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چکیده
د و ي استرومایی مغز استخوان هستنهاسلولي بنیادي بافت چربی از نظر ظاهري بسیار شبیه به هاسلول:زمینه و هدف

بهخودتمایزوحیاتهدف از این مطالعه بررسی و مقایسه درصد. باشندهامیتوانند جایگزینی مناسب براي این سلول
.باشدمیمدت طولانیپاساژهايدراستخوانمغزي استروماییهاسلولوچربیبافتي بنیاديهاسلولخودي

ي صحرایی تهیه هاي بنیادي بافت چربی و مغز استخوان از موشهاسلولدر این مطالعه آزمایشگاهی ابتدا :هامواد و روش
و توانایی تمایز خود به ) live and dead cells assay(ي مرده با روش هاسلولدرصد شد و سپس در پاساژهاي مختلف 

بررسی Alizarin redو Oil Red Oي آمیزرنگبه ترتیب با استفاده از سازو استخوانسازي چربیهاسلولبه هاخودي سلول
Studentتوسطآمدهدستبهاطلاعات.شد t-testطرفهیکواریانسآنالیزآماريروشو)ANOVA (بررسی گردید.

در پاساژهاي پنجم، دهم و پانزدهم مردهي هاسلولنتایج به دست آمده از این مطالعه نشان داد میانگین درصد :هایافته
ي بنیادي هاسلولو براي ) 92/6±95/0و 39/3±45/0، 26/2±36/0(استخوان به ترتیب ي استرومایی مغزهاسلولبراي 

بهخوديبهخودتمایزبررسیدر،همچنین. بدست آمد) 23/3±55/0و 89/0±39/0، 7/0±19/0(بافت چربی به ترتیب 
برايو)25/3±38/0(غز استخواني استرومایی مهاسلولبرايپانزدهمپاساژدرآمدهبدستنتایجسازي استخوانهاسلول
در،همچنین).p>05/0(ر بودند دامعنیکه این نتایج داراي اختلاف ،بود) 48/0±3/0(ي بنیادي بافت چربیهاسلول

بهخودتمایزتواناییي بنیادي بافت چربیهاسلول15پاساژتادادنشاننتایجسازي چربیهاسلولبههاسلولتمایزبررسی
نشانراتمایز07/1±24/0میزانبهپانزدهمپاساژدري مغز استخوانهاسلولولیندارندراسازي چربیهاسلولبهخودي
. دادند

ي بنیادي بافت هاسلول، ي مرده و تمایز خودبه خودي در پاساژهاي طولانی مدتهاسلولبا توجه به درصد :گیرينتیجه
.ي درمانی باشندهاي بنیادي مغز استخوان به منظور کاربردهاسلولی براي توانند منبع جایگزین مناسبچربی می

هاي بنیادي مغز استخوان، تمایز خود به خودي، حیات سلولهاسلولسلول بنیادي بافت چربی، :کلیديياهواژه

ایرانزنجان،زنجان،پزشکیعلومدانشگاهپزشکی،دانشکده،علوم تشریحاستاد یار گروه آموزشی )نویسنده مسئول(-1
abdani.anatomy@yahoo.com: ، پست الکترونیکی024-33449553: ، دورنگار024-33440301:تلفن

ایرانتهران،الانبیا،خاتمبیمارستانشفاياعصابعلومتحقیقاتمرکزدانشجوي دکتراي تخصصی بیوشیمی -2
ایراندانشگاه آزاد اسلامی، واحد اردبیل، باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، اردبیل، ،دانشجوي کارشناس مامایی-3
وي پزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد اردبیل، باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان، اردبیل، ایراندانشج-4
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مقدمه
Adiposeي بنیادي مشتق شده از بافت چربیهاسلول

derived stem cells (ADSCs) ظاهري شبیه به از نظر
Bone marrowي استرومایی مغز استخوان هاسلول

stromal cells (BMSCs)توانند جایگزینی هستند و می
. ي استرومایی مغز استخوان باشندهاسلولمناسب براي 

ي هاسلولهاي مشترك با داراي ویژگیهااین سلول
توان به قدرت بنیادي مزانشیمی هستند که از جمله می

دیدي، پرتوان بودن، نماي فیبروبلاستی، قدرت خود تج
اتصال به ظروف پلاستیکی کشت و قدرت تمایز به سایر 

به هاتمایز این سلول. ]1[هاي مزانشیمی اشاره نمودرده
ي هاسلول، ]3[ي استخوانی هاسلول، ]2[ي چربی هاسلول

ي هاسلولو ]5[ي عضلانی اسکلتی هاسلول، ]4[غضروفی 
ي مختلف توسط دیگر هادر سال]6[عضلانی قلبی

ي بنیادي هاسلول،همچنین.محققین گزارش شده است
ي استرومایی مغز استخوان هاسلولبافت چربی همانند 

ي هاتوانند با واسطه مواد القا،کننده عصبی به ردهمی
تبدیل شوند ) ي عصبی و گلیالیهامانند سلول(اکتودرمال 

]7[ .
ظور سلول درمانی از موضوعاتی انتخاب نوع سلول به من

در این انتخاب . است که مورد توجه محققین بوده است
زایی، ، تومور]8[علاوه بر در نظر گرفتن مشکلات اخلاقی 

قابل دسترس بودن و فراوانی سلول بنیادي، استخراج 
آسان و کم خطر براي بیماران، توانایی تبدیل به سایر 

گیرنده و عدم رد پیوند ي سلولی، ایمنی براي فرد هارده
و درصد حیات هاباید به تمایز خود بخودي سلول،]9[

. طولانی توجه داشتدر پاساژهاي هاسلول

هانتایج تحقیقات بیانگر این مهم هستند که تمایز سلول
ي بالغ در مقایسه با هاسلولبنیادي بافت چربی به 

گاهی ي استرومایی مغز استخوان در شرایط آزمایشهاسلول
. باشدمینیازمند دوزهاي قوي از فاکتورهاي رشد 

ي بالغ متمایز هاسلولبه راحتی به ADSCsي هاسلول
البته مکانیسم این فرآیند به خوبی مشخص . شوندنمی

نشان داده شده است که ،همچنین.]10- 11[نشده است 
استخواني بنیادي بافت چربی نسبت به مغزهاسلول

ي مغز استخوان در هاسلولر مقایسه با دومقاومتر هستند
سنین بالا داراي محدودیت از نظر تعداد نمونه و قدرت 

این ویژگی بیانگر مزیت استفاده از .تکثیر نیستند
ي بنیادي بافت چربی در مقایسه با مغز استخوان هاسلول

.]12[باشد میدر سلول درمانی افراد مسن 
ظه تهیه نمونه تا با توجه به این که در کلینیک از لح

به تعداد مناسب جهت پیوند زمان طولانی هارسیدن سلول
شود، لذا باید سلولی براي این منظور انتخاب میسپري 

شود که با طولانی شدن زمان کشت و تعداد پاساژهاي 
با در نظر گرفتن . سلولی دستخوش تغییرات زیادي نشود

ي بنیادي هاسلولعلاقه مندي اکثر محققین به استفاده از 
مغز استخوان در سلول درمانی توجه به تمایز خود به 

تا رسیدن به تعداد مناسب هاخودي و درصد حیات سلول
با توجه به  . سلول به منظور پیوند بسیار ضروري است

مشکلات موجود در تهیه نمونه مغز استخوان از لحاظ 
در افراد هادردناك بودن روش، محدودیت در تعداد سلول

سن، کاهش قدرت تقسیم در پاساژهاي بلند مدت و م
مقایسهوبررسیمطالعهاینازتمایز خودبه خودي هدف

ي بنیاديهاسلولخوديبهخودتمایزوحیاتدرصد
دراستخوانمغزي استروماییهاسلولوچربیبافت

.باشدمیمدتطولانیپاساژهاي
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1143و همکارانپورعلیرضا عبدانی

1393، سال 12ماره ، ش13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

هامواد و روش
باشد که میپژوهشی - ديمطالعه انجام شده از نوع بنیا

ي بنیادي دانشگاه هاسلولدر آزمایشگاه 1392در سال 
در این مطالعه . آزاد اسلامی واحد اردبیل انجام شده است

ي بنیادي بافت چربی هاسلولبه منظور جداسازي و کشت 
مورد (با رعایت اصول کار با حیواناتو نمونه مغز استخوان

هاي صحرائی نر بالغ موشاز) دانشگاه تربیت مدرستائید
در . استفاده شد) هفته سن12با (Sprague-Dawleyنژاد 

ي بنیادي از نمونه هاسلولبراي استخراج این تحقیق 
البته با کمی و همکارانشZukچربی از روش متداول 

بعد از کشتن موش در . ]13[شده است استفاده تغییر 
فت چربی از استریل بادر شرایط کاملاًبیهوشی کامل،

گردید جدا هاو اطراف کلیهنواحی زیر جلدي پایین شکم
بیوتیک و چندین بار در فسفات بافر سالین حاوي آنتی

نمونه برداشته شده آنزیم هم حجم. شستشو داده شد
Collagenase Type I در گردید و اضافه 075/0با غلظت

دقیقه60الی30براي مدت سانتی گراد درجه 37دماي 
پس از . ر دستگاه تکان دهنده اتوماتیک قرار داده شدد

FBSFetal Bovine Serumآنزیم توسط ي سازخنثی

دقیقه با 10به مدت شیري رنگ به دست آمدهمحلول
رسوب سلولی . شدوژ یسانتریفدور در دقیقه1200سرعت 

میلی لیتر محیط کشت مخلوط و سپس با پیپت پر و 2با 
100نایلونی ن سلولی از فیلترسوسپانسیووخالی شد

مایع عبور داده شده از سپس. شده دمیکرومتري عبور دا
دور در دقیقه1200دقیقه با سرعت 10ه مدت فیلتر ب
مخلوط و پر و بعد از رسوب سلولی .گردیدوژ یسانتریف

منتقل و با سانتی25فلاسک به خالی کردن با پیپت
DMEM)UK,Gibco (Dulbecco'sمحیط کشت

Modified Eagle Medium سرم % 10حاوي
)UK,Gibco()FBS(سانتی درجه 37کوباتور با ندرون ا

.شدکشت داده CO2%5رطوبت و %95حرارت، گراد 
% 90جمعیت سلولی درون ظروف کشت به هنگامی که 

از هابراي جداسازي سلول. رسید، پاساژ سلولی انجام شد
EDTAو %04/0کف ظروف کشت از محلول تریپسین 

در این مطالعه . دقیقه استفاده شد3براي مدت 25/0%
.پاساژ کشت داده شدند15تا هاسلول

ي بنیادي مغز هاسلولي و کشت سازبه منظور جدا
کلروفرم موش صحرایی در بیهوشی کامل توسط استخوان 

از بدن ساق و فموري هاسپس استخوانکشته شد و
در هاي عضلات، استخوانسازابعد از جد. شدندجدا حیوان 

داخل پتري دیش حاوي فسفات بافر سالین و پودر 
دو سر . سیلین قرار گرفتند و به زیر هود منتقل شدندپنی

استخوان توسط قیچی استریل و در زیر هود قطع گردید و 
20حاوي محیط کشت و سرم سیسی5به وسیله سرنگ 

اخل فلاسک بدهادرصد محتویات داخل کانال استخوان
فلاسک حاوي سلول در داخل . مخصوص کشت تخلیه شد

قرار % CO25و % 95و رطوبت C37دمايانکوباتور با
تعویض هامحیط کشت سلولساعت48پس از . گرفت
بر اثر تکثیر کف هاروز سلول3الی 2بعد از . شدند

فلاسک را پر کردند و در این هنگام پاساژ اول براي کشت 
م شدکه در در طی این عمل با استفاده از سلول انجا

از کف فلاسک جدا هاسلولEDTA/محلول تریپسین
مرحله تکرار شد 15در این مطالعه پاساژ سلولی تا . شدند

]14[.
بر روي ثیر زمان و شرایط کشت به منظور بررسی تأ

در شرایط ADSCsو BMSCsي هاسلولحیات 
د صد هزار سلول در هر به تعداهاآزمایشگاهی، ابتدا سلول
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تایی کشت داده شد و سپس از 24ي پلیت هایک از خانه
live/deadکیت viability/cytotoxicity و مطابق با دستور

به طور خلاصه . استفاده شد) Invitrogen(شرکت سازنده 
موجود در کیت calcein acetoxymethyl esterبا هاسلول

براي مدت هاسپس سلول. با تابش فلورسنت نشاندار شدند
. ]15[یک دقیقه در معرض اتیدیوم بروماید قرار گرفتند 

یی که غشاي هاي مرده و سلولهاسلولاتیدیوم بروماید در 
آسیب دیده نفوذ کرده و وارد هسته شده و آن را به انهآ

ي هاسلولدر این مطالعه درصد . دهدمیرنگ قرمز نشان 
با استفاده از 15و 10، 5مرده در پاساژهاي سلولی 

.میکروسکوپ فلورسنت مورد ارزیابی قرار گرفت
وي چربیهاسلولبهي بنیاديهاسلولتمایزبررسی

آمیزي توسط رنگ15و 10، 5استخوانی در پاساژهاي 
Alizarin red S)و) سازي استخوانهاسلولي آمیزرنگ

Oil Red O)انجام شد) سازي چربیهاسلولآمیزي رنگ .
ي هاسلولبه هاخود به خودي سلولر طی تمایز د

هاسلولداخلدر فضاي ي چربیهاوزیکولسازچربی
دور ADSCsي هاسلولمحیط کشت . شودمینمایان 

دقیقه با 5مدت هریخته شد و سه مرتبه و هر مرتبه ب
با هاسپس سلول.داده شدشستشوفسفات بافر سالین 
دقیقه 60الی 30مدت هدرصد ب10استفاده از فرمالین 

بعد از انجام مرحله فیکس .شدنددر دماي اتاق فیکس 
بعد از شستشو داده شدند وبا آب مقطر شستشو هاسلول

بعد . شداضافه هاروي سلول% 60پروپانول ایزولیترمیلی2
و شد خارج هااز روي محیط سلولایزوپروپانول دقیقه 5از 
هاروي سلول) آمیزيرنگ(محلول کار از لیترمیلی2

دقیقه و در دماي اتاق با 5براي مدت هاسلول. اضافه شد
هاي سلولآمیزرنگبعد از .انکوبه شدندOil Red Oرنگ 

و با استفاده از توسط آب مقطر شستشو داده شدند

].16[مورد مطالعه قرار گرفتند میکروسکوپ نوري 
به اهخود به خودي سلولدر طی تمایز ،همچنین

ی املاح معدنی در فضاي بین سلولسازي استخوانهاسلول
(Sigma)مشخص و با استفاده از Alizarin red Sییدأت

ي استئوبلاستی تولید هاسلولبه منظور بررسی . شدند
دور ریخته شد و سه مرتبه و ي هاسلولمحیط کشت شده 

.داده شدشستشوPBSدقیقه با 5هر مرتبه به مدت 
70با استفاده از اتانول متمایز شدهي هاسلولسپس 
گراد سانتیدرجه 4دقیقه در دماي 60مدت هدرصد ب
با آب هابعد از انجام مرحله فیکس سلول.شدندفیکس 

داده شد بعد از شستشو اجازه داده شدند و مقطر شستشو 
براي مدت هادر مرحله بعدي سلول. دنخشک شوتا کاملاً

% Alizarin red S2رنگ با اق در دماي اتدقیقه60
7/2pH=توسط هاي سلولآمیزرنگبعد از .انکوبه شدند

و با استفاده از میکروسکوپ آب مقطر شستشو داده شدند
.]17[مورد مطالعه قرار گرفتند نوري 

خطايتمام مقادیر بر حسب ي آماري هادر بررسی
یاstandard error of the mean(میانگیناستاندارد

SEM ( 5هانمونهتعداد. ه شده استئارابا پنج بار تکرار
قرارارزیابیموردفیلد5پلیتهرازپلیت سلولی و

وStudent T-testاطلاعات به دست آمده توسط. اندگرفته
و(ANOVA)روش آماري آنالیز واریانس یک طرفه 

SPSSو به وسیله نرم افزارTUKEYآزمون بدنبال آن

>05/0pداري سطح معنی. رسی گردیدبر15نسخه 

.درنظرگرفته شد

نتایج 
در شرایط یکسان از نظر کشت نتایج نشان داد 

ي هاسلولي بنیادي بافت چربی همانند هاسلول
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1145و همکارانپورعلیرضا عبدانی

1393، سال 12ماره ، ش13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

ي هاسلولاسترومایی مغز استخوان داراي ظاهري شبیه به 
فیبروبلاستی هستند که توانایی اتصال به ظروف کشت و 

چند ساعت ابتدایی از شروع کشت در . تقسیم را دارند
ي گرد و شناور با هاسلولبه شکل ADSCsيهاسلول

زمان . هسته غیر قابل مشاهده در محیط کشت دیده شدند
24الی 12به ظروف کشت در حدود هااتصال این سلول

ي هاسلولساعت بود و این در حالی است که زمان اتصال 
ساعت دیده 12لی ا6استرومایی مغز استخوان در حدود 

24متصل شده به ظرف کشت بعد از گذشت هاسلول. شد
ي استرومایی هاسلولساعت از شروع کشت همانند 48تا 

پیدا ) شبیه فیبروبلاست(مغز استخوان ظاهري کشیده 
ي چربی درون سیتوپلاسم هاکردند و در این مدت گرانول

به هابعد از گذشت چند روز گرانول. ظاهر شدندهاسلول
دیگر متصل شدند و قطرات بزرگ چربی سیتوپلاسمی هم

را ایجاد کردند که این قطرات به فضاي محیط کشت رها 
ي بنیادي هاسلولبه همین دلیل محیط کشت . شدند

ي استرومایی هاسلولمشتق شده از بافت چربی نسبت به 

در این مطالعه ما . شودمیمغز استخوان سریعتر تعویض 
7بعد از گذشت ADSCsي هاسلولکه مشاهده کردیم 

میکرومتر پیدا 30روز از شروع کشت قطري در حدود 
به دلیل . شوندمیکنند و براي پاساژ سلولی آماده می

ي هاسلولحضور قطرات چربی درون سیتوپلاسمی 
ADSCs تا پاساژ چهارم براي انجام ادامه تحقیق مناسب

استرومایی مغز ي هاسلولنیستند و این در حالی است که 
ي هاسلول. استخوان از پاساژ دوم قابل استفاده هستند

ADSCs روز از شروع کشت به 13، 11بعد از گذشت
در پاساژ چهارم و . ترتیب به پاساژ دوم و سوم رسیدند

. به جمعیت هموژن و یک دستی رسیدندهاپنجم سلول
در این مطالعه ما به این نتیجه رسیدیم که ،همچنین

ي بنیادي استخراج شده از بافت چربی نسبت به هاسلول
ي استرومایی مغز استخوان مقاومتر هستند و تا هاسلول

مانند ولی میپاساژهاي بالا به حالت متمایز نشده باقی 
ي استرومایی مغز استخوان بعد از پاساژ هفتم هاسلول

)1A,Bشکل (شوند میداراي فنوتیپ متفاوتی 

هاي بنیادي استخراج شده از ها نشان دهنده سلولفوتومیکروگراف: و مغز استخوانهاي بنیادي بافت چربیسلولاحل کشتمقایسه مر-1شکل 
هاي چربی در سیتوپلاسم حضور گرانول. در پاساژهاي پنجم، دهم و پانزدهم می باشد) B(هاي استرومایی مغز استخوان و سلول) A(بافت چربی 

بیشتر ADSCsهاي لنسبت به سلوBMSCsهاي در پاساژهاي بالا فنوتیپ سلول. اول تا پاساژ پنجم قابل مشاهده استهاي چربی از پاساژسلول
.)برابر200بزرگنمایی (.شونددچار تغییرات می

The live/dead cell(روش ي مرده باهاسلولدرصد 

assay (نمایش 2نتایج به دست آمده در شکل . انجام شد
) فلورسنت قرمز رنگ(ي مرده هاسلولدرصد . اندهداده شد

ي هاسلولدر پاساژهاي پنجم، دهم و پانزدهم براي 
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...چربیهاي بنیادي بافتمقایسه درصد حیات و تمایز خود به خودي سلول1146

1393، سال 12، شماره 13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

BMSCs و 39/3±45/0، 26/2±36/0(به ترتیب
به ترتیب ADSCsيهاسلولو براي ) 95/0±92/6

بدست آمد ) 23/3±55/0و 39/0±89/0، 19/0±7/0(
)Student T-test ،05/0p< .(يهاسلولد نتایج نشان دا

ADSCs يهاسلولنسبت بهBMSCs در شرایط کشت

ي مرده را هاسلولیکسان مقاومتر بوده و درصد کمتري از 
در هر سه پاساژهاي سلولی اشاره شده . دهندمینشان 

قابل مشاهده ADSCsو BMSCsر بین دامعنیاختلاف 
.است

و پانل پایین BMSCsهايپانل بالا نشان دهنده سلول. کساندر شرایط کشت یADSCsو BMSCsي زنده و مرده در هاسلولمقایسه -2شکل 
رنگ . باشدمرده میي هاسلولهاي سفید نمایانگر پیکان. باشددر پاساژهاي سلولی پنجم، دهم و پانزدهم میADSCsي هاسلولدهنده نشان

بزرگنمایی تصاویر (.باشندزنده و مرده میي هاسلوله ترتیب نمایان گر ب) Red Fluorescence(و قرمز ) Green Fluorescence(فلورسنت سبز 
.)باشدبرابر می200

ي بنیادي بافت هاسلولبراي ارزیابی تمایز خودبه خودي 
سازي چربیهاسلولچربی و مغز استخوان به 

)Adipogenesis (سازو استخوان)Osteogenesis ( در
ی پنجم، دهم و شرایط یکسان و در پاساژهاي سلول

Alizarinو Oil Red Oي آمیزرنگپانزدهم به ترتیب از 

Red در بررسی تمایز خود به ).3شکل (استفاده شد
از نتایج بدست آمدهسازي استخوانهاسلولخودي به 

در Alizarin Redي آمیزرنگي مثبت در هاسلولدرصد 

و )BMSCs)38/0±25/3ي هاسلولپاساژ پانزدهم براي 
در ،همچنین. بود) ADSCs)3/0±48/0ي هاسلولراي ب

نتایج نشان سازي چربیهاسلولبه هابررسی تمایز سلول
توانایی تمایز خود ADSCsي هاسلول15داد که تا پاساژ 

ي هاسلولرا ندارند ولی سازي چربیهاسلولبه خودي به 
BMSCs تمایز را 07/1±24/0در پاساژ پانزدهم به میزان

و Aنمودار 4نتایج و مقایسه آماري در شکل . نددن دانشا
Bنمایش داده شده است.
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1147و همکارانپورعلیرضا عبدانی

1393، سال 12ماره ، ش13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

پانل بالا . ي چربی ساز و استخوان ساز در شرایط کشت یکسانهاسلولبه BMSCsو ADSCsي هاسلولنمایش تمایز خودبه خودي -3شکل 
و پانل پایین ساز ي استخوانهاسلولبه ) B(ADSCsو ) BMSCs)Aي هاسلولو تمایز خود به خودي Alizarin redنمایانگر رنگ آمیزي 

ي چربی ساز در پاساژهاي سلولی هاسلولبه ) B(ADSCsو ) BMSCs)Aي هاسلولتمایز خود به خودي و Oil Red Oنمایانگر رنگ آمیزي
بزرگنمایی تصاویر (.باشندمیي تمایز یافته هاسلولدر پیکان هاي سیاه رنگ نمایان گر رسوبات املاح استخوانی. باشدمیپنجم، دهم و پانزدهم 

.)باشدمیبرابر 200

ساز در ساز و استخوانچربیي هاسلولبه BMSCsو ADSCsي هاسلولتمایز خودبه خودي بررسی میانگین درصد ANOVAنمودار -4شکل
ساز ي استخوانهاسلولبه ADSCsو BMSCsي هاسلولیز خود به خودي نشان دهنده میانگین درصد تماAنمودار.شرایط کشت یکسان

)Osteogenesis ( و نمودارB ي چربی ساز هاسلولي به هاسلولنشان دهنده میانگین درصد تمایز خود به خودي)Adipogenesis ( در شرایط
با دارنشان دهنده وجود اختلاف معنی،  >05/0pتکرار،5راي ب) SEM(خطاي معیار . باشندپنجم، دهم و پانزدهم میکشت یکسان و در پاساژهاي 

P5 .دار با د اختلاف معنیونشان دهنده وجP5,P10.
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...چربیهاي بنیادي بافتمقایسه درصد حیات و تمایز خود به خودي سلول1148

1393، سال 12، شماره 13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

بحث
نتایج به دست آمده از این مطالعه نشان داد درصد رشد 

ي بنیادي بافت چربی در مقایسه با هاسلولو حیات در 
ي استرومایی مغز استخوان در پاساژهاي بالا هاسلول

تمایز خود به خودي کمتري را هابیشتر بوده و این سلول
از خود نشان سازو استخوانسازي چربیهاسلولبه سمت 

.دهندمی
همانند ADSCsي هاسلولتحقیقات نشان داده است 

قابلیت اتصال به ظروف کشت را BMSCsي هاسلول
ی شکل دارند و توانایی تمایز به سایر دارند، ظاهري دوک

مشاهدات ما در .]18[باشند میي سلولی را نیز دارا هارده
در . باشدمیهاییدي بر این یافتهأاین مطالعه نیز ت

ي ما نشان داد هایافته) پاساژ ششم به بعد(پاساژهاي بالاتر 
از حالت دوکی خارج شد و BMSCsي هاسلولفنوتیپ 

. و متفاوت مشخص شدندبه شکل پهن اهاکثریت سلول
ي هاسلولاین در حالی است که در شرایط یکسان 

ADSCs دادندمیفنوتیپ هموژن و یکنواختی را نشان .
دهد ، در میي انجام شده توسط محققین نشان هابررسی

کشت برابر در پاساژ چهارم سلولی هر دو رده شرایط 
انشیمی مانند ي سطحی مزهاسلولی توانایی بیان مارکر

CD13, CD29 (β1-integrin), CD44, CD58, CD90,

CD105 و از نظر ظاهري جمعیت هموژنی ]19[را دارند
ما نیز در این مطالعه . ]20[گذارند میرا از خود به نمایش 
از نظر BMSCsي هاسلولسلولی، 5یافتیم که تا پاساژ 

ADSCsي هاسلولفنوتیپ و سرعت رشد نسبت به 

مشاهدات ما نشان داد که تا پاساژ دوم و . یت دارندارجح
ي بنیادي هاسلولسوم قطرات چربی در سیتوپلاسم 

با توجه به این . استخراج شده از بافت چربی وجود داد
ادي بافت چربی در ي بنیهاسلولویژگی استفاده از 

ي اولیه مقدور نیست و این در هاتر و روزپاساژهاي پایین
ي استرومایی مغز استخوان از پاساژ هاولسلحالی است که 

ما مشاهده کردیم که ،همچنین. دوم قابل استفاده هستند
پاساژ سلولی جمعیتی 4بعد از ADSCsي هاسلول

این یافته ما . کنندمیهموژن و ظاهري فیبروبلاستی پیدا 
بود 2006و همکارانش در سال Fraserمطابق با گزارش

15سلولیپاساژبهروز45ازبعدتحقیقایندر.]1[
درتغییريونهچگهیظاهريشکلنظرازورسیدیم
کهدادنشانتحقیقاین.نشددیدههاسلولفنوتیپ

ویژگیداشتنبهتوجهباچربیبافتي بنیاديهاسلول
پاساژهايدراستخوان،ي مغزهاسلولبامشتركزیستی
استخوانغزي مهاسلولبهي نسبتهاسلولمدتطولانی
وپیريدچارکمتروهستندبالاتريتکثیريتوانداراي
سلولیپاساژهايدرویژگیاین. شوندمیفنوتیپتغییر
.]26[استشدهگزارشمحققینتوسطقبلانیزترپایین

هاسلولکههستندمهماینبیانگرتحقیقاتنتایج
بعدبهپاساژهاي پنجمدراستخوانمغزاسترومایی

تمایلبیشتروشوندمیخوديبهخودتمایزتخوشدس
ي استخوانیهاسلولهايویژگیباییهاسلولبهکهدارند

خوديبهخودتمایزکهاستحالیدراینوشوندمتمایز
شودمیدیدهندرتبهچربیبافتي بنیاديهاسلولدر
محققین نشان داده اند که در شرایط کشت یکسان . ]22[

ي بنیادي هاسلولکشت فاقد القاگر هر دو رده و با محیط
. دهندمیي یکسانی را نشان هاچربی و مغز استخوان رفتار

هاي و همکارانش از جمله ویژگیHuangبا توجه گزارش 
و یا 15این است که تا پاساژ ADSCsي هاسلولدیگر 

. ]21[شود میدیده نهابالاتر تمایز خود به خودي در آن
است که در هنگام استفاده از القاء کننده این درحالی

ترین درصد تمایز به بیشBMSCsي هاسلولمناسب 
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1149و همکارانپورعلیرضا عبدانی

1393، سال 12ماره ، ش13دوره مجله دانشگاه علوم پزشکی رفسنجان

از خود نشان ADSCsي استخوانی را در مقایسه با هاسلول
ي هاسلولما نیز در این مطالعه یافتیم که . دهندمی

ADSCs توانایی تمایز خود به خودي کمتري را به رده
.دهدمیی از خود نشان دیپوبلاستآاستئوبلاستی و 

تري هستند که داراي سن پایینهاییگیري از موشنمونه
در این . ثیر داشته باشدأتواند در نتایج بدست آمده تمی

.هفته اي استفاده کردیم12بالغ هايآزمون ما از موش
توانند در نمیADSCsي هاسلولاند محققین ثابت کرده

کننده به لقاءایط عادي و بدون حضور محیط اشر
سلولی نیز 30حتی تا پاساژ . ي چربی تبدیل شوندهاسلول
ي بنیادي بافت چربی هاسلولگونه واکوئل چربی در هیچ

حقیقات نشان داده است ت،همچنین]. 23[شودمیدیده ن
که در پاساژهاي طولانی درصد بسیار معدودي از این 

ر عصبی نگو نشاGFAPنشانگر آستروسیتی هاسلول
کنند و توانمندي تبدیل شدن به مینستین را بیان 

هابا توجه به این ویژگی]. 24[ي عصبی را نیز دارندهارده
ي هاکاندید مناسبی به منظور درمان بیماريهااین سلول

].25[شوند میمخرب سیستم عصبی محسوب 
آزمایشگاه ما این است کهرین محدودیت مطالعهمتمه

دانشگاه آزاد اردبیل تازه تاسیس ي بنیادي در هاسلول

باشد و از نظر مواد و تجهیزات مورد نیاز براي بررسی می
این مطالعه بهتر در. داراي محدودیت هستیمهابیان ژن

ي هادر پاساژهاي مختلف از نظر بیان ژنهابود سلول
لیپوژنیک مورد ارزیابی قرار مربوط به استئوژنیک و 

.گرفتندمی

گیرينتیجه
در پاساژهاي طولانی که دادنشانحاضرمطالعهتایجن

مرده و پایین بودن تمایز هامدت پایین بودن درصد سلول
نسبت به هامزیت این سلولADSCsخود به خودي در 

BMSCsي هاسلولبنابراین. باشدمیADSCsي هاسلول
ي بنیادي مغز استخوان هاسلولمقاومتري نسبت به 

به در نظر گرفتن زمان طولانی از لحظه که با توجه هستند
مانی رتهیه نمونه تا پیوند در بیمارانی که کاندید سلول د

توانند جایگزین مناسبی میADSCsي هاسلولباشند، می
.براي این منظور تلقی شوند

دانیتشکر و قدر
دریغ ي بیهادانند که از حمایتمیلازمخودبرنویسندگان

معاونت پژوهشی (شمین هاعیدجناب آقاي دکتر سید س
این ازحمایتواسطهبه) واحد اردبیلمیآزاد اسلادانشگاه

.نمایندقدردانیوتشکرطرح
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Comparison of Adipose-Derived Stem Cells and Bone Marrow Stromal

Cells in Prolonged Passages Based on Viability and Auto-Differentiation

A.R. Abdanipour1, A. Noori-Zadeh2, Z. Mohamadi3, F. Rashid Sheykh Ahmad4, P. Akbari4
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Background and Objective: Adipose tissue-derived stem cells (ADSCs) are very similar in their cell properties

to bone marrow stromal cells (BMSCs) and can be a suitable alternative for cell therapy trials. The purpose of

this study is comparison of adipose-derived stem cells (ADSCs) and bone marrow stromal cells (BMSCs) in

prolonged passages based on viability and auto-differentiation toward adipocytes and osteocytes, respectively.

Materials and Methods: In this experimental study, stem cells were harvested from adipose tissue and bone

marrow, then, at different cell passages the percentage of dead cells was assessed by live and dead cells assay

and spontaneous differentiation toward adipocytes and osteocytes evaluated using Oil Red O and Alizarin red

staining, respectively. T-test and one-way ANOVA statistical analysis was used for assessment of obtained data.

Results:  Attained results of this study showed that the mean percentage of death cells during 5th, 10th and 15th

for BMSCs were (2.26±0.36, 3.39±0.45, 6.92±0.95) and for ADSCs were (0.7±0.19, 0.89±0.39, 3.23±0.55),

respectively. Also spontaneous differentiation into bone-forming cells of ADSCs and BMSCs in 15th passage

shown significant difference for BMSCs (3.25± 0.38) and ADSCs (0.48±0.3) (p< 0.05). Our data show that

ADSCs did not spontaneously adipogenic differentiate during 15th passage, but adipogenic differentiation for

BMSCs was positive (1.07±0.24).

Conclusion: Considering of the percentage of dead cells and spontaneous differentiation with long passages

revealed that ADSCs can be a suitable alternative source for BMSCs in therapeutic applications.

Key words: Adipose tissue-derived stem cells, Bone marrow stromal cells, Spontaneous differentiation, Survival

cells
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