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 هاي  هاي بنيادي مزانشيمي وريد بند ناف انساني به سلول تمايز سلول

شبه كبدي در محيط آزمايشگاهي

 6، فردين فتحي5مرتضي ابوذري ،4بهرام نيكخو، 3، مهري آزادبخت2، علي اميني1آزاده رئوفي
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

شده و  يجداساز راًياخ ،توان چند يهانوان سلولبه ع ،يناف انسان د بنديور جداري ميمزانش ياديبن يهاسلول
 ،ن مطالع ه ي  در ا. شده است يبررس يو قلب يعصب يها ر سلولينظ يمختلف يها ها به سلول آن يزيل تمايپتانس
ان ي  ل بي  ب ا تمرک ز ب ر پروفا    يکبد يها ز به سلوليد بند ناف در تمايور يميمزانش ياديبن يهاسلول ييتوانا
 .شد يابيارز کبد ياختصاص يها ژن

 ها روش مواد و
ماه  کيبه مدت  يناف انسان پس از جداسازد بنديجدار ور يميمزانش ياديبن يها سلول ،در يك مطالعه تجربي

 Mن يو انکوس تات  ير فاکتور رشد کبدينظ ييالقا يبا فاکتورها ماريتحت ت يا ک روش دو مرحلهيبا استفاده از 
مورد  يميتوشيمونوسيو ا RT-PCRق روش ياز طر يکبد يها سلول ياصاختص يهاان ژنيسپس ب .قرار گرفتند

 . قرار گرفت يبررس
 ها يافته

ال يتليبه فرم اپ يو دو قطب يبروبلاستيها از حالت فر شکل سلوليي، تغييالقا يهاها با فاکتورسلول ماريپس از ت
،  CK8  ،CK18ر ي  نظ يکب د  يها سلول ياختصاص يهاان ژنيش بيا افزايان يب. ديمشاهده گرد يو چند وجه

HNF3β  ،c-Met ، AFP ،TTR ،G6P  ،Transthyretin  وALB ن يچن   ه   . د ش د يي  تا ييدر طول دوره القا
 .افته مثبت بوديز يتما يهادر سلول 18ن يتوکراتيژن س يه آنتيبر عل يباد يها به آنت واکنش سلول

 ينتيجه گير 
-د بنديمشتق از جدار ور يميمزانش ياديبن يهاجه گرفت که سلولينت توانيکسب شده، م يهابا توجه به داده

 .باشند يرا دارا م يشبه کبد يهاز به سلوليتما ييتوانا ،ناف
  Mفاكتور رشد كبدي، انكوستاتين  مزانشيمي،هاي بنيادي  سلولوريدهاي بند ناف،  :ات كليديكلم
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  دمه مق
شـا   نبـا م هـا  از ارگـان  ياريعلاوه بر مغز استخوان، بس ـ    
 يميمزانش ـ يها سلول يحاو زين نيخون جن رينظ يودرممز
 ،سـاز خون ياديبن يهاها همراه با سلولن سلوليا .باشنديم

نــاف در اواســ   خــون بنــد(. 1)در حــال گــردش هســتند
. دباش ـ يپرتـوان م ـ  يميمزانش يها سلولسرشار از  يحاملگ

کـرده و   ين ـيگزلانـه  ،ان خونيها پس از ترک جرن سلوليا
 يجــانــاف جفــت و بنــد يهــا در اســترومااز آن ياريبســ
 . (6)رنديگ يم

در  يميمزانش يها سلولوجود  ها هج مطالعين نتايچن هم    
ک موضـو  بحـ    ي ـرا بـه   افتـه يناف نوزاد تولد  خون بند

ن دادنـد کـه   و همکاران نشـا وكسلر . استبدل کرده ز يانگ
 يميمزانش ـ يهـا  سـلول فاقد  يطيناف و خون مح خون بند
 يميمزانش ياديبن يها ر سلوليگر تکثياز طرف د(.3)هستند

بـدن بـا    يهـا  ونـد آن بـه بافـت   يمشتق از مغز استخوان و پ
 ،يروس ـيو يهـا عفونـت ابتلا بـه  چون  هم ييهاتيمحدود

ش يبـا افـزا   يزيقدرت تما و کاهش يريکاهش قدرت تکث
 (. 6)باشديم، همراه سن
بـه  را اسـتفاده از مغـز اسـتخوان     ،ن مشـکلات ياوجود     

 ـبن يهـا سلول ازآل دهيک منبع ايعنوان  درمـان   يبـرا  يادي
بـه دنبـال منـابع    همـواره  محققـان  ن يبنابرا. کنديمحدود م
 يميمزانش ـ يادي ـبن يهاسلول يجداساز جهت يترمناسب

 زي ـنو  همکـاران  و فرومـانو  ،ن راسـتا يدر هم ـ .باشـند يم
ــواس  ــارانو ك ــال  همک  ــ ،6003در س ــه تخل ــق ب ص يموف
ال يانـدوتل ال و سـا  يه انـدوتل ي ـاز لا يميمزانش ـ يها سلول

 ـا. (6، 4)افتـه شـدند  ياهرگ بند ناف نوزاد تازه تولد يس ن ي
اسـتخراج   يميمزانش ـ يهاسلول يها يژگيها همان وسلول

ن ي ـز ايتـاکنون تمـا  . دادنـد شده از مغز اسـتخوان را نشـان   
 يو عصب ي، غضروفي، استخوانيچرب يهاها به سلول سلول
هـا  آندر  يبازسـاز خـود  يهاژنان يبل يپروفا يبررسز يو ن

 .(5، 2)شده است يبررس
 ـبن يهـا انتقال سـلول  هيدرمان بر پا هاي هدر مطالع     ، يادي

 .ک ارگان هدف همواره مطـر  بـوده اسـت   يکبد به عنوان 
 ـ   يري ـت تکثيخاص ـ بـا  يچه کبد اندام اگر  يبـالا اسـت ول
در کبـد   يين توانـا ي ـها منجر به حـذف ا  يمارياز ب ياريبس
 يهـا تيجـاد هااتوس ـ يا يبـرا  ياديل زيتما ارًياخ. شوند يم

 ـبن يهابالغ از سلول هـا در درمـان    آن يريکـارگ ه و ب ـ يادي
 ـبـر ا (. 6)جاد شـده اسـت  يا يک کبديمتابول يها يماريب ن ي

از جمله  ياديبن يهااز سلول يعدر انوا يز کبديتما ،اساس
ناف و  خون بند ياديبن يهاسلول ،ينيجن ياديبن يهاسلول

 يمـورد بررس ـ هاي بنيـادي خونسـاز    و سلولمغز استخوان 
ز يتمــا نــديآن مطالعـه فر يــدر ا .(8-11)قـرار گرفتــه اسـت  

 ـبن يهاسلول بـه   ينـاف انسـان   د بنـد ي ـور يميمزانش ـ يادي
و  يميتوش ـيمونوسيا يهـا  يابيبا انجام ارز يکبد يها سلول
PCR شد يبررس. 

 
  ها روشمواد و 

و  يناف انسـان  د بنديور يميمزانش ياديبن يهاکشت سلول
  :يکبد يها ها به سلول ز آنيتما
ن مطالعـه،  ي ـدر ا. بـود  تجربيمطالعه انجام شده از نو      

که از قبل  يناف انسان د بنديور يميمزانش ياديبن يهاسلول
مـورد   ،د شده بودييها تا آن ياديت بنيده و ماهش يجداساز

ناف نوزاد تـازه   طور خلاصه بنده ب(. 2)استفاده قرار گرفتند
ــافر  ــده در ب ــد ش  HBSS  (Hank's Buffered Saltمتول

Solution) درجــه   4 يدر دمــا ک ويــوتيبيآنتــ يحــاو
 ـابتـدا  . شگاه منتقل شديمارستان به آزمايگراد از ب يسانت ک ي
م کلاژنـاز  يق آنـز يناف مسدود شد و پس از تزر بند يانتها

ناف بـه   د و بنديز مسدود گرديدوم ن يد، انتهايبه درون ور
. گراد قرار داده شديدرجه سانت 36 يقه در دمايدق 60مدت 
 ـبن يهـا د، سـلول ي ـ  کشت به درون وريق محيبا تزر  يادي
 يهاسلول(. 2)دنديناف استخراج گردد بندياز ور يميمزانش

 DMEM-LG  (Dulbecco's  کشتيتخراج شده، در محاس

modified Eagle's medium – Low Glucose)(ــويگ ( بک
 ، (بکــويگ)FBS (Fetal Bovine Serum) از %15 يحــاو
ng/ml10  ازEGF (Epidermal Growth Factor)(گمايســ- 
 bFGF (Basic Fibroblast Growthاز  ng/ml 60و  (چيآلدر

Factor)(چيآلدر -گمايس)  محتـوي  )در يك اتمسفر مرطو
و  %100 دي اكســيد كــربن، رطوبــت نســبي %5هــوا،  95%

 . انكوبه شدند( گراد درجه سانتي 36درجه حرارت 
بـار مـورد    کي ـسـاعت   48ها، هـر    کشت سلوليمح    
 يهـا در سلول يز کبديتما يالقا يبرا. ض قرار گرفتيتعو
 عمل دستورک ي، از يد بند ناف انسانيور يميمزانش ياديبن
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 30000 تعـداد . دش ـهفته اسـتفاده   4به مدت  يادو مرحله
خانـه پوشـش داده    4ت ي ـپل يهاسلول به هر کدام از خانه

ها دن تراکم آنين، اضافه شده و پس از رسيبرونکتيشده با ف
 يبـرا . ز قرار گرفتنديتما يند القاآي، تحت فر%60به حدود 

 DMEM-LG  کشـت  يهـا در مح ـ دو هفته نخست، سـلول 
مـولار از   کـرو يم 5/0مار بـا  ي، تحت ت FBSاز  %15 يحاو

ــازون ــ)دگزامت ــدر -گمايس  ,Insulin, transferrin) ،(چيآل

sodium-selenite )ITS (ســـــيگما ) فـــــاکتور رشـــــد و
واقـع  ( سـتم يس R&D) ng/ml50  بـا غلظـت  ( HGF)يکبد

ن يدو هفته دوم مثـل دوره آغـاز   يها برامار سلوليت. شدند
در  يهـا  ن تفاوت که به منظور بلـو  سـلول  يا اافت بيادامه 

از  HGF (Hepatocyte Growth Factor) يبه جا ،زيحال تما
OSM (Oncostatin M)(گمايســـ ) بـــا غلظـــتng/ml 50 

بـار   کي ـروز  3ها هر   سلوليض محيتعو. دياستفاده گرد
 .صورت گرفت

 
 : RT-PCRکل و  RNAاستخراج 

    RNA يزيتمـا  يهـا در هفته تحت القا يهاکل از سلول 
بـه عنـوان    ، HepG2ي اول، دوم، سوم، چهارم و رده سـلول 

ناژن يشـرکت س ـ  يشـنهاد يکنترل مثبت، طبق دستورالعمل پ
ــاســتخراج گرد ــس از بررســ. دي ــيو ک يکمــ يپ  RNA يف

و  ياسـاکتروفتومتر  UVق دو روش ي ـاستخراج شده از طر

بـا   PCRواکـنش   ياز بـرا ي ـمورد ن cDNAژل الکتروفورز، 
 . ديه گرديته( ريونيت بيک)ت مخصوص ياستفاده از ک

 
 : ر انجام گرفتيطبق دستورالعمل ز PCR  واکنش يشرا 
 

 ثانيه ºC 94 45 دناتوراسيون
 ثانيه ºC 58 45 آنيلينگ
 ثانيه ºC 66 58 اكستنشن

 دقيقه ºC 66 10 اكستنشن نهايي
 

 ــ  β2mاز ژن      ــرل داخل ــوان کنت ــه عن ــتفاده  يب ــاس  .دش
 ـ ي ـا يمـورد اسـتفاده بـرا    گرهايآغاز له يوس ـه ن واکـنش  ب
ناژن يشـده و از شـرکت س ـ   يطراح ـ Gene Runerافزار  نرم
ژل  يبـر رو  PCRمحصولات واکـنش  . (1جدول )ه شديته

بـا   يزي ـآماز هم جدا شده و بـه دنبـال آن رنـگ    %1آگارز 
 اسـتفاده از تـرانس   از ژل با يد و عکسبرداريماووم بريديات

 .انجام گرفت (Uvidoc, UK)ا  بنفشون ماوريناسيلوم
 

 :مونوفلورسنتيا يابيارز
در آخر هفته چهـارم بـا    ها پس از اتمام دوره القا،سلول    

 قـه يدق 60اتاق بـه مـدت    يدر دما %4د يمحلول پارافرمالدئ
 پس از مرحله مسـدود کـردن توسـ  محلـول    . ثابت شدند

از يحجم ـ% 10و   X.100تـون ياز تر يحجم ـ %1/0 يحاو
 

 هاي كبدي هاي خاص سلول مشخصات آغازگرهاي طراحي شده براي بررسي بيان ژن: 1جدول  
 

 (bp)طول قطعه حاصل  توالي آغازگر نام آغازگر رديف 
1 Alpha-fetoprotein R: GCCAAAGTGAAGAGGGAAGAC 

F: GCAGACAATCCAGCACATCTC 
494 

6 Albumin R: TCAAGTGTGCCAGTCTCCAA 
F: TGGCAAGTCTCAGCAGCA 

459 
3 Cytokeratin-18 R: ACAGTCTGCTGAGGTTGGA 

F: CAGACACCACTTTGCCATC 
416 

4 Beta-2 microglobulin 
R:CACGGCAGGCATACTCATC 
F:GTTTCATCCATCCGACATTG 

199 
5 Mesenchymal-epithelial 

transition factor (c-met) 
R:TGTGTTGTCCCGTGGCCATTTG 

F:TGCGATCGGAGGAATGCCTGAG 
306 

2 Hepatocyte nuclear factor 
3 β 

R:TGCAACACCGTCTCCCCAAAGT 
F:CCACCACCAACCCCACAAAATG 

694 
6 Transthyretin R:GTGACGACAGCCGTGGTGGAA 

F:GGTGAATCCAAGTGTCCTCTGAT 
356 

8 Glucose-6-phosphatase 
R:GCAGAAGGACAAGACGTAGAA GA 
F: GCTGAATGTCTGTCTGTCACGAA 

494 
9 Cytokeratin-8 

R: TGCCTCTACCATGTCCATCA 
F: TGGTCTCCAGCATCTTGTTCT 

364 
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ون بـا  يقـه، انکوباس ـ يدق 45اتاق به مـدت   يسرم بز در دما
، سـانتاکروز  1:50) 18ن يتوکراتيه س ـي ـه بر علياول يباديآنت
ــوژيب ــت ( يوتکنول ــورت گرف ــد . ص ــه بع ــاز ا يمرحل ن ي

 ـثانو يبـاد يها توس  آنتون سلوليبا انکوباس يزيآم رنگ ه ي
( يوتکنولـوژ يسـانتاکروز ب  ،1:100)نژوگه با تگـزاس رد  وک

 PBSهـا توسـ    ن مراحل مختلـف، سـلول  يدر ب. دنبال شد
(Phosphate Buffer Saline)    تحت شستشـو قـرار گرفتنـد .

به عنوان کنترل مثبت مورد استفاده قرار  HepG2 يرده سلول
له يوســه هــا بــپــس از اتمــام مراحــل بــالا، ســلول. گرفــت

مـورد  ( Nikon-TE300)کروسکوپ فلورسـنت معکـوس   يم
 . مطالعه قرار گرفتند

 
 ها يافته
 :افتهيزيتما يهاک سلوليمورفولوژ يابيارز
د و ي ـهـا مشـاهده گرد  پ سلولير در فنوتييج تغيتدره ب    
ها شـرو  بـه   سلول. افتيش ير با گذشت زمان افزايين تغيا

هـا  در آن يجمع کردن زوائد خود کرده و حالت چند وجه
ک ي ـهـا  توان گفت که سلولير مگيبه عبارت د. ان شدينما
بــه حالــت  يبروبلاســتيرا از حالــت ف مورفولوژيــكر ييــتغ
 ـا. نشان دادند ياليتلياپ بـا   ييهـا  شـتر در مکـان  ين حالـت ب ي

 يينما با بزرگ يبررس. قابل مشاهده بود يسلول يتراکم بالا
توپلاسـم  يهـا بزرگتـر و س  شتر، نشان داد که هسته سـلول يب

 (. 1شکل )کوچک، شده است يهاها سرشار از واکوئل آن
 

هاي خـاص سـلول کبـدي از طريـق روش     بررسي بيان ژن
RT-PCR : 

تحـت   يهـا از سلول RNA يهادر مطالعه حاضر، نمونه    
 ياول، دوم، سـوم و چهـارم، رده سـلول    يهـا مار در هفتهيت

HepG2 ـبن يهـا و سلول  د بنـد نـاف   ي ـور يميمزانش ـ يادي
زان يها و به دنبال آن مسلول تعداد. دياستخراج گرد يانسان

RNA کنتـرل مثبـت،    يهـا ها در نمونـه ص شده از آنيتخل
برابـر در نظـر    يب ـيافتـه بـه طـور تقر   يز يافته و تمايز نيتما

 RNA يرو يف ـيو ک يکم ـ يهـا يپس از بررس ـ. گرفته شد
معکـوس و بـه دنبـال آن     يسياستخراج شده، واکنش رونو

ي شـده بـرا   يطراح يآغازگرها اده ازـبا استف PCRواکنش 
 هـانجام شده نشان داد ک يهايبررس. هر ژن صورت گرفت

 زيتما يها علاوه بر سلول HNF3و  CK8  ،CK18 يهاژن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يه ا در اثر اضافه کردن ف اکتور  يکبد پ شبهيفنوت ظهور : 1 شکل
 ياديبن يهادهنده سلولنشان Bو Aشکل . قابل مشاهده است ييالقا

و  C ش کل . است يز کبديتما يناف قبل از القا د بنديور يميمزانش
D نش ان   يزکب د يتما يساعت بع د از ش روا الق ا    48ها را سلول
و ستون س مت  ( X499 )يينما ستون سمت راست با بزرگ. دهد يم

 .(X199 )يينما چپ با بزرگ
 
 ـ ي ـور ـيم ـيمزانش ياديـبن يهاولـسل در ،افتهي اف ـد بنـد ن

 يها که ژني شوند در حال يان ميز بيـه نـفتايز نيـتما يانسان
Met ،AFP   ،TTR  وALB ان ي ـافتـه ب يز نيتما يهادر سلول

مختلف  يهامار در هفتهيتحت ت يهانشده و فق  در سلول
که به عنـوان   B2mان ژن يب(. 6شکل )شوند يان ميب يزيتما

 يها و روزهـا  استفاده شده بود در تمام سلول يکنترل داخل
 .ديش مشاهده گرديزمامختلف آ

 
 : مونوفلورسنتيا روشق ياز طر CK18ان مارکر يب يبررس
ق ي ـافتـه از طر يز يتمـا  يهـا در سلول CK18ان مارکر يب    

 ياز رده سـلول . ديز به اثبـات رس ـ يمونوفلورسنت نيا روش
HepG2  ــرل مثبــت اســتفاده گرد ــوان کنت ــه عن ــب ــرا. دي  يب
بوده  يه نمونه اصل  مشابيه شرايکل ،يکنترل منف يها نمونه
پـس از  . دي ـه اسـتفاده نگرد ي ـاول يبادين تفاوت که آنتيبا ا

 ياصل يهاکروسکوپ فلورسنت در نمونهيتوس  م يبررس
ه واکـنش  ـد ک ــص ش ــمشخ ،تـرل مثبـکنت ياـهو نمونه

  .مثبت است CK18ه مارکر يبر عل يادـب يها به آنت سلول نيا
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ه اي تح ت    اص س لول كب دي در س لول   هاي خ بيان ژن :2شکل 
با استفاده از  ](4)و چهارم( 3)، سوم(2)، دوم(1)هاي اول هفته[تيمار
هاي تم ايز نيافت ه    سلول. مورد بررسي قرار گرفت RT-PCRروش 

(UVMSC ) ه اي   س لول . به عنوان كنترل منفي در نظر گرفته ش دند
HepG2 به عنوان كنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفتند . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

مونوفلورس  نت در ياروش ق ي  از طر CK18ان م  ارکر ي  ب :3ش  کل
ق رار   يافت ه م ورد بررس    يز يتم ا  يهاو سلول HepG2 ياه سلول
ب مرب و  ب ه    ي  و به ترت فلورسنتر يتصاو A, C, Eر يتصاو. گرفت
 يافته و نمونه کنت رل منف   يز يتما يهاکنترل مثبت، سلول يهاسلول

 يب اد  يآنت   يبه نمونه کنترل منف   .باشند يت ممونوفلورسنيواکنش ا
 ,B, Dر يتص او  .گنال فلورسنت استيو لذا فاقد س ه اضافه نشدياول

F ر ير فازکنتراس ت مرب و  ب ه تص او    يب تص او ي  به ترتA, C, E  
 .باشند يم

در  ايمونوفلورسـنت  جـه واکـنش  يذکر است کـه نت قابل     
 .(3شكل ) بود ي، منفيکنترل منف يها نمونه

 
 بحث
هاي بنيادي مزانشيمي را  سلول اخيراً جعفري و همكاران    

ها بـه   از جدار وريد بند ناف جداسازي و علاوه بر تمايز آن
هـاي خـود بازسـازي     پروفايـل بيـان ژن   ،هاي عصبي سلول

را در Bmi-1 وOct-4، Nanog، Nucleosteminنظيـر  متعددي 
ي يوانــادر ايــن مطالعــه ت(. 2، 16)انــد هــا بررســي کــرده آن

هاي کبدي بررسي شـده   هاي مذکور به سلول تمايزي سلول
هـاي   هاي تمايز يافته با انجام ارزيابي کبدي سلول ماهيت و

 ،در طـي يـک بررسـي اوليـه    . سلولي و مولکولي تاييد شـد 
 ـ هاي مختلفي جهت القاي تمايز کبدي در سلولروش ه ها ب

 نـگ هُ ايتمايزي دو مرحلـه  روش کار گرفته شدند و نهايتاً
 ـ   ،و همکاران تـرين روش   عنـوان مناسـب  ه با کمـي تغييـر ب

در مورد فاکتور رشـد کبـدي کـه شـايد     . (9)انتخا  گرديد
 ،هـاي کبـدي باشـد    ي در تمـايز سـلول  يترين عامل القا مهم

 50 و همکـاران هنـگ  غلظت مورد استفاده مشـابه مطالعـه   
ــود ــانوگرم ب ــر. ن  ــ اگ ــا هچــه در ســاير مطالع ــولًا ه از  معم

نـانوگرم جهـت تمـايز     30 و 60نظير تري ينياي پاه غلظت
هاي اوليه مـا   کبدي استفاده شده است اما ارزيابي هاي سلول

بيانگر ناکافي  ،هاي مذکور جهت تمايز در استفاده از غلظت
و اوكوموتــو . هــا در القــاي تمــايز بــود بــودن ايــن غلظــت

همکاران نشان دادند که بـا افـزايش غلظـت فـاکتور رشـد      
 ،ليتـر  نانوگرم در ميلـي  1000نانوگرم به حدود  60کبدي از 
هـاي بنيـادي    هاي کبدي حاصل از تمايز سلول سلول درصد

در ايـن مطالعـه ابتـدا     .(13)يابـد  مزانشيمي رت افزايش مي
وي ظروف مخصوص کشت سـلول  ر ها بر سلول سعي شد

مانند فيبـرونکتين، کشـت داده    و عاري از هر نو  پوششي،
امـا بعـد    لقاي تمايز کبدي قرار گيرندشوند و ساس تحت ا
 ـ ها از کف ديش سلول ،از گذشت چند روز ه ها کنده شده ب

نمـود، ايـن     يند القاي تمايز ناممکن مـي آکه ادامه فر طوري
ها به ظـروف پوشـش داده شـده     مشکل بعد از انتقال سلول
نقش ماتريکس برون سـلولي کـه   . با فيبرونکتين مرتفع شد

باشد در چسبندگي، القاي  برونکتين ميآن في ييکي از اجزا
 قـبلاً  هـا  تمايز و نيز حفظ وضعيت تمايز يافتگي هااتوسيت

 هاي مورد بررسي در اين ژن. (14-12)تـده اسـگزارش ش

CKB 

ALB 

CK18 

HNF3B 

TTR 

TAT 

AFP 

G6P 

c-met 

B2m 

HepG2   4      3        2         1   UVMSC 
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ينـد تکـوين   آهاي درگير در فرترين ژن مطالعه از جمله مهم
هاي درگير در تکوين کبـدي،  در ميان فاکتور .باشند کبد مي

ــاکتور رشــد  ــه  ف فيبروبلاســتي از مــزودرم قلبــي، در مرحل
در مرحله بعـدي،  (. 16، 18)نخستين تکوين کبد نقش دارد

يکـــي از اعضـــاي ســـيتوکيني خـــانواده  Mانکوســـتاتين 
، باعـ  گـذر از مرحلـه ميـدفتال بـه مرحلـه       2-اينترلوکين
ايـن   ،در اين مرحله از تکوين کبـدي (. 19)شود مي نئوناتال

 (.60)شودنساز ساخته ميهاي خوسيتوکين توس  سلول
انجـام شـده در زمينـه تمـايز      هـاي  هدر بسياري از مطالع    

هاي بنيادي، بررسي بيان ژن آلبومين بسيار هااتوژنيک سلول
در مطالعه حاضـر نيـز   (. 8-10)مورد توجه قرار گرفته است

قرار گرفـت  بررسي مورد  ،بيان اين ژن در طول دوره القايي
ــان آن يکــي   ــدي  و مشــاهده بي ــايز کب ــد تم ــل تايي از دلاي

 . هاي مورد استفاده در اين مطالعه است سلول
حـد واسـ  بـوده     هاياز نو  فيلامنت( CK)سيتوکراتين    

هــاي اپيتليــال يافــت    کــه در اســکلت ســلولي بافــت    
بـالغ توليـد    يدر سـلول هـاي کبـد   CK-18 (. 61)گـردد  مي
ن يکـي  در اين مطالعه، بيان ژن سيتوکراتين به عنوا. شود مي

بيـان   .هاي تمايز کبدي مورد بررسـي قـرار گرفـت   از مارکر
بـه  نـاف  بنيادي وريد بنـد تمايز نيافته هاي اين ژن در سلول

بـه  بيـان آن   ،دوره تمايزي در طمشاهده شد اما  مقدار کمي
اثـر   توانـد بيـانگر   ايـن افـزايش مـي    .يافـت تدريج افزايش 
در اين مطالعـه   کار گرفته شدهه هاي القايي بتمايزي فاکتور

  .باشد
    AFP (Alpha Fetoprotein)     جنينــييـک مـارکر کبـدي 

 (.66)يابـد بوده و ميزان بيان آن با تکوين کبـد کـاهش مـي   
ــر و ــيت تکثي ــايز هااتوس ــياري از  تم ــاثير بس ــت ت ــا تح ه
ــاي خــارج ســلولي هــم  ســيگنال ــون ه ــا و چــون هورم ه
غلظـت فيزيولـوژيکي    ،جنيندر کبد . ها قرار دارد سيتوکين

و  AFP، توليـد  (يک گلوکوکورتيکوئيد سـنتزي )دگزامتازون
در بسـياري از  (. 63، 64)کنـد را سرکو  مي DNA ساخت
هاي بنيادي به  سلولانوا  انجام شده براي تمايز  هاي همطالع

بـه عنـوان يـک مـارکر ابتـدايي       AFPدودمان سلول کبدي، 
هـاي  بررسـي در ايـن پـژوهش،   . مد نظر بوده اسـت کبدي 

نشان داد که ميـزان بيـان    RT-PCR روشانجام شده توس  
AFP  در طول تمايز تغيير چنداني نداشته است و حتي پس

بيـاني از   ، PCRمجدد با استفاده از محصول  PCRاز انجام 
تنها پاسخ مشاهده شده براي بيـان  . اين ژن مشاهده نگرديد

هـا بـا   ولدر هفتـه دوم از شـرو  دوره تيمـار سـل     ،اين ژن
 . هاي القايي بوداز فاکتور ng/ml65 غلظت 

نيز مورد بررسي قـرار   TTRبيان ژن  ،در پژوهش حاضر    
پس از گذشت چهار هفته از شرو  تمـايز، بيـان آن   . گرفت

ايـن ژن داراي  . به صورت بسيار ضـعيف مشـاهده گرديـد   
 هـاي رونويسـي هـم   نقاط اتصالي براي بسـياري از فـاکتور  

در اين پژوهش، (. 65، 62)باشدمي C/EBPو  HNF-1چون 
هـاي  به عنوان يکي از فاکتور HNF3β بيان فاکتور رونويسي

شـود،   سازهاي کبدي بيان مي که در تمام انوا  پيشتمايزي 
تمـايز  هـاي  چنين بيان کـم آن در سـلول   مشاهده شد و هم

. (66)تاييـد شـد   HepG2دودمان سلولي بيان آن در نيافته و 
HNF3β  هــا بيــان گشــته و بــه ناحيــه بســياري از بافــتدر
گردد ولـي بـه   چون آلبومين متصل مي هايي همژن تنظيمي

 . باشدتنهايي قادر به القاي بيان اين ژن نمي
ايـن  فعاليـت  . اسـت  G6Pهاي مورد بررسي از ديگر ژن    
  ، در هنگام تولد افزايش يافته و در واقع اين رويداد هـم ژن

(. 68)باشـد وجود از نظر توليد گلوکز مـي زمان با استقلال م
زمـان بـا افـزايش در غلظـت     ، هـم G6Pافزايش در فعاليت 

mRNA  بيــان ايــن ژن در طــول دوره القــا،  (.69)اســتآن
بـه همـراه    OSMو  HGFهاي دهنده اثر تمايزي فاکتور نشان
Dex  وITS  ،وريـد  مزانشـيمي  هـاي بنيـادي   بر روي سلول
فـاکتور  ين گـام در شـرو  اثـرات    اول .استناف انساني بند

، وابسته بـه اتصـال آن بـه يـک گيرنـده سـط        رشد کبدي
اين پروتئين توس  پروتوانکوژن . است METسلولي به نام 

c-met که  با توجه به اين(. 30)شودکد ميHGF  اثر تمايزي
رسـاند،  خود را از طريق مولکول گيرنده خود به انجام مـي 

هـاي تمـايز کبـدي    کـي از مـارکر  به عنوان ي c-metلذا بيان 
به  metدر اين پژوهش، بررسي بيان ژن . گرددمحسو  مي

هاي خاص سلول کبدي در نظر گرفتـه  عنوان يکي از مارکر
هاي سوم و چهارم بيان بسيار ضـعيفي  اين ژن در هفته. شد

 ـ   بيان اين ژن در سلول .نشان داد ه هاي کنتـرل مثبـت نيـز ب
 .رديدگصورت بسيار ضعيفي مشاهده 

هـاي مـورد بررسـي     ان بعضي از ژنـل بيـمقايسه پروفاي    
و همکاران  هنگ در اين مطالعه با مطالعه انجام شده توس 
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 هاي مشتق از خـون بنـد نـاف را بـا روش تقريبـاً      که سلول
دهـد کـه    نشان مي ،هاي کبدي تمايز دادند مشابهي به سلول

هـاي   ژن بيـان  ،در اين مطالعه نيـز هماننـد مطالعـه مـذکور    
هـاي اول تـا چهـارم بـه      در هفته 18آلبومين و سيتوکراتين 
در ايـن مطالعـه     TATبيان ژن. شود شکل افزايشي ديده مي

هـاي   در کل دوره آزمايش و حتي به ميزان کمتري در سلول
کـه در مطالعـه محققـين     تمايز نيافته مشاهده شد در حـالي 

 .رديـد گهاي سوم و چهـارم مشـاهده    فق  در هفته ،مذکور
هـاي دوم تـا چهـارم     در اين مطالعه در هفته c-metبيان ژن 

فقـ    ،و همکاران هنگ که در مطالعه مشاهده شد در حالي
در ايـن   .(9)گرديـد هاي سـوم و چهـارم مشـاهده     در هفته

ديـده  ( هـارم چروز )فق  در هفته دوم AFPمطالعه بيان ژن 
فتـه  که در مطالعه ايشان در پايان هـر چهـار ه   شد در حالي

کـه   G6Pو  TAT ، CK-8هـاي   ژن. مشاهده گرديدآزمايش 
توس  محققين مذکور بررسي  ،در اين مطالعه بررسي شدند

هاي مزانشيمي مغـز   سلول ،و همکاران لي چنين هم .نشدند
هـاي کبـدي تمـايز دادنـد و در      استخوان انسان را به سلول

هـاي   بيان بعضي از ژن ،از انجام آزمايش 68و  14روزهاي 
کبدي را بررسي کردند، مقايسه نتايج اين مطالعه با مطالعـه  

 G6P و 18، سـيتوکراتين   ALBدهد که بيان  ايشان نشان مي
شـود در   در هر دو مطالعـه ديـده مـي    68و  14در روزهاي 

امـا در   68در مطالعه ايشان در روز  TATکه بيان ژن  حالي
شـد و   اين مطالعه در پايان هر چهار هفته از آزمايش ديـده 

امـا در مطالعـه    14در اين مطالعه فق  در روز  AFPنيز ژن 
و همکاران لي . ديده شد 68و  14ايشان در هر دو روزهاي 

نــانوگرم از  60اي و غلظــت  هــم از يــک روش دو مرحلــه
HGF سـرم بـود    ها فاقـد  استفاده کردند و محي  تمايزي آن

  ،ارانو همک هنگ که در اين مطالعه همانند مطالعه در حالي

محي   درصد سرم در 10و   HGFنانوگرم از  50از غلظت 
لذا تفاوتي که در نتايج حاصـل از  . (10)تمايزي استفاده شد

ممکـن اسـت    ،اين مطالعه با دو مطالعه مذکور وجـود دارد 
بـه تفـاوت در    ،هاي بنيادي علاوه بر منشا  جداسازي سلول

 .ها نيز مرتب  باشد شراي  تمايزي آن
هـاي   هاي اين مطالعه، به نوعي تکميل کننـده يافتـه   هيافت    

ي يبوده که در طي آن  توانـا  رئوفي و همكارانمطالعه قبلي 
هـاي مزانشـيمي    هاي کبدي حاصـل از تمـايز سـلول    سلول

رنگ ايندوسيانين گرين تاييد شـد   وريد بند ناف در جذ 
مزانشـيمي  هاي بنيادي سلولکه  توان نتيجه گرفت و لذا مي

تحـت شـراي  مناسـب آزمايشـگاهي     ناف انساني  بندوريد 
باشند اگر چـه مقايسـه    هاي کبدي مي قادر به تمايز به سلول

قبلـي   هـاي  ههاي مورد مطالعـه بـا مطالع ـ   پروفايل بياني ژن
هاي  بيانگر اين است که پروفايل بيان در مورد بعضي از ژن

هاي شبه کبدي مشابه و در مورد بعضي از  اختصاصي سلول
 . (31)ها نيز متفاوت است ژن
   

 گيري نتيجه
تـوان نتيجـه گرفـت    هاي کسب شده، ميبا توجه به داده    

-هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از جـدار وريـد بنـد   که سلول

هــاي شــبه کبــدي را دارا نــاف، توانــايي تمــايز بــه ســلول
 .باشند مي
  

 تشكر و قدرداني
ــا    ــب پاي ــژوهش در قال ــن پ ــه دانشــجوي ــا  ييان نام و ب

کردسـتان و   يدانشـگاه علـوم پزشـک    يمـال  يهـا  مساعدت
از  لهيوس ـ نيکرمانشاه انجام شده است که بـد  يدانشگاه راز

 . شود يم يقدردان دو دانشگاهاين 
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Abstract 
Background and Objectives 

Umbilical vein mesenchymal stem cells (UVMSC)  which are multipotent precursors have 

been recently isolated. They are capable of differentiating into various cell types including 

neural and cardiac cells. In this study, the differentiation ability of human UVMSC into 

hepatocyte cells has investigated with concentration on hepatic genes expression profile. 

 

Materials and Methods 

The UVMSC were isolated and cultured in differentiation medium containing hepatocyte 

growth factor (HGF) and oncostatin M (OSM) using two step protocol. Differentiation of 

UVMSCs into cells expressing liver-specific genes was investigated by RT-PCR and 

immunocytochemistry. 

 

Results 

The cells showed the remarkable transition from bipolar fibroblast-like morphology to  

epithelial and polygonal shapes. The temporal gene expression pattern of hepatocyte-specific 

genes such as CK8, CK18, HNF3β, c-Met, AFP, TTR, G6P, Transthyretin, and ALB were 

detected during differentiation. The immunoflourescent analysis also showed that the 

differentiated cells were stained positively for CK-18 protein. 

 

Conclusions 

Findings indicate that UVMSC has a potential for differentiation into the  hepatic like cells.  

 

Key words:  Umbilical Veins, Mesenchymal Stem Cells, Hepatocyte Growth Factor, 

Oncostatin M 
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