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  مقاله پژوهشي
  

   سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني در محيط فاقد سرمكرايوپرزرويشن
    

  ***بهرام جامبر نوشين، **حبيب االله پيرويدكتر  ،*حسن نيك نژاددكتر 
  

 12/10/91 :  ،  پذيرش    27/4/91  :دريافت 
  

  :چكيده
در ايـن  . اسـت   حذف سرم حيواني از محيط هاي نگهـداري  از مباحث مطرح در نگهداري طولاني مدت سلول ها،: و هدفمقدمه

مطالعه از مايع آمنيون كه سرشار از فاكتور هاي رشد و مواد غذايي است به عنوان جايگزين سرم حيواني اسـتفاده شـد و اثـرات                          
 .  بررسي گرديد) مادنگهداري به روش انج( استفاده از آن در تعداد سلول هاي زنده و پرتواني سلول ها پس از كرايوپرزرويشن 

پس از تهيه پرده آمنيون و كنترل ميكروبي آن، سلول هاي اپي تليال آمنيـون انـساني جداسـازي                   در اين مطالعه تجربي      :روش كار 
 ماه نگهداري شدند و درصد سـلول هـاي          12 در نيتروژن مايع به مدت       -C°196 حالت مختلف در دماي      24سلول ها در    . گرديد

 بـه منظـور بررسـي       Oct-4 ارزيـابي و بيـان مـاركر         MTTنگهداري به روش انجماد با روش هاي تريپان بلو و           زنده قبل و پس از      
نتايج حاصل در بين گروه ها بـا  . پرتواني سلول ها قبل و بعد از نگهداري به روش انجماد با روش ايمونوسيتوشيمي بررسي شدند            

  .  بررسي گرديدP<0.01 و P<0.05مونه ها در دوسطح تفاوت بين ن. (Tukey Post-Test) مقايسه شد ANOVAروش 
بـه روش  براي نگهـداري بهينـه سـلولها    ) FBSبجاي ( و يا مايع آمنيوتيك      DMEM  ،FBS حاصل نشان داد كه وجود       يافته هاي  :نتايج

ده شـده بـود      در مواردي كه مايع آمنيون به جاي سـرم اسـتفا           Oct-4تعداد سلول هاي زنده و درصد بيان        . ضروري است انجماد  
ماده محافظ بهتري بـراي نگهـداري سـلول         ،   نسبت به گليسرول     DMSOهمچنين يافته ها نشان داد كه       . تغيير معني داري نداشت   

  .هاي اپي تليال آمنيوني مي باشد
در نگهـداري   نتايج اين مطالعه نشان مي دهد كه مايع آمنيون مي تواند به عنوان جايگزين مناسب براي سرم حيـواني  :نتيجه نهايي 

 .به روش انجماد سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني استفاده شود
  

 نگهداري به روش انجماد  / يكمايع آمنيون/ گليسرول / سلول هاي اپي تليال  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه 
پرده آمنيـون از رشـد و نمـو بافتهـاي خـارج جنينـي                    

  ول آيـد، آمنيـون شـامل يـك لايـه سـل          جنين بوجـود مـي    
 (AECs)اپي تليال با نام سلول هاي اپـي تليـال آمنيـوني             

است كه بطور يكنواخت و منظم بر روي غشاء پايه ضـخيم            
آمنيـون مـواد    . و يك لايه استرومايي بدون عروق قرار دارد       

غذايي و ساير مايحتاج لازم را مستقيما با مكانيسم انتـشار           
و اجـزاء آن    يا از لايه زيرين يعني جفت        از مايع آمنيوني و   

خـصوصيات ويـژه ايـن بافـت ماننـد          ). 1(آورد    بدست مـي  
 واكنشهاي  گيمهاركنند) 2(جلوگيري از رشد ميكروب ها      

   جلـوگيري از ايجـاد زخـم و كمـك بـه            و) 3(ايمونولوژيك
  
  
  
  

باعث شده است كه آمنيون بـه عنـوان يـك           )  4(ترميم آن 
از .  باشـد  درمـاني داشـته    كاربردهاي مختلـف     ماده زيستي 

له اين كاربردها مي توان به استفاده از پرده آمينون بـه            جم
، )5(عنوان يك پوشش مناسب در سوختگي هاي پوسـتي          

و بسياري ديگر از بيماري هـاي پوسـتي         ) 6(ترميم زخمها   
از سوي ديگر در حال حاضر پرده آمنيون بـراي          . اشاره كرد 

) 7،8(درمان ناهنجاري ها و بيماري هاي قرنيه و ملتحمـه           
بطـور وسـيعي    ) 9،10 (ي ديگـر  ميم آسيب هاي چشم   و تر 

اخيــرا مطالعــات جديــدي در زمينــه . اســتفاده مــي شــود
اســتفاده از آمنيــون بــه عنــوان يــك داربــست مناســب و  
  همچنين منبع سلولي ايـده آل در كاربردهـاي  مهندسـي           

  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )niknejad@sbmu.ac.ir (استاديار فارماكولوژي مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي *

  استاد جراحي مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي **
  مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي تكنولوژيوني ارشد ناكارشناسدانشجوي  ***
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 ).1(بافت صورت گرفته است 

هاي     سلولهاي اپي تليال آمنيون ماركرهاي سطحي سلول      
 , SSEA-3 , SSEA-4 , TRA-1-60بنيادي جنينـي مثـل  

TRA-1-80ــي ــان م ــد  را بي ــين  . كنن ــلولها همچن ــن س اي
 Oct-4فاكتورهاي مرتبط با پرتواني سلولهاي بنيادي نظير  

و توانـايي تمـايز     ) 11،12(نمايند     را نيز بيان مي    Nanogو  
  بــه ســه رده مزودرمــي، اكتــودرمي و  انــدودرمي را نــشان 

اين سلول ها توانايي تمـايز بـه ميوسـيت،        ). 13(د  مي دهن 
ــيت    ــيت و آديپوس ــيت، استئوس از رده ) 14(كارديوميوس

از ) 16(و سلول هاي پـانكراس      ) 15(مزودرمي؛ هپاتوسيت   
ــصبي   ــلولهاي عــ ــدودرمي و ســ از رده ) 17،18(رده انــ

ــد  ــشان داده ان ــودرمي را از خــود ن ــن  . اكت ــين اي هــم چن
نشان داده شـده  ). 14( دارند  زايي نيز   سلولهاخاصيت كلوني 

 سلول ها پرتوان هستند امـا در        ناست كه با وجود اينكه اي     
، (SCID)پيوند به موشهايي با سيستم ايمني سركوب شده 

اين سلول هـا ايمونـوژن      ). 14،19(تراتوما ايجاد نمي كنند     
  و پــس از پيونــد ريــسك رد پيونــد بــسيار انــدك نيــستند 
ت ديگر اين سلول ها عـدم       از خصوصيا ). 20،21(مي باشد   

 براي رشد (Feeder layer)نياز آنها به سلولهاي لايه مغذي 
با توجـه بـه خـصوصيات ويـژه فـوق،           ). 11(و تكثير است    

سلول هاي اپي تليـال آمنيـون بـه عنـوان يـك جـايگزين               
مناسب براي سلول هاي بنيـادي جنينـي در زمينـه هـاي             

  . تحقيقاتي و درماني مطرح مي باشد
ا توجه به افزايش روز افزون درمان هاي نوين از جمله                ب

 در ترميم ضايعات مختلـف و  (cell therapy)سلول درماني 
درمان بيماري هاي پيشرونده و همچنين پتانـسيل بـالقوه          
سلولهاي اپـي تليـال آمنيـوني در ايـن راسـتا، لازم اسـت               
روشهاي مناسبي براي نگهداري طولاني مدت  سلول هاي         

ل آمنيون انساني تهيه نمود تا بتوان از اين سـلولها           اپي تليا 
در مواقع نياز براي كاربردهاي تحقيقاتي و درماني استفاده         

  .كرد
نگهـداري بـه    (رايـج كرايوپرزرويـشن           يكي از روشهاي  

بـه عنـوان    ) FBS(استفاده از سـرم حيـواني       ) روش انجماد 
 سـرم حيـواني سرشـار از فـاكتور هـاي         . نگهدارنده ميباشد 

رشد، هورمونها، مواد غذايي و مواد ناشناخته ديگري اسـت          
كه در حضور آن سلول هـا قـدرت حيـات و تكثيـر بـسيار                
بيشتري پيدا مي كنند و در شرايطي كه سـرم حيـواني در             
محيط نگهداري سلول حضور نداشـته باشـد ميـزان زنـده            

  ). 22( بطور چشمگيري كاهش مي يابد (viability)ماندن 

  
ياري در زمينه اثرات سرم بر روي نگهداري به         مطالعات بس 

روش انجماد سلول هاي مختلف صورت گرفته اسـت  كـه            
واني بـا مـشكلات بـسياري       ي ـنشان مي دهد كاربرد سرم ح     

روبروست و سلول هايي كه در محـيط هـاي حـاوي سـرم              
حيواني كشت و نگهداري مي شوند را نمي توان به راحتـي       

ا منشاء حيواني به عنوان يك      سرم ب . مورد استفاده قرار داد   
 بـراي  (Xenogenic antigen)ماده آنتـي ژنيـك قدرتمنـد    

واكنشهاي د  سيستم ايمني انسان مي باشد و منجر به ايجا        
از سوي ديگـر حـضور      ). 23(شديد ايمونولوژيك مي گردد     

سرم در محيط سلول ها باعث ايجـاد اسـيد سـياليك غيـر      
ود و اين مـاده   در سطح سلول ها مي ش     (Neu5Gc)انساني  

  بــه عنــوان آنتــي ژن منجــر بــه توليــد آنتــي بــادي هــايي 
مي گردد كه مي توانند منجر به تحريك سيستم كمپلمان          

از محدوديت هاي ديگـر اسـتفاده از سـرم بـا            ). 24(شوند  
). 25(منشاء حيواني، انتقـال عوامـل ميكروبـي مـي باشـد          

بنابراين، حـذف سـرم از محـيط هـاي نگهـداري سـلول و               
گزين كردن آن با عوامل مشابه يكي از اهـداف موجـود            جاي

مطالعـاتي در   . در كشت و نگهداري سـلول هـا مـي باشـد           
ــه  ــرم  زمين ــذف س ــات )Serum-free(ح ــوژن  و تركيب زن

)Xeno-free (  محيط هاي انجماد سـلول هـاي مختلـف         از
 و مــولرصــورت گرفتــه اســت كــه مــي تــوان بــه مطالعــه 

رم از محــيط  حــذف ســي بــرا2004همكــارانش در ســال 
در همـان سـال     ). 23(نگهداري هپاتوسيت ها اشـاره كـرد        

 انجـام شـد كـه در ايـن       كورسـيني مطالعه ديگري توسـط     
مطالعه اثرات حذف سرم بر روي پـنچ رده سـلولي شـامل             

Crandell Feline Kidney ،MCF7 ،A72 ،WI38 و NB324K 
مورد بررسي قرار گرفت و محيط هاي كشت سلولي اصلاح          

در ). 26(نـوان جـايگزين سـرم معرفـي گرديـد           شده بـه ع   
مطالعه ديگري كه بـر روي سـلول هـاي بنيـادي جنينـي              
صورت گرفت سرم آلبومين انساني به عنوان جايگزين سرم         

). 27(حيواني در اين سلول ها مورد اسـتفاده قـرار گرفـت             
حذف سرم از محيط هـاي      مطالعات ديگري نيز در راستاي      
سـلول هـاي    ،  )28( عصبي   نگهداري سلول هاي پيش ساز    

و ساير سلول هـاي     ) 29(بنيادي جداشده از مغز استخوان      
 بـر اسـاس ايـن     .بنيادي  بطور وسيعي صورت گرفته است

 باعث  FBSمطالعات استفاده از سرم آلبومين انساني بجاي        
مي شود تا سلول ها پس از دوره انجماد و آب شدن يخ ها              

انجماد  حين  و تمايز  زيست پذيري بيشتر بوده    داراي قابليت 
   درصد در40همچنين استفاده از ساكـاروز . كمتر رخ دهد
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محيط نگهداري سلول ها مي تواند علاوه بـر جلـوگيري از            
تشكيل كريستال هاي يخ و صدمه به پيش ساز ها و سلول            
هــاي عــصبي، شــرايط بــدون نيــاز بــه ســرم را در پروســه 

  ).27، 28(نگهداري به روش انجماد ايجاد نمايد 
 يــك مــايع (Amniotic fluid = AF)     مــايع آمنيــون 

 مواد غذايي و ساير موادي است       ،سرشار از فاكتورهاي رشد   
). 30(كه در رشد و نمو جنين نقش بـسيار مهمـي دارنـد              

مايع آمنيون به عنوان يك ماده انساني و مغذي مي توانـد            
به عنوان جايگزين مناسبي براي سرم حيـواني دركـشت و           

در همين راسـتا    . ري سلول هاي مختلف مطرح باشد     نگهدا
ــوان       ــه عن ــساني ب ــون ان ــايع آمني ــه از م ــن مطالع   در اي
ــاد    ــه روش انجم ــواني در نگهــداري ب   جــايگزين ســرم حي
سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني به منظور حذف سـرم           
و اثرات جانبي استفاده از آن در نگهـداري طـولاني مـدت             

بدين منظور اثرات وجـود مـايع       . شداين سلول ها استفاده     
آمنيون بـه تنهـايي و بـه همـراه سـاير مـواد در نگهـداري           
طولاني مدت سلول هاي اپي تليال انـساني از نظـر تعـداد             
ســلول هــاي زنــده پــس از نگهــداري بــه روش انجمــاد و  
همچنين  حفظ قـدرت پرتـواني آنهـا مـورد بررسـي قـرار               

  .داديم
ان مواد محافظت كننده        از سوي ديگر موادي كه به عنو      

ســـلول هـــا نگهـــداري در ) Cryoprotectant(از انجمـــاد 
همه ايـن مـواد     . استفاده مي شوند بسيار متنوع مي باشند      

يــك وجــه اشــتراك عمــده دارنــد و آن اينكــه از تــشكيل 
كريستال هاي يخ در حين انجماد جلوگيري مي كننـد تـا            

 داخـل   اين كريستال ها به غشاء سلول و ساير ارگانل هاي         
از رايج ترين و قديمي ترين مواد       . سلولي آسيب وارد نكنند   

محافظ انجماد مي توان به گليسرول اشاره كـرد كـه يـك             
الكل با سه عامل هيدروكسيل اسـت كـه بـا ايجـاد پيونـد               
هيدروژني با آب مي تواند عملكرد محـافظتي خـود را ايفـا            

 ـ         DMSOماده    . كند ا  نيز يك ماده آلي است كه مي تواند ب
آب داخل سلول واكنش داده و بـدين ترتيـب  از تـشكيل              
كريستال هاي يخ در دماهاي زيـر صـفر جلـوگيري نمايـد             

با توجه به مطالعات انجام گرفته در مورد سلول هاي          ). 31(
و ساير سـلول هـا ي بنيـادي كـه           ) 32(اپي تليال آمنيون    

، هدف ديگر ايـن  )22(خواص و ويژگي هاي مشابهي دارند  
 و گليـسرول بـه عنـوان مـواد          DMSOسـتفاده از    مطالعه ا 

و بررسي اثرات استفاده از اين مواد بر        ) 33(محافظ انجماد   
  .روي پرتواني و تعداد سلول هاي زنده مي باشد

  
  :روش كار

در اين مطالعه تجربـي      : جمع آوري بافت ها و مايع آمنيون            
 آن از سـزارين هـاي انتخـابي         ءنمونه هـاي جفـت و اجـزا       

(Elective)     بارداري قـرار داشـتند از       37 و   36 كه در هفته 
. بيمارستانهاي عرفان و آيت االله طالقاني تهران تهيه گرديد        

 ،  HIVمادران اهـدا كننـده از نظـر عوامـل عفـوني ماننـد               
HCV   ، HBV كنتـرل  سرولوژي تستهاي انجام با سيفليس و 

با اينكه جفت يك عـضو دور انـداختني و زائـد            . مي شدند 
براي استفاده از جفت  لازم اطلاعات از زايمان است ولي  پس  

  .فرم رضايتنامه كتبي از آنها اخذ گرديد و شد ارائه والدين به
بافت ها به محض انجام جراحي در شرايط آسپتيك در           

 µg/ml50 اسـتريل كـه حـاوي        (PBS)بافر فسفات سالين    
   در دمــاي د استرپتومايــسين بــوµg/ml50پنــي ســيلين و 

C °4 ًكليـه مراحـل در     .  به آزمايـشگاه منتقـل شـد        سريعا
محيط آزمايـشگاه در زيـر هـود كـشت سـلولي و بـصورت               

 سپس پرده آمنيون با روش مكانيكي       ،استريل انجام گرديد  
(Peeling)           از كوريون جفت جداسازي شده و چنـدين بـار 

  شستــشو داده ) C°4(توســط بــافر فــسفات ســالين ســرد 
  . از روي آن شسته شوندكاملاًمي شد تا لكه هاي خوني 

مايع آمنيون توسط پزشك جراح در حين سـزارين در               
 بـه   C°4در دمـاي    . سرنگ استريل جمـع آوري مـي شـد        

 دقيقـه   10سرعت به آزمايشگاه منتقل مي گرديد و بمدت         
  سانتريفيوژ شده و سپس مايع رويي از فيلتـر    g×2000در  
غيرفعال سـازي   مرحله  .  ميكرومتري عبور داده مي شد     22

(inactivation)       20مدت  (مايع آمنيون مانند سرم حيواني 
  .صورت مي گرفت) C 56°دقيقه در دماي 
براي جداسـازي سـلول هـاي اپـي تليـال           : جداسازي سلول 

   پرده آمنيون به چنـد تكـه كوچـك تـر تقـسيم              ،آمنيوني
  Trypsin-EDTAمي شد و براي هضم آنزيمي در محلول  

 ،از ايـن مرحلـه بـه بعـد        . رار مي گرفت   ق %15/0با غلظت   
هضم آنزيمـي  .  انجام مي شد C °37كليه مراحل در دماي     

 دقيقـه اول    10مواد حاصل از    . در سه مرحله صورت گرفت    
  دور ريخته شـد    ،هضم آنزيمي كه بيشتر زوائد بافتي بودند      

 دقيقـه طـول     40 سپس بافت طي دو مرحله كه هركدام         و
محلـول  . يـد قـرار گرفـت     مي كشيد در محلول آنزيمي جد     

 دقيقـه بـا     10حاصل از هضم آنزيمي دوم و سوم به مـدت           
هاي حاصل در     شد و سلول     سانتريفيوژ مي  g×2500سرعت  

 PBS سپس سـلول هـا در   ،گرديد آوري مي ته فالكون جمع 
  تعداد. به شكل سوسپانسيون مورد استفاده قرار مي گرفت
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گرديـد  در سوسپانسيون فوق طوري تنظيم مـي        ها  سلول  

 سـلول   2×107در هر ويال كرايو     ها  كه تعداد نهايي سلول     
  . در هر ميلي ليتر باشد

گروههـاي مـورد بررسـي در ايـن طـرح            : گروه هاي مطالعه  
با توجه به نوع مـاده محـافظ        گروه اصلي بود كه     سه  شامل  

  :انجماد تقسيم بندي شدند
 DMSO ماده محافظ انجماد در اين گـروه         :DMSO گروه   -1

هـدف از انتخـاب ايـن گـروه         .  انتخـاب شـد    10%لظت  با غ 
 FBS،  AF (Amniotic Fluid)بررسي مواد مختلف ماننـد  

اپي تليال    در نگهداري به روش انجماد سلولهاي      DMEMو  
 حالـت   8با توجه به تركيب اين مـواد،        . آمنيون انساني بود  

مختلف براي نگهداري بـه روش انجمـاد سـلول هـا ايجـاد              
  . نشان داده شده است1 در جدول گرديد كه جزئيات

  

محتويات ويال هاي نگهداري به روش انجماد  : 1جدول 
سلولهاي اپي تليال آمنيون انساني علاوه بر ماده محافظ انجماد 

  و سوسپانسيون سلولي در گروه هاي مورد مطالعه
 

DMEM(10%) A.F(10%) FBS(10%) رديف 

○ ○ ○ 1 

○ ○ ● 2  
○ ● ○ 3 

● ○ ○ 4 

○ ● ● 5 

● ○ ● 6 

● ● ○ 7 

● ● ● 8 

 .ماده مورد نظر در نمونه موجود است)  ●(

  .ماده مورد نظر در نمونه موجود نيست)  ○(
)A.F (مايع آمنيوتيك.  
  

 نمونه مختلف بـود     8اين گروه نيز شامل      :Glycerol گروه   -2
.  مـي باشـد    DMEM و   FBS   ، AFكه تركيبات آنها شامل     

 50%ن گروه گليسرول با غلظـت       ماده محافظ انجماد در اي    
تعداد سلول و ساير شرايط تهيه و نگهداري ويـال هـا            . بود
 .  مي باشدDMSO مانند گروه اين گروه دقيقاً در

تعداد سلول ها در اين گروه نيـز         :DMSO+Glycerol گروه   -3
ماده محافظ انجماد استفاده    . مانند دو گروه قبلي مي باشد     
 %10 با غلظت    DMSOبي از   شده در اين گروه شامل تركي     

 .  بود%50و گليسرول با غلظت 

به منظور رساندن ويال ها به حجـم يـك ميلـي ليتـر                   
   PBSبه ويال ها ) غير از تركيبات مورد مقايسه و سلول ها(

دقيقـه در   3پس از اينكه ويال هـا بـه مـدت           . اضافه گرديد 
   ساعت در فريزر 24دماي محيط نگهداري شدند، به مدت 

  
C °80-       بـه تانـك      ساعت سريعاً  24 قرار گرفتند و پس از 

 ماه ويال هـاي     12پس از   . نيتروژن مايع انتقال داده شدند    
. كرايو از نيتروژن مايع خارج و در دماي محيط ذوب شدند          

 در همه نمونه ها قبل Oct-4 و بيان ماركر     viabilityدرصد  
ج و بعد از نگهداري به روش انجماد بررسـي شـدند و نتـاي             

بـراي  . مقايـسه گرديـد      ANOVAحاصل با روش آمـاري      
 عـدد  10بدست آوردن نتايج آماري قابل قبول از هر نمونه      

  .تهيه شد و مورد بررسي گرفت
براي بررسي ميزان زنده بـودن سـلولها از          : Viabilityبررسي  

  :دو روش استفاده گرديد
در ايـن روش از محلـول    : Trypan blue روش رنگ آميزي -1

اين روش فقط براي غربـالگري      . پان بلو استفاده مي شد    تري
اوليه مورد استفاده قرار گرفت و سوسپانسيون هاي سلولي         

بودنـد از  %  85كه درصد سلول هاي زنده در آنها كمتـر از           
مطالعه حذف مي شدند و در غير اين صورت تعداد سلولها           

  . مورد بررسي دقيق تري قرار مي گرفتMTTبا روش 
احياء تترازول زرد رنگ بنام      روش اين اساس:  MTT روش -2

[3-(4,5-Dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromibe] ،
توســط آنــزيم هــاي ميتوكنــدري ســلول هــاي زنــده، بــه 

Formazan              570 با رنگ بنفش اسـت كـه در طـول مـوج 
درصد سلول هاي زنده قبـل      . نانومتر حداكثر جذب را دارد    

اري بــه روش انجمــاد بــا ايــن روش مــورد و پــس از نگهــد
 . بررسي قرار گرفتند

در اين روش با استفاده از آنتي باديهـاي         : ايمونوسيتوشيمي  
اختصاصي بر عليه ماركر هاي سلولهاي اپي تليال آمنيـون          

 ارزيابي  Oct-4 و   Pancytokeratinانساني بيان پروتئينهاي    
نتـي بـادي    آ از   Pancytokeratinبراي بررسي ماركر    . شدند
 به Monoclonal Anti-Pan Cytokeratin (Abcam,1:100) اوليه

 كونژوگـه  Goat anti-mouse IgGهمراه آنتي بادي ثانويـه  
 سـلولها   براي بررسي پرتواني  . استفاده شد رودامين  شده با   

  Anti - POU5F1 (Sigma-Aldrich,1:100) آنتي بادي اوليهاز 
 Goat anti-rabbit IgGبــه همــراه آنتــي بــادي ثانويــه 

(Chemicon, 1:50) كونژوگه شده با FITC  اسـتفاده شـد  .
به منظور محاسبه درصد سلول هاي بيان كننده پـروتئين،          

  DAPI (Sigma-Aldrich)سلولها توسط  رنگ آميزي هسته
همچنين از گروه هاي كنترل مثبت و منفي        . صورت گرفت 

  .براي كنترل مراحل ايمونوسيتوشيمي استفاده مي شد
با اينكه كليه شرايط تهيـه       : كنترل ميكروبي بانك سلولي        

  بافت و جداسازي سلــــول ها در شرايـــطو آماده سازي 
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استريل انجام گرديـد، امـا احتمـال وجـود آلـودگي هـاي               
ناخواسته ميكروبي بخصوص هنگام تهيه بافت و انتقال آن         

 ـ              ي به آزمايشگاه وجود داشت و ايـن آلـودگي هـاي ميكروب
 سلول ها را به ميزان چشمگيري       viabilityمي تواند درصد    

كاهش دهد، بدين جهت همه بافت ها و سلول هـا قبـل و              
بعــد از نگهــداري بــه روش انجمــاد از نظــر وجــود عوامــل 

با استفاده از محيط هـاي      ) باكتري ها و قارچ ها    (ميكروبي  
بدين منظـور بافـت هـا و        . كشت مختلف بررسي مي شدند    

ون هاي سلولي با استفاده از محيط هاي كـشت          سوسپانسي
 روز 14 بــه مــدت C °15 و C °37مختلــف، در دماهــاي 

محـيط هـاي كـشت بـه ترتيـب پـس از             . انكوبه مي شدند  
 روز از نظــر رشــد 14 ســاعت و 72 ســاعت، 24گذشــت 

ميكروبي بررسي مي گرديد و در صورت مثبت بودن نتايج          
  :كشت شاملمحيط هاي . از مطالعه حذف مي شدند كشت
 بـراي فـراهم   Trypticase soy brothمحـيط كـشت   ) الف

كردن شرايط رشد هوازي براي گونـه هـاي گـرم مثبـت و              
 .هوازي اختياري گرم منفي هوازي و بي

كردن شرايط رشد  فراهم براي Blood agar كشت محيط )ب
  .اختياري هوازي بي و هوازي هاي گرم مثبت گونه براي مغذي

 براي فراهم كردن Thioglycollate brothمحيط كشت ) ج
  .شرايط رشد براي گونه هاي بي هوازي اجباري

 براي فراهم Sabouraud’s dextrose agarمحيط كشت ) د
  .كردن شرايط رشد مغذي براي قارچ ها

  :نتايج
 نـشان   Pancytokeratinنتايج حاصل از بررسي مـاركر            

ني پـس از    سلول هاي اپي تليال آمنيون انـسا      همه  داد كه   
 را بيان مـي كننـد كـه بيـانگر           Pancytokeratinجداسازي  

جداسازي صحيح اين سلول ها و عدم آلودگي به سلولهاي          
  ).الف -1شكل(مزانشيمال مي باشد 

  

  
  

   ميكروسكوپ فلورسنت از سلولهاي تصوير :الف -1 شكل
  اپي تليال آمنيون انساني قبل از نگهداري به روش انجماد

ادي ثانويه كونژوگه شده با رودامين با آنتي بـادي اوليـه          واكنش آنتي ب  
  Pancytokeratinبر عليه ماركر  

  
از % 94نتايج حاصل از بررسي ها نشان داد كه بيش از                

سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني جدا شده از آمنيـون،           
  . قبل از نگهداري به روش انجماد قدرت حيات دارند

زنـده پـس از نگهـداري بـه روش          درصد سـلول هـاي           
 بررسي گرديد و نتايج حاصـل بـه         DMSOانجماد در گروه    

ــو    ــل از كرايـ ــده قبـ ــاي زنـ ــلول هـ ــد سـ ــراه درصـ   همـ
ــشن ــودار (Fresh cell)پرزروي ــده 1 در نم ــشان داده ش    ن

  . است
  

  
  

مقايسه درصد سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني : 1نمودار  
 DMSOوش انجماد در گروه زنده قبل و پس از نگهداري به ر

  

 حالت مختلـف بـا تغييـر مـواد موجـود در             8در اين گروه    
كمترين ميزان سـلول هـاي      . محيط سلول ها فراهم گرديد    

 در DMSOدر حـالتي اسـت كـه فقـط        ) %8/9±9/2(زنده  
محيط وجـود دارد و بيـشترين درصـد سـلول هـاي زنـده               

ــب  ) 1/5±3/65%( ــه تركيـــ ــايي كـــ ــه هـــ در نمونـــ
DMEM+FBS+AFضور دارند ح.   

گليسرول بعنوان ماده محـافظ اسـتفاده       در گروهي كه         
ــد،  ــده   ش ــلولهاي زن ــد س ــرين درص در ) %5/4±8/1(كمت

 كه فقط گليـسرول در محـيط وجـود          دشرايطي حاصل ش  
دارد، از سوي ديگر در نمونه هايي كه به همـراه گليـسرول        

DMEM+AF   وجود دارند بيـشترين تعـداد سـلول هـا        نيز
پـس از نگهـداري بـه روش انجمـاد قــدرت     ) 3/6±2/54%(

نتايج حاصل نشان مي دهد در اين گروه نيـز          . حيات دارند 
بيشترين بازده سلول هاي زنده پس از نگهـداري بـه روش            

، DMEMانجماد در حالتهـايي كـه تركيبـي از سـه مـاده              
FBS   و AF          به همراه گليسرول استفاده شده اسـت، ديـده 

  ).2 نمودار(مي شود 
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مقايسه درصد سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني : 2ار نمود

   Glycerolزنده قبل و پس از نگهداري به روش انجماد در گروه 
**P<0.05 

  

 نتـايج نـشان مـي دهـد كـه           DMSO+Glycerolدر گروه   
الگوي كلي سلول هاي زنده در اين گـروه نيـز از دو گـروه               

صـد  پيش پيروي مي كند، با اين تفـاوت كـه ميـانگين در            
سلول هاي زنده بطور كلي در ايـن گـروه، بيـشتر از گـروه               

  .  )3نمودار ( مي باشد DMSOگليسرول و كمتر از گروه 

  
اپي تليال آمنيون انساني زنده  سلولهاي درصد مقايسه: 3نمودار 

   DMSO+Glycerolروش انجماد در گروه  نگهداري به از پس و قبل
**P<0.05 

 پرتــواني در ســلول هــاي نتــايج حاصــل از بررســي ميــزان
 ايـن   %7/14 ± 1/3جداشده از پرده آمنيون، نشان داد كه        

را قبل از نگهداري به روش انجمـاد         Oct-4سلول ها ماركر    
  ). ب -1 شكل(بيان مي كنند 

  
   ميكروسكوپ فلورسنت از سلولهاي تصوير :ب -1 شكل

   انجماداپي تليال آمنيون انساني قبل از نگهداري به روش
 بـر  با اوليه  با آنتي بادي   FITCثانويه كونژوگه شده با      بادي آنتي واكنش

  (Scale bar=30µm) ؛Oct-4ماركر عليه

  
به منظور بررسي تمايزهاي ناخواسته در طول نگهداري            

طولاني مدت، پرتواني سلول ها پس از نگهـداري بـه روش            
از آنجائيكه در هر سه گروه مورد       . انجماد نيز بررسي گرديد   

 و  FBS  ،AFالعه، در حالت هايي كـه تركيبـي از مـواد            مط
DMEM           به همراه ماده محافظ انجمـاد، بيـشترين ميـزان 
 در نمونه هـايي     Oct-4بيان   داشتند، درصد  را زنده سلولهاي

  . )4نمودار(گرديد كه اين مواد حضور داشتند، ارزيابي 
  

  
قبل و پس از  Oct-4مقايسه درصد بيان ماركر پرتواني: 4نمودار 

  نگهداري به روش انجماد در سلولهاي اپي تليال آمنيون انساني 
* P<0.01 

  
  در Oct-4نتايج حاصل از بررسي هـا نـشان داد كـه بيـان              

 و  FBSسلول هايي كه محيط اطرافشان حاوي گليـسرول،         
DMEM       رسيد، در حالي كـه      %4 بود در كمترين حالت به 

 DMSO  ،AFاوي  سلول هاي كرايوپرزرو شده در محيط ح      
را نشان  ) %9/10± 6/2( بالاترين ميزان پرتواني     DMEMو  

  . مي دهند
براي بررسي اثر مايع آمنيـون در نگهـداري بـه روش                  

انجماد سلول هاي اپي تليال آمنيون بـه عنـوان جـايگزين            
 Oct-4سرم حيواني، درصد سلول هاي زنده و بيان مـاركر           

اد سـلول هـا بررسـي       قبل و پس از نگهداري به روش انجم       
 و  DMSOبدين منظور ابتدا در سـه گـروه حـاوي           . گرديد

Glycerol و DMSO+Glycerol  ــه در ــايي كـ ــه هـ  نمونـ
 از مايع آمنيوتيك اسـتفاده شـده   FBSتركيبات آنها بجاي   

بود مقايسه شدند و نتايج حاصل از بررسي ها نشان داد كه         
 ـ            ه تفاوت معني داري بين درصد سلول هـاي زنـده در نمون

 و  AF و ماده محافظ انجماد با نمونه هاي         FBSهاي حاوي   
محافظ انجماد كه مواد محافظ انجماد در هر دو از يك نوع            

  همچنين در نمونه هايي كه تركيب آنها . بودند، وجود ندارد



  67اره مسلسل ـــ ، شم1392 بهار ، 1م ، شماره بيست دوره                    مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني همدان     

 

21
  

ــامل  ــا    + FBS+DMEMش ــود ب ــاد ب ــافظ انجم ــاده مح   م
مـاده محـافظ انجمـاد ،        + AF+DMEMنمونه هاي حاوي    

عني داري در ميزان سلول هاي زنـده و همچنـين           تفاوت م 
  .  وجود نداشتOct-4بيان 

بررسي اثر مواد محافظ انجماد در نگهداري به روش انجماد       
سلول هاي اپي تليالي آمنيون انساني نشان داد كه تفـاوت           
معني داري در تعداد سلول هـاي زنـده بـين نمونـه هـاي               

DMSO+FBS+DMEM    و Glycerol+FBS+DMEM  و 
DMSO+Glycerol+FBS+DMEM  در حالي  .  وجود ندارد

ــان   ــزان بيـ ــه ميـ ــاوي  Oct-4كـ ــاي حـ ــه هـ  در نمونـ
DMSO+FBS+DMEM   ــاوي ــاي ح ــه ه ــشتر از نمون  بي

Glycerol+FBS+DMEM   بود (P<0.01) .   اين يافته نشان
مي دهد كه در نمونه هايي كه در تركيـب آنهـا گليـسرول              

به روش  وجود ندارد تمايز هاي ناخواسته در طي نگهداري         
  .انجماد سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني كمتر است

  :بحث
با توجه به نتايج بدست آمده در اين مطالعه، استفاده از               

مايع آمنيون در ميزان سلول هاي زنده و پرتواني سلولهاي          
اپي تليال آمنيون انساني پس از نگهداري به روش انجمـاد           

حيواني سرشار از فاكتور     سرم   .تفاوتي با سرم حيواني ندارد    
هاي رشد، هورمونها، مواد غذايي و مواد ناشناخته ديگـري          
است كه در حضور آن سـلول هـا قـدرت حيـات و تكثيـر                

 viabilityميـزان   محـيط فاقـد سـرم        و در    دارنـد بيشتري  
يكـي از    ذكر شـد        همانطور كه قبلاً   ).22(كاهش مي يابد    

سـتفاده از  مشكلات كشت و نگهداري سلول هاي بنيـادي ا     
 كه در محيط هـاي حـاوي        هاييسلول  . سرم حيواني است  

سرم حيواني نگهداري مي شوند بـراي اسـتفاده در سـلول            
درماني مناسب نيستند زيـرا پـروتئين هـا و سـاير عوامـل               
سرم حيواني به عنوان يك مـاده آنتـي ژنيـك قـوي عمـل         
ــس از    ــي پ ــده از آن حت ــدار باقيمان ــرين مق ــرده و كمت ك

  توالي سلول هـا پـس از كـشت و نگهـداري            شستشوهاي م 
مي تواند تحريك سيستم ايمني گيرنده سلول ها را منجـر           

از سوي ديگـر حـضور سـرم در محـيط باعـث             ). 24(شود  
مطالعـات  ). 25( عوامل عفـوني مـي گـردد          احتمالي انتقال

بسيار گسترده اي در راستاي  حذف سرم حيواني از بانـك            
 اينكه در برخي از كـاربرد       هاي سلولي انجام شده است و با      

   هاي خاص جايگزين هايي براي سرم معرفـي شـده اسـت           
 اما تاكنون جايگزين مناسبي كه بتـوان در همـه           )29-27(

  . موارد از آن استفاده كرد وجود ندارد

  
بر اساس يافته هاي اين مطالعه، مايع آمنيـون انـساني                

گهداري مي تواند جايگزين مناسبي براي سرم حيواني در ن        
. به روش انجماد سلول هاي اپي تليال آمنيون انساني باشد         

مايع آمنيون انساني با سـرم حيـواني        بودن تركيبات    مشابه
بـه هـر    ). 30(مي تواند توجيه كننده نتايج حاصـل باشـد          

روي، در حال حاضر، مطالعات محدودي در زمينه استفاده         
 وجـود  از مايع آمنيون در نگهداري طولاني مدت سلول ها          

، بنــابراين بررســي هــاي بيــشتر در ايــن زمينــه )34(دارد 
  .ضروري بنظر مي رسد

طبق نتايج حاصل از اين مطالعه، استفاده از گليـسرول           
مي تواند بازده نگهداري به روش انجماد سلول هاي مزبـور           
را كاهش دهـد و ميـزان تمـايز هـاي ناخواسـته در حـين                

گليــسرول و . ش دهــدنگهــداري بــه روش انجمــاد را افــزاي
DMSO           دو ماده محافظت كننده از انجماد مي باشند كـه 

استفاده وسيعي در نگهداري به روش انجمـاد سـلول هـا و             
ــد  ــا و معايــب ). 31(بافتهــاي مختلــف دارن ــورد مزاي در م

استفاده از اين مواد مطالعات مختلفي صورت گرفته است و       
اد، عوامـل   به نظر مي رسد علاوه بر نوع ماده محافظ انجم ـ         

مختلف ديگري مانند نوع سـلول، غلظـت مـواد محـافظ و             
عوامل تـاثير   مقاومت و نفوذپذيري ديواره سلولي و غيره از         

 ،گذار در نگهداري بـه روش انجمـاد سـلول هـا مـي باشـد       
بنابراين نتايج متناقضي در مورد اسـتفاده از ايـن مـواد در             

وجـه بـه    با ت . نگهداري به روش انجماد سلول ها وجود دارد       
 DMSOاسـتفاده از    نتايج مطالعه حاضر بنظر مي رسد كه        

در نگهداري سلول هاي اپي تليال آمنيوني ارجح  مي باشد      
اين يافته با مطالعات قبلي كه توسط راما و هنربكلر در           كه  

 بر روي رده هاي سـلولي ديگـر         2006  و    2001سال هاي   
ي  همخوان DMSOدر زمينه كاربرد    ) 32،33(صورت گرفته   

  .دارد
  :نتيجه نهايي

نتايج حاصل از اين مطالعه نشان مـي دهـد مـي تـوان                  
نگهداري به روش انجماد سلول هـاي اپـي تليـال آمنيـون             
انساني را با استفاده از مايع آمنيون در محيط فاقد عوامـل            

استفاده از مايع آمنيون بر     .  انجام داد  (Xeno-free)حيواني  
جماد تفاوتي با سرم حيواني     روي بازده نگهداري به روش ان     

ندارد و منجر به حفظ پرتواني سلول ها پس از نگهداري به            
 در مقايـسه بـا      DMSOهمچنـين   . روش انجماد مي گردد   

گليسرول يك مـاده محـافظ انجمـاد مناسـب تـري بـراي              
  .نگهداري طولاني مدت اين سلول ها مي باشد
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Abstract 
 
Introduction & Objective: One of the important issues in long term storage of cells is removal 
of animal serum from cell culture environments. The aim of this study was to evaluate amni-
otic fluid (AF), which is full of growth factors, as substitute for fetal bovine serum (FBS) in 
the cryopreservation protocol. 
Materials & Methods: In this experimental study human amniotic epithelial cells were isolated 
from placentas which were seronegative for microbial infections. The cells were preserved in 
24 different patterns for 12 months in -196 ºC (liquid nitrogen) and viability of cells were 
determined before and after cryopreservation by trypan blue and MTT assay. Moreover, Oct-
4 expression was studied to determine pluripotency before and after cryopreservation with 
immunocytochemistry. Results were compared between groups with ANOVA (Tukey Post-
Test). P.value under 0.01 and 0.05 was considered statistically significant. 
Results: The presence of DMEM, FBS or AF is necessary for amniotic cell cryopreservation. 
Trypan-blue, MTT and immunocytochemistry showed that there isn’t significant difference 
between using AF and FBS in viability and pluripotency of cells. Moreover, results showed 
that DMSO is a better cryoprotectant compared to glycerol. 
Conclusion : Results showed that amniotic fluid can be a proper substitute for FBS in amniotic 
epithelial cells cryopreservation. 
 (Sci J Hamadan Univ Med Sci 2013; 20 (1):15-24) 
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