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چكيده
ــازي سلول هاي مزانشيمي موش با دو روش كشت با تراكم زياد و كم سلولي و مطالعه  ــت و جدا س هدف: هدف مطالعه حاضر كش

تاثير آن بر مورفولوژي ، تمايز و بيان برخي ماركر هاي سطحي در سلول هاي حاصل است.
مواد و روش ها: سلول هاي مغز استخوان موش هاي Balb/c با متوسط سن 8-6 هفته ، با تراكم 106×2/5 سلول در سانتيمتر 
ــد. كشت اوليه تريپسينه شد و دو سيستم كشت با تراكم كم(50 سلول در سانتيمتر مربع) و تراكم زياد(104×8 سلول  ــت ش مربع كش
ــلول هاي پاساژ 3 حاصل از دو سيستم كشت ، از لحاظ مورفولوژي، تمايز به استخوان و  ــانتيمتر مربع) ايجاد گرديد.در انتها، س در س
 ،CD34 ،CD11b ،CD45 ،Thy1,2 ،CD31 ،CD44 ،CD135  ــر ــطحي نظي چربي و همچنين از نظر بيان برخي ماركرس

Sca ،Vcam1-1و c-Kit مقايسه گرديدند. 
يافته ها: در سيستم كشت با تراكم كم ، بر خلاف سيستم كشت با تراكم زياد، كلون زايي اتفاق افتاد و اغلب سلول ها مورفولوژي 
فيبروبلاستي داشتند. نتايج تمايز نشان داد كه در صد بيشتري از سلول هاي حاصل از روش كشت با تراكم كم، در مقايسه با روش 
ــاز و آندوتليال نظير CD31 ، CD34 ، CD135 و  ــتخوان و چربي تمايز يافته اند. ماركر هاي خونس ــت با تراكم زياد ، به اس كش
Vcam در سلول هاي حاصل از روش كشت با تراكم كم اصلا بيان نشد و آنتي ژن Thy 1,2 در سيستم كشت با تراكم زياد بيان 

نشد.اين تفاوت ها از لحاظ آماري معني دار بود.
نتيجه گيري: روي هم رفته مي توان گفت جدا سازي و تكثير سلول هاي بنيادي مزانشيمي با سيستم كشت با تراكم كم  روش 

مناسبي براي تخليص سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش محسوب مي شود. 
واژه هاى كليدى: سلول بنيادي مزانشيمي موشي، تراكم سلولي ، تمايز ، آنتي ژن سطحي.

جدا سازي و تكثيرسلول هاي بنيادي مزانشيمي موشي : تاثير تراكم سلولي بر 
مرفولوژي ، تمايز و بيان ماركر هاي سطح سلولي

M.Sc *صمد ندري ،Ph.D " محمدرضا باغبان اسلامي نژاد

دريافت:86/11/10     پذيرش: 87/1/20
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مقدمه
ــلولهاي  بنيادي  مزانشيمي ، سلولهاي  چند تواني هستند كه  توانايي  س
ــيت   ــيت ، كندروس ــز به  دودمانهاي  بافت  همبند از جمله آديپوس تماي
ــلولها قادرند براي مدت طولاني  ــند. اين  س ــيت  را دارا باش واستئوس
ــته و در عين حال توانايي  تمايز  راحفظ  تقسيمات خود تجديدي داش
ــلولهاي  بنيادي  مزانشيمي  با ظرفيت  تمايز به   نمايند (2-1). وجود س
-Frie ــتخوان و ديگر سلولهاي  بافت  همبند براي  اولين  بار توسط اس
ــلولها  ــد. اين محقق خصوصياتي را براي اين س denstein عنوان  ش

برشمرد از جمله اينكه  درصد بسيار كوچكي از سلولهاي مغز استخوان 
ــكيل مى دهند،  خاصيت تكثير بالايي در in vitro دارند، كلون  را تش
ــكال نامنظم و متراكم تشكيل مى دهند  زا هستند، كلوني هايي با اش
ــتخوان را حتي پس از گذراندن پاساژهاي متعدد  ــكيل اس و  توان تش

حفظ مى نمايند (3-4).
ــودن خاصيت خود  ــل دارا ب ــه دلي ــيمي ب ــلولهاي بنيادي مزانش س
ــكلتي به  ــوان تمايز به بافتهاي اس ــدي (self renewal) و ت تجدي
ــلول و ژن درماني  ــتراتژيهاي س ــب براي اس عنوان يك منبع مناس
ــلولها در درمان بيماري ژنتيكي  محسوب مى شوند(5).كارايي اين س
osteogenesis imperfecta، بهبود خونسازي, باز سازي استخوان, 

ترميم محل نكروز در بيماران انفاركتوس و درمان بيماريهاي مفصلي 
ــان داده شده است( 11-5 ). همچنين  تحقيقات  پيشين   به خوبي نش
ــكل پذيري  (plasticity) سلولها را در تمايز به  سلولهاي   انعطاف  و ش
ــال  به  اثبات   ــد، روده ، كليه  و طح ــت ، ريه ، كب ــي  پوس عصبي ،پوشش

رسانده  است  (13ـ12).
ــلول درماني هنوز بعضي  ــلولهاي مزانشيمي در س با وجود اهميت س
ــا تكاملي و  ــلولي, منش از جنبه هاي بيولوژيكي آن از قبيل ماهيت س
ــت (14). پاسخ به اين  ــناخته باقي مانده اس عملكرد در in vivo ناش
گونه مسايل و كاربردي كردن سلولهاي بنيادي مزانشيمي در درمان 
ــتلزم مطالعات پيش كلينيكي روي مدل هاي  ــان مس بيماريهاي انس

حيواني است. 
ــيمي اولين  قدم ، جداسازي  و تكثير آنها از  براي مطالعه سلول مزانش
ــتخوان  است  كه  اين  امر در تعدادي رده حيواني  با  نمونه هاي  مغز اس
ــت  انجام  گرفته (23-15) در حاليكه در مورد موش ،  به  عنوان   موفقي

ــتانداران ،مطالعه  ــك  و پاتوفيزيولوژيك  پس ــمند فيزيولوژي مدل  ارزش
ــلول هاي مزانشيمي با مشكلاتي از قبيل آلودگي به  سلولهاي  غير  س
ــلولي  ــاز، اندوتليال و ماكروفاژ) و توقف تكثير س ــيمي (خونس مزانش
همراه است(25و24). به همين دليل، محققين  همواره  درصدد يافتن  
راهي  مناسب براي  جداسازي ، تخليص  و تكثير سلولهاي  مزانشيمي  از 
مغز استخوان  موش  بوده اند و در اين  رابطه  روشهاي  مختلفي  پيشنهاد 

شده  است (25-32).
ــيمي كه در اولين  ــلول هاي بنيادي مزانش ــه مهم در ارتباط با س نكت
توصيف آنها نيز به آن اشاره شده است، خاصيت كلون زايي آنهاست، 
ــلول بنيادي مزانشيمي قادر است در شرايط  به اين معني كه يك س
مناسب تكثير شود و جمعيتي از سلول هاي يكسان(كلون) ايجاد نمايد. 
ــراي كلون زايي، وجود  ــه يكي از پارامتر هاي لازم ب ــت ك بديهي اس
ــلول هاي بنيادي مزانشيمي  ــت است. س ــطح كافي در محيط كش س
ــرايطي كه با تراكم زيادي كشت شوند در  ــاير سلول ها در ش نظير س
ــي (contact inhibition) رشد شان متوقف مى شود  اثر مهار تماس
ــت سلول هاي  ــلولي را در زمان كش كه اين موضوع اهميت تراكم س
ــان مى دهد. اين در حاليست كه تقريبادر تمام  بنيادي مزانشيمي نش
ــلول هاي بنيادي مزانشيمي موشي با روش  ــده، س مطالعات انجام ش

كشت با تراكم زياد جداسازي شده است. 
ــايد فراواني سلول هاي غير مزانشيمي در كشت سلول هاي بنيادي  ش
ــيمي موش كه در مطالعات پيشين نيز به آن اشاره شده است،  مزانش
ــرايط مناسب  ــد كه احتمالا ش ــازي آنها بوده باش بدليل روش جدا س
ــون زايي) را فراهم  ــيمي ( كل ــلول هاي بنيادي مزانش براي تكثير س
ــت. لذا در مطالعه حاضر به منظور بررسي بهتر تاثير تراكم  نكرده اس
سلول در جدا سازي و تكثير سلول هاي بنيادي مزانشيمي، سلول هاي 
ــاژ از مغز  ــا دو روش تراكم كم و تراكم زياد در طي چند پاس ــوق ب ف
ــده اند و مورفولوژي سلول هاي حاصل از دو  ــتخوان موش جدا ش اس
ــت، تمايز آنها و بيان ده ماركر در سطح سلول هاي حاصل  روش كش

از دو روش فوق مورد بررسي قرار گرفته است.

روش كار
استخراج سلولها مغز استخوان موش 
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ــي 6-8 هفته با  ــن تقريب ــوش، نژاد Balb/c با س ــر م تعداد 10 س
-cervical disloca) ــي ــاي گردن ــردن مهره ه ــه ك روش در رفت
ــتخوانهاي ران و درشت ني آنها جدا گرديد  ــدند، اس tion) قرباني ش

 DMEM ــد و داخل محيط ــت نرم اطراف پاك ش ــلات و باف و عض
ــد. لوله  ــرار داده ش (Dulbeco’s Modified Eagle Medium) ق

ــده  ــت ني بر روي يخ قرار داده ش ــتخوانهاي ران و درش محتوي اس
ــتخوانها قطع و با  ــتريل منتقل گرديد. دو انتهاي اس و به زير هود اس
ــتفاده از سرنگ و سر سوزن شماره 22 مغز استخوان خارج گرديد  اس
ــتخوان با  ــلولهاي مغز اس و در 2 ميلي ليتر HBSS معلق گرديد. س
استفاده از لام نئوبار شمارش شد و با تراكم 106× 2/5 سلول در هر 
ــك هاي 75 سانتيمتر مربع كشت شد. براي  سانتيمتر مربع در فلاس
ــت با تراكم پايين و بالا از سلول هاي پاساژ  ــتم هاي كش ايجاد سيس

اول استفاده شد. 

 (Low density) كشت با تراكم پايين سلول
ــلول هاي پاساژ اول شمارش شدند و بصورت 50  براي اين منظور، س
ــك هاي 75 سانتيمتر مربع كشت  ــلول در سانتيمتر مربع در فلاس س
ــاوي FBS %15 و آنتي  ــتفاده DMEM ح ــدند. محيط مورد اس ش
بيوتيكهاي پني سيلين و استرپتومايسين بود. بعد از 48 ساعت محيط 
ــلولها كه حاوي سلولهاي خوني شناور و سلولهاي نچسبيده  رويي س
ــد و محيط جديد اضافه شد. هر 3 روز يكبار محيط  بود دور ريخته ش
ــلولها تعويض شد و اين كار تا زماني كه كف پليت بوسيله سلولها  س
پر شود، تكرار گرديد.در اين زمان، سلولها پاساژ داده شدند و با تراكم 
50 سلول در سانتيمتر مربع كشت شدند. 21 روز پس از آغاز كشت، 
 EDTA -پاساژ بعدي انجام شد بدين ترتيب كه سلول ها با تريپسين
جدا شدند و با تراكم 50 سلول در سانتيمتر مربع كشت شدند. اين كار 
ــاژ سوم ادامه يافت و از سلول هاي اين پاساژ براي بررسي هاي  تا پاس

بيشتر استفاده شد.

 (High density)كشت با تراكم بالاي سلول
براي كشت با تراكم بالا سلول هاي حاصل از كشت اوليه سه قسمت 
شد و هر بخش در ظرف جداگانه( فلاسك 75 سانتيمتر مربع) كشت 

گرديد كه حاصل آن تراكم 104×8 سلول در سانتيمتر مربع را فراهم 
ــت، محيط سلول ها تعويض شد و  ــاعت پس از آغاز كش آورد. 48 س
ــود، نگهداري شد  ــط سلولها پر ش ــت تا زمانيكه كف ظرف توس كش
ــا محيط تازه  ــلولها ب ــن مدت هر 3 روز يكبار محيط س ــي اي و در ط
ــد.در پايان اين مدت، كشت اوليه با استفاده از تريپسين  جايگزين ش
_ EDTA پاساژ داده شد و سلول هاي حاصل با تراكم 104×8 سلول 
در سانتيمتر مربع در فلاسك 75 سانتي متر مربع كشت شدند. كشت 
ــلول هاي حاصل از پاساژ 3 براي  ــاژ 3 ادامه يافت و س ــلول تا پاس س

بررسي هاي بيشتر استفاده شد. 

تمايز به استخوان و چربي 
ــيمي سلولهاي مورد  در اين مطالعه، بمنظور اطمينان از ماهيت مزانش
ــي توان تمايزي آنها، از تست تمايز به استخوان  ــي و نيز بررس بررس
ــلول پاساژ 4، در  ــد.بدين ترتيب كه 100000 س ــتفاده ش و چربي اس
ــرم  ظروف 6 خانه اي در داخل محيط DMEM حاوي 15 درصد س
 confluency ــت داده شد. پس از مرحله گاوي و آنتي بيوتيك كش
ــتخوان و يا چربي جايگزين شد  ــلولها با محيط تمايز به اس محيط س
ــلول به مدت 21 روز نگهداري شد..محيط تمايز  و كشت تمايزي س
ــامل DMEM محتوي 50 ميكروگرم در ميلي ليتر  ــتخوان ش به اس
ــفات, 10 نانومولار دگزامتازون و 10 ميلي  ــيد 3 فس ــكوربيك اس اس
ــرول فسفات (Sigma,USA) و محيط چربي شامل  مولار بتا-گليس
DMEM حاوي 100 نانومولار دگزامتازون و 50 ميكروگرم در ميلي 

ليتر ايندومتاسين (Sigma, USA) بود.

ارزيابي تمايز
ــيمـي و  ــلولها بـا روش هيستوش ــوم، تمايز س ــان هفته س در پـايـ
ــتخوان از رنگ آميزي  ــورد ارزيابي قرار گرفت.براي اس RT-PCR م

ــد. در  ــتفاده ش آليزارين رد و براي چربي از رنگ آميزي اويل رد اس
بررسي RT-PCR تمايز به استخوان از پرايمرژن هاي استخواني نظير 
استئوكالسين (OC)، استئوپونتين(OP) و رسپتور هورمون پاراتيروئيد 
ــتفاده شد و براي تمايز به چربي از پرايمر ژنهاي چربي از  (PTH) اس

قبيل آديپسين (AD) و ليپوپروتئين ليپاز (LPL) استفاده شد.
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رنگ آميزي آليزارين رد
 Merck;) شسته و بمدت 10 دقيقه با متانول PBS تك لايه سلولي با
ــد و سپس رنگ آميزي با محلول رنگي (%1  Germany) فيكس ش

ــه مدت 2  ــي 25 %) (Sigma, USA) ب ــن رد در آب آمونياك آليزاري
ــد. در ادامه سلولها با آب مقطر شسته شدند و پس از  دقيقه انجام ش
ــكوپ معكوس مشاهده شدند. پس از رنگ  خشك شدن با ميكروس
 Eyepiece) ــمي ــتفاده از ميكرومتر چش آميزي با آليزارين رد، با اس
micrometer) درصد مناطق رنگي (معدني شده) در دو گروه تعيين 

ــبه گرديد و باروش  ــر موش محاس ــن آنها براي ده س ــد و ميانگي ش
T-test، مقايسه شد.

رنگ آميزي اويل رد
ــلولها بمدت يك ساعت در دماي اتاق با فرمالين 4 درصد فيكس  س
ــدت 10-15 دقيقه  ــته و بم ــپس با الكل 70 درصد شس ــدند و س ش
 Sigma,) ــكل ايزوپروپانل ــول 0/5 در صد Oil red 99% ال با محل
ــه بار با  ــد و در انتها محلول رنگي خارج و س USA) رنگ آميزي ش

ــو داده و با ميكروسكوپ مشاهده شد. پس از  الكل 70 درصد شستش
 Eyepiece)ــتفاده از ميكرومتر چشمي رنگ آميزي با اويل رد، با اس
micrometer)، درصد مناطق رنگي (قطره چربي) در دو گروه تعيين 

شد و ميانگين آنها از لحاظ آماري مورد مقايسه قرار گرفت.

RT-PCR
ــتفاده از پروتكل  ــلولهاي مورد نظر با اس براي اين منظور، RNA س
ــاخت cDNA در  ــازي شد.در ادامه س ــركت Fermentas جدا س ش
 Revert Aid ــتفاده از كيت ــي معكوس (RT) با اس واكنش رونويس
H minus first strand cDNA synthesis kit (Fermentas)

 PCR ــه واكنش ــد.در ادام ــر oligo(dt)18 انجام ش و 0/05 پرايم
 2.5 μL cDNA, 1×PCR buffer (AMSTM, Cinagen),ــا ب
 200 μM dNTPs, 1 unit/25 μL Tag DNA polymerase

ــر از پرايمرهاي  0.75 μL Mgcl2 ,(Fermentas) و 0/5 ميكروليت

ژنهاي اختصاصي بافت استخوان, چربي و بتا-توبولين (در جدول يك 

نشان داده شده است) در دماي 93 درجه سانتي گراد بمدت 5 دقيقه, 
 Annealing ــه، دماي ــانتي گراد بمدت 45 ثاني ــاي 93 درجه س دم
بمدت 45 ثانيه, دماي 72 درجه سانتي گراد بمدت 45 ثانيه و در 30 
ــد. در پايان محصول PCR درون چاهك هاي ژل  ــيكل انجام ش س
ــد و پس از الكتروفورز با رنگ اتيديوم برومايد  1/5% آگاروز ريخته ش

رنگ آميزي و سپس ارزيابي شد. 

فلوسايتومتري 
ــاژ 4،در لوله هاي فالكون ريخته و به هر  ــلول پاس تعداد 200000 س
ــرم رت 3% اضافه و بمدت 30 دقيقه در دماي  كدام 100 ميكرون س
ــو حاوي  ــا500 ميكرون بافر شستش ــلولها ب C °4 نگهداري شد.س
ــر (Fetal Bovine serum: FBS) در صد ميلي ليتر  ــك ميلي ليت ي
ــدند و پس از  ــته ش (Phosphate Buffer Solution: PBS) شس
سانتريفوژ (g 400 بمدت 10 دقيقه) به مدت 30 دقيقه روي يخ و در 
 CD31, CD34, Sca-1, Vcam-1, يخچال با آنتي بادي هاي اوليه

c-Kit, CD45, CD11b, Thy 1.2,

ــيانات) (ebioscience) و  ــنس ايزوتيوس كونژوگه با FITC (فلورس
ــدند و  ــا CD135, CD44 كونژوگه با PE (فيكواريترين) انكوبه ش ب
براي كنترل منفي سلولها با آنتي بادي هاي PE-IgG2a, IgG2b و 
ــدند. در مرحله بعد سلولها پس از  FITC-IgG2a, IgG2b انكوبه ش

شستشو بمدت 10 دقيقه با g 400 سانتريفوژ شدند. سپس به سلولها 
 (PBS 1 درصد در FBS ــد1% و ــده (پارافرم آلدهي ــر فيكس كنن باف
 FACS(Callibur cytometer Becton ــتگاه ــد و با دس اضافه ش
ــدند. ميانگين درصد  ــرم افزار WinMDI آناليز ش (Dickenson و ن

ــرار تعيين گرديد و با  ــلول هاي بيان كننده هر ماركر در ده بار تك س
آزمون آماري Repeated Measure مورد مقايسه قرار گرفت.

نتايج
كشت با تراكم پايين سلول 

ــيد.در  ــت اوليه، پس از دو هفته به مرحله confluency رس كش
ــتي  ــيده فيبروبلاس ــلول هاي عمدتا كش اين زمان تك لايه اي از س
ــت  ــتاره اي در كف ظرف كش ــلول گرد، پهن و گاها س و تعدادي س

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

دوره 13، شماره 1، بهار 1387مجله پزشكى كوثر

41

ــكيل شده بود(شكل A1).با انجام اولين پاساژ و كشت 50 سلول  تش
ــانتيمتر مربع، تعدادي كلون متشكل از چند سلول فيبروبلاستي  در س
ــكل C1).اين كلون ها رشد كردند و پس از سه هفته  ــكيل شد(ش تش
ــلول  ــت 50 س ــاژ دوم، و كش ــت را پر كردند.با انجام پاس ظرف كش

ــابه با پاساژ اول، تعدادي كلون تشكيل  ــانتيمتر مربع، بطور مش در س
 confluencyو در طي سه هفته، كشت به مرحله (E1 شكل)شد
ــرد بر روي  ــلول با مرفولوژي گ ــان نيز تعدادي س ــيد.در اين زم رس
كلون ها سوار بود(شكل E1).در پاساژ سوم، نيز در طي سه هفته تك 

شـكل1 - نماي ميكروسـكوپ فاز كنتراسـت دو سيسـتم كشـت با تراكم كم و زياد. در مجموع سـلول هاي حاصل از سيسـتم كشـت با تراكم كم در پاساژ سوم 
مورفولوژي بهتري در مقايسه با سلول هاي مشابه از سيستم كشت با تراكم زياد دارند.

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

محمدرضا باغبان اسلامي نژاد و همكارانجدا سازي و تكثيرسلول هاي بنيادي مزانشيمي موشي : تاثير تراكم سلولي . . . 

42

ــلول هاي خالص فيبروبلاستي تشكيل شد. در اين تك  لايه اي از س
ــتجات مختلف فيبروبلاستي در جهات مختلف كشيده شده  لايه دس

.(G1 شكل)بودند

كشت با تراكم بالاي سلولي
ــيد در  ــه confluency رس ــس از 14 روز به مرحل ــه پ ــت اولي كش
ــتي  ــيده فيبروبلاس ــلول هاي عمدتا كش اين زمان تك لايه اي از س
ــت  ــتاره اي در كف ظرف كش ــلول گرد، پهن و گاها س و تعدادي س
ــده بود( شكل B1). با انجام اولين پاساژ و كشت 104×8  تشكيل ش
ــانتيمتر مربع كلوني مشاهده نشد و كشت سلول در طي  سلول در س
ــيد. در اين زمان، تك لايه  ــك هفته، به مرحله confluency رس ي
سلولي حاوي مورفولوژي هاي متنوعي شامل سلول هاي چند وجهي، 
كشيده و ستاره اي شكل بود(شكل D1).با انجام پاساژ دوم، جمعيت 
ــلول هاي كشيده فيبروبلاستي افزايش يافت.در اين پاساژ سلول ها  س
در طي يك هفته به مرحله confluency رسيد( شكل F1). در پاساژ 

ــوم، كشت سلول ها از لحاظ مورفولوژي يكنواخت تر شده بود ولي  س
ــلول گرد بر تك لايه فيبروبلاستي سوار  با اين وجود تعداد زيادي س

 .(H1 شكل) بود

تمايز به استخوان
ــوم كه بمدت 3 هفته در محيط استخوانساز قرار  ــلولهاي پاساژ س س
ــكوپ فاز كنتراست  گرفته بودند، به طور چند روز در ميان با ميكروس
ــد. در طي اين مدت، مورفولوژي  ــاهده قرار گرفتن معكوس مورد مش
ــد. بدين ترتيب كه اين  ــتخوش تغيير ش ــلولها در محيط تمايز دس س
ــلولها با ادامه دوره تمايز در بعضي نقاط متراكم تر شدند و مناطق  س
ــلولي با روش  ندول مانند ايجاد گرديد. در پايان دوره تمايز, تمايز س
رنگ آميزي آليزارين رد و RT-PCR مورد ارزيابي قرار گرفت. نتيجه 
رنگ آميزي قرمز شدن مواد خارج سلولي معدني شده در كشت تمايز 
ــتم تراكم پائين  ــت سلول هاي حاصل از سيس ــتخوان بود. كش به اس
ــد (شكل A2) در  بطور تقريبا يكنواخت( 3/4 ±96%) قرمز رنگ ش

شكل 2- نماي ميكروسكوپ نوري تمايز به استخوان ( A وB ) و چربي ( C و D) سلول هاي حاصل از دوسيستم كشت با تراكم كم و زياد. در صد تمايز در كشت 
سلول هاي حاصل از سيستم كشت با تراكم كم بطور معني داري بيش از سلول هاي حاصل از سيستم كشت با تراكم بالا بود.
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حالي كه در سلول هاي جدا شده با روش تراكم بالا، تنها %68±1/7 
ــكل B2). كه اين تفاوت ها از لحاظ  ــت رنگ گرفت (ش مناطق كش
ــج RT-PCR موافق يافته هاي  ــاري معني دار بود (P<0,05). نتاي آم
 mRNA مربوط به RT-PCR رنگ آميزي آليزارين رد بود. باند هاي
ــين، استئوپونتين و گيرنده هورمون پاراتيروئيد (PTH) در  استئوكالس
ــازي به روش تراكم پائين، روشن تر از  ــلول هاي حاصل از جدا س س
ــده به روش تراكم بـالا بـود  ــلول هاي جدا ش ــابه از س باند هاي مش

(شكل 3).

تمايز به چربي
ــوم كه بمدت 3 هفته در محيط آديپوژنيك قرار  ــاژ س سلولهاي پاس
ــكوپ فاز كنتراست  گرفته بودند, به طور چند روز در ميان با ميكروس
ــز چربي از روز 3-  ــرار گرفتند. قطرات ري ــاهده ق معكوس مورد مش
ــزرگ گرديدند. در پايان دوره  ــدند و بتدريج ب 4 دوره تمايز ظاهر ش

ــز براي اثبات چربي بودن اين قطرات از رنگ آميزي اويل رد و  تماي
ــتفاده شد.در گروه سلول هاي جدا شده به روش تراكم  RT-PCR اس

ــلول هاي چربي بطور معني داري ( 2/3±69%) بيش  پائين، تعداد س
ــلول هاي جدا شده به روش تراكم بالا ( 3/7±25%) بود (شكل  از س
C2و D2). نتايج RT-PCR اين يافته را تأييد كرد بطوريكه در گروه 

ــين و ليپو پروتئين ليپاز با شدت بيشتري  تراكم پايين ژن هاي آديپس
بيان شدند ( شكل 3).

بررسي ماركرهاي سطح سلولي
ــوم از دو گروه تراكم پايين و تراكم بالا، از نظر  ــاژ س ــلولهاي پاس س
ــي قرار گرفتند.ميانگين در  ــطح سلولي مورد بررس بيان 10 ماركر س
صد سلول هاي بيان كننده هر آنتي ژن در جدول دو نشان داده شده 
است.تفاوت دو گروه از نظر بيانD135، CD34، Vcam، CD31 و 

Thy 1.2 از نظر آماري معني دار بود.

شكل 3- آناليز RT-PCR تمايز سلول هاي حاصل از دو سيستم كشت با تراكم كم و زياد.
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ماركر سـلولهاي تخليص شـده بـا روش تراكـم پايين 
سلولي

سلولهاي حاصل از جدا سازي با روش تراكم پايين سلولي، ماركرهاي 
 CD11b،CD34،Vcam،CD45، CD31، C-kit CD135 سطحي
 ،CD44 ــلولها ماركر را بيان نكردنددر حالي كه بيش از 90 درصد س
 Thy ،و حدود 36% سلول ها Sca-1 ــلولها ماركر در حدود نيمي از س

1.2 را بيان كردند(شكل 4).

ماركر سـلولهاي تخليص شـده بـا روش تراكـم بالاي 
سلولي

ــازي با روش تراكم بالا از نظر ماركرهاي  ــلولهاي حاصل از جداس س
ــلولي Thy 1.2 CD11b، CD45، C-kit را بيان نكردند.  ــطح س س
ماركر CD44 در بيش از 90 درصد سلولها و ماركر Sca-1 در بيش 
 CD135، ــلولها بيان شد.اين گروه بر خلاف گروه قبل از نيمي از س
ــان كردند و Thy1.2 را بيان  ــا حدود بي CD34،Vcam،CD31 را ت

نكردند(شكل 4).

بحث
ــتخوان موش نژاد Balb/c، در  ــلول هاي مغز اس در مطالعه حاضر س
دو سيستم تراكم كم و تراكم زياد كشت شدند و سلول هاي چسبنده 
حاصل از پاساژ سوم، از لحاظ مرفولوژي، تمايز به استخوان و چربي 
ــرار گرفتند.نتايج  ــطحي مورد مطالعه ق ــان برخي ماركر هاي س و بي
ــاي معني دار بين  ــود برخي تفاوت ه ــن گزارش مبني بر وج ما اولي

سلول هاي حاصل از دو روش كشت بود. 
ــان داد كه در مقايسه با روش كشت با تراكم  در مجموع نتايج ما نش
ــت با تراكم پايين  ــيمي حاصل از روش كش ــلول هاي مزانش بالا، س
شباهت زيادي به سلول هاي فيبروبلاستي دارند ودر شرايط تمايز، در 
صد بيشتري از آنها به استخوان و چربي تبديل مى شوند كه اين نشان 
ــت كه در روش كشت با تراكم كم، كشت سلول هاي  دهنده اين اس
مزانشيمي خلوص بيشتري را كسب كرده است و يا به عبارتي كشت 
ــيمي نظير سلول هاي خونساز،  سلول، كمتر با سلول هاي غير مزانش

سلول هاي اندوتليال و ماكروفاژ آلوده شده است.

شكل 4- بررسي برخي آنتي ژن سطحي در سلول هاي حاصل از دو سيستم 
كشـت بـا روش فلوسـايتومتري. ماركر هـاي سـلول هاي رده خونـي نظير 
CD31,CD135،CD34 در سـلول هاي حاصل از سيستم كشت با تراكم كم 

بيان نشده است.
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ــتخوان به  ــلول هاي مغز اس ــت، ابتدا س ــتم كش براي ايجاد دو سيس
صورت تراكم بالا ( 106×2/5 ) كشت شدند و سيستم هاي كشت با 
ــلول در پاساژ اول ايجاد شدند.در واقع تعريف  تراكم پايين و بالاي س
ــتم كشت در كشت اوليه انجام نشد زيرا كشت با تراكم كم  دو سيس
در كشت اوليه ( 50 سلول در سانتيمتر مربع) شانس كمتري از لحاظ 
ــيمي دارد..مطالعات پيشين نشان داده  ــبيدن و رشد سلول مزانش چس
ــت كه سلول هاي مزانشيمي به تعداد خيلي اندكي ( 10-5 سلول  اس
ــلول هسته دار مغز استخوان) در مغز استخوان  به ازاي هر ميليون س
ــت با تراكم كم( 50 سلول  حضور دارند(33) و به همين دليل در كش
در سانتيمتر مربع) دركشت اوليه، شانس مزانشيمي بودن سلول هاي 
ــت و در نتيجه احتمال  ــيار اندك ( نزديك به صفر ) بوده اس فوق بس

كمي در برقراري كشت وجود دارد.
ــيمي در روش كشت با تراكم كم،  ــتر سلول هاي مزانش خلوص بيش
ــد.به نظر مى رسد اين عوامل در  ــته باش عوامل متنوعي مى تواند داش
ــلول ها باشد.سلول مزانشيمي كه  ارتباط با خاصيت كلون زايي اين س
ــد  ــازي ش ــط Freidenstein و همكاران جدا س براي اولين بار توس
ــد(4-3) و بدنبال آن مطالعات  ــا خاصيت كلون زايي توصيف گردي ب
زيادي وجود اين خاصيت سلول بنيادي مزانشيمي را به اثبات رسانده 
است(27-24).در شرايط كشت با تراكم كم كه سطح كافي در اختيار 
ــيمي منفرد قرار مى گيرد خاصيت كلون زايي سلول كه  سلول مزانش
ــت، بروز پيدا مى كند  ــلولي اس نتيجه آن تكثير و افزايش جمعيت س
ــت با تراكم بالا، سلول مزانشيمي فرصت  ــرايط كش در حاليكه در ش
ــروز كامل خاصيت كلون زايي را بدليل Contact Inhibition پيدا  ب

نمي كند و در نتيجه جمعيت آنها رشد نكرده باقي مى ماند. 
مطالعه برخي ماركر سطحي در سلول هاي حاصل از دو روش كشت 
نيز بيانگر برخي تفاوت ها بود.در حاليكه برخي ماركر هاي سلول هاي 
ــلول هاي حاصل از  ــر CD34، CD135 و CD31 در س ــي نظي خون
ــد، اين ماركر ها در سلول هاي حاصل  تراكم پايين تا حدودي بيان ش
ــت با تراكم كم ديده نشد كه اين يافته با نتايج تمايز به  از روش كش
ــلول همخواني دارد( در مقايسه در صد  ــتخوان و چربي دو نوع س اس
بيشتري از سلول هاي حاصل از روش كشت با تراكم كم به استخوان 
ــدند). اين يافته ها حاكي از عدم حضور سلول هاي  و چربي متمايز ش

ــلول هاي بنيادي مزانشيمي با استفاده از  غير مزانشيمي در كشت س
كشت با تراكم كم است.

 Thy1.2 ــلول، بيان ماركر سطحي ــت س از ديگر تفاوت هاي دو كش
ــلول هاي حاصل از روش تراكم كم و عدم بيان آن در  ــت س در كش
ــلول هاي حاصل از روش تراكم زياد بود. مطالعه پيشين ما  ــطح س س
ــلول هاي بنيادي مزانشيمي موش،  ــان داده است كه در كشت س نش
بيان ماركر سطحي Thy1.2 بطور معني داري افزايش مى يابد(34). 
ــلول هاي حاصل از  با در نظر گرفتن اين يافته و با توجه به اينكه س
ــباهت زيادي به  ــم از لحاظ مورفولوژي ش ــت با تراكم ك روش كش
سلول هاي فيبروبلاستي داشتند ودر صد زيادي از آنها پتانسيل تمايز 
ــطحي را كه در  ــتند مى توان اين ماركر س ــتخوان و چربي داش به اس
ــود به عنوان ماركر سطح سلولي در  ــيت هاي  Tنيز بيان مى ش لنفوس
ــلول هاي مزانشيمي نيز در نظر گرفت و از آن، در غني سازي اين  س

سلول ها از مغز استخوان استفاده كرد.
ــان داد كه روش كشت با تراكم كم روش  روي هم رفته نتايج ما نش
ــلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز  ــبي براي كشت و جداسازي س مناس
ــل از اين روش  ــلول هاي حاص ــت بطوريكه س ــتخوان موش اس اس
ــته اند و در صد بيشتري از آنها توان تمايز به  مورفولوژي بهتري داش
استخوان و چربي دارند. در كشت اين سلولها، ماركرهاي سلول هاي 
خونساز از جمله CD31، CD34 و CD135 بيان نشد. اين سلول ها 
ــلول هاي حاصل از سيستم كشت با تراكم بالا،  از نظر موارد بالا با س

تفاوت معني دار داشتند. 

تشكر و قدرداني
ــازمان گسترش و نوسازي صنايع  اين تحقيق با حمايت هاي مالي س

ايران انجام شده است.
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Annealing 
temperature(C°)Size(bp)                    Primer sequences       Genes 

62

57

60

67

67

63

376

309

276

377

448

317

F 5' GAG GAC ACT TGT CAT CTC ATT C3'
R 5' CCT TCT TAT TGGTCA GAC TTC C 3'

F 5'  ATG GTA TGA TGT GCA GAG TGT AG 3'
5'  CAC ACA TCA TGT TAA TGG TGA C3'

F 5' GAC CAT CTT TCT GCT CAC TCT G 3'
R 5' GTG ATA CCA TAG ATG CGT TTG TAG 3'

F 5' CAG TGA TTT GCT TTT GCC TGT TTG 3'
R 5' GGT CTC ATC AGA CTC ATC CGA ATG 3'

F 5' GAC AAG CTG CTC AAG GAA GTT CTG  3'
R 5' GGA ATA TCC CAC GGT GTA GAT CAT G  3'

F 5´ GGAACATAGCCG TAAACTGC 3´
R 5´ TCACTGTGCCTGAACTTACC 3´

Lipoprotein lipase
(LP)

Adipsin

Osteocalsin
(OC)

Osteopontin
(OP)

PTH receptor

B-Tubulin

RT-PCR جدول 1:  پرايمرهاي مورد استفاده در آناليز

HD  LD  Markers

%11/20±0/53
-
%55/98±3/7
% 15/32±0/6
8/43±0/71
-
-
%19/71±0/65
%96/92±4/2 

-
-
-
%56/95±3/6
-
-
%36/6±2/7
-
-
%91/93±4/1

CD11b

CD34

CD45

Sca-1

CD106(Vcam-1)

CD31

CD90.2(Thy1.2)

c-Kit

CD135

CD44

(HD:high density) و تراكم زياد (LD: low density ) جدول 2:  بيان آنتي ژنها درسلول هاي حاصل از سيستم كشت با تراكم كم
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