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Abstract 

Purpose: To study the effect of allogenic bone marrow mesenchymal stem cells (BMMSCs) 

transplantation on carbon tetrachloride-induced liver fibrosis in mice. 

Materials and Methods: Fifty five female NMRI mice were divided in 5 groups, and to induce 

liver fibrosis CCL4 intraperitonealy was injected 1ml/Kg twice a week for 8 weeks 106 allogenic 

BMMSCs were infused in cell therapy group via tail vain at the end of 4th weeks. Liver samples 

were taken and evaluated with histopathologic and immunofluorescence techniques to determine 

the amount of fibrosis, cell homing and identity of the cells. Mice serum albumin level was 

measured as well. 

Results: In the cell therapy group the amount of liver fibrosis and mortality rate decreased 

significantly (2.24±0.51% vs 3.48±0.6%, P<0.05 and 27.3% vs 45.5%), respectively but there was 

no significant difference between their serum albumin level. These results were in compliance with 

low proportion of transplanted cells capable of producing albumin (0.23±0.08% of liver cells). 

Because most transplanted cells were found in periportal area; they did not produce albumin. 

Conclusion: It seems that the major role of BMMSCs to reduce CCL4-induced liver fibrosis does 

not occur by their differentiation into hepatocyte but rather through other interaction pathways with 

injured liver tissue. 
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  هچكيد
  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان بر ميزان فيبروز كبدي ناشي از تتراكلريد كربن در موش  تاثير پيوند آلوژن سلول بررسي:هدف

اي دو   هفتـه، هفتـه  8 و براي ايجاد فيبروز كبدي به مدت  تايي تقسيم شدند11 گروه 5 به NMRIنژاد ماده  سر موش 55تعداد  :ها  مواد و روش  
، 4هاي گروه سلول درماني در پايـان هفتـه    علاوه بر آن، به موش. اكلريد كربن دريافت نمودندوزن بدن تتر گرم بر كيلوگرم ميلي 1بار به ميزان 

هاي هيستوپاتولوژيك و ايمنوفلورسنس  ها با روش سپس كبد آن. يك ميليون سلول مزانشيمي مغز استخوان آلوژن از طريق وريد دمي پيوند شد
  .ها بررسي شد همچنين ميزان آلبومين خون موش. ها مورد مطالعه قرار گرفت ماهيت آنهاي پيوندي و  از نظر ميزان فيبروز، استقرار سلول

  ترتيـب   بـه (داري كـاهش يافتـه بـود          طـور معنـي     ها بـه     همچنين ميزان مرگ و مير موش       و  ميزان فيبروز  مانيسلول در   در گروه  :ها يافته
 از طرفي ميزان آلبومين سرم نيز افزايش يافته بـود           ،) درصد 5/45 در مقابل    3/27 و   P>0.05،   درصد 48/3±6/0 در مقابل    24/2 ± 51/0

اي كـه توانـايي توليـد آلبـومين را            استقرار يافتـه    پيوندي هاي  اين يافته با درصد بسيار پايين سلول      . دار نبود  ها معني   كه البته اختلاف آن   
هاي پيونـدي در نـواحي پـري پورتـال            اكثر سلول طوري كه     به. همخواني داشت ) هاي بافت كبد     درصد كل سلول   23/0 ± 08/0(داشتند  

  .استقرار يافته و توانايي توليد آلبومين را نداشتند
ها   هاي مزانشيمي در بهبود فيبروز كبدي ناشي از تتراكلريد كربن نه از طريق تمايز آن                رسد كه نقش اصلي سلول       به نظر مي   :گيري  نتيجه

  . شود اعمال مي طريق ساير مسير هاي برهم كنش متقابل با بافت آسيب ديده طور عمده از هاي هپاتوسيتي، بلكه به به سلول
  

  ، سلول درماني سلول بنيادي مزانشيمي، فيبروز كبدي، تتراكلريدكربن:ها هكليدواژ
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تغييراتي در روند بازسازي طبيعي كبد به جـاي تـرميم آن سـبب              
اي عمومي به نام فيبروز كبدي و در نهايـت سـيروز             بروز عارضه 

براساس آمارهاي سازمان بهداشت جهاني     . ]3[كبدي خواهد شد    
سـيروز كبـدي     ميليون نفر در سراسر دنيا مبـتلا بـه           450بيش از   
 كه بيشترين ارتبـاط را بـا مـرگ و ميرهـاي ناشـي از                ]4[ هستند

تـرين راه    عوارض كبدي دارد و در حال حاضر پيوند كبد اصـلي          
هاي اهدايي، نياز بـه   سفانه تعداد كم اندامأاما مت. ها است  درمان آن 

سركوب ايمني شخص گيرنده و پيچيدگي هـاي عمـل جراحـي            
ــز محــد  ــه را ني ــروزه . ]6و5[ود ســاخته اســت آن، ايــن گزين ام

هاي مبتنـي بـر سـلول         هاي كبدي و روش     هاي پيوند سلول    روش
 در حال توسـعه بـوده و بـه عنـوان يـك      (Cell Therapy)درماني 

در ايـن   . جايگزين مناسب براي پيوند اندام كامل مطـرح هـستند         
ها استفاده بهتري از بافت اهدايي شده و همچنين از انجـام              روش

شـد كـه      بيني مـي    ابتدا پيش . شود مشكل اجتناب مي  هاي    جراحي
هاي كبدي همولوگ نيازي به سركوب سيـستم          براي پيوند سلول  

زيرا . شود، نباشد   ايمني به شدتي كه در پيوند اندام كامل انجام مي         
 را بيان نكرده و فقط به مقدار MHC class IIژن  ها آنتي هپاتوسيت

دست  هسفانه نتايج بأاما مت. ]7[نمايد   را بيان ميMHC class Iكمي 
 عكس اين موضوع را نشان داد و آمده در مطالعات كلينيكي كاملاً

د كه براي انجام چنين پيوندهايي نيز نياز به سـركوب           شمشخص  
بنـابراين  . ]8[شديد سيستم ايمنـي شـخص گيرنـده وجـود دارد       

ر هاي اتولوگ كه بتوانند د      رسد كه يافتن منبعي از سلول       نظر مي   به
  .ار با ارزش خواهد بود بسي،درمان چنين عوارضي مؤثر باشند

 ميدانيم كـه كبـد توانـايي بازسـازي قابـل            ،از طرفي ديگر  
هرچند كـه ايـن توانـايي در انـسان نـسبت بـه              (توجهي دارد   

 نتـايج حاصـل از   .)ده اسـت شجوندگان تا حد زيادي محدود  
ند كه  محققان به اين نتيجه برس    تا  مطالعات متعدد، موجب شد     

هـاي    هپاتوسيت(بازسازي كبد توسط سه منبع سلولي متفاوت        
هاي بنيادي خارج     هاي بنيادي داخل كبدي و سلول       بالغ، سلول 

 چنـين   بـا وجـود   سـفانه   أمتاما  . ]9-12[شود    انجام مي ) كبدي
اي جدي بـه كبـد        كه عارضه   هاي ترميمي، در صورتي     مكانيسم

 نيز قادر به ترميم      مجموعه اين فرايندهاي بازسازي    ،دشووارد  
  .]14و13[آن نخواهند بود 

هـاي مـشتق از مغـز اسـتخوان در كبـد              با شناسايي سـلول   
 استفاده درمـاني    برايضايعه ديده انسان و جوندگان اميدهايي       

اي   اولين مقاله . ]15و8[د  شها در ترميم كبد ايجاد        از اين سلول  
يـان  هاي بنيادي خارج كبدي را در ترميم كبـد ب          كه نقش سلول  
 و همكـارانش    (Petersen) پيترسون    توسط 1999نمود در سال    

هـاي   آيـا سـلول   «ها براي اولين بار اين فرضيه كه          آن. ه شد يارا
توانند به دنبال     بنيادي چند ظرفيتي موجود در مغز استخوان مي       

ايجاد عوارض شديد كبـدي وارد كبـد شـده و بـا آن ارتبـاط                
 محققـان مغـز اسـتخوان       اين. دندبررسي كر  را   »برقرار سازند؟ 

آسيب دچار اي كه  موش صحرايي نر را به موش صحرايي ماده   
بود و مغز استخوانش نيـز توسـط اشـعه تخريـب            شده  كبدي  
هـا     تزريق نمودند و مشاهده كردند كه اين سـلول         ، بود گرديده

قادرند در كبد جايگزين شده و همچنين شدت بيماري كبـدي          
هـاي بيوپـسي و         ر نمونـه  از طرفـي ديگ ـ   . ]15[را كاهش دهند    

هايي كه مغز استخوان يا كبد را از جـنس            نااتوپسي از كبد انس   
هـاي    مخالف خود دريافت كرده بودند نيز وجـود هپاتوسـيت         

 درصد كل   34 تا   4هاي مغز استخوان كه حدود        مشتق از سلول  
  .]16[دادند را نشان داد  هاي كبدي را تشكيل مي سلول

هـاي بنيـادي      هاي بنيادي، سلول    سلولشايد بتوان از بين انواع      
 را (MSC: Mesenchymal Stem Cells) مزانــشيمي مغــز اســتخوان

بهترين گزينه براي سلول درماني بيماران مبـتلا بـه آسـيب كبـدي              
ها بـه هپاتوسـيت     قابليت تمايز اين سلولاز يك سو،زيرا  . دانست

كـه   آنبا توجه بـه      سوي ديگر،  از   شده و ييد  أمطالعات متعدد ت  در  
ها بـراي بيمـاران اسـتفاده         از پيوندهاي اتولوگ اين سلول    توان   مي

هـاي    ساير سـلول  استفاده از    بسياري از مشكلات مربوط به       ،نمود
 رد پيوند، مسايل اخلاقـي  ،ايمنيسيستم  از جمله سركوب    (بنيادي  

  .]18-20و 17[ شود   مرتفع مي)و كمبود منبع سلولي
ي انــواع متعــددي از مطالعــات مختلفــي كــه تــا كنــون رو

هاي متفاوت ايجاد     حيوانات آزمايشگاهي و با استفاده از روش      
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هاي مزانشيمي در ترميم      هاي آسيب كبدي و كاربرد سلول       مدل
هاي بـاليني متعـدد، نتـايج         آن انجام شده و همچنين كارآزمايي     

  ســتا دنبــال داشــته را بــه و گــاهي متــضادي  متفــاوتكــاملاً
 و همكـاران   (Abdel-Aziz)عبدالعزيزطوري كه  به ؛]21-31و6[

هاي مزانـشيمي بـه        نشان دادند كه تزريق سلول     2007در سال   
هاي صحرايي كه دچار فيبروز كبدي ناشي از تتراكلريـد           موش

 و  Iكربن شده بودنـد موجـب كـاهش بيـان ژن كـلاژن نـوع                
]. 6[شـود    همچنين ميزان هيدروكسي پرولين بافت كبدي مـي       

هاي پيوندي را بررسي نكرده       شت سلول ها سرنو   هرچند كه آن  
ها در چـه منـاطقي از بافـت           و مشخص ننمودند كه اين سلول     

. اند يا خيـر    اند و به هپاتوسيت تمايز يافته      كبدي جايگزين شده  
 و همكـارانش در سـال       (Carvalho)از طرفي ديگـر، كـاروالهو       

هاي مزانشيمي در بهبود پارامترهاي        عدم موفقيت سلول   2008
هاي صحرايي تيمار شـده بـا         ازجمله فيبروز در موش    كبدي و 

  ].21[تتراكلريدكربن را گزارش نمودند 
هاي    كه سلول  مشخص نشده طور دقيق     از آنجا كه هنوز به    

بـه چـه ميزانـي در       مزانشيمي پيوند شده به مدل فيبروز كبدي        
تا چـه حـدي توانـايي       شوند و     بافت كبد گيرنده جايگزين مي    

 مـشخص   طور دقيق   بهرند و همچنين    را دا تمايز به هپاتوسيت    
ها در رونـد بهبـود احتمـالي آسـيب            نشده كه نقش اين سلول    
ها به هپاتوسـيت يـا مـسيرهاي ديگـر           كبدي از طريق تمايز آن    

هـاي بنيـادي      پيوند سلول اثر   حاضر   در مطالعه    بنابراين،  است
مزانشيمي آلوژن بـر فيبـروز ناشـي از تزريـق تتراكلريـدكربن             

(CCL4)شدهاي مورد آزمايش بررسي  ر موش د.  
 

  ها مواد و روش
  حيوانات

 NMRI سـر مـوش مـاده نـژاد          55 و     سر موش نر   10تعداد  
 گرم از انستيتو پاستور ايـران       20-25اي با وزن       هفته 6-8حدود  

خريداري شد و در حيوانخانه پژوهشكده رويان تحـت شـرايط           
 سـاعت   12روشـنايي و     سـاعت    12 درجه،   21دماي  (استاندارد  

. نگهداري شـدند  ) تاريكي و دسترسي آزاد به آب و غذاي كافي        
و از     هـاي بنيـادي مزانـشيمي       از حيوانات نر بـراي تهيـه سـلول        

  .هاي آزمايشي استفاده شد حيوانات ماده براي گروه
  

  هاي بنيادي مزانشيمي جداسازي و تخليص سلول
ــ ــا جاب ــدا ب ــر  هــاي گردنــي مــوش جــايي مهــره هابت   هــاي ن

ــشته و ــتخوان ك ــله اس ــي آن   بلافاص ــت ن ــاي ران و درش ــا  ه   ه
پس از جـدا نمـودن عـضلات و         . شد  تحت شرايط استريل جدا     

ــتخو  ــز اسـ ــا مغـ ــدن اپيفيزهـ ــا نابريـ ــشت،هـ ــيط كـ    در محـ
 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)  بدون سرم تخليه
ها با همـان محـيط كـشت          د و بعد از يك بار شستشوي سلول       ش
ــا را در م آن ــشت ه ــيط ك ــاوي DMEMح ــرم10 ح    درصــد س

FBS (Fetal Bovine Serum), ، 100سيـلين  ليتر پني  واحـد در ميلي
 تهيه شـده    همگي( استـرپتومـايسين   ليتر گرم در ميلي    ميلي 100و  
  گـراد و در غلظـت    درجـه سـانتي  37، در دمــاي  )Gibco, UKاز 
پـس از يـك روز بـا        . شـد  دادهاكـسيدكربن كـشت       درصد دي  5

هـاي    سـلول (هـاي غيـر چـسبيده         يض محيط كـشت سـلول     تعو
 بـار پاسـاژ سـلولي،       4 و همچنين با انجـام       شدحذف  ) ساز  خون
  .شد ر هاي بنيادي مزانشيمي چسبنده تخليص و تكثي سلول
  

  )چربي و استخوان(هاي مزانشيمي  ردهتمايز به 
هـاي حاصـل از مرحلـه         براي اثبات مزانشيمي بودن سلول    

ها در معرض  هايي از آن  مورفولوژي، نمونهييدأفوق علاوه بر ت
 50  حــاويDMEMشــامل(هــاي تمــايزي آديپوژنيــك  محــيط

 نـانومولار   100،   فـسفات  2-ليتر آسكوربيك  ميكروگرم بر ميلي  
همگـي  ايندومتاسـين،   ليتر ميكروگرم بر ميلي 50 ودگزامتازون 

بـه مـدت دو هفتـه و اسـتئوژنيك     ) Sigma, USAاز تهيه شده 
-ليتر آسكوربيك   ميكروگرم بر ميلي   50حاوي   DMEMشامل  (
 -مـولار بتـا    ميلـي 10 ومـولار دگزامتـازون    نانو 10 ، فسفات2

به مـدت  ) Sigma, USA از  تهيه شده همگيگليسرول فسفات
ترتيـب بـا       روز بـه   21 و پـس از      ]32[  شـد   هفته قـرار داده    3
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  .شد بررسي آلزارين رد  اويل رد وهاي آميزي رنگ
  

  ها  پيوند سلولنشاندار كردن و
 نشاندار كردن به منظورها،  ييد مزانشيمي بودن سلولأپس از ت

هاي مدل فيبروز كبدي  از رنگ غشايي   پيوند به موشبرايها  آن
Fluorescent Cell Linker Kits, PKH26 (Sigma, USA)   استفاده

ها از كف فلاسك  بدين ترتيب كه پس از جداسازي سلول. شد
 PBS (Phosphat Buffer Salin) و شستشو باEDTA/توسط تريپسين

 دقيقه در رنگ قرار داده شد و 4به مدت ) Gibco, UKهر دو از (
بعد از دوبار شستشو و شمارش سلولي توسط لام نئوبار، با 

سپس به . شد   آمادهPBS ميكروليتر 100 سلول در 5×105غلظت 
 200 گرم، مقدار 30هر موش مدل فيبروز كبدي با وزن حدود 

مجموع يك ميليون در (ميكروليتر از اين سوسپانسيون سلولي 
  .شد از طريق وريد دمي تزريق ) سلول

  
هاي حيواني بـراي ايجـاد مـدل فيبـروز            گروه

  كبدي و پيوند سلول
 هفته و وزن حـدود      8 با سن    NMRI سر موش ماده نژاد      55

 تقـسيم   زير تايي به شرح     11 گروه   5طور تصادفي به       گرم به  30
كـه هـيچ آزمايـشي      ) دست نخورده  (1گروه  ). 1جدول  (د  شدن

تحـت  )  هفتـه  8(ها انجام نشد و فقط تا پايـان مطالعـه             روي آن 
گرفتند و سـپس تحـت بيهوشـي عميـق            شرايط حيوانخانه قرار    

زايلازين كشته شده و سرم خـون و         /ناشي از دوز بالاي كتامين    
ه حـلال   ك ـ) شـم  (2گـروه   . شد   برداري  ها نمونه   بافت كبدي آن  
  و همچنـين سيكلوسـپورين    ) يعني روغـن ذرت   (تتراكلريدكربن  

  

(Novartis, Switzerland)     را به دفعاتي مشابه بـا گـروه فيبـروز
و از طريـق تزريـق درون صـفاقي دريافـت           ) 4گـروه   (كبدي  
و )  تزريق سيكلوسـپورين   33 تزريق روغن ذرت و      16(ند  كرد

مـدل   (3-5هاي  گروه. شدند برداري  در پايان هفته هشتم نمونه    
ها ابتدا به مدت      ، همه اين موش   ) درماني فيبروز كبدي و سلول   

ليتر بر كيلوگرم      ميلي 1اي دوبار و هر بار به ميزان           هفته، هفته  4
 محلول در روغن (Merck, Germany)وزن بدن تتراكلريدكربن 

 3گـروه  . كردند ذرت را از طريق تزريق درون صفاقي دريافت      
 بـرداري   ي بود كه در پايان هفته چهـارم نمونـه         هاي  شامل موش 

 4گـروه  ). كردنـد   تزريق تتراكلريـدكربن را دريافـت       8(شدند    
 هفتـه ديگـر     4هايي بودند كه بـه مـدت          موش) فيبروز كبدي (

 تزريـق   16 مجموعـاً (تتراكلريدكربن را با همـان روش قبلـي         
 ، همچنين همانند  ]33و30،  29[كردند     دريافت   )تتراكلريد كربن 

 سركوب سيستم ايمني دريافت     براي سيكلوسپورين را    5گروه  
هايي بود كه پـس     شامل موش )  درماني سلول (5گروه  . نمودند  

 هفته تزريق تتراكلريـدكربن، تعـداد يـك ميليـون سـلول             4از  
دار شده محلـول در      نشان) 4-5پاساژ   (آلوژنبنيادي مزانشيمي   

كردنـد و      افـت  را از طريق وريد دمي دري      PBS ميكروليتر   200
 تتراكلريـدكربن را    ، هفته ديگر با همان روش     4سپس به مدت    

ــد  دريافــت   تزريــق تتراكلريــدكربن را 16مجمــوع در (نمودن
 سركوب سيـستم ايمنـي، ايـن        برايهمچنين  ). كردند   دريافت
 روز قبل از پيوند سلول تـا پايـان زمـان مطالعـه              5ها از     موش

گرم بر كيلوگرم وزن       ميلي 20روزانه ميزان   ) پايان هفته هشتم  (
و در روز پيونـد دو برابـر ايـن ميـزان را              بدن سيكلوسـپورين  

  .دريافت نمودند

  گروههر  تعداد تزريق ها و ميزان مرگ و مير در ،هاي تحت مطالعه، مواد تزريقي بندي موش  گروه.1جدول 
  1  2  3  4  5  گروه

  11  11  11  11  11  (n)تعداد اوليه 
   بار16تراكلريدكربن ت نوع و تعداد تزريق

   بار33سيكلوسپورين 
   بار16تتراكلريدكربن 
   بار33سيكلوسپورين 

   بار8تتراكلريدكربن 
--  

   بار16روغن ذرت 
   بار33سيكلوسپورين 

--  
--  

  --  --  --  --  يك ميليون سلول بنيادي مزانشيمي  پيوند سلول
  0  0  2) 2/18 (%  5) 5/45 (%  3) 3/27(%  ميزان مرگ و مير
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  سي هيستوپاتولوژيك ميزان فيبروز بافت كبدبرر
ــور  ــن منظ ــراي اي ــس از   ،ب ــدي پ ــت كب ــاتي از باف  قطع

 تثبيـت  (Merck, Germany)  درصد10برداري در فرمالين  نمونه
. گيري شد   شده و پس از انجام پروسس بافتي در پارافين قالب         

 ميكـرون تهيـه شـده و بـا          5هـايي بـا ضـخامت         سپس بـرش  
ائـــوزين و تريكـــروم ماســـون -هـــاي هماتوكـــسيلين روش
دست آوردن درصد فيبروز بافت كبـد         هبراي ب . آميزي شد   رنگ

 5ها با يكديگر، از هر موش   هاي مختلف و مقايسه آن      در گروه 
تريكروم ماسون توسط دوربين    روش  آميزي شده با      برش رنگ 

DP70  ــكوپ ــده روي ميكروس ــصب ش  ,Olympus (BX51 ن

Japan)     بـرداري و توسـط       برابر عكـس   100 با بزرگنمايي اوليه
در . دش بررسي Image J (National Institute of Health)افزار  نرم

 آبـي مربـوط بـه نـواحي       -افزار ابتدا طيف رنـگ سـبز        اين نرم 
هاي تصوير حـذف  و       فيبروز انتخاب شد، سپس ساير پيكسل     

هـاي طيـف فيبـروز و تقـسيم آن بـه كـل               با شمارش پيكـسل   
 سـپس   ن بافت فيبـروز محاسـبه شـد،       هاي تصوير، ميزا   پيكسل

  .نتايج حاصل توسط آناليز آماري سنجش شد
  

هـاي     سـلول  (Homing)بررسي ميـزان اسـتقرار      
  پيوندي در بافت كبد

 5هاي گـروه   براي اين منظور قطعاتي از بافت كبدي موش      
  درصــد30 حــاوي  درصــد10در فرمــالين )  درمــانيســلول(

  Leica دار يخچـال  سپس توسط ميكروتوم ؛ شدتثبيتسوكروز 
(CM 1850, Austria)10هــاي انجمــادي بــا ضــخامت   بــرش 
ــه شــد  ــداد . ميكــرون تهي ــوش پــس از  5تع ــر م ــرش از ه  ب

 ,Hoechst 33258 (Calbiochemهـا بـا رنـگ     آميزي هـسته  رنگ

Germany) توسط ميكروسكوپ فلورسـنت  Olympus (BX51, 

Japan)  شـد بـرداري   برابـر عكـس  100 و با بزرگنمايي اوليه  .
 5000طور ميانگين حـدود       به (ها  سپس با شمارش تعداد هسته    

 مثبت در هر تـصوير      PKHهاي    و همچنين تعداد سلول   ) هسته
هـاي پيونـدي اسـتقرار        و آناليز آماري آن، نسبت تعداد سـلول       

  .دست آمد هيافته در كبد ب

هـاي پيونـدي اسـتقرار        بررسي ماهيت سلول  
  يافته در بافت كبد

هاي پيوندي استقرار يافته در كبد        يز سلول براي بررسي تما  
 بـرش  3ها در توليد آلبومين، از هر مـوش تعـداد            و توانايي آن  

ــستقيم و     ــر م ــنت غي ــط روش ايمونوفلورس ــادي توس انجم
 و 1:200 با رقـت   Goat Anti Mouse ALB IgGبادي اوليه  آنتي
 Santaهر دو از  ( Rabbit Anti Goat IgG FITCبادي ثانويه  آنتي

Cruz, USA (  مطالعـه شـد و تـصاوير مربـوط    1:200با رقـت  
 و با بزرگنمايي اوليه     Olympusتوسط ميكروسكوپ فلورسنت    

 مثبتـي كـه     PKHهـاي     سپس نسبت سلول  .  برابر تهيه شد   100
  .دش محاسبه ،آلبومين مثبت نيز بودند

  
  بررسي ميزان آلبومين سرم

راي مطالعات  برداري بافت كبد ب    راي اين منظور قبل از نمونه     ب
ليتر خون از طريق قلـب حيـوان          ميلي 1شناسي، ابتدا حدود     بافت

 ميـزان   سپس.  و پس از لخته شدن خون سرم آن جدا شد           گرفته  
پروتئين آلبومين آن با روش الايزا و با اسـتفاده از كيـت سـنجش       

  .شد مي اندازه گيري (Bethyl, USA)آلبومين 
  

  آناليزهاي آماري
هاي    فوق و مقايسه گروه    هاي مده از آزمايش  دست آ   ههاي ب   داده

طرفـه و     مختلف با يكـديگر توسـط آزمـون آنـاليز واريـانس يـك             
Tukey`s Post-test05/0دار   در سطح معنيp <انجام شد .  

  

  ها يافته
  هاي بنيادي مزانشيمي سلولعمومي خصوصيات 

هاي مغز استخوان و پس از چند روز          در كشت اوليه سلول   
 هـاي   هـاي سـلول     نيواي غيـر چـسبنده، كل ـ     ه  از حذف سلول  

. وجود داشـت  ها    مزانشيمي مشاهده شد، اما همچنان ناخالصي     
طـور عمـده     به5 و 4پس از انجام پاساژهاي سلولي، در پاساژ        

 دوكـي شـكل و      يهـا   ها برطرف شـده و سـلول        اكثر ناخالصي 
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نمايي ،  كرد   كف فلاسك را پر مي     درصد80كشيده هنگامي كه    
داد   را نـشان مـي    ) هاي مزانشيمي است     سلول ويژگيكه  (مواج  

ــين ســلول). a1شــكل ( ــه در   همچن ــارمي ك هــاي پاســاژ چه
 پـس از  ،گرفـت  هاي آديپوژنيك و استئوژنيك قـرار مـي        محيط

هـاي چربـي و اسـتخواني         ترتيب به سـلول      روز به  21گذشت  
تمـايز   اويل رد و آليزلرين رد       هاي  آميزي  يافت و رنگ    تمايز مي 

  .)b1وcشكل (نمود   ميييدأها را ت آن
  

  هاي مورد بررسي ها در گروه ميزان مرگ و مير موش
گونه مرگ و ميري مشاهده نـشد،          هيچ 2 و   1هاي    در گروه 
 4، در گـروه     ) درصـد  2/18( سـر    دو 3كه در گروه      در صورتي 

)  درصـد  3/27( سـه سـر      5و در گـروه     ) درصد5/45(پنج سر   
  ).1جدول (مرگ و مير وجود داشت 

  
  بروز بافت كبدميزان في

هـايي كـه تتراكلريـدكربن        هاي گروه   در بافت كبد همه موش    
بافت فيبروز مشخصي   ،  )5 و   4،  3هاي   گروه(دريافت كرده بودند    

 در فضاهاي پري پورتال و اغلباين بافت فيبروز . ايجاد شده بود
هـاي كلاسـيك كبـدي را         جات كلاژني كه لبـول      هصورت دست   به

در همان ديد اول نيز مشخص . شد  مي مشاهده،احاطه كرده بودند
 3 گـروه    هاي  موش  كلاژني ايجاد شده در كبد     ميزان بافت بود كه   
، همچنين ايـن بافـت فيبـروز در         است 4تر از گروه      ظريف نسبتاً

  .رسيد  به نظر مي4تر از گروه   نيز ظريف5گروه 
آميـزي    هـاي رنـگ     پس از تهيه تصاوير مورد نظر از بـرش        

هـاي    هاي گروه   وم ماسون كبدهاي موش   تري كر روش  شده با   
صـورت جداگانـه      هها ب   مختلف، درصد فيبروز هركدام از برش     

. و سپس مورد تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت        شد  محاسبه  
آسـيب   (4نتايج حاصل نشان داد كه ميـزان فيبـروز در گـروه             

 درصــد ســطح مقطــع اســت در 48/3 ± 6/0برابــر بــا ) كبــدي
ــزان د  صــورتي ــن مي ــه اي ــروه ك ــلول (5ر گ ــانيس ــه )  درم ب

 درصد كاهش يافته بود و اين اخـتلاف در سـطح            ±24/2 51/0
05/0p<2شكل (دار است   معني.( 

  
هاي پيوندي در      سلول (Homing)ميزان استقرار   

  بافت كبد
هاي انجمـادي بـا ميكروسـكوپ فلورسـنت         مشاهده برش 

هـا    مثبـت در حاشـيه لبـول   PKHهـاي   نشان داد كه اكثر سلول   
اند و تنها جمعيت كمـي از        استقرار يافته ) واحي پري پورتال  ن(
شـمارش تعـداد    . انـد     ها به درون پارانشيم لبول نفوذ نمـوده         آن

دسـت آوردن   ه مثبت موجود در هر تصوير و بPKHهاي   سلول
هـاي موجـود نـشان داد كـه           ها نسبت به كل سـلول       درصد آن 

هـاي    وشهاي پيوندي استقرار يافته در كبـد م ـ         جمعيت سلول 
هـاي     درصد كـل سـلول     03/3± 76/0)  درماني سلول (5گروه  

  ).2 و جدول 3شكل (كبدي است 
  

  
هـاي مزانـشيمي موشـي      سـلول Alizarin red تصوير رنگ آميزي b). هاي مزانشيمي موش خالص شده در پاساژ چهارم تصوير فاز كنتراست سلولa)  .1شكل 

  هاي مزانشيمي موشي تمايز يافته به آديپوسيت  سلولOil redميزي  تصوير رنگ آc). تمايز يافته به استئوسيت
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كـروم ماسـون    كه براي تشخيص ميزان فيبروز توسـط روش تـري  ) e تا aبه ترتيب از  (5 تا 1هاي  هاي گروه هاي بافت كبدي موش  تصاوير برش (a-e) .2شكل  
 (e)هاي قطور ايجاد شده، در حالي كه در گروه پنج  صورت رشته  هيشترين ميزان بافت فيبروز ب     ب (d)شود در گروه چهار       طور كه مشاهده مي    همان. آميزي شد  رنگ

 و گـروه هـاي سـه و    >p 0 /001گروه چهار در . Mean ± SDهاي مختلف   نمودار ميانگين درصد فيبروز كبدي گروه(f). از قطر بافت فيبروز كاسته شده است
  . دارنديدار لاف معنيها اخت با ساير گروه>p  0 /005پنج در 

  

  

 با ميكروسكوپ فلورسـنت و فيلتـر تـك          :bآميزي و با ميكروسكوپ نوري،        بدون رنگ  a:،  ) درماني سلول(تصوير برش انجمادي كبد موش گروه پنج        . 3شكل  
طور  همان). آميزي شدند  ا هوخست رنگ  ها ب  هسته( با ميكروسكوپ فلورسنت و با فيلتر دو رنگ          dو ِ  c مثبت، PKHهاي پيوندي     رنگ قرمز براي تشخيص سلول    

  .cرگنمايي بالاتر ناحيه داخل كادر شكل  بز d:.اند استقرار يافته) نواحي پري پورتال(ها  هاي پيوندي در حاشيه لبول اكثر سلول، شود كه مشاهده مي
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هاي پيوندي   با فيلتر تك رنگ قرمز براي تشخيص سلول(a)نت،  و تصاوير ميكروسكوپ فلورس(Anti ALB-FITC)آميزي ايمنوفلورسنس براي آلبومين  رنگ. 4شكل 
PKH ،مثبت (c)هاي آلبومين مثبت و   با فيلتر تك رنگ سبز براي سلول(b) ادغام تصاوير a و cهاي   كه در آن سلولPKHشود  و آلبومين مثبت به رنگ زرد ديده مي.  
  
لـول        .2جدول   اـيج شـمارش تعـداد س تـقرار ي         نت اـي پيونـدي اس  و  (+PKH)افتـه   ه
در  (+ALB+, PKH) نماينـد  اي كه آلبومين نيـز ترشـح مـي    هاي استقرار يافته سلول

  هاي كبد ها نسبت به كل سلول  و درصد آن(n=8) هاي گروه پنج بافت كبدي موش
ميانگين تعداد   

  ها سلول
درصد 
  ها سلول

  100 9/7242±3/1151 هاي شمارش شده در هر تصوير كل سلول
 03/3±76/0  9/214±96/45   هر تصوير+PKHهاي  سلول
 23/0±08/0  53/16±42/5   هر تصوير+ALB و +PKHهاي  سلول

  

هـاي پيونـدي اسـتقرار يافتـه در           ماهيت سلول 
  بافت كبد

هاي   هاي انجمادي كبد موش     بررسي ايمونوفلورسنت برش  
بادي عليـه آلبـومين نـشان         توسط آنتي )  درماني سلول (5گروه  
هاي مزانشيمي پيوندي     درصد از سلول   66/7 ± 79/1    داد كه 

استقرار يافته در بافت كبدي توانايي سنتز پروتئين آلبـومين را            
شد كه به     هايي مي    شامل آن  اغلباين جمعيت سلولي كه     . دارد

 درصـد كـل     23/0 ± 08/0 ،ها نفـوذ كـرده بـود        پارانشيم لبول 
  ).2 و جدول 4شكل (شد  هاي بافت كبد را شامل مي سلول
  

  يزان آلبومين سرمم
هـاي    گيري پروتئين آلبـومين موجـود در خـون مـوش            اندازه

ها با يكـديگر نيـز نـشان داد كـه             هاي مختلف و مقايسه آن      گروه
نسبت بـه سـاير     ) فيبروز كبدي  (4هاي گروه     ميزان آلبومين موش  

 5خصوص كـه ميـزان آلبـومين گـروه            ه ب يابد، ميها كاهش     گروه
داد؛ امـا      نسبت به اين گروه نشان مـي       افزايشي را )  درماني سلول(

  ).5شكل (دار نبود  معني >05/0pاين اختلاف در سطح 

  

. Mean ± SDهاي مختلف  هاي گروه  نمودار ميزان آلبومين سرم موش.5شكل 
افزايشي در ميزان آلبـومين نـسبت بـه         )  درماني سلول(هر چند كه در گروه پنج       
  .دار نيست معني > p 05/0 ف در سطحشود اما اين اختلا گروه چهار مشاهده مي

  

  بحث
 آن سيروز كبدي كه در اثر تجمع بـيش از           نتيجهفيبروز و در    

ويژه كـلاژن و بـه دنبـال اغلـب            هحد ماتريكس برون سلولي و ب     
شود؛ منجر به تغيير معمـاري كبـد      عوارض مزمن كبدي ايجاد مي    

هــا و در نتيجــه  شــده و باعــث اخــتلال در عملكــرد هپاتوســيت
زيرا در اين شرايط توانـايي تكثيـر و         . دشو هاي كبدي مي    سايينار

طـور چـشمگيري كـاهش        هـاي موجـود بـه       بازسازي هپاتوسيت 
بنابراين شناخت راهكارهايي كه قادر باشد      . ]34-36 و 22[يابد    مي

تواند در بهبـود    مي،در چنين شرايطي ميزان فيبروز را كاهش دهد       
با تزريـق مـزمن     حاضر  لعه  در مطا . ثر باشد ؤآسيب كبدي بسيار م   
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 و سپس نشان    شدها فيبروز كبدي ايجاد        در موش  ،تتراكلريدكربن
 ـتوا  هاي مزانشيمي مغز اسـتخوان مـي        كه پيوند سلول  ه شد   داد د ن

ايـن پيونـد سـلولي       هرچنـد  .هـد ميزان اين فيبـروز را كـاهش د       
  يعنـي ميـزان ترشـح آلبـومين را بـه         شاخص ديگر فعاليت كبدي   

 ميزان زنده ماندن     افزايش داد، اما باعث شد     مقدار غير محسوسي  
  .يابدافزايش طور چشمگيري  بههاي تحت بررسي  موش

هاي مشتق از مغـز اسـتخوان بـه           دانيم كه سلول    امروزه مي 
تواند وارد پارانـشيم      دنبال رها شدن به داخل گردش خون مي       

 شـيميايي جـاذبي  ويژه در اثر ترشح عوامل  هو ب(ها  اغلب بافت 
هـا     بـه طـرف آن     ،شـود   هاي آسيب ديده ترشح مـي       ندامكه از ا  
ها    و بازسازي آن   (Remodeling)و در تجديد مدل      )شده جلب

با اين وجود مكانيسم ايـن رونـد        . ]37-40 و 15[شركت نمايد   
. ها هنوز مـورد ترديـد اسـت         تشريك مساعي و بازسازي اندام    

 نقـش مهمـي در      ، نوع آسيب وارده به بافت     ،آنچه مسلم است  
  .عيين مكانيسم بهبود آن داردت

 و (Abdel-Aziz)  عبـــدالعزيزاي كـــه توســـط در مطالعـــه
 مـشاهده شـد كـه       ، صورت گرفـت   2007همكارانش در سال    

هاي مزانشيمي مشتق از مغز اسـتخوان وقتـي بـه مـوش               سلول
صحرايي مدل آسيب كبـدي ناشـي از تتراكلريـدكربن تزريـق            

ه و ساختار و عملكرد  كه وارد پارانشيم كبد شد اندد، قادرنشو
 كه ميزان بافت فيبروز ايجاد شـده        ويژه ه ب ؛كبد را بهبود بخشند   

هـا مـشخص    اما آن. ]6[يافت  به مقدار قابل توجهي كاهش مي   
انـد وارد     هاي پيوندي به چـه ميـزان توانـسته          نكردند كه سلول  

  .اند بافت كبد شده و در آنجا چه ماهيتي را كسب نموده
هـاي     سـلول   جمعيتـي از    كـه  ه شد ن داد نشاحاضر  مطالعه   در

 انـد،  در نواحي پـري پورتـال اسـتقرار يافتـه         كه  مزانشيمي پيوندي   
 كمـي از    درصد نـسبتاً  درحالي كه   توانايي توليد آلبومين را ندارند،      

هـاي هپاتوسـيت       بـه سـلول    ،انـد   ها كه به پارانشيم نفـوذ كـرده         آن
 كـه تمـايز ايـن       رسد  به نظر مي  . اند  توليدكننده آلبومين تبديل شده   

 .دهـد   ها نيز به واسطه عوامل مترشحه در بافت كبد روي مي            سلول
 نـشان دادنـد كـه    2008 و همكارانش در سـال  (Nan Lin) لين نان

 فعال شده كبد با ترشح عوامل (Stellate Cells)اي  هاي ستاره سلول
هــاي   نــه تنهــا مــانع اپوپتــوز ســلولHedgehogپــاراكرايني نظيــر 

هـاي شـبه     هـا بـه سـلول       كه باعث تكثير و تمـايز آن      مزانشيمي، بل 
هـاي    اما آيا اين درصد كوچـك سـلول        ).41(شوند    هپاتوسيت مي 

تواند دليـل رونـد بهبـودي         مزانشيمي تمايز يافته به هپاتوسيت مي     
آســيب كبــد باشــد؟ مطالعــات متعــددي نقــش آنتــي فيبروتيــك 

 ـ  هاي مختلـف نـشان داده       هاي مزانشيمي را در بافت      سلول بـه  . دان
ويـژه عامـل رشـد        هب( ها    اي كه عوامل مترشحه از اين سلول        گونه

هاي ستاره   منفي بر عملكرد سلولاثرتواند با  مي) HGFهپاتوسيتي،  
ها مانع از پيشرفت فيبـروز        پوپتوز در آن  آ ياي كبد و همچنين القا    

 همچنين نتايج حاصل از مطالعه آزمايـشگاهي      . ]42-45و24[د  شو
 نـشان  2007 و همكـارانش در سـال   (Naoko Kamo) نائوكا كـامو 

هاي مزانشيمي جنيني     اي از سلول    كشتي جمعيت ويژه     كه هم  ندداد
(Thy1+, gp38+)هاي پيش ساز  تواند موجب تسريع تمايز سلول  مي
  .]46[د شوها  كبدي و بلوغ آن
و   (Biju Parekkadan) بيجـو پاركـادان   توسـط  جالبيدر مطالعه

ــال  ــارانش در س ــدي   روي 2007همك ــاد كب ــوق ح ــايي ف  نارس
هـاي     كه هرچند تزريـق سـلول      شد مشخص   ،هاي صحرايي   موش
هـا را     داري ميزان بقاي موش     طور معني   تواند به    انسان نمي  نشيميمزا

هـاي    افزايش دهد، امـا تزريـق عـصاره يـا محـيط كـشت سـلول               
داري كـاهش     طور معني   مزانشيمي قادر است ميزان مرگ و مير را به        

 ،(Protein Array) ها سپس با استفاده از روش پـروتئين ارَي  آن. دهد
هـاي مزانـشيمي را       هـاي مترشـحه از سـلول        نوع و ميزان پـروتئين    

ها نشان داد كـه عمـده ترشـحات ايـن             مطالعه آن . شناسايي نمودند 
از جملـه   )  درصد 37( ها شامل طيف وسيعي از عوامل رشد        سلول
HGF  اسـت )  درصد 19(ها    ين سيتوكا  و ) درصد 30(ها     ، كموكاين .

انـد از نفـوذ       رسيد كه اين عناصر تا حدود زيادي توانسته         به نظر مي  
هاي ايمني و التهابي به بافت كبـد جلـوگيري نمـوده و      بيشتر سلول 

. انـد    نفـوذ نمـوده    هايي شوند كه قبلاً     حتي باعث ترك كردن سلول    
 را  هـا   پوپتـوز هپاتوسـيت   آهمچنين اين عوامل توانسته بودند ميزان       

  .]24[كاهش دهند 
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ند كه معتقد   رلازم به ذكر است كه برخي مطالعات نيز وجود دا         
هاي مزانشيمي پيوندي در بهبود فيبروز كبدي         به عدم توانايي سلول   

 اي است كه توسط     ها مطالعه   ترين آن   هستند و شايد يكي از معروف     
ها  آن.  گزارش شد2008و همكارانش در سال  (Carvalho) كاروالهو

هاي صحرايي توسط تتراكلريدكربن      ا ايجاد فيبروز كبدي در موش     ب
هاي مزانشيمي از طريق وريد        هفته، سپس تزريق سلول    15به مدت   

پورت و قطع تزريق تتراكلريدكربن، در فواصل يك و دو ماه پـس             
در اين مطالعه هيچ    . از تزريق به بررسي پارامترهاي كبدي پرداختند      

اي در كبـد مـشاهده نـشد، همچنـين        هسلول پيوندي اسـتقرار يافت ـ    
داري در سطح ترشحات كبدي و ميزان فيبـروز بـافتي             تفاوت معني 

 ـ       درماني بين گروه سلول   عـدم اسـتقرار    . دش و گروه شم مـشاهده ن
هـا بـود كـه خـود          هاي پيوندي در كبد بزرگترين مـشكل آن         سلول

رسـد كـه تزريـق        به نظر مـي   . نويسندگان نيز به آن اعتراف نمودند     
 وجـود بافـت فيبـروزه و        دليـل ها از طريق وريد پورت، بـه          ولسل
ها  دنبال آن افزايش فشار خون پورت منجر به عدم موفقيت سلول به

به ويـژه   (همچنين از آنجا كه بافت كبد       . در نفوذ به بافت كبد باشد     
 در نتيجـه  از قدرت ترميمي بالايي برخوردار اسـت،        ) در جوندگان 

هـاي    كبـد مـوش   كـه   باعث خواهد شد    قطع تزريق تتراكلريدكربن    
 معادل گروه كنترل ترميم شـود و بـه          گروه شم نيز با سرعتي تقريباً     

داري بين اين دو گـروه        رسد كه به همين دليل تفاوت معني        نظر مي 
 در تحقيق حاضر،  در واقع به همين دليل      . ]21[ده است   شمشاهده ن 

 تـا از رونـد      ده ش ـ تزريق تتراكلريدكربن تا انتهاي مطالعه ادامـه داد       
 ،طور كه مـشاهده شـد   و همان بازسازي طبيعي كبد جلوگيري شود    

ــروه     ــدي در گ ــروز كب ــيب و فيب ــزان آس ــه  (4مي ــق 16ك  تزري
 8كـه تنهـا      (3نسبت بـه گـروه      ) كرد  تتراكلريدكربن را دريافت مي   

 در  ؛ده بـود  كـر پيشرفت  ) نمود  تزريق تتراكلريدكربن را دريافت مي    
 5 و بـه ويـژه ميـزان فيبـروز در گـروه              حالي كه پارامترهاي كبدي   

  . بهبود يافته بود4نسبت به گروه )  درمانيسلول(
 و همچنـين    هـاي ايـن تحقيـق       يافتـه  با توجه بـه   طور كلي     به

رسد كه نقـش      به نظر مي  مقايسه آن با ساير مطالعات انجام شده،        
هـاي    هاي بنيادي مزانشيمي در رونـد بهبـود آسـيب           اصلي سلول 

هاي هپاتوسـيتي، بلكـه از        ها به سلول    سطه تمايز آن  كبدي نه به وا   
شـود كـه از آن جملـه          طريق راهكارهاي مؤثر ديگري اعمال مي     

توليد عوامل رشدي كه بقاي  -1. توان به موارد زير اشاره نمود مي
ــود بخــشيده و از مــرگ آن  هپاتوســيت هــا  هــاي موجــود را بهب

 در نتيجه    و  جلوگيري از پيشرفت فيبروژنز    -2 ؛كند  جلوگيري مي 
هـاي موجـود و       مهيا شدن محيطي مناسب براي تكثير هپاتوسيت      

هايي كـه      ترشح سايتوكاين  -3 ؛تسريع روند بازسازي طبيعي كبد    
. ]48 و  47،  24،  22[دهـد     هاي ايمني و التهابي را كاهش مي          واكنش

بديهي است كه درك بهتر هر كدام از اين وقـايع و تعيـين سـهم                
 فيبروز كبدي، نيازمند مطالعات تكميلـي در        هريك در روند بهبود   

  .سطح سلولي و مولكولي است
هــاي ايجــاد  آنچــه مــسلم اســت وجــود تفــاوت در روش

هاي مطالعاتي آسيب كبدي، نحوه پيوند سلولي و بسياري             مدل
پارامترهاي ديگر موجب تنوع مضاعفي در نتايج حاصل از اين          

ل حيـواني مـورد     بنابراين هر چقدر مد   . دشو قبيل مطالعات مي  
 ـ       كـه بـه خـصوصيات        ويـژه آن    هاستفاده اسـتانداردتر باشـد و ب

 ي است كه  هاي انساني نزديكتر باشد، طبيع      پاتولوژيكي بيماري 
دست آمده قابل اعتمادتر بوده و امكـان اسـتفاده از آن              هنتايج ب 

  .تر خواهد بود  هاي كبدي محتمل در درمان بيماري
 داد كه در روند سلول درماني       نتايج حاصل از اين مطالعه نشان     

هـاي مزانـشيمي، تنهـا درصـد كـوچكي از             فيبروز كبدي با سـلول    
هاي پيوندي قادر خواهند بود به هپاتوسيت هاي عملكـردي            سلول

  .كبد تمايز يافته و از اين طريق موجب بهبود شرايط بيماري شوند
  

  تقدير و تشكر
 اين مطالعه بخشي از طرح تحقيقاتي مـصوب پژوهـشكده         

نويـسندگان مراتـب تقـدير و       . رويان جهاد دانـشگاهي اسـت     
ــساعدت  ــود را از م ــشكر خ ــن    ت ــرم اي ــسئولين محت ــاي م ه

ها وحيده ربـاني و زهـرا اژدري و    پژوهشكده و همچنين خانم 
نيز آقايان بهـشاد پورنـصر، حميـد نظريـان و علـي رهجـويي               

  .دارند شان ابراز مي خاطر كمك هاي تخصصي به
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