
 

  

 ايران جهرم، جهرم، واحد ،اسلامي آزاد دانشگاه پايه، علوم ي دانشكده شناسي، زيست گروه ارشد، كارشناسي دانشجوي 1
 ايران اصفهان، اصفهان، پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، ي دانشكده ملكولي، بيولوژي و تشريحي علوم گروه ارشد، كارشناس 2
  ايران تهران، تهران، پزشكي علوم دانشگاه نوين، هاي فناوري ي دانشكده بافت، مهندسي گروه مهندسي، دكترايدانشجوي  3
  ايران اصفهان، اصفهان، پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، ي دانشكده لكولي،وم بيولوژي و تشريحي علوم گروه ارشد، كارشناسدانشجوي  4
 ايران اصفهان، اصفهان، پزشكي علوم دانشگاه امين، بيمارستان جراحي، گروه جراحي، متخصص 5
  ايران اصفهان، اصفهان، پزشكي علوم دانشگاه پزشكي، ي دانشكده ملكولي، بيولوژي و تشريحي علوم گروه استاديار، 6

   Email: hashemibeni@med.mui.ac.ir  بني هاشمي  بتول دكتر :ي مسؤول نويسنده
  

  543  1391هفته چهارم خرداد / 186شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 17/2/91: تاريخ پذيرش         16/12/90:تاريخ دريافت  1391خرداد ماهچهارمهفته/186شماره /ما سال سي
  

  هاي  هاي متمايز شده از سلول ميزان بروز ماركرهاي شاخص استئوبلاست ي مقايسه
  Pellet  اي و ههاي كشت تك لاي مدل چربي در بنيادي مشتق از

  
  ،4بيگيوحيد بهرام  ،3مسعود قرباني ،2، فرزانه صادقي1سامان اكبرزاده ،1بهنام حيرت

  6يبن هاشمي  تولبدكتر  ،5نگوهرياوحيد دكتر 
  
  

  چكيده
محققان به دنبال راهكارهاي  ،هاي منجر به نقايص استخواني و عدم امكان پيوند مناسب استخوان امروزه با توجه به آمار تصادفات بالا و شكستگي :مقدمه

هاي  هاي بنيادي در مهندسي بافت استخوان و ضرورت بررسي انواع روش سلول كار گيري بهبا توجه به . باشند نوين براي ترميم استخوان آسيب ديده مي
و  )ADSCsيا  Adipose-derived stem cells( هاي بنيادي مشتق از چربي هاي مناسب، بر آن شديم كه با استفاده از سلول ها و داربست كشت، محيط

گامي در ، Pellet cultureو  Monolayerها و بررسي ميزان بروز ماركر استئوكلسين و استئوپونتين در دو سيستم  يند استئوژنز در اين سلولافر يالقا
  .هاي استخواني برداشته باشيم براستاي تدوين راهكارهاي جديد براي ترميم آسي

يند استئوژنز در دو اطي فر ها سلول. داده شد و كشت گرديدهاي مكانيكي و آنزيمي جدا  فرد توسط روش 4هاي بنيادي از بافت چربي  ولسل :ها روش
محصول . و تكثير انجام شد CDNAهاي تمايز يافته، سنتز  از سلول RNAسپس استخراج . تمايز داده شد Pellet cultureو  Monolayerسيستم 
PCR با توجه به شدت باندهاي تشكيل شده با ، هاي استخواني مانند استئوكلسين و استئوپونتين ميزان بروز ماركر .به روي ژل الكتروفورز انتقال يافت

  .بررسي و مقايسه گرديد Student-tو آزمون  Image-Jافزار  استفاده از نرم
كه ميانگين بروز ژن  در حالي ،داري نداشت ييافته در دو سيستم كشت تفاوت معن هاي تمايز بروز ژن استئوكلسين در سلول ميانگين :ها يافته

اي بروز بيشتري داشت  در مقايسه با تك لايه Pelletكشت  داري داشت و در يهاي تمايز يافته در دو سيستم كشت تفاوت معن استئوپنتين در سلول
)05/0 < P.( 

ولي  ،آيند استئوژنز به حساب مي يهر دو شرايط كشت مناسبي براي القا Monolayer و Pellet cultureاين مطالعه نشان داد كه  :گيري نتيجه
  . بروز متفاوتي داشتند Monolayerدر مقايسه با سيستم  Pelletهاي استئوكلسين و استئوپونتين به عنوان ماركر و شاخص استخواني در سيستم  ژن

  Pellet culture استئوپونتين، ،تق از چربي، استئوكلسينهاي بنيادي مش استئوژنز، سلول :واژگان كليدي
 

  مقدمه
هـا،   عفونت ها، هاي استخواني از تومورها، بيماري آسيب

هـاي اسـكلتي    ناهنجاريتروما، اختلالات بيوشيميايي و 
امـروزه بـا توجـه بـه آمـار      . شود دوران جنيني ناشي مي

ص يهــاي منجــر بــه نقــا بــالاي تصــادفات و شكســتگي
استخواني، مشكلات ظاهري، عملكردي و رواني ناشـي  

ها و نيز محدوديت امكان پيوند مناسب اسـتخوان،   از آن
ــرميم    ــوين جهــت ت ــال راهكارهــاي ن ــه دنب ــان ب محقق

www.mui.ac.ir



  و همكاران بهنام حيرت  Pelletو  اي لايه تك كشت هايمدل در هااستئوبلاست شاخص ماركرهاي

  1391هفته چهارم خرداد / 186شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  544

  ).1( باشند اي آسيب ديده ميه استخوان
هـاي   براي ترميم نقـايص سيسـتم اسـكلتي از روش   

متعــددي ماننــد روش ايليــزاروف، پيونــد هتروگرافــت، 
 ،كننـد  پيوند هموگرافت اسـتفاده مـي   و پيوند اتوگرافت
هايي مانند تهاجمي بـودن   ها با محدوديت ولي اين روش

 .خطـر انتقـال عفونـت همـراه اسـت      روش، رد پيوند و
دنبال راهكار مفيدتري بود تا بتـوان ايـن   ه بنابراين بايد ب
 ـ. طـرف كـرد   ها را بـر  محدوديت كـارگيري سـلول،   ه ب

داربست و روش كشت مناسب جهت دستيابي به بافـت  
اسـتراتژي درمـاني مناسـب بـراي     ، استخواني قابل پيوند

  ).2( باشد هاي مذكور مي رفع محدوديت
سـازي   استخوان مطالعات نشان داده است كه فرايند

ثير عوامل فيزيكي و شـيميايي در يـك محـيط    أتحت ت
 گيرد ها انجام مي ميكرو همراه با تعامل سلول ي پيچيده

)4-3(.  
هـاي   ل مـدل آ جهت دستيابي به بافت استخواني ايده

 يهـا و القـا   كشت، تكثيراستئوبلاسـت  ي متنوع در زمينه
كشـت   .كار گرفته شده اسـت ه روند تمايز استئوژنيك ب

 هاي استئوبلاست مشتق از كالواريـا  اي از سلول تك لايه
هاي بنيادي مزانشـيمي در   استئوژنيك سلول يو القا) 5(

هـاي   انواع روش ي و مقايسه) 6(سه بعدي  شرايط دو و
دنيال داشته ه نتايج ارزشمندي ب ،)7(كشت در اين زمينه 

تناقضات موجود ضرورت تحقيقات بيشـتر را   اما ،است
هـاي اسـتخواني،    اي سـلول  طي كشت تك لايه. بدطل مي

هـا و رسـوب نامناسـب مـاتريكس      اختلال در بيـان ژن 
همچنين مشخص شده است كه بين . گزارش شده است
هاي درگير در تمـايز سـلولي    بيان ژن يمهار تكثير و القا

). 7( و كامل شدن ماتريكس ارتباط مستقيم وجـود دارد 
Jahn بلاست را در دو مـدل  هاي استئو و همكاران سلول

و بيان متفـاوت   كشت دادند Pelletاي و  كشت تك لايه

ــژه  ژن ــاي وي ــد   ي ه ــزارش كردن ــتخوان را گ ). 8( اس
هـاي   تكثير و ميزان زنـده بـودن استئوبلاسـت    ي مقايسه

اي و داربسـت آلژينـات و    كالواريا در كشـت تـك لايـه   
كلسـيم فسـفات نيـز توسـط      تـري - هيدروكسي آپاتيـت 

  ). 9(شده است  محققين گزارش
Gabbay هــاي  و همكــاران رونــد اســتئوژنز ســلول

اسـتخواني در   ي هـاي ويـژه   مشتق از چربـي و بيـان ژن  
ژل ( و سـه بعـدي  ) اي تك لايه( شرايط كشت دو بعدي

هـاي   و نشان دادند كه بيان ژن نمودندرا مقايسه  )كلاژن
استئوكلسـين و اسـتئونكتين در    الكالين فسفاتاز، كلاژن،
  ).10( سه بعدي بهتر انجام شده استشرايط 

باشـد   نوعي كشت سه بعدي مـي  Pelletمدل كشت 
فنوتيـپ تمـايز   كه براي اولـين مرتبـه در شـرايطي كـه     

شـرح داده   Holtzerها حفظ شود توسـط   سلول ي يافته
روش جهـت   و همكاران از ايـن  Johnstoneسپس . شد

ان هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخو تمايز سلول
ــد  ــتفاده نمودن ــوش اس ــرا). 11( خرگ ــه در گ ــر  چ اكث

ــايز     ــراي تم ــدي ب ــه بع ــت س ــدل كش ــات از م مطالع
بــراي تمــايز  لــيو ،شــود هــا اســتفاده مــي كندروســيت
از كشـت دو بعـدي    in vitroها در محـيط   استئوبلاست
دليـل  ايـن  ه باين مدل كشت . )12- 13( كنند استفاده مي

هـاي   كندروسيتطور معمول براي افزايش كندروژنز ه ب
رود كه  كار ميه هاي بنيادي مغز استخوان ب اوليه يا سلول

 ECMهـا و افـزايش ترشـح     سبب افزايش تمايز سـلول 
)Extra cellular matrix( شود مي )14.(  

باشـد كـه    اي نوعي مدل كشـت مـي   كشت تك لايه
در فلاسك حاوي محـيط  منفرد،  ي ها در يك لايه سلول
هـاي   ع كشـت بـراي سـلول   اين نو .كنند رشد مي كشت

  ).15( باشد مستقل ضروري مي
Ong ــلول ــاران ســ ــاي  و همكــ ــيميهــ  مزانشــ
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)Mesenchymal stem cells  ياMSCs (ـ  صـورت  ه را ب
هـا   كشت دادند و گزارش كردند كه سـلول  Pelletمدل 

اي اوره و  در اين مدل كشت نسبت به كشت تـك لايـه  
  ).16( كنند آلبومين بيشتري در محيط آزاد مي

كه هنـوز نظـر    توجه به اين نكته و با نظر به اين با
واحد و قطعي در خصوص مناسب بودن مـدل كشـت   

Pellet هـا و   اي بـراي كشـت استئوبلاسـت    يا تك لايه
 ،ها گزارش نشده اسـت  توسط اين سلول ECMترشح 
مطالعه ميزان بـروز ماركرهـاي استئوكلسـين و     در اين

هـاي   سـلول  هـاي مشـتق از   استئوپونتين استئوبلاسـت 
و  Monolayerبنيادي مشـتق از چربـي در دو سيسـتم    

Pellet culture  گرديدمقايسه. 

  
  ها روش

نوع مطالعه از نوع تجربـي و محـل مطالعـه آزمايشـگاه     
ــوم تشــريحي دانشــكده   ي كشــت ســلول در گــروه عل

بيمـار كـه در    4بافـت چربـي از    .پزشكي اصـفهان بـود  
مـل جراحـي   تحـت ع اصفهان  )س( يبيمارستان الزهرا
تحت شرايط اسـتريل   .آوري شد جمع ،قرار گرفته بودند

بافت چربي با اسكالپل بـه   ،IIدر زير هود لامينار كلاس 
بافت،  ي جهت تجزيه .متري بريده شد قطعات چند ميلي

) Sigma( 1 طبق پروتكل مقالات از آنزيم كلاژنـاز نـوع  
كار سوسپانسـيون سـانتريفوژ    ي در ادامه. دگردياستفاده 

 مربـع در محـيط كشـت    متـر  سانتي 25شده در فلاسك 
ــي ــين، پنــ ــيلين  استرپتومايســ ــد،  1ســ    FBSدرصــ

)Fetal bovine serum (10  درصــــد وDMEM 
)Dulbecco’s Modified Eagle Media ( كوبـاتور  اندر

و رطوبت نسـبي  درصد  CO2 5گراد،  سانتي ي درجه 37
سـاعت   24ض مـديوم بعـد از   با تعـوي . كشت داده شد

  .هاي اضافي تخليه گرديد سلول

دست آمـده  ه هاي ب شناسايي ماركرهاي سلولسپس 
ها بـا   سلول. از طريق تكنيك فلوسايتومتري انجام گرفت

و  شــد روش تريپســينه شــدن از كــف فلاســك جــدا 
 10و بـه مـدت    rpm 1400سوسپانسيون سلولي با دور 
ــد  ــانتريفوژ شـ ــه سـ ــا  . دقيقـ ــپس بـ ــافرسـ    PBS بـ

)Phosphate buffered saline (  شستشـوي   بـار ديگـر
هـا بـا هموسـيتومتر     سـلول  و هـا انجـام گرفـت    سلول

هـــاي  ســـلول در لولـــه 1×  105. شـــمارش گرديـــد
فلوسيتومتر ريخته شد و پس از شستشـو و سـانتريفوژ   

 4يـد  ييند فيكس شدن با استفاده از پارافرمالدامجدد فر
ــد ــدت   PBSدر ) Merck( درص ــه م ــه در  15ب دقيق

   .تاريكي و بر روي يخ انجام گرفت
درصـد   5/0 حـاوي  PBSسپس شستشو توسط بافر 

بعـد   ي در مرحلـه . آلبومين سرم گاوي به انجـام رسـيد  
ماركرهـاي   ضـد بـادي اوليـه    ميكروليتر آنتـي  10حدود 
به هـر   IQ product از شركت CD90 وCD44  سطحي

بادي به مـدت   ا در آنتيه سلول. ها افزوده شد يك از لوله
 گـراد  ي سـانتي  درجـه  4دقيقه در تـاريكي و دمـاي    30

ــه شــدند ــا مــاده هــر آنتــي. انكوب ــادي ب فلورســنت  ي ب
ــواريترن  ــا  PE(فيكــــ ــا ) Phycoerythrinيــــ يــــ

 Fluorescein isothiocyanate(فلوئوروايزوتيوســيانات 
سـپس شستشـو بـا بـافر انجـام      . دار شد نشان) FITCيا 

 200رســوب ســلولي در  ،ســانتريفوژگرفــت و پــس از 
و توسط دستگاه فلوسـايتومتر   گرديدميكروليتر بافر حل 

FACS Calibur 488 (BD) دار  هاي نشـان  بررسي سلول
 .به انجام رسيد

، اي تمايز استئوژنيك در كشت تـك لايـه   يبراي القا
تـا پاسـاژ دوم    T25هـاي   در فلاسك ADScهاي  سلول

ســلول در  25 × 104 ســپس تعــداد. كشــت داده شــدند
 DMEM ،FBSفلاسك داراي مديوم استئوژنيك حاوي 
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، بتــا )مــول ميلــي 50( ، اســيد آســكوربيك)درصــد 10(
ــيلين،  و پنـــي )ميلـــي مـــول 10(گليسروفســـفات  سـ

هـا   فلاسـك  .اضـافه گرديـد  ) درصـد  1( استرپتومايسين
 CO2گـراد و   سانتي ي درجه 37درون انكوباتور با دماي 

روز مـديوم تعـويض    3تا  2هر  .نگهداري شد درصد 5
هـاي   ها از نظـر بيـان ژن   پس از دو هفته سلول .شد مي

 RT-PCRاستئوكلســـين و اســـتئوپونتين بـــا روش   
)Reverse transcription polymerase chain reaction (

  .مورد ارزيابي قرار گرفتند
 تمــايز اســتئوژنيك در سيســتم كشــت يبــراي القــا

Pellet، هاي  سلولADSc هاي  در فلاسكT25  تا پاساژ
ســلول پــس از  25 × 104 تعــداد. دوم كشــت داده شــد

تريپسينه كردن به فالكون انتقال داده شـد و سـانتريفيوژ   
 DMEM ،FBSسپس مديوم استئوژنيك حـاوي   .گرديد

، بتــا )مــول ميلــي 50( ، اســيد آســكوربيك)درصــد 10(
ــفات  ــي 10(گليسروفسـ ــول ميلـ ــي )مـ ــيلين،  و پنـ سـ

ها درون  فالكون. اضافه گرديد) درصد 1( يسيناسترپتوما
 CO2 5گـراد و   سـانتي  ي درجـه  37انكوباتور بـا دمـاي   

روز مـديوم تعـويض    3تـا   2هـر  . نگهداري شد درصد
هـاي   هـا از نظـر بيـان ژن    پس از دو هفته سلول .شد مي

مــورد  RT-PCRاستئوكلســين و اســتئوپونتين بــا روش 
  .ارزيابي قرار گرفتند
هــاي استئوكلســين و  ميــزان بيــان ژنبــراي بررســي 

طور ه ب .استفاده گرديد RT-PCRاستئوپونتين از تكنيك 
هـا طبـق پروتكـل توسـط      سلول RNAمجموع  خلاصه

ــازي   ــت جداسـ   RNA isolation (CinnaGen)كيـ
RNX plus ــد طبــق  cDNAســاخت  .اســتخراج گردي

ــو و  ــاي الگـ ــط پرايمرهـ ــتورالعمل توسـ ــت دسـ    كيـ
RevertAid TM First strand cDNA synthesis kit 

)Fermentage(  ــد ــام شـ ــر .انجـ ــط PCR تكثيـ   توسـ
Tag DNA ــراز ــق روش ) Fermentage( پليمـ و طبـ

گـراد و   سانتي ي درجه 90استاندارد در دماي دناتوريشن 
 Annealing (55(ثانيــه و دمــاي ذوب شــدن  15بــراي 
 Extentionثانيه و دماي  30گراد به مدت  سانتي ي درجه

 .ثانيه انجـام گرفـت   45گراد به مدت  سانتي ي درجه 75
  .اند ليست شده 1پرايمرها در جدول 

  
 رفته كاره ب يمرهايپرا يتوال. 1 جدول

مرهايپرا يتوال ژن نام   
F- AGGTGCGAAGCCCAGCGGT 
R- GCCAGCAGAGCGACACCCT

Osteocalcin 
F- CACTGGGCTATGGAGAGGAC 

R- GCCCTTGCCCTGCCCTCC
Osteopontin 

F- GGGCTGCTTTTAACTCTGGT 
R- GCAGGTTTTTCTAGACGG

GAPDH 
  

 SPSSو  Image J افزار نتايج به دست آمده توسط نرم
 )version 17, SPSS Inc., Chicago, IL( 17 ي نسـخه 

هـا توسـط    همورد بررسي قـرار گرفـت و در نهايـت داد   
  .آناليز و مقايسه گرديدند Student-tآزمون 
  

  ها افتهي
 ـ   ي پس از تجزيه ئير أبافت چربي زير جلـدي تحـت ت

تـدريج  بـه  اي  هـاي تـك هسـته    آنزيم كلاژناز، سـلول 
چسـبندگي خـود را بـه كـف فلاسـك آغـاز        ي مرحله
و  نداز حالت كروي خارج شـد  ها سپس سلول. ندكرد

د ايــدوكـي بــا زو  اي و ســتاره بـه اشــكال چنـدوجهي،  
بـا انجـام    و اندك مشخص شدند سيتوپلاسمي كوتاه و

 ـ. تكثير يافتند توزي متوالي، رشد وتقسيمات مي س از پ
بـا  . كف فلاسك را اشغال نمودندها  سلول روز 14-10

اي و  اشـكال سـتاره   ،هـا  تكثير و افزايش تعـداد سـلول  
ها دوكي شـكل   شد و اكثر سلول چندوجهي كمتر ديده 

هموژن يك شكل پس از رسيدن به پاساژ سوم، . بودند
شـده مشـخص   هاي جدا  يكنواخت در كشت سلول و

  .)1شكل ( گرديد
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ــتگاه    دس
 هـا  سـلول 

  .د
CD14,45 

وپونتين و   
 و تمــايز 

  .ديد
در  ن،يكلس
و  يا هي لا
بروز ژن  ن

شـت تـك     

مربوط به  ي

بهنام حيرت 

ــا توســط ل  ه
درصد س 0/99
بودند CD44 و

5 ماركرهـاي   

كرهـاي اسـتئو
ــا ئوبلاســت  ه

RT استفاده گرد
روز ژن استئوكل

كشت تك ستم
نيانگيم يت، ول

نسـبت بـه كش
  .ن داد

 

رهاي رديف مياني
  .باشد مي 

ــمارش ســلول
6و  75/99د 

و CD90 ماركر
ها فاقـد سلول

  
ميزان بيان مارك
 مخــتص استئ

T-PCRاز  ،ند

بر نيانگي كه م
سيدر دو س فته
نداشت يدار ي

نس Pellete ستم
را نشان يدار ي

 

   

نمودا شاهد،تايپ 
CD14,45منفي 

1391د

ــ رد نظــر و ش
سيتومتر، حدو
رتيب داراي م

درصد س 5/99
).2 شكل(ند

براي بررسي م
ــه وكلســين ك

باشن وژنيك مي
نشان داد جينتا
اي زيتما يها ل

Pe يتفاوت معن
سيدر س نيوپونت
يمعن شيافزا ي

 

  
لا مربوط به ايزوتا
ط به ماركرهاي من

 Pelletو  اي ه

فته چهارم خرداد

 از

  
ت
ده
ت

دي

ــو م
فلوس
به تر
5
بودن
ب
استئو
استئو
ن
سلو

ellet

استئو
ا هيلا

 

با رديف ودارهاي
اي در پايين مربوط 

لايه تك كشت هاي

هف/ 186شماره /

 بنيادي مشـتق

ست آمده از بافت
پ اينورت تهيه شد

فيبروبلاستي شبه
4 ×.(  

بـاد ن بـا آنتـي

نمو. دهند نشان مي
CD مودار نقطهو ن

همدل در هالاست

/ 30سال  –هان

هاي ي سلول
  .شد فاده

ده ب ي نيادي زنده
پوكه با ميكروسك

وكي با مورفولوژي
40نمايي  بزرگ( د

 

انكوباسيون  و

 

 فلوسيتومتري را ن
 CD44  وD90

استئوبلا شاخص

ده پزشكي اصفه

ررسي ماركرها
استفسايتومتري 

هاي بن سلول صوير
اي ك شت تك لايه

صورت دوه ها ب ل
مشخص هستند

 فيكس كردن

دارهاي بالا نتايج
ماركرهاي

ش ماركرهاي 

مجله دانشكد

براي بر
چربي فلوس

تص. 1شكل 
چربي در كش

لسلو. است

پس از

نمود .2شكل 
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  پـروتئين   
 فاز بلـوغ  
 ـفاتاز بـالا  

ECM   غيـر
 .شود ع مي

ي آپاتيـت    
م يـا فـاز     
ه تشـكيل    
طـه و بـه   

ـه بعـدي     
وبلاسـت   
ـا كشـت   
كـه ميـزان    
كلسـين و   
شـت تـك     

هـا در   ول 
لاني و در     
مـي نيـاز    

كه ماننـد   
ت نسـبت  
مـاتريكس  

0

05

1

15

بهنام حيرت 

هفته چهارم خر/ 

  Pelletاي و 

 كـه بيشـترين
فاز دوم .كنند ي

ت آلكالن فسـف
Mهـا، ترشـح   

وكلسين شروع
ي هيدروكسـي

فـاز سـودر  .د
ي معـدني شـده

احاط ECM ـط  

سـتم كشـت سـ
هـاي استئو ـلول 

 داده شدند و بـ
ج نشـان داد ك

هـاي استئوك ژن   
ت بيشـتر از كش
 كردند كه سـلو
 بيشـتر و طـولا
اسـاژهاي منظم

Pelletسيستم 

 سه بعدي است
ري در ترشح م

  .شتها دا ت

0

ايلايهتكشت

/186شماره /  3

ا ع كشت تك لايه

را 1لاژن نـوع
ترشح مي ،ست

ر اين فاز فعاليت
ه ت بودن سلول

نتين و استئووپو
هـاي ز كريسـتال  
شوند شكيل مي

هاي ندول كس
هـا توسـ سـت 
   .شوند مي

سيسسـترده از
اي سـ ر مطالعه

لژينات كشت
نتايج .ه گرديدند

و ميـزان بيـان ژ
ربست آلژينـات
حققين پيشنهاد
ي بـراي رشـد

به پا ECM شح
ما هم س ي طالعه

نوعي داربست
ثير بيشترأ، تي

ط استئوبلاست

68

كش pellet cul

0سال  –صفهان 

وكلسين در دو نوع

زان بالايي كـلا
EC استخوان اس

در. است يكس
ضمن ثابت ت و

ژني مانند استئو
نتهاي اين فـاز
ل ماتريكس تش
ني شدن ماتريك

استئوبلاس، شوند
تبديل موسيت 

در مطالعات گس
در.فاده مي شود

وي داربست آ
اي مقايسه  لايه

هـا و ر سـلول 
وپونتين در دار

باشد مح ي مي
اي ت تك لايـه 

ت افزايش ترش
در مطا). 21( د

ست آلژينات نو
ا تك لايهكشت

ج سلولي توسط

112

lture

 Pelletو  اي 

شكده پزشكي اص

 
استئوپنتين و استئو

ن و
AD 
ـي

ژن
Pe 
ژن
رت

د و
Re 
يي
ـح
ايز

 هـد
 يـا
ـار
 را
ـدا
ـي
وند

و ميز
CM

ماتري
ستا

كلاژ
در ان
داخل
معدن
ش مي

استئو
د
استفا
بر ر
تك
تكثير
استئو

ا يهلا
كشت
نهايت
دارند
داربس
به كش
خارج

09

095

1

105

11

115

لايه تك كشت ي

مجله دانش

اهاي دو ژن  سبت

ي استئوكلســين
DSc  يافـت از

ي مورد بررسـ

ــروز ژ ــزان ب مي
lletاي و   لايـه

ــروز ژ ــزان ب مي
Pe ــ ــوره ب ص
  .ود

باشـد نيك مـي
ــاز emoldingف

مــاركر نهــا ين
هـا ترشـ لاسـت

ل انتهـايي تمـا

عمـبـه طـور   
ورهـاي رشـد

in vitro ـ  كـه ب
اي سه فـاز لايه

ها ابتـ  كه سلول
در طـ .كننـد  ـي

شـو ژيكي مـي

ايلايهتكت

هامدل در هاست

ر خطي ميانگين نس

ــروز ژن هــاي ب
هاي تمايز ست
Pe ا و تك لايه

ــه م ــان داد ك
م كشت تـك

ــت ــي م ،ش ول
ــت elletم كش

بو اي ت تك لايه
اسـتئوژن ي ليـه

ــاتريكس و فـ م
استئوكلســين ).1

 توسط استئوبلا
چنـين سـيگنال

 
هـا تئوبلاسـت

ثير فاكتوأسي ت
oها در  وبلاست

ر كشت تك لا
ك ل يا فاز تكثير
 ظرف را پر مـ
ييرات مورفولو

104

كشت pellet c

استئوبلاس شاخص

نمودار. 3شكل 

ــزان ب طالعــه مي
ن در استئوبلاس

elletستم كشت 

  .رار گرفت
 RT-PCR نشـ

ن در دو سيستم
ــي  شداري ندا عن

ــتم ين در سيس
 بيشتر از كشت
ونتين ماركر اولي

ــوغ م ي ــده بل
17- 18(ســت 

باشد و فقط ي
ـن مـاركر همچ

  ).19(است  
اي است تك لايه

ت كه براي بررس
 در رفتار استئو

ها در تئوبلاست
فاز اول. )20(د 
كنند و كف مي
ها دچار تغي ول

105

culture

ش ماركرهاي
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  بحث

در ايــن مط
استئوپونتين
در دو سيس
و مقايسه قر
ــايج نت
استئوكلسين
ــاوت مع تف
ــتئوپونتي اس

داري معني
استئوپو

ــا دهنـ  ننش
ااســتخوان 

استخوان مي
ايـ .شود مي

استئوژنيك
كشت ت
روشي است

ها هورمون
است .رود مي

كنند طي مي
تكثير پيدا م

فاز سلو اين
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Jahn هـاي استئوبلاسـت ايزولـه     همكاران سـلول  و
صــورت تــك ه انســان را بــ )Hip(مفصــل ران شـده از  

كشت دادند و گـزارش كردنـد    Pellet اي و سيستم لايه
در  2 و 1هـاي استئوكلسـين و كـلاژن نـوع      كه بيان ژن

داري بيشتر از كشت تك  صورت معني هب Pelletسيستم 
ها پيشنهاد  آن .ما بود ي مشابه نتايج مطالعهبود كه اي  لايه

ابتدا  Pelletهاي استئوبلاست در سيستم  كردند كه سلول
هـاي   سپس با توقف تكثير، فنوتيپ سـلول  و يافتهتكثير 

همكـاران دليـل ايـن تغييـر      و Jahn .كنند بالغ را پيدا مي
هـا بـه    ها و متعهد شـدن آن  بلوغ استئوبلاست را فنوتيپ
  ).8(دانستند  ECMترشح 

Owen هـاي كالواريـاي جنـين     همكاران نيز سلول و
Rat اي و  صورت سيستم تـك لايـه  ه را بPellet   كشـت

از همـان   Pellet دادند و مشاهده كردند كـه در سيسـتم  
يابـد و   هاي استئوبلاسـت كـاهش مـي    ابتدا تكثير سلول

هـا پيشـنهاد    آن .كنند مي ECMوع به ترشح ها شر سلول
كردنــد كــه ارتبــاط عملكــردي بــين مهــار تكثيــر       

 هـا وجـود دارد كـه در    ها و القاي بيـان ژن  استئوبلاست
هـاي مـاتريكس معـدني در     نهايت سبب تشكيل نـدول 

  ).22( شود مي pelletسيستم 
Bellows كسيماتر يهاندول ليتشك زيو همكاران ن 

 ،شـود  يهـا م ـ  Micromass ليتشـك كه سـبب   را يمعدن
  ).23(ها دانستند بلوغ استئوبلاست شيافزا ي جهينت

بعـد از تمـايز    MScهاي  سلول ،اي ديگر در مطالعه
اي  ها بـه دو صـورت سيسـتم تـك لايـه      به هپاتوسيت

ــزارش   Pelletو ــدند و گ ــت داده ش ــدكش ــه  گردي ك
 .عملكرد بهتـري دارنـد   Pellet ها در سيستم هپاتوسيت
 ،انتقـال يافتنـد   Ratبـه كبـد    هـا  سـلول ايـن  زماني كه 

 و Ong .كردنـد  آلبومين بيشتري بـه خـون ترشـح مـي    

بـين   Pelletهمكاران پيشـنهاد كردنـد كـه در سيسـتم     
ها و ماتريكس تماس بيشتري وجـود دارد و   هپاتوسيت

ــاس  ــن تم ــح     اي ــرد و ترش ــود عملك ــبب بهب ــا س ه
   ).16( شود ها مي هپاتوسيت

 كه ميزان بروز ژن استئوكلسـين در دو  ينبنابراين با ا
 ،شـت داري ندا اي تفاوت معني و تك لايه Pelletسيستم 

 ـ Pelletولي ميزان بيـان ژن اسـتئوپونتين در سيسـتم     ه ب
بـا   .بـود اي  داري بيشتر از كشت تك لايـه  صورت معني

هـا و   توجه به مطالعات ديگـران تمـاس نزديـك سـلول    
طولاني بودن زمان تمايز ، ها ماتريكس توليدي توسط آن

ارتبــاط  و اي در كشــت تــك لايــه   ECMو ترشــح 
هـاي   ها و بيـان ژن  عملكردي كه بين توقف تكثير سلول

دلايل احتمالي بـالا بـودن بيـان     ،وجود دارد ECM ويژه
  .است Pelletژن استئوپونتين در سيستم 

 
  گيري نتيجه

 اين مطالعه نشان داد كه ميـزان بـروز ژن اسـتئوپنتين بـه    
عنوان يك ماركر و شاخص استخواني كه روند استئوژنز 

كنــد، در  ييــد مــيأســلولي بنيــادي مشــتق از چربــي را ت
تفـاوت   اي تـك لايـه  در مقايسه با كشت  Pelletسيستم 

 كشـت  ن اسـت كـه  ي ـا ي دهنـده   نشـان اين مسأله . دارد
Pellet ،تري براي بررسي اثر بـروز   سيستم كشت مناسب

ست كـه ميـزان   ا حالي اين در .آيد اين ژن به حساب مي
اي  و تـك لايـه   Pelletبروز ژن استئوكلسين در سيسـتم  

شـود   بنـابراين پيشـنهاد مـي    .داري نداشت اختلاف معني
ــيع  ــات وس ــري در مطالع ــر   ت ــي ديگ ــوص بررس خص

ماركرهاي استئوژنيك و همچنين بررسي ميـزان فعاليـت   
  آلكــالن فســفاتاز در هــر دو سيســتم كشــت در محــيط

in vitro  وin vivo صورت گيرد.  
 

www.mui.ac.ir
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The Expression of Osteogenic Markers in Differentiated Osteoblasts from 

Adipose-Derived Stem Cells in Pellet Culture  
and Monolayer Systems 

 
Behnam Heirat1, Saman Akbarzadeh1, Farzaneh Sadeghi MSc2, Masoud Ghorbani3, 

 Vahid Bahrambeigi4, Vahid Goharian MD5, Batool Hashemibani PhD6 

 
Abstract 

Background: Nowadays high accident rates, fractures leading to permanent bone disorders, and the 
impossibility of bone transplant have made scientists to look for new methods of repairing injured 
bones. Considering the application of stem cells in bone tissue engineering, there exists the necessity 
to investigate various culture methods and suitable fields and scaffolds. Thus, we decided to induce 
adipose-derived stem cells into osteoblast cells in two systems of pellet culture and monolayer and 
compare osteogenic markers.  

Methods: Stem cells have been separated via mechanical and enzymatic methods and cultured in 
osteogenic medium. Then, RNA was separated from differentiated cells, complementary DNA 
(cDNA) was synthesized and amplified. Polymerase chain reaction (PCR) product was transferred to 
electrophoresis gel. The intensity of the bands was measured by Image-J software and analyzed by 
SPSS. 

Findings: Osteocalcin gene expression in differentiated cells in the two culture systems showed no 
significant difference. Therefore, the expression of osteocalcin gene in both monolayer and pellet 
systems is the same and acceptable. However, average osteopontin gene in differentiated cells in the 
two culture systems showed a significant difference. The expression of osteopontin gene in pellet 
system was more than monolayer systems.  
Conclusion: This study indicated that pellet and monolayer culture systems are appropriate for bone 
engineering but osteocalcin and osteopontin gene expressions were different in the two culture system.  

Keywords: Adipose-derived stem cells, Osteocalcin, Osteopontin, Pellet culture 
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