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  شناسي زيستي آسيب: مجله علوم پزشكي مدرس
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ساز اريتروئيدي در محيط  هاي پيش هاي خون بند ناف به سلول تمايز سلول
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  چكيده
سـاز اريتروئيـدي بـا اسـتفاده از تـوان            هـاي پـيش    هاي كشت سلول    مطالعه اريتروپوئز نياز به توسعه روش      :فهد

هـاي بنيـادي     در اين مطالعه، تمايز سلول    . هاي خوني دارد   هاي مختلف سلول   هاي بنيادي، براي تمايز به رده      سلول
 .مه جامد انجام شد محيط كشت ني يكساز اريتروئيدي در هاي پيش خون بند ناف به سلول

اي از خون بند ناف استخراج شده و در محيط كشت مايع حـاوي فاكتورهـاي                 هاي تك هسته    سلول :ها  مواد و روش  
 محـيط نيمـه جامـد حـاوي         درهـاي غيـر چـسبنده        سلول. )مرحله اول كشت   ( كشت شدند  تمايز دهنده اريتروئيدي  

 پـس از    ).مرحلـه دوم كـشت    ( كشت شـدند     ، اريتروپويتين 6ن  ، اينترلوكي 3فاكتورهاي رشد سلول بنيادي، اينترلوكين      
 بـراي تعيـين هويـت     . هاي اريتروئيدي ظاهر شده از محيط كشت نيمه جامد برداشته شـدند            گذشت يك هفته، كلوني   

، ارزيـابي سـيتولوژي توسـط       CD36 و   CD235a سنجش تجزيه و تحليل فلوسيتومتري براي       ي تمايز يافته،  ها سلول
  . انجام گرفتRT-PCR توسط گلوبين- و آلفاGATA-1 ،EKLFهاي   و بررسي بيان ژنآميزي گيمسا رنگ
 و CD36يـدي  ئاريتروهـاي سـلولي ويـژه     تجزيه و تحليل فلوسيتومتري نشان داد كه تمايز يافته، شـاخص      :نتايج

CD235a  هـاي   رهها در گـست  شناسي اين سلول ريخت. دارا هستند درصد 5/95 درصد و 3/94ترتيب در حد     را به
سـاز اريتروئيـدي از پرواريتروبلاسـت تـا ارتوكروماتيـك            هاي پـيش   آميزي شده با رنگ گيمسا، طيف سلول       رنگ

سـازهاي رده اريتروئيـدي      هاي تمايز يافته پيش     تأييد نمود كه سلول    RT-PCRنتايج  . اثبات نمود اريتروبلاست را   
 .نندك  و آلفا گلوبين را بيان ميGATA-1 ،EKLFهاي  هستند و ژن

 ـ     پيش هاي براي تمايز به سلول    بالايي   قابليتهاي بنيادي خون بند ناف        سلول :گيري نتيجه ا سازهاي اريتروييـدي ب
  .توان از آن براي مطالعات آزمايشگاهي بهره گرفت  دارند كه ميروش شرح داده شده

  
  تروپوئزهاي بنيادي خون بند ناف، اري ساز اريتروييدي، سلول هاي پيش  سلول:كليدواژگان

  
  :kavianis@modares.ac.irEmail 1411713116: شناسي، كدپستيتهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه خون :هنشاني مكاتب*  

 :soleim_m@modares.ac.irEmail  1411713116: شناسي، كدپستي تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پزشكي، گروه خون :نشاني مكاتبه**
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  و همكاران آتشيامير   ئيديساز اريترو هاي پيش هاي بنيادي خون بند ناف به سلول تمايز سلول
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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   مقدمه-1
 سـلول  2×108طـور متوسـط روزانـه حـدود      در انسان بالغ به  

هاي اصلي تكثير و تمـايز       مكانيسم. ]1[شود   اريتروسيت توليد مي  
 :Hematopoietic Stem Cells)سـاز   هاي بنيـادي خـون   سلول

HSC) كــه فراينــد اريتروپــوئز (Erythropoiesis) را در بــدن 
مطالعــات . خــوبي شناســايي شــده اســت دهنــد بــه انجــام مــي

هـاي   آزمايشگاهي مرتبط بـا ايـن موضـوع اغلـب روي سـلول            
مغز استخوان و كبد جنين انجام شده       ساز به دست آمده  از        پيش

سـاز   هاي پيش  ساز، رشد سلول   فاكتورهاي رشد خون  . ]6-1[است  
. ]4[دهــد  هــاي مــذكور تحــت تــأثير قــرار مــي را در همــه بافــت

منظور القـاي اريتروپـوئز اوليـه معرفـي          فاكتورهاي رشد مختلفي به   
 Stem)هاي بنيادي توان به فاكتور سلول ها مي اند كه از جمله آن شده

Cells Factor: SCF) اريتروپــويتين ،(Erythropoietin: EPO) 
.  اشاره كـرد ]10[ (Interleukin-6: IL-6) 6-، و اينترلوكين]7-9[

 يك فاكتور رشد مشترك براي تكثير و حفظ         IL-3فاكتور رشد   
  رود  شـمار مـي    ساز اريتروييدي و ميلوييـدي بـه       هاي پيش  سلول

 تكثير و تمايز    ساز اريتروييدي در حين    هاي پيش  سلول. ]11،  8[
. دهنـد  دست آورده و از دست مي هاي مختلفي را به خود ويژگي 

 در  HLA-DR و   CD34  ،CD41هـاي سـطحي ماننـد        ژن آنتي
هـاي   ژن در حـالي كـه آنتـي      . يابـد  فرايند اريتروپوئز كاهش مـي    

 A و گليكوفــــــورين CD71 ،CD36ديگــــــري نظيــــــر 
(Glycophorin A: Gly A)  ؛ همچنـين  ]12[شـود    ظـاهر مـي

هـاي اريتروييـدي از      توليد هموگلوبين به موازات بلـوغ سـلول       
هاي  ساز آغاز شده و قابليت عملكردي به سلول        هاي پيش  سلول

 يــك گليكــوپروتئين Gly A. ]13، 12[دهــد  اريتروييــدي مــي
 سـطح   هاي اريتروييدي است كه اولين بار بـر        اختصاصي سلول 

شود   ظاهر مي  (Proerythroblast)هاي پرواريتروبلاست    سلول
هاي  ي در سلول  ساز  در حالي كه اولين شواهد هموگلوبين      ]14[

 بـا شناسـايي   .]15[شـود   بازوفيليك اريتروبلاست مـشاهده مـي     
هـاي   فاكتورهاي رشد القا كننده توليـد رده  اريتروييـدي، روش          

مختلفي براي تقليد اريتروپوئز در محيط آزمايـشگاهي پيـشنهاد          
هـا بـر پايـه جداسـازي      اسـاس بيـشتر ايـن روش   . شـده اسـت  

HSC   هايCD34+         از مغز استخوان، خون بند ناف، خون محيطي 
 G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulatingجريان يافته با 

Factor)              يا كبد جنين است كه با تركيبـي از فاكتورهـاي رشـد 
SCF  ،IL-6  ،EPO   و IL-3    ساز  هاي پيش   منجر به توليد سلول
منظـور بـالابردن خلـوص       شود و در مرحله بعد بـه       ساز مي  خون

ســاز اريتروييــدي، يــك مرحلــه جداســازي  هــاي پــيش ســلول
(Sorting)  از اريتروييدي بر پايه يكـي      س هاي پيش   مجدد سلول

 CD36هـا ماننـد    هاي سطحي شناخته شده اين سلول     ژن از آنتي 
كـه توليـد     بـا توجـه بـه آن      . ]23-16،  6،  4،  2[شـود    انجام مـي  

هاي فوق مستلزم    ساز اريتروييدي براساس روش    هاي پيش  سلول
هاي ايمونولوژيك    بر پايه روش   انجام دو مرحله انتخاب سلولي    

بـر و وابـسته بـه        هايي هزينه  بادي است، روش   و استفاده از آنتي   
در مطالعـه حاضــر بــراي رفــع  . شــود تجهيـزات محــسوب مــي 

سـاز اريتروييـدي از      هـاي پـيش    مشكلات ذكر شده فوق، سلول    
هاي بنيادي خون بند ناف طي دو مرحله كشت در محيط            سلول

 EPO و SCF ،IL-3 ،IL-6شــد كــشت حــاوي فاكتورهــاي ر
ساز اريتروييدي با    هاي پيش  تمايز يافته و براي دستيابي به سلول      

هاي اريتروييدي از    خلوص بالا از روش برداشت فيزيكي كلوني      
ــور     ــتفاده از ميكرومنيپولات ــا اس ــد ب ــه جام ــشت نيم ــيط ك مح

(Micromanipulator)يا ميكروپيپت استفاده شد .  
  

  ها  مواد و روش-2
اي از   هـاي تـك هـسته       جداسازي سلول  -2-1

  خون بند ناف
پيش از شروع طـرح،     . مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود      

مجوز كار روي نمونه انساني خون بند ناف توسط كميته اخلاق           
پزشكي دانـشكده پزشـكي دانـشگاه تربيـت مـدرس بـا شـرط               

خـون بنـد نـاف      . رضايت كتبي از والدين نوزاد به تصويب رسـيد        
صله پس از زايمان توسط متخصص زنان و زايمان بيمارسـتان           بلافا

هـاي   آوري شـده و در كيـسه       مهديه تهران، از وريد بند ناف جمـع       
 CPDA1خون مخصوص خـون بنـد نـاف حـاوي ضـد انعقـاد               
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  1390 تابستان 2 شماره 14دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

3  

(Citrate-Pphosphate-Dextrose-Adenine)شــد  نگهــداري  .
ي نمونه بلافاصله به آزمايشگاه انتقال داده شد و تحت جداسـاز          

بـدين منظـور از محلـول       . اي قرار گرفـت    هاي تك هسته   سلول
. اسـتفاده شـد   ) ، امريكا Amersham (077/1فايكول با چگالي    

 بار با استفاده از بـافر       2اي جداسازي شده     هاي تك هسته   سلول
PBS (Phosphate Buffered Saline) مـولار    ميلـي 2 حاوي

EDTA (Ethylene Diamine Tetra acetic Acid). 
)Gibco شستـشو و در دور      ) ، امريكاg300    سـانتريفوژ شـدند  .

هـاي تـك     هاي قرمز باقيمانده در بين سـلول       براي حذف گلبول  
) ، امريكـا  Sigma(هـاي قرمـز      اي از بافر ليز كننده گلبـول       هسته

  .طبق دستورالعمل شركت سازنده استفاده شد
  

  هاي اريتروييدي  تمايز به رده سلول-2-2
در . تروييـدي در دو مرحلـه انجـام گرفـت         تمايز به رده اري   

اي خالص جداسازي شـده بـا        هاي تك هسته   مرحله اول، سلول  
ــت  ــي 104غلظ ــلول در ميل ــشت    س ــيط ك ــر مح  IMDM ليت

(Iscove's Modified Dulbecco's Media) (Gibco)  حاوي
 (Fetal Bovine Serum: FBS) درصـد سـرم جنـين گـاو     10

(Gibco)  ــاي رشــد ــراه فاكتوره ــه هم ــانوگرم در IL-3) 5 ب  ن
 نـانوگرم   50 (SCF،  )ليتر  نانوگرم در ميلي   10 (IL-6،  )ليتر ميلي

كليـه فاكتورهـاي رشـد فـوق محـصول شـركت            ) (ليتر در ميلي 
Peprotechو ) مــولار  ميلــي2( گلوتــامين -، ال)، امريكــا بــودد

 واحــد در 100 ((Penicillin)ســيلين  هــاي پنــي بيوتيــك آنتــي
 ـ )ليتر ميلي  ميكروگـرم   100 ((Streptomycin)سين  ، استرپتوماي

 روز بدون تعويض محـيط      3 براي مدت    (Gibco)) ليتر در ميلي 
 درصـد   5گـراد و دي اكـسيد كـربن           درجه سـانتي   37در دماي   

هاي غير چسبنده حاصـل از      در مرحله دوم، سلول   . انكوبه شدند 
ــا غلظــت  مرحلــه اول جمــع  ســلول در 5×103آوري شــده و ب

محيط كشت نيمه جامد متيل سـلولز حـاوي         متر مربع در     سانتي
 درصـد آلبـومين گـاوي،       1 غني شده بـا      IMDMمحيط كشت   

ــانكراس گــاو  ــسولين پ ــر  ميكروگــرم در هــر ميلــي10(ان ، )ليت
) مــولار   ميلــي1/0( مركاپتواتــانول  -2ترانــسفرين انــساني،  

(Sigma)       عـلاوه    ، و فاكتورهاي رشد ذكر شده فوق بهEPO) 2 
 روز در   10 بـراي مـدت      (Peprotech)) رليت ـ واحد در هر ميلي   

 درجـه   37 درصد، دماي    90انكوباتور با درصد رطوبت حداقل      
 درصد و بدون تعويض محـيط       5گراد و دي اكسيد كربن       سانتي

هـاي   شناسي كلـوني   پس از تشخيص ريخت   . كشت قرار گرفتند  
هـا بـا كمـك دسـتگاه ميكرومنيپولاتـور           اريتروييدي، اين كلوني  

)Nikon يا توسط ميكروپيپـت از محـيط كـشت نيمـه           ) ا، امريك
  سـرد حـاوي     PBSليتـر بـافر     ميلي6جامد برداشته شده و در 

دسـت آوردن سوسپانـسيون تـك         براي به  EDTAمولار    ميلي 2
بدين ترتيب محـيط نيمـه جامـد        . سلولي دو بار  شستشو شدند     

هاي  سپس سلول. شود متيل سلولز طي دو بار شستشو حذف مي       
هاي فلوسيتومتري، تجزيه و     ايز براي انجام آزمايش   حاصل از تم  

طـي  . هاي سـيتولوژي اسـتفاده شـدند       تحليل بيان ژن و بررسي    
مراحل كشت، شـمارش سـلولي بـا اسـتفاده از هموسـيتومتر و              

آميـزي حيـاتي     هاي زنده با استفاده از رنگ      بررسي درصد سلول  
  . انجام گرفت(Trypan Blue)تريپان بلو 

  
   بنزيدينآميزي  رنگ-2-3

هاي تشكيل شده در محيط      آميزي روي كلون   اين شيوه رنگ  
منظــور بررســي وجــود  كــشت نيمــه جامــد متيــل ســلولز، بــه 

  . هــاي اريتروييــدي انجــام گرفــت    هموگلــوبين در كلــوني 
) ، امريكا Sigma(گرم پودر بنزيدين دي هيدروكلرايد        ميلي 7/3

وليتـر   ميكر 20ليتر اسـيد اسـتيك حـل كـرده و            را در يك ميلي   
ليتـر محلـول بنزيـدين افـزوده و      پراكسيد هيدروژن به يك ميلي 

هـا    ميكروليتر از محلول حاصـل بـر روي كلـوني          200بلافاصله  
ــد  ــه ش ــت. ريخت ــكوپ    پلي ــتفاده از استريوميكروس ــا اس ــا ب ه

(Stereomicroscope)      هـاي آبـي تيـره        از نظر وجـود كلـوني
  .برداري شد بررسي و عكس

  
  ولوژيهاي سيت  ارزيابي-2-4

ساز اريتروييدي دو بـار بـا بـافر          هاي تمايز يافته پيش    سلول
PBS   از سوسپانسيون سلولي حاصل بـراي      .  شستشو داده شدند
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ــدت  ــه در 10م ــپين  600 دقيق ــط سيتواس ــه توس  دور در دقيق
(Cytospin)   هـاي تهيـه شـده پـس از         گـستره .  گستره تهيه شد

 شده و بـا     آميزي تثبيت با متانول مطلق توسط رنگ گيمسا رنگ       
  .برداري شد ميكروسكوپ نوري مشاهده و عكس

  
   فلوسيتومتري-2-5

 دقيقـه بـا گامـا گلوبـولين         20 سلول براي مدت     105تعداد  
ها  سپس سلول. بلوكه شدند) ، آلمانMiltenyi Biotec(انساني 
، Sigma( درصد آلبـومين سـرم گـاو         1/0 حاوي   PBSدر بافر   
 عليـه  (Monoclonal)ونال  هاي مونوكل  بادي حاوي آنتي ) امريكا
 كونژوگــه CD15 و CD235a ،CD36 ،CD14هــاي  ژن آنتــي

 FITC و PE (Phycoerythrin)شــــده بــــا فلورســــنت   
(Fluorescein-5-isothiocyanate)) Santa Cruz و Abcam ،

آميزي  گراد رنگ   درجه سانتي  4 دقيقه در دماي     45براي  ) امريكا
هـاي همـسان     بادي نتيها با آ   هاي ديگري از سلول    قسمت. شدند

هــا در  ســپس ســلول. آميــزي شــدند از لحــاظ ايزوتايــپ رنــگ
 درصد تثبيت شده و بلافاصـله توسـط دسـتگاه           1پارافرمالدهيد  

  . تجزيه و تحليل شدندBD FACSCalibureفلوسيتومتر 
  

2-6- RT-PCR 
ــيش   از ســلولRNAاســتخراج  ــه پ ســاز  هــاي تمــايز يافت

، RNeasy plus mini) Qiagenاريتروييــدي توســط كيــت 
 RNAبلافاصله از   . طبق دستورالعمل كيت انجام گرفت    ) امريكا

بـدين  ). ، ليتواني Fermentas( تهيه شد    cDNAاستخراج شده،   
 و با اسـتفاده از      RNA ميكروگرم   2ها از    منظور در تمامي گروه   

 طبـق  (Reverse Transcriptase)آنزيم ترانسكريپتاز معكوس 
  طـور خلاصـه، واكـنش از        بـه . د تهيـه ش ـ   cDNAبرنامه كيـت    

گراد آغـاز شـد و بـراي يـك            درجه سانتي  25 دقيقه در دماي     5
واكـنش  . گـراد ادامـه يافـت       درجـه سـانتي    42ساعت در دماي    

ــره ــراز  زنجي ــتگاه  (PCR)اي پليم ــط دس  Palm-Cycler توس
)Corbett برنامه  . انجام گرفت ) ، امريكاPCR    بدين شرح بـود  :

 درجـه  94 در دماي (Initial Denaturation)واسرشتگي اوليه 
 چرخه شامل واسرشتگي مـشابه      35 دقيقه،   3مدت   گراد به  سانتي

 مطـابق   (Primer) ثانيه، دماي اتـصال آغـازگر        30مدت   اوليه به 
 در دماي   DNA ثانيه و مرحله طويل شدن       30مدت    به 1جدول  

 ثانيه؛ طويـل شـدن انتهـايي در    40مدت  گراد به   درجه سانتي  72
 HPRT1از آغازگر   .  دقيقه 5مدت   گراد به   درجه سانتي  72دماي  

 در  PCRمحـصولات   .  استفاده شد  PCRمنظور كنترل داخلي     به
 درصــد الكتروزفــورز و توســط دســتگاه ژل داك 2ژل آگــارز 

هــاي مــورد بررســي و تــوالي  ليــست ژن. بــرداري  شــد عكـس 
آغازگرهاي مورد استفاده به همراه طول قطعـات تكثيـر شـده و       

  . آمده است1 اتصال آغازگر در جدول دماي
  

 RT-PCR مشخصات و توالي آغازگرهاي مورد استفاده براي انجام 1جدول 
  

 ژن )گراد درجه سانتي(دماي اتصال  )باز جفت(طول قطعه تكثير شده  توالي آغازگر

AGA CGA CCA CCA CGA CAC 
CCA GAT GCC TTG CGG TTT C 

148 58 GATA-1 

CGC CTT GCC CTC CAT CAG 
CCC TCT CAT CGT CCT CTT CC 

185 61 EKLF 

TGA CCT CCA AAT ACC GTT AAG C 
CCG CCC ACT CAG ACT TTA TTC 

  گلوبينآلفا 59 407

CCT GGC GTC GTG ATT AGT G 
TCA GTC CTG TCC ATA ATT AGT CC 

125 57 HPRT1* 

  
 *HPRT 1 :Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 
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   نتايج-3
   كشت سلول-3-1

. ليتر بـود    ميلي 80±15آوري شده    حجم خون بند ناف جمع    
دست آمده به ازاي يـك واحـد         اي به  هاي تك هسته   تعداد سلول 

.  سـلول بـود    5/8×108±1/1×108طور ميانگين    خون بند ناف به   
 حاوي  IMDMاي در محيط كشت       سلول تك هسته   105تعداد  

منظـور    روز به3مدت   بهSCF و IL-3T IL-6فاكتورهاي رشد 
هـاي مونوسـيتي     هـا و حـذف سـلول       HSCشروع تمايز اوليـه     

 الـف مـشاهده   -1طـور كـه در شـكل        همـان . كشت داده شدند  
 روز از شروع تمايز به كف      3هاي مونوسيتي طي     شود، سلول  مي

چـسبند و پـس از آن مرحلـه دوم كـشت بـا               فلاسك كشت مي  
تعداد . شود اصل از مرحله اول آغاز مي     هاي غيرچسبنده ح   سلول
 ســلول بــود 1/7×104 هــا در پايــان مرحلــه اول كــشت ســلول

دهد، درصـد    همچنان كه نتايج فلوسيتومتري نشان مي     ). 3شكل(
 در انتهاي مرحله اول به شدت كاهش يافته         +CD14هاي   سلول
 درصد رسيده اسـت     4 درصد در روز صفر به حدود        9/18و از   

هاي غير چـسبنده در محـيط كـشت           سلول ). ب و ج   -1شكل(
 كـشت   EPOعـلاوه    نيمه جامد حاوي فاكتورهاي رشد فوق به      

هــاي  حــدود يــك هفتـه پــس از كــشت ثانويـه كلــوني  . شـدند 
 -2شكل(طور مشخص قابل مشاهده هستند       هاي خوني به   سلول

-BFU-E (Burstهاي تـشكيل شـده اغلـب         كلوني). الف و ب  

Forming Unit) ،CFU-E (Colony Forming Unit) ،.CFU-

G/M (Colony Forming Unit-Granulocyte/Macrophage) 
 و در   CFU-Gالف، منظره يك كلـوني      -2هستند كه در تصوير     

نتـايج  . شـود   مـشاهده مـي    CFU-Eب يـك كلـوني      -2تصوير  
اي را نشان    هاي آبي تيره   آميزي با بنزيدين كلوني    حاصل از رنگ  

). ج-2شـكل   (روييدي هستند   هاي اريت  دهند كه همان كلوني    مي
ســاز  هــاي پــيش همچنــين نتــايج بيــانگر تكثيــر وســيع ســلول

هـاي تمـايز      سلول (Viability)اريتروييدي با حفظ زنده ماندن      
ها طـي مرحلـه اول كـشت بـا كـاهش             تعداد سلول . يافته است 

مختصري نشان ميدهـد كـه اغلـب بـه دليـل حـذف جمعيـت                

ولي بـا شـروع تكثيـر       هاي مونوسيتي خون بند ناف است        سلول
هـا در    هاي اريتروييدي، تعـداد كـل سـلول        همراه با تمايز سلول   

هـاي اوليـه اسـت       پايان روز دوازدهم حدود هشتاد برابر سـلول       
هـا در زمـان       درصد سلول  90همچنين بيش از    ).  الف 1نمودار  (

ــي،     ــون بررس ــايج آزم ــق نت ــل اول و دوم طب ــشت در مراح ك
از مطلوب بودن شـرايط رشـد       هاي زنده هستند كه نشان       سلول
  ). ب1نمودار (هاست  سلول
  

  
  

  
  

  
  

اي جداسازي شده از خون بند نـاف در مرحلـه            هاي تك هسته    سلول 1شكل  
هاي چسبنده مونوسيتي    هاي سياه رنگ نمايانگر سلول     فلش). الف(اول كشت   

تجزيه و تحليل فلوسيتومتري بـراي بررسـي بيـان          ). 100×بزرگنمايي(هستند  
اي  هـاي تـك هـسته       در سـلول   (CD14)هـاي مونوسـيتي      ژن ويژه سلول   آنتي

هاي غير چسبنده حاصـل از مرحلـه اول كـشت      و سلول ) ب(جداسازي شده   
نمودار خاكستري رنگ نشان دهنـده كنتـرل ايزوتايـپ و نمـودار سـفيد              ). ج(

  .نمونه مورد آزمايش است
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ل شده در محيط كشت نيمـه       هاي تشكي   تصاوير ميكروسكوپي از كلوني    2 شكل
هـاي   آميزي بنزيـدين و گـستره سـلول        جامد در مرحله دوم كشت تمايزي، رنگ      

كـه اغلـب    ) ب(هاي اريتروييدي    ؛ كلوني )الف(هاي ميلوييدي    كلوني. تمايز يافته 
CFU-E  هاي حاوي يـك يـا دو خوشـه هـستند كـه در هـر                 صورت كلوني   و به

ود دارد و به همين دليـل بـه رنـگ           دار وج  خوشه بيش از صد سلول هموگلوبين     
 شـده  تشكيل هاي شكل ج تصوير كلوني   ). 100×بزرگنمايي(شوند   قرمز ديده مي  

 بنزيدين با دهد كه  را نشان مي   تمايزي كشت دوم مرحله در جامد نيمه محيط در
 واكـنش  و هموگلوبين وجود دليل به اريتروييدي هاي كلوني. اند شده آميزي رنگ

. شـوند  مـي  مـشاهده  تيـره  آبـي  رنـگ  بـه  هيدروكلرايـد  يـدين بنز با آن شيميايي
) سـياه  فلـش  (ميلوييـدي  هـاي  كلوني ؛)رنگ سفيد فلش (اريتروييدي هاي كلوني

ساز اريتروييدي كـه بـا       هاي پيش  شكل د حاصل گستره سلول    ). 20×بزرگنمايي(
هـاي   هـاي سـياه رنـگ، انـواع سـلول          فلـش . انـد  آميـزي شـده    رنگ گيمسا رنگ  

ي را در طيف پرواريتروبلاست تا ارتوكروماتيك اريتروبلاست نـشان          اريتروبلاست
  )1000×بزرگنمايي. (دهد مي

  
  

  
  

ها   اريتروييدي؛ سلول  ساز هاي زنده پيش    ميزان تكثير و درصد سلول     1نمودار  
تا دوازده تمايز با    ) اي جداسازي شده   هاي تك هسته   سلول(طي روزهاي صفر    

هاي زنـده    و درصد سلول  ) نمودار الف (شده  استفاده از هموسيتومتر شمارش     
نتـايج فـوق    . آميزي حياتي تريپان بلو محاسبه شـدند       توسط رنگ ) نمودار ب (

  .هااست ها و انحراف معيار آن حاصل ميانگين سه بار تكرار آزمايش
  

  هاي تمايز يافته  سيتولوژي سلول-3-2
ــوني   ــيتولوژي كل ــايج س ــا    نت ــل ب ــدي حاص ــاي اريترويي ه

 كه پس از تـك سـلول كـردن          BFU-E و   CFU-Eشناسي   ريخت
دهد  آميزي با رنگ گيمسا قرار گرفتند، نشان مي ها مورد رنگ كلوني

اين . سازهاي رده اريتروييدي هستند    هاي تمايز يافته، پيش    كه سلول 
شناسـي واضـح پرواريتروبلاسـت، بازوفيليـك         ها با ريخـت    سلول

كروماتيـك   لي، پ(Polychromatic Erythrocytes)اريتروبلاست 
  و ارتوكروماتيك(Orthochromatic Erythroblast)اريتروبلاست 

ــت  ــل (Orthochromatic Erythroblast)اريتروبلاسـ  قابـ
  ).ت-2شكل (تشخيص هستند 

  
هـاي    بررسي نشانگرهاي سـطحي سـلول      -3-3

  تمايز يافته
هـاي تمـايز يافتـه       هاي سـطحي سـلول     ژن بررسي بيان آنتي  

ت، توسط آزمون فلوسيتومتري انجـام      حاصل از مرحله دوم كش    
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هاي تمايز يافته    نتايج نشان داد كه درصد بالايي از سلول       . گرفت
شـكل   (CD235aساز اريتروييـدي     هاي پيش  نشانگرهاي سلول 

ــشان ) ج و د-3شــكل  (CD36و ) الــف و ب-3 را از خــود ن
هاي مورد تجزيه و تحليل       درصد سلول  94طوري كه    دهند به  مي
+CD235a   ژن    درصد از نظر آنتي    95 وCD36    مثبـت بودنـد  .

 4 درصـد و     8ترتيـب    بـه (اين در حالي است كه درصد جزئـي         
اي پـيش از شـروع تمـايز ايـن           هاي تك هسته   از سلول ) درصد

نتـايج فلوسـيتومتري نـشان      . انـد  نشانگرها را از خود بـروز داده      
 در جمعيـت    (+CD15)هاي ميلوييدي    دهد كه درصد سلول    مي

 درصد است   4ريتروييدي جداسازي شده در حدود      هاي ا  سلول
هاي متمايز جداسازي شده است      كه نشانگرخلوص بالاي سلول   

  ). ه-3شكل (
  

  
  

  
  

  

    

    

    
هاي مخـتص رده اريتروييـدي در         بررسي نشانگرهاي سطحي و بيان ژن      3شكل  
؛ RT-PCRساز اريتروييـدي توسـط فلوسـيتومتري و          هاي تمايز يافته پيش    سلول

) روز دوازدهـم (و بعد از تمايز ) روز صفر(قبل ) CD235a ) Gly Aژن ان آنتيبي
ترتيـب   بـه ( قبل و بعـد از تمـايز         CD36ژن   ؛ بيان آنتي  )ترتيب پانل الف و ب     به(

پانـل  ( بعد از تمـايز  CD15و بيان نشانگر اختصاصي رده ميلوييدي ) پانل ج و د  
سـاز   هـاي پـيش    فتـه سـلول   هـاي تمـايز يا     دهد كه ماهيت سـلول     را نشان مي  ) ه

هـاي تمـايز      سلول CD15+هاي   اريتروييدي است و با توجه به پايين بودن سلول        
نمودار خاكستري رنگ نشان دهنـده كنتـرل        . يافته از خلوص بالايي برخوردارند    

هـاي   بررسـي بيـان ژن    . ايزوتايپ و نمودار سفيد، نمونـه مـورد آزمـايش اسـت           
، رديف  )ي (RT-PCRيدي توسط روش    ساز اريتروي  هاي پيش  اختصاصي سلول 

هـاي   ترتيـب بيـان ژن      بـه  5 تا   2رديف  .  منفي است  RT شكل مربوط به نمونه      1
GATA-1  ،EKLF     آلفا گلوبين و ،HPRT1   روز (هاي قبل از تمـايز        را در نمونه

هـاي   ترتيـب بيـان ژن      بـه  10 تـا    6هـاي    كه رديـف   دهد در حالي   نشان مي ) صفر
HPRT1  ،GATA-1  ،EKLF  هاي تمايز يافته و رديـف       ا گلوبين در سلول    و آلف

  . استladder (Fermentas)بازي   جفت50 نشانگر اندازه 7شماره 
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   بررسي بيان ژن-3-4
هاي اختـصاصي رده اريتروييـدي،       منظور بررسي بيان ژن    به

عنوان دو فاكتور رونويسي      به EKLF و   GATA-1هاي   بيان ژن 
 آلفـا گلـوبين توسـط    سـاز اريتروييـدي و    هاي پـيش   ويژه سلول 

 نشان  RT-PCRنتايج حاصل از    .  ارزيابي شد  RT-PCRروش  
هاي تمايز يافته اريتروييدي     هاي مذكور در سلول    داد كه بيان ژن   

اي اوليه وجـود   هاي تك هسته   وجود دارد در حالي كه در سلول      
شـود نتـايج     طـور كـه ملاحظـه مـي        همان).  ج -3 شكل(ندارد  

ز نتايج حاصـل از فلوسـيتومتري را        حاصل از بررسي بيان ژن ني     
اي و تمـايز     هاي تك هسته   فرايند جداسازي سلول  . كند تأييد مي 
ساز اريتروييدي روي سـه نمونـه خـون بنـد            هاي پيش  به سلول 

هاي فلوسـيتومتري و بررسـي بيـان ژن هـر            آزمون. نافانجام شد 
  .اند هاي زيستي تكرار داشته كدام سه بار روي نمونه

  

   بحث-4
ــراي  ــشگاهي  ب ــوئز در محــيط آزماي ــد اريتروپ انجــام فراين

ها  رويكردهاي متفاوتي در نظر گرفته شده است كه از جمله آن          
هاي بنيادي پرتوان از منابع مختلفـي        توان به استفاده از سلول     مي

شامل مغز استخوان، خون بند ناف و خون محيطي جريان يافتـه     
ــا  ــرد  G-CSFب ــاره ك ــه از  . ]24، 17 ،6-2[ اش ــن مطالع در اي

اي خون بند نـاف بـدون جداسـازي اوليـه      هاي تك هسته   سلول
HSC   هاي CD34+ جمعيت . عنوان منبع سلولي استفاده  شد       به
 درصـد   5-2اي خـون بنـد نـاف حـاوي           هاي تك هـسته    سلول
در اين مطالعه يـك     . ]27-25[ساز است    هاي بنيادي خون   سلول

در مرحله اول با افـزودن      . اي انجام گرفت   روند القاي دو مرحله   
، SCFفاكتورهاي القا كننده تكثير و همچنين تمايز اوليه شـامل           

IL-3 و IL-6ــلول ــون   ، س ــادي خ ــاي بني ــود در   ه ــاز موج س
اي، تمايز ابتدايي خود را شـروع نمـوده و           هاي تك هسته   سلول

ــه ســلولد ــايي   ر همــين مرحل ــه دليــل توان هــاي مونوســيتي ب
؛ بنـابراين در    ]25[يابنـد    چسبندگي به سطح فلاسك اتصال مـي      

شود به علـت     مرحله دوم كشت كه از انتهاي روز سوم آغاز مي         

خـود   شـود، خودبـه    هاي غير چسبنده استفاده مي     كه از سلول   اين
 درصـد از مجمـوع      18هاي مونوسيتي كه جمعيتي بالغ بر        سلول
انـد حـذف     اي خـون بنـد نـاف را داشـته          هاي تك هـسته    سلول
منظور شروع القاي تكثير     ت به بنابراين مرحله اول كش   . شوند مي

در مرحلـه دوم    . هـا اسـت     ها و حذف مونوسيت    HSCو تمايز   
كشت كه در محيط كشت نيمه جامد و در حـضور فـاكتور القـا     

هـاي   شـود؛ سـلول     انجام مـي   EPOكننده رده اريتروييدي يعني     
بنيادي به تكثير و تمايز اريتروييدي خود ادامـه داده و بـه دليـل     

. نماينـد  د بودن محيط كشت، توليد كلـوني مـي     ماهيت نيمه جام  
هاي  هاي تشكيل شده، كلوني سلول     در اين شرايط، عمده كلوني    

هاي ميلوييدي نيـز بـه دليـل         اريتروييدي هستند؛ هر چند كلوني    
ــد    ــاكتور رش ــود ف ــر دو رده    IL-3وج ــر ه ــراي تكثي ــه ب  ك

بـه دليـل    . شـوند   ميلوييدي لازم است، ايجـاد مـي       -اريتروييدي
نيمه جامد محيط كشت متيل سلولز كه در مطالعات قبل          ماهيت  

هـاي   هـاي سـلول    منظور توليد كلوني   مناسب بودن كاربرد آن به    
تـوان يـك نحـوه       خوني به اثبات رسيده است، بـه راحتـي مـي          

بـراي  . هاي مـورد نظـر اعمـال كـرد         انتخاب در برداشت كلوني   
كه ساز اريتروييدي    هاي پيش  هاي حاوي سلول   جداسازي كلوني 

شـوند، از روش     از حدود روز هفتم كشت مرحله دوم ظاهر مي        
ژن  نتــايج فلوسـيتومتري آنتــي . برداشـت فيزيكـي اســتفاده شـد   

CD15  هاي ميلوييدي وجود دارد، نـشان داد    كه در سطح سلول
 CD15هاي برداشت شده از محيط نيمه جامد، اغلـب       كه سلول 

ــوني    ــي كل ــازي فيزيك ــابراين جداس ــستند و بن ــي ه ــ منف اي ه
وسـيله   صـورت دسـتي بـه      اريتروييدي با ميكرومنيپولاتور يا بـه     

ساز اريتروييدي با خلوص     هاي پيش  تواند سلول  ميكروپيپت، مي 
  .بسيار بالا را فراهم آورد

سـاز   هـاي بنيـادي خـون      در اغلب مطالعات پيـشين سـلول      
CD34+      حاصل از مغز استخوان، خون بند ناف يا خون محيطي 

روش معمـول  . ]23،  22،  19،  1[ه شده است    جريان يافته استفاد  
بـادي   آنتي بر پايه استفاده از      +CD34هاي   براي جداسازي سلول  

ــي ــه ايــن آنت ــا يكــي از روش  علي  FACSهــاي  ژن اســت كــه ب
(Flourescent Activated Cell Sorting) ــا  MACS يـ
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(Magnetic Activated Cell Sorting)ــرد  انجــام مــي . گي
سـاز اريتروييـدي از      هاي پـيش   همچنين جداسازي نهايي سلول   

هاي تمايز يافته در محيط كـشت مـايع، توسـط           ميان انبوه سلول  
 انجـام   CD71 يـا    CD36هـاي    ژن بادي عليه يكي از آنتـي      آنتي
اسـتفاده از ايـن روش جداسـازي، پرهزينـه و نيازمنـد       . شود مي

هـا   ن است بسياري از آزمايشگاه    تجهيزات خاص است كه ممك    
هـاي   همچنـين نقيـصه ذاتـي ايـن روش        . بهـره باشـند    از آن بي  

جداسازي آنست كه هيچ گاه بازده صد در صد ندارند و گـاهي             
مـشكل  . آيـد   درصد پـايين مـي     70اوقات خلوص نمونه تا حد      

كارگيري اين شيوه آنست كه در برخـي از مطالعـات از             ديگر به 
CD36 هـاي   گر مناسـب بـراي جداسـازي سـلول        عنوان نشان   به
 CD36ساز اريتروييدي استفاده شده اسـت، در حـالي كـه         پيش

سـازهاي   هاي خوني از جمله تمامي پـيش       در سطح ساير سلول   
 و (Wong)وونــگ . ]29-26[شــود  رده ميلوييــدي ظــاهر مــي

دست آمده از خون      به +CD34هاي   همكاران با استفاده از سلول    
، برنامه تمايزي را بـراي توليـد        G-CSFمحيطي جريان يافته با     

ساز اريتروييدي در محيط مايع اسـتفاده كردنـد          هاي پيش  سلول
هـا    درصـد سـلول    6/97كه در آن در پايـان روز دهـم كـشت،            

CD36+       هـاي   انـد كـه ايـن سـلول         هستند؛ ولـي ثابـت ننمـوده
CD36+  سـاز اريتروييـدي دارنـد نـه         هـاي پـيش     ماهيت سلول

هاي مطالعـه حاضـر آنـست كـه          يكي از مزيت  . ]23[ميلوييدي  
 نظر  جاي در  ساز اريتروييدي، به   هاي پيش  براي جداسازي سلول  

ها مانند وجـود     گرفتن نشانگرهاي سطحي از فنوتيپ اين سلول      
هـاي اريتروييـدي     شناسـي ويـژه كلـوني      هموگلوبين و ريخـت   

هـاي اريتروييـدي بـا       صحت انتخـاب كلـوني    . نمايد استفاده مي 
هاي ميلوييـدي و     ها از كلوني   شناسي متفاوت آن   توجه به ريخت  
بـه همـين دليـل      . دآميزي بنزيدين به اثبات رسي     نيز توسط رنگ  
ساز اريتروييدي حاصـل از ايـن روش         هاي پيش  است كه سلول  

شناســي واضــح   در تجزيــه و تحليــل ســيتولوژي، ريخــت   
هاي اريتروييـدي را از      اي همگن از سلول    اريتروبلاستي و منظره  

هاي تهيه   هاي ميلوييدي در گستره    خود نشان داده است و سلول     
ايج فلوسـيتومتري بـراي     شود، همچنان كه نت ـ    شده مشاهده نمي  

از ديگر نتايج اين مطالعه كه      . كند  آن را تأييد مي    CD15ژن   آنتي

هـاي تمـايز    قابل تطبيق با مقالات قبل است، درصد بالاي سلول     
 CD235a و   CD36يافته اريتروييدي است كه بـا نـشانگرهاي         

ــي  ــشخص م ــوند  م ــد  . ]30، 23، 22، 13[ش ــودن درص ــالا ب ب
هاي مثبت از لحاظ اين دو نـشانگر در كنـار سـاير نتـايج                سلول

هـاي تمـايز      درصـد سـلول    95دهد كه حداقل بيش از       نشان مي 
سازهاي رده اريتروييد    يافته و جداسازي شده با اين شيوه، پيش       

هــاي فاكتورهــاي  تأييــد نتــايج فــوق، وجــود بيــان ژن. هــستند
و ] GATA-1 ]31  ،32روييـدي نظيـر     رونويسي ويـژه رده اريت    

EKLF (Erythroid Krüppel-like Factor) ]33 ،34[ و نيز 
يكي ديگر از نكات قابـل توجـه        . بيان زنجيره آلفا گلوبين است    

 زنده در دوره كـشت      هاي در اين تحقيق بالا بودن درصد سلول      
است كه نشانگر مناسب بودن شرايط و محيط كشت مورد نيـاز            

طور كـه در بخـش       همان. هاست ها براي تكثير و تمايز آن      سلول
ساز اريتروييـدي    هاي پيش  نتايج مشاهده شد، بازده تكثير سلول     

هـا قبـل و      با در نظر گرفتن نتايج حاصل از فلوسيتومتري سلول        
هــاي   برابــر افــزايش تعــداد ســلول150ل بعــد از تمــايز، معــاد

 است كه قابل مقايـسه بـا نتيجـه          +CD36ساز اريتروييدي    پيش
. ]30، 23، 22، 13[دست آمده از ساير مقـالات مـشابه اسـت           به

هاي بنيادي خون بند ناف انـسان     هرچند اين مطالعه تمايز سلول    
ساز اريتروييدي را اثبـات نمـود ولـي امكـان            هاي پيش  به سلول 

هاي  تعميم نتايج آن به مغز استخوان وجود ندارد، چرا كه سلول          
هاي اريتروييدي   بنيادي مغز استخوان فرد بالغ در تمايز به سلول        
بنـابراين  . گذارد الگوي متفاوتي از مراحل تمايز را پشت سر مي        

وضـوع بـا    شود كـه مطالعـات ديگـري روي ايـن م           پيشنهاد مي 
هاي بنيادي مغز استخوان فرد بالغ صورت گيرد         استفاده از سلول  

توانـد گـام مناسـبي بـراي كـاربردي كـردن اسـتفاده از                كه مـي  
هـاي خـوني    هاي بنيادي مغز استخوان در درمـان بيمـاري      سلول

  .شمار آيد به
  

   تشكر و قدرداني-5
اين تحقيق مستخرج از رسـاله دكتـري رشـته همـاتولوژي            

درضـمن   .ه علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس اسـت       دانشكد
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 .نمايند ياخته تشكر و قدرداني مي تحقيقات فناوري بنهــاي مــالي مركــز  وســيله نويــسندگان مقالــه از حمايــت بــدين
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