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   پانکراس در شرايط آزمايشگاهيي ساز با استفاده از عصاره
 

۳، فريبا هوشمند۲، فريبا اسماعيلي۱مرضيه ابراهيمي هفشجاني
 

) ۳  دانشگاه شهركرد،،ي علوم پايه شناسي، دانشكده گروه زيست) ۲،  شهركرد علوم پزشكي، دانشگاهركز تحقيقات گياهان داروييم) ۱

مركز تحقيقات گياهان  :ي مسئول ي نويسنده نشاني مکاتبهدانشگاه علوم پزشکي شهرکرد،  ي پزشکي، دانشکده گروه فيزيولوژي،

   e-mail: ebrahimi.marzeh@yahoo.com، مرضيه ابراهيمي هفشجاني؛كرددارويي، دانشگاه علوم پزشكي شهر

  
  چكيده

هاي  تاکنون پژوهش. گردد پانکراس ايجاد مي هاي بتاي جزايري تخريب خودايمني سلول  در نتيجه۱ديابت نوع : مقدمه
 P19هاي کارسينوماي جنيني لسلو. هاي بنيادي انجام گرفته استساز از سلولهاي انسوليناي براي توليد سلولگسترده
-در پژوهش حاضر تمايز سلول. هايي از سه لايه جنيني تمايز يابندتوانند به انواع سلولهايي پرتوان هستند که ميسلول

: ها مواد و روش. ي پانکراس موش مورد بررسي قرار گرفت ساز با استفاده از عصارههاي انسولين به سلولP19هاي 
 ۳۰۰ و۲۰۰, ۱۰۰, ۵۰ هايسرم همراه با غلظت۰۳/۰ در محيط حاوي P19هاي به دست آمده از سلولجنيني اجسام شبه

هاي  آميزي ديتيزون براي شناسايي سلولرنگ.  روز کشت داده شد۷-۱۴ي پانکراس به مدت  ليتر عصارهگرم بر ميليميلي
ي بتاي انسولين براي  پروانسولين و گيرنده-هاي منوکلونال موشي انسولينباديآنتي. ساز استفاده گرديدانسولين

هاي تمايز يافته در پاسخ به محتواي انسولين سلولي و انسولين ترشح شده توسط سلول. ايمنوفلورسنس استفاده شد
ي  هاي تيمار شده با عصارهسلول: هايافته. گيري گرديدمولار گلوکز با استفاده از کيت الايزا اندازه  ميلي۲۵ و ۵/۵غلظت 

.  قرمز ارغواني مشاهده شدنديآميزي ديتيزون پاسخ مثبت داده و به صورت اجتماعات سلول پانکراس به رنگ
ها نشان را در اين سلول) ي بتاي انسولين انسولين ـ پروانسولين و گيرنده(هاي بتا ايمنوفلورسنس بيان نشانگرهاي سلول

ها در پاسخ به افزايش غلظت   و ترشح انسولين را داشتند، اين سلولهاي به دست آمده از تمايز توانايي توليد سلول. داد
هايي با  ي پانکراس به سلول  در حضور عصارهP19هاي  سلول: گيرينتيجه. گلوکز محيط انسولين بيشتري ترشح کردند

 صورت افزايش ترشح هاي گلوکز محيط  به توانند به تنش ها مي اين سلول. يابند قابليت توليد و ترشح انسولين تمايز مي
   .انسولين پاسخ دهند

  

  ي انسولين هاي توليد کنندهسلول, ي پانکراس هاي بنيادي کارسينوماي جنيني، عصارهسلول :واژگان كليدي

  ۶/۳/۹۲: ـ پذيرش مقاله۲۸/۲/۹۲: ـ دريافت اصلاحيه۲۳/۱۲/۹۱: دريافت مقاله
  

  مقدمه

رشح نظمي متابوليک ناشي از نقص در ت ديابت نوعي بي

افزايش قند . انسولين، عملکرد انسولين يا هر دو مورد است

هاي مختلف بدن  ناپذيري به سيستمهاي جبرانخون، آسيب

 تنها ۱.کند ي چشم وارد مي از جمله سيستم عصبي و شبکيه

.  جبران کمبود انسولين است۱راه کنترل عوارض ديابت نوع 

نگرهانس به امروزه پيوند پانکراس کامل يا پيوند جزاير لا

محدود . باشد هاي درمان ديابت ميافراد ديابتي از ديگر روش

بودن منبع بافتي عضو دهنده، مشكلات رد پيوند، لزوم 

ي سيستم ايمني و افزايش  استفاده از داروهاي تضعيف کننده

استفاده از اين روش را بسيار محدود  روز افزون متقاضي،

ه منظور يافتن راهي اي ب هاي گسترده  پژوهش۲.نموده است

ام ــکه بدن فرد ديابتي خود بتواند انسولين توليد نمايد، انج

دف ــدن به اين هــاي رسيــهي از راهــيک. گرفته است

هاي بتاي آسيب ديده با جايگزيني سلول. درماني است سلول

 منابع ۲.تواند راه حل مناسبي باشد هاي بتاي سالم ميسلول

توانند براي   پتانسيل توليد انسولين ميها بامتعددي از سلول
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 ۳۹۶ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۲آبان ، ۴ ي شماره, پانزدهمي  هدور

 

  

ترين منبع براي اين  مهم. پيوند مورد استفاده قرار گيرند

هاي بتاي پانکراس افراد سالم است؛ اما جايگزيني، سلول

ها و مشکلات ايمنولوژي سبب محدوديت منابع اين سلول

هاي بنيادي توجه گرديده به منابع ديگري مانند انواع سلول

توانند هاي بنيادي پانکراسي و غير پانکراسي ميلسلو. شود

ي انسولين  هاي توليدکنندهترين منبع براي تمايز سلول مهم

- ي تمايز سلول اي در زمينههاي گستردهتاکنون تلاش. باشند

 انسولين و ي هاي توليدکنندههاي بنيادي مختلف به سلول

انجام هاي جانوري ديابتي ها به مدلسپس پيوند اين سلول

تراتوکارسينوماها تومورهايي هستند که در اثر . شده است

هايي غير از ي موش به اندام پيوند جنين يک تا هفت روزه

- هايي که از اين تومور جدا ميسلول. آيندرحم به وجود مي

هاي بنيادي کارسينوماي جنيني شوند به عنوان سلول

ي هاها از نظر ويژگي اين سلول۳.شوندشناخته مي

هاي بيوشيمي و ايمنولوژي بسيار شبيه سلول, شناسي شكل

 ECهاي   از جمله سلولP19هاي سلول. بنيادي جنيني هستند

هستند که مانند ساير اجداد سلولي تراتوکارسينومايي ناميرا 

ها به سرعت در محيط کشت تکثير اين سلول. و فناناپذيرند

هاي سان به سلولهاي بنيادي موش و انتمايز سلول. يابندمي

هاي گروه.  شروع شد۲۰۰۰اندوکرين پانکراس از سال 

هاي گوناگون و با استفاده از مختلف پژوهشي با روش

هاي مناسب تکوين پانکراس سعي در تمايز فاکتورها و محيط

ي انسولين  هاي توليد کنندههاي بنيادي به سلولبهتر سلول

ده شباهت تکوين  با مشاه۲۰۰۰ در سال Lumelsky . داشتند

- سيستم عصبي مرکزي و پانکراس، به منظور تمايز سلول

هاي عصبي ياري هاي اندوکرين از روش تکوين سلول

ده هاي مختلف با استفا گروه۲۰۰۵ تا ۲۰۰۲ از سال ۳.گرفت

هاي مسير سيگنالي  مهار کنندهpax4،۴از بيان مداوم ژن 

PIK3,۵هاي  استفاده از محيط۶،خودي  تمايز خودبه

-  از سلول۸ و نستين منفي۷هاي نستين مثبتسازي سلول غني

با وجود .  توليد کردند راهاي نستين مثبتهاي بنيادي، سلول

هاي به دست آمده تمام نشانگرهاي يک از سلول  هيچ،اين

ي  عصاره ۹.ردندکيـان نمـــاز را بيــس هاي انسولينسلول

پانکراس موش صحرايي حاوي فاکتورهاي پروتئيني است که 

 ۱۰.نمايد هاي بتاي پانکراس را القا ميتکوين و تمايز سلول

هاي بنيادي ي پانکراس بر سلول دانشمندان با تاثير عصاره

. هاي بتا بررسي كردندمختلف نقش آن را در تمايز سلول

ي  هاي مزانشيمي مغز استخوان انسان با عصارهتيمار سلول

پانکراس جدا شده از موش در محيط حاوي گلوکز بالا بيان 

% ۴ها طي يک هفته حدود ژن انسولين را در اين سلول

توجه به تاثير فاکتورهاي موجود در   با۱۱.افزايش داد

 القاي تمايز و تکثير ي پانکراس در حال تکوين در عصاره

ي پانکراس به عنوان  هاي بتا، در اين پژوهش از عصارهسلول

ينومايي هاي بنيادي تراتوکارسي تمايز سلول عامل القا کننده

P19گرديد انسولين استفاده ي هاي توليد کننده به سلول.  

  ها مواد و روش

 از پژوهش حاضـردر : راج عصاره پانکراســاستخ

استفاده  BALB/C  بالبسينژاد موش کوچک آزمايشگاهي

ور ـ پانکراس از نوزاد موش جداسازي و سپس در حض.شد

 ،زرـــوژنايــمط دستگاه هـ، توسiازـــده پروتئــانعت کننـمم

 دقيقه در ۱۰ به مدت به دست آمدهمحلول . هوموژنيزه شد

گراد سانتريفوژ و   درجه سانتي۴ در دماي rpm ۳۰۰۰دور 

 دقيقه در دور ۲۰سپس به مدت . آوري شد مايع رويي جمع

۱۲۰۰۰rpm گراد سانتريفوژ شد  درجه سانتي۴ در دماي .

آوري و  عهاست جم مايع رويي که محتوي مجموع پروتئين

  .  تعيين شدiiغلظت پروتئيني با استفاده از تکنيک بردفورد

اي ـهاز سلولر ـــحاضدر پژوهش : ولـــکشت سل

ها به اين سلول. گرديد استفاده P19تراتوکارسينومايي رده 

صورت کشت چسبنده از بانک سلولي انسيتو پاستور تهران 

iii در محيط کشتP19سلول  .تهيه و تکثير شدند
α-MEM, 

FBS %حاوي ده
iv، و )ليتر گرم بر ميلي  ميلي۵۰(سيلين  پني ،

  ۱۲.، کشت شد)ليتر گرم بر ميلي  ميلي1۵۰(استرپتومايسين 

 v اولين گام در القاي تمايز، تشکيل اجسام شبه جنيني

 ساعت در ۲۴ به مدت P19هاي  به اين منظور سلول. است

. هاي فاقد خاصيت چسبندگي کشت داده شدند پتري ديش

هاي شش   به پتري ديشبه دست آمدهاجسام شبه جنيني 

اين .  کشت سلول انتقال يافتندي ويژه ي اي ژلاتينهخانه

، ۱۰۰، ۵۰ها به مدت هفت تا چهارده روز با غلظت هاي سلول

 پانکراس تيمار ي ليتر عصاره گرم بر ميلي  ميلي۳۰۰، ۲۰۰

  . شدند

به منظور بررسي : آميزي اختصاصي ديتيزونرنگ

آميزي اختصاصي هاي تمايز يافته از رنگ مورفولوژي سلول

                                                           
i -Phenylmethyl sulfonyl fluoride: PMSF, Sigma, product 

number: PI329-98-6 

ii- Bradford reagent, Sigma, product number: B6916 

iii- Gibco, cat: 11900-073 

iv- Fetal bovine serum 

v- Embryoid bodies: EB 
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 همكارانو مرضيه ابراهيمي هفشجاني    سازهاي انسولينهاي بنيادي به سلولتمايز سلول ۳۹۷

 

  

 iگرم پودر ديتيزون  ميلي۵۰با افزودن . ديتيزون استفاده شد

محلول استوک ديتيزون  iiليتر دي متيل سولفوکسيد  ميلي۵به 

 ميکروليتر ۱۰ محلول کار ي به منظور تهيه. تهيه گرديد

. شدليتر محيط کشت اضافه  محلول استوک به يک ميلي

 ۳۰ها اضافه، و به مدت  محلول کار به طور مستقيم به سلول

سپس . گراد انکوبه شد  درجه سانتي۳۷دقيقه در دماي 

iiiها با محلول  شستشوي سلول
HBSSانجام گرفت  .  

ي پانکراس براي القاي  تعيين بهترين غلظت عصاره

براي تعيين غلظتي از  :هاي انسولين سازفنوتيپ سلول

هاي  اس که در آن درصد بيشتري از سلولي پانکر عصاره

يابند، بعد از  هاي انسولين ساز تمايز مي بنيادي به سلول

ها تريپسينه و با استفاده از لام  آميزي ديتيزون سلول رنگ

ت آمده از شمارش هاي به دس يافته. نئوبار شمارش شدند

  . ه شده استي ارا ۱ها در جدول سلول

هاي  بادي ضر از آنتيدر پژوهش حا: ايمنوفلورسانس

.  استفاده شدv بتاي و گيرنده ivپروانسولين- انسوليني اوليه

 :FITC   activated cell sorting کونژوگه با IgGبادي  آنتي

FITC, Sigma, cat: F9137 Fluorescence به عنوان 

راي انجام ـــب. ه شدــر گرفتـه در نظــادي ثانويــب آنتي

 پانکراس ي تيمار شده با عصارههاي ايمنوفلورسانس سلول

پارافرمآلدئيد انکوبه شدند، % ۴ دقيقه با محلول ۳۰به مدت 

ها با محلول  سلولviپس از شستشو با فسفات بافر سالين

 سرم نرمال ۰۱۰/۰ و X۱۰۰ تريتون ۰۳/۰بلاک کننده حاوي 

گراد   سانتيي  درجه۳۷ دقيقه در دماي ۳۰ به مدت PBSبزدر 

هاي  بادي ها به مدت دو ساعت با آنتي سلول. تيمار شدند

 به مدت يک ساعت با PBSاوليه و پس از شستشو با 

در نهايت .  درجه انکوبه شدند۳۷بادي ثانويه در دماي  آنتي

 و توسط روي لام چسبانده% ۷۰ها توسط گليسرول نمونه

  .ميکروسکوپ فلورسنس مشاهده شدند

ولين درون گيري ميزان انسولين ترشح شده و انس اندازه

به منظور رديابي انسولين ترشحي : سلولي به روش الايزا

ي پانکراس،  هاي تمايز يافته تحت اثر عصارهتوسط سلول

 %۵/۰ها با محيط بدون سرم محتوي محيط کشت اين سلول

 ۳۷سرم آلبومين گاوي تعويض و به مدت سه ساعت در 

                                                           
i- Merck, cat:K6453055 

ii- Dimethyl sulfoxide: DMSO 

iii- Hank’s balanced salt solution 

iv - Mouse monoclonal proinsulin+insulin Receptor beta 

abcam, cat: ab8304-50 

v- Mouse monoclonal abcam, cat: ab8304-100   

vi- Phosphate-buffered saline 

سپس محيط کشت رويي . داري شدگراد نگهي سانتي درجه

 و تا زمان انجام مراحل بعدي در دماي ،آوريها جمعسلول

براي بررسي . داري گرديدگراد نگهي سانتي  درجه-۷۰

توانايي توليد و ترشح انسولين در پاسخ به افزايش غلظت 

ها به مدت دو ساعت در معرض غلظت کم گلوکز، اين سلول

گلوکز و يک شبانه روز در معرض غلظت بالاي گلوکز قرار 

ها در هر دو مورد محيط کشت رويي سلول. رفتندگ

 درجه -۷۰آوري و تا انجام آزمون الايزا در دماي  جمع

گيري ميزان  به منظور اندازه. داري گرديدگراد نگهسانتي

ها در  انسولين درون سلولي بعد از تريپسينه کردن، سلول

 نرمال سونيکيت ۱/۰حضور ترکيب اتانول و اسيد کلريدريک 

 ميزان انسولين درون سلولي و انسولين ترشح شده .شدند

ليتر گلوکز  گرم بر ميلي  ميلي۲۵ و ۵/۵هاي  در پاسخ به غلظت

گيري  اندازه viiآوري شده توسط کيت الايزا هاي جمع در نمونه

     .شد

  هايافته 

اجسام شبه جنيني هفت تا چهارده : بررسي مورفولوژيک

شدند،  ه پانکراس تيمارروز با استفاده از عامل القايي عصار

. سپس تحت رنگ آميزي اختصاصي ديتيزون قرار گرفتند

ساز مشتق از اجسام هاي انسولينپس از رنگ آميزي، سلول

در ). A، ۱شکل (شبه جنيني به رنگ قرمز ارغوني درآمدند 

گروه کنترل منفي يعني اجسام شبه جنيني تيمار نشده با 

 به طور پراکنده عصاره نيز تعداد محدودي سلول قرمز

  ). B، ۱شکل (مشاهده گرديد 

ي پانکراس براي تمايز  تعيين بهترين غلظت عصاره

هاي سلول: هاي بتاي پانکراس هاي بنيادي به سلول سلول

 و سپس با ،رنگ آميزي شده توسط ديتيزون تريپسينه

براي هر غلظت شمارش . استفاده از لام نئوبار شمارش شدند

هاي به دست آمده از  يافته. رار انجام گرفتكمينه با پنج بار تک

ها بررسي. گرديده است ارايه ۱جدول ها در شمارش سلول

هاي ي پانکراس در القاي فنوتيپ سلول نشان داد عصاره

 اثر مثبت دارد؛ زيرا P19هاي ي انسولين در سلول توليدکننده

ها با گروه کنترل منفي تفاوت درصد تمايز در تمام گروه

با افزايش غلظت عصاره، درصد تمايز به . دار نشان دادمعني

هاي تمايز يافته در  درصد سلول. صورت خطي افزايش يافت

هاي  اين درصد در سلول.  است۹/۷±۶/۱گروه کنترل منفي 

                                                           
vii- Alpco, cat: 80-insmsu-E01 
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 ۳۹۸ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۲آبان ، ۴ ي شماره, پانزدهمي  هدور

 

  

ليتر عصاره  ميکروگرم بر ميلي۲۰۰تيمار شده با غلظت 

افزايش غلظت بيشتر از اين حد .  رسيد۷/۳۹ ±۲/۱پانکراس به 

 تمايز يافته هايداري در درصد سلول سبب افزايش معني

  . نشد

 يهـا   هاي به دست آمده از شـمارش سـلول           يافته -۱جدول  
ي   متفـاوت عـصاره  يهـا   تمايز يافتـه تحـت تـاثير غلظـت        

  پانکراس

 غلظت عصاره پانکراس

 )ليتر ميكروگرم در ميلي(

  هاي  درصد سلول

 تمايز يافته

۰ b, c, d, e۶/۱±۹/۷ 

۵۰ a, c, d, e ۸/۱±۵/۲۳ 

۱۰۰ a, b, d, e ۸۳/۰±۴/۳۱ 

۲۰۰ a, b, c ۲/۱±۷/۳۹ 

۳۰۰ a, b, c۵/۱±۵/۴۱  
  

ي پانكراس به عنوان عامل القا كننده  هاي مختلف عصاره غلظت-۱جدول 

ي  غلظت صفر عصاره. هاي بتا پانكراس به کار برده شد به سلولP19هاي سلول

در اين گروه اجسام شبه . در نظر گرفته شدپانکراس به عنوان گروه کنترل منفي 

اي قرار گونه عامل القا کننده  در معرض هيچP19هاي جنيني به دست آمده از سلول

دار نسبت  اختلاف معني: a. انحراف معيار است±ها به صورت ميانگينداده. نگرفتند

 ۵۰ت دار نسبت به گروه تيمار شده با غلظ اختلاف معني: b.به گروه كنترل منفي

دار نسبت به گروه تيمار  اختلاف معني: cليتر عصاره پانکراس،  ميکروگرم بر ميلي

دار  اختلاف معني: dليتر عصاره پانکراس،   ميکروگرم بر ميلي۱۰۰شده با غلظت 

: eليتر عصاره پانکراس،   ميکروگرم بر ميلي۲۰۰نسبت به گروه تيمار شده با غلظت 

ليتر وگرم بر ميلي ميکر۳۰۰ه تيمار شده با غلظت دار ا نسبت به گرو اختلاف معني

 .>۰۵/۰P عصاره پانکراس

  

  

  

  

  

  

  

تـصوير ميکروسـکوپ   . هاي ديتيزون مثبت    سلول -۱شکل  
آميزي شده بـا رنـگ اختـصاصي          هاي رنگ   نوري از سلول  

ــزون  ــلول   : Aديتي ــگ س ــز رن ــلولي قرم ــوده س ــاي  ت ه
يي  را تحت اثر القـا     P19هاي    ساز حاصل از سلول     انسولين

ها بـه ديتيـزون       اين سلول . دهد  عصاره پانکراس نشان مي   
در گروه کنترل منفي يعني     : X ۴۰ .(B(اند    پاسخ مثبت داده  

اجسام شبه جنيني که در معرض عـصاره پـانکراس قـرار            
انـد تعـداد      اند و دچار تمايز خـود بـه خـودي شـده             نگرفته

محدودي سلول ديتيزون مثبت به صورت پراکنـده وجـود          
 .)X ۱۰۰(دارد 

هاي بتا در  گرهاي اختصاصي سلول رديابي بيان نشان

  :ي پانکراس هاي تمايز يافته تحت تاثير عصاره سلول

 ۲۰۰ بعد از ده روز تيمار با غلظت P19هاي   سلول

ي پانکراس از نظر بيان  ليتر عصاره ميکروگرم بر ميلي

ي بتاي انسولين  گرهاي انسولين ـ پروانسولين و گيرنده نشان

در . هاي بتا هستند مورد بررسي قرار گرفتند ويژه سلولکه

گروه اول . اين پژوهش چهار گروه مورد بررسي قرار گرفت

يک از  هاي تيمار شده با عصاره بود که با هيچشامل سلول

 .)B، ۲شکل ) (A، ۲ شکل(هاي اوليه تيمار نشدند باديآنتي

 گروه دوم .دهدهمان ميدان ديد با نور فلورسنت را نشان مي

هاي کنترل منفي است که تحت تاثير عصاره شامل سلول

ها خاصيت در اين گروه تعداد کمي از سلول. اند قرار نگرفته

 همان ميدان .)C، ۲شکل (دهند  فلورسنتي از خود بروز مي

.  نشان داده شده استD، ۲ديد با نور فلورسنت در شکل 

- به خودي سلول تمايز خود ي دهنده ها نشانوجود اين سلول

گروه سوم گروه . هاي بتاي پانکراس است به سلولP19هاي 

 ضد ي بادي اوليه ها آنتيتيمار شده با عصاره بود که در آن

همان ). E، ۲شکل ( نشانگر انسولين ـ پروانسولين به کار رفت

 نشان داده شده F، ۲شکل  ميدان ديد با نور فلورسنت در

ي  يي است که با عصارههاگروه چهارم شامل سلول. است

ي بتاي  ي ضد نشانگر گيرنده بادي اوليه تيمار شده و آنتي

همان ميدان ديد با ). G، ۲شکل (ها به کار رفت  انسولين در آن

  . نشان داده شده استH، ۲شکل  نور فلورسنت در

  

  

هـاي     تصوير ميکروسـکوپ فلورسـنس از سـلول        -۲شکل  
هـاي    ز تمايز سـلول    ا به دست آمده  ي انسولين     توليدکننده
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 همكارانو مرضيه ابراهيمي هفشجاني    سازهاي انسولينهاي بنيادي به سلولتمايز سلول ۳۹۹

 

  

P19ــ ــوزاد مــوش ا تحــت ت ــانکراس ن :  A،ثير عــصاره پ
بـادي اوليـه      هاي تيمار شده با عصاره بـدون آنتـي          سلول

)X۱۰۰ .(B :        همان ميدان ديد با نور فلورسـنت)X۱۰۰ .(C :
بـادي    هاي تيمار نشده با عصاره که در معرض آنتي          سلول

 همـان  :X۴۰۰ .(D(انسولين ـ پروانسولين قرار گرفته انـد   
هـاي تيمـار       سلول X۴۰۰ .(:E(ميدان ديد با نور فلورسنت      

بـادي اوليـه انـسولين ـ      ها آنتـي  شده با عصاره که در آن
همان ميـدان   : X۱۰۰۰ .(F(پروانسولين استفاده شده است     

هاي تيمـار شـده       سلول: X۱۰۰۰ .(G(ديد با نور فلورسنت     
 بتـا   رسـپتور ي بـادي اوليـه   ها از آنتي با عصاره که در آن   

همان ميدان ديد   : X۱۰۰۰ .(H(انسولين استفاده شده است     
هـاي     سـلول  ي  دهنـده   با نور فلورسنت نوک پيکـان نـشان       

  ).x۱۰۰۰(تمايز يافته است 

هاي تمايز بررسي قابليت ترشح انسولين توسط سلول

  : يافته در پاسخ به گلوکز به روش الايزا

و در پژوهش حاضر به منظور بررسي توانايي توليد 

هاي ترشح انسولين در پاسخ به افزايش گلوکز محيط سلول

ميکروگرم بر ميلي ليتر  ۲۰۰تمايز يافته تحت تاثير غلظت 

مولار گلوکز و غلظت   ميلي۵/۵ پانکراس با غلظت ي عصاره

ميزان انسولين ترشح شده .  ميلي مولار گلوکز تيمار شدند۲۵

شده بدون در پاسخ به هر دو غلظت گلوکز و انسولين ترشح 

طور ميزان انسولين ذخيره  اثر تحريک کنندگي گلوکز و همين

. گيري شد درون سلولي با استفاده از کيت الايزا اندازهي شده

گيري انجام گرفت و در براي هر نمونه سه بار اين اندازه

ها را در ترشح ها توانايي اين سلولپايان آناليز آماري داده

هاي به دست آمده از   يافته۳شکل . نمودانسولين تاييد 

ها را با استفاده از کيت  گيري ميزان انسولين نمونه اندازه

  .دهد الايزا نشان مي

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هـا    هاي به دست آمده از آناليز آماري داده          يافته -۳ نمودار
نشان داد که با افزايش ميزان گلوکز محيط ميزان انسولين          

هـاي تمـايز      لول درون سـلولي س ـ    ترشح شده و انسولين   

دار نسبت به محيط      اختلاف معني : a. يابد  يافته افزايش مي  
 ۵/۵دار نـسبت بـه محـيط          اخـتلاف معنـي   : b. بدون گلوکز 

 ۲۵دار نسبت به محيط  اختلاف معني: c. مولار گلوکز ميلي
دار نسبت به انـسولين       اختلاف معني : d. مولار گلوکز   ميلي

  .>۰۵/۰Pدرون سلولي 

  بحث

ضر نشان داده شد يک هفته بعد از تيمار در پژوهش حا

ها ي پانکراس تعدادي از سلول اجسام شبه جنيني با عصاره

 انسولين را نشان ي هاي توليد کنندهمورفولوژي سلول

هاي آميزي ديتيزون براي تاييد فنوتيپ سلولرنگ. دهند مي

اي متصل ديتيزون ماده. ها انجام گرفتبتا در اين سلول

هاي مقدار اين فلز در گرانول. ز روي استشونده به فل

در اين پژوهش . محتوي انسولين در پانکراس بسيار بالا است

هاي تمايز نيز از اين ويژگي فلز روي براي شناسايي سلول

.  استفاده گرديدP19هاي کارسينوماي جنيني يافته از سلول

ها هاي قرمز رنگ مشاهده شده در تمام غلظتکلوني

 هاي توليد تمايز يافته به سلولP19هاي  ي سلول دهنده نشان

هاي ديتيزون مثبت  ي سلول مشاهده.  انسولين استي کننده

هاي مختلف عصاره و هاي تيمار شده با غلظتدر گروه

چنين در گروه کنترل منفي گواه ويژگي پرتوان بودن  هم

هايي از ها به سلول و قابليت تمايز اين سلولP19هاي سلول

هاي قرمز رنگ پراکنده حضور سلول. يه جنيني استسه لا

ي اين حقيقت است که  دهنده در گروه کنترل منفي نشان

 توانايي P19هاي اجسام شبه جنيني به دست آمده از سلول

. هاي بتاي پانکراس را دارندتمايز خود به خود به سلول

هاي هاي تمايز يافته در حضور غلظتافزايش تعداد سلول

عصاره بيانگر اين است که فاکتورهاي محلول موجود مختلف 

ها بنيادي تمايز سلول ي پانکراس نقش مهمي در عصاره در

ي پانکراس موش  عصاره. به سلول بتا پانکراس دارند

صحرايي حاوي فاکتورهاي پروتئيني است که تکوين و تمايز 

 از جمله فاکتورهاي ۱۰.کند هاي بتاي پانکراس را القا مي سلول

اي رشد ـوان به فاکتورهــت اره ميـــموجود در اين عص

 ۱ii-يــسال پانکراـــاکس دئودنــ هومئوبiلاستيــروبـــفيب

 bHLHيا  ۱iv ،Ptf1aاي هپاتوسيت، فاکتور هسته۳iiiنوروژنين

ي تهيه شده   عصاره،از اين رو.  اشاره کرد Hlxb9و فاکتور

از پانکراس محتوي فاکتورهاي لازم براي تکوين پانکراس 

                                                           
i- Fibroblast growth factor FGF 

ii- Pancreatic duodenal homoeobox-1 Pdx1 

iii- Neurogenin 3:Ngn3 

iv- Hepatic nuclear factor: Hnf1 

 

  محيط      ۵/۵  محيط با غلظت     محيط با غلظت        انسولين         

  بدون گلوكز  مولار گلوكز           مولار گلوكز  ميلي۲۵       درون سلولي
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 ۴۰۰ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۲آبان ، ۴ ي شماره, پانزدهمي  هدور

 

  

 ۱۰.تواند به عنوان عامل القايي در نظر گرفته شوداست و مي

هاي ي پانکراس سلول  و همکاران با استفاده از عصارهچويي

 ۱۳،۱۴.هاي بتاي پانکراس تمايز دادندمزانشيمي را به سلول

 ي د کنندهــاي توليــهر سلولآميزي ديتيزون حضورنگ

هاي مزانشيمي تيمار شده تاييد انسولين را در ميان سلول

ها گيري ميزان انسولين ترشح شده در اين سلولاندازه. نمود

مولار  بعد از قرار گرفتن در معرض غلظت بيست و پنج ميلي

ها را در پاسخ  گلوکز به مدت يک ساعت توانايي اين سلول

 و همکاران شيروي ۱۴.ش گلوکز محيط نشان داددادن به افزاي

هاي اي بنيادي تمايز يافته به سلولهبراي تشخيص سلول

. آميزي ديتيزون استفاده کردند ي انسولين از رنگ توليدکننده

هاي هاي ديتيزون مثبت را در ميان سلولها حضور سلولآن

ساز توليد هاي انسولينسلول .بنيادي جنيني گزارش نمودند

هاي شده در پژوهش حاضر از نظر بيان نشانگرهاي سلول

ولين ـي بتاي انس پروانسولين و گيرنده انسولين ـ تا مانندب

با استفاده از روش . دــرار گرفتنــي قـــمورد ارزياب

هاي بتا در  سلولي ايمنوفلورسنس بيان اين دو نشانگر ويژه

- ي پانکراس رديابي و سلول هاي تيمار شده با عصارهسلول

بيان ژن . هاي بيان کننده اين دو ژن تشخيص داده شدند

. هاي بتا لازم استي بتا براي عملکرد طبيعي سلول يرندهگ

اين ژن مسئول ترشح انسولين در پاسخ به افزايش گلوکز 

هاي ر در سلولــ بيان اين دو نشانگ۱۵.باشد محيط مي

ييد ي پانکراس تا تراتوکارسينومايي تيمار شده با عصاره

نمايد که اين سلول ها قادرند به افزايش غلظت گلوکز مي

 و همکاران با استفاده از تکنيک  سان.محيط پاسخ دهند

را در c -ايمنوفلورسنس حضور پروانسولين و پپتيد 

 انسولين به دست آمده ي اي سازندهساختارهاي شبه جزيره

 در ۱۶.هاي مزانشيم مغز استخوان رديابي کردند از سلول

هاي بنيادي پژوهش حاضر به منظور بررسي توانايي سلول

 اين ، انسوليني دههاي توليدکننتراتوکارسينومايي به سلول

 ي عصاره ليتر  ميكروگرم در ميلي۲۰۰ها با غلظت سلول

سپس ميزان انسولين ترشح شده در . پانکراس تيمار شدند

چنين ميزان انسولين  هاي متفاوت گلوکز، و همپاسخ به غلظت

- اندازه. گيري شد با استفاده از کيت اليزا اندازهدرون سلولي

انسولين درون سلولي اجسام گيري انسولين ترشح شده و 

ي پانکراس نشان داد که در  شبه جنيني بدون تيمار با عصاره

ها تعدادي سلول با عملکردي مشابه سلول بتا ميان اين سلول

ها توانايي توليد انسولين را اين سلول. پانکراس وجود دارد

داشته و نسبت به تغييرات غلظت گلوکز محيط واکنش نشان 

 ۲۵نسولين ترشح شده در محيط محتوي ميزان ا. دادند

داري بيشتر از انسولين توليد  مولار گلوکز به طور معني ميلي

از سوي . مولار گلوکز است  ميلي۵/۵شده در محيط با غلظت 

ديگر، ميزان انسولين ترشح شده در محيط فاقد گلوکز به 

اين . باشد هاي داراي گلوکز ميداري کمتر از محيط طور معني

دهد اجسام شبه جنيني به دست آمده از  ها نشان مي يافته

هاي بتا  توانايي تمايز خود به خودي به سلولP19هاي سلول

هايي با توانايي ها قادرند به سلول اين سلول. را دارند

 شيروي. هاي گلوکز محيط تمايز پيدا کننددهي به تنش پاسخ

 از و همکاران نشان دادند اجسام شبه جنيني به دست آمده

هاي که با ژن هاي بنيادي جنيني حتي بدون اينسلول

 ترانسفکت Nk2.2هاي بتا مانند ي تمايز سلول برنده پيش

 ۱۷.هاي ديتيزون مثبت را دارندشوند، توانايي تمايز به سلول

در پژوهش حاضر نشان داده شد تيمار اجسام شبه جنيني با 

ي پانکراس سبب  عصاره ليتر  ميكروگرم در ميلي۲۰۰غلظت 

 تمايزيافته به سلول انسولين ساز هايافزايش درصد سلول

هاي بتاي بالغ عمل ها مشابه سلولبه علاوه، اين سلول. شد

کرده و در پاسخ به افزايش غلظت گلوکز محيط، انسولين 

و همکاران چويي در پژوهشي توسط . بيشتري ترشح نمودند

- هايي با عملکرد سلولهاي مزانشيمي به سلولتمايز سلول

. ي پانکراس بررسي گرديد ه از عصارههاي بتا با استفاد

اي در ميان جات شبه جزيره ها نشان دادند تعداد دسته آن

ي پانکراس به  هاي مزانشيمي تيمار شده با عصارهسلول

ات ـج  اين دسته۱۳.داري بيشتر از گروه کنترل است طور معني

د ـراس را توليـهاي بخش اندوکرين پانکتمام هورمون

 و RT-PCRهاي مولکولي مانند  استفاده از تکنيک. دـکردن

هاي بتا را در اين  نگرهاي سلولايمنوسيتوشيمي بيان نشا

 چوييهاي پژوهش  بر اساس يافته. ها تاييد نمودسلول

مولار   ميلي۲۵افزايش انسولين ترشح شده در پاسخ به غلظت 

ي تاثير غلظت گلوکز در ميزان بيان ژن  گلوکز تاييد کننده

 در پژوهش حاضر افزايش چشمگير ۱۴.انسولين است

مولار گلوکز   ميلي۲۵انسولين ترشح شده در پاسخ به غلظت 

مبني بر تاثير يانگ ده توسط هاي ارايه ش ي يافته تاييد کننده

بر اساس . باشد غلظت گلوکز در ميزان بيان ژن انسولين مي

و همکاران گلوکز از راه افزايش فسفريلاسيون يانگ مطالعات 

ر ژن انسولين و و اتصال اين فاکتور به پروموتPdx1ژن 

   ۱۸.سبب افزايش بيان اين ژن گرديد

 ي هاي پژوهش حاضر که با هدف تعيين اثر عصاره يافته

هاي ي بر تمايز سلولپانکراس نوزاد موش کوچک آزمايشگاه
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-  انجام گرفت، نشان داد سلولP19کارسينوماي جنيني رده 

هاي  در روشي کوتاه مدت قابليت تمايز به سلولP19هاي 

مزيت اين روش ساده و کم . ي انسولين را دارند توليد کننده

 بدون P19هاي هزينه بودن آن است؛ به طوري که سلول

- و يا استفاده از روشافزودن فاکتورهاي رشد گران قيمت 

هاي نستين مثبت به هاي پيچيده و طولاني انتخاب سلول

 . ساز تمايز يافتندهاي انسولينخوبي به سلول

ي کارشناسي  ي دوره اين مقاله برگرفته از پايان نامه: يسپاسگزار

 انسولين از ي هاي ترشح کننده ارشد تحت عنوان توليد سلول

ي  ي پانکراس در پژوهشکده از عصارههاي بنيادي با استفاده  سلول

وسيله از تمام   ينه اب. باشد زيست فناوري دانشگاه شهرکرد مي

ي انجام اين پژوهش را فراهم نمودند تشکر و  افرادي که زمينه

  .آيد قدرداني به عمل مي

  

  

References 

1. Ramsay RC, Goetz FC, Sutherland DE, Mauer SM, Ro-

bison LL, Cantrill HL, et al. Progression of diabetic reti-

nopathy after pancreas transplantation for insulin-de-

pendent diabetes mellitus. N Engl J Med 1988; 318: 

208-14. 

2. Lumelsky N, Blondel O, Laeng P, Velasco I, Ravin R, 

McKay R. Differentiation of embryonic stem cells to 

insulin-secreting structures similar to pancreatic islets, 

Science 2001; 292: 1389-94. 

3. Martin GR. Isolation of a pluripotent cell line from early 

mouse embryos cultured in medium conditioned by ter-

atocarcinoma stem cells. Proc Natl Acad Scies 1981; 78: 

7634-8. 

4. Blyszczuk P, Czyz J, Kania G, Wagner M, Roll U, St-

Onge L, et al. Expression of Pax4 in embryonic stem 

cells promotes differentiation of nestin-positive progen-

itor and insulin-producing cells. Proc Natl Acad Sci 

USA 2003; 100:  998-1003.  

5. Hori Y, Gu X, Xie X, Kim SK. Differentiation of ins-

ulin-producing cells from human neural progenitor cells. 

PLoS Med 2005; 2: e103. 

6. Blyszczuk P, Asbrand C, Rozzo A, Kania G, St-Onge L, 

Rupnik M, et al. Embryonic stem cells differentiate into 

insulin-producing cells without selection of nestin-expr-

essing cells. Int J Dev Biol 2004; 48: 1095-104.  

7. Segev H, Fishman B, Ziskind A, Shulman M, Itskovitz-

Eldor J. Differentiation of human embryonic stem cells 

into insulin producing clusters. Stem Cells 2004; 22: 

265-74. 

8. Kania G, Blyszczuk P, Wobus AM. The generation of 

insulin-producing cells from embryonic stem cells--a 

discussion of controversial findings. Int J Dev Biol 

2004; 48: 1061-4.  

9. Jiang J, Eshpeter M, Korbutt G, Fisk G, Majumdar AS. 

Generation of Insulin Producing Isletâ Like Clusters fro-

m Human Embryonic Stem Cells. Stem Cells 2007; 25: 

1940-53. 

10. Kim YS, Lee JJ, Shin JS, Kim HJ, Kim CW. Enh-

ancement of mouse pancreatic regeneration and HIT-

T15 cell proliferation with rat pancreatic extract. 

Biochem Biophys Res Commun 2003; 309: 528-32. 

11. Oh SH, Muzzonigro TM, Bae SH, LaPlante JM, Hatch 

HM, Petersen BE. Adult bone marrow-derived cells tra-

ns-differentiating into insulin-producing cells for the 

treatment of type I diabetes. Lab Invest 2004; 84: 607-

17.  
12. MacPherson PA, McBurney MW. P19 embryonal car-

cinoma cells a source of cultured neurons amenable to 

genetic manipulation. Methods 1995; 7: 238-52.  

13. St-Onge L, Sosa-Pineda B, Chowdhury K, Mansouri A, 

Gruss P. Pax6 is required for differentiation of gluca-

gon-producing - cells in mouse pancreas. Nature 1997; 

387: 406-9. 

14. Choi K S, Shin J S, Lee J, Kim YS, Kim SB, Kim CW. 

In vitro trans-differentiation of rat mesenchymal cells 

into insulin-producing cells by rat pancreatic extract. 

Biochem Biophys Res Commun 2005; 330: 1299-305. 
15. Ahlgren U, Jonsson J, Edlund H. The morphogenesis of 

the pancreatic mesenchyme is uncoupled from that of 

the pancreatic epithelium in IPF1/PDX1-deficient mice. 

Development 1996; 122: 1409-16.  

16. Xu YX, Chen L, Hou WK, Lin P, Sun L, Sun Y, et al. 

Mesenchymal stem cells treated with rat pancreatic 

extract secrete cytokines that improve the glycome-

tabolism of diabetic rats. In Transplant Proc 2009; 41: 

1878-84. 

17. Shiroi A, Ueda S, Ouji Y, Saito K, Moriya K, Sugie Y, 

et al. Differentiation of embryonic stem cells into insu-

lin-producing cells promoted by Nkx2. 2 gene transfer. 

World J Gastroenterol 2005; 11: 4161-6. 

18. Yang L, Li S, Hatch H, Ahrens K, Cornelius J G, 

Petersen BE, et al. 'In vitro trans-differentiation of adult 

hepatic stem cells into pancreatic endocrine hormone-

producing cells. Proc Natl Acad Sci U S A 2002; 99: 

8078-83. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

em
.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

03
 ]

 

                               7 / 8

http://ijem.sbmu.ac.ir/article-1-1490-fa.html


Vol 15 No.4 November 2013 Iranian Journal of Endocrinology and Metabolism / 410  

 

  

 

 

 

Original Article 

 
 
 

Differentiation of Embryonal Carcinoma Stem Cells into 

Insulin-Producing Cells by Using Pancreas Extract in Vitro 
 

Ebrahimi Hafshejani M1, Esmaeili F2, Houshmand F3 

 
1Medical Plants Research Center, Shahrekord University of Medical Sciences, 2Department of Biology, Faculty of Basic 
Sciences, &  3Department of Physiology, Faculty of Medical Sciences, Shahrekord University, Shahrekord, I.R. Iran 

 

e-mail: ebrahimi.marzeh@yahoo.com 

 
Received: 13/03/2013  Accepted: 27/05/2013 

 

 
Abstract 
Introduction: Type I diabetes mellitus results from the autoimmune destruction of the β cells in 

pancreatic islets. Currently, extensive research is being conducted on the generation of insulin-
producing cells (IPCs) from stem cells. P19 embryonal carcinoma cells are multipotent and can 
differentiate into cell types of all three germ layers. In this study, the differentiation of P19 cells into 
IPCs by using mouse pancreas extract (MPE) was investigated. Materials and Methods: Embryoid 
bodies (EBs) obtained from P19 cells were cultured in medium containing 3% fetal bovine serum, 
supplemented by concentration of 50, 100, 200,300 µg/mL MPE for 7-14 days. Dithizone (DTZ) 
staining was used to detect IPCs derived from EBs in vitro. Mouse monoclonal insulin-proinsulin 
and monoclonal insulin receptor beta antibodies were used for immunoflourescence. Insulin 
content from the cells and insulin secreted by differentiated cells in response to concentrations of 
5.5 and 25 mM glucose were measured using ELISA kits. Results: DTZ-positive cells showed 
purple-red clusters. immunoflourescence indicated expression of Beta cell markers (insulin-
proinsulin and insulin receptor beta) in these cells. Increasing glucose concentration, caused more 
insulin to be secreted by differentiated cells. Conclusions: P19 cells can in the presence of 
pancreas extract differentiate to cell producing and secreting insulin cells. Differentiated cells can 
increase insulin secretion in response to increasing glucose medium. 
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