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Introduction: Efforts have been taken to find appropriate sources to replace liver 

transplantation. Wharton’s jelly is an unlimited source of stem cells that can be used in cell 

therapy and tissue engineering. In this study we investigated whether Wharton’s jelly-derived 

mesenchymal stem cells (WJMSCs) could trans-differentiate into hepatocyte in the presence 

of mouse liver cell-free extract. Materials and Methods: Mesenchymal stem cells 

(MSCs) were isolated from the umbilical cord. The cells were permeabilized by Sterptolysin 

O in the presence of mouse liver cell-free extract for 21 days. To evaluate differentiation 

and morphological changes, immunostaining for cytokeratin 18 and 19 were performed for 

differentiated and control cells. Functional assays were done by periodic acid Schiff (PAS) 

stain. Results: The phenotype of treated MSCs in the presence of liver cell-free extract 

changed into polygonal cells. Immunostaining demonstrated the expression of cytokeratin 18 

and 19 in differentiated cells. Glycogen storage in differentiated cells revealed by PAS stain -

ing indicated functional property of differentiated cells. Conclusion: It seems that factors 

existing in the extract able to trans-differentiate WJMSCs into functional hepatocyte.
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بیان نشانگرهای کبدی در سلول های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون بند ناف توسط عصارۀ سلول کبد 
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چــــــــكيده

کلید واژه ها:
مزانشــیمی  ســلول های   .1

اســترومال
2. عصارة  کبد

3. هپاتوسیت ها
4. ژله وارتون

مقدمه: برای پیدا کردن منابع مناسب در جایگزینی پیوند کبد تلاش هایی صورت گرفته شده است. ژله 
وارتون یک منبع نامحدود از سلول های بنیادی است که می تواند در سلول درمانی و مهندسی بافت به کار 
رود. در این مطالعه بررسی کردیم که آیا سلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از ژله وارتون بند ناف 
می توانند در حضور عصارة عاری از سلول کبد موش به سلول های کبدی تمایز یابند. مواد و روش ها: 
عصارة  حضور  در   O استرپتولیزین  توسط  سلول ها  شدند.  جدا  ناف  بند  از  مزانشیمی  بنیادی  سلول های 
عاری از سلول کبد موش به مدت 21 روز نفوذپذیر شدند. به منظور ارزیابی تمایز و تغییرات ریخت شناسی، 
ایمونوهیستوشیمی برای سیتوکراتین 18 و 19 برای سلول های تمایز یافته و کنترل انجام شد. سنجش 
عملکرد توسط روش  رنگ آمیزی PAS انجام شد. یافته ها: فنوتیپ سلول های بنیادی مزانشیمی در حضور 
عصارة عاری از سلول کبدی به سلول  های چند ضلعی تغییر پیدا کرد. ایمونوهیستوشیمی بیان سیتوکراتین 
18 و 19 در سلول های تمایز یافته را نشان داد. ذخیره سازی گلیکوژن در سلول های تمایز یافته توسط 
رنگ آمیزی PAS خاصیت عملکردی سلول های تمایز یافته را نشان داد. نتیجه گیری: به نظر می رسد که 
عوامل موجود در عصاره می توانند سبب تمایز سلول های بنیادی مزانشیمی ژله وارتون بند ناف به سلول های 

کبدی عملکردی شوند.
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مقدمه
بــر اســاس آمارهــای ســازمان بهداشــت جهانــی بیــش از صدها 
میلیــون نفــر در سراســر دنیــا مبتــلا بــه بیماری هــای کبــدی 
ــن  ــی از مؤثرتری ــد یک ــد کب ــر پیون ــال حاض ــتند. در ح هس
ــایی های  ــلا بــه نارس ــرای بیمــاران مبت ــی ب راه هــای درمان
ــا حــاد کبــدی می باشــد، امــا متأســفانه تعــداد کــم  مزمــن ی
اندام هــای اهدایــی، نیــاز بــه ســرکوب ایمنــی شــدید شــخص 
گیرنــده و پیچیدگی هــای عمــل جراحــی، ایــن گزینــه را 
ــد  ــا پیون ــی ی ــای مصنوع ــت. کبده ــاخته اس ــدود س ــز مح نی
ــان  ــرای درم ــای مطــرح شــده ب ــدی، از ایده ه ــلول های کب س
ــز  ــت تمای ــادی و قابلی ــاوری ســلول های بنی ــروزه فن اســت. ام
ــی  ــوان یک ــد به عن ــغ می توان ــلول های بال ــواع س ــه ان ــا ب آن ه
ــدی  ــلول های کب ــۀ س ــرای تهی ــر ب ــورد نظ ــای م از گزینه ه
ــی  ــواع مختلف ــر، ان ــال های اخی ــود. در س ــه ش ــر گرفت در نظ
ــدی  ــلول های کب ــه س ــز ب ــت تمای ــادی جه ــلول های بنی از س

ــه اســت )1(. ــورد اســتفاده قرارگرفت م
ــتند  ــادی هس ــلول های بنی ــن1 س ــادی بالغی ــلول های بنی  س
ــند.   ــود می باش ــدن موج ــای ب ــام بافت ه ــاً در تم ــه تقریب ک
ــوان  ــن به عن ــیمی (MSCs(2 بالغی ــادی مزانش ــلول های بنی س
گــروه بزرگــی از ایــن نــوع ســلول ها محســوب می گردنــد. ایــن 
ــی،  ســلول ها در بافت هایــی نظیــر مغــز اســتخوان، بافــت چرب
ژلــه وارتــون بنــد نــاف، مایــع آمنیــون و بــه میــزان متفــاوت 
ویژگی هــای  از   .)2( می شــوند  یافــت  بافت هــا  ســایر  در 
خــاص در مــورد MSCs، ایمنوژنیــک نبــودن آن هــا و یــا 
ــد )3(.  ــان می باش ــی در میزب ــش ایمن ــن واکن ــاد کمتری ایج
ــتخراج  ــیمی اس ــلول های مزانش ــه س ــادی ب ــه زی ــروزه توج ام
ــود. از  ــاف )WJMSCs(3 می ش ــد ن ــون بن ــه وارت ــده از ژل ش
ــه  ــر ک ــع دیگ ــه مناب ــلول ها نســبت ب ــن س ــای ای ــه مزای جمل
ــی  ــدا معرف ــن کاندی ــوان بهتری ــن منظــور به عن ــرای ای آن را ب
ــاره  ــاف اش ــد ن ــودن بن ــترس ب ــه در دس ــوان ب ــد، می ت می کن
ــان  ــس از زایم ــز پ ــول دور ری ــک محص ــاف ی ــد ن ــرد. بن ک
ــت.  ــدون درد اس ــی و ب ــر تهاجم ــۀ آن غی ــت و روش تهی اس
ــدارد.  ــود ن ــورد آن وج ــی در م ــای اخلاق ــن نگرانی ه بنابرای
WJMSCs ابتدایی تــر از ســلول های مزانشــیمی مشــتق شــده 
ــد.  ــاء نمی کنن ــوم الق ــن ترات ــت. همچنی ــا اس ــایر بافت ه از س
بــه  تمایــز4  تغییــر  پدیــدة  طــی   WJMSCs ســلول های 
ســلول های کبــدی متمایــز می شــوند. تغییــر تمایــز فراینــدی 
اســت کــه بــه موجــب آن یــک نــوع ســلول تبدیــل بــه نوعــی 

ــر  ــاوت می گــردد )4(. تغیی ــا منشــاء متف ــاوت از ســلول ب متف
ــون از  ــود تاکن ــام می ش ــی انج ــای متفاوت ــه روش ه ــز ب تمای
ــده  ــتفاده ش ــن کار اس ــام ای ــت انج ــی جه ــای مختلف روش ه

ــد از: ــه عبارتن اســت ک
ســلول  هســتۀ  انتقــال   :Cloning Nuclear Transfer.1
ــلًا خــارج شــده  ــه اووســیتی کــه هســتۀ آن قب ســوماتیک5 ب

اســت )5(.
ــادی  ــا ســلول بنی ــام ســلول ســوماتیک ب Cell Fusion.2: ادغ
ــه  ــد6 ک ــام هیبری ــه ن ــازد ب ــلولی را می س ــی س ــد ظرفیت چن

ــود دارد )6(. ــلول در آن وج ــر دو س ــت ه خاصی
مختلــف  حامل هــای  از  اســتفاده   :Gene Transfection.3
جهــت انتقــال ژن هــای مــورد نظــر بــه ســلول های ســوماتیک 

ــخه برداری )7(. ــای نس ــان فاکتوره ــای بی و الق
Co-Culture.4: هــم کشــتی ســلول های مختلــف بــا هــم 
ایجــاد می کنــد کــه ســلول های ســوماتیک  را  شــرایطی 

می تواننــد مجــدداً برنامــه دار شــوند )8(.
Cell Extract .5: استفاده از عصاره های سلولی )9(.

در ایــن تحقیــق ســعی مــا بر ایــن بود تــا بــا اســتفاده از عصارة 
ــخه برداری  ــای نس ــا و فاکتوره ــاوی پروتئین ه ــه ح ــد7 ک کب
ــادی  ــلول های بنی ــه س ــودن آن ب ــه نم ــت و اضاف ــراوان اس ف
مزانشــیمی اســتخراج شــده از ژلــه وارتــون بنــد نــاف کــه بــا 
ــن  ــراوا شــده، ای ــا ت ــن فاکتوره ــه ای کمــک اســترپتولیزین8 ب

ــم. ــز کنی ــدی متمای ــلول های کب ــه س ــلول ها را ب س
مواد و روش ها

WJMSCs 1- استخراج
ــه  ــا PBS شســته و ب ــد شــده را ب ــازه متول ــوزاد ت ــاف ن بنــد ن
ــاف  ــد ن ــات بن ــد. قطع ــده ش ــانتی متری بری ــات 0/5 س قطع
ــل  ــانتی متری منتق ــت 10 س ــف پلی ــه ک ــس ب ــک پن ــا کم ب
ــه کــف ظــرف چســبید، محیــط  و پــس از آن کــه قطعــات ب
کشــت 9MEM-α حــاوی FBS )10 درصــد( را اضافــه کــرده و 
ظــرف کشــت بــه انکوباتــور بــا دمــای 37 درجــۀ ســانتی گراد 
ــج روز  ــر پن ــت ه ــط کش ــر 1(. محی ــد )تصوی ــل گردی منتق
یکبــار تعویــض شــده و بعــد از مــدت حــدود 10 تــا 14 
ــاژ  ــین پاس ــم تریپس ــط آنزی ــیمی توس ــلول های مزانش روز س

ــد. گردیدن

6 Hybrid
7 Liver extract
8 Sterptolysin
9 Minimum essential medium eagle alpha

1 Adult stem cell
2 Mesenchymal stem cells
3 Wharton’s jelly mesenchymal stem cells
4 Transdifferentiation
5 Somatic cell

تصوير 1- مراحل استخراج WJMSCs از ژله وارتون بند ناف.
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2- فلوســايتومتری جهــت بررســی نشــانگرهای ســطح 
ــه وارتــون ســلول های مزانشــیمی ژل

ــه ای تقســیم  ــه گون ســلول ها بیــن لوله هــای فلوســایتومتری ب
ــه طــور متوســط 500000 ســلول  ــه ب شــدند کــه در هــر لول
WJMSCs قــرار داده شــدند. آنتی بادی هــای نشــاندار، بــر طبق 
ــه  ــایتومتری اضاف ــای فلوس ــک از لوله ه ــر ی ــه ه ــدول 1 ب ج
ــد 1  ــلول ها، پارافرمالدئی ــردن س ــس ک ــت فیک ــد. جه گردیدن
درصــد بــه مــدت 15 دقیقــه بــه آن هــا اضافــه شــد و ســپس 

ــال داده شــد. ــه دســتگاه فلوســایتومتری انتق ــا ب نمونه ه

3- به دست آوردن عصارۀ کبد

ــد  ــاوی FBS 3 درص ــول 10HBSS ح ــر محل ــدا 6 میلی لیت ابت
ــق شــد در  ــژاد C57BL/6 تزری ــوش ن ــه درون بطــن چــپ م ب
ــکاف داده  ــون ش ــروج خ ــت خ ــز راســت جه ــه دهلی ــی ک حال
 3 FBS حــاوی HBSS شــده بــود. ســپس 6 میلی لیتــر محلــول
ــول  ــر محل درصــد و collagenase IV 0/1 درصــد و 5 میلی لیت
HBSS حــاوی FBS 3 درصــد و EDTA 0/1 درصــد بــه ترتیــب 
تزریــق شــد. بعــد از روشــن شــدن رنــگ کبــد، کبــد جــدا شــده 
ــیلین  ــاوی پنی س ــرد ح ــاوی PBS س ــک ح ــت کوچ ــه پلی و ب
ــه  ــد ب ــپس کب ــد. س ــل ش ــد، منتق ــین 1 درص / استرپتومایس
قطعــات بســیار کوچــک تقســیم شــد. قطعــات کوچــک کبــد 
 ml ــد ــات کب ــه قطع توســط PBS ســرد شستشــو داده شــد. ب
ــای 37  ــه در دم ــت دقیق ــدت بیس ــه م Trypsin / EDTA 3، ب
 PBS ــی توســط ــات بافت ــه شــد. قطع درجــۀ ســانتی گراد اضاف
ــه داخــل یــک کرایوتیــوب منتقــل شــدند.  ســرد شستشــو و ب
کرایوتیوب هــا داخــل نیتــروژن مایــع انداختــه شــد تــا منجمــد 
شــوند، ســپس محتویــات تیــوب بــا دور g 800، بــه مــدت 10 
ــه  ــد. ب ــانتریفیوژ ش ــانتی گراد س ــۀ س ــای 4 درج ــه در دم دقیق
ــا دور  ــه و ب ــاوی 11DTT اضاف رســوب حاصــل Lysis buffer ح
g 800، بــه مــدت 10 دقیقــه، در دمــای 4 درجــۀ ســانتی گراد 
تشــکیل  پلیــت  انــدازة حجــم  بــه  گردیــد.  ســانتریفیوژ 
شــده،Lysis buffer حــاویProtease Inhibitor 0/1 درصــد، 
اضافــه شــد. سوسپانســیون حاصــل بــه مــدت 45 دقیقــه روی 
یــخ در یخچــال قــرار داده شــد. نمونه هــا 7 بــار بــا 25%، پالــس 
ــا  ــیون ب ــده و سوسپانس ــونیکیت ش ــه س ــه، 45 ثانی 0/5 ثانی
ــانتی گراد  ــۀ س ــه در 4 درج ــدت 15 دقیق ــه م دور 15000g ب
 Snap Freeze ســانتریفیوژ شــد. محلــول رویــی برداشــته شــده
ــۀ  ــای 80 - درج ــدی در دم ــتفادة بع ــرای اس ــپس ب ــد و س ش

ــد. ــداری ش ــانتی گراد نگه س

4- اندازه گیری میزان پروتئین موجود در عصاره

پــس از ذوب شــدن عصــاره بــر روی یــخ، از روش برادفــورد12 
ــا  ــپکترومتر ب ــتگاه اس ــیلۀ دس ــه وس ــپس ب ــد. س ــتفاده ش اس
ــد. طــول مــوج 595 نانومتــر میــزان 13OD اندازه گیــری گردی

5-آزمون نفوذپذيری
ــدن  ــر ش ــان از نفوذپذی ــت اطمین ــری14 جه ــون نفوذپذی آزم
غشــاء ســلول WJMSC، قبــل از شــروع، برنامه ریــزی مجــدد15 
انجــام می گــردد. ایــن آزمــون در حضــور دکســتران16 متصــل 
ــام  ــون انج ــو دالت ــی 70000 کیل ــا وزن مولکول ــه 17FITC ب ب
ــدا ســلول ها، دکســتران متصــل  ــون ابت ــن آزم شــد. جهــت ای
ــا  ــد. در اینج ــت نمودن ــترپتولیزین O را دریاف ــه FITC و اس ب
ــت  ــه جه ــد ک ــر می رس ــه نظ ــروری ب ــه ض ــن نکت ــر ای ذک
ــرم  ــترپتولیزین O 920 نانوگ ــت اس ــری، غلظ ــون نفوذپذی آزم
ــای حــاوی  ــه شــد. میکروتیوب ه ــر در نظــر گرفت ــر میلی لیت ب
ــاری  ــن م ــه مــدت 50 دقیقــه به صــورت افقــی در ب ســلول، ب
ــد از  ــدند. بع ــرار داده ش ــانتی گراد ق ــۀ س ــای 37 درج ــا دم ب
ــه ای حــاوی  ــه پلیــت 24 خان گذشــت 50 دقیقــه، ســلول ها ب
ــۀ  ــای 37 درج ــا دم ــت ب ــط کش ــل و محی ــرد منتق ــل گ لام
ســانتی گراد حــاوی CaCl2 )2 میلی مــولار( بــه هــر خانــه 
ــاعت درون  ــدت 4-2 س ــه م ــلول ها ب ــپس س ــد س ــه ش اضاف
ــا دمــای 37 درجــۀ ســانتی گراد قــرار داده شــدند.  انکوباتــور ب
ــلول ها  ــط کشــت از روی س ــان محی ــن زم ــد از گذشــت ای بع
ــا میکروســکوپ فلورســانس ارزیابــی شــد. برداشــته و نتایــج ب
ــز  ــلول های WJMSCs و تماي ــودن س ــر نم 6- نفوذپذي

ــدی ــارۀ کب ــط عص ــلول ها توس ــن س اي
توســط   WJMSCs ســلول های  نمــودن  نفوذپذیــر 
اســترپتولیزین O انجــام شــد. عصــارة کبــد همــراه بــا سیســتم 
فســفات  تــری  فســفوکراتین19،  شــامل   18ATP بازســازی 
 22dNTP ــفوکیناز21 و ــن فس ــن )ATP، 20)GTP، کراتی گوانوزی
ــدت  ــه م ــلول ها ب ــد. س ــه ش ــلول های WJMSCs اضاف ــه س ب

17 Fluorescein isothiocyanate
18 Adenosine triphosphate (ATP) regenerating system
19 Phosphocreatine
20 Guanosine triphosphate
21 Creatine phosphokinase
22 Deoxynucleotide

10 Hanks’ balanced salt solution
11 Dithiothreitol
12 Bradford
13 Optical density
14 Permeabilization assay
15 Reprogramming
16 Dextran

جــدول 1- نحــوة اضافــه نمــودن نشــانگرها بــه ســلول های مزانشــیمی ژلــه وارتــون، 
جهــت انجــام فلوســایتومتری و بررســی نشــانگرهای ســطح ســلول.
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21 روز درون انکوباتــور بــا دمــای 37 درجــۀ ســانتی گراد قــرار 
ــور  ــه ط ــط کشــت ب ــی محی ــۀ زمان ــن فاصل داده شــد و در ای

مرتــب تعویــض می گردیــد.
7- بررسی عملكرد سلول های تمايز يافته

ــه  ــز یافت ــلول های تمای ــدن س ــردی ش ــی عملک ــت بررس جه
رنگ آمیــزی 23PAS انجــام شــد تــا ســنتز گلیکــوژن در 

ســلول ها بررســی شــود.
ــیتوکراتین  ــدی س ــانگرهای کب ــان نش ــی بی 8- بررس

ــتران ــر دکس ــط روش پلیم 18 و 19 توس
ابتــدا ســلول ها توســط پارافرمالدئیــد 4 درصــد فیکــس شــدند 
ســپس در تاریکــی محلــول 24H2O2 0/3درصــد بــه مــدت 20 
دقیقــه بــر روی ســلول ها قــرار داده شــد. آنتی بادی هــای 
ــه مــدت 20  ــز 10 درصــد ب ــر اختصاصــی توســط ســرم ب غی
دقیقــه بــلاک گردیــد. آنتی بــادی اولیــه ســیتوکراتین 18 
و ســیتوکراتین 19 بــه مــدت 45 دقیقــه روی ســلول هــا 
ــه  ــم super enhancer envision ب ــد ســپس آنزی ــه گردی اضاف
ــد از  ــد بع ــرار داده ش ــلول ها ق ــر روی س ــه ب ــدت 15 دقیق م
 SS label  envision: polymer HRP ثانویــۀ  آنتی بــادی  آن 
ــان  ــد. در پای ــه ش ــلول ها ریخت ــه روی س ــدت 30 دقیق ــه م ب
ــوژن  ــا کروم ــرده ت ــه ک ــلول ها اضاف ــه س ــول 25DAB را ب محل
بــا کمــک آنزیــم نشــاندار کننــده، رســوب رنگــی را در محــل 

ــد. ــاد نمای ــت- ایج ــل اس ــادی متص ــه آنتی ب ــه ب ــم -ک آنزی
يافته ها

WJMSCs بررسی ريخت شناسی سلول های
پــس از گذشــت حــدود 10 روز از کشــت ســلول ها در محیــط 
ــی  ــری دوک ــا ظاه ــت ب ــبه فیبروبلاس ــلول های ش ــت، س کش
شــکل، کشــیده و یــا اســتطاله  دار از اطــراف قطعــات بنــد نــاف 

جوانــه زدنــد )تصویــر 2(.

  تصوير 2- جوانه زدن سلول های مزانشیمی از یک قطعه بند ناف.

بررســی بیــان نشــانگرهای ســطحی ســلول های 
WJMSCs

به منظــور بررســی نشــانگرهای ســطح ســلولی، فلوســایتومتری 

وارتــون  ژلــه  مزانشــیمی  ســلول های  گرفــت.  انجــام 
خونساز (CD34) و ســلول های  ســلول های  نشــانگرهای 
اندوتلیــال (CD144( را بســیار کــم و بــه ترتیــب 1/78 درصــد 
ــانگرهای  ــا نش ــال، ب ــد، با این ح ــان کردن ــد بی و 2/33 درص
ــه ترتیــب ایــن  CD106 ،CD105 و CD44 واکنــش دادنــد و ب
نشــانگرها را بــه میــزان 92/4 درصــد، 47/67 درصــد و 96/76 

ــودار 1(. ــد )نم ــان کردن درصــد بی

ــه  ــتق از ژل ــیمی مش ــادی مزانش ــلول های بنی ــطحی س ــانگرهای س ــان نش ــودار 1- بی نم
ــانگرهای  ــا نش ــد، ام ــان کردن ــانگرهای CD105 ، CD44 و CD106 را بی ــلول ها نش ــون. س وارت

ــدند. ــان ش ــی بی ــزان بســیار کم ــه می CD34, CD144 ب

نتايــج بررســی غلظــت پروتئیــن موجــود در عصــارۀ 
ــا اســتفاده از آزمــون برادفــورد کبــدی ب

ــود در  ــن موج ــت پروتئی ــن غلظ ــت تعیی ــون جه ــن آزم ای
عصــارة کبــد انجــام شــد. بعــد از انجــام کار، میــزان پروتئیــن 
ــرآورد  ــر ب ــرم در میلی لیت ــاره 7530 میکروگ ــود در عص موج

شــد.
نتايج آزمون سمی بودن عصارۀ  کبد

بــا اضافــه نمــودن عصــاره بــه ســلول های WJMSCs، آن هــا در 
ــم و  ــخه برداری، آنزی ــای نس ــادی فاکتوره ــر زی ــرض مقادی مع
پروتئین هــای ســاختمانی موجــود در عصــاره قــرار می گیرنــد. 
ایــن مــواد ممکــن اســت اثــرات کشــنده بــر ســلول ها داشــته 
باشــند. هرچنــد ایــن آنزیم هــا توســط مهارکننــدة پروتئازهــا 
مهــار می شــوند امــا ممکــن اســت بــه  طــور بالقــوه بــه 
ــن بایســتی قبــل از شــروع  ســلول ها آســیب برســانند؛ بنابرای
ــا  ــی شــود. بررســی ب آزمایــش، میــزان ســمّیت عصــاره ارزیاب
تریپان بلــو نشــان داد کــه درصــد ســلول های زنــده ای کــه در 
مجــاورت عصــاره قــرار گرفتــه بودنــد 76/2 درصــد و در گــروه 

کنتــرل 93 درصــد بــود.
آزمــون نفوذپذيــری بــرای اطمینــان از عملكــرد 

O اســترپتولیزين 

ایــن آزمــون بــرای اطمینــان از عملکــرد اســترپتولیزین O، بــا 
23 Periodic acid–schiff
24 Hydrogen peroxide
25 3,3’-diaminobenzidineUnc
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ــتران  ــد. دکس ــام ش ــه FITC انج ــل ب ــتران متص ــک دکس کم
متصــل بــه FITC انــدازه ای شــبیه بــه متوســط انــدازة 
ــورت ورود  ــه در ص ــاره دارد. ک ــود در عص ــای موج پروتئین ه
دکســتران متصــل بــه FITC بــه درون ســلول پــس از نفوذپذیر 
کــردن غشــای آن توســط اســترپتولیزین O می تــوان مطمئــن 
شــد کــه پروتئین هــای موجــود در عصــاره نیــز پــس از 
نفوذپذیــر شــدن وارد ســلول می شــوند. نتایــج حاصــل از 
ــر  ــر میلی لیت ــرم ب ــون نشــان داد غلظــت 920 نانوگ ــن آزم ای
اســترپتولیزین O بــرای نفوذپذیرکــردن غشــاء ســلول مناســب 
ــتران  ــانس، دکس ــکوپ فلورس ــا میکروس ــی ب ــت. در بررس اس
متصــل بــه FITC درون ســلول های نفوذپذیــر شــده بــا 

ــر 3(. ــد )تصوی ــاهده ش ــترپتولیزین O مش اس

تصويــر 3- ســلول مزانشــیمی ژلــه وارتــون بعــد از دریافــت دکســتران متصــل بــه FITC و 
ــس از  ــه پ ــه FITC اســت ک اســترپتولیزین O. دانه هــای ســبز نمایانگــر دکســتران متصــل ب
نفوذپذیــری وارد ســلول شــده اســت و رنــگ آبــی مربــوط بــه DAPI اســت کــه هســته ها را 

ــد. ــگ می کن رن

ســلول های  ريخت شناســی  مطالعــۀ  بررســی 
عصــاره دريافــت  از  بعــد   WJMSCs

در حالــت طبیعــی ســلول های WJMSCs کشــیده و اســتطاله 
ــلول های  ــی س ــه وقت ــت ک ــی اس ــن در حال ــند. ای دار می باش
مزانشــیمی در ظــرف مخصــوص کشــت داده شــده و در 
معــرض عصــاره قــرار داده شــدند، تغییــر ریخت شناســی داده 
ــد. ــرم دادن ــر ف ــی تغیی ــد وجه ــلول های چن ــه صــورت س و ب

ــلول های  ــدی در س ــانگرهای کب ــان نش ــی بی بررس
WJMSCs بــه وســیلۀ ايمونوسیتوشــیمی بعــد از 

ــاره ــت عص درياف
به منظــور ارزیابــی تأثیــر عصــاره بــر روی سرنوشــت ســلول ها، 
ــد  ــا رون ــه روی آن ه ــلول هایی ک ــن درون س ــان 3 پروتئی بی
تغییــر، تمایــز و برنامه ریــزی مجــدد انجــام شــده بــود، مــورد 
ــا شــامل: ســیتوکراتین  ــن پروتئین ه ــت. ای ــرار گرف ــی ق ارزیاب
18 و 19 بودنــد. در گــروه کنتــرل بــه ترتیــب 2 ± 21/13% و 
ــرده  ــان ک ــیتوکراتین 18 و 19 را بی ــلول ها س 1 ± 9/43% س
ــیتوکراتین  ــه س ــز یافت ــلول های تمای ــد. 2/7 ± 83/6% س بودن
18 را بیــان کــرده بودنــد. 4 ± 57/3% ســلول های تمایــز 

ــد )تصویــر 4(. یافتــه ســیتوکراتین 19 را بیــان کــرده بودن

بررســی میــزان ســنتز گلیكــوژن توســط رنگ آمیــزی 

PAS در ســلول های WJMSCs بعــد از دريافــت عصــاره

ــره  ــوژن ذخی ــان دادن گلیک ــرای نش ــه ب ــزی PAS ک رنگ آمی
شــده در ســلول اســتفاده شــد، نشــان داد کــه گروه ســلول های 
دریافــت کننــدة عصــاره بســیار شــدید بــا PAS واکنــش دادنــد 
ــن  ــط ای ــتر توس ــوژن بیش ــرة گلیک ــدة ذخی ــان دهن ــه نش ک

ــر 5(. ــت )تصوی ــز اس ــس از تمای ــلول ها پ س

 WJMSCs ــلول های ــزی PAS در س ــط رنگ آمی ــوژن توس ــنتز گلیک ــی س ــر 5- بررس تصوي
بعــد از دریافــت عصــاره. ســلول های تمایــز یافتــه بــا عصــاره بــا شــدت بیشــتری نســبت بــه 

گــروه کنتــرل بــا PAS واکنــش دادنــد.

بحث و نتیجه گیری
در ســال های اخیــر پژوهش هــای زیــادی در مــورد ســلول های 
ــرد آن در درمــان بیماری هــای مختلــف انجــام  بنیــادی و کارب
شــده اســت. اگــر چــه از نظــر بعضــی محققیــن مغــز اســتخوان 
ــیمی  ــادی مزانش ــلول های بنی ــع س ــن منب ــوان مهم تری به عن
ــای  ــیاری از بافت ه ــا از بس ــت، ام ــده اس ــه ش ــر گرفت در نظ
ــده  ــتخراج گردی ــیمی اس ــادی مزانش ــلول بنی ــز س ــر نی دیگ
ــد.  ــاف می باش ــد ن ــون بن ــه وارت ــا ژل ــی از آن ه ــه یک ــت ک اس
از ســلول های مزانشــیمی ژلــه وارتــون به عنــوان ابــزاری 
انتظــار  از بیماری هــا  نویدبخــش بــرای درمــان بســیاری 
مــی رود. WJMSCs دارای پتانســیل تمایــز گســترده بــه انــواع 
ــولین )10(،  ــدة انس ــد کنن ــلول های تولی ــد س ــلول ها مانن س
ســلول های عصبــی )11( و ســلول های قلبــی و همچنیــن 

ســلول های شــبه کبــدی می باشــند )12(. 

تصويــر 4- بیــان نشــانگرهای کبــدی در ســلول های WJMSCs بــه وســیلۀ ایمونوسیتوشــیمی 
بعــد از دریافــت عصــاره. درصــد بالاتــری از ســلول های تمایــز یافتــه نســبت بــه گــروه کنتــرل 

ســیتوکراتین 18 و 19 را بیــان کردنــد.
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روش آســان اســتخراج ســلول های مزانشــیمی بنــد نــاف، 
ــالای ایــن ســلول ها )13(، خاصیــت تعدیــل  توانایــی تکثیــر ب
ــلول های  ــر روی س ــاری ب ــر مه ــتن اث ــی و داش ــتم ایمن سیس
ــت  ــک مزی ــد ی ــط In vitro می توان ــده در محی ــک ش T تحری
بــرای پیوندهــای آلــوژن بــه حســاب آیــد )14(. عــلاوه بــر ایــن 
مطالعــات بالینــی نشــان داده انــد کــه WJMSC هــا می تواننــد 
عملکــرد کبــد را بهبــود بخشــیده و فیبــروز کبــدی را در مــدل 
ــا آســیب کبــدی کاهــش دهنــد )15(. مزیت هــای  ــی ب حیوان
ذکــر شــده بــرای ایــن ســلول ها و همچنیــن بیــان نشــانگرهای 
اولیــۀ کبــدی توســط ایــن ســلول ها )16(، آن هــا را کاندیــدای 
مناســبی بــرای اســتفاده در ســلول درمانــی بیماری هــای 
کبــد می گردانــد. قابلیــت تمایــز ســلول های مزانشــیمی 
ژلــه وارتــون بــه ســلول های شــبه کبــدی قبــلًا توســط ســایر 

دانشــمندان نشــان داده شــده اســت )18 ،17 ،12(.
ایــن  تمایــز  بــرای  متفاوتــی  پروتکل هــای  و  روش هــا 
ــدی عملکــردی  ــه ســلول های شــبه کب ــادی ب ســلول های بنی
ــیمی  ــلول های مزانش ــال س ــرای مث ــود دارد )19 ،18(. ب وج
ژلــه وارتــون کــه در معــرض محیــط کشــت حــاوی فاکتورهای 
رشــد مناســب قــرار داده شــدند بــه ســلول های شــبه کبــدی 
تمایــز یافتنــد )18(. نشــان داده شــده اســت کــه اضافــه کردن 
عصــارة ســلولی )فاقــد ســلول( بــه محیــط کشــت ســبب القــاء 
تمایــز در ســلول های بنیــادی می شــود در فراینــد تغییــر 
برنامــه دار می شــوند. برنامــه  تمایــز26، ســلول ها مجــدداً 
ــه پــاک کــردن نشــانگرهای اپــی ژنتیــک  دار شــدن مجــدد ب
ــد اطــلاق می شــود )20(.  ســلول ها و ایجــاد نشــانگرهای جدی
در واقــع بــا اســتفاده از ایــن روش می تــوان سرنوشــت ســلول 
ــواع  ــان ان ــرای درم ــودی27، ب ــلول های خ ــر داده و س را تغیی

ــود )21(.  ــد نم ــا تولی ــی از بیماری ه مختلف
ــده  ــه دســت آم ــات گذشــته ب ــه از مطالع ــی ک ــق اطلاعات طب
ــلول ها  ــۀ س ــر برنام ــرای تغیی ــی ب ــای مختلف ــت، روش ه اس
وجــود دارد کــه شــامل روش انتقــال هســته، ادغام ســلولی، هم 
کشــتی اســتفاده از عصاره هــای ســلولی و ... می باشــد. جهــت 
ــتفاده  ــددی اس ــات متع ــلولی در تحقیق ــارة س ــز از عص تمای
ــه عصــارة  ــد ک ــکاران نشــان دادن ــین28 و هم ــده اســت. ش ش

جفــت می توانــد به عنــوان یــک ترکیــب جدیــد جهــت تمایــز 
ــبه کبــدی  ســلول های بنیــادی بــه ســمت ســلول های ش
ــایتوکین  ــدادی از س ــت دارای تع ــارة جف ــود. عص ــتفاده ش اس
ــادی  ــلول های بنی ــز س ــرای تمای ــروری ب ــای ض و کموکین ه
ــدی می باشــد )22(. عصــارة  ــه ســمت ســلول های شــبه کب ب
ســلول )فاقــد ســلول( شــامل فاکتورهــای رونویســی لازم بــرای 
بیــان نشــانگرهای خــاص بافــت بالــغ اســت. برخــی از محققــان 
ــاری از  ــاره ع ــرض عص ــده را در مع ــر ش ــلول های نفوذپذی س
ســلول قــرار داده کــه ایــن کار ســبب تمایــز ســلول های 
ــت.  ــده اس ــه ش ــز یافت ــلول های تمای ــمت س ــه س ــادی ب بنی
گوســتاد29 و همــکاران توانســتند بــا اســتفاده از عصــارة 
ــی را  ــت چرب ــیمی باف ــلول های مزانش ــی، س ــلول های قلب س

ــد )23(.  ــز کنن ــیت متمای ــلول های کاردیومیوس ــه س ب
ــلول های  ــه س ــان داد ک ــا نش ــات م ــل از آزمایش ــج حاص نتای
ــده و در  ــر ش ــه نفوذپذی ــی ک ــون هنگام ــه وارت ــیمی ژل مزانش
معــرض عصــارة کبــد قــرار بگیرنــد توانایــی تمایز به ســلول های 
ــای  ــخیص پروتئین ه ــند. تش ــدی را دارا می باش ــردی کب عملک
ــون  ــه وارت ــیمی ژل ــلول های مزانش ــم س ــدی در سیتوپلاس کب
ــای  ــدن پروتئین ه ــی مان ــل باق ــه دلی ــد ب ــاف نمی توان ــد ن بن
موجــود در عصــاره، در سیتوپلاســم ایــن ســلول ها باشــد، 
زیــرا فاصلــۀ زمانــی قرارگیــری ســلول ها در معــرض عصــاره بــا 
ــوده اســت  ــی ب ــاً طولان بررســی نشــانگرهای مــورد نظــر تقریب
ــه  ــادر ب ــه ق ــز یافت ــلول های تمای ــن س ــن ای )21 روز(. همچنی
ذخیــرة گلیکــوژن بودنــد کــه نشــان دهنــدة عملکــردی بــودن 

ــت )24(. ــه اس ــز یافت ــلول های تمای ــن س ای
ــه  ــیمی ژل ــلول های مزانش ــه س ــان داد ک ــه نش ــن مطالع ای
ــه  ــز ب ــل تمای ــاره، قاب ــتفاده از عص ــا اس ــاف ب ــد ن ــون بن وارت
ســلول های کبــدی هســتند و بــا توجــه بــه امــکان اســتفاده از 
کبــد افــراد دهنــده کــه قابلیــت پیونــد زدن بــه افــراد متقاضــی 
کبــد پیونــدی را ندارنــد می تــوان از ایــن روش به عنــوان 
روشــی مناســب و قابــل دســترس جهــت ســلول درمانــی و نیــز 
تولیــد ســلول های هپاتوســیت جهــت مطالعــات آزمایشــگاهی 
 Trans differentiation ــا ــر روی تکامــل کبــد ی و تحقیقــات ب

اســتفاده کــرد.

28 Shin
29 Gaustad

26 Trans differentiation
27 Autologous
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