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آلـي بـراي تهيـه       ، منبع ايده   طي روند ليپوساكشن   دسترسي آسان فراواني و   دليل    آوري بافت چربي به    فن: زمينه و هدف  
بازسـازي مناسـب بافـت    موجـب تـرميم و     كـه آورد مي  فراهمهاي طبيعي  مزانشيمي و تهيه داربست  هاي بنيادي  سلول
  انسانيهاي بنيادي از بافت چربي  سلولر و شناساييهدف اين مطالعه جداسازي و تكثي .دشون ميديده نسج نرم   صدمه
  .است

با  .براي انجام اين تحقيق نمونه بافت استريل چربي از نواحي شكم و پهلوي بيماران جوان تهيه شد: روش بررسي
ثير و چسبندگي كت. شت داده شدكو هاي بنيادي بافت چربي جداسازي  رر، سلولك آنزيم كلاژناز و سانتريفوژ مكمك

هاي بنيادي بافت چربي با  سپس ماهيت سلول.  شمارش سلولي با لام نئوبار انجام شد،شت دوبعديكها در  سلول
ها به بافت  چنين القاي تمايز سلول ها و هم يتومتري و بررسي مشخصات سطحي سلولاارگيري روش فلوسك به

  .استخوان و غضروف انجام شد
هـاي   و عدم بيـان شـاخص   CD90, CD105, CD166هاي  اساس بيان شاخص ها، بر ماهيت مزانشيم بودن سلول :اه يافته

ي كهـاي هيـستولوژي   آميـزي  رنـگ .  فلوسايتومتري تاييـد شـد  كنيكوسيله ت به CD34, CD31, CD45ساز نظير  رده خون
اشـته شـده روي داربـست را بـه سـلول            كهـاي بنيـادي      تمـايز سـلول   ترتيب   به يدن بلو ياختصاصي اليزارين رد و تولو    

  .استئوسيت و غضروف تاييد نمود
ها در محيط داخل بدن پرداخته نشد،  ثيري و تمايزي اين سلولكهر چند در اين تحقيق به مقايسه قدرت ت    : گيري  نتيجه

گيري   چنين نتيجه  توان آمده مي  دست هاي تمايزي به   يتومتري و تست  اشناسي، مطالعات فلوس   اما با توجه به نتايج ريخت     
 هـا    اين سـلول   وآميز بوده است     رفته در اين مطالعه موفقيت     ارك روش به  رد كه جداسازي سلول بنيادي بافت چربي به       ك

  .د داشتن خواهخودي غيرو يا پيوند خودي روش   قابليت استفاده در ترميم بافتي را به

  .سلول بنيادي، بافت چربي، تمايز، مهندسي بافت :ليديك لماتك

 
  

 اندام يا بافت كمبود اندام، پيوند مشكلات ترين بزرگ از يكي
 تسهيلات سازي فراهم است نياز مورد روند اين در چه آن. است دهنده

 خود بتواند تا است ديده آسيب بافت بازسازي يالقا جهت تكنيكي يا
   و افتـب ندگانـنكاهدا مـك دادـتع به وجهـت با امروزه 1.كند مـترمي را

  
 هاي سلول كمك به بافت مهندسي در سعي آن، ويروسي هاي آلودگي
 شده طبيعي ويژه به و سنتزي از اعم گوناگون هاي داربست و بنيادي
 در بنيادي سلول زياد مقادير داشتن دليل به چربي بافت 2-4.است

 و غيرخودي خودي ميزبان به پيوند قابليت و 5استخوان مغز با مقايسه
 دسترسيته قابل توجه كن 6.رده استكتوجه زيادي را به خود جلب 

 سالانه 7.باشد  ميليپوساكشن روند طي چربي از بزرگي حجم به آسان

 مقدمه

 

  32 تا 27هاي  ، صفحه1 شماره،72دوره،1393فرورديني تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    10/12/1392:        آنلاين25/10/1392:        پذيرش10/08/1392: دريافت                     چكيده
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طور   كه به8شود  عمل جراحي ليپوساكشن انجام مي400,000حدود 
شود، اما مطالعات جديد  معمول چربي حاصل از آن دور ريخته مي

هاي بنيادي  عنوان منبع سلول كه استفاده از اين بافت بهدهد  نشان مي
 تهيه واربردهاي مهندسي بافت كمزانشيمي پتانسيل عظيم براي 

 اين مذكور نكات به توجه با 9.رده استكطبيعي فراهم  داربست
 بافت از بنيادي سلول تكثير و جداسازي با تا است آن بر تحقيق
 انكام و مغذي كشت محيط در ها سلول رفتار بررسي ضمن چربي،
 هيارا ترميمي پزشكي جهت مناسبي كار راه ها سلول شده نترلك تمايز
  .نمايد

  

  
 نمونهتجربي  مطالعه اين انجام براي: چربي نمونه آوري جمع

 كه ساله 20-40 جوان بيماران پهلوي و شكم نواحي از چربي بافت
 بيمارستان در مذكور، طرح انجام جهت نه و جراح پزشك نظر به بنا

 تحت 1391 ارديبهشت تا 1390 بهمن زماني فاصله در تهران ميلاد
 بيماران شخصي رضايت كسب با ،گرفتند قرار  ليپوساكشنجراحي

 جراح، پزشك توسط چربي بافت نمونه ml 30-20 برداشت .شد تهيه
 داخل چربي نمونه .گرفت انجام استريل شرايط تحت و عمل اتاق در

 Dulbecco's Modified سلولي كشت محيط حاوي استريل كيسه

Eagle Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)، 
 به زمان حداقل در استرپتومايسين، /سيلين بيوتيك پني داراي آنتي
  .گرديد منتقل آزمايشگاه

 در چربي بافت نمونه: چربي بافت از بنيادي هاي سلول جداسازي
 ريز قطعات به استريل قيچي توسط لامينار هود زير و كشت اتاق

 چربي نمونه ها، دبري و خوني هاي سلول حذف منظور به .شد تبديل
 Phosphate-Buffered Saline (PBS) محلول توسط بار چندين
  .شد ريخته دور رويي محلول و شد داده شستشو

 منتقل الكونف لوله به پليت كف در مانده باقي سفيد چربي بافت
حمام  در و كرده اضافه آن به %1/0 كلاژناز آنزيم ml 6-5 و شده
 در (ه شدداد قرار ساعت 5/1- 3 مدت به ،C 37 (Memmert) گرم آب
 بافت تر بيش تجزيه به نمونه حاوي لوله دادن تكان با مدت اين طول
 نمونه حاوي هاي لوله آنزيمي تجزيه مرحله از بعد .)شد كمك چربي

  پنجمدت به rpm 2000 دور با و شده آورده بيرون گرم مام آبح از

 .است تكرار قابل بار  سهحدود عمل اين. سانتريفيوژ گرديدند دقيقه
 شد، ريخته دور و شده برداشته آرامي به رويي چربي بافت و روغن
 چربي ي شده نشين ته هاي سلول حاوي كه لوله پايين قسمت محلول
 سلول كشت مخصوص فلاسك داخل به ها لسلو .داشته شد نگه است
 حاوي فلاسك نهايت در .شدند منتقل FBS% 10 با DMEM حاوي
  .ه شدداد قرار% CO 5 و C 37 انكوباتور داخل سلول

 هر بنيادي هاي سلول جداسازي از بعد: كشت محيط تعويض
 محلول منظور بدين .فتگر انجام محيط تعويض بار يك روز چهار
 كه DMEM تازه كشت محيطسپس . ه شدريخت دور ك فلاسرويي

 هردوبا وشد  اضافه كشت فلاسك به ،بود داده تشكيل FBS را آن% 10
 زير ها سلول رشد مرحله اين در. شد منتقل انكوباتور داخل به

 مرحله اين در ها سلول. شد ارزيابي معكوس نوري ميكروسكوپ
  .داشتند كروي حالت

 منظم تعويض با كه اين از بعد: (Sub culture) سلول پاساژ
 رسيدند (Confluence) مكترا مرحله به ها سلول كشت، هاي محيط

 انجام سلولي پاساژ تر، بزرگ فلاسك به ها سلول انتقال منظور به
 مزانشيمي ماهيت تاييد براي سلولي، پاساژ مرتبه سه از بعد .گرفت
  .شد هاستفاد فلوسايتومتري تكنيك از يافته كشت بنيادي هاي سلول

 هاي بادي آنتي فلوسايتومتري، انجام جهت: فلوسايتومتري
 ،Anti-Human-CD90-FITC، Anti-Human-CD34-FITC كونژوگه

Anti-Human-CD105-RPE، Anti-Human-CD31-RPE با همراه 
 استفاده مورد (Dako Corporation, Glostrup, Denmark) منفي نترلك

 استفاده سوم پاساژ در جداشده هاي سلول از منظور بدين .گرفت قرار
 Trypsin/EDTA توسط كفلاس فك به چسبيده هاي سلول ابتدا. شد
 در. گرفت انجام نئوبار لام كمك با سلولي شمارش و شده جدا

 از) 1:10 نسبت (مناسبي غلظت كتاري محيط كي در بعد مرحله
 و اضافه آن به منفي نترلك با همراه شده، ركذ نشاندار هاي بادي آنتي
 ،PBS با شستشو از بعد. شد داري نگه اتاق دماي در دقيقه 20 مدت به

 FACSort (Becton Dickinson, San توسط يتومتريافلوس آناليز

Jose, CA) گرفت انجام.  
 محيط ابتدا:  به استخوانچربي از مشتق بنيادي هاي سلول تمايز

 شامل تمايزي محيط با ها سلول و شده ريخته دور اوليه شتك
DMEM مولار ميلي 2/0 فسفات، گليسرول-بتا مولار ميلي 10 حاوي 

 انكوبه روز 21 مدت به دگزامتازون مولار 7-10 و اسيد آسكوربيك

  بررسيروش
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 ارزيابي براي. گرديد تعويض بار كي روز سه هر تمايزي محيط. شدند
 لسيميك ذخاير تشخيص منظور به رد آليزارين با آميزي رنگ تمايز،

  11.گرفت صورت
 :كندروسيت به چربي از مشتق اديـبني هاي سلول زـتماي

 و شده تخليه رويي محيط غضروف، به ها سلول تمايز ورـمنظ به
 10 حاوي DMEM شامل ساز غضروف محيط با همراه ها سلول

-Transforming Growth Factor-β3 (TGF-β3), Sigma نانوگرم

Aldrich, St. Louis, MO) ،10 نانوگرم Bone Morphogenetic 

protein-6 (BMP-6); Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)، 1%           
Sigma-Aldrich, St. Louis,: Insulin-Transferin- Selenium (ITS) 

MO) 0/1 فسفو-2 ميكرومولار 50 دگزامتازون، ميكرومولار 
 Fetal %1 و استرپتومايسين -سيلين پني بيوتيك آنتي %1 آسكوربات،

Bovine Serum (FBS) ارزيابي براي. شدند انكوبه روز 21 مدت به 
 آبي تولوئيدن اختصاصي آميزي رنگ روش از غضروف به تمايز

 .شد استفاده

  

  
 شده با استفاده تصاوير تهيه: شت و مشاهدات مورفولوژيكنتايج 

 ها داراي شت اوليه سلولكوس نشان داد كه در كوپ معكروسكاز مي
  هاي ولـ، سل)1 -الف لـكش (ي و چند وجهي بودندـكولوژي دوـموف

  
  

  
  
  

تري داشتند و  هاي ديگر سرعت رشد بيش ل نسبت به سلولكش يكدو
 لكش (يل دادندكترين درصد سلولي را تش از اولين پاساژ بيش پس
هاي  تري از سلول ، در پاساژهاي بعدي جمعيت همگن)1 -ب
هاي   سلولككه موفولوژي تيپيهاي مشخص،  ل با هستهكش يكدو

  .)1 -ج لكش( ردك را اشغال كف فلاسكبنيادي مزانشيمي است 
رهاي كل ميزان بيان ماركبراساس ش: يتومتريانتايج فلوس

و ميزان بيان % 20 ،%3ترتيب برابر   بهCD 31 و CD 34يتيك يهماتوپو
 و% 85ترتيب برابر   بهCD 105  وCD 90رهاي ويژه مزانشيمي كمار
  .بود 80%

از القاي  ها پس سلول: تمايز به استئوسيت: هاي تمايزي نتايج تست
روز، از نظر ترشح ماتريكس معدني با  21استئوسيتي بعد از 

ها  سلول: تمايز به كندروسيت. آميزي آليزارين رد نشان دادند رنگ
اي با   روز، از نظر ترشح ماده زمينه21از القاي كندروسيتي بعد از  پس
  .يدن بلو مثبت شدنديزي تولوآمي رنگ
  

  
در اواسط  Friedensteinبار توسط  هاي بنيادي براي اولين سلول

 ثير و تمايزي بالايكرغم قدرت ت  علي10.گرديدشناسايي  1970سال 
 هاي بنيادي جنيني، مباحث اخلاقي نظير مسئله سقط جنين براي سلول

  نـاده از ايـو احتمال بروز عارضه تراتوما استفول ـآوردن سل تـدس به

  
  
  ج

  
  

  
  

ل شروع به ازدياد نموده و سرعت       كش يكهاي دو  هاي فوق سلول   شتكدر پاساژ اول از     : ب هاي جدا شده از بافت چربي در كشت اوليه         جمعيت اوليه سلول  : الف: 1شكل  
  )400. (هاي مشخص رويت شد ل به هستهكش يكهاي دو از سلولنواختي كدر پاساژ سوم جمعيت ي:  ج.يابد ها افزايش مي رشد آن

 بحث
 هايافته

  ج ب  الف
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هـاي   نوفنوتايـپ سـلول   ودهنـده ايم   يتومتري نشان اهاي فلوس  هيستوگرام: 2شكل  
هـا،   چه مشخص است اين سلول      چنان. بنيادي مزانشيمي جدا شده از بافت چربي انسان       

  .نندك  را بيان نميCD34, CD31كه  رده در حاليك را بيان CD105, CD90هاي  ژن آنتي

  
هاي بنيادي مزانشيمي بالغ   سلول11.رده استكها را محدود  سلول
دست  خود را ندارند و از خود بيمار بهلات اخلاقي مشابه جنيني كمش
تر  تر جهت يافتن منابع در دسترس دنبال تحقيقات بيش  به12.آيند مي

بار  ين براي اولينهاي بنيادي، گروهي از محقق براي جداسازي سلول
دنبال آن در مطالعات بعدي موفق به جداسازي   و به2001در سال 

در اين . از بافت چربي شدند Multi potential جمعيت سلولي كي
هايي با خصوصيات   سلولZuke13ل، كمطالعه سعي شد مطابق پروت

هاي بنيادي  هاي بنيادي مزانشيمي تيپيك همانند سلول شبيه به سلول
شت داده كيمي مغز استخوان، از بافت چربي انسان جداسازي و مزانش
ظاهر شده اگر سلولي واجد  هاي انجام اساس پژوهش بر. شود
شت و قابليت تمايز به كف ظرف كل، توانايي چسبندگي به كش دوكي

هاي بنيادي مزانشيمي  هاي سلولي مزودرمي باشد در گروه سلول رده
 در مطالعه حاضر براي جداسازي  بر اين اساس15و14.گيرد قرار مي

  بركاوليه جمعيت سلولي، از ويژگي چسبندگي به سطوح پلاستي
با . هاي خوني كه فاقد اين خاصيت هستند استفاده شد خلاف سلول

تدريج جمعيت سلولي هموژن و  ها به تكثير و افزايش تعداد سلول
. دست آمد شكل به هاي شبه فيبروبلاستي دوكي همگوني از سلول

 ماركر ويژه و كهاي بنيادي مزانشيمي داراي ي چه سلول اگر
نتايج بررسي بيان ماركرهاي سطح سلولي مشابه با . اختصاصي نيستند
زمان  وسيله بيان هم ههاي بنيادي ب  ماهيت سلول16.ساير تحقيقات بود
هاي بنيادي  ماركر ويژه سلول (CD105, CD90ماركرهاي سلولي 

ماركر ويژه ( CD34, CD31اركرهاي سلولي و عدم بيان م) مزانشيمي
  .)2شكل  (تاييد گرديد) يتيكيهاي بنيادي هماتوپو سلول

شده در اين مطالعه نيز مشابه ساير  شتكهاي بنيادي چربي  سلول
ها  از پتانسيل تزايد بالاتر اين سلول حاكي17هاي انجام شده پژوهش

هاي  ي ويژگيدر بررس. هاي بنيادي مغز استخوان بود نسبت به سلول
هاي چربي، استخواني و غضروفي سوق  ها به رده تمايزي، اين سلول

ها به  ل توانايي تمايز اين سلولآ تحت شرايط تمايزي ايده. داده شدند
 و تمايز Tapp18هاي   يافته بهدودمان سلولي مزودرمي استخوان مشابه

ه نشان داد Locke5  وEstes19 هاي به غضروف و چربي مشابه يافته
  .شد

هاي بنيادي مزانشيمي در ترميم  دليل پتانسيل بالاي سلول هب
هاي بنيادي چربي در  ديده، اعتقاد بر نقش فعال سلول هاي آسيب بافت

 كجراحان پلاستي. شود هاي نرم تقويت مي ترميم و بازسازي بافت
هاي مختلف سينه،  ست كه از پيوند چربي براي جراحي اها باليني سال

 در. اند ردهكهاي ترميمي با موفقيت استفاده   جراحيصورت و ساير
 را يدنبال يافتن قدرتي هستند كه بافت چرب حال حاضر، محققان به

هاي بنيادي  ند كه سلولك يد ميكتا Ivona Perceپژوهش . دارد نگه مي
رد و با كطور معمول از بيماران جدا  توان به مشتق از چربي را مي

هاي  داد و براي بسياري از برنامه ولي تغييركهاي مول استفاده از روش
 موادي همانند كلاژن، امروزه 20.ار بردك هاربردي طب ترميمي بك

ننده كه در ترميم بافت كهيالورونيك اسيد، سيليكون و ساير مواد پر
توان به هزينه  د معايبي دارند كه از آن جمله مينشو نرم استفاده مي

ص آلرژيك و خطر انتقال عفونت بالا، تحريك سيستم ايمني و خوا
حال  در عين حال استفاده از پيوند بافت چربي نيز در. اشاره نمود
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هاي درمان  از مشكلات اين روش در روش گسترش است، ولي يكي
بافت چربي . باليني موجود عدم پايداري اين روش در درازمدت است

زمان  حجم خود را در طول %20-90دنبال جذب بافتي  پيوند شده به
بهترين راه براي جلوگيري از اين اتفاق، تقويت  .دهد از دست مي

 در مدل حيواني Min 21.بافت پيوند شده با ايجاد عروق جديد است
هاي بنيادي  زمان بافت چربي و سلول نشان داد كه پيوند هم

شدن  تواند موجب طولاني نشده مشتق از بافت چربي مي كشت
تنهايي، پيوند  يسه با پيوند بافت چربي بهدر مقا. ماندگاري بافت گردد

فشردگي هاي بنيادي مشتق از چربي  سلولهمراه  بافت چربي به
 برابر افزايش داده و ماندگاري بافت را تا ششها را نزديك به  مويرگ

زايي  ممكن است علت اين يافته عامل رشد رگ. دهد  ماه افزايش مي9
هر چند در  22.باشد چربيهاي بنيادي مشتق از  سلولترشح شده از 

ها در بدن  ثيري و تمايزي اين سلولكاين تحقيق به مقايسه قدرت ت
شناسي،  حيوان و يا انسان پرداخته نشد اما با توجه به نتايج ريخت

توان  آمده مي  دست هاي تمايزي به تستايتومتري و مطالعات فلوس
از   يكتواند ي رد كه بافت چربي انسان ميكگيري  چنين نتيجه

سازي -منابع براي جدا ترين در دسترسترين و در عين حال  فراوان
هاي بنيادي  هاي بنيادي مزانشيمي، با درجه تشابه بالا به سلول سلول

اربردي در زمينه كها با پتانسيل  اين سلول. مغز استخوان را فراهم آورد
ي ترميمي، فرصت جديدي براي پيشرفت كمهندسي بافت و پزش

 .اند ردهكيم بافت نرم فراهم هاي ترم روش

-52-13071د كاين مقاله حاصل طرح پژوهشي با  :سپاسگزاري
ي ك است و با حمايت معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزش01-90
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Background: Currently, autologous and allogeneic adipose tissues represent a ubiqui-

tous source of material for fat reconstructive therapies. However, these approaches are 

limited, and often accompanied by a 40-60% reduction in graft volume following trans-

plantation, limited proliferative capacity of mature adipocytes for ex vivo expansion, 

and extensive adipocyte damage encountered when harvested with conventional lipo-

suction techniques. Recently, cell-based approaches utilizing adipogenic progenitor 

cells for fat tissue engineering have been developed and were reported to promote both 

short-term in vivo adipogenesis and to repair defect sites. The aim of this study was to 

isolate stem cells from fat tissue than examine the growth of stem cells by invitro tests. 

Methods: For human adipose stem cell isolation (hASC), subcutaneous adipose tissue 

sites were obtained from female subjects undergoing elective procedures. Tissues were 

washed 3-4 times in phosphate buffered saline (PBS) and suspended in an equal volume 

of PBS supplemented with 1% FCS and 0.1% collagenase type I. The tissue was placed 

in an agitated water bath at 37 1C. The supernatant containing mature adipocytes, was 

aspirated. Portions of the SVF were suspended in DMEM medium. hASCs were se-

lected based on their ability to adhere to tissue culture plastic and subsequently ex-

panded to 75-90% confluence. Adipose stem cells were isolated and cultured on 

DMEM. To assess mesenchymal origin of stem cells we used flow-cytomery technique 

as well as differentiation to osteocyte and chondrocyte lines. 

Results: The nature of the mesenchymal cells was confirmed by flow -cytometry tech-

niques, based on the expression of CD90, CD105, CD166, and lack of expression of 

hematopoietic markers of CD34, CD31, and CD45. The successful differentiation of 

our stem cells to osteocyte, chondrocyte had been showed by specific Alizarin-Red and 

Toluidine-blue staining of cells. 

Conclusion: Although we have not the results of in vivo tests to support in vivo adipo-

genesis either alone or in combination with natural or synthetic matrix, the results 

showed that stem cells isolation from adipose tissue was successful, and we provided an 

environment for differentiation of stem cells. 
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