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  سلول های بنیادی مزانشیمی با توان تکثیر بالا در محیط رویی کشت 
    اولیه مغز استخوان موش صحرائی

  
  2لیلا تقی یار، 2حمید نظریان، 1∗محمدرضا باغبان اسلامی نژاد

مرکز تحقیقات علوم گروه سلولهای بنیادی مربی  - 2 ، تهرانپژوهشکده رویانمرکز تحقیقات علوم سلولی جهاد دانشگاهی ای بنیادی استادیار گروه سلوله - 1
    ، تهرانپژوهشکده رویانسلولی جهاد دانشگاهی 

 
در در کشت مغز استخوان به منظورجداسازی سلول های بنیادی مزانشیمی، معمولا سلولهای شناور  :سابقه و هدف

هدف تحقیق حاضر کشت و تکثیراین سلول ها، بررسی . محیط کشت اولیه با تعویض محیط، دور ریخته می شود
ماهیت بنیادی مزانشیمی آنها، مقایسه سرعت رشد آنها با سلول های چسبنده کشت اولیه و بالاخره بهینه سازی 

  .شرایط کشت برای رشد بهتر این سلول هاست
 سر موش صحرایی نژاد ویستار قربانی شد، مغز استخوان از 10ه تجربی حاضر تعداد در مطالع :مواد و روشها

 چهار روز پس از آغاز کشت اولیه، . سانتیمتر مربعی کشت شد75در فلاسک های  استخوان درشت نی آنها تهیه و
در طول . ه شد کشت داد3محیط رویی جمع آوری و سلول های شناور آن، به موازات سلول های چسبنده تا پاساژ 

در پایان، برای دو گروه، بهترین . مدت کشت، دو گروه از لحاظ زمان دو برابر شدن جمعیت سلولی مقایسه شدند
سلول های جدا  .تراکم سلولی و موثرترین غلظت سرم گاوی که بتواند حداکثر تکثیر را در پی داشته باشد، تعیین شد

  .وان، غضروف و چربی ارزیابی شدندشده از لحاظ پتانسیل تمایز به سه رده استخ
 ساعت دوبرابر شدند، در حالیکه 9/14±2 بر اساس نتایج حاصل سلول های محیط رویی، بطور متوسط هر :یافته ها

نشان داد که شرایط بهینه برای تکثیر ها یافته ). >05/0p(ساعت بود 19±1/2در کشت سلول های چسبنده، این میزان 
. می شود  سلول در سانتیمتر مربع فراهم100سرم و تراکم اولیه% 15ی با محیط کشت حاویسلولهای بنیادی مزانشیم

 برای RT-PCR این قضیه در رنگ آمیزی اختصاصی و .سلولهای جدا شده، براحتی به سه رده اسکلتی متمایز شدند
  .بیان ژنهای ویژه سه رده کاملا مشهود بود

خوان موش صحرایی حاوی سلول های بنیادی مزانشیمی با توان تکثیر  محیط رویی کشت اولیه مغز است:نتیجه گیری
  . بالاست

 .سلول بنیادی مزانشیمی، محیط رویی، میزان رشد، تمایز به استخوان، غضروف و چربی :واژه های کلیدی

  19/4/87: ، پذیرش18/2/87: ، ارسال جهت اصلاح1/11/86: دریافت                                                                                   

  مقدمه 
سلول بنیادی مزانشیمی، طبق تعریف سلولی است با توانایی 

تقسیم زیاد که تحت شرایط مناسب قادر است به انواعی از سلول 

های تخصص عمل یافته نظیر استخوان، غضروف و چربی تمایز 

 این سلول ها قادرند مطالعات اخیر نشان داده است که). 1(یابد 

انواعی از سلول های غیر مزانشیمی نظیر سلول عصبی، قلبی، 

  که این پدیده را  کبدی، ریوی، کلیوی و حتی پوستی را نیز بسازند

  سلول های بنیادی مزانشیمی می نامند ) Plasticity(انعطاف پذیری 

  

هایی با توانایی تمایز به استخوان در مغز   وجود سلول).6-2(

   و همکاران گزارش Dennisتخوان، در اواخر قرن نوزدهم توسط اس

این محققین با پیوند زیر پوستی مغز استخوان ). 7(شده بود 

تحقیق . خرگوش، توانستند آنها را به سلولهای استخوانی تمایز دهند

Friedenstein و همکاران شواهد قطعی مبنی بر وجود سلول های 

این محققین نشان دادند . وان ارائه دادبنیادی مزانشیمی در مغز استخ

] علت وجود یک زیرگروه  سازی مغز استخوان به که قابلیت استخوان
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های چسبنده آن است که آن را واحد تشکیل دهنده  خاص از سلول

 و Friedensteinهمچنین ). 8(نام نهادند ) CFU-f( کلونی

نی  قادر است در محیط کشت، کلوCFU-fهمکاران نشان دادند که 

مشاهدات ). 9(هایی مشابه با بافت استخوان و غضروف ایجاد نمایند 

توسط تحقیقات دانشمندان بعدی توسعه Friedenstein ابتدایی 

   خاصیت  دارا بودن  دلیل  به  مزانشیمی  بنیادی سلولهای). 2و10(یافت 

   برای ی مناسب  منبع  اسکلتی  بافتهای به  تمایز و توان  خودتجدیدی

 در  این سلول ها  کارآیی.شود می ان تعدادی از بیماریها تلقیدرم

بهبود ،  Osteogenesis Imperfecta ژنتیکی  بیماری درمان

،   استخوان بازسازی ،  درمان  تحت  سرطانی  در بیماران خونسازی

   و درمان  قلبی انفارکتوس  بیمارانردشده نکروز بافت   ترمیم

  .)11-17(ست  ا  شده  داده نشان  ی خوب  به  مفصلی بیماریهای

 در مطالعه سلول های بنیادی  Friedensteinروشی که

مزانشیمی، جهت جداسازی آنها استفاده کرد، بدین صورت بود که 

نمونه های مغز استخوان در یک ظرف پلاستیکی کشت شد و پس 

در .  ساعت یا بیشتر سلول های غیر چسبنده دور ریخته شد4از 

ققین از خاصیت چسبندگی این سلول ها جهت اصل این مح

عنوان  و این روش تا به امروز به) 8و9(جداسازی آنها استفاده کردند 

کار رفته  های بنیادی مزانشیمی به روش رایج برای استخراج سلول

های بنیادی مزانشیمی از جانوران  با همین روش سلول. است

وک، بابون و گوناگونی مانند موش، رت، گربه، سگ، خرگوش، خ

هرچند ماکروفاژها، سلول های اندوتلیال، . انسان استخراج شده اند

ای صاف واقع در مغز استخوان هم  های ماهیچه ها و سلول لنفوسیت

ساختن کشت اولیه سلول  توانایی چسبیدن به کف فلاسک و آلوده

های بنیادی مزانشیمی را دارند ولی طی پاساژهای مختلف حذف 

از طرفی نتایج برخی تحقیقات نشان داده است  ).18-24(شوند  می

های بنیادی مزانشیمی در مایعات بدن مانند خون محیطی  که سلول

، بطوریکه برخی محققین )25و26(و خون بند ناف نیز حضور دارند 

با کشت سلولهای این دو منبع توانسته اند سلولهای بنیادی 

بنظر  این مطالعات،باتوجه به . مزانشیمی آن را استخراج نمایند

رسد سلولهای بنیادی مزانشیمی برای زنده ماندن کاملا وابسته  می

بعبارتی برخی جمعیت سلولهای بنیادی . گاه نیستنده به تکی

حال این سوال . مزانشیمی در محیط مایع نیز می توانند زنده بمانند

پیش می آید که سلولهای مغز استخوان که در مطالعه 

Friedenstein ساعت پس از آغاز کشت دور ریخته 4همکاران،  و 

شد و در همه مطالعات بعدی نیز این روش با قدری تغییر روش 

استاندارد جدا سازی سلول بنیادی مزانشیمی شد، آیا واقعا سلولهای 

به عبارت دیگر، آیا این احتمال وجود ندارد که . غیر مزانشیمی بودند

خی سلول بنیادی مزانشیمی در بین سلول های شناور محیط رویی بر

 و همکاران داده اند Wanپاسخ این سوالات را . وجود داشته باشد

براساس تحقیق این دانشمندان، در محیط رویی کشت اولیه سلول 

های مغز استخوان، سلول هایی با خصوصیات سلول بنیادی 

هدف از مطالعه حاضر کشت و جداسازی  ).27(مزانشیمی وجود دارد 

نیادی مزانشیمی از محیط رویی کشت اولیه و مقایسه آنها های بلسلو

های رشد و تکثیر و نیز  های چسبنده از نظر شاخص با سلول

 و همکاران نشان Wanدر این ارتباط . باشد های تمایزی می قابلیت

. داده اند که این دو گروه سلول از لحاظ سرعت تکثیر تفاوتی ندارند

ول از لحاظ میزان دوبرابر شدن در مطالعه حاضراین دو گروه سل

نتایج . جمعیت سلولی در طی سه پاساژ متوالی با هم مقایسه شدند

. حاکی از سرعت رشد بالای سلول های محیط رویی بوداین تحقیق 

همچنین برای سلول های جدا شده، شرایط کشت به منظور حصول 

 از این مطالعه حاضر. حداکثر تکثیر سلولی بهینه سازی شده است

ضرورت دارد که به سلول های بنیادی مزانشیمی می پردازد که  نظر

در کشت روتین مغز استخوان با تعویض محیط کشت دور ریخته می 

این سلولها می تواند به عنوان منبع مکمل برای سلول های . شوند

  بنیادی مزانشیمی باشند 
  

  مواد و روشها
لعه  در مطا:گیری از مغز استخوان و کشت سلول نمونه

 سر رت نژاد 10،  انجام شدBlindتجربی حاضر که به صورت 

، 22ویستار با کتامین و زایلازین بیهوش شده با استفاده از سرنگ 

ها  آندرشت نی  مغز استخوان از استخوان میکرولیتر 300-200

 DMEM  Dubleco’s Modified محیطلیتر میلی5گرفته شد و به 

(Eagles Medium, Gibco; Germany) درصد سرم 10 حاوی

 Bovine Serum, Gibco; Germany) (Fetal، 100 جنین گاوی

المللی  واحد بین100سلین و  بیوتیک پنی المللی آنتی واحد بین

محیط حاوی . اضافه گردید   (Gibco; Germany)استرپتومایسین

 در دقیقه سانتریفوژ شد، محیط 1200 دقیقه با دور 5مدت   سلول  به

لیتر محیط   میلی1شد و پلت سلولی کف لوله با  ختهرویی دور ری

 معلق شد و پس از رنگ آمیزی با تریپان بلو،  با DMEMکشت 
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.  سلولها زنده بودند%95 هموسیتومتر شمارش شد که بیش از

 سلول در سانتیمتر مربع در یک 105 سلولهای مغز استخوان به تعداد

 DMEMکشت لیتر محیط   میلی15متری در   سانتی75فلاسک 

ها در  سپس سلول. شد  کشت دادهسرم جنین گاوی %10حاوی 

چهار روز پس از .  انکوبه شدندCO2 %5 درجه سانتیگراد و 37دمای 

 دقیقه با 5مدت  ها جمع آوری شد، به آغاز کشت، محیط رویی سلول

وژ گردید و سلولهای ته نشین شده آن ی در دقیقه سانتریف1200دور 

مربعی حاوی محیط کشت  متر  سانتی75ک دوباره در یک فلاس

DMEMسلولهای چسبیده .  کشت داده شدسرم جنین گاوی %10 با

کشت اولیه و سلول های جمع آوری شده از محیط رویی کشت اولیه 

 4 انکوبه شدند و هر CO2 درصد 5و   درجه سانتیگراد37در شرایط 

در این . روز یکبار محیط آنها تعویض شد تا کف فلاسک را پر کردند

 ;Trypsin/EDTA 2/0% (Gibcoزمان، سلول ها با استفاده از 

Germany)  سلول در سانتیمتر 104از کف فلاسک کنده و با تراکم 

مربع در پلیت های شش خانه ای با انجام سه پاساژ متوالی تکثیر 

در طول دوره کشت زمان لازم برای دوبله شدن جمعیت . شدند

برای اینکه مقایسه دو گروه  .محاسبه شدسلولی برای دو نوع سلول 

سلول در شرایط یکسان انجام گیرد، در هر پاساژ سلولی زمانیکه 

در مطالعه ( می رسید Confluencyیکی از کشت ها به مرحله 

) حاضر سلولهای گروه محیط رویی زودتر به این مرحله می رسیدند

زم به ذکر لا. به کشت دیگر نیز با انجام پاساژ خاتمه داده می شد

است که در محیط کشت سلول های محیط رویی، پس از کشت 

با کشت مجدد این . مجدد، تعدادی سلول شناور حضور داشتند

سلولهای شناور، سلولی به سطح ظرف کشت نچسبید شاید به این 

  .دلیل که سلول های فوق غیر مزانشیمی از نوع  رده خونساز بودند

بمنظور مقایسه : یت سلولیشدن جمع برابر تعیین زمان دو

شدن  برابر های حاصل از دو نوع کشت زمان دو سرعت رشد سلول

. گیری شد اندازه) پاساژ اول تا سوم(ها در طول دوره کشت  سلول

تعداد دو  در این رابطه. برای این منظور از فرمول زیر استفاده شد

 ،(Population Doubling Time, PDT)برابرشدن جمعیت سلولی

N0  ،تعداد سلول در شروع کشتNتعداد سلول در پایان کشت و  

  . است(Culture Time, CT) مدت زمان دوره کشت

 

از  :بهینه برای آغاز کشت) تراکم سلولی(Cell Densityتعیین 

 تکثیر میزان بر،   کشت  در شروع  شده  استفاده  تعداد سلول  که آنجایی

، 500، 100   تراکمهایسلول های پاساژ سوم با ،  موثر استسلول

خانه های پلیتهای  در  متر مربع  در سانتی  سلول5000 و2000، 1000

% 5 درجه و 37شش خانه  کشت شد و به مدت یک هفته در شرایط 

CO2 از تریپسین با استفاده انکوبه شد در پایان این مدت سلول ها   

 Fold increase تعداد سلولها بر حسب .شدند   و شمارشهجدا گردید

  .محاسبه و دو گروه از این نظر مقایسه شدند) چند برابر شدگی(

: در کشت سلولی سرم جنین گاویتعیین غلظت بهینه 
 در   حضور سرم  به  وابسته  موش  مزانشیمی رشد و تکثیر سلولهای

  ، درصدهای سرم  غلظت  بهترین  تعیین برای. باشد  می محیط کشت

  بدین.   قرار گرفت مورد ارزیابی%) 20  و%15، %10، %5 (  آن مختلف

خانه های پلیتهای شش  در  متر مربع سانتی  در  سلول100   که ترتیب

، هفته   از یک  گردید و پس  کشتسرم   مختلف با غلظتهایخانه 

 Fold increaseگردید و تعداد سلولها برحسب  شمارشتعداد آنها 

   .دو گروه از این نظر مقایسه شدند محاسبه و

  ها بررسی توان تمایزی سلول
 از دو گروه محیط رویی و 3های پاساژ  سلول: به چربی تمایز

که کف پلیت  شدند و پس از این   خانه کشت داده6چسبنده در پلیت 

 DMEM سلولها با محیط آدیپوژنیک یعنی DMEMپرشد، محیط 

 لیتر  میکروگرم در میلی50، جنین گاوی سرم  درصد10حاوی 

Ascorbic2-Phosphate (Sigma; USA)، 100 نانومولار 

Dexametasone (Sigma; USA) لیتر   میکروگرم در میلی50 و

(Sigma; USA) Indomethacineسلولهای کشت .  جایگزین شد

سلول ها  تمایز.  به عنوان کنترل در نظر گرفته شدDMEMشده در 

یز سه هفته پس از آغاز کشت، با روش رنگ آمیزی اویل رد و آنال

RT-PCRبرای رنگ آمیزی اویل رد به این صورت .  ارزیابی شد

 سلولها بمدت یک ساعت در دمای اتاق با فرمالینعمل شد که ابتدا 

 10-15مدت   شسته شده و به%70 فیکس شدند و سپس با الکل 4%

آمیزی   رنگ%99 در ایزوپروپانلOil red 5/0%دقیقه با محلول 

 شستشو % 70ج و سه بار با الکل شده، در پایان محلول رنگی خار

  .شد

ت شده در ـبرای این منظور سلول های کش: تمایز به استخوان

پلیت های شش خانه ای، پس از پر کردن کف پلیت، با محیط  

 میکروگرم 50 ،سرم جنین گاوی DMEM  ،10%استئوژنیک حاوی

 Ascorbic2-Phosphate (Sigma; USA)، 10لیتر  در میلی

  مولار  میلی10 و  Dexametasone (Sigma; USA )نانومولار

31.3

.

0

×
=

N
NLog

TCPDT
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 B-Glycerol Phosphate (Sigma; USA)  در پایان. تیمار شدند 

-RTها با روش رنگ آمیزی آلیزارین رد و هفته سوم، تمایز سلول

PCRلایه  به منظور رنگ آمیزی آلیزارین رد، تک.  ارزیابی شد

 ; Merck)انل  دقیقه با مت10 مدت   شسته شده و بهPBSسلولی با 

Germany) درصد آلیزارین 1( فیکس شد و سپس با محلول رنگی 

. آمیزی شد  دقیقه رنگ2 مدت  به)  درصد25/0 در آب آمونیاکی Sرد 

  .ها با آب مقطر شسته و خشک شد سلول

 به منظور تمایز به غضروف از روش: تمایز به غضروف

Micromass culture سلول های  این منظور ازیبرا. استفاده شد 

  به یک لوله   سلول000/200 پس از شمارش با لام نئوبار، 3پاساژ 

 دور در دقیقه به مدت 1200سلول ها با . لیتری منتقل شد  میلی15

 و محیط  شده   تخلیه  محیط رویی  سپس. شدندوژیانتریف دقیقه س5

 نانوگرم فاکتور 10 حاوی  DMEM شامل محیط کندروژنیک

 ITS+premixگرم  میلیBMP-6 ،50انوگرم نTGF-B3  ،10رشد

،35/5 linoleic acid  گرم  میلی25/1وBovine Serum 

Albomin  درصد سرم گاوی بر روی پلت سلولی در ته لوله 1 و 

  تعویض هفته 3مدت  بهبار   روز یک3-4هرتمایز  محیط  .دش  اضافه

آمیزی اختصاصی   برای ارزیابی تمایز به غضروف از روش رنگ.شد

برای این منظور، نمونه ها به روش روتین . تولوئیدن بلو استفاده شد

 این  به. ها تهیه شد  میکرومتری از آن5های  بافتی پردازش و برش

درصد 4ید ئ ساعت در پارافرمالد2مدت  ها ابتدا به ترتیب که سلول 

گیری   به ترتیب با استفاده از الکل و گزیلل، آب سپس. فیکس شدند

گیری شدند و با   قالب در پارافین و در انتها هی شدساز و شفاف

منظور  به. شد   تهیه میکرومتری5  های  برشاستفاده از میکروتوم،

   مدت  به (Sigma; Germany)  بلو  تولوئیدینآمیزی، رنگ رنگ

  رنگ و در انتها  گردید  اضافهمقاطع بافتی   به  اتاق دمای  در  ثانیه30

 های رنگ شده با استفاده از رشـب.  شد سته مقطر ش  آببا  اضافی

  .شدند  ه مشاهد  نوری میکروسکوپ

ها   پس از لیز نمودن سلولRT-PCRدر روش :  RT-PCRانجام 

و ) RNAX) CinaGen Inc., Tehran, Iranکمک محلول  به

 RevertAid TM H Minusسلولی، با استفاده از  RNA استخراج

First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)از روی  

RNA حاصلcDNA  در حجم بالا ساخته شده و سپس PCRدر  

 10به حجم ) dNTPs) Fermentas میکرولیتر با 25حجم 

 میلی 5/1( میکرولیتر 3به حجم  MgCl2، ) نانومولار200(میکرولیتر 

به حجم ) Fermentas( Taq DNA polymeraseو آنزیم ) مولار

های اختصاصی  کومول از پرایمرهای ژن پی100 میکرولیتر و 5/2

 و آلکالین فسفاتاز، استئوکلسین، استئوپونتین بافت استخوان شامل

و بافت  C/EBP-αو PPAR-α ، PPAR-γبافت چربی شامل 

 .و اگریکان انجام شد X ،کلاژن تیپ IIغضروف شامل کلاژن تیپ

هرکدام در  Annealingپرایمرهای مورد استفاده به همراه دمای 

برای مقایسه نتایج بالا از .  یک نشان داده شده است1دول شماره ج

 . ویتنی استفاده شد- والیس و من-های آماری کروسکال تست

  . معنی دار در نظر گرفته شد>05/0pتفاوت های دو گروه با 
  RT-PCRپرایمر های اختصاصی مورد استفاده در . 1جدول 

  تعدادسیکل  حصولاندازه م دمای اتصال توالی جهت  نام ژن 
  استئوپونتین AGCAGGAATACTAACTGC -3-´5 رفت

 ´GATTATAGTGACACAGACTATT-3-´5 برگشت
48 287 30 

  استئوکلسین ´GTCCCACACAGCAACTCG-3-´5 رفت
 ´CCAAAGCTGAAGCTGCCG-3-´5 برگشت

58 380 30 

 ´TGCCTTACCAACTCATTTGTG-3-´5 رفت

وان
تخ
اس

  

  آلکالین فسفاتاز
 ´ACGCGATGCAACACCACTC-3-´5 برگشت

61 401 30 

 CCCTGCCTTCCCTGTGAAC-3´ PPAR-alpha-´5 رفت
 ´GGGACTCATCTGTACTGGTGG-3-´5 برگشت

61 367 35 

 GGTGAAACTCTGGGAGATCCC-3´ PPAR- gamma-´5 رفت
 ´CCATCTCTGCCACGGGCT-3-´5 برگشت

64 352 35 

 ´ACGTGGAGACGCAGCAGAA-3-´5 رفت

بی
چر

  

C/EBP-alpha 
 ´AGGCGGTCATTGTCACTGG-3-´5 برگشت

63 295 35 

  2کلاژن نوع   ´GGCTTAGGGCAGAGAGAGAAG-3-´5 رفت
 ´TGGACAGTAGACGGAGGA AAGTC-3-´5 برگشت

63 315 35 

  10کلاژن نوع  ´CAGCAGCATTACGACCCAAG-3-´5 رفت
 ´CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3-´5 برگشت

61 334 30 

 ´GGCAACCTCCTGGGTGTAAG-3-´5 رفت

وف
ضر

غ
  

  اگریکان
 ´TCGCACCACCAGGTCCTC-3-´5 برگشت

63 444 30 

 ´TCGGTGTGAACGGATTTG-3-´5 رفت

 GAPDH 
 ´ACTCCACGACATACTCAGCAC-3-´5 برگشت

58 276 30 
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  ها یافته
 در کشت اولیه هر دو گروه، کلون های کوچکی از: کشت سلول

و با گذشت ) B1 وA1شکل (سلول های فیبروبلاستی ظاهر شد 

 7در کشت اولیه، سلول های محیط رویی در طی . زمان رشد کرد

روز کف فلاسک را پر کردند، در حالیکه این زمان برای سلول های 

در طی پاساژ ها، سلول های محیط رویی .  روز بود10چسبنده 

  ).D1 و C1شکل (سریعتر ظرف کشت را پر می کردند 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

کشت اولیه سلول های چسبنده مغز ) A. کشت سلول. 1شکل 
. کشت سلول های شناور محیط رویی کشت اولیه) B. استخوان

C (پاساژ سوم سلول های چسبنده کشت اولیه .D ( پاساژ سوم
. سلول های شناور محیط رویی کشت اولیه مغز استخوان

  ×40نمایی میکروسکوپ فاز کنتراست معکوس، درشت
  

بر اساس نتایج حاصل، : برابر شدن جمعیت سلولیدو زمان 

 ساعت یکبار 9/14±2سلول های محیط رویی، بطور متوسط هر 

دوبله شدند، در حالیکه در کشت سلول های چسبنده، این میزان 

این تفاوت از لحاظ آماری  معنی دار که  بود 19±1/2بطور متوسط 

  ). A2شکل ()>05/0p (بود

: ر تراکم سلولی در شروع کشت بر میزان تکثیرتاثی
 ،  نشان داده شده استB2، که در نمودار شکل  حاصل  نتایج براساس

 ، کشت شدند متر مربع  در سانتی  سلول100  زمانیکه سلولها، با تراکم

، 500بیشترین تکثیر سلولی اتفاق افتاد و از این نظر با گروههای

 تفاوت معنی داری متر مربع سانتی در   سلول 5000 و 2000، 1000

در زمان کشت با تراکم های مختلف، اگرچه ). >05/0p(وجود داشت 

  سبنده تکثیرـسلولهای محیط رویی اندکی بیش از گروه سلولهای چ

 . شدند ولی تفاوت بین آنها معنی داری نبود

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

) لیزمان دوبرابرشدن جمعیت سلو ( PDTمقایسه ) A. 2شکل 
سلول های محیط رویی بطور معنی . در دو کشت مورد مطالعه

بررسی تاثیر تراکم ) 05/0p< .(B( کوتاه تری دارند PDTداری 
. های مختلف سلولی بر میزان تکثیر سلول های مورد مطالعه

 سلول در سانتیمتر مربع شروع شد 100زمانیکه کشت با تراکم 
بررسی غلظت های ) 05/0p< .(C(بیشترین تکثیر اتفاق افتاد 

در . مختلف سرم گاوی بر میزان تکثیر سلول های جدا شده
  ).>05/0p(سرم، حداکثر تکثیر حاصل شد % 15محیط حاوی 

  
همانطوریکه : پاسخ سلولها به غلظتهای مختلف سرم گاوی

مقایسه  در ی دو گروهسلولها مشاهده می شود، C2در نمودار شکل 

 و از این نظر با  تکثیر را داشتند نبیشتری سرم % 15در محیط حاوی 

حالیکه   در،)>05/0p(تفاوت معنی داری وجود داشت % 10و %5سرم

در زمان کشت . معنی دار نبود از لحاظ آماری% 20تفاوت آن با سرم

های محیط رویی اندکی بیش از گروه  ، اگرچه سلول%15با سرم 

 .  داری نبودمعنی سلولهای چسبنده تکثیر شدند ولی تفاوت بین آنها
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دو گروه، به  کشت تمایز به استخوان هر در: استخوان تمایز

تدریج تجمعات سلولی به شکل ندول تشکیل شد و رنگ آمیزی با 

 روز القاء تمایزحاکی از معدنی شدن ندول ها 21آلیزارین رد در پایان 

 نشان داد که سلول های RT-PCRنتایج . )A3 و B3شکل (بود 

روه محیط رویی مشابه با گروه سلول های چسبنده، تمایز یافته در گ

ژن های ویژه استخوان شامل استئوکلسین، استئوپونتین و آلکالین 

  ).C3شکل( فسفاتاز را به مقدار نسبتا زیادی بیان کرده اند

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

تمایز به استخوان سلول های محیط رویی، رنگ آمیزی ) A. 3شکل 

 استخوان سلول های چسبنده کشت اولیه، تمایز به) Bآلیزارین رد 

 برای بیان ژن های RT-PCRبررسی ) C. رنگ آمیزی آلیزارین رد

تمایز به چربی سلول های محیط رویی، رنگ آمیزی ) Dاستخوانی 

تمایز به چربی سلول های چسبنده کشت اولیه، رنگ آمیزی ) Eاویل رد 

تمایز به ) G  برای بیان ژن های چربیRT-PCRبررسی ) F. اویل رد

تمایز ) Hغضروف سلول های محیط رویی، رنگ آمیزی تولوئیدین بلو 

) I. به غضروف سلول های چسبنده، رنگ آمیزی تولوئیدین بلو

  . برای بیان ژن های غضروفیRT-PCRبررسی 
  

 روز اولین قطرات 2-3پس از  دو گروه، در کشت هر: چربیتمایز 

 بطوریکه ،د آنها زیاد شدچربی مشاهده شد و با گذشت زمان تعدا

 روز تمام سیتوپلاسم برخی از سلولها از چربی انباشته شده 10پس از 

برای تایید ماهیت چربی قطرات مشاهده شده، کشت سلول در . بود

 رنگ شد و قرمز شدن سیتوپلاسم سلولها، Oil Red تمایز با 21روز 

نتایج بررسی ). D3 و E3شکل (آدیپوسیت بودن آنها را تایید کرد 

در کشت تمایز سلول های محیط رویی  که بیان ژنی نشان داد

همانند سلولهای چسبنده مغزاستخوان پس از تمایز به چربی، ژنهای 

به مقدار  C/EBP-γو PPAR-α ، PPAR-γ2ویژه چربی شامل 

  ). F3شکل(زیادی بیان شده است 

 های سلول های گروه محیط رویی همانند سلول: غضروفتمایز 

چسبنده مغز استخوان با رنگ آمیزی تولوییدن بلوخاصیت 

 RT-PCR و نتایج )G3 وH 3شکل(متاکرومازی از خود نشان دادند 

نشان داد که در این گروه همانند گروه سلول های چسبنده ژنهای 

   ).I3شکل( و آگریکان بیان شده است II ،Xغضروفی شامل کلاژن 
  

  بحث و نتیجه گیری
اضر با کشت مجدد سلول های شناور محیط در مطالعه ح

رویی کشت اولیه سلول های مغز استخوان موش صحرایی، جمعیتی 

از سلول های بنیادی مزانشیمی ظاهر شد و در طی چندین پاساژ 

نشان داد که این جمعیت سلولی حاضر بررسی های . تکثیر داده شد

ده بطور معنی داری با سرعت بیشتری نسبت به سلول های چسبن

 ساعت یکبار تعداد این 9/14 تکثیر می شود بطوریکه در طی هر

این در حالی بود که جمعیت سلول های . می شود سلول ها دو برابر

برابر   ساعت یکبار دو19چسبنده کشت اولیه بطور متوسط در هر 

در واقع این نتایج قویا پیشنهاد می کند که نباید به هنگام . شدند

ه مغز استخوان، محیط تعویضی دور ریخته تعویض محیط کشت اولی

شود بلکه می توان پس از جمع آوری محیط رویی اقدام به کشت 

یافته های تحقیق حاضر مبنی بر وجود سلول های  .مجدد آنها نمود

بنیادی مزانشیمی با توان تکثیر بالا در محیط رویی کشت اولیه مغز 

که است ان  و همکارWanاستخوان موش صحرایی، مخالف نتایج 

اذعان می کنند سلول های مزانشیمی جدا شده از محیط رویی 

کشت اولیه مغز استخوان از لحاظ توان رشد تفاوتی با سلول های 

با توجه به اینکه در مطالعه حاضر از ). 27(چسبنده کشت اولیه ندارند 

 و همکاران، Wanسلول های موش صحرایی استفاده شد و 

ی کرده اند، به نظر می رسد که این تفاوت سلولهای انسانی را بررس

 . در نتایج به دلیل تفاوت های گونه ای باشد
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زمان لازم برای دوبرابر شدن  (PDTدر مطالعه حاضر 

با در نظر گرفتن شمارش سلولی در پاساژ اول تا ) جمعیت سلولی

سوم محاسبه شد و کشت اولیه منظور نگردید، زیرا معمولا، در کشت 

ظور استخراج سلول بنیادی مزانشیمی، سلول های مغز اولیه به من

و از این تعداد،  استخوان با تراکم بسیار زیاد کشت می شوند

به عبارتی، تعداد سلول . سلولهای معدودی منشاء کشت می شوند

مغز استخوان برای آغاز کشت همیشه بیش از تعداد آنها در انتهای 

ر تکثیر سلولی اتفاق لذا، تحت چنین شرایطی، به ظاه. کشت است

نمی افتد و محاسبه زمان دوبله شدن جمعیت سلولی منطقی نخواهد 

 برای سه پاساژ متوالی PDTبه همین دلیل در مطالعه حاضر، . بود

  .گردیدمحاسبه 

اگرچه تلاش های زیادی در جهت شناسایی مارکرهای 

سطحی سلول های بنیادی مزانشیمی انجام شده است، با این وجود 

در این ارتباط چندین مارکر . کر ویژه منفردی معرفی نشده استمار

 CD133 ،LNGFR (Low Affinity Nerve Growthاز جمله 

Factor Receptor) و STRO-1 برای سلولهای بنیادی مزانشیمی 

انسانی پیشنهاد شده است ولی برای سلول های بنیادی مزانشیمی 

به همین دلیل ). 28-30(حیوانی مارکر اختصاصی ذکر نشده است 

کمیته سلول های بنیادی مزانشیمی که بخشی از انجمن بین المللی 

سلول درمانی محسوب می شود، چندین معیار برای شناسایی سلول 

براین اساس، سلول بنیادی . بنیادی مزانشیمی  پیشنهاد کرده است

مزانشیمی از مدل حیوانی بایستی در زمان کشت در شرایط استاندارد 

ند به سطح کشت بچسبد و نیز توانایی تمایز به سه رده بتوا

استخوانی، غضروفی و چربی در شرایط آزمایشگاهی را داشته باشد 

بر اساس یافته های این تحقیق، سلول های مورد مطالعه ). 31(

  .منطبق با خصوصیات مذکور بودند

نکته ای که می بایست توضیح داده شود در ارتباط با ماهیت 

به نظر می رسد .  بنیادی مزانشیمی محیط رویی استسلول های

این سلول ها گروه ویژه ای از سلول های بنیادی مزانشیمی مغز 

استخوان هستند که ویژگی خاص آنها تاخیر در چسبیدن به سطح 

کشت است بطوریکه در چند روز اول برخلاف سلول های بنیادی 

. قی می مانندمزانشیمی چسبنده به حالت شناور در محیط کشت با

به عبارتی این سلول ها به زمان بیشتری برای چسبیدن نیاز دارند، 

ولی به دلیل اجتناب ناپذیر بودن تعویض محیط کشت بدلیل تهی 

  شدن آن از مواد تغذیه ای، این شانس در اختیار سلول ها قرار داده 

نشان این مطالعه نتایج . نمی شود و در نتیجه دور ریخته می شوند

 که با کشت مجدد سلول های شناور محیط تعویضی کشت اولیه داد

  . می توان این سلول ها را تکثیر کرد

ویژه با اهداف درمانی سعی بر  طور کلی در کشت سلول به به

این است که تا حد امکان از حداقل سرم در محیط کشت استفاده 

سوی  های حیوانی کاهش یابد و از شود تا احتمال انتقال آلودگی

رشد و تکثیر سلول های بنیادی مزانشیمی شدیدا وابسته به  دیگر

هایی که در این تحقیق  لذا یکی از آزمایش).  32(سرم گاوی است 

انجام شد تعیین غلظتی از سرم گاوی که حداکثر تکثیر سلولی را به 

نشان داد که در هر دو نوع تحقیق این نتایج . دنبال داشته باشد، بود

 درصد سرم 15داری بیشترین تکثیر در حضور کشت بطور معنی 

تحت چنین شرایطی، سلول های محیط رویی بیش . اتفاق می افتد

که این خود تاییدی . از سلول های چسبنده کشت اولیه تکثیر شدند

 و همکاران بر روی  Peisterیافته های . بر رشد سریع آنهاست

داد که از جداسازی سلول های بنیادی مزانشیمی موش سوری نشان 

بیشترین تاثیرات % 20سرم گاوی % 20و % 10، %5بین سه غلظت 

تحقیق  بر اساس یافته های). 33(تکثیری را به همراه داشته است 

سبب تکثیر % 20اندکی بیش از غلظت % 15حاضر نیز اگرچه غلظت 

  . سلولی شد ولی تفاوت بین این دو غلظت سرم معنی دار نبود

انجام شد، بررسی تأثیر  طالعه حاضر آزمایش دیگری که در م

.  بود3های پاساژ  تعداد اولیه سلول روی سرعت رشد و تکثیر سلول

هدف از این کار بهینه سازی شرایط کشت برای سلول های دو گروه 

از این حیث در هر دو نوع کشت، زمانیکه سلول ها با تراکم . بود

. ری حاصل شد سلول در سانتیمتر مربع کشت شدند، تکثیر بیشت100

 در این تراکم بطور معنی داری Fold increaseبطوریکه میزان 

براساس نتایج .  بود5000و 2000، 1000، 500بیش از تراکم های 

 سلول های محیط رویی، با تفاوت آماری معنی داری، این مطالعه،

 سلول در 100بیش از سلول های چسبنده کشت اولیه در شرایط 

 زیرا . شدند که البته این یافته دور از انتظار نبودسانتیمتر مربع تکثیر

، این سلول ها زمان دوبرابرشدن کوتاهی PDTبر اساس محاسبات 

از این نظر نتایج مطالعه حاضر موافق یافته های محققین . داشتند

در مجموع مطالعات مربوط به بهینه سازی شرایط ). 33(پیشین است 

نوع سلول مورد   داد که دوکشت برای حصول حداکثر تکثیر نشان

% 15مطالعه، از این نظر تفاوتی ندارند، بطوریکه هر دو در حضور 

 سلول در سانتیمتر مربع ماکزیمم تکثیر را 100سرم گاوی و با تراکم 
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روی هم رفته، این عدم اختلاف بیانگر تشابه . انجام می دهند

مورد به عبارتی دیگر دو سلول . بیولوژی این دو نوع سلول است

مطالعه در برابر فاکتورهای محیطی رفتارهای نسبتاً یکسانی داشتند 

تنها ویژگی که این دو را . زیرا هر دو سلول بنیادی مزانشیمی بودند

اختلاف در سرعت رشد در شرایط یکسان . از هم متمایز می کرد

 .  بود

مطالعه حاضر حیوان آزمایشگاهی مورد در نکته دیگری 

ج نشان داد که این روش کشت که پیش از این نتای. مطالعه بود

Wan و همکاران برای انسان گزارش کرده اند برای موش صحرایی 

در واقع با این روش، یک منبع مکمل برای سلول . نیز عملی است

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان تامین می شود و این مسئله 

ن مدل برای ای برای موش صحرایی بویژه زمانیکه خواسته شود از

زیرا با انجام  .پیوند درمانی اتولوگ استفاده شود، اهمیت فراوانی دارد

بیوپسی از مغز استخوان، با توجه به تجربه مطالعه حاضر، حداکثر 

 میکرولیتر از استخوان تیبیا قابل تهیه است و این میزان برای 300

کشت و تکثیر سلول های بنیادی مزانشیمی برای مقاصد پیوند 

بنابراین وجود یک منبع مکمل نظیر سلول های . مانی کافی نیستدر

  .  شناور محیط رویی کشت اولیه ضروری می نماید

  در کل با توجه به یافته های تحقیق حاضر چنین به نظر 

می رسد که در بین سلول های شناور محیط رویی کشت اولیه مغز 

ا کشت استخوان، سلول های بنیادی مزانشیمی وجود دارد که ب

مجدد به سطح کشت چسبیده و در مقایسه با سلول های چسبنده 

این سلول ها زمانیکه با تراکم . اولیه با سرعت زیادی رشد می کنند

سرم گاوی کشت % 15 سلول در سانتیمتر مربع و در حضور 100

  .شدند، حداکثر تکثیر را به نمایش گذاشتند
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BACKGROUND AND OBJECTIVE: In marrow primary culture for mesenchymal stem cell 
isolation, the cells suspended in supernatant are usually discarded at first medium exchange. The 
objective of this study was to culture and expand these cells, to examine their mesenchymal stem 
cell nature, to compare their growth rate with that of adherent cells of primary culture and 
eventually to optimize the culture conditions for the cells maximum proliferation. 
METHODS: In this experimental study, 10 Wistar strain rats were sacrificed, their tibial bone 
marrow were collected and plated in 75cm2 culture flasks. Four days after culture initiation, the 
supernatant medium was collected and its floating cells along with those primarily adherent cells 
were expanded by three successive subcultures, during which population doubling time (PDT) 
was calculated and statistically compared. Furthermore, culture condition including its fetal 
bovine serum (FBS) concentration as well as the cell density at culture initiation for maximum 
proliferation of the cells was optimized. The isolated cells were evaluated with respect to their 
potential to differentiate into bone, cartilage and adipose cells.  
FINDINGS: Based on our results, the population of the cells from removed medium was 
doubled in number each 14.9±2 hr, while this value was 19±2.1 hr for primarily adherent cell 
population (p<0.05). Data indicated that both cells had a maximum proliferation when cultured 
in a medium containing 15% FBS at 100 cell/cm2. The isolated cells were readily differentiated 
into skeletal cells as were evident in specific staining as well as RT-PCR analysis.  
CONCLUSION: Supernatant of rat’s marrow primary culture contains mesenchymal stem cells 
(MSCs) with high growth rate.  
KEY WORDS: Mesenchymal stem cells, Removed medium, Growth rate, Bone, cartilage and 
adipose differentiation. 
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