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Abstract 
Objective: To study the impact of ultraweb nano-fibrillar substrates on in vitro differentia-
tion of mouse bone marrow-derived mesenchymal stem cells into hepatocyte-like cells.
Materials and Methods: For a duration of up to 36 days, mouse bone marrow mesen-
chymal stem cells (MSCs) were cultured on an artificial basement membrane containing 
ultraweb nanofiber (nano+) and plates (nano-) coated with Matrigel and used growth and 
differentiating factors for hepatogenic differentiation. Then, to study the impact of nanofib-
ers on hepatocyte differentiation, mRNA expressions for liver-specific genes (CK7, AFP, 
FOXa2, ALB, CYP1a1, HNF4a) were analyzed using real-time PCR , and ultrastructures 
of differentiated cells were evaluated using scanning and transmission electron micro-
scope.
Results: Both experimental groups expressed mRNA of liver-specific genes in a time 
dependent manner. However, mRNA expression trends of liver-specific genes, especially 
those of FOXa2 and HNF4a, were better in the nano+ culture as compared to the nano- 

culture (p<0.05). Furthermore, the ultrastructures of differentiated cells in the 36 day-old 
nano+ culture were more mature as compared to those of the nano- group. 
Conclusion: The results suggest that topographical properties of the extracellular ma-
trices produced by ultraweb nanofibers are effective for the in vitro reproduction of more 
differentiated MSC-derived hepatocyte-like cells. 
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مقدمه
ميليون  صدها  از  بيش  جهانى  بهداشت  سازمان  آمارهاى  براساس 
نفر در سراسر دنيا مبتلا به بيمارى هاى كبدى هستند (1)، كه در حال 
است.  آنها  درمان  راه  اصلى ترين  كبد  پيوند  موارد  بسيارى  در  حاضر 
اما متاسفانه تعداد كم اندام هاى اهدايى، نياز به سركوب ايمنى شديد 
نيز  را  گزينه  اين  آن،  جراحى  عمل  پيچيدگى هاى  و  گيرنده  شخص 
محدود ساخته است (4-2). امروزه فناورى سلول هاى بنيادى و قابليت 
تمايز آنها به انواع سلول هاى بالغ و هم چنين استفاده از آنها در درمان 
بيمارى ها به طور روز افزونى درحال پيشرفت بوده كه اميدوارى هايى 
 (Cell Therapy) را در جهت ايجاد روش هاى مبتنى بر سلول درمانى
نموده  ايجاد  كامل  اندام  پيوند  براى  مناسب  جايگزين  يك  عنوان  به 

است.
بنيادى  سلول هاى  از  يافته  تمايز  هپاتوسيت هاى  كاربرد  بر  علاوه   
در درمان بيمارى هاى كبدى، استفاده مهم ديگر آنها مطالعه تاثيرات 
داروهاى  روزافزون  افزايش   .(5) است  جديد  سنتتيك  داروهاى 
شيميايى جديد كه براى انواع و اقسام بيمارى ها توليد مى شوند و نياز 

نقش بستر حاوى نانو رشته هاى درهم بافته بر تمايز سلول هاى شبه هپاتوسيتى
مشتق از سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان موش در محيط آزمايشگاهى 
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چكيده 
* هدف: مطالعه تاثير بستر حاوى نانو رشته هاى درهم بافته (Ultraweb Nanofibers) بر تمايز سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق 

از سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان موش در محيط آزمايشگاهى
* مواد و روش ها: سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان موش بر روى غشاي پايه مصنوعى حاوى بستر نانو رشته اى (گروه 
نانو مثبت) و پليت هايى (گروه نانو منفى) كه هر دو توسط ماتريژل پوشش داده شده بودند، كشت شده و با استفاده از فاكتورهاى 
رشد و تمايزى به مدت 36 روز به سمت توليد سلول هاى شبه هپاتوسيتى القا گرديدند. سپس جهت تعيين نقش نانو، رشته ها در 
 (CK 7, AFP, FOXa2, ALB, CYP1a1, HNF4a) كبدى  اختصاصى  ژن هاى  mRNAى  بيان  ميزان  هپاتوسيتى،  تمايز  روند 
توسط روش Real Time-PCR، همچنين فراساختار سلول هاى تمايز يافته توسط ميكروسكوپ الكترونى ترانسميشن و اسكنينگ 

مورد بررسى قرار گرفت.
* يافته ها: در هر دو گروه نانو (مثبت و منفى) ژن هاى اختصاصى كبدى در يك الگوى وابسته به زمان بيان گرديدند. اما روند 
بيان اين ژن ها به ويژه FOXa2 و HNF4a در گروه نانو مثبت نسبت به گروه نانو منفى بهتر بود (p<0/05). همچنين فراساختار 

سلول ها در روز 36 تمايز در گروه نانو مثبت بالغ تر از گروه نانو منفى بود.
* نتيجه گيري: نتايج اين تحقيق نشان داد كه خصوصيات توپوگرافيك حاصل از نانو رشته هاى در هم بافته موجود در بستر 

سلولى، در ايجاد سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از سلول هاى بنيادى مزانشيمى در محيط آزمايشگاهى نقش موثرى دارد.

* كليدواژگان: سلول بنيادى مزانشيمى، تمايز، هپاتوسيت، نانو رشته

مقاله اصيل

به بررسى اثرات آنها به ويژه آثار جانبى مضر احتمالى - كه مى توانند 
ايجاد نمايند - باعث گرديده تا آزمايشات جديدى نيز پايه ريزى گردد. 
از آنجا كه كبد اندام اصلى براى تغيير شكل مواد شيميايى و بيولوژيك 
و  درآزمايشگاه  كبدى  سلول هاى  كشت  با  مى توان  است،  مختلف 
نمود.  بررسى  را  جديد  داروهاى  امنيت  ميزان  مواد،  اين  با  آنها  تيمار 
اما همان طور كه مى دانيم محدوديت هايى براى استفاده از سلول هاى 
كبدى انسانى سالم وجود دارد (6، 7). بنابراين دست يابى به يك منبع 

جايگزين مناسب براى رفع اين معضل نيز ضرورى است.
جهت  بنيادى  سلول هاى  از  مختلفى  انواع  اخير،  سال هاى  در   
 .(8-16) است  گرفته  قرار  استفاده  مورد  كبدى  سلول هاى  به  تمايز 
شايد بتوان از بين انواع سلول هاى بنيادى، سلول هاى بنيادى مزانشيمى

بهترين  را  استخوان  مغز   (Mesenchymal Stem Cells; MSCs)
سلول براى تمايز به هپاتوسيت و استفاده از آنها در مطالعات دارويى و 
همچنين سلول درمانى بيماران مبتلا به آسيب كبدى دانست. زيرا علاوه 
هپاتوسيت  به  را  سلول ها  اين  تمايز  قابليت  متعددى  مطالعات  آنكه  بر 
تاييد نموده اند، مى توان از پيوندهاى اتولوگ اين سلول ها براى بيماران 
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استفاده نمود كه بسيارى از معايب مربوط به ساير سلول هاى بنيادى از 
كمبود  و  اخلاقى  مسايل  پيوند،  رد  و  ايمنى  سركوب  مشكلات  جمله 
منبع سلولى نيز مرتفع مى گردد (8، 18-16). بنابراين به دست آوردن 
مى تواند  هپاتوسيت  به  بنيادى  سلول هاى  اين  تمايز  براى  موثر  روشى 

بسيارى از مشكلات موجود در اين زمينه را حل نمايد. 
سلول هاى  تمايز  كه   - متعدد  مطالعات  از  آمده  دست  به  نتايج 
مزانشيمى به هپاتوسيت را انجام داده ند - هر چند اميدوار كننده بوده اما 
نشان داد كه همواره ميزان تمايز سلول ها و همچنين كيفيت عملكردى 
سلول هاى حاصله و بلوغ آنها ضعيف بوده و بايد تدابيرى اتخاذ نمود 
تا بازده تمايزى را افزايش دهد و از سلول هاى حاصله در سطح بالينى 
بتوان استفاده نمود. در اين مقوله نكته بسيار مهمى كه در روند تمايز 
سلول هاى بنيادى وجود دارد، آن است كه براى بهبود كيفيت و كميت 
سلول هاى تمايز يافته از سلول هاى بنيادى در محيط آزمايشگاه، بايستى 
از روش هايى استفاده شود كه تا حد ممكن شبيه به حالت In vivo و 
شرايط تكوين طبيعى سلول هاى مورد نظر باشد (5، 19، 20). دانسته هاى 
اخير نشان مى دهد كه مراحل مختلف رشد و تمايز سلول ها به شدت 
به خصوصيات ذاتى و پيام هاى محيطى (ازجمله سايتوكاين ها، فاكتور 

هاى رشد و ماتريكس برون سلولى) آنها وابسته است (19).
سلول هاى  شدند  موفق  همكارانش  و  شوارتز  بار  اولين  براى   
 Multipotent Adult Progenitor) ظرفيتى  چند  بالغ  پيش ساز 
را  موش  و  صحرايى  موش  انسان،  استخوان  مغز   (Cells, MAPCs
دهند.  تمايز  هپاتوسيتى  شبه  سلول هاى  به  آزمايشگاهى  محيط  در 
و  فيبرونكتين  كلاژن،  پليت،  روى  بر  را   MAPC سلول هاى  آنها 
فاكتورهاى از  هپاتوسيت  به  آنها  تمايز  براى  و  داده  كشت  ماتريژل 
Fibroblast Growth و Hepatocyte Growth Factor (HGF)

بهترين  كه  دريافتند  آنها  نمودند.  استفاده   Factor-4 (FGF-4)
ماتريكس براى تمايز اين سلول ها ماتريژل است (8). طي مطالعه جالب 
توجهي كه توسط لي و همكارانش بيان شد، سلول هاى مزانشيمى مغز 
استخوان و خون بند ناف انسان با روشى دو مرحله اى به هپاتوسيت تمايز 
داده شد. آنها براى توليد سلول هاى شبه هپاتوسيتى بالغ و فعال ابتدا از 
آنچه  نظير  (تقريبا  بلوغى  فاكتورهاى  از  سپس  و  تمايزى  فاكتورهاى 
در روند هپاتوژنز طبيعى در بدن جنين به كار مى رود) استفاده نمودند 
(16). آكوموتو و همكارانش نيز با كشت سلول هاى مغز استخوان موش 
،HGF آنها توسط  القاي  با  مصنوعى و  پايه  غشاي  روى  صحرايى بر 
  Insulin Transferrin و   Epidermal Growth Factor (EGF)
آنها   .(14) گرديدند  هپاتوسيت  ايجاد  به  موفق   Selenium (ITS (و
هپاتوسيت  به  استخوان  مغز  سلول هاى  تمايز  چند  هر  كه  دادند  نشان 
اما  مى دهد،  رخ  نيز  سلولى  برون  ماتريكس  يا  پايه  غشاي  غياب  در 
در اين شرايط براى دست يابى به ميزان سلول هاى تمايز يافته يكسان 
چنين  بنابراين  است.  نياز  تمايزى  فاكتورهاى  از  بالاترى  غلظت  به 
سلول هاى  تمايز  و  تكثير  روند  در  سايتوكاين ها  كه  مى گردد  استنباط 
بنيادى به هپاتوسيت، نقش اصلى را بر عهده دارند و ماتريكس برون 
ايفا  را  خود  نقش  سايتوكاين ها  اين  موضعى  غلظت  تنظيم  با  سلولى 

مى نمايند (17).
امروزه به تاثير انواع ماتريكس هاى برون سلولى بر تكثير و تمايز 
سلول هاى بنيادى توجه خاصى مى شود، به ويژه كه در چند سال اخير 
از تركيبات نانو نيز كمك گرفته شده است. ماتريكس هاى ساخته شده 
مشابه  توپوگرافيكى  خصوصيات  آنكه  به  توجه  با  رشته ها  نانو  توسط 
ماتريكس برون سلولى (يا غشاي پايه) طبيعى دارند باعث بهبود شرايط 

رشد، تكثير، تمايز، چسبندگى، بنيادينگى (Stemness)، سازماندهى 
سيتواسكلت، مورفولوژى و برهم كنش هاى سلول به سلول مى گردند 
(21، 22). علاوه بر آن استفاده از بسترهاى رشته اى سه بعدى در كشت 
اوليه هپاتوسيت ها نشان داده است كه چنين بسترى موجب مى شود اين 
خود  تمايزى  خصوصيات  سرعت  به  عادى  حالت  در  كه   - سلول ها 
فعاليت  كشت  محيط  در  ترى  طولانى  مدت  به  مى دهند -  دست  از  را 
نموده و خصوصيات تمايزى خود را حفظ كنند (25-23). بنابراين در 
اين مطالعه بر آن شديم تا تاثير بستر حاوى نانو رشته هاى درهم بافته را 
بر تمايز سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از سلول هاى بنيادى مزانشيمى 

مورد مطالعه قرار دهيم.

مواد و روش ها 
جداسازى و تخليص سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان 

موش
سلول هاى بنيادى مزانشيمى مورد استفاده در اين مطالعه از 10 سر 
از  كه  گرم   20-25 وزن  با  هفته اى   4-6 حدود   NMRI نژاد  نر  موش 
انستيتو پاستور ايران خريدارى شده و در حيوان خانه پژوهشكده رويان 
تحت شرايط استاندارد (دماى 21 درجه، روشنايى و تاريكى 12 ساعته و 
دسترسى آزاد به آب و غذاى كافى) نگهدارى مى شدند، تهيه گرديد. 

پژوهشكده  اخلاق  كميته  مصوبه  اساس  بر  موش ها  روي  بر  كار 
رويان انجام مي شد.

ابتدا موش هاى نر با جابه جايى مهره هاى گردنى كشته شده و بلافاصله 
استخوان هاى ران و درشت نى آنها تحت شرايط استريل جدا شد و پس 
از جدا نمودن عضلات و بريدن اپيفيزها مغز استخوان ها در محيط كشت 
بدون   Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
استفاده  مورد  سلول هاى  همه  آنكه  براى  گرديد.  تخليه  سرم 
با  موش ها  همه  استخوان  مغز  باشند،  يكسان  آزمايشات  كليه  در 
محيط  همان  با  شست وشو  بار  يك  از  بعد  و  شده  مخلوط  يكديگر 
سرم درصد   10 حاوي   DMEM كشت  محيط  در  سلول ها  كشت، 
Fetal Bovine Serum (FBS) و 100 واحـد در ميلي ليتر پني سيلين/ 
استرپتومايسين (همگى از Gibco)، در دماي 37 درجه سانتي گراد و در 
غلظت 5 درصد دي اكسيدكربن كشت داده شدند. پس از يك روز با 
شست وشوى سلول ها توسط Phosphate Buffer Saline (PBS) و 
تعويض محيط كشت آنها، سلول هاى غيرچسبنده (سلول هاي خون ساز) 
بنيادى  سلول هاي  متوالى،  سلولى  پاساژ   4 انجام  با  و  گرديده  حذف 
سلول هاى  اين  از  سرانجام  شدند.  تكثير  و  تخليص  چسبنده  مزانشيمي 

مزانشيمى پاساژ 4 براى انجام آزمايشات بعدى استفاده گرديد.

تمايز به رده هاى مزانشيمى (چربى و استخوان)
فوق  مرحله  از  حاصل  سلول هاى  بودن  مزانشيمى  اثبات  براى 
علاوه بر تاييد مورفولوژى، نمونه هايى از آنها را در معرض محيط هاى 
ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   50 حاوى   DMEM شامل  آديپوژنيك  تمايزى 
 50 و   Dexamethasone نانومول   100  ،Ascorbic2-Phosphate
محيط  و  هفته  دو  مدت  به   Indomethacin ميلي ليتر  بر  ميكروگرم 
ميلي ليتر  بر  ميكروگرم   50 حاوى   DMEM شامل  استئوژنيك  تمايزى 
و  Dexamethasone نانومول   10  ،Ascorbic2-Phosphate

10 ميلي مول β-Glycerol Phosphate به مدت 3 هفته قرار داده (26) 
 Alizarin Red و   Oil-Red O رنگ آميزى هاى  با  ترتيب  به  سپس  و 

مورد بررسى قرار داديم. 
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تمايز  و  متفاوت  بسترهاى  روى  بر  مزانشيمى  سلول هاى  كشت 
آنها به سلول هاى شبه هپاتوسيتى

استفاده  خانه اى   6 پليت هاى  از  سلول ها  كشت  براى 
بافته  درهم  پلى آميدى  نانورشته هاى  حاوى  بسترهاى  شد. 
به  و  الكترواسپين  روش  با  كه  نانومتر   200-400 قطر  به 
بودند  شده  داده  پوشش   Cover Slip روى  بر  اتفاقى  صورت 
(Ultraweb Nanofibers, SurModics, USA) (شكل 1) در كف 
خانه ها قرار داده شد و اين خانه ها به عنوان گروه نانو مثبت و خانه هاى 
فاقد بستر نانو رشته اى به عنوان گروه نانو منفى در نظر گرفته شد. در 
ضمن براى هر گروه حداقل 20 خانه اختصاص داده شد؛ بدين صورت 
 2 (هر  مرحله  هر  در   Real Time تكرار  سه  مطالعه  براى  خانه   6 كه 
خانه در مجموع شامل حدود يك ميليون سلول بود و براى يك تكرار 
استفاده مى شد و از آنجا كه مطالعه مولكولى در 3 مرحله مختلف تمايز 
انجام شد، به 18 خانه نياز بود)، همچنين يك خانه براى ميكروسكوپ 
الكتروني ترانسميشن (TEM) و يك خانه براى  ميكروسكوپ الكتروني 
اسكنينگ (SEM) در نظر گرفته شد. خانه هاى مذبور توسط ماتريژل يك 
درصد در محيط DMEM فاقد سرم پوشانده شده و به مدت يك شب 
در انكوباتور 37 درجه انكوبه گرديدند. سپس با حذف محلول اضافى، 
در هر خانه سلول هاى مزانشيمى با تراكم 50 هزار سلول در سانتى متر 
مربع، در محيط DMEM حاوى 15 درصد سرم كشت شده و پليت ها 
در انكوباتور 37 درجه حاوى 5 درصد دى اكسيدكربن انكوبه شدند. 
نمودند (حدود  پس از آنكه سلول ها كف خانه ها را به طور كامل پر 
3 روز)، ابتدا مرحله حذف سرم و سپس روند القاي تمايز هپاتوسيتى 
با روش دومرحله اى انجام شد. براى حذف سرم سلول ها به مدت دو 
روز در DMEM حاوى 20 نانوگرم بر ميلى ليتر EGF و 10 نانوگرم بر 
 basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) ميلى ليتر 
مدت  به  سلول ها  تمايز،  القاي  اول  مرحله  در  شدند.  كشت 
ميلي ليتر بر  نانوگرم   20 حاوى   DMEM محيط  در  روز   6

ميلى ليتر  بر  نانوگرم   10  ،Hepatocyte Growth Factor (HGF)
bFGF و 61 صدم گرم بر ليتر Nicotinamide قرار گرفتند و در مرحله 
دوم القاي بلوغ سلول ها در محيط DMEM حاوى 20 نانو گرم بر ميلى ليتر

Oncostatin M، 1 ميكرومول Dexamethasone و 50 ميلى گرم بر 
ميلى ليتر Insulin Transferin Selenium (ITS) قرار گرفتند (16). 
محيط هاى كشت هر 3 روز يك بار تعويض شده و روند تمايز سلول ها 
در روز هاى 9، 18 و 36 پس از القاي تمايز با روش هاى مختلف مورد 

بررسى قرار گرفت.

شكل 1: اسكنينگ الكترون ميكروگراف بستر نانورشته اى مورد استفاده 
.(SurModics, Inc) در تحقيق حاضر

Real Time-PCR
براى مقايسه الگو و ميزان بيان ژن هاى اختصاصى كبدى سلول هاى 
شبه هپاتوسيتى مشتق از مزانشيم در گروه هاى نانو مثبت و منفى در سطح 
 7 سيتوكراتين  شامل  هپاتوسيتى  تمايز  ابتدايى  شاخص هاى   ،mRNA
(CK 7)، آلفافيتوپروتئين (AFP) و FOXa2 در روزهاى 9، 18 و 36، و 
شاخص هاى نهايى تمايز هپاتوسيتى شامل آلبومين (ALB)، فاكتور هسته اى 
هپاتوسيتى 4a (HNF4a) و سيتوكروم P450 (CYP7a1) در روزهاى 
18 و 36 بررسى شدند. براى اين منظور حدود 500 هزار تا 1 ميليون از 
سلول هاى مزانشيمى پاساژ 4، همچنين سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از 
مزانشيم گروه هاى نانو مثبت و منفى در روزهاى 9، 18 و 36 تمايز توسط 
PBS شسته و توسط TRIZOL ليز گرديدند. كل RNA سلول ها با روش
 TRIZOL استخراج شده و با استفاده از پرايمر Random Hexamer و كيت
Revert aid TM H minus First Strand cDNA Synthe-

مورد  ژن هاى  بيان  ميزان  سپس  شد.  ساخته   cDNA مكمل  رشته   sis
 ABI دستگاه  توسط  و   Power SYBR Green از  استفاده  با  نظر 
قرار  ارزيابى  مورد   2-∆∆  

CT روش  به  و   7500 Real-Time PCR
توبولين بتا  ژن  از  شد،  انجام  دوتايى  صورت  به  واكنش ها  همه  گرفت. 

(β-Tubulin) براى نرمالايز كردن سطح RNAها استفاده شده و ميزان 
بيان ژن هاى مورد نظر نسبت به مزانشيم پاساژ 4 محاسبه گرديد. در ضمن 
حاصله  نتايج  و  گرديد  تكرار  بار  سه  گروه  هر  براى  فوق  مراحل  كليه 
توسط آناليز واريانس دوطرفه و با استفاده از تست Tukey مورد ارزيابى 
قرار گرفته و p<0/05 به عنوان سطح معنى دار بودن اختلاف ها در نظر 
گرفته شد (مشخصات پرايمرهاى مورد استفاده در جدول 1 نشان داده 

شده است).

(TEM) ميكروسكوپ الكتروني ترانسميشن
براى بررسى فراساختار سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از مزانشيم 
گروه هاى نانو مثبت و منفى در روز 36 تمايز، پس از شست وشوى سلول ها 
با PBS ابتد به مدت يك شب در محلول گلوتارآلدئيد 2/5 درصد در 
PBS و سپس به مدت 2 ساعت در تتراكسيد اسميوم 1 درصد فيكس 
گرديدند. جهت آب گيرى نمونه ها از غلظت هاى رو به افزايش استن و 
براى نفوذدهى و بلوك گيرى از رزين اپوكسى آرالدايت CY212 استفاده 
شد. سپس توسط دستگاه اولتراميكروتوم Leica برش هاى فوق نازكى با 
ضخامت 70 نانومتر تهيه و بر روى گريدهاى 200 خانه اى قرار داده شد. 
برش هاى مذكور توسط رنگ هاى يورانيل استات 5 درصد و ليد سيترات 
0/5 درصد رنگ آميزى شده و توسط ميكروسكوپ الكترونى ترانسميشن 
Zeiss EM900 و تحت اختلاف پتانسيل 80 كيلوولت بررسى شده و 

ميكروگراف هاى الكترونى مورد نظر تهيه گرديد.

(SEM) ميكروسكوپ الكتروني اسكنينگ
پس از شست وشوى سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از مزانشيم گروه هاى 
نانو مثبت و منفى در روز 36 تمايز، ثبوت اوليه آنها در محلول گلوتارآلدئيد 
2/5 درصد در PBS و ثبوت ثانويه آنها در تتراكسيد اسميوم 1 درصد هر 
كدام به مدت 2 ساعت انجام شد. براى آب گيرى نمونه ها از غلظت هاى رو 
به افزايش اتانول استفاده شده و سپس نمونه ها به مدت 1 شب در هواى اتاق 
خشك شدند. پس از چسباندن نمونه ها روى استاب آلومينيومى، توسط دستگاه

Sputter Coater پوشش طلا داده شده و توسط ميكروسكوپ الكترونى 
الكترونى  ميكروگراف هاى  و  بررسى   Zeiss DSM 960A اسكنينگ 

مربوطه تهيه شد.
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يافته ها 
خصوصيات سلول هاى بنيادى مزانشيمى

روز  چند  از  پس  و  استخوان  مغز  سلول هاى  اوليه  كشت  در 
مزانشيمى  سلول هاى  كلنى هاى  غيرچسبنده،  سلول هاى  حذف  از 
شعاعى  صورت  به  و  بودند  دوكى  سلول هايى  شامل  كه  شد  مشاهده 
از مركز كلنى به اطراف كشيده مى شدند، اما همچنان ناخالصى هاى 
پاساژهاى  انجام  از  پس  بود.  مشاهده  قابل  آنها  بين  در  سلولى 
و  شده  برطرف  ناخالصى ها  اكثر  عمده  طور  به   4 پاساژ  در  سلولى، 
كه  هنگامى  و  داشتند  كشيده  و  شكل  دوكى  ظاهرى  سلول ها  همه 
مشخصه  مواج (كه  نمايى  فلاسك را پر مى كردند،  كف  80 درصد 
همچنين   .(2 A (شكل  مى دادند  نشان  را  است)  مزانشيمى  سلول هاى 
محيط  در  روز   14 مدت  به  كه  چهارمى  پاساژ  مزانشيمى  سلول هاى 

گرفته  قرار  استئوژنيك  محيط  در  روز   21 مدت  به  يا  و  آديپوژنيك 
و  يافتند  تمايز  استخوانى  و  چربى  سلول هاى  به  ترتيب  به  بودند 
تاييد  را  آنها  تمايز   Alizarin-Red و   Oil-Red O رنگ آميزى هاى 

.(2  B, C نمود (شكل 

در  هپاتوسيت  شبه  سلول هاى  به  مزانشيمى  سلول هاى  تمايز 
آزمايشگاه

در هر دو گروه نانو مثبت و منفى سه روز پس از كشت سلول هاى 
ظاهرى  و  نموده  پر  را  ظرف  كف  كامل  طور  به  سلول ها  اين  مزانشيمى، 
دوكى شكل و مواج داشتند. سلول ها همين حالت خود را تا پايان مرحله 
حذف سرم كه به عنوان روز صفر تمايز در نظر گرفته مى شد نيز حفظ 

 .(2 A, B شكل) نمودند

 real time-PCR جدول 1: پرايمرهاى مورد استفاده در
Gene bank  codeLength (bp)Annealing 

temperature (°C)
Primer
Sequence (5'»3')

Genes

NM_00826113460GTCCCAGCAGATCACCTC  GGAT-
GTACTTGGCCCACT

Hepatic nuclear 
factor 4 alpha 
(HNF4a)

NM_00965414160AGACATCCTTATTTCTATGCCC 
GACCAATGCTTTCTCCTTCAC

Albumin (Alb)

NM_01044612460GCAGACACTTCCTACTACCAA 
CTCCACTCAGCCTCTCATTT

Forkhead box A2 
(FOXa2)

NM_033073.211960TTGCTGAAGAAGGATGTGGA 
TCTGCTAACTCTGTCTCGTG

Cytokeratin 7 
(CK7) 

NM_00782413860TTTGCTAAGCACAGATTCTCC 
CCTACTTTCCTTCTCCTTATTCCA

Cytochrome P450 
(Cyp7a1)

NM_007423.415160ACA AGA GCT TCT CAT TAA CCT G 
CAA CTT TGG ACC CTC TTC TG

Alpha fetoprotein 
(AFP)

NM 01165531960GGAACATAGCCGTAAACTGC 
TCACTGTGCCTGAACTTACC

Tubulin, beta 5 
(b-Tub)

       

شكل 2. تصاوير فاز كنتراست (A) سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان موش در پاساژ 4، (B) سلول هاى 
استخوانى مشتق از مزانشيم كه با Alizarin red رنگ آميزى شده و (C) سلول هاى چربى مشتق از مزانشيم كه با 

Oil red O رنگ آميزى شده اند. 
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از  سلول ها  شكل  تغيير  بعد  به  تمايز   6 روز  از  تقريب  طور  به 
روز  در  كه  نحوى  به  مى شد.  شروع  گرد  حالت  به  كشيده  حالت 
دست  از  را  خود  بلند  و  كشيده  زوايد  سلول ها  از  بسيارى  تمايز   9
يكديگر  كنار  در  متراكم  صورتى  به  تقريبي  و  شده  گرد  داده، 
زمان  گذشت  با  مذكور  تغييرات   .(3  C, D (شكل  مى گرفتند  قرار 
طور  به  سلول ها  تمايز   18 روز  در  كه  شكلى  به  مى شد،  بيشتر 

نشان  را  وجهى  چند  ظاهرى  و  شده  متراكم  يكديگر  با  كامل 
اشكالى  با  سلول ها  تمايز   36 روز  در  و   ،(3  E, F (شكل  مى دادند 
 G, (شكل  داشتند  اپيتليوييدى  كامل  طور  به  آرايشى  وجهى  چند 
شده،  حجيم تر  قدرى  قبل  به  نسبت  سلول ها  روز  اين  در   .(3  H
واضح  هستك هاى  با  روشن  درشت  نسبت  به  هسته هاى  داراى 

داشتند.  هسته  دو  آنها  از  برخى  حتى  و  بوده، 

شكل 3: تصاوير فاز كنتراست (A, B) سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان موش كه به طور كامل سطح پليت 
و بستر نانو رشته اى را پر كرده اند، و (C-H) سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از آنها، (C, D) در روز 9، (E, F) روز 

18 و (G, H) روز 36 تمايز.
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توسط  مزانشيم  از  مشتق  هپاتوسيتى  شبه  سلول هاى  ارزيابى 
Real time-PCR

در  گروه  دو  بين  معنى دارى  اختلاف  چند  هر   ،AFP بررسى  در 
هر يك از روزهاى مورد مطالعه و هم چنين در هر گروه بين روزهاى 
روز  در   mRNA بيان  مقدار  بيشترين  اما  نشد،  مشاهده  تمايز  مختلف 
روزهاى 18  آن در  دنبال  گرديد كه به  منفى ثبت  نانو  گروه  9 و در 
و 36 كاهش بيان را نشان مى داد (در همه موارد سطح معنى دار بودن 
نانو  گروه  در  كه  حالى  در  شده).  گرفته  نظر  در   p<0/05 اختلافات 
مثبت، ميزان بيان در مراحل مختلف تمايز به طور تقريب يكسان بود 
زمان  گذشت  با  مثبت  نانو  گروه  در   CK 7 ژن  بيان   .(1  A (نمودار 
در  ژن  اين  بيان  ميزان  كه  نحوى  به  مى داد،  نشان  را  افزايشى  روند 
در  داد.  نشان  را  معنى دارى  افزايش   18 و   9 روز  به  نسبت   36 روز 
صورتى كه در گروه نانو منفى، بيان آن در روزهاى 18 و 36 تقريبا 
يكسان بوده و افزايش غيرمعنى دارى را نسبت به روز 9 نشان مى داد. 
هر  در  مثبت  و  منفى  نانو  گروه  دو  بين  تفاوت  كه  است  ذكر  به  لازم 
 FOXa2 ژن   .(1  B (نمودار  نبود  معنى دار  يكديگر  با  تمايزى  مرحله 

است،  اختصاصى تر  كبدى  سلول هاى  براى  قبلى  ژن  دو  به  نسبت  كه 
نزولى  روند   36 تا   9 روز  از  و  مثبت  و  منفى  نانو  گروه  دو  هر  در 
در  معنى دارى  كاهش  گروه  دو  هر  در  كه  طورى  به  داد؛  نشان  را 
گرديد.  مشاهده   18 و   9 روزهاى  به  نسبت   36 روز  در  ژن  اين  بيان 
معنى دار  تمايز  مختلف  مراحل  در  گروه ها  بين  تفاوت  كه  حالى  در 
افزايش  تمايز   18 و   9 روزهاى  در  مثبت  نانو  گروه  در  تنها  و  نبوده 
ميزان  بيشترين   .(1  C شد (نمودار  ديده  صفر  روز  به  نسبت  معنى دارى 
كه  گرديد،  مشاهده   18 روز  در  و  منفى  نانو  گروه  در   ALB ژن  بيان 
كه  حالى  در  داد.  نشان  را  معنى دارى  كاهش  روز 36  در  آن  دنبال  به 
در گروه نانو مثبت هرچند اختلاف معنى دارى بين روزهاى 18 و 36 
تمايز،  زمان  گذشت  با  منفى  نانو  گروه  خلاف  بر  اما  نداشت  وجود 
بيان  ميزان  مرحله،  هر  در  ضمن  در  دارد.  نشان  افزايش  بيان  ميزان 
بود  مثبت  نانو  گروه  از  بيشتر  معنى دارى  طور  به  منفى  نانو  گروه  در 
گروه  دو  هر  در  كه  چند  هر   CYP7a1 ژن  بيان  ميزان   .(1  D (نمودار 
را  كوچكى  افزايش   18 روز  به  نسبت   36 روز  در  مثبت  و  منفى  نانو 
نشان داد، و البته اين افزايش در گروه نانو منفى بيشتر به نظر مى رسيد، 
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نمودار 1: نمودارهاى بيان نسبى ژن هاى اختصاصى كبدى در طى تمايز سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از سلول هاى 
حروف  مى باشد.  مثبت  نانو  گروه  سياه  ستون هاى  و  منفى،  نانو  گروه  به  مربوط  سفيد  ستون هاى  مزانشيمى.  بنيادى 
يكسان روى نمودارها نشان دهنده عدم تفاوت معنى دار است (سطح معنى دار بودن اختلاف ها p<0/05 در نظر گرفته شده، 

محور افقى روز تمايز را نشان مى دهد، نمودارها به صورت Mean±SD رسم شده اند). 
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اما اختلاف هيچ كدام معنى دار نيست. در واقع تنها در گروه نانو منفى 
و در روز 36 افزايش معنى دار اين ژن نسبت به روز صفر مشاهده شد 
عملكرد  در  موثر  ژن هاى  از  يكى  عنوان  به   HNF4a  .(1  E (نمودار 
منفى  نانو  گروه  دو  در  را  متفاوتى  رفتار   ALB همانند  هپاتوسيت ها 
 36 روز  در  منفى  نانو  گروه  در  كه  صورت  بدين  داد.  نشان  مثبت  و 

در  كه  حالى  در  شد،  ديده   18 روز  به  نسبت  معنى دارى  غير  كاهش 
گروه نانو مثبت افزايش معنى دارى در بيان اين ژن در روز 36 نسبت 
ژن  بيان  ميزان   36 روز  در  آن  بر  علاوه  گرديد.  مشاهده   18 روز  به 
HNF4a در گروه نانو مثبت افزايش معنى دارى را نسبت به گروه نانو 

 .(1  F منفى نشان داد (نمودار

شكل 4: (A-F) ميكروگراف هاى الكترونى ترانسميشن سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز 
استخوان موش در روز 36 تمايز (A,C,E گروه نانومنفى و B, D, F گروه نانو مثبت)، و (G, H) سلول بنيادى مزانشيمى مغز 
استخوان موش براى مقايسه. همان طور كه مشاهده مى شود سلول هاى تمايز يافته داراى هسته هاى (N) درشت يوكروماتين 
 (RER) شبكه اندوپلاسميك خشن ،(M) بزرگ بوده، همچنين در سيتوپلاسم خود داراى تعداد زيادى ميتوكندرى (n) با هستك
ميكروويلى  داراى  خود  راسى  سطح  در  سلول ها  اين  مى باشند.   (c) سيتوكراتين  و   ،(G) گلژى  دستگاه هاى   ،(SER) صاف  و 
(MV) بوده و با يكديگر اتصالات سلولى (فلش ها) و به ويژه اتصال سوراخ دار (Ga) دارند. علاوه بر آن در گروه نانو مثبت 

.(Scale barrs= 1um) بين سلولى نيز مشاهده مى گردد. نوك پيكان: منافذ هسته اى (Ca) كاناليكول هاى صفراوى
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شكل 6: ميكروگراف هاى الكترونى اسكنينگ سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از سلول هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان موش در روز 
36 تمايز (A, C, E گروه نانومنفى و B, D, F گروه نانو مثبت). همان طور كه مشاهده مى شود سلول هاى تمايز يافته كاملا چند وجهى بوده 
و به صورت متراكم كنار يكديگر قرار دارند و برخى از آنها نيز دو هسته اى نيز مى باشند. (E, F) ميكروويلى هاى سطح راسى سلول ها با 

بزرگ نمايى بالاتر نشان داده شده است.

فراساختار سلول هاى شبه هپاتوسيتى مشتق از مزانشيم
گروه  دو  هر  هپاتوسيتى،  شبه  سلول هاى  فراساختار  بررسى  در 
اسكنينگ  و  ترانسميشن  الكترونى  ميكروسكوپ  با  مثبت  و  منفى  نانو 
هستك هاى  با  يوكروماتين  درشت  هسته هاى  مشاهده  توجه  قابل  نكته 
بزرگ و افزايش تعداد ارگانل هاى سيتوپلاسمى به ويژه ميتوكندرى ها، 
ژدستگاه هاى گلژى و شبكه هاى اندوپلاسميك خشن و صاف بود كه 
نسبت به سلول هاى مزانشيمى به طور كامل چشم گير بودند. در ضمن 
در سيتوپلاسم سلول هاى تمايز يافته رشته هاى سيتوكراتين و همچنين 

مشاهده  سوراخ دار  اتصال  ويژه  به  سلولى،  بين  اتصالات  سلول ها  بين 
فراوانى  ميكروويلى هاى  سلول ها  آزاد  سطح  در  همچنين  مى گرديد. 
بين  صفراوى  كاناليكول هاى  مثبت  نانو  گروه  در  نيز  و  شده  تشكيل 

سلولى مشخصى مشاهده گرديد (شكل 4 و 5).

بحث
در  بنيادى  سلول هاى  تمايز  در  كه  مى دانيم  خوبى  به  امروزه 
دو  حداقل  سلول،  ذاتى  خصوصيات  بر  علاوه  آزمايشگاهى  محيط 
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سيتوكاين ها  از:  عبارتند  كه  دارند  اساسى  نقشى  ديگر  اصلى  عامل 
مورد  در  سلولى.  برون  ماتريكس  و  تمايزى)  و  رشد  (فاكتورهاى 
روند  در  كه  آنجا  از  كه،  مى گردد  عنوان  چنين  نخست  عامل 
زمان هاى  در  موثر  فاكتورهاى  جنينى  زمان  در  طبيعى  هپاتوژنز 
سپس  و  اندودرم  تشكيل  روى  بر  ابتدا  را  خود  تاثير  متفاوتى 
گرفت  نتيجه  چنين  مى توان  مى نمايند،  اعمال  كبد  به  آن  تمايز 
روند  آزمايشگاه،  در  شرايطى  چنين  شدن  فراهم  درصورت  كه 
در  دليل  همين  به   .(19  ،16) دهد  رخ  بهترى  نحو  به  سلول ها  تمايز 
نتايج  و  موجود  تمايزى  روش هاى  انواع  بررسى  با  نيز  مطالعه  اين 
در  گرديد.  استفاده  مرحله اى  دو  تمايز  روش  از  آنها،  از  حاصل 
بر  تاثير  با   FGF و   HGF تمايز  اول  مرحله  در  روند  اين  در  واقع 
و  برده  پيش  اندودرم  تشكيل  سمت  به  را  آنها  مزانشيمى  سلول هاى 
علاوه بر آن HGF،  باعث راه اندازى مراحل ابتدايى تمايز به سمت 
استفاده  دوم  مرحله  در  همچنين   .(27 مى گردد (16،  نيز  هپاتوسيت 
OSM باعث مى گردد  ITS، دگزامتازون و به ويژه  از عواملى نظير 
سمت  به  نموده اند  آغاز  را  هپاتوسيت  به  تمايز  روند  كه  سلول هايى 

بلوغ پيش روند (28، 29). 
اما در مورد دومين عامل موثر كه همان ماتريكس برون سلولى 
و  ماتريكس  وجود  كه  است  داده  نشان  متعددى  مطالعات  است، 
سلول هاى  تمايز  در  موثرى  طور  به  آن  تركيب  نوع  همچنين 
شوارتز  راستا  همين  در   .(14  ،8) دارد  نقش  هپاتوسيت  به  بنيادى 
كه  دادند  نشان  ماتريكس ها  از  انواعى  بردن  كار  به  با  همكارانش  و 
مغز   (MAPC) ظرفيتى  چند  بالغ  پيش ساز  سلول هاى  تمايز  روند  در 
استخوان انسان، موش و موش صحرايى، استفاده از ماتريژل بهترين 
نتيجه را خواهد داشت (8). در واقع از آنجا كه ماتريژل ماتريكسى 
طبيعى  ماتريكس  در  موجود  تركيبات  اغلب  داراى  و  بوده  مركب 
كبد و به ويژه هپاران سولفات مى باشد، طبيعى است كه نقش بهترى 
 .(14) نمايد  بازى  هپاتوسيت  به  بنيادى  سلول هاى  تمايز  روند  در  را 
كبدى،   هپاتوسيت هاى  كه  مى دهد  نشان  طبيعى  كبدى  بافت  مطالعه 
ديس  فضاى  در  موجود  ماتريكس  با  و  داشته  اپيتليوييدى  آرايشى 
اين  فيزيكو-شيميايى  خصوصيات  مى رسد  نظر  به  و  ارتباط اند  در 
موثرى  نقش  آنها  فعاليت  تمايزى و  ويژگى هاى  حفظ  ماتريكس در 
داشته باشد. به ويژه كه اين ماتريكس (در كبد جنينى و بالغ) حاوى 
بوده  رتيكولر)  III (داربست  نوع  كلاژن  رشته هاى  از  ظريفى  شبكه 
حد  در  بلندى هايى  پستى  با  توپوگرافيك  بسترى  ايجاد  مى تواند  كه 
هستند (30).  هپاتوسيت ها  قاعده اى  سطح  با  تماس  در  كه  نمايد  نانو 
است  داده  نشان  نيز  آزمايشگاهى  مطالعات  برخى  ديگر،  طرف  از 
به  شوند  كشت  ساده  ظروف  در  بالغ  هپاتوسيت هاى  كه  صورتى  در 
سرعت تمايز خود را از دست داده و فعاليت هاى فيزيولوژيكى شان 
طبيعى،  ماتريكس هاى  روى  بر  آنها  كشت  با  اما  مى يابد.  كاهش 
طولانى ترى  مدت  براى  مى توان  بعدى  سه  داربست هاى  ويژه  به 
ناشى  پيام هاى  واقع  در   .(23-25) نمود  حفظ  را  فعاليتشان  و  تمايز 
(يك   Rho فعال سازى  طريق  از  ماتريكس  فيزيكى  خصوصيات  از 
سلولى  اسكلت  به   Rho kinase و  كوچك)   GTPase پروتئين 
مى اندازد.  راه  به  سلول  در  را  واكنش ها  از  آبشارى  و  شده  منتقل 
تعيين  محلول  فاكتورهاى  توسط  تنها  سلول  سرنوشت  بنابراين 
خصوصيات  بعدى،  سه  ماتريكس  به  سلول  اتصال  با  بلكه  نمى شود؛ 
طور  به  مى تواند  نيز  ماتريكس  اين  شيميايى  و  مكانيكى  فيزيكى، 
نقش  سلول  سرنوشت  تعيين  مسيرهاى  در  غيرمستقيم  يا  مستقيم 

باشد (21).  داشته 
نانورشته هاى  حاوى  بستر  بردن  كار  به  با  نيز  مطالعه  اين  در 
حالت  نظير  توپوگرافيكى  خصوصيات  ايجاد  جهت  بافته  درهم 
روند  در  مى تواند  بسترى  چنين  وجود  كه  شد  داده  نشان   ،In vivo
شبه  سلول هاى  به  استخوان  مغز  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى  تمايز 
ژن  بالاتر  بيان  مولكولى  سطح  در  واقع  در  باشد.  موثر  هپاتوسيت 
مراحل  همه  در  اوليه)  هپاتوسيت هاى  شاخص هاى  (از   FOXa2
گروه  اين  بهتر  تمايزى  روند  از  نشان  مثبت  نانو  گروه  در  تمايزى 
بيان دار  معنى  افزايش  همچنين  است.  منفى  نانو  گروه  به  نسبت 

اختصاصى  ژن هاى  از  بسيارى  كه  رونويسى  (عاملى   HNF4a
نسبت  روز 36  در  و  مثبت  نانو  گروه  در  مى كند)  فعال  را  هپاتوسيتى 
به گروه نانو منفى، و نيز روند رو به افزايش بيان ALB در گروه نانو 
همگى  منفى  نانو  گروه  در  آن  كاهش  به  رو  روند  به  نسبت  مثبت 
اين  سلول هاى  تاخير  كمى  با  شايد  البته  و  موثرتر  تمايز  از  نشان 
روز  در   ALB بيان  بيشترين  وجود  ديگر  طرفى  از  مى باشد.  گروه 
به  است  ممكن   36 روز  در  آن  كاهش  سپس  و  منفى  نانو  گروه   18
خاطر بازگشت تمايز اين سلول ها به خاطر عدم حمايت كافى توسط 
كه  ديگرى  مطالعه  در  باشد.  آنها  رشته)  نانو  (فاقد  ساده  ماتريكس 
روز   18 مدت  به  را  صحرايى  موش  استخوان  مغز  بنيادى  سلول هاى 
بيان  ميزان  بيشترين  نيز  بودند  داده  تمايز  هپاتوسيتى  شبه  سلول هاى  به 
نموده  مشاهده  را  آن  كاهش  سپس  و  تمايز   10 روز  در  را   FOXa2
بودند. آنها همچنين گزارش نمودند كه بيان ALB از روز 10 شروع 

شده و در روز 18 به بيشترين ميزان خود مى رسد (19). 
طور  به  نيز  يافته  تمايز  سلول هاى  فراساختارى  مطالعه 
دستگاه هاى  ويژه  به  سيتوپلاسمى،  ارگانل هاى  افزايش  چشم گيرى 
گلژى و شبكه هاى اندوپلاسميك صاف و خشن را در هر دو گروه 
نانو  گروه  در  تنها  را  صفراوى  كاناليكول هاى  وجود  همچنين  و 
ارگانل هايى  چنين  وجود  مولكولى  نتايج  بر  علاوه  داد.  نشان  مثبت 
اختصاصى  اعمال  همچنين  و  پروتئين ها  ترشح  و  توليد  روند  در  كه 
بودن  فعال  بر  شاهدى  مى تواند  خود  دارند،  نقش  كبدى  سلول هاى 
صفراوى  كاناليكول هاى  تشكيل  شايد  و  باشد  حاصله  سلول هاى 
باشد.  سلول ها  اين  بيشتر  فعاليت  دهنده  نشان  مثبت  نانو  گروه  در 
سلول هاى  تمايز  شد،  داده  نشان  ديگر  مطالعه  در  كه  گونه  همان 
داربست  از  استفاده  (با  بعدى  سه  كشت  محيط  در  جنينى  بنيادى 
سلول هاى  بود  شده  منجر  نيز  روز   28 مدت  به  كلاژنى)  بعدى  سه 
آن  در   .(31) دهند  نشان  را  هپاتوسيت  به  شبيه  فراساختارى  حاصله 
نموديم  مشاهده  ما  كه  ارگانل هايى  همه  تقريب  طور  به  نيز  مطالعه 

گرديد. گزارش 

نتيجه گيرى
آن  مقايسه  همچنين  و  تحقيق  اين  از  حاصل  يافته هاى  به  توجه  با 
خصوصيات  كه  مى رسد  نظر  به  شده  ارايه  بحث  و  مقالات  ساير  با 
در  موجود  بافته  هم  در  رشته هاى  نانو  از  حاصل  توپوگرافيك 
از  مشتق  هپاتوسيتى  شبه  سلول هاى  بلوغ  در  مى تواند  سلولى،  بستر 
موثرى  نقش  آزمايشگاهى  محيط  در  مزانشيمى  بنيادى  سلول هاى 
مطالعات  انجام  با  ادعا  اين  به  قطعى  پاسخ  اصل  در  باشد.  داشته 
ميزان  و  اختصاصى  پروتئين هاى  توليد  بررسى  ازجمله  ديگر  تكميلى 
با  آنها  مقايسه  و  گروه  دو  در  كبدى  اختصاصى  شاخص هاى  ترشح 

بود. خواهد  امكان پذير  يكديگر، 
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تشكر و  تقدير 
رويان  پژوهشكده  مصوب  تحقيقاتى  طرح  از  بخشى  مطالعه  اين 
را  خود  تشكر  و  تقدير  مراتب  نويسندگان  است.  دانشگاهى  جهاد 

خانم ها  همچنين  و  پژوهشكده  اين  محترم  مسئولين  مساعدت هاى  از 
حميد  و  پورنصر  بهشاد  آقايان  نيز  و  اژدرى  زهرا  و  ربانى  وحيده 

مى دارند.  ابراز  تخصصى شان  كمك هاى  خاطر  به  نظريان 
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