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Abstract                                     
Embryonic stem cells are characterized with two specific properties: self renewal and dif-
ferentiation potential. Embryonic stem cells are pluripotent cells that can be differentiated 
into three kind of germ layers; ectoderm, endoderm, mesoderm. These properties make 
them ideal for developmental research, toxicology and transplantation in animal model of 
human diseases.  These cells can be differentiated spontaneously into three germ layer 
cells, but in direct differentiation, molecules and growth factors involved in natural devel-
opment of desired cells must well characterized to gain a proper differentiation in vitro.
There are increasing numbers of death because of liver disease and failure of organ 
transplantation in our country and the world. This made stem cell scientists to work on 
embryonic stem cell differentiation to hepatocyte like cells to create an accessible cell 
source in regenerative medicine of liver disease in the future, and also to establish stem 
cell derived hepatocyte for in vitro screening of drugs.
In this review we will summarize the process of liver development including molecules 
and growth factors incorporate in the liver development as a template for in vitro differ-
entiation of mouse and human embryonic stem cells and then we will discuss the related 
studies and techniques for analyzing functionality of differentiated cells.

Keywords: Embryonic Development, Hepatocytes, Embryonic Stem Cells, Differentiation 

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 4, Winter 2010, Pages: 348-373 

Yakhteh Medical Journal, Vol 11, No 4, Winter 2010    348 348

Review Article



تكوين كبد و تمايز آزمايشگاهى سلول هاى بنيادى جنينى به سلول هاى كبدى
 ،1 ،B.Sc. 1، 2، منصوره شاهسونى

 ،B.Sc. 1، زهرا فرزانه،M.Sc. بهشاد پورنصر
* 2 ،1

 ،Ph.D. حسين بهاروند
1. پژوهشكده رويان،مركز تحقيقات علوم سلولى جهاد دانشگاهي، گروه سلول هاى بنيادى و زيست شناسي تكويني، تهران، ايران

2. دانشگاه علم و فرهنگ جهاد دانشگاهي، گروه زيست شناسى تكوينى، تهران، ايران

* آدرس نويسنده مسئول: ايران، تهران، صندوق پستي: 4644-19395، پژوهشكده رويان، مركز تحقيقات علوم سلولي جهاد دانشگاهي، گروه سلول هاى بنيادى 
و زيست شناسي تكويني

  Email: baharvand@royaninstitute.org :پست الكترونيك
دريافت مقاله: 87/10/29، پذيرش مقاله: 88/3/17

چكيده 
سلول هاى بنيادى جنينى، سلول هاى پرتوانى هستند كه توانايى تكثير نامحدود در محيط آزمايشگاه و تمايز به انواع رده هاى سلولى 
را دارا مى باشند. امروزه با توجه به توان بالاى تمايز اين سلول ها به سلول هاى عصبى، قلبى، كبدى و ... آنها را كانديد مناسبي 
توانايى  نموده است كه  انسانى  بيمارى هاى  حيوانى  ناهنجارى شناسى و پيوند به مدل هاى  داروشناسى،  تكوينى،  مطالعات  جهت 
ترميم بافت آسيب ديده توسط اين سلول ها صورت مي گيرد. تمايز اين سلول ها در آزمايشگاه مستلزم دانستن وقايعى است كه 

در طى تكوين طبيعى در ايجاد سه لايه جنينى رخ مى دهد. 
با توجه به نياز بيماران كبدى به يك درمان مطمئن، همواره تمايز سلول هاى بنيادى به سلول هاى كبدى، يكى از اهداف دانشمندان 
اين عرصه تحقيقاتى جهت يافتن روش كار استاندارد اين تمايز، استفاده از اين سلول هاى تمايز يافته جهت درمان يا غربالگرى 
داروهاى مورد نياز و موثر يك بيمارى خاص بوده است. يك تمايز موفق، زمانى حاصل مى شود كه سلول در شرايط آزمايشگاهى 

همان كنام واقعى خود را در شرايط طبيعى تجربه نمايد.
در اين مقاله مرورى سعى شده است طي مطالعات مختلف، با ارايه يك شماى كلى از روند تكوين طبيعى كبد و مكانيسم هاى 
مولكولى دخيل در آن، راهكارها و رويكردهاى تمايز خودبه خودى و جهت دار سلول هاى بنبادى جنينى موشى و انسانى، ارزيابى 

سلول هاى تمايز يافته، مشكلات موجود در روند تمايز و چشم انداز آن بحث گردد.

* كليدواژگان: تكوين جنينى، سلول هاى كبدى، سلول هاى بنيادى جنينى،  تمايز
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 4، زمستان 88، صفحات: 348-373
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مقدمه
سلول هاى بنيادى سلول هايى با پتانسيل تمايزى در مراحل مختلف 
صدمه  بافت  يك  بازسازى  و  ترميم  در  مى توانند  كه  هستند  تكوينى 
ساير  به  تمايز  توان  سلول ها  اين  مناسب  شرايط  در  كنند.  عمل  ديده 
نوزايى  خود  ويژگى  داراى  چون  مى باشند  دارا  را  بافت ها  و  سلول ها 
بوده و براى مدت طولانى مى توانند سلول هاى شبيه خود را توليد كنند. 
اين ويژگى هاى منحصر به فرد، آنها را كانديد مناسب جهت استفاده 
درمانى در بيمارى هايى مثل بيمارى هاى مزمن كبدى، صدمات نخاعى، 

پاركينسون، آلزايمر و حتى ديابت نموده است .
كبد، ارگانى است كه درمان بيمارى هاى آن يكى از اهداف اصلى 
با  بافت  يك  كبد،  خود  اگرچه  مى باشد.  بنيادى  سلول هاى  از  استفاده 
توانايى خودترميمى بالا است اما در بعضى موارد اين سلول هاى كبدى 
دارند. در جامعه پزشكى حذف  جايگزينى  دچار نقص شده و نياز به 
پيوند  راه،  تنها  و  است  شده  منسوخ  تقريبا  كبد  افتاده  كار  از  قسمت 
كبد مى باشد كه با مشكلاتى از قبيل رد پيوند و محدود بودن دهنده ها 
منبعى  يافتن  سمت  به  را  محققان  و  دانشمندان  امر  همين  است.  همراه 
جديد براى اين سلول ها سوق داده است كه سلول هاى بنيادى به دليل 
كانديد مناسب و منبع جديد براى  توان تكثير و تمايزى بالا به عنوان 
توليد سلول هاى كبدى در آزمايشگاه مى باشند. از طرف ديگر داشتن 
منبعى از سلول هاى كبدى كه بتوان داروها و انواع تركيبات درمانى را 
قبل از به كار بردن براى بيمار بر روى آن آزمايش نمود، محققان را 
به سمت ايجاد توليد سلول هاى كبدى از سلول هاى بنيادى سوق داده 

موجود  در  و  آزمايشگاهى  شرايط  در  بنيادى  هاى  سلول  انواع  است. 
زنده با روش كاربردهاى متفاوت به سلول هاى كبدى تمايز داده شده اند 

(شكل 1) (1).
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شكل 1:  تمايز انواع سلول هاى بنيادى به سلول هاى كبدى 

از آن جايي كه هنوز راه ثابتى براى اين تمايز گزارش نشده است 
مقاله  اين  در  مى شود،  احساس  زمينه  اين  در  بيشتر  مطالعات  به  نياز  و 
مولكولى  مكانيسم هاى  و  كبد  تكوين  بر  مرورى  با  تا  است  شده  سعى 
آزمايشگاهى  درون  تمايز  جهت  مناسب  الگوى  درحقيقت  كه   - آن 
است - مطالعات تمايز سلول هاى بنيادى جنينى موشى و انسانى به سمت 



سلول هاى كبدى نيز ارايه گردد.

تكوين كبد
كبد، ارگانى با فعاليت هاى مختلف در دوران جنينى و بلوغ است 

كه از لايه اندودرمى جنين منشا مى گيرد (شكل 2) (2).
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شكل 2: منشا جنينى پارانشيم كبدى، تكوين دودمان هپاتوسيت و 
سلول هاى صفراوى از اندودرم جنينى 

تشكيل اندودرم
و  مزودرمى  اندودرمى،  لايه هاى  گاسترولاسيون  طى  در 
اپى بلاست  پرتوان  سلول هاى  از   6/5-7 روزهاى  در  اكتودرمى 
جنينى مشتق مى شود (شكل 3). در ابتداى فاز گاسترولاسيون شيار 
اوليه كه لايه ضخيم سلولى است در قسمت پشتى اپى بلاست ايجاد 
كه  سلول هايى  اولين  مى كند.  حركت  جلو  سمت  به  سپس  مى شود، 
مى شوند،  اوليه  اندودرم  جايگزين  و  مي كنند  ترك  را  اوليه  شيار 
 ،(Definitive Endoderm) داخلى ترين لايه يعنى اندودرم قطعى
را مى سازند. از اين اندودرم گاه به اندودرم قدامى نيز ياد مى شود 
خلفى  قدامى–  شدن  تخصصى  با  همراه  آن  ايجاد  زمان  زيرا 
شش ها،  قطعى،  اندودرم  است.  آن   (Anterior - Posterior)
اين  شدن  تخصصى  در  ساخت.  خواهد  را  معده  و  ،پانكراس  كبد 
دارند.  نقش   ... و   Sox17 ،Mixer مثل  رونويسى  فاكتورهاى  لايه 
اندودرم  و  اكتودرم  بين  و  مى كنند  مهاجرت  بعدا  كه  سلول هايى 
است  شده  داده  نشان  مى كنند.  ايجاد  را  مزودرم  مى گيرند،  قرار 
بعد  كه  دارد  وجود  توانه  دو  سلولى  جد  يك  تكوين،  طى  در  كه 
سلول هاى  و  محيط  هم كنش هاى  اثر  بر  اوليه  شيار  از  مهاجرت  از 
اطراف، مزودرم و اندودرم را توليد مى كند و بر اساس ميزان بيان 
زيرين،  احشايى  اندودرم  و  اپى بلاست  در   ،(Nodal) نودال  ژن 
پروتئين هاى  بالاى  غلظت  مى شوند.  جدا  هم  از  دودمان  دو  اين 
(براى   Sox17 ژن  مثل  قطعى  اندودرم  ژن هاى  بيان  موجب  نودال 
ژن هاى بيان  و  اندودرم)  شدن  وتخصصى  شكل گيرى  پيشبرد، 

اندودرم  تكوين  براى  ترتيب  به  (كه   CXCR4 ،FOXa2
سبب  پايين  غلظت  در  مى شود  هستند،  ضرورى  ميانى)  و  قدامى 
اكتيوين مى شود.   Brachury و   T مثل  مزودرمى  ژن هاى  بيان 

غلظت  با  است  نودال  به  وابسته  پروتيين  يك  كه  هم   (Activin)
مى كند ايفا  قطعى  اندودرم  تكوين  در  را  نقش  همين  بالا 

(شكل 3، 4) (2، 3).
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↓↓

شكل 3: جنين موش در مرحله 6 سومايتى (مربع هاى كوچك) زمانى كه 
اندودرم قطعى شروع به شكل گيرى مى كند.

 

و  اندودرم  سلول هاى  مهاجرت   :A قطعى،  اندودرم  فرم گيرى   :4 شكل 
اوليه،  شيار  منطقه  از  عرضى  برش   :B اوليه،  شيار  ميان  از  مزودرم 
سلول هاى مهاجر در ابتدا بطرى شكل هستند ويا با سلول هاى اندودرم 
احشايى زيرين جايگزين شده و اندودرم را توليد مى كنند ويا در بين دو 
لايه باقى مى مانند و تبديل به سلول هاى مزودرمى مى شوند. C: تشكيل 
اكتيوين/ متفاوت  غلظت  تحت  مزواندودرمى  جد  از  مزودرم  يا  اندودرم 
توايد  شروع  تا  اندودرم  توليد  از  D:خلاصه اى  آنها،  ژنى  بيان  و  نودال 

يك اندام اندودرمى

غشاي دهاني

روده قدامي

جوانه هاي ناي

جوانه كبدي

روده مياني
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شكل 5: بخش هاى ايجاد شده بعد از چين هاى سرى - دمى و جانبى
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بعد از اينكه صفحه اندودرم قطعى تشكيل شد، جنين از سرى، دمى 
و طرفين تحت فشار مايع آمنيون، چين خورده و خميدگى پيدا مى كند 
كه اين خميدگى در قدام جنين باعث چين سرى، در خلف چين دمى 
و از طرفين سبب ايجاد ديواره هاى جانبى و شكمى مى شود. در اين زمان 
صفحه اندودرمى به لوله گوارش اوليه تبديل مى شود كه آن را بر اساس 
محور سرى - دمى به لوله گوارش پيشين، ميانى، پسين و بر اساس محور 
شكمى - پشتى به اندودرم شكمى و پشتى نام گذارى مى كنند. منطقه قدامى 
- شكمى در اندودرم پيشين در روز 9/5-8/5 جوانه هايى براى توليد كبد، 

شش، تيروييد و قسمت شكمى پانكراس ايجاد مى كند (شكل 5).

شكل 6: نمايى از مسير مولكولى تشكيل اندودرم در گونه هاى مختلف 
A: زنوپوس، B: زبرافيش، C: موش

مسير مولكولي كنترل كننده تشكيل اندودرم
مولكول هاي  برخي  و  مولكولي  نشانگرهاى  اخير  شناسايي 
مختلف  موجودات  در  رونويسي  فاكتورهاي  و  كليدي  پيام رسان 
مولكولي  برنامه  كه  مى دهد  نشان  زنوپوس)  گورخرماهى،  (موش، 
هدايت  مختلف  گونه هاي  در  را  اندودرم  تشكيل  شده اي،  حفظ 
داده  نشان  گرفته،  قرار  بررسي  مورد  مهره داران  تمامي  در  مي كند. 
شده است كه نقش مسير پيام رسان فاكتور رشد وابسته به نودال براى 

شروع تكوين اندودرم انكارناپذير است (شكل 6) (4).
علاوه بر اين، مسير پيام رساني نودال  عامل مهمي براي تكوين مزودرم 
هم مى باشد كه اين مطلب وجود پيش ساز مشترك اندودرم و مزودرم يعنى 
مزواندودرم را تاييد مي كند. به علاوه سيگنال دهي نودال در همكاري با 
مسير Wnt/β-catenin الگوبندي مزواندودرم اوليه را نيز تنظيم مي كند. 
بنابراين ژن هاي فرودست پيام رسان نودال هستند كه سرنوشت نهايى سلول 
را براى اندودرم يا مزودرم شدن و همچنين شكل گيرى موقعيتى محور 
خلفى - قدامى كنترل مى كنند. اگرچه ليگاندهاى متفاوتى در گونه هاى 
مختلف ديده شده است اما در تمام آنها پيام رساني نودال،  فعاليت گروهي 
مشابه از فاكتورهاي رونويسي فرودست را تحريك مي كند. اين عوامل 

رونويسي شامل پروتيين هاى هومودمين
Mix-Like, Gata Zinc finger factor, Sox HMG (high mobil-
ity group) domain factors, Fox forkhead domain factors 

تنظيم  را  اندودرم  اختصاصي  ژن  بيان  و  سرنوشت  كه  آنهايي  تمامي  و 
مي كنند، هستند. در ادامه به طور خلاصه به معرفي اين عوامل و نحوه 

عملكرد آنها در تكوين اندودرم مي پردازيم.

 

شكل7: نمايى از آبشار پيام رسانى نودال و فعال شدن فاكتورهاى 
رونويسى پايين دست

مسير پيام رساني نودال
دليل  به  و  شد  شناساى  موش  در  ژنتيكي  مطالعات  با  نودال  ژن 
نود يا  گره  يعنى  موش  جنين  گاسترولاى  سازمان دهنده  در  بيان 

پورنصر و همكاران
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وابسته پروتيين هاي   .(5) شد  نام گذارى  نام،  اين  به   (Node)
پيام رسان  ليگاندهاي  اكتيوين،  خانواده  زير  به  متعلق  نودال  به 
نظر به  مي باشند.  بتا  شونده  تبديل  رشد  فاكتور  ترشحي 

مشخص  پاسخ هاي  تحريك  با  نودال  ترشحى  پروتيين  مى رسد 
سلولي، وابسته به غلظت يا طول دوره تماس با ليگاند خود به عنوان 
خانواده  اعضاي  ساير  همانند  نودال  مى شوند.  عمل  وارد  ريخت زا 
صورت  به   (Transforming Growth Factor Beta;a؛  TGFβ)
دايمر  صورت  به  ترشحي  مسير  در  و  شده  ترجمه  پروتيين  پيش 
مى شود.  تبديل  فعال  ليگاندهاي  به  نهايت  كه در  آمده  (دوتايي) در 

مسير فعاليت اين مولكول در شكل 7 نشان داده شده است (4).
احشايي اندودرم  در  هم  و  اپي بلاست  در  هم  نودال 

نودال  فاقد  جنين هاي  مي شود.  بيان   (Visceral Endoderm)
مي شوند  متوقف  اوليه  شيار  ايجاد  و  گاسترولاسيون  از  قبل  كمي 
اندك  حضور  شد  داده  نشان  موزاييك  بررسي  يك  در   .(5)
جهش  نمونه هاى  اپي بلاست  در  وحشي  نوع  بنيادي  سلول هاي 
 .(6) است  كافي  گاسترولاسيون  آغاز  براي  نودال،  همانند  يافته، 
است.  اندودرم  شدن  تخصصي  در  نودال  سيگنال دهي  ديگر  نقش 
تخصصي  براي  كه  بدين ترتيب  است  مقدار  به  وابسته  عملكرد  اين 
ضروري  نودال  رساني  پيام  از  بالايي  سطوح  حقيقي  اندودرم  شدن 
در   (Foxa2و  Hex وبيان  قدامى  اندودرم  تكوين  (تسريع  است 
مزودرم (تكوين  شدن  تخصصي  براي  پايين تر  سطوح  در  كه  حالي 

.(7) مي كند  عمل  خلفى)  اندودرم 
مسؤول  تنظيمي  منطقه  دو  نودال،  لوكوس  بررسي  در 
پروموتر   5' منطقه  است.  شده  شناسايي  نودال  اوليه  رونويسي 
موجب  كه   LEF-1/TCF اتصالي  متفاوت  بخش هاي  شامل 
تقويت كننده  منطقه  يك  و  مي شوند  گره  در  نودال  بيان  شروع 
اتصالي  بخش هاي  از  متشكل   (Intronic Enhancer) اينتروني 
اين  مى كند.  كنترل  اپي بلاست  در  را  نودال  ژن  بيان  كه   Foxh1
پيام رساني  مستلزم  نودال  بيان  آغاز  كه  مي دهد  نشان  يافته ها 
خود  توسط  آن  بيان  حفظ  كه  حالي  در  است،   Wnt/β-Catenin
خود  اين  مي شود.  تنظيم   Foxh1/Smad2 به  وابسته  تنظيمي 
حذف  چراكه  است.  ضروري  موش  اندودرم  تشكيل  در  تنظيمي 
بيان  آشفتگي  اينتروني،  تقويت كننده  از   Foxh1 اتصالي  بخش 
 .(8) مي شود  سبب  را  حقيقي  اندودرم  شدن  تخصصي  و  نودال 
نقش هاي  نودال  مسير  فرودست  پيام رساني  اجزاي  از  زيادي  تعداد 
مي كنند.  ايفا  اندودرم  شدم  تخصصي  و  گاسترولاسيون  در  مهمي 
ژن  و  نودال   (Co-Receptor) كورسپتور  عملكرد  دادن  دست  از 
آن  اتصالي  شريك  و   Smad2 فرودست  عامل   ،Crypto هدف 
 (Eomesodermin) ائومزودرمين  نودال  هدف  Foxh1،  ژن هاي 
گاسترولاسيون  نقص  با  جنين هايي  ايجاد  سبب  تمامي   ،Foxa2 و 
فاكتورها اين  بين  از  مي شوند.  اندودرم  شدن  تخصصي  در  نقص  و 

اندودرم  دودمان هاي  شدن  تخصصي  براي   Smad2 ،Foxh1
به   Smad2 فاقد  جنيني  بنيادي  سلول هاي  سازند.  سرنوشت  حقيقي 
مي كنند.  مشاركت  تكوين  حال  در  گوارش  لوله  تشكيل  در  ندرت 
تشكيل  در  مشابه  صورت  به   Foxh1 فاقد  بنيادي  سلول هاي 
خلفى روده  درتشكيل  اما  نيستند  موثر   (Foregut) قدامى  روده 

است  اين  بيانگر  كه  مي گذراند  تاثير  تكوين  حين  در   (Hindgut)
كه ديگر پروتيين برهم كنش كننده Smad2 نيز تكوين اندودرم وابسته 

به نودال را در اكثر مشتقات اندودرم خلفي تنظيم مي كنند (4).

Mix like فاكتورهاى رونويسى
دوتايي  هومئودومين  رونويسي  فاكتورهاي   Mix-Like خانواده 
در  گذرا  صورت  به   Mix-Like ژن هاي  گونه ها  تمامي  در  هستند. 
تكوين  تنظيم  در  كه  مي شوند  بيان  گاسترولا  و  بلاستولا  مرحله  طول 
گرفتن  قرار  هدف  منظور  به  علاوه  به  شده اند.  درگير  مزواندودرم 
 Mix-Like مختلف  پروتيين هاي  فيزيكي،  صورت  به  نودال،  پيام 
ديگر  رونويسي  تنظيم  براي   Smad شده  فعال  كمپلكس هاي  با 
 Mixl1 مي دهند.  برهم كنش  نودال،  به  وابسته  مزواندودرمي  ژن هاي 
مي شود.  بيان  اندودرم  تشكيل  هنگام  اوليه  شيار  لايه  در  موش،  در 
فعال  نودال  پيام رساني  توسط   Mixl1 رونويسي  پروتييني،  سطح  در 
مي شود (9). جنين هاي فاقد Mixl1، شيار ابتدايي قدامي ضخيم شده 
با رشد بيش از حد در بافت مزودرمي محوري دارند. به علاوه، اين 
جنين ها نقص آشكار تخصصي شدن اندودرم را ندارند و سلول هاي 
-/-Mixl1 در بيشتر بافت هاي اندودرمي مشاركت  بنيادي جهش يافته 1
دير  نقش  است  ممكن   Mixl1 كه  مي دهد  نشان  يافته ها  اين  دارند. 
تخصصي  خلفي  اندودرم  كه  زماني   - گاسترولاسيون  در  هنگام 
مي شود - ايفا كند همچنين باعث سركوب كردن سرنوشت مزودرم 

محوري شود (4).

 GATA4/5/6 فاكتورهاى رونويسى
فاكتورهاي GATA، فاكتورهاي رونويسي Zinc-Finger هستند كه 
در كل فعال كننده رونويسي اند و به توالى مشخص T/A(GATA) A/G در 
روى DNA متصل مي شوند. تاكنون شش عضو اين خانواده در مهره داران 
شناسايي شده است كه به دو زير خانواده طبقه بندي مي شوند: اعضاي زير 
خانواده اول GATA1 ،GATA2 ،GATA3 در تخصصي شدن رده هاي 
و دارند  مشاركت  غير عصبي  اكتودرم  و  شكمي  مزودرم  خوني،  سلولي 

اندودرمي  مشتقات  در   GATA4 ،GATA5 ،GATA6 دوم خانواده  زير 
اوليه  اندودرم  تكوين  در  كليدي  اجزا  از  كه  مي شوند  بيان  قلبي  و 

مي باشند (4).

Sox17 فاكتور رونويسى
ژني خانواده   Sox-F زيرخانواده  اعضاي  از   Sox17

(Sry-like HMG box) مى باشد. نقشSox17 در تكوين و تخصصي 
شدن اندودرم به اثبات رسيده است. در مرحله مياني گاسترولاى جنين 
مجاور  سلول هاي  در  گذرا  صورت  به   Sox17 بيان  موش  روزه  هفت 
تازه  اندودرمي  سلول هاي  بيانگر  كه  مي شود  مشاهده  قدامي  اوليه  شيار 
حقيقي  اندودرم  در   Sox17 روزه   7/5 جنين  در  است.  يافته  تخصص 
قدامي بيان مي شود و در جنين 8 روزه بيان آن به روده خلفى محدود 
اين  نقش  درباره  را  جالبي  سوالات   Sox17 ژن  بيان  الگوي  مي شود. 
بيان  ژنتيكي  مطالعات  برمي انگيزد.  اندودرم  شدن  تخصصي  در  فاكتور 
مي كند كه Sox17 در تخصصي شدن اندودرم حقيقي خلفي دخالت 
موجب   Sox17 فقدان  چه  اگر  قدامي!  حقيقي  اندودرم  در  نه  دارد 
كاهش قابل توجهي در آپوپتوزيس سلول هاي اندودرمي قدامى مي شود 
اما  اين مطلب نشان مي دهد كه Sox17 در حفظ اين جمعيت سلولي نيز 
دخيل مى باشد. موش هاى ترانس ژنى كه فاقد Sox17 مى باشند، توانايى 

ساخت و تشكيل روده قدامى، ميانى و خلفى را ندارند (4).

FoxA فاكتورهاى رونويسى
بزرگ  خانواده  رونويسي  فاكتورهاي  از   Fox پروتيين  گروه 

 تمايز سلول هاى بنيادى جنينى به سلول هاى كبدى
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متشكل از 15 زير گروه مختلف است. اعضاي شناخته شده اين گروه 
كبدي، هسته اي  فاكتورهاي  و  دروزوفيلا  در   Forkhead ژن  شامل 
عنوان با  حاضر  حال  در  كه  هستند   Hnf3y، Hnf3β، Hnf3α

زير  مى رسد  نظر  به  مي شوند؛  شناخته   Foxa3 و   Foxa2 ،Foxa1
مي شوند،  ظاهر  نودال  پيام رساني  اهداف  عنوان  به    Foxa خانواده 
مولكول  با  را  كمپلكسى   Fox1(Fast1) زيرخانواده  ترتيب  اين  به 
Smad2 تشكيل مى دهد كه رونويسي وابسته به نودال را ميانجى گرى 
مي كند. سه فاكتور Foxa2 ،Foxa1 و Foxa3 در موش در مرحله 
گاسترولاسيون بيان مي شوند. اين فاكتورها علاوه بر محدوده بيانشان 
در زمان گاسترولاسيون درمراحل اوليه تشكيل سومايت، اثر هم پوشاني 
دارند. Foxa2 ابتدا در شيار اوليه قدامي جنين در مرحله گاسترولاى 
ميانى و در پايان گاسترولاسيون در اندودرم قدامي، گره، نوتوكورد 
بعد  اندكي   Foxa1 بيان  مي شود.  بيان   Ventaral Floor Plate و 
 Ventral Floor Plate نوتوكورد،  در   Foxa2 با  كه  مي شود  آغاز 
و اندودرم هم پوشاني دارد. Foxa3 تا مراحل انتهايى گاسترولاسيون 
كه  است  داده  نشان  مطالعات  نمي شود.  بيان  سومايت  اول  مرحله  و 
ثابت  مطلب  اين  مي مانند.  زنده   Foxa3 يا   Foxa1 فاقد  جنين هاي 
ضروري  اندودرم  شدن  تخصصي  آغاز  در  فاكتورها  اين  كه  مي كند 
و  درگاسترولاسيون  نقص    ،Foxa2 فاقد  موش هاي  مقابل  در  نيستند. 
فقدان گره مشخص و نوتوكورد را نشان مى دهند. مطالعات موش هاى 
ترانس ژن نشان مي دهد كه تكوين روده قدامى و ميانى در جنين هاي

-/-foxa2 به شدت دچار آشفتگي مي شود، درحالي كه تكوين روده  2

خلفى كمتر تاثير مي پذيرد (4).

 Wnt/β-catenin مسير پيام رسانى
يعنى   ،Wnt ليگاندهاى  از  يكى  حضور  اهميت  امروز،  به  تا 
شده  داده  نشان  موش  در  گاسترولاسيون  آغاز  براي   Wnt3
در   ،(Wnt3a -/- و(  Wnt3a فاقد  موش  جنين هاى  اگرچه  است. 
در  آنها  نقش  اما  مى مانند  باقى  تكوين  ابتدايى  مراحل  همان 
خارج  است.  نگرفته  قرار  بررسي  مورد  اندودرم  شكل گيري 
  ،Wnt سيگنال دهي  فرودست  عامل   ،β-catenin ژنتيكي  ساختن 
در  نقص هايي  بروز  و  درگاسترولاسيون  جنين ها  توقف  باعث 
مي شود.  گاسترولاسيون  از  پيش  قدامي  احشايى-  اندودرم 
به   β-catenin كه  مي دهد  نشان  كايمر  موش هاى  مطالعات 
احشايي-  اندودرم  بناي  براي  اپي بلاست  در  اوليه  صورت 
نظر  به  بنابراين  مي كند.  عمل  گاسترولاسيون  شروع  و  قدامي 
سيگنال دهي  شروع  در   Wnt مرسوم  دهي  سيگنال  مسير  مي رسد 
مطالعات  و  ژنتيكي  بررسي  باشد.  داشته  دخالت  موش  در  نودال 
 (Knock Out) ژنتيكى  شده  تخريب  حيوانات  روى  بر 
سمت  به  سلولي  سرنوشت  در   β-catenin كه  دادند  نشان 
ظاهر  رو  اين  از  دارد.  دخالت  مزودرم  مقابل  در  اندودرم 
در   β-catenin نقش  از  ناشي  مي توانند  قلبي  سلول هاي  شدن 
سيگنال دهي مهار  زيرا  باشد؛  مزواندودرم  تاخيري  الگودهي 

اكتوپيك  صورت  به  قلب  مى شود  باعث  قدامي  مزودرم  در   Wnt
.(4 ) شود  اختصاصى 

تشكيل كبد
در طى تكوين، حضور القاگر مناسب بافت را به سمت سرنوشت 
مشخص پيش مى برد. بر هم كنش اندودرم و مزودرم زيرين آن در القاى 

تكوين ارگان هاى گوارشى بسيار مهم است (10). مناطق مختلف اندودرم 
بر حسب سيگنال هاى الگو دهنده كه از مزودرم زيرين دريافت مى كنند 

تبديل به بافت هاى گوناگون مى شوند. 
به عبارت ديگر مولكول هاى سيگنال ده مزودرمى در مناطق پاسخ 
دهنده اندودرمى باعث شروع ارگانوژنز لوله گوارش مى شوند. در اثر 
اين سيگنال ها و فعال شدن فاكتورهاى رونويسى در يك مرحله زمانى 
مى آيد.  وجود  به  كبد  و  شده  بيان  كبد  اختصاصى  ژن هاى  مشخص، 
فعال  براى  كه  ژنى  كه  است  اين  بافتى  شدن  تخصصى  در  اصلى  نكته 
شدن، صلاحيت دار شده است در نتيجه درگيرى فاكتورهاى رونويسى 
رونويسى  فاكتورهاى  مولكولى،  مكانيسم  حدودي  تا  مى شود.  بيان 
باعث  كه  فاكتورهايى  كبد،  اختصاصى  ژن هاى  شدن  فعال  در  دخيل 
سبب  كه  فاكتورهايي  و  مى شوند  كروماتينى  غيرفعال  مناطق  شدن  باز 
مطالعه اى  است.  شده  شناخته  مى شوند،  رونويسى  فعاليت  پيشبرد 
نشان  كبدى  صلاحيت  ايجاد  در  اوليه  فاكتورهاى  و  عوامل  تاثير  بر 
محور  در  تا 13/5روزه   8/5 دوره  طى  در  اندودرم  اگر  كه  است  داده 
محيط  در  روز  دو  و  شده  جدا  آن  مجاور  مزودرم  از  خلفى  قدامى- 
آزمايش  اين  تكرار  اما  مى شوند  فعال  آلبومين  ژن هاى  باشد،  كشت 
نخواهد درپى  را  آلبومين  ژن هاى  فعاليت  روزه   13/5 اندودرم  در 

داشت (11).
اندودرم  الگوبندي  و  شكل گيري  در  كه  ژن هايي  از  زيادي  تعداد 
ژن هاي  بيان  تنظيم  در   Foxa و   GATA4/5/6 همچون  دارند،  دخالت 
رونويسي  فاكتور  سه  مثال  عنوان  به  دارند.  نيزنقش  بالغ  كبد  در  كبدي 
شناخته  كبدي  هسته اي  فاكتور  عنوان  به  رسما  كه   Foxa به  وابسته 
نيز  كبدي  ژن هاي  بيان  تنظيمي  رونويسي  فاكتور  عنوان  به  شده اند، 
مطرح مي شوند. مطالعات در موجود زنده نشان داده اند كه فاكتورهاي 
در  حتي  آلبومين  پروموتر  در  تقويت كننده  عناصر  به   GATA ،Foxa
لوله گوارش اندودرم جنين تمايز نيافته، پيش از اينكه آلبومين رونويسي 
شود، متصل مي شوند. اين امر در حالي است كه Foxa و GATA در 
نشان  بيوشيميايي  مطالعات  نيستند.  متصل  غيراندودرمي  بافت هاي 
نظر  از  كه  كروماتيني  احتمالا   GATA ،Foxa اتصال  با  كه  است  داده 
رونويسي خاموش و به حالت فشرده است باز مى شود. به محض اينكه 
آن  از  رونويسى  براى  شرايط  مي گيرد،  قرار  باز  وضعيت  در  كروماتين 
پروموتر  براي  نيز  رونويسي  ضروري  فاكتورهاي  ديگر  و  شده  فراهم 
آلبومين فراخوانده مي شوند تا رونويسي را در زماني كه كبدزايي شروع 

مي شود، آغاز كنند (شكل8).
در اثر چين خوردن سرى جنين، لوله گوارش قدامى- شكمى در 
مجاورت مزودرم قلبي در حال تكوين قرار مى گيرد (3) بر هم كنش 
اندودرم قدامي- شكمي با مزودرم قلبي كه حاوي قلب و بخش هايي 
است   (Septum Transversum; STM) ترانسورسوم  سپتوم  از 
باعث تخصصي شدن بافت كبد مي شود (2). جالب تر آنكه در مراحل 
مي شود (روز 7/5)  تخصصي  زودتر  قلبي  مزودرم  خود  چند  هر  اوليه 
است  مهم  هم  زا  قلب  مزودرم  القاي  براي  اندودرم  حضور  اما   (12)
مزودرم  بين  هم كنش  بر  مي شود.  قلب  بيشتر  بلوغ  پيشبرد  باعث  و 
كبد  ارگانوژنز،  شروع  در  جداگانه  مرحله  دو  طي  اندودرم  و  قلبي 
را كنترل مي كند: اول به دست آوردن صلاحيت كبدي و دوم القاي 
فاكتورهاى رشد فيبروبلاستى  سرنوشت كبدي و تخصصى شدن آن. 
FGF1,2,8 در مزودرم قلبي و گيرنده آن FGFR1,2 كه در اندودرم 
مي شود  كبدي  دودمان  شدن  تخصصي  باعث  مي شود،  ديده  قدامي 

(شكل 9) (13، 14).
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رشد  فاكتور  با  بودن  مجاور  زمان  مدت  و  غلظت 
قدامى-  اندودرم  سرنوشت  بر  قلب  از  مترشحه  فيبروبلاستى 
غياب در  اندودرم  كه  نحوى  به  مى گذارد  اثر  شكمى 

(Fibroblast Growth Factor; FGF) ژن هاى پانكراسي، در حضور 
غلظت حد واسط از FGF ژن هاى كبدي و در غلظت بالاى FGF ژن هاى 
شش را بيان مى كند (شكل 10) (2، 3). فاكتورهاى رشد فيبروبلاستى 
تاثير گذارنده هايى كوتاه برد هستند (15) بنابراين اندودرم و مزودرم قلبى 
بايد در مجاور هم باشند FGF .(16)ها علاوه بر نقشى كه در مراحل اوليه 
هپاتوژنز ايفا مى كنند، در مراحل بعدي نيز نقش دارند. اندودرم قدامى 
شكمى در روز 8/5 حاوى پيش سازهاى دو توانى كبد و پانكراس است 
و سيگنال دهى FGF مى تواند سرنوشت اندودرمى را - كه به صورت 
كبدى تغيير سرنوشت  سمت  به  است -  پانكراسى  شده  تعيين  پيش  از 

دهد (14).
در مراحل اوليه تكوين بر هم كنش بين اندودرم و مزودرم زيرين 
در القاي اندام هاي گوارشي مهم است. (همان گونه كه در بالا اشاره شد 
كبد نيز يكى از اين اعضا مى باشد)، به اين ترتيب مراحل تكوين كبد را 

مى توان به دو فاز تقسبم بندى نمود:
1. القاي اوليه كه در مرحله 7-5 سومايتي رخ مي دهد و مزودرم 
قلب زاي اوليه كه حاوي قلب آينده و بخش هايي از سپتوم ترانسورسوم 
كبد  تشكيل  جهت  مجاور  قدامى  اندودرم  القاي  باعث  است   (STM)

.((Hepatic Competence) صلاحيت كبدي) مى شود
سومايتي   12-25 و  كبدي  جوانه  مرحله  در  كه  ثانويه  القاي   .2
رخ مى دهد و برهم كنش بين اندودرم كبدي و مزودرم قلبى كه براي 
ادامه  است،  نياز  رشد  حال  در  كبدي  جوانه  تمايز  و  مورفوژنز  تكثير، 

 .(3) ((Hepatogenesis)القاي كبدزايى) مي يابد

شكل 9: مراحل تكوين كبد و نقش مزودرم قلب زا 

 

شكل 10: شيب غلظتى مولكول هاى ترشحى FGFها در تكوين كبد

 القاي اوليه كبدى
شكمي   - قدامي  اندودرم  شدن  ضخيم  كبد،  تكوين  نشانه  اولين 
بافت  به  قدامي  اندودرم  از  بخشي  وقتي  است.   9 روز  در  قلب  مجاور 

 تمايز سلول هاى بنيادى جنينى به سلول هاى كبدى
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شكل 8: برقرارى صلاحيت و بيان ژن هاى كبدى در طى تكوين. 
A: در وضعيت اول ژن در كروماتين بسته قرار دارد. نوكلئوزوم ها خيلي محكم بسته بندي شده اند و ژن از نظر رونويسي خاموش است. اين وضعيت با 
بافت هايي همچون اكتودرم و مزودرم كه فاقد پتانسيل براي فعال شدن رونويسي آلبومين هستند، مطابقت دارد. B:  در وضعيت دوم اتصال فاكتورهاي 
رونويسي Gata4 ،FoxA به تقويت كننده براي بازشدن يك دومين از كروماتين كافي است اما براي فعال كردن رونويسي ناكافي است. در سلول هاي 
اندودرم چندين دومين كروماتين- به طور محلي باز پيشنهاد مي شود كه استعداد تكويني را براى آلبومين منتقل مي كند تا فعال شود. C: در وضعيت 

سوم در طي القاي كبدي اندودرم محل هاي اتصال به ديگر فاكتور رونويسي (همچون (C/EBP اشغال مي شوند و ژن آلبومين فعال مى شود (11).

A

B

C



مي گيرد شكل   (Diverticulum) كبدي  كيسه  يافت،  تخصص  كبد 
(شكل 11). در اين  مرحله به سلول هاي اندودرمي هپاتوبلاست گويند كه 
دو توانه است و ژن هاي هپاتوسيت و سلول هاى اپى تليال صفراوى را كه 
جد سلول صفراوي است، بيان مي كنند (14). قبل از شكل گيري شبكه 
عروقي كبدي، سلول هاي اندوتليال و آنژيوبلاست با منشا نامشخص بين 
جوانه  و  گرفته  قرار  ترانسورسوم  سپتوم  مزانشيم  و  اندودرم  سلول هاى 
اوليه را احاطه مي كند و نه تنها باعث تكوين عروق كبدي مي شود بلكه 
اين سلول هاي اندوتليال با ترشح فاكتورهاي نامشخص پاراكرايني سبب 
تكثير و مهاجرت هپاتوبلاست ها (2) و نيز سنتز اجزاى ماتريكس خارج 
شده  فيبرونكتين (17)  نيز  و  و 4  نوع 1، 3  كلاژن  لامينين،  مثل  سلولى 
تماس  در  هپاتوبلاست ها  مى كند.  كنترل  را  كبدي  اوليه  جوانه  رشد  و 
باقى مى مانند (11). دو فرضيه در مورد  اندوتليال  و در ارتباط با سلول 
حضور سلول هاى اندوتليال وجود دارد: يكى اينكه سلول هاى اندوتليال 
به صورت درجا در ارگان ها تكوين مى يابند و ديگر اينكه اين سلول ها 
توسط ديگر ارگان ها فراخوانى و براى توليد عروق خونى القا مي شوند 
و سلول هاى كبدى را براى مهاجرت القا مى كنند. تكوين عروق كبدى 
رگ سازى  و   (Angiogenesis) رگ زايى  مكانيسم  دو  از  تركيبى 
(Vasculogenesis) است (16). مويرگ هاي سينوزوييدي و سياهرگ 
پورت از اولين عروقي هستند كه تكوين مي يابند و سياهرگ ميانى لوبول 

و شريان پورت شكل مي گيرد (16) (شكل 11).

فاكتورهاي رونويسي موثر در القاى اوليه كبد
آن  بيان   .(4) مى شود  بيان  كبد  در  كه  است  ژن هايى  اولين  از   Hex
شكمي  قدامي-  اندودرم  در  سپس  قطعي  اندودرم  در  گاسترولا  زمان  در 
 (11) اندوتليال  سلول هاى  و  تيروييد  و  كبد  به  بالغ  فرد  در  نهايت  در  و 
 .(2) دارد  نياز   FGF ،BMP سيگنال دهي  به   Hex بيان  مي شود.  محدود 
ژائو و همكارانش با مطالعات ژنتيكي دريافتند كه جنين هاي جهش يافته

را  كبدي  ژن هاي  بيان گذراي  و  دارند  شده اي  ضخيم  اپي تليوم   ،Hex-/-x

آشكار مي كنند كه بيانگر اين نكته است كه القاي اوليه كبد رخ داده است 
اما از تكوين كبد جلوگيري به عمل آمده است. همچنين سلول هاي كبدي

GATA6-/-6  قادر به مهاجرت به STM  نيستند و در جنينن 9/5 روزه هيچ 

رو اين  از  نمي شود،  ديده  كبدي  نشانگرهاى  مداوم  بيان  يا  كبدي  جوانه 
 GATA6 براي تكوين كبدي كمي پس از القاي كبدي ضروري به نظر مي رسد. 
فاكتور رونويسي هومئودومين Prox1 در اپي تليوم ضخيم شده كبدي جنين 9 
روزه بيان مي شود و به نظر مي رسد كمي بعد از Hex ،GATA6 در كبدزايي 
عمل مي كند. فقدان Prox1 در موش منجر به شكل گيرى كبدي كوچك و 
بدون هپاتوسيت و متشكل از بافت مزانشيمى مى شود. اين سه فاكتور رونويسي 
به صورت آبشار ژنتيكي عمل مي كند و اين آبشار به وسيله پيام رساني FGF و

Bone Morphogenetic Protein (BMP) با Hex و GATA6 كه قبل از 
Prox1 عمل مي كنند فعال مي شود (شكل 12) (11).

سپتوم  و  قلب  مزانشيم  گرفتن  قرار   :A كبدي:  جوانه  ايجاد   :11 شكل 
 :B و   ،FGF.BMP ترانسورسوم در كنار اندودرم قدامي- شكمي و ترشح
تكثير اندودرم قدامي- شكمي در مجاور قلب و ايجاد  كيسه كبدي و تجزيه 
غشا و مهاجرت هپاتوبلاست به سپتوم ترانسورسوم و مجاور شدن با 

سلول هاي مزانشيم و اندوتليال در اين محل و ايجاد جوانه كبدي.

 Pair القا اوليه كبدي در طول سومايت پنچ تا هفت :A .شكل 12: در مدل مولكولي كه زارت و همكارانش ارايه دادند
بيان  را   FoxA و   Gata  6-4 صلاحيت  فاكتورهاي  كه  شكمي،   Foregut اندودرم  كه  زماني  مي افتد  اتفاق   stage
سيگنال هاي  مي شود.  خبر  با  كبد  تشكيل  براي  مجاور  زا  قلب  مزودرم  از   BMP و   FGF پيام هاي  وسيله  به  مي كند، 
ناشناخته از مزودرم محوري تكوين كبدى نابه جا را در لوله گوارش خلفي سركوب مي كند. B: در پاسخ به القاي اوليه 
كبدي، ضخامت لايه هاي اپيتليومي، يك جوانه كبدي را تشكيل داده و بيان ميزان پايين از آلبومين را آغاز مي كند. غشاي 
 ،STM برهم كنش هاي بين اندودرم كبدي و مزانشيم :C .پايه جدا كننده اندودرم پيش كبدي از مزانشيم تجزيه مي شود
جنين  از  گيرد.  شكل  كبدي  جوانه  تا  مي برد  پيش   STM به  را  هپاتوبلاست ها  مهاجرت  اندوتليالي  سلول هاي  همچون 
نهايي  بقاي  و  تكثير  برد  پيش  براي  كه  اپيتليايي  مزانشيم  پيوسته  برهم كنش هاي  خاطر  به  كبدي  جوانه  بعد  به   5/9
هپاتوبلاست ها ضروري هستند، سريعا رشد مي كند.ژن هايي كه در اين فرآيندها دخالت داده شده اند و نوع سلولي كه 

در آن سلول آن ژن ها عمل مي كنند شناسايي شده است . 
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و   GATA, FOX رونويسى  فاكتورهاى 
صلاحيت  كنترل  باعث   (HNF) Hepatocyte Nuclear Factor
كبدى  ژن هاى  بيان  براى  و   (16) شده  كبد  تشكيل  جهت  اندودرم 
براى  ضرورى  فاكتورى   GATA پروتيين هاى   .(3) هستند  ضرورى 
اگرچه   .(14) هستند  كبد  شدن  تخصصى  و  كبدى  جوانه  فرم گيرى 
گفت  مى توان  اما  دارند  مشابه  تقريبا  عملكرد  آنها  زيرواحدهاى 
توسعه  و  اوليه  هپاتوبلاست  تمايز  تسهيل  در   GATA6 آنها  ميان  از 
 BMP واسطه  به  كه   GATA بيان   .(16) دارد  نقش  كبدى  كيسه 
به  اندودرم  تبديل  در  كليدى  كننده  تعيين  مى تواند  مى شود،  تنظيم 
بالادست   GATA  .(18) باشد   FGF به  پاسخ  در  كبدى  سلول هاى 
فاكتور رونويسى HNF4α است و باعث فعال سازى بيان آن مى شود 
مى گذارند  اثر  كبد،  ارگانوژنز  بعدى  مراحل  بر  گونه  اين  و   (10)
(14). اگرچه GATA4,6 براى تكوين اندودرم احشايى خارج جنينى 
اندودرم  تكوين  براى   Foxa2 (HNF3β) اما   ،(10) است  ضرورى 

قدامى- شكمى نقش اساسي ايفا مى كند (2).
و  نيست  كافي  كبد  تكوين  القاي  براي  تنهايي  به   FGF اما 
سپتوم  مزانشيم  از   BMP و  قلبي  مزودرم  از   FGF سيگنال دهي 
قدامي-  اندودرم  شدن  تخصصي  باعث  هم  با   (15) ترانسورسوم 
ايجاد  در  هم   BMP وسيگنال دهي  مي شود  كبد  تشكيل  براى  شكمى 
صلاحيت كبدي اندودرم قدامي ضروري است (14) اما كافي نيست 

و به صورت هماهنگ با FGF عمل مي كند (2). 
كبدى  دودمان  تعين  براى  زا  قلب  مزودرم  با  اندودرم  مجاورت 
مراحل  در  ترانسورسوم  سپتوم  مزانشيم  كه  حالى  در  است  ضرورى 
اوليه القايى نقشى ندارد و بعدا باعث تكثير و تمايز كامل هپاتوسيت 

مى شود (17).
BMPها برخلاف FGFها تا فاصله بيشتري از جايگاه ترشحشان 
ژن هاي  بيان  از   BMPسيگنال پيام رسانى  مسير   .(10) گذارند  تاثير 
اثبات  به  مواد  اين  غلظت  تاثير   .(12) مي كند  جلوگيري  پانكراسي 
رسيده است به طورى كه با توجه به غلظت مي تواند چندين سرنوشت 
سلولي را القا كند كه يك غلظت منحصر به فرد از آن براي تخصصي 
است  نياز  مورد  قدامي  شكمي-  اندودرم  در  كبدي  سرنوشت  شدن 
تيروييد،  پانكراس،  كبد،  مانند  ارگان هايي  تكوين  شروع   .(10)
 اندام ها و قوس حلقى با ايجاد جوانه اوليه است. ايجاد جوانه اوليه به 
درمحور  جوانه  تشكيل  اول  فاز  در  مي شود؛  تقسيم  جداگانه  مراحلي 
در  ده  سيگنال  مولكول هاي  مي شود.  مشخص  تكوين  حال  در  جنين 
جوانه كبدي و حركات مورفوژنيك آن باعث نزديك شدن اندودرم 
اين  مي شود.   STM مزانشيم  نهايت  در  و  قلبي  مزودرم  به  شكمي 
سيگنال ده  فاكتورهاي  از  محيطي  در  را  آينده  كبدي  اندودرم  مكان 
را  آن  موقعيت  و  مي دهد  قرار  FGFها  و  BMPها  نام  به  مشخص 
كناري-مياني و  شكمي  پشتى-  خلفي،  قدامى-  محورهاي  درون 

(Medial-Lateral) در جنين تثبيت مى كند.

القاي ثانويه كبدي: رشد جوانه كبدي و ريخت زايي و فاكتورهاى 
دخيل در آن 

مزانشيم  بين  ثانويه  القاي  كبدي،  دودمان  شدن  تخصصي  از  پس 
سرانجام  و  ريخت زايي  رشد،  براي  هپاتوبلاست ها  و  كبدي  جوانه 
منبع   STM مي رسد  نظر  به  است.  ضروري  بالغ  كبد  بافت  به  تمايز 
و  تكثير  بقا،  كه  است  كبدي  جوانه  درون  ترشحي  فاكتورهاي  اصلي 
ريخت زايي هپاتوبلاست ها درمدل القاي ثانويه را پيش مي برد. همچنين 

علاوه بر نقش آن در القاي اوليه كبدي، به نظر مي رسد سيگنال رساني 
مشاركت  هپاتوبلاست ها  مهاجرت  و  تكثير  در   STM ،BMP ،FGF
شكل  را  كبدي  جوانه  مرحله،  دو  طي  كبدي  كيسه   .(2) باشد  داشته 
 (9-9/5 (روز  ضخيم  كبدي  كيسه  اول  مرحله  در   .(14) مي دهد 
هسته اي  موقعيت  از  هسته ها  يعني  مي شود  قطبي  هپاتوبلاست ها  و 
يا هسته اي  حركت  اين  به  كه  مي كنند  حركت  راس  سمت  به  خود 

Inter kinetic Nuclear Migration (INM) گويند (14) كه با حركت 
ورود  و  مي شود  پايه  سطح  در   DNA سنتز  باعث  راس  به  پايه  از  هسته 
سلول به مرحله ميتوزي و تكثير به سمت خارج از حفره لوله گوارش 
آغاز مي گردد. در مرحله دوم - كه دوازده ساعت بعد رخ مي دهد - 
پيش  اندودرم  اين  يعني  پايه اي  غشاي  مي شوند.  تكثير  هپاتوبلاست ها 
كبدي را از مزودرم مجاورش جدا مي كند و غني از لامينين و كلاژن 
صورت  به  هپاتوبلاست  سلول هاي  مي شود.  متلاشي  است  چهار  نوع 
كلاژن  از  غنى  كه  ترانسورسوم  سپتوم  به  شكل  طنابي  ساختارهاي 
لازم  مي دهد.  شكل  را  كبدي  جوانه  و  مي كند  جرت  مها   (11) است 
مولكول طريق  از  مهاجرت،  از  قبل  هپاتوبلاست ها  كه  است  ذكر  به 

E-cadherin با يكديگر اتصال محكم دارند و در زمان مهاجرت، بيان 
اين مولكول كاهش يافته و هپاتوبلاست ها به راحتى از هم جدا مي شوند. 
در اين ميان فاكتور رونويسى Prox1 باعث تنظيم Turn Over غشاى 
پايه مى شود كه براى تهاجم هپاتوبلاست ها ضرورى است (2) و باعث 

تخصصى شدن كبد و توسعه مورفوژنيك جوانه كبدى مى شود(17). 

c-Met فاكتور رشد سلول كبدي و گيرنده آن
پيام مهم ديگر مزانشيمي، فاكتور رشد سلول كبدي است كه در آغاز به 
عنوان ميتوژن كبدي شناخته شد. HGF  فرايندهاي مختلفي از جمله تكثير، 
همانندسازي DNA، بقاي سلولي، بازدارندگي توموري و مرگ سلولي را 
پروتوانكوژن طريق  از  هپاتوبلاست ها  و   HGF ،STM .مي كند تحريك 

 C-Met، كه يك گيرنده غشايي تيروزين كينازي است، به سيگنال هاي 
HGF پاسخ مى دهند. موش هاي جهش يافته HGF-/-, C-Met-/-r پراكندگي 
پارانشيمي و هيپوپلازي كبدي را در نتيجه كاهش تكثير هپاتوبلاست ها، 

آپوپتوزيس و نقص هايي در اتصالات سلولي نشان مى دهند (2).

Wnt/β-catenin فاكتور
 Tomorigenesis بر  مضاف    Wnt/β-catenin معمول  مسير 
كبدي در رشد جوانه كبدي مشاركت دارد. در جنين موش و پرندگان 
هپاتوبلاست هاي در حال تكثير، ليگاندهاي ترشحي Wnt3A را علاوه 
كه  زماني  جوجه  جنين  در  مي كنند.  بيان   β-catenin بالاي  سطوح  بر 
حالي  در  مي يابد  افزايش  كبدي  اندازه  مي رود،  بالا   β-catenin بيان 
صورت  به  مي يابد  كاهش  كبدي  سايز   Wnt آنتاگونيست هاي  با  كه 
مشابهي، كاهشβ-catenin در كشت هاي جوانه كبدي موش به وسيله 
صفراوي  نشانگر  رفتن  دست  از  بر  علاوه   DNA آنتي سنس  اليگوهاي 
آپوپتوزيس  افزايش  و  تكثير  كاهش  به  منجر   19 سيتوكراتين  يعنى 
تكوين  در   β-catenin احتمالا  كه  مي دهد  نشان  امر  اين  مى شود. 
سيگنال دهي  است  ممكن  باشد.  داشته  مشاركت  نيز  صفراوي  اپى تليوم 
موجود  شواهد  كه  زيرا  نباشد؛   β-catenin فعال سازي  راه  تنها   Wnt
 β-catenin هسته اي  انتقال  القاي  باعث  مي تواند   HGF مي دهد  نشان 
شود.  راه اندازي  تكثير  بدين وسيله  و  شود  بالغ  رت  هپاتوسيت هاي  در 
بنابراين ممكن است مسيرهاي Wnt ،HGF از طريق β-catenin برخي 

از عملكردهايشان را تنظيم كنند (2، 19).

 تمايز سلول هاى بنيادى جنينى به سلول هاى كبدى
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(TGF-β) β فاكتور رشد انتقال دهنده
ليگاندهاي چندگانه TGFβ در مزانشيم جوانه كبدي موش هاي در 
حال تكوين بيان مي شوند. اگر چه سيگنال دهي TGFβ براي مهار تكثير 
 TGFβ هپاتوسيت هاي بالغ شناخته مي شود اما مداركي موجود است كه
رشد كبد جنيني را نيز پيش مي برد، به طورى كه حذف هدفمند ليگاندهاي 
اختصاصي TGFβ كبدزايى و فنوتيپ كبدي را با مشكل روبرو مى سازد. 
كبد در حالت تكوين و توسعه تعدادي از گيرنده هاى TGFβ از جمله 
يافته  جهش  موش هاي  كبدي  جوانه  در  و  مي كند  بيان  را   TGFβRIII
TGFβRIII-/-I افزايش آپوپتوزيس مشاهده مى شود. همچنين ميانجي هاي 

 Smad2 ،Smad3 شامل   TGFβ دهي  سيگنال  سلولي  درون  كليدي 
براي تكوين كبد ضروري مي باشند. حيوانات جهش يافته هتروزيگوت 
در   Smad3 از  نسخه  يك  و   Smad2 از  نسخه  يك  كه  مواردي  در 
آنها حذف شده باشد، از هپاتوپلازي كبدي و درهم ريختگي معماري 
كبدي ممانعت مي كنند در حالى كه نشانگرهاى كبدي را بيان مي كنند 
كه نشان مى دهد دودمان كبدي در ابتدا تخصصي شده است. همچنين 
فنوتيپي مشابه در موش هاي جهش يافته براي ELF (پروتيين برهم كنش 
دهنده Smad2/3) گزارش شده است. معماري به هم ريخته كبدي در 
موش Smad3+/- ،Smad2+/-2 با كاهش بيان پروتيين اتصالي سلولي

اين  است.  همراه   ،TGFβ شده  شناخته  هدف  و   β1-integrin
كه  است  كايمري  موش هاي  روي  مطالعات  نتايج  بر  تاييدي  يافته ها 
كبد  كردن  كلونيزه  از   β-Integrin ناقص  سلول هاي  داده اند  نشان 
كبدي جوانه هاي  كشت  محيط  به   HGF كردن  اضافه  عاجزند. 
بيان و  مي سازد  مرتفع  را  تكثير  عيوب   Smad2+/- ،Smad3+/-3

گرفت نتيجه  مي توان  مي شود.  برقرار  دوباره   ،β1-Integrin
و  كرده  عمل  هپاتوبلاست ها  كنترل  در  هم  موازات  به   TGFβ ،HGF

مورفولوژي كبدي را از طريق β1-Integrin اعمال مي كنند (2).

H1x ،Lhx2 ،Foxm1b فاكتورهاى
مزانشيمي  برهم كنش هاي  متعددي،  رونويسي  فاكتورهاي 
رونويسي  فاكتور  مي كند.  تنظيم  كبدي  جوانه  در  را  اپي تليالي   –
هومئودومين H1x در STM بيان مي شود، موش هاي جهش يافته فاقد 
مى روند.  بين  از  وخيم  كبدي  هيپوپلازي  با  جنينى   15 روز  در   H1x
فاكتور رونويسي Lhx2 نيز در STM بيان مي شود. فقدان Lhx2 منجر 
ژن هاي  مي شود.  طبيعي  كبدي  تمايز  ظاهرا  اما  كبدي  سايز  كاهش  به 
شده اند،  شناخته  مي شوند،  تنظيم   Lhx2 و   H1x وسيله  به  كه  هدفمند 
صورت  به  احتمالا  آنها  كه  است  اين  نشانگر  مزانشيم  در  آنها  بيان  اما 
غيرمستقيم با فعال كردن بيان فاكتورهاي ترشحي منجر به پيشبرد تكثير 
با   H1x knochout حيوان  فنوتيپ  تشابه  مي شوند.  هپاتوبلاست ها 
 HGF بيان H1x پيشنهاد مي كند كه ممكن است cMet-/-t يا HGF-/-F

را تنظيم كند اگرچه اين احتمال تاكنون به اثبات نرسيده است (20).
هپاتوبلاست ها  درون   Lhx2 ،H1x برخلاف   Foxm1b فاكتور 
يافته  جهش  حيوانات  هم  مى كند.  ايفا  را  خود  نقش  تمايز  تنظيم  براي 
ويژه   Foxm1b ژن  در  شرطى  شده  ژني  تخريب  هم  و   Foxm1b-/-b

هپاتوبلاست ها، كاهش تعداد هپاتوبلاست ها را به دليل ايجاد نقصان در 
ميتوز نشان مى دهند. همچنين در كبدهاى جهش يافته ژن مذكور عدم 
تشكيل سينوزوئيدها ومجاري صفراوي درون كبدي ديده مي شود (2).

ژن هاي تنظيم كننده بقاي كبدي
شناخت تعداد ژن هايي كه فاكتورهاي رونويسي يا اجزاي سيگنال دهي را 

كد مي كنند، رو به افزايش است و تاكنون بعضى از آنها شناسايي شده اند كه 
براي پيشبرد بقاي اوليه كبد و تكثير آن در طول رشد جوانه كبد ضروري هستند. 
ويژگي مشترك اين ژن ها اين است كه زماني كه جهش يافته اند موجب افزايش 
آپوپتوزيس يا نكروز جوانه كبدي و در نتيجه سبب مرگ جنيني بين روزهاى 
10/5 و 16 جنينى مي شوند. از اين نوع ژن ها مى توان به پروتوانكوژن هاي 
K-ras ،C-jun، فاكتور رونويسي ژن Xbp1، فعال كننده پروتيين كيناز فعال 

شده ميتوژن
(Mitogen Activated Protein Kinase Activator Sek 1; Sek1) 
فعال  كننده رونويسي متالوتيونين MTF1، پروتيين سيگنال ترانسداكشن

(Signal Transduction Protein Pik3; Pik3) 
و اجزاي آبشار التهابي فاكتور هسته اي b-كاپا

(Nuclear Factor Kappa b (NFk b) Inflammation cas-
cade) (NFk B) 

وسيله  به  ژن ها  اين  فعاليت  كه  است  اين  بر  تصور  كرد.  اشاره 
برهم كنش هاي رخ دهنده مزانشيمي- اپي تليالى در جوانه كبدي كنترل 

مي شوند،  اما در اكثر موارد، مكانيزم آنها نامشخص است (2).

Jagged/Notch مسير
فرادست  فعال سازي  ابتدايي  آغازگر  كه  دارد  وجود  نظريه  اين 
كانديد   Notch .مسير  است.  پورتال  مزانشيم  از  پيامي   HNF6
مجرايى صفحات  شكل گيرى  طى  در  است.  زمينه  اين  در  مناسبي 

Jagged-1  ليگاند گيرنده Notch در مزانشيم احاطه كننده رگ پورتال 
و Notch-2 در هپاتوبلاست ها در طى شكل گيرى صفحه صفراوى بيان 
14روزه  موش هاى  جنين  از  شده  كشت  هپاتوسيت هاى  در  مى شوند. 
مى شود  كبدى  سرنوشت  سركوب  به  منجر   Notch مسير  فعال سازى 
از بالايى  بيان  كه  صفراوى  مجراى  سلول هاى  در  آن  بيان  كه  حالى  در 
 Notch دارند، ادامه مى يابد. در مقابل مهار پيام رسانى HNF3β و ck19
باعث بيان نشانگرهاى هپاتوسيت به جاى نشانگرهاى صفراوى مى شود 
(21). اين نتايج نشان مى دهد كه برهم كنش هاى Jagged/Notch ممكن 
است يك آبشار درون سلولى HNF6→HNF1β→Pkhd1 كنترل كننده 
تمايز صفراوى را فعال كند. همچنين به نظر مى رسد مسير كنترل كننده 
تكوين سلول هاى صفراوى در مسير Foxm1b و Wnt هم تنظيم شود. 
كبدهايى كه Foxm1b-/-b هستند، علاوه بر نقص در تكثير هپاتوبلاست ها 
كه در قبل ذكر شد، فاقد بيان HNF1β و مجارى صفراوى درون كبدى 
هستند. در كشت هاى رويانى، افزودن Wnt3a تمايز سلول هاى صفراوى 
را پيش مى برد در حالى كه حذف β-catenin بيان نشانگرهاى صفراوى 
را در هپاتوبلاست هاى كشت شده مهار مى كند. تعداد زيادى از ژن هاى 
ذكر شده شامل HNF1β و HNF6 تكوين درون كبدى و برون كبدى 

صفراوى را تنظيم مى كنند (2) . 

جدا شدن كبد و پانكراس
مزودرم قلبى علاوه بر القاى تخصصى شدن كبد بر القاى پانكراس  
نيز اثر مى گذارد. اندودرم قدامى- شكمى در روز8/5 مكانى پر ازدحام 
است؛ زيرا سه بافت ديگر هم علاوه بر كبد در آنجا تخصصى مى شوند. 
پيش  تكوين  اوليه  مراحل  در  اندودرمى  نظر  مورد  بافت هاى  آيا 
به  تمايز  باعث  بافتى  القاگر  سيگنال هاى  بعد  و  مى شوند  الگوبردارى 
بافت هاى مختلف مى شود يا همه سلول هاى  اندودرم قدامى - شكمى، 
چند توان هستند و سيگنال هاى القايى تعليم دهنده باعث تخصصى شدن 
مطالعات  در  دوم  فرضيه  مى رسد  نظر  به  مى شود؟  گوناگون  بافت هاى 
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كبد و پانكراس بيشتر تاييد شده است. 
اندودرم قدامى - شكمى در روز 8/5 حاوى پيش سازهاى دو توانى 
كبد و پانكراس است و سيگنال دهى FGF مى تواند سرنوشت اندودرمى  
را كه به صورت از پيش تعيين شده پانكراسى است، به سمت سرنوشت 
كبدى تغييردهد. علاوه بر ارتباط بين كبد و پانكراس، سلول هاى هر ارگان 
مى تواند به ديگرى متمايز شود. در اين اواخر نشان داده شده است كه 
سلول هاى اگزوكرين پانكراسى، پتانسيل هپاتوژنيك دارند. در آزمايشى 
 M انكوستاتين و  دگزامتازون  با  را  پانكراس  اگزوكرين  سلول هاى  رده 
مخلوط كردند و عبور سلول از حالتى كه آميلاز را بيان مى كند به حالتى 
كه مورفولوژى هپاتوسيت را به دست آورده و ژن هاى آلبومين و گلوكز 

6 فسفاتاز را هم بيان مى كند، ديده مى شود (2).

كبد به عنوان يك ارگان خون ساز
مهاجرت  با  و  است  خون سازي  مهم  مكان  روز12  در  موش  كبد 
سلول هاى بنيادى خون ساز به اين منطقه بيش از 60 درصد از توده كبدي 
را سلول هاي خوني تشكيل مي دهد (3). درآن زمان عملكرد خون سازي 
عملكرد  از  مهمتر   (RBC)  Red Blood CeellsC توليد  خصوص  به 
متابوليكي براي كبد رويان است زيرا اكسيژن و مواد غذايي توسط مادر 
آنزيم هاي  از  زيادي  تعداد   Perinatal دوره  در   .(14) مي شود  فراهم 
به  خون ساز  سلول هاي  تا  مي شود  القا  هپاتوسيت ها  درون  در  متابوليكي 
جاي ديگر مهاجرت كند (16) (شكل 13). با مهاجرت سلول هاى خونى 
و ترشح هورمون ها القاى آنزيم هاى متابوليكى در كبد ايجاد شده (13) 
استفاده  خود  متابوليكي  عملكرد  از  بقا  براي   Neonate تولد  از  بعد  و 
دارد.  وجود  طرفه  دو  القاى  هم  اينجا  در  كه  اين  لب  جا  مي كند (14). 
اين سلول ها، فاكتورهاى رشد مورد نياز كبد را سنتز مى كنند و احتمالا 

هپاتوبلاست ها درگير خون سازى مى شوند (14). 

شكل 13: مروري بر پروسه تكوين كبد در زمان ورود و خروج سلول هاي 
خون ساز: (18) حروف ايتاليك نشان دهنده ژن هاى دخيل در تكوين كبد است.

HNF3B: Hepatocyte Nuclear Factor 3, AFP: Alpha Feto 
Protein, ALB: Albumin, TAT: Tyrosin Amino Transferase, 
Glucose 6 Phosphatase: G6Pase, Tryptophane Deoxyge-
nase: TO, Cytochrome P 450: P450

مجاور  مزانشيم  از  سيگنال هايى  به  پاسخ  در  كبدى  سلول هاى 
توليد مى شوند. چندى بعد سلول هاى خون ساز از اندام خارج كبدى 
رويان  كبد  در   (AGM) Aorta Gonadal Mesoderm منطقه 
ترشح  با  خونى  سلول  دودمان  انواع  توليد  بر  علاوه  و  مى يابند  تجمع 
مغز  به  تولد  زمان  در  و  كمك  كبدى  سلول هاى  بلوغ  به  فاكتورهايى 
استخوان يا طحال مهاجرت مى كنند. در اين زمان هپاتوسيت ها بالغ تر 

مى شوند كه همراه با فاز نهايى تكثيرشان است (3).

توليد سلول صفراوى و هپاتوسيت
به  هستند  پورت  سياهرگ  انشعاب  نزديك  كه  هپاتوبلاست هايي 
سلول هاى اپى تليال صفراوى اوليه تبديل مي شوند و ساير هپاتوبلاست ها به 
هپاتوسيت تمايز مي يابند (2) زيرا مزانشيم پورت غني از ماتريكس خارج 
سلولي كه حاوي لامينين، كلاژن نوع 4 و فيبرونكتين است بر سرنوشت 
هپاتوبلاست اثر مي گذارد (16). تمايز هپاتوبلاست ها به سلول هاى صفراوى 
در حدود روز 13/5 آغاز مى شود. هپاتوبلاست ها در تماس مستقيم با مزانشيم 
سياهرگ پورت شروع به بيان سطح زيادى از سيتوكراتين هاى خاص صفراوى 
 HNF1B روي پروموتور HNF6 .(14 شكل) (سيتوكراتين 7 و 19) مى كنند

مي نشيند و باعث پيشبرد تمايز اپى تليال صفراوي مي شود (16). 
تمايز نهايى هپاتوبلاست به هپاتوسيت در موش در روز 17 باردارى 
تحت تاثير فاكتورها و عوامل خاصى رخ مى دهد، ايجاد قطبيت در مراحل 
اوليه تكوين است اما تغيير مورفولوژى به آرامى و با عبور از شكل مربعى در  

زمان اندودرم به گرد و در نهايت چند وجهى شدن بروز مى كند (17).  

فاكتور هاي رونويسي موثر در بلوغ هپاتوسيت 
دو فاكتور در بلوغ هپاتوسيت ها نقش اساسى دارند كه عبارتند از: 

1. فاكتور هسته اى هپاتوسيتى HNF4a يا مهم ترين تنظيم كننده تمايز 
هپاتوسيت اين فاكتور رونويسي به 40درصد از پروموترهاي ژن هاي كبد 
متصل مي شود و براي فعال سازي اكثر ژن هاي كبدي نياز است (14). به 
برقراري  در  و  بوده  هپاتوسيت  عملكرد  اصلي  كننده  تعيين  كه  طورى 
ساختار نرمال كبدي در دوران مياني بارداري با تحريك بيان پروتيين هاي 
اتصال سلولى در هپاتوبلاست و تسهيل شكل گيري كانلي كول ها و حفظ 
سينوزوييدهاى آن نقش اساسى ايفا مى كند، همچنين در پيشبرد تغيير شكل 
هپاتوسيت روياني نابالغ به هپاتوسيت اپى تليومي قطبي بالغ و حفظ فنوتيپ 

هپاتوسيت تمايز يافته بسيار موثر است (16) (شكل 15).

 

صفراوي،  مجاري  گيرى  شكل  و   Cholangiocyte القاي  شكل14: 
به  13 روز  در  پورت  سياهرگ  اطراف  هاي  1:هپاتوبلاست  مرحله 
CholangiOcyte متعهد مي شوند. مرحلهCholangiocyte :2 در اطراف 
مي كنند.  ايجاد   Ductal Plate نام  به  سلولي  تك  لايه  يك  پورت  رگ 
مرحله3: دوبل شدن صفحه سلولي. مرحله 4: ايجاد لومن بين اين دو لايه 

در روز 18. مرحله 5: سازماندهي لوله هاي مجاري صفراوي.

CCAAT-Enhancer-Binding-Protein .2 (C/EBP) كه يكى 
از فاكتورهاى رونويسي مهم در تنظيم بسياري از ژن هاي كبد روياني و 
ديگر اندام ها مي باشد. اين فاكتور با تنظيم سيكل سلولي باعث سركوب 
بيان تنظيم  با   HGF  .(2) مي شود  هپاتوسيت  تمايز  پيشبرد  و  تكثير 

C/EBP باعث پيشبرد تمايز هپاتوسيت مي شود (2).
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ساير فاكتورهاي دخيل در بلوغ و تمايز هپاتوسيت
مزانشيمى  سلول هاى  ديگر  و  ترانسورسوم  سپتوم  مزانشيم 
آپوپتوز  نيز  و  بلوغ  تكثير،  براى  مختلفى  رشد  فاكتورهاى 
اشاره  آنها  مهم ترين  به  اينجا  در  كه  مى كنند  ترشح  هپاتوبلاست ها 

مى كنيم:
 Hepatocyte Growth شد  گفته  هم  قبل  در  كه  طور  همان 
سپتوم  مزانشيم  در  كه  هپاتوسيتي  رشد  فاكتور  يا   (HGF)  Factor
مي شود،  بيان  هپاتوبلاست ها  خود  نيز  و  اندوتليال  و  ترانسورسوم 
 .(13) است  ضروري  كبد  نرمال  بافت  شكل گيري  و  بلوغ  براي 
بيان  و  آلبومين  توليدكننده  سلول هاي  تمايز  پيشبرد  باعث   HGF
جلوگيري  صفراوي  سلول هاي  به  تمايز  از  و  مي شود   C/EBP

.(15) مي كند 
انكوستاتين M (OncostatinM; OSM) كه در سلول هاي خون ساز 
تمايز  باعث   OSM است.  كبد  تكوين  در  مهمي  القاگر  مي شود،  بيان 
سلول هاى هپاتوسيت نابالغ به هپاتوسيت هاى كارا و بيان ژن هاى بلوغ مثل

G6Pase (Glucose 6 Phosphatase), PEPCK (Phosphoenol 
Pyrovate Kinase), TAT(Trans Amino Transferase), CPS 
(Carbemyle Phosphate Synthase) 

مي شود (14) و در نتيجه سبب افزايش بيان چندين عملكرد خاص كبدي 
از جمله پاك سازي آمونياك، سنتز ليپيد و گليكوژن، غيرسمي كردن و 
افزايش اتصالات سلول مي گردد و در افزايش بيان فاكتورهاى رونويسى 
مهم كبدى مثل HNF4a و C/EBP هم دخالت دارد (2). لازم به ذكر است 
كه OSM باعث افزايش اثر گلوكوكورتيكوييدها مي شود مثل دگزامتازون 
(Dexamethasone; DEX) كه براي بلوغ كبد مورد نياز است (18). 

با   (Extra Cellular Matrix; ECM) سلولي  برون  ماتريكس 
برهم كنش مستقيم با اينتگرين ها (Integrins) و فعال سازي آبشارهاي 
درون سلولي و با اثرغيرمستقيم با باند شدن و متمركز كردن مولكول هاي 
تعيين  و  رشد  كنترل  و  تمايز  تنظيم  باعث   FGFمثل دهنده  سيگنال 
پروتيين هاى  كه  طورى  به  مي شود (16)  هپاتوبلاست  سرنوشت  كننده 
كبد  تكوين  براى  هم   8 سيتوكراتين  و   β1-Integrin مثل  ساختارى 
با شده  فعال  سيگنال هاى  كه  مى رسد  نظر  به   .(3) است  ضرورى 

تكثير  براى  كه   1 بتا  اينتگرين  بيان  تنظيم  براى   HGF, TGFB
هپاتوبلاست ها ضرورى است هم گرا مى شود (14). 

اين  از  يكي  حتي  غياب  در  كه  است  اين  مهم  نكته 
نمي گيرد  صورت  نهايي  تمايز  بالا  در  شده  ذكر  فاكتورهاي 
چند  جوندگان،  در  هپاتوسيت ها  نهايي  بلوغ   .(16 (شكل 
تمايز  ژن هاي  القاي  با  كه  مي دهد  رخ  تولد  از  پس  روز 
و  (Tryptophan Deoxygenase; TDO) مثل  نهايي 

.(18 ) مي شود  امكان پذير   Cytochorome P450

 

به  هپاتوبلاست  نهايى  تمايز  براي  گانه  چند  سيگنال هاي   :16 شكل 
هپاتوسيت در تكوين كبد

تمايز آزمايشگاهى سلول هاى بنيادى به سلول هاى كبدى
به  بنيادى  سلول هاى  آزمايشگاهى  درون  تمايز  در  موثر  محيط هاى  و  فاكتورها 

سلول هاى كبدى
به  توجه  با  كه  هستند  گوناگونى  عوامل  و  فاكتورها 
مختلف  گزارش هاي  در  كبد  طبيعى  تكوين  در  عملكردشان 
كبدى  سلول هاى  به  جنينى  بنيادى  سلول هاى  تمايز  در 
كبدى  رشد  فاكتور  شامل  كه  مى گيرند  قرار  استفاده  مورد 
رشد  فاكتور   ،(EGF) اپيدرمال  رشد  فاكتور   ،(HGF)
اسيدى فيبروبلاستى  رشد  فاكتور   ،(TGF-β) بتا  انتقالى 
انكوستاتين و   (IGF) انسولين  شبه  رشد  فاكتور   ،(aFGF/FGF1)

غلظتى  چه  با  و  زمانى  چه  در  كه  نكته  اين  M (OSM)مى باشند.  و    M
كرد،  كرد  استفاده  تمايز،  فرايند  در  فاكتورها  اين  از  مى بايست 
شده  ذكر  پروتيينى  فاكتورهاى  بر  علاوه  است.  اهميت  حائز  بسيار 
تمايز  در  كه  هستند  هم  ديگرى  غيرپروتيينى  عوامل  و  فاكتورها 
 ،(DEX) دگزامتازون  جمله  از  دارند  كاربرد  كبدى  سلول هاى 
آميد،  نيكوتين   ،(NaBu) سديم  بوتيرات   ،(RA) اسيد  رتينوئيك 
اين  به  بايد   .(DMSO) سولفوكسايد  متيل  دى  و  نفرين  نوراپى 
توجه  با  فاكتورها  اين  از  استفاده  ترتيب  كه  داشت  توجه  نكته 
مهم  فاكتور  مى شود.  الگوبردارى  كبد  طبيعى  تكوين  شرايط  به 
سلول هاى  آزمايشگاهى  تمايز  فرايند  در  مي بايست  كه  ديگرى 
داربست  گيرد،  قرار  توجه  مورد  كبدى  سلول هاى  به  بنيادى 
و  كلاژن  از  استفاده  مثلا  كه  است  سلولى  خارج  اسكلت  يا  و 
سمت  به  بنيادى  سلول هاى  آزمايشگاهى  درون  تمايز  فيبرونكتين 

.(22) مى بخشد  بهبود  را  كبدى  سلول هاى 

شكل 15: تاثير فاكتور رونويسي HNF4 در ايجاد مورفولو ژي اپي تليومي هپاتوسيت
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تمايز سلول هاى بنيادى به اندودرم قطعى
طى  در  مى باشد  جنينى  مهم  لايه  سه  از  يكى  كه  قطعى  اندودرم 
گوارشى،  لوله  اپى تليال  سلول هاى  به  و  شده  ايجاد  گاسترولاسيون 
توليد   .(23) مى شود  تبديل  پانكراس  و  كبد  تيروييد،  تنفسى، 
از  پانكراس  و  كبد  مثل  قطعى  اندودرم  از  مشتق  بافت هاى  سلول هاى 
مورد  موارد  از  يكى  آزمايشگاه  محيط  در  جنين  بنيادى  سلول هاى 
در  محدودى  موفقيت هاى  تاكنون  اگرچه  مى باشد.  محققين  علاقه 
زمينه توليد سلول هاى پانكراس و كبد از سلول هاى بنيادى جنينى در 
 ،24) است  گرفته  صورت  درمانى  و  كلينيك  كاربردهاى  جهت  دنيا 
25) اما قدم مهم و اول در اين راه، توليد اندودرم قطعى از سلول هاى 

بنيادى جنينى مى باشد (شكل 17) (4). 

شكل 17: تمايز درون آزمايشگاهى سلول هاى بنيادى جنينى به اندودرم 
به همراه نشانگرهاى آن 

جنينى  بنيادى  سلولى  رده هاى  شده،  ارايه  گزارش هاي  طبق 
 .(26-28) مى باشند  متفاوتى  تمايزى  توان هاى  و  پتانسيل ها  داراى 
رده هاى  از  آن  از  استفاده  با  بتوان  كه  كارى  روش  ايجاد  بنابراين 
رسيد  قطعى  اندودرم  توليد  در  يكسان  نتيجه  يك  به  مختلف  سلولى 
به  توجه  با  مطالعات  بيشتر  كنون  تا  است.  اهميت  داراي  بسيار 
جنينى  شبه  اجسام  از  استفاده  جنينى  دوران  تكوين  از  الگوبردارى 
داشته اند (29)،  نظر  مد  اندودرم  مثل  كارا  سلول هاى  توليد  براى  را 
استفاده  با  توانست  دي آمور  نام  به  دانشمندى  قبل  سال   3 حدود  اما 
استفاده  با  آزمايشگاه  محيط  در  سلول ها  اين  بعدى  تك  كشت  از 
سلول هاى  از  را  قطعى  اندودرم  اكتيوين  مثل  رشد  فاكتورهاى  از 
با  حقيقت  در  نوتركيب  اكتيوين   .(27) نمايد  ايجاد  جنينى  بنيادى 
خانواده  كه  موش  در  كبد  تكاملى  مسير  در  نودال  مولكول  از  تقليد 
TGF را فعال مى كند، مورد بهره بردارى قرار گرفته است (7، 30). 
داد  نشان  پذيرفت  صورت  همكاران  و  آماندا  توسط  جالبى  مطالعه 
به  بنيادى  سلول هاى  تمايز  در  زمانى  تنها   A اكتيوين  مولكول  كه 
اينوزيتول  فسفاتيديل  رسانى  پيام  مسير  كه  مى باشد  كارا  اندودرم 
در  قطعى  اندودرم  تشكيل  حال  هر  در  باشد.  شده  مهار  3-كيناز 
سلول هاى  كشت  روش  دو  هر  از  استفاده  با  آزمايشگاه  محيط 
قابل  جنينى)  اجسام  تشكيل  يا  و  بعدى  تك  (كشت  جنينى  بنيادى 
در  مهم  شاخص هاى  از  يكى  كه  است  ذكر  به  لازم  است.  انجام 
قرار  نظر  مد  آزمايشگاه  در  مى بايست  كه  قطعى  اندودرم  تشكيل 
جالبى  مطالعه  طي   .(31) مى باشد   Sox17 مولكول  بيان  بگيرد، 

شد  داده  نشان  رسيد،  چاپ  به  همكاران  و  پاراشوراما  توسط  كه 
شده اند  تيمار   A اكتيوين  با  كه  موشى  جنينى  بنيادى  سلول هاى  كه 
با  كه  گروهى  كه  حالى  در  داشتند   Foxa2 بيان  كاهش  درصد   80
بيان  سلول ها  در  78درصد  ميزان  به  بودند  شده  تيمار  فوليستاتين 
اكتيوين  با  كه  سلول هايى  كردند  پيشنهاد  آنها  شد.  ديده   Foxa2
شده  تيمار  فوليستاتين  با  كه  سلول هايى  با  مقايسه  در  شده اند  تيمار 
اپى بلاستى  و  مزواندودرمى  يعنى  تكوين  ابتدايى تر  مراحل  در  بودند 
تراتوم  ايجاد  سبب  سينژنيك  موش  به  آنها  پيوند  و  مى مانند  باقى 
نسبت  فوليستاتين  با  شده  تيمار  سلول هاى  كه  حالى  در  مى شود 
الگوى  به  توجه  با   .(32) شده اند  متعهدتر  اندودرمى  رده  ايجاد  به 
مراحل  از  يكى  قطعى  اندودرم  مرحله  از  گذر  كبد،  تكوين  طبيعى 
مهم تكوين بافت كبد و سلول هاى كبدى است كه اين امر نيز مورد 
قطعى  اندودرم  سلول هاى  ايجاد  با  تا  مى باشد  پژوهشگران  توجه 
كبدى  واقعى  سلول هاى  سمت  به  تمايز  بتوان  آزمايشگاه  محيط  در 
به   Cell ژورنال  در  كه  جالبى  مطالعه  دو  در  نمود.  هدايت  بهتر  را 
دست كارى  تكنيك هاى  با  توانسته اند  محققان  است،  رسيده  چاپ 
نمايند  ايجاد  آزمايشگاه  محيط  در  را  اندودرمى  لاين هاى  ژنتيكى 
بنيادى  سلول هاى  تمايز  بهبود  در  را  بزرگى  و  مهم  قدم  امر  اين  كه 
است  ساخته  فراهم  آزمايشگاهى  شرايط  در  كبدى  سلول هاى  به 

.(34 ،33)
به  بنيادى  سلول هاى  تمايز  در  همواره  كه  سؤالاتى  از  يكى 
به  سلول ها  اين  واقعى  تمايز  است،  بوده  مطرح  اندودرمى  سلول هاى 
سمت اندودرم حقيقى است، زيرا اين سلول ها در حين تمايز به رده 
به  و  يافت  خواهند  تمايز  احشايى  اندودرم  سلول هاى  به  اندودرمى 
اين  تفكيك  و  بررسى  جهت  مناسب  سطحى  نشانگرهاى  نبود  دليل 
ايجاد  به  منجر  اكتيوين  با  تيمار  موارد  اكثر  در  هم،  از  اندودرم  دو 
يك جمعيت هتروژن از سلول هاى اندودرم احشايى و حقيقى خواهد 
سازه هاى  از  استفاده  با  همكاران  و  ياسوناگا  جالب  مطالعه  طي  بود. 
پروموتورهاى  تحت   IL-2 گيرنده  و   GFP پروتيين  حاوى  ژنتيكى 
 Sox17+Gsc+

c جمعيت هاى  توانستند   Goosecoid و   Sox17
جمعيت هاى برابر  در  حقيقى  اندودرم  سلول هاى  عنوان  به  را 

+Gsc- Sox17 به عنوان سلول هاى اندودرم احشايى جدا نمايند تا 
را  كشت  محيط  در  نياز  فاكتورهاى  و  كشت  شرايط  ترتيب  اين  به 
نشانگرهاى  رديابى كنند و تفاوت بيان  جهت رسيدن به اين سلول ها 
نشان دهند كه كار را جهت  سطحى اين دو رده سلولى را در موش 

است (35). نموده  آسان تر  بعدى  مطالعات 
مى باشند  كبد  دهنده  تشكيل  اصلى  سلول هاى  از  هپاتوسيت ها 
ذخيره  و  سم زدايى  متابوليسم،  قبيل  از  را  متنوعى  عملكردهاى  كه 
كه  آنهايى  يا  و  كبد  نقص  به  مبتلا  بيماران  دارند.  عهده  بر  گليكوژن 
يا  و  كبد  ارگان  پيوند  نيازمند  رسيده اند،  بيمارى  انتهايى  مراحل  به 
موارد  گونه  اين  در  هپاتوسيت ها  پيوند   .(36) مى باشند  هپاتوسيت ها 
هپاتوسيت ها  محدوديت  با  همواره  دانشمندان  اما  مى باشد  كارا  بسيار 
منبع  جنينى  بنيادى  سلول هاى  كه  مى رسد  نظر  به  بوده اند.  مواجه 
تكثير  هستند.  پيوند  منظور  به  هپاتوسيت ها  توليد  جهت  خوبى  بسيار 
عنوان  به  را  آنها  آزمايشگاه  محيط  در  جنينى  بنيادى  سلول هاى  زياد 
يك منبع در اختيار معرفى كرده است. از يك سو با تمايز سلول هاى 
سلول هاى  تكوين  بهتر  هرچه  مى توان  را  كبدى  سلول هاى  به  بنيادى 
به  امر  اين  كه  شناخت  فيزيولوژيك  و  طبيعى  شرايط  در  كبدى 

مى كند. كمك  آن  بيمارى هاى  درمان  و  كبد  بهتر  شناخت 
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به  جنينى  بنيادى  سلول هاى  آزمايشگاهى  درون  تمايز 
كبدى سلول هاى 

 (Embryonic Stem Cell; ESC) جنينى بنيادى  سلول هاى 
 .(37) گرديد  جدا  موش  جنين  از   1981 سال  در  بار  اولين  براى 
بلاستوسيست  سلولى  داخل  توده  از  كه  پرتوان  سلول هاى  اين 
جنينى  لايه  سه  هر  سلول هاى  به  تمايز  توانايى  مى شوند،  جدا 
جنينى  بنيادى  سلول هاى  كشت  و  جداسازى  مى باشند.  دارا  را 
اين  از  بتوان  كه  كرد  ايجاد  را  اميد  اين  بعد  سال هاى  در  انسانى 
استفاده  تكوينى  دانش  بهتر  فهم  و  بيمارى ها  درمان  در  سلول ها 

.(38) كرد 
شرايط  در  موشى  جنينى  بنيادى  سلول هاى  بالاى  پتانسيل 
طورى  به  است  رسيده  اثبات  به  زنده  موجود  و  آزمايشگاهى 
حاوى  كه  مى شود  تراتوما  ايجاد  سبب  سلول ها  اين  پيوند  كه 
از  سلول ها  اين  كردن  جدا  است.  جنينى  لايه  سه  هر  سلول هاى 
از  لوكميا  كننده  ممانعت  فاكتور  حذف  يا  و  كننده  تغذيه  لايه 
پيدا  تجمع  يكديگر  با  سلول ها  اين  تا  مى شود  سبب  كشت  محيط 
موجود  سلول هاى  نمايند.  ايجاد  را  جنينى  شبه  اجسام  و  كرده 
و  كرده  پيدا  تمايز  خود  به  خود  طور  به  جنينى  شبه  اجسام  در 
 .(1) مى كنند  ايجاد  را  جنينى  لايه  سه  هر  مولكولى  شاخص هاى 
موجود  و  آزمايشگاهى  درون  تمايز  از  مثال هايى  مقاله  اين  در 
مى دهيم  ارايه  انسانى  و  موشى  جنينى  بنيادى  سلول هاى  زنده 
به  مى توان  را  آزمايشگاهى  شرايط  در  مطالعات   .(39  ،25)
استفاده  با  را  تمايز  كه  مطالعاتى  كرد:  تقسيم بندى  دسته  سه 
هم زمان  كشت  از  و  برده اند  پيش  جنينى  شبه  اجسام  تشكيل  از 
سلول هاى  لايه  تك  كشت هاى  از  كه  مطالعاتى  كرده اند،  استفاده 
در  كه  مطالعاتي  و  برده اند  سود  تمايز  فرايند  در  جنينى  بنيادى 

.(1)  (18 (شكل  برده اند  بهره  حيوانى  مدل هاى  از  زنده  موجود 

سلول هاى  تمايز  در  مختلف  مطالعات  در  كه  راه هايى  انواع   :18 شكل 
بنيادى جنينى به كار رفته اند

سلول هاى بنيادى جنينى موشى
آزمايشگاهى  شرايط  در  هپاتوسيت  به  تمايز  استراتژى هاى 
 ،(Embryoid Body; EB) جنينى  شبه  اجسام  ايجاد  شامل 
با  زنده  موجود  مطالعات  است.  لايه  تك  كشت  وسيستم  هم كشتى 
استفاده از مدل هاى حيوانى كه دچار آسيب كبدى هستند صورت 

مى گيرد.

(EB) ايجاد اجسام شبه جنينى
در محيط آزمايشگاه بعد از برداشت لايه سلول هاى تغذيه كننده و 
جنينى  بنيادى  سلول   (LIF) Leukemi Inhibitory Factor حذف  يا 
سلولى  كروى  تجمعات  مى يابند؛  تجمع  سوسپانسيون  محيط  در  موشى 
 EB توليد مى كنند. سلول هاى درون EB به نام اجسام شبه جنينى و يا
به طور خود به خود تمايز مى يابند و شاخص هاى مولكولى خاص هر 
به  آنها  كشت   ،EB سلول هاى  جداسازى  با  و  مى كنند  بيان  را  لايه  سه 
صورت تك لايه قادر به ايجاد دودمان هاى بسيارى است. فاكتورهاى 
دارند  اثر  سلول ها  اين  بقاى  و  توليد  بر  زيادى  پروتيين هاى  و  رشد 
استفاده  كلاژن  از  عمدتا  كبدى  دودمان  سمت  به  پيش برد  براى  كه 
و   ،CYP7a1 مثل  پروتيين هايى  سطح  كه  است  ذكر  به  لازم  مى شود. 
 (Gossecoid; GSC) و   (TyrosinAminoTransferase; TAT)
از  كمتر  است  آمده  دست  به  سوسپانسيون  طريق  به  كه  EBهايى  در 

كشت هايى است كه به صورت تك لايه انجام شده اند (40).
ژلاتين،  با  شده  پوشيده  پليت هاى  در  شده  توليد  EBهاى  اگر 
كنار 14در  روز  در  شوند،  داده  كشت  رشدى  فاكتور  هيچ  بدون 

جذب  توانايى  كه  شد  خواهند  توليد  سلول هايى  ضربان دار  EBهاى 
رنگ آنيونى  (Indocyanin Green; ICG) را كه شاخص سلول هاى 
 ICG كبدى مى باشد، نشان خواهند داد. سلول هايى كه توانايى جذب
را دارا مى باشند، بيان ژنى و ظاهرى شبيه هپاتوسيت بالغ را كه شامل دو 
هسته اى بودن، ميتوكندرى و ليزوزوم و دستگاه گلژى پيشرفته و شبكه 
سلول هاى  خاص  سلولى  بين  ارتباطات  و  خشن  و  صاف  آندوپلاسمى 
سلول هاى  پيوند  از  بعد  و  مى دهند  نشان  است،  كاناليكول  يعنى  كبدى 
مطالعه  اين  شوند  ادغام  ميزبان  كبدى  سلول هاى  با  مى توانند  21روزه، 
نشان مى دهد كه تشكيل اجسام شبه جنينى مى تواند ريزمحيطى مناسب 

براى ايجاد سلول هاى كبدى باشد (41).
رديابى  قابل  جنينى  شبه  اجسام  در  كبدى  ژن هاى  اگرچه 
 EB در  نيز  احشايى  اندودرم  تمايز  كه  داشت  توجه  بايد  اما  است 
مورفولوژى  نظر  از  زرده  كيسه  احشايى  اندودرم  مى گيرد.  صورت 
پروتيين  نقل  و  حمل  ژن هاى  از  تعدادى  بيان  و  فيزيولوژى  و 
اوره سنتز  دارو،  متابوليسم  در  دخيل  ژن هاى   ،(ALB ،TTR)
اسيد  متابوليسم   ،(Carbamoyl Phosphate Synthetase; CPS)
هپاتوسيت  شبه  رونويسى  فاكتورهاى  و  صفراوى  اسيد  سنتز  آمينه، 
و  مى شود  بيان  كبدى  سلول هاى  در  فقط   CYP7A1 ژن  اما  مى باشد. 
 CYP7A1 .اندودرم احشايى كيسه زرده اين مولكول را بروز نمى دهد
و  رويانى  كبد  در  و  مى شود  صفراوى  اسيد  به  كلسترول  تبديل  باعث 

هپاتوسيت هاى اطراف پورت در فرد بالغ بيان مى شود (40).
در EB نه روزه پس از حذف LIF بدون اضافه كردن هيچ فاكتور 
رشدى، AFP و سه روز بعد از آن ALB بيان مى شود و اضافه كردن 
و  هو  اما   .(42) نمى كند  ايجاد   ALB بيان  در  تغييرى  رشد  فاكتور 
همكاران مشاهده كردند كه اگرچه EB مى تواند به طور خود به خود 
سبب  رشد  فاكتور  كردن  اضافه  اما  شود  تبديل  كبدى  سلول هاى  به 
هم  را  تمايز  ميزان  ضمن  در  و  شده  كبدى  نشانگرهاى  سريع تر  بيان 

افزايش مى دهد (43).
شبه  اجسام  در  كبدى  سلول هاى  به  يافته  تمايز  سلول هاى  درصد 
و  فلوسايتومترى  و  ايمونوفلورسانس  تكنيك هاى  استفاده از  با  جنينى 
بر اساس بيان ALB ،AFP قابل محاسبه است. ميزان سلول هاى تمايز 
مى رسد  10/4درصد  به   21 روز  در  و  درصد   5/5  ،13 روز  در  يافته 
فاكتورهاى  كردن  اضافه  با  است.  توجه  قابل  اما  پايين  درصدى  كه 
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رشد مناسب، درصد سلول هاى تمايز يافته به 33 درصد مى رسد اما 
بتوان  كه  است  چيزى  آن  از  كمتر  كبدى  سلول هاى  ميزان  همچنان 
از آنها در حيطه درمان و پيوند استفاد كرد. وقتى اجسام شبه جنينى 
كشت  ظروف  به  و  كرده  خارج  سوسپانسيون  كشت  حالت  از  را 
و  مى گيرند  قرار   EB بيرون  در  اندودرمى  سلول هاى  كنيم،  منتقل 
لايه  سه  هر  سلول هاى  به  و  مى مانند  باقى  بنيادى  مركزى  سلول هاى 
انتقال  از  بعد  اگر  مى شوند.  متمايز  كبدى  سلول هاى  جمله  از  جنينى 
را  درونى  چهارم  يك  و  خارجى  حاشيه  كشت،  ظروف  به  EBها 
حضور  در  مجددا  را  مانده  باقى  سلول هاى  كرده،  جدا   17 روز  در 
كبدى  سلول  درصد   73  ،21 روز  در  دهيم،  قرار  رشد  فاكتورهاى 
 EB در  را  آلبومين  بروز  همكاران  و  چينزي   .(43) داشت  خواهيم 
سلول هاى  دادند  نشان  آنها  اينكه  بر  علاوه  كردند.  گزارش  روزه  نه 
در  اينكه  جالب  مى باشند.  دارا  نيز  را  اوره  سنتز  توانايى  روزه  نه 
ديده  كمتر  برابر   40 آلبومين  توليد  ميزان  بزرگسال  كبد  با  مقايسه 

شده است (42).
اگر EB نه روزه به طحال موشى كه يك سوم كبد آن هپاتكتومى 
سم كبدى  سلول هاى  تكثير  مهار  و  جلوگيرى  جهت  و  است  شده 

زده  پيوند  كرده،  دريافت  را   (Acetyl Amino Floren; AAF)
كبد  در  آلبومين  كننده  توليد  سلول هاى  هفته  چهار  از  بعد  شود 
ميزبان  كبد  توده  كل  از  0/2درصد  كه  مى شود  توليد  ميزبان 
در  اما  نمى شود  ايجاد  هم  تومور  ضمن  در  مى دهد،  تشكيل  را 
شد.  خواهد  ايجاد  تومور  روزه  شش   EB يا  بنيادى  سلول  پيوند 
تكنيكى  لحاظ  از  بيشتر،  يا  روزه  دوازده   EB كردن  سلول  تك 
تك  صورت  به  را  روزه  پانزده   EBاگر  ،(42) است  مشكل  كمى 
تزريق  كبد  كپسول  زير  مستقيم  طور  به  سلولى  گروه  و  سلول 
تزريق  ل  طحا  به  منفرد  صورت  به  كه  زمانى  خلاف  بر  كنيم، 
دهنده  نشان  امر  اين  شد.  خواهد  تومور  ايجاد  سبب  مى شود، 
است  جنينى  شبه  اجسام  درون  در  نيافته  تمايز  سلول هاى  حضور 
مى نمايند.  تومور  ايجاد  و  كرده  حفظ  را  خود  تكثير  توانايى  كه 
حاصل  سلولى  جمعيت  از  نامتمايز  سلول هاى  اين  حذف  بنابراين 
منبعى  عنوان  به  EBها  از  بتوان  تا  گيرد  قرار  نظر  مد  مى بايست 
براى پيوند استفاده كرد (44). يكى از راه هاى حذف اين سلول ها 
سانتريفيوژ  و   Percoll شيب  در  شده  توليد  EBهاى  دادن  قرار 
بيان  سلول هاى  شامل   Fraction2  ،(19 (شكل  مى باشد  آنها 
در  اگرچه  است.  متمايز  نا  سلول هاى  همان  يا   Oct4 كننده 
كننده  بيان  سلول هاى  با  آلودگى  كمى  تعداد   Fraction1
ايجاد  توانايى  پايين  ميزان  دليل  به  اما  دارد  وجود   Oct4
بعد  مرحله  در  داشت.  نخواهند  گيرنده   فرد  در  را  تومور 
ايمونومگنتيك  سيستم  از  استفاده  با  را   Fraction1 مى توان 
نشانگر  براى   (Magnetic Activating Cell Sorter; MACS)
PE-CAM غنى سازى نمود كه سلول هاى مثبت تومورزا، اندوتليال 
 .(44) مى باشند  هپاتوسيت  از  غنى  منفى  سلول هاى  و  ماكروفاژ  و 
هپاتوسيت  به  تمايز  ميزان  رشد  فاكتورهاى  حضور  در  كه  آنجا  از 
استفاده  با  بتوان  كه  رشدى  فاكتورهاى  يافتن  مى شود،  بيشتر 
داراي  بسيار  بخشيد  بهبود  را   EB از  هپاتوسيت  تمايز  آنها  از 
تغييرات  دو،  هر  يا  و   NGF يا   HGF حضور  در  است.  اهميت 
پس است.  بالغ  هپاتوسيت  شبيه  بيشتر  ژنى  بيان  و  مورفولوژى 

اگر  هستند  مفيد  اندودرم  به  بنيادى  سلول  القاى  در   HGF ،NGF
.(45) نيستند  هموژن  بستر  اين  در  سلول ها  چه 

شكل 19: مراحل جداسازى سلول هاى توموروژنيك از سلول هاى تمايز يافته

بعد از كشت سلول هاى بنيادى جنينى به صورت اجسام شبه جنينى 
در  آنها،  كردن  پليت  از  بعد  ها  سلول  اين  تمايز  مراحل  كردن  طى  و 
مرحله آخر سلول ها را بعد از جدا كردن از ظروف كشت به روى شيب 
سلول هاى  حاوى  كه  بخشى  آن،  سانتريفيوژ  با  و  داده  انتقال  پركول 
توموروژنيك است از بخشى كه حاوى سلول هاى مورد نظر ما مى باشد 

جدا مى گردد.
محيط  در  را  EBها  مناسب،  رشد  فاكتورهاى  كشف  ادامه  در 
 OSM ،DEX ،ITS آن  دنبال  به  و   HGF بعد   aFGF حاوى  كلاژن 
 9/5 باعث  دارد  قرار  رشد  فاكتور  كه  محيطى  در  كلاژن  دادند.  قرار 
برابر شدن بيان آلبومين در مقايسه با شرايط عدم حضور كلاژن و عدم 
بيان  باعث   HGF ،OSM ،DEX ،ITS تركيب  مى شود.  رشد  فاكتور 
صورت  به  بنيادى  سلول  مى شود.  نهايى  مرحله  در   TAT و   G6Pase
خود به خود به دودمان كبد يا كيسه زرده متمايز مى شود ولى در عدم 
حضور فاكتور رشد يا بستر پروتيينى به هپاتوسيت بالغ تبديل نمى شود و

G6Pase ،TAT كه از نشانگرهاى هپاتوسيت بالغ هستند، حتى تا روز 
روش  انجام  با  ماتريژل،  بستر  بر  بار  اين   .(46) نمى شوند  ديده  نيز   18
صورت  به  كوچكى  شكل  بيضى  سلول هاى  بعد  روز  پنج  مشابه  كارى 
با  ديده مى شوند.  كشت  محيط  مختلف در  اندازه هاى  كلاسترهايى در 
گذشت زمان، اندازه و تعداد سلول هاى كلاستر بيشتر و سيتوپلاسم آنها 
گرانولى مي شود تا حدودى سلول هاى دو هسته اى ديده مى شود و تا 80 
درصد هموژن مى شوند كه اين سلول ها را مى توان تا 45 روز در بستر 

مناسب هپاتوسيت نگهدارى كرد (47).
تخصصى  باعث  تكوين،  در  FGFها  و  BMPها  كه  آنجا  از 
همراه به  را   BMP اثر  بار  اولين  براى  مى شوند  اندودرم  از  كبد  شدن 
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aFGF و bFGF بررسى كردند. در اين مطالعه مشابه با مسير سيگنالى 
تكوين كبد پستانداران، يك روش كار سه مرحله اى طراحى شد:

اندودرم  تكوين  مناسب  محيط  كه   EB ايجاد  اول  مرحله 
و   aFGF ،bFGF فاكتورهاى  دوم  مرحله  در  مى كند،  فراهم  را 
بلوغ  براى  آخر  مرحله  در  و  اوليه  هپاتوسيت  توليد  براى   BMP4
از  پيش  مى شود.  اضافه   HGF, OSM, DEX, ITS فاكتورهاى 
ضرورى  هپاتوسيت  تكوين  براى   FGF كه  بودند  اعتقاد  اين  بر  اين 
 BMP4 حضور  در  داد  نشان  كه  بود  گزارشى  اولين  اين  و  است 
 BMP حضور  در  داشت.  خواهند  بيشترى  بيان  كبدى  نشانگرهاى 
از  آلبومين  بيان  به 45درصد،  از 20درصد   ICG رنگ  جذب  ميزان 
به  35درصد  از   PAS رنگ آميزى  ميزان  و  72درصد  به  30درصد 
تمايز  در  فقط   bFGF و   aFGFهمراه به   BMP4 رسيد.  60درصد 
مى دهد.  افزايش  نيز  را  تمايز  بازدهى  بلكه  نمى كند  شركت  كبدى 
پانكراسى  ژن هاى  مهار  باعث   FGF همراه  به   BMP4 آنكه  ديگر 
تمايز  پيشبرد  در  مشابهى  نقش  مولكول  دو  اين  ضمن  در  مى شود. 
براى  و  مى كنند  استفاده  گيرنده  يك  از  دو  هر  و  دارند  هپاتوسيت 

مى كنند (48). رقابت  هم  با  گيرنده  روى  نشستن 
براى دستيابى به سيستمى موثر براى تمايز، توليد و گسترش سلول 
سلول  ديده،  آسيب  كبد  به  پيوند  و  جداسازى  نهايت  در  و  كبد  جدى 
بنيادى جنينى را كه حاوى GFP تحت پروموتور آلبومين است در بستر 
عارى از سرم و فاكتور رشد قرار مي دهند. اولين سلول GFP مثبت در 
روز هفتم در كنار سلول هاى ضربان دار مشاهده شد، تعداد سلول هاى 
GFP مثبت تا روز بيست و هشتم زياد شده (30درصد) و مورفولوژى 
و نشانگرهاى خاص كبدى را بيان كردند. در اين زمان آنها را به وسيله 
 CCL4 جدا كرده و به طحال موشى كه 82 روز تحت استنشاق FACS
باعث  مثبت   GFP سلول هاى  پيوند،  از  بعد  كردند.  تزريق  است  بوده 
بدون  ميزبان  كبد  پارانشيم  با  شدن  ادغام  و  كارا  هپاتوسيت هاى  توليد 
ايجاد تومور گرديد. پنج روز بعد از پيوند از GFP مثبت  جمعيت هاى 
كوچك دو - سه سلولى، در روز 32 جمعيت هاى 40-30 سلولى و در 
روز 82  جمعيت هاى 400-100 سلولى مشاهده شد. اگر دو ساعت قبل 
از پيوندBrdu به صفاق موجود تزريق شود مى توان سلول هاى پيوندى در 
حال تكثير را مشاهده كرد. از آنجا كه هم گرايى سيگنال هاى مختلف از 
سلول هاى همسايه براى حمايت هپاتوژنز سلول بنيادى و بقاى پيش ساز 
اوليه هپاتوسيت كافى بوده و در بستر غنى از سرم رشد سلول هاى شبه 
هپاتوسيتى توسط ديگر سلول ها سركوب مى شود، از بستر فاقد فاكتور 

رشد و سرم استفاده شده است (49).
در موجود زنده و در طى تكوين طبيعى، جد كبدى به ترتيب اين 

شاخص ها را بيان مى نمايد: 
ALB+/AFP+/CK19- – ALB+/AFP+/CK19+ – ALB-/AFP-/CK19+ 

حد  رشته  كه  شده  ايجاد  جديد  جد  يك  آزمايشگاه  شرايط  در  اما 
و  است   ALB-/AFP-/nestin+n و  مى كند  بيان  را  متفاوتى  واسط 
در  گذرا  طور  به   Nestin دارد.  تعلق  دوم  گروه  به  جد  اين  احتمالا 
طى تمايز كبد در مرحله ميانى تكوين بيان مى شود و هرگز در مرحله 
جد  يك   Nestin بيان  آزمايشگاه  شرايط  در  است.  نشده  ديده  نهايى 
چند دودمانى با پلاستيسيته بالاى تكوينى را نشان مى دهد در صورتي 
كه در موجود زنده بيان نستين در سلول هاى اوال و در منطقه اطراف 
پورت ديده شده است. همچنين در شرايط ترميم و در پاسخ به آسيب 

در سلول هاى Stellate بيان مى شود (50).
نشانگر  بيان  نظر  از  كه  پيش ساز  سلول هاى  مطالعه اى  در 

توليد نقص  موش هاى  به  و  شده  خالص سازى  بوده اند،  مثبت   AFP
Haptoglobin و ApoE تزريق شدند كه در نهايت به سلول هاى توليد 

كننده Haptoglobin و ApoE تبديل شدند (51) .
حسن ايجاد EB در اين است كه ساختارى سه بعدى شبيه شرايط 
با  سلول ها  هم كنش  بر  افزايش  باعث  و  مى كند  فراهم  زنده  موجود 
يكديگر مى شود كه اين امر براى تكوين كبد مهم است. اما پيچيدگى 
درون EB خود يكى از مشكلات است زيرا سيتوكين ها و فاكتورهاى 
القايى توليد شده در اين ساختار، باعث القاى تمايز به ديگر دودمان ها 
 EB نيز مى شود و تا به حال هيچ كدام از تمايز هاى كبدى، بر اساس
القايى موثر و كارا نبوده است. از آنجا كه حداقل بعضى از سلول هاى 

EB تمايز يافته نيستند براى پيوند نيز مناسب نمى باشند (1).

سيستم هم كشتى 
هپاتوسيت  به  بنيادى  سلول  تمايز  القاى  براى  سلول  با  سلول  تماس 
كه  مي كنند  فراهم  را  فاكتورهايى  مجاور،  سلول هاى  زيرا  است.  مهم 
براى تمايز سلول بنيادى ضرورى است. تاكنون تعداد محدودى از آنها 
بيشتر  تقليد  علت  به  هم كشتى  سيستم  ارزش   .(52) است  شده  شناخته 
تكوين در موجود زنده است. در موجود زنده بر هم كنش سلول با سلول 
بين مزودرم قلب جنين با اندودرم قلبى براى تكوين كبد ضرورى است. 
در شرايط آزمايشگاه اين ارتباط مهم تكوينى را در نظر نمى گيرند در 
حالى كه بسيارى از تنظيمات رونويسى مهم از اين بر هم كنش ها ناشى 
مى شود. اولين گزارش تماس سلول با سلول در پيش برد تمايز هپاتوسيت 
در هم كشتى سلول بنيادى جنينى موشى با سلول قلب جنين جوجه بوده 
است. در محيط كشت هر دو نوع سلول به سمت هم مهاجرت و با هم 
و  دارد  بنيادى  سلول  به  زيادى  ميل  قلبى  سلول  مى كنند.  برقرار  ارتباط 

ساختارهاى دندريتى را به سمت آن مى گستراند.
بافت قلبى در روز اول باعث فعال كردن فاكتور هاى رونويسى مهم 
مثل Sox17 ،Foxa2 و GATA4 مى شود كه براى تكوين هپاتوسيت 
ضرورى هستند. و در روز دوم باعث بيان AFP و در روز چهارم باعث 
بيان ALB مى شود. سلول بنيادى در اين سيستم از لحاظ ريخت شناسى 
مى شود.  پلى پلوييد  و  مى يابد  افزايش  آن  گرانولوسيته  بزرگ ترشده، 
يا  و  دار  صلاحيت  اندودرم  شبيه  ژنى  بيان  لحاظ  از  اينكه  بر  علاوه 

هپاتوسيت اوليه مى شود.
بافت قلب جوجه كانديد مناسب در اين گونه تحقيقات است؛ اول 
اينكه جوجه از نظر تكوينى، مشابه پستانداران است و FGF مترشحه از 
قلب جوجه باعث القاى كبد از سلول موشى مى شود، دوم اينكه بافت 
قلبى جوجه بزرگ تر از موش است و جداسازى آن راحت تر صورت 

مي گيرد و سوم اينكه پرايمر آن متفاوت از سلول موشى است (53).
هم  رشد  فاكتور  بدون  و  كبدى  سلول  با  جنينى  بنيادى  سلول  اگر 
خود  به  خود  تمايز  كه  شاهد  گروه  در  ساعت  از 48  بعد  شود،  كشت 
است سلول ها فيبروبلاستى و هتروژن مى شوند ولى در گروه هم كشت 
مورفولوژى و بيان ژن سلول بنيادى شبيه سلول كبد رويانى مى شود. بعد 
شده  ادغام  ميزبان  كبد  پارانشيم  با  نرمال  طور  به  سالم  كبد  به  پيوند  از 
دليل  دو  به  مطالعه  اين  در  مى كند.  توليد  را  آلبومين  هفته  دو  از  بعد  و 
ايجاد  باعث  هپاتكتومى  اينكه  اول  زدند:  پيوند  سالم  كبد  به  را  سلول ها 
تومور مى شود و ديگر اينكه در بعضى بيمارى هاى ژنتيكى ساختار كبد 

تغييرى نمى كند (52).
فاكتورهاى انتشار پذير از سلول هاى كبد رويان براى تحريك القاى 
تمايز سلول بنيادى كافى است. اگرچه بلوغ كامل به دست نمى آيد و 
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AFP در كل دوره بيان مى شود. البته لازم به ذكر است كه سلول هاى 
كبد رويان باعث پيش برد تمايز به سمت سلول هاى خون ساز هم مى شود 
حذف  محيط  تعويض  با  و  نمى چسبند  ظرف  كف  به  سلول ها  اين  اما 
سلول هاى  تمايز  براى  هم  پارانشيمى  غير  سلول هاى  حضور  مى شوند. 
در  است.  نياز  بالغ  سلول هاى  به  هپاتوبلاست ها  و  كبدى  اندودرمى 
موجود زنده در طى تكوين سلول ستاره اى فاكتور رشد هپاتوسيتى را 
ترشح مى كند، سلول اپى تليوم صفراوى IL6 ،TNF6 را ترشح و سلول 

اندوتليال VEGF ،FGF4 را توليد مى كنند.
براين اساس يك دستورالعمل چهار مرحله اى طراحى شد:

EB 1. توليد
 FGF2 دو روزه در حضور اكتيوين و EB 2. القاى اندودرم قطعى در

(اكتيوين براى شروع تمايز كبدى نياز است.)
غيرپارانشيمى  سلول هاى  و   EB هم كشتى  با  كبدى  پيش ساز  القاى   .3

.HGFانسان شامل سلول اندوتليال، ستاره اى و ماكروفاژ و فاكتور
4. القا بلوغ هپاتوسيتى با استفاده از فاكتورهاى DEX ،DMSO كه با اين 

روش كار 70درصد سلول هاى هپاتوسيت كارا به دست آمد (54).
در  مستقر  مزانشيمى  منشا  با  سلول هايى  مثبت،   Thy1 سلول هاى 
باعث  سلول  با  سلول  مستقيم  تماس  طريق  از  كه  هستند  رويان  كبد 
سلول هاى  نشانگرهاى  براى  و  مى شود  كبدى  جد  بلوغ  پيش برد 
حاوى  كه  را  جنينى  بنيادى  سلول  هستند.  منفى  اندوتليال  و  كوپفر 
هفت  تا  اندودرم  القاى  براى  است  آلبومين  پروموتور  تحت   GFP
دادند.  كشت  كننده  تغذيه  لايه  عدم  و  سرم  عدم  شرايط  در  روز 
اين  كردند.  پيدا  وجهى  چند  مورفولوژى  مثبت   GFP سلول هاى 
سلول ها با روش FACS جدا شده، بر روى سلول هاى Thy1 مثبت 
 GFP شدند.سلول هاى  داده  كشت  كننده،  تغذيه  لايه  عنوان  به 
را  كبدى  بلوغ  نشانگرهاى  هم  ماه  يك  تا  حتى  تنهايى  به  مثبت 
كشتى  هم  حالت  در  فقط  مثبت   PAS سلول هاى  نمى كنند.  بيان 
آمونياك  برداشت  ميزان  تنهايي  به  اينكه  جالب  و  مى شود  ديده 
در  است.  مثبت   GFP سلول هاى  برابر  دو  هم كشتى  در  محيط 
شامل  كه  مى شود  ديده  بهتر  بالغ  هپاتوسيت  فراساختار  هم كشتى 
و  گرانول  خشن،  آندوپلاسمى  شبكه  يافته  توسعه  ميتوكندرى 
مى باشد  فراوان  هسته اى  دو  سلول  و  كاناليكول  زياد،  پراكسيزوم 
درون  ارگانل  و  بزرگ  هسته  مثبت   GFP سلول هاى  كه  حالى  در 
سلول هاى  با  مثبت   Thy1 سلول هاى  اگر  دارند.  كمى  سيتوپلاسمى 
بيان  كبدى  تاخيرى  ژن هاى  شود  داده  كشت  هم  نامتمايز  بنيادى 
سطحى  گيرنده هاى  طريق  از  مثبت   Thy1 سلول هاى  زيرا  نمى شود 
سلول هاى  از  مشتق  نابالغ  اندودرمى  سلول  به  سيگنال  انتقال  باعث 
بنيادى و بلوغ آن مى شوند و قادر به تخصصى شدن و بلوغ كبد از 

.(55) نمى باشند  متمايز  نا  بنيادى  سلول 
و  مجاور  سلول هاى  با  تماس  در  تمايز  هم كشتى  سيستم  در 
است  ممكن  اگرچه  مى گيرد.  صورت  آنها  تمايزى  فاكتورهاى 
تمايز  بر  سلول ها  اين  توسط  شده  توليد  نامشخص  فاكتورهاى 
بگذارد  اثر  هم  هپاتوسيت  جز  به  سلول ها  ديگر  به  بنيادى  سلول هاى 
از  هم كشت  سلول هاى  جداسازى  سيستم  اين  مشكل  اينكه  ديگر  و 

.(1) است  يكديگر 

تمايز جهت دار سلول هاى بنيادى جنينى موشى به سلول هاى كبدى
يا   EB ايجاد  به  نياز  بدون  مى توان  را  جنينى  بنيادى  سلول 
تبديل  كارا  هپاتوسيت  به  دار  جهت  يا  مستقيم  طور  به  هم كشتى، 

صورت  به  را  نظر  مورد  سلول  مى توان  استراتژى  اين  با   (56) كرد 
به  محققين  منظور  همين  به   .(57) كرد  توليد  هموژن  و  يكنواخت 
در  آنها  از  استفاده  با  بتوان  كه  هستند  رشدى  فاكتورهاى  دنبال 
سلول هاى  بنيادى  سلول  از  مستقيم  طور  به  و  آزمايشگاه  شرايط 

كرد. توليد  را  كبدى 
در مطالعه اى سلول بنيادى جنينى موش را به كبد سالم و آسيب 
ديده تحت سم CCl4 پيوند زدند. در كبد سالم تغييرى مشاهده نشد 
يعنى هيچ كدام از سلول ها جايگزين نشدند. اما در كبد آسيب ديده 
كبد  يعنى  بود  هم  كبدى  سلول هاى  حاوى  كه  شد  ايجاد  تومورى 
آسيب ديده تمايز سلول بنيادى جنينى را به سمت هپاتوسيت حمايت 
سلول  جايگزينى  براى  را  كليدى  كننده  تنظيم  فاكتورهاى  و  مى كند 
امر  اين  در  كه  رشدى  فاكتورهاى  است.  كرده  فراهم  جنينى  بنيادى 
شامل  داشتند  وجود   CCl4 با  ديده  آسيب  كبد  در  و  بودند  دخيل 

قبيل از  فاكتورها  انواع 
FGF, HGF, Nerve Growth Factor (NGF), Insulin Growth 
Factor (IGF), TGF 

استفاده  هپاتوسيت  به  جنينى  بنيادى  سلول  تمايز  براى  كه  بودند 
FGF1 ،FGF4 ،HGF باعث افزايش  شد. از ميان آنها سه فاكتور 
ديگر  آزمايش هاي  طراحى  با  سپس  مى شوند.  هپاتوسيت  توليد 
 HGF+FGF4+FGF1 تركيب انواع فاكتورها امتحان شد و گروه
تكميلى  آزمايش هاي  داد.  نشان  را  بيشترى  هپاتوسيت  توليد  درصد 
سوبسترايى  عنوان  به  يك  نوع  كلاژن  مناسب  بستر  يافتن  جهت 
مناسب براى القا و بلوغ هپاتوسيت انتخاب شد. بر اساس اين يافته ها 
بنيادى  سلول هاى  جهت دار  تمايز  جهت  مرحله اى  چهار  كار  روش 
تيمار تحت  اندودرم  القاى  اول  مرحله  در  گرديد:  طراحى  جنينى 

در  كه  مى شود.  مزواندودرمى  جد  القاى  باعث   Lif+RA (RA)
 Foxa2  .(56) گرديد  مشاهده   Foxa2 فاكتور  بيان  مرحله  اين 
سيستم  اين  در  اگر  پس  است.  مهم  اندودرم  شدن  تخصصى  در 
كبدى  نشانگرهاى  شود،  مهار   siRNA وسيله  به  آن  بيان 
 Foxa2 بنابراين  مى يابد  كاهش  60درصد  تا  آلبومين  مثل 
با  تيمار  دوم  مرحله  دارد.  كبدى  اوليه  تمايز  در  مهمى  نقش 
بيان   ALB و   AFP مرحله  دراين  كه  است   HGF و   FGF4/1
سلول ها  تيمار  با  كه  است  كبدى  بلوغ  سوم  مرحله  مى شوند. 
بر  را  سلول ها  بعد  مرحله  در  و  گرديد  ايجاد   OSM فاكتور  با 
به  وابسته  سلول هاى  تا  مى كنند  منتقل  سرم  عدم  و  كلاژنى  بستر 
هفته سه  از  بعد  شود.  حذف  هستند  غيركبدى  عمدتا  كه  سرم 

80 درصد سلول هپاتوسيت توليد خواهد شد كه مورفولوژى و بيان 
ژنى (ALB ،CYP ،PEPCK ،G6Pase ،TDO) آن شبيه هپاتوسيت 
بالغ است. در مرحله بعد سلول ها به وسيله FACS جداسازى شدند، 
سلول  نشانگرهاى  نظر  از  پيوند  از  قبل  را  مثبت   GFP سلول هاى 
ERas ،cKit كه در تومورزايى مهم است  بنيادى تمايز نيافته يعنى 
كردند  بررسى  كاريوتايپ  با  را  كرموزوم  بودن  طبيعى  حتى  و 
سم توسط  شده  ايجاد  كبدى  سيروز  دچار  موش  به  نهايت  در  و 

هفته   80 تا  و  گرديد  تزريق   (DMN) Dimethylnitrosamine
سلول هاى  شد.  پيگيرى  پلاسما  فيبرينوژن  و  آلبومين  بيان  نظر  از 
مناطق  در  كه  شد  داده  نشان  و  شدند  منتشر  كبد  در  مثبت   GFP
مطالعات  برگيرنده  در   1 جدول   .(58) مى شوند  ادغام  فيبروتيك 
كبدى  سلول هاى  به  موشى  جنينى  بنيادى  سلول هاى  تمايزى 

مى باشد.
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RefAnalytical AssaysDifferentiation protocol

EB Formation, Spontaneous
(41)ICG

TEM
EB (5days Hanging Drop)
Plate on Gelatin

(40)In Situe HybrydizitationEB (2days Hanging Drop) 
Plate on Gelatin

(59)ELISA
Testosteron Metabolism Assay
Phenobarbital Iduction Assay

EB (5days  Suspension)
Plate on Gelatin

(50)-EB (5days Hanging Drop) 
Plate on collagen 1

(51)FACS
Western Blot for ApoE

EB (4days Hanging Drop) 
Plate on Uncoated Dish

(50)-EB (5days Hanging Drop)
Day10:plate on Gelatin
Day20:plate on CollagenI

Growth Factors
(60)-EB (5days Suspension) 

Dex 10-ˉ7mol/L , ITS 5mg/L

(45)-EB (5days Suspension)
RA :10ˉ7mol/L
HGF:20ng/ml
NGF:50ng/ml

(43)RIA for ALB & urea
Re-culture On day 17

EB (5days Suspenssion)
Plate on gelatin
7Days:a FGF(100ng/ml)
4Days:TGF( 20 ng/ml),AFP(20 ng/ml),)HGF :20 ng/ml
4Days:OSM(10 ng/m),Dex(10-7 ng/ml),ITS (5 ng/ml)

(46)JNK ActivityEB (2days Hanging Drop) (3days Suspenssion)
Plate on collagen
Day9:aFGF(100 ng/ml)
Day12: HGF(20 ng/ml)
Day15:OSM(10 ng/ml),Dex(10-7M),ITS (5mg/ml,5mg/m,5 μg/ml)

(42)Western Blot for ALB 
Urea Synthesis

EB (2days Hanging Drop)
Plate on gelatin
Day6:aFGF(20ng/ml, bFGF 10ng/ml)
Day10:HGF (10ng/ml)
Day16:OSM (10 ng/m), Dex (10-7mol/L), ITS (10μg/ml,5μg/ml,5ng/ml)

(47)PAS
Protein Estimation
Measurement of Enzyme Release Induse by CCL4

EB(4days Suspension)
Plate on matrigel
a&b FGF(50ng/ml), HGF(20ng/ml), OSM(10ng/ml), 10-5Dex, ITS(1X)

(49)FACSEB (5daysHanging Drop)
Plate on collagen IV
28days:ITS(1X), hydrocortisone hemisuccinate(10μmol/L), BSA(0.05%), AA(2mmol/L), 
NA(10mmol/L), Dex(1μmol/L) 

Direct Differentiation
(56)TEM3Days:LIF(100U/ml)+RA(10-8 mol/L)

5Days:FGF1(100ng/ml),FGF4(20ng/ml), HGF(50ng/ml)
Replate on collagenI, OSM(10ng/ml)

(58)Microarray3Dyas:LIF(100U/ml), RA(10-8 mol/L)
5Days:FGF1(100 ng/ml), FGF4(20ng/ml), HGF(50ng/ml)
Repate on collagenI, OSM(10ng/ml)

(61)TEM
Glucose Production
Ammonia Concentration

Transplant to CCL4 Model
3weaks:Culture of GFP+ of teratoma in Transferrin(5mg/ml),Hydrocortisone 
Hemisuccinate(10-6 mole), BSA (0.5mg/m), AA(2mmol/L)
2Days: Nicotinamide,Dex,G418

(57)Urea Analysis
PAS,Glucose,Lactate Measurement
Mitochondrial Mass

4Days:DMSO 1%
6Days :NaB  1,2.5,5mM
Plate on collagenI

(62)Flocytometery
PAS

4Days:DMSO 0.8%
6Days:NaB 2.5Mm
6-12Days: HGF(10ng/ml)

(63)FACS
PAS

EB then Plate on Fibronectin

Co-Culture
(53)Nicotinamide(10mM), AA(1mM), Dex, EGF(10ng/ml), ITS(0.5 mg/ml), DMSO(1%)

 +cardiac cell  Or +fetal liver cell line

(44)Percoll
MACS
PAS

EB(2days Hanging Drop)
13 Days plate on gelatin
15Days:Cultured with Condition Media of 3T3 Cells

(55)TEM
Removal of Ammonia

2Days:LIF(1000U/ml), RA(10 μM)
2Days:bFGF(20ng/ml), HGF(20ng/ml)
5Days:OSM(10ng/ml) + Thy -1 Ccells

  



انسانى جنينى  بنيادى  سلول هاى 
انسانى  جنينى  بنيادى  سلول هاى  از  آنها  در  كه  مطالعاتى 
به  نسبت  موجود  اخلاقى  مشكلات  دليل  به  است  شده  استفاده 
چاپ  كه  است  ذكر  قابل  اما  مى باشد  محدودتر  حيوانى  مطالعات 
جنينى  بنيادى  سلول هاى  است.  افزايش  حال  در  مطالعات  قبيل  اين 
شدن  جمع  به  تمايل  سوسپانسيون  حالت  به  كشت  صورت  در 
اين  كه  دارند  را  جنينى  شبه  اجسام  تشكيل  و  يكديگر  كنار  در 
هر  شاخص هاى  كه  هستند  سلول هايى  حاوى  جنينى  شبه  اجسام 
طى  در  جنيين  شبه  اجسام  اين  مى كنند.  بيان  را  جنينى  لايه  سه 
و  كرده  ايجاد  را  سلول ها  انواع  خودى  به  خود  صورت  به  بلوغ 
اين  جداسازى  صورت  در  كه  مى كنند  بيان  را  آنها  شاخص هاى 
متفاوتى  سلولى  رده هاى  لايه  تك  صورت  به  آنها  كشت  و  اجسام 

را مى توان به دست آورد (64).
با  و  مختلف  آزمايشگاه هاى  در  كبدى  سلول هاى  به  تمايز 
همكاران  و  شالدرين  است.  شده  گزارش  مختلف  كارهاى  روش 
توانايى تمايز به هر سه لايه  نشان دادند كه سلول هاى بنيادى جنينى 
جنينى را با استفاده از فاكتورهاى رشد مختلف دارا مى باشند (65). 
بوتيرات  از  استفاده  با  مى توان  كه  دادند  نشان  همكاران  و  رامباتلا 
با  را  جنينى  بنيادى  سلول هاى  از  كبدى  سلول هاى  تمايز  سديم 
سديم  بوتيرات  اينكه  وجود  با  ببرند.  پيش  جنينى  شبه  اجسام  تشكيل 
ويژگى هاى  حاصل  سلول هاى  اما  مى داد  افزايش  را  سلولى  مرگ 
ريخت شناسى سلول هاى كبدى و ذخيره گليكوژن را به خوبى نشان 

دادند (66). 
زيست  داربست هاى  از  استفاده  با  نيز  همكاران  و  لونبرگ 
و   (PLGA-Poly) اسيد  گليكوليك  لاكتيك،  پذير  تخريب 
شبه  ساختارهاى  عنوان  به   (PLLA-Poly) اسيد  پلى ال لاكتيك 
آنها  روى  بر  را  جنينى  شبه  اجسام  يا  و  بنيادى  سلول هاى  بافت، 
 IGF و   A اكتيوين  رشد  فاكتورهاى  از  استفاده  با  و  دادند  كشت 
اين  مطالعه  اين  در   .(67) دادند  نشان  را  كبدى  سلول هاى  به  تمايز 
سلول هاى حاصل را به همراه داربست ها بعد از 14 روز به موش هاى

پيوند   (SCID) Severe Combined Immunodeficiency
زدند سپس سيتوكراتين و آلفا فيتو پروتيين انسانى را با تكنيك هاى 
دادند  نشان  همكاران  و  لاوون  كردند.  رديابى  ايمونوهيستوشيمى 
به  تمايز  قابليت  خود  به  خود  طور  به  جنينى  بنيادى  سلول هاى  كه 
سلول هاى كبدى را دارند (68). آنها در اين مطالعه توانستد جمعيت 
دست كارى هاى  از  استفاده  با  را  كبدى  سلول هاى  از  يكنواختى 
جمعيت  اين  مى رسد  نظر  به  گزارش  طبق  آورند.  دست  به  ژنتيكى 
قلب  به  يافته  تمايز  سلولى  جمعيت  كنار  در  هپاتوسيت  شبه  سلولى 
فيبروبلاستى اسيدى در اين تمايز نقش  ديده شده اند و فاكتور رشد 

مى كند.  ايفا  عمده اى 
مى باشد  واقعى  هپاتوسيت  سلول،  يك  كه  نكته  اين  تاييد  براى 
همواره بايد مراحل تكوينى را مدنظر داشت چون سلول هاى كبدى 
خاص  و  متفاوت  نشانگرهاى  داراى  جنينى  مختلف  مراحل  در 
با  حاصل  كبدى  سلول هاى  مطالعه  اين  در  مى باشند.  مرحله  هر 
شيراهاشي   شدند.  جدا   FACS دستگاه  و   eGFP سازه  از  استفاده 
دگزامتازون  و  انسولين  قبيل  از  ديگرى  فاكتورهاى  همكاران  و 
بر  را  آنها  و  كردند  اضافه  جنينى  شبه  اجسام  كشت  محيط  به  را 
روى كلاژن نوع يك كشت دادند و نشان دادند كه سلول ها با اين 
مى دهند  بروز  را  كبدى  نشانگرهاى  از  زيادى  تعداد  كشت،  شرايط 

(69). در گزارش ديگرى كه سوآرتز و همكاران ارايه دادند، نشان 
فاكتور  و   4 فيبروبلاستى  رشد  فاكتور  كردن  اضافه  كه  شد  داده 
جنينى  بنيادى  سلول هاى  كشت  محيط  به  كبدى  سلول هاى  رشد 
به  جنينى  شبه  اجسام  انتقال  بعد  و  سرم  فاقد  سوسپانسيون  حالت  در 
ظروف كشت حاوى كلاژن ميزان زيادى سلول هاى كبدى را ايجاد 
جنينى  بنيادى  سلول هاى  تمايز  همكاران  و  بهاروند   .(70) مى نمايد 
روى  بر  جنينى  اجسام  بعدى  سه  كشت  صورت  به   (71) را  انسانى 
قبيل از  هايى  فاكتور  كردن  اضافه  همراه  به  كلاژن  داربست هاى 

گزارش  دگزامتازون  و   M (OSM)وM انكوستاتين   ،aFGF ،HGF
كه  كردند  گزارش  نيز  همكاران  و  گوتيئرز  سوتو   .(22) كردند 
اجسام  ايجاد  سوسپانسيون،  حالت  در  جنين  بنيادى  سلول هاى  كشت 
و  نانو  فيبرهاى  روى  بر  حاصل  سلول هاى  انتقال  بعد  و  جنينى  شبه 
كشت آنها در حضور فاكتورهايى مثل aFGF، مشتقات HGF، دى 
متيل سولفوكسايد (DMSO) و دگزامتازون منجر به توليد و تشكيل 

مى گردد (72). كبدى  سلول هاى 
در مطالعه جالبى با هدف كنترل تمايز سلول هاى بنيادى جنينى به 
سلول هاى كاراى كبدى ماگوييره و همكاران نشان دادند كه سلول ها 
به  خوبى  تمايز  روز،   23 طى  در   (Alginate) آلژينيت  ريزمحيط  در 
سمت سلول هاى كبدى نشان مى دهند به طورى كه سلول هاى حاصل 
فعاليت  و  گليكوژن  ذخيره  اوره،  آلبومين،  ترشح  و  سنتز  به  قادر 
با   2007 سال  در  همكاران  و  كاي   .(73) مى باشند   P450 سيتوكروم 
سلول هاى  به  خاصى  ترتيب  با  كه  متعدد  رشد  فاكتورهاى  از  استفاده 
بررسى  را  كبدى  سلول هاى  تمايز  مى شد  اضافه  كشت  حين  در 
كردند. آنها در مطالعه خود از فاكتورهايى مثل اكتيوين A، آلبومين،

شرايط  در  دگزامتازون  و   ITS FGF4 ،BMP2 ،HGF ،OSM
به  را  كبدى  كاراى  سلول هاى  و  كردند  استفاده  سرم  از  عارى  كشت 
دست آوردند. به علاوه آنها نشان دادند كه سلول هاى كبدى حاصل 
مى شوند  آلوده   C هپاتيت  انسانى  ويروس  سودوتايپ  با  راحتى  به 
از  تركيبى  از  استفاده  با  را  سلول ها  اين  تمايز  ديگرى  گزارش   .(74)
به  دادند  نشان  جنينى،  شبه  اجسام  تشكيل  بدون  و  رشد  فاكتورهاى 
بررسى  را  سلول ها  اين  تمايز  مطالعاتى  گروه  دو  در  كه  ترتيب  اين 
كردند. در گروه اول از Conditioned Media به همراه فاكتور رشد 
معمولى  محيط  از  ديگر  گروه  در  كردند،  استفاده  بازى  فيبروبلاستى 
كبدى  سلول هاى  اختصاصى  رشد  محيط  با  سپس   ،DMSO همراه  به 
نهايت  در  و  گرديد  تعويض   EGF و   HGF با  شده  غنى   HCM يعنى 
به   OSM و   HGF فاكتورهاى  با  شده  غنى   HCM محيط  با  سلول ها 
خالص سازى  و  تمايز  ديگرى  مطالعه  در   .(75) رسيدند  نهايى  بلوغ 
اين  در  آنها  پذيرفت.  صورت  همكاران   و  دوآن  توسط  سلول ها  اين 
اجسام  تشكيل  با  و  بنيادى  سلول هاى  خودى  به  خود  تمايز  از  مطالعه 
ژن  حاوى  كه  ويروسى  لنتى  وكتورهاى  از  و  برده  بهره  جنينى  شبه 
GFP تحت پروموتور آلفا-1 آنتى تريپسين بودند جهت خالص سازى 
را  شده  جدا  سلول هاى  اين  اينكه  بر  علاوه  كردند.  استفاده  سلول ها 
در  را  كبد  ويژه  انسانى  پروتيين هاى  و  زده  پيوند   SCID موش هاى  به 
+GFP بررسى كردند. به ويژه در اين مطالعه براى اولين بار 

P سلول هاى
آلبومين انسانى را در سرم حيوان پيوند شده مشاهده كردند (76).

در  را   Wnt مولكول  نقش  ديگرى  مطالعه  در  همكاران  و  هاي 
بررسى  كبدى  سلول هاى  به  انسانى  بنيادى  سلول هاى  تمايز  و  تكوين 
و   A اكتيوين  با  بنيادى  سلول هاى  اوليه  تيمار  كه  دريافتند  و  كردند 
طورى  به  مى كند.  توليد  را  بيشترى  كبدى  سلول هاى  نهايت  در   Wnt
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كه 90 درصد از سلول هاى تمايز يافته سلول هاى كبدى هستند. آنها 
توانستند  و  زدند  پيوند  حيوانى  مدل  به  را  حاصل  كبدى  سلول هاى 
DNA انسانى را با تكنيك FISH در حيوان پيوند شده رديابى كنند. 
با  و  مرحله اى  چند  روش  يك  با  كه  دادند  نشان  همكاران  و  بهاروند 
 Noggin ،bFGF aFGF ،FGF4 استفاد از فاكتورهاى رشدى مثل
جنينى  بنيادى  سلول هاى  از  مى توان  دگزامتازون  و   ،HGF ،OSM
را  هپاتوسيت  سلول هاى  كننده  تغذيه  لايه  بدون  شرايط  در  انسانى 
توليد كرد (77) . در مطالعه ديگرى كه در سال 2008 ارايه گرديد، 
ماتريژل  روى  بر  لايه  تك  كشت  از  بعد  انسانى  بنيادى  سلول هاى 
سديم،  بوتيرات   ،A اكتيوين  قبيل  از  كه  فاكتورهايى  از  استفاده  با 
تشكيل  يعنى  مرحله   3 طى  در  شد  انجام   OSM و   DMSO ،HGF

سلول هاى  بلوغ  نهايت  در  و  كبدى  سلول هاى  پيش سازهاى  اندودرم، 
كبدى به جمعيت هتروژنى از سلول هاى كبدى دست يافتند كه حاوى 
70 درصد سلول هاى كاراى كبدى بوده است. در مطالعه مشابه ديگرى 
كه توسط آگاروال و همكاران ارايه شد، سلول هاى بنيادى جنينى بعد 
از كشت تك لايه بر روى ماتريژل با استفاده از فاكتور اكتيوين A و 
سپس  شد  داده  سوق  قطعى  اندودرم  سمت  به  سرمى  اندك  تغييرات 
داده  انتقال  كلاژن  با  شده  پوشيده  ظروف  به  اندودرم  به  تمايز  از  بعد 
 OSM و HGF ،FGF4 ،DEX شدند و با استفاده از فاكتورهايى مثل
سلول هاى كاراى كبدى را با خلوص بالا (70درصد) به دست آوردند 
(78). جدول 2 در برگيرنده مطالعات تمايزى سلول هاى بنيادى جنينى 

انسانى به سلول هاى كبدى مى باشد.
جدول 2: تمايز سلول هاى بنيادى جنيني انساني به سلول هاى كبدى
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RefAnalytical AssaysDifferentiation protocol
EB Formation & Growth Factors

(68)FACSEB
20Days: a FGF (100ng/ml), bFGF (5ng/ml), HGF (20 ng/
ml), BMP4 (50ng/ml) Or Condition Media of hepatocyte

(76)FACS, ICG, PASEB (9 days)
Plate on collagen

(77)Flowcytometery, ELISA, PAS, Ureagenesis, 
TEM, ICG, LDL uptake

7Days: aFGF (100ng/ml), FGF4 (10ng/ml)
7Days: HGF (20ng/ml), FGF4 (10ng/m)
14Days: OSM (10ng/ml), Dex (10-7M), ITS (5μg/ml)

(79)ICG, PASEB (4days)
aFGF (10 ng/ml), bFGF(10ng/ml), BMP4(10ng/ml), HGF 
(10 ng/ml), OSM (10ng/ml), Dex (10  -7M), ITS

(70)Immunoblot, Urea assay , Albumin dot plot, 
PROD, ICG

EB (1Day)
7Days:on collageneI then FGF4 & HGF

(80)Cell Counting, TEM, ICG, Norternblot EB (4days hanging Drop)
18Days :HSM medium

(81)FACS (ASGPR) TEM, Measurment of 
Coagulation Factor7 Activity, Metabolic 
Activity, Ureagenesis

EB (2Days)
3Days:Aactivin A, bFGF
8Days: HGF, DMSO
3Days: Dex

Direct Differentiation
(74)ELISA, LDL Uptake3Days: Activin(100ng/ml)

5Days: FGF4,  BMP2
5Days: HGF
5Days:OSM,Dex

(75)ELISA, PAS, ICG,  Western DMSO (1%)
Day7:HCM,  HGF (10mg/ml), EGF
Day16: HGF (10ng/ml), OSM(10ng/m)

(82)Flocytometry, Western, Plasma Protein, 
PAS, Metabolit of Subestra

2Days: Activin (100 ng/ml),  NaB(1mM)
7Days: DMSO1%
7Days: HGF (10ng/ml), OSM (20ng/ml)

(83)Flocytometry, Plasma protein:Fibrinogen, 
fibronectin, Α2M, Albumin, 
TBPA,haptoglubin.
Gluconeogenesis, Ureagenesis, ELISA, 
Cyp metabolism

2D:Activin (100 ng/ml)+wnt3a (50ng/ml)
7D:DMSO1%
7D:HGF (10ng/ml)+OSM (20ng/ml)

(78)Immunoblot, FACS, PAS, ICG, ELISA5D:Activin (100ng/ml) (RPMI media)
3D:FGF4,HGF,on col1
3D:FGF4,HGF
4D:FGF4,HGF (MM media)
4D:FGF4,HGF,OSM,Dex (HCM media)
5D:FGF4,HGF,OSM,Dex



ارزيابى عملكرد سلول هاى توليد شده در آزمايشگاه
سلول هاى  آزمايشگاهي  شرايط  در  گرديد  ذكر  كه  طور  همان 
كبدى  سلول هاى  ايجاد  جهت  خوب  منبعى  عنوان  به  جنينى  بنيادى 
مى باشند. اما سوالى مطرح است كه آيا اين سلول هاى كبدى ايجاد 
دارا  را  واقعى  كبدى  سلول  يك  عنوان  به  عملكردى  توان  شده 
مى باشند؟ به طور كلى اين سلول ها را مى توان در 4 سطح شناسايى 
RNA و از لحاظ  و بررسى نمود، از لحاظ ريخت شناسى، در سطح 
و  qPCR مثل  تكنيك هايى  با  كبدى  خاص  مولكول هاى  بيان 

RT-PCR، در سطح پروتيين و با تكنيك هايى مثل ايمونوسيتوشيمى، 
سنجش  با  عملكردى  سطح  در  و  بلات  وسترن  و  فلوسايتومترى 
سيتوكروم  آنزيم هاى  فعاليت هاى  سنجش  يا  و  آلبومين  اوره،  ترشح 

اكسيداز. 
كار  به  آزمايشگاه  در  رايجي  روش هاى  موارد  اين  بررسى  براى 

مى رود كه به اختصار هر كدام را توضيح مى دهيم:

ريخت شناسى
با  وجهى،  چند  كشت  محيط  در  هپاتوسيت ها  مورفولوژى 
در  است.  شناسايى  قابل  واضح،  هستك  با  مركز  در  و  بزرگ  هسته 
به  هسته  نسبت  و  است  غيرقطبى  و  كم  ارگانل  تعداد  جدى  سلول 
هسته اى  دو  بعضا  بالغ،  سلول  كه  حالي  در  است.  زياد  سيتوپلاسم 
گرانول  از  غنى  ميكروويلاى  يافته،  توسعه  و  زياد  ميتوكندرى  با 
دسموزوم  و  محكم  اتصالات  زياد،  پراكسيزوم  و  گليكوژنى 
نواحى  اتفاقى،  كاناليكول  مجارى  مناطق  بعضى  در  حتى  است. 
زياد  خشن  و  صاف  اندوپلاسمى  شبكه  و  گسترده  هتروكروماتين 

(شكل20). دارد 

بررسى بيان ژن
يكى ديگر از راه هاى مورد بررسي شده در آزمايشگاه سلول هاى 
كبدى، بررسى بيان ژن آنها است كه بدين منظوز ژن هاى هپاتوسيت را 

در سه مرحله مورد بررسى قرار مى دهند.

همانند: هستند  اندودرم  سلول هاى  شاخصه  كه  ژن هايى   .1
Foxa2, Sox17, Gata4

AFP,  TTR AAT :2. ژن هايى كه شاخصه هپاتوسيت ابتدايي هستند همانند
3. ژن هايى كه شاخصه هپاتوسيت بالغ هستند همانند:

TDO, ALB, TAT, G6Pase, CYPs, PEPCK, CK8-18

ترشح آلبومين
يكى از فاكتورهاى مهمى كه نشان مى دهد سلول هاى تمايز يافته به 
مى باشد.  آنها  از  آلبومين  ترشح  توان  شده اند،  تبديل  كبدى  سلول هاى 
آلبومين سرم پروتيين غالب در پلاسماى خون است كه توسط سلول هاى 
فشار  كننده  تنظيم  عنوان  به  آلبومين  نقش  مى شود.  وترشح  توليد  كبدى 
اسمزى و حامل مولكول هايى كه در آب غير حلال هستند، به خوبى در سرم 
انسان شناخته شده است. براى سنجش اين فاكتور ترشحى كافى است تا 
محيط رويى سلول هاى تمايز يافته را جمع آورى كرده سپس با تكنينك هاى 

آزمايشگاهى مثل ELISA ميزان اين پروتيين ترشحى را سنجيد (74).
سنتز اوره

حذف  دليل  به  بدن  در  كه  است  آب  در  حلال  مولكولى  اوره 
تركيباتى  از  اوره  حقيقت  در  مى شود.  ساخته  اضافى  نيتروژن هاى 
است  آمونياك  و  آسپارتيك  اسيد  آب،  دى اكسيد كربن،  مثل 
به  آمونياك  كه  آن جايي  از  مى شود.  سنتز  چرخه  طى  در  كه 
است،  شده  شناخته  بدن  در  سمى  متابوليك  تركيب  يك  عنوان 
آمونياك  اين  از  تا  است  شده  طراحى  طورى  زنده  موجود  سيستم 
توليد  اگرچه  گردد.  دفع  بدن  از  سپس  و  شده  سنتز  اوره  اضافى 
حذف  دليل  به  اما  است  خواه  انرژى  فرايند  يك  اوره  سنتز  و 
توسط  كبد  در  اوره  چرخه  دارد.  اهميت  بسيار  بدن  از  آمونياك 
ان-استيل  آنزيم  توسط  و  مى پذيرد  صورت  كبدى  سلول هاى 
توليد  كبدى  سلول هاى  در  اوره  مى شود.سنتز  تنظيم  گلوتامات 
كلريمتريك  تكنيك هاى  توسط  آزمايشگاه  شرايط  در  شده 
قابل  خون)  اوره  (سنجش  طبى  تشخيص  آزمايشگاه هاى  در  رايج 

مى باشد. اندازه گيرى 
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متابوليسم داروها
آن  درطى  كه  است  فرايندى  حقيقت  در  داروها  متابوليسم 
داروهاى وارد شده به بدن از طريق واكنش هاى آنزيمى متابوليزه 
سلول هاى  صاف  آندوپلاسمى  شبكه  ميان  اين  در  مى شوند. 
هم  ارگان ها  ساير  اگرچه  دارند.  عهده  بر  را  مهم  امر  اين  كبدى 
دليل  به  كبد  بافت  اما  مى باشند  دارا  را  توانايى  اين  تاحدودى 
بزرگ بودن و در مسير  بودن جذب داروها (اكثر داروها از طريق 
خونى  مسير  از  عبور  طى  در  كه  مى شوند  جذب  گوارش  دستگاه 
ميزان  دليل  به  همه  از  مهم تر  و  كرد)  خواهند  عبور  پورت  رگ 
سلول ها  ساير  به  نسبت  داروها  كننده  متابوليزه  آنزيم هاى  بالاى 
متابوليسم  فرايند  دارند.  داروها  متابوليسم  در  مهم ترى  نقش 
مهمى  آنزيم هاى  و  مى پذيرد  صورت  فاز  دو  طى  كبد  در  داروها 
آنزيم هاى  دارند.  فعاليت  كبدى  سلول هاى  در  و  مسير  اين  در 
سيستم  مثل  كننده  اكسيد  آنزيم هاى  از:  عبارتند  يك  فاز  در  فعال 
حاوى  مونواكسيژناز  سيستم   ،P450 سيتوكروم  مونواكسيژناز 
مونوآمين  دهيدروژنازها،  آلدهيد  دهيدروژنازها،  الكل  فلاوين، 
 NADPH مثل  كننده  احيا  آنزيم هاى  پراكسيدازها.  و  اكسيدازها 
و  شده  احيا   P450 سيتوكروم  و  ردوكتاز   P450 سيتوكروم 
همگى  كه  هيدرولازها  و  استرازها  آميدازها،  مثل  آنزيم هايى 
دوم  فاز  در  مى كنند.  ايفا  را  اساسى  نقش  داروها  متابوليسم  در 
ديگرى  ويژه  آنزيم هاى  توسط  يك  فاز  در  شده  ايجاد  تركيبات 
گلوتاتيون-اس- مثل  آنزيم هاى  مى توان  كه  مى شوند  اثر  بدون 

برد.  نام  را  سولفوترانسفرازها  و  ترانسفراز  استيل  ان  ترانسفراز، 
شده  ايجاد  كبدى  سلول هاى  در  آنزيم ها  اين  فعاليت  سنجش 
سيتوكرم  آنزيم  فعاليت  سنجش  با  جنينى  بنيادى  سلول هاى  از 
حاصل  سلول هاى  بودن  عملگر  تشخيص  به  شايانى  كمك   P450

.(84) مى كند 

ذخيره گليكوژن
است  گلوكز  زيرواحدهاى  از  متشكل  پلى ساكاريدى  گليكوژن 
اين  مى كند.  عمل  حيوانات  سلول هاى  در  انرژى  ذخيره  عنوان  به  كه 
پلى ساكاريد توسط كبد و عضله ساخته مى شود. در سلول هاى كبدى 
به  كه  طورى  به  است  بالا  بسيار  مولكول  اين  ذخيزه  و  توليد  ميزان 
گليكوژن  تنها  مى رسد.  بالغ  فرد  يك  كبد  بافت  وزن  8درصد  ميزان 
ذخيره اى در سلول هاى كبدى، قابل استفاده براى ساير سلول ها است. 
از  حاصل  گلوكز  انسولين،  هورمون  تاثير  تحت  كبدى  سلول هاى 
سنتتاز  گليكوژن  آنزيم  از  استفاده  با  و  كرده  جذب  را  غذايى  مواد 
توسط  نياز  صورت  در  بعد  كه  مى نمايد  ذخيره  و  تبديل  گليكوژن  به 
تجزيه  گلوكز،  آن،  زيرواحدهاى  به  فسفريلاز  گليكوژن  آنزيم 
مى شود. بنابراين توانايى توليد و ذخيره گليكوژن يكى از ويژگى هاى 
عملكردى سلول هاى كبدى است كه در سلول هاى تمايز يافته حاصل 
از سلول هاى بنيادى جنينى هم بايد قابل رديابى باشد. به همين منظور 
اختصاصى  رنگ آميزى  با  را  حاصل  سلول هاى  گليكوژن  ذخيره 
شيف اسيد  پريوديك  تكنيك  با  و  بازى  فوشين  رنگ  با  گليكوژن 

خلاصه  طور  به  مى سنجند.   (Periodic Acid Shiff Staining)
سلول هاى تثبيت شده با پريوديك اسيد براى مدت 5 دقيقه و در دماى 
آزمايشگاه مجاور شده به اين ترتيب گلايكول ها به آلدهيد اكسيد شده 
شوند مى  رنگ آميزى  شيف  واكنشگر  از  استفاده  با  بعد  مرحله  در  و 

(شكل 21) (77).

شكل 21: رنگ آميزى سلول هاى بنيادى جنينى (سمت راست) و سلول هاى 
 PAS هپاتوسيت توليد شده در آزمايشكاه با تنيك

شكل 22: جذب ICG در سلول هاى تمايز يافته كبدى

 Indocyanin Green جذب
يكى از وظايف و اعمال حياتى سلول هاى كبدى جذب و دفع مواد 
مختلف از جريان خون مى باشد. ايندوسيانين گرين يك آنيون غيرسمى 
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حذف  كامل  طور  به  بالغ  كبدى  سلول هاى  توسط  كه  است  ارگانيك 
كبدى  سلول هاى  عملكردى  سنجش  عنوان  به  حاضر  حال  در  و  شده 
و  جذب  به  قادر  كبدى  سلول هاى  كه  ترتيب  اين  به  مى رود،  كار  به 
رهاسازى اين ماده مى باشند. به طور خلاصه سلول هاى حاصل از تمايز 
صورت  اين  در  كه  مى كنند  مجاور  ماده  اين  با  ساعت   6 مدت  به  را 
سلول هاى كبدى قادر به جذب اين ماده بوده و به رنگ سبز در مى آيند 
سپس اين ماده را از محيط سلول ها با تعويض محيط حذف كرد كه در 
اين صورت سلول ها اين ماده را به محيط برمى گردانند و ديگر به رنگ 

سبز نخواهند بود (شكل 22) (77).

 ،(PLC كبدى (سل لاين  سلول هاى  توسط   Dil-AC-LDL جذب  شكل 23: 
هسته ها با DAPI رنگ آميزى شده و آبى ديده مى شوند

نتيجه گيرى
مى شود  مشاهده  شده  منتشر  گزارش هاي  و  مقاله ها  به  توجه  با 
سلول هاى  به  جنينى  بنيادى  سلول هاى  آزمايشگاهى  درون  تمايز  كه 
كاراى كبدى مسير خود را پيدا كرده است. گرچه هنوز در اين مسير، 
ناشناحته هاى بسيارى نهفته است كه نياز به مطالعه و تحقيق بيشتر دارد. 
اما با توجه به نياز جوامع بشرى به سلول هاى كبدى به عنوان يك منبع 
بينادى  سلول هاى  محققين  گروه  كبدى،  بيمارى هاى  درمان  در  جديد 
درون  توليد  و  ايجاد  جهت  شرايط  بهترين  آوردن  فراهم  سمت  به  را 
بدون  امر  اين  كه  است  داده  سوق  كبدى  سلول هاى  آزمايشگاهى 
الگوبردارى از طبيعت و آنچه كه در طى تكوين اتفاق مى افتد، ناممكن 

و ناكارامد خواهد بود.
در اين بين مى بايست به نكات ذيل در آناليز و سنجش سلول هاى 

تمايز يافته توجه داشت:
1. تمايز درون آزمايشگاهى سلول هاى بنيادى به سلول هاى كبدى 
يك  هنوز  طبيعت،  با  مشابه  تمايزى  فاكتورهاى  از  استفاده  خلاف  بر 

تمايز جهت دار واقعى نيست. لذا جمعيت حاصل از تمايز همچنان يك 
را  اختصاصى تر  نشانگرهاى  يافتن  امر  اين  كه  است  هتروژن  جمعيت 
جهت سلول هاى كبدى و به كار بردن آنها در دسته بندى سلول ها براى 

رسيدن به يك جمعيت يكنواخت تر  مى طلبد.
فعاليت هاى  بتوانند  كه  كارا  كبدى  سلول هاى  آوردن  دست  به   .2
و  گليكوژن  ذخيره  اوره،  ترشح  آلبومين،  ترشح  و  سنتز  قبيل  از  كبدى 
و  بوده  نظر  مد  مى بايست  هميشه  دهند  انجام  را  اكسيدازى  فعاليت هاى 
قبلا  كه  طور  همان  آزمايشگاهى  شرايط  در  را  سلول ها  اين  بودن  كارا 

توضيح داده شد، سنجيد.
آزمايشگاهى  تمايز  يك  وقتى  كه  داشت  نظر  در  بايد  همواره   .3
موفق است كه سلول هاى حاصل از روند تمايز كارايى و عملكرد خود 
يك  ايجاد  و  داشتن  بنابراين  دهند.  نشان  نيز  زنده  موجود  بدن  در  را 
و  مدل  اين  به  يافته  تمايز  سلول هاى  پيوند  بعد  و  مناسب  حيوانى  مدل 
مهم  و  اصلى  مراحل  از  يكى  شده  پيوند  يافته  تمايز  سلول هاى  رديابى 

كار است. 
4. بايد در نظر داشت كه بر خلاف مطالعات و گزارش هاي فراوان 
در تمايز سلول هاى بنيادى جنينى به سلول هاى كبدى، هنوز يك روش 
كار يكسان و استاندارد جهت توليد اين سلول ها در آزمايشگاه وجود 
ندارد. بنابراين  شناخت بهتر فاكتورها، مسيرهاى پيام رسانى و بسترهاى 

مناسب اجتناب ناپذير است.
بر خلاف پتانسيل بالاى سلول هاى بنيادى جنينى استفاده از آنها به 
دليل مشكلاتى از قبيل در دسترس نبودن رده هاى سلولى انسانى به ميزان 
اخلاقى  مشكلات  و  سلول ها  اين  پيوند  رد  به  مربوط  مشكلات  كافى، 
اينكه  بر  علاوه  دارد.  وجود  سلول ها  اين  از  استفاده  راه  سر  بر  هنوز 
همواره مشكلاتى از قبيل تومورزايى اين سلول ها بعد از پيوند نيز مورد 
بحث بوده است. اما در هر صورت اين مطالعات مى تواند ناشناخته هاى 
تكوين سلول هاى كبدى را بر دانشمندان معلوم گرداند و گامى بزرگ 
در طب ترميمى با استفاده از سلول هاى كاراى كبدى در بيماران كبدى 
اين  آينده  در  است  اميد  باشد.  بيماران  جهت  دارويى  غربالگرى  يا  و 
مشكلات با استفاده از تكنيك هاى جديدى كه در تشكيل سلول هاى با 
پتانسيل بالا از سلول هاى سوماتيك (iPS) - كه در حقيقت سلول هاى 
با پتانسيل شبيه سلول هاى بنيادى جنينى هستند -  ارايه شده است، مرتفع 
گردد. به علاوه در آينده اميد زيادى به استفاده از اين سلول ها در طب 
ترميمى است (87 - 77). در حقيقت سلول هاى iPS سلول هاى پرتوان 
القايى هستند كه در آزمايشگاه و از طريق برنامه ريزى مجدد سلول هاى 
 c-Myc ،Sox2 ،Klf4 سوماتيك (فيبروبلاست پوست) با استفاه از 4 ژن
و Oct4 به مرحله جنينى بازگردانده مى شوند، به اين ترتيب سلول هاى 
بنيادى جنينى ويژه هر فرد را مى توان تهيه نمود. در كل مطالعات بيشترى 
درستى  و  صحت  جنينى،  بنيادى  سلول هاى  ژنتيكى  پايدارى  زمينه  در 
تمايز اين سلول ها و برنامه ريزى مجدد اين سلول ها لازم است تا بتوان 

ايمنى استفاده از آنها را در موارد درمانى اثبات كرد.
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