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 چكيده
  in vitroايط  بررسي نقش سيستم اكسي توسين ـ رسپتور اكسي توسين در تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به سلولهاي قلبي در شر:هدف

اجسام جنيني  از سلولهاي بنيادي جنيني در قطرات آويزان به مدت دو روزدر اين مطالعه كه به روش تجربي انجام شد،  :مواد و روشها
در اين مرحله براي القاي تمايز،  .تشكيل شد سپس براي پنج روز در ظروف كشت باكتريايي و در حالت سوسپانسيون كشت شدند

 خانه 24اجسام جنيني هفت روزه، به صورت تكي در چاهكهاي ظروف كشت  .وسين به محيط كشت افزوده شدهورمون اكسي ت
منتقل شده و تعداد اجسام جنيني ضربان دار، روز شروع ضربان و فركانس ضربان در گروهها به كمك ميكروسكوپ معكوس مطالعه 

ساركومريك، ارزيابي ايمونوسيتوشيمي  /زاسيون پروتئينهاي انقباضيهمچنين براي تثبيت حضور سلولهاي قلبي و مشاهده ارگاني. شد
 RT-PCRبراي اثبات وجود رسپتور اكسي توسين در سلولهاي بنيادي جنيني و بررسي بيان برخي ژنهاي خاص قلبي، . انجام شد

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction) (انجام شد .  
ي رسپتور اكسي توسين را در سلولهاي بنيادي جنيني موش mRNA ده در اين تحقيق براي اولين بار، وجود نتايج به دست آم:ها يافته

و سلولهاي تمايز يافته حاصل از آن نشان داد و نقش اكسي توسين نيز توسط افزايش طول دوره انقباض اجسام شبه جنيني، سطح بيان 
  .ثابت شد بي حاصل از سلولهاي بنيادي جنيني تيمار شده با آنبرخي از ژنهاي خاص قلبي و تعداد بيشتر سلولهاي قل

 اكسي توسين داراي رسپتورهايي روي سلولهاي بنيادي جنيني تمايز نيافته و سلولهاي تمايز يافته حاصل از آن است و :گيري نتيجه
را در تكوين سلولهاي قلبي در سيستم اكسي توسين ـ رسپتور اكسي توسين ممكن است از جمله فاكتورهايي باشد كه نقش مهمي 

  . كند  ميطول دوره جنيني ايفا
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  مقدمه
براي ساليان متوالي، اكسي توسين به عنـوان هورمـون سيـستم          
تناسلي ماده شناسايي شده بود كه موجب تحريـك انقباضـات           

ايمان، رفلكس خروج شير در دوران شيردهي و        رحم در طي ز   
مكان اصـلي بيـان ژن آن، هـسته         ]. 1[شود    مي تخمك گذاري 

هاي هيپوتالاموس است همچنين نورونهاي اكسي توسينرژيك       
 علاوه بر سيستم    .اند در سرتاسر سيستم عصبي مركزي پراكنده     

عصبي مركزي، در بافتهـاي محيطـي از جملـه رحـم، جفـت،              
 پروستات، تيروييد، قلـب و عـروق نيـز اكـسي            آمنيون، بيضه، 
  ]. 1[شود   ميتوسين ساخته

به تازگي پيشنهاد شده كه اكسي توسين به عنوان فاكتور رشـد            
در مطالعـات اخيـر نـشان داده انـد كـه            . و تمايز سلولي است   

تواند بـه عنـوان       مي اكسي توسين در بافتهاي توموري مختلف     
لولها عمل كنـد از جملـه       يك تنظيم كننده منفي براي تكثير س      

، ]3[، تومورهاي پستان جوندگان ]2[كارسينوماي پستان انسان    
و رده هـــاي ســـلولي  ] 4[تومورهـــاي عـــصبي انـــسان   

ايـن اثرهـاي ضـد تكثيـر بـا واسـطه            . استئوكارسينوماي انسان 
  انجــامCAMP-PKAرســپتور اكــسي توســين و توســط مــسير 

سي توسين، يـك    در مقابل اين اثر ضد تكثير اك      ].4-6[شود   مي
 اكسي توسـين  . عمل ميتوژنيك نيز براي آن تعريف شده است       

تواند موجب تحريك تكثيـر تيموسـيتها، افـزايش فعاليـت            مي
ميتوزي در اپيتليوم پروستات، اندوتليوم عروق و تروفوبلاستها        

تمايز سلولهاي ميواپي تليال و تكثير غـده         شود همچنين باعث  
ف ديگر نشان داده شـده كـه        از طر ]. 7[شود    مي پستاني موش 

اكسي توسين روي قلب در حال تكوين تأثير دارد بـه طـوري             
كه تزريق زياد اكسي توسين به جنين منجر بـه تخريـب رشـد        

و خـاموش كـردن رسـپتور       ] 9 و 8[ قلب در انسان و رت شده     
اكسي توسين توسط آنتاگونيست آن در مرحلـه اوليـه تكـوين            

شـود    مـي  نـين جوجـه   تخم جوجه منجر به نقص قلبـي در ج        
   دريافتند 2002و همكارانش در سال ) Paquin(پاكويين ]. 10[
  

كه اكسي توسين و رسپتور آن در قلب در حـال رشـد جنـين               
شـود بنـابراين آنـرا يـك          مـي  بسيار بيشتر از قلب بالغين بيـان      

كارديومورفوژن معرفـي كـرده، از آن بـه عنـوان يـك فـاكتور               
ه سلولهاي قلبي استفاده كردند     بP19 تمايزي در القاي سلولهاي   

در مطالعه اخير محققان حاضر توسط اكـسي توسـين در           . ]7[
 P19 ، كارديوميوسيتها از سلولهاي كارسينومايي       DMEMمحيط  

به دست آمده و به ارزيابي مورفولوژي و ملكولي آن پرداختـه            
  ].11 [شد

 و  2، سـلولهاي تمـايز نيافتـه، پرتـوان        1سلولهاي بنيادي جنينـي   
يرايي هستند كه قابليت تمـايز بـه انـواع سـلولهاي بـدن را               نام

 بلاستوسيـست بـه     3اين سلولها از توده سـلولي داخلـي       . دارند
اگرچه سلولهاي بنيادي جنينـي و كارسـينومايي        . آيند  مي دست
 شباهتهاي زيادي به هم دارند حتي در يك گونـه هـم             4جنيني

ي و  تا حدودي از نظر مورفولـوژي، بيـان نـشانگرهاي سـطح           
از ]. 12[نيازهاي غذايي در محيط كشت با يكـديگر متفاوتنـد           

 آنوپلوييـد  ECو ] 12[ ديپلوييـد  ESنظر كروموزومي سلولهاي   
 مـدل مناسـبي     ECبنابراين احتمالاً سلولهاي    ]. 13و12[هستند  

شـناخت  . براي بررسي مراحـل رشـد و نمـو طبيعـي نيـستند            
زيز و  فاكتورهاي رشـد موضـوع مهمـي بـراي فهـم كـارديوژن            

همچنين پيشرفت درمـان بـا اسـتفاده از سـلولهاي بنيـادي در              
  ].14[بيماريهاي قلبي عروقي است 

تا به حال وجود رسپتور اكـسي توسـين در سـلولهاي بنيـادي              
جنيني تمايز نيافته و همچنين اثر هورمـون اكـسي توسـين در             

در اين  . تمايز اين سلولها به سلولهاي قلبي بررسي نشده است        
ثار هورمون اكسي توسين بر سلولهاي بنيـادي جنينـي          تحقيق آ 

موش بررسي شد و براي تعيين اثر اين هورمون بـر سـلولهاي             
ESدر ابتدا بيان رسپتور خاص آن ارزيابي شد .  

________________________  

1. Embryonic stem cells (ESC) 
2. Pluripotent 
3. Inner cell mass 
4. Embryonic carcinoma cells (ECC) 
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  مواد و روشها
 كشت و تمايز سلولهاي بنيادي جنيني

 Royan B1 رده سلولهاي بنيادي جنيني موش در اين تحقيق از
ايـن سـلولها    ]. 15[ استفاده شـد     C57BL/6د  مشتق از موش نژا   

، فيبروبلاستهاي جنينـي مـوش، كـشت        1روي لايه تغذيه كننده   
 Cكـه توسـط مايتومايـسين    سلولهاي لايه تغذيه كننـده . شدند

(Sigma,U.S.A)            تقسيمشان متوقف شـده بـود، مـانع از تمـايز 
براي رشـد و    . شوند  مي خود به خودي سلولهاي بنيادي جنيني     

 -U.S.A،Gibco(DMEM KO ( سلولها از محيط كشتتكثير اين
، L-glutamine ميلي مولار  2FBS) U.S.A،Gibco(  ،1 درصد   15با  
، يـك درصـد   U.S.A)،(Sigmaميلي مـولار مركاپتواتـانول    1/0

 iu/ml 1000و ) U.S.A، Sigma(غيـر ضـروري    اسيدهاي آمينـه 
   .استفاده شد (emicon) 3فاكتور ممانعت كننده لوكميايي

 از حذف سلولهاي لايه تغذيه كننده و فاكتور مهار كننـده             پس
بنيادي جنيني به صورت سوسپانـسيون در        لوكميايي، سلولهاي 

ــزان    ــرات آوي ــپس قط ــد س ــرار گرفتن ــشت ق ــيط ك  20 4مح
 سلول روي درب پتري ديش حـاوي        800ميكروليتري حاوي   

آب استريل بدون يون گذاشته شده كـه بـه مـدت دو روز تـا                
هـا   EB حفـظ شـدند پـس از آن        51اجسام جنيني تشكيل   زمان

ــت    ــايي و در حال ــشت باكتري ــروف ك ــنج روز در ظ ــراي پ ب
در اين مرحله بـراي القـاي تمـايز،         . سوسپانسيون كشت شدند  

,  10-7 ،10-8با غلظتهاي    )U.S.A،Sigma( هورمون اكسي توسين  
هاي هفت روزه به  EB .به محيط كشت افزوده شد مولار 6-10

 خانـه پوشـيده    24اهكهاي ظـروف كـشت      صورت تكي در چ   
 هـا   EBمحيط كـشت    .  درصد ژلاتين كشت شدند    1/0شده با   

. در سرتاسر آزمايش به صورت يك روز در ميان تعويض شـد  
براي مطالعه اثر مستقيم و بي واسطه هورمون اكسي توسين بر           

از محيط   القاي تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به سلولهاي قلبي،       
________________________  

1. Feeder layer 
2. Fetal bovine serum 
3. Leukemiae inhibitory factor (LIF) 
4. Hanging drops 

 نـشان دهنـده گروههـاي       1جدول  . ستفاده شد  نيز ا  FBSبدون  
مورد استفاده در اين مطالعه، براي انتخاب بهترين شرايط براي          

  .كشت و تمايز سلولها است
  

  گروههاي مورد مطالعه بر اساس وجود سرم در محيط كشت. 1جدول 
  

 محيط كشت
مرحله قطره 

 گذاري

مرحله 
سوسپانسيون

مرحله 
  )(platingاتصال

FBS ++++ + + 
FBS + – –+ – – 
FBS – – –– – – 

  

  ارزيابي مورفولوژيك سلولهاي تمايز يافته
كشتها به طور روزانه توسـط ميكروسـكوپ نـوري معكـوس            

هـاي حـاوي كارديوميوسـيتهاي      EBمشاهده شدند تـا درصـد       
ضربان دار، روز شروع انقباض و تعداد ضربان بر دقيقـه آنهـا             

  . يش مشخص شودبراي كانونهاي ميوسيتي در هر آزما
  

 ارزيابي ايمونوسيتوشيمي سلولهاي تمايز يافته
براي بررسي ايمونوسيتوشيمي كارديوميوسيتهاي تمـايز يافتـه،        
ابتدا نواحي خود به خود منقبض شونده به طـور مكـانيكي بـا              
استفاده از نوك كشيده و نازك شده ميكروپيپتهـاي شيـشه اي            

مي توسط انكوبـه    جدا شده سپس سلولهاي قلبي به طريق آنزي       
 درجـه سـانتي گـراد       37 دقيقـه در   5شدن با تريپسين به مدت      

به اين ترتيب براي فراهم نمودن امكان مشاهده        . پراكنده شدند 
كارديوميوسيتهاي مجزا، سلولها بـا تـراكم پـايين در ظرفهـاي            

 سـاعت   48كشت چهارخانه پوشيده شده با ژلاتين بـه مـدت           
شسته شده،  PBS+ Tween20سپس اين سلولها با . كشت شدند

-Triton Xاز .  در صد انجـام شـد  4ثبوت توسط پارافرمالدهيد 

100) U.S.A،Sigma (        به مدت پنج دقيقه ، براي نفوذپذير شدن
 سـلولها پـس از يـك سـاعت در           .غشاي سلولها استفاده شـد    

  بــا6PBS، در goat serum) U.S.A،(Sigma درصــد 10محلــول 

                                                                                  
5. Embryoid bodies (EBs) 
6. Phosphate Buffer Saline 
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آنتي باديهاي اوليه مـدنظر در      . ه شدند آنتي باديهاي اوليه انكوب   
آلفـا   بررسي حاضـر شـامل آنتـي باديهـاي مونوكلونـال عليـه            

) 1:200( I، كاردياك تروپونين    )1:20(، دسمين )1:800(اكتينين
ــادي ثانويــه  پــس از آن. بودنــد) 1:200(و كانكــسين  آنتــي ب

به مدت يك سـاعت و   1:100 با غلظت 1FITCكنژوكه شده با   
رجه سانتي گراد به سلولها اعمال شد و پـس از            د 37در دماي   

ــا   ــشو ب ــار شست ــه ب ــنت PBSس ــكوپ فلوئورس ــا ميكروس   ب
(Nikon,Japan)  براي تعيين درصد سلولهاي قلبي      . مطالعه شدند

حاصل از سلولهاي بنيادي جنيني در گروههاي تيمـار شـده و            
 آنتي بـادي و     Iنشده با اكسي توسين، آنتي كاردياك تروپونين        

وم يديد، بـه ترتيـب بـراي رنـگ آميـزي اختـصاصي              پروپودي
  .سلولهاي قلبي و هسته تمام سلولها استفاده شد

  
  RT-PCRمطالعات 

ژنهـاي خـاص     براي ارزيابي بيان ژن رسپتور اكسي توسـين و        
 در  α-MHC،  β- MHC MLC-2v, ANFقلبـــي از جملـــه 

 سلولهاي بنيادي جنيني تمايز نيافته و اجسام جنيني تمايز يافته         
ــوس  ــرداري معك ــسخه ب ــل از آن از روش ن ــنش -حاص  واك

 RNA بدين منظور.  شده استفاد(RT-PCR)زنجيرهاي پلي مراز 
با اسـتفاده از  .  استخراج شدRNX Plus TM (Fermentas)آنها با 

 ، Reverse transcriptase(Fermentas) و آنـزيم  dTپرايمـر الگـو   
cDNA  پرايمرهـاي مـورد اسـتفاده بـراي       .  ساخته شد PCR  در 

ــدول ــت 2ج ــده اس ــنش  .  آم ــصولات واك ــط  PCRمح توس
 درصد جـدا شـدند و پـس از رنـگ            2الكتروفورز ژل آگاروز    

آميزي با اتيديوم برومايد، با استفاده از دستگاه ترانس لومينوتر          
UV (Uvido,UK)  آزمون بـراي بررسـي سـطح       .  مشاهده شدند

  .بيان ژنهاي خاص قلبي و مقايسه آنها سه بار تكرار شد
  

  آناليز آماري
 بار تكرار شد و داده هاي مربـوط بـه           3تمام آزمايشها حداقل    

________________________  

1. Fluorescein isothiocyanate 

مناطق داراي ضربان اجسام جنيني و تعـداد ميوسـيتهاي قلبـي            
تمايز يافته در اجسام جنيني به صورت درصد در هر دو گروه            

و بـا   SPSS كـه توسـط برنامـه      كنترل و آزمون نشان داده شـد      
داده هـاي مربـوط بـه       . ندآنـاليز شـد    روش آماري مربع كـاي    

 نيمـه كمـي بـه صـورت         RT-PCRفركانس ضربان در دقيقه و      
 انحراف معيـار نـشان داده شـد و بـا روش آمـاري               ±ميانگين  

Student’s t testآناليز شدند .  
   

  ها يافته
سلولهاي بنيادي جنيني با حذف لايـه تغذيـه كننـده و فـاكتور           

انتقال بـه قطـرات     مهار كننده لوكميايي از محيطشان و پس از         
آويزان، تجمعات پرسلولي بـه نـام اجـسام جنينـي را تـشكيل              

با تيمار اجسام جنيني توسط غلظتهـاي مختلـف اكـسي           . دادند
، سـلولهاي قلبـي بـه     +++FBSتوسـين و بـدون آن در گـروه    

 .صورت مناطق داراي ضربان خود به خـودي مـشاهده شـدند           
در گروه تيمار   ، درصد بيشتري از اجسام جنيني       1مطابق شكل   

 17 مولار اكسي توسـين بـه ويـژه از روز            10-8شده با غلظت    
بـه ايـن    .  داراي ضربان خود به خودي هـستند       platingپس از   

ترتيب، طول دوره ضربان خودبخـودي كلاسـترهاي قلبـي در           
به طـوري كـه در پايـان        . اين گروه بيشتر از ديگر گروههاست     

لظت اكسي توسـين    دوره كشت، گروه تيمار شده با كمترين غ       
در اين مطالعه، داراي بيشترين درصد اجسام جنيني ضربان دار          

  . بوده است
  ،10 -7 , 10 -8 بـا غلظتهـاي      –+FBS –اجسام جنيني در محيط   

ــشت    10 -6 ــط دوره ك ــين در اواس ــسي توس ــولار اك      روز(م
ــايز14-10+7 ــب )  تم ــه ترتي  و 78/1±09/0، 0/ 98 ±13/0ب
ضـــربان دار را نـــشان دادنـــد درصـــد منـــاطق  18/0±83/1

سـلولهاي  ) بدون اكسي توسين  (اما در گروه كنترل     ). 3جدول(
قلبي ضربان دار مشاهده نشد و بيشترين شكل تمايز سلولهاي          

 تـا پايـان دوره      ---FBS همچنين در محـيط   . شبه عصبي بودند  
كشت، در هيچ كدام از گروهها سـلولهاي ضـرباندار مـشاهده            

عصبي به صـورت شـبكه هـايي در         نشد و فقط سلولهاي شبه      
  .خوردند  ميسرتاسر اجسام جنيني به چشم
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  PCR پرايمرهاي مورد استفاده در .2جدول
  

Gene 

product  
Primer sequences (5´-3´) Size(bp) 

Annealing 

Temperature 

Oxytocin 

receptor  
TCTTCTTCGTGCAGATGTGG 

AGGACGAAGGTGGAGGAGTT 
391 60  

Cardiac 

α-MHC  
CTGCTGGAGAGGTTATTCCTCG  

GGAAGAGTGAGCGGCGCATCAAGG´ 
301 65  

Cardiac, 

β-MHC  
TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGGC 

GCCAACACCAACCTGTCCAAGTTC 
205 68 

MLC-2V 
TGTGGGTCACCTGAGGCTGTGGTTCAG 

GAAGGCTGACTATGTGTCCGGGAGATGC 
189 68 

ANF 
TGATAGATGAAGGCAGGAAGCCGC 

AGGATTGGAGCCCAGAGTGGACTAGG 
203 68  

Oct-4  
GGCGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC 

CTCGAACCACATCCTTCTCT  
317 61  

β--

tubulin 

GGAACATAGCCGTAAACTGC 

TCACTGTGCCTGAACTTACC 317 63 

  
 مقايسه درصد اجسام شبه جنيني ضربان دار در روزهاي تكويني .3جدول 

 تمايز بين گروههاي كنترل و تيمار شده با غلظتهاي مختلف 14-10+7
  --+FBSاكسي توسين در مدل تمايزي 

 

  گروهها
درصد اجسام شبه جنيني 

  ضربان دار
  0  كنترل

       98/0±13/0   مولار اكسي توسين10 -8تيمار شده با 
  78/1 ±09/0   مولار اكسي توسين10 -7تيمار شده با 
  83/1±0/.18   مولار اكسي توسين10 -6تيمار شده با 

  
با توجه به نتايج حاصل از مقايسه گروههـاي مـورد بررسـي،             

 مـولار اكــسي توسـين در محــيط   10-8گـروه تيمــار شـده بــا   

FBS+++           براي بررسي آثار اين هورمون در تمـايز ميوسـيتهاي 
حاصل از سلولهاي بنيـادي جنينـي مـوش انتخـاب و بـا           قلبي  

از نظر مورفولوژي، مناطق ضربان دار       .گروه كنترل مقايسه شد   
، نسبتا گـرد و     )به صورت يك يا دو مركز ضربان دار       (ابتدا كم   

كوچك بوده، اما به تدريج بر تعداد اين مناطق افزوده شـده و             
س چنـد   سـپ . به صورت توده هاي نواري شكل تغييـر يافتنـد         

مركز ضربان دار به يكديگر وصل شده و شكل شبكه ماننـدي            
را در اجسام جنيني تشكيل دادند كه سـطح زيـادي از آنهـا را               

كرد و به صورت هماهنگ تر از قبل به ضربان ادامه            مي اشغال
هيچ اختلاف واضحي در مورفولوژي مناطق ضربان دار        . دادند

  ).2شكل  (گروههاي اكسي توسين و كنترل مشاهده نشد
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   مقايسه درصد اجسام شبه جنيني ضربان دار در روزهاي تكويني مختلف بين گروههاي كنترل و تيمار شده با غلظتهاي مختلف اكسي توسين.1شكل
  

a : حداقل( مولار اكسي توسين معني دار است 10-6 و 10-8اختلاف بين دو گروه تيمار شده باp<0.05  (  
b :مولار اكسي توسين معني دار است 10-6نترل و تيمار شده با اختلاف بين دو گروه ك )p<0.05  (  

: c حداقل( مولار اكسي توسين معني دار است 10-8 اختلاف بين دو گروه كنترل و تيمار شده باp<0.05  (  
: d حداقل( مولار اكسي توسين معني دار است 10-7 و 10-8 اختلاف بين دو گروه تيمار شده باp<0.01  ( 

: e مولار اكسي توسين معني دار است 10-6 و 10-7 اختلاف بين دو گروه تيمار شده با)p<0.05  (  
  

براي مقايسه عملكرد انقباضي ميوسيتهاي قلبـي در گروههـاي          
 مـولار اكـسي توسـين، فركـانس         10-8كنترل و تيمار شده با      

ضربان مناطق داراي طـپش اجـسام شـبه جنينـي در روزهـاي              
ارش شد سپس ميانگين فركـانس ضـربان        تكويني مختلف شم  

نتـايج  . در دقيقه دو گروه محاسبه و بـا يكـديگر مقايـسه شـد            
شمارش فركانس ضربان كلاسترهاي قلبي، الگوي مـشابهي را         

به طوري كه فركانس ضـربان تـوده        . در هر دو گروه نشان داد     
هاي قلبي با آهنگ پاييني شروع شد و به تدريج افزايش يافت            

اواسط دوره كشت به حـداكثر رسـيد سـپس ايـن            تا اينكه در    
. فركانس به تدريج كاهش يافت و يا به طور كلي متوقف شـد            

 آمـده   3فركانس ضربان در طـول سـي روز كـشت در شـكل              
حداقل فركانس ضـربان در گروههـاي كنتـرل و تيمـار            . است

 ±89/17 و   96/43 ±41/9شده بـا اكـسي توسـين بـه ترتيـب          
بود كه اختلاف بين آنهـا       7+1وز   ضربان در دقيقه در ر     51/54

و حـداكثر فركـانس     ) p<0.001(از نظر آماري معني دار اسـت        

ــربان در روز   21/168±6/11 و 23/152± 7/8، 7+17ضـــــ
ضربان در دقيقه شمارش شد كه پس از آن رو به كاهش رفت             

  . در حالي كه اختلاف معني داري بين دو گروه مشاهده نشد
لبي در اجسام جنيني ضربان دار      براي تثبيت حضور سلولهاي ق    

و مشاهده ارگانيزاسيون پروتئينهاي خـاص عـضلاني و قلبـي،        
 14 و   7،  3رنگ آميزي ايمونوسيتوشيمي سلولهاي شـبه قلبـي         

 آلفـا اكتينـين،    با استفاده از آنتـي باديهـاي         platingروز پس از    
آلفـا  . و كانكـسين انجـام شـد    I تروپـونين كارديـاك  دسمين، 

  نگه Zيني است كه فيلامنتهاي اكتين را در صفحه         اكتينين پروتئ 
دســمين يــك نــوع فيلامــان حــد واســط اســت كــه . دارد مــي

 متـصل  ميوفيبريلهاي مجاور را به يكديگر و به غـشاي سـلول          
 نيز يك پروتئين اختـصاصي در       Iكند و كاردياك تروپونين      مي

 از جمله پروتئينهاي مهـم      43سلولهاي قلبي است و كانكسين      
در مشاهدات ما مطابق شـكل  .  است(Gap junction)از اتصال ب

كنتـرل  ( سلولهاي داراي ضربان خود به خودي هر دو گروه           4
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اشكال دوكي، گـرد و سـه       ) و اكسي توسين با غلظت مطلوب     
تا چند وجهي و الگـوي رنـگ آميـزي مخطـط و فيلامنتـي را             

در هـر سـه     . مشابه سلولهاي قلبي بـالغ از خـود نـشان دادنـد           
مرحله تكوين، الگوهاي مختلفي از ميوفيلامنتهاي ارگانيزه نـشده         

هر چنـد در مراحـل نهـايي تمـايز     . تا كاملا ارگانيزه مشاهده شد    
  .بيشتر سلولها الگوي كاملا ارگانيزه را از خود نشان دادند

  

  
محدوده ( تمايز در گروه كنترل 7+1 منطقه داراي ضربان در روز 2شكل

 تمايز در گروه 7+14 نوارهاي عضلاني قلبي در روز ,) A) (نقطه چين
 7+21شبكه هاي عضلاني قلبي در روز , )B) (محدوده نقطه چين(كنترل 

  )C) (محدوده نقطه چين(تمايز در گروه كنترل 
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7+1          7+5           7+9          7+13       7+17          7+21      7+25         7+29
روزهاي مختلف تكويني

  
*

  
در )  خطاي استاندارد±( مقايسه ميانگين ضربان در دقيقه .3شكل 

 مولار 10-8 ار شده با روزهاي تكويني مختلف بين گروههاي كنترل و تيم
  اكسي توسين

                  ■      گروه كنترل □ مولار اكسي توسين10-8 گروه تيمار شده با
  ).p<0.001(اختلاف بين دو گروه از نظر آماري معني دار است : *

  
 نتايج حاصل از شمارش درصد سلولهاي قلبي دو گروه نـشان          

نشده با اكـسي توسـين      دهد كه اجسام جنيني تيمار شده و         مي
 1/7±1/1 و   4/10± 40/1 تمايز بـه ترتيـب داراي      7+3در روز   

 2/9±78/1 و2/11±8/1 تمــايز داراي 7+14در روز  درصــد و
آناليز آماري وجود تفاوت معني     . درصد ميوسيتهاي قلبي بودند   

داري را بين دو گروه فوق در هر دو مرحله تمايزي نـشان داد              
)p<0.05 ) ( 4جدول.(  
  

مقايسه درصد ميوسيتهاي قلبي موجود در اجسام شبه جنيني .  4ل جدو
 مولار اكسي توسين در مدل 10-8بين گروههاي كنترل و تيمار شده با 

   تمايز7+14  و 7+3در روز  , +++FBSتمايزي 
  درصد ميوسيتهاي قلبي در هر

  گروهها  جسم شبه جنيني
   تمايز7+14روز    تمايز7+3روز 

  2/9±78/1  1/7±1/1  كنترل
 10 -8تيمار شده با 

  مولار اكسي توسين
* 40/1±4/10  * 8/1± 2/11  

  ).p<0.05(  اختلاف بين دو گروه از نظر آماري معني دار است *
  

در تحقيق حاضر، حضور رسپتور اكسي توسـين در سـلولهاي           
بنيادي جنيني تمايز نيافته و اجسام جنيني تمايز يافتـه حاصـل            

سلولهاي بنيادي جنيني تمايز نيافتـه      از   RNA.از آن بررسي شد   
  تيمـار شـده و بـدون تيمـار بـا          (  روزه   7 و   2و اجسام جنيني    
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 رنگ آميزي ايمنوسيتوشيمي ميوسيتهاي قلبي حاصل از سلولهاي بنيادي جنيني در گروه تيمار شده با اكسي توسين در سه مرحله تكويني مختلف به .4شكل

  . كانكسين: J, K, Lكاردياك تروپونين آي، : G, H, Iدسمين، : D, E, Fآلفا اكتينين،: A, B, C.  7+14 و 7+7، 7+3ترتيب در روز 
scale bars: 50 μm. 

  
 بـا پرايمـر ويـژه       RT-PCRاستخراج و واكـنش     ) اكسي توسين 

ــايج. رســپتور اكــسي توســين انجــام شــد  وجــود  RT-PCRنت
mRNA          ي رسپتور اكسي توسين را در سلولهاي بنيادي جنينـي

  ). 5شكل(ايز نيافته و اجسام جنيني حاصل از آن نشان داد تم
  مقايسه نتايج حاصـل بـين دو گـروه تيمـار شـده و نـشده بـا                  
اكسي توسين نشان مي دهد كه افزودن اكسي توسين بيان ايـن   
رسپتور را تا حدي افزايش داده است هرچند كه بررسي كمـي           

اي خاص  همچنين بيان ژنه  . در اين زمينه صورت نگرفته است     

سـلولهاي    در ANF و α-MHC،β-MHC،MLC-2vقلبي از جمله    
بنيادي جنيني تمايز نيافته و اجسام جنيني تمايز يافته نشان داد           
كه سلولهاي بنيادي جنيني تمايز نيافته هـيچ يـك از ژن هـاي              

در حالي كه با القـاي تمـايز، ايـن          . خاص قلبي را بيان نكردند    
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 بـه عنـوان مـاركر سـلولهاي       OCT-4 در مقابل . ژنها بيان شدند  
بنيادي جنيني تمايز نيافته در اين سلولها بيان شـده و بيـان آن              

  ).B وA 5شكل(در سرتاسر تمايز در هر دو گروه ادامه يافت 
  

  
  

يان ژن رسپتور اكسي توسين در سلولهاي بنيادي جنيني و اجسام  .5شكل
و بيان ژن ) A( روزه تيمار شده و نشده با اكسي توسين 7 و 2شبه جنيني 

OCT-4 و ژن هاي قلبي در سلولهاي بنيادي جنيني و گروههاي كنترل و 
  ).B( مولار اكسي توسين 10-8تيمار شده با 

  
 طـي تكـوين     α-MHC قلبي نشان داد كه بيان       MHCآناليز بيان   

اجسام شبه جنيني افزايش غير معني داري يافت در حالي كـه             
به اين ترتيب بـا     .  كرد در هر دو گروه كاهش پيدا     β-MHC بيان

.  صـورت گرفـت    α-MHCبـه   β-MHC ادامه تمـايز تغييـري از     
 در گروه تيمار شده با اكسي توسين        β-MHCعلاوه بر اين بيان     

 بيشتر از گروه كنترل بوده و از نظر آمـاري معنـي   7+3در روز  
 در هر دو گـروه  ANF وMLC-2v آناليز بيان).  p<0.05(دار بود 

در مراحل مختلف تكوين نشان داد به طوري        بيان زياد آنها را     
كه در هر دو گروه سطح بيان اين ژنها طي تكوين تقريبا ثابت             

علاوه بر اين بيان هر دو ژن در گروه تيمار شده بـا             . باقي ماند 
 تمايز نسبت به گروه كنتـرل بيـشتر      7+3اكسي توسين در روز     

و در حالي كه هيچ اخـتلاف معنـي داري بـين د           ) p<0.05(بود  
  ).B وA 6شكل( تمايز مشاهده نشد 7+14گروه در روز 
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  ■ گروه كنترل     □ مولار اكسي توسين10-8 گروه تيمار شده با

  
  بحث

چندين تحقيق نقشي را براي اكسي توسين بـه عنـوان فـاكتور             
 در زمان بـارداري و پـري ناتـال در نظـر        رشد و تمايز يا بلوغ    

در مادر اكـسي توسـين موجـب تحريـك تمـايز و             . گرفته اند 
سيـستم  ]. 1[شود    مي تكثير سلولهاي ميواپي تليال غدد پستاني     

/  رسپتور اكسي توسين در سلولهاي كومولـوس       -اكسي توسين 
شـود و     مـي  لوتئال انسان كه اووسيت را احاطه كرده اند بيـان         

عيف ژن رسپتور اكسي توسـين در اووسـيت نيـز           حتي بيان ض  
علاوه بر اين، وقتي اووسيتهاي لقاح      ]. 16[مشاهده شده است    

 كـشت شـوند، در   in vitroيافته مـوش بـا اكـسي توسـين در     
مقايسه با آنهايي كه تحريك نشده اند بـه نـسبت بـالاتري بـه               

تمام ايـن مطالعـات نقـش       ]. 1[رسند    مي مرحله بلاستوسيست 
 رسـپتور اكـسي توسـين را در مـادر و            –سي توسين سيستم اك 

دهد و تحقيـق حاضـر نيـز بـه            مي جنين در حين تكوين نشان    

B 
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نقــش اكــسي توســين در تكــوين ســلولهاي قلبــي حاصــل از 
در .  اشـاره دارد in vitro سـلولهاي بنيـادي جنينـي در شـرايط    

مطالعه حاضر، براي تحقيق بيشتر درباره عملكرد اكسي توسين 
وژنزيز، بيــان رســپتور آنــرا در ســلولهاي بنيــادي در كــارديومي

جنيني تمايز نيافته و اجسام جنيني حاصل از آن و آثار افزودن            
  .اكسي توسين به محيط كشت اين سلولها بررسي شد

در تحقيق حاضر براي شناخت پتانسيل تكويني اكسي توسـين          
 از دوزيابي استفاده شد كه بر اساس نتـايج حاصـله از غلظـت              

ولار اكسي توسين به عنوان بهترين غلظـت آن در ايـن             م 8-10
و ) Paquin(در مطالعـات قبلـي پـاكويين        . مطالعه استفاده شـد   

 بـه   P19 همكارانش براي تمايز سلولهاي بنيادي كارسـينومايي      
 مولار اكسي توسـين اسـتفاده       10-7ميوسيتهاي قلبي از غلظت     

راي تمايز  و همكارانش نيز بKutsuhisa)(كاتساهيسا ].7[كردند 
 10-7 به ميوسيتهاي قلبي غلظـت       +Sca-1سلولهاي بنيادي بالغ    

كه اخـتلاف غلظـت     ] 17[مولار اكسي توسين را به كار بردند        
در دوز به دست آمده در مطالعه حاضر شايد ناشي از اختلاف            

  .در رده سلولي و محيط كشت مورد استفاده باشد
را در  ي رسـپتور اكـسي توسـين         mRNAنتايج حاصل حضور    

سلولهاي بنيادي جنيني تمايز نيافته و اجسام جنيني حاصـل از           
دهد اين سلولها در حـضور رسـپتور          مي آن تاييد كرد كه نشان    

اخيـرا  . توانند به اكسي توسـين پاسـخ دهنـد          مي اكسي توسين 
و همكارانش وجود رسپتور اكـسي توسـين        ) Paquin(پاكويين  

دند و به نقش اكـسي   نشان داP19را در سلولهاي كارسينومايي    
توسين در بلوغ سلولهاي قلبي تازه تمايز يافتـه اشـاره كردنـد             

همچنين وجود رسـپتورهاي فانكـشنال در ميوبلاسـتهاي         ]. 7[
اما تابه حال هيچ گزارشـي از       ]. 18[كشت يافته نشان داده شد      

بيان رسپتور اكسي توسين در سلولهاي بنيادي جنيني و نقـش            
ولهاي قلبـي حاصـل از سـلولهاي        اين هورمون در تكوين سـل     

  .وجود ندارد in vitroبنيادي جنيني در شرايط 
مشاهدات ما نشان داد كه هرچند اكسي توسين در محيط فاقد           
سرم توانايي شروع تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به سـلولهاي          
قلبـي را نــدارد امــا در محـيط حــاوي ســرم همـراه بــا ديگــر    

ــناخته موجــود در آ  ــاي ناش ــينفاكتوره ــوين   م ــد در تك توان
سـلولهاي بنيـادي جنينـي تيمـار        . سلولهاي قلبي نقش ايفا كند    

شده با اكسي توسين به خوبي به سلولهاي قلبـي فعـال تمـايز              
وجود اجسام جنيني ضربان دار بيشتري تـا پايـان دوره           . يافتند

كشت، تجلي نشانگرهاي سـلولي و ملكـولي خـاص قلبـي و             
بت به گروه تيمار نشده با اكـسي        افزايش بيان برخي از آنها نس     

توسين و همچنين افزايش درصـد سـلولهاي قلبـي حاصـل از             
سلولهاي بنيادي جنيني تيمار شده با اكسي توسـين، از جملـه            
  .نشانه هاي نقش اكسي توسين در تكوين سلولهاي قلبي است

سلولهاي قلبي ضربان دار در حـال تكـوين، برخـي از ژنهـاي              
-αدر ايـن مطالعـه بيـان ژنهـاي          . ننـد ك  مي خاص قلبي را بيان   

MHC ،β-MHC، ANF و MLC-2v  و مقايسه سطح بيان آنها بين
 RT-PCRدو گروه تيمار شده و نشده با اكسي توسـين توسـط           

الگوهاي بيان ژنهاي مختلـف در قلـب        . نيمه كمي بررسي شد   
يابـد و بـسياري از ژنهـا، الگـوي بيـان              مي طي تكوين تفاوت  

 ].19[ جنيني نسبت به دوره بـالغ دارنـد          وسيعتري را در دوره   
در سـطح بـالايي در روز    in vitro ،MLC-2v mRNAدر شرايط

نيـز سـطح    (Lekanne Deprez) لكـان دپـرز  .  مشاهده شـد 3+7
 را در مرحلــه اوليــه تكــوين MLC-2v mRNAبــالايي از بيــان 

 بنيادي جنيني به دست آورد سلولهاي قلبي حاصل از سلولهاي
ز مطالعـات تـأخيري در بيـان ايـن ژن گـزارش             اما در برخي ا   

  ]. 20[اند  كرده
در سرتاســر تمــايز  MHC- α , β بيــان هــر دو ايزوفورمهــاي

-α اجسام جنيني مشاهده شد كه آناليز بيان آنها افـزايش بيـان           

MHC     و كاهش بيانMHC -β       را طي تكوين اجسام جنيني در 
فته هـا بـا     اين يا . هر دو گروه كنترل و اكسي توسين نشان داد        

ــات  ــي   in vivoمطالع ــيتهاي بطن ــه در ميوس ــت دارد ك مطابق
وجـود   αبـه    βاز MHCپستانداران كوچك تغييـر در فنوتيـپ        

شـيفتي را   ]21[و همكـاران  ) Metzger(همچنين متزگـر  . دارد
 ها گزارش كرده اند و توضيح دادنـد         ESCطي تمايز    αبه   βاز

 in vitro در MHCكه ممكن است دلالت بر تغيير تكـويني ژن  
داشته باشد يا به خـاطر القـاي سـلولهاي دهليـزي در اجـسام               
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  .كنند  مي را بيانMHC- αبيشتر  جنيني باشد زيرا اين سلولها
با مقايسه سطح بيان اين ژنها در دو گروه افزايش معنـي داري             

 در مرحله اوليـه تكـوين   MLC- 2v  وMHC- β، ANFدر بيان 
  .ان داده شد نشin vitroسلولهاي قلبي در 

نتايج حاصل از پژوهش حاضر بيانگر اين است كـه سـلولهاي         
 تيمار شده و نشده با اكسي توسين به Royan B1بنيادي جنيني 

ميوسيتهاي قلبي عملكردي تمايز يافتند كه اين نتيجه گيري بر          
اساس مشاهده انقباض سلولهاي تمـايز يافتـه و بيـان چنـدين             

سط ميوسيتهاي قلبي حاصـل     ماركر ملكولي مربوط به قلب تو     
به اين ترتيب نشان داده شد كه اكسي توسين به          . به دست آمد  

ــي حاصــل از    ــلولهاي قلب ــوين س ــپتورش در تك ــطه رس واس
هرچنـد كـه مكانيـسم آن       . سلولهاي بنيادي جنيني نقـش دارد     

 حاصـل از ترشـح      ANFهنوز شناسايي نشده است ولي شـايد        
ر رشـد سـلولي در      اكسي توسين بتواند به عنـوان يـك فـاكتو         

  . كارديوميوژنزيز نقش ايفا كند

از آنجايي كه اكسي توسين منجر به افـزايش تمـايز سـلولهاي             
بنيادي جنيني به ميوسيتهاي قلبـي شـده اسـت نتـايج مطالعـه              
حاضر ممكن است كـاربردي در درمـان هـاي ترميمـي بـراي              
جايگزين بافت قلبي از دست رفته پس از صدمه داشته باشد و 

توسين بتواند به عنوان يك فاكتور تروفيـك در تقـسيم           اكسي  
جبراني ميوسيتهاي قلبـي در قلـب انفاركتـه يـا در كـارديوژنز              
سلولهاي پيش ساز يا سلولهاي پيوند شده به قلب صدمه ديده           

  . نقش داشته باشد
  

  تقدير و تشكر
اسـت و   ) 137-1-4كد  (اين مقاله حاصل يك طرح پژوهشي       

و غيـر مـصرفي بـر مبنـاي قـرار داد            كليه هزينه هاي مصرفي     
پ از بودجه تحقيقاتي پژوهـشكده رويـان        /18262/84شماره  

نويسندگان مراتب تقدير و تشكر خـود را از         . تامين شده است  
  .دارند  ميتمامي دست اندركاران اين پژوهشكده اعلام

  
References 

1. Gimpl G, Fahrenholz F. The oxytocin receptor 
system: structure,function,and  regulation. Physiol 
Rev 2001; 81: 629–83. 

2. Cassoni P, Sapino A, Negro F, BussolatiG. 
Oxytocin inhibits proliferation of human breast 
cancer cell lines. Virchows Arch 1994; 425: 467-
72. 

3. Cassoni P, Sapino A, Papotti M, Bussolati G. 
Oxytocin and oxytcin- analogue F314 inhibit cell 
proliferation and tumour growth of rat and 
mammary carcinomas. Int J Cancer 1996; 66: 817-
20. 

4. Cassoni P, Sapino A, Fortunati N, Stella A, 
Bussolati G. Presence and significance of oxytocin 
receptors in human neuroblastomas and glial 
tumors. Int J Cancer 1998; 77: 695-700. 

5. Cassoni P, Fulcheri E, Carcangiu ML, Stella A, 
Deaglio S, Bussolati G. Oxytocin receptors in 
human adenocarcinomas of the endometrium: 

presence and biological significance. J Pathol 
2000; 190: 470–7. 

6. Cassoni P, Sapino A, Fortunati N, Munaron L, 
Chini B, Bussolati G. Oxytocin inhibits the 
proliferation of MDA-MB231 human breast-
cancer cells via cyclic adenosine monophosphate 
and protein kinase A. Int J Cancer 1997; 72: 340-4. 

7. Paquin J, Danalache BA. Jankowski  M, 
McCann SM. Gutkowska J. Oxytocin induces 
differentiation of P19 embryonic stem cells to 
cardiomyocytes. PNAS 2002; 99: 9550-5. 

8. Chard T, Boyd NR, Forsling ML, McNeilly AS, 
Landon J. The development of a radioimmuno-
assay for oxytocin: the extraction of oxytocin from 
plasma, and its measurement during parturition in 
human and goat blood. J. Endocrinol. 1970; 48: 
223–34. 

9. Schriefer JA, Lewis PR, Miller JW. Role of fetal 
oxytocin in parturition in the rat. Biol. Reprod 

Archive of SID

www.SID.ir



  

   سلولهاي قلبي بنيادي به تمايز سلولهايواكسي توسين بيان 

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 5, Winter & Spring 2008 

229229

1982; 27: 362–8. 
10. Widmer H, Durroux T, Kempf H, Mouillac B, 

Gasc JM, Barberis C. World Congress on 
Neurohypophysial Hormones, Aug. 28 to Sept. 12, 
1999, Edinburgh, Scotland, p. 94 (abstr.). 

 بـه سـلولهاي قلبـي بـا اسـتفاده از           p19القاي تمايز سـلولهاي      .11

مجلـه  ليلي حاتمي، مجتبـي رضـازاده،       . ي توسين هورمون اكس 

  .33-9: 4 ؛1383علوم تشريح ايران
12. DAmour K. Gage FH. New tools for human 

developmental biology. Nature Biotechnology 
2000; 18: 381-2. 

13. Evans M. Kaufman M.H.Establishment in culture 
of pluripotential cells from mouse embryos. Nature 
1981; 292: 154-6. 

14. Agapios S, Bernd K. Fleischmann, Eugen 
Kolossov, Maria Wartenberg, Cardiac specific 
differentiation of mouse embryonic stem cells. 
Cardiovascular Research 2003; 58: 278-91 

15. Baharvand H, Matthaei KI. Culture condition 
difference for establish- ment of new embryonic 
stem cell lines from the C57BL/6 and BALB/c 
mouse strains. In Vitro Cell Dev Biol Anim 2004; 
40: 76-81. 

16. Furuya K, Mizumoto Y. Gene expression of 
oxytocin and oxytocin receptor in cumulus cells of 
human ovary. Human Res 1995; 44: 49-7. 

17. Katsuhisa M, Toshio N, Nobuhiro N. Adult 
cardiac sca-1-positive 581 cells differentiate into 
beating cardiomyocytes. J Biol Chem 2004; 279 
(12): 11384-91. 

18. Jankowski M, Bogdan D, Donghao W. Oxytocin 
in cardiac ontogeny. PNAS 2004; 101: 13074-9. 

19. Fijnvandraat AC, Van Ginneken ACG, de Boer 
PAJ. Cardiomyocytes derived from embryonic 
stem cells resemble cardiomyocytes of the 
embryonic heart tube. Cardiovasc Res 2003; 58: 
399-409. 

20. Fijnvandraat AC, Lekanne Deprez RH, 
Moorman AFM. Development of heart muscle-
cell diversity: a help or a hindrance for 
phenotyping embryonic stem cell-derived 
cardiomyocytes. Cardiovasc Res 2003; 58: 303-12. 

21. Metzger JM, Lin W-I, Johnston RA, Westfall 
MW, Smuelson LC. Myosin heavy chain 
expression in contracting myocytes isolated during 
embryonic stem cell cardiogenesis. Circ Res 1995; 
76: 710-9. 

 

Archive of SID

www.SID.ir


