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چکیده

سابقه و هدف : سلول های بنیادی، قدرت خودنوسازی و تمایز به انواع سلول های بالغ بدن را دارند. در این کار سلول های بنیادی 
به سمت سلول های خونی هدایت شدند عصاره ریه موش حاوی  تأثیر عصاره ریه موش  انسانی تحت  ناف  بند  وارتون  مزانشیمی ژله 

سیتوکین های نظیر: G-CSF,M-CSF,IL-6 و GM-CSF است که نقش فاکتور رشد در طول مراحل مختلف تمایز را دارند.

 مواد و روش ها : در این پژوهش ژله وارتون بند ناف انسان به قطعات نیم سانتی متر برش و در فلاسک کشت T25 کشت داده 
شدند. بعد از پاساژ دوم، سلول های بنیادی مزانشیمی با نسبت های 3:1 ، 1:1 و1:3 محیط کشت: عصاره ریه موش تیمار شدند.

یافته ها : سلول های خونی در نسبت های 3 :1، 3:1 و1:1 محیط کشت: عصاره ریه موش در روز هفتم مشاهده گردید. با آزمایش 
اثبات رسید.  فلوسایتومتری، بیان مارکرهای )CD90, CD105( در سطح سلول های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون بند ناف انسانی به 

بررسی شکل ظاهری سلول ها با رنگ آمیزی گیمسا نشان دهنده حضور سلول های خونی بود.

بر  موش  های  سیتوکین  شدند.  جداسازی  بافت  کشت  روش  با  انسانی  ناف  بند  وارتون  ژله  بنیادی  های  سلول   : گیری   نتیجه 
سلول های بنیادی انسانی تأثیر گذاشته و باعث تمایز این سلول ها شده است.

کلمات کلیدی : ژله وارتون انسان، سلول های بنیادی مزانشیمی، سلول های خونی، سیتوکین های ریه موش

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره دوم، شماره هشتم، پاییز 1391 

نوع  ها، کلاژن  میوفیبروبلاست  است.  تشکیل شده  مزانشیمی( 
وارتون  ژله  به  که  کنند  می  تولید  بارداری  دوران  در  را   5،1،2
قطر  تنظیم  باعث  و   )4( دهد  می  کشسانی  و  انقباضی   ویژگی 
رگ های بندناف و میزان جریان خون عروق می شود. سلول های 
)CD44, CD105( چسبنده  های  مولکول  مزانشیمی،  بنیادی 

های  سلول  مارکرهای  و   )CD29, CD51( اینتگرین  مارکرهای 
بنیادی مزانشیمی )SH2, SH3( را بیان می کنند اما مارکرهای 
خونی )CD34, CD45( را بیان نمی کنند )20( و همچنین این 
سلول ها Nestin, CD54(ICAM-1), SSEA-4, OCT-4  را به 

مقدمه
که  هستند  ای  نیافته  تمایز  های  سلول  بنیادی1،  های  سلول 
خاصیت خودنوزایی2 و تمایز به انواع دودمان های سلولی را دارند 
سلول های بنیادی از لحاظ ویژگی توان تمایزی و تکثیر به چهار 
نوع سلول های بنیادی همه توان3، سلول های بنیادی پرتوان4، 
توان6  تک  بنیادی  های  سلول  و  بنیادی چندتوان5  های  سلول 
تقسیم شده اند )14(. ژله وارتون بافت همبندی است که غنی 
بافت  این  اسید و کلاژن  است  و هیالورونیک  پروتئوگلیکان  از 
به جز پروتوگلیکان و کلاژن از میوفیبروبلاست ها  )سلول های
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 1-Stem cells
2-Self-renew
3-Totipotent
4-Pluripotent
5-Multipotent
 6-Unipotent
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میزان کمی بیان می کنند )2(. سلول های  ژله وارتون نیز از سه 
ناحیه تشکیل شده اند. ناحیه دور عروق1 ، ناحیه بین عروق2 و 
ناحیه ساب آمنیون3 جداسازی می شود )9(. که در این تحقیق 

از ناحیه ساب آمنیون استفاده گردید.

ویژگی سلول های بنیادی مزانشیمی بند ناف 
سلول های بنیادی مزانشیمی بند ناف چندین ویژگی دارند که 
آن ها را از سایر منابع متمایز کرده است از جمله اینکه 1( با 
 CD34,CD45 حجم زیادی جداسازی می شوند، 2( نسبت به
در  را  ها  آن  توان  می  و  دارند  رشد سریعی   )3 منفی هستند، 
فریزر منجمد و ذخیره کرد و دوباره ذوب کرد، 4( بصورت کلنی 
گسترش می یابند، 5( به راحتی پروتئین های میزبان را بیان 
می کنند )HLA-DR , HLA-ABC )6 ، )21 ، 18 و CD106 را 
به مقدار خیلی کم بیان می کنند )سیستم ایمنی ضعیفی دارند( 
)8 ،16( و 7( سلول های بنیادی رویانی به خاطر فعالیت آنزیم 
اما سلول های  تبدیل می شوند  تومور  به  پیوند  از  بعد  تلومراز 
بنیادی ژله وارتون سرطان زا نمی باشند )13( .سیتوکین ها4 : 
خونسازی یعنی تکوین سلول های خونی بالغ در نتیجه تکثیر 
پیش سازهای متعهد5 و تمایز پیش سازهای اولیه به سلول های 
خونی می باشد که سیتوکین های فراوانی به تمایز این سلول 
ها تأثیر می گذارند )3 ،12(. بیش از 20 محلول تنظیم کننده 
خونی در گردش خون محیطی وجود دارد)5 ،6( . فاکتورهای 
کلنی  کننده  تحریک  فاکتور  نظیر  کلنی  کننده  تحریک 
 ماکروفاژ (M-CSF) 6، فاکتور تحریک کننده کلنی گرانولوسیت
(MG- 7 فاکتور تحریک کننده ماکروفاژ-گرانولوسیت(G-CSF)

(CSF 8 و فاکتور تحریک کننده کلنی چندگانه9 یا اینترلوکین 3 

(multi-CSF or IL-3) است )15(که این سیتوکین به فراوانی در 

بافت ریه وجود دارد و توسط سلول های اندوتلیالی ریه و سلول 
آلوئولی نوع II تولید و ترشح می شود )11(. در این پژوهش نحوه 
بند بنیادی  های  آوردن سلول  به دست  و چگونگی  جداسازی 

ناف بعد از زایمان با تأیید فرم رضایت نامه والدین مورد استفاده 
قرار گرفته است.

مواد و روش ها

وارتون  ازژله  مزانشیمی  بنیادی  سلول  جداسازی  روش 
بندناف انسانی

)بیمارستان  بیمارستان  از  فیزیولوژیکی  سرم  داخل  ناف  بند 
درمان  و  درمانی  سلول  )مرکز  آزمایشگاه  به  اردبیل(  علوی 
ناباروری اردبیل( انتقال داده شد. سپس برای ضدعفونی درون 
الکل 70% بمدت 30 ثانیه قرار گرفت و زیر هود به بشر حاوی 
دو  قطعات  به  ها  ناف  بند  شد.  داده  انتقال  فیزیولوژیکی  سرم 
 Hanks حاوی  دیش  پتری  داخل  و  شد  بریده  سانتیمتری 
اپیتلیوم  شد.  گذاشته   Balanced Salt Solution (HBSS)

بندناف بریده شده و به آرامی رگ ها از بند ناف جدا گردیدند. 
 HBSS تکه های ژله وارتون به آرامی برداشته شدند و به ظرف
منتقل شدند. قطعات ژله وارتون با اسکالپل قطعه قطعه و ریز 
 DMEM(GIBCO,UK) حاوی T25 شدند. قطعات در فلاسک
 (Fatal و %15   (Dulbecco’s Modified Eagle´s Medium) 

(FBS)SIGMA-Aldrich) bovine serum ، 1% آنتی بیوتیک 

به  فلاسک  شدند.  داده  کشت  سیلین/استرپتومایسین(  )پنی 
انکوباتور با دمای C˚37 رطوبت 95% و co2 5% منتقل و بعد از 

3 روز محیط کشت فلاسک تعویض شد. 

فلوسایتومتری سلول های بنیادی ژله وارتون

سلول های بنیادی ژله وارتون بعد از پاساژ اول به دانشگاه علوم 
پزشکی انتقال و بر اساس مراحل زیر مورد آزمایش قرار گرفتند. 
سوسپانسیون از سلول با حجم 50 مایکرولیتر و 10 مایکرولیتر 
لوله  به  را   (CD90 and CD105)  FITCبا کونژوگه  بادی  آنتی 
مخصوص فلوسایتومتری انتقال داده و میزان بیان این مارکر ها 
بررسی شد. از آنجایی که دو آنتی بادی مذکور با FITC کونژوگه 

بوده اند، میزان بیان این مارکرها بطور جداگانه بررسی گردید.
 1-Perivascular space
2-Intravascular space
3-Subamnion
4-Cytokine
5-Commitment progenitors
6-Macrophage colony-stimulating factor
7-Granulacyte colony-stimulating factor
8-Granulocyte-Macrophage colony-stimulating factor
9-Multi colony-stimulating factor
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روش تهیه عصاره ریه موش

در این تحقیق از 20 موش صحرایی 120 گرمی تهیه شده از 
دانشگاه تربیت معلم کرج استفاده شد. بافت ریه جدا شده در 
سرم فیزیولوژیی استریل شستشو داده شد و به مدت 20 دقیقه 
در محلول  ضدعفونی کننده قرارگرفتند و در زیر هود به پتری 
دیش حاوی محیط کشت DMEM انتقال داده شدند. بافت به 
خوبی خرد شد و در داخل هاون خوب له شد )برای هر ریه، 10 
میلی لیتر محیط( بعد سانتریفوژ با دور 6000g در 15 دقیقه 
دمای 4- درجه سانتی گراد انجام گردید و در نهایت عصاره ریه 

در دمای 85- درجه سانتی گراد نگهداری شد )1(.

بر روی تمایز سلول های  تأثیر عصاره ریه موش  بررسی 
بنیادی ژله وارتون بند ناف 

گروه شاهد از سلول های خونی انسانی تهیه شد. درگروه تجربی 
 FBS به همراه DMEM اول، دوم و سوم لاین سلولی در معرض
و عصاره ریه )القاء کننده( به نسبت 1:1 ، 3 :1 و3:1 قرار گرفتند. 

یافته ها 

بعد از گذشت یک هفته سلول های بنیادی مزانشیمی به صورت 
هاله ای اطراف بافت ژله وارتون انسان دیده شدند و چسبیده 
بودن  بنیادی  اثبات  برای  2و1(  )شکل  بودند.  فلاسک  کف   به 
از  حاصل  نتایج  و  گرفت  انجام  فلوسایتومتری  ها  سلول 
 CD105 و   CD90 مارکر  دو  بیان  دهنده  نشان  فلوسایتومتری 
در سلول های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون بند ناف انسانی بود 
)شکل 3(. دو روز بعد از پاساژ دوم وقتی که 80% کف فلاسک 
پر از سلول شد، عصاره ریه موش روی سلول های بنیادی ژله 
اطراف  تیمار  سوم  روز  در  که  شدند  داده  تأثیر  انسانی  وارتون 
 .)4 )شکل  شدند  جمع  رنگی  تیره  های  گرانول  سلول  هسته 
قابل  هفتم  روز  در  خونی  های  سلول  تجربی  گروه  سه  هر  در 
مشاهده بودند. در این پژوهش وجود سلول های خونی با رنگ 
آمیزی گیمسا نیز اثبات گردید )شکل 5(. بر اساس آنالیز آماری 
 (P<0.05) %25 میزان ائوزینوفیل در نمونه های تجربی Tukey

اختلاف معنی داری را در مقایسه با هر سه نمونه 50% ، 75% و 
 (P<0.05) %75 کنترل نشان داد و همچنین نمونه های 50% و

نوتروفیل،  میزان  داشت.  کنترل  نمونه  با  داری  معنی  اختلاف 
بازوفیل و لوکوسیت در هر چهارگروه یکسان و اختلاف معنی 
داری مشاهده نگردید. لنفوسیت و مونوسیت  هم تغییر معنی 

داری نداشتند.

شکل 1- سلول های بنیادی مزانشیمی در هفته اول  )بزرگنمایی 200(: این 

سلول ها در روز 7 بعد از کشت در فلاسک کشت قابل مشاهده بودند که در 

             . 50mm:هفته اول اندازه بزرگ و گسترده اما تراکم کمی داشتند. نوار مقایسه

  

 14 روز  انسانی  وارتون  ژله  مزانشیمی  بنیادی  های  سلول   -2 شکل 

بنیادی  های   سلول  و  بزرگ  پیکان  با  وارتون  ژله  بافت  )بزرگنمایی100(: 

تراکم  دوم  هفته  در  شود.  می  داده  نشان  کوچک  پیکان  با   مزانشیمی 

سلول ها افزایش یافته و اندازه آن ها کوچک و فشرده به هم می شود. نوار 

. 100mm:مقایسه

   

شکل 3- سلول های ژله وارتون در پاساژ اول توسط فلوسایتومتری مورد 

آزمایش قرار گرفتند که 77% از سلول ها CD90  و 70% از سلول ها

 CD105 را بیان می کنند.
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شکل 4- سلول های بنیادی مزانشیمی روز سوم تیمار )بزرگنمایی 200(: در 

روز سوم اندازه سلول مزانشیمی کاهش یافته و گرانول های تیره رنگی اطراف 

. 50mm:هسته تجمع یافته اند. نوار مقایسه

بحث 

آزمایشات  طی  همکارانش  و   Venugopal  ،2011 سال  در 
بافت  کشت  روش  با  را  وارتون  ژله  بنیادی  های  سلول  خود 
کشت  روش  از  نیز  حاضر  مطالعه  در  کردند.  جداسازی 
وارتون  ژله  بنیادی  های  سلول  جداسازی  برای  بافت 
فلاسک  کف  به  وارتون   ژله  بنیادی  های  سلول  شد.  استفاده 
تشکیل  فیبروبلاستی  شبه  کلنی  شکل  و  چسبند   می 
 می دهند که در شرایط آزمایشگاهی در سرم جنین گاوی رشد 

شکل 5 - رنگ آمیزی گیمسا گروه تجربی  3: 1 (400X): سلول خونی 

در گروه تجربی 25% )غلظت 25% عصاره ریه( قابل مشاهده هستند. سمت 

راست بازوفیل و سمت چپ پلاسماسل را نشان می دهد.

مختلفی  رشد  فاکتورهای  حضور  در  است  ممکن  یابند و  می 
ویژگی های خاصی را هم بیان کنند )7 ،10(. در این پژوهش 
سلول های بنیادی ژله وارتون در هفته اول کشت مشاهده شدند 
که تعداشان خیلی کم بود و  بر اساس یافته های Gronthos و 
همکارانش در سال 1995 و Kuznetsov و همکارانش در سال 
1997 این سلول ها بصورت کلنی شکل، کشیده و پهن دیده 
شدند و در پژوهش حاضر نیز سلول ها به سرعت تکثیر شدند 
و با گذشت زمان به تعداد سلول ها افزوده شد و اندازه آن ها 
کوچک و بهم فشرده شد. Weiss و Troyer در سال 2006 بیان 

نمودار 1- مقایسه نوتروفیل، ائوزینوفیل، بازوفیل، لوکوسیت، لنفوسیت و مونوسیت در نمونه های کنترل، تجربی 1 )غلظت 25% عصاره ریه(، تجربی 2 )غلطت %50 

.(  ± SE) (*P<0.05, **P< 0.01, ***P< 0.001) )عصاره ریه( و تجربی 3 )غلظت 75% عصاره ریه
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CD90 و CD105 را روی سطح سلول های بنیادی ژله وارتون 

مارکرهای سطحی  که  دادند  گزارش  همچنین  و  کردند  اثبات 
سلول های بنیادی ژله وارتون در پاساژ اول بیان بیشتری دارند 
و با گذشت زمان در پاساژهای بعدی میزان بیان این مارکرها 
با  ها  سلول  بودن  بنیادی  نیز  مطالعه  این  در  یابد.  می  کاهش 
آزمایش فلوسایتومتری دو مارکر CD90 و CD105 مورد بررسی 
 Burg .قرار گرفت و سلول ها نسبت به این مارکرها مثبت بودند
یا  ها  سیتوکین  که  دادند  نشان   2001 سال  در  همکارانش  و 
یافت  ریه  بافت  در  فراوانی  به  کننده خون  تحریک   فاکتورهای 
های  سلول  و  ریه  اندوتلیالی  های  سلول  توسط  و  شوند  می 
آلوئلی نوع II تولید و ترشح می گردند. در پی کارهای گذشته 
بنیادی  های  سلول   ،88 سال  در  همکارانش  و  حیاتی  دکتر 
سلول  به  موش  ریه  عصاره  تأثیر  با  موش  ناف  بند  مزانشیمی 
های خونساز تمایز یافتند. در این پژوهش نیز بر اساس کارهای 
GM- گذشته از بافت ریه موش که حاوی سیتوکین هایی مثل

CSF است استفاده شد و چون منبع سلول های بنیادی از ژله 

برابر  این سلول ها در  انسانی بود احتمال می رفت که   وارتون 
طول  در  اما  ندهند  نشان  العملی  عکس  موش  های  سیتوکین 
انسانی دارای گیرنده  این پژوهش مشاهده شد که سلول های 
های برای سیتوکین های موش هستند و نتیجه گیری شد که 
به احتمال زیاد رسپتورهای موش و انسان هیچ گونه اختلافی 

باهم نداشته باشند. 

نتیجه گیری 

روش کشت بافتی برای جداسازی سلول های بنیادی ژله وارتون 
انسانی مناسب می باشد و تمایز آن ها تحت تأثیر فاکتورهای 
رشدی عصاره بافت ریه موش به سلول های خونی امکان پذیر 
می باشد به عبارت دیگر در آینده می توان با تأثیر عصاره بافت 
انسانی،  منشا  با  تجاری  های  سایتوکاین  یا  انسان  اهدایی  ریه 
از  بسیاری  برای  که  کرد  ایجاد  انسانی  خونی صددرصد  سلول 
گیرد. قرار  استفاده  مورد  ها  کلینیک  در  خونی  های  بیماری 

تشکر و قدردانی

درمان  و  درمانی  سلول  مرکز  پرسنل  کلیه  از  وسیله  بدین 
ناباروری استان اردبیل و همچنین بخش زنان زایمان بیمارستان 

را در  ما  اردبیل که  بهداشت  و کارشناسان مرکز  اردبیل  علوی 
این پژوهش یاری نمودند، سپاسگزاری می نماییم و از دانشگاه 
علوم تحقیقات تهران بابت  تامین بودجه پژوهش کمال تشکر 

را داریم.
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