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 خلاصه
 ويژه بازسازي ضايعات درماني تجربي بههاي بنيادي مزانشيمي خرگوش در چندين مطالعه مرتبط با سلول تا به حال از سلول:سابقه و هدف

 حاضر به يمطالعه. ها در محيط كشت كمتر مورد توجه قرار گرفته است تمايز اين سلولتوانكه  استخوان و غضروف استفاده شده، در حالي
 . پردازداين موضوع مي
هاي بنيادي مزانشيمي ي خرگوش، سلولليتر مغز استخوان آسپيره شده از درشت ن در مطالعه تجربي حاضر، با كشت نيم ميلي:هامواد و روش

 به استخوان چربي و ، روز در حضور مواد القاكننده تمايز21، به مدت 3هاي پاساژ سلول. گرديد آن استخراج و در طي چندين پاساژ تكثير
 . بررسي گرديدندRT-PCRآميزي اختصاصي و  تمايز با رنگنظرغضروف كشت شدند و در پايان اين مدت از 

هاي استخواني تشكيل دادند ها، در كشت تمايز استخوان تودهاين سلول.  فيبروبلاستي بودند،شناسيريخت نظرهاي جدا شده از  سلول:نتايج
 Oilآميزي اين قطرات با رنگ. ها قطرات چربي تجمع يافتدر كشت تمايز چربي، در سيتوپلاسم سلول.  قرمزرنگ شد،قرمزكه با آليزارين 

redبر اساس . ، خاصيت متاكرومازي داشتندآبيآميزي تولوئيدن هاي تهيه شده از كشت تمايز غضروف، در رنگ برش. قرمز شدند
، LPL ،PPAR alphaهاي بافت چربي شامل ، ژنI نوعهاي استخواني شامل استئوكلسين، استئوپونتين و كلاژن ، ژن PCR- RT نتايج

PPAR gammaريكان، كلاژن نوع هاي غضروفي نظير آگهاي سلول و ژنII و X به ترتيب در كشت تمايز به استخوان، چربي و غضروف 
 .بيان شدند

 تمايزي حداقل سه توان نظرهاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از مغز استخوان خرگوش از توان گفت كه سلول در مجموع مي:گيرينتيجه
 .مايز يابندهاي استخواني، چربي و غضروفي تظرفيتي بوده، قادرند به رده

 تمايز سلولي، چربي و غضروف، خرگوش مزانشيمي ،هاي بنيادي سلول: كليديواژگان
 
 هاي بنيادي پژوهشكده رويانگروه سلولاستاديار  -1
 هاي بنيادي پژوهشكده رويان مربي گروه سلول-2

 محمدرضا باغبان اسلامي :ه مسوولدنويسن *
 هاي بنيادي ، گروه سلولهاشم، كوچه حافظ شرقي، پژوهشكده رويانهاشم، ميدان بنيبزرگراه رسالت، خيابان بني تهران، :آدرس

 bagesla@yahoo.com: پست الكترونيك
 29/6/86: تاريخ دريافت       021 22307960-6 :تلفن

 24/11/86: تاريخ پذيرش نهايي        021 22310406 :دورنويس
  

 مقدمه
-بزرگبنيادي عي سلول كه نو هاي بنيادي مزانشيمي سلول

بار توسط فريدنشتاين شناسايي و براي اولين ،روند به شمار ميسال
مغز استخوان، مطالعات اين محقق نشان داد كه . ندمعرفي شد

با  داربستيهاي ساز، حاوي سلول خونيهاي ردهعلاوه بر سلول
 ترين ويژگي ايندر آن زمان، مهم. است نيز ييزاكلونخاصيت 

 هايي مشابه با استخوان و به كلوناا، توان تمايز آنههسلول
 مطالعات وسيع، با انجام نآپس از . ]1 [ شدتوصيفغضروف 

توان تمايزي سه بنيادي مزانشيمي هاي  سلولمشخص شد كه

 علاوه بر استخوان و ،هاسلولاين  ،به عبارت ديگر. دارندظرفيتي 
، امروزه .مايز يابندت چربي نيز يهاي رده سلولبهقادرند غضروف 

 تمايز سه ظرفيتي به عنوان استاندارد طلايي جهت شناسايي و توان
كار ه  بهاي بنيادي مزانشيميسلولاثبات ماهيت بنيادي مزانشيمي 

هاي بنيادي  گزارشات نشان داده است كه سلول.]2-4 [رودمي
-كه مي طوريه پذيري بالايي برخوردارند بمزانشيمي از انعطاف

 مزانشيميهاي غيرند تحت شرايط مناسب به انواعي از سلولتوان
كه  دليل اينه هاي بنيادي مزانشيمي بسلول]. 5-8[نيز تمايز يابند 

طرفي   و ازبودههاي مغز استخوان قابل استخراج راحتي از نمونهه ب
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  مناسبي برايسلوليابند، راحتي تكثير ميه در شرايط كشت ب
درماني و مهندسي درماني، سلولژنط با مطالعات مرتبر استفاده د

 تا به حال .]9-12 [شونددر نظر گرفته ميبافت به ويژه استخوان 
 با موفقيتهاي حيواني ها از انسان و برخي گونهاين سلول

جداسازي سلول  .]16، 2-13 [جداسازي و مطالعه شده است
رد كه هاي حيواني به اين دليل اهميت دابنيادي مزانشيمي از گونه

 در بالينيها مستلزم مطالعات پيشاستفاده باليني از اين سلول
   كه هايي  از جنبه يكي .استرگوش از جمله خهاي حيواني نمونه

   ناشناخته  تا حد زيادي مزانشيمي  بنيادي در ارتباط با سلول
 .است  سلول   سطح در فرد  منحصر بههايشناسه،  مانده باقي

 هايويژگيها  سلول  اين  كه  است  داده شان نپيشين  مطالعات
 دارند و در   و عضلاني تليالي اپي ،  اندوتليال هاي با سلول مشتركي

  به.]17-19 [كنند  مي  را بيان  متنوعي  سطحي هاي ژن  آنتي نتيجه
 يشناسههاي بنيادي مزانشيمي با همين دليل شناسايي سلول

 ماهيت مزانشيمي بنيادي  كه  ويژگيپذير نبوده وسطحي امكان
 استخوان، هاي ردهبه آنها  تمايزيتوان ، دهدنشان ميرا  هاسلول

 خرگوش به عنوان نمونهتا به حال  ].20 [غضروف و چربي است
 با ي درمان ضايعات بافتتبط بادر چندين پژوهش مرحيواني 

در .  استشدهكار گرفته ه هاي بنيادي مزانشيمي باستفاده از سلول
 نمونه و همكاران با استفاده از خرگوش، Wang، 2004سال 
نيادي مزانشيمي به هاي ب ايجاد كردند و با پيوند سلول قلبييسكته

 يدر مطالعه .]21[ صورت آلوگرافت، به مطالعه تاثير آن پرداختند
اي خرگوش و پيوند ديگري، با ايجاد تخريب در ديسك بين مهره

  در محل ضايعه، تاثيرات ترميميهاي بنيادي مزانشيميسلول
 تحقيقات مربوط همچنين از خرگوش در. ]22 [ها بررسي شدسلول

استفاده نيز   و غضروف مفصلياستخوانيبافت  ترميم ضايعات به
 قابل توجه اين است كه اگرچه از ينكته. ]23-25 [شده است

درماني  در سلولمكرراهاي بنيادي مزانشيمي خرگوش سلول
 كشتدر محيط  هااين سلول تمايز توانتفاده شده، ولي تجربي اس

كه مطالعه شده،   در مواردي واستقرار گرفته كمتر مورد توجه 
 و Johnstoneال ثبراي م ،گرديدهبررسي به يك رده تمايز تنها 

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از اين  سلول1998همكاران در سال 
 نها به غضروف تمايز دادندرا در محيط آزمايشگاه تحيواني  نمونه

هاي بنيادي مزانشيمي سلولبه چربي  تمايز توانتا به حال . ]26[
 مغز استخوان  ، حاضريلذا در مطالعه ،خرگوش بررسي نشده است

.  و كشت گرديدآسپيره شده خرگوش درشت نياز استخوان 
طي  درموجود در مغز استخوان،  هاي بنيادي مزانشيميسلول

 تمايز به سه رده استخواني، توان نظر و از شد تكثير چندين پاساژ
 در محيط كشت مطالعات تمايز .گرديدسي رغضروفي و چربي بر

درماني،  سلولراهبردهاياز آن جهت اهميت دارند كه در برخي 
 ]. 27 [شودهاي تمايز يافته ترجيح داده ميپيوند سلول

 ها مواد و روش
 در  :ها سلول و كشت  از مغز استخوانگيرينمونه

 New Zealand white نژادنر خرگوش   سر10مطالعه حاضر از 
 كتامين و زايلازين بيهوش  تزريقباها ابتدا خرگوش. استفاده شد

 مغز استخوان از ليتر ميلي نيم، 19شماره  با استفاده از سرنگ ،ندشد
 DMEM محيطليتر ميلي 5و با  آسپيره شد ي آنهااستخوان تيبيا

(Dulbecco’s Modified Eagles Medium, Gibco; 
German)سرم  درصد15  حاوي(Fetal Bovine Serum;   

 Gibco, Germany) FBS 100 بيوتيك  المللي آنتي واحد بين
 ;Gibco (المللي استرپتومايسين واحد بين 100 لين ويس پني

Germany(  دقيقه با دور 3مدت   محلول حاصل به. شدقيق ر 
RPM 1200ت ي و پلشد  ريخته محيط رويي دور. وژ شد سانتريف

و در معلق  DMEMليتر محيط كشت  ميلي 1سلولي كف لوله با 
 DMEMليتر محيط كشت   ميلي15متري در  سانتي 75يك فلاسك 

ها در دماي  سپس سلول. شد   كشت دادهFBS  درصد15 حاوي
 روز پس از 3 .انكوبه شدند CO2   درصد5گراد و  درجه سانتي 37
پس از آن هر دو روز ها تعويض شد و ز كشت، محيط سلولآغا
ها تمام كه سلول زماني. بار تعويض محيط كشت انجام گرفت يك

هاي سلول( شدندداده   پاساژ1:3 به نسبتسطح كشت را پر كردند 
 و اين عمل تا ) تقسيم شد75 بين سه فلاسك 75يك فلاسك 

راي مرحله بعدي  ب3هاي پاساژ از سلول.  ادامه يافت3پاساژ 
  .تحقيق يعني بررسي تمايز استفاده شد

 ها ولبررسي توان تمايزي سل
استخوان به   پليتدر  3هاي پاساژ  سلول :تمايز 

 كه تمام سطح كشت پر اين شدند و پس از  خانه كشت دادهشش
به استخوان   با محيط القاكننده تمايزآنها محيط  ،از سلول شد

 درصد 10 حاوي  DMEM محيطجايگزين شد اين محيط شامل
FBS، 50 ليتر ميكروگرم در ميليAscorbic2-Phosphate 

(Sigma; USA)، 10 نانومولارDexametasone (Sigma; 

USA)  رمولا ميلي 10وβ-Glycerol Phosphate 

(Sigma;USA) محيط برخي از ،به عنوان گروه كنترل.  بود 
 سرم صد در10 حاوي DMEMها با محيط معمولي يعني خانه

 دماي  روز در شرايط21كشت سلول به مدت . گاوي جايگزين شد
هر دو روز يك . انكوبه شد CO2  درصد5 گراد و  درجه سانتي37

 تمايز وقوع تمايز يدر پايان دوره بار محيط آنها تعويض گرديد و
 RT-PCR و انجام قرمزآميزي آليزارين سلول با روش رنگ

 . بررسي شد
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 3هاي پاساژ راي اين منظور از سلول ب:تمايز به چربي
خانه كشت شدند هاي پليت ششها در خانهابتدا سلول. استفاده شد
كه كف ظرف كشت از تك لايه سلولي پوشيده شد،  و زماني

ها با محيط ، بدين ترتيب كه محيط معمولي سلولتشگتمايز آغاز 
 DMEM اين محيط شامل محيط. تمايز به چربي تعويض شد

 Dexametasone نانومولارFBS، 100 درصد 10حاوي 

(Sigma; USA)  ليتر   ميكروگرم در ميلي50و(Sigma; USA) 
Indomethacineخانه بههاي پليت ششبرخي از خانه.  بود 

 سرم  درصد10 حاوي DMEMعنوان گروه كنترل محيط معمولي 
 روز در 21كشت تمايز و گروه كنترل به مدت . گاوي دريافت كرد

 نگهداري شد و در CO2  درصد5گراد،  درجه سانتي37 شرايط
 براي RT-PCR و Oil Redآميزي پايان اين مدت با روش رنگ

 .  هاي اختصاصي چربي مورد ارزيابي قرار گرفتژن
 به منظور تمايز به غضروف از روش :تمايز به غضروف

system  Micro mass cultureبدين ترتيب كهشد استفاده ، 
  و شدانتقال دادهليتري   ميلي15  به يك لوله 3 پاساژ  سلول2×105

 محيط  پسس . شدانتريفوژ دقيقه س5 به مدت RPM1200تحت 
 DMEM محيط شامل سازغضروف و محيط  شده   تخليه رويي

 TGF-β3  )Transformingفاكتور رشد نانوگرم 10 حاوي 

Growth Factor-β3; Sigma, USA( ،10نانوگرم BMP-6  
)Bone Morphogenetic protein-6; Sigma, USA(، 

-ITS+premix) Insulin-Transferin گرم ميلي 50

Selenium: Sigma, USA(، 35/5  گرم ميلي 25/1وBovine 

Serum Albomin ت سلولي ي سرم گاوي بر روي پل درصد1  و
 3مدت   بهبار  يك روز 3-4 هرتمايز  محيط  .دش  اضافهدر ته لوله، 

 محيط ،ها به عنوان گروه كنترل برخي از كشت. شدتعويض  هفته
  سرم گاوي دريافت درصد10حاوي  DMEMمعمولي شامل 

 آميزي براي ارزيابي تمايز به غضروف از روش رنگ .كردند
هاي  همچنين بيان ژن. استفاده شدآبياختصاصي تولوئيدن 

  . ارزيابي شدRT-PCRاختصاصي غضروف با انجام 
 PBS لايه سلولي با  تك:رمزقن آميزي آليزاري رنگ

 ;Merck)  خالصلو دقيقه با متان10مدت   شسته شده و به

Germany)درصد1 و سپس با محلول رنگي  شد فيكس   
 در آب آمونياكي )S )Sigma, Germany قرمزآليزارين 

ا با ه  سلول،پايان در .آميزي شد  دقيقه رنگ2مدت    بهدرصد 25/0
 .دن شدآب مقطر شسته و خشك

يك ساعت در مدت   ها به  سلول :Oil Redآميزي  رنگ
و سپس با الكل  فيكس شدند  درصد4 دماي اتاق با فرمالين

 ,Sigma) دقيقه با محلول10-15مدت    شسته شده و بهدرصد 70

Germany)   Oil red 5/0درصد99  در ايزوپروپانل درصد  ،
  سه بارها، سلولمحلول رنگي خارج وپايان در ه، آميزي شد رنگ

 .ندشستشو شد  درصد70با الكل
ها به نمونه :آبيآميزي اختصاصي تولوئيدن رنگ

ها تهيه   ميكرومتري از آن5هاي  روش روتين بافتي پردازش، و برش
 كشت دستگاهي تمايز يافته در سلولت يپلترتيب كه   اين  به. شد

Micro Mass ،د درص4 ساعت در پارافرمالدهيد 2مدت   ابتدا به  
گيري  ، آب به ترتيب با استفاده از الكل و گزيلل سپس. فيكس شد
گيري شد و با استفاده از   قالب پارافين در ه،سازي شد و شفاف
آميزي،   رنگرايب. گرديد   تهيه ميكرومتري5  هاي  برشميكروتوم،

  در  ثانيه30  مدت  به (Sigma; Germany) آبي   تولوئيدينرنگ
 با   اضافي رنگ و در انتها  گرديد  اضافهاطع بافتيمق   به  اتاق دماي
 .  شد  مقطر شسته آب

RT-PCR:  در روشRT-PCR پس از ليز نمودن 
 ,RNAX) CinaGen Inc., Tehranكمك محلول   هها ب سلول

Iran(و استخراج  RNA  ،با استفاده از سلوليRevertAid TM 

H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit 
(Fermentas)  روي ازRNAحاصل cDNA  در حجم بالا 

 dNTPsكروليتر با ي م25حجم   درPCRساخته شده و سپس 
)Fermentas ( كروليتريم 10به حجم )نانومولار 200( ،MgCl2 

 Taq DNA و آنزيم )مولار ميلي5/1( ميكروليتر 3به حجم 

polymerase )Fermentas( كروليتر وي م5/2 به حجم 
استخوان هاي اختصاصي بافت   پرايمرهاي ژنپيكومول از 100
 ،2αCollagen type I و Osteocalcin، Osteopontin شامل

و  LPLو PPAR-alpha ، PPAR- gamma شاملبافت چربي 
و اگريكان  X نوعكلاژن  ، IIنوع كلاژن شاملبافت غضروف 

 Annealingدماي پرايمرهاي مورد استفاده به همراه  .انجام شد
 .  جدول يك نشان داده شده استكدام در هر

 
 نتايج

كشت سلولي، روزانه با ميكروسكوپ : ها كشت سلول
بر اساس اين مشاهدات، در كشت .  كنتراست مشاهده شدمرحله

و ) A 1شكل ( هاي فيبروبلاستي ظاهر شدهايي از سلولاوليه كلون
 پس از آغاز كشت  روز8كه   طوريه با گذشت زمان رشد كرد،  ب

 ).B1 شكل ( شكل تشكيل شدهاي دوكياي از سلوللايهتك
 هاي فيبروبلاستي مغز استخوان با انجام سه پاساژ متواليسلول

خود را در  فيبروبلاستي شناسيريخت ،هااين سلول. تكثير شدند
ها سرعت رشد سلول ).C1 شكل ( طي دوره كشت حفظ كردند
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ر پاساژ سلولي كه ه طوريه در زمان پاساژ سلولي افزايش يافت، ب
 .سطح كشت را پر مي كرد روز 6در طي 
 تمايز

كشت هر روز با ميكروسكوپ  اين :به استخوان تمايز
 و شناسيريختهاي تغييرات اولين نشانه. معكوس مشاهده شد

 تمايز مشاهده گرديد، يالقا  يك هفته پس ازبه استخوانتمايز 
ي سلولي هاه تود،بدين ترتيب كه در مناطقي از تك لايه سلولي

 21در روز . )A 2شكل(تر شد  به تدريج بزرگ وتشكيل شد
 در ظرف كشت قابل تودهي تعداد فراوان) پايان دوره كشت تمايز(

در اين زمان، كشت تمايزي سلول، خاتمه داده شد و . مشاهده بود
قرمز  ترشح ماتريكس معدني با روش آليزارين نظر از هاسلول

شكل ( هاي مذكور بودن قرمز شدن تودهكه حاصل آارزيابي شدند 
 B2( .ها در معرض محيط معمولي فاقد در كشت كنترل كه سلول

 سلوليهاي توده قرار داشتند، تمايز به استخوانمواد القاكننده 
. )C2  شكل(  رنگ نشدقرمزتشكيل نشد و اين كشت با آليزارين 

 يههاي ويژه رد در كشت تمايز، ژنRT-PCRبر اساس نتايج 
 بيان شده I نوعاستخواني شامل استئوكلسين، استئوپونتين و كلاژن 

شكل( ها نبودكه در گروه كنترل اثري از بيان اين ژن بود در حالي

 D2(. 
 روز پس از آغاز 3اولين قطرات چربي  :به چربيتمايز 

اين قطرات به تدريج در . ها مشاهده شدكشت در برخي از سلول
روز (كه در پايان دوره تمايز  طوريه ، باهر شدظنيز ها ساير سلول

). A3 شكل ( ها حاوي قطرات چربي بودند، اغلب سلول)21
  قرمزرنگ شدند،آميزي اويل رددنبال رنگه قطرات چربي، ب

 در روز 21هاي كنترل كه به مدت ، در مقابل در سلول)B3 شكل (
 ل نشد قرار داشتند، قطره چربي تشكيزاچربيمحيط فاقد مواد 

هاي اختصاصي  حاكي از بيان ژنRT-PCR نتايج .)C3  شكل(
 در  و بودPPAR و PPAR alpha ،LPLهاي چربي شامل سلول

 .)D3 شكل ( گروه كنترل ژني بيان نشد
تهيه شده از كشت تمايز هاي برشدر  :به غضروفتمايز 

-، مناطق بنفشآميزي شدند رنگآبي با تولوئيدين كه ،به غضروف

كه در گروه   در حالي)A 4 شكل( اكروماتيك مشاهده شدرنگ مت
 RT-PCR بر اساس ).B4 شكل ( رنگ شدندها آبيكنترل، برش

 و آگريكان در II ،Xهاي ويژه غضروف يعني كلاژن انجام شده ژن
 در گروه كنترل ژني بيان  وليهاي تمايزيافته بيان شده بودسلول
 .)C4 شكل ( نشد

 

 
با ) C. ها در كشت اوليهلايه سلولي حاصل از به هم پيوستن كلونتك) B. يك كلون سلولي در كشت اوليه) A. اي مغز استخوان خرگوشه كشت سلول-1شكل 

 ) وپ مرحله كنتراستك، ميكروس×40درشت نمايي ( فيبروبلاستي همچنان حفظ شد شناسيريختهاي از طريق سه پاساژ متوالي، تكثير سلول
 

 
 

   توده قرمزآميزي آليزارين رنگ) B. سازاستخوانيك توده سلولي در كشت ) Aهاي بنيادي مزانشيمي خرگوش به استخوان سلول تمايز -2شكل 
C ( در گروه كنترل، توده سلولي تشكيل نشدD (هاي ويژه استخواني از طريق آناليز بيان ژنRT-PCR 
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اين قطرات در . ها قطرات چربي جمع شد روز پس از آغاز تمايز، در سيتوپلاسم اغلب سلولA (21. هاي بنيادي مزانشيمي خرگوش تمايز به چربي سلول-3شكل
  .هاي اختصاصي چربي را نشان داد بيان ژنRT-PCRآناليز ) D. در گروه كنترل سلول چربي مشاهده نشد) C. قرمز شد) B(آميزي اويل رد رنگ

 

 
 

 خاصيت متاكرومازي را به سازغضروفهاي تهيه شده از كشت  برشآبيآميزي تولوئيدن رنگ) A. هاي بنيادي مزانشيمي خرگوش تمايز به غضروف سلول-4 شكل
 .هاي ويژه غضروفي در گروه تمايز به خوبي آشكار بود بيان ژنRT-PCRدر بررسي ) C. اين خاصيت ديده نشد) B(خوبي نشان داد، در حالي كه در گروه كنترل 

 
 RT-PCR پرايمرهاي مورد استفاده در -1 جدول

 Gene name Direction Sequence Annealing 
Temperature 

Product 
size 

PCR 
Cycle 

Forward 5´-GACCAAGGAACAATCACCAC-3´ Osteopontin 
Reverse 5´-TCATCGTCCTCATCCTCATC-3´ 

56 305 34 

Forward 5´-ACAAGAGATTCAGCGACT-3´ Osteocalcin 
Reverse 5´-GGTTCTTGGCTTCCTGTTTC-3´ 

56 254 34 

Forward 5´-GTCTACCCAAAGCACCAG-3´ Pr
im

er
s o

f 
os

te
og

en
ic

 g
en

es
 

Collagen type 
I2α Reverse 5´-GGTGCTGCTGGTAAAGAAGG-3´ 

56 250 34 

Forward 5´-TGTGTATGGCTGAGACG-3´ PPAR-alpha 
Reverse 5´-CATCTTTTGGAGGAGTTTGG-3´ 

58 551 34 

Forward 5´-CAGGAGCAGAGCAAAGAA-3´ PPAR- gamma 
Reverse 5´-GTCCGTCTCCGTCTTCTTTA-3´ 

58 576 34 

Forward 5´-GCCGACCAAGGAAATGAC-3´ Pr
im

er
s o

f 
ad

ip
og

en
ic

 g
en

es
 

LPL 
Reverse 5´-GTAACAGCCAGTCCACCAC-3´ 

57 265 34 

Forward 5´-GTGGAAGAGCGGTGACTAC-3´ Collagen type 
II Reverse 5´-TAGGTGATGTTCTGGGAGC-3´ 

56 296 34 

Forward 5´-CTGTTATTCTCTCCAAAGC-3´ Collagen type 
X Reverse 5´-GCGTGCCATTCTTATACAGG-3´ 

56 195  34 

Forward 5´-GATACACCCTGGACTTCG-3´ Pr
im

er
s o

f 
C

ho
nd

ro
ge

ni
c 

ge
ne

s 

Aggrecan 
Reverse 5´-CTCATCCTTGTCTCCGTAGC-3´ 

56 191 34 

Forward 5´-CCAAGGAAAGCAAGGTCTG-3´  HPRT 
Reverse 5´-AGTTCTTTGCTGACCTGCTG-3´ 

55 230 32 
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 بحث
سپيره شده از آمغز استخوان با كشت  حاضر يدر مطالعه

موجود هاي بنيادي مزانشيمي  سلول،استخوان درشت ني خرگوش
  در تمايز به سه ردهها آنتوان تاجداسازي و تكثير شد در آن 

 هاياگرچه سلول. داستخواني، غضروفي و چربي ارزيابي گرد
-بنيادي مزانشيمي خرگوش مكررا در مطالعات مرتبط با سلول

ها  تمايزي اين سلولتواندرماني تجربي استفاده شده، با اين وجود 
 حاضر اين تحقيقلذا در . ه استدر محيط كشت كمتر بررسي شد

كه نشان داد   حاصلموضوع مورد توجه قرار گرفت و نتايج
سه  تمايز نظرهاي بنيادي مزانشيمي اين گونه حيواني از سلول

در محيط  بوده، قادرند با فراهم شدن شرايط مناسب ظرفيتي
 . استخواني، غضروفي چربي تمايز يابنديبه سه ردهآزمايشگاه، 
هاي بنيادي مزانشيمي شكلاتي كه در ارتباط با سلوليكي از م

.  سطح سلولي استهايشناسهله امانده، مسهمچنان حل نشده باقي
هاي بنيادي مزانشيمي از ها، در جداسازي سلولشناسهاهميت اين 

.  استمغز استخوان و بازشناسي آنها پس از تكثير در محيط كشت
 مزانشيمي انساني چندين هاي بنياديتا به حال، در مورد سلول

 معرفي شده SH-4 و SH-2 ،SH-3 سطح سلولي نظير شناسه
 هايدر سلول هاي انساني بوده ومختص سلول  كه)28-29( است
اي دريافتيم كه اخيرا ما در مطالعه. شوندبيان نميهاي حيواني گونه

اي موسوم  بيان شناسه،مي موشيهاي بنيادي مزانشدر كشت سلول
 كه پيشنهاد يابدداري افزايش ميطور معنيه  بThy 1.2ژن آنتيبه 

قابل  ي بنيادي موشيهاسازي سلولدر غنيتواند مي اين شناسهشد 
هاي در مورد سلول  تا به حال،به هر حال .]15[ باشد استفاده

به همين .  معرفي نشده استايشناسهبنيادي مزانشيمي خرگوش 
 تشخيصي آزمونن مواردي بهترين دليل محققين معتقدند كه در چني

 كه با توجه به نتايج ]4 [ستهاتمايزي آن توان بررسي سلول،
 هاي جدا شده، ماهيتتحقيق حاضر مبني بر توان تمايزي سلول
يكي از نكات جالب . بنيادي مزانشيمي آنها به خوبي روشن است

 در كشت تمايزي غضروف X بيان ژن كلاژن ،در مطالعه حاضر
هاي سلول كه بيان اين ژن معمولا شاخص كردد خاطرنشان باي. بود

سازي داخل غضروفي يند استخوانآ فرآغازغضروفي هيپرتروفه در 
-نمونهه يي كهاي اسكلتي جادر بافتو  در دوران تكوين  كهاست

شود اتفاق رود و استخوان جايگزين آن ميغضروفي از بين ميي 
 RT-PCRرنگي در  كممتصل بيان اين ژن كه البته. ]30 [افتدمي

سازي داخل پديده استخوان آغاز يدهندهنشانتشكيل داد 
رسد از اين به نظر مي.  كشت تمايزي ما بودطغضروفي در شراي

سازي داخل غضروفي در استخواننمونهتوان به عنوان تمايز مي

  ما موافق نتايجيافته اين .شرايط آزمايشگاهي استفاده كرد
Johnstone طور ويژه ه است كه ب 1998همكاران در سال  و

 مي خرگوش را مورديهاي بنيادي مزانشتمايز به غضروف سلول
تحقيق حاضر،  تمايز به استخوان  كشتدر]. 26 [مطالعه قرار دادند

هاي سلولي تشكيل توده  مشاهده،توجه قابل نكتهترين مهمشايد 
وقوع البته .  بودهادر اين تودهبه استخوان و وقوع تمايز در كشت 

 ها نيز تمايز به استخوان ساير گونه كشتدراي چنين پديده
 مشاهده كرديم كه در  ،اياخيرا ما در مطالعه. توصيف شده است

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز كشت تمايز به استخوان سلول
در  .]16 [شودتشكيل مي مشابهي هايتودهاستخوان موش نيز 

 ليتر مغز استخوان آسپيره شده ازود نيم ميليحد حاضر، تحقيق
هاي قرمز آن استخوان درشت ني خرگوش، بدون حذف گلبول

 هاي بنياديسلولي از جمعيت، چند پاساژبا انجام كشت گرديد و 
در مطالعات . فيبروبلاستي ظاهر گرديد شناسيريخت با مزانشيمي

استخوان جداسازي سلول بنيادي مزانشيمي از مغز  براي پيشين
هاي به منظور حذف گلبولخرگوش، پيش از كشت مغز استخوان، 

بر روي فايكول و انجام مغز استخوان قرمز از روش بارگيري 
 از معايب .]21-26 [چندين مرحله سانتريفوژ استفاده شده است

 احدودبه مدت دو مرحله سانتريفوژ اين روش اين است كه 
 ها در خارج از بدن و سلولشود  كه سبب ميدارددقيقه  15

 محيط و استرس مكانيكي حاصل از انكوباتور تحت استرس دمايي
 آوري لايهكه در حين جمع تر اينمهم.  گيرند قرارسانتريفوژ

مانده و  بخشي از آنها در لوله سانتريفوژ باقي،دارهاي هستهسلول
 Gradient(لذا براي انجام كشت با اين روش . شوددور ريخته مي

Centrifuge( مغز استخوان  بيشتري، معمولا)  ميلي5در حدود -

 ،از حيوانسپيره كردن اين مقدار مغز استخوان آكه  لازم است )ليتر
از ميزان نشان داد كه نتايج مطالعه حاضر . باشدميزا خود استرس

 و بدون استفاده از سانتريفوژ) ليترنيم ميلي( كم مغز استخوان
  .استخراج و تكثير كرد لول بنيادي مزانشيميتوان سگراديان نيز مي

 گيرينتيجه
 هاي بنياديتوان گفت كه سلولروي هم رفته مي

ها مي جدا شده از مغز استخوان خرگوش همانند ساير ردهيمزانش
Tripotentمحيط   در با فراهم شدن شرايط مناسب، قادرند بوده

 چربي  استخواني، غضروفي ويهاي ردهبه سلولآزمايشگاهي 
  .تمايز يابند

 تشكر و قدر داني
 حاضر بخشي از طرح مصوب پژوهشكده رويان يمطالعه

ولين وبوده و نويسندگان مراتب تقدير و تشكر خود را از مس
 .پژوهشكده ابراز مي دارند
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