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مقدمه
دیابت نوع یک، یک بیماري خودایمنی محـدود  

. باشـد مـی Tهـاي لنفوسـیت به عضو بـا واسـطه   
بتـاي پـانکراس   هـاي سـلول تخریب ایمونولوژیک 

موجب نقص در ترشح انسولین و درنتیجه افزایش 
. عموم بیماران گرددمیقند خون در این بیماران 

ازبـدن ناچار به دریافت انسولین جهت حفاظـت 
). 1هسـتند ( عـروق هایپرگلیسمی بر روياثرات

ق بـزرگ و عـوارض  عـرو این اثرات شامل عوارض
اخـتلالات فراوانـی را در   عروق کوچک بـوده کـه  

انجامکلینیکیهايبررسیبیماران به همراه دارد. 
خـون قنـد مـنظم که کنترلدهدمینشانشده

پیشـرفت خطـر تواندمیانسولینیرژیمهمراه با
امـا بـا  ؛ دهـد کاهشبیماراندرراعوارض دیابت

انسـولین  واسـطه بـه بیمـاران  بیشـتر وجـود، این
طبیعـی رنجدرخونگلوکزحفظبهدرمانی قادر

بـا انسـولین  قنـد خـون  کنتـرل علاوهبهنیستند،
).2دارد (هایپوگلیسمی را هم به دنبال بروزخطر

شامل عمدتاًدرمانی دیابت تیپ یک هايجنبه
هـاي مهارکننـده انسولین درمانی، درمان تلفیقی 
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ریتکثيروبریچرببافتیمیمزانشيادیبنيهاسلوليمهاراثریبررس
شگاهیآزماطیمحدرC57BL/6یابتیدموشیطحالياهستهتکيهاسلول

چکیده
هـاي بتـاي   باشد که در آن تخریب ایمونولوژیـک سـلول  میTهاي لنفوسیتدیابت نوع یک، نوعی بیماري خودایمنی محدود به عضو با واسطه:هدفوزمینه

هاي درمان علاوه بر تزریق روزانه انسولین، پیونـد آلوژنیـک جزایـر پـانکراس     گردد. یکی از راهپانکراس موجب کاهش انسولین و در نتیجه افزایش قند خون می
ایمنی با تخریب مجدد و رد پیوند مواجه خواهد شد. از آن جایی که مصرف مداوم این داروهـا توسـط   که در صورت عدم استفاده از داروهاي سرکوب کننده است

کنـیم.  هاي بنیـادي مزانشـیمی را پیشـنهاد مـی    سلولما براي حل این مشکل خاصیت موضعی مهار ایمنی توسط ،بیماران اثرات جانبی متعددي را به همراه دارد
طحـالی علیـه جزایـر    ياهسـته تکهاي هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی موش در مهار پاسخ سلولایمونومدولاتوري سلولهدف از انجام این طرح بررسی اثر

باشد.پانکراس موش سینژنیک در محیط آزمایشگاه می
هـا بـه دو رده   خاصـیت تمـایزي آن  هاي مزانشیمی از بافت چربی موش سالم استخراج، کشت، تکثیر و تعیـین هویـت شـده و    سلول: در این مطالعه روش کار

با تزریق دوزهاي پایین و متوالی استرپتوزوتوسـین و تاییـد آن بـا قنـد خـون      C57BL/6موشهايدیابتیپس از تهیه مدل. استئوسیت، آدیپوسیت اثبات گردید
هاي تـک هسـته اي طحـالی از مـوش سـالم و      و سلولجزایر پانکراس از موش سالم، هیستوپاتولوژي پانکراس و کاهش معنی دار انسولین،mg/dl300بالاي

نکراس، دیابتی استخراج گردید. براي اثبات خاصیت ضد تکثیري سلولهاي مزانشیمی، پس از همکشتی آنها بـا سـلولهاي طحـالی در حضـور لایزیـت جزایـر پـا       
حاصـل سـه بـار تکـرار مسـتقل و بـه صـورت       داده هـا در هـر آزمـایش   .ارزیـابی شـد  MTTسنجش تکثیـر سـلولهاي تـک هسـته اي طحـالی بـا تکنیـک        

Mean± SD گزارش شده است و با تست آماريOne way Anova.آنالیز گردیدند
: نتایج حاصله نشان داد که سلولهاي مزانشیمی قادرند در حضور تحریک کننده اختصاصی (لایزیـت جزایـر پـانکراس) باعـث کـاهش معنـی دار تکثیـر       هایافته

).>05/0p(سلولهاي طحالی شوند
به سلولهاي ترشح کننده انسولین، می تواند در آینده افقی جدید را بـراي درمـان دیابـت    سلولهاي مزانشیمیاثرات تنظیم ایمنی و تمایزي : بررسی گیرينتیجه

.تیپ یک ایجاد نماید

.پیوند، جزایر پانکراسهاي بنیادي مزانشیمی، سلول: دیابت نوع یک، هاکلیدواژه
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تولروژنیـک، درمـان   هايواکسنسیستم ایمنی و 
توده دهندهافزایشبا ایمونومدولاتورها و ترکیبات 

، سایتوکاین درمـانی،  توأمصورتبهبتا هايسلول
ــانیژن ــا درم ــانی ی ــلول درم ــدو س ــرپیون جزای

تـوپر بافت). اگرچه پیوند3(باشدمیلانگرهانس 
خـون و  گلـوکز شـدن طبیعـی بهمنجرپانکراس

مشـکلات شده، امـا بـا  انسولین بهوابستگیعدم
ردجملــه کمبــود دهنــده عضــو،   ازتکنیکــی

خطـر وآلوگرافتبافتدرترومبوزایمونولوژیک،
در. اســتمواجــههاضــمآنزیمهــايشــدنفعـال 

برخیبرحدوديتاپانکراسجزایرپیوندحالیکه
کنتـرل  هنـوز آمـده، امـا  فـائق مشـکلات ایناز

عنوانبهآلوراکتیو)هاي ایمنی (اتوراکتیو و پاسخ
). اخیـرا در  4دارد (وجـود  نشـده حلمسئلهیک

بنیادي هايسلولروش هاي درمانی دیابت تمایز 
ترشح کننده انسولین در هايسلولمزانشیمی به 

محــیط آزمایشــگاه در کنــار خصوصــیت تعــدیل  
پاسخهاي ایمنی مخرب توسط آنهـا مـورد توجـه    

).5است (محققین قرارگرفته 
،(MSCs)بنیـــادي مزانشـــیمیهـــايســـلول

هسـتند بنیادي بالغ غیر خـون سـازي   هايسلول
که از انواع بافتهاي همبند به خصوص بافت مغـز  

وظیفه آنها استخوان و بافت چربی جدا می شوند.
در مغز استخوان حمایت از خون سازي است و در 
سایر بافتها در هنگام التهاب یا آسـیب بـافتی بـه    

عملکردي همان بافت تمایز می یابنـد  هايسلول
یـن  . اگـردد مـی که باعث ترمیم و کنترل التهاب 

سلولها از قدرت خود تجدید شـوندگی برخـوردار   
شـامل توانند به انواع مختلفی از بافتهاو میبوده

هـاي سـلول غضروف و ماهیچه،چربی،استخوان،
ــترومای ــایز یاســ ــافتی متمــ ــد (بــ ). 6گردنــ

ــای ــان ین ایمونوژنیســیته پ و MHC-IIو عــدم بی
خاصـیت  و از یکسـو  هاي کمک تحریکیمولکول

و آنژیوژنیک آنها از سوي دیگـر ایمونومدولاتوري
هاي درمان بیماريدرکاربرد این سلولهامنجر به

هـاي  اتوایمیون یا واکنشهاي آلوایمیـون در سـال  
).7است (شدهاخیر 

ــدولاتوري  ــت ایمونومـ ــا فعالیـ ــق آنهـ از طریـ
تماس مستقیم سلولی و یا (هاي مختلفمکانیسم

پذیرد. این میصورتی)ترشح فرآورده هاي سلول

بیــان کموکاینهــا و واســطهبــهســلولها همچنــین 
اینتگــرین هــاي مختلــف داراي توانــایی عبــور از 

اندوتلیال و مهاجرت انتخابی به محـل  هايسلول
ایمنـی هايپاسخمستقیمطوره بالتهاب بوده و 

زا،تحمـل سـایتوکاینهاي تولیدطریقازرافعال
هــايســیگنالالقــايلنفوســیتی،تکثیــرمهــار

ویژگی ).8کنند (تعدیل میترمیمیومحافظتی
هاي مذکور به همراه سهولت اسـتخراج و کشـت  

درکـاربرد ایـن سـلولها   از بافتهـاي مختلـف   آنها
کـه ایمونولوژیـک هـاي بیمـاري ازانواعیدرمان
فـراهم راباشـد مـی نیازموردسلولزیاديتعداد
سـلولها ایـن ازاسـتفاده است. با این حـال، کرده

و تکثیـري خاصـیت دائـم حفـظ مشکلاتی نظیر
بـه موضـع و مهـاجرت  درشدنتومورياحتمال
مواضـع درناخواسـته تمـایز نظـر و مـورد محـل 

).9باشد (داشته دنبالرا ممکن است بهالتهابی
هـاي سـلول ازاسـتفاده درمتعـددي مطالعـات 
گرفتـه انجـام مدل موش دیابتیرويمزانشیمی

بـه کمـک وموشاین سلولها بهتزریقشاملکه
پاسـخهاي در کنـار تعـدیل  بتاهايسلولتجدید

انسـولین  ترشحمسئولهايژناتوراکتیو، انتقال
بــاپــانکراسجزایــرهمزمــانپیونــد،MSCsبــه

بقــايحفــظمنظــوربــهمزانشــیمیهــايســلول
پاسـخهاي سـرکوب وسـاز انسـولین هـاي سلول

هـاي سلولبه MSCsتمایزاتوراکتیو و در نهایت
در محـیط آزمایشـگاه و  انسـولین کننـده ترشـح 

انسولین تـراوا بـه مـوش    هايسلولسپس تزریق
).13-10(باشدمی

کـه دادهنشانin vivoمطالعاتاولینازیکی
بنیـادي مزانشـیمی  هايسلولسیستمیکتزریق

آلوگرافـت پیونـد مغز استخوان بقايازجدا شده
دممیمــون(بــابون درروز11تــا7ازراپوســت

تزریقباهمراهقلبپیوند. دهدمیافزایش) کوتاه
دهنـده در مـوش  بنیـادي مزانشـیمی  هايسلول
هايسلولتولیدافزایشطریقازآلوژنیکنیمه

T CD4+CD25+Foxp3+ ، آلوگرافـت پیوندبقاي
هـاي سـلول همزمـان پیونـد .دهـد میافزایشرا

سازخونبنیاديهايسلولبابنیادي مزانشیمی
+ CD34دارايHLAافــزایشباعــثغیرمشــابه
ــازدهی ــدب ــتخوانپیون ــیمغزاس ــود (م ).14ش
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کـه در  دهـد مینشان in vivoمطالعات قبلی در 
مدل دیابتی مـوش کـه مشـکل اصـلی نقـص در      

هــايســلولباشــدمــیتــولرانس محیطــی يالقــا
د بـراي ایجـاد تعـادل    نبنیادي مزانشیمی می توان

ــین  ــايســلولب ــايســلولتنظیمــی و Tه Tه
MSCsاز طرفــی).15باشــند (اتوراکتیــو مفیــد 

پروفایل سایتوکاینی به سمت تمایلقادرند سبب
گردند و بدین ترتیب Th2فنوتایپ هاي تنظیمی 

IFN-γ،IL-2این هايسبب کاهش تولید سایتوک
Tهـاي سلولاز IL-4و افزایش ترشح TNF-αو 

)IDO(ژنازیاکســ). انــدول آمــین دي 16شــوند (
بنیادي هايسلولیکی از مولکول هاي ترشحی از 

IFN-γکه به دنبال تحریک با باشدمیمزانشیمی 
تجزیه تریپتوفان به متابولیت شده و بانها القا آدر 

Tهاي سمی موجب غیر فعال کردن سلول هـاي  
هــايسـلول ). 17(گـردد مــیموجـود در محـیط   

بنیادي مزانشیمی قادرند تمایز منوسیتها و پـیش  
دنـدریتیک  هايسلولبه +CD34سازهاي خونی 

ــرده   ــار کـ ــطحی  را مهـ ــان سـ ،MHC-IIو بیـ
-ILولیـد  تمولکولهاي کمک تحریکی و همچنین 

کـاهش  دندریتیک هايسلولدر را TNF-αو12
باعـث تحریـک   این سلولها همچنین). 18دهند (
ــد ــلولتولیـ ــايسـ وCD4+CD25+ Tregهـ

CD8+Tregبنیادي هايسلولعلاوهبه. می شوند
تکثیــر و فعالیــت ، TGF-βبــا ترشــحمزانشــیمی

IFN-γتولید وNKهايسلولسایتوتوکسیسیته 
یکــی دیگــر از د.نــتوســط آنهــا را مهــار مــی کن

ــاري  ــاي مه ــم ه ــلولمکانیس ــايس ــادي ه بنی
فاکتورهــاي محلــولی دیگــري ترشــحمزانشــیمی

). 19(باشـد میHLA-G5و HGF ،PGE2مانند 
بنیادي مزانشیمی بر میـزان  هايسلولتعیین اثر 

تـک هسـته اي طحـالی مـوش     هايسلولتکثیر 
ــابتی  ــک در دی ــده اختصاصــی حضــور تحری کنن

از (لایزیت جزایر پانکراس) در محیط آزمایشـگاه 
القـاي دیابـت در موشـهاي    بـوده و اهداف اصـلی  

C57BL/6 دوز هـاي پـایین و متـوالی    با تزریـق
جــدا ســازي، تعیــین قابلیــت استرپتوزوتوســین،

بنیــادي هــايســلولتعیــین هویــت تمــایزي و
مزانشیمی بافت چربـی مـوش، از اهـداف فرعـی     

.باشدیمطرح 

کارروش 
موشــهاي :C57BL/6القــاي دیابــت در مــوش 

(انستیتوپاسـتور) پـس از   C57BL/6ماده از نژاد 
شــش ســاعت ناشــتایی، بــا روش تزریــق داخــل  

50صفاقی چندین دوز پائین از استرپتوزوسـین ( 
mg/kgSigma, روز متوالی، دیابتی شدند.5) در

نظـر هفته از آخرین تزریق، موشـها از  2بعد از 
افزایش قند خون با گلوکومتر بررسی و سرم آنهـا 

از نظر میزان انسولین با تکنیـک الایـزا سـنجش    
دیـابتی در  mg/dl300گردید. قند خـون بـالاي   

نظر گرفته شد. براي تایید بیشتر، توده پـانکراس  
از موش کشته شده برداشت و براي تهیه مقـاطع  

د. بافتی به آزمایشـگاه پـاتولوژي تحویـل داده ش ـ   
برش هاي رنگ آمیزي شده از نظر وضعیت جزایر 

پانکراس در بافت بررسی شدند.
مزانشیمی بافـت چربـی،   هايسلولجداسازي 

C57BL/6موشـــهاي نـــژاد کشـــت و تکثیـــر:
(انستیتو پاستور) پس از قربانی کـردن بـه روش  

Dislocation  .آماده جداسازي بافت چربی شـدند
افت چربی قسمت با بریدن کمی از پرده صفاقی ب

انتهایی شکم جدا و با کلاژناز تیپ یک با غلضـت  
گرم درصد هضم گردید. در مرحله بعد پـس  1.0

هـاي سـلول از سانتریفوژ کردن رسـوب محتـوي   
DMEM High Glucoseمحـیط مزانشـیمی بـا  

(GIBCO) +10 %FBS +mM L2 ،ــامین گلوت
ــین (   ــیلین و استرپتومایس ــی س ) Invitrogenپن

کشت داده cm275و داخل فلاسکهموژن شده 
ــاي  ــد و در دم ــه و 37ش ــه CO2% 5درج انکوب

کشت داده شده به این MSCsهايسلولگردید. 
ــبیده و شــکلی شــبیه      ــه فلاســک چس روش ب

روز 3تا 2فیبروبلاست پیدا می کنند و در عرض 
2تولید کلنی می نمایند. بعد از طی زمانی حدود 

رصد کف فلاسـک  د70-80هفته سلولها تقریبا 
تـک لایـه و   صـورت بـه را پر می کنند و همگـی  

واسـطه بـه در ادامـه  .دوکی شـکل در مـی آینـد   
ــین  ــده و EDTA2.0% و 25.0تریپس ــدا ش % ج

2بسته به نیاز در cm275هر فلاسکهايسلول
دیگر پاساژ داده می شـوند  cm275فلاسک3تا 

تا کاملا خالص گردند.
جش پتانسیل تمایزي ایمونو فنوتایپینگ و سن
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جهــت آنــالیز  بــه دو رده اســتخوان و چربــی  
بنیـادي مزانشـیمی از   هـاي سلولفلوسایتومتري 

پاساژ دوم استفاده گردیـد و بـا مقـدار   هايسلول
ــراز)µl1(لازم ــاديآنتـــیهـ ، CD31؛بـ

CD45،CD105،CD73،CD90 ،CD29 ،
CD11b ،CD34(eBioscience)کنتـرل یـا و
شـرکت پیشـنهاد طبـق آنهـا مناسـب ایزوتایپی

رنگ آمیزي شـدند. بـراي تاییـد ماهیـت     سازنده
پـس از تکثیـر در   بنیـادي  هايسلولمزانشیمی، 

محیط کشت در محیط هاي تمایزي به رده هاي 
استخوانی و چربی تمایز داده شدند. تمایز سلولها 
به بافت استخوانی و چربـی بـه ترتیـب بـا رنـگ      

Oil redو Alizarin redآمیزي هاي اختصاصـی  
ارزیابی گردید.

: استخراج جزایر پانکراس و تهیه لایزیت سلولی
بعد از قربانی کردن موش و جداکردن پانکراس و 

بافـت خـرد شـده    تبدیل آن به قطعات کوچـک، 
15جهت عملیات هضم آنزیمی به لولـه فـالکون   
XIمیلـی لیتـري حـاوي محلـول کلاژنـاز تیـپ      

)Sigma; 0.5 mg/ml( دقیقه 20منتقل و حدود
درجه انکوبـه گردیـد. محتویـات    37در بن ماري 

میلـی متـري   0,5هضم شده سانتریفوژ و از مش
عبور داده شد. جزایـر پـانکراس بـه دلیـل انـدازه      
بزرگتر از مش عبور نمـی کننـد. در ادامـه مـش     

سی سی 2وارونه در پتري دیش حاوي صورتبه
بـه محـیط وارد   محیط قرار گرفت تا این سـلولها  

شوند. در مرحله نهایی جزایر پانکراس با اسـتفاده  
از سمپلر زیر لوپ جمع آوري شدند. بـراي تهیـه   

عدد از جزایـر پـانکراس جمـع    10لایزیت تعداد 
ریخته شد و با 1,5آوري شده داخل میکروتیوب 

37فریز و دفریز کردن در ازت مایع و بـن مـاري   
ت سـلولی تهیـه   درجه سلولها لیـز و از آن لایزی ـ 

گردید.
تـک هسـته اي طحـالی و    هايسلولاستخراج 

پس از خارج کردن تایید سلامت رشد و تکثیري
طحال از بدن موش در شرایط استریل، با استفاده 

، RPMI 1640از ســرنگ حــاوي محــیط کشــت 
محتــواي ســلولی طحــال تخلیــه شــده و پــس از 
شستشو و لیز گلبول هاي قرمز توسـط بـافر لیـز    

تک هسته اي شمارش گردید. از آنجـا  هايسلول

طحــالی در شــرایط مختلــف و هــايســلولکــه 
ــر    ــی تکثی ــف موش ــاي مختل ــین در نژاده همچن
متفاوتی از خود نشان می دهند براي رسیدن بـه  
بهترین رقـت از ایـن سـلولها بـراي انجـام تسـت       

MTT    ،500، این سلولها در تعـداد یـک میلیـون
هـزار،  50هزار، 100هزار، 200هزار، 400هزار، 

خانه 96هزار در چاهک هاي پلیت 5هزار و 10
RPMI 1640از محیط میکرولیتر100در حجم 

250تعـداد  MTTریخته شـد. پـس از آزمـایش    
طحـالی بعنـوان بهتـرین    هـاي سلولهزار عدد از 

رقـت بــراي ادامــه پــروژه انتخــاب گردیــد. بــراي  
بررسی سلامت تکثیري، ایـن سـلولها در معـرض    

قرار گرفتند PHAتحریک کننده غیر اختصاصی 
بر روي آنهـا انجـام گردیـد. بـراي     MTTو تست 

تـک هسـته اي بـا    هـاي سـلول تایید زنده بـودن  
تریپان بلو رنگ آمیزي شدند.

هـاي سـلول مزانشیمی با هايولسلهمکشتی 
تک هسته اي طحالی و لایزیت جزایـر پـانکراس  

مزانشیمی پس از جداسازي به همـراه  هايسلول
تــک هســته اي طحــالی در حضــور هــايســلول

لایزیت جزایر پانکراس در گروههـاي زیـر کشـت    
داده شدند:

تـک  هـاي سـلول مزانشـیمی +  هـاي سلول-1
ت جزایر پانکراسهسته اي طحالی نرمال + لایزی

تـک  هـاي سـلول مزانشـیمی +  هـاي سلول-2
هسته اي طحالی دیابتی + لایزیت جزایر پانکراس

تـک  هـاي سـلول مزانشـیمی +  هـاي سلول-3
هسته اي طحالی نرمال

تـک  هـاي سـلول مزانشـیمی +  هـاي سلول-4
هسته اي طحالی دیابتی

تک هسـته اي طحـالی نرمـال +    هايسلول-5
پانکراسلایزیت جزایر 

تک هسته اي طحـالی دیـابتی +   هايسلول-6
لایزیت جزایر پانکراس

تک هسته اي طحالی نرمالهايسلول-7
تک هسته اي طحالی دیابتیهايسلول-8
مزانشیمیهايسلول-9

، 50:1مزانشــیمی در رقتهــاي  هــايســلول
ــه1250:1، 250:1 ــبت ب ــلولنس ــايس ــک ه ت

خانـه کشـت داده   96اي طحالی در پلیـت  هسته
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ــد از گذشــت  ســاعت و رســیدن 24شــدند و بع
ــواه و   ــه شــرایط دلخ ــلولها ب ــی 2س ــه 3ال مرتب

ســاعت بــا  1بــه مــدت  ،PBSبــا شستشــو
) مجاور گشـتند. در ادامـه   1µg/µlمیتومایسین (

تـک هسـته اي   هـاي سـلول هـزار از  250تعداد 
10طحالی بـه همـه چاهکهـا افـزوده و متعاقبـا      

میکرولیتر از لایزیت تهیه شده جزایر پانکراس نیز 
اضافه شد. سپس محیط کشت تازه سـلول هـاي   

% با محـیط  50به نسبت (RPMI 1640)طحالی
کشت سلول هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربـی  

(DMEM High Glucose)   مخلوط گردیـد. بعـد
ساعت انکوباسیون در انکوبـاتور بـا   48از گذشت 

بـه  CO2% 5و % رطوبـت  95راي داC37˚دماي 
) 5mg/mlمیکرولیتـر ( 20هـا  هر کدام از چاهک

MTT ســاعت 6الــی 4اضــافه گردیــد و بعــد از
میکرولیتر 100انکوباسیون، محیط رویی حذف و 

DMSO     جایگزین شـد. در نهایـت جـذب نـوري
ــوج   ــول م ــا در ط ــوانش 540چاهکه ــانومتر خ ن

تحریـک هـاي گروهنوريجذبنهایتگردید. در
گروهـی (منفـی کنترلگروهنوريجذببهشده

) بودشدهریختهچاهکدرطحالسلولفقطکه
(در.گردیـد گـزارش تکثیـري و انـدکس تقسیم

داشتندحضورمزانشیمیهايسلولکههاییگروه
ODشد)حذفگروههاازسلولهااین.

نتـــایج قنـــد خـــون و انســـولین ســـرم و     
قند خون موشهاي سالم : هیستوپاتولوژي پانکراس

mg/dlو دیابتی با گلوکومتر بررسی و قند بـالاي  
دیابتی در نظر گرفته شد. سـرم آنهـا   20±300

یزان انسولین با تکنیک الایزا سنجش نیز از نظر م
گردید که در مدل دیابتی مقدار آن بصورت معنی 

0.5 ± 4.9)(داري کاهش یافته بود vs.0.3 ± 0.1
)05/0p<() 1نمودار.(

نمونه هاي بافت پـانکراس جـدا شـده از مـوش     
تهیه مقطع و رنگ آمیـزي  سالم و دیابتی پس از

تعـداد جزایـر   با هماتوکسـیلین و ائـوزین از نظـر   
پانکراس در بافت بررسی شـدند. هیسـتوپاتولوژي   
پانکراس در مـوش دیـابتی در مقایسـه بـا مـوش      

نشان داده شده است.1سالم در شکل 
هـاي سـلول نتایج حاصل از اسـتخراج و کشـت   

بنیادي هايسلولبنیادي مزانشیمی بافت چربی:
14و کشت بـه مـدت   مزانشیمی بعد از استخراج

داد لازم در کف فلاسک رسیدند. شـکل  روز به تع
مزانشـیمی را در روزهـاي مختلـف    هـاي سلول2

.دهدمیکشت نشان 
هـاي سـلول نتایج حاصل از ایمونو فنوتایپینـگ  

نتایج فلوسـایتومتري  مزانشیمی با فلوسایتومتري:
بنیادي مزانشیمی بـیش  هايسلولنشان داد که 

% شـاخص  63، بـیش از  CD105% شاخص 23از 
CD29 شــاخص 21، بــیش از %CD73 بــیش از ،

را در ســطح خــود بــارز   CD90% شــاخص 42
ــی ــدم ــراي شــاخص  ؛ کنن ــا ب ، CD34 ،CD45ام

CD31 وCD11b و 2،4، 1این مقدار به ترتیب

میزان انسولین سرم در موش نرمال و دیابتی (نتایج حاصل از سه بار تکرار مستقل می باشد)-1نمودار 



و همکارانيرهاونیحس

1394http://rjms.iums.ac.irخرداد ، 132، شماره 22دوره پزشکی رازيعلوم مجله

100

درصد بود. این نتایج با ویژگـی ایمونوفنوتایـپ  3
MSCs20(تطابق داشت.(

ــایج حاصــل از کشــت  ــادي هــايســلولنت بنی
بـا  مزانشیمی بافت چربی در محیط هاي تمایزي:

بنیـادي مزانشـیمی   هـاي سـلول توجه بـه اینکـه   
شاخص ابتدائی و ثابتی را بـراي اثبـات رده خـود    
ندارند بنابراین در کنار فلوسایتومتري، نیاز اسـت  

هـاي  تا این سلولها در محیط هاي تمایزي به رده
اختصاصی تمایز داده شوند تا ماهیت مزانشـیمی  

لولها بودن آنها تایید گردد. بدین منظـور ایـن س ـ  
پس از تکثیر در محـیط کشـت در محـیط هـاي     
ــه رده هــاي اســتخوانی (استئوســیت)   تمــایزي ب

3شـدند. شـکل   آدیپوسیت) تمـایز داده (یوچرب
ــتخوانی را نشــان   ــه رده اس ــایز ب ــیتم ــدم و ده

را بـه  Alizarin Redتمایز یافته رنگ هايسلول
تمـایز  هايسلولدر حالی که (A)خود گرفته اند

.(B)نیافته این ویژگی را از خود نشان نمی دهند 
از گـردد میمشاهده 4همانطوري که در شکل 

بــراي شناســایی تمــایز Oil Redرنــگ آمیــزي 

ــت.     ــده اس ــتفاده ش ــی اس ــه رده چرب ــلولها ب س
آدیپوسیت به رنگ قرمز در آمـده انـد   هايسلول

(A)تمایز نیافتـه چنـین   هايسلولدر حالی که
.(B)نیستند 

نتــایج حاصــل از اعتبــار ســنجی کشــت هــاي  
همزمان در گروههاي اصـلی نرمـال و دیـابتی بـا     

کشت هاي همزمان در :MTTاستفاده از تکنیک 
گروه اصـلی نرمـال و دیـابتی انجـام شـد و بـا       6

اعتبار سـنجی شـد. در   MTTاستفاده از تکنیک 
مزانشیمی هايسلول، اثر مهاري 2و 1گروههاي 

تک هسته اي طحـالی هايسلولبر میزان تکثیر 
نرمــال و دیــابتی در حضــور تحریــک کننــده     
اختصاصــی (لایزیــت جزایــر پــانکراس) آزمــایش 

سـلامت و رشـد   6و 5گردید. همچنین در گروه 
تک هسته اي طحالی نرمال و هايسلولتکثیري 

دیابتی با حضور لایزیت جزایر پـانکراس مقایسـه   
ODنیـز بـه ترتیـب بـراي     8و 7هاي شد. گروه

طحالی نرمـال و دیـابتی و   هايسلولتعداد اولیه 
هـاي سـلول حضـور  ODنیز براي حـذف  9گروه 

هیستوپاتولوژي پانکراس در موش سالم و دیابتی-1شکل 
A- ،هیستوپاتولوژي پانکراس در موش سالم- B هیستوپاتولوژي پانکراس در موش دیابتی بعد از تزریقSTZ

سلولهاي مزانشیمی بافت چربی در روزهاي مختلف کشت-2شکل 
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منظور گردیدند.MTTمزانشیمی در آزمایش 
مقایسه اندکس تکثیـري در گروههـاي کشـت    

طحـالی ايهسـته تـک هـاي سلول)Aهمزمان:
پـانکراس جزایـر لایزیـت بـا کهزمانیچهنرمال

تحریـک بدونکهزمانیچهشوند ومیتحریک
-)ماننـد مـی  lysate) کننـد  نمـی پیـدا تکثیـر

abars; pa>0.05(،هـاي سـلول ازتعدادياگرچه
در مزانشــیمیهــايســلولمجــاورتدرطحــالی
-)گـروه بـا مقایسه MSC) سـلولی مـرگ دچـار

-/+ b bars in)گردنـد مـی  lysate groups;
pb<0.05)شـدت از یک).کمترتکثیري(اندکس

تعـداد بـه طحـالی هـاي سـلول در آپوپتوزالقاي
.بودوابستهمزانشیمیهايسلول

B(طحـالی ايهسـته تـک هـاي سـلول تکثیر
ــابتی ــکحضــوردردی ــدهتحری اختصاصــیکنن

-(گـروه بـا مقایسـه در) پانکراسجزایرلایزیت(
lysate(یابــدمــیافــزایشچشــمگیريطــوربــه

)cbars; Pc<0.05(
بدوندیابتیطحالیايهستهتکهايسلول-

اگرچه. شوندنمیتکثیراختصاصیمحركحضور
ــدادي ــلولازتع ــايس ــالیه ــاورتدرطح مج

-)گروهبامقایسهدرمزانشیمیهايسلول MSC)

گردنــــدمــــیســــلولیمــــرگدچــــار
(d bars;  Pd<0.05)،از کمتـر تکثیـري اندکس

بـه طحالیهايسلولدرآپوپتوزالقايشدتیک
.بودوابستهمزانشیمیهايسلولتعداد

تـک هـاي سـلول تکثیرمزانشیمیهايسلول-
لایزیـت باشدهتحریکدیابتیطحالیايهسته
مهـار دوزبـه وابسـته صورتبهراپانکراسجزایر

e(.کنندمی bars; Pe<0.05 ( هـاي سـلول البتـه
میزانـی ) 1:50(خودرقتکمتریندرمزانشیمی

ــوزاز ــزراآپوپت ــلولدرنی ــايس ــالیه ــاطح الق
).یکازکمترتکثیرياندکس(کنندمی

بحث و نتیجه گیري
بنیــادي مزانشــیمیهــايســلولویژگــی مهــم 

(MSCs)ــایین ــار ایمونوژنیســیته پ ــدرت مه و ق
کنندگی از طریق تمـاس مسـتقیم سـلولی و یـا     

ست که به عنـوان آنهایترشح فرآورده هاي سلول
جدید بـراي سـلول درمـانی در اخـتلالات     يابزار

(اعضــا و مغــز دژنرایتــو ، التهــاب مــزمن، پیونــد
مطرح گردیده بیماریهاي خود ایمنی و استخوان)

بیمـاران را از  تواندمیپیوند جزایر پانکراس .است
مصرف انسولین بی نیاز سازد و جـایگزینی بـراي   

تمایز سلولهاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی به استئوسیت-3شکل 
A-سلولهاي مزانشیمی تمایز یافته به استئوسیت ،-B(گروه کنترل) سلولهاي مزانشیمی بدون تمایز

تمایز سلولهاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی به آدیپوسیت-4شکل 
A-سلولهاي مزانشیمی تمایز یافته به آدیپوسیت ،-B(گروه کنترل) سلولهاي مزانشیمی بدون تمایز
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اما بـدلیل ،ترشح کننده انسولین باشدهايسلول
بـروز احتمال و نیز کمبود اهداکنندگان پانکراس 

منـد نیاز(اتوراکتیو و آلوژنیـک)، پاسخهاي ایمنی
در سالهاي اخیر توجه .)7(باشدمیایمنی تعدیل

بنیــادي هــايســلولیندرمــازیــادي بــه کــاربرد 
معطوف شده استتیپ یک دیابتمزانشیمی در

عملکرد ایمونومدولاتوري استفاده ازآنهدفکه
ترشـح کننـده انسـولین    هـاي سلولو ترمیم آنها
). شناخت دقیـق مکانیسـم تنظـیم    21(باشدمی

بنیادي مزانشیمی و فاکتورهاي هايسلولایمنی 
مـا را در جهـت اسـتفاده    توانـد مـی موثر بر آنهـا  

صحیح و بهینه از این روش کمک نماید.
هـــدف از انجـــام ایـــن طـــرح بررســـی اثـــر  

بنیـادي مزانشـیمی   هـاي سلولایمونومدولاتوري 
تـک  هـاي سلولبافت چربی موش در مهار پاسخ 

ــابتی علیــه جزایــر   هســته اي طحــالی مــوش دی
پانکراس در محیط آزمایشگاه بود. 
بـا  C57BL/6در ایـن مطالعـه ابتـدا موشـهاي    

استرپتوزوتوسین دیابتی شدند. قند خون موشـها  
ــا     ــق ب ــرین تزری ــه از آخ ــد از دو هفت ــا بع تقریب

mg/dlگردید که قند خون بالاي گلوکومتر چک 
ثبت گردید. انسولین سرم موشها نیز به طور 300

معنی داري کاهش یافته بود. براي تاییـد بیشـتر   
شرایط دیابتی، پانکراس موش سالم و دیابتی نیـز  
جدا گردید و پس از تهیـه مقطـع بـافتی و رنـگ     

به وضوح تخریب جزایر پانکراس در H&Eآمیزي 

موش دیابتی در مقایسه با مـوش سـالم مشـاهده    
مزانشیمی بافت چربی هايسلولگردید. در ادامه 

موش سالم پس از استخراج در محیط آزمایشگاه، 
کشت و تکثیر داده شدند. 

ــه  ــه اي کـ وEkaterina ivanovaدر مطالعـ
ــه    ــد مشــخص شــد ک ــاران وي انجــام دادن همک

بنیادي مزانشیمی بافت چربی انسـانی  هايسلول
بنیادي مزانشـیمی  مغـز   هايسلولدر مقایسه با 

و متنوع تر ترشح استخوان به دلیل ظرفیت بالاتر
ــري روي     ــاري بهت ــر مه ــول اث ــاي محل فاکتوره

). 22(دنــدریتیک انســانی دارنــد  هــايســلول
بنیادي بافـت چربـی بـدون اینکـه در     هايسلول

ها خدشه اي وارد شـود بـه مـدت    میزان تکثیر آن
از رشـد دارنـد،  قابلیـت  طولانی در محیط کشـت  

بنیـادي  هـاي سـلول طرفی مارکرهاي اختصاصی 
مزانشیمی و همچنین فاکتورهاي نسـخه بـرداري   

ــراي  ــاتی ب ــردحی ــلولعملک ــايس ــاديه بنی
)Rex1،Oct4وSox     را بـه میـزان بـالایی بیـان (

همکاران وي در سال وPuissant). 23(کنندمی
ــه  2005 ــد ک ــت کردن ــلولثاب ــايس ــادي ه بنی

مزانشیمی بافت چربی اثر مهاري بهتـري نسـبت   
بنیـادي مزانشـیمی مغـز اسـتخوان     هايسلولبه 

ــر  ــیتروي تکثی ــايلنفوس ــا  ه ــده ب ــک ش تحری
هـاي سلول). در نهایت17(دارندPWMمیتوژن

بنیادي مزانشیمی بافت چربی به دلیل استحصال 
ــان  ــیط   آس ــر در مح ــاده ت ــر س ــت و تکثی و کش

(نتایج حاصل از سه بار تکرار مستقل می باشد)در حضور لایزیت جزایر پانکراس در گروههاي اصلی نرمال و دیابتی MTTحاصل از آزمایشنتایج -2نمودار 
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ــر،    ــدولاتوري بهت ــواص ایمونوم ــگاه و خ آزمایش
بنیــادي هــايســلوللــی بــراي آجــایگزین ایــده 

بنـابراین ).24(مزانشیمی مغزاستخوان می باشند
از این سلولها براي تحقیق استفاده گردید.

ــت،    ــین هوی ــراي تعی ــه ب ــلولدر ادام ــايس ه
آنـالیز شـدند   مزانشیمی با تکنیک فلوسایتومتري

که نتایج مشابهی از نظر بیان مارکرها با مطالعات 
). بـراي تاییـد نیـز خاصـیت     20(گذشته گرفته شـد 

تمــایزي ایــن ســلولها بــه دو رده چربــی و اســتخوان 
بررسی شد که این سلولها به میزان قابل قبولی تمایز 

به استئوسیت و آدیپوسیت را از خود نشان دادند.
ــی  ــراي بررسـ ــواص بـ ــدولاتوريخـ ایمونومـ

مزانشیمی پـس از همکشـتی آنهـا بـا     هايسلول
MTTطحالی نرمـال و دیـابتی تسـت    هايسلول

روي رقتهاي مختلف MTTآزمایش انجام گردید.
طحالی اجرا شد. بعد از بهینـه سـازي   هايسلول

تـک هسـته اي   هـاي سـلول رقت هـاي مختلـف   
هزار از این سلولها براي ادامـه  250طحالی تعداد 

تحقیق انتخاب گردید.
تـک  هـاي سـلول براي تایید سـلامت تکثیـري   

هسته اي طحالی، این سلولها در معرض تحریـک  
ــر اختصاصــی   ــرار گرفتنــد و PHAکننــده غی ق

هـاي سـلول روي رقتهاي مختلف MTTآزمایش 
طحالی اجرا شد. با توجه به اندکس هاي تکثیري 

طحالی و همچنین مقایسه هايسلولسه رقت از 
ن اندکس ها در زمانهاي مختلف، در این مرحله ای

طحالی مرحله قبـل  هايسلولهم همان تعداد از 
ساعت نشان دادند.48تکثیر بهتري از خود در 

ما در این پروژه به دنبال اثبـات خاصـیت ضـد    
هـاي سلولمزانشیمی بر روي هايسلولتکثیري 

تک هسته اي طحالی در حضور تحریـک کننـده   
زیـت جزایـر پـانکراس) در محـیط     اختصاصی (لای

آزمایشگاه بـودیم کـه بـر ایـن اسـاس گروههـاي       
مختلفی طراحی شد. نتایج حاصل نشـان داد کـه   

تحریـک حضـور چـه در نرمالطحالیهايسلول
و چـه بـدون   )پانکراسلایزیت(اختصاصیکننده

کـه زمـانی وتکثیـر نمـی شـوند   تحریک کننده
ازتعـدادي شـدند اضـافه مزانشـیمی هـاي سلول
حالـت دراینکهدلیلبهنرمالطحالیهايسلول
ــر ــالغی ــرارفع ــتندق ــینوداش ــرهمچن دراث

مزانشـیمی هـاي سـلول ازمترشـحه مدیاتورهاي
انــدکسوشـدند آپوپتــوزدچـار ،)NOاحتمـالا (

انـدکس  .نـزول کـرد  یـک زیـر بـه آنهـا تکثیري
طحالی نرمال بدون تحریـک،  هايسلولتکثیري 

).27-25(باشدمییک 
حضـور دردیـابتی طحـالی هـاي سـلول تکثیر

ــک ــیکننــدهتحری جزایــرلایزیــت(اختصاص
. داشـت افـزایش داريمعنـی طـور بـه ) پانکراس

در(دوزبهوابستهصورتبهمزانشیمیهايسلول
تکثیـر توانستند) 1:50،1:250،1:1250رقتهاي

تحریـک حضـور دررادیـابتی طحالیهايسلول
طوربه) پانکراسجزایرلایزیت(اختصاصیکننده
بیشـترین کهطوريبه. دهندکاهشداريمعنی
ــر ــارياث ــت از درمه ــرین رق ــلولکمت ــايس ه

هـاي سـلول البتـه . شـد ) دیـده 1:50(مزانشیمی
ــیمی ــریندرمزانش ــتکمت ــودرق ــیخ ازمیزان

کردندمیالقاطحالیهايسلولدرنیزراآپوپتوز
)26.(

طحـالی دیـابتی ماننـد    هـاي سـلول تعدادي از 
هـاي سـلول طحالی نرمـال در حضـور   هايسلول

مزانشیمی و بدون حضور هرگونه تحریکـی دچـار   
آپوپتوز می شوند و اندکس تکثیري آنهـا بـه زیـر    

طحالی هايسلولیک می رسد (اندکس تکثیري 
).باشدمیدیابتی بدون تحریک، یک 

P. Rennerــال و ــاران در سـ 2009همکـ
ــهمطا ــاري  لع ــایی مه ــاط دادن توان ــراي ارتب اي ب

بنیادي مزانشیمی بـه ماهیـت محـیط    هايسلول
. آنهـا التهابی و ایمونولوژیک محرکها انجام دادنـد 

Con A(Concavalin(ابتدا دوز بالایی از میتوژن
A هـاي سلولبه محیط کشت حاوي راT  اضـافه

ــد و ــاهده  کردن ــه مش ــددر ادام ــر  ش ــه تکثی ک
Tهايسلول CD3+     به طـور واضـحی بـا اضـافه

بنیادي مزانشیمی آلـوژن مهـار   هايسلولکردن 
ــه بعــدي دوز متوســطی از مــی شــود. در مرحل

Concavalin A که در این مرحله گردید استفاده
بنیادي مزانشـیمی پاسـخ   هايسلولاضافه کردن 

. در آخـر  کـرد را تقویـت Tهـاي سلولدهندگی 
مجـددا  Con Aدوزهاي خیلی پایین از واسطهبه

بنیادي مزانشیمی اثر مهـاري خـود را   هايسلول
).28(بدست می آورند
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Tyndall مشــاهده 2007و همکــاران در ســال
مغـز مزانشـیمی بنیـادي هـاي سـلول د کـه  نردک

بیمـاران وسـالم افرادازدستهدوازکهاستخوان
دربودنـد شـده اسـتخراج ایمنـی خـود بهمبتلا

محیطـی خونايهستهتکهايسلولمجاورت
)PBMC (توســطکــهاتولوگــوسوآلوژنیــک

AntiCD3 Mabبـا همـراه یـا تنهـایی بهAnti
CD28 Mabقابلیـت % 90تابودندشدهتحریک

خــونايهســتهتــکهــايســلولتکثیــرمهــار
).29(دارندرامحیطی

Paolo Fiorinaهمکـاران وي بـراي بررسـی    و
بنیادي مزانشـیمی در دو  هايسلولنقش مهاري 

inالگوي آلو ایمیـون و اتـو ایمیـون در شـرایط     
vitro.در مرحله اول براي مطالعه اي انجام دادند

Tهـاي سـلول Full Mismatch MLRطراحـی  
CD4+ موشBALB/C به عنوان پاسخ دهنده و
به عنوان C57Bl/6دندریتیک از موش هايسلول

روز با هم کشـت  8سلول تحریک کننده به مدت 
بنیادي مزانشیمی هايسلولدر ادامه داده شدند.

در دو مرحله جدا گانه BALB/Cو NODموش 
بعـد از چنـد سـاعت    به محیط اضافه می شـوند، 

مشاهده گردید که H 3 Thymidinانکوباسیون با 
ایی بنیادي مزانشیمی توان ـهايسلولهر دو گونه 

را از خود نشان می دهند، MLRمهار پاسخهاي 
ــادي مزانشــیمی مــوش هــايســلولاگرچــه  بنی

BALB/C   ــا ــه ب ــري در مقایس ــاري بهت ــر مه اث
از خود NODبنیادي مزانشیمی موش هايسلول

نشان می دادند. در مرحلـه بعـدي بـراي بررسـی     
بنیـادي مزانشـیمی در   هـاي سـلول نقش مهاري 

اتوراکتیـو  +T CD4هايسلولن، الگوي اتوایمیو
اسـتخراج  Transgenic TCR BDC 2.5از موش 

3به مـدت  نشان دار گردیدند. سپسCSFEو با
NODدندریتیک مـوش  هايسلولروز در حضور 

یــا BALB/Cبنیــادي مزانشــیمی هــايســلولو 
NOD پانکراس بتايهايسلولو همچنین پپتید

کـه  یـد ، در نهایت مشاهده گردشدندکشت داده 
بنیـادي مزانشـیمی مـی    هـاي سلولگونه دوهر 

invitroاتوراکتیو را در Tهايسلولتوانند تکثیر 
).30(به یک میزان کاهش دهند

ــدولاتوري    ــم ایمونوم ــق مکانیس ــناخت دقی ش

بنیادي مزانشیمی و فاکتورهـاي مـوثر   هايسلول
ما را در جهت اسـتفاده صـحیح و   تواندمیبر آنها 

ش درمانی کمک نماید. لذا اجراي بهینه از این رو
این طرح در مدل موش دیـابتی و بررسـی نقـش    

بنیـادي مزانشـیمی   هـاي سلولایمونومدولاتوري 
بافت چربی موش در محیط آزمایشگاه به عنـوان  
یک مدل مناسب نه تنها بـراي تعیـین اثـرتنظیم    
ایمنی این سلولها در پاسخهاي اتوراکتیـو دیابـت   

یژگی در همراهی با  توانایی بلکه استفاده از این و
ترشـح کننـده   هـاي سـلول تمایزي این سلولها به 

ــراي درمــان دیابــت حــائز   انســولین، در آینــده ب
اهمیت خواهند بود.

تقدیر و تشکر
این تحقیق تحت حمایت مالی معاونت محتـرم  
پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی ایران انجـام شـده   

مراتب تقدیر است. بدین وسیله نویسندگان مقاله 
و تشکر خود را از مسـئولین محتـرم آن معاونـت    
محترم ابراز می دارند. لازم به ذکر است کـه ایـن   
تحقیــق بــا همکــاري صــمیمانه مرکــز تحقیقــات 
فناوري بن یاخته تهران و بـا حمایـت هـاي ایـن     

مرکز انجام شده است.
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Abstract
Background: Type 1 diabetes (T1D) is a T-cell mediated autoimmune disorder in which
pancreas beta-cell destruction causes insulin deficiency and hyperglycemia. In addition to
daily insulin treatment, allogeneic islet transplant inT1D is another therapeutic way that
needs immunosuppressive drugs to control autoimmune damage and graft rejection. Since
life-long application of these drugs is associated with serious side-effects, we proposed local
immunomodulatory effect of mesenchymal stem cells (MSCs). The aim of this study was to
investigate in vitro inhibitory influence of adipose-derived MSCs on C57BL/6 diabetic
mouse splenocytes proliferation against syngeneic islet cells lysate.
Methods: MSCs were extracted from abdominal fat tissue of healthy C57BL/6 mouse and
cultured to prolipherate. Then, they were immunophynotyped and their differentiation to
osteo- and adipocyte was approved. Diabetic C57BL/6 mouse model was prepared by
administration of consecutive low-doses of sterptozotocin and diabetic state was confirmed
by serum glucose (>300 mg/dL) and insulin levels, and pancreas histopathology. Pancreas
islets were isolated from healthy mouse and splenocytes prepared from healthy and diabetic
mice. To evaluate anti-proliferative effect of MSCs, they were co-cultured with splenocytes
in the presence of islet lysate and proliferation was assayed by MTT technique. The presented
data are mean SD and statistically analyzed with one way ANOVA.
Results: Extraction and identification (Immunolphenotyping and differentiation) of MSCs
had acceptable outcome.Diabetic state was confirmedin our model (blood glucose: 300±20
vs. 95±10; Insulin level: 4.9±0.5 vs 0.3±0.1; and lack of Langerhans islets in tissue sections).
The co-culture experiments demonstrated that MSCs significantly decreased diabetic
splenocytes proliferation in the presence of islet cells lysate (p<0.05).
Conclusion: MSCs can effectively inhibit autoimmune response of diabetic splenocytes
against islet cells lysate. Assessing MSCs immunomodulatory effects and differentiation
property to insulin-producing cells may provide a new horizon for T1D treatment in the
future.
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