
Arc
hi

ve
 o

f S
ID

 
     پژوهشی  
  
  
  ـــــدرانـازنــــــی مــــکـــــوم پـزشــــلـشـــــگاه عـــه دانـــلـــمج

   )24-34   ( 1386 سال   مرداد و شهریور    59  شماره   دهم هفدوره 

24  1386 رمرداد و شهریو ، 59هم ، شماره هفد      دوره                                                    مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                        

های بنیادی مزانشیمی   از تمایز سلولصلمطالعه ساختار غضروف حا
 دنده ای در مقایسه با غضروف هیالینموشی 
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  چکیده
می در محیط آزمایشگاهی در مطالعـات زیـادی         های بنیادی مزانشی   تا به حال، تمایز به غضروف سلول       : و هدف سابقه  

سـت کـه    ا ایـن در حـالی  .شـده اسـت  ها بررسـی    اغلب تمایز مولکولی سلول،در این تحقیقات. مورد توجه قرار گرفته است    
مطالعـه حاضـر بـه بررسـی سـاختار و       . ها اغلب به دست فراموشـی سـپرده شـده اسـت            تمایز ساختاری و مورفولوژیک سلول    

های بنیادی مزانشیمی در مقایـسه بـا غـضروف طبیعـی جـدا شـده از انتهـای دنـده            سلول ف حاصل از تمایز   فراساختار غضرو 
  .پردازد می

 ) پاساژ دومحاصل از (NMRIهای   بنیادی مزانشیمی جدا شده از مغز استخوان موش سلول2×105 : ها مواد و روش
داده کشت  )Micro massسیستم  (محیط کندروژنیکی لوله حاو روز در 21 و به مدت هبا انجام سانتریفوژ متراکم شد

 و پس از آن بافت غضروفی حاصل از تمایز ه تایید شدRT-PCR روش در پایان دوره تمایز، وقوع کندروژنزیس با .شد
در مطالعه حاضر به منظور مقایسه ساختار غضروف تولید شده از . برای مطالعه با میکروسکوپ الکترونی آماده گردید

ای از موش دهنده سلول بنیادی مزانشیمی اخذ شد و  های بنیادی مزانشیمی با غضروف طبیعی بدن، غضروف دنده سلول
  .سازی بافتی برای میکروسکوپ الکترونی گذاره را طی کرد مراحل آماده
) شـبه  ( لایـه  ،مطالعات ساختار نشان داد که در بافت غضروف حاصل از تمایز همانند بافت غـضروف طبیعـی                 : ها  یافته

و بیـضی را از خـارج احاطـه     هـای گـرد   های غضروفی با مورفولوژی   این لایه، توده سلول    .پری کندریومی ساخته شده است    
هـای بافـت طبیعـی، هـسته         هـای تمـایز داده شـده بـر خـلاف سـلول             هـای نـازک، سـلول      بر اسـاس تـصاویر بـرش      . کرده بود 

همچنین ماتریکس بافت غضروفی حاصـل از  . های ترشحی فراوانی بود یوکروماتینی داشتند و سیتوپلاسم آنها حاوی ارگانل 
  .ای بود تمایز بر خلاف غضروف طبیعی رشته

 از لحاظ فرا Micro massنتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که بافت غضروف تولید شده در سیستم  : استنتاج
  .های بافت طبیعی به نظر رسیدند افت فعال تر از سلولهای این ب سلول. ساختار با بافت غضروف هیالین طبیعی تفاوت دارد

  
   ، بافت غضروف، تمایز به غضروفMicro massهای بنیادی مزانشیمی، کشت  سلول :واژه های کلیدی 
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 های بنیادی مطالعه ساختار غضروف حاصل از تمایز سلول

  

25  1386مرداد و شهریور  ، 59هم ، شماره هفد      دوره                                                    مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                         

  مقدمه
گسترده  یکی ازمعضلات های بافت غضروف آسیب

 این .نماید های زیادی را درگیر می جهانی بوده و انسان
های دژنراتیو  ها معمولاً در اثر ضربه و یا بیماری آسیب

دلیل بیولوژی ویژه   و به)1-2(گردد وابسته به سن ایجادمی
. )3-6(یستندطور طبیعی قابل ترمیم نه ت غضروفی، بـباف

ای جهت درمان  های گسترده که تلاش با وجودی
های غضروفی صورت گرفته، با این حال، روش  آسیب

کاملا مناسب برای ترمیم و بازسازی بخش آسیب دیده 
  .)7-8(غضروف ارائه نشده است

خوبی، نقش ارزنده پیوند سلول ه تحقیقات پیشین ب
افت غضروف عبارتی سلول درمانی را در ترمیم به و یا ب

های کندروسیت  پیوند سلول. )9-13(نشان داده است
تکثیر یافته در محیط کشت، یک استراتژی ارزنده 

دلیل ه های غضروفی است ولی ب جهت درمان آسیب
های کاملاً تمایز یافته از تکثیر پایینی  که سلول این

دنبال منبع ه ، محققین همواره ب)14(برخوردار هستند
های بنیادی  اند که در این بین سلول سلولی دیگری بوده

ویژه نوع مزانشیمی همواره مورد توجه بوده است، ه ب
 و در نتیجه )15 -16(ها تکثیر بالایی دارند زیرا این سلول

یک منبع سلولی بی پایانی را در اختیار درمانگر قرار 
دهند و از طرفی اگر در شرایط مناسب قرار گیرند،  می
  .)17-19(یابند مایز میراحتی به غضروف ته ب

های مزانشیمی با  کارگیری سلول های که در ب نکته
هدف باز سازی غضروف وجود دارد این است که 
محققین معتقدند که پیش از پیوند، بهتر است سلول 

 کاملا بالغ مزانشیمی در محیط آزمایشگاه به کندروسیت
ها را به  این رویکرد انتقال کندروسیت. تمایز داده شود

از تمایزهای ناخواسته در و محل مورد نظر تضمین کرده 
محل آسیب دیده غضروف مفصلی از جمله تمایز به 

های  های بالقوه سلول استخوان و چربی که از توانایی
  .)20(نماید شود، جلوگیری می مزانشیمی محسوب می

های مزانشیمی به غضروف  معمولاً برای تمایز سلول
در این . شود  استفاده میMicro massاز سیستم کشت 

ها در یک حالت متراکم، به شکل سه  روش، سلول
 Manningاین سیستم کشت را . دـشون بعدی کشت می

کشت . )21( معرفی کردند1967و همکاران در سال 
های مزانشیمی با استفاده از این سیستم، برای اولین  سلول

س ـ و پ)22(ده استـف شـ توصیJohnstoneط ـبار توس
ی این روش را در تمایز ـزارشات متعدد، کارآیـآن گاز 

ان داده ـخوبی نشه های مزانشیمی ب به غضروف سلول
  .)23-25(است

در تمام مطالعات فوق، برای ارزیابی تمایز به 
های مزانشیمی کشت شده در سیستم  غضروف سلول

Micro massهای مولکولی استفاده شده است   از روش
های ویژه  با دیدن بیان ژنبدین ترتیب که محققین 

 و ماکرومولکول آگریکان، II،X کلاژن غضروف ازقبیل
  .)23-25(اند ها را به اثبات رسانده تمایز غضروفی سلول

های  ای که وجود دارد این است که بیان ژن نکته
ویژه غضروفی فرآیندی است که در طی کندروژنزیس، 

 دوره شود و در انتهای در مراحل ابتدایی آن آغاز می
تاکنون هیچ ملاک کمی . رسد تمایز به حداکثر خود می

از لحاظ میزان بیان ژنی که نشان دهنده تمایز نهایی 
بنابراین صرفا با تکیه بر . غضروف باشد ارائه نشده است

بیان ژنی میزان تمایز سلول مشخص نمی شود و برای این 
های تمایز از قبیل فراساختار  منظور بررسی سایر شاخص

. کند  مقایسه آن با غضروف طبیعی ضرورت پیدا میو
های مزانشیمی  که تمایزساختاری سلول ست ااین درحالی
که   مشخص نیست و اینMicro massدر سیستم 

 تا چه Micro massغضروف تمایز یافته در سیستم 
حدی از لحاظ فرا ساختار به غضروف طبیعی بدن 

لعه با هدف این مطا.  گزارشی وجود ندارد،نزدیک است
های  مقایسه ساختار غضروف حاصل از تمایز سلول
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   و همکارانمحمدرضا باغبان اسلامی نژاد                                     هشی    پژو  
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ای انجام شده  مزانشیمی موشی با غضروف هیالین دنده
  .است

  

  مواد و روش ها
   :های مزانشیمی  تکثیر سلول وجداسازی
ت های مزانشیمی موش با روشی که در مقالا سلول

  به NMRI های نر، نژاد موش. )25( جدا شد،ذکر گردیده
  جابجایی مهره گردنی  روش  با   هفته4-6  قریبی ت سن

(servical dislocation) سپس به کمک  .  شدند یقربان
 ، کاملا استریل  شده و درشرایط  ضدعفونیدرصد70الکل

سپس .  ران ودرشت نی آنها جدا گردید های استخوان
   طور کامل ها به استخوان  نرم و عضلات اطراف  بافت
   محیط لیتری محتوی  میلی15 ولهل گردید و در پاک

  

DMEM (Dubleco’s modified eagles medium   
  

Gibco; Germany) رمــسد ــ درص15اوی ــح FBS 
(Fetal Bovine Serum ; Gibco ; Germany) ، 100 

واحد  100 سلین و بیوتیک پنی المللی آنتی واحد بین
ده قرار دا (Gibco;Germany)المللی استروپتومایسین بین

 .شده و به زیر هود استریل منتقل گردید

  ها قطع  استریل دو انتهای استخوان ه کمک قیچیب
 و سر   سرنگ  با استفاده از یک گردیده و مغز استخوان

   روش به DMEM  حاوی محیط22سوزن شماره 
flashing گردید لیتری تخلیه  میلی15  لوله  یک در  .

 g  1200 دقیقه تحت15دست آمده به مدت  ه ب های سلول
 گردید و   تخلیه محیط رویی پس ازآن،. سانتریفوژ شد

 DMEM میلی لیتر محیط 1 پلت سلولی تشکیل شده در

 2/0 فیلتر مش  وسیلهه  ب  و در نهایت  شد ، معلق تازه
های حاصل از  در این مرحله سلول ، لیتر فیلتر شد کرویم

 و شدهر استخوان دراز به کمک لام نئوبار شمارش 
های ظروف کشت   سلول در هر یک از خانه500تعداد 

   به  سلول  حاوی  ظرف سپس. کشت شد  چاهکی6
 CO2 درصد 5گراد و   درجه سانتی37 دمای باانکوباتور 

 ودور ریخته شد روز محیط رویی، 2بعد از. گردید منتقل
   +PBS محلول ، دوبار با   ظرف  کف  به  چسبیده های سلول

  

(Dobleco phosphate buffer solution, Gibco, UK)   
  

. تازه اضافه گردید  DMEMسپس محیط  و شستشو شده
 روز یکبار به مدت دو هفته، 3-4ها هر  محیط سلول

اول صورت گرفت به این   شد و سپس پاساژ تعویض
 % trypsin- EDTA  2/0 ها با استفاده از ترتیب که سلول

(Gibco;Germany) در شد و از کف ظرف کنده 
دو  ).پاساژ یک(  کشت شد مربعی سانتی متر25فلاسک 

ها  این سلول. هفته پس از پاساژ اول، پاساژدوم انجام شد
برای تمایز به پس از پر کردن کف ظرف کشت 

  .غضروف استفاده شد
  

  :  غضروف به  mMSCs های تمایز سلول
 به   سلولMicro mass  105×5/2کشت منظوربه 
 g 1200ها تحت سلول. لیتری منتقل شد یمیل15  یک لوله

   تخلیه  محیط رویی سپس.  دقیقه سانتریفوژ شد5به مدت 
  محیط کندروژنیک شامل محیطلیتر  نیم میلی و شده

DMEM  نانوگرم فاکتور رشد10اوی ـح  TGF-B3 ، 
 ، ITS+premix گرم میلی BMP-6 ،50 نانوگرم 10
 رمـگ یـ میل25/1و  linoleic acidرم ـگ یـمیل 55/3

bovine serum albomin  درصد سرم گاوی بر روی 2و
 3-4  محیط تمایز هر . شد پلت سلولی در ته لوله، اضافه

  . تعویض گردید  هفته3روز یکبار به مدت 
  

  : تهیه غضروف
بافت غضروف هیالین از انتهای دنده موشی که مغز 

وان آن برای استخراج سلول مزانشیمی استفاده ـاستخ
به این ترتیب که قفسه سینه پس از .  بود، تهیه شدشده

 درصد باز شد و بافت همبند 70ضدعفونی با الکل 
ها به طور کامل پاک گردید و  موجود بر روی دنده

سپس بافت غضروف از انتهای دنده در محل اتصال به 
  . قرار گرفتPBSجناغ سینه جدا شد و در داخل 
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RT-PCR :   
 Nucleospin RNA II kitکیتز ا در ابتدا با استفاده

(740955;Macherey-Nagel,Germany)  موجودی  کل 
 RNA های مزانشیمی تمایز یافته به  سلول از  سلولی

   استخراجRNA  های نمونه.  گردید استخراجغضروف 
قرار  Dnase I (Roch ,104132)  تیمار با  تحت شده

 DNA   مربوط به  احتمالی های گرفتند تا آلودگی
خلوص   سپس .گردد   حذفRNA  های  از نمونه ژنومیک

   اسپکتروفوتومتری  با روش  شده  استخراجRNA  غلظتو
 RNA  از میکروگرم 1  و پس از آن گردید تعیین

 Random Hexamer پرایمر از  استفاده  شده با استخراج
   Revert  (K 1622 Fermentas) تــکیو 

  

AidTMH Minus First Strand cDNA Synthesis   
  

  تولیدcDNAاز   سپس. گردید   معکوس برداری نسخه
   این  برایاستفاده شد PCR به عنوان الگو برای  شده

 ng/µl100 ( µl cDNA2,  PCR Buffer(منظور 

(AMS)) ×10( µl5/2  ,mM)50 (MgC12 µl 75/0 و 
mM)10( µl dNTPmix5/0، µM)5 (µl 1  از هر
 -´Collagen type II: Reverse primer 5های رپرایم

  

TGGACAGTAGACGGAGGA AAGTC -

3´,Forward primer 5´-GGCTTAGGGCAGAGA 

GAG AAG G-3´,Collagen type X: Forward 

primer 5´-CAG CAG CAT TAC GAC CCA 

AG-3´, Reverse primer5´-

CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3, 

Aggrecan: Forward primer 5´-CAG CAG CAT 

TAC GAC CCA AG -3´, Reverse primer 5´-  
  

CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3´,  
)5unit/1µl( Smar Taq µl5/0)سیناژن ، (TA8110C 

  و در نهایت  با یکدیگر مخلوط شدندPCR  لوله  در یک
  رسانده µl 25   حجم بار تقطیر به  دو  از آب با استفاده

آگارز آن بر روی  محصولات PCRپس از انجام . شد

   بروماید قابل با اتیدیوم سپس  درصد جدا شدند و7/1
  . گردیدند رؤیت
  
  گذاره سازی بافت برای میکروسکوپ الکترونی آماده

های  های بافت غضروفی انتهای دنده و توده تکه
 به روش زیر Micro massسلولی تمایز یافته در کشت 

ها به کمک  نمونهابتدا . برای بررسی ساختار آماده شدند
 4 ساعت در دمای 24 به مدت  درصد5/2 گلوتارآلدهید
وت اولیه شدند و سپس در بافر گراد ثب درجه سانتی

فسفات سورنسون شسته شدند و ثبوت ثانویه به کمک 
به ( تتراکسید اسمیوم انجام شد  درصد1محلول آبی 

آنگاه ).  درجه سانتی گراد4 دقیقه در دمای 30مدت
 مذاب قرار داده شدند و در  درصد1ها در آگار  نمونه

بریده متری  زیر استریومیکروسکوپ به قطعات یک میلی
 و استون تیلیکابه کمک درجات مختلف الکل . شدند

پس از . به ترتیب عمل آبگیری و شفاف سازی انجام شد
عمل  .گیری شدند ها در رزین آرالدایت قالب آن نمونه

 24 و به مدت C°60مریزاسیون در درجه حرارت  پلی
 کروتومی با دستگاه اولترامیریگ برشساعت انجام شد و 

)Richert (می ضخیمقاطع بافتام شد انج) نازک مهین 
Semi thin ( آمیزی  و رنگ کرونیم 1در حدود

ا ـری بـومتـ نان70-90ریفـع ظـو و قاطـدن بلـتولوئی
آمیزی شد و در  سیترات سرب و استات آمونیوم رنگ

  .زیر میکروسکوپ الکترونی مشاهده گردید
  

  یافته ها
   : سلولکشت

سبیدند و منشا ها چ در کشت اولیه برخی از سلول
کشت شدند و برخی دیگر در محیط کشت شناور باقی 
. ماندند که با اولین تعویض محیط دور ریخته شدند

  ای،  های چسبیده اشکال متفاوتی از جمله ستاره سلول
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). A-1شکل( گرد، چندضلعی و کشیده و دوکی داشتند
های دوکی تحریک شد  با انجام اولین پاساژ تکثیر سلول

 ها بر کشت سلول غالب شدند که این سلول طوریه ب
در پاساژ دوم کشت، تک لایه تشکیل شده ) B-1شکل(

 های دوکی مزانشیمی بود جمعیت خالصی از سلول
  ).C-1شکل (

  

  
  

 :A(سلول های مغز استخوان موش   اولیهکشت  :1 شماره شکل
: پاساژ دوم  ). 40×بزرگنمایی : B( اول پاساژ .)20×بزرگنمایی

: C(  استجمعیت یکنواختی از سلول های دوکیکشت حاوی 
  ).40×بزرگنمایی

  

  :  به غضروفmMSCs های  تمایز سلول
 روز در معرض محیط 21پلت سلولی که به مدت 

بار با   روز یک3-4کندروژنیک قرار داشت، هر 
توده سلولی درطول . میکروسکوپ معکوس مشاهده شد

ه آن تقریبا دو برابر این مدت به خوبی رشد کرده و انداز
  ).B، C 2 و A شکل( شد

  
RT-PCR  :  

های  مشخص شدکه سلولRT-PCRبا انجام تکنیک
 تا حدودی ترشح را IIمزانشیمی روز صفر کلاژن تیپ 

را نیز به مقدار بسیار اندک ترشح  X کرده و کلاژن تیپ
ها ترشح نشده و با  کنند ولی اگریکان در این سلول می

های مذکور  تمایز کندروژنیک بیان ژناستفاده از محیط 
کلاژن تیپ . گیری را نشان داد  افزایش چشم21در روز 

Xباشد که  های کندروسیت می  کلاژن اختصاصی سلول
 به مقدار زیادی 21های تمایز یافته در روز  در سلول

ترشح شد و ژن اگریکان نیز به مقدار زیادی در این 
های  ها در سلول ژنالگوی بیان این . ها بیان شد سلول

های طبیعی به مقدار زیادی شبیه  تمایز یافته وکندروسیت
  ).D 2شکل( بود

  
 

 
 
 

 
  

.  برای بیان ژ ن های شاخص غضروفی  RT-PCR  :2 شماره شکل
  .گروه کنترل سلول های غضروف دنده ای می باشد

 A: Day 7  

D

 C: Day 21     B: Day 14  

A

B

C
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  : فراساختار
 ای، درمقاطع نیمه نازک تهیه شده از غضروف دنده

ی ها سلولحاشیه لایه پری کندریوم متشکل از در 
 این لایه در سمت داخل بافت .کشیده مشاهده شد

در داخل این توده . غضروفی را احاطه کرده بود
ها با اشکال متنوع گرد، بیضی و  کندروسیت غضروفی

ای  ها ماده زمینه لابلای سلول در .کشیده واقع شده بودند
 یآمیز  رنگ بود که بانسبتا یکنواختی تجمع پیدا کرده

 ).A3 تصویر شماره( رنگ شده بودتولوئیدن بلو بنفش 
های مزانشیمی، مشابه با  در غضروف تمایز یافته از سلول

ای، در اطراف، لایه شبه پری کندریومی  غضروف دنده
های این بخش به اندازه پری  سلول. تشکیل شده بود

، همچنین. ای کشیده نبودند کندریوم غضروف دنده
ها در این بخش در مقایسه با بخش مشابه غضروف  سلول
توده غضروفی که داخل . ای قدری متراکم تر بودند دنده

تر از لایه شبه پری کندریومی واقع شده بود، مشابه با 
هایی با مورفولوژی  ای حاوی سلول بافت غضروف دنده

آمیزی با تولوئیدن  ای، در اثر رنگ ماده زمینه. متنوع بود
ش شده بود ولی به شدت ماتریکس غضروف بنف

   ).B3(ای رنگ نگرفته بود دنده
  
  

 
 

  
  
  
  

  
  
  
  

  

  
  
  
  
  
  

  
 
 
  
  

  
  های بنیادی مزانشیمی غضروف حاصل ازتمایز سلول : Bای و های نیمه نازک بافت غضروف دنده  رنگ آمیزی تولوئیدن بلو برش :A -3تصویر شماره

A

B

 

 

 ×40بزرگنمایی 

 ×1000بزرگنمایی

  ×400بزرگنمایی  

  ×40بزرگنمایی 

 ×400بزرگنمایی 
  ×1000بزرگنمایی 
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ها  ازک جزئیات ساختاری سلولدر بررسی مقاطع ن
مطالعه این مقاطع نشان داد که . بیشتر آشکار شد

ای سطحی ناصاف  های غضروف دنده کندروسیت
در داخل  .باشد داشته و هسته آنها کشیده می) مضرس(

ر زیر پوشش آن مناطق هتروکروماتینی به هسته بویژه د
اوی چند سیتوپلاسم سلول ح). A4(خورد چشم می

مخزن شبکه اندوپلاسمی خشن، یک دستگاه گلژی و 
در داخل . چند میتوکندری با سطح مقطع گرد بود

سیتوپلاسم به صورت پراکنده مناطق الکترون دنس 
  ).C4و  E4( وجود داشت) های گلیکوژن احتمالا دانه(

ماده زمینه درغضروف دنده به شکل لایه نسبتا یکنواخت 
مطالعه مقاطع نازک ). G4(روشن ظاهر شده بود 

های مزانشیمی حاکی از  غضروف تمایز یافته از سلول
هسته در . های دو گروه بود هایی بین کندروسیت تفاوت
های  های بافت تمایز یافته در مقایسه با کندروسیت سلول

ای، مورفولوژی گرد داشت و حاوی  غضروف دنده
زوائد ها  در سطح این سلول. یوکروماتین یکنواختی بود

ای مشاهده  مشابه با کندروسیت های غضروف دنده
 های حاصل از تمایز سیتو پلاسم کندروسیت). B4(نشد

که مخازن  طوریه های مزانشیمی پر ارگانل بود ب سلول
شبکه آندوپلاسمی خشن متعدد بود و گلیگوژن بیشتری 

ها  همچنین این سلول. ها تجمع یافته بود در این سلول
که  درحالی). D4وF4(ی ترشحی بودندها حاوی گرانول

ای در مجموع سیتوپلاسم  های غضروف دنده سلول
این . های تمایز یافته داشتند کمتری نسبت به سلول

سیتوپلاسم کم ارگانل بود و تنها حاوی چند مخزن 
شبکه آندوپلاسمی خشن بود و در بعضی موارد پروفیل 

های  سلول). C4وE4(چند میتوکندری در آن مشاهده شد
تفاوت . ای فاقد گرانول ترشحی بودند غضروف دنده

دیگری که بین غضروف تمایز یافته و غضروف طبیعی 
ای تجمع  انتهای دنده وجود داشت مربوط به ماده زمینه

ماتریکس بین سلولی . ها بود یافته در لابلای کندروسیت
های مزانشیمی در  در غضروف حاصل از تمایز سلول

ای رشته بیشتری   غضروف دندهمقایسه با ماتریکس
   ).H4و  G4(داشت
  

  بحث
 یک سیستم پایه برای Micro massسیستم کشت 

این روش بر اساس . شود تمایز غضروف محسوب می
زایی در دوران جنینی طراحی شده  فرآیند غضروف

در دوران جنینی، اساس تمایز به غضروف، تراکم . است
حل تشکیل های مزانشیمی م سلولی است که در سلول

افتد و در نتیجه آن، تعامل سلولی  غضروف اتفاق می
. شوند ها به کندروسیت متمایز می یابد وسلول افزایش می
وسیله ه نیز تراکم سلولی بMicro Mass در روش

 در مطالعه .)13(گردد ها ایجاد می سانتریفوژ کردن سلول
حاضر، پتانسیل تمایز به غضروف سلول های بنیادی 

 مورد ارزیابی Micro massدر سیستم کشت مزانشیمی 
های مزانشیمی در این  بدین ترتیب که سلول. قرار گرفت

سیستم به غضروف تمایز داده شد و ساختار آنها در کنار 
مطالعه ) ای غضروف دنده( غضروف هیالین طبیعی بدن

  .مطالعه ما، اولین گزارش در این ارتباط است. شد
زانشیمی جدا شده از های م در مطالعه حاضر، سلول

 به غضروف Micro massمغز استخوان موش، درسیستم 
 RT-PCRتمایز داده شدند و سپس وقوع تمایز باروش 

دست آمده، ه بر اساس نتایج ب. مورد ارزیابی قرار گرفت
 و II  ،Xمارکرهای ویژه غضروف یعنی کلاژن نوع 

ماکرومولکول آگریکان به مقدار زیادی در غضروف 
بنابراین ما .  تمایز سلول مزانشیمی بیان شدحاصل از

هایی که در این تحقیق ساختار  متقاعد شدیم که سلول
  .آنها مطالعه شد، از لحاظ ماهیت کندروسیت هستند
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). B,D,F,H(های بنیادی موش و غضروف حاصل از تمایز سلول )A,C,E,G(ای فتومیکروگراف مربوط به فراساختار غضروف دنده  :4شماره  تصویر

 )7000×بزرگنمایی F وC، D ، E) (3000×بزرگنمایی B وA(. رسند های حاصل از تمایز پر ارگانل تر و در نتیجه فعال تر به نظر می در مجموع سلول
)Gو H 20000×بزرگنمایی(.  

واکوئل ترشحی

های  دانه
 گلیکوژن

  A 

  F E 

 D C 

  B

  G  H
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ف  مطالعه نشان داد که غضرو ایندر مجموع، نتایج
های بنیادی مزانشیمی از لحاظ  حاصل از تمایز سلول

 .ای دارد هایی را به غضروف طبیعی دنده ساختار شباهت
رسد که این بافت در حین تمایز،  در مجموع به نظر می

بر . کند ساختار عمومی بافت غضروفی را کسب می
اساس تصاویر نیمه نازک، غضروف حاصل از تمایز 

) شبه(سمت بیرون توسط لایه همانند غضروف طبیعی از 
پری کندریومی احاطه شده بود و در سمت داخل از 

با این وجود  .های غضروفی ساخته شده بود توده سلول
دو بافت از لحاظ جزئیات فراساختاری تا حدودی 

  .متفاوت بودند
ه ـود کـاوت این بـک تفـج، یـنتایایـن اس ــبراس

گاه، از ـایشده در آزمـد شـی تولیـهای غضروف سلول
لحاظ ساختاری فعال به نظر رسیدند که این قضیه در 

های  تعداد ارگانل ه، نوع وـن هستـروماتیـوضعیت ک
ها برخلاف  این سلول. داخل سیتوپلاسمی مشهود بود

های طبیعی، هسته کاملا یوکروماتینی داشتند  کندروسیت
ای ترشحی از قبیل شبکه  و در سیتوپلاسم آنها، ارگانل

های ترشحی به وفور وجود  پلاسمی و گرانولآندو
های غضروف حاصل از تمایز،  به عبارتی سلول. داشت

های  به کندروبلاست شباهت داشتند تا به کندروسیت
در سیستم کشت رسد  به نظر می. تیپیک غضروف طبیعی

Micro mass ل لازم برای شروع و ادامه ـام عوامـتم
ی عوامل مربوط به روند تمایز به غضروف وجود دارد ول

بالغ شدن ساختاری و توقف پروسه کندروژنزیس وجود 
  .ندارد

تفاوت عمده دیگر غضروف تمایز داده شده در 
مقایسه با غضروف هیالین، در ماده زمینه ای ترشح شده 

 است که به IIرشته کلاژن غضروف، کلاژن نوع . بود
دهد در مقاطع میکروسکوپ  دلیل اینکه فیبر تشکیل نمی

این قضیه در مقاطع . لکترونی نیز قابل رویت نیستا
  غضروف طبیعی بوضوح مشخص بود به طوری که در 

ای به شکل یک لایه یکنواخت  این غضروف ماده زمینه
در حالیکه در غضروف حاصل از . ای ظاهر شد غیر رشته

تمایز سلول بنیادی مزانشیمی، ماتریکس ترشح شده 
 وجود در این مطالعهلبته ا. حاوی مقدار زیادی رشته بود

 بررسی RT-PCR را در غضروف با روش Iکلاژن نوع 
ر ـ فیبIوع ـه کلاژن نـ ولی با توجه به این که رشتشدن

رسد در غضروف تولید شده  دهد به نظر می تشکیل می
مقداری کلاژن غیر اختصاصی غضروف هیالین نیز تولید 

  .شده است
های بنیادی  ولگرایش زیادی به استفاده ازسل امروزه

مزانشیمی در بازسازی بافت غضروف مفصلی آسیب 
با توجه به این رویکرد که معتقد است . دیده وجود دارد

سلول مزانشیمی بهتر است قبل از پیوند در ضایعات 
های ترمینال غضروفی  غضروفی به بافت حاوی سلول

رسد که سیستم کشت  ، به نظر می)20(تمایز داده شود
Micro massه عنوان سیستم تمایز به غضروف، سیستم  ب

های تولید  مناسبی برای مقاصد بالینی نباشد زیرا سلول
شده در این سیستم، اولا از لحاظ فراساختار کاملا شبیه 

های بالغ کندروسیت واقع در غضروف هیالین  سلول
ثانیا ماتریکس ترشح شده در غضروف حاصل از . نبودند

احتمالا (غیر اختصاصی تمایز، مقدار زیادی کلاژن 
داشت به عبارتی این غضروف از لحاظ ) Iکلاژن نوع 

ساختار کاملا هیالین نبوده و درجاتی ازخواص غضروف 
  .فیبرو را داشت

های  گفت که حاصل تمایز سلول توان درمجموع می
، بافت غضروفی Micro massکشت  مزانشیمی درسیستم

ف شده است که از لحاظ ساختار خصوصیات کلی تعری
برای غضروف طبیعی را دارد ولی جزئیات فرا ساختاری 

 .شود غضروف کاملا طبیعی در این غضروف ایجاد نمی
رسد این غضروف مناسب مقاصد بالینی نیست  به نظر می

زیرا از لحاظ ساختار کاملا هیالین نبوده و درجاتی از 
  .دهد ساختار غضروف فیبرو را نشان می
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راز ـود را ابـی خـر و قدردانـدگان مراتب تشکـنویسن
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