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  Sox-9و  Oct-4  ،Sox-2  ،Nanog ، Nucleostemin  ،Bmi-1سازي زهاي خود با بيان ژن
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 هچكيد
 سابقه و هدف 

از آن جاا  . شوند تعريف مي ها توانايي خودبازسازي و پر توان بودن آنهاي بنيادين با دو ويژگي كليدي  سلول
تواند متفاوت باشد، بررساي بياان    هاي بنيادين مختلف مي هاي كنترل كننده خودبازسازي در سلول كه مكانيسم

هااي بنياادين بناد     سلول. هاي مختلف داراي اهميت بسيار زيادي است هاي مسؤول خودبازسازي در سلول ژن
ها داراي مزايااي زياادي نسابت باه سااير       اند، چرا كه اين سلول به تازگي مورد توجه زيادي قرار گرفته ناف
هدف از انجام مطالعه حاضر، بررسي بياان  . هاي سلول درماني هستند هاي بنيادين، براي استفاده در روش ل سلو
هاااي بنيااادين  در ساالول Nucleosteminو  Oct-4  ،Sox2  ،Nanog  ،Bmi-1  ،Sox-9هاااي خودبازسااازي  ژن

 . باشد مزانشيمي جدا شده از وريد بند ناف انسان مي
 ها مواد وروش

باه آزمايشاهاه    HBSSها در شرايط استريل جداسازي و در بافر  بند ناف. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
از استخراج و بر اساس توانايي چسبيدن هاي بنيادين مزانشيمي به وسيله تيمار با آنزيم كلاژن سلول. انتقال يافتند

ساس  ماركرهااي ساطحي    . كشات داده شادند   FBS% 12حااوي   DMEMبه ظروف پلاستيكي و در محيط 
CD105 ،CD45  ،HLA-DR  ،CD166 ،  CD54  وCD34 هااي   ها بررسي شاد و ناايتاا ب بياان ژن    در اين سلول
 . ونوسيتوشيمي مورد مطالعه قرار گرفتو ايم RT-PCRهاي  ل خودبازسازي با استفاده از روشومسؤ
 ها يافته

هاا باراي مااركر     هاي جداسازي شده نشان داد كه ايان سالول   بررسي فلوسايتومتري ماركرهاي سطحي سلول
CD105(SH2)(86 )% مثبت و براي ماركرهاي CD34(0)% ، CD54(1)% ، CD45(0)% ، CD106(0)% ،CD166 

  ، Oct-4هااي   هاي انجام شده، براي اولين باار بياان ژن   چنين بررسيهم . منفي هستند%HLA-DR (0 )و %( 1)
Nanog  ،Nucleostemin ، Bmi-1  وSox-9  و عدم بيان ژنSox-2 هاي بنيادين مزانشيمي وريد بناد   را در سلول

 . ناف انسان نشان داد
 نتيجه گيری 

شاناخته   Nanogو  Oct-4  ،Sox-2هاي  هايي كه هم اكنون براي عملكرد ژن دهد مكانيسم نتايج حاصله نشان مي
هااي   بلكاه تركيباي از ژن   ،ها نيست شده است، تناا مكانيسم ممكن براي تنظيم خودبازسازي از طريق اين ژن

هااي   تواند براي تنظيم خودبازسازي سلول هاي بنيادين جنيني و بالغ نيز مي دخيل در تنظيم خودبازسازي سلول
 . يردبنيادين مورد استفاده قرار به

 PCRهاي بنيادين مزانشيمي، بند ناف، ايمونوسيتوشيمي،  سلول :ات كليديكلم
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  مقدمه 
هاي شگرفي در زمينه علم  پيشرفت ،در طي ساليان اخير    

تـرين   از جمله مهـم . ستهاي بنيادين صورت گرفته ا سلول
هاي سـلول درمـاني    توان به ظهور روش ها مي اين پيشرفت

(Cell therapy )هاي سلول درماني، كه  در روش. اشاره كرد
هـا در زمينـه    تا به امروز بـه عنـوان نه ـه ع ـف پيشـرفت     

ــي  ــكي ترميم ــو  ( Regenerative medicine)پزش محس
وسـييي از  هاي بنيادين براي درمـان طيـف    شوند، سلول مي

 (. 0)گيرند ها مورد استفاده قرار مي بيماري
بندي كلي بـه دو دسـته    هاي بنيادين در يك تهسيم سلول    

و ( Embryonic Stem Cells)هــاي بنيــادين جنينــي سـلول 
بنـدي   دسـته ( Adult Stem Cells)هـاي بنيـادين بـال     سلول
هاي بنيادين جنينـي و بـال  از ن ـر منشـا ،      سلول. شوند مي
هـاي متتلـف و مـدت زمـان  فـ        رت تمايز به سلولقد

هاي بنيادين  سلول(. 4)توانايي خودبازسازي متفاوت هستند
شـود كـه توانـايي     هـايي گفتـه مـي    از ن ر تيريف به سلول

هاي متتلف سازنده بـدن را   خودبازسازي و تمايز به سلول
اين دو ويژگي بسيار مهم باعـ  شـده اسـت    . باشند دارا مي

ها  ها جهت تمايز آن وسييي بر روي اين سلول كه تحهيهات
هــا در درمــان  هــاي متتلــف و بــه كــارگيري آن بــه ســلول

 . ها به عمل آيد بيماري
هـاي متتلفـي از    هاي بنيادين بال  در بافت تاكنون سلول    

جمله بافت عصبي، مغز استتوان، پوست، كبد، بافت چربي 
 (. 4)اند و بند ناف يافت شده

هاي كنترل كننده خودبازسـازي در   كه مكانيسم از آن جا    
تواند متفاوت باشـد، بررسـي    هاي بنيادين متتلف مي سلول

هـاي متتلـف    هاي مسؤول خودبازسازي در سـلول  بيان ژن
در صورت مشتص شدن . داراي اهميت بسيار زيادي است

ــازي    مكانيســم ــيل خودبازس ــيم پتانس ــل در تن  ــاي دخي ه
هـاي سـلول    گـي در روش هـاي بنيـادين، جهـز بزر    سلول

هاي بنيـادين   چرا كه سلول. درماني به وقوع خواهد پيوست
هاي درماني، تـا  ـد زيـادي تحـت      مورد استفاده در روش

كنترل واقع شده و در نتيجه، نه تنها از خ ر ايجـاد تراتومـا   
هـاي   ها به سـلول  بلكه تمايز آن  شود، ها كاسته مي توسط آن

كنتـرل شـده انجـام خواهـد      مورد ن ر نيز به صورت كاملاًَ
عــلاوه بــر ايــن از آن جــا كــه وقــوع ســرطان در  . گرفــت

هـا   هاي متتلف بدن،  اصل تكثير كنترل نشده سلول بافت
هـاي خودبازسـازي، كمـك     است، بال بع شناسايي مكانيسم

. هاي درماني هدفمند خواهد بـود  بزرگي براي توسيه روش
ودبازسـازي در  هـاي خ  اولين قدم در راه شناسايي مكانيسـم 

ــردن ژن     ــتص ك ــادين، مش ــلول بني ــوع س ــك ن ــاي  ي ه
سـلول خـاب بيـان     ياسـت كـه در آن نـوع     خودبازسازي

 (. 4)شود مي
هاي بنيادين بند ناف به تازگي مورد توجه زيـادي   سلول    

هـا داراي مزايـاي زيـادي     اند، چرا كه اين سـلول  قرار گرفته
ده در هــاي بنيــادين، بــراي اســتفا نســبت بــه ســاير ســلول

تـرين ايـن    از جملـه مهـم  . هاي سلول درماني هسـتند  روش
توان به در دسترس بودن بند ناف به ميـزان زيـاد و    مزايا مي

در . هـا اشـاره كـرد    هـاي تهيـه آن   غير تهاجمي بودن روش
روزانه بـه   هاي بنيادين از بند ناف، صورت جداسازي سلول

  HLAازاي هر تولد، يك نوع سلول جديد، با يـك تركيـ    
به علاوه، نشـان داده  . گردد جديد به بانك سلولي اضافه مي

هـاي بنيـادين بنـد نـاف      شده كه در پيوندهايي كه از سلول
،  HLAپذيري در برابر عدم ت ابق  شود، اني اف استفاده مي

هـا بـراي پيونـد مـورد      بيشتر از زماني است كه ساير سلول
ها تـا   اين سلول در نتيجه، استفاده از. گيرند استفاده قرار مي

ــادي باعــ  افــزايز ا تمــال موفهيــت در انجــام    ــد زي
از جملـه مزايـاي ديگـر    . گـردد  پيوندهاي غير اتولـو  مـي  

هـا   توان بـه ميـزان بلـون آن    هاي بنيادين بند ناف، مي سلول
هاي بنيادين بند نـاف از ن ـر    به طور كلي سلول. اشاره كرد

ل  و جنينـي  هـاي بنيـادين بـا    ميزان بلون،  د واسط سـلول 
اين امر نتايج متيددي را به همراه دارد كه از جملـه  . هستند

تر ايـن   ها مي توان به پتانسيل تكثير بيشتر و تمايز را ت آن
از . هـاي بنيـادين بـال  اشـاره كـرد      ها نسبت به سلول سلول

هـاي بنيـادين بنـد نـاف مشـكلات اسـتفاده از        طرفي سلول
 ـر ايجـاد تراتومـا و    خ قبيـل هاي بنيادين جنينـي از   سلول

 (.2-6)باشند را نيز دارا نميمسايل اخلاقي 
هـاي   هدف از انجـام م اليـه  اضـر، بررسـي بيـان ژن         

و  Oct-4  ،Sox2  ،Nanog  ،Bmi-1  ،Sox-9خودبازسازي 
Nucleostemin هاي بنيادين مزانشيمي جـدا شـده    در سلول

ده، هـاي نـام بـرده ش ـ    ژن. باشـد  از وريد بند ناف انسان مي
فاكتورهاي رونويسـي هسـتند كـه بيـان سـاير       وهمگي جز
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كـاهز بيـان   . نماينـد  ها در طول دوران نمو را تن يم مي ژن
ها، منجر به كاهز پرتواني و پتانسيل خودبازسـازي   اين ژن

تا به امـروز  (. 6-04)گردد سلول و ورود به پروسه تمايز مي
هـاي   لولها در س ـ هيچ گزارشي مبني بر بررسي بيان اين ژن

 . بنيادين مزانشيمي وريد بند ناف انسان ارايه نشده است
 

  هاروش مواد و 
بـراي جداسـازي   . م اليه انجام شده از نوع تجربي بـود     

هاي بنيادين مزانشيمي از وريد بند نـاف انسـان، بنـد     سلول
ــافر     ــده در ب ــد ش ــازه متول ــوزاد ت ــاف ن ــاوي  HBSSن  

گراد از بيمارستان بـه   نتيدرجه سا 2بيوتيك و در دماي  آنتي
و پس از ضد عفوني شدن در ( n= 05)آزمايشگاه منتهل شد

منتهـل   HBSSره به بـافر  اثانيه، دوب 41به مدت  % 65الكل 
هاي بنيادين مزانشيمي به وسـيله تيمـار    سپس سلول. گرديد

بـه ايـن   . با آنزيم كلاژناز از وريد بند ناف استتراج گرديد
اي بند ناف مسدود شـد و پـس از   صورت كه ابتدا يك انته

تزريق آنزيم كلاژناز به درون وريد، بـا اسـتفاده از سـرن ،    
دقيهـه   4و بند ناف به مـدت   گرديدانتهاي دوم نيز مسدود 

سـپس دو  . گـراد قـرار داده شـد    درجه سـانتي  46در دماي 
انتهاي بند ناف باز شد و با تزريق محـيط كشـت بـه درون    

ز وريد خارج شده و در محيط هاي جدا شده ا وريد، سلول
به فلاسك  FBS% 05بيوتيك و   اوي آنتي DMEMكشت 

درجـه   46متصوب كشت سـلول منتهـل و در انكوبـاتور    
پس از گذشـت  . قرار داده شدند CO2% 5گراد  اوي  سانتي

هايي كه به كف فلاسك نچسبيده بودند، بـا   سه روز، سلول
محـيط كشـت   . تيويض محـيط از فلاسـك خـارج شـدند    

روز يك مرتبـه تيـويض    4ها به مدت دو هفته و هر  سلول
هـاي بـاقي مانـده در     پس از گذشت اين زمان، سـلول . شد

هاي بنيادين مزانشيمي وريد بند نـاف   فلاسك، همان سلول
. بودند كه در مرا ل بيدي تحهيق مورد استفاده قرار گرفتند

ها بدون تغييـر قابـل تـوجهي در پتانسـيل      كشت اين سلول
بررســي  .پاسـاژ ادامــه يافـت   05هـا، تــا بـيز از    ر آنتكثي ـ

،  PE-CD106 هاي بادي ماركرهاي س حي با استفاده از آنتي
PE-CD54 ،FITC-CD45   ،PE-HLA-DR (ــاينس  ،(بيوسـ

PE-CD166  ،PE-CD105 (R&D   سيسـتم ) وPE-CD34 
هـاي   بـادي  لازم به ذكر است كه كليه آنتي. انجام شد( داكو)

هاي توليد شده توسط موش هستند  بادي نتيمورد استفاده، آ
كننـد و همگـي از يـك     ژن انساني را شناسـايي مـي   كه آنتي
ي سـ حي  ابـراي بررسـي ماركره ـ  . باشـند  مـي  IgGكلاس 

هاي پاسـاژ پـنجم بـا اسـتفاده از      توسط فلوسايتومتر، سلول
رت براي % 4تريپسين از كف فلاسك جدا شدند و از سرم 

هـا   سلول. اختصاصي استفاده شدلات غير اي از اتصرجلوگي
 %4هاي مـورد ن ـر بـه مـدت يـك سـاعت در        بادي با آنتي

PBS-BSA  گراد قرار داده شـدند  درجه سانتي 2، در دماي .
. سلول مورد استفاده قرارگرفت 0×  018بادي  براي هر آنتي
فيكس شده و % 0يد ئها با استفاده از پارافرم آلد سپس سلول

Gating ــ ســلول  ــر اس ــا ب و  FSC(Forward Scater)اس ه
SSC(Side Scater) ــا اســتفاده از دســتگاه فلوســايتومتر  )ب

Partec PAS)  بــراي  ــذف اثـر اتصــال غيــر  . انجــام شـد
هـاي كنتـرل منفـي     بـادي  هـا از آنتـي   بـادي  اختصاصي آنتـي 

جــا كــه كليــه   از آن. اســتفاده شــد( بيوســاينس)ايزوتايــ 
 IgGيـك كـلاس    ، از (PE)هاي داراي فلروكـروم  بادي آنتي

هـا از   اند، براي همه آن هستند و همگي در موش توليد شده
-RTاز روش . يك ايزوتاي  كنتـرل مشـترا اسـتفاده شـد    

PCR اســتفاده  هــاي مــورد م اليــه بــراي بررســي بيــان ژن
براي اين من ور، ابتدا با اسـتفاده از محلـول   . (0جدول )شد

RNX (Plus - سيناژن)، RNA سـتتراج  ها ا كل را از سلول
اسـتتراج   RNAنموده و پـس از اطمينـان يافتن از كيفيت 

ــارز و    ــورز ژل آگـــ ــام الكتروفـــ ــا انجـــ ــده بـــ شـــ
 Oligo dT آغـازگر  از cDNA،جهت تهيـه  فتومترياسپكترو

اسـتفاده  ( كـره جنـوبي  ـ ربيوني) Rt و كيت( ـ آلمان  بيوتك)
ميكروليتــر انجــام  51در  جــم نهــايي  RTواكــنز . شــد
جهـت تكثيـر    PCR، واكـنز   cDNAپس از تهيـه  . گرفت

ي ـدر جم نهاي PCRواكنز . ق يه مورد ن ر انجام گرفت
 ،م شـد و جهـت تهيـه  جـم مـذكور     اـر انج ــميكروليت 41

  PCRاز كيـت  ( RTمحصول واكنز )الگو DNAعلاوه بر 
، آ  مه ــر اســتريل و آغازگرهــاي (كــره جنــوبيـ رــبيوني)

ــت ــت ( Forward)بالادسـ ــايين دسـ ــ(Reverse)و پـ ا ، بـ
 . استفاده شد 0مشتصات مورد اشاره در جدول شماره 

پس از آمـاده سـاختن  جـم مـورد ن ـر جهـت انجـام            
 ناچوريشـن د ثانيـه  25ط ـا شراي ــب PCRز ـنز، واكنـواك

 در دماي   ـه آنيلينـثاني 25راد، ـدرجه سانتيگ 42 در دماي
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 .كه در اين پژوهش استفاده شدند( R)دستي و پايين( F)ها و توالي مربوط به آغازگرهاي بالادست اسامي ژن: 1جدول 
 

 نام ژن  (bp)اندازه  توالي آغازگر

GAGAATTTGTTCCTGCAGTGC F 261 Oct-4 
GTTCCCAATTCCTTCCTTAGTG R   
ATGGGTTCGGTGGTCAAGTC F 248 Sox-2 

GTGGATGGGATTGGTGTTCTC R   
ACCTATGCCTGTGATTTGTGG F 261 Nanog 

AAGAGTAGAGGCTGGGGTAGG R   
CAGAGATCCTCTTGGTTGCAG F 626 Nucleostemin 
AATGAGGCACCTGTCCACTC R   
TACTCCAGTGCAGTCTCCTC F 204 Bmi-1 
TCCCATCTTTCCTAACACAG R   
CGCGTATGAATCTCCTGGAC F 556 Sox-9 
CGTTCTTCACCGACTTCCTC R   

CTACTCTCTCTTTCTGGCCTG F 411 2m 
GACAAGTCTGAATGCTCCAC R   

 
 دقيهـه  0 و( بر اساس نوع آغازگر)گراد سانتيدرجه  82-81

تيداد . گراد انجام گرفت درجه سانتي 64در دماي اكستنشن 
نهايي به مدت پنج دقيهـه   اكستنشن سيكل و يك سيكل 45
جهت انجام هـر  . گراد در ن ر گرفته شد درجه سانتي 64در 

( رفواپنـد )از دستگاه ماستر سـايكلر  RT-PCR دو واكنز
بـه عنـوان كنتـرل داخلـي مـورد       beta2mژن . ده شـد استفا

ميكروليتـر از   6 ،بيد از اتمـام واكـنز  . استفاده قرار گرفت
 0توســط الكتروفــورز ژل آگــارز  PCRمحصــول واكــنز 
ول اطمينان از صحيح ـ ص ورـه من ـب. دـدرصد بررسي ش

سه مرتبـه   RT-PCRه دست آمده، هر واكنز ـبودن نتايج ب
 اي مورد استفاده در اين م اليه با كمكآغازگره. تكرار شد

  از اكليه آغازگره. دـي شدنـطرا  Gene runner زارـاف رمـن
  .آلمان خريداري شدند MWG شركت

در طول آزمايز از ميكروسـكو  ميكـوس فلورسـنت        
(411 Nikon-TE )بـه  . ها استفاده شـد  جهت ارزيابي سلول

هـا بـه    ، سـلول هـاي ايمونوسيتوشـيمي   من ور انجام ارزيابي

درصد در دمـاي   2دقيهه با استفاده از پارافرمالدئيد  6مدت 
 Triton X-011كننده  اوي از بافر بلاا. اتاق فيكس شدند

ــرم  ــلول  Donkeyو س ــذيري س ــت نفوذپ ــار   جه ــا و مه ه
بـادي   هاي غير اختصاصي كه ا تمـال اتصـال آنتـي    ژن آنتي

 . ها وجود داشت استفاده شد ثانويه به آن
سانتاكــروز  ) Goat anti human Oct-4 بادي اوليـه  نتيآ    

 Goat anti humanو 511/0 ت ـبــا غل ـ( بيوتكنــولوژي 

Nucleostemin (سانتاكروز بيوتكنولوژي ) 451/0با غل ت 
مـورد اسـتفاده قـرار     C 46سـاعت در دمـاي    4به مـدت  
ــه  ســپس آنتــي. گرفتنــد ــادي ثانوي  Donkey anti  goatب

بـا غل ـت    Texas Redمتصل به ( ولوژيسانتاكروز بيوتكن)
. اسـتفاده شـد   C46 به مدت يك ساعت در دمـاي  211/0

 Vector hardها با بافر فسفات، از  پس از شستشوي سلول

set(Vector Laboratories )   هـم   داپـي  كه همـراه آن رنـ
هـا اسـتفاده شـد و     موجود بود، جهت ماونت كردن سـلول 

م اليـه و   سـنت كو  فلورها به كمك ميكروس نهايتاًَ سلول
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به عنوان كنتـرل   چاهكهم چنين، يك . عكسبرداري شدند
. بادي اوليه اضافه نگرديـد  در ن ر گرفته شد كه در آن، آنتي

تـايج بـه دسـت    ن به من ور  صول اطمينان از صحيح بودن
 . آمده، هر آزمايز ايمونوسيتوشيمي دو مرتبه تكرار شد

 
 يافته ها

ده با روش مورد استفاده در اين جداسازي شهاي  سلول    
هـاي فيبروبلاسـتي    م اليه، داراي مورفولوژي شـبيه سـلول  

هـاي مجـزا بـه كـف فلاسـك       بوده و ابتدا به صورت كلني
هـا   هـا، انـدازه كلـوني    سپس در اثر تكثير سـلول . چسبند مي

روز،  8تا جايي كه پس از گذشت تهريبـاًَ    شود، تر مي بزر 
 (.0شـكل  )شـود  ا پوشـيده مـي  ه كل س ح فلاسك با سلول

ها بدون تغيير قابل توجهي در مورفولوژي  كشت اين سلول
پاساژ ادامه يافت كه اين امر  05و پتانسيل تكثير، تا بيز از 

دهنده توانايي خودبازسازي و در نتيجه ماهيت بنيادين  نشان
بررسي فلوسـايتومتري  . جمييت سلولي جداسازي شده بود

اي جداسازي شده نشـان داد كـه   ه ماركرهاي س حي سلول
و  مثبـت  %CD105(SH2) (46) ها بـراي مـاركر    اين سلول

، %CD34 (1)% ،CD54 (0)% ،CD45 (1)بــراي ماركرهــاي 
CD106 (1)% ،CD166 (0 )% وHLA-DR (1 )% منفــــــي
دهنـده بيـان    نشـان  RT-PCRهـاي   بررسي(. 4شكل )بودند
ــاي  ژن  و Oct-4  ،Nanog  ،Nucleostemin  ،Bmi-1هــــ

Sox-9   ــان ژن ــدم بي ــلول Sox-2و ع ــادين   در س ــاي بني ه
از طرفـي  (. 4شـكل  )مزانشيمي وريد بند نـاف انسـان بـود   

و  Oct-4هـاي   هاي ايمونوسيتوشـيمي نيـز بيـان ژن    ارزيابي
Nucleostemin (. 2شكل )ها تاييد كردند را در اين سلول 

 
 بحث
در ( 0466سـال  )و همكـارانز  كلاكمن پس از موفهيت    
ساز بنـد نـاف در درمـان     هاي بنيادين خون ده از سلولاستفا

بيماري آنمي فانكوني، توجه بسـياري از محههـين بـه ايـن     
اي بـه روي   ها جل  شد و بدين ترتيـ  پنجـره تـازه    سلول
 (. 04)هاي سلول درماني باز گرديد روش
ــي      ــاكنون، بررس ــان ت ــر روي   از آن زم ــادي ب ــاي زي ه

در نتيجه . صورت گرفته استناف  هاي بنياديـن بنـد سلول
هاي بنيادين بنـد نـاف،    كه سلول ها نشان داده ررسيـن بـاي

 شـده در استفاده از ساير انواع هاي ذكـر تـنه تنها محدودي

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هاي بنيادين مزانشيمي جدا شده از بناد نااف    تصوير سلول: 1شكل 
هااي جداساازي شاده     ولشود، سل همان طور كه مشاهده مي. انسان

سس  در . چسبند هاي مجزا به كف فلاسك مي ابتدا به صورت كلني
شود، تاا جاايي كاه     تر مي ها بزرگ اثر تكثير سلول ها، اندازه كلوني

ها پوشايده   روز، كل سطح فلاسك با سلول 8پ  از گذشت تقريبا ب 
هااي بنياادين    باه ترتيا ، سالول    Cو  A  ،Bهااي   شاكل . شود مي

روز از  8و  4، 8ي وريد بند ناف انسان را پا  از گذشات   مزانشيم
هاا در   دهناده سالول   نشاان  Dشكل . دهند زمان جداسازي نشان مي

هاا   شود، اين سلول همان طور كه مشاهده مي. باشد پاساژ چاارم مي
 . باشند هاي تازه جداسازي شده مي از نظر مورفولوژي شبيه سلول
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 CD34 ،CD106 ،CD166 ،CD54 ،CD45مثبت و براي مارکرهاي  CD105هاي جداسازي شده براي مارکر  فلوسايتومتري نشان داد که سلولنتايج : 8شکل 
ها از يک  اند، براي همه آن هستند و همهي در موش توليد شده IgG، از يک کلاس PEهاي داراي فلروکروم  بادي جا که کليه آنتي از آن. منفي هستند
 .کنترل مشترک استفاده شد ايزوتايپ

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  هاي بنيادين در سلول  Sox-2و عدم بيان  ژن   Sox-9و   Oct-4 ،Nanog ،Nucleostemin ،Bmi-1هاي  نشان دهنده بيان ژن RT-PCRهاي  بررسي :3شکل 

را بيان  Sox-2که ژن  U87MG، لاين سلولي گلايوبلاستوما  Sox-2ژن  آغازگربراي حصول اطمينان از عملکرد . بود مزانشيمي وريد بند ناف انسان
 .کند، به عنوان کنترل مثبت مورد استفاده قرار گرفت مي
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 Nucleosteminو  Oct-4 (A)هاي  ارزيابي ايمونوسيتوشيمي بيان ژن: 4ل شک

(B )هاي بنيادين مزانشيمي وريد بند ناف انسان نشان داد را در سلول . 
 

هـا   هاي بنيادين را به همراه ندارند، بلكه نسبت بـه آن  سلول
تـوان بـه در    از جمله اين مزايا مي. داراي مزايايي نيز هستند

دسترس بودن بند ناف به ميزان زيـاد، غيـر تهـاجمي بـودن     
ها و عدم وجـود مشـكلات    هاي جداسازي اين سلول روش

 (. 2-6)ها اشاره كرد اخلاقي در استفاده از اين سلول
هـاي بنيـادين    زيادي است كه سلولاگر چه مدت زمان     
انـد امـا    ساز بند ناف مورد توجه و استفاده قرار گرفتـه  خون
 ازي شده ـهاي بنيادين مزانشيمي بند ناف اخيراًَ جداس سلول

 . ها بسيار محدود هستند و تحهيهات انجام شده بر روي آن
هاي  لين بار، سلولبراي او 4114در سال  ميشل وامانو ر    

، 8)نسان جدا نمودندابنيادين مزانشيمي را از وريد بند ناف 
هـاي عصـبي،    ها به سلول سپس توانايي تمايز اين سلول(. 2

، 05)اي، غضروفي و استتواني نشان داده شـد  قلبي، ماهيچه
02 .) 
هاي بنيادين، توانايي  هاي سلول ترين ويژگي يكي از مهم    

بـه ايـن مينـي كـه  ـداقل      . هاست لولخودبازسازي اين س
ها، شبيه سلول اوليـه   هاي  اصل از تهسيم آن يكي از سلول

هـاي دخيـل در خودبازسـازي     م اليـه مكانيسـم  . باشـد  مي
چرا كه . هاي بنيادين داراي اهميت بسيار زيادي است سلول

انـد كـه منشـا  اصـلي      امروزه م اليات متتلفي نشـان داده 
هاي بنيادين موجود در  ف، سلولهاي متتل سرطان در بافت

هـا   هاي خودبازسـازي در آن  باشند كه مكانيسم آن بافت مي
هـا ماهيـت    دچار اختلال شده و به همين دليل ايـن سـلول  
لـذا  . شـوند  سرطاني پيدا كرده و به طور نامتناهي تهسيم مي

هـاي دخيـل در تن ـيم     در صورت مشتص شدن مكانيسـم 
هـا   توان رشد اين سلول ميهاي بنيادين،  خودبازسازي سلول

تواند به عنوان يك  را كنترل كرد كه اين م ل  در آينده مي
. روش هدفمند براي درمان سرطان مورد استفاده قرار گيـرد 

هـاي بنيـادين    از آن جا كه پتانسيل خودبازسازي در سـلول 
هاي متتلفي كنتـرل شـود،    تواند توسط مكانيسم متتلف مي

نتـرل كننـده خودبازسـازي در    هـاي ك  لذا م اليـه مكانيسـم  
هـاي بنيـادين متتلـف داراي اهميـت بسـيار زيـادي        سلول
هـاي تن يمـي    اولين قدم در راه شناسايي مكانيسم. باشد مي

ــردن   خودبازســازي در ســلول هــاي متتلــف، مشــتص ك
ها بيان  هاي مشغول خودبازسازي است كه در اين سلول ژن
 . شوند مي
ادين مزانشـيمي وريـد بنـد    هاي بني در اين م اليه سلول    

هـاي دخيـل در خودبازسـازي مـورد      ناف از ن ـر بيـان ژن  
پاسـاژ،   05توانايي تكثيـر تـا بـيز از    . بررسي قرار گرفتند

بدون مشاهده تغيير قابل توجهي در مورفولوژي و پتانسـيل  
هاي جداسازي شده از وريد بند نـاف انسـان و    تكثير سلول

ازســازي در ايــن هــاي مســؤول خودب هــم چنــين بيــان ژن
از . هـا بـود   دهنده ماهيت بنيادين ايـن سـلول   ها نشان سلول

ــه كــف   طرفــي چســبيدن ســلول هــاي جداســازي شــده ب
هاي كشت سلول پلاستيكي و بيان مـاركر سـ حي    فلاسك
CD105 (SH2 )هاي  ماركرهايي است كه در سلول وكه جز

شود و هم چنـين عـدم بيـان ماركرهـاي      مزانشيمي بيان مي
هـاي جـدا    اتوپويتيك و اندوتليال توسط سـلول س حي هم

 . ها بود دهنده ماهيت مزانشيمي اين سلول سازي شده، نشان
م اليه  اضـر، اولـين گـزارش مبنـي بـر بررسـي بيـان            
هــاي بنيــادين  هــاي دخيــل در خودبازســازي در ســلول ژن

،  Oct-4هـاي   ژن. باشـد  مزانشيمي وريد بند ناف انسان مـي 
Sox-2  وNanog هاي اصلي تن يم كننده خودبازسـازي   ژن

از طرفـي  (. 08-06)هـاي بنيـادين جنينـي هسـتند     در سلول
ــاي  ژن ــيم  Sox-9و  Nucleostemin  ،Bmi-1هــ در تن ــ
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هـاي بنيـادين بـال  از     خودبازسازي انواع متتلفي از سـلول 
ســاز مغــز  هــاي بنيــادين مزانشــيمي و خــون جملــه ســلول

، 04، 41)دارنـد هـز  هاي بنيادين عصبي ن استتوان و سلول
ــه   (. 6، 04 ــار نشــان داد ك ــين ب ــراي اول ــه  اضــر ب م الي

از  رهاي بنيادين مزانشيمي وريد بند ناف انسان، به غي سلول
 .كنند هاي نام برده شده را بيان مي ، كليه ژن Sox-2ژن 
نتايج  اصل از اين م اليه از اين لحـا  جالـ  توجـه        
هـاي   دهـد سـلول   مـي نشـان   بـار  باشند كه بـراي اولـين   مي

هـاي تن ـيم كننـده     مزانشيمي وريـد بنـد نـاف انسـان، ژن    
ــلول  ــازي در س ــي  خودبازس ــادين جنين ــاي بني و  Oct-4)ه

Nanog )هاي بنيادين بـال   و سلول(Nucleostemin  ،Bmi-

 .كنند را به طور هم زمان بيان مي( Sox-9و  1
يكي ديگر از نكات جال  توجه در نتايج به دست آمده     
رغـم بيـان شـدن     ، علي Sox-2اين م اليه، عدم بيان ژن  از
 چرا كه اين سـه ژن كـه  . باشد مي Nanogو  Oct-4هاي  ژن

فاكتورهــاي رونويســي هســتند، ميمــولاًَ بــه و همگــي جــز
ــورت ــازي     ص ــيم خودبازس ــزي در تن  ــبكه مرك ــك ش ي

بـه طـوري   . باشـند  هاي بنيادين جنيني داراي نهز مي سلول
 ژن در تن ـيم دو ژن ديگـر دخيـل     كه هر كدام از اين سـه 

است و مجموع اين سه ژن نيز به طور هـم زمـان، هـم بـه     
ــوان فيــال ــده رونويســي ســاير ژن  عن ــل در  كنن هــاي دخي

هـاي دخيـل در    خودبازسازي و هم به عنوان مهار كننده ژن
از يك طـرف   Sox-2عدم بيان ژن (. 40)كنند تمايز عمل مي

هـاي بنيـادين    زي سـلول هاي دخيل در خودبازسا و بيان ژن
توانـد   هاي بنيادين بند ناف از طرف ديگر مـي  بال  در سلول

هـايي كـه هـم     پيشنهاد كننده اين م ل  باشد كـه مكانيسـم  
ــراي عملكــرد ژن  Nanogو  Oct-4  ،Sox-2هــاي  اكنــون ب

شــناخته شــده اســت، تنهــا مكانيســم ممكــن بــراي تن ــيم 
تركيبـي از  بلكـه  . هـا نيسـت   خودبازسازي از طريق اين ژن

هـاي بنيـادين    هاي دخيل در تن يم خودبازسازي سـلول  ژن
تواند براي تن ـيم خودبازسـازي مـورد     جنيني و بال  نيز مي
مشتص شدن نهز دقيق هـر كـدام از   . استفاده قرار بگيرد

هـاي نــام بــرده شــده در ايـن مكانيســم تركيبــي تن ــيم    ژن
نـد  هاي بنيـادين مزانشـيمي وريـد ب    خودبازسازي در سلول

از آن جا  .باشد نيازمند انجام م اليات بيشتر مي ،ناف انسان
 وهاي بنيادين مزانشيمي وريد بند ناف انسـان جـز   كه سلول

هـاي   موارد نادري هستند كه در يك نوع سلول بنيادين، ژن
هاي بنيادين جنينـي و بـال     تن يم كننده خودبازسازي سلول

هاي بيشتر بـر   يشوند، انجام بررس به طور هم زمان بيان مي
توانـد نكــات جـالبي را در مــورد    هــا مـي  روي ايـن سـلول  

هـاي بنيـادين    هاي تن يمي خودبازسازي در سـلول  مكانيسم
ــاركت آن   ــونگي مش ــال  و چگ ــي و ب ــيم   جنين ــا در تن  ه

هاي بنيادين مزانشيمي وريـد بنـد نـاف     خودبازسازي سلول
 .انسان نمايان سازد

 
 گيري نتيجه
به دست آمـده از ايـن م اليـه نشـان      در مجموع، نتايج    
توان بـه عنـوان يـك     دهد كه وريد بند ناف انسان را مي مي

هـاي بنيـادين    منبع بسيار مناسـ  بـراي جداسـازي سـلول    
هـاي سـلول    مزانشيمي، بـه من ـور بـه كـارگيري در روش    

هـاي انجـام شـده     از طرفي، بررسـي . درماني در ن ر گرفت
ــان داد كــه مكانيســم   كننــده پتانســيل  هــاي تن ــيم   نش

هاي متتلف ممكـن اسـت متفـاوت     خودبازسازي در سلول
كننــده  هــاي تن ــيم بــه عنــوان مثــال، تركيبــي از ژن. باشــد

هاي بنيادين جنيني و بـال ، مسـؤول    خودبازسازي در سلول
ــلول   ــازي در س ــيل خودبازس ــيم پتانس ــادين   تن  ــاي بني ه

 . باشند مزانشيمي وريد بند ناف انسان مي
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Abstract 
Background and Objectives 

Stem cells are defined with two main characteristics which are self renewal potential and 

pluripotency. It is of great importance to study expression of self renewal genes in different 

stem cells, because self renewal regulatory mechanisms may vary among different kinds of 

stem cell. Human umbilical cord stem cells have recently gained so much attention, because 

their use in cell therapy methods has several advantages. The main objective of the present 

study was to evaluate the expression of Oct-4, Sox-2, Nanog, Nucleostemin, Bmi-1 and Sox-9 

self renewal genes in human umbilical cord vein mesenchymal stem cells. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, umbilical cords were obtained in sterile condition and carried to the 

laboratory in HBSS buffer. Mesenchymal stem cells were harvested by collagenase treatment 

and cultured by means of their adhesiveness to plastic surfaces in DMEM medium 

supplemented with 15% FBS. To confirm the mesenchymal identity of these cells, expression 

of some surface markers including CD105, CD106, CD54, CD45, HLA-DR, CD166, and 

CD34 was analysed by means of flowcytometery. Finally, expression of self renewal genes 

was evaluated by RT-PCR and immunocytochemistry techniques. 

 

Results 
Flowcytometry analysis of UBMCs revealed that the cells are positive for CD105 (98%) and 

negative for CD34 (0%), CD54 (1%), CD45 (0%), CD106 (0%), CD166 (0%), and HLA-DR 

(0%). Our results also revealed Oct-4, Nanog, Nucleostemin, Bmi-1 and Sox-9 expression in 

human umbilical cord vein mesenchymal stem cells, but not Sox-2 self renewal gene 

expression. 

 

Conclusions 

The results showed that the mechanism which is known today for Oct-4, Nanog and Sox-2 

function is not the only possible mechanism in which these three genes can play role to 

regulate self renewal potential of stem cells. Obtained results can offer that a combination of 

regulatory mechanisms which regulate self renewal of adult and embryonic stem cells, may be 

responsible to regulate self renewal of stem cells.  
 

Key words:  Mesenchymal stem cells, Umbilical cord, PCR, Immunocytochemistry 
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