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  چكيده 
سلول هاي بنيادي سلول هايي با پتانسيل تمايزي گسترده، در مراحل : زمينه و هدف

 بافت صدمه ديده ايفاي نقش توانند در ترميم و بازسازي يكمختلف تكويني هستند كه مي
هاي اين سلول ها داراي ويژگي خود نوزايي بوده و قادرند براي مدت طولاني سلول. كنند

مشابه خود را توليد كنند، اين خصوصيات سلول هاي بنيادي را كانديد مناسبي در درمان 
 هدف از .)5( ستنموده ا... بيماري هايي نظير بيماري هاي مزمن كبدي، پاركينسون، آلزايمر و 

اين مطالعه بررسي تأثير عصارة كبد بر روي تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي بافت بند ناف 
 به سلول هاي كبدي بوده كه در اين مسير تمايزي سلول هاي شبه  NMRIجنين موش

در مسير تمايز سلول هاي مزانشيمي با مورفولوژي دوكي شكل به . هپاتوسيتي حاصل شدند
 شبه هپاتوسيتي با مورفولوژي سلول هايي چند وجهي، هستة درشت و سيتو پلاسم هايسلول
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گليكوژن در سلول هاي تمايز يافته استفاده شد كه نتيجة آن مثبت بود و .دار تبديل شدنددانه
از تست پريوديك . هاي گليكوژن در سلول هاي تمايز يافته به رنگ قرمز ظاهر گرديدنددانه

  . اثبات اين مورد استفاده شدنيز جهت 1اسيد شيف
 17تا14در اين مطالعه از سلول هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف جنين موش مادة باردار 

سلول هاي بند ناف توسط محلول آنزيم تريپسيناز انكوبه گرديدند و به دنبال . روزه استفاده شد
پليت هاي كشت  سوسپانسيون سلول هاي حاصله در ،آن از طريق عمل مكانيكي پيپت كردن

 هايلين فسفاتاز نيز جهت شناسايي سلولااز كيت تشخيص آلك . خانه كشت داده شدند12سلولي 
 روز از كشت سلول هاي مزبور از تست 30پس از گذشت . بنيادي تمايز نيافته استفاده گرديد

ا عصارة كبدي را ب.  شبه كبدي استفاده گرديدهايپريوديك اسيد شيف براي شناسايي سلول
براي القاي سلول هاي بنيادي مزانشيمي استفاده ) λ50، λ40، λ30، λ15(دوز هاي متفاوت 

  .نددگرديد كه نهايتاً نتايج در چهار گروه تجربي دسته بندي گردي
نتايج اين پژوهش نشان دادند كه سلول هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف موش توانايي تغيير 

ي را دارند كه سلول هاي چند وجهي با هسته هاي درشت و تبديل به سلول هاي شبه هپاتوسيت
و دوز مؤثر عصارة كبدي براي القاي سلول هاي بنيادي . هاي واضح مشخص اندو هستك

  . لاندا مشخص گرديد15مزانشيمي در جهت تغيير و تبديل به سلول هاي كبدي 
 .باشدزانشيمي ميبند ناف جنين موش منبع مناسبي براي به دست آوردن سلول هاي بنيادي م

 آن ها سلول هاي حاصله از القاي ،كه اين سلول هاي داراي مورفولوژي دوكي شكل هستند
  . سلول ها با مورفولوژي چند وجهي و هسته هاي درشت را نشان دادند،توسط عصارة كبدي
هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف، تمايز، هپاتوسيت، توليد گليكوژن،  سلول:واژه هاي كليدي

in vitro.  
  

                                                 
1 Periodic Acid-schiff 
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  مقدمه 
 سال پيش، پيشرفت شگرفي در زيست شناسي و 30با كشف سلول هاي بنيادي حدود 

و   به وقوع پيوست، اين سلول ها به عنوان منبع جديدي از سلول هاي قابل تبديل1طب تجربي
 سلول هاي بنيادي سلول هايي با پتانسيل .)3( جايگزين در درمان هاي سلولي مطرح شدند

الا هستند كه در مراحل مختلف تكوين خود، مي توانند در ترميم و بازسازي يك تمايزي ب
در شرايط مناسب نيز اين سلول ها توانايي تمايز به ساير . بافت صدمه ديده ايفاي نقش كنند

سلول هاي بنيادي داراي دو ويژگي اساسي يعني توانايي  .)3،4(ها و بافت ها را دارندسلول
و ايجاد انواع سلول هاي تمايز ) 2خودنوزايي( هايي با خواص يكسان تقسيم و توليد سلول

سلول هاي بنيادي جنيني :  سلول هاي بنيادي در پستانداران دو گروه هستند.)3( يافته هستند
در جنين در . كه در بلاستوسيست و سلول هاي بنيادي بالغ كه در بافت هاي بالغ يافت مي شوند

 هايي مي توانند به تمام بافت هاي تخصص يافته جنين و سلولحال تكوين، سلول هاي بنياد
هاي پيش ساز براي بدن نقش يك سيستم تعمير كننده را بازي كنند و با جايگزين كردن سلول

 را حفظ كنند... ، چرخه ترميم بافت ها را از جمله خون، پوست، كبد، روده وتخصص يافته
 به سلول هاي بنيادي همه آن هامايز برگشت پذيري هاي بنيادي را بر اساس توان ت سلول.)2(

 توان تمايزيشان كاهش ،كه به ترتيب.  تك توان تقسيم بندي مي كنند وتوان، پرتوان،چند توان
 و نيز فعاليت آلكلين OCT4, SSEAs ماركر هاي سلول هاي بنيادي شامل .)2( يابدمي

ان بالايي از فعاليت آلكلين فسفاتازي را فسفاتازي هستند كه سلول هاي تمايز نيافته جنيني ميز
 از منابع سلول هاي مزانشيمي غير از .)2(دهندهم در سطح خود و هم در سيتوپلاسم نشان مي

اخيراً سلول هاي مزانشيمي را از منابع  مغز استخوان، كه به راحتي جدا و كشت داده مي شوند،
 و ،، بافت پيونديخون محيطيفرعي ديگري مانند بافت چربي، بافت جفت و بند ناف، 

ي اسكلتي، پانكراس، كبد، دندان هاي شيري، مايع آمينوتيك و خون بند ناف جدا ماهيچه
  .)5،4( تر مي باشنداند كه در مقايسه با سلول هاي مغز استخوان، اين منابع در دسترسكرده

                                                 
1 Experimental  medicine 
2 Self Renewal 
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  مواد و روشها
تيتو پاستور تهران استفاده  تهيه شده از انس NMRIدر اين پژوهش از موشهاي سوري نژاد

گرديد و روز مشاهدة پلاك واژينالي روز صفر بارداري موش هاي ماده در نظر گرفته شد و 
  . روزه استفاده گرديد17 الي 14براي گرفتن بند ناف از موش هاي حاملة 

  آن هاي بافت بند ناف و كشت اوليه جدا كردن سلول هاي بنيادي مزانشيم
 و بتادين بافر ساليندن از رحم مادر در ظرف استريل حاوي محلول ها پس از جدا شجنين

قرار داده شدند و در زير هود لامينار بافت بند ناف از جفت جدا گرديد و درون ظرف استريل 
. ديگري حاوي محيط كشت قرار داده شدند و تا حد امكان به قطعات ريزتري تقسيم شدند

شت درون اپندروف هاي ويژه سانتريفيوژ يخچالدار اين قطعات ريز به همراه محلول محيط ك
نشين تقسيم بندي شدند و پس از سانتريوفيوژ مايع رويي دور ريخته شد و بر روي سلول هاي ته

 درصد ريخته شد تا سلول ها و بافت ها از هم جدا شوند و پس از عمل 2/0شده ترپيسين 
پس از اين  .وباره سانترفيوژ شدندريخته شد و د محيط كشت آن هاپيپت كردن مجدداً روي 

 هايپليت. مرحله مايع رويي در پليت هاي مخصوص كشت سلول در انكوباتور قرار داده شدند
 درجه سانتيگراد 37همچنين دماي  % Co2 5درصد و % 95كشت در انكوباتوري با رطوبت 

  .نگهداري شدند

  هاي بنيادي مزانشيمي در محيط كشتشناسايي سلول 
 روز از كيت شناسايي فعاليت آلكلين فسفاتازي براي نشان دادن 7طالعه بعد از در اين م

 روز سلول هاي به دست آمده نيز 7كه پس از . هاي بنيادي تمايز نيافته استفاده گرديدسلول
  . داراي ظاهري دوكي شكل و كشيدة به همراه هسته هاي گرد سلول هاي مزانشيمي شدند

  تهية عصارة كبدي
 را بلافاصله آن هاحقيق از كبد موش هاي نابالغ استفاده شد كه پس از جدا كردن كبد، در اين ت

 تا توسط دستگاه هموژنازير به عصارة غليظ كرده زير هود لامينار منتقل ،با استفاده از يخ خشك
  . شد سپس اين عصارة غليظ توسط محلول محيط كشت رقيق تر ،كبدي تبديل گردد
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  نتيجه گيري

كه به هر پليت ميزان درصد .  گروه تجربي تقسيم بندي شدند4كشت سلولي در پليت هاي 
  :كه به صورت ذيل دسته بندي شدند. اضافه گرديدمحيط كشتمشخصي از عصاره و 

   لاندا عصاره كبدي50+ 2محلول محيط كشت  +  1سرم گاوي % 10ميزان : گروه اول 
   لاندا عصاره ي كبدي40+  محلول محيط كشت + سرم گاوي% 10ميزان : گروه دوم 
   لاندا عصاره ي كبدي30+ محلول محيط كشت  + سرم گاوي% 5ميزان :  گروه سوم

   لاندا عصاره ي كبدي15+ محلول محيط كشت  + سرم گاوي% 5ميزان :  گروه چهارم
هاي حاملة  پس از جدا سازي و كشت سلول هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف جنين موش

هايي كه سلول.  با ميكروسكوپ اينورت مورد بررسي و مطالعه قرار داده شدندآن ها روزه 17- 14
فيبروبلاستي با مورفولوژي كشيده به همراه هسته هاي درشت و زوائد سيتوپلاسمي جهت 

ها تعويض  روز يكبار محيط كشت سلول4هر . چسبندگي به بستر پليت كشت سلولي بودند
هاي غلظتند و نيز هر چهار روز يك بار عصاره با ف شدذشد و سلول هاي مرده از محيط ح

 سلول ها در گروه ها پليت.گفته شده در دسته بندي فوق به پليت هاي كشت اضافه گرديد
سوم و چهارم ميزان سلول هاي مردة كمتر و تمايز بالاتري را به نسبت دو گروه ديگر از خود 

تري از نشان داد كه با ميزان درصد پايين 4و اما بهترين نتيجه را گروه تجربي . نشان دادند
در نهايت در روز .  نتيجة بهتري حاصل گرديدسرم گاويعصارة كبدي و ميزان پايين تري از 

هاي  مشابه سلولي سلول هاي شبه كبدي با ساختار، پس از تأثير اولين دوز عصارة كبد30
مراه هسته هاي درشت در مركز  اين سلول ها با مورفولوژي مكعبي و به ه،كبدي تمايز يافتند

. سيتوپلاسم و سيتوپلاسم دانه دار كه از نشانه هاي سلول هاي كبدي مي باشد از خود نشان دادند
 با باشد،توجه به اينكه گليكوژن يكي از شاخص هاي تمايز سلول هاي تمايز يافتة كبدي مي با

ن سنتز گليكوژن را در سطح استفاده از تكنيك رنگ آميزي پريوديك اسيد شيف مي توان ميزا
 سلول هاي حاصل شده مورد سنجش قرار داد و دانه هاي گليكوژن با اين تست ظاهر شدند

 .)3شكل (و ) 2شكل )(1شكل (

                                                 
1 FBS (Fetal Bovine SerumI) 
2 DMEM 
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 رنگ ، در اين تصوير هستة در حال تقسيم و سيتوپلاسم دانه دار يك سلول چند وجهي شبه كبدي مشخص است:)1(شكل

ل بر حضور گليكوژن در سيتوپلاسم سلول بوده كه بر اثر واكنش مثبت به تست پريوديك اسيد رمز در سيتوپلاسم سلول دليق
 .شيف به رنگ قرمز در آمده است

  
 ،انده هاي درشت در مركز سلول ها مشخص در اين تصوير چند سلول شبه كبدي چند وجهي شده به همراه هست:)2(شكل

  . اسيد شيف داردرنگ قرمز نشان دهندة تأثير مثبت تست پريوديك
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تصوير يك سلول چند وجهي به همراه هسته مركزي كه در اين تصوير مي توان رنگ قرمز بر اثر تست پريوديك ) 3(شكل

 اسيد شيف را تشخيص داد

  بحث
 سال پيش كشف شدند و باعث 30هاي بنيادي سلول هايي هستند كه در حدود سلول

 هاآنكه از ويژگي هاي  ،)2( جربي شدندي زيست شناسي و طب تپيشرفت عظيمي در حوزه
 تمايز بالاي آنان به انواع داشتن توان خود نوسازي و قدرت تقسيم ميتوزي بالا و قدرت

 از مهم ترين سلول هاي بنيادي بالغ جنيني مي توان به .)6( هاي تخصص يافته مي باشدسلول
يادي مزانشيمي در مغز حضور سلول هاي بن .)3( هاي بنيادي مزانشيمي اشاره كردسلول

 140در حدود  1كوهنايماستخوان براي اولين بار توسط يك پاتولوژيست آلماني موسوم به 
هاي بنيادي مزانشيمي واقع در مغز  متعاقب آن سلول.)3،2(  كشف شد)1867(سال پيش

هد  شناسايي شدند اما شوا1966 در سال 3پتراكواو  2 فردنشتيناستخوان براي اولين بار توسط

                                                 
1 Cohnheim 
2 Friedenstein 
3 Petrakova 
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بعد از اين كشف، .  ارائه شد1970 در اواسط سال فردنشتين قطعي وجود اين سلول ها توسط
 و همكاران تا 2اونو همكاران ،  1پرايسزمااين مطالعات توسط چندين محقق ديگر به ويژه 

  ) 2،3( ادامه پيدا كرد1980سال 
اي بنيادي  و همكاران در تجربيات خود براي اولين بار سلول ه3 لي2004در سال 

در مطالعة  ).3(مزانشيمي مغز استخوان انسان را در محيط كشت به هپاتوسيت تمايز دادند
 و همكاران صورت پذيرفت، تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز 4انگديگري كه توسط 

 5هنگ .)2( بررسي كردنداستخوان انسان را در شرايط سه بعدي و در حضور فاكتور هاي رشد 

نيز پس از جدا سازي و تخليص سلول هاي بنيادي مزانشيمي از  2005ن در سال و همكارا
 و دگزامتازون و  OSMو  HGFخون بند ناف انسان توانستند اين سلول ها را با استفاده از

ITSدر تحقيق ديگري كه در حضور القا گر.، به هپاتوسيت تمايز دهندFGF-4  و HGF 
 با اين القا گر ها تمايزي نشان ندادند ولي پس از روز  روز از تيمار8صورت پذيرفت پس از 

 درصد سلول ها به صورت گرد و كوچك ظاهر شدند و از حالت 6/63 نزديك به 28
  ) 2،3.(كه همانند سلول هاي اپيتليالي ظاهر گشتند. فيبروبلاستي خود خارج گشتند

 هايهاي بنيادي به سلوللكه در آن از القاي مستقيم سلو مطالعه اي انجام شده 2011در سال 
، Gata4شبه هپاتوسيت با استفاده از فيبروبلاست هاي دم موش و با تأثير فاكتور هاي القايي 

Hnf1α و Foxa3هاي شبه هپاتوسيتي با اند و نتايج آزمايشات آنان سلول بررسي كرده
  .)7( اعمال كبدي  از و همچنين برخييهاي كبدمورفولوژي اپتليالي معمول سلول كبدي، بيان ژن

هاي سازي، تخليص و شناسايي نياي سلولدر حال حاضر پژوهش هايي در خصوص جدا 
تر كبدي در حال انجام است، اما مشكلاتي نظيرحفظ بقاي اين سلول ها در مدت زمان طولاني

  .)8(  و نيز تكثير و ازدياد نياي اين سلول ها مانع از پيشرفت اينگونه مطالعات شده است
ي اين مطالعه، نتايج نشان داد كه سلول هاي بنيادي مزانشيمي تحت تأثير القاي عصارهدر 
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 مورد مطالعه در 2 و1در گروه هاي . كبدي، قادرند به سلول هاي شبه هپاتوسيتي تبديل شوند
 ميان فاز مورفولوژي سلول هپاتوسيتي و مورفولوژي ،هاي مورد استفادهسلول اين تحقيق،

و با گذشت زمان  .تي قرار گرفتندسده ي مختص به سلول هاي فيبروبلادوكي شكل و كشي
 هاي كه با ميزان دوز رقيق تري از عصاره بر سلول4اما در گروه . توزيس گشتندپدچار پيري و آپو

فيبروبلاستي پليت هاي كشت اعمال شده بود و اين پليت ها بعد از گذشت بيست روز از 
نايي تكثيرخود را از دست داده و ديگر تقسيم نشدند و اين زمان تأثير عصاره ي كبدي، توا

ي  از طرف ديگر نيز ميزان تناسب اندازه.نشان از تأثير عصاره داشته است و القا انجام شده است
ي هسته ي سلول به نسبت  كاهش يافته بود بدين معني كه اندازهآن هانوكلئوپلاسم به هسته 

، ) پس از اعمال عصاره25E( تمايز 25همچنين در روز . ه بودي سيتوپلاسم افزايش يافتانداره
اين تقسيم سلولي در واقع . تعداد كمي از سلول ها داراي هسته تقسيم شده و متوازن گشتند

 28اين روند تمايزي در روز . ي انجام تمايز در سطح سلول شبه هپاتوسيتي بوده استنشانه
سيع گشتند، كه در حقيقت اين تغييرات شباهت متوقف شد و سلول ها داراي سيتوپلاسمي و

  .زيادي با مورفولوژي يك سلول كبدي را نشان مي داد
، OSM ،FGF(بر خلاف تحقيقات پيشين، درمطالعه حاضركه در غياب عوامل القايي نظير

HGF،DEX با توجه به روشي كه در اين مطالعه از آن استفاده شد، .)9(  انجام گرديد ).. و 
 روز به 30 در محدوده ي زماني NMRIهاي فيبروبلاستي بنيادي بند ناف موش لتمايز سلو

ودر اين تحقيق سلول هاي بنيادي مزانشيمي را با  .هاي شبه هپاتوسيتي انجام پذيرفتسلول
هاي  و سلول كرده ، تيمارλ15 و در نهايت λ50 ، λ40، λ30عصاره ي كبدي در رقت هاي 

ز القا قرار گرفتند و سپس در برابر تست پريوديك اسيد شيف از فيبروبلاتسي مزانشيمي در فا
تست پريوديك اسيد شيف براي اثبات حضور گليكوژن به كار  .دادندخود واكنش مثبت نشان 

شود و سلول هاي شبه كبدي حاصل شده در اين مطالعه نيز به دليل سنتز گليكوژن در برده مي
  .ريوديك اسيد شيف به رنگ قرمز در آمدندبرخي نواحي سلول در اثرواكنش به تست پ

  نتيجه گيري

در اين مطالعه ميزان دوز مؤثر عصاره كبدي در القاي سلول هاي بنيادي مزانشيمي مورد 
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نتايج به دست آمده گوياي تأثير عصاره ي كبد روي سلول هاي بنيادي . بررسي قرار گرفت
ميزان دوز عصاره ي مؤثر در . ده استمزانشيمي در غياب فاكتور هاي رشد و القايي معمول بو

هاي سلول روز تعداد سلول ها كم اما 30 لاندا بوده كه در نهايت با گذشت تقريباً 15اين تغيير 
ي درشت و سلول هاي چند وجهي، هسته(باقي مانده مورفولوژي سلول هاي كبدي 

) ريوديك اسيد شيفتست پ(با تست ذخيره ي گليكوژن . نشان دادندرا ) سيتوپلاسم دانه دار
  .ذرات گليكوژن به رنگ قرمز در سطح سيتوپلاسم سلول ظاهر گشتند

هاي بدن از جمله عصاره كبد جنين نتايج اين پژوهش نشان داد كه عصاره هاي طبيعي بافت
  .هاي شبه كبدي شوندهاي بنيادي مزانشيمي بند ناف به سلولتوانند سبب القاء تمايز سلولمي
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