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   در SDF-1αکموکین بیان توالی و بررسی کلونینگ، 
  های کبدی موش صحرایی سلول

  

  (.M.Sc)***  سیدضیاء طباطبایی   (.Ph.D)** الن دیکسون   (.Ph.D) *+غلامحسین حسن شاهی 
 

  چکیده
در ) ییهـای اسـتروما    پـروتئین مـشتق شـده از سـلول         (SDF-1α پـروتئین کمـوکین      مقـادیر بـالایی از     : و هدف سابقه  

صـفحات  هـای   بـه وسـیله سـلول   نیـز   SDF-1α وتولید ظهورازطرفی . تلیوم کبد گزارش شده است های غیر آماسی اپی    بافت
ایـن پـروتئین در   .  گـزارش گردیـده اسـت   ،تلیـوم کبـد اسـت    ساز بـرای اپـی    که نوعی سلول پیش(Ductal Plates)مجرایی 

  نقـش  کبـد مصونیتتواند در سیستم ایمنی و  بنابراین می.  استملاز موثر و ، در بافت کبد Bهای لنفوسیت گزینی سلول لانه
 بـروز ایـن ژن را در        ،های کبدی، مراجع علمی و مقالات کمی        و تولید این پروتئین در سایر سلول       ظهوربا توجه به    . ایفا کند 
 ظهـور ع این تحقیق بررسـی      لذا موضو . اند  مورد بررسی قرار داده    ،باشند های اصلی کبدی می    های هپاتوسیت که سلول    سلول

SDF-1α  در سطحMRNA های هپاتوسیت بوده است توسط سلول.  
 این ژن در ظهور استفاده نموده و (cloning) تولید مثل غیرجنسی های روشدر این پژوهش از  : ها مواد و روش

هپاتوسیت موش های   سلولدر این راستا در اولین مرحله با خواندن توالی ژن در. شده استهای هپاتوسیت بررسی  سلول
بوده  SDF-1α که ژن مورد بررسی همان شد ثابت (Data Base)های پایه   داده اطلاعات خود بامقایسه صحت  وصحرایی

  .پردازش شد (Northern Blotting)خشک کردن شمالـی  ژن با روش ظهـور میزان ،ه بعدـاست و در مرحل
 ظهـور هـا ایـن ژن در هپاتوسـیت           و کشت اولیـه آن     ها از کبد   ازی هپاتوسیت نتایج نشان داد که متعاقب جداس      : ها  یافته

  .دیاب می
  .های هپاتوسیت به جداسازی و کشت اولیه موثر است  سلولتنشیبیان این کموکین احتمالا در پاسخ  : استنتاج

  
  ، کموکین SDF-1αهپاتوسیت، کبد،  :واژه های کلیدی 

  

  مقدمه
 اولین بار (SDF-1)  مشق از استروما1 شماره عامل

 ST-2نام ه های استرومای مغز استخوان ب در ردۀ سلول
 های  محرک سلولعاملشناسایی شد و سپس به عنوان 

   )Vitro in(  محیط آزمایشگاهی در(Pre-B) "ب"پیش 
  
  

   دانشکده پزشکی- میدان انقلاب، دانشگاه علوم پزشکی-رفسنجان :ول ئمولف مس  +           دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان)استادیار(دکترای هماتولوژی، عضو هئیت علمی  *
E-mail:   ghassanshahi@gmail.com    or   ghassanshahi@yahoo.co.uk 

    م زیستی، دانشگاه منچسترپروفسور بیوشیمی، دانشکده علو **
  دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان) مربی( مدیریت خدمات بهداشتی و درمانی ، عضو هئیت علمیکارشناسی ارشد *** 

  16/2/86:             تاریخ تصویب20/8/85: تاریخ دریافت 
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تلیوم   در اپیSDF-1α ازیی مقادیر بالا.)2،1(گردید معرفی
 و گزارش )3(د مشاهده شده استغیرالتهابی صفراوی کب

 باعث CXCR4 در ارتباط با بیان عاملشده است که این 
دم ـه علت عـب. )5،4(ودـش ا میـه کارگیری لنفوسیت هب

  ژن(Promotor) "پیش محرک"درباره وجود اطلاعات 
SDF-1α4(، مکانیسم دقیق بیان آن مشخص نیست( .
 را CXCR4یابند،  ی که در کبد ارتشاح مییها لنفوسیت
هایی که وارد  شود که سلول کنند و تصور می بیان می

 SDF-1αشوند ممکن است توسط  کبد غیر التهابی می
تلیوم مجاری صفراوی وارد  جذب شده وسپس به اپی

عوامل بیماری  را در مقابل بدنها  این لنفوسیت. شوند
شوند،   که از طریق مجاری صفراوی وارد میزایی

ی یشیمیا - بافتی-ی مطالعات ایمن.)6(کنند  میمحافظت
 سرطان  درSDF-1α ظهورکه میزان  نشان داده است

های مزمن کبدی   در مقایسه با دیگر بیماریسلول کبدی
 SDF-1α. )6،7،8(یابد  کاهش میCاز قبیل هپاتیت 

تلیال مجاری صفراوی  های اپی  سلولهای ساز توسط پیش
به  Bهای  ی سلولگزین شود و در بلوغ و لانه نیز تولید می

بر اساس مطالعات . )3(داخل کبد جنینی نقش دارد
 در mRNA ظهور در این مطالعه میزان تحریک ،مذکور

های کبدی احتمالاً نمایانگر  پاسخ به جداسازی سلول
 "یش محرکپ"کننده  ی درسطح عناصر تنظیمیها تفاوت

بنابراین مطالعه عناصر تنظیم . و تنظیم الگوبرداری است
نشان . در این مورد جالب است "یش محرکپ"ه کنند

 حاوی نواحی اتصال SDF-1αداده شده است که ژن 
. )8(باشد  میCTF و SPIنام ه  الگوبرداری بعواملبرای 

 نیز CPG حاوی جزایر SDF-1αعلاوه بر این ژن 
 SDF-1α ثابت ژن ظهوررسد  نظر می بنابراین به. باشد می

ژن  "یش محرکپ"ست و  الگوبرداری اعواملوابسته به 
SDF-1α القاءکننده ازعوامل فاقد نواحی اتصالی برای  

با توجه به شیوع . )7،9،14( استAP-1 وNF-KBقبیل 
واع ــروز و انـر سیـدی نظیـای کبـه اریـا بالای بیمـنسبت

ها نقش  رسد کموکین ها و فیبروز به نظر می هپاتیت
های  آسیباساسی در ایمنی کبد و مقابله با عفونت و 

بنابراین این مدل جهت بررسی . کنند کبدی ایفا می
های حیاتی که نقشی عمده در  ظهور این مولکول

های ایمنی و خونی به  های بافتی و جذب سلول آسیب
 طراحی شده است تا با ،محل آسیب دیده دارند

های حیوانی به زوایای مبهم دیواره  گیری از مدل بهره
بر . شناسی کبد پاسخ داده شود کبدی در رابطه با ایمنی

را که تحقیقات  SDF-1αاین اساس در این مطالعه، ژن 
ها و  تری در مقابله با عفونت نشان داده است نقش اساسی

 ،در دا(HIV)های ویروسی نظیر ایدز  بالاخص عفونت
خشک انتخاب شد و میزان ظهور این ژن با روش دقیق 

  .ی شد بررس(Northern Blotting)کردن شمالی 
  

  مواد و روش ها
  ها جداسازی هپاتوسیت)الف

های کبدی مورد مطالعه از  در این تحقیق سلول
 Sprague-Dawleyی نر از نژاد یهای صحرا کبد موش

 g200با وزن تقریبی )  دانشگاه منچسترBSUواحد (
 لیت  ه هنس- کربس با استفاده از بافر وجداسازی شده

(Krebs-Henseleit)  ولار سدیم، ـم یـ میل25وی ـمحتکه
 - مولار پتاسیم، یک میلی مولار فسفات هیدروژن  میلی5

مولار   میلی25مولار سولفات منیزیم   میلی1پتاسیم و 
 مولار کلرور سدیم  میلی205کربنات هیدروژن سدیم، 

. )9(اند  در شرایط استریل از کبد حیوان جدا شدهاست
ده و در ـــ شهـــرداشتـد بــه، کبــ دقیق8 -10س از ــپ

 لیت   هنسه-کربس  استریل به همراه بافرشرایطی کاملاً
(Krebs-Henseleit) ه ـان یک قطعـده و از میـخرد ش

ها  سلول.  شده استغربالگاز استریل به داخل یک بشر 
 به طوری که ؛وق شسته شدهـار با محلول فـرای سه بـب

  وشو ته لوله با محلول رقیق گردیده و در هر شست
 های ی سلولیتودۀ نها. وباره سانتریفوژ گردیده استد
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محتوی محیط کشت (کبدی در داخل محلول محرک 
Waymouth MD 1721 ساخت شرکت اینوییروژن 

ها با   زنده بودن سلول)درصد(منتقل و میزان ) انگلستان
های   سلول.استفاده از تریپان بلو مشخص شده است

 )درصد( که میزان اند کبدیی مورد استفاده قرار گرفته
 و اکثرا در  درصد85ها بیش از  های زنده آن سلول

ها  جمعیت هپاتوسیت.  بوده است درصد90-95محدوده 
های   نوری کنترل گردیده و خلوص سلولریزبیندر زیر 

های  کبدی در بهترین حالت بوده و حضور سلول
کرده   تجاوز نمی درصد1اندوتلیال در محیط کشت از 

 6 و RNAمتری برای   سانتی3 (صفحهدر هر . است
 پوشیده I -که از کلاژن نوع ) متری برای پروتئین سانتی

لیتر   سلول در هر میلی2-5× 106 تعداد ،شده بوده است
دستگاه محلول القاء کاشته شده است و پس از آن به 

 O2)  درصد95(، Co2 ) درصد5 ((Incubator)پرورش 
 3 پس از گذشت . منتقل گردیده استC°37در دمای 

ساعت از کشت، محیط کشت حاوی محلول محرک یا 
 و BSAمحیط کشت به اضافه (محیط کشت نگهدارنده 

تعویض گردیده و ) W/V %0.0005سدیم اولئات 
ها با روشی که در زیرنویس تصاویر آمده   سلول"نهایتا
  . تیمار شده اند،است

  
  RNAاستخراج )ب

متری،  سانتی 3صفحه به ازای هرRNAاستخراج برای
  Trizol (Gibco BRL)مقدار یک میلی لیتر تریزول 
آوری و به داخل  ها جمع اضافه گردیده و سپس سلول

 تا زمان -c80°لوله سانتریفوژ منتقل گردیده و در دمای 
 RNAبرای استخراج  "آزمایش نگهداری و یا مستقیما

 با RNA ابتدا RNAبرای استخراج . مصرف شده است
روفرم رسوب داده شده است و در مرحله بعد افزودن کل

 تمیز شده و از آلودگی MessagClean اسبابوسیله ه ب
  . پاک گردیده است  DNAبا

  )RTبه وسیله واکنش  ( cDNAتولید ) ج
 واکنش (cDNA)ی مکمل DNAجهت ساخت 
به قرار ) Reverse Transcription( الگوبرداری معکوس
  :زیر انجام شده است

مولار   میلی125(کرولیتر از بافر واکنش  می4مقدار 
مولار   میلیpH 8.3 ،188 کلرید هیدروژن -تریس

مولار کلرور منیزیم   میلی7.6،  (KCl)کلرور پتاسیم
(Mg Cl2) میلی مولار دی اتیل تری تیول25 و (DTT) .

 ,dNTP (dTTP, dGTP, dCTP میکرو لیتر از هر نوع 1

dATP) ، 4میکرولیتر 1تی،  دی - میکرو لیتر اولیگو 
RNA،میکرولیتر آب محتوی 4 استخراج شده DEPC و 

 RT(M-MLV) میکرولیتر آنزیم مخصوص واکنش 5/1
درون یک لوله میکروسانتریفوژ با هم مخلوط و به مدت 

پس از .  شده استپرورانده c°37 دقیقه دربن ماری 60
 تولید شده تا زمان انجام cDNA، پرورشانقضای مدت 

PCRد نیاز بعدی در  و موارc°20-شده استی نگهدار  .
 تولیدی محلول cDNA بر روی PCRبرای انجام 

واکنش با افزودن مواد ذیل در یک لوله میکروسانتریفوژ 
  .روی یخ انجام شده است

 Taq) میکرولیتر بافر آنزیم تک پلیمراز10 -

Polymerase) ، 3 ، لیتر   میکرو2 میکرولیتر کلرورمنیزیم
 dNTP dATP, dCTP, dTTP dGTP)( ،2از هر 

ها  میکرولیتر از هر پرایمر طراحی شده برای کموکین
 تولیدی cDNA میکرولیتر از 4و ) 1جدول شماره (

مخلوط شده و مخلوط فوق پس از رسانیدن حجم آن به 
 میکرولیتر 60 تا 40 میکرولیتر با آب مقطر استریل با 99

 PCR یموتور حرارتروغن معدنی پوشیده شده و در 
  .انجام شده است

  
  SDF-1 ژن (Clone)تولید مثل غیرجنسی )د

 از 50mg این ژن حدود تولید مثل غیرجنسیبرای 
 به RT-PCRدست آمده در فرآیند ه ی بDNAقطعه 
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 با (Incubation)پرورش وسیلۀ ه ب (Vector)حاملداخل 
 ، برای انجام این واکنش. لیگاز واردشده استT4آنزیم 

 میلی 30حاوی (م از بافر فعالیت لیگاز علاوه بر آنزی
 میلی مولار 10 محتوی pH= 7.8 با Tris- HCLمولار 

مولار دی اتیل تری   میلی10، (MgCL2)کلرورمنیزیم 
 "اضافه و نهایتا) ATP و یک میلی مولار (DTT)تیول 

 ساعت در 16 میکرولیتر رسیده و به مدت 10حجم به 
c°4 با روش  ها ملحا.  گردیده استپرورانده شده

 به باکتری اشرشیا کولی (Transformation)دگرگونی 
 محتوی LB منتقل و به محیط کشت XL-1آبی سوش 

50µg/ml آمپی سیلین منتقل و در طول شب در c°37 
های رشد کرده   کلونی،صبح روز بعد. کشت شده است

 LB انتخاب و به محیط کشت مایع صفحه،در سطح 

ین منتقل و دو باره در طول سیل  آمپی50µg/mlمحتوی 
 متحرک (Incubator)دستگاه پرورش  در c°37شب در 

از محیط کشت . باسرعت بالا کشت داده شده است
 Midi-Preparation اسبابوسیله ه ی در روز بعد بینها

 ژن cDNAپلاسمید محتوی قطعه ) شرکت کیا ژن(
SDF-1 جداسازی گردیده و در مرحله بعد با کمک 

 یک ساعته در پرورشمحدود کننده و با آنزیم های 
c°37قسمت بریده شده .  قطعه جدا شده استcDNA  

 آگارز به مدت یک ساعت  درصد1روی ژل  ژن نهایتاً
در مرحله .  ولت الکتروفورز گردیده است70با ولتاژ 

 اسبابله ـوسیه ـده و بـ از ژن بریcDNAه ـی قطعینها
Gel Extration) پالایش و از آگار) شرکت کیاژن 

  ).1تصویرشماره ( شده است مرتبخالص گردیده و 
  

                                                           
 
 
 

  
  PCR توسط SDF-1ی طراحی شده با پرایمرهای cDNA  حاوی   2.1 pCRمحدود کننده پلاسمیدهضم با آنزیم های   :1تصویر شماره 

 PCR بوده و به وسیله SDF-1 ای که با پرایمرهای طراحی شده ی ژن DNA را که حاوی   2.1 pCRپلاسمید وکتور ) ECORIوسیله آنزیم ٍبه (این تصویر هضم 
و . میدی منتقل گردیده است به داخل وکتور پلاسPCR استفاده و محصول TAcloningبرای انجام این کار از کیت اینویتروژن . تولید شده است را نشان می دهد

ی تولیدی روی ژل الکتروفورز گردیده و DNA ارزیابی شده اند و قطعۀ Mini-Preparationمنتقل و به وسیلۀ   TOPO10 (One-Shot(سپس پلاسمید به سلول های 
شماره های . فزایش آنزیم یا هضم نشده است نشان دهندۀ قسمت دست نخورده و بدون اUD نشان دهندۀ قسمت هضم شده و D. سپس تصویربرداری شده است

  .سمت چپ نشان دهندۀ اندازۀ باندهای  مارکر مولکولی استاندارد است
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  Northern Blottingبررسی ژن توسط ) ر
 1 بر روی ژن محتوی RNA میکروگرم 20مقدار 

 فرمالید الکتروفورز گردیده و  درصد17 آگارز و درصد
 . منتقل گردیده استHybond-Ntmبه غشاء نیتروسلو لز 

 50 به طور تصادفی با SDF-1 ژن RNAقسمتی از 
دارگردیده و برای   نشانdATP [α-32P]میکروکیوری از 

کردن و حصول اطمینان از هم اندازه بودن  استاندارد
 نیز با S 18ی rRNA  موجود در حفرات RNAمقدار 

مطالعه  دار و  نشان32P dATP-α میکروکیوری 20
پس از الکتروفورزغشاءهای نیتروسلولزی . گردیده است

 درصد V/V)( در محلول هیپرید شامل RNAمحتوی 
 DNA از mg/ml 0.1 در دنهارد SSPE فرمالید در 50

 در SDSدرصد  5/1خنثی شده اسپرم ماهی سالمون و 
غشاءهای پس از .  پری هیبرید شده استc°42دمای 

یداسیون محلول هیبر  نشاندار،cDNAپری هیپرید شدن با
 است و صبح روز بعد دو بار پرورانده شدهدر طول شب 

 و SDS درصد 1/0با )  دقیقه و در درمای اتاق15هربار (
SSC× 2ًی دری برای شستن نها شسته شده و نهایتا 

 شسته SSC ×0.1 وSDS  درصد1/0محلولی محتوی 
های تشدید کننده رادیو گرافی در  با کاست شده و نهایتاً

 تحلیلی شده و با تکنیک فسفوایمجینک  نگهدار-70
  .گردیده است
 ±SEM meanهای این تحقیق بر اساس  کلیه داده

های آماری  بیان گردیده است و مقایسه بین گروه
  آزمون دانشجویی جفتبا) های مختلف بیان ژن ساعت(

(Paired Student test) انجام شده است و اختلاف 
  .)P<0.05(است  دار تلقی گردیده زمانی معنی

  

  یافته ها
 در سطح SDF-1αظهوردراین مطالعه برای بررسی 

RNA در طول زمان ابتدا RNA که های کبدی  سلول از
گردیده  کشت داده شده بود، استخراج مدت سه ساعت به

 SDF-1α  مطابق با ژنPCRو برای تولید محصولات 
 تولیدشده و به داخل پلاسمید cDNA .کار رفته است هب

PCR2.1 2شمارهتصویر(شده استتکثیر .(  

  

  
  

  pCR2.1-TOPO وکتور  :2تصویر شماره 
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  TOPO10 های پس ازانتقال پلاسمید به داخل سلول

OneShot و کشت و تکثیر پلاسمید دراین سلول ها و 
اء ـۀ ژن القـاوی ژن قطعـپس از انتخاب کلونی های ح

 و (Mini Preparation) ی حداقل آمادگـامــده با انجـش
 با موفقت جداسازی و ECORI وسیله آنزیمه هضم ب

باندهای موجود ). 1  شمارهتصویر(آماده گردیده است 
cDNAی α SDF-1دهند که از نظر وزن   را نشان می

کامل دارند ولی  مولکول با اندازه مولکولی این ژن تطابق
نی های بعدی یع به جهت حساسیتی که در انجام تکنیک

Northern Blottingآمادگی  قطعه پس از  این، بوده است
 گردیده مرتب باموفقیت (Midi Preparation) متوسط
برای نشان دادن دامنه تغییرات ). 3شماره  تصویر(است 
های اولیه پس ازجداسازی  سلول  درα SDF-1  ژنظهور

 استفاده Northern Blotting وRT-PCRوشوکشت از ر
 ژن در ظهور میزان قایسه و آنالیزبرای م. شده است

ساعات معین، از زمان جداسازی تا انتقال به محیط 
ها با هم مقایسه گردیده  کشت و کشت دادن سلول

های کبدی سه ساعته پس از   از سلولSDF-1ژن . است
 وبرای حصول اطمینان  تکثیرSDF-1 طراحی پرایمرهای
سی که پس از برر. )3 شماره تصویر(مرتب شده است 

 سایت  و مقایسه با اطلاعات موجود درهمانندشناسی
BLASTبا ژن  درصد96  به میزان  SDF-1خوانی  هم

 به عنوان یک پروب SDF-1 ی cDNA. داشته است
 مورد استفاده قرارگرفته Northern Blottingبرای انجام 

 ژن ظهوربا این روش میزان  ).4 شماره تصویر(است
SDF-1در سطح  RNAمیزان . ردیده استگ  مطالعه
) ساعت صفر( در لحظات اولیه SDF-1ی mRNA ظهور

 ظهور میزان  که در حالی،بسیار کم و قابل انکار است
mRNAها و  ی این ژن متعاقب با جداسازی هپاتوسیت

ها در محیط کشت به شدت  نگهداری سه ساعته آن
 تحلیل .خود رسیده است  حد به حداکثر میزانافزایش و

 نشان داده است که T  آزمون شده باآماری انجام
درساعت سوم  SDF-1  ژنظهورداری بین  اختلاف معنی
  ).(P<0.001 های بررسی شده وجود دارد و سایر زمان

  

agtgtgcattgacccgaaattaaagtggatccaagagtacctggacaaagcc*1ttaaacaagtaagcacaacagcccaaaggactttccagt
agacccctgaggaaggctgacctnngtgggagaggaaagggcagtggtgnggaggagggcctgaaccctggccaggttggccaatgg
gacggcactgactggggtcatgctgagatttgccagcacaaagacactccaccaatagcatatggtacgatattgctacttatattcatccgtgccctcg
cccgtgcacaatggagcttttataactggggtttttctaagaaattgtattaccctaaccagttagcttcatcctcatcttcctcatcctcatcctcatcctcatttt
ttaaaagcagtgattacttcaaggtctgtattcggtttgctttggagcttctcgcttccctggggcctctgggcacagttacaggtggtggctttgctgggagc
cctggggagtagcaaccttccaccagagcaggtccgaggaatgctgcagggcttgtcctgcagggggcgctcccggacagattccttgccgagagt
cactcagctcaaggttgggcagaggctcctttttccagttcagtgtcaggggtagggaagcttcctttagaaggtacccctggggcctgtgctcagaga
ccctttcctagccgttcctgatctctgcttgcctccaaaagcatgcttcaactggcttccgcttctcacctctgtagcctgacctgccaatgctgcagtggaa
ggaaggagaatgttttggggggcgcttcctccctctcttccctttgctttcctctcacttgggccctttgtgagatttctctttggcctcctgtagaatggagcca
gcccctcctggataatgtgagaacatgcctagaattaaccacagaacacaagtctgagaattatccgaaacgcaattttaaatttgaaaactttgagg
aattggacttttgcaattgcccctgagtcctatatatttcaacagtggctccgtgggctctgagttttcgaatatcagagatgaaaaaaatgaataagcca
gaatcttgccgtgaagccacagtggggattctgggttccaatcagaaatgggaacaagataaaattggatacgtcctaatgatcacagacggccctg
gtggttttgataactatttgcaaggcattttttacatatatttttgtgcactttttatgtttctttggaagacaaatgtatttcagaatatatttgtagtcaattccta*2t
atttgaagagaagccatagtagtgtcagtagatngcctctacggtcttgaactactgncgatttgtaaagaaatatatatgacataaagatgt
attgtagcttgccaatgtcagccagtgtatttttccacttgtaatgaaattgtatcaactgtgacactatatgcactagcaataaaatgccaactgtttc
gtgctgtaa 

  
  SDF-1آنالیز داده های سکونس شدۀ ژن    :3 شماره تصویر

اطلاعات مربوط به ژن  مقایسه و میزان مشابهت آن با (Nucleotide Database) تولیدی در این تحقیق است که با DNA سکونس 3تصویر شماره 
SDF-1 در سایت BLASTسکونس پرایمرهای بکار برده شده در داخل مستطیل ها است به طوری که مستطیل بالائی حاوی .  مقایسه گردیده است

واحی سکونس شماره های نشان دهنده ن.  می باشندReverse)( و مستطیل انتهائی حاوی سکونس پرایمر برگردان  Forward)(سکونس پرایمر جلوبر 
است 96 % باز و به میزان 96 باز مشابه از کل 92 با تعداد BLAST نشان دهنده مشابهت بین این سکونس و اطاعات ژن در 1شده به طوری که ناحیه 

 باز 133 تعداد  باBLAST کلون شده با اطلاعات ژن در DNA نشان دهنده ناحیه دوم بوده و نشان دهنده میزان مشابهت بین   2در حالی که ناحیه 
  .بازهائی که با علامت قرمز نشان داده شده اند نشان دهندۀ تفاوت از ژن مبدأ در بانک ژن می باشند. است97 % باز و به میزان 137مشابه از کل 
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  در کشت معمول هپاتوسیت ها در زمان ها متعدد SDF-1  ی mRNAآنالیز بیان  : 4تصویر شماره 
 سلول درون پلیت هائی که مخصوص 2-5×106 جدا  سازی و بین Sprague Dawleyمطالعه از کبد موش صحرائی نژاد پاتوسیت های مورد ه

ابتدا سلول های جدا شده در محیط کشت اولیه به .  پوشیده شده بودند کشت داده شده استIبا ماتریکس کلاژن نوع "کشت بافت بوده و از قبلا
 c°37 در دمای O2%) 95( و Co2%) 5( ساعت انکوباتور با شرایط 3سلول ها به مدت .  سپس به پلیتهای کشت اضافه گردیده اندتعلیق در آمده و
 ساعت ادامه 48پس از سه ساعت انکوباسیون محیط کشت نگهدارنده محیط کشت اولیه جایگزین گردیده است و فرآیند کشت تا . کشت شده اند
.  منتقل گردیده اند-c°80 به RNA مورد اشاره معین سلول های هپاتوسیت د رتریزول جمع آوری و برای استخراج در ساعات. پیدا کرده است

جداسازی و % 1 استخراج شده پس از خالص سازی روی ژل آگارز RNA .  سلول ها استخراج و خالص گردیده استRNAبرای انجام آزمایش 
به غشاء نایلون ) مواد و روش ها(  که با رادیو اکتیو نشان دار شده SDF-1 از ژن cDNA پروب یک. سپس به غشاء نایلونی منتقل گردیده است

  .اندازه گیری شده است) با در معرض فیلم رادیوگرافی قرار دادن غشاء نایلون(اضافه و پس از مدت لازم غشاء شسته و رادیو اکتیویته 
(A تصویر A نشان دهنده یک نمونه نورترن بلات  (Northern Blot) است که باdCTP [α-32 P] cDNA ی(18S) rRNA  .SDF- نیز برای 

= 4 ساعته،24ی RNA= 3 ی سه ساعته ، RNA = 2زمان صفر،  = 1.   در چاهک های ژل استفاده شده استRNAاستاندارد کردن مقدار یکسان 
RNA 5 ساعته، 35ی = RNA ساعته48ی  .(B تصویر B بیان ژن SDF-1 در این آنالیز میزان بیان . شده است نشان دادهSDF-1 ساعته 5 در کشت 

 برای آزمایش انجام شده mean±SEMاعداد بر اساس . بیان لحاظ و بیان ژن در سایر ساعات با آن مقایسه شده است% 100هپاتوسیت ها به عنوان 
  . بوده است اختلاف معنی دار تلقی شده استP<0.01است و در جائی که 

18S rRNA  
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  بحث
های کبدی یک فرآیند تهاجمی  زی سلولجداسا

های سلول در کبد را   سلولی و واکنشداربستاست که 
ب کبدی یها مشابه آس دهد و جدا کردن سلول تغییر می

ل ترمیم ـی از قبیـای آسیب بافتـه  در حالت.دـباش می
کبد، ایسکمی، التهاب و سرطان کبد مسیرهای انتقال 

ایط جداسازی و شر. شوند سیگنال مشترکی فعال می
کبدی ممکن است درشناسایی فاکتورهای  های ناهنجاری

مؤثر در پاسخ کبدی به تغییرات محیطی در طول 
بنابراین بر اساس مطالعات . )10،11(جداسازی کمک کند

منتشر شده، در این تحقیق بروز یک نوع کموکاین 
CXCام ـ بنSDF-1αی ـد روشنـشواه. دـی گردیـ ارزیاب

های کبدی جدا   توسط سلولSDF-1α وجود دارد که
ها  شده بارز شده و بنابراین جدا سازی و کشت سلول

 mRNA در سطح SDF-1α ظهورباعث فعال شدن 
 بلافاصله بعد از جداسازی SDF-1αبروز . گردد می

 .یابد می ساعت ادامه24تا گیرد و ها صورت می هپاتوسیت
های ردۀ   توسط سلولSDF-1αگزارش شده است که 

DW4های   و سلولCHO که ژن B-CKP به آنها منتقل 
  تا9،12(شود  میظاهر Bشده است و پیش سازهای سلول 

علاوه مقایسه مطالعه ما با مطالعات قبلی که در ه ب. )14
 ظهوردهد که  این زمینه انجام شده است نشان می

 که متعاقب CXC از گروهIP-10 کموکین دیگری مانند 
های کبدی و نیز تیمار  لولس جداسازی و کشت اولیه

. )15( تطابق دارد،شود آنها با شوک حرارتی بیان می
 به همراه کموکین دیگری از همین SDF-1α ظهور

 متعاقب H4 های هپاتومای در سلولGRO  گروه یعنی
های محیطی نظیر شوک حرارتی، اسمزی و آب  تنش

که این  اکسیژنه نیز احتمالا بیانگر این واقعیت است
های اولیه کبدی برای مقابله با  ها مانند سلول سلول

های  تنشها به مقابله با  تغییرات محیطی با تولید کموکین
 که نتایج به دست آمده در این )16(پردازند محیطی می

علاوه بر . تحقیق موید تحقیقات انجام شده قبلی است
های با عملکرد نامشخص   ژنظهورها،   کموکینظهور

های جداسازی  تنشها در اثر  کموکیننیز که به همراه 
 نیز گزارش شده است که دلیل بیان آنها ،شوند بیان می
توان به ژن  ای از ابهام است و از آن نمونه می در پرده
BEST5 اشاره کرد که توسط همین گروه تحقیقاتی 

  .)17(گزارش گردیده است
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