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در این مطالعه  .دگرفته انقرارتوجه  مرکزسلول درمانی  براي سلولی جدیدترین و بهترین منابعیکی از  به منزلۀ القاشده پرتوان هاي امروزه سلول .چکیده

هاي هپاتوسیت،  جمله سلولهایی از ساز سلول پیش دآندودرم قطعی، که خو هاي به سلول شده بر داربستکشت داده هاي انسانی توان تمایزي سلول

که با روش  ،کاپرولاکتون پلی وزداربست نانوفیبر بهو سپس شد ساخته پلوري پوتانت  هاي  از سلولاجسام جنینی . شدبررسی  ،هستندششی پانکراس و 

هاي آندودرم قطعی  ، به سلولIDE1آندودرمی  ةکنندفاکتور القا ی با عنوانیزمولکولر ثیرأتحت ت ها سلول. انتقال داده شدالکترواسپینینگ تهیه شد، 

در این تحقیق . یید شدأت  RT-PCRبا روش ایمونوسیتوشیمی و  GSCو  SOX17  ،FoxA2بیان مارکرهاي آندودرمی شامل . ندتمایز داده شد

تایج حاصل از تحقیق حاضر نشان ن .شدبررسی  MTT آزمون وکروسکوپ الکترونی هاي می با استفاده از عکس ترتیببه ها سلولي و بقا مورفولوژي

هاي  به سلول پلوري پوتانت انسانیهاي  مناسبی براي رشد و تمایز سلول بسترتواند  میبا استفاده از فاکتورهاي مناسب  بعدي کشت سه محیطدهد که  می

 .را فراهم آورد عیآندودرم قط

  ، داربست نانوفیبروز، تمایزآندودرم قطعی، iPS ،IDE1ي ها سلول :کلیدي هاي واژه
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Abstract. Induced pluripotent cells have been considered as one of the most recent and best cell sources for 
the cell therapy. In this study, the differentiation potency of human iPS cells, cultured on scaffolds, which can 
differentiate into definitive endodermal cells as precursor for hepatocytes, pancreatic and lung cells, was 
studied. Embryoid bodies composed of pluripotent cells, were seeded on electrospinning nanofiber scaffold. 
The cells were differentiated into definitive endoderm using IDE1. Expression of definitive endoderm 
markers including Sox17, FoxA2 and GSC were confirmed by immunocytochemistry staining and qRT-PCR 
analysis. In the present study, morphology and viability of cells were evaluated by utilizing a scanning 
electron microscopy and MTT assay, respectively. The results demonstrated the positive effect of 3D cultures, 
using suitable factors, on definitive endoderm differentiation. 
 
Keywords. iPSCs, IDE1, definitive endoderm, electrospun scaffold 

 

 
  مقدمه

هاي  بیماري ازجمله ها امروزه گسترش بسیاري از بیماري

وامع انسانی گوارش، دیابت و سیروز کبدي در ج دستگاه

از گذشته تا به دانشمندان . شودقلمداد میخطري جدي 

ها  گونه بیمارياین درمان ثر برايؤهاي م  دنبال راهحال به

در . اند گیري دست یافته مهاي چش اند و به موفقیت بوده

براي  ثرؤروشی م به منزلۀدرمانی سلول ،هاي اخیر سال

 .ر گرفته استاتوجه قر هدفها  درمان بسیاري از بیماري

هاي بنیادي مغز استخوان،  هاي بنیادي جنینی، سلول سلول

هاي بنیادي  خی سلولهاي بنیادي خون بند ناف و بر سلول

براي درمان این  هاییۀ گزینهمثاببه آندودرمی و اکتودرمی 

امکان علت هاي جنینی به سلول. اند ها پیشنهاد شده بیماري

امکان تولید تومور در بدن  مشکلات اخلاقی  و رد پیوند، 

هاي بنیادي مغز استخوان  نین سلولمچهو کنندهفرد دریافت

تبدیل به سلول  ازجملهمختلف  هاي محدودیت دلیلبه

، ن بالادادن قدرت تمایز در سنیتدساستئوکلاست، از

 گزینه هاي غیره تولید جمعیت سلولی بسیار متنوع و

 Sethe et al., 2006; Lu et)  آیند شمار نمیه مناسبی ب

al., 2006) . هاي سلول بحث تولید دنبالهب  iPS 

(Induced pluripotent stem cells) هاي  از سلول

ي از امید جدید ۀدریچ  Yamanakaبالغ توسط  تمایزیافته

ها  هاي بنیادي در درمان بیماري کار بردن سلولبراي به

 و مسائل ایمنی دستگاه وجود مشکلات بدون نگرانی از

 ;Maruyama et al., 2013)تباز شده اس قی اخلا

Yamanaka, 2009).  

 تلقیتوانی پرهاي بنیادي  سلول iPSهاي  سلول

بنیادي هاي غیر از سلول آزمایشگاهیطور  شوند که به می

 ,.Noguchi, 2009; Kim et al) دآین دست میه بالغ ب

2008b) . که شامل اي کنندهاالق هاي صورت که ژنینبد 

با  هستند Myc و Oct ،Sox ،Klf هاي خانواده هاي ژن

-مختلف مثل استفاده از سیستم لنتیهاي  روشکمک 

 & Takahashi)شوند بالغ می هاي وارد سلول ویروس

Yamanaka, 2006). هاي  سلولiPS   توانایی

و  رندبدن انسان را دا هاي وزایی و تمایز به انواع سلولنخود

مورفولوژي، سرعت تکثیر،  ازجمله ها جهتاز بسیاري 

مشابه  کاملاً ،یتوانپر هاي فعالیت تلومرازي و بیان انواع ژن

 & Zaehres( کنند هاي بنیادي جنینی عمل می سلول

Scholer, 2007(  .به این مهم دست  انامروزه محقق

هاي  به سلول توانهاي بنیادي پر اند که تمایز سلول یافته

ي ها مرحله در تمایز سلول ترین و مهم اولینآندودرم قطعی 

پانکراسی یا  هاي هایی مانند سلول سلول به بنیادي

آندودرم  .)Sherwood et al., 2007( استهپاتوسیتی 

هاي سلولی اپیتلیالی است که برخی  دودمان أقطعی منش

 أو منش کندمیمسیرهاي تنفسی و گوارشی را ایجاد 

9/9 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

                                                  Nova Biologica Reperta 1: 8-22 (2015)                                                                                   8-22 :1جلد  ،هاي نوین در علوم زیستییافته

 

 

    
 

 هستها، کبد و پانکراس نیز  تیروئید، تیموس، شش

)D'Amour et al., 2005(.  آندودرم قطعی در طول

، فرآیندي که شود ی تشکیل میگاسترولاسیون جنین ۀمرحل

سلولی داخلی به  ةبلاستی درون تود اپی توانپرهاي  سلول

بلاستی  هاي اپی سلول. شوند یه تقسیم میاول ةزایند ۀسه لای

داخلی وجود  ةهایی هستند که در تود یکی از دو نوع سلول

دیگر  ۀدست. گردند نی میهاي جنی بافت أدارند و منش

هاي خارج  هاي هیپوبلاستی هستند که منشاء بافت سلول

 شوند ندودرم محیطی میآندودرم احشایی و آجنینی مثل 

اما ، کنند جنینی شرکت می هايهکه در تشکیل حفر

هاي جنینی  ها در تکوین بافت شواهدي براي شرکت آن

  . )Zhou et al., 2008( وجود ندارد

 شود؛ ین میآغاز گاسترولاسیون با ظهور خط اولیه تعی

حالت از و بلاستی از آنجا وارد هاي اپی جایی که سلول

آندودرم قطعی یا تا  شوند ی تبدیل مینشیماتلیالی به مز اپی

دهد که این  مطالعات نشان می. ندکن ایجاد مزودرم را

-بند که دریا  سازهاي مشترکی تکوین می ها از پیش سلول

نامیده  رمدمزواندو محسوب و واسطی حد هاي واقع سلول

شدن د از آشکارعب .)Hansson et al., 2009( شوند می

هاي  کلهاي آندودرم قطعی، پروت اهمیت تولید سلول

هاي  به سلولهاي بنیادي  انواع سلول يمختلفی براي القا

مولکولی  هاي انواع سیگنالینگ با استفاده ازندودرم قطعی ا

هاي ثرترین فاکتورؤترین و م رایج ازجمله. شدمطرح 

هاي بالا و  با غلظت  Activin Aتوان به  می کنندهالقا

Nodal اشاره کرد ) Kroon et al., 2008; McLean 

et al., 2007; D'Amour et al., 2006)  ازطریقکه 

و سبب القا کنند میعمل  Smadکردن مسیرهاي فعال

 شوند قطعی با کارایی بالا می آندودرم هاي سلول

Mfopou et al., 2010)(.  یکی دیگر از فاکتورهاي

استفاده هاي آندودرم قطعی  سلول يکه امروزه در القا،ثرؤم

 Inducedمخفف   IDE1 عنوان بامولکولی ریزد، وشمی

definitive endoderm هایی  دلیل مزیتباشد که به می

مطالعات  .استتوجه  رکزدارد م دیگر به عواملکه نسبت 

سازي مسیر  فعال ازطریقنیز  IDE1اخیر نشان داده که 

Smad کند عمل می )Borowiak et al., 2009(.  

- هرشتیک  به منزلۀمهندسی بافت  ،هاي اخیر در سال

یري را براي پیشرفت و بهبود نظ آکادمیک فرصت بی اي

زاد و مادرهاي  هاي درمانی جهت درمان بیماري روش

. )Serra et al., 2013( کرده استاکتسابی فراهم 

ثري در ؤدهد استفاده از داربست نقش م مطالعات نشان می

و  ردها دا سلول هاي بنیادي به انواع مختلف تمایز سلول

کشت  وضعیت .دشو ها می سبب افزایش بقا و تکثیر آن

تکوین در  وضعیتبعدي به بعدي در مقایسه با کشت دو سه

in vivo با تشکیل  وزنانوفیبر هاي داربست .تر استشبیه

فضایی شبیه  ،شده با منافذ فراوانتنیدهاي از الیاف بهم کهشب

ها فراهم  اتریکس خارج سلولی بدن براي سلولبه م

گیري، چسبندگی،  فولوژي، جهترمو سازد که بر می

 ثر استؤها م کرد سلول تمایز و عملمهاجرت، تکثیر، 

)Hosoya et al., 2012( .هاي  امروزه استفاده از داربست

پذیري  انعطاف ازجملههاي فراوان       مزیت علتبهمصنوعی 

 حال گسترش استشدت درو قیمت مناسب به

(Domingos et al., 2013; Meng et al., 2006). 

 رفتهکاربههاي  داربستترین  ترین و معمول مهم ازجمله

 اشاره کرد PLGAو  PLA, PCL, PGAن به توا می

(Chao et al., 2009; Kim et al., 2008;  Pham et 

al., 2006)  . این تحقیق بررسی توان تمایز هدف

هاي  بعدي به سلول در محیط کشت سه hiPSهاي  سلول

بررسی  ۀوسیلهب IDE1استفاده از  آندودرم قطعی با

 .بوده استهاي آندودرمی مارکر
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 ها روش و مواد

  hiPS هاي سلول کشت

هاي  بر روي سلول معمولبه صورت  hiPSهاي  سلول

 کننده سلولی تغذیه ۀکه یک لای ،موشیفیبروبلاست 

 DMEM/F12 کشت در محیط ،شوند محسوب می

)Gibco ( 10حاوي٪ Knock Out Serum 

Replacement )SR, Gibco( ،5٪ Fetal  Bovine 

(FBS, Gibco) Serum 2 گلوتامین با غلظت-، ال 

با غلظت  )Gibco( ، بتامرکاپتواتانول)Gibco(مولار  میلی

با  )Sigma( ضروري ۀ، اسیدهاي آمینمولارمیلی 1/1

و  )Gibco( ٪1  سیلین ، پنیمولار میلی یکغلظت 

bFGF )Gibco( با غلظت  ng/ml10  در فلاسک کشت

صورت روزانه تعویض ی بهمحیط کشت سلول. داده شدند

روز با استفاده از کلاژناز نوع چهار  8بعد از  معمولاًو 

)Sigma(  با غلظتmg/ml 1 نداساژ داده شدپ.  

 
  آندودرم قطعی هاي به سلول  hiPSي ها تمایز سلول

پاساژ  ها سلول ،فلاسک پر شد  ٪80که حدود  بعد از این

 5×104د و حدو ندشدجدا  کنندهتغذیههاي  و از سلول

روز  4تا  2نچسب به مدت  ۀخاندر ظروف ششسلول 

تا اجسام  ندداده شدهمراه با محیط کشت کامل قرار 

 ها با محیط کشت  سپس سلول .شکل بگیرند )EBs( جنینی

DMEM/F12 10 حاوي٪SR  ،5٪ FBSگلوتامین -، ال

، بتامرکاپتواتانول با غلظت مولار میلی 2با غلظت 

 یک ضروري با غلظت ۀهاي آمین، اسیدمولار میلی1/1

بر روي  R&D( 1٪(ماتریژل  و ٪1سیلین  ، پنیمولار میلی

یط با محیط حساعت بعد این م 24و  گرفتندداربست قرار 

، SR ٪2/0حاوي  DMEM/F12 کشت تمایزي

، بتامرکاپتواتانول با مولار میلی 2گلوتامین با غلظت  ال

ي با غلظت ضرور ۀهاي آمین ، اسیدمولار میلی 1/1غلظت 

  با ) IDE1 )Stemgentو   ٪1سیلین  ، پنیمولار میلی یک

ساعت  48محیط تمایزي هر . جایگزین شد µM 1غلظت 

مدت یک هفته در این ها به بار تعویض و سلولیک

  . داري شدندنگه وضعیت

  

  نانوفیبري با روش الکترواسپینینگ داربست ۀتهی

غلظت با  )PCL )Sigmaداربست ابتدا پلیمر  ۀبراي تهی

ساعت  24در دماي اتاق به مدت  کلروفورمدر حلال  10٪

س محلول در سپ .دست آمدبهشفاف  یحل شد تا محلول

و در دستگاه  گرفتلیتري قرار  میلی 5سرنگ پلاستیکی 

براي اسپین این محلول از . شدسازي الکترواسپینینگ جا

 14تا  12ولتاژ بین  .استفاده شد gauge 22سوزن 

 ۀلیتر در ساعت، فاصل میلی 5/0لت، سرعت تزریق کیلوو

متر و سرعت چرخش  سانتی 10ک تسر سوزن تا غل

 15این محلول به مدت . شدتنظیم  rpm  1000غلتک

اسکافولد د و سپس شاسپین الومینیومی  ۀساعت روي ورق

 .دشخشک  ساعت در خلأ 24مدت بهحاصل 

  
  اربستدبر   hiPSهاي  سلول کشت

متر تقسیم و  میلی 16داربست به قطعاتی با قطر  بعد از تهیه،

  تابش امواج مقابلساعت در 24شدن به مدت براي استریل

UV مدت خانه تعبیه و به 24سپس در پلیت  ؛قرار داده شد

-سلین محتوي غلظت بالاي پنی PBSساعت در  24

 cell/well  104×5تعدادسپس  .گرفتاسترپتومایسین قرار 

براي افزایش چسبندگی  و شد ریخته در هر خانهسلول 

ساعت بعد  24و  شدماتریژل استفاده  ٪1سلولی از غلظت 

  .محیط تمایزي اضافه گردید

  

  با میکروسوپ الکترونیهاي مورفولوژي  بررسی

ین نمچشده و هالیاف تهیه ، قطر و منافذمورفولوژي

 میکروسکوپ با چگونگی آرایش سلولی بر داربست

 ۀسازي نمون براي آماده. شدسی برر) SEM( الکترونی
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مدت به PBSها با  ابتدا نمونهداراي سلول  هاياسکافولد

به مدت  ٪5/2با گلوتاردهید  سپس وشد  شستهپنج دقیقه 

، ٪30هاي  گیري با الکل و سپس آب تثبیتیک ساعت 

هر  به صورت صعودي 100٪، 90٪، 80٪، 70٪، 50٪

رات طلا پوشانده سپس با ذ .انجام گرفت کدام پانزده دقیقه

 SEMمیکروسکوپ الکترونی  با برداري و عکسشد 

افزار  منافذ با استفاده از نرم ةانداز قطر الیاف و .انجام گرفت

Measurement دشگیري  اندازه.  

  

  MTTبا روش  سلولی بقاي میزان ارزیابی

داربست  روي شدهدادههاي کشت میزان بقاي سلول

محیط (بعدي کشت دو محیط با در مقایسه وزنانوفیبر

مشابه محیط تمایزي کشت  بعدي کاملاًدوکشت تمایزي 

) و فقط در این مرحله داربست وجود ندارد استبعدي  سه

این . ابی شدارزی mg/ml 5با غلظت  MTT زبا استفاده ا

ها در  دادن سلولبعد از قرار 5و  3، 1 هايدر روز آزمون

این صورت  به .بعدي انجام شد محیط کشت دوبعدي و سه

 24هاي  ها در پلیت ه در زمان مناسب بعد از کشت سلولک

 300خارج و به هر خانه حدود محیط کشت  ،خانه

 MTTمیکرولیتر از محلول  30 حاويتازه  لیتر محیط  میلی

 37ساعت انکوباسیون با دماي  4تا  3بعد از  .اضافه شد

 200خارج و به هر خانه  MTTگراد محلول  سانتی ۀدرج

 .اضافه شد DMSO (Dimethyl Sulfoxide)کرولیتر می

با استفاده از دستگاه  570سپس جذب نمونه در طول موج 

  .الیزا ریدر خوانده شد

  سیتوشیمیایمونوبررسی 

یافته با پارافرمالدهید هاي تمایز ار، سلولهفته بعد از تیمیک

4٪(PFA, Sigma-Aldrich)  تثبیتدقیقه  30مدت به 

 TX-100 in ۀوسیله و ب ه شدندشست PBS سپس با .شدند

PBS (TBST) 1/0٪ یکپذیر و سپس به مدت نفوذ 

قرار ) BSA in TBST %5(ساعت در محلول بلوکینگ 

هاي  بادي یآنت  ساعت در معرض 12مدت به سپس .گرفتند

و  Sox17 (Santa cruz) ،Gsc (R&D) شامل هاولی

FoxA2 (Millipore)  عد ب ۀدر مرحل. قرار گرفتند

 یکبه مدت  و سپس قرار گرفتند شستشو تحت ها سلول

 Alexa لهاي ثانویه شام بادي مجاورت آنتیساعت در 

fluor 488  وAlexa fluor- 594  (Gibco)  قرار

ها، با  آمیزي هسته گرفتند و بعد از شستشو، براي رنگ

  .آمیزي شدند دقیقه رنگ 5به مدت  DAPIرنگ 

  

  qRT-PCRو انجام  RNAاستخراج 

هاي مختلف درگیر در تکوین  ژنmRNA  الگوي بیان

براي . انجام شد qRT-PCRآندودرم قطعی با استفاده از 

لیز شدند و  Qiazolها با استفاده از  سلول RNAاستخراج 

 TaqMan Reverseاز  cDNAبراي سنتز 

Transcription Kit ) ژاپن ،کیاژنساخت شرکت( 

- سنتز  cDNAگرم از نانو 40براي هر نمونه  .استفاده شد

 Power Syber Green masterمیکرولیتر از  10با  شده

mix ) میکرولیتر از هر  5/0 و) ، ژاپنکیاژنساخت شرکت

هر نمونه با استفاده از  Ct. مخلوط گشت) 1جدول (پرایمر 

محاسبه و نرمالیزاسیون با استفاده از ژن  StepOneافزار نرم

HPRT  دشبار تکرار  سه آزمایشانجام گرفت و هر.  

 

 آماري هاي بررسی

 خطاي از انحراف و میانگین صورت به آزمایش و کنترل

 اختلاف بودن دار معنی بررسی برايو  شد محاسبه میانگین

  SPSS(Ver.12)افزار  نرم و Tآزمون  از ها گروه بین

 گرفته نظر در دار معنیp<0.05   تفاوت و شد استفاده

  .شد

  

  

12/12 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

                                                  Nova Biologica Reperta 1: 8-22 (2015)                                                                                   8-22 :1جلد  ،هاي نوین در علوم زیستییافته

 

 

    
 

 نتایج

کشت داده  hiPSهاي  سلولي مورفولوژبررسی 

  PCLبر داربست  شده 

 چگونگی استقرارو  PCLبررسی مورفولوژي داربست 

برداري با  عکس طریقازبر داربست  hiPSهاي  سلول

میکروگراف . انجام گرفت SEMمیکروسکوپ الکترونی 

نشان  الف-1 در شکل PCLالکترونی داربست نانوفیبروز 

 افزار یاف با نرمده است و متوسط قطر الداده ش

Measurment ًه شدنانومتر تخمین زد 200 حدودا 

هاي  سلولقرار تچگونگی اس مبین 2 شکل ).ب-1شکل(

hiPS  بر داربستPCL با ماتریژل بعد از شده دادهپوشش

را ر داربست ها ب ، بقا و تمایز سلولکه استقرار استروز  7

 .دهد نشان می

 
  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

  

داربست  هاينمودار میانگین قطر فیبر -ب  .PCLنانوفیبرهاي داربست الکترواسپینیگ  -الف SEM. گراف میکروسکوپ الکترونیمیکرو  -1شکل 

 .scale bar: 1µm)(گیري شد  اندازهنانومتر  200 حدوداًترین الیاف  که میانگین بیش PCL نانوالیاف

Fig. 1. Scanning electron micrograph. (A) The nanofibers of electrospun PCL scaffold; (B) Diameters of the 
nanofibers. The diameters of random PCL mats with average diameter of about 200 nm (scale bar: 1µm).    

  

  

استفاده از  روش   با hiPSهاي  سلول يبررسی بقا

MTT 

هاي  سلول يبراي مقایسه و بررسی میزان بقا MTTروش 

hiPS  بعدي در روزهاي در شرایط کشت دوبعدي و سه   

  

  

-اساس احیااین روش بر. اول، سوم و پنجم انجام گرفت

  هاي بنفش  رنگ تترازولیوم به کریستالنمک زردشدن 
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آنزیم دهیدروژناز میتوکندریاي  ۀوسیلهرنگ فورمازون ب

نظر متابولیکی انجام هاي زنده و فعال از حاصل از سلول

  .گیرد می

  

 

 

 
 
 
 
 

با محیط کشت  ها تمایز این سلولروز بعد از  PCL، 7شده بر داربست نانوفیبر دادهکشت hiPSهاي سلولاز  SEMمیکروگراف الکترو  -2 شکل

-scale(ر تبیشنمایی  با بزرگ  hiPSهاي  سلول -ب .)scale bar: 25µm(تر  نمایی کم با بزرگ hiPS هاي  سلول -الف .بعدي تمایزي در شرایط سه

bar: 5µm(.  

Fig. 2.  Scanning electron micrographs showing the morphology of plated/differentiated hiPSCs on PCL 
scaffold 7 days after seeding. (A) hiPSCs on PCL scaffold with lower magnification (scale bar: 25µm). (B) 
hiPSCs on PCL scaffold with higher magnification (scale bar: 5µm). 

بر   hiPSهاي  سلول يافزایش میزان بقا ةدهندنتایج نشان  

 این .بودست در مقایسه با کشت در شرایط دوبعدي دارب

روز از  پنجاما با گذشت  ،نبوددار  معنی اولافزایش در روز 

ها بر داربست افزایش بقا سلولی بر  استقرار سلول زمان

 ).3شکل( )p<0.05( بودمشهود  ربست کاملاًدا

 

 
 

کنترل در  به منزلۀ )2D( کشت دوبعديدر شرایط و ) PCL )3Dبر داربست نانوفیبر شده دادهکشت hiPSهاي  سلول MTTنتایج حاصل از  -3شکل 

 ،(p<0.05*) بود مشهود سلولی بر داربست کاملاً ياها بر داربست افزایش بق روز از زمان استقرار سلول 5با گذشت که  بعد از کشت 5و  3، 1روزهاي 

 ).n= 3(ه است شدبار تکرار و آزمایش سه استانحراف معیار  ±مقادیر به صورت میانگین 

Fig. 3. MTT assay. Formosan absorbance expressed as a measure of cell viability from the hiPSCs cultured on 
nanofibrous scaffold for a five-day period (1, 3, 5 days), by day 5 of culturing, the cell viability of hiPSCs on 
PCL scaffold was significantly enhanced relative to control groups (*p<0.05; n=3). 
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آندودرم  هاي به سلول hiPSهاي  توان تمایزي سلول

ماتریژل با ده با پوشیده ش PCLقطعی بر داربست 

  آمیزي ایمونوسیتوشیمی استفاده از رنگ

  
در شرایط کشت  IDE1دهد که  مطالعات قبلی نشان می

هاي اندودرم  به سلول hiPSهاي  دوبعدي سبب تمایز سلول

بررسی توان تمایزي  در تحقیق حاضر براي. شود قطعی می

بعدي با کارایی بالا،  در شرایط کشت سه hiPSهاي  سلول

-4شکل(ی حاصل از کشت سوسپانسیون ننیاجسام ج

  شده با ماتریژل و روي داربست نانوفیبروز پوشیده ، )الف

و  ندگرفتشده با ماتریژل قرار هاي پوشیده نین در پلیتمچه

 مدت یکبه IDE1در مجاورت محیط تمایزي حاوي 

هاي آندودرم  براي تعیین تمایز سلول .هفته تیمار شدند

در  hiPSهاي  اصل از سلولطعی از اجسام جنینی حق

دي، بیان مارکرهاي آندودرمی بع شرایط کشت سه

 آمیزي رنگ .شد بررسی GSCو  SOX17 ، FoxAشامل

یافته براي هر هاي آندودرمی تمایز ایمونوسیتوشیمی سلول

سه ژن در روز هفتم بعد از تمایز مثبت ارزیابی شد 

  .)ب -4شکل(

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
 

آمیزي ایمونوفلوروسنس براي مارکرهاي آندودرم قطعی شامل  رنگ )ب hiPS.نیافته هاي تمایز ولوژي اجسام جنینی حاصل از سلولفمور )الف -4شکل 

SOX17 ،FOXA2   وGSC 7 هاي  سلولاز تیمار  روز بعدhiPS استفاده از فاکتور با IDE1 بعدي بر داربست  در شرایط کشت سهPCL  که نشان

و  Sox17هاي  شده، براي پروتئینهاي تیمار آمیزي ایمونوفلئورسنت گروه رنگ. استدرمی در مقایسه با حالت کنترل ي آندوهاة بیان این مارکردهند

GSC )سبز رنگ ( وFOXA2 )ها توسط  سلول ۀهست. است) قرمز رنگDAPI اند آمیزي شده رنگ  به رنگ آبی (scale bar: 100μm). 

Fig. 4. (A) Inverted microscopic morphology of undifferentiated embryoid body (EB). (B) 
Immunocytochemistry performed for Sox17, FoxA2 and GSC as endoderm-specific proteins by differentiated 
hiPSCs on nanofibrous scaffold after 7 days of culture for GSC (green) and Sox17 (green), FoxA2 (red) 
respectively. Staining of nuclei was performed by DAPI (scale bar: 100µm). 
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هاي آندودرمی در سلول مارکر mRNAبررسی بیان 

 qRT-PCRیافته با استفاده از هاي تمایز

هاي آندودرم قطعی شامل  سلول ةویژ mRNAبیان 

SOX17, FoxA2  وGSC در روز هفتم بعد از تمایز در 

مشاهده و بعدي و کنترل  کشت سهر د تمایزیافتههاي  سلول

 دهد،مینشان لف ا-5 همان طور که شکل .ارزیابی شد

در  تمایزیافتههاي  بیان مارکرهاي آندودرمی در سلول

به طور   IDE1با استفاده از بعدي  کشت سهمحیط 

بدون فاکتور ( هاي کنترل نمونهداري نسبت به  معنی

 ةدهندکه نشان )p<0.001(افزایش یافته است ) تمایزي

 IDE1استفاده از  با hiPS هاي تمایز با کارایی بالاي سلول

  . است در طی مسیر تمایزي

  

  

 SOX17 ,FoxA2 هاي ژن mRNA در این مطالعه بیان 

بسیار  )کنترل( تمایزنیافته hiPSهاي  در سلول GSCو 

). الف-5شکل( پوشی گزارش شد ناچیز و قابل چشم

هاي اکتودرمی، مزودرمی و آندودرم  نین عدم بیان ژنمچه

در  Sox7 و Sox1 Brachyury,احشایی به ترتیب شامل 

داربست با روش  بر تمایزیافتههاي آندودرم قطعی  سلول

RT-PCR  ها قابل  که میزان بیان آنشد ارزیابی

 ییدأاین نتایج ت .)ب-5شکل( پوشی گزارش شد چشم

هاي  به سلول hiPSهاي  تمایز اختصاصی سلول ةکنند

 .بوده است IDE1آندودرم قطعی با استفاده از 

 

 
  

  شده با ماتریژل با روشپوشیده  PCLشده بر داربست دادهکشتhiPS  هاي  شده از سلولي آندودرم قطعی مشتقها بیان ژن تحلیل )الف -5شکل 

Real-time quantitative PCR (qPCR)  هاي آندودرم قطعی شامل  بیان ژنکهSOX17 ،FOXA2   وGSC 7 کنترل ۀرا در مقایسه با نمون 

 به منزلۀ Sox1مارکر مزودرمی،  عنوانبه Brachyuryآندودرمی شامل هاي غیر دار ژن معنیعدم بیان  )ب دهد ن مینشا IDE1روز بعد از تیمار با 

میزان بیان ژن  .کنترل ۀدر مقایسه با نمون IDE1با  hiPSهاي   روز بعد از تیمار سلول 7ج جنینی به عنوان مارکر آندودرم خار Sox7مارکر اکتودرمی و 

هاي  در این آزمایش سلول. گردیده است گزارش hiPSهاي  ان بیان ژن در سلولنرمال شده است و سپس نسبت میز HPRTمیزان  مورد نظر نسبت به

hiPS  انحراف  ±ها به صورت میانگین  داده. کنترل در نظر گرفته شدند ۀو به عنوان نمون ندشددادهروز بدون فاکتور تمایزي کشت 7تیمارنشده به مدت

داري توسط  آماري میزان معنی تحلیل. هاي دیگر است در مقایسه با گروه) p<0.001(دار معنی تفاوت ةدهندنشان *** علامت. اند داده شدهمعیار نشان 

  ). n=3( 3=تعداد تکرار  .انجام شده است   Tukeyو آزمون پست هاك  ANOVAآزمون 

Fig. 5. (A) Quantitative expression analysis of definitive endoderm derived from hiPSCs seeded onto Matrigel 
coated PCL scaffold after 7 days. Results were collected from 3 independent experiments with 2 internal 
replicates per experiment. Differences were statistically significant if p ≤ 0.05.  (B)  Decrease in expression of 
non endodermal markers (Brachyoury, Sox7 and Sox1) and pluripotency related genes (Nanog and Oct4). 
Statistical analysis was performed by one-way ANOVA analysis followed by unpaired Student’s Tukey and 
p-values less than 0.05 were considered significant (n=3). 
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.RT-PCR پرایمرهاي استفاده شده براي انجام -1 جدول  

Table 1. Primers which were used for qRT-PCR 
. 

  بحث

حال گسترش سرعت دراي است که به مهندسی بافت رشته

اهمیت و  انجام گرفته که است، مطالعات بسیاري

، بعدي در تکثیر هاي فراوان استفاده از کشت سه مزیت

 ,.Hu et al( کندرا تأیید می ها ولبقا و مهاجرت سلتمایز، 

به  hiPSهاي  تمایز سلول ،در این مطالعهما  .)2013

 مولکولریزهاي آندودرم قطعی را با استفاده از  سلول

IDE1 بعدي روي داربست  در سیستم کشت سهPCL 

بررسی اي جدید  ایده منزلۀبهشده با ماتریژل دادهوششپ

هاي مخصوص آندودرم قطعی شامل  کردیم و بیان ژن

SOX17 ، FoxA2وGSC   با استفاده از را

 یید کردیمأت qRT-PCR آزمونایمونوسیتوشیمی و انجام 

هاي  به سلول  hiPSهاي  توان تمایزي سلول ةدهندکه نشان

 .است IDE1  بالا با استفاده از عی با کاراییآندودرم قط

هاي بنیادي به  تمایز سلول ۀهاي اساسی در زمین پیشرفت

اساس تحقیقات بیولوژي تکوینی مشتقات آندودرمی که بر

تمایز به آندودرم  که است کردهروشن  دست آمدهه ب

هاي  در تکوین اندام هترین مرحل مهم اولین و قطعی

  ها، روده و تیموس  ششپانکراس، کبد،  ازجملهدودرمی آن

  

 ,Sui et al., 2013; Kopper &Benvenisty) باشد می

2012; Mfopou et al., 2010; Kim et al., 2008a; 
Jiang et al., 2007; D'Amour et al., 2006; 

Wang et al., 2006).  مریکا ادر  2006در سال

Amour  با استفاده از فاکتور بار براي نخستینو همکارانش

Activin هاي جنینی انسانی به  موفق به تمایز سلول

هاي  سپس این سلول .شدندآندودرم قطعی هاي  سلول

 ادندهاي بتاي پانکراسی تمایز د به سلولرا ساز  پیش

)D'Amour et al., 2006( . فراوانی تا به امروز مطالعات

که  ،آندودرمیها به مسیر  جهت تمایز انواع سلولدر

د، ان غیره پانکراسی و هاي هپاتوسیت، ساز سلول پیش

 2013ل که در سااین ازجمله؛ صورت گرفته است

Maruyama ،Brafman گیري در  هاي چشم به موفقیت

 ;Maruyama et al., 2013) یافتند این زمینه دست

Brafman et al., 2013; Maehr et al., 2009; 
Kroon et al., 2008; Baharvand et al., 2006; 

Imamura et al., 2004) . در میان منابع مختلف سلولی 

 ازجملههاي فراوان  به دلیل مزیت iPSهاي  سلول اخیراً

به عنوان هاي اخلاقی و عدم رد پیوند محدودیت فقدان

 ,.Ohmine et al( اندمطرحمناسب سلولی  منبعیک 
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انواع مختلف و مطالعات زیادي براي تمایز به  )2012

ها، با استفاده از  هاي بتا و هپاتوسیت سلول ازجملهسلولی، 

 Hosoya)  است شدهتا به امروز گزارش  iPSهاي  سلول

et al., 2012) .براي آغاز مسیر تمایزي  در این مطالعه ما

. کردیمکید أت iPSهاي  اجسام جنینی از سلول بر تشکیل

که سبب افزایش تمایز به  تشکیل اجسام جنینی به دلیل این

به دلیل تقلید از چنین  و هم دگرد هاي مختلف می سلول

 است مهمزایی  در طی جنین هاي جنینی هیابی لای تخصص

)Kim et al., 2008a(.  

د بخشیدن به رونبراي بهبود هاي تمایزي،در طول مسیر  

ه کشده یزي آزمایش هاي تمافاکتور تمایز استفاده از انواع

 Activin Aها استفاده از  سیگنالینگ  ترین آن مهم ۀازجمل

ها در بسیاري توان تمایزي این فاکتورکه  است Wnt3aو 

 ,.Kroon et al)  یید قرار گرفته استأاز مطالعات مورد ت

2008; Jiang et al., 2007; D'Amour et al., 

دنبال یافتن ه همواره ب انهاي اخیر محقق طی سال .(2005

اقتصادي  ۀکارایی بالا و صرفهاي مختلف تمایزي با فاکتور

و همکارانش در آمریکا  Melton 2009در سال  .اند بوده

 آندودرم قطعی ةکنندعنوان فاکتور القا بافاکتوري بار اولین

)IDE1( با کارایی تمایزي بالا را پیشنهاد دادند 

(Borowiak et al., 2009) .IDE1 یک  منزلۀ که به

 ازجملههاي فراوان  مزیت وچک مطرح است ومولکول ک

نفوذ غشایی به  ازطریقسلولی  يتوان و کارایی بالا در القا

که  را دارددرون سلول، قیمت پایین و سهولت در استفاده 

 شدههاي اخیر در بسیاري از تحقیقات استفاده  در سال

و همکارانش با  Hsoya ،2012در سال  لهازجم .است

بعدي موفق به تولید ر شرایط کشت دود  IDE1استفاده از 

در این  .)Hosoya et al., 2012( آندودرم قطعی شدند

به  hiPSهاي  سلول يدر القا  IDE1مطالعه استفاده از 

-بعدي به اي آندودرم قطعی در سیستم کشت سهه سلول

هاي  تحقیقات در سیستم.استاي جدید مطرح  عنوان ایده

که ماتریکس خارج سلولی که  ،زنده روشن ساخته است

ها و  فاکتورهاي رونویسی، ماکرومولکول محتوي انواع

هاي در فرایند ،فراوان سیگنالینگ مولکولی است انواع

 دارد ثیر حیاتی و ضروريأت مختلف رفتار سلولی

(Ghasemi-Mobarakeh et al., 2009; Kim et al., 

2008a) .بعدي  هاي کشت سه ردن سیستمکبنابراین فراهم

توانند جایگزینی براي ماتریکس  که با تشابهات زیاد می

تفاده از ترین اصول مطرح در اس مهم شوند،خارج سلولی 

استفاده  هاي اخیر درسال .آید مهندسی بافت به حساب می

ارایی بالا، سرعت به دلیل کهاي مصنوعی  از داربست

ري و قیمت مناسب به طور پذی پذیري، توان انعطاف تخریب

 ;Chai & Wu, 2013) گیري افزایش یافته است چشم

Reed et al., 2009; Cho et al., 2006) . مطالعات

بعدي انجام گرفته  وانی با استفاده از سیستم کشت سهفرا

ه از توجه استفاد خوردر نقش ةکنندییدأاست و نتایج ت

هاي عصبی، سلول ازجمله ها سلولداربست در تمایز انواع 

توجه بقا  خوردرچنین افزایش  هم. تاس قلبی و آندودرمی

بعدي در مقایسه با  ها با استفاده از کشت سه و تکثیر سلول

ه شدگزارش  ها کشت دوبعدي در بسیاري از آزمایش

 Herrmann et al., 2013; Prabhakaran  et).است

al., 2013; Orlova et al., 2013; Lee et al., 
2011; Gao et al., 2011; Kai et al., 2011; 
Farzaneh et al., 2010; Chayosumrit et al., 
2009; Ghasemi-Mobarakeh et al., 2009; Xie 
et al., 2009; Yim & Leong, 2005; Yoshimoto 

et al., 2003; Li et al., 2002)  ر نیز نتایج تحقیق حاض

با استفاده از  را سلولی يدار بقا افزایش معنی ةکنندییدأت

مطالعات . استپوشیده شده با ماتریژل  PCLداربست 

 یکی ازدهد که استفاده از ماتریژل، به عنوان  ینشان م

مینین و کلاژن که از لا ،اجزاي ماتریکس خارج سلولی

نقش مهمی در حمایت از  یابد، نوع چهار ترکیب می

و محیط مناسبی  داردبرد تمایز به انواع مختلف سلولی  پیش
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و سبب بهبود  کندمی هاي بنیادي فراهم سلولبراي کشت 

 ,.Massumi et al( شود ها می مایز آنبقا، تکثیر و ت

2012(.   

 

  گیري نتیجه

دهد که داربست پلیمري  تایج تحقیق حاضر نشان مین

PCL تواند مدل سودمند و  می شده با ماتریژلپوشیده

به  hiPSهاي  د و تمایز سلولمحیط مناسبی براي رش

با استفاده از فاکتورهاي اگزوژن هاي آندودرم قطعی  سلول

هاي  بررسی بیان انواع مارکر. مناسب فراهم آورد

آمیزي ایمونوسیتوشیمی و  آندودرمی با استفاده از رنگ

qRT-PCR ،قابل  خوردربعدي  ت سهکه در کش

، یابد یدي افزایش مبعاي در مقایسه با کشت دو ملاحظه

به طور کلی نتایج نشان  .استاین مطلب  ةکنندییدأت

کنار درکاربرد تکنولوژي مهندسی بافت دهد که  می

سبب بهبود و تقویت  in vitroهاي تمایزي در فرایند

درمانی و پیوند بافت بدون نگرانی از رد استراتژي سلول

هاي ناشی از  بیماري ازجمله یهای بیماري پیوند براي

اگرچه  شد؛ي، پانکراسی و گوارشی خواهد ی کبدنارسای

- هاي گستردههنوز باید تلاش یابی به این هدفتبراي دس

  .اي انجام گیرد

  

  قدردانی

مراتب سپاس و تشکر خود را از ستاد  این مقاله نویسندگان

خاطر هپزشکی تهران بهاي بنیادي و دانشگاه علومسلول

  .دارنداین پروژه اعلام میاز  حمایت
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