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Abstract 
Objective: It has been demonstrated that mesenchymal stem cells (MSCs), which are iso-
lated from various tissues, have different potential in differentiation and proliferation. For 
this reason it is necessary to isolate these cells from various sources in order to use them in 
clinical settings. The present study has been done to investigate the possibility of isolation, 
culture and characterization of human synovium-derived mesenchymal stem cells.
Materials and Methods: Samples (200-300 mg) were provided from synovium tissue of 
patients who had knee surgery. Obtained samples were homogenized, enzymatically minced 
with collagenase D and passed through 70 μm nylon filters; separated cells were then cul-
tured. Isolated cells were identified by morphological observations, differentiation tests, flow 
cytometry, immunocytochemistery studies and RT-PCR.
Results: The isolated cells in this study showed fibroblast-like morphology and have a high 
proliferation capacity. In flow cytometry and immunocytochemical studies, they were positive 
for CD73 and CD105 antigens. RT-PCR analysis and specific staining for differentiated cells 
towards osteogenic and adipogenic lineages, showed that isolated cells were potent in dif-
ferentiation into the mentioned lineages. 
Conclusion: These results suggest that synovium tissue, which is discarded in most knee 
operations, can be used for cell therapy and tissue engineering protocols as an enrichment 
source of potent mesenchymal stem cells.
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چكيده 
* هدف: بررسي امكان جداسازي، كشت و تعيين هويت سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از بافت سينوويوم زانوي انسان

* مواد و روش ها: در اين پژوهش ابتدا نمونه هايي در حدود 200 تا 300 ميلي گرم از بافت سينوويوم بيماراني گرفته شد 
كلاژناز  با   آنزيمي   هضم  كردن،  هموژنيزه  مراحل  طي  از  پس  بودند.  گرفته  قرار  زانو  جراحي  عمل  تحت  دليلي  هر  به  كه 
جهت  فلاسك  انتهاي  به  چسبيده  سلول هاي  شد.  داده  كشت  حاصل  سلول هاي  ميكرومتري،  نايلوني 70  فيلتر  از  عبور  و   D
جداسازي سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از بافت سينوويوم زانو نگه داشته و پاساژ داده شد. هويت سلول هاي جداشده به 
كمك مشاهدات مورفولوژيك، تست هاي تمايزي، فلوسايتومتري، بررسي هاي ايمونوسيتوشيمي و RT-PCR  مورد تاييد 

قرار گرفت.
بالايي  تكثير  قابليت  از  و  بوده  فيبروبلاست  به  شبيه  مورفولوژي  نظر  از  تحقيق،  اين  در  شده  جدا  سلول هاي  يافته ها:   *
مورد   CD105 و   CD73 اختصاصي  آنتي ژن هاي  وجود  ايمونوسيتوشيمي،  و  فلوسايتومتري  بررسي هاي  در  برخوردارند. 
تاييد گرديد. آناليز ژن توسط RT-PCR و همچنين رنگ آميزي هاي اختصاصي سلول هاي القا شده به سمت استئوسيت و 

آديپوسيت حاكي ازتوانايي سلول هاي جداشده در تمايز به سمت رده هاي ياد شده بود.
دور  و  كنده  آن  از  قسمتي  زانو،  جراحي  عمل  بيشتر  در  كه  سينوويوم  بافت  مي رسد  نظر  به  مجموع  در  نتيجه گيري:   *
ريخته مي شود، مي تواند به عنوان منبعي غني از سلول هاي بنيادي مزانشيمي جهت استفاده در پروتكل هاي سلول درماني و نيز 

مهندسي بافت مورد نظر قرار گيرد.  

* كليدواژگان: بنيادي مزانشيمي، بافت، سينوويوم، زانو
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88، صفحات: 160-167
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مقدمه
 (Mesenchymal Stem Cells; MSCs) سلول هاي بنيادي مزانشيمي
به  تمايز  توانايي  واجد  كه  بوده  برخوردار  بالا  تكثير  قدرت  از 
مي باشد. غيرمزانشيمي  حتي  مزانشيمي  نسوج  از  مشتق  رده هاي 
از را  آنها  ابتدا  كه  گرفت  نام  آنجا  از  بنيادي  سلول هاي  نام 
MSC كردند.  جدا  مزانشيمي  بافت هاي  به  منتسب  نسوج 
آنها به  قبل  از  كه  فيبروبلاست هاست،  به  شبيه  شكل،  نظر  از  ها 

Fibroblast Colony Forming Unit (CFU-Ft) گفته مي شد (1-3). 
داد.  پاساژ  بار   35 تا  كشت  محيط  در  مي توان  را   MSC كلوني هاي 
MSCها به صورت in vivo و in vitro به انواع سلول هاي بافت همبند 
آديپوسيت،  كندروسيت،  استئوسيت،  سلول هاي  همچون  غيرهمبند  و 
كارديوميوسيت، نورون و ... تبديل مي شوند (4). در كشت هاي غير القا 
شده، MSCها به صورت فيبروبلاست هاي دوكي شكل ديده مي شوند 
و برخي از آنتي ژن هاي اختصاصي CD105 و CD73 را در سطح خود 
بيان مي كنند كه گاهي به عنوان ماركرهاي اختصاصي اين سلول ها در 
نظر گرفته مي شود (5). گزارش هاي فزاينده اي مبني بر جداسازي اين 
 ،(6) استخوان  مغز  مانند  بزرگسالان  گوناگون  بافت هاي  از  سلول ها 
اندوتليال  لايه   ،(9) پريوستئوم   ،(8) اسكلتي  عضله   ،(7) چربي  بافت 
تمامي چند  هر  دارد.  وجود  غيره   و   (10-12) ناف  بند  سياهرگ 

خصوصيات  واجد  مختلف،  بافت هاي  از  شده  جدا  MSCهاي 

كه است  اين  تامل  قابل  نكته  اما  هستند  بالا  در  شده  ذكر  اقل  حد 
تمايز  و  تكثير  قدرت  در  مختلف  بافت هاي  از  شده  جدا  MSCهاي 
از  ناشي  مي تواند  تفاوت  اين  كه  متفاوتند  هم  با  ژني  پروفايل  حتي  يا 
به  توجه  با   .(13) باشد  آن  بر  سلول ها  اين  اطراف  محيط  ريز  اثرات 
به  مختلف  بافت هاي  از  شده  جدا  MSCهاي  از  استفاده  واقعيات،  اين 
بر  علاوه  مي باشد.  متنوع  غيركلينيكي  و  كلينيكي  كاربردهاي  منظور 
موارد بيان شده، امري كه جذابيت مطالعه و لزوم جداسازي و كار بر 
روي اين سلول ها را دو چندان مي كند، مطالعه اي است كه اخيرا توسط 
عده ايي از محققين بر روي سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از چندين 
بافت مختلف در رت انجام شده است (14). نتيجه اين مطالعه مشخص 
بافت  از  مشتق  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  تكثير  قدرت  كه  مي كند 
سينوويوم، نسبت به سلول هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان، 
پريوستئوم، بافت چربي و عضله صد برابر بيشتر است. ضمن اينكه در 
اين مطالعه ثابت شده است كه از نظر قدرت تمايز به غضروف و بافت 
چربي، اين رده از سلول ها از همه انواع مشابه خود قوي تر هستند (14). 
با اين اوصاف به نظر مي رسد به زودي اين سلول ها (سلول هاي بنيادي 
سلول هاي  ديگر  انواع  ميان  در  سينوويوم)  بافت  از  مشتق  مزانشيمي 

بنيادي مزانشيمي از جايگاه ويژه اي برخوردار خواهند شد.
با توجه به مطالب فوق در مطالعه حاضر، سلول هاي بنيادي مزانشيمي 
مشتق از بافت سينوويوم زانوي انسان رادر راستاي استفاده هاي احتمال 



بعدي در كلينيك و مهندسي، مورد بافت، جداسازي، كشت و تعيين 
هويت قرار داديم.

مواد و روش ها
تهيه نمونه بافت سينوويوم از بيمار

اخلاق  كميته  مصوب  كه  است  تجربي  مطالعه  يك  حاضر  مطالعه 
طرح  اين  در  شده  گرفته  نمونه هاي  مي باشد.  ايران  پاستور  انستيتو 
(n=5) همگي از بيماران مرد بين سن 20 تا 40 سال تهيه شد كه هيچ 
نمونه ها،  تهيه  از  قبل  نداشتند.  متابوليكي  يا  و  سيستميك  بيماري  گونه 
بود  قرار  دليلي  هر  به  كه  بيماراني  از  نامه اي  رضايت  نيز  و  پرسشنامه 
ACL بازسازي  يا  ليگامان  جراحي  ويژه  به  زانو  جراحي  عمل  تحت 

سپس  مي شد.  اخذ  گيرند،  قرار   (Anterior Cruciate Ligament)
بافت از  ميلي گرم   300 تا   200 حدود  در  نمونه اي  عمل  اتاق  در 

سينوويوم توسط جراح جدا مي شد. لازم به ذكر است كه در اكثر اين 
جراحي ها به طور روتين قسمتي از بافت سينوويوم اين بيماران جدا و دور 
ريخته مي شود و نمونه هاي مورد استفاده در اين مطالعه از نمونه هايي كه 
دور ريخته مي شوند، تامين شد. سپس اين نمونه ها تحت شرايط استريل 

و در داخل محيط كشت به آزمايشگاه منتقل شدند.

جداسازي و كشت  سلولي
نمونه هاي منتقل شده به آزمايشگاه ريز، خرد و هموژن شد و با 3 
ميلي گرم در ميلي ليتر كلاژناز D محلول در محيط α-MEM و در دماي 
37 درجه به مدت 3 ساعت جهت هضم، مورد تيمار قرار گرفت. سپس 
بافت هضم شده از فيلتر نايلوني 70 ميكرومتري فيلتر شده و باقي مانده هاي 
بافت دور ريخته شدند. پس از اين مرحله، سلول هاي حاصل با PBS شسته 
شده و سوسپانسيون حاصل سانتريفيوژ  شده (به مدت 4 دقيقه در دور 
1300) و سلول هاي رسوب كرده  با PBS دوباره شست وشو داده شد. 
 10×1 سلول 

در اين مرحله سلول هاي هسته دار حاصل شمرده و به تعداد 6
به درون فلاسك هاي كشت سلولي 25 سانتي متر مربع ريخته و در محيط 
پني سيلين ميلي ليتر  در  واحد  و 100   FBS حاوي 10درصد    DMEM
استرپتومايسين ميلى ليتر   در  ميكروگرم   100 و   (Sigma, USA)

درجه   37 (دماي  سلولي  كشت  عادي  شرايط  در   (Sigma, USA)
بعد،  ساعت   24 شد.  داده  درصد)كشت   5    CO2 فشار  و  سانتي گراد 
بنيادي  سلول هاي  جداسازي  جهت  فلاسك،  ته  به  چسبيده  سلول هاي 
مزانشيمي مشتق از بافت سينوويوم زانو نگه داشته شد و سلول هاي معلق و 
شناور دور ريخته شدند. به طور مرتب هر سه روز محيط سلول ها تعويض 
شد.  پس از هفت روز كلوني هاي سلولي در فلاسك كشت سلولي ديده 
اين  از  پس  شدند.  داده  پاساژ  و  جدا   كردن،  تريپسينه  از  پس  كه  شده 
مرحله سلول هاي جدا شده رامي توان به كمك روش هاي روتين، فريز و 
جهت تست يا تحقيقات آينده نگهداري كرد. لازم به ذكر است در كليه 
تست هايي كه از اين به بعد بر روي اين سلول ها صورت گرفت، از پاساژ 

چهارم آنها استفاده شد.

تعيين هويت سلول هاي خالص شده
پس از كشت و پاساژ سلول هاي جدا شده، جهت تعيين هويت از 
فلوسايتومتري و رنگ آميزي هاي ايمونوهيستوشيمي توسط آنتي بادي هاي 
آنتي ژن هاي  وجود  و  شد  استفاده   CD105 و   CD73 اختصاصي 
اختصاصي سلول هاي بنيادي مزانشيمي در آنها تاييد گرديد. در ضمن از 
قابليت تمايزي سلول هاي جدا شده به سمت آديپوسيت ها و استئوسيت ها  

استفاده  سلول ها  اين  هويت  تعيين  تست هاي  از  ديگر  يكي  عنوان  به  نيز 
 RT-PCR گرديد. سلول هاي القا شده به سمت رده هاي مذكور، توسط
ژن هاي اختصاصي و نيز رنگ آميزي هاي اختصاصي هر رده مورد آناليز 

قرار گرفت.

فلوسايتومتري
Anti-Human- جهت انجام فلوسايتومتري، آنتي بادي هاي كانژوگه
 Anti-Human-CD105-FITC  ،(1  :  600) رقت  در   CD73-FITC
 :800) رقت  در   Anti-Human CD45- FITC  ،(1  :  400) رقت  در 
كه   (1  :200) رقت  در   Anti-Human CD34- FITC آنتي بادي  و   (1
گرفت.  قرار  استفاده  مورد  بودند،  شده  تهيه   Dako شركت  از  همگي 
غيرمربوط آنتي بادي  يك  از  ايزوتايپ،  منفي  كنترل  عنوان  به  ضمن  در 

بدين  شد.  استفاده   (Anti-Aspergillus Niger Glucose Oxidase)
انجام  مراحل  شد.  استفاده  چهارم  پاساژ  در  جداشده  سلول هاي  از  منظور 
 PBS فلوسايتومتري بدين صورت است كه ابتدا سلول ها تريپسينه شده با
شسته مي شود آن گاه سلول ها در غلظت cells / 50μl PBS 106 و در 
تاريكي به مدت 45 دقيقه و در دماي يخچال با آنتي بادي هاي گفته شده 
در قسمت 1-4-2 انكوبه مي شوند. پس از اتمام زمان انكوباسيون، سلول ها 
با PBS حاوي BSA 2درصد شسته و در محلول پارافرمالدئيد 1درصد در 
PBS، فيكس مي شوند؛ سپس آناليز فلوسايتومتري با استفاده از دستگاه 
(FACsort, BD) انجام مي شود. تعداد 104 سلول براي Gating و در هر 
تست مورد شمارش قرار گرفت. لازم به ذكر است كه قبل  از فلوسايتومتري 
شمارش  و  تريپان بلو  با  رنگ آميزي  كمك  به  سلول ها   Viability درصد
سلول ها با لام نئوبار مشخص شد كه ميزان آن بالاي 95 درصد بود. در 
اين رنگ آميزي سلول هاي رنگ گرفته مرده محسوب مي شوند و درصد 
سلول هاي زنده از تقسيم تعداد سلول هاي رنگ نگرفته به تعداد كل سلول ها 

ضرب در 100 به دست مي آيد (رنگ آميزي نشان داده نشده است).

تست هاي ايمونو سيتوشيمي
شست وشو   PBS با  چهارم  پاساژ  از  حاصل  سلول هاي  ابتدا 
پارافرمالدئيد  محلول  با  اتاق  دماي  در  دقيقه   15 مدت  به  سپس  داده، 
 Blocking جهت  مرحله  اين  از  پس  شدند.  تثبيت   ،PBS در  1درصد 
فضاهاي خالي از سلول، فلاسك كشت سلول ها چندين بار با PBS و

PBS-BSA 1درصد شست وشو داده شد. سپس سلول ها به مدت يك 
و     Mouse Anti-Human CD105 اوليه    آنتي بادي هاي  با  ساعت  
Mouse Anti-Human CD73 در دماي4 درجه انكوبه شدند. پس از 
 Goat Anti-Mouse IgG سلول ها باآنتي بادي ثانويه ،PBS شست وشو با
كونژوگه با HRP انكوبه شدند و در نهايت سوبستراي DAB به سلول ها 
افزوده شد. سلول ها به مدت 0/5 ساعت در تاريكي با اين محلول مجاور 
گرديد  مشاهده  ميكروسكوپ  زير  در  سلول ها  رنگ  تغييرات  و  گشتند 

(همه آنتي بادي ها از شركت DAKO تهيه شدند). 

تمايز به سمت آديپوسيت ها و رنگ آميزي اختصاصي آنها
حاوي   DMEM شامل  آديپوسيت ها،  سمت  به  تمايز  محيط 
نانومولار    10 اسيد،  آسكوربيك  ميلى ليتر  در  ميكروگرم   50
مدت  به  سلول ها  كه  بود  ايندومتاسين  ميكرومولار   60 و  دگزامتازون 
تمايز،  ارزيابي  جهت  گرفتند.  قرار  محيط  اين  القاي  تحت  روز   21
چربي  واكوئل هاي  تشخيص  منظور  به   Oil Red O رنگ آميزي 
سلول ها  كردن  فيكس  از  پس  نيز  رنگ آميزي  اين  براي  شد.  انجام 

جداسازي MScهاي بافت سينوويوم 
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رنگ  مجاورت  در  دقيقه   50 مدت  به  سلول ها  قبل،  مورد  مطابق 
ايزوپروپانول ميلي ليتر   100 در   Oil-Red-O رنگ  پودر  (0/36گرم 

از  پس  گاه  آن  و  گرفته  قرار  مي گردد)  فيلتر  و  شده   حل  درصد   60
شست وشو، در زير ميكروسكوپ مشاهده شدند.

تمايز به سمت استئوسيت ها و رنگ آميزي اختصاصي آنها
 50 حاوي   DMEM شامل  استئوسيت ها  سمت  به  تمايز  محيط 
 10 و  دگزامتازون  نانومولار   100 اسيد،  آسكوربيك  ميكرومولار 
ميلي مولار بتاگليسرول فسفات بود كه سلول ها به مدت 21 روز تحت 
ارزيابي تمايز، رنگ آميزي  تاثير اين محيط قرار گرفتند. سپس براي 
گرفت.  صورت  كلسيمي  ذخاير  تشخيص  منظور  به  رد  آليزارين  با 
رويي،  محيط  تخليه  از  پس  ابتدا  رنگ آميزي،  براي  خلاصه  طور  به 
يك  مدت  به  درصد   4 پارافرمالدئيد  با  و  شسته   PBS با  سلول ها 
ساعت فيكس شدند. سپس رنگ آليزارين رد (2 گرم پودر آليزارين 
و  گرديد  فيلتر  و  حل  آب  ميلي ليتر   100 در    (Sigma, USA) رد 
محدوده 4/3-4/1 تنظيم شد) به مدت 30 دقيقه بر روي  pH آن در 
سلول ها قرار گرفت و پس از اين مدت سلول ها با PBS شسته و در 
زير ميكروسكوپ مشاهده شدند. كليه مواد مورد استفاده در تمايز و 

ارزيابي آنها از شركت (Sigma , USA) تهيه شد.

RT-PCR ارزيابي تمايز سلول ها به كمك
سمت  به  سلول ها  كه  رده اي  مختص  ژن هاي  بيان  بررسي  جهت 
براي  منظور  بدين  شد.  استفاده   RT-PCR از  شدند  متمايز  آنها 
ژن هاي ويژه سلول هاي آديپوسيتي Adipsin و LPL و براي ژن هاي 
انتخاب   Osteoprotegerin و  فسفاتاز)  (آلكالين   ALP استئوسيتي 
استفاده  داخلي  كنترل  عنوان  به   β-actin ژن  بيان  از  ضمن  در  شد. 
به    1 جدول  مطابق  ژنها  اين  از  هركدام  به  مربوط  پرايمرهاي  شد. 
كمك برنامه Gene Runner طراحي شد. پس از طراحي پرايمرها،

استفاده  با   RNA استخراج  شد.  انجام  زير  مراحل  مطابق   RT- PCR
مقدار   RNA ميزان  تعيين  از  پس  گرفت.  صورت  سيناژن  كيت  از 
مذكور  كيت  از  استفاده  با   cDNA سنتز  براي   RNA ميكروگرم   2
صورت گرفت. در نهايت واكنش PCR با استفاده از پرايمرهاي ذكر 

شده در جدول 1، به كمك آنزيم Smar Tag سيناژن انجام شد.

يافته ها
نتايج جداسازي و مشاهدات مورفولوژي

طور  به  شده  گرفته  نمونه هاي  كليه  از  توانستيم  تحقيق  اين  در 

جدا  بنيادي  مزانشيمي  سلول هاي  خصوصيات  با  سلول هايي  جداگانه 
كشت  از  پس  روز  سلولي، 3  كشت  روزانه  مشاهدات  اساس  بر  كنيم. 
اوليه تعداد محدود سلول هاي كشيده با مورفولوژي فيبروبلاست مانند، 
در ميان انواع ديگر سلول هاي جدا شده مشاهده شد (شكل A 1). در 
روز هفتم كشت اوليه تعداد سلول هاي دوكي فيبروبلاستي شكل، بيشتر 

 .(1 B شكل) شده و تشكيل كلوني هايي منفرد دادند

شكل1: مشاهدات مورفولوژيكي سلول هاي جدا  شده ازبافت سينوويوم 
زانوي انسان. A. تصوير سلول هاي جداشده از بافت سينوويوم زانوي 
چنانچه   .(Primary Culture) اوليه  كشت  از  پس  روز  سه  در  انسان 
مشاهده مي شود  تعداد كمي سلول هاي فيبروبلاستي شكل قابل مشاهده 
است (بزرگ نمايي 250×). B. تصوير سلول هاي جداشده فوق در هفتمين 
سلول هاي  تعداد  مي شود  مشاهده  چنانچه  اوليه.  كشت  از  پس  روز 
تشكيل  آنها  از  بعضي  و  شده  بيشتر  مشاهده  قابل  شكل  فيبروبلاستي 

كلوني داده اند (بزرگ نمايي  100 ×)

جدول 1: ليست پرايمرهاي مورد استفاده و طول محصولPCR حاصل
Gene Primer lenght
β-Actin Sense: 5´-TCA TGT TTG AGA CCT TCA A-3´

Antisense: 5´-GTC TTT GCG GAT GTC CAC G-3´
512 bp

Adipsin Sense: 5´-GGT CAC CCA AGC AAC AAA GT-3´
Antisense: 5´-CCT CCT GCG TTC AAG TCA TC-3´

271bp

LPL Sense: 5´-GTC CGT GGC TAC CTG TCA TT-3´
Antisense: 5´-AGC CCT TTC TCA AAG GCT TC-3´

717 bp

ALP Sense: 5´-CTC CTC AGC CTC TGC AAC TG-3´
Antisense: 5´-AGG GTC AGG AGA TGA GAC TGG-3´

300 bp

Osteoprotegerin Sense: 5´-TGC TGT TCC TAC AAA GTT TAC G-3´
Antisense: 5´-CTT TGA GTG CTT TAG TGC GTG-3´

435 bp
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دو روزپس از پاساژ اول ضمن افزايش خلوص، تعداد سلول هاي دوكي 
شكل قابل مشاهده، به شدت افزايش داشته و با سرعت به رشد مطلوبي 
پاساژ  از  پس  روز  پنج   تا  چهار  گذشت  از  پس   .(2 A رسيدند (شكل 
اول، تك لايه اي از سلول هاي دوكي شكل چسبنده در كف پليت قابل 
مشاهده بود (شكل B 2). پاساژ اين سلول ها به منظور ارزيابي پايداري 
ريخت شناسي  سلول ها،  اين  شد.  انجام  بار   13 تا  كشت  محيط  در 

فيبروبلاستي خود را در طول كليه پاساژها حفظ كردند.  

شكل 2: نمايي از سلول هاي جدا شده و كشت داده شده درپاساژ اول.
A. تصوير سلول هاي جداشده درروز دوم پس از پاساژ اول. همان طور 
كه پيداست اين سلول ها شكل تيپيك و فيبروبلاستي با پاهاي كاذب و 

دوكي شكل خود را به دست آورده اند (بزرگ نمايي 100×).
B. تك لايه سلولي حاصل از به هم پيوستن كلون ها در چهارمين روزبعد از پاساژ 

اول (بزرگ نمايي  100 ×) .

نتايج تست هاي تمايزي 
تمايز به آديپوسيت

سلول هاي كنترل منفي كه به مدت 21 روز در محيط فاقد القا قرار 
داشتند با اين رنگ آميزي، رنگ نگرفتند (شكل A 3) و در طي 21 روز 
كشت سلول ها در محيط القا به سمت آديپوسيت ها، واكوئل هاي چربي 
رنگ   ،Oil-Red-O رنگ آميزي  وسيله  به  كه  شد  ظاهر  سلول ها  در 

 .(3 B شكل) شدند

شكل3: تمايز سلول هاي MSC به رده آديپوسيتي.
قرار  القا  فاقد  محيط  در  روز  مدت 21  به  كه  منفي  كنترل  سلول هاي   .A
داشتند. B. سلول هاي MSC كه به مدت 21 روز در معرض محيط تمايز 
شده اند  رنگ آميزي  رد  اويل  با  و  گرفته اند  قرار  آديپوسيتي  رده  به 

(بزرگ نمايي  100 ×)
.

شكل4: تمايز سلول هاي MSC جدا شده از بافت سينوويوم زانوي انسان به رده استئوسيتي.
A. سلول هاي كنترل منفي كه به مدت 21 روز در محيط معمولي فاقد القا قرار داشتند. 

B. سلول هاي MSC كه به مدت 21 روز در معرض محيط تمايز به رده استئوسيتي قرار گرفته اند و با آليزارين رد رنگ آميزي 
شده اند (بزرگ نمايي  100 × ).
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تمايز به استئوسيت
معرض  در  سلول ها  كه   - را  منفي اي  كنترل  كشت   ،4 A شكل 
محيط معمولي فاقد مواد القاكننده تمايز به استخوان قرار داشتند - پس 
روز   21 نيز   ،4 B شكل  مي دهد.  نشان  رد  آليزارين  با  رنگ آميزي  از 
پس از القاي استئوسيتي، سلول ها را از نظر ترشح ماتريكس معدني با 

رنگ آميزي آليزارين رد نشان مي دهد.

نتايج تست هاي فلوسايتومتري
جداگانه   طور  به  را  آنتي بادي  هر  فلوساتيومتري  نمودار  شكل 5، 
هماتوپويتيك  ماركرهاي  بيان  ميزان  اساس  اين  بر  مي دهد.  نشان 
بيان  ميزان  و  درصد   0/4 و   0/3 برابر   ترتيب  به   CD45 و   CD34
ماركرهاي CD73 و CD105 به ترتيب برابر 98/36 درصد و 94/98 

درصد است.

شكل5: هيستوگرام هاي فلوساتيومتري نشان دهنده ايمونوفنوتايپ سلول هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از بافت سينوويوم انسان. چنانچه مشخص است 
اين سلول ها، آنتي ژن هاي CD73 و CD105 را بيان كرده درحالي كه CD34  و CD45  را بيان نمي كنند. 

شكل 6: رنگ آميزي ايمونوسيتوشيميايي سلول هاي MSC سينوويوم
A. رنگ آميزي سلول هاي MSC جدا شده از بافت سينوويوم زانوي انسان بر ضد آنتي ژن CD73. چنانچه قابل مشاهده است رنگ شدن سلول ها نشان 

دهنده وجود سيگنال مثبت DAB و در نتيجه بيان اين ماركر در اين سلول ها است (بزرگ نمايي 400×).
B. رنگ آميزي سلول هاي جدا شده بر ضد آنتي ژن CD105. چنانچه قابل مشاهده است رنگ شدن سلول ها در اين مورد نيز حاكي از بيان مثبت اين ماركر 

مي باشد (بزرگ نمايي 100×).
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شكل 7:  نتايج RT-PCR ژن هاي مختص سلول هاي آديپوسيتي (A) و استئوسيتي (B). در همه ستون ها از بيان ژن β-actin (512 جفت 
باز) به عنوان كنترل داخلي استفاده شده است. 

A. نتايج RT-PCR ژن هاي مختص سلول هاي آديپوسيتي درسلول ها پس از 21 روز القا به اين سمت. 
ستون 1: ماركروزن مولكولي. 

ستون 2: بيان ژن (217 جفت باز) adipsin درسلول هاي القا شده به سمت آديپوسيت. 
ستون 3: عدم بيان ژن adipsin در سلول هاي كنترل القا نشده. 

ستون 4: بيان ژن (717 جفت باز) LPL در سلول هاي القا شده به سمت آديپوسيت. 
ستون 5: عدم بيان ژن LPL درسلول هاي كنترل القا نشده.

B. نتايج RT- PCR ژن هاي مختص سلول هاي استئوسيتي درسلول هاي القا شده به اين سمت پس از 21 روز. 
ستون 1: ماركروزن مولكولي 

ستون 2:  بيان ژن (300 جفت باز) ALP در سلول هاي القا شده به سمت استئوسيت.
ستون 3: عدم بيان ژن ALP درسلول هاي كنترل القا نشده.

ستون 4: بيان ژن (435 جفت باز ) Osteoprotegerin در سلول هاي القا شده به سمت استئوسيت.
ستون 5: عدم بيان ژن Osteoprotegerin درسلول هاي كنترل القا نشده.

نتايج تست هاي ايمونوسيتوشيمي
شكل 6، نتايج مربوط به رنگ آميزي ايمونوسيتوشيمي با CD73 يا 
6 SH3(6A) و CD105 يا SH2 و (6B) را نشان مي دهد. چنانچه مشخص 
سلول هاي  اختصاصي  آنتي ژن هاي  وجود  نتايج  اين  اساس  بر  است 
اين  بيان  از  حاكي  كه  مي شود  تاييد  سلول ها  دراين  مزانشيمي  بنيادي 

ماركرها در اين دسته از سلول ها مي باشد. 

RT-PCR نتايج ارزيابي هاي
بيان   ،(7 (شكل  مي دهد  نشان   RT-PCR نتايج  كه  همان گونه 
سلول هاي  در   (7  B) استئوسيتي  و   (7  A) آديپوسيتي  مختص  ژن هاي 
جداشده  سلول هاي  توانايي  از  حاكي  مذكور،  رده هاي  به  شده  متمايز 

در تمايز به اين رده ها مي باشد.

بحث
ارزش سلول هاي بنيادي مزانشيمي با توجه به خصوصيات منحصر 
به فرد همچون قدرت تكثير و تمايز بالاي اين سلول ها، بي خطر بودن 
پيوند آنها و نيز با توجه به سهل الوصول بودن و امكان جداساز MSC ها 
قابليت  دليل  به  امروزه  آن  اهميت  كه  مي باشد  مختلف  بافت هاي  از 
بالاي تمايز و سازگاري بافتي آنها و امكان استفاده از MSCهاي خود 
بيمار جهت پيوند به خودش به صورت اتوگرافت، بر هيچ كس پوشيده 
نيست. اين سلول ها منبعي بي بديل در مطالعه مدل هاي تمايز (15، 16)، 
گروهي  تازگي  به  هستند.  بافت (18)  مهندسي  و  درماني (17)،  سلول 
سلول هاي  به  شبيه  خصوصيات  با  سلول هايي  جداسازي  به  محققين  از 

وجود   .(19) گشته اند  موفق  زانو  سينوويوم  بافت  از  مزانشيمي  بنيادي 
نقش  مورد  در  كه  شده  باعث  سينوويوم  بافت  در  سلول هايي  چنين 
مفصل ها  پاتولوژيك  حالت  در  و  نرمال  حالت  در  آنها  بيولوژيكي 
حدس و گمان هاي مختلفي بر انگيخته شود. در اين ميان عده اي اعتقاد 
دارند به جهت پتانسيل بالاي MSCها در ترميم بافت هاي آسيب ديده، 
اين سلول ها در بازسازي مفصل در بيماري آرتروز نقش دارند. به ويژه 
اينكه در بيماران آرتروزي تعداد اين سلول ها در مايع سينوويال افزايش 
قابل توجهي مي يابد كه اين پديده مي تواند حاكي از نقش ترميمي آنها 
در بازسازي غضروف مفصل باشد (20). بر همين اساس توجه محققين 
به پتانسيل غضروف سازي اين سلول ها معطوف گشته و در همين راستا 
گروهي از محققين ثابت كرده اند كه در ميان طيفي از سلول هاي بنيادي 
زانو  سينوويوم  بافت  از  مشتق  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  مزانشيمي، 

بيشترين پتانسيل غضروف سازي را دارا مي باشند (21). 
در اين مطالعه با استفاده از روش ذكر شده، سلول هايي با خصوصيات 
شبيه به MSCهاي تيپيك همانند سلول هاي بنيادي مزانشيمي  مغز استخوان، 
سلول هاي  شد.  داده  كشت  و  جداسازي  انسان  زانوي  سينوويوم  بافت  از 
جداشده  از نظر خصوصيات مورفولوژيكي و مراحل ابتدايي كشت و پاساژ، 

رفتاري كاملا شبيه به سلول هاي بنيادي مزانشيمي تيپيك داشتند. 
در بررسي ويژگي هاي تمايزي، اين سلول ها به رده هاي آديپوسيتي 
در  وقتي  شده  جدا  سلول هاي  بيشتر  شدند.  داده  سوق  استئوسيتي  و 
واجد  روز  از 21  پس  گرفتند،  قرار  آديپوسيت  سمت  به  القاي  معرض 
واكوئل هاي چربي در سيتوپلاسم خود شدند. اين قطرات چربي توسط 
چنين  نشده  القا  سلول هاي  شد.  مشخص   Oil Red-O رنگ آميزي 
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قطراتي را در سيتوپلاسم خود نداشتند و به طور خود به خودي واجد 
سلول هاي  هفته   3 از  پس  استئوژنيك  شرايط  تحت  نگشتند.  نيز  آنها 
جداشده به سلول هايي متمايز شدند كه نتيجه رنگ آميزي آليزارين رد 
در  شده  داده  كشت  كنترل  سلول هاي  كه  حالي  در  بود  مثبت  آنها  در 

محيط بدون القا كننده، واجد چنين خصوصيتي نشدند.
و  ويژه  ماركر  يك  داراي  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  اگرچه 
اختصاصي نيستند، اما دو نوع آنتي بادي كه با آنها واكنش مي دهند  و 
وجود آنها  به صورت هم زمان براي شناسايي MSCها به كار مي رود 
براي  رسپتور  يك  كه   CD105 يا  و   endoglin (يا   SH2 از  عبارتند 
سمت  به  سلول ها  اين  تمايز  در  مي رسد  نظر  به  و  مي باشد   TGF-b
 5-terminal يا  (و   SH3 و  باشد)  داشته  نقش  غضروفي  سلول هاي 
و   فلوسايتومتري  نتايج  بودن  مثبت    .(CD73 يا  و   nucleotidase
شبيه  هويتي  از  حاكي  آنتي ژن ها  اين  نوع  دو  هر  در  ايمونوسيتوشيمي 
ضمن  بود.  شده  جدا  سلول هاي  براي  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  به 
اينكه عدم بيان ماركرهاي CD34 و CD45 در اين سلول ها حاكي از 
ماهيت هماتوپويتيكي در اين سلول هاست. ارزيابي بيان ژن هاي مختص 
رده آديپوسيتي Adipsin و LPL و نيز ژن هاي مختص رده استئوسيتي 
ALP و Osteoprotegerin در ارزيابي هاي RT-PCR مشخص كرد 
كه سلولهاي جداشده در اين مطالعه توانايي تمايز به رده هاي مذكور 
را دارا مي باشند. در مطالعه اي كه اخيرا توسط يوشيمورا و همكارانش 

انجام گرفته است، نشان داده شده است كه سلول هاي بنيادي مزانشيمي 
مشتق از بافت سينوويوم رت از نظر پتانسيل تكثيري 100 برابر قوي تر از 
بافت هاي اين حيوان است.  مزانشيمي مشتق از ديگر  بنيادي  سلول هاي 
ضمن اينكه بيان شده است از نظر قدرت تمايز به سمت آديپوسيت و 

كندروسيت، اين سلول ها از ديگر انواع مشابه، مستعدتر هستند. 

نتيجه گيرى 
اين  تمايزي  و  تكثيري  قدرت  مقايسه  به  تحقيق  اين  در  چند  هر 
تست هاي  مورفولوژيكي،  نتايج  به   توجه  با  اما  نپرداخته ايم  سلول ها 
تمايزي، مطالعات فلوسايتومتري، نتايج ايمونوسيتوشيمي و ارزيابي هاي 
مي توان  راحتي  به  كه  كرد  نتيجه گيري  چنين  مي توان   RT-PCR
كرد  جدا  انسان  سينوويوم  بافت  از  را  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي 
درماني سلول  پروتكل هاي  در  مناسب  منبعي  عنوان  به  آنها   از  تا 

(Cell Therapy) و مهندسي بافت استفاده كرد.

تقدير و تشكر
انستيتو  در  تحقيق  اين   ،  377 شماره  تحقيقاتي  طرح  موجب  به 
پاستور ايران و با تاييد كميته اخلاق آن انجام شد. مولفان اين تحقيق از 
همكاري هاي همه جانبه پرسنل محترم بخش بيوشيمي انستيتو پاستور و 
نيز بيمارستان سينا به جهت تهيه نمونه ها نهايت تشكر را دارند.                                                            
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