
 ۹-۲۲/ ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

 و ي کبديها سلول به سمت يي مغز استخوان موش صحرايادي بنيها سلول زي تمايالقا

  ها آنييايميوشي بي فاکتورهايبررس
۵ جميديمسعود سعدكتر ، ۴ين فتحيفرددكتر ، ۳يريرج اميادكتر ، ۲خين شينسردكتر ، ۱يمحمد عبد

 

 m_abdi355@yahoo.com    ۰۸۷۱-۶۶۶۴۶۷۲:  تلفکسسنندج، ايران ، کردستان يزشکدانشگاه علوم پ پزشكي،پيرا، دانشكده گروه علوم آزمايشگاهيمربي،  -۱

 همدان، ايران همدان، يدانشگاه علوم پزشکاستاديار گروه بيوشيمي و تغذيه،  -۲

 همدان، ايراندانشگاه علوم پزشکي همدان،  استاديار گروه علوم تشريح، -۳

 ، ايرانكردستان، سنندجکي دانشگاه علوم پزش  مركز تحقيقات گوارش و كبد،يار گروه علوم تشريح،دانش -۴

 همدان، ايراندانشگاه علوم پزشکي همدان، ، کي و ژنتي گروه پاتولوژياراستاد -۵

  

  دهيچک

هاي  شرايط مختلف به بافت توانند در  بوده و ميچند استعدادي) MSCs( مغز استخوان يميهاي مزانش سلول :هدف نه ويزم

ها  تي به سمت هپاتوسيي مغز استخوان موش صحرايادي بنيها  تمايز سلوليه القاهدف از اين مطالع. اي تمايز يابند تخصص يافته

ن ينکه بتوان از ايباشد، تا ا مي) OSM (Mن يو انکوستات) HGF (يو فاکتور رشد کبد) bFGF(ه ي پايبروبلاستيتوسط فاکتور رشد ف

  .وند کبد بهره گرفتي و پي مصنوعيد کبدهاي توليها برا سلول

-DMEM ي جدا شده و در محيط کشت سلوليي صحرايها  ها از مغز استخوان موشMSCر اين تحقيق د :يروش بررس

LG+15%FBSي حاويزيط تمايها با مح ن سلوليا.   کشت داده شد HGF ،bFGFن ي و انکوستاتM) OSM ( روز ۲۴به مدت 

  . به کار گرفته شدي کبديها ه سلولز بيص تماي تشخي براRT-PCR و ييايميوشي، بيکيهاي مورفولوژ بررسي. مار شدنديت

. ک داشتنديبروبلاستي فيافته ظاهريز ني تمايها که سلولي ها به صورت گرد درآمده بودند، در حالMSCز يپس از تما :ها افتهي

 يها له روشيه وس آلکالن فسفاتاز بيميت آنزيفعال. افته انجام شده بوديز ي تمايها ن در سلوليتو پروتئين، اوره و آلفا فيد آلبوميتول

، در )TAT(نو ترانسفراز ين آميروزي و تCK-18، يژه کبدي ويها  مربوط به ژنmRNAد يتول. رار گرفتد قي مورد تائييايميوشيب

  . دي ثابت گرديزيط تماي، پس از القاء شراRT-PCRافته توسط روش يز ي تمايها سلول

 و HGF ،bFGF را در حضور ي کبديها ز به سلوليت تمايقابل يي حاصل از مغز استخوان موش صحراي هاMSC :يريگ جهينت

OSMط ي و در محIn vitroز ي در تمايها ممکن است نقش مهم نيتوکيس.  دارا هستندMSCيها  به سلوليي موش صحراي ها 

 در نظر ي کبديها يماري درمان بي براي در سلول درمانيدي مشتق از مغز استخوان به عنوان منبع جدي هاMSC. فا کنندي ايکبد

  .شوند يگرفته م

  يادي بنيها  سلول،يز سلولي تما،ي کبديها  سلول، مغز استخوانيميمزانش ياديبن يها سلول: ها د واژهيکل

  ۱۷/۱۲/۸۷ :      پذيرش مقاله۵/۱۲/۸۷ :      اصلاح نهايي۱۹/۱۰/۸۷: وصول مقاله

  

   مقدمه
 ي براي درمانين راههاي از موثرتريکيوند کبد يپ

باشد  ي ميا حاد کبدي مزمن يها ياد مبتلا به نارسائافر

  افت ـي دريائـماران توانـي از بيال تعداد کمـن حيا ا، ب)۱(

  

 ينيگزياز به جاين رو نياز ا. کبد را خواهند داشت

 به نظر يوند کبد ضروري بهتر با پي درمانيراهها

 کبد، از يها وند سلوليا پي ي مصنوعيکبدها. رسد يم
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  …هاي  القاي تمايز سلول      ١٠

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

 ي بر روييباشند که کارها ي ميا مطرح شده يها دهيا

ل کمبود يبه دل). ۳,۲(آنها صورت گرفته است 

 يگري دي راههايستي باي کبديها اهداکنندگان سلول

. دا کردي پي کبديها  به دست آوردن سلوليبرا

 بوده و يت خودسازي قابليکه دارا يادي بنيها سلول

ابند به عنوان يز يها تما توانند به انواع گوناگون سلول يم

 ي کبديها ه سلولي تهي مورد نظر برايها نهي از گزيکي

در مغز استخوان دو نوع ). ۴( قرار گرفتند يمورد بررس

 و ١ خونسازيادي بنيها سلول:  وجود داردياديسلول بن

مشتق از بافت  يها MSC. ٢يمي مزانشيادي بنيها سلول

ش ساز را هاي پي ر مغز استخوان منبعي از سلولين نظيبالغ

دهند که جهت کاربردهاي مهندسي بافت و  ارائه مي

 از يبرخ .باشند يائز اهميت مـپزشکي ترميمي ح

 ي سلوليها  به ردهMSC يها ز سلوليمطالعات تما

ها  تيپوسي، آد)۵-۷(ها   همچون استئوبلاستيمزودرم

و ) ۱۱- ۱۴(ها  رونو و ني مغزيها ، سلول)۸- ۱۰(

 و in vitroط يا در محر) ۱۵- ۱۷(ها  تيوسيوميکارد

ز ثابت ير نيمطالعات اخ. اند  گزارش کردهin vivoط يمح

 است ييها  سلولي دارا،اند که مغز استخوان بالغ کرده

ط ي را در محيال کبديتلي اپيها ز به سلوليت تمايکه قابل

in vitro يفاکتور رشد کبدنقش ). ۱۸- ۲۱( دارند ،

Hepatocyte Growth Factor (HGF)،ک ينوان  به ع

 HGF. عامل مهم در رشد و نمو کبد ثابت شده است

هاي اپيتليال  ها، سلول سبب تحريك رشد هپاتوسيت

هاي اپيدرم و  هاي كليوي، كراتينوسيت توبول

ز يگر ني ديها نيتوکيس). ۲۲(گردد  ها مي ملانوسيت

 Epidermal Growth يدرمي فاکتور رشد اپ;مانند

Factor (EGF) د يتول  در نمو و بازيهمنقش م نيانسول و

                                                 
1. Hematopoietic stem cells (HSCs) 

2. Mesenchymal stem cells (MSCs)  

نجا مطرح ي که در ايالؤس). ۲۳(کنند  يفا ميکبد ا

 کدام عامل In vitroط ين است که در محيشود ا يم

 ي کبديها  به سلوليادي بنيها ز سلولي تمايسبب القا

نه مطرح ين زمي که در اييها  از پاسخيبرخ. گردد يم

 و) ۲۷ (EGF و HGF، )HGF) ۲۶-۲۴: شده عبارتند از

 Fibroblast يبروبلاستي فاکتور رشد ف وHGFت يدر نها

Growth Factor (FGF)) ۲۵.( هاي اصلي  يكي از محل

 Alkaline Phosphatase(سنتز آنزيم آلکالن فسفاتاز 

ALP, EC 3.1.3.1(ن يا. باشد يهاي كبدي م  سلول

كنند، كه معلوم شده در   كبدي را توليد ميALPسلولها 

به نظر . شود يها متصل م ولار سلولكبد به سطح كاناليك

 از ALPهاي مختلفي براي آزاد شدن  رسد مكانيسم مي

هاي مختلف  ها وجود داشته باشد كه منجر به فرم سلول

ALPکه قبلاً يا چگونه مطالعهيه. شود  در پلاسما مي 

 يها م آلکالن فسفاتاز را در سلوليت آنزيزان فعاليم

 قرار ياد مورد بررسيبن يها ز سلولي حاصله از تمايکبد

م به ين آنزيکه است يدر حالن يا. داده باشد وجود ندارد

 و ي کبديها  سلولي اصليها  از مشخصهيکيعنوان 

 يباشد و اعمال آن در کبد برا يها مد نظر م استئوبلاست

ن يبه هم. باشد يت ميار با اهميحفظ هموستاز بدن بس

م را ين آنزيت ايالم تا فعين مطالعه ما بر آن شديل در ايدل

. مي قرار دهي مورد بررسيدي تولي کبديها در سلول

 انعطاف ي ها داراMSCن مطلب که يصرف نظر از ا

قت که ين حقي هستند، ايادي بنيها  خاص سلوليريپذ

 را ي کبديها ل شدن به سلولي تبدييها توانا ن سلوليا

ک يتواند به عنوان  ي دارا هستند، مIn vitroط يدر مح

ن برنده يا از بي ي وراثتيها يماريدرمان ب ي براي درمانراه

 ها ممکن است MSC. ردي مورد نظر قرار گيکبد

همچنين جهت کاربردهاي ژن درماني مورد توجه باشند 

که در اين صورت براي استخراج محصولات ژن يا 
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  ١١محمد عبدي      

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ جله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستانم

 يميهاي مزانش سلول. شوند هايي مورد استفاده واقع مي ژن

 توانند در  بوده و لذا مي١يدادمغز استخوان چند استع

دا ي بالغ تخصص يافته تمايز پيشرايط مختلف به سلولها

 مغز يادي بنيها هدف از اين مطالعه تمايز سلول. کنند

 يابي و ارزي کبدي به سلولهايياستخوان موش صحرا

ز از ي حاصل از تماي سلولهايت آلکالن فسفاتازيفعال

  .باشد ي مييايميوشي بيق روشهايطر

  يوش بررسر

 ي مولکوليقات پزشکين مطالعه در مرکز تحقيا

 استان ي درماني و خدمات بهداشتيدانشگاه علوم پزشک

  .ديهمدان به انجام رس

 يا  هفته۴ تا ۳(+/+) هاي سفيد نرمال  رت :مواد

سسه تحقيقاتي سرم ؤ از م Sprague-Dawley (SD)نژاد

 يسازي رازي تهيه و در حيوان خانه دانشکده پزشک

اين . شدند ي مي همدان نگهداريدانشگاه علوم پزشک

عرض و ارتفاع به ترتيب  هايي با طول، جانوران در قفس

سانتيمتر نگهداري شده و از زمان تولد تا  ۱۵*۳۰*۴۵

 تغذيه و ساير ، نور،انجام مراحل آزمايش از نظر دما

  .عوامل محيطي تحت كنترل بودند
Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Low 

Glucose (DMEM-LG)سرم   وFBS) Fetal Bovine 

Serum (از شرکت Gibco-BRL (Life Technology,   

Paisley, United Kingdom) ديگرد يداريخر .

Trypsin-EDTA 0.25%، نيسياسترپتوما-نيليس يپن 

)Pen-Strep( ،PBS) Phosphate buffered saline( ،

BSA) Bovine Serum Albumin(ک، يوربآسک دي، اس

 ،)ITS(وم يسلن -  نيترانسفر - نيدگزامتازون، انسول

از ) HGF (يو فاکتور رشد کبد) M) OSMن يانکوستات

 ,Sigma-Aldrich, Saint Louis(گما يشرکت س

                                                 
1. Multipotent 

Missouri 63103 USA (فاکتور رشد . ه شدنديته

 R&D (R&Dاز شرکت ) bFGF( بازي يبروبلاستيف

System, Inc, USA (ت يک.  فراهم شد انجام کاريبرا

ست يز (يميست شين از شرکت زي آلبوميصيتشخ

 اوره و آلکالن يصيت تشخيو ک) راني، تهران، ايميش

 از شرکت پارس آزمون يفسفاتاز به روش رنگ سنج

ت يک.  شديداريخر) پارس آزمون، تهران، ايران(ران يا

) ELISA (يمنواسين به روش ايتوپروتئي آلفا فيصيتشخ

 Pishtaz Teb(ران يطب اشتاز ياز شرکت پ

Diagnostics, Tehran-Iran (ت استخراج يک .ه شديته

RNA) RNXTM (-Plus) ISOLATION OF RNA (

   .خريداري شد) ايران-سيناژن، تهران(از شركت سيناژن 
 به يمي مزانشيادي بنيز سلولهاي و تمايجدا ساز

 يادي بنيها  سلوليجهت جداساز :ي کبديها سلول

 پروگزيمال يغز استخوان رت، انتها از ميميمزانش

 فمور و تيبيا، توسط استخوان بر يها وديستال استخوان

ق يق تزريظريف قطع شد و مغز استخوان آنها از طر

ه شده ي استخوان تخليط کشت به داخل کانال مرکزيمح

ط يمح، rpm ۱۰۰۰ها با دور  وژ نمونهيفيو پس از سانتر

ط ي در محيلولخته شد و ته نشت سي دور ريکشت روئ

 معلق شده %۱۰ ين گاوي سرم جني حاو DMEMکشت

cm کشت يها و به  فلاسک
2 ۲۵) NUNC ( منتقل

کشت % ۵ زاني به مCo2 يسپس در انکوباتور حاو. شدند

ق اتصال به کف ي از طريمي مزانشيداده شدند، سلولها

ض ي تعويج در طي رشد کردند، بتدريکيظروف پلاست

 و ي خونيها سلول) کباريز  سه رويدو ال(ط کشت يمح

 در اتصال به کف ظروف يل عدم توانائيخونساز به دل

 . جدا و حذف شدنديمي مزانشيها کشت از سلول

کبار ي سه روز يمانده هر دو الي باقيمي مزانشيها سلول

  ).۲۹,۲۸(پاساژ داده شدند 
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  …هاي  القاي تمايز سلول      ١٢

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

 از ي کبديها  به سلولMSC يها ز سلولي تمايبرا

ن يبد.  بهره گرفته شديداي بنيها پاساژ سوم سلول

 که ي، هنگاميصورت که پس از انجام پاساژ سلول

ط يد، محي درصد رس۷۰ تا ۶۰ها به   در پليتيتراکم سلول

 کشت خارج ساخته و با يها  را از ظرفيکشت عاد

ط کشت يمح. ميض کردي تعويزيط کشت تمايمح

 به سمت يادي بنيها ت سلوليمخصوص جهت هدا

ه شده ي از قبل تهي کبديها لولل شدن آنها به سيتبد

 يز سلولينه تماي که قبلاً در زميبا توجه به مطالعات. بود

ط از فاکتور رشد ين محيه اي تهيبرا، )۳۵ (انجام گرفته

 يبروبلاستي، فاکتور رشد فng/µl ۲۰ به غلظت يکبد

 به غلظت Mن ي و انکوستاتng/µl۱۰ بازي به غلظت 

ng/µl ۲۰۲۴ز تا روز ي تماي القانديفرا. دي استفاده گرد 

  .افتيادامه 
سنجش اوره، آلبومين و فعاليت آنزيمي آلكالن 

ط ي محيها  نمونه:فسفاتاز به كمك روش رنگ سنجي

زان ي ميريگ  اندازهيزر براي شده در فريکشت نگهدار

 و بررسي ي کبديها  توسط سلوليدين و اوره توليآلبوم

رد استفاده قرار فعاليت آنزيم آلكالن فسفاتاز در آنها مو

گروه كنترل كه به عنوان كنترل منفي به كار . گرفت

هاي كشت داده شده در محيط  گرفته شد، شامل سلول

براي . بودند) DMEM-LG 10% FBS(كشت عادي 

هاي رنگ سنجي استفاده  هاي فوق از كيت سنجش

 .گرديد

براي  :سنجش آلفا فيتوپروتئين به كمك ايمنو اسي

 ۴۵۰دستگاه ريدر اليزا با طول موج انجام آزمايش از 

هاي   در محيطAFPغلظت . نانومتر بهره گرفته شد

 تعيين ۲۴ و ۲۱، ۱۸، ۹،۱۲،۱۵، ۶، ۳تعويضي در روزهاي 

بق دستورالعمل كيت اطم شيآزمامراحل انجام . گرديد

 .انجام گرفت

  RT-PCR:RNA و آناليز Total RNAاستخراج 
فاده از كيت استخراج هاي مورد بررسي با است ام سلولمت

RNA شركت سيناژن و با توجه به دستورالعمل كيت 

 RNA اطمينان يافتن از كيفيت يبرا. استخراج گرديد

استخراج شده از الكتروفورز روي ژل آگارز و 

 PCR) PCRت انجام يک. اسپكتروفوتومتري استفاده شد

SET System (ناژن ياز شرکت س)CinnaGen Inc, 

Tehran, Iran( ،ت سنتز يکcDNA) RevertAidTM 

First Strand cDNA Synthesis Kit از شرکت فرمنتاز 

)Fermentas International Inc, Harrington Court, 

Canada (واكنش .  شدنديداريخرRT در حجم نهايي 

 درجه ۴۲يقه در دماي دق۶۰ ميكروليتر و به مدت ۲۵

 جهت PCR، واكنش cDNAپس از تهيه . انجام گرفت

 در PCRواكنش . تكثير قطعه مورد نظر انجام گرفت

 انجام کار، با يبرا.  ميكروليتر انجام شد۲۰حجم نهايي 

نه دو جفت ين زمي انجام شده در ايتوجه به مطالعات قبل

بر اساس  Cytokeratin-18 (CK-18) ي ژنهايمر برايپرا

ن يروزيو ت )۳۰( و همكاران Sai-Nan Shuكار گروه 

 Xiao-Leiبر اساس كار گروه ) TAT(از نو ترانسفريآم

SHI سنتز به شرکت يو براانتخاب ) ۳۱( و همكاران 

مرها توسط يپرا. ن تهران سفارش داده شدي نگيطوب

 مشخصات .کشور آلمان سنتز شدندMetabion شرکت 

  . ذکر شده است۱ مورد استفاده در جدول يمرهايپرا
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  ١٣محمد عبدي      

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ جله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستانم

  PCR انجام يرا مورد استفاده بيمرهايمشخصات پرا: ۱جدول 

Tm نام ژن  طول محصول  مرهايمشخصات پرا جفت باز  

54 °C 

56 °C  
۱۸  

۱۸  
F: 5’-ACCTTCAATCCCATCCGA-3’ 

R: 5'-TCCCGACTGGATAGGTAG-3'  
Bp ۲۰۶  TAT 

62 °C 

60 °C  
۲۱  

۲۱  
F: 5’-GGACCTCAGCAAGATCATGGC-3’ 

R: 5’-CCACGATCTTACGGGTAGTTG-3’  
Bp ۵۱۵   CK-18  

  

 ۳۵ تا CK-18ي ژن  براPCRواكنش 

 دقيقه، ۱ به مدت C ۹۴° در  Denaturationسيكل،

Annealing در °C ۶۰ دقيقه، ۱ به مدت Extension در 

°C ۷۲ دقيقه و ۱ به مدت Extension نهايي در °C ۷۲ به 

 براي ژن PCRواكنش . صورت گرفت  دقيقه ۵مدت 

TAT سيكل،۳۰ تا Denaturation  در °C ۹۴ ۱ به مدت 

 دقيقه، ۱ به مدت C ۵۵° در Annealingدقيقه، 

Extension در °C ۷۲ دقيقه و ۱ به مدت Extension 

  .  دقيقه صورت گرفت۵ به مدت C ۷۲°نهايي در 

  ها يافته

در حضور فاكتور  :غيير در مورفولوژي سلوليت

رشد كبدي و فاكتور رشد فيبروبلاستي پايه، تكثير 

ر طول  متوقف شده و به تدريج و دMSCهاي  وللس

 از بين MSCهاي  دوره تمايزي ظاهر دوكي شكل سلول

 يها به لحاظ مورفولوژي به تدريج ظاهر رفته و سلول

  ). ۱شكل ( دا کردنديپهن و مكعبي پ
هاي عملكردي  مشاهدات مربوط به فعاليت

سنتز اوره، آلبومين و آلفا  :هاي کبدي تمايز يافته سلول

 فسفاتاز در فيتوپروتئين و فعاليت آنزيمي آلکالن

هايي كه تيمار روي آنها انجام گرفته بود و همچنين  ديش

هاي كنترل، در روزهاي مختلف مورد بررسي قرار  ديش

هاي تمايز نيافته در حد  غلظت اوره در سلول. گرفت

هاي تيمار يافته در روز  در حاليکه در ديش. صفر بود

سوم اوره ترشح شده بود و ميزان آن به تدريج در طي 

مايز افزايش يافته بود، بطوريکه در روز هجدهم به ت

هاي  در ديش). ۱نمودار (بيشترين ميزان خود رسيده بود 

تيمار يافته از روز دوازدهم آلبومين ترشح شده و ميزان 

آن به تدريج در طي تمايز افزايش يافته بود، بطوريکه در 

روز بيست وچهارم به بيشترين ميزان خود رسيده بود 

 تمايز به ۹ نيز از روز ALPفعاليت آنزيمي ). ۲ر نمودا(

 به حداکثر ميزان خود ۲۴بعد قابل پايش بود و در روز 

در مورد آلفا فيتوپروتئين، تنها از ). ۳نمودار (رسيده بود 

روز بيست و يكم تمايز به بعد بود كه توانستيم توليد اين 

ه ب. هاي تيمار يافته پايش نمائيم پروتئين را در نمونه

عبارتي احتمالاً توليد آلفا پروتئين در طول روزهاي 

در . هجدهم تا بيست و يكم از تمايز صورت گرفته است

 به ميزان كمي AFPروز بيست و چهارم نيز غلظت 

  ).۴نمودار (افزايش يافته بود 
هاي ويژه كبدي در  مشاهدات مربوط به بيان ژن

يافته هاي تمايز ن سلول :هاي کبدي تمايز يافته سلول

 روز براي ۲۴موجود در محيط کشت پس از گذشت 
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  …هاي  القاي تمايز سلول      ١٤

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

 مورد بررسي قرار گرفتند، TAT و CK-18هاي  بيان ژن

.  را بيان نکرده بودندTAT و CK-18ها ژنهاي  اين سلول

هاي مورد آزمايش را تحت شرايط  قبل از اينکه سلول

 و CK-18تمايزي قرار دهيم، آنها را از نظر بيان ژنهاي 

TATها دو ژن  اين سلول. رسي قرار داديم مورد بر

 روز ۲۴پس از گذشت . مذکور را بيان نکرده بودند

هاي نامبرده  ها را از لحاظ بيان ژن مجدداً اين سلول

 TAT و CK-18هاي  بررسي کرديم و توانستيم بيان ژن

طول قطعه توليدي در . ها تشخيص دهيم را در اين سلول

 جفت CK-18 ،۵۱۵ و در مورد ژن TAT ،۲۰۶مورد ژن 

  ).۳ و۲ هاي شکل(باز بود 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

 

 

 

 ۶هاي تيمار يافته پس از  سلول) Aهاي کبدي؛  هاي بنيادي مزانشيمي به سلول  روز تمايز سلول۲۴تغيير در مورفولوژي سلولي در طي . ۱شكل 

هاي  سلول) E.  روز۲۴هاي تيمار يافته پس از  سلول) D.  روز۱۸ پس از هاي تيمار يافته سلول) C.  روز۱۲هاي تيمار يافته پس از  سلول) B. روز

  )باشد  ميX۲۰۰اشكال بزرگنمايي تمامي ). (۳۰(هاي كبدي  سلول) F. تيمار نيافته

  

A 

F E 

D C 
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  ١٥محمد عبدي      

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ جله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستانم

هاي عملكردي  مشاهدات مربوط به فعاليت

ن و آلفا ي، آلبومسنتز اوره :هاي کبدي تمايز يافته سلول

 در  آلکالن فسفاتازيميت آنزين و فعاليتوپروتئيف

هايي كه تيمار روي آنها انجام گرفته بود و همچنين  ديش

هاي كنترل، در روزهاي مختلف مورد بررسي قرار  ديش

افته در حد يز ني تمايها غلظت اوره در سلول. گرفت

افته در روز يمار ي تيها شيکه در ديدر حال. صفر بود

 ي در طجيزان آن به تدريسوم اوره ترشح شده بود و م

که در روز هجدهم به يافته بود، بطوريش يز افزايتما

  . )۱نمودار  (ده بوديزان خود رسين ميشتريب

ن يافته از روز دوازدهم آلبوميمار ي تيها شيدر د

ش يز افزاي تمايج در طيزان آن به تدريترشح شده و م

ن يشتريست وچهارم به بيکه در روز بيافته بود، بطوري

  . )۲دار ونم (ودده بيزان خود رسيم

ز به بعد قابل ي تما۹ز از روز ي نALP يميت آنزيفعال

 ده بوديزان خود رسي به حداکثر م۲۴ش بود و در روز يپا

  . )۳نمودار (

ن، تنها از روز بيست و يكم يتوپروتئيدر مورد آلفا ف

تمايز به بعد بود كه توانستيم توليد اين پروتئين را در 

احتمالاً به عبارتي . ش نمائيمهاي تيمار يافته پاي نمونه

توليد آلفا پروتئين در طول روزهاي هجدهم تا بيست و 

در روز بيست و . يكم از تمايز صورت گرفته است

  به ميزان كمي افزايش يافته بودAFPچهارم نيز غلظت 

  .)۴نمودار (
هاي ويژه كبدي در  مشاهدات مربوط به بيان ژن

افته يز ني تمايها سلول :هاي کبدي تمايز يافته سلول

 ي روز برا۲۴ط کشت پس از گذشت يموجود در مح

 قرار گرفتند، ي مورد بررسTAT و CK-18 يها ان ژنيب

. نده بودان نکردي را بTAT و CK-18 يها ژنها ن سلوليا

ط يش را تحت شراي مورد آزمايها نکه سلوليقبل از ا

 و CK-18 يان ژنهاياز نظر بآنها را م، ي قرار دهيزيتما

TATها دو ژن  ن سلوليا. مي قرار دادي مورد بررس

 روز ۲۴پس از گذشت . ان نکرده بودنديمذکور را ب

 نامبرده يها ان ژنيها را از لحاظ ب ن سلوليمجدداً ا

 TAT و CK-18 يها ان ژنيم بيم و توانستي کرديبررس

 در يديطول قطعه تول. ميص دهيها تشخ ن سلوليرا در ا

 جفت CK-18 ،۵۱۵ر مورد ژن  و دTAT ،۲۰۶مورد ژن 

  ).۳ و۲ هاي شکل(باز بود 
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  …هاي  القاي تمايز سلول      ١٦

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

  

  

  
   کنترل و تست؛ يها  در نمونهTATان ژن يب: ۲شكل 

۱- Ladder ۵۰کنترل مثبت (ي سلول کبد-۲. ي جفت باز .(  

  . يزيط تماي شراي پس از القايدي تولي کبديها  سلول-۴و ۳

 ۲۴مار نشده پس از ي تياه  سلول-۶). يکنترل منف( بالغ ي سلول قلب-۵

  . روز

  .ره شدهي تازه آسپMSC يها  سلول-۷

  

  

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

   کنترل و تست؛ يها  در نمونهCK-18ان ژن يب: ۳شكل 

۱- Ladder ۵۰يکنترل منف( بالغ ي سلول قلب-۲. ي جفت باز .(  

 تازه MSC يها  سلول-۴.  روز۲۴مار نشده پس از ي تيها  سلول-۳

  . ره شدهيآسپ

  ). کنترل مثبت (يول کبد سل-۵

  .يزيط تماي شراي پس از القايدي تولي کبديها  سلول-۷و  ۶

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

200 bp 

1 6 5 4 3 2 7 

500 bp 

7 6 5 4 3 2 1 
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  ١٧محمد عبدي      

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ جله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستانم

  بحث

 يها د تا سلولين پژوهش تلاش گرديدر ا

ص شده و ي تخليي مغز استخوان موش صحرايميمزانش

پ يپ و ژنوتي فنوت،ي کبديها ز آنها به سلوليپس از تما

 ي و مولکولييايميوشي بيها يابيها با انجام ارز ن سلوليا

)RT-PCR (و ي جداسازين مطالعه برايدر ا. گرددد يتائ 

ط و پاساژ يض محي از تعوMSC يها  سلوليخالص ساز

 ها MSCتر از  ه خلوص بهتر و مناسبي تهيع برايسر

 ذکر شده به يها ز سلولي تماي، برادياستفاده گرد

-HGF ،FGF متشکل از يزيط تماي محي کبديها سلول

 يها  مورد استفاده واقع شد که در آن سلولOSM و 2

ط ي در محOSM و HGF ،FGF-2 در حضور يکبد

 يها د سلوليد توليي تاي برا.کشت به وجود آمده بودند

  . به کار رفتيصي تشخيها  از تستييا  مجموعهيکبد

Xiao-lei SHI و ) ۳۱( و همکارانXin-Qin 

Kang را در ن يد آلبوميتولکه  )۳۲( و همکاران

 مغز استخوان مطالعه يها  مشتق از سلولي کبديها سلول

 تازه يها ن در سلوليآلبومافتند که ي، درکردند يم

 کشت داده شده يها ره شده از مغز استخوان و سلوليآسپ

به شود، اما آنها توانستند  يد نمي توليط عاديدر مح

روز از  ۱۲و  ۶ن را پس از گذشت يد آلبوميتولب يترت
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  …هاي  القاي تمايز سلول      ١٨

 ۱۳۸۸بهار / دوره چهاردهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

ص يافته موش تشخيز ي تمايها ز در سلوليماآغاز ت

پس از  ۲۴و  ۱۵در روز ب ي به ترتنيد آلبوميتول. دهند

د، پس از يزان خود رسي به حداکثر ميزيط تماي شرايالقا

ما در . ط کشت کاسته شدين در محيآن از غلظت آلبوم

 شبه يها ن را در سلوليد آلبوميم توليق توانستين تحقيا

 مغز استخوان رت پس MSC يها  مشتق از سلوليکبد

 به اثبات يزيط تماي شراي روز از آغاز القا۱۲از گذشت 

ن از روز ين پروتئيزان اي کرد ميادآوري يستيبا. ميبرسان

 به بعد ۱۲ قرار گرفت، از روز ياول کشت مورد بررس

ش يج افزاي به تدريزيط کشت تماين ماده در محيزان ايم

زان خود يبه حداکثر م ۲۴که در روز يطوربدا کرد، يپ

مار قرار ي که مورد تييها ط کشت سلوليدر مح. ديرس

زان ين به مي روز آلبوم۱۲نگرفته بودند پس از گذشت 

ار کم بوده  يزان بسين مي، اما ا بودندصي قابل تشخيکم

  .و در حد صفر در نظر گرفته شد

Xiao-lei SHI د يتوانستند تول) ۳۱( و همکاران

 يها ز در سلولي روز از آغاز تما۳ گذشتاوره را پس از 

. ص دهندي موش تشخي هاMSCافته حاصل از يز يتما

. ديزان خود رسي به حداکثر م۱۵د اوره در روز يزان توليم

 و همکاران Xin-Qin Kang که توسط يا در مطالعه

 مغز يها افته از سلوليز ي تمايها تي هپاتوسيرو) ۳۳(

ط کشت يمح، ترشح اوره در استخوان صورت گرفت

ز آغاز يط تماي شراي پس از آغاز القا۲۱ از روز يزيتما

 ييش جزي افزا۲۴ن ماده در روز يزان غلظت اي م،ديگرد

 يسه با گروه کنترل دارايدا کرد که البته در مقايپ

 يري ذکر شود که مقاديستيبا.  بوديدار ياختلاف معن

 به دست آورد چه در مورد يقاتين گروه تحقيکه ا

 تست، از روز يها  کنترل و چه در مورد گروهيها گروه

 که توسط يگريدر مطالعه د. ش بودي به بعد قابل پا۲۱

Xin-Qin Kang) ۳۳( يرو MSCخون بند ناف ي ها 

 ي پس از القا۲۰د اوره از روز يتولانجام گرفت، انسان 

د ي تولن مطالعهيما در ا. ص داده شدي تشخيزيط تمايشرا

ن يزان ايم. ميص داديتشخروز  ۳پس از گذشت را اوره 

 قرار گرفت، از روز ي از روز اول کشت مورد بررسماده

 به يزيط کشت تماين ماده در محيزان اي به بعد م۳

 به ۱۸که در روز يدا کرد، بطوريش پيج افزايتدر

 يزان کميد و از آن به بعد به ميزان خود رسيحداکثر م

 مطالعات يمامباً با تيجه تقرين نتيدا کرد، که ايکاهش پ

ط يدر مح. نه انجام شده متفاوت استين زمي که در ايقبل

مار قرار نگرفته بودند پس ي که مورد تييها کشت سلول

 صورت يزان کميد اوره به مي روز تول۱۸از گذشت 

ن يافته بود، اما ايش ي افزايگرفته بود و با نسبت مشخص

فته ار کم بوده و به اين دليل صفر در نظر گريزان بسيم

 وجود يدار ين دو گروه مورد مطالعه اختلاف معنيشد، ب

دليل كاهش توليد اوره پس از روز ). P<0.01(داشت 

توان به متابوليسم   از آغاز القاي شرايط تمايزي را مي۱۸

 بيان ۱۸تا روز احتمالاً . هاي كبدي ربط داد خاص سلول

افته يژن به حداكثر رسيده و در روزهاي آتي كاهش 

  .است

زان يم) ۳۳( و همکاران Xin-Qin Kangدر مطالعه 

AFPغاز آ پس از ۱۲ ز از رويزيط کشت تماي در مح

ن روز در ين ماده در ايافت، غلظت ايش يز افزايتما

 برخوردار يسه با گروه کنترل از اختلاف قابل توجهيمقا

د و يزان خود رسي به حداکثر م۲۱زان در روز ين ميا. بود

 يا در مطالعه. ن کاسته شدين پروتئي ازانيپس از آن، از م

 و همکارانش انجام گرفت Sai-Nan Shuکه توسط 

 و هم در +Thy-1.1 يها  هم در سلولAFPان يب) ۳۰(

. ش قرار گرفتي به طور مداوم مورد پاMSC يها سلول

 و Wei Li. کردند يان مي را بAFPن دو نوع سلول ژن يا

 پس ۱۴ در روز  راAFPد يتوانستند تول) ۳۴(همکارانش 
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. ص دهنديط کشت تشخي در محيزيط تماي شراياز القا

Raquel Talens-Visconti) ۳۵ ( زان يمثابت کردند که

 يافته دارايمار ي تيها  در نمونهAFPن يان ژن پروتئيب

). P<0.01(باشد  ي با گروه کنترل مياختلاف قابل توجه

) ۳۶(ن بهاروند و همکاران ي که توسط حسيا در مطالعه

 ي و سه بعدي دو بعديها  در کشتAFPان ژن يب

ن انسان ي جنيادي بنيها  حاصل از سلولي کبديها سلول

 يي مورد بحث توانايها  سلول، قرار گرفتيمورد بررس

مطالعه در . اند بوده به بعد دارا ۸ را از روز AFPان ژن يب

د ي، تول مشخص شديمنواسيک اي با استفاده از تکنما

AFPيها  مشتق از سلولي شبه کبدياه  در سلول MSC 

انجام شده  روز ۲۱مغز استخوان رت پس از گذشت 

مار قرار نگرفته بودند پس ي که مورد تييها سلول. است

ن را نداشتند، ين پروتئيد اي توليي روز توانا۲۴از گذشت 

له أن مسيا). P<0.01(دار بود  ين دو گروه معنياختلاف ب

ره شده مغز استخوان رت و ي تازه آسپيها در مورد سلول

ز که به عنوان کنترل ي ني بافت قلبيها ن سلوليهمچن

  .کرد ي به کار گرفته شده بودند، صدق ميمنف

ت يزان فعالي که قبلاً ميا چگونه مطالعهيهتاکنون 

 حاصله از ي کبديها م آلکالن فسفاتاز را در سلوليآنز

شد  قرار داده باي مورد بررسيادي بنيها ز سلوليتما

م ي از آنزيزيت ناچي فعال۱۲پس از روز . وجود ندارد

ت همچنان در طول دوران ين فعاليا. ديمشاهده گرد

ت يت فعالي به نها۲۴که در روز يطوربافت، يز ادامه يتما

مار ي که مورد تييها ط کشت سلوليدر مح. ديش رسيخو

چگونه ي روز ه۲۴قرار نگرفته بودند پس از گذشت 

  .ديمورد آلکالن فسفاتاز مشاهده نگرد در يميت آنزيفعال

Xiao-lei SHI ان ژن يبتوانستند ) ۳۱( و همکاران

TAT يها ز در سلولي روز از آغاز تما۱۲ را پس از 

. ص دهندي موش تشخي هاMSCافته حاصل از يز يتما

 TATان ژن يب) ۳۶(ن بهاروند و همکاران يدر مطالعه حس

ن ي جنيادي بنيها ل از سلول حاصي کبديها در سلول

ق ين تحقيما در ا. رخ داده بود به بعد ۱۲از روز انسان، 

 ي شبه کبدي را در سلول هاTATان ژن يم بيتوانست

 مغز استخوان رت پس از MSC يها مشتق از سلول

 به اثبات يزيط تماي شراي روز از آغاز القا۲۴گذشت 

، مار قرار نگرفته بودندي که مورد تييها سلول. ميبرسان

ره شده مغز ي تازه آسپيها  و سلولي قلبياه سلول

لازم به ذکر . ن ژن را نداشتنديان اي بييوانات استخوان

ن مطالعه مربوط يان ژن در ايج بينکه نتاياست با توجه به ا

توان عنوان کرد که  يباشد، نم ي م۲۴ روز يبه سلول ها

، گر در تناقض استي ديها ج گروهيج حاصله با نتاينتا

 ۱۲ها در روز   سلوليست در صورت بررسرا ممکن ايز

  .ش کرديان ژن را پايز بتوان بين

Xiao-lei SHI افتند که يدر) ۳۱( و همکارانCK-

ره شده از مغز استخوان و ي تازه آسپي در سلول ها18

 در روز يط عادي کشت داده شده در محيها سلول

ن يد ايشود، اما آنها توانستند تول يان نميکم بيست و يب

 در يزيط تماي شراي روز از آغاز القا۶ن را پس از يئپروت

 موش ي هاMSCافته حاصل از يز ي تمايها سلول

 و Sai-Nan Shu که توسط يا در مطالعه. ص دهنديتشخ

 هم در CK-18ان يب) ۳۰(همکارانش انجام گرفت 

 به طور MSC يها  و هم در سلول+Thy-1.1 يها سلول

دو نوع سلول ژن ن يا. ش قرار گرفتيمداوم مورد پا

CK-18کردند يان مي را ب .Wei Li ۳۴( و همکارانش (

 ي پس از القا۲۱ را در روز CK-18د يتوانستند تول

-Xin. ص دهنديط کشت تشخي در محيزيط تمايشرا

Qin Kang) ۳۳ ( د ي، تولزينو همکارانCK-18  را در

 خون بند ناف ي هاMSC مشتق از ي کبديها سلول

ص ي تشخيزيط تماي شرايقا از ال پس۱۶در روز انسان 
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 CK-18ان ژن يب) ۳۶(ن بهاروند و همکاران يحس. دادند

 ي کبديها  سلولي و سه بعدي دو بعديها در کشت

 قرار ين انسان مورد بررسي جنيادي بنيها حاصل از سلول

 مورد بحث يها افتند که سلولين گروه دريا. دادند

ما . عد دارا هستند به ب۸ را از روز CK-18ان ژن ي بييتوانا

 يها  را در سلولCK-18ان ژن يم بيق توانستين تحقيدر ا

 مغز استخوان رت MSC يها  مشتق از سلوليشبه کبد

 به يزيط تماي شراي روز از آغاز القا۲۴پس از گذشت 

مار قرار نگرفته ي که مورد تييها سلول. مياثبات برسان

 را ن ژنيان اي بيي روز توانا۲۴بودند پس از گذشت 

ره شده ي تازه آسپيها ن مسئله در مورد سلوليا. نداشتند

ز که ي ني بافت قلبيها ن سلوليمغز استخوان رت و همچن

 به کار گرفته شده بودند، صدق يبه عنوان کنترل منف

  . کرد يم

  

  

  

  گيري نتيجه

 ،ن مطالعه نشان داد کهيج حاصل از اينتادر مجموع 

، )bFGF(شد  ري فاکتورهاي حاويزيط کشت تمايمح

دگزامتازون و (ها  ، هورمون)OSM و HGF(ها  نيتوکيس

د ي تولييک توانايد آسکوربيت اسيو در نها) نيانسول

 مغز يمي مزاشيادي بنيها ز سلولا را ي کبديها سلول

ار يها بس ن سلولينکه ايبا توجه به ا. داراست استخوان

ن توا ياد وجود دارند، ميزان زيالوصول بوده و به م سهل

 ي با مورفولوژي کبديها  به سلوليابي دستياز آنها برا

 و بعدها در In vitroط يح و عملکرد درست در محيصح

  . بهره گرفتIn vivoط يمح

  

 تشكر و قدرداني

از پرسنل مركز تحقيقات پزشكي مولكولي دانشگاه 

به خاطر همكاري در اجراي مطالعه علوم پزشكي همدان 

  .گردد قدرداني و تشكر مي
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