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 چکیده

 مايع آمنیوتیک مشتق شده از مغز استخوان، بافت چربی و های بنیادی مزانشیمیسلول براثر تمايزی مايع زجاجیه  ،مطالعه در اين هدف:

 . مورد بررسی قرار گرفته استچشم شبه فیبر عدسی  هایبه سلول

و ماايع  NMRIچربی از ناحیه کشااله ران ماوش هاای باال  و استخوان ران  مغزبنیادی از  هایدر اين کار تجربی سلول ها:موادو روش

 CD31ساطییهاا باا مارکرهاای . مزانشیمی بودن سالولشدداده کشت  وشده  جدا NMRIهای موش روزه 31های از جنین آمنیوتیک

 ،31روز باا دردادهای مختلا   32ماد   او باهزجاجیه چشم گ یها تیت القاسپس سلول به روش فلوسیتومتری بررسی شد.  CD90و

های تجربی و کنترل با روش ايمونوسیتوشیمی ماورد بررسای قرار گرفتند. بیان مارکرهای آلفا کريستالین در نمونه 31و  21،  11،41،33

 قرار گرفت .

تخوان و ماايع آمنیوتیاک و بافات چربای های بنیادی مزانشیمی مغز اسآنالیز فلوسايتومتری مارکرهای سطیی نشان داد که سلول نتایج:

 علاوه سلول بنیادی مزانشیمی از هر ساه منباع ماارکر کنند. بهدردد( بیان می 24دردد، 35/1 دردد، 43/43ترتیب )بهرا CD90 مارکر

CD31  درداد از   21غلظاتنشان داد کاه ايمونوسیتوشیمی های بررسی. کنندبیان میدردد(  3/1دردد،  31/3دردد،  22/1ترتیب )به

های مغز دردد از مايع زجاجیه بر روی سلول 33و غلظت  بنیادی مزانشیمی بافت چربی و مايع آمنیوتیک هایسلولمايع زجاجیه بر روی 

 ها اثر القايی بیشتری دارد.استخوان نسبت به ساير غلظت

 زجاجیاهماايع در اثر عمل القاايی شده از هر سه منبع  مشتق های بنیادی مزانشیمیسلولهای اين مطالعه، بر اساس يافته گیری:نتیجه

 تمايز يابند. های فیبر عدسی چشمبه سلولتوانند می

 ،کريستالینهزجاجی ،های بنیادی مزانشیمیسلول :کلیدی واژگان
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 مقدمه

ای هستند کاه تواناايی های تمايز نیافتهسلول های بنیادیسلول

هاای را دارناد. سالول هااولتبديل و تمايز به انواع مختلا  سال

های بنیاادی را از بنیادی دارای دو ويژگی مهم هستند که سلول

تواناايی تثيیار هاا، سالولناد. ايان کنها متمايز مایساير سلول

عالاوه بار  .مانندنامیدود دارند و در حالت متمايز نشده باقی می

چنانچه در شرايط مییطی مناساب قارار  های بنیادیسلولاين، 

هاای . سالولهای مورد نظر تبديل شاوندسلولبه  ندقادرند، بگیر

ثیر بعضای شارايط فیزيولوكياک ياا اتوانناد تیات تامای بنیادی

کردهاای اتتاادای مانناد هايی باا عمالآزمايشگاهی به سلول

هاای تولیدکنناده انساولین در های عضلانی قلب يا سالولسلول

اظ منشا به دو های بنیادی از لیسلول (.3) پانثراس تبديل شوند

های بنیادی باال  های بنیادی جنینی و سلولسلول دسته عمده،

ها بنیادی بال  در بسیاری از بافت یهاسلول .(4شوند )تقسیم می

 شابثیه، اساثلتی،ماهیچاه ، اساتخوانمغاز ،ها شامل مغزو اندام

بافات چربای،  کبد، طناب عابی، مغز، پالپ دندان، قرنیه چشم،

هاای بنیاادی ترين سالولاز مهم (.1) جود دارندپوست و روده و

هاای بنیاادی سلول ؛باشندهای بنیادی مزانشیمی میسلول بال ،

 3311مزانشاایمی باارای اولااین بااار در مغااز اسااتخوان در سااال 

های ترين منبع سلولمهم ،های اتیردر سال (.2) ندشناسايی شد

های بنیادی سلول اما، بنیادی مزانشیمی مغز استخوان بوده است

، تاون بناد ناا  ،مزانشیمی را از منابع ديگر ميال بافات چربای

 بافات پريوسات و تون مییطی، پولپ دندان، غشای آمنیوتیک،

مغاز اساتخوان منباع  .(1و 3اناد )جدا کرده نیز ماهیچه اسثلتی

هاای بنیاادی ناام سالولباهبنیاادی  یهااادلی دو نوع از سلول

 (.5) باشدانشیمی میهای بنیادی مزساز و سلولتون

گیرد مايع زجاجیه مايعی شفا  است که از جام بینايی منشا می

فضای پشت عدسی چشم را پر کرده است و در مسیر تماايزی  و

 عدسی چشم نقش ويژه دارد. در زجاجیه کنادروايتین ساولفا ،

اسید هیالورونیک . هپاران سولفا  و اسیدهیالورونیک وجود دارند

وزن  درداد 33ای جذب آب داشاته ودر نتیجاه تمايل بالايی بر

اساید هیالورونیاک و بدين سبب  دهدمی زجاجیه را آب تشثیل

تارين فاکتورهاای (. مهم2) دهدای به زجاجیه میيک حالت كله

( FGFموجود در مايع زجاجیه فاکتورهای رشاد فیبروبلاساتی) 

FGF-1  4و FGF-(. مطالعاا  تجربای نشاان داده 3باشاد )می

تماايز هاا در میایط کشات باعاق القاا و ه ايان فااکتوراست کا

همچنین باعق  و شودهای عدسی میسلول های بنیادی بهسلول

های کريستالین، طويل شدن و تخاص ياابی سااتتاری بیان كن

دهاد کاه (. شواهد نشان مای31گردند )های فیبری میدر سلول

در میایط  FGFهای بافات پوششای عدسای تیات القاا  سلول

ت تمايز پیدا کرده و ساتتار مولثولی و مورفولوكی فیبرهاای کش

 (. 33اند )عدسی را کسب کرده

هاا های فیبار عدسای، کريساتالینهای سلولترين پروتئینعمده

 (.31شوند )می تقسیم βو αدوگروه عمده ه ( که ب34) باشندمی

چشامی ويژه پیرهای چشمی بهافزايش سن مشثلا  و بیماری با

مرواريد در جوامع مختلا  رو باه افازايش اسات. بناابراين  و آب

های بنیاادی بعناوان ياک راهثاار بارای امروزه استفاده از سلول

نظار های عدسی و شبثیه ضروری بهترمیم و يا جايگزينی سلول

دلیل های بنیادی مزانشیمی بهدر اين میان، سلول. (32)رسد می

 هاایسلولايز به ساير و توان تمدارا بودن تادیت تودتجديدی 

عنوان يک منبع مناسب و يک استراتژی برای جاايگزينی ديگر به

 (. 33شود )ضايعا  سلولی و كن درمانی میسوب می

 

 هامواد و روش

در  های مزانشیمی مغز استخوان:جداسازی و کشت سلول

 1تاا  2با سن تقريبی  NMRIهای نژاد اين تیقیق تجربی موش

 cervical)هااای گردناایمهااره جااایجابااه روش هفتااه بااا

dislocation) ی اتلاقای بر اسااس پروتوکال داادره از کمیتاه

 در شاارايط کاااملا اسااتريل تااوارزمی کشااته شاادند.دانشااگاه 

 قرار DMEMداتل مییط  جدا، نی درشت و ران هایاستخوان

منتقل شدند. دو سر استخوان باا ياک قیچای  هود زير به و داده

ده و مغز استخوان از داتل کانال استخوان کاملا استريل بريده ش

  Flushingعمال  و DMEMسرنگ حاوی مییط  استفاده ازبا 

لیتاری ريختاه و میلای 33مغز اساتخوان در فاالثون  تارج شد.

سانتريفیوك شد تا رسوب سلولی تشثیل شود. سپس مییط رويی 

لیتر مییط کشت تاازه معلاق شادند. میلی 4ها درتخلیه و سلول

 DMEM (Dubleco,s modified eagles ورد استفادهمییط م

medium; Gibco Germany دردد  33( حاوی FBS(Fetal 

Bovine Serum;Gibco,Germanyالمللای واحاد باین 311( و

واحااد بااین المللاای  311( وGibco,Germanyساایلین )پناای

هاا حادال در ( بود. سالولGibco,Germanyاسترپتومايسین )

 1ها هرری کشت داده شدند. مییط سلولسانتی مت  43فلاسک 

 بار به مد  دو هفته تعويض شد.روز يک
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 در :های مزانشیمی بافت چربییجداسازی و کشت سلول

 1تا  2با سن تقريبی  NMRIهای نژاد موش تجربی، تیقیق اين

ساپس باا کشاته و   هاای گردنایمهاره جایجابه روش هفته با

بافت چربی از ناحیه  .شدنددردد ضدعفونی  51استفاده از الثل 

هااا جاادا شااده و در میلااول اسااتريل پشاات کشاااله ران مااوش

phosphate-buffered saline (PBS تیاات شستشااو قاارار )

گرفت. سپس قطعا  چربی به دور  مثانیثی باا قیچای از هام 

متری درآمدند. تمامی مراحل بالا جدا شدند و به قطعا  دو میلی

مییط کشیده شد و  PBSمامی بر روی يخ انجام گرفت. سپس ت

در  I (Merck)کلاكنااز ناوع 153/1های چربای تیات تااثیرتثه

PBS درجاه  15مد  چهل و پنج دقیقه در انثوباتور با دماای به

دردد قرار گرفتند، با اين تودی  کاه هار  4Co، 3گراد و سانتی

بار مواد داتل فالثون پیپتاك شد. سپس کلاكناز باا پنج دقیقه يک

PBS لیتار میلی 3/3يی گرديد )با اضافه کردن تنPBS  رقات ،

ی تاود را از دسات داد قدر زياد شد که فعالیت اولیاهکلاكناز آن

 31ماد  وتنيی گرديد( و سپس فالثون در داتل سانتريفیوك به

قرار گرفت. پس از اتمام ساانتريفیوك ماايع  g3411 دقیقه با دور

ختاه شاد و رساوب هاای چربای باود دور ريرويی که حاوی تثه

 شستشو داده شد و دوباره در سانتريفیوك باا دور PBSسلولی  با 

rpm 3311 کاه دوبااره پس از ايان .دقیقه قرار گرفت 3مد  به

 FBS 33همراه به  DMEM مايع رويی حذ  شد، مییط کشت

سیلین و استرپتومايسین به نسابت های پنیبیوتیکدردد و آنتی

متر سانتی 43اضافه شد و در فلاسک  به رسوب سلولی 311به  3

روز  4مربع بدون پوشش با درب فیلتردار کشت داده شاد و هار 

 يثبار تعويض مییط دور  گرفت.

 مایع آمنیوتیی::های مزانشیمی جداسازی و کشت سلول

 جاایجاباهروش در هفتاه دوم باارداری باه NMRI های موش

و در ظار   هاا تاارجکشته شدند و جناین آن های گردنیمهره

قرار داده شد. سپس مايع آمنیوتیک احاطه کننده  HBSSحاوی 

کمک پیپت پاستور کشیده شاد. کلیاه ايان مراحال در جنین به

لیتار میایط میلی 3همراه مییط استريل انجام شد. اين مايع به

سایلین و بیوتیاک پنایدردد و آنتای DMEM ،FBS41کشت 

مثعب در شرايط عادی  مترسانتی 43استرپتومايسین در فلاسک 

گراد و درجه سانتی 15کشت سلولی در داتل انثوباتور در دمای 

دردد کشت داده شد. اولین تعويض میایط در روز  4Co، 3فشار 

 و پس از آن تعويض مییط هر سه روز يثبار انجام شد.  4

 اواای گاهچشمژوهش ان پادر اي :وه گرفتن مایع زجاجیهینح

به آزمايشگاه منتقل شاد و  PBSکرج در  گرفته شده ازکشتارگاه

 PBSسایلین و استرپتومايساین هماراه باا بیوتیاک پنایبا آنتی

از ناحیاه پشاتی گارم  31استريل گرديد. با فروکردن سر سرنگ 

چشم، مايع زجاجیه بیرون کشیده شد و در دستگاه سانتريفیوك با 

درجااه  2دقیقااه در دمااای  41مااد  بااه rpm  32111دور

 -21د  قرار گرفت. مايع رويی فیلتر گرديد و در فريازر گراسانتی

 داری شد.گراد نگهدرجه سانتی

 بررسی بیان مارکرهای سطحی بیه روش فلوسییتومتری:

هااای حاداال بعااد از تريپسااینه و سااانتريفیوك کااردن در ساالول

دقیقه  31مد  شسته شدند. سپس به PBSاپندور  ريخته و با 

هاای اولیاه باادیك شادند. آنتایساانتريفیو  rpm 4111باا دور 

CD90  کونژوگااه باااPE فیثااواريترين( وکونژوگااه(CD31   بااا

FITC دقیقه  11مد  )فلورسنس ايزوتیوسیانا ( اضافه شد و به

گرفاااات و باااارای کنتاااارل منفاااای از  در يخچااااال قاااارار

اساتفاده شاد. در   -IgG2b  PE-IgG2a, FITCهاایبادیآنتی

      دقیقه با  31به مد   PBSبا ها پس از شستشو مرحله بعد سلول

هاا باافر سانتريفیوك شادند. ساپس باه سالول  rpm 4111 دور

دردااد اضااافه شااد و بااا دسااتگاه  3فاایثس کننااده فرمااالین 

آناااالیز  (Germany Beckton Dickinson,) فلوسااایتومتری

 .شدند

پس از پاساك سوم  :های جداشده با مایع زجاجیهتیمار سلول

 5سالول در  2×231رش سالولی، باه تعاداد ها بعد از شاماسلول

ای کشت داده شدند و پاس از چسابیدن تانه 42ی پلیت  تانه

 ،31درددهای مختل  های تجربی با ها به ک  ظر ، گروهسلول

از مايع زجاجیه در میایط کشات تیماار  31و  21،  11،41،33

شدند و گروه کنترل بادون تیماار باا ماايع زجاجیاه و دارفا باا 

DMEM  و FBS 33 ها کشت داده شدند. بیوتیکدردد و آنتی

  روز تیت تیمار و کشت قرار گرفتند. 32مد  ها بهاين تانه

، 32در انتهاای روز ها با مارکر کریستالین:آمیزی سلولرنگ

باادی اولیاه هاای کنتارل، باا آنتایهاای تجربای و نموناهنمونه

 alpha A+ alpha B crystalline antibodyکريسااتالین

(ab28163) بادی ثانويه و آنتیAF8035) (anti-rabbit- IgG-

fitc منظور انجام ارزيابی ايمونوسیتوشیمی،هب آمیزی شدند.رنگ 

دقیقااه بااا  33مااد  بااه تیمااار شااده هااای مزانشاایمیساالول

 PBSسپس با  شدند.تيبیت دردد در دمای اتاق  2پارافرمالدئید 

جهت نفوذ  Triton X-100ه حاوی دتشو و از بافر بلاک کننسش

 Goatساپس  بادی استفاده شد.نتیآها برای ورود پذيری سلول
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serum پااس از تااارج کااردن و  اضااافه شاادGoat serum، 

  alpha A+ alpha B crystalline antibodyباادی اولیاه نتیآ

 BSA/PBST (Phosphate Buffered Saline رقیق شاده در

Tween-20 /Bovine serum albumin  )4/1  افه اضا درداد

 15دقیقه در انثوبااتور  23ها در اين میلول به مد  شد و سلول

 PBS/Tween اباار با 4ها انثوبه شدند. نمونهگراد سانتیدرجه 

 دررقیاق شاده  بادی ثانويهنتیآ تشو داده شدند.سش دردد 3/1

BSA/PBST  4/1 دقیقاه در دماای اتااق  11ماد  باه ،دردد

رساانس جهات ارزياابی از میثروسثوپ معثاوس فلواضافه شد. 

 ها استفاده شد.سلول
 

 نتایج

  های کشت شدهمورفولوژی  سلول

های مغز استخوان موش گرفته شده از هایسلول ،در کشت اولیه

NMRI ديده شدند هتروكن  ناهمگن و سلولی هایبه شثل گروه

نظیار متفااو   ها با مورفولوكیسلول، روز هفتم در .(A3)شثل 

در  (.B3ند )شااثل وجهاای مشاااهده شااد دوکاای و چنااد پهاان،

ند، هاای دوکای شاثل بیشاتر شادتعداد سلول بعدیاكهای سپا

در  ها دوکی شثل بودند.که در پاساك سوم اکيريت سلولطوریبه

 داور هبا مزانشایمی بنیاادی هایسلولبعدی  ادامه پاساكهای

 لیاااظ از مزانشاایمی هااایآمااده بودنااد و ساالول در تااالص

)دوکای  فیبروبلاسات هاایسالول شبیه به  مورفولوكيثی بیشتر

های بنیادی بافت چربی  بعد از کشات اولیاه سلول شثل( بودند.

هااای شاابه دااور  ساالولدر زياار میثروسااثوپ معثااوس بااه

فیبروبلاستی همراه با زوائد کوچثی در اطرا  روئیت شادند کاه 

دور  اجسام های مرده بهبودند و سلول به ظر  کشت چسبیده

(. بعاد از ياک A4طح کشت نماياان بودناد )شاثل شفا  در س

های مزانشیمی بافت چربای کاه دوکای شاده ، تعداد سلولهفته

هاای ماايع آمنیوتیاک در (. سلولB4بودند افزايش يافت )شثل 

ها بودناد. در روز ی از سلولروز اول کشت شامل جمعیت هتروكن

هااای بنیااادی میاایط کشاات شااامل جمعیتاای از ساالولدوم، 

چسبیده به کا  ظار  باا مورفولاوكی فیبروبلاساتی  مزانشیمی

های غیر مزانشیمی شناور بودند )شاثل همراه گروهی از سلولبه

A1هاای بنیاادی مزانشایمی چسابیده باه کا  ظار  (. سلول

سرعت تثيیر شدند و ظر  يک هفته به دور  يک تاک لاياه به

 (.B1ک  ظر  را پر کردند )شثل 

  
همگن ديده شدند. ناو غیر مزانشیمی به شثل  یهای مزانشیمدر روز اول کشت، سلول (Aموش. ) استخوان گرفته شده از مغز هایلسلو کشت :3شثل 

(B) (.211× مايی گنبا بزر معثوس کنتراست فاز مشاهده شدند. )میثروسثوپ شثل دوکیدور  های مزانشیمی بیشتر بهسلولهفتم،  روز در 
 

  
 (. 211×)بزرگنمايی  (.Bها بعد از يک هفته )( و کشت سلولAهای بنیادی جدا شده از بافت چربی): کشت اولیه سلول4شثل         

B A 

B A 

A B 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=pbst&source=web&cd=5&cad=rja&ved=0CE4QFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.thelabrat.com%2Fprotocols%2FPBST.shtml&ei=o7epUanDM9SM4gTg1YGAAw&usg=AFQjCNHFAn3o6jaVPaOC7r1_uhfWsWoSlw&bvm=bv.47244034,d.bGE
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=pbst&source=web&cd=5&cad=rja&ved=0CE4QFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.thelabrat.com%2Fprotocols%2FPBST.shtml&ei=o7epUanDM9SM4gTg1YGAAw&usg=AFQjCNHFAn3o6jaVPaOC7r1_uhfWsWoSlw&bvm=bv.47244034,d.bGE
http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=pbst&source=web&cd=5&cad=rja&ved=0CE4QFjAE&url=http%3A%2F%2Fwww.thelabrat.com%2Fprotocols%2FPBST.shtml&ei=o7epUanDM9SM4gTg1YGAAw&usg=AFQjCNHFAn3o6jaVPaOC7r1_uhfWsWoSlw&bvm=bv.47244034,d.bGE


 انو همکار هما محسنی کوچصفهانی                                        ...های بنیادی مزانشیمی توانایی تمایز سلول ها وای ویژگیبررسی مقایسها

 15                                                                                                                   1191 بهار، 1، شماره 5جلد ، پژوهشي(  -)علمي مجله سلول و بافت 

 

 

 
 .(Bنشیمی مايع آمنیوتیک در روز هفتم)های بنیادی مزا( و سلولA) های کشت داده شده مايع آمنیوتیک در روز دوم: جمعیت هتروكن سلول1شثل 

 (. 211×)بزرگنمايی 

از بررسی بییان  مارکرهیای سیطحی دست آمده نتایج به

 روش فلوسیتومتریبه

هاا عالاوه بار جهت اثبا  ماهیت مزانشایمی باودن ايان سالول

هاای ها به ظر  کشت، يثای ديگار از راهتادیت چسبندگی آن

 از پاساك باشد که بعدمی سطیی استفاده از مارکرها شناسايی آن

هاا های بنیادی مزانشایمی از سااير سالولو جداشدن سلول اول

هاای شاد. در ايان بررسای سالولبررسی فلوسیتومتری روش به

 CD31و   CD90بنیادی مزانشیمی هر سه منباع باا دو ماارکر 

 هاایسالول بار روی CD90 بررسی شدند. نتايج در مورد مارکر

ترتیاب باه مغاز اساتخوان و ماايع آمنیوتیاک مزانشیمی بنیادی

کاه (، در حاالی2بوده است )شثل دردد  35/1و دردد   43/43

میازان های بنیادی مزانشیمی بافت چربی اين ماارکر را باهسلول

هار  CD31 (. در مورد  ماارکر 2بیان کردند )شثل  دردد   24

میازان کام بیاان کردناد. های بنیاادی آن را باهسه منبع سلول

هاای چربای، مغاز شاود بافاتديده می 2طور که در شثلهمان

دردد،  3/1ترتیب را به CD31استخوان و مايع آمنیوتیک مارکر 

 کنند.دردد بیان می 31/3، دردد 22/1
 

 ها در طی تمایزنتایج حاصل از بررسی مورفولوژی سلول

های بنیادی مزانشایمی مشاتق شاده از پس از پاساك سوم سلول

، بافت چربی و مايع آمنیوتیک تیت القا درددهای خوانمغز است

از ماايع زجاجیاه نسابت باه  31 و 21 ،41،11، 33 ،31مختل  

هاای تجربای گاروهروز قارار گرفتناد.  32مد  مییط کشت، به

درداد  31های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان در غلظت سلول

داشتند در ( شباهت بسیاری به گروه کنترل )بدون مايع زجاجیه

ها کشایده تار و باه داور  دردد سلول  33که در غلظت حالی

يافتااه بودنااد و پااس از آن در  مااوازا  هاام آرايااشموضااعی بااه

هاا دردد میزان مرگ و میر سلول 31و 21، 11،  41های غلظت

 های تجربایبسیار زياد گرديد و آرايش سلولی از بین رفت. گروه

 33  ،31  غلظت منیوتیک درمايع آ مزانشیمی بنیادی هایسلول

 در داشاتند کنتارل گاروه به بسیاری دردد شباهت  11و  41، 

 هام ماوازا به و ترکشیده هاسلولدردد  21 غلظت در کهحالی

 های بیشتری در داتل هسته بودندهستک و دارای  يافته آرايش

 هااسالول میار و مارگ میازان دردد 31 غلظت در آن از پس و

روناد اتیار در  .رفات باین از سالولی آرايش و ديدگر زياد بسیار

همین دور  باوده های مزانشیمی چربی نیز دقیقا بهمورد سلول

هاا های داتل هسته و موازی بودن سلولو افزايش تعداد هستک

دردد حاکی از تاثیر زجاجیه بار  21دور  موضعی در غلظت به

 (.3های بنیادی و القا هدفمند آن داشته است )شثلسلول
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هاای : سالولBدرداد بیاان کردناد.   22/1را  CD31های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان که مارکر سطیی : سلولA: نتايج فلوسیتومتری برای 2شثل 

نشیمی مايع آمنیوتیک که مارکر ساطیی  های بنیادی مزا: سلولCدردد بیان کردند.  43/43را CD90 بنیادی مزانشیمی مغز استخوان که مارکر سطیی

CD31  دردد بیان کردند.  31/3راDساطیی   های بنیاادی مزانشایمی ماايع آمنیوتیاک کاه ماارکر : سلولCD90  درداد بیاان کردناد.   35/1راE: 

مزانشایمی بافات چربای کاه ماارکر هاای بنیاادی : سلولFدردد بیان کردند.  3/1را  CD31های بنیادی مزانشیمی بافت چربی که مارکر سطیی سلول

  دردد  بیان کردند.  24را  CD90سطیی  

A 
B 

C D 

E F 
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روز کشت  بدون مجاور  با مايع زجاجیه  علائمی از کشیدگی سالولی در  32های بنیادی مزانشیمی در گروه کنترل است که  پس از (: سلولA) :3شثل

هاا نسابت باه گاروه دردد مايع زجاجیه که سلول 21با غلظت روز کشت   32پس از  می بافت چربیهای بنیادی مزانشیسلول(: B)شود. ها ديده نمیآن

درداد ماايع زجاجیاه نسابت باه میایط  21با غلظت روز کشت   32پس از  مايع آمنیوتیک های بنیادی مزانشیمیسلول (C. )اندتر شدهکنترل کشیده

درداد  33باا غلظات روز کشات   32پاس از های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان ( سلولD) .اندتر شدهها نسبت به گروه کنترل کشیدهکشت که سلول

تار و های تیماار شاده کشایدهسلول Dو  B,Cدر هر سه نمونه  .اندتر شدهها نسبت به گروه کنترل کشیدهمايع زجاجیه نسبت به مییط کشت که سلول

 (x211بزرگنمايی ) .روندسمت آرايش موازی پیش میفیبری شثل شده اند و به
 

روش نتایج بررسی بیان مارکرهای آلفا کریستالین به

 ایمونوسیتوشیمی

هاای گاروه تجربای و های ايمونوسیتوشیمی سالولنتايج بررسی

 alpha A+ alpha Bکلوناال باادی پلایگروه کنتارل باا آنتای

crystalline antibody  کاااه در  روز نشاااان داد 32پاااس از

هااای بنیااادی مزانشاایمی مغااز اسااتخوان میاازان بیااان ساالول

درداد ماايع  33های تیمار شده باا غلظات کريستالین در سلول

 هاای ماايع زجاجیاه بیشاتر باود،نسبت به ساير غلظت زجاجیه

هاا رناگ دردد فقط تعداد کمی از سالول 31چنانچه در غلظت 

ولی ماانع های ديگر مارگ و میار سالپذيرفته بودند و در غلظت

هاای رنگ گیری شده و اثری بر دفیه مشاهده نشاد. در سالول

درداد  21تیمار شده، بافت چربی و مايع آمنیوتیاک باا غلظات 

های مايع زجاجیه میزان بیاان کريساتالین نسبت به ساير غلظت

رداد دافیه سایاه باود و اثاری از د 31بیشتر بوده و در غلظت 

 21های زير که در غلظتیها ديده نشد. در حالپذيری سلولرنگ

 (.1شثل ) دردد اندک رنگی در نواحی روئیت شده بود

B 

D C 

A 
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کاه  روز کشات  بادون مجااور  باا ماايع زجاجیاه 32پاس از ( Aکنتارل ) های گاروهها در سلوللفا کريستالینآ بررسی ايمنوسیتوشیمی بیان :1شثل 

  تیات( کاه C( و بافات چربای )Bماايع آمنیوتیاک )گروه تجربای های بنیادی سلول . دردهدا نشان نمیها رهیچگونه سیگنالی مبنی بر بیان کريستالین

 شاود و همچناینهاا باا رناگ سابز مشااهده مایروز بوده اند  و بیاان آلفاا کريساتالین 32نسبت به مییط کشت پس از زجاجیه مايع دردد  21 یالقا

هاا قرار گرفتند و بیان آلفاا کريساتالین روز 32به مد  نسبت به مییط کشت  زجاجیه دردد مايع 33ا که تیت الق (Dهای بنیادی مغز استخوان )سلول

  (411× )بزرگنمايی .با رنگ سبز قابل روئیت است
 

 بحث

علات باه ماوش مزانشیمی بنیادی هایسلول تلوص و جداسازی

ناتواسته  رشد و استخوان مغز در مزانشیمی هایسلول کم تعداد

هاای گوناه ديگار از تار مشثل مراتببه غیرمزانشیمی هایسلول

 شااامل اسااتخوان مغااز هااایساالول (.31) اساات جااانوری

 ماکروفاكهاا،(، 35تاونی ) اجادادی هاایسالول ها،فیبروبلاست

 قبلای مطالعاا . (32)باشاند چربای مای و اندوتلیالی هایسلول

 سازیآلوده و باعق مانده کشت باقی در هاسلول اين دادند نشان

 میایط اما تعاويض (.41و 33)شوند می فیبروبلاستی هایسلول

 باه تاونی و مزانشایمی غیار هایسلول چسبیدن از مانع کشت

 کمتارين بادون مطالعاه اين در. شودمی کشت پلاستیثی پلیت

 کشات باه ظار  چسابیدن روش بهبود با و هابرسلول استرس

 از اولیه ساعا  در کشت مییط سريع طريق تعويض از پلاستیک

 غیر هایسلول چسبیدن از موش، مغز استخوان هایسلول کشت

هاای بنیاادی سالول گرديد. ظر  کشت جلوگیری به مزانشیمی

هايی هستند که چند توان بوده مشتق شده از بافت چربی، سلول

A 

C 

B 

D 
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هاا همانناد (. ايان سالول43باشاند )و از نوع بنیادين باال  مای

ک  ظر  پلاساتیثی کشات های بنیادی مغز استخوان به سلول

چساابند و از لیاااظ بررساای مارکرهااا حاادودا مشااابه عماال ماای

هاای ها نسبت به مارکرهاای ساطیی سالولکنند. اين سلولمی

هاای ساز منفی عمل کارده و نسابت باه مارکرهاای سالولتون

(. در تیقیقا  گذشته نشان 44بنیادی مزانشیمی ميبت هستند )

ع آمنیوتیاک در مقايساه باا های بنیاادی ماايداده شد که سلول

های بنیاادی مغاز اساتخوان، قادر  تثيیار و تودناوزايی سلول

در اياان مطالعااه نیااز تثيیاار بااالای  (.42و 41بااالاتری دارنااد )

هاا های بنیادی مايع آمنیوتیک در مقايسه باا سااير سالولسلول

 مويد مطالعا  میققین قبلی بود.

اساتفاده از ماارکر ها های شناسايی اين سلوليثی ديگر از روش

( مارکرهاااای 43و همثاااارانش ) Baddooساااطیی اسااات. 

 CD106 ،CD81 ،CD11b ،CD34 ،CD105 ، CD48،سطیی

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان موش را در سلول CD31و 

هاا بررسی کردند که نتايج اين بررسی نشان داد کاه ايان سالول

لايی بیاان را به میزان با CD81و   CD105،CD106مارکرهای 

 CD11b،CD34 ، CD45 CD48که مارکرهایکردند، در حالی

مطالعا  انجام شاده نشاان به میزان کمی بیان شدند.  CD31و 

مشاتق شاده از بافات   های بنیادی مزانشیمیسلولکه دهد می

 ,CD29, CD44,CD54,چربی مارکرهای سطیی متفاوتی مانند

CD73 (SH3), CD90, CD105 (SH2), CD106, CD146, 

CD166 کنند، ولای فاقاد مارکرهاای ديگاری مانناد را بیان می

CD14, CD31, CD34, CD45, CD133, CD144, HLA-

DR, STRO-1 آناالیز فلوساايتومتری از مارکرهاای د. نباشامی

های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان سلولسطیی 

يی مانناد ها مارکرهااو بافت چربی نشان داده است که اين سلول

CD13, CD29, CD44, CD90, CD105 (SH2), CD73 

(SH3), ها بیان متفااوتی که اين سلولرا بیان می کنند در حالی

 و همثاارانش You(. 41دارناد ) CD49d, CD54, CD34از 

های بنیادی مايع آمنیوتیک انسانی مارکرهای ( بر روی سلول45)

کاه نتاايج  را بررسی کردند CD45و  CD31و   CD29 سطیی

را بیاان  CD29 ها مارکرهایاين بررسی نشان داد که اين سلول

کنناد. میزان تیلی کم بیان مایبه CD45و  CD31کنند اما می

Liu ( مطالعاه42و همثارانش )هاای بنیاادی ای بار روی سالول

مزانشیمی مايع آمنیوتیک موشی انجام دادند که مشخص شد که 

کنناد را بیان مای CD44ارکر ها فیبروبلاستی شثل ماين سلول

 کنند.را بیان نمی CD45و  CD90 ،CD31اما مارکرهای 

 و CD31 در اين مطالعه بیان برتای مارکرهاای ساطیی نظیار

CD90 بافات های بنیادی مزانشایمی مغاز اساتخواندر سلول ،

چربی و مايع آمنیوتیک به روش فلوسیتومتری مورد بررسی قرار 

هاای بنیاادی نشاان داد کاه سالول گرفت که نتايج اين تیقیاق

را CD90 مزانشایمی مغااز اسااتخوان و مااايع آمنیوتیااک مااارکر

بیاان کردناد، دردد  35/1و دردد  43/43ترتیب میزان کم بهبه

میزان های بنیادی مزانشیمی بافت چربی اين مارکر را بهاما سلول

در  CD31بیان کردند. بیاان ماارکر دردد  24مقدار دقیق بالا به

 3/1های چربی، مغزاستخوان و مايع آمنیوتیاک باه ترتیاب بافت

باشد که نشانگر بیان اندک دردد  می 31/3، دردد 22/1دردد، 

 های بنیادی هر سه منبع است.اين مارکر در سلول

هاای بنیاادی مزانشایمی ماايع در سلول CD31و  CD90بیان  

يان قدر اندک اسات کاه عمالا موياد عادم بیاان اآمنیوتیک آن

مارکرهاست. اين نتايج در راستای مطالعا  میققین قبلی اسات 

هااای بنیااادی مزانشاایمی مااايع آمنیوتیااک را فاقااد کااه ساالول

 دانند.می CD31و  CD90مارکرهای 

های بنیاادی مزانشایمی مغاز در اين تیقیق، توانايی تمايز سلول

های فیبر عدسی استخوان، بافت چربی و مايع آمنیوتیک به سلول

های مزانشایمی از مغاز به اين منظور سلول .بررسی گرديد چشم

ماد  ، بافت چربی و مايع آمنیوتیک موش جدا شد و بهاستخوان

و  Eleanor روز بااا مااايع زجاجیااه چشاام گاااو تیمااار شااد. 32

تلیاومی هاای اپای( بر روی رشد و تماايز سالول43همثارانش )

تلیاومی را پایهای اها اين سلولعدسی انسان مطالعه کردند. آن

کشات  FGF-2روز در میایط دارای  33ماد  جدا کارده و باه

ها تغییر يافتاه دادند. در نهايت مشاهده کردند که مورفولوكی آن

)مجموعه دستجا  چناد سالولی  (lentoid)و اجسام لنتوئیدی 

ها بارای اثباا  گرد و دارای تادیت انثسار بالا( ظاهر شدند. آن

ها به عدسی چشم از ماارکر اين سلول ادعای تود در مورد تمايز

استفاده کردند. در تیقیاق  RT-PCRها با روش آلفا کريستالین

روز تیات  32ماد  های بنیادی مزانشیمی کاه باهحاضر سلول

 القای مايع زجاجیه چشم قرار داشتند از نظر بیان آلفا کريستالین

خ توسط روش ايمونوسیتوشیمی مورد بررسی قرار گرفتند که پاس

هاای سمت ايجااد سالولها بهها بیانگر تمايز آنميبت اين سلول

 باشد. های تاص عدسی میفیبر عدسی و بیان كن

Michael ( دو بافت اپای11و همثارانش ) تلیاومی از دو عدسای

مجزا را بر روی هم در مییط کشت مخلاو  باا زجاجیاه گااوی 

و تعیاین های میثروسثوپی ( کشت دادند و علاوه بر بررسی3:3)
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، نشان دادند کاه در ايان میزان توانايی اين ساتتار عدسی مانند

های روز کشت شثلی مشابه سلول 11ها بعد از شرايط اين سلول

فیبر عدسی پیدا کرده و شفا  شده اند و قادر به متمرکز کاردن 

اند. در نتیجه مايع زجاجیه گاوی فاکتورهای مناساب نور گرديده

 های عدسی را داراست.سلولبرای تمايز به سمت 

در تیقیق حاضر از مايع زجاجیه چشم گاو باا دوزهاای متفااو  

های در سلولی نشان داد که يثهای مورفولوكبررسیاستفاده شد. 

ای را نسابت باه تاوان تغییارا  قابال مقايساه، مایگروه تجربی

های کنترل مشاهده کرد. تغییارا  مورفولاوكيثی مشااهده گروه

ماوازا  ها، بهتیقیق عبارتند از کشیدگی زياد سلولشده در اين 

هاا و از دسات دادن ها، افزايش تعاداد هساتکهم قرارگیری آن

هسته سلولی که همه اين نتايج مورفولوكيثی بیانگر شروع تماايز 

سمت ساتتارهای شبه فیبر عدسی بوده و با نتايج ها بهاين سلول

Michael  مطابقت دارد.و همثارانش 

های بنیادی بند نا  موش سوری ( سلول13و همثارانش )ملثی 

را جدا کرده و در مجاور  مايع زجاجیه چشم گاو کشت دادند و 

روز  32را بعااد از  B αو  A αهااای کريسااتالین بیااان پااروتئین

 Western blotباا اساتفاده از روش  درداد 43کشات در دوز 

analysis .مشاهده نمودند 

ی مختلفی از مايع زجاجیه باا میایط دوزهای حاضر، در مطالعه

کشت آماده گرديد تا روند تاثیرگاذاری میازان زجاجیاه بار القاا 

دردد شروع شد  31سلولی مشخص گردد. اين دوزها در ابتدا از 

ی مطلوب حادل نشد و مرگ و میر سلولی بسیار اما چون نتیجه

ن دردد آغاز گرديد که در ايا 31بالا بود در نتیجه میزان دوز از 

هاای بنیاادی های تیات القاا سالولبا بررسی کامل سلولروند 

هاا را مزانشیمی مايع آمنیوتیک و بافت چربی مارکر کريساتالین

های بنیادی مزانشیمی مغاز اساتخوان دردد و سلول 21در دوز 

در اين بررسی ديده شد که در دوز  دردد بیان کردند. 33در دوز 

لا باود. ايان مطلاب نشاان دردد ، مرگ میر سلولی بسیار با 31

هاای باالا بارای ی کشنده بودن مايع زجاجیاه در غلظاتدهنده

( 13باشد. اين نتايج همانند  کار ملثی و همثارانش )ها میسلول

تیات القاا فاکتورهاای رشاد موجاود در ماايع نشان دادند کاه  

هاای بنیاادی مزانشایمی مشاتق از مغاز زجاجیه چشام، سالول

توانناد باه سااتتاری و مايع آمنیاون مایاستخوان، بافت چربی 

مشابه به فیبر عدسی تمايز يابناد کاه در هار دو تیقیاق ماارکر 

هاا در تمايزی آلفا کريستالین بیان شدند. بیاان آلفاا کريساتالین

 او  مايعاای متفاهای بنیادی تیت القا دوزهانواع مختل  سلول

رفته های بنیادی گزجاجیه حاکی از توان تمايزی متفاو  سلول 

 باشد.شده از منابع متفاو  می

 

 نتیجه گیری 

بار کاه  تنتیجاه گرفا های اين تیقیق می تاواندر کل از يافته

اساس تغییرا  مورفولوكيثی و بیاان مارکرهاای تااص عدسای، 

مغز استخوان، بافات های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از سلول

تماايز در تاوان در اثر تیمار باا زجاجیاه چربی و مايع آمنیوتیک 

هااای فیبااری عدساای را دارنااد. تخلاایص جهاات تشااثیل ساالول

علت به مغز استخوانهای بنیادی مزانشیمی مشتق شده از سلول

هتروكن بودن نسبت به بافت چربی و مايع آمنیوتیاک  از مزيات 

کمتااری باارای کشاات برتااوردار اساات و از طاار  ديگاار تثيیاار 

بافت ديگر است، اماا  های مايع آمنیوتیک بسیار بالاتر از دوسلول

مغز های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از سلولکه با توجه به اين

تری نسبت به دو بافات ديگار القاا شادند استخوان در دوز پايین

هاای مشاابه باشاند. باا توجاه باه ويژگایتری مایبافت مناسب

هاای توان امیادوار باود کاه سالولهای موش و انسانی میسلول

داور  یز اين قابلیت را داشته باشند که در ايانبنیادی انسانی ن

هاای چشامی اساتفاده ها در درمان بیماریتوان از اين سلولمی

شاود تاا هايی با منشاهای متفاو  موجب میکرد. تخلیص سلول

تهیاه در امر درمان بازتر باشاد تاا اگار دست میققان و پزشثان 

ی باا روش سلول از يک بافت با مشثل مواجه شد امثان جايگزين

 مناسب تر را داسته باشند.
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Abstract 

Aim: In this study the effect of vitreous humor on the mesenchymal stem cells (MSCs) derived from 

bone marrow, adipose tissue and amniotic fluid to lens like cells was investigated. 

Material and methods: Inthis experimental study collected stem cells from femurs bone marrow and 

inguinal fat pads of mature NMRI mice and amniotic fluid of 13 days embryos of NMRI mice were 

cultured. The mesenchymal character of these cells was proven by flow cytometry markers like CD90, 

CD31. This experiment took place for 14 days with different dosages 10, 15, 20, 30, 40, 50 % of 

bovine vitreous humor. Express of crystalline markers were detected by immunocytochemistry in 

experimental and control groups. 

Results: The flow cytometeric analyses of surface markers were shown expression of CD90 by bone 

marrow and amniotic fluid stem cells and adipose tissue stem cells (29/29%, 0/57%, 82%, 

respectively). Moreover, mesenchymal stem cells from these 3 sources had expression of CD31 

(3/44%, 1/53%, 0/1%, respectively). Immunocytochemistry  results revealed that 40 % vitreous humor 

in culture media fluid more inducing effect on adipose and amniotic fluid mesenchymal stem cells and 

15 % vitreous humor on bone marrow stem cells in order to differentiate. 

Conclusion: According to the findings of this study, it can be concluded that MSCs derived from all 

sources can differentiate into lens fiber like cells by inducing effect of vitreous humor. 

Keywords: Mesenchymal Stem Cells, Vitreous Body, Crystalline 
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