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ی انسولین های تولید کنندهی وارتون بند ناف انسان به سلولهای بنیادی مزانشیمی ژلهتمایز سلول 

 در محیط آزمایشگاهی
 

 1سولماز کمالی فر، 2، لادن صادقی2، نگار آذرپیرا1*سیده معصومه نکوهی مدویی

 .گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد ارسنجان، فارس، ایران -1

 .مرکز تحقیقات پیوند اعضاء بیمارستان نمازی، دانشکده علوم پزشکی شیراز، فارس، ایران -2
 

 14/10/1393 :تاریخ پذیرش مقاله                                   28/05/1393 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک    

باشد. پیوند جزایر لانگرهانس روشی برای درمان دیابت است ولی به علت مشکلاتی مانند ی متابولیک میهای مزمن عمدهدیابت یکی از بیماری زمینه و هدف:

در  هستند. داراهای تولید کننده انسولین را های بنیادی مزانشیمی قابلیت تمایز به سلولشود. سلولرد سیستم ایمنی و کمبود جزایر اهداء کننده محدود می

 کنیم. های بتا، را بررسی می( به سلولSHUMSCهای بنیادی مزانشیمی بند ناف انسان )سلولتمایز این مطالعه، 

تحت شرایط استریل در سه مرحله به مدت  SHUMSCنمونه بند ناف انسان بعد از اتمام زایمان )سزارین( از بیمارستان حافظ جمع آوری شد.  ها:مواد و روش

و آنتی  (FBS)، نیکوتینیک اسید، سرم جنین گاوی 4-، اگزندین ) (EGFاپیدرمی، رتینوئیک اسید، فاکتور رشد 12F -DMEMروز در مجاورت محیط کشت  02

ای پلی مراز برای حضور انسولین و از رونویسی معکوس واکنش زنجیره DTZ( تمایز داده شد. از رنگ آمیزی Isletsهای تولید کننده انسولین )بیوتیک به سلول

PCR)-(RT  ،1برای شناسایی بیان ژن انسولینPDX  3وNGN  .استفاده شد. همچنین ترشح انسولین توسط تست ایمونورادیومتریک ارزیابی شد 

تغییر شکل دادند. آزمایشات  Isletsهای اپیتلوئید و سرانجام به ه سلولهای دوکی شکل فیبروبلاستی بتحت شرایط فوق به تدریج از سلول SHUMSCنتایج: 

PCR-RT 1های ی انسولین و ژنها نشان دهندهنشان داد که سلولPDX  3وNGN  هستند و با استفاده از رنگDTZ های سلولlike cell-Islet  به رنگ قرمز

 رویت و ترشح انسولین نشان داده شد.

 در محیط آزمایشگاهی است و شاید یک پتانسیل جدیدی برای سلول درمانی در دیابت باشد. like cells-Isletدارای توانایی تمایز به SHUMSCگیری: نتیجه

 ها، انسولینی وارتون، تمایز سلولهای بنیادی مزانشیمی، ژلهسلول کلمات کلیدی:

 

 
 

 

 

 مقدمه
موضوع حافظه و یادگیری از موارد با اهمیت در زندگی انسان 

است و تحقیقات درباره بهبود آن همچنان ادامه دارد. باکلوفن به 

های گابا بی سیستم گابا ارژیک را فعال عنوان اگونیست گیرنده

کند، فعالیت این سیستم تاثیر مهاری بر اجرای حافظه دارد می

های موثر در حافظه و و موجب مهار پیش سیناپسی نرون (1)

؛ لذا تجویز باکلوفن با تخریب حافظه همراه (2)گردد یادگیری می

. از طرفی جینکو یک داروی گیاهی است که خواص (3)گردد می

متعددی داشته از جمله تأثیر مثبت آن بر بهبود حافظه در برخی 

. در کنار خواص آنتی اکسیدانی به (5 ،4)موارد گزارش شده است 

های التهابی و مهار تولید اکسیژن و نیتروژن واسطة اثر روی سلول

 Ginkgoدهد. عصاره فعال از خود اثرات ضد التهابی نشان می

را کاهش  LDLهای ناشی از تخریب و اکسیداسیون تولید فرآورده

دهد و در انواع نوروپاتی مانع از آسیب اکسیداتیو می

کند و به هـا شـده از مـرگ سلولی جلوگیری مییتوکندریم

 های دژنراتیو عصبیتواند اثرات مفیدی بر بیماریهمین دلیل می

. جینکو یک عصاره مالتی فانکشنال است و (8-6)داشته باشد 

مقاله پژوهشی

  

گروه زیست شناسی، دانشگاه آزاد اسلامی نویسنده مسئول: سیده معصومه نکوهی مدویی ،

 Email:  masoomnekoei@yahoo.com 07116474331تلفن:   .واحد ارسنجان، فارس، ایران
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اگر چه  (9)تواند روی کم خونی مغز تاثیرات مطلوب بگذارد می

نشان داده شد که جینکو به تنهایی موجب افزایش حافظه 

-16)ولی در کاهش فراموشی اهمیت دارد  (11 ،10)شود نمی

های . برخی گزارشات نشانگر تداخل عملکرد جینکو با سیستم(12

، از جمله درباره تداخل عملکرد (5)باشد نوروترانسمیتری می

، گزارشاتی (18)آدرنرژیک   (17)جینکو با سیستم کولی نرژیک 

 دو ناقل 3 اسید گاماآمینوبوتیریک و ارائه گردیده است. گلوتامات

 مرتبط CNS گسترده در سیناپسى ارتباط با که ستنده شیمیایى

 نخاع مغز و در اصلى نوروترانسمیتر تحریکى هستند. گلوتامات

مغز  در مهارى ارتباطات اکثر مسئول GABA که حالى در است

 اسید دکربوکسیلاز گلوتامیک آنزیم تأثیر از مغز در GABA است.

(GAD) گلوتامات(19)شود مى ایجاد گلوتامات بر . 

متابوتروپیک  رسپتور نوع که دو است تحریکى نروترانسمیترى

یونى  هاىکانال یونوتروپیک )که و ثانویه( با پیامبر عمل )مکانیسم

 و مغز دارد رشد در مهمى نقش نیز GABA دارد. مسیر هستند(

 را مخ کورتکس گلوتاماترژیک مدلینگ و گابارژیک سیستم تعادل

 تسهیل هانورون و اینتر هرمى هاى اصلى،سلول جایگزینى با

مهاجرت  و گابارژیک سیستم استقرار )19کند )مى

 مهارى رشد قسمت در حیاتى نقش گاباارژیک هاىاینترنورون

 را گلوتاماترژیک سیستم تحریکى که کنندمى بازى کورتکس

 . (20)نمایند  مى کنترل

در این تحقیق به منظور بررسی مکانیزم عملکرد جینکو بر 

مطرح در یادگیری و حافظه به های نوروترانسمیتری روی سیستم

تعیین تأثیر جینکو و آگونیست گابا )باکلوفن( بر رفتار شرطی 

های ارزیابی حافظه( در اجتنابی غیر فعال )به عنوان یکی از روش

موش پرداخته شد. انجام این تحقیق علاوه بر ارائه اطلاعات در 

مبانی و اصول انجام یادگیری و حافظه، همچنین نگاهی به 

 های ترکیبی بر ترمیم حافظه دارد.ماندر
 

 هامواد و روش
اف ی وارتون بند نهای بنیادی مزانشیمی ژلهبه منظور تمایز سلول

های تولید کننده انسولین به این ترتیب مراحل انسان به سلول

 زیر انجام شده است.

های بند ناف انسان به نمونه آماده سازی بند ناف انسان:  

از نوزادان به دنیا آمده با شرایط کاملأ  صورت ضد عفونی شده

استریل و با رضایت مادران از بیمارستان حافظ شیراز جمع آوری 

شده است و برای بررسی و پژوهش به بخش پیوند اعضاء 

 بیمارستان نمازی شیراز انتقال داده شد.

 رتون بند ناف انسان:ی وااز ژله SMSCجدا سازی   

ی وارتون جدا از ژله explantهای بنیادی مزانشیمی با روش سلول

شدند. به این صورت که با انتقال بند ناف به زیر هود و با برش 

ی وارتون از دادن بند ناف به قطعات کوچک و بیرون آوردن ژله

ی میان بافت داخلی بند ناف و کشت دادن آن در پلیت به اندازه
2mm1  و با استفاده از محیط کشتDMEM-H ،FBS%10 

(Fetal Bovine Serum)  و آنتی بیوتیک پرورش داده شد و در

ی سانتی گراد قرار داده شد. بعد از یک درجه 37انکوباتور با دمای 

ن شد تا ایها هر سه روز یک بار عوض میهفته محیط کشت پلیت

ی وارتون بیرون آمده و سطح پلیت را ها از ژلهکه به ترتیب سلول

اند که در این هشد Confluent 70-80شود %پر کرده که گفته می

 Subcultureها سلول Trypsin-EDTAی زمان به وسیله

 شوند.می

جدا شده از  SMSCبرای مشخص شدن  آنالیز فلوسایتومتری:  

ود. در شی وارتون بند ناف انسان از فلوسایتومتری استفاده میژله

که حاوی  T75سلول استفاده شد، فلاسک  250000این روش از 

و تریپسینه کردن،  PBSرا بعد از شستشو با  ها بوداین سلول

 PBSمیلی لیتر محلول  2-3سانتریفیوژ کرده و بعد از شمارش با 

سانتریفیوژ شد و سوسپانسیون رویی دور ریخته و با استفاده از 

ها هموژن گردید که در این مرحله از سلول PBSمیکرولیتر  250

 Biolegen, USA105 (CD ،90CD، 44CD ،1IGg(های آنتی بادی

ها ریخته و میکرولیتر از آنتی بادی 2استفاده شد و در هر لوله 

میلی  2-3دقیقه در تاریکی گذاشته شد بعد از این، مرحله  30

لیتر محلول شستشو استفاده و سانتریفیوژ شد و بعد از ریختن 

میکرولیتر شستشواضافه  300سوسپانسیون رویی به هر لوله 

ها با هموژن کردن مارکرهای سطحی سلولگردید که بعد از 

 فلوسایتومتری بررسی شد.

 SMSCبا رنگ آمیزی  با رنگ گیمسا: SMSCرنگ آمیزی   

ها را بررسی کرد. به این صورت که توان مورفولوژی سلولمی

و  Methanolاز  1:1شستشو داده و به نسبت  PBSها را با سلول

PBS  دقیقه استفاده شد و بعد با استفاده از  2به مدتmethanol 
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ها را شستشو داده و بعد، از رنگ گیمسا به دقیقه سلول 10در 

مرتبه با آب دیونیزه شستشو داده شد  2دقیقه استفاده و  2مدت 

اند که با ها در این مرحله فیکس و رنگ شدهکه سلول

 میکروسکوپ اینورت مورد بررسی قرار داده شد.

در محیط  sIsletبند ناف انسان به  SMSCتمایز   

-90وقتی  T75در فلاسک  SMSCهای سلول  آزمایشگاهی:

80% Confluent های جزیره مانند ی تمایز به سلولشدند آماده

 شوند. روز می 20در سه مرحله در مدت 

ها در مجاورت محیط ساعت سلول 24مرحله اول: در این مرحله 

f12)-(Dulbecco Modified Eagle Medium 12F-DMEM ،

FBS 10%  و آنتی بیوتیک و-M (Sigma6-Retinoic acid 10

Aldrich) 2ها به مدت قرار داده شد و بعد از این مرحله سلول 

و آنتی بیوتیک  12F-DMEM ،FBS 10%روز در مجاورت محیط 

 قرار داده شد. 

-Trypsinی هها به وسیلکردن سلول Subcultureمرحله دوم: 

EDTA  6های سلول در هر خانه از پلیت 200000و انتقال-well 

روز در مجاورت محیط  6که با ژلاتین آغشته شده است به مدت 

12F-DMEM ،FBS 10% و آنتی بیوتیکEpidermal Growth  

Factor) (Sigma-Aldrich) )EGF 20ng/ml ،Nicotinic acid 

10mmol/l (Sigma-Aldrich) اده شد. قرار د 

روز در مجاورت  11ها در این مرحله به مدت مرحله سوم: سلول

Exendin- 4و آنتی بیوتیک و  12F-DMEM ،FBS 10%محیط 

10nmol/l(Sigma-Aldrich)  قرار داده شد که تمام این مراحل با

 میکروسکوپ معکوس بررسی شده است.

های برای سلول Real Time-PCRو  PCRروش مولکولی  

 RNX-plus (Cinnagen, Iran)با استفاده از کیت،  تمایز یافته:

ایجاد شده برای مراحل بعدی  cDNAانجام شد و  RNAاستخراج 

در جدول  cDNAنگهداری شد. برنامه مورد استفاده برای سنتز 

و  2در جدول شماره  PCRواکنش  master mixو تهیه  1شماره 

ی و نام، توالی پرایمرها و اندازه 3ماره ول شدر جدPCR برنامه 

 فهرست شده است. 4نیز در جدول شماره  PCRمحصولات 
 SYBR EX، با استفاده از کیت، Real Time- PCRکمی  روش

Taq  انجام شد و برنامه مورد استفاده برای سنتزcDNA  در جدول

در  Real Time- PCRواکنش  master mixو تهیه  1شماره 

 6در جدول شماره  Real Time- PCRو برنامه   5 جدول شماره

  فهرست شده است.

 سازی cDNAبرنامه  :1جدول شماره

 دما زمان

دقیقه 90 درجه سانتیگراد 42   

دقیقه 5 درجه سانتیگراد 85   

 

 

 PCRواکنش  master mixتهیه : 2جدول شماره 

 مواد غلظت مقدار مورد نیاز

2.5 μl 10 x PCR buffer 

0.78 μl 50 mM Mgcl2 

0.5 μl 10 mM dNTps 

0.5 μl 50 picomol/ μl pFo 

0.5 μl 50 picomol / μl pRo 

0.5 μl unit/μl5 Taq polymerase 

9.5 μl - D.W 

 

 

 PCRبرنامه  :3جدول شماره 

 دما زمان تعداد سیکل

دقیقه 10 1 درجه سانتیگراد 95   

دقیقه 1 40 درجه سانتیگراد 95   

دقیقه 1 40 درجه سانتیگراد 65   

دقیقه 10 1 درجه سانتیگراد 72   
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اختصاصی  رنگ آمیزی  :DTZرنگ آمیزی اختصاصی با رنگ   

 های تولیدسلول روشی است که به طور اختصاصیبا دیتیزون 

از  mg80کند. بدین وسیله ابتدا کننده انسولین را شناسایی می

، دی متیل ml10در  DTZ (Diphenylthiocarbazon)پودر 

 50به حجم  PBSی حل شد و به وسیله (DMSO)سولفاکسید 

رسانده شد بعد از فیلتر کردن به ازای هر میلی لیتر از محیط 

 Isletsبه  MSCsهای پرایمرهای مورد استفاده برای تمایز توالی :4جدول 

ی محصولاتاندازه  TM پرایمرها توالی ها 

92 bp 71.6 
F: GGATGAAGTCCAAAGCTCACGC 

R: CCAGATCTTGATGTGTCTCTCGGTC 
PDX1 

72 bp 64 
F: GATCGGCGGCTCCATCCTA 

R: GACTCGTCATACTCCTGCTTGC 
B- actin 

253 bp 66 
F: CAATCGAATGCACAACCTCA 

R: GGGAGACTGGGGAGTAGAGG 
Ngn3 

92 bp 64 
F: AGCCTTTGTGAACCAACACC 

R: GCTGGTAGAGGGAGCAGATG 
Insulin 

161 bp 65.3 
F: CAGTGCCCGAAACCCACAC 

R: GGAGACCCAGCAGCCTCAAA 
OCT4 

308 bp 66 
F: GTGGGCAGTATCCTGATTCAGT 

R: TGTCACTCAGACACCTTTCTGG 
PAX4 

239 bp 61.7 
F: CCGAGAGTAGCGACTCCAG 

R: CTTCCGGTCTGCCCGTTC 
PAX6 

225 bp 60.1 
F: AGGCAGACCCACTCAGTGA 

R: AACAATGGCGACCTCTTCTG 
Glucagon 

231 bp 64 
F: AGGACTTCTGTGGACCTTATGTG 

R: GTTCATGTCAAAAAGCAGGG 
Glut-2 

111 bp 65.3 
F: CAGAAGGCCTCAGCACCTAC 

R: ATTGTTCCAGGTCTGGTTGC 
Nanog 

 

 
 

  Real Time- PCR Master Mix تهیه :5جدول شماره 

 PCRمواد  مقدار مورد نیاز

10 μl  مخلوطPCR (syber) 

0/4 μl  رنگDye 

0/5 μl pFo 

0/5 μl PRo 

6 μl D.W 
2 μl C DNA 

 

 Realtime-PCRبرنامه  :6جدول شماره 

 دما زمان تعداد سیکل

دقیقه 10 1 درجه سانتیگراد 95   

دقیقه 1 40 درجه سانتیگراد 95   

دقیقه 1 40 درجه سانتیگراد 65   

دقیقه 10 1 درجه سانتیگراد 72   
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ها ریخته شد و به مدت روی سلول DTZمیکرولیتر  500کشت 

 ساعت در انکوباتور گذاشته شد. 24

برای مشخص شدن میزان انسولین  آنالیز ایمونورادیومتریک:  

سیله وهای تمایز یافته از آنالیز الیزا به تولید شده به وسیله سلول

 شود.( استفاده میCzech Insulin, IRMAکیت، )
آزمایش ایمونورادیومتریک انسولین یک نوع آزمایش ساندویچ 

انجام  coatedهای است. به این صورت که آزمایش در تیوب

ها اضافه شده، انسولین شود، سرم حاوی انسولین به این تیوبمی

 نویه که متصل بههای ثاها متصل شده، آنتی بادیبه آنتی بادی

125I شود در این حالت انسولین بین دو است به سرم اضافه می

شود. آنتی بادی قرار گرفته که به این حالت ساندویچ گفته می

گیری و به ، رادیواکتیویته آن اندازهgamma counterسپس در 

 شود.وسیله منحنی استاندارد بیان می

 نتایج

 ناف بند وارتون یژله از MSCS جداسازی از حاصل نتایج   

 داده کشت explant صورت به انسان ناف بند وارتون یژله :انسان

 پلیت در و شده کوچک mm21 قطعات به بافت روش این در. شد

 اضافه کشت محیط آن به و شده داده قرار سلول کشت مخصوص

 از) شدند جدا بافت هایکناره از هاسلول هفته یک از بعد. شودمی

 %80-90 که ایمرحله تا آمده بیرون هاسلول که ایمرحله

confluent  شد برداری عکس معکوس میکروسکوپ با (شدند 

 .(2 و 1 شماره شکل)

 موضوع، این تأیید جهت  :فلوسایتومتری از حاصل نتایج

 هایسلول انسان، ناف بند وارتون یژله از شده جدا هایسلول که

 بیان ها،سلول این سطح در. باشندمی مزانشیمی بنیادی

 آنالیز از آمده دست به نتایج. کردیم بررسی را مارکرهایی

 بیان ها،سلول این ( BD FACSCalibur, USA) فلوسایتومتری

 هاسلول سطح در CD105، CD90، CD44 مارکرهای مثبت

 

ها در اولین پاساژ بعد از : سلولCروز،  2ها در اولین پاساژ بعد از گذشت : سلولBی وارتون، ی بافت ژلههای قطعهها از کناره: خارج شدن سلولA  : 2شکل شماره 

 .confluent %90ها به مرحله : رسیدن سلول confluent،E %70-80ها  به مرحله: رسیدن سلولDروز  5گذشت 

 

 

.نمایی از یک سلول بنیادی مزانشیمی :1شکل شماره      
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 ینهزم این در شده انجام مطالعات دیگر با نتایج، این. شد بررسی

 .(1 شماره نمودار) داشت سازگاری
 در :Gimsa رنگ با MSCS هایسلول آمیزی رنگ نتایج  

 رنگ در پس ندارد، وجود ایکننده ثابت یماده رنگ این ترکیب

 در.دش استفاده مطلق متیلیک الکل از نازکی گسترش از آمیزی

  .(3 شماره شکل) شد آمیزی رنگ MSCS هایسلول روش این

 انسان ناف بند وارتون یژله MSCS تمایز از حاصل نتایج

 اول مرحله در .شد انجام مرحله سه در تمایز مراحل:  Islets به

 اسید، رتینوئیک محیط مجاورت در ساعت 24 مدت به هاسلول

 قرار FBS 10% و هابیوتیک آنتی ،DMEM-F12 کشت محیط

-DMEM کشت محیط مجاورت در روز 2 مدت به بعد و شد داده

F12، و هابیوتیک آنتیFBS 10% یوسیله به و شد داده قرار 

 این در هاسلول. شد داده قرار بررسی مورد اینورت میکروسکوپ

 

 رنگ آمیزی شده با رنگ گیمسا. SMSCهای : بافتی از سلولBرنگ آمیزی شده با رنگ گیمسا  SMSCهای سلول A:  :3شکل شماره 

 

 

 مشتق شده از ژله وارتون بند ناف انسان MSCsدر سطح  CD44 ،CD105 ،CD99آنالیز فلوسایتومتری بیان آنتی ژن  :1نمودار شماره 

 

 

ها دوکی روز، سلول 3مرحله اول تمایز در مدت  :4شکل شماره 

.اندشکل  
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 تیفیبروبلاس و دوکی شکل به هنوز ولی اندشده تمایز آماده مرحله

 

 اند.ها به سمت اپیتلوئید پیشروی کردهروز، سلول 6( مرحله دوم تمایز در A,B,C) :5شکل شماره 

 

 

 .شودمی مشاهده رنگی ایقهوه هایکلونی و شده اپیتلوئید هاسلول تمایز، سوم مرحله( A, B, C, D, E, F): 6 شماره شکل

 

 

 .DTZهای بنیادی مزانشیمی رنگ آمیزی شده با رنگ سلول: 7شکل شماره 
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تی فیبروبلاس و دوکی شکل به هنوز ولی اندشده تمایز آماده مرحله

 .(4 شماره شکل) باشندمی
 الغب فاکتورهای برخی از شده القاء هایسلول بلوغ برد پیش برای  

 4 زندیناگ و اپیدرمی رشد فاکتور اسید، نیکوتینیک: مانند سازی

 .است شده استفاده بعدی هایکشت در

 برای) شد پوشیده ژلاتین با ها پلیت سطح دوم، مرحله در

 لولس شدن، تریپسینه از بعد و( ها سلول ی تغذیه و چسبندگی

 ،FBS 10% با همراه DMEM-F12 کشت محیط مجاورت در ها

 در Nicotinicacid ،(EGF) اپیدرمی رشد فاکتور ها، بیوتیک آنتی

. شد بررسی اینورت میکروسکوپ با و شد داده قرار روز 6 مدت

 فیبروبلاستی و دوکی حالت از کم کم مرحله این در ها سلول

 .(5 شماره شکل) اند کرده حرکت اپیتلوئید سمت به و شده خارج

 کشت محیط مجاورت در ها سلول سوم، ی مرحله در

DMEM-F12 با همراه FBS 10%، و بیوتیک آنتی Exendin-4   

 بررسی اینورت میکروسکوپ با و شد داده قرار روز 11 مدت به

 اپیتلوئید و کروی تمامأ و شده خارج دوکی حالت از ها سلول. شد

 شماره شکل) است شده ایجاد رنگی ای قهوه های کلونی و شده

 نانسولی ترشح میزان گیری اندازه برای ها سلول رویی سوپ .(6

  .شد برداشته

 رنگ از استفاده :DTZ اختصاصی آمیزی رنگ از حاصل نتایج

DTZ هک صورت این به شده، تولید انسولین شدن مشخص برای 

 به ها سلول و شده متصلZinc حاوی های گرانول به DTZ رنگ

 .(7 شماره شکل) شوند می تبدیل قرمز رنگ

 سوپ در انسولین :ایمونورادیومتریک آنالیز از حاصل نتایج 

 لینانسو ترشح میزان که شد ترشح یافته تمایز هایسلول رویی

 .(2 شماره نمودار) یافت افزایش IU/MLµ 5/1- 5/0از

 بررسی برایReal Time- PCRوPCR تحلیل و تجزیه نتایج

 اندوکرین قسمت به مربوط های ژن بیان :یافته تمایز هایسلول

 ،PDX1، NGN3، Insulin :مانند PCR از استفاده با پانکراس

OCT4،   NANOG(8،9شکل) شد مشاهده. 
 لانگرهانس جزایر بتای هایسلول تمابز به مربوط های ژن بیان  

 باNGN3، Insulin، Glucagon، Glut-2، PAX4،   PAX6: مانند

 (.3 شماره نمودار) شد بررسیReal Time-PCR  از استفاده

 

 .PDX1  ،4OCT ،NANOGهایبیان ژن :8شکل

 

 

    

  .3NGN ،Insulinهای بیان آنتی ژن :9شکل
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 حث ب
گلوکز خون، دیابت یا مرض قند اختلال ناشی از افزایش غلظت  

ترین بیماری مرتبط با ترین و شایعشود که معمولنامیده می

 2و  1دیابت را به طور کلی به دو نوع دیابت . باشدپانکراس می

را دیابت ملیتوس وابسته  1کنند که دیابت  نوع تقسیم بندی می

ارایی اس کنامند. در این  گروه از بیماران، پانکربه انسولین نیز می

مناسب خود را از نظر تولید انسولین از دست داده است و از آنجایی 

های بدن در عدم حضور انسولین قادر به جذب گلوکز که سلول

باشند در این شرایط سطح گلوکز خون بالا رفته و در خون نمی

 (. 27، 26اصطلاح فرد مبتلا به دیابت ملیتوس شده است )

تزریق انسولین به عنوان یک عامل درمانی برای افراد دیابتی نوع 

شود ولی به دلیل تزریق مادام العمر انسولین و یک استفاده می

های عوارض کشنده و اختلال در کیفیت زندگی نیازمند روش

(. با این حال پیوند جزایر لانگرهانس 28درمانی برجسته است )

که به طور مؤثری از بیماری  های امید بخش استیکی از درمان

کند. اما متأسفانه پیوند جزایر لانگرهانس در دیابت جلوگیری می

 

میزان ترشح انسولین )مرحله سوم از تمایز(.: 2نمودار شماره   

 

 

 Real Time-PCRهای تولید کننده انسولین با استفاده از روش های تولید شده در سلولبیان ژن :3نمودار شماره 
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طول تاریخ به وسیله رد سیستم ایمنی و نیز کمبود اهدا کننده 

 (. 30، 29مختل شده است )

نده های تولید کنهای بنیادی، دارای توانایی تمایز به سلولسلول  

ای رههای جزیتواند منبع امید بخش سلولانسولین هستند، که می

های بنیادی از های خاص سلولپانکراس باشند. به دلیل ویژگی

لولی های مختلف سقبیل، توانایی تکثیر بالا و قدرت تمایز به رده

ای بالینی نظیر مهندسی بافت، سلول درمانی ها در کاربردهاز آن

(. بنابراین 31توان استفاده کرد )و کاربردهای دارویی می

آل برای سلول درمانی، ژن های بنیادی یک منبع ایدهسلول

های مادرزادی محسوب درمانی و به عنوان ابزاری برای درمان

ر ا دهای بنیادی نه تنه(. دانشمندان معتقدند سلول32گردد )می

ها و مطالعه عملکرد توسعه داروسازی، ناهنجاری شناسی جنین

های ترانس ژن نیز بسیار اهمیت ها و همین طور در تولید موشژن

 (. 33دارند )

های بنیادی بالغ که امروزه توجه اکثر محققین از مهمترین سلول

های بنیادی مزانشیمی توان به سلولرا به خود جلب کرده است می

SMSC شاره کرد. امروزه اSMSC  براساس توانایی اتصال به سطح

یمی های مختلف مزانشهای بافتپلاستیک، توانایی تمایز به سلول

تی ها و آنها، مولکولای از پروتئینو غیر مزانشیمی و بیان مجموعه

 (. 34شوند )ها جدا میها از سایر سلولژن

ی انشیمی ژلههای بنیادی مزدر این آزمایش روی تمایز سلول

های تولید کننده انسولین کار شده است که در وارتون به سلول

 روز تمایز صورت گرفته است.  20سه مرحله به مدت 

در این آزمایش از رتئنوئک اسید، فاکتور رشد اپیدرمی، اگزندین 

 FBSهمراه با  12F-DMEMو نیکوتینیک اسید در محیط کشت  4

(، رتینوئیک اسید )ویتامین آ ت.و آنتی بیوتیک استفاده شده اس

تواند مهمترین مولکول در رشد سریع پانکراس جنینی است که می

( و همین طور 36، 35شود ) 1PDXمنجر به شکل گیری ژن 

های محیط کشت حاوی گلوکز فاکتور حیاتی برای تمایز سلول

 (. 38، 37ی انسولین است )های تولید کنندهبنیادی بالغ به سلول

های القاء شده از برخی فاکتورهای بالغ پیش برد بلوغ سلولبرای 

 4سازی مانند: نیکوتینیک اسید، فاکتور رشد اپیدرمی و اگزندین 

  های بعدی استفاده شده است.در کشت

های پیش تواند تعداد سلول( میEGFفاکتور رشد فیبروبلاستی )

از  EGFذف ساز اندوکرینی تمایز نیافته را افزایش دهد. بعد از  ح

مایز های بتا تها از حالت تمایز نیافته به سمت سلولمحیط، سلول

 ای از نیکوتین آمید پلینیکوتینیک اسید خانواده  (.39یابند )می

ای هتواند شکل گیری سلولای است که میسنتتاز مهار کننده

های های اصلی پانکراس تفکیک و بلوغ سلولای را از سلولجزیره

ند ی انسولین تحریک کهای تولید کنندهد را به سلولبنیادی کب

است که برای  1GLPیک آگونیست قوی  4( و اگزندین 41، 40)

 شود.های بتا استفاده میتحریک سلول

برای بررسی بیان فاکتورهای رونویسی دخیل در تمایز پانکراس و 

ای های مترشحه از رونویسی معکوس واکنش زنجیرهنیز هورمون

بند  SWJMSCپس از تمایز  ( استفاده شد.PCR-RTمراز )پلی 

، PDX1، بیان فاکتورهای رونویسی like cells-Isletناف انسان به 

3NGN،PAX6  ،PAX4  .ژن و هورمون انسولین مشاهده شد 

NGN3های اندوکرینی پانکراسیک فاکتور تعیین کننده سلول 

س نقش دارد های اندوکرینی پانکرااست که در تکامل همه سلول

نقش اصلی در تکامل پانکراس و پتانسیل  1PDXژن  (.43-42)

 های بتای جزایر لانگرهانسفراوانی برای تولید انسولین در سلول

وان تاز دیگر فاکتورهای رونویسی پانکراس می (.44پانکراس دارد )

یکی از فاکتورهای PAX4 ژن  اشاره کرد. PAX6و  PAX4به 

ی های بتاهمی در تمایز و توسعه سلولرونویسی است که نقش م

جزایر لانگرهانس پانکراس دارد و در ترشح گلوکاگون، انسولین و 

ای متعلق به خانواده PAX6ژن  (. 45سوماتواستاتین دخیل است )

ر ها دها و ارگانهایی است که نقش حیاتی در تشکیل بافتاز ژن

 PAX6در طول توسعه جنین، پروتئین  .داردطول توسعه جنینی 

ها، مغز و گیری چشمهایی، دخیل در شکلبرای فعال کردن ژن

نخاع و لوزالمعده و تنظیم شکل گیری الگوی جنینی و تکثیر 

(. 46-48زایی جنین نقش دارد )دامسلولی و تمایز در ان

های بنیادی به عنوان نشانگر سلول NANOG و   OCT4هایژن

ی های بنیادی مزانشیمتمایز نیافته است و قدرت و توانایی سلول

  (.49دهند )را نشان می

 2004و همکاران در سال Oh با توجه به تحقیقات گذشته 

های بنیادی روی سلول 2003در سال  و همکاران  Ianusو

در محیط  انسان ی مغز استخوانمزانشیمی مشتق شده

فاکتورهای رشد اپیدرمی، فاکتورهای آزمایشگاهی با استفاده از 

رشد فیبروبلاستی، نیکوتین آمید، گلوتامین در محیط کشت 

12F-DMEM های سلولها را به انجام دادند توانستند این سلول
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( 51، 50ین برای درمان دیابت نوع یک تمایز دهند )مولد انسول

های بنیادی مزانشیمی سلول 2010و همکاران در سال  Sachin و

، FBS از در محیط آزمایشگاهی با استفادهخون بند ناف انسان را 

Insulin Transferin selenium (ITS) ،نیکوتین آمید ،

)1like peptide (GLP-Glucagon در محیط کشتMEM  -α  به

 (.52اند )های مولد انسولین تمایز دادهسلول

منبع تفاوت این آزمایش با تحقیقات این دانشمندان در   

و  باشدهای بنیادی مزانشیمی و مواد مورد استفاده شده میسلول

مراحل انجام تمایز مطالعه حاضر با مراحل تمایز این محققین نیز 

 است. متفاوت بوده
 

 گیرینتیجه
های بنیادی به این ترتیب ما موفق به جداسازی جمعیت سلول  

چند توان شدیم که منشاء جنینی دارند و ممکن است در توانایی 

 های بالغ برتری داشته باشند. درتکثیر و تمایز، نسبت به سلول

روز به  20ها در سه مرحله به مدت ی حاضر این سلولمطالعه

ایز یافتند و آزمایشات نشان های تولید کننده انسولین تمسلول

و  3NGNو  1PDXهای انسولین و ها بیان ژنداد که این سلول

 ترشح انسولین در محیط را دارند.  

های بنابراین با توجه به این که استراتژی برای گسترش سلول  

های بنیادی مشتق شده از سلول Islet-like cellsبتا و یا تأمین 

های سلول درمانی مورد بحث است، در حال حاضر به عنوان گزینه

 گشا باشد.تواند راهاین مطالعه می

 تشکر و قدردانی 
های حکیمانه تشکر و قدردانی از زحمات بی دریغ و راهنمایی

استادان عزیزم سرکار خانم دکتر نگار آذرپیرا و سرکار خانم دکتر 

صادقی و تشکر از پرسنل محترم بخش تحقیقات پیوند اعضاء  لادن

ها مریم بابایی و سرکار بیمارستان نمازی و دوستان عزیزم خانم

که در تمامی مراحل آزمایشات از حمایت بی خانم دکتر عقدایی 

 .دریغشان بهره مند بودم
 

 تعارض منافع

 نویسندگان هیچ گونه تعارض منافعی را اعلام نکرده اند.
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Abstract 

Background & Objective: Diabetes is a major chronic metabolic disease in the world. Islet transplantation is a way to 

treat diabetes. Unfortunately, this method is restricted due to graft rejection and lack of donor islets. Mesenchymal 

Stem Cells (MSCS) have the ability to differentiate into Insulin-Producing Cells (IPCs). In this study, Human 

Umbilical Mesenchymal Stem Cells (HUMSCS) were induced to differentiate into pancreatic β-like cells. 

Materials & Methods: The samples were collected after cesarean section delivery at Hafez hospital. HUMSCS were 

cultured in sterile condition, in three steps for 20 days in DMEM-F12, Retinoic Acid (RA), Epidermal Growth Factor 

(EGF), exendin-4, Fetal Bovine Serum (FBS), and antibiotic. Then, they were differentiated into IPC. DTZ staining 

employed for determining the presence of insulin and Reveres Transcription- Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

was done for identifying of gene expression including insulin, PDX1, and NGN3. The Insulin concentration was also 

evaluated by Immunoradiometric assay. 

Results: HUMSCS gradually changed from fibroblast-shaped cells to epithelial-like cells and eventually to IPC under 

special conditions. RT-PCR experiments revealed that these cells expressed insulin, PDX1, and NGN3 genes. The 

cells became red color when stained with DTZ and the insulin secretion was confirmed. 

Conclusion: HUMSCS have the ability to differentiate into islet-like cells in vitro and may be a new potential source 

for cell transplantation in diabetes treatment. 
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