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 هچكيد
 سابقه و هدف 
ژه يي بيه و  (نيي  )ريز محيي  مزيز اسيتنوا     موجود در يها سلول با (HSCs)خونساز ياديبن يها ارتباط سلول

 يه بيه صيور      يميدار   البته .باشد يم يار ضروريبس ها آ  يها تياستئوبلاست، جهت حفظ فعال يها سلول
شيود  يه ايرا     يروشن م در صور  اثبا ، يول هستندل  نند، اندک يدخني  ها را در توسعه  HSCيم يمستق
ک و يي هماتوپوئت ياهداف درمان لذاو  بودههمراه  ير در ساختار استنوانييبا تز ياريک بسيهماتوپوئت يها نقص

 .دنآور يل استنوا  فراهم ميم ساختار و تشکيتنظ يرا برا يديجد ياهداف درمان
 ها روش مواد و

 3به ميد    Stem Spanمزز استنوا  را در محي  ( MSC)مزانشيمال بنيادي هاي در يك مطالعه تجربي، سلول
ها با استفاده از كيت اسيتئوننزيس بيه   MSCسپس . هاي خو  بند ناف قرار داديمHSCروز تحت همكشتي با 

هياي   قرار گرفتند كه شامل بييا  ن   استئوبلاست تمايز داده شدند و در روزهاي منتلف تمايزي مورد ارزيابي
، بييا   (فلوسييتومتري ) CD90، بييا  مياركر   (RT-PCR)تمايزي 2و  4استئوپونتين و استئوكلسين در روزهاي 

در روز دهيم  ( آمييزي آلييزارين رد   رنيگ )و مينراليزه شد ( آميزي آلكالين فسفاتاز رنگ)آنزيم آلكالين فسفاتاز
 . بودتمايزي 

 ها يافته
ن يي ا. ا  سياخت يي نما HSC باMSC  ين را در همکشتين و استئو لسياستئوپونت يها ا  زود هنگام ن يب ،جينتا
و  CD90ا  ين  اهش بيان هم. ندينما يت ميها حماMSC ياستئوبلاست زيتما يها در القا HSCها از نقش افتهي

 .نمودندد يياج را تين نتايا ،يو  سلوليزاسينراليم و ن فسفاتازيت آلکاليش فعاليافزا
 ينتيجه گير

قادرنيد سيب     هيا HSC اثبا  نميود  يه  ،  ex vivoدر  يانسان ياديبن يها در ارتباط با سلولنتايج اين تحقيق 
 .سهيم باشند خودني  ل يله در تشکين وسيها به استئوبلاست شده و بدMSC زيش تمايافزا
 ها ، استئوبلاستسازي استنوا مزانشيمي، همكشتي، بنيادي هاي  هاي بنيادي خونساز، سلول سلول :ات كليديكلم
 
 
 
 

 09/ 11/5 :تاريخ دريافت 
 11/19/09 :تاريخ پذيرش 

 
 ـ كارشناس ارشد هماتولوژي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران1
هماتولوژي و بانك خون ـ استاديار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق  PhD: مؤلف مسؤولـ 2

 16445-1151: پستي
 مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ  و بانك خون هماتولوژي PhDـ 3
6- PhD انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران بيوتكنولوژي پزشكي ـ دانشيار مركز تحقيقات 
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  قدمه م
 ـبن يهـا  سـلول  يولـوژ يشناخت هر چه بهتر ب     در  ،يـادي

اي از  گسـتره  يبـرا هـا   استفاده از اثرات درماني ايـ  سـلول  
اسـتفاده  . باشـد  ار مؤثر مـي يو اكتسابي بس هاي ارثي بيماري

از جملـه   يهـاي بنيـادي بـه مـوارد مت ـدد      نه از سـلول يبه
هـاي بنيـادي، جداسـازي و     شناسايي منـاب  ننـي از سـلول   

هاي مفيدتر براي پيوند و مطال ه در جهت  به سلول يابيدست
. هـا بسـت ي دارد   لش مزاياي اي  سلويكاهش م ايب و افزا

كـاري     هدف مستلزم استفاده از كشت، دستيبه ا رسيدن
هاي مختلف ن هداري در محيط آزمايش اه،  ژنتيكي و روش

هــاي   شناسايي ماركرهـاي سطحي و سيتوپلاسمي، واكنش
هـــا را  درون ســلولي و مسيرهـــايي كــه ايــ  ف اليــت    

 .باشد يكنند، م دهي مي سي نال
ت ي ـهر دو قابل يدارا( HSCs)خونساز ياديبن يها سلول    
ز انلـب در  ي ـهـا ن  تي  ف اليز بوده و ايو تما ينوساز خود
ــي  ــا ن  ــ يه ــز اســتخوان صــورت م ــ  در م  ــديگ يواق . رن
از آن است کــه   يحاک in vitroک و يمورفولوژهاي  همطال 
 يهــا  از سـلول  يهـا، از مشــارکت ت ــداد   HSC يها ني 

ــاستـروما ـــز اســتخوان يـي ــا( BMSCs)م  ــا عملدرده  يب
 (.1-11)گردد يمشابه و محدود، حاصل م

  نقــش يــيدر ت  يا قابــل ملاح ــه  يهــا شــرفتيپ    
در نـي   مشـت  از   يها  يتوکايو سا يچسبندگ يها مولدول
(. 12)صورت گرفتـه اسـت   ياديبن يها سلول ينوساز خود
را نـي    ها خود بقا، حفظ و توس هHSCا ي  موضوع که آيا

  حــال  يدر ع. ده استيکنند، هنوز به اثبـات نرس يم ميتن 
هر ، ني ها و HSCان ي  است که ارتباط متقابل ميده بر ايعق
 (.13، 16)دينما يم ميشان را تن يها تيک از ف الي

استئوبلاسـت در   يها سلول يديدر حال حاضر نقش کل    
 ـبن يهـا  سلولني  ل يو تشد يبرقرار  يخونسـاز، امـر   يادي

 يهـا رسـوتورها   استئوبلاسـت (. 1، 5، 12)ثابت شده اسـت 
 يها ، مولدول  Jagged ،يکادهر-Nاز جمله  سلول ـسلول  

ــبندگ ــلول يچسـ ــوع   يسـ ــدونر نـ ، (VCAM-1) 1واسـ
م يرشد تن  ـ يفاکتورها و و محلول يسلول يهـا  يتوکايسا

ک از ي ـند که هـر  ينما يان ميرا ب HSCکننده اعمال مختلف 
 ،يديمدــان يهــا  نالير ســيثاز تحــت تــيــ  فاکتورهــا نيــا

ماننــد )يو موضــ ( ديــروئيماننــد هورمــون پارات)يهورمــون

قـرار (  يوپوئتيو آنژ( BMP)يک استخواني  مورفوژنيپروتئ
نگ ي ناليس ـ يرهاينزم بـه ککـر اسـت کــه مس ـ    . رنديگ يم

و  wnt  ،BMP  ،Notch  ،Hedgehog از جملـــه يمت ــــدد
FEG  ،ـبن يهـا سلولني  ت يل ف اليدر ت د  خونســاز   يادي
 (.15)باشند يل ميدخ

از جملـه   يم ـي نال دايان هزاران س ـيم يوجود هماهن      
مختلف  يرهاي اندها، مسيرشد، ل يها، فاکتورها  يتوکايسا
جـاد  يباشـند، بـه ا   يموجـود م ـ نـي   که در ... نگ و ي ناليس

 يها منته HSCز دريو تما يان خود نوسازيف ميظر يت ادل
 .گردد يم

هــا  HSCـم يکه  به صورت مستق يمدارک ، يبا وجود ا    
 ـ  يـار اندک ميل کننـد، بسيدخني  را در توس ه   يباشـند ول

 يها نقص شود که چرا ي  امر، روش  ميدر صورت اثبات ا
 ـبـا ت   ياريک بس ـيهماتوپوئت  يرات در سـاختار اسـتخوان  يي

ک و يهماتوپوئت يهمراه هستند و به دنبال آن، اهداف درمان
ل يم ساختار و تشديتن  يرا برا يديجد يز اهداف درمانين

 ـبا توجـه بـه قابل   .دنآور ياستخوان فراهم م  يهـا  ت سـلول ي
مختلـف از جملـه    يهـا  ز به سلوليدر تما يميمزانش ياديبن

ـا ي ـ  موضـوع کـه آ  ياستئوبلاست، به من ور روش  شدن ا
HSC ـباشند  يخود مني  ـل يم تشديها قادر به تن  ر، ي ـا خي

 ـ  HSCزمان  توان از کشت هم يم  يسـازها  شيها همـراه بـا پ
 .بهره جست يميمزانش
ها تحت HSCدهند که  ياطلاعات به دست آمده نشان م    
 يهــا  ـز سـلول ي ـت تمايهدا ييتوانـا يدارا ،ـهيـط پايشرا
باشنـد که در  يها م به سمت استئوبلاست يميمزانش يـاديبن
ار ينقـش بس ـ  ،هاHSCمشت  از  BMP6 و BMP2ر، ي  مسيا

انجام شـده، همـه    يقبل هاي همطال . را بر عهده دارند يمهم
ت ي ـحدا HSCـان استئوبلاسـت و  ي ـک ارتباط متقابل مياز 
 يتيحمـا  يهــا  تي ـهـا ف ال HSCکه به موجب آن،  کنند يم

 نـد ينما يها القـا م ـ   استئوبلاستيخود را از طر يخونساز
ان ي ـضـروري بـودن ارتبـاط متقابـل م    تا پيش از اي  (. 14)

HSCت ي ـهـا جهـت توسـ ه هـر دو جم      ها و استئوبلاست
 هون جانـگ  يانگ که  يا ه بود تايک فرضي، در حد يسلول

هـا  HSCخود نشان دادنـد کـه    هاي هو همدارانش در مطال 
را بـه   يميمزانش ـ يها ز سلوليتما ،ميتوانند به طور مستق يم

 (.11)نديت نماياستئوبلاست هدا يها سمت سلول
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  يمذکـور فقط بر رو هاي هه مطال ـ  کـيه اـه بـا توجـب    
HSC در يموشin vivo  وin vitro  رفتـه اسـت،   يصورت پذ
ني   يريگ شدل يم تا جهت بررسي  مطال ه بر آن شديدر ا

، بـه  يانسـان  يهـا HSCت ي ـر ف اليتحـت تـ ث   ياستئوبلاست
 يهـا  نمونـه  يهـا HSC  من ـور از  يم و به اي  بوردازيتحق

ر ي  منب  نسبت به سايار ايبس يايل مزايبه دل)خون بند ناف
 ـي ـد ايي ـاتـا در صـورت ت   مياستفاده کرد( مناب  بـه   ،ريثا  ت

 .  مييل آي  موضوع نايدر ا يديجد ياهداف درمان

 
  ها روشمواد و 

 DMEM طيمح ـ. مطال ه انجام شده از نوع تجربي بـود     

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) ،ت آلدـال   ي ـک
ت ساخت ي ما، کي  رد از شرکت سيزاريت آليفسفاتاز و ک

cDNA ــ، کبيــونير از شــرکت  س از شــرکتيت اســتئوژنزي
 وتاكارا بيوتكنولوژي داليـان   از شرکت PCR تي، کكميكون

CD34 يهــا ســلول يت جداســازيــک
بيوتــك  از شــرکت +

 از شـرکت  (FBS)يواني ـ ، سـرم ح يوس ـيتر .شـد  يداريخر
از  يتومتريفلوس ـ ياز بـرا يمورد ن يها يباد ي، آنتاينويتروژن
هـا از شـرکت    کي ـوتيب يآنت وس نبيوساي و داكو يها شرکت

 . ديه گرديناژن تهيس
 

 :م ز استخوان MSCsهاي  كشت سلولو  يجداساز
ــر       ــه حاض ــتخوان از   3در مطال  ــز اس ــه م  ــراد نمون اف

و بـا اخـذ    تـر يل يل ـيم 19 يحجم  يان يبا م)اهداکننده سالم
 ينامه از والدي  اهداكنندگان مذكور كه جهت اهدا رضايت

بـا  ( م ز استخوان به بيمارستان شري تي مراج ه كرده بودند
 . تهيه گرديد  يان قاد هوار ضد
اي بـا اسـتفاده از    هاي تـك هسـته   طور خلاصه سلوله ب    

cmگراديانت نل ت جدا شدند و در فلاسـک کشـت  
2
  25 

 و% DMEM ،FBS  19ط كشـت  يتـر مح ـ يل يل ـيم 4 يحـاو 
سـيلي  كشـت داده      و پنـي يهاي استرپتومايس ـ بيوتيك آنتي
هـاي نيـر    سـاعت پـس از آنـاز كشـت، سـلول      64 .شدند

روز،  16به مدت و چسبيده با ت ويض محيط حذف شدند 
ب ـد از ايـ    . شـد عـو   روز يك بار محيط كشـت   3هر 

كف فلاسـك   %49تكثير يافته و هاي مزانشيمي  مدت سلول
هـا پاسـاژ داده شـد و بـه      در اي  زمان، سلول. را پوشاندند

 . ندقل گرديدتهاي جديد من فلاسك

 :آناليز فلوسيتومتري
 PBSليتـر محلـول    ميلـي  1هاي تريوسينه شـده در   سلول    
(Phosphate Buffered Saline )ــدند  59 .سوسوانســيون ش

 هـاي  بـادي  تـر از آنتـي  يدروليم 5هـا بـا    ميكروليتر از سـلول 
CD166 و CD105   ــواريتري ــا فيكــ ــه بــ و  (PE)كنژوگــ
كنژوگـه بـا    CD44 و CD90  ،CD34 ، CD45 هاي بادي آنتي

و بـراي كنتـرل منفـي بـا      (FITC)ايزوتيوسـيانات  فلورسئي 
مخلوط شـدند و بـه    FITC-IgG1و PE-IgG1هاي  بادي آنتي
گـراد و تـاريكي    درجـه سـانتي   6دقيقـه در   39تا  29مدت 

 PBS-BSA %2 هـا بـا   در مرحله ب ـد سـلول  . انكوبه شدند

سوسوانسـيون   PBSتـر  يل يليم 599شستشو داده شدند و در 
 59 ،هـا  دس شـدن سـلول  يدر انتهـا بـه من ـور ف ـ   شدند و 

بـا دسـت اه   و  هـا اضـافه   به لوله% 1د يئتر پارافرمالديدروليم
 .فلوسيتومتري تجزيه و تحليل شدند

 
CD34 يها سلول يجداساز

 :از خون بند ناف +
 3 ، ينامـه از والـد   تيرضـا    مطال ه پس از اخـذ يدر ا    

تــر يل يل ـيم 49ي  حجمــيان ي ـنمونـه خـون بنــد نـاف بــا م   
درست قبل از بسته شدن بند نـاف   ،مانيبلافاصله ب د از زا

مخصـو  خـون    يها سهيدر ک ،ليط کاملا استريو در شرا
 CPDA-1دارنـده   مـاده ضـد ان قـاد و ن ـه     يبند ناف حـاو 

از  يا تک هسـته  يها سلول يجداساز يبرا. شد يآور جم 
گلبول قرمـز در   يـر بانيل وجود مقاديخون بند ناف، به دل

از جملـه  )مناسـب  يهـا  خون بند ناف بـا اسـتفاده از روش  
قرمـز را بـه    يهـا  گلبـول ( ل استارچيات يدروکسيافزودن ه

هم حجم نمونه جهت استفـاده مناسب م تا يحداقل رسانـد
 ـبن يهـا  ت سـلول يت و کميفيشده و هم ک موجـود در   يادي
تـک   يهـا  سـوس سـلول   .برسـد  يقابـل قبـول   نمونه به حد

و ( g/mL 911/1 يبـا چ ـال  )دوليبا استفاده از فـا  يا هسته
. دنــديگرد يب نل ــت جداســاز يانــت شـ ـيروش گراد
CD34 يها سلول يجداساز

 MACSدسـتورال مل   مطـاب   +
(Magnetic Activated Cell Sorting ) مت لــ  بــه شــركت

 ـانجـام ا  يبـرا . صـورت گرفـت   ميلتني بيوتـك     کـار از ي
ه ي ـبـر عل  microbeadدار شده بـا کرات    نشان يها يباد يآنت
هـا   استفاده شد و پس از آنشته شدن سلول CD34ژن  يآنت
ز يسـا :  LSسـتون  ) MACS کي ـاز ستون م نت ،بادي آنتي با



 بنياديهاي  نامه سلول ، ويژه99، پاييز مكرر 3، شماره 9دوره               

222 

 

 

عبور داده شـده و بـه   ( بزرگتر ستون متناسب با ت داد سلول
 يهـا  ر سـلول يها از سا   سلوليا Positive selectionروش 

 آزمايشو  يش سلولرجدا شدند و مورد شما يا تک هسته
 .قرار گرفتند (Viability)پذيري حيات

 
CD34: يها درجه خلو  سلول يابيارز

+ 
CD34 يها سلول  خلو  يي  مرحله جهت ت يدر ا    

به +
ون يتــر از سوسوانســيدروليم 59 ، ابتــدايتومتريروش فلوســ

تر از يدروليم 5با ( تريل يليسلول در هر م 194 يحاو)يسلول
CD34منوکلونال  بادي آنتي

 فلورسـئي  ) FITC کونژوگه بـا  +
-FITCبـادي   و براي كنتـرل منفـي بـا آنتـي    ( ايزوتيوسيانات

IgG1  درجه  6دقيقه در  39تا  29مخلوط شدند و به مدت
هـا   در مرحله ب د سلول. گراد و تاريكي انكوبه شدند سانتي

تـر  يل يل ـيم 599شستشو داده شـدند و در  PBS-BSA % 2 با
PBS دس شـدن  يدر انتها به من ور ف ـ سوسوانسيون شدند و
 و ها اضـافه  به لوله% 1د يئتر پارافرمالديدروليم 59 ،ها سلول

 .و تحليل شدند با دست اه فلوسيتومتري تجزيه
 

 :يميخونساز و مزانش ياديبن يها زمان سلول کشت هم
شامل گروه آزمـايش ي نـي    ش از دو گروهيـ  آزمايدر ا    

MSCبا که ييها HSCداده شده و سوس تحت  يها هم کشت
ــد و  يز استئوبلاســتيتمــا ــرار گرفتن ي نــي روه کنتــرل گــق

MSCبـا   يکه بدون هـم کشـت   ييهاHSC   ز يهـا تحـت تمـا
قابل ککـر اسـت کـه    . قرار گرفتند، استفاده شد ياستئوبلاست

ک ي ـک اهداکننده و از يگروه از  2در هر  MSC يها سلول
بـار   3انـد و تمـام مراحـل کـار      برداشت شده يپاساژ سلول

 يشتك بخش هم 3شامل  دستورال مل  يا. تدرار شده است
MSCياـه ولـا سلـها ب HSC ياـه ز سلولـي، تما MSC و 
 MSCسـلول  5*  196 ابتدا .باشد يمورد ن ر م يها يابيارز

ــيط  ــاوي  DMEMدر مح ــواني در  19ح ــرم حي ــد س درص
اي كه بـا كـلاژن و ويتـرونكتي      خانه 26هاي پليت  چاهك

هـا   که سلول  يا ب د از. ، كشت داده شد پوشيده شده بودند
از  DMEMط يدند، محــيرســ %09تــا % 49يپوشــان بــه هــم
،  PBSهـا بـا    چاهـک  يشستشـو ها خارج و پس از  چاهک
CD34 يهـا  از سلول 5 × 196 ت داد

تـازه جـدا شـده بـه      +
  ng/mL SCF19 يحاو Stem Spanط يتر محيل يليم 1همراه 

(.  آزمـايش گـروه  )دي ـسرم به هر چاهک افـزوده گرد % 5و 
CD34 يها ، سلوليروز هم کشت 3پس از 

ها  را از چاهک +
ورود بـه   يبـرا ها MSCط يل شرايخارج کرده و جهت ت د

 ينل ـت کـم گلـوکز حـاو     با DMEMط ي، محيزيفاز تما
19 %FBS هـا را از   طيساعت، مح 26پس از  .دش  ي زيجا

 1هـا،   ها کاملًا خارج کرده و بـه همـه چاهـک    تمام چاهک
 DMEMشامل  يميمزانش يها سلول يزيط تمايتر محيل يليم

مــونر، اســيد اســكوربيك دو  ميلــي 1حــاوي دگزامتــازون 
 %19مـونر و   1گليسـرول دو فسـفات    ،مونر 1/9فسفات 
 يهـا  طيبار مح کيدر ادامه هر دو روز . ديافزوده گردسرم 

( در هـر دو گـروه  )تـازه  يزيط تمـا يها با مح ـ داخل چاهک
ند اسـتخراج  ي، فرآيزيتما 4و  6 يدر روزها.   شدي زيجا

RNA  ــاخت ــو در نها cDNA، س ــورز  PCRت ي و الدتروف
ــا ان ژنيــب يژل جهــت بررسـ ـ يرو و   ياســتئوپونت يه

ــد  ــام ش ــي  انج ــتئوپونتي  .استئوكلس ،  I (multidomain اس
acid-rich Phosphorylated glycoprotein )يها توسط سلول 

نـي   د عمده آن در يتول يگردد ول يم ديبدن تول در يمختلف
( استئوپونتي ) OPN. باشد يل توسط استئوبلاست مياندوست

و است ک يهمـاتوپوئت ـريو ن يک مولدـول خارج سلـولي
به واسطه  HSC يبالقوه برا يکننده منف ميک تن ي به صورت

، بـدي  ترتيـب   کند يها عمل م   سلوليکاهش در آپوپتوز ا
مطـر    HSCهـاي   به عنوان يك جـز  كليـدي نـي  سـلول    

-BGLAP (bone gammaاستئوكلســــي  كــــه . اســــت

carboxyglutamate acid contaning protein )ــن ــز نامي ده ي
 يبوده، به صورت انحصار يرکلاژنين يـنيپـروتئشـود،  يم

 ــ ــط استئ ـــتوس ـــوبلاست ت ــود و در تن  يـرشح م ــش م ـي
ون ي ـ و هموسـتاز  يون اسـتخوان يزاسينراليم ک بدن،ـيمتابول
 اي ـک يت پرواستئوبلاسـت يک ماهي م نقش داشته و کاتاًيکلس

مــاركر مهــم دي ــر در بررســي     .دارد يســاز اســتخوان
در  ييزان بـان ي  مارکر به مياباشد،  مي CD90استئوژنزيس 

ز يتمـا  يان آن در ط ـي ـزان بي ـان شـده و م ي ـها بMSCسطح 
در  .ابـد ي يو در سلول استئوبلاست کـاهش م ـ  ياستئوبلاست

  مـارکر، بـر   يان ايزان کاهش بيم يبررس يز برايتما 4روز 
فلوسيتومتري  و کنترل آزمايشهر دو گروه  يها سلول يرو

 يز جهت بررسيز نيتما 19در روز . انجام شد CD90ماركر 
 در  يـيم نشايآنز  يان اـيب)   فسفاتـازـآلكالي مـيان آنزـيب
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 استئوكلسين هاي بتااكتين، استئوپونتين و آغازگرهاي ن : 9جدول 
 

 سكانس (ºC)دما نام آغازگر
OPNF 5 44 جلوبرنده'-TGA GAG CAA TGA GCA TTC CGA TG-3' 

OPNF 5 44 م كوس'-CAG GGA GTT TCC ATG AAG CCA C-3' 

OCNF 5 56 جلوبرنده´-AGC GAG GTA GTG AAG AGA-3´ 

OCNF 5 56 م كوس´- AGG GGA AGA GGA AAG AAG-3´ 

 β-actin 5 50 جلوبرنده´-TTC TAC AAT GAG CTG CGT GTG G-3´ 

β-actin 5 50 م كوس′-GTG TTG AAG GTC TCA AAC ATG AT-3´ 

 
ش يافـزا  Fold 61استئوبلاسـت،   هــ ـب MSC زيـ ـ  تمايـح
ز بــه روش ي  تمــايــ  نشــانه ايابــد و بــه عنــوان اولــي يمــ
، (باشـد  يم يابيقابل ارز ياختصاص يزيآم ک و رنگيماتيآنز
و  يون سـلول يزاس ـينراليم يو جهت بررس ALP يزيآم رنگ
 يزي ـآم هـا، رنـگ  MSCم فسـفات در  يزان رسـو  کلس ـ يم
هــر دو گــروه مــذکور  يهــا ســلول ي  رد  بــر رويزاريــآل

 .صورت گرفت
 

 Takaraبرنامه زماني و دماهاي لازم دستورالعمل كيت  :8جدول 
 PCRجهت انجام 

 
  دقيقه ºC 05 5 دناتوراسيون مقدماتي

بار  39 دقيقه ºC 06 1 دناتوراسيون
 ثانيه ºC 54 65 آنيلينگ تكرار

 ثانيه ºC 12 65 اكستنش 
  دقيقه ºC 12 5 اكستنش  نهايي

 
 : RT-PCRآناليز 
 مورد  استئوكلسي    وياستئوپونتها از ن ر بيان ژن  سلول    

هـر  هـاي   سلول RNAبراي اي  من ور . بررسي قرار گرفتند
 . جداسازي شد و کنترل آزمايشدو گروه 

در واكنش رونويسي م كوس بـا اسـتفاده    cDNAسوس     
 PCRدر ادامـه واكـنش   . ه شـد ي ـته cDNAاز كيت ساخت 

درون  PCRدر پايـان محصـول   . (2و  1جـداول  )انجام شد
شـد و پـس از    آگـاروز ريختـه   درصـد  2هـاي ژل   چاهك

آميـزي و سـوس    الكتروفورز با رنگ اتيديوم برومايـد رنـگ  
 .ارزيابي شد

 ها  يافته
 : MSC يها كشت سلولو يجداساز

 اي،  هـك هستـاي تـه ولـت سلـد از كشـت ب ـساع 64    
هاي دوكي شكل  سلول. هاي نير چسبان حذف شدند سلول

مزانشيمي پـس از گذشـت سـه روز در محـيط كشـت بـه       
ت ـدادي سـلول   . هاي چسبنده ظـاهر شـدند   صورت سلول

 يهــا ده بــه ســلوليا چســبيــطــور آزاد ه ک بــيــهماتوپوئت
 يب د يشد که در روزها يده ميط ديهنوز در مح يميمزانش

هــا حــذف شــدند و تنهــا    ســلوليــط ايض محــيبــا ت ــو
ه در ي ـکشت اول .ماندند يط باقيدر مح يميمزانش يها سلول
ت در روز ي ـد كـه در نها يکش ـ روز طـول  16تـا   19حدود 

ــلول  ــاردهم، س  ــ چه ــا بي ــك را  %  49ش از ـه ــف فلاس ك
 .پوشاندند

 
 : MSCs بررسي ماركرهاي سطح سلولي

 هاي مزانشـيمي  نتايج مربوط به ماركرهاي سطحي سلول    
ان ي ـدرصـد ب   يان ي ـم. نشـان داده شـده اسـت    1در شكل 
 ـبن يها سلول ياختصاص يمارکرها  شـامل  يميمزانش ـ يادي

 CD90  ،CD166  ،CD105  وCD44 ــلول ــا در س ــدا  يه ج
ــه ترت ــشــده از م ــز اســتخوان ب ±  1/12،%4/04±  1/4 بي

که  يدر حال. باشد يم% 5/00 ± 2/19 و ±03%  5/0 ،4/04%
و  CD45 ک از جملـه يهماتوپوئت يها ژه سلوليو يمارکرها
CD34 4/3 ± 3/9) يان قابـل تـوجه  ي ـها ب   سلوليدر ا % ،

 (.1شدل) را نشان ندادند%( 4/2 ± 6/9
 

CD34:هاي  جداسازي سلول
+  

CD34هاي    درصد خلو  سلوليان يم    
 ا ـجدا شده ب +
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ها با  ، وا نش سلوليا بزرگ تک هسته يها ت سلوليجمع: ف اول از اپيرد .هاي مزانشيمي مزز استنوا  سلول يتومتريج فلوسينتا :9شكل 
ف سوم از اپ وا نش يرد. CD45 ي و آنت CD44 يآنت ،CD105 يها با آنت وا نش سلول: ف دوم از اپيرد CD166.  يو آنت CD90 يآنت

 .پ  نترليزوتيو اCD34  يها با آنت سلول
 
 
 
 
 
 
 
 
 

. يا بزرگ تک هسته يها ت سلوليجمع: شکل اول:  از اپ.  MACSجدا شده با روش  +CD34 يها سلول يپيمنوفنوتيا  ايخصوص: 8شکل 
 .CD34 (R1=97.9% of total cells , RN1=84.27%  ) يها با آنت وا نش سلول :شکل سوم. پيزوتيا يباد يها با آنت وا نش سلول: شکل دوم

 
 ودرصــد  21/46 ±  4/5 ريـفلوسيتومتــاده از روش ـاستفــ

±   2هاي جدا شده حـدود   درصد زنده ماندن سلول  يان يم
 (.2شدل)بود درصد 40

 
هاي مزانشيمي به استئوبلاسـت   ارزيابي توانايي تمايز سلول

 :و کنترل آزمايشدر دو گروه 
 :آميزي آلدالي  فسفاتاز و آليزاري  رد رنگ

 هـاي  مزانشـيمي بـه سـلول   هـاي   به من ور تمايز سـلول     
  هر دو گروه يها ط كشت پايه سلولـه محيـاستئوبلاست، ب

دگزامتـازون، اسـيد   )کنترل، عوامل تمـايز دهنـده   وآزمايش 
و  3 يهـا  شـدل )افزوده شد( اسكوربيك، گليسرول فسفات

6.)  
م در يات کلس ـي ـمحتوز يتمـا  ي  که در طيبا توجـه به ا    

آليزاري   اختصاصي يزيآم ابند، از رنگي يش ميها افزا سلول
ز يتمـا  يدر سـلول هـا  ( به رنگ قرمـز )رسوبات كلسيم رد 
 هـم  .و کنترل بهره جسته شد آزمايشافته در هر دو گروه ي
  يم آلكـال يف اليـت آنـز   ،استئوبلاسـت  يها   در سلوليچن

 هـا  ز سـلول يتمـا  يبـرا  يافتـه و شاخص ـ يش يفسفاتاز افزا
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روز ( B. يزيروز اهارم تما( Aدر ( گروه  نترل) HSCبا  يبدو  هم  شت ز داده شده به سمت استئوبلاستيتما يميمزانش يها سلول: 3شکل
 (.x44ي يبزرگ نما)يزيروز دهم تما( C. يزيششم تما

 
 
 
 
 
 
 
 

. زيروز اهارم تما( A(. آزمايشگروه )اند داشته ي شت ها همHSC ه قبلًا با  ز داده شده به سمت استئوبلاستيتما يميمزانش يها سلول : 4شکل
B )زيروز ششم تما .C )زيروز دهم تما(ي يبزرگ نماx44.) 
 

 افتـه در هـر دو  يز يتمـا  يهـا  گردد، لذا سـلول  يمحسو  م
، مـورد  يزي ـآم   رنـگ ي ـو کنترل بـا انجـام ا   آزمايشگروه 
، افتـه يـز يتما يميمزانش يها در سلول. قرار گرفتنـد يابيارز
  يز ايان ـر تمايافته که بيش يم افزاي  آنـزيت ايـزان ف اليم

ز يدر تما .باشد يک ميرده استئوبلاست يها ها به سلول سلول
گـروه  )به استئوبلاست به روش استانـدارد MSC يها سلول
مثبـت  تمـايز   16مـذکور از روز   يزي ـآم ، دو رنـگ (کنتـرل
  ي ـا يل هم کشتيرفت به دل يم   مطال ه انت اريدر ا .شدند
بـه   هـا MSCز يهـا بـر تمـا    آن ريهـا و تـ ث  HSCها بـا   سلول

زودتر وارد فاز  يميمزانش ياديبن يها ها، سلول استئوبلاست
 . گردند يزيتما
 ي، به دنبال تدرارهاآزمايش  امر در گروه يا يدر بررس    
مختلـف ب ـد از    يفوق در روزها يها يزيآم و رنگ يمتوال

 ،ز بـه ب ـد  يتمـا  19، مشـخص شـد کـه از روز    يهم کشـت 
از آن است  يمطلب حاک  يا. گردند يها مثبت م يزيآم رنگ

ز يش سرعت تمــا يخونساز باعث افزا ياديبن يها که سلول

در  شـوند  مـي به استئوبلاست  يميمزانش يـاديبن يها سلول
 يـزي ـآم رنـگ  16زودتـر از روز   ،که در گروه کنتـرل يحال
 يزيآم در رنگچند ناحيه ـ  يچن هم. ديمشاهده ن رد يمثبت

 يکـه به صورت کـانون ان شد ينما آزمايشگروه  يها سلول
هـا  HSC  منـاط   يرود در ا ياحتمال م. رنگ گرفته بودنـد

ــاس  ــال و تم ــتق در اتص ــا يمس ــر  MSCم ب ــوده و ب ــا ب  ه
ل در ي ـاز عوامـل دخ  يدي ،  دو سلوليان ايم يها همدنش

  .اثر مذکور باشند
، بــا فــوق   رابطــه مشــخص شـــد در مناطـــ يدر همــ    
نـه   HSC يها سلول ،(19تـا روز )ـزيتما يش روزهـايافـزا

ل ي ـز دلي  امر نيا .كنند ميدا ير پيافته بلده تدثيتنها کاهش ن
باشد که در واق   يم HSCو  MSC ميبر تماس مستق ي ريد

 .يابنـد  مـي  زيهـا بـه استئوبلاسـت تمـا     تا روز دهـم سـلول  
هـا بـوده   HSC ينوساز نقش در خود يها دارا استئوبلاست

 مـذکور قابـل   يسـلول در نـواح    دو يرات متقابل ايثالذا ت
  (.5  شدل)مشاهده است

   

C B A 

A B C 
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و ( A) يدر گروه  نترل منف يزيز داده شده به سمت استئوبلاست در روز دهم تمايتما يميمزانش يها ن رد در سلوليزاريآل يزيآم رنگ :5شکل 
( C)مثبت بود  يبه صور   انون يزيآم ين رنگيا آزمايشافتيه گيروه ييز يتما يهيا از سلول يز در نواحيو ن( B)مثبت بود  آزمايشدر گروه 

در گروه  يزيز داده شده به سمت استئوبلاست در روز دهم تمايتما يميمزانش يها ن فسفاتاز در سلوليآلکال يزيآم رنگ ،(x44ي ينما بزرگ)
 (.x44ي يبزرگ نما()E)مثبت بود  آزمايشو در گروه ( D) يمنف  نترل

 
CD90انجام فلوسيتومتري جهت تاييد كاهش بيان ماركر 

+ : 
هاي مختلف اشاره شده اسـت،   همان طور كه در مطال ه    

هاي بنيـادي مزانشـيمي جـدا شـده از م ـز       در تمايز سلول
CD90استخوان، ميزان بيان ماركر 

در ايـ   . يابـد  كاهش مي +
 يهـا  ز سـلول يسه سرعت تمـا ي  امر جهت مقاياز امطال ه 

 ادهـو کنترل استف آزمايش  دو گـروه ـيب يميمزانش يـاديبن
 ـبن ياـه ـ ولـت سلي  کار جم يانجام ا يبرا. مينمود  يادـي
CD90 يـميزانشـم

 MSC يهــا  ه در سلولــک ي، مارکـر +
 يتومتريوسـفل ـ يررسـشود، جهت ب يان ميب ييزان بانيبه م

CD90 اني ـزان بي ـه مـسيجهت مقا. دنديگرد يجداساز
در  +

 4و کنتـرل در روز  آزمـايش  دو گـروه   يهـا  طح سـلول ـس
 هـال بـنوکلونوـم ياـه يادـب يـآنت هـا کـج ، از آنيزـيتما

 يفلورسنت متصل بوده و در واکنش اختصاص يها مولدول
CD90 يها به مولدول

ل ي ـ  دليبـه هم ـ و  شـوند  يمتصل م +
دار حضـور  ـان ر مق ـي ـنما يشدت رنـگ فلورسـنت بازتـاب   

 يبررس ـدر لـذا  .  باشـد  يها م ـ سطح سلول مارکر مذکور در
 ـب کـه  ييهـا    درصـد سـلول  يـي ضـم  ت   يتومتريفلوس ان ي

 ،  شدت رنـگ فلورسـنت  يان يدهند، م ي  را نشان ميپروتئ
تحت  يها در سلول CD90ان مارکر يزان بي  ميان يان ر ميب

 . باشد يم يبررس
زان ي ـم)ها سلول ي  فلورسنت بازتابيان يل مي  دليبه هم    

انـد   منوکلونال متصل شـده  يباد يهدف که به آنت يمارکرها
Mean Fluorescent Intensity  =MFI)، ان ي ـزان بيبه عنوان م
و کنتـرل   آزمـايش دو گـروه   يها مارکر مورد ن ر در سلول

ان ي ـزان بي ـج نشان دادند که با توجه به مينتا. ديگرد يبررس
CD90مارکر 

زان يز، ميش از تمايپ يميمزانش يها در سلول +
 ، دريزيدر روز ششم تمـا  يميمزانش يها ان آن در سلوليب

 مذکور در يها به سلول بتـنس آزمايـشروه ـگ ياـه سلول
 .(4شدل)افته استيشتر کاهش يار بيگروه کنترل بس

 
 :بررسي بيان ژن استئوپونتي  و استئوکلسي  

   وـي ـان ژن استئوپونتـاده از بيـا استفــي بـز سلولـتماي    
 طب  آن چـه کـه در   .استئوكلسي  مورد ارزيابي قرار گرفت

   ازيان ژن استئوپونتيب ،دهيمختلف گزارش گرد هاي همطال 

A B C

DE 
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 يپرا ندگ: از اپ. ه شده استيارا ين فلورسنت بازتابيانگي ه به صور  م CD90ا  مار ر يزا  بيسه ميمقا يبررس يتومتريج فلوسينتا :2شکل 
در گروه  نترل  يها سلول CD90ا  مار ر يب ،تمايز 2در روز  آزمايشگروه  يهيا سلول CD90ا  مار ر يب ت مورد مطالعه و يدر جمع يسلولي
 .زيش از تمايپ MSC يها در سلول CD90ا  مار ر يو بتمايز  2روز 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-β) و بتا اكتين(OPN) نياي استئوپونتييه ا  ن يبي: بالاشکل  :7شکل 

actin) نشانگر ( 9) .افته به استئوبلاستيز يتما هاي مزانشيمي در سلول
ا  يب( 8. )است (DNA Size Marker 100bp) يشاخص وز  مولکول

 يزيتما 2در روز  OPNا  يب( 4) ي نترل منف( 3)نيا ت ن  بتا
 يها سلول يزيتما 2در روز  OPNا  يب( 5) نترل  يميمزانش يها سلول
 يهيا سلول يزيتما 4در روز  OPNا  يب( 2)آزمايش  يميمزانش
 يها سلول يزيتما 4در روز  OPNا   يب( 7) آزمايش يميمزانش
 .دهد ي نترل را نشا  م يميمزانش
 يها درسلول  ين به ترتيا  ن  بتا ا تيشکل سمت اپ ب: نييپاشکل 

( 3)گروه  نترل،  يزيتما 4 روز( 8) ،آزمايشگروه  يزيتما 4روز( 9)
 .گروه  نترل يزيتما 2 روز( 4)و  آزمايشگروه  يزيتما 2 روز

-β)و بتا اكتين (OCN) هاي استئوكلسين بيا  ن : بالاشکل  : 2شکل 

actin) نشانگر ( 9) .افته به استئوبلاستي زيتما هاي مزانشيمي در سلول
ا  يب( 8. )است (DNA Size Marker 100bp) يشاخص وز  مولکول

 يزيتما 4در روز  OCNا  يب( 4) ي نترل منف( 3) نين  بتا ا ت
 يزيتما 4در روز  OCNا  يب )5)آزمايش يميمزانش يها سلول
 يزيتما 2در روز OCNا  يب( 2) نتيرل يميمزانش يهيا سلول
 يزيتما 2در روز  OCN  ايب( 7)آزمايش يميمزانش يها سلول
 .دهيد ي نترل را نشا  م يميمزانش يها سلول
 4 روز( 9)يها سلول   درين به ترتيا  ن  بتا ا تيب :نييپاشکل 

 2 روز( 3)گروه  نترل،  يزيتما 4 روز( 8) ،آزمايشگروه  يزيتما
 .گروه  نترل يزيتما 2روز( 4)و  آزمايشگروه  يزيتما

 
 بـــه حداکثـــر ـزيــشـــروع و در روز هفــتم تما ســومروز 
ابـد و مت اقـب   ي يج کـاهش م ـ يرسد و ب د از آن به تدر يم

ــاهش آن، ب ــک ــي ــزايان ژن استئوکلس ــتم اف ش ي  از روز هف
 ـا. ابدي يم  ـبن يهـا  اسـت کــه در سـلول    ي  در حـال ي  يادي

در . گردد يان نمي  بيز، ژن استئوکلسيش از تمايپ يميمزانش
بـا   HSC يها سلول يرفت که هم کشت ي  مطال ه انت ار ميا

 زودتر از زمـان  ها   سلوليود اـث شـباع MSC ياـه سلول
 ـا اني ـب يگردند و به عبارت يزيککر شده وارد فاز تما   دو ي
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Region Gate Ungated Count %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
R1 <None> 4892    4892    97.84 132.53  136.70  23.93 22.42   23.94   35.51
Q1 R1 1323    1303    26.64 3.04    5.84    106.34 77.60   88.95   74.64

Q2 R1 3408    3329    68.05 79.42   94.56   63.10 97.63   113.00  56.60
Q3 R1 150     147     3.00 4.13    7.15    84.59 2.23    4.21    118.55
Q4 R1 119     113     2.31 50.87   59.74   61.52 2.88    5.55    102.98

RN1 R1 3900    3808    77.84 66.85   85.93   70.94 -    -    -    
RN2 R1 4774    4680    95.67 89.12   103.78  55.15 -    -    -    

R2 <None> 3741    3741    74.82 1.00    0.00    0.00 1.00    0.00    0.00
R3 R1 1938    1879    38.41 120.21  127.32  36.59 113.92  128.16  46.34

Speed: 3.0
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 245.0 lin 180.0 999.9 -- - - - -
SSC - 230.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 CD90-FITC_600.0 log3 10.0 999.9 - - -- 19.2 0.8

FL2 - 600.0 log3 10.0 999.9 - - 23.8 -- 0.8
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Region Gate Ungated Count %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
R1 <None> 4892    4892    97.84 132.53  136.70  23.93 22.42   23.94   35.51
Q1 R1 1323    1303    26.64 3.04    5.84    106.34 77.60   88.95   74.64

Q2 R1 3408    3329    68.05 79.42   94.56   63.10 97.63   113.00  56.60
Q3 R1 150     147     3.00 4.13    7.15    84.59 2.23    4.21    118.55
Q4 R1 119     113     2.31 50.87   59.74   61.52 2.88    5.55    102.98

RN1 R1 3900    3808    77.84 66.85   85.93   70.94 -    -    -    
RN2 R1 4774    4680    95.67 89.12   103.78  55.15 -    -    -    

R2 <None> 3741    3741    74.82 1.00    0.00    0.00 1.00    0.00    0.00
R3 R1 1938    1879    38.41 120.21  127.32  36.59 113.92  128.16  46.34

Speed: 3.0
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 245.0 lin 180.0 999.9 -- - - - -
SSC - 230.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 CD90-FITC_600.0 log3 10.0 999.9 - - -- 19.2 0.8

FL2 - 600.0 log3 10.0 999.9 - - 23.8 -- 0.8
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 4197    4197    -    83.94 114.85  38.00 22.27   54.75

Q2 R1 3662    3093    -    73.70 30.22   129.25 0.00    0.00
Q3 R1 200     161     -    3.84 1.83    55.01 0.00    0.00
Q4 R1 574     506     -    12.06 19.90   65.95 0.00    0.00

RN1 R1 3474    2982    -    71.05 33.25   116.85 -    -    

Mean X = 85.93 = MFI Mean X = 32.59 = MFI Mean X = 326.10= MFI 
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ج ينتـا  .ابـد يافتـه زودتـر تحقـ     يز يتمـا  يهـا  ژن در سلول
ز يتمـا  يهـا  را اثبات نمودنـد و در سـلول     مدعايحاصله ا

 ـ، بآزمـايش افته گروه ي   در روز چهـارم  يان ژن اسـتئوپونت ي
  ژن يــان ايــز عــدم بيز کــاهش و در روز ششــم تمــايتمــا

  ي ـز در اي ـ  نيان ژن استئوکلس ـيب. (1شدل)ديمشاهده گرد
 که در  يد در حالـروع شـز شـيم تماـا از روز ششـه سلول
 شـدل )دين رد   ژن مشاهدهيان ايگروه کنترل، ب يها سلول

 HSC يهـا  ند کـه سـلول  ينما يد مييات يج هم ي  نتايا. (4
بـه   يميمزانش ياديبن يها ز سلوليش سرعت تمايباعث افزا

 . شوند ياستئوبلاست م
 

 بحث
از  ي  مت ـدد يتوسـط محقق ـ انجام شـده   هاي هدر مطال     

ــه ــاينم  جمل ــاران و ت ــال يو همد ــاط 1001در س ، ارتب
 ـبن يهـا  ان سلوليم يتن اتن   يهـا  خونسـاز و سـلول   يادي

هــا  HSC د که به مــوجب آن، ياستئوبلاست مشاهـده گرد
ــب ــف ال اني ـــا تي ــا يه ـــاز يتيحم ــرا از طر يخونس   ي

 ـلـذا ا  ،نـد ينما ياستئوبلاست القـا م ـ يهـا سلول ه ي  فرض ـي
سلول، جهـت    دو يا انيم شود که ارتباط متقابل يمطر  م

 يضــرور ي، امــريت ســلوليــتوســ ه و نمــو هــر دو جم 
نـد  ي  مطال ه نشان داده شـد کـه در فرآ  يا در (.14)باشد يم

ش از يکـه پ ـ  ييها ، سلوليميمزانش ياديبن يها ز سلوليتما
CD34خونساز  ياديبن يها با سلول يز تحت هم کشتيتما

+ 
بـا   يشـت كکـه بـدون هـم     ييهـا  اند نسبت به آن قرار گرفته

نـد، زودتـر وارد فـاز    ا هز داده شـد يمـذکور تمـا   يهـا  سلول
  امـر بـا   ي ـگردنـد و ا  يبه سـمت استئوبلاسـت م ـ   يزيتما
 ي  در روزهـا ياستئوکلس و  يان دو ژن استئوپونتيب يبررس

  فسـفاتاز و  يآلدال ييايميتوشيس يزيآم ز، رنگيمختلف تما
ــآل ــ  رد و نيزاري ــي ــب يز بررس ــارکر ي ــدر ا CD90ان م   ي

ج حاصـله اثبـات   ايبا استناد به نت ـ .رفتيها، تحق  پذ سلول
CD34 يانسان HSC يها د که سلوليگرد

جداشده از خون  +
 يانسان MSC يها ز سلوليش تمايبند ناف قادرند سبب افزا

استئوبلاسـت   يهـا  به دست آمده از م ز استخوان به سـلول 
م نمـوده  يخود را تن ني   توانند مي ر يشوند و به عبارت د
 يجهـت بررس ـ  .ک گردندياستئوبلاستني  و سبب گسترش 

هـا در     سلولي، ايها به رده استئوبلاستMSCز يتما ييتوانا

 -DMEM-LG ، FBS  ،Lک شـامل  ياستئوژن يزيط تمايمح
سرول فسفات و دگزامتازون کشت داده يگل -βآسدوربات، 

نيــز رسوبــات   و  ALPـان ي ـزان بي ـ  که مين ر به ا. شدند
هـا  كلسيم در طي فرآينـد تمـايز استئوبلاستي در اي  سلول

و آليـزاري    ALPآميزي سيتوشيمي  يابد، از رنگ افزايش مي
. رد به عنوان شاخص تمايز استئوبلاستيك اسـتفاده گرديـد  

صـورت گرفتـه    هـاي  هنتايج به دست آمده با نتـايج مطال  ـ 
و همكـاران وي در سـال    مـولم   توسط محققيني از جمله

هـاي دي ــر    بـررسي شـاخص  (.10)مطابقت داشت 2994
تمايز استئوبلاستيك شامل استئـــوپونتي  و استئـــوكلسي    

انجـام شـد كـه نتـايج     ( RT-PCR) نيـز به روش مولكـولي
و همكـاران   هايلاك حاصله در گروه كنتـرل مطاب  با نتايج

و همكـارانش در سـال   پوچـاز   Eو نيز  2993وي در سال 
 OPNمشاهده گرديد كـه بيـان ژن    .(15، 29)باشد مي 2991

به حداكثر رسيده و سوس به تدريج كاهش  تمايز 1در روز 
 1نيز وابسته به زمان بـوده و از روز   OCNبيان ژن . يابد مي

   مطال ـه مشـاهده شـد کـه در    يدر ا. يابد تمايز افزايش مي
تمـايز   6در روز   OPN، بيـان ژن آزمـايش گروه  يها سلول

و  گـروه کنتـرل بـوده    يها در سلول  OPNبانتر از بيان ژن
-RT، بـا روش  آزمـايش تمايزي در گروه  4ان آن در روز يب

PCR که در گروه کنترل هم يباشد در حال قابل رديابي نمي 
. باشد يز قابل مشاهده ميتما 4ان ژن مذکور در روز يچنان ب
بـه دليـل   . اسـت بل رديابي تمايز قا 4نيز از روز  OCNبيان 
هـاي  MSC و HSCكه تاكنون مطال ه مشابهي بـر روي   اي 

سـه بـا   ينتايج فوق قابل مقا انساني صورت ن رفته است لذا
چني  در ايـ  مطال ـه    هم .باشد دي ر نمي هاي هنتايج مطال 

و كنتـرل،  آزمـايش  جهت مقايسه روند تمايز بي  دو گـروه  
به روش فلوسيتومتري قبل و ب د  CD90بررسي بيان ماركر 

از تمايز در هر دو گروه صورت پذيرفت و نتايج به دسـت  
آمــده مبنــي بــر كــاهش بيــان ايــ  مــاركر در طــي تمــايز  

هـا، بـا نتـايج مطال ـه صـورت گرفتـه       MSCاستئـوبلاستي 
مطابقـت   2994و همكـاران وي در سـال    وايسـم   توسـط 
ــذكور از روش ايمو . دارد ــه م ــه در مطال  فلورســانس ونالبت

 هـم  .(21)استفاده گرديـده اسـت   CD90جهت بررسي بيان 
 يهـا    مارکر در سلوليان ايد کاهش بي  مشخص گرديچن

 يهـا  شـتر از سـلول  يب يزان قابل توجهيبه م ،آزمايشگروه 
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ر يثابـر ت ـ  ي ـر يز گـواه د ي  امر نيباشد که ا يگروه کنترل م
 ه ـبها MSCز ـيت تمـاـش سرعـيافزا رـب HSC ياـه سلول
 . باشد ياستئوبلاست م يها سلول
و همكـاران  دي يرونمـو  نتايج به دست آمده از مطال ـه      

 2992و همكارانش در سـال   سكيا و نيز 1000وي در سال 
دهنـد كـه بـا افـزايش سـ  اهـدا كننـده،         ينشان م ـ يهم 

بـا  . يابـد  هـا كـاهش مـي   MSCخاصيت تمايز استئوبلاستي 
 صـورت گرفتـه در   يقبل ـ هـاي  ه  که در مطال  ـيتوجه به ا

  مطال ـه از  يد لذا در اي  امر مشاهده گرديز ايش اه نيآزما
در  .(22، 23)دش ـم ز استخوان كودكان اسـتفاده   يها نمونه

و  HSCبا توجه به اي  كه هدف از هـم كشـتي    ،اي  مطال ه
MSC  حفظ ،MSCپـس از  باشد، لذا  ها در محيط كشت مي
+   Stem Spanآزمـايش  يطهاي مت ـدد بهتـري  مح ـ   بررسي

SCF (   جهت جلـوگيري از تمـايزHSC    هـا و خـود نوسـاز
ثيري آن بـر تمـايز   ات ـ ها به كار برده شد و نيـز بـي   ماندن آن

MSC  5( + ها بررسـي گرديـد%FBS   بـه عـلاوه   . باشـد  مـي
ي بـر  يثيــر سـو  ات،  Stem Spanنمايان گشـت كــه محـيط    

 .ها نـداردMSCرشـد و تمايـز 
اتمـام  از ، پـس  آزمـايش در گروه  اي  بود كهدي ر  نكته    
ها، حتـي بـا وجـود شستشـوهاي صـورت       شتي سلولكهم 

هـاي در حـال   MSCها به HSCچنان ت دادي از  گرفته، هم
بلكـه در   نشـدند و نه تنها حـذف   ندباقي ماند متصل تمايز

مشـاهده گرديـد كـه ايـ      . نيز يافتنـد محيط تمايزي، تكثير 
ري  رد، به صورت كانوني رنـگ  آميزي آليزا مناط  در رنگ

  ي ـرود در ا يبا توجه به شواهد موجود احتمال م. گيرند مي
ها بـوده  MSCم با يها در اتصال و تماس مستقHSC ،مناط 

ل ي ـاز عوامل دخ يدي ،  دو سلوليان ايم يها و برهمدنش
بـه دليـل عـدم    نزم به ککر اسـت کـه   . در اثر مذکور باشند

هـاي انســاني مـذكور،     روي سلولوجود مطال ه مشابـه بر 
 .باشد سه با نتايج دي ر نميياي  نتايج قابل مقا

يانـگ   ، مطال ه نسبتاً مشابهي توسـط 2994البته در سال     
هـاي مـذكور    و همكـاران وي بـر روي سـلول    هون جانگ
صورت پذيرفته است ولـي در   in vivoو  in vitroموشي در

استفاده  Transwellهاي  شتي از پليتكآن مطال ه جهت هم 
  با هم تماس سـلول  MSCو  HSCكه در آن دو سلول  شده
هـا يـا   HSCسلول نداشته و صرفاً فاكتورهاي مترشحه از  -

 MSCوارد محــيط تمــايزي  condition mediaبــه عبــارتي 
فاكتورهاي مورد ن ـر در ايـ  مطال ـه نيـز شـامل      . شود مي

ــادير   ــي مق در  BMP6و  IL6  ،SCF  ،OCN  ،BMP2بررس
باشـد و عنــوان گرديـده اسـت كــه       هم كِشتي مذكـور مي
توليـد شـده توسـط     BMP6و  BMP2احتمانً افزايش بيــان  

HSCول تمايز ؤها، مسMSC   به استئوبلاست بوده و نقشـي
ســلول در ايــ  امــر مطــر  نشــده  -  بــراي اتصــال ســلول

در حالي كه بـا توجـه بـه نتـايجي كـه در ايـ        (. 11)است
هـاي   شود كه بـر همكـنش   گشت، تصور ميمطال ه حاصل 

، BMP6و  BMP2سلول نيز علاوه بر افزايش بيـان   -سلول 
ت در يدر نها. دننماي نقش به سزايي را در اي  پديده ايفا مي

هاي انساني جـدا شـده از   HSC  مطال ه اثبات گرديد كه يا
ــاف ــد ن ــد ســبب افــزايش ســرعت تمــايز   ،خــون بن قادرن

MSCز م ز استخوان به استئوبلاست هاي انساني جدا شده ا
استئوبلاستيك را صـورت  ني  گردند و به عبارتي گسترش 

ها و عوامل دخيل در اي  امـر   اما جزئيات، برهمكنش. دهند
هـاي سـلولي و    باشد و نيـاز بـه بررسـي    هنوز مشخص نمي

اميد است كه با نيـل بـه    .استمولكولي دقي  در اي  رابطه 
ابي به اهداف درماني جديـد  اي  هدف، گامي مؤثر در دستي

 .در حوزه هماتوپوئتيك برداشته شود
 

 گيري نتيجه
ــا     ــا بينت ــج م ــام ژني ــا ان زود هن  ــتئوپونت يه   و ياس

. ان سـاخت ي ـنما HSCباMSC ي   را در همدشتياستئوکلس
ي ز استئوبلاسـت يتمـا  يهـا در القـا  HSCها از نقش افتهي  يا

MSCان ي ـ  کاهش بيچن هم. ندينما يت ميها حماCD90  و
  يا يون سلوليزاسينراليو م   فسفاتازيت آلداليش ف اليافزا
     .د نمودنداييج را تينتا
 

 تشكر و قدرداني
مصـو   نامـه كارشناسـي ارشـد     اي  مقاله حاصل پايـان     

مركز تحقيقات مؤسسـه عـالي آموزشـي و پژوهشـي طـب      
. باشـد  مـي انتقال خون وابسته به سازمان انتقال خون ابـران  

وسيله از كليه همكاران مركز تحقيقات سازمان انتقـال   بدي 
نامـه مـا را يـاري نمودنـد      خون ايران كه در انجام اي  پايان

 . نماييم تشكر و قدرداني مي
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Abstract 
Background and Objectives 

The correlation between hematopoietic stem cells (HSCs) and the cells comprising the niche 

especially osteoblast cells is critical for maintaining stem cell activities. Yet little evidence 

supports the concept that HSCs regulate development of the niche. If true, it may explain why 

many hematopoietic defects are accompanied by changes in the osseous architecture and 

provide new therapeutic targets for regulating bone formation. 

 

Materials and Methods 

In this exprimental study, we cocultured bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) with 

umbilical cord blood HSCs in stem span media for 3 days. Then MSCs were differentiated to 

osteoblast cells by using osteogenesis kit. Evaluation of osteogenic differentiation of MSCs in 

different days came out to be: expression of osteopontin and osteocalsin (RT-PCR on days 4 

and 6), expression of CD90 (flow cytometry on day 6), expression of alkaline phosphatase 

enzyme (alkaline phosphatase staining) and mineralization of MSCs (alizarin red staining on  

day 10). 

 

Results 

Our results showed early expression of osteopontin and osteocalsin in HSCs coculture with 

MSCs. These findings support the role of HSCs in induction of osteoblastic differentiation of 

MSCs. Decrease in the expression of CD90, higher activation in cell alkaline phosphatase 

enzyme, and mineralization confirmed the results. 

 

Conclusions 

In the field of human stem cells, our ex vivo findings demonstrated that HSCs can enhance 

differentiation of MSCs toward osteoblast cells thereby participating in formation of their 

niche.   
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