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 دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

 206تا  195صفحات ، 97 پاییز، 3، شماره 28 ورهد

 

 يهاانسان به سلول ونیجدا شده از کور یمیمزانش يادیبن يهاسلول  زیتما یبررس
  وبلاستیشبه م

 4، نسیم حیاتی رودباري3منصوره سلیمانی ،2فائزه فقیهی ،1نیکو بناء
   

 ایران تهران، تهران، تحقیقات و علوم واحد اسلامی، آزاد دانشگاه پایه، علوم دانشکده شناسی، زیست گروه سلولی و مولکولی،ارشد  کارشناس 1
  استادیار، مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی ایران، دانشگاه علوم پزشکی ایران، تهران، ایران 2
 ومی، دانشگاه علوم پزشکی ایران، تهران، ایراندانشیار، دانشکده پژشکی، گروه آنات 3
 ، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران ، تهران، ایراندانشیار 4

 چکیده
درمانی اخیرا به عنوان  سلول ،به منظور بازیابی سلول هاي از دست رفته بیماران مبتلا به بیماري هاي مخرب ماهیچه:سابقه و هدف

هاي بنیادي مزانشیمی با توانایی خود تجدید پذیر . کوریون یک منبع اخلاقی مورد تایید، شامل سلولیک رویکرد موثر ثابت شده است
وریون هاي بنیادي مزانشیمی جداشده از کرو هدف از این مطالعه بررسی تمایز میوژنیک سلول . از ایناستو تمایز به رده هاي سلولی 

 .بود انسان براي اولین بار
ها با استفاده از تکنیک فلوسایتومتري و تمایز هضم آزیمی شدند. سلول II 3/0% هاي کوریون با استفاده از کلاژنازسلول :یسروش برر

حیط کشت حاوي ها به مدت یک شبانه روز در مهاي سلولی چربی و استخوان شناسایی شدند. به منظور القاي میوژنیک، سلولبه رده
DMEM F/12، 2 درصدFBS  آزاسیتیدین کشت داده شدند. سپس محیط کشت حاوي -5میکرومولار  10وDMEM F/12 ،10درصد 

FBS  .به مدت دو هفته جایگزین شدReal-time PCR و ایمونوسیتوشیمی براي بررسی بیان مارکرهاي میوژنیک استفاده شدند.  
 ,CTNTد. اگرچه کاهش بیان شهاي سلولی استخوان و چربی تایید و توانایی تمایز به ردهCD90,CD73,CD44 بیان آنتی ژن هاي  :هایافته

MYH6 اما نتایج  ،در هفته دوم مشاهده شدReal-time PCR  بیان بالايDESMIN, CTNT, MYH6 05/0( را تایید کرد در پایان هفته اول<p.( 
 . را تایید کردDesmin،  cTnT,αMHC مشاهده شد. نتایج ایمونوسیتوشیمی بیان  یزدر پایان هفته اول و دوم تما GATA4,MYOD بیان

 .هاي مذکور، قادر به تمایز به میوبلاست هستندنتایج نشان داد که سلول :گیرينتیجه
 .آزاسیتیدین، تمایز به میوبلاست- 5 هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از کوریون انسان،سلول واژگان کلیدي:

 

 1مقدمه
هاي بنیادي مزانشـیمی، منجـر بـه پیشـرفت علـم      اخیرا سلول

هـا در واقـع   .  این سـلول اندشدههاي مختلف شکی در زمینهزپ
تواننـد بـراي درمـان    یک منبع تجدید پـذیر هسـتند کـه مـی    

اسـتفاده   ،هـاي عضـلانی  از جمله بیماري ،هابسیاري از بیماري
نـوزایی بـالایی   ها توانایی تکثیر و  قـدرت خود شوند. این سلول

                                                 
 ـا یدانشـگاه علـوم پزشـک    یو مولکـول  یسلول قاتیمرکز تحق: تهران، آدرس نویسنده مسئول فـائزه   ،رانی

 )  email: Faghihi.f@iums.ac.ir( فقیهی
 2/5/96: تاریخ دریافت مقاله

 8/9/96: تاریخ پذیرش مقاله

هـا تمـایز   توانند در شرایط مناسب بـه انـواع سـلول   و میرند دا
توان جهت مطالعات درمانی را می هااین سلول ،رو یابند. از این

 ).  1،2( و به ویژه سلول درمانی و پزشکی ترمیمی به کار برد
در بازسازي و ترمیم بافتهاي  توانندمی هم چنین ،هااین سلول 

هـاي آسـیب دیـده    و جایگزین سـلول باشند وثر مختلف بدن م
شده و به ترمیم در آن بافت بپردازند. به دلیل توانایی منحصـر  

ها امروزه از مباحث جذاب هاي بنیادي، این سلولبه فرد سلول
 .هستنددر زیست شناسی و علوم درمانی 
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هـاي بنیـادي عضـله    اي در واقع همان سلولهاي ماهوارهسلول
که به دلیل قابلیت خودنوسازي و تمایز نیافتـه  اسکلتی هستند 

 ).3( توانند در ترمیم بافت هاي عضلانی شرکت کنندبودن می
تواننـد گزینـه مناسـبی بـراي     اي مـی هاي ماهوارهاگرچه سلول

ولی به دلیل  محدود بـودن  ، هاي عضلانی باشندبازسازي بافت
ن بـه  هاي آسیب دیده محققـا ها و وسعت بافتتعداد این سلول

دنبال یـافتن منبـع سـلولی دیگـري بودنـد. بـه همـین دلیـل         
توانـد راه گشـاي محققـان در    هاي بنیادي میاستفاده از سلول

 هـاي عضـلانی اسـیب دیـده باشـد     زمینه تمایز و ترمیم بافـت 
)4،5.( 

ایمنـی ایـن    علاوه بر موارد ذکر شده، ویژگی تعـدیل کننـدگی  
ها در تفاده از این سلولتواند دلیل دیگري براي اسها، میسلول

 ).6( هایی با واسطه ایمنی باشدمهندسی بافت و درمان بیماري
هـاي  توان از بافتها را میکه این سلولاند تحقیقات نشان داده

)، خون بندناف و پرزهاي جنینـی  7( مختلف مانند بافت چربی
)، 10( )، خــون محیطــی 9)، مــایع آمینیوتیــک ( 8( جفــت

هـاي شـیري کنـده    ) و حتـی دنـدان  12( )، ریه11( کبدجنین
 ) جداسازي کرد.13شده (

تواند اي است که میآزاسیتیدین عامل دمتیله کننده-5فاکتور 
هـا شـود و نشـان    ها و تمایز سلولمنجر به فعال شدن بیان ژن

هاي بنیادي مزانشـیمی  داده شده است که موجب تمایز سلول
 ).14( شودبه میوبلاست می

هاي بنیـادي مزانشـیمی جـدا    قدرت تمایز سلولاز آنجایی که 
هـاي شـبه میوبلاسـت بررسـی     شده از کوریون انسان به سلول

هـا  لذا در این مطالعه، پتانسیل تمـایز ایـن سـلول    ؛نشده است
ازاسـیتیدین بـه    -5مورد بررسـی قـرار گرفـت. همچنیـین  از     

    .عنوان القاگر استفاده شد

 
 مواد و روشها

بنیـادي مزانشـیمی مشـتق از    هـاي  جداسازي سـلول 
 کوریون جفت انسان

نمونه بافت کوریـون، تحـت شـرایط کـاملا اسـتریل در ظـرف       
مخصوص حمل داراي مقادیر یخ خشک به آزمایشـگاه منتقـل   

هـا بـراي تحقیقـات زیـر     شد. جداسازي و استفاده از این سلول
نظر کمیته اخلاقی دانشگاه علـوم پزشـکی ایـران و بـر اسـاس      

 ). پـس از جـدا کـردن پـرده آمنیـون و      15( م شدپروتکل انجا
هاي کوریونی، بافت کوریون به دقت جدا و بـه لولـه هـاي    لایه

میلی لیتر محلول بـافر فسـفات    7حاوي (SPL,Korea)فالکون 
 و آنتی بیوتیک منتقل شد.) PBS, Caisson, USA(سالین 

هـاي خـونی بـه    ها و محیط کشت به منظور حذف سلولنمونه
ها زیر هـود، در درون  شسته شدند و سپس نمونهPBS دقت با 

یک بشقاب پتري به قطعـه هـاي کوچـک بریـده شـدند. ایـن       
) % II )3/0 تیپ میلی لیترکلاژناز 5ها به یک لوله حاوي قطعه

SIGMA,USA)(   دقیقـه در ایـن    30 منتقل شده و بـه مـدت
 10هـا هـر   محلول نگهداري شدند. لوله حـاوي آنـزیم و نمونـه   

هاي بیشـتري از بافـت   چند بار تکان داده شدند تا سلولدقیقه 
آزاد شوند. سپس براي خنثی کردن اثر آنزیم از محـیط کشـت   

 استفاده شد.
 سـانتریفیوژ  g400دقیقـه در دور   5ها بـه مـدت   سپس، نمونه

شدند و پس از حذف محیط رویی، محـیط زیـرین کـه حـاوي     
هاي لاسکسلول بود، پس از پیپت کردن و شمارش سلول به ف

 ,DMEM/F12(Caisson حـاوي محـیط کشـت   T25 کشـت  

USA)  درصد10همراه باCaisson, USA)( FBS  و پنی سـیلین
هـا بـه   منتقل شدند. سلول) (Caisson, USA/ استرپتومایسین

در انکوبـاتور،  گـراد  سـانتی درجـه  37مدت یک شب در دمـاي  
و انکوبه شدند. روز بعد از آن تمام محیط کشت را خالی کـرده  

ها اضافه شد. ایـن  اي به فلاسک حاوي سلولمحیط کشت تازه
رود کـه ممکـن   هاي قرمزي به کـار مـی  کار براي حذف گلبول

است در حین روند جداسازي بافت وجود داشته باشـد. پـس از   
درصـد ، بـا    80الـی   70هـا بـه تـراکم مناسـب     رسیدن سلول

   داده شدند. پاساژ (Caisson, USA)درصد  25/0 تریپسین
هاي بنیادي مزانشـیمی  بررسی مارکرهاي سطحی سلول

 توسط تکنیک فلوسایتومتري
در این مطالعه براي اطمینان از ماهیت مزانشیمی بودن سلولها 
از تکنیک فلوسایتومتري به منظور شناسایی مارکرهـاي سـطح   

 سلولی استفاده شد.
تریپسینه شده و مورد  3 هاي بنیادي مزانشیمی در پاساژسلول

سلول شمارش 100000 ارش سلولی قرار گرفتند. در حدودشم
هاي مخصوص سانتریفیوژ منتقل شده و به مدت شده و به لوله

 Sigma, USA Goat)( درجـه سـانتی گـراد بـا     4ساعت در  1

serum ها با انکوبه شده. پس از یک ساعت و حذف سرم، سلول
 دقیقـه در 45بـه مـدت   PE ,FITC هاي کونژوگه بـا  آنتی بادي

 45پـس از   ،خـر آدرجه سانتی گراد انکوبه شدند. در مرحلـه  4
دقیقـه بـا دور    5شسته شده و به مـدت  PBS ها بادقیقه سلول

g400 محلول سلولی آماده شده بـا دسـتگاه   ندسانتریفیوژ شد .
بررســی شــد و  (Faces caliber, BD, USA) فلوســایتومتري

 مورد آنالیز قرار گرفت.
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هاي مـورد نیـاز بـراي بررسـی     اديآنتی بفهرست  1 در جدول
مارکرهاي سطحی سلول هاي بنیـادي مزانشـیمی آورده شـده    

 ).  1 (جدول است
هاي بنیادي جداشده از کوریون انسـان بـه   تمایز سلول

 سلول هاي استخوانی
علاوه بر بررسـی مارکرهـاي سـطح سـلولی بـه منظـور اثبـات        

-بـه رده هاي جداشده از کوریون از تمـایز  مزانشیم بودن سلول
شـود. در ایـن   هاي چربی، اسـتخوان و غضـروف اسـتفاده مـی    

هاي بنیادي مزانشیمی جدا شده از کوریون به دو بررسی سلول
 ).16( رده چربی و استخوان بر اساس پروتکل تمایز داده شدند

ــه  ــن منظــورب ــاي پاســاژ ســلول ،ای  6در ظــروف کشــت  3ه
به  FBS 10%با   DMEM/F12محتوي  (SPL, Korea)چاهکی
و پـس از پـر    ندسلول در هر چاهک کشت شـد  5×410تعداد  
با محیط   DMEM/F12ظرف کشت،  محیط  % 80-90شدن 

 گلیســرول فســفات -، بتــاFBSدرصــد 10اســتئوژنیک شــامل 
مولار)، اسکوربیک اسـید   10 -7(  میلی مولار)، دگزامتازون10(
روز  3د.  محـیط هـر   شمیکروگرم در میلی لیتر) تعویض  50(

روز تعویض شد. براي ارزیابی تمـایز اسـتئوژنیک    17بار تا  یک
 از رنگ آمیزي اختصاصی آلیزارین رد استفاده شد.

 هاي چربیهاي بنیادي جدا شده به سلولتمایز سلول
به سلولهاي چربـی نیـز،    بنیادي مزانشیمی هايبراي تمایز سلول

 6هـاي  در هر چاهـک، در پلیـت   سلول 5×410ها به تعدادسلول
، FBS%10روزبا محـیط ادیپوژنیـک حـاوي     17اي به مدت انهخ

ــولین ــازون )،g/ml10( انس ــین  ،M1 دگزامت  M 200ایندومتاس
بار تعویض شد. قطرات چربـی   روز یک 3. محیط هر ندتیمار شد

بدون رنگ آمیزي نیـز در زیـر میکروسـکوپ فـاز متضـاد قابـل       
  رد آزمایشمشاهده بودند. براي ارزیابی تمایزسلولهاي بنیادي مو

 به سلولهاي چربی از رنگ آمیزي اویل رد استفاده شد.

 
 هاي استفاده شدهباديلیست مشخصات آنتی. 1جدول 
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هـاي شـبه   هاي بنیادي مزانشیمی به سـلول تمایزسلول
 به مدت دو هفته in vitroمیوبلاستی در

هاي بنیادي مزانشیمی در براي القاي تمایز میوبلاست از سلول
تا  50000هاي مزانشیمی به تعداد استفاده شد. سلول 3پاساژ 

اي کشت داده خانه 24هاي یک پلیت لول در هر یک از خانهس
ها به کف پلیت، محیط کشـت را  شدند. پس از چسبیدن سلول

-DMEM میلی لیتر محیط تمایزي شـامل 5/0تعویض کرده و 

F12، 2 درصدFBS  ،5- میکرومـولار    10آزاسیتیدین با غلظت
هـا بـه درون   هـا اضـافه شـد. سـپس پلیـت     به آرامی به سـلول 

. روز بعـد،  ندنکوباتور به مـدت یـک شـبانه روز قـرار داده شـد     ا
محـیط کشـت    میلی لیتر 5/0 محیط تمایزي دور ریخته شد و

د. سـپس  ش ـها اضافه به آرامی به سلول  FBS درصد10 حاوي
داري شـدند.  ها به مـدت دوهفتـه، داخـل انکوبـاتور نگـه     سلول

 تعویض محیط نیز به صورت یک روز درمیان انجام شد.  
 بررسی کیفی بیان ژن با استفاده از ایمونوسیتوشیمی

هاي مربـوط بـه سـلول حاصـل از     براي تشخیص بیان پروتیین
هاي بنیـادي از  تمایز یا تعیین مارکرهاي پروتیینی سطح سلول

 تکنیک ایمونوسیتوشیمی استفاده شد. 
آنالیز ایمونوسیتوشیمی  تمایزي، القاگر ها باسلول تیمار از پس 

شد. مراحل کار به این صورت بود کـه   انجام ن هفته دومدر پایا
 ,Sigma) درصـد  4 ها با پارافرمالدهیددرپایان هفته دوم سلول

USA)درجه فیکس شـدند. پـس   4دماي  در دقیقه 20 مدت به
 Triton، از تریتـون  PBSاز حذف پارافرمالدهید و شستشو بـا  

X-100 2/0 %  رقیق شده با)PBS( )Merk ,Germanyـ  راي ) ب
دقیقه استفاده شد.  20ها به مدت نفوذپذیر کردن غشاي سلول
 ,Goat serum 5%(Sigma, USA)سپس  محلول بلاك کننده 

هـاي  ساعت) براي جلوگیري از اتصـال آنتـی بـادي   1(به مدت 

ها به مـدت یـک   غیراختصاصی اضافه شد. در مرحله بعد سلول
 ـ   4شبانه روز در دماي  ادي اولیـه  درجه سانتی گراد بـا آنتـی ب

انکوبه شدند. سپس افزودن  1:100با نسبت PBSرقیق شده با 
(به مـدت   1:200با نسبت PBSآنتی بادي ثانویه رقیق شده با 

ساعت در دماي اتاق) انجام شد. پس از آن شستشوي سلولها 1
دقیقـه)   5) (سه بار هر بـار  Tween20 1/0%) Sigma, USAبا 

هـا بـا   ي هسته سلولصورت گرفت و در مرحله آخر رنگ آمیز
DAPI(Sigma, USA)   دقیقه و شستشو بـا   5به مدتPBS  و

انجـام  ) IX71 Olympus( مشاهده بـا میکروسـکوپ فلورسـنت   
 1گرفت. اطلاعات مربوط به مشخصات آنتی بـادي در جـدول   

 قید شده است.
 Real- timeبررسی کمی بیان ژن با استفاده از تکنیـک  

PCR 
هـاي بنیـادي   حاصل از کشت سـلول هاي در این مطالعه سلول

مزانشیمی جدا شده از بافت کوریون انسـان در محـیط کشـت    
 .آزاسیتیدین به مـدت دوهفتـه تیمـار شـدند    -5تمایزي حاوي 

منظور بررسی بیـان  سپس در انتهاي هفته اول و هفته دوم، به 
، CTNT ،MYOD ،GATA4 هاي دخیـل در تمـایز شـامل   ژن

MYH6  وDESMIN هــاي لولی شــامل ســلولدر دو گـروه س ــ
ــا  هــاي تیمــار آزاســیتیدین(آزمون) و ســلول-5تیمــار شــده ب

 استفاده شد. Real-time PCRنشده(کنترل)، از روش کمی 
، RNAها، فرآینـدهایی شـامل اسـتخراج    براي ارزیابی بیان ژن

شـده توسـط اسـپکتروفتومتر،    اسـتخراج  RNAسنجش غلظت 
-Realانجام واکـنش  ، Katara با استفاده از کیت cDNA سنتز

Time PCR ها صورت گرفت.و درنهایت آنالیز داده 
هـاي هـدف   بـراي ژن  Real-time PCRکه واکـنش  قبل از این

 cDNAو کیفیـت   cDNAانجام شـود، صـحت واکـنش سـنتز     
سنتز شده مورد تائید و ارزیابی قرار گرفت. به این منظور ابتـدا  

 لیست مشخصات پرایمر هاي استفاده شده .2جدول 

Gene Primer sequence(5ô3ô) Accession number 

α-MHC  (MYH6) 
 

F-ATTGCTGAAACCGAGAATGG 
R-CGCTCCTTGAGGTTGAAAAG 

NM_002471.3 

GATA4 F- CCT GTC ATC TCA CTA CGG  
R- GCT GTT CCA AGA GTC CTG 

NM_002052.3 
 

MyoD F-CGCCATCCGCTATATCGAGG 
R-CTGTAGTCCATCATGCCGTCG 

NM_002478.4 

Troponin T F-ATGATGCATTTTGGGGGTTA 
R-CAGCACCTTCCTCCTCTCAG 

NM_000364.2 

Desmin F-TCGGCTCTAAGGGCTCCTC 
R-CGTGGTCAGAAACTCCTGGT 

NM_001927 

GAPDH F-CTCATTTCCTGGTATGACAACGA 
R-CTTCCTCTTGTGCTCTTGCT 

NM_001256799.1 
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 Real-Timeسنتز شـده، یـک واکـنش     cDNAبراي هر نمونه 

PCR  بــا پرایمــر ژنGAPDH  ژن)House Keeping انجــام ،(
 Real Time 7500مـدل   ABIشد. براي این فرایند از دستگاه 

PCR System    استفاده شد. مشخصات مربوط بـه پرایمرهـا در
  .  ذکر شده است 2جدول 

 
 هایافته

ــادي هــاي ریخــت شناســی ســلول در ابتــدا ویژگــی هــاي بنی
هاي جـدا شـده از کوریـون انسـان توسـط      مزانشیمی در سلول

میکروسکوپ نوري مورد بررسـی قـرار گرفـت. از آنجـایی کـه      
هاي هاي بنیادي مزانشیمی درصد کمی از جمعیت سلولسلول

د، لذا نشواولیه کشت داده شده از هر بافت  انسان را شامل می
ولی در هستند، هاي اولیه به صورت جمعیت ناخالص در کشت

هـاي  سـلول  ؛دي به صـورت خـالص در مـی آینـد    پاساژهاي بع
ــلول    ــه س ــبیه ب ــوژیکی ش ــاظ مورفول ــیمی از لح ــاي مزانش ه

هـا  . همچنین بررسی مورفولوژیکی سـلول هستندفیبروبلاستی 
در پایان دوره تمـایز توسـط میکروسـکوپ نـوري انجـام شـد.       

ها در این مرحله تغییر مورفولوژي اندکی پیـدا کردنـد و   سلول
تر و دوکـی شـکل   ها کمی کشیدهه تماز سلولپس از پایان دور

   ).1(شکل شدند
هـاي جداشـده از کوریـون    براي اثبات مزانشیمی بـودن سـلول  

ابتدا مارکرهاي سطح سـلولی بـه روش فلوسـایتومتري     ،انسان
هـا بـه   . سپس قدرت تمایز این سلولندررسی قرار گرفتب مورد

 دو رده چربی و استخوان نیز بررسی شد.

ــا ــایج آن ــایتومتري در ســلولنت ــاژلیز فلوس ــاي پاس ــان  3 ه بی
را نشان داد؛ از طرفی ایـن   CD90و  CD44 ،CD73مارکرهاي 

را بیــان  CD45و  CD34 هــا مارکرهــاي همــاتوپویتیکیســلول
 ).2 (شکل نکردند

همچنین پتانسیل تمایز سلول هاي بنیادي مزانشـیمی مشـتق   
هـاي  هـا در محـیط  بـا کشـت ایـن سـلول    3از کوریون در پاساژ

هـاي  ادیپوژنیک و استئوژنیک مورد بررسی قرار گرفت. سـلول 
روز در محیط تمایزي اسـتئوژنیک قـرار    17جدا شده به مدت 

گرفتند، که با رنگ آمیزي اختصاصی آلیزارین رد به رنگ قرمز 
در آمدند که ناشی از معدنی شـدن مـاتریکس ترشـح شـده از     

 ).  a3 (شکل ها بودسلول
هاي بنیادي مزانشیمی در ز کشت سلولرو17همچنین پس از 

 هاي چربـی ظـاهر  محیط آدیپوژنیک، به تدریج در آنها واکوئول
شدند و رنگ آمیزي اویل رد نشـان داد کـه قطـرات چربـی در     

هاي تمایز یافتـه بـه   و سلولاند سیتوپلاسم سلولها تجمع یافته
 ).b3 (شکل چربی به رنگ قرمز مشاهده شدند

آزاسیتیدین، رنگ -5ز توسط فاکتور تمایزي در پایان دوره تمای
آمیـــزي بـــا مارکرهـــاي اختصاصـــی بـــه وســـیله تکنیـــک  

روز  14هـا بعـد از   ایمونوسیتوشیمی نشان داد که ایـن سـلول  
 را بیــان کردنــد αMHCو  Desmin ،cTnTمارکرهــاي  ،تیمــار
 ).4 (شکل

هـاي  ی حاصل از این مطالعـه نیـز نشـان داد، سـلول    نتایج کم
از کوریون انسان تحت القا محـیط  شیمی جدا شده بنیادي مزان

برخـی  میکرومولار قادر به بیان 10آزاسیتیدین-5کشت حاوي  
 .هستندمارکرهاي میوبلاستی 

 
هاي بنیادي مزانشیمی هاي بنیادي مزانشیمی جدا شده از کوریون انسان قبل و بعد از تمایز. در این شکل سلوللوژي سلولمورفو. 1 شکل

 اند.نمایش داده شده (b)) و سلول هاي تمایز یافته a( 3جدا شده از کوریون انسان در پاساژ 
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هــاي در ســلول Real-time PCR  زابررســی نتــایج حاصــل  
بنیادي مزانشیمی مشتق از کوریون انسان نشان دهنـده بیـان   

در پایـان هفتـه    MYH6و  DESMIN ، CTNT هـاي بالاي ژن
 CTNT هاي. با این وجود با کاهش بیان ژن)p>05/0(اول بود 

 GATA4در هفته دوم مواجه شدیم. همچنین بیان  MYH6و 

ــه اول و دوم تمایزمشــاهده شــد  MYODو  ــان هفت  نیــزدر پای
   .)5 (شکل

 

 بحث
هـاي عضـلانی و اختلالاتـی کـه     نقـص  امروزه افـراد زیـادي از  
، بـه عنـوان مثـال    برنـد. رنـج مـی   ،کننـد ماهیچه را در گیر می

 
 هاي مذکور توانایی بیان مارکرهاي مزانشیمیلکوریون انسان. سلو هاي بنیادي مزانشیمی مشتق ازنتایج فلوسایتومتري سلول. 2شکل

CD73, CD44  وCD90  را داشتند و نسبت به مارکرهاي هماتوپویتیکیCD34  وCD45 .منفی بودند 
 

 
به سلول هاي  هاي مشتق از کوریون. سلول هاي بنیادي مشتق از کوریون انسان در حضور عوامل القاییاثبات مزانشیمی بودن سلول .3شکل

 .تمایز پیدا کردند(b)  و چربی (a)استخوانی
 

www.SID.ir

WWW.SID.IR
WWW.SID.IR


Arc
hive

 of
 S

ID

 201و همکاران/  نیکو بناء                                                                                                             97پاییز    • 3 شماره  • 28 دوره

دیستروفی عضلانی نوعی از اختلالات عضلانی ارثی اسـت کـه   
عضلات را درگیر کرده و با تخریـب فیبرهـاي عضـلانی همـراه     

هایی که قلـب و ماهیچـه قلـب را    ). همچنین بیماري17( است
از جمله مشکلات دیگري هستند کـه جوامـع    ،کننددرگیر می
هـایی  ). وجود چنـین بیمـاري  18( رو هستند ن روبهآبشري با 

هـا  هایی بـراي درمـان ایـن بیمـاري    پژوهشگران را به دنبال راه

هـاي  هـا، اسـتفاده از سـلول   کشانده است. از جملـه ایـن روش  
 بنیادي در درمان است.

هاي عضلانی تا حدودي قدرت بازسازي بافت هاي اگرچه بافت 
نقص هاي بزرگ عضـلانی   آسیب دیده رادارند ، اما در بازسازي

نمی توانند کارامد باشند. از سوي دیگر، روش هاي دارویـی در  
برخی موارد کارامد نبوده است، بنابر این درمان بـا اسـتفاده از   

 
بررسی کیفی بیان مارکرهاي اختصاصی درتمایز سلول هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از کوریون انسان به سلول هاي شبه میوبلاست  .4شکل

) نشان دهنده بیان مارکر کاردیاك bدهد. شکل() بیان پروتیین دسمین را در سلول هاي تمایز یافته نشان می (aدر پایان هفته دوم. شکل
) مربوط به گروه کنترل می d,e,f) بیان پروتیین زنجیره سنگین میوزین را در هفته دوم تایید می کند. تصاویر(cمی باشد. شکل( Tتوپونین

 .باشد که تیمار نشده اند
 

 
هاي بنیادي مزانشیمی جداشده از در سلول Real-time PCRاز روش هاي مورد مطالعه با استفاده ی ژننتایج حاصل از آنالیز کم .5شکل 

 اند.نمایش داده شده Mean±SEمقادیر به صورت نشان داده شده است. *  که با علامت است p>05/0 داري در سطحکوریون انسان. معنی
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هاي بنیادي مزانشیمی توجه بسـیاري از محققـین را بـه    سلول
 ).19( سوي خود جلب کرده است

نـه صـورت گرفتـه    تر در این زمیبا توجه به مطالعاتی که پیش
هـاي بنیـادي مزانشـیمی    است، مشخص شده است که سـلول 

هاي مختلف سلولی تمایز توانند تحت شرایط مختلف به ردهمی
هاي بنیادي مزانشیمی بـه دلیـل داشـتن توانـایی     یابند. سلول

خودنوزایی، تعدیل کنندگی سیستم ایمنی و توان تمـایزي بـه   
) در 20اسـتخوان (  هاي رده مزانشـیمی ماننـد چربـی و   سلول

سلول درمانی و مهندسی بافت مورد توجه بسیاري از محققـین  
هـاي مختلـف پسـتانداران    ها در بافـت اند. این سلولقرار گرفته

وجود دارند و براي حفظ و ترمیم این بافت ها در طول زنـدگی  
 .هستندضروري 

هـاي بنیـادي   از آنجایی که اکثـر مطالعـات در زمینـه سـلول     
هاي جداشده از مغـز اسـتخوان بـوده    بر روي سلولمزانشیمی 

است و استفاده از این منبع سـلولی مشـکلات خـاص خـود، از     
 ؛گیـري را بـه همـراه داشـته اسـت     جمله فرایند دردناك نمونه

هسـتند  بنابراین محققین به دنبال یافتن منبع سلولی مناسـب  
سان، قابلیـت تکثیـر   آهایی نظیر قابل دسترس بودن که ویژگی

هـاي مختلـف سـلولی را    الا و خودنوزایی و قدرت تمایز به ردهب
 ).21( دارا باشند

هـاي بنیـادي را   سـلول انـد  طور که تحقیقات نشان داده همان
بافـت   ،از جمله ایـن منـابع   ؛توان از منابع مختلف جدا کردمی

هاي خارج جنینی و دور ریختنی به کوریون است که جزو بافت
هـاي بنیـادي از   هاي سـلول مام ویژگیداراي تو آید حساب می

و اسـتفاده از آنهـا   اسـت  جمله پتانسیل خودنوزایی و تمایز بالا 
 براي مطالعات هیچ خطري را براي مادر و نوزاد به همراه ندارد

). بنابراین بـا توجـه   22( نها مشکل اخلاقی نیز نداردآو کاربرد 
-این سلول ها و قابلیت تمایز به دودمان عضلانی،به این ویژگی

تواننـد کاندیـد مناسـبی در پزشـکی ترمیمـی و سـلول       ها می
 درمانی محسوب شوند.

هاي بنیادي مزانشیمی جداشده از بافت کوریون قابلیـت  سلول
 ؛انــدتکثیــر و تعــدیل کننــدگی سیســتم ایمنــی را نشــان داده

 ).23( توانند براي پژوهش و درمان استفاده شوندبنابراین می
هـاي بنیـادي مزانشـیمی    انسیل تمـایز سـلول  از آنجایی که پت

هـاي شـبه میوبلاسـت تـاکنون     جداشده از کوریون بـه سـلول  
بنابراین ما در این مطالعه به بررسی قدرت  ؛ارزیابی نشده است
-5 هــا بــه رده هــاي میوژنیــک در حضــورتمــایز ایــن ســلول

 آزاسیتیدین پرداختیم.
محققـان  کـه   ه اسـت تحقیقات زیادي در این زمینه انجام شـد 

هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از کوریون را بـه  توانستند سلول

در یکـی از ایـن    ،هاي سلولی مختلف تمایز دهند. از جملـه رده
توانستند سلولهاي  تحقیقات که توسط شفیع آبادي انجام شد،

بنیادي مزانشیمی مشتق از کوریون انسان را بـه استئوبلاسـت   
ي کـه توسـط فقیهـی و    ). در پـژوهش دیگـر  24( تمایز بدهند

هـاي بنیـادي مزانشـیمی    انجام شد، توانستند سلول شهمکاران
 دهنـد  هاي شبه موتورنورون تمایزمشتق از کوریون را به سلول

هـاي بنیـادي   توان نتیجه گرفـت کـه سـلول   ). بنابراین می15(
 ند.رهاي مختلف سلولی را دامزانشیمی توانایی تمایز به رده

هــاي بنیــادي مزانشــیمی مشــتق از در مطالعــه حاضــر ســلول
نتـایج حاصـل از    کوریون انسان جدا شدند و کشت داده شدند.

هـاي بنیـادي   بررسی هاي فلوسایتومتري نشان داد کـه سـلول  
مزانشیمی مشـتق از کوریـون، مارکرهـاي مزانشـیمی را بیـان      

هـاي  تمـایز سـلول   مارکرهاي خونی را بیـان نکردنـد.   و کردند
شده از کوریون بـه چربـی و اسـتخوان    بنیادي مزانشیمی جدا 

 توسط رنگ آمیزي اختصاصی تایید شد. 
هـاي بنیـادي مزانشـیم    در این تحقیق به منظور تمـایز سـلول  

هـاي  هاي شبه میوبلاسـت، سـلول  جداشده از کوریون به سلول
-5بنیادي مزانشیمی مشتق از کوریون در محیط کشت حاوي 

سـاعت قـرار   24دت میکرومولاربه م ـ 10آزاسیتیدین با غلظت 
آزاسـیتیدین  -5هفته در محیط فاقد 2گرفتند، سپس به مدت 

-5هـا پـس از تیمـار بـا     کشت داده شدند. مورفولـوژي سـلول  
 آزاسیتیدین کمی تغییر کرد.  

آزاسیتیدین به عنوان یک عامـل دمتیلـه کننـده اسـت کـه      -5
شـود. بنـابراین موجـب    باعث مهار عملکرد متیل ترانسفراز مـی 

توانـد مـوثر   در مسـیر تمـایز مـی    ها شده وبیان ژنفعال شدن 
 ).14( باشد

هـاي کیفـی کـه در مطالعـه حاضـر انجـام شـد، تمـایز         بررسی
ــک  ــاي میوژنی ــطح  cTnT  -Desmin–MHCαمارکره در س

 پروتئین با روش ایمونوسیتوشیمی در پایان هفته دوم را تاییـد 
 کرد.

ــاي    ــدادي از مارکره ــان ژن تع ــق بی ــن تحقی ــین در ای همچن
ــامل  ــک شـ و  DESMIN ،GATA4 ،MYOD-CTNTمیوژنیـ

MYH6  توسط تکنیکReal-time PCR     به صـورت کمـی در
 حاصـل از آنـالیز     نتـایج  انتهاي هفته اول و دوم ارزیابی شـد. 

Real-time PCR   بیان بـالايDESMIN ،CTNT  و MYH6 را
 بـا ایـن حـال بیـان    ). p>05/0( در پایان هفتـه اول نشـان داد  

CTNT  وMYH6      در هفته بعد کـاهش پیـدا کـرد. همچنـین
در هفته اول و دوم تمـایز مشـاهده    GATA4و  MYOD بیان 
 شد.
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مطالعاتی که در این زمینه انجام شد، نشان دهنـده نقـش ایـن    
 ها در مسیر میوژنیک و کاردیومیوژنیک بود.ژن

و همکاران،   Antonitisisدر راستاي مطالعات انجام شده توسط
هاي بنیادي مغز اسـتخوان انسـان قـادر    مشخص شد که سلول

 آزاسـیتیدین  بـه کاردیومیوژنیـک تمـایز    -5هستند که توسط 
هـاي بنیـادي   شیمیایی روي سلول با اثر  آزاسیتیدین-5 یابند.

منجـر بـه    DNAمزانشیمی و با مهار آنزیم متیل ترانسـفراز در  
آزاسـیتیدین یـک القـاگر ضـعیف     -5 شـود. تمایز میوژنیک می

 DNA ماهیچه اي و مهارکننده ضـعیف متیلاسـیون  هاي سلول
در تمایز بـازي  DNA است که نقش مهمی براي مدیفیکاسیون 

 ).25( کندمی
پایـان   نتایج آنالیزهاي مطالعه حاضر بیان بالاي دسـمین را در 

هفته اول و دوم نسبت به سایر مارکرهـا بیـان کـرد. از ایـن رو     
ل و دوم مشـاهده  داري در بیـان ژن، در هفتـه او  تفاوت معنـی 

توسـط   14همچین شاهد بیـان پـروتین ایـن ژن در روز     نشد.
اي حد واسـط  دسمین پروتئین رشته ایمونوسیتوشیمی بودیم.

اي وجـود  هـاي ماهیچـه  که به طور اختصاصی در سـلول است 
توان گفت که یـک پـروتئین ویـژه عضـلانی     دارد. همچنین می
تی و صـاف بیـان   اسکل اي قلبی،هاي ماهیچهاست که در سلول

دسمین به عنوان یک مارکر اولیـه و ابتـدایی در    ).26( شودمی
روند میوژنزیس است، که در سطوح اولیه بیان دارد و با نزدیک 

 ).27( یابدبیان آن افزایش می شدن به انتهاي تمایز
همین طور در پژوهشی که توسط  محققین انجـام شـد، بیـان    

بنیـادي مزانشـیمی مغـز    ژن هاي دخیل در تمایز سلول هـاي  
هاي شبه میوبلاسـت از جملـه   استخوان و آندومتریوم به سلول

DESMIN، MYOD و TroponinT  ــط ــیتیدین -5توسـ آزاسـ
مورد بررسی قرار گرفت که مطابق با نتایج ایـن مطالعـه بیـان    

). بنـابراین  28( گزارش شـد  دسمین در هفته اول و دوم تمایز
لـین مارکرهـاي عضـلانی    شود که دسمین یکـی از او گفته می

 است که بیان آن براي تعیین تمـایز میوژنیـک ضـروري اسـت    
)29.( 

MyoD اي در تنظــیم پروتئینــی اســت کــه نقــش عمــده نیــز
 مرتبط در فرآیند میوژنیـک اسـت.   اولین مارکر و عضلانی دارد

MyoD      لـوپ  –هلـیکس   به عنـوان یـک فـاکتور رونویسـی– 
هـا را تنظـیم   میوسـیت به طور مستقیم بیـان و تمـایز    هلیکس

). این ژن به عنوان یک عامـل نظـارتی در فراینـد    30( کندمی
 ).31( شودمیوژنزیس در سطوح اولیه بیان می

به عنوان فاکتور نسخه بـرداري در   MyoD نتایج بررسی مارکر
مطالعه ما نشان داد که ایـن مـارکر در پایـان هفتـه اول و دوم     

اري بین بیان هفته اول و دوم دیبیان بالایی ندارد و تفاوت معن

ــط      ــروتئین توس ــن پ ــان ای ــر بی ــوي دیگ ــدارد. از س ــود ن وج
 بـر اسـاس تحقیقـات    تایید نشد. 14ایمونوسیتوشیمی در روز  

Eunji Gang      وهمکارانش نیز گـزارش شـد کـه بیـانMYOD 
هــاي بنیــادي پــس از القــا در ســلول3بــراي اولــین بــار از روز 

یان شد و سپس کاهش پیدا مزانشیمی مشتق از خون بندناف ب
 MYODتوان نتیجه گرفـت کـه مـارکر    ). بنابراین می32( کرد
 و نتـایج حاصـل از آنـالیز   اسـت  مارکرهاي اولیه میوژنیک  وجز

Real-time PCR کنـد. بنـابراین بـا    نیز این موضوع را تایید می
تـوان نتیجـه   توجه به نتایج به دست آمده از مطالعه حاضر مـی 

ت بیان این ژن در روزهـاي ابتـدایی پـس از    گرفت که بهتر اس
 تمایز نیز بررسی شود.

یک پروتیین انسـانی اسـت    α میوزین زنجیره سنگین، ایزوفرم
   ).33( شودکد می MYH6که به وسیله ژن 

هـاي  در طی تکامل اولیه سـلول  α-MHCهمچنین بیان بالاي 
  ).34( بنیادي جنینی مشاهده شده است

ایـن ژن را در   ان توانستند بیان بالاياي از محققهمچنین عده
 طی تمـایز میوژنیـک ثابـت کننـد     P19هاي تمایز سلول 9روز 

).در مطالعه حاضر نیز بیان بـالاي ایـن ژن در هفتـه اول و    35(
بــا  14دوم مشــاهده شــد. بیــان پــروتئین ایــن ژن نیــز در روز

 .شدتکنیک ایمونوسیتوشیمی مشخص 
کــه ایــن اسـت  تنظیمــی پـروتئین  3اي از تروپـونین مجموعــه 

پروتئین جدایی ناپذیر هستند و در انقباض عضله اسـکلتی و  3
 ).36( کنندعضله قلب شرکت می

مطالعـه   Real-time PCR بررسی نتایج به دست آمده از آنـالیز 
در هفته اول افزایش بیان داشـته و در   CTNTما نشان داد که 

و بـین بیـان   پایان هفته دوم با  کاهش بیان آن رو به رو شدیم 
 داري مشاهده شد.یهفته اول و دوم تفاوت معن

 Aung kava هاي بنیادي مزانشیمی وهمکارانش توانایی سلول
-5مغز اسـتخوان بـه کاردیومیوسـیت را در دوزهـاي مختلـف      

-Real). بررسی نتایج حاصل از 37آزاسیتیدین بررسی کردند (

time PCR  ــان ژن  7در روز ــان داد بی ــی نش ــاي اختصاص  ه
هـاي اختصاصـی   و ژن Tکاردیاك از جمله کاردیاك تروپـونین  

ماهیچه اسکلتی افزایش یافت. این سـطح بیـان در یـک هفتـه     
-5دهـد کـه   پس از آن کاهش یافت. این نتـایج پیشـنهاد مـی   

تواند بیان را براي یک دوره کوتاه افزایش دهـد  آزاسیتیدین می
کن اسـت بـه   آزاسیتیدین مم-5یا به عبارتی نتیجه گرفتند که 

عنوان یک پـیش درمـان بـراي القـاي تمـایز کامـل کاردیـاك        
شا هد افزایش بیان  مانیز ). در مطالعه حاضر 38( استفاده شود

این ژن در هفته اول و کـاهش بیـان آن در هفتـه دوم بـودیم.     
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توسط ایمونوسیتوشیمی تایید   14بیان پروتئین این ژن در روز 
 شد.
ــانواد  GATA-4ژن  ــک عضــو از خ ــاي GATA ه ی از فاکتوره

هاي شود این پروتئین ژناست. تصور می انگشت روي رونویسی
یـک  GATA- 4 کنـد.  درگیر در تمایز میوکاردي را تنظیم مـی 

فاکتور رونویسی حیاتی و مناسب بـراي توسـعه تکامـل قلبـی     
پستانداران و براي بقاي جنین ضروري است. همچنین در قلب 

 شوداي کاردیومیوسایت بیان میهجنین و بزرگسالان در سلول
)39.( 

ــه توســط   )، 40( انجــام شــدTrixi hollweok در بررســی ک
مشاهده شد کـه تمـایز کاردیومیوژنیـک باعـث افـزایش بیـان       

 ). پـروتئین 41( شـود مـی  GATA- 4فاکتور رونویسی جنینی 
GATA- 4   بلکـه یکـی از    ،تنها براي توسعه قلبی مهـم نیسـت

 ).  42( دهدتشکیل میاولین مارکرهاي قلبی را 
مطالعه حاضـر،   Real- time PCRنتایج به دست آمده از آنالیز 

به عنوان یک مارکر اولیه و فـاکتور  GATA 4 نشان داد که ژن 
رونویسی براي تمایز کاردیومیوسیت بیان بالایی نداشته اسـت.  

داري نداشـت و  یتقریبا بیان هفته اول و دوم با هم تفاوت معن ـ
بیان ژن قابل مشاهده بود. همچنین بـر اسـاس    در سطح پایین

ــک     ــط تکنی ــز توس ــن ژن نی ــروتئین ای ــان پ ــه بی ــن مطالع ای
 ایمونوسیتوشیمی مشاهده نشد.

که شود گیري مینتیجهنتایج حاصل از این مطالعه پایان از در 
تواننـد در  هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از کوریـون مـی  سلول

هفتــه بــه  دت دوآزاســیتیدین در مــ-5محــیط کشــت حــاوي 
هاي میوبلاست تمایز یابند. ولی بـا ایـن حـال مطالعـات     سلول

بیشتري به منظور بررسـی تمـایز و نقـش هـاي عملکـردي در      
  .شرایط آزمایشگاه مورد نیاز است

 
 قدردانی و تشکر

این پژوهش با هزینه و مساعدت دانشگاه علـوم پزشـکی ایـران    
دانشـگاه علـوم    وسـیله از کارکنـان   انجام شده است که بـدین 

پزشکی ایران و همچنین دانشگاه آزاد واحد علـوم و تحقیقـات   
 .شودقدردانی می
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