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  مقدمه
ترين مشكلات بين زوجين  ناباروري يكي از شايع

 و زنانـه  عامـل  دو هـر  اثـر  در تواند مي كه مي باشد
بــه عنــوان نــاتواني در  نابــاروري. دهــد رخ مردانــه

بارداري پس از يك سـال مقاربـت جنسـي مـنظم     
پيشـگيري از بـارداري   هـاي   بدون استفاده از روش

بـراي درمـان نابـاروري    ). 2 و1( تعريف شده اسـت 
هـاي   اي صـورت گرفتـه و روش   تحقيقات گسـترده 

ــاح    ــاني، لق ــون درم ــر هورم ــاني بســياري نظي درم
ــق درون سيتوپلاســمي )IVF( آزمايشــگاهي ، تزري

و انجماد جنين و تخمـك پيشـنهاد   ) ICSI(اسپرم 
  . )2(شده است 

هـا مـوثر    برخـي از زوج هاي ذكـر شـده در    روش
هـاي اخيـر، گروهـي از محققـان      لذا در سال .نبوده

اند روش جديـدي جهـت درمـان نابـاروري      توانسته
    هــاي بنيــادي    هــا بــا تمــايز ســلوّل آن. ارائــه دهنــد
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هاي بنيادي مزانشيمال بافت چربي به  تاثير رتينوئيك اسيد در تمايز سلّول
 هاي زاياسلّول

  چكيده
 هاي زايا نگرش دانشمندان را به مبحث باروري و ناباروري    هاي بنيادي به سلّول    هاي اخير در زمينه تمايز سلوّل مطالعات انجام شده در سال :هدف و زمينه

با توجه به اينكه كه كاربرد باليني . باشد  مي هاي زايا    در درك بهتر نحوه تكامل سلّول   هاي زايا گام مهمي    توليد داخل آزمايشگاهي سلّول. تغيير داده است
 سازد، بنابراين يافتناي روبرو ميت عديدهزائي بالا و مسائل اخلاقي بسيار محدود است و محققان را با مشكلاهاي بنيادي روياني به دليل توان تومورسلّول
هاي درون در توليد گامت مذكورهاي  تواند جايگزين مناسبي براي سلّولهاي پرتواني و به دست آمده از يك بافت يا اندام بالغ ميي با ويژگييهاسلّول

لذا در . استفاده شد) RA-Retinoic Acid( زايا از رتينوئيك اسيد هاي    سلّول به بنيادي هاي    سلّول تمايز القاي جهت در اين تحقيق،. آزمايشگاهي باشد
سلّول بنيادي مناسبي را به عنوان  ،)Germ cell(هاي زايا     چربي به سلّول هاي بنيادي مزانشيمال بافت    مطالعه حاضر سعي بر آن بود كه با تمايز سلّول

 . تر دست يافت هاي جنسي تكامل يافته    شايد بتوان با ادامه تحقيقات به توليد داخل آزمايشگاهي سلوّل هاي بنيادي روياني معرفي كرد تاجايگزين سلّول

 Adipose Tissue Derived) هاي بنيادي مزانشيمي برگرفته از بافت چربي    پس از به دست آوردن جمعيت خالصي از سلّول: كار روش

Mesenchymal Stem Cells- ADMSC) ها با استفاده از محيط تمايزي به    ارزيابي چند توان بودن اين سلوّل، جهت Osteoblast وAdipocyte 
هاي      همچنين فلوسيتومتري جهت بررسي ماركرهاي سطحي سلوّل. بررسي شد تمايز آن ها Oil red-O و Alizarin Red Sتمايز داده و با رنگ آميزي 

سپس اين  .انجام شد) CD31و  CD45و عدم بيان ماركرهاي  CD90 ،CD44بيان دو ماركر(و مغز استخوان چربي  بنيادي مزانشيمال حاصل از بافت
و رنگ آميزي  سپس آناليز فلوسايتومتري. هاي زايا تمايز داده شدند    به سلّول) روز 7به مدت(رتينوئيك اسيد هاي القايي حاوي  ها در محيط    سلّول

  .انجام شد ) DAZLو (Mvh  هاي زايا    ماركرهاي رده سلّول ايمونوفلوروسنس جهت برسي بيان
هـاي   وسـلّول ) CD31(و منفي بودن مـاركر آنـدوتليال    CD44وCD90 هاي بنيادي ، مثبت بودن ماركرهاي سطحي سلّولهاي مذكور در سلّول :ها يافته
 بـا رنـگ   Adipocyte و Osteoblast هـاي  قابليت تمـايز بـه سـلّول   . ها بود مزانشيمي بودن اين سلّول گوياينشان داده شده است كه ) CD45(خوني 

Alizarin Red S و Oil red-Oهـا بـا آنـاليز فلوسـايتومتري و      پس از بررسي سلّول. ها مي باشد نشان داده شد كه بيان كننده چند توان بودن اين سلّول
  .اند را بيان داشته) Mvh & DAZL(هاي زايا     ركرهاي سلّول، مارتينوئيك اسيدتيمار شده با هاي  ايمونوفلوروسنس مشخص شد كه سلول

 ردر مطالعه حاضر نشان داده شد كه ماركرهاي سلّول جنسي در سلّول بنيادي مزانشيمال حاصل از بافت چربي پـس از اضـافه كـردن فـاكتو    : گيرينتيجه
  .تمايزي رتينوئيك اسيد به محيط كشت بيان شده است

   
  .هاي زايا، اسيد رتينوئيك    هاي بنيادي مزانشيمي، ناباروري، سلّول    سلّول :ها دواژهيكل

  8/6/92 :تاريخ پذيرش  7/4/92:تاريخ دريافت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 r

jm
s.

iu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

4-
11

 ]
 

                             1 / 11

http://rjms.iums.ac.ir/article-1-2967-fa.html


 
 
 

 

   ...مزانشيمال بافت چربي تاثير رتينوئيك اسيد در تمايز سلول هاي بنيادي                           

http://rjms.tums.ac.ir  1392اسفند، 117، شماره 20دوره  پزشكي رازيمجله علوم

11 

)Stem cells (هاي جنسي مذكر و مؤنـث      به سلوّل
اي  هـاي اميـدوار كننـده    در محيط آزمايشگاه قـدم 

ــوژي بــراي درمــان ن ــا اســتفاده از تكنول ــاروري ب اب
هـاي      سـلوّل  .)3-7(انـد   هاي بنيادي برداشته    سلوّل

اي هستند  زايا جمعيت سلوّلي بسيار تخصص يافته
اين  .باشند كه جهت حفظ و بقاي گونه ضروري مي

سـلوّلي هسـتند كـه شـامل      طيف وسـيع  ها سلوّل
تـا  هاي زاياي بدوي در طي دوران امبريـوژنز      سلوّل

اووســيت و اســپرم كامــل پــس از دوران گــامتوژنز 
   .)8(باشند  مي

هاي اخيـر دانشـمندان جهـت بـه دسـت       در دهه
هاي زايا در محيط آزمايشگاه از منابع  آوردن سلوّل

هـاي   هـاي بنيـادي از قبيـل سـلوّل     گوناگون سلوّل
ســلوّل هــاي بنيــادي جنينــي و  ،بنيــادي پوســت

   تفاده كردنـد هاي بنيادي مغـز اسـتخوان اس ـ   سلوّل
به خاطر مسائل اخلاقـي ناشـي از    ).9-13 و 4 ،3(

دست كاري جنين انسـان و احتمـال ايجـاد انـواع     
، كـانون   ESCsتومورهـاي سـرطاني در اسـتفاده از   

هـاي بنيـادي       توجه دانشـمندان بـه سـمت سـلوّل    
يكـي  . )15-17(  )14-16(بزرگسالان معطوف شد
بنيـادي بزرگسـالان   هـاي      از منابع براي تهيه سلوّل

ــز      ســلوّل ــادي مزانشــيمال حاصــل از مغ هــاي بني
هـاي   باشد كه توانايي تمايز بـه سـلوّل   استخوان مي

متفاوت از قبيل استخوان، غضروف، چربي، عضله و 
  . را دارد غيره

با ادامه تحقيقات دانشمندان توانستند با استفاده 
هـاي بنيـادي مزانشـيمال حاصـل از مغـز          از سلوّل

هاي جنسي مـذكر      سلوّل ،استخوان انساني و موشي
و همكـاران   Nayernia .)9-12و4 ،3(توليد كننـد  

بــار موفـق بـه تمــايز     بـراي اولـين   2006در سـال  
هـاي مزانشـيمال مغـز اسـتخوان موشـي بـه           سلوّل

 ).10(گامت نر در حضور رتينوئيـك اسـيد شـدند    
ين هاي بعد مطالعات مشابهي در ا در سالچنين هم

زمينــه انجــام شــد و دانشــمندان توانســتند تمــايز 
هـاي      ي زايا را در مراحل مختلـف از سـلوّل   ها    سلوّل

بـه دليـل    ).12و11 ،9( بنيادي بالغ گزاررش دهند
هاي بنيادي مغـز   مشكلات ناشي از استخراج سلوّل

هـاي      استخوان مطالعات بر روي منابع ديگر سـلوّل 
  .بنيادي نيز متمركز گرديد

هـاي      بر همين اساس بسياري از محققين سـلوّل  

بنيـــادي مزانشـــيمي برگرفتـــه از بافـــت چربـــي 
)ADMSCs ( را به دلايل تزايد سريع، نمونه گيري

تر و عدم وجود عـوارض در فـرد دهنـده، بـه      راحت
ــراي مغــز اســتخوان   ــوان جــايگزين مناســبي ب عن

هــاي بنيــادي     ســلوّل. )18و17( انــد پيشــنهاد داده
نشيمال استخراج شـده از بافـت چربـي قابليـت     مزا

تزايد زيادي داشته و به چنـدين رده سـلوّلي مثـل    
آديپوسيت، استئوبلاست، ميوبلاست، كندروبلاست، 

ــدوتليال و كارديوميوســت تمــايز داده شــده  ــد  آن ان
توانستند  و همكاران Songبا ادامه تحقيقات . )17(

ــلوّل ــي      س ــي را در مح ــت چرب ــادي باف ــاي بني ط ه
هاي شبه اوسـيت تمـايز دهنـد        آزمايشگاه به سلوّل

 از هاي تمايز يافته سلوّل آوردن دست به براي .)19(
 فاكتورهـاي  ژنتيكـي  دستكاري بنيادي، هاي سلول

موثر شـناخته   ها مولكول سيگنالينگ يا و رونويسي
 هـا  سـيگنالينگ مولكـول   از يكي) 21و20( اند شده

 فرم اسيد رتينوئيك ).22( باشد مي اسيد رتينوئيك
 مطالعات به توجه با باشد و  مي A ويتامين اكسيدان

 جنينـي  بنيـادي  هاي    سلوّل تمايز باعث شده انجام
 هـاي     سلوّل تكثير و جنسي ساز پيش هاي    سلوّل به

 كـه  هـم  مطالعاتي .)23( شود مي جنسي ساز پيش
 و 2003 ســـال در همكـــاران و Geijsen توســـط

Nayernia 2006 و 2004 هاي سال در همكاران و 
 تمايز در رتينوئيك اسيد مثبت تأثير گرفت، صورت
 تحريـك  و جنسـي  هاي    سلوّل به بنيادي هاي    سلوّل
  ). 24و  7، 5( دادند نشان را PGCs تكثير

ــه محــدوديت هــا و عــوارض اســتفاده از  توجــه ب
حاصـل از  هاي بنيادي رويـاني و مزانشـيمي    سلوّل

ي بـا  يسـلوّل هـا   مغز اسـتخوان در انسـان، يـافتن    
هاي پرتواني و به دست آمده از يك بافت يـا   ويژگي

ــي  ــالغ م ــدام ب ــراي   ان ــايگزين مناســبي ب ــد ج توان
ــلوّل ــز    س ــيمي مغ ــاني و مزانش ــادي روي ــاي بني ه

هـاي درون آزمايشـگاهي    استخوان در توليد گامـت 
  .باشد

يز لذا مطالعه حاضر به منظوربررسي قابليـت تمـا  
ADMSCs هاي زايا طراحي شـده اسـت   به سلوّل .

بـه عنـوان مكمـل ضـروري در      RAهمچنين تاثير 
محيط كشت در تمايز به سمت سـلوّل زايـا مـورد    
بررسي قرار گرفت تا بتوان بـا ادامـه تحقيقـات بـه     

هاي جنسي تكامـل      توليد داخل آزمايشگاهي سلوّل
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 .تر دست يافت يافته
  

   كارروش 
ــت   ــه دس ــراي ب ــلوّلب ــادي   آوردن س ــاي بني ه

چربي، بافت چربي اطراف  مزانشيمال حاصل از بافت
تحـت   NMRIهفتـه اي نـژاد    6-8اپيديديم موش 

گرديد و به تيكه هاي كوچك  شرايط استريل خارج 
سپس به ظرف حاوي محلول كلاژنـاز   و تقسيم شد

منتقـل   (Collagenase1,Sigma, USA) نوع يـك 
هضــم از نــان اطمييــك ســاعت و پــس از . گشــت
جهت خنثي نمودن كلاژناز به ميزان حجم  ،ها بافت

                محـــــيط كشـــــت حـــــاوي    ،درون لولـــــه 
(Invitrogen, USA)  ــت ــافه گشـ ــپس . اضـ سـ

مده به فلاسك كشـت حـاوي   آدست   هاي به سلوّل
كـه   DMEM (Invitrogen, USA) محيط كشـت 

 10FBS ،[Penicillin 10 IU/ml and%[حـاوي  

Streptomycin 10 IU µg/ml (Invitrogen, USA) 
 وگراد  درجه سانتي37يدما(به انكوباتور باشد و  مي

ــربن  ــيد ك ــت  %5 دي اكس ــل  )%95و رطوب منتق
سـاعت پـس از    24اولين تعـويض محـيط   . گرديد

هـاي    ها انجام گرديد تا سـلوّل   دست آوردن سلوّل به
پــس از ايــن مرحلــه . گردنــدغيــر چســبنده جــدا 

ايـن  . روز يك بـار تعـويض گشـتند    4ها هر  محيط
ها ادامه يافت و پـس    مرحله تا افزايش تعداد سلوّل

ــلوّل ــيدن سـ ــا  از رسـ ــراكمهـ ــه تـ ــد  90بـ درصـ
 .گشتند ) (trypsin, Invitrogen, USAتريپسينه

  
هاي بنيادي مزانشـيمال چربـي     تمايز سلّول

هـاي بـه     لوّلس ـ :استئوبلاست و ليپوبلاستبه 
دست آمده از بافت چربي پس از رسيدن به تـراكم  

ــي  80 ــلوّلي (درصــد  90ال ــاژ س در ) ســومين پاس
ــك    ــتئوژنيك و ليپوژنيــ ــت اســ ــيط كشــ محــ

)Bonyakhte Company, Rasht, Iran (  به مـدت
دي اكسـيد   گراد، درجه سانتي 37روز در دماي 21

تعـويض  . انكوبـه شـدند  % 95و رطوبـت   %5كربن 
پـس از آن، جهـت   . روز تكـرار شـد   3-4محيط هر

بررسي و اثبات تمايز به استئوبلاست و نشان دادن 
وسيله  ها به  نقاط مينيراليزه و كلسيفيه شده، سلوّل

Alizarin Red S (SIGMA, USA)  آميـزي   رنـگ
جهت بررسي و اثبات تمايز به ليپوبلاسـت و  . شدند

ها به  نشان دادن قطرات چربي به رنگ قرمز سلوّل
رنگ آميـزي   Oil red-O (SIGMA, USA)وسيله 
 .شدند

  
هاي مزانشيمي  سلوّل: آناليز ماركرهاي سطحي

دســت آمــده از بافــت چربــي و بــه طــور كلــي   بــه
ــلوّل ــيت   س ــيمي داراي خاص ــادي مزانش ــاي بني ه

چسبندگي به ظروف كشـت پلاسـتيكي هسـتند و    
ظاهري شبيه به فيبروبلاست و داراي توانـايي بـالا   

هـاي گرفتـه    با اين حال سـلوّل . باشند در تمايز مي
شده از حيوان بايـد تعيـين هويـت شـوند كـه آيـا       

هاي كشت شـده از نـوع بنيـادي مزانشـيمي      سلوّل
 ــ   ماركرهــاي  CD واسـطه ه هسـتند يـا خيــر؛ كـه ب

آنـاليز   .گـردد  موجود درسطح سـلوّلي بررسـي مـي   
ــيتومتري  ــول چميكـ ـ  فلوس ــاس پروتك ــر اس ون ب

)(Chemicone براي بررسي بيان دو ماركر سطحي 
)eBioscience UK (CD90، )ab25064, abcam, 

USA (CD44 ) هـــاي بنيــــادي    ويـــژه ســــلوّل
 CD45و عـــدم بيـــان دو مـــاركر ) مزانشـــيمال

(ab25670, abcam, USA) و )ab95652, abcam, 

USA (CD31 )ساز و خون بنيادي هاي  ويژه سلوّل 
  .انجام گشت) آندوتليالهاي   سلوّل

  
هاي  جهت تمايز سلوّل :هاي زايا  سلّولبه تمايز 

هاي زايا، تعداد   بنيادي مزانشيمال بافت چربي به سلوّل
متر مربع و در  سانتي 25در فلاسك كشت  سلوّل 106

ــايزي   ــيط تم ــبمح ــاوي  [DMEM مناس  %10ح
FBS،Penicillin 100 IU/ml / Streptomycin 

100µg/ml و µMRA(Invitrogen, USA) 5 -10[  به
 درجه سـانتي  37دماي (روز در انكو باتور  7مدت 

كشـت  %) 95و رطوبت % 5دي اكسيد كربنگراد با 
بار تعويض  محيط كشت هر دو روز يك. داده شدند

ها در محيط كشت فاقد  در گروه كنترل سلوّل .شد
 .روز كشـت داده شـدند   7فاكتور تمايزي به مـدت  

آناليزهـاي ايمونـو فلورسـنس و    تمـايز  براي برسي 
  .فلوسايتومتري انجام گرفت

  
رنگ آميزي بـا   :نوفلورسنسورنگ آميزي ايم

و  Mvhآنتي بـادي سيتوپلاسـمي عليـه پـروتئين     
DAZL    هـاي    براي بررسي ميزان تمـايز بـه سـلوّل
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زايا، پس از پشت سر گذاشتن مراحل القا سلوّلي و 
عـدم بيـان ماركرهـاي    همچنين به منظور بررسـي  

هاي فاقـد فـاكتور تمـايزي     هاي زايا در سلوّل سلوّل
روش كـار بـه ايـن صـورت اسـت كـه        .انجام شـد 

ــاي كشــت داده شــده در پليــت پــس از   ســلوّل ه
سرد توسط  PBS (Invitrogen, USA) شستشو با

بـه   .فيكس شـدند  (Sigma, USA) %4فرم آلدئيد 
شـــده   انتخـــاب گرهاي دليـــل اينكـــه نشـــان  

بايـد غشـاي    ،هاي سيتوپلاسمي هسـتند  ازپروتئين
هـا بتواننـد بـه     ها نفوذپذيرگردد تا آنتي بادي سلوّل

ــلوّل ــوذ پيداكننــــد  درون ســ ــابراين ا. نفــ ز          بنــ
Triton 100-X (Invitrogen, USA)  دقيقـــه

بعد از ايجـاد نفوذپـذيري در غشـا در     .استفاده شد
 Goat Serum (1% ايــن مرحلــه بــا اســتفاده از

bovine serum albumin in phosphate-buffer 

sulin pbs/tween)(  هـاي غيـر    بلاكينگ پـروتئين
اختصاصي صورت گرفت سپس آنتي بادي اوليه بـا  

 ,Dazl (SANTA CRUZ 1:50)]رقـت مناسـب  

Mvh (antibodies-online 1:50)](     بـه خانـه هـا
ها به مدت يك شـب در دمـاي     افزوده شد و سلوّل

پـس از شتسشـو   . ماندند باقي سانتي گراد  درجه 4
 3سه بار و هر بار بـه مـدت   ( PBS ها توسط سلوّل
 Rat] آنتي بـادي ثانويـه بـا رقـت مناسـب     ) دقيقه

anti-Rabbit IgG (antibodies-online, 1:100) 

and donkey anti-goat IgG (SANTA CRUZ 

 هـا  سـلوّل . شـد  هـا اضـافه    بر روي سـلوّل  [(1:100
ــدند  ــه ش ــاريكي انكوب ــاعت در ت ــه  ،دوس ســپس ب

تـا آنتـي    ندشستشـو داده شـد   PBS آهسـتگي بـا  
بـه منظـور رنـگ    . شـود  هاي اضـافي شسـته    بادي

 ,Invitrogen)از محلـول  ،هـا  آميزي هسـته سـلوّل  
USA) DAPI بــراي خشــك نشــدن . اســتفاده شــد
 PBS از ميلـي ليتـر   1 ها در هر خانه در حد سلوّل

درون (درجــه ســانتي گــراد  4ريختــه و در دمــاي 
ــنايي ــل و دور از روشـ ــر  ) فويـ ــاهده زيـ ــا مشـ تـ

هـايي كـه در    سـلوّل . شدند داري ميكروسكوپ نگه
هاي اختصاصـي   اسكلت سلوّلي خود حاوي پروتئين

مورد نظر باشند در زير ميكروسـكوپ فلوروسـنس   
  .دهند خود نشان مي رنگ سبز درخشان از

  
براي بررسي ميزان تمايز  :فلوسايتومتريآناليز 

هاي زايـا،    هاي بنيادي بافت چربي به سلوّل  سلوّل
ــلوّلي    پــس از پشــت ســر گذاشــتن مراحــل القاس

انجام  DAZL و Mvh فلوسايتومتري براي پروتئين
  . شد

 ســپس ،برداشــته شــد  ســلوّل 105-106تعــداد 
فـيكس  % 4ها توسط محلـول پارافرمالدهيـد    سلوّل
هاي  ها به آنتي ژن براي دسترسي آنتي بادي. شدند

سـپس آنتـي   . استفاده شـد %  1/0داخل از تريتون 
بادي اوليه تهيه شده و كنترل ايزوتايپ مربوطه بـا  

 Dazl (SANTA CRUZ 1:50)]رقـت مناسـب   

and Mvh (antibodies-online 1:50), Rabbit 

polyclonal IgG (ab27472, abcam, USA, 

1:200), mouse IgG1 isotype control (11-

4714, eBioscience, UK, 1:200)]                    
ها به مـدت يـك    سلوّل. به سوسپانسيون اضافه شد

شب در محلول آنتي بادي اوليه انكوبه شدند و روز 
 ،PBSهـا بـا محلـول     بعد پـس از شستشـو سـلوّل   

محلول آنتي بادي ثانويه تهيه شده با رقت مناسـب  
[FITC diluted ideally: Rat anti-Rabbit IgG 

(antibodies-online 30087, 1:100) donkey 

anti-goat IgG (SANTA CRUZ, sc-2024, 

 30-45هـا بـه مـدت     افزوده شده و سلوّل [(1:100
گراد  درجه سانتي 4دقيقه در اين محلول در دماي 

از ايــن مرحلــه بــه بعــد پروســه در (قــرار گرفتنــد 
). تقيم وجود ندارد انجام گرفـت محيطي كه نور مس

ها بـا محلـول     پس از گذشت زمان مورد نظر سلوّل
PBS   هـا تـا    شستشو داده شده و در نهايـت سـلوّل

) Partec(زمان آناليز توسط دسـتگاه فلوسـايتومتر   
قرار گرفتـه و كـاملاً   % 10در محلول پارافرمالدهيد 

گراد  سانتي درجه 4پخش شدند و سپس در دماي 
  .شدند نگه داري

  
  هايافته

  در طـي  ADMSCs هـاي   سـلوّل  به طورطبيعي
ــراكم  90-80روز بـــه  4-5 ــيدند در صـــد تـ            رسـ
جهت ارزيابي تمـايز بـه استئوبلاسـت    ). A 1شكل(

هفتـه كشـت در    3هاي به دست آمده پس از سلوّل
 Alizarin Red Sمحيط استئوژنيك با رنگ آميزي 

و جهـت  ) B1 شـكل (مورد ارزيـابي قـرار گرفتنـد    
هفته كشـت در   3برسي تمايز به ليپوبلاست پس از
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مـورد   Oil red-Oمحيط ليپوژنيك با رنگ آميـزي  
و نتـايج نشـان    .)C 1شـكل ( ارزيابي قـرار گرفتنـد  

 CD90 ،CD44 دهــد كـه ماركرهــاي ســطحي  مـي 
هـاي   در سـلوّل  CD31و  CD45مثبت و دو ماركر 

 مورد نظر منفي بوده است كه نشان دهنـده تأييـد  
           باشــد هــاي بنيــادي مزانشــيمي مــي هويــت ســلوّل

  ).2شكل (
  

موجود  هاي مزانشيمي سلوّل :نتايج القاء سلّولي

فاقـد هرگونـه    DMEMدر گروه كنترل در محيط 
نتـايج حاصـل از   . فاكتور تمايزي كشت داده شدند

ــاليز   ــنس و آنــ ــزي ايمونوفلوروســ ــگ آميــ رنــ
ــي  ــان م ــايتومتري نش ــك از   فلوس ــيچ ي ــد ه دهن

هاي   هاي اين گروه نسبت به ماركرهاي سلوّل  سلوّل
واكنش مثبت نشـان ندادنـد   ) DAZLو  Mvh(زايا 

  ). 4و 3اشكال(
هـا در محـيط    در گروه مورد مطالعه بعدي سلوّل

روز كشـت   7كشت حاوي رتينوئيك اسيد به مدت 

 
هـاي بنيـادي مزانشـيمال     سلّول. باشند پيش از تمايز كه داراي نماي دوكي شكل و شبه فيبروبلاستي مي) A(هاي بنيادي مزانشيمال بافت چربي  سلّول -1شكل

هـاي   سـلّول . تأييد شـده اسـت   Alizarin red Sپس از قرار گيري در محيط كشت استئوژنيك به استئوبلاست تمايز يافته كه با رنگ آميزي ) B(بافت چربي 
 بزرگ(تأييد شده است  Oil red-Oپس از قرار گيري در محيط كشت ليپوژنيك حاوي قطرات چربي شده كه با رنگ آميزي ) C(بنيادي مزانشيمال بافت چربي 

  .) x 400نمايي 

  
مثبت بودن ماركرهاي  .هاي بنيادي مزانشيمال بافت چربي هاي بنيادي استخراج شده از سلّول  بررسي فلوسايتومتريك، بيان ماركرهاي سطحي در سلّول -2 شكل

كنتـرل  (نشـان داده شـده اسـت    ) CD45(هـاي خـوني    وسلّول) CD31(و منفي بودن ماركرهاي آندوتليال  CD44)و  (CD90هاي بنيادي  سطحي سلّول
  ).باشد رنگ بنفش مي ايزوتايپ به

  
بـا  ). پس از چهارمين پاساژ(روز  7تمايزي به مدت  رهاي بنيادي مزانشيمال بافت چربي پس از كشت در محيط فاقد فاكتو بررسي فلوسيتومتريك سلّول -3 شكل

   كنتـرل ايزوتايـپ بـه رنـگ بـنفش     (منفـي هسـتند   ) DAZLو Mvh (هاي زايـا   سلّولها نسبت به ماركرهاي  انجام فلوسيتومتري مشخص شد كه اين سلّول
  ).مي باشد
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آناليز فلـو سـايتومتري و رنـگ آميـزي      .داده شدند
بررسي دو مـاركر رده   ايمونوفلوروسنس اين گروه با

انجـام شـد    DAZLو  Mvhهاي زايـا يعنـي    سلوّل
هـاي ايـن    ونتايج به دست آمده نشان داد كه سلوّل

گروه نسبت به اين دو ماركر واكنش مثبـت نشـان   
  ).6 و 5اشكال (داده اند 

   
  و نتيجه گيريبحث 

 در مطالعه حاضر بـا اسـتفاده از فـاكتور تمـايزي    
ــيد ــك اس ــت  رتينوئي ــلوّلقابلي ــادي  س ــاي بني ه

مزانشيمي حاصل از بافت چربي در تمايز به سـمت  
در ايـن مطالعـه   . هاي رده زايـا بررسـي شـد    سلوّل

هــاي تمــايز يافتــه از  نشــان داده شــد كــه ســلوّل
هاي بنيادي مزانشيمي حاصل از بافت چربي  سلوّل

 هـاي زايـا يعنـي    قادر به بيان ماركرهاي رده سلوّل

Mvh و Dazl اين بيـانگر ايـن مطلـب     باشند و مي
هاي زايا در  هاي فوق به سمت سلوّل است كه سلوّل

روش تمايزي مورد . اند تكامل يافته In vitro محيط
تغييـر يافتـه    استفاده در اين مطالعـه روش نسـبتاً  

ــود  هــاي  ســلوّل). 8-10و  5(مطالعــات پيشــين ب

  
رنـگ آميـزي   ) آبـي ( DAPIها توسـط   هسته. هاي بنيادي مزانشيمال و بافت چربي در سلّول) سبز( DAZLو  Mvhرنگ آميزي ايمونوفلورسنس  -4 شكل
  .400xنمائي بزرگ. منفي شدند DAZLو  MVHها نسبت به آنتي بادي  سلّول. فاكتور تمايزي گونه گروه تمايزي بدون هيچ .شدند

 

  
بـا انجـام فلوسـيتومتري    . روز 7به مـدت   RAهاي زايا توسط  هاي بنيادي مزانشيمال بافت چربي پس از تمايز به سلّول بررسي فلوسيتومتريك سلّول -5شكل 

  ).كنترل ايزوتايپ به رنگ بنفش مي باشد(مثبت هستند ) DAZLو Mvh(هاي زايا  ها پس از تمايز نسبت به ماركرهاي سلّول مشخص شد كه اين سلّول
  

  
هـا توسـط    هسـته . هاي بنيـادي مزانشـيمال بافـت چربـي     هاي زاياي مشتق از سلّول در سلّول) سبز( DAZLو  Mvhرنگ آميزي ايمونوفلورسنس  -6 شكل

DAPI )وسيله ه گروه غني شده ب. رنگ آميزي شدند) آبيRA .      بعد از القاء تمايز يافتـه و نسـبت بـه آنتـي بـاديMVH  وDAZL   بـزرگ  .مثبـت شـدند 
 .400xنمائي
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هاي تمايز نيافته با توانـايي تكثيـر و    بنيادي، سلوّل
هـاي   سـلوّل . هاي تمايز يافتـه هسـتند   لوّلتوليد س

بنيادي مزانشيمي به عنوان يك منبع ايده آل براي 
اســتفاده از . گردنــد ســلوّل درمــاني محســوب مــي

ــلوّل ــان    س ــت درم ــيمي جه ــادي مزانش ــاي بني ه
هـا      ها بسيار رايـج بـوده اسـت، ايـن سـلوّل      بيماري

توانند بـه چنـدين    قابليت تزايد زيادي داشته و مي
تليـال،   هاي اندوتليال، اپي    سلوّلي از قبيل سلوّل رده

هــاي شــبه شــوآن، هپاتوســيت و     عضــلاني، ســلوّل
  ).25و18( نورون تمايز يابند

هـاي شـبه فيبروبلاسـت     در مطالعه حاضر سلوّل
دوكــي شــكل بــه دســت آمــده از بافــت چربــي بــا 
استفاده از تغيير مداوم محـيط كشـت تكثيـر داده    

مطالعه نشان داد كه تعـويض پـي   نتايج اين . شدند
هـاي   در پي محيط كشت مانع از چسـبيدن سـلوّل  

غيــر مزانشــيمي و خــوني بــه فلاســك پلاســتيكي 
شوند كه مشابه گـزارش سـاير محققـين     كشت مي
 ).27و26( بوده است

ها ماركرهـاي   جهت اثبات مزانشيمال بودن سلوّل
از طرفــي در ايــن مطالعــه  .ســطحي برســي شــدند

در حـد قابـل تـوجهي     CD90و  CD44ماركرهاي 
نتايج حاصل از تحقيـق حاضـر، نتـايج    . بيان شدند

و همكـاران و   Dominiciمطالعه انجام شده توسط 
lee  ــاي ــان ماركره ــاران را در بي  وCD44  و همك

CD90    ــاي ــان ماركره ــدم بي  CD31و CD45و ع
هـاي   نمايد و نشانگر بنيادي بـودن سـلوّل   تاييد مي

  ).28و26( باشد حاصله مي
هـاي بنيـادي    جهت تاييد چند توان بودن سـلوّل 

ها  چربي اقدام به تمايز آن بافت ازمزانشيمي حاصل 
در محيط تمايزي آديپوسيت و استئوبلاست نموده 

 Alizarin و Oil red-Oهـاي   و با اسـتفاده ازرنـگ  

red S  ترتيــب بــه آديپوســيت و  بــه  هــا تمــايز آن
در مطالعـات قبلـي   كه ه شد استئوبلاست نشان داد

نيــز از ايــن روش جهــت تاييــد چنــد تــوان بــودن 
 استفاده شده است و نتـايج مشـابه نتـايج گـزارش    

در مجمـوع عـدم    ).29و12( ديگر بوده اسـت هاي 
ــلوّل  ــاخص س ــاي ش ــان ماركره ــوني و  بي ــاي خ ه

آنــدوتليال، بيــان ماركرهــاي شــاخص مزانشــيمي، 
تمـايز  ها، توان تكثير بالا و  مورفولوژي دوكي سلوّل

) اسـتخوان و چربـي  (به دودمـان هـاي مزانشـيمي    

هـاي   سـلوّل  نشان دهنـده ايـن مطلـب اسـت كـه      
دست آمده در ايـن مطالعـه جمعيـت خالصـي از      به

   ).27( باشند هاي بنيادي مزانشيمي مي سلوّل
 صـرف  زيادي بسيار زمان مدت حاضر مطالعه در
 و رشـد  اسـتخوان  مغز بنيادي هاي سلوّل تا شد مي

  بـــه رســـيدن صـــورت در حتـــي. يابنـــد تكثيـــر
Confluence ــالاتر پاســاژ تعــداد بــه نيــز كامــل  ب

 و رشـد  ميـزان  بـودن  كـم  علـّت  بـه  و رسيدند نمي
 .شـدند  مي متمايز چربي هاي سلوّل به سريعاً تكثير
چربـي عـلاوه بـر     شـده از بافـت   هـاي گرفتـه   سلوّل
يافتنـد و   رشد و تكثير مي  گيري آسان، سريع نمونه

توان به مقدار زيـادي    همچنين با حداقل آسيب مي
به طور كليّ در مطالعـات قبلـي   . سلوّل دست يافت

هاي  نيز اين مطلب تاييد شده است كه كار با سلوّل
تر از كار با  بنيادي گرفته شده از بافت چربي راحت

هاي بنيادي گرفته شـده از مغـز اسـتخوان و     سلوّل
  ). 31و 30(بنيادي جنيني بوده 

هـاي بنيـادي    در مرحله بعد به روند تمايز سـلوّل 
هاي زايـا در محـيط       چربي به سلوّل مزانشيمي بافت

شـد و تـوان    كشت حاوي رتينوئيك اسيد پرداخته 
ــلوّل ــا  تشـــكيل سـ ــبه زايـ ــاهـــاي شـ ــاليز بـ  آنـ

  .سايتومتري بررسي شدو فلوفلوروسنس ايمونو
نظر به اينكه اسيد رتينوئيك در هر دو جنس در 

گيـري   شـود و موجـب تصـميم    مزونفروز توليد مـي 
هاي زاياي پس مهاجر جهت ورود به مرحلـه      سلوّل

، )23( شـود  ميوز و يا توقف در مرحلـه ميتـوز مـي   
رسد كه اسيد رتينوئيـك ممكـن    نظر مي بنابراين به

هاي زايـا بـه مرحلـه        است سبب تسريع ورود سلوّل
ميوز در ستيغ تناسلي گردد نكته قابل توجـه ايـن   

اسيد رتينوئيك سبب القـاي   In Vitroاست كه در 
هاي بنيادي و تحريك تقسيم ميتـوز و      تمايز سلوّل
هـاي جنسـي       بنيـادي بـه سـلوّل   هـاي      تمايز سلوّل

شود در ايـن زمينـه مطالعـات متعـددي انجـام       مي
مويـد ايـن مطلـب بـوده       هـا  گرفته كـه تمـامي آن  

يك فـاكتور تمـايزي    RAالبته  ).23و  7،  5(است
توانـد باعـث تمـايز     باشـد و مـي   چند منظـوره مـي  

اي عصبي، قلبـي و كبـدي    ها به سمت سلوّل سلوّل
 ).11(نيز بشود 

در روند تشـكيل   RAگزارشات متعددي از نقش 
ســلوّل هــاي بنيــادي مزانشــمال مغــز اســتخوان و 
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طوريكه  به. حكايت دارند in vitroروياني در شرايط 
به تمايز بسيار كـم  فقدان اين فاكتور تمايزي منجر 

 هاي رده زايـا شـده بـود    هاي مذكور به سلوّل سلوّل
 RAلذا نقش انكار ناپـذير فـاكتور    ،)13-9و  5، 3(

هـاي زايـا    هـاي بنيـادي بـه سـلوّل     در تمايز سلوّل
  .باشد مبرهن مي

هاي زاياي  در مطالعه حاضر براي شناسايي سلوّل
ــرايط   ــده در ش ــد ش ــاي in vitroتولي  از ماركره

DAZL (Deleted in azoospermia-like) و 
MVH (mouse Vasa homolog gene)  ــره به

ــرديم ــراي   Mvh. ب ــان ب ــل اطمين ــاركر قاب ــا م تنه
اين ماركر . )31(باشد  شناسايي اين رده سلوّلي مي

مخصـوص رده   ATPهليكاز وابسته بـه   RNAيك 
باشد كـه تـا كنـون بيـان آن در      هاي زايا مي سلوّل

در هنگـام  . هيچ رده سلوّلي ديگر تاييد نشده اسـت 
هاي زايـا بـه سـتيغ گنـادي اولـين       مهاجرت سلوّل

با توجه . باشد مي Mvhماركر بيان شده در اين رده 
هاي زايـا    اي كه بر روي سلوّل به تحقيقات گسترده

ترين ماركر  انجام شده است، در حال حاضر مطمئن
هـا   هاي رده زايـا از سـاير سـلوّل    جهت تمايز سلوّل

گـروه كنتـرل   در  ).33و32( باشـد  مي Mvhماركر 
گونه فـاكتور تمـايزي    هاي بنيادي بدون هيچ سلوّل

در اين گروه همانطور كه . مورد مطالعه قرار گرفتند
هاي بنيادي مزانشـيمي هـيچ    رفت سلوّل انتظار مي

ــلوّل   ــدام از ماركرهـــاي رده سـ           هـــاي زايـــا  كـ
)Mvh ،DAZL (   رادر سطح پروتئين بيـان نكردنـد

نتـايج بـه دسـت آمـده در     كه ايـن نتـايج هماننـد    
باشـند و نشـان    مطالعات انجـام شـده پيشـين مـي    

هاي بنيـادي   دهنده اين مطلب بوده است كه سلوّل
مزانشيمي در محيط كشت فاقد فاكتور تمايزي بـه  

 در اينكـه  بـا  ).9-11( يابنـد   زايا تمـايز نمـي   سلوّل
 خـودي  به خود تمايز بر مبني گزارشاتي مطالعاتي،

 زايـا  هاي سلوّل به موشي جنيني بنيادي هاي سلوّل
 آمـده  دست به نتايج ، اما)33و 5( بود شده گزارش

 زيـرا  باشـد،  مـي  خلاف مطلبي بيانگر مطالعه اين از
 هـيچ  از اسـتفاده  بـدون  شـده  داده كشت گروه در

 زايـا  رده ماركرهـاي  از هيچ يك رشد، فاكتور گونه
  . نداشتند بياني

ــايزي   ــه تم ــورد مطالع ــروه م ــيد در گ ــأثير اس ت
رتينوئيك در تمايز سلوّلهاي بنيادي بافت چربي به 

هـاي مـذكور بـه     سـلوّل . هاي زايا بررسي شد سلوّل
روز در محيط كشت حاوي رتينوئيك اسيد  7مدت 

رنگ آميزي ايمونوفلوئورسنس و  .كشت داده شدند
هـا   آناليز فلوسيتومتريك نشان دادند كه اين سـلوّل 

را بيان  DAZLو  Mvhماركرهاي  RAتحت تاثير 
  .كنند مي

 RAگروهي از محققين نقش تمايزي و تكثيـري  
هـاي بنيـادي مغـز     را در تمايز سـلوّل  In vitroدر 

. انــد هــاي زايــا گــزارش كــرده اسـتخوان بــه ســلوّل 
Nayernia    و همكاران توانسته بودنـد در مطالعـات 
In vitro ــه تمــايز ســلوّل هــاي زايــاي مــذكر از  ب

 مزانشيمال مغز استخوان موشـي  هاي بنيادي سلوّل
ــاني ــاوي   و انس ــت ح ــيط كش ــت  RAدر مح دس

و  Salvadorاي ديگــر  در مطالعــه ).10و9(يابنــد
ــلوّل  ــايز س ــاران تم ــذكر را از   همك ــاي م ــاي زاي ه

هاي بنيادي جنيني موش در محـيط كشـت    سلوّل
و تستسترون گـزارش كردنـد و    RAتمايزي حاوي 

ه توسـط  هايي شـدند ك ـ موفق به مشاهده اووسيت
  .)34(ساختارهاي شبه فوليكولي احاطه شده بودند 

ــين  ــاران  Huaهمچن ــايز   و همك ــه تم ــق ب موف
ــاي ســلوّل ــادي ه ــز مزانشــيمال بني  اســتخوان مغ
 زايـاي  هـاي  به سـلوّل  انسان شده سقط هاي جنين
با اضافه كردن اسيد رتينوئيك و عصاره بيضه  مذكر

(Testicular extraction)   به محيط كشـت شـدند 
)11(.   

 دسـت  بـه + Mvh هاي سلوّل روي بر هايي بررسي
 نگرفتـه  صـورت  RA اثـر  در چربـي  بافـت  از آمده
 اهميت دهنده نشان نتايج تحقيق حاضر ولي، است
در تمـايز بـه    RAفـاكتور   تزايـدي  و تكثيري نقش

 مغـايرتي  باشد و هـيچ  ميهاي جنسي  سمت سلوّل
قبلي  شده انجام تحقيقات در آمده دست به نتايج با

هاي بنيادي رويـاني و مزانشـيمي    كه بر روي سلوّل
  .است نداشته حاصل از مغز استخوان انجام شده،

هـاي زايـا و   هـاي بنيـادي بـه سـلوّل    تمايز سلوّل
محققـين را نيـز از نحـوه    توانـد درك  ها مـي گامت

هاي جنسـي مـذكر و   هاي زايا و سلوّلتكامل سلوّل
تر و بـر مشـكلات تكنيكـي و اخلاقـي     مؤنث عميق

ها در تحقيقـات گونـاگون بـه    استفاده از اين سلوّل
 چنـين  هم. هاي انساني غلبه كندخصوص در نمونه 

هــاي اخيــر و  مطالعــات انجــام شــده در ســال   
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هـاي  در تمـايز سـلوّل  هاي صورت گرفتـه   پيشرفت
ها، نگرش دانشمندان بنيادي به انواع مختلف سلوّل

. را به مبحث باروري و نابـاروري تغييـر داده اسـت   
ــا ادامــه تحقي ــا ادامــه تمــايز  و اتقــمــي تــوان ب ب

هاي جنسي هاي بنيادي بافت چربي به سلوّل سلوّل
اي نـو و  دريچـه ) اووسيت و اسـپرم (مذكر و مؤنث 
اي درمان اختلالات باروري و غلبـه  اميدواركننده بر

  .بر ناباروري گشود
هاي بنيادي جدا شـده از   در مطالعه حاضر سلوّل

هاي نر جهت اثبات پرتوان بودن،  بافت چربي موش
هاي تمايزي مناسـب بـه استئوبلاسـت و     در محيط

ها  همچنين اين سلوّل. ليپوبلاست تمايز داده شدند
هاي بنيـادي   لقادر به بيان ماركرهاي سطحي سلوّ

در نهايـت بـا اسـتفاده از فـاكتور     . مزانشيمي بودند
هـاي بـه دسـت آمـده بـه       سـلوّل تمايزي مناسـب  

نتـايج مثبـت بـه    . هاي زايا تمايز داده شـدند  سلوّل
هـاي بنيـادي    دهد كه سـلوّل  دست آمده نشان مي

پرتــوان حاصــل از بافــت چربــي قــادر هســتند بــه 
  .هاي زايا متمايز شوند سلوّل

  
  و تشكر تقدير

 پژوهشـي  معاونـت  بـا حمايـت مـالي    پـروژه  اين
 درمـاني  بهداشـتي  خدمات و پزشكي علوم دانشگاه
انجـام   12942-30-02-90با شـماره ثبـت    تهران

  .گرفته است
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Abstract 

Background: Recent publications regarding the differentiation of stem cells to germ cells 
have motivated researchers to make new approaches in infertility. In vitro production of germ 
cells improves the understanding of differentiation process of male and female germ cells.  
Since using embryonic stem cells for this purpose has been associated with tumorogenesis 
and ethical criticisms, the mentioned cells were suggested to be replaced with some adult 
multipotent stem cells. In this study, we used Retinoic acid to induce the differentiation of 
stem cells into germ cells.To find appropriate non invasive source replacement for embryonic 
stem cells in this study; we evaluated differential potentials of Adipocyte Derived 
Mesenchymal Stem Cells (ADMSCs) to germ like cells. 
Methods: To find the differentiation capabilitypurified ADMSCs were obtained and 
differentiated to osteoblasts and adipocytes by using appropriate culture medium (Alizarin 
Red S and Oil red-O). Superficial markers for mesenchymal stem cells (expression of CD90 
and CD44 and non-expression of CD45 and CD31) were investigated by flow cytometry to 
confirm mesenchymal lineage production. The cells were differentiated to germ cells in 
mediums containing Retinoic acid for 7 days. To evaluate germ cells characteristic markers 
(Mvh and Dazl) flow cytometry and imunoflorescence were used.  
Results: Presence of stem cell superficial markers (CD90 and CD44) and absence of 
endothelial and blood cell markers (CD31 and CD45) were confirmative for the 
mesenchymal origin of these cells. The cells were able to differentiate into osteoblast and 
adipocyte cells. This fact was representative for the multipotential entity of the examined 
cells. After treating the cells with Retinoic acid, flow cytometry and imunoflorescence results 
showed remarkable expression of germ cells characteristic markers (Mvh and Dazl). 
Conclusions: By this study, it was found that germ cell markers were expressed in ADMSCs 
after adding exogenous Retinoic acid into culture medium. 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Infertility, Germ cells, Retinoic acid 
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