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در   ی میترم یو ترشح فاکتورها یمختلف سلول یهابه رده زیبالا در تما ییتوانا لیبه دل یمیمزانش  یادیبن یهاسلول مقدمه:

 یدسترس  لیبه دل  یها، بافت چربسلول  ن یمنابع مختلف ا  انی. در مباشندیم  یادیز  تیاهم   یبافت دارا  یمطالعات بازساز

مشتق از بافت    یادیبن  یهاسلول  یمطالعه با هدف جداساز  نی. ارودیم   ارشمبه  یبالا و تهاجم کم منبع مهم  ی آسان، بازده

مرکز کشت    یبرا  یبانک سلول  جادیدست آمده جهت اهب   یهاسلول  ی هایژگ یو  یو بررس  Iکلاژناز    میبا استفاده از آنز  یچرب

 . دیانجام گرد  حیسلول گروه علوم تشر

ا  روش بررسی: سلول   نیدر  ل  یچرب  یهامطالعه  از  آنز  دیگرد  هیته  پوساکشنیحاصل  از  استفاده  با  سلول  میو  ها  کلاژناز 

  ی هاسلول  یسطح  یکشت مناسب کشت داده شد و سپس مارکرها  طیجدا شده در مح  یهاشدند. سلول  یاستخراج و جداساز

و استخوان از    یچرب  یها ها به ردهسلول  ز یتما  یی توانا  چنینهم.  دی گرد  یابیارز  یتومتر یبا استفاده از آزمون فلوس  یمیمزانش

  یشده و برا  زیها فرسلول  تیمربوطه مورد سنجش قرار گرفتند. در نها  یهای زیآمو انجام رنگ  یاختصاص  زیالقا تما  قیطر

 در تانک ازت قرار گرفتند.  ینگهدار

مانند    یخون  یمارکرها  نییپا   انیو ب  73CDو    90CD  یسطح  یمارکرها  ی بالا  انیبا ب  یم یمزانش  یهاسلول  تیماه  نتایج:

34CD    45وCD  ها به  سلول  زیکننده تما  دییتا  بیرد به ترت  نیزاریرد و آل  لیاو  یزیآمچنین رنگهمقرار گرفت.    دیی مورد تا

   و استخوان بود. یسمت چرب

سلول   جینتا  گيری:نتيجه که  داد  نشان  آنز  یهامطالعه  روش  با  شده  و   یمیاستخراج    ،یکیمورفولوژ  یهایژگی کلاژناز، 

عملکرد  یپی منوفنوتیا با مع  یو  قابل  یمیمزانش  یادیبن  یهاسلول  یارهای منطبق  و  بوده  دارا    یکاربردها  یبرا  ییبالا  تیرا 

 دارند.  یبافت و طب بازساخت یمهندس
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 های بنيادی مزانشيمی مشتق از بافت چربی انسان استخراج، سلول

…  های ایرانشيوع چاقی در دانشجویان دختر دانشگاه  

 

 مقدمه 

شوند  های بنیادی مزانشیمی از مزودرم اولیه مشتق میسلول 

رده به  تمایز  و  تجدیدپذیری  خود  برای  بالایی  پتانسل  های  و 

دارا می را  سلولی  سلول(1) باشند  مختلف  این  می.  به  ها  توانند 

ساز و غضروف ساز  های استخوان های مختلف از جمله سلول سلول 

های بنیادی مزانشیمی قادر به تولید میزان  . سلول( 2)تمایز یابند  

باشند که از این  زیادی سیتوکین، کموکین و فاکتورهای رشد می

.  ( 3)های آسیب دیده کمک کنند توانند به بهبود بافتطریق می

توانند  ها میدر مطالعات اخیر نشان داده شده است که این سلول

های مختلف خونی، قلبی عروقی و عصبی نقش  در درمان بیماری

های بنیادی  که سلول داشته باشند. برخی از مطالعات نشان داد

نقص درمان  به  قادر  نوروپاتی  مزانشیمی  ترمیم  و  پوستی  های 

باشند  های مبتلا به دیابت نوع اول و نوع دوم میدیابتی در موش

بهبود فرمی  چنینهم.  (4) باعث  زایی شوند.  ایند غضروفتوانند 

های  توان از تمام بافتمی  های بنیادی مزانشیمی را تقریباًسلول 

بدن از جمله مغز استخوان، پوست، بافت چربی، بند ناف، خون و  

نمود   استخراج  دندانی  استخراج  (5)پالپ  منابع  در  اگرچه   .

ها تنوع زیادی وجود دارد اما مقدار بافت قابل برداشت کم  سلول 

های قابل جداسازی نیز کم خواهد  باشد در نتیجه تعداد سلولمی

های بنیادی بالغ، سلول بنیادی مشتق . در بین سلول(6,7)بود  

ها و دسترسی  از بافت چربی به علت قدرت تکثیر بالای این سلول

استخراج تعداد زیاد بدون ایجاد آسیب، مورد   چنینهمآسان و  

. امروزه به وفور شاهد  (8,9)توجه بسیاری از محققان قرار گرفتند  

های  باشیم که حجم زیاد این چربیعمل جراحی لیپوساکشن می

تواند مورد استفاده محققین خارج شده از طریق لیپوساکشن می

سلول  تحقیقات  حوزه  گیرد در  قرار  مزانشیمی  بنیادی  های 

سلول(10,11) به  .  تمایز  قابلیت  چربی  از  مشتق  بنیادی  های 

دارند.  رده را  آزمایشگاه  و  بدن  شرایط  در  سلولی  مخلف  های 

این سلولمحققین نشان داده قابلیت  اند  ها تحت شرایط خاص 

سلول انواع  به  سلول تمایز  مانند  عروقی،  ها  صاف  عضله  های 

باشند  های بتای جزایر لانگرهانس دارا میها و سلولهپاتوسیت

های بنیادی مشتق از چربی . حتی توانایی تمایز سلول(12,13)

های عصبی را های مشتق از لایه اکتودرمی مانند سلولبه سلول 

های بنیادی  . از دیگر مزایای سلول(14,15)نیز گزارش شده است  

از چربی می زیاد سیتوکین مشتق  میزان  به  ترشح  به  و  توان  ها 

تواند به ترمیم  شاره نمود که این ترشحات میفاکتورهای رشد ا

رگبافت بهبود  و  دیده  آسیب  گردد.  های  منجر   چنینهمزایی 

ساز نیز تمایز یابند  ساز و استخوان های غضروفتوانند به سلولمی

های بنیادی مشتق . با توجه به کاربرد بسیار زیاد سلول(16,17)

آنجایی از  و  چربی  سلولاز  این  و  که  درمانی  اهمیت  دارای  ها 

ها بسیار مهم و حیاتی  باشند جداسازی این سلول تحقیقاتی می

سلول می جداسازی  برای  روشباشد.  بنیادی  مختلفی  های  های 

روش شامل  مانند  ترکیبی  و  مکانیکی  آنزیمی،  های 

های  بخشی روش. مطالعات زیادی اثرمکانیکی وجود داردآنزیمی

های بنیادی  را در جداسازی سلول   Iویژه آنزیم کلاژناز  هآنزیمی ب

ها مورد بررسی  مزانشیمی با بازدهی بالا و حفظ قابلیت تمایز آن

ها امکان جداسازی سلولی موثری  اند و این روشو تایید قرار داده

اما انتخاب یک روش جداسازی موثر   (18-20)اند  را فراهم نموده

و دقیق به عوامل مختلفی مانند تجهیزات موجود، بودجه و اهداف  

عنوان موثرترین روش از  یقاتی وابسته است. روش ترکیبی بهتحق

ها ذکر گردیده، اما برخی از نظر بازدهی، بقا و قابلیت تمایز سلول 

محققان روش آنزیمی را روش مناسب با بازدهی بالا بیان نمودند  

ها مهم  . بنابراین یافتن بهترین روش برای جداسازی سلول(21)

علاوه باشد.  زیست  می  و  پتانسیل  حفظ  جداسازی،  پذیری  بر 

بنیادی سلول  ذخیره  های  فرایندهای  از  پس  سازی مزانشیمی 

و   مهم  تحقیقاتی  و  درمانی  کاربردهای  برای  فریزکردن،  مانند 

پروتکلحیاتی می اسباشد.  فریز کردن، شامل  های  تاندارد شده 

، به حفظ ساختار و  DMSOاستفاده از مواد محافظ سرما مانند  

. اگرچه مطالعات  (22-24)کند  ها کمک شایانی میعملکرد سلول

س جداسازی  به  المللی  بین  سطح  در  بنیادی  لول متعددی  های 

پرداخته  سلولیمزانشیمی  منابع  اعتبارسنجی  و  توسعه  اما    اند، 

به بتوانند  که  بومی  و  مرکز استاندارد  نیازهای  مشخص  طور 

تواند یک گام مهم در جهت ارتقا  تحقیقاتی را برآورده نماید، می

گردد. در این راستا و با توجه به تحقیقات علمی کشور محسوب  

های تحقیقاتی مورد اعتماد و قابل اتکا در نیاز اساسی به زیرساخت 

پژوهش بر ایجا  د و اعتبارسنجی یک لاین مراکز دانشگاهی، این 
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   و همکارانآبادی زاده قوام راضيه تقی
 

دارد. لذا هدف   های بنیادی مزانشیمی تمرکزسلول   سلولی معتبر از 

این مطالعه ارائه یک پروتکل عملیاتی بسیار دقیق و شفاف برای 

تر از های بنیادی مشتق از چربی، و مهم جداسازی و حفظ سلول 

آن ایجاد و اعتبارسنجی یک لاین سلولی استاندارد و معتبر جهت 

ایجاد بانک سلولی برای مرکز کشت سلول گروه علوم تشریح  بود. 

این پژوهش در جهت فراهم نمودن یک منبع سلولی پایدار و بومی 

افزایش قابلیت اطمینان نتایج  برای گروه علوم تشریح دانشگاه و 

   شرفت در حوزه سلول درمانی صورت گرفت.تحقیقات داخلی و پی 

 روش بررسی

با هماهنگی با پزشک جراح و  های بافت چربی:  تهيه نمونه 

بیماران  از  تعدادی  چربی  بافت  آگاهانه،  رضایت  از کسب  بعد 

س  با  علی   30- 40ن  جوان  بیمارستان  به  که  ابیطالب ابنسال 

بودند   نموده  مراجعه  لیپوساکشن  عمل  انجام  رفسنجان جهت 

استخراج گردید. پزشک جراح بافت چربی را در شرایط استریل،  

فالکون  داخل  کشت میلی   50های  در  محیط  حاوی  لیتری 

DMEM   (Gibco آنتی و  پنی (  سلین/استرپتومایسین بیوتیک 

 (Sigma Aldrich جمع ) بافت های چربی آوری نموده و سپس 

 در کمترین زمان به آزمایشگاه منتقل گردید.  

ابتدا های بنيادی مزانشيمی از بافت چربی:  جداسازی سلول 

جراحی   قیچی  و  بیستوری  تیغ  از  استفاده  با  چربی  قطعات 

حذف   جهت  سپس  شدند  تبدیل  کوچک  قطعات  به  استریل 

سلول  و  خون  آلودگی کامل  و  خونی  با  های  دیگر  بافتی  های 

از   قطعات  PBS   (Gibcoاستفاده  و  شدند  شستشو  خوبی  به   )

I   (Bio Idea )  محلول کلاژناز چربی سفید و تمیز باقی ماندند.  

نهایی   غلظت  رقیق  حجمی  10%با  استوک  با  محلول  سازی 

نسبت     DMEM در محیط کشت   I  کلاژناز  تهیه شد.    1:9به 

اضافه   1:1سپس این محلول به بافت چربی به نسبت حجمی  

درجه سانتی گراد   37و به مدت یک ساعت در دمای    گردید 

به  قرار گرفتند و هر ده دقیقه یک بار فالکون حاوی چربی  ها 

خوبی تکان داده شد تا بافت چربی کاملا هموژن و یک دست 

گردد. پس از گذشت این زمان برای خنثی نمودن آنزیم کلاژناز 

I     ازFBS   (Gibco ( میلی   50(  یک  استفاده  میکرولیتر/  لیتر( 

رار گرفت و روغن نمودیم. سپس فالکون در داخل سانتریفیوژ ق 

به  رویی  محلول  و  و  شد  ریخته  دور  و  برداشته  کامل  طور 

فیلتردار ته   های سلول فلاسک  به  فالکون  ته  در  شده  نشین 

غنی    DMEMمخصوص کشت سلول که حاوی محیط کشت  

  FBS  10%و    % 1بیوتیک پنیسیلین/استرپتومایسین  شده با آنتی 

در   گردیدند. فلاسک  منتقل  دمای  بود،  با  درجه   37انکوباتور 

ساعت    24درصد قرار گرفت. بعد از    CO2  5گراد و میزان  سانتی 

هایی که  محیط کشت فلاسک کاملا تخلیه گردید تا تمام سلول 

نچسبیده  فلاسک  کف  چربی به  همراه  به  خونابه اند  و  های ها 

اضافه از محیط کاملا خارج شوند و مجدد محیط کشت تازه به  

ها در این مرحله هنوز حالت کروی ها اضافه گردید. سلول سلول

ها هر سه یا چهار شکل داشتند. بعد از آن محیط کشت سلول 

سلول و  گردید  تعویض  بار  یک  از روز  استفاده  با  مرتب  ها 

تقریبا   گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  معکوس  نوری  میکروسکوپ 

از   سلول   24پس  فیبروبلاست ساعت شکل  مشابه  و  دوکی  ها 

تفاده  درصد با اس  80ها به  گردیدند. بعد از رسیدن تراکم سلول 

ها  ( پاساژ سلولی انجام شد. سلولSigma)   % 25/0از تریپسین  

پس از پاساژ دوم و تریپسینه شدن، جهت تایید هویت و ماهیت  

قرار  ارزیابی  مورد  فلوسایتومتری  آزمون  طریق  از  مزانشیمی 

جهت ارزیابی توان تمایز به استخوان . چربی   چنین هم گرفتند و  

 خانه کشت داده شد.   12های  در دیش 

برای انجام روش فلوسایتومتری، بعد از تخلیه  : فلوسيتومتری

ها با استفاده از تریپسین ، سلول PBSمحیط کشت و شستشو با  

ها  از کف فلاسک جداسازی شدند محیط کشت حاوی سرم به آن

اثر تریپسین خنثی گردد.  سپس سلول به  اضافه گردید که  ها 

سانتریفیوژ شدند و به مدت    1800rpmدقیقه با سرعت    10مدت  

دقیقه با استفاده از پارافرمالدئید در دمای اتاق فیکس شده و    30

شستشو  فلوسایتومتری  مخصوص  شستشوی  محلول  وسیله  به 

 bovine serum albuminو     goat serumها با  شدند. سپس سلول

سلول  آن  از  بعد  گردیدند.  انکوبه  ساعت  یک  مدت  با  به  ها 

دمایآنتی در  ساعت  دو  مدت  به  کونژوگه  درجه   4  بادی 

گردیدندسانتی انکوبه  )   گراد  مبادیآنتی  (1جدول  در  ورد  های 

و سانتریفیوژ به    PBS. بعد از شستشو با  اندآورده شدهاستفاده در  

سرعت    5مدت   در  سلول2000rpmدقیقه  دستگاه  ،  توسط  ها 
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FACS Calibur cytometer   (Becton Dickinson, Germany)  

داده و  افزار  ارزیابی  نرم  از  استفاده  با  آنالیز   WinMDI 2.8ها 

 گردید. 

جهت  : های بنيادی مشتق از چربی به استخوان تمایز سلول 

ها به استخوان از پروتوکل نوربخش و همکاران انجام تمایز سلول

سلول در هر   3×410ها با تراکم . ابتدا سلول(25)استفاده گردید 

پلیت از  با  12های  خانه  و  گردیدند  کشت  کشت خانه  محیط 

DMEM    2درجه سانتی گراد و میزان    37غنی شده در دمایCO   

ها کاملا ساعت که سلول  24بعد از گذشت درصد انکوبه شدند.   5

و محیط  پلیت چسبیدند، محیط کشت کاملا خارج شد  به کف 

استخوان  تمایز  گردید  کشت  حاوی  اضافه  القایی  محیط   .10 

لیتر اسید آسکوربیک میکروگرم بر میلی  50نانومولار دگزامتازون، 

محیط کشت   . گلیسروفسفات بود- β  مولار میلی   10دو فسفات و  

و بعد از گذشت تمایز استخوان هر سه روز یکبار تعویض گردید  

آمیزی آلیزارین رد جهت بررسی میزان تجمع روز، آزمون رنگ   21

 . کلسیم انجام گرفت 

 
 های استفاده شده در فلوسیتومتری: لیست آنتی بادی1جدول 

 شماره کاتالوگ های خونی بادی سلولآنتی شماره کاتالوگ بادی سلول های مزانشيمی آنتی

Anti-Human-CD73-FITC ab239246-abcam Anti-Human-CD34-RPE ab23830-abcam 

Anti-Human-CD90-FITC ab124527-abcam Anti-Human-CD45-RPE ab214501-abcam 

 

رد:  رنگ  آليزارین  سلولآميزی  کشت  محیط  ابتدا  ها  در 

شستنشو شدند و    PBSها با  طور کامل خارج گردید و سلول به 

پارافرمالدئید   از  استفاده  با  مدت    % 4سپس  در    30به  دقیقه 

های پلیت  دمای اتاق فیکس شدند. سپس پارافرمالدئید از خانه 

با   شستشو  از  بعد  و  گردید  سلول PBSخارج  محلول ،  با  ها 

درجه و محیط   37دقیقه، در دمای    15آلیزارین رد به مدت  

انکوبه شدند. بعد از گذشت این زمان سلول    PBSها با  تاریک 

از خشک شدن، سلول بعد  با میکروسکوپ نوری شستشو و  ها 

 معکوس مورد بررسی قرار گرفتند و عکس تهیه گردید.  

سلول  چربی:  تمایز  به  چربی  از  مشتق  بنيادی  جهت های 

ها به چربی از پروتوکل نوربخش و همکاران  انجام تمایز سلول

گردید   سلول( 25) استفاده  ابتدا  در  تراکم  .  با  در   3× 410ها 

غنی    DMEMخانه کشت شدند و با محیط کشت    6های  پلیت 

درصد    CO2   5گراد و میزان  درجه سانتی   37شده در دمای  

  ها ساعت و چسبیدن سلول   24انکوبه گردیدند. بعد از گذشت  

و  طور کامل خارج گردید به کف پلیت محیط کشت هر خانه به 

کشت   محیط  حاوی  که  چربی  تمایز  کشت    DMEMمحیط 

با   و  بود  شده  و    nM/ml100غنی    µg/ml50دگزامتازون 

روز انکوبه گردیدند.    14ایندومتاسین تکمیل شده بود، برای  

گردید. بعد  محیط کشت تمایزی هر سه روز یک بار تعویض  

آمیزی اویل رد جهت بررسی میزان  از گذشت این زمان رنگ 

 قطرات چربی انجام گرفت.  

طور  ها به در ابتدا محیط کشت سلول آميزی اویل رد:  رنگ 

شستنشو شدند و سپس    PBSها با کامل خارج گردید و سلول 

پارافرمالدئید   از  استفاده  مدت    % 4با  دمای    30به  در  دقیقه 

های پلیت خارج  اتاق فیکس شدند. سپس پارافرمالدئید از خانه 

ها با محلول اویل رد به  ، سلول PBSگردید و بعد از شستشو با 

دمای    15مدت   در  سانتی   37دقیقه،  محیط  درجه  و  گراد 

شسته شده و بعد از    PBSآمیزی شدند. سپس با  تاریک رنگ 

خشک شدن با استفاده از میکروسکوپ نوری معکوس بررسی  

 شدند و عکس تهیه گردید.  

سلول فریز  در سلول ها:  کردن  که  مزانشیمی  بنیادی  های 

کشت داده شده بودند بعد از رسیدن به تراکم   75Tهای  فلاسک 

درصد، تریپسینه شدند. به این ترتیب که ابتدا محیط   80بالای  

تخلیه گردید، سپس  کشت سلول  کامل  به طور  لیتر   3ها  میلی 

از یک دقیقه و به سلول   % 0/ 25تریپسین   ها اضافه گردید و بعد 

ها از ها در زیر میکروسکوپ از جداشدن کامل آن مشاهده سلول 

نمودن  خنثی  جهت  و  نموده  حاصل  اطمینان  فلاسک  کف 
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ها به سلول   FBS  %10لیتر محیط کشت حاوی  میلی   9تریپسین،  

فلا  محتوای  گردید.  به اضافه  فالکون  سک  یک  به  کامل   15طور 

به مدت   و  سرعت    5منقل شد  با  سانتریفیوژ   1500rpmدقیقه 

ها شمارش طور کامل خارج گردید و سلول گردید. محلول رویی به 

میلی لیتری منتقل   2گردید. تعداد یک میلیون سلول به یک تیوب  

از    900و   تیوب   DMSOمیکرولیتر    100و    FBSمیکرولیتر  به 

دقیقه در فریزر منفی   30ها به مدت  اضافه گردید. سپس سلول 

قرار گرفتند و   70ساعت در فریزر منفی    24، سپس به مدت  20

 در نهایت به تانک ازت منقل گردیدند. 

 نتایج 

داده سلول ها:  مورفولوژی سلول  کشت  و  شده  استخراج  های 

محیط   در  و   FBS   %10حاوی    DMEMشده 

در روزهای مختلف با میکروسکوپ   %1سیلین/استرپتومایسین  پنی 

و  استخراج  از  پس  روز  یک  گرفتند.  قرار  بررسی  مورد  نوری 

ها چسبیده به کف سلول    % 1بیوتیک  و آنتی   PBSشستشوی با  

ها (. سلول a1فلاسک تقریبا ظاهری کروی شکل داشتند )تصویر  

با  فیبروبلاستی  شبه  و  دوکی  مورفولوژی  از کشت  پس  روز  سه 

 (. b1قدرت تکثیر بالا را نشان دادند )تصویر  

فلوسيتومتری:   نشان نتایج  اولیه  فلوسایتومتری  آزمون  نتایج 

سلول  که  اختصاصی داد  مارکرهای  کننده  بیان  خوبی  به  ها، 

بودند و میزان بیان   90CDو    73CDهای مزانشیمی مانند  سلول 

به   مارکرها  بیان   % 90/ 85و    %83/ 06ترتیب  این  میزان  بود. 

 به ترتیب  45CDو   34CDمارکرهای رده خونی مانند مارکرهای  

ماهیت  بود.   % 0/ 23و    % 0/ 18  مقدارهای  دهنده  نشان  نتایج  این 

  (.2باشد )تصویر های استخراج شده می مزانشیمی سلول 

استخوان:   به  تمایز  استخوانی نتایج  تمایز  توان  ارزیابی  برای 

 آمیزی آلیزارین رد ، از رنگ چربی های بنیادی مشتق از بافت  سلول 

از   القای تمایز در محیط    21استفاده شد. پس  تمایز روز  کشت 

های تمایز یافته ، تجمع واضح رسوبات کلسیمی در سلول استخوان 

آمیزی شدید آلیزارین رد تأیید گردید. این مشاهده شد که با رنگ 

سلولی اختصاصی   تجمع مواد معدنی بیانگر ترشح ماتریکس خارج 

گره استئوبلاست  وجود  بود.  رنگ ها  نشان های  قرمز  دهنده   پذیر 

  (. 3)تصویر   دها بو تمایز موفق و معدنی شدن سلول 

چربی:   به  تمایز  تمایز  نتایج  توان  ارزیابی   چربیبرای 

آمیزی اویل رد چربی، از رنگ های بنیادی مشتق از بافت  سلول

روز از القای تمایز در محیط  21استفاده گردید. پس از گذشت 

چربی،   القای  درون کشت  لیپیدی  قطرات  با    حضور  سلولی 

دهنده تجمع پذیری قرمز مشخص گردید. این نتایج نشانرنگ 

سلول  آدیپوژنی  فعالیت  و  رنگ چربی  بود.  مشخص  ها  آمیزی 

ذخیره  و  موفق  تمایز  بر  تأییدی  سلول چربی    لیپیدها  های در 

 )تصویر (.  شود تمایز یافته محسوب می 

 

 

 

 

 

 
 

 

: سلول های جدا شده بعد از سه روز کشت تقریبا  bباشند صورت کروی شکل میت چربی در مراحل اولیه کشت که بههای جدا شده از باف : سلولa: 1تصویر 

 باشند دوکی شکل می
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های  ( برای سلول45CD  ،34CD( و مارکرهای رده اریتروئیدی )90CD  ،73CDهای مزانشیمی ) : نتایج فلوسایتومتری مارکرهای اختصاصی سلول2تصویر 

 مزانشیمی مشتق از چربی 

 

 

 

 

 

 
 

 گردد : رسوبات هیدروکسی آپاتیت قرمز بعد از رنگ آمیزی با آلیزارین رد مشاهده می3تصویر 

 

 

 

 

 

 

 
 باشند آمیزی اویل رد قابل مشاهده می: قطرات قرمز چربی با رنگ4تصویر 
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 بحث 

های بنیادی مزانشیمی اولین بار از مغز استخوان استخراج سلول 

سلول  این  گردیدند.  شناسایی  نوع و  چندین  به  تمایز  توانایی  ها 

سلول  جمله  از  دارا سلول  را  چربی  و  غضروفی  استخوانی،  های 

سال می  در  مناباشند.  اخیر  این   بعهای  جداسازی  برای  مختلفی 

توان به بافت ها معرفی گردیده است. از جمله این منابع می سلول 

های مشتق از بافت چربی، بندناف و پالپ دندان اشاره نمود. سلول 

از  بالا  تکثیر  توان  و  تر  آسان  استخراج  فراوانی،  دلیل  به  چربی 

می  حساب  به  منابع  سلول بهترین  مزانشیمی آیند.  بنیادی  های 

در   مزانشیمی معمولا  کشت  شبه ظاهری    ، محیط  و  دوکی 

، CD73مارکرهای سطح سلولی خاصی از قبیل    فیبروبلاستی دارند. 

CD90    وCD105   این سلول بیان می در  این سلول ها  و  ها گردد 

توانایی تمایز به سه رده سلولی اصلی )استخوان، غضروف و چربی( 

الوصول بودن مورزایی و سهل ها احتمال کمتر تو را دارند. این سلول 

های بنیادی جنینی مورد با مسائل اخلاقی کمتر نسبت به سلول 

گرفته  قرار  بافت  مهندسی  و  درمانی  سلول  در  بیشتر  اند توجه 

از سال  ( 26,27)  ایجاد استخراج سلول   1970.  های مزانشیمی و 

پذیر گردیده است. خریداری نک سلولی در خیلی از مراکز امکان با 

هم سلول  و  دیگر  مراکز  از  مزانشیمی  بنیادی  تایید های  چنین 

های از طریق تکنیک   های خریداری شدهبنیادی بودن این سلول 

های چربی و ها به رده های توان تمایزی آن فلوسیتومتری و بررسی 

امری هزینه  توسعه استخوان،  به  با توجه  از سوی دیگر،  بر است. 

دسترسی به یک منبع سلولی روزافزون مطالعات سلولی و نیاز به  

اختص  سلولی  بانک  یک  ایجاد  تشریح ویژه،  علوم  گروه  در  اصی 

رسید. لذا در این مطالعه تصمیم گرفته شد که نظر می ضروری به 

های بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربی انسان استخراج  سلول 

استفاده در تحقیقات  برای  بنیادی مزانشیمی  بانک سلول  و یک 

بنیادی  سلول  حاضر،  مطالعه  در  گردد.  نگهداری  و  تهیه  آتی 

مزانشیمی مشتق از بافت چربی با استفاده از روش آنزیمی مبتنی 

ها استخراج گردیدند. بررسی مورفولوژیکی سلول   Iبر کلاژناز نوع  

ها به کف فلاسک در روز اول پس از استخراج نشان داد که سلول 

از   اما پس  داشتند،  و ظاهر کروی  از کشت به چسبیده  روز  سه 

تدریج به فرم دوکی و شبه فیبروبلاستی تغییر یافتند. این تغییر 

فعال سلول  آغاز تکثیر  فاز رشد مورفولوژی، نشانگر  به  ها و ورود 

های مطالعات پیشین در مورد سلول باشد و با یافته لگاریتمی می 

دارد  مطابقت  کاملا  چربی  بافت  از  مشتق  مزانشیمی  بنیادی 

سطحی  .  (28,29)  سلول   90CDو    73CDمارکرهای  های در 

می  بیان  مزانشیمی  مطالعه  استرومایی  این  در  نتایج گردند. 

های به دست آمده بیان بالایی از فلوسیتومتری نشان داد که سلول 

مقادیر آن   90CDو    73CDمارکرهای   به ترتیب را داشتند و  ها 

 34CDبود از طرف دیگر مارکرهای سطحی    % 90/ 85و    % 83/ 06

باشند در مطالعه ما ساز می های خون که مربوط به رده   45CDو  

(. این نتایج نشان   % 0/ 23و    % 18/0)به ترتیب    بیان کمی داشتند 

باشد. سلول های استخراج شده می دهنده مزانشیمی بودن سلول 

مزانش  بین بنیادی  انجمن  معیارهای  با  مطابق  درمان یمی  المللی 

 ( سلول ISCTسلولی  به  گ(  می هایی  الگوی فته  این  که  شود 

و عدم   105CDو    73CD  ،90CDایمونوفنوتپی شامل بیان مثبت  

. در مقایسه با مطالعات ( 30)را نشان دهند    45CDو    34CDبیان  

در  حاضر  پژوهش  در  مزانشیمی  مارکرهای  بیان  میزان  مشابه، 

مطالعه  در  دارد.  قرار  معتبر  منابع  در  شده  گزارش  محدوده 

Mohamed-Ahmad    سال در  همکاران  مارکر   2018و  دو  بیان 

73CD    90وCD    45گزارش گردید و    %90بیش ازCD   کمتر از

. بنابراین نتایح حاضر نشان دهنده خلوص ( 31) گزارش شد    % 2

سلول  قبول  قابل  مزانشیمی  ماهیت  و  شده بالا  استخراج  های 

های مهم روش آنزیمی به کار رفته در این باشد. یکی از مزیت می 

سترومایی بافت مطالعه، توان بالای آن در جدا نمودن موثر بخش ا 

باشد. آنزیم های بنیادی مزانشیمی است، می چربی که حاوی سلول 

سازی های کلاژن در بافت، باعث آزاد کلاژناز با تجزیه کردن رشته 

سلول  کلی سریع  بازده  افزایش  و  سلولی  خارج  ماتریکس  از  ها 

ها مانی سلول طبیعی و زنده گردد. در این روش، شکل  استخراج می 

و همکاران در سال   Lee. مطالعه  (32) شود  به نحو خوبی حفظ می 

به مدت   Iکلاژناز نوع    % 0/ 1ه استفاده از محلول  نشان داد ک   2020

گراد، بهترین نتیجه درجه سانتی   37ای در دمای  دقیقه   40محدود  

نماید دست آمده ایجاد می های به را از نظر تعداد و کیفیت سلول 

اند که روش های جدیدتر نیز گزارش کرده چنین پژوهش . هم ( 33) 

هایی با زنده مانی های مکانیکی، سلول آنزیمی در مقایسه با روش 
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های . آزمایش ( 32) کنند  بیشتر و توان کلون زایی بالاتر فراهم می 

توان سلول  ماهیت چند  نیز  تایید تمایزی  را  استخراج شده  های 

محیط القایی حاوی   کرد. در شرایط القای استخوانی با استفاده از 

و   فسفات  دو  آسکوربیک  اسید  ، گلیسروفسفات- βدگزامتازون، 

پذیری واضحی با آلیزارین رد نشان روز، رنگ   21ها پس از  سلول 

دادند که بیانگر تجمع رسوبات کلسیمی و ترشح ماتریکس معدنی 

و  دگزامتازون  حاوی  چربی  القای  محیط  در  بود.  استئوبلاستی 

آمیزی با اویل رد نشان دهنده روز رنگ   21نیز، بعد از    ایندومتاسین

. نتایج تجمع قطرات چربی درون سلولی و تمایز موفق آدیپوژنی بود

یافته  با  و همکاران در   Zukهای مطالعات متعدد از جمله  حاضر 

سال    Mohamed-Ahmedو    2001سال   در  همکاران   2018و 

روز القا، رسوبات معدنی   21ها نیز پس از  خوانی دارد که در آن هم 

چنین . هم ( 31,34) ها مشاهده گردید  و تجمع چربی با همین روش 

مطالعه  سال  در  در  داد   2023ای  شدنشان  های سلول    که   ه 

مشتق از بافت چربی، ظرفیت تمایز استخوانی )تجمع مزانشیمی  

و   (35) رسوبات کلسیمی( بالاتری نسبت به منابع دیگر داشتند  

 با بررسی  ، 2022سال  و همکاران در  Huangچنین در مطالعه هم 

در  چربی  و  استخوان  به  تمایز  با  مرتبط  مولکولی   مسیرهای 

مزانشیمیسلول  در   های  مولکولی  مسیرهای  این  که  داد  نشان 

. پیشنهاد ( 36) د  شون طور مشخص فعال می به های مزانشیمی  سلول 

ات آینده برای تقویت نتایج تمایز، ارزیابی بیان می شود در مطالع 

 Real-timeزایی و آدیپوژنز به روش  های اختصاصی استخوان ژن 

PCR   .گردد تایید  نیز  مولکولی  سطح  در  تمایز  تا  گردد  انجام 

پذیری آلیزارین رد و اویل می میزان رنگ گیری ک ، اندازه چنین هم 

تواند تایید رد از طریق استخراج رنگ و سنجش جذب نوری می 

سلول  این  تمایزی  توان  بر  رده بیشتری  به  و ها  غضروفی  های 

 استخوانی باشد.

 گيرینتيجه 

ای برای به طور کلی، در این مطالعه پروتکل استاندارد شده 

سلول  حفظ  و  از جداسازی  استفاده  با  مزانشیمی  بنیادی  های 

دهد  نتایج مطالعه حاضر نشان می ارائه گردید.    Iآنزیم کلاژناز  

های  های استخراج شده با روش آنزیمی کلاژناز، ویژگی که سلول 

معیارهای   با  منطبق  عملکردی  و  ایمنوفنوتیپی  مورفولوژیکی، 

های بنیادی مزانشیمی را دارا بوده و قابلیت بالایی برای سلول

کاربردهای مهندسی بافت و طب بازساختی دارند و این پژوهش  

موفق به ایجاد و اعتبار سنجی یک لاین سلولی استاندارد بومی  

های بنیادی مزانشیمی برای گروه علوم تشریح گردید  از سلول 

می  اتک توا که  قابل  پروتکلی  پیش   ا ند  تحقیقات  برای  پایدار  و 

موثر  گامی  و  گردد  درمانی  سلول  و  افزایش   بالینی  جهت  در 

تکرار  سلول  قابلیت  حوزه  در  علمی  و خودکفایی  نتایج  پذیری 

می  آینده  مطالعات  گردد.  محسوب  ارزیابی  درمانی  بر  تواند 

سلو دقیق  لاین  این  تمایز  پتانسیل  کمی  و  شرایط تر  در  لی 

درون  و  هم آزمایشگاهی  امکان  چنین تنی،  سنجی  بررسی 

ها بعد از فریز شدن  کاربردهای درمانی آن و توانایی تمایز سلول 

 متمرکز گردد.  

 گزاریسپاس 

نویسندگان این مطالعه تشکر و قدردانی خود را از دانشکده  

پزشکی رفسنجان، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران و بنیاد 

این اثر تحت حمایت مادی بنیاد ملی    دارند. ملی ایران اعلام می 

پزشکی بازساختی و  های  ( و ستاد علوم و فناوری INSFایران ) 

از طرح شماره  سلول بنیادی برگرفته شده   "4038794" های 

 انجام شده است.

مالی:  )   حامی  ایران  ملی  و  INSFبنیاد  علوم  ستاد  و   )

 های بنیادیلهای پزشکی بازساختی و سلو فناوری 

 .وجود ندارد  تعارض در منافع: 

 ملاحظات اخلاقی

اخلاق   کمیته  توسط  مطالعه،  این  دانشکده  پروپوزال 

است  تهراندانشگاه  دامپزشکی   گرفته  قرار  تایید  کد  ).  مورد 

 .( IR.UT.VETMED.REC.1403.044اخلاق: 

 نویسندگان مشارکت 

  مطالعه،  یطراح  درحسن مروتی    ده، یا  ارائه  درپور  زهرا تقی

  ها داده  لیتحل  و   هاداده  یآورجمع  درآبادی  زاده قوامراضیه تقی

  و   هیاول  شیرایو  ن،یتدو  در  سندگانینو  همه  و  داشته  مشارکت

 .هستند  میسه  مقاله  با  مرتبط  سوالات  به  ییپاسخگو  و   مقاله  یی نها
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Introduction: Mesenchymal stem cells (MSCs) play a significant role in regenerative research due to 

their strong self-renewal capacity, their ability to differentiate into various cell lineages, and their 

secretion of trophic and regenerative factors. Among different cell sources, adipose tissue is considered 

particularly valuable because of its easy accessibility and high yield. The aim of this study was to isolate 

adipose-derived mesenchymal stem cell using collagenase type I and to characterize the isolated cells for 

establishing a cell bank at the Cell Culture Center of the Department of Anatomy 

Methods: In this study, adipose tissue samples obtained through liposuction were enzymatically digested 

using collagenase type I to isolate the cells. The isolated cells were cultured in an appropriate culture 

medium, and the expression of mesenchymal surface markers was then analyzed by flow cytometry. In 

addition, the differentiation potential of the cultured cells toward adipogenic and osteogenic lineages was 

also evaluated through lineage-specific induction followed by appropriate staining procedures. Finally, 

the cultured cells were cryopreserved and stored in a liquid nitrogen for long-term preservation. 

Results: The mesenchymal phenotype of the isolated cells was confirmed by the high expression of 

CD90 and CD73 and the low expression of hematopoietic markers CD34 and CD45. Oil Red O and 

Alizarin Red staining further verified the adipogenic and osteogenic differentiation of the cells, 

respectively. 

Conclusion: The results of this study demonstrated that the cells isolated using the collagenase enzymatic 

method exhibited morphological, immunophenotypic, and functional characteristics consistent with the 

standard criteria for mesenchymal stem cells, indicating their strong potential for applications in tissue 

engineering and regenerative medicine. 
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