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هاي  هاي ترشح كننده انسولين از سلول تأثير عصاره پانكراس بر تمايز سلول
  بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش كوچك آزمايشگاهي
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  :مقدمه
هاي  ي تخريب سلول ديابت نوع يك در نتيجه

مشتق از  (killer cells)بتا توسط سلول هاي قاتل 
تا به امروز  البته. )1(شود  حاصل مي T هاي لنفوسيت

ي قطعي وجود ندارد، تزريق انسولين و يا روش درمان
استفاده از . استفاده از داروهاي خوراكي رايج است

هاي جزاير لانگرهانس به  روش پيوند پانكراس و سلول
به علت كمبود افراد . شود منظور درمان نيز استفاده مي

اهدا كننده و به خصوص رشد روز افزون بيماري ديابت 
استفاده . محدوديت شده استاستفاده از اين روش دچار 

هاي  مانند سلول (stem cells)هاي بنيادي  از سلول
هاي بنيادي جنيني كه توانايي تمايز  بنيادي بالغ و سلول

تواند به عنوان روش  هاي بتا را دارند مي به سلول
دو نوع سلول ). 2(درماني جديدي در نظر گرفته شود 

هاي بنيادي  بنيادي در مغز استخوان وجود دارد، سلول
 هاي بنيادي غير خون ساز كه  خون ساز و سلول

هاي  سلول. شود هاي بنيادي مزانشيم ناميده مي سلول
 (Mesenchymal Stem Cells= MSCs)بنيادي مزانشيم 

هاي سلولي ماهيچه،  تحت شرايط خاص به دودمان

  :چكيده
 هاي بتاي جزاير پانكراس ايجاد  ايمني سلول ي تخريب خود ديابت نوع يك در نتيجهبا  :زمينه و هدف

توانند به عنوان منابع احتمالي براي  ول هاي بنيادي ميدهد بسياري از انواع سل مطالعات اخير نشان مي. شود مي
 در اين مطالعه تمايز  .در نظر گرفته شوند (IPCs)هاي قابل پيوند توليد كننده انسولين  دست آوردن سلوله ب

هاي مولد انسولين با استفاده از عصاره پانكراس موش مورد  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان به سلول سلول
  .قرار گرفت بررسي

هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش كوچك  در اين مطالعه تجربي آزمايشگاهي از سلول :روش بررسي
هاي تمايز يافته با استفاده از رنگ  سلول. هاي انسولين ساز استفاده شد آزمايشگاهي براي تمايز به سلول

ضد رسپتور بتاي انسولين مورد ارزيابي قرار  پروانسولين و - هاي ضد انسولين بادي اختصاصي ديتيزون و آنتي
بررسي  RT-PCRها با روش  در اين سلول pdx-Iهاي پانكراسي يعني  همچنين بيان ژن اختصاصي سلول. گرفتند

  .شد
. هاي بتاي پانكراس نشان دادند هاي تمايز يافته مشتق از روش مستقيم مورفولوژي مشابه با سلول سلول :يافته ها

بيان ژن  RT-PCRنتايج بررسي . يزون مثبت به صورت دستجات قرمز ارغواني ديده شدندسلول هاي ديت
ايمنوفلورسنس وجود نشانگرهاي . داد هاي تمايز مستقيم نشان را در سلول) pdx-I(هاي بتا  اختصاصي سلول
  .ها به اثبات رساند هاي بتا را دراين سلول اختصاصي سلول
مي توانند در حضور  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان ان داد كه سلولنتايج اين مطالعه نش :نتيجه گيري

 هاي بتا از  لذا استفاده از اين نتايج توليد سلول ؛هاي مولد انسولين تمايز يابند عصاره پانكراس به سلول
 .كند هاي بنيادي در شرايط آزمايشگاهي را تسهيل مي سلول

  
ساز،  هاي انسولين ، سلولي پانكراس، تمايز استخوان، عصاره يمي مغزهاي بنيادي مزانش سلول :هاي كليدي واژه
  .هاي بتاي پانكراس سلول
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هاي  سلول. يابد استخوان، چربي و غضروف تمايز مي
يي بازآرايي و ترميم و همچنين اثرات بنيادي مزانشيم توانا

تواند در پيوند به ميزبان  ي ايمني كه ميه سركوب كنند
 گزارش شده است كه  اخيراً. )3(مفيد باشد 

هاي مزانشيمي مغز استخوان جوندگان توانايي و  سلول
 in vitroساز را در محيط  هاي انسولين ظرفيت توليد سلول

هاي بنيادي  ر تمايز سلولفاكتورهاي مختلفي ب). 4(دارند 
هاي  در طي مراحل نمو پانكراس، پيام. گذارد اثر مي

پانكراس در . )5(كنند  سلولي تمايز اين اندام را كنترل مي
كند كه باعث تمايز  حال تكوين فاكتورهايي توليد مي

ي  هاي توليدكننده هاي بنيادي به سمت سلول سلول
، فاكتور شبه از جمله اين فاكتورها. شود انسولين مي

، (Insulin Like growth Factor II= IGFII) 2- انسوليني
، (Neural growth Factor= NGF)فاكتور رشد عصب 

 ،(Fibroblastic growth Factor=FGF)فاكتور رشد فيبروبلاستي 
توانند به تمايز  و رتينوئيك اسيد است كه مي A اكتيوين
ر طي تكوين د. )6(هاي بتاي پانكراس كمك نمايند  سلول

 و اندام زائي بدن، آندودرم جلويي كه براي تشكيل جوانه
ي پانكراس اختصاصي شده است شروع به بيان فاكتور 

هاي پشتي و شكمي كه از  جوانه. كند مي pdx-Iرونويسي 
ي اطراف روده جلويي حاصل شده اند دچار درون  زائده

وارد ها تكثير يافته و  تليوم آن روي شده و انشعابات اپي
 شوند، سلول ها را احاطه كرده است مي مزانشيمي كه آن

هايي از  هايي كه اطراف مزانشيم هستند با دريافت پيام
بيان  pdx-Iهايي كه  سلول. شوند مزانشيم دچار تمايز مي

هاي دريافتي از مزانشيم هستند  كنند و تحت القاي پيام مي
وجه به با ت. )7(كنند  هاي بتا تمايز پيدا مي به سلول

ي تكوين در بافت پانكراس، اين  فاكتورهاي القا كننده
ي پانكراس   پژوهش با هدف ارزيابي اثر القايي عصاره

هاي  گرفته شده از پانكراس در حال تكوين بر تمايز سلول
 كننده هاي توليد  بنيادي مزانشيمي مغز استخوان به سلول

ه انجام شد (Insulin-producing cells= IPCs)انسولين
  .است

 :وش بررسير

در اين مطالعه تجربي آزمايشگاهي از موش كوچك 
موش نر و موش باردار . استفاده شد balb/cآزمايشگاهي نژاد 

ي حيوانات دانشگاه علوم پزشكي  از لانه) در انتهاي بارداري(
هاي بنيادي  سلول .شهركرد تهيه شد و مورد استفاده قرار گرفت

جدا ي ا هفته 4- 8ن و ساق موش مزانشيمي از مغز استخوان را
ها با استفاده از محيط كشت  مغز استخوان نمونه. شد

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Low-glucose  
)DMEM-LG) (Gibco( سيلين  پني% 1همراه  به)Sigma( 

 ي سرنگ يك ميلي به وسيله )Sigma( و استرپتومايسين
 4ه در دماي مغز استخوان استخراج شد. ليتري تخليه شد

دقيقه  5به مدت  rpm 2500 گراد و ي سانتي درجه
رسوب سلولي حاصل با محيط كشت . سانتريفوژ شد
DMEM-LG  م سر% 15محتويFetal bovine serum 

(FBS) )Sigma( هاي  حل و به فلاسكT25 منتقل شد .
 DMEM-LGبار با  محيط كشت هر دو روز يك

ا در روز ه سلول. تعويض شد FBSسرم % 15محتوي 
 ethylenediamineو  %25با استفاده از تريپسين  14-10

tetra acetic acid )EDTA (5/0 مولار  ميلي)Sigma( 
رسوب سلولي حاصل با محيط كشت . واكشت شدند
DMEM-LG  سرم % 15محتويFBS هاي  به فلاسك

اي حاوي لامل استريل  هاي شش خانه جديد و يا پليت
گراد و فشار  درجه سانتي 37منتقل و در شرايط دماي 

5 %CO2 انكوباتور نگهداري شد.  
به منظور تهيه عصاره پانكراس، پانكراس نوزاد 

 PBSاي موش كوچك آزمايشگاهي جدا و با  يك هفته
بافت پانكراس در هموژنايزر محتوي . شستشو داده شد

ي  ليتر مهاركننده ميكرو10و  PBSيكروليتر م 990
 ،)Phenyl methyl sulfonyl fluoride(پروتئاز 

)Sigma (درجه  4محلول حاصل در دماي . همگن شد
 rpmدقيقه و  10به مدت  rpm 3000گراد و  سانتي

محلول رويي . دقيقه سانتريفوژ شد 20و به مدت  12000
براي تعيين غلظت پروتئين . جدا و رسوب دور ريخته شد
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استفاده  )Sigma(موجود در عصاره از روش بردفورد 
درجه  -70صاره تا زمان استفاده در دماي ع. شد

 .)8( سانتيگراد نگهداري شد

هاي بنيادي مزانشيم مغز  براي تمايز سلول
هاي واكشت دوم به صورت تك لايه  استخوان، سلول
 آنتي% 1و  FBSسرم % DMEM-LG ،3با محيط كشت 

پس از رسيدن . بيوتيك در انكوباتور كشت داده شدند
لي مناسب به مدت شش تا ده روز ها به تراكم سلو سلول

به محيط كشت عصاره پانكراس اضافه و محيط محتوي 
براي تمايز با . عصاره هر دو روز يكبار تعويض شد

هاي نستين مثبت از محيط كشت  روش انتخاب سلول
DMEM/F12 در ابتدا براي . بدون سرم استفاده شد

هاي با پيش ساز نستين مثبت محيط  جداسازي سلول
 ITSFn )medium serumمحتوي  DMEM/F12كشت 

free( هاي  در اين مرحله سلول. ها اضافه شد به سلول
سپس به . دندشنستين مثبت باقي مانده و بقيه حذف 

 N2منظور تحريك تكثير سلولي افزودني هايي مانند 
)Gibco( ،B27 )Gibco(فاكتور رشد فيبروبلاستي نوع ، b 

در . شد شت اضافهو فاكتور رشد اپيدرمي به محيط ك
انتها به منظور القاي تمايز به اين محيط عصاره پانكراس 

  .افزوده شد
براي بررسي مورفولوژيك سلول هاي تمايز 

 .استفاده شد) Dithizone(يافته از رنگ آميزي ديتيزون 
ليتر دي متيل  ميلي 5در  )Merck( ميلي گرم ديتيزون 50

حل و  )Dimethyl sulphoxide) (Sigma(سولفوكسيد 
درجه سانتيگراد  -20به عنوان محلول استوك در دماي 

در هنگام استفاده ديتيزون با غلظت نهايي . نگهداري شد
دقيقه در  15ها اضافه و به مدت  ميكرومولار به سلول 10

ي اين  هايي كه در نتيجه سلول. انكوباتور انكوبه شد
هاي توليد  رنگ آميزي به رنگ قرمز درآمدند سلول

 Hank’sپس از شستشو با. ي انسولين بودند دهكنن

balanced salt solution  )HBSS(  محيط و افزودن
. ها به انكوباتور برگردانده شد كشت تمايزي سلول
هاي تمايز   هاي تمايز يافته و سلول  جهت شمارش سلول

براي هر نمونه پنج ). 23(نيافته از لام نئوبار استفاده شد 
هاي  به اين صورت كه سلول. بار شمارش تكرار شد

آميزي شده تريپسينه و بعد از سانتريفوژ با استفاده  رنگ
از لام نئوبار و ميكروسكوپ نوري براي شمارش 

-Chiاعداد حاصله با استفاده از آزمون . مشاهده شدند

square تجزيه و تحليل و نتايج آن ارائه شد.  
براي تشخيص وجود نشانگرهاي سلول هاي بتا 

ول هاي تمايز يافته از روش ايمنوفلورسنس در سل
سلول هاي تمايز يافته پس از دو بار شستشو  .استفاده شد

دقيقه در  20به مدت % 4ها با پارافرمالدئيد  سلول PBSبا 
پذيري با  افزايش نفوذ. محيط آزمايشگاه تثبيت شدند

دقيقه  30به مدت % 10و سرم بز نرمال% X-100 3تريتون 
بار و هر بار به  دو PBSسپس با . انجام شددر انكوباتور 

  ها با  پس از آن سلول. دقيقه شستشو شد 5مدت 
و  )Sigma(پروانسولين  -ي ضد انسولين بادي اوليه آنتي

 )Sigma(ي ضد رسپتور بتاي انسولين  بادي اوليه يا آنتي
ضد  IgGآنتي بادي . به مدت دو ساعت انكوبه شدند

 fluorescence isothiocyanateموشي متصل به 

)FITC( بادي  كه در بز تهيه شده بود به عنوان آنتي
ها با  سپس نمونه. به كار گرفته شد )Sigma(ثانويه 

چسبانده، با لاك ناخن عايق و  )Acros(% 70گليسرول 
  ).23(با كمك ميكروسكوپ فلورسنس بررسي شد 

هاي  به منظور بررسي بيان ژن اختصاصي سلول
. استفاده شد RT-PCRاز روش  pdx-I انسولين ساز يعني

) RNA )Qiagenاستخراج  در ابتدا با استفاده از كيت
گرم از  يك ميكرو. سلول استخراج شد RNAكل 

RNA  استخراج شده با استفاده از كيتRevert AidTM 

H-Minus First Strand cDNA synthesis 
)Fermentase ( و پرايمرهايRandom hexamer 

primer  وOligo primer )Fermentase ( نسخه برداري
 RNAي كنترل منفي نيز استخراج  از نمونه. معكوس شد
توليد شده به عنوان الگو  cDNAسپس از . به عمل آمد
توالي پرايمرهاي مورد نياز . استفاده شد PCRبراي انجام 

  :در اين مطالعه با مشخصات زير استفاده شد
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Pdx-I F: 5-CCT-TCC-CGT-GGA-TGA-AAT-CC-3  
Pdx-I R: 5-GTC-AAG-TTC-AAC-ATC-ACT-GCC-3'  

منتقل و با % 1روي ژل آگارز  PCRمحصول 
به منظور اطمينان از . اتيديوم برومايد رنگ آميزي شد

استخراج شده و همچنين درستي مراحل  RNAصحت 
به  )b2M )House Keepingانجام كار از ژن خانگي 

  .عنوان كنترل داخلي استفاده شد
  

  

  :ها يافته
هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان از  سلول

ها  اين سلول. دست آمده ب balb/cموش نر بالغ نژاد 

داراي خاصيت چسبندگي به ظروف پلاستيكي و توانايي 
 تصوير(تشكيل كلوني در شرايط آزمايشگاهي هستند 

ها كروي  در ابتداي استخراج، اين سلول). 1 شماره
ذشت يك هفته به شكل دوكي و شكل بوده و بعد از گ

ها مشابه  شكل ظاهري اين سلول. كشيده در آمدند
با اين  .)1 تصوير شماره(هاي فيبروبلاست است  سلول

هاي فيبروبلاست قابليت تحمل  تفاوت كه سلول
هاي  پاساژهاي متوالي و نيز توانايي تمايز به دودمان

  .مختلف سلولي را ندارند
  

  
  هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از مغزاستخوان موش سلول :1شماره  تصوير

هاي خوني به  ها مانند رده سلول ها حالت كروي داشته و به همراه انواع ديگر سلول بلافاصله پس از استخراج در روز اول سلول )الف
ها  اين سلول. ز بعد از كشتهاي بنيادي استخراج شده با تراكم بالاتر چهارده رو سلول )ب. شوند صورت پراكنده و معلق ديده مي

  .هاي تشكيل شده اشاره دارد پيكان به كلوني. كنند هاي فيبروبلاست پيدا مي و مورفولوژي شبيه سلول تشكيل كلوني داده
  

هاي حاصل از تمايز با عصاره پانكراس تحت  سلول
هاي  سلول. آميزي اختصاصي ديتيزون قرار گرفتند رنگ

ي بنيادي مزانشيمي مغز ها انسولين ساز مشتق از سلول
استخوان با استفاده از رنگ آميزي ديتيزون به رنگ قرمز در 

 در گروه كنترل منفي يعني سلول). 2 شماره تصوير( آمدند
نيز تعداد  ،ي پانكراس تيمار نشده بودند هايي كه با عصاره

ي تمايز  معدودي سلول قرمز وجود داشت كه نشان دهنده
هاي بتاي  ها به سلول لولخود به خودي تعدادي از س

هاي بنيادي  سلول). 2 شماره تصوير( پانكراس است
به خود  مزانشيمي در حالت آزمايشگاهي قادر به تمايز خود

كاي  آزمون آماري مجذور. هاي انسولين ساز بودند به سلول
هاي تمايز يافته  تعداد سلول نشان داد كه از نظر فراواني نسبي

  بين ميانگين دو گروه كنترل داري تفاوت معني) قرمز(
به اين . وجود دارد) 2/74 ± 8/7(و تيمار ) 8/15 ± 7/8(

هاي قرمز به طور معني  ترتيب كه در گروه تيمار تعداد سلول
  .)P>05/0(داري بيشتر است 
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  هاي رنگ آميزي شده با رنگ اختصاصي ديتيزون تصوير ميكروسكوپ نوري از سلول: 2شماره تصوير

اند و دچار تمايز خود  هاي بنيادي مزانشيمي كه در معرض عصاره پانكراس قرار نگرفته روه كنترل منفي يعني سلولدر گ) الف
هاي  هاي قرمز رنگ يا سلول سلول )ب. اند تعداد كمي سلول ديتيزون مثبت به صورت پراكنده وجود دارد به خودي شده

هاي بنيادي مزانشيمي است كه تحت اثر القايي عصاره  صل از سلولهاي تمايز يافته حا ي سلول ديتيزون مثبت نشان دهنده
  .هاي تمايز يافته اشاره دارد پيكان به سلول. پانكراس قرار گرفته اند

  
فلورسنس به منظور بررسي بيان  در روش ايمنو

ي  هاي توليد كننده فاكتورهاي اختصاصي سلول
پرو  –ضد نشانگر انسولين  هاي اوليه انسولين آنتي بادي

انسولين و ضد نشانگر رسپتور بتاي انسولين به طور 

  هاي   سلول. جداگانه مورد استفاده قرار گرفت
  ي پانكراس قادر به ساز حاصل از اثر عصاره  انسولين

و رسپتور بتاي  انسولين پرو – بيان پروتئين انسولين
  ).3شماره  تصوير(انسولين بودند 

  

  
  هاي حاصل از تمايز به روش ايمنوفلرسنس هاي انسولين ساز در سلول انگرهاي اختصاصي سلولبررسي بيان نش: 3تصوير شماره

هاي بتاي  ، نشانگر ويژه سلولپروانسولين - انسولينهاي تمايز يافته كه بيان  تصوير ميكروسكوپ فلورسنس از سلول) الف
 )د. اي تمايز يافته از همان ميدان ديد با نور مرئيه تصوير ميكروسكوپي سلول )ب. ها نشان مي دهد پانكراس را در اين سلول

، نشانگر ويژه سلول هاي بتاي پانكراس را ي انسولينهاي تمايز يافته كه بيان گيرنده بتا  تصوير ميكروسكوپي فلورسنس از سلول
  ) ج و ز. نور مرئيهاي تمايز يافته از همان ميدان ديد با   تصوير ميكروسكوپي سلول )ر. دهد ها نشان مي در اين سلول

  .بادي اوليه افزوده نشده است ها آنتي هاي كنترل منفي كه در آن نمونه
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هاي  سلول pdx-I ،RNAبراي بررسي بيان ژن 
، )Direct Differentiation(تمايز يافته به روش مستقيم 

هاي  ، سلول)Nestin Positive(و روش نستين مثبت 
منفي و بافت  ي كنترل تمايز نيافته به عنوان نمونه

ي كنترل مثبت استخراج و به  پانكراس به عنوان نمونه
cDNA در نهايت محصول . تبديل شدPCR  روي ژل

ي پانكراس  عصارهنتايج نشان داد كه . آگاروز برده شد
هاي تمايز   در سلول pdx-Iتوانست باعث القاي بيان ژن 

 هاي بنيادي  در سلول pdx-Iدر مورد بيان ژن . يافته شود
هاي مذكور  بنابراين سلول .مزانشيمي باندي مشاهده نشد

  .)4شماره تصوير(. را بيان نكردند pdx-Iژن 
 

  
  

هاي  در سلول pdx-Iبررسي بيان ژن : 3تصوير شماره
  RT-PCRتمايز يافته به روش 

)L :Ladder ؛D.D :هاي تمايز يافته به روش مستقيم؛  سلول
N.P :هاي  نتخاب سلولهاي تمايز يافته با روش ا سلول

  كنترل داخلي؛: b2Mبافت پانكراس، : +contنستين مثبت؛ 
 -cont : كنترل منفي و–cDNA :PCR  بدونcDNA(؛ Pdx-I: 

198 bp ؛b2M: 98 bp 

  
  :بحث

در اين پژوهش پانكراس نوزاد يك هفته اي 
موش كوچك آزمايشگاهي به طور كامل جداسازي شد 

. لقايي استفاده شدي پانكراس به عنوان عامل ا و عصاره
ي  نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه عصاره

هاي بنيادي مزانشيم  پانكراس باعث القاي تمايز سلول

  . شود هاي انسولين ساز مي استخوان به سلول مغز
هاي انسولين ساز حاصل از تمايز قادر به بيان  سلول

پروانسولين و رسپتور  - نشانگرهاي اختصاصي انسولين
را  pdx-Iها ژن  همچنين اين سلول. انسولين بودند بتاي

  .بيان نمودند
تحقيقات نشان داده است، تزريق عصاره 
پانكراس به حيوان ديابتي باعث كاهش موقت قند خون 

ي  عصاره). 9(و كاهش ترشح قند در ادرار مي شود 
هاي گوارشي اثرات  به علت داشتن آنزيم پانكراس

هاي گوارش  حذف آنزيم برداشت ولي با مخربي را در
و اضافه كردن آن به رژيم غذايي انسان ميزان قند خون 

هاي بتا به  تكوين سلول. )9(داد  در ادرار را كاهش مي
ي  مسيرهاي پيام رساني، فاكتورهاي رونويسي تنظيم كننده

هاي  و فاكتورهاي ترشح شده از بافت تمايز سلول
ي طي چندين فاكتور ترشح). 10(اطراف نياز دارد

از جمله . شود ي تكوين پانكراس ترشح مي مراحل اوليه
و رتينوئيك اسيد  A، اكتيوينfgfتوان  اين فاكتورها مي

دهد كه با  مطالعات پژوهشي نشان مي). 11(را نام برد 
هاي  باعث القاي بيان ژن Aافزايش غلظت اكتيوين 

pdx-Iاين فعال سازي . شود ، انسولين و گلوكاگون مي
  در تحريك تمايز  Aثر مستقيم اكتيوين به علت ا

رتينوئيك ). 12(هاي مزانشيمي پانكراس است  سلول
هاي  در جوانه pdx-Iاسيد براي القاي بيان ژن 
مطالعات نشان ). 13(باشد  آندودرمي پانكراس كافي مي

هاي  كنش دهد كه تكوين پانكراس شامل بر هم مي
ي در ها ها بين سلول هم كنش سلولي است و اين بر

از . ها است حال تكوين و بافت مزانشيم اطراف آن
آنجايي كه تكوين پانكراس موش تا دو هفته اول بعد از 

شود، احتمالاً قادر به توليد فاكتورهاي  تولد كامل نمي
هاي بتا در شرايط آزمايشگاهي  لازم براي تمايز سلول

توان به فاكتور شبه  از جمله اين فاكتورها مي. است
نتايج ). 14(و فاكتور رشد عصب اشاره كرد  II انسولين

ي  دهد كه عصاره پژوهش حاضر به خوبي نشان مي
پانكراس احتمالاً به دليل دارا بودن چنين فاكتورهايي 
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هاي بنيادي مزانشيمي  تواند باعث القاي تمايز سلول مي
. ي انسولين شود هاي توليد كننده مغز استخوان به سلول

  را بيان  pdx-Iته فاكتور رونويسي هاي تمايز ياف سلول
براي ادامه روند  pdx-Iفاكتور رونويسي ). 17(كنند  مي

احتمالاً . ها بسيار مهم است تحريك و ترشح سلول
  هاي پانكراس را تنظيم  مكانيسم تمايزي در سلول

در اين ). 7(كند و در طي تكامل حفظ شده است  مي
از در غلظت هاي انسولين س پژوهش القاي فنوتيپ سلول

. ميكروگرم بر ميلي ليتر عصاره پانكراس انجام شد 200
 pdx-Iغلظت مذكور علاوه بر بيان ژن فاكتور رونويسي 

انسولين و رسپتور بتاي انسولين  پرو – باعث بيان انسولين
 .ها شده است در اين سلول

Choi  و همكارانش عصاره پانكراس موش
بنيادي مزانشيمي هاي  صحرايي بالغ را روي تمايز سلول

استخوان موش صحرايي به منظور بررسي تمايز  مغز
ها با  آن). 17(هاي انسولين ساز استفاده كردند  سلول

هاي تمايز يافته و  استفاده از رنگ آميزي ديتيزون سلول
  ).17(تمايز نيافته را از هم تميز دادند 

Kim  و همكارانش نيز با استفاده از شمارش
تمايز نيافته ميزان اثر غلظت اين  افته وهاي تمايز ي سلول

در اين پژوهش به ). 8(فاكتور تمايزي را بررسي كردند 
بررسي بيان پروتئين نستين در سلول هاي مزانشيمي مغز 

ساز  هاي انسولين استخوان در جهت تمايز به سلول
واسط رشته اي است كه  نستين پروتئين حد. استفاده شد

تليال شناخته شده  ي نرواپيها به عنوان نشانگر سلول
ي  اين پروتئين به طور موقتي در مراحل اوليه. است

مطالعات اخير . شود هاي متنوع بيان مي تكوين بافت
تواند نشانگر عمومي در  پشنهاد كرده اند كه نستين مي

هاي عصبي و هم براي  هاي بنيادي هم براي سلول سلول
اگر ). 8( هاي اندودرمي و جزاير پانكراس باشد سلول

هاي بنيادي جنيني مهار شود باعث  نستين در سلول
كاهش فاكتورهاي رونويسي مرتبط با اندودرم و 

هاي پانكراسي و منجر به فقدان  پانكراس و هورمون
درست است كه . شود هاي بتا در پانكراس مي سلول

نستين به عنوان يك فاكتور عصبي است؛ ولي نبود آن 
  هايي ايجاد  دوردمي نقصدر تكوين بافت هاي آن

هاي  بر طبق اين مطالعات با تمايز سلول). 15(كند  مي
ها در جهت  هاي نستين آن استخوان به سلول بنيادي مغز

در واقع . ساز متمايز شدند هاي انسولين تمايز به سلول
هاي  هاي نستين مثبت از سلول هدف از بيان سلول

وليه و تا دست آوردن سلول هاي اه بنيادي مزانشيم ب
هاي  حدي تمايز يافته در جهت تمايز به سلول

  اين روش بر طبق پروتكل پنج . است انسولين ساز
مرحله اي محققي به نام لوملسكي انجام شد كه با 

  ساز به  هاي نستين استفاده از اين روش تمايز سلول
ي انسولين مورد ارزيابي قرار  هاي توليد كننده سلول

  ).19(گرفت 
Milanesi  و همكارانش در تحقيقي از محيط

هاي نستين  كشت پايه بدون سرم براي انتخاب سلول
هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان  مثبت از بين سلول

با استفاده از يك پروتكل چند ). 15(استفاده كردند 
هاي نستين  مرحله اي و اضافه كردن نيكوتين آميد سلول

مزاشنيمي مغز  هاي بنيادي مثبت انتخاب شده از سلول
  .)15(هاي بتا تمايز دادند  استخوان را به سمت سلول

هاي  در پژوهش حاضر مورفولوژي سلول
هاي بنيادي مزانشيمي  ساز مشتق شده از سلول انسولين

ي پانكراس نوزاد يك  تحت اثر عامل القاگر عصاره
  ي  اي موش كوچك آزمايشگاهي به وسيله هفته

روي فلزي است . رسيد رنگ آميزي ديتيزون به اثبات
هاي بتاي پانكراس بيشتر از هر بافت  كه در سلول

اين فلز كه سوبستراي . شود ديگري در بدن يافت مي
هاي سلولي بتاي  رنگ ديتيزون است بر روي گيرنده

مدت پايداري اتصال فلز روي ). 16( پانكراس قرار دارد
و ديتيزون در محيط آزمايشگاهي چهار ساعت بيشتر 

رنگ آميزي ديتيزون به صورت انتخابي باعث  .نيست
در . شود هاي بتاي پانكراس مي قرمز رنگ شدن سلول

هاي  واقع در اين روش براي پي بردن به وجود سلول
ساز وجود فلز روي به عنوان يكي از معيارهاي  انسولين
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و  Choi). 16( مناسب در نظر گرفته شده است
بار تكرار همكارانش رنگ آميزي ديتيزون را چند 

گرم بر  ميكرو 50هايي كه با غلظت  در سلول. كردند
هاي قرمز  ميلي ليتر عصاره تيمار شده بودند تعداد سلول

چه بر ميزان  به ترتيب هر) 17(شد  رنگ اندكي ديده مي
هاي قرمز رنگ بيشتري  عصاره افزوده شد تعداد سلول

 200ها مشاهده كردند كه در غلظت  آن. شد ديده
هاي قرمز رنگ  رم بر ميلي ليتر تعداد سلولگ ميكرو

بيشتر بوده و دسته جات سلولي كامل تري نسبت به 
  ).17(د شو هاي گروه منفي مشاهده مي سلول

pdx-I هاي عمده و مهم در تكوين  يكي از ژن
نشان داد كه رونوشت  RT-PCRبررسي . پانكراس است

يم هايي كه به روش تمايز مستق تنها در سلول pdx-Iژن 
رونوشت . شد تمايز يافته بودند به صورت واضح ديده

هاي  هاي تمايز يافته به روش انتخاب سلول ژن در سلول
  در  pdx-Iبيان ژن . نستين مثبت بسيار اندك بود

هاي گروه منفي كه تحت تيمار قرار نگرفته بودند  سلول
  .ديده نشد

Choi هاي  و همكارانش نشان دادند كه سلول
ي  يمي مغز استخوان تيمار شده با عصارهبنيادي مزانش

هاي خاص  پانكراس موش صحرايي توانايي بيان ژن
احتمالاً ). 17(را دارند  pdx-Iهاي بتا مانند  تكوين سلول

ي پانكراس استخراج شده از  در پژوهش حاضر عصاره
موش كوچك آزمايشگاهي اثر تحريكي بر القاي بيان 

 pdx-Iها ژن  در اين سلول .داشته است pdx-Iژن 
هاي انسولين ساز را  متعاقباً مسير تمايزي به سمت سلول

و همكارانش با القاي افزايش  Limbert. پيش برده است
هاي بنيادي مزانشيم باعث تمايز اين  در سلول pdx-Iبيان 
ي انسولين  هاي توليد كننده ها به سمت سلول سلول
  ).18(شدند 

Yong ل هاي و همكارانش نيز با ايجاد سلو
ساز از   هاي انسولين  نستين مثبت در مسير تمايز سلول

وجود  RT-PCRهاي بنيادي و استفاده از تكنيك   سلول
ساز حاصل را شناسايي   هاي انسولين  در سلول pdx-Iژن 

 سيتو و همكارانش با روش ايمنو Zhao). 20(كردند 
  و نشانگرهاي خاص  Nkx-Iو  pdx-Iشيمي وجود 

تمايز يافته ميمون را ارزيابي كردند  هاي بتاي سلول
)21 .(Myazaki  و همكارانش توانستندC-peptide  و

pdx-I هاي تمايز يافته بنيادي جنيني با روش  را در سلول
ها را  ها اين سلول آن. شيمي رديابي كردند سيتو ايمنو

  هاي ترشح  در جهت القاي تمايز به سمت سلول
در  C-peptideزان بيان مي. ي انسولين سوق دادند كننده

). 5(ها به طور چشمگيري افزيش يافته بود  اين سلول
Nadya هاي نستين مثبت در  و همكارانش با ايجاد سلول

هاي  هاي انسولين ساز از سلول مسير تمايز به سلول
 pdx-Iوجود ژن  RT-PCRبنيادي با استفاده از تكنيك 

  .)22( هاي انسولين ساز حاصل شناسايي كردند در سلول
  

  :نتيجه گيري
و  pdx-Iبا توجه به اثر عصاره پانكراس بر بيان ژن 
هاي بتاي  عملكرد اين ژن در توليد انسولين در سلول

تواند شرايطي را در محيط آزمايشگاهي  پانكراس مي
ي آن فاكتورهاي ديگري كه همراه  فراهم كند كه به وسيله

  براي ترشح انسولين همكاري  pdx-Iفاكتور 
توان  علاوه بر آن مي. كنند را مورد مطالعه قرار داد مي

ي پانكراس وجود دارد  فاكتورهاي ديگري كه در عصاره
ها را بر تمايز  را جداسازي كرد و تأثير هر كدام از آن

اي مورد  هاي انسولين ساز به صورت جداگانه سلول
شود كه براي بررسي  بنابراين پيشنهاد مي. بررسي قرار داد

ها در كارهاي  هاي تمايز يافته و استفاده آن سلولعملكرد 
ها به حيوانات مدل ديابتي پيوند و بعد از  درماني، اين سلول

آن طبيعي شدن ميزان قند خون و بهبود بيماري را در اين 
  .حيوانات مطالعه كرد

  :و قدرداني تشكر
اين پژوهش در قالب طرح تحقيقاتي و با حمايت 

شهركرد انجام  دانشگاه وريپژوهشكده زيست فنامالي 
بدينوسيله از تمام كساني كه ما را در انجام اين  .شده است

  .طرح ياري نمودند قدرداني مي شود
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Background and aims: Diabetes type 1 is developed as a result of autoimmune destruction of 
pancreatic islet beta cells. Recent studies indicated that many types of stem cells could be 
considered ad potential sources of obtaining Insulin like producing cells (IPCS). In this study, 
the differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells into insulin-producing cells was 
investigated using mouse pancreatic extract. 
Methods: In this laboratory experimental study, bone marrow mesenchymal stem cells were 
used to differentiate into insulin-producing cells. The differentiated cells were assessed using 
dithizone-specific staining and anti-insulin-proinsulin and anti-insulin receptor beta antibodies. 
In addition, specific gene expression of pancreatic cells was assessed by RT-PCR method. 
Resaults: The differentiated cells derived from direct method of morphology were represented 
as pancreatic beta cells. Positive dithizone cells were observed as red-purple bundles. The 
results of RT-PCR represented specific gene expression of beta cells in the differentiated cells as 
direct. Immunofluorescence confirmed the presence of beta cells specific markers in these cells. 
Conclusion: The results of this study indicated that bone marrow mesenchymal stem cells could 
differentiate into insulin-producing cells in presence of pancreatic extract. Therefore, application 
of these results facilitates in vitro production of beta cells from stem cells. 
 
Keywords: Bone marrow mesenchymal stem cells, Pancreatic extract, Differentiation, 
Insulin-producing cells, Pancreatic beta cells. 
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