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  چكيده

را لايه زاينـده رويـان   هاي  تمام سلولشوند و توانايي تمايز به  مي بنيادي روياني از لايه زاينده داخلي رويان در مرحله بلاستوسيست توليدهاي  سلول
توليـد شـدند و   ) Hand Made Cloning )HMC حاصل از شبيه سازي به روشهاي  بنيادي روياني از بلاستوسيستهاي  در اين تحقيق سلول. دارند

محيط كشت  بعلاوهلايه تغديه كننده از بنيادي هاي  سلولبراي كشت . دگرديبنيادي روياني حاصل از لقاح آزمايشگاهي مقايسه هاي  كارايي آنها با سلول
ــاوي  ، )Knockout-Dulbeccoʾs Modified Eagle's Medium )Ko-DMEM( ، Knockout Serum Replacement)KSRح

Leukemia Inhibitory Factor )LIF( ،Basic Fibroblast Growth Factor-2 )FGF-2( ،آمينه غيـر ضـروري و   گلوتامين، اسيدهاي  -ال
و  TRA-1-81و  SSEA-1 ،SSEA-4 ،TRA-1-60بنيـادي از شناسـاگرهاي سـطح سـلولي     هـاي   شناسايي سـلول  جهت. استفاده شدجنتامايسين 

بنيادي حاصل از لقـاح آزمايشـگاهي بطـور معنـي     هاي  نرخ رشد سلولنتايج نشان دادند، كه . گرديداستفاده   NANOGو OCT3/4 ،SOX2 پرتواني
با اين وجود، نتايج حاصل از بررسـي بيـان ژن    ).درصد 65در مقايسه با  درصد 120به ترتيب (بنيادي حاصل از شبيه سازي بود هاي  ري بيشتر از سلولدا

بنيـادي حاصـل از شـبيه سـازي و لقـاح آزمايشـگاهي       هـاي   بين سلول C-MYCو  OCT3/4 ،SOX2اختلاف معني داري در بيان ژنهاي نشان داد، 
بنيـادي حاصـل از شـبيه سـازي بطـور معنـي داري       هـاي   در سلولاست، كه  NANOG ژن بيان ه نگرديد، تنها اختلاف مشاهده شده مربوط بهمشاهد

مختلـف از جملـه   هـاي   خود را براي بـيش از دو سـال حفـظ كردنـد و بـه سـلول       پرتوانيمنشاء قابليت  ادي حاصل از هر دونيبهاي  سلول. افزايش يافت
  .  ي، پوششي، چربي و عضلاني تمايز يافتندعصبهاي  سلول

  
  بنيادي روياني، شبيه سازي، لقاح آزمايشگاهي، گاوميش هاي  سلول :كليديهاي  واژه

  
    3 2  1 :مقدمه

بنيادي روياني از لايه زاينده داخلـي رويـان در مرحلـه    هاي  سلول
 شوند و تا زماني كه شرايط براي حفظ پرتواني مي بلاستوسيست توليد

هـاي   توانند به انواع سلول مي آنها محيا باشد قابليت ماندگاري دارند و
هـاي   سلول). 30( درون پوست تمايز يابند و ميان پوست، برون پوست

بنيادي روياني علاوه بر حيوانات آزمايشگاهي ماننـد مـوش صـحرايي    
در حيوانات مزرعه اي مانند ) 31(و خرگوش ) 6(، خوكچه هندي )14(

نيز توليد ) 28(و اسب ) 38(، گاوميش )10(، گاو )16(، بز )22(گوسفند 
  .اند شده

متفاوتي به منظور توليد رويـان در شـرايط آزمايشـگاه    هاي  روش 
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 5، خود گشني4توان به لقاح آزمايشگاهي مي وجود دارد كه از آن جمله
توليد بلاستوسيست با استفاده از لقاح ). 21(اشاره نمود  6و شبيه سازي

بنيادي رويـاني  هاي  شگاهي مهمترين منبع به منظور توليد سلولآزماي
توانـد   مـي  جايگزين از جملـه شـبيه سـازي   هاي  ، اما روش)33( است

بنيـادي  هاي  اين روش از جمله پس زدگي پيوند سلولهاي  محدوديت
بدني بيماران هاي  به عنوان مثال در اين روش از سلول. را مرتفع سازد

  ). 32( شود مي ن استفادهبه منظور توليد رويا
در حال حاضر شبيه سازي در حيوانات مزرعـه اي از جملـه گـاو،    

و همچنين در حيوانات آزمايشگاهي مانند مـوش و  ) 18(گوسفند و بز 
  . موفقيت آميز بوده است) 19(خرگوش 

روش تسـهيل شـده    )Hand Made Cloning )HMCتكنيـك  
پـيش رفتـه و پرهزينـه    باشد كـه نيـاز بـه تجهيـزات      مي انتقال هسته

                                                            
4- In Vitro Fertilization 
5- Parthenogenesis 
6- Cloning 
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. را نــدارد )Somatic Cell Nuclear Transfer )SCNTتكنيــك 
ــازي سايتوپلاســت و    ــاده س ــور آم ــه منظ ــن روش ب ــين در اي همچن

انتقال هسـته بـدون   ). 34(بدني نياز به زمان كمتري است هاي  سلول
با ) 25(نخستين بار توسط پيورا و همكاران  1استفاده از ماكرومنيپوليتور

روياني انجـام شـد و   هاي  بدون هسته و سلولهاي  ده از اووسيتاستفا
پـس از آن  . بهبـود يافـت  ) 35(اين روش توسـط واجيتـا و همكـاران    

، اسـب  )37(متعددي اين روش را به منظور توليد گـاو  هاي  آزمايشگاه
  .بهبود دادند) 29(و گاوميش ) 9( ، موش)17(

مرحله بلاستوسيست بنيادي از رويان در هاي  در اين مطالعه سلول
با استفاده از روش شبيه سازي توليـد شـد و كيفيـت آنهـا نسـبت بـه       

بنيادي حاصـل از لقـاح آزمايشـگاهي مـورد ارزيـابي قـرار       هاي  سلول
  .   گرفت
  

  مواد و روش ها
  يد رويان با روش لقاح آزمايشگاهيتول

هـاي   براي توليـد رويـان بـا روش لقـاح آزمايشـگاهي، تخمـدان      
تارگاه دهلي جمع آوري شدند و درون محلـول نمكـي   گاوميش از كش

ساعت از  5درجه سانتيگراد در مدت  34تا  30فسفات بافري در دماي 
بـه منظـور استحصـال مجموعـه     . كشتار به آزمايشگاه انتقـال يافتنـد  

ميلي متر با استفاده از  8تا  2با قطر هاي  كومولوس، فوليكول-تخمك
ــرنگ   ــ  10س ــوزن س ــا سرس ــري ب ــي ليت ــدند 18ايز ميل ــده ش . مكي
هايي كه داراي بيش از سه لايه گرانولوزاي فشرده و اووپلاسم  تخمك

ميلي ليتر از محيط كشت بلوغ انتقال  100يكنواخت بودند، به قطرات 
محيط كشت . تخمك بود 20تا  15بطوري كه هر قطره حاوي . يافتند

هورمـون  سـرم جنـين گـاو،     10% به همراه  TCM-199بلوغ حاوي 
 µg/mL(اسـتراديول   17-β، )µg/ mL 5(ريك كننده فوليكولي تح

مايع فوليكـولي گـاوميش و    درصد mM81/0( ،10(، سديم پيروات )1
تخمك ها درون محيط كشت . بود) µg/mL50(جنتامايسين سولفات 

دي اكسيد كربن  5%و  C °5/38بلوغ، تحت روغن معدني و در دماي
منظـور لقـاح آزمايشـگاهي،    بـه  . ساعت به بلـوغ رسـيدند   24به مدت 

دو بار ) Bracket and Oliphant’s  )BOتخمك ها با محيط كشت 
قـرار    BOاز محـيط كشـت    µL 50هاي  شستشو شده و درون قطره

 BOمحـيط كشـت   ).  تخمك بـه ازاي هـر قطـره    20تا  15(گرفتند 
 پــس از آمــاده ســازي. آلبــومين ســرم گــاو بــود mg/mL 10حــاوي 

پـس از  . انجام شد) 2(روش چوهان و همكاران  اسپرماتوزوآ بر اساس
به قطرات حاوي تخمك اضافه ) 1-2 ×106(پرتحرك  هاي  اسپرمآن 

دي اكسيد كربن  درصد 5و  C°5/38با دماي  درون انكوباتورشدند و 
احتمالي هاي  پس از اين مدت زايگوت. ساعت قرار گرفتند 18به مدت 

                                                            
1- Micromanipulator 

 Modified Charlesط كومولوس جدا شدند و در محيهاي  از سلول

Rosenkrans Medium with Amino Acids )mCR2aa ( حاوي
در پايان . ساعت قرار گرفتند 48آلبومين سرم گاو به مدت  درصد 6/0

 درصـد  6/0حـاوي   mCR2aaاين مدت رويان ها به محـيط كشـت   
سرم جنين گاو انتقال يافتند و به مـدت   درصد 10آلبومين سرم گاو و 

دي اكسـيد كـربن    درصد 5و  C°5/38با دماي  وباتوردرون انكروز  6
  .   قرار گرفتند تا به مرحله بلاستوسيست برسند

  
  Handmade Cloningتوليد رويان بـا اسـتفاده از تكنيـك    

)HMC(  
از روش بهينه شده   HMCبراي توليد رويان با استفاده از تكنيك

سـت از  فايبروبلاهـاي   سـلول . اسـتفاده گرديـد  ) 29(شاه و همكـاران  
سال استحصـال و   6پوست گوش گاوميش با سن كمتر از هاي  سلول

پـس از بـه بلـوغ رسـاندن     . به عنوان دهنده ماده ژنتيكي بكـار رفتنـد  
 (كومولـوس آنهـا بـا اسـتفاده از هيالورونيـداز     هـاي   تخمك ها، سلول

mg/mL 05/0( 2 در محيطT )TCM-199 % +2   سرم جنـين گـاو( 
در ) mg/mL 2(يه زونا پلوسيدا از پرونيـز  جدا شد و به منظور حذف لا

به . استفاده گرديد  )سرم جنين گاو 10T )TCM-199 % +10محيط 
عـاري از  هـاي   منظور پيدايش برجسـتگي مخروطـي شـكل، تخمـك    

 20Tدقيقه در محيط كشـت   15تا  10كومولوس به مدت هاي  سلول
)TCM-199 % +20 ي د درصد 5در انكوباتور حاوي  )سرم جنين گاو

پس از آن . نگهداري شدنددرجه سانتيگراد  5/38با دماي  اكسيد كربن
منتقـل  ) μg/mL 5/2(حـاوي سايتوكالايسـين    20Tبه محيط كشت 

بـه  . جـدا شـد   2شكل به كمك ميكروتيغ برجستگي مخروطيشدند و 
نيمه در محيط كشـت  هاي  منظور بازگشت حالت كروي، سايتوپلاست

20T درجه  5/38با دماي  ي اكسيد كربنددرصد  5حاوي  و انكوباتور
ــانتيگراد  ــدت س ــه م ــدند  15-10ب ــداري ش ــه نگه ــس از آن . دقيق پ
در محيط  )mg/mL)  5/0نيمه به فايتوهماگلوتنين هاي  سايتوپلاست

ثانيه آغشته شـدند و پـس از آن بـه محـيط      4-3به مدت  2Tكشت 
ه هر سايتوپلاست نيم. دهنده انتقال يافتندهاي  حاوي سلول 2Tكشت 

به آرامي دور سلول دهنده حركت داده شد تا آنها به يكـديگر متصـل   
به منظور انجام هم جوشي با استفاده از روش تـك مرحلـه اي،   . شوند

زوج سايتوپلاست نيمه و سلول دهنده و يك سايتوپلاست نيمه ديگـر  
زوج سايتوپلاست نيمه و سلول دهنده . به لام هم جوشي منتقل شدند

 ــ ــتفاده از پ ــا اس ــاوب ب ــان متن ــت 4(الس جري ــتگاه ) ول  BTXدس

Electrocell Manipulator 200 (BTX, San Diego, CA, 
USA)   در يـك   بطوري كه سلول بدني روبروي الكترود منفـي باشـد

قرار گرفتند و يك سايتوپلاست نيمه ديگر نزديـك سـلول بـدني     خط
) μsec4بـراي   kV/cm) 36/3يك پالس جريان مستقيم . قرار گرفت

                                                            
2- Micro Blade 
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فاصله بعد از قرار گرفتن سلول بـدني بـين دو سايتوپلاسـت نيمـه     بلا
در  20Tپس از آن تركيـب سـه تـايي در محـيط  كشـت      . برقرار شد
به مـدت   C°5/38و دماي  دي اكسيد كربن درصد 5حاوي  انكوباتور

به منظور فعال سـازي،  . ساعت قرارگرفتند تا به شكل كروي درآيند 6
) 23187A  )μM2لسيمايسـين حـاوي ك  20Tآنها در محـيط كشـت   

بـه   C°5/38و دماي  دي اكسيد كربن درصد 5حاوي  درون انكوباتور
  20Tسپس تخمك ها سه بار در محيط . دقيقه  قرار گرفتند 5مدت 

داي  -6حـاوي    20Tاز  L µ 5شستشو داده شدند و در قطـره هـاي  
تحـت روغـن معـدني درون انكوبـاتور      )mM 2(متيل آمينو پيـورين 

در پايـان  . قـرار گرفتنـد   C°5/38و دماي  دي اكسيد كربن 5%حاوي 
آلبـومين   درصـد  1حاوي  RVCL رويان ها چهار بار در محيط كشت 
از ايـن   Lµ 400داده شـدند و در   سرم گاو بدون اسيد چرب شستشـو 

تحـت  ) رويان در هر خانـه  15تا  10(محيط در ظروف چهار خانه اي 
دي اكسيد كـربن  و دمـاي    درصد 5حاوي انكوباتور روغن معدني در 

C°5/38  روز تا مرحله بلاستوسيست نگهداري شدند 8به مدت.  
  

  بنيادي رويانيهاي  توليد سلول
بـا منشـاء لقـاح    هـاي   بنيـادي رويـاني از بلاستوسـيت   هاي  سلول

) 21(آزمايشگاهي و شبيه سازي بـر اسـاس روش مظفـر و همكـاران     
لاستوسيسـت هـا بـا روش    لايه زاينده داخلي بهاي  سلول. توليد شدند

هـاي   مكانيكي جدا شده و بر روي لايه تغذيه كننده اي كـه از سـلول  
از محـيط  . شده بود كاشـته شـدند  فايبروبلاست جنيني گاوميش توليد 

  KSRدرصـد   15حـاوي   KO-DMEM (GIBCO/BRL)كشـت  
(GIBCO/BRL)ــامين  -، ال ــر  )mM 2(گلوت ــه غي ، اســيدهاي آمين

و ) U/mL1000(موشي  LIF ، (GIBCO/BRL)) v/v %1(ضروري 
FGF-2 )ng/mL 5 (دي اكسيد  5%محيط كشت حاوي . استفاده شد

 سـاعت تعـويض   48محيط كشت هـر  . بود C°5/38كربن و و دماي 
تغذيـه كننـده جديـد    هاي  روز به لايه 7شد و كلوني ها پس از هر  مي

  .شدند مي منتقل
  

   بنياديهاي  شناسايي سلول
  فاتازرنگ آميزي آلكالين فس

بنيـادي  هـاي   به منظور انجام رنگ آميزي آلكالين فسفاتاز، سلول
سپس آنهـا بـا اسـتفاده از كيـت     . شستشو داده شدند  1DPBSدوبار با

رنـگ   (Sigma, Catalog No. 86C)رنگ آميزي آلكـالين فسـفاتاز   
  .آميزي شدند

  

                                                            
1- Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline 

   2آناليز ايمونو سيتوكميكال
ش، بيان شناساگرهاي بنيادي گاوميهاي  به منظور شناسايي سلول

، SSEA-1 ،SSEA-4پرتواني كه شامل شناساگرهاي سـطح سـلولي   
TRA-1-60  وTRA-1-81     و شناسـاگرهاي داخـل سـلوليOCT4 ،

SOX2 ،NANOG باشند، بوسيله رنگ آميـزي ايمونوفلورسـانس    مي
هــاي  كلــوني. انجــام گرفــت) 1(بــر اســاس روش آنانــد و همكــاران 

پارافورمالدئيـد   درصد 4حاوي  DPBSاز  بنيادي با استفادههاي  سلول
سـپس بـه منظـور    . دقيقه شستشو شدند تا تثبيـت شـوند   30به مدت 

 30شستشـو شـده و بـه مـدت      DPBSافزايش نفوذپذيري، سه بار با 
پس . تيمار شدند Triton X-100  درصد 1/0حاوي  DPBSدقيقه  با 

) درصد 4 سرم بز(، با مايع انسداد كننده DPBSاز شستشوي مجدد با 
دقيقه در دماي اتاق انكوبه گرديدند و پس از آن بـا آنتـي    30به مدت 

به مدت يك ساعت در دمـاي اتـاق    10به  1اوليه با نسبت هاي  بادي
، به مـدت دو سـاعت   DPBSپس از شستشوي مجدد با . درمان شدند

نشـان دار شـده بـود     FITCدر دماي اتاق با آنتي بادي ثانويه كـه بـا   
پس از اين مرحله نمونه ها بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ    . دانكوبه شدن
مـورد بررسـي قـرار    ) Diaphot, Nikon, Tokyo Japan(فلورسانت 

-Goat Anti-Mouse IgMثانويـه شـامل   هـاي   آنتي بـادي . گرفتند

FITC Conjugate  وGoat Anti-Mouse IgG-FITC 

Conjugate )Sigma ( وGoat Anti-Rat IgM-FITC 

Conjugate )Pierce Biotechnology Inc   (  1بودند و به نسـبت 
  .از آنتي بادي اوليه در گروه كنترل استفاده نشد. رقيق شدند 200به 

  
  Real-Time PCR (qPCR)و  RNA ،RT-PCRاستخراج 

هر گروه آزمايشي با استفاده از روش ترايزول  RNAكل محتواي 
(Invitrogen)  اســـتخراج شـــد و از آنـــزيمDNAse )Ambion 

Cat#AM1906 (   به منظور جلـوگيري از آلـودگي بـاDNA    اسـتفاده
و  MMLV (USB)نسخه برداري معكوس با استفاده از آنزيم . گرديد

 SYBR Greenبا استفاده از  qPCR. انجام گرفت Oligo dTآغازگر 

mix (ABI) تركيب واكنش ها بطور مجزا در سه تكرار . انجام گرفت
در qPCR واكنش . تهيه شد GAPDHايه براي ژن مورد نظر و ژن پ

شرايط واكنش شامل واسرشتي ابتدايي در . انجام گرفت μL 10حجم 
C°95  چرخـه   45دقيقـه بـه همـراه     10به مدتPCR   مرحلـه  (بـود

ميزان : ثانيه، مرحله اتصال آغازگرها 30براي  C°95: واسرشت سازي
نيـه،  ثا 30آمـده اسـت و بـه مـدت      1دما بر اساس هر ژن در جـدول  

محاسـبات بـر اسـاس    ). ثانيـه  30به مدت  C°75: مرحله تكثير رشته
به منظور بهينه سازي  GAPDHانجام پذيرفت و از ژن  Ct∆∆روش 

توالي آغازگرهاي پيشرو و پيرو ژنهاي مورد آزمايش در . استفاده گرديد
  . آمده است 1جدول 

                                                            
2- Immunocytochemical Analysis 
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  qPCRانجام  آغازگرهاي مورد استفاده به منظور -1جدول 
  شماره دسترسي از بانكهاي اطلاعاتي  تعداد بازهاي محصول دماي اتصال توالي م ژننا

SOX2 
F-5’CGTGGTTACCTCTTCTTCC3’ 
R-5‘CTGGTAGTGCTGGGACAT3’ 

60 139 GQ85388 

OCT3/4 
F-5’TTGCAGCTCAGTTTCAAG3’ 
R-5’GTTGTTGTCAGCTTCCTC3’ 

54 75 
EU926737 

 

NANOG 
F-5’CCGAAGCATCCAACTCTAGG3’ 
R-5’GAGACAGTGTCCGTGTCGAG3’ 

60 100 NM001025344.1 

cMYC 
F-5’CTCCTCACAGCCCGTTAGTC3’ 
R-5’ATTTGCGGTTGTTGCCTATC3’ 

53 156 GU296437.1 

GAPDH 
F-5’TCAAGAAGGTGGTGAAGCAG3’ 
R-5’CCCAGCATCGAAGGTAGAAG3’ 

57 121 GU324291.1 

   F : ،آغازگر پيشروR :آغازگر پيرو  
  

  بنياديهاي  بادي و تمايز سلول يدتوليد امبريوئ
بنيـادي بـه   هـاي   سلولهاي  به منظور توليد امبروئيد بادي، كلوني

بنيـادي  هاي  كوچكتر تقسيم شدن و در محيط كشت سلولهاي  اندازه
 3بـه مـدت    LIFو    FGF-2بدون استفاده از  FBS  درصد 5حاوي 

ز پس از ايـن مـدت، بـه منظـور تمـاي     . روز بصورت معلق كشت شدند
خانـه   96توليد شده به ظـروف  هاي  بنيادي، امبروئيد باديهاي  سلول

 48هفته كشت داده شدند، بطـوري كـه هـر     3منتقل شده و به مدت 
  .شد مي ساعت يك بار محيط كشت تعويض

  
  تجزيه و تحليل آماري

 ,SPSS  )SPSS 11.5تجزيه داده ها با استفاده از نرم افزار آماري

به منظور مقايسـه  . انجام گرفت ANOVAويه با استفاده از ر) 2004
درصـد   5ميانگين ها از آزمون چند دامنه اي دانكن در سطح احتمـال  

  . استفاده شد
  

  نتايج و بحث
  بنياديهاي  شناسايي سلول

هاي  بنيادي از بلاستوسيستهاي  هدف از مطالعه اخير توليد سلول
ي حاصـل از  بنيـاد هـاي   حاصل از شبيه سازي و مقايسه آنها با سـلول 

بنيادي بطور همزمان از هاي  بدين منظور سلول. لقاح آزمايشگاهي بود
بنابراين اختلافي از نظر نوع محـيط كشـت،   . هر دو منشاء توليد شدند

. لايه تغذيه كننده و ساير عوامل محيطي در بين آنهـا وجـود نداشـت   
بنيادي در فواصل زماني معين با اسـتفاده از شناسـاگرهاي   هاي  سلول

سطح سلولي، داخل سلولي و رنگ آميزي آلكالين فسـفاتيز شناسـايي   
  ). 1شكل (شدند 

 SSEA-1 هـاي   شناساگرهاي سطح سلولي شامل گلايكوپروتئين
-TRA-1و  TRA-1-60و آنتي ژنهاي كراتين فسـفات   SSEA-4و 

بنيادي گاوميش، هانگ و همكـاران  هاي  در ارتباط با سلول. بودند 81
را گزارش  SSEA-4 و  SSEA-1  ،SSEA-3هايبيان شناساگر) 13(

تنهـا بيـان   ) 1(كرده بودند و اين در حالي است كه آنانـد و همكـاران   

SSEA-4    را در مقايسـه بـاSSEA-1  و SSEA-3   گـزارش كردنـد .
 SSEA-4و ) 2(بنيادي موش هاي  تنها درسلول SSEA-1بطور كلي 

دليل وجود چنـين   .شوند مي بيان) 7(بنيادي انسان هاي  تنها در سلول
  .اختلافي هنوز به خوبي مشخص نيست

  
  بنياديهاي  تشكيل كلوني و سرعت رشد سلول

مدت زمان تشكيل كلـوني پـس از كاشـت لايـه زاينـده داخلـي       
روز  12تـا   8حاصل از لقاح آزمايشگاهي در حـدود  هاي  بلاستوسيست

حاصـل از شـبيه   هـاي   در حالي كه اين زمان براي بلاستوسيست. بود
ميانگين تشكيل تعـداد  . روز به طول انجاميد 15تا  10ازي در حدود س

بنيـادي حاصـل از لقـاح    هـاي   كلوني اوليه بطور معني داري در سلول
 23/54± 2/2به ترتيب (آزمايشگاهي بيشتر از نوع شبيه سازي آن بود 

نتايج متفاوتي در ارتبـاط بـا   ). 2جدول () P>05/0() 43/36±23/3و 
تعداد كلوني در بين حيوانات مختلف گزارش گرديـده  ميانگين تشكيل 

، 8( درصـد  61تـا   درصد 52بطوري كه  اين ميزان در گاوميش . است
. باشـد  مي )28( 6/66و در بز ) 27( درصد 2/41، در گاو )24و  23، 10

تواند به اختلاف روش كار  مي اين اختلاف بخصوص در مورد گاوميش
  .شت مرتبط باشدكهاي  ميان آزمايشگاه ها و محيط

بنيادي حاصل از شبيه سازي سرعت رشـد كمتـري در   هاي  سلول
بـه  (بنيادي حاصل از لقاح آزمايشـگاهي داشـتند   هاي  مقايسه با سلول

، بطوري كه هـردو نـوع در   )درصد 120درصد در مقايسه با  65ترتيب 
بنيـادي  هـاي   يك زمان كشت شدند، با اين وجود زمـاني كـه سـلول   

بنيـادي  هـاي   رسيدند، سلول 100زمايشگاهي به پاساژ حاصل از لقاح آ
  ).2جدول (بودند  69حاصل از شبيه سازي در پاساژ 

نتايج حاصل از پژوهش اخير نشان داد، نه تنها نرخ تشكيل كلوني 
بنيادي حاصل از شبيه سازي با نوع لقـاح آزمايشـگاهي   هاي  در سلول

شـبيه سـازي   بنيـادي حاصـل از   هـاي   آن متفاوت است، بلكه سـلول 
بنيـادي حاصـل از لقـاح    هـاي   سرعت رشد كمتري را نسبت به سلول

 )10(آزمايشــگاهي دارنــد و مؤيــد نتــايج گــزارش مظفــر و همكــاران 
  .باشد مي
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-NANOG ،OCT4 ،SOX2 ،TRA-1-60 ، TRA-1-81 ،SSEAهاي  و رنگ آميزي ايمونوفلورسانس براي شناساگر (AP)آلكالين فسفاتيز - 1شكل 

  )100µmخط مقياس ( بنيادي روياني گاوميش حاصل از لقاح آزمايشگاهي و شبيه سازيهاي  به منظور شناسايي سلول SSEA-4و  1
  

  بنيادي حاصل از لقاح آزمايشگاهي و شبيه سازيهاي  تشكيل كلوني و سرعت رشد سلول -2جدول 

مدت زمان تشكيل كلوني اوليه   منشاء
  )روز(

   ميانگين تشكيل كلوني اوليه
  )خطاي استاندارد ±ميانگين(

بر اساس تعداد كلوني در هر (سرعت رشد 
  )(%)پاساژ

تعداد 
  پاساژ

لقاح
  a2/2 ±23/54   120  100  روز 12تا  8  آزمايشگاهي
  b23/3±43/36 65  69 روز15تا  10 شبيه سازي

b,a- 05/0( باشند مي هر رديف با حروف غيرمشترك داراي اختلاف معني دارهاي  ميانگين< P(  
  

حاصل از شبيه سازي نياز بـه مـدت زمـان    هاي  بطوري كه كلوني
رسد تفاوت  مي به نظر. بيشتري براي اتصال به لايه تغذيه كننده دارند

كيفيت بلاستوسيست در بين دو روش مورد مطالعه در سرعت تشكيل 
گـزارش كردنـد، بـا    ) 27(رايبـي آيـرو و همكـاران    . كلوني مؤثر باشد
بـه  . توان بلاستوسيست بيشتري توليد كرد مي HMCاستفاده از روش 

ــه  ــوري ك ــن روش ط ــك    در اي ــد ي ــور تولي ــه منظ ــك ب از دو تخم
شود و اين عمل منجر به افـزايش محتـواي    مي بلاستوسيست استفاده

) 11(واجيتـا و همكـاران   . شـود  مي سايتوپلاسمي و تعداد بيشتر سلول
د، تعـداد سـلول   نشان دادند، رويان هايي كه سرعت رشد بيشتري دارن

بيشتر، نسبت لايـه زاينـده داخلـي بـا تروفكتـودرم بـالاتر و احتمـال        
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  .بيشتري براي رسيدن به مرحله بلاستوسيت دارند
حاصل از شبيه سازي كيفيت بهتري با هاي  اگرچه بلاستوسيست 

توجه به تعداد بيشتر سلول و دستيابي بيشتر به مرحلـه بلاستوسيسـت   
حاصـل از شـبيه سـازي    هـاي   ه است، گوسـاله نتايج نشان دادداشتند، 

از . قدرت زنـده مـاني كمتـري نسـبت بـه لقـاح آزمايشـگاهي دارنـد        
تـوان بـه تفـاوت متيلاسـيون و      مـي  مهمترين عوامل در ايـن زمينـه  

بطوري كه ميزان متيلاسيون . استيلاسيون در اين رويان ها اشاره كرد
شبيه سـازي شـده    هاي به علت استفاده از سلول بدني در توليد رويان

بنابراين بـه منظـور مقايسـه    ). 36(باشد  مي بيشتر از لقاح آزمايشگاهي
حاصل از شبيه سازي با لقاح آزمايشـگاهي،  هاي  كيفيت بلاستوسيست

ديگري از جمله قابليت زنـده مـاني قبـل و بعـد از     هاي  نياز به تكنيك
ت تولد و انجام آزمايشاتي در جهـت شناسـايي عوامـل مـؤثر در كيفي ـ    

  .باشد مي رويان
  

  بنياديهاي  مورفولوژي سلول
حاصـل از منشـاء شـبيه    هـاي   نتايج مطالعه اخير نشان داد، كلوني

سازي همانند نوع لقاح آزمايشگاهي آن كاملا فشرده، چند لايه و گرد 
 هستند، بطوري كـه تمـايز در آنهـا از قسـمت اطـراف كلـوني انجـام       

در مـورد  ) 21(همكـاران   ايـن نتـايج بـا نتـايج مظفـر و     . پـذيرفت  مي
در . در مـورد گـاو مطابقـت داشـت    ) 40(گاوميش و ونگ و همكاران 

بنيادي بصورت صفحه هاي  حالي كه برخي گزارشات از تشكيل سلول
  .)20و  3( تك لايه اي در مورد گوسفند حكايت دارد

  
 بنيادي حاصلهاي  پرتواني بين سلولهاي  مقايسه بيان ژن

  شبيه سازياز لقاح آزمايشگاهي و 

، OCT4 ،SOX2ژنهـاي پرتـواني    mRNAهـاي   فراواني نسخه
cMYC  وNANOG  ــلول ــين س ــاي  ب ــاح  ه ــل از لق ــادي حاص بني

نتـايج حاصـل از    .آمـده اسـت   2آزمايشگاهي و شبيه سازي در شكل 
qPCR  هــاي  در بيــان ژننشــان داد، اخــتلاف معنــي داريOCT4 ،
SOX2  وcMYC ح آزمايشگاهي بنيادي حاصل از لقاهاي  بين سلول

بطـور   NANOG، اما بيـان ژن  )P<05/0(و شبيه سازي وجود ندارد 
بنيادي حاصـل از شـبيه سـازي    هاي  در سلول) P>05/0(معني داري 
بنيادي حاصل از شبيه سـازي  هاي  اگر چه سلول). 2شكل (بيشتر بود 

تشـكيل كلـوني    بـر اسـاس  كيفيت ضعيف تري نسبت به گروه شاهد 
بيان بيشـتري   NANOGاشتند با اين وجود ژن دو سرعت رشد  اوليه

) 21(اين نتايج با مشاهدات مظفر و همكاران . در اين سلول ها داشت
منجر به حفظ پرتـواني و   NANOGافزايش بيان . نيز مطابقت داشت

  ).23( شود مي بنيادي موش و انسانهاي  ممانعت از تمايز در سلول
  

  بنياديهاي  تمايز سلول
هـاي   بنيادي نشان داد، سلولهاي  ه تمايز سلولمطالعات مربوط ب

بنيادي گاوميش از هر دو منشاء قابليت تشكيل امبروئيد بادي و تمـايز  
عصبي، پوششـي،  هاي  بافتهاي  سلولبه انواعي از سلول ها، از جمله 

تشكيل امبروئيد بادي براي اولين بـار در  . را داشتندعضلاني و كبدي 
توسط دوتسچمن  1985معلق در سال  موش با استفاده از روش كشت

پس از آن در ديگر گونـه هـا ماننـد گـاو     . گزارش شد) 5(و همكاران 
امبروئيـد  . گـزارش شـد  ) 26(و انسان ) 4(، گوسفند )1(گاوميش ) 39(

كروي هستند كه  پس از پايـان كشـت معلـق و    هاي  بادي ها ساختار
ميـان  ، سـت بـرون پو روياني هاي  اتصال به سطح پتري ديش، به لايه

  ).15(شوند  مي درون پوست تبديلو  پوست
  

  
بنيادي حاصل هاي  سلول: (qPCR IVFبا استفاه از   بنيادي حاصل از لقاح آزمايشگاهي و شبيه سازيهاي  پرتواني در سلولهاي  بيان ژن - 2شكل 

  HMC)بنيادي حاصل از شبيه سازي با استفاه از روش هاي  سلول: HMCاز لقاح آزمايشگاهي، 
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هاي  ، سلول)eو  a(عصبي هاي  به سلول) رديف پايين(و شبيه سازي ) رديف بالا(بنيادي حاصل از لقاح آزمايشگاهي هاي  تمايز سلول - 3شكل 

  )hو  d(بافت عضلانيهاي  و سلول) gو  c(بافت پوششي هاي  ، سلول)fو  b(كبدي
  

وفقيـت از  بنيادي روياني بـا م هاي  بنابر اين، در مطالعه اخير سلول
حاصل از شبيه سازي توليـد شـدند و بـراي مـدت     هاي  بلاستوسيست

ايـن  . در محـيط كشـت بـاقي ماندنـد    ) نزديك بـه دو سـال  (طولاني 
بنيـادي رويـاني   هاي  ها سرعت رشد كمتري در مقايسه با سلول سلول

حاصل از لقاح آزمايشگاهي داشتند، بـا ايـن وجـود  قابليـت پرتـواني،      
مختلف را در خـود  هاي  به امبروئيد بادي و سلول و تمايز 1خودنوسازي
بنيادي روياني هاي  توليد سلولهاي  با توجه به محدوديت. حفظ كردند

توانـد بـه    مـي  با استفاده از لقاح آزمايشگاهي در انسان، شـبيه سـازي   

  .عنوان يك روش جايگزين مطرح باشد
  
 قدردانيو  تشكر

چوهــان كــه بــا بــدين وســيله از پروفســور مــان ماهــان ســينگ 
خود در انجام اين پروژه ما را همراهي نمودند كمال تشكر هاي  حمايت
  .  را داريم
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