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CD133توانايي تمايز سلول 

كننده انسولين ترشح  هاي خون بند ناف به سلول +

 4، حسين بهاروند3اقدمي، ناصر 6، منيره محمد5، طاهره زنديه9، مرضيه ابراهيمي0فاضل صحرانشين ساماني
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
مشخص شده است كه . باشد ياز جمله اهداف درمان ديابت م ،ساز اندوكريني و جزاير انسولين هاي توليد سلول

هستند  6OCTو  SSEA-6 چون هم فاکتورهاي رونويسي جنينيان يناف قادر به ب خون بند +CD133 يها سلول
 خون بند +CD133هاي  ن مطالعه سلوليدر ا. ابت محسوب شونديدرمان د يبرا يمناسب ديکاند توانند يم و لذا

 .قرار گرفتند يكننده انسولين مورد بررس هاي ترشح ناف به منظور تمايز به سلول
 ها روش مواد و

جدا شدند  MACS روش استفاده از ناف با خون بند +CD133 يها سلول. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
 2 به مدد  ( DMEM/F12 ، Nicotinamid ، bFGF  ،N2 supplement B27ي حاو)و در محيط كشت تمايزي

  RT-PCR از ،  C-دين و پپتيانسول يها نيان پروتئيب يبررس يبرا، يميتوشيمونوسيا از روش. گرفتند قرار روز
 يهدا  ن عملکرد سدلول ييتع يبرااز الايزا و  0/4NKX و 0PDX گلوکاگون، ن،يانسول  يها ژنان يب يبررس يبرا
 .افته استفاده شديز يتما

 ها يافته
. ان کردنديرا ب C-دين و پپتيانسولن يپروتئ ،يزيمرحله تما يدر انتها ناف مشتق از خون بند +CD133 يها سلول
ن يهدم چند   نبودندد و ن و گلوکداگون  يانسدول ،  0/4NKX ، 0PDX يها ان ژنيافته، قادر به بيز يتما يها سلول
 .را نداشتند (ميلي مولار 92و  3)گلوکزمختلف  يمارهايپاسخ به ت ييتوانا

 ينتيجه گير 
 يلازم برا ييباشند اما توانا ساز در محيط آزمايشگاه مي نيانسول يها ز به سلوليقادر به تما +CD 133 يها لولس

 .هستندهاي مناسب از محيط زنده  ن را نداشته و نيازمند سيگناليترشح انسول
 Iقندي تيپ  كننده انسولين، ديابت هاي ترشح خون بند ناف، سلول :ات كليديكلم
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  مقدمه 
 بتـا  يها ه سلوليون عليميجه حمله اتواينت،  Iنوع  ابتيد    
% 01 که منجـر بـه از دسـت رفـتن     لانگرهانس بوده ريجزا

ابـت  يداسـت کـه    ين در حاليا. شود يم بتا يها توده سلول
هـدف بـه    يهـا  سـلول  ييگـو  پاسـخ جه عـدم  يدر نت IIنوع 
بـه   يماريده و در مراحل بعد بيجاد گرديا ين ترشحيانسول

 ـا (.2، 1)دانجام ـ يبتـا م ـ  يهـا  تـوده سـلول  % 51کاهش  ن ي
دهنـده ننـد    کـاهش  يداروها ازمند مصرف مستمرينماران يب

ن ياز انسـول  يباشـند امـا مقـدار    يم نيانسولخون، از جمله 
ک از يتيپروتئول يها ميماران توسط آنزين بيق شده در ايتزر

ر جـدا  ي ـونـد جزا يا پي ـکامل پانکراس و  ونديپ. رود ين ميب
ــز    ــر  م  ــا م ــراد ب ــده از اف ــراه   يش ــه هم ــتداده از ب اس

گـر  يد يهـا  از روش يدير اسـترو  ي ـغ يمنيا يسرکوبگرها
کمبود افراد دهنده و چه  باشد، اگر يم يابتيدرمان در افراد د

ن ي ـدر ا يمن ـيا ياز سـرکوبگرها  يمدت ناش يج طولانينتا
به شـمار   ين روش درمانيا يها تيماران از جمله محدوديب
 يهـا  نه سـلول يشرفت در زميراً با توجه به پياخ. (3)رود يم
هـا بتـوان بـه     ن سـلول يد است که با استداده از ايام ،ياديبن

 . بت کمک نمودايد يدرمان نطع
 Pluripotent stem)توان پر ييها سلول ،ياديبن يها سلول    

cells) اکتـودرم،  )ين ـيه جنيلاز به سه يت تمايهستند که نابل
 يهـا  ز سـلول يتما .(4)باشند يمدارا را  (مزودرم و آندودرم

تـا کنـون بـا مطالعـه      1111از سال  يو انسان يموش ياديبن
ــر اســاس  و در بــدن ســاز نيانســول يهــا ن ســلوليتکــو ب
ــاز نب ييهــا روش ــا ل انتخــاس ســلولي ــتينســتي ه  ن مثب

ز يتمـا و  هـدف  يهـا  ان ژني، استداده از ب(كننده نستين بيان)
 يهـا  بـه سـلول  ( عدم بيـان نسـتين  )ندين مينست يها سلول

 نيانسـول امـا  (. 5-0)ن انجام شـده اسـت  يدکننده انسوليتول
 ،هـا  همطالع ـ ن نـوع ي ـافته در ايز يتما يها در سلول يترشح

پتـوز شـده از   وآپ يهـا  ن در سـلول ياز جـذس انسـول   يناش
، ييتومـورزا  خطـر ن يچن ـ هم. (21)بوده استط کشت يمح

کننده بعـد   سرکوس يو استداده از داروها يمشکلات اخلان
 ـبن يها از جمله مشکلات استداده از سلول زيوند نياز پ  يادي
جـه  آن را بـا چـالش موا   ياست کـه اسـتداده درمـان    ينيجن
 . (22)سازد يم
 ود ـت عدم وجــه علـال بـبزرگس يادـيبن ياـه سلول     

 يداهاي ـکاند ،يين تومـورزا ييپـا  خطـر و  يمشکلات اخلان
مشتق  يها سلول. باشند يم يابتيماران ديدر درمان ب يمناسب

، يچرب ـ يهـا  مشـتق از بافـت   يهـا  از م ز استخوان، سلول
مشـتق از   يهـا  سـلول  و مشتق از بافت پانکراس يها سلول

د ي ـتول يخون بند ناف از جملـه منـابم مـورد مطالعـه بـرا     
 ـبن يهـا  سـلول . ساز بوده و هسـتند  نيانسول يها سلول  يادي

 يهـا  ن منابم سلوليجوانتر ،موجود در خون بند ناف انسان
 يروس ـيو يآلـودگ  خطـر تلـومراز بلنـد،    يها يژگيبالغ با و

در ( GVHD)ميزبـان پيوند عليه  يماريب ين، کاهش القاييپا
م ز استخوان از جمله منـابم ارزشـمند    يها سه با سلوليمقا
 1114از سـال   .(21)شـوند  يمحسوس م يسلول درمان يبرا

جـدا شـده از    يهـا  ز سلوليتما ييتوانا يمطالعه روتاکنون 
ساز  نيانسول يها ها به سلول آن زيخون بند ناف انسان و تما

CD133سـلول  . مورد توجه نرار گرفته اسـت 
موجـود در   +

 و SSEA-4 مثـل  ياديبن يها ان شاخصيبا ب ،خون بند ناف
A 4OCT د ي ـشـده و کاند توان محسوس  چند يها سلول از

 ـ باشد مي زيتما يالقا يبرا يمناسب علـت در دسـترس   ه و ب
لـذا   (.21-24)شود يشناخته م ياز ابزار مناسب درمان ،بودن

CD133هـاي   م که تمـايز سـلول  ين شدآدر اين مطالعه بر 
+ 

در  سـاز را  هـاي انسـولين   مشتق از خون بند ناف بـه سـلول  
  .مينرار ده يمورد بررسمحيط آزمايشگاه 

 
  ها روشمواد و 
CD133 هاي سلول يجداساز

بـا اسـتداده    از خون بند ناف +
 : MACS (Magnetic Activated Sorting)از روش 

نـاف   بنـد  خـون . بـود  تجربي مطالعه انجام شده از نوع    
بـه  . ديه گرديان تهيناف رو خون بند يانسان از بانک عموم

ش سرعت يافزا و اي هسته  هاي تك جداسازي سلول منظور
 ـات از محلـول  ،نـاف  نرمز خـون بنـد   يها رسوس سلول ل ي

ک به پـنج اسـتداده   يبه نسبت  (HEAS()Free flex) استارچ
خـون   يا تک هسـته  يها از سلول يغن يسپس پلاسما. دش

توسط پلاسما اکسترکتر جدا و به نسـبت   يناف به آرام بند
ــه  2 ــه رو 3بـ ــا يبـ ــال ( Inno-Train)کوليفـ ــا چگـ  يبـ

cm
2/g100/2 قه بـا دور يدن 31 به مدت سپس. گرديد منتقل 
g 411  ــا ــز در دم ــدون ترم ــانتر  يو ب ــاق س ــديات . دوژ ش

کول و يفـا  ياني ـاز فـاز م  MNC))يا تـک هسـته   يها سلول
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 mM1 همــراه بــا PBSبرابـر محلــول   3پلاسـما جــدا و بــا  
EDTA با استداده از  يسپس رسوس سلول. شستشو داده شد
 .دي ـگرد هي ـته g 411 قـه و دور يدن 21دوژ به  مدت يسانتر

CD133هـاي   براي جداسازي سلول
از روش جداسـازي  ،  +
و بــر اســاس دســتور ( MACS)بــه روش بيــد م ناطيســي 
ــتداده   ــازنده اس ــركت س ــدش ــ. ش ــه،ه ب ــور خلاص  211 ط

ــر ــول  از ميكروليت ــر FcR blocking ، 211محل از  ميكروليت
از  ميكروليتـر  311 و (بيوتـك  -ميلتنـي  )ميكروبيـد محلول 
 يبــه رســوس ســلول، EDTA mM 1 يحــاو PBSمحلــول 
. (25، 24)دنيقه در يخچال انکوبه شد 31به مدت اضافه و 
از  ميکروليتـر  511ستون با حجم  شستشويبار  1-3 پس از

PBS     ميکروليتـر بـه    511، سوسپانسيون سـلولي بـه حجـم
بار بـا   5در مرحله بعد، ستون به ميزان . ستون اضافه گرديد

تـــا  داده شـــدشستشـــو  PBSاز  ميکروليتـــر 511حجـــم 
در پايـان يـک   . هاي نچسبيده بـه سـتون جـدا شـوند     سلول

از جداسازي سـتون   به ستون اضافه و پس PBS تر ازيل يليم
 سـتون  يهاي چسبيده به سـتون بـا فشـار پ    ربا، سلول از آهن

CD133هـاي   هاي حاصل حاوي سلول سلول. خارج شدند
+ 

 . بودند
هاي فوق  سلول دست آوردن خلوص بالاتر، ه به منظور ب    

ــه رســوس حاصــل  شســته  FcRميکروليتــر 11شــدند و ب

Blocking  ،11 ــر ــد ميکروليتــ CD133 ميكروبيــ
 111و  +

 ºC 4 دنيقـه در دمـاي   25اضافه و به مدت  PBSميکروليتر 
، 24)انکوبه شد و مراحل عبور از ستون مجدداً تکـرار شـد  

. دي ـن گردييبلو تع پانيزنده توسط تر يها درصد سلول .(25
CD133 يها سلول، ين خلوص سلولييبه منظور تع

خارج  +
سـلول بـه    2 × 214تعـداد   شمارش شـده و شده از ستون، 

ــه ــا   لول  3هــاي مخصــوص فلوســيتومتري منتقــل شــد و ب
بـه   (بيوتـك  -ميلتنـي  ) AC133/2 يبـاد  ياز آنت ـميكروليتر 

ــدت  ــه درون يدن 31-45م ــال يق ــد خچ ــه گردي از . انكوب
 ـ ايزوتيــ   عنـوان كنتـرل  ه بــ Mouse IgG1-PE  يبـاد  يآنت

 . استداده گرديد
بافر فسدات ها توسط  سلول يانتها و پس از شستشو در    

 يتومتريدســـتگاه فلوســـا، نتـــايج توســـط (PBS)نمكـــي
FACSCalibur ـل به مجهز  ز يآنـال  .دش ـنرا ـت   nm 444زر ي

 . انجام شد Cell Questها با برنامه  داده

CD133تمايز سلول 
 :هاي انسولين ساز سلول به +

ي ـو بـا كم ـ  شـيما  هـا از روش  ز سـلول يبه منظـور تمـا      
 1*  214 طور خلاصـه تعـداد  ه ب. (20)رات استداده شدييت 

CD133سلول 
بـا غلظـت گلـوکز بـالا      DMEMط يمح ـبه  +

(mg/L 4511 )بـه همـراه   ،(جيبكـو )يگاو سرم% 21 يحاو 
ng/mL  211 ن يوياکتA (R&D)  خانه کـه   14 يها تيپلبه
 14مـدت  بـه   و بودند، منتقـل ده شده يپوش %2/1 نيبا ژلات

پس از گذشت زمان مـورد نظـر،    .ساعت کشت داده شدند
 M 4-21زان ي ـم، يانـدودرم نطع ـ  يها سلول ديبه منظور تول

سـاعت   14 وهـا اضـافه    بـه سـلول   (سيگما)ديک اسينو يرت
 يهـا  د سـلول ي ـبه منظور تول سپس. افتيگر کشت ادامه يد

، تعـوي  محـيط صـورت گرفـت و     يلوله گـوارش خلد ـ 
سـرم  % 21 همـراه بـا   با غلظت گلـوکز بـالا    DMEMطيمح
 3-5اضافه و كشت به مـدت   bFGFاز  ng/mL 31 و يگاو

 . ادامه يافتگر يروز د
 ـي ـتول يدر مرحله آخر، بـرا      پـانکراس،   يسـازها  شيد پ

 (جيبكـو ) DMEM/F12ط يمح ـط انجام شد و يتعوي  مح
،  bFGF  ،(mM 21 )Nicotinamid( ng/mL 21) بــه همــراه

(1 )%10supplement B ( 2) و%N2 (سيگما)   هـا   بـه سـلول
   .افتيگر ادامه يروز د 5اضافه و کشت به مدت 

 
  :ايمونوسيتوشيمي

به مـدت    PBSبا هاي حاصل از مرحله آخر تمايز سلول    
بـه  % 4پـارا فـرم آلدهيـد    و سپس توسـط   دنيقه شستشو 5

بــه منظــور . ت شــدنديــتثبدر يخچــال و دنيقــه  31مــدت 
 0بـه مـدت    (مرك) Tritonx-100 %1/1 از ،ندوذپذيري غشا

بـراي جلـوگيري از   . در دماي محـيط اسـتداده شـد   و دنيقه 
به مـدت   بز %21 با سرم ها ، سلولاتصالات غير اختصاصي

. داده شـدند  نـرار گـراد   درجه سانتي 30 دنيقه در دماي 41
 و 151/2 رنـت بـا  ( كميكون) C-PEPTIDEبادي اوليه  آنتي
 نـرار  اسـتداده  مورد 511/2( سيگما)بادي اوليه انسولين آنتي

 يدمايک شبانه روز در به مدت اوليه  يها بادي آنتي. گرفت
ºC 4 ز ي ـنگـروه ايزوتيـ     بـه . ندانکوبـه شـد   يکيتاردر  و

 PBSبـار بـا    هـا يـک   سلولسپس . بادي اوليه زده نشد آنتي
ط يمح ـ .دوژ شـد يو سـانتر  شستشو Tween (15/1%)حاوي 

بـا   (سيگما) FITCمتصل به بادي ثانويه  آنتي و خارج ييرو
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 هاي مورد استفاده در اين مطالعه آغازگرهاي ژن: 0جدول 
 

 bpطول  دماي آنيلينگ 5'به  3'توالي آغازگر  ژن

GAPDH 
CTC ATT TCC TGG TAT GAC AAC 
GA CTT CCT CTT GTG TTGCT 54 114 

Glucagon 
CCA GAT CAT TCT CAG CTT CC 
GGC AAT GTT ATT CCT GTT CC 54 241 

Insulin 
AGC CTT TGT GAA CCA ACA CC 
GCT GGT AGA GGG AGC AGA TG 41 145 

2PDX GGA TGA AGT CTA CCA AAG CTC AC 
CCA GAT CTT GAT GTG TCT CTC G 

41 241 
2/4NKX GTT CCT CCT CCT CCT CTT CCT C AAG ATC TGC 

TGT CCG GAA AAA G 54 342 

Nanog 
AGC TAC AAA CAG GTG AAG AC GGT GGT AGG 

AAG AGT AAA GG 
54 245 

4OCT GTTCTATTTGGGAAGGTATTCAGC 
GTT ACA GAA CCA CAC TCG GA 

41 313 
CD133+ 

TAAGTACTATCGTCGAATGG 
TCAAGCAGTTTCAACATCAGC 

41 321 
 

. انکوبــه شــد ºC   30 دنيقــه در 45بــه مــدت  111/2رنــت 
 دنيقـه شستشـو داده   25ها دو بار و هر بار بـه مـدت    سلول
اده ـاستد ـ DAPIاز  ،هـا  براي مشـخص شـدن هسـته    .شدند
 . (24)شد
 

هاي تمايز  سلولهاي توليدکننده انسولين در  بررسي بيان ژن
  : RT-PCRساز توسط  يافته انسولين

كياژن از شرکت  Rneasy Microبا کيت  RNAاستخراج     
 RNAغلظــت . و طبــق روش پيشــنهادي کيــت انجــام شــد

مطــابق بـا دسـتور كيــت    cDNAسـاخت  راي ب ـمحاسـبه و  
(6110A)  رندوم  ميکروليتر 2 به اين منظور. اندام شدتاكارا
ــر ــا هگزام ــر  2 ب ــر  21 وdNTP ميکروليت   RNAميکروليت

(µg/µL 23/1 )مخلوط و در دماي ºC 45  دنيقـه   5به مدت
 بـا غلظــت  cDNA تـر از يکروليم21 ســپس. انکوبـه گرديـد  

ng/µL 51  ،5/1 ميکروليتر RNase Inhibitor  ،2  ميکروليتر
RTase  بافر  ميکروليتر 4وX 5 اضافه و حجم نهايي با آس 
دنيقـه در   21بـه مـدت    .ميکروليتر رسانده شد 11به دپس 
به مـدت يـک    ºC 41 وبه و سپس در دمايانك ºC 31 دماي

براي غير فعال شدن آنزيم در . شدانجام ساعت انکوباسيون 
. انکوباسيون ادامه پيـدا کـرد   ،دنيقه 5به مدت  ºC 05  يدما
هـاي بنيـادي    سلولاز  به عنوان کنترل داخلي و GAPDH از

ساز تمايز داده شـده بودنـد    هاي انسولين انساني که به سلول
سـپس بـه منظـور    . استداده شـد عنوان گروه کنترل مثبت ه ب

 ي، برا ºC 04 يقه در دمايدن 4به مدت  دناتوراسيون شروع
درجـه   05 يدر دمـا ثانيـه   31 بـه مـدت   دناتوراسيون ادامه

بـه  )گراد درجه سانتي 41 يدر دما آنيلينگ ي، براگراد سانتي
بـه  اكستنشن  مرحله يو برا ثانيه 31به مدت ( نيانگيطور م
 35 يو بـرا گراد  درجه سانتي 01 ياو در دم ثانيه 11مدت 

  .(2جدول )کلر نرار داده شديدر دستگاه ترموسا ،بار تکرار
 

 :الايزابا روش  نيزان ترشح انسوليم يبررس
 -هاي تمايز يافته در مرحله آخـر بـا بـافر کـربس     سلول    

،  KClمولار  ميلي NaCl  ،5مولار  ميلي 211رينگر که شامل 
و  NaHCO3 Bufferمـولار   ميلي CaCl2  ،15مولار  ميلي 5/1

شدند و سپس بـا بـافر    هاست، دو بار شست BSAدرصد  21
بـه   ºC 30 مـولار در دمـاي   ميلـي  3حاوي گلوکز با غلظت 

هـا    سـلول  ييمحلول روپس س. تيمار شدند دنيقه 45مدت 
 درجــه -11 يدمــادر ش يشــد و تــا زمــان آزمــا برداشــته

 45هـا بـه مـدت     سـلول  پس از آن،. گرفتنرار گراد  يسانت
و  mM 5گر در مجاورت محلول کربس با غلظـت  يقه ديدن
نرار گرفتند و مجـدد   mM 10ز با غلظت يگر نيقه ديدن 45

زر تــا زمــان يــو در فر يآور ســلولي جمــم يــيمحلــول رو
  .شد يش نگهداريآزما
هاي تمـايز   سلول ميزان ترشح انسولين در محلول رويي    

و طبـق  ( مركوديـا  شـرکت ) الايـزا يافته با استداده از کيـت  
نمونـه اسـتاندارد   . شد محاسبهدستورالعمل شركت سازنده 
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ــت  ــا غلظ ــت ب ــود در كي ــاي موج ــز  ng/mL  11-1ه و ني
( ميكروليتر 15هر كدام )طور جداگانهه بآزمايش هاي  نمونه

نال ضـد  بادي مونوکلو تايي که با آنتي 04هاي پليت  خانهبه 
آنـزيم  سـپس  . گرديـد انسولين انساني پوشيده شده اضـافه  

 2بـه مـدت    ،کردهخانه اضافه  به هر رنيق شده را کونژوگه
 . شد ساعت در دماي اتاق انکوباسيون

ــس از      ــو  4پ ــار شستش ــو،  ب ــافر شستش ــط ب  111توس
بـه مـدت   و اضـافه  به هر خانه  TMBسوبستراي ميكروليتر 

. گرديـد  در دماي اتـاق انکوباسـيون  دنيقه در تاريکي و  25
واکـنش  ميكروليتر از محلـول متونـف كننـده،     51با افزودن
ــي  ــد و  آنزيم ــف ش ــه  متون ــذس نمون ــزان ج ــا   مي ــا ب ه

دسـت  بـه   nm 451در طـول مـوج     ELISA readerدستگاه
آزمايش ي ها غلظت انسولين موجود در نمونهدر پايان . آمد

 .ديگرد سمر به کمک نمودار استاندارد
 
 :ها ناليز دادهآ

ک ي ـانس يز واريبه روش آنال 24SPSS افزار ها با نرم داده    
 ـ >p 15/1 نـرار گرفـت و   تجزيـه و تحليـل  طرفه مـورد   ه ب

و  ها آزمايشهر کدام از . داري در نظر گرفته شداعنوان معن
ن مطالعه حدانل سه بار مورد يمورد استداده در ا يها روش
 .ش نرار گرفتنديآزما

 
 ها يافته
CD133هاي  سلول ن مطالعهيا در        

 از خون بند نـاف  +
جـدا   (MACS)م ناطيسـي توسط ذرات با روش جداسازي 

هـا دو بـار از    به منظور افزايش خلوص سلولي، سـلول . شد
نتايج نشـان داد کـه از متوسـط     . روي ستون گذرانده شدند

 ميزان ،ناف مورد آزمايش خون بند ليتر ميلي 41/03 حجمي
ــک هســته 03/04 ± 00/45*  214 . اي جــدا شــد ســلول ت

CD133 هاي درصد خلوص سلول
هاي تک  مشتق از سلول +

و % 10/40 ± 20/23 اي پس از يک بار عبور از ستون هسته
چـه   اگر .بود% 14/02 ± 12/5 بار عبور از ستون دواز پس 

CD133 تعداد سلول
ن عبـور از  يجـدا شـده پـس از دوم ـ    +

زان خلـوص  ي ـافـت امـا م  يداري کاهش اطور معنه ب ،ستون
د ـدرص ـ .(1جـدول  )افـت يش يافزا% 03به%  40سلولي از 

 داد ـت تعـه نسبـاز محاسب (Recovery) اـه ت سلولـبازياف

CD133 يها سلول
ك ـاي تـه داد سلولـخالص شده به تع +

  .دست آمده اند ب اي كه وارد ستون شده هسته
 ـبن يها ان ژنيب يبررس     نشـان داد   RT-PCRتوسـط   يادي

ــه ژن ــا ک ــدر ا NANOGو  4OCT يه ــلولي ــا ب ن س ــه  اني
 يهـا  سـلول  يشناس ـ ختير يدر بررس .(2 شکل) شوند يم

 ،سـاعت پـس از کشـت    44د که يگرد افته مشخصيز يتما
در ظـروف کشـت ظـاهر     ،هـا  از سلول ياجتماعات کوچک

اجتماعات شـبه  تشكيل دهنده  در مرحله دوم که دـشون يم
 ،اين اجسام شبه کلـوني رسد كه  نظر ميه ب. باشند ميکلوني 
و  Bشكل)دنتکثير اجتماعات سلولي مرحله اول باش حاصل

A -1) . فاکتورهاي نيکوتين آميـد،  ايش افزباB27 و N2  در
-Cشـكل  ) افـت يش يها افزا ياندازه اين کلون ،مرحله سوم

دهنـده   ليتشک يها ا سلولين پرسش که آيدر پاسخ به ا. (1
هـاي   پـروتئين ن را دارنـد،  يها، توان توليد انسـول  يکلوناين 

به وسيله روش ايمونوسيتوشيمي و بـا   C - انسولين و پپتيد
هاي اختصاصـي ضـد انسـولين و ضـد      بادي آنتي زاستداده ا

  .مورد بررسي نرار گرفتند C- پپتيد
کننده دو پـروتئين   هاي بيان اکثر سلولج نشان داد که ينتا    

ر هـاي موجـود د   سـلول در سيتوپلاسـم   C-پپتيدانسولين و 
بـه منظـور کمـي     .وجـود داشـتند   يا جزيره هاي شبه کلوني

در طور تصادفي ه ده تصوير ب ،کردن نتايج ايمونوسيتوشيمي
هــاي مثبــت تعيــين  شــمارش و درصــد ســلولگــروه  هــر

کننـده   انيب يها درصد سلولنتايج نشان داد که (. 24)گرديد
 C 30/1 ،پپتيدو % 15/1 ± 32/1 ،يشآزما انسولين در گروه

  .(A-3و  Bشكل )بود% 11/2 ±
بـا   ينيانسول يها مورد مطالعه سلول هاي ژنان يب يبررس    

،  2PDX  ،2/4NKX هـاي  ژننشان داد که   RT-PCR روش
GLOCAGON  وINSULIN ــورد  در گــروه ــهم ــان  مطالع بي

دست آمده از بررسي ترشـح  ه بنتايج . (B -3شكل )دندنش
افتـه در  يز يتمـا  يها سلول کهداد نشان فعالانه انسولين نيز 

مقـادير   ،(مـولار  ميلـي  10)بالاتر گلوکز يها پاسخ به غلظت
 5)گلوکز تر پايين يها غلظتبه نسبت کمتري از انسولين را 

ن در يترشـح انسـول  (. 2نمـودار  )نندک ميترشح ( مولار ميلي
CD133 يهــا ســلول

ز داده يمشــتق از خــون بنــدناف تمــا +
ز مشـاهده  ي ـن يعنوان گروه کنتـرل مند ـ ه ب ،(روز اول)نشده
   .نشد
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 هاي مورد آزمايش مشخصا  خون بند ناف: 9جدول 
 

 حجم شماره

 (mL) 

هاي  سلول

 اي هستهتك 

 (درصد)

 زنده ماندن

 (درصد)

 خلوص

CD133+ 
 (اولمرحله )

 (درصد)

 شمارش 

 (اولمرحله ) 

 (درصد)

 خلوص

CD133+ 
 (مرحله دوم)

 (درصد)

 شمارش

مرحله ) 

 (دوم

(016 )* 

 بازدهي

 (درصد) 

2 211 224 211 20/41 231 54/44 211 44/1 

1 04 44 04 31/11 241 55/41 211 2/2 

3 01 151 00 04/34 245 42/05 211 44/1 

4 40 0/241 00 41 111 50/40 251 10/2 

5 211 01 04 15 51 14/02 4/31 44/1 

4 44 01 211 4/54 52 10/01 41 50/1 

0 44 01 00 30/44 05 00 55 04/1 

4 5/231 251 045 30/50 45 44/03 01 44/1 

0 222 01 05 00/50 205 54/41 215 3/2 

21 210 01 04 35/54 231 04 4/215 5/2 

22 214 51 00 34/30 35 40 11 4/1 

21 214 01 04 45/52 51 00 31 41/1 

23 40 45 00 04/54 51 4/44 35 0/1 

24 212 01 00 45/52 211 4/05 05 15/2 

25 01 221 211 00/54 241 4/40 215 05/1 

24 45 04 05 15/45 54 14/01 4/34 30/1 

20 01 40 04 1/35 54 10/05 42 40/1 

24 45 05 04 4/41 44 3/05 35 34/1 

20 05 211 00 2/35 01 04/44 41 3/1 

 02/1 14/01 14/02 44/04 10/40 44/00 03/04 41/03 ميانگين

 35/1 00/30 12/5 50/51 20/23 0/2 00/45 41/24 انحراف معيار
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هداي تد     بررسي انددازه و گرانولوسديتي سدلول    (A: قبل و بعد از جداسازي به روش فلوسايتومتري +CD133 هاي نتايج بررسي سلول: 0شکل 
بار عبور  پس از ي  +CD133 هاي سلول (C، (Mouse IgG1-PE)کنترل ايزوتايپ(B شيب غلظت فايکول، جدا شده با استفاده از (MNC)اي هسته
کنتدرل   عنوان به GAPDH)مثبت CD133 هاي در سلول ينگهاي بنيادي بيان ژن (E، بار عبور از ستون پس از دو +CD133 هاي سلول( D، ستون از
 (.باشد يم يداخل

 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
 X 01نمايي  مرحله سوم بزرگ C)مرحله دوم،  B)مرحله اول،  A): مورد مطالعهنوري مربوط به گروه  تصاوير ميکروسکوپي:  9 شکل

A B 

C D 

E 
            4Nanog OCT    CD133   GAPDH    RT- 

E 

C
D

1
3

3
-P

E
 

A B 

C 
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و  DAPI ها با رنگ هسته(. X 01نمايي  بزرگ)ن در گروه مورد آزمايش با روش ايمونوسيتوشيمييو انسول C- بررسي پپتيد (A): 3شکل 
 ساز نيانسول يها سلول يها ژن يبرا RT-PCR (B) .اند شده يزيآم رنگ FITC با رنگ C-دين و پپتيانسول يها شاخص

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 مولار ميلي 92و  3ميزان ترشح  انسولين در دو غلظت : 0نمودار 

 حثب

بـا   ،نـاف  خونساز مستقر در خون بنـد  ياديبن يها سلول    
بيان برخـي   و نيز  خود هاي منحصر به فرد ويژگيبه توجه 

بـراي  از جمله منـابم مـورد توجـه     ،ينگهاي بنيادي شاخص
چنـين   هـم . (24)باشـند  سـاز مـي   هـاي انسـولين   سلول توليد

 ،نــاف اي خــون بنــد هــاي تــک هســته جمعيتــي از ســلول
 هــاي انـدوکريني پـانکراس از نبيــل   سـلول اي ـه ـ شـاخص 

3NGN  ،2-IS1  ،4BRN  ،4PAX  2وPDX  کنند  بيان ميرا
 ي اه سلوله ـب ،يـاي حيوانـه ه مدلـق بـزريـت س ازـه پـک
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لذا در ايـن  . (20)يابند تمايز مي انسولين انساني كننده ترشح
+هاي  سلول ،مطالعه

CD133  تمـايز  به منظـور  خون بند ناف
 .مورد استداده نرار گرفتساز  هاي انسولين به سلول

هاي خالص شده  كه با استداده از سلول نتايج اين مطالعه    
CD133

ز نشان داد كه ايـن  يخون بندناف صورت گرفت ن +
هاي  را كه از جمله ژن NANOGو  4OCT هاي ها، ژن سلول

در دو مطالعـه جداگانـه كـه    . كننـد  بنيادي هستند بيـان مـي  
نـاف   خـون بنـد   يهـا  بـر سـلول   بال و مك گوكين توسط

 هـاي  ژن ها صورت گرفت، نيز نشان داده شده كه اين سلول
2REX  ،4FGF  ،1SOX  ،2SOX  ،4OCT  وNANOG  را

 ،جـا كـه هـدف ايـن مطالعـه      آن از .(24، 11)كننـد  بيان مي
هـاي   هـا بـه سـمت سـلول     بررسي توان تمايزي اين سـلول 

هـاي   سـلول كننده انسوليني بود، لـذا در مرحلـه بعـد     ترشح
+

CD133  ــتداده از روش ــا اس ــاي  ب ــد   ش ــور تولي ــه منظ ب
و سـپس   Aهاي اندودرم اصلي در تيمار بـا اکتيـوين    سلول

انـدودرم   به منظور توليـد . (12)رتينو يک اسيد نرار گرفتند
نيز به محيط كشـت ايـن    سازهاي پانکراس پانکراس و پيش

رشــد  و تکثيــردر نهايــت  و شــداضــافه  bFGFهــا  ســلول
،  10B ي نظيـر يفاکتورهـا واسـطه  ه بسازهاي پانکراس  پيش

1N  گرديد القا نيکوتين آميدو . 
 ،نتايج ميکروسکوپي نشان داد که در گروه مورد مطالعـه     

هـا تشـکيل    پس از مرحلـه اول شـبه اجتماعـاتي از سـلول    
سـلولي بـا    هـاي  ، دسـته  bFGFگرديد که پـس از افـزودن   

 يکديگر تشکيل کلوني داده و با افـزودن فاکتورهـايي نظيـر   
10B ــوتين ــد و نيک ــوني ،آمي ــزر   کل ــا ب ــدند  ه ــر ش در . ت

هـاي تـک    نيـز کـه روي تمـايز سـلول      پيشين  هاي همطالع
CD133هاي  ي خون بند ناف و سلولا هسته

CD34و  +
بـه   +

کلوني و اجتماعات سـلولي  ه، هاي انسوليني انجام شد سلول
 تشـکيل کلـوني  ايـن ترتيـب    به. (25، 11)شده بودمشاهده 

هــاي بنيــادي بــه  تمــايز ســلولتوانــد يكــي از مراحــل  مــي
ايـن امـر بـا     .در نظـر گرفتـه شـود   سـاز   هاي انسولين سلول

ــان  ــدبررســي بي ــه از شــاخص C-انســولين و پپتي ــاي  ك ه
توســط  ،باشــند ســاز مــي هــاي تمايزيافتــه انســولين ســلول

 تحقيق حاضرنتايج . يمي مورد تاييد نرار گرفتشايمنوسيتو
كننـده ايـن دو شـاخص در     هـاي بيـان   نشان داد كـه سـلول  

هـاي   درصـد سـلول  ن مطالعـه،  يدر ا. اند ها وانم شده كلوني

کننـده   هـاي بيـان   سـلول  از درصـد  شتريکننده انسولين ب بيان
نيمـه عمـر    -2: باشـد سه دليـل  تواند به  يبود که م C-پپتيد
ممکـن اسـت    -1 ،از نيمه عمر انسولين کمتر است C-پپتيد

 -3، مقداري از انسولين از محيط کشت جذس شـده باشـد  
هـاي   از درصـد سـلول   C-کننده پپتيد هاي بيان درصد سلول

 . (21، 13)دباش کننده انسولين کمتر بيان
 GLOCAGON  ،2PDX  ،2/4NKX يها ژنبيان  بررسي    
در اين مطالعه حاكي از عدم  RT-PCR توسط INSULINو 

هـاي   هـاي مربـوط بـه مرحلـه آخـر تمـايز سـلول        ژنبيان 
هـا از   تواند به دليل كافي نبـودن سـلول   بود كه ميانسوليني 

ميـزان   نيچن ـ هـم . نظر تعداد براي انجام اين آزمـون باشـد  
هـاي مختلـف از جملـه     بيوسنتز انسولين توسـط مکانيسـم  

 افـــزايش رونويســـي ژن انســـولين، افـــزايش ترجمـــه از
PreproInsulin mRNA  ــبکه و افــــزايش ظرفيــــت شــ

-14)شـوند  انسـولين کنتـرل مـي    ساختبراي  آندوپلاسمي
 ـ  mRNAتخريـب  است کـه   ين در حاليا .(14 ه انسـولين ب

چنين ميزان تجديدپذيري  هم. گيرد طور مستمر صورت مي
Preproinsulin mRNA بالغ پايين استي هاي بتا در سلول. 

کننده انسولين بوده کـه از تخريـب    ترين تنظيم گلوکز اصلي
mRNA ـ. کند ها جلوگيري مي انسولين در سلول   طـوري ه ب

 10انسـولين در غلظـت کـم گلـوکز      mRNAکه نيمه عمـر  
ارش شـده  سـاعت گـز   00ساعت و در غلظت زياد گلوکز 

کارهاي مورد اسـتداده بـراي جلـوگيري از     از راه .(15)است
اسـتداده از   ،هـاي اخيـر   سـال  انسـولين در  mRNAتخريب 
 ـ UTR RNA´3هاي متصل شونده به منطقـه   پروتئين نـام  ه ب

Polypyrimidine tract-binding protein (PTB)   براي ثبـوت
RNA (10)باشد مي.  
هاي تمايزيافته در  سلول نتايج حاصل از سنجش فعاليت    

گلـوكز نيـز نشـان داد كـه ايـن       هـاي مختلـف   برابر غلظت
هـاي متدـاوت گلـوكز و     ها نادر به شناسـايي غلظـت   سلول

به اين معنـا كـه    ،باشند آن نمي ايجاد پاسخ مناسب در برابر
هاي تمايز يافته در غلظـت   مقدار انسولين ترشحي در سلول

کـه   ،مولار گلـوکز بـود   يليم 10مولار گلوکز بيش از  ميلي 5
 :باشدلايل زير تواند به د له ميااين مس

هـاي تمايزيافتـه داراي عملکـرد طبيعـي نيسـتند و       سلول -
 هاي مختلف گلوکز انسولين  ند متناسب با غلظتـتوان نمي
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 .ترشح کنند
ــت    - ــده در غلظـ ــولين آزاد شـ ــي از انسـ  10و  5بخشـ

باشـند   انسولين جذس شده از محيط کشت مي ،مولار ميلي
  .اند و توسط سلول و در پاسخ به گلوکز ساخته نشده

ايـن محـدوديت از    رفـم بـراي  گردد كه  لذا پيشنهاد مي    
را شناسـايي    C-که اختصاصاً پپتيـد  شودهايي استداده  کيت
دار کـرده   که انسولين مورد استداده را نشان کنند و يا اين مي

نابـل   ،شـود  سوليني که توسط خود سلول ساخته ميتا از ان
هم چنين براي بهبود نتايج حاصل از تمـايز  . تشخيص باشد

انجـام  سـاز در محـيط آزمايشـگاه،     هـاي انسـولين   به سلول
Quantitive Real Time PCR هاي دخيل در تکوين  براي ژن

هاي حاصـل   پانکراس در مقاطم زماني متعدد، تزريق سلول
هـاي حيـواني جهـت بررسـي      مطالعه به مدل از گروه مورد

 -بررسي محتواي پروتئين انسولين و پپتيـد ، سطح نند خون
C تر کردن  يانجام تمايز با طولانو تمايزيافته  يها در سلول

 .رسد يضروري به نظر م يتيمار هر فاکتور القاي
 

 گيري     نتيجه
CD133هـاي   نتايج اين مطالعه که با هدف تمايز سلول    

+ 
مثبت مشتق از خون بند ناف انسان انجام گرفـت نشـان داد   

CD133هاي  که سلول
مثبت مشتق از خون بند ناف انسـان   +
هـاي توليدکننـده    توانايي تمايز بـه سـلول   ،در روشي کوتاه
 .هستندانسولين را دارا 

ط کشـت  يدر مح C - دياست که وجود پپت ين در حاليا    
 هـاي  ژن .سـلول اسـت   ن در داخـل ياز سـنتز انسـول   يحاک

مشاهده هاي انسوليني حاصل  سلول در تمايزي مراحل آخر
هاي انسوليني تمايزيافته به تيمار بـا   چنين سلول هم .دينگرد

را ترشـح   هاي مختلف گلوکز پاسخ نداده و انسولين غلظت
دهنــده آن اســت كــه  همــه ايــن نتــايج نشــان .کردنــد ينمــ

CD133هاي  سلول
در محيط آزمايشـگاه نـادر بـه شـروع      +

باشند، اما بـراي   ين ميکننده انسول ترشح يها تمايز به سلول
ازمنـد بـه   ين ،کننده انسولين هاي فعال ترشح رسيدن به سلول

 . باشند هايي از محيط زنده مي سيگنال
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Abstract 
Background and Objectives 

The production of a sufficient number of pancreatic endocrine cells that function similarly to 

primary islets is one of the methods in treatment of diabetes.  The CD133
+
 cells derived from 

cord blood (UCB-CD133) express some embryo specific markers such as SSEA-4 and OCT4 

and so it can be a candidate for differentiation into insulin secreting cells. Therefore, here we 

attempt to determine the differentiation potential of UCB-CD133
+
 cells into insulin secreting 

cells in vitro. 

 

Materials and Methods 

UCB-CD133+ cells were isolated by MACS and differentiated into insulin secreting cells 

using the medium containing DMEM/F12,  bFGF, Nicotinamid, and supplement B27 N2 for 9 

days. The expression of insulin and c-peptide protein was detected by immonocytochemistry. 

The expression of insulin, Nkx6.1, Pdx1, and Glocagon genes was analyzed by RT-PCR; 

ELISA was performed to analysis the function of differentiated cells in different glucose 

concentrations (5 and 27 mM).  

 

Results 

Our results determined that UCB-CD133
+
 cells expressed insulin and c-peptide at protein level 

after 9 days of culture. However, the insulin, Nkx6.1, Pdx1, and Glocagon genes were not 

detected in differentiated cells and they could not respond to different concentrations of 

glucose.  

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                          

Conclusions 

We suggested that UCB-CD133
+
 cells can differentiate into insulin secreting cells in vitro; 

however, they are not functional and need to receive more signals in vivo.  
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