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 چكيده
  ي مزانشيمي در محيط كشت  بررسي تاثير كلريد ليتيوم بر ميزان تكثير سلولهاي بنياد:هدف

، 2، 1  سلول در سانتيمتر مربع با تيمارهاي 5×105با تراكم   سر موش صحرايي8مغز استخوان  در مطالعه تجربي حاضر، :مواد و روشها
در دوازده روز پس از آغاز كشت اوليه، كشت سلول .   كشت و طي سه پاساژ متوالي تكثير شد ليتيوم كلريد ميلي مولار10 و 7، 5

 گروههاي 1-3همچنين طي پاساژ . گروههاي مختلف با كريستال ويولت رنگ آميزي و تعداد و قطر كلونيها اندازه گيري و مقايسه شد
در اين مطالعه، براي سلولهاي پاساژ سوم گروههاي مختلف . بررسي و مقايسه شدنددو برابر شدن جمعيت سلولي مختلف از لحاظ 

  . نتهاي دوره كشت سلولها از لحاظ توان تمايز به استخوان و چربي بررسي شدنددر ا. منحني رشد ترسيم شد 
  ميلي مولار بيش از گروه كنترل و ديگر گروههاي تيمار بود5 تعداد و قطر كلونيهاي ايجاد شده در كشت اوليه درگروه :ها يافته

)p<0.001( . بار دو 0225/12±04225/0طور متوسطه ب 1-3پاساژ كلريد ليتيوم طي  ميلي مولار 5جمعيت سلولي تحت تاثير غلظت 
 ميلي مولار در مقايسه با ساير گروهها، در 5سلولهاي گروه  . اين ميزان با تفاوت معني داري بيش از گروههاي ديگر بودبرابر شد كه

و اويل رد براي چربي نشان داد  رنگ آميزي آليزارين رد براي استخوان ).p<0.001(به مرحله پلاتو رسيدند )  روز9/4(زمان كوتاهي 
  .اند كه سلولهاي گروههاي مختلف توان تمايز خود را حفظ كرده

 ميلي مولار در كشت سلولهاي مغز استخوان موش 5توان گفت كه حضور كلريد ليتيوم با غلظت   ميروي هم رفته :نتيجه گيري 
  . شود  ميرشد سلولصحرايي با حفظ توان تمايز به استخوان و چربي، سبب افزايش سرعت 
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  مقدمه
 استاين   فريدن سلولهاي بنيادي مزانشيمي براي اولين بار توسط      

)Friedenstein (از مغــز اســتخوان جــدا ســازي و و همكــاران 
ل نـوعي سـلول بنيـادي       اين سلولها كه در اص    ]. 1 [ شد معرفي

شوند، واجد چندين ويژگـي هـستند از          مي بزرگسال محسوب 
كننـد، بـه سـطح        مـي  جمله اينكه در زمان كشت كلوني ايجاد      

 و قادرند با فراهم شدن شرايط مناسب به سه          چسبند  مي كشت
. ]1-3[تمايز يابند   استئوبلاست، آديپوسيت و كندروسيت     رده  

حتـي از مغـز اسـتخوان قابـل         سلولهاي بنيادي مزانشيمي به را    
 بـه راحتـي روي آنهـا    ex vivoجداسازي بوده و دستكاريهاي 

به علاوه اين سـلولها طـي سـالها بـا اسـامي        . انجام پذير است  
سـلولهاي    از قبيل سلولهاي استروماي مغز اسـتخوان،       مختلفي

 پروژنيتــور مزانــشيمي و ســلولهاي مزانــشيمي مغــز اســتخوان
 تـاكنون از  لول بنيـادي مزانـشيمي     س ـ .]4[ نامگذاري شده انـد   

، اسـتخوان   بافتهاي مختلفي از قبيل چربي،كبد، مايع آمنيوتيـك       
 و  ترابكولار، پرده سـينويال، عـضله اسـكلتي و دنـدان شـيري            

 سـلولهاي    از  امـروزه  ].5-13 [جـدا شـده انـد      خون بند نـاف   
بـه عنــوان يـك ابــزار سـلولي مناســب در    بنيـادي مزانــشيمي  

 اسـتفاده   ، ژن درماني و سلول درمـاني      مهندسي بافت مطالعات  
  .شود  ميوسيعي

در استراتژيهاي مهندسي بافت، سلول درمـاني و ژن درمـاني،            
ايـن  . معمولا نياز است كه سلول به تعداد زياد در اختيار باشد          

در حاليست كه سلولهاي بنيادي مزانشيمي به تعداد بسياراندك         
يش از هر كار تجربي     بنابراين پ ]. 3[در منابع بافتي وجود دارد      

با اين سلولها، كشت و تكثير آنها به عنوان اولين قـدم، امـري               
ايـن  از  يكي از مشكلات اصلي اسـتفاده       . اجتناب ناپذير است  

 در  آنهـا سلولها براي اهـداف فـوق كـاهش پتانـسيل تكثيـري           
در و همكاران   ) Jung ( جانگ كه طوريه   ب است،محيط كشت   

ير سلولهاي بنيادي مزانشيمي     تكث ند كه  گزارش كرد  2006سال  
 نـشانگرهاي با افزايش دوره كشت كاهش يافته و حتي از نظر           

 تغييراتـي در ايـن سـلولها ايجــاد   سـطحي و مورفولـوژي نيـز    
  ].14[شود  مي

 سلولها توسط مسيرهاي سـيگنال دهـي مختلفـي كنتـرل       تكثير  
 كه  است wntيكي از اين مسيرها، مسير سيگنال دهي        . شود مي

م مولكولي حفظ شده در تمام جانوران پـر سـلولي           يك مكانيز 
 خـصوصيات   علاوه بـر تكثيـر سـلولي سـاير        اين مسير   . است

ســلولي از قبيــل تعيــين ســر نوشــت، تمــايز، آپوپتــوزيس و  
در ايـن مـسير     ]. 15 [كنـد   مـي  كنتـرل نيـز   مهاجرت سلولي را    
فعـال  سبب با اتصال به گيرنده خود،     Wntمولكولهاي ترشحي   

ي هـا   شود كه نتيجه نهايي آن فعال شدن ژن        مي مكانيزمي شدن
توانـد    مـي   ليتيـوم   كـه  مطالعـات نـشان داده انـد      . .هدف است 

  ].16 [ را تقليد كندWntعملكرد پروتئينهاي 
ي متفاوتي از عملكـرد ليتيـوم بـر تكثيـر           ها   تا به حال گزارش   

 و  (Yoshino)  يوشينو 1987در سال   . سلولي گزارش شده است   
دند كه ليتيوم قادر است فعاليت ميتوژنيك       همكاران گزارش كر  

و اين تاثيرات   . سلولهاي شوان را در محيط كشت افزايش دهد       
بـــرخلاف ايـــن محققـــين، ]. 17[وابـــسته بـــه دوز اســـت 

 نــشان داد كــه ليتيــوم تكثيــر 2003 در ســال  (Smits)اســميت
در ارتباط با تاثير ليتيـوم      ]. 18[نمايد    مي  را مهار  P19سلولهاي  
 سلولهاي بنيـادي مزانـشيمي مطالعـات بـسيار انـدك            بر تكثير 

 و (De Boer)  دبـائر تـوان بـه تحقيـق     مـي در اين ارتباط. است
همكاران اشاره كرد كه در مطالعه خود بيشتر بـر تـاثير كلريـد              

نتايج . ليتيوم بر تمايز سلولهاي بنيادي مزانشيمي متمركز بودند       
ر محيط كشت   اين محققين نشان داد كه حضور كلريد ليتيوم د        

سلولهاي بنيادي مزانشيمي انسان، سبب مهار تمايز به چربي و          
همچنين اين محققين   . شود  مي شروع تمايز به استخوان سلولها    

 روز در حضور كلريد ليتيوم      4سلولهاي پاساژ يافته را به مدت       
ي آنهـا نـشان دهنـده تـاثيرات مثبـت           ها  كشت دادند و بررسي   

در مطالعه حاضر تـاثير     ]. 19[ي بود   كلريد ليتيوم بر تكثير سلول    
كلريد ليتيوم بر كشت سلولهاي بنيادي مزانشيمي در يك دوره          
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هدف مطالعه حاضر كـشت     . طولاني كشت بررسي شده است    
و تكثير سلولهاي مغز استخوان موش صحرايي از كشت اوليـه           
تا پاساژ سوم در حضور ليتيوم و بررسـي تـاثير آن بـر برخـي                

ر نظيـر كلـون زايـي، دو برابـر شـدن            ي كمي تكثي ـ  ها  شاخص
جمعيت سلولي در طول دوره كشت و زمان آن و رسم منحني            
رشد براي سلولهاي بنيادي مزانشيمي در حضور كلريد ليتيـوم          

  . است) بدون حضور ليتيوم(و مقايسه آن با محيط كنترل 
  

 هامواد و روش

جداسازي و كشت سـلولهاي بنيـادي مزانـشيمي         
  مغز استخوان

 سرموش صحرايي، نـژاد ويـستار بـا سـن           8 مطالعه از    در اين 
ي آمـاده تهيـه     ها  غذاي حيوان، پليت  .  ماه استفاده شد   2تقريبي  

 ابتدا با كلروفرم بيهـوش      ها  موش. شده از شركت به پخش بود     
 بافتهاي اطراف .سپس استخوانهاي ران و ساق جدا شد. شدند

 و اســتخوانها داخــل پــاك شــدطــور كامــل ه  بــهــا اســتخوان
 ,DMEM(Dulbecco Modified Eagle Medium, Gibcoمحـيط 

UK)   15 حـاوي %FBS( Fetal Bovine Serum, Gibco, UK)   بـا
.  قرار گرفت و به زير هود منتقل شددرجه سانتي گراد 4دماي

مغـز    و  شد بريدهدو سر استخوانها با يك قيچي كاملا استريل         
. ارج شـد   خ ـ Flushاستخوان از داخل كانال استخواني با عمل        

 سـرنگ   متـصل بـه  22شـماره  سرسـوزن بدين ترتيب كه ابتدا 
 واحد بـين  FBS  ،100سرم % 15  دارايDMEM  محيطحاوي

 واحـد بـين المللـي    100 و (Gibco, UK) المللـي پنـي سـيلين   
ــسن ــال    (Gibco, UK)استرپتوماي ــتخوان وارد كان ــر اس  از س
سپس با فشار پيستون، محيط داخل سرنگ بـه         . استخواني شد 

داخل كانال هدايت شد، به طوري كه تحـت ايـن عمـل مغـز               
مغـز  . استخوان شتشو شده از سر ديگر اسـتخوان خـارج شـد           

بـه  هـدايت شـد و     ميلي ليتري15ي ها استخوان به داخل لوله

سـپس  .  در دقيقـه سـانتريفوژ شـد      1200 دقيقه بـا دور    5مدت  
 محـيط   ميلـي ليتـر    1 محيط رويي خارج و رسوب سـلولي در       

شمارش شدند و    سلولها با استفاده از لام نئوبار        .دق ش معلتازه  
 25ي  هـا    سلول در سانتيمترمربع در فلاسـك      5×105به تعداد     

 دو روز پـس از آغـاز كـشت،        . سانتيمتر مربعي كـشت شـدند     
ليتيوم كلرايد   و محيط تازه حاوي      دور ريخته شد   كشتمحيط  

تعـويض  .  اضافه شد ميلي مولار10 و  7، 5 ،2 ، 1 غلظتهاي با 
سلولها با انجام سه پاسـاژ      . بار انجام شد    روز يك  3محيط هر   

تراكم سلولي براي شروع پاساژ سلولي      . متوالي تكثير گرديدند  
بـه ازاي سـلولهاي مغـز    .   سلول در سـانتيمتر مربـع بـود        105

برخـي  . استخوان هر موش صحرايي، چندين فلاسك تهيه شد       
 در كـشت  CFU-F  براي انجام سنجش تعـداد   ها  از اين فلاسك  

برخي در مراحل پاساژ سلولي بـراي تعيـين         . اوليه استفاده شد  
ميزان دوبرابر شدگي جمعيت سلولي مـصرف شـد و بـالاخره            
  .برخي ديگر در پاساژ سه براي تعيين منحني رشد استفاده شد

  

  ني زاييوسنجش پتانسيل كل
دوازده روز پس از آغـاز كـشت اوليـه، بـه كـشت سـلول در                 

ي مختلف كلريد ليتيوم و كنترل      ها  تلف با غلظت  گروههاي مخ 
% 5/0(با انجام رنـگ آميـزي كريـستال ويولـت            )بدون ليتيوم (

ي هــا كلــون..  خاتمــه داده شــد)كريــستال ويولــت در متــانول
كنترل در زير ميكروسكوپ     تشكيل شده در گروههاي تيمار و     

سپس كلونيها مـورد    . ده و عكس برداري شد    شنوري مشاهده   
 در ايـن  .. انـدازه گيـري شـد   آنها نيزقطر ،  ار گرفته شمارش قر 

 سر موش   8 براي سلولهاي    سنجش پتانسيل كلني زايي   مطالعه  
  .تكرار شد

  

ــت  ــدگي جمعيـ ــر شـ ــداد دو برابـ ــلوليتعـ         سـ
Population Doubling Number (PDN)   

 براي تعيين پاسخ سلولها بـه شـرايط كـشتي           PDNگيري   اندازه
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دارنده از قبيل تغيير در غلظـت مـواد         محرك يا باز  حاوي مواد   
در . شـود   مـي   هورموني يا داروهاي سمي اسـتفاده      آثارغذايي،  

تعداد دو برابر شـدگي جمعيـت بـراي سـلولهاي           اين مطالعه،   
 روز 7 بدين ترتيب كه. دوم و سوم بررسي شد پاساژهاي اول،

پس از آغاز پاساژ سلولي، كشت سلول تريپسينه شد و سلولها           
ــا لام نئ ــار شــمارش و ب ــول وب  PDN=(logN/N0 (طبــق فرم

در اين فرمول   . دشدوبرابر شدن جمعيت سلولي محاسبه      3.31×
N           تعداد سلول در پايـان دوره كـشت و N0      تعـداد سـلول در 

 ، كـل  تتعـداد دو برابـر شـدن جمعي ـ       . آغاز دوره كشت است   
تحت تأثير غلظتهاي مختلف كلريد ليتيـوم ونمونـه كنتـرل در            

   مل پاساژهاي اول، دوم و سوم طبق فرمولكشت شا كل دوره
Total population doubling= PDp1+PDp2+PDp3 دش محاسبه  

  
  زمان دو برابر شدن جمعيت

مدت زمان لازم براي اينكه تعداد سلولهاي بنيـادي مزانـشيمي           
د طبق فرمول زير براي كل   ندوبرابر شو تحت تيمارهاي خاص    
  .ددوره كشت محاسبه ش

  
  

  منحني رشد
 ،  lagلولها بعد از كشت از طريق يك الگوي رشد شامل فاز            س

 در ايـن    .رونـد   مـي   يا تكثير و فاز پلاتو يا سكون پيش        logفاز  
مطالعه سلولهايي كه تحت تيمارهاي مختلف كلريد ليتيـوم تـا           
پاساژ سوم كشت شـده بودنـد از لحـاظ منحنـي رشـد مـورد                

 بـه   ا سـلولها  براي رسم منحني رشد، ابتد    .. مقايسه قرار گرفتند  
 چـاهكي كـشت     6 سلول در هر چاهـك پليـت         4×104تعداد  
 ساعت كه سلولها به كف ظرف چـسبيدند و          12بعد از   . شدند

  7، 5 ، 1،2مورفولوژي طبيعي خود را پيدا كردند با غلظتهـاي  
 كـشت سـلول بـه       . كلريد ليتيوم تيمـار شـدند      ميلي مولار 10و

اد سـلولها    روز ادامـه يافـت و بـه طـور روزانـه تعـد              7مدت  
 براساس تعداد سلول در هـر روز منحنـي   .شمارش و ثبت شد   

  .رشد ترسيم شد
  

  آناليزهاي آماري
 بـرا ي  DUNCAN و  ANOVAدر مطالعه حاضر آزمون آمـاري 

نتايج به دست آمده حاصل ميـانگين       . مقايسه نتايج استفاده شد   
 انحراف  ± به صورت ميانگين     ها  داده.  بار تكرار آزمايش بود    8

 معنـي دار    p<0.05ي بـا    ها  تفاوت. بيان شدند ) SD(ستاندارداز ا 
  .در نظر گرفته شد

  
  چربي تمايز به استخوان و

به منظور اثبات ماهيت مزانشيمي سـلولهاي مـورد مطالعـه، از            
بـراي ايـن    . آزمايش تمايز به استخوان و چربـي اسـتفاده شـد          

 هـزار   200حـدود   .  استفاده شد  سومپاساژ   منظور از سلولهاي  
 چـاهكي، در    6ول شمارش شده و در هـر چاهـك پليـت            سل

بعد .  حاوي آنتي بيوتيك كشت شدند     DMEM/%15FBS محيط
 سلولها از اينكه كف چاهكها توسط سلولها پوشيده شد، محيط 

محيط تمايز  .ي تمايز تعويض شدها با محيط حاوي القاء كننده  
 ميكروگرم در ميلي ليتـر      50 محتوي   DMEMبه استخوان شامل  

ــسفات-3ربيك اســيد اســكو ــانومولار Sigma, USA( ،10 (ف ن
 ميلـي مـولار بتـا گليـسرول     10 و )Sigma, USA (دگزامتازون

 محـيط تمـايز بـه چربـي شـامل      . بـود )Sigma, USA (فسفات
DMEM   ليتر اسـكوربيك اسـيد       ميكروگرم در ميلي   50 حاوي

 ,Sigma ( نانومولار دگزامتازون100، )Sigma, USA (فسفات-3

USA( ميكروگرم در ميلي ليتر ايندومتاسين بود50 و ) Sigma, 

USA(] 20 .[             ارزيابي تمايز سه هفتـه بعـد از القـا انجـام شـد .
بدين منظور از رنگ آميزي آليـزارين رد بـراي اسـتخوان و از              

  .رنگ آميزي اويل رد براي چربي استفاده شد
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  ها يافته
   كلوني زايي سلولهاي بنيادي مزانشيميپتانسيل

كلني زايي براي سلولهاي بنيادي مزانـشيمي در كـشت           آزمون
 قطـر كلونيهـا در گروههـاي        تعـداد و  ميانگين  . اوليه انجام شد  

 نـشان داده شـده      A1 در شـكل     مختلف تيمار و گـروه كنتـرل      
در  ) B1شـكل  ( هـا يكلونتعـداد   بـر اسـاس ايـن نتـايج    . است

 ـ        طـور معنـي داري     ه  گروههاي مختلف تيمار و گروه كنتـرل ب
 ميلي مـولار   7 و1و فقط  بين گروه       )p>0.001 (بودند متفاوت

شـكل  ( بررسي قطـر كلونيهـا    . برقرار نبود اختلاف معني داري    
C1 (    ميلـي مـولار بـا       5 در گـروه     كلونيهانشان داد، بزرگترين 

و كوچكترين در   ) D1شكل  ( ميكرومترو 05/1501±83/27قطر
يجاد  ميكرومتر ا  10/679± 62/21 ميلي مولار با قطر      10گروه  
 62/986± 61/23 ميانگين قطر كلوني در گروه كنترل  . شدند
قطـر آن   با  ميلي مولار    7 گروه   قطر كلونيها در  . )p>0.001(بود  
  .نداشتگروه كنترل اختلاف معني داري در 

  

  
گراف مربوط به مقايـسه تعـداد   : B. كلريد ليتيومميانگين تعداد و قطر كلونيهاي ايجاد شده در گروه كنترل و گروههاي تيمار با غلظت هاي مختلف       : A .1شكل  
 اخـتلاف   .كلونيهاي رنگ شده با كريـستال ويولـت       : D. گراف نشان دهنده تفاوتهاي گرو ههاي مختلف و كنترل از لحاظ قطر كلونيهاي تشكيل شده              : C. كلونيها

 )p>0.001(كنترل وجود دارد گروه  قطر كلونيها در گروههاي تيمار و و همچنين معني داري بين ميانگين تعداد كلونيها
 

  (PDN)تعداد دو برابر شدگي جمعيت 
 تيمـار و    ميانگين تعداد دوبرابر شـدن در گروههـاي مختلـف         

 در  )پاسـاز اول، دوم و سـوم      ( در كل دوره كشت      گروه كنترل 
اختلاف بر اساس آناليز آماري      . نشان داده شده است    A2شكل  
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در گروههـاي   )  B2شـكل   ( كـل  PDNميانگين  ي بين   معني دار 
نتايج نـشان داد كـه از       ). p>0.001 (مورد مطالعه وجود داشت   

كه تحت اين   بوده   ميلي مولار ليتيوم     5بهترين غلظت،   اين نظر   

 ــ  ــشت ب ــول دوره ك ــلولها در ط ــت، س ــط  ه غلظ ــور متوس ط
در نمونــه كنتــرل تعــداد . شــدند برابــر بــار دو119/0±02/12

  .) B2شكل (بود  30/7±153/0طور متوسط ه دوبرابر شدن ب
  

  
 كـل در گروههـاي      PDNگراف مربوط به مقايسه ميـانگين       : B.  كل PDN و ميانگين    1-3 در گروههاي مختلف در طي پاساژهاي        PDNميانگين  : A .2شكل  
 ).p>0.001(وجـود دارد    كنتـرل   گروه   و    تيمار هاي مختلف ه گرو وره كشت در   د در كل   سلولي  اختلاف معني داري بين ميانگين دوبرابر شدن جمعيت        .مختلف

C :        گراف مربوط به مقايسه ميانگين زمان هرPDN .           0.001 (از اين نظر نيز بين گروههاي مختلف اختلاف معني دار است<p(  .   ميلي مـولار    5بهترين غلظت 
  ميلي مولار باعث كاهش تكثير مي شود10و غلظت بوده ليتيوم 

 

  زمان دو برابر شدن جمعيت
 جمعيت سلولي براي سلولهاي تيمار شـده        زمان دو برابر شدن   

 پاسـاز اول،  (با غلظتهاي مختلف ليتيوم در طـول دوره كـشت           
 كه سـلولهاي كـشت      دادنتايج نشان   . محاسبه شد ) دوم و سوم  

ه  ميلي مولار كلريد ليتيوم ب     10 و   7،  5،  2،  1شده در غلظتهاي    
 ، 30/29±302/0 ،  58/38±23/1 ،89/44±734/0ترتيـب هـر  

شـده و    ساعت يك بار دوبلـه       24/86±94/2و 632/0±65/34
يك بـار  ساعت  30/49±05/1 طور متوسط هره نمونه كنترل ب

بر اساس اناليز آماري كمترين زمان به گـروه         . شده بود  رابردوب
ي هـا    ميلي مولار اختصاص داشت كه از اين نظـر بـا گـروه             5

ي ها  تفاوت بين گروه  ).  C2شكل  ( ديگر تفاوت آماري داشت   
  ).p>0.001(. نيز معني دار بودديگر 

  منحني رشد
 )C3شكل  (بررسي رشد روزانه سلولهاي پاساژ سوم طي هفت       

 ميلي مـولار    7 و 5،  2 در گروه    logانتهاي فاز    روز نشان داد كه   
 كه اختلاف   است روز بعد از كشت      5/6 و 9/4 ،   5/6ترتيب  ه  ب

 ميلي مولار با دو گـروه ديگـر برقـرار           5معني داري بين گروه     
 ميلـي مـولار در      10 و 1اما گروههـاي كنتـرل،    ). p>0.001(ود  ب

 در . قـرار داشـتند  با سرعت رشد پايينlog مدت كشت در فاز 
منحني رسم شده كه بر اساس شمارش روزانه سـلول ترسـيم            

بـه عبـارتي در تمـام       .  به چشم نمي خـورد     Lagفاز  . شده بود 
ك گروههاي مورد مطالعه از همان ابتداي كشت منحني رشد ي         

 5 ،   2شيب ملايمي داشت كه البته اين شـيب در گـرو ههـاي              
  . ميلي مولار تندتر بود7و
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نمودار نـشان    . منحني رشد سلولها تحت غلظتهاي مختلف ليتيوم       .3 شكل
  بيـشتري  يـوم رشـد   ت ميلـي مـولار لي     7 و   5،  2دهد كه سلولها در گروه       مي

ايـن گروههـا    در   .نسبت به گروه كنترل و ديگـر گروههـاي ليتيـوم دارنـد            
گـروه   .مـي رسـد    plateau دارد و سريع تر به فـاز         بيشتريمنحني شيب   

  .رسند  نميplateau ميلي مولار د ر مدت كشت به فاز 10 و 1كنترل ،

  بررسي تمايز 
سلولهاي بنيادي مزانشيمي پاساژ سوم كه به مـدت سـه هفتـه             
تحت تاثير محيط استئوژنيك و آديپوژنيك قرار كرفته بودند با          

رنگ آميـزي آليـزارين رد بـراي اسـتخوان و رنـگ             ستفاده از   ا
.  قـرار گرفتنـد     رنـگ آميـزي     مورد آميزي اويل رد براي چربي    

 ماتريكس معدني ايجاد شده در محيط استئوژنيك، بـه وسـيله          
ليپيدهاي داخل سـلولهاي    .  به رنگ قرمز در آمدند     آليزارين رد 

سيل تمايز به  پتان. قرمز رنگ شدند   چربي نيز به وسيله اويل رد     
استخوان و چربي نـشان دهنـده هويـت مزانـشيمي سـلولهاي             

  . مورد مطالعه بود
  

  

  
تمايز استخواني با آليزارين رد و تمايز به چربي با .   تمايز به استخوان و چربي سلولهاي تكثير يافته در حضور غلظت هاي مختلف كلريد ليتيوم و كنترل.4شكل 

.اويل رد رنگ شده است
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  بحث
ز آنجــا كــه تكثيــر ســلولهاي بنيــادي مزانــشيمي در شــرايط  ا

و ] 14[يابد   ميآزمايشگاهي در اثر كشت طولاني مدت كاهش     
از طرفي براي مطالعات آزمايشگاهي و كاربردهاي درماني بـه          
تعداد زيـادي از سـلولها نيـاز اسـت در مطالعـه حاضـر آثـار                 

يـادي  ميتوژنيكي كلريد ليتيوم بـر افـزايش تكثيـر سـلولهاي بن           
نتايج حاصـل نـشان     . مزانشيمي مغز استخوان رت بررسي شد     

 ميلي مـولار در     1 و   2،  5داد كه حضور كلريد ليتيوم با غلظت        
محيط كشت سلولهاي بنيادي مزانشيمي سبب افزايش سرعت        

محـيط فاقـد كلريـد      (رشد سلولي در مقايسه با گـروه كنتـرل          
 ميلـي   5در اين ميان سـرعت رشـد در گـروه           . شود  مي )ليتيوم

افزايش توان تكثير سـلولهاي     .. مولار بيش از ساير گروهها بود     
 پيـشتر مـورد توجـه پژوهـشگران     ها بنيادي مزانشيمي از مدت 

بوده است بـه طـوري كـه تـا بـه حـال بـراي ايـن منظـور از                     
ي مختلفي از جمله افزودن برخـي فاكتورهـاي رشـد           ها  روش
ن سـلولها   به محـيط كـشت اي ـ  Fibroblast Growth Factorنظير

مطالعـه حاضـر نيـز تلاشـي در ايـن           ]. 21[استفاده شده است    
راستا بوده و با افزودن كلريد ليتيوم بـه عنـوان محـرك مـسير               

Wnt             سعي بر اين داشت كه ميزان و سـرعت تكثيـر سـلولهاي 
  .بنيادي مزانشيمي را افزايش دهد

 عنـوان شـد كـه فعالـسازي         2004به دنبال مطالعه اي در سال       
 Wnt3A به وسـيله كلريـد ليتيـوم و محـيط حـاوي              Wntمسير  

شود   مي سبب افزايش تكثير سلولهاي بنيادي مزانشيمي انساني      
طبق اين گزارش تكثير سلول بنيـادي مزانـشيمي انـسان      ]. 19[

 ميلـي   10وابسته به دوز كلريد ليتيوم بوده و غلظـت بـالاتر از             
 مولار سبب كاهش تكثيـر شـده و در ايـن ارتبـاط مناسـبترين           

 غلظـت   5در مطالعه حاضر    .  ميلي مولار گزارش شد    4غلظت  
 ميلي مـولار از كلريـد ليتيـوم         10 و   7 ،   5،  2،  1متفاوت شامل   

يي كه در مطالعه پيشين گـزارش شـده         ها  انتخاب شد و غلظت   
)  ميلي مولار  10ي بالاي   ها  غلظت(نمايند    مي بود تكثير را مهار   

اژ سوم سـلولها     در كشت اوليه تا پاس     ها  اين غلظت . حذف شد 
به محيط كشت اضافه شد و تاثير آن بر تكثير سلولي بررسـي             

 و 1 ميلي مولار شامل  4ي زير   ها  داد كه غلظت  نتايج نشان   شد  
 ميلي مولار نيز تاثيرات ميتوزنيك بر كـشت سـلولهاي مغـز             2

  .استخوان دارد
تــاثير ] 19[ و همكــاران (De Boer)  دبــائر در مطالعــه پيــشين

يتيوم بر كشت اوليه و كلـوني زايـي سـلولهاي           حضور كلريد ل  
مغز استخوان را ناديده گرفتند كه اين امـر در مطالعـه حاضـر              

در كـشت اوليـه   بر اساس نتايج به دسـت آمـده ،    . بررسي شد 
 تعداد كلونيهاي ايجاد    ،و كنترل با كلريد ليتيوم    گروههاي تيمار   
  ميلـي  5 در غلظـت      كلـوني   بيشترين تعـداد   .شده متفاوت بود  

 ميلـي مـولار وجـود       10غلظت  كمترين تعداد آنها در     مولار و   
 با توجه به اينكه تعداد كلونيها در كشت اوليه نماينـده            .داشت

تعداد سلولهاي بنيادي مزانشيمي با خاصيت كلـوني زايـي در            
 ميلي مولار   5رسد كه در غلظت       مي مغز استخوان است به نظر    

بنيـادي مزانـشيمي   كلريد ليتيـوم تعـداد بيـشتري از سـلولهاي        
موجود در مغز استخوان تحريك بـه تكثيـر و تـشكيل كلـوني        

تاثيرات تكثيري كلريد ليتيوم نتيجه اي از خاصيت آن  . شده اند 
 شده ، Wnt است كه سبب فعال شدن مسير GSK-3β  مهار در 

تـاثيرات  ]. 15-16[شـود     مـي  در نهايت تكثير سلولي تحريك    
 كلونيهـاي ايجـاد شـده نيـز بـه           تكثيري كلريد ليتيوم در اندازه    

  . خوبي مشهود بود
 و همكـاران  De Boerهمچنين در مطالعـه حاضـر بـر خـلاف     

، براي سلولهاي حاصل از پاساژ سوم گروههاي مختلـف          ]19[
. منحني رشد رسم شد و فاز لگاريتمي آنها با هم مقايـسه شـد             

 ميلي  5بر اساس نتايج سلولهاي تكثير يافته در حضور غلظت          
  روز فاز لگاريتمي را طـي كـرده و بـه مرحلـه             9/4 طي   مولار
اين در حالي بود كه طي اين مدت گروه كنترل          .  رسيدند اشباع

 قـرار   Log ميلي مولار هنـوز در مرحلـه         10 و   1ي  ها  و غلظت 
 نـشان دهنـده     DT و   PDNي  ها  از طرف ديگر شاخص   . داشتند
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اين واقعيت بود كه سرعت تكثير سلولهاي مغـز اسـتخوان در            
 ميلي مولار نيز افـزايش      7 و   5،  2يها  ي تيمار با غلظت   ها  روهگ

تمام اين نتايج نشانگر تـاثيرات ميتوژنيـك كلريـد          . يافته است 
 ليتيوم بر كشت سلولهاي مغز استخوان اسـت و بيـانگر نتـايج            

  .  و همكاران است(De Boer)دبائر 
اگر چه تلاشهاي زيادي براي شناسـايي نـشانگرهاي سـطحي           

يادي مزانشيمي انجام شـده اسـت، بـا ايـن وجـود             سلولهاي بن 
در اين ارتباط چندين    . نشانگر ويژه منفردي معرفي نشده است     

ــه  ــشانگر از جمل  CD133 ، LNGFR( Low affinity nerveن

growth factor receptor) و STRO-1 بــراي ســلولهاي بنيــادي 
مزانشيمي انساني پيـشنهاد شـده اسـت ولـي بـراي سـلولهاي              

انشيمي حيواني نشانگر اختصاصي ذكر نـشده اسـت         بنيادي مز 
به همين دليل در مطالعـات پيـشين از تـوان تمـايز             ]. 24-22[

-27[سلولي براي ارزيابي بنيادي مزانشيمي استفاده شده است  
ي ها  در اين مطالعه نيز با تمايز سلولهاي جدا شده به رده          ]. 25

ثبـات  استخوان و چربي ماهيت بنيـادي مزانـشينمي آنهـا بـه ا            
بر اسـاس نتـايج رنـگ آميـزي بـه نظـر رسـيد كـه در                  . رسيد

ي تيمار شده با كلريد ليتيوم در مقايسه با گروه كنتـرل            ها  گروه
اين نتـايج نـشان     . ماتريكس معدني بيشتري تشكيل شده است     

دهنده اين است كه تمايز به استخوان سلولهاي تكثير شـده در            
 ـ           ا گـروه بـدون    حضور كلريد ليتيوم تـا حـدودي در مقايـسه ب

البتـه اثبـات ايـن      . شود  مي تقويت)  گروه كنترل (كلريد ليتيوم   
بـه عبـارتي ديگـر روش       . موضوع به مطالعه بيشتري نياز دارد     

بررسي تمايز به اسـتخوان در مطالعـه حاضـر كـه يـك روش               
كيفي بود به تنهايي كاهش پتاتنسيل تمايز به استخوان را اثبات           

ي ها موضوع به كار گيـري روش ـ نمي كند بلكه براي اثبات اين 
  .كمي تمايز ضرورت دارد

 7 و   5،  2ي  هـا رسد بـا حـضور غلظت       مي روي هم رفته به نظر    
ميلي مولار كلريد ليتيـوم در كـشت سـلولهاي مغـز اسـتخوان              
موش صحرايي ميزان كلونيهاي ايجـاد شـده در كـشت اوليـه             

  به عنوان شـاخص سـرعت رشـد       DT و   PDNافزايش يافته و    
اين در حالي است كه توان تمايز به اسـتخوان و    . يابد  مي بهبود

  .شود  ميچربي اين سلولها حفظ
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