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Abstract: 
 
Background: Recently, menstrual blood-derived stem cells as a unique source of stem cells 
with some features such as ease of access, high ability to proliferate and regenerate, lack of 
immune system stimulation and no tumorigenesis have raised great hopes for heart disease 
cell therapy. However, the regulatory mechanisms and role of miRNAs in controlling the 
differentiation of stem cells into cardiomyocytes are not fully understood. In this study, the 
level of human miR-26b-5p microRNA were investigated before and after differentiation of 
endometrial stem cells into heart cardiomyocytes. 
Materials and Methods: Endometrial mesenchymal stem cells were differentiated into 
cardiomyocyte-like cells for 30 days in the presence of 5-azacitidine and fibroblast growth 
factor. Then, using bioinformatics studies, human miR-26b-5p microRNA was selected and 
its expression pattern was performed during days 0, 6, 12, 18, 24 and 30 of differentiation by 
Real Time qRT PCR  
Results: Expression Level of human miR-26b-5p showed an uptrend differentiation between 
days 0 and 6 and then showed a significant decreasing trend differentiation from day 6 to 
day 18 and an uptrend again after day 18. 
Conclusion: The non-uniformity in the expression of hsa-miR-26b-5p microRNA during the 
24-day differentiation induction period indicates the existence of different messaging 
pathways involved in the differentiation process as well as different phases in the evolution 
and differentiation of cardiomyocytes. The miRNAs involved in the differentiation process 
and their possible role in turning off and on these messaging pathways at the beginning or 
end of a phase seems necessary. 
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يكي ها عملكرد كارديوميوسيت نقص در ،امروزي جوامع بشري بوده
 .]2،1[ گرددمحسوب مينارسايي قلبي  از علل اصلي

و بعد از  هستندميتوزى هاى پسسلول هاى انسان،ارديوميوسيتك
بعد از وقوع ؛ بنابراين دهندتوانايى تكثير خود را از دست مى ،تولد
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طور ديده بهآسيب هاى نكروزه در قلبِكارديوميوسيت اين
 ،شدههاى غيرانقباضى فيبروبلاستى جايگزين سلول اي باروندهيشپ

كه در درازمدت منجر د شوتشكيل مى يآسيب، بافت اسكار محلّ در
هاي توجه به ماهيت سلولبا اخيراً .]3[شود ينارسايي قلبي مبه 

هاي قلبي درماني در بيماريهاي سلولبنيادي، استفاده از روش
بيماران مبتلا به نارسايي  ياي را براگسترش يافته و اميدهاي تازه
يافتن مخزن سلولي  براينابن. ]4[ قلبي به ارمغان داشته است

ها متمايز شود دردسترس كه بتواند در صورت نياز به كارديوميوسيت
د، تحول شگرفي را در درمان اين ديده تزريق گردآسيب و به محلّ 

 منبع يك ندومترا بافت قاعدگي خون .]5[ بيماران فراهم خواهد نمود
مثل سهولت  هاييويژگيبا برخي  چندتوان بنيادي هايسلول از غني

عدم وجود مشكلات  ،دسترسي، توانايي تكثير و خودتجديدي بالا
و  عدم تحريك سيستم ايمنيهاي بنيادي جنيني، سلول اخلاقي

 و درماني ايجاد كرده استاميد فراواني را براي سلول ،تومورزايي
نتيجه بهبود وظهور براي بازسازي ميوكارد و دريك استراتژي ن

 Liu .]5-8[ باشدمي (MI) انفاركتوس ميوكاردعملكرد قلب پس از 
پتانسيل درماني روي كه بردر تحقيقي  2019در سال و همكارانش 

 هاي قلبيدر بيماري )MenSCرحم ( هاي بنيادي اندومترسلول

  خلاصه:
 هاييويژگيهاي بنيادي با برخي سلولفرد از عنوان يك منبع منحصربههاي بنيادي مشتق از خون قاعدگي بهتازگي سلولبه سابقه و هدف:

 درمانياميد فراواني را براي سلول ،و عدم تومورزايي ، عدم تحريك سيستم ايمنيخودتجديدي بالا و سهولت دسترسي، توانايي تكثير :مانند
ها هاي بنيادي به كارديوميوسيتسلول تمايز كنترل در هاmiRNAتنظيمي و نقش  هايمكانيسم حال،اين با ايجاد كرده است. هاي قلبيبيماري
هاي بنيادي در قبل و بعد از تمايز سلول miR-26b-5p انساني RNAميكروتغييرات سطح  ،اين پژوهشاست. در  نشده شناخته كاملاً

  اندومتر به كارديوميوسيت بررسي شد.
آزاسيتيدين و فاكتور رشد  -5حضور طي سي روز در هاي كارديوميوسيت در به سلولهاي بنيادي آندومتر سلولمايز ت ها:مواد و روش
و الگوي بيان  انتخاب شد miR‐26b-5p انساني RNAميكروبيوانفورماتيك،  هاييبررس از گيريبهره با سپس. صورت گرفتفيبروبلاستي 

   د.بررسي گردي Real Time qRT-PCRتمايز با تكنيك  30و  24، 18، 12، 6آن طي روزهاي صفر، 
روند  ،تمايز 18 تا 6، سپس از روز روند صعودي داشته ،تمايز 6بين روزهاي صفر و  miR-26b-5p انساني RNAميكروسطح در  نتايج:

  .  ه استدوباره روند صعودي را نشان داد ،تمايز 18دار و بعد از روز كاهشي معني
حاكي از وجود مسيرهاي  ،تمايز القاي روزه30دوره طي  miR-26b-5pانساني  RNAميكروعدم يكنواختي در روند بيان  گيري:نتيجه
باشد و انجام مطالعات بيشتر ها ميتيسورساني مختلف دخيل در روند تمايز و همچنين فازهاي متفاوت در سير تكامل و تمايز كارديوميپيام

رساني در شروع يا اين مسيرهاي پيامكردن روشن و ها در خاموشآنهاي دخيل در روند تمايز و بررسي نقش احتمالي miRNA بر روي
  رسد.نظر ميهضروري ب ،خاتمه يك فاز

 5-ژن فاكتور رونويسي جعبه ، A26MIRN انساني RNAميكرو، كارديوميوسيت سلول بنيادي مزانشيمي آندومتر، واژگان كليدي:
(TBX5)    
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هاي بنيادي اندومتر رحم سلولدادند كه صورت گرفت، نشان 
، رشد محرك و زاييرگ عوامل ترشح پاراكرين، واسطه اثراتهب

بهبود  نهايت كمك بهدر وديده بازسازي ميوكارد آسيبمنجر به 
با ، 2017همكاران در سال  و رحيمي .]2[ دنشوميعملكرد قلبي 

هاي بنيادي مشتق از خون قاعدگي به توان تمايز سلولارزيابي 
، جمعيت سلولي هااين سلول ها نشان دادند كهكارديوميوسيت

جهت تمايز به را پتانسيل خوبي فردي هستند كه منحصربه
اغلب از عوامل  ،اكثر رويكردهاي فعلي .]8[ ها دارندكارديوميوسيت

براي تحريك و  عوامليعنوان بيولوژيكي و شيميايي مختلف به
 هاكارديوميوسيتهاي بنيادي مزانشيمي به تعديل تمايز سلول

 شد ارشگز بارليناوّ براي پيش، دهه يك از .]9-11[ كننداستفاده مي
 يم تكامل قلبظو تن كنترل در را نقش اساسي هاmicroRNA كه

 اند كهييد كردهأت بسياريمطالعات كنند و تا به امروز ايفا مي

miRNAتكثير  و توانند در توسعه سلولي، تمايزها مي
هاي مولكول .]13،12[ها نقش كليدي ايفا كنند كارديوميوسيت
microRNAs  گروهي ازRNA اي كوتاه باهرشتشده تكحفاظت 

عنوان هنوكلئوتيد و غير كدشونده هستند كه ب 23تا  19طول 
رغم علي .]14[ كنندهاي بعد از رونويسي بيان ژن عمل ميكنندهتنظيم

در تمايز  miRNAوي نقش رمطالعات بسياري كه بر
است، اما هنوز اطلاعات جامعي  ها صورت گرفتهكارديوميوسيت

مورد مسيرهاي سيگنالينگ درگير در تمايز در تعامل با در
miRNA شود.تر حس ميندارد و نياز به تحقيقات وسيعها وجود 

 در مهم كنندهتنظيم يك عنوانبه miR-26 تحقيقات نشان داده كه 
 زايي،رگ تكثير، ازجمله بيولوژيكي، فرآيندهاي ساير و زاييسرطان
در انساني  miR-26 .]16،15[ است شده شناسايي التهاب و آپوپتوز
تواند تمايز عصبي را قرار دارد و مي Ctdsp2 اينترون از ژن ناحيه

مطالعات نشان داده كه . ]18،17[ همراه با ژن ميزبان خود تنظيم كند
در بيماران فيبريلاسيون دهليزي كاهش يافته  miR-26 سطح بيان

 بيان اجباري .است miR-26 ژن دادنبا هدف قرار GATA4 

 miR-26 بر اين، سطحعلاوه .دهدهيپرتروفي قلبي را كاهش مي

. اين ]19،16[ يابدقلبي كاهش مي پلاسما در بيماران نارسايي حادّ
ي در توسعه و نقش مهمّ   miR-26bكه احتمالاً دهد نتايج نشان مي

دادند  ننشا 2013و همكاران در سال  Lou. حفظ عملكرد قلب دارد
هاي كانالهاي ژن ، رونويسي miR-26b-5pكه افزايش بيان

ي در حفظ پتانسيل عمل در كه نقش مهمّ  را KIR2.1 پتاسيمي
 miR-26b-5p همچنين .دهندها دارند، افزايش ميكارديوميوسيت

بالغ، هاي هاي مرتبط با كارديوميوسيتبه افزايش بيان ژن منجر
و  Wang .]20[ شوداكتينين مي‐α  و  cTNT،α-MHC ازجمله

فعاليت با تعديل  ،miR-26b نشان دادند، 2017همكاران در سال 

 Gsk3β هايبيان ژن دادنازطريق هدف قرار Wnt رسانيپيام مسير

باعث نوبه خود به ،گشته P19 تكثير سلوليسبب افزايش Wnt5a  و
ها هاي بنيادي به كارديوميوسيتو تعهد سلولفرآيند تمايز تسهيل 

 Homo sapiens خصوص نقشحال درتابه .]21[ دشومي

p5-b26-miR-hsa (human) انساني ندومتر اي هاسلول در تمايز
 ،ي انجام نشده است. در اين پژوهشامطالعهي قلبي هاسلولبه 

هاي در قبل و بعد از تمايز سلول miR-26b-5pبيان  تغييرات سطح
  به كارديوميوسيت بررسي گرديد.انساني ندومتر ابنيادي 

  
  هامواد و روش

در دانشگاه علوم  9895اين طرح به شماره (كد پژوهشي) 
صورت هپژوهش حاضر بپزشكي كاشان مصوب شده است. 

 ارهشمكد اخلاق به با اي تجربي مداخله

1398.030IR.KAUMS.REC.  مصوب معاونت تحقيقات و
هاي بنيادي برروي سلولآوري دانشگاه علوم پزشكي كاشان فن
گروه سلولي ندومتر انساني مشتق از خون قاعدگي در آزمايشگاه ا

سلولي كاربردي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي كاشان 
هاي نوين علوم پژوهشگاه فناوريها از انجام گرفت. اين سلول

ري شد. حجم نمونه، تعداد خريدا سيناابن – دانشگاهيجهاد 	زيستي
 T25فلاسك  6در هر بود كه سلول بنيادي اندومتر  1000000

معيار  استفاده شد.ت يسومنظور تمايز به سلول كارديوميبه
هاي مورد مطالعه براساس روزهاي تمايز بود و به بندي گروهتقسيم

ندومتر بدون اهاي بنيادي گروه تحت مطالعه تقسيم شدند. سلول 6
عنوان گروه (بدون مداخله) روز صفر به دريافت محيط تمايزي قلبي

هاي مداخله بعد از دريافت محيط يك در نظر گرفته شدند و نمونه
هاي دو ترتيب گروهبه 30، 24، 18، 12، 6تمايزي قلبي در روزهاي 
 تا شش نامگذاري شدند.

  :و افزودن محيط تمايزي كشت سلولي
در محيط كشت  اندومتر شيممزانهاي بنيادي سلول

DMEM-F12  درصد سرم گاوي و يك درصد  10حاوي
و در  T25استرپتومايسين داخل فلاسك  - سيلينبيوتيك پنيآنتي

درصد كشت داده شدند. محيط  5اكسيد كربن درجه و دي 37دماي 
هاي هر روز سلول بار تعويض شد.ساعت يك 48ها هر كشت سلول
شده با استفاده از ميكروسكوپ معكوس مورد بررسي كشت داده

 قرار گرفتند. 

هاي بنيادي مزانشيمي اندومتر با روش تعيين ماركرهاي سطحي سلول
  فلوسايتومتري:

شده، تعداد هاي بنيادي تهيهجهت اطمينان از ماهيت مزانشيمي سلول
هاي حاصل از پاساژ چهارم سلول بنيادي مزانشيمي سلول 200000
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 72پس از گذشت  .خانه كشت داده شدند 24ر چاهك پليت در ه
هاي شدن سلولپس از جداو  شدتريپسينه ساعت، پليت سلولي 

 CD34از پليت، ميزان بيان ماركرهاي سطح سلولي حاصل 
با روش فلوسايتومتري در آزمايشگاه شركت سلول بافت   CD73و

  گيري شد.زيست تهران اندازه
  هاي بنيادي مزانشيمي اندومترسلولالقاي تمايز قلبي در 

هاي بنيادي مزانشيمي براي القاي تمايز قلبي در سلول
روز در معرض محيط تمايزي قلبي قرار  30مدت ها بهسلول ،اندومتر
شده از محيط تمايزي طبق پروتكل منتشرتمايز  يجهت القا گرفتند.
 فيبروبلاستيآزاسيتيدين و فاكتور رشد  -5حضور در  XUتوسط 

ها با استفاده از سلول ،تمايز يدوره القا در طول. ]22[استفاده شد 
ميكروسكوپ معكوس مجهز به دوربين عكاسي مورد بررسي قرار 

تمايزي و  24ها در روزهاي صفر تا برداري از سلولگرفت و عكس
ري بيان ژن اختصاصي قلبي در گياندازه ام تهيه شد.روز سي

) (Real Time qRT-PCR شده با تكنيكهاي تمايز دادهسلول
Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR 

از كيت ستوني   mRNAو miRNAزمان هم براي جداسازي
Hybrid-R miRNA-mini  شركتGenall ّيت استفاده شد و كم

هاي استخراجي با استفاده از دستگاه  mRNAو miRNAو كيفيت 
نهايت گيري شد. درايالات متحده اندازه Thermoنودراپ شركت نا

RNA  منتقل شد. سپس شروع  -70 به فريزر سرعتبهاستخراجي
با استفاده از پرايمر  TBX5از نسخه رونوشت ژن  cDNAسنتز 

Random Hexamer كل كيت براساس پروتGenall  كره)
-miR اختصاصي مولكول RT Stem-Loop miRNAجنوبي) و 

26b-5p  كل شركت آناسل (ايران) صورت مطابق پروتانساني
اي پليمرازي هر يك از ي زنجيرههاي كمّپذيرفت. در ادامه، واكنش

cDNA ژنهاي TBX5 جدول  شدهپرايمرهاي طراحي واسطههب)
كل انساني مطابق پروت miR-26b-5p پرايمر مولكولو  )1شماره 

شركت  Master Mixكيت شركت آناسل (ايران) با استفاده از 
Ampliqon  براي حجمl 25  هبرنامو شد تنظيم PCR منظور به
 شركت ABIترموسايكلر در دستگاه  نظرمورد تكثير قطعات

Applied Biosystem جدول  متحده صورت گرفتايالات)
نسخه   Relative quantity؛ بيان نسبيپايان. در )2شماره 

ژن ساختماني نسخه رونوشت  نسبت بههدف  رونوشت هر ژن
بيان نسبي صورت هها بنمونه ههمدر  House keeping نگهدارخانه

كه است  گفتني. مورد آناليز قرار گرفت ctΔΔ-2براساس فرمول 
هاي عنوان ژنترتيب بههب SNORD47و  GAPDH هايژن

 miRNAsو  mRNAsنگهدار مورد استفاده براي بيان مطالعه خانه
  . نددشاستفاده 

  

  Real Time qRT-PCR گيري بيان ژن اختصاصي قلبي با تكنيكاندازه برايمورد استفاده هاي پرايمر توالي -1شماره  جدول
  نام ژن پرايمر فوروارد پرايمر ريورس 

5'-GACTCCAACTACGCACTA-3' 5'-CATCAACCAGCCACATTC-3'  TBX5      
5'-CGGTGACTGTAGCCATAT-3' 5'-GGACTTCCTCGGTGATAC-3'  GAPDH  

  Real Time qRT-PCR با تكنيك cDNA تكثير قطعاتمنظور به PCR هبرنام -2شماره  جدول 
  
  
  
  
  
  
    
  
  

   هاتحليل دادهوروش تجزيه
افزار وسيله نرمهشده بهاي گردآوريتحليل دادهوتجزيه

SPSS  ها، بين گروه انجام شد. جهت مقايسه ميانگين داده 20نسخه
و  One-way ANOVAهاي آزمايشي از آزمون كنترل و گروه

  Mean±SEMصورتها بهاستفاده شد. تمام داده Tukeyتست 

 ≥05/0Pميانگين خطاي استاندارد) محاسبه شد. مقدار  ±(ميانگين 
با سه علامت  ≥P 001/0با دو علامت و  ≥P 01/0با يك علامت، 

هاي بودن نسبت به گروه كنترل برروي نمودارهاي گروهدارمعني

  نام مرحله  حرارت هدرج  زمان  هدف

  تغيير ماهيت كلي (تقليب)  درجه 94  دقيقه 2  ليهشدن كلي و اوّايرشتهتك

  تغيير ماهيت درجه 94 ثانيه 30  شدن كليايرشتهتك
  سيكل 40

  درجه 72 ثانيه 30 و تكثير cDNAدماي اتصال آغازگرها به 
  زني وپيوند

 مرحله توسعه

  توسعه تكميلي درجه 72 ثانيه DNA 240تكميل سنتز 
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رسم  Excelافزار وسيله نرمهنمودارها بآزمايشي نشان داده شد. 
  د.گردي

  
  نتايج

هاي بنيادي اندومتر رحم ارزيابي خصوصيات سلول
  شده كشت
منظور با استفاده از روش فلوسايتومتري بيان نشانگرهاي به اين
هاي بنيادي مشتق از بافت در سلول CD73 وCD34  سطحي

فلوسايتومتري نشان داد كه اندومتر بررسي شدند. نتايج حاصل از 
هاي بنيادي اندومتر رحم انسان پس از پاساژ چهارم نشانگرهاي سلول

 ،هاي بنيادي خونساز هستندرا كه مربوط به سلول CD34سطحي 
نتايج  .باشدميدرصد  55/0كنند و بيان اين نشانگر سطحي بيان نمي

كه نشان داد  CD73حاصل از فلوسايتومتري براي نشانگر سطحي 
هاي بنيادي را كه مربوط به سلول هاي بنيادي اندومتر اين ماركرسلول

درصد  3/99 بيان اين نشانگر سطحي كند وميبيان  ،مزانشيمي هستند
  ).2و  1 هايشماره هاينمودارباشد (مي

  

  
هاي بنيادي مزانشيمي آناليز فلوسايتومتري سلول -1شماره  نمودار
دهنده بيان منفي اين نشان CD34بادي در مجاورت آنتي اندومتر

هاي اندومتر است. بيان اين نشانگر سطحي در ماركر در سطح سلول
  باشد.مي درصد 55/0متر اندوهاي بنيادي سلول

  
  

 
هاي بنيادي نتيجه آناليز فلوسايتومتري سلول -2شماره  نمودار

اين  دهنده بياننشان CD73بادي در مجاورت آنتي مزانشيمي اندومتر
هاي ها است. بيان اين نشانگر سطحي در سلولماركر در سطح سلول

 .باشدميدرصد  3/99متر اندوبنيادي 
  

سمت ندومتر بهاهاي بنيادي مورفوژنيكي در طي تمايز سلول ارزيابي
 هاي كارديوميوسيت قلبيسلول

روز در محيط  24مدت هاي پاساژ چهارم كه بهدر سلول
ام، تغييرات روز سي ، درگرفته بودندتمايزي قلبي قرار 

هاي قلبي مشاهده شد. سمت سلولمورفولوژيكي تمايز به
در محيط تمايزي با  شدهدادههاي كشتمورفولوژي سلول

ها قبل از تمايز ميكروسكوپ فاز كنتراست مشاهده شد. اين سلول
كردن فيبروبلاستي هستند. در حين تمايز، پس از اضافهشبه

شكل دوكي ،كم شروع به تغيير شكل نمودهها كمن، سلولآزاسيتيدي
هايي ديده شد كه شروع به تمايز سلول يالقا 6شوند و در روز مي

شدن و اتصال با شدن، تشكيل زوايد و انشعاباتي براي نزديككشيده
 18و  12بودند. اين روند در طي روزهاي كرده هاي مجاور سلول

تمايز عمده  يالقا 18كه در روز طوريهتمايز افزايش يافت، ب
تشكيل داده بودند  Gap Junctionبا يكديگر  بود و ها كشيدهسلول

اي مشاهده شد كه ناشي از ادغام ديواره سلولي هاي دوهستهو سلول
ها مورفولوژي تمايز اكثر سلول يالقا 30و  24 هايبودند. در روز
يكپارچه و منسجم ساختاري  داشتند و stick-likeو  كشيده، مخطط

  .)1(شكل شماره  مشاهده شد
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روز با استفاده از ميكروسكوپ معكوس.  30هاي بنيادي مشتق از اندومتر به كارديوميوسيت در طول تغييرات مورفولوژي سلول -1شماره  شكل

 10Xبزرگنمايي 

  
ــكل ــلول. A ش ــاني س ــفر قبل از هاي بنيادي اندومتر انس روز ص
 FBSحاوي  DMEM كشتدر محيط كردن محيط تمايزي اضافه

صد 10 سلولو آنتي در شده بعد از كاربردههاي بنيادي بهبيوتيك. 
ــدن در محيط كشــت بهدادهقرار ــتند به كف محيط ش راحتي توانس

يده ند ،كشـــت چســب  ظاهر هاســلول مورفولوژي .رشـــد كن

ــت ــان خوبيبه را هاآن مانندفيبروبلاس نوك پيكان)؛ دهد (مي نش
كل  يادي در روز . ســلولBشــ قا 6هاي بن مايز در  يال حال ت
شيده ستندشدن و دوكيك سياه)( شدن ه حال هنوز ؛ با اينفلش 

 مورفولوژي فيبروبلاستي منشعب دارند؛ ،هادرصد زيادي از سلول

 هاي در حال تمايزســلولتعداد زيادي از  12در روز . C شــكل
شيده و دوكي پيدا كردند هاي در سلول، D شكل ؛مورفولوژي ك

شــكل و با انشــعاباتي صــورت دوكيالقا به 18حال تمايز در روز 
شدهبه شيده   24ها در روز سلول ،Eشكل اند؛ سمت يكديگر ك
ــد 90تمايز و  يالقا ــيده و  درص پيدا  stick-likeمورفولوژي كش

ستا يككردند و  در  شكل بودرا سيتو، نمايي از كارديFند؛  ها ميو

سجم و ؛القا 30در روز  ساختاري من يكپارچه  تمايز، مورفولوژي با 
  (فلش قرمز). باشدمي

طي دوره TBX5  نتايج مربوط به بيان نسبي نسخه رونوشت ژن
هاي بنيادي اندومتر به كارديوميوسيت با استفاده روزه تمايز سلول30

 Real Time qRT-PCRاز روش 

روزه 30طي دوره   TBX5نوشت ژنبيان نسبي نسخه رو
  Real Time qRT-PCRتكرار با تكنيك  3صورت تمايز به

 6در روز  TBX5، بيان ژن 3شماره  نموداربررسي شد. با توجه به 
تمايز نسبت به روز صفر (گروه كنترل) افزايش بيان معناداري را 

تمايز و تبديل تعداد  يشدن روند القا.  با طي )≥001/0P( نشان داد
تعداد  و هاي قلبيهاي بنيادي اندومتر به سلولبيشتري از سلول

كه در طوريهروند افزايشي نشان داد؛ ب TBX5كننده هاي بيانسلول
ميزان بيان نسبي نسخه رونوشت اين ژن نسبت  و تمايز يالقا 12روز 

و همچنين بين ) ≥001/0P( روز صفر اختلاف معناداري نشان داد
مشاهده نيز اختلاف بيان معناداري  6با روز  12بيان اين ژن در روز 



  و همكاران سعادت

 124                                                                                               2شماره  | 26دوره  | 1401 |تير -خرداد  |نامه فيض دوماه

تمايز ميزان بيان نسخه رونوشت ژن  يالقا 18روز ). ≥01/0P( شد
TBX5  افزايش معناداري 12و  6صفر، نسبت به روزهاي TBX5 
دوره تمايز، نسخه رونوشت اين  24در روز ). ≥001/0P( نشان داد

 نيز اختلاف بيان معناداري نشان داد 12و  6روزهاي صفر، ژن با 
)001/0P≤ داري در نسخه رونوشت اين كه اختلاف معنيدرحالي)؛

  . (P=ns) مشاهده نشد 30و  18با روزهاي  24ژن در روز 

  
 24هاي بنيادي مزانشيمي تحت تيمار با محيط تمايز قلبي طي دوره در سلول TBX5  نمودار ميزان نسبي بيان نسخه رونوشت ژن -3شماره  نمودار

 وعنوان كنترل منفي هب ،نيافته در روز صفرهاي تمايز؛ بررسي سلولامام و روز سي 24،18،12،6 ام در روزهاي صفر،روزه تمايز و در روز سي
  شده است.در نظر گرفته ± SEM   Meanصورتهاي اين آزمايش بهداده

)001/0P≤(  *** روز صفر، در مقايسه با گروه)001/0P≤( +++ تمايز،  يالقا 6روز در مقايسه با گروه)001/0P≤(  ###  تمايز،  يالقا 12روز در مقايسه با گروه)001/0P≤( 
  تمايز يالقا 18روز در مقايسه با گروه  ©©©

  
روزه تمايز 30طي دوره  hsa-miR-26b-5p مربوط به بيان نتايج
هاي بنيادي اندومتر به كارديوميوسيت با استفاده از آناليز سلول

Real Time qRT-PCR 
-Real Time qRTتوسط  hsa-miR26a-5pروند بيان 

PCR  توجه تكرار بررسي شد. با 3صورت روزه تمايز به30طي دوره
كردن محيط تمايزي قلبي به اضافه ، بعد از4نمودار شماره به 

هاي روز ندومتر، افزايش بيان معناداري در سلولاهاي بنيادي سلول
 تمايزي نسبت به روز صفر (گروه كنترل) مشاهده شد 6
)001/0P≤( بيان اين .microRNA  كاهش بيان  12در روز

ولي اين تغيير  ،)≥001/0P( نشان داد 6معناداري را نسبت به روز 

اين  .)≥001/0P(دار بود همچنان نسبت به روز صفر بالاتر و معني
ترتيب تمايز ادامه پيدا كرد، منتها اين ميزان به 18روند كاهشي تا روز 

، )≥05/0P( همچنان معنادار مشاهده شد 12و  6ه روز صفر، بنسبت 
)001/0P≤ ( و)01/0P≤( ميزان بيان اين .microRNA  در روز

ز روند صعودي به خود گرفت و نسبت به روزهاي تماي يام القا 24
. )≥001/0P(تمايز افزايش معناداري را نشان داد  18و  12، 6صفر، 

ام تمايز مشاهده شد و بيان اين مولكول با 30اين افزايش در روز 
اختلاف بيان معناداري نشان داد  18نيز  12و  6روزهاي صفر، 

)001/0P≤(داري در بيان اين مولكول بين كه تغيير معنيحالي؛ در
  .(P=ns) مشاهده نشد 30و  24روزهاي 
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تيمار با محيط تمايز قلبي طي هاي بنيادي مزانشيمي تحتدر سلول miR‐26b‐5pانساني  RNAنمودار ميزان بيان نسبي ميكرو -4شماره  دارونم

 وعنوان كنترل منفي هنيافته در روز صفر بهاي تمايز؛ بررسي سلول30،24،18،12،6، 0روزهاي تمايزي  گروه در 6روزه در 30 تمايز يدوره القا
   در نظر گرفته شده است. ± SEM  Meanصورتهاي اين آزمايش بهداده

)001/0P≤(  *** روز صفر، در مقايسه با گروه)001/0P≤( +++ تمايز،  يالقا 6روز در مقايسه با گروه)001/0P≤(  ###  تمايز،  يالقا 12روز در مقايسه با گروه)001/0P≤( 
  تمايز يالقا 18روز در مقايسه با گروه  ©©©

  
  بحث 

-miR انساني RNAميكرودر اين تحقيق تجربي، بيان 

26b-5p  و نسخه رونوشت ژنTBX5 ترين عنوان يكي از مهمبه
ي بنيادي هاسلولروزه 30ماركرهاي كارديوميوسيتي، طي تمايز 

 حاضرهاي يافته .اندومتر به كارديوميوسيت مورد ارزيابي قرار گرفت
روند يكنواختي  hsa-miR-26b-5pدهد كه بيان مولكول نشان مي

روزه تمايز طي نكرده است. از طرف ديگر بيان 30را در طول دوره 
يكنواختي را از  ، روند افزايشي كاملاTBX5ًماركر كارديوميوسيتي 

كه تحقيقات متعدد نشان داده  ام تمايز نشان داد.30روز صفر تا روز 
مسير اصلي سيگنالينگ  3كنش برهم، ليه تمايزدر طول مراحل اوّ 

BMP ،FGF و WNT ر پيشبرد تمايز نقش اصلي را ايفاد 
روند تكامل  2021و همكاران در سال  Rowton .]23[ نمايندمي

 in vitroو   invivo هاي هاي قلبي را در محيطقلب و سلول
ها مراحل تمايز كارديوميوسيتكه نشان دادند  ،ارزيابي نموده

و ساز قلبي ، از مزودرم تا پيشفازهاييبه   Invitroدر
شود كه تقسيم مي هاي بالغكارديوميوسيت نابالغ تا كارديوميوسيت

كدام از اين فازها مسير سيگنالينگ جدا و فاكتورهاي رونويسي هر
لين اوّ .]25،24[ باشدخود را دارند كه مشخصه آن فاز مي خاصّ

ها شامل ايجاد مزودرم است كه كارديوميوسيتمرحله تمايز 
پس از آن مهار  ،اين فاز ضروري بودهبراي ورود به   WNTمسير
القاي تمايز و  براي  wntرسانيشدن مسير پيامفعال .]26[ شودمي

و الگوي بيان آن در طي دوره تمايز ورود به فاز مزودرمي لازم است 
 بررسي مسير همچنين .]27،26[ باشدها دوفازي ميكارديوميوسيت

هاي عملكردي پرتوان به كارديوميوسيت  P19القاي تمايز سلول
به منجر  Wnt هايسيگنالبا تنظيم تواند مي  miR-26كه نشان داده

ر بيان مهاكه طوريهبگردد،  هاي عملكرديكارديوميوسيتتوليد 
در  Wnt دهيسيگنالشدن مسير سبب سركوب  miR-26مولكول

‐miRمولكول  بيان بيش از حدّاز طرف ديگر  .]21[ دشطول تمايز 

26b  دو ژنبيان هر سبب افزايش Brachyury وMesp1  از ،
عنوان پس از شروع تمايز به 4در روز فاز مزودرمي،  ماركرهاي مهمّ

مورد بيان حاضر درهاي . يافته]21[ گرديد ،ه مزودرميليمرحله اوّ
hsa‐miR-26b-5p   داري داشت. اين افزايش معني 6نيز در روز

رسد با فاز نظر ميروند افزايشي بين روزهاي صفر تا شش به
 -Wntβو مسير  miR-26ارتباط ، مزودرمي مطابقت نموده

catenin  نظر ه كه بطوريهدهد؛ بافزايش ميدر اين بازه زماني را
كردن مسير براي فعال miR-26b-5p رسد افزايش ميزانمي

فاز مزودرمي و تكثير  يو القا Wntβ- cateninسيگنالينگ 
-hsaمطالعه، كاهش ميزان اين هاي مزودرمي لازم است. در سلول

miR-26b-5p تمايز و ادامه اين كاهش تا  يپس از روز ششم القا
هاي نشان داده كه سركوب بيان ژن تحقيقاتمشاهده شد.  18روز 

Wntβ- catenin ها از فاز مزودرمي، خود براي خروج سلول
ساز قلبي كه فاز اصلي تمايزي نوسازي، تكثير و ورود به فاز پيش

بيان  اند كهمطالعات نشان دادهاز طرف ديگر  .باشدلازم مي ،است
ي در نقش مهمّكه  KIR2.1 يپتاسيم هايكانالهاي رونويسي ژن

‐miRبيان  دارند، با كاهش هاحفظ پتانسيل عمل در كارديوميوسيت

ها به نظر نقش كاهشي مولكول . اين يافته]20[ يابدمي افزايش 26
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hsa-miR-26b-5p تمايزي  18 تا 6بين روزهاي  را
كه كاهش طوريهد؛ بنكنمطالعه توجيه مياين ها در كارديوميوسيت

لازمه پيشبرد روند تمايزي تكاملي و تشكيل  miR-26b‐5pميزان 
-hsa-miRتمايز، بيان  18هاي غشايي است. پس از روز كانال

26b-5p كه در روز توجه به اينخود گرفت كه باه روند افزايشي ب
پس از آن  ،ليه به شكل نابالغ بودههاي اوّكارديوميوسيتتمايز  18

 براينابنها مراحل بلوغ خود را تكميل نمايند، بايستي اين سلول
آن در فاز  دهنده اهميتتواند نشان، ميmiR-26b-5pافزايش بيان 

مطالعات نشان داده  ها باشد.نهايي تمايزي و بلوغ كارديوميوسيت
در اين مرحله  Wnt رسانيپيام شدن مسيرهايفعالكه است 

 نهايي بلوغ و عملكردي هايكارديوميوسيت توليد به دنتوانمي
تواند علت اصلي . اين امر مي]28[ شوندمنجر  هاكارديومسيت

را توجيه نمايد. علل اصلي  miR-26افزايش دوباره ميزان مولكول 
روزه 30طي دوره  miR-26b-5pعدم يكنواختي در روند بيان 

تواند حاكي از وجود مسيرهاي مي هتمايز در اين مطالع يالقا
گنالينگ مختلف دخيل در روند تمايز و همچنين فازهاي متفاوت يس

رسد با نظر ميهها باشد كه بتمايز كارديوميوسيت در سير تكامل و
 فاكتور خانواده از عضوي ،Tbx5 ژن ساير مطالعات مطابقت دارد.

 فاكتور با قلب در كه باشدمي T box پيوند DNA رونويسي
 ها همكاريوميوسيترديكا تمايز روند در Nkx2.5 قلبي رونويسي

براي   GATA4 پروتئين همراهبهTbx5  . پروتئين]29[ كندمي
طور به Nkx2.5 همراه پروتئينبه ،سپتوم دهليزي لازم بودهتشكيل 

هاي هاي رونويسي عناصر انقباضي كارديوميوسيتنسبي بيان ژن
. در مطالعه ]30،29[ را فعال نمايند  Myh7 و Hcn4 مانند  ،قلبي
 ، روند افزايشي كاملاً TBX5بيان ماركر كارديوميوسيتي  ضراح

روند بنابراين  تمايز نشان داد؛ 18يكنواختي را از روز صفر تا روز 
ترين ماركرهاي قلبي عنوان يكي از مهمهب  TBX5 افزايشي بيان ژن

هاي قلبي و سمت سلولهاي بنيادي آندومتريوم بهبيانگر تمايز سلول
   .باشدتمايز مي 24ها تا روز وسيتارتباط آن با تمايز و بلوغ كارديومي

  TBX5 ژننسخ رونوشت بيان  توجه به روند افزايشي يكنواختبا

كردن روند تمايزي و بلوغ دهنده طيكه نشان 30 تا روز
-miR-26b يك بيان فازهمچنين الگوي  ،ستا هاكارديوميوسيت

5pرود كه عملكرد ، احتمال ميmiR-26b-5p با مسيرهاي دررابطه
يند آيند تمايزي و براي پيشبرد فرآسيگنالينگ مختلف دخيل در فر

گذاري بر واسطه اثرهب ها لازم باشد. اين امرتمايز كارديوميوسيت
 تواند به مهار يك مسير سيگنالينگ و ورودين ميئبيان يك پروت

هاي سيگنالينگ جديد در طي شدن مسيرها به فاز جديد با فعالسلول
رساني در مقاطع . اين مسيرهاي پيام]10[ رددگ منجرآيند تمايز فر

واسطه فعاليت فاكتورهاي واسطه انتقال پيام هزماني متفاوت ب
فاكتورهاي رونويسي متفاوت و همچنين  سيتوپلاسمي و

فعال يا  ،ازهاي تنظيمي، در شروع و يا پايان يك فRNAميكرو
-miR مولكول ،نتايج اين رسدمي نظرهب .]21،12[ شوندغيرفعال مي

26b-5p كردن براي متعادل بالقوه ايكانديدعنوان يك به را
هاي بنيادي به سلولتمايز مسير در رساني پيام مسيرهاي

   .دهدمينشان  كارديوميوسيت
  

  گيرينتيجه
توجه به عدم بررسي مسيرهاي سيگنالينگ دخيل در اين با

 در miR-26b-5p تغيير بيان، مطالعه بيشتر روي نقش مولكول
 به اندومتر بنيادي هايسلول تمايز مسيرهاي سيگنالينگ اصلي

 سازيبهينه منظوربه WNT مسير سيگنالينگ مانند هاكارديوميوسيت
  رسد.نظر ميهضروري ب in vitro محيط در هاكارديوميوسيت توليد

  
  تشكر و قدرداني

نويسندگان اين مقاله از تشريك مساعي همكاران محترم در 
آوري دانشگاه علوم پزشكي كاشان كمال معاونت تحقيقات و فن
  .تشكر و امتنان را دارند
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