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كننده در  هي تغذهيلا رت به عنوان يمي مزانشيادي بنيها مطالعه اثر سلول
   موشيني جنيادي بنيها  و كشت  سلوليجداساز

  
  (M.Sc)1زاده  ي قاضيليل ،(M.Sc)2 كارگر دهيسع، (Ph.D)1 ييغماي چهريپر، (Ph.D)2 وري كديمهد ،*(M.Sc)1ي فرقانمينس
   تهران قاتيحق واحد علوم و ت،يدانشگاه آزاد اسلام –1
  يميوشيبخش ب، ر ايرانتوپاستويانست -2
 
  ده يچك

 ـ ي هستند كه از توده سلول     ي پرتوان يها  سلول يني جن يادي بن يها سلول: سابقه و هدف    ـ بلاستوس ي داخل  مـشتق   ستي
 ي هدف اصل  .ها جزء الزامات كشت است     كننده و سيتوكاين   هي تغذ هيها، لا   اكثر گونه  يني جن يادي بن يها  سلول يبرا. شوند يم

 و كـشت    يكننده در جداساز   هي تغذ هي رت به عنوان لا    ان مغز استخو  يمي مزانش يادي بن يها  مطالعه، استفاده از سلول    نياز ا 
  . موش بوديني جنيادي بنيها سلو ل

سـرم  % 10  و    DMEM طي از مغز استخوان رت استخراج شده و در مح         يمي مزانش يادي بن يها ابتدا سلول : ها مواد و روش  
 روز در 21بـه مـدت    كـشت داده شـده   يها ها، سلول  آنيمي مزانشتي از ماهناني اطميبرا.  كشت داده شدند  ي گاو نيجن

.  بررسي شدي اختصاص يزيآم  سلولي با رنگ   زي مدت تما  ني ا اني به استخوان كشت شدند و در پا       زيكننده تما  حضور مواد القا  
 ـ   MSCكننده   هي تغذ هي لا يت آمدند و بر رو     به دس  Balb/c حامله نژاد    يها ها از موش   ستيبلاستوس  %10 و   DMEM طي  و مح

FBS    ـ تغذ هي به لا  دهي چسب يها  خارج شد، سلول   داي، زونا پلوس   روز بعد از كشت    2.   كشت داده شدند   نهيپـس يكننـده تر   هي
 ـ پلي حاصـل بـر رو  يهـا  سپس توده.  شدليتبد ي كوچك چند سلوليها شه به خو  ي داخل يشده و توده سلول     12 يهـا  تي

 روز پس از پاساژ، 3-2. گونه ماده رشد يا سايتوكاين به محيط اضافه نشد      هيچ.  ها قرار گرفت   MSC شده با      دهي پوش يا خانه
 حاصل  يها يمطابق روش فوق، كلون   .  شباهت داشتند  ESCs يها ي به كلون  ي تشكيل شد كه بر اساس  مورفولوژ       يياه يكلون

 ـ رشـد كـرده حاصـل از طر        يهـا  ي كلون تي ماه تاًيده شدند و نها    ها پاساژ دا   MSC ي بر رو  گريتا دو بار د     ـ قي  يهـا  ي بررس
  . فسفاتاز مورد بررسي قرار گرفتني با آلكاليزيآم  رنگزي و نكيمورفولوژ
ماهيـت  .  داده شدند   كشت DMEM به راحتي با استفاده از محيط        يمي  مزانش  يادي بن يها در اين مطالعه سلول   : ها يافته

پـذيري بـا      و رنـگ   ي استخوان يها  بودند با تمايز به توده     يبروبلاستي ف ،يحاصل كه از لحاظ مورفولوژ    هاي   مزانشيمي سلول 
هـاي مزانـشيمي كـشت شـده بـه عنـوان لايـه                سلول يريگكار ه و ب  DMEMبا استفاده از محيط     .  رد تاييد شد   نيزلريآل

پس از انجـام    . اين و محرك رشد كشت شدند     هاي بنيادي جنيني موش بدون استفاده از هرگونه سايتوك         كننده سلول  تغذيه
هـا    آن لي تشك زانيبار بر م    هم كشت شدند كه هر     گريها تا دو پاساژ د     ي كلون ني شد، كه ا   لي تشك ييها يپاساژ سلولي، كلون  

  . فسفاتاز اثبات شدني آلكاليزيآم  با رنگها  ماهيت بنيادي اين كلونيتيشد و در نها ي مافزوده
 يزي جدا شده از مغز استخوان رت توان تمـا         يمي مزانش يادي بن يها  نشان داد سلول   قيصل از تحق   حا جينتا :گيري نتيجه

 يهـا  ي كلـون  لي و كشت و تشك    ي جداساز يكننده برا  هي تغذ هيها به عنوان لا    توان از آن   ي را دارند و م    ي استخوان يها به رده 
هاي رشد، روشي ساده و كـارا بـراي          ها و محرك   كاين سايتو ازاين روش با حذف  ني     . استفاده كرد  يني جن يادي بن يها لسلو

  .تواند باشد  مييني جنيادي بنيها  سلوليها ي و كشت كلونيجداساز
  

  كننده هي تغذهي لا،يني جنيادي بنيها  سلول،يمي  مزانشيادي بنيها سلول: هاي كليدي واژه
  

  مقدمه
ــلول ــا س ــ بنيه ــي جنيادي ــلولين ــوده س ــي از ت  ي داخل

 يتي محـدود  چيها ه   سلول نيا .شوند يها مشتق م   ستيبلاستوس
. ]1 [ گونـاگون  ندارنـد     يها  به رده  زي و تما  يري خود تكث  يبرا

   Emberyonic stem cells يني جنيادي بنيها  سلولكه يهنگام
(ESC)  ـ رهايدرلاي فيبررو   در حـضور فـاكتور بازدارنـده    اي

 ي باقزي در حالت عدم تماها آنشوند،  يكشت م (LIF)  يلوسم
 LIF  كـشت فاقـد  وني به سوسپانـس كه يگام و هن]2 [مانند يم
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 ـ زي شروع به تمـا    يادي بن يها شوند، سلول  يمنتقل م  كننـد و    ي م
 ـ لي را تـشك   ي سه بعد  يتوده چند سلول   دهنـد كـه اجـسام       ي م

 ـشوند كـه سـه لا   ي مدهينام(EB)  ينيجن  ـي جني اصـل هي  را ين
تواننـد بـه انـواع       ي م يني جن يادي بن يها سلول. دهد ي م ليتشك

 ،ي عـصب يها ساز، سلول   خون يها ها مانند سلول   مختلف سلول 
 يهـا  سـلول . ]3[ ابنـد ي زيتمـا  ... اسـتخوان و   ال،ي اندوتل ،يقلب
 يقـات ي تحق يهـا   به عنوان مـدل    يني و اجسام جن   يني جن ياديبن
 منبـع   كيباشند و    ي بافت م  ي و مهندس  يشناس ني در جن  يديمف

  .]1 [ هستندوندي پي براها ول از سليا بالقوه
 ـ بن يها ، سلول 1981در سال     بار نينخست  ـي جن يادي  از  ين
 ـ داخ يتوده سلول   ـ بلاستوس يل  توسـط اوانـس و      ي موش ـ ستي

 تامسون و همكارانش هـم در       نيچن هم. ]4[ شدند   ديتولكافمن  
 انـسان را گـزارش      يني جن يادي بن يها  سلول دي تول 1998سال  
 ـ بن يهـا  تا كنون سلول  . ]5 [كردند  ـي جن يادي  يهـا   از گونـه   ين

 ـغ ها و  ني نخست مون،ي مثل انسان، موش، م    يجانورمختلف     رهي
 يها  و استفاده  ]6،7 [ شده هي ته ستيرحله بلاستوس  در م  تر شيب

 حاصل شـده    يوتكنولوژي ب دي جد قاتيها در تحق    از آن  يعيوس
 ـ ي جدا شده از تـوده سـلول       يها سلول. ]8،9 [است  ـ ي داخل  اي
 يادي بن يها  سلول ي با مورفولوژ  ييها  سلول اي و ابندي ي م زيتما
 ـرا ب   فـسفاتاز  نيكنند، كـه آلكـال     ي م دي تول ينيجن  مـوده و   ن اني

  .]5 [ندي خود را حفظ نمايعي طبپيوتيقادرند كار
هاي بنيـادي مزانـشيمي كـه نـوعي سـلول بنيـادي              سلول

روند، براي اولين بار توسط فريدنـشتاين        بزرگسال به شمار مي   
تـرين ويژگـي ايـن       در آن زمان، مهم   . شناسايي و معرفي شدند   

تخوان و  به بـا اس ـ   هايي مشا  ها به كلون   ها، توان تمايز آن    سلول
 ـ  .]10[غضروف توصيف شـد       ـ بـا توجـه بـه ا       ياز طرف  كـه  ني

هـاي مغـز     ادي مزانشيمي  بـه راحتـي از نمونـه          بني هاي سلول
 در شـرايط كـشت بـه راحتـي          استخوان قابل استخراج بوده و    

و سـلول مناسـبي بـراي اسـتفاده در مطالعـات             يابند تكثير مي 
 به ويـژه    مرتبط با ژن درماني، سلول درماني و مهندسي  بافت         

 امـروزه   كه يطور هب. ]11،12 [شوند مياستخوان در نظر گرفته     
كننده   هي تغذ يها  به عنوان سلول   يمي مزانش يادي بن يها  سلول از

 ـ بن يهـا  مخصوصاً در كشت سـلول     سـاز اسـتفاده      خـون  يادي
  .نندك يم

 ـها لا   در اكثر گونه   يني جن يادي بن يها  كشت سلول  يبرا   هي
 ـ احتمالاً لا  ياز طرف .  است يكننده لازم و ضرور    هيتغذ  يهـا  هي
كننـد،   ي ترشح م  ي رشد ي فاكتورها اي ها نيتوكايكننده، سا  هيتغذ
 ـ     ي مناسب برا  ي سوبسترا كه ني ا اي . نـد ينما ي اتصال را فـراهم م

ها  كننده و پاساژ آن هي تغذيها بر سلول   ICMري با تكثنيچن هم
 ـ لي تـشك  ييهـا  ي مذكور كلون  يها  سلول يبر رو  شـود كـه     ي م

 .منجمد كرد  اي و  كشت داد  ي مدت طولان  يها را برا   توان آن  يم
 مطلـوب  طي در شـرا يني جنيادي بنيها  اساس سلولنيلذا بر ا 

هـا حفـظ      سـال  ي خـود را بـرا     پيوتي و كار  يزيرتمايحالت غ 
  ]13،14 [كنند يم

 ـ نگهدارنده خـود تجد    يها سميمكان كه نيبا توجه به ا     يدي
 يسـاز  نـه يلـذا به   باشد، يم م معلو هنوز نا  يادي بن يها در سلول 

 ي جداسـاز  يطور مـؤثر   ه كشت مناسب كه بتواند ب     ستمي س كي
  .]15 [ستي كند، آسان نتي را حمايادي بنيها سلول

 يساز جدا تي بهبود وضع  ي برا نيشي در مطالعات پ   نيابنابر
 ـ از انـواع لا    ي موش ـ يني جن يادي بن يها و كشت سلول    يهـا  هي

از  ني كـه مـارت    يطـور بـه   . سـتفاده شـده اسـت     كننـده ا   هيتغذ
 ـ تغذ هي به عنـوان لا   نوماي تراتوكارس يادي بن يها سلول كننـده   هي
. ]16 [ كرد استفاده  ي موش يني جن يادي بن يها  كشت سلول  يبرا

  يهــا ، ســلول)راي نــاميهــا STO)MEF  نيــبعــد از ا
 Buffallo rat liverيهـا  ، سلول rat myocardial    بـه عنـوان

  .]17،18 [ قرار گرفتندكننده مورد استفاده هي تغذهيلا
 بـه   يني جن يادي بن يها  سلول زي تما ني از محقق  ي بعض راًياخ

ــد اري خــونيهــا همــه دودمــان ــتروئي مانن ــلوئي مدها،ي  دها،ي
 اند  نشان داده  شهيها را در درون ش     تيوسيها و مگاكار   تيلنفوس

گزارش كردند كه با    و همكارانش     مثال، ناكانو  يبرا. ]19-25[
 ـ بن يهـا  ل سـلو  يرشد و هم كشت     ـي جن يادي  ـ لا يرو بـر    ين  هي

 مـشتق شـده،     يي كه از مغـز اسـتخوان اسـتروما        يا كننده هيتغذ
  ].19[دست آمده است  ه بي خونيها سلول
 ـ تحق ني ا در  ي بـر آن شـد تـا پـس از جداسـاز       ي سـع  قي
از مغز استخوان ران رت     ،  (MSC) يمي مزانش يادي بن يها سلول
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 ـ از ماه  نـان يم اط ي بـرا  -يتيها به سمت استئوس     آن زيو تما   تي
ها  ستي بلاستوس -افتهي جدا شده و كشت      يها  سلول يميمزانش

 ينيتوكايو بدون افزودن سـا  MSC كننده هي تغذهي لايرا بر رو
 و رشـد و گـسترش       يزدگ روني، تا مراحل مختلف ب    ميقرار داد 

 هي لاي را بر روافتهي نزي تماي سلوليها ي كلونلي و تشكيسلول
 مـورد مطالعـه قـرار       گـر ي مواد د  ي كمك كننده و بدون اثر    هيتغذ
  .ميده

 
  ها مواد و روش

 4 ابتـدا . يمي مزانـش  يادي بن ي و كشت سلول ها    يجداساز
ــر  ــر رت ن ــي  س ــه وزن تقريب ــا150، ب ــه از  200 ت ــرم، ك  گ

هـوش كـردن توسـط        شدند، بـه روش بـي      هيپاستور ته تويانست
هـا   كلروفرم كشته و در شرايط كاملاً استريل اسـتخوان ران آن          

هـا بـا اســتفاده از    شـده و محتويـات مغــز اسـتخوان آن   جـدا  
 ـ  به درون لوله (DMEM) فلاشينگ محيط  ههاي فـالكون تخلي

 rpm1400   دقيقه در دور4سپس آسپيره حاصل به مدت . شد

هـاي   شد و رسوب سـلولي حاصـل درون فلاسـك         سانتريفوژ  
 نيسرم جن%  10به همراه   DMEMكشت سلولي حاوي محيط

 ساعت محيط رويـي     24پس از   . داده شد كشت   (FBS) يگاو
ده به كف فلاسـك نگـه داشـته         هاي چسبي  خارج شده و سلول   

 روز تعويض شد و پـس       4-3ها هر     سلول تمحيط كش . شدند
ها تمام سطح ظرف را پر كردند پاسـاژ سـلولي            كه سلول  از اين 

صـورت   EDTA 02/0% و % 05/0بـا اسـتفاده از تريپـسين    
 ـ بن ياز سـلولها   به بعد    4از پاساژ   . گرفت  بـه   يمي مزانـش  يادي

ها بـا     آن يتوزي م تيفعال  و . كننده استفاده شد   هي تغذ هيعنوان لا 
  .دي گردرفعاليغ C نيسيتومايم

بـه منظـور تعيـين هويـت       . اه ـ  به سـمت استئوسـيت     تمايز
العـه از   هـاي جـدا شـده از مغـز اسـتخوان، در ايـن مط               سلول

محيط . اده شد هاي استئوسيتي استف   آزمايش تمايز به سمت رده    
ــامل  ــيت ش ــه استئوس ــايز ب ــاوي DMEM  تم  Mμ50 ح

ــيد،  ــكوربيك اسـ ــازون و nM100آسـ  mM 10 دگزامتـ
 روز تحـت    21ها به مـدت      بتاگليسرول فسفات است كه سلول    

سـپس بـراي ارزيـابي تمـايز،        . نـد  اين محيط قـرار گرفت     اثيرت

رد به منظور تشخيص ذخـاير كلـسيمي         آميزي با آليزارين   رنگ
آميزي، ابتدا پس از تخليه محيط        براي اين رنگ   .صورت گرفت 
بـه   % 4شسته شده و با پارافرمالدئيـد   PBS ها با رويي، سلول

گرم 2 (در سپس رنگ آليزارين  . نددشمدت يك ساعت فيكس     
 آب حل شـد و فيلتـر گرديـد و    ml100  رد در پودر آليزارين

PH تنظيم شد3/4- 1/4 آن در محدوده  ( (Sigma, USA) به
ها قـرار گرفـت و پـس از ايـن             دقيقه بر روي سلول    30 مدت

ها شسته شـده و در زيـر ميكروسـكوپ مـشاهده             مدت سلول 
  .شدند
 Balb/c10-8  (يها  منظور از موشني ايبرا. ني جنهيته

به . ) شدند هيپاستور ته تويها از انست   موش. (استفاده شد ) يا هفته
 IU ، مقـدار  مـاده يهـا   مـوش يگـذار   تخمـك  كيمنظور تحر 

ــادوتروپ10 ــ ســرم مادنيهورمــون گن ــستناني  ،(PMSG)  آب
 ـاز طر (HCG) هورمونIU  10 ساعت48 پس از نيچن هم  قي

 پـلاك  ي و بررس  يريگ  شد و پس از جفت     قير تز يداخل صفاق 
 كشته  ي گردن يها  مهره ييجا هجابها با    موش روز بعد    4،  يواژن

هـا بـا عمـل       نيجنها خارج شد و       آن ي رحم يها شدند و لوله  
 يروغـن معـدن   كـه بـا    DMEM  كـشت طي  در محنگيشفلا

ــ شــده بــود قــرار گرفتنــد و در زدهيپوشــ  كروســكوپ،ي مري
 برداشته شدند و بـه       ي دهان پتي و با پ   ييها شناسا  ستيبلاستوس
ــداخــل پل ــا تي ــه12 يه ــا ســلول يا  خان ــبلاً ب ــه ق ــا  ك  يه

 ذكر ديالبته با. افتندي شده بود، انتقال دهيپوش  MSCكننده هيتغذ
 را كه در    يني جن 150 بود و    ي تصادف يريگ  كه روش نمونه   دشو

 ميكننده قرار داد   هي تغذ هي لا ي بودند بر رو   ستيمرحله بلاستوس 
 يها  سلول ي كلون لي، پاساژ و تشك   ، رشد دايخروج زوناپلوس و  
  .مي كردي را با دقت بررسياديبن

 ـ يها و جدا كردن توده سـلول       ستي بلاستوس كشت . ي داخل
كننـده مـذكور     هي تغذ هي لا ي بر رو  كه نيعد از ا  ها ب  ستيبلاستوس

 خـارج شـده و توسـط        داي روز بعد زونا پلوس ـ    2قرار گرفتند،   
و شـروع بـه      دهي چسب تي به كف پل   ي تروفو اكتودرم  يها سلول

 يتروفو اكتـودرم   يها  صورت كه سلول   نيبه ا . ندينما يرشد م 
 و ي بعـد هبه صورت س  (ICM)ي داخليدر سطح و توده سلول

 و بـه    يكيكند، سپس توسط روش مكـان      ي شكل رشد م   يديگن
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 ي تروفواكتـودرم يهـا  ها را از سلول ICM ي دهانپتيكمك پ
گذاشته و   2,5Trypsin/EDTA% قطرات يجدا كرده و بر رو

 منفـرد   يها  به سلول  ي تا توده سلول   ميكن يپتاژ م  ي بار پ  نيچند
 منفـرد شـده اضـافه    يهـا  به سلول FBS ي شوند، مقدارليتبد
 رشد  يشود،  سپس به منظور  بررس       ي خنث نيپسي تا تر  ميكن يم

 اي منفرد شده    يها  سلول ،ي كلون ليو تشك  ي توده سلول  ريو تكث 
 ـ تغذ يهـا   سلول ي  بر رو   ي كوچك سلول  يها خوشه كننـده    هي

 ـ نيقرار داده شد، كه ا      ـ پاسـاژ محـسوب گرد     ني اول پاسـاژ  . دي
   .ديجام گرد گفته شده انوش هم طبق رگريها تا دو بار د يكلون
 ـب .(AP)  فسفاتازني آلكالتي فعالانيب  ـ فعالاني در  AP تي
 ـآم بـا رنـگ    (ES)يادي بنيها  سلوليها يكلون  ني آلكـال يزي

هـا    كـشت از كـشت     طي خـاطر مح ـ   نيهم ه شد ب  نييفسفاتاز تع 
ــلول   ــد و ســـــ ــارج شـــــ ــا  خـــــ ــا بـــــ   هـــــ

 1% (W/V) paraformaldehyde - 7.5% (w/v) sucrose 
 بـا  Tris-Hcl  سـه بـار در بـافر   هـا  سپس سلول.  شدندكسيف
5/9PH=) mM Tris-Hcl 100 و   NaCl mM 50 و   mM50  

MgCL2   و Tween-20 1(%   شستـشو داده شـدند     قهي دق 10هر  .
 محلول.  شستشو اضافه شدني پس از آخريزيآم محلول رنگ

A  شـاملmg nitroblue tetrazolium salt   75  يد% 70در 
ــمت ــ فرمالدئليــ ــ و ديــ ــامB ولمحلــ   mg/ml 50:ل شــ
 5-bromo-4-chloro-3-indoly phatetoluicinium Salt 

(BCIP)  در DMF 100 %. ـآم فقط قبل از رنگ    µl45  ،يزي
 Tris – Hcl بافر ml10  به B از محلول µl  35و  A از محلول

  . شدندي آب-يارغوان ES يها سلول. اضافه شد
 ـدر تجز  .ي آمار يها يبررس  ـ و تحل  هي  هـا از روش     داده لي

استفاده شد كه در سطوح خروج   spss-14 و ازكي پارامترريغ
 ـ و تعداد بلاستوس   يزدگ روني و زمان ب   دايزونا پلوس   يهـا  ستي

 ـكننده و م   هي تغذ هي به لا  دهيچسب   زنـده ماندنـشان و تعـداد       زاني
 يكلـون  لي كـه بـه مرحلـه پاسـاژ و تـشك           ييها ستيبلاستوس

  . داردوجود ) >p 05/0 (يدار يند اختلاف معنا دهيرس
 

  نتايج
 ـ بن يهـا  ي سلول مشاهدات مورفولوژ   كـشت   يمي مزانـش  يادي

ت سـلولي، نخـست در    بر اساس مشاهدات روزانـه كـش       .افتهي

هاي فيبروبلاستي چـسبيده بـه       هايي از سلول   كشت اوليه كلون  
ها با گذشت زمان گـسترش        كلون نيكف ظرف  ظاهر شد كه ا      

 نياهده شده ا   مش ي مرفولوژ رييغ ت نيدوم). A1شكل(يافتند   يم
هـاي   اي از سـلول    ز آغاز كشت، تك لايه     كه ده روز پس ا     دبو

 ـو در نها   ).B1شـكل (دوكي شكل چـسبنده تـشكيل شـد           تي
هاي فيبروبلاستي مغز استخوان طـي پاسـاژهاي متـوالي           سلول

شناسـي   هـا، ريخـت     كـه ايـن سـلول      يبـه طـور   . تكثير شدند 
شـكل  ( فيبروبلاستي خود را در طي دوره كشت حفظ نمودنـد         

C1.( كشت داده شده هر روز بـا        يها  سلول : به استخوان   تمايز 
 ـ شـدند و پـس از      ي معكـوس بررس ـ   كروسكوپيم  هفتـه  كي

 ـها مـشاهده گرد     سلول ي مورفولوژ راتيي از تغ  ييها نشانه  و  دي
هـا از نظـر ترشـح        ، سلول يتي استئوس ي روز از القا   21پس از   

 شـدند   آميـزي آليـزارين رد ارزيـابي       ماتريكس معدني با رنگ   
 قرار داشت بـا  ي معمولطيكشت كنترل كه در مح     و). A2شكل(

  ). B2شكل (آليزارين رد قرمز رنگ نشد 
 ـ يمي مزانش يادي بن يها سلول :ها ستي بلاستوس كشت  ي وقت

 كه كاملاً سطح فلاسك را پـر كردنـد          دندي از رشد رس   يبه حد 
 ـبه عنـوان لا     ـ تغذ هي كننـده مـورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد و            هي

دست آمده   ه  ب  Balb/c نژاد   يها  كه از موش   ييها ستيبلاستوس
 روز  2پس از گذشـت     .  مذكور قرار گرفتند   هي لا يبودند بر رو  

كـه  ) 3شـكل   (  را پاره كرده و خارج شدند      زونا هيها ناح  نيجن
 ـ با توجه به ا  دايها از زونا پلوس    ني خروج جن  زانيالبته م   كـه  ني
  .ند متفاوت بود باشستي از بلاستوسيا ها در چه مرحله نيجن

 زونا را پاره كـرده و خـارج         هيها ناح  ني جن كه ني از ا  پس 
 ـ و شروع به رشد كردنـد بـه ا         دندي چسب تيشدند، به كف پل     ني

 يهـا   بـه سـمت بـالا و سـلول         ي داخل يصورت كه توده سلول   
 روز كـشت    5به مـدت     . به اطراف رشد كردند    يتروفواكتودرم

 يورج شده بودند، بر ر خاداي زونا پلوسهي كه از ناح ييها نيجن
هـا،   ستي از رشد بلاستوس   يينما.  شدند توريكننده مان  هي تغذ هيلا
 ـ لا ي بـر رو   داي روز پس از خروج زونـا پلوس ـ       5 و   2  يهـا  هي

  . نشان داده شده است B4  وA4شكل  كننده در هيتغذ
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هـاي    سلول هايي از   كلون -A.  مغز استخوان رت   يها  كشت سلول  .1شكل  
فيبروبلاستي چسبيده بـه كـف ظـرف را در چنـد روز اول پـس از كـشت                   

هـا    كلون وستني حاصل از بهم پ    ي سلول هي تك لا  -X. B)10 ييدرشت نما (
 از  ، دو پاسـاژ   ي در ط  ي سلول ري تكث -X. C)10 ييدرشت نما (را در كشت    

  .X)10 ييدرشت نما( هستند يبروبلاستيها ف  سلوليلحاظ مورفولوژ
 

: كننده هيتغذ يها هي لاي بر روي داخليوده سلول تكشت
كننده  هي تغذيها هي لايها بر رو ستي از رشد بلاستوسپس

 را برداشته و ي داخلي توده سلوليكيمذكور به روش مكان
 اي منفرد و يها به سلول % 2,5 نيپسيها را به كمك تر آن

 ي و بر رومي كردلي تبدي كوچك چند سلوليها خوشه
   ي هم توده سلولبار كي و ميداد كننده قرار هي تغذيها هيلا

  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 كـه   MSCهاي    سلول -A  . به استخوان  MSCهاي      تمايز سلول  .2شكل  
انـد و بـا       روز در معرض محيط تمايز به استخوان قرار گرفتـه          21به مدت   
هـاي    سـلول  -X. B)10 ييدرشـت نمـا   (اند   رد رنگ آميزي شده    آليزارين

 قـرار داشـتند و بـا        ء روز در محيط فاقـد القـا       21كه به مدت    كنترل منفي   
  .X)10 ييدرشت نما( رنگ قرمز نگرفتند نيزاريآل
  

  
  
  
  
  
  
  
  

 ي قرار گرفته شـده بـر رو       ستي بلاستوس ،داي خروج زوناپلوس  .3شكل  
كنـد و    ي م داي دو روز شروع به خروج زوناپلوس      يمي كننده مزانش  هي تغذ هيلا

  .X)25 ييدرشت نما( سبدچ يم  كنندههيبه سلول تغذ
  
 جينتا روز   3-2 و بعد از     ميصورت كامل كشت داد    ه را ب  يداخل
  :  حاصل شدريز
 ي كوچك چنـد سـلول     يها  كه به خوشه   ي داخل ي توده سلول  در
 ـ كـه از طر    مي بود ييها ي كلون لي شده بود شاهد تشك    ليتبد  قي

 ـ  و هـم   يمورفولوژ  ـآم  بـا رنـگ    نيچن  فـسفاتاز   ني آلكـال  يزي
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ها پاساژ داده شدند     ي كلون ني ا زي ن گري، دو بار د    شدند ييشناسا
 كـه  يشد هنگـام   يها افزوده م   ي كلون لي تشك زانيكه هر بار بر م    

 ـآم  فـسفاتاز رنـگ    ني آلكـال  تي فعال ي بررس يها برا  يكلون  يزي
 ـ پاسـاژ، فعال   3 يط  شده در  لي تشك يها يشدند، كلون   AP تي

 6شكل  و ي كلون لي از تشك  يي نما 5شكل  ( مثبت را نشان دادند   
   )دهد ي فسفاتاز را نشان مني آلكالانيب

  

  
 ـ رشـد بلاستوس   -A. ستي رشد بلاستوس  .4شكل    را دو روز پـس از       ستي

 ي در سـطح و تـوده سـلول        ي تروفواكتودرم يها  سلول ،دايخروج زونا پلوس  
 -X. B)25 ييدرشت نما (كند   ي شكل رشد م   ي به سمت بالا وگنبد    يداخل

 يهـا   سـلول  ،داي از خـروج زوناپلوس ـ     را پنج روز پس    ستيرشد بلاستوس 
درشـت  (انـد     رشد كـرده   يادي تا حد ز   ي و توده داخل سلول    يتروفواكتودرم

  .X)10 يينما
  
 ـ لا ي را به صورت كامل بر رو      ي داخل ي توده سلول  ي وقت اما  هي
 هـم   ي و كلون  ديكننده نچسب  هي تغذ هي به لا  ميداد كننده قرار  هيتغذ
 يها   به سلولي داخليل توده سلوي وقتنيچن  نداد و همليتشك

. مي نبـود  يگونه كلون  چي ه لي شد، شاهد تشك   ليكاملاً منفرد تبد  
 يهـا   شده به خوشـه    لي تبد يول را در توده سل    جي نتا نيما بهتر 

  .ميدست آورد ه بيكوچك چند سلول
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

درشـت  ( شده در پاساژ سوم      لي تشك يادي بن يها  سلول يها يكلون. 5 شكل
  )25X يينما
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ها به رنگ    ي كلون ، فسفاتاز ني شده با آلكال   يزي رنگ آم  يها يكلون. 6 شكل
 ـ ا زيشوند و نشان دهنده عدم تما      ي مشاهده م   ارغواني – يآب هـا   ي كلـون  ني
  )40X ييدرشت نما.(باشد يم

  
  گيري بحث و نتيجه

 مترشـحه از    يهار فاكتو تي اهم قي تحق ني در ا  يهدف اصل 
ق از مغـز اسـتخوان رت در         مـشت  يمي مزانش يادي بن يها سلول

 ـ بن يها  سلول يها ي كلون ليها و تشك   ستيكشت بلاستوس   يادي
 يها  سلول كه ني از ا  ناني اطم يطور كه اشاره شده برا     همان. بود

 از چـسبنده حاصـل      يهـا   هستند، سلول  يمي مزاش افتهيكشت  
 به استخوان بـا رنـگ آليـزارين رد          زيپاساژ سوم، از لحاظ تما    

 موضـوع   كه ني با توجه به ا    ياز طرف  .فتند قرار گر  يمورد بررس 
هـا در     آن ونـد ي و پ  ي به استخوان از لحاظ سـلول درمـان        زيتما
ها بر خـلاف      سلول نيا  فراوان دارد  تي اهم ي استخوان عاتيضا
 يي شناساني بنابرا كنند، ي نم اني را ب  يا ژهيها ماركر و    سلول ريسا
 ـگ ها با بهره    سلول نيا  ـ از   يري   شـاخص منحـصر بـه فـرد      كي

 ناني است كه تنها راه اطم     نيا ، اعتقاد بر  ]26 [ستي ن ريپذ امكان
 ـ به دو    زي تما لي پتانس ي جدا شده، بررس   يمي مزانش تياز ماه   اي
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 بــه زيدر مطالعــه حاضــر تمــا. ]27 [ اســتيچنــد رده ســلول
 ـآم استخوان و مثبت بودن رنـگ       ـ آل يزي را بـه     رد،  مـا    نيزاري

.  است متقاعد كـرد    يمي، مزانش  كشت داده شده   يها  سلول كه نيا
گـذار در    ري تـأث  يهـا  فاكتور نيتـر   از مهم  يكيكننده   هي تغذ هيلا

 ـگـزارش شـده كـه لا     .  است يني جن يادي بن يها كشت سلول   هي
را   LIF  مانند ها نيتوكاي از انواع سا   يتواند بعض  يكننده م  هيتغذ

 ـ بن يها د كه ممكن است رشد سلول     يترشح نما   ـي جن يادي  را  ين
  .]28 [ كنديري جلوگزشانيا و از تمدي نماكيتحر

 يهـا   سـلول  زي تمـا  ي بـرا  نيشي در مطالعات پ   ي طور كل  به
 يي اسـتروما يها ساز از سلول  خون يها  به سلول  يني جن ياديبن

 يا امـا در مطالعـه    .شده است   كننده استفاده    هي تغذ هيبه عنوان لا  
 يادي بن يها  سلول ياو با جداساز   انجام شده،  انگيكه توسط ه  

سـاز و    سـتخوان  ا يهـا  ها به سمت سلول     آن زيا و تم  يميمزانش
 هيــســاز بــه عنــوان لا  اســتخوانيهــا  ســلولنيــا اســتفاده از

 ـ از ا  ي خـوب  اري بـس  يتيشاهد نقش حمـا   كننده،   هيتغذ  ـ لا ني  هي
ساز خون بند ناف      خون يادي بن يها لولكننده در كشت س    هيتغذ
ه توسط جانـگ  انجـام        ك يگري پژوهش د  نيچن هم. ]29 [بود

گونـه   چيبدون افزودن ه ـ   ،يمي مزانش يادي بن يها لولشده، از س  
خـون بنـد نـاف       CD34+ يهـا   كشت سـلول   ي برا ينيتوكيسا

 يهـا كاربردهـا    ي بررس ني كه او معتقد است با ا      دياستفاده گرد 
 ـ بن يهـا   سلول يكيولوژي و ب  ينكيكل  شي افـزا  يمي مزانـش  يادي

  .]30 [افتيخواهد 
 يمي مزانـش  يداي بن يها  تا از سلول   مي هم در صدد برآمد    ما

 يهـا   كـشت سـلول  ي بـرا ينيتوكيگونه سا  چيو بدون افزودن ه   
نوان ع  ه مطلوب ب  جي تا با مشاهده نتا    مياستفاده كن  يني جن ياديبن

 و يرواكــيه. تــر اســتفاده نمــود عيهــا در مطالعــات وســ از آن
 مشتق از   يمي مزانش يادي بن يها  سلول ي، در پژوهش  همكارانش

انـد و    كار بـرده   هكننده ب  هي تغذ هي را به عنوان لا    ي چرب يها بافت
 ـ بنيهـا  هـا نـشان داده اسـت كـه سـلول         آن يها يبررس  يادي
كنند  يم ترشح  ي مختلفيهاها فاكتور ي مشتق از چربيميمزانش

 ـ   يكنند تا حد   ي م تيكه بقا و رشد سلول را حما       تـوان   ي كـه م
 ـ  يها  سلول ي برا كننده هي تغذ هيها را به عنوان لا     آن  ـ تل ياپ  الي
  .]31[كار برد  ه بزين

 تـا نقـش     ميبا توجه به مطالعات انجام گرفتـه بـر آن شـد           
 ـكننده را از مرحله كشت بلاستوس      هي تغذ هي لا نيا يتيحما  ستي

 مي قرار دهي مورد بررسي داخلي از توده سلولي كلونليتا تشك
تواند تنهـا بـا      يكننده مذكور م   هي تغذ هي لا اي كه آ  مي برس نيو به ا  

 فـاكتور رشـد و      گونه چيون افزودن ه   كشت و بد   طيحضور مح 
 منبع  كي را كه به عنوان      يني جن يادي بن يها ، سلول يني ك تويسا
 ـ حما ي سـلول  يها  انواع رده  دي تول يمحدود برا  نا  ـ نما تي از . دي

 ـ لايرو  كـه مـا بـر   ييهـا  ستيتعداد بلاستوس   ـ تغذهي كننـده   هي
 روز قـرار    2هـا پـس از       نيجن  %8/96،  مي قرار داد  يميمزانش

 خارج شدند   دايكننده، از زونا پلوس    هيذ سلول تغ  يبر رو گرفتن  
 و امكان رشـد     دنديكننده چسب  هيبه سلول تغذ   % 5/64و سپس   

 ـ ي توده سـلول   ي و به مرحله جداساز    افتندي  لي و تـشك   ي داخل
 ـ مـا نـشان داد كـه م        يها ي بررس نيچن هم. دندي رس يكلون  زاني
 ـ ي به نوع تـوده سـلول      ي كلون ليتشك  ـ  ي بـستگ  ي داخل ه  دارد ب
 يهـا   شـده بـه خوشـه      لي تبد ي داخل سلول  ده تو گري د يعبارت

 ي بود، اما توده سلول  ي كلون لي قادر به تشك   يكوچك چند سلول  
كننده قرار گرفـت اصـلاً بـه     هي تغذهي لا يبر رو طور كامل    هكه ب 
در   نـشد و   لي هم تشك  ي كلون جهي در نت  ديكننده نچسب  هي تغذ هيلا

 ـ منفـرد  بـه ا      يهـا   شده به سـلول    لي تبد يمورد توده سلول    ني
 ممكـن اسـت     طي شـرا  نيكه البته ا  .  نشد لي تشك ي كلون صورت

 ـ كـشت آزما   طي از شـرا   يناش   باشـد  يگونـه موش ـ   و   يشگاهي
]7،32.[  

 افتي شي افزا ي دو پاساژ بعد   ي در ط  ي كلون لي تشك زانيم
 شدند  يي فسفاتاز شناسا  ني آلكال يزيآم ها با رنگ   ي كلون نيكه ا 

 يهـا   سـلول  يهـا  ياند و  كلـون     افتهي ن زيو مشخص شد كه تما    
 سـه پاسـاژ در      ي را در ط ـ   يزي نوع تما  چيما ه .  هستند ياديبن

 ي در برخ  كه نيا با توجه به     ياز طرف . ميها مشاهده نكرد   يكلون
 ي موش ـ يني جن يادي بن يها اشاره شده بود كه سلول     ها پژوهش

 LIF ازمنـد ي فقـط ن   ي انسان يني جن يادي بن يها بر خلاف سلول  
 يهـا  يبـا بررس ـ   .]19 [باشند ي م ري لا دري از ف  هستند و مستقل  

 ـ   همكارانش    و ي موضوع ل  ني ا تر شيب دسـت   هنشان دادند كه ب
 تيفي و منبع و ك    نوع وابسته به    يني جن يادي بن يها آوردن سلول 

 ـ راستا مـا در ا     ني در ا  نيچن هم. ]33 [كننده است  هي تغذ هيلا  ني
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كننـده،   هيغذ ت هي و تنها با حضور لا     LIFبدون استفاده از     قيتحق
 باشـد،   دهيرس ـ ييرشد نها  كه به حد     يا كننده هي تغذ هيبا لا البته  
 گونه چي پاساژ و بدون ه    3 را تا حد     يادي بن يها  سلول ميتوانست
تر از آن استفاده  عي وسقاتي در تحقمي و بتوانمي ببرشي پيزيتما
  .ميينما

 يهـا  تـوان سـلول    ي نشان داد كه م    قي حاصل از تحق   جينتا
 ي اسـتخوان  يها  مغز استخوان را به سمت رده      يميانش مز ياديبن

 به عنـوان    ينيتوكيگونه سا  چي و به  بدون  افزودن ه       مي ده زيتما
 يني جنيادي بنيها  و كشت سلوليكننده در جداساز هي تغذهيلا

ــ .ميياســتفاده نمــا  ايــن روش بــا حــذف  نيــاز كــه يطــور هب
اي هاي رشد، روشـي سـاده و كـارا بـر           ها و محرك   سايتوكاين
 ـ بن يهـا   سـلول  يهـا  ي و كشت كلـون    يجداساز  ـي جن يادي  ين

  .  تواند باشد مي
 ـ يتوده سلول  يها ي كلون قي تحق ني در ا  نيچن هم  بـا   ي داخل

 ـ ته يكي مكـان  وهيروش خرد كردن به ش      يو مورفولـوژ   شـد    هي
 با محدوده مشخص    ي سلول هي لا كيها به صورت توده پهن       آن

اضح به عنـوان    مشخص و چند هسته و     نا يتوپلاسميو جداره س  
 هي لا ي بر رو  ي توده داخل  يها  علامت موفق كشت سلول    نياول
 ـ هـا هـم    آنزي شد وعدم تمـا    نيي تع MSCكننده   هيتغذ  بـا  نيچن

  .دي گردنيي فسفاتاز تعني آلكاليزيآم رنگ
  

  قدرداني تشكر و
پاستور تهـران و در     توي انست ي مال يها تي با حما  قي تحق نيا

با تـشكر از زحمـات      . است پاستور انجام شده     يميوشيبخش ب 
  .يميوشيتمام كاركنان بخش ب
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Introduction: Embryonic stem cells (ESCs) are pluripotent cells derived from the inner cell mass 

(ICM) of blastocysts. A feeder layer and cytokines are necessary for culture of these embryonic cells 
in most species. The aim of this study was application of rat mesenchymal stem cells (MSCs) as a 
feeder layer for the isolation and culture of mouse embryonic stem cells. 

Materials and Methods: Mesenchymal stem cells were isolated from rat bone marrow and cultured 
in DMEM (Dulbecco's modified Eagle's medium) medium supplemented with 10% FBS (fetal bovine 
serum). To verify the isolated cells, they were affected by osteocyte differentiation inducer to become 
bone mass. After twenty-one days, the differentiation was evaluated by Alizarin red staining. 
Blastocysts were obtained from Balb/c pregnant mice and cultured on this MSCs feeder layer. Two 
days later; after hatching of blastocysts, the cells were trypsinized and the inner cell mass dissociated 
to the small cell clumps. These clumps were cultured on 12-well plates covered by the same MSCs 
without applying any cytokines or growth inducer. Two to three days after the passage, colonies 
appeared which were similar to embryonic stem cell colonies in morphology. These colonies were 
passaged two more times using the mentioned procedure and their identities were examined by 
morphological observation and alkalin phosphatase staining. 

Results: In this study we could easily cultured MSCs using DMEM media. The mesenchimic origin 
of cultured cells, which showed fibroblastic morphology, was proved by differentiation to bone 
masses using osteocyte inducer and detection with Alizarin red. By applying DMEM media and MSCs 
cells, as feeder layer, we could culture ESC without any need to cytokines or growth factors. After 
passage to the inner cell mass colonies were formed.  These colonies were formed in two more other 
passages. The colonies were verified with alkalin phosphatase assay. 

Conclusion: Results of this study showed mesenchymal stem cells isolated from rat bone marrow 
can differentiate to osteoblaste line and can be used  as feeder layer for isolation, culture and forming 
embryonic stem cells colonies. This method, by using MSCs as feeder layer and bypassing the need of 
cytokine and growth factors, seems to be a simple efficient method for culture and isolation of 
embryonic stem cells.   
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