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Objectives: Multipotent mesenchymal stem cells (MSc) have been known for a long period of time. These cells are adherent, 
clonogenic and fibroblastic and can be isolated from bone marrow stroma of postnatal organisms. Under appropriate conditions, 
these cells can give rise to broad spectrum of fully differentiated connective tissues including cartilage, bone, adipose tissues and 
muscle cells. Upon the isolation of cells in vitro, these cells tend to differentiate and it is very difficult to direct these cells into 
self-renewal in order to get more Multipotent MSc for medical purposes. In this study, the effect of leukemia inhibitory factor 
(LIF) on MSc has been investigated. In the presence of LIF, embryonic stem cells proliferate without differentiation. However 
the effect of LIF on MSc has not been fully investigated. Methods: Bone marrow stroma cells were extracted from 2-month-old 
and 8-month-old mice. These cells were cultured in a medium containing LIF. After formation of colonies, cells were stained by 
methylen blue. The activity of alkaline Phosphatase was also investigated. To study the effect of LIF on self-renewal ability of 
MSc, cells were cultured in a primary culture containing LIF. Colonies formed in the primary cultures, were harvested and re-
cultured. The number and size of colonies compared with these cultured without LIF. Results: In the presence of LIF, cells tend to 
express alkaline phosphatase enzyme more than control cells. However, in the presence of LIF in primary culture, there was no 
difference in the number of colonies. The size and number of colonies in secondary culture were significantly increased among 
those cells grown in the presence of LIF in primary culture. The number and quality of colonies did not show any significant 
difference among those cells extracted from 2-month-old and 8-month-old mice. Conclusion: The presence of LIF in primary 
culture does not affect the number of colonies formed. However, most of the cells in the primary culture express alkaline 
phosphatase. These cells tend to differentiate into bones. The presence of LIF in primary culture increases the self renewal ability 
of cells. Also these cells have more proliferation ability in comparison with control cells. The numbers of mesenchymal stem 
cells with aging do not decrease. Therefore, mesenchymal stem cells do not age and their number stays constant during the 
lifetime.  
Key words: LIF, MSc, Alkaline Phosphatase, Self-renewal, differentiation. 
 
 

 توانائي همانندسازي و تمايز به ی شده اند،يش شناسايوانات بالغ بوده و سالها پيقابل استخراج از مغز قرمز استخوان در حکه سلولهاي مزانشيمي بنيادي  :زمينه و هدف

جاد يل کلونی و اي تشکدن، توانايييت چسبياين سلولها قابل. را دارا ميباشندط خاص يدر شراچربي، استخواني، غضروفي و ماهيچه اي سلولهاي متعددي نظير سلولهاي 

کردن آنها به افتن داشته و وادار يز ياد به تمايل زين سلولها تمايشگاهی، ايط کشت آزمايبه محض استخراج و کشت در مح. را هستندبروبلاستی را دايسلولهای مشابه ف

ز جهت وادار كردن اين سلولها به همانندسازي در محيط كشت آزمايشگاهي و جلوگيري از تماي. لی دشوار استيهمانندسازی جهت کاربرد در امور پزشکی و درمانی خ

نی در وادار يادی جني بر روی سلولهای بنLIFاثر فاكتور .  گرفتدر مراحل مختلف مورد مطالعه قرارنوتركيب  Leukemia Inhibitory Factor (LIF) ناخواسته آنها، تاثير فاكتور

بر روي تعداد و  تاثير پيري ن مطالعهي در اهمچنين.  نشده استبررسيادی بطور کامل يمی بنير آن بر روی سلولهای مزانشيکردن آنها به همانندسازی، مشخص بوده ولی تاث

 استخراج و در شرايط كاملاً استريل در محيط كشت ماهه ٨ و نسبتاً پير  ماهه٢ مغز قرمز استخوان از موشهاي جوان :شها رو.ديگرد بررسیرفتار سلولهاي مزانشيمي بنيادي 

تعداد كلونيهاي حاصل شده و نوع سلولهاي تشكيل دهنده آنها با . كشت داده شدبود،  U/ml۱۰۰۰با غلظت  LIFحاوي فاكتور که (αMEM)  وميال مديموم اسنشينيآلفا م

 رشد داده LIFابيدر غ كشت محيطهمان با سلولهاي كنترل كه در اين سلولها مطالعه و کروسکوپ نوری ي مدر زير متيلن بلو و الكالين فسفاتاز يآميزي هاستفاده از رنگ ا

می استخراج شده از يادی مزانشيتفاده از سلولهای بنر و همانندسازی آنها با اسيدر تکثمزانشيمي بنيادي سلولهاي ئی تواناتاثير پيري بر روي . بودند، مقايسه گرديدند

 با سلولهاي تفاوتي U/ml۱۰۰۰ظت با غل LIFتعداد سلولهاي بنيادي مزانشيمي در كشت اوليه حاوي فاكتور  :يافته ها. ر مورد مطالعه قرار گرفتياستخوانهای موشهای پ

تعداد كلونيها و اندازه آنها در دار در  معني باعث افزايشه، يط کشت اوليدر مح LIFاكتور فحضور  .يان ميكردندكنترل نشان نداده ولي اين سلولها اكثراً الكالين فسفاتاز را ب

 باعث افزايش قابليت LIFفاكتور  :نتيجه گيري . موشهاي جوان و پير تفاوتي نداشتندده ازاستخراج شتعداد و رفتار سلولهاي مزانشيمي بنيادي . ديگرده يثانومحيط كشت 

را  استئوبلاست سلولها بيشتر آلكالين فسفاتاز را بيان كرده و تمايل به تمايز يافتن در جهت سلولهاي LIFدر حضور فاكتور . مانندسازي و تقسيم سلولهاي مزانشيمي ميگردده

  . مزانشيمي و رفتار آنها نداشته استدی بنيا قابل توجهي در تعداد سلولهاي پيري تاثير. دارند

 .(MSc)، سلولهاي بنيادي مزانشيمي Alkaline Phosphatase، (Self-Renewal)، همانندسازي LIF :ديواژه هاي كلي
دانشکده علوم طبيعی استاديار،  ،مرتضي جبارپور بنياديدكتر : نويسنده مسئول*

  و مرکز تحقيقات بيوتکنولوژیداروييدانشگاه تبريز، مركز تحقيقات كاربردي 
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  ۱۳۸۴                                                         علوم داروئي، زمستان   و همكاران    مرتضي جبارپور بنيادي                                                                                             ۱۰

  مقدمه  ‐۱
سلولهاي بنيادي، توانائي منحصر به فرد همانندسازي و تمايز 

بر اساس .  هستند را دارا مختلف بدنيسلولهاييافتن به اكثر 

محل استخراج، اين سلولها را به دو گروه سلولهاي بنيادي جنيني 

Embryonic Stem Cellsو سلولهاي بنيادي بالغ  Adult Stem Cells 

سلولهاي بنيادي جنيني توانائي تمايز يافتن به . تقسيم بندي ميكنند

  راتمامي انواع سلولهاي مختلف بدني را دارا بوده و اين سلولها

 مينامند در صورتيكه سلولهاي بنيادي بالغ Pluripotentسلولهاي 

 كه را دارا ميباشنددودي از سلولها تعداد محتوانائي تمايز به تنها 

 ناميده Multipotentبر اين اساس سلولهاي بنيادي بالغ سلولهاي 

  . )۱( يشوندم

جايگاه سلولهاي بنيادي مزانشيمي در مغز قرمز استخوان بوده و 

استئوبلاست، سلولهاي اين سلولها توانائي تمايز به سلولهاي 

.  را دارند)۲‐۳(ضروفي  و سلولهاي غ،اي هچسلولهاي ماهي، بيچر

منجر به بروز هرگونه نقص در عملكرد اين سلولها ميتواند 

  نظير پوكي استخوان و يا استئوپروزيز گرددعوارض و بيماريهايي

 تحت) ۵ (۱۹۶۸ از سال (MSc)سلولهاي بنيادي مزانشيمي . )۴(

در آن سال، محققين به سلولهايي از مغز قرمز .  بوده اندبررسی

 به سطح ديشهاي سترسي يافتند كه قابليت چسبيدناستخوان د

.  داشتندمحيط كشت و ايجاد كلونيهاي مشابه كلوني فيبروبلاست

تشكيل كلوني را دارند، آنها بر اين اساس كه اين سلولها توانائي 

ها در شرايط CFU. مينامند Colony Forming Unite يا CFU را

هايي از سلولهاي مناسب آزمايشگاهي توانائي تمايز به كلوني

به اين . استخواني، ماهيچه اي، چربي و غضروفي را دارا هستند

 بودن سلولهاي تشكيل دهنده Multipotentدليل اكثراً عقيده بر 

هاي تشكيل يافته در محيط كشت را همسان  CFU و بودهكلونيها 

  .)۶‐۷( دانند با سلولهاي بنيادي مزانشيمي مي

به  سلولهاي بنيادي بالغ  و تمايزتكثيرمطالعات وسيعي در جهت 

. ه استصورت پذيرفتدر محيط كشت سلولهاي خاص و مورد نظر 

محيط كشت، سريعاً معمولي سلولهاي بنيادي مزانشيمي در شرايط 

 و وادار كردن اين سلولها جهت همانند سازي  و تكثيرافتهيتمايز 

Self-Renewal ها  از تمايز آنكهبه صورتي در محيط آزمايشگاهي

  فعلي مقدور نميباشدشگاهیيتوان علمی و آزماجلوگيري گردد با 

هاي بنيادي جنيني موش، در شرايط خاص محيط  سلول. )٨(

 Leukemia Inhibitory Factor (LIF)آزمايشگاهي و در حضور هورمون 

 دهيگرد (Self Renewal) همانند سازي ه و وادار بهباز ماندز ياز تما

و  Pluripotentكاملاً مشابه خود كه سلولهايي جه يدر نتو 

Totipotent  فاکتور . )۹(هستند، بوجود مي آورندLIF گر ير دينظ

 يرنده های خاص خود در سطح سلوليگبا اتصال به گاندها يل

گنالها ين سيا. گردديمگنالی يرهای خاص سيمسک يباعث تحر

ا يکاهش منجر به به هسته سلول منتقل و جهت اعمال اثر خود 

 LIFفاکتور گنالی ير سيمس. دنگرديم از ژنها کسریيان يش بياافز

 ادی تحتيزبطور ر يدر سالهای اخنی يادی جنيدر سلولهای بن

 مشخص شده است که ن مطالعاتيبر اساس ا. ده استبومطالعه 

 LIF (gp130-LIFR)رنده های يگپلکس كمجاد شده توسط يگنال ايس

ن سلولها يانندسازی همامنجر به  JAK-STATگنالی  سيرياز مس

 نيچن هم.)۱۷‐۱۵( ممانعت بعمل می آوردز آنها ي تمااز و دهيردگ

 قابليتک ي باعث تحرERK و SHP-2گنالی ير سيبلوکه کردن مس

مسير  .)١٨(گردد ينی موش ميجنادی يبنهمانندسازی در سلولهای 

 در سلولهاي بنيادي مزانشيمي بطور كامل مطالعه LIFسيگنالي 

ي به اين مسير سيگنالي و نحوه عملكرد آن در نشده و آگاه

و نحوه كشت آنها در محيط کشت دستكاريهاي اين سلولها 

واقع براي كاربردهاي پزشكي و درماني خيلي مفيد آزمايشگاهی 

  .خواهد شد

بنيادي  بر روي سلولهاي LIFهورمون در اين مطالعه، تاثير 

در . گرفت قرار بررسيمزانشيمي در محيط آزمايشگاهي مورد 

بر خلاف سلولهاي مزانشيمي بنيادي حضور اين فاكتور، سلولهاي 

تمايل بيشتر به تمايز يافتن و تكثير به سلولهاي بنيادي جنيني، 

 هستند را CFU-ALPاز ـاوليه اي كه بيان كننده آلكالين فسفات

ت يقابل بر روی LIF اثر طالعه در اين منيـهمچن. دارند

ذکور در  حضور فاكتور م. بررسي شدها ن سلوليهمانندسازی ا

ی  سلولهاند سازیـوان همانـش تي افزااعثـه بيط کشت اوليمح

   .گردد يمی مـيادی مزانشيبن

دی يای در تعداد و رفتار سلولهای بنير سن و پيرجهت مطالعه تاث

ی جوانتر موشهااستخراج شده از ی يممزانشی، سلولهای يممزانش

   .فتند قرار گربررسي مورد و مسن تر

  

  مواد و روشها ‐۲
  مغز قرمز استخوان سلولهايهيته: ۲‐۱

 يقبه طر) C57BL/6از نژاد (، موش ها يل کاملاً استريطدر شرا

ا الکل پوست آنها شستشو داده ـجائی نخاعی کشته شده و بـجاب

 جراحی، پوست استخوان يلای استره يچيسپس توسط ق. دش يم

 استخوان تا حد نــي اهای اطراف ور آنها جدا و گوشتــفم

 10x حاوی يلاستخوان فمور در محلول استر. دــش يامکان جدا م

 شده از يه تهG ينليسر پنيتی ليلروگرم در ميک م۱۰۰۰ (يکتيوآنتی ب

 شده يه سولفات تهيسينر جنتامايتی ليلروگرم در ميک م۵۰۰ما، يگس

   .دش يقرار داده م) ر فانجی زونيتی ليلروگرم در ميک م۳ما، يگاز س

 هود، استخوان جدا شده بطور ير و زيل کاملاً استريطدر شرا

 شده و دو سر استخوان يزکامل از گوشتهای اطراف خود تم

 شدن به يزاستخوان بعد از تم. يد قطع گرديلی استريچتوسط ق

. يد منتقل گرديکتيو آنتی ب10x حاوی يد و جديزدرون محلول تم

 و FBS% ۱۵: حاوی (αMEMتوسط سرنگ مقداری محلول کشت 

برداشته شده و مغز قرمز استخوان بدرون ) يکتيوآنتی ب% ١٠

  . يد خالی گردαMEM و حاوی محلول کشت يل استريشپتری د
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  LIF                                                                                                  ۱۱می و يدی مزانشسلولهاي بنيا                                                     علوم داروئي                        

ه يد، سلولهای به هم چسب18Gبا استفاده از سرنگ و سر سوزن 

مغز قرمز استخوان استخراج شده بطور کامل در محلول کشت از 

  .نديدهم جدا گرد

 از  موش۱۰ الی ۶شات مغز قرمز استخوان از يدام از آزمادر هر ک

ک سن خاص ولی يکه همه در  )C57BL/6(  خاصنژاديك 

اثر ز ا ق،ين طريدب. ده بودند استخراج شدامخلوطی از نر و م

 در سرعت رشد و (Genetic Background) نژادت و ياحتمالی جنس

شات ي آزماجهيری در نتي تاثCFU  تشكيل يافتههایيتعداد کلون

مورد استفاده ت يدر دو جمعی که يموشها تعداد .ديری گرديشگيپ

  . کسان بوديمواره قرار گرفتند، ه

 شمارش سلولهای هسته دار  :۲‐۲
استفاده از . يدومتر استفاده گرديتجهت شمارش سلولها از هماتوس

که، دستگاه ين ايل بدل.رددگ ي نميه مرحله توصيندستگاه کانتر در ا

) هم حاوی هسته و هم فاقد هسته(انتر تعداد تمام سلولها کولتر ک

ه در سلولهای مغز قرمز استخوان، تنها يکند، در حاليک ميهرا ته

  .  که دارای هسته هستند مد نظر بوديیتعداد سلولها

ر از محلول يتروليک م۲۰جهت بدست آوردن تعداد سلولها، 

ر محلول يتلرويک م۲۰ برداشت شده و با ی استخراج شده،سلولها

ه و يدپ مخلوط گرديوروتيک ميک در (Trypan Blue)ان آبی يپتر

ومتر يته هماتوسيش مخلوط بر روی شينر از ايتروليک م۱۰حدود 

روسکوپ، تعداد سلولهای حاوی هسته يک ميردر ز. يدمنتقل گرد

شمرده شده و کل تعداد سلولها در محلول سلولی مغز قرمز 

  .يداستخوان محاسبه گرد

 کاشت سلولها :۲‐۳
 ۲( کوچک يش ديکدرون ه عدد سلول هسته دار ب ۱۰۴عداد ـه تـب

 و ۱۰ %FBS( αMEM سی سی محلول کشت ۲که حاوی ) ی متريلم

های مذکور به يشد. يد هود منتقل گرديربود در ز) آنتي بيوتيك

   .نديدراد منتقل گرديگ درجه سانتCO2 ، ۳۷آرامی به انکوباتور 

، اين سلولها بعد LIFط کشت حاوی يحجهت کشت سلولها در م

  حاویαMEMاز استخراج از مغز قرمز استخوان در محيط کشت 

LIF U/ml۱۰۰۰ )Gibco-BRL 1x105 U/µg (کشت داده شدند .  

  کشتيطض محيتعو: ۲‐۴
 با يل کاملاً استريطها هر روز در شرا يش کشت دطـيمح

  کشت تازهيط کشت قبلی و اضافه کردن محيطبرداشتن مح

  .يدرديگض ميتعو

 برداشت سلولها: ۲‐۵
ده بودند بعنوان يط کشت چسبيی که به سطح محيسلولها

ده و جهت مطالعه مورد يادی محسوب گرديمی بنيسلولهای مزانش

دگی را نداشتند، يئی چسب سلولهايي كه توانا.استفاده قرار گرفتند

می جدا يط کشت، از سلولهای مزانشيض محيدر هنگام تعو

 يط از محينسيپ با استفاده از محلول ترسلولهااين  .دنديگرد

 بر ينسيپکه از اثرات جانبی ترينجهت ا. يدکشتها برداشت گرد

 در حد امکان ينسيپ تريرروی سلولها کاسته گردد، مدت تاث

 کشت در يط اضافه و محينسيپ کشت تريطبه مح. کاسته شد

 شده و ه نگهداریيق دق۱۰ درجه سانتگراد برای مدت ۳۷ماری نب

. دنديشه بررسی ميق دق۵روسکوپ، سلولها هر يکتوسط م

 کشت يطروسکوپ، محيک ميرسلولهای به محض گرد شدن در ز

 خنثی شده و ينسيپ سلولها اضافه شد تا اثر تريط سرم به محيا

   .نديدسپس سلولها برداشت شده و شمارش گرد

  فسفاتازينی سلولها برای مطالعه آلکاليزرنگ آم: ۲‐۶
 يطمح.  سلولها بطور کامل برداشته شديش کشت از ديطمح

د بطور کامل شسته شد تا دبری و سلولهای  سرPBSکشت توسط 

ه توسط يق دق۱۵سلولها برای مدت . مرده بطور کامل شسته شوند

 سی سی، ۱۰۰ ينفرم آل (NFB  %10ياس کننده يکمحلول ف

Na2HPO4 گرم،  ١٦NaH2PO4 ۴ريت ليک يل گرم، آب استر (

س کننده بعد از زمان مقرر بطور کامل يکمحلول ف. س شدکيف

 ۱۵ کشت سلولها برای مدت يطته شده و سپس به محيخدور ر

 زمان، سلولها توسط ينبعد از ا.  اضافه شديله آب سرد استريقدق

، MX-PO4 ،DMF ،TRIS-HCLنفتال (ی کننده يزمحلول رنگ ام

Red Violet LB Salt (ی کامل، يزآمبرای رنگ . ی شديزرنگ آم

بعد از .  محلول نگهداری شدندينه در ايق دق۴۵سلولها بمدت 

مدت مذکور، سلولها بطور کامل توسط آب شسته شده و برای 

در  سلولهايي كه .باشنديروسکوپ نوری آماده ميک ميرمطالعه ز

ر يان شده بود، برنگ قرمز درآمده و زين فسفاتاز بيآنها آلکال

  .لعه بودندکروسکوپ نوری قابل مطايم

 ن بلويلی متيزرنگ آم  :۲‐۷
ن يل، سلولها توسط متCFU-Fجهت دسترسی به تعداد کلنی های 

ن بلو جهت رنگ يل درصد مت۱۰محلول . دنديشی ميزبلو رنگ آم

ه بر روی سلولها اضافه شده و يق دق۲۰ الی ۱۰ی برای مدت يزآم

   .روسکوپ مورد مطالعه قرار گرفتنديک ميرسپس کلنی ها ز

 CFU شمردن  :۲‐۸
ی مورد يز ، بعد از رنگ آمCFUجهت شمردن تعداد کلنی های 

 عدد سلول ۱۵ از يش که بيیايهروسکوپ نوری کلونيک ميرز، زيان

كلونيهايي كه تعداد سلولهاي آنها . نددش يداشته اند شمرده م

 . عدد بودند، بعنوان يك كلوني محسوب ميگرديدند۱۵بيشتر از 

 ۱۰ الي ۷ها، كلونيهاي حاصله در   كلونيجهت دسترسي به تعداد

ديش از هركدام از آزمايشات، زير ميكروسكوپ مطالعه گرديده و 

با استفاده از ( محاسبه Standard Deviationها به همراه  ميانگين آن

  .گرديد) Excelبرنامه 

ها بعد از  ي، کلون+CFU-ALP هاي  كلونيطالعه تعدادجهت م

کروسکوپ نوری مورد بررسی قرار ير مياز، زيزی مورد نيرنگ آم

ل دهنده ــيشکــ عدد سلول ت۱۵ی که حداقل ـهر کلون. گرفتند

که نشانگر (ده بود ـرنگ قرمز درآمه زی بيـگ آمـآن در اثر رن

ک کلونی يبعنوان ) ن فسفاتاز توسط آن سلول استيان آلکاليب
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CFU-ALP+ ن صورت بعنوان ير ايدر غو  محسوبCFU-ALP- 

  . ديردمحسوب گ

 )هيکشت ثانو (Self-Renewalمطالعه همانندسازي يا : ۲‐۹
هاي بنيادي مزانشيمي  جهت مطالعه توانائي همانندسازي سلول

هاي در محيط  استخراج شده از مغز قرمز استخوان، اين سلول

، آنتي C µg/ml۵۰، ويتامين FBS ،αMEM% ۱۰(كشت اوليه 

ه و پس از تشكيل  روز كشت داده شد۹ الي ۶مدت ه ب) بيوتيك

ه ـاره شمرده شده و بــها برداشت شده و دوب كلوني، سلول

ها در محيط كشت ثانويه كه تركيب  تعداد مشخصي از سلول

جهت  .دــه، كشت داده شدنـه را داشتـمحيط كشت اولي

 ۱۰ي ـ ال۷هاي حاصله در  ها، كلوني ه تعداد كلونيـرسي بـدست

 ميكروسكوپ مطالعه گرديده زيراز هركدام از آزمايشات، ش ـدي

با استفاده از ( محاسبه Standard Deviationو ميانگين آنها به همراه 

  .گرديد) Excelبرنامه 

  

   نتايج ‐۳

تعداد سلولهاي بنيادي مزانشيمي در كشت اوليه در بين محيطهاي 

تفاوت معني داري  LIF و حاوي فاكتور LIFكشت فاقد فاكتور 

 CFU-Fدر اين آزمايش، تعداد ميانگين . )۱شكل (نشان نداده است 

 ۷ميانگين (تشكيل يافته بين دو محيط كشت در آزمايشات متعدد 

از هر ده ميليون سلول . يكسان بوده است)  آزمايش۱۰الي 

 سلول توانائي ۶۵مزانشيمي هسته دار استخراج شده، تنها حدوداً 

لولهاي  را داشته كه اين تعداد نشانگر تعداد كل سCFU-Fتشكيل 

بطور . هاي مورد مطالعه استمزانشيمي در بين تعداد سلولبنيادي 

را  سلولهاي هسته دار مغز قرمز استخوان ۰۰۰۶۵/۰درصدي 

  .مزانشيمي تشكيل داده اندبنيادي سلولهاي 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

LIF     تعداد سلولهای مزانشيمی بنيادی در حضور و غياب
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تعداد سلولهای مزانشيمی بنيادی  

ها
وني
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داد
تع

LIF در غياب
LIF  در حضور

فاكتور تعداد كلونيهايي كه در محيط كشت اوليه در حضور و يا بدون : ۱شكل 

LIFده ميليون سلول هسته دار استخراج شده از مغز قرمز .  حاصل شده اند

 ۶۵استخوان در محيط كشت اوليه رشد داده شده كه از اين تعداد سلول تقريباً 

  . را داشته استCFU عدد سلول توانائي تشكيل كلوني

  

 سلولهاي بنيادي  تعدادLIFاگرچه در محيط كشت اوليه حاوي فاكتور 

  افزايش و يا كاهش نشان نداده ولي تعداد كلونيهاينشيميمزا

(Colony Forming Unit Alkaline Phosphatase positive) CFU-ALP+ 

كه در آنها بيشتر سلولهاي تشكيل دهنده كلوني آلكالين فسفاتاز بيان 

 كه اين )۲شكل  (كرده اند، افزايش معني داري نشان داده است

 ۸از .  بوده است-CFU-ALPعداد كلونيهاي افزايش همراه با كاهش ت

ط کشت کنترل کشت داده شده يون سلول هسته دار که در محيليم

ن يافته که از ايل ي تشکCFU-F عدد کلونی ۴۷بود، بطور متوسط 

ه و بقيه ن فسفاتاز بودي آلکالان کنندهيب کلونی ۵تعداد بطور متوسط 

ن تعداد سلول يز هما. ن فسفاتاز منفی بودنديآلکالنسبت به بيان 

، بطور LIFط کشت حاوی فاکتور ي در محههسته دار کشت داده شد

ز بطور نين تعداد يافته و از ايل ي تشکCFU-F کلونی ۴۵متوسط 

ن، در يبنابرا. ن فسفاتاز بودنديان کننده آلکالي کلونی ب۱۴متوسط 

ن فسفاتاز به يان کننده آلکاليهای بي تعداد کلونLIFحضور فاکتور 

  كلونيهاي كلکه تعداديافته بود در حاليش يود سه برابر افزاحد

CFU-Fنشان نداده بودر معنی داری يي تغ.  

  

  

  

  

  

 
  

  

  

تعداد کلونيهای حاصل از سلولهای استخراج شده از مغز قرمز استخوان (موش 2 ماهه )
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 LIFتعداد كلونيهايي كه در محيط كشت اوليه در حضور و يا غياب : ۲شكل 

 با تعداد (CFU-F)، تعداد كل كلونيها LIFدر حضور فاكتور . تشكيل يافته است

 رشد كرده بودند، يكسان LIFكل كلونيها در ديشهاي كنترل كه در محيط فاقد 

كلونيهايي كه الكالين فسفاتاز ( مثبت CFU-ALPولي تعداد كلونيهاي . بوده است

  . بيشتر بوده استLIF در بين كلونيهاي رشد كرده در حضور  )را بيان كردند

  

جود در مغز قرمز استخوان می مويادی مزانشيتعداد سلولهای بن

و ) ه ماه۸های  موش(شتر يی با سن بيها استخراج شده از موش

ه مورد يط کشت اولي در محLIFعکس عمل آنها در برابر فاکتور 

 تفاوت ن سلولهاياعمل المطالعه قرار گرفت که تعداد و عکس 

های استخراج شده از مغز قرمز استخوان  معنی داری با سلول

 .)٣شكل ( نشان ندادند)  ماهه۲های  موش(تر  های جوان موش

هاي   سلولSelf-Renewalجهت مطالعه توانائي همانند سازي 

هاي حاصله در محيط كشت اوليه  بنيادي مزانشيمي، سلول

برداشت شده و دوباره كاشت داده شدند تا توانائي تشكيل كلوني 

دند، هايي كه تشكيل ميدا ها بر اساس تعداد كلوني در اين سلول

سلولهايي كه در محيط كشت اوليه . رديگبمورد مطالعه قرار 

 CFU-F رشد داده شده بودند، تعداد كلوني LIFحاوي فاكتور 

بيشتري را در محيط كشت ثانويه در مقايسه با محيط كشت كنترل 
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  LIF                                                                                                  ۱۳می و يدی مزانشسلولهاي بنيا                                                     علوم داروئي                        

 رشد داده شده LIFكه در آن سلولها در محيط كشت اوليه فاقد 

ی ي هزار عدد سلول از سلولها سی).٤شكل (بودند، تشكيل دادند 

ط کشت يه کنترل بوده بعد از برداشت به محيط کشت اوليکه در مح

 عدد ۱۷۳ن تعداد سلول، بطور متوسط يد که از ايه منتقل گرديثانو

 عدد ۴۲ن تعداد بطور متوسط يافت و از ايل ي تشکCFU-Fکلونی 

. دندبو) كلونيهاي بيان كننده الكالين فسفاتاز( +CFU-ALPکلونی 

، دوباره سی هزار عدد سلول از LIFبراي بررسي اثر فاكتور 

 رشد LIFه و در حضور فاکتور يط کشت اوليی که در محيسلولها

  .ديه منتقل گرديط کشت ثانويکرده بودند، برداشت و به مح

  

  

  

  

  

  

  

  

  

تعداد کلونيهای تشکيل يافته از سلولهای استخراج شده از مغز قرمز اسѧتخوان  
( موش  8 ماهه) 
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 ۸هاي   شده از موشتعداد و رفتار سلولهاي بنيادی مزانشيمي استخراج: ۳شكل 

 ۲هاي  هاي بنيادی مزانشيمي استخراج شده از موش ماهه تقريباً مشابه با سلول

 .باشد ماهه مي

  

  

  

  

  

  

  

  

LIF اکتورѧѧتعداد کلونيهای حاصل شده در محيط کشت ثانويه در حضور و غياب ف
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LIF  در حضور

 (Self-Renewal)مطالعه توانائی سلولهاي مزانشيمي بنيادي در همانندسازی : ۴شكل 
سلولهايی که در محيط . در کشت اوليه به محيط کشت LIFبعد از اضافه کردن فاکتور 

 رشد کرده بودند، توانائی همانندسازی بيشتري در LIFکشت اوليه در حضور فاکتور 
  .مقايسه با سلولهای بنيادی مزانشيمی کنترل داشتند

  

ل ي تشکCFU-F عدد کلونی ۳۰۷ن تعداد سلول، بطور متوسط ياز ا

ش تعداد يافزا. ند بود+CFU-ALPها، ين کلوني عدد از ا۹۵افت که ي

ن کشت در حدود دو برابر کشت يدر ا (CFU-F)ها يکلونكل 

ش، تعداد ين افزايذکر است که همسو با الازم به . بودکنترل 

های فاقد ي کلون و+CFU-ALP ن فسفاتازيان کننده آلکاليهای بيکلون

 افته بوديش يکسان افزايبه نسبت  -CFU-ALP ن فسفاتازيآلکال

های يد که اندازه کلوني بررسی مشاهده گردنيدر ا). ٤شكل (

 LIF در حضوركه در محيط كشت اوليه ی يحاصله از سلولها

ر يش تکثين ناشی از افزايبوده که ا بزرگتر تببه مرابودند، 

  ).٥شكل ( باشد يمذکور مسلولهای 

   

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
عکسهای شماره يک و دو، .  سلولهای بنيادی مزانشيمی و پروژنيتورهاي اوليه در هنگام تشکيل کلونیCell Proliferation در دانسيته و تقسيم سلولی LIFمطالعه تاثير فاکتور : ۵شكل 

 اجازه  هست انتقال داده شده اند وLIF رشد کرده و سپس به محيط کشت ثانويه که فاقد LIFکلونيهايی هستند که سلولهای تشکيل دهنده آنها در محيط کشت اوليه در حضور فاکتور 
سلولهاي قرمز رنگ، سلولهايی هستند که آلکالين فسفاتاز را .  رشد داده شده اندLIFعکسهای شماره سه و چهار از کلونيهای کنترل هستند که در غياب . داده شده که تشکيل کلونی بدهند

 .بيان نموده و سلولهای آبی رنگ فاقد آلکالين فسفاتاز ميباشند
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  ۱۳۸۴                                                         علوم داروئي، زمستان   و همكاران    مرتضي جبارپور بنيادي                                                                                             ۱۴

   بحث  ‐٤

وده و در موارد ضروری  بMultipotentسلولهای  MScهای  سلول

م صدمه ديدگی و يا هموستازی يترمز به نيانظير  In Vivoدر 

ه سلول های مــورد نياز بدن تمايز حريک شده و بـ ت،استخوان

بنابراين، هرگونه نقص در تعداد اين سلولها يا توانائی . يابندمي 

نجر به پوکی اين سلولها در تمايز به سلولهای استخوانی م

م که نقص يدر مطالعات پيشين نشان داده ا). ۴( استخوان ميگردد

 اين سلولها در مدل Self-Renewalدر توانائی همانندسازی 

آزمايشگاهی منجر به بروز پوکی استخوان از نوع پوکی استخوان 

(Age Dependent Osteoporosis) در مردها وهم  ناشی از پيری که 

  ).  ۴( گردد د، مي زنها ديده ميشوهم

 در جهت مهندسي بافتي و سلول درماني MScهاي  از سلول

تشخيص و تميز اين ). ۱۰‐۱۱( دردگ استفاده هاي متعددي مي

 سلولها از سلولهاي ديگر در مغز قرمز استخوان، بدليل عدم

 MSc و منحصر به فردي كه در سلولهاي دسترسي به ماركر خاص

خيلي مشكل و در مواردي امكان بيان شود، با اطلاعات كنوني 

بنابراين، جهت استخراج اين سلولها، از قابليت . ناپذير است

چسبندگي آنها به سطح ديشهاي تقسيم استفاده كرده و سپس در 

  ). ۵( گيرند محيط آزمايشگاهي مورد مطالعه قرار مي

ی که خيلی جوان ي در موشهاMScدر اين مطالعه، تعداد سلولهای 

 ماه طول عمر داشته اند، مورد مطالعه قرار ۲ود بوده و در حد

 عدد سلول در بين ۶۵تعداد اين سلولها در موشهای جوان . گرفت

ده ميليون سلول هسته دار موجود در مغز قرمز استخوان ميباشد 

هرچند . که اين نشانگر تعداد بسيار کم اين سلولها در بدن ميباشد

ولی اين سلولها در مواقع باشد  که تعداد اين سلولها خيلی کم مي

 داشته و (Self-Renewal)ضروری توانائی تکثير و همانندسازی 

تعداد . همواره تعداد خود را در بافت مورد نظر ثابت نگه ميدارند

نيز مورد مطالعه )  ماهه۸در موشهای (اين سلولها در سن پيری 

 اين مطالعه نشان داده است که تعداد اين سلولها در. قرار گرفت

عدم . ير محسوسی پيدا نميكنديطول عمر، همواره ثابت مانده و تغ

كاهش در تعداد اين سلولها به همراه پيري نشانگر اين است كه 

گذشت زمان و پيري در كميت و كيفيت اين سلولها تاثيري 

نگذاشته و اگر نقص ژنتيكي خاصي در اين سلولها بروز ندهد، 

. مايز خود را نگه ميدارنداين سلولها توانائي همانندسازي و ت

پيري در سطح سلولهاي بنيادي بالغ موضوعي است كه مطالعات 

تعدادي از ). ۲۱‐۱۹( عي بر روي آنها صورت پذيرفته استوسي

اين مطالعات نشانگر وجود پروسه پيري در سطح سلولهاي بنيادي 

 همچنين ).۲۱( چه اي و روده اي ميباشد، ماهي(HSc)خوني 

نشانگر اين است كه پروسه پيري در سطح مطالعات پيشين 

 تحت كنترل عوامل ژنتيكي بوده به ادی خونیيبنسلولهاي 

 پروسه پيري خيلي كندتر از C57Bl/6صورتيكه در موشهاي نژاد 

با استفاده از روش مطالعه لينكاژ، . نژادهاي ديگر موشي است

 ).۲۵‐۲۲، ۱۹( اند  شناسايي گرديده(QTLs)تعدادي از اين ژنها 

ايم، بر روي موشهاي نژاد  ه در اين تحقيق انجام دادكه اي  مطالعه

C57Bl/6 گر عدم تفاوت و نتايج حاصل كه نشان رفتهيپذ صورت

 استخراج شده ازمی يمزانشادی يبنفی سلولهای يکمی و ک

. ميباشددر راستاي تحقيقات قبلي ر است، يموشهای جوان و پ

ر يمی نظيادی مزانشيهای بنکه سلول دهد ي نشان م مامطالعهنتايج 

رات يي متحمل تغC57Bl/6ادی خونی در نژاد موشی يسلولهای بن

ن يط محققتوس كه ي مطالعات.گردند يری نميقابل مشاهده در اثر پ

 در ترميم استخوانمزانشيمي بنيادي بر روي توان سلولهاي گر يد

با رتهاي پير صورت گرفته، نشانگر عدم كاهش توان اين سلولها 

نتايج حاصله از مطالعه ما نيز بطور ). ۲۷‐۲۶( زايش سن ميباشداف

  .غير مستقيم با نتايج مطالعه مذكور همسو بوده و مويد آن ميباشد

 در صورت تكثير و تمايز يافتن (MSc) مزانشيمي بنياديسلولهاي 

 كاربردهاي زيادي در پيوند بافتهاي (In Vitro)در محيط كشت 

ولي اين سلولها در محيط كشت . استخواني و غضروفي دارند

. سريعاً تمايز يافته و قابليت همانندسازي خود را از دست ميدهند

مطالعاتي كه قبلاً صورت پذيرفته، نشانگر اين است كه تلومر 

 در محيط كشت سريعاً كوتاه شده و در نهايت اين MScسلولهاي 

ند ردگسلولها در محيط كشت آزمايشگاهي سريعاً مبتلا به پيري مي

 در محيط كشت U/ml ۱۰۰۰ با غلظت LIFفاكتور  ).۱۲‐۱۳(

سلولهاي بنيادي جنيني باعث تكثير آنها گرديده و از تمايز آنها 

 فاكتورهاي رشد  بهپاسخ سلولها نسبت. آورد ممانعت بعمل مي

هاي موجود در   به نوع گيرندهوابستهموجود در محيط كشت 

گر  نشاننيشيطالعات پم. دجاد شده داريگنالهای ايو سسطح آنها 

 در سلولهاي LIF (LIFR)فعال شدگي گيرنده فاكتور ن است که يا

بنيادي عصبي تاثيري در توان همانند سازي آنها نداشته ولي باعث 

 در). ۲۸( افزايش توان اين سلولها در تشكيل كلوني ميگردد

می را در يادی مزانشيسلولهای بن ،بررسي كه ما انجام داديم

  . يمتحت نظر قرار گرفت رار آني کشت داده و تاث LIFاكتور  فحضور

ادی يه سلولهای بنيط کشت اولي در محLIFحضور فاكتور 

سلولهای اين تاثيری در افزايش و يا کاهش تعداد می يمزانش

ولی اين سلولها در حضور فاکتور مذکور در محيط . نداشت

کالين فسفاتاز را کشت اوليه، اکثراً به سلولهايی که قابليت بيان آل

ايم، نشان داده  اي كه قبلاً انجام داده مطالعهدر . داشتند، تمايز يافتند

شده است كه سلولهای بيان کننده آلکالين فسفاتاز، جزو سلولهای 

 و تمايل بيشتری در تمايز به بودهپروژنيتور استئوبلاست 

ين  نشانگر ا تحقيق فعلي نيزنتايج). ۴( سلولهای استخوانی دارند

مزانشيمي در بنيادي  باعث پيشبرد سلولهاي LIFاست كه فاكتور 

 اوليهنيتورهاي استئوبلاست يا سلولهاي مسير تمايز به پروژ

  .استخوان ساز ميگردد

 استخراج شده از مغز قرمز استخوان موشهای پير MScسلولهای 

نيز همين رفتار را نشان داده كه نشانگر عدم تغيير محسوس در 
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د سلولها بعد از پير شدگي حيوان است كه مويد نتايج اين عملكر

  ).۲۶(باشد  حاصل از آزمايشات صورت گرفته ديگر مي

 در قابليت همانندسازی LIFاثير ـتن يچنـطالعه همن مـدر اي

(Self-Renewal) قرار بررسي سلولهای بنيادی مزانشيمی مورد 

ستخراج جهت نيل به اين هدف، سلولها بلافاصله بعد از ا. گرفت

از مغز قرمز استخوان در محيط کشت اوليه حاوی غلضت مناسبی 

بعد از زمان خاصی، اين سلولها .  رشد داده شدندLIFاز فاکتور 

د  بوLIFاستخراج و در محيط کشت جديدی که فاقد فاکتور 

در اين محيط تعداد کلونيهای تشکيل . دوباره کشت داده شدند

د که نشانگر تاثير فاکتور مذکور در يافته به مراتب افزايش يافته بو

ا هيکلونمطالعه دقيق اين .  بوده استCFU-Fافزايش سلولهای 

، اكثراً از نوع سلولهای آنهانشان داد که سلولهاي تشكيل دهنده 

مقايسه اندازه کلونيهای . بيان کننده آلکالين فسفاتاز بوده اند

شمگير اين ، نشانگر افزايش چLIFتشکيل يافته در حضور فاكتور 

اين نمايانگر . کلونيهای در مقايسه با کلونيهای کنترل بوده است

در جهت تحريک توان تقسيم يافتگی و  LIFتاثير فاکتور 

Proliferationسه ين بررسی و مقايج حاصله از اي نتا. سلولها است

 را بر روی سلولهای LIFن که اثر فاکتور يشيآن با مطالعات پ

ن است که هر ينشانگر ا بررسی نموده اند، گريادی بالغ نوع ديبن

موش، سلولهای  نیيادی جنيسلولهای بن(ادی ي از سلولهای بننوع

 )بالغادی ي و انواع مختلف سلولهای بننی انسانيادی جنيبن

 تمام اين .)١،۹،۱۸،۲۸(  دارندLIF ی در واکنش به فاکتوريتفاوتها

ن فاکتور يط اجاد شده توسي ا مختلفگنالهایتفاوتها ناشي از سي

 در اين یمطالعات بيشتر .)۱۸‐۱۴( باشد يدر سلولهای مذکور م

راستا مورد نياز است تا مسير سيگنالي تحريك شده توسط فاكتور 

LIFاين مسير .  مشخص گرددي بنيادي مزانشيمي در سلولها

مزانشيمي بر خلاف سلولهاي بنيادي بنيادي سيگنالي در سلولهاي 

نها ممانعت بعمل نياورده و باعث تمايز  از تمايز آ موشجنيني

ي ها  يكي از مسير.سازي ميگردد  اين سلولها در جهت استخوان

احتمالي كه بررسي آن در اين سلولها اطلاعات بيشتري را ارائه 

در نيل به اين .  ميباشدMAP Kinaseخواهد داد، مسير سيگنالي 

ت هدف، اين مسير سيگنالي نيز در سلولهاي مذكور در دس

  .بررسي ميباشد

  

                                           نتيجه گيري‐٥
م در سلولهای   يش توان همانندسازی و تقس    ي باعث افزا  LIFفاكتور  

اکثـر سـلولهای    ن فـاکتور،    يدر حضور ا  . گردديمی م يمزانشبنيادی  

مزانشيمی آنزيم آلکـالين فـسفاتاز را بيـان کـرده و باعـث               بنيادی

 اين سلولها در تمايز به سلولهای اوليه استئوبلاست         افزايش تمايل 

 پيـری   بـا تعداد و عملکرد سلولهای بنيـادی مزانـشيمی         . گردد مي

 .تغيير محسوسی نمی يابد
  

   تقدير و تشكر ‐۶
كاربردي  تحقيقات مركز در همكاران ديگر و رياست از مولفين

. ي دانشگاه علوم پزشكي تبريز كمال تشكر را دارندــداروي

ركز تحقيقات كاربردي ـوسط مــروژه تـودجه تحقيقاتي اين پب

 تصويب و ۸۳‐۲۵دارويي دانشگاه علوم پزشكي تبريز با كد 

  .تامين شده است
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