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 هچكيد
 سابقه و هدف 

 ينشاان داده شاده اساه کاه نقشا      اًرير کدکننده هستند و اخيکوچک غ يهاRNAاز  يکلاس ،هاRNAکرو يم
ن ينقش ا. کنند يفا ميم پس از ترجمه، ايق تنظيز از طرياز جمله تکامل و تما يمهم سلول يندهاآيفر در ياساس

 يهاا   RNAکارو يدال بار دخالاه م   ياديشده اسه و شواهد ز يز بررسيخونساز ن يها عناصر در رده سلول
 ،ن مطالعاه يا ا ازهاد   . وجاود دارد  T يهاا  هيلنفوس زيتما در( miR-146a) 941و ( miR-150) 951شماره 
 RNAکارو  ين دو ميا ييخونساز و توانا ياديبن يها در سلول miR-146aو  miR-150ان يش بير افزايتاث يبررس
 . بود T يديلنفوئ يها به سمه سلول ياديبن يها ز سلوليدر تما
 ها روش مواد و
 +CD133خونسااز   ياديا بن يها در سلول miR-150 و miR-146aدو  انيش بيافزاي القا ،يمطالعه تجرب يكدر 

 يباا مارکرهاا   T يهاا  هيز به لنفوسا يند تماآيفر ،پس از هفه روز. جدا شده از خون بند نا  صورت گرفه
CD4  وCD8  کروين دو ميان ايش بين افزايچن هم. ده شدنديسنج فلوسيتومتري روشتوسطRNA   هاي  روشبا

RT-PCR وquantitative Real Time PCR  شد يبررس . 
 ها يافته
روس يا باا و  يک هفتاه پاس از آلاودگ   يا  ،جدا شده از خاون بناد ناا     +CD133خونساز  ياديبن يها سلول
ان يا ش بيافزا يعنيک را از خود نشان دادند، يتوتوکسيسا T يها هيژه لنفوسيبه و T يها هيات لنفوسيخصوص
 .ده شديها د آن در CD8ژه يو به و CD4 يمارکرها

 ينتيجه گير
جدا شده از خون  +CD133خونساز  ياديبن يها جه گرفه که سلوليتوان نت يکسب شده م يها با توجه به داده

 . را دارند T يها هيز به سمه لنفوسيتما ييتوانا،  miR-150و  miR-146aان يب يش القايبا افزا ،بند نا 

 خونساز  ياديبن يها ، سلولانساني miR-146a، انساني miR-150، هاRNAکرو يم :ات كليديكلم
 
 

 51/4/09 : تاريخ دريافت 
 50/0/09: تاريخ پذيرش 
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 54551-555: دانشگاه تربيت مدرس ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستي دانشيارهماتولوژي ـ  PhD: ـ مؤلف مسؤول2

 هماتولوژي ـ استاديار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايران PhDـ 3
 دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايران ،مركز تحقيقات پروتوميكس بيوفيزيك ـ دانشيار PhDـ 4
1- PhD  ـ دانشيار دانشكده پيراپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ـ تهران ـ ايرانايمونوهماتولوژي باليني 
6- PhD ويروس شناسي ـ مركز تحقيقات بن ياخته ـ تهران ـ ايران 
 تحقيقات بن ياخته ـ تهران ـ ايران كارشناس ارشد ژنتيك ـ مركز -7

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
06

-0
6 

] 

                             1 / 13

https://bloodjournal.ir/article-1-660-en.html


 هاي بنيادي نامه سلول ، ويژه99، پاييز مكرر 3، شماره 9دوره                            

681 

 

 

  مقدمه 
با توانايي  هايي بنيادي به عنوان سلول هاي امروزه سلول    

هـاي   خودسازي و تکثير به همـراه توانـايي تمـايز بـه رده    
هاي انجـام شـده بـر     با بررسي. شوند خونساز شناسايي مي

اي در  هاي اوليـه  روي مغز استخوان مشخص شد که سلول
هـاي   وجود دارند کـه اـادر بـه ايجـاد کلـوني      ها اين بافت

ــر     ــا  ــد م ــده ت ــوش اشــته دي خونســاز در احــال م
سلول بنيادي اادر است که پس از تقسـي   (. 9، 2)باشند مي

هاي دختري ايجاد کند که يکي مشـابه مـادر    سلول ،متقارن
کـه در   يشاخص ـ(. 3)و ديگري به سمت تمايز متتهد شود

ژن  رود، آنتـي  کار ميه هاي بنيادي خونساز ب انتخاب سلول
CD133 و همکـاران  ايـن مولکـول     ييناولين بار . است

را توصـيف   خصوصـيات آن  شناسـايي کـرده و  سطحي را 
 .(4، 1)کردند
در کنار نق  اوليه فاکتورهاي رونويسـي ژن، در ننـد       

هـا   سال اخير خانواده ديگري از عناصر تنظيمي در بيان ژن
نيز مورد توجه ارار گرفتـه و نشـان داده شـده اسـت کـه      

. کننـد  هاي سلولي ايفا مـي  نقشي تتيين کننده در تمايز رده
هــاي RNAدر گــروه  ،اپــي ژنتيــ  ايــن عناصــر تنظيمــي

 RNA  (miRNA)کون  غير کدکننده ارار گرفته و ميکرو
 RNAهــاي  مولکــول ،هــاRNAميکــرو  .(6، 7)نــام دارنــد

يـ  ژن   mRNAاي هستند که مکمـ    کون  و ت  رشته
توانند از بيـان يـ     باشند و مي کد کننده پروتئين ديگر مي
 RNAميکـرو  . اه جلوگيري کنندژن و توليد پروتئين مربو

بـا   RNAهـاي   به شـک  مولکـول   C.elegans كرم ابتدا در
-'mRNA 3کــه مکمــ  بخــ  نوكلئوتيــد  91-23اــول 

UTR شدند و شـام   هاي هدف بودند، ديدهlin-4 و let-7 
 (.8، 0)باشند مي
ــه    در ســال     ــزاي  پيشــرفت در زمين ــا اف ــر ب ــاي اخي ه

انجـام شـده بـر روي     هـاي  ههاي مولکولي و مطالت ـ روش
ها، نق  اين عناصر تنظيمـي اپـي ژنتيـ  در    RNAميکرو 

هـاي خونسـاز مـورد توجـه اـرار گرفـت و        تمايز سـلول 
سـه  اابـ  تـوجهي در     ،هـا RNAمشخص شد که ميکرو 

اولـين مـورد در   (. 91، 99)يند سـلولي دارنـد  آاول اين فر
در  miR-181جاي  هها شرح داده شد، افزاي  بيان ناب موش

موجـــف افـــزاي   ،هـــاي پروژنيتـــور خونســـاز ســـلول

و داخ  ( in vitro)يشگاهيدر شرايط آزما Bهاي  لنفوسيت
ننين با روشـي مشـابه نشـان     ه (. 92)شد( in vivo)يبدن

گرانولوســيتي  ينــد تمــايزآفر اــي miR-223داده شــد کــه 
سازهاي پروميلوسـيتي را در انسـان    يابد و پي  افزاي  مي

 (.52، 53)راند نولوسيتي پي  ميبه سمت رده گرا
انجام شده مشخص شد کـه در   يها يبا استناد به بررس    

خونسـاز بـه رده    يادي ـز سـلول بن يتما ي الت متمول برا
ن رده ي ـرشد خـا  ا  يبا افزودن  فاکتورها،  T يديلنفوئ

بـا   ،شـود  يکـار انجـام م ـ   نيا ،ها ط کشت به سلوليدر مح
ن رونـد دو  يشد در اها مشخص RNAکرو يان ميب يبررس

miR-146a و miR-150 اند، اما هدف در  ان داشتهي  بيافزا
 ـبن يها ز سلوليمطالته  اضر تما CD133خونسـاز    يادي

+ 
 RNAکـرو  ين دو ميان ايب يفقط با القا T يديبه رده لنفوئ
خونساز بدون افـزودن فـاکتور رشـد     ياديبن يها در سلول

 .(54، 51)ها بود ط کشت سلوليبه مح
 

  ها روشمواد و 
CD133خونساز  ياديبن يها سلول يجداساز

از خون بند  +
 :ناف
ن مطالتـه،  ي ـدر ا. بود يمطالته انجام شده از نوع تجرب    

 ـبن يهـا  سلول CD133خونسـاز   يادي
از خـون بنـد نـاف     +

بـه اـور   . د شـد ييها تا آن ياديت بنيشده و ماه يجداساز
ن يانگي ـخلاصه يك نمونه خون بنـد نـاف کـه بـه اـور م     

 CPDAخون با ماده ضـد انتقـاد    ليتر ميلي 79تا  69 ي او
تر نمونه خـون بـا   يل يليم 39در مر له بتد . گرفته شدبود، 
اســتري  PBS (Phosphate buffer Saline )تــر يل يلــيم 59

سپس خـون رايـق شـده بـه     (.  ينسبت سه به )رايق شد
بـه   شد،                 افزوده 51فايكول در فالكون  ليتر ميلي 3به  آرامي 

بر روي فايكول اـرار                             اوري كه خون به صورت يك لايه
سـانتريفوژ انجـام    2599 دايقـه در دور  29به مدت . رديبگ
هاي ارمز كـه در   مابين گلبول يا ت  هسته يها سلول. شد

رنگي كـه در بـالاي    يع زردند و ما ا پايين لوله رسوب كرده
با استفاده شوند كه  ميلوله است به صورت يك لايه جمع 

از پي پت پاستور اين لايه را به داخـ  يـك لولـه فـالكون     
.  يــ  بــار شستشــو داديــ PBSتميــز منتقــ  کــرده و بــا 

ــاز ــلول يجداس ــا س CD133 يه
ــتفاده از  + ــا اس  روش ب
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=  MACS)ســـلول انجــام شـــد  يسـ ـيمغناا يجداســاز 
Magnetic Cell Sorting of human cells) .يجداساز يبرا 

جدا شـده در مر لـه    يا ت  هسته يها سلول ، MACSبا 
کـه   نشاندار شـد  CD133ه مولکول يها عل يباد يبا آنت ،اب 
سـپس  . قـه بـود  يدا 39 ،يبـاد  ين مر له مجاورت با آنتيا

ن ي ـدر ا. سـتون بـرده شـدند    يشـده و رو  شستهها  سلول
، شــود مــيربــا اــرار داده  ســتون داخــ  آهــنمر لــه کــه 

CD133 يها سلول
CD133مانـده و   يداخـ  آن بـاا   +

هـا  -
ربـا خـارج    در مر له بتد سـتون از آهـن  . شوند يخارج م

جـه آن  يشستشو انجـام شـد کـه نت    PBS  بار با يو  هشد
CD133 يها خروج سلول

CD133 يها سپس سلول. بود +
+ 

بـدون   Stemspanط کشـت  ير در مح ـي ـتکث يجدا شده برا
 ـا. اـرار گرفتنـد   (expansion)تكثير کوکت  يسرم،  او ن ي

 ng/mL 599 Stem cell factor  ،ng/mL 599کوکت  شام  
TPO  با غلظت  3ن ينترلوکياوng/mL 59 يهـا  سلول. بود 

ر شدند، بتد از يط تکثين محيروز در ا 7 يال 1فوق مدت 
 يبـاد  يبا آنت ـ فلوسيتومتري،  CD133د مارکر ييتا يآن برا

CD133 (Anti-CD133 )مر له بتد  يسپس برا. انجام شد
 DMEM (Dulbecco’sط کشـت  يها به مح آن ،زيتمايتني 

modified Eagle’s medium )انتقال داده شدند. 
 

  : Total RNAاستخراج 
 يهـا از كيـت  ،از سـلول   Total RNAبـراي اسـتخراج      

 ها بـر تين کيا .شودياستفاده م يگوناگون  RNAاستخراج
  ي ـا بر اساس ادرت تفکياساس اختلاف فاز فن  کلرفرم 

 ران هـر دو يدر ا. کننديکار م يکون  جداساز يها ستون
اساس فن   بر كه ييهاتيگرنه ک. مورد ااب  استفاده است

هسـتند   يص بـالاتر يزان تخليم يداراكند،  كار ميکلرفرم 
مرا ـ  كـار   . باشـد يتر م  اص  از ستون سال  RNA يول
 :باشديبر فن  کلرفرم به صورت زير م يمبتن يهاتيک

ها ريختـه   ازول بر روي سلوليليتر از محلول ت يك ميلي    
گردد و در دمـاي محـيط بـه    يبه خوبي مخلوط م ،شوديم

 .شوديدايقه انكوبه م 1مدت 

شـود و بـه آن   يمخلوط فوق به ميكروتيوب منتقـ  م ـ     
گردد و با تكان دست به يكلروفرم اضافه مميكروليتر  299

    . شـود ييه به خوبي با مخلوط فوق آميختـه م ـ نثا 51مدت 

 اقـات ـ ياـدر دم ـه ـدايق ـ 4دت ـه م ــب ـ  اضـر وط ـمخل
 4دايقه در دماي  29 شود و پس از آن  به مدت يانكوبه م
ــ ــانتي هـدرج ــراد  س ــا دور گ ــانتريفوژ   53299rpmو ب س

 . گردد يم

 ،رويي محصول سه فازي به دست آمده را برداشـته فاز     
 ج   دو برابرو به ميزان  كردهبه ميكروتيوب جديد منتق  

  .شودياضافه م سرد لوناتاآن 

 شـود و يمخلوط به دست آمده به آرامي تكـان داده م ـ     
 .گردديانكوبه مگراد  سانتيدرجه  -29در روز   يك شبانه

به مدت ون يانکوباس يك شبانه روز پس از مخلوطاين     
ــه 41 ــاي  ،دايق ــه  4در دم ــانتيدرج ــراد  س ــا دور گ و ب

52999rpm  گردديسانتريفوژ م. 

شود و به رسوب سفيد رنـ   يمايع رويي دور ريخته م    
بـه خـوبي    گـردد و ياضافه مسرد % 71ليتر از اتان   ميلي 5

 .شود تا رسوب از ته ميكروتيوب جدا گردديورتكس م

درجـه   4دايقـه در دمـاي    29مخلوط فـوق بـه مـدت        
اتان  . گردديسانتريفوژ م rpm 52999و با دور گراد  سانتي

شود و در دماي اتاق ارار داده يروي رسوب دور ريخته م
رسـوب در   .شود تا رسوب تا  د امكان خشـك شـود  يم

 . شود ي   ماستري   ميكروليتر آب 29
 يم ـين شده و نييده تتاستخراج ش RNAسپس غلظت     

 يگـر بـرا  يد يميان ژن و نيو ب mRNA يبررس ياز آن برا
 . رديگ يمورد استفاده ارار م miRNA يبررس

 
ــ ــن  پلـ ــيمر يواکـ ــوسيزاسـ  RT  =Reverse)ون متکـ

transcriptase :) 
يكـــي از ( RT)مريزاســـيون متكـــوس واكـــن  پلـــي    

است كـه   mRNAهاي تتيين ميزان ك   ترين روش  ساس
بـا ايـن   . شـود  هاي كونك و محدود  اصـ  مـي   از نمونه
هاي گوناگون و كونك تـا  ـد يـك     توان نمونه روش مي

ها  mRNAسلول را مورد تجزيه و تحلي  ارار داد و ميزان 
بـه اـور   . هاي گوناگون با هـ  مقايسـه نمـود    را در نمونه
براي مشـخص نمـودن الگـوي     RT-PCR روش ابيتي از
مورد نظر در شـرايط و تيمارهـاي متفـاوت و    هاي  بيان ژن

بايـد  . شـود  استفاده مي RNAننين براي تتيين ساختار  ه 
اي است كه كليه  پيچيده روش،  RT-PCRتوجه داشت كه 
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عوام  فيزيكي و شـيميايي دخيـ  در آن بـه هـ  وابسـته      
بـه   آزمـاي   ساسيت و ويژگـي   ،هستند لذا تكرارپذيري

و براراري تتادل بين اين عوام  بسـتگي   روشسازي  بهينه
 .دارد
    RNA تواند به عنوان الگـو در   نميPCR    اسـتفاده شـود

و  RNAپــس اولــين مر لــه رونويســي متكــوس از روي 
به صـورت   PCRسپس اين الگو با . باشد مي cDNAتوليد 

 .يابد نمايي تكثير يافته و ميزان آن افزاي  مي
اي را تشــكي   ســاختارهاي ثانويــه ،هــا كريپــت تــرانس    
 اادر به باز كـردن  (RT)مراز متكوس دهند كه آنزي  پلي مي
در ايـن مـوارد بـه اـور مناسـف       cDNAها نيست پس  آن

را كـاه    RT-PCRايـن پديـده كيفيـت    . شود ساخته نمي
شود كه از ارق گوناگون از ايجـاد آن   دهد لذا ستي مي مي

 .جلوگيري شود
 (RT)رايج كه در فرآيند رونويسـي متكـوس  هاي  آنزي     

شوند سه نوع هسـتند  يكـي آنـزي  رونويسـي      استفاده مي
 AMV  =Avian)متكوس ويروس آوين ميلوبلاسـتوزيس 

Myeloblastosis Virus)  و ديگـــري آنـــزي  رونويســـي
=  Mo-MLV)متكــوس ويــروس ملــوني مــورين لوكميــا 

Moloney Murine Leukemia Virus) حـت  باشند كـه ت  مي
 .هاي مزوفي  مطرح هستند عنوان آنزي 

تـر بـوده    مقـاوم  Mo-MLVنسبت به آنزي  AMVآنزي      
ه  اادر است بـه اـور   گراد  درجه سانتي 11 تي تا دماي 

 هـ   .مريزاسيون خـود را  فـك كنـد    مشخص فتاليت پلي
 RNAننين اين آنزي  مشـكلاتي كـه سـاختارهاي ثانويـه     

 Mo-MLVدر مقاب  آنـزي   . برد كنند را از بين مي ايجاد مي
ضتيفي را از خود  RNaseHفتاليت  ،هاي نوتركيف آنزي  و

كـه كـاه  ايـن فتاليـت باعـ        اوريه ب. دهند نشان مي
اش افـزاي  يافتـه    شود كـه آنـزي  توانـايي مانـدگاري     مي

ــذا اگــر هــدف از . بزرگتــري را بســازد cDNAاطتــات  ل
مـ  از  كا cDNAسـاختن   ،(RT)فتاليت رونويسي متكوس

ــرانس ــ  ت ــت اســت ك ــزي   ،كريپ ــنهاد  Mo-MLVآن پيش
 .شود مي
بـه همـراه    DNAيـا   RNAهر دو آنزي  به يك الگـوي      

خــود گــروه  '3ســر كــه در RNAيــا  DNAآغــازگر يــك 
   '5→'3 فقدان نق .  د نياز دارندـكن    م  ميـهيدروكسي

 .كند مي اشتباهگزونوكلئازي، هر دو آنزي  را در خور 
    Km (ضريف ميكائيليس ) ها براي سوبسـتراي   اين آنزي

dNTP به همين دليـ  بايـد بـراي اامينـان     . خيلي بالاست
غلظـت   ، اص  كـردن از رونويسـي كامـ  ترانسـكريپت    

 . مصرف شود dNTPبالايي از 
. است Taqمراز مقاوم به  رارت  پلي DNA، آنزي  سوم    

 Eubacterium)اين آنزي  توسط يك باكتري گرما دوسـت 

thermus thermophilus)  شـود كـه در  رـور     ساخته مـي
2+

Mn    از خـود فتاليـتRT  مزيـت مهــ   . دهــد نشــان مـي
و  RTاستفاده از اين آنزي  ايـن اسـت كـه هـر دو مر لـه      

PCR ولـي متاسـفانه ايـن    . گيـرد  در يك تيوپ صورت مي
كـه ايـن    را بسـازد  kb 2-5، cDNA آنزي  اادر است تنهـا 

توليــد را  kb 59كــه  ــدود  Mo-MLV ييآميــزان از كــار
باعـ    2Mn+ از اـرف ديگـر يـون    تر اسـت  ، پايينكند مي

 Tthشـود و در نهايـت    مـي  DNA سـاخت يي آكاه  كار
و رانــدوم  dTTP اوليگـو  آغازگرهـاي اـادر نيسـت كـه از    

در دمايي كه آنـزي    آغازگرهاهگزامر استفاده كند زيرا اين 
 .باشند فتال است پايدار نمي

ا تيـاج   آغازگربه  ،cDNAبراي ساختن  RTيند آفردر     
 Antisense)ســنس اختصاصــي آنتــي آغازگرهــاي. اســت

specific primers)،   تـايي   اطتات اليگونوكلئوتيدهاي شـ
ــادفي ــاي و  ،(Random Hexamers)تصـــ آغازگرهـــ
كـه   هستند آغازگريسه نوع  ، (Oligo dTTP)اليگوتيميدن

انتخـاب مناسـف   . شـود  ها استفاده مـي  از آن RTيند آدر فر
صـحي   و تتيين ميزان مناسف غلظت آن در انجام  آغازگر

 .ضروري است RTيند آفر
ــازگر     ــه صــورت   ،اختصاصــي ژن Reverse آغ ــراب ب اكث

شود و از بـه دسـت    متص  مي RNAاختصاصي به الگوي 
اسـتفاده  . كند ميهاي ديگر منااق جلوگيري  cDNAآمدن 

اليگوتيميــدين ميــزان  ايآغازگرهــاز رانــدوم هگزامــر يــا 
mRNA  هــاي اابــ  تجزيــه و تحليــ  كــه از يــك نمونــه

رساند، و بيشترين ميزان  اند را به  داكثر مي استخراج شده
cDNA  ممكن از رويRNA در مـواردي  . شـود  ساخته مي

بسيار اولاني و گسترده باشد و يـا سـاختارهاي    RNAكه 
دوم هگزامرهـا  ـران ،دـزياد باش RNAثانويه ايجاد شده در 

 .شوند توصيه مي آغازگربه عنوان 
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 : Mo-MLV  يبا استفاده از آنز cDNAساخت 
 :باشد صورت زير ميه ب cDNAساخت مرا      
 تـا  RNase(RNase free)، ng 599 ك لولـه فااـد   ـدر ي    
ng 499  ازRNA توتال اضافه شد .µL2  راندوم  آغازگراز

 ج  نهايي توسط آب مقطـر  . به آن اضافه گرديد هگزامر
درجــه  71مجموعــه در . رســيد µL29 بــه  RNaseفااــد 
دايقــه انكوبــه گرديــد و ســپس  1گــراد بــه مــدت  ســانتي

بـه  جـ    ،  X]1[ RTبـافر . ارار گرفتبلافاصله روي يخ 
µL 6 اضــافه شــد. mM 59، dNTPmix  ــزان ــه مي  µL3 ب

وا د آنزي  تـرانس كريپتـاز متكـوس     299. اضافه گرديد
[M-Mul-V]  بـا آب مقطـر    .اضافه شـد  تريکروليم 5متادل

بـه مـدت    .رسانده شد µL39 به  ج  نهايي  RNaseفااد 
دايقـه   59. گراد انكوبه شد درجه سانتي 42يك ساعت در 

گـراد اـرار گرفـت كـه سـبف       درجـه سـانتي   79در دماي 
سپس بلافاصله به ظـرف يـخ   .   گرديدغيرفتال شدن آنزي

گـراد   درجـه سـانتي   -29در  cDNAمحصـول  . منتق  شـد 
، بـا اسـتفاده از    miR-150ان يب يبررس يبرا .ذخيره گرديد

 ،اسـتخراج شـده   Total RNAياز رو فرمنتـاز  ت شرکتيک
cDNA ساخته شد. 

 
 Real Time- PCRمقادير مورد استفاده جهه انجام : 9 جدول

 
 مقدار (µL) مواد
 71/9 (pmol 59)آغازگر جلوبرنده 
 71/9 (pmol 59)آغازگر متكوس 

Master Mix 1/52 
Di H2O 0 

 
 Real Time-PCRچرخه دمايي انجام : 2جدول 

 
 (گراد درجه سانتي)دما زمان تكرار

 01 دايقه 59 سيك  5

 01 ثانيه 59 سيك  49
 69 ثانيه 41

 
ــراي بررســي بيــان  Real Time-PCRانجــام  و  miR-150ب

miR-146a : 
 و  miR-150ان يب يبررس يبرا Real Time-PCRواکن      

miR-146a يرو cDNA   ــا ــده ب ــاخته ش ــتورالتم  س  دس
ــه   ــوط بـ ــرکت Master Mixمربـ ــاز شـ ــام  فرمنتـ انجـ

 .(2و  5جداول )گرفت
 

 :تخليص پلاسميدها
  فـرمنتــاز تـت شرکـد از کيـص پلاسميـراي تخليـب    

بـاکتري و                           اين سيست  بـر اسـاس ليـز اليـايي    . استفاده شد
ــه غشــا  ــميد ب ــتوار اســت  ياتصــال پلاس ــيليکاژل اس . س

ــ ـــدست ــر آورده شـــورالتم  تخلي ده ـص پلاســميد در زي
 :تـاس
 ـ rpm 3199در  mL 59به  ج                           کشت شبانه باکتري     ه ب
پس از خارج نمودن محـيط   .دايقه سانتريفوژ شد 1ت مد

 µL 219 در هـا  صـورت کامـ ، رسـوب بـاکتري    ه کشت ب
   شده و به ي  ميکروتيوپ  سوسپانسيون كننده محلول

کننـده بـه ميکروتيـوب     محلـول ليـز   µL 219 .منتق  شـد 
 ـ     بار به آرامـي  4-6اضافه و  خـوبي  ه برگردانـده شـد تـا ب

 ـ .مخلوط شود دايقـه در   1مـدت  ـداکثر   ه ميکروتيوب ب
محلـول خنثـي    µL 319 سـپس  .دماي اتاق ارار داده شـد 

ــزوده و   ــوب اف ــه ميکروتي ــده ب ــي  6-59کنن ــه آرام ــار ب   ب
 در بتـد از آن  .گرديـد خوبي مخلـوط  ه برگردانده شد تا ب

rpm 4999  دايقـه   1مـدت  ه بگراد  درجه سانتي 4و دماي
به ي  سـتون تخلـيص     به آرامي                        روييمايع  .سانتريفوژ شد

 ـ rpm 53999سپس در  و پلاسميد منتق  شد  69مـدت  ه ب
 .و مايع خارج شده دور ريخته شـد  گرديدثانيه سانتريفوژ 

  ماننـد مر لـه ابـ    و اضـافه  % 89الک   µL 799 ،به ستون
 ــست ـ سـپس  ،سانتريفوژ انجام شد دايقـه   5مـدت  ه ـون ب

  .سانتريفوژ شد  ج شدن کام  الک جهت خار
يا آب مقطر دو بار تقطير به  elution بافر µL 19مقدار     

 ـ    rpm 53999دايقـه در   5مـدت  ه ستون اضـافه شـده و ب
شد، پلاسميد تخليص شده در مايع خارج شده                         سانتريفوژ 
تخلـيص شـده در ايـن     يدهاـلاسميـپ تـغلظ .ارار دارد
 .باشد مي ng/µL 399مر له 

 
و  pRETROSUPERبـا   pri-miR-150اطته  يمياتصال آنز

 : pLEX-JRED با pri-mir-146aن اطته ينن ه 
 نسبت مولي اطتات  ،براي انجام واکن  اتصال آنزيمي     
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 .(3جدول )انتخاب شد 3:5صورت ه ب insertوکتور و 
 

-priمقادير مورد استفاده جهه اتصاال آنزيماي قطعاه    :  3 جدول

miR-150  به وکتورpRETRO ن قطعه يچن و همpri-miR-146a  به
 pLEX-JREDوکتور 

 
 (µL)آزمايش مواد
 51 وكتور
Insert 29 

T4 DNA ligase 2 
 x 1 10بافر 

di H2O 3 
PEG 1 

 
 ـ      24مـدت  ه واکن  فوق ي  ساعت در دماي اتاق و ب

و شــد اـرار داده   گـراد  درجـه سـانتي   4سـاعت در دمـاي   
گراد بـه   درجه سانتي 61واکن  سپس در دماي  يها  يآنز

 .دايقه غير فتال شدند 51مدت 
 

 : miR-150و  miR-146aن  يکلون

از وکتـور  ،  miR-146a يبه منظور کلون کردن اطته ژن    
اسـت   ياني  وکتور بينون ) pLEX-JRED يروسيو يلنت

تـوان   يکنـد کـه م ـ   يان م ـيرا ب JREDن ين پروتئينن و ه 
 يکروسکوپ فلورسانس بررس ـيوجود آن را در سلول با م

 يروس ـياز وکتور رتروو miR-150 ياطته ژن يو برا( کرد
pRETRO-SUPER (ياني  وکتور بي ) ن يبـد . استفاده شـد

 ـ  يمنظور ابتدا برا ،  miR-150و  miR-146a يدو اطتـه ژن
از . (4جـدول  )انجام شـد ( PCR)مرازيپل يا رهيواکن  زنج

ت ي ـمـورد نظـر بـا اسـتفاده از ک     يگـر وکتورهـا  يارف د
در ادامه . استخراج شدند د شرکت فرمنتازياستخراج پلاسم

 يهــا  يبــا آنــز pLEX-JREDوکتــور  و miR-146aاطتــه 
و وکتـور   miR-150و اطتـه   Mlu1و  Xho1محدود کننده 

pRETRO-SUPER  محـدود کننـده    يهـا   يبا آنـزBglII  و
HindIII ده شـدند ي ـبودنـد بر  که متتلق به شرکت فرمنتاز .

 37سـاعت در دمـاي    1بـه مـدت     واکن  هرـ  آنزيمـي  
هر اطته  يبتد از آن واکن  اتصال براو گراد  درجه سانتي

بـراي انجـام واکـن     . با وکتور خا  خودش انجام شـد 

 يهـا  نسبت مولي اطتـات وکتـور و اطتـه    ، اتصال آنزيمي
ن ي ـکـه ا    به سه انتخاب شديمورد نظر به صورت  يژن

ابـق دسـتورالتم     T4گـاز  ي  ليواکن  با اسـتفاده از آنـز  
 .ناژن انجام شديشرکت س

 
 : STBL4 ييايزبان باکتريانتقال به م

 ترانسفورماسيونت هدر اين تحقيق از روش الکتريکي ج  
ميكروليتر از محصـول ليگاسـيون بـه     1مقدار . استفاده شد

بـر  افزوده شـد و   STBL4ميكروليتر باكتري كامپتنت  599
د يپلاسـم  يبـرا  سـيلين  يپآم  اوي LB-Agarروي محيط 

pRETROSUPER  ط يمح ـ يرو ن بـر ينن و هLB-Agar 
-pLEXد يپلاسـم  ين بـرا يس ـين و زئومايس ـيکاناما ي او

JRED  هاي كشت به مـدت يـك    تمام محيط. گرديد منتق
سـاعت   24. شـدند گـراد انكوبـه    درجه سانتي 37شف در 

 دست آمده براي پلاسميد يـك كلنـي  ه ب                        هاي  از كلني ،بتد
شد و براي فرآيند تخليص پلاسميد مورد اسـتفاده   هبرداشت

 . ارار گرفت
 

 :ها سلول يساز آماده
 يهـا  روس کـه سـلول  ي ـکننـده و  ديتول يها ابتدا سلول    

HEK (Human Embryonic Kidney ) وHEK-GP   ،بودنـد
سـاعت ابـ  از    24ن صـورت کـه   يبه ا. کشت داده شدند

ون ي ـليم 1د،  ـدود  يهـا بـا پلاسـم    ون سلوليترانسفورماس
ــرا يمتــريليم 599ت يــ  پليــدر  HEKســلول  ــ يب  يلنت

 يبرا HEK-GPاز سلول ن مقدار ين همينن روس و ه يو
 ،ط کشت مورد استفادهيمح .روس کشت داده شدنديرتروو

DMEM  ــه همــراه ــامين  -ال  FBS  ،mM 2% 59ب و گلوت
Pen-Strep 1X هـا در انکوبـاتور   سپس سلول. بود CO2  در

در مر لـه بتـد   . ارار گرفتنـد گراد  سانتيدرجه  37 ياـدم
ط کشـت  يمح ـ ،وني دود دو ساعت اب  از ترانسفورماس ـ

درجــه  37 يط تــازه کــه بــه دمــايمحــهــا بــا  ســلول يرو
  .ديط گرديض محيده بود تتويرسگراد  سانتي

 
 :توليد ويروس نوترکيف با استفاده از روش کلسي  فسفات

 بـافر                         هـا در محـيط  ـاوي    DNA در ايـن روش ابتـدا       
 اين   به. ا کلريد کلسي  مخلوط شدندـب ي ـه آرامـات بـفسف

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
06

-0
6 

] 

                             6 / 13

https://bloodjournal.ir/article-1-660-en.html


miR-146a  وmiR-150 هاي لنفوئيدي  و تمايز سلولT                                                                                         پرويز فلاح و همكاران 

611 

 

 هاي مورد نظر ير و تشخيص بيان قطعهثزگرهاي طراحي شده براي تكامشخصات آغ: 4جدول 
 

 (bp)طول قطعه  توالي آغازگر نام آغازگر رديف
5 pri-miR-146a F: 5'-CCGCTCGAGCCACATCAGCCTTCCAGAC -3' 

R: 5'-CGACGCGTCTCACACTCCTTATACCTTCAG -3' 456 
2 pri-miR-150 F: 5'-GGAAGATCTCCCTTGCTGGTTCTCTA TG-3' 

R: 5'-CCCAAGCTTGCAGGTACAATAGAA ACAGGT G-3' 482 
3 miR-146a 5'- TGAGAACTGAATTCCATGGGTT-3' 22 
4 miR-150 5'- TCTCCCAACCCTTGTAC -3' 57 
 

در . گرفـت و کلسي  فسفات شـک    DNA كمپلكسترتيف 
اضـافه   HEK يهـا  ترکيف فوق به سط  سـلول  ،مر له بتد

در ادامه بتد . بود µgr 59-1مورد استفاده  DNAميزان . شد
روس ـي ـو يکه  او ييط رويمح ،ساعت 72و  48،  24از 
 g 23999ا را بـا دور  ـه آن اـدر انته. دـش يآور عـود جمـب

اولتـرا   گـراد  سـانتي  درجـه  4 يبه مدت دو ساعت در دمـا 
 .ك انجام شديکرده و تغل سانتريفوژ

 
ــه ســلول miR-146aو  miR-150انتقــال ژن  ــبن يهــا ب  يادي

 :خونساز
CD133  خونساز ياديسلول بن 4 × 591ت يدر نها    

جـدا  +
 و   شـد يخانـه تقس ـ  24ت ي ـ  پلي ـشده در هـر ناهـ    

ــا ــيو يوکتوره ــه محـ ـ يروس ــدند يب ــافه ش ــدا . ط اض ابت
ها اضـافه   بود به سلول miR-150ژن  يروس که  اويرتروو

 ژن يروس کـه  ـاو  ي ـو يسـاعت لنت ـ  24س از ـد و پـش
miR-146a ،از ي ـپس از اضافه شدن هـر  . اضافه شد بود  

 CO2ساعت در انکوباتور بـا   1ها به مدت  ها، سلول روسيو
 ي، بــا  رکــات دورانــگــراد ســانتي درجــه 37 يو دمــا% 1

ســاعت دوران متواــف شــد و  1پــس از . مخلــوط شــدند
روس اـرار  يگر در مجاورت ويساعت د 56ها  دود  سلول

 ،روسي ـورد بـا و سـاعت پـس از برخ ـ   25 بابيگرفتند و تقر
 .ض شديها تتو ط کشت آنيمح
 

 ها يافته
 :هاي ژني براي اطته PCRنتايج 
 (PCR)مـراز  اي پلي رهـ  زنجيـج واكنـنتاي 5  ـدر شك    

-miRو ( جفـت بـاز   482) miR-150هـاي ژنـي    براي اطته

146a (456 جفت باز )نشان داده شده است . 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 miR-146aو  miR-150هاي ژني  قطعه PCRنتايج : 9شكل 
 

هــاي  بــراي تاييــد فنوتيــ  ســلول فلوســيتومتريون ـآزمــ
CD133

+ : 
خونسـاز   ياديبن يها که سلول نين مطالته بتد از ايدر ا    

CD133
روز  1د و به مـدت  ـدا شدنـج MACSا روش ـب +

 فلوسـيتومتري ،  CD133  ي ـد فنوتيي ـتا يبـرا  ،افتندير يتکث
 CD133  ي ـفنوت ،ها سلول( =RN2% 01)% 01انجام شد که 

 pLEX-JREDکـه وکتـور   يي جـا  آن از .(2شك  )را داشتند
ت ي ـن مزي ـکرد، از ا يان ميرا ب( ارمز) JRED ين رنگيپروتئ
کـه  ي ها استفاده شد به اور ها به سلول آن د ورودييتا يبرا

د ي ـتول يبرا HEK يها ها به سلول DNAبتد از ترانسفکت 
س ـت عک ـــکروسکوپ فلوروسنيها با م روس، از سلوليو

 . (3شك  ) گرفته شد
 

هـاي بنيـادي خونسـاز بتـد از انتقـال ژن بـا        ارزيابي سلول
 :ميکروسکوپ فلوروسنت

 ـبن يهـا  از سلول     سـاعت بتـد از   24ز ي ـخونسـاز ن  يادي

miR-146a miR-150 

bp 499 
bp 199 
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 MACSهاي بنيادي خونساز جدا شده با روش  براي سلول CD133تاييد فنوتيپ : 2شكل 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ها به آن DNAاز ورود ( B)و بعد ( A)قبل  HEKهاي  تصاوير سلول: 3شكل 
 
 
 
 
 
 
 
 

(Cتصوير )و پس از هفه روز( Bتصوير )ساعه بعد از انتقال ژن 24، (Aتصوير )هاي بنيادي خونساز قبل  سلول: 4شكل 
 

 کروسـکوپ فلوروسـنت  يم ها با روسيـا وـدن بـاور شـمج
 ها بـه داخـ    روسيوكه تاييد كننده ورود  عكس گرفته شد

 يهـا  سـلول ،  Cر ين تصـو ينن ه . (4شك  )باشد يمها  آن
دهـد   ينشان م روز از انتقال ژن 7خونساز را بتد از  ياديبن
 دا ـيده پينسب خونساز  الت به ه  يادـيبن ياـه ه سلولـک

  .اند کرده
 

 : RT-PCRاز اريق  miR-150و  miR-146aبررسي بيان 

 مار يت ياـه از سلول RNA يها در مطالته  اضر، نمونه    

. دي ـروز اسـتخراج گرد  7کنتـرل پـس از    يها شده و سلول
استخراج شده،  RNA يرو يفيو ک يکم يها يپس از بررس
 Real متکـوس و بـه دنبـال آن واکـن      يس ـيواکن  رونو

Time-PCR هر يشده برا يارا  يا استفاده از آغازگرهاـب 
 . صورت گرفت RNAکرو يم

-miRان هـر دو  ي ـانجام شده نشان داد کـه ب  يها يبررس    

146a  وmiR-150 مــار شــده نســبت بــه يت يهــا در ســلول
بـدون   يهـا  روسي ـو کـه بـا   ييهـا  سلول) کنترل يها سلول
  افزاي  داشته است (دـاور شدنـر مجـورد نظـم يها هـاطت
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Region Gate Ungated Count %Gated GMn-x Mean-x CV-x% GMn-y Mean-y CV-y%
R1 <None> 4920    4920    98.40 132.96  137.20  24.19 22.53   24.08   35.98
Q1 R1 1323    1309    26.61 3.03    5.84    106.44 77.47   88.81   74.64
Q2 R1 3408    3348    68.05 79.58   94.78   63.08 97.60   112.93  56.54
Q3 R1 150     148     3.01 4.16    7.19    84.10 2.24    4.21    118.36
Q4 R1 119     115     2.34 50.15   59.09   62.21 2.92    5.57    101.93
RN1 R1 3900    3832    77.89 66.91   86.07   70.98 -    -    -    
RN2 R1 4774    4706    95.65 89.03   103.69  55.15 -    -    -    
RN3 R1 4715    4649    94.49 87.83   101.12  50.63 -    -    -    
R2 <None> 3975    3975    79.50 61.98   82.51   69.16 23.32   24.64   33.50
R3 R1 2202    2158    43.86 112.06  119.88  39.25 109.36  123.36  47.18

Speed: 3.0
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 245.0 lin 180.0 999.9 -- - - - -
SSC - 230.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 CD34-FITC600.0 log3 10.0 999.9 - - -- 19.2 0.8
FL2 CD133-PE 600.0 log3 10.0 999.9 - - 23.8 -- 0.8
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R2 <None> 3975    3975    79.50 61.98   82.51   69.16 23.32   24.64   33.50
R3 R1 2202    2158    43.86 112.06  119.88  39.25 109.36  123.36  47.18

Speed: 3.0
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 245.0 lin 180.0 999.9 -- - - - -
SSC - 230.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 CD34-FITC600.0 log3 10.0 999.9 - - -- 19.2 0.8
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 هاي كنترل در سلول 7در روز  CD4و   CD8براي ماركرهاي  فلوسيتومترينتايج : 5شكل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 هاي پس از انتقال ژن در سلول 7در روز  CD4و   CD8براي ماركرهاي  فلوسيتومترينتايج : 1شكل 
 
 و 461ار يانحراف مت با miR-146a ،69703 يبران يانگيم)
نمـودار  )(521ار ي ـا انحـراف مت ـب miR-150  ،1246 يراـب
5). 
 

 :فلوسيتومتريبا  CD8و  CD4بررسي بيان مارکرهاي 
 برايت روز ـس از هفـا پـه ولـ ، سلـژوهـن پيدر ا    

ن دو ـي ـه اـد، ک ــشدن يررسـب CD8و  CD4 يرهاـارکـم
 يخونسـاز  ياديبن يها سلول)کنترل ياـه ر در سلولـمارک
مـورد نظـر مجـاور     يهـا  فااد اطتـه  يها روسـيا وـه بـک

 يهـا  در سـلول  امـا  ان شدنديب يکم يليزان خيبه م( شدند
 و 1هـاي   شـک  )  داشـتند ين دو مارکر افزايده اـمار شيت
6.) 

File: 4-8.FCS   Date: 15-04-2011  Time: 17:06:40    Particles: 4947   Acq.-Time: 72 s
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 3483    3483    -    70.41 110.06  52.04 79.51   65.94
RN1 R1 745     118     -    3.39 14.13   74.04 -    -    
RN2 R1 183     6       -    0.17 12.69   73.91 -    -    
Q1 R1 78      27      -    0.78 3.83    71.15 4.29    32.03
Q2 R1 382     22      -    0.63 9.36    22.94 5.89    103.43
Q3 R1 4063    3308    -    94.98 1.74    98.85 0.51    102.27
Q4 R1 424     126     -    3.62 13.35   77.87 0.77    111.63
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Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 2077    2077    -    77.44 123.78  44.43 65.51   65.78
RN1 R1 810     520     -    25.04 10.01   78.59 -    -    
RN2 R1 206     30      -    1.44 5.79    133.13 -    -    
Q1 R1 17      8       -    0.39 0.73    120.90 3.32    19.83
Q2 R1 187     21      -    1.01 6.68    96.09 6.87    131.56
Q3 R1 1820    1524    -    73.38 0.44    97.91 0.35    91.13
Q4 R1 658     524     -    25.23 9.77    80.64 0.32    129.51
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-miRگيري كمي براي بررسي تغييرات بيان  نتيجه اندازه: 9 نمودار

146a  وmiR-150  باReal Time-PCR 
  

 بحث
يـ    ،خونسـاز  اي نند اـوه  هاي پروژنيتور تمايز سلول    
اي  باشد که توسط سيست  پيچيـده  اي مي يند نند مر لهآفر

از فاکتورهاي رونويسي که با يکديگر تتام  دارند، کنتـرل  
هـاي اخيـر شـبکه جديـدي از      در سـال (. 56، 57)شود مي

مـورد توجـه اـرار     mRNAهاي تنظيمـي در سـط     نرخه
هـاي غيـر    RNAگرفته اسـت کـه شـام  يـ  کـلاس از      

دو  5009ابتـدا در سـال   . است microRNAکدکننده به نام 
هاي  هاي پيگمان گروه از محققين ستي در افزاي  بيان ژن

اند کـه نتيجـه    نموده( Petonia)ايهاي گياه پتون رنگي در گ 
هـاي بتـدي در    تـلاش . کار توليد گياهان بدون رن  بـود 

ينـد تنظيمـي   آتوجيه علمي اين موضوع منجر به کشف فر
RNA هاي تداخ  کننده(RNAi)    5003گرديـد و در سـال 
هفت سال بتـد  . کشف شد lin-4به نام  microRNAاولين 
سـايي  شـناخته شـد و شنا   let-7 به نـام  microRNAدومين 
 (.58)ها ادامه پيدا کرد RNAاين 
انــد کــه ايــن گــروه از  اخيــر ثابــت کــرده هــاي همطالت ـ    

RNA از ابيـ   يندهاي تکامـ   آبسياري از فر ،هاي کون
بـرداري يـا مهـار     تنظي  بيان و خاموشي ژن پس از نسـخه 

بــه صــورت اختصاصــي در  .دهنــد انجــام مــي را ترجمــه
هـا را  mRNA٪ از 39بي  از  ،هاي متفاوت بيان شده بافت

  (.54، 50)کنند کنترل کرده و مسيرهاي سلولي را تنظي  مي
 ه بتري از اينـد کـدهن دد نشان ميـمتت ياـه يررسـب    

نـه بـا    اگـر )شـوند  نيز بيان مـي  هاHSCفاکتورها  تي در 
 د و ـنق  دارن مرا   ابتدايي رونويسـي در ،(غلظت پايين

ــ    ــي  تکام ــي پتانس ــازها پ ــد رده يس ــين  نن اي را تتي
 (.54، 50)کنند مي
و  SCL/Tallبتري از اين فاكتورهاي رونويسـي ماننـد       

AML 1         ننـد منظـوره بـوده و كمبودشـان در تمـايز كـ
از ارفي بيان برخي از فاكتورهاي . گذارد ها تاثير مي سلول

و  GATA 1  ،PU.1و  C/EBPαرونويسي ديگـر از جملـه   
C/EBPα به يكديگر بـه عنـوان يـك عامـ  تنظـي        نسبت

كننده و تتيـين كننـده سرنوشـت تمـايزي سـلول بـه رده       
(. 54)شـود  مونوسيتي در برابر رده گرانولوسيتي پيشنهاد مي

به عنوان نامزد مناسبي بـراي القـاي    miRNAبدين ترتيف 
يندهاي تکثير و عامـ  تتيـين کننـده سرنوشـت     آتنظي  فر

هـاي   و بـه ويـژه در سـلول   هاي مختلـف   سلولي در سلول
هـا اـي تکامـ  بـه      اين مولکول. شود بنيادي محسوب مي
هاي مختلـف   اند و در خونسازي گونه شدت  فاظت شده

در (. 29  ،25)پستانداران نيـز نقـ  بسـيار اساسـي دارنـد     
هـاي   در سـلول  miRNA 33انجام شده  دود  هاي همطالت
ساز خـوني شـناخته شـده و اظهـار شـده اسـت کـه         پي 
هـاي مختلـف    هـا در تمـايز رده   رشماري از اين مولکولس

ــد  ــي دارن ــ  مهم ــازي نق ــن (. 8، 22)خونس ــه اي از جمل
miRNA توان به  ها ميmiR-181 هـاي   در تکام  لنفوسيت

B  ،miR-223  در گرانولوپــوئز وmiR-221  وmiR-222  در
 a ننـين کـاه  سـط     هـ  . تمايز اريتروئيدي اشاره کرد

596 ،a 29  وmiR-17-5p   ــيتوپوئز ضــروري ــراي مونوس ب
 (.23  ،24)باشد مي
CD133هاي  سلول    

بـه دليـ  توانـايي تکثيـر و تمـايز       +
CD34هاي  بيشتري که نسبت به سلول

تـر   بنيـادي )دارنـد  +
ــراي انجــام ايــن مطالتــه انتخــاب شــدند  ،(هســتند . (1)ب
CD133هاي  سلول

پس از جداسازي از خـون بنـد نـاف     +
 فلوسـيتومتري روش تکثير شده و مجدداب از نظر فنوتي  با 

پس از اامينان از فنوتي  . ن  شدند CD133براي مارکر 
سـاخته   يروسيويروسي و رترو و يبا وکتور لنت ،مورد نظر

سـازي بـا    شده آلـوده شـدند و هفـت روز پـس از آلـوده     
و  mRNAشـام    کـه RNA نوترکيـف، کـ     يهـا  ويروس
miRNA ها اسـتخراج شـد و بررسـي بـراي      باشد از آن مي

ــان  ــزان بي هــا صــورت  روي آن miR-150و  miR-146aمي
ها اي ي  هفتـه تغييـرات اابـ  تـوجهي از      سلول. گرفت
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نيز به  miR-150و miR-146a ان يخود نشان دادند، ميزان ب
 فلوسـيتومتري در آزمـون  . برابر شد 1/3و  8ترتيف  دود 

  بيـان  يانجام شد، افـزا  CD8و  CD4 يمارکرها يه براک
ها مشاهده  در سط  سلول CD8ژه يو به و CD4 يمارکرها

بــه  يديــدهنــده ايجــاد خصوصــيات لنفوئ شــد کــه نشــان
 Cytotoxic T)  يتوتوکس ـيسا T يت هايخصو  لنفوس

lymphocyte = CTL) هاي بنيادي خونساز آلـوده   در سلول
 .باشد شده با ويروس مي

اور که گفته شد، هدف از انجام مطالته  اضـر،   همان    
 ـ miR-146aو  miR-150القاي افزاي  بيان  ثير او بررسي ت

هاي بنيـادي   در سلول T يديز لنفوئيتما يالقا اين تغيير در
CD133خونساز 

بنـابراين  . جدا شده از خون بند ناف بود +
هـا بـا    رفت که پس از آلـوده شـدن سـلول    ننين انتظار مي

نيـز   miR-146aو  miR-150ها، شاهد افزاي  بيان  ويروس
هـا   از سـلول  miRNAsباشي  که پس از هفـت روز واتـي   
 روشهـا بـا اسـتفاده از     استخراج شدند و ميـزان بيـان آن  

Real-Time PCR نتايج  اص  کـاملاب همـان   سنجيده شد ،
-miRبه اين ترتيف که افزاي  بيان . ج مورد انتظار بودينتا

ــرو    miR-146aو  150 ــن ميک ــان اي ــت و بي صــورت گرف
RNAيافتيها نسبت به گروه کنترل افزا  . 
 يپس از هفت روز بـرا  فلوسيتومترين آزمون ينن ه     

 CD4زان مـارکر  ي ـانجام شد که م CD8و  CD4 يمارکرها
 4/5مار شده يت يها درصد و در سلول 2/9 در گروه کنترل

زان ي ـم ياز ارف ـ. ر نبـود ي  آن نشـمگ يافزاو درصد بود 
درصـد بـود در گـروه     3/3که در گروه کنترل  CD8مارکر 

ــون  ــزا    21آزم ــه اف ــود ک ــد ب ــمگيدرص ر و ي  آن نش
 .  بوديتوتوکسيسا يها تيدهنده لنفوس نشان
در مطالته  اضـر سـتي بـر آن شـد تـا بـا اسـتناد بـه             

بـا انتقـال    ،هـا  miRNAهاي انجـام شـده بـر روي     بررسي
ــا ژن ــه ترت  miR-146aو  miR-150 يهـ ــبـ ــط يـ ف توسـ

هـاي   بـه سـلول   يروسيو يرترو ويروسي و لنت يوکتورها
CD133ساز  پي 

-miRو  miR-150شرايط افزاي  بيان ،  +

146a يديلقاي تمايز لنفوئرا فراه  کرده و ميزان ا T  را در
 .ها مورد بررسي ارار داد آن
 

 گيري نتيجه
توان نتيجـه گرفـت    هاي كسف شده، مي با توجه به داده    

ــرو    ــان ميك ــاي بي ــا الق ــه ب ــاي  RNAك در  519و  546ه
هـا بـه سـمت     توانايي تمايز آن ،هاي بنيادي خونساز سلول

 . وجود دارد Tرده لنفوئيدي 
 

 تشكر و قدرداني
ــان      ــف پاي ــژوه  در اال ــن پ ــا  اي ــه دانشــجويي و ب نام

هاي مالي دانشـكده پيراپزشـكي دانشـگاه علـوم      مساعدت
پزشكي شهيد بهشتي انجام شده است كه بـدين وسـيله از   

 . شود ها تشكر و ادرداني مي آن
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Abstract 
Background and Objectives 

Micro RNAs are a class of small non-coding RNAs which have been recently shown to play a 

crucial role in major cellular processes such as development and differentiation through post-

transcriptional regulation. The role of these epigenetic elements has been also demonstrated in 

hematopoietic lineage differentiation and there is a large body of evidence that miR-150 and 

miR-146a are responsible for T lymphocyte differentiation. Our goal was to examine the effect 

of miR-150 and miR-146a overexpression in hematopoietic stem cells and its ability to 

differentiate these cells into a T lymphoid cell.  

 

Materials and Methods 

In this experimental study CD133
+ 

stem cells were employed as hematopoietic stem cells and 

permanent overexpression of miR-150 and miR-146a was established. The differentiation 

progress was tracked by flowcytometry for lymphocyte markers such as CD4 and CD8. 

Moreover, expression of miR-146a and miR-150 by RT-PCR and quantitative real time PCR 

after 7 days was studied.  

 

Results 

The cells showed T lymphoid characteristics 7 days after transduction. CD4  and especially 

CD8 expression significantly increased. 

 

Conclusions 

In conclusion, miR-150 and miR-146a overexpression is an effective factor in T cytotoxic 

differentiation and they have the ability of directing CD133
+
 hematopoietic stem cells to 

express T lymphoid characteristics. 

 

Key words: MicroRNAs,  miR-150، human, miR-146a human, Hematopoietic Stem Cells  
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