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 مجــلــــه دانـشـــگاه عــلـــوم پــزشــكــــي مــازنـــدران
   ؟؟؟)- (؟؟؟   1393سال    ارديبهشت    112شماره   بيست و سوم  دوره

 پژوهشي

هاي  ها در سلول هاي وابسته به آن ارزيابي نشانگرهاي سطحي و ژن
 بنيادي مزانشيمي ژله وارتون بند ناف انساني 

  1هما محسني كوچصفهاني
  2فرنوش سرايي 

  3مسعود ملكي
  4مهين نيكوگفتار
  5سيده مهسا خاتمي

  6محسن سقا

  چكيده
هاي بنيادي است كه قدرت تكثير و تمايز بـالايي دارد. هـدف    سلولژله وارتون بند ناف منبع غني و در دسترسي از  هدف:سابقه و 

  .بودهاي بنيادي مزانشيمي ژله وارتون  در سلول ها هاي وابسته به آن و ژن ارزيابي نشانگرهاي سطحياز تحقيق حاضر، 
 )DMEM )Dulbecco's modified Eagle's mediumدر محـيط  تشـريح و   قطعاتي از ژله وارتون بند ناف انسـاني  ها: مواد و روش

مهـاجرت  هـاي بنيـادي    سـلول درصد كشت داده شد. سـپس آن دسـته از    FBS (20يا  Fetal bovine serum( سرم جنين گاوي حاوي
. در نهايـت، نشـانگرهاي   شـدند داده  درصـد كشـت و پاسـاژ    FBS 10حـاوي   DMEMدر محيط دوباره هاي اين قطعات  كنارهكرده از 

   RT-PCRبــه روش فلوســايتومتري و نيــز    هــاي بنيــادي مزانشــيمي ژلــه وارتــون     هــا در ســلول  وابســته بــه آن هــاي  و ژنســطحي 
)Reverse-transcriptase polymerase chain reaction (مورد بررسي قرار گرفت.  

روز بـه   16-18پس از  هاي بنيادي شروع به مهاجرت از قطعه بافتي كشت داده شده كردند و روز بعد از كشت، سلول 5-7 ها: يافته
هـاي شـبه    سـلول  ،هـاي بنيـادي در كشـت اوليـه دو جمعيـت متفـاوت       رسيدند. مشـاهدات ميكروسـكوپي سـلول    درصد 80تراكم سلولي 

، 44CD بيـان نشـانگرهاي سـطحي    گانـه آميـزي دو  بـه روش رنـگ   فلوسـايتومتري تحليـل  فيبروبلاستي و شبه اندوتليالي پهن را نشان داد. 
73CD ،90CD  105وCD  34 عدم بيانوCD  45وCD هاي  ها به تصوير كشيد. يافته ن سلوليدر ا راRT-PCR     نيز نشـان داد كـه بيـان

 .نكردتغييري  هاي مختلفپاساژدر اين نشانگرها 

 راهـا   آن مربوط به و نشانگرهاي سطحي هستندمزانشيمي برخوردار هاي  سلولي ژاز مورفولوهاي بنيادي ژله وارتون  سلول استنتاج:
 .شود نميها بيان  در آن ساز هاي بنيادي خون زمان، نشانگرهاي سطحي سلول . همكنند ميبيان 

  
  اي، نشانگرهاي سطحي هاي بنيادي ژله وارتون، كشت قطعه سلولهاي كليدي:  واژه

  
 مقدمه

اي هسـتند كـه    ي تمـايز نيافتـه  هـا  هـاي بنيـادي سـلول    سـلول 
ي منحصــر بــه فــردي از جملــه توانــايي خودنــوزايي هــا ويژگــي

)Self-renewalهاي سلولي بدن  ) و تمايز به انواع مختلف رده
پـذيري   هاي بنيـادي انعطـاف   ر مشخصات سلولرا دارند. از ديگ

)Plasticityهــا اســت؛ بــه طــوري كــه يــك ســلول  ) بــالاي آن
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 هاي بنيادي مزانشيمي ژله وارتون نشانگرهاي سطحي سلول 

 

  3  1393، ارديبهشت 112دوره بيست و چهارم، شماره   مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران

روفايــل بيــان ژنــي و فنوتيــپ عملكــردي  بنيــادي قــادر اســت پ
از ايـن رو، بـه    بگـذارد. متفاوتي از منشأ اوليه خـود بـه نمـايش    

ــلولي م  ــع س ــوان يــك منب ــان بســياري از  عن ناســب جهــت درم
هاي اخير توجه بسـياري   روند كه طي سال ها به شمار مي بيماري

  . )1-3(اند  از محققين را به خود معطوف كرده
هـا در سـه    اسـاس منشـأ اسـتخراج آن    هاي بنيـادي بـر   سلول

هــاي بنيــادي رويــاني  گيرنــد كــه شــامل ســلول دســته قــرار مــي
)Embryonic stem cellsــلول ــي   )، س ــادي جنين ــاي بني    ه
)Fetal stem cells (باشـند   هاي بنيادي بزرگسـال مـي   و سلول
نشيمي بـا منشـأ مزودرمـي از بخـش     هاي بنيادي مزا . سلول)6-4(

هاي خاصي از جفت و  هاي جنيني مانند قسمت استرومايي بافت
ي بزرگسـال نظيـر بافـت چربـي، خـون      هـا  بند ناف و يا از بافت

. ايـن  )4، 7(گردنـد   محيطي، مغز استخوان و غيره اسـتخراج مـي  
هاي مختلفي از جمله عـروق   ها در بافت بند ناف از بخش سلول

بـه   )7، 11(و ژلـه وارتـون    )10(، غشـاي آمنيوتيـك   )8، 9(خوني 
  آيند. دست مي
 مورفولــوژي بــا ييهــا ســلول از سرشــار بــافتي وارتــون ژلــه
 شـبه  يهـا  سـلول  كشـت  و جداسازي نخستين و است مزانشيمي

 گزارش الريوري مك توسط انساني وارتون ژله از فيبروبلاستي
و همكـاران نيـز ژلـه وارتـون را بـه عنـوان        Mitchell. )12(شد 

هـاي   هاي بدوي كه توانـايي تمـايز بـه سـاير رده     منبعي از سلول
. )13(هاي عصبي را دارند، معرفي كردنـد   سلولي از جمله سلول

ها در مطالعات بـاليني مختلفـي    كنون، از اين سلولاز آن زمان تا
ــه ســلول  ــايي تمــايز ايــن ســلول ب هــاي عصــبي،  اســتفاده و توان

هـاي شـبه    هاي ترشـح كننـده انسـولين پانكراسـي، سـلول      سلول
روقـي نشـان شـده اسـت. همچنـين      ع -هاي قلبـي  كبدي و بافت

هاي بنيـادي ژلـه وارتـون در مهـار      مشخص شده است كه سلول
رشد سرطان پستان، تخمـدان و استئوسـاركوم نيـز نقـش دارنـد      

)16-14(.  
ــا ســلول ماهيــت ــا رده يه ــه مختلــف يه ــان ب ــه بي  مجموع

ي ســطح ســلولي بــه نــام نشــانگرهاي  هــا پــروتئين از اي پيچيــده
 تعيين راها  سلول اين تكويني سرنوشت كه دارد بستگي سطحي

هـاي مختلــف   الگـوي بيـان ايـن نشـانگرها در سـلول     . كننـد  مـي 

مولكــولي  مشخصــه ؛ بــه طــوري كــه اولــين)17(متفــاوت اســت 
كشـت بيـان نشـانگرهاي     شرايط در مزانشيمي بنيادي يها سلول

به همراه عدم بيان  105CD و 44CD، 73CD، 90CDسطحي 
  .)11، 18(باشد  مي 45CD و 34CD نشانگرهاي
اين نشانگرهاي سطحي به عنوان گيرنده يا ليگانـد در   اغلب

هـاي مهـم    كنند و يا نقش مسيرهاي پيام رساني مختلف عمل مي
ديگري نظير برقراري اتصالات سلولي دارنـد. بـه عنـوان مثـال،     

 ناميده نيز 3 سلولي خارج ماتريكس گيرنده كه 44CD ژن آنتي
 اتصـال  ارتبـاط اسـت و بـه    در كـلاژن  و فيبرونكتين با شود، مي

 رو، ايـن  از كند؛ مي كمك ماتريكس به سلول و سلول به سلول
ــي نقــش ــبيدن در مهم ــاجرت و چس ــلولي مه ــانگر  س دارد. نش

 در اسـت كـه   نوكلئوتيـداز  -5´-اكتـو  نيز نوعي 73CDسطحي 
هـا   سـلول  ايـن  تطبيق نيز و مزانشيمي بنيادي يها سلول مهاجرت

  .دارد نقش ايمني سيستم مقابل در
 كه است سلولي سطح گليكوپروتئين نوعي 90CD ژن آنتي

 نـاف  بنـد  همچـون  ييهـا  بافـت  اسـترومايي  بخـش  در حضور با
 شـود. از طرفــي، نشــانگر  مــي باعـث  را ســلول بـه  ســلول اتصـال 

105CD ــاي از ــانواده اعضـ ــير خـ ــام مسـ ــاني پيـ  TGF-β رسـ
)Transforming growth factor- β (  عنـوان  بـه  اسـت كـه 

 يهـا  سلول تمايز طي اين مسير هاي مولكول ترين اصلي از يكي
ي هــا ژن آنتــي تــوأم حضــور. كنــد مــي عمــل مزانشــيمي بنيــادي
 كـف  بهها  آن اتصال براي بنيادي يها سلول سطح در گفته پيش

 نشـانگرهاي اسـت.   لازمهـا   آن تمـايز  و تكثيـر  كشـت،  ظـروف 
34CD   شـونده در  هـاي سـطح سـلولي بيـان      ژن نيز نـوعي آنتـي

سـاز اسـت كـه در چسـبندگي سـلول بـه        هاي بنيادي خون سلول
نيـز بـه    45CDژن  سلول به ماتريكس نقش دارد. آنتـي  سلول و

ژن مشـترك   گليكوپروتئين سطح سلولي كـه آنتـي   عنوان نوعي
) هـم  Leukocyte common antigenيـا   LCAلكوسـيتي ( 
   .)19(شود، در تنظيم رشد و تمايز سلولي نقش دارد  ناميده مي

ي بنيادي مزانشـيمي  ها در مطالعات گذشته جداسازي سلول
اي  هـاي كشـت قطعـه    مشتق از ژله وارتـون بـا اسـتفاده از روش   

)Explant culture ــز وي ــي و ني ــم آنزيم ــيژ) و هض ــا گ ي ه
؛ امـا  )20، 21(ها نشـان داده شـده اسـت     مورفولوژيكي اين سلول
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 1393، ارديبهشت 112دوره بيست و چهارم، شماره   لوم پزشكي مازندرانمجله دانشگاه ع  4

 پژوهشي

هـا در سـطح    بررسي الگوي بيان نشانگرهاي سطحي اين سـلول 
پروتئين و نيـز ارزيـابي تغييـرات بيـان ژنـي ايـن نشـانگرها طـي         
ــگاهي    ــرايط كشــت آزمايش ــلولي در ش ــف س ــاژهاي مختل پاس

 تعـداد  صورت نگرفت و يا در صـورت انجـام، تنهـا بـه مطالعـه     
تكنيـك   بـا  سـلولي  سـطح  نيـز نشـانگرهاي   و هـا  ژن معدودي از

) Monostainingتـك رنـگ (   آن هم به روش فلوسايتومتري
در ايـن   جامعي مولكولي تواند ارزيابي است كه نمي شده بسنده
  باشد. زمينه

هاي كشـت   ي سلولجايي كه علاوه بر بررسي مورفولوژ از آن
ماننـد بيـان نشـانگرهاي سـطحي     داده شده، ارايه شواهد مولكـولي  

هـاي   ها نيز يكـي از معيارهـاي بسـيار مهـم در كشـت سـلول       سلول
گردد و تأييدي بر ماهيت مزانشـيمي و بنيـادي    بنيادي محسوب مي

انساني در محيط آزمايشگاهي  وارتون ژله از مشتق شده يها سلول
هاي بنيادي مزانشيمي ژله  استخراج سلول با هدفاست، اين مطالعه 

بررسـي تعـدادي از   اي و به دنبال آن،  وارتون به روش كشت قطعه
هـاي   و نيـز برخـي از ژن   ها ترين نشانگرهاي سطحي اين سلول مهم

 ي فلوسايتومتري به صـورت ها ها با استفاده از تكنيك مربوط به آن
ــگ ــه (  رنــ ــزي دوگانــ    RT-PCRو ) Dual stainingآميــ

)Reverse-transcriptase- polymerase chain reaction (
  . انجام شد

  

  ها مواد و روش
  هاي بنيادي از ژله بند ناف جداسازي و كشت سلول

پس از كسب رضايت مادران باردار، بند ناف نوزادان سالم 
آوري شـد و تحـت شـرايط     پس از انجـام عمـل سـزارين جمـع    

اســتريل در داخــل نرمــال ســالين قــرار داده شــد و بلافاصــله بــه 
ــد.     ــل گردي ــه آزمايشــگاه منتق ــخ ب كمــك فلاســك حــاوي ي

اي  هاي بند ناف انسـاني بـه روش كشـت قطعـه     جداسازي سلول
ساعت اول بعد از زايمان صورت گرفت. در اين  6ي بافت و ط

ثانيـه در   30روش جهت ضد عفوني، ابتـدا بنـد نـاف بـه مـدت      
درصد قرار گرفـت و بـه دنبـال آن، دو بـار بـا       70معرض الكل 

PBS- )Phosphate buffered saline (.شستشو داده شد  

بعد از جداسازي غشاي آمنيـوني و عـروق خـوني، قطعـات     
متر مكعب از ناحيه ژله وارتون  ميلي 5تقريبي  كوچكي به حجم

بـه محـيط كشـت     -PBSبرش داده شدند كه پس از شستشو بـا  
DMEM low glucose )891-15E ؛PAA 20) حـــاوي 

) Fetal bovine serumيـا   FBSدرصـد سـرم جنينـي گـاو (    
)101-11A ؛PAA(  ــيلين/ استرپتومايس ــدرصــد  1و ــي س ن يپن
)010-11P ؛PAA( 25كشت سلولي  هاي در فلاسكT   انتقـال

 داده شدند. كشت اوليه اين قطعـات بـافتي در داخـل انكوبـاتور    
درصـد   5گراد و  درجه سانتي 37در شرايط دمايي  2CO داراي

2CO   هـر سـه روز    هـا  صورت گرفت و محيط كشـت فلاسـك
  يك بار تعويض گرديد.

روز بعد، بـه دنبـال خـروج تعـداد بسـيار زيـادي از        18-16
ي كشت داده شده اوليه، اين قطعـات  ها طراف بافتاز ا ها سلول

ــافتي خــارج گرديــد و جهــت جداســازي ســلول  از كــف  هــا ب
 7-5هـا بـه مـدت     ها، اين سـلول  فلاسك و نيز كشت مجدد آن

ــأثير (  ــه تحــت ت  PAA (Trypsin/ EDTA؛ 11L-003دقيق
)Ethylenediaminetetraacetic acid /Trypsin (05/0 

ــلول   ــد. س ــرار گرفتن ــا درصــد ق ــر در   ه ــار ديگ ــده ب ــدا ش ي ج
كشـت داده شـدند تـا توزيـع يكنـواختي از       25Tي هـا  فلاسك

ها به دست آيد. ايـن مرحلـه بـه عنـوان پاسـاژ صـفر در نظـر         آن
  گرفته شد.

روز كشت پـس از ايـن كـه تـراكم      5-7سپس، به ازاي هر 
در محــيط كشــت  هــا درصــد رســيد، ســلول 75-80ســلولي بــه 

DMEM low glucose  رصد سرم جنيني گـاو و  د 10حاوي
  ن پاساژ داده شدند.يسيلين/ استرپتومايس درصد پني 1

  
Immunophenotyping هاي بنيادي مزانشيمي ژلـه   سلول
  وارتون انساني با فلوسايتومتري

، 105CD ،90CD ،73CD هاي ســــطحيبيــــان نشــــانگر
45CD ،44CD  34وCD  بنيادي مزانشـيمي ژلـه   هاي  سلولدر

ــه  فلوســايتومتري مــورد بررســي قــرار گرفــت. روش  وارتــون ب
بـا   -PBS پس از دوبـار شستشـو بـا    هاي بنيادي پاساژ دوم سلول

درصــد از كــف فلاســك  Trypsin/EDTA 05/0اســتفاده از 
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ــت   ــد و در نهاي ــدا گرديدن ــدند   ج ــلولي ش ــك س ــدا  .ت  50ابت
 هـاي  بـادي  آنتـي ميكروليتـر از   5بـا   هـا  ميكروليتر از ايـن سـلول  

  ؛C31-MOPC :Cloneشــــــامل ( ايزوتايــــــپ كنتــــــرل 
BD Pharmingen (FITC -1IgG ) وC31 -MOPC :Clone؛ 

BD Pharmingen (PE-1IgG  ي هــا بـادي  و همچنـين آنتــي
)563 :Clone ؛BD Pharmingen (PE-34CD،  
)26-44G :Clone ؛BD Pharmingen (FITC-44CD ،
)1D2: Clone ؛BD Pharmingen (FITC-45CD ،
)2AD :Clone ؛BD Pharmingen (PE-73CD،  
)10E5 :Clone ؛BD Pharmingen (FITC-90CD  و
)266 :Clone ؛BD Pharmingen (FITC-105CD  ــه بــ

گـراد مجـاور شـدند. پـس از      درجه سانتي 4مدت سي دقيقه در 
درصــد بــه  4ميكروليتــر از محلــول پارافرمالدئيــد  50واكــنش، 

 -PBS بـا بـافر  هـا   سوسپانسيون سلولي اضافه شـد، سـپس سـلول   
ــه  ــت، نمونـ ــدند و در نهايـ ــو داده شـ ــا  شستشـ ــتگاه هـ ــا دسـ بـ

 e4/2 افـزار  نرماستفاده از و با  Partec PAS IIIفلوسايتومتري 
Flomax ند.مورد آناليز قرار گرفت  

  
  (RT-PCR) اي پليمراز برداري معكوس واكنش زنجيره نسخه

كل سلول با استفاده از محلـول ترايـزول    RNAاستخراج 
)9424T ؛Sigma طبق دستورالعمل شركت سازنده صورت (

اسـتخراج شـده بـا دسـتگاه نـانودراپ       RNAگرفت. غلظـت  
كـل جهـت سـنتز     RNAتعيين گرديد و يـك ميكروگـرم از   

cDNA )Complementary DNAبـــــــا كيـــــــت (  
 ReverseAidTM first strand cDNA؛ 1622(

synthesis fermentase(  ــايي ــر  20در حجــم نه ميكروليت

تـوالي پرايمرهـا و طـول قطعـات      قـرار گرفـت.  مورد اسـتفاده  
 PCRده است. محصـولات  مآ 1شماره  تكثير يافته در جدول

 حــاوي اتيــديوم برومايــد درصــد 2/1 هــاي آگــار بــر روي ژل
)μg/ml 5/0 (   الكتروفورز شدند و باند ايجاد شده بـه كمـك

 Uvidoc; UKبـه كمـك دسـتگاه    ) UV )Ultravioletنور 
 Bioneerرهـاي مربـوط، از شـركت    كليـه پرايم  مشاهده شد.

  كره جنوبي خريداري شد.
ها و  اي آن هاي مورد مطالعه و كشت قطعه آوري نمونه جمع
هـاي مـورد نظـر، حـداقل در سـه       براي ژن RT-PCRنيز انجام 

  تكرار مستقل از هم صورت گرفت.
  

  ها يافته
  هاي مورفولوژيكي ويژگي

به دنبال جداسازي قطعـات بـافتي بنـد نـاف و كشـت اوليـه       
روز،  7-9بعـــد از  )A1هـــا در فلاســـك (تصـــوير شـــماره  آن

هـاي بنيـادي مزانشـيمي انسـاني شـروع بـه جـدا شـدن از          سلول
اطراف اين قطعات نمودند و به كف فلاسك چسبيدند (تصوير 

ــماره  ــس از گذشــت  )B1ش ــادي از   16-18. پ ــداد زي روز، تع
بنيـادي از قطعـه بـافتي اوليـه كشـت داده شـده جـدا         هاي سلول

. در )C1شـدند و كــف فلاســك را پوشــاندند (تصــوير شــماره  
پس از برداشتن قطعـه بـافتي و كشـت مجـدد      16-18پايان روز 

ي چسبيده بـه فلاسـك، دو نـوع سـلول بـا مورفولـوژي       ها سلول
ــخص در آن ــته    مش ــد؛ دس ــا مشــاهده گردي اي بــه صــورت   ه

هـاي   هاي كوچك مسطح بـا مورفولـوژي شـبيه بـه سـلول      سلول
ــه     ــبيه ب ــد ش ــاهر دوك مانن ــروه دوم، ظ ــد و گ ــدوتليالي بودن ان

  ).D1هاي فيبروبلاستي داشتند (تصوير شماره  سلول
  

  پرايمرها چرخه تعداد و اتصال دماي محصول، طول استفاده، مورد پرايمرهاي توالي :1جدول شماره 

Cycle 
Annealing Temperature 

(ºC) 
Size (bp)Primer Sequence (5´toward 3´) Gene 

30 54 575 Forward: CATCACCATCTTCCAGGAGC
Reverse: CCTGCTTCACCACCTTCTTG

GAPDH 
30 50 411 Forward: CAGCTGTGCGGAGTTTAAGA

Reverse: CCGTTTTCCGTGTAATAAGG
CD  34  

30 51 244 Forward: CATTCTCAGCCACAACCAAA
Reverse: CCTTTGTAGCCCTCTCCACT

CD  90  
30 51 395 Forward: GCCAGCATTGTCTCACTTCA 

Reverse: TGGAAAGAGAGGCTGTCCAT
CD  105  

Bp = Base pair 
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 ژله اوليه بافتي قطعه كشت :A(ناف  بند وارتون ژله از مشتق بنيادي يها سلول پاساژ و اوليه كشت :1 تصوير شماره

 يها سلول گسترش و تكثير :Cكشت ( روز 9-7 از پسها  سلول اين اوليه مهاجرت و شدن جدا :B( و وارتون
. 16-18 روزهاي در اوليه بافتي قطعه حذف از پسها  سلول اين مجدد كشت :D( و 16-18 روزهاي در بنيادي
 شبه و) سفيد پيكان علامت( اندوتليالي شبه مورفولوژي با ييها سلول تصوير اين راست و بالا سلولي كادر

   صفر پاساژ انتهاي در بنيادي يها سلول گسترش و تكثير :Eدهد ( مي نشان را) تيره پيكان علامت( فيبروبلاستي
 پاساژ در فيبروبلاستي شبه مورفولوژي با ييها سلول بيشتر تراكم :F( وها)  سلول مجدد كشت از پس روز 7-5(

  ).µm 200  =Scale bar( دوم
  

در انتهاي پاساژ صفر (تصوير  ها به دنبال تكثير و گسترش سلول
هـاي بـا    سلول جمعيتها از ميزان  ) و پاساژ مجدد آنE1شماره 

هـايي كـه    سـلول  مورفولوژي اندوتليالي كاسته شد و در عوض،
مورفولوژي شبه فيبروبلاستي داشتند، باقي ماندند و تكثير يافتند 

  ).F1 شماره (تصوير
  

  آناليز فلوسايتومتري
آميـزي دوگانـه    از تكنيك فلوسايتومتري به صورت رنگ

ي بنيـادي  هـا  براي تعيين خصوصيت نشانگرهاي سطحي سلول
مزانشيمي ژلـه وارتـون بنـد نـاف در پاسـاژ دوم اسـتفاده شـد        

نشــان  2طــور كــه جــدول شــماره   ). همــان2 تصــوير شــماره(
ــي ــد؛  م ــلول  15/69ده ــد س ــا درص ــانگرهاي ه ــادي نش  ي بني

73CD/44CD     را به صورت توأم بيان كردنـد. همچنـين ايـن
ــي ــا بررس ــانگرهاي    ه ــوأم نش ــان ت ــه بي ــان داد ك و  90CDنش

105CD درصد بود. با اين حال، كمتر  05/74ها  در اين سلول
و  34CDتوانسـتند بيـان تـوأمي از     ها درصد اين سلول 5/0از 
45CD داشته باشند .  

  
   RT-PCRآناليز 

ي هـا  سـلول ي مربـوط بـه نشـانگرهاي سـطحي     ها آناليز بيان ژن
و نيــز  90CDو  105CDيعنــي بنيــادي مزانشــيمي ژلــه وارتــون 

) 34CDسـاز (  ي بنيادي خـون ها مربوط به سلولنشانگر سطحي 
هاي استخراج شـده،   در سلولنشان داد كه  RT-PCRبه روش 

و  90CDهاي بنيادي مزانشـيمي از جملـه    هاي نشانگر سلول ژن
105CD  در پاساژ صفر و به دنبال آن در پاساژهاي دو و چهـار 

بنيـادي   هـاي  بيان خوبي داشتند، در حالي كه ژن نشـانگر سـلول  
در هيچ كدام از پاساژهاي سـلولي بيـان نشـد     34CDساز،  ونخ

  ).3(تصوير شماره 
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انساني.  بند ناف وارتون ژله مزانشيمي بنيادي يها سلول 34CDو  105CD ،90CD ،73CD ،45CD ،44CD سطحي نشانگرهاي بيان درصد :2 تصوير شماره

1Rمنطقه ، Gating سلولي ( اندازه نظر ازها  سلول پراكنش مبناي بر را بنيادي يها سلولFSC  ياForward scatterكمپلكسيتي ( ميزان نيز ) وSSC  يا
Side scatterدهد.  مي ها نشان ) آن–FITC1 IgG وPE -1IgG با ترتيب به شده كونژوگه كنترل ايزوتايپ يها بادي آنتي FITC و PE 1 باشند. ميQ و 

4Q 2 و تنهايي به را سطحي نشانگرهاي از يك هر بيان درصدQ 3دهند.  مي نشان را نشانگرها اين توأم بيان درصدQ نشانگرها بيان عدم درصد دهنده نشان 
  .است بنيادي يها سلول در
  

ي بنيادي ها درصد بيان انواع نشانگرهاي سطحي سلول :2 جدول شماره
  مزانشيمي ژله وارتون بند ناف انساني به صورت منفرد و توأم

)درصد( هاي بيان كننده سلولنوع نشانگر سطحي
CD +4422/69  

CD +7386/99  
CD  /+44 CD +7315/69  

CD +90  35/98  
CD +10505/74  

CD +105  /CD +9005/74  

CD +3447/0  
CD45+60/7  

CD +45 / CD +3417/0  

  
هاي بنيادي  هاي مربوط به نشانگرهاي سطحي سلول : بيان ژن3تصوير شماره 

هاي  و عدم بيان ژن نشانگر سطحي سلول 90CDو  105CDمزانشيمي ژله وارتون 
 4P .(GAPDH) و چهار (2P)، دو (0Pدر پاساژهاي صفر ( 34CDساز،  بنيادي خون

)Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenaseباشد. ) ژن خانگي مي  
  

  بحث
ــوژيكي، روش  ــه بررســي مورفول هــاي جداســازي،  در زمين

ــدرت تمــايزي ســلول  ويژگــي ــوتيپي و ق ــادي  هــاي فن هــاي بني
مزانشيمي از ژله وارتون مطالعات زيادي صـورت گرفتـه اسـت    

هـا از بافـت    در تحقيق حاضر، پس از جداسازي ايـن سـلول   .)7(

اي، نشانگرهاي سطحي  ماتريكس بند ناف به روش كشت قطعه
ها مورد بررسي قـرار گرفتنـد تـا هويـت      هاي وابسته به آن و ژن

ادي مزانشيمي ژلـه وارتـون در   هاي بني بنيادي و مزانشيمي سلول
  شرايط آزمايشگاهي به اثبات برسد.

  دهنـد كـه در مقايسـه بـا روش اسـتخراج       مطالعات نشان مي
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هاي بنيـادي از كشـت    خروج سلول زمان آنزيمي هر چند مدت
 آسيب ميزان است، اما اي بيشتر اوليه بافتي در روش كشت قطعه

 دارند و حتـي از  يبيشتر حيات توانها  سلول و كم است سلولي
  .)3، 8، 22(بالايي نيز برخوردارند  زيستي فعاليت و تكثير سرعت

نتايج تحقيق حاضر نيز حاكي از آن بـود كـه بـا اسـتفاده از     
هـا از قطعـات    روز اول، سـلول  5-7اي، طـي   روش كشت قطعه

بافتي جدا شدند و پس از مهاجرت به كف فلاسك چسـبيدند؛  
به طوري كه در روز هجدهم در اطراف هر قطعه بافتي، تـراكم  

ها پس از جداسازي نيـز   سلولي فراواني ايجاد شد كه اين سلول
روز  5-7از قدرت تكثير بالايي برخوردار بودند و ظرف مدت 

  درصد براي پاساژ دادن رسيدند. 75-80ي به تراكم سلول
ــلولي     ــوژي س ــوع مورفول ــود دو ن ــاكي از وج ــات ح مطالع

هاي بنيادي بند ناف در مراحل اوليه چسـبيدن   متفاوت در سلول
ــه كــف ظــروف كشــت اســت كــه شــامل يــك جمعيــت از     ب

هاي كوچك مسطح با مورفولوژي شـبه انـدوتليالي و نيـز     سلول
باشـند.   وبلاسـتي دوك ماننـد مـي   هاي شبه فيبر جمعيتي از سلول

هاي بينـابيني   هاي مربوط به رشته بيان متفاوتي از ژنها  اين سلول
هـاي   . در مطالعه حاضـر نيـز در كشـت   )23، 24(دهند  را نشان مي

هــاي بنيــادي  گفتــه از ســلول اوليــه، دو نــوع مورفولــوژي پــيش
مشاهده شـد. بـه دنبـال افـزايش تعـداد پاسـاژ، جمعيـت غالـب         

هايي با مورفولوژي شـبه فيبروبلاسـتي بـود.     نوع سلول سلولي از
شايد اين امـر بـه دليـل اسـتفاده از محـيط حـداقلي بـراي رشـد         

هـاي بنيـادي مزانشـيمي بنـد نـاف و فقـدان عوامـل رشـد          سلول
  .)23، 24(هاي اندوتليالي در محيط كشت باشد  سلول

اي از  هـــاي مختلـــف مجموعـــه پيچيـــده هـــاي رده ســـلول
 تـوان  ها مـي  كنند كه از آن هاي غشايي را بيان مي گليكوپروتئين

در جهت شناسايي و تعيـين هويـت سـلولي اسـتفاده نمـود. ايـن       
ها و نيز اتصـال   نشانگرهاي سطحي در ايجاد تعاملات بين سلول

ها به ماتريكس خارج سلولي و حتي در تعيـين سرنوشـت    سلول
ها نقش دارند. براي نمونه، خصوصيت مولكـولي   تكويني سلول

نگرهاي هــاي بنيــادي مزانشــيمي بــه واســطه حضــور نشــا  ســلول
و نيز عدم بيـان نشـانگرهاي    44CD ،90CD ،105CDسطحي 

34CD  45وCD 7، 16، 17، 21(گيرد  صورت مي(.  

هاي بنيادي مزانشيمي ژلـه وارتـون در شـرايط     كشت سلول
تواند مدل سـلولي مناسـبي در جهـت كشـف      آزمايشگاهي، مي

هـا در بـدن و نيـز     بيولوژي عملكردي و رفتار تمايزي اين سلول
براي مقاصد درماني باشد؛ از اين رو، ها  وري مناسب از آن بهره

عــلاوه بــر مطالعــات مورفولــوژيكي بررســي الگــوي بيــاني       
هــاي  هــاي بنيــادي مزانشــيمي و ژن نشــانگرهاي ســطحي ســلول

ها ضروري اسـت. مطالعـات انجـام     ها در اين سلول وابسته به آن
هــاي بنيــادي  دهــد كــه ســلول شــده توســط محققــين نشــان مــي

هـاي بنيـادي    تـون هماننـد سـاير سـلول    استخراج شده از ژله وار
 44CD ،90CDمزانشيمي، بيان شديدي از نشانگرهاي سطحي 

كنند؛ در حالي كه نشانگرهاي سـطحي   را عرضه مي 105CDو 
هـا بيـان    در ايـن سـلول   45CDو  34CDسـاز   هـاي خـون   سلول
  .)3، 7(شوند  نمي

هـــاي  نتـــايج حاصـــل از مطالعـــات حاضـــر كـــه بـــا روش
هـاي   صورت گرفت نيز با گـزارش  RT-PCRفلوسايتومتري و 

ارايه شـده مطابقـت دارد. نتـايج فلوسـايتومتري تحقيـق حاضـر       
هاي بنيادي مزانشيمي ژلـه   درصد سلول 98بيش از نشان داد كه 

ــطحي    ــون نشــانگرهاي س ــدود  90CDو  73CDوارت  70و ح
را بيـان   105CD و 44CDنشانگرهاي سـطحي  ها  درصد سلول

در  45CDو  34CDكردند. در مقابل، ميزان بيـان نشـانگرهاي   
  درصد بود. 8هاي بنيادي جداسازي شده كمتر از  سلول

نـژاد   نتايج به دست آمده در تحقيق حاضر با مطالعه صالحي
ها نيز بيان نشانگرهاي سـطحي   و همكاران همخواني داشت. آن

44CD ،73CD ،90CD  105وCD ــادي  را در ســلول هــاي بني
ــه ترتيــب   ــه وارتــون ب  0/83و  8/55، 5/74 ،0/93مزانشــيمي ژل

ــد؛ در حــالي كــه ميــزان بيــان   و  34CDدرصــد گــزارش كردن
45CD  3(درصد بود  4/10و  4/5به ترتيب(.  

و  Fong، )8(و همكاران  Ishigeمحققين مختلفي از جمله 
ــه   ، ســلول)26( Quintilianoو  )25(همكــاران  ــادي ژل هــاي بني

ــان   نشــانگرهاي ســطحي مختلفــي وارتــون انســاني را از نظــر بي
كنـد كـه ايـن     ها نيز تأييـد مـي   هاي آن بررسي كرده بودند. يافته

ــلول ــا ســـ ، 13CD،+29CD ،+44CD ،+73CD ،+90CD+ هـــ
+105CD ،-31CD، -34CD  45-وCD  26 ،25، 8(هســـــــتند( .
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در كشــت  45CDو  34CDدرصــد حضــور كــم نشــانگرهاي  
هاي بنيادي ژله وارتون باعـث اطمينـان از عـدم آلـودگي      سلول
هـا بـا    ژن باشد؛ چرا كه اين آنتـي  ساز مي ونهاي خ ها با سلول آن

ساز در چسـبندگي ايـن    دي خونهاي بنيا حضور در سطح سلول
هـا نقـش دارنـد و بـه عنـوان تنظـيم كننـده رشـد و تمـايز           سلول

دهد كه با افـزايش   . مطالعات نشان مي)19(كنند  سلولي عمل مي
ــم      ــدار ك ــين مق ــت، هم ــيط كش ــداوم مح ــويض م ــاژ و تع پاس

  .)27(يابد  مثبت نيز كاهش مي 45CDو  34CDهاي  سلول
در مطالعــه حاضــر نيــز نشــان داد كــه      RT-PCRنتــايج 

 و 90CD نشـانگرهاي  وارتـون  ژلـه  مزانشيمي بنيادي هاي سلول
105CD بـا شـدت مشـابهي     مختلف پاساژهاي طي در توانستند
 سـطحي  نشـانگر  از بيـاني  هـيچ گونـه   كـه  حـالي  در شوند؛ بيان

تـر ماننـد    حتي در پاساژهاي پايين )34CD( ساز خون هاي سلول
ايــن عــدم تغييــر بيــان مشــاهده نشــد.  پاســاژ ســلولي صــفر و دو

تواند گويـاي ايـن واقعيـت     نشانگرها در پاساژهاي مختلف، مي
بـا افـزايش    هـاي بنيـادي مزانشـيمي ژلـه وارتـون      باشد كه سلول

شــوند و همچنــان حالــت  تعــداد پاســاژ وارد مرحلــه تمــايز نمــي
  كنند. بنيادي خود را حفظ مي

توان اذعان داشت كه ژله وارتون بنـد نـاف    در مجموع، مي
هـاي بنيـادي اسـت كـه بـا       يك منبع غني و در دسترس از سلول

ژلـه وارتـون بـه     اي كشـت قطعـه  استفاده از تكنيك كـم هزينـه   
هـاي بنيـادي مزانشـيمي     . ارزيابي مولكولي سـلول آيند دست مي

ها قادر بـه بيـان شـديدي     دهد كه اين سلول ژله وارتون نشان مي
در  105CD و 44CD، 73CD، 90CDاز نشانگرهاي سـطحي  

ــان      ــال، بي ــين ح ــتند و در ع ــگاهي هس ــرايط كشــت آزمايش ش
در  45CDو  34CDسـاز  هـاي بنيـادي خـون    نشانگرهاي سـلول 
  شود. ها مشاهده مي ز آندرصد بسيار كمي ا

  

  سپاسگزاري
ــود را از     ــدرداني خ ــكر و ق ــب تش ــه مرات ــندگان مقال نويس
ــر    بيمارســتان آرتــاي اردبيــل و همكــاري صــميمانه آقــاي دكت

الدين حميدي، پزشكان و پرسنل محتـرم اتـاق عمـل ايـن      كمال
آوري بنــد نــاف نــوزادان مــا را يــاري   بيمارســتان كــه در جمــع

آبـادي   هـاي آقـاي مهـدي عـدالتي فـتح      مسـاعدت نمودند و نيز 
  دارند. اعلام مي
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Abstract 
 

Background and purpose:	Umbilical cord derived Wharton's jelly is an enriched and accessible source of 

stem cells with highly proliferative and differentiation potential. This study aimed to evaluate the surface markers 

and related genes of the stem cells isolated from the human Wharton's jelly. 

Materials and methods:	Explants of the human umbilical cord derived Wharton's jelly was dissected and 

cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) supplemented with 20% Fetal bovine serum (FBS). Then, 

those cells migrated from explant's boundary were replated and passaged in DMEM containing 10% FBS. Finally, by 

using flowcytometry and (Reverse–transcriptase polymerase chain reaction) RT-PCR techniques different surface 

markers and related genes were analyzed. 

Results: 5-7 days post-plating, the stem cells initiated the migration from cultured explants and showed up 

to 80% densities on days 16-18. Light microscopy demonstrated two distinct cell populations including fibroblast-

like and flat endothelial-like cells. Dual staining with flowcytometry also revealed that the cultured cells were found 

to be positive for CD44, CD73, CD90, CD105 and negative for CD34 and CD45. RT-PCR showed no changes in CD 

marker expression pattern during different passages. 

Conclusion: Human Wharton's jelly derived stem cells appear mesenchymal cell morphology and express 

related surface markers but no hematopoietic stem cell markers. 

 

Keywords: Wharton's jelly-derived stem cell, Explant culture, CD markers 
 
 
J Mazand Univ Med Sci 2014; 24(112): ??-?? (Persian). 

  

www.sid.ir

