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 چكيده
ن به دست آمده ازخو) USSC: unrestricted somatic stem cell(  جداسازي و تخيلص سلولهاي بنيادي سوماتيك نامحدود:هدف

  لولهاي غضروفي در محيط آزمايشگاهبندناف نوزاد با ترم كامل و بررسي تمايزاين سلولهاي به س
اولين كلونيها  يك هفته بعد از كشت،.  در اين مطالعه سلولها از خون بند ناف جداسازي و در فلاسك كشت داده شدند:مواد و روشها

براي بررسي تمايز .  تاي آنها مورد بررسي فلوسايتومتري قرار گرفت100000براي مشخص كردن نوع اين سلولها حدود . ايجاد شد
شده   پوشانده2  ليزين- ال -اي كه  كف آنها از قبل با پلي   خانه6 تا از اين سلولها در پليتهاي 200000اين سلولها به غضروف حدود 

 روز 21اولين توده سلولي تشكيل شد، اين وضعيت تا  ساعت 24بعد از . بود، همراه با محيط كندروژنيك در انكوباتور قرار گرفتند
ژنيك تعويض شد، بعد از اتمام دوره تمايزي و بعد از سه هفته   ادامه يافت و محيط سلولهاي هر دو روز يك بار با محيط كندرو

 بار پاساژ 50ولها براي به علاوه اين سل.  بررسي شدندRT- PCRسلولها توسط روشهاي رنگ آميزي آلشيان بلو ، ايمونوسيتوشيمي و 
  .يافتند و كاريوتيپ آنها بررسي شد

 در روزهاي اوليه كشت سلول، جمعيت سلولهايي كه دوكي شكل بودند افزايش و گسترش يافتند و تقريباً طي پاساژ دوم :ها يافته
 و كلاژن را كه از ژنهاي BMP-6 ، اگريكان ، II بيان مقادير زيادي كلاژن RT- PCRنتايج تمايز توسط بررسيهاي  .تخليص شدند

بررسيهاي هيستوشيمي نشان داد كه ماتريكس خارج سلولي در بين سلولها ايجاد . اختصاصي سلولهاي غضروفي هستند را نشان داد
ي را كه كاريوتايپ اين سلولها تعداد پاساژهاي زياد.  ،به تاييد رسيدIIشده است و اين نتيجه با بررسي ايمونوسيتوشيمي و بيان كلاژن 

  .براي اين سلولها امكان پذير است را نيز مشخص نمود
وي ستوانند منبعي براي پيون سلولي در آرتريت روماتيسمي باشد و از  ه غضروف ميد سلولهاي مزانشيمي تمايز يافته به ر:گيري نتيجه

  . باشدهاي مزانشيمي تواند منبع مناسبي براي سلول ديگر خون بندناف نسبت به مغز استخوان مي
  

   مهندسي بافت غضروف،TGF-β1،سلولهاي بنيادي سوماتيك نامحدود  ، غضروف زايي:ها كليدواژه
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  مقدمه
آينـد  در      مي سلولهاي بنيادي مزانشيمي از مغز استخوان به دست       

 از خـون بنـد نـاف، جفـت يـا            USSCحالي كه سلولهاي بنيادي     
يـن سـلولها    ا. شـوند   مـي  خون نوزاد تازه به دنيا آمده جداسازي      

. ]1-4[داراي انعطاف پذيري بالايي بوده و بسيار چسبنده هستند        
اين سلولها داراي توانايي تمايز به انواع سلولهاي مزانشيمي از          

هـاي اسـكلتي در       چربي و ميوسـيت    ،غضروف  ،قبيل استخوان 
  .محيط آزمايشگاهي هستند

تلاشــهاي زيــادي در رابطــه بــا جداســازي ســلولهاي بنيــادي 
ي از خون بنـد نـاف و خـون محيطـي انجـام شـده و                 مزانشيم

بعضي از محققين بر اين عقيده اند كه خون بند ناف نـوزاد بـا           
و ] 5-8[ترم كامل فاقـد سـلولهاي بنيـادي مزانـشيمي اسـت             

اي ديگر بر اين عقيده اند كه سلولهاي بنيـادي مزانـشيمي             عده
ــي در  ] 9-11[در خــون محيطــي  ــدوتليوم رگ ــدار ان و در ج

داراي USSC اگر چه سلولهاي. موجود هستند] 12-13[بندناف
فركانس پاييني در نمونه هاي خون بند ناف هستند اما قادرنـد            

 سلول گـسترش يابنـد و كاريوتايـپ طبيعـي خـود را              1015 تا
در اين مطالعه علي رغم اطلاعـات ضـد و          ]. 14[حفظ نمايند   

نقيضي كه راجع به امكان جداسـازي سـلولهاي مزانـشيمي از            
ون بند ناف انسان وجود داشـت ايـن سـلولها جداسـازي و              خ

كشت داده شدند و قدرت تمايزي آنها به سلولهاي غـضروفي           
بر خلاف ديگر منابع سلولهاي بنيـادي، خـون          .نيز بررسي شد  

توان به محدود نبودن      مي بند ناف داراي مزاياي بيشتري است كه      
 بـالغ و    اهدا كننده، بلوغ كمتر سـلول نـسبت بـه سـلولهاي فـرد             
از سوي  . كاهش احتمال پس زدگي پيوند پس از پيوند اشاره كرد         

توان خون بند ناف افـراد را ذخيـره نمـوده و در مـوارد                 مي ديگر
در .مورد نياز از آن براي خود شخص يا فرد ديگري استفاده نمود           

مطالعه حاضر سلولهاي بنيادي سوماتيك نا محدود از خـون بنـد            
و همكاران جداسازي شـدند و   (Kogler) ناف طبق پروتكل كگلر

]. 14[پتانسيل تمايزي آنها به غضروف مورد بررسي قرارگرفـت           
  براي ايجاد توده سـلولي بـه جـاي سـانتريفوژ كـردن سـلولها از                

 ليزين استفاده شد تا ميزان مرگ و مير سـلولها كـاهش   – ال –پلي
يافته و طبق يافته هاي پيشين تاثير ايـن پليمـر در خوشـه شـدن                

و همچنين ميزان پاساژ ايـن      ] 15[لولها مورد بررسي قرار گيرد      س
  .سلولها و نرمال بودن آنها به كمك كاريوتايپ بررسي شد

  

  مواد و روشها
  محيطهاي كشت والقا كننده

ــايكول  gr/ml 077/1( ،DMEM  high and low( فــ

glucose(sigma)،(sigma) bFGF، (Gibco)Trypsin، PBS(sigma)، 
 ،)سـيگما (فـسفات 2-آسـكوربيك اسـيد      ،)يگماس ـ(دگزامتازن

ــيد  ــك اســ ــيگما(لينولئيــ  ،ITS(Gibco) (Gibco)FBS،)ســ
 ،)سـيگما (آلـشيان بلـو   ،) TGF-β  (peprotech، )سيگما(كلاژناز

آنتـي بـادي     ،)سـيگما  (IIآنتي بادي اوليـه ضـد كـلاژن تيـپ           
  ).Gibco(استرپتومايسين ، )Gibco(پني سيلين ،)سيگما(ثانويه

 
   از خون بند نافUSSCولهاي بنيادي جداسازي سل
 كگلر از خون بند ناف طبق پروتوكلي كه USSCسلولهاي بنيادي 

)Kogler (         بـدين  . دش ـو همكاران منتشر كرده بودنـد، جداسـازي
منظور سلولهاي تك هسته اي با اسـتفاده از فـايكول جداسـازي             

بعد از سانتريفوژ سلولهاي بدست امده در محـيط كـشت           . گرديد
DMEM      درصـد  30 نانومولار،   100غني شده با دگزامتازون FBS 

. و آنتي بيوتيكهـاي پنـي سـيلين و استرپتومايـسين قـرار گرفـت              
 ساعت انجام گرفت و پـس از آن         24تعويض محيط اوليه بعد از      

 سطح درصد 80پس از آنكه سلولها  . بار انجام شد    روز يك  4هر  
 صــددر 25محلــول فلاســك را پــر كردنــد، بــا اســتفاده از    

Trypsin/EDTA،  ــت ــام گرف ــاژ انج ــدن  . پاس ــس از خــالص ش پ
 بـراي جمعيت سلولهاي بنيادي، تعداد مشخصي از ايـن سـلولها           

  .دشدنبررسي فلوسيتومتري و مطالعات تمايزي استفاده 
  

  فلوسايتومتري
ميكروليتر 100براي فلوسايتومتري تعداد يك ميليون سلول در        
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 FLK1(kdr) و   CD146،و  CD29آنتـي   ، با آنتي باديهـاي      PBSاز  
ــراي CD166).( و  ) CD105(و ) CD34(و ــه در 45 بـ  4 دقيقـ

 100درجه سانتيگراد مجاور شدند پس از شستشو سـلولها در           
 پارافرم آلدهيد قرار گرفتـه و آنـاليز         درصد1ميكروليتر محلول   

  .فلوسايتومتري روي آنها انجام گرفت
  

 سوماتيك نامحدود   پاساژ سلولهاي  بررسي تعداد 
  كاريوتايپ آنهاو

و   شدند داده   پاساژ   50 جدا شده از خون بند ناف        usscسلولهاي  
 كاريوتايـپ   ژ پاسـا  50 كـه پـس از       شـد كاريوتايپ آنها بررسـي     

 كه همان سلولهاي جدا     xx بوده و به صورت      طبيعيسلولها كاملا   
  .شده از خون بند ناف نوزادان با ترم كامل دختر بوده است

ساعت با 4-3 ابتدا سلولها را براي مدت    براي انجام كاريوتايپ  
g/mlµ1/0          كلسميد درون انكوباتور قرار داده و سپس سـلولها

را بـه سـلولها   KCL محلـول  مولار 075/0را تريپسينه كـرده و  
 درجـه سـانتي     37 دقيقه در دمـاي      20اضافه نموده و به مدت      

 در مرحلـه  .داده شـد  درون انكوباتور قرار درصدCO2 5وگراد 
   نمونـه هـا  براي تثبيت 1:3انول و اسيد استيك را به نسبتمتبعد  

  

ــر ســطح لام  .  اضــافه شــد ــاعي ب در نهايــت ســلولها را از ارتف
 . داده شدگسترانيده و كروموزومها مورد آناليز كروموزومي قرار 

 
بررسي تمايز سلولها در محيط دو بعدي به كمك         

  ليزين – ال –پلي 
 ليـزين   – ال   –پلـي   در يك پليت شش خانه كـه كـف آن بـا             

ريخته شدند و به آنها      p3 سلول 5 ×104پوشيده شده بود تعداد     
 TGF-β دگزامتـازون    M107محيط تمـايزي غـضروفي شـامل        

ng/ml 10،10ng/ml bFGF ،100x ITS ،500 mg/mllinuleic acid  ،
ascorbic acid-2-phosphate g/mlµ 50 روز 21افزوده شد ومدت
  .اري شدسلولها در اين شرايط نگهد

  
RT-PCRدوبعدي  براي سلولهاي تمايزيافته در محيط  

تمايز نيافتـه  سوماتيك نامحدود  سلولهاي زا RNA كل محتواي
 ليـزين تمـايز   – ال  –سلولهاي تمايز يافته كه به كمك پلـي          و

 RT-PCRواكـنش   آنها صورت گرفته بـود جمـع آوري شـد و    
 ام گرفـت   انج ـ  با استفاده از پرايمرهـاي اختـصاصي       براي آنها 

  .)1جدول (

  تواليهاي پرايمري مورد استفاده براي تمايز غضروفي .1جدول 

   پرايمرها  توالي  TM  اندازه محصول

432  56.2  
F:TCT GGG TTT CAT CCA TCC.  
R:TAC CTG TGG AGC AAC CTG.  B2M  1  

540  58.6  
F:GAA TCT AGC AGT GAG ACG TC. 

R: CTG CAG CAG TTG ATT CTG AT.  agrican  2  

388  62.5  
F: TCC GAC CTC TCT CCT CTG AA. 

.R: GAG TGG GGT TAT GGA GGG AT  Collegen (I)  3  

470  53  
F: ACC AAA GGG ACA GAA AG. 

R: CAG CTT CAC CAT CAT CAC C.  Collagen (II)  4  

412  62.5  
F: CTC GGG GTT CAT AAG GTG AA. 

R: ACA GCA TAA CAT GGG GCT TC.  BMP-6  5  

  

www.SID.ir

Archive of SID



  

  هاي بنيادي سوماتيك خون بندناف به غضروفتمايز سلول

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 6, Summer 2008 

357357

  سيهاي ايمونوهيستو شيميبرر
 -ال- ابتدا توده سلولي حاصل از تشكيل در پليت به كمك پلي   

 تثبيت و سـپس بـا پـارافين         درصد4ليزين را با پارافرم آلدهيد      
 مراحل.  تهيه شد   ميكرومتر 5بلوك گيري شد و از آن برشهاي        

 BSA1%+PBSآبدهي را روي برشها انجام داده و سـپس بـا    
 20 به مـدت  درصدgoat serum 5 آن شستشو داده و پس از 

پس از اين زمان آنتي بادي      . دقيقه روي نمونه ها افزوده شد     
 به مـدت  BSA درصد1  را همراه با Пاوليه ضد كلاژن تيپ     

.  درجه سانتي گراد قـرار داده شـد  4يك شبانه روز در دماي  
 شستـشو و آنتـي      BSA1%+PBSپس از يك شـبانه روز بـا         

  و بعـد از يـك تـا دو سـاعت بـا      افزودهFITCبادي ثانويه 

BSA1%+PBS         شستشو شد و با ميكروسـكوپ فلورسـانس 

  .دشبررسي 
  رنگ آميزي آلشيان بلو

 تهيه شـده را آبـدهي نمـوده         ميكرومتر5بدين منظور برشهاي     
.  دقيقه قرار داده شد20وسپس درون رنگ آلشيان بلو به مدت 

ه هـا   پس از آن مجددا آب گيري نموده و در نهايت نيـز هـست             
با هماتوكسيلين وائوزين رنـگ آميـزي و زيـر ميكروسـكوپ            

  .مشاهده شد
  

  يافته ها
  نتايج حاصل از فلوسايتومتري

ــشاننتــايج حاصــل از فلوســايتومتري  ــشانگرهاي  ن دهنــده بيــان ن
  ).1شكل(مزانشيمي خون بندناف است 

  

                                                  
  

  .اصل از فلوساتيومتري نشانگرهاي سلول بنيادي مزانشيمي خون بندناف نتايج ح.1شكل
  .شود هاي مورد نظر به ميزان بالايي بيان مي  در سلولCD29 و CD166 ،CD49نتايج نشان داد كه ماركرهاي 
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  هاي سوماتيك نامحدود خون بندناف كاريوتايپ سلول
داده  پاسـاژ    50 جدا شـده از خـون بنـدناف          USSCهاي    سلول
 50و كاريوتايپ آنها بررسي شـد كـه پـس از            ) 2شكل(شدند  

 مشاهده xxصورت  ها كاملاً طبيعي و به پاساژ كاريوتايپ سلول  
هاي جدا شده از خون بندناف نـوزادان بـا            شد كه همان سلول   
  ).3شكل (ترم كامل دختر بود 

  RT-PCRنتايج 
 Agricanهــاي   نــشان داد كــه ژنRT-PCRنتــايج حاصــل از 

(540)1 ،Collagen I(388)-2 ،BMP-6(412)-3 ، CollagenII 

   21هـــايي كـــه بـــه مـــدت   در ســـلولB2M(432)-5 و 4-(470)
ــان      ــد، بي ــه بودن ــرار گرفت ــضروفي ق ــايز غ ــيط تم   روز در مح

  ).4شكل (شوند  مي
    

  
  

  .اند ا پر كرده سطح فلاسك ردرصد50 در محيط كشت كه حدود USSC تصوير حاصل از تكثير سلولهاي دوكي شكل .2شكل
  

  

  
  

 پاسا ژ كه كاملاً طبيعي است و تكثير نامحدود و بدون خطاي 50بعد از ) USSC(كروموزومي سلولهاي بنيادي سوماتيك نامحدود بند ناف  كاريوتايپ .3شكل 
  .دهد اين سلولها را نشان مي
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 سلولهاي تمايز يافتـه غـضروفي در        RT-PCR  نتيجه حاصل از        .4شكل
لاينهاي موجود به ترتيـب     . دي از سمت چپ به سمت راست      محيط دو بع  

 Agrican ،Collagen I(388)-2،-3 (540) 1-مربــوط بــه ژنهــاي

)412(BMP-6،CollagenII(470)-4 ،-5)432(B2M ــوان ــه عنـ  بـ
  كنترل داخلي است

  

  شيان بلولآميزي آ نتايج حاصل از رنگ
ميزي آ  هاي تمايز يافته به غضروف رنگ     بررسي مقاطع بافتي سلول   

شيان بلو و ايمونوستيوشيمي براي كـلاژن تيـپ دو          لاختصاصي، آ 
هاي غضروفي سلول  هاي مورد نظر به راحتي به         لنشان داد كه سلو   

  ).5-7هاي  شكل(شوند  تبديل مي
  

  

  
 

 برشـهاي تهيـه شـده حاصـل از          Пرنگ آميزي كلاژن تيپ     :  الف .5شكل
  FITCبلوك گيري پارافين، با 

 هاي سلول برشهاي تهيه شده حاصل از بلوك گيري رنگ آميزي هسته: ب
  DAPI پارافين، با رنگ هسته 

  

  
 كـه  П رنگ آميزي همزمـان هـسته هـاي سـلول و كـلاژن تيـپ             .6شكل
هاي سلول به رنگ آبي ومـاده زمينـه اي قرمـز رنـگ حاصـل رنـگ               هسته

  . كه يك ماده خارج سلولي استIIآميزي كلاژن 

 الف

 ب
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 .براي برشهاي تهيه شده از بلوكهـاي پـارافيني         و رنگ آميزي آلشيان بل    .7شكل
 را به عنوان ماده زمينه اي و مـاتريكس خـارج سـلولي آبـي                IIآلشيان كلاژن   

. اسـت  H&Eدهد و بخشهاي قرمز رنـگ حاصـل از رنـگ آميـزي                نشان مي 
اي  تصوير حاصل مانند تصوير شماتيك غضروف است كـه داراي مـاده زمينـه       

  .دهد لاكوناها را نشان مياست و حفره هاي موجود نيز 
 

  بحث
 داراي قدرت تكثير فراوان و تمايز بـه         USSCسلولهاي بنيادي   

در ايـن مطالعـه     . رده هاي مزانشيمي و غير مزانشيمي هـستند       
سلولهاي شبه فيبروبلاستي چسبنده كه از خون بند نـاف جـدا            
سازي شدند ، از لحاظ مورفولوژيكي و ويژگيهاي تكثيـري و            

همچنين قدرت تمايز ايـن     . تومتري بررسي شدند  آناليز فلوساي 
  .سلولها به سلولهاي غضروفي مطالعه شد

توانايي تبديل شدن ايـن سـلولها بـه سـلولهاي غـضروفي بـا               
 ،ايمنوسيتوشيمي و رنـگ آميـزي آلـشيان         RT-PCRبررسيهاي  
  .بلوتاييد شد

 بيـانگر اين توانايي تمايز سلولهاي جدا شده از خون بند نـاف            
 خون بند ناف نوزاد با ترم كامـل داراي سـلولهاي          آن است كه    

USSC جداسازي اين سلولها قبلاً توسط كگلر       . است)Kogler (
تاييـد شـده    ] 15[و همكاران    )Jager(و جاگر   ] 14[وهمكاران  

  .است
در اينجا علي رغم مطالعات قبلـي كـه درون لولـه هـاي پلـي                

لولها بـه  گرفت، تمايز اين س   مي اي صورت  پروپيلن به روش توده   
ليزين – ال – استفاده از پلي   دليل.  ليزين انجام شد   - ال -كمك پلي 

 در سـال    وهمكـاران  )wendy( ونـدي  اي كـه   با استناد بـه مطالعـه     
  انجام دادند و نشان دادند كه در محيط كشت          ]17و16 [1998

micromass )ــوده ــادي    )اي ت ــلولهاي بني ــالاي س ــراكم ب  در ت
سـط پليمـر كاتيونيـك      زايي تو  مزانشيمي بال جوجه غضروف   

 چنانجه اين پليمـر خوشـه       .يابد  مي  ليزين افزايش  – ال   –پلي  
 يوني موجـب  ارتباطات  شدن و دسته شدن سلولها را از طريق         

 ليـزين منجـر بـه افـزايش     – ال  –مواجه شدن با پلي      .شود مي
 وهـم   RNAكادهرين هم در سـطح      -N به زمان در بيان      تهوابس

دهـد چـسبندگي      مـي  ج نـشان  نتـاي .شود    مي در سطح پروتئين  
 پـيش ضـروري بـراي    ءكادهرين يك جز- Nواسطهه سلولي ب

 كـه منجـر بـه فـسفريلاسيون         استتمايز سلولهاي بال جوجه     
 به عنوان يـك مرحلـه سـيگنالينگ در تمـايز            cateninتيروزين  

  .استغضروفي 
و همكارانش صـورت  ) Kogler(در مطالعه اي كه توسط كگلر       

 بار پاسـاژ يافتنـد و كاريوتايـپ         20ز  گرفت اين سلولها بيش ا    
 مورد بررسي قرار گرفت ، در صورتي كـه در           5آنها در پاساژ    

 بار پاساژ يافتند و كاريوتايـپ       50اين مطالعه سلولها تا حدود      
  . بررسي شد50آنها در پاساژ 

انتخاب يك منبـع ايـده آل از سـلولها بـراي مهندسـي بافـت                
 شامل   كه ز اصول دارد  غضروف نيازمند دستيابي به يك سري ا      

دسترسي آسان و منبع سـلولي مناسـب، توانـايي گـسترش يـا              
ترميم خودبه خودي وسـيع منبـع سـلولي، توانـايي تمـايز بـه               

هــاي ســلولي تحــت ســيگنالهاي ويــژه و فقــدان توانــايي  رده
 USSCبنابراين كاربرد سـلولهاي    . تومورزايي منبع سلولي است   

ي ميكروسـكوپي يـا     هـاي مختلـف تـاكنون تومورهـا        به گونه 
ماكروسكوپي بعد از ماههـا يـا حتـي سـالها بعـد از پيونـد در                
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 USSCبـه عـلاوه سـلولهاي    ]. 14[گوسفند ايجاد ننموده است   
  را بيـان نمـي كننـد كـه         HLAIIمولكولهاي كواسـتيميولتري و     

  .توانند منبع مناسبي براي پيوند باشند مي
 نـاف بايـد     رو روشهاي جداسازي سلولها از خون بنـد         از اين 

توسعه يابد وممكن است اين سلولها به عنوان ابـزار قـوي در             
 نـسبت بـه     .شـوند درمان بيماريها و آسيب هاي بافتي استفاده        

جداسازي سلول از مغز استخوان كه روشي تهاجمي و پرخطر          
تر و با خطـرات      نها از خون بند ناف راحت      آ  جداسازي است؛

در آينـده قـدرت     لازم اسـت    بنـابراين    .اسـت كمتري مواجـه    
 انعطاف پذيري و تمايز اين سلولها به رده هاي ديگر سلولي و           
  .قدرت پيوند و بقاي آنها در محيط بدن مورد بررسي قرارگيرد

  

  تقدير و تشكر
بدينوســيله از همكــاري مــسولين بخــش زايمــان بيمارســتان  
طالقاني هچنين سركار خانم نيكوگفتار در سازمان انتقال خون         

  .نماييم  ميي و تشكرايران قدردان
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