برنامه ريزى 
مجدد تكوين جنين هاى بازسازى شده را تا مرحله پايانى حمايت مى كند 
(1). برنامه ريزى مجدد هسته انتقال يافته به داخل تخمك ها تحت تاثير 
فاكتورهاى متعددى است كه از ميان آنها هم زمانى سيكل سلولى بين 

هسته دهنده و سيتوپلاسم گيرنده بسيار مهم است (3). مشخص شده است 
زمانى كه از هسته مرحله G0/G1 براى تخمك هاى متافاز II با سطوح

مى شود،  استفاده  بالا   (MPF)F و   Maturation Promoting Factorr

تكوين جنين هاى بازسازى شده بهبود مى يابد زيرا از همانندسازى اضافى 
DNA و پلوئيدى نامناسب جلوگيرى مى كند (4، 5). روش هاى زيادى 
از جمله كاهش سرم، مهار تماسى و تيمارهاى شيميايى مى تواند مراحل 
سرم  كاهش  كند.  دست كارى  را  شده  كشت  سلول هاى  سلولى  سيكل 
يك روش معمول براى توقف سلول در مرحله G0/G1 سيكل سلولى 
است (6، 7). اين روش براى هم زمانى سيكل سلولى سلول هاى دهنده 
در فرايند انتقال هسته براى توليد گوسفند كلون شده دالى به كار رفته 
بود (1). مهار تماسى نيز راه ديگرى براى حركت سلول ها به سمت فاز 
G0/G1 در پاسخ به ازدحام بيش از حد جمعيت سلولى مى باشد (8). در 
اين روش به علت كمبود فضا، تقسيم سلول متوقف مى شود. اگر چه در 
بسيارى از موارد كاهش سرم براى هم زمان سازى  به كار برده مى شود 
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ولى هنوز آشكار نيست كه چنين تيمارى در انتقال هسته ضرورى باشد. 
براى مثال، گيبلي و همكاران (9) با استفاده از سلول هاى در حال رشد، 
گاوهايى را توليد كردند و پيشنهاد دادند كه هم زمانى سلول در مرحله 
G0 با استفاده از كاهش سرم ضرورى نيست. مطالعات گذشته از انتقال 
خاموشى  سوماتيك  سلول هاى  دو  هر  كه  است  داده  نشان  گاو  هسته 
و در حال تكثير قادر به برنامه ريزى مجدد پس از انتقال هسته بوده و 

موجب توليد فرزندان زنده مى شود (10، 11). 
ماركرهاى مولكولى اختصاصى براى تشخيص مرحله G0 سيكل 
سلول هاى  كه  گفت  اطمينان  با  نمى توان  بنابراين  ندارد.  وجود  سلولى 
مرحله  در  واقعا  سوماتيك  سلول  هسته  انتقال  در  شده  برده  كار  به 
مولكولى  ماركرهاى  معمولا  (11)؛  خير  يا  است  سلولى  سيكل   G0
،(12)  (Proliferating Cell Nuclear Antigen) و  PCNA قبيل  از 

 (14)(Fluorescein Isothiocryanate) E2F-p130 (13) و FITC و 
براى شناسايى سلول ها در وضعيت خاموشى استفاده مى شود.

در  آپوپتوز  القا  موجب  سرم،  برداشت  يا  كاهش  است  شده  ثابت 
لاين هاى سلولى انسان، موش (15) و هم چنين فيبروبلاست هاى جنينى 
كشت  آپوپتوز  مورد  در  هنوز  چند  هر  مى شود.   (17  ،16) خوك 
 .(18) نيست  دست  در  زيادى  مطالب  اهلى  گونه هاى  سلول هاى  اوليه 
آپوپتوز  مرحله  چندين  مورفولوژيكى،  و  بيوشيميايى  ملاك  اساس  بر 
غشا،  شدن  وزيكوله  قبيل  از  آپوپتوز  بارز  اشكال  است.  شده  تعريف 
تراكم كروماتين، قطعه قطعه شدن DNA و تشكيل اجسام آپوپتوتيك 

در طى فاز نهايى آپوپتوز مشخص مى شود (19).
مناسب  روش  آوردن  دست  به  براى  حاضر  مطالعه  در  بنابراين 
هم زمانى سيكل سلولى،كارايى تيمار كاهش سرم و تراكم كامل سلولى 
براى تنظيم مرحله سيكل سلولى و تاثير آنها بر آپوپتوز فيبروبلاست هاى 

پوست بز مورد بررسى قرار گرفت. 

مواد و روش ها
كشت سلول

گوش يك بز ماده 1/5 ساله قبل از اينكه يك تكه پوست بريده 
 3 شده  بريده  قطعه  شد.  استريل  درصد   70 الكل  با  و    shave شود، 
حاوى   (Phosphate Buffered Saline, Gibco) م  PBS در  بار 
آنتى بيوتيك (250 ميكروگرم بر ميلي ليتر پنى سيلين و 250 ميكروگرم 
با  هيپودرم  و  اپيدرم  شد.  شسته   ((Gibco) استرپتومايسين  ميلي ليتر  بر 
ميلي متر)   2×2) كوچك  قطعات  به  درم  و  برداشته  اسكالپل  تيغ  يك 
فلاسك در  و  شد  شسته   PBS با  بار   2 پوست  قطعات  شد.  بريده 
DMEM (Dulbecco, s Modi- حاوى   (TPP) سانتي متر   225
درصد  15 محتوى   fied Eagle, s Medium, Gibco)o

درصد  يك  و   FBS (Fetal Bovine Serum, Hyclone)
آنتى بيوتيك كشت داده شد (پنى سيلين و استرپتومايسين). سلول ها در 
قرار   CO2 درصد  با 5  سانتي گراد  درجه  دماى 38  در  مرطوب  محيط 

داده و محيط كشت هر 3 روز يك بار تعويض داده شد.
زمانى كه سلول ها بعد از 10 روز كشت به Confluence رسيدند، 
قطعات بافتى برداشته شده سپس سلول ها با PBS شسته شدند. سلول ها 
توسط آنزيم تريپسين /EDTA (0/25 درصد) (Gibco) از كف فلاسك 
حاوى 10 ميلي ليتر محيط كشت  سانتريفيوژ  جدا شده و در يك لوله 
با 1200 دور به مدت 5 دقيقه سانتريفيوژ شدند. توده سلولى دوباره با

هماتوسيتومتر  لام  با  و  مخلوط  سرم  حاوى  كشت  محيط  ميلي ليتر   1
 225 كشت  فلاسك هاى  در   5×105  Cells/ml شدند.  شمارش 

درصد  يك  و   FBS درصد   15 با  همراه   DMEM حاوى  سانتي متر 
رسيدن از  بعد  يا  كشت  روز   2-3 از  بعد  شد.  داده  قرار  آنتى بيوتيك 
درصد  10 با  و  شده  تريپسينه  سلول ها   Confluence به 

(Dimethyl Sulfoxide, Sigma) و DMSO در محيط كشت فريز شده 
و در نيتروژن مايع نگهدارى شدند. فيبروبلاست هاى فريز شده در دماى 
15درصد  با  همراه   DMEM محيط  در  و  ذوب  سانتي گراد  درجه   37
سرم در انكوباتور 38 درجه سانتي گراد با 5 درصد CO2 كشت شدند. 
سلول هايى كه در اين آزمايش به كار رفتند در پاساژهاى 5 تا 6 بودند.

هم زمانى سيكل سلولى
پس از رسيدن سلول ها به 90-80 درصد تراكم، در گروه كاهش 
حاوى 0/5  كشت  محيط  با  درصد سرم  حاوى 15  كشت  محيط  سرم، 
درصد سرم تعويض گرديد و سلول ها به مدت 48 و 72 ساعت در اين 
در  سلول ها  سلولى،  كامل  تراكم  گروه  در  شدند.  داده  كشت  محيط 
سپس  يافتند.  كشت  ساعت   72 مدت  به  سرم  درصد   15 محيط  همان 
شدند.  آماده  سلولى  سيكل  آناليز  براى  و  شده  تريپسينه  سلول ها  اين 
فيبروبلاست هاى در حال تقسيم با 70-60 درصد تراكم به عنوان گروه 

كنترل به كار برده شد. 

تعيين سيكل سلولى با  فلوسايتومتر
محتواى  سلولى،  سيكل  مختلف  مراحل  تعيين  منظور  به 
رنگ آميزى   (PI (و   Propidium Iodide از  استفاده  با   DNA
كاليبور فلوسايتومتر  دستگاه  توسط  فلوسايتومترى  آناليز  و  شد 

انجام   (FACS Calibur, Becton Dickinson, USA; FACS)
تريپسين- از  استفاده  با  شده  كشت  درمى  فيبروبلاست هاى  گرفت. 

EDTA جدا و در DMEM با غلظت cells/ml 106×1 دوباره مخلوط 
شدند. بعد از سانتريفيوژ در rpm 1200 براى 5 دقيقه، 3 ميلى ليتر اتانول 
70 درصد در دماى 4 درجه سانتي گراد به آهستگى به سلول ها اضافه 
شد. براى جلوگيرى از به هم چسبيدن سلول ها، اين مرحله بر روى شيكر 
شسته   PBS با   سلول ها  فيكساسيون،  دقيقه   20 از  پس  گرفت.  انجام 
شدند سپس در تريتون x-100 0/1 درصد (Sigma) در درجه حرارت 
μg/ اتاق به مدت 10 دقيقه انكوبه شدند. سپس سلول ها با مخلوطى از

(Propidium Iodid, Sigma) و 0/3 ميلي گرم بر ميلي ليتر   ml 30 و PI و 
نيم  مدت  به  سانتي گراد  درجه   38 دماى  در   (Sigma) و  RNase A
 200-500 cells/s ميزان  يك  در  سلول ها  شدند.  رنگ آميزى  ساعت 

آناليز شدند.
جداسازى مراحل G0 و G1 سيكل سلولى از رنگ آميزى   براى 
 (Fluorescein Isothiocyanate, Sigma) FITC و   PI تايى  دو 
دماى  در  ساعت  نيم  مدت  به  سلول ها  آزمايش،  اين  در  شد.  استفاده 
38 درجه سانتي گراد با 0/005 ميكروگرم بر ميلي ليتر PI  30 ،FITC و

0/3 ميلي گرم بر ميلي ليتر RNase A رنگ آميزى شدند. 
با استفاده از دستگاه فلوسايتومتر10000 سلول براى هر نمونه ضبط 
از  استفاده  با  سلولى  سيكل  مختلف  فازهاى  در  سلول ها  صد  در  شد. 

نرم افزار Win MDI version 2/9 محاسبه شد. 

ارزيابى ميزان تكثير سلولى
سيكل   S (مرحله   DNA همانندسازى  ميزان  ارزيابى  منظور  به 
5-Bromo-2´-deoxy-) سلول  تكثير  تشخيص  كيت  از  سلولى) 
uridine; BrdU) استفاده شد. سلول ها به مدت 24ساعت با 10 ميكرومتر
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در  درصد   4 فرمالدهيد  در  سپس  شدند.  نشان دار   Brdu (Roche)
از  پس  شدند.  فيكس  دقيقه   30 مدت  به  سانتي گراد  درجه   4 دماى 
شست وشو سلول ها توسط 0/1 درصد تريتون x-100 به مدت 10 دقيقه 
گرفتند.  قرار  درصد  سرم 10  در  ساعت  مدت 1  به  و  شدند  نفوذپذير 
 anti BrdU IgG) با  شب  يك  مدت  به  سلول ها  شست وشو  از  پس 
Roche1) در دماى 4 درجه سانتي گراد انكوبه شدند. سلول ها پس از 
 Anti Mouse IgG-Fluorescein) با  ساعت   1 مدت  به  شست وشو 
بر  ميكروگرم   5 با  و  شسته   PBS با  سلول ها  شدند.  انكوبه   (Roche
ميلي ليتر PI رنگ آميزى شدند. در نهايت اسلايدهاى رنگ آميزى شده 
شمارش از هر  براى  شدند.  مشاهده  عدسى 40×  با  ميكروسكوپ  زير 
 1000 تعداد  حداقل  نمونه  هر  براى  و  گرفته  عكس  ده  حداقل  نمونه 

سلول شمارش شد.

Annexin V ارزيابى آپوپتوز با استفاده از
تركيبى رنگ آميزى  از  سلولى،  آپوپتوز  اندازه گيرى  براى 

فلورسين  ايزوتيوسيانات  به  شده  متصل   (IQ Products) و    Annexin v
محلول در  و  شسته  كلسيم  بافر  با  سلول ها  شد.  استفاده   PI و   (FITC)

Annexin v همراه با FITC سوسپانس شدند. بعد از 20 دقيقه انكوباسيون 
در تاريكى در دماى 4 درجه سانتي گراد، سلول ها در بافر كلسيم سوسپانس 
شده و به مدت 10 دقيقه در دماى 4 درجه سانتي گراد  با محلول فلورسانس 
PI رنگ آميزى شدند. سپس با استفاده از فلوسايتومترى آناليز شدند. در 
طى مراحل اوليه آپوپتوز، فسفاتيديل سرين به سطح خارجى غشا سلولى 
مهاجرت مى كند. اين مرحله به صورت اختصاصى توسط پروتئين هاى 
متصل شونده به فسفاتيديل سرين (Annexin V-FITC) شناسايى مى شود. 
در طى مراحل اوليه آپوپتوز غشا سلولى سالم است و از ورود PI جلوگيرى 
مى كند. با پيشرفت آپوپتوز غشا نسبت به PI نفوذپذير شده و DNA هسته 
را رنگ مى كند. درصد سلول هاى زنده، آپوپتوز اوليه و آپوپتوز نهايى با 

استفاده از نرم افزار Win MDI version 2/9 محاسبه شد. 

آناليز آمارى
 kolmogorov-smirnov تست  از  نمونه ها  بودن  نرمال  براى 
با  آپوپتوز  و  سلولى  سيكل  فلوسايتومترى  نمودارهاى  شد.  استفاده 
استفاده  از نرم افزار Win MDI version 2/9 محاسبه و براى بررسى 
 ANOVA اختلاف ميانگين در صدها بين گروه هاى مختلف از روش
استفاده گرديد. جهت بررسى اختلاف ميانگين درصد به صورت دو 
به دو از تست Tukey و براى بررسى وجود اختلاف در روند آپوپتوز 

به تفكيك گروه ها از تست Repeated Measures استفاده شد.

يافته ها
تاثير تيمار كاهش سرم و تراكم كامل سلولى بر سيكل سلولى

بر  سلولى  كامل  تراكم  و  سرم  كاهش  تاثير  ارزيابى  منظور  به 
اندازه گيرى   FACS آناليز  توسط   DNA محتواى  سلولى،  سيكل 
2 (محتواى   G0/G1 مراحل  در  موجود  سلول هاى  نسبى  صد  در  و 

S (2C-4C)، (C DNA) و G2/M (محتواى 4C DNA) محاسبه شد. 
جدول 1 درصد سلول هاى در حال رشد را در فازهاى مختلف سيكل 
سلولى نشان مى دهد. زمانى كه سلول ها با PI و FITC رنگ آميزى شدند، 
محتواى DNA و پروتئين توسط FACS آناليز شد. كاهش سرم به مدت 
كرد.  متوقف   G0/G1 مرحله  در  را  سلول ها  درصد  ساعت 84/78   48
در  كه  را  سلول هايى  نسبت  ساعت)  سرم (72  كاهش  تر  طولانى  دوره 
فاز G0/G1 بودند، افزايش داد (90/11 درصد) كه هر دو گروه نسبت 
به گروه كنترل (سلول هاى در حال رشد نرمال) افزايش چشم گيرى را 
تا  سلول ها  كشت   .(p<0/05) دادند  نشان  فاز  اين  سلول هاى  ميزان  در 
ورود  به  منجر  ترتيب  به  تراكم  به  رسيدن  از  بعد  ساعت   72 و  تراكم 
گروه ها  اين  كه  شد   G0/G1 فاز  به  سلول ها  درصد   91/53 و   80/27
داشتند چشم گيرى  تفاوت  رشد  حال  در  سلول هاى  گروه  به  نسبت  نيز 

.(p<0/05)
جمعيت هاى   FITC و   PI دوتايى  رنگ آميزى  از  استفاده  با 
كامل  تراكم  سلول هاى  شدند.  تفكيك  هم  G1 از  و   G0 فاز  سلولى 
درصد)   84/29) بودند  سلولى  سيكل   G1 فاز  در  بيشترى  ميزان  به 
 G0 فاز  در   بيشتر  داشتند  سرم  كاهش  كه  سلول هايى  كه  حالى  در 
و   48 براى  درصد   18/26 و   46/35 ترتيب  (به  بودند  سلولى  سيكل 

72 ساعت) (شكل 1).

تاثير تيمار كاهش سرم و تراكم كامل سلولى بر تكثير سلولى
زمانى كه دو رشته DNA براى همانندسازى از هم جدا مى شوند 
در   BrdU داراى  كه  سلول هايى  مى نشيند.  تيميدين  جاى  به   BrdU
 BrdU خود هستند به سرعت توسط آنتى بادى منوكلونال بر ضد DNA

و آنتى بادى ثانويه متصل شده به فلوروكروم شناسايى مى شوند. 
هنگامى كه سنتز DNA توسط BrdU و ايمنوفلورسنس مشخص شد 
(جدول 2)، 19/80 درصد از سلول هاى در حال رشد (گروه كنترل) در 
فاز S بودند اما تغيير چشم گيرى در ميزان سلول هاى فاز S بين گروه هاى 
48 و 72 ساعت كاهش سرم مشاهده شد (به ترتيب 4/86 و 2/99 درصد). 
تعداد سلول هاى موجود در فاز S در گروه  تراكم سلولى و 72 ساعت 
تراكم كامل سلولى به ترتيب 5/61 و 3/20 درصد بود كه نسبت به گروه 

 .(p<0/05) كنترل در حال رشد نرمال كاهش معنى دارى را نشان داد
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.(p<0/05)  از نظر آمارى تفاوت معنى دار وجود دارد h-g و b-a ،d-c ،f-e در هر رديف بين حروف

سلول هاى 
تراكم كامل

سلول هاىكاهش سرم
confluence

كنترل 
(سلول هاى در حال 

رشد)

مراحل مختلف 
سيكل سلولى

48 ساعت72 ساعت
7/24 ± 0/43 

b, d, f, h46/35 ± 0/51 

b, d, f, g18/26 ± 0/48 

b, d, e12/79 ± 0/99 

b, c4/56 ± 0/42 

aG0

84/29 ± 1/41 

b, d, f, h43/75 ± 1/50 

b, d, f, g66/52 ± 0/69 

b, e67/47 ± 1/11 

b, c51/88 ± 2/36 

aG1

1/83 ± 0/40 

b1/74 ± 0/37 

b2/67 ± 1/00 

b2/39 ± 0/14 

b19/01 ± 0/52 

aS

6/39 ± 1/17 

b, d7/72 ± 2/05 

b, d11/03 ± 0/79 

b16/04 ± 0/24 

b, c23/38 ± 2/55 

aG2/M
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ميزان  در  معنى دارى  تفاوت  نيز  سرم  كاهش  ساعت   48 گروه 
سلول هاى موجود در فاز S با گروه كنترل داشته است (شكل 2).

تاثير تيمار كاهش سرم و تراكم كامل سلولى بر آپوپتوز سلولى
Annexin آپوپتوز را در تعداد كمى از سلول هاى در حال رشد نشان 
داد (6/67 درصد) در حالى كه كاهش سرم، آپوپتوز سلولى را القا كرد. 

نتايج نشان مى دهد درجه آپوپتوز با طول دوره كاهش سرم ارتباط دارد. 

داشتند 8/91  سرم  كاهش  ساعت،  مدت 48  به  سلول ها  كه  زمانى 
درصد سلول ها آپوپتوز اوليه و 3/59 درصد سلول ها آپوپتوز نهايى را 
نشان دادند. زمانى كه كاهش سرم 72 ساعت طول كشيد، آپوپتوز اوليه 
 .(p<0/05) (39/83 درصد آپوپتوز) به طور چشم گيرى افزايش يافت
آپوپتوز  داشتند،  كامل  تراكم  ساعت   72 مدت  به  كه  سلول هايى 
دادند نشان  سرم  كاهش  سلول هاى  به  نسبت  را  كمترى  خيلى  اوليه 

(6/39 درصد). 

                            

    تراكم كامل سلولى            72 ساعت كاهش سرم          48 ساعت كاهش سرم    سلول هاى confluence     سلول هاى در حال رشد

FACS. M3:G2/M, M2: S, M1: G0/G1 شكل 1:  توزيع مراحل مختلف سيكل سلولى توسط

شكل2: شناسايى ميزان سنتز DNA توسط BrdU با استفاده از عدسى 40×. سلول هايى كه در مرحله S سيكل سلولى هستند به رنگ سبز و سلول هايى 
كه در مراحل ديگر سيكل سلولى هستند به رنگ قرمز ديده مى شوند. (A) سلول هاى در حال رشد، (B) سلول هاي  Confluence، (C) 48 ساعت كاهش 

سرم، (D) 72 ساعت كاهش سرم، (E) تراكم كامل سلولى.
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تعداد سلول هاى مرحله نهايى آپوپتوز در هيچ كدام از گروه هاى 
تيمارى تفاوت چشم گيرى نداشتند (جدول 3، شكل 3).

   
بحث

فاكتورهاى زيادى تكوين آزمايشگاهى جنين هاى بازسازى شده را 
تحت تاثير قرار مى دهد. يكى از مهم ترين اين فاكتورها، هم زمانى سيكل 
سلولى بين هسته دهنده و سيتوپلاسم گيرنده است. هسته دهنده قبل از 
انتقال به تخمك بى هسته شده بايد در فازهاى G0 يا G1 سيكل سلولى 
تراكم  و  سرم  كاهش  معمول  روش هاى  از  مطالعه  اين  در   .(20) باشد 

كامل سلولى براى توقف سلول ها در مرحله G0/G1 استفاده شد.
سلولى  كامل  تراكم  مرحله  تا  كشت  كه  داد  نشان  حاضر  مطالعه 
فيبروبلاست هاى  موفقيت  با  ساعت   72 و   48 مدت  به  سرم  وكاهش 
تاثير  است.  كرده  هم زمان  سلولى  سيكل   G0/G1 مرحله  در  را  بز 
با  بز  فيبروبلاست هاى  سلولى  سيكل  روى  سرم  كاهش  هم زمانى 
 84/78) آمد  دست  به  سرم  درصد   0/5 محيط  در  كشت  ساعت   48
درصد  ميزان 90  به  ساعت)  سرم (72  طولانى تركاهش  دوره  درصد). 
نتايج  با  هم سو  نتايج  اين  كرد.  متوقف   G0/G1 مرحله  در  را  سلول ها 

مطالعه  اين  در   .(21) بود  همكاران  و  مميلي  مطالعه  از  آمده  دست  به 
مرحله در  بز  شده  ترانس فكت  فيبروبلاست هاى  درصد   90 از  بيش 

از  بالاتر  مى رسد  نظر  به  هم زمانى  سطوح  اين  شدند.  متوقف   G0/G1
آنچه توسط يو و همكاران به دست آمده باشد (22)  كه در آن كاهش 
سرم به مدت 1، 3 و 5 روز منجر به توقف 70/1، 70/2 و 83 درصد از 

سلول ها در مرحله G0/G1 سيكل سلولى شده است.  
كشت تا مرحله تراكم، روش ديگرى براى وارد كردن سلول ها به 
مرحله G0/G1 در پاسخ به ازدحام جمعيت سلولى بود. در اين مطالعه 
درصد بالايى از سلول هاى G0/G1 (91/53 درصد) با كشت به مدت 
با  مشابه  كه  آمد  دست  به  تراكم  مرحله  به  رسيدن  از  پس  ساعت   72
و  هايس  توسط  كه  مطالعه اى  در  بود.  ساعت  مدت 72  به  سرم  كاهش 
فيبروبلاست هاى  تراكم   ،(20) گرفت  انجام   2005 سال  در  همكاران 
به  ورود  براى  سلول ها  از  بالايى  درصد  القا  براى  تنهايى  به  گاو  بالغ 
صورت  به  تراكم  مرحله  تا  شده  كشت  سلول هاى  بود.  كافى   G0/G1

موفقيت آميز براى توليد بزهاى شيرده تراريخته به كار رفته است (23). 
كامل  تراكم  و  سرم  كاهش  تيمارهاى  بين  چشم گيرى  تفاوت 
با  نشد.  مشاهده   G0/G1 مراحل  سلولى  سيكل  هم زمانى  در  سلولى 

جدول 2: ميانگين در صد (Mean ± SE) سلول هاى موجود در مرحله S در پاسخ به تيمارهاى مختلف

سلول هاى 
تراكم كامل

سلول هاىكاهش سرم
confluence

كنترل 
(سلول هاى در حال 

رشد) 48 ساعت72 ساعت
3/20 ± 0/07 b,d,f2/99 ± 0/34 b,d,f4/86 ± 0/28 b, e5/61 ± 0/26 b, c19/80 ± 0/58 a تعداد سلول هاى موجود

S در فاز
.(p<0/05)  از نظر آمارى تفاوت معنى دار وجود دارد h-g و b-a ،d-c ،f-e در هر رديف بين حروف

جدول3: ميانگين درصد (Mean ± SE) آپوپتوز اوليه و نهايى سلول هاى فيبروبلاستى در پاسخ به تيمارهاى مختلف

كنترل كاهش سرمتراكم كامل سلولى 
(سلول هاى در 

حال رشد) 48 ساعت72 ساعت
 90/91 ± 1/36 

a 58/39 ± 2/72 

b 87/03 ± 2/68 

a 90/16 ± 3/0 

aسلول هاى زنده
 6/39 ± 1/36 

a 39/83 ± 2/65 

b 8/91 ± 2/07 

a6/67 ± 2/07 

aسلول هاى آپوپتوز اوليه
سلول هاى آپوپتوز نهايى1/24 ± 2/95 0/66 ± 0/233/59 ± 0/411/95 ± 2/46

.(p<0/05)  از نظر آمارى تفاوت معنى دار وجود دارد b و  a در هر رديف بين حروف

        سلول هاى در حال رشد                     48 ساعت كاهش سرم                     72 ساعت كاهش سرم                       تراكم كامل سلولى

شكل3: آناليز فلوسايتومترى سلول هاى رنگ شده با AnnexinV-FITC و PI. سلول هاى زنده (Lower Left; LL)، سلول هاى آپوپتوز 
.(Upper Right; UR) و سلول هاى آپوپتوزى كه انسجام غشاء خود را از دست داده اند (Lower Right; LR)

 

PI PI
 

PI PI
 

Anx‐FITC  Anx‐FITC Anx‐FITC Anx‐FITC

LR  LR  LR LR 

URUR  UR UR 

LL  LL  LL
LL 
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 G0/G1 مرحله  در  درصد)   80 از  (بيش  سلول ها  اكثر  تيمارها  اين 
شدند. متوقف 

از آنجا كه سلول هاى خاموش، حاوى سطوح پايين پروتئين هستند 
از  استفاده  با   DNA محتواى  اتفاق  به  را  سلولى  پروتئين  سطوح   ،(24)
رنگ آميزى دوتايى PI و FITC اندازه گيرى كرديم و دانستيم كاهش 
مى دهد.  كاهش  چشم گير  طور  به  را  سلولى  پروتئين  سطوح  سرم، 
مطالعه حاضر نشان داد كه گروه كاهش سرم به مدت 72 ساعت حاوى 
46/35 درصد سلول هاى موجود در مرحله G0 مى باشد در حالى كه 
تيمار 72 ساعته كشت تراكم كامل سلولى 7/24 درصد سلول ها را در 
سلول هاى  تعداد  سرم،  كاهش  نتيجه  در  است.  داده  نشان   G0 مرحله 
مرحله G0 را افرايش مى دهد در حالى كه كشت تراكم كامل سلولى 
تعداد سلول هاى G1 را افزايش مى دهد. هنوز مزيت نسبى استفاده از 
سلول هاى دهنده اى كه در مرحله خاموشى يا G1 هستند در جزئيات، 
مقاله اى  در  دهنده  سلول هاى  سرم  كاهش  اهميت  است.  نشده  مطالعه 
كه تولد دالى را خبر داد، برجسته شد در حالى كه باردارى و تولدهاى 
زنده بدون كاهش سرم از فيبروبلاست هاى جنينى گزارش شده است 
ضرورى  هسته  انتقال  موفقيت  براى  سرم  كاهش  مى دهد  نشان  و   (9)
نيست. دو دليل اصلى استفاده از سلول هاى G1 به عنوان دهنده، حضور 
سلول هاى آپوپتوتيك كمتر در جمعيت سلولى G1 و احتمال هم زمانى 
بهتر سيكل سلولى بين هسته G1 و سيتوپلاسم تخمك مى باشد (25).   

نتايج ايمونوسيتوشيمى نتايج فلوسايتومترى را تاييد كرد. به طورى 
به  رشد  حال  در  سلول هاى  از   S فاز  در  موجود  سلول هاى  تعداد  كه 
سلولى  كامل  تراكم  و  سرم  كاهش  با  شده  تيمار  سلول هاى  سمت 

كاهش يافت.
نيسير و همكاران گزارش دادند زمانى كه پرى اديپوسيت هاى كشت 
شده در محيط حاوى 10 درصد سرم بودند، كمتر از 2 درصد سلول ها 
كشت  سرم  بدون  محيط  در  وقتى  كه  حالى  در  دادند  نشان  را  آپوپتوز 
شدند در صد سلول هاى آپوپتوز به 10 درصد افزايش يافت (26). استيس 
افزايش  موجب  است  ممكن  سرم  كاهش  كه  دادند  نشان  همكاران  و 
آپوپتوز و نكروز سلول ها و همانندسازى نامناسب يا آسيب DNA شود. 

فقر سرم در كشت منجر به توقف سيكل سلولى فيبروبلاست و هم چنين 
آغاز تغييرات پيچيده و وسيع در سطح نسخه بردارى مى شود (27). در اين 
مطالعه فيبروبلاست هاى بز كه رشد نرمالى داشتند (كنترل)، ميزان آپوپتوز 
كمى را نشان دادند در حالى كه سلول ها پس از 72 ساعت كاهش سرم 
افزايش چشم گيرى در ميزان آپوپتوز سلولى داشتند. اين نتايج مطابق با 
گزارش كيوس و همكاران بود كه نشان داد كاهش سرم فيبروبلاست هاى 
 G0/G1 خوك بيش از 48 ساعت نه تنها افزايشى در نسبت سلول هاى
نداشت بلكه تاثيرات بدى بر حيات سلول ها و القاء آپوپتوز داشته است 
(28). نتايج به دست آمده بر روي سلول هاي گرانولوزي گوسفند نيز تاييد 

كننده نتايج اين مطالعه است (29).
گيبسون و همكاران گزارش دادند كه كاهش سرم سلول هاى كشت 
شده خوك و گاو براى حداقل 48 ساعت، حيات سلول ها را كاهش داده 

و موجب افزايش DNA فرگمنته (از علايم آپوپتوز) مى شود (30).  

نتيجه گيرى 
مطالعه حاضر نشان دادكه فيبروبلاست هاى درمى بز به صورت مؤثر 
مراحل در  سلولى  كامل  تراكم  و  سرم  كاهش  تيمارهاى  از  استفاده  با 

سلول  هسته  انتقال  براى  كه  شدند  هم زمان  سلولى  سيكل   G0/G1
تا  سلول ها  كشت  حقيقت  در  مى باشد.  مفيد  گونه  اين  در  سوماتيك 
مرحله تراكم كامل، همان نتايج كاهش سرم به مدت 72 ساعت را به 
دست آورد كه تاثير منفى روى حيات سلول ها داشته و آپوپتوز را به 

صورت چشم گير افزايش داده است. 

تقدير و تشكر
رويان  پژوهشكده  در  مصوب  تحقيقاتى  طرح  از  بخشى  مطالعه  اين 
تحقيقات  بخش  در  آن  اجراى  محل  كه  است   261 شماره  به 
خود  تشكر  و  تقدير  مراتب  نويسندگان  است.  بوده  رويان  پژوهشكده 
ابراز  رويان  پژوهشكده  محترم  مسئولين  صميمانه  مساعدت هاى  از  را 

مى دارند. 
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Abstract 
Objective: We examine the effects of serum starvation, culture to confluence, and full conflu-
ence on cell cycle characteristics and apoptosis of goat dermal fibroblast cells.
Materials and Methods: Fibroblast cells were obtained from the ear of a female goat, 1.5 
years of age. The following experimental groups were analyzed for fibroblast cells: 1. cells 
confluent for 72h, 2. cells starved for 48 and 72h.
Results: Analysis of cell cycle distribution by flow cytometry showed that 4.56, 51.88 of 
normal cycling cells were at the G0, G1 phases, respectively. Serum starvation for 48 and 
72h arrested cells at the G0/G1 phase (p<0.05). 91.53% of full confluent cells were at G0/
G1 stage, but in contrast to the serum starved group, this high percentage of G0/G1 cells 
was mainly associated with G1 cells. When DNA synthesis was detected by BrdU incorpora-
tion 19.80% of normally growing cells were in S phase. The percentage of cells in S phase 
changed significantly among 48 and 72h serum strarvation and full confluent groups. Under 
normal culture conditions, 6.67% of cells underwent apoptosis. Serum starvation for 48 and 
72 hours caused early apoptosis in 8.91 and 39.83 of cells, respectively. Treatment with full 
confluence for 72 hours did not increase the number of apoptotic cell significantly (6.39%). 
Serum starvation for 72 hours increased early apoptosis significantly (p<0.05).
Conclusion: Goat dermal fibroblasts at various stages of the cell cycle were effectively syn-
chronized; that could be beneficial for somatic cell nuclear transfer in this species. Although 
serum starvation for 72 hours effectively arrested cells at the G0/G1 stages, it significantly 
increased cell apoptosis.  
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