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 چكيده
  .  و بررسي پتانسيل تمايزي آنها به غضروف در محيط آزمايشگاهيNMRI از مغز استخوان موش مزانشيمي جداسازي سلولهاي : هدف

هر خانه از  سلول در 500به تعداد   آنها  مغزاستخوان سلولهاي  شدند وكشته   هفته4ـ6   تقريبي با سن NMRI   موشهاي: هاروشمواد و 
 تمايز به غضروف به منظور  .با انجام دو پاساژ متوالي، جمعيت خالصي از سلولهاي فيبروبلاستي ظاهر شد.  خانه كشت شد6ظروف 

 با انجام  پاساژ دوم سلول200000در روش اول، .  استفاده شد (Monolayer)اي   و كشت تك لايه (Micromass culture) روش  دواز
 24 سلولهاي پاساژدوم در ظرف monolayerدر روش . قرار گرفتمحيط كندروژنيك روز در 21به مدت  و شدكم سانتريفوژ مترا

 براي ارزيابي تمايز از .خانه كشت شد و پس از پرشدن كف ظرف، محيط تمايز كندروژنيك جايگزين محيط كشت سلول شد
 Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) رنگ آميزي اختصاصي تولوئيدن بلو، آلسين بلو و روش  هايروش

                                   .بررسي شد در مطالعه حاضر ماهيت مزانشيمي سلولهاي جدا شده با روش تمايز به استخوان و چربي .استفاده شد
دو هفته پس از آغاز كشت، سلولهاي . دوكي بوددر روزهاي اول، ظرف كشت حاوي سلولهاي منفرد با مورفولوژي اغلب  :ها يافته

دو هفته . با انجام پاساژ، كلنيهاي سلولهاي دوكي جدا شدند و به ظرف كشت جديد منتقل شدند. دوكي تكثير يافته ايجاد كلني كردند
در روش . تي بودپس از پاساژ اول، پاساژ دوم انجام گرفت كه حاصل آن جمعيت نسبتا يكنواختي از سلولهاي دوكي فيبروبلاس

Monolayer كه با روش   تمايز اتفاق نيفتاد در حاليMicromassهمچنين نتايج .  سلولهاي جدا شده به غضروف تمايز يافتندRT-PCR 

رنگ آميزي اختصاصي .  به ميزان زيادي در سلولهاي تمايز يافته توليد شده استاگريكان و  II ،Xكلاژن تايپ   mRNAنشان داد كه 
راحتي به استخوان  سلولهاي جدا شده در مطالعه حاضر به. ن بلو و آلسين بلو نمايانگر متاكروماتيك بودن ماتريكس ترشحي بودتولوئيد

  .و چربي تمايز يافتند كه نشانگر ماهيت مزانشيمي آنها بود
با توجه به اينكه اين . ف را دارندسلولهاي فيبروبلاستي جدا شده با روش كشت در تراكم پايين پتانسيل تمايز به غضرو: نتيجه گيري

  .سلولها به استخوان و چربي نيز تمايز يافتند، ماهيت مزانشيمي دارند
  

  Balb/c و NMRIموش  ، استخوان و چربي ، غضروفتمايز به  سلول مزانشيمي،سلول فيبروبلاستي، :ها كليدواژه
  

__________________________ 
: دوق پستيروه سلولهاي بنيادي، صنگتهران، پژوهشكده رويان،  :آدرس مكاتبه 

4644-19395                                   E-mail: bagesla@yahoo.com   
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  مقدمه
  ن،بازسـازي آ   عدم توان ، بدليل      غضروف  ضايعات بافت درمان  

بافت . شود  مي   جراحي ارتوپديك محسوب       عمده  ازمشكلات
ماده ه دليل داشتن    بغضروف با وجودي كه از لحاظ ساختاري        

و در عـين حـال بـا     به عنوان يك بافـت محكـم  اي ويژه  زمينه
 عـدم تـوان تـرميم در مواقـع           لحـاظ  ازشود،    ميتلقي  انعطاف  
   جراحـي   از متـدهاي   اسـتفاده ]. 1[ي است    بافت ضعيف  ،آسيب
 ايـن تكنيكهـا   زيـرا     ،   نبـوده    موفق  خيلي،    پيوند آلوگرافت   چون

 هيـالين     غـضروف    بافـت    كامل   خصوصيات   برگرداندن  قادر به 
همچنين پيوند آلوگرافت  باعث فعـال شـدن         ]. 2 و   3[يستند  ن

از طرفي سلولهاي مورد استفاده  در   ]. 4[شود    سيستم ايمني مي  
حـسوب شـده و دو مـشكل اساسـي          پيوند نوعي سلول بالغ م    

شوند ثانيا بعد از چند پاساژ دچار         دارند اولا براحتي تكثير نمي    
       ].5[روند  تمايز زدايي شده و از بين مي

 از  يغـضروف  درمان آسيبهاي      براي   مناسب  هي را   يافتن بنابراين
 پتانـسيل    بـوده و در ايـن خـصوص          پژوهشگران     مهم  اهداف

 (MSCs: Mesenchymal stem cells)  زانـشيمي  بنيادي م سلولهاي
  مورد توجه قرار گرفتـه اسـت         غضروفي   ضايعات  بازسازي  در
   بـراي  مناسـب    سـلولي   منبع يك به عنوان    سلولهااين  ]. 10-6[

  ].11 [  است  شده  شناخته  غضروف  بافت ترميم
  سلولهاي بنيادي مزانـشيمي جمعيتـي از سـلولهاي چنـد تـوان             

(Multipotential)       هستند كه براي اولين بار از مغز اسـتخوان افـراد 
بالغ جدا شدند و از طريق توانـايي شـان در تمـايز بـه سـه نـوع                   

  ].12[فنوتيپ استخوان، چربي و غضروف قابل شناسايي هستند 
 Aleksander)   ايـن سـلولها توسـط الكـساندر فرينـد شـتاين      

Friedenstain)  ل قطعي فـراهم    تحقيقات وي دلاي  .  شناسايي شد
آورد كه مغز استخوان علاوه بر پيش سـازهاي هماتوپويتيـك،           
حــاوي جمعيتــي از ســلولهاي پــيش ســاز فيبروبلاســتي      

 inسلولهاي مزانشيمي در محيط ]. 13-14[ نيز است 1كلونوژنيك

__________________________ 

1 -Colonigenic 

vivo             به صورت سلولهاي در حـال اسـتراحت، خـاموش تعريـف 
تواننـد    و مـي  تحريك شدهin vitroشوند كه پس از كشت در  مي

وارد چرخه سلولي شده و كلنيهايي را ايجاد كنند كه با بخـشهاي             
  ]. 15-16[كوچكي از استخوان و غضروف مشابهت دارند 

ولي همچنان با وجود شناخت  اهميت سـلولها ي مزانـشيمي            
در درمان ضايعات غضروفي و به طـور كلـي سـلول درمـاني               

و  in vivo  لها در هنوز مشكلات زيادي در بكار گيري اين سلو
  in vitroاولين قدم در به كار گيري ايـن سـلولها،   . وجود دارد

جداسازي آنها از  مغز استخوان است كـه ايـن امـر در مـورد                
موش با وجودي كه به عنوان يك مدل ارزشمند فيزيولوژيـك           

شـود،    و پاتوفيزيولوژيك براي بيماريهاي انسان محـسوب مـي        
ا  مشكلاتي از قبيل آلودگي آنهـا        جدا سازي سلول مزانشيمي ب    

تـا كنـون چنـدين روش     . به سلولهاي خون ساز همـراه اسـت       
  براي جدا سازي ايـن سـلولها از مغـز اسـتخوان عنـوان شـده               

كه برخـي از آنهـا كـارايي لازم را نداشـته و برخـي               ] 19-17[
  .هاي ديگر نبوده است ديگر قابل تكرار در آزمايشگاه
يبروبلاسـتي ـ مزانـشيمي از مغـز     در مطالعه حاضر سلولهاي ف

 بـا روش نـسبتا سـاده جـدا سـازي و       NMRIاستخوان موش 
تخليص شده است و پتانسيل آنها در تمايز به غضروف مـورد            

 Micro massبراي اين  منظور، از دو روش . بررسي شده است

Culture  و كشت Monolayerاستفاده شده است  .  
  

  روشها  مواد و
   سلولهاي مزانشيميانجمادو   تكثير،جداسازي

 ـ   هفتـه 4ـ ـ6   تقريبـي   سـن  بـه  نر  NMRIموش ده سر    روش ا ب
كشته شدند  servical dislocation)  (هاي گردني  جايي مهره جابه

و در شـرايط كـاملا       درصـد    70  الكـل و پس از ضد عفوني با       
نـرم و     بافـت  .شـد جدا  درشت ني   و  ران  استخوانهاي ،  استريل

 15لوله  و در  شد پاك   طور كامل    به استخوانها    اطرافعضلات  
 DMEM (Dubleco’s modified محــيطميلــي ليتــري محتــوي 

eagles medium Gibco;Germany) درصد سرم15 حاوي(Fetal 

Bovine Serum ; Gibco ,Germany) FBS ،100 واحد بين المللي
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ــلين و  واحـــد بـــين المللـــي 100آنتـــي بيوتيـــك پنـــي سـ
داده شـده و بـه زيـر     قرار   (Gibco; Germany)استروپتومايسين

انتهـاي   دو   اسـتريل   قيچيبه كمك   . هود استريل منتقل گرديد   
 و سـر      سرنگ   يك استفاده از  ا ب   و مغز استخوان    استخوانها قطع 

 flashing   روش   بـه  DMEM  محـيط  حـاوي  22شـماره    سوزن
 دست آمـده    به  سلولهاي. شد  تخليهميلي ليتري    15 لوله    دريك

 پـس ازآن .  سـانتريفوژ شـد  g 1200 دقيقـه تحـت  15به مدت 
تـشكيل شـده     يسـلول  (plate)پليت   و    شد   تخليه  محيط رويي ،

  فيلتـر   و بوسـيله     شـد   معلق ،  تازه DMEM  محيط ميلي ليتر 1در
سـلولهاي حاصـل    در اين مرحله .فيلتر شد  ماكروليتر2/0 مش

ش سـلولي   از هر استخوان دراز به كمك لام نئوبار مورد شمار         
هاي ظروف   سلول در هر يك از خانه    500قرار گرفت و تعداد     

   بـه    سـلول    حـاوي    ظـرف    سـپس  . چاهكي كشت شد   6كشت  
  منتقـل  CO2 ٪5 درجـه سـانتي گـراد و         37 با دماي    انكوباتور
 محـيط   و خـارج گرديـد     محـيط رويـي   روز 2بعد از . گرديد

DMEM ز يكبـار   رو3ـ4 محيط سلولها هر . تازه اضافه گرديد
 و سـپس پاسـاژاول صـورت         شـد    تعـويض  به مدت دو هفته،   

 trypsin- EDTA گرفت به اين ترتيب كه سلولها بـا اسـتفاده از   
 از كـف ظـرف كنـده شـد و بـه             (Gibco;Germany)درصد  2/0

 ســانتي متــري كــشت 25 در فلاســكهاي كــشت 1:3نــسبت 
دو هفته پـس از پاسـاژ اول، پاسـاژدوم انجـام            ).پاساژ يك (شد
اين سلولها پس از پر كردن كـف ظـرف كـشت منجمـد              . شد

 DMSO(Dimethyi٪30بـــراي انجمـــاد از تركيـــب .شـــدند

Sulfoxide: Sigma ,USA)، 5٪ FCS 65 و٪ DMEM ــتفاده  اس
  . ويال انجماد تقسيم شد5 سانتي متري به 25هر فلاسك . شد
  

   غضروف تمايز به
  Micromass culture   به منظور تمايز به غـضروف از دو روش 

  . استفاده شدMonolayer و
 ايــن منظــور ســلولهاي يبــرا: Micromass culture  روش -1

  ذوب شد و پس از شمارش با لام نئوبـار          2منجمد شده پاساژ    
سلولها .  ميلي ليتري منتقل شد15  به يك لوله    سلول200000،

 محـيط     سـپس  . شد انتريفوژ دقيقه س  5 به مدت    g 1200تحت  
ــي ــه روي ــ   تخلي ــدروژنيك  دهش ــيط كن ــيط   و مح ــامل مح       ش

DMEM  نـــانو گـــرم فـــاكتور رشـــد10 حـــاوي  TGF-B3 

(Tranforming Growth Factor B3)  ،10ــانوگرم  BMP-6 ن

Morphogenic Protection)  Bone( ،50 ميلي گرم ITS+premix 

 1 و BSA1 ميلي گـرم  25/1 و   linoleic acid  ميلي گرم 35/5،
  .دش  اضافهوي پليت سلولي در ته لوله،       درصد سرم گاوي بر ر    

 .شـد  تعويض    هفته 3به مدت   بار    روز يك  3-4هرتمايز  محيط  
  .ها محيط ذكر شده فاقد سرم گاوي بود در برخي از نمونه

  بـراي   :رنگ آميزي اختصاصي تولوئيـدن بلـو و آلـسين بلـو    
ــزي      ــگ آمي ــضروف  از دو روش رن ــه غ ــايز ب ــابي تم ارزي

ها  پس     نمونه. لو و آلسين بلواستفاده شد    اختصاصي تولوئيدن ب  
درصد، آبگيري با الكل و شفاف سـازي        10از تثبيت با فرمالين     

ــهاي    ــدند و  برش ــه ش ــب گرفت ــارافين قال ــل در پ ــا گزيل  5ب
 بـه منظـور رنـگ آميـزي،  رنـگ          . ميكرومتري از آنها تهيه شد    

 يمقـاطع بـافت     به  اتاق  دردماي  ثانيه30  مدت  به  بلو تولوئيدين
.  شـد    مقطـر شـسته      آب بـا    اضـافي   رنـگ شد ودر انتها      اضافه

به اين ترتيـب اسـتفاده       همچنين از رنگ اختصاصي آلسين بلو     
 درجـه  37   در دمـاي   دقيقه20شد كه رنگ آلسين بلو به مدت 

قرار گرفت و در پايان ايـن مـدت          ا سلوله   بر روي  سانتي گراد 
برشـهاي  .  شـد شـسته   درصـد   HCl 1/0 ه كمك ب  اضافي رنگ

  .  شدند مشاهد  نوري ميكروسكوپرنگ شده با استفاده از 
RT-PCR  :  در روشRT-PCR     پس از ليـز نمـودن سـلولها بـه 

 RNA  و اسـتخراج RNAase X (Cinagen Inc) كمـك محلـول  

 در حجـم بـالا سـاخته     cDNA حاصل RNA سلولي، از روي 
 10م   به حج ـ  dNTPs ماكروليتر با    25 درحجم   PCRشده و سپس    

ــزيم  ــر و آن ــه حجــم Taq DNA polymerase ميكــرو ليت  5/2  ب
 پيكومول از پرايمرهاي ژنهاي اختصاصي بافـت  100ميكروليتر و   

  . كه در جدول زير نشان داده شده است، انجام شد غضروف

__________________________ 

1- Bovine Aerum Albomin  
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Forward primer 5´-GGCTTAGGGCAGAGA GAG AAG G-3´ 
Reverse primer 5´-TGGACAGTAGACGGAGGA AAGTC -3´ 

Collagen  type II 
 

Forward primer 5´-CAG CAG CAT TAC GAC CCA AG -3´ 
Reverse primer      5´-CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3´ 

Collagen   type X 

Forward primer   5´-CAG CAG CAT TAC GAC CCA AG -3´ 
Reverse primer    5´-CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3´ 

Aggrecan 

 
سلولهاي حاصل از پاساژ دوم پس از         :  Monolayer روش   -2

 سلول درهر خانه ظرف     200000ذوب، شمارش شد و حدود      
يك هفته پـس از آغـاز كـشت،    .  خانه اي كشت شد24كشت  
كه ظرف كشت پـر از سـلول شـد، محـيط كنـدروژنيك              زماني

 3و بـه مـدت       روز يكبـار     3-4 هر .جايگزين محيط كشت شد   
در پايـان تـك لايـه       . شـد تعـويض   محيط تمايز سـلولي       هفته

  Micromassهـاي كـشت       سلولي با روش گفته شده براي نمونه      
  .ارزيابي شد

  
  تمايز به استخوان و چربي

  به منظور ارزيابي ماهيت مزانشيمي، سلولهاي جـدا شـده در           
بـه ايـن    . اين تحقيق به اسـتخوان و چربـي تمـايز داده شـدند            

، پـس از ذوب، در  2ترتيب كه سلولهاي منجمـد شـده پاسـاژ       
پـنج روز پـس از آغـاز        .  چاهكي كـشت شـد     6ظروف كشت   

كــشت محــيط ســلولها بــا محــيط تمــايز اســتخوان و چربــي 
 محيط تمايز به استخوان شامل محـيط كـشت   . جايگزين شد

DMEM ميكــرو گــرم در ميلــي ليتــر 50 حــاوي Ascorbic2- 

Phosphate (Sigma;USA)، 10نـــانو مـــولار Dexametasone 

(Sigma;USA )  ميلــي مــولار10 و  B-Glicerol Phosphate 

(Sigma;USA)     بود و محيط تمـايز بـه چربـي شـامل  DMEM 

 Ascorbic2- Phosphate ميكروگـرم در ميلـي ليتـر    50حـاوي  

(Sigma;USA) ،100نانو مولار Dexametasone (Sigma;USA ) و 
 Indomethacine  ( Sigma;USA) ميكروگـرم در ميلـي ليتـر    50
 در پايان هفته سـوم ،تمـايز سـلولها ارزيـابي شـد، بـراي                .بود

آميزي آليزارين رد و چربي از رنگ اويـل رد            استخوان از رنگ  

)(Oil redاستفاده شد    . 

تـك لايـه سـلولي    : (Alizarin red) رنـگ آميـزي آليـزارين رد   
 ,Merck) دقيقـه بـا متانـل    10 شسته شده و بـه مـدت   +PBSبا

Germany)      درصـد  1( بـا محلـول رنگـي         تثبيت شـد و سـپس
 دقيقـه   2به مدت   ) درصد25آليزارين رد اس در آب آمونياكي       

 .سلولها با آب مقطر شسته و خشك شد. رنگ آميزي شد

سلولها به مدت يك ساعت در :  (Oil red) رنگ آميزي اويل رد
ردصد تثبيت شـدند و سـپس بـا الكـل           4دماي اتاق با فرمالين     

 دقيقه با محلول اويـل      10-15درصد شسته شده و به مدت       70
درصد الكل ايزوپروپانـل، رنـگ   99درصد در Oil red 5/0)(رد

آميزي شد و در انتها محلول رنگي خارج شد و سه بار با الكل 
  .درصد شستشو شد70
  

  ها يافته
  سلولكشت

 در روزهاي اول، ظـرف كـشت حـاوي سـلولهاي منفـرد بـا               
با مورفولوژي  البته تعدادي سلول    .مورفولوژي اغلب دوكي بود   

گرد و چند وجهي نيز در بين سلولهاي دوكـي  مـشاهده شـد               
يك هفته پس از آغـاز كـشت، سـلولهاي دوكـي            ). A1شكل  (

تكثير يافته و ايجاد كلني كردند و سلولهاي گـرد بـه صـورت              
باانجـام پاسـاژ سـلولي، كلنيهـاي        ).B1شكل(منفرد باقي ماندند  

 منتقـل  سلولهاي دوكي جدا شدند و بـه ظـرف كـشت جديـد       
دليـل اتـصال      كه سلولهاي منفرد غير دوكـي بـه         شدند در حالي  

محكمتر به كف ظرف كشت با انجام پاساژ حذف شدند و در            
اين زمان جمعيت سلولي تشكيل دهنده كشت، اغلـب دوكـي           
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دو هفته پس از پاساژ اول پاساژ دوم انجام گرفت   . شكل بودند 
 دوكـي   كه حاصل آن جمعيـت نـسبتا يكنـواختي از سـلولهاي           

 ).C  1شكل.(فيبروبلاستي بود

  

  
: A. كشت سلول به منظور جدا سازي سلول فيبروبلاسـتي  .1شكل 

سـلولهاي  : B .در كشت اوليـه سـلولها  دوكـي شـكل و گـرد بودنـد         
بـا  : C). ×100بزرگنمـايي   (دوكي تكثير يافتند و ايجاد كلوني كردنـد         

وكي تشكيل  انجام دو پاساژ متوالي جمعيت يكنواختي از سلولهاي د        
  .(Bar=200μm)شد 

     تمايز به غضروف 
 روزدر 21پليت سلولي كه بـه مـدت    :  Micromass روش -1

روز يكبـار بـا      3-4معرض محيط كندروژنيك قرار داشت، هر       
تـوده سـلولي در محـيط       . ميكروسكوپ معكوس مشاهده شد   

درصد سرم گاوي به خوبي رشد كرده و انـدازه          1تمايز حاوي   
كه پليت سـلولي      در حالي )A,B,C2شكل(و برابر شد  آن تقريبا د  

در محيط تمايز بدون سرم دچار مرگ سلولي شده ودر نتيجـه            
افزايش حجم پيدا نكرد و اندازه آن در مقايسه با ابتداي كشت            

  .كاهش يافته بود
سلولهاي كشت شده در    : آميزي تولوئيدن بلو و آلسين بلو       رنگ

سلولي شده و تمـايز     محيط تمايزبدون سرم گاوي دچار مرگ       
مشاهده نشد ولي سلولهاي كشت شده در محيط تمايز حاوي          

 روز بـه مقـدار زيـادي        21يك در صد سـرم گـاوي، در طـي           
در رنـگ آميـزي      . ماتريكس خارج سـلولي ترشـح كـرده بـود         

تولوئيدن بلو، ماتريكس ترشح شده توسـط سـلولها بـه رنـگ             
رنـگ سـبز    و در رنگ آميزي آلسين بلو به         ) D 2شكل(بنفش  

متمايل به آبي در آمد كه نمايـانگر از متاكروماتيـك بـودن آن               
 ).E2شكل(بود

RT-PCR : ــام ــا انج ــلولهاي  RT-PCRب ــه س ــد ك ــشخص ش  م
را به مقدار زيادي ترشح كرده  II  كلاژن تيپmRNAمزانشيمي 

كنند ولـي   را نيز تا حدودي ترشح مي X   كلاژن تيپmRNAو
با استفاده از محيط تمـايز      .  اگريكان در اين سلولها ترشح نشد     

ــلاژن   ــان ژن ك ــدروژنيك بي ــت و  Xكن ــزايش ياف  mRNA  اف
، رديـف   2شـكل ( به مقدار زيادي توليـد شـد       اگريكانمولكول  

   .)پايين
در كشت تك لايه، سلولها به مرور از        : Monolayerروش  -2

مورفولـوژي ايـن سـلولها نيـز تـا          . يكديگر فاصله گرفتنـد   
. حــاظ انــدازه  كــوچكتر شــدحــدودي تغييــر كــرده و از ل

ارزيابيها در تحقيق حاضر ما نشان داد كـه در ايـن سـلولها              
 .تمايز اتفاق نيافتاده است

C

B

100

A

50

100
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: Bآغـاز تمـايز،   : A.  اندازه پليت سلول به تدريج افـزايش يافتـه اسـت   . Micromass cultureتغيير اندازه پليت سلولي در كشت : C و A ،B .2شكل 
مـاتريكس  پلـت سـلولي در پايـان تمـايز بـا رنـگ آميـزي تولوييـدين                    : E و   Bar=500μm .Dميكروسكوپ معكوس،   . تمايزپايان  : Cاواسط تمايز،   

در پايان تمايز ژنهاي شاخص غـضروف بـه مقـدار زيـادي بيـان      : Bar=50μm F .شده است ) E(وبا آلسين بلو سبز متمايل به آبي         ) D(بلوبنفش  
  . شده است

  

  يتمايز به استخوان و چرب
براي اطمينان از ماهيت مزانشيمي، از تست تمايزبه استخوان و          

در . چربي  به عنوان شاخص سـلول مزانـشيمي اسـتفاده شـد            
 روز اولين قطـرات چربـي مـشاهده         2-3محيط چربي پس از     

شد و پس از يك هفته به  سرعت تعداد آنهـا زيـاد شـد و در                  

 كه با    اكثريت سلولها حاوي قطرات چربي بودند      21پايان روز   
در محـيط اسـتخوان   . به رنگ قرمز در آمـد ) Oil Red(اويل رد

ساز نيز سلولها به سـلولهاي اسـتخواني تمـايز يافتنـد و مـواد               
ــزارين    ــزي آلي ــگ آمي ــضيه دررن ــن ق ــد شــد؛ اي ــدني تولي مع

  ).3شكل (خوبي مشهود بود  به) Alizarin Red(رد

A B C

Day 21 Day 0

ED

20um 20um

500um 500um 500um 
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  ) رنگ آميزي اويل رد: (Bو چربي ) رنگ آميزي آليزارين رد: (A به استخوان 2 تمايز سلولهاي فيبروبلاستي پاساژ.3شكل 

 .كه نشان دهنده ماهيت مزانشيمي آنهاست

  
 بحث 

در مطالعه حاضر سلولهاي فيبروبلاستي از مغز استخوان موش         
NMRI                  با روش نـسبتا سـاده جـدا شـد و پتانـسيل تمـايز بـه 

با توجه به اين كه بافـت غـضروفي         .  آنها بررسي شد   غضروف
، ]20[در مواقــع آســيب و يــا بيمــاري قــدرت تــرميم نــدارد  

سلولهايي با توان تمايز به غضروف اهميت زيادي دارند و بـه            
عنوان يـك ابـزار مهـم و ايـده ال در تـرميم ضـايعات بافـت                  

 .غضروفي مطرح هستند

ا شـده از مغـز       در تحقيق حاضر سـلولهاي فيبروبلاسـتي جـد        
  و   Micromassراحتي در يك سيستم كـشت         استخوان موش به  

حضور محيط مناسب كندروژنيك بـه بافـت غـضروف تمـايز            
يافت كه اين مسئله در ارزيابيهاي انجـام شـده كـاملا مـشهود              

لاي سلولها ماتريكس متاكروماتيك تجمع يافته بود         در لابه . بود
ي شاخص غضروف    مولكولها mRNAو در سطح مولكولي نيز      

  .توليد شده بود

(A رين رد رنگ آميزي آليزا
  براي استخوان

(B  رنگ آميزي اويل رد
  براي چربي
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يكي از ويژگيهاي سلول مزانشيمي خاصيت تمايز به غضروف         
آ نها در محيط كشت است ولي اين تنها خاصيت آنها نبـوده و      
صرفا به دليل داشتن اين خاصيت نمي توان  سلولي را سـلول             

بر اسـاس تحقيقـات پيـشين سـلول         . مزانشيمي در نظر گرفت   
ه قادر است تحت شرايط مناسب به       مزانشيمي، سلولي است ك   

در تحقيـق   . سه رده استخواني، غضروفي و چربي تمـايز يابـد         
حاضر سلولهاي فيبروبلاستي جدا شـده از مغـز اسـتخوان بـه             
استخوان و چربي نيز تمايز داده شدند و نتايج بـه ترتيـب  بـا                

ايـن دو روش نـوعي   .روش آليزارين رد و اويل رد بررسي شد 
ي براي استخوان و چربي بوده و محققين       رنگ آميزي اختصاص  

پيشين نيز تنها با اين روشـها تمـايز بـه اسـتخوان و چربـي را                 
نتايج رنگ آميزي ما نشان داد كـه سـلولها          ]. 21[اند    نشان داده 

راحتي قادرند در     ي فيبروبلاستي جدا شده در مطالعه حاضر به       
حضور محيط مناسب به استخوان و چربي تبديل شـوند و بـه             

توان به عنوان سـلول مزانـشيمي         مين دليل اين سلولها را  مي      ه
  .در نظر گرفت

   در تحقيق حاضر به منظور تمـايز سـلولهاي مزانـشيمي بـه             
 استفاده Micromass و  Monolayerغضروف از دو روش كشت

كه    ، تمايز اتفاق نيافتاد درحالي     Monolayerدر روش كشت    .شد
نشيمي بخوبي بـه كنـدرو     سلولهاي مزا Micromassدر روش 

.  بلاست تمايز يافتند و توليد ماتريكس خـارج سـلولي كردنـد           
  الهـام گرفتـه    in vivo از Micromassتمايز به روش   در واقع 

، ابتـدا  limb budدر زمان تشكيل انـدام حركتـي از   .شده است 
كه استخوانهاي    يك تراكم سلولي در محور مركزي اندام، جايي       

افتد و سپس در اين تراكم تمايز         ود، اتفاق مي  ش  اتي تشكيل مي  
 ابتـدا   Micromassدر روش   ]. 22[پيونـدد     وقوع مي   غضروف به 

شـود و     يك تراكم سلولي با اسـتفاده از سـانتريفوژ ايجـاد مـي            
مناسـب  ) Microenvironment( ريز محيط    سپس با فراهم كردن   

  .شوند سلولهاي مزانشيمي به سلولهاي  غضروفي تبديل مي
هاي جالب تحقيق حاضر، نقش سرم گـاوي       ديگر از يافته   يكي

نتايج ما بيانگر از آن بود كـه وجـود   . در تمايز كندروژنيك بود 
درصد براي زنده ماندن سلولها و تمـايز        1سرم گاوي به ميزان     

كـه در محيطهـاي بـدون         طوري  به غضروف ضروري است، به    
ناور در  سرم، سلولها از پليت سلولي كنده شدند و به حالت ش          

محيط كشت قرار گرفتند و به تـدريج پليـت سـلولي انـسجام              
اين يافته ما بر خلاف يافتـه       . خود را از دست داد و ناپديد شد       

اغلب محققين از محيطهاي تمـايز بـدون        . ساير محققين است  
  Ballockالبتـه   . سرم براي تمايز غـضروف اسـتفاده كـرده انـد          

   مـاتريكس   ترشـح و     تمـايز كنـدروژنيك     را در    سرم نقش مهم 
  ]. 23[عنوان كرده است   نيز سلولي خارج

در مطالعه حاضر به منظور بررسـي تمـايز غـضروفي از روش             
RT-PCR   ــد ــي تولي ــراي بررس ــاي  mRNA ب ــي ماركره  برخ

 و II ،X مربــوط بــه كــلاژن تايــپ mRNAغــضروفي از قبيــل 
agreacanنتــايج تحقيــق حاضــر نــشان داد كــه .  اســتفاده شــد

 مربــوط بــه mRNAزانــشيمي در روز اول تمــايز، ســلولهاي م
 را تقريبا به همان انـدازه پـس از تمـايز توليـد كـرده       IIكلاژن  

 در حـد كـم و پـس از          X مربوط به كـلاژن      mRNAاست ولي   
 مربــوط بــه mRNAتمــايز بــا شــدت بيــشتري توليــد شــد و 

agreacan  در سلولهاي تمايز نيافته اصلا توليد نشده و پس از  
البتـه ايـن الگـوي توليـد        . شـدت زيـادي توليـد شـد        تمايز بـا  

ماكرومولكولهاي غـضروف تـا حـد زيـادي منطقـي بـه نظـر               
 يكي از ماكرومولكولهاي اصـلي مـاتريكس        agreacan. رسد  مي

غضروف بوده و از گليكوزآمينو گليكانهاي مختلف غـضروفي         
 نيـز از ماركرهـاي اصـلي    Xساخته شده است و كلاژن تايـپ        

 در II كـلاژن    mRNAالبته توليد   ]. 24[غ است   كندروسيتهاي بال 
. سلولهاي تمايز نيافته نيز بايستي توضيح منطقي داشـته باشـد           

 II كـلاژن    -1: دو توجيه براي اين پديـده قابـل تـصور اسـت           
تواند به    علاوه بر اينكه بعنوان ماركر غضروفي مطرح است مي        

 -2. عنوان يكي از ماركرهاي سلول مزانشيمي نيز مطرح باشـد       
 در روز اول تمايز  نشانگر ايـن اسـت           II كلاژن   mRNAتوليد  
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كه اين ماكرومولكول خيلي زود و در روزهـاي اول تمـايز بـه            
  .كند   ميmRNAغضروف  شروع به توليد شدن در سطح  

با وجود اينكه موش به عنـوان يـك مـدل تحقيقـاتي اهميـت               
تي  آن بـا مـشكلا       مزانشيمي   سلولهاي فراواني دارد، جداسازي    

تحقيقات نشان داده است كه در كشت سـلولهاي         . همراه است 
مزانشيمي  موش اغلب، سلولهايي با مورفولـوژي سـتاره اي و    

رشـد  ) احتمالا ماكروفـاژ، انـدوتليال و خونـساز       (چند وجهي   
ــلولهاي      ــت س ــر جمعي ــاهي ب ــدت كوت ــس از م ــوده و پ نم

غالـب شـده و سـطح كـشت را فـرا            ) مزانشيمي(فيبروبلاستي  
براي حل ايـن مـشكل محققـين روشـهاي          ]. 25-26[رد  گي  مي

بـا  ،   و همكـاران (Van Vlasselaer). انـد  كـار بـرده   متفاوتي را به
 Wheat germو  Sca-1  اسـتفاده از دو مولكـول سـطح سـلولي     

agglutinin  سلولهاي دوكي با خاصيت تمايز به بافت استخوان 
    زيـستي  ان تـو و چربي جدا كردند ايراد اين روش پايين بودن       

  و همكاران Modderman  مودرمن.]27[سلولهاي جدا شده بود 
ــا  ــشت را ب ــود در ك ــاژ موج ــلولهاي ماكروف ــهس ــارگيري  ب   ك

،  همكـاران  و (Baddoo)  .]19[، حذف كردند      پتاسيم  يوسياناتت
براي حذف جمعيـت سـلولهاي غيردوكـي غيـر مزانـشيمي از           

اسـتفاده كردنـد     (mmunodepleting) تهي سـازي ايمنـي        روش
آنتـي  ( ايراد اين دو روش وارد كردن يك عامل خارجي           .]28[

به محيط كشت سلول اسـت و       ) بادي يا مواد سايتو توكسيك      
چه بسا همين عوامل بر سـلولهاي مزانـشيمي تـاثيرات منفـي             

در مطالعـه حاضـر سـلولها ي مزانـشيمي بـدون            . داشته باشند 
دن شرايط كشت بـا     دخالت عوامل خارجي و تنها با فراهم كر       

  .تراكم پايين جدا شده است
ــستر  ــلولهاي   Peisterبي ــوين س ــك روش ن ــا ي ــاران ب  و همك

  شــامل  (inbred)اي گونــه  درونمزانــشيمي را از چنــد مــوش
Balb/c  ،FVB/N  ،BL/6 ، DAB1    روش جدا سـازي    . جدا كردند

اغلب بر اسـاس كـشت بـا تـراكم بـالا و جلـوگيري از رشـد                  
ــشيم   ــر مزان ــلولهاي غي ــيط    س ــوعي مح ــتفاده از ن ــا اس ي ب

طـور مـشابه       و همكاران نيـز بـه      Sun]. 21[ بود   )(RPMIكشت
اند سلولهاي فيبروبلاستي خالـصي را        گزارش دادند كه توانسته   

با استفاده از كشت بـا تـراكم بـالا و اسـتفاده از فـاكتور رشـد               
فيبروبلاستي جدا نمايند، اين محققين قطعات استخواني  تيبيـا          

به محيط كشت سلولهاي مزانـشيمي اضـافه كردنـد          و فمور را    
سعي ما در استفاده از اين دو روش بـراي جـدا سـازي              ]. 29[

  بي نتيجه مانـد  NMRIسلول مزانشيمي از مغز استخوان موش    
و به همين دليـل روش حاضـر بـراي جداسـازي و تخلـيص               

  .سلولي استفاده شد
  مـوش     در مطالعه حاضر سلولهاي مزانشيمي از مغز استخوان       

NMRI    اي  گونـه    بـرون   كه نوعي مـوش (outbred)     اسـت، جـدا 
گرديد و پتانسيل تمايز بـه غـضروف آن مـورد بررسـي قـرار               

عليرغم گزارشهاي متعـدد در ارتبـاط بـا جـدا سـازي             . گرفت
حـال   ، تا بـه ]29 و inbred ]21 ،27سلول مزانشيمي از موشهاي

يمي هيچ گزارشي در مورد جدا سازي و تخليص سلول مزانش         
ايــن در حاليــست كــه .  ارايــه نــشده اســتoutbredاز مــوش 

 ارزان تــر بــوده و طــول عمــر زيــادي     outbredموشــهاي 
همچنين ايـن موشـها نـسبت بـه بيماريهـا مقـاوم بـوده               .دارند

 از  outbredمهمتـر اينكـه موشـهاي       .وسرعت رشد بالايي دارند   
ايـن ويژگيهـا باعـث      .  هـستند  inbredلحاظ انـدازه بزرگتـر از       

   (stem cell therapy)شود كه آنها براي تحقيقات مربوط بـه   مي
 . باشند inbredمناسبتر از موشهاي

سلولهاي فيبروبلاستي جدا شده با روش كشت با تراكم پايين،          
باتوجـه بـه اينكـه ايـن        . پتانسيل تمايز يه غـضروف را دارنـد       

سلولها به استخوان و چربي نيز تمايز يافتند، ماهيت مزانشيمي          
  . ارندد
 

  تقدير و تشكر
مطالعه حاضر با حمايتهاي مالي سازمان گسترش و نو سـازي           

  .صنايع انجام گرفته است
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