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 دهیچک

های بتا پانکراس و کاهش ترشح انسولین همراه است. تمایز در عملکرد سلول یک بیماری خود ایمنی است که با اختلال 1دیابت نوع زمینه و هدف: 

توان از را می MSCsای را در درمان دیابت باز کرده است. های شبه بتا افق تازه( به سمت سلولMesenchymal Stem Cellsهای بنیادی مزانشیمی )سلول

های کلیدی در چندین مرحله تمایزی ( نقشmiRNAs)  microRNAsتمایز داد. مشخص شده است کههای تولید کننده انسولین بند ناف استخراج و به سلول

  کنند.های پانکراس ایفا میسلول

های کشت بافت و سلول جدا، تکثیر و با استفاده های بنیادی مشتق از بند ناف انسان را بعد از تولد جنین از ژله وارتون با کمک روشسلولها: مواد و روش

ها وارد و بیش بیان شد. بیش با استفاده از لنتی وکتور به این سلول miR-375ها ها تایید شد. برای تمایز این سلولاز روش فلوسایتومتری اصالت این سلول

  اندازه گیری گردید. RT-PCRو انسولین به وسیله روش  PDX1بیان 

توان با ( را میhUDSCs) Human Umbilical Cord Derived Stem Cellsهای مارکر نشان داد که در نهایت تغییرات مرفولوژیکی و بررسی بیان ژننتایج: 

 های تولید کننده انسولین تمایز داد.با کمک وکتور ویروسی به سلول miR-375انتقال 

به سمت  MSCsهای مقرون به صرفه بدون استفاده از سایر فاکتورهای تحریکی برای تمایز سلولنتیجه این پژوهش، معرفی یک روش جدید و  :گیرینتیجه

 های مولد انسولین است.سلول

 

 ، وکتور لنتی ویروسیhUDSCs ،miR-375دیابت، کلمات کلیدی: 

 

 

 

 

 مقدمه 
یا دیابت ملیتوس یک بیماری خود ایمنی است  1دیابت نوع    

های بتا پانکراس، کاهش تولید انسولین که با آسیب به سلول

و بالا رفتن سطح گلوکز خون همراه است. درمان رایج این نوع 

های پانکراس به دیابت تزریق مداوم انسولین و یا پیوند سلول

ارای مشکلاتی مانند فرد بیمار است. پیوند جزایر پانکراس د

افت پیوندی، تعداد محدود اهدا های ایمنی برعلیه بواکنش

کننده عضو و عمل جراحی دشوار است که استفاده از این روش 

را برای درمان بیماری بسیار محدود ساخته است. اخیراً 

های بنیادی به عنوان جایگزینی برای پیوند استفاده از سلول

های آزمایشگاهی قرار دارد. سلول در درمان دیابت در مراحل

های ( و سلول1( مشتق از بلاستوسیت )ESCsبنیادی جنینی )

تواند به عنوان ( می2های مختلف بالغ )بنیادی مشتق از بافت

های بتا مورد استفاده قرار منبعی مناسبی برای تولید سلول

هایی همه توان هستند اما دارای سلول ESCs (. 4، 3گیرد )

های ایمنی، تومورزایی و مشکلات هایی مانند واکنشیتمحدود

های بنیادی بالغ را (. سلول5اخلاقی در کاربرد هستند )

(، کبد 7(، غدد بزاقی )6توان از منابع مختلف مانند پوست )می

( و بند ناف استخراج کرد. 10(، مغز استخوان )9(، طحال )8)

 Humanناف ) های بنیادی مشتق از بندها سلولاز میان آن

Umbilical Cord Derived Stem Cells یکی از بهترین و )

ها برای کاربردهای کلینیکی است. قابل دسترس ترین سلول

hUDSCs  به راحتی قابل استخراج بوده و هیچگونه محدودیت

مقاله پژوهشی
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یکی از  hUDSCsها وجود ندارد. اخلاقی نیز در کاربرد آن

ای در ای جزیرههها برای جایگزینی سلولبهترین گزینه

تواند مورد استفاده قرار گیرد زیرا این بیماران دیابتی می

 (.11های شبه بتا را دارند )ها توان تبدیل شدن به سلولسلول

های مختلفی مانند استفاده از وکتورهای انتقال دهنده و روش

های ترشح کننده های کشت مختلف برای تولید سلولمحیط

 MicroRNAs(. 12باشد )میانسولین در حال بررسی 

(miRNAs ،)RNA ،نوکلئوتیدی و  22های کوچکnon-

coding  هستند با فعالیت پس از رونویسی که با شکافتن یا

ها کنند. آنها عمل میmRNAجلوگیری از ترجمه 

های سلولی مانند رشد و نمو، عملکردهای مهمی در فعالیت

 (.13کنند )تمایز و مرگ سلولی ایفا می

miRNA-375     در رشد و نمو پانکراس درzebrafish موش ،

 miR-375حذف  zebrafishو انسان دخالت دارد. در جنین 

(. 14شود )باعث عدم تشکیل بخش اندوکرین پانکراس می

برای هموستازی نرمال گلوکز و انطباق  miRNAهمچنین این 

ها دخالت در مقاومت به انسولین در موش βهای رشد سلول

عموماً در جزایر بالغ بیان  miR-375(. در انسان 15ارد )د

های تولید شود و نقش کلیدی و مهمی در ایجاد سلولمی

را  miR-375(. بنابراین 16-18کند )کننده هورمون ایفا می

های شبه توان به عنوان یک عامل اساسی در تولید سلولمی

پژوهش از  ای پانکراس مورد استفاده قرار داد. در اینجزیره

های روشی بدون استفاده از فاکتورهای رشد برای تمایز سلول

hUDSCs های تولید کننده انسولین به کمک وکتور به سلول

 استفاده شد. miR-375لنتی ویروسی برای بیش بیان 

 

 هامواد و روش

 hUDSCsجمع آوری و کشت   

hUDSCs     از بافت بند ناف بعد از تولد جداسازی شد. بافت

بند ناف پس از دریافت رضایت از مادران باردار و رعایت قوانین 

اخلاقی از بیمارستان حافظ شیراز دریافت گردید. بافت چندین 

( شستشو Phosphate Buffered Saline) PBSمرحله توسط 

های تبریده و در پلی 2mm1-2شد و به قطعات کوچکی حدود 

cm10  ،مخصوص کشت سلولی قرار داده شد و به ظروف

و آنتی بیوتیک  FBS%10حاوی  DMEM F12محیط کشت 

های دوکی شکل روز سلول 7-10اضافه گردید. بعد از 

شده مهاجرت کرده و در کف  explantهای ای از بافتچسبنده

ها به تراکم تقریبی ظرف گسترش یافتند. بعد از این که سلول

 EDTA (Ethyleneرسیدند، با استفاده از تریپسین  80-70%

Diamante Tetra Acetic Acid از کف ظرف جدا و در )

نیتروژن مایع فریز گردیده تا در موقع نیاز مورد استفاده قرار 

 گیرند.

 آنالیز فلوسایتومتری  

hUDSCs    های در پاساژ سوم جمع آوری و با آنتی بادی

، CD90( Biolegend, USAدار فلورسنت انسانی )نشان

CD45 ،CD133 ،CD44  وCD105  رنگ آمیزی شد. سپس

دار به وسیله فلوسایتومتری مورد تجزیه و های نشانسلول

 تحلیل قرار گرفتند. 

-miRبسته بندی و تولید وکتور لنتی ویروسی حامل   

375 (LV- miR-375) 

وکتورهای لنتی ویروسی یک وسیله خاص و منحصربه فرد     

برای انتقال کارآمد و بیان دائم ژن مورد نظر به داخل 

های پستانداران در محیط کشت سلول و در داخل بدن سلول

های باشد. از این وکتورها برای محدوده وسیعی از سلولمی

های نورونی سلولتقسیم شونده و غیرتقسیم شونده مثل 

 برای لازم هایژن منظور، این برای. توان استفاده کردمی

 ایجداگانه وکتورهای داخل ابتدا ویروس بندی بسته و ساخت

 برای لازم هایتوالی همراه به نیز نظر مورد ژن و شده کلون

 سپس. گردید کلون لنتی وکتور یک داخل ویروس بندی بسته

 هایسلول وارد وکتورها این فسفات کلسیم روش وسیله به

HEK 293T  بسته و ساخت برای لازم اجزاء تمامی تا شدند 

 ویروسی ذرات بندی، بسته از پس. گردد فراهم ویروسی بندی

 خارج سلول از هستند، خود پیکره در نظر مورد ژن حاوی که

(، PsPAX2پلاسمیدهای بسته بندی ویروس ) .شوندمی

( و وکتور حاوی ژن pMD2.Gهای پوششی ویروس )پروتئین

miR-375  که قبلاً در داخل باکتری کلون شده بود را با استفاده

( از باکتری MN mega, Germanyاز کیت استخراج پلاسمید )

خارج و طبق پروتوکل بسته بندی لنتی ویروسی مرکز 

تحقیقات بن یاخته تهران به محیط لاین سلولی بسته بندی 

 8-10( اضافه شد و هر HEK 293Tکننده ذرات ویروسی )

ها که حاوی ذرات ویروسی بود ساعت محیط کشت این سلول

 جمع آوری، تغلیظ و نگهداری شد.

-miRبا وکتورلنتی ویروسی حامل  hUDSCsترانس داکت 

375 hUDSCs  فلاسک   یک   ( در5/1 ×510سوم ) پاساژ    در
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با  DMEMبه همراه محیط کشت  cm 25کشت پلاستیکی 

10% FBS  ساعت کشت داده شد. به محیط کشت  18برای

 تغلیظ شده اضافه µL 150 ،LV- miR-375های مذکور سلول

ها در این حالت انکوبه شدند. ساعت سلول 16و برای 

جهت  LV- miR-375تیمار شده با  hUDSCsهای سلول

 µg/ml 5/2پایداری ترانس داکشن به مدت سه روز در معرض 

 پرومایسین قرار گرفتند.

های شبه بتا به بررسی بیان مارکرهای ویژه سلول  

 Real-Timeوسیله روش 

های گروه تیمار و کنترل توسط کیت از سلول RNAکل     

(Cinnagen, Iran )RNX-plus  استخراج شد. سپسRNA  به

cDNA  تبدیل گردید. برنامه استفاده شده برای سنتزcDNA 

 Real Time- PCRواکنش  master mixو تهیه  1در جدول 

نمایش  3در جدول  Real Time- PCRو برنامه  2در جدول 

به وسیله روش  Insulinو  pdx1های بیان ژن .داده شده است

RT-PCR        .مورد بررسی قرار گرفت 

     

 نتایج 

 MSCsنتایج جداسازی و تشخیص  

 Explantهای قطعات ژله وارتون از لبه MSCSهای سلول   

شده مهاجرت کرده و به کف ظرف مخصوص کشت چسبیدند 

های ها مورفولوژی شبیه سلول(. این سلول1)شکل 

( داشته و بعد از fibroblast-like morphologyفیبروبلاست )

 دست یافتند. %80-90روز به تراکم  10-7

دار رنگ های نشاندیبا آنتی با هاسلولاین  MSCS جهت تایید

 ،CD45مارکرهای   هاسلولنتایج نشان داد که این  .آمیزی شد

CD34 و  CD133اما بیان بالایی از  کنندمیرا بیان نCD44، CD105 

 (.2 )شکل را نشان دادند CD90 و

 ویروسی لنتی ذرات تولید نتایج   

 به  HIV-1 ژنوم پایه بر ویروسی لنتی وکتورهای طراحی      

 در هاآن با کار برای لازم ایمنی که گیردمی صورت نحوی

 برای نیاز مورد هایژن منظور، این به. شود فراهم آزمایشگاه

 آن پوششی هایپروتئین و( psPAX2) ویروس بندی بسته

(pMD2.G )شده داده قرار جداگانه کمکی پلاسمیدهای روی بر 

 مورد ژن حامل وکتور باید ویروسی لنتی ذرات تولید برای. است

 بندی بسته سلولی لاین یک به کمکی پلاسمیدهای و نظر

 در شده کلون نظر مورد ژن تا یابند انتقال ویروسی ذرات کننده

 جهت. گردد بندی بسته ویروسی ساختار در حامل وکتور بدنه

 HEK 293T هایسلول در شده سفکتنترا ژن که این تایید

 48 ،24 ویروسی هایپارتیکل بندی بسته تایید نیز و شده بیان

 با HEK 293T هایسلول فکشن ترانس از بعد ساعت 72 و

 داده نمایش 3 شکلدر  نتایج و بررسی فلورسنت میکروسکوپ

  است. شده

بنیادی مشتق از بند ناف  هایسلولظاهری  نتایج تغییرات

 miR-375( تیمار شده با وکتور ویروسی hUDSCs) انسان

تغییرات  hUDSCsروی  بر miR-375جهت بررسی اثرات 

و  7، 0های تیمار در روزهای ظاهری در گروه کنترل و گروه

 نشان 4 شکل در که همانطورمورد مشاهده قرار گرفت.  21

در گروه  21تا  0هیچ تغییر ظاهری از روز  است، شده داده

کنترل مشاهده نشد اما در گروه تیمار تغییرات مرفولوژیکی از 

القا  هایسلولدیده شد. از روز سوم بعد از تیمار،  21تا  3روز 

شده یک انتقال آشکار از مرفولوژی دو قطبی شبه فیبروبلاستی 

 سازی cDNA برنامه -1 جدول

 دما زمان

 سانتی گراددرجه  43 دقیقه 60

 درجه ساتی گراد 85 دقیقه 1

 

 Real Time- PCR Master Mix تهیه -2 جدول

 PCRمواد  مقدار مورد نیاز

μl10  مخلوطPCR (syber) 

μl4/0  رنگDye 

μl 5/0 pFo 

μl 5/0 PRo 

μl 6 D.W 

μl 2 c DNA 

 

 Real Time- PCR برنامه -3 جدول

 گراد( دما )سانتی زمان تعداد سیکل

  95 دقیقه 10 1

  95 دقیقه 1 40

  65 دقیقه 1 40

  72 دقیقه 10 1
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. با ادامه دگذاشتنرا به نمایش  به شکل کروی شبه اپیتلیالی

 

ولی حدود : تراکم سلC %30-40: تراکم سلولی حدود Bها از لبه بافت و چسبیدن و گسترش در کف ظرف کشت : مهاجرت سلولA -1شکل 

80-70% D 90: تراکم سلولی حدود% 

 

 

 

 بیان اما کنندنمی بیان را CD133 و CD45، CD34 مارکرهای هاسلول این با روش فلوسایتومتری. MSCSآنالیز مارکرهای سطحی  -2شکل 

 دهند.می نشان را CD90 و CD44، CD105 از بالایی
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 ادامه با. گذاشتنددر ظرف کشت سرعت تکثیر  هاسلولحضور 

کاهش و  هاسلول تکثیر سرعت کشت ظرف در هاسلول حضور

. در ادامه دسلول دوکی شکل مزانشیمی کوتاه و کروی شدن

ای شروع به ظاهر شدن های جدید شبه جزیرهبرخی از خوشه

شروع به نزدیک شدن  هاسلول. از روز پنجم بعد از تیمار دکردن

. بعد از ده روز پس از تیمار دبه یکدیگر و متراکم شدن کردن

 

 از فلورسنت میکروسکوپ تصاویر: D و B ،C تصاویر. فکشن ترانس از بعد ساعت HEK-293 ، 24هایسلول از فلورسنت میکروسکوپ تصاویر: A -3 شکل

 فکشن. ترانس از بعد ساعت HEK-293 ، 48هایسلول از فلورسنت میکروسکوپ تصاویر: F و E تصاویر. فکشن ترانس از بعد ساعت HEK-293 ، 48هایسلول

 

 

 

ها در روز : شروع متراکم شدن سلولB 0در روز  miR-375 .A :hUDSCsتیمار شده با وکتور ویروسی  هایسلولتغییرات مرفولوژیکی در  -4شکل 

: ظاهر E 10ها در روز : شکل گیری تدریجی خوشهD 7ها در روز ها و تراکم هر بیشتر سلول: گرد و کروی شدن سلولCسوم بعد از ترانس داکشن 

 21ای در روز های شبه جزیرهشدن خوشه
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هایی متراکم شده خوشه هایسلول. دمتراکم شدن هاسلولاکثر 

در حالی که چنین  .دشبیه جزایر پانکراسی را تشکیل دادن

 گروه کنترل دیده نشد. هایسلولهایی در خوشه

ویژه  Transcription Factorsنتایج مربوط به بیان   

 ایهای جزیرهسلول

 β- likeشبه بتا ) هایسلولبه  hUDSCsجهت تایید تمایز 

cell با وکتور لنتی ویروسی  هاسلول( بعد از ترانس داکشن

miR-375 بتا  هایسلولهای مارکر میزان بیان برخی از ژن

با کمک روش  21و  7، 0در روزهای  Insulinو  PDX1مانند 

RT-qPCR .نتایج نشان داد که حداکثر  مورد بررسی قرار گرفت

و بیان آن تا آخر دوره  شودمیدیده  7در روز  PDX1بیان 

در پایان  Insulinماند. در حالی که همچنان بالا باقی می

دهد. افزایش ( حداکثر بیان خود را نشان می21پژوهش )روز 

تمایز یافته بیانگر این مطلب است  هایسلولبیان این ژن در 

را  β- like cellبه سمت  hUDSCsنایی القا توا miR-375که 

 دارد.

 DTZنتایج رنگ آمیزی 

شبه  هایسلولبه سمت  hUDSCsجهت مشخص شدن تمایز   

ترانس داکت شده با وکتور لنتی ویروسی  هایسلولای جزیره

miR-375  گروه کنترل در مراحل پایانی مطالعه با  هایسلولو

DTZ  .رنگ آمیزی شدDTZ  یک رنگ باند شونده باzinc  است

به عنوان رنگ اختصاصی برای  zincکه به دلیل سطح بالای 

 در که همانطور .(20گیرد )فاده قرار میبتا مورد است هایسلول

گروه کنترل رنگ  هایسلول است شده داده نمایش 5 شکل

ها در گروه ترانس داکت شده به رنگ قرمز گیرند اما خوشهنمی

 شوند.  دیده می

 و نتیجه گیری بحث
دیابت ملیتوس یکی از بهترین کاندیداها جهت درمان با     

های ناتوان را با توان سلولاست که می Celltherapeسلول یا 

توان به می hUDSCsهای بتا عملکردی جایگزین کرد. از سلول

های بتا عنوان یک منبع مناسب جهت تولید یک بانک از سلول

ها این توانایی را دارند تا ترانس سالم استفاده کرد. لنتی ویروس

غیر  های تقسیم شونده وها را به طیف وسیعی از سلولژن

ها را برای مدت زمان تقسیم شونده انتقال دهند و بیان این ژن

(. مطالعات نشان داده است که میزان 21طولانی حفظ کنند )

های در طی رشد و تکثیر سلول MicroRNAsبیان چندین 

های درگیر در این یابند و ژنپانکراس انسان افزایش می

 MicroRNAs(. 23، 22دهند )فرآیندها را تحت تاثیر قرار می

به دلیل اندازه کوچک، سنتز سریع، مقاومت به نوکلئازها و نیمه 

عمر و فعالیت بیولوژیکی بلند مدت، جایگزین مناسب برای 

فاکتورهای رشد و مهار کننده جهت استفاده در تمایز به انواع 

ای که توسط (. همچنین در مطالعه24ها هستند )مختلف سلول

 MicroRNAsدهد که نجام شده نشان میآذرپیرا و همکاران ا

های بتا نقش ایفا های بنیادی به سلولتوانند در تمایز سلولمی

در رشد و  miR-375دانیم (. با توجه به این که می25کنند )

کند در این پژوهش نمو جزایر پانکراس نقشی کلیدی ایفا می

های شبه بتا به سلول hUDSCsما یک روش جدید برای تمایز 

به کمک وکتور  miR-375تولید کننده انسولین با افزیش بیان 

بدون استفاده از هیچ فاکتور  miR-375لنتی ویروسی حامل 

دیگر را مورد بررسی قرار دادیم. تغییرات ظاهری مشاهده شده 

( که LV miR-375)تیمار با  miR-375در گروه افزایش بیان 

دیگر است نشان ها به یکهمراه با نزدیک و فشرده شدن سلول

 

شبه بتا که با رنگ  هایسلولهای : خوشهBاند. رنگ نگرفته DTZگروه کنترل که با  هایسلول :DTZ، Aبا رنگ  هاسلولرنگ آمیزی  -5شکل 

DTZ شوند.به رنگ قرمز دیده می 
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ای در انتهای طرح های شبه جزیرهدهنده تشکیل خوشه

های طبیعی دیده نشده باشد زیرا چنین مورفولوژی در سلولمی

های نشان داد که الگوی بیان ژن RT–PCRاست. آنالیز نتایج 

های تیمار شده با وکتور مشابه های بتا در سلولمارکر سلول

به صورت  pdx1(. 27، 26)تمایز در پانکراس انسان است 

تا انتهای مطالعه افزایش بیان دارد. بیان  7مشهود از روز 

دهد که انسولین پیک بیانی خود را در روزهای پایانی نشان می

های شبه بتا بالغ است. هیچ تغییر قابل بیانگر پیدایش سلول

نرمال  hUDSCsاین مارکرها در  mRNAتوجهی در سطح 

ایت ما یک روش موثر برای تولید شود. در نهدیده نمی

های شبه بتا در محیط آزمایشگاه به وسیله بیش بیان سلول

miR-375  .در غیاب هرگونه فاکتور محرک دیگر را ارائه کردیم

 hUDSCsدر  miR-375نتایج ما نشان داد که افزایش بیان 

 .شودهای شبه بتا میها به سمت سلولموجب هدایت این سلول

 

 قدردانیتشکر و 
از زحمات پرسنل مرکز تحقیقات پیوند اعضا دانشگاه علوم    

پزشکی شیراز و مرکز تحقیقات بن یاخته تهران کمال تشکر و 

 قدردانی را داریم.
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Abstract 
 

Background & Objective: Type1 diabetes is characterized by autoimmune destruction of pancreatic β 

cells, leading to reduced insulin secretion. Differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) into β-like 

cells offers new ways of diabetes treatment. MSCs can be insulated from the human umbilical cord tissue 

and differentiate into insulin-producing cells. 

Material & Methods: Human umbilical cord–derived stem cells (hUDSCs) were attained after birth, 

selected by plastic adhesion, and considered by flow cytometric analysis. For the differentiation induction, 

miR-375 was lentivirally over expressed in hUDSCs.  

Results: Meaningful that microRNAs (miRNAs) are the key players in several stages of pancreatic 

Differentiation, we have presented a novel and cost-effective strategy in which the over-expression of 

miR-375 promotes the pancreatic differentiation in hUDSCs in the absence of any other stimulator. The 

major expressions of PDX1 and insulin were identified by quantitative Reverse Transcription Polymerase 

Chain Reaction (RT-PCR) (P <0.05). 

Conclusion: In conclusion, the Morphological assessment and the expression analysis of islet marker 

genes demonstrated that hUDSCs are able to differentiate into insulin-producing cells by transduction 

with lentiviral vector miR-375. 
 

Keywords: Diabetes, HUDSCs, MiR-375, Lentiviral Vector 
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