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 هاي استئوبلاست  هاي بنيادي مزانشيمي انساني به سلول روند تمايز سلول

هاي استئوپونتين و استئوكلسين و بررسي ميزان بيان ژن

 5، مريم اماني5محمد حسين محمدي  ،4، نسيم حياتي رودباري3، محمد علي جليلي4زاده اميري، ناصر 2مهري اشكي
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

هااي استئوبسسا ،    هاي بنيادي مزانشيمي به سلول هاي استئوپونتين و استئوكلسين در طي تمايز سلول بيان ژن
ها  تر اين سلول كاري بهتر در جه  تمايز سريع شوند، هدف از اين مطالعه، دس  يافتن به راه دچار تغييراتي مي
 . به استئوبسس  بود

 ها روش مواد و
% 29و  DMEM-LG در محيط كشا   اي مغز استخون جدا شده و هاي تك هسته سلول در يك مطالعه تجربي،

FBS نيمع يروزها يدر ط .كش  داده شدند، RNA   در مرحله بعاد . ز استخراج شديدر حال تما يها سلول، 
هااي   سالول . انجاا  شاد   ياختصاصا  آغازگرهااي توساط   استئوكلسين واستئوپونتين  يها ژنcDNA ساخ  

هااي   روي داربس  سه بعدي تري كلسيم فسفات كش  داده شادند و ميازان تماايز باه سالول     مزانشيمي بر 
 .استئوبسستي با بررسي فعالي  آلكالين فسفاتاز مورد مطالعه قرار گرف 

 ها يافته
 استئوپونتين حداكثر بيان و نموددر طي روند اين تمايز، بيان دو ژن استئوپونتين و استئوكلسين طي نظمي تغيير 

هااي مزانشايمي باا     تماايز اساتئوژنيك سالول   . هشتم تمايز باود هفتم و  در روز استئوكلسين ششم و در روز
 .آميزي رسوبات معدني با آليزارين رد و افزايش بيان آلكالين فسفاتاز تاييد شد رنگ

 ينتيجه گير 
داربس  سه بعدي  در بنيادي مزانشيمي هاي بيانگر تمايز بهتر سلول ،بررسي نتايج فعالي  آنزيم آلكالين فسفاتاز

در روند اين تمايز  استئوكلسين و استئوپونتين هاي بيان ژن. اس تري كلسيم فسفات نسب  به محيط دو بعدي 
 .                      ها باشد كاري جه  القاي تمايز استئوبسستي در اين سلول تواند راه ها مي نقش داشته و افزايش بيان آن

 هاي بنيادي مزانشيمي، استئوپونتين، استئوكلسين، استئوبسس  سلول :كليدي اتكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 21/22/98 :اريخ دريافت ت

 89/ 6/ 21: تاريخ پذيرش 
 
 ـ ايرانواحد علوم و تحقيقات تهران  شناسي سلولي و مولكولي ـ دانشكده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامي كارشناس ارشد زيستـ 2
هماتولـوژي و بانـك خـون ـ استاديـار مـركز تحقيقـــات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقـال خـون ـ تهـران ـ  PhD: مؤلف مسؤولـ 1

 26661-2211: ايـران ـ صندوق پستي
3- PhD  تقال خون ـ تهران ـ ايرانمركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انشيمي دارويي ـ استاديار 
 ـ ايران واحد علوم و تحقيقات تهران ـ سلولي تكويني جانوري ـ استاديار دانشكده علوم پايه دانشگاه آزاد اسلاميشناسي  زيست PhDـ 6
آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايرانانتقال خون ـ مؤسسه عالي شناسي و بانك خون ـ مركز تحقيقات  كارشناسي ارشد خونـ  1

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
12

-0
7 

] 

                             1 / 14

https://bloodjournal.ir/article-1-579-fa.html


 مهري اشكي و همكاران                                                                                   هاي بنيادي مزانشيمي انساني به استئوبلاست                                                                                      تمايز سلول

151 

 

  مقدمه 
مختلفـي در مـورد   هـاي   هدر طي دو دهه گذشته، مطالع ـ    

سـازي، تنيـي     هاي بنيادي مزانشـيمي در خـون   نقش سلول
. (2، 1)پاسخ ايمني، تجديد و ترمي  بافت انجام شده اسـت 

هاي بنيـادي مزانشـيمي م ـز اسـتخوان انسـان داراي       سلول
استعداد زيادي جهت كـاربرد در مهندسـي بافـت از جملـه     

 . باشند مهندسي بافت استخوان مي
ي بــراي تمــايز بــه يهــا داراي پتانســيل بــاا ايــس ســلول    

هاي مزانشيمي هستند و به راحتـي   هاي مختلف بافت سلول
قابل جداسازي از م ز استخوان بيمار بوده، به ميزان وسيعي 

 يها شوند و بعد از تمايز به بافت ميبدن تكثير  از در خارج
قابـل پيونـد بـه همـان بيمـار       مختلف از جملـه اسـتخوان،  

  (.3-1)هستند

تـوان از   براي ترمي  ضايعات و نقـاي  اسـتخواني مـي       
تـوان از   مي ،در ايس ارتباط. امكانات مهندسي بافت بهره برد

پيوند بافت استخواني اتولوگ استفاده كـرد يـا بـا طراحـي     
هاي داراي پتانسيل توليـد   داربست مناسب و گذاشتس سلول

آن را ترمي   ،ها و پيوند در محل ضايعه آن روي استخوان بر
با توجه بـه محـدوديت بافـت اسـتخواني اتولـوگ و      . نمود

بـراي   يديگـر  لزوم عمل جراحي و ايجاد ضايعه در ناحيـه 
 تـرمي   يهاي سلولي بـرا  تهيه ايس بافت، استفاده از داربست

در . اي قرار گرفته است ضايعات استخواني مورد توجه ويژه
انـد كـه    اخير در زمينه مهندسي بافت نشـان داده هاي  همطالع

ها عملكرد خود را در محيط كشت سه بعـدي   استئوبلاست
چنـيس   هـ  . كننـد  بهتر از محيط كشت دو بعدي حفـ  مـي  

تر و بهتـري را بـراي    سطوح بزرگ ،هاي سه بعدي داربست
سلولي نسـبت بـه محـيط كشـت دو بعـدي فـراه         اتصال
 ياديــبن يهــا از ايــس رو، رشــد و تمــايز ســلول. كننــد مــي

ــ ــدن   يميمزانشـ ــا بـ ــازگار بـ ــري سـ ــت پليمـ در داربسـ
((biocompatible جهت ايجاد يـك بافـت در حـد     تواند مي

  (.6)ثر باشدؤنياز باليني م
مختلف نيز نشان داده شده است كه ايـس   هاي هدر مطالع    

سـازي را دارا بـوده و    توانايي تحريك استخوان ،ها داربست
س ي ـدر ال ي ـس دليبه هم .(6)هاي بدن سازگار هستند با بافت

 يميمزانش ـ يها ز سلوليتما رشد و يمطالعه علاوه بر بررس
ها در  ز آنيتما رشد و يبه بررس ،يط کشت دو بعديدر مح

هـاي   سـراميك . پرداختـه شـده اسـت   ز ي ـن يط سه بعديمح
بخـش   بـا كه سـاختاري مشـابه    علت ايسه فسفات كلسي  ب

به عنوان داربسـت سـلولي    ،غير آلي تركيب استخوان دارند
هرچـه  ز يبر تما يعوامل مختلف .اند مورد استفاده قرار گرفته

 ايـس عوامـل،   از جملـه  .دثرن ـؤم يميمزانش ـ يها سلول بهتر
در طـي   .س رونـد اسـت  يا يل در طيدخ يها ان ژنيزان بيم

ــلول  ــايز س ــلول   تم ــه س ــيمي ب ــادي مزانش ــاي بني ــاي  ه ه
 .شود ها دچار ت ييراتي مي سري از ژن بيان يك ،استئوبلاست

 1996ال ـاران در س ــو همک ـ سـلي اران وـو همکس ـفريدم
 يابي ـنشان دادند که بـه منيـور ارز  با توجه به مطلب فوق، 

 رـي ـني يـي ـها ان ژنـي ـتوان ب يـم ،هـافتيز ـيتما ياـه سلول
 استئوكلســيس  ، ( Bonesialoprotein )س ســيالوپروتئيسـبــ
(Osteocalcin)،  ــتريك ــتئوپونتيس و (Osterix)اســـ  اســـ
(Osteopontin)  ــط  را ــروتئ RNAدر سـ ــيو پـ  يس بررسـ

هايس  توسط 2898در سال  (OPN)استئوپونتيس (.6، 1)نمود
شـدن   يثر در معـدن ؤعنوان عامـل م ـ ه و همکارانش ب گارد
س ياستئوکلس ـ(. 9)شـد  ياستخوان معرف ـ ياجداد يها سلول

اسـتخوان اسـت کـه توســط     يريــگ ک نشـانه شـکل  ي ـز ي ـن
س يتـر  س و گستردهيتر شود و فراوان يد ميها تول استئوبلاست

-22)باشد ميمطالعه شده در استخوان  ير کلاژنيس غيپروتئ
8             .) 

دهنـده اسـتخوان بـال      شـکل  يهـا  ها سلول استئوبلاست    
س در طـي  يس و استئوکلس ـيان دو ژن اسـتئوپونت ي ـهستند و ب

هـاي   هـاي بنيـادي مزانشـيمي بـه سـلول      روند تمايز سلول
بـا توجـه بـه    لـذا   ،کنند يفا ميرا ا ينقش مهم ،استئوبلاست

س ي ـ  تـا ا يبـر آن شـد   ،  بافتيها در ترم س سلوليا ييتوانا
ط کشـت  يجـدا کـرده، در مح ـ  ها را از م ز اسـتخوان   سلول
  و ميـزان  يز ده ـيتمـا  ياستخوان يها ر داده و به سلوليتکث

را در طي ايس روند  استئوكلسيس و استئوپونتيس هاي بيان ژن
كاري در جهت تمايز بهتـر   راه ،بررسي كني  تا از ايس طريق

 .هاي استئوبلاست بيابي  ها به سلول تر ايس سلول و سريع
 

  ها روشمواد و 
نوع مطالعه در ايس تحقيق بـه صـورت تجربـي و روش        
 زانشيمي از ـــاي مـه سلول. ودـي بـه تصادفـاب نمونـانتخ

 .ندرضايت تهيه شد اهداكنندگان سال  پ  از كسب

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
12

-0
7 

] 

                             2 / 14

https://bloodjournal.ir/article-1-579-fa.html


 89زمستان ،  6شماره  ، 9 هدور                                                

152 

 

 

ليتر نمونـه م ـز اسـتخوان از     ميلي 29در مطالعه حاضر     
هـاي   طور خلاصه، سلوله ب. اهداكنندگان سال  تهيه گرديد

 ياي بـا اسـتفاده از گراديـان شـيب غليـت رو      هسـته تك 
 متر مربـع  سانتي 11کول جدا شدند و در فلاسك كشت يفا

 DMEM (Dulbecco'sليتـر محـيط كشـت     ميلـي  6حـاوي  

Modified Eagle Medium  ،29، (آمريكــا-ســيگما %FBS 
هاي استرپتومايسـيس و   و آنتي بيوتيك( آمريكا  - اينويتروژن)

سـاعت   69. كشـت داده شـدند  ( ايـران  -سيناژن)سيليس پني
چسبنده با تعويض محيط حذف شدند  هاي غير سلول ،بعد

بـاقي   (hMSCs) هـاي انسـاني   مزانشيمال اسـت  سـل   و تنها
روز يك بار محـيط كشـت    3روز، هر  26به مدت  .ماندند

هاي مزانشيمي تكثيـر   پ  از ايس مدت، سلول. تعويض شد
در ايــس زمــان، . دكــف فلاســك را پوشــاندن% 99يافتــه و 
هـاي جديـد منتقـل     ها پاساژ داده شدند و به فلاسـك  سلول

، 23)ها انجـام شـد   گرديدند و ادامه  مطالعه روي ايس سلول
21.) 

 -اينـويتروژن )هاي تريپسينه شده توسط تريپسـيس   سلول    
 PBS (Phosphate bufferليتـر محلـول    ميلـي  2در ( آمريكا

saline)(ــديكال ــا-بيوم ــدند ،(آمريك  299 .سوسپانســيون ش
هـاي   بـادي  ميكروليتـر از آنتـي   29ها بـا   ميكروليتر از سلول

CD166  ،CD105  (دانمــــار  -داكــــو ) كنژوگــــه بــــا
، CD90  ،CD34 ،CD45هـاي   بادي و آنتي( PE)فيكواريتريس

CD44 (ــو ــار  -داكـ ــن    ( دانمـ ــا فلورسـ ــه بـ كنژوگـ
و بــــراي كنتــــرل منفــــي بــــا ( FITC)ايزوتيوســــيانات

( دانمـار   -داكـو ) FITC-IgG1و  PE-IgG1هـاي  يبـاد  آنتي
گراد و  درجه سانتي 6دقيقه در  39مخلوط شدند و به مدت 

 ـ  در مرحله بعد، سلول. تاريكي انكوبه شدند -PBS%1 اهـا ب

BSA (ــيگما ــا -س ــدند و در  ( آمريك ــو داده ش  199شستش
سوسپانسـيون و بـا دسـتگاه فلوسـايتومتري      PBSميكروليتر 

 (.21)تجزيه و تحليل شدند
هـاي   هـاي مزانشـيمي بـه سـلول     به منيور تمايز سـلول     

% 29حاوي  DMEMسلول در محيط  1× 296استئوبلاست، 
اي كه با كـلاژن   خانه 16هاي پليت  سرم حيواني در چاهك

 پوشيده شده بودند، كشـت ( آمريكا-كميكون)ويترونكتيس و
ــاي ــد و در دم ــانتي 31 داده ش ــه س ــراد درج  CO2% 1 و گ

% 299ها كـف پليـت را    كه سلول بعد از ايس. نگهداري شد

. محيط كشت با محـيط تمـايزي جـايگزيس شـد     ،پوشاندند
،  DMEM-LG  ،29 %FBS :محيط تمايز به استخوان شـامل 

mM 2  ،دگزامتازونM 2/9 اسكوربيك دو فسـفات و   اسيد
M 2  3هـر   .بـود ( آمريكـا  -كميكـون )فسفاتگليسرول دو 

روز،  21بعـد از  . محيط تمايزي تعويض شـد  ،بار روز يك
رد و  آميـزي آليـزاريس   هـا بـا اسـتفاده از رنـ      تمايز سلول

در ضـمس بيـان   . آلكاليس فسفاتاز مورد ارزيابي قرار گرفـت 
هاي استئوكلسيس و استئوپونتيس در روزهاي معينـي طـي    ژن

 .(21، 26)بررسي شد RT-PCRدوره تمايز با روش 
-مـر  )هاي تمـايز يافتـه، اتـانول     به منيورتثبيت سلول    

هـا در   ها افزوده گرديـد و سـلول   به سلول% 19سرد ( آلمان
ها با محلول آليـزاريس   سپ  سلول .دماي اتاق انكوبه شدند

هــاي  در نهايــت ســلول وآميــزي  رنــ ( آمريكــا-ســيگما)
 .(21)ارزيابي شدند آميزي شده با ميكروسكوپ نوري رن 
-سـيگما )كننـده  ها، محلول تثبيـت  به منيور تثبيت سلول    

سپ  در دماي اتاق انكوبـه   ،ها افزوده شد به سلول( آمريكا
بـه  ( آمريكـا -سـيگما )آميـزي  بعد از آن محلول رن . شدند
گـراد   درجـه سـانتي   29-16در دماي  ها افزوده شد و سلول

 -سـيگما )هماتوكسـيليس ها بـا   سپ  سلول. قرار داده شدند
آميـزي و در نهايـت بـا ميكروسـكوپ نـوري       رن ( آمريكا

 (.26)ارزيابي شدند
هاي استئوكلسيس و اسـتئوپونتيس   ها از نير بيان ژن سلول    

 ،بديس منيور. مورد بررسي قرار گرفتند يط دو بعديدر مح
RNA  هـاي تمـايز    هـاي تمـايز نيافتـه و سـلول     كل سـلول
ط دو يدر محــ در روزهــاي مشــخ در طــي تمــايز )يافتــه
 RNX-Plusبــا اســتفاده از دســتورالعمل كيــت    ( يبعــد

بـودن   يبـه منيـور مسـاو   . جداسازي شد( ايران -سيناژن)
در  اواً ،يس بررس ـي ـا يکل مورد استفاده در ط RNAزان يم

× 296) مزانشـيمي  يها از سلول يتعداد مساو ،زيهنگام تما
در  .کاشـته شـد   يا خانـه  16هاي پليت  در چاهك( سلول 1
در نير گرفته شـد   چاهك 3هر روز  يتعداد تکرار برا يثان

با اسـتفاده از   تاًيسلول در دسترس باشد و نها يتا تعداد کاف
اسـتخراج   RNAت يکم ،(نانودراپ)دستگاه اسپکتروفوتومتر

  RNAاز يکسانيزان يشد م يو سع گرديد يريگ شده اندازه
سـپ  از روي  . ردي ـقـرار گ  يدر تمام روزهـا مـورد بررس ـ  

RNA  ،استخراج شدهcDNA  در واكنش رونويسي معكوس
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با اسـتفاده از آغازگرهـاي هگزامـر رنـدم و آنـزي  تـران        
 cDNAكريپتاز معكوس مطابق با دستورالعمل كيت ساخت 

بـا   PCRواكنش  ،در ادامه. تهيه گرديد( آمريكا-اينويتروژن)
 -΄F: 5) ساسـتئوپونتي  استفاده از آغازگرهاي اختصاصـي ژن 

TGA GAC CAA TGA GCA TTC CGA TG-3΄ وR: 5΄- 

CAG GGA GTT TCC ATG AAG CCA C -3΄   )و ژن 
 ΄F:5΄- AGC GAG GTA GTG AAG AGA-3)استئوكلسيس

در (  ΄R:5´- AGG GGA AGA GGA AAG AAG-3و  
 86 دقيقـه، در دمـاي   1به مدت  گراد درجه سانتي 81 دماي

درجه  11 لين يقيقه، دماي آند 2به مدت  گراد درجه سانتي
بـه   گراد درجه سانتي 11 ثانيه، دماي 61به مدت گراد  سانتي
 1بـه مـدت    گـراد  درجـه سـانتي   11 ثانيه و دماي 61مدت 

 .دشسيكل انجام  36دقيقه براي تكثير نهايي در 
 -سيگما% )1بر روي ژل آگاروز  PCRدر پايان محصول     

نـ  اتيـديوم برومايـد    الكتروفـورز گرديـد و بـا ر   ( آمريكـا 
 (.21، 29)دآميزي وارزيابي ش رن ( آلمان-بهرين )

ــت     ــفات     داربس ــي  فس ــدي كلس ــه بع ــلولي س ــاي س ه
اي قـرار   خانه 86هاي پليت  در چاهك( آمريكا -بيوساين )

سلول به هر خانه افزوده و بعد از يـك   2× 296 .داده شدند
 21تـا   26به مـدت  . ها اضافه شد ساعت محيط تمايز به آن

بعـد  . بار محيط تمايزي تعويض گرديد روز يك 3روز، هر 
 ـ  نمونه ،از طي ايس مدت ي ـها توسط ميكروسـكوپ الكترون

ت آلكـاليس فسـفاتاز مـورد ارزيـابي قـرار      ـررسي فعاليـو ب
  .گرفتند

 

 ها يافته
اي،  هــاي تــك هســته ســاعت بعــد از كشــت ســلول 69    

هاي دوكي شكل  سلول. چسبان حذف شدند هاي غير سلول
مزانشيمي پـ  از گذشـت سـه روز در محـيط كشـت بـه       

تعـدادي سـلول   . هاي چسبنده ظـاهر شـدند   صورت سلول
هــاي  هماتوپوئتيــك بــه طــور آزاد يــا چســبنده بــه ســلول 

شد كه در روزهـاي بعـدي    هنوز در محيط ديده  ،مزانشيمي
هــا حـذف شــدند و تنهــا   بـا تعــويض محـيط، ايــس سـلول   

كشت اوليـه در  . شيمي در محيط باقي ماندندهاي مزان سلول
روز طـول كشـيد كـه در نهايـت در روز      26تـا   29حدود 

كــف فلاســك را  % 99هــا بــيش از   چهــارده ، ســلول 
 .(2شكل)پوشاندند

هـاي بنيـادي    درصد بيان ماركرهـاي اختصاصـي سـلول       
در  CD44و  CD90  ،CD166 ،CD105شـــامل مزانشـــيمي 

، % 9/86هاي جدا شده از م ـز اسـتخوان بـه ترتيـب      سلول
حالي كـه ماركرهـاي ويـژه     در. بود% 1/88و % 83، % 9/89

در ايـس   CD34و  CD45هاي هماتوپوئتيك از جملـه   سلول
ــلول ــوجهي   س ــل ت ــان قاب ــا بي ــان % ( 9/1و % 9/3)ه را نش
  .(1شكل)ندادند
روز در محـيط   21هاي مزانشـيمي كـه بـه مـدت      سلول    

آميــزي  بــه اســتخوان قــرار گرفتــه بودنــد، بــا رنــ تمــايز 
رن  قرمز در آمدند كه حـاكي از  به اختصاصي آليزاريس رد 

 ـ. تجمع عناصر معـدني بـر روي مـاتريك  بـود     عـلاوه  ه ب
 ده افزايش ميزان ـدهن انـاز نشـس فسفاتـزي آلكاليـآمي  ـرن
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 کش  مختلف يدر روزها يميمزانش يها از سلول يينما:  2شکل
A)) شوند يده ميط کش  ديدر مح (شکل يکرو يها سلول)کيهماتوپوئت يها و سلول (شکل  يدوک يها سلول)بسس وفيبر هاي شبيه سلول. 
(B) طور كامل از محيط ه هاي هماتوپوئتيك ب سلول. پوشاندندرا  كف فسسك% 89کرده و بيش از  رشد يميمزانش يها سلول ،در روز چهاردهم

 .(x49ي يبزرگنما)اند حذف شده
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 فلوسايتومتري روشهاي مزانشيمي مغز استخوان با استفاده از  سلول تايپينگايمونوفنو: 4شكل 

  CD166,(D) ژن  يان آنتينمودار ميزان ب CD105, (C)ژن  يان آنتينمودار ب (B) .دهد يرا نشان م يا هسته بزرگ تک يها   سلوليگ (A) نمودار
 RN2و  RN1خطوط ،CD34 ژن يان آنتينمودار ب CD45، (G)ژن  يان آنتينمودار ب CD90، (F)ژن  يان آنتينمودار ب CD44، (E)ژن  يان آنتينمودار ب

 .اند شده يينشاندار شده با مواد فلورسن  مختلف شناسا يها يباد يتوسط آنت هستند که يابيواجد مارکر ارز يها انگر سلوليب

 
 (.3 شكل)هاي تمايز يافته بود فعاليت ايس آنزي  در سلول

 ده ـش ساختـهcDNA  بر روي  PCR-RTاي ـه ررسيــب    
هاي مزانشيمي تمـايز   كه ژن استئوپونتيس در سلولداد نشان 
 بيان ايـس ژن  ،اما در طي روند تمايز ،بيان نشده است ،نيافته

در روز شش   ان ژنيحداکثر ب .رديگ يها صورت م در سلول

 ان ژني ـدر بسـير نزولـي    کي ـ تمايز مشاهده شد و سـپ  
OPN  (. 6شكل)ديمشاهده گرد 21تا روز 
هـاي مزانشـيمي    در مورد ژن استئوكلسيس نيز در سـلول     

بيـان ژن   اما بـا شـروع تمـايز،    تمايز نيافته، بياني ديده نشد
اي ـكه بيشتريس ميـزان بيـان آن در روزه ـ   بودقابل مشاهده 

A B

C D

E

F G
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 هاي استخواني  هاي مزانشيمي به رده سلول تمايز سلول :3 شكل
هاي تمايز داده  سلول. مثب  بودند (C)و آلكالين فسفاتاز (A)آليزارين رد آميزي هاي مزانشيمي تمايز داده شده به سم  استئوبسس  با رنگ سلول

 .(x  49ييبزرگنما)(B,D)بودند آميزي منفي نشده كه نسب  به هر دو رنگ
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 . مزانشيمي در طي تمايز به استئوبسس  ياديهاي بن سلولو بتا اكتين در ( OPN)بيان ژن استئوپونتين: 4شكل
A: (2 ) ماركر bp299 ,(4 )هاي  بيان ژن استئوپونتين در سلولMSC ( 4), ها در روز سو  تمايز بيان ژن استئوپونتين در سلول( 3) ,تمايز نيافته

 .هم تمايزروز پانزد( 7)روز دوازدهم تمايز و ( 6), روز نهم تمايز( 5), روز ششم تمايز
B :مربوطه يها ن در نمونهيان ژن بتا اکتيب 
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 .مزانشيمي در طي تمايز به استئوبسس  ياديهاي بن و بتا اكتين در سلول( OCN)بيان ژن استئوكلسين:  5 شكل
 A( :2 ) ماركرbp59  ,(4 )هاي  بيان ژن استئوكلسين در سلولMSC ( 4) ,ها در روز سو  تمايز بيان ژن استئوكلسين در سلول( 3),تمايز نيافته

 .روز پانزدهم تمايز( 0), روز دوازدهم تمايز( 8), روز نهم تمايز( 7), روز هشتم تمايز( 6), روز هفتم تمايز( 5), روز ششم تمايز
B  :مربوطه يها ن در نمونهيان ژن بتا اکتيب. 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 يهاا  و سالول  يبعد 4ط يافته در محيز يتما يها سلول, افتهيز نيتما يميمزانش ياديبن يها ن فسفاتاز در سلوليآلکال مي  آنزيزان فعاليم: 2نمودار 
 .روز 25م فسفات بعد از يکلس يافته در داربس  سه بعديز يتما
 

ز در يش تمـا يافـزا  بـا سـپ   .   تمايز بودـ  و هشتـهفت    
 (. 1شكل )دادکاهش رخ  ،س ژنيان ايب

 يس فسفاتاز با روش اسـپکتروفتومتر ي  آلکاليت آنزيفعال    
حالـت   3ل فسـفات در  يتروفنيپاران يبا استفاده از سوبسترا

ز يتمـا  يهـا  سلول, افتهيز نيتما يميمزانش ياديبن يها سلول
افتــه در يز يتمــا يهــا و ســلول يبعــد دوط يافتــه در محــي

ده يروز سـنج  21  فسفات بعـد از  يکلس يداربست سه بعد
 يهـا  س فسـفاتاز در سـلول  ي  آلکـال يت آنـز يزان فعاليم. شد

که بعـد از   يس است در حالييار پايافته بسيز نيتما يميمزانش

  يس آنـز يت ايسط  فعال ،يبعد دوط يز در محيروز تما 21
ــه در حــدود يز يتمــا يهــا در ســلول و در  nmol 1199افت

  يس آنـز يت ايزان فعاليم ،  فسفاتيکلس يداربست سه بعد
ــدود  ــود nmol 3999در ح ــودار )ب ــا. (>p 92/9( )2نم س ي

 ه ـب يميمزانش يها ز سلوليتمابيانگر  لاف معنادار اواًــاخت
سه  يها اثر مثبت داربست يسمت استئوبلاست است در ثان

 يهـا  سـلول  ييزا ز استخواني  فسفات را در تمايکلس يبعد
  يت آنـز يزان فعاليجا م سيدر ا .کند يمشخ  م يميمزانش

 ل فســفات دريــتروفنيپاران يز سوبســترايدروليــبرحســب ه

  0      8      7      6      5     4     3      4     2 
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ط سـنجش  يتحت شرا گراد درجه سانتي 31 يدر دما ،قهيدق
 .مشخ  شد

 

 بحث
  يهاي بنيـادي مزانشـيمي در تـرم    سلول ييل توانايدله ب    

  تـا  يبر آن شد, ها سلولس يبافت و خصوصيات ذكر شده ا
کشـت  ط يها را از م ز استخوان جدا کرده، در مح س سلوليا

بـر ايـس   .  يز ده ـيتمـا  ياستخوان يها ر داده و به سلوليتکث
ــه  ــلول حاضــراســاس مطالع ــايز س ــادي  روي تم ــاي بني ه

دو بعـدي و   هاي استئوبلاست در محيط مزانشيمي به سلول
 .گرفـت هـاي سـه بعـدي كلسـي  فسـفات شـكل        داربست
ــلول ــيمي  س ــادي مزانش ــاي بني ــلول ،(MSCs)ه ــاي  از س ه
ي م ز اسـتخوان بـوده كـه سـهولت جداسـازي و      ياستروما
شـده   هـا  ايـس سـلول  ها سبب كاربرد وسيع بـاليني   ن آ تكثير
 ها در م ز استخوان محدود است بـه  تعداد ايس سلول. است

هـا را در   ميس دليل در موارد درماني بايد ابتدا ايـس سـلول  ه
 Inهـا در   تكثيـر، از آن  كشت داد و بعـد از  In vitroمحيط 

vivo استفاده كرد. 
, 2888و همکـاران در   و پيتنجرو همکاران ديجيروامو     

ز در يو همکاران ن نژاد اسلامي و 2881و همکاران دركادياا 
را جـدا   يميمزانش ـ يهـا  س روش سـلول يبه هم 1996سال 

ه ي ـط کشـت پا يدر مح ـ 6/9×296ا ي 2×296کرده و با تراک  
ــني ــاو DMEMر ي  ــ% 29 يح ــرم جن ــاويس ــت  يس گ کش

 يها س روش سلوليبه هم در ايس تحقيق نيز. (28-11)دادند
و  كـرده را با موفقيت از نمونه م ز استخوان جدا  يميمزانش
در  يادي ـز هاي همطالع.  يط کشت مذکور کشت داديدر مح

 ـبن يهـا  لولس ـ يسـطح  يمارکرهـا  ييارتباط با شناسا  يادي
و  سيمونز س ارتباطيدر ا. انسان انجام گرفته است يميمزانش

ک شناسـه  ي ـعنوان ه را ب Stro-1 يمارکر سطح، همکارانش
 يمير خونسـاز مزانش ـ يغ يها سلول يژه برايو يسط  سلول

 و همکـاران  بـرودر  سيچن ـ ه (. 13)کردند ييشناسا يانسان
 يهـا  که در سط  سـلول  SB-10ژن  يمشخ  کردند که آنت

, ز سـلول بـه اسـتخوان   يبا تما ،وجود دارد يميمزانش ياديبن
و همکـارانش در  باري , 2888در سال (. 16)شود يد ميناپد

 ـبن يهـا  ه سـلول ي ـبـر عل  SH-2 يباد ياز آنت يا مطالعه  يادي
 ـي ـاستفاده کردند و مشاهده شد ا يميمزانش بـا   يبـاد  يس آنت

واکنش  ،شود يده مينام CD105که  TGF-توپ رسپتور  ياپ
 ـاز ا(. 11)دهد ينشان م  ـي  - يمن ـيدر انتخـاب ا  يبـاد  يس آنت
 ـبن يهـا  سـلول  يسيم ناط اسـتفاده   يانسـان  يميمزانش ـ يادي

 يهـا  در سـلول  CD105د توجـه کـرد کـه    يالبته با. شود يم
و  ورث هـاين   سيچن ـ هـ  (. 16)ز وجود دارديال نياندوتل

 SH-2و  SH-3 يبـاد  ينشان دادند دو آنت 2881همکاران در 
و بــا  دهنــد يواکــنش نشــان مــ CD73 تــوپ اپــيز بــا ـيــن

 .(11)دهند يخونساز واکنش نم ياـه سلول
 يشـده بـرا   ييشناسـا  يهـا  ژن يهمه آنت از آن جايي كه    

ز ي ـگـر ن يد يها در انواع سلول, يميمزانش ياديبن يها سلول
س يکه خاص ا يا ژهيژن و يجه هنوز آنتيدر نت ،شوند يان ميب

ه ب ـ يتومتريق آن بـا دسـتگاه فلوسـا   يو از طر ها باشد سلول
هـ    يرو. افت نشده استي ،شود ييشناسا يطور اختصاص

دهنـده   انجام شـده نشـان   هاي هتوان گفت که مطالع يرفته م
 ،يميمزانش ـ ياديبن يها سلول يژن يپ آنتيس است که فنوتيا

 يها يژگياز و يها مخلوط س سلوليمنحصر به فرد نبوده و ا
را دارا  يعضلان و ياليتلياپ ,يالياندوتل ,يميمزانش يها سلول
نشان دادند کـه    1992و همکاران در  مينگوئل. (11)هستند
 يها کال سلوليپيت يها ژن يآنت معمواً يميمزانش يها سلول

ــاز  ــيخونســـ ــرا ب CD14و  CD45  ,CD34 يعنـــ ان يـــ
هـاي   س مطالعه به منيـور تاييـد سـلول   يدر ا. (19)کنند ينم

ها پ  از پاساژ اول  سلول ايمونوفنوتيپيمزانشيمي، بررسي 
نتايج نشـان  . فلوسايتومتري انجام گرفت روشبا استفاده از 

،  CD44  ،CD166 هـا داراي ماركرهـاي   دادند كه ايس سلول
CD90 و CD105  فاقد ماركرهايو CD34  وCD35 هستند .

و  جكسـو  ايس نتايج با نتايج ساير محققيس از جمله مطالعـه 
 1993و همكاران در سـال  وكسلر  ،1991همكاران در سال 

،  CD44 كه ماركرهاي 1996و همكاران در سال  مئولمس و
CD166  وCD105  هـاي   يد شـده سـلول  يتارا از ماركرهاي

(. 21)مطابقـت داشـت   ،انـد  بنيادي مزانشيمي در نير گرفتـه 
هـ    ،يک  خـارج يجملـه جـن  مـاتر   از  يعوامل مختلف

 و گـر يد يت متفاوت سلوليک جمعيها با  سلول سيا يکشت
هــاي مزانشــيمي  بــر تمــايز ســلول ،ييايميشــ يهــا محــر 
نشـان   2881همکـاران در سـال   بـرودر و   (.18-32)مؤثرند
بـه   يميمزانش ـ يها ز سلوليتما ،که در درجه نخست دادند

ر يتحــت تــاث يغضــروف و چربــ, اســتخوان يهــا دودمــان
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 يهـا گـزارش کردنـد وقت ـ    آن. اسـت  ييايميش ـ يها محر 
 1 -ديک اسيدر حضور اسکورب يميمزانش ياديبن يها سلول
, شـوند  يسروفسفات و دگزامتازون کشـت م ـ يبتاگل, فسفات
ک  يبـه خـود گرفتـه و مـاتر     يپ اسـتخوان ي ـها فنوت سلول

 س مطالعـه ي ـدر ا. (31)كننـد  مياز خود ترش   يخارج سلول
 يز استئوبلاسـت يتما يجهت القا ييايميش يها از محر  نيز

و همکـارانش در   چا جيبا نتا ها مشاهدهس يکه ا شداستفاده 
ــود 1999ســال  ــايج   .(33)مطــابق ب ــه حاضــر  نت در مطالع
ــر تمــايز ايــس ســلول يتا هــا آميــزي رنــ  ــود يــدي ب . هــا ب

بــا آميــزي مشــابه  هــا پــ  از رنــ  شناســي ســلول ريخــت
و همكارانش در سـال   مئولمس هاي تمايز يافته توسط سلول
  .(36)بود 1996
 علت ايسه هاي فسفات كلسي  ب سراميك ،در ايس مطالعه    

 ـ بخـش غيـر آلـي تركيـب اسـتخوان       اكه ساختاري مشابه ب
اند  به عنوان داربست سلولي مورد استفاده قرار گرفته ،دارند

داده شده است كـه ايـس   مختلف نيز نشان  هاي هو در مطالع
سـازي را دارا بـوده و    ي تحريك استخوانيتوانا ،ها داربست
در مطالعـه حاضـر    .(6)هـاي بـدن سـازگار هسـتند     با بافت
در  يبـه خـوب   يميمزانش ـ ياديبن يها که سلول شدمشاهده 
ر ي ـ  فسفات مستقر شده و تکثيکلس يسه بعد يها داربست

 يهـا  فسفاتاز در سلولس يت آلکاليزان فعاليسه ميمقا. افتندي
 يهـا  و داربسـت  يط دو بعـد يافته در محيز يتما يميمزانش

 يهـا اثـر مثبت ـ   س داربستي  مشخ  کرد که ايفسفات کلس
 .دارند يميمزانش يها سلول يز استئوبلاستيتما يرو
هـاي   هاي بنيادي مزانشيمي به سلول در طي تمايز سلول    

ت ييراتــي هــا دچــار  ســري از ژن بيــان يــك ،استئوبلاســت
و همکـاران در سـال    لـيس  و همکـاران و فريـدمس   .شود مي

ز يتمـا  يهـا  سـلول  يابي ـنشان دادند که به منيور ارز 1996
ــهي ــي ،افت ــوان ب م ــت ــا ان ژني ــني ييه ــس   ري ــتريك ، ب اس

 RNAرا در سط   ستئوكلسيس و استئوپونتيساسيالوپروتئيس، 
 س مطالعــه دو ژنيــدر ا. (6، 29)نمــود يس بررســيو پــروتئ

مــورد  يط دو بعــديرا در محــ استئوكلســيس و اسـتئوپونتيس 
و  گارد هايس توسط 2898در سال  OPN.  يقرار داد يبررس

 يهـا  شدن سـلول  يثر در معدنؤعنوان عامل مه همکارانش ب
ــ ياجــداد ــا. (31)شــد ياســتخوان معرف ــوش ي س ژن در م
 و جوجه  اوـگ, انـانس, و ـخ, يانگـوش خـم, يـيصحرا

 .(36-62)شده است يبررس
و همکـاران   كوبوتا و 2881و همکاران در سال سود      

 يها در استئوبلاست OPNگزارش کردند که  2898در سال 
 ـب ييافته موش صـحرا يز يتما در . (61، 63)دارد ييان بـاا ي

, 2898و همکاران در سال  ناگاتا متعدد از جمله هاي همطالع
ــدبرگ  ــال  اول ــاران در س ــد   2896و همک ــان دادن ــه نش ک

ــازون ب ــدگزامت ــت OPNان ي ــا را در کش ــلول يه ــا س  يه
و  نـودا  .(36، 66)دهد يش ميافزا ييموش صحرا يميمزانش

 ـ D3س يتـام ينشان دادنـد کـه و   2889همکاران در سال  ک ي
محســوب  OPNد يــتول يژه بــرايــرومنــد ويمحــر  ن

کـه وجـود    شـد مشاهده  نيز در مطالعه حاضر .(61)شود يم
 يميمزانش ـ يهـا  در سـلول  OPN ان ژنيدگزامتازون سبب ب

 ـا ،يزيط تمـا يفاقد مح ـ يها که کشت يحال در گردد مي س ي
 2882و همکـاران در سـال    كاسوگامي .ان را نشان ندادنديب
ــب ــد کــه رتي ــنوئيان کردن ــد بيک اســي ــزا OPNان ي ش يرا اف
 . (66)دهد يم

مشـخ  کردنـد کـه     1991و همکاران در سـال   ستيانا    
OPN فـا  يت نقـش ا ي ـآپات يرشد بلورهـا   اندازه و يدر تني

ان ي ـکـه ب  شـد س مطالعه مشاهده يعلاوه در اه ب. (61)کند يم
دهد اما با شروع  يرخ نم يميمزانش يها در سلول OPNژن 
ز بــه يس ژن آغــاز شــده در روز ششــ  تمــايــان ايــب ،زيتمــا

ان تـا  ي ـدر ب ير نزوليک سيد سپ  يزان خود رسيحداکثر م
 ـيچن ه  .شد ديدهز يتما 21روز   siRNAکـار بـردن   ه س با ب

هـا   سـلول  يز استئوبلاسـت يتمـا  ،س ژنيمربوطه و سرکوب ا
س ژن در يبر نقش ا يليتواند دل يس خود ميافت که ايکاهش 
 .باشد ييزا استخوان

ــي      ــال ل ــزارش 1999در س ــا گ ــاز ب ييه و  mRNAان ي
ــروتئ ــان ســلوليس استئوکلســيپ ــام يس در دودم ــا  يراين مگ
ه کـرده  ي ـشـگاه ارا يط آزمايت در مح ـيپوسيآد و تيوسيکار

نشان دادند که  2886و همکاران در سال دوكي . (69)است
 6از  ،آن خــارج شــده (OCN)استئوكلســيس کــه ژن يموشــ
 .(68)دهـد  مـي نشـان   ياسـتخوان  يبه بعد ناهنجـار  يماهگ

گـزارش کردنـد کـه     2889و همکـارانش در سـال   دلماس 
OCN، س فسفاتاز در يت آلکاليتر از فعال ک علامت حساسي
 نيز س مطالعهيدر ا. (19)استخوان است يريگ شکل ييشناسا

ــب ــان اي ــي ــد يس ژن بررس ــخ   ش ــدو مش ــه ژن  گردي ک
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 مزانشيمي تمايز نيافته، ياديهاي بن استئوكلسيس نيز در سلول
اما با شروع تمايز، بيان ژن قابل مشاهده بـود   .شود يبيان نم

هفت  و هشت  تمـايز  كه بيشتريس ميزان بيان آن در روزهاي 
س ژن کـاهش  ي ـان ايدر ب, يز سلوليش تمايسپ  با افزا. بود

س و کاهش يس پ  از سرکوب ژن استئوپونتيچن ه . رخ داد
 .ر شدييز دچار ت ين OCNان ژن ير بيس, زيتما
و  يميمزانشــ يهــا ز بهتــر ســلوليجهــت کشــت و تمــا   
سـه   يهـا  از داربسـت  ،بافت يها در مهندس از آن يريگ بهره
از آن جملــه اســتفاده از  .انــد بهــره گرفتــه يمختلفــ يبعــد

و  ايشـاگ  .بود PLGAو  PLA  ,PGA يمريپل يها داربست
 يهــا نشــان دادنــد کــه داربســت 2881همکــاران در ســال 

PLGA  ،ــتکث ــاي ــلولير و تم ــا ز س ــ يه ــوش  يميمزانش م
س فسـفاتاز را  يت آلکـال يکنند و فعال يم يبانيرا پشت ييصحرا
نشـان   1996و همکاران در سـال  يو . (12)هندد يش ميافزا

ان داربســت ي ـط کشــت از ميال مح ـيان س ـيــدادنـد کـه جر  
PLGA، يهـا  شـده را در سـلول   يک  معـدن يساخت ماتر 

 . (11)دهد يش ميکاشته شده افزا
 .هسـتند  يکلاژن يها داربست ،ها از داربست يگرينوع د    

گزارش کردنـد کـه کشـت     2889و همکاران در سالكي  
ــلول ــان سـ ــتئوژن يدودمـ ــال ياسـ در  MC3T3-E1ک کلونـ

هـا   س سـلول ي ـدر ا OCNان ي ـسـبب ب  ،يکلاژن يها داربست
س ينشان دادند که ا 2888و همکاران در مولر  .(13)شود مي

شدن  يس فسفاتاز و معدنيش آلکاليسبب افزا ،نوع داربست
همکاران در  وجرج  .(16)شود يک مياستئوژن يها در سلول
 ياديــبن يهــا نشــان دادنــد کــه کشــت ســلول 1996ســال 
سـبب   ،يکلاژن ـ يا شـش خانـه   يها در داربست يميمزانش
سه بـا کشـت   يس فسفاتاز در مقايت آلکاليزان فعاليش ميافزا

 .(11)شود يم يط دو بعديدر مح
 .هستند ها از داربست يگرينوع د يوميتانيت يها داربست    

 يهـا  سلول ؛نشان دادند 1993و همکارانش در سال دولدر 
 يمنفذ يها شبکه يکه رو ييموش صحرا يميمزانش ياديبن

داده ط متحـر  کشـت   يتحـت شـرا   يوميتـان يت يها با رشته
 يک  معـدن يد مـاتر ي ـز و توليتما, ريش در تکثيافزا, شدند
 ـا يابي ـچـه ارز  اگر. (16)داشتندرا شده  س سـازه از لحـا    ي
 .است يکار دشوار يشناس بافت
 وان ــعنه ـوارد بـم يارـيدر بس يـستيز ياـه کـيسرام    

کار رفته است و ه بافت استخوان ب يمهندس يبرا ييها سازه
ک يبه  يابيدست يها در راستا از آن يانواع مختلف و متعدد

 جاديوان اـت استخـباف يـمهندس يراـوب بـت مطلـداربس
و  دانـ   و 1992و همکاران در سـال   لي(. 11-18)اند شده

ــال   ــاران در س ــلول 1991همک ــا س ــ يه را در  يميمزانش
 يهـا  سـلول  هـا،  کشـت داده و از آن  يکيسرام يها داربست
و همکاران در سـال  جونز . (69)دست آوردنده ب ياستخوان
مشـاهده   1991و همکـاران در سـال    كاراگورجيو و 1998

ــا  ــت و تم ــه کاش ــد ک ــلوليکردن ــا ز س ــ يه در  يميمزانش
 هـا،  ط کشت از آنيال محيو عبور س يکيسرام يها داربست
س يت آلکـال ي ـش فعاليافـزا , تـر  همگـس  ير سـلول يسبب تکث

، 61)شـود  يها م ـ س توسط سلوليفسفاتاز و ترش  استئوپونت
62). 
 علت ايـس ه هاي فسفات كلسي  ب در ايس مطالعه سراميك    

 ـ بخـش غيـر آلـي تركيـب اسـتخوان       اكه ساختاري مشابه ب
اند  به عنوان داربست سلولي مورد استفاده قرار گرفته ،دارند

مختلف نيز نشان داده شده است كـه ايـس    هاي هو در مطالع
سـازي را دارا بـوده و    ي تحريك استخوانيتوانا ،ها داربست
در مطالعـه حاضـر    .(6)هـاي بـدن سـازگار هسـتند     با بافت

در  يبه خوب يميمزانش ياديبن يها   که سلوليمشاهده کرد
ر ي ـ  فسفات مستقر شده و تکثيکلس يسه بعد يها اربستد
 يهـا  س فسفاتاز در سلوليت آلکاليزان فعاليسه ميمقا. افتندي

 يهـا  و داربسـت  يط دو بعـد يافته در محيز يتما يميمزانش
 يهـا اثـر مثبت ـ   س داربستي  مشخ  کرد که ايفسفات کلس

 .دارند يميمزانش يها سلول يز استئوبلاستيتما يرو
 

 گيري نتيجه
 ها تاييدي بر ايس نكات اسـت كـه   در مجموع ايس يافته      

 ،هاي بنيادي مزانشيمي جـدا شـده از م ـز اسـتخوان     سلول
هــاي استئوبلاســتيك را دارنــد و  توانــايي تمــايز بــه ســلول
 -چـون دگزامتـازون، بتـا    اي هـ   فاكتورهاي تمـايز دهنـده  

ــيد اســكوربيك  ــس   ،گليسروفســفات و اس ــادر هســتند اي ق
. هاي استئوبلاسـتي تمـايز دهنـد    ها را به سمت سلول سلول

بيـانگر تمـايز    ،بررسي نتايج فعاليت آنزي  آلكاليس فسـفاتاز 
در داربست سه بعـدي تـري كلسـي      MSCهاي  بهتر سلول

 . فسفات نسبت به محيط دو بعدي بود
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در رونـد ايـس   اسـتئوپونتيس و استئوكلسـيس    هاي بيان ژن    
هـاي مزانشـيمي    دو ژن مذكور در سلول. ايز نقش داشتندتم

. هـا آغـاز شـد    بيـان آن  ،بيان نشده بودند اما با شروع تمايز
OPN  در روز ششــ  وOCN   در روزهــاي هفــت  و هشــت
 توانـد  ها مـي  حداكثر بيان را داشتند و افزايش بيان آن, تمايز
 هـا  كاري جهت القاي تمايز استئوبلاستي در ايـس سـلول   راه

 . باشد
 

 شكر و قدردانيت
از كليه همكاران مركز تحقيقـات سـازمان انتقـال خـون         

، ما را ياري نمودند، تشكر و نامه پايانايران كه در انجام ايس 
 . نمايي  قدرداني مي
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Abstract 
Background and Objectives 

During differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) into various cells, the expression of 

a variety of genes undergoes some changes; in this study we decided to investigate the 

expression rate of some genes like osteopontin (OPN) and osteocalcin (OCN) during this 

process in order to find a better and faster way for these cells to be differentiated into 

osteoblasts  

 

Material and Methods 

In this experimental study, the mononuclear cells of bone marrow were separated and then 

cultured in DMEM-LG culture media with 10% FBS. During some definite days, the RNA of 

differentiating cells was extracted. Then, the effective genes in osteogenesis like OPN and 

OCN were amplified by speciefic primers. The mesenchymal cells were cultured on 3D 

calcium phosphate scaffolds, and finally the activity rate of the alkaline phosphatase was 

examined  

 

Results 

This research has demonstrated that in the process of differentiation, the expression of the two 

genes of OPN and OCN changed orderly with the maximum expression of OPN in the 6th day 

and the maximum expression of OCN in the 7th and 8th days of differentiation. The osteogenic 

differentiation of MSCs was not confirmed by the coloration of mineral sediments. The 

activity rate of alkaline phosphatase revealed the preference of 3D calcium phosphate scaffold 

to 2D environment in this differentiation.

 

Conclusion  
The calcium phosphate scaffold positively affects the differentiation process. The expression 

of OPN and OCN genes changes during differentiation and can be used as away to a better and 

faster differentiation of these cells into osteoblast. 
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