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  چكيده
. هاي از دست رفته بسيار مورد توجه قرار گرفته است هاي بنيادي جهت بازسازي بافت هاي اخير استفاده از سلول در سال: سابقه و هدف
اند و امكان استخراج  ها نيز مورد توجه قرارگرفته ساير بافت اما اخيراً. ترين منبع مورد استفاده مغز استخوان بوده است تاكنون شايع

هدف از انجام اين مطالعه بررسي امكان به . اند قرار گرفتهبررسي مورد ها  هاي اين سلول ها و نيز ويژگي بنيادي از اين بافتهاي  سلول
  .بودها  هاي اين سلول هاي بنيادي از بافت نرم دهاني و بررسي ويژگي دست آوردن سلول

در . و بافت همبند دهاني سگ، تحت بيهوشي عمومي انجام شد گيري از مغز استخوان نمونهدر مطالعة تجربي حاضر،  :مواد و روشها
جدا شدند و براي به دست آوردن  هاي بنيادي از مغز استخوان سگ ، سلولطبق پروتكل پيشنهاد شده در مطالعات پيشين، آزمايشگاه

هاي خود  از دو بافت، از نظر ويژگي هاي به دست آمده سپس سلول. هاي بافت همبند نيز تغييراتي جزئي در همان پروتكل ايجاد شد سلول
  .با هم مقايسه شدند

سازي نيز  از نظر ويژگي كلوني. نماي مورفولوژيك مشابهي داشتند ،هاي به دست آمده از مغز استخوان و بافت همبند سلول :ها يافته
رعت دو برابر شدن جمعيت سلولي نيز در س. هاي بافت همبند تعداد كلوني بيشتري تشكيل داده بودند اگرچه سلول. كمابيش مشابه بودند

  .مشابه بود و هر دو نوع سلول در محيط تمايزي به استئوبلاست تمايز يافتند دو نوع سلول بررسي شده نسبتاً
از جمله . هاي بنيادي بودند هاي خاص سلول هاي به دست آمده از بافت همبند دهاني  در اين مطالعه داراي ويژگي سلول :گيري نتيجه

 .خصوصيات مورفولوژيك، ويژگي خود تجديد شوندگي، سرعت بالاي تكثير، قدرت تمايز

  جداسازي، هاي بنيادي سلول، دهان بافت همبند :كليد  واژگان
  20/11/1389 :تاريخ تأييد مقاله    9/11/1389: تاريخ اصلاح نهايي  23/4/1389: تاريخ دريافت مقاله

  29-35 ،1390بهار ، 1، شماره 29مجله دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي، دوره 
  

  مقدمه
بـالايي  كه داراي قابليت رشد ) stem cells( هاي بنيادي سلول
 .هاي تمايزي بـالقوه و بالفعـل فراوانـي دارنـد     پتانسيل، بوده

به . يكي از موضوعات به روز علوم زيستي و پزشكي هستند
ــلول   ــيع س ــاربرد وس ــاظ ك ــات    لح ــادي در مطالع ــاي بني ه

ــت ــويني،  زيس ــي تك ــد  شناس ــب پيون ــعه   ،ط ــق و توس تحقي
مطالعـــات ژنتيكـــي و توليـــد موجـــودات بـــا  ،داروســـازي

ير يافته ژنتيكي، لازم است اطلاعات خـود را  خصوصيات تغي
هــا افــزايش داده، جداســازي و تخلــيص  دربــاره ايــن ســلول

  . ها با دقت بيشتري انجام گيرد سلول
هاي بنيـادي اولـين بـار بـا دو ويژگـي عمـده تعريـف         سلول
بنيـادي دختـر بـا    هـاي   توليـد سـلول  ( خودتجديـدي : اند شده

بـه يـك و يـا چنـدين      و توانائي تمايز) هاي مشخص پتانسيل
كـه پتانسـيل   ) MSC(هـاي بنيـادي مزانشـيمي     سلول ).1(رده

هــا،  هــا، آديپوســيت هــا، استئوبلاســت تمــايز بــه كندروســيت
هاي ديگر با  ها، استروماي مغز استخوان و بافت فيبروبلاست

هاي متعـددي در سراسـر    در بافت ،منشأ مزانشيمي را دارند
توانـايي توليـد انـواع سـلول      ،بدن موجود زنده مستقر شـده 

هـا   هـايي از ايـن بافـت    مثال. ها را دارند خاص براي اين بافت
شامل بافت چربي، پريوستئوم، پـرده يـا غشـاي سـينوويال،     

  باشـد  ها، خـون و مغـز اسـتخوان مـي     سيت عضله، درم، پري
)3، 2 .(  

هاي بنيادي  هدف از انجام اين مطالعه، به دست آوردن سلول
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روشي كـه نيـاز بـه از دسـت رفـتن      . ر بودت آسانبه روشي 
ايجاد مشكلات خـاص   بافت مورد نظر يا وارد آمدن تروما و

استفاده از بافت نرم دهـاني كـه   به همين دليل، . نداشته باشد
اولاً در همه افراد امكان دستيابي بـه آن وجـود دارد و ثانيـاً    
ترميم ناحية جراحي با مشكلات بسيار كمتري همراه است و 

بـا عنايـت بـه اينكـه     (لثاً حاوي عروق خوني فـراوان اسـت   ثا
) هاي بنيـادي اغلـب در اطـراف عـروق حضـور دارنـد       سلول

  .مورد توجه قرار گرفت
  

  مواد و روشها
هـاي   بـه منظـور اسـتخراج سـلول    در مطالعة تجربي حاضر، 

بنيادي مغز استخوان و بافت نرم، در ايـن مطالعـه از نمونـه     
 نمونه مورد نظر سگ بالغ و سـالم بـود  . حيواني استفاده شد

برداري از مغـز اسـتخوان و    كه تحت بيهوشي عمومي، نمونه
متـر از بافـت همبنـد     ميلـي  5×4ابعـاد  بـه  (بافت نـرم دهـاني   

subepithelial ًهـاي   شبيه گرفـت  كام در ناحيه مولرها، دقيقا
  . انجام شد) معمول

ز كرسـت  اليتـر   ميلـي  10ابتدا نمونه مغز استخوان بـا حجـم   
حجـم از محلـول    انبـا هم ـ  اين نمونه . ايلياك حيوان تهيه شد

PBS نمونه رقيق شده روي فايكل بـرده   ،سپس. رقيق گرديد
در . سـانتريفوژ شـد   g400دقيقـه بـا دور    20به مـدت  ، شده

اي از روي فايكــل  هــاي تــك هســته لايــه ســلول ،مرحلــه بعــد
به ايـن  . شستشو داده شدند PBSبا محلول ، آوري شده جمع
 FBSحـاوي   DMEMمحـيط كشـت    ،اي هسته هاي تك سلول

اضافه و سوسپانسيون سـلولي توليـد شـده بـه داخـل      % 10
هـاي   سـاعت، سـلول   24پـس از گذشـت   . فلاسك ريخته شـد 

هاي چسبنده، محيط كشـت   به سلول ،غيرچسبنده حذف شده
يط جديد اضافه گرديد و پس از آن هر سه روز يك بـار مح ـ 

  .كشت تعويض شد
پس از افزودن . بافت نرم به قطعات كوچكي تبديل شد ،سپس

دقيقه در داخل انكوباتور يا  45، بافت به مدت Iآنزيم كلاژناز 
شسـته   PBSهـا بـا    سلول ،سپس. قرار داده شد C37°دماي 
بـه آن اضـافه   % FBS 10حـاوي   DMEMمحيط كشت ، شده
كشـت ريختـه   سوسپانسيون سلولي بـه داخـل فلاسـك    . شد
هـاي غيـر چسـبنده     سـاعت، سـلول   24 شـت پس از گذ، شده

هاي چسـبنده، محـيط كشـت جديـد اضـافه       حذف و به سلول
  .هر سه روز يكبار محيط كشت تعويض شد ،سپس. گرديد

سـطح ديـش   درصـد   90-80هاي چسبنده  پس از اينكه سلول
ــا   ــار ب ــاندند، دو ب ــا   PBSرا پوش شستشــو داده شــدند و ب

ــول  ــتفاده از محل ــد  Trypsin-EDTA 25 اس ــطح درص از س
هـاي پلـي اسـتيرن كشـت      در محيط فلاسـك ، كشت جدا شده

كه محيطـي اشـباع    ها تكثير شدند تا زماني سلول. داده شدند
  .از سلول كه رشد آنها متوقف شده بود، ايجاد گرديد

مده از مغـز  هاي به دست آ پس از پاساژ، سرعت تكثير سلول
استخوان و بافت نرم دهاني، با محاسبه زمان لازم بـراي دو  

 (population doubling time)هـا   برابر شدن جمعيت سـلول 
  .بررسي شد

 DMEMهـا در محـيط    به منظور تمـايز اسـتئوژنيك، سـلول   
مول  ميلي 10مول دگزامتازون،  10-7،  درصد FBS10حاوي 

فسـفات   يك اسـيد بـي  اسكورب μg/ml50بتاگليسرو فسفات و 
 Alizarin Reedآميزي روز رنگ 21قرار داده شدند و پس از 

  .تمايز به استئوبلاست مورد بررسي قرار گرفت، انجام شده
حاوي  DMEMها در محيط  جهت تمايز به آديپوسيت، سلول

FBS 10 مــــول  ميلــــي 5/0، درصــــدIBMX  ،7-10  مــــول
ــازون،  ــولين و  60دگزامتـ ــانومول انسـ ــي 2/0نـ ــول  ميلـ مـ

بـا اسـتفاده از    ،روز 31ايندومتاسين قرار گرفتنـد و پـس از   
  .ها مورد بررسي قرار گرفت تمايز سلول oil redآميزي  رنگ

عـدد   100 هاي سلولي تشكيل شـده،  به منظور بررسي كلوني
محـيط  ، متـري ريختـه شـده    سـانتي  10سلول در پتري ديش 

DMEM  حاويFBS 10  محـيط  . بـه آن افـزوده شـد   درصد
 روز 14پـس از   ،دهش ـبـار تعـويض    هر سه روز يـك  كشت
. آميـزي شـدند   آميـزي هماتوكسـيلين رنـگ    ها با رنـگ  كلوني

ايـن تسـت بـراي هـر دو     (ها شمارش شد  سپس تعداد كلوني
  .)بار تكرار شد 3ها،  گروه سلول

ــتئوژنيك بررســي ژن   5 ــايز اس ــاز تم ــس از آغ ــاي  روز پ ه
GAPDH ،TBP ،ALP ،Osteocalcim  توســطRT-PCR  ــر ب

سـازي   مراحـل كـار شـامل آمـاده    . ها انجام شـد  روي سلول
RNA نشر ،DNA  و سپسRT-PCR  جزئيـات دماهـا،   . بـود
انجـام   real- time PCRهـاي واكـنش    ها و تعداد سيكل زمان

  .آمده است 1شده در جدول 
  

  ها يافته
هاي بنيادي چنـد ظرفيتـي از    در اين مطالعه جمعيتي از سلول

هـر  . استخوان و بافت نرم دهان سگ به دست آمدبافت مغز 
بـدين صـورت   . ها ظاهري مشابه داشـتند  گروه اين سلول دو

نمـايي شـبيه فيبروبلاسـت    ، شكل و چسـبنده بـوده   كه دوكي
هـا را   ايـن سـلول   1شكل . به كف پليت چسبيده بودنده، داشت

  .  دهد پس از پاساژ دوم نشان مي
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انجام شد، حضور  21كه در روز  Alizarin Redآميزي  رنگ
هاي كشت هر دو نوع سلول كه  رسوبات كلسيفيه در محيط

باشد را نشان  ها به استئوبلاست مي دهنده تمايز سلول نشان
رسوبات مشاهده شده در ساختارهاي  2شكل . داد

اند،  آميزي شده رنگ Red Alizarinهاي استخواني كه با  ندول
  .   دهد را نشان مي

  
  هاي واكنش ها و تعداد سيكل دماها، زمان - 1جدول 

 real – time PCR 
  تعداد  دما  زمان  سيكل  عمل

Initial denaturation1  3 دقيقه  °c94  1  
Cycle denaturation  

°35  
  c94°  ثانيه 30

2  Primer annealing  45 ثانيه  °c60  
Extention  45 ثانيه  °c72  
Substrate clearance  1  7 دقيقه  °c72  3  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
a 

  
  
  
  
  
  
  
  

b 
هاي مغز  سلول a:ها پس از پاساژ دوم   سلول -1شكل 

  هاي بافت همبند سلول: bاستخوان 
  

 31ها بـه آديپوسـيت، در روز    به منظور بررسي تمايز سلول
نتايج به دست آمده از اين . انجام شد Oil Redآميزي با  رنگ

هيچگونـه  ، بـوده ها، منفـي   آميزي در هر دو گروه سلول رنگ
  . اي مشاهده نشد سلول تمايز يافته

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

a  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  

  

b 
  

هاي  رسوبات مشاهده شده در ساختارهاي ندول - 2شكل 
محيط : aاند  آميزي شده رنگ Red Alizarinاستخواني كه با 

هاي  محيط كشت سلول:  bهاي مغز استخوان كشت سلول
  بافت نرم

  
ها با هماتوكسيلين و سپس شـمارش   آميزي كلوني نتايج رنگ

هـا، نسـبت بـه سـطح      آنها نشان داد كه متوسط تعداد كلوني
ــلول  ــروه س ــت در گ ــرم   پلي ــت ن ــاي باف ــروه % 36ه و در گ

هـاي   بدين معنا كه كلـوني . بود% 29هاي مغز استخوان  سلول
هاي مغز استخوان و حتـي   هاي بافت نرم در حد كلوني سلول

  . پوشانده بودند بيشتر ار آن، سطح پليت را
كــه بــا  (PDT)نتــايج تســت زمــان دو برابــر شــدن جمعيــت 

محاسبة زمان دو برابر شـدن جمعيـت سـلولي، بـه بررسـي      
د كـه سـرعت   اد پـردازد نشـان مـي    ها مـي  ميزان تكثير سلول

هـاي بافـت    هاي مغز اسـتخوان بيشـتر از سـلول    تكثير سلول
ي هـا  زمان محاسبه شده براي دو برابـر شـدن سـلول   . است
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سـاعت   24هاي مغـز اسـتخوان    ساعت و سلول 30بافت نرم 
  .بود

 ALPو  GAPDH ،TBP ،osteocolcin هاي نتايج بررسي ژن
هاي مغز استخوان و بافت نرم تمايز داده شـده در   در سلول

هايي هستند  ژن TBP, GAPDH. اند نشان داده شده 2جدول 
آنها، ها حضور دارند و نتايج مثبت حضور  كه در همه سلول

  .تأييدي بر صحت نتايج به دست آمده است
دهند  باشند كه نشان مي انجام شده مي PCRتصاوير  3شكل 

هــاي مشــتق از مغــز اســتخوان  ژن استئوكلســين در ســلول
هاي به دست آمده از بافت نرم فاقـد   موجود بوده ولي سلول

از ژن آلكالين فسفاتاز در هر دو نوع  ،در ضمن. باشند آن مي
هاي به دسـت آمـده از    ا موجود بود، اگرچه در سلوله سلول

  .مغز استخوان به ميزان بيشتري حضور داشت
  

و  ALP, osteocalcin, TBP هاي نتايج بررسي ژن - 2جدول 
GAPDH  هاي مغز استخوان و بافت همبند دهان در سلول  

 PRIMER  B.M S.T  SIZE 

OD 

Total RNA 1/65 2/69 μg/μl 
280/260 81/1 82/1  

260 628/1 730/1  
1 D.GAPDH ++ ++ 113
2 D.TBP +   + 109
3 D.Osteocalcin +   - 135
4 D.ALP ++   + 162

  
  بحث

ــروزه اســتفاده از ســلول  ــادي جهــت بازســازي   ام هــاي بني
به همين . باشد ميهاي از دست رفته بسيار مورد توجه  بافت

انـد كـه هـدف آنهـا      مطالعات متعددي انجام شـده دليل، اخيراً 
هاي دهاني و اسـتفاده از   هاي بنيادي از بافت استخراج سلول

هـاي دهـاني از دسـت رفتـه      ها در بازسازي بافـت  اين سلول
نتايج به دست آمده از اين مطالعات نشان داد كـه  . بوده است

هـاي دهـاني ماننـد     هاي بنيادي از بافت امكان استخراج سلول
هـا و   پريودنتـال ليگامنـت دنـدان   پالپ دندان شيري و دائمي، 

ــدان ــول دن ــود دارد  فوليك ــه وج ــاي نهفت  ،در ضــمن). 4-8(ه
هـا   ها و نيز ساير بافـت  هاي به دست آمده از اين بافت سلول

در بازسـازي  ) باشـد  ترين آنها مغز استخوان مـي  كه معمول(
هــايي ماننــد  هــاي اســتخواني مختلــف، و در جراحــي ديفكــت

مـورد  ) هـا  وان بـا ايـن سـلول   به كمك تشكيل استخ(سينوس 

  ). 9(اند استفاده قرار گرفته
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

a  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  

  
b 

  
، GAPDHهاي  براي ژن Real Time-PCRنتايج  a: -3شكل 

TBP  وOsteocalcin .b : نتايجReal Time-PCR  براي  
  ALPژن 

  
هاي بنيادي  هدف از انجام اين مطالعه، به دست آوردن سلول

بـه از دسـت    ينيـاز در آن روشي كـه  . بودآسان به روشي 
ايجـاد مشـكلات    رفتن بافت مورد نظر يا وارد آمدن تروما و

هاي بنيادي از منابع  از آنجا كه استخراج سلول. باشدخاص ن
و با توجه بـه  هاست  مستلزم كشيدن دندان ،دنداني ذكر شده

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir
www.SID.ir


 هاي بنيادي مغز استخوان  هاي بنيادي از بافت نرم و مقايسه آن با سلول امكان استحصال سلول/ 33
 

 1390، بهار 1، شماره 29دوره  مجله دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،

افراد وجـود نـدارد و   هاي سالم در  امكان كشيدن دنداناينكه 
، هاي نهفته نيز ممكن است در همه وجود نداشته باشند دندان

ها از بافت مغز  مراحل استخراج سلول، به علت اينكه همچنين
ــكلات    ــا مش ــواره ب ــتخوان هم ــياري اس ــه درد و بس از جمل

باشـد، اسـتفاده از بافـت نـرم      ميهمراه ناراحتي شديد بيمار 
امكان دستيابي به آن در همة . مورد توجه قرار گرفتدهاني 

افراد، همچنين، مشكلات كمتر هنگام ترميم ناحيـة جراحـي و   
هـاي بنيـادي در    وجود عروق خوني فراوان و حضور سلول

  .باشند اطراف اين عروق از مزاياي بافت نرم دهاني مي
با توجه به اين نكات تصميم بر آن شد تـا بافـت همبنـد كـام     

هـاي گرفـت لثـه نيـز بـه       راحـي همان ناحيه كه در ج(حيوان 
جهت استخراج سـلول  ) شود استفاده مي donorعنوان ناحيه 

  . بنيادي مورد بررسي قرار گيرد
شستشـو، قطعـه    :مراحل مختلـف كشـت سـلولي عبارتنـد از    

 هـاي آن و يـا همـان    قطعه كـردن بافـت و جداسـازي سـلول    
dissection  وdigestion  يـا بـه   هـا و  كه با استفاده از آنـزيم 

هـاي   ، جداسـازي سـلول  )گيـرد  صورت مكانيكي صورت مـي 
د نظر بر اساس گراديان تراكمـي، شستشـو و كشـت در    رمو

جهــت . هــاي پلاســتيكي و در محــيط و دمــاي مناســب پليــت
هاي مختلف تغيير جزئي در ايـن   هاي بافت دستيابي به سلول
  . مراحل لازم است

ي هـا  در حال حاضر با ايجـاد تغييـرات ذكـر شـده، پروتكـل     
هاي بنيادي از منـاطق مختلـف    متفاوتي براي استخراج سلول

اي بـر   اما تاكنون مطالعـه . اند بدن انسان و حيوان مطرح شده
نشـده  انجـام  ها از بافت همبند دهـاني   روي جداسازي سلول

صـورت  روي حيـوان  ، مطالعـة حاضـر   به همين علـت . است
در تغييراتـي  بـا ايجـاد   ا روش آزمـون و خطـا و   پذيرفته و ب

هاي موجود، روش صحيح جداسـازي سـلول از ايـن     پروتكل
  .مدبافت بدست آ

، اثر پروتكـل مـورد   )2006(و همكاران   Lindolfoدر مطالعه
هاي بنيادي مغز استخوان مـوش در   استفاده در كشت سلول

هـا مـورد    هـاي بنيـادي از سـاير بافـت     توانايي كشت سـلول 
كـه بـا ايجـاد     گيـري نمودنـد   آنها نتيجـه . بررسي قرار گرفت

ــتفاده جهــت       ــورد اس ــيار جزئــي در روش م ــرات بس تغيي
توان  هاي بنيادي مغز استخوان، مي جداسازي و كشت سلول

ها نيز به دست  هاي بنيادي مزانشيمال را از ساير بافت سلول
اي كه در حين انجام اين مطالعه روشن  در واقع مسئله. آورد

ل در تمـامي  هـاي بنيـادي مزانشـيما    شد اين بـود كـه سـلول   
حضور ) بدون توجه به منشا جنيني آنها(ها  ها  و ارگان بافت

هاي به دست آمده خصوصيات مورفولوژيـك   سلول. داشتند
مشابهي داشتند، از نظر ماركرهاي سطحي نيز تا حد زيـادي  
مشابه بودند اما توانايي متفاوتي در تمايز بـه انـواع مختلـف    

  ).10(ها داشتند بافت
آمــده در اثــر پروتكــل اجرايــي، نمــايي   هــاي بدســت ســلول

هـاي بنيـادي    فيبروبلاست ماننـد داشـتند، كـه مشـابه سـلول     
استخراج شده، از مغز استخوان بوده و همانند آنها بـه كـف   

به منظور اطمينان از بنيادي بـودن ايـن   . پليت چسبيده بودند
هـايي آنهـا بـا     مقايسـه برخـي از ويژگـي   نسبت به ها،  سلول
  .اقدام شددي مغز استخوان هاي بنيا سلول

يكـي از  گرديـد،  همانطور كه قبلاً هم در قسـمت مقدمـه ذكـر    
هاي بنيـادي خاصـيت خـود تجديـد      هاي اصلي سلول ويژگي

هـا مـدام    بدين معنا كه اين سلول. ها است شوندگي اين سلول
در ايـن مطالعـه بـا    . دهند تشكيل ميهايي  تكثير شده و كلوني

ــايي   colony forming assayاســتفاده از  ــه بررســي توان ب
هـاي تشـكيل شـده     كلوني ،سپس. ه شدتشكيل كلوني پرداخت

در هـر دو گـروه   . شـدند نسبت بـه مسـاحت پليـت محاسـبه     
هـاي بـه    هاي بنيـادي مغـز اسـتخوان و سـلول     سلول(سلول 

هـا تشـكيل شـدند و     كلوني) دست آمده از بافت همبند دهاني
هاي بافـت   ت حاوي سلولها تشكيل شده در پلي نسبت كلوني

هـاي مغـز اسـتخوان     هـاي سـلول   همبند كمي بيشتر از كلوني
  . بود

هاي بدست آمده از بافت همبند، توانايي خـود   سلول ،بنابراين
ايـن ويژگـي آنهـا كمـي بـارزتر از      ، تجديد شـوندگي داشـته  

  .هاي بنيادي مغز استخوان بود سلول
Digirolamo  ــاي  1999در ســال ــه توان ــر نشــان داد ك ي تكثي

 colony- Formingها در محيط كشـت بـا اسـتفاده از     سلول

assay ها بـا تعـداد كـم وارد پليـت شـوند، بـه        و وقتي سلول
و ) 2004( Seoدر مطالعــه ). 11(خــوبي قابــل بررســي اســت

Nagatomo )2006 (     بــه بررســي ويژگــي تشــكيل كلــوني
پرداخته شده اسـت   PDLهاي بنيادي به دست آمده از  سلول
هـاي   را با سـلول  PDLهاي  دوي آنها اين ويژگي سلول و هر

و   Gronthos.)12 ،13(اند بنيادي مغز استخوان مقايسه نموده
هـاي   سـازي سـلول   ، به بررسـي كلـوني  نيز )2002(همكاران 

گيـري نمودنـد كـه ايـن      بنيادي پالپ انسان پرداختند و نتيجه
  ).14(قوي نيستچندان ها  ويژگي در اين سلول

هاي بنيادي، سرعت بالاي تكثيـر   خواص ديگر سلولاز جمله 
ها در زمـان كمـي رخ    بدين معنا كه تكثير اين سلول. آنهاست

با مقايسه زمان لازم براي دو برابـر شـدن جمعيـت    . دهد مي
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 34/و همكاران زبان  پرويز تركدكتر 
 

 1390، بهار 1، شماره 29دوره  دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،مجله 

نتـايج حاصـل   اقـدام شـدت و   سلولي به بررسي اين ويژگـي  
هاي به دست آمده از بافـت همبنـد نيـز     كه سلول ندنشان داد
ســاعت جمعيــت  30در مــدت ه، تكثيــر بــالايي داشــتســرعت 

هـاي   اگرچه سـرعت تكثيـر سـلول   . سلولي آنها دو برابر شد
 24زمان دو برابـر شـدن   (بنيادي مغز استخوان كمي بيشتر 

هاي  مطالعات مختلف زمان دو برابر شدن سلول. بود) ساعت
بنيادي با منشأ متفـاوت را بررسـي كـرده و اعـداد مختلفـي      

هاي بنيادي  در سلول ،به عنوان مثال. اند ش شدهتاكنون گزار
يعني كمـي بيشـتر از    ،ساعت است 36جنين انسان اين زمان 

هاي بافت نرم دهـاني   آنچه كه در مطالعه حاضر براي سلول
و  Miuraدر مطالعــه  ). 15(اســت  گرديــده ســگ محاســبه   

هاي بـه دسـت آمـده از پالـپ دنـدان       ، سلول)2003( همكاران
هاي بنيـادي مغـز اسـتخوان و پالـپ      سلول شيري، نسبت به

  ). 16(دندان دائمي سرعت تكثير بالاتري داشتند
هـاي بنيـادي، چنـد     هـاي سـلول   از آنجا كـه از ديگـر ويژگـي   

هـاي مختلـف    يعني قابليت تمـايز بـه رده  (ظرفيتي بودن آنها 
تــا توانــايي تمــايز ايــن اســت، تصــميم بــر آن شــد ) ســلولي
هـاي بنيـادي    آديپوسيت با سلولها به استئوبلاست و  سلول

  .گرددبه دست آمده از مغز استخوان مقايسه 
 Alizarinآميـزي  ابتدا با رنـگ  ،بررسي تمايز به استئوبلاست

Red تمـايز انجـام    21آميزي كـه در روز   اين رنگ. انجام شد
هـاي كشـت    نشان داد كه رسـوبات كلسـيفيه در محـيط    ،شد

. حضـور داشـتند   هـاي بافـت همبنـد و مغـز اسـتخوان      سلول
هــا بــه  بــه منظــور اطمينــان از تبــديل شــدن ســلول  ،ســپس

 Real Timeاستئوبلاست، بروز برخي از ژنها با اسـتفاده از  

PCR هاي مورد  ژن. ها مورد بررسي قرار گرفت روي سلول
و  GAPDH ،TBP ،Osteocalcin :بررســي عبــارت بودنــد از

ALP .بند و علت يا ها بروز مي دو ژن اول بر روي همه سلول
  . بود PCRاستفاده از آنها اطمينان از صحت مراحل 

 3، ژنــي اســت كــه توليــد آنــزيم گليســرآلدئيد  GAPDHژن 
ايـن آنـزيم كاتـاليزور    . نمايد فسفات دهيدروژناز را تنظيم مي

مهـار آپوپتـوزيز نقـش    و  و در توليـد انـرژي   گليكوليز است
هـا   افـت به ميزان زيادي در اغلب ب  GAPDHژن . مهمي دارد
 loading controlشود و اغلب بـه عنـوان    ها بارز مي و سلول

  .گردد استفاده مي RT-PCRدر 
ــذاري  TBP ،(TBP) TATA binding proteinژن  را كدگ
ــي ــي  م ــي از پل ــد و يك ــات    كن ــه عملي ــه ب ــدهايي اســت ك پپتي

transcription  ــط ــراز  RNAتوس ــي  IIپليم ــك م ــد كم  .نماي
غيركلاژنـي مـاتريكس خـارج    استئوكلسين جـزء پـروتئين و   

هـا   سلولي استخوان است كه انحصاراً توسـط استئوبلاسـت  
ــي  ــح مــ ــد و ترشــ ــانه توليــ ــود و نشــ ــايز  شــ اي از تمــ

ايــن پــروتئين نقــش مثبتــي در كنتــرل . هاســت استئوبلاســت
nucleation هاي  كريستالHA دارد.  

ALP  و  هآنزيمي است كه محصول فعاليت استئوبلاست بـود
ژن . باشـد  دهندة تشكيل فعال استخوان مـي  افزايش آن نشان

ALP نمايد توليد اين آنزيم را تنظيم مي.  
هــاي مشــتق از مغــز اســتخوان  ژن استئوكلســين در ســلول

هاي به دست آمده از بافت نرم فاقـد   موجود بوده ولي سلول
هـا   سلولاز اما ژن آلكالين فسفاتاز در هر دو نوع . آن بودند

هـاي بـه دسـت آمـده از مغـز       موجود بود، اگرچه در سـلول 
  .استخوان به ميزان بيشتري حضور داشت

 31هـا بـه آديپوسـيت در روز     به منظور بررسي تمايز سلول
امـا نتيجـه ايـن    . استفاده شـد  Oil Rodآميزي  تمايز، از رنگ

بدين معنا كـه  . ها منفي بود آميزي در هر دو گروه سلول رنگ
نيز كه با پروتكـل  هاي به دست آمده از مغز استخوان  سلول

هاي بنيادي به دسـت آمـده    اثبات شده جهت استخراج سلول
هـاي بنيـادي را دارا بودنـد،     هاي سلول بودند و ساير ويژگي

هايي كه  ازآنجا كه محيط. نتوانستند به آديپوسيت تمايز يابند
شـوند، در دوز   در مطالعات مختلف جهت تمايز اسـتفاده مـي  

ه هاي جزئي هستند، ب ـ تفاوت دارايمواد و مدت مصرف آنها 
رسد پروتكل استفاده شده در ايـن مطالعـه بـر روي     نظر مي
شـود   به همين جهت پيشنهاد مي. هاي سگ مؤثر نيست سلول

هـا   ها بر روي اين سـلول  در مطالعات بعدي اثر ساير پروتكل
  .مورد بررسي قرار گيرد

Lindolfo هــاي بنيــادي  ، حضــور ســلول)2006( و همكــاران
هـا در   ها را به حضور ايـن سـلول   يمي در تمامي بافتمزانش

كردنـد كـه ايـن    مطرح  آنها. اطراف عروق خوني نسبت دادند
شـته،  عـروق حضـور دا    basement membraneهـا در  سلول
بـالغ تبـديل    هـاي پروژنيتـور و   يند تمـايز بـه سـلول   آطي فر
در صــورتي كــه آســيبي بــه بافــت وارد شــود،  . شــوند مــي

ن اينكـه بـه پروژنيتورهـا    ومزانشـيمي بـد  هاي بنيادي  سلول
  .شوند به داخل بافت وارد مي ،تبديل شوند

  
  گيري نتيجه

هاي بافت همبند دهان سگ كشـت داده   سلول ،در اين مطالعه
هـاي خـود تجديـد     ژگـي  با توجـه بـه مورفولـوژي، وي   . شدند

شـــوندگي، ســـرعت بـــالاي تكثيـــر و توانـــايي تمـــايز بـــه 
هـاي بنيـادي مغـز اسـتخوان سـگ       استئوبلاست كه با سلول
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 1390، بهار 1، شماره 29دوره  مجله دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،

البته در انتها  .باشند ها بنيادي مي بود، اين سلولقابل مقايسه 
هــاي  شــود در ادامــه ايــن تحقيــق، تســت     پيشــنهاد مــي 

هـاي   فلوسيتومتري جهت بررسي ماركرهاي سـطحي سـلول  

 .بافت همبند انجام گردد
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