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 سلولي و مولكولي پيش سازهاي اندوتليال خون محيطي پس از جداسازي بررسي  

 ن و الكتروپوريشن شها با دو روش ليپوفك انتخابي و مقايسه ترانسفكشن آن
 

 4آساهارا تاكا يوكيدكتر  ، 3عرفان محمدباقر خادم ،2نژاد محمدرضا باغبان اسلاميدكتر  ،1فردين فتحيدكتر 

 
 هچكيد

 هدف سابقه و 
هاي  ها قابليت متمايز شدن به سلول هاي پيش ساز بوده كه اين سلول اي از سلول مغز استخوان بالغين حاوي رده

 هاي همطالع. شود مي  گفته (EPC)ساز اندوتليال هاي پيش سلول ،ها اين سلول به .باشند اندوتليال بالغ را دارا مي
. است هاي ايسكميك شروع شده توليد عروق جديد در ارگانجهت  EPCهاي  كارگيري سلول باليني به منظور به

از خون محيطي انسان جداسازي شده و با استفاده از روش ليپوفكشن  EPCهاي  در اين پژوهش سلول
 . ترانسفكت شدند

 ها مواد و روش 
سپس در  اي از خون محيطي جداسازي شده هسته هاي تك كل سلول ابتدا. مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود

 ،در روز هفتم. كشت داده شدند ،هاي پوشيده شده با فيبرونكتين هاي اندوتليال و ديش محيط كشت پايه سلول
هاي  يابيزتريپسينيزه كرده و از ار ،ودندها قادر به رشد و تكثير ب هايي را كه از طريق اتصال به كف ديش سلول

سپس دو روش الكتروپوريشن و . ها استفاده شد   يالي آنجهت تأييد ماهيت اندوتل ،ايمونوسيتوشيمي و مولكولي
 . شدگرفته  كار ها به كشن آنفليپوفكشن جهت ترانس

 ها  يافته
هاي جداسازي شده برر روي سرطوپ پوشريده شرده برا       دست آمده از اين پژوهش نشان داد كه سلول نتايج به

 AC-DIL (Acetylated low densityبه جرب    كنند و در روز هفتم علاوه بر اين كه قادر فيبرونكتين رشد مي

lipoproteins)  هاي  ژن ،هستندCD31، CD34، KDR  ،VECAM-1 و Tie-1    شران بره    را بيان نمروده و پاسر
ها با استفاده از روش  همچنين سلول. و لكتين مثبت است CD31  ،CD34  ،KDRهاي  ژن بادي بر عليه آنتي آنتي

 . ليپوفكشن ترانسفكت شدند
 يجه گيري نت

هاي مورد مطالعه را  ژن ،انساني در روز هفتم EPCهاي  توان نتيجه گرفت كه سلول هاي اين پژوهش مي از يافته
 . شوند ها با استفاده از روش ليپوفكشن هر چند با كارايي پايين ترانسفكت مي كنند و اين سلول بيان مي

 الكتروپوريشن ،فكتينليپو ي،جدا ساز ، هاي پيش ساز اندوتليال سلول  :كليدي كلمات
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 مقدمه
نظيري از  خون محيطي بزرگسالان حاوي رده سلولي بي

هـاي   باشد كـه ويژگـي   هاي مشتق از مغز استخوان مي سلول
 Embryonal)ي جنينــي هــا هــا مشــابه بــا آنژيوب ســت آن

angioblasts )ها داراي قابليت تكثيـر و   اين سلول(. 0)است
هـاي   هـاي انـدوتليال بـالو بـوده و سـلول      تمايز بـه سـلول  

 (EPC:Endotelial progenitor cells)سـاز انـدوتليال    پـيش 
كه اخيراً بـر روي   هايي هنتايج مطالع(. 2-8)  شوند ناميده مي

اسـت پيشـنداد      ي انجـام شـده  نمونه هاي انسـاني و حيـوان  
ــد كــه  مــي ــدوتليال  ســلولكن ــيش ســاز ان ــايي  هــاي پ توان

هاي ايسـكمي  را   رفته به ارگان بازگرداندن فعاليت از دست
احتمالًا از طريـق القـا و تعـديل    عمل باشند كه اين  دارا مي
در نواحي با اكسـيژن پـايين    سنزيژو آنژيو ژنزيسواسكولو

ياليزاسـيون مجـدد در عـروق    و يا از طريق تحريـ  اندوتل 
 ساز اندوتليال پيش هاي سلول(. 0)شود آسيب ديده انجام مي

موجود در گردش خون محيطـي بـراي اولـين بـار توسـ       
جداسـازي و توصـيف    0996آساهارا و همكاران در سـال  

CD34هـاي   اين محققين توانسـتند سـلول  (. 5)شدند
را از  +

هاي مغناطيسـي  كروبيـد يمخون محيطي انسان با استفاده از 
ها بر روي سـطو  پوشـش داده    اين سلول. جداسازي كنند

هـايي بـا ويژگـي     شده با فيبرونكتين رشد كرده و به سـلول 
در طي  ،چند سال بعد(. 5)هاي اندوتليال تبديل شدند سلول
سـه مـاركر كشـف شـد كـه قـادر بـه         ،جداگانه هاي همطالع

ــلول ــايي س ــيش شناس ــاي پ ــردي   ه ــدوتليال عملك ــاز ان س
هاي موجود در گردش خون محيطـي  EPC. (1-9)باشند يم

كننـد   انواع مختلفي از ماركرها را با شدت مختلف بيان مـي 
از  ،باشـند  كه اين ماركرها مختص رده سلولي اندوتليالي مي

ــه آن ــي  جمل ــا م ــه   ه ــوان ب -PECAM-1 ، VE (CD31)ت

cadherin  وVon-Willbrand factor ، eNOS 

(Endothelial nitric oxide synthase) ، E-selectin و  
Tie-1 هـاي كـ     همچنين ليپوپروتئين (.0، 5، 01)اشاره كرد

كرده و  (Incorporation) را اينكورپورتچگال استيله شده 
 Ulexعنـوان مثـال    بـه )به لكتـين ويـژه سـلول انـدوتليالي     

europaeus agglutinin-1)  ــي ــل م ــوند  متص (. 00، 02)ش
سـاز   پـيش  هـاي  اسازي سلولمعمولًا از دو روش جدت جد

ي و خـون بنـد   ـون محيط ــخ ،وانـز استخـاز مغ اندوتليال

هـا بـا    روش اول جداسـازي سـلول   .شـود  يم ـناف استفاده 
 ــب استفاده از آنتي اي ـه ـ ژن يـي از آنت ــه يك ــر علي ــادي ب

CD133، CD34  وKDR  ر ـل تكثيـــــروش دوم شامــــو
هـاي تـ     كل سلول (Ex vivo expansion)اهي ـايشگـآزم

  (.03)باشد مياي  هسته
كــه بــا اســتفاده از روش تكثيــر آزمايشــگاهي  هنگــامي

تـا روز   ،شـوند  ساز اندوتليال جداسازي مي هاي پيش سلول
سـاز انـدوتليال از طريـق     هاي پـيش  هفت  تقريباً تمام سلول
هاي پوشيده شده با فيبرونكتين از ساير  اتصال به كف ديش

بـه منظـور تيييـد ماهيـت      لـذا . گردنـد  هـا جـدا مـي    سلول
ها در  ارزيابي سلولي و مولكولي آن ،ها اندوتليالي اين سلول
همچنـين بـا توجـه بـه     . رسـد  نظرمـي  روز هفت  ضروري به

ها در امر سلول درماني و  اهميت باليني بالايي كه اين سلول
هاي معمـول   كه بتوان با روش در صورتي ،ژن درماني دارند

هاي درماني مدمـي نظيـر    را با ژن ها اين سلول ،ترانسفكشن
VEGF هـا افـزوده خواهـد    بر اهميت باليني آن ،همراه كرد 
در همين راستا ايواگورو و همكاران توانستند . (08، 05)شد

بــا  ســاز انــدوتليال پــيش هــاي پــس از ترانسفكشــن ســلول
هـا   و تزريق اين سـلول  VEGF-164آدنوويروس حامل ژن 

 ـ هـ  توليـد    ،دام در مـوش به مدل آزمايشگاهي ايسكمي ان
در محل ضـايعه  عروق جديد و ه  افزايش جريان خون را 

انجـام شـده    هـاي  هبا مروري بر مطالع ـ (.01)بدبود ببخشند
مشخص شد كه تاكنون گزارشي در حد ي  مقاله كامل در 

هاي معمول ترانسفكشن نظيـر   كارگيري ساير روش مورد به
هـاي   به سـلول الكتروپوريشن و ليپوفكشن جدت انتقال ژن 

در  زمينـه در همـين  . منتشر نشده اسـت ساز اندوتليال  پيش
سـاز انـدوتليال انسـان      هاي پيش پژوهش حاضر ابتدا سلول

(hEPC)      را از خون محيطي جـدا سـازي نمـوده و پـس از
هاي اندوتليال  ژن اختصاصي سلول آنتي 8ژن و  5تيييد بيان 

ت انتقـال  به منظور يافتن روشي مناسب جد ـ ،در روز هفت 
ــه ايــن ســلول ــايي روش ،هــا ژن ب هــاي ليپوفكشــن و  توان

هـا مـورد ارزيـابي قـرار      الكتروپوريشن در ترانسفكشـن آن 
  .گرفت

 
 ها مواد و روش

 . مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
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از انـدوتليال از خـون محيطـي    س هاي پيش جداسازي سلول
 :انسان
ســاز  هــاي پــيش ي ســلولهــا جدــت جداســازي ســلول    

اي از خـون   هسته ت  هاي ل سلولـدا كـابت، اندوتليال انسان
ميلي ليتـر خـون    011 ،منظور به اين. شد سازيمحيطي جدا

يري از وريـد مـدين كوبيتـال ناحيـه     گبه روش معمول خون
 51هاي فـالكون   و لوله G21آرنج با استفاده از ي  سرنگ 

مينـار  آوري شده و ب فاصله به زير هـود لا  ليتري جمع ميلي
 . منتقل شدند

 گيري هيســـتوپ كـــار از ســـانتريفوژ مبتنـــي بـــر بـــه    
166/0(Density-gradient centrifugation with 

histopag) اي استفاده هسته هاي ت  جدت جداسازي سلول 
بـا   EGM2(Cambrex)ها در محي  كشت  سلولسپس . شد 

اي  هاي كشت شـش خانـه   ديش دردر خانه  0*016غلظت 
كشت داده  (Falcon)بودند شده يبرونكتين پوشش دادهكه با ف
عنــوان روز صــفر در نظــر  روز جداســازي بــه (.03)شــدند
ها پاساژ  سلول ،هفت  و ده  ،شد و در روزهاي چدارم گرفته
 . شدند  داده

 :ها هاي مورفولوژي  و ايمونوسيتوشيمي سلول ارزيابي

معكــوس جدــت  پدر طــول آزمــايش از ميكروســكو
ــابي مو -Dil-Ac. هــا اســتفاده شــد رفولوژيــ  ســلولارزي

(Biomedical Technologi Inc.) LDL با غلظت μg/ml01 
 Fluorescein Griffonia)بــادي بــر عليــه لكتــين  و آنتــي

simplicifolia Lectin I, Vector laboratory)   بـا غلظـت 
g/mlμ5 كه كونژوگه بهFITC  بـه منظـور    .بود استفاده شـد

هـا   در روز هفـت  سـلول   ،ها مي سلولارزيابي ايمونوسيتوشي
دقيقه در دماي اتاق با استفاده از متانول با دمـاي   6به مدت 

21- (Merck) هـاي اوليـه    بـادي  سـپس آنتـي  . فيكس شدند

(Dako,mouse anti human) CD31   بــا غلظــت
40
1، 

(Dako,mouse anti human) CD34  بــا غلظــت
50
بــه  1

 Dako,mouse)بادي اوليـه بـر عليـه     ساعت و آنتي 2مدت  

KDR anti human)  با غلظت
100
آور نايـت  به صـورت   1

(Overnight) هاي ثانويـه   بادي آنتي. ها اعمال شدند به سلول

جدـت   cy3(Chemicon, Donkey anti mouse)متصـل بـه   

با غلظت  KDRو  CD31بادي بر عليه  اتصال به آنتي
100
1 

  Jackson, Goat anti FITCبادي ثانويه متصـل بـه    و آنتي

(mouse)   بـادي بـر عليـه     جدت اتصال بـه آنتـيCD34   بـا

غلظت 
100
ها  ل به مدت ي  ساعت در دماي اتاق به سلو 1
لازم به ذكر است كه ايمونوسيتوشـيمي بـراي   . اعمال شدند

زمـان بـر روي    صورت ه  به CD34و  CD31هاي  بادي نتيآ
 Double)آميـزي دوگانـه    هاي مشابدي به شكل رنگ سلول

Staining) بادي اوليـه ضـد    كه ابتدا آنتي طوري به ،انجام شد
CD34 ، بــادي ثانويــه بــر عليــه آن و پــس از  ســپس آنتــي

و سـپس   CD31بادي اوليه ضـد   ها از آنتي شستشوي سلول
پـس از شستشـوي   . ثانويه بر عليه آن استفاده شد بادي آنتي
كه همـراه آن    Vector hard setاز  ،ها با بافر فسفات سلول

جدـت ماونـت كـردن     ،ه  موجود بـود  (Dapi)رنگ داپي 
ــلول ــلول   س ــاً س ــد و ندايت ــتفاده ش ــا اس ــ    ه ــه كم ــا ب ه

 . ميكروسكوپ فلورسنت مطالعه و عكسبرداري شدند
  : RT-PCRبررسي 
هـاي مـورد مطالعـه     جدت تيييـد بيـان ژن   RT-PCRاز 

به اين ترتيب كه ابتدا بـا اسـتفاده از   (. 0جدول)استفاده شد 
هـايي كـه در روز    از سـلول  راكـل   RNA ،محلول ايـزوژن 

 DNase، از آنزي  هفت  آزمايش قرار داشتند استخراج نموده
جدـت   .حذف احتمالي آلودگي ژنـومي اسـتفاده شـد    براي

ــه مــورد ن mRNAتبــديل  از كيــت پرومگــا،  cDNAظــر ب
 AMV reverse transcriptaseو آنــزي   oligodT آغــازگر

ميكروليتـر   21در حجـ  ندـايي    RTواكـنش  . استفاده شـد 
ساير مواد لازم جدت انجام واكنش شامل بافر . انجام گرفت

بيسـت   MgCl2ده ميلي مولار ،  dNTP، مخلوط x01تكثير 
 RNase(RNasin)آنـزي   و پنج ميلي مولار ، ممانعت كننده 

، واكـنش   cDNAپس از تديـه  . و آب عاري از نوكلئاز بود
PCR   از كيـت  . جدت تكثير قطعه مورد نظر انجـام گرفـت

جدت انجـام واكـنش    (Ampli Taq Gold)آمپلي ت  گولد 
PCR  ــد ــتفاده ش ــنش . اس ــايي   PCRواك ــ  ند  51در حج

عـ وه بـر    ميكروليتر انجام شد و جدت تديه حج  مـذكور 
DNA  الگو(  محصول واكـنشRT )،    از بـافر تكثيـرx01 ، 
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 DNAآنــزي   ،بيسـت و پــنج ميلـي مـولار    dNTPمخلـوط  
بيست و پـنج ميلـي    MgCl2 ، (Ampli Taq Gold)مراز  پلي
 (Forward)بالا دست  آغازگري از نوكلئاز و رب عاآ ،مولار

اسـتفاده   0با مشخصات جدول  ، (Reverse)و پايين دست 
اده ساختن حجـ  مـورد نظـر جدـت انجـام      پس از آم. شد

مطـابق دسـتورالعمل كيـت بـا يـ        PCRنش ك ـوا ،واكنش
درجـه   95دقيقه در دماي  5مرحله پره انكوباسيون به مدت 

 95ثانيـه در دمـاي    85ناتوراسـيون  دبا شـراي   . شروع شد
 آغـازگر ثانيه بسته به نوع  Annealing 31 ،گراد درجه سانتي
دقيقـه   Extention 0گراد و  انتيدرجه س 51-11در دماهاي 
تعـداد سـيكل   . گراد انجام گرفـت  درجه سانتي 62در دماي 

ندايي به صورت پـنج دقيقـه    Extentionي  سيكل  ،بار31
 . شد  گراد در نظر گرفته درجه سانتي 62در 

ميكروليتـر از محصـول واكـنش     5 ،بعد از اتمام واكنش
PCR  ررسي شددرصد ب 5/0توس  الكتروفورز ژل آگارز . 
 آغازگرهـاي ها مطالعه شد به همراه  هايي كه بيان آن ژن

آورده  0مورد استفاده در ايـن پـژوهش در جـدول شـماره     
عنـوان كنتـرل داخلـي و سـاير      بـه  GAPDHژن . است شده
سـاز   پـيش  هـاي  هاي اختصاصي سـلول  ها به صورت ژن ژن

 . مورد مطالعه قرار گرفتند اندوتليال
 

 (F)ي بالادست آغازگرهاا و توالي مربوط به ه اسامي ژن :1جدول 
 كه در اين پژوهش استفاده شدند (R)و پايين دستي 

 
 نام ژن آغازگرنام  آغازگرتوالي 

5'GCCCCAGCAAGAGCACAAGA 3' humanGAPDH-F GAPDH 
5'TAGGCCCCTCCCCTCTTCAA 3' humanGAPDH-R  
5'AGGACATCCATGTTCCGAGA3' h CD31-F CD31 
5'TGAACCGTGTCTTCAGGTTG3' h CD31-R  
5'TGAGCCTCTCACCTGTACTC3' h CD34-F CD34 
5'AGGAGCTGATCTGGGCTATG3' h CD34-R  
5'CCCTGCCGTGTTGAAGAGTT3' h KDR/fik-1-F KDR/fik-1 
5'GGACAGGGGGAAGAACAAAA3' h KDR/fik-1-R  
5'AGAAATGCCCATCTATGTCC3' VCAM1-F VCAM1 
5'CGGCATCTTTACAAAACCTG3' VCAM1-R  
5'GCAAACTCTGCTGTCTAACC3' Tie1-F Tie1 
5'GGATGCCCAGGATAGCTATG3' Tie1-R  

 
 (Transient transfection)ترانســفكت كـــردن مــوقتي    

 :شده با وكتور پ سميدي داده هاي كشت سلول
در اين پژوهش در روز هفت  از دو روش ليپوفكشـن و  

. شـد  هـا اسـتفاده   الكتروپوريشن جدت ترانسفكشـن سـلول  

 Gene pulser IIدسـتگاه   ،هـا  جدت الكتروپوريشـن سـلول  
 5پارامترهـاي دسـتگاه در   . شـد   كار گرفتـه  كمپاني بيوراد به

ــه  ــوالي ب ــايش مت  ،F351) ،(F351، V511)صــورت  آزم
V811)،  (F 351، V311)، (F 251 ،  V511) (μF251 ،
V251 )  همچنين در . شده و الكتروپوريشن انجام شد تنظي

 F)صـورت   هاي جداگانه ديگري پارامترهـا را بـه   آزمايش
351 ،V 511)، (F 251، V251 ) نمـوده و ب فاصـله    تنظي

بـه   DNAهـا و   كيووت حامل سلول ،قبل از الكتروپوريشن
ها هر  در كليه آزمايش. انكوبه شد دقيقه بر روي يخ 0مدت 

ــدار   ــار مق ــميد   31ب ــرم از پ س -pCAG-IRES2ميكروگ

VENUSnucmem no NotI 262 ( ايـــن پ ســـميد از
وابسـته بـه    CDBواقـع در   سـل  بيولـوژي اسـت    آزمايشگاه

 كــه حامــل ژن پــروتئين (ژاپــن تديــه شــد Rikenســه مؤس
ــنت زرد  ــود  (Yellow Flurescent protein)فلورسـ بـ

هـا بـه محـي      سـلول  ،شد و پس از الكتروپوريشـن  استفاده
بعـد از  . درجـه منتقـل شـدند    36دار بـا دمـاي    كشت سـرم 
وســيله  بــه YFPســاعت بيــان موقــت  62الــي  28گذشــت 

 . ررسي شدب (زايس)وسكوپ معكوس فلورسنتميكر
ــن ــاخت    ،در روش ليپوفكش ــاتيوني س ــدهاي ك از ليپي
ليپوفكشن مطابق بـا پروتكـل    28. شد شركت كياژن استفاده

طـور   به. انجام شد Superfect transfection reagentهمراه 
ــه ــن   28 ،خ ص ــل از ترانسفكش ــاعت قب ــ )س ( روز شش

و شمارش سلولي انجام شد  هسوسپانسيون سلولي تديه شد
خانـه   8سلول بـه هـر خانـه از اسـ يدهاي      2* 018تعداد 

ــد    ــل ش ــرونكتين منتق ــا فيب ــده ب ــش داده ش در روز . پوش
ــت )ترانسفكشــن  ــا نســبت ( روز هف ــاي  از ليپوفكشــن ب ه

 DNAكه ميزان  طوري ميكروليتر استفاده شد به 4و6،1،5،8،3
سـاعت بعـد    62تا  28. بود gμ0پ سميدي در هر آزمايش 

هـا بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ      لسلو ،از انجام ليپوفكشن
 . فلورسنت معكوس مطالعه شدند

 
 ها يافته

ــه ــايج ب ــده  دســت نت ــژوهش نشــان داد در  آم ــن پ از اي
اي موجــود در خــون  هــاي تــ  هســته كــه ســلول صــورتي
هـاي پوشـش    پس از جداسازي از خون در ظـرف  ،محيطي

كشـت داده   EGM2داده شده با فيبرونكتين و محي  كشت 
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هـاي   ها كه همان سلول يج بخشي از اين سلولتدر به ،شوند
باشند شروع  ساز اندوتليال موجود در خون محيطي مي پيش

كه  طوري كنند به به چسبيدن به كف ظرف نموده و رشد مي
 هاي ساز اندوتليال از ساير سلول هاي پيش ه تدريج سلولـب

 (. 0شكل)دنشو مياي جدا  هسته ت 
 

هاي  از مراحل كشت سلول تصاوير ميكروسكوپ نوري: 1شكل 
hEPC (نمايي  بزرگx 222) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A :در روز چهارم، بخشري از   رهاي منونوكلئا تصويري از كل سلول
فيبرونكتين رشرد  ل به سطوپ پوشيده شده با اها از طريق اتص سلول

روز  4كشت داده شده، پرس از   رهاي منونوكلئا كرده و ساير سلول
 . اند هنوز به شكل معلق در محيط كشت باقي مانده

B :هاي  تصوير سلولhEPC  هرا   در روز هشتم، بر تعداد اين سرلول
 .نسبت به روز چهارم افزوده شده است

منظــور تيييــد فنوتيــت انــدوتليالي و ارزيــابي       هبـ ـ
از  ،6هاي جداسـازي شـده در روز    ونوسيتوشيمي سلولايم

 ،CD31 ، لكتـين  هـاي  بـادي  و نيز آنتـي  Dil-Ac-LDLماده 
CD34  وKDR ــورد  يكــي از روش. اســتفاده شــد ــاي م ه

 ،هايي بـا ويژگـي انـدوتليالي    استفاده جدت تشخيص سلول
. اسـت  Dil-Ac-LDLهـا در جـذب    ارزيابي توانايي سـلول 
وپروتئين است كه با ماده فلورسـنت  ماده مذكور ي  نوع ليپ

Dil ًهـايي بـا    وسيله رده سلول به كونژوگه شده و اختصاصا
هـايي   تقريباً تمامي سـلول . شود ماهيت اندوتليالي جذب مي

-Dilكه جدت ارزيابي استفاده شدند داراي توانايي جـذب  

Ac-LDL طـور   هـايي كـه بـه    همچنـين تمـام سـلول   . بودند
-Dil-Acرزيابي به كمـ  لكتـين و   ها ا زمان بر روي آن ه 

LDL شان در مقايسه با گـروه كنتـرل    پاسخ ،صورت گرفت
-Dilهـايي كـه    كه سلول طوري به (.2شكل )منفي مثبت بود

Ac-LDL ور ـدليل حض هـب  ،رده بودندــرا جذب كDil  در 
 

در روز هفرتم   hEPCهراي   تصاوير مربوط بره سرلول  : 2شكل 
درصرد   122دهرد كره تيريبرا      مري  نشران : A، (x 222نمايي  بزرگ)

: B. انرد  را اينكورپوريرت كررده   Ac-dilهاي جداسازي شرده   سلول
بادي برر عليره    دهد كه واكنششان به آنتي ها را نشان مي همان سلول

 Dapiدهد كه با  ها را نشان مي هسته سلول: C. است لكتين مثبت شده
روسركوپ  هاي قبلي است كه برا ميك  تصوير سلول: D. اند رنگ شده

 .است فاز كنتراست مشاهده شده
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
بـا فيلتـر    ،ها كه ي  ماده فلورسنت با رنگ قرمـز اسـت   آن

Texaz-red هـا   هايي كه لكتين بـه آن  به رنگ قرمز و سلول
كونژوگه به رنگ فلورسنت سبز بـود   چون ،بود  متصل شده
كه در شـكل   طوري همان .قابل مشاهده بودند FITCبا فيلتر 

B-2 ها بـه لكتـين مثبـت     پاسخ تمامي سلول ،شود ديده مي
در گـروه  . هـ  بودنـد   Dil-Ac-LDLبود و قادر به جـذب  

هـا   و لكتين جدت ارزيابي آن Dil-Ac-LDLكنترل منفي از 
 ،هاي گـروه آزمـايش   ابه بقيه سلولاستفاده نشده بود اما مش
گونـه سـيگنال    هـي   ،ها انجـام شـد   ساير مراحل بر روي آن

همچنـين  . ها مشـاهده نشـد   فلورسنت قرمز يا سبزي در آن
زمان  ه طور  و يا به KDRبادي  وسيله آنتي هايي كه به سلول

تحـــت ارزيـــابي  CD34و  CD31هــاي   بـــادي بــا آنتـــي 
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ــت  ــر مس ــه روش غي ــيمي ب ــد،  قي ايمونوسيتوش ــرار گرفتن ق
هـاي اوليـه و ثانويـه مثبـت بـود       بـادي  شـان بـه آنتـي    پاسخ
هاي    بـادي ثانويـه ، بـا فيلتـر     كه بسته به نوع آنتـي  طوري  به

Texaz-red  بيFITC  كـه در   در حـالي . قابل مشاهده بودنـد
   بـادي اوليـه اسـتفاده    ها از آنتـي  گروه كنترل منفي كه در آن

هـاي   شكل)رسنتي مشاهده نشدال فلوـه سيگنـگون هي  ،شد
 (. 8و  3
 

( x222نمرايي   زرگرب) hEPCهاي  ايمونوسيتوشيمي سلول: 3شكل 
A :دهرد كره    هاي انردوتليال پروژنيترور را نشران مري     تصوير سلول

تصروير  : B. است مثبت شده CD31بادي بر عليه  شان به آنتي واكنش
شران بره    شدهد كه واكرن  هاي اندوتليال پروژنيتور را نشان مي سلول
ها را نشران   هسته سلول: C. است مثبت شده CD34بادي بر عليه  آنتي
و  Aنتيجه ميكس شدن تصاوير : D. اند رنگ شدهداپي دهد كه با  مي
B دهرد  را نشان مي .E :  هراي قبلري اسرت كره برا       تصروير سرلول

 . است  ميكروسكوپ فاز كنتراست مشاهده شده
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(. x 222نمرايي   بزرگ) hEPCهاي  ايمونوسيتوشيمي سلول: 4شكل 
A :دهرد كره    هاي انردوتليال پروژنيترور را نشران مري     تصوير سلول

است و   مثبت شده FLK-1يا  KDRبادي بر عليه  شان به آنتي واكنش
هرا را نشران    همران سرلول  : B. اسرت  رنگ شدهداپي ها با  هسته آن

. اسرت   ا ميكروسكوپ فاز كنتراست مشاهده شرده ره برد كرده يرم
C :هاي اندوتليال پروژنيتور را در گروه كنتررل منفري    تصوير سلول

بادي ثانويه منفي بوده و هسرته   شان به آنتي دهد كه واكنش نشان مي
هاي قبلي است كه برا   تصوير سلول :D. است رنگ شدهداپي ها با  آن

 .است  ميكروسكوپ فاز كنتراست مشاهده شده
 
 
 
 
 
 
 
 
 

در  ،هاي مورفولوژي  و ايمونوسيتوشـيمي  ع وه بر ارزيابي
ــان   ــت  بي ــلول  1روز هف ــي س ــاي  ژن اختصاص در  EPCه

مـورد ارزيـابي    RT-PCRبه روش  ،هاي مورد مطالعه سلول
انـدازه بانـدهاي   . شــد  هـا تــاييد   قرار گرفـت و بيــان آن 

 ،( bp 564 =CD31) ژن مورد مطالعه به ترتيـب  5مربوط به 
(bp 209=CD34)(bp181 =KDR)،(bp 171 =VECAM-1) 
صـورت   كه به GAPDHواندازه باند ژن  (bp171 =Tie-1)و 

 (.5شكل)بود  bp038 ،كنترل داخلي استفاده شد
 

برا   (hEPC)ني هاي اندوتليال پروژنيتور انسرا  تصوير سلول: 8شكل 
 xنمرايي   برزرگ )ميكروسكوپ معكوس فلورسنت و فاز كنتراسرت  

222) ،A :هاي فلورسنت در بررسي با فيلتر  سلولYFP  به رنگ زرد
همان ميدان كه با ميكروسركوپ فراز كنتراسرت    : B. شوند ديده مي

 YFPهراي ترانسرفكت شرده برا      پيكان به سلول. است  مشاهده شده
ها ترانسفكت نشده و لبا هنگام مشاهده برا   لكند ساير سلو اشاره مي

 . شوند ميكروسكوپ معكوس فلورسنت ديده نمي
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هاي الكتروپوريشن و ليپوفكشـن   كارگيري روش نتايج به    
بـا اسـتفاده از    ساز اندوتليال پيش هاي در ترانسفكشن سلول

در هنگـام اسـتفاده از   . ميكروسكوپ فلورسنت ارزيابي شد
ــن ــتر از   ،الكتروپوريش ــوارد بيش ــام م ــد از  91در تم درص

مانـده   هاي باقي كدام از سلول ها از بين رفته و در هي  سلول
مشـاهده نشـد امـا در هنگـام اســتفاده از      YGFPهـ  بيـان   

ميكروليتـر   5هـاي بيشـتر از    ليپوفكشن اگر چـه در غلظـت  
ــي   ــزايش مـ ــلولي افـ ــرل سـ ــا در دوز   مـ ــت امـ  1يافـ

حدود يـ    ،وگرم پ سميد ميكر 0ميكروليترليپوفكتامين و 
گـر   ها ترانسفكت شـده و بيـان ژن گـزارش    درصد از سلول

 .(1شكل )ها مشاهده شد پروتئين فلورسنت زرد در آن
 

هاي  هاي اندوتليال و سلول ژن مختص سلول 8بررسي بيان : 6شكل 
 RT-PCRخوني به روش 

 M :آن  دهد كه اندازه بانردهاي  ماركر به كار گرفته شده را نشان مي
هاي بعدي به ترتيب مربوط به بيران   رديف. باشد مي 100bpهركدام 

، (CD31 = 578 bp)، (CD 34 = 219 bp)، (GAPDH=139bp)هاي  ژن
(KDR = 180 bp) ، (VECAM-1=375bp) و(Tie-1=173bp)  كرره

 . استفاده شد
 

 
 
 
 
 

 بحث
هـاي   سـلول  از نقطـه نظـر شناسـايي    نتايج اين پژوهش

ز اهميت بوده و بـه ويـژه   يحااندوتليال ساز  هاي پيش سلول
بـه روش تكثيـر    پيش ساز انـدوتليال  هاي كه سلول هنگامي

ييـد فنوتيـت و   اشـوند جدـت ت   آزمايشگاهي جداسازي مي
تا قبـل از سـال   . باشد ها قابل استفاده مي سلولاين ژنوتيت 
و همكاران توانستند   آساهاراكه براي اولين بار  زماني 0996
 ،را از خون محيطي انسان جداسازي كننـد  EPCهاي  سلول

هـاي انـدوتليال    باور بر اين بود كه بعد از تولد توليد سلول
 مدــاجرت و تغييــر شــكل ،جديــد فقــ  از طريــق تكثيــر 

ــلول ــود    س ــيش موج ــوني از پ ــروق خ ــدوتليال ع ــاي ان ه
فرايندي كه اصط حاً آنژيوژنزيس ناميـده   ،پذير است امكان

حققـين مـذكور نشـان دادنـد كـه      كه م در حالي (.5)شود مي
در . افتـد  مـي  ه  اتفـاق  ،فرايند واسكولوژنزيس بعد از تولد

رخ  نـل جني ـــ ـطي ايـن فراينـد كـه بيشـتر در طـي تكام     
ســاز  هـاي پـيش   عــروق خـوني جنـين از ســلول   ،دهـد  مـي 

از نظـر  (. 5)شـوند   ها حاصـل مـي   اندوتليال يا آنژيوب ست
ــي آنژيوب ســت ــان ژن ماتوپويتيــ  هــاي ه هــا و ســلول بي

(HSCs) ،  كنند كـه   هاي مشابدي را بيان  مي ژن آنتي ،هر دو
و  CD34 ، FLK-1هـاي   ژن توان بـه آنتـي   ها مي از جمله آن

Tie-2 توان حدس زد كـه ايـن    لذا به راحتي مي. اشاره كرد
(. 5، 06)ها از ي  منشاء مشـتر  برخـوردار باشـند     سلول

پويتي  بيان شـده  هاي هماتو در تمام سلول CD34آنتي ژن 
تمايز يافتـه از   هاي هماتوپويتي  كامً  اما بيان آن در سلول

وسـيله   ژن همچنين در سن بلوغ بـه  اين آنتي ،رود دست مي
(. 5)شـود  بيان مي هاي اندوتليال فعال شده بسياري از سلول

FLK-1 اي براي فاكتور رشد  گيرندهVEGF
است كه در هر  

هــاي    اوليــه و ســلولهــاي هماتوپويتيــ دو دســته ســلول
ــي  ــان م ــدوتليال بي ــلول   ان ــان آن در س ــا بي ــود ام ــاي  ش ه

همچنين  FLK-1 .رود تمايز يافته از دست مي هماتوپويتي 
شناخته شده و همولول انساني  VEGFR-2در موش با نام 

و همكـاران بـا تكيـه بـر ايـن      آسـاهارا  (. 5)است KDRآن 
طـي  واقعيت و در جدت اثبات ايـن فرضـيه كـه خـون محي    

هاي اندوتليال  توانند به سلول هايي است كه مي حاوي سلول
CD34هـاي   اقدام به جداسـازي سـلول   ،تمايز پيدا كنند

از  +
FLK-1خون محيطـي انسـان و   

از خـون محيطـي مـوش     +
ها در شراي  خاص آزمايشـگاهي   نموده و پس از كشت آن

 هـا  آن. هاي اندوتليال تمايز دهنـد  ها را به سلول توانستند آن
هـاي شـبه انـدوتليال حاصـل از      براي تيييد فنوتيت سـلول 

CD34هاي  سلول
هـا در   ع وه بر ارزيـابي توانـايي سـلول    +

 ، ecNOSهـاي   بيان ژن ،و اتصال به لكتين  Acl-Dilجذب 
FIK-1/KDR  وCD31 هـا را   را بررسي كرده و بيان اين ژن

هـا همچنـين از    آن. كور مشـاهده كردنـد  هاي مـذ  در سلول
هـاي   بـه مـدل  سـاز انـدوتليال    پـيش هاي  سلولپيوند طريق 

(. 5)ييـد كردنـد  اها را ت ماهيت عملكردي سلول  ،ايسكمي 
 2111شـان در سـال     و همكاران در ادامه تحقيقاتآساهارا 

بـه   سـاز انـدوتليال   پـيش  ايـه ـ ولـازي سلـاقدام به جداس
ــگاهي از خـــون مح ــان يروش تكثيـــر آزمايشـ ــي انسـ طـ
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هاي  كه از طريق پيوند سلول  وه بر اينها ع آن .(03)نمودند
EPC   ــ  ــر آزمايشگاه ــه روش تكثي ــده ب ــازي ش  ،يـجداس
هـاي   بيـان ژن  ،ردندـييد كــاا را تـه ردي آنـت عملكـماهي

VEGFR-2(KDR)، VE-cadherin، CD31 هـاي   ژن و آنتي
CD34، Integrin v3 وCD14 سـاز   پـيش هاي  را در سلول

  (.03)مشاهده كردنداندوتليال 
ــن روش      ــر   در اي ــي ب ــه مبتن ــي ك ــه روش قبل نســبت ب

CD34هاي  جداسازي سلول
هـاي   هـ  تعـداد سـلول    ،بود +

بيشــتري از حجــ  مســاوي از خــون ســاز انــدوتليال  پــيش
( سلول در ميلي ليتر  5/3* 018در مقابل  5/1*018)محيطي 

بعـد از   ،شد و ه  ميزان نئوواسكولاريزاسيون جداسازي مي
بـه نـواحي ايسـكمي      ساز اندوتليال پيش هاي پيوند سلول

هـاي   نتايج اين پژوهش كه در ادامه پژوهش. (03)بودبيشتر 
هاي  منظور شناسايي بيشتر سلول و همكاران به آساهارا قبلي

EPC   حاصــل از روش تكثيــر آزمايشــگاهي و نيــز جدــت
هـا   يابي به روشي مناسـب بـراي ترانسفكشـن سـلول     دست
 ،CD31هـاي   تيييـد بيـان ژن   ريزي شـد از نقطـه نظـر    طر 

CD34، KDR  و جذبلكتين و توانايي اتصال به Acl-Dil، 
هاي جداسازي شده مشـابه مطالعـه    ماهيت اندوتليالي سلول

ها  و از نقطه نظر بيان ژن 0996و همكاران در سال آساهارا 
 و EGFR-2(KDR) ، VE-cadherin ، CD31 ژنداي  يا آنتي
CD34    و همكـاران در سـال   سـاهارا  آمشابه نتـايج مطالعـه
بيــان دو ژن اختصاصـي ديگــر   كـه  بـود، ضـمن ايــن   2111
هـاي   ه  در سلول VECAM-1، Tie-1هاي اندوتليال  سلول

ديگـري هـ     هاي مطالعه. (5، 03)جداسازي شده تيييد شد
سـاز انـدوتليال انجـام     هاي پـيش  در زمينه جداسازي سلول

و  ماتسـوموتو  هتـوان بـه مطالع ـ   ها مي گرفته كه از جمله آن
ها با استفاده از  آن(. 04)اره كردـاش 2111همكاران در سال 

ــاي   روش CFC(Colony forming assay)هــ
-LTC و 

IC(Long term culture initiating cells)
ــازي   و جداس

AC133هاي  سلول
+
CD34

AC133هـاي   و سلول +
-
CD34

+ 
هـاي خونسـاز    به اين نتيجه رسيدند كه در جداسازي سلول

م   عمل  AC133ليه از خون محيطي بدتر است ماركر او
و همكـاران توانسـتند از   جدلينگ  2111در سال . قرار گيرد

AC133هــاي  طريــق جداســازي ســلول
دو گــروه ســلول  ،+

هـاي   كـه سـلول   طـوري  چسبنده و غير چسبنده جدا كنند به

توانـايي   ، Acl-Dilچسبنده قادر به جذب يا اينكورپوريشن 
 Tie-2 و KDR ، VWFهـاي   ژن بيان آنتـي  ،ين اتصال به لكت
هاي انجـام شـده بـا ميكروسـكوپ الكترونـي       و در بررسي

ــالاد   ــل پ ــام وايب ــاوي اجس  ح
(Wieble plade bodies)
 

و  CD34هاي  نتايج اين پژوهش از نظر بيان ژن(. 09)بودند
KDR ها به لكتين و جذب  و توانايي اتصال سلولAcl-Dil 

و همكـاران   ريمـن  2113 در سـال . دمشابه مطالعه اخير بو
يي كـه تحـت عنـوان    اه ـ گزارش كردنـد كـه منشـاء سـلول    

از خـون محيطـي جداسـازي    ساز اندوتليال  پيشهاي  سلول
 (.21)باشد ها يا ماكروفاژهاي خوني مي منوسيت ،شوند مي

قبلي كه در زمينه نئوواسكولاريزاسيون  هاي مطالعهنتايج 
زمـان   كنـد كـه بيـان هـ      ياند پيشـنداد م ـ  جنيني انجام شده

هـاي   نقطه جدايي سـلول  ،VE-cadherinو  FIK-1هاي  ژن
هاي سلولي خونسـاز محسـوب    هاي رده اندوتليال از سلول

هـاي   بـادي  عـ وه بـر ايـن تركيبـي از آنتـي     (. 20)شـود  مي
-FIK-1/KDR ، VEها بـر عليـه    منونوكلئالي كه واكنش آن

cadherin، CD31 ، Tie-1  وTie-2 ــ ــت اس ــانمثب ــر  ت بي گ
هـاي   هاي اندوتليال از سـلول  مراحل حد واس  تمايز سلول

و  Acl-Dilها در جـذب   بنيادي جنيني بوده و توانايي سلول
هاي انـدوتليال   اتصال به لكتين باعث شناسايي بيشتر سلول

انجـام   هـاي  مطالعهبا توجه به مروري بر (. 22-28)شود مي
انجـام  هـا   با آنالعه اي كه مابين نتايج اين مط شده و مقايسه

بخـش اول  توان گفت كـه نتـايج     صه ميـور خـط  به ،شد
ســاز  پـيش  هــاي ايـن پـژوهش بــه شناسـايي بيشــتر سـلول    

آمـده در قسـمت    دسـت  نتـايج بـه  . كنـد  كم  مياندوتليال 
بـا در نظـر گرفتــن شـرايــ       ،كارگيري الكتروپوريشـن  به

رامترهـاي  پا ، ادهـورد استفـدستگاه مترانسفكشـن از جمله 
كار رفته كامً  غيـر قابـل قبـول     ده و پ سميد بهـانتخاب ش

روش مناسـبي   ،توان احتمال داد كه اين روش بوده و لذا مي
 ،باشـد  نمي ساز اندوتليال پيش هاي جدت ترانسفكشن سلول

مولًا ـالبته مرل سلولي بـالا در هنگـام الكتروپوريشـن مع ـ   
ــوده كــه از ايــن نقطــه نـدرصــ 91دود ـحــ ــايج د ب ظــر نت
از كـدام   كه هـي   جايي نبود اما از آن هظرتآمده غير من دست به

هـا   صورتي كه بيـان ژن ترانسـفكت شـده در آن    ها به سلول
توان گفـت روش   ترانسفكت نشدند مي ،قابل مشاهده باشد

سـاز انـدوتليال    پـيش هـاي   مذكور جدت انتقال ژن به سلول
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از روش هنگـام اسـتفاده   . (25)رسـد  مـي نمناسب بـه نظـر   
هـا بـا اسـتفاده از     حدود يـ  درصـد از سـلول    ،ليپوفكشن

 0ميكروليتـــر ليپوفكتـــامين و  1ليپوفكشـــن بـــا شـــراي  
تـوان گفـت كـه در     ميكروليتر ترانسفكت شدند و لـذا مـي  

مقايسه با الكتروپوريشن روش خـوبي جدـت ترانسفكشـن    
در . باشـد  در روز هفـت  مـي   ساز انـدوتليال  پيش هاي سلول

ميكروليتــر ليپوفكتــامين  1اده از دوز بــالاتر از هنگــام اســتف
(Qiagen superfect) هــا از بــين  درصــد زيــادي از ســلول

هـا بـه ليپوفكتـامين     رفتند كه اين بيانگر حساسيت سلول مي
هاي بنيادي  ها مانند سلول است كه در مورد بعضي از سلول
 (. 21)جنيني نيز قبً  گزارش شده است

 
 نتيجه گيري

انجام شده نشـان داد كـه تـاكنون     هاي مطالعهمروري بر 
 بار نتايج استفاده از ليپوفكشن جدـت ترانسفكشـن   ي  فق 
گـزارش   Pubmedهاي اندوتليال پروژنيتور در سايت  لولس

انگليسي نبودن و در دسـترس نبـودن   به علت است كه  شده
مقايسه جزئيات اين پـژوهش بـا نتـايج مطالعـه      ،اصل مقاله

اگر چه در بخش خ صه مقاله  .باشد ر نميپذي مذكور امكان
 DNAميكروگـرم   0بدترين شراي  ليپوفكشن را استفاده از 

ميكروليتـر ليپوفكتـامين ذكـر كـرده      3همـراه   پ سميدي به
از اين نظر نتايج مطالعه مذكور بـا ايـن مطالعـه    . (26)است

عـ وه  ترانسفكشـن  كه كارايي  جايي متفاوت است اما از آن
مختلفـي  سميد و ليپوفكتامين تحت تيثير عوامل بر مقدار پ 

و ( و شـركت سـازنده  )نوع ليپوفكتامين  ،مانند نوع پ سميد
هـا نيـز    بروز مسموميت سلولي در مـورد بعضـي از سـلول   

تـوان بـا نتـايج مطالعـه      آمده را نمـي  دست نتايج به ،باشد مي
 .(21، 24-30. )مذكور به شكل مستدل مورد بحث قرار داد

آمـده از   دسـت  كه ايـن نتـايج را بـا نتـايج بـه      صورتياما در 
درصـد   81مقايسه كني  كه حـدود  آدنوويروس  كارگيري به

شـايد بتـوان گفـت كـه ترانسفكشـن       ،گزارش شـده اسـت  
 Qiagen superfectها با روش ليپوفكشن و اختصاصاً  سلول

 . از كارايي ترانسفكشن بسيار كمي برخوردار است 
 

 تشكر و قدرداني 
هـاي پرسـنل    اين پژوهش از كم  هـا و مسـاعدت  در 

ــرم   Stem cell and translational researchمحتـ

department   ــوژي تكــاملي ــز بيول ــع در مرك انســتيتو  ،واق
Riken وسـيله از ايشـان    مند شدي  كه بدين كشور ژاپن بدره

 .شود قدرداني مي
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Abstract  

 
Background and Objectives  

Bone marrow of adults contains a subtype of progenitor cells that has the capacity to 

differentiate into mature endothelial cells and has therefore been termed as endothelial 

progenitor cells (EPCs). Clinical studies employing EPCs for revascularization of 

ischemicorgans have just started to be conducted. In the present research, endothelial 

progenitor cells were isolated from peripheral blood and transfected by lipofection method.  

 

Materials and Methods 

All mononuclear cells were isolated from peripheral blood by vivo expansion method and 

cultured in fibronectin coated dishes and basal EC medium. In day 7, the cells were tripsinized 

and examined by immunocytochemical and molecular evaluation methods; then, 

electroporation and lipofection methods were used for transfection of EPCs. 

 

Results 

Observations showed isolated cells were proliferated on fibronectin coated surfaces. The cells 

were able to incorporate Acl-Dil and express CD31, CD34, KDR, VECAM-1, Tie-1 genes, 

CD31, CD34, Lectin and KDR antigens. The cells were also transfected by lipofection method.  

 

Conclusions 

It can be concluded that hEPCs express specific endothelial genes in day 7 and are transfected 

by lipofection method with low efficiency. 

 

Key words: Endothelial progenitor cells (EPCs), Isolation, Lipofectin, Electroporation 
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