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  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  265تا  259صفحات ، 91 زمستان، 4، شماره 22 ورهد

  

مزانشيمي بافت چربي به سلول هاي فيبري  هاي بنياديالقاي تمايز سلول
  عدسي چشم

 3، خديجه بهره بر3، نسيم اسلامي3، پريسا غيبي2، محمد نبيوني1هما محسني كوچصفهاني

 
 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه تربيت معلم تهرانيست شناسي تكويني، دكتري ز ،دانشيار 1
 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم، دانشگاه تربيت معلم تهراندكتري زيست شناسي تكويني،  ،استاديار 2
  علم تهراندانشگاه تربيت م، دانشكده علوم، گروه زيست شناسيدانشجوي كارشناسي ارشد زيست شناسي تكويني،  3

  چكيده
تحت القا فاكتورهاي موجود در مايع زجاجيه به سمت ايجاد فيبرهاي  بافت چربيهاي بنيادي رود كه سلولاحتمال مي :سابقه و هدف

باشد كه در درمان اين بيماري از عدسي جايگزين مي) Cataract (آب مرواريد هاي چشمي يكي از بيماري. روي كنندعدسي پيش
 .مصنوعي است هايتري به جاي عدسيهاي طبيعيهدف از اين تحقيق يافتن جايگزين. شوداستفاده مي
جدا شده و براي شناسايي بنيادي  NMRIهاي بنيادي از چربي ناحيه كشاله ران موش سلول ،در اين مطالعه تجربي: يسروش برر
روز با  14ها تحت القا زجاجيه چشم گاو به مدت پس سلولس. با روش ايمونوسيتوشيمي استفاده گرديد OCT4ها، از ماركر بودن سلول

هاي تجربي به صورت كيفي در نمونه) كريستالين آلفا(بيان ماركرهاي سلول هاي فيبري عدسي چشم . درصدهاي مختلف قرار گرفتند
  . و كنترل با روش ايمونوسيتوشيمي مورد بررسي قرار گرفت

هاي مورفولوژيكي پس از تيمار نشان بررسي. نشان دادندپاسخ مثبت  OCT4بت به ماركر چربي موش نسبنيادي هاي سلول :هايافته
هاي گروه از مايع زجاجيه نسبت به محيط كشت تيمار شدند از لحاظ شكل ظاهري نسبت به سلول%  40هايي كه با دوزداد كه سلول
علاوه در داخل هسته آنها تعداد ه ب، )تمايز به فيبرهاي عدسي ويژگي( تر و به صورت موضعي به موازات هم آرايش يافتندكنترل كشيده

هاي تجربي با در نمونه% 40بيان مثبت ماركر كريستالين در دوز . نهاستآها افزايش يافت كه بيانگر افزايش پروتئين سازي در هستك
 . عدسي در اين دوز بودهاي شبه فيبري ها به سمت سلولاثباتي بر تمايز اين سلول ANOVAتوجه به آزمون آماري

هاي فيبري هاي گروه تجربي به ماركر اختصاصي سلولكه بر اساس مورفولوژي و پاسخ مثبت سلولنشان داد اين تحقيق  :گيرينتيجه
 .شوندمتمايز مي در اثر تيمار با زجاجيه به سلولهاي فيبري عدسيبافت چربي هاي بنيادي مشتق شده از عدسي، سلول

  .مايع زجاجيه هاي بنيادي،سلول كاتاراكت، :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
ها ضامن بقـاي  در بدن موجودات زنده پرسلول، برخي از سلول

هاي بنيـادي  توان به سلولباشند كه از آن جمله ميموجود مي
هـاي سـوماتيكي تمـايز    سـلول  ،هاي بنيـادي سلول. اشاره كرد

                                                 
همـا  ، دكتـر  دانشكده علوم، گـروه زيسـت شناسـي   ، دانشگاه تربيت معلم تهران، : نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: kouchesfehani@yahoo.com( محسني كوچصفهاني
  20/11/90: اريخ دريافت مقالهت

  19/6/91 :تاريخ پذيرش مقاله

يكي از انواع اي هستند كه قادرند تحت شرايط خاص به نيافته
-از ويژگي). 1( هاي بالغ يا كاملاً تمايز يافته تبديل شوندسلول

توان به توانايي خـود تجديـدي، تقسـيم ميتـوزي     هاي آنها مي
هـاي  زايي و همچنين تمايز به انواع سـلول بالا، خاصيت كلوني

و ايجاد يك جمعيت سلولي ترميمـي اشـاره   ) 2( تخصص يافته
 عمده دسته دو به منشاء لحاظ از ياديبن هايسلول). 3،4( كرد

   تقسـيم  بـالغ  بنيـادي  هـاي سلول و جنيني بنيادي هايسلول
 توجـه  امـروزه  كـه  بـالغ  بنيادي هايسلول ترينمهم از .شوندمي
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 هـاي سـلول  بـه  تـوان مي است، كرده جلب خود به را اكثرمحققين

 .  )5( كرد اشاره مزانشيمي بنيادي

هاي حاصـل  ند توان بوده و سلولها به طور مشخص چاين سلول
از تقسيم آنها اگر تحت القائات اختصاصي قـرار بگيرنـد بـه انـواع     

اخيـراً از ميـان    .شوندهاي ديگر تبديل ميمختلف دودماني سلول
اي مناسب در هاي بافت چربي گزينههاي بنيادي بالغ، سلولسلول

ر زيرا برداشـت بافـت چربـي د    ،آيدجهت تحقيقات به حساب مي
تر بـوده  جمله مغز استخوان آسان ازهاي بالغ مقايسه با ساير بافت

. آيـد دست مـي ه و در اين برداشت تعداد سلول بنيادي بيشتري ب
هاي بنيـادي از بافـت چربـي در    اولين بار تخليص مجموعه سلول

  ).6( توضيح داده شد Rodbellتوسط  1964سال 
فاكتورهاي يق حاوي مايع زجاجيه به عنوان عامل القايي اين تحق

اسـت كـه    -2FGF و FGF-1از جملـه  ) FGF( رشد فيبروبلاستي
هـاي فيبـري عدسـي    ها بنيادي به سـلول باعث القا و تمايز سلول

هـاي كريسـتالين آلفـا كـه     شود و اين روند به جهت بيـان ژن مي
هاي عدسي هسـتند صـورت   ترين پروتئين محلول در سلولعمده
هاي ن رويدادهاي مورفولوژيكي در سلولترياز عمده). 7( گيردمي

توان به از دست دادن ها ميفيبري عدسي پس از بيان كريستالين
يابي ساختاري در طويل شدن و تخصص ها وهسته و ساير اندامك

  ). 8( سلولهاي فيبري و در نهايت شفافيت آنها اشاره كرد
هـا در عدسـي چشـم    دهد كه آلفاكريسـتالين تحقيقات نشان مي

باشند و رونويسي كريستالين مي -  αBو αAستانداران بر دو نوع پ
 ـ نها در مراحل ابتدايي رشد و نمو انجام مـي آهاي از ژن ه گيـرد، ب
 E9.5 ،αB-crystalin كه در پلاك عدسي موش در مرحله طوري

قابـل   αA-crystalinدر جـام عدسـي،    E10.5تا  E10و در مرحله
  ). 9( تشخيص است

هـاي بنيـادي   انـد كـه سـلول   يقات نشان دادهتا به امروز تحق
ها قادر بـه  )ASC(گرفته شده از بافت چربي با نام اختصاري 

هـاي غضـروفي، عصـبي،    هايي از جمله سـلول تمايز به سلول
شبه آنـدوتليالي تشـكيل دهنـده آئـورت      و استخواني، چربي

هـاي  هـا بـه سـلول   در صورت تمايزاين سـلول ). 10( هستند
هـاي چربـي منبعـي آسـان و در     سلول فيبري عدسي چشم،

در چنـد   .دسترس جهت تمايز به عدسي چشـم خواهـد بـود   
هـا  هاي بنيادي در درمان بيمـاري دهه اخير استفاده از سلول

هـاي شـايع   يكـي از بيمـاري  . بسيار مورد توجـه بـوده اسـت   
باشد كـه در درمـان نـوع    مي) Cataract (آب مرواريد چشمي 

 intraocular lensمصنوعي با نام حاد اين بيماري از عدسي 

(IOL) 11( شودبه عنوان جايگزين عدسي استفاده مي(.     
  

  مواد و روشها
  نحوه گرفتن مايع زجاجيه

بــه  PBSهــاي گــاو گرفتــه شــده ازكشــتارگاه كــرج در چشــم
ــي  ــا آنت ــل شــد و ب ــيآزمايشــگاه منتق ــك پن ــيلين و بيوتي س

ا فروكردن سـر  ب. استريل گرديد PBSاسترپتومايسين همراه با 
از ناحيه پشتي چشم، مايع زجاجيه بيرون كشيده  16gسرنگ 

 20به مـدت   rpm  14000شد و در دستگاه سانتريفيوژ با دور
مـايع رويـي   . گراد  قرار گرفـت درجه سانتي 4دقيقه در دماي 

 .گراد نگهداري شددرجه سانتي  -40فيلتر گرديد و در فريزر 

  بنيادي هايو سلول جداسازي بافت چربي
 در شده نگهداري  NMRI هاي موش از تجربي، تحقيق اين در

 اسـتفاده  دمـا  و غذا و نور نظر از استاندارد آزمايشگاهي شرايط

 روشنايي ساعت12 و تاريكي ساعت 12 شرايط در حيوانات. شد

 .شـدند مـي  مخصوص با درب فلزي نگهـداري  هايقفس درون
كـه   NMRIمـوش  بافت چربي از ناحيه پشت كشاله ران شش 

هفته سن داشتند، جدا شده و در محلـول اسـتريل    6تا  4بين 
phosphate-buffered saline )PBS (   ــرار ــو ق ــت شستش تح

سپس قطعات چربي به صورت مكانيكي با قيچي از هم . گرفت
تمـامي مراحـل   . جدا شدند و به قطعات دو ميليمتري درآمدند

محيط كشيده  PBSسپس تمامي . بالا بر روي يخ انجام گرفت
ــاثير  ــي تحــت ت ــوع075/0شــد و تكــه هــاي چرب ــاز ن  I كلاژن

(Merck,Germany)  درPBS    به مدت چهل و پـنج دقيقـه در
 ،قرار گرفتند% Co 5 2گراد و درجه سانتي 37انكوباتور با دماي 

بـار مـواد داخـل فـالكون      با اين توصيف كه هر پنج دقيقه يك
گرديـد و فـالكون   خنثـي   PBSسپس كلاژنـاز بـا   .  پيپتاژ شد

 قرار گرفـت  1200gدقيقه با دور 10داخل سانتريفيوژ به مدت 
هـاي  مايع رويي كه حاوي تكـه  ،پس از اتمام سانتريفيوژ). 12(

شستشو داده شد و  PBSبا  Pelletچربي بود دور ريخته شد و 
دقيقـه قـرار    5به مدت  1500rpmدوباره در سانتريفيوژ با دور 

باره مـايع رويـي حـذف شـد، محـيط      گرفت و پس از اينكه دو
 DMEM (Dulbeco΄s Modified Eagle Medium) كشــت

)Gibco USA (   بـه همـراهFBS 15) %Sigma USA( آنتـي  و 
بـه   1سـيلين و استرپتومايسـين بـه نسـبت     هاي پنـي بيوتيك

بـدون پوشـش    cm2 25اضافه شد و در فلاسك  Pelletبه 100
بـار تعـويض    وز يـك ر 2با درب فيلتردار كشت داده شد و هـر  

اولين پاساژ پس از شش روز انجام شد و . محيط صورت گرفت
ها براي رنگ آميزي ايمونوسيتوشيمي ابتدا شمارش شده سلول

پـس از  . اي قرار داده شـدند خانه 96، در پليت  3×104معادل 
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طـور   ها همانساعت كه از زمان كشت سلول گذشت سلول 12
  . آميزي شدندكه در ذيل آمده رنگ
  ايمونوسيتوشيمي

شسـت وشـو داده شـدند، سـپس بـا       PBSهاي پليت  بـا  خانه
درجـه   4دقيقـه در دمـاي    20سـرد بـراي مـدت    % 4فرمالين 

دقيقه در دماي اتاق قرار گرفتند و بعد از  5سانتيگراد و سپس 
ها بـه  سلول. شست و شو داده شدند PBSآن خانه ها دو بار با 

در % 4/0بـا غلظـت    100X دقيقه تحت تاثير تريتون15مدت 
سرم بـز  . شسته شدند PBSدماي اتاق قرار گرفتند و سپس با 

دقيقه در دماي اتاق به آن اضافه گرديد و پس  45به مدت % 5
از مدت معين بدون شست وشو برداشته شد و آنتي بادي اوليه 

(ab 18976) -OCT4 Anti  ــه در ــل /.% BSA/PBS 2را ك ح
سـاعت بـدين صـورت در     12د و ها اضافه گردي ـشده به سلول

-PBSخانه هاي پليـت سـه بـار بـا     . درجه قرار گرفت 4دماي 

Tween 1/0  % دقيقه شسته شـدند سـپس    5، هر بار به مدت
دقيقه در دماي اتاق قـرار   30به مدت %  BSA/PBS 1/0 در  

داده شد و بدون شست و شـو برداشـته شـد و در تـاريكي بـه      
 )AF8035) anti-rabbit-  IgG-fITCها آنتي بادي ثانويـه  خانه

دقيقـه در   30حل شده بود به مـدت  % BSA/PBS 2/0كه در 
-PBSهـاي پليـت سـه بـار بـا      خانـه  .دماي اتاق اضافه گرديد

Tween  1/0%  دقيقـه شسـت و شـو داده     5، هر بار  به مـدت
اضافه  Hoechstها شدند و در آخرين مرحله در تاريكي به خانه

شست و شـو داده و در زيـر    PBSيقه با دق 10گرديد و پس از 
  .ها  مشاهده شدندميكروسكوپ فلورسانس سلول

  هاپاساژ دادن سلول
موش در طي هشت روز سه بار هاي گرفته شده از چربي سلول

تا  70كه به مقدار  cm2 25براي هر فلاسك . پاساژ داده شدند
 %05/0درصد از پرشدگي فلاسك رسيده بود از تريپسـين   80
هـا در دو  براي پاساژ دادن آنهـا و تقسـيم سـلول   . تفاده شداس

هـا دو بـار بـا    فلاسك، ابتدا محيط كشت خارج گرديد و سلول
PBS     ــدار ــپس مق ــدند، س ــو داده ش ــت و ش از  lμ 500شس

تريپسين به فلاسك اضافه شد و پس از ماندن در انكوباتور بـه  
هـا از كـف فلاسـك كنـده شـدند و بـه       مدت ده دقيقه، سلول

سپس با محيط كشت خنثي شده و در . ورت شناور درآمدندص
در ايـن روش از سـانتريفيوژ   . هاي جديد قـرار گرفتنـد  فلاسك

هـا وارد شـود و در   استفاده نشد تا استرس كمتـري بـه سـلول   
ضمن نسبت تريپسين و محيط كشت داخـل فلاسـك حـدود    

  .ها وارد نشوديك به ده در نظر گرفته شد تا آسيبي به سلول
  

  هاي جداشده با مايع زجاجيهمار سلولتي
هـا و بعـد از شـمارش آنهـا، تعـداد      پس از آخرين پاساژ سلول

اي كشت داده خانه 24سلول در هفت خانه از پليت   26×104
ها به كف ظرف، پـنج خانـه بـا    شدند و پس از چسبيدن سلول

از مايع زجاجيه به نسـبت   %  40-% 30-%20 -% 10درصدهاي
DMEM  وFBS 15 %هـاي  ها به عنـوان نمونـه  بيوتيكو آنتي

بدين صورت كه در خانه اول . تجربي مورد بررسي قرار گرفتند
 100بـود   90بـه   10كه نسـبت زجاجيـه بـه محـيط كشـت      

مايكروليتر  از محيط  900مايكروليتر از مايع زجاجيه به همراه 
ريخته شد و در خانه هاي بعدي نيـز بـه    FBSكشت به همراه 

مايكروليتر مايع زجاجيه ريخته شد و  400و 200،300ترتيب 
مايكروليتر  از محـيط كشـت بـه     600و  700، 800به ترتيب 

دو خانه به عنوان گروه كنترل انتخـاب  . اضافه شد FBSهمراه 
شدند كه در آنها تيمار با مايع زجاجيه صورت نگرفـت و صـرفاً   

. ها كشـت داده شـدند  بيوتيكو آنتي% FBS 15و   DMEMبا 
  .روز تحت تيمار و كشت قرار گرفتند 14ها به مدت اين خانه

  ها با ماركر كريستالينآميزي سلولرنگ
در انتهاي روز چهـاردهم، طبـق روش ايمونوسيتوشـيمي ذكـر     

بادي هاي كنترل، با آنتيهاي تجربي و نمونهشده در بالا، نمونه
 alpha A+ alpha B crystalline antibodyاوليـه كريسـتالين   

(ab28163)   و آنتي بادي ثانويـهAF8035) anti-rabbit- IgG-

FITC ( آميزي شدندرنگ .   
  

  هايافته
هاي بنيادي مزانشيمي گرفته شده از بافت چربي پس از سلول
هـا در  و چهار ساعت به كف فلاسك چسـبيدند و سـلول  بيست

در ايـن  ). a1شكل (روزهاي آتي به فرم فيبروبلاستي درآمدند 
از ويژگي چسـبندگي بـه كـف ظـروف پلاسـتيكي كـه        مرحله

هاي بنيادي مزانشيمي است براي جداسازي آنها شاخص سلول
هاي جدا شده بـراي اثبـات بنيـادي    سپس سلول. استفاده شد

-كه ماركر سلول OCT4ماركر بودن قبل از اولين پاساژ توسط 

-هاي بنيادي پرتوان اسـت، بـا روش ايمونوسيتوشـيمي رنـگ    

شـود  مشاهده مـي  c1 و b1شكل  چه در د و چنانآميزي شدن
پـس از پاسـاژ سـوم     .پاسخ مثبـت نشـان دادنـد   به اين ماركر 

هاي بنيـادي مشـتق شـده از بافـت چربـي تحـت القـاء        سلول
مايع زجاجيه  نسبت به محيط %)  10-40(درصدهاي مختلف 

هـاي  پـس از بررسـي   .كشت، به مدت چهارده روز قرار گرفتند
هـا توسـط مـاركر كريسـتالين آلفـا      مامي گروهمورفولوژيكي، ت

نتـايج  . آميـزي شـدند  رنـگ ) ماركر سلول هاي فيبري عدسي(
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هـاي گـروه   بررسي هاي ايمونوسيتوشيمي كـه بـر روي سـلول   

هاي تيمار شده با درصدهاي مختلـف زجاجيـه   كنترل و سلول
  .آورده شده است 1شكل انجام شد در 

 

  

  
هاي گروه كنتـرل و  بر روي سلول يهاي ايمونوسيتوشيمبررسي - 1شكل 
هـاي بنيـادي   سـلول  :a .هاي تيمار شده با درصدهاي مختلف زجاجيهسلول

مزانشيمي بافت چربـي در روز هفـتم كشـت كـه فـرم فيبروبلاسـتي و چسـبنده        
هاي بنيادي مزانشيمي بافت چربي پس از سلول: 200X   .b  بزرگنمايي. داشتند

انـد و در زيـر ميكروسـكوپ معكـوس     شده رنگ OCT4اولين پاساژ كه با ماركر  
اـ بزرگنمـايي    FiTcفلورسانس با رنگ  هسـته   :200X .cسبز ديده مي شـوند، ب

در زيـر   Hoechstآميـزي  هاي بنيادي مزانشيمي بافت چربي كه بـا رنـگ  سلول
: 200X .dبزرگنمـايي . شـوند ميكروسكوپ معكوس فلورسـانس آبـي ديـده مـي    

مايع زجاجيـه  %  40پس از چهارده روز تيمار با غلظتهاي تجربي  هاي گروه سلول
: x400 .eبزرگنمـايي  . انـد ها كشيده و كاملاً به موازات هم آرايش يافتـه كه سلول

از مايع زجاجيه كه با مـاركر كريسـتالين آلفـا    % 30هاي تيمار شده با غلظت سلول
هاي تيمار ولسل: 400X f با بزرگنمايي. شوندآميزي شده اند و سبز ديده ميرنگ

آميـزي شـده   از مايع زجاجيه كه با ماركر كريستالين آلفا رنگ %40شده با غلظت 
سـلولهاي گـروه كنتـرل كـه بـا      : 400X.g با بزرگنمايي. شونداند و سبز ديده مي

با . گونه رنگي را نشان نمي دهند ماركر كريستالين الفا رنگ آميزي شده اند و هيچ
  400X بزرگنمايي

گونــه بيــان كريســتالين  درصــد هــيچ 20و 10ي در درصــدها
درصـد بيـان ايـن      40و  30ولي در درصدهاي  ،مشاهده نشد

ماركر رويت شد كه با مقايسـه آمـاري صـورت گرفتـه توسـط      
Insat3    با اسـتفاده از تسـتANOVA    بهتـرين پاسـخ در دوز

 ،در ايـن دوز ). 1نمـودار  ( از مايع زجاجيه مشـاهده شـد  % 40
 جربـي از لحـاظ شـكل ظـاهري نسـبت بـه       ت هاي گـروه سلول
تـر و بـه صـورت موضـعي بـه      هاي گروه كنتـرل كشـيده  سلول

ويژگي تمايز به سلول هـاي فيبـري   ( موازات هم آرايش يافتند
 ـ .)f1شـكل  ) (عدسي عـلاوه در داخـل هسـته آنهـا تعـداد      ه ب
ها افزايش يافت كه بيانگر افـزايش پـروتئين سـازي در    هستك

هـاي تجربـي كـه بـا     هـاي گـروه  ولسـل  ).d1شـكل  ( آنها بـود 
تفـاوت قابـل    ،درصدهاي كمتـر مـايع زجاجيـه تيمـار شـدند     

هاي گروه كنترل نداشتند، شـكل ظـاهري   اي با سلولملاحظه
آنها فيبروبلاستي و يا با كشيدگي خفيف بـدون جهـت گيـري    

درصـد   40درصـد هماننـد دوز     30در دوز . موازي باهم بودند
درصد بسيار  30ن اين بيان در دوز اما ميزا ،بيان صورت گرفت

   .)e1شكل ( كم بود
  

  
هاي رنگ آميزي شده بـا آلفـا كريسـتالين در    مورفومتري تعداد سلول  - 1نمودار 

از مـايع زجاجيـه    %40و% 30 ،%20 ،%10بـا    هاي تيمار شدهگروه كنترل و گروه
 %40 و% 30 هاي تيمار شده بادر گروه). n=4 در هر گروه(  نسبت به محيط كشت

هاي در تعداد سلول*** P>001/0 داري به صورتاز مايع زجاجيه افزايش معني
هاي تيمار شده با رنگ آميزي شده با آلفا كريستالين نسبت به گروه كنترل و گروه

 هاي تيمار شـده بـا  در مقايسه بين گروه. از مايع زجاجيه مشاهده شد %20 و% 10
هاي رنگ در تعداد سلول*** P>001/0 صورتدار به نيز اين افزايش معني 40%

روش . مشاهده شد %30آميزي شده با آلفا كريستالين نسبت به گروه تيمار شده با 
  . بود ANOVA ي انجام شدهآمار

  
  بحث
هـايي  هاي بنيادي مشـتق شـده از بافـت چربـي، سـلول     سلول

 باشـند و از نـوع بنيـادين بـالغ مـي     هستند كه چند توان بوده
ها به جهت ميزان زياد و همچنين جداسـازي  سلول اين). 10(

آسان از بدن فرد بدون در خطر انداختن حيات موجود، منابعي 
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درمـاني و   هاي سـلولي و اسـتفاده در سـلول   مهم براي بررسي
در  Oct-4بيان ژن ). 6( هاي ديگر هستندتمايز به سمت سلول

، هـاي بـالغ نظيـر بافـت كبـد، پسـتان، پـانكراس، كليــه       بافـت 
و پــروتئين بررســي و  mRNAمزانشـيمي و پوســت در ســطح  

 هـا منحصـراً در بـن   در اين بافـت  Oct-4مشخص شد كه بيان 
نقش اين ژن در مهار تمايز بن . افتدهاي بافتي اتفاق ميياخته
هاي جنيني و پرتوان و چند توان به خوبي مطالعه شـده  ياخته
اي جـدا  ه ـسـلول  پاسخ مثبت ،در اين تحقيق). 13-15( است

بيـانگر   OCT4شده از بافت چربـي موشـي نسـبت بـه مـاركر      
 .ها بودبنيادي بودن اين سلول

هاي بنيادي در مطالعات گذشته كه بر روي توان تمايزي سلول
مزانشيمي بافت چربي انسان و موش صورت گرفته نشـان داده  

تواننـد  هاي بنيادي چند توان اين بافت ميشده است كه سلول
هاي تشكيل دهنده آئورت ، غضروف، چربي و سلولبه استخوان
هاي بنيادي مغز ها همانند سلولاين سلول). 10( تبديل شوند

چسبند و از لحـاظ  استخوان به كف ظرف پلاستيكي كشت مي
هـا  ايـن سـلول  . كننـد بررسي ماركرها حدوداً مشابه عمـل مـي  

هـاي خونسـاز منفـي عمـل     نسبت به ماركرهاي سطحي سلول
هاي بنيادي مزانشيمي مثبت سبت به ماركرهاي سلولكرده و ن
ها چسبندگي يكي از علائم مزانشيمي بودن سلول). 6( هستند

هـاي گرفتـه   آنها به كف ظروف پلاستيكي است كـه در نمونـه  
و چهار ساعت اين رويداد مشـاهده شـد و    شده پس از  بيست

 .ها در روزهاي آتي به فرم فيبروبلاستي درآمدندسلول

تمايز سلول هـاي بنيـادي مزانشـيمي بافـت چربـي بـه        جهت
هاي فيبري عدسي چشم، از مايع زجاجيه استخراج شده سلول

مايع زجاجيه با دارا بودن فاكتورهاي . از چشم گاو استفاده شد
منابع مناسبي جهت القاي  FGF2و  FGF1ويژه ه رشد متعدد ب

وب هاي فيبري عدسي محس ـها به سمت سلولتمايز اين سلول
در سـال   Mc Avoyو   O`Connor در ايـن رابطـه  . شـود مـي 

دو بافت اپيتليومي از دو عدسي مجزا را بر روي هـم در   2007
كشـت دادنـد و   ) 1:1( محيط كشت مخلوط با زجاجيه گـاوي 

علاوه بر بررسي هاي ميكروسكوپي و تعيين ميزان توانايي اين 
  يـن  نشـان دادنـد كـه در ايـن شـرايط ا      ساختار عدسي ماننـد 

روز كشت شكل كروي پيدا كـرده و شـفاف    30ها بعد از سلول
در نتيجه مـايع  . انداند و قادر به متمركز كردن نور گرديدهشده

-زجاجيه گاوي فاكتورهاي مناسب براي تمايز به سمت سـلول 

  ). 16( هاي عدسي را داراست
و همكارانش بـر روي رشـد و تمـايز     Blakely، 2000در سال 

آنهـا ايـن   . ليومي عدسي انسان مطالعـه كردنـد  هاي اپيتسلول
روز در محـيط   15هاي اپيتليومي را جدا كرده و بمـدت  سلول

ــدFGF-2داراي  ــد كــه . كشــت دادن در نهايــت مشــاهده كردن
 (lentoid)مورفولــوژي آنهــا تغييــر يافتــه و اجســام لونتوئيــدي

مجموعه دستجات چند سلولي گرد و داراي خاصـيت انكسـار   (
آنها براي اثبات ادعاي خود در مورد تمـايز  . شدندظاهر ) بسيار

و  Aها به عدسي چشم از ماركر آلفا كريستالين نـوع  اين سلول
B  با روشRT-PCR 17( استفاده كردند.(  

توســط ملكــي و  2010اي كــه در ســالهمچنــين در مطالعــه
هـاي بنيـادي بنـدناف    همكارانش انجام شد، موفق شدند سلول

مجاورت مايع زجاجيه چشـم گـاو بـه     موش را جدا كرده و در
 Aكريستالين  αهاي پروتئين كشت دادند و بيان) 1:3(نسبت 

 Western blotروز كشت با استفاده از روش  10را بعد از   Bو 

analysis  18(مشاهده نمودند .(  
هاي بنيادي مشتق بررسي ميزان تمايز سلول ،در تحقيق حاضر

تلـف مـايع زجاجيـه بـه     شده از بافت چربي در درصـدهاي مخ 
از مايع زجاجيـه بـه   % 40روز صورت گرفت و غلظت  14مدت 

جهت تعيـين   .عنوان بهترين غلظت تمايزي در نظر گرفته شد
هـا و سـپس بيـان    تمايز ابتدا تغييـرات در مورفولـوژي سـلول   

هـاي  هاي آلفا كريسـتالين كـه مـاركر تمـايزي سـلول     پروتئين
مــايع % 40لظــت در غ. فيبــري عدســي هســتند بررســي شــد

زجاجيه به محيط كشت سـلول هـا كـاملاً كشـيده و آرايشـي      
موازي با يكديگر يافتند كه معرف تمايز آنها بـه سـمت سـلول    

هـا در درون  عـلاوه، تعـداد هسـتك   ه ب. هاي فيبري عدسي بود
هسته افزايش يافت كه نشان دهنده افـزايش ميـزان پـروتئين    

تئين هـاي آلفـا   جهـت بررسـي بيـان پـرو    . سازي در آنها بـود 
  .كريستالين از روش ايمونوسيتوشيمي استفاده شد

هاي محلول در آب در ترين پروتئينها كه عمدهآلفا كريستالين
 ACrystallinα هاي عدسي چشم هستند كه به دو  گروهسلول

در   B -Crystallinα. شــوندتقســيم مــي  B-Crystallinαو  
و يـك  ) 9( دشـو در پلاك عدسي مـوش بيـان مـي    E9مرحله 

در  ACrystallinα). 14(پروتئين كوچك شوك حرارتي اسـت  
هـر  ). 9( شـوند در جام عدسي بيان مـي  E10.5تا  E10مرحله 

ها داراي فعاليت چاپروني بوده و عملكـرد  اين كريستالين يدو
كـه   GroEو  Hsp70 هاي ديگر از جملـه آنها با اعمال پروتئين

شـوك حرارتـي هسـتند    هـاي  و جزو پروتئين ATPوابسته به 
   ).15( باشدمشترك مي

هاي كريسـتالين در گـروه كنتـرل بـراي     بررسي بيان پروتئين
نشان دادن ميزان استرس وارده به محيط بدين صـورت انجـام   

هاي تحت تيمار همراه با نمونه كنتـرل در  شد كه تمامي سلول
 37اي و در داخل انكوباتور با شرايط دمايي خانه 24يك پليت 

ايـن  . قرار گرفتند CO2% 5گراد و رطوبت كافي و جه سانتيدر
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چـه در   ها در برابر استرس بود، چنـان عوامل خود حافظ سلول

و   A-Crystallinαهاي ايمونوفلورسـانت هـيچ بيـاني از    بررسي
B-Crystallinα  بــدين . هـاي كنتــرل مشـاهده نشـد   در نمونـه

ي ظهـور  هـا در چنـين شـرايط   وسيله فعاليت چپروني پروتئين
هـاي تجربـي   هـاي حاصـله از نمونـه   تـوان بـه داده  نكرده و مي

  ). f1 شكل(اطمينان كرد 
در بررسي ميزان بيان دو نوع پروتئين كريسـتالين آلفـا در روز   

هاي تجربي در دوزهـاي  چهاردهم پس از تيمار و مقايسه گروه
هـاي القـا شـده    مختلف مايع زجاجيه، مشاهده شد كه سـلول 

ميزان بالايي از پروتئين هاي آلفا كريستالين %  40توسط دوز 
را بيان كردند كه با مشاهدات حاصل از تغييرات مورفولـوژيكي  

  .اين سلول ها در اين دوز، كاملاً مطابقت دارد
هـاي  توان نتيجه گرفت كـه سـلول  هاي اين تحقيق مياز يافته

بنيادي گرفته شده از بافت چربي تحت القا زجاجيه بـا غلظـت   
هاي كريسـتالين  نسبت به محيط كشت قابليت بيان ژن%  40

هاي ديگر بهترين نتيجه را هـم  آلفا را دارند و نسبت به غلظت
 .دهنـد از نظر مولكولي و هم از لحاظ مورفولوژيكي نشـان مـي  

هـا و طويـل شـدن    ها، تغيير شكل سلولافزايش تعداد هستك
هـا كـه   ولآنها، و به موازات هم در يك راستا قرار گـرفتن سـل  

حاكي از تمايز آنها به سمت سلول هاي  فيبري عدسي چشـم  
بـا نتـايج  محققـان     Bو  Aو بيان آلفا كريسـتالين هـاي    است

 .)16-18( ديگر مطابقت دارد

ملكي و همكارانش كـه  در مقايسه با مطالعه انجام شده توسط 
از مايع زجاجيه در طي ده روز اسـتفاده  % 50و % 25از دو دوز 
از مايع زجاجيه كشيدگي سلولي و بيـان  % 25در دوز  كردند و

تـوان  مـي  ،)18( ماركر كريسـتالين بيشـتر را گـزارش نمودنـد    
هـاي بنيـادي بـا    نتيجه گرفت كه دوز حداكثر تمايز در سـلول 

هـاي  طوري كه در بررسيه باشد، بمنشاهاي متفاوت متغير مي
دسـت  ه ب% 40 انجام شده در اين تحقيق حداكثر تمايز در دوز
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