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  يديلنفوئ رده به موش ينيجن ياديبن يهاسلول زيمات
 مشخص رشد يفاكتورها با 

  
   3، دكتر مسعود سليماني2دكتر سعيد كاوياني، 1مجيد مصاحبي محمدي

   2، دكتر سعيد آبرون5، دكتر زهرا ذنوبي4دكتر عباس حاجي فتحعلي
  1، مينا صوفي زمرد6پوردكتر غلامرضا خميسي

 
 چكيده

 توانند يم هاسلول نيا ،   ًاولا . شونديم شناخته دفر به منحصر يژگيو دو قيطر از ينيجن ياديبن يهاسلول :زمينه و هدف
 خود تيخاص عنوان به يژگيو نيا كه شوند، ينگهدار و ريتكث افتهين زيتما يهاسلول از خالص تيجمع صورت به

 زيتما حاضر، مطالعه در .كنند جاديا را بدن يهاسلول انواع تمام كه هستند قادر هاسلول نيا ، ًا يثان. شوديم شناخته ينوساز
  .گرفت انجام FLT-3 Ligand و IL-7 كمك به كننده هيتغذ هيلا فاقد طيشرا در يديلنفوئ رده به ينيجن ياديبن يسلولها

ي نيجن شبه اجسام ليتشك از بعد و ديگرد جدا بانيپشت هيلا ازي رو بر شده ريتكث يموش ينيجن يهاسلول :روش بررسي
 به زيتما دادن نشان منظور به 14 و 7 روز در. گرفت انجام زيتما 7-نينترلوكيا ،FLT-3 گانديل رشد يهافاكتور از استفاده با

  .  گرفت قرار يبررس مورد  RT-PCR كيتكن  از استفاده با CD3 و CD25، CD19 يهاماركر انيب يديلنفوئ رده
 با يديئلنفو رده به زيتما روز 14 از بعد كه داد نشان  RT-PCRكيتكن از استفاده با گرفته انجام يهايبررس :ها يافته
   .ديگرد مشاهده  CD19و CD25 يهاماركر انيب شده اد يرشد يهافاكتور از استفاده
 هيتغذ يهاسلول از استفاده با يديلنفوئ رده به ينيجن ياديبن يهاسلول زيتما گذشته، مطالعات يتمام در :گيري نتيجه
 هيتغذ هيلا فاقد طيشرا در يديلنفوئ رده به ينيجن ياديبن يهاسلول زيتما حاضر، مطالعه در. است گرفته انجام  OP9كننده
 رده به مربوط اختلالاتي سلول درمان در را يديجد يها دگاهيد بتواند حاضر مطالعه است ديام. گرفت انجام كننده
  . ديبگشا يديلنفوئ
 7-نينترلوكيا،  FLT-3گانديل ،يديلنفوئ رده ،ينيجن ياديبن يهاسلول : هاي كليديواژه

 

  
 1390 بهمن :  پذيرش مقاله  -           1390خرداد   :  دريافت مقاله -

  

  مقدمه
 سال 20 از بيش در موش جنيني بنيادي سلولهاي كشت

 بهي پزشك و بيولوژي در را بزرگي پيشرفت گذشته

  .)1(است آورده وجود
  

كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون گروه هماتولوژي و بانك خون دانشكده پزشكي  1
   دانشگاه تربيت مدرس

  خون دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس گروه هماتولوژي و بانك استاديار  2
  نشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرسگروه هماتولوژي و بانك خون دا يار دانش3

   دانشيار گروه داخلي بيمارستان طالقاني دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي  4

   استاديار گروه زنان و زايمان بيمارستان مهديه دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي  5

   علوم پزشكي بوشهر گروه هماتولوژي و بانك خون دانشكده پزشكي دانشگاه استاديار  6

  

هاي مختلف به رده هاي بنيادي قادر به تمايزسلول
طيف وسيعي از . باشندسلولي و خود نوسازي مي

هاي بنيادي با توجه به توانايي طولاني مدت در سلول
هاي بنيادي در شرايط  هاي مشابه سلول حفظ ويژگي

آزمايشگاه و شرايط بدن و همچنين تعداد و نوع 
هاي سلول. )2(استمشتقات سلولي، توصيف گرديده 

اي به حساب هاي چند قوه سلولجنينيبنيادي 
هاي مشتق از آيند، كه قادر به تمايز به تمام سلول مي

هر سه لايه جنيني مزودرم، آندودرم و اكتودرم 

   :               نويسنده مسئول * 

  دكتر سعيد كاوياني؛ 
            تربيت مدرس        دانشگاه دانشكده پزشكي 

  Email :  
 Kavianis@modares.ac.ir 
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ل ـوده داخـها از تولـن سلـاي. )3و4(باشند يـم
در . )5و6(گيرد منشاء مي5/3روز  بلاستوسيت سلولي

هاي بيشتر مطالعات از سيستم كشت مشترك با سلول
هاي بنيادي به رده استرومايي موش جهت تمايز سلول

از آنجايي كه اين سيستم . دلخواه استفاده گرديده است
باشد، بنابراين كشت سلولي همراه با معايبي مي

ققان در تلاش براي حذف لايه پشتيبان يا تغذيه مح
اين معايب شامل امكان انتقال آلودگي . كننده برآمدند

هاي بنيادي تمايز هاي لايه پشتيبان به سلولاز سلول
هاي نامشخص و ناشناخته از اين يافته و ترشح فاكتور

ها كه سبب عدم توانايي در شناخت فاكتورهاي سلول
گردد، هاي بنيادي جنيني ميلدخيل در تمايز سلو

هاي هاي سلولاز آنجايي كه يكي از كاربرد. باشند مي
ها و مشتقات بنيادي جنيني استفاده از خود اين سلول

هاي ها و سلولهاي قرمز، پلاكتازجمله گلبول(آنها
باشد، در سلول درماني و براي پيوند مي) لنفوسيتي

ن امكان را فراهم عدم استفاده از لايه تغذيه كننده اي
هاي  كند كه تاثير عوامل ناخواسته بر مكانيسممي

مولكولي و سلولي تمايز حذف گرديده و به جاي آن 
اثر عواملي مانند فاكتورهاي رشد، داروها و يا ساير 

 .  )7و8(مواد شيميايي مورد بررسي قرار گيرد

ات از سيستم كشت مشترك رده در بيشتر مطالع
، كه رده سلولي استرومايي مشتق از موش  OP9سلولي

باشد، جهت   ميM-CSFبوده و فاقد قدرت ترشح 
. )9-11(استفاده شده است تمايز به رده لنفوئيدي

گردد كه طي آن اجزاي اي اطلاق ميلنفوپوئز به پروسه
 و B ،Tهاي سيستم ايمني يعني سلولسلولي 

هاي دندرتيك هاي كشنده طبيعي و سلول سلول
اين . شوندخاص، طي تمايز هماتوپوئتيك ايجاد مي

ها مسئول توليد آنتي بادي، كشندگي وابسته به سلول
هاي توموري و آلوده به ويروس سلول مستقيم سلول

بالغ در لنفوپوئز موش . باشندو تنظيم پاسخ ايمني مي
ضروري براي تكامل   سايتوكايني7–اينترلوكين

آيد و به عنوان  به حساب مي T وBلنفوسيت 
. )12و13(شودسايتوكاين لنفوهماتوپوئتيك شناخته مي

 در نتيجه اثرش در 1988 در سال 7-اينترلوكين
رايط  در شBهاي هاي سلولسازافزايش رشد پيش

هايي كه از لحاظ  موش .)14(آزمايشگاه كشف گرديد
هاي  و يا ژن7–اينترلوكينژنتيكي داراي نقص در بيان 

IL-7R هستند فاقد سلولهاي B و  Tباشندمي.   
هاي مشتق از مغز ساز از پيشNK و B ،Tهاي  سلول

پيش سازهاي كه  .)15و16(گيرنداستخوان منشاء مي
هايي را از طريق به تيموس مهاجرت كرده و پيام

 Tكنند، به رده سلولي  دريافت مي Notchهايگيرنده
در مطالعه حاضر بر روي تمايز . )17(شوندمتعهد مي

يادي جنيني موش به رده لنفوئيدي در هاي بنسلول
محيط فاقد لايه تغذيه كننده با استفاده از فاكتورهاي 

  . تاكيد شده است FLT3   و ليگاند7–رشد اينترلوكين
  

  روش بررسي  
 يـوشـي مـهاي بنيادي جنينه از سلولـن مطالعـدر اي

(stem cell technology research center ,Iran)CGR8  
  . يداستفاده گرد

 تـط كشـيها از مح ولـن سلـهت كشت ايـج
DMEM-F12 (Invitrogen,USA)  10اوي ـح% (KSR)  

Knockout Serum replacement(Invitrogen ,USA)2mM 

ولار ـلي مـ مي1/0، (Invitrogen ,USA)نـاميـوتـلـگ ال
ولار ـلي مـ مي1/0ول، ـانـواتـتـاپـركـا مـبت
      ،(Invitrogen,USA)روريـرضـينه غيـاي آمـدهـيـاس

100U/ml  100و استرپتومايسينµg/ml  سيلين يپن 
(Invitrogen ,USA)  1000وU/ml ت از ـانعـور ممـفاكت 

 )Leukemia Inhibitory Factor) (LIF) زـايـمـت

)Sigma,USA( هاي مذكور در سلول. استفاده گرديد
بر روي لايه % 2/0 آغشته شده به ژلاتين 25Tفلاسك 

 نده از جنس فيبروبلاست جنيني موشـه كنـتغذي
))MEF(Mouse Embryonic Fibroblast ( غير فعال شده

19
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 24تعويض محيط هر . از نظر ميتوزي كشت گرديدند
  . گرفتساعت يكبار انجام مي

وش از ـنيني مـت جـلاسـروبـاي فيبـهولـلـس
ل ـكـاس پروتـر اسـاملگي بـ ح5/10وش روز ـم
  تــ كش طـحيـم ا در ـهـولـن سلـاي .دــرديـدا گـج

High Glucose Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
)DMEM(  10همراه با%  Fetal Bovine Serum(FBS) 

(Invitrogen,USA)  هاي پاساژ سلول .اري گرديدنگهد
  .گرفت روز يكبار انجام مي3-5بنيادي جنيني هر 

كتور هاي بنيادي جنيني در شرايط عدم وجود فاسلول
ساختارهاي سه بعدي را تشكيل  ممانعت از تمايز،

دهند كه تحت عنوان اجسام شبه جنيني اطلاق مي
تشكيل اجسام شبه جنيني گامي اساسي در  . گردد مي

بعد . آيدهاي بنيادي جنيني به حساب ميتمايز سلول
هاي جنيني موش به مرحله پاساژ رسيد از اينكه سلول

يل اجسام شبه جنيني به هاي مذكور جهت تشكسلول
در اين . روش قطره آويزان مورد استفاده قرار گرفت

هاي بنيادي جنيني در  عدد از سلول400-1000روش 
. هاي كشت باكتريال تشكيل گرديدقطراتي در پليت

 ساعت اين قطرات به وضعيت سوسپانسيون 48بعد از 
 روز در محيط فاقد فاكتور ممانعت از 5-7به مدت 
 . شت داده شدتمايز ك

 به پليت 7اجسام شبه جنيني تشكيل شده بعد از روز 
 گروه مختلف در 4تمايز در .  خانه انتقال يافت24
  به شرح زير مورد بررسي قرار 14 و 7هاي روز

  :گرفت
     7–اينترلوكين) 1

 FLT-3   +7–اينترلوكين) 2

3 (FLT-3 

گروه كنترل منفي كه هيچگونه فاكتور رشدي ) 4
   .ت نكردنددرياف
يط ـز محـاده در تمايـورد استفـط مـمحي

IMDM)PAA ,Austria ( 15به همراه %FBS 2 و 
  . ميلي مولار اسيد آمينه غيرضروري است

 با استفاده از كيت  RNAاستخراج بعد از تمايز
 بر طبق پروتكل شركت (Qiazole ,CA)كيازول

 با cDNAبه دنبال آن سنتز . سازنده انجام گرفت
بر طبق پروتكل ) Takara ,Japan(ده از كيتاستفا

استخراج شده در  RNA. شركت سازنده انجام گرفت
  و CD25هاي جهت بررسي ماركر14 و 7هاي روز

CD19 وCD3 هاي رده لنفوئيدي به  به عنوان ماركر
.  مورد استفاده قرار گرفتRT-PCRكمك روش 
ده  آورده ش1هاي مورد استفاده در جدول توالي پرايمر

  .است
  
  

  RT-PCRهاي مورد استفاده در توالي پرايمر: 1جدول 
  

  

Product size Reverse Sequence Forward Sequence Primer 

256 bp TCATTCGCTTCCTTTTCCTTC TTGGGGGTCTCTTCTGCTTC CD19    

384bp AGAATACAGGTCCCGCT ATGGCCAAGAGCTGC CD3 

227bp TCAGAGCCCTTTAGTTTTAC AGCAGGATGGAGAATTACAG CD25 
170bp CTCTTTGATGTCACGCACG GTGGGCCGCTCTAGGCACCA -actin β 

20 
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  يافته ها
اجسام شبه جنيني بعد از  :تشكيل اجسام شبه جنيني

  ع آوري ـ روز در وضعيت سوسپانسيون جم7گذشت 

  
.  خانه انتقال يافتند24گرديدند و جهت تمايز به پليت 

 را 7 در روز  تصويري از اجسام شبه جنيني1 شكل
  . دهدنمايش مي

  

  

  
  

  

  هاي از روي لايه تغذيه كنندهاز زمان جدا كردن سلول  روز7اجسام شبه جنيني بعد از : 1شكل 
  

هاي جنيني موش به شواهدي از تمايز سلول
  هاي هماتوپوئتيك سلول

  ه كف پليتـه پليت بـاجسام شبه جنيني انتقال يافته ب

هاي ي از تمايز سلول شواهد7 چسبيده و در روز 
بنيادي جنيني به رده هماتوپوئتيك مشاهده 

  ).2شكل(گرديد
  
  
  
  
  
  
  
  

  . سلول هاي گرد شده از كنار توده سلولي نشان دهنده سلول هاي هماتوپونتيك مي باشد : 2شكل 
  .سلول هاي گرد شده با فلش نشان داده شده است

  
 هاي رده لنفوئيدي تمايز به سلول

 استخراج شده RNAانجام گرفته بر روي هاي بررسي
 در RT-PCRهاي تمايز يافته به كمك تكنيك از سلول
    CD19 وCD25ان ـه بيـ نشان داد ك14 و 7روزهاي 

  
). الف-4 و 3شكل (گردد روز مثبت مي14بعد از 

ب آورده شده -4 در شكل CD3بررسي مربوط به 
  .است

21
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   به عنوان كنترل داخلي استفاده گرديده استβ-actin.  روز تمايز14 بعد از  CD25 تصوير مربوط به باند: 3شكل

  
          

  
  

   CD3 عدم مشاهده باند مربوط به - تمايز، ب14 در روز  CD19  تصوير مربوط به باند-الف:  4شكل 
  ه قرار گرفته است به عنوان كنترل داخلي مورد استفادβ-Actin . باشد مي β-Actinمربوط به   bp 170باند

 

   بحث
هاي بنيادي جنيني به اين مطالعه با هدف تمايز سلول
در اين مطالعه براي . رده لنفوئيدي صورت گرفته است

بنيادي جنيني موش به رده  هايايجاد تمايز سلول
لنفوئيدي از محيط كشت فاقد لايه تغذيه كننده 

در حاليكه در مطالعات گذشته براي . استفاده گرديد
 از ـاي خونسـههاي بنيادي جنيني به سلولتمايز سلول

 
هاي استرومايي به عنوان لايه تغذيه كننده از سلول

  . انجام شده است
هاي استرومايي در تمامي مطالعات انجام شده از سلول

OP9 به عنوان لايه تغذيه كننده استفاده گرديده 
 به علت عدم توانايي در  OP9رده. )18-20(است

 با استفاده از دستكاري ژنتيكي سبب M-CSFتوليد 

256bp 

500bp 

100bp 

CD19        1kb ruler 

500bp 

22 

1kb ruler   Neg. B-actin CD25
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هاي استرومايي مغز تمايز بيشتري از ساير سلول
. شودهاي خونساز مياستخوان دست نخورده به سلول

هاي تغذيه كننده بوسيله بر  تمايز توسط سلوليالقا
بلكه گيرد،  سلول انجام نمي-كنش سلول هم

هاي هاي تغذيه كننده با آزاد كردن فاكتور سلول
در . گرددمحلول نامشخصي سبب القاي تمايز مي

هاي تغذيه كننده مطالعه حاضر از هيچ يك از سلول
هاي بنيادي جنيني با استفاده نشد و تمايز سلول

هاي رشد در محيط كشت مايع انجام استفاده از فاكتور
 ي اين روش كشت درها ه مزيتـاز جمل. تـگرف

هاي تمايز اين است كه در  مقايسه با ساير روش
هاي ديگر مانند استفاده از يك لايه تغذيه كننده روش

هاي هاي بنيادي جنيني فاكتوربراي حمايت از سلول
 هاي تغذيه كنندهتمايز دهنده مترشحه از سلول

اين . مشخص نشده و مورد بررسي قرار نگرفته است
توان اثر هر يك از كه در اين روش ميدر حالي است 

هاي رشد مورد استفاده را بررسي كرد و از فاكتور
هاي مولكولي انتقال دهنده پيام  طريق آن مكانيسم

مزيت ديگر . داخل سلولي را مورد بررسي قرار داد
استفاده از اين روش تمايز حذف احتمالي انتقال 

هاي ولهاي تغذيه كننده به سلآلودگي از رده سلول
 درماني بنيادي جنيني براي پيوند و استفاده در سلول

حذف كردن يا به حداقل رساندن احتمال . است
ها داراي اهميت بسياري آلودگي بوسيله پاتوژن

علاوه بر اين استفاده از لايه تغذيه كننده . باشد مي
ممكن است خود به عنوان يك منبع ناخواسته 

 . قيقات باشدتغييرپذيري در آزمايشات و تح

و  Gutiereez-Ramosدر مطالعه انجام گرفته توسط 
، اين گروه از سيستمي 1992در سال  همكارانش

هاي استفاده نمودند كه در آن از كشت همزمان سلول
 RP010هاي مغز استخوان رده بنيادي جنيني با سلول

 نوتركيب 7 و3،6هاي  به همراه مخلوطي از اينترلوكين
  . )21(گرديد ميبا منشا خارجي

 Pro-Bي ايجاد شده به اين روش داراي منشا هاسلول
 بوده و قادر به نوسازي اجزاي لنفوئيدي Pro-Tو 

در مطالعه .  بودند SCIDهاي داراي نقصموش
 و همكارانش 2003De Pooterديگري كه در سال 

هاي بنيادي سلولانجام گرفت از كشت همزمان 
 استفاده گرديد و OP9هاي استرومايي جنيني با سلول

 به شكل OP9هاي اين گروه نشان دادند كه سلول
كارآمدي قادر به حمايت از لنفوپوئز در شرايط 

هاي ايجاد شده از طريق اين سلول. باشد آزمايشگاه مي
-شناسايي مي) FLK-1)VEGFR-2ماركر سطحي 

  . )22(گردند
 و Juan Carlos–Pfluckerمطالعه ديگري كه توسط 

انجام گرفت، نيز از همان سيستم ) 2004(همكارانش
هاي لهاي بنيادي جنيني با سلوكشت مشترك سلول

هاي لاين گروه از سلو. )23(استرومايي استفاده گرديد
OP9 كه قادر به بيان ليگاند Delta-1)DL-1( ،

مسير .  بودند استفاده نمودندNotchرسپتورهاي 
هاي  فاكتور ضروري در تمايز سلولNotchرساني  پيام

در . آيندبنيادي جنيني به رده لنفوئيدي به حساب مي
 Tهاي اين مطالعه نشان داده شد كه توليد سلول

 . باشند مي DL-1وابسته به بيان

 در مقاله مروري كه در رابطه با تمايز 2006ر سال د
 و همكارانش Olsenهاي بنيادي جنيني توسط سلول

هاي رده لنفوئيدي منتشر گرديده، تنها راه ايجاد سلول
هاي بنيادي جنيني استفاده از سيستم كشت لرا از سلو

  . )9(هاي استرومال بيان نموده استمشترك با سلول
هاي لاي بر روي تمايز سلو  مطالعه2009 در سال

.  صورت گرفتTبه رده سلولي ) iPS(پرتوان القايي
 جهت OP9هاي استرومال در اين مطالعه نيز از سلول

اين .  استفاده گرديدTها به رده تمايز اين سلول
هاي شبه جنيني به حساب ها نيز به عنوان سلول سلول
  .)24(آيندمي
  

23
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  نتيجه گيري  
هاي بنيادي در بررسي حاضر نشان داده شد، كه سلول

جنيني موش داراي اين توانايي هستند كه در شرايط 
ه در حضور فاكتورهاي رشد فاقد لايه تغذيه كنند

هاي رده به سلولFLT-3 ligand ، 7–اينترلوكين
هيچگونه گزارشي از تمايز اين . لنفوئيدي تمايز يابد

ها به رده لنفوئيدي در شرايط فاقد لايه تغذيه سلول
كننده وجود ندارد و در تمام موارد اين تمايز در 

  . حضور لايه تغذيه كننده انجام گرفته است

  
وط به توان در درمان اختلالات مربين روش مياز ا

در مطالعات بعدي ميتوان . رده لنفوئيدي استفاده كرد
از مقايسه دو روش كشت مشترك با رده سلول 
استرومايي و بدون استفاده از لايه تغذيه كننده در 

هاي بنيادي جنيني به رده لنفوئيدي استفاده تمايز سلول
هاي رده كمي ماركرتوان بيان همچنين مي. نمود

 .  ارزيابي نمودqRT-PCRلنفوئيدي را با استفاده از 
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Abstract 
 

Background and Aim: Embryonic stem cells are identified with two unique 
characteristics. First, they can be maintained and expanded as pure populations of 
undifferentiated cells, a characteristic which is known as self renewal aspect of 
embryonic stem cells. Second, these cells can give rise to all body cell types. In the 
current study, we used a feeder-free condition to differentiate mouse embryonic 
stem cells into lymphoid lineage by IL-7 and FLT-3 ligand. 
Materials and Methods: Mouse embryonic stem cells cultured on mouse 
embryonic fibroblasts were separated from the feeder layer. Then, embryoid bodies 
were formed from mouse embryonic stem cells. Following that, differentiation was 
performed by FLT-3 ligand and IL-7. In order to demonstrate the differentiation 
into lymphoid lineages, the expression of CD25, CD19 and CD3 was assessed by 
RT-PCR technique on days 7 and 14. 
Results: After 14 days of differentiation into lymphoid lineages by defined 
factors, RT-PCR results showed the expression of CD25 and CD19 markers.    
Conclusion: In all previous studies, mouse embryonic stem cells were 
differentiated into lymphoid lineage by OP9 stromal feeder cells. In this study, a 
feeder-free condition was used to differentiate mouse embryonic stem cells into 
lymphoid lineage. It is hoped that the present study can lead to new insights in cell 
therapy of lymphoid deficiency disorders.  
Key words: Embryonic Stem Cell, Lymphoid Lineage, IL-7, FLT-3 Ligand 
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