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Abstract 
Objective: microRNAs (miRNAs) are noncoding RNAs that function as key regulators of 
diverse biological activities such as cellular metabolism, cell proliferation and cell cycle 
regulation. Recent studies have indicated the high potential of these small molecules to 
control stem cell differentiation into desired cells. The aim of present study is to 
investigate the possible effect of let-7f on expression of hepatic nuclear factor 4 alpha 
(HNF4a) and some hepatic specific factors such as albumin (ALB), alpha fetoprotein 
(AFP), cytokeratin18 (CK18) and cytokeratin19 (CK19) in human adipose tissue derived 
stem cells (hADSCs). 
Methods: ADSCs were isolated from human adipose tissue using collagenase type I and 
were transduced by recombinant lentiviruses that contained human inhibitor let-7f and 
Scramble (negative control). Afterward, the expressions of HNF4a, ALB, AFP, CK18 and 
CK19 were evaluated by Real-time PCR at different time points. 
Results: Transduction efficiency of lentiviral vectors into ADSCs was more than 80% as 
judged by the expression of the GFP reporter gene. Real-time PCR analysis revealed that 
inhibition of let-7f in hADSCs resulted in significant up regulation of hepatic specific 
genes compared with the negative control. The expression level of HNF4a also increased 
in experimental cells at day 14, which supported the suppression of HNF4a expression by 
let-7f.  
Conclusion: The results of this study identified let-7f as a negative regulator of HNF4a 
expression in hADSCs and increased the expression of hepatocyte specific factors through 
silencing of let-7f. Therefore, suppression of let-7f could be a considerable tool for 
hepatic differentiation of hADSCs. 
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به افزايش بيان ژن  منجر RNAlet-7f روترانسداكشن لنتي ويروسي ميك
HNF4a شود يم يانسان يجدا شده از بافت چرب ياديبن يها در سلول 
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  چكيده

سـم،  يمثـل متابول  زيستي تين فعاليم كننده چنديعنوان تنظ كه به است يا كننده ر كديغ يها RNA ها، RNAكرويم :هدف
 يهـا  ز سـلول يكوچك در تما يها ن مولكوليا يل بالاير نشان دهنده پتانسيمطالعات اخ .كند يعمل م يم سلولير و تنظيتكث
و ) HNF4a( اي كبـد  هسته عاملان ژن يبر ب let-7fاثر  يابيطالعه حاضر ارزهدف از م .استمشخص  يها به سلول ياديبن

جدا شـده از   ياديبن يها در سلول 19 نيتوكراتيو س 18 نيتوكراتي، سنيتوپروتئيف ن، آلفاياز جمله آلبوم يخاص كبد عوامل
  .است يانسان يبافت چرب

استخراج  يانسان ياز بافت چرب Iم كلاژناز نوع ير آنزيثأتتحت  يجدا شده از بافت چرب ياديبني ها سلول :ها مواد و روش
سـپس  . ترانسداكت شدند) يمنف كنترل( Scrambleو  let-7fمهار كننده  يحاو يها روسيو يشده و سپس با استفاده از لنت

متفـاوت بـا    يها در زمان 19 نيتوكراتيس و 18 نيتوكراتيس ،نيتوپروتئيف آلفا، آلبومين ،HNF4aي ها ان ژنير در سطح بييتغ
  .شد يبررس Real-time PCRروش استفاده از 

 درصـد  80ش از يب يانسان يجدا شده از بافت چرب ياديبن يها سلولدر  يروسيو يلنت يها ناقل ترانسداكشن آييكار :جينتا
 يهـا  سلولدر  let-7fنشان داد كه مهار  Real-time PCRج ينتا .شد يابيارز پروتئين فلورسانت سبز انيب يبود كه با بررس

 يسـه بـا كنتـرل منف ـ   يدر مقا يخاص كبد يها ان ژنيدار در ب يش معنيافزا منجر به يانسان يجدا شده از بافت چرب ياديبن
 HNF4aد كننده سـركوب ژن  أييش داشت كه تيروز چهاردهم بعد از ترانسداكشن افزا HNF4aان ژن ين بيهمچن. شود يم

  .است let-7f توسط
كند و مهـار   عمل مي HNF4aعنوان يك تنظيم كننده منفي در بيان ژن  به let-7fيج اين تحقيق نشان داد كه نتا :يريگ جهينت

let-7f  بنابراين مهار . شود رهاي ويژه كبدي مينشانگافزايش بيان منجر بهlet-7f انـدازي   ثري در بـه راه ؤتواند ابـزار م ـ  مي
  . به سمت رده هپاتوسيتي باشد يانانس يجدا شده از بافت چرب ياديبن يها سلولتمايز 

  
  )HNF4a( اي كبد هستهعامل  هاي بنيادي جدا شده ازبافت چربي، ، لنتي ويروس، سلولRNAوميكر :واژگان كليد
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 HNF4aبر بيان  let-7fاثر منفي 
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  مقدمه
ــلول ــيمي   س ــادي مزانش ــاي بني   Mesenchymal Stem(ه

Cells: MSCs (بر هاي بنيادي بزرگسالي هستند كه علاوه  سلول
 ازهاي متنوع سـلولي   گسترده، توانايي تمايز به رده تكثير سريع و

هـا از   MSC]. 2، 1[ چربي، استخوان، كبد و غيره را دارند جمله
، مـايع  ]4[، خـون بنـد نـاف    ]3[ منابع مختلفي مثل مغز استخوان

  . شود جداسازي مي] 6[و بافت چربي ] 5[ آمنيوتيك
 ــ غنــي از  يمشــخص شــده اســت كــه بافــت چربــي منبع

هـاي   بنيادي مزانشيمي بوده كه بسـيار مشـابه سـلول    هاي سلول
هـاي   سـلول . ]7[اسـت  مزانشيمي جدا شـده از مغـز اسـتخوان    

 Adipose Tissue Derived(بنيادي جدا شده از بافت چربي 

Stem Cells: ADSCs (هـاي   توانند به انواع متنوعي از رده مي
 ، عضـلاني ]9[ي ، عصـب ]8[، چربـي  يسلولي مثل رده اسـتخوان 

پتانسـيل   هـا  ADSCعـلاوه   به. تمايز يابند] 11[ي و كبد] 10[
هـا   هاي جدا شده از ساير بافـت  MSCتكثير بيشتري نسبت به 

  ].12[ دارند
هـا   RNAكـرو يمطالعات اخير نشان دهنـده نقـش ويـژه م   

)miRNA (اهـان  يدر گ ياديبن يها ات سلوليم خصوصيدر تنظ
ر يغ يها RNAاز  يا ها دسته miRNA .]13[است و جانوران 

 ـن يبـه پـروتئ   RNAق مهار ترجمـه  يكه از طر استكدكننده  ا ي
ج ياسـاس نتـا   بـر . كنـد  يم م ـيان ژن را تنظي، بmRNAب يتخر
 miRNAشــود كــه هــر  ين زده مــيتخمــ يو محاســبات يآمــار
ن اساس يم كرده و بر هميمتفاوت را تنظ RNAصدها  يجانور

توسـط   ياناز كل ژنوم انس ـ درصد 50رسد كه حدود  ينظر م به
miRNA 14[ شود يها كنترل م[.  

 زيسـتي متنـوع   يهـا  تيها در فعال miRNA؛ علاوه بر اين
و  يم چرخـه سـلول  ير سـلول، تنظ ـ ي ـ، تكثيسم سلوليمثل متابول

فـا  يا يدي ـنقش كل) Apoptosis( ريزي شده مرگ سلولي برنامه
ز يدر تمـا  يخاص ـ يهـا  miRNA همچنـين . ]16، 15[ كند يم

ــ)Organogenesis( و ارگــانوژنز يســلول ژه در كنتــرل يــو ه، ب
تكامل قلـب و   ،)Hematopoiesis( هماتوپوزيز، يتكامل عصب
  .]18، 17[ دخالت دارد) Angiogenesis(وژنز يعروق و آنژ

متمـايزي   مجموعـه هاي بنيادي  مشخص شده است كه سلول
هـا در   ها را داشته كه نشـان دهنـده نقـش ويـژه آن     miRNAاز 

هـا   miRNA. ]20، 19[ هاي بنيـادي اسـت   تنظيم عملكرد سلول
و ] 23- 21[ كنـد  هاي بنيـادي را كنتـرل مـي    تقسيم و تمايز سلول

هـا   miRNAالگوهـاي متنـوعي از    مشخص شده است كه اخيراً
 هـا نقـش دارد   ها به انـواع خاصـي از سـلول    MSCتمايز  درنيز 

ها  MSCدر تمايز عصبي  miR-9و  miR-124براي مثال  ].24[
 miR-210و ] 26[ miR-196aكـه   حـالي  در] 25[ شتهدخالت دا

ــايز  ] 27[ ــي در تمـ ــيت  MSCنقـــش مهمـ ــه استئوسـ ــا بـ  هـ
)Osteocytes( دارد.  

 يهـا  miRNAز در ارتبـاط بـا   ي ـن يقـات ين راسـتا تحق يدر ا
 يهـا  بـه سـلول   يادي ـبن يهـا  ز سـلول يموجود در كبد و در تمـا 

نـده  مطالعات انجام شده نشان ده. ت صورت گرفته استيهپاتوس
بـه   ياديبن يها ز سلوليها در ترميم و تما miRNA يدينقش كل
ــ ــت   تيهپاتوس ــا اس ــم و و . ]28[ه ــش مه ــنق  miR-122ژه ي

هـاي بنيـادي    در تمايز كبدي سلول) خاص كبدي RNAميكرو(
  Fetal( ساز كبـدي  هاي بنيادي جنيني پيش و سلول] 29[ جنيني

Liver-Derived Stem/Progenitor Cells] (30 [ًــرا  اخيـ
با اين وجود شواهد كمـي مبنـي بـر نقـش     . گزارش شده است

miRNA  ها در تمايز كبديMSC كوه . ها وجود دارد)Koh (
هاي آماري بيان كردند كه خانوده  و همكاران با استفاده از روش

let-7 از ميكروRNA عامل عنوان يك تنظيم كننده منفي براي  ها به
ــدي  هســته   :Hepatocyte Nuclear Factor 4 alpha(اي كب

HNF4a ( روشهـا بـا اسـتفاده از     همچنـين آن  .كنـد  عمل مـي 
Real-time PCR   سطح بيان خـانوادهlet-7  هـاي   را در سـلول

MSC  وHepG2 )     يك رده سلولي كبـد كـه سـطح بـالايي از
HNF4a مقايسه كردند كه نتايج نشـان داد كـه   ) كند ن ميارا بي

بسـيار پـايين    HepG2هـاي   در سلول let-7سطح بيان خانواده 
در تنظيم بيـان   let-7بوده و اين نتيجه بيان كننده نقش خانواده 

HNF4a   31[است[.  
HNF4a كه عملكرد بسيار مهمـي  است ك عامل مهم رونويسي ي

و  )Morphological Differentiation( شناســي ريخــتدر تمـاـيز 
عنوان عامل برجسته در  كند و همچنين به عملكردي كبد ايفا مي
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 و همكاران ناهيد داوديان
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بـه حالـت بـالغ عمـل      )Hepatoblasts( هـا  مايز هپاتوبلاستت
 HNF4a مشخص شده اسـت كـه   همچنين اخيراً. ]32[ كند مي
بوده و افزايش بيان اين عامـل   miR-122ك تنظيم كننده بيان ي

-miRطي تكامل كبدي جنين موش هم جهت با افزايش بيـان  

ايـن مطالعـات نشـان دهنـده نقـش برجسـته       . ]33[است  122
HNF4a بنابراين بـا توجـه بـه اهميـت      .در تكامل كبدي است

ها طي فرايند تمـايز و همچنـين مشـخص شـدن      RNAميكرو
هـاي   ها در تمايز هپاتوسيتي بعضي از انواع سـلول  نقش ويژه آن

يكـي از  ( RNAlet-7fدر اين مطالعـه ميكـرو   ]30، 29[ بنيادي
وي هـاي حـا   سوبا استفاده از لنتي ويـر ) let-7اعضاي خانواده 

ــده  ــن    let-7fمهاركنن ــي اي ــر خاموش ــپس اث ــده و س ــار ش مه
 hADSCsو تمـايز كبـدي    HNF4a بر بيـان ژن  RNAميكرو

)human ADSCs ( شدبررسي.  
  

  ها مواد و روش
هاي بنيادي مزانشيمي از بافـت   جداسازي سلول

  چربي انساني
ADSCs زوك  بــر اســاس روش شــرح داده شــده توســط

)Zuk (6[ انساني جداسـازي شـد   و همكاران از بافت چربي[ .
طور خلاصه بعـد از شسـت و شـوي بافـت چربـي بـا بـافر         به

فسفات، بافت به قطعات بسيار ريز خرد شده و در اين مرحلـه  
 مدت يك به )آمريكا، I )Sigmaبا استفاده از آنزيم كلاژناز نوع 

پـس از ايـن   . گراد تيمار شد درجه سانتي 37ساعت و در دماي 
ــزيم    ــان، آن ــدت زم ــيط  م ــا مح  DMEM )Dulbecco'sب

Modified Eagle Medium(  سـرم جنـين    درصـد  10حاوي
 خنثـي شـده و در دور  ) Fetal Bovine Serum: FBS( گاوي
rpm1200 شد و رسـوب سـلولي    دقيقه سانتريفوژ 5مدت  و به

 سـيلين  پنـي  ،FBSدرصد  DMEM ،10در محيط كامل حاوي 
)Penicillin) (100 ــد ــي/ واحـ ــر ميلـ ــيناست/ )ليتـ  رپتومايسـ
)Streptomycin( )100 ل شـد و در  ح ـ )ليتـر  ميلـي / گرم ميلي

و در  CO2درصـد   5فلاسك كشت سلول تحت هواي حـاوي  

هر  ها محيط كشت سلول .گراد انكوبه شد درجه سانتي 37دماي 
 90-80ها به  كه سلول بار تعويض شد و پس از اين دو روز يك

نيتـروژن مـايع   و در  منجمـد هـا   رسـيدند، سـلول   تراكم درصد
  .نگهداري شدند

  

هاي چربي و  به سلول hADSCهاي  تمايز سلول
  استخوان
ــداد  ــلول  5×103تع ــت   hADSCس ــك از پلي ــر چاه   در ه

هفتـه تحـت تـأثير     2 بـه مـدت  كشت داده شد و سپس  خانه 4
قرار گرفت و طـي  ) رانيست، ايده زيا(استخوان  يزيط تمايمح

 يگـراد و هـوا   ينتدرجـه سـا   37دمـاي   هـا در  اين مدت سلول
تعـويض محـيط كشـت    . انكوبـه شـدند   CO2 درصـد  5ي حاو

 نهايــت اثبــات تمــايز در. بــار انجــام گرفــت هرســه روز يــك
توسـط   يهـاي اسـتخوان   هاي بنيادي مزانشيمي بـه سـلول   سلول
  . گرفت صورت) كايآمر ،Sigma( آميزي آليزارين رد رنگ
 ـ  hADSC يهـا  صورت مشابه سـلول  به ط ير مح ـيثأتحـت ت

 روز 14قرار گرفت و پـس از  ) رانيا ،ستيده زيا( يچرب يزياتم
ــلول ــتفاده از   س ــا اس ــا ب ــايآمر ،Oil Red O )Sigmaه ) ك
  .آميزي شدند رنگ

  

و  let-7fتوليد لنتي ويروس حـاوي مهاركننـده   
  كنترل منفي

لنتــي  ناقــللازم، دو  يهــا منظــور توليــد لنتــي ويــروس بــه
 Appliedاز شركت  كنترل منفيو  inhibitor let-7f ويروسي

Biological Material Inc )ناقــل .تهيــه شــد ) آمريكــا 
Scramble توالي است كه با هـيچ   حاويmRNA   بـرهمكنش

ثيري بر پارامترهاي مورد مطالعه نخواهد گذاشـت،  أو ت دهد مين
لنتـي   .شـد عنوان كنترل منفي اسـتفاده   بنابراين در اين تحقيق به

ــروس ــده  وي ــاي حــاوي مهاركنن ــق  Scrambleو  let-7f ه طب
ــتورالعمل ــط  دس ــده توس ــيف ش ــري توص و ) Zufferey( زاف

ــد  ــاران تولي ــد همك ــه. ]34[ ش ــن   ب ــه ترانسفكش ــور خلاص ط
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)Transfection(  لنتي ويروسي  ناقلهمزمان) مهار كننـده let-

7f ا يــScramble(، psPAX2 )هــاي پــروتئين كننــده كــد 
ــروتئين كــد( pMD2و ) polو  gag ســاختاري ــده پ ي هــا كنن
 ـم كلرايبـا اسـتفاده از كلس ـ  ) پوششي  T293ي هـا  د در سـلول ي

ســـاعت از زمـــان  72و  48، 24بعـــد از . صـــورت گرفـــت
و توسـط   يآور روس جمـع يو يترانسفكشن، سوپرناتانت حاو

. ظ شـد يقـه تغل ـ يدق 90مـدت   و به g76000فوژ در ياولتراسانتر
  .شداستفاده  يش بعديآزما يظ شده برايتغل يروسيذرات و

  

با اسـتفاده از   hADSC يها داكشن سلولترانس
  ه شدهيته يها روسيو يلنت

 خانـه  24در هر چاهك از پليت  hADSCسلول  1×104تعداد 
هاي  ها با استفاده از لنتي ويروس كشت داده شد و روز بعد سلول

ــده   ــد شـ  ])MOI=30 )Multiplicity of Infection[توليـ
اعت محـيط  س 12شده و پس از  )Transduction(ترانسداكت 
  .ها تعويض شد كشت سلول

  

هـاي ترانسـداكت    در سلول let-7fبررسي بيان 
 Real-timePCRروش شده با استفاده از 

RNA     تام بـا اسـتفاده از معـرفTRI )Trisol reagent(   
  

)Sigma ،اســتخراج شــد و ســپس  )آمريكــاcDNA  ــوط مرب
مطــابق ) آمريكــا، cDNA )Exiqon توســط كيــت ســنتز  

 گـرين  كيـت سـايبر  . كت سازنده سـاخته شـد  دستورالعمل شر
)SYBR Green Master Mix(  آغـــازگر و همچنـــين
)Primer( let-7f  تهيــه شــده از شــركتExiqon )آمريكــا (
همچنين . شداستفاده  Real-time PCR آزمونمنظور انجام  به

U6 SnRNA )عنوان كنترل داخلي اسـتفاده شـد و    به) آمريكا
 ΔΔCt )Comparativeروش  ها توسط تجزيه و تحليل داده

CT Method(  و فرمولΔΔCt -2 انجام شد.  
  

خـاص   هـاي  و ارزيـابي بيـان ژن   RNAاستخراج 
 ترانسداكت شده hADSCهاي  هپاتوسيتي در سلول

  let-7fبا مهاركننده 
 ،HNF4a يهـا  ان ژني ـمنظور ارزيـابي تغييـرات سـطح ب    به
ALB، AFP، CK18  وCK19، آزمـــون Real-time PCR 
 RNA ).موجـود اسـت  1ها در جدول آغازگرليست (شد  انجام

 هـا  روز بعـد از ترانسداكشـن از سـلول    14و  7، 0 هاي در زمان
و  )، آمريكــاRNeasy mini kit) (Qiagene(اســتخراج شــد 

 cDNA )Intron سنتز مربوط با استفاده از كيت cDNAسپس 

Biotechnologyشد ساخته) ، كره.  

ي داخل ـ كنترل عنوان به نياكت-بتا ژن ؛HNF4a و CK18، CK19 ،انساني AFP ،انساني ALBي ها ژن Real-time PCR كيتكني برا دهش استفادهي هاآغازگر 1 جدول
  .شد استفاده

  

 اتصاليدما  يتوال  ژن نام
)Annealing(  

 محصول اندازه
  NCBIدستيابي  عدد  )جفت باز(

ALB انساني  F 5'-GAGACCAGAGGTTGATGTGATG -3' 
R 5'-AGGCAGGCAGCTTTATCAGCA-3' 58 186  NM-00047  

AFP انساني  F 5'-CATGAGCACTGTTGCAGAGGAGA -3' 
R 5'-CGTGGTCAGTTTGCAGCATTCTG -3' 58 113  NM_001134  

CK18 انساني F 5'-TTGATGACACCAATATCACACGA -3' 
R 5'-TATTGGGCCCGGATGTCTG -3' 58 202  NM_000224  

CK19 انساني  F 5'-GCGGCCAACGGCGAGCTA -3' 
R 5'-GCAGGACAATCCTGGAGTTCTC -3' 58 154  NM-002276  

HNF4a انساني  F 5'-CTTCTTTGACCCAGATGCCAAG-3' 
R 5'-GAGTCATACTGGCGGTCGTTG-3' 58 78  NM_000457  

 'F 5-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3  يانسان نياكت-بتا
R 5'-AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA -3' 58 114  NM_002046  

  
 گـرين  با استفاده از كيـت سـايبر   Real-time PCRواكنش 

ميكروليتـر طبـق    20هـاي   و در واكنش) ژاپن( Takaraشركت 
ــوط انجــام شــد دســتورالعمل ــا .مرب ــ -ژن بت ) β-actin(ن ياكت

هـا   هتجزيـه و تحليـل داد   و شـد اسـتفاده   يعنوان كنترل داخل به
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  .شدانجام  ΔΔCt-2و فرمول  ΔΔCt توسط روش
  

  آماريتجزيه و تحليل 
 Student’s t testآماري با استفاده از آزمـون  تجزيه و تحليل 

خطاي اسـتاندارد  ( SEM ± صورت ميانگين ها به انجام شده و داده
  .دار در نظر گرفته شد ياز نظر آماري معن ≥05/0Pبيان و ) ميانگين
  

  نتايج
 hADSCهاي  رزيابي توانايي تمايز سلولكشت و ا

  استئوبلاست و آديپوسيتبه 
از طريق هضم آنزيمـي بـا اسـتفاده از     hADSCهاي  سلول

از بافت چربي انساني جدا شد و در محيط  Iآنزيم كلاژناز نوع 
هـاي كشـت داده شـده     سـلول . كشت سلولي كنترل، كشت شد

ت ايشــكل داشــته و خصوصــ يده و دوكــيحالــت كشــ كــاملاً
شكل (را نشان دادند  يميمزانش ياديبن يها سلول شناسي ريخت

 يهـا  در سـلول  يميمزانش ـ يزيل تمايپتانس يمنظور بررس به). 1
hADSCبـا اسـتفاده از    ياستخوان و چرب يز به رده سلولي، تما  

 2 شـكل  در كـه  طـور  همـان  .خاص صورت گرفت ييالقا عوامل
 Alizarin( رد ينآميزي اختصاصـي آليـزار   شود رنگ مشاهده مي

Red(هاي تمايزيافته به استئوبلاسـت   ، رسوب كلسيم را در سلول
هاي  هاي اختصاصي سلول از ويژگي تجمع كلسيم. دهد نشان نمي

ــيت ــت) Osteocyte( استئوس ــكل ( اس ــف 2ش ــين  .)ال همچن
 هـاي چربـي را   حضور واكوئـل ، Oil Redآميزي اختصاصي  رنگ
نشـان داد   )Adipocyte( سـيت يافته به آديپو هاي تمايز سلول در
سـلول   بـه  تمـايز تأييد كننده حضور قطرات چربي ). ب 2شكل(

  .است) Adipocyte( هاي آديپوسيت
  

  
  

 حالـت  كـاملاً  hADSC يهـا  سلول ؛hADSCي ها سلول شناسي ريخت 1 شكل
 نشـان  راي ميمزانش ـي هـا  سـلول  شناسـي  ريخـت  و داشـته  شكلي دوك و دهيكش
  )ميكرومتر 20بزرگنمايي ( .دهند يم

  

                                                  

                                                   

 ـ تحت روز 14 مدت به hADSCي ها سلول ؛چربي و استخواني هاي رده به يچرب بافت از شده استخراج مزانشيمي بنيادي هاي سلول تمايز 2شكل ي زيتمـا  طيمح ـ ريثأت
 و استئوبلاسـت  سـمت  بـه  شـده  داده تمـايز  هـاي  سـلول . شـدند ي زي ـآم رنگ OilRed و رد نيزاريآل رنگ از استفاده با بيترت به سپس و گرفتند قراري چرب و واناستخ

. )ج، د( بودند منفي آميزي رنگ دو هر به نسبت نشده داده تمايز هاي سلول كه حالي در ؛بودند مثبت) ب( OilRed و) الف( رد آليزارين آميزي رنگ به نسبت آديپوسيت
  ).ميكرومتر است 50 بزرگنمايي همه تصاوير(
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 hADSC يهـا  در سلول let-7fان يكاهش سطح ب
  ترانسداكت شده

 يبنـد  ميبه سه گروه تقس hADSC يها ن مطالعه سلوليدر ا
، گـروه  )مـار يبـدون ت  hADSC يهـا  سـلول (گروه كنترل : شدند

 ـو يب با لنتيترت كه به يمار و گروه كنترل منفيت مهـار   يهـا  روسي
 ترانسداكشن بازده. ترانسداكت شدند Scrambleو  let-7fكننده 

)Transduction Efficiency ( ــ ناقــلمربــوط بــه هــر دو  يلنت
ــده ( يروســيو ــده مهــار كنن در ) كنتــرل منفــيو  let-7fكــد كنن

 يفلورسـانس بررس ـ  كروسـكوپ يتوسط م hADSC يها سلول
 Green Fluorescent( ورسـانت سـبز  ن فليان پـروتئ يشد كه ب

Protein: GFP (ـ   ـارز درصـد  80ش از يدر هر دو گروه ب  يابي
نشـان داد كـه    Real-time PCRج يعلاوه نتا به). 3شكل (شد 

مـار نسـبت بـه    يدر گـروه ت  يطور محسوس به let-7fان يسطح ب
  ).4شكل (افته است يكاهش  يگروه كنترل منف

  

    

    
 GFP گزارشـگر  نيپـروتئ  انيبي برا لورسانتف كروسكوپيم ريتصو 3 شكل

 let-7f كننـده  مهـار ي حـاو  روسي ـو يلنت ـ بـا  شده ترانسداكتي ها سلول در
 شيب گروه دو هر در GFP گزارشگر نيپروتئ انيب ؛)ب( Scarmble و) الف(
  .شدي ابيارز درصد 80 از

  
  

ــم 4 شــكل ــب زاني ــرل و مــاريتي هــا گــروه در let-7fي نســب اني ــ كنت ي منف
)Scramble .(انيب دار يمعن شيافزا let-7f نسـبت  مـار يت گروهي ها سلول در 
عنـوان كنتـرل    بـه  U6SnRNA. است مشهود كاملاً 14 روز در كنترل گروه به

  .داخلي استفاده شد
  

منجر بـه   hADSC يها در سلول let-7fان يكاهش سطح ب
  شد يخاص كبد يها ان ژنيش بيافزا

 يهـا  بـر سـلول   let-7f اني ـاثـر كـاهش ب   يابيمنظور ارز به
hADSCي ها ان ژني، سطح بHNF4a، ALB ،AFP، CK18 

هـا بـا    گـروه  يروز، در تمـام  14و  7، 0 يها در زمان CK19و 
سـه بـا   يدر مقا. شد يبررس Real-time PCR روش استفاده از

 AFPي هـا  ان ژني ـدر ب يدار يش معن ـي، افـزا يگروه كنترل منف
ــكل ( ــكل ( ALB) 5شـ ــد 14و در روز ) 6شـ ــاهده شـ  مشـ
)05/0P≤ (هــاي  طــور نتــايج مشــابهي بــراي ژن همــينCK18 
دست آمـد كـه نشـان دهنـده      هب) 8شكل ( CK19و ) 7شكل (

قابـل  ). ≥05/0P( ها در روز چهاردهم بـود  افزايش بيان اين ژن
نيز در روز چهاردهم در مقايسه  HNF4aذكر است كه بيان ژن 
كه نشـان دهنـده    داشت يدار افزايش معنيبا گروه كنترل منفي 

  ).9شكل (است  HNF4aبر بيان  let-7اثر مهاري 
  

  
  

دسـت   ؛ نتـايج بـه  AFPبـراي ژن   Real-time PCRتجزيه و تحليل  5شكل 
دست  شده و در مقايسه با نتايج به) Normalize(اكتين نرماليز  -آمده با ژن بتا

  .بدون تيمار بيان شده است hADSCآمده از 
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 دسـت  بـه  جينتـا ؛ ALB ژني بـرا  Real-time PCR يلتجزيه و تحل 6 شكل
 از آمـده  دسـت  بـه  جينتـا  بـا  سـه يمقا در و شـده  زينرمال اكتين -بتا ژن با آمده

hADSC است شده انيب ماريت بدون.  
  

    
 ژن بـا  آمـده  دست به جينتا. CK18ژني برا Real-time PCR زيآنال 7 شكل

 hADSC از آمـده  دسـت  بـه  جيانت ـ با سهيمقا در به و شده زينرمال اكتين -بتا
  .است شده انيب ماريت بدون

  

    
 ژن بـا  آمـده  دست به جينتا ؛CK19 ژني برا Real-time PCR زيآنال 8 شكل

 hADSC از آمـده  دسـت  بـه  جينتـا  بـا  سهيمقا در به و شده زينرمال اكتين -بتا
  . است شده انيب ماريت بدون

  

    
 ژن با آمده دست به جينتا ؛HNF4a ژني برا Real-time PCR زيآنال 9 شكل

 hADSC از آمـده  دسـت  بـه  جينتـا  بـا  سهيمقا در به و شده زينرمال اكتين -بتا
  .است شده انيب ماريت بدون

  بحث
ي چنـد تـوان   يهـا  از سـلول  يگروه ـ hADSC يها سلول

)Multipotent( يهــا ات مشــابه ســلوليهســتند كــه خصوصــ 
و مشـخص  ] 6[ جدا شده از مغز اسـتخوان را دارنـد   يميمزانش

ها پتانسيل تكثيري بيشـتري نسـبت بـه     شده است كه اين سلول
  .]12[ هاي مزانشيمي جدا شده از بقيه منابع دارند سلول

و  هسـتند هـاي ژن   ها تنظيم كننده miRNA از طرف ديگر
طـور   همـين . ]13[ هاي بنيـادي دارد  نقش مهمي در تنظيم سلول

ي مزانشيمي به رده هاي بنياد ها در تمايز سلول نقش برجسته آن
، 35[ ها در چندين مطالعه مشخص شده اسـت  خاصي از سلول

ك مهار كننـده در مسـير   يصورت به miR-138براي مثال  .]36
 كنـد  به رده سلولي استخواني عمل مـي  MSCهاي  تمايز سلول

هـاي بنيـادي    در مسـير تمـايز سـلول    miR-122همچنين ] 37[
هـاي   به سلول يساز كبد هاي بنيادي جنيني پيش جنيني و سلول

  .]30[ هپاتوسيت عملكرد مهمي دارد
HNF4a ك عامل تمايزي مهـم در تكامـل كبـد و تمـايز     ي

كـه بيـان آن توسـط    ] 38[ هـا اسـت   هپاتوسـيت  شناسـي  ريخت
ــدين  ــراً] 39[ شــود تنظــيم مــي miRNAچن ــان  اخي تنظــيم بي
HNF4a  توسط خانوادهlet-7 هـاي آمـاري    با استفاده از روش

ده اسـت كـه بيـان كننـده نقـش احتمـالي خـانواده        گزارش ش ـ
 MSCهـاي   در تمـايز كبـدي سـلول    let-7هـاي   RNAميكرو
هـاي   در سـلول  let-7علاوه بيان سـطح بـالاي خـانواده     به. است

MSC هاي  نسبت به سلولHepG2  13[ نيز عنوان شده اسـت[ .
ان بر بي let-7fبا توجه به اين نتايج، در اين مطالعه امكان اثر مهار 

HNF4a  هــاي  رهاي كبــدي در ســلول نشــانگو بعضــي از
hADSC  شدارزيابي.  

از سيسـتم   hADSCهـاي   در سـلول  let-7fمنظور مهار  به
هـاي   همچنـين گروهـي از سـلول   . لنتي ويروسي اسـتفاده شـد  

hADSC هــاي كــد كننــده  توســط لنتــي ويــروسScramble 
و  شـد عنـوان كنتـرل منفـي اسـتفاده      ترانسداكت شدند كـه بـه  

كند كه ترانسداكت لنتي ويروسي به تنهايي اثري بر  مشخص مي
هـاي ترانسـداكت    سلول. هاي مورد مطالعه نداشته است بيان ژن
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را نشـان داده و   درصـد  80ترانسـداكت بـيش از    كارآييشده، 
در  let-7fنشـان دهنـده كـاهش بيـان      Real-time PCRنتايج 
  .استهاي كنترل منفي  هاي تيمار نسبت به سلول سلول
، HNF4aهـاي   بر بيـان ژن  let-7fطور مشابه، اثر مهاري  به
ALB ،AFP ،CK18  وCK19  روشنيز با استفاده از Real-

time PCR  نتايج نشان داد كه سطح بيان  .شدبررسيHNF4a 
افـزايش   ADSCهـاي   در سـلول  let-7fدر نتيجه كاهش بيـان  

تنظيم بيـان  در  let-7fييد كننده نقش أيافت كه نشان دهنده و ت
هاي خاص كبدي مثـل   طور افزايش بيان ژن همين. استاين ژن 

ALB ،AFP ،CK18 و CK19   ــار ــا مه ــان ب در  let-7fهمزم
 let-7f در گروه تيمار نشان دهنـده اهميـت   hADSCها  سلول

  . استدر تمايز هپاتوسيتي 

عنوان يـك   به let-7fطور كلي نتايج اين تحقيق نشان داد كه  به
و در نتيجه در مسير تمـايز   HNF4aده منفي در بيان ژن تنظيم كنن

طـور كـه    همـان  ؛كنـد  هاي مزانشـيمي عمـل مـي    هپاتوسيتي سلول
هـاي   ها در مسير تمايزي رده RNAعملكرد منفي بعضي از ميكرو

بنابراين مهار يا افزايش . ]37[ نيز به اثبات رسيده است سلولي ديگر
انـدازي   ثري در بـه راه ؤار م ـعنوان ابز تواند به ها مي miRNAبيان 

  .شودهاي سلولي مشخصي استفاده  مسير تمايز به سمت رده
  

  تشكر و قدرداني
مطالعه حاضر با پشتيباني مالي دانشـگاه تربيـت مـدرس و    

  .صندوق حمايت از پژوهشگران انجام شده است
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