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 51/1/51، پذيرش مقاله: 33/3/51دريافت مقاله: 

ررسي بيان ده مارکر )آنتي ژن( سطح و ب Balb/cو  NMRIهاي مزانشيمي از دو نژاد موشي کشت سلول هدف:

 سلولي در آنها طي کشت اوليه تا پاساژ سوم

هفته قرباني شد. مغز استخوان از   5-4با سن تقريبي  BALB/cو  NMRIسر موش  51 ها:مواد و روش

, اولين متري کشت داده شد. دو هفته پس از آغاز کشتسانتي 51هاي هاي فمور و تيبيا خارج، و در فلاسکاستخوان

ها به فلاسک جديد منتقل و نيمي ديگر به منظور بررسي ده مارکر سطح سلولي، گرفت. نيمي از سلول پاساژ صورت

 ساز و اندوتليال شاملهاي رده خونهاي شاخص سلولباديآماده شدند. براي اين منظور از آنتي براي فلوسايتومتري

CD44 ،c-Kit CD135 ،Sca-1 ،Vcam1 ،CD34 ،CD45 ،CD11b ،Rthy1.2 ،CD31  استفاده شد.کشت

هاي پاساژ ها با استفاده از فلوسايتومتري بررسي شدند. سلولسلول تا پاساژ سوم ادامه يافت و در هر پاساژ، سلول

 سوم از لحاظ تمايز به استخوان و چربي نيز ارزيابي شدند. در اين مطالعه هر آزمايش سه بار تکرار شد.

ها  پهن، دوکي و چند وجهي بودند. در پاساژهاي بالاتر اوليه، جمعيت سلولي هتروژن بود و سلولدر کشت  ها:يافته

هاي ها دوکي شکل بود. سلولهاي دوکي شکل افزايش يافت، به طوري که در پاساژ سوم بيشتر سلولتعداد سلول

. نتايج فلوسايتومتري نشان داد بود NMRIهاي مشابه موش تر از سلولاندکي کشيده Balb/cپاساژ سوم از نژاد 

در کشت اوليه  Thy 3/5شود اما ها( بيان ميدرصد سلول91در تمام پاساژها در حد بسيار بالايي ) CD44مارکر 

ها اين مارکر را بيان بياني نداشت و به تدريج بيان آن افزايش يافت و در پاساژ سوم در حدود نيم تا يک پنجم سلول

در طي پاساژها به تدريج کاهش و  CD11bو  CD45و  CD135ن نشد و بيان مارکرهاي اصلا بيا CD31کردند.

اندکي افزايش يافت. دو نژاد موش از لحاظ بيان برخي از مارکرها اختلاف داشتند. به  c-Kitو CD34  ، Sca-1بيان

در  Thy1و   Sca1بيان نشد و از نظر الگوي بيان برخي  مارکرها از جمله  Balb/cدر موش   VCAMطوري که 

هاي پاساژ سوم از هر دو نژاد موشي به راحتي به هايي بين آنها بر قرار بود. سلولپاساژهاي مختلف نيز تفاوت

 گر ماهيت مزانشيمي آنها بود.  استخوان و چربي تمايز يافتند که نشان

شيمي به تدريج از کشت اوليه تا هاي مزانرغم اينکه کشت سلولدر مجموع، اين مطالعه نشان داد علي گيري:نتيجه

رود، اما از لحاظ بيان مارکرهاي سطحي سلول، اين پاساژ سوم، از لحاظ مورفولوژي، به سمت هموژن شدن پيش مي

 افتد و دو نژاد موشي تا حدودي از لحاظ مورفولوژي و برخي مارکرهاي سطحي تفاوت دارند. اتفاق نمي

 

 ،  فلوسايتومتري، مارکرهاي سطحيBalb/cو  NMRI، موش سلول بنيادي مزانشيمي واژگان:كليد

 

 

 مقدمه

تحقيقات نشان داده است كه استروماي مغز استخوان نه تنها 

ساز ايفا هاي بنيادي خوننقش يک داربست را  براي سلول

هاي خوني نيز تاثير دارد. کند، بلكه بر تکثير و تمايز سلولمي

فته، استروما حاوي همچنين بر اساس مطالعات انجام گر

 ساز با خاصيت خود تجديديهاي غيرخونسلول

(Self Renewal،است و توان تمايز به استخوان، غضروف ) 

 (. 3، 5ماهيچه، تاندون و چربي را نيز داراست )

 ها از مغز استخوانآميز اين سلولاولين جداسازي موفقيت

 رت( صو3سال پيش توسط فريدنستن و همکاران ) 41در حدود 

 هاي چسبنده موجودگرفت. آنها مشاهده کردند که سلول

در مغز استخوان که مورفولوژي شبيه فيبروبلاست دارند به 

 (4صورت کلوني رشد کرده و توانايي تمايز به استخوان دارند )

 و به همين دليل، نام واحد تشکيل دهنده کلوني فيبروبلاست

(colony Forming Fibroblast-unitبراي اي )ها ن سلول



 برگزيده شد.

 ها بهسال طي مغز استخوان فيبروبلاستي هايسلول

مغز استخوان  داربستي هايسلول از قبيل ديگري با اسامي تدريج

(Marrow stromal cellسلول ،)مزانشيمي هاي 

(Marrow progenitor cellو سلول ) مغز  فيبروبلاستيهاي

اند شده ( نيز خواندهMarrow stromal fibroblast) استخوان

(1.) 

هاي بنيادي مزانشيمي در تمايز به انواع مختلف توانايي سلول

هاي بافت پيوندي، آنها را به يک منبع مناسب در سلول

هاي ترميم بافتي از قبيل ترميم موضعي بافت استخوان استراتژي

 ن( تبديل کرده است. همچني9( و تاندون )5(، غضروف )5، 4)

ها سلول ( اينplasticity) پذيريو شكل انعطاف پيشين، تحقيقات

، كبد، ، ريهپوست ، پوششيعصبي هايسلول را در تمايز به

 (. 55، 51)است  رسانده اثبات به و طحال ، كليهروده

هاي بنيادي مزانشيمي از مغزاستخوان انسان جداسازي سلول

-31ي با موفقيت انجام گرفته است )هاي جانورو برخي  گونه

(. ولي در مورد موش، به عنوان مدل ارزشمند فيزيولوژيک 53

هاي مزانشيمي با و پاتولوژيک پستانداران، مطالعه سلول

ساز، هاي غيرمزانشيمي )خونمشکلاتي از قبيل آلودگي به سلول

 (. 33، 35اندوتليال( و توقف تکثير سلولي همراه بوده است )

موش تا  مزانشيمي در ارتباط با سلول كه هايياز جنبه يكي

ژن(هاي ، شناسايي ماركر )آنتيمانده باقي حد زيادي ناشناخته

هاي سلولي است. در مطالعات پيشين، محققان سلولسطح 

سازي مزانشيمي را از مغز استخوان موش جدا و پس ازخالص

اي سطحي را هاي مختلف، بيان برخي مارکرهآنها  با روش

(. اطلاعات موجود حاکي از نبود 35-34، 1اند )بررسي کرده

اتفاق نظر مبني برمعرفي مارکرهاي سطح سلولي است. اين در 

حالي است که مارکرهاي سطح سلولي از لحاظ شناسايي و جدا 

 ها  اهميت فراواني دارند.سازي سلول

در تحقيق حاضر، به منظور مطالعه بيشتر مارکرهاي 

هاي مغز استخوان از دو نژاد موشي كشت داده ي، سلولسطح

هاي مختلف، از کشت اوليه  تا زمان تخليص شده است و در زمان

آنها در پاساژ سوم، بيان برخي مارکرهاي سطح سلولي با روش 

فلوسايتومتري مورد مطالعه قرار گرفته است. براي اين منظور 

 Inbred( و يک موش NMRI) Outbredاز يک موش 

(Balb/c.استفاده شده است ) 

 

 هامواد و روش

 كشت سلول 

هفته  4-5 تقريبي با سن Balb/cو  NMRIنژاد  هايموش

گردني )طبق هاي جايي مهرهبا روش جابه سر( 51)هر کدام 

مصوب كميتة اخلاق پزشكي پژوهشكده رويان( كشته شدند. 

شد و  آنها پاك افاطر نرم فمور و تيبيا جدا و بافت هاياستخوان

 DMEMمحيط  داخل

(Dolbeco's modified eagles medium, Gibco; Germany) 

 ,(Fetal bovine serum; Gibco; Germany)درصد51محتوي 

FBS   پني الملليواحد بين 511و( سيلينGibco, Germany )

( Gibco, Germanyاسترپتومايسين ) الملليواحد بين 511و 

 شد. قرار داده

فمور و تيبيا داخل هود استريل و  هاياستخوان محتوي لوله

ها قطع و با استخوان قرار گرفت. سپس دو انتهاي يخ بر روي

از کانال  مغز استخوان 33شماره و سر سوزن از سرنگ استفاده

 گرم به 341از يک بار سانتريفيوژ ) شد و پس استخواني خارج

 از هر استخوان دراز در داخل هاي حاصلدقيقه(، سلول 1 مدت

ها، سلول كشت داده شد. اين متريسانتي 51 يک فلاسك

 شدند.  کشت اوليه ناميده هايسلول

و  FCSدرصد 51 حاوي DMEM محيط مورد استفاده

 ,Gibco)و استرپتومايسين  سيلينپني هايبيوتيكآنتي

Germany .ها ، محيط سلولز كشتاز آغا پس ساعت 53(  بود

. گرفت انجام پاساژ اول از آغاز كشت، پستعويض شد و دو هفته 

-Trypsin (Gibco, Germany)از  با استفاده كه ترتيببدين

EDTA  وscraper  ها از کف ظرف کنده شده و پس از سلول

هاي کنده شده سانتريفيوژ با لام نئوبار شمارش شد. درصد سلول

ها آميزي تريپان بلو تعيين شد. سلولرف به وسيله رنگاز کف ظ

 Fluorescence) به دو بخش تقسيم شدند. يک بخش براي آناليز

activated cell sorting: FACS)  و بخش ديگر به منظور کشت به

 NMRIهاي هر رده موشي )ظرف کشت جديد منتقل شدند. سلول

ساژ و در مرحله ( تا پاساژ سه کشت شدند و در هر پاBalb/cو 

confluency  از لحاظ بيان بر خي مارکر سطحي مورد بررسي

هاي پاساژ سوم از لحاظ پتانسيل تمايز قرار گرفتند. همچنين سلول

به استخوان و چربي به عنوان شاخص سلول مزانشيمي بررسي 

 شدند.     

 

 ها براي فلوسايتومتريسازي سلولآماده

سلول در   311111اد ، تعدFACSبراي انجام آناليز 

 3ميكرون سرم رت 511هاي فالکون ريخته و به هر کدام لوله

دقيقه روي يخ در يخچال نگهداري  31درصد اضافه و به مدت 

 ليترميكرون بافر شستشو با تركيب يک ميلي 111ها با شد. سلول

(Fetal Bovine Serum: FBS) ليتردرصد ميلي 

(Phosphate Buffer Solution: PBS)  شسته شدند و پس از

دقيقه  31دقيقه( به مدت  51دور به مدت  411سانتريفيوژ )

 CD44 ،CD135هاي اوليه, باديروي يخ و در يخچال با آنتي

( eBioscienceفيکو اريترين ) PEكونژوگه و مجددا با 

 هاي اوليه,باديوآنتي

c-Kit ،Sca-1 ،Vcam1 ،CD34 ،CD45 ،CD11b ،Thy 

1.2 ،CD31 ژوگه و با کونFITC   فلورسنس ايزوتيوسيانات(



(eBioscienceانکوبه شدند و براي کنترل منفي سلول ) ها با

 IgG2b ،PE-IgG2a ،FITC-IgG2a ،FITC-IgG2bهاي باديآنتي

 انکوبه شدند.

دقيقه با  51ها پس از شستشو به مدت در مرحله بعد سلول

فيکس کننده  ها بافردور سانتريفيوژ شدند. سپس به سلول411

( اضافه شد و PBSدرصد در FBS 5درصد و 5)پارافرم آلدهيد 

 FACS (calibur cytometer Bectonبا دستگاه 

Dickenson) افزار و نرمWinMDi  آناليز شدند. در اين مطالعه

ژن هر آزمايش سه بار تکرار و ميانه سلولي بيان کننده هر آنتي

اد موشي نشان داده شده تعيين كه به صورت نمودار براي هر نژ

 (.3و  3هاي است )شکل

 

 تمايز به استخوان و چربي 

هاي مورد بررسي براي اطمينان از ماهيت مزانشيمي سلول

در اين مطالعه از تست تمايز به استخوان و چربي استفاده شد. 

 4 ، در ظروف3سلول پاساژ  511111منظور حدود  اين براي

 DMEMمتر مربع حاوي در محيط سانتي 31و فلاسک  ايخانه

داده شد. پس از  كشت بيوتيكو آنتي گاوي درصد سرم51 حاوي

و  استخوان ها با محيط تمايز بهمحيط سلول Confluencyمرحله 

 شد. محيط تمايز چربي جايگزين

ليتر در ميلي ميكروگرم 11 محتوي DMEM شامل استخوان به

 51نانومولار دگزامتازون و  51فسفات, -3اسکوربيک اسيد 

( و محيط تمايز Sigma, USAگليسرول فسفات )-مولار بتاميلي

ليتر در ميلي ميكروگرم 11 حاوي DMEMشامل  چربي به

 11نانومولار دگزامتازون و  511فسفات، -3اسکوربيک 

 ( بود.Sigma, USAليتر ايندومتاسين )در ميلي ميكروگرم

 

 ارزيابي تمايز

قرار  ها مورد ارزيابي، تمايز سلولكشت سوم هفتهايان در پ

رد و براي چربي  آليزارين آميزياز رنگ استخوان . برايگرفت

برخي مارکرهاي  mRNAشد. همچنين توليد  از اويل رد استفاده

مورد بررسي قرار  RT-PCRاستخواني و چربي با روش 

 گرفت.

 

 رد آليزارين آميزيرنگ

دقيقه با متانول  51شسته و به مدت  PBSه سلولي با تک لاي

(Merck; Germanyفيکس شد و سپس رنگ ) آميزي با محلول

 درصد(31درصد آليزارين رد در آب آمونياکي5رنگي )

(Sigma, USA به مدت )ها با دقيقه انجام شد. در ادامه سلول 3

آب مقطر شسته و پس از خشک شدن با ميکروسکوپ مشاهده 

 شد.

 

 آميزي اويل ردرنگ

درصد 4ها به مدت يک ساعت در دماي اتاق با فرمالين سلول

 51-51درصد شسته و به مدت 51فيکس شدند و سپس با الکل 

درصد الکل 99در  Oil redدرصد  1/1دقيقه با محلول  

آميزي شد و در انتها محلول (، رنگSigma, USAايزوپروپانل )

رصد شستشو داده و با د51رنگي خارج و سه بار با الکل 

 ميكروسكوپ مشاهده شد.

 

 RT-PCRآناليز 

هاي تمايز از لحاظ بيان ژن 35ها در روز صفر و سلول

( و OP(، استئوپونتين )OCاستخواني نظير استئوکالسين )

هاي چربي از قبيل ( و ژنPTHرسپتور هورمون پاراتيروئيد )

قرار گرفتند  ( مورد ارزيابيLPآديپسين و ليپوپروتيين ليپاز )

 (. 5)جدول 

 هاي مورد نظر با استفادهسلول RNAبراي اين منظور،  

 و مطابق با RNX-Plus solution (Cinagen,Tehran)از 

 پروتکل اين شرکت جدا سازي شد. در ادامه با استفاده از

 به همراه DNase I (EN0521; Fermentas)محلول 

210x DNA, Reaction buffer, MgCl DNA تمالي همراه اح

با  DNase Iاستخراج شده حذف گرديد و سپس فعاليت  RNAبا 

در  cDNAمتوقف شد. ساخت  EDTAمتر ميلي31افزودن 

 Revert Aid( با استفاده از کيت RTواکنش رونويسي معکوس )

H minus first strand cDNA syntesis kit (Fermentas) 

 2mg RNAيمر استخراج شده در مرحله پيشين و پرا

انجام شد. در ادامه واکنش  oligo(dt)18ميكرو گرم  11/1

PCR  2.5باul cDNA 

, cinagen)TM1x PCR buffer (AMS ،sdNTP 

 ;1u Tag DNA ،Polymerase (EP0403ميكرومتر، 311

fermentas) ،MgCl2 5 ميكرومتر از  1/1و  51/1ميكرون

-هاي اختصاصي بافت استخوان, چربي و بتاپرايمرهاي ژن

درجه 93توبولين )در جدول يک نشان داده شده است( در دماي 

گراد به مدت درجه سانتي93دقيقه, دماي  1گراد به مدت سانتي

درجه 53ثانيه, دماي  41به مدت  Annealingثانيه, دماي  41

سيکل انجام شد. در پايان  31ثانيه و در  41گراد به مدتسانتي

صد آگارز ريخته در1/5هاي ژل درون چاهک  PCRمحصول 

آميزي و شد و پس از الکتروفورز با رنگ اتيديوم برومايد رنگ

 سپس ارزيابي شد.

 

 هايافته

 هاي چسبندهمورفولوژي سلول

هاي هاي چسبنده مغزاستخوان از موشدر کشت اوليه سلول

NMRI    وBALB/c جمعيت سلولي هتروژن بود. در اين ،

وت از قبيل پهن، دوکي و هايي با مورفولوژي متفازمان، سلول

هاي دوکي چندوجهي مشاهده شد. در پاساژهاي بالاتر تعداد سلول



ها شکل بيشتر شد. به طوري که در پاساژ سوم اکثريت سلول

 Balb/cهاي پاساژ سوم تهيه شده از موش دوکي شکل بود. سلول

بود )شکل  NMRIهاي مشابه از موش تر از سلولاندکي کشيده

5   .) 

 

 هاي چسبندهمارکر در پاساژهاي مختلف سلول بيان

هاي چسبنده ژن سطحي در سلولنتايج مربوط به  بيان ده آنتي

به صورت تفکيکي در    BALB/cو  NMRIهاي از موش

 نشان داده شده است. 3و  3هاي نمودارهاي شكل

 

Balb/c 

در تمام پاساژها در حد بسيار  CD44مارکر  Balb/cدر موش 

در کشت اوليه   3/5Thyها( بيان شد. درصد سلول91بالايي )

بياني نشد و به تدريج بيان آن افزايش يافت و در پاساژ سوم حدود 

در تمام  CD45ها اين مارکر را بيان کردند. مارکر نيمي از سلول

مراحل کشت سلول بيان شد. به طوري که در کشت اوليه  نيمي 

بعدي بيان آن به  مثبت بودند و در مراحل CD45ها از سلول

صورت زيگزاگي اندکي کاهش يافت )در پاساژ سوم حدود يک 

در تمام مراحل  CD11bها آن را بيان کردند(. مارکر سوم سلول

ها بيان شد. به طوري که در کشت سلولي در حدود يک سوم سلول

 کشت اوليه بيان بالا و در مراحل بعد کشت، روند کاهشي

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

در تمام مراحل  Sca-1در بيان اين مارکر مشاهده شد. مارکر 

ها(. مارکرهاي درصد سلول51کشت بيان کمي داشت )حدود 

Vcam-1 ،CD31  در هيچ يک از مراحل کشت بيان نشد. بيان

در تعداد کمي سلول و فقط در کشت اوليه  CD135مارکر 

 مشاهده شد. مارکرهاي

c-Kit ،CD34  اوليه بيان نشدند اما در مراحل بعد در در کشت

 ها بيان شدند.تعداد کمي از سلول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: منحني تغييرات در بيان برخي مارکرهاي سطحي در کشت سلولهاي چسبنده 2شکل 

 در طي  کشت اوليه تا پاساژسوم. Balb/cمغز استخوان  موش 

 

NMRI  

در تمام پاساژها در بيش از  NMRIدر موش CD44مارکر

در کشت اوليه بياني  Thy 3/5ها بيان شد. درصد سلول91

نداشت و به تدريج بيان آن افزايش يافت و در پاساژ سوم حدود 

در  CD45ها اين مارکر را بيان کردند. مارکر يک پنجم سلول

ها بيان شد و در طي کشت اوليه در بيش از نيمي از سلول

ن آن به صورت زيگزاگي  کاهش يافت. به طوري که پاساژها بيا

مثبت بودند.  CD45ها در پاساژ سوم کمتر از نيمي از سلول

CD11b ها نيز در تمام مراحل کشت در کمتر از نيمي از سلول

بيان شد و در پاساژ سوم در مقايسه با کشت اوليه به ميزان کمي 

ه در حدود در کشت اولي Sca-1از بيان آن کاسته شد. مارکر 

درصد  11ها بيان شد و در پاساژ دوم حدود درصد سلول51

درصد 31مثبت بودند ود ر پاساژ سوم در حدود  Sca1ها سلول

در هيچ يک از مراحل کشت  CD31ها بيان شد. مارکر سلول

از پاساز دوم در تعداد کمي  Vcam-1سلول بيان نشد. مارکر 

ان آن به ميزان کمي سلول شروع به بيان شدن کرد و ميزان بي

فقط در کشت اوليه در  CD135سير صعودي داشت. مارکر 

در  c-Kit ،CD34ها بيان شد. مارکرهاي درصد سلول51حدود 

 1کشت اوليه بياني نداشتند اما در پاساژهاي بعدي در کمتر از 

 ها بيان شدند. درصد سلول

 

شت سلولهاي چسبنده : منحني تغييرات در بيان برخي مارکرهاي سطحي در ک3شکل 

 در طي کشت اوليه پاساژ صفر تا پاساژسوم. NMRIمغز استخوان  موش 

 

 تمايز به استخوان و چربي

 : از کشت اوليه تا پاساژ سومNMRIو  Balb/cهاي هاي چسبنده  مغز استخوان از موش: مورفولوژي سلول1شکل 

 (.111شود )ميکروسکوپ فاز کنتراست معکوس، بزرگنماييغالب ميهاي دوکي شکل بر کشت جمعيت سلول

 



 3هاي پاساژ سوم از هر دو نژاد موشي که به مدت سلول

آميزي ساز قرار گرفته بودند با رنگهفته در محيط استخوان

ي از رد به رنگ قرمز در آمدند که حاکاختصاصي آليزارين

نشان  RT-PCRهاي معدني شدن ماتريکس بود. همچنين بررسي

هاي مارکر استخوان )استئوکالسين، استئوپونتين و داد که ژن

هاي تمايز يافته هر دو رسپتور هورمون پاراتيروييد( در سلول

 نژاد موشي به خوبي بيان

 هاي تمايز نيافته دو نژاد موشي از اينشده است. سلول

 هاي تمايزشتند. به طوري که در سلولنظر تفاوت دا

 Balb/cبر خلاف  NMRIنيافته )روز صفر تمايز( موش 

 هايهاي استيوپونتين و استيوکلسين تا حدي  بيان داشتند )شکلژن

 (.1و  4

آميزي اويل رد پس از سه هفته تمايز در محيط آديپوژنيک، رنگ

افته و ها تجمع ينشان داد، قطرات چربي در سيتوپلاسم سلول

 آناليز

RT-PCR هاي هاي شاخص چربي )ژنحاکي از بيان ژن

هاي روز صفر تمايز در آديپسين و ليپو پروتئين ليپاز( بود. سلول

به مقدار خيلي  Balb/cهاي موش بر خلاف سلول  NMRIنژاد 

 (.1و  4هاي کمي ژن ليپوپروتيين ليپاز را بيان کردند )شکل

 

 

 

نشان دهنده بيان  RT-PCR. رديف بالا تمايز به استخوان. سلول ها با رنگ آميزي آليزارين رد قرمز شده اند.  آناليز  Balb/c: تمايز سلول هاي پاساژ سوم از موش 4شکل 

حاکي از بيان ژن  RT-PCRايين. در نتيجه رنگ آميزي اويل رد ، قطرات چربي در سيتو پلاسم سلول ها قرمز شده و آناليز مارکر هاي استخوان در اين سلول هاست. رديف پ

 هاي سلول هاي چربي است. 

 



 بحث

هاي در مطالعه حاضر ده مارکر سطح سلولي در کشت سلول

هاي مغز استخوان دو نژاد موشي، ازآغاز تا زمان ظهور سلول

تقريبا يک دست فيبروبلاستي در پاساژ سوم، مورد بررسي قرار 

گرفت و تغييرات در بيان آنها در پاساژهاي مختلف ثبت شد. با 

در پا ساژ سوم هاي مورد بررسي توجه به اينکه کشت سلول

تقريبا به طور کامل مورفولوژي فيبروبلاستي داشت و به راحتي 

آميزي به استخوان و چربي تمايز يافت )اين قضيه با رنگ

توان نتيجه به اثبات رسيد(، مي RT-PCRاختصاصي و بررسي 

 هاي مورد مطالعه مزانشيمي هستند.گرفت سلول

اهميت هاي مزانشيمي موش جداسازي و تخليص سلول

فراواني دارد. زيرا موش همواره مدل ارزشمند فيزيولوژيک و 

هاي انسان بوده ولي متاسفانه جداسازي پاتولوژيک براي بيماري

هاي هاي مزانشيم آن با مشکلاتي از قبيل آلوده شدن به سلولسلول

هاي خوني, اندوتليال و ماکروفاژ همراه است. يکي از راه

ز مارکرهاي سطحي آن است. اين جداسازي سلولي استفاده ا

موضوع در موش به طور دقيق شناسايي نشده است. مطالعه 

 تواند به شناسايي مارکرهاي سطحي موشحاضر مي

 کمک كند. 

-c-Kit ،VCAMمارکرهاي مورد مطالعه در تحقيق حاضر  

1، Sca-1 ،CD34 ،CD44 ،CD11b ،CD45 ،CD31 ،

CD135  وThy1.2 ارکرها، شاخص بود. به طور کلي اين م

شوند و به دو ساز و اندوتليال محسوب ميهاي رده خونسلول

دليل در تحقيق حاضر انتخاب شدند: اولا، اعتقاد بر اين است که 

، 31ساز يکي است )ساز مزانشيمي، اندوتليال و خونسلول پيش

هاي (. ثانيا، مطالعات پيشين نشان داده است در کشت سلول34

هاي غيرمزانشيمي ظاهر و بر کشت غالب مزانشيمي موش سلول

(. با انجام اين مطالعه، بيان 1-35، 333، 35شود )مي

مارکرهاي فوق در کشت اوليه، پاساژ اول، پاساژ دوم و پاساژ 

 سوم بررسي شد. 

هاي هاي مزانشيمي از موشدر تحقيقات پيشين، سلول

Inbred ( اما34، 33، 33تا حدودي مورد توجه بوده است .)  در

گزارشي وجود ندارد. اين در حالي است  Outbredمورد موش 

تر بوده و طول عمر زيادي دارند. ارزان outbredهاي که موش

اند و سرعت رشد ها مقاومها نسبت به بيماريهمچنين، اين موش

از لحاظ اندازه،  outbredهاي تر اينکه موشبالايي دارند و مهم

شود که آنها ها سبب مين ويژگيهستند. اي inbredبزرگتر از 

 براي تحقيقات مربوط به

stem cell therapy هاي تر از موشمناسبinbred   .باشند

که نوعي موش  NMRIمطالعه حاضر به سلول مزانشيمي موش 

outbred شود نيز پرداخته است.محسوب مي 

هاي ها ميان سلولهاي ما حاکي از وجود برخي تفاوتيافته

دو نژاد موشي مورد مطالعه بود. از لحاظ مزانشيمي 

تر اندکي کشيده Balb/cهاي مزانشيمي موش مورفولوژي، سلول

هاي تمايز نيافته )روز بودند. سلول NMRIهاي موش از سلول

برخي  Balb/cبر خلاف موش  NMRIصفر تمايز( موش 

هاي شاخص استخوان )استئوکالسين، استئوپونتين( و چربي ژن

يين ليپاز( را بيان کردند. از لحاظ بيان برخي مارکرها )ليپو پروت

نيز  بين دو نژاد موشي اختلاف وجود داشت. به طوري که 

VCAM  در موشBalb/c  بيان نشد. الگوي بيان   مارکرهاي

sca-1  وThy1  در پاساژهاي مختلف دو نژاد موشي نيز تا حدي

هاي تفاوتتوان انعکاسي از ها را ميمتفاوت بود. اين تفاوت

 ژنتيکي دو نژاد موشي فرض کرد.  

در  CD11bژن تحقيقات پيشين نشان داده است که آنتي

هاي کشنده ها, ماکروفاژها و سلولها , گرانولوسيتمونوسيت

هاي خوني هاي سلولدر همه دودمان CD45طبيعي و مارکر 

 شودبيان مي

رهاي (. در مطالعه حاضر، در کشت اوليه بيان مارک39، 35)

فوق بالابود و در پاساژهاي بعدي به ميزان کمي بيان آنها کاهش 

هاي خوني, ماکروفاژ, يافت ولي به صفر نرسيد. وجود زياد سلول

هاي مغز استخوان موش گزارش مونوسيت در کشت اوليه سلول

(. نکته جالب توجه اين بود که حتي 1-35، 33، 35شده است )

ولوژي فيبروبلاستي داشتند نيز ها مورفدر پاساژ سوم که سلول

 مارکرهاي فوق تا حدودي بيان شدند.

هاي به عنوان مارکر اختصاصي سلول CD31ژن آنتي

(. در اين تحقيق اين مارکر در هيچ 31اندوتليال مطرح است )

هاي محققان يک از پاساژها بيان نشد که اين يافته بر خلاف يافته

هاي يال را در کشت سلولهاي اندوتلپيشين است که حضور سلول

 (.  33، 35، 33اند )مزانشيمي نشان داده

شود بالغ بيان مي Tهاي لنفوسيت در سلول Thy1.2مارکر 

(. در مطالعه ما اين مارکر از پاساژ اول بيان شد و ميزان 31)

بيان آن در پاساژهاي بعدي افزايش يافت و در زمان خلوص 

هاي ر حدود نيمي از سلولهاي مزانشيمي در پاساژ سوم دسلول

Balb/c هاي و يک پنجم سلولNMRI  .داراي اين مارکر بودند

مثبت به موازات افزايش  Thy1.2هاي چون افزايش تعداد سلول

مورفولوژي فيبروبلاستي بوده است مارکر فوق به عنوان يک 

شود که البته اثبات اين فرضيه نياز مارکر مزانشيمي مطرح مي

 تر دارد.به مطالعه بيش

هاي لوکوسيت, اريتروسيت و در سلول CD44مارکر 

شود و گليکوپروتييني براي اتصال سلول به ساز بيان ميغيرخون

(. اين مارکر در تمام 33اجزاي ماتريکس خارج سلولي است )

پاساژها در حد بسيار بالايي بيان شد که اين يافته با توجه به اينکه 

ده به کف ظرف کشت انجام شده هاي چسبنمطالعه ما روي سلول

 است، دور از تصور نبود.

به عنوان مارکر  c-Kitو CD34  ، Sca1مارکرهاي

ساز، اندوتليال و مزانشيمي مطرح هاي پروژنيتور خونسلول



(. در مطالعه حاضر، در کشت 34، 31، 34، 34، 1هستند )

 ها اين سه مارکر را بيان کردند و بااوليه، تعداد کمي از سلول

ها به مقدار اندکي افزايش يافت. انجام پاساژ تعداد اين سلول

ها در تمام پاساژهاي مورد مطالعه حضور نسبتا ثابت اين سلول

کند که کشت سلول مزانشيمي اين فرض را در ذهن تقويت مي

همواره حاوي يک ذخيره کوچک از سلول نابالغ با توان تمايز به 

 ساز است.ونسه رده مزانشيمي، اندوتليال و خ

هاي هاي ميلوييدي و سلولدر دودمان Vcam-1مارکر 

استروماي مغز استخوان و به مقدار کمي در اندوتليال نيز بيان 

(. اين مارکر فقط در پاساژهاي بالاي موش 34شده است )

NMRI هاي موش بيان شد. بيان نشدن اين مارکر در سلول

Balb/c  و موش باشد. البته ما تواند به دليل تفاوت ژنتيکي دمي

هاي توضيحي براي اين پديده نداريم. شايد اين مارکر در سلول

چسبنده يک نژاد خاص موش و تحت تاثير عوامل القاکننده 

کند ناشناخته در کشت که با گذشت زمان اثر خود را اعمال مي

 شود. بيان مي

مغز  Bهاي پروژنيتور لنفوسيت در سلول CD135مارکر 

هاي ميلوييد اي از سلولسالان و در زير مجموعهزرگاستخوان ب

(. در اين مطالعه اين مارکر فقط در کشت اوليه 35شود )بيان مي

مغز استخوان بيان شد. عدم بيان اين مارکر در پاساژهاي بعدي 

 Bهاي و تبديل آنها به سلول Bهاي پروژنيتور گر تمايز سلولبيان

هاي شناور در پاساژهاي لولبالغ است. اين فرض با مشاهده س

 انجام شده تقويت شد. البته

دكستر و همكاران نيز به اين مورد اشاره داشت که نياهاي 

(. در 35مانند )روز در کشت باقي مي 31لنفوييدي و ميلوييدي تا 

هاي هاي ما مويد آن است که با وجود اينکه کشت سلولواقع يافته

سوم، از لحاظ مورفولوژي به مزانشيمي از کشت اوليه تا پاساژ 

رود، از لحاظ مارکرهاي سطح سلولي سمت هموژن شدن پيش مي

هاي مزانشيمي همواره حاوي افتد و کشت سلولاتفاق نمي

هايي با مارکرهاي مختلف است. به طوري که در کشت سلول

ساز و هايي با مارکر خونهاي مزانشيمي سلولاوليه سلول

ها حضور دارند. تعداد برخي از اين سلول اندوتليال به مقدار کمي

يابد و برخي ديگر به با بالا رفتن پاساژ سلولي اندکي افزايش مي

يابد ولي تعداد آنها با وجود صورت زيگزاگي اندکي کاهش مي

اينکه در پاساژ سوم مورفولوژي فيبروبلاستي بر جمعيت سلولي 

يان افزايش رسد. در اين محاکم شده است هيچ گاه به صفر نمي

مثبت در طول پاساژها و  Thy 1.2هاي  تدريجي تعداد سلول

در تمامي مراحل  CD44هايي با مارکر حضور نسبتا بالاي سلول

 کشت جالب توجه است.

 

 تقدير و تشكر

هاي مالي سازمان گسترش و مطالعه حاضر با حمايت

هاي نوسازي صنايع انجام گرفته است كه بدين وسيله از مساعدت

 شود.يشان تشكر ميا
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