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  :چكيده
يكـي از آن هـا قـدرت تكثيـر بـالا و             .  سلول هاي بنيادي بوسيله دو ويژگي منحصر بفرد خود مشخص مي شـوند             :مقدمه و هدف  

ز جمله در ايران نتايج كار هاي جديد منتشر مي شود كه هر روز در سراسر دنيا ا. ديگري توانايي تمايز به بافت هاي مختلف است
كار با سلول هاي بنيادي با منشا هاي گوناگون، . نشان دهنده رشد فزاينده كار روي موضوع درمان بكمك سلول هاي بنيادي است    

هدف . ال انجام و پيشرفت استدر ح) مانند مغز استخوان، ريشه دندان، بند ناف و غيره  ( از جمله سلول هايي با منشا جنيني و بالغ          
از انجام اين مطالعه روشن نمودن ابقا و پايداري مواد ژنتيكي سلول هاي بنيادي مزانشيمال انساني در طي كشت هـاي متـوالي در     

 . شرايط آزمايشگاهي دانشگاه علوم پزشكي همدان بود

سلول هاي بنيادي . هاي بنيادي انساني به كار گرفته شد    در يك مطالعه تجربي، بند ناف به عنوان يك منبع غني از سلول               :روش كار 
در نتيجـه   . استخراج شده پس از رشد و تكثير، تعدادشان زياد شده و كف ظرف هاي كشت را در كشت هاي متوالي پـر نمودنـد                       

بوسـيله   شـود ند و اين موضوع كه احتمالا موجب آسيب هاي ژنتيكي مي دانجام كشت هاي متوالي موفقيت آميز، سلول ها پير ش
، كشت هاي بـا عمـر       )5 تا   1كشت هاي شماره    (با استفاده از اين تكنيك، كشت هاي اوليه يا جوان           . تكنيك كامت قابل شناسايي است    

با يكديگر مقايسه شـدند، همچنـين كاريوتيـپ    ) 18 تا 15كشت هاي شماره (و كشت هاي پير ) 12 تا  8كشت هاي شماره    (متوسط  
اسـلايد هـاي ميكروسـكپي      . با هم مقايـسه گرديدنـد     تهيه و   ميزي ساده و نواري     آكمك تكنيك هاي رنگ     سه گروه فوق الذكر، به      

در همـه   .  سلول به طور اتفاقي از اسلايد هاي مربوط به هـر گـروه انتخـاب شـدند                 20متعددي از هر پاساژ تهيه گرديد و سپس         
كمك روش استاندارد از صـفر تـا چهـار شـماره            ه  ا ب ه هاي ژنتيكي بررسي شدند و شدت آسيب       سلول هاي انتخاب شده، آسيب    

 والـيس مقايـسه و      - ميانگين شماره هاي داده شده در سه گروه با استفاده از روش غير پارامتريـك  كروسـكال                  .گذاري گرديدند 
  .مورد بحث قرار گرفتند

هاي آماده شده مربوط به كشت هاي اوليـه  كاريوتيپ .  بود6/3 و 8/2 ، 4/0 ميانگين سه گروه جوان، مياني و پير به ترتيب         :نتايج
نتايج نشان دادند كه پديده پيري و عواقب آن از جملـه           . از نظر ساختماني و تعداد نرمال و كشت هاي مسن تر غير طبيعي بودند             

  .آسيب مواد ژنتيكي بايد در كار با سلول هاي بنيادي در كشت هاي متوالي در نظر گرفته شوند
ل هاي بنيادي مزانشيمال گرفته شده از خون بند ناف انسان در شرايط آزمايشگاهي همـدان ، تنهـا آن هـايي                       از سلو  :نتيجه نهايي   

توصيه مي شود كـشت     . بودند)زير كشت شماره پنج   (قابل استفاده براي كارهاي پژوهشي هستند كه مربوط به كشت هاي جوان             
 آزمايـشگاه هـاي   اين گونـه د و بهتر است كاري مشابه با اين طرح در           هاي بالاتر از شماره پنج تنها براي اهداف آموزشي بكار رون          

 .تحقيقاتي انجام شود
  

 سلول هاي بنيادي / پيري / بند ناف / آسيب ژنتيكي  :كليد واژه ها
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  :مقدمه 
سلول هاي بنيادي بوسـيله ويژگـي هـاي منحـصر بـه                  

  يكـي از ويژگـي هـاي       ). 1(فردشان مـشخص مـي گردنـد        
آنها توانـايي تكثيـر بـالا و ديگـري قـدرت تمـايز منحـصر                

ــاگون اســت    ــاي گون ــت ه ــه باف ــان ب ــروزه  ).2(بفردش   ام
سعي بر آن است تا از سلول هاي بنيـادي گرفتـه شـده از               
انـسان كــه توانــايي تمــايز بــالايي داشــته و در آزمايــشگاه  
قابليت نگهداري و پاساژ دارند براي اهداف درماني استفاده         

 ،شروع طرح حاضر تكنولوژي تهيه، نگهداري   زمان در. دنشو
تمايز و استفاده از سلول هاي بنيادي از خون بنـد نـاف در       

  محققين بـر آن بودنـد تـا بـا انجـام            . همدان وجود نداشت  
ــايي      ــروژه ه ــين پ ــروع چن ــدمي در راه ش ــرح ق ــن ط   اي

 . بردارند

    اصولا كار با سلول هاي بنيادي با منشا هـاي گونـاگون            
 حال انجام است، از جمله سلول هايي با منشاي جنيني           در

بنـد نـاف و غيـره       ، خون، ريشه دندان،    مغز استخوان  ،و بالغ 
كه به عنوان مخازن سلول هاي بنيادي بالغ مورد اسـتفاده           

    ).3-6(قرار مي گيرد 
    سلول هاي تهيه شده بايستي مورد آزمون هاي راسـتي          

   روه بايـد اثبـات    بـه عبـارت ديگـر گ ـ      . سنجي قـرار گيرنـد    
 كه سلول هاي نهايي سلول هاي بنيادي اسـت و           مي نمود 

در كـار حاضـر بـراي ايـن         . در نتيجه قابل تمايز مي باشند     
و ) 8(سيتوژنتيكي  ) 7(منظور از ويژگي هاي مورفولوژيكي      

از سـوي ديگـر از      . اسـتفاده گرديـد    )9(ايمونوهيستوشيمي
اي بنيادي  آنجايي كه در نتيجه كشت هاي متوالي سلول ه        

، ايـن امـر موجـب       )10،11(دچار پديده پيري مـي شـوند        
يكي از روش هـاي     ). 10(آسيب ماده ژنتيكي آن مي شود       

 اسـت كـه بـراي     comet assayبررسي آسيب هاي ژنتيكي
. بكار گرفته شد) 12( و همكارانش   سينگ اولين بار بوسيله  

البته روش مذكور تاكنون بارها مـورد اصـلاح قـرار گرفتـه             
ت و ما از يكي از اين روش هاي اصـلاح شـده اسـتفاده               اس

 ).13(نموديم 

     هدف از اين مطالعه عبارت است از تعيين پاساژي كـه           
بهترين شرايط ژنتيكي سلولهاي بنيادي اسـتخراج شـده از    
خون بند ناف در شرايط آزمايشگاهي همدان در آن حاصل          

  .مي شود
  :روش كار

  در :مزانشيمي از خون بند نـاف     جدا سازي سلول هاي     . الف     
  ،  ده استــ انجام ش1389اين مطالعه تجربي كه در سال 

  
جداســازي و اثبــات ماهيــت ســلول هــاي مزانــشيمي، بــا  
استفاده از روشهاي معمول و تغييرات جزيي قابل اجـرا در           
آزمايشگاه مركز تحقيقات پزشكي مولكولي همـدان، انجـام      

 مونوسـيتها ابتـدا     جهت جلوگيري از چـسبيدن     ).14(شد  
بلافاصله بعد از خروج جفت آنرا بـه محـل ديگـري انتقـال              
داده و سپس با قرار دادن سوزن در وريد نافي خونگيري از            
 جفت صورت گرفت كه اين عمل قبل از لخته شدن و جدا           

گرفتن خون وريد نافي در كيـسه هـاي         . شدن بند ناف بود   
 از  كهشدمخصوص گرفتن خون سازمان انتقال خون انجام    

  . بـود  انعقـاد اضـافه شـده        ضـد قبل نيز در كيسه ها مـادة        
كيسه ها بلافاصله در فلاسكهاي مخـصوص بـه آزمايـشگاه           

 ميلي 10 ميلي ليتر از خون همراه با 30. انتقال داده شدند
 ميلـي ليتـري پلـي       50ليتر محلول فايكول در لولـه هـاي         

  دقيقـه در حـرارت اتـاق بـا         30پروپيلن ريختـه و بمـدت       
سـرم   دور سانتريفوژ گرديد بعد از برداشـتن         2500سرعت  

 بعد بـا    . جمع آوري شد   رويي، سلولهاي روي بخش فايكول    
و بمدت پنج دقيقه   شد  فسفات بافر سالين سلول ها شسته       

 بار سانتريفوژ گرديـد سـپس       1500در حرارت اتاق با دور      
در نهايـت  . ندمايع رويي بر داشته شده و مجددا شسته شد      

رويي را دور ريخته و رسوب حاوي سلولهاي مـورد          محلول  
ايـن   .نظر به ظرفهـاي شـش خانـه اي انتقـال داده شـدند             

 ميلي ليتر بافر مخلوط شده و بمـدت نـيم تـا             20بخش با   
سـپس  . قرار گرفتنـد  ) FBS(يك ساعت در سرم جنين گاو     

 . در محيط كشت مخصوص قرار داده شدند

جهت جداكردن   ساعت   18 تا   12محيط كشت بعد از           
چسبيده به ظرف جدا شده و سپس هر سـه روز           نسلولهاي  

 تـا مجموعـة سـلولهاي مزانـشيمي         نديكبار تعويض گرديد  
آنگــاه جهــت اثبــات ســلولهاي مزانــشيمي .شــكل گرفتنــد

ــاي  ــصاصي در   CD105 و CD73ماركره ــور اخت ــه بط  ك
سلولهاي بنيادي مزانشيمي بيان مي شوند، با روش ايمينو         

  .ند مورد بررسي قرار گرفت)9(هسيتوشيمي 
از آن جايي كـه تـا        :بررسي كاريوتايپ سلول هاي بنيادي    . ب

اين زمان كاريوتيپ سلول هـاي مزانـشيمي در آزمايـشگاه           
تحقيقاتي دانشكده پزشكي همدان راه اندازي نـشده بـود،          
پروتكل مشخصي كه با شرايط اين آزمايشگاه جواب دهـد،          

در نهايت   بررسي و    تلفلذا پروتكل هاي مخ   . در دست نبود  
پـس از انجـام تغييـرات جزئـي انتخـاب شـد و              ) 15(يكي  

مطابق آن كاريوتيپ سلول هاي مزانشيمي تهيه و وضعيت         
  .كروموزومي آن ها گزارش گرديد
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 در سلول هاي بنيادي مربوط به        DNAبررسي آسيب هاي    . ج    
 DNAبراي بررسي آسيب هاي      :پاساژ هاي اول، پنجم و دهم     

لول هـاي بنيـادي طـي پاسـاژهاي مختلـف از روش             در س 
ايـن روش بـر   ). 16-17( استفاده گرديد  cometاستاندارد 

اساس يك مرحله ليز سلولي با هدف جدا سـازي پـروتئين         
  اسـتوار بـوده و سـپس بـا انجـام             DNAهاي وابـسته بـه      

الكتروفــورز امكــان رنــگ اميــزي و مــشاهده رشــته هــاي  
اندازه دنبالـه هـسته     . د  فراهم مي شو    DNAشكسته شده   

  وارد شـده     DNAبيانگر ميزان آسيبي است كه بـه رشـته          
  سالم به صورت دو رشته اي و متصل به           DNAاست، زيرا   

پروتئين ها بوده و بـه سـادگي بـر اثـر شـرايط الكتروليـز،                
  شكسته شده، به طرف قطب آنـد حركـت           DNAبرخلاف  
د رايـج مـورد     اندازه دنباله بر اساس گلد استاندار     . نمي كند 

اين استاندارد اندازه نسبي دنبالـه را       . ارزيابي قرار مي گيرد   
سـلول  (تا عـدد چهـار      ) سلول سالم و بدون دنباله    (از صفر   

شـماره گـذاري كـرده و       ) كاملا درهم ريخته و دنباله بلنـد      
ــه    ــده ب ــيب وارد آم ــددي آس ــسه ع ــان مقاي    را DNAامك

ت شكـسته    دنباله در حقيقـت قطعـا      ).14(فراهم مي آورد    
   ســلول ليــز  از مــي باشــند كــه طــي حركــتDNAشــده 

.  دنبال سلول كشيده مي شـوند      بهشده در طي الكتروفورز     
   شكــسته DNAهـر چــه آســيب شــديد تـر باشــد، مقــدار   

  شــده بيــشتر و در نتيجــه طــول دنبالــه ســلول بلنــد تــر  
  .مي شود

 سلول را   20تعداد  از لام هاي مربوط به هر گروه پاساژ،             
ر اتفاقي انتخاب و وضـعيت دنبالـه را در آن هـا زيـر               به طو 

ميكروسكپ فلوروسانت بررسي نمـوده و بـر طبـق الگـوي            
سـپس از آن    . استاندارد موجود به آن ها شـماره داده شـد         

شماره ها ميانگين گرفته و به عنوان اندازه دنباله ثبت و بـا   
براي مقايـسه سـه ميـانگين       . ساير پاساژ ها مقايسه گرديد    

والـيس  -آمده از روش غيـر پارامتريـك  كروسـكال         بدست  
  .استفاده شد

  :نتايج
 گسترش هاي كرومـوزومي     :كاريوتايپ سلول هاي بنيادي        

(chromosome spread) تهيــه شــده مــورد مطالعــه قــرار 
تعداد، ساختمان و نيز الگـوي بانـدينگ كرومـوزوم          . گرفت

 نرمـال  كاملا) اول تا پنجم(هاي مربوط به پاساژ هاي اوليه    
امـا  ). 1شـكل   (و در وضعيت خـوب رنـگ پـذيري بودنـد            

كيفيت گستره هاي كروموزومي مربوط به پاساژ هاي ده به 
  ).2شكل (بالا قابل قبول و آناليز نبود 

  

  

  
  

 .5گستره كروموزومي از سلول هاي مزانشيمال پاساژ : 1شكل  

  
  

  
  

  10ژ گستره كروموزومي از سلول هاي مزانشيمال پاسا: 2شكل 
  

 نمونـه   3شـكل    :بررسي آسيب ژنتيكي در كشت هاي متوالي      
  . هايي از هريك از گروه ها را نشان مي دهد

  

  
  

, سمت راست، نمونه اي مربوط به كشت هاي اوليه: 3شكل 
وسط، نمونه اي مربوط به كشت هاي مياني و بالاخره شكل 

 .سمت چپ مربوط به كشت هاي پير مي باشد
  

ــدول  ــانگين1ج ــشان     مي ــاژ ن ــروه پاس ــه گ ــا را در س    ه
  تفــاوت بــين نتــايج گــروه هــا معنــي دار بــود. مــي دهــد

(P< 0.001) .   
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 سلول انتخاب و بررسي شده در 20 درجات مربوط به :1جدول 
 سه گروه پاساژ و ميانگين مربوطه

  
شماره 
 سلول

درجات آسيب در 
پاساژ هاي اوليه 

)5 -1( 

درجات آسيب در 
پاساژ هاي مياني 

)12-8( 

درجات آسيب در 
پاساژ هاي پير 

)18-15( 

1 0 3 4 

2 1 3 4 

3 1 2 4 

4 0 3 3 

5 0 3 4 

6 0 3 4 

7 0 2 2 

8 1 4 4 

9 1 3 4 

10 0 3 4 

11 1 3 3 

12 1 3 4 

13 0 2 4 

14 0 2 4 

15 1 2 4 

16 0 3 3 

17 0 3 4 

18 1 3 2 

19 0 3 3 

20 0 3 4 

 72 56 8 جمع

 6/3 8/2 4/0 ميانگين

  
  :بحث

 براساس گزارشات متعدد، همه كشت هاي سلولي پس            
از مدتي دچار مشكلات كرومـوزومي مـي شـوند، از جملـه             

رايـج تـرين تغييـرات      . كشت سلول هاي بنيـادي جنينـي      
 و تريزومـي    12كروموزومي در اين گونه كشت ها تريزومي        

به خـصوص هنگـامي كـه كـشت هـا           ) 15( مي باشند    17
وجود كاريوتايپ نرمال نشانه سلامت    ). 16( شوند تر طولاني

داشتن توانايي لازم در آزمايشات مربوطه       و بنيادي سلولهاي
تهيــه شــده از ســلول هــاي  هــاي كاريوتايــپ. )17(اســت

 نرمـال بيـشتري   وضعيتداراي ) 5تا پاساژ  (پاساژهاي اوليه 
به عبارت ديگر در شرايط آزمايشگاه ما سلول هـاي          . بودند

 استخراج شده از خـون بنـد نـاف انـسان بـراي              مزانشيمال
استفاده هاي تحقيقاتي، كه لازمـه آن وجـود سـلول هـاي             
سالم و داراي كليه ويژگي هاي سلولهاي بنيادي مي باشد،          

البته اين نتيجه با    . تنها طي پاساژهاي اوليه بدست مي آيد      
گزارشات ديگـر از ايـن نظـر كـه پاسـاژهاي پـايين داراي               

  ).16(لاتري هستند انطباق داردپتانسيل هاي با

  
 Single Cell Gel Electrophoresis (روش كامــت    

assay comet assay (    روش نسبتا سـاده و حـساسي بـراي
ــشخيص  ــاي  ت ــيب ه ــاي  DNAآس ــلول ه ــطح س  در س

 و همكـارانش    كـورتس به عنـوان مثـال      . يوكاريوتيك است 
 در زنان مكزيكي    DNA ميزان آسيب    2010در سال   ) 18(

 به سرطان دهانه رحم را با كمك روش كامـت مـورد             مبتلا
 و همكـاران    ايبـارا كاسـتيلا   همچنـين   . سنجش قرار دادند  

سنجش ميـزان آسـيب هـاي       نيز از همين متد براي      ) 19(
DNA     آن هـا در يـك      . نـد در بيماران ديابتي استفاده نمود

 شاهدي نشان دادند كـه از نظـر ميـزان آسـيب             -كار مورد 
DNA    بيمار مبتلا به تحليـل ماهيچـه اي          در بين دو گروه 

تفاوت معنـي داري  ) كنترل( و گروه سالم  (DM2)نوع دوم   
  نيـز از روش كامـت        2005مـولر در سـال      . وجود نداشـت  

 بــراي تعيــين ســميت برخــي (alkaline comet)قليــايي 
تركيبات شيميايي در محيط زندگي انسان استفاده نمود و         

يله ارزشمندي بـراي    در پايان اعلام كردكه روش كامت وس      
  ). 20(تعيين تاثير ژنوتوكسيك مواد مختلف بر انسان است

در مطالعه حاضر از اين روش براي ارزيـابي و مقايـسه                  
 در ســلول هــاي مزانــشيمي در   DNAميــزان آســيب   

پاساژهاي مختلـف اسـتفاده گرديـد و همـان طـور كـه در               
ا ي  بخش نتايج اعلام گرديد در پاساژ هاي بـالا آسـيب ه ـ           

بنابراين سلول هاي بنيادي حاصل     . ايجاد شده بيشتر بودند   
،  همـان طـور      )اصطلاحا سلول هاي پير   (از پاساژ هاي بالا     

كه نشان داده شد دچـار آسـيب هـاي ژنتيكـي هـستند و               
نبايد در كارهاي پژوهشي به كار روند و تنهـا مـي تـوان از               

م آن ها در امور آموزشي و يا در كار هاي كـه بـه ايـن مه ـ                
ايـن نكتـه نيـز      . توجه دارند استفاده شوند   ) DNAآسيب  (

بايــد تاكيــد شــود كــه شــماره پاســاژ هــاي ذكــر شــده و  
مشخصات آن ها مربوط بـه نتـايج ايـن پـروژه در زمـان و                
مكان خاص است كه مي توانـد در آزمايـشگاه هـاي ديگـر           
متفاوت باشد، اما نكته اصلي كه مد نظر اين مطالعه اسـت            

نتيكي سلول هاي بنيادي طي پاسـاژهاي       توجه به آسيب ژ   
متوالي است كه اين امر مي تواند روي نتايج گرفتـه شـده             
در كار هـاي تحقيقـاتي كـه در آن هـا از ايـن سـلول هـا                   

   .استفاده مي شود تاثير معني داري بگذارد
  :نتيجه نهايي

 كه در شرايط فعلـي  دادند  مشخص نشان     نتايج به طور
تنها از  مي بايست   وم پزشكي همدان،    آزمايشگاه دانشگاه عل  

  انسـانسلولهاي مزانشيمي استخراج شده از خون بند ناف 
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براي كار هاي تحقيقـاتي      ) اول تا پنجم  (پاساژهاي اوليه    در
با اين  همچنين توصيه مي شود كاري مشابه       . استفاده نمود 
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Stem cells are determined by their unique features. One of them is high 
proliferation ability and the other is potency of differentiation to various tissues. The results of 
new works in various countries around the world including Iran show the growing momentum of 
works on stem cell therapy. Working with stem cells from different origins including the cells 
originated from fetal and adult origin (such as bone marrow, dental root, cord , etc)is in progress. 
The goal of this work was to clear the maintenance and stability of genetic materials of human 
mesenchymal stem cells through consecutive subcultures in our lab conditions in Hamadan Uni-
versity of Medical Sciences. 
Materials & Methods: In an experimental work, human umbilical cord was used as a rich source of 
stem cells. Isolated stem cells, after proliferation phase, increased and filled the bottom of the 
flasks in consecutive passages. After some successive consecutive subcultures, stem cells aged 
and this may cause damages to genetic material that is evaluated in primary passages (passages 
number 1-5), middle passages (passages number 8-12) and late passages (passages number
15-18) by the single cell gel electrophoresis assay (comet assay). Also their karyotypes were ex-
amined; Solid technique and G-banding staining for chromosome analysis in the stem cells were 
employed. Several microscopic slides from each passage were prepared. Then 20 cells were ran-
domly selected from the slides related to each group. In all selected cells, damages were exam-
ined and their degree of damages were scored based on the standard patterns, from 0 to 4. The 
averages were compared by Kruskal–Wallis test in different groups. 
Results: Average scores related to three studied cell groups, primary, middle and late passages, 
were 0.4, 2.8 and 3.6, respectively. Prepared karyotypes from the cells belonging to passages 1-5
were normal but in the aged passages they were abnormal numerically and structurally. Our re-
sults showed that the aging phenomenon and its consequences such as DNA damages should be 
considered in the work with consecutive passages of stem cells. 
Conclusion : We concluded that in our laboratory conditions, the stem cells taken from human 
umbilical cord blood are only usable for research purposes in early passages (below passage 
five).We recommend using passages more than five only for educational purposes in our labora-
tory; and it is better to do the same work in such research centers. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2013; 20 (1):32-37) 
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