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با  تن برونانسولين در محيط  سازنده  يسلولهابه  پوست انسان ي بنياديسلولهاتمايز 
  عصاره پانكراس ترميميگلوكز و استفاده از 

 *2،4علي مصطفايي و 3جليلي ، سيروس1، سامان حسينخاني1،2مريم مهرابي

  بيوشيميهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه ت 1
  پزشكي كرمانشاه، مركز تحقيقات بيولوژي پزشكي دانشگاه علوم، كرمانشاه 2
  گروه آناتوميدانشكده پزشكي، كرمانشاه، پزشكي  كرمانشاه، دانشگاه علوم 3

  ايمونولوژيگروه دانشكده پزشكي، پزشكي كرمانشاه،  كرمانشاه، دانشگاه علوم 4

  16/6/92 :تاريخ پذيرش  19/4/92 :تاريخ دريافت
  چكيده

 براي اين منظور، گزينه ها مناسب ترينيكي از . باشد مي 1نوع ديابت در درمان اميدواركننده يروشها از يكي درماني سلول
 سازنده يسلولهابه  پتانسيل تمايزكه  است Skin-derived precursors cells (SKP)ي پيش ساز مشتق از پوست سلولها

-Human skin ي پيش ساز مشتق از پوست انسانهاسلول در اين مطالعه .را دارند Insulin producing cells (IPC)انسولين 

derived precursors cells (hSKP)  پانكراكتومي درصد 60دو روز بعد از ( عصاره پانكراسي تأثيرتحت  و شدهو تكثير جدا( 
 براي مدتو عصاره پانكراسي و گلوكز  FBSحاوي  DMEMدر محيط ها  hSKPبه منظور تمايز،  .ندتمايز داده شد IPCبه 
به كار مي انسولين براي شناسايي كه به طور اختصاصي  با رنگ ديتيزون سلولها اين انسولين توليد .روز كشت داده شدند 14

با ايمونوسيتوشيمي بررسي شد و ترشح انسولين با استفاده  سلولهادر انسولين  بيان ،علاوه بر اين .مورد بررسي قرار گرفت رود،
اين . روز ظاهر شدند 14از حدود  بعد خوشه مانند تجمعات سلولي. قرار گرفت تأييدمورد  ELISAاز روش ايمونواسي آنزيمي 

آنتي بادي ضد انسولين مثبت بودند و قادر به ترشح مقادير قابل تشخيص انسولين در يك رفتار وابسته به خوشه ها نسبت به 
 ندهساز يسلولهاتوانايي تمايز به  يعصاره پانكراس باتيمار تحت  hSKPكه  اين مطالعه نشان دادنتايج . غلظت گلوكز بودند

  .باشد در آينده را دارند كه مي تواند گامي در جهت سلول درماني ديابت انسولين

  ي انسولين سازسلولهاي پيش ساز مشتق از پوست، سلولهاديابت، تمايز، : واژه هاي كليدي

  amostafaie@kums.ac.ir : ، پست الكترونيكي 0831-4276473: تلفن ،نويسنده مسئول *

  مقدمه
يك اختلال متابو  Diabetes Mellitus (DM) قندي ديابت

 جمعيت در كشورهاي درصد 2- 5ليكي شايع است، كه 
بر اساس ارقام جهاني به . يافته به آن مبتلا هستندتوسعه 

ليون نفر از مي 194در حال حاضر، حدود دست آمده 
پيش بيني   مبتلا هستند و ابتيجمعيت جهان به بيماري د

، ميليون نفر مي رسد 366 به 2030 اين رقم تا سالشده كه 
 ياقثابت ب 2030تا سال  يچاق وعيش نكهيبه شرط ا البته

ديابت  دو نوع بهمعمول  به طور قنديديابت  .)34( بماند
لي است كه با اختلا) به انسولين ديابت وابسته( 1نوع 

 مولد انسولين در پانكراس يسلولهاتخريب خود ايمن 
 ومشخص مي شود  )بتاي جزاير لانگرهانس يسلولها(

 تأثيرتحت كه ) غير وابسته به انسولين ديابت( 2ديابت نوع 
محيطي به اثرات انسولين  عواملي همچون مقاومت بافتهاي

، شود پانكراس ناشي مي ي بتايسلولهاتا عملكرد ناصحيح 
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شامل تزريق  1درمان معمول ديابت نوع . تقسيم مي شود
روزانه انسولين است، اما اين كار سبب حل شدن مسائلي 

 ديابتهمچون عوارض جدي سيستماتيك درازمدت 
تاكنون دو راهكار اصلي جهت برطرف ). 25(گردد  نمي

كردن مشكل كمبود سلولهاي بتا توسط محققان ارائه شده 
توليد مجدد سلولهاي بتا در پانكراس و تحريك ) 1: است

مطالعات اخير ). 5( تن در شرايط برون سلولهاتوليد اين ) 2
كنند كه پانكراس ظرفيت قابل توجهي براي  پيشنهاد مي

كه  ،)30 و 6(كند  ين نوع سلولها را حفظ ميتوليد مجدد ا
ايمن و خودممكن است توسط فاكتورهايي از قبيل پاسخ 

). 26 و 20( گلوكز خون پوشيده شود سميت سطوح بالاي
ي بتا هنوز به سلولهامكانيسم تنظيم پيامهاي منجر به تكثير 

خوبي شناسايي نشده است، با اين حال شواهد باليني نشان 
را مي توان با تزريق ساده تعداد  1دهند كه ديابت نوع  مي

). 28(كافي از جزاير عملكردي پانكراس درمان كرد 
به ميزان  به عنوان پيوند هترولوگ جزاير نيز متأسفانه، پيوند

ايمني و همچنين كمبود جزاير از سيستم زيادي توسط دفع 
افراد دهنده با مشكل مواجه شده است كه اين امر سبب 
شده كه محققان براي كشف جايگزينهاي مناسب جهت 
جزاير پانكراسي دهنده، راههاي مناسب ديگري را جستجو 

ي به عنوان يك جايگزين مناسب در ي بنيادسلولها. كنند
. اي را فراهم نموده است انداز اميدوار كننده اين زمينه، چشم

ه داراي پتانسيل بالايي جهت تمايز ب جنيني ي بنياديسلولها
 Insulin-producingي توليد كننده انسولين سلولهاسوي 

cells (IPC) اگرچه، آنها پس از پيوند پتانسيل   هستند ،
در حقيقت، ايجاد و توسعه يك . )14(دارند  تومورزايي

ي بنيادي سلولهاروش ساده و معتبر براي به دست آوردن 
عملكردي را  IPCاتولوگ كه توانايي تمايز به سلولهاي 

اي از  د بالقوهدارند، سبب فراهم شدن منبع نامحدو
براي پيوند و جهت پيشگيري از دفع ايمني  ي بتاسلولها

ي سلولها اند كه ديد نشان دادهمطالعات ج. خواهد شد
، اگر در محيط كشت يا به دنبال پيوند بنيادي بزرگسال

توپيك در معرض محيطهاي خارجي مناسب قرار  هترو

را  سلولهاتري از  بگيرند، پتانسيل تمايزي با محدوده وسيع
  .خواهند داشت

پوست، به عنوان بزرگترين عضو بدن، هموستازي خود را  
ي بنيادي سلولهايز و توليد مجدد از طريق براي تكثير، تما

اخيراً . كند مانده در اپيدرم، درم و ضمائم خود حفظ مي باقي
 Skin derivedساز مشتق از پوست  ي پيشسلولها

precursors (SKP)  جداسازي شده و اين عمل حتي از
اين . داران نيز توسعه يافته استانسان و پوست ديگر پستان

ي عصبي و دودمان سلولهاه هر دو نوع توانند ب مي سلولها
يي كه به ندرت در پوست سلولهامزودرمي شامل انواع 

، 17، 10(تمايز حاصل كنند  نورونهاقبيل شوند از  يافت مي
با سهولت بيشتري نسبت به ديگر  ها SKP). 32 و 31

 دين لحاظي بنيادي بالغ قابل دسترس هستند كه بسلولها
ي محسوب درمان ولسل جهت منبع اتولوگ مناسبي

    .شوند مي

ساز مشتق از پوست فور  ي پيشسلولهاپيشين  اتدر مطالع
تمايز آنها و  گرديدتعيين هويت د و شاسكين انساني جدا 

). 3( گرفتي نورون و گليال مورد بررسي قرار سلولهابه 
 سلولهاعلاوه بر آن يك روش كارآمد براي فريز كردن اين 

مورد اي استفاده در آينده ي بربه منظور ايجاد بانك سلول
  ).4( گرفتبررسي قرار 

يم ي مزانشسلولها(ي بنيادي سلولهامطالعات پيشين  در
ي سلولهابه  ترميميعصاره پانكراسي  تأثير تحت) رت

 يهدف در اين تحقيق القا .)7( تبديل شدند پانكراتيك
پيش ساز هاي مشتق از انسولين از  ي سازندهسلولهاتوليد 
پانكراسي حاصل از ترميم بعد از  ضور عصارهدر ح پوست

و فاكتورهاي  هورمونها ساعت است، اين عصاره داراي 48
پيش  ،روشن گرديد در اين تحقيق. جهت تمايز استرشد 

 عصاره پانكراسي تأثيرتحت  ساز هاي مشتق از پوست
   .ي سازنده انسولين را دارا هستندسلولهاتوانايي تمايز به 

  مواد و روشها
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نه هاي پوست مورد استفاده در اين تحقيق، قطعات نمو
 حاصل از عمل جراحي داوطلبانه ختنه پوستي فوراسكين

بودند كه از اتاق عمل سرپايي بيمارستان حضرت معصومه 
در اين مطالعه . كرمانشاه تهيه و مورد استفاده قرار گرفتند

نمونه پوست فوراسكين انساني در محدوده سني  40تعداد 
سال حاصل از اعمال جراحي داوطلبانه ختنه،  6تا هفته  4

به والدين بيماران اطلاعات كافي  .مورد استفاده قرار گرفت
مطالعه تحت شرايط . داده شد و رضايت نامه گرفته شد

كميته اخلاقي  تأييدرعايت كامل نكات اخلاقي و با 
قطعات  .پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كرمانشاه انجام شد

 HBSSكين انساني در لوله هاي فالكن حاوي پوست فوراس
حمل لوله ها (در شرايط استريل و با حفظ زنجيره سرد 

به ) قبل و بعد از انتقال نمونه هاي پوست روي يخ
 نمونه هاي فوراسكين .آزمايشگاه كشت سلول منتقل گرديد

سپس . تازه به طور كامل شستشو داده شدند HBSS توسط
تيغ بيستوري، قيچي و پنس ريز به هر نمونه با استفاده از 

طور كامل تشريح شد به طوري كه هيپودرم و عروق خوني 
اضافي پاك سازي گرديده و به قطعات كوچك مستطيل 

. لي متر در سه ميلي متر تقسيم شدشكل به ابعاد دو مي
سپس قطعات خرد شده مربوط به هر نمونه، به لوله هاي 

در  µg/ml 250(زين جداگانه حاوي محلول آنزيم ترمولاي
منتقل  جهت جداسازي لايه درم از اپي درم  HBSS) بافر

ر درجه سانتي گراد قرار در دماي چها شده و يك شب
روز بعد، با استفاده از يك فورسپس ريز اپيدرم با . گرفت

سپس در  قطعات درم مجزا شده،. دقت از درم جدا شد
 45به مدت  )يك ميلي گرم در ميلي ليتر(  Hآنزيم كلاژناز

درجه سانتي گراد انكوبه  37تحت همزدن در دماي  دقيقه
مخلوط سلولي به دست آمده از هضم بافت درم، . شدند

به مدت پنج دقيقه سانتريفيوژ  g700فيلتر شده و سپس در 
رسوب ته لوله، حاوي كليه . مايع رويي دور ريخته شد .شد

ي حاصل از هضم بافت درم بود كه جهت كشت سلولها
محيط . وليه در محيط تكثيري مورد استفاده قرار گرفتا

با نسبت سه به  DMEM/F12تكثيري از دو محيط كشت 

يك  تهيه شد و مكملهاي زير با مقادير مذكور به آن اضافه 
 40( bFGF، )دو درصد( Aبدون ويتامين  B27 : گرديدند

 ،)نانوگرم در ميلي ليتر 20( EGF ،)نانوگرم در ميلي ليتر
 25(، جنتامايسين )واحد در ميلي ليتر 100(يلين پني س

يك ميكروگرم در (آمفوتريسين و  )ميكروگرم در ميلي ليتر
 سپس رسوب سلولي در پنج ميلي ليتر محيط. )ميلي ليتر

پس از شمارش، تعليق . تكثيري به حالت تعليق درآمد
سلول در هر  2/1× 106الي  8/0(سلولي با تراكم زياد 

) NUNC(مربع  سانتيمتر 25ي فلاسكهادر  )مربع سانتيمتر
گراد با پنج درصد  درجه سانتي 37ريخته شد و در دماي 

CO2  لازم به ذكر است در . درصد رطوبت انكوبه شد 95و
اين مرحله چون كشت به صورت معلق بود، كليه 

هما پوشانده شده - ي كشت از قبل توسط پليفلاسكها
ي فلاسكهاثيري به در هر هفته سه بار محيط تك. بودند

در روز هفتم پس از كشت، به منظور  .كشت اضافه شد
، مجموعه سلولهامضاعف سازي كشت و خالص سازي 

جدا  شناور بودند (Sphere)كره هاي سلولي كه به صورت 
 . پاساژ داده شدند و

 از عصاره پانكراسيبراي تهيه  :اره پانكراسيتهيه عص
يي كه رتها تفاده شد،اس ستار هشت هفته ايي نژاد ويرتها

بودند با تزريق  به مدت يك شبانه روز غذا دريافت نكرده
-ketamine داروهاي بيهوشي كتامين )IP(داخل صفاقي

HCL (50mg/ml Alfasan Holland) HCL- سديم  و
 Sodium pentobarbital (50mg/ml Lundbeck پنتوباربيتال

USA) تمام بخش ي عمل جراحي تقريباًط بيهوش شده 
و بخش  )درصد 60( لي پانكراس برداشته شدطحا

قطع  ساعت رت 48بعد از . نگه داشته شدمزانتريك سالم 
ي جمع آوري شده، فورا تشريح و پانكراس ترميمنخاعي 

بافت مورد نظر وزن شده و سريعاً در فسفات بافر  شد،
 همراه با مهار كننده پروتئاز كوكتيل )PBS(خنك  سالين

(Sigma) مراحل در محيط خنك انجام  تمام. ه شدقرار داد
. هموژنيزه گرديد در مرحله بعد بافت مورد نظر. گرفت

وژ ييفسانتر بافت هموژنيزه را طي دو مرحله در دستگاه
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 4 دقيقه در دماي 10دور در  3000قرار داده، مرحله اول 
 20دور به مدت  12000و مرحله دوم  درجه سانتي گراد

شفاف كه همان عصاره مورد  وييدر پايان مايع ر. دقيقه
ين ئغلظت پروت نظر است جمع آوري شد، براي سنجش

ين ئپروت عصاره از روش برادفورد استفاده شده و غلظت
 فريزره شده در عصاره تهي. د گردياندازه گيري  عصاره

براي استفاده هاي بعدي قرار داده  درجه سانتي گراد - 80
  .شد

براي ايجاد تمايز، هر  :انسولين ساز به سلول SKPتمايز
 براي. ي حاصل از پاساژ پنجم انتخاب شدندكرهها بار

در  فلاسكهامحتواي ، سازنده انسولين به سلول تمايز ايجاد
g700 با  سلولهاسپس . به مدت پنج دقيقه سانتريفيوژ شدند

شناور  تمايزي كشت محيط پيپت كردن جدا شده و در
، كشت به صورت هدر اين مرحل اينكه با توجه به .شدند

 لايزين- دي - ي كشت با پليفلاسكهاكف ، بود چسبنده
ي منفرد با تراكم كم حدود سلولهاسپس . دپوشانده ش

 25 يفلاسكهامربع در  سانتيمترسلول در هر  5×105
-دي - پوشش داده شده با پلي) NUNC(مربعي  سانتيمتر
و  CO2با پنج درصد  درجه سانتي گراد 37 دماي در لايزين

به منظور تمايز به سمت  .درصد رطوبت انكوبه شدند 95
روز در محيط كشت  14 ي سازنده انسولين به مدتسلولها

DMEM  حاويFCS 10  در حضور عصاره درصد
گلوكز قرار  mmol/L 20و  μg/ml 200 پانكراسي با غلظت

محيط كشت هر سه روز يك بار با محيط كشت  . گرفتند
    .تعويض مي شد حاوي مواد تمايزي

 50: زونيتيد رهيمحلول ذخ هيته :زونيتيد يزيرنگ آم
 ليمت يد تريل يليم 5در  زونيتيگرم از پودر د يليم

محلول  نيلازم به ذكر است كه ا. حل شد  ديسولفوكسا
 درجه سانتي گراد - 20در  يبعد ياستفاده ها يبرا رهيذخ

 يتر قيمحلول رق سلولها يزيرنگ آم يبرا. شد ينگهدار
 يبرا. از ذخيره تهيه شد mg/ml1/0  با غلظت ونزيتياز د

 10به حجم  رهياز محلول ذخ تريكروليم 100منظور  نيا

محلول از  نيسپس ا. كشت رسانده شد طياز مح تريل يليم
 يتا برا هعبور داده شد كرومتريم 2/0با منافذ  ييغشا لتريف

 نيا. شود لياستر سلولهاكشت  طيافزوده شدن به مح
 .گرفت راروان محلول كار  مورد استفاده قمحلول به عن

 15 يبرا زونيتيدر محلول كار د سلولها ،يزيرنگ آم يبرا
سپس . انكوبه شدند درجه سانتي گراد 37 يدر دما قهيدق

 كروسكوپيم ريشستشو داده و ز HBSSبار با  3 سلولها
رنگ گرفته  يخوشه ها. انجام  شد يمعكوس عكسبردار
بعد . قابل مشاهده بود كروسكوپيم ريبه رنگ قرمز در ز

  يكشت حاو طيبا مح سلولها يحاو تيپل ش،ياز آزما

FCS 10 ساعت  5پر شد و رنگ پس از گذشت  درصد
 يسلولهاها، تعداد شياز آزما يدر بعض. شد ديناپد كاملاً

شمارش  لهيكشت به وس طيدر مح زونيتيرنگ گرفته با د
ه دنبال رنگ شدن ب نهيپسيقرمز رنگ بعد از تر يسلولها

   .مشخص شد زونيتيد يزيآم

به  :راي تشخيص انسولينم ايمنوسيتوشيمي بروش انجا
 نيبه سلول انسول يانسان SKPي سلولها زيتما تأييدمنظور 

ي باد ياز آنت افتهي زيتما يسلولها تيماه نييساز و تع
استفاده شد و بيان آن با روش  نيانسول ياختصاص

مورد  يسلولها. قرار گرفت يمورد بررس يميتوشيمونوسيا
خانه  96 يهاتيدر پل يميتوشيمونوسيا ينظر جهت بررس

 .مورد آزمون قرار گرفتند ريز بيكشت داده شدند و به ترت
در  قهيدق 20درصد به مدت  4با پارا فرمالدئيد  سلولها

وسيلة محلول شستشو ه شستشو ب .اتاق فيكس گرديد يدما
)Tween+ PBS  05/0و هر بار پنج دقيقه در دو بار ) درصد

(  يريبا محلول نفوذپذ .درجه حرارت اتاق انجام شد
PBSتونيتر يحاو X-100   15به مدت  پليتها) درصديك 

شستشو مانند . در درجه حرارت اتاق انكوبه شد قهيدق
از اتصالات  يريجلوگ يبرا. انجام شد 3مرحلة 

با محلول بلوك كننده  مسدود سازيمرحله  يراختصاصيغ
)BSA درجه  37درحرارت  قهيدق 45به مدت ) درصد كي

 هياول يباد يمرحله آنت نيدر ا .ديگراد انجام گرد يسانت
در  افتهي زيتما يسلولها ييجهت شناسا نيضد انسول
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كه از قبل آماده شده بود با  يباد يكننده آنت قيمحلول رق
به هر خانه  تريكروليم 70 زانيو به م قيرق ،1:50نسبت 

به  تيمرحله پل نيدر ا. مورد نظر اضافه شد يولسل تيپل
گراد  يچهار درجه سانت حرارتمدت يك شب در درجه 

اضافه . انجام شد 3شستشو همانند مرحلة . انكوبه گرديد
 هيثانو يباد يآنت: FITCكردن آنتي بادي ثانويه كونژوگه به 

كه از قبل آماده شده است  يباد يكننده آنت قيبا محلول رق
 70 زانيمخلوط شده و به م يبه خوب 200به  كيت  به نسب

 يساعت در دما كيها اضافه شد و چاهك هيبه كل تريكروليم
ولي سه بار و  3شستشو مانند مرحلة  . دياتاق انكوبه گرد

بررسي در زير  .انجام شد دقيقه 10هر بار به مدت 
ي رنگ شده با سلولها .انجام شد ميكروسكوپ فلورسانس

 سلولهاكل نتي باديها شمارش و با تعداد هر كدام از آ
  .ديمقايسه گرد

در  افتهي زيتما IPC يسلولهااز  نيسنجش ترشح انسول
 زيتما يها IPC نكهيا نييتع يبرا :گلوكز كيپاسخ به تحر

 نينه، انسول ايبه غلظت گلوكز پاسخگو هستند  افتهي
مختلف  يغلظتها تأثيرپس از  سلولهاتوسط  ترشحي
 نيفوق حساس انسول يزايالا تيتفاده از كبا اس، گلوكز
بار با  3 سلولهامنظور  نيا يبرا. شد يرياندازه گ يانسان
ساعت  كيمدت  يشستشو داده شدند و برا  KRBHبافر 
جداگانه  يآزمايشهاسپس در . بافر قرار داده شدند نيدر ا

، 5، 1 ،0 يغلظتهاگلوكز با  يحاو KRBHدر بافر   سلولها
. ساعت انكوبه شدند 2 يمولار برا يليم 30و  20، 10

 يزايالا تيشد و توسط ك يجمع آور ييرو عيسپس ما
 يريبه طور جداگانه اندازه گ نيانسول زانيفوق حساس م

در  نيانسول قيدق يكم يرياندازه گ يبرا تيك نيا .شد
شده است و از  يطراح يانسان يپلاسما ايسرم 
 هيته ALPCO Diagnostics, Axxora, Germanyشركت

  .  شد

  نتايج 

هاي به دست آمده از فوراسكين  SKPكشت اوليه 
، يك سلولهادر روز اول پس از جدا سازي  :انساني

ي خوني، سلولهااز جمعيت سلولي هتروژن متشكل 
ي پيش ساز مشتق از سلولهاي درم و فيبروبلاست ها

. ي منفرد مشاهده شدندسلولهاپوست، همگي به صورت 
ي منفرد شناور شروع سلولهات اوليه، سه روز پس از كش

ي سلولهابيشتر . ي كوچك معلق كردندكرهها به تشكيل
چسبنده در كف ظرف قرار گرفته و در نتيجه در لايه 

ي معلق، تراكم كمتري نسبت به روز اول مشاهده سلولها
به يكديگر  كرهها در روز هفتم برخي از). 1Aشكل (شد 

تعداد . يل دادندي بزرگ را تشككرهها متصل شدند و
ي منفرد كاهش محسوسي داشت به طوري كه در سلولها

ي كوچك و كرهها اكثر ميدانهاي ديد انتخابي، تركيبي از
در روز هفتم پس از ). 1Bشكل(بزرگ مشاهده گرديد 

با تقسيمات متوالي خود جمعيت سلولي قابل  كرهها كشت،
 تكثير ،كرهها به دليل افزايش تراكم. توجهي را ايجاد كردند

بنابراين در اين . از اين به بعد به كندي صورت گرفت آنها
پس از سه الي چهار . خ عمل پاساژ سلولي انجام گرفتتاري

ي شناور به دست كرهها از يي خالصجمعيتهاپاساژ، 
نسبت به پاساژهاي قبلي  كرهها هر بار اندازه.  آمدند

 رههاك به بعد) 1C(بزرگتر شد به طوري كه از پاساژ پنجم 
به دليل بزرگي و سنگيني تمايل به چسبيدن به كف ظرف 

به مدت حدود  كرههادر اين مطالعه . كشت را نشان دادند
در محيط كشت ) پاساژ متوالي 16تقريباٌ معادل (چهار ماه 
   .پيدا كردگسترش 

هاي به دست آمده از فوراسكين انساني در  SKPتمايز 
در اده شده مطابق روش شرح د :IPCشرايط تمايزي 

پس از پاساژ پنجم انجام  IPCتمايز  يالقا، روشها بخش
و به  ، جدابا پيپت كردن كرهها يسلولهاابتدا . شد

لايزين حاوي - دي - ي پوشش داده شده با پليفلاسكها
به كف  سلولهادر اين مرحله . محيط تمايزي منتقل شدند

ي چسبيده به كف سلولها، ساعت بعد 24.ظرف چسبيدند
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 سلولهااين . نظر مورفولوژي دچار تغييراتي شدند ظرف از
سلولي يك لايه ه و به صورت به شكل كشيده در آمد

يي كه در اثر روند سلولها). D1شكل (درآمدند  داراي زوائد
ند شناور باقي مانده و دچار مرگ سلولي شد كرهها نتقالا

در . در مراحل بعدي تعويض محيط كشت حذف شدند
ي چسبيده به كف ظرف از نظر هاسلول، بعدروز هاي 

 7در اين محيط پس از  .مورفولوژي دچار تغييراتي شدند
در  .تشكيل شدكوچكي  هاي شبه جزيره روز خوشه

. محسوس بود روزهاي بعد تغييرات مورفولوژيكي كاملاً
از كف كمي  بيشتر و بزرگتر شده و هاي شبه جزيره خوشه

ز ري كه در روبه طو. جدا شده و به شكل معلق در آمدند
 ,E, Gشكل ( مشخص شدند خوشه هاي بزرگ كاملاً 14

H1.(  ،تمايز در  يدو هفته از القاگذشت بعد از بنابراين
توليد  شبه جزيره يسلولهاپانكراسي به  حضور عصاره

  .كننده انسولين تبديل شدند

رنگ آميزي خوشه هاي شبه جزيره با ديتيزون و 
نكراسي، انسولين را به ي بتا پاسلولها :ونوسيتوشيميايم

بسته بندي  (Zn)شكل هگزامري حاوي دو مولكول روي 
مي  Znرنگ ديتيزون يك عامل شلاته كننده اتم . كنند مي

ي بتا را كه حاوي سلولهاباشد، كه به طور اختصاصي 
، به رنگ قرمز خوني رنگ مقادير فراواني روي هستند

ه پس از دقيق 15اي  هاي شبه جزيره خوشه .كندآميزي مي 
 گرفتند ، رنگ قرمز خوني به خود افزودن رنگ ديتيزون

 هاي تمايز نيافته  اين رنگ را به خود F1 .(SKPشكل(
وجود و  يسلول زيتمااين نتايج نشان دهنده . نگرفتند
  .بود هي تمايز يافتسلولهادر  نيانسول

ي تمايز يافته، ابتدا، سلولهاجهت بررسي ايمونوسيتوشيمي 
شده و مراحل ايمونوسيتوشيمي طبق روش فيكس  سلولها

خوشه هاي شبه . انجام گرديد روشها بخشمذكور در 
جزيره نسبت به آنتي بادي انسولين مثبت بودند و حدود 

. در اين خوشه ها انسولين را بيان نمودند سلولهادرصد  40
با آنتي بادي ضد انسولين رنگ  SKPي سلولهادر حالي كه 

 با اختصاصي انسولين آنتي بادي با رنگ آميزي. گرفتندن
 يسلولها. انجام شد) I1 شكل(روش ايمونو فلورسانس 

SKP يروز در عدم حضور عصاره پانكراس 14 يكه در ط 
نيز با روش رنگ ) گروه كنترلبه عنوان ( بودند افتهيكشت 

همان . آميزي ديتيزون و ايمونوفلورسانس بررسي شدند
رنگ نگرفته  سلولها نيشود ا يمشاهده مدر شكل كه  طور
 تأثيرمي تواند بيان كننده  نتايجاين  .)J, K1شكل ( اند

  .  باشد سلولهامثبت عصاره پانكراسي بر تمايز 

ي انسولين مثبت در هر سلولهابه منظور تخمين درصد 
مرحله آخر تمايز،  چهاردهمنمونه بيولوژيك در روز 

) ردر هر نمونه سه تكرا(محدوده هايي به طور تصادفي 
در خوشه ها كه انسولين  سلولهاسپس تعداد . انتخاب شد

. گرديدمحاسبه ي موجود سلولهامثبت بودند به تعداد كل 
 نشان دهنده درصددرصد  37 ± 3 ميانگين به دست آمده

  .بودانسولين مثبت  يسلولها

ي غلظتهاترشحي در پاسخ به سنجش مقدار انسولين 
براي مشخص شدن اين موضوع كه مقدار  :مختلف گلوكز

شه هاي شبه جزيره نسبت به ترشح انسولين در خو
غلظت گلوكز چگونه است، انسولين ترشح شده  تغييرات

ي مختلف گلوكز توسط كيت الايزاي غلظتهادر معرض 
  .فوق حساس انسولين اندازه گيري شد

ي مختلف غلظتهاپاسخ به در  نمودار روند ترشح انسولين 
 كه در نمودار همان طور. آمده است 2ز در شكل گلوك

لظت گلوكز ترشح انسولين مشاهده مي شود با افزايش غ
) ≥05/0P(و اين افزايش ارتباط معني داري   افزايش يافت

ي بالاتر گلوكز غلظتهاي پايين گلوكزنسبت به غلظتهارا در 
ميلي  30به  20افزايش غلظت گلوكز از  هرچند، .نشان داد
را  سلولهادر ترشح انسولين توسط اين كمي اهش مولار ك

ها   IPCكننده پاسخگو بودن تأييد اين نتايج .نشان مي دهد
و  يك رفتار وابسته به غلظت بود به نوسانات گلوكز در

 . مي دهدرا نشان  سلولهابودن اين  بنابراين عملكردي
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و  (A)ي كشت داده شده در سومين سلولهامجموعه اي از . ديتيزون و ايمونو فلورسنس صل از رنگ آميزيتغييرات مورفولوژيك و نتايج حا -1شكل 
روز هفتم . ي بزرگ در شكل قابل مشاهده اندكرهها ي كوچك تازه تشكيل شده و در روز هفتمكرهها در روز سوم. روز بعد از جداسازي  (B)هفتمين

به كف چسبيده اند  سلولهامرحله اول تمايز، . رگتر و سنگين شده اند و تمايل به چسبيدن به كف ظرف دارندبسيار بز كرهها ، (C) پس از پاساژ پنجم
يك خوشه شبه  (G)، روز چهاردهم تمايز (E)روز هفتم تمايز (D)و به شكل كشيده و دوكي درآمده اند و زوايدي هم در آنها به وجود آمده است 

 (F).در روز چهاردهم تمايز ديتيزون اجتماع سلولي رنگ پذيرفته با (H)قابل تشخيص است  سلولهار ميان ساير جزيره بزرگ كه از لحاظ مرفولوژي د
با  (I)بررسي ايمونوسيتوشيمي خوشه هاي شبه جزيره از نظر بيان انسولين  .ي شبه جزيره توسط رنگ ديتيزون به رنگ قرمز خوني در آمده اندسلولها

ديتيزون پس از رنگ آميزي  )دنا افتهيكشت  يدر عدم حضور عصاره پانكراسروز  14مدت كه SKP ي سلولها(كنترل  گروه. روش ايمونو فلورسانس
(J)   ايمونو فلورسانس و(K) .رنگ نگرفته اند سلولهاكه مشاهده مي شود اين  همان طور. 

  بحث و نتيجه گيري
تعدادي از مطالعات منتشر شده در سالهاي اخير، اين 

ي بافتهاي بنيادي موجود در سلولهاي را كه نگرش قديم
بدن، محدود به توليد انواع سلولي همان بافت مي باشند، 

 اند كه مطالعات جديد نشان داده. به چالش كشيده اند

، اگر در محيط كشت يا به دنبال ي بنيادي بزرگسالسلولها
توپيك در معرض محيطهاي خارجي مناسب  پيوند هترو

تري از  وسيع  محدودهيل تمايزي با قرار بگيرند، پتانس
بنابراين به نظرمي رسد كه اين . را خواهند داشت سلولها
هاي قبلي، داراي قابليت تمايز  بسيار بيشتر از يافته سلولها
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  ).18(سازهاي جنيني دارند  بوده و يا مشابهت بيشتري به پيش
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نمايش داده شده   *با  ≥05/0P .گلوكز مختلف يغلظتها تأثيرپس از  IPCي تمايز يافته به اسلولهدر  شده ترشح بررسي غلظت انسولين -2شكل 
  .نمايش داده شده است Mean±SDداده ها به صورت . است

 

امروزه علاقه رو به گسترشي در توسعه استراتژيهاي 
جايگزيني بافت جهت درمان بيماريهايي از قبيل ديابت، 

در حال . سون وجود داردسكته قلبي و بيماري پاركين
حاضر بيشتر توجهات بر روي استراتژي اميدوار كننده 
سلولهاي بنيادي جنيني متمركز شده است، اما مطالعات 

ها داراي پتانسيل وسيع  SKPجديد پيشنهاد مي كنند كه 
مثال،  به طور. تمايزي غير معمول در اين زمينه هستند

شده از انسان و هاي جدا  SKPمطالعات نشان داده اند كه 
ديگر پستانداران مي توانند به سوي دودمان اكتودرمي 

از قبيل سلولهاي چربي و (، مزودرم )نورونها و گليا(
و سلولهاي زاياي جنيني تمايز حاصل كنند ) ماهيچه صاف

و  Guoدر مطالعه اي كه توسط ). 32 و 31، 17، 13، 11(
ا ه SKPكه  ارانش انجام شد آنها گزارش كردندهمك

كه در  طوريپتانسيل وسيع تمايزي مشابه اي داشته به 
ها را وادار به  SKPمي توان  شرايط خاص كشت برون تن

مثل سلولهاي اندوكرين (تمايز به سوي سلولهاي اندودرمي 
  .)15( كرد) IPCيا 

آمده از مطالعه فوق ممكن است در نگاه  به دستنتايج 
 به طورست اول، غير معمول باشد زيرا پانكراس و پو

طبيعي از دو منبع مختلف به ترتيب از آندودرم و اكتودرم 
مشتق مي گردند كه دو لايه زاياي جنيني مجزا محسوب 

اما يافته هاي حاصل از مطالعات قبلي محققان، . مي شوند
 Edlundاي كه توسط  در مطالعه. مي كند تأييداين امر را 
در  كه جزاير پانكراسي ، روشن ساخت   انجام شد
در  نورونهاهاي رشد به همراه  اي از تنظيم كننده مجموعه

علاوه بر اين، ). 12(طي رشد و نمو داراي اشتراك هستند 
يافته هاي حاصل از مطالعات ديگري حاكي از آن بود كه 
سلولهاي پيش ساز پانكراسي مي توانند تشكيل سلولهاي 

از سوي ديگر، محققان ). 27و  8(شبه نوروني دهند 
ادي عصبي نيز گري نشان دادند كه سلولهاي بنيدي



 1394، 1، شماره 28جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

132 

تمايز  تن در شرايط برون IPCي سلولهابه  توانند مي
كننده ارتباط  تأييدهمه اين مطالعات  ).16(حاصل كنند 
ي عصبي و جزاير لانگرهانس پانكراس سلولهانزديك بين 

خودي به سوي ه ب ها توانايي خود SKPعلاوه، ه ب. باشد مي
 bFGFس از برداشت فاكتورهاي رشد مثل دودمان عصبي پ

اين موضوع دلالت بر آن . از محيط كشت را دارند EGFو 
بر اساس . ها نيز مي توانند نوروژنيك باشند SKPدارد كه 

ها و  SKPتشابه دودمان عصبي و پانكراس، رابطه بين 
دودمان عصبي موجب برانگيخته شدن حس كشف ارتباط 

علاوه بر . راس گرديده استها و سلولهاي پانك SKPبين 
اينها، مطالعه اي جديد نشان داد كه سلولهاي بنيادي بالغ 
مشتق از پوست در بسياري از ويژگيها با سلولهاي بنيادي 

بنابراين، بر اساس تشابهات ). 21(پانكراسي مشترك هستند 
بين نورونها و پانكراس و بين سلولهاي بنيادي پوست و 

ها داراي پتانسيل  SKPد دارد كه پانكراس، اين امكان وجو
 .تمايز به سوي سلولهاي اندوكرين پانكراس باشند

ها از  IPCمطالعات اخير اثبات كرده اند كه امكان توليد 
سلولهاي پيش ساز از منابع مختلف شامل پانكراس، كبد، 

طور سلولهاي  اپيتليوم روده، مغز استخوان و مغز و همين
، 9، 2، 1(ن و موش وجود دارد بنيادي جنيني از منبع انسا

هرچند، برخي موانع از قبيل ). 35 و 29، 24، 23، 22، 15
مقابله سيستم ايمني بر عليه سلولهاي بتاي تازه تشكيل شده 
مشتق از سلولهاي بنيادي ناهمگون جنيني و بالغ هنوز 
لاينحل باقي مانده است و همچنين امكان به دست آوردن 

يادي بالغ اتولوگ از اين منابع با تعداد مناسب سلولهاي بن
بنابراين، به نظر مي رسد كه . مواجه است مشكلاتي
كه به آساني نيز قابل دسترس هستند، به  SKPسلولهاي 

در  IPCعنوان يك منبع جهت تمايز و توليد سلولهاي 
  .شرايط برون تني گزينه مناسبي باشند

به مدت در اين مطالعه از عصاره پانكراس ترميمي و گلوكز 
تمايز استفاده شد، بر اساس  يدو هفته به منظور القا

اره پانكراسي گذشته ثابت شده است كه عص مطالعات

اي رشد و فاكتوره هورمونهاانواعي از حاصل ترميم داراي 
 سلولهاادي به ي بنيسلولهاتمايز  ييتوانا مختلف است كه
طع نشان داد كه ق Katdare. )7( را دارد ليني سازنده انسو

ترميم  ابتي، سببي ديهاقسمتي از پانكراس در موش
 بنابراين مي توان به اين. گردد پانكراس و درمان ديابت مي

نتيجه رسيد كه پانكراس قادر به بازسازي جزاير 
موجود ي بنيادي سلولهااين امر توسط  لانگرهانس است و

زيرا اين . صورت مي گيرد ،در اپيتليوم مجاري پانكراس
مختلف و  ثير فاكتورها يأتوانند تحت ت مي سلولها

 ره ايي جزيسلولهايكس خارج سلولي به تركيبات ماتر
به اين نتيجه رسيد  2005در سال  Vaka .)19( تمايز يابند
ي پانكراسي جنيني، بر سلولهامحيط كشت  ثيرأكه با ت
ي سازنده سلولهارا به  آنها ي بنيادي مي توانسلولها

عصاره  تأثيرر اين تحقيق، د .)33( انسولين تمايز داد
به ها  SKP يزدر تما μg/ml 200 پانكراسي رت با غلظت

دست  ي سازنده انسولين بررسي شد و نتا يج بهسلولها
با عصاره  تيمارتحت  دنتوان مي ها SKP آمده نشان داد

در اين . يابند ي سازنده انسولين تمايزسلولها به پانكراسي
 فولوژيك، ميزان انسولينپژوهش علاوه بر ارزيابي مور

در ارتباط با . در مايع رويي نيز اندازه گيري شدتوليد شده 
انسولين، ارزيابي  ي سازندهسلولهابه ها  SKPمايز روند ت

حاصل از  ي سلولهامورفولوژيك به عمل آمده نشان داد 
چند  سلولها ورت تجمعات سلولي و دارايتمايز به ص

مل آمده از رنگ آميزي در ارزيابي به ع. بعدي مي باشد
و همچنين رنگ آميزي ايمونو اختصاصي ديتيزون 

حضور فلورسانس با آنتي بادي اختصاصي انسولين، 
كه اين  به اثبات رسيد تجمعات سلولي مذكورانسولين در 
طرفي  از. ي كندم تأييديافته را  ي تمايزسلولهانيز ماهيت 

جهت  14 زديگر ارزيابيهاي ايمونواسي به عمل آمده در رو
يك  در را سنجش ميزان انسولين توانايي توليد انسولين

از ويژگيها ي  كهنشان مي دهد  رفتار وابسته به غلظت
 تأييد و اين نيز جزاير پانكراتيك مي باشد يسلولهااساسي 

  .مي باشد سلولهاديگري بر تمايز اين 
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كه از عصاره پانكراسي جهت تمايز استفاده  مقالاتي ميان از
نيز از  آنها اشاره كرد، و همكارانChoi  د مي توان بهكردن

تمايزي استفاده  ي به عنوان عاملي ترميمعصاره پانكراس
ي سلولها ي مزانشيم رت را به سلولهاكردند و توانستند 

 تي ازي متفاوغلظتهااين گروه . سازنده انسولين تبديل كنند
 را غلظت μg/ml 200 غلظت بررسي و را پانكراسي عصاره
 ازغلظت نيز مطالعه اين در .)7( گزارش كرد تمايز مؤثر

μg/ml 200 غلظت با از گلوكز همچنين و mmol/L 20 
 تمايز يالقا از بعد هفتهحاصله، نتايج  براساس .استفاده شد

بر اين اساس مي  .بود ng/ml6/0  شده ترشح انسولين ميزان
 يتحت القا پوستپيش ساز  يسلولهاتوان نتيجه گرفت 

ي مزانشيم توانايي سلولها اره پانكراسي در مقايسه باعص
 در اين تحقيق گلوكز با غلظت. تمايزي بهتري دارد

mmol/L 20 ي غلظتهاحقيقات پيشين از استفاده شد، در ت
مجموعه مشاهدات ، . بوداستفاده شده  يزجهت تما پايين

عصاره پانكراسي حاصل ترميم بر  مثبت حضور تأثيرانگر بي
ي انسولين سلولهاوست به پ يش سازي پسلولها يزروند تما

عصاره  تأثيرقبلي مبني بر  يبود كه اين امر با گزارشها ساز
از . ردمطابقت دا ،سلولهاپانكراسي بر تمايز انواع ديگري از 

 ي پيش سازسلولها اين پژوهش مي توان نتيجه گرفت كه
انسولين را در  ي سازندهسلولهاقابليت تمايز به وست پ

دارد و  ور عصاره پانكراسي تحت شرايط آزمايشگاهيحض
تاي سلول درماني و توليد اسرمي تواند گامي درتمايز آنها 

در صورت  ديابت قنديسازنده انسولين و درمان  يسلولها
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Abstract 

Cell-therapy provides a promising alternative for the treatment of type 1 diabetes. One 
of the most proper candidates is multipotent skin-derived precursors cells (SKPs), 
which can be differentiated into insulin producing cells (IPCs). In this study, human 
skin-derived precursors (hSKPs) were isolated, expanded and differentiated into IPCs in 
vitro, through exposure to rat pancreatic extract (2 days after a 60% pancreatectomy). In 
order to differentiation, SKPs were Cultured in DMEM, containing FBS, pancreatic 
extract and glucose for 14 days. In order to verify insulin production in the cells, 
dithizone-staining, which is a method for insulin identification, was employed. In 
addition, insulin expression was examined immunocytochemically, and insulin 
secretion was examined using enzyme-linked immunosorbent assay. Cellular clusters 
appeared after approximately 14 days. The clusters were found to be immunoreactive to 
insulin. Cellular clusters were also able to secrete detectable amounts of insulin in 
glucose concentration dependent manner. The results of the current study showed that 
pancreatic extract treatment can differentiate human SKPs into functional IPCs. This 
may offer a safer cell source for future stem cell-based therapies.  
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