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  چكيده
هايي مناطق مختلفي از بدن مانند مغز استخوان و بندناف وجود دارند، سلول هاي بنيادي مزانشيمي که درسلول: مقدمه

هرچند با   انسولين،ي هاي توليد کننده از جمله سلول،هابه انواع مختلفي از سلول تمايزو هستند که قابليت تغيير چندتوان 
 ي هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از ديواره توانمندي سلولي ، مقايسهپژوهشهدف اين . باشند کم، را دارا ميي بازده

 و BM-MSCs: هاروشمواد و  .باشد اي پانکراس ميهاي شبه جزيرههناف و مغز استخوان در تمايز به دست سياهرگ بند
UC-MSCsهاي پاساژ سوم که از بيان بالاي سلول.  از دهندگان سالم تهيه و کشت داده شدندCD90, CD73, CD105، 

CD44  و بيان بسيار پايين CD11b ،CD34 و CD45هاي شبه  برخوردار بودند، در حضور ترکيبات القاکننده به سلول
 مثبت توسط روش ايمونوسيتوشيمي و ترشح انسولين در پاسخ C-هاي انسولين و پپتيدسلول. اي تمايز داده شدندجزيره

به منظور ارزيابي Quantitative RealTime PCR .  ارزيابي گرديدنداليزاهاي مختلف گلوکز توسط روش به غلظت
اين هاي يافته: هايافته . مورد استفاده قرار گرفتmRNAسطح  در Nkx2.2 و Glut2 ،Nkx6.1 کمي بيان انسولين،

 انسولين ي هاي بيان کنندهسلول.  انسولين تمايز يابندي هاي توليدکننده قادرند به سلولBM-MSCs نشان داد تنها پژوهش
هاي انسولين و  ژنبيان. هاي تمايز يافته را تشکيل دادند از کل سلول%۵/۱۳±۵/۵و % ۸/۱۵±۶/۲  به ترتيبC-و پپتيد
Glut2 هرچند اين . دادهاي تمايز يافته نشان در سلول  برابري را نسبت به روز صفر تمايز۲۰ نيز در پايان تمايز افزايش
 هاي پژوهش حاضر يافته: گيري نتيجه. کردند انسولين را به درستي ترشح ن،هاي مختلف گلوکزها در پاسخ به غلظتسلول

  . انسولين تمايز يابندي هاي توليدکننده، قادرند به سلولUC-MSC در مقايسه با سلول BM-MSC ايه نشان داد تنها سلول
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 همكارانو چهره  ريحانه خوش  هاي بتا هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف به سلول قابليت تمايز سلول ۳۸۵

 

  

  مقدمه

 ي هدکنندي توليها  سلولينيگزي و جايسلول درمان

 عملکرد از اهداف بزرگ يبتا داراهاي  سلولن با يانسول

 ۲ابت نوع ي موارد دياري و در بس۱ابت نوع يدرمان د

 با استفاده از روش ير پانکراسيوند جزاي اگرچه  پ۱.باشد يم

 يکيکراس، به لحاظ تکنوند کل پانيسه با پي در مقا۲ادمونتون

ن ي با ا۳شود ي مي کمتريحالت ناخوشسبب ر بوده و ت راحت

 يمي درمان داي براير راه حل مناسبيوند جزايوجود، پ

ماران ي بتمام مدت در ي طولانيايابت با مزايان به ديمبتلا

ار يز بسين، دهندگان پانکراس ني علاوه بر ا،ستي نيابتيد

ک ير زنوژنيگر استفاده از  جزاي دي از سو۴.باشند يمحدود م

ستم ير لانگرهانس خوک  با رد شدن آنها توسط سي جزامانند

وانات به انسان ي و خطر انتقال عفونت از ح۵ همراه استيمنيا

  ۶. باشديز دور از انتظار نمين

ق ي تزرمانندج ي راي درمانيها با توجه به مشکلات  روش

 تعداد کم افراد شامل(ر لانگرهانس يوند جزايا پين يانسول

د ي تولي رويا  گستردهيها ، تلاش)ونديدهنده و احتمال رد پ

ابت با استفاده از سلول ين و درمان دي مولد انسوليها سلول

 يها ز سلولين راستا، تمايدر ا.  صورت گرفته استيدرمان

 مولد ي پانکراسي بتايها ا بزرگسال به سلولي يني جنياديبن

ابت ي د به ويژهابت،ين درمان دينو يها  از روشيکين يانسول

  ۷.است ۱نوع 

 ني مولد انسوليها د سلولي بر توليادي زهاي پژوهش
i)IPCs (صورت گرفته که از يني جنيادي بنيها از سلول 

 و لوملسكي مربوط به هاي پژوهشتوان به  ي آنها مي لهجم

 ۲۰۰۶  و همکاران در سالد آمئور ،۸ ۲۰۰۱همکاران در سال 
 اشاره کرد، که ۱۰ ۲۰۰۶د و همکاران در سال و بهارون ۹

ن ي انسولي هکنند  ترشحيها د سلوليها تول  آنتمام هاي يافته

زان ترشح ي، هرچند که مي بودهني جنياديبنهاي  سلولاز 

 چندانرات گلوکز خون ييها در پاسخ به تغ ن سلولين ايانسول

 يادي بنيها استفاده از سلول. ت بخش نبوده استيرضا

 در ي اخلاقيها تي از جمله محدودي مشکلاتي داراينيجن

هاي  سلولوند ي تراتوما بعد از پيريگ  آنها و شکليريبکارگ

 يها جه سلولي در نت۸. استيابتيوان ديافته به حيز يتما

 چند ييها  سلوليزيت تماي بزرگسال که از نظر قابلياديبن

                                                           
i -Insulin producing cells 

ر  استفاده دي برايگري دي نهيتوانند گز يتوان هستند، م

  . باشنديابت به روش سلول درمانيدرمان د

 يادي بنيها ز سلولي در رابطه با تماي متعددهاي پژوهش

نيميمزانش  مولد يها  به سلولii مشتق از مغز استخوا

توان به  يها م آني  هن صورت گرفته که از جمليانسول

  و اوه،۱۱ ۲۰۰۵ و همکاران در سالهاي موريسكات پژوهش

 ۲۰۰۷ و همکاران در سال  كارنيلي۱۲ ،۲۰۰۴ همکاران در سال
 که در ،دنمواشاره  ۱۴ ۲۰۰۷همکاران در سال   وسان يوو  ۱۳

مولد هاي  سلولد ي موفق به تولگران پژوهشن موارد يتمام ا

 مغز استخوان يمي مزانشيادي بنيها ن از سلوليانسول

 يها  از دسته سلوليمي مزانشياديبنهاي  سلول. اند شده

و  ي مختلف سلوليها ز به ردهي تماييوده و توانا بالغ بياديبن

ها  ن سلولي ا۱۵.باشند ي را دارا ميمنيستم ايت سرکوب سيقابل

وم، خون ينووي، سيتوان از مغز استخوان، بافت چرب يرا م

هاي  سلولا يک، بندناف و يوتيع آمني، ماينيبند ناف، کبد جن

  ۱۶- ۱۹.  مشتق از ژل وارتون جدا نموديدور عروق

  مزانشيميبنياديهاي  سلول  از اولين پيوند موفق پس

، خون بندناف به يک ۱۹۸۸ در سال iiiمشتق از خون بندناف

بنيادي انساني براي درمان هاي  سلولمنبع مهم براي 

بنيادي هاي  سلول. هاي خوني و ژنتيکي تبديل شد نارسايي

هاي بنيادي مزانشيمي مغز مزانشيمي بندناف نسبت به سلول

تر اي جنيني بالغـهتر بوده و نسبت به سلولن نابالغاستخوا

 که از SEAA4 وNanog,Oct4   دارايا ــه اين سلول. است

ي هستند، ــادي جنينـــهاي بني  سلولي ويژههاي  شاخص

رسد که خون بند ناف   به اين ترتيب به نظر مي۲۰،۲۱.باشند مي

 سياهرگ بندناف به علت در دسترس بودن، ي هو ديوار

تر آلودگي  هاي استخراج بدون درد، ريسک پايين روش

ويروسي و کاهش احتمال رد پيوند، جايگزين مناسبي براي 

بنيادي مزانشيمي، در مقايسه با هاي  سلولدست آوردن ه ب

   ۲۲.مغز استخوان باشد

مشتق از بندناف نيز هاي  سلولدر رابطه با تمايز 

و  ينگ چائوكئوچ. مطالعات جالب توجهي صورت گرفته است

 که  راهاي بنيادي مزانشيمي ، سلول۲۰۰۸همکاران در سال 

هاي سلولي شبه   به دسته،از ژل وارتون بند ناف گرفته بودند

ها قابليت ترشح انسولين  اين سلول. اي بالغ تمايز دادند جزيره

علاوه بر اين  ۲۳.هاي خارج و داخل بدن را داشتند در محيط

 و همکاران  Feng Gao و ،۲۰۰۷ و همکاران در سال بوسان

                                                           
ii - Bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) 

iii -Umbilical cord mesenchymal stem cells(UC-MSCs) 
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 ۳۸۶ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۰آبان ، ۴ ي شماره, سيزدهمي  دوره

 

  

هاي بنيادي مزانشيمي خون   توانستند از سلول۲۰۰۸در سال 

 در ۲۰،۲۴. انسولين توليد کنندي هکنند هاي ترشح  سلول،بندناف

هاي  سلول و همکاران موفق به توليد وانگ نيز ۲۰۱۰سال 

بنيادي مزانشيمي استروماي هاي  سلولساز از  انسولين

از تزريق به موش ديابتي توانستند بندناف شدند که پس 

 و Phucعلاوه بر اين،  ۲۵.سطح گلوکز خون را کاهش دهند

 و Gao توانستند با استفاده از روش ۲۰۱۱همکاران در سال 

دست آمده از بانک خون بندناف را به ه  بMSCهمکاران، 

 با اين وجود، تاکنون ۲۶.ساز تمايز دهند انسولينهاي  سلول

بنيادي هاي  سلولبررسي توانايي تمايز  پيرامون پژوهشي

به عنوان (ناف   سياهرگ بندي همزانشيمي مشتق از ديوار

هاي  سلول به ،)بنيادي مزانشيميهاي  سلوليکي از منابع 

با توجه به مشکلات موجود . ساز گزارش نشده است انسولين

هاي  سلولساز از  انسولينهاي  سلولدر رابطه با توليد 

استخوان که از آن جمله  ي مشتق از مغزبنيادي مزانشيم

به دست هاي  سلول تمايز و عملکرد نامطلوب ي کمبود بازده

 توانايي تمايز پژوهش حاضرباشد،   از تمايز ميآمده

هاي  سلولبنيادي مزانشيمي مغز استخوان و هاي  سلول

بنيادي مزانشيمي مشتق از ديواره سياهرگ بندناف به 

  .نمود بررسي انسولين ساز راهاي  سلول

  اه روش مواد و

 فاقد ديابت  از مادران باردار سالم پس از زايمانبندناف

 جدا  ، بودند  -HIV-, HBS- , HCVبارداري و فشار خون که

 رومانوو روش براساس يمي مزانشياديبنهاي  سلولشد و 

ط يها به مح پس از پاساژ اول، سلول. دي جدا گرد۲۵و همکاران

α-MEM
i ط يمنتقل شده و مح) %۲۰(ن گاو ين سرم جداراي

ها در پاساژ سوم  سلول. ديض گردي روز تعو۴–۷آنها  هر 

بنيادي مزانشيمي و هاي  سلول هاي ويژگي ي بررسبراي

ن مورد استفاده قرار ي انسولي دکنندهيتولهاي  سلولز به يتما

  .گرفتند

بنيادي مزانشيمي مغز استخوان انسان از بانک هاي  سلول

نيادي مزانشيمي مغز استخوان مرکز سلول بهاي  سلول

 α-MEMمحيط  ه شد و دريان تهي پژوهشگاه رويدرمان

  ۱۰۰ ،)٪۲ ( ـ گلوتامين L،)۱۵٪(  سرم جنين گاوداراي

واحد در  ۱۰۰استروپتومايسين و ليتر  ميكروگرم در ميلي

 عوض شدط ي روز مح۳هر . سيلين کشت شدند پني ليتر ميلي

                                                           
i- Minimum essential medium (MEM) 

بنيادي هاي  سلول هاي ويژگي ي بررسبرايو پاساژ سوم 

ن مورد ي انسولي د کنندهيتولهاي  سلولز به يمزانشيمي و تما

  .استفاده قرار گرفت

 يها  سلوليابي ارزي مورد استفاده برايها يباد يآنت

اهرگ ي و س(BM-MSCs)م  مشتق از مغز استخوانيمزانش

به . ست شده ا نشان داده۱در جدول   UC-MSCs(ii(بندناف 

در پاساژ  ها ، سلوليتومتري فلوسي نمونه براي هيتهمنظور 

 سلول به ۱۰۰۰۰۰و حدود   جدا%۰/۰۵ن يپسيتر سوم توسط

 با ند، سپسهاي مخصوص فلوسيتومتري منتقل شد لوله

 ۴ ي ساعت در دما۱ مورد نظر به مدت يها يباد يآنت

از دستگاه فلوسايتومتري  .گراد انکوبه شدند ي سانتي درجه

FACS Calibour از شرکت Bectin Dekensonي  برا 

به منظور  ۹/۲ي  نسخه   WinMDIافزار ان و از نرمي بيبررس

  .دگرديها استفاده  ز دادهيآنال

هـاي مـورد اسـتفاده در ايـن       بـادي   آنتـي  فهرست -۱جدول
  پژوهش

  رنگ   بادي نام آنتي

  کونژوگه

شرکت 

  سازنده

  کد 

  ماده

Anti Human-CD105 PE  R&D FAB10971-P 

Anti Human-CD90  FITC  Dako R7275 

Anti Human-CD73  PE  BD 550257 

Anti Human-CD44  PE  BD 550989 

AntiHuman-CD34/45  PE/FITC  BD 341071  

Anti Human-CD11b  PE  Abcam Ab8879  

Anti Rat-CD90  FITC  BD 554894 

Anti Rat-CD44  FITC  BD 550974 

Anti Rat-CD45  PE  BD 554878 

Anti Rat-CD11b  PE  BD 554862 

Anti-human Insulin - SIGMA I2018 

Anti-human C-Peptide - Chemicon CBL94 

  

 و BM-MSCsي ها سلول، يزيل تماي پتانسي بررسيبرا

UC-MSCsز داده ي تماياستخوانهاي  سلولشگاه به ي در آزما

 ۳ از پاساژ به دست آمدههاي  سلولب که ين ترتيبه ا. شدند

دن به ي کشت داده شدند و پس از رسيمتر يتن سا۳ت يدر پل

ز استخوان که ي تماي ط القاکنندهي، مح%۷۰-۸۰ يانباشتگ

                                                           
ii- Umbilical cord mesenchymal stem cells (UC-MSCs) 
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 همكارانو چهره  ريحانه خوش  هاي بتا هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف به سلول قابليت تمايز سلول ۳۸۷

 

  

ليتر  واحد در ميلي ميلي ۰/۱ ن گاو،يسرم جن% ۱۰ داراي

سرول فسفات يبتا گلليتر  واحد در ميلي ميلي ۱۰دگزامتازون و 

.  شدند داده روز کشت۱۴ به آنها اضافه شد و به مدت بود،

ها با  ت سلوليپس از تثب. گرديدض يط تعوي روز مح۳-۴ هر

 صورت ن رديزاري با محلول آليزي، رنگ آم%۱۰ين فرمال

  . گرفت 

 ۳ت يها در پل  مانند استخوان، سلوليز به چربي تماي برا

ها به  که تراکم سلول ي کشت داده شدند و زمانيمتر يسانت

 سرم %۱۰ داراي که ي چربي ط القاکنندهيد، محيرس% ۸۰-۷۰

 ۱۰۰دگزامتازون و ليتر  واحد در ميلي ميلي ۰/۱ن گاو، يجن

ها اضافه  ن بود، به آنياسندومتياليتر  واحد در ميلي ميلي

. عوض شديکبار روز  ۳-۴ها هر  ط کشت سلوليمح. ديگرد

 اتاق با يقه در دماي دق۶۰ها به مدت   کشت سلول۲۱در روز 

، از %۷۰ت شدند و پس از شستشو با الکل يتثب% ۴ ديفرمالدئ

ل رد ياو%  ۰/۵(   حجم محلول استوک۳که از ل رد يرنگ او

افته يل ي حجم آب مقطر تشک۲و ) %۹۹ل الکل يزوپروپيدر ا

  . گرديد استفاده يزي رنگ آمي برا،بود

 به UC-MSCs و BM-MSCsهاي  سلولز يت تمايقابل

ن توسط سه روش مورد ي انسولي د کنندهيتولهاي  سلول

  . داده شده است نشان۲در جدول  قرار گرفت که يابيارز

  

   پژوهشش تمايزي مورد استفاده در کار رفته در سه روه مراحل مختلف و مواد ب -۲جدول 

مدت 

 زمان

  )روز(

  ۳ ي مرحله

مدت 

 زمان

  )روز(

  ۲ ي مرحله

مدت 

 زمان

  )روز(

 ۱ ي مرحله

  

  برنامهنام 

۶ 

  

L-DMEM(10%), 

Exendin-4(10nmol/L)  

۶  ECM,L-DMEM(10%), 

NAD(10mM),EGF 

(20ng/ml) 

  

۱ 

  

۲  

H-DMEM(10%),RA 

(1uM/ml) 

  

H-DMEM(10%)  

Gao et al 

(2008)
۲۴ 

۱۴  DMEM/F12(10%), 

NAD,B27,Insulin, 

SCM(1:1)  

۶  DMEM/F12(10%) 

NAD(10mM),B27 

(2%),Insulin(10ng/ml)  

۷  

Neural conditioned  

medium  

Chao et al  

 (2008)
 ۲۳  

۵ -۳  DMEM/F12,N2(1%), 

B27(2%),NAD(10mM),bFGF(10ng/ml)  

۵ -۳  H-DMEM(10%), 

bFGF(10ng/ml)  

۱ 

  

۱  

H-DMEM(10%), 

ActivinA(100ng/ml) 

H-DMEM(10%), 

RA(1uM/ml)  

Shi et al 

(2005)
 ۲۷  

  

  

تمايز يافته و نيز هاي  سلول در C  ـبيان انسولين و پپتيد

آميزي ايمنوفلورسنت مورد  بافت پانکراس انساني توسط رنگ

  . بررسي قرار گرفت

براي انجام ايمنوهيستوشيمي، ابتدا پارافين توسط محلول 

هاي بافتي توسط   گرديد و آبگيري از برشگزيلول حذف

صورت ) ٪۷۰ و٪۹۶، ٪۱۰۰(هاي متفاوت از اتانول  غلظت

احيا . ها توسط آب مقطر شستشو شدند  سپس برش،گرفت

 مولار داراي ميلي ٢٠ژني با استفاده از محلول تريس  آنتي

ي   درجه۳۷ دماي  و در،)٪۰/۱( كلسيم و كلريد% ١تريپسين 

هاي بافتي  برش. گرفت صورت دقيقه ۲۰ ت به مدگراد سانتي

 ساعت ۱به مدت  -۱۰۰X تريتون٪۰/۲با استفاده از محلول 

پذير شدند و پس از دو بار شستشو با در دماي اتاق نفوذ

  بلوک %۱۰ بافر افزودن   باPBS/Tween ٪۰/۵محلول 

 از اتصالات تا شدند وك دقيقه بل۴۰مدت  ه ب بز سرم ي كننده

به منظور افزايش . شود جلوگيري بادي يآنت اختصاصي غير

 ٪۰/۰۵با محلول  بار ٢ها  هاي اوليه، لام بادي آنتي

PBS/Tweenبادي اوليه عليه   سپس آنتي، شستشو شدند

 انساني C  ـ و پپتيد۵۰۰:۱آنتي ژن انسولين انساني به نسبت 

 ۱ و به مدت ، به آنها اضافه گرديدPBS در ۲۵۰:۱به نسبت 

سپس .  انکوبه شدندگراد ي سانتي  درجه۳۷ساعت در دماي 

 FITC Goat antiبادي ثانويه  ها آنتي ها شستشو و به آن لام

rabbit ۱ اضافه شد و انكوباسيون به مدت ۱۰۰:۱ در رقت 
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 ي هسته.  انجام گرفتگراد ي سانتي  درجه۳۷ساعت در دماي 

 توسط  ها يافته رنگ شد و DAPIها توسط  سلول

 .بررسي گرديد DP72  مدلOlympusميكروسكوپ فلورسنت 

 ها توسط براي اجراي ايمنوسيتوشيمي ابتدا سلول

 ي  درجه۴ساعت در دماي  ٢۴  به مدت%۴پارافرمالدهيد 

توسط  شستشو  بار ٢تثبيت شدند و پس از  گراد سانتي

)۰/۵٪(PBS/Tween تريتون  ٪۰/۲، با استفاده از محلول 

١٠٠-Xمراحل ي  مشابه، مراحلي بقيه.   نفوذپذير شدند 

، ها يافتهبه منظور کمي کردن  .ايمنوهيستوشيمي انجام شد

 دارايهاي ظرف کشت   زمينه  از تمام قسمت۱۰تعداد 

رنگ پذيرفته هاي  سلولها انتخاب شد و درصد  سلول

(positive) زمينه  محاسبه گرديدهاي  سلول نسبت به کل. 

ن ير تکوي مسي ويژه يها ان ژني بيبه منظور بررس

 Real روش از،)۳ جدول(انسولين  ي د کنندهيتولهاي  سلول

Time PCRدي استفاده گرد .  

  پژوهش اين در استفاده پرايمرهاي مورد هاي  ويژگي-۳ دولج

 Annealing دماي  پرايمر توالي  ژن

GAPDH F:5' CTC ATT TCC TGG TAT GAC AAC GA3'  

R:5' CTT CCT CTT GTGTTGCT3'  

60  

Insulin  F: 5’ AAGAGGCCATCAAGCAGATCA 3’ 

R: 5’ CAGGAGGCGCATCCACA 3’ 

60  

Glut2  F: 5’ GTTTGAGGATTCCTGAGTGTG 3’ 

R: 5’ GGAAATGTCAAAGGAGACGAT  

60  

Nkx2.2  F: 5' CGATATTGTCAGCCGTCTTCTAA 3’ 

R: 5' TGCCACCAGTTGTCAGAA 3  

60  

Nkx6.1  F: 5' GACAAAGACGGGAAGAGAA 3’ 

R: 5' GGAACCAGACCTTGACCT 3' 

60  

  

  

 شرکت ساخت ،RNA توسط ستون استخراج RNAابتدا 

TaKaRa د، سپس يت استخراج گردي دستورالعمل کبراساس

cDNA از  استفاده  باRNAو  شده  استخراجRandom 

Hexamerت يک توسط  وTaKaRaسنتز شد . Real Time 

PCRي رو cDNAي کميبررس منظور به و شده دي تول 

 انجام ريز صورت به ظرمورد ن ژن يها نسخه تعداد شيافزا

تر از يکرولي م۶، ۳ مر جدولياز هر پرا تريکروليم ١. گرفت

SYBR Green Master Mix) شرکت ساخت TaKaRa ( ۱۰و 

تر به يکرولي م۲ز ين الگو ي نمونه از .شد تر آب اضافهيکروليم

 Real Time PCRواکنش . دگردي اضافه ي ياد شده مجموعه

 هر نمونه به ي و برا Corbett Researchبه کمک دستگاه

ها با استفاده  ز دادهيت آناليدر نها.  انجام شددوپليكهصورت 

ز به عنوان ي نGAPDH از . صورت گرفتCt∆∆از  روش  

 يي نهاي ها در مرحله سلول .دي استفاده گرديکنترل داخل

م شستشو داده يزيم و مني کلسيها وني فاقد PBSز با يتما

 گلوکز درمول  ميلي ۵ا محلول قه بي دق۶۰شدند و به مدت 

Krebs Ringer مار ي تگراد ي سانتي درجه ۳۷ يدر دما

 يها برداشته و در دما  سلولييط رويان محي، در پاگرديدند

ها با  سپس سلول.  شدي نگهدارگراد ي سانتي درجه ـ۷۰

 ۶۰ به مدت Krebs Ringerگلوکز در مول  ميلي ۲۷/۵محلول  

 گرديدند،مار يتگراد  ي سانتي درجه ۳۷ يقه و در دمايدق

زان ي مي سلول برداشته شد و تا زمان بررسييط رويمح

 گراد ي سانتي  درجه-۷۰ يدر دما  ،C ـ دين و پپتيانسول

 در هر C ـ دين و پپتيزان ترشح انسوليم. دگردي ينگهدار

 بر اساسو ) Mercodiaشرکت (زا يمرحله به روش ال

  .  شديريگ دستورالعمل شرکت سازنده  اندازه

و  ۱۳ي  نسخه  SPSSافزار   با نرمهاي به دست آمده يافته

 در سطح ،نس دو طرفهايز واري آنالآزمونبا استفاده از 

ها بر   دادهتمام.  قرار گرفتي مورد بررس≥۰۵/۰P يدار يمعن

  .اند ه شدهياراانحراف معيار ± ميانگين اساس 
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  راحل انجام كارتصوير شماتيكي از م

  

  ها يافته

 يها ط  از سلوليجداشده از بندناف، برخهاي  سلولدر 

هاي  سلولدند که يچسب  ساعت به کف ظرف ۷۲ ي ال۴۸

 از يادياهرگ بندناف بخش زي سي وارهيال دياندوتل

 يادي بنيها سلول .دادند ل يده را تشکيچسبهاي  سلول

ل مشاهده ک هفته قابي پس از ي دوکي با ظاهريميمزانش

 با DMEM-LGط يبا استفاده از مح). A-الف :١ شکل( بودند

ج يال به تدرياندوتلهاي  سلول ٪۱۵ ن گلوکز و سرمييغلظت پا

). B-الف :١ شکل( اول و دوم، حذف شدند ي پاساژهايط

را   آن٪۲۰ که α-MEMط يها با مح ط سلوليض محيتعو

 يمواج يها يل کلنيداد، سبب تشک يل مين گاو تشکيسرم جن

ار يکه بس) C-الف :١ شکل( شد يميشبه مزانشهاي  سلولاز 

 :١ شکل( بودند BM-MSCsهاي  هاي سلول سلولمشابه با 

 ياستخوانهاي  سلولز به يت تمايدو سلول قابل هر) E -الف

م يکه تنها مزانش ي در حال،)F وD  ـالف: ١ شکل(را داشتند 

 شکل(ا داشت  ريچربهاي  سلولز به ياستخوان توان تما مغز

  .G)-الف :١

 در هر يميمزانشهاي  سلول ي ژهي ويها  شاخصيبررس

 ن دو گروهي بيدار يچ اختلاف معنيدو گروه نشان داد ه

BM-MSCs و UC-MSCs ان ي بمورد درCD73, CD105, 

CD44   وCD90دو گروه   وجود ندارد و هرCD34 ،CD11b 

 بيان  را در مقادير پايين بيان کرده و يا اصلاCD45و 

  ).ب :۱شکل ( کردند نمي

ادی يهای بن سلولو شناسايی  کشت ،جداسازی : ۱فاز 

  جداسازی و کشت 

ادی يهای بن سلول

  مغز استخوانمی يمزانش

  ز به استخوانيتما �

  ز به چربیيتما �

 میيادی مزانشيتومتری برای مارکرهای سطحی سلول بنيفلوسا �

های انسولين  های بنيادی مزانشيمی به سلول تمايز سلول: ۲فاز 

  پروتکل تمايزی

               Activin A, RA, DMEM-HG(10%)      :مرحله اول

                      bFGF+DMEM-HG(10%) :           مرحله دوم

  DMEM/F12+bFGF+N2+nicotiamid+B27 :    مرحله سوم

  ها ز دادهيآنال

  جداسازی و کشت 

ادی يهای بن سلول

    سياهرگ بند نافمیيمزانش

Real-time PCRهای  برای ژن: 

Insulin,Glut2,Nkx2,2 و Nkx6.1  

  

   برای  انسولينالايزا

  C-يدت و پپ

  

ايمونوسيتوشيمي براي 

  انسولين 

  C-يدت و پپ
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همـين  : B در هفتـه اول کـشت،        ،)پيکـان سـياه   ) (UC-MSC(هاي بنيادي مزانشيمي سياهرگ بنـدناف          سلول A: الف : ۱شکل   
رسـوب کلـسيمي   .  بـه اسـتخوان  UC-MSCتمـايز   :D در پاسـاژ دوم،  UC-MSCهاي مـواج   کلني :Cها در پاساژ اول،      سلول

-BM(اسـتخوان    هاي بنيـادي مزانـشيمي مغـز        هاي مواج سلول   کلني :E. زارين رد به رنگ قرمز مشخص شده است       توسط آلي 
MSC (    ،در پاساژ سومF :اسـتخوان و     هاي بنيادي مزانـشيمي مغـز       آميزي آليزارين رد سلول    رنگG:  آميـزي چربـي در      رنـگ
هـاي   درصد بيـان شـاخص   :ب: ۱شکل ). اند  مشخص شدههاي چربي با پيکان سياه    واکوئل  (BM-MSCته  فيا هاي تمايز   سلول

  .)باشد  مي۱۰Xها  بزرگنمايي عکس( BM-MSC و UC-MSCهاي بنيادي مزانشيمي در دو گروه  اختصاصي سلول

هاي  سلول به يمي مزانشياديبنهاي  سلولز يت تمايقابل

 که در قسمت ماده يزين از سه روش تمايد کننده انسوليتول

.  قرار گرفتيابي مورد ارز،ه شدح داديو روش توض

 داده شده است،  نشان۲و شکل  ۴طور که  در جدول  همان

و Shi و با استفاده از روش  BM-MSCsهاي  سلولتنها 

. افتنديز ين تماي انسولي ترشح کنندههاي  سلولهمکاران، به 

 و نسبت هسته ي دوکيز از ظاهري تمايها، در ابتدا ن سلوليا

 ۱۲ برخوردار بودند، اما پس از گذشت ييتوپلاسم بالايبه س

 را يا رهي شبه جزيها ز، دستهي تماي ان مرحلهيروز و در پا

توپلاسم در آنها کاهش ي که نسبت هسته به سندل داديتشک

 يها نيئ پروتي اختصاصيزيرنگ آم. E)-۲شکل (افته بود ي

 متصل ي اختصاصيها يباد يتوسط آنتC   ـدين و پپتيانسول

ها در  نيين پروتيدو ا  نشان داد که هرFITCوم به فلوروکر

ان ير بيافته و در شبه جزاي زيتماهاي  سلولتوپلاسم يس

افته و يز يتماهاي  سلولشمارش ). Hو G -۲شکل (شوند  يم

نشان داد ) در ماده و روش آمده است (ها يافته نمودن يکم

  c ـدين و پپتيها انسول از سلول% ۵/۱۳±۵/۵ و ۸/۱۵±۶/۲که 

کار ه  بيها  با روشUC-MSCsهاي  سلول. کنند يان ميا بر

 نشان L و K-۲ز نشان ندادند که در اشکال يرفته قدرت تما

 به عنوان کنترل ي بافت پانکراس انساني از نمونه. داده است

-BM يها و از سلول) Dي ال۲Aاشکال (د يمثبت استفاده گرد

MSCs ده شد استفايرل منفتز، به عنوان کنيقبل از تما 

  ). P ي الM -۲ هاي شکل(

   انسولين از سه روش تمايزيي هاي توليد کننده هاي بنيادي مزانشيمي به سلول  تمايز سلولهاي يافته -۴ جدول

    تمايزي نتيجه

  ايمونوسيتوشيمي  الايزا RT-PCR رفرنس

  مدت زمان 

  )روز( زيتما

  نوع سلول  يزيروش تما

+  +  +  BM-MSCs  ۲۷ 
-  -  -  

۱۲  Shi۲۰۰۵( و همکاران(  
UC-MSCs  

۲۳ -  -  -  ۲۸  Chao۲۰۰۸( همکاران  و( BM-MSCs 

۲۴ -  -  -  ۱۵  Gao ۲۰۰۸( و همکاران(  BM-MSCs  
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 :B لانگرهانس داخل دايره مـشخص شـده اسـت،           ي  ائوزين بافت پانکراس انسان، جزيره    -آميزي هماتوکسيلين  رنگ: A: ۲ شکل
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عدم بيان  : L بندناف،   ي  هاي تمايز داده شده      انسولين سلول  نشانگرعدم بيان   : K  بندناف، ي  هاي تمايز داده شده      سلول ي  هسته
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 اسـتفاده   DAPIهـا از رنـگ    آميزي هـسته  بوده و براي رنگ) FITC(  متصل با رنگ فلورسنتي بادي ثانويه آنتي .C ـ  پپتيد

  .) نمايش داده شده است۱۰X با بزرگنمايي تمام تصويرها (شده است

 

 

 ،Insulin يها ان ژني بي کميبه منظور بررس

GLUT2(Slc2a2)،Nkx6.1 و Nkx2.2ز ير تماي در مس

در سه  ن ساز،يانسولهاي  سلول به BM-MSCsهاي  سلول

ز و ي دوم تماي ان مرحلهيپا ز،ي روز صفر تمايمقطع زمان

 Realروش ز، از يتما) يي نهاي مرحله( سوم ي ان مرحلهيپا

Time PCR Quantitativeاز  . استفاده شدGAPDHز به ي ن

  .دي استفاده گرديعنوان کنترل داخل

 ب،  الف،-۳ که در شکل هاي به دست آمده يافتهبر اساس 

 سوم ي ن در مرحلهيان ژن انسولي، بد نشان داده شده ج،

ن يافت که ايش ي برابر افزا۲۰ز نسبت به روز صفر يتما

دار در  ين اختلاف معنيا). P≥۰/۰۵( دار بود يش معنيافزا

ز يز نيسوم تما  دوم وي ن مرحلهين، بيان انسوليرابطه با ب

ژن مربوط به  (GLUT2ان يب). P≥۰/۰۵( وجود داشت

 ي ن، در مرحلهيمانند انسوليز ن)  گلوکزي اختصاصي گيرنده

 دوم ي ن مرحلهين بيچن ز نسبت به روز صفر و هميسوم تما

در  ).P≥۰/۰۵( داد ي را نشان دار يش معنيز افزايسوم تما و

چ اختلاف ي هNkx2.2 و Nkx6.1 يها ان ژنيمورد ب

 مشاهده نشد يزين مراحل مختلف تماي بيدار يمعن

)۰/۰۵P>.(  
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 ۳۹۲ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۰آبان ، ۴ ي شماره, سيزدهمي  دوره

 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 يهـا  ان ژني بي براReal Time PCR Quantitativeروش  توسط يژن انيب ي بررسهاي يافتهوو هـ ، د ،ج الف ،ب، -۳شکل
 C و غلظت انسولين و پپتيد ي در سه مقطع زمانNkx2.2و  GLUT2،Nkx6.1 ،انسولين

  

ان يز و پاي دوم تماي ان مرحلهيپا ز،يروز صفر تما

 يها  در سلولرا زي تما.)يي نهاي مرحله( سوم ي مرحله

 يها به سلولز داده شده يتما  مغز استخوانيمي مزانشياديبن

: ، وC ـ ديزان ترشح پپتيسنجش م :ه. دهد ينشان مبتا 

ز در ي تماياني پاي ن را در مرحلهيزان ترشح انسوليسنجش م

را در  گلوکزمول  ميلي ۵/۲۷ و مول  ميلي۵دو غلظت مختلف 

  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان سلول

  روز صفر

  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان سلول

  ي سوم مرحله  ي دوم مرحله

ي 
سب
ن ن
بيا

  ژن

Nkx2.2

0

0.5

1

1.5

2

2.5

Nkx6.1

0

0.5

1

1.5

2

2.5

  روز صفر

  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان سلول

  ي سوم مرحله  ي دوم مرحله

ژن
ي 
سب
ن ن
بيا

  

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

ن 
ولي
س
ان

)
تر
 لي
بر
م 
گر
رو
اك
م

(  

  مولار  ميلي۵/۲۷  مولار  ميلي۵

  غلظت گلوكز

  الف
Glut2

0

5

10

15

20

25

30

35

*

  روز صفر

  نشيمي مغز استخوانهاي بنيادي مزا سلول

  ي سوم مرحله  ي دوم مرحله

ژن
ي 
سب
ن ن
بيا

  

 ب

 د ج

 هـ

0

5

10

15

20

25

30

35

40

  مولار  ميلي۵/۲۷  مولار  ميلي۵

  غلظت گلوكز

 ـ 
يد
پپت

C) 
تر
 لي
بر
م 
گر
نو
نا

(  

 و

  ي سوم مرحله  ي دوم مرحله  روز صفر

ژن
ي 
سب
ن ن
بيا

  

Insulin

0

5

10

15

20

25

30

35 *

  هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان سلول

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ij

em
.s

bm
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

18
 ]

 

                             9 / 15

http://ijem.sbmu.ac.ir/article-1-1116-fa.html


 همكارانو چهره  ريحانه خوش  هاي بتا هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف به سلول قابليت تمايز سلول ۳۹۳

 

  

ز داده شده به يتما  مغز استخوانيمشي مزانيادي بنيها سلول

ن ي بيدار ياختلاف معنچ يدهد که ه ينشان م بتا يها سلول

ها   دادهتمام). <۰۵/۰P(دو غلظت مختلف گلوکز مشاهده نشد 

 .اند ه شدهي اراانحراف معيار±  ميانگينبر اساس

 ي بررسراهافته از يز ي تمايها  عملکرد سلوليبررس

به منظور  زاي با روش الاCـ  دين و پپتيزان ترشح انسوليم

د يافته در توليز ي تمايا رهي شبه جزيها  دستهيي توانايبررس

 در پاسخ C  ـدين و پپتيزان انسولين، آزمون سنجش ميانسول

، از مول  ميليگلوکز ۲۷/۵و مول  ميلي ۵به دو غلظت مختلف 

 نشان داد ها يافته. ز به عمل آمدي تماييفاز نهاهاي  سلول

 ۲۷/۵ در پاسخ به غلظت C  ـدين و پپتيزان ترشح انسوليم

گلوکز کاهش  مول ميلي ۵ به غلظت گلوکز نسبتمول  ميلي

شکل ( )<۰/۰۵P( دار نبود ين کاهش معنيداد، اگرچه ا نشان 

  ).و ه،: ۳

  بحث

 ي بررسپيرامون پژوهشيکه تاکنون  ني با توجه به ا

 شده از  جدايمي مزانشيادي بنيها ز سلوليت تمايقابل

ن ساز ي انسوليها اهرگ بندناف به سلولي سي وارهيد

 ياديبنهاي  سلول پژوهشن يت، در اصورت نگرفته اس

ها   آنيي توانايناف به منظور بررس اهرگ بندي سيميمزانش

 و کشت داده ين ساز جداسازي انسوليها ز به سلوليدر تما

  . شدند

 ي سلولاگره ك صورت گرفته نشان داده يها پژوهش

 ي، ظاهر دوکي به کف ظرف کشت بودهت چسبندگيواجد قابل

 ،+CD90+، CD73+، CD105 هاي شاخص داراي شکل داشته و

CD44+، CD11b-، CD45-و  CD34-ز به يت تماين قابليچن  هم، باشد

 را داشته ي استخوان، غضروف و چربي مزودرميها رده

 ۲۸- ۳۱.رديگ يم قرار مي مزانشيادي بنيها باشد در گروه سلول

م جداشده از ي مزانشيها ز سلولي حاضر نپژوهشدر 

 به کف ظرف ي چسبندگيژگيدناف، واهرگ بني سي وارهيد

 يها  سلولي ويژه يها ان شاخصي شکل، بيکشت، ظاهر دوک

ز به استخوان را دارا بودند، يت تماي و قابليمي مزانشياديبن

ن يچن هم. ها مشاهده نشد ن سلولي در ايز به چربياما تما

 مورد ي غضروفيها  آنها به سمت سلوليزيتوان تما

 که در رابطه با ي مشابههاي پژوهشدر .  قرار نگرفتيبررس

ز ي خون بندناف صورت گرفته نيمي مزانشيادي بنيها سلول

  خون بندناف ازيمي مزانشيها نشان داده شده که سلول

 نسبت به ي چربيها  سلولي براينيي پايزيتوان تما

 يبرخ. ند هست مغز استخوان برخورداريادي بنيها سلول

 يها پ سلولي و فنوتيژر در مورفولوييز تغي نها پژوهش

دنبال ه اهرگ بندناف را بي مشتق از سيمي مزانشياديبن

 را يز به چربيل تمايز کاهش پتانسيش تعداد پاساژها و نيافزا

ب ين ترتيبه ا. اند ط خارج از بدن گزارش کردهيدر مح

 يمي مزانشيادي بنيها توان گفت که اگرچه سلول يم

 جدا يها وجود سلولن ي چند توان هستند، با اييها سلول

 يزي تمايها تيتوانند قابل ي مختلف ميشده از بافت ها

   ۳۲.ش بگذارندي را به نمايمتنوع

 استخوان و يمي مزانشيها  سلولپژوهش،ن ي اي در ادامه

ساز  ني انسوليها ز به سلولياهرگ بندناف به منظور تمايس

توانستند  )۲۰۰۵(  و همکارانShi.  قرار گرفتنديمورد بررس

 سه ي برنامه انسان را با استفاده از يني جنياديبنهاي  سلول

در ادامه . ز دهندين ساز تمايانسولهاي  سلول، به يا مرحله

، Shi با استفاده از روش ۲۰۰۷ و همکاران در سال دنير

 يادي بنيها  سلولي  خونساز که از دستهيادي بنيها سلول

ز يساز تما ني انسوليها باشند را به سلول يبزرگسالان م

) ۲۰۰۸( و همکاران Gaoو ) ۲۰۰۸(  و همکارانChao ۳۳.دادند

د ي بزرگسالان به منظور توليادي بنيها ز از سلولين

ن يد انساز استفاده کرده و توانست ني انسوليها سلول

 هر سه بنابراين. جاد کننديط خارج بدن ايها را در مح سلول

 يررس مورد بBM-MSCs و UC-MSCs روش  در دو گروه

دست آمده نشان داد که ه  بهاي يافته. سه قرار گرفتيو مقا

 مغز استخوان قادر هستند که به ي مزانشميها تنها سلول

 يها ابند و از تمام روشيز يساز تما ني انسوليها سلول

. ز موثر بوده استي القا تماي براShiز تنها روش يموجود ن

ه روش کار گرفته شده در هر سه بات بي ترکي سهيمقا

ط کشت ي از محيزي داد هر سه روش تماتمايزي، نشان

DMEMاند  ز استفاده کردهي گلوکز در آغاز تماي با غلظت بالا

 يها  بالغ به سلوليادي بنيها  سلوليزير تماييکه در تغ

ز سلول يو تما ۳۴،۳۵،ن موثر استي انسولي دکنندهيتول

 فعال يمي مزانشيادي بنيها  پانکراس را از سلولينياندوکر

   ۲۷.کند يم

تواند  ي نميي گلوکز به تنهايهرچند که غلظت بالا

 يها  مغز استخوان را به سلوليمي مزانشيادي بنيها سلول

ش بردن ي پيبرابنابراين  ۱۴،ن القا کندي انسولي د کنندهيتول

د، ين آميکوتي نانندي بلوغ م القا شده، فاکتورهايها بلوغ سلول

ط کشت ي است که در محي ضرورN2 و B27، ۴-نياکسند

 يب اصلي استفاده شده است، اما دو ترکيزيهر سه روش تما
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 ۳۹۴ ايران متابوليسم و ريز درون غدد ي مجله ۱۳۹۰آبان ، ۴ ي شماره, سيزدهمي  دوره

 

  

ز يگر متمايکديه از ي را در مراحل اوليزين سه روش تمايکه ا

 جز Aن يوي اکت.د استيک اسينوئي و رتA نيويکند، اکت يم

ل ي است که در غلظت بالا در القا تشکTGF-β ي اعضا خانواده

 مزودرم و اندودرم در يريگ  شکليرااندودرم موثر است و ب

 و kubo ۳۶،۳۷.باشد مي يون ضروري گاسترولاسيط

اند   گزارش کرده۳۹همکاران و McLeanن يچن  هم۳۸،همکاران

 به يني جنياديبنهاي  سلولز يتواند تما ي مA نيويکه اکت

ر ين را در کشت جزايرا القا کند، ترشح انسول iياندودرم قطع

م ين و ترمي تکوي و ط۴۰بود بخشد بهي انسانيپانکراس

 يها ز سلولي، تمايابتي نوزاد دياه موش در  بتايها سلول

  ۴۱.م کندي پانکراس را تنظيبتا

 موثر در يها ز از جمله مولکولي نii(RA)ديک اسينوئيرت

 مزودرم و يخلف ـ ي قدامي است که در الگودهيده اميپ

ه  بينيز اندودرم جني تمايم الگوينورواکتودرم و در تنظ

 پانکراس در مهره ي هي اوليها  جوانهيريگ خصوص شکل

ن را در يان انسوليتواند ب ي و م۴۲کند ي ميفاداران نقش ا

ن يويب اکتي ترک۴۲،۴۳. بهبود بخشدي پانکراسي بتايها سلول

 ي در بلاستولاي اکتودرم فرضي هيز ناحي در تماRAبا 

ساز  شيپ انسان به يني جنيادي بنيها ز سلوليزنوپوس و ن

ن ي انسوليها  و سلول hnf3β وPdx1 ،hnf3α  ماننديپانکراس

 و A نيوي از اکتيبيترک  و به عبارت بهتر۲۷،۴۴مثبت موثرند

RAهر کدام از يريتر از بکارگ ار اثربخشيز بسي در القا تما 

ز يل عدم تماي از دلايکين يبنابرا.  استيين عوامل به تنهايا

 يها غز استخوان به سلول ميمي مزانشياديبنهاي  سلول

 يري، عدم بکارگChao و Gaoن ساز به دو روش يانسول

 RA و Aنيوي اکتيري و عدم بکارگChao در روش A نيوياکت

شود  يز است که سبب ميه تماي در مراحل اولGaoدر روش 

 به سمت اندودرم يمي مرانشيادي بنيها متعهد شدن سلول

. ردي صورت نگيخوب به يني رده اندوکري  و در ادامهيقطع

 ين سه روش و بررسيتر ا قي دقي سهيهرچند به منظور مقا

 به  Chao وGaoت دو روش يل عدم موفقيگر دلايد

  .باشد نياز مي يشتري بهاي پژوهش

اهرگ بندناف به ي سيمي مزانشيادي بنيها ز سلوليتما

  مغزيمي مزانشيها  نشان داد که برخلاف سلولShiروش 

 يها  در سلولCـ  دين و پپتين انسولياستخوان، دو پروتئ

 mRNAن و يئتاهرگ بندناف در سطح پرويافته از سيز يتما

  . دارندينيي پايزيها توان تما ن سلوليان نشده و ايب

                                                           
i- Definitive endoderm 

ii- Retinoic Acid 

، ساير در اين پژوهش به دست آمدبرخلاف آنچه که 

به هاي بنيادي مزانشيمي  اند که سلول  نشان دادهها پژوهش

هاي  ناف قدرت تمايز به دسته  بند از ژل وارتوندست آمده

ه گلوکاگون را داشته و ب  انسولين وي شبه جزيره بيان کننده

 ديابتي موجب کاهش هاي صحرايي موشدنبال تزريق به 

 و همکاران در Gaoچنين  هم ۲۳،۴۵.گلوکز خون در حيوان شدند

هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از   که بر سلولپژوهشي

% ۲۵/۲ تا ۶۳/۳ ، نشان دادند کهگرفتصورت ناف  خون بند

کردند و در  ها در پايان تمايز انسولين را بيان مي از سلول

 هاي موشتمايز يافته به  هاي  سلول با تزريق ۲۰۰۹سال 

 ۲۴.ها را ثابت کردند ديابتي  قابليت توليد انسولين اين سلول

هاي   و همکاران موفق به توليد سلولوانگ نيز ۲۰۱۰در سال 

هاي بنيادي مزانشيمي استروماي  ولين ساز از سلولانس

بندناف شدند که پس از تزريق به موش ديابتي توانستند 

 و Phucعلاوه بر اين،  ۲۵.سطح گلوکز خون را کاهش دهند

 و Gao توانستند با استفاده از روش ۲۰۱۱همکاران در سال 

دست آمده از بانک خون بندناف را به ه  بMSC ،همکاران

به اين ترتيب به نظر  ۲۶.اي انسولين ساز تمايز دهنده سلول

 سياهرگ ي هاي بنيادي مزانشيمي ديواره رسد که سلول مي

هاي  تري نسبت به سلول بندناف از توان تمايزي پايين

 که اين مزانشيمي ژل وارتون و خون بندناف داشته باشند

ها به استخوان و چربي  توان تمايزي کمتر در تمايز اين سلول

  . هم مشاهده شده بود

استخوان  به   مغزيمي مزانشيادي بنيها ز سلوليتما

، نشان داد که  Shiساز به روش  ني انسوليها سلول

ن و يب انسوليها به ترت از سلول %۵/۱۳±۵/۵و  ۶/۲±۸/۱۵

 شبه يها کنند و به صورت دسته يان ميرا بC   ـديپپت

اهر توپلاسم ظيتر از س  کوچکيها  با هستهيا رهيجز

استخوان  مغزهاي به دست آمده از بررسي  يافته. شوند يم

ها به  ن سلوليز اي از  تمايا  نشانهيافته،ن ينشان داد که ا

افته به صورت يز ي تمايها سلول. ساز بود ني انسوليها سلول

 ياستخوان که ظاهر افته مغزينيزتماهاي  سلول ي هسته

. دند قابل مشاهده بوي شکل داشتند، به خوبيدوک

ز به سمت سلول يز نشان داد که تماي نين ژني بيها يبررس

ن و ي انسوليها  صورت گرفته و ژنيساز به درست نيانسول

GLUT2ز، ي سوم نسبت به روز صفر تماي ان مرحلهي در پا

ن ير تکويدر مس. افتيش يافزا) P≥۰/۰۵ (يدار يدر سطح معن

 ژن مربوط به (GLUT2ن و يان ژن انسوليپانکراس، ب

ز ي تمايتنها در سلول بتا)  گلوکز در سطح سلول بتاي گيرنده
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 يها ز ژني نNkx6.1 و Nkx2.2 ۲۷. استييافته قابل شناساي

ز نسبت يک از مراحل تماي چيها در ه ان آني بودند که بيگريد

 نشان نداده بودرا  يدار يش معنيبه روز صفر، افزا

)۰۵/۰P>.( د انشان د پانکراس يني تکوهاي پژوهش در واقع

ن پانکراس ي در حال تکويها  تنها در سلولNkx6.1ان ژن يب

ل در کامل ي دخيها ز از ژني نNkx2.2 است و ييقابل شناسا

 که يپژوهش در ۴۶. استي پانکراسي بتايها ز سلوليشدن تما

Ohساز از  نيانسول هاي سلولد ي تولي رو و همکاران

ز يم دانند ناستخوان انجا  مغزيمي مزانشياديبن هاي سلول

 Nkx6.1 و Nkx2.2ان ي، بهاي پژوهش حاضر همسو با يافته

ها تنها تا روز  ان آنيز مشاهده نشد و بي تمايانيدر روز پا

به دست  ي افتهيز يتماهاي  سلولز ادامه داشت، يهفتم تما

يز  نيابتيق به موش دين گروه پس از تزري از روش اآمده

  ۱۲.ان کنندين را بيتوانستند انسول 

ن يبتا، ترشح انسولهاي  سلول مهم عملکرد يها از نشانه

 دين و پپتيزان ترشح انسولي مپژوهشن ين رو در اياست، از ا

افته مورد يز ي مغز استخوان تماياديبنهاي  سلول در C ـ

ها  ز سلولي نشان داد پس از تماها يافته.  قرار گرفتيبررس

 آنجا که در از.  بودندC  ـدين و پپتيقادر به ترشح انسول

ز اضافه يز به منظور تماين ني انسول،ها ط کشت سلوليمح

ن ترشح شده مربوط به ي از انسولي بخشبنابراينشد،  

ها در  ط کشت توسط سلولي جذب شده از محيها نيانسول

 از يط عاريط با محيض محيس از تعوپز است که ي تمايط

ن وجود يبا ا. د ترشح شده استيط جدين به محيانسول

د يترد يها ب  سلولييط روي در محي ترشحC ـ ديص پپتيشخت

افته يز يتماهاي  سلولن توسط ين انسوليانگر سنتز پروتئيب

 را يميتوشيسمونوي از روش اهاي به دست آمده يافته كهبود 

افته، يز ي عملکرد سلول تماي بررسين برايچن هم. کند يد مييتا

 از ي متفاوتياه ز در معرض غلظتي تماييفاز نهاهاي  سلول

هاي  يافته. قرار گرفتند) مول  ميلي۲۷/۵و مول  ميلي ۵(گلوکز 

چ اختلاف ي نشان داد هين بررسيز اا به دست آمده

 در پاسخ به غلظت C  ـدين و پپتين ترشح انسولي بيدار يمعن

  گلوکز وجود نداشتمول ميلي ۲۷/۵و غلظت مول   ميلي ۵

)۰/۰۵P> .( يافته دارايز يتمااي ه سلولتوان گفت  ي مكلدر 

 يها توانند متناسب با غلظت ي نبوده و نميعيعملکرد طب

ل يتواند به دل ين مين را ترشح کنند که اي انسول،مختلف گلوکز

هاي  سلولا عدم بلوغ ي و طبيعي گلوکز در حد ي گيرندهفقدان 

 هاي پژوهشر يگر با توجه به ساي دياز سو. افته باشديز يتما

 (in vivo)ط يافته در شرايز يتماهاي  سلولت يانجام شده فعال

  .نشان دهدبهتر ها را   سلولدرستتواند عملکرد  يم

تنها سلول  نشان داد هاي پژوهش حاضر يافتهدر نهايت 

BM-MSC در مقايسه با سلول UC-MSCبه  است، قادر 

 پژوهشدر اين  . انسولين تمايز يابدي هاي توليدکنندهسلول

ه ناف ب مزانشيمي جدا شده از سياهرگ بندبنيادي هاي  سلول

ند که يدگرد شبه مزانشيمي معرفي ميهاي  سلولعنوان 

ساز  هاي چربي و انسولين پتانسيل لازم براي تمايز به سلول

هاي  سلولرا نداشته و توان تمايزي پاييني براي توليد 

تنها مشخص گرديد از سوي ديگر، . ندشتاستخوان ساز دار

 خاص به علت کاربرد اکتيوين و رتينوئيک  به طورShiروش 

هاي  سلولساز را از  انسولينهاي  سلولاسيد، تمايز به 

 هرچند اين ،کند بنيادي مزانشيمي مغز استخوان القا مي

ي عملکرد پاسخ به اها در محيط آزمايشگاه دار سلول

 ها پژوهش نياز به .باشند هاي مختلف گلوکز نمي غلظت

با توجه به نقش موثري  ، مدل حيواني اين رابطه درپيرامون

در مقايسه با محيط  تواند مي) In vivo( که محيط داخل بدن

به ضروري داشته باشد،  روي تمايز) In vitro( خارج از بدن

  .رسد نظر مي
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Abstract 
Introduction: Mesenchymal stem cells (MSCs) derived from bone marrow are multi potent cells 

that have the capacity to trans-differentiate into a variety of cell types including insulin islet cells. 
However the efficiency is low. The aim of this study is to explore the potential of Marrow and 
Umbilical cord vein MSC to differentiate into functional islet like cells in vitro. Materials and 
Methods: BM-MSCs and UC-MSCs were obtained from healthy donors and were cultured. MSCs 
with high CD90, CD73, CD105, CD44 and very low CD34 and CD45 expression were differentiated 
into Islet-like cells, under defined conditions. Insulin and c-peptide positive cells were evaluated 
with immune-florescence and insulin release after glucose challenge was tested by ELISA. QRT-
PCR was done to detect expression of insulin, Glut2, Nkx6.1 and Nkx2.2 at mRNA level. Results:  
Our results showed that only BM-MSC can be differentiated to insulin secreting cells. About 
15.8%±2.6 and 13.5%±5.5 of cells were positive for insulin and c-peptide, respectively. Our results 
revealed that expression of Insulin and Glut2 upregulated 20 fold changes at mRNA level. However 
they were not functional when treated by different concentration of glucose. Conclusion: Our 
results showed that only Human BM-MSCs, compared to umbilical cord vein MSCs, are able to 
differentiate into insulin producing cells in vitro. 
 
 
 

Keywords: Bone marrow mesenchymal stem cells, Umbilical cord vein mesenchymal stem cells, Insulin 

producing cells 
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