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چكيده
اين  تمايز  توان  وكمتر  نشده  استفاده  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  استخراج  منظور  به  استخوان جوجه  مغز  از  به حال  تا 
سلول ها در محيط كشت مورد توجه قرار گرفته است.  هدف از اين بررسى، جدا نمودن سلول هاي مزانشيمي مغز استخوان 
جوجه و تمايز آن ها است. جهت كشت سلول هاي بنيادي مزانشيمي از مغز استخوان ران جوجه استفاده و تمايز سلول هاى 
مغز استخوان به سلول هاي استخواني، غضروفي و چربي توسط محيط هاي القايي صورت گرفت. پس از تمايز، بررسي بافتي 
بودند.  فيبروبلاستي  ريخت شناسي،  نظر  از  شده  سلول هاي جدا  شد.  انجام  هيستوشيميايي  اختصاصي  آميزي هاي  رنگ  با 
سه هفته پس از القاء، واكوئل هاي چربي در سلول هاي چربي، تجمعات كلسيمي در استئوسيت ها و ماتريكس غضروفي در 
كندروسيت ها ايجاد شد كه به ترتيب با  اويل رد، آليزارين رد و تولوئيدين بلو رنگ گرفتند. نتايج نشان داد كه سلول هاي 

بنيادي مزانشيمي جدا شده از مغز استخوان جوجه قادرند به رده هاي استخواني، چربي و غضروفي تمايز يابند.
مغز استخوان، سلول هاي بنيادي مزانشيمي، تمايز، جوجه.كليد واژه: مغز استخوان، سلول هاي بنيادي مزانشيمي، تمايز، جوجه.كليد واژه: مغز استخوان، سلول هاي بنيادي مزانشيمي، تمايز، جوجه.

مقدمه
به عنوان يك  بنيادي  دانشمندان يك سلول  از ديدگاه 
توليد  و  خودنوزايي  تكثير،  توانائي  با  نيافته  تمايز  سلول 
دودمان هاي سلولي متفاوت در نظر گرفته مي شود (17). 
داربست هايي  با  عروق  از  پر  و  نرم  بافتى  استخوان  مغز 
خوني،  سلول هاي  كه  بوده  رتيكولار  رشته اي  بافت  از 
سلول هاي چربي و سلول هاي بنيادي خون ساز بر روي اين 
تشكيل  فوق  سلول هاى  بافت  اين  در  دارند.  قرار  رشته ها 
دهنده سلول هاي آزاد مغز استخوان و سلول هاي رتيكولار 
ثابت و بي تحرك بوده و با قدرت فاگوسيتي كم مى باشند 

و به پيش سازهاي خوني تبديل نمي شوند (4).
سلول هاي مزانشيمي نيز كه در حفرات مغز استخوان جاي 

گرفته اند، قادرند به ساير سلول ها از جمله كندروسيت ها، 
سلول هاي  آديپوست ها،  فيبروبلاست ها،  اوستئوبلاست ها، 
شوند  تبديل  آزمايشگاه  در  ميوسيت ها  و  اندوتليال 
(10،11،18،20). اگر چه منشاء سلول هاي مزانشيمي كاملاً 
مشخص نبوده ولى ارتباط تنگاتنگي بين استخوان سازي و 
خون سازي وجود داشته و سلول هاي اوستئوبلاست نه تنها 
نقش مهمي در توسعه و رشد اسكلت دارند بلكه تنظيم كننده 
خون سازي هم هستند(19). بررسى ها نشان داده است كه 
سلول هاي مغز استخوان مي توانند همانند ديگر سلول هاي 
سوماتيك بنيادي، در شرايط معيني به ساير سلول ها تبديل 
پلاستيسيتي  يا  انعطاف پذيري  خاصيت  اين  به  كه  شوند 
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مى گويند. شواهد تجربي نشان داده كه سلول هاي پيش ساز 
مشتق از يك فرد بالغ توانايي تبديل شدن به فنوتيپ هاي 
سلولي كه به طور نرمال در آن بافت موجود نيست را دارا 
بافت هاي  اختصاصي  ديگر سلول هاي  از سوي   مى باشند. 
بالغ نيز مي توانند براي تغيير شكل فنوتيپ كاملاً متمايزي 
مجدداً  را  نمي شوند  پيدا  بافت  آن  در  نرمال  طور  به  كه 
برنامه ريزي كنند (2،3،6،15،18).سلول هاى خانواده سلول 
بنيادي بسيار نادربوده، به طوري كه در هر 10000 سلول 
هسته دار مغز استخوان يكي از اين سلول ها، سلول بنيادى 
پيوند طولاني  اين سلول ها مسئول  است. از آن جايي كه 
مدت و جايگزيني كامل خون سازي هستند، خالص سازي 
براي  يا  فريز  موقعيت  در  آن ها  نگه داري  براي  سلول ها 
سنجش سريع و آسان توان خون سازي از اهميت ويژه اي 
متفاوت  پژوهش هاى  انجام  با  مي باشند(16).  برخوردار 
توان  مزانشيمي  بنيادي  مشخص شده است كه سلول هاي 
تمايز به سه رده، سلول پيوندي را دارند. به عبارت ديگر، 
اين سلول ها، علاوه بر استخوان وچربي قادرند به سلول هاي 
رده غضروف نيز تمايز يابند (12،14،16). وجود سلول هاي 
بنيادي در مغز استخوان، آن ها را به عنوان منبع مهمي در 
تأمين سلول هاي بنيادي، در درمان هاي ترميمي مطرح كرده 
است. از مغز استخوان گونه هاي حيواني مختلف مي توان 
در  و  استخراج  را  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  راحتي  به 
شرايط كشت مناسب با سهولت تكثير نمود (7،8،13). تا 
حيواني  گونه هاي  برخي  و  انسان  از  سلول ها  اين  حال  به 
تا  اما   .(5،9) است  شده  مطالعه  و  جداسازي  موفقيت  با 
سلولي  رده  سه  به  تمايز  توان  و  كنون جداسازي، كشت 
در سلول هاي بنيادي مزانشيمي جوجه بررسي نشده است. 
ارزش  با  منبع  به يك  دستيابي  پژوهش  اين  از  لذا هدف 
سلول هاي بنيادي مزانشيمي با استحصال آسان، در جوجه 
به منظور استفاده در روش هايي هم چون شبيه سازي، انتقال 
ژن و يا بررسى بيماري هاي ويروسي در پرندگان مي باشد. 
تحقيقات  در  استفاده  جهت  مي توان  آن ها  از  چنين   هم 
درماني،  ژن  ويروس شناسي،  تشخيصي  تست  واكسن، 
درمان بيماري هاي پرندگان و درمان بيماري هاي مشترك 

انسان و طيور نيز بهره جست. 
مواد و روش ها

نمونه گيري از مغز استخوان جوجه و كشت سلول ها

نژاد  روزه   15 جوجه  قطعه   10 از  حاضر  مطالعه  در 
با  و  بيهوش  توسط كلروفرم  استفاده شد. جوجه ها   ،Raf

استخوان  از  استخوان  مغز   ،19 شماره  سرنگ  از  استفاده 
تيبياي آن ها آسپيره و با رقيق نمودن با 5 ميلي ليتر محيط 
جنين  سرم  10درصد  حاوي  M199(Sigma,USA)  
(Inotrain) فايكول محلول  روي  بر  آرامي  به  گاوي 

بارگذاري گرديد. پس از ايجاد محلول دو فازي، فالكون ها 
قرار داده    350g با دور  به مدت 15 دقيقه  در سانتريفوژ 
فايكول  محلول  توسط  غلظت،  گراديان  ايجاد  با  شدند. 
سلول هاي تك هسته اي در يك لايه ظريف بين گلبول هاي 
قرمز و پلاسما قرار گرفته و به آرامي سلول ها را برداشته به 
فالكون هاي 51 سي سي منتقل گرديدند، مجدداً با ريختن 
اثر  به منظور خنثي كردن   PBS از محلول  حجم مساوي 
gسمي فايكول در سانتريفوژ با دور gسمي فايكول در سانتريفوژ با دور 400g به مدت 10 دقيقه 

شستشو انجام شد. پس از خارج كردن مايع رويي، پليت 
سلولي تشكيل شده در كف فالكون، در 5 سي سي محيط 
در10  25سانتي متري  فلاسك  در  و  معلق   M199 كشت 
ميلي ليتر محيط M199حاوي10درصد سرم جنين گاوي، 
پني سيلين 100 واحد در سي سي و 100 ميكروگرم در 
داده  كشت   (Sigma,USA) استرپتومايسين  سي سي 
 5 و  سانتي گراد  درجه   37 دماي  در  سلول ها  سپس  شد. 
كشت،  آغاز  از  پس  روز   3 شدند.  انكوبه   CO2درصد
يك  روز  دو  هر  آن  از  پس  و  تعويض  ها  سلول  محيط 
سلول  كه  زماني  انجام گرفت.  محيط كشت  تعويض  بار 
ها تمام سطح كشت را پر كردند به نسبت 1:2پاساژ داده 
پاساژ  سلول هاي  از  يافت.  ادامه  پاساژدهم  تا  عمل  اين  و 
چهارم براي مرحله بعدي تحقيق يعني بررسي توان تمايز 

سلول ها استفاده شد.
بررسي توان تمايزي سلول ها

پليت  در  چهارم  پاساژ  سلول هاي  استخوان:  به  تمايز 

شش خانه كشت و پس از اين كه تمام سطح كشت پر از 
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سلول شد، محيط آن ها با محيط القاكننده تمايز به استخوان 
شامل محيط M199، 10درصد FBS محتوى دگزامتازون 
آسكوربيك اسيد  -آسكوربيك اسيد  -آسكوربيك اسيد  L ،L ،L (Sigma,USA) يك ميلى مولار
،(Sigma,USA) 2- فسفات 50 ميكروگرم بر ميلى ليتر

ميلى ليتر  بر  10نانوگرم  ترانسفورمينگ  بتا  رشد  فاكتور 
ميلى مولار  فسفات 10  بتا گليسرول  و   (Sigma,USA)

كنترل،  عنوان گروه  به  جايگزين شد.  (Sigma,USA)
10درصد جايگزين گرديد.  FBSمحيط برخي از خانه ها با
به مدت 21 روز در شرايط دماي37 درجه  كشت سلول 
CO2 انكوبه و هر دو روز يك بار  سانتي گراد و 5 درصد
پايان دوره تمايز، وقوع  محيط آن ها تعويض گرديد. در 
بررسي  قرمز  آليزارين  آميزي  با روش رنگ  تمايز سلول 

شد.
پاساژ  سلول هاي  از  منظور  اين  براي  چربي:   به  تمايز 

پليت  خانه هاي  در  سلول ها  ابتدا  شد.  استفاده  چهارم 
ظرف  كف  كه  زماني  و  گرفته  قرار  كشت  خانه  شش 
تمايز آغاز گرديد،  و  پوشيده  از تك لايه سلولي  كشت 
شامل  چربي  به  تمايز  محيط  با  سلول ها  معمولي  محيط 
مولار  ميلى  يك  دگزامتازون   ،٪10FBS،M199
فسفات   -2 اسيد  آسكوربيك   -L ،(Sigma,USA)
فاكتور   ،(Sigma,USA)ميلى ليتر بر  ميكروگرم   50
USA,) ليتر  ميلى  بر  10نانوگرم  ترانسفورمينگ  بتا  رشد 

Sigma) و1 واحد از تركيب انسولين-ترانسفرين-سلنيت 

پليت  هاي  خانه  از  برخي  شد.  تعويض   (Gibco)سديم
يعني  معمولي  محيط  كنترل  گروه  عنوان  به  خانه  شش 
محيط M199 با 10 درصد FBS جايگزين گرديد. گروه 
تجربى (كشت تمايز) و گروه كنترل به مدت 21 روز در 
شرايط 37 درجه سانتي گراد،5 درصد CO2 نگهداري و 
در پايان اين مدت با روش رنگ آميزي Oil Red مورد 

ارزيابي قرار گرفت.
تمايز به غضروف: به منظور تمايزسلول هاى مغز استخوان 

Micro mass culture system به غضروف از روش
استفاده شد، بدين ترتيب كه104× 2 سلول پاساژ سوم به 
يك لوله 15 ميلي ليتري انتقال و  با دور g450 به مدت 15 

دقيقه سانتريفوژ شد. سپس محيط رويي تخليه و محيط القاء 
M199،٪10FBS كننده غضروف كه شامل محيط كشت

 ،(Sigma,USA) مولار  ميلى  يك  دگزامتازون  محتوي 
ميلى  بر  50ميكروگرم  فسفات  اسيد2-  آسكوربيك   -L

ترانسفورمينگ   بتا  رشد  فاكتور   ،(Sigma,USA) ليتر
از  واحد  و1   (Sigma,USA) ليتر  ميلى  بر  10نانوگرم 
بر   (Gibco)سديم انسولين-ترانسفرين-سلنيت  تركيب 
تمايز  محيط  شد.  اضافه  لوله،  ته  در  سلولي  پليت  روي 
هر 4-3 روز يك بار به مدت21 روز تعويض شد. برخي 
يعني  معمولي  عنوان گروه كنترل، محيط  به  ها  از كشت 
براي  دريافت كردند.   FBS درصد   10 با   M199 محيط
ارزيابي تمايز به غضروف از روش رنگ آميزي اختصاصي 

تولوئيدين آبي استفاده شد.
PBS شسته  با  سلول ها را  :S رنگ آميزي آليزارين رد

شدند.  تثبيت    ٪4 پارافرمالدئيد  با  دقيقه   40 مدت  به  و 
در100  S (2گرم پودر آليزارين رد S رنگ آليزارين رد
PH ميلى ليتر  آب مقطر حل و فيلتر گرديد) بايد تازه و

آن در محدوده4/3 -4/1 با هيدروكسيد آمونيوم تنظيم و 
بر روي سلول ها به مدت 30 دقيقه قرار گيرد. در پايان، 

سلول ها با آب مقطر شسته و خشك شدند.     
سلول ها به مدت يك ساعت  :Oil Red O رنگ آميزي

الكل  با  سپس  و  تثبيت  درصد  فرمالين4  با  اتاق  دردماي 
رنگ  محلول  با  دقيقه  مدت10-15  به  و  شسته  70درصد 
رنگ  پودر  گرم   0/63)  (Sigma,USA) Oil Red O

حل   ٪60 ايزوپروپانول  ليتر  100ميلي  در    Oil Red O

شده و فيلتر مي شود) به مدت 30 دقيقه رنگ آميزي شده، 
در پايان محلول رنگي خارج و سلول ها، سه باربا الكل70 

درصد شستشو شدند.
سلولي  پليت  بلو:  تولوئيدين  اختصاصي  رنگ آميزي 

تمايز يافته در دستگاه كشت Micro Mass ابتدا به مدت 
استفاده  با  تثبيت و  پارافرمالدئيد 10 درصد،  1 ساعت در 
از الكل آب گيري و با كمك گزيلل شفاف سازي و در 
روش  به  نمونه ها  ترتيب  اين  به  شد.  قالب گيري  پارافين 
روتين بافتي پردازش و با استفاده از ميكروتوم، بر ش هاي 
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5 ميكرومتري از آن ها تهيه شد. براي رنگ آميزي، رنگ 
به مدت 10 دقيقه به مقاطع ) به مدت 10 دقيقه به مقاطع ) به مدت 10 دقيقه به مقاطع  Sigma, USA)تولوئيدين بلو
شسته  مقطر  آب  با  اضافي  رنگ  انتها  در  و  اضافه  بافتي 

شد.
انجماد سلولي 

زماني كه سلول ها 80-70 درصد از كف فلاسك هاي 
ليتر محلول  با 2 ميلى  كشت سلول را پر كردند، سلول ها 
كف  از  درصد   0/03 EDTA و  درصد   0/05 تريپسين 
به  با محيط كشت حاوي سرم جنين گاوي  ظرف جدا و 
مدت 10 دقيقه با دور600g  سانتريفوژ ودر نهايت پليت 
سلولي را با يك ميلي ليتر محلول سرد انجماد سلولي كه 
دي متيل سولفوكسايد ٪ دي متيل سولفوكسايد ٪ دي متيل سولفوكسايد  حاوي 10٪ سرم جنين گاوي و20
(DMSO) و70٪ محيط كشت بود سوسپانسيون كرده و 
به ويال هاي مخصوص انجماد سلولي منتقل شدند، ويال 
فريزر 20- درجه سانتي گرادبه  به مدت 1 ساعت در  ها 
گراد  سانتي  درجه   -80 فريزر  در  روز  شبانه  يك  مدت 
قرار گرفته و پس از 24 ساعت، سلول ها  براي نگهداري  
داده  قرار  درجه   -196 مايع  نيتروژن  در  مدت  طولاني 

شدند.
ذوب سلولي

سانتي گراد،  37درجه  ماري  بن  كردن  آماده  از  پس 
سلول ها به سرعت از تانك ازت به داخل بن ماري وسپس 
استريل  پت  پي  كمك  با  و  منتقل  ويال  به  هود  زير  در 
ميزان 4 ميلي ليتر از محيط كشت كامل با دماي 37 درجه 
سانتي گراد  به درون يك فالكون استريل و محتويات ويال 
اثرات  تا  مى شود  سانتريفوژ  ريخته،  فالكون  داخل  نيز  را 
نهايت  در  برداشته شود.   انجماد  سمي موجود در محيط 
پليت سلولي با 1 الي 2 سي سي محيط كشت سوسپانسيون 
گرديده و مجدداً داخل فلاسك هاي كشت سلول، كشت 
شدند. حال فلاسك را درون انكوباتور با شرايط 37 درجه 
كنند. ضمناً  تا رشد  داده  قرار   ٪5 CO2 و   سانتي گراد  
قبل از انتقال سلول ها به فلاسك كشت، تعدادي از آن ها 
با رنگ حياتي تريپان بلو رنگ آميزي شد تا درصد زنده 
معلوم  سلولي،  پاساژ  هر  در  انجماد  از  پس  آن ها  ماندن 

گردد.
 آزمايش تعيين درصد زنده بودن سلول ها

از  ميكروليتر  پاساژ،50   هر  در  سلولي  ذوب  از  پس 
سوسپانسيون سلولي را با 50 ميكرو ليتر از رنگ تريپان بلو 
٪0/4 (Merck; Germany) مخلوط كرده، پس از 2 تا 
3 دقيقه يك قطره از اين مخلوط را برداشته و با استفاده از 
لام نئوبار و در خانه هاي مربوط به شمارش گلبول سفيد 

شمارش سلول ها انجام شد.
نتايج

كشت سلول ها: كشت سلولي، روزانه با ميكروسكوپ 

معكوس مشاهده شد. بر اساس اين مشاهدات، در كشت 
Aاوليه كلون هايي از سلول هاي فيبروبلاستي ظاهر (شكل

1) و با گذشت زمان سلول ها رشد كردند، به طوري كه 8 
روز پس از آغاز، كشت تك لايه اي از سلول هاي دوكي 
شكل تشكيل شد(شكلB  1). سلول هاي فيبروبلاستي مغز 
با انجام10 پاساژ متوالي تكثير شدند. اين سلول  استخوان 
ها، ريخت شناسي فيبروبلاستي خود را درطي دوره كشت 
آزمايش  بعدي  مراحل  منظور  به  پاساژچهارم  از  و  حفظ 

 .(C1شكل)يعني تمايز استفاده گرديدند
تمايز

تمايز به استخوان: اين كشت هر روز با ميكروسكوپ 

ريخت  تغييرات  هاي  نشانه  اولين  شد.  مشاهده  معكوس 
تمايز  القاي  از  پس  روز   5 استخوان  به  وتمايز  شناسي 
مشاهده گرديد. بدين ترتيب كه در مناطقي از تك لايه 
تر  بزرگ  تدريج  به  و  تشكيل  سلولي  هاي  توده  سلولي، 
شد(شكلA 2). در پايان دوره كشت تمايز( 21 روز پس 
از كشت) توده هاي سلولي از نظر ترشح ماتريكس معدني 
قرمز  آن  كه حاصل  شدند  ارزيابي  رد  آليزارين  روش  با 
شدن توده هاي مذكور بود(شكلB 2). در كشت كنترل 
كه سلول ها در معرض محيط معمولي فاقد مواد القا كننده 
تشكيل  سلولي  هاي  توده  داشتند،  قرار  استخوان  به  تمايز 

.(C2شكل)نشد و اين كشت با آليزارين قرمز رنگ نشد
از  پس  روز   2 چربي  قطرات  اولين  چربي:  به  تمايز 

آغازكشت در برخي از سلول ها مشاهده شد. اين قطرات 

ول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجهجداسازي، تكثير و تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجهجداسازي، تكثير و تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجه....38 ï
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شكل1- كشت سلول هاى مغز استخوان جوجه:
(100x درشت نمايى) يك كلون سلولى در كشت اوليه(1x درشت نمايى) 1)يك كلون سلولى در كشت اوليهx A

(100x درشت نمايى) به هم پيوستن كلونى ها و ايجاد تك لايه سلولى 8 روز بعد از كشت (x درشت نمايى) به هم پيوستن كلونى ها و ايجاد تك لايه سلولى 8 روز بعد از كشت (x 1B

(100x درشت نمايى)  سلول هاى پاساژ 3 كه هم چنان ريخت شناسى فيبرو بلاستى خود را حفظ كرده اند (x درشت نمايى)  سلول هاى پاساژ 3 كه هم چنان ريخت شناسى فيبرو بلاستى خود را حفظ كرده اند (x 1C

شكل2- تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى جوجه به استخوان
(100x درشت نمايى) x درشت نمايى) x 2A)  توده هاى سلولى در كشت الفاء كننده استخوان
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.(B 4شكل) پس از 21 روز منفي بود
درصد زنده بودن سلول ها

سلول ها  شده،  منجمد  سلول هاي  مجدد  كشت  از  پس 
توان چسبيدن به ظروف كشت سلولي را پيدا كرده و شروع 
به تكثير كردند. احياي سلول ها به خصوص در پاساژهاي 
پتانسيل  چنين  هم  شد.  انجام  بيشتري  سرعت  با  پائين تر 
تكثير سلول ها در پاساژهاي پائين نسبت به پاساژهاي 7 به 

بالا به مراتب بيشتر بود (نمودار1).

به تدريج درساير سلول ها نيز ظاهر شد، به طوري كه در 
پايان 21 روز، اغلب سلول ها حاوي قطرات چربي بودند 
اويل  رنگ آميزي  دنبال  به  چربي،  قطرات   .(A 3شكل)
رد، قرمزرنگ شدند (شكلB 3)، در مقابل در سلول هاي 
كننده  القاء  فاقد  درمحيط   روز  مدت21  به  كه  كنترل 
بودند، قطره چربي تشكيل نشد و با اويل رد رنگ نگرديد 

.(C 3شكل)
برش هاي تهيه شده از كشت تمايز به تمايز به غضروف : برش هاي تهيه شده از كشت تمايز به تمايز به غضروف : برش هاي تهيه شده از كشت تمايز به 
 .(A 4شكل) غضروف با تولوئيدين بلو، بنفش رنگ شدند
نتيجه رنگ آميزي اختصاصي در مورد سلول هاي كنترل 

ول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجهجداسازي، تكثير و تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجهجداسازي، تكثير و تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجه....40 ï

سلول هاى بنيادى مزانشيمى تمايز يافته به استخوان پس از رنگ آميزى با آليزارين رد -2B
(100x درشت نمايى)  x درشت نمايى)  x

(100x درشت نمايى) x درشت نمايى) x عدم رنگ پذيرى سلول هاى كنترل، پس از رنگ آميزى با آليزارين رد -2C

شكل3- تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى جوجه به چربى
(100x درشت نمايى)x درشت نمايى)x 3A- پس از 21 روز قطرات چربى در سيتوپلاسم اكثر سلول ها جمع شد 
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3B- پس از 21 روز پس از آغاز تمايز، قطرات چربى  با رنگ آميزى اويل رد قرمز شد 
(100x درشت نمايى)x درشت نمايى)x

(100x درشت نمايى)x درشت نمايى)x 3C- پدر سلول هاى كنترل قطرات جربى مشاهده نشد 

شكل4- تمايز سلول هاى بنيادى مزانشيمى جوجه به غضروف
4A- برش هاي تهيه شده از كشت تمايزبه غضروف كه با تولوئيدين آبي بنفش رنگ شدند 

(100x درشت نمايى)x درشت نمايى)x

(100x درشت نمايى)x درشت نمايى)x 4B- عدم رنگ آميزى سلول هاى كنترل با تولوئيدين آبي
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بحث و نتيجه گيرى
جداسازي  به  اقدام  بار  اولين  براي  حاضر  مطالعه  در 
استخوان جوجه شده  مغز  از  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي 
است. سلول هاي جدا شده، مورفولوژي فيبروبلاستي داشته 
تعداد  رفتن  بالا  با  و  بودند  خوردار  بر  بالايي  تكثير  از  و 
پاساژ سرعت تكثير و مورفولوژي سلول ها تغييري نكرد. 
سلول هاي مورد نظر به دنبال ذوب پس از مرحله انجماد، 
به ظروف كشت چسبيده و بدون هيچ تغييري در  مجدداً 
تزايد شروع  پتانسيل  و  سلولي  مورفولوژي  سرعت رشد، 
كردند.  حفظ  را  خود  تمايزي  قدرت  و  نموده  تكثير  به 
براي  انجماد  شرايط  در  ها  سلول  اين  نگهداري  بنابراين، 
مدت طولاني و بدون از دست دادن ويژگي هاي اختصاصي 
مزانشيمي  رده هاي  به  تمايز  توانايي  و  تكثير  مثل  خود 
بوده  امكان پذير  آديپوسيت)  و  كندروسيت  (استئوسيت، 
و مي توان آن ها را در آينده براي تحقيقات مختلف مثل 

انتقال ژن، شبيه سازي و غيره مورد استفاده قرار داد(21).
از معيارهاي مهم در تشخيص سلول هاي بنيادي  مزانشيمي 
حضور شناساگرهاي مربوط به سلول هاي بنيادي مزانشيمي 
ساز  بنيادي خون  شناساگرهاي سلول هاي  و عدم حضور 
مي باشد. بر اين اساس در انسان و ساير گونه هاي جوندگان 

از  استفاده  و  فلوسايتومتري  با روش  نظير موش صحرايي 
آنتي بادي هاي مونوكلونال آنتي ژن هاي سطحي مربوط به 
اين سلول ها بررسي شده اند(1). با توجه با اين كه تا كنون 
در جهت  تهيه و ساخت آنتي بادي هاي مونوكلونال جوجه 
به منظور بررسي شناساگرهاي سطحي مزانشيمي، اقدامي 
نيز به اين مسئله  صورت نگرفته است، لذا در اين مطالعه 
مونوكلونال  بادي هاي  آنتي  چنان چه  است.  نشده  توجه 
غربال گري  باشد،  دسترس  در  پرندگان  گونه  به  مربوط 
استخوان  مغز  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  جداسازي  و 
ويژگى هاى  بررسي  فلوسايتومتري جهت  با روش  جوجه 
بنيادي  سلول هاي  با  مقايسه  و  سلول ها  اين  ايمونوفنوتيپي 
خواهند  توجه  جالب  چربي  بافت  و  ناف  بند  مزانشيمي 
گرفته  صورت  انسان  در  بررسى ها  اين  كه  هم چنان  بود، 
سلول هاي  اثبات  جهت  معيار  بهترين  بنابراين  است(2). 
بنيادي مزانشيمي، تمايز اين سلول ها به سلول هاي استخوان، 
سلول هاي  وقتي  ترتيب  اين  به  است.  چربي  و  غضروف 
تحقيق،  اين  در  جداشده  بلاستي  فيبرو  و  شكل  دوكي 
سمت  به  و  گرفته  قرار  شيميايي  محرك هاي  تأثير  تحت 
اين  شدند،  متمايز  كندروسيت  و  آديپوسيت  استئوسيت، 
خود شاهد بر بنيادي بودن اين سلول ها است. سه هفته بعد 

نمودار 1- درصد زنده ماندن سلول ها در پاساژهاى مختلف

ول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجهجداسازي، تكثير و تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجهجداسازي، تكثير و تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان جوجه....42 ï
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از القاي تمايز به استخوان، سلول هاي استخواني از حالت 
سلول هاي  صورت  به  كشيده)  و  شكل  (دوكي  نامتمايز 
(ماتريكس)  زمينه  ماده  توسط  و  داده  شكل  تغيير  گرد، 
احاطه شده و رسوبات كلسيم (كه نشانه مينراليزاسيون در 
Sسلول هاي استخواني است) با رنگ آليزارين رد Sسلول هاي استخواني است) با رنگ آليزارين رد S، به رنگ 

قرمز- نارنجي مشاهده شدند. در رنگ آميزي با تولوئيدين 
اسيد موكوپلي ساكاريدها و موكوپلي ساكاريدهاي  بلو، 
بنفش  رنگ  به  غضروفي،  سلول هاي  هسته  و  سولفاته 
واكوئل هاي  ماند.  بي رنگ  سلولي  سيتوپلاسم  و  درآمده 
Oil Red Oچربي در آديپوسيت ها با Oil Red Oچربي در آديپوسيت ها با Oil Red O، به رنگ قرمز ديده 

شدند. علاوه بر اين، در مرحله القاي آديپوژنتيك، قطرات 
طبيعي ليپيد در سيتوپلاسم سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز 
استخوان در هفته اول ظاهر شده و حجم قطرات ليپيد به 

افزايش پيدا كرد و طي مدتي كمتر از يك هفته  تدريج 
به سلول هاي آديپوسيت تمايز پيدا كردند كه اين تمايز با 
Oil Red O مشاهده واكوئل هاي چربي در رنگ آميزي

به تأييد رسيد. نتايج مورفولوژي و تست هاي تمايزي نشان 
بنيادي مزانشيمي  داد كه سلول هاي جدا شده، سلول هاي 
هستند. اين نتايج اولين گزارش مبني بر وجود سلول هاي 
بنيادي مزانشيمي در مغز استخوان جوجه است كه اميد آن 
روش هايي  در  سلول ها  اين  از  بتوان  آينده  در  تا  مي رود 
بيماري هاي  مطالعه  يا  و  ژن  انتقال  شبيه سازي،  چون  هم 

ويروسي مشترك انسان و طيور استفاده كرد.
تشكر و قدرداني

آزاد  دانشگاه  پژوهشي مصوب  مقاله حاصل طرح  اين 
اسلامي واحد آشتيان با شماره2171 است. 
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