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                        )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي                 

                   دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي      

 208 تا 200صفحات ، 1390 زمستان، 4، شماره 35 دوره        

  

هاى بنيادى هاي مختلف جهت استخراج سلولبررسي امكان استفاده از آنزيم
  مزانشيمى از بافت چربي انساني

  4، عبدالحسين شيروى*3و 2، مريم كبيرسلمانى1 مهشيد الهي

 
   دانشگاه آزاد آسلامي، واحد دامغانباشگاه پژوهشگران جوان، عضو  1
  مولكولي، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري ژنتيكگروه  2
   بخش تحقيقات سلولي و مولكولي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي3
   واحد دامغان،دانشگاه آزاد اسلامي 4

  چكيده
هاي بنيادي از سلول امكان استفاده  وهاي بنيادي جنيني در پزشكي ترميميبا توجه به موانع كاربرد باليني سلول :سابقه و هدف

بافت چربى به عنوان منبع سلولي مناسبي جهت سلول درماني مطرح شده ، هاى بنيادى مزانشيمى بافت چربىبزرگسالان به ويژه سلول
بررسي ، هدف از انجام اين مطالعه 4  و1 ها از بافت چربي با استفاده از كلاژناز نوعنظر به هزينه بالاي استخراج متداول اين سلول. است

  .امكان استفاده از آنزيم هاى مقرون به صرفه با بازدهي مناسب به عنوان جايگزيني براي اين آنزيم بود
هاي بنيادي مزانشيمي از بافت چربي انساني براي افتراق سلول، فاز اول مطالعه به صورت اكتشافي انجام گرفت و در مرحله دوم :بررسي روش
 چربي گرفته شده از جراحى ليپوساكشن در شرايط استريل به آزمايشگاه انتقال و مقدار مشابهي از بافت در بافت . صورت گرفتتجربي مطالعه

سلول هاى حاصل از نظر مورفولوژي، . گروه هاي مختلف تحت تأثير آنزيم هاى مختلف در شرايط يكسان از نظر دمايي و زماني قرار داده شد
   . ويژه و توانايي تمايز پذيري بررسي شدندتراكم و سرعت رشد، بيان ماركرهاى سطحي

تفاوتي از نظر رشد و يا قابليت   اما پس از اولين پاساژ،،داد هايي را نشانتفاوتبين گروه ها  در در كشت اوليه مقدار سلول استخراج شده: هايافته
ها نسبت به بيان ماركرهاى سلول درصد 95، بيش از در آناليز فلوسيتومترى. ها در بيان ماركرهاي سطحي و تمايز پذيري مشاهده نشدسلول

   .هاي سلولي چربى و استخوانى را داشتندها قابليت تمايز به ردهها سلولدر تمامي گروه.  مثبت بودند CD105 ,CD90 ,CD73مزانشيمي
از بافت چربى انسان بدون نياز به آنزيم كلاژناز هاى بنيادى مزانشيمى در اين تحقيق براي اولين بار نشان داديم كه استخراج سلول: گيرينتيجه

باشد و توان تريپسين كه به مراتب در دسترس تر و مقرون به صرفه تر است، امكان پذير مي خالص و با استفاده از آنزيم كلاژناز تركيبى به  اضافه
  .هاي خالص استاز آنزيمتمايزي و  كيفيت رشد سلول هاي حاصله مشابه با سلول هاي استخراج شده با استفاده 

  .هاى بنيادى مزانشيمى، بافت چربى، آنزيم كلاژناز، هضم آنزيمسلول :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هـاي  سـلول  هاي بنيادي از لحاظ منشأ به دو دسـته عمـده   سلول

. شـوند هاي بنيـادي بـالغين تقـسيم مـي        بنيادي جنيني و سلول   

                                                 
      ، مريم كبيرسلمانى ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريپژوهشگاه ،تهران: آدرس نويسنده مسئول

)e-mail: maryam@nigeb.ac.ir  (   
  21/6/1390: تاريخ دريافت مقاله
  15/10/1390 :تاريخ پذيرش مقاله

مـايز يافتـه بـالغ و       هـاي ت  هاي موجود در كاربرد سلول    محدوديت
هاي بنيادي جنيني در پزشكي ترميمي و مهندسـي بافـت،           سلول

هاي بنيادي بالغ و القاي پرتواني در بررسي امكان استفاده از سلول
هـاي  آن و يا سلول هاي تمايز يافته بـالغ را بـه عنـوان جـايگزين              

تـرين  از مهم ). 1(مناسب در مباحث سلول درماني مطرح ساخت        
نيادي بالغين كه امروزه توجه اكثر محققين را به خود          هاي ب سلول

 . هاي بنيادي مزانشيم اشاره كردتوان به سلولجلب كرده است مي

 
  مقاله اصليمقاله اصلي

(Original Article) 
 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 201 /  و همكارانمهشيد الهي                                                                                                    90زمستان   4شماره    35 دوره 

 در سـال    اولـين ، بـراى    )MSCs( مزانـشيمي  هاى بنيادى سلول
، كه موفق به    Friedenstein  و    Petrakova تحقيقات در   1966

ن از مغـز    هاى اجدادى تشكيل دهنده اسـتخوا      سلول جداسازي
ايــن .  )2(  شـدند، مطــرح شــد  آزمايــشگاهياسـتخوان مــوش 

 ـ      ها، جمعيتى از سلول   سلول  ههاى بنيادى سـوماتيك چنـد توان
 ماهيچهمغز استخوان،    نظير هاييكنون در بافت  باشند كه تا  مى

 و  محيطـي ، خـون بنـد نـاف، خـون          چربي، مغز، بافت    اسكلتي
هـاى  ولسـل . انـد هـاى پيونـدى پوسـتى شناسـايى شـده         بافت

، CD29    ،D44  ، براى ماركرهـاى سـطحى از جملـه        مزانشيمي
CD73 ،CD90  ،CD105 ،CD106 و CD166  ــوده و مثبــت ب

ــراى ماركرهــاى ســطحى هماتوپويتيــك و    منفــى  HLA-DR ب
ها صرفه نظر از منبع بافتى مربوط بـه         اين سلول  ).3(باشند  مى

ــاره اى از  ــايي نظيــر خــصوصياتآن، در پ خــود  و تكثيــر توان
 شده كشت سـلول،     كنترل شرايط مدت تحت    طولاني نوسازي

 بـه   تمايز پتانسيل مانند و    فيبروبلاستمرفولوژى دوكى شكل،    
 ).4( باشد مى مشتركدودمان مزودرمى و حتى غير مزودرمى،       

هـاى مـزودرم     بـه سـلول    تمايز پتانسيل،  مزانشيميهاى  سلول
وسـيت را  احشايى، استئوبلاست، آديپوسيت، كندروسـيت و ماي  

اند كه در    در مطالعات اخير نشان داده     همچنين. دارا مى باشند  
تواننــد بــه  مــىمزانــشيميهــاى  مناســب، ســلولمحــيطريــز 

ــر    ــشتقات غي ــايى از م ــى ســلول ه ــا حت كارديوميوســيت و ي
 ذكـر   خصوصياتز  ي، تما هانورونها و    هپاتوسيت نظيرمزودرمى  

منبـع سـلولى     بـه    تبديل را   مزانشيميهاى بنيادى   شده، سلول 
 ساخته  درماني بافت و سلول     مهندسي در   كاربردمناسب جهت   

 .)5( است

ن به عنوان منبع اصلي جداسازي اين مغز استخوااگر چه 
شود، وجود چندين خصيصه نظير كاهش ها تصور ميسلول

ها در طي فرآيند افزايش سن و بارز در پتانسيل تمايز سلول
برداشت نمونه، منجر به هاي وارده به فرد در هنگام آسيب

محدود شدن استفاده از مغزاستخوان به عنوان منبعي براي 
امروزه توجه شاياني به بافت چربي به . باشدها مياين سلول

بافت چربي به . هاي مزانشيمي شده استعنوان منبع سلول
    آساني و با حداقل ايجاد جراحت در فرد، قابل دستيابي 

هاي حاصل صد برابر بيشتر از آنچه باشد و بازدهي سلولمي
هاي  در سال.)7 ،6( باشدشود، ميكه در مغزاستخوان يافت مي

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق اخير دانشمندان توانستند سلول
   . از بافت چربي را در شرايط آزمايشگاهي تفكيك كنند

 پوستي انباري فراوان، در دسترس وهاي مختلف و زيرچربي
هاي بنيادي بالغ ه كردن به عنوان منبعي از سلولقابل ذخير

هاى بنيادى هاى بالغ داراى سلولتقريبا تمام بافت . هستند

، )8(توان به مغز استخوان از جمله مىكه ند هستمزانشيمي 
، )10(هاى خونى و عضلات اسكلتى رگ ،)9(خون محيطى
مغز در ابتدا، . اشاره نمود )7(  بافت چربى و)6(پوست و كبد 

هاى استخوان به عنوان بهترين منبع براي استخراج سلول
ها، با پس از سال. بنيادى مزانشيمى مورد توجه قرار گرفت

توجه به روش تهاجمي دسترسي به اين منبع و امكان آسيب 
ديدن فرد در هنگام برداشت نمونه، امكان دسترسي به حجم 

ها در يز سلولبسيار محدود نمونه و كاهش بارز در پتانسيل تما
طى فرآيند افزايش سن، محققين در صدد يافتن منابع 

با اين رويكرد، با توجه به امكان . تر ديگري برآمدندمناسب
تر به بافت چربى با حداقل جراحت فردى و دستيابى آسان

دسترسي به حجم بالاتر نمونه و با بازدهى بالاتر از آنچه كه در 
اده از بافت چربى در مقايسه شد، استفمغز استخوان يافت مى

منبع سلولي از تري با مغز استخوان به عنوان جايگزين مناسب
هاى بنيادى مزانشيمى مغز استخوان براى استخراج سلول

 .مطرح شد

هاي بنيادي مزانشيمي مغز    مطالعات نشان داده است كه سلول     
اي استخوان و چربي از لحـاظ رشـد، پيـري و تمـايز چنـد رده       

هاي مزانـشيمي   سلولبه علاوه،   . ي بسيار اندكي دارند   هاتفاوت
شناسـي و حتـي بيـان       جدا شده از بافت چربي از نظـر ريخـت         
هاي جـدا شـده از مغـز        نشانگرهاي سطحي شبيه همان سلول    

هـاي بنيـادي    تـوان از سـلول    بنـابراين مـي   . استخوان هـستند  
هاي مختلف در سلول درماني     دست آمده از بافت   ه  مزانشيمي ب 

اينكه چه نوع نـوعي مـورد اسـتفاده قـرار گيـرد             . فاده كرد است
نـشان  . تر است دسترسدر  بستگي به اين دارد كه كدام  بافت         

 كه بافت چربى انسانى، منبع بـافتى مناسـبى بـراى            هداده شد 
باشد چـرا كـه ايـن       هاى بنيادى مزانشيمى مى   جداسازى سلول 

ز جراحـى   بافت به راحتى و به طور روتين در مقادير مناسـب ا           
باشد و بازده سلولى آن نـسبت بـه         ليپوساكشن در دسترس مى   

هاى  سلول .)11(باشد  بسيار بالاتر مى  منبع بافتى مغزاستخوان    
هـايى چنـد    دست آمده از بافت چربى انسانى، سلول      ه  بنيادى ب 

ــيميايى و      ــصوصيات بيوش ــان خ ــه بي ــادر ب ــوده و ق ــه ب توان
هـا و   ، كندروسـيت  هـا ها، استئوبلاسـت  مورفولوژيك آديپوسيت 

همچنـين  . باشـند ها تحت شرايط كشت مناسب مـى      مايوسيت
انـد كـه توانـايى توليـد تعـداد كـافى سـلول جهـت          نشان داده 

 ).12(ند كاربردهاى مهندسى بافت و سلول درماني را دار

شود اين است كه آيا     سوالي كه در ارتباط با اين تحقيق مطرح مي        
تريپـسين بـراي تـامين        به اضافه  استفاده از آنزيم تركيبي كلاژناز    

  ها مقدور است يا خير؟سلول
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 استخراج سلول هاى بنيادى مزانشيمى  در هااستفاده از آنزيم                                                            پزشكي  مجله پژوهش در / 202

  مواد و روشها
در اين مطالعه، پس از اخذ موافقت از كميته اخلاق و 

هاي بافت مجوز كتبي از بيماران جهت استفاده از نمونه
هاي بافت چربى در طى نمونه اهدايي در تحقيقات،

ريل اى دردار استجراحى ليپوساكشن در ظروف شيشه
 و HBSS (Hanks Buffer Salt Solution) حاوى بافر

استرپتومايسين به آزمايشگاه  و سيلينبيوتيك پنيآنتى
 كشت ،سپس در شرايط استريل زير هود. ند شدانتقال داده

  PBS (Phosphate Buffer Saline)ها با بافر سلولي نمونه
 بيوتيك چندين بار شستشو داده شدند و پس ازحاوى آنتى

تيغ جراحي  هاي زائد، بافت چربى با استفاده ازجدا كردن بافت
سپس در محلول حل كننده بافت . تا حد امكان ريز گرديد

 DMEM (Dubleco's Modified شامل محيط كشت چربى

Eagles Medium)(Gibco, Invitrogen Corporation USA) 
كلاژناز نوع يك  و يكي از آنزيم هاي مورد مطالعه شامل

(Gibco, Invitrogen) با غلظت U/ml250، با  كلاژناز نوع چهار
، كلاژناز تركيبى  U/ml250(Gibco, Invitrogen)غلظت 

)Wako (تريپسين  و كلاژناز تركيبى به اضافه)Sigma ( به
   درجه 37 دقيقه در انكوباتور شيكر در دماى 60مدت 
 به rpm1000 با دور ،در مرحله بعد. ندگراد  قرار گرفتسانتى
.  تا پلت سلولى تشكيل گرددند دقيقه سانتريفوژ شد5مدت 

ها با محيط سلول و رويى تخليه شد سپس محيط
DMEM/F12 (Gibco, Invitrogen Corporation, USA) 

معلق  )FBS (FetalBovine Serum) )Sigmaسرم%  20حاوى 
قبل . ند خانه اى كشت داده شد6شده و در هر خانه از ظروف 

ها از نظر در صد بقا پس ها در هر روش، سلولسلولاز كشت 
ها،  و در تمامي گروهندبررسي قرار گرفتاز هضم آنزيمي مورد 

ظروف كشت به . ها زنده بودند درصد از سلول95بيش از 
. ندگراد منتقل گرديد درجه سانتى37 با دماى CO2 انكوباتور
با  شستشو محيط رويي به آرامي خارج و پس از ، روز2بعد از 

PBS محيط  DMED/F12به آرامي به آن اضافه   گرم و تازه
هاي متفاوتي  كه تحت تاثير آنزيمهاي مختلفدر گروه .گرديد

 مورد ،ها از نظر مورفولوژي و روند رشدقرار گرفته بودند، سلول
بار   روز يك2- 3ها هر محيط سلول .بررسي كيفي قرار گرفتند

ها در هر گروه به  شد تا سلولبه مدت حدود دو هفته تعويض
 به اين ،سپس پاساژ اول صورت گرفت. تراكم مناسب رسيدند

% Trypsin/EDTA 2/0 از ها با استفادهترتيب كه سلول
(Gibco, Germany) از كف ظروف كشت كنده شده و به 

 روز پس از هر 15- 10در حدود .  كشت داده شدند1:3نسبت 
ها پس از پر كردن كف ين سلولا. پاساژ، پاساژ بعدي انجام شد

 در پاساژ مورد نظر منجمد شدند تا در مرحله ،ظرف كشت
بعدى تحقيق جهت آناليز ماركرهاي سطحي و تمايز به بافت 

 DMSO براى انجماد از. شوندچربي و استخوان استفاده 

(Dimethyil Sulfoxide: Sigma,USA) 10درصد ، FBS 10 
 25هر فلاسك . شداستفاده  درصد DMEM 80 ودرصد 
  . ويال تقسيم شد5مترى به سانتى

ها، شناسايي ماركرهاى شدن اين سلولبعد از خالص 
هاى بادىها با  آنتىاختصاصى آنها از طريق مجاور كردن آن

روش كار . نال و انجام فلوسيتومترى صورت گرفتومونوكل
هاى چسبنده به كف فلاسك سلول ه ك صورت بوددينب

 15 جدا شده و در يك فالكون  Trypsin/EDTAتوسط
 25 و در دماى rpm 1200ليترى ريخته و با دور ميلى

. گرديد  دقيقه سانتريفوژ5گراد به مدت درجه سانتى
  شمارشسپس محلول رويي را دور ريخته و رسوب سلولى

 wash)   با بافر شستشوها، سلولپس از شمارش. گرديد

buffer) حاوى PBS استريل و FBS 4درصد در دماى  دو 
مرحله . دي سانتريفوژ گردrpm2100 گراد با دور درجه سانتى

 ميكروليتر از رسوب را در 100سپس . فوق مجددا تكرار گرديد
 ميكروليتر 500ليترى ريخته و با  ميلى5/1يك ميكروتيوپ 

 4 دقيقه در دماى 15به مدت (Goat serum)  سرم استريل
محلول شستشو تا حجم سپس . گراد قرار داديمدرجه سانتى

  دقيقه با دور4ليتر اضافه شد و به مدت  ميلى1نهايي 
rpm2100محلول رويي را دور ريخته و .  سانتريفوژ گرديد

بعد از شمارش، غلظت مناسبي . رسوب سلولى شمارش گرديد
، CD73 ،CD90 ،CD105  شاملبادى هاى مورد نظراز آنتى
CD31 ،CD34 و CD45  به آن اضافه و به محيط تاريكدر 

.  نگهدارى شدگراد درجه سانتى4 مدت نيم  ساعت در دماى
 درصد 4 ميكروليتر پارافرمالدئيد 500سپس به محلول فوق 
  دستگاه فلوسيتومتر بررسى گرديداضافه نموده و توسط

 درجه 4در دماى  و ها تا زمان بررسى در محيط تاريكسلول(
زمايش سه بار و با استفاده از اين آ ).نددش گراد نگهدارىسانتى
هاي گرفته شده از سه بيمار و در هر گروه در پاساژ نمونه

  ).13(ها انجام پذيرفت چهارم از كشت سلول
هاي استخراج شده در اين مطالعه بـه        براى القاء تمايز در سلول    

هاى چربى از محـيط كـشت آديپوژنيـك، حـاوى مقـدار             سلول
 34/1 گرم ايندومايسين، 005/0 گرم آسكوربيك اسيد، 005/0

كربنـات سـديم اسـتفاده       گـرم بـى    37/0و   DMEMگرم پودر   
 سلول در محـيط كـشت القـاء كننـده           300000تعداد  . گرديد

 روز در انكوبـاتور در      15اى به مـدت      خانه 6هاى  فوق در پليت  
. كـشت داده شـد  CO2  درصد 5گراد و  درجه سانتى37دماى 
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بـار بـا     روز يك3مايزى هر لازم به ذكرست كه محيط كشت ت      
   اثبــات تمــايز . شــدمحــيط كــشت تمــايزى تــازه تعــويض مــى

  هـاى چربـى توسـط      هاى بنيـادى مزانـشيمى بـه سـلول        سلول
ها را بدين ترتيب كه سلول. صورت گرفت Oil Redآميزى رنگ

 20 درصد فيكس كـرده و پليـت  بـه مـدت              4با پارافرمالدئيد   
 دقيقـه در    5سپس بـه مـدت      .  دقيقه در يخچال قرار داده شد     

د از روى   ي ـمحيط آزمايشگاه قرارگرفته و بعـد از آن پارافرمالدئ        
 100سـپس  . شستـشو داده شـد  PBS ها بر داشته و بـا  سلول

 در محـيط   دقيقه5 الى 4ميكروليتر رنگ اضافه شد و به مدت     
 PBSداشــته و بــا ســپس رنــگ را بر. ايــشگاه قــرار گرفــتآزم

هـاى حـاوى   وسـكوپ حـضور واكوئـل   شستشو داده و زير ميكر   
 .گرديدها مشاهده مى  قطرات چربى در داخل سيتوپلاسم سلول     
هاي گرفته شده از سه   اين آزمايش سه بار و با استفاده از نمونه        

هـا انجـام   بيمار و در هر گروه در پاساژ چهارم از كـشت سـلول           
 ).14-16، 11( پذيرفت

ده در اين مطالعه هاي استخراج شبه منظورالقاء تمايزدر سلول
هاى استخوانى از محيط كشت استئوژنيك، حاوى به سلول

    گرم 37/1و  DMEM (High Glucose) گرم پودر 35/1
 گرهاى اسيد آسكوربيكءكربنات سديم همراه با القابى

، دگزامتازون و بتا گليسرول فسفات استفاده ) گرم005/0(
ء كننده  سلول در محيط كشت القا300000تعداد . گرديد

روز در انكوباتور  21 تا 19اى به مدت  خانه6هاى فوق در پليت
 كشت داده CO2 درصد 5گراد و  درجه سانتى37در دماى 

  روز يك3 ست كه محيط كشت تمايزى هر الازم به ذكر. شد
هاى بنيادى مزانشيمى به اثبات تمايز سلول. شدبار تعويض مى

صورت  Alizarin Red آميزىاستخوان توسط رنگ هاىسلول
ها بعد از فيكس شدن توسط بدين ترتيب كه سلول .گرفت

 دقيقه در دماى محيط تحت تاثير 3 الى 2متانول، به مدت 
اين  .قرار گرفتند Alizarin Red درصد رنگ 25 محلول

هاي گرفته شده از سه آزمايش سه بار و با استفاده از نمونه
 از كشت سلول ها انجام بيمار و در هر گروه در پاساژ چهارم

 ).14- 16، 11(پذيرفت 
  

  هايافته
ها در كشت اوليه،    نتايج حاصل از هضم آنزيمي در تمامي گروه       

هايى با مورفولوژى چند ضلعى، پهن و دوكى شـكل بـود            سلول
مقدار سلول استخراج شده از بافت چربى با توجـه  ). A 1شكل(

. يي را نـشان داد    هابه آنزيم مورد استفاده دركشت اوليه تفاوت      
بدين صورت كه آنزيم كلاژنـاز نـوع چهـار، كلاژنـاز نـوع يـك،            

تركيبى با تريپسين، كلاژناز تركيبى همراه با آنزيم تريپسين به 
هاى بنيـادى اوليـه     سلول ترتيب داراى اثر مثبت بر روى تعداد      

هـا شـروع بـه ازديـاد كردنـد و           در پاساژ يك، اين سلول     .بودند
هـاى دوكـى   سـلول ). B 1شـكل (گرفتند سرعت رشد بيشتري 
هاى پهن و مكعبى با سرعت بيشترى در        شكل نسبت به سلول   

هاي  به طوري كه پس از اولين پاساژ، سلول        ،حال تقسيم بودند  
دوكي شكل بيشترين درصد سلولي را تشكيل دادنـد و صـرف            

تـر  ها همگـن  ها در تمامي گروه   نظر از نوع هضم آنزيمي، سلول     
تري كف  تري داشتند و در زمان كوتاه     د سريع شده و آهنگ رش   

 در نهايـت تعـداد   ،در پاساژهاي بعـدي  . ظرف رشد را پر كردند    
هـا در   كه اين سـلول    طوريه  هاى دوكى افزايش يافت، ب    سلول

هـاي دوكـي شـكل بـا        پاساژ چهارم جمعيت هموژني از سـلول      
هاي بنيـادي مزانـشيمي را       هاي مشخص و تيپيك سلول    هسته
رغـم  در پاساژهاي سوم به بعـد، علـي       ). C1شكل  (دند  دانشان  

اين كه دركشت اوليه مقدار سلول استخراج شده از بافت چربى 
داد، هـايي را نـشان مـي      با توجه به آنزيم مورد استفاده تفـاوت       

هاي مختلف  ها در گروه  تفاوت محسوسي در سرعت رشد سلول     
ه هـضم    مربوط به گرو   1 از شكل    A-Cاشكال  . قابل رويت نبود  

الگوي رشد و   . آنزيمي با آنزيم تركيبي كلاژناز و تريپسين است       
هاي ديگر نيز شباهت بالايي به اين اشكال        مورفولوژي در گروه  

 .داشت

هاى نتايج حاصل از آناليز ماركرهاى سطحى مثبت سلول
بنيادى مزانشيمى انسانى توسط روش فلوسيتومتري نشان داد 

ها صرف سك در تمامي گروههاى چسبنده به كف فلاكه سلول
نظر از نوع هضم آنزيمي به كار رفته در هنگام استخراج، 

هاى مونوكلونال  بادىهاى مناسبى از آنتىهنگامي كه  با غلظت
CD105 ،CD90 و CD73ماركرهاى  نسبت به ، شدند مجاور

 CD73 97 ،درصد CD90 95و  درصد CD105100 درصد 
  ). 2شكل (مثبت بودند 

جهت بررسـي   .  آمده است  3اصل از اين آناليز در شكل       نتايج ح 
هاى بنيادى مزانـشيمى    عدم بيان ماركرهاى سطحى منفى سلول     

هـاي  هاى استخراج شده در اين مطالعـه، سـلول        انسانى در سلول  
بادى هـاى   هاى مناسبى از آنتى   چسبيده به كف فلاسك با غلظت     

ج حاصل از  نتاي. مجاور شدندCD31و CD45 ,CD34  مونوكلونال 
هـاى فـوق نـسبت بـه     آناليز فلوسيتومترى نـشان داد كـه سـلول       

شـكل  (منفى بودند  CD45  و CD34 ،CD31 ماركرهاى سطحي
نتايج حاصل از آناليزهاي فلوسيتومترى نشان داد كه بـيش از          ). 3

هاى استخراج شده در اين مطالعه از نظر بيـان      درصد از سلول   95
هاى ها در سلول بياني اين ماركر مشابه با الگويماركرهاى سطحي

اشكال آورده شده مربوط . دمشابه هستنبنيادى مزانشيمى انسانى 
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به نتايج گروه هضم آنزيمي با آنزيم تركيبـي كلاژنـاز و تريپـسين         
بيان ماركرهاي سطحي در گروه هـاي ديگـر نيـز شـباهت             . است

  .بالايي به اين گروه داشت
پس از القـاي تمـايز   Alizarin Red آميزى نتايج حاصل از رنگ

اسـتخراج شـده در ايـن        هاىهاي استخواني در سلول   به سلول 
ها صرف نظر از نوع هضم آنزيمي به كار         مطالعه در تمامي گروه   

دهنــده رســوب مــاتريكس  رفتــه در هنگــام اســتخراج نــشان
 هاي سلولى بود كه حاكى از     مينراليزه به رنگ نارنجي در پليت     

به سلول هـاى استئوبلاسـت       هااين سلول توانايي تمايز پذيري    
 نيـز  Oil Redآميـزى  نتـايج حاصـل از رنـگ    ).A4شكل( است

هـاى اسـتخراج شـده در ايـن         پذيري سلول حاكي از توانايي تمايز   
  ها صـرف نظـر از نـوع هـضم آنزيمـي بـه             مطالعه در تمامي گروه   

قطـرات چربـي ذخيـره     B 4در شـكل . هاي بافت چربي بودسلول
هاي چربـي قابـل     ها و مورفولوژي خاص سلول    لولشده در اين س   
نتايج حاصل از آناليزهاي عملكـردي سـلول هـاى          . مشاهده است 

استخراج شده در اين مطالعه نشان دهنـده تـوان تمـايز پـذيري              
هاي بافت مزانـشيمي اسـت كـه از    ها به سلولچندگانه اين سلول  

اشـكال  . سـت هاى  بنيـادى مزانـشيمى ا      هاي خاص سلول  ويژگي
 آنزيمي با آنزيم تركيبي كلاژناز و       آورده شده مربوط به گروه هضم     

در گروهي كه با آنزيم كلاژناز تركيبي به همراه تريپسين استخراج صورت پذيرفت همانند ديگر    : A. هاي كشت داده شده    نماي ميكروسكوپي سلول   . 1شكل  
ز كشت هاي فوق سـلول هـاي دوكـي          در پاساژ يك ا   : B. گروه ها در كشت اوليه، سلول هائي با مورفولوژي چند ضلعي، پهن و دوكي شكل قابل مشاهده اند                 

در پاساژ چهارم جمعيت يكنواختي از سلول هاي دوكي شكل با هسته هاي مـشخص  : C. شكل شروع به ازدياد نموده و سرعت رشد آن ها افزايش  مي يافت        
 .رويت شد

  
 CD73  ،   CD90ن در مجاورت آنتـي بـادي هـاي   نتايج حاصل از آناليز فلوسيتومتري سلول هاي مزانشيمي جداسازي شده از بافت چربي انسا -2شكل 

 .مشاهده شد%  100و % 97، %95 قرار داده شد و بيان اين ماركر هاي سطحي طبق اشكال فوق در اين تحقيق به ترتيب از سمت راست   CD105و

 
 ,CD34  وCD31ر مجاورت آنتـي بـادي هـاي     نتايج حاصل از آناليز فلوسيتومتري سلول هاي مزانشيمي جداسازي شده از بافت چربي انسان د-3شكل 

CD45قرار داده شد و بيان اين ماركر هاي سطحي طبق اشكال فوق منفي مشاهده شد . 
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نتايج تمايز در گروه هاي ديگر نيز شباهت بالايي         . تريپسين است 
  .به اين نتايج حاصل در اين گروه داشت

  

  
هـاي مزانـشيمي تحـت    سـلول . هـا آميزي سلولنتايج رنگ  -4شكل  

 روز و هـر     15دت  به م ـ و  تاثير محيط كشت استئوژنيك قرار گرفتند       
 سـپس اثبـات تمـايز ايـن         .بار محيط كشت تعويض شد     سه روز يك  

 به اين صورت كـه      . رد مشاهده شد   -ها با رنگ آميزي آليزارين    سلول
هـاي بنيــادي مزانـشيمي رنـگ آميــزي شـده ايجـاد رســوب      سـلول 

تريكس مينراليزه نارنجي رنگ نمودنـد كـه نـشان دهنـده تبـديل              ام
    .)A(لول هــاي استئوبلاســت اســت هــاي مزانــشيمي بــه ســســلول
هاي مزانشيمي تحـت تـاثير محـيط كـشت آديپوژنيـك قـرار              سلول

بار محيط كشت تعويض      روز و هر سه روز يك      15به مدت   و  گرفتند  
 رد مشاهده   -ها با رنگ آميزي اويل     سپس اثبات تمايز اين سلول     .شد
ي آميـز هاي بنيادي مزانشيمي رنـگ     به اين صورت كه در سلول      .شد

هـاي  شده قطرات چربي مشاهده شد كه نشان دهنده تبـديل سـلول         
  .(B) هاي چربي استمزانشيمي به سلول

  
  بحث

، 1هـاي كلاژنـاز نـوع       اين تحقيق نشان داد با استفاده از آنزيم       
 و آنـزيم كلاژنـاز تركيبـي بـه اضـافه تريپـسين امكـان                4نوع  

ني هاي بنيادي مزانشيمي از بافـت چربـي انـسا        استخراج سلول 
كنون ، تـا  طـور كـه در مقدمـه ذكـر گرديـد            همان .وجود دارد 

 گزارشي در مورد استفاده از آنزيم كلاژنـاز تركيبـي بـه اضـافه             
 . استگرفته نشده است و يا حداقل در دسترس قرار ن تريپسين

سوالي كه در ارتباط با آنزيم كلاژناز و بافـت چربـي مطـرح              
 ه مكـانيزمي  شود اين است كـه آنـزيم كلاژنـاز داراي چ ـ          مي

هاي بنيادي از بافت چربي     كه منجر به استخراج سلول    است  
  گردد؟مي

ســلولي داراي اجتماعــات ســازمان بــسياري از موجــودات پر
. ها هـستند  هاي تخصصي شده، به نام بافت     اي از سلول  يافته

اي هـا در تمـاس بـا شـبكه        ها در بافت   سلول ،به طور معمول  
برون سلولي به نـام       شده ي ترشح هاپيچيده از ماكرومولكول  

هـا و   ايـن مـاتريكس، سـلول     . سلولي هـستند  ماتريكس برون 
اي دارد و با ايجـاد شـبكه      ها را در كنار يكديگر نگاه مي      بافت

ــاجرت ســلول  ــه در جــانوران امكــان مه ــا و ســازمان يافت    ه
  در . هـا فـراهم مـي كنـد    كنش آنهـا را بـا سـاير سـلول        برهم
 مـاتريكس بـرون   ،بافـت چربـي  هاي پيونـدي از جملـه      بافت

هـا در آن پـراكنش     سلولي بـه فراوانـي وجـود دارد و سـلول          
اي بـه ويـژه      غني از پليمرهاي رشته    ،اين ماتريكس . انديافته

هاي مكانيكي وارد بـه بافـت را تحمـل          كلاژن است كه تنش   
ها به تركيبـات مـاتريكس      از آنجايي كه سلول   ). 17(كند  مي

ها از بافت   سازي اين سلول  براي جدا ، لذا بايد    اندمتصل شده 
 آنزيمي را به كار برد كه بتوانـد اتـصال بـين كـلاژن               ،چربي

آنـزيم كلاژنـاز    . بـرد بموجود در ماتريكس و سلول را از بين         
تواند ايـن اتـصال را از بـين ببـرد و            اين ويژگي را دارد و مي     

 در نتيجـه سـلول از       ،باعث تخريب ماتريكس سـلولي گـردد      
  .توان آن را استخراج نمودشود و مي ميماتريكس خارج

هاى بنيادي مزانشيمى   بر اساس تحقيقات انجام شده، سلول     
شناســى و بيــان جــدا شــده از بافــت چربــى از نظــر ريخــت

هـاى بنيـادي    نشانگرهاى سطحى شباهت بالايي  بـه سـلول        
ارند و در عـين حـال       مزانشيمى جدا شده از مغز استخوان د      

هـا  تزايد بالاتري نسبت به اين سلول     پذيري و   پتانسيل پاساژ 
اي كه از نظر عملكـردي در خـصوص         در مطالعه  ).18( دارند

ــا ســلول  ــسه ب ــد در مقاي ــشيمى رد پيون ــادي مزان هــاى بني
استخراج شده از مغز استخوان در ميزبان غيرخودي صـورت          

هاي سيستم ايمني   پذيرفت، توان بقا در نبود سركوب كننده      
ي مزانشيمى اسـتخراج شـده از مغـز         مشابه با عملكرد بنياد   

استخوان بود و اين بدان معناست كه ايـن تحمـل  سيـستم              
هـاى بنيـادي    هـا مـشابه سـلول     ايمني بيمار به ايـن سـلول      

  .)19(راج شده از مغز استخوان است مزانشيمى استخ
هـا در  از نظر توان تمـايز پـذيري، هنگـامي كـه ايـن سـلول         

 توانـايي تمـايز     ،يرنـد هاي كشت القاگر مناسب قرار گ     محيط
هاى رده مزانشيمي شامل اسـتخوان،      پذيرى بالايي به سلول   

غضروف و چربى را دارند كه از اين نظر نيز  تفاوت چنـدانى              
). 20( هـاى بنيـادي مزانـشيمي ندارنـد       در مقايسه با سـلول    

اگرچه، در مطالعاتي نيز نشان داده شده است كه توان تمايز           
هاى بنيادى  ر با استفاده از سلول    پذيري و بهبود شرايط بيما    

مزانشيمى با منشا بافت چربي نسبت به مغزاسـتخوان بهتـر           
هـاى   در انفاركتوس قلبي و تمايز به سلول       ، براي مثال  .است

 Dmitrieva  اخيـرا  .)21(شبه كبدى پتانسيل بالاتري دارند      
عملكردي و تاثيرات درمـاني      هاي عمومي ويژگي و همكاران 

 43مي با منشاء مغز استخوان و چربـي در      هاي مزانشي سلول
كـه در   نمودنـد   گـزارش   بررسـي كردنـد و      بيمار اهدا كننده    

ها از نظـر ايجـاد تعـداد        پاساژهاي پايين هر دوي اين سلول     
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و ترشـح مـدياتورهاي     ) سرعت تزايد (ها، زمان دوبلينگ    كلوني
، فاكتور رشد ترانسفورمينك    6سيستم ايمني نظير اينترلوكين     

اكتور رشد سلول هاي اپيـدرمي عروقـي تـوان مـشابهي            بتا و ف  
هاي بنيادي مزانـشيمي بـا       اما در پاساژهاي بالاتر، سلول     ،دارند

 به بعد علايـم سـالخوردگي و        4-3منشا مغز استخوان از پاساژ      
هـاي  ست كه سـلول    ا دهند و اين در صورتي    پيري را نشان مي   

مـي از   يلا نيـز ع   8بنيادي مزانشيمي با منشا چربـي تـا پاسـاژ           
  ).22(سالخوردگي نشان نمي دهند 

اين بدان معنـي اسـت كـه حتـي بـر فـرض نمونـه و بـازدهي                   
هاي مزانشيمي جدا شـده از بافـت        مساوي، با استفاده از سلول    

لـذا  .  چربي به منبع سلولي بالاتري دسترسي خـواهيم داشـت         
هاى بنيادي مزانشيمى جدا شده از بافـت  سلول رفته، هم روي

هاى بنيادي مزانـشيمى جـدا   هايي نسبت به سلول   چربى مزيت 
 ).11(شده از مغز استخوان دارند 

هـاي  هـاي متـداول اسـتخراج سـلول       سـازي روش  جهت بهينه 
سازي امكان بنيادي مزانشيمي از منابع مختلف به منظور فراهم

، توجه به سرعت ازدياد منبـع       بالين بيمار استفاده عملي آن در     
زينـه مـواد مـورد اسـتفاده از جايگـاه           سلولي و پايين آوردن ه    

هـاي بـالاي كـشت      با توجه بـه هزينـه     . ست ا اي برخوردار ويژه
سلولي بايد با كمترين هزينه و با كارايي بالا شـرايطي را بـراي              

توانـد در   هايي كـه مـى    يكى از مؤلفه   .كشت سلول فراهم نمود   
سازى شرايط جداسازى و پايين آوردن هزينـه اسـتخراج          بهينه
 ،هاى بنيـادى مزانـشيمى از بافـت چربـي مطـرح باشـد             سلول

در اغلـب مطالعـات پيـشين،       . سـت  ا انتخاب هضم آنزيمـي آن    
آنزيم كلاژناز نوع يـك بـراى جداسـازى سـلول هـاى بنيـادى               

در يكـي  ).  23(مزانشيمى از بافت چربي  پيشنهاد شده اسـت         
). 24(ها نيز آنزيم كلاژناز نوع چهار مطرح شده است          از گزارش 

هاي فوق، آنزيم كلاژناز تركيبـى      ر اين مطالعه، علاوه بر آنزيم     د
تريپـسين و كلاژنـاز تركيبـى بـدون تريپـسين بـراى           به اضافه 

جداسازى سلول هاى بنيادى مزانشيمى از بافت چربي استفاده         
شد كه تاكنون در اين موارد گزارشى ديده نشد و يا  شـايد در               

ز ايـن تحقيـق نـشان       نتابج حاصل ا  . دسترس قرار نگرفته است   
رغـم ايـن كـه دركـشت        داد كه در پاساژهاي سوم به بعد، علي       

اوليه مقدار سلول استخراج شده از بافـت چربـى بـا توجـه بـه                
داد، تفـاوت   آنزيم مـورد اسـتفاده تفـاوت هـايي را نـشان مـي             

هاي مختلـف قابـل رويـت       ها در گروه  محسوسي در رشد سلول   
يز ماركرهاى سطحى مثبـت     نين نتايج حاصل از آنال    چهم. نبود

ــلول ــسانى توســـط روش  سـ ــشيمى انـ ــادى مزانـ ــاى بنيـ هـ
هاى چسبنده به كف فلاسك     فلوسيتومتري نشان داد كه سلول    

ها صرف نظر از نوع هضم آنزيمي به كـار رفتـه            در تمامي گروه  

هـاى اسـتخراج     درصد از سلول   95در هنگام استخراج بيش از      
رهاى سـطحي مـشابه بـا       شده در اين مطالعه از نظر بيان مارك       

هـاى بنيـادى مزانـشيمى      هـا در سـلول    بياني اين ماركر  الگوي  
ماركرهـاى زيـادى    از  هاى مختلـف،    در گزارش  .هستندانسانى  

براى شناسايى سلول هاى بنيادى مزانشيمى با منشاء موشى و          
در اين مطالعه، ما    ). 25-27،  21(يا انسانى استفاده شده است      

منفي مناسب و كافي براى شناسايي       ماركرهاى مثبت و     CDاز  
هاي مورد مطالعه استفاده كرديم ونتايج حاصل نشان داد        سلول

هـاى بنيـادى    هـا، سـلول    درصد از ايـن سـلول      95كه بيش از    
عـلاوه بـر آن، نتـايج حاصـل از آناليزهـاي            . ندهستمزانشيمى  

هـاى اسـتخراج شـده در ايـن مطالعـه نـشان             عملكردي سلول 
هـاي بافـت    ها به سلول  چندگانه اين سلول  دهنده توان تمايزي    

ها صـرف نظـر از نـوع هـضم          مزانشيمي بود كه در تمامي گروه     
لـذا بـا    . آنزيمي به كار رفته در هنگام استخراج قابل رويت بود         

هـاى  توجه به نتايج فوق، تفاوتى كه اين كار تحقيقى با گزارش          
ژناز با توجه به قيمت بالاي آنزيم كلا       ست كه  ا پيشين دارد اين  

تر آنزيم كلاژناز تركيبي با      در مقايسه با قيمت پايين     4 و   1نوع  
هاى بنيـادى مزانـشيمى از      تريپسين نشان داد استخراج سلول    

بافت چربى انسان بـدون نيـاز بـه آنـزيم كلاژنـاز خـالص و بـا                  
استفاده از آنزيم كلاژناز تركيبى با تريپسين كه بـه مراتـب در             

نوع  تر از آنزيم هاي كلاژناز خالص  تر و مقرون به صرفه    دسترس
هـاي  ست و توان و  كيفيـت سـلول         ا پذير امكان ،است 4 و يا    1

هـاي   روش زهاي استخراج شده با استفاده ا     سلول مشابه حاصل
  از آنجــايي كــه . اســتهــاي قبلــي پيــشنهاد شــده در گــزارش

هـاي بنيـادي جنينـي      هاي بنيادي بالغ نسبت به سـلول      سلول
تـوان از ايـن     وند و تا پاساژهاي محـدودي مـي       شزودتر پير مي  

 در نتيجـه بـراي      ،هـا در سـلول درمـاني اسـتفاده نمـود          سلول
هاي بنيادي مزانشيمي از بافـت چربـي انـساني         استخراج سلول 

هاي چربي انبوهي براي استخراج سـلول مزانـشيم         نياز به بافت  
هـاي  طور كه قبلا ذكر شد براي جداسازي سلول        است و همان  

   ي مزانـشيمي از بافـت چربـي آنـزيم كلاژنـاز مـورد نيـاز                بنياد
هاي بنيـادي مزانـشيمي بـراي سـلول         باشد كه توليد سلول   مي

از نظـر   )  4 و   1نوع  (درماني با استفاده از آنزيم كلاژناز خالص        
است هايي  اقتصادي مقرون به صرفه نيست و داراي محدوديت       
 شده نـشان  كه در اين تحقيق به منظور كاهش محدوديت ذكر 

هـاي بنيـادي مزانـشيمي از بافـت         داده شد كه استخراج سلول    
 كلاژنـاز تركيبـي بـه اضـافه        چربي انساني با استفاده از آنـزيم      

پذير و از نظر اقتصادي مقرون بـه صـرفه          تريپسين امري امكان  
  .خواهد بود
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  تشكر و قدرداني
دانند از جناب آقاي دكتر مصطفي      نويسندگان بر خود لازم مي    

نظوري جراح بيمارستان تخصصي و فوق تخصصي قائم كـرج          م
هاي مورد اسـتفاده    براي همكاري نزديك ايشان در تهيه نمونه      

تحقيـق حاضـر بـا      . در اين مطالعـه تـشكر و قـدرداني نماينـد          
استفاده از قسمتي از حمايت مالي بنياد ملي نخبگـان و سـتاد             

 387 و   364هـاي بنيـادي متعلـق بـه پـروژه           راهبردي سـلول  
   . انجام يافت1389پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك در سال 
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