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است. مغز استخوان  شده انجامدر اسب  یعضلان – یاسکلتهای یماریبراه درمان  عنوان بههای بنیادی مزانشیمی تاکنون مطالعات بسیاری بر روی سلول :زمینۀ مطالعه

های هایی نیز در ویژگیهای این دو منبع، تفاوترغم وجود شباهت زیاد سلولیعلاند. های بنیادی مزانشیمی در اسب بودهو بافت چربی منابع اصلی جداسازی سلول

تر های بنیادی مزانشیمی آلوژن مناسبکه کدام منبع برای ایجاد بانک سلولها وجود دارد و هنوز توافقی بر سر اینایمنی و تمایزی آنشناختی، تکثیری، تحریک یستز

ها سایی بهتر این سلولدر شنا (qPCR)یابی هستند، استفاده از روش آنالیز کمّی بیان ژن ردقابلها در سطح بیان ژن که برخی از این تفاوتییازآنجاوجود ندارد.  ،است

 شود.و مقایسه این منابع توصیه می

و  Major Histocompatibility Complex-I (MHC-I) ،Cluster of Differentiation-90 (CD90)ی هاژنای میزان رونوشت بررسی مقایسه: هدف

CD29  گزینی و لانه استئوژنززایی و نشانگرهای شناسایی مؤثر در یمنیار در مؤثی هاژنی بنیادی مزانشیمی بافت چربی و مغزاستخوان اسب که به ترتیب هاسلولدر

 .باشندیمها در این سلول

های پاساژ سوم استخراج تام سلول RNAاسب مورد استفاده قرار گرفت.  رأس 3مزانشیمی بافت چربی و مغز استخوان های بنیادی برای این منظور، سلول: کارروش

 مورد ارزیابی قرار گرفت. qPCRی، با روش بررس موردهای ، میزان بیان ژنcDNAگردید و پس از سنتز 

 و CD90 هایو میزان بیشتری از ژن MHC-Iهای بنیادی مزانشیمی بافت چربی میزان برابری از ژن مشخص شد که سلول مطالعهبر اساس نتایج این  :نتایج

CD29 ها از جمله در مهاجرت و توان تمایزی تأثیر گذار کنند که در خصوصیات بیولوژیک آنهای بنیادی مزانشیمی مغزاستخوان بیان میرا در مقایسه با سلول

 .باشندیم

هایی را چربی اسب از نظر الگوی بیان ژنی تفاوتهای بنیادی مزانشیمی گرفته شده از مغزاستخوان و بافت بر اساس نتایج به دست آمده، سلول: نهایی گیرینتیجه

 های مبتنی بر سلول مورد توجه قرار گیرند. هایی که باید در درمانباشد. تفاوتها میهای عملکردی آنتفاوت دیمؤدهند که نشان می

 CD29 ،MHC-I ،CD90های بنیادی مزانشیمی، اسب، سلول :کلیدی کلمات
 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 یو پزشک یادیبن یهاسلول یولوژیب یگروه پژوهشو  رانیمشهد، مشهد، ا یدانشگاه فردوس ،یدانشکده دامپزشک ه،یگروه علوم پا ،عباس پرهام: مسئول سندهینو
 رانیمشهد، مشهد، ا یدانشگاه فردوس ،یستیز یپژوهشکده فناور ،یبازساخت

 parham@um.ac.ir : یکیپست الکترون

مقدمه

های بنیادی در دامپزشکی، استفاده یکی از کاربردهای درمانی سلول

های . سلول(1)ها در درمان جراحات ارتوپدیک اسب است این سلولاز 

های بالغ وجود دارند. در میان بنیادی مزانشیمی تقریباً در اغلب بافت

این منابع، مغز استخوان و بافت چربی منابع اصلی مورد استفاده در 

ها در عین . این سلول(2،3)اند ها بودهسلول درمانی در اسب
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هایی زایی و سرکوب ایمنی و بیان نشانگرهای شناسایی تفاوتیمنیا

های بنیادی مزانشیمی دهند. به طور کلی شناسایی سلولرا نشان می

های فیزیکی، مورفولوژیکی، فنوتیپی و به وسیله ترکیبی از ویژگی

شود و به علت محدودیت در دسترسی به عملکردی انجام می

های بادیاسب و عدم واکنش برخی آنتیهای مختص گونه بادیآنتی

ای از مارکرهای مثبت شامل انسانی با مارکرهای اسبی، مجموعه

CD90 ،CD29 ،CD105 ،MHC-I  و تعدادی از ماکرهای منفی

در  CD19و  CD14 ،CD11b، CD34 ،CD45، CD79همانند 

های بنیادی در سلول CD90. (4)شوند شناسایی می mRNAسطح 

 CD90. (5)عنوان نشانگر بنیادی بودن مورد توجه است مزانشیمی به 

، CD146و همراه با  (6)های استئوپروژنیتور مرتبط بوده با سلول

در  OCNو استئونکتین یا  OPN، استئوپنتین یا IIIو  Ιکلاژن نوع 

های بنیادی . گزارش شده است سلول(7)استئوژنز نقش دارد 

دارند، از توان تمایزی بالاتری  CD90مزانشیمی که بیان بالاتری از 

تواند می CD90. بنابراین (8)باشند یمدر تمایز به استخوان برخوردار 

منظور جداسازی عنوان نشانگری مؤثر در مهندسی بافت استخوان بهبه

سازی بالاتری دارند، مورد استفاده هایی که قابلیت استخوانجمعیت

 CD90یادی با بیان بالای های بنشود سلولقرار گیرد و گفته می

نقش  CD29. باشندیمهای درمانی کاندیدای مناسبی برای کاربرد

. (9)یمی دارد مزانش یادیبن یهاسلولمهمی در مهاجرت درون تنی 

CD29  جزءβ  یرزی اینتگرین بوده و در ارتباط با هامولکولبرخی از 

به لیگاندهای لامینین، کلاژن، فیبرونکتین،  αی مختلف واحدها

اپیلیگرین سلول را به ماتریکس خارج سلول مرتبط ساخته و از طریق 

 واسطه باو  VCAM-1(CD49d, CD29)مولکول اتصالی عروق یا 

P-selectin ی اندوتلیوم هاسلولهای بنیادی مزانشیمی را به سلول

نیادی مزانشیمی های بعروق متصل کرده و از این طریق سلول

اینتگرینی  VLA-4کنند. یمی ابتدایی خروج از عروق را طی هاامگ

آن  βجزء CD29آن بوده و  αجزء  عنوانبه α4یا  CD49dاست که 

یافت  هاسلولبر روی اغلب  αی واحدهابا زیر  CD29است. ترکیبات 

، Tو  Bهای یتلنفوستنها بر روی  VLA-4که یدرحالشوند یم

شود و یمی بنیادی مزانشیمی بیان هاسلولتیغه عصبی و ی هاسلول

سبب اتصال  VCAM-1خود یعنی  ین گیرندهترمهمدر رابطه با 

. مسئله (10)گردد یمیمی به اندوتلیوم عروق مزانش یادیبن یهاسلول

های اساسی سلول درمانی پذیرش سلول پیوند شده یکی از چالش

أ منشی بنیادی مزانشیمی با هااست. اغلب مطالعات بر روی سلول

ها است و کارایی این نوع درمان در اسب شده انجامخودی )اتولوگ( 

. زمان بر بودن اخذ سلول (11)ینی به اثبات رسیده است بال صورت به

ها و تکثیر آن برای هر بیمار به صورت جداگانه و امکان اثرپذیری سلول

های بنیادی از بیماری فرد یا حیوان از معایب استفاده از سلول

-Allo)های بنیادی آلولوگ . سلول(12)مزانشیمی اتولوگ است 

MSCs)  شوند یمیی در زمان، از افراد سالم اخذ جوصرفهعلاوه بر

های زایی کمتر در سلولیمنیاکه تعدیل ایمنی و . با وجود این(13)

های ها با سلولن دهنده کارایی برابر این سلولبنیادی مزانشیمی نشا

 لحاظ ازهای بنیادی مزانشیمی شود سلولگفته می ،اتولوگ است

را  Tهای توانند پاسخ لنفوسیتیمزایی کاملًا مصون نیستند و یمنیا

ها را هیپوایمونوژنیک دانست و برانگیزند و بهتر است این سلول

های بنیادی ایی درمان با سلولکاراطلاعاتی از اطمینان و  متأسفانه

ها وجود ندارد و هدف اصلی در پاسخ ایمنی مزانشیمی آلوژن در اسب

( MHC) ی سازگاری نسجیهامولکولیه پیوند، علشده  یجادا

. مطالعات نشان (14،15)ی دهنده است هاسلولشده بر سطح یانب

های بنیادی مزانشیمی با منشأ بافت چربی و سلول اندداده

. (13)کنند را فعال می MHCی ایمنی بر ضد هاپاسخمغزاستخوان 

ی بنیادی مزانشیمی اسب هاسلولاند برخی مطالعات گزارش کرده

MHC-II  (17)کنند یا به میزان کم بیان می (16)است کرده نرا بیان ،

هتروژن  MHC-IIهای بنیادی مزانشیمی در بیان در واقع سلول

 ژن یآلوآنتین ترمهم MHC-Iتوان گفت . بنابراین میباشندیم

مولکولی است که بر سطح  MHC-I ها است.پیوندی در این سلول

تواند در ارتباط شود و میدار بیان میی هستههاسلولتمام 

های های کشنده طبیعی و لنفوسیتو سلول T +8CDهایلنفوسیت

B به نظربنابراین  .(18)های آلوژن گردد موجب رد پیوند سلول 

ها مانع از رد پیوند رسد خصوصیات تعدیل ایمنی در این سلولمـی

-Alloیک خطر در درمان با  دهندهنشانشود و این مسئله ها نمــیآن

MSCs  تواند کارایی سلول درمانی و تکرار درمان با این یماست و

ضرورت بیشتر مطالعه  دهندهنشانیر قرار دهد و تأثرا تحت  هاسلول

 Allo-MSCsزایی و ایمونوبیولوژی یمنیاهای مختلف در مورد جنبه

ای میزان بررسی مقایسه از مطالعه حاضرها است. لذا هدف در اسب

ی بنیادی هاسلولدر  CD29و  MHC-I ،CD90ی هاژنبیان 

ها مزانشیمی بافت چربی و مغزاستخوان اسب بود که محصولات این ژن

 . باشندیمگزینی مؤثر زایی، استئوژنز و لانهیمنیاتیب در به تر

 مواد و روش کار

های سلولها: ها، کشت و تعیین هویت آنجداسازی سلول

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان و بافت چربی ، سلولمطالعه مورد

سال بودند  9و  6، 3مربوط به سه مادیان سالمِ نژاد دو خون با سن 

های . سلول(19،20)که قبلا گرفته شده و تعیین هویت شده بودند 
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گراد برای درجه سانتی -80پاساژ سوم مربوط به هر اسب در دمای 

 شده بودند. رهیذخبعدی  و انجام مراحل RNAاستخراج 

 High Pure، از کیت RNA برای استخراج: RNAاستخراج 

RNA Isolation (Roche, Germany)  استفاده شد و مراحل بر

استخراج شده به  RNAاساس پروتکل شرکت سازنده انجام شد. 

یله وسبه، RNAگراد منتقل گردید. کیفیت درجه سانتی -80فریزر

درصد بررسی  1بر روی ژل آگارز  شده استخراج RNAران کردن 

 موردنیز با استفاده از دستگاه نانودراپ  RNA گردید. کمیت و خلوص

 قرار گرفت. سنجش

با استفاده از کیت ساخت  cDNAساخت : cDNAساخت 

cDNA (RT Premix ®AccuPower و بر اساس پروتکل شرکت )

ها در سازنده انجام شد. یک مرحله از نرمالایز کردن تفاوت بین نمونه

 شده استخراج RNAاین سطح، با استفاده از برداشت مقادیر برابر از 

 انجام شد. cDNAهای مختلف برای ساخت نمونه

آغازگرهای مورد نیاز برای سازی آغازگرها: طراحی و آماده

های موجود در بانک ژنی ، طبق توالیqPCRمنظور انجام ها، بهاین ژن

NCBI افزار  و با استفاده از نرمPrimer Premier (version 6.0, 

Premier Biosoft International)  طراحی شدند. اطلاعات مربوط

آورده شده است. ابتدا با استفاده از گرادیان  1جدول به آغازگرها در 

 یابیارز دمای اتصال بهینه برای هر ژن مشخص شد و سپس ،دمایی

، با استفاده از سنجش نظر موردهای صحت عملکرد آغازگرهایِ ژن

ای پلیمراز و بررسی در واکنش زنجیره آغازگرهااختصاصی عمل کردن 

رز ژل آگارز، صورت گرفت. یله الکتروفووس بهمحصولات این واکنش 

علاوه بر این، برای اطمینان از انجام واکنش رونویسی معکوس و 

با استفاده از آغازگر ژن  cDNAنمونه  6 ، تمامcDNAساختن 

GAPDH قرار  یابیارز موردای پلیمراز معمول، در واکنش زنجیره

 گرفتند.

ای پلیمراز همراه با بررسی همزمان واکنش زنجیره

 :(Real-Time Polymerase Chain Reaction) اکنشپیشرفت و

مطالعه،  های موردکمی نسبی میزان رونوشت ژن یابیارزمنظور به

qPCR  از رویcDNA  انجام شد. در این واکنش ازMaxima 

Green qPCR master Mix (Thermo Scientific) ®SYBR 
دقیقه  5استفاده شد. واکنش در شرایط دمایی زمانی شامل 

گراد در مرحله اول و سپس درجه سانتی 94واسرشتگی اولیه در دمای 

ثانیه واسرشتگی مجدد در دمای  30سیکل شامل  40مرحله دوم با 

ثانیه در دمای  45گراد و مرحله هم سرشتگی به مدت درجه سانتی 94

ثانیه مرحله جمع آوری نور فلئورسنت  60گراد و درجه سانتی 5/56

 گراد انجام شد. برایدرجه سانتی 72ثانیه در دمای  60سبز به مدت 

ها منحنی استاندارد رسم گردید. ژن محاسبه کارایی واکنش، برای تمام

رقیق شده، تهیه  cDNAهای به این منظور، ابتدا مخلوطی از نمونه

 5در نظر گرفته شد و از آن تا  1عنوان رقت گردید. این مخلوط به

عنوان نمونه واکنش ها بهرقت متوالی تهیه گردید. هرکدام از رقت

qPCR استفاده شدند. همچنین به منظور اثبات اختصاصیت اتصال ،

ای پلیمراز در زمان پرایمر و وجود یک محصول در واکنش زنجیره

ی، منحنی ذوب رسم گردید و محصولات واکنش بر روی ژل رانده واقع

 شدند.

اطمینان برای به دست آوردن نتایج قابل انتخاب ژن رفرانس: 

ها باید صورت نسبی دادهها بهو معتبر در بررسی تغییرات بیان ژن

ها و حذف سهم تغییرات غیر واقعی نرمال شوند. برای نرمال کردن داده

ها، از ژن مرجع استفاده شد که ولوژیک واقعیِ ژناز تغییرات بی

ها و ترین و بهترین راه است. ژن مرجع مناسب باید در تیماردقیق

های متفاوت، به میزان یکسان ها و سلولشرایط متفاوت یا در بافت

 B2M (Beta-2بیان شود. بنابراین ثبات بیان سه ژن 

microglobulin)  ،ACTB (Actin, beta) و GAPDH  که

های بنیادی های کمی بیان ژن در سلولهای پرکاربرد در بررسیژن

، (21)باشند یمجداسازی شده از مغز استخوان و بافت چربی اسب 

قرار گرفتند. برای بررسی ثبات بیان ژن مرجع طبق کار  یابیارزمورد 

. در شداستفاده  CT-2از فرمول  2008لیواک و اشمیتگن در سال 

نیز شروط استفاده  CT-2با استفاده از فرمول   changefoldمحاسبه 

برقرار است. برای استفاده از  comparative CT methodاز روش 

منظور ارائه نتایج باید کارایی  به comparative CT methodروش 

درصد  10ای از دو ژن هدف و مرجع به هم نزدیک بوده و در محدوده

شود که کارایی ین شرط محقق میقرار گیرند و زمانی ا 2کارایی 

 . (22)قرار گیرد  2/2تا  8/1بین

عنوان های متوالی بهبا استفاده از رقترسم منحنی استاندارد: 

ها، که در آن ، منحنی استاندارد مربوط به ژنqPCRنمونه در واکنش 

ها در محور عمودی قرار دارند، TCها و Xها در محور لگاریتم رقت

مربوط به  Rotor-Gene Series Q Software 2.1.0ار افزتوسط نرم

، رسم گردید. با Real-Time (Qiagen, Germany)دستگاه 

استفاده از شیب این خط، کارایی واکنش با استفاده از فرمول زیر 

 محاسبه شد.

Efficiency of the Reaction = [10
(−

1
𝑆𝑙𝑜𝑝𝑒

) 
] − 1 
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با توجه به وجود تفاوت در میزان ها: آنالیز آماری بیان ژن

های های هدف و مرجع و همچنین مزیتکارایی واکنش برای ژن

method (delta  Tomparative CCبر روش  Pfafflروش آنالیز 

)Tdelta C ها در کارگیری کارایی واکنشجمله محاسبه و به از

قرار ی ابیارزمورد  Pfafflها با استفاده از روش محاسبات، داده

شده و در فرمول افزار اکسل منتقلها به نرمگرفتند. ابتدا داده

 مربوطه قرار گرفتند. 

𝑅𝑎𝑡𝑖𝑜 =
(𝐸𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡)∆𝐶𝑇𝑡𝑎𝑟𝑔𝑒𝑡(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)

(𝐸𝑟𝑒𝑓)∆𝐶𝑇𝑟𝑒𝑓(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙−𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒)
  

فاده از های هدف با استبا استفاده از این روش نسبت بیان ژن

های ها و تفاضل مقادیر سیکل آستانه مربوط به نمونهکارایی واکنش

های مغز استخوان بافت چربی از مقادیر سیکل آستانه مربوط به نمونه

عنوان بافت کنترل یا کالیبراتور فرض گردید( نسبت به ژن )که به

های به دست آمده به کمک نرم افزار تعیین شد. داده  MHC-Iمرجع

SPSS  و با استفاده از آزمونMann-Whitney  به دلیل توزیع(

 نظر دار دربه عنوان اختلاف معنی >05/0Pغیرنرمال( آنالیز شدند و 

 گرفته شد. 

 نتایج

عدم  استخراج شده و RNAبررسی کیفیت و کمیت 

و  s28های نتایج نانودراپ و حضور باندژنومی:  DNA آلودگی به
s18  در راندنRNA دهنده کیفیت استخراجی بر روی ژل آگارز نشان

بود. الکتروفورز محصولات واکنش  RNAمناسب و عدم تخریب 

 Genomicهای دارای آلودگی به ای پلیمراز مربوط به نمونهزنجیره

DNA شده با کیت های استخراجو نمونه High Pure دهنده نشان

مراحل استخراج  شده طی انجام DNase treatmentاین بود که با 

RNA  آلودگی بهDNA .از بین رفته است 

محصولات  یابیارزبررسی صحت عملکرد آغازگرها با 

ژل الکتروفورز محصولات واکنش ای پلیمراز: واکنش زنجیره

دهنده اتصال صحیح مختلف، نشان هایای پلیمراز ژنزنجیره

سته بود. نظر و عدم تکثیر قطعات ناخوا آغازگرها، تکثیر قطعات مورد

 ای پلیمراز برای تمامکنش زنجیرهاین، بررسی محصولات وا بر علاوه

دهنده عدم ، نشانGAPDHو با استفاده از آغازگر  cDNAهای نمونه

، صحت انجام واکنش رونویسی معکوس و یژنوموجود آلودگی 

 بود.  RNAنمونه  6برای هر  cDNAشدن ساخته

منظور بررسی کمی به ها: بررسی بیان کمّی نسبی ژن

های مورد مطالعه در دو دسته نسبی و مقایسه میزان رونوشت ژن

ای پلیمراز در زمان واقعی انجام سلول بنیادی، واکنش زنجیره

در هر  Real time PCRگرفت. فلورسنتی که توسط دستگاه 

متناسب با  شدیمای پلیمراز، جذب چرخه واکنش زنجیره

، که از تقاطع خط آستانه با TCو مقادیر  بودمحصولات تولید شده 

صورت معکوس متناسب با مقادیر  ، بهآمدمنحنی تکثیر به دست 

های اما این تناسب تنها در سیکل؛ رونوشت هدف اولیه در نمونه بود

. این موضوع در انتخاب بودبرقرار  PCRابتدایی فاز تصاعدی در 

وجه قرار گرفت. ، مورد تTCمحل خط آستانه برای تعیین مقادیر 

شدند و مورد بررسی قرار منتقل  Excelافزار  به نرم TCمقادیر 

دهنده اختصاصیت گرفتند. وجود یک پیک در منحنی ذوب، نشان

دهنده عدم  در تکثیر محصولات حیـن واکنش و در واقع نشان

. در مــورد همه بودو محصولات ناخواسته  مریدا - مریپراحضـور 

دهنده تکثیر یک  های تکثیر نشانهای مورد مطالعه، منحنیژن

های مورد های ذوب مربوط به ژن، منحنی1تصویر محصول بود. 

منظور اطمینان از تکثیر قطعات مورد دهد. به مطالعه را نشان می

ل رانده شدند. ای پلیمراز بر روی ژنظر، محصولات واکنش زنجیره

 شود.دیده می 2تصویر ژل الکتروفورز محصولات واکنش در 

مقادیر ها: های مرجع و آنالیز دادهبررسی تغییرات ژن

 GAPDH ،ACTBهای مرجع )های آستانه مربوط به بیان ژنسیکل

 منشأ( مورد بررسی بین دو گروه سلولی بنیادی مزانشیمی با B2Mو 

، بافت چربی ثبات منشأهای بنیادی مزانشیمی با زاستخوان و سلولمغ

بسیار محدود بود و به عنوان  MHC-Iاما نوسان بیان ژن  نداشتند،

ژن مرجع مورد استفاده قرار گرفت. به عبارت دیگر، میزان بیان این 

 ژن در دو گروه سلولی برابر بود.

 CD90و  CD29های تغییرات در میزان رونوشت ژن جینتا

های بنیادی مزانشیمی بافت در سلول MHC-Iبر اساس ژن مرجع 

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان در چربی نسبت به سلول

شده است. بر اساس آزمون آماری مشخص شد نشان داده  3تصویر 

های بنیادی در سلول CD29که میزان بیان رونوشت ژن 

های بنیادی مزانشیمی مغز چربی نسبت به سلولمزانشیمی بافت 

داری اما این آزمون تفاوت معنی ؛(>05/0Pاستخوان بیشتر است )

های بنیادی مزانشیمی بافت در سلول CD90را در میزان بیان ژن 

( هر چند که =132/0Pچربی نسبت به مغزاستخوان نشان نداد )

چربی نسبت به های بنیادی مزانشیمی بافت میزان بیان در سلول

 مغزاستخوان بیشتر بود.
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 های مورد مطالعه.اطلاعات مربوط به آغازگرهای ژن. 1جدول 

طول قطعه تکثیرشده  ردیف

 (cDNA)از 

دمای اتصال 

 آغازگر

 GenBank Accession توالــی

Numbers 
 نام ژن

1 bp 234 5/56 F:AATCGGGACAAGTTACCTCA 
R: CTTCCAAATCAGCAGCAAT 

XM_001492665 CD29 

2  bp 110 5/56 F: CTGGGTCTCCCTGTCGTTG 
R: CCTTGGGCACTGTCACTG 

NM_001123381 MHC-I 

3 bp 155 5/56 F: AGAATACCACCGCCACA 
R:GGATAAGTAGAGGACCTTGATG 

XM_001503225 CD90 

 

  

 
دهنده اختصاصی بودن تکثیر محصولات در حیـن واکنش است و در های مورد مطالعه. وجود یک پیک در منحنی ذوب، نشانهای ذوب مربوط به ژنمنحنی. 1تصویر 

ج مربوط به ژن -1و تصویر  29CDب مربوط به ژن -1تصویر  90CDالف مربوط به ژن -1و محصولات ناخواسته است. تصویر  مریدا - مریپرادهنده عدم حضـور واقع نشان

I-MHC .است 

 

 

 بحث

های بنیادی مزانشیمی آلوژن منبع سلولی امیدوار سلول

. این باشندیمها ای در درمان جراحات ارتوپدیک اسبکننده

شوند و بافت چربی و ها از منابع متفاوتی جداسازی میسلول

، اما هنوز (22)باشند. یمها مغز استخوان منابع اصلی این سلول

های بنیادی که کدام منبع برای ایجاد بانک سلولبر سر این

. (23)تر است توافقی وجود ندارد مزانشیمی آلوژن مناسب

ها و های کمّی نشانگربا بررسی qPCRتوان از روش می

های بنیادی با منبع جداسازی خاص سلول یمولکولمشخصات 

ها استفاده بینی رفتارهای بیولوژیک آنمنظور پیشمتفاوت به 

 MHC-I مشخص شد که بیان ژن در مطالعه حاضر. (25)کرد 

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان و چربی اسب در سلول

های بنیادی در سلول CD29تفاوتی ندارد ولی میزان بیان ژن 

. همچنین بودهای مغز استخوان مزانشیمی چربی بیشتر از سلول

های بنیادی مزانشیمی چربی در سلول CD90میزان بیان ژن 

دار نبود. اوت معنیبیشتر از مغز استخوان بود، هر چند که این تف

و  GAPDH ،ACTBهای مرجع شامل عدم ثبات بیان ژن

B2M  منشأدر دو گروه سلولی بنیادی مزانشیمی با 

 ،یچرببافت  با منشأهای بنیادی مزانشیمی مغزاستخوان و سلول

قرار گرفته بودند و مشخص شده بود که از  یابیارزقبلاً مورد 

 (.24) باشند.ینمثبات برخوردار 

 



 

 

 یمغزاستخوان و چرب یمیمزانش یادیسلول بن یژن لیپروفا \و همکاران یفاطمه نظر 

 
255 

 

  

 
واکنش و تکثیر  دییتأدهد. وجود تنها یک باند اختصاصی بیانگر ای پلیمراز در زمان واقعی را نشان میزنجیره محصولات تولید شده در واکنش ژل الکتروفورز،. 2تصویر 

است.  I-MHCمربوط به ژن  ج-2و تصویر  29CDب مربوط به ژن -2، تصویر 90CDالف مربوط به ژن -2یک محصول است. تصویر 
 

 

 
های را در سلول 29CDو  90CDهای مقادیر نسبت بیان مربوط به ژن. 3تصویر 

های بنیادی مزانشیمی بنیادی مزانشیمی بافت چربی نسبت به سلول

 8/9( و P<05/0) 59/3دهد که به ترتیب برابر با مغزاستخوان نشان می

(05/0<P.بودند ) 

 

های بنیادی مزانشیمی آلوژن فواید استفاده از سلول رغمیعل

ها شواهدی وجود دارد مبنی بر در درمان صدمات مفصلی اسب

در انسان، موش و اسب هم در شرایط درون  هاسلولکه این این

. عامل اصلی در رد (26)باشند یمتنی و هم برون تنی ایمونوژنیک 

ری بین ی بنیادی مزانشیمی، ناسازگاهاسلولپیوند 

متعلق به سلول بنیادی مزانشیمی فرد دهنده  MHCیهامولکول

های بنیادی مزانشیمی که سلول. با توجه به این(27)و گیرنده است 

های مورد و سلول باشندیمهتروژن  MHC-IIاسب در مورد بیان 

بیانی از این مولکول نداشتند )بر اساس  مطالعهمطالعه در این 

نقش  MHC-Iها(، بنابراین مولکول لولآزمایش تعیین هویت س

 ی بنیادی مزانشیمی دارد.هاسلولمهمی در شناسایی و رد پیوند 

ی کشنده طبیعی قادر به شناسایی هاسلولو  T ،Bهای یتلنفوس

ی بنیادی مزانشیمی آلوژن در محیط هاسلول MHC-Iمولکول 

در  هاسلولتوانند عاملی در رد پیوند این یمو  باشندیمبرون تنی 
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در  MHC-I. مطالعه حاضر بیان ژن (28)محیط درون تنی باشند 

ی هاسلولی بنیادی مزانشیمی بافت چربی نسبت به هاسلول

بنیادی مزانشیمی مغز استخوان تفاوت مشخصی را نشان نداد تا 

ی هادادهی سازنرمالبرای  مرجعژن  عنوانبهحدی که این ژن 

ار گرفت. علاوه بر اثر مهم میزان بیان قر استفاده مورد هاژنسایر 

ی بنیادی هاسلولیمنی توسط ا، تحریک سیستم MHC-Iژن 

. باشدیممزانشیمی در محیط درون تنی تحت عوامل دیگری نیز 

ی تزریقی به محل، شرایط عفونی بودن یا هاسلولعلاوه بر تعداد 

 شوند نیز مهمیمبه آن وارد  هاسلولایسکمیک بودن محیطی که 

های بنیادی مزانشیمی در شرایط التهابی مثل وقتی سلول .است

 هاآنقرار بگیرند، ویژگی سرکوب ایمنی در  IFN-ɣتحریک توسط 

ی هامولکولیابد و از سوی دیگر بیان بیشتری از یمافزایش 

MHC-I  واسطه باخواهند داشت که موجب افزایش لیز 

خواهد شد. برخی مطالعات با توجه به  T +8CDهای یتلنفوس

های بنیادی مزانشیمی مغز سلول IFN-ɣمحیط پذیرنده و اثر 

. بنابراین، برای قضاوت (29)اند تر دانستهاستخوان را ایمونوژنیک

و مقایسه این  هاسلولیمنی توسط این ادر مورد تحریک سیستم 

نی، علاوه ی بنیادی مزانشیمی در محیط درون تهاسلولویژگی در 

نیاز است تا به عوامل  MHC-Iبر توجه به سطوح اولیه بیان ژن 

شوند، نیز توجه یمبه آن وارد  هاسلولدیگری همانند محیطی که 

مقایسه دقیق  منظور بهیت، باید توجه داشت که نها درشود. 

ی تعدیل ایمنی اهواسطهتوجه و بررسی  هاسلولزایی در این یمنیا

عنوان یک نشانگر  به Thy-1 ای CD90 رسد.ظر مینیز ضروری به ن

های بنیادی بودن سلول مورد توجه است و نقش آن در سلول

توان با صورت واضح مشخص نشده است. میبنیادی مزانشیمی به 

هدف رسیدن به فنوتیپی که بر اساس آن بتوان رفتار سلولی را 

توانایی بینی های سطحی برای پیشبینی کرد، از نشانگرپیش

تمایزی بهره برد و در واقع به منظور رسیدن به تمایز بهتر به بافت 

ها در محیط آزمایشگاه به جمعیتی مورد نظر بدون کشت سلول

های بنیادی . برخی مطالعات با تقسیم سلول(29)هموژن رسید 

و با بررسی  90CD-و  90CD+مزانشیمی بافت چربی به دو دسته 

های ص بافت استخوان و همچنین بیان ژنآمیزی خاو مقایسه رنگ

اند که تمایز به استخوان دهنده تمایز به استخوان اثبات کردهنشان 

. در مطالعه (30)است  90CD-بیشتر از  90CD+های در سلول

های بنیادی مزانشیمی بافت چربی و حاضر، بیان این ژن در سلول

 6/3ند تفاوت داری را نشان نداد، هرچمغز استخوان تفاوت معنی

های بنیادی مزانشیمی بافت چربی نسبت به برابری بیان در سلول

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان از نظر بیولوژیک حائز سلول

 اهمیت است.

یمی در مزانش یادیبن یهاسلولاستاندارد فعلی درمان با 

ی تجویز مختلف است. هاروششامل تزریقات متعدد و با ، انسان

ی بنیادی مزانشیمی هاسلولدر اسب نیز تزریق داخل وریدی 

مطمئن و در  صورتبهتواند یمو  (31)عوارض حادی در پی ندارد 

های یبآسموضعی برای بهبود  ترکیب با سلول درمانی

قرار  استفاده مورددیده  یبآسی هاتاندوندرماتولوژیک و بهبود 

ادی مزانشیمی مسئله ی بنیهاسلولگیرد. در تجویز داخل وریدی 

و مهاجرت به بافت هدف وجود دارد که  homingگزینی یا لانه

یر عوامل تأثمرحله اتصال به دیواره عروق در این روند تحت 

 CD44  ،CD49dی چسبندگی است.هامولکول جمله ازمختلفی 

ی هاسلولکه در باشند.یمی چسبندگی هامولکول CD29و 

-Pهای یرندهگند و در رابطه با شویمبنیادی مزانشیمی بیان 

selectin  وVCAM-1  های ماتریکس خارج سلولی ینپروتئو یا

یکس خارج ماتریا ارتباط با و ی اندوتلیوم هاسلولموجب اتصال به 

در لانه  مؤثری هامولکولین ترمهمها شوند. این مولکولیمسلولی 

این . از بین باشندیمیمی مزانش یادیبن یهاسلولگزینی 

 یادیبن یهاسلولدر مهاجرت  CD29نقش  کهها، در حالیمولکول

ها تردید یمی به اثبات رسیده است، در نقش سایر مولکولمزانش

. در مطالعه حاضر، بررسی کمّی میزان رونوشت (32وجود دارد )

دار در میزان رونوشت این مولکول یمعننشان از تفاوت  CD29ژن 

یمی بافت چربی نسبت به مغز استخوان ی بنیادی مزانشهاسلولدر 

 mRNAی بنیادی مزانشیمی بافت چربی هاسلولداشت. 

ی بنیادی مزانشیمی هاسلولبرابر بیش از  8/9را حدود  CD29ژن

 mRNAبافت مغز استخوان بیان کردند. تفاوت در بیان 

ی بنیادی مزانشیمی مغز هاسلولی چسبندگی در هامولکول

های متفاوت این یژگیو دهنده نشاناند تواستخوان و چربی می

گزینی باشد که دارای پیامدهای مهمی در لانه در هاسلول

. با توجه به نقش مهم (33)ی مبتنی بر سلول است هادرمان

CD29 یناتوان یمی بنیادی مزانشیمی هاسلولگزینی در لانه 

ی بنیادی مزانشیمی بافت هاسلول احتمالاًطور نتیجه گرفت که 

کنند. اما با یمیده بهتر عمل د صدمهچربی در مهاجرت به بافت 

ی بنیادی هاسلولدر لانه گزینی  مؤثرتوجه به نقش سایر عوامل 

ها برای قضاوت های کموکاین و پروتئازیرندهگمزانشیمی شامل 

ی بنیادی مزانشیمی با منابع هاسلولبهتر در خصوص مهاجرت در 

تلف نیاز است تا این عوامل نیز بررسی گردند. میزان رونوشت مخ

شده بر سطح یان بین اینتگرین ترفراوان عنوان به CD29بیشتر 



 

 

 یمغزاستخوان و چرب یمیمزانش یادیسلول بن یژن لیپروفا \و همکاران یفاطمه نظر 

 
257 

ی بنیادی مزانشیمی هاسلولی بنیادی مزانشیمی، در هاسلول

یمی مغز استخوان از جنبه مزانش یادیبن یهاسلولچربی نسبت به 

در  CD29لت نقش مهم عاست. به توجهقابلدیگری نیز 

های سلولی همچون تکثیر، ممکن است سیگنالینگ مربوط به رفتار

سلول  مؤثرتراتصال  دهنده نشان، CD29میزان رونوشت بالاتر 

بنیادی مزانشیمی بافت چربی به فیبرینوژن پوشاننده کف فلاسک 

نسبت به  هاسلولی تقسیم در این بالا سرعتیه کننده توجو 

ادی مزانشیمی مغز استخوان در محیط آزمایشگاه ی بنیهاسلول

ی مفصلی این داخلرود در صورت تزریق یمباشد. همچنین انتظار 

اتصال به بافت پذیرنده بهتر بوده و این اتصال بهتر، کیفیت  هاسلول

یر قرار دهد. حتی برخی تأثرا تحت  هاسلولتکثیر و تمایز این 

ادی مزانشیمی با ی بنیهاسلولمعتقدند با کشت همزمان 

یافته و یش افزاها در آن CD29ی اندوتلیال میزان بیان هاسلول

ی اسکلت سلولی دهسازمانهای سلولی، در پی آن انتقال سیگنال

 .(21)شود و مهاجرت این سلول متأثر می

مطالعه بنابراین با توجه به نتایج حاصل از گیری: نتیجه

ی بنیادی مزانشیمی بافت چربی و مغز استخوان هاسلول حاضر،

مشابه و در بیان برخی متفاوت از  هاژناسب در بیان برخی از 

ی هاتفاوت دهندهنشانتواند یمو این مسئله  باشندیمیکدیگر 

باشد چرا که تفاوت در الگوی بیان ژنی،  هاسلولاساسی بین این 

ها بسیار سلولبر خصوصیات رفتاری، توان تمایزی و مهاجرت 

توانند منجر به رفتار و یمیی که هاتفاوتتأثیرگذار است. 

تنی و در شرایط درون و برون هاسلولی متفاوت این هاواکنش

های مبتنی بر سلول شود که متعاقباً تفاوت در کارایی درمان

درمانی مورد توجه قرار های سلولطور جد در پروتکلبایستی به

به نظر  مطالعه حاضر،های حاصل شده در هگیرد. بر اساس داد

رای سلول درمانی از های با منشأ بافت چربی برسد که سلولمی

 برخوردار باشند. ارجحیت بیشتر

 یسپاسگزار

از دانشگاه فردوسی مشهد برای تامین مالی این مطالعه تقدیر 

 شود.و تشکر می
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Abstract 
BACKGROUND: Several studies have reported the application of mesenchymal stem cells (MSCs) for the treatment of 

equine musculoskeletal disorders. Bone marrow (BM) and adipose tissue (AT) are the main sources for isolation of 

MSCs. Although the MSCs derived from various sources have similarities, certain differences have been reported in 

terms of biological, proliferative, immunological, and differentiative characteristics. They are also different concerning 

gene expression profiles. So, comparative gene expression analysis on mRNA level via quantitative real-time 

polymerase chain reaction (qRT-PCR) is believed to be of great value for better characterization of MSCs from 

different sources. 

OBJECTIVES: We conducted the current study to evaluate gene expression analysis of MHC-I, CD90, and CD29 genes 

in equine AT- and BM-derived MSCs,which are effective on immunogenicity, osteogenesis and homing, respectively. 

METHODS: For this purpose, BM- and AT-derived MSCs of three mares were utilized. Total RNA was extracted and 

cDNA was synthesized. Subsequently, the expression level of the target genes was analyzed with qPCR. 

RESULTS: The result of gene expression in these cells revealed that expression of MHC-I was invariant (P>0.05) and 

the expression of CD29 was different between AT- and BM-derived MSCs (P<0.05). Although the expression value 

of CD90 was invariant (P=0.132), the expression level of this gene was 3.59 folds higher in AT-MSCs compared to 

that in BM-MSCs, which could have important biological effects on migration and differentiation potentials. 

CONCLUSIONS: Our results suggested that MSCs isolated from AT and BM probably preserve tissue-specific gene 

expression differences, which might contribute to different functional potentials and have important implications for 

cell-based therapies.  
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Details of the primers used for the analysis. 

Figure 1. Melting curves of the analyzed genes. Only one peak in the curve shows that the amplification is specific and there is no 

primer dimer and unspecific products. A) CD90, B) CD29, and C) MHC-1.  
Figure 2. Representative gel electrophoresis depicts the size of all the generated qPCR products. Only one band confirms that the 

amplified product is specific.  A) CD90, B) CD29, and C) MHC-1. 
Figure 3. Expression ratios of CD90 and CD29 in adipose-derived mesenchymal stem cells (AT-MSCs) relative to bone marrow-

derived mesenchymal stem cells (BM-MSC) were 3.59 (P>0.05) and 9.8 (P<0.05), respectively. 
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