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 مقاله پژوهشی 

 
 پتوز و بیان نشانگرهای وهای بنیادی مزانشیمی مغز استخوان رت بر میزان آپ تاثیر سلول

 جهت رهیافت درمانی لوسمی میلوئیدی مزمن CD34و  CD33سطح سلولی 
 

 3، راحله فرحزادی2اله فتحی ، عزت1داود نجفی
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

باشد. در این مطالعه باا  ها در درمان این بیماری مییکی از چالش ،اومت دارویی در لوسمی میلوئیدی مزمنقم
های بنیادی مزانشایمی  سلول و )لوسمی میلوئیدی مزمن( K562 های رده سلولیپتوز در سلولوآپهدف القای 

چناین   و ها   CD34 و CD33 های سطح سالولی ( جهت بررسی مارکرrBMSCsمشتق از مغز استخوان رت )
 این دو رده سلولی انجام شد. کشتی پتوز صورت گرفته، ه ودرصد آپ

 ها روش مواد و
هاا باه لحاام تماایز باه اساتخوان، چربای و        ، این سلول rBMSCsپس از جداسازی در یک مطالعه تجربی، 
تعیین ماهیات  CD56  و CD90  ،CD105 ، CD45های سطحی چنین از نظر بیان مارکر غضروف شناسایی و ه 

پتوز باا اساتفاده از   وو آپ CD34 و CD33 های سطح سلولیجهت بررسی مارکر K562های شدند. سپس سلول
 .گردیدند آوریفلوسیتومتری جمع روش

 ها يافته
 CD56 و CD45 و بیاان منفای   CD105و  CD90ها حاکی از بیان مثبت نتایج حاصل از ایمنوفنوتایپینگ سلول

به ترتیا  باه    rBMSCsدر حضور  K562در رده سلولی  CD34 و CD33های سطح سلولی بوده و بیان مارکر
% در 7/57دار و به میزان ابه طور معن K562پتوز در رده سلولی و% افزایش یافت. القای آپ5/97و  %2/55میزان 

 (.>p 25/2)مقایسه با گروه کنترل افزایش نشان داد
 ينتيجه گير

های دار در میزان بیان مارکراسب  افزایش معن rBMSCsبا  K562 کشتی رده سلولیمطالعه حاضر نشان داد، ه 
تواناد از طریاق    ثیر مای اشود. ایان تا  می K562پتوز در رده سلولی وو القای آپ CD34 و CD33سطح سلولی 

-یناهای بنیادی مزانشیمی باشد. هر چند که ارزیابی بهتر این سیتوکهای مترشحه از سلولیناها و سیتوکفاکتور

 شود. آینده توصیه می های هها در مطالعها از نظر نوع آن
 کشتی آپوپتوز، ه های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان، میلوئیدی مزمن، سلول لوسمی :ات كليديكلم
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  مقدمه 
 CML (Chronic myeloidلوسمی میلوئیـدی مـزمی يـا        

leukemia)،     تـا  %25يک سرطان میلوپرولیفراتیو اسـت کـ 
 داده و احتمـا ا های افـراد بـالر را تشـکیل    % کل لوسمی12

های انسان روی ايی بیمـاری  بیشتريی مطالع  روی بدخیمی
توسط کرومـوووم فیددلفیـا    CML. (2)صورت گرفت  است

شود ک  در واقع يک ناهنجاری اکتسابی کلونـال  شناخت  می
و تشــکیل  11و  6هــای جــايی کرومــوووم  او جابــ وبــوده 

هـای  گـردد. در دهـ    ايجاد مـی  BCR-ABL لیانکوژن اتصا
تـر   علت درک عمیق ک تر شده راحت CMLاخیر تشخیص 

دار داروها ب  منظور عملکرد تعییی هدف پاتوژنز مولکولی و
  .(1)باشدمناسب در محل مورد نظر می

هـای بنیـادی   ، پیونـد سـلول  2692هـای  در اواسط سال    
مثبــت در  pHهـای  آلوژنیـک موجـب او بــیی رفـتی کلــون   

بنیـادی مزانشـیمی،    یهـا  سـلول  .(3)رديـد گ CMLبیماران 
 چنیی خودنووايی و هم تند ک  توانچند توان هس یها سلول

بافت همبند او جمل  آديپوسیت،  یها تمايز ب  انواع دودمان
در تماس مستقیم . باشند یکندروسیت و استئوسیت را دارا م

تواننـد بـا   های بنیادی مزانشـیمی مـی   سلول با سلول، سلول
يند خونساوی نقش داشـت  باشـند   آها در فرترشح سیتوکايی
هـای بنیـادی خونسـاو را    سرنوشـت سـلول  و بديی ترتیب 

شواهد آومايشگاهی نشان داده است کـ    .(6)کنندتعییی می
توانند موجب توقـف رشـد   ی بنیادی مزانشیمی میها سلول
 . هـم (5)شوند چرخ  سلولی 2Gی توموری در فاو ها سلول
هـای  ای ک  در ومین  کنترل سـلول گسترده های  یی مطالعچن

های بنیادی صورت گرفت ، نشان داده توموری توسط سلول
توانند موجب مهار رشـد  می بنیادی مزانشیمی یها سلولک  

ــد  تومــور ــ  هنگــام  شــواهدیيکــی او  .(9-8)گردن کــ  ب
هـا  هـا در سـلول  تغییرات مورفولوژيکی و تشکیل بدخیمی

هـای  نشـانگر قابل پیگیـری اسـت، تغییـر در بـروو و بیـان      
هـای سـطح   . او نشـانگر (6)باشداختصاصی سطح سلول می
هـای لوسـمی میلوئیـدی مـزمی     سلولی موجـود در سـلول  

را نـام بـرد. ايـی دو نشـانگر در     CD34  و CD33 تـوان  مـی 
میلوئیـدی مـزمی    های لوسمیحالت عادی در سطح سلول

در حال حاضر نشـانگر  . (22)شوند در سطح پايینی بیان می
CD34  ـت کـی اسـح سلولـژن سطیـتريی آنتشده شناخت  

نسـاو  وساو خپیش های سلولجداساوی  تشخیص و رایــب
  CD33 نشـانگر  .(22)رود میسلولی ب  کار  های ردهدر تمام 

روی  ،رسـانی نقـش دارد   پیـام  هـا و  در ارتباط بـیی سـلول  
اجـدادی میلوئیـدی و منوسـیتی وجـود دارد و      یهـا  سلول
میلوسـیتی او سـلول حــذف    در مراحـل آخـر بلــو    تقريبـاا 

=  MoAbsهــای مونوکلونــال)  یبــادآنتــی  .گــردد یمــ
Monoclonal antibodies مولکول )CD33  بـرای درمـان    ک

حتـی   ،مورد استفاده قرار گرفت  است لوسمی میلوئیدی حاد
قبل او اقدام ب  روش درمانی جـايگزينی مغـز اسـتخوان در    
ايی بیماران، در تشخیص لوسـمی حـاد او اهمیـت بـا يی     

ی هـا  سـلول چـرا کـ  امکـان تشـخیص      انـد  بودهبرخوردار 
-ی لنفوئیـدی  هـا  سـلول لوسمی میلوئیدی حاد را او ديگر 

CD33  )پتـوو يـک   وآپ .(22، 21)دن ـده یم)فاقد ايی نشانگر
رخداد طبیعی بوده نقش کلیدی در سیستم ايمنی، تکامـل و  

ی هـا  روش. (23)موجـودات بـر عهـده دارد   وندگی طبیعی 
پتوو وجود دارد. يکی او ومختلفی برای بررسی و ارويابی آپ

ارويابی تغییـرات ششـای سیتوپدسـمی ماننـد      ها روشايی 
هـايی مثـل   آمینوفسـفولیپید  بروو فسفاتیديل سـريی اسـت.  

ول آمیی در سمت داخل فسفاتیديل سريی و فسفاتیديل اتان
فسـفاتیديل سـريی    ،پتووو. با شروع آپاند گرفت ششايی قرار 

ب  سمت خارج ششايی حرکـت کـرده و در دسـترس قـرار     
 (. 2گیرد)شکل  یم

هـای  امرووه سعی بر ايی است تا با بـ  کـارگیری روش      
پتوو را القا نمود تا گامی مهم در درمان سرطان وآپ ،متفاوت

در مطالعـ  حاضـر    .(26-29)ها برداشت  شودو ساير بیماری
های بنیادی مزانشیمی مشتق او کشتی سلولبا استفاده او هم

هـای  در پلیـت  K562هـای لوسـمی   مغز استخوان و سـلول 
ــوه هــم  ــتیمخص ــاختی     ،کش ــی روشــی س ــ  بررس ب

تـا عـدوه    پرداخت  شدهای دخیل در سطح سلولی  مکانیسم
درمـانی، دارو درمـانی،   های موجود او قبیل شـیمی بر درمان

هـای درمـانی جديـدتر    درمان القايی و ... راه را برای روش
تـر سـاود. هـدف او ايـی مطالعـ ،      برای ايی بیماری همـوار 

ی بنیادی مزانشیمی مغز استخوان رت ها سلولیر ثاتبررسی 
 و CD33 پتوو و بیان نشانگرهای سطح سـلولی وان آپبر میز
CD34 یـزمـدی مـی میلوئیـی لوسمـدر رده سلول (K562 )

 های بنیادی مزانشیمی او ولــدا سلـور ابتـديی منظـ. بودـب

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
11

-0
5 

] 

                             2 / 16

https://bloodjournal.ir/article-1-1181-en.html


 

 و همکاران داود نجفی                                های بنیادی مزانشیمی رت                                                                   با سلول CMLدرمان 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

، فسفولیپید فسافاتیدیل ساریل کاه    طبیعیهای پتوز. در سلولوهای تشخیص آپپتوز همراه با نشانگروهای سال  و درگیر آپدیاگرام سلول :1شکل 
پتوز این فسفولیپید به سمت خاار  غشاایی   وی غشای سلول قرار دارد. با شروع آپدارای بار منفی است به کمک آنزی  فلیپاز در سمت سیتوزول

در حضور کلسای  باه فسافاتیدیل     vآنکسین  ،پتوز که سلول هنوز تمامیت غشایی خود را حفظ کرده استورود. در مراحل ابتدایی آپسلول می
پتوز، سالول  وزند. در مراحل انتهایی آپشود چرا که سلول آن را پس میتواند وارد سلول نمی PIیابد. در این حالت هنوز رنگ سرین اتصال می

 (.BD Biosciences, August 2011گردد)وارد سلول می PIتمامیت غشایی خود را از دست داده و بدین ترتی  رنگ 

 
 ـاستخوان رت جدا شده مغز    و پس او پاساژهای متوالی ب
 هـای کشـتی کـ  حـاوی سـلول     های مخصوه هـم پلیت

K562 هــای بنیــادی ثیر ســلولابــود انتقــال داده شــدند. تــ
 پتوو و بیان نشانگرهای سطح سلولیومزانشیمی بر روی آپ

CD33  وCD34 هـــای در ســـلول K562     بـــ  وســـیل
 فلوسیتومتری مورد ارويابی قرار گرفت.

 
ها مواد و روش

 مواد و وسايل مصرفی:
تمـام مــواد  بـود.  تجربـی   مطالعـ  انجـام شـده او نــوع       

شیمیايی مورد استفاده ب  شیر او مواردی ک  در مـتی مقالـ    
و )آمريکا( سـیگما ـ آلـدري     او شـرکت  ،اشاره شده است

چنیی تمام ظـروف مخصـوه کشـت سـلولی نیـز او       هم
 تهی  شد.کره( )پوچئون شرکت

 
 استخراج سلول:

ت  اخدق، پنج سر رت گون  پس او اخذ موافقت او کمی    
 8 -9بـا سـی   ( Rattis mprvegocis)رتـوس نوروژيکـوس  

هفتگی او مرکـز تحقیقـات کـاربردی و دارويـی دانشـگاه      
علوم پزشکی تبريـز خريـداری گرديـد. پـس او بیهوشـی      

بـا   %5کتامیی )وايدويی - ها ب  وسیل  داروهای کتامییرت
( و تزريـق  mg/kg 5و وبا د %1و وايدويی  mg/kg 62و ود

جدا شد  ها آنو با ی داروهای بیهوشی، استخوان فمور ود
بیوتیـک   حاوی آنتـی  (PBS)و با افزودن بافر فسفات سالیی

داخل ظرف مناسب قرار داده شدند. ب  منظـور جداسـاوی   
چنديی مرتبـ  بـا    ها استخوانی، ابتدا ا هست ی تک ها سلول
رپتومايسـیی  است -سـیلیی  بیوتیک پنـی  حاوی آنتی PBSبافر 

شستشو داده شدند. پس او شستشوی استخوان در شـرايط  
هـا بريـده شـد و بـا     استريل وير هود، دو انتهای اسـتخوان 

او يک طرف استخوان عمل  PBSاستفاده او سرنگ حاوی 
فدشینگ انجام شد تا محتويات داخل اسـتخوان بـ  درون   

های استريل ريخت  شود. سپس ايـی محتويـات    يشدپتری 
ــ  و ــول     ب ــتفاده او محل ــا اس ــمپلر و ب ــیل  س  DMEMس

(Dulbecco’s Modified Eagles Medium ) شستشــو داده
هـای  وارد لولـ   هـا  نمون  آوری شدند.جمع ها سلولشد و 
 gدقیقـ  بـا دور    5شـده و بـ  مـدت     لیتـر  میلی25 فالکون

ــل او     392× ــلولی حاص ــوی س ــدند. رس ــانتريفیوژ ش س
شـده و بـ  داخـل     حـل  PBSسانتريفیوژ در يک حجم او 

فالکون حاوی فايکول برده شد. پس او سانتريفیوژ محلول 
 ـ    15ب  مدت  g ×622 حاصل  در دور    دقیقـ ، سـ  فـاو ب
ی فـاو میـانی برداشـت  شـد. ايـی      هـا  سـلول دست آمد ک  

 FBS %5حاوی  PBSها چنديی مرتب  توسط محلول  سلول
(Fetal    Bovin   Serum) ــو داده شدنـشستش  ا دور ـد و ب

 سلول طبیعی                     پتوو          ومراحل اولی  آپ             پتوو              ومراحل انتهايی آپ       
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g ×392  دقیقـ  سـانتريفیوژ گرديدنـد. پـس او      5ب  مدت
سـلول   5/2 × 225ها با  م نئوبار، در تراکم شمارش سلول
متر مربـع در پلیـت شـش خانـ  کشـت داده      در هر سانتی

يک چهارم فضای پلیت کشت سلول پر شـده و بـا    .شدند
 .(29)تغذي  شدند FBS %22حاوی  DMEMمحیط 

 
تعییی ومان دوبرابـر شـدن   تعويض محیط، پاساژ سلولی و 

 ها:سلول
هــای شــش  تعــويض محــیط کشــت ســلولی در پلیــت    
ی هر دو روو يک بار با محـیط تـاوه انجـام گرفـت.     ا خان 

ی مزانشـیمی دوکـی شـکل و    هـا  سـلول پس او چسـبیدن  
تريپسـین  و   هـا  سـلول ، %82% تا 92 رسیدن ب  مقدار رشد

دسک او کف ف ها سلولجداساوی (. 29)کشت داده شدند
 EDTAو  %26/2لیتر محلـول تريپسـیی   میلی 1تا  2توسط 

 3تـا   1گراد برای مـدت   درج  سانتی 39در دمای  15/2%
 DMEMدقیق  صورت گرفت. بـا افـزودن محـیط کشـت     

بـ  ايـی مجموعـ ، اثـر تريپسـیی خنثـی        FBS %22حاوی 
 25یون حـاوی سـلول بـ  لولـ  فـالکون      سوسپانس گرديد.
دقیقـ    5بـ  مـدت    g ×392لیتری منتقل شد و با دور میلی

بـ  سـ     FBS %22سانتريفیوژ گرديد. محیط کشت حاوی 
( افــزوده شــده و بــ  3بــ   2چاهــک دواوده خان )نســبت 

 ،منظور ايجاد سوسپانسیون سلولی يکنواخت، پیپتاژ گرديد
تقسـیم شـد و بـ  انکوبـاتور      T25 در س  فدسک با انداوه

هـا تـا پاسـاژ چهـارم کشـت داده      سلول منتقل گرديد. ايی
هـای پاسـاژ   شدند و در تمامی مراحل ايی تحقیق او سلول

چهارم استفاده شد. ب  منظور تعییی ومـان دو برابـر شـدن    
ب   doubling time calculatorافزار اينترنتی  ها، او نرمسلول

 استفاده http:/ www. Doubling-time.com  آدرس اينترنتی
انجـام   91و  68، 16در سـاعات   شمارش سـلولی گرديد. 
افـزار   دست آمده در اختیـار ايـی نـرم     ی بها دادهگرفت  و 

 گرفتند. قرار

 
اسـتخوان   های بنیادی مزانشیمی مشتق او مغـز يید سلولات

 :توسط فلوسیتومتری
 بررسـی  در ايی مطالع  با استفاده او روش فلوسیتومتری   

-12)نشانگرهای اختصاصی سطح سلول صورت گرفـت  

هـا بـ     سـلول  ساوی برای فلوسیتومتری،  . جهت آماده(28
لیتری انتقال داده شده و پس او ايی میلی 25داخل فالکون 

لیتـر محـیط کشـت بـ  آن افـزوده گرديـد.       میلی 1مرحل  
بـ     g ×392فالکون حاوی سوسپانسـیون سـلولی بـا دور    

دقیق  سانتريفیوژ شده و رسوی سلولی دو مرتبـ    5مدت 
( شستشـو داده شـد.   FBS %3حاوی  PBSبا بافر شستشو )

هــای  یبــادرســوی ســلولی شستشــو داده شــده بــا آنتــی 
،  CD45 کونژوگــ  بــا فلورســئیی ايزوتیوســیانات)برای   

CD56 )و فیکــواريتريی( بــرایCD105  ،CD90 مخلــوط )
 222ها، حجم نهايی را بـ    یبادگرديد. پس او ريختی آنتی

 12رسانده)توسـط بـافر شستشـو( و بـ  مـدت       میکرولیتر
انکوب  شد. پس  گراد سانتی درج  6دقیق  محلول در دمای 

شسـت  شـده و    ،لیتر بافر شستشـو میلی 2او ايی مرحل ، با 
سانتريفیوژ گرديد. مايع رويی دور ريخت  شده و با افزودن 

ــ  درون   522 ــو ب ــافر شستش ــر او ب ــویتمیکرولیت ــای  ی ه
های حاصـل بـا اسـتفاده او    جداگان  انتقال داده شد. نمون 

مورد ارويابی قرار ديگو(  ، بیوساينس، سان BD)فلوسیتومتر
 گرفت.

 

هـای بنیـادی مزانشـیمی بـ      بررسی تـوان تمـايزی سـلول   
  :شضروف چربی، استخوان و

ب  منظور اطمینان او مزانشیمی بـودن و تـوان تمـايزی        
ــی ســلول ــی و  اي ــا، او محــیط تمــايزی اســتخوان، چرب ه

چهـارم اسـتفاده گرديـد.    های پاسـاژ  شضروف برای سلول
 در سـلول  8 × 226 تعـداد  ،نئوبـار  بـا  م  شمارش او پس
 کـ   ايـی  او بعـد . شـد  داده کشـت  خانـ   شـش  هایپلیت
 او کردند پر را خان  شش پلیت سطح %82 تا %92 ها سلول

بـا   DMEM: حـاوی  کشت محیط تمايز ب  چربی)با محیط
 اســکوربیک مــو ر میلــی FBS  ،25/2 %22 گلــوکز بــا  و

 نـــانومو ر 222 دگزامتـــاوون، میکرومـــو ر 2/2 اســـید،
 کشـت  اسـتخوان)با محـیط   تمايز بـ   ايندومتاسیی(، محیط

 مـو ر  میلی FBS  ،22 %22 و با  گلوکز با DMEM: شامل
 2/2اسید،  اسکوربیک مو ر میلی 25/2 گلیسروفسفات،-بتا

هــای و محــیط تمــايزی ســلول دگزامتــاوون( میکرومــو ر
نانوگرم فـاکتور رشـد    22حاوی  DMEMمحیط [شضروف
TGF-β3 (Transforming Growth Factor-3) ،22 
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 و همکاران داود نجفی                                های بنیادی مزانشیمی رت                                                                   با سلول CMLدرمان 

 

 

 

 BMP-6 (Bone morphogenetic protein-6 ،)52نـانوگرم  
ــی ــرم میل  ITS (Insulin-Transferin Selenium ،)35/5 گ
روو  12ب  مـدت   ]سرم گاوی %2گرم لینولئیک اسید،  میلی

 هـا کشـت سـلول   محیط بار يک روو 3 هر. گرديد استفاده
يیـد تمـايز چندگانـ     اجهـت ت (. 12-13)شـد  یم ـتعويض 
های اويل رد، آلیزاريی رد و تولوئیدن آمیزیها، رنگسلول

بلو ب  ترتیب جهت بررسی تمايز بـ  اسـتخوان، چربـی و    
 شضروف انجام شد.

 
 :آمیزی اويل ردرنگ
شست   PBSی تمايز يافت  ب  چربی س  مرتب  با ها سلول    

دقیق  در  32ب  مدت  %6شده و با استفاده او پارافرمالدئید 
بـا آی   هـا  سـلول  ،دمای اتاق فیکس شدند. پس او فیکس

 لیتـر  میلـی  1شستشو داده شد و پس او خشک شدن  مقطر
روی )آمريکــا، ســیگما( آمیــزی اويــل رداو محلــول رنــگ

دقیقـ  در   25در  ها سلول او آن . پسگرديداضاف   ها سلول
آمیزی چنديی مرتبـ   ند. پس او رنگشددمای اتاق انکوب  

های چربی ايجاد شده با آی مقطر شستشو داده و واکوئول
 با میکروسکوپ معکوس بررسی شدند.

 

 :آمیزی آلیزاريی ردرنگ
 PBSی تمايز يافت  ب  اسـتخوان سـ  مرتبـ  بـا     ها سلول    

بـ    %6شستشو داده شـدند و بـا اسـتفاده او پارافرمالدئیـد     
 انجـام  او دقیق  در دمای اتاق فیکس شدند. بعـد  32مدت 
 داده شستشـو  مقطـر  آی بـا هـا   سلول فیکساسیون، مرحل 
 خشـک  کـامدا  تـا  شـد  داده اجاوه شستشو او بعد و شدند
 اتـاق  دمـای  در دقیق  92تا  32 مدت برایها  . سلولشوند

( PH: 9/1 بـا ) %1)آمريکـا، سـیگما(   رد آلیـزاريی  رنـگ  با
هـا   سلول آمیزی،رنگ اتمام او بعد در نهايت .شدند انکوب 
رسـوبات کلسـیمی ايجـاد     و داده شستشـو  مقطر آی را با

 بررسی گرديدند. معکوس اومیکروسکوپ استفاده شده با

 

 :آمیزی تولوئیدن بلورنگ
 PBS  ب  شضروف س  مرتب  با ـز يافتـی تماياـه سلول    

 32بـ  مـدت    %6شست  شده و با استفاده او پارافرمالدئیـد  

 مرحلـ   انجـام  او بعـد  .دقیق  در دمای اتاق فیکس شـدند 
و  شـدند  داده شستشـو  مقطـر  آی باها  سلول ،اسیونسفیک

آمیـزی  محلـول رنـگ   او لیتـر میلی 1 پس او خشک شدن،
. شـد  اضـاف  هـا   سـلول  روی)آلمان، سـیگما(  تولوئیدن بلو

 رنـگ  بـا  اتـاق  دمـای  در دقیقـ   25 مـدت  بـرای ها  سلول
 توسـط هـا   سلول مرتب  چنديی .شدند انکوب  بلو تولوئیدن

رسـوبات اگرکـان ايجـاد     و شـدند  داده شستشو مقطر آی
 بررسی شدند. معکوس او میکروسکوپ استفاده شده با

 
 :  RT-PCRانجام آومايش

 RNAکـل محتــوای  ،  RT-PCRبـرای انجـام آومــايش       
هـای تمــايز يافتـ  بــ  اسـتخوان، چربــی و    سـلولی ســلول 

شضروف با کیت شرکت يکتا تجهیز آوما استخراج گرديد. 
RNA های استخراج شده باDNase I  )شـدند   تیمار)رُوش

، پاکسـاوی و   DNAهـا بـا   تا در صـورت آلـودگی نمونـ    
هـای  ساوی صورت گیرد. شلظت و خلوه نمونـ  خالص
RNA  گرفت.  مورد ارويابی قرار اسپکتروفتومتریبا روش
 RNAگـرم  برداری معکوس با استفاده او يک میکـرو  نسخ 

 Revertو کیـت  رانـدوم هگزامـر   آشـاوگر استخراج شـده،  

AldTMH Minus First Strand cDNA Synthesis 
در  PCRانجام شد. الگوی مـورد اسـتفاده بـرای    )فرمنتاو( 
 1شـامل:   شده بود. مواد مورد نیـاو تولید  cDNAآومايش، 
ــر cDNA (ng/mL 222 ،)5/1 رـمیکرولیتــ ــافر میکرولیت  ب

PCR  ،95/2  میکرولیتــرMgCl2 (52 میلــی  ،)5/2مــو ر 
ــر  ــی dNTPmix (22میکرولیت ــو ر(،  میل ــر 5/2م  میکرولیت
Smar Taq  ،ســـیناژن(C222 TAB()unit/µL 5(  و يـــک

در يـک لولـ     میکرومـو ر( )يـک  آشاوگرمیکرولیتراو هـر  
PCR  با هم مخلوط شده و حجم لول  با استفاده او آی دو

ــ    ــر ب ــار تقطی ــد  15ب ــانده ش ــر رس . (2)جدول میکرولیت
جدا شده و با اسـتفاده او   %2روی آگارو  PCRمحصو ت 

 PCR. شــرايط (29، 13)دســتگاه ژل داک مشــاهده شــدند
 5دايی )واسرشـتگی ابت ـ  -بديی صورت انجام گرديد: الف

واسرشتگی هـر   -گراد(، یدرج  سانتی 63دقیق  با دمای 
 -گــراد(، جدرجــ  ســانتی 63ثانیــ  بــا دمــای  65مرحلــ )

  -کند(، دهر ژن تفاوت می آشاوگرهای  ـ  بـ)بستگـآنیلین
   22ی)ــومان یـاکستنش -ثانی (، و 65) ـچرخ هراکستنشی 
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 گراد(.درج  سانتی 91دقیق  با دمای 
 

 : K562ی لوسمی رده ها سلولکشت و نگهداری 
و تخريـداری او مرکـز انسـتی    او پـس  K562 یها سلول    

داده شدند. در آومايشگاه بـا   پاستور ب  محیط کشت انتقال
 درجـ   39ای ـط: دمـدر شراي -2962RPMIت ـمحیط کش
رطوبــت  %65و  1CO %5؛ انکوبــاتور حــاوی گــراد ســانتی

کشت داده شدند. ب  منظور تعويض محیط کشت، محلـول  
سوسپانسیون سلولی ب  داخل لول  فالکون انتقال داده شـد  

یقـ (. پـس او   دق 5ب  مـدت   g ×392گرديد) و سانتريفیوژ
شستشـو داده و   PBSدور ريختی محلول رويـی، بـا بـافر    

محیط کشت جديـد در ويـر هـود بـ  آن اضـاف  گرديـد.       
رار ـور قـــل انکوباتـــهــا در داخــســلولفدســک حــاوی 

، بـ  لحـا    هـا  سلولرفت. در مدت ومان کشت و رشد ـگ
ی محیطی هر ـورفولوژی و آلودگـم سلولی، مـرشد، تقسی

 گرفتنـد  روو با میکروسکوپ اينورت مورد بررسی قرار می
(16 ،12). 

 
ی بنیـادی مزانشـیمی مشـتق او مغـز     هـا  سـلول کشـتی  هم

 : K562ی رده ها سلولاستخوان با 
هـای مخصـوه    در ايی مرحلـ ، بـا اسـتفاده او پلیـت        
کشـتی دو رده  میکرومتری، هـم  6/2کشتی با قطر منافذ  هم

های بنیادی مزانشیمی انجام گرفـت.  و سلول K562سلولی 
ی بنیـادی مزانشـیمی   ها سلولاو  225 پس او کاشتی تعداد

 16ی بـا يی پلیـت و گذشـت    هـا  چاهـک در هر کدام او 
تعـداد   ،ب  کف پلیـت(  ها سلولساعت)ب  منظور چسبیدن 

( در هـر  22بـ    2)نسـبت   K562ی هـا  سلولعدد او  229
چاهک او پلیت شش خان  کاشت  شد. محیط مورد استفاده 

بود. ب  مـدت هفـت    FBS %22 دارای RPMIکشتی در هم
روو و با دو بار تعـويض محـیط کشـت، پلیـت در داخـل      

 %65و  گـراد   سـانتی  درجـ   39، دمـای  1CO %5انکوباتور)
 .(12، 15، 19)رطوبت( قرار گرفت

 
 :پتوو توسط روش فلوسیتومتریوبررسی آپ

 ــرای بـب     ای ــ ـهپتوو در سـلول وـی آپ ــررسی و اروياب
های بنیادی مزانشیمی  لکشتی با سلوپس او هم K562رده 

او فلوســـیتومتری اســـتفاده  ،مشـــتق او مغـــز اســـتخوان
 Annexin V FITC. ب  همیی منظور کیـت  (19، 19)گرديد

Apoptosis ســاوی بــافر خريــداری شــده و پــس او آمــاده
-ها و شستی آنآوری نمون ، جمع(Binding buffer)اتصال

 5بـ  مـدت    g ×392با سانتريفیوژ بـا دور   PBSها توسط 
ه بـا بـافر   دقیق  انجام گرديد. پس او آن شستشـوی دوبـار  

اتصال صورت گرفت  و پـس او دور ريخـتی مـايع رويـی،     
 Vمیکرولیتر آنکسیی 5میکرولیتر بافر اتصال ب  همراه  222

سـلول افـزوده شـد.     225 ب  تعـداد   FITCمتصل ب  رنگ 
دقیقـ  در دمـای اتـاق و در     12محلول حاصل  بـ  مـدت   

 g ×392تاريکی انکوب  گرديد. پس او سـانتريفیوژ بـا دور   
ــدت  ــ  م ــ ،  5ب ــافر اتصــال و   262دقیق ــر ب  22میکرولیت

ها آمیزی ب  نمون  میکرولیتر پروپیديوم يديد ب  منظور رنگ
دقیقــ  بعــد او افــزودن پروپیــديوم يديــد،  5افــزوده شــد. 

 هـــا بـــا دســـتگاه فلوســــیتومتری     ســـنجش نمونـــ   
(FACSCalibursystem BDبیوساينس، سان() )انجـام   ديگو

و فلوسیتومتری در يک جدول چهار گرديد. نتايج حاصل ا
Vناحی  آنکسـیی   -2گردد:  خان  گزارش می

-
/PI

: در ايـی  -
ناحیـ  آنکسـیی    -1گیرنـد.  های ونده قرار می ناحی ، سلول

V
+
/PI

پتوتیـک اولیـ  قـرار    وهـای آپ : در ايی ناحی ، سلول-
Vناحی  آنکسیی  -3دارند. 

+
/PI

های : در ايی ناحی ، سلول+
 -6گیرنـد.  پتوو ثانويـ  قـرار مـی   وآپ مرده توسط نکروو و

Vناحی  آنکسیی 
-
/PI

هـای آسـیب   : در ايی ناحیـ ، سـلول  +
پتوو در وسـاوی قـرار دارنـد)آپ    ديده در طی مراحـل آمـاده  

 ها رخ نداده است(. آن
 

 : CD34 و CD33ی سطح سلولی نشانگرهابررسی 

ی بنیــادی هــا ســلولکشــتی یر هــمثاتــجهــت بررســی     
مزانشــیمی مشــتق او مغــز اســتخوان رت بــر میــزان بیــان 

ی رده هـا  سـلول  CD34و  CD33 ی سطح سلولینشانگرها
K562     او روش فلوسیتومتری استفاده شد. در ايـی مرحلـ
لیتری انتقال داده شـده و  میلی 25ها ب  داخل فالکون سلول

 %3حـاوی   PBSلیتـر بـافر شستشـو)بافر    میلـی  1همراه با 
FBS( ــانتريفیوژ ــو داده   g ×392  ،5( س ــ ( و شستش دقیق

هـای کونژوگـ     یباد شدند و رسوی سلولی حاصل  با آنتی
( و فیکـواريتريی  CD34با فلورسئیی ايزوتیوسـیانات)برای  
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هـا،   یبـاد  ( تیمار شدند. پس او ريخـتی آنتـی  CD33برای )
میکرولیتـر   222حجم نهايی محلول را با بافر شستشـو بـ    

 گـراد  سانتی درج  6دقیق  در دمای  12مدت  رسانده و ب 
انکوب  گرديد. پس او دو بار سانتريفیوژ کـردن بـ  منظـور    

میکرولیتر بـافر شستشـو    522های اضاف ،  یباد حذف آنتی
های نمون  ريخت  شده و چند بار پیپتـاژ   داخل میکروتیوی

ب  طـور کامـل در محلـول     ها سلولگرديد. پس او ايی ک  
اخل لول  آومـايش بـرده و داخـل دسـتگاه     شناور شدند، د

 (FACSCalibursystemديگو() )بیوساينس، سانفلوسیتومتر
 .(12)گذاشت  تا عملیات فلوسیتومتری صورت پذيرد

 ها       يافته
هـای بنیـادی   پاساژ و ومان دو برابـر شـدن سـلول   کشت، 

 :مزانشیمی مشتق او مغز استخوان
هنــوو  هــا ســلولطــی ســاعات اولیــ  پــس او کشــت،     

دادنـد بـ    های فیبروبدستی را نشان نمیمشخصات سلول
ی هـا  هسـت  هـا گـرد بـوده و دارای    صورتی ک  ايی سلول

روو او کشت،  1پس او گذشت  ها سلولنامشخص بودند. 
 91کشـیده شـده و کمـی دوکـی شـکل شـدند و پـس او        

ی فیبروبدسـت  هـا  سـلول ساعت او نظر مورفولوژی شبی  
 گرديدند. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

قبل از اتصاال حاالتی گارد و هساته نامشاخص داشاتند اماا         ها سلول( Aهای بنیادی مشتق از مغز استخوان رت. در شکل بالا: )سلول :2شکل 
ساعت بعد کشت اولیه، پس از اتصال به کف ظرف کشت، ظاهری دوکی شکل به خاود گرفتناد.    25ی جدا شده از مغز استخوان فمور ها سلول

(B )ی فیبروبلاست ها سلولظاهری شبیه به  کشیده و دوکی شکل شده و کاملاًدهد که  یمروز پس از کشت اولیه را نشان  5ی جدا شده ها سلول
یاک دسات باوده و شاکل      کاملاًدر این تصویر،  ها سلول. 5ی بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان رت در پاساژ ها سلول( C) .اند کرده پیدا

اکناون مناسا    ها ها  ه است، این سلولبالا رفت ها سلولدهند. در این زمان رشد و تکثیر های بنیادی مزانشیمی را از خود نشان میمعمول سلول
 (.x52مطالعه هستند)بزرگنمایی 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ی هاا  سلولدهنده تعداد  ی بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان رت. در این تصویر، محور عمودی نشانها سلولزمان دو برابر شدن  :1نمودار 
باشاد.   یم 92و  54، 25، 2ی زمانی در ساعات مختلف ها بازهدهنده  و محور افقی نشانبلو بوده  آمیزی تریپانزنده شمارش شده با استفاده از رنگ

 ساعت بود. 5/17 ها سلولزمان دو برابر شدن در این 
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ی ساطح سالولی باه    نشاانگرها . بیان ایان  CD105و  CD90 های یباد در مجاورت آنتی ی بنیادی مزانشیمیها سلولآنالیز فلوسیتومتری : 2نمودار 
 باشد. یم %5/72و  %5/72ترتی  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ی سطح سلولی به ترتی  نشانگرها. بیان این CD56 و CD45 های یباد ی بنیادی مزانشیمی در مجاورت آنتیها سلولآنالیز فلوسیتومتری  :3نمودار 
 باشد. یم% 37/2% و 29/2

 
 هـا  سـلول پس او پاساژ سلولی اول، سرعت دو برابر شدن 

 22و   8پـس او گذشـت    ها سلولساعت بود و  12يباا تقر
 (.2و نمودار  1رسیدند)شکل 3و  1روو ب  پاساژ 

 
ی بنیـادی  هـا  سـلول  هـای سـطح سـلولی   بررسی نشـانگر 

 مزانشیمی:
تــوان هــای ســطح ســلولی مــیبــا اســتفاده او نشــانگر    

ی بنیادی مزانشیمی را اثبات نمود. ها سلولمزانشیمی بودن 
ــان  ،  CD90ی ســطح ســلولی نشــانگرهادر ايــی روش بی

CD105 ،CD45 و CD56  مورد ارويابی قرار گرفت. نتـايج 

ی آومايش شده، ها سلولآومون فلوسیتومتری نشان داد ک  
)مربـوط بـ     CD105و   CD90ی سـطح سـلولی  نشانگرها

 و CD56 را بیان نمـوده ولـی   (ی بنیادی مزانشیمیها سلول
CD45 ــ  ســلول ــوط ب ــان  )مرب ــک( را بی هــای هماتوپوئتی

 .(3و  1 هاینکردند)نمودار
 

 تمايز ب  چربی:
ی چربـی نیـز   هـا  سلولقدرت تمايز ب   در ايی پژوهش    

بـ    BMSCs(. تمـايز  A3 بررسی قرار گرفت)شـکل مورد 
يیـد  ايل رد توآمیزی با ای چربی با استفاده او رنگها سلول
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هـای کوچـک پراکنـده و     يکـول ووهـا،  گرديد. نوک پیکان
دهنـد. بـ    را نشـان مـی   هـا  سـلول قطرات چربی در داخل 

های ويـژه بافـت   حاکی او تولید ژن RT-PCRعدوه نتايج 
 (.D3بود)شکل  PPAR-γو  PPAR-αچربی شامل 

 
 تمايز ب  استخوان:

ی هـا  سـلول نتايج حاصل او ايی پژوهش نشان داد کـ       
روو  12تواننـد پـس او    یم ـ بنیادی مشتق او مغز اسـتخوان 

قرار گرفتی در محیط کشت تمايزی حـاوی عوامـل رشـد    
ساو تبـديل شوند)شـکل   ی استخوانها سلولاستخوانی، ب  

B3 ی بارو تغییر مورفولـوژی و تمـايز بـ     ها نشان (. اولیی
شـدن   تـر  بـزر  ی سلولی و ها تودهصورت تشکیل شدن 

پـس او   5 هـای تـک سـلولی در روو    يـ   در مناطق  ها آن
القای تمايز ديده شد. برای تشخیص حضور رسوی امدح 

ی بنیادی ها سلوليید تمايز اتمعدنی ب  خصوه کلسیم و 
آمیـزی آلیـزاريی   رنگمزانشیمی مشتق او مغز استخوان او 

دهنــده  ی قرمــز رنــگ نشــانهــا تــوده رد اســتفاده گرديــد.

رسوبات معدنی بوده و نشان او معـدنی شـدن مـاتريکس    
نشـان داد کـ  در    RT-PCRداشتند. بررسی بیشتر با روش 

توده سلولی تمايز يافتـ ، مارکرهـای اختصاصـی آلکـالیی     
ــان شــده اســت OCN( و اســتئوپوئتیی)ALPفســفاتاو) ( بی

 (.E3شکل )
 

 :تمايز ب  شضروف
ــژوهش      ــی پ ــ     در اي ــايز ب ــدرت تم ــلولق ــا س ی ه

ساو نیـز مـورد بررسـی قـرار گرفـت. در برخـی        شضروف
(. C3های سـلولی تشـکیل يافت)شـکل    مناطق کشت توده

ــی   ــايزی اي ــلولدوره تم ــا س ــط   12 ه ــود و توس روو ب
 آمیـزی تولوئیـدن بلـو بررسـی شـدند. رنـگ بـنفش        رنگ
دهنده متاکرومیک بودن و حضور ماتريکس شضروفی  نشان

 mRNAنشان داد ک   RT-PCR بود و آنالیز ها سلولدر ايی 
تولید شده است  IIهای اگرکان و کدژن نوع مربوط ب  ژن

 (.F3)شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 روز پس از تیمار، A : 21 ساز.ساز و غضروفساز، استخوانی چربیها سلولی بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان به ها سلولتمایز  :3شکل 
های کوچاک پراکناده و قطارات چربای در داخال       یکولوزیید گردید. ایل رد توآمیزی با ای چربی با استفاده از رنگها سلولبه  BMSCsتمایز 
 آمیزی آلیازارین رد مشاخص گردیاد.   ی استخوانی توسط رنگها سلولبه  BMSCsروز پس از تیمار، تمایز  B :21شد.باقابل مشاهده می ها سلول
آمیازی  ی غضروفی با استفاده از رنگها سلولبه  BMSCsروز پس از تیمار، تمایز  C : 21معدنی هستند. رسوباتدهنده ی قرمز رنگ نشانها توده

 : D-F(. x52دهنده حضور رسوبات اگرکان در ماتریکس غضروفی است)بزرگنمایی  بنفش رسوبات سلولی، نشانیید گردید. رنگ اتولوئیدن بلو ت
 نشان داده شده است. RT-PCRهای چربی، استخوان و غضروف با مارکرهای اختصاصی سلول
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 : K562ی لوسمی رده ها سلولکشت و نگهداری 
و پاسـتور  تايی رده سلولی بـ  صـورت آمـاده او انسـتی        

، رشـد سـريع   ها سلولخريداری گرديد. او مشخصات ايی 
و مقاومت با  است ک  در فاو بدستیک لوسمی میلوئیدی 

 مزمی قرار داشتند. 
خاصیت نیمـ  شـناور    ها سلولهای ايی  يژگیواو ديگر     

کـ  نیـاو بـ  اسـتفاده او آنـزيم تريپسـیی        هاسـت  آنبودن 
ی ونـده در ويـر میکروسـکوپ    هـا  سـلول نخواهد داشت. 

يی را ها کانونظاهری کروی داشت  و ب  صورت يک کلنی، 
دهنـد.   یم ـدر نزديک يکديگر ب  صورت مجموع  تشکیل 

ی مرده ب  صورت جمع شده بـوده  ها سلولدر صورتی ک  
 و جدا جدا هستند.  

هــای در ســلول V/PIآومــايش آنکســیی نتــايج حاصــل او 
K562 هـای بنیـادی مزانشـیمی    کشتی بـا سـلول  پس او هم

 :مشتق او مغز استخوان
پتـوو او دسـت رفـتی ششـای     وهـای آپ يکی او ويژگـی     
باشـد. فسـفاتیديل سـريی در    پتوتیـک مـی  وهـای آپ ل سلو

منتقل شـده و   پتوتیک ب  سطح خارجی ششاوهای آپ سلول
تمايل با يی را برای بانـد شـدن بـ  آن نشـان      Vآنکسیی 

-روو هـم  9(. بررسـی نتـايج حاصـل او    6 نموداردهد)می

های بنیادی مزانشیمی مشتق او مغز اسـتخوان  کشتی سلول
توانـد  کشـتی مـی  نشان داد ک  ايی هـم  K562های با سلول

 K562های % در سلول9/59پتوو ب  میزان وموجب القای آپ
 گردد.

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

توزیاع جمعیات   :  Cو  V/PI. Aباا اساتفاده از روش آنکساین     K562 هاای پتوز در سلولوای حاصل از بررسی میزان آپنمودار نقطه :5نمودار 
میازان و ناوع مارل سالولی      : Dو  Bهای بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز اساتخوان.  کشتی سلولکشتی و همراه با ه بدون ه  K562 های سلول
باه ترتیا     Q4و  Q1 ،Q2 ،Q3های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان. ناواحی  کشتی سلولکشتی و همراه با ه بدون ه  K562 هایسلول

باشندپتوزی اولیه و سال  میوپتوزی ثانویه، آپوها در منطقه نکروز، آپبیانگر میزان توزیع سلول
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در  CD34و  CD33 ســـطح ســـلولی ینشـــانگرهابیـــان 
هـای بنیـادی   کشتی بـا سـلول  پس او هم K562ی ها سلول

 مزانشیمی مشتق او مغز استخوان:
ی بنیــادی هــا ســلولکشــتی یر هــمتــ ثجهــت بررســی     

سـطح   ینشـانگرها مزانشیمی مشتق او مغـز اسـتخوان بـر    
ــلولی  ــلولدر  CD34و  CD33س ــا س او روش  K562ی ه

نتايج ايـی بررسـی نشـان داد     فلوسیتومتری استفاده گرديد.
 CD34و  CD33ک  میزان بیان نشـانگرهای سـطح سـلولی    

ی بنیـادی  هـا  سلولکشتی با ک  در هم K562ی ها سلولدر 
% بـوده و نسـبت بـ     5/99 و% 1/65ب  ترتیب  قرار گرفتند

 (.9و  5گروه کنترل افزايش يافت  است)نمودارهای 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

بادون   K562هاای  توزیع جمعیت سلول:  Cو  CD33 .A بادی ، در مجاورت آنتی K562 یها سلولای آنالیز فلوسیتومتری نمودار نقطه :5نمودار 
میزان بیان نشانگر ساطح    : Dو  CD33  .Bبادی  های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان در حضور آنتیکشتی سلولکشتی و همراه با ه ه 

 استخوان. بیان ایان نشاانگر ساطح   های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز کشتی سلولکشتی و همراه با ه بدون ه  K562های سلول CD33سلولی 
 باشد. یم% 2/55های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان سلولی در حضور سلول
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بادون   K562هاای  توزیع جمعیت سلول :  Cو  CD34 .Aبادی  ، در مجاورت آنتی K562 یها سلولای آنالیز فلوسیتومتری نمودار نقطه: 7نمودار 
میزان بیان نشاانگر ساطح    : Dو  CD34  .Bبادی  های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان در حضور آنتیکشتی سلولکشتی و همراه با ه ه 

 های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان. بیان ایان نشاانگر ساطح   کشتی سلولکشتی و همراه با ه بدون ه  K562های سلول CD34سلولی 
 باشد. یم% 5/97 های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوانسلولی در حضور سلول

 
 بحث
های بنیـادی مزانشـیمی او مغـز    در مطالع  حاضر سلول    

استخوان رت استخراج و پس او کشت و پاساژ سلولی تـا  
در پلیـت   K562هـای رده  چهار مرحلـ  همـراه بـا سـلول    

کشـتی، میـزان   روو هم 9کشتی قرار داده شدند. پس او  هم
 CD34و  CD33 پتوو و بیان نشانگرهای سـطح سـلولی  وآپ

 بررسی گرديد. K562های رده در سلول
های درمانی ب  سـمت اسـتفاده او سـلول    امرووه روش    

های بنیـادی مزانشـیمی بـ  عنـوان     درمانی ب  وسیل  سلول
هـای بـدخیم   ايمی در امر درمان سـرطان روشی مناسب و 

های بنیادی مزانشیمی يکی او سوق پیدا کرده است. سلول
های مورد استفاده در امر سلول درمانی تريی سلولبرجست 

 هایثیر سلولا( ت1229کاران)ــو هم یماساـرامد. ـباشنمی

ــلولی     ــتخوان را روی رده س ــز اس ــیمی مغ ــادی مزانش بنی
293BV ساو هسـتند مـورد   ی توموری خونهاک  او سلول

ی ها سلولبررسی قرار دادند ک  نتايج ايی تحقیق نشان داد 
بنیادی مزانشیمی اثر ضد رشد را بـ  صـورت وابسـت  بـ      

. نتـايج  (5)دهنـد و، بر روی ايی رده سـلولی نشـان مـی   ود
، نتايج مطالع  انجام شده توسط یمراماسا حاصل او تحقیق

ی هـا  سـلول یر ثات ـ( را در رابطـ  بـا   1222و همکـاران) لی 
رده سـلولی   بنیادی مزانشیمی انسانی بر روی تومور ريوی

A549  و سرطان مری رده سلولیEca-109 کند و يید میات
هـای بنیـادی مزانشـیمی در القـای     نشانگر توانـايی سـلول  

. در ايی مطالعـ ،  (18)های توموری استپتوو در سلولوآپ
پتوو با روش فلوسیتومتری و با اسـتفاده  ورصد آپمیزان و د

قرار گرفت.  تجزي  و تحلیلمورد ارويابی و  Vاو آنکسیی 
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پتوو، فسفاتیديل سريی ک  در حالت عـادی در  وبا شروع آپ
سطح داخلی ششا سلولی اسـت بـ  سـمت خـارجی ششـا      

قات نشان داده است ک  آنکسیی ی. تحق(16)گرددمنتقل می
V تواند ب  صورت اختصاصی و در حضور کلسـیم بـ    می

سچیرو . در مطالع  (19، 19)فسفاتیديل کولیی متصل گردد
هـای بنیـادی   کشتی سـلول  و همکاران ک  بر روی ت ثیر هم

مزانشیمی مغز اسـتخوان انسـان بـا لنفـوم شیـر هـوچکیی       
 Vپتـوو بـا اسـتفاده او آنکسـیی     ومیـزان آپ  ،صورت گرفت

. نتايج ايی تحقیق نشـان داد  (32)مورد ارويابی قرار گرفت
های لنفوم سلول پتوو دروکشتی موجب القای آپک  ايی هم

گردد و ايی نتايج همسو با نتـايج مطالعـ    شیر هوچکیی می
 باشد.حاضر می

ــب توجــ      ــريی اســتراتژیيکــی او جال ــان ت هــای درم
کارهايی است کـ  بتوانـد    های بدخیم استفاده او راه سرطان
ها القا نمايد چـرا کـ  بـر    پتوتیک را در ايی سلولومر  آپ

های مجـاور  يک سلول ب  سلولپتوو در وخدف نکروو، آپ
کنـد و التهـای يـا آسـیب بـافتی ايجــاد      آسـیبی وارد نمـی  

( در نتـــايج 1226. دينـــگ و همکـــاران)(32)کنـــد نمــی 
هــای بنیــادی خــود بیــان کردنــد کــ  ســلول هــای  مطالعــ

 G1و  G0را در مرحلـ    K562های مزانشیمی انسان سلول
هـا  پتوو در ايی سلولوسلولی نگ  داشت  و موجب القای آپ

های بنیادی شوند. ايی اثر مهاری وابست  ب  تعداد سلولمی
اثر مهـاری بیشـتر   باعث  ،بوده ب  صورتی ک  در مقادير با 

هـای  کشتی سلولگردد. بررسی ايی عملکرد پس او هم می
های بنیادی در تعداد برابر زمی با سلوللوسمی میلوئیدی م

و مقادير متفاوت صورت پذيرفت. پس او بررسی با روش 
هـا  گرديد ک  در تعداد برابر سـلول  فلوسیتومتری مشخص

تواننـد موجـب مهـار    های بنیـادی مـی  کشتی، سلولدر هم
شوند ک  ايی اثر مهـاری در تعـداد    K562های رشد سلول
. نتـايج ايـی   (31)شـود بیشـتر مـی  های بنیادی با تر سلول

باشد ک  در نسـبت  اضر میمحقق همسو با نتايج مطالع  ح
هــای بنیــادی مزانشــیمی مشــتق او مغــز ، ســلول22بــ   2

کشـتی داده شـدند و   هـم  K562هـای  استخوان بـ  سـلول  
بـ  میـزان    K562 هـای پتوو در سلولومشاهده شد میزان آپ

ای ديگـر  % افزايش يافت. عدوه بـر ايـی در مطالعـ    9/59
یمی هـای بنیـادی مزانش ـ  کشـتی سـلول  مشاهده شد ک  هم

مشتق او مغز استخوان افـراد مبـتد بـ  لوسـمی میلوئیـدی      
های لوسمی گرديد ک  ايـی  مزمی موجب مهار رشد سلول

 .(33)عملکرد ب  وسیل  ترشح اينترفرون آلفا بود
    CD34   سـاو   ی پـیش هـا  سـلول ، نشانگر سطح سـلولی

 طبیعـی ی هـا  سـلول خونساو بوده کـ  توسـط بسـیاری او    
هـای حـاد سـاخت     خونساو اولی  و نیز بسیاری او لوسـمی 

در يک مطالع ، CD34  و c-kitپس او بررسی بیان  .شود یم
 CMLهـای   در سـلول  CD34مشاهده شد ک  بیان مولکول 
در مطالع  ديگـری   .(36)رود در فاو بدستیک بسیار با  می
CD34های  نشان داده شد ک  میزان سلول

در بیماران مبتد  +
CD34های  نسبت ب  سلول CMLب  

بـ    طبیعـی در افـراد   +
در ارتبـاط   CD33نشـانگر   .(35)ری با تر بـود دااطور معن

 یهـا  رسانی نقش دارد و روی سـلول  ميها و عد بیی سلول
اجــدادی میلوئیــدی و منوســیتی وجــود دارد و تقريبــاا در 

 .گـردد  یمراحل آخر بلـو  میلوسـیتی او سـلول حـذف م ـ    
يـک  دهنده  ی خونساو نشانها سلولدر  CD33الگوی بیان 
ی میلوئیـدی  هـا  سـلول در تنظیم تمايز  CD33نقش بالقوه 

هـای  در سـلول  CD33تـوان گفـت کـ     است. در واقع می
ژن گردد و يک آنتیها بیان میهای آنساومیلوئیدی و پیش

. در (21)باشـد مـی  (Pan myeloid antigen)میلوئیـدی پـان 
مطالع  حاضر مشاهده شد ک  نشـانگرهای سـطح سـلولی    

CD33  وCD34 ــلول ــای در س ــا K562ه ــا  تیم ــده ب ر نش
های بنیادی مزانشیمی مشتق او مغز استخوان در حد  سلول

گردنـد. در  بیـان نمـی   بسیار پايینی بیـان شـده و يـا اصـدا    
هـای بنیـادی   ها در تیمار با سـلول صورتی ک  همیی سلول

مزانشــیمی مشــتق او مغــز اســتخوان، نشــانگرهای ســطح  
%، 5/99و  %1/65را در حد با يی) CD34و  CD33سلولی 

و همکـاران  وئـ   ينا ب  ترتیـب( بیـان نمودنـد. در مطالعـ     
هـای  در سـلول  CD33 ( مشاهده شـد کـ  نشـانگر   1226)

K562  ــلول ــ  س ــانی ک ــالر وم ــت ناب ــا در حال  state) ه

Immature )گردد ک   %( بیان می9/92در حد با يی) ،باشند
بادی البت  ايی اختدف ممکی است ب  دلیل تفاوت در آنتی

ــاکتور  ــتفاده و فـ ــورد اسـ ــیت  مـ ــای تکنیکی)حساسـ هـ
. عـدوه بـر ايـی    (39)بندی و ...( باشد فلوسیتومتری، گیت

را  CD34ک  نشـانگر   CMLهای ثابت شده است ک  سلول
کـ    CMLهای نسبت ب  سلول ،کننددر حد با يی بیان می
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 گـر های مهارب  درمان با دارو ،کنندايی نشانگر را بیان نمی
و  (Dasatinib)تیـــروويی کینـــاو او قبیـــل داســـاتینیب   

تر هسـتند.  داری حساساب  طور معن (Ponatinib)پوناتینیب
کـ  نشـانگر   CML سـاو نابـالر    های پیشبا ايی حال سلول

CD34 ــان نمــی ــدرا بی ــ  درمــان مقــاوم  ،کنن ــر نســبت ب ت
دسـت آمـده او     بنابرايی با توج  ب  شواهد ب .(39)هستند

در  CMLهـای  تحقیق حاضر و با توج  ب  ايی کـ  سـلول  
حالت بالر عمر کمتری داشت  و حساسیت با يی را نسبت 

رود روش احتمـال مـی   ،دهنـد ب  دارو درمـانی نشـان مـی   
داشت  باشیم ک  بتـوان   CMLدرمانی جديدی برای بیماری 

های بنیـادی مزانشـیمی مشـتق او مغـز     ه او سلولبا استفاد
را بـ    CMLسـاو  های نابالر و پـیش تمايز سلول ،استخوان
 های بالر القا نمود.  سلول

 
گيري نتيجه
کشـتی  در مجموع نتايج ايی مطالع  نشـان داد کـ  هـم       
های بنیادی مزانشـیمی مشـتق او مغـز اسـتخوان بـا      لسلو

پتـوو و افـزايش بیـان    والقای آپموجب ،  K562های سلول
هـای  در سـلول  CD34و CD33  نشانگرهای سطح سـلولی 

K562 ثیر مناسـبی در  اگردد. ايی نتیج  ممکی اسـت ت ـ می
داشت  باشد. ب  هر حال اقدامات  CMLروند بهبود بیماری 

بیشتری بايد در ايی ومین  صورت پـذيرد تـا تـ ثیر مثبـت     
درمـان ايـی بیمـاری    هـای بنیـادی مزانشـیمی را در    سلول

 يید کند.ابدخیم ت
 

 تشکر و قدردانی
ی عمـومی  انامـ  مقطـع دکتـر   ايی مقال  منـتج او پايـان      

 2369. 2128و بـا کـد اخـدق    دامپزشکی دانشگاه تبريـز  
باشد. کلی  حقوق مادی و معنوی مربـوط بـ  ايـی کـار      می

باشـد. نويسـندگان او   پژوهشی متعلق ب  دانشگاه تبريز می
های بنیادی دانشـگاه علـوم پزشـکی    تحقیقات سلولمرکز 

تبريز ب  دلیل فراهم آوردن مکان و تجهیزات آومايشگاهی 
 نمايند.تشکر و قدردانی می
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Abstract 
Background and Objectives 

Drug resistance is one of the main challenges in the treatment of chronic myeloid leukemia 

(CML). In this study, with the aim of inducing apoptosis in K562 cell line (CML), this cell line 

was co-cultured with rat bone marrow mesenchymal stem cells (rBMSCs). Then, the rate of 

apoptosis as well as cell surface markers expression of CD33 and CD34 in the K562 cells line 

was evaluated.  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, after isolating rBMSCs, the multilineag differentiation capacity of 

rBMSCs as well as the mesenchymal stemness of these cells was identified by evaluation of 

CD90, CD105, CD45, and CD56 cell surface. Then, the K562 cells were subjected for 

evaluation of CD33 and CD34 cell surface markers and apoptosis using a flow cytometry 

technique. 

 

Results 

Immunophenotyping of the cells indicated positive expression of CD90 and CD105 and 

negative expression of CD45 and CD56. The expression of CD33 and CD34 cell markers in 

the K562 cell line was increased 45.2% and 76.5%, respectively. Also, induction of apoptosis 

in the K562 cell line significantly increased (56.6%) compared to the control (p < 0.05). 

 

Conclusions   

Briefly, this study showed that the co-culturing of the K562 cells line with rBMSCs causes 

significant increase in the expression of CD33 and CD34 cell surface markers as well as 

induction of apoptosis in the K562 cells (p < 0.05). This effect can be through the secreted 

factors and cytokines of rBMSCs; however, better evaluation in terms of type of cytokines is 

recommended in the future studies. 
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