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 مقاله پژوهشي 

 
 هاي كبدي سلول هاي بنيادي مزانشيمي وريد بند ناف انسان در تمايز به توانايي سلول

از طريق جذب سلولي ايندوسيانين گرين

 0، فردين فتحي4، مرتضي ابوذري2، مهري آزادبخت2، علي اميني1رئوفي هآزاد
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ل يدر مطالعه حاضرر، پتان ر  . است يميمزانش ياديبن يهاسلول ياز منابع مناسب جهت جداساز يکي ناف بند
 يق جرب  سرلول  ير از طر يکبرد  يهرا بره سرلول   يناف ان ران  د بنديور يميمزانش ياديبن يهاسلول يزيتما
 . قرار گرفت ين مورد بررسين گريانيندوسيا

 ها روش مواد و
نراف   د بنديور يميمزانش ياديبن يهادر سلول يز کبديتما يپس از القا. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود

 يميتوشيمونوسين، اين گريانيندوسيا يچون جب  سلول هم هايي روشق يافته از طريز يتما يها، سلوليان ان
 .قرار گرفتند يف مورد بررسيد شيک اسيوديپر يزيآمو رنگ

 ها يافته
افتره  يز يتما يهاسلول. ديدمشاهده گر يشکل به چند وجه يز از حالت دوکيتحت تما يهار شکل سلولييتغ

هرا   ن در آنيان آلبروم ير ب يجهت بررس يميتوشيمونوسيجه واکنش اين بوده و نتين گريانيندوسيقادر به جب  ا
 . د کردييمبکور را تا يها کوژن در سلوليتجمع ذرات گل ،فيد شيک اسيوديپر يزيآمن رنگيچن هم. مثبت بود

 ينتيجه گير 
ط يقادرنرد در محر   ،ينراف ان ران   د بنديور يميمزانش ياديبن يهاه گرفت که سلولجيتوان نتين مطالعه مياز ا
ک روش ساده و يعنوان ه ز بين نين گريانيندوسيا يو جب  سلول ابنديز يتما يکبد يهابه سلول يشگاهيآزما

 .باشد يز قابل استفاده ميحاصل از تما يکبد يها سلول يت عملکرديد ماهييمناسب جهت تا
 نين گريانيندوسيا ،يسلول کبد ،يميمزانش ياديبن يهاسلول، بند ناف هايديور، يز سلوليتما :يديات كلكلم
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  مقدمه 
ت يبـا ااص ـ  ييهـا ، سـلول يميمزانش ـ ياديبن يهاسلول    
سـح    يهـا ان منحصر به فـرد از مولکـول  يبالا و ب يريتکث
ط يتحـت شـرا   ،هـا ن دسته از سـلول يا(. 2)باشنديم يسلول
، يبا منشا مزودرم ييهاز به سلوليمناسب قادر به تما ييالقا

 .(1-4)هستند يو آندودرم ياکتودرم
 يهـا سـلول  يموفق بـه دداسـاز   كواس و رومانو راًياا    
هـا را بـه    شـده و آن  يد انسانياز ددار ور يميمزانش ياديبن

سه يدر مقا. (5، 1)ز دادنديتما يو استخوان يچرب يهاسلول
 مغــز اســتخوان، نحــوه يميمزانشــ ياديــبن يهــابــا ســلول
ک ي ـدر  (.6)اسـت ار سـاده  يهـا بس ـ ن سـلول ي ـا يدداساز
ن دسـته از  ي ـا يزيت تمـا يو همکاران، ظرفكاداوير  ،محالعه
 ـا. قرار دادند يها را مورد بررسسلول ن گـروه از محققـان   ي

نـا   د بنـد  ي ـور يميمزانش ياديبن يهاز سلوليموفق به تما
 يو عصـب  ي، غضروفي، استخوانيچرب يهابه سلول يانسان
ــديگرد ــ (. 8)دن ــ ه ــريچن ــ  از   ين دعف ــاران پ و همک

 يميت مزانش ـي ـد ماهيي ـو تامـذکور   يهـا  سلول يدداساز
هـاي   ان ژني ـهـا قـادر بـه ب    ن سـلول ينشان دادند که ا ،ها آن

 Oct-4 ،Nanog ،Nucleostemin ،Bmi-1ر ي ـنظ ياودبازساز
نشـان   يگـر يمحالعـه د  يها در ط آن. (8)باشند يم Sox-9و 

 ييهـا  دهت انتقال ژن يها، حامل مناسب ن سلوليدادند که ا
 (.23)شوند يمحسوب م BDNFو GFPچون  ه 
، ياديبن يهاانتقال سلول بر يمبتن يدرمان هاي هدر محالع    

 يبـرا . استهد ، مد نظر  يهااز ارگان يکيکبد به عنوان 
، علاوه بـر  ياديبن يهابالغ از سلول يکبد يهاکسب سلول

هـا،  ز آنيست  مناسب دهت تمايک سياز به فراه  آوردن ين
 يهـا ص سـلول يختش ـ يبـرا  يمناسـب  يهااج به روشياحت
مهـ  کبـد،    يهـا از عملکـرد  يک ـي. باشديز ميافته نيز يتما

 ـا. اسـت ان اـون  يحذ  مواد اگزوژن و آندوژن از در ن ي
مودـود   يانتقال يهاست يمربوط به س ،يعملکرد سلول کبد

(. 22، 21)باشـد  يآن م ـ يدينوزوئيو س ـ يدانب يهادر غشا
ه صـورت  ک است که بيون ارگانيک آنين، ين گريانيندوسيا
مـورد اسـتفاده قـرار     يعملکرد کبد يدهت بررس يکينيکل
 يکبد يهابوده و توسط سلول ير سمين ماده غيا. رديگيم

ز يتمـا  ييکـه توانـا   ييدـا  از آن(. 20-26)گـردد يحذ  م
 ـبن يهـا سلول د بنـد نـا  انسـان بـه     ي ـور يميمزانش ـ يادي

ق گـزارش نشـده   ين تحقيتا زمان شروع ا يکبد يها سلول
 د بنديور يميمزانش ياديبن يهار محالعه حاضر سلولبود، د

زمـان بـا    القـا شـده و هـ     يکبد يها به سلول ينا  انسان
ک ي ـوديو واکـن  پر  يميتوش ـيمونوسيا يابي ـاستفاده از ارز

ن ين گريانيندوسيها در دذب ا سلول ييف، از توانايد شياس
 زيتمـا  يهاسلول يت کبديد ماهييدهت تا يعنوان روشه ب
 . ه استفاده شدافتي
 

  هاروش مواد و 
 هاي بنيادي مزانشيمي وريد بنـد کشت و تمايز کبدي سلول

 :نا  انساني
ــا      ــوعي ــود ن محالعــه از ن ــي ب ــدر ا. تجرب ــه، ي ن محالع

که از قبل  ينا  انسان د بنديور يميمزانش ياديبن يها سلول
مـورد   ،د شده بودييها تا آن ياديت بنيشده و ماه يدداساز

نـا  نـوزاد    طور الاصـه بنـد  ه ب(. 23)اده قرار گرفتنداستف
در  ک وي ـوتيبيآنت ـ يحـاو  HBSSتازه متولد شده در بـافر  

شگاه منتقـل  يمارستان به آزمايگراد از بيدرده سانت 4 يدما
ق ي ـنا  مسدود شد و پـ  از تزر بند  يک انتهايابتدا . شد
 .ديردز مسدود گيدوم ن يد، انتهاي  کلاژناز به درون وريآنز
گـراد  يدرده سـانت  06 يقه در دمايدق 13نا  به مدت  بند

د، ي ـط کشـت بـه درون ور  يق مح ـي ـقرار داده شد و بـا تزر 
نـا  اسـتخراج    د بنـد ي ـاز ور يميمزانش ـ ياديبن يهاسلول
ط کشـت  ياستخراج شده، در مح ـ يهاسلول(. 23)دنديگرد

DMEM-LG (ــويگ ــاو( بکـ ــويگ) FBS از %25 يحـ  ،(بکـ
ng/ml23  ازEGF (چيآلـدر  -گمايس)  و ng/ml13  ازbFGF 

 %85محتـوي  )در يك اتمسـفر مرطـوب    (چيآلدر -گمايس)
و دردـه   %233 دي اكسيد كـربن، رطوبـت نسـبي    %5هوا، 

ط کشـت  يمح ـ. انكوبه شدند( گراد درده سانتي 06حرارت 
 يالقـا  يبـرا . ض شـد يبار تعو کيساعت  48ها، هر سلول
د بنـد نـا    يور يميزانشم ياديبن يهادر سلول يز کبديتما
 ـ، از يانسان هفتـه   4بـه مـدت    ياک پروتکـل دو مرحلـه  ي

ها در ظرو  چهار اانه پوشـ  داده  سلول. دياستفاده گرد
دن تراک  ين کشت داده شدند و پ  از رسيبرونکتيشده با ف

دو هفته  يبرا. ز قرار گرفتندي، تحت تما%63ها به حدود آن
شـامل    يزيط تمـا يمح ـ مـار بـا  يهـا تحـت ت  نخست، سلول

DMEM-LG يحــاو FBS (25% ) دگزامتــازون ،(µm 5/3  ،
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 ، bFGF ( ng/ml13، (گماي،ســ ng/ml23 ) EGF، (گمايســ
بـا  ( HGF) يو فـاکتور رشـد کبـد   ( گمايس ـ)ITS  ،(گمايس ـ

 يها بـرا مار سلوليت. قرار گرفتندng/ml53 (R&D ) غلظت
اوت که ن تفيا با ،افتين ادامه يدو هفته دوم مثل دوره آغاز

ــه دــا ــا ( چيآلــدر -گمايســ) Mن ياز انکوســتات HGF يب ب
ط کشـت  يض مح ـيتعـو . دي ـاستفاده گرد ng/ml53 غلظت 
 .بار صورت گرفت کيروز  0ها هر سلول

 
 :(ICG)دذب سلولي ايندوسيانين گرين

 يد دـذب سـلول  يي ـتا ي، بـرا يزيپ  از اتمام دوره تما    
بـا  ( آکروز) ICG يط کشت حاوين، از محين گريانيندوسيا

ها به مدت  که سلول يطوره استفاده شد ب mg/ml2 غلظت 
ط کشـت  يگـراد در مح ـ  درده سانتي 06 يقه در دمايدق 25

 ، PBSها سه بـار بـا   به دنبال آن سلول. مذکور انکوبه شدند
هـا بـا   در آنICG  يمورد شستشو قرار گرفته و دذب سلول

 ــياســتفاده از م ــورد بررس ــرار  يکروســکوم معکــوس م ق
 (.26)گرفت

 
 :(IF)ارزيابي ايمونوفلورسنت

د ي ـها پ  از اتمام دوره القا، با محلـول پارافرمالدئ سلول    
پـ  از  . قـه اابـت شـدند   يدق 13اتاق به مدت  يدر دما 4%

از  يحجم %2/3 يتوسط محلول حاو ،مرحله مسدود کردن
قه يدق 45از سرم بز به مدت  يحجم% 23و  .233X تونيتر

ن يه آلبوميه بر علياول يباديون با آنتيانکوباساتاق،  يدر دما
(R&D ست يس )هـا  ون سلوليسپ  انکوباس. صورت گرفت

. دنبال شد( سانتاکروز) FITCبا  كونژوگهه ياانو يباديبا آنت
شستشـو داده   PBSها توسـط  ن مراحل مختلف، سلوليدر ب

سسـه  ؤم يکـه از بانـک سـلول    HepG2 يرده سـلول . شدند
به عنوان کنترل مثبت مـورد اسـتفاده    ،ده بوده شيپاستور ته
ها با اسـتفاده از  پ  از اتمام مراحل بالا، سلول. قرار گرفت

 .کروسکوم معکوس فلورسنت مورد محالعه قرار گرفتنديم
 

 :(PAS)آميزي پريوديک اسيد شيفرنگ
ک  شــده بــا يفــ يهــا ســلول پــ  از اتمــام دوره القــا،    
. قـه انکوبـه شـدند   يدق 5به مـدت   %2ف يد شيک اسيوديپر

زه شستشو داده شده و با محلول يونيها با آب د سپ  سلول

ت شستشـو  ي ـدر نها. قه انکوبه شـدند يدق 25ف به مدت يش
بـا   تـاً يقه انجـام گرفـت و نها  يدق 23زه به مدت يونيبا آب د

قــرار  يهــا مــورد بررســســلول ،کروســکومياســتفاده از م
 .گرفتند

 
 يافته ها

 :انين گريندذب سلولي ايندوسي
 ـابتدا م     مـورد   HepG2 يدر رده سـلول  ICGزان دـذب  ي
ن ي ـهـا بـه ا  ن سـلول ي ـشـتر ا يواکن  ب. قرار گرفت يبررس
افتـه  يز نيتما يهاکه سلول يمثبت بود ، در حال يزيآمرنگ

 ـبه ا يکار گرفته شدند واکنشه ب يکه به عنوان کنترل منف ن ي
، يزيم دوره تمـا پ  از اتما. نشان ندادند يزيآمنوع از رنگ

واکن  مثبـت   يزيآمن رنگيها نسبت به ااز سلول ياريبس
 (.2 شکل)نشان دادند

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 با استفاده ازز يحاصل از تما يکبد يهاعملکرد سلول :1شکل 
 (. A-C)گرفت قرار بررسي مورد گرين آميزي ايندوسيانين رنگ روش
 يابيف ارزيشد يک اسيوديپر يزيآمق رنگيکوژن از طريره گليذخ
، (يکنترل منف)افته يز نيتما يهاسلول: ستون سمت چپ(. D-F)شد 

  HepG2:افته، ستون سمت راستيز يتما يهاسلول: يانيستون م
 .(کنترل مثبت)
 

 :نيآلبوم يمونوفلورسنت برايا يزيآمرنگ
ق ي ـافتـه از طر يز يتمـا  يهان در سلوليآلبوم ان مارکريب    

ــه ايا روش ــات رســمونوفلورســنت ب ــااز ســلول. دياب  يه
HepG2    پــ  از . ديــبـه عنــوان کنتـرل مثبــت اسـتفاده گرد
 يهــا گناليســ ،کروســکوم فلورســنتيتوســط م يبررســ

  بـود  يجه آزمـا يکه دال بر مثبت بودن نت يفلورسنت سبز
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اکثـر   ،که مشابه نمونه کنترل مثبتي طوره د بيمشاهده گرد
مثبت نشان واکن   ،مونوفلورسنتيا آميزي رنگها به  سلول
 (.1شکل)دادند

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يهادر سلول يميتوشيمونوسيق انجام اين از طريان آلبوميب :2شکل 
HepG2 ر يتصاو .د شدييافته تايز يتما يهاو سلولA  وB  مربوط به
کنترل  يهامربوط به سلول Dو  Cر يافته و تصاويز يتما يهاسلول
ر فلورسنت و يستون سمت چپ تصاو. باشند يم HepG2مثبت 

ر را به صورت فاز کنتراست نشان يستون سمت راست همان تصاو
 .دهند يم
 

آميزي پريوديک اسيد بررسي ذايره گليکوژن از طريق رنگ
 :شيف
ــا     ــگيــج حاصــل از اينت ــآمن رن ــاز ذا يحــاک يزي ره ي
 23پ  از گذشـت  . افته بوديز يتما يهاکوژن در سلوليگل
 يهـا به سـلول ( رنگيب)فيشقه از اضافه کردن محلول يدق

ن محلول بـه رنـگ   يافته، ايز يتما يهاکنترل مثبت و سلول
 يهـا اسـت کـه در سـلول    ين در حاليدر آمده و ا يارغوان
 .مشاهده نشد ين واکنشيافته چنيز نيتما
 

 بحث
مغز استخوان به عنوان  ،نياز محقق يبعض نظرچه از  اگر    
در نظـر   يميو مزانش ـ بـالغ  ياديبن يهان منبع سلوليترمه 

ز ي ـگـر ن يد يهـا از بافـت  ياريگرفته شده است، امـا از بس ـ 
از  يک ـياند کـه   شده يدداساز يميمزانش ياديبن يها سلول
 يهـا  سلول يدداساز راًياا. (28)د بند نا  استيها ور آن

ن يت انجام گرفتـه و بـد  يد با موفقين وريواره اياز د ياديبن
 يکي ،ن و ژله وارتونب مشخص شده که علاوه بر اويترت
 ،از بند نا  انسان ياديبن يهاگر از منابع استخراج سلوليد
ن گـروه از  يبه ا يدسترس(. 5، 1)د بند نا  استيواره وريد

 (.6)تر اسـت ار آسانيسه با مغز استخوان بسيها در مقاسلول
مهـ  بـا کـاربرد     يسـلول  يهـا  از رده يکي يکبد يها سلول

انجـام شـده نشـان     هاي هبر محالع يبالا بوده و مرور ينيبال
از  يمختلف يها در رده يز کبديتما يدهد که تاکنون القا يم

 ـبن يهـا از دملـه سـلول   ياديبن يها سلول  يميمزانش ـ يادي
 يهان سلوليچن نا  و ه مشتق از مغز استخوان، اون بند

 کـه  ييدـا  از آن .(28-12)انجام گرفته است ينيدن ياديبن
از  يک ـي ،د بند نا يمشتق از ددار ور يميمزانش يها سلول

از  يحال گزارش ـه بوده و تا ب ياديبن يها د سلوليمنابع دد
منتشـر   يکبـد  يهـا  ها بـه سـلول   ن سلوليا ييتوانا يابيارز

بـه   مـذکور  ياديبن يهااز سلولن محالعه يدر ا ،نشده است
در  .اسـتفاده شـد   يز کبـد يتمـا  يبـرا  دي ـدد يعنوان منبع

کوژن ين و تجمع گليان آلبوميد بييبر تا محالعه حاضر علاوه
ن  يا يت عملکرديز، ماهيحاصل از تما يکبد يها در سلول

هـا در دـذب    آن ييتوانـا  ديي ـز بـا اسـتفاده از تا  يها ن سلول
 .د شديين تاين گريانيندوسيا يسلول
چـون  ک اسـت و  ي ـون ارگاني ـک آني ،نين گريانيندوسيا    
 ـ اراًبـوده و انحص ـ  ير سـم ي ـغ يک مـاده رنگ ـ ي له يوس ـه ب

  ينياز نظـر بـال   ،شـود  يدذب و حذ  م ـ يکبد يها سلول
ــز اهميحــا ــوده و ازي ــا ت ب ــ ييتوان ــه دــذب آن ب له يوس
مه  دهت  يصيک روش تشخيعنوان ه ، بيکبد يها سلول
 يدـذب سـلول   .(26)شـود  يعملکرد کبد استفاده م يابيارز

ICG کـه در  ير وابسـته بـه سـد   ي ـغ يست  انتقـال يتوسط س  
صـورت   ،انـد  واقع شـده  يکبد يها ولترال سلول زبا يغشا
د کـه  يرس ـياگرچه در ابتـدا بـه نظـر م ـ   (. 22، 21)رديگ يم
  بـه  فقـط منحصـر   ،کيون ارگانين آنيدهنده ا د انتقاليپپت يپل

 ـاما اا ،باشد يکبد يها سلول ن ي ـمشـخص شـده کـه ا    راًي
-11)شـود يان م ـي ـز بي ـه نيمغز و کل يها د در سلوليپپت يپل
 يا با انجـام محالعـه   1338و همکاران  در سال دا ياما(. 11

ن ين گريانيندوسيا يدذب سلول يابيآن ارز يکه هد  اصل
 ـبن يهـا  مشـتق از سـلول   يکبد يها در سلول  ين ـيدن يادي
سـاده و   ي، روشICG يزيآمنشان دادند که رنگ ،موش بود
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 يکبــد يهــاص ســلوليمناســب دهــت تشــخ ييبــا کــارآ
در  يز کبـد ياابات تمـا  يها برا آن(. 26)باشد يم يعملکرد
 يهـا  گر سـلول يد يها ان شااصيز، بيتحت تما يهاسلول
د کردنـد، سـپ    يي ـو تا يز بررس ـي ـن را نير آلبومينظ يکبد

د پورت به کبد موش يق وريمثبت را از طر ICG يها سلول
هـا را در بافـت کبـد     ن سـلول ي ـوند زده و توانستند کـه ا يپ

مشـابه   کاملًا ينظر مورفولوژ که از يا گونهه ب .کنند يابيرد
ل نشـاندار بـودن بـا    ي ـزبان بوده و بـه دل يبافت م يها سلول
ــروت  ــبزيپ ــنت س ــتفاده از م ،ن فلورس ــا اس ــکوم يب کروس

 ،يلذا از نقحه نظر عملکرد .ص بودنديفلورسنت قابل تشخ
مثبـت و بـه    ICG يهـا  ن بود که سـلول يانگر ايها ب ج آنينتا

 يروش مناسـب  ،نين گـر يانيندوس ـيا يتبع آن دـذب سـلول  
و  بهاروند .اشدب يم يکبد يها عملکرد سلول يابيدهت ارز
حاصل از  يشبه کبد يها ز نشان دادند که سلوليهمکاران ن

کـه قـادر بـه     يانسان در حال ينيدن ياديبن يها ز سلوليتما
ــب ــاي ــلول يااتصاصــ يان مارکره ــدد س ــا متع ــد يه  يکب
 يدـذب سـلول  ز قـادر بـه   ي ـن ييزان بـالا ي ـبـه م  ،باشـند  يم
عـلاوه بـر    ؛ن محالعـه ي ـدر ا(. 12)ن هستندين گريانيندوسيا

ن، ين گـر يانيندوس ـيهـا در دـذب ا   سـلول  ييتوانـا  يابيارز

کـوژن و  يره گليها، ذا در آن يز کبديشتر تمايد بييدهت تا
ج ين مورد محالعه قرار گرفـت و نتـا  ين آلبوميان پروت يز بين
ن محالعـه از نقحـه   ي ـج ايلذا نتا. ز مثبت بوديها ن يابين ارزيا

ن و تجمع يان آلبومين، بين گريانيندوسيا ينظر دذب سلول
 . دارد ياوان ه  يقبل هاي   هکوژن با محالعيگل
 

 گيري نتيجه
جه گرفـت  يتوان نت يمحالعه حاضر م يها افتهيچه از  آن    
د بنـد نـا    ي ـور يميمزانش ـ ياديبن يهان است که سلوليا

ز بـه  يقـادر بـه تمـا    ،مناسـب  يزيط تمـا يانسان تحت شـرا 
 يگـر دـذب سـلول   يبـوده و از طـر  د   يکبـد  يها سلول

ک روش ساده و ارزان دهـت  يعنوان ه ن بين گريانيندوسيا
ز مناسـب  يحاصـل از تمـا   يهـا  سـلول  يت کبـد يد ماهييتا
 . باشد يم
  

 تشكر و قدرداني
نامه دانشجويي و با مساعدت  اين پژوه  در قالب پايان    

هاي علوم پزشكي كردستان و رازي كرمانشـاه   همالي دانشگا
حوزه معاونت پژوهشي اين دو  از وسيله انجام شد كه بدين

     . شود قدرداني ميدانشگاه 
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Abstract 
Background and Objectives 

Umbilical cord  is one of  the major  sources of  mesenchymal stem cells. In this study, the 

differentiative potential of human umbilical vein mesenchymal stem cells into hepatocyte-like 

cells has been investigated by cellular uptake of indocyanine green.  

 

Materials and Methods 

Human umbilical vein mesenchymal stem cells (UVMSCs) were incubated for 2 weeks in the 

medium containing hepatocyte growth factor; they were also treated with the medium 

containing oncostatin M for another 2 weeks. The differentiated  cells were analyzed by uptake 

of indocyanine green (ICG), immunofluorescence analysis, and periodic acid-Schiff (PAS) 

staining. 

 

Results 

The differentiating cells showed transition from bipolar fibroblast-like morphology to round or 

oval shape. Cellular uptake of ICG was detected in differentiated cells. Glycogen storage was 

determined  by PAS staining in differentiated cells  which were  immunoreactive to albumin. 

 

Conclusions 

Based on these observations, we can conclude that UVMSCs  are  able to differentiate into 

hepatocyte-like cells in vitro and ICG-staining is a useful marker to identify differentiated 

hepatocytes from human umbilical vein mesenchymal stem cells. 

 

Keywords: Cell Differentiation, Umbilical Veins, Mesenchymal Stem Cells, Hepatocytes, 

Indocyanine Green 
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