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Abstract: 

   
Background: Fetal bovine serum (FBS) is immunogenic for human and may transmit 
infection in the case of transplantation. So, this study aimed to compare the proliferation and 
survival rates of human adipose stem cells (hASCs), and their neurotropic factor genes 
expression in serum-containing and serum-free media.  
Materials and Methods: In this experimental study, stem cells were extracted from the 
abdominal subcutaneous adipose tissue of 15 cesarean women and cultured in α-MEM 
containing 10% of FBS or serum-free medium. The stemness of fourth passage of the cells 
was confirmed using the flow cytometry method, and their differentiation into adipocytes 
and osteocytes was also confirmed. Cell proliferation and survival were assessed using 
hemocytometry and MTT [3- (4,5-Dimethyltiazol-2-yl) -2,5-Diphenyltetrazolium bromide] 
methods, respectively. In addition, the expression of neurotrophic factor genes was analyzed 
by the real-time polymerase chain reaction method. 
Results: The cells had positive response to CD44, CD73, CD90, and CD105 markers, while 
they responded negatively to CD34 and CD45 markers and had the ability to differentiate 
into adipocytes and osteocytes. The survival and proliferation of the cells cultured in the 
serum-based medium for 48 hours were significantly increased compared to those cultured 
in the serum-free medium. Moreover, serum resulted in a significant increase in BDNF and 
NT-3 genes expression, compared to the cells cultured in the serum-free medium. 
Conclusions: More suitable cells can be provided for transplantation with serum deletion 
and culture medium optimization. The results can be matched to find an appropriate 
replacement for FBS. 
 
Keywords: Human adipose stem cells, Neurotrophic factors, Proliferation, Survival, Serum 
 
* Corresponding Author. 
Email: kashani@du.ac.ir  
Tel: 0098 937 454 9803  
Fax: 0098 233 522 0120                                                                                                   CCoonnfflliicctt  ooff  IInntteerreessttss::  NNoo                                             
                                               Feyz, Journal of Kashan University of Medical Sciences, April, 2018; Vol. 22, No 1, Pages 83-93 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Please cite this article as: Amiri A, Haji-Ghasem-Kashani M, Ghorbanian MT. The study of neurotrophic factor genes expression of 
human adipose stem cells cultured in serum-containing and serum-free media. Feyz 2018; 22(1): 83-93. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
21

 ]
 

                             1 / 11

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3342-en.html


84 

هاي بنيادي چربي انساني كشت شده در ژن هاي فاكتور نوروتروفيك در سلول بررسي بيان
  دار و بدون سرمهاي سرممحيط

  
آرزو اميري

1
، مريم حاجي قاسم كاشاني

1*
، محمد تقي قربانيان

1  

  

  مقدمه
بافت چربي از لايه مزودرم جنيني مشتق شده و در هر دو 

بافت چربـي ارگـاني   . ]1[ يابددوره پيش و پس از تولد تكوين مي
 سـوم ديگـر  هاي بالغ و دوديپوسايتآسوم آن پيچيده است كه يك

پسـتانداران دو نـوع   در تكامـل  . ها استتركيبي از انواع سلول آن
 ؛است شناسي را حفظ كردههاي مختلف بافتبافت چربي با كيفيت

 اي كه توسط انـواع مختلـف  بافت چربي سفيد و بافت چربي قهوه
هاي متفاوتي در اند و هركدام نقشهاي بالغ تركيب شدهديپوسايتآ

هاي سفيد ذخيـره  ديپوسايتآعملكرد اوليه . متابوليسم انرژي دارند
صورت چربي و تجهيز آن در پاسـخ بـه نيازهـاي    انرژي اضافه به
هاي انباشته شده اي از چربيهاي قهوهديپوسايتآ. متابوليكي است

  .كننداد شده در فرم گرما استفاده ميعنوان انرژي آزبه
  
دانشكده زيست شناسي و پژوهشكده علوم زيستي، دانشگاه دامغان، دامغان،  1

  ايران 
  :  نشاني نويسنده مسئول *

  دامغان، دانشگاه دامغان، دانشكده زيست شناسي
  02335220120 : دورنويس                                  09374549803: تلفن
   Kashani@du.ac.ir :ت الكترونيكپس

                                             1396/9/12 :تاريخ پذيرش نهايي                                   1396/3/1 :تاريخ دريافت

دچار تغييرات مورفولوژيك شده  انسانطول رشد اي در چربي قهوه
. وان در انسان بالغ يافتتاي از آن را نميو درنهايت هيچ مجموعه

توان در چندين مجموعه جداگانه و متمايز چربي سفيد را مي
هاي چربي آن بافت آناتوميكي يافت كه دو زيرمجموعه عمده

هاي سلول. ]2[ و بافت چربي زيرجلدي است احشايي و شكمي
توان در هر نوع بافت چربي سفيد از جمله چربي بنيادي چربي را مي

- سلول باتوجه به مزاياي فراوان. ]3[يافت  منتومربي اُزيرجلدي و چ

 )Adipose-derived stem cells; ASCs( هاي بنيادي چربي
خود  ها را براي اهدافهاي اخير اين سلولمطالعات و بررسي

قابليت تمايز به چندين  كهاين جمعيت سلولي . اندمناسب ديده
آيد و براي ت ميدساز استروماي چربي به ،را دارند رده سلولي

. شرح داده شد 2001و همكارانش در سال  Zukبار توسط اولين
هاي جداشده از آسپيراسيون چربي استفاده از اصطلاح سلول آنها
ازآنجاكه بافت چربي حاوي چندين نوع سلول است، . ندكرد

و نموده سانتريفيوژ پردازش  توان باليپوآسپيره حاصل از آن را مي
پس از سانتريفيوژ . طور مرتب جدا كردي آن را بههاي بنيادسلول

هاي چربي در طول پردازش از ممكن است بخش زيادي از سلول
-بخش ديگر سانتريفيوژ كه بخش عروقي. هم پاشيده شده و بميرند

- ميناميده ) Stromal-vascular fraction; SVF( استرومايي

  :خلاصه
در اين تحقيق  ،دارد همراههنگام پيوند خطر انتقال عفونت را بهاز آنجا كه سرم گاوي در انسان ايمونولوژيك بوده و به :سابقه و هدف

دار با سرم وهاي بنيادي چربي انساني كشت داده شده در محيط بدون سرم هاي نوروتروفيني در سلولسرعت تكثير، بقاء و بيان ژن
  . مقايسه شدند يكديگر

و در شده استخراج خانم سزاريني  15هاي بنيادي از بافت چربي زيرجلدي ناحيه شكم در اين مطالعه تجربي سلول :هامواد و روش
هاي پاساژ چهارم با بنيادي بودن سلول. درصد سرم جنين گاوي يا محيط فاقد سرم كشت داده شدند 10حاوي  MEMα-محيط كشت 

- سايتوهاي هموترتيب با روشتكثير و بقاء سلولي، به. هاي چربي و استخوان تأييد شدروش فلوسايتومتري و قابليت تمايزشان به سلول

  .ارزيابي گرديد  RT-PCRهاي نوروتروفيك با روشژن ميزان بيانهمچنين، . بررسي شد MTT متري و
پاسخ منفي دادند  CD45 و CD34 گرهايبه نشان وداده  پاسخ مثبت CD44 ،CD73 ،CD90 ،CD105 هايگرها به نشانسلول :نتايج

ساعت نسبت  48مدت دار بههاي كشت شده در محيط سرمثير سلولبقاء و تك. هاي چربي و استخوان را داشتندو توانايي تمايز به سلول
نسبت به   NT-3وBDNF هايداري در ميزان بيان ژنسرم باعث افزايش معني. بودداري افزايش يافته طور معنيبه محيط بدون سرم، به

  . محيط بدون سرم كشت داده شده بودند، گرديد هايي كه درسلول
توان دست آمده را مينتايج به. تري براي پيوند فراهم كردهاي مناسبتوان سلولسازي شرايط كشت ميو بهينه با حذف سرم :گيرينتيجه

  .براي سرم گاوي قرار داد مناسب مقياسي جهت يافتن جايگزين
  هاي بنيادي چربي انسان، فاكتورهاي نوروتروفيك، تكثير، بقاء، سرمسلول :كليديواژگان

 83-93 ، صفحات97، فروردين و ارديبهشت 1پژوهشي فيض، دوره بيست و دوم، شماره –نامه علميدو ماه                                                      
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يكساني از خود شود، مانند بافت عروقي و استرومايي خواص تقريباً 
- شامل يك جمعيت ناهمگن ازجمله سلول SVF. ]4[دهد نشان مي

هاي ها، سلولسايتها، پريبلاستهاي خوني در گردش، فيبرو
گام نهايي، جداكردن . ها استديپوسايتآاندوتليال و همچنين پره

هاي هاي چسبيده به ظروف كشت از ديگر سلولديپوسايتآپره
SVF است .ASCs درپي در كشت ويژگي ز چند پاساژ پيپس ا

هاي هاي سطحي، پروتئينهاي گيرنده، آنزيمچسبندگي، مولكول
هاي همراه با ماتريكس خارج سلولي و پروتئين سيتواسكلتون و

هاي بنيادي چربي سلول .]5[كنند فنوتيپ سلول استرومايي را بيان مي
- غ براي سلولهاي بنيادي بالمنبع خوبي از سلول) hASCs(انساني 

هاي بنيادي هاي مشابه سلولويژگي hASCs. درماني هستند
دهند و داراي ظرفيت تمايز به استئوبلاست، مزانشيمي را نشان مي

. ]6[هاي عصبي هستند ديپوژنيك، ميوژنيك و دودمانآكندروسيت، 
- علاوه. آوري بافت چربي بالغ از لحاظ فني آسان و ايمن استجمع

از لحاظ اخلاقي مشكلي ندارد و تنها مقدار  ASCs برداشتن ،براين
در  ،ترتيبيندب ؛تواند در كشت مؤثر باشديك گرم از چربي مي

براي كاربردهاي باليني  ASCsهاي بنيادي ديگر، مقايسه با سلول
هاي بنيادي مغز سلول در مقايسه با ASCs .]7[ تر هستندمناسب

ت تكثير بالايي رعس تر كشت شده وراحت )BMSCs(استخوان 
تري مدت طولانيبهكه پير شوند، پيش از آن ،همچنين ؛]8[دارند 

 hASCsنشان داده شده است كه  .]9[شوند كشت داده مي
،  (NGF)فاكتور رشد عصبي: فاكتورهاي نوروتروفيك از جمله

فاكتور و ، (BDNF) فاكتور نوروتروفيك مشتق شده از مغز
- را بيان مي (GDNF) گليالهاي سلولنوروتروفيك مشتق شده از 

هاي سطحي را ها مولكولممكن است اين سلول ،همچنين. ]10[ كنند
در آنها  دهنده تواناييبراي تنظيم و تمايز عصبي بيان كنند كه نشان

در بحث  hASCsرسد نظر ميبنابراين به. تمايز نوروژنيك  است
مؤثر است  هاي مغزيهاي عصبي و آسيبدرماني براي بيماريسلول

ها، در اين تحقيق پس از بررسي ماهيت بنيادي سلول. ]11- 13[
ازآنجاكه . ها نيز ارزيابي شدماندن سلولسرعت تكثير و ميزان زنده
هنگام پيوند خطر انتقال لوژيك بوده و بهسرم گاوي در انسان ايمونو

هاي كشت در اين تحقيق سعي شد سلول  ،همراه داردعفونت را به
د تا ندار و بدون سرم با يكديگر مقايسه شوشده در محيط سرمداده 
و  فتهسازي شرايط كشت صورت گرالامكان با حذف سرم بهينهحتي
  .درماني آماده شودتري براي پيوند و سلولهاي مناسبسلول

  
  هامواد و روش

  جداسازي و كشت سلولي
خـانم سـزاريني   15بافت چربي زيرجلدي از ناحيه شكم 

ساله در جريان عمـل جراحـي سـزارين در بيمارسـتان      35تا  28
و در  هولايت دامغان و با اخذ اجازه كتبـي از بيمـاران جـدا شـد    

يـك  . به آزمايشگاه ارسال گرديد PBSداخل لوله آزمايش حاوي 
بـا   مكانيكي هضم از گرم از بافت چربي تحت شرايط استريل پس

براي تجزيـه  . شد تري تقسيمبه قطعات كوچكاستفاده از اسكالپل 
ليتر بـه ازاي هـر   ميلي 5/1ميزان درصد به 2/0بافت آنزيم كلاژناز 

دقيقه  60مدت گراد و بهدرجه سانتي 37گرم بافت چربي در دماي 
غنـي   α-MEMكلاژناز با حجمي برابر از محيط . كار گرفته شدبه

و پـس از   غيرفعال شده (FBS) درصد سرم جنين گاو 10شده با 
ها داخـل  سلول)  C37°و دماي دقيقه  RPM1200 ،5(وژ سانتريفي
 FBS10غني شده با  α-MEMدر معرض محيط  2cm25فلاسك 

دماي ( درصد و در انكوباتور 1استرپتومايسين -سيليندرصد و پني
قـرار   )درصد CO2 5درصد و  95گراد، رطوبت  درجه سانتي 37

. تعـويض شـد  رويي ساعت محيط  72پس از گذشت  .داده شدند
 ـبـاقي  ،به كف فلاسك چسـبيده  ديپوسايتآپرههاي سلول و  دهمان
 پـس از رسـيدن  . شـدند  هاي خوني با تعويض محيط حذف سلول
 EDTA/محلول تريپسينبا كمك درصد  70-80 به تراكم هاسلول
در . ندشـد پاساژ داده 1:2از كف فلاسك جدا و به نسبت ها سلول

 مورد يهاگروه .ستفاده شدهاي پاساژ چهارم ااين مطالعه از سلول
محيط كشـت   در ي كشت داده شدههاسلول :عبارت بودند مطالعه

هايي كه در سلول) بو  (Medium+FBS) درصد10حاوي سرم 
  .(Medium)محيط فاقد سرم كشت داده شدند 

  
  يتومتريفلوسا روش باها سلول تيهو دييأت

گرهاي سطحي براي تأييد هويت مزانشيمي بيان نشان
CD90, CD73, CD105, CD44, CD34, CD45  با روش

  .سلول بررسي شد 106فلوسايتومتري در تعداد 
  
  هاي استخوانيسلول به hASCs زيتما

خانه 12هاي پاساژ چهارم در پليت پس از كشت سلول
محيط كشت اختصاصي  درصد، 80- 90 و رسيدن به تراكم

 ,Osteogenesis differentiation medium)سازاستخوان

Life technology) بار تعويض محيط روز يك 3 هر. اضافه شد
-رنگ روش با هاسلول تمايز روز 21انجام شد و پس از گذشت 

ها سلول ابتدا .شد بررسي  (Sigma, A5533)رد آليزارين آميزي
 گرادسانتي درجه 4دماي  در ساعت 1 مدت وشده  شسته PBSبا 
. شدند داده قرار درصد 4 پارافرمالدئيد محلول فيكساتيو معرض در

 آليزارين رنگي محلول معرض در دقيقه 2 مدتبه هاسلول ،سپس
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 از پس و شسته شده مقطر آب با هاسلول درنهايت و گرفته قرار رد

  .برداري گرديدو عكس ميكروسكوپ مشاهده با شدن خشك
  
  هاي چربيسلول به hASCs زيتما

خانه و  12 هاي پاساژ چهارم در پليتپس از كشت سلول
-درصد، محيط كشت اختصاصي چربي 80-90تراكم رسيدن به

 Adipogenesis Differentiation Medium, Life)ساز

technology) بار تعويض محيط انجام روز يك 3 هر. اضافه شد
 آميزيرنگ روش با هاسلول تمايز روز 21شد و پس از گذشت 

 PBSها با لسلو ابتدا .شد بررسي(Sigma, O0625) اويل رد 
 در گرادسانتي درجه 4 دماي در ساعت 1 مدت وشده  شسته
. شدند داده قرار درصد 4پارافرمالدئيد  محلول فيكساتيو معرض
 10- 15مدت و بهشده  شسته درصد 70 الكل با هاسلول ،سپس

 مرحله در. شدند داده قرار رد اويل رنگي محلول معرض در دقيقه
 درصد 70 الكل با بار 3 هاسلول و دهش خارج رنگي محلول بعد

  .دشدن مشاهده ميكروسكوپ باشده و  داده شستشو
  

  وسيله لام نئوبار و تريپان بلوارزيابي تكثير سلولي به
ارزيابي ميزان حيات و تكثير سلولي توسـط لام نئوبـار و   

ها با تريپسـين از فلاسـك كشـت    سلول. بلو انجام شدرنگ تريپان
دست آمده سوسپانسيون هبا رسوب ب. ژ شدندجدا شده و سانتريفيو

 10(اضـافه شـد   نسبت مساوي تريپـان بلـو    و بهشده  لي تهيهسلو
شمارش  ).تريپان بلوميكروليتر  10لي و سلوليتر سوسپانسيون ميكرو

با تخريـب  تريپان بلو . سلولي توسط ميكروسكوپ نوري انجام شد
هـاي  سـلول دليل همين به و كندهاي مرده نفوذ ميغشاء در سلول

تكثيـر  . شـوند رنگ ديده ميهاي زنده بيو سلولمرده به رنگ آبي 
  .ساعت بررسي شد 48و  24هاي سلولي در زمان
                     

  MTTارزيابي حيات و تكثير سلولي به روش 
 MTTبه روش  hASCsارزيابي حيات و سرعت تكثير 

سلول در هر  2×104هاي پاساژ چهارم با تراكم سلول. انجام شد
 MEM-αميكروليتر محيط كشت  200خانه با  96 خانه پليت

حيات و تكثير سلولي  ،سپس. درصد كشت شدند 10حاوي سرم 
محيط قبلي . ساعت مورد بررسي قرار گرفت 48و  24هاي در زمان

ميكروليتر محيط كشت به  100ها خارج شده و به هر كدام از خانه
مدت و بهشد فزوده ا MTT (Sigma)لول ميكروليتر مح 10همراه 

 85 ،سپس. دگرديانكوبه  گراددرجه سانتي 37در شرايط  ساعت 4
متيل ميكروليتر دي 50و شده ميكروليتر از محيط رويي برداشته 

دقيقه انكوبه  10مدت اضافه گرديد و به (DMSO)سولفوكسايد 

دستگاه با نانومتر  540موج شده و در نهايت ميزان جذب در طول 
ELISA reader (BioTek) 15،14[ شد گيرياندازه.[   

  
  هاي اعضاي خانواده نوروتروفين بررسي مولكولي بيان ژن

، GDNF، BDNF ،NGF هـاي  منظور بررسي بيان ژنبه
 hASCsدر  (NT-4) 4-و نـوروتروفين  )NT-3( 3-نوروتروفين

مـدت  در دو گروه بـه  hASCs .استفاده شد RT-PCR تكنيكاز 
همراه سرم و محيط فاقد سرم ساعت در معرض محيط كشت به 24

با آنـزيم   وشده استخراج ها از سلول mRNA ،سپس. قرار گرفتند
بـا   cDNA در نهايت. شد ل تبدي cDNAبرداري معكوس به  كپي

  .گرفتو مورد بررسي قرار هتكثير شد RT-PCRروش 
  

  RNAاستخراج 
RNA  كل ازhASCs استخراج . دست آمدبهRNA هب-

 ـ RNAغلظت  .صورت گرفت RNX Plusكيت وسيله  دسـت  هب
نانومتر با دستگاه  260آمده با استفاده از جذب نوري در طول موج 

نيـز بـا    RNAكيفيـت   ،همچنـين . گيري شداسپكتروفتومتر اندازه
  .الكتروفورز ژل آگارز بررسي شد

  
  )cDNA( مكمل  DNAسنتز

 cDNAاخت اين مرحله باتوجه به دستورالعمل كيت س
)Fermentas-K1622( ابتدا يك ميكروگرم. انجام شدRNA 

 به همراه يك ميكروليتر اليگوپرايمر در) ميكروليتر 10معادل (
درجه  70دقيقه در دماي  5مدت و بهشده ميكروتيوپ ريخته 

، X5 واكنش افزودن بافربا  ،سپس. گراد قرار داده شدسانتي
dNTP  در  دقيقه 5مدت محلول فوق به بهمهاركننده ريبونوكلئاز و
 اضافه كردن آنزيمبا . قرار گرفت گراد درجه سانتي 37دماي 

Reverse transcriptase 60 درجه  42در دماي  دقيقه
درجه  70دقيقه در دماي  10نهايت  انكوبه شد و در گراد سانتي
  .قرار گرفت گراد سانتي

  
  PCR واكنش

بـراي   .شـد  ميكروليتر انجـام  25در حجم  PCRواكنش 
اطمينان از توزيع يكسان مواد ابتدا مخلوط مستر همه اجـزا آمـاده   

منتقـل   ببه ميكروتيو cDNAشد و سپس همراه با اليگوپرايمر و 
 2: در دستگاه ترمال سايكلر به اين صورت انجـام شـد   PCR. شد

 30درجـه هركـدام    72و  58-57 ،94دماي و درجه،  94دقيقه در 
 .درجه قرار گرفـت  72دقيقه در  10سيكل،  30پس از اتمام . ثانيه
دماي ذوب  ؛پرايمرها تعيين شددماي ذوب  بر اساساتصال  دماي
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 و NTF4 C° 57و   BDNF, NGF, NTF3هــايپرايمــر ژن
تعيـين   GAPDH C° 55و  GDNFهـاي  پرايمر ژندماي ذوب 

براي . عنوان ژن كنترل داخلي استفاده شدبه GAPDHاز ژن . شد
بـه   PCRثير قطعه مورد نظر و بيان ژن محصول مشخص شدن تك

-تمـامي ژل . درصد بررسي شد 5/1روش الكتروفورز با ژل آگارز 

هاي آگارز تهيه شده با استفاده از دسـتگاه نمايشـگر ژل بررسـي    
بررسـي   ImageJافـزار  با نرم PCRعكس ژل محصولات . شدند
  .]12،13[آمده است  1در جدول شماره توالي پرايمرها  .شد

  

  
  توالي پرايمرهاي مورد استفاده در مطالعه حاضر - 1جدول شماره 

  نام ژن '3→'5توالي   )جفت باز(اندازه ژن 

174  ATACAGGCGGAACCACACTCAG  F-NGF  
GTCC ACAGTAATGTTGCGGGTC  R-NGF  

167  AGAGGCTTGACATCATTGGCTG  F-BDNF  
CAAAGGCACTTGACTACTGAGCATC  R-BDNF  

222  GGGAGATCAAAACGGGCAAC  F- NTF3  
ACAAGGCACACACACAGGAC  R- NTF3  

141  CTGTGTGCGATGCAGTCAGT  F- NTF4  
TGCAGCGGGTTTCAAAGAAGT  R- NTF4  

335  CACCAGATAAACAAATGGCAGTGC  F-GDNF  
CGACAGGTCATCATCAAAGGCG  R-GDNF  

258  GCTGGGGCTCATTTGCAGG  F- GAPDH 
CGGAGGGGCCATCCACAGT   R- GAPDH 

  
  آماري زآنالي

 16ويرايش SPSS  افزارنرم از هاداده وتحليلتجزيه براي
ها با پس از حصول اطمينان از توزيع نرمال داده .شد استفاده

اختلاف  مستقل tآزمون  استفاده از آزمون كلوموگروف، با كمك
-در ≥P 05/0 داريمعني سطح .ها بررسي گرديددار بين گروهمعني

   .شد گرفته نظر
 

  نتايج
  هاي بنيادي چربي انسانسلولبررسي مورفولوژيكي 

در چربي هاي بافتمشتق از  مزانشيميهاي بنيادي سلول
ها ظاهر اين سلول. شوندكشت اوليه به اشكال مختلف ديده مي

شكل و فيبروبلاستي داشته و به كمك زوائد خود به كف دوكي
هاي  اي از سلول مجموعهدر كشت اوليه . چسبندفلاسك كشت مي

دنبال  ولي به ،شودمشاهده مي ساز بنيادي مزانشيمي و خون
و به شده هاي رده خوني كاسته  پاساژهاي مكرر، از تعداد سلول

  ).1شكل شماره ( هاي استرومايي افزوده شده است سلول
  

  يتومتريفلوسا روش باهاي بنيادي چربي سلول تيهو دييأت
hASCs           با فلوسايتو و دارنشان ژنآنتي عليه باديآنتي با -

، CD44 هايگرها به نشانسلول. گرفت قرار بررسي متري مورد
CD73 ،CD90، CD105 گرهايبه نشان و پاسخ مثبت CD34 

  ).2شكل شماره (پاسخ منفي دادند  CD45 و
  

هاي بنيادي چربي انساني به چربي و قابليت تمايز چندتواني سلول
  استخوان

ها تمايز آن ،hASCsليت چندظرفيتي براي نشان دادن قاب
پس از اينكه . به سلول چربي و استخواني نشان داده شده است

ديپوژنيك و استئوژنيك قرار آها در معرض محيط تمايز سلول
ديپوسايت و استئوبلاست ظاهر آتدريج مورفولوژي شبيه گرفتند، به

تمايز . آميزي اختصاصي انجام شدشده و پس از سه هفته رنگ
ديپوژنيك با تجمع قطرات ليپيدي در طول هفته اول آغاز شد كه آ

 شماره شكل( آميزي و مشاهده شدرنگ اويل رد روز با 21پس از 
3، D و E .(تمايز استئوژنيك با توليد فسفات كلسيم و  ،همچنين

 آميزيروز با رنگ 21ماتريكس خارج سلولي معدني پس از 
  ). Cو B ، 3 شماره شكل(مشاهده شد  آليزالين رد

  
  نتايج شمارش سلولي به روش هموسايتومتري

مورد hASCs در اين پژوهش تأثير محيط كشت بر بقاء 
ساعت  48و  24هاي ها در زمانشمارش سلول. بررسي قرار گرفت

هاي شمارش سلولي و بررسي .با روش هموسايتومتري انجام شد
يط حاوي هايي كه در محسرعت تكثير سلولآماري نشان داد كه 

ساعت كشت داده شده بودند،  48مدت و به درصد 10سرم 
هايي كه در محيط فاقد داري را در مقايسه با سلولافزايش معني
هاي بنيادي چربي كه سرعت تكثير سلول ،همچنين. درسرم بودند دا

ساعت در محيط سرم دار كشت داده شده بودند، كاهش  24مدت  
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نمودار (ساعت را نشان داد  48ه در داري نسبت به گروه مشابمعني
  ). 1شماره 

  
  MTTروش ارزيابي حيات و تكثير سلولي به نتايج

 MTTساعت با روش  48 و 24ها در سرعت تكثير سلول
ساعت و  24مدت هايي كه بهسرعت تكثير در سلول. بررسي شد

ساعت در محيط و سرم كشت داده شده بودند در  48همچنين 
-افزايش معني ،اي مشابه خود در محيط بدون سرمهمقايسه با گروه

ساعت در  48هايي كه نيز سلول ديگر از طرف. داري را نشان داد
ساعت در  24مدت هايي كه بهدار بودند، نسبت به سلولمحيط سرم

داري را نشان اختلاف معنيشده بودند همين شرايط كشت داده 
 48و  24دو گروه  داري بينكه هيچ اختلاف معنيدرحالي ند،داد

مشاهده نشد  ،ساعته كه در محيط بدون سرم كشت داده شده بودند
  ). 2نمودار شماره (

 RT-PCRهاي نوروتروفيني با روش بررسي بيان ژن

هاي نوروتروفيني در در مطالعه حاضر ميزان بيان ژن
hASCs هاي دار بيان ژنمحيط سرم). 4 شماره شكل( بررسي شد
BDNF وNTF-3 طور معنيهاي كشت داده شده، بهر سلولرا د -

، NTF-4هاي كه در ميزان بيان ژندرحالي ،داري افزايش داد
GDNF  وNGF  3شماره  نمودار(تأثيري نداشت.(  

  

  
  هاي بنيادي چربي انسانسلولبررسي مورفولوژيكي  -1شكل شماره 

A :4بزرگنمايي .باشندساعت پس از كشت كه در آن سلول هاي خوني نيز شناور مي 96كي و كشيده، هاي بنيادي چربي به شكل دوسلول× B :10ها با بزرگنماييهمان سلول× ،
C :10بزرگنمايي. ها در پاساژ چهارمسلول×  

  
  hASCs نشانگرهاي سطحي -2 شماره شكل

hASCs هايها به نشانگرسلول. گرفت قرار بررسي با فلوسايتومتري مورد وشده  داراننش ژنآنتي عليه باديآنتي با CD44 ،CD73 ،CD90، CD105 به  و پاسخ مثبت
  .پاسخ منفي دادند CD45 و CD34 نشانگرهاي

  

  
 يط كشت خاصهاي بنيادي چربي انسان تمايز يافته به استخوان و چربي در محسلول -3شماره  شكل

A.10اند، بزرگنماييهاي تمايز نيافته اي كه در محيط كشت القايي قرار نگرفتهسلول: كنترل× ..B 10هاي تمايز يافته به استخوان، بزرگنماييسلول× ..C هاي تمايز يافته به سلول
-هاي تمايز يافته به چربي قبل از رنگسلول: D. ×10بزرگنمايي گردند،ي مشاهده ميهاي استخواني در فضاهاي بين سلولرسوب تيغه آليزالين رد، آميزي بااستخوان پس از رنگ

-هاي چربي رنگ شدهكه گرانول اويل رد آميزي باهاي تمايز يافته به چربي پس از رنگسلول: E. ×20بزرگنمايي هاي چربي در سيتوپلاسم قابل مشاهده هستند،آميزي كه گرانول

  .×20اند، بزرگنمايي
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  ساعت 48و  24مدت به hASCsهاي زنده با روش هموسايتومتري در بررسي درصد سلول -1نمودار شماره 

 ساعت   24مدت دار بهدار بودن در مقايسه با گروه سرممعني *

ساعت 48مدت داري در مقايسه با گروه مشابه بدون سرم بهمعني  
 

  
  ساعت 48و  24مدت به  MTTبا روش hASCsبررسي سرعت تكثير  -2نمودار شماره 

  ساعت 24مدت هاي كشت داده شده در محيط بدون سرم بهداري نسبت به سلولمعني #
  ساعته  48هاي كشت داده شده در محيط بدون سرم داري نسبت به سلولمعني & 

  ساعت 24مدت داري در مقايسه با گروه مشابه بهمعني *
  

  
  دار و بدون سرمكشت داده شده در محيط سرم hASCsنوروتروفين در هاي ميزان بيان ژن -3نمودار شماره 

  داري در مقايسه با گروه بدون سرم مربوطهمعني ∗
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  hASCsهاي نوروتروفين در آناليز واكنش زنجيره پليمراز با رونويسي معكوس براي بيان ژن -4شماره  شكل

a :سرم + محيط كشتb :محيط كشت بدون سرم 

  
  بحث

اي بنيادي چربي زيرجلدي ويژگي چسبندگي به هسلول
شكل يا هاي كشت را دارند و در آغاز با مورفولوژي دوكيفلاسك
از پاساژ دوم يا سوم به بعد،  ،سپس. شونداي ظاهر ميستاره

- ميمورفولوژي فيبروبلاستي پهن و كشيده از خود به نمايش 

پاساژ  25را تا بيش از  hASCs نو همكارا Zhu ].17،16[ گذارند
 كشت دادند و كينتيك رشد و قدرت تمايزي آنها را بررسي كردند

دليل به hASCsدر تحقيق حاضر در طي هفته اول . ]18،19[
هاي خوني شناور جدا چسبيدن به كف فلاسك كشت از سلول

شده ها مشاهده شكل سلولمورفولوژي فيبروبلاستي و دوكي. شدند
منظور به. سرعت تكثير كاسته شدتدريج با افزايش پاساژ از و به

هاي مزانشيمي ماهيت نشانگرهاي سطحي تأييد هويت بنيادي سلول
محققان زيادي . ها با روش فلوسايتومتري بررسي شدآن

- جداشده از چربي انسان و گونه ASCsهاي سطحي ايمونوفنوتيپ

هاي يكسان باوجود روش. ]20- 22[اند هاي ديگر را بررسي كرده
- دست آمده در آزمايشگاههاي بهو كشت، ايمونوفنوتيپجداسازي 

هاي درواقع ايمونوفنوتيپ. ]23،24[ مشابه هستند هاي مختلف نسبتاً
- فنوايمونو. ]25[ است MSCsو  BMSCsهمانند  ASCsسطح 

 درصد 90در مقايسه باهم  MSCsو  ASCs هاي سطحتيپ
كه  است در مطالعات متعدد گزارش شده. ]8[ يكسان هستند

hASCs  نشانگرهايي ازجملهCD106 ،CD90 ،CD29 ،CD73 
كه نشانگرهاي درحالي ،كنندبيان ميرا  ]CD105 ]16،26و 

كنند را بيان نمي CD34 و  CD45ساز مثلسطحي سلول خون
هاي بنيادي از سلول بار،در مطالعه حاضر براي اولين. ]16،27[

يمارستان ولايت هاي سزاريني بزيرجلدي ناحيه شكم خانم چربي
ها پس از پاساژ چهارم يا پنجم برخي سلول. استخراج شد دامغان

 96كه بيش از طوريبه ؛از نشانگرهاي ذكرشده را بيان كردند
و  CD44 ،CD105 ،CD90 ها براي نشانگرهايدرصد از سلول

CD73 اين ميزان در مورد . مثبت بودندCD90 6/99ميزان به 
ها به نشانگرهاي درصد از سلول 97ش از بي ،همچنين. درصد رسيد

CD34  وCD45 در ادامه بررسي ماهيت . پاسخ منفي دادند
ها به سلول چربي و قابليت تمايز آن hASCsبنيادي مزانشيمي 

ديپوژنيك و آمعمولا تمايز . استخوان مورد آزمايش قرار گرفت
هاي حاوي سلول: شودگونه تعريف ميترتيب ايناستئوژنيك به

- رد مشخص مي آميزي اويلسلولي كه با رنگطرات چربي درونق

هايي با افزايش بيان آلكالين فسفاتاز و مينراليزه شده شوند و سلول
توان معدني شدن آنها را مشخص رد مي آميزي آليزارينكه با رنگ

شود انجام مي hASCsدر بيشتر مطالعاتي كه روي . ]16[ كرد
 كه در همهطوريبه ؛شودها نيز بررسي ميپتانسيل تمايزي سلول

ديپوسايت و استئوبلاست نشان داده آبه  hASCsآنها قابليت تمايز 
ها در پس از اينكه سلول در اين مطالعه]. 28-30[ است شده

تدريج گرفتند، به ديپوژنيك و استئوژنيك قرارآمعرض محيط تمايز 
 3شده و پس از  ديپوسيت و استئوبلاست ظاهرآمورفولوژي شبيه 

 ديپوژنيك با تجمعاتمايز . آميزي اختصاصي انجام شدهفته رنگ
 روز با 21پس از  ه وقطرات ليپيدي در طول هفته اول آغاز شد

تمايز استئوژنيك با  ،همچنين. آميزي و مشاهده شدرنگ اويل رد
 21توليد فسفات كلسيم و ماتريكس خارج سلولي معدني پس از 

در اين پژوهش بقاء و . مشاهده شدآليزالين رد  آميزيروز با رنگ
دار و بدون - در شرايط كشت محيط سرمhASCs سرعت تكثير 

  MTTنتايج شمارش سلولي و . ورد بررسي قرار گرفتسرم م
- كشت شده با محيط سرم hASCsنشان داد بقاء و تكثير سلولي 

 هايي كه در محيط فاقد سرمساعت نسبت به سلول 48دار در زمان 
. داري افزايش يافته استطور معنيكشت داده شده بودند، به

هاي هاي نوروتروفيك در بقاء، رشد، تمايز و مهاجرت سلولفاكتور
ها علاوه براين، برخي از آن. كنندسيستم عصبي نقش مهمي ايفا مي

در مغز پس از تولد مورد نياز  يسيناپس پذيريبراي تنظيم شكل
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پذيري هيپوكمپ لازم براي شكل BDNFو  NGF. ]31[ هستند
هاي كولينرژيك و اختلالات ها با تخريب نورونهستند و كاهش آن

است كه  گزارش شده. ]32[ شناختي در آلزايمر مرتبط است
GDNF مانده جسم سياه در مغز بيماران هاي باقيدر نورون

هاي عنوان گزينهها بهنوروتروفين .]33[يابد پاركينسوني كاهش مي
هاي پاركينسون، آلزايمر، هانتينگتون، درماني نوروپروتكتيو در بيماري

- آميوتروفيك لترال اسكلروزيس و نوروپاتي محيطي محسوب مي

 پستانداران نشان داده توجهي در جوندگان وشواهد قابل. ]34[شوند 
موجب  BDNFو  NGFهايي مانند است كه تأثير نوروتروفين
، بهبود سيگنالينگ سلولي، بازگرداندن هاجلوگيري از مرگ نورون

-حافظه و يادگيري و جلوگيري از زوال شناختي وابسته به سن مي

 هاي مغز افراد پاركينسوني مشخص شدهدر بررسي. ]35[شود 
در مناطقي همچون جسم سياه،   BDNFاست كه سطح پروتئين

هاي كشت براساس يافته. ]36[ بدياميهسته دمي و پوتامن كاهش 
عنوان عوامل هاي حيواني، فاكتورهاي نوروتروفيك بهسلول و مدل

. ]37[ شونددرماني بالقوه در اختلالات عصبي محسوب مي
عمر كوتاهي دارند كه كاربرد مستقيم فاكتورهاي نوروتروفيك نيمه

زياد اين  وزن مولكولي نسبتاًهمچنين، . كندآنها را محدود مي
. ]38[ شودمغزي ميا از سد خوني هها نيز مانع عبور آنمولكول
هاي نوروتروفيك، در كنار تزريق داخل مغزي پروتئين ،بنابراين
هاي ديگري براي هدف قرار دادن مكانيسم عمل اين فاكتورها روش

هاي كوچك در مغز مانند فعال كردن گيرنده آنها با كمك مولكول
دوژن نآ، استفاده از روش دارودرماني كه ترشح ]39[ آگونيست

هاي و پيوند سلول ]40[ كندفاكتورهاي نوروتروفيك را تحريك مي
ه شد نشان داده. وجود دارد ]41[ كننده فاكتورهاي نوروتروفيكترشح
- هاي رشد هستند و بهقادر به ترشح انواع فاكتور ASCsكه  است

هاي سلول. ]42[ كنندطور مؤثري از روند تمايز عصبي پشتيباني مي
قادر به ASCs  ترشح كننده فاكتورهاي نوروتروفيك حاصل از

ها توان از اين سلولبنايراين مي ،ترشح بيشتر اين فاكتورها هستند
هاي ترشح كننده پيوند سلول. ]11[ براي پيوند استفاده كرد

 هاي نورودژنراتيونوروتروفين موجب بهبود علائم برخي از بيماري
 hASCsكه اند نشان داده تنيو برون درون مطالعات. ]43[ شودمي

و افزايش  NGFو  BDNF ،GDNFهايموجب افزايش بيان ژن
توسط   BDNFترشح. ]12،44[شوند ها ميسطح پروتئين آن

hASCs سازي عصب در مدل باعث تحريك رشد آكسون و باز
ه ميزان بيان است ك گزارش شده. ]44[ شودحيواني آسيب مغزي مي

BDNF هاي بنيادي مزانشيمي مختلف انساني ازجملهدر سلول 
hADSCs هاي مناسب بستگي به شرايط كشت و حضور فاكتور

اين فاكتور نوروتروفيك را  توانايي افزايش ترشح hASCsدارد و 

در hASCs  توليد شده از GDNF فعاليت پروتئين. ]45[ دارد
- محيط به. ]46[ شودزايي ميرگآزمايشگاه موجب تحريك و القاء 

حاوي فاكتورهاي نوروتروفيك و  hASCsدست آمده از 
، فاكتور رشد اندوتليالي BDNFنوروپروتكتيو مختلف از جمله 

و فاكتور  NGF،  (HGF) كبدي فاكتور رشد، (VEGF) عروق
هاي كشت سلولي و است و در مدل  (IGF-1)1 شبه انسوليني رشد

 NGF. ]47[شود اعث محافظت نوروني ميحيواني ضايعه عصبي ب
نقش مهمي در حفاظت  hASCsدست آمده از موجود در محيط به

دسموتاز نشان  ها در موش مدل جهش يافته سوپراكسيداز نورون
سرم انساني را جايگزين سرم گاوي در محيط  محققان .]48[دهد مي

م ميزان تراكاند كه كرده و نشان داده hASCsهاي كشت سلول
كه طوريهب ،فاكتورهاي آنژيوژنيك در چنين محيطي افزايش يافته

 شدههاي مدل ايسكمي باعث بهبودي آنها پس از تزريق به موش
-BDNF ،NTF هايميزان بيان ژن در اين پژوهش]. 50،49[ است

3 ،NTF-4 GDNF وNGF در hASCs  كشت داده شده در دو
ميزان  .گر مقايسه شددار و بدون سرم بررسي و با يكديمحيط سرم

كشت شده در محيط  hASCsدر  NTF-3 و  BDNFهايبيان ژن
ولي  ،داري نسبت به محيط بدون سرم نشان داددار افزايش معنيسرم

 ،بنابراين .داري مشاهده نشدهاي ديگر اختلاف معنيدر مورد ژن
است و همچنين در پيوند با  برباتوجه به اينكه سرم گاوي هزينه

ويروسي همراه است، بايد در صدد يافتن جايگزين مناسبي آلودگي 
هاي براي سرم گاوي بود كه همان نقش تروفيك را براي سلول

hASCs در . تروفيك را در آنها القاء كندهاي نوروو ژن هدرايفاء ك
تروفيك كه از اين چنين شرايط كشت ميزان غلظت فاكتورهاي نورو

د افزايش يافته و محيط حاصله شوها در محيط كشت ترشح ميسلول
  .تري خواهد داشتكاربرد درماني گسترده

  
  گيرينتيجه

تواند موجب افزايش محيط كشت حاوي سرم گاوي مي
و  BDNFهاي بقاء و تكثير سلولي و همچنين افزايش بيان ژن

NTF-3  درhASCs چربي زيرجلدي ناحيه  استخراج شده از
   .شكمي شود

  
  تشكر و قدرداني

براي   نامه خانم آرزو اميريقاله حاصل بخشي از پاياناين م
شناسي در شناسي و جنيناخذ درجه كارشناسي ارشد در رشته بافت

شناسي دانشگاه از دانشكده زيست ،وسيلهبدين. استدانشگاه دامغان 
اختيار قرار دادن خاطر پرداخت هزينه مواد، وسايل و دردامغان به

  .گرددو قدرداني مي امكانات آزمايشگاهي تشكر
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