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Abstract: 

  
Background: Adipose tissue represents an accessible source of mesenchymal stem cells 
(Adipose tissue derived mesenchymal stem cells-ADSCs). ADSCs could be differentiated 
into various mesenchymal stem cells (e.g. chondrocytes, adipocytes, osteoblasts, and 
neuronal lineages). Neurotrophic factors are diffusible polypeptides that have a critical role 
in survival, proliferation and differentiation of stem cells. This study aimed to evaluate the 
proliferative capacity and the expression of some neurotrophic factors such as brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF), ciliary neurotrophic factor (CNTF), glial cell-derived 
neurotrophic factor (GDNF), neurotrophin-3 (NT-3), neurotrophin-4 (NT-4), nerve growth 
factor (NGF) and the expression of nestin in ADSCs. 
Materials and Methods: Rat ADSCs were isolated from the subcutaneous adipose tissue 
using mechanical and enzymatic digestion. These cells were cultured in αMEM 
supplemented with 10% fetal bovine serum. ADSCs of the third passage were evaluated by 
immunocytochemistry to detect the cell surface markers of CD90 and nestin. Reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to study the expression of the 
above-mentioned neurotrophic factors in the ADSCs. Moreover, adipogenic and 
chondrogenic differentiation of ADSCs were induced in-vitro. 
Results: The assessment of ADSCs identity and purity showed that 90% and 80% of the 
stem cells were positive for CD90 marker and nestin, respectively. According to RT-PCR 
results, the above-mentioned neurotrophic factors were expressed in these stem cells. 
Furthermore, a small number of cells were positive for cresyl violet staining. 
Conclusion: Adipose tissue contains a stem cell population that seems to be a good 
multipotential cell candidate for cell replacement therapy. 
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 بنيادي مزانشيمي مشتق هايكشت سلول در عصبيبررسي بيان نستين و فاكتورهاي رشد 
  از بافت چربي

  
قربانيانمحمدتقي 
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  مقدمه
 ;Mesenchymal stem cells) هاي بنيادي مزانشيميسلول

MSCs) تورهاي نوروتروفيك و تمايز به دليل قابليت توليد فاكبه
ها و ضايعات هاي عصبي، كانديد مناسبي براي درمان بيماريسلول

سلول بنيادي توان از بافت چربي به سهولت مي .عصبي هستند
-سلول .]1-3 [و مورد كشت قرار دادنموده  را استخراج مزانشيمي

علاوه بر قابليت ) ADSCs(هاي بنيادي مشتق از بافت چربي 
هاي سلول مزانشيمي مثل ند به ردهنتواير زياد، ميتكث

 همچنين، ].2،1[آديپوسيت و كندرئوسيت تمايز يابند  استئوبلاست،
هاي عصبي تني به انواع سلولها در شرايط درون و بروناين سلول

  .يابندو گليالي تمايز مي
  

 دانشگاه دامغان، زيست شناسيدانشكده  ،استاديار 1
 دانشگاه ،دانشكده زيست شناسي،  زيست شناسي تكوينيكارشناس ارشد 2

 دامغان
  دانشگاه دامغان،دانشكده زيست شناسي، دانشجوي كارشناسي ارشد 3

  :نشاني نويسنده مسوول*
  14155 -1565   ايران، دامغان، دانشگاه دامغان، كدپستي

  0232 5247146: دورنويس                             0912 5318732 :تلفن
  ghorbanian@du.ac.ir :پست الكترونيك

  9/5/90:   تاريخ پذيرش نهايي                            1/3/90 :تاريخ دريافت 

ADSCsو هروش ليپوساكشن از بافت چربي برداشتتوان به را مي 
-7 [ا و كشت نمودبا سانتريفوژ و هضم آنزيمي توسط كلاژناز، جد

ها در شرايط كشت با  MSCهايي در زمينه تمايز  پژوهش].3
 كشتي صورت گرفتهاستفاده از مواد شيميايي، ترانسفكشن يا هم

، هاي نورواپيتليالفيلامان بينابيني سلولگر نستين، بيان نشان  و]9،8[
]. 10-12 [ها گزارش شده استسلول در مرحله ابتدايي تمايز اين

 در ضايعات MSCs كه پيوند اند از مطالعات نشان دادهبرخي
-بقا و بازسازي نوروني، با ترشح فاكتورهاي نوروتروفيك، عصب

هاي پاسخ ].12،11 [دهدزبان و بهبودي را افزايش ميهاي مي
 توانندنميزاد هاي درون NSCتوسط توليد شده نوروتروفيك 

جبران طور كامل هبرا  CNSهاي فقدان نوروني موجود در بيماري
-نبنابراين استفاده از فاكتورهاي خارجي جهت تحريك نورو. كنند
هايي كه براي تحريك نوروژنز يكي از سلول.  لازم استزايي

- كه با بيان فاكتورهاي رشد و سيتوكينهدبو MSCs ،مناسب است

اين پژوهش، از هدف  .]14،13،11 [كندها نوروژنز را فعال مي
 موش صحرايي از بافت ADSCهاي لولاستخراج و كشت س

چربي زير جلدي و بررسي قابليت تكثير، تمايز و بيان فاكتورهاي 
  .  است تنيمحيط بروننوروتروفيك و نوروفيلامان نستين در 

  :خلاصه
 Adipose tissue-derived mesenchymal stem( هاي بنياديبافت چربي منبع قابل دسترسي براي سلول: سابقه و هدف

cells; ADSCs (حياتي دارند نقش اديبني هايسلول تمايز و تكثير بقا، در كه هستند هاييمولكول نوروتروفيك، فاكتورهاي .است .
 و NGF ،CNTF ،NT3 ،NT4 ،GDNF(اين مطالعه بررسي ظرفيت تكثيري و قابليت بيان فاكتورهاي نوروتروفيك از هدف 

BDNF (ساز عصبي هاي پيشو همچنين بيان فيلامان بينابيني سلول)در )نستين  ADSC باشدميها.  
ها اين سلول. روش هضم مكانيكي و آنزيمي جدا شد صحرايي بزرگسال بهها از بافت چربي زيرجلدي موشADSC  :هاروش مواد و

گرهاي روش ايمنوسيتوشيمي براي نشانهاي پاساژ سوم بهسلول. كشت شدند FBS  درصد10 غني شده با سرم αMEMدر محيط 
CD90بيان فاكتورهاي نوروتروفيك ذكر شده در .  و نستين مورد ارزيابي قرار گرفتند ADSCروش ها بهRT-PCRصورت گرفت  .
  .هاي چربي و استخوان تمايز داده شدندها در محيط القايي به سلول اين سلول،همچنين
گر  نشانآنها براي درصد 80 و CD90گر ها براي نشان سلول درصد90ها نشان داد كه ADSC  ارزيابي تعيين هويت و خلوص :نتايج

 ،اين علاوه بر. اندها بيان شدهشان داد كه فاكتورهاي نوروتروفيك اشاره شده، در اين سلولننيز  RT-PCRنتايج . اندنستين مثبت بوده
  . ها به كرزيل ويوله واكنش دادندتعداد كمي از سلول

ند تواند كانديد مناسبي براي پيودليل قابليت تكثير و توان تمايزي مي بافت چربي داراي جمعيت سلولي بنيادي است كه به:گيرينتيجه
  .در آينده باشدسلولي 

   سلول بنيادي مزانشيمي، فاكتورهاي نوروتروفيك، نستين:واژگان كليدي
 322-330 صفحات ،1390زمستان ،4 شماره ،پانزدهمدورهض،يفيپژوهش–يعلمفصلنامه                                                                    
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 قربانيان و همكاران

4 324 شماره |15 دوره |1390 زمستان |ضيف فصلنامه

  هامواد و روش
  ها استخراج و كشت سلول

 حيوانات، روى بر كار اخلاقى اصول رعايت منظوربه
 زيست دانشكده اخلاقي كميته كار دستور اساس برمطالعه حاضر 

 موش از ،تجربي مطالعه اين در. شد انجام دامغان دانشگاه شناسي
 كلروفرم توسط حيوانات . گرديداستفاده ويستار نژاد بالغ صحرايي

اي از بافت استريل، قطعه شرايط با رعايت و شده كاملا بيهوش
راج و جهت استخگرديده  جدا، )حدود يك گرم (چربي زير جلدي

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از سلول. مورد استفاده قرار گرفت
هضم آنزيمي توسط كلاژناز  مكانيكي و هضم از بافت چربي پس

 Krebs-Ringer Bicarbonateدر كلاژناز  درصد2/0 محلول(

Buffer(، شدند استخراج. ADSCs  محيط در α-MEM (Gibco) 
استرپتومايسين -يلينسو پني  FBS (Gibco) غني شده با ده درصد

)Gibco (25 يك درصد در فلاسكcm2)Falcon ( كشت داده
 درصد CO2 5 درجه سانتي گراد، و 37 با دماي ،در شرايط  وهشد

هاي شناور ساعت با تعويض محيط، سلول  48  پس از. قرار داده شد
پس از رسيدن . چسبيده به كف فلاسك جدا گرديدند هاي از سلول
 درصد 25/0به كمك تريپسين  درصد 80 تا70 كمها به تراسلول

ها از كف فلاسك سلول(Merck) درصد  EDTA 02/0همراه به
 subculture  سلول در هر فلاسك5×105كم اتر  باوشده جدا 
براي  .دگردي استفاده ومهاي پاساژ س در اين تحقيق از سلول.شدتهيه 

 )ابر شدنزمان دو بر (سرعت تكثيرتعيين  ارزيابي حيات سلولي و
ت شده در  كش و بافت چربي استخراج شده ازMSCsهاي سلول

 در  ساعت پس از كشت72 و 48، 24شرايط فوق الذكر، در 
)  (Hemocytometerش هموسايتومتريرو به5 تا 2پاساژهاي 

ها دار كردن سلولروش نشاناستفاده از  مچنين، باه .شمارش شدند
 Brduبادي آنتي ا آنتي و انجام ايمنوسيتوشيمي بBrduتوسط 

سلولي صورت  شمارششده و رنگ ها سلول HRPكونژوگه با 
  .گرفت
    ADSCs تمايزي توان بررسي

 پليت شش دوم در هاي پاساژسلول: استئوژنيك تمايز

 Osteocyte(استخوان  به تمايزالقاكننده،  محيط  حاويخانه

Differentiation Medium, Stem cell technology, BON 
 با هاسلول  تمايز،روز 21 پس از گذشت. كشت شدند )1008
 Alizarin Red S, Sigma(  ردآليزارين آميزي رنگ روش

A5533-23G(ها با  ابتدا سلول.، بررسي شدPBSو شده   شسته
گراد در معرض محلول  درجه سانتي4 ساعت در دماي 1مدت 

-ها بهسپس سلول. ند درصد قرار داده شد4فرمالدئيد پارافيكساتيو 

 و در محلول رنگي آليزارين رد قرار گرفته دقيقه در معرض 2مدت 

و پس از خشك شدن با شده ها با آب مقطر شسته نهايت سلول
  .ندديگردميكروسكوپ مشاهده 

 ADSCsبراي تمايز به سلول چربي  :آديپوژنيك تمايز
به  تمايزالقاكننده،  محيط خانه حاوي پليت شش دوم در پاساژ

 Adipocyte Differentiation Medium, Stem cell(چربي 

technology, BON 1007( 21 پس از گذشت. كشت شدند 
 ,Oil Red O(رد  يلاُ آميزي رنگ  روشبا هاسلول  تمايز،روز

Sigma O0625-25G(ها با سلولبدين ترتيب كه  ؛، بررسي شد
PBS  گراد  درجه سانتي4 ساعت در دماي 1مدت  بهوشده شسته
 .ند درصد قرار داده شد4فرمالدئيد پارا رض محلول فيكساتيو در مع
 15 تا 10مدت و بهشده  درصد شسته 70ها با الكل  سلول،سپس

 يدر مرحله. ندداده شديل رد قرار دقيقه در معرض محلول رنگي اُ
 درصد 70 بار با الكل 3ها ده و سلولگرديبعد محلول رنگي خارج 

  .ندديمشاهده گردبا ميكروسكوپ شده و شستشو داده 
  آميزي كرزيل ويوله رنگ

- شبهيها سلولشناسيريختبررسي  و شناسايي براي

سوسپانسيون سلولي بر روي لامل ، خوديهعصبي و تمايز خودب
. كشت شد )sigma(  درصد1/0  ژلاتينبااستريل پوشيده شده 

 درصد 4با استفاده از محلول ها ابتدا نمونهزي آمي رنگبراي
 فيكس شده و پس از مدت نيم ساعت به)Sigma (دئيدپارافرمال

 انجام هاي با درجات نزوليدهي در الكلآب و PBSشستشو با 
 2-5مدت قرار دادن در محلول كرزيل ويوله به مرحله بعد،در . شد

گيري  فرايند آب. صورت گرفتPBS شستشو با  و پس از آندقيقه
 انجام شده و )ربههر كدام يك ض( صعوديهاي  با غلظتدر الكل 

 ) دقيقه10در دو مرحله هر بار (شفاف كردن با گزيلول عمل 
، )Sigma(  انتالن استفاده از چسپبا خاتمه در .صورت گرفت

 برداري و با ميكروسكوپ مشاهده و عكس شدهها چسباندهلامل
  .شد

   ايمنوسيتوشيمي
استخراج شده از بافت  ADSCs  هويتنييع تبراي

ها بر روي لامل آغشته به ژلاتين با  سلول پس از كشت،چربي
 ،ايمنوسيتوشيميروش  بهسلول،متر مربع در سانتي 5×104تراكم 
 ,nestin  )1:100( )Sigma هاي آنتي باديها با آنتينمونه

N5413(، آنتيو CD90   )1:20( (Miltenyi Biotec-

،  PBSها با وي سلولشپس از شست. ند شدارزيابي (130094524
-سپس به. ثبوت انجام شد درصد 4دقيقه در پارافرمالدهيد   20 تمد

درصد و مدت  Triton X-100 3/0 دقيقه در معرض   15مدت 
 از آن، پس.  قرار داده شدند  بز نرمالدرصد  10دقيقه سرم   15

درجه و شرايط مرطوب در   4  شب در دمايمدت يكها بهنمونه
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پس از . انكوبه گشتند 90CD   و nestinمعرض آنتي بادي اوليه 
گراد درجه سانتي  37  ساعت در دمايمدت يكها بهنمونه ،شستشو

خرگوش  ضد ثانويه باديآنتي با ترتيببهو شرايط مرطوب 
)1:100( (Chemicon, AP132F) به  كونژوگه  FITCو آنتي 

 )1:100( به رودامين كونژوگه) 1:100 (موش ضد ثانويه بادي
(Millipore-AP124R)  در پايان .تاريكي انكوبه شدنددر 

و ) Nikon Eclipse-E600(سكوپ فلورسنت ها با ميكرونمونه
) DXM 1200 Nikon Digital Camera( دوربين ديجيتال
بادي  از آنتيBrduگر براي نشان .برداري شدندمطالعه و عكس

بادي ثانويه و آنتي) Brdu) B2531 sigma ()1:100آنتي 
با .  استفاده شد)HRP) A2304 sigma() 1:200 كونژوگه به

-ها رنگ نمونه)Diaminobenzidine )DAB استفاده از محلول

بادي با حذف آنتي براي آزمودن درستي روش كار. شدآميزي 
-باديبراي هر يك از آنتي. مثبت كاذب كنترل گرديدواكنش  ،اوليه

  .ها در هر گروه سه بار تكرار انجام شد
  RT-PCR روش بررسي
‐Reverse Transcription (روش هـا، از ژن بررسى براي

Polymerase Chain Reaction; RT-PCR ( بـراي . شد استفاده 
 مورد نظر در پاساژهاي مختلف، بـا  هايسلول  كل RNAمنظور اين

 جداسـازي  سـيناژن  دستور كـار با  مطابق و RNX- Plus از استفاده

 انجـام  بـا  شـده   استخراجRNAكيفيت  از يافتن اطمينان از پس. شد
  cDNAتهيـه  بـراي  اسپكتروفتومترى، و زوآگار ژل روي الكتروفورز

 oligoپرايمـر  از و اسـتفاده  RNA ميكروگرم 5/0با اي زنجيره تك

(dt) كريپتاز معكوس ترانس آنزيم  و [Revert Aid First Strand 

cDNA synthesis Kit(K1622, Fermentas, EU)] شد،   تهيه
 ادامـه  در). گرفـت  انجـام   ميكروليتر20نهايى  حجم  درRT واكنش(

 تهيـه  جهت وشده انجام  ميكروليتر 25نهايي  حجم در  PCRواكنش 
كيـت   از) RTواكنش  محصول( الگو DNAبر  علاوه مذكور، حجم

PCR) دستپايين بالادست و هاىپرايمر پيكومولار 10 ، و)كلونسينا 
 ،بـراي ادامـه كـار    نظـر  مورد محج ساختن آماده از پس. شد استفاده

 2مدت گراد بهدرجه سانتي  94 اوليه شدن باز شرايط با PCRواكنش 
 مـدت بـه   گراد درجه سانتي  94 باز شدن شرايط  هاي با   سيكل ودقيقه،  

 72  گـسترش ثانيـه،     30 مدتگراد به درجه سانتي   55  تصالثانيه، ا   30
 سـيكل، مرحلـه     34از اتمام   ثانيه و پس      30مدت  به گراددرجه سانتي  

 دقيقـه انجـام     5مدت  گراد به سانتي درجه   72 نهايي در دماي     گسترش
 PCRواكـنش   محـصول   ميكروليتـر از 8واكـنش،   اتمام از  بعد.شد

 β2M β2 (ژن. شـد  بررسـى  درصد 5/1آگار  ژل الكتروفورز توسط

microglobulin;( تـوالي و    .شـد  عنوان ژن كنترل داخلي استفاده    به
  . آمده است1  شمارهها در جدولپرايمريابي دستره شما

  

  
   بانك ژنها دريابي آن توالي پرايمرهاي مورد استفاده، اندازه و شماره دست-1  شمارهجدول

  توالي پرايمر bp اندازه  كد دسترسي نام ژن

NGF NM-012610 164  F: 5'-CCTCTTCGGACACTCTGGA-3' 
R: 5'-CGTGGCTGTGGTCTTATCT-3' 

CNTF NM-013166 70  F: 5'-CTG GCT AGC AAG GAA GAT TCG-3' 
R: 5'-CAG GCC CTG ATG TTT TAC ATA AGA-3' 

NT3 NM-031073 181  F: 5'-AGG TCA GAA TTC CAG CCG AT-3' 
R: 5'GTT-TCC-TCC-GTG-GTG-ATG-TT-3' 

NT4 NM-013184 213 F: 5'-TATGTGCGGCGTTGACTGC-3' 
R: 5'CACAGTCAGAAGGCACGGTA-3' 

GDNF NM-019139 254  F: 5'-GAC TCC AAT ATG CCC GAA GA-3' 
R: 5'-TAG CCC AAA CCC AAG TCA GT-3' 

Β2m NM-012512 318 F: 5'-CCG TGA TCT TTC TGG TGC TT-3' 
R: 5'-TTT TGG GCT TCA GAG TG-3' 

BDNF D 10938 405  F: 5'-GCC CAA CGA AGA AAA CCA TA-3'                       
      R: 5'-GAT TGG GTA GTT CGG CAT TG-3' 

  
  آماري آناليز

  SPSS افزارنرم از استفاده با هاداده تحليل و تجزيه           
 اختلاف بررسي براي آماري محاسبات. گرفت انجام 16ويرايش 

 در پاساژهاي مختلف ADSCهاي برابر شدن سلول بين زمان دو
 تعقيبي آزمون آن الدنببه و طرفهيك واريانس آزمون از استفاده با

Tukey 05/0 نتايج آماري استنتاج مرز. شد انجامP≤ نظر در 
  . شد گرفته

  
  نتايج

كشت اوليه با هاي بنيادي مشتق از بافت چربي در سلول
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تدريج در پاساژهاي د، كه بهنشواشكال مختلف سلولي ديده مي
، مزانشيميهاي سلول. شوددست ميبعدي، فنوتيپ سلولي يك

از كشت اوليه كف ظرف س  روز پ3 تا 2  كههايي هستندسلول
-مي)  درصد80 تا confluency )70 و به تراكم كشت را پر كرده

ه د ش تكثيرسرعت به،هديظرف كشت چسبها به اين سلول .رسيدند
ها  تعدادي از سلول. به سه شكل در محيط نمايان هستند معمولاو

 و برخي شتهوچك داكه در حال تكثير هستند ظاهري كروي و ك
دهند به شكل خود اختصاص ميها را بهديگر كه بيشتر سلول

 از تعداد كمي .شوند فيبروبلاستي مشخص ميدوكي و شبه
ها، تر از ساير سلولصورت پهن و از نظر اندازه بزرگها بهسلول

هاي دوكي  سلول).1  شمارهشكل( شوندميدر محيط كشت ديده 
هاي مزانشيمي مشهودتر سلولبين انند در با ظاهر فيبروبلاست م

 از سرعت تكثير سلولي كاسته شده و ،در پاساژهاي بالاتر. است
 ارزيابي ميزان .يافتتغيير تر هاي پهنها به سلولمورفولوژي آن

 در ها درصد سلول95 بيش از كه ،نشان داد  سلوليحيات
-  سلولمقايسه زمان دوبرابر شدن .پاساژهاي مختلف زنده بودند

 واريانس پاساژهاي مختلف، بر اساس آزمون  درADSCهاي 
فرض همگني . )2 جدول شماره (صورت گرفت طرفه يك

نتايج ) Levene's test( آزمون لون ه وها بررسي گرديدواريانس
 ،نتايج.  نرماليتي برقرار بود،همچنين .داري را نشان ندادمعني

  نشان دادداري را بين پاساژهاي مختلفاختلاف معني
)05/0P≤ .( مقايسه زوجي با آزمونTukeyفقط اختلاف معني  -

 داري را بين پاساژ پنجم با هر يك از چهار پاساژ ديگر نشان داد
)05/0P≤ .(نبوددارهاي زوجي معنيساير مقايسه .  

  بررسي ايمنوسيتوشيمي
 ايمنوسيتوشيمي عليه ADSCs هويت نييعجهت ت

  نتايج نشان داد كه. جام شد انCD90و  nestinگرهاي نشان
ADSCs گر نشانCD9080ميزان به و نستين را 90 ميزانبه  را 

گر براي هر نشان ).3 و 2 هاي شمارهشكل( كننددرصد بيان مي
 20 هاي، سلولصورت تصادفيسه بار تكرار و براي هر نمونه به

  .شدندشمارش زمينه 
  

  
كه در  4پاساژ  ADSCs كنتراست فاز مشاهده تصوير -1شكل شماره 

  . حاوي سرم ده درصد كشت داده شدندαMEMمحيط 

  
روش بنيادي مزانشيمي بههاي سلول هويت نييعت  -2 شماره شكل

 CD90گر  كه به نشان ADSCsهاي سلولمشاهده . ايمنوسيتوشيمي
تصوير فلورسانس رنگ شده ) B. (تصوير فازكنتراست )A(اند پاسخ داده

  با رودامين
  

  
گر نستين به روش ايمنوسيتوشيمي در  بررسي بيان نشان-3 شماره شكل
 گر نستين كه به نشان ADSCsهايسلولمشاهده  . ADSCsهايسلول

تصوير فلورسانس رنگ شده ) B. (تصوير فازكنتراست )A( اندپاسخ داده
  .FITCبا 

  

  
 S 5 ،S كل سلول كه باندهاي RNA الكتروفورز (A) -4شكل شماره 

 نوروتروفيك فاكتورهاي الگوي بيان ژن (B). شود ديده ميS  28 و18
 روش استخراج شده از بافت چربي بههاي بنيادي مزانشيميسلولدر 

RT-PCR از چپ به راست. شودكه در تصوير الكتروفورز آن ديده مي 
(NGF, CNTF, NT3, NT4, GDNF, β2M, BDNF)  

  

  
، A القا نشده ADSCهاي ولتصوير فازكنتراست سل -5شماره  شكل

 و Bهاي چربي  به سلولADSCs  يافتهتمايزهاي مشاهده سلول
   Alyzarin  وOil Red-O كه به ترتيب با رنگ آميزي Cاستخواني 

Red شودنشان داده مي.  

B 
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-نشان Brdu كه با ADSCهاي  ارزيابي تكثير سلول-6 شماره شكل

 هسته Brduبادي آنتي  آنتي با كهپس از ايمنوسيتوشيميدار شده و 
  .شونداي ديده ميقهوهبه رنگ  ي تكثير شدههاسلول
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شماره پاساژهاي متوالي

*

 در ADSCهاي برابر شدن سلول  مقايسه زمان دو-1نمودار شماره 
 برابر شدن پاساژ پنجم با هر مقايسه زوجي زمان دو. پاساژهاي مختلف

) ≥05/0P(دار اختلاف معنيي يك از پاساژهاي ديگر نشان دهنده
  .باشدمي

  
   در پاساژهاي مختلفADSCsبرابر شدن   زمان دو-2 شماره جدول

 تعداد پاساژ تعداد سلول كشت 
 شده

تعداد سلول برداشت 
 شده

زمان دو برابر شدن 
)ساعت(  

1  500000  2409000  3/23  

2  500000  2303333  3/23  
3  500000  1711666  9/26  

4  500000  1288333  39 
5  500000  1223333  53/40  

 در پاساژهاي مختلف بر اساس فرمول زير محاسبه شده ADSCsمان دو برابر شدن ز
 PDT= total time elapsed/number of generations                      :است

R=3.32(log Nh-log Ni)/(t2-t1)                           PDT= 1/R               
PDT :ها  مان دوبرابر شدن سلول   زR :   ،سرعت تكثيرNh: هاي برداشـت   سلول  تعداد
  مدت زمان كشت): t2-t1(، هاي كشت شدهتعداد سلول: Ni، شده

  
  بحث

شناخته  MSCsعنوان اولين منبع هرچند مغز استخوان به
ديگر نيز استخراج و هاي توان از بافتها را مي سلولشده، اما اين
استخوان از بافت   مغزي بالغ همانند بافت چرب.كشت نمود

هاي بنيادي مشتق از  نام سلولا ب ومزانشيمي جنيني منشا گرفته
-بافت چربي يكي از غني. شودمي شناخته) ADSC(بافت چربي 

هاي بنيادي است كه به سادگي بدون آسيب ترين منابع داراي سلول

توان ا ميها ر اين سلول،چنينهم. شوندبه بافت، تهيه و كشت مي
رد پيوند صورت اتوگرافت بدون نگراني از از فرد بيمار تهيه و به

منبع سلولي مناسبي  ADSCs .]15،8 [دبراي درمان استفاده نمو
ها براي سلول استفاده از اين سلول. براي پزشكي ترميمي هستند
دليل استخراج ساده آنها از بافت چربي درماني و مهندسي بافت به

اين  ].16 [شودبت به مغز استخوان ترجيح داده ميزير جلدي نس
سادگي از بافت چربي انسان برداشت توان بهجمعيت سلولي را مي

و رده هاي با منشا مزانشيمي لسلو به انواع  در محيط كشت،و
- سلولFridensteinاولين بار  ].17،8،2 [تمايز دادسلولي عصبي 

 هماتوپوئيتيكهاي غيرلهاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان را سلو
اين . تي معرفي نمودندني فيبروبلاسو چسبنده با قابليت تشكيل كلو

 كه قادرند در شرايط) CFU-Fs(ني فيبروبلاستي وواحدهاي كل
ديپوژنيك و آهاي استئوژنيك، به سلولتني درون و برون

ها از  ADSC حاضر، مطالعهدر  ].18-20 [كندروژنيك تمايز يابند
با استفاده از روش موش صحرايي بالغ زير جلدي  بافت چربي

  انجام سانتريفوژ،و) آنزيم كلاژناز(هضم مكانيكي و آنزيمي 
سرعت به ها در كشت اوليه بهاين سلول. كشت شداستخراج و 

 روز ظرف كشت را كاملا 3 تا 2كف فلاسك چسبيده و با گذشت 
ود، بيشتر شگونه كه در تصاوير مشاهده ميهمان. دندمفروش نمو

در ساير  .دارندو فيبروبلاست مانند  كشيده ،ها ظاهري دوكيسلول
ها با استفاده از هضم آنزيمي توسط  نيز كشت اين سلولهاپژوهش

 عبور از فيلترهاي مخصوص انجام شده كلاژناز و سانتريفوژ و يا
هايي با خاصيت چسبندگي به  به سلولADSCs .]8 [است

 .]18 [دشو مياطلاقكثيري و چند ظرفيتي تخودپلاستيك و قابليت 
ها قايل هستند هايي كه براي اين سلوليكي از مزيت ،چنينهم

نتايج پژوهش حاضر نشان داد  ].19 [تسرعت تكثير بسيار بالا اس
 متعدد با يكديگر اختلاف هايپاساژها در ADSC سرعت تكثيركه 

تر، بيشتر يين تكثير سلولي در پاساژهاي پاداشته و سرعت و توان
 برابر شدن زمان دوافزايش  دهندهنشان  نيز،2  شماره جدول.است

ADSC در پاساژ دوم زمان دو  و است متواليها در پاساژهاي
اين . باشدساعت مي 53/40و در پاساژ پنجم  33/23برابر شدن 

افزايش زمان در پاساژهاي بالا نشان از كاهش سرعت و ظرفيت 
 در مورد زمان دو برابر  اندكيهاگزارش. ها استتكثيري سلول

 Chenتوان به گزارش شدن سلولي وجود دارد كه در اين مورد مي
 MSCsزمان دو برابر شدن در  و همكاران اشاره كرد كه در آن

ارزيابي  ].6 [ ساعت گزارش شده است26  انسانخون بند ناف
 95 كه د نشان داروش هموسايتومتر و شمارش سلولي به،حيات

ها با دار كردن هسته سلولنتايج نشان. ها زنده بودنددرصد سلول
Brdu90است كه بيش از ها  نشان دهنده قابليت تكثير اين سلول
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 تصوير( ها در هر نوبت پاساژ سلولي تكثير يافتند درصد سلول
 MSCsبراي اطمينان از درجه خلوص و تعيين ماهيت  .)6شماره 
 مورد گرهاييكي از نشان. شودددي استفاده ميگرهاي متعاز نشان
است و  هاي بنيادي است كه پروتئين سطحي سلولCD90استفاده 

 ].21-23 [دهندگر پاسخ مثبت مي به اين نشانADSCs درصد 96
نشان داد  CD90گر  براي نشاندر پژوهش حاضر ايمنوسيتوشيمي

 تصوير (انددهواكنش مثبت داگر ها به اين نشان درصد سلول90 كه
چند ظرفيتي اين براي نشان دادن قابليت  ،چنينهم). 2شماره 
. نيز صورت گرفت چربي و استخوان يهابه سلولتمايز ها، سلول

 ADSCs برو استئوژنيك ديپوژنيك آ پس از اثر محيط تمايزي
تدريج مورفولوژي شبيه سلول چربي و استخوان ، بهكشت شده
 آميزي اختصاصي انجام شدرنگهفته  و پس از سه هظاهر گرديد

 تمايز چربي با تجمع قطرات ليپيد از هفته اول .)5 شماره تصوير(
 قابل Oil Red-O  روز با رنگ آميزي21آغاز مي شود كه پس از 

 يتمايزدر شرايط كشت  ADSCs همچنين. مشاهده است
 ماتريكس خارج وشده با توليد فسفات كلسيم توليد استئوژنيك 

 Alyzarin Red روز با رنگ آميزي 21 پس از عدني،مسلولي 
پس ها اين سلول دهد كهساير مطالعات نشان مي. گرددمشاهده مي

ي آديپوژنيك و استئوژنيك، تمايز روز كشت در محيط 21 تا 14از 
وقتي كه  ].23،18 [نداهتمايز يافت هاي چربي و استخوانبه سلول

ده از مغز استخوان در هاي بنيادي مزانشيمي استخراج شسلول
گيرند و يا معرض برخي از مواد القا كننده يا فاكتورهاي رشد قرار 

 ].22 [ندكنشوند، نستين را بيان مي پاساژ كشت 10براي بيش از 
) پروژنيتور(هاي زاينده طور معمول براي شناسايي سلولنستين به

نستين  .گيردعصبي در دستگاه عصبي مركزي مورد استفاده قرار مي
  استساز عصبيهاي نورواپيتليال و پيشفيلامان حدواسط سلول

 ].23 [شوند تكوين دستگاه عصبي بيان ميدر مراحل ابتداييكه 
- سلول،BMSCد كه علاوه بر ندههاي قبلي نيز نشان ميپژوهش

گر تمايزي اين نشاننيز در مرحله پيش) NSC(هاي بنيادي عصبي 
شود مي ديده 3 شماره كه در تصويروري ط همان.كنندرا بيان مي

 در شرايط كشت 5 تا 4 پاساژ ADSCهاي سلول درصد 80
 كشت طولاني ،چنينهم. را بيان نمودندنستين گر معمولي نشان

ها بر روي لامل آغشته به ژلاتين مورفولوژي مدت اين سلول
 كه دهدعصبي را نشان ميله بلند شبههاي چند قطبي با استطاسلول

-ها رنگ مي درصد سلول10ويوله، حدود آميزي كريزيلرنگدر 

هاي نستين ADSCيك مطالعه نشان داده شده است كه  در .گيرند
  و به سلول شوان  نوروسفر توليد كرده ، رشدهايمثبت با القا فاكتور

 و ترميم و بهبود عصب حركتي آسيب ديده را افزايش يافتهتمايز 
تني برون و درون در شرايط MSCsمايز در زمينه ت ].2 [دندهمي

 ولي در زمينه بيان نستين و تمايز ،هاي متعددي وجود داردگزارش
توليد و ترشح .  گزارشي وجود نداردADSCsخودي هخودب

يكي از  ،ها و عوامل نوروتروفيك، سيتوكينفاكتورهاي رشد
 ].24-27 [شودمحسوب مي مزانشيميهاي بنيادي هاي سلولقابليت

ADSCsبيان فاكتورهاي نوروتروفيك مثل تني درون در شرايط 
NGF ،GDNF و BDNF هايبررسي ].28-32 [نداهنشان داد را 
بيان و توليد قابليت داراي ها كه اين سلول دنده نشان ميمختلف

فعال بيولوژيك هاي برخي از فاكتورهاي نوروتروفيك و مولكول
هاي عصبي آسيبيده ترميم  در پدمحافظ اعصاب و داراي اثر موثر
ها ADSC  دهد كهنتايج پژوهش حاضر نيز نشان مي ].33 [باشندمي

، NGF ،CNTF ،NT3 ،NT4/5فاكتورهاي نوروتروفيك 
GDNF  وBDNF  را در سطحmRNA دننمايبيان مي. 

هاي براي بقا سلول BDNF و NGFفاكتورهاي نوروتروفيك مثل 
 و  HGF،VEGF ،NGF توانند ميADSCs و بودهعصبي مهم 

BDNFفاكتورهاي  ].15،14 [ كنند در سطح پروتئين توليد
ها نوروتروفيك علاوه بر دخالت در تكوين عصبي در بهبود آسيب

نقش اين فاكتورها در  .دنمان ضايعات عصبي نيز نقش دارو در
صبي، رشد آكسون و دندريت نشان داده شده ، تمايز عزاييننورو
اثرات قابليت تمايزي و يل لدها بهاين سلول پيوند ].34،15 [است

را بر بافت ميزبان باقي   خودزادتواند نقش درون مينوروتروفيك
  .گذارد

  
  گيرينتيجه

هاي بنيادي توان سلولمي  حاضر مطالعهتوجه به نتايج با 
دليل قابليت خودتكثيري و ظرفيت مزانشيمي بافت چربي را به

چنين بيان فاكتورهاي و همتمايزي، بيان فاكتور نستين 
ها و سلول مناسب براي درمان بيماريعنوان بهنوروتروفيك، 

  .ضايعات عصبي معرفي كرد
  

  تشكر و قدرداني
خاطر پرداخت هزينه مواد، وسايل و  به از دانشگاه دامغان

. گردددر اختيار گذاشتن امكانات آزمايشگاهي تقدير و تشكر مي
ه جز پايان نامه دانشجويي و بخش  بخشي از اين مقال،چنينهم

هاي بنيادي  مصوب ستاد سلولديگر در غالب طرح پژوهشي
  . بوده استمعاونت علمي و فناوري رياست جمهوري
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