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مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد صدوقي يزد  
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جداسازي سلولهاي بنيادي جنين موش در مرحلهي بلاستوسيست 

 
 

علي اكبر موثق پور اكبري ١، دكتر مژده صالحنيا٢، دكتر علي اكبر پورفتح االله ٣، دكتر سيد محمد مؤذني٤  

 
چكيده 

مقدمه: سلولهاي بنيادي جنين، سلولهاي چند ظرفيتي هستند كه از جنين در مراحل اوليه تكوين تهيه ميشوند و داراي ويژگيهــاي 
منحصر به فردي ميباشند: از جمله توانايي تمايز به انواع ردههاي سلولي و نيز استفاده آنها در آزمايشات دستكاري ژنتيكــي كـه بـه 
ــتفاده ميشـود. هـدف اصلـي ايـن تحقيـق جداسـازي،  همين دليل از اين سلولها در توليد جانوران ترانس ژن و نيز سلول درماني اس

كشتوتوليدسلولهايبنياديجنينيبوده كه براي اولين بار در ايران انجام شده، لذا ميتوان در تحقيقات بعدي از آنها استفاده نمود.  
روش بررسي: تعداد ٣٨٥ جنين در مرحله بلاستوسيست از موشهاي حاملهي نژاد NMRI تهيه شده و در محيط  DMEMحـاوي 
ــا از زونـا پلوسـيدا، سـلولهاي تـوده داخـل  ١٠%  سرم جنين گاو به مدت ٢٤ ساعت كشت شدند. ٢ تا ٤ روز پس از خروج جنينه
سلولي (Inter Cell Mass) تشكيل كلون داده كه براساس مرفولوژي مورد شناسايي قرار كرفتند. پس از تريپسينه شدن، ســلولهاي 

مذكور با دو روش متفاوت جهت به دست آوردن كلون ســلولهاي بنيـادي جنينـي كشـت داده شـدند.  در روش اول، حـدود ٥٠  
ــا اسـتفاده از  توده داخل سلولي پس از تريپسينه شدن بر روي سلولهاي فيبروبلاست اوليه جنين موش كه قبلاً فعاليت ميتوزي آنها ب
ــلولي پـس از تريپسـينه شـدن در محيـط كشـت  ميتومايسين متوقف شده بود منتقل شدند.  در روش دوم، تعداد ٣٣٥ توده داخل س
 DMEMحاوي ١٠% سرم جنين گـاو و Leukemia Inhibitory Factor به مــيزان U/ml ١٠٠٠ و ٠/١ ميليمـول بتامركـاپتواتـانول 

ــن سـابكالچر  كشت داده شدند.  پس از ظهور كلونهاي مربوط به سلولهاي بنيادي جنيني در هر يك از روشهاي مذكور، چندي
از آنها تهيه و به روش هيستوشيمي آلكالن فسفاتاز مورد شناسايي قرار گـرفتند. 

  NMRIيافتهها: نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد كه روش اول موفق نبود اما ميتوان با روش دوم از بلاستوسيست موش نــژاد
سلولهاي بنيادي را جدا و تكثير نمود، كرچه درصد كمي كلون سلولي ايجاد شدند. همچنين استفاده از فيبروبلاســت اوليـه جنيـن 
ــايز و همچنيـن فراينـد تكثـيري سـلولهاي بنيـادي جنينـي در نـژاد  موش به عنوان لايهي پشتيبان به تنهايي در جلوكيري و مهار تم

  NMRI مؤثر نبود. 

نتيجهگـيري: در مجموع ميتوان با بهبود شرايط، به توليد سلولهاي بنيادي جنين موش پرداخت و از آنها در مطالعات پايهاي مثل 
تمايزشان به ردههاي خاص سلولي، توليد جانوران ترانس ژن، سلول درماني، ايجاد تغييرات ژنــي هدفمنـد (Gene Targeting) و 

غيره استفاده نمود. 
  

   (LIF)واژههاي كليدي: سلولهاي بنيادي جنيني ، جنين موش ، فاكتور مهاركننده لوسمي
  

 
١- دانشجوي دكتري، گـروه هماتولوژي 

٢-استاديار گـروه علوم تشريحي  

٣و٤-دانشيار گـروه ايمونولوژي و هماتولوژي 

دانشكاه تربيت مدرس ـ تهران ١و٢و٣و٤ 

مقدمه 
ــه صـورت گــذرا و        جنين موش در مراحل اوليه تكامل خود ب
موقتي حاوي جمعيتي از سلولهاي بنيادي چند ظرفيتي اســت كـه 
ايـن سـلولها در مراحـل بعـدي فراينـد تكوينـي و پــس از دوران 
جنيني، مسئول به وجود آوردن بافتهاي مختلف بــدن ميباشـند. 
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جداسازي سلولهاي بنيادي جنين موش در مرحله بلاستوسيست 
 

٥٠

خصوصيـات و ويـژگــيهاي سـلولهاي بنيـادي جنيـن مـــوش و 
توانايي جداسازي و تكثير آنها در محيــط كشـت in vitro  ايـن 

ـــن از ايــن ســلولها مســتقيماً   امكـان را فراهـم سـاخته تـا محققي
ــهاي در  بهرهبرداري نمايند. كشف اين موضوع موجب شده دريچ
علم بيولوژي براي يافتن علل و مكانيزمهاي كلي و عمومي دخيـل 
در كنـترل سـلول بنيـادي و همچنيـن تشـخيص و تعييـــن هويــت 
فاكتورهاي تنظيمي كه نقش كليدي دارند، كشوده شود. علاوه بر 
ايـن، دســـتكاري ژنتيكــي ســلولهاي بنيــادي جنينــي مســيري 
خارقالعاده و بي نظير را براي انجام آزمايشات تداخلي در مراحل 
ــامل و رشـد پسـتانداران و همچنيـن ايجـاد تغيـيرات و  مختلف تك
تبادلات اطلاعات ژنتيكي كنترل شده در germ line موش ايجــاد 

نموده است (٤و١).  
 سلولهاي بنيادي جنيني، سلولهايي هستند كه بالقوه چند ظرفيتي 

ــه بلاستوسيسـت  بوده و اغلب از توده داخل سلولي جنين در مرحل
به دست ميآيند. اين سلولها داراي ويژگيهاي منحصر به فـردي 
ــه  هسـتند از جملـه: ايـن سـلولها، خـاصيت نـاميرايي داشـته كـه ب
صورت طبيعي و بدون ايجاد جهش ژنــي و يـا آلودكـي ويروسـي 
ــد كـه بـه  اين حالت را از خود نشان ميدهند و اين توانايي را دارن
ـــايز يــابند و بــه راحتــي ميتــوان در  انـواع ردههـاي سـلولي تم
آزمايشات مربوط به دستكاري ژنتيكــي اسـتفاده نمـود. بـه هميـن 
دليل از سلولهاي بنيادي جنينــي در تحقيقـات جديـدي همچـون 
توليد و تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به ردههاي خــاص و سـپس 
پيونـد آنـها بـه بـدن تحـت عنـوان سـلول درمـاني و نـيز در توليــد 

حيوانات ترانس ژنتيك بهره ميبرند (٥،٦). 
ـــال ١٩٨١  شــروع شــده  كـاربرد سـلولهاي بنيـادي جنينـي از س
است(٨و٧) و براي اولين بار اين سلولها بوسيله كشت همزمــان آنـها 
بر لايه پشتيبان جدا شدند. لايه پشتيبان از فيبروبلاست اوليه جنيــن 
ــال سـلولهاي بنيـادي بـر روي  موش به دست آمده كه قبل از انتق
آنها فعاليت ميتوزي شان متوقف شده بــود (٧). سـلولهاي مذكـور 
مادهاي را ترشح ميكنند كه اثر بازدارندگـي قوي بر تمايز سلولي 
دارد (٩). ايـن فـــاكتور مــاكرومولكولي، قــادر اســت از تمــايز 
سلولهاي كارسينوماي جنيني و سلولهاي بنيادي جنيني بــه طـور 
كامل جلوگـيري نموده و شرايطي را فراهم سازد تــا ايـن سـلولها 

به صورت Monoculture  كشت داده شوند. خالصسازي فاكتور 
 DIA نشـان داد كـــه فعــاليت آن مربــوط بــه قســمتي از يــك 

ـــي  گــليكوپروتئيـن تـك رشـتهاي اسـت كـه داراي وزن مولكول
 ٤٣ هزار دالتون بوده و خاصيت آبگـريزي دارد. بعدهـا معلـوم 
شد كه DIA با فاكتور تنظيم كنندهي ردهي ميلوئيــدي كـه تحـت 
ـــوان فــاكتور  عنـوان فـاكتور D و يـا فـاكتوري كـه قبـلاً بـه عن

مهاركننده لوسمي توصيف شده يكسان ميباشد (١١،١٢). 
در ابتدا وجود لايه پشتيبان براي حفــظ سـلولهاي بنيـادي جنينـي 
ضروري به نظر ميرسيد ولي بعدها با آزمايشــات بيشـتر مشـخص 
شد كه چنانچه به محيط كشــت حـاوي سـرم جنينـي گــاو ، مـاده 
شيميايي بتامركاپتواتانول افــزوده شـود سـلولها داراي طـول عمـر 
ــه  وبقـاي طبيعـي خواهنـد بـود (١٣). در چنيـن شـرايطي، زمـاني ك
سلولهاي بنيادي جنيني در غياب لايهي پشتيبان كشت داده شوند 
تمايز وسيعي پيدا ميكنند كه اين حالت بيــان ميكنـد كـه تكثـير 
ــادي مسـتلزم سـركوب نمـودن  سلولهايي با فنوتيپ سلولهاي بني
تمايز سلولي و سرعت بخشيدن در امر فراينــد خـود تكثـيري آنـها 

ميباشد. 
تاكنون سلولهاي بنيادي جنين از گـونههاي مختلف جانوري مثــل 
ـــه  انســان، مــوش، ميمــون، پريماتــهاو غــيره و بيشــتر در مرحل
بلاستوسيست تهيه شده (٤،١٤،١٨) و استفادههاي وسيعي از آنهـا در 
تحقيقات جديد بيوتكنولوژي حــاصل شـده اسـت بخصـوص كـه 
ــيز حـاصل شـده  ردههاي خاصي از سلولهاي بنيادي جنين انساني ن
است (١٩،٢٠). علي رغم مشكلات فراوان، روز به روز تحقيقات در 
اين خصوص وسعت مييابد. با توجه بــه اهميـت و ضرورتهـاي 
بيان شده در خصوص استفادههايي كه ميتوان از سلولهاي بنيادي 
جنيـن داشـت و بـا عنـايت بـهاين نكتـه كـه تـاكنون ســـابقهاي در 
خصوص توليد و استفاده از اين ســلولها در ايـران بدسـت نيـامده، 
دراين تحقيق سعي شد پس از تهيه جنيــن مرحلـهي بلاستوسيسـت 
از موش نژاد NMRI و خـروج آنـها از زونـا، كلونيهـاي تشـكيل 
شده از توده داخلي سلولي (ICM) را جدا و با مهار تمايز آنــها بـا 
ــه و تكثـير نمـوده تـا بتـوان در  استفاده از فاكتور LIF آنها را ايزول

تحقيقات بعدي از آنها سود جست. 
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٥١مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيدصدوقي يزد  

روش بررسي 
 تهيه جنين 

      در تحقيق حاضر از موشهاي نر و مادهي نژاد NMRI با ســن 
ــتفاده گــرديد.  ١٢-٨ هفته كه از انستيتو رازي تهيه شده بودند، اس
دوره روشـنايي و تـاريكي حيوانخانـه ١٢ سـاعت بـود. بـه منظــور 
ـــدار ٧/٥ واحــد  تحريـك تخمـكگــذاري موشهـاي مـاده، مق
بينالمللـي HMG (Human Menopausal Gonadotropin) و 
  (Human Chroionicپـــس از ٤٨ ســـاعت ٧/٥ واحـــد
Gouadotropin) HCG  از طريق داخل صفاقي تزريق شــد. پـس 

از جفـتگــيري و تعييـن حاملگــي بـا بررســي پــلاك واژن و 
گــذشت ٤ تـا ٥/٤ روز،  موشـها بـا جابجـايي مـهرههاي گـــردني 

  Flushing ـــارج و بــا روش كشـته و لولـههاي رحمـي آنـها خ
  DMEMجنينهاي بلاستوسيست به دست آمده در محيط كشت

قرار داده شدند. 
تهيه فيبروبلاست جنيني 

     پس از تهيه جنينهاي ١٢/٥ تا ١٤ روزه، موشهاي خارج شده 
از رحم در پتري ديش شيشهاي استريل كه حاوي محيــط كشـت 
 DMEM بدون ســرم بـود، قـرار گــرفتند و اندامهـاي جنينـي بـه 

ــي جداشـدند. لاشـه جنينهـا در لولـه درب  همراه اركانهاي داخل
  DMEMپيچدار پلاستيكي ٥٠ ميليليتري حــاوي محيـط كشـت
ــتريل شستشـو داده  ريخته شده و سه بار يا بيشتر با محيط كشت اس
ــرار  شـدند. سـپس جنينهـا در پـتري ديشهـاي ١٠ سـانتيمتري ق
ــغ اسـكالپل اسـتريل بـه قطعـات بسـيار ريـزي  گـرفته و به وسيله تي

تقسيم شــدند. جنينهـاي قطعـه قطعـه شـده در لولـه درب پيـچدار  
١٥ ميليمتري حاوي ١٠ ميليليتر محلــول تريپسـين / EDTA و در 
ــتر  انكوباتور ٣٧oC به مدت ١٠ دقيقه قرار گـرفتند. مقدار ٥ ميليلي
از محلول رويي لوله انكوبه شده برداشــته شـده و در لولـه اسـتريل 
٥٠ ميليليتري كــه حـاوي ٥ ميليليـتر محيـط كشـت DMEM بـه 
همراه ١٠% سرم جنين گـــاو بـود، ريختـه شـد. مجـدداً ٥ ميليليـتر 
ديگـر از محلول تريپسين / EDTA به لوله مرحله قبل ريخته شد و 
١٠ دقيقه ديگـر در انكوبــاتور انكوبـه شـد. ٥ ميليليـتر از محلـول 
ــه درب پيـچ دار ٥٠ ميليليـتري  رويي مجدداً برداشته شده و به لول
ديگـري كه حاوي ٥ ميليليتر محيط كشــت بـه همـراه ١٠ درصـد 

سرم جنين گـاو بود، ريخته شد. مراحل آخر را ٥ بار تكرار نمـوده 
كه در انتهاي اين مرحله تنها بافتهاي نامحلول مثل غضــروف در 
ـــتري اوليــه باقيميمــاند. محتويــات ايــن لولــه   لولـه ٥٠ ميليلي
سـانتريفوژ شـده و سـلولها مجـدداً در ٥٠ ميليليـتر محيـط كشــت 
حاوي سرم تازه، به حالت سوسپانســيون درآورده شـدند. سـلولها 
تقريباً به ١٠ عدد پليت پلاستيكي كشت سلولي كه حــاوي محيـط 

كشت DMEM همراه ١٠% سرم جنين گـاو بود، منتقل شدند. 
 روز بعد، تعويض محيط انجام گـرفته و اجازه داده شد تا سلولها 

كاملاً رشد كرده و كف پليت را پر كنند. سلولهاي ديـگـري كه 
ــت ديـده شـدند بـا چنديـن    علاوه بر فيبروبلاست در محيط كش

ساب كالچر از بين رفتند(٢١). 
 

آماده كردن لايه پشتيبان  

       براي تهيهي لايه پشتيباني كه فعاليت ميتوزي آن متوقف شده 
از ميتومايسين C استفاده شد كه با اتصال به DNA از تكثير سلولي 

جلوگـيري ميكند.  
  DMEMسلولهاي فيبروبلاست جنيني موش با محيط كشت       
 C ــين حـاوي ١٠ درصـد سـرم جنيـن گــاو و µg/ml ١٠ ميتومايس
تعويض محيط شده و به مــدت ٢ تـا ٣ سـاعت در انكوبـاتور قـرار 
ــه  گـرفتند. پليت حاوي سلولها با PBS چندين بار شستشو شد و ب
وسيله تريپسينه كردن، سلولها از كف پليت جدا و بعد ســانتريفوژ 
شدند. محيط رويي كنــار كذاشـته شـده و بـه جـاي آن از محيـط 
DMEM حاوي ١٠% سرم جنين گـاو استفاده شد. ســپس سـلولها 

ـــمارش شــدند و غلظــت  مجـدداً بـه حـالت تعليـق در آمـده و ش
نهاييml/١٠٥ * ٣مورد اســتفاده قـرار گــرفت. سـلولها در پليـت 
ــل  كشت سلولي كه قبلاً ژلاتينه شده بودند، كشت داده شدند. عم
ژلاتين زدن با اضافه نمودن محلول ژلاتين ٠/١% به پليت كشــت و 
ـــرفت و  قرار دادن آنها به مدت ٢ ساعت در حرارت اتاق انجام گ
بعد ژلاتين را دور ريخته و اجازه داده شد تا پليت كشت كاملاً در 
زير هود خشك شود. اين عمل به افزايش چسبندگـــي سـلولهاي 

پشتيبان به كف پليت كمك ميكند(٢١). 
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٥٢

جدا كردن سلولهاي بنيادي جنيني  

     هر يـك از جنينهـاي بلاستوسيسـت تهيـه شـده بـــه يكــي از 
چاهكهاي ١٠ ميلي مــتري پليـت كشـت ٩٦ خانـه منتقـل شـدند.  

١ تا ٢ روز پس از كشت جنينها، غشـاي Zona Pellucida پاره 
شده و جنينها به وســيله سـلولهاي تروفوبلاسـتي بـه كـف پليـت 
كشت اتصال پيدا كردند. اندكي پس از اتصــال جنينهـا بـه كـف 
پليت، توده داخل سلولي نمايان شده و در مدت دو روز به سرعت 
رشد كردنــد. معمـولاً پـس از ٢ تـا ٣ روز تـوده داخـل سـلولي بـه 
ــي بـا وجـود تفـاوت تكوينـي جنينـها،  اندازه كافي بزرگ شده ول

بررسي روزانه هر يك از جنينها ضروري به نظر ميرسيد.  
      زماني كه سلولهاي توده داخل ســلولي بـه حـد كـافي تكثـير 
پيدا نمود و Clump تشكيل دادند، با استفاده از يك پيپت پاســتور 
ــلولي از سـلولهاي تروفوبلاسـت  ظريف كور شده، توده داخل س
 %٠/٠٢  EDTAزيري جدا و بــه قطـره حـاوي تريپسـين ٠/٢٥% و
 ٣٧ oC انتقال داده شدند و به مدت ٣ تا ٤ دقيقه در درجه حرارت
ــا محيـط  انكوبه شد و سپس با استفاده از پيپت پاستور ظريف كه ب
كشت حاوي سرم پر شده بود، توده سلولي از درون قطــره حـاوي 
تريپسين / EDTA برداشته و به قطره حاوي محيــط كشـت منتقـل 
شد، تا ضمــن خنثـي نمـودن تريپسـين، بـا عمـل Pipetting بـاعث 
ــده و اجتمـاعي از  جداشدن سلولهاي توده داخل سلولي از هم ش
سلولهاي كوچك به وجود آيند. تجمعات سلولي حاصل از توده 
داخلي سلولي، به درون چاهكهــاي ١٠ ميليمـتري پليـت كشـت 
منتقل شدند. هر يـك از چاهكهـا روزانـه بـه طـور مرتـب مـورد 

  LIF ـــت در حضــور بررسـي قـرار گــرفتند. پـس از ١٤ روز كش
ـــدار ١٠٠٠U/ml) و بتامركــاپتواتــانل (٠/١ ميلــي مــول)  (بـه مق
كلونيهـاي سـلولي برداشـــته شــده و بــا عمــل تريپســين زدن و 
Pipetting، سلولها از هم جــدا شـده و مجـدداً در محيـط كشـت 

ـــالچر از  حـاوي LIF كشـت داده شـدند. سـپس چنديـن سـاب ك
سلولهاي بنيادي جنيني تهيه شد(٢١). 

     لازم بـه ذكـر اســـت كــه پــس از ســاب كــالچر ســوم و 
ــه تنـها كلونهـاي يكدسـت و  سابكالچرهاي بعدي به علت اينك
يك شكل در پليت كشت ظاهر شــدند، بنـابراين بـه كـل چـاهك 
كشت به يكباره تريپسين زده شـد تا سلولهاي تمام كلونـها يكجا 

از هم جدا شده و كشت داده شوند. 
روش هيستوشيميايي براي تشخيص سلولهاي بنيادي جنيني  

به علت فعاليت شديدآلكالين فسفاتاز در سلولهاي بنيــادي جنيـن، 
فعاليت اين آنزيم مورد ارزيابي قرار ميگـيرد تا سلولهاي مذكــور 
ــــهاي  تأييد شوند (١٨،٢١،٢٢). اساس اين متد عبارت از تشكيل رنگ
آزوي نامحلول در محلهاي فعاليت آنزيم است. در ايــن تكنيـك 
ـــدا  ازتركيـب نفتيـل فسـفات بـه عنـوان سوبسـترا اسـتفاده شـد. ابت
تعدادي از سلولهاي بنيادي جنين بدست آمده به كمــك دستگــاه 
سيتواسـپاين روي لام منتقـل شـدند و بعـــد از فيكــس كــردن در 
ــدت يـك دقيقـه) و شستشـو در آب  محلول استن فرمالدهيد (به م
بدون يون بدون اينكه سطح لامها خشك شوند در داخل محلــول 
حاوي سوبسترا (به مدت ٣٥ دقيقه) قرارگـرفتند. مجددا" لامها (به 
مدت ٢ دقيقه) با آب بدون يون شستشو و با رنــگ هماتوكسـيلين 
ــته شـده و بـا  رنگ افتراقي شدند. درانتها لامها با آب معمولي شس

ميكروسكوپ نوري مورد بررسي قرار گـرفتند. 
  

نتايج  
      پس از گـذشت ١٢ تا ٤٨ ساعت، جنينها ناحيهي زونا را پاره 
ـــدند. بــا توجــه بــه اينكــه جنينهــاي  نمـوده و از آن خـارج ش
ــابراين زمـان  بلاستوسيست در مراحل early وlate قرار داشتند، بن

 hatching آنها بين ١٢ تا ٤٨ ساعت متغير بود.  

ــه در جـدول (١) مشـخص شـده اسـت، ٧٨% از كـل  همانگـونه ك
جنينها عمل hatching را انجام دادند.  

 تشكيل كلوني اوليه از جنينها  

ــا خـارج شـدند (تصويـر ١)        پس از اينكه جنينها از غشاي زون
سلولهاي تروفواكتودرم شروع بــه رشـد نمـوده و بـه كـف پليـت 
چسبيدند. سپس توده داخل سلولي بر روي آن شروع به رشد كرد 
كه اولين آثار از شكلگـيري آن ٢٤ ساعت پس از خارج شدن از 
ــوده  غشاي زونا قابل مشاهده بود. در ضمن با توجه به اينكه رشد ت
داخل سلولي از جنيني به جنيــن ديگــر متفـاوت بـود، بنـابراين بـه 
مدت ٥ روز پليتهاي كشت مورد بررسي قرار گـرفتند. نمــايي از 
كلونيهاي شكل گـرفته پس از گـذشت ٢٤ ، ٤٨، و ٧٢ ساعت به 
ــه بـه جـدول (١)  ترتيب در تصاوير ٣،٢و٤ ارايه شده است. با توج
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حدود ٨٩ درصد از جنينهايي كــه غشـاي زونـا را پـاره نمـوده و 
 hatchكردهاند، توانايي ايجاد كلون سلولي را داشتهاند. 

كشت سلولهاي جدا شده از توده داخل سلولي در محيط كشت 

  LIFحاوي

     پس از انتقال سلولهاي به دست آمده از توده داخل سلولي بــه 
محيط كشت DMEM حاوي U/ml ١٠٠٠ LIF و بررسي روزانــه 

هر يك از چاهكهاي پليت كشت، نتايج زير بدست آمد: 
١-تعدادي از سلولها پس از انتقال به محيط كشت، دچــار مـرگ 

سلولي شده و از بين رفتند. 
٢ـ يكسري از سلولها در همان هفته اول به سرعت رشــد نمـوده و 
ــلولي بـه وجـود آوردنـد كـه معمـولاً پـس از يـك هفتـه  كلون س

گـرانوله شدند. 
 ٣- تعـدادي از سـلولها نـيز دچـار تمـايز شـده و انـواع مختلــف 

سلولها را ايجاد كردند كــه چنـدان دوام و پـايداري را در محيـط 
كشت از خود نشان ندادند. 

ــا ٣ هفتـه در برخـي از چاهكهـاي پليـت،  ٤ـ پس از گـذشت ٢ ت
ــبيه بـه كلـون سـلولهاي بنيـادي  كلونهاي سلولي با مرفولوژي ش
مشاهده شدند كه از اين مقدار تنها تعداد اندكي قادر به ادامه رشد 

   Subculturing و تكثير و ايجاد كلون مناسب جهت انجام عمل
بودند.  

      در جـدول (١) تعـداد كلونهـاي ايجـاد شـده در ايـن تحقيــق 
آورده شده است. تصويـر(٤) نـيز نمـايي از مرفولـوژي كلونهـاي 

اوليه مربوط به سلولهاي بنيادي جنين را نشان ميدهد. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

تصوير ١: بلاستوسيست hatch كرده  (بزرگنمايي ٤٠٠ *) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تصوير ٢: توده داخل سلولي ٢٤ ساعت پس از خروج از زونا 

(بزرگنمايي ١٠٠*) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تصوير٣: توده داخل سلولي ٤٨ ساعت پس از خروج از زونا  

(بزرگنمايي ١٠٠*) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

تصوير ٤: توده داخل سلولي ٧٢ ساعت پس از خروج از زونا  

(بزرگنمايي ١٠٠ *) 
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٥٤

ــدا شـده از تـوده داخـل سـلولي بـر سـطح  كشت سلولهاي ج
فيبروبلاست اوليه جنين موش 

 سلولهـاي حـاصل از حـدود ٥٠ تـوده داخـل سـلولي بـر ســطح 

ــا  سلولهاي فيبروبلاست اوليه جنين موش كه فعاليت ميتوزي آن ب
استفاده از ميتوتايسين C غيرفعال شده بود، كشت داده شدند.  

 هدف از اين آزمايش، بررسي ميزان تأثير سلولهاي فيبروبلاسـت 
جنيني موش بر مهار تمايز سلولهاي بنيادي جنيني و ايجاد كلــون 
ــي روزانـه پليتهـاي كشـت  سلولي حاصله بود كه با ٣ هفته بررس

آثاري از ايجاد كلون سلولي مشاهده نشد.  
 تصوير (٥) سلولهاي فيبروبلاست اوليه جنين موش را ٢٤ ساعت 
پس از كشت آنها در محيـط DMEM حـاوي ١٠%  سـرم جنيـن 

گـاو نشان ميدهد.  
ساب كالچر هاي بعدي كلون سلولهاي بنيادي 

 در ساب كالچر بعــدي كلونهـاي مشـابه كـه فنوتيـپ سـلولهاي 

بنيادي را داشتند، برداشت شده و سلولهاي آنها با عمــل تريپسـين 
از هم جدا شده و مجدداً در محيطLIF دار كشت داده شــدند كـه 
ــوژي يكسـان در  حدود يك هفته بعد كلونهاي يكدست با مرفول

محيط كشت ظاهر شدند. تصوير (٦ ) كلونهاي سلولهاي بنيادي  
در ساب كالچرهاي مختلف را نشان ميدهد. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصوير ٥: لايه پشتيبان فيبروبلاست اوليه جنين موش  
(بزرگنمايي ١٠٠ *) 

بررسي هيستوشيميايي سلولهاي بنيادي جنيني  
ــاطقي كـه بـا آنزيـم واكنـش   پس از رنگآميزي هيستوشيمي، من
نشـان داده بودنـد بـه شـــكل نقــاط قرمــز تــا قــهوهاي در درون 
سيتوپلاسم سلولها نمايان شدند. همچنين پس از استفاده از رنــگ 
رقابتي، نقاط آبي رنگ كــه نشانگــر محـل و موقعيـت هسـته ايـن 
ـــاليت آلكــالن  سـلولها بـود نـيز مشـخص گــرديد. تصويـر ٧ فع

فسفاتازي سلولهاي بنيادي جنيني را نشان ميدهد. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصوير ٦. كلون سلولهاي بنيادي جنيني در  ساب كالچر چهارم 
به بعد  (بزرگنمايي ٢٥٠ *) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

تصوير٧: رنگآميزي آلكالن فسفاتاز كلون سلولهاي بنيادي با 
رنگ افتراقي هماتوكسيلين (بزرگنمايي ٤٠٠ *) 
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جدول ١: تعداد و درصد جنينهايي كه توده داخل سلولي آنها ايجاد كلون سلولهاي بنيادي نموده است 

تعداد كلون سلولهاي بنيادي (%)  جنينهايي كه كلون ايجادكردند (%)  جنينهاي خارج شده از زونا(%)  تعدادجنين  دفعات آزمايش 

 (٩) ٨  (٩٠) ٨٦  (٨٢) ٩٥  ١١٥  ١

 (١٠) ٧  (٨٨) ٧١  (٨٠) ٨٠  ١٠٠  ٢

 (١٠) ٩  (٨٩ ) ٨٢  (٨٨) ٧١  ١٢٠  ٣

 (١٠) ٢٤  (٨٩) ٢٣٩  (٨٩) ٢٣٩  ٣٣٥ جمع كل 

بحث 
ــادي جنينـي  از مهمترين اهداف تحقيق حاضر، توليد سلولهاي بني
ــران صـورت پذيرفـت.  از گـونه موش بود كه براي اولين بار در اي
نتايج به دست آمده نشان داد كه سلولهاي بنيــادي ناشـي از تـوده 
ــرم  داخل سلولي (ICM) در محيط كشت DMEM حاوي ١٠% س
ــاي اوليـه در مـدت ٢ تـا ٣ هفتـه  جنين گـاو رشد كرده و كلونيه
ــد از كلونهـاي حاصلـه توانـايي  ظاهر گـرديده و حدود ١٠ درص
كشت در سابكالچرهاي بعدي را داشتند و از نظــر مرفولـوژي و 
شكل ظاهري كلونيهاي بدست آمده مشابه با كلونيهــاي شـكل 
ــاي  گـرفته توسط محققين ديگـر بود كه از جنين پستانداران ردهه

ـــا اســتفاده شــده   مختلـف از جملـه انسـان و يـا ديگــر پريماته
بود (١٨،٢١،٢٣). لازم به ذكر است در گـزارشات محققين ديگـر كه 
ـــا گـــونههاي مختلــف آن اســتفاده  از نژادهـايي مثـل مـوش و ي
كردهاند، اعلام شده كه تكثــير سـلولهاي حـاصل از تـوده داخـل 
سـلولي بسـيار سـريع بـوده و درصـد بـالايي از آنـها ايجـاد كلــون 
ــد  سلولهاي بنيادي جنيني مينمايند (١).اين تفاوت احتمالاً ميتوان
مربوط به نژاد و گـونهي جانور مورد مطالعه باشد. اگـرچه شــرايط 
ــايش نـيز در ايـن مـورد بيتـأثير  آزمايشگـاهي و محيط انجام آزم
نيست. در اين خصوص نياز به تحقيقات بيشتري بوده و لازم است 
در مراحـل بعـدي ايـن تحقيـق، مطالعـهاي بيـن نژادهـاي مختلــف 
ــر سـرعت رشـد  موشهاي سوري انجام پذيرد تا بهترين نژاد از نظ
ــد سـلولهاي حـاصل از تـوده داخـل سـلولي و  جنين، سرعت رش

سابكالچرهاي بعدي آن به دست آيد.  
ــه  به چند روش ميتوان از تمايز سلولهاي بنيادي جنيني ممانعت ب
ــا  عمـل آورد كـه در ايـن تحقيـق دو روش بـه كـار كرفتـه شـد. ب
استفاده از لايهي پشتيبان فيبروبلاست اوليه جنين موش و يا محيـط 
حاوي LIF ، هر دو مسير به طور موازي انجام شد تــا كفـايت هـر 

كدام از آنها مورد ارزيابي قرار گــيرد. نتيجه حاصل نشان داد كــه 
استفاده از لايــه پشـتيبان بـه تنـهايي نميتوانـد از تمـايز سـلولهاي 
بنيادي جلوگــيري نمايد و رشد سلولها را تحرك كنــد. بنـابراين 
شايد ضروري باشد تا از لايههاي پشتيباني استفاده شود كه از نظــر 
 in vivo نزديـك بـه شـرايط (microenvironment) ريزمحيطـي
ــدف ميتـوان از سـلولهاي اپيتليـال  باشند. براي رسيدن به اين ه
لوله فالوپ و يا رحم استفاده نمود (١٨). گـزارشات موجود حـاكي 
از آن است كــه در سـلولهاي اپيتليـال لولـههاي فـالوپ هنگــام 
لانهگــزيني جنين، ژن مربوط به LIF فعال شده و به مقدار زيـادي 
نمايان ميشود. پس به طــور طبيعـي ايـن تركيـب در محتويـات و 
ترشحات موجود در لوله فالوپ يافت ميشــود(٢٤،٢٥). بنـابراين بـه 
  NMRI ــژاد نظر ميرسد فيبروبلاست اوليه جنين موش حاصله از ن
كه به عنوان لايه پشتيبان در اين تحقيق مورد استفاده قرار گـرفت، 
ــب و كـافي از فـاكتور LIF را توليـد و ترشـح  احتمالاً مقدار مناس
ـــت  نميكنـد. بـا اينحـال اسـتفاده از فـاكتور LIF در محيـط كش
سلولهاي حاصل از توده داخل سلولي به ميزان u/ml ١٠٠٠ مؤثــر 
واقع شد. محققين ديگـري نيز تأييد كردهاند كــه حضـور LIF بـه 
تنهايي از رونــد تمـايزي سـلولهاي بنيـادي جلـوگــيري نمـوده و 
ــر ميباشـند(١٠،١٢). در  همچنين در تكثير سلولهاي مذكور نيز مؤث
ــه  اين خصوص Pease و همكارانش طي مطالعاتي نشان دادهاند ك
 LIF ٥٠٠ فـاكتورU/ml ــيزان سلولهاي فيبروبلاست اوليه تنها به م
را در محيط ترشح مينمــايند و حتـي بـا تعويـض محيـط كشـت، 
ميزان واقعي آن به كمتر از مقدار ذكر شده نيز تقليل مييابد (٢١).  
همان گـونه كه قبلاً ذكر شد، يكي از روشهاي افتراق و شناســايي 
سلولهاي تمايز نيافته جنيني، استفاده از تكنيك هيستوانزيمولوژي 
آلكالن فسفاتاز است (١٨،٢١،٢٢). در اين تحقيق نيز سلولهاي توليد 
ـــش  شـده بـا اسـتفاده از ايـن تكنيـك رنگآمـيزي شـدند و واكن
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ـــدم تمــايز  شـديدي از ايـن آنزيـم را نشـان دادنـد كـه بيانگــر ع
ــن ارتبـاط Pease و همكـارانش  سلولهاي فوق ميباشد. در همي
نشان دادهاند كه سلولهاي بنيــادي جنينـي بدسـت آمـده از جنيـن 
مـوش كـه در حضـور LIF كشـت داده شـدهاند از نظـر واكنـــش 
هيستوشيميايي آلكــالن فسـفاتاز مثبـت هسـتند (٢١). آنـها همچنيـن 
نشان دادند كه چنانچه سلولهاي بنيادي جنيني را در محيطي فـاقد 
ـــور عــلاوه بــر  LIF كشـت دهنـد، تقريبـا" ٨٠% سـلولهاي مذك

تغييرات مرفولوژي كه در اثر تمايز از خود بروز ميدهند، واكنش 
ــيز منفـي ميشـود. Bongso و همكـاران نـيز  آلكالنفسفاتاز آنها ن
نتـايج مشـابهي را از ســـلولهاي بنيــادي جنينــي مشــتق شــده از 
ـــري نـيز توسـط  بلاستوسيست انسان نشان دادهاند (١٨).تحقيق ديگ
Thomson و همكاران صورت گـرفته كــه بـا اسـتفاده از تكنيـك 

ـــلولهاي بنيــادي جنينــي بدســت آمــده از  آلكـالن فسـفاتاز، س
ـــان  پرايماتهـا را مشـخص كردنـد (١٥،٢٢). البتـه در صـورت امك
ميتوان از روشهاي تشخيصي كاملتري براي بررسي ويژگـــيهاي 

ــه تعييـن كـاريوتيپ و تعييـن  سلولهاي بنيادي استفاده نمود از جمل
ماركرهاي سطح سـلولي. بـا توجـه بـه اينكـه سـلولهاي بنيـادي به 
دست آمده در ايــن تحقيـق از كيفيـت مناسـبي برخـوردار بـوده و 
سرعت رشد نسبتا" خوبي داشتند، ميتـوان از ايـن روش در توليـد 
ــلولهاي حاصلـه در تحقيقـات  سلولهاي بنيادي استفاده كرد و از س
آتي استفاده نمود از جمله: سلول درماني، ژن درماني، رديابي ژن، 
بررسي روند تمايز آنها در محيط كشــت و مكانيسـمهاي مؤثـر بـر 
تمايز آنها لذا با توجه به دامنه و وسعت تحقيقاتي كه در اين زمينه 
در حال انجام است، ميتوان افق روشني را در آينده بر آن متصور 

بود. 
 

سپاسگزاري 
تحقيق حاضر بخشي از پروژه مصوب معــاونت پژوهشـي سـازمان 
ــان مسـعود  انتقال خون ايران ميباشد و بدينوسيله از زحمات آقاي

سليماني و سعيد كاوياني تشكر ميشود.  
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