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Comparison of Differentiation and Proliferation Potential of 
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Introduction Due to increase of infertile couples, potential differentiation and proliferation of 
umbilical cord mesenchymal stem cells (MSCs) and bone marrow mesenchyml stem cells (BM-
MSCs) was compared to find proper stem cells for differentiation into germ-like cells.
Materials & Methods In this experimental study, isolated umbilical cord and bone marrow 
mesenchymal stem cells were treated by Retinoic acid (10-6M) and Sertoli cells condition 
medium. Viability percentage and the rate of proliferation (population doubling time) of cells 
was calculated in both groups. The number of colonies was evaluated in different days of 
culture, and finally the expression of premeiotic and meiotic genes investigated by RT-PCR.
Findings The viability percentage was higher in BM-MSCs group and the rate of proliferation 
of cells increased by elevating the passage number. The number of colonies in the bone marrow 
stem cells was significantly higher than that of the umbilical cord MSCs (p<0.05). In contrast, 
the expression of PLZF, OCT4 and SCP3 genes were detected in umbilical cord MSCs after 10 
days of culture. However, in BM-MSC, the expression of PLZF and SCP3 genes was observed 
only after 15 days of culture.
Conclusion It seems that the human umbilical MSCs have higher differentiation potential 
for producing germ-like cells when compared to the Bone marrow stem cells. In contrast, 
the proliferation potential of BM-MSCs is greater than umbilical cord MSCs. This difference is 
probably due to secreted growth factors from these cells.
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  چکيده
های نابارور، در این مطالعه پتانسیل  با توجه به افزایش روزافزون زوجاهداف: 

های بنیادی مغز  های بنیادی مزانشینی بند ناف و سلول تکثیر و تمایز سلول
منظور تمایز به  بهاستخوان مورد مقایسه قرار گرفت تا سلول بنیادی مناسبی، 

  های زایا معرفی شود. سلول
های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون  در مطالعه تجربی حاضر سلول ها: مواد و روش

مولار ١٠-٦بند ناف و مغز استخوان پس از استخراج، تحت تاثیر غلظت 
های سرتولی قرار  شده حاصل از سلول و محیط کشت شرایطیاسید  رتینوئیک

گرفتند. درصد زیستایی و سرعت تکثیر (زمان دوبرابرشدن جمعیت سلولی) در هر 
های مختلف کشت، ارزیابی و در   ها طی روز دو گروه محاسبه شد. تعداد کلنی

 مراز ای پلی میوزی و میوزی با روش واکنش زنجیره های پیش نهایت بیان ژن
  بررسی شد. (RT-PCR)معکوس 
های بنیادی مغز استخوان بیشتر بود و با  درصد زیستایی در سلول ها: یافته

ها در این گروه افزایش یافت. تعداد  افزایش تعداد پاساژ، سرعت تکثیر سلول
های  های بنیادی مغز استخوان نسبت به سلول های ایجادشده در سلول کلنی

های  ). در مقابل بیان ژنp>۰۵/۰داری بیشتر بود ( یطور معن بنیادی بندناف، به
PLZF، OCT4  وSCP3 روز از  ۱۰های بنیادی بند ناف، پس از گذشت   در سلول

 PLZFهای   های بنیادی مغز استخوان، بیان ژن کشت مشاهده شد، ولی در سلول
  روز از کشت قابل مشاهده بود. ۱۵فقط پس از گذشت  SCP3 و

های بنیادی بند ناف به  رسد پتانسیل تمایز سلول می به نظرگیری:  نتیجه
های بنیادی مغز استخوان و در  زایا بیشتر از پتانسیل تمایز سلول های شبه سلول

های  های بنیادی مغز استخوان بیشتر از سلول مقابل پتانسیل تکثیر سلول
از این شده  های ترشح  دلیل فاکتور این تفاوت احتمالاً به ناف است. بنیادی بند

  ها است. سلول
سلول بنیادی مغز استخوان، سلول بنیادی بندناف، تکثیر سلولی، تمایز ها:  کلیدواژه

  سلولی، ناباروری
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  مقدمه
و بازسازی  های بنیادی، یک راهکار درمانی مفید برای ترمیم سلول

اند که تولید  . محققان نشان داده[1]کنند ها فراهم می دوباره بافت
های بنیادی تحت شرایط آزمایشگاهی، در تولید و  اسپرم از سلول

. علاوه بر این، مطالعات [2]ژنیک موثر است حفظ حیوانات ترانس
های بنیادی  های زایا از انواع متفاوتی از سلول اخیر تولید سلول

بنیادی ژله های  ، سلول[3]های بنیادی مغز استخوان لولمثل س
های بنیادی  ، سلول[7 ,6]های بنیادی بافت چربی ، سلول[5 ,4]وارتون
های بنیادی مزانشیمی گروهی از  اند. سلول را گزارش کرده [8]جنینی
های متنوعی مانند مغز استخوان، خون  ها هستند که در بخش سلول

پیوند . [10 ,9]شوند ل و تیموس یافت میبند ناف، جفت، کبد، طحا
های بنیادی،  های بنیادی میزبان، با تنوع منابع دهنده سلول سلول

. [11]دسترسی سریع به آن و نبود مشکلات اخلاقی در ارتباط است

های بنیادی مغز استخوان و ژله وارتون بند  رغم اینکه سلول علی
هایی  های مشترک سلول بنیادی را داشته ولی تفاوت ناف، ویژگی

دارای مغز استخوان  یادیبن یها سلولنیز از نظر عملکردی دارند. 
این  گراف اتو پیوند طرفی هستند. از یمدت طولان یبرا یرتوان تکث
  .[12]رددا ینیجن یها نسبت به بافت یکمتر یوندرد پخطر  ها، سلول
های بنیادی ژله وارتون، از بند ناف انسان که پس از تولد  سلول

استخراج  راحتی در دسترس هستند، فیزیولوژیک ندارند و بهکاربرد 
ها  . مطالعات زیادی نشان دادند که این سلول[13]شوند می
زایا تمایز  های شبه های دیگر مانند سلول توانند به انواع سلول می
. انتخاب ریزمحیط مناسب و نیز منبع سلولی با پتانسیل [14]یابند

های بنیادی  ایز دارد. ریزمحیط سلولتمایزی بالا، نقش مهمی در تم
ساز در محافظت و  های منی ای لوله اسپرماتوگونی در بخش قاعده

. همچنین تمایز [15]ها نقش مهمی دارند خودنوزایی این سلول
های محیطی لازم از   های بنیادی به اسپرم، به تولید فاکتور سلول
 ایهپ غشای در ها سلول اینهای سرتولی بستگی دارد.  سلول
 .کنند اشغال می را ها لوله %۱۷- ۲۰ حدود حجمی ساز منی های لوله
. [16]کند می حمایت را اسپرماتوگونی سلول ۳۰-۵۰ سرتولی سلول هر

نمودن حمایت فیزیکی،  های سرتولی شامل فراهم عملکرد سلول
های  های زایا، فاگوسیتوز سلول غذایی و هورمونی برای سلول

ها و  فرآیند اسپرماتوژنز از طریق تولید پروتئیندیده و تنظیم  آسیب
های تولیدشده،   از میان فاکتور. [19-17]های ضروری است  فاکتور

  اسید نقش بسیار مهمی در تمایز اسپرم دارد. رتینوئیک
هورمونی  (رتینول) گروهی از مواد شیمیایی و شبه Aویتامین 

وارد جریان خون  و شده تولید کبدی های سلول توسطهستند که 
اسید تبدیل  شوند. در اثر اکسیداسیون در روده به رتینوئیک می
 ، ازها جذب شدند که توسط شیلومیکرون شوند و پس از آن  می
 . سنتز[20]یابند می های مختلف انتقال سلول خون به جریان طریق

بدن و در مرحله خاصی از  از خاصی های بخش در اسید رتینوئیک
ها  تواند مستقیماً به ژن . این مولکول نمی[21]گیرد یتکوین صورت م

سری از عوامل  ها باید به یک متصل شود بلکه برای تنظیم بیان ژن
اتصال یابند.  هستند RARای  هستههای  رونویسی که گیرنده

های  رتینوئیدها در سلول هدف دارای دو نوع رسپتور به نام گیرنده X  رتینوئید(RXRs) اسید  های رتینوئیک و گیرنده(RARs) 
  .[22]هستند

 زایا های سلول مثلی، ورود تولید سیستم تکوین در اسید رتینوئیک
. [23]دارند مهمی نقش Stra8 ژن بیان افزایش میوز و مرحله به

 جنینی دوران در که دادند نشان همکاران و ولد کریس
 مزونفروس وسیله به بلکه شود نمی سنتز ها گناد در اسید رتینوییک
 جنس نر، در. کند می حرکت گنادها سمت و به شده تولید

 مرحله به زایا های سلول ورود مانع شده و تخریب CYP26B1  کننده تجزیه های آنزیم توسط گنادها، به ورود از بعد اسید رتینوئیک
سوماتیک سرتولی و  های سلول ها توسط این آنزیم .شود می میوز
 باعث شده و  تولید ساز منی های لوله اطراف میوییدی های سلول
های  . هنگام بلوغ تولید آنزیم[24]شوند اسید می رتینوئیک تجزیه
های بنیادی  اسید کاهش یافته و سلول کننده رتینوئیک تجزیه

اسپرماتوگونی تحت تاثیر ریزمحیط بیضه و ترشحات سلول سرتولی 
شوند. بنابراین  رم میوارد فرآیند اسپرماتوژنز و تولید اسپ

های مهم در تمایز   های سرتولی، فاکتور اسید و سلول رتینوئیک
های مختلف  های اسپرم هستند. گزارش های بنیادی به سلول سلول

به  (MSCs)های بنیادی مزانشیمی  در مورد پتانسیل تمایزی سلول
های زایای بدوی، اسپرماتوگونی، اسپرماتوسیت اولیه و ثانویه  سلول

های بنیادی در شرایط  دهد که سلول و اسپرماتید نشان می
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های اسپرماتوگونی یا اسپرم را  آزمایشگاهی توانایی تمایز به سلول
دارند. انتخاب نوع سلول بنیادی نقش مهمی در این فرآیند دارد تا 

انسیل تکثیر و تمایز بهتری دارند برای پیوند و هایی که پت سلول
 با تعامل در بدن های سلولدرمان ناباروری مردانه استفاده شوند. 

به  تمایز نیاز صورت در نیز و تکثیر و رشد اجازه خود محیط اطراف
 شرایط در مدت طولانی کشت نمایند. های مختلف را کسب می بافت

 طور به ها سلول که شود میموجب  از بدن خارج و آزمایشگاهی
 از شوند. استفاده اطراف خود وابسته کشت محیط به شرایط کامل
 در مناسب آزمایشگاهی مدل یک عنوان به بنیادی های سلول

 تا کند محققین کمک می مولکولی به و سلولی های پژوهش
 در آنها تمایز و کشت، نحوه تکثیر شرایط از خوبی بینش اطلاعات و

اینکه کدام گروه سلولی  کسب نمایند. بدن خارج مدت طولانی کشت
های مورد  شرایط کشت بهتری داشته و در زمان کمتری به سلول

یابد چالشی است که باید در محیط آزمایشگاه رفع  نظر تمایز می
های بنیادی مزانشیمی یک کاندید مناسب برای سلول  سلولشود. 

در این مطالعه پتانسیل  د.شون درمانی و ترمیم بافتی محسوب می
های بنیادی  های بنیادی مغز استخوان و سلول تکثیر و تمایز سلول

شده حاصل  ژله وارتون بند ناف، تحت القای محیط کشت شرایطی
اسید مورد ارزیابی قرار گرفت و بیان  رتینوئیکاز سلول سرتولی و 

های اسپرماتوگونی پس از گذشت  مارکرهای ژنی اختصاصی سلول
  روز از کشت مقایسه شد. ١٥و  ١٠
  

  ها مواد و روش
مطالعه تجربی در  موش: های بنیادی مغز استخوان استخراج سلول

روی حیوانات آزمایشگاهی موازین اخلاقی  کارحاضر برای انجام 
 رعایت و روش کار براساس پروتکل دانشگاه علوم پزشکی اردبیل

اتاق د. نگهداری شدناستاندارد  های ها در قفس موش انجام شد.
 ساعت تاریکی و١٢روشنایی و  ساعت١٢ نگهداری دارای شرایط

استخوان از  های بنیادی مغز برای استخراج سلولد. بو C۳۷°دمای 
ای)  هفته۴-۶میانگین سن  عدد؛١٠(های صحرایی نژاد ویستار  موش
  .شد استفاده
با احتیاط پوست پاها کاملاً جدا د. بیهوش شدن کلروفرمبا ها  موش
نی  ران و درشتهای  استخوانهای اطراف  و بافت و ماهیچه شد
 نی درشتران و  سر استخواندر زیر هود یک ه شدند. شست (PBS) بافر نمکی فسفاتی و با گشته ها جدا سپس استخوان .شد حذف

حاوی  سرنگیک  بابافت مغز استخوان  با قیچی استریل قطع و
% ١٠؛ ایالات متحده) که شامل DMEM )Biowest کشتمحیط 

 %١و  ؛ ایالات متحده)Biowest؛ FBSوساله (سرم جنین گ
؛ ایالات متحده) بود Biowest( استرپتومایسین -نسیلی پنی
ند. تعلیق سلولی بیرون کشیده شدبا روش فلاشینگ آرامی  به

شد. محلول رویی دور  سانتریفوژ فالکون ریخته و حاصل درون لوله
ه بو  اضافه تازه کشت لیتر محیط میلی٤ حاصل به رسوب سلولیو 

ساعت از کشت، ٤٨گذشت  بعد از شد.تخلیه متری  میلی٢٥فلاسک 
% ٨٠ ها تقریباً  زمانی که سلول. صورت گرفت کشت محیط تعویض

د. ی جدید پاساژ داده شدن ها فلاسک درونفلاسک را پر کردند به 
و فلاسک داخل  محیط کشت نظور پس از خروجبرای این م

میکرولیتر ٥٠٠ ،فلاسک به هر PBS با ها وشوی سلول شست
دقیقه در داخل انکوباتور ٣مدت  اضافه شد و به 1X% ٢٥تریپسین 

خارج  آرامی از فلاسک ها با پیپت پاستور به سپس سلولگرفت. قرار 
دقیقه ٥مدت  ها به سلول .و به یک لوله فالکون استریل منتقل شدند

به  محلول رویی خارج شده و د.سانتریفیوژ شدن rpm١٨٠٠در دور 
اضافه شد تا  لیتر محیط کشت چند میلیحاصل رسوب سلولی 

پس از شمارش  د.سلولی در آی سوسپانسیون تک صورت مخلوط به
 سلولی سوسپاسیون ،ها به تعداد سلول ستهها زیر لام نئوبار، ب سلول

های خونی  های بنیادی مغز استخوان و نیز سلول که حاوی سلول
. طی تعویض [25]شدمنتقل  جدید ه دو یا چند فلاسکاست ب

های خونی  های نچسبیده که بیشتر سلول محیط کشت سلول
های بنیادی  تری از سلول هستند، خارج شدند و جمعیت خالص

  مغز استخوان به دست آمد.
نوزادان  ناف  های بند نمونهی بند ناف: های بنیاد استخراج سلول

با رعایت اصول اخلاق در پژوهش و با  نمونه) ٢٠متولدشده ( پسر تازه
رضایت مادر پس از زایمان، با همکاری پرسنل بیمارستان قائم 

ها تحت شرایط استریل در ظروف  آوری شد. نمونه اردبیل جمع
مدت  % به٧٠لکل حاوی سرم فیزیولوژیک به آزمایشگاه منتقل و با ا

لیتر  میکرو٢٠که به آن  PBSثانیه شسته شدند. سپس در معرض ٣٠
تریسین و   لیتر آمفی میکرو١٠سیلین+استرپتومایسین،  پنی
لیتر جنتامایسین اضافه شده بود قرار گرفتند. شستن مکرر  میکرو١٦
های خونی  سلول  مانده ، باعث ضدعفونی بیشتر و حذف باقیPBSبا 
تر تقسیم  های بند ناف با قیچی به قطعات کوچک شود. نمونه می

وسیله پنس دو سرخرگ و یک سیاهرگ از بافت جدا و  شد. به
های ژله وارتون بود، به قطعاتی  مانده که همان تکه قسمت باقی

طمینان از عدم وجود خون متر تقسیم شد. برای ا میلی٥/٠کمتر از 
شسته و به محیط کشت  PBSبار دیگر قطعات با  ها، یک در نمونه DMEM  ١سرم گوساله و  ٪۱۵که حاوی %

بود منتقل شد.  (pen strep)سیلین+استرپتومایسین  پنی
اکسیدکربن و  % دی٥% رطوبت و ٨٨ها در انکوباتور دارای  فلاسک
بار محیط کشت  یک قرار داده شدند. هر سه روز C۳۷°دمای 

های مزانشیمی از بافت جوانه زده و در  تعویض شد. به تدریج سلول
- ها با تریپسین کف ظرف منتشر شدند. پس از این مرحله، سلول EDTA )Biowest(تریپسینه شده و از کف  ؛ ایالات متحده

بلو (سیگما؛  آمیزی تریپان فلاسک جدا شدند. با استفاده از رنگ
لام نئوبار شمارش سلولی صورت گرفت و بر حسب  ایالات متحده) و

  .[26]دو یا چند فلاسک جدید انتقال داده شدتعداد سلول به 
در شده:  های سرتولی و تهیه محیط کشت شرایطی استخراج سلول

نمونه) با ١٠( NMRIنژاد  نوزاد سوری های از موشاین قسمت 
 در کار با حیوانات موازین .استفاده شدروزه ٥- ٢٠میانگین سنی 

شد. رعایت  براساس پروتکل دانشگاه علوم پزشکی اردبیل اخلاقی
ها با روش قطع نخاع گردنی، بلافاصله  کردن موش هوش پس از بی

درجه برای ضدعفونی منتقل شد.  ٧٠ها خارج و به درون الکل  بیضه
ز آ از هر یک ا تونیکا آلبوژینهجداسازی  PBSوشو با  پس از شست

 DMEMها صورت گرفت. سپس به ظرف خاوی محیط کشت  بیضه
و با قیچی به قطعات کوچک تقسیم شد. قطعات تحت دو منتقل 

مرحله هضم آنزیمی قرار گرفتند. برای این منظور در مرحله اول 
گرم بر  میلی٥/٠های تریپسین ( دقیقه تحت تیمار با آنزیم٥مدت  به

لیتر)، هیالورونیداز  بر میلیگرم  میلی٥/٠لیتر)، کلاژناز ( میلی
گرم بر  میلی۰۵/۰( DNAaseلیتر) و  گرم بر میلی میلی٥/٠(

دقیقه ٥مدت  قرار گرفتند. سپس با انجام سانتریفیوژ بهلیتر)  میلی
محلول رویی دور ریخته شد. محتویات کف فالکون که  ١٠٠٠با دور 

های  زیمدقیقه با آن٣٠مدت  ساز بودند دوباره به های منی حاوی لوله
بار پیپتاژ با  شده در بالا تیمار شدند. هر چند دقیقه یک نام برده

 C۳۷°استفاده از پیپت پاستور انجام گرفت و نمونه به انکوباتور 
 ١٨٠٠سانتریفیوژ با دور  ,ها شد. پس از جداسازی سلولبرگردانده 

دقیقه انجام شد. این بار محلول رویی که حاوی تعلیق ٣مدت  به
متری جدید منتقل شد و محیط  میلی٢٥د به فلاسک سلولی بو



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران ــــــــــــــــــــــــــــــمریم سالم  ۴۴

   ۱۳۹۷، زمستان ۱، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                 ی                                                                   ستیز یشناس بیآس یها پژوهش

% سرم جنین گوساله، ٢٠حاوی  (H-DMEM)کشت تازه 
لیتر  گرم بر میلی میلی١٠٠سیلین،  لیتر پنی گرم بر میلی میلی١٠٠

% ٥و  ٣٧ C°استرپتومایسین به آن اضافه و در انکوباتور با دمای 
ساعت ٤٨تا  ٢٤داده شد. پس از گذشت  اکسیدکربن قرار دی
های  های سرتولی به کف فلاسک چسبیدند. در مقابل سلول سلول

های مکرر از  وشو آسانی با شست زایا به ته فلاسک نچسبیده و به
های سرتولی دوبار با  کف فلاسک جدا شدند. فلاسک حاوی سلول PBS  .هر سه روز شسته و محیط کشت تازه به آنها اضافه شد

عنوان  شد و بهبار تا دو هفته محیط کشت جداسازی و فیلتر  یک
های سرتولی در فریزر  شده حاصل از سلول محیط کشت شرایطی

های بنیادی مورد استفاده قرار  نگهداری شد تا برای کشت سلول
  .[25]گیرد
بدون ، هود ریز: مولار١٠- ٦با غلظت  (RA) دیاس کینوئیرت هیته

در  دیاس کینوئیپودر رتگرم  میلی٦هود  فن لامپ و کردن روشن
شد.  ینگهدار C٢٠° یدر دما و% حل ٩٥اتانول لیتر  میلی۲
  .[27]قرار داده شد -C٨٠° زریمانده پودر در فر یباق

در طول دوره کشت  محاسبه زمان دوبرابرشدن جمعیت سلولی:
های بنیادی  زمان لازم برای دوبرابرشدن جمعیت سلولی برای سلول

طور جداگانه محاسبه شد. در  مزانشیمی مغز استخوان و بند ناف به
های پاساژ دوم تا پنجم مورد بررسی قرار گرفتند.  این مطالعه سلول
 به %٨٠تا  ٧٠ تراکم به ها سلول رسیدن از پسبرای این منظور 

% ۰۲/۰ (مرک؛ آلمان) EDTAبه همراه  ٢٥/٠تریپسین  مکک
گروه  دو مقایسه اینکه ها از کف فلاسک جدا شدند. برای سلول
زمانی که  سلولی پاساژ هر در شود، انجام یکسان شرایط در سلول
 حاضر مطالعه رسید (در مرحله تراکم می به ها  کشت از یکی
 مرحله این به مزانشیمی مغز استخوان زودتر های سلول
  شد. می داده خاتمه پاساژ انجام با نیز دیگر کشت رسیدند) به می
 رشد منحنی نئوبار، برای رسم لام توسط سلولی شمارش از پس
 مدت به چاهکی٩٦ ظروف در پنج دو تا سلول پاساژهای ١٠٣ تعداد
 و شده داده کشت FBS% ١٠به همراه  DMEMمحیط  در روز ١٥
 شد. تعویض بار یک سه روز هر سلولی کشت محیط مدت این طی

 و جدا ها چاهک از تعداد ثابتی به مربوط های سلول روز هر سپس
 شدند. این شمارش لام نئوبار توسط بلو تریپان با آمیزی رنگ از پس
 پنج پاساژهایی دو تا یک از هر برای روز پانزده تا مدام طور به کار
های  ناف استخوان و بندهای مغز  بافت از تایی سه تکرار صورت به

 .شد ترسیم سلولی رشد منحنی نهایت در .گرفت صورت مختلف
 دهنده سلولی که نشان جمعیت دوبرابرشدگی سنجش منظور به

 از کشت است، دوره یک در سلول یک دوبرابرشدن دفعات تعداد
تعداد  و اولیه تعداد دانستن و محدود کشت دوره یک های داده
  دوره استفاده شد. انتهای در ها سلول

های حاصل از دو نوع کشت، زمان  برای مقایسه سرعت رشد سلول
ها طی پاساژهای مختلف از رابطه زیر  دوبرابرشدن جمعیت سلول

ܶܦܲ  محاسبه شد: = ݃݋ܮܶܥ ܱܰܰ × 3.31 
  

تعداد  N0زمان دوبرابرشدن جمعیت سلولی،  PDTدر این رابطه 
 CTها در پایان کشت،  ، تعداد سلولNها در شروع کشت  سلول

نیاز  مورد زمان مدت تعیین منظور بهمدت زمان دوره کشت است. 
مدت  ها به های بنیادی مزانشیمی این سلول برای دوبرابرشدن سلول

  روز طی پاساژهای مختلف بررسی شدند. ١٥
های  از سلول برای کشت و تمایز، در این مطالعه های کشت: گروه

که در  های بنیادی بند ناف و سلول استخوان مزانشیمی مغزبنیادی 

برای کنترل سلامت و د. ش مرحله پاساژ سوم بودند استفاده
استفاده  شمارشبرای بلو  تریپانرنگ حیاتی  ازا، ه بودن سلول زنده
، ی زنده اه ل شمارش سلولی و تعیین درصد سلو پس از. شد
های یک  خانهسلول در  ٧×١٠٤ طور یکنواخت با غلظت ها به سلول

سرم % ١٥و  DMEM حضور خانه توزیع شدند و در پلیت شش
ها به  پس از چسبیدن سلولساعت ٤٨ د.جنین گاوی کشت شدن

بندی ذکرشده در  محیط کشت خارج و براساس گروه کف پلیت،
  شدند: های جدید اضافه تپایین محیط کش

در حضور  های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان سلولگروه اول: 
گروه جنین گوساله ( سرم% ١٠به همراه  DMEM محیط کشت

  )کنترل
در حضور  های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان سلولگروه دوم: 

شده  % محیط کشت شرایطی٥٠و  DMEMمحیط کشت % ٤٠
جنین گوساله  به همراه  سرم% ١٠های سرتولی و  حاصل از سلول

  اسید مولار رتینوئیک۱۰-۶   غلظت
در حضور محیط بند ناف های بنیادی مزانشیمی  سلولگروه سوم: 

  )گروه کنترلجنین گاوی ( سرم% ١٠به همراه  DMEM کشت
% ٤٠در حضور  بند نافهای بنیادی مزانشیمی  سلولگروه چهارم: 
شده حاصل از  % محیط کشت شرایطی٥٠و  DMEMمحیط کشت 

- ۶ غلظت  جنین گوساله به همراه سرم% ١٠های سرتولی و  سلول
  اسید مولار رتینوئیک۱۰

 وجدید تعویض  ها با محیط بار محیط کشت سلول هر سه روز یک
با  ١٥و  ١١، ٨، ٥ها در هر گروه سلولی در روزهای  شمارش کلنی

  استفاده از میکروسکوپ اینورت انجام شد.
های سرتولی با روش ایمونوسیتوشیمی:  تایید ماهیت سلول

. هستند های حدواسط ویمنتین فیلامنتهای سرتولی حاوی  سلول
ویمنتین که در  های ن ژ در آنالیز ایمنوهیستوشیمی آنتی

برای ارزیابی، مورد استفاده ، وجود دارندسیتوپلاسم سلول سرتولی 
کردن محیط کشت،  برای این منظور بعد از خارجگیرند.  قرار می
% ٤ سپس با پارافرمالدئید شسته شدند. PBSها دوبار با  سلول

ثابت شدند.  ٤◦Cدقیقه در دمای ٢٠مدت  (سیگما؛ ایالات متحده) به
درون اسیدهیدروکلریدریک  وشسته  PBSها دوبار با    سلول
ساعت در دمای اتاق قرار داده شدند.  مدت نیم نرمال به یک

با بافر بورات صورت گرفت و سپس برای افزایش وشو  شست
% ۳ها محلول تریتون  بادی ها نسبت به آنتی نفوذپذیری غشا سلول

بادی  آنتیاستفاده شد. ساعت  مدت یک به PBSهمراه با سرم بز و 
ها قرار  حل شد و روی لام PBSدر  ١:١٠٠اولیه ویمنتین با رقت 

ساعت به ۲۴مدت  ها با پارافیلم پوشانده شد و به گرفت. روی لام
مدت  بار هر بار به سه PBSها با  حال خود رها شدند. روز بعد سلول

–FITC)بادی ثانویه  دقیقه شسته شدند. سپس آنتی۵ conjugated anti-mouse IgM)  ها اضافه  به سلول ۱:۵با رقت
مدت دو ساعت در این وضعیت قرار گرفتند. در تمام  ا بهه شد. سلول

بادی اولیه و ثانویه اضافه شد باید لام را داخل  مواردی که آنتی
پلیتی که کف و در آن با کاغذ فویل پوشیده و شرایط تاریکی را برای 

ها بهتر است در  بادی  کند، قرار داد. افزودن آنتی ها فراهم می سلول
 ۴ها با   هسته PBSبار شستن با  شود. پس از سه اتاق تاریک انجام

دقیقه ۱۰مدت  به (DAPI)ایندول  فنیل -۲آمیدینو  دی ۶و 
  آمیزی شدند. رنگ

های بنیادی اسپرماتوگونی با استفاده  های اختصاصی سلول بیان ژن
، PLZF میوزی مارکرهای پیشدر این مطالعه بیان : RT-PCRاز  OCT4  و میوزیSCP3 های سلولی بند ناف و مغز  در گروه

با استفاده از روش  روز از کشت ١٥و  ١٠پس از گذشت  استخوان
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مورد ارزیابی قرار  )RT-PCR(مراز معکوس  ای پلی واکنش زنجیره
شده با استفاده  های کشت کل از سلول RNAگرفت. برای این منظور 

؛ ایالات متحده) استخراج Gibco, 15596-026از معرف ترایزول (
شده، رقت  استخراج RNAاز محلول  RNA سنجی شد. برای غلظت

و  ٢٨٠% تهیه شد تا در دستگاه اسپکتروفتومتر و در طول موج ٣
دانسیته  صورت گیرد. نسبت جذب RNAنانومتر تعیین کمیت ٢٦٠

 RNAعنوان شاخص کیفیت  ه) ب٢٨٠/٢٦٠( ٢٨٠به  ٢٦٠نوری 
تر از دو باشد نشانه آلودگی با  محاسبه شد. اگر این شاخص بزرگ DNA  باشد نشانه آلودگی محلول  ٨/١و کمتر ازRNA  تام با

 RNAهای  های آروماتیک است. نمونه ها و سوبسترا  پروتئین
شده روی ژل آگارز بارگذاری شدند تا از درستی عملیات  استخراج

در  DNAور حذف احتمالی منظ بهاستخراج اطمینان حاصل شود.  RNA تواند در روند تکثیر ایجاد اشتباه کند،  شده که می استخراج
  استفاده شد. DNAیک مرحله حذف آنزیمی 

تیمار و سپس با  DNaseIبا آنزیم  RNAمیکروگرم از این ۵
برداری معکوس،  استفاده از آنزیم کپی

با  و آغازگر مطابق (dNTPs)ها  فسفات نوکلئوتیدتری دئوکسی
 cDNAتبدیل شد.  cDNAدستورالعمل کیت (فرمنتاز؛ ایران) به 

 PCRتکثیر و مورد بررسی قرار گرفت. واکنش  PCRحاصل با روش 
های  چرخه انجام شد. چرخه ٣٠بار و طی  ها سه برای هر کدام از ژن

ثانیه، ۳۰برای  DNA °C۹۵های  واکنش شامل دمای بازشدن رشته
شدن  ثانیه و دمای طویل۴۵برای  C۵۸-۵۵°دمای مربوط به اتصال 

  وسیله به RT-PCRثانیه بود. محصولات ۴۵برای  C۷۲°ها  رشته
% آگارز آنالیز شده و با اتیدیوم بروماید ٢/١الکتروفورز روی ژل 

مدل  UVمانیتور آمیزی شد و در زیر  لیتر) رنگ گرم بر میلی میلی١٠( GAS9000 برداری شد ( عکسUvidoc(توالی  .؛ انگلستان
عنوان ژن مرجع و  به GAPDH آغازگرهای رفت و برگشت برای ژن

  ذکر شده است. ٢و  ١های  های هدف در جدول نیز برای ژن
ها با استفاده از  در نهایت تمامی داده: های تحلیل آماری روش
ها در هر گروه  آنالیز شدند و پس از ادغام داده SPSS 22افزار  نرم

هر گروه  برای (SEM)استاندارد میانگین میانگین و خطای 
بودن توزیع  منظور تعیین نرمال ویلک به-محاسبه شد. تست شاپیرو

آنالیز  ستها ت بودن داده توجه به پارامتریکها استفاده شد. با  داده
گروهی و  های درون طرفه برای تحلیل واریانس واریانس یک

عنوان تست  به Games Howell . تستگروهی استفاده شد میان
تحلیل واریانس با ست انجام شد. ت متعاقب آنالیز واریانس

زمانی در هر گروه  های ها در بازه برای آنالیز داده گیری مکرر اندازه
  مورد استفاده قرار گرفت.

  
  های بنیادی ژله وارتون بند ناف شده در سلول پرایمرهای استفاده) ١جدول 

  توالی پرایمر نام پرایمر
طول محصول 

PCR  
  باز) (جفت

دمای 
  اتصال
(°C)  

OCT4  
 CAAGAGCATCATTGAACTTCAC برگشت  ٥١  GTTCTTCATTCACTAAGGAAGG ۱۰۰ رفت

PLZF  
 CCTGTATGTGAGCGCAGGT برگشت  ٥٣  GGTCGAGCTTCCTGATAACG ۳۹۶ رفت

SCP3  
 GTTCAAGTTCTTTCTTCAAAG  برگشت  ٦٠  CTAGAATTGTTCAGAGCCAGAG ۲۴۷ رفت

GAPDH  
 CTTACTTGGAGGCCATG برگشت  ٧٥  TTAGCACCCCTGGCCAAGG ۵۴۱ رفت

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان  شده در سلول پرایمرهای استفاده) ٢جدول 
  PCR برای

  توالی پرایمر نام پرایمر
طول محصول 

PCR  
  باز) (جفت

دمای 
  (C°)  اتصال

OCT4  
 CATACTCGAACCACATCCTTC برگشت  ٦٠  GAACTAGCATTGAACCGT ۶۲۰ رفت

PLZF  
CTGCAAGGTGGGGCGGTGTAG برگشت  ٦١  CCCGTTGGGGGTCAGCTAGAA۴۶۰ رفت

SCP3  
CCACTGCTGCAACACATTCATA  برگشت  ٦٠  AGCCAGTAACCAGAAAATTGAGC۵۷۰ رفت

GAPDH  
GTGGTTCACACCCATCACAA برگشت  ٦٠  AAACCCATCACCATCTTCCA۱۹۸ رفت

  
  ها یافته
  های مزانشیمی بند ناف کشت سلولنتایج 

 ۱سازی بافت ژله وارتون بند ناف برای کشت در شکل  مراحل آماده
  نشان داده شده است. cتا  aبخش 
ناف انسان در  دروز بعد از کشت قطعات بافتی ژله وارتون بن ۷- ١٤

زدن از قطعه  های استرومایی شروع به جوانه محیط کشت، سلول
اینورت  ها زیر میکروسکوپ  ). بررسی سلولd-١بافتی کردند (شکل 
های فیبروبلاستی با زوائدی  هایی شبیه سلول نشان داد سلول

چسبیدند قابل  کشیده و خاصیت چسبندگی زیاد که به کف فلاسک 
% ۸۰ها پس از گذشت دو هفته به تراکم  . این سلولمشاهده بودند

و در  پاساژ داده شدهسپس )، e-۱در کف فلاسک رسیدند (شکل 
های  چند فلاسک دیگر تقسیم شدند. در این زمان شاهد ظهور کلنی

های کشتی بودیم که تعداد آنها با گذشت  سلولی زیادی در فلاسک
  ).f-١زمان افزایش یافت (شکل 

  

 
های بنیادی  های بنیادی ژله وارتون بند ناف و سلول نتایج کشت سلول )۱شکل 

نمایی  روز (درشت ۷- ۱۴های بنیادی بند ناف بعد از گذشت  زنی سلول جوانه d)  سازی بافت ژله وارتون بند ناف برای کشت مراحل آماده c-(A؛ مغز استخوان
ها بعد از  ها و کشت جداگانه آنها، رشد سلول جداکردن سلول e)، میکرومتر)۲۰۰

دی بند های سلول بنیا ظهور کلنی f)، میکرومتر)۲۰۰نمایی  روز (درشت ۷گذشت 
های  سلول g)، میکرومتر)۲۰۰نمایی  هفته (درشت ۲ناف بعد از گذشت 

های بنیادی مغز  مزانشیمی مغز استخوان بعد از گذشت دو روز از کشت، سلول
روز پنجم  h)، میکرومتر)۱۰۰نمایی  اند (درشت استخوان به کف فلاسک چسبیده

نمایی  درشتآیند ( کم به شکل دوکی در می های چسبیده کم کشت، سلول
نمایی  های سلول بنیادی مغز استخوان (درشت کلنی i)، میکرومتر)۲۰۰
  میکرومتر)۲۰۰

  
در کشت اولیه، های بنیادی مغز استخوان:  نتایج کشت سلول

 سلولی مختلف اشکالشده از مغز استخوان به  استخراج های سلول



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــو همکاران ــــــــــــــــــــــــــــــمریم سالم  ۴۶

   ۱۳۹۷، زمستان ۱، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                 ی                                                                   ستیز یشناس بیآس یها پژوهش

 سلولی فنوتیپ بعدی، پاساژهای در تدریج به مشاهده شدند که
 سلولی های شکل گروهها به  دست به دست آمد. اکثریت سلول یک

های خونی کوچک مشاهده  به همراه لخته هتروژن و ناهمگن
 % کف٨٠تا  ٧٠ها،  اولیه این سلول کشت از پس روز ٣. دو تا شدند

 ظرف به ها سلول این. رسیدند تراکم به و پر کرده را ظرف کشت
 در شکل سه در این زمان بهشدند.  تکثیر سرعت به چسبیده، کشت

 حال در که ها سلول از تعدادی. قابل رویت بودند محیط کشت
داشتند در روز دوم بعد از  کوچک و کروی ظاهری بودند تکثیر
های آزاد حذف شدند این  های خونی و سلول وشو، که لخته شست
های گرد که به کف فلاسک چسبیده بودند قابل مشاهده بودند  سلول

 صورت کم بود و به ها تعدادشان دسته دوم سلول ).g-١(شکل 
 ها بودند در سلول سایر از تر بزرگ اندازه نظر های پهن که از سلول
ها که شامل اکثریت  مشاهده شدند. دسته سوم سلول کشت محیط
فیبروبلاستی قابل رویت  شبه و دوکی شکل های کشتی بود به سلول
 کوچک شکل دوکی های سلول این کشت، پنجم روز در بودند.
 این در شدند مشاهده فلاسک کف به چسبیده و منفرد صورت به

 های صورت سلول مانده به های هماتوپویتیک خونی باقی زمان سلول
 پاساژهای در ).d-١(شکل  بودند مشاهده قابل شناور و شفاف گرد،
 مزانشیمی بنیادی های سلول کشت، محیط تعویض هر بار با بعدی
 شبیه بیشتر مورفولوژیکی لحاظ از و آمده در خالص صورت به

 در کلنی تشکیل .بودند شکل) دوکی( فیبروبلاست های سلول
 بالاتر، پاساژهای در ).i -١ (شکل شد مشاهده بعد به دوم پاساژهای

 های سلول به آنها مورفولوژی و شد کاسته سلولی تکثیر سرعت از
 داد، نشان سلولی حیات میزان ارزیابی یافت. شکل تغییر تر پهن
  ).١(شکل  بودند زنده مختلف پاساژهای در ها سلول %٩٥از  بیش

های  شده سلول سازی محیط کشت شرایطی نتایج حاصل از آماده
 bو  aقسمت  ۲در شکل  های سرتولی سازی و کشت سلول آمادهسرتولی: 

شده پس از گذشت  های سرتولی استخراج اند. سلول نشان داده شده
ساعت از کشت، شروع به چسبیدن به کف فلاسک کردند (شکل ۲۴
۲-d(. های  های چسبیده از لحاظ مورفولوژیکی شبیه سلول سلول

روز به میزان زیادی  ۷تا  ۵شکل بودند و طی  فیبروبلاستی و دوکی
بار محیط کشت تعویض  روز یک ۳-۴). هر e-۲تکثیر یافتند (شکل 

و فیلتر شد. این کار   آوری شده جمع شد. محیط کشت شرایطی
با استفاده از روش ایمونوسیتوشیمی  مدت دو هفته ادامه یافت. به

های حدواسط درون سیتوپلاسم  عنوان فیلامنت حضور ویمنتین به
  ).f -٢های سرتولی اثبات شد (شکل  سلول

در  ها در طی مراحل کشت: دوبرابرشدن جمعیت سلولتعیین زمان 
های  کشت اولیه هر دو گروه، کلاسترهای کوچکی از سلول
های  فیبروبلاستی ظاهر شد که با گذشت زمان و طی تعویض کشت

های بنیادی به دست آمد که  تری از سلول مختلف جمعیت خالص
ساژ اول تری شکل دادند. در کشت اولیه، پس از پا های بزرگ کلونی
روز کف فلاسک را پر کردند  ۳های بنیادی مغز استخوان طی  سلول

  روز بود. ۴های بنیادی بند ناف  در حالی که این زمان برای سلول
زمان دوبرابرشدن تعداد  بند نافهای مزانشیمی  در مورد سلول

ترتیب بین محدوده  به P4تا  P2ها در طی پاساژهای  سلول
بود که این میزان برای  ۷/۵۹±۲/۰ و ۳/۰±۰۲/۵۷، ۲/۰±۰۳/۵۵

افزایش یافت. از نظر آماری  ۳/۶۷±۳/۰به  P5های پاساژ  سلول
ها طی پاساژ  زمان دوبرابرشدن تعداد سلول داری بین اختلاف معنی

در ). p>۰۵/۰پنجم و پاساژهای قبلی در این گروه وجود داشت (
ها نیاز  زمان کمتری برای رشد سلول P4تا  P2واقع طی پاساژهای 

  است.

طی  ی بنیادی مغز استخوانها نتایج مربوط به شمارش سلول
ها در  نشان داد زمان دوبرابرشدن تعداد سلول P5تا  P2پاساژهای 

، ٨/٢٧±٣/٠محدوده  ترتیب بین به P4تا  P2طی پاساژهای 
. از نظر آماری اختلاف بین پاساژ پنجم بود ۹/۲۸±۱/۰و  ٣/٢٨±٣/٠

  ).p>۰۵/۰(دار بود  و پاساژهای قبلی در این گروه معنی
ها نیاز بود.  زمان بیشتری برای رشد سلول ۵بنابراین طی پاساژ 

طور کلی در مطالعه حاضر میانگین زمان دوبرابرشدن تعداد  به
سلولهای و برای  ۵۹.۸۷ها برای سلولهای بنیادی بندناف  سلول

به دست آمد. بنابراین زمان  ۳۱.۵۵بنیادی مغز استخوان 
های  های بنیادی مغز استخوان نسبت به سلول دوبرابرشدن سلول

  بنیادی بند ناف کمتر بود.
های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان و  مقایسه سرعت تکثیر سلول

بند ناف طی پاساژهای مختلف نشان داد در همه پاساژها بین دو 
به عبارتی  ).p>۰۵/۰دار وجود دارد ( وه اختلاف آماری معنیگر

مراتب از  های مزانشیمی مغز استخوان به پتانسیل تکثیر سلول
  ).۳های مزانشیمی بند ناف بیشتر است (جدول  سلول

  

 
سوسپانسیون  c)، های سرتولی سازی و کشت سلول ) آمادهbو  a )۲شکل 
روز  d)، ساز های منی هضم آنزیمی لوله از مرحله دومای حاصل  های بیضه سلول

اند  های سرتولی به شکل گرد به کف فلاسک چسبیده اول کشت، سلول
های سرتولی به شکل دوکی در  روز هفتم سلول e)، میکرومتر)۲۰۰نمایی  (درشت

واکنش ایمونوسیتوشیمی برای  f)، میکرومتر)۲۰۰نمایی  آمدند (درشت
مثبت بود  های سرتولی درون سیتوپلاسم سلولهای حدواسط ویمنتین  فیلامنت
  میکرومتر)۲۰۰نمایی  (درشت

  
های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان و بند  زمان دوبرابرشدن سلول) ۳جدول 

 P6تا  P2ناف طی پاساژهای 
تعداد 
 پاساژ

های  زمان دوبرابرشدن سلول
  مزانشیمی بندناف

 (ساعت)

های  رشدن سلولبزمان دوبرا
 استخوانمزانشیمی مغز 

P2 ۲/۰±۰۳/۵۵ (ساعت)  ٨/٢٧±٣/٠  P3 ۳/۰±۰۲/۵۷  ٣/٢٨±٣/٠  P4 ۲/۰±۷/۵۹  ۱/۰±۹/۲۸  P5 ۳/۰±۳/۶۷  ۵/۰±۲/۴۱  
  

- ۶های مزانشیمی بند ناف تحت القا غلظت  نتایج نشان داد سلول

های  شده حاصل از سلول اسید و محیط شرایطی مولار رتینوئیک۱۰
های بنیادی مزانشیمی مغز  سرتولی در روز پنچم تیمار و سلول

استخوان در روز دوم تیمار شروع به تشکیل کلنی در محیط کشت 
ها شمارش شده و  بار تعداد کلنی نمودند. پس از آن هر سه روز یک

زهای  . نتایج نشان داد با افزایش رومورد آنالیز آماری قرار گرفت
ها در  یابد. تعداد کلنی ها نیز افزایش می کشت تعداد کلنی

های  های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان نسبت به سلول سلول
مزانشیمی بند ناف در تمام روزها بیشتر بود که این اختلاف از 
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  ).۱نمودار ؛ p>۰۵/۰دار بود ( لحاظ آماری نیز معنی
  

 
 القا تحت استخوان مغز و بند ناف بنیادی های سلول زایی کلنی  مقایسه) ۱نمودار 
 های  روز در سرتولی های سلول مدیوم وکاندیشن اسید رتینوئیک M 6-10غلظت 
 که است استخوان مغز بنیادی سلول به مربوط گروه هر در a؛ کشت مختلف
  دارد. گروه هر در ناف بند بنیادی های سلول یعنی b با داری معنی اختلاف

  
های  های زایا در گروه های اختصاصی سلول نتایج حاصل از بیان ژن

  مورد مطالعه
و  PLZF ،OCT4 میوزی نتایج حاصل از بیان مارکرهای پیش

های بنیادی مغز  نشان داد که در گروه کنترل سلول SCP3میوزی 
که در های تمایزی بیان نشدند در حالی  استخوان، هیچ کدام از ژن

اسید و  های بنیادی مغز استخوان تیمارشده با رتینوئیک سلول
  های سرتولی در دو دوره شده حاصل از سلول محیط کشت شرایطی

پس  OCT4 روز پس از کشت نتایج نشان داد که ژن ۱۵و  ۱۰زمانی 
کدام از گروه ها بیان نشد.  روز از کشت در هیچ ۱۵و  ۱۰از گذشت 
روز از کشت مشاهده شد. این  ۱۵ذشت پس از گ PLZF  بیان ژن

روز  ۱۵نیز پس از گذشت  SCP3کشت بیان نشد. ژن  ۱۰ژن در روز 
روز از کشت مشاهده  ۱۰از کشت بیان و بیان آن پس از گذشت 

  نشد.
 میوزی ناف نیز، بیان مارکرهای پیش  های بنیادی بند در مورد سلول

PLZF ،OCT4  و میوزیSCP3  ز از کشت رو ۱۵و  ۱۰پس از گذشت
درگروه کنترل  OCT4مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که ژن 

روز از کشت  ۱۰های بنیادی بندناف، فقط پس از گذشت  سلول
روز از کشت قابل مشاهده  ۱۵مشاهد شد و بیان آن پس از گذشت 

پس از  PLZFمیوزی  نیست. اما در گروه کنترل بیان مارکر پیش
در  SCP3شت مشاهده شد. ژن میوزی روز از ک ۱۵و  ۱۰گذشت 

روز از  ۱۵و  ۱۰های بنیادی بند ناف پس از گذشت  گروه کنترل سلول
  کشت بیان نشد.
اسید و محیط  های بنیادی تیمارشده با رتینوئیک در مورد سلول
 ۱۰زمانی   های سرتولی در دو دوره شده حاصل از سلول کشت شرایطی

های  که بیان ژن روز پس از کشت نتایج نشان داد ۱۵و 
 ۱۰پس از گذشت  SCP3و ژن میوزی  PLZF ،OCT4 میوزی پیش

های بنیادی بند ناف مشاهده شد.  روز از کشت در گروه سلول ۱۵و 
و  PLZFهای  های بنیادی مغز استخوان بیان ژن اما در گروه سلول SCP3  توان نتیجه  کشت مشاهده شد. بنابراین می ۱۵فقط در روز
ناف در مقایسه با  های بنیادی بند  ل تمایزی سلولگرفت که پتانسی

اسید و  های بنیادی مغز استخوان، تحت تاثیر رتینوئیک سلول
های سرتولی بیشتر است  شده حاصل از سلول محیط کشت شرایطی

  ).۳(شکل 
  

 
روز از کشت در  ١٥و  ١٠های تمایزی پس از گذشت  مقایسه بیان ژن) ٣شکل 
های کنترل و  بند ناف و مغز استخوان در گروهمزانشیمی های بنیادی  سلول
شده  اسید و محیط کشت شرایطی رتینوئیکمولار ۱۰-۶های تیمار با غلظت  گروه

کشت در شرایط  dو  cکشت در شرایط کنترل  bو  a؛ های سرتولی حاصل از سلول
  دهد. تیمار را نشان می

  
  بحث
 یتراپ یوراد و یدرمان یمیکه به علت ش افراد مبتلا به سرطان در
 اسپرمی آزو به مبتلا که افرادی یااسپرم ندارند  یدتول ییتوانا
 در ژرمینال از سلول بنیادی های سلول تولید هستند، انسدادی غیر

 یافتن .[28]باشد درمان دهنده نوید تواند می آزمایشگاهی محیط
 بافت یک از بوده و پرتوان های های بنیادی که دارای ویژگی سلول
 برای مناسبی جایگزین تواند به دست آمده باشند می بالغ اندام یا

 .[29]باشد درون آزمایشگاهی های گامت تولید در مذکور های سلول
های بنیادی مزانیشمی بند  در این مطالعه ابتدا منحنی رشد سلول

رسم و سپس زمان  P5تا  P2ناف و مغز استخوان طی پاساژهای 
ها در هر دو گروه محاسبه شد. در مطالعه  لولدوبرابرشدن تعداد س

های  ها برای سلول حاضر میانگین زمان دوبرابرشدن تعداد سلول
های بنیادی مغز استخوان  و برای سلول ۸۷/۵۹بنیادی بند ناف 

  به دست آمد. ۵۵/۳۱
های  تکثیر سلول سرعت داد که نشان حاضر پژوهش نتایج

 و سرعت و داشته اختلاف یکدیگر با متعدد پاساژهای مزانشیمی در
 های گزارش .بیشتر است تر، پایین پاساژهای در سلولی تکثیر توان
 مورد این در که دارد وجود سلولی دوبرابرشدن زمان مورد در اندکی

 های مزانشیمی خون سلول دوبرابرشدن میانگین زمان ای در مطالعه
و  زاده نیحس .[14]است شده گزارش ساعت٢٦ انسان ناف بند

همکاران میانگین زمان دو برابر شدن تعداد سلولهای بنیادی 
که با مطالعه  [30]گزارش کردند ٦/٥٩مزانشیمی بند ناف انسان را 

و  نژاد اسلامی باغبانمطالعه  نتایج براساسحاضر همسو بود. 
های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان  همکاران پس از کشت سلول

ساعت دوبرابر  ١٩±٢هر  متوسط طور بهها  این سلولموش صحرایی، 
 ٥٥/٣١در حالی که در مطالعه حاضر این میانگین  ،[31]شدند می

  ساعت به دست آمد.
 داد نشان هموسایتومتر به روش سلولی شمارش و ارزیابی حیات

  .بودند زنده ها % سلول٩٥ که
یافته از  های تشکیل تعداد کلنی  در مطالعه حاضر به مقایسه

پس های بنیادی بند ناف،  های بنیادی مغز استخوان و سلول سلول
 های کنترل و تیمار با روز از کشت در گروه ١٥و  ١١، ٨، ٥از گذشت 

شده  محیط کشت شرایطیاسید و  مولار رتینوئیک١٠-٦غلظت 
ها در  ر مطالعه حاضر کشت سلولپرداخته شد. دهای سرتولی  سلول
روز مورد مطالعه قرار  ۱۵و  ۱۰های مورد بررسی بعد از گذشت  گروه
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روز  ۶۴دانیم فرآیند اسپرماتوژنز در انسان  طور که می گرفت. همان
های اولیه،  کشد. نصف این زمان برای تولید اسپرماتوسیت طول می

صرف یگر آن شود. نصف د ثانویه و نهایتاً اسپرماتید صرف می
شود. در شرایط کشت با توجه  کارا می های اسپرمیوژنز و تولید اسپرم

شده در محیط کشت بیشتر نیازهای  به اینکه ترکیبات استفاده
اسید و محیط  ها را تامین کرده و نیز رتینوئیک ای سلول تغذیه
تری بر  های سرتولی تاثیر مستقیم شده حاصل از سلول شرایطی
طوری که در  یابد به دارند، این زمان کاهش میهای کشتی  سلول

مطالعات محققین دیگر نیز، طراحی شرایط کشت برای تمایز 
ای انجام شده است.  تا سه هفته ۲بنیادی در فاصله های  سلول

 [5]و همکاران هوو نیز مطالعه  [25]و همکاران نیرنیامطالعات 
های بنیادی مغز  زایا از سلول های شبه منظور تولید سلول به

های  در تولید سلول [32]و همکاران کاکیچیاستخوان و نیز مطالعه 
  بافت چربی موید این ادعاست.های ینیادی مزانشیمی  زایا از سلول
شده در  های تشکیل حاضر نشان داد که تعداد کلنی  مطالعه
در تمام روزها بیشتر از تعداد ن های بنیادی مغز استخوا سلول
طبق ناف است.   های بنیادی بند شده در سلول های تشکیل کلنی

اسید در سلول بنیادی مغز  مولار رتینوئیک١٠-٦مطالعات قبلی غلظت 
ها  استخوان پس از گذشت سه روز از کشت تاثیری در آپوپتوز سلول

و اسید  رتینوئیک مولار١٠-٦غلظت ای دیگر اثرات  در مطالعه. [25]ندارد
شده طی روزهای مختلف تا روز پانزدهم، هر  محیط کشت شرایطی

های بنیادی مغز  زایی سلول صورت جداگانه روی کلنی کدام به
استخوان مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد در گروهی که 

های فیبرولاستیک  اسید تیمار شده بود تعداد کلنی فقط با رتینوئیک
م کشت افزایش یافت و سپس بعد از آن دچار کاهش تا روز هشت

شد. از طرفی در گروهی که فقط با سلول سرتولی تیمار شده بودند 
. از آنجایی [33]این تعداد کلنی تا روز پانزدهم رشد صعودی داشتند

های بنیادی بند ناف و  ها در سلول که در این مطالعه، تعداد کلنی
اسید و محیط کشت  رتینوئیکمغز استخوان تیمارشده با 

توان اظهار داشت  یابد، پس می شده، به تدریج افزایش می شرایطی
دلیل حضور محیط  ها به که این افزایش تعداد کلنی در این سلول

  باشد. های سرتولی  شده سلول کشت شرایطی
ها در هر دو گروه سلول  ی که تعداد کلنی در این مطالعه با وجود

مغز استخوان افزایش یافت اما این افزایش در  بنیادی بند ناف و
داری بیشتر بود.  صورت معنی های بنیادی مغز استخوان به سلول

های بنیادی  توان نتیجه گرفت که توان تکثیری سلول بنابراین می
های بنیادی بند ناف بیشتر است. این  مغز استخوان نسبت به سلول

ند پتانسیل تکثیر نتیجه با نتایج محققین قبلی که نشان داد
های بنیادی ژله  های بنیادی مغز استخوان کمتر از سلول سلول

  .[34]وارتون بند ناف است، مغایرت دارد
زایا نیز بررسی  های شبه این دو گروه سلولی از نظر تمایز به سلول

، PLZF میوزی شدند و نتایج نشان داد که بیان مارکرهای پیش
OCT4  و میوزیSCP3 ناف تیمارشده با  بنیادی بند  های در سلول

 ۱۰زمانی   شده در هر دو دوره اسید و محیط کشت شرایطی رتینوئیک
و  PLZF های روزه از کشت مشاهده شد در حالی که ژن ۱۵و 

SCP3 ۱۵های بنیادی مغز استخوان  فقط پس از گذشت  در سلول 
طبق کشت بیان نشدند،  ۱۰ها در روز  روز از کشت بیان شد. این ژن

ها از  طی فرآیند میوز در اسپرماتوسیت SCP3مطالعات گذشته 
  .[26]شود بیان می تن پاکی  لپتوتن تا مرحله  شروع مرحله
توان نتیجه گرفت که احتمالاً پتانسیل تمایزی  بنابراین می

های بنیادی مغز  های بنیادی بند ناف در مقایسه با سلول سلول
شده  اسید و محیط کشت شرایطی استخوان، تحت تاثیر رتینوئیک

های بنیادی مغز استخوان  بیشتر است. در گروه کنترل سلول
در حالی که در گروه کنترل  های تمایزی بیان نشدند کدام از ژن هیچ
و  PLZFمیوزی  های پیش های بنیادی بند ناف، بیان ژن سلول
OCT4  روز از کشت مشاهد شد. این نتیجه نشان  ۱۰پس از گذشت
القاکننده، توان تمایزی در   دهد که حتی بدون حضور ماده می
های بنیادی مغز  های بنیادی بند ناف بیشتر از سلول سلول

های مختلفی نیز در مورد پتانسیل تمایزی  گزارش استخوان است.
های زایای بدوی،  به سلول (MSCs)های بنیادی مزانشیمی  سلول

نیرنیا و اسپرماتوگونی، اسپرماتوسیت و اسپرماتید وجود دارد. 
ترانسفکت شده  Stra8های بنیادی جنینی که با  همکاران سلول

هایی  د و آنها را به سلولاسید قرار دادن بودند را تحت تیمار رتینوئیک
میوزی) مثبت بودند، تمایز دادند.  (مارکر پس Prm1 که برای

صورت داخل سیتوپلاسمی  ها را به سلول تخم به سپس این سلول
تزریق و آنها را به مادران گیرنده منتقل کردند و توانستند نوزادانی 

های بنیادی  سلول [32]و همکاران کاکیچی. [25]سالم تولید کنند
مزانشیمی بافت چربی را به بیضه موش عقیم شده با بوسولفان 

ها  های هیستولوژی آنها نشان داد که این سلول پیوند زدند. بررسی
روند.  بعد از پیوند به بیضه تا مراحل تشکیل اسپرماتوزوآ پیش می

و  منصفیها با موش ماده باعث تولد نوزاد شد.  لقاح این موش
های مزانشیمی مغز استخوان را از موش صحرایی  ن سلولهمکارا

ها کنفورماسیون یکنواختی پیدا  استخراج کردند و برای اینکه سلول
مدت دو هفته کشت دادند،  ها را به کنند، بدون عامل القاگر، سلول

شده (با بوسولفان)  ها را به بافت بیضه موش عقیم سپس این سلول
ایمونوهیستوشیمی نشان دادند که این های  تزریق کرده و با بررسی

 .[27]روند ها تا مرحله تشکیل اسپرماتوزوآ نیز پیش می سلول
های   های بنیادی و بیان مارکر مطالعه حاضر نیز از جهت تمایز سلول

  میوزی و میوزی با این تحقیقات مطابقت دارد. پیش
اسید  شده و رتینوئیک در مطالعات دیگر تاثیر محیط کشت شرایطی

های بنیادی مزانشیمی  زایی سلول تنهایی روی تکثیر و کلونی به
پس از گذشت یک مورد بررسی قرار گرفته بود. نتایج نشان داد 

شده  کشت شرایطیه محیط ها در گرو هفته از کشت تعداد کلونی
تنهایی ابتدا تعداد  اسید به افزایش یافت. اما در گروه رتینوئیک

هشتم به بعد دچار کاهش شد.  روز ها افزایش یافت اما از کلنی
ها در  روز از کشت کمترین تعداد کلنی ١٥ طوری که پس از گذشت به

ها در گروه محیط کشت  اسید و بیشترین تعداد کلنی گروه رتینوئیک
های  . نتایج بررسی تعداد سلولمشاهده شد شده شرایطی

ه های فراگمنت شان داد تعداد هستهآپوپتوزشده در دو گروه هم ن
یگر د تنهایی بیشتر از گروه به اسید رتینوئیک سبز و قرمز در گروه

تنهایی  شده به بود. در گروهی که تحت تاثیر محیط کشت شرایطی
های دیگر  های زنده بیشتر از گروه قرار گرفته بودند تعداد سلول

  .[33]بود
عنوان گروه اول تحقیقات مطرح  بهگرفته که  طبق مطالعات صورت

ها (بدون تمایز با القاگر  MSCsهستند نشان داده شده که با پیوند 
های تمایزیافته به  MSCsخاص در شرایط درون آزمایشگاهی) یا با 

های زایا (با القاگر مناسب در شرایط درون آزمایشگاهی) به  سلول
ی خود را پیش ها مراحل تمایز MSCsشده،  های حیوانی عقیم مدل

  .[25]برده و موجب تولید اسپرم و در نهایت تولد نوزاد شدند
ها در شرایط درون MSCsتحقیقات، اگر چه  دوماما در نتایج گروه 

یابند اما در نهایت  های زایای بدوی تمایز می آزمایشگاهی به سلول
توانند به اسپرماتوسیت و اسپرماتید تبدیل شوند  ها نمی این سلول
شده نیز، تمایز به  های حیوانی عقیم بعد از پیوند به مدل و حتی

و  لیو در این مورد، شود. اسپرماتوسیت یا اسپرم مشاهده نمی
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 GFPهای مغز استخوان که با  سلول با استخراج [35]همکاران
های بنیادی هماتوپویتیک،  ترانسفکت شده بودند و شامل سلول

بنیادی مزانشیمی و پیوند های  سلول، های بنیادی اندوتلیال سلول
شده (با  شده به بیضه موش عقیم های استخراج مستقیم سلول

های  ها به سلول بوسولفان) بودند، نشان دادند که این سلول
یابند اما در  سرتولی، اسپرماتوگونی و اسپرماتوسیت اولیه تمایز می

  نهایت قادر نیستند به اسپرماتید تمایز یابند.
 یها سلول مناسب، طیزارش کردند که تحت شراهمکاران گ و هوانگ

 یها سلول یحت مغز استخوان و یادیبن یها سلول و ینیجن یادیبن
الوزالمعده موش  یخوک و تراوشات خارج نیپوست جن مشتق از

 یها لسلو ن،یا علاوه بر .ابندی زیتما ایتوانند به دودمان سلول زا یم
 یها سلول مشتق از ژله وارتون بندناف انسان و یمیمزانش یادیبن
. ابندی زیتما ایتوانند به سلول زا  یم شگاهیآزما طیدر شرا بالغ یادیبن
و  Stella، Oct4 ،C-kit ،CDf49 ایخاص سلول زا یها ژن انیب Vasa مشتق از ژله وارتون  یمیمزانش یادیبن یها سلول زیدر تما

به  تواند یها م سلول است که این نیاه دندکنیکابند ناف انسان ت
و  نیرنیا. همچنین [36]ابندی زیمات یشگاهیآزما طیدر شرا ایسلول زا

های مزانشیمی مغز استخوان  سلولاستخراج همکاران با 
و تمایز آنها تحت تاثیر  Stra8-EGFشده با  ترانسفکت
ها در شرایط آزمایشگاهی  اسید نشان دادند که این سلول رتینوئیک

کنند و قادر به بیان  میوزی و میوزی را بیان می فقط مارکرهای پیش
ها به  میوزی نیستند. همچنین پیوند این سلول مارکرهای پس
ها درون  شده (با بوسولفان) نشان داد که این سلول موش عقیم

  .[34]میوزی نیستند بافت بیضه قادر به بیان مارکرهای پس
های مزانشیمی قادر به  گروه سوم تحقیقات نیز نشان داد که سلول

های زایای بدوی نیستند و در صورت پیوند به بیضه  تمایز به سلول
های اسپرماتوگونی و فرآیند  شده نیز اثری از سلول موش عقیم

با  [37]و همکاران لاسالطور که  همان شود. اسپرماتوژنز مشاهده نمی
شده از مغز استخوان به بیضه  های مزانشیمی استخراج پیوند سلول

 ٩و  ٦، ٣شده پس از  های انجام شده و بررسی موش صحرایی عقیم
هاپلوئیدی و روند   ماه از زمان پیوند، نشان دادند که سلول

شود. مطالعه حاضر فقط در  اسپرماتوژنزدر بافت بیضه مشاهده نمی
میوزی  های پیش  د و نشان داد که مارکرسطح کشت سلولی انجام ش

شوند، بنابراین با نتایج گروه سوم تحقیقات  و میوزی بیان می
  مغایرت دارند.

های بنیادی بند  نتایج مطالعه حاضر نشان داد که سلولدر واقع 
زایا هستند.  های شبه ناف و مغز استخوان قادر به تمایز به سلول

ادی بند ناف در مقایسه با های بنی ولی پتانسیل تمایزی سلول
سلول بنیادی مغز استخوان بیشتر است. اما در مقابل پتانسیل 

های  های بنیادی مغز استخوان نسبت به سلول تکثیری سلول
های بنیادی ژله  به عبارت دیگر سلول بنیادی بندناف بیشتر است.

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان از نظر  ناف و سلول وارتون بند
رغم شرایط  نسیل تمایزی و تکثیری متفاوت هستند. علیپتا

دلیل  رسد که این تفاوت به یکسان کشت سلولی، به نظر می
ها باشد. بنابراین پیشنهاد  شده از این سلول های ترشح  فاکتور
شود در مطالعات آتی آزمایشات بیوشیمیایی و مولکولی مربوط  می

  ها نیز بررسی شود. سلول شده از این های ترشح  به بررسی نوع فاکتور
  

  گیری نتیجه
های بنیادی بند ناف به  رسد پتانسیل تمایز سلول به نظر می

های بنیادی مغز  زایا بیشتر از پتانسیل تمایز سلول های شبه سلول
های بنیادی مغز  استخوان و در مقابل پتانسیل تکثیر سلول

فاوت این ت ناف است. های بنیادی بند استخوان بیشتر از سلول
  ها است. شده از این سلول های ترشح  دلیل فاکتور احتمالاً به
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