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Abstract 

Background and Aims: In limbal stem cell deficiency disease, limbal stem cells (LSCs) are unable to replace 

lost epithelial cells. This causes reduced eyesight and blindness. In recent years, the use of cultured LSCs for 

transplantation has been considered, but their proliferative potency declines during culture due to a premature-

stress-induced senescence. For this purpose, the antioxidant effect of N-acetyl-cysteine on the aging process of 

cultured LSCs was surveyed. 

Materials and Methods: LSCs were cultivated on the amniotic membrane in three groups: the test group treated 

with N-acetyl-cysteine, the positive control group treated with H2O2, and the untreated group as a control. The 

presence and proliferation of LSCs during culture were assessed by hematoxylin-eosin staining and the expression 

of ΔNP63α specific marker, by immunofluorescent assay. The effect of N-acetyl-cysteine on the senescence 

process of expanded LSCs was evaluated by measuring beta-galactosidase activity. 

Results: The presence of cells and the proliferation of LSCs during culture were confirmed by hematoxylin-eosin 

and immunofluorescent staining, respectively. Cells treated with N-acetyl-cysteine in short-term treatment and 

long-term treatment significantly presented a lower level of beta-galactosidase, which confirms the effective role 

of N-acetyl-cysteine in delaying the senescence of cultured LSCs. 

Conclusion: Treating LSCs with N-acetyl-cysteine during the culture process could be effective in delaying the 

senescence of LSCs, which could be valuable for long-term cornea restoration. 
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 مقاله پژوهشی 

شده بر روی کشت  مبالی لیاد های بنیی سلولربر روند پی نیستئ سی -لاستی-Nبررسی اثر 

 انسانی کی نوت پرده آمی

  * ۳یعلمدار یدیحم وشیدار  ،۲برومند ایناد ،۱یالهه عماد

 .ران یسبزوار، سبزوار، ا ی دانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک  ،یو مولکول  یسلول قات ی مرکز تحق ،یمولکول  یپزشک   اریاستاد  .۱

 ، ایران مشهد ،علوم پزشکی مشهددانشگاه کارشناسی ارشد بیوشیمی بالینی، دانشکده پزشکی،  .۲

   .رانیمشهد، مشهد، ا  یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،ی نیبال ی می وشیاستاد ب  -۳

 اطلاعات مقاله 

 ۲۸/۱۲/۱۴۰۴ تاریخ پذیرش:           ۰۹/۱۴۰۴/ ۲۰تاریخ دریافت: 

 چکیده 

  الی تلی اپ یهاکردن سلول نیگزی( قادر به جاLSCs)  مبالی ل یاد ی بن  یهاسلول مبال،ی ل یاد ی بن  یهانقص سلول یماری در ب  مقدمه و اهداف:

 وند ی پ  یشده براکشت داده  LSCsاستفاده از    ری اخ   یها. در سالشود یم   یینای چشم و ناب  دیامر موجب کاهش د   نی. اباشندیرفته نمازدست

پتانس اما  پ   یها ط آن  یری تکث   لی موردتوجه قرارگرفته است  به علت  اثر   نی. بدابدییکاهش م  وی دات ی از استرس اکس  یناش  یری کشت  منظور 

 .شده موردسنجش قرار گرفتکشت LSCs یریبر روند پ نیستئ ی س-لی است - N یدانیاکسیآنت 

و    دیپراکس  دروژنی با ه  ماری گروه کنترل مثبت تحت ت  ن، ی ستئی س-ل ی است -Nبا    ماری تحت ت  شیدر سه گروه، گروه آزما  LSCs  ها:مواد و روش

-نیلی هماتوکس  یزیآمکشت با رنگ  یط   LSCs  ری کشت داده شدند. روند حفظ و تکث  ک ی نوت یپرده آم  یعنوان کنترل، بر رو به  ماری گروه بدون ت 

در  نی ستئی س-لی است-N  یدان ی اکسیگرفت. اثر آنتقرار    یموردبررس  مونوفلورسنتیبا روش ا  ΔNP63α  یمارکر اختصاص   انی ب   یو بررس ائوزین

 .شد یریگاندازه دازیبتاگالاکتوز میآنز تی ها با سنجش فعالسلول یری پ  ندیفرا

 مار ی ت  یها. سلولدی دگرد یی تا  مونوفلورسنتیو ا  ائوزین-نی لی هماتوکس  یزیآمبا رنگ  بیکشت به ترت   یط  LSCs  ریو تکث   یحضور سلول  :نتایج

را نشان دادند که    دازی بتاگلاکتوز  میاز آنز  یکمتر  زانی م  یداریطور معنبلندمدت به  ماری مدت و تکوتاه  ماری در ت   نی ستئی س-لی است -Nشده با  

 . است یسلول یر یپ ری در تأخ  نی ستئی س-لی است -Nمؤثر  قشبر ن یدییتأ

باشد    گذارر یکشت تأث  طیدر شرا  هاآن  یری به تأخیر انداختن پ   درتواند  سیستئین می-استیل-Nبا  طی روند کشت    LSCs  ماری ت   :یریگجهینت

 .استقرینه حائز اهمیت  یامر در بازساز نیکه ا

 . مبالیل یاد ی بن  یهاسلول ،یسلول یری پ و،ی دات یاسترس اکس ن،ی ستئی س-لی است - کلید واژگان:

مسئول  علمداری:  نویسنده  حمیدی  بالینی   ،استاد ،    داریوش  پزشک  ،بیوشیمی  علوم  ا مشهد،  مشهد   یدانشکده  الکترونیکی:  .رانی،   پست 

hamidiad@mums.ac.ir 

نادیالهه عماد  استناد به مقاله: پ   نیستئ ی س- لیاست -Nاثر    یبررس   .یعلمدار  ید ی حم  وشیبرومند، دار  ای ،    مبال یل  یاد یبن   یهاسلول   یر یبر روند 

، صفحات:  ۱شماره  ،  ۳۱، دوره  ۱405  خرداد،  سبزوارمجله کمیته تحقیقات دانشجویی دانشگاه علوم پزشکی  ،  یانسان   کی نوتیپرده آم  یشده بر روکشت

7۲-6۱ . 
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 و همکاران   ی علمدار   ی د ی حم   وش ی دار  ...  ی ر ی بر روند پ  ن ی ستئیس - ل ی است- Nاثر   ی بررس 

 
 مقدمه

سلول امروزه   اصلی  کاربردهای  از  در  یکی  بنیادی  های 

آن از  استفاده  بالین،  بی حوزه  درمان  در  ی  هایمارها 

  هادهای  نتریالعلاج است. به همین دلیل یکی از مطرحصعب

سلول  زمینه  آندر  کشت  و  جداسازی  بنیادی،  جهت  های  ها 

در این زمینه، درمان بیماری  ی مختلف است.  ها یماردرمان بی

سلول  )نقص  لیمبال  بنیادی  چشم   LSCD )1های  قرنیه 

شده  کشت داده  2( LSCsهای بنیادی لیمبال )سلول   لهوسیبه

است   قرارگرفته  موردتوجه  قرنیه (۱)بسیار  اصلی  عملکرد   .

)محافظت از چشم و شکست نور ورودی از محیط پیرامون به 

چشم( وابسته به عناصر شفافیت، تغذیه، تراوایی و فرآیند خود  

و هر نوع اختلال در این عناصر، بینایی صحیح   ترمیمی است 

می مختل  سلول (۲)  کندرا  قرنیه،  سطحی  لایه  در  های  . 

روزه با مسئولیت حفظ شفافیت و    7-۱0  عمرمه اپیتلیالی با نی

های بنیادی بخش  سلول   لهوسیتمامیت قرینه وجود دارند و به

. اختلال و نقص در  (5-۳)  شوند تجدید و ترمیم می  3لیمبوس

سلول  این  میعملکرد  باعث  توسط ها  قرینه  سطح  شود 

قرنیه سلول  و  شود  پوشیده  ملتحمه  بافت  از  مشتق  های 

تحت عنوان نقص    طشرای  نشفافیت خود را از دست دهد. ای 

بنیسلول  لیادهای  نامیLSCD)  مبالی   کهشود  می  ده( 

دی  جهدرنتی کاهشبه  ماربی  د آن  میشدت  حتی  و  تواند  یافته 

نابی  ماربی به(7,  6)کند    نارا  درمان  .  معمول،  با    LSCDطور 

لیمبال صورت می ناحیه  پیوند  از  روش  با مشکلاتی  که  گیرد 

آب خطر  افزایش  چشم،  عفونت  فشار  جمله  افزایش  مروارید، 

زدن   پس  و  شبکیه  جداشدگی  تورم،  خونریزی،  چشم،  کره 

هایی  . به همین خاطر امروزه تلاش(8,  6)پیوند همراه است  

عنوان شده در آزمایشگاه بهکشت  LSCsدر زمینه استفاده از  

 تمورد از موفقی  ن. اولی(9)روش جایگزین صورت گرفته است  

 
1. Limbal stem cell deficiency 

2. Limbal stem cells 
3. Limbus 
4. Fibrin glue 

شده در  کشت  مبال ی لیادبنی  هایسلول   وندی روش پی کی نکلی

ی و همکارانش گزارش  نتوسط پلگری  ۱997در سال    شگاهآزمای

بی(۱0)  دگردی ادامه محققان  ایشتر. در  در  تلاش   نهزمی  نی 

 . (۱۳- ۱۱, 5)روش را بهبود بخشند  نکردند تا ای

ی همواره بر  ادهای بنیشده بر روی سلول مطالعات انجام

محی تکثیطاثر  و  رشد  بر  کرده سلول   نای  ر،  تأکید  و  ها  اند 

سازی شرایط و محیط کشت اند که بهینهها نشان دادهپژوهش 

  بخش ی گامی مهم درنتیجه شگاهیآزما  طها در محیسلول   نای

آن از  استفاده  از  بودن  استفاده  بررسی  است.  درمان  در  ها 

و   هسازی محیط غشای پایهای مختلف جهت شبیه ماتریکس 

های  ی سلول شگاهاسترومای سلولی درون تنی درکشت آزمای

ریز    تسازی و بازگرداندن حمایجهت بهینه  روشی، یک  ادبنی

ها است. استفاده موفق از پرده محیط مناسب کشت این سلول 

پی  کیوتآمنی در  ایچش  وندانسان  تا  شده  سبب  بافت   نم، 

ی ادهای بنیعنوان یک ماتریکس مناسب جهت کشت سلول به

گی  مبال لی قرار  همچنین .  (۱5,  ۱4,  ۱۱,  6)  ردموردتوجه 

در کشت    4(FG)ی  نیبرشده است که استفاده از چسب فیثابت

 ال یتلهای اپیسلولی با به تأخیر انداختن رشد و مهاجرت سلول 

( پلاکت  از  غنی  پلاسمای  فاکتورهای   PRP)5و  بودن  دارا  با 

منظور،    ن. بدی(17,  16)  باشندمی  دمفی  LSC  ونددر پیرشد  

بی  مطالعه  این  لیی وپسدر  از  آماده  مبال های  استفاده  با  شده 

PRP-FG  آمنی غشای  شده    ک یوتبه  زدایی  سلول  انسانی 

 متصل و کشت داده شدند. 

سلول  بالینی  استفاده  مشکلات  جمله  بنیادی، از  های 

کارایی آنکاهش مدت پیری سلولیزمان  القای   6ها درنتیجه 

ناشی از استرس اکسیداتیو در طی مراحل کشت برون تنی و 

نیاز به پیوندهای مکرر است. به همین علت اعمال مداخلاتی  

سلول  این  کشت  شرایط  پتانسیل در  حفظ  در  بتواند  که  ها 

سلول  آنتکثیری  زودرس  پیری  از  جلوگیری  و  طی  ها  در   ها 

5. Platelet-rich plasma 
6. Senescence 
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است  پژوهش  ضروری  باشند،  مؤثر  تنی  برون  با  (۱8)های   .

ی ردر القای پی  ارذرگعوامل تأثی  نتریی از مهمک ی  کهنتوجه به ای

تیتن  برونطی کشت    ویداتسلولی استرس اکسی   ماری است. 

آنتیسلول  مواد  با  به    جنتای  دانیاکسها  راستای  در  اثربخشی 

؛ (۱9)است    دادهی سلولی نشان  رنوع پی  نتأخیر انداختن ای 

آنتی اثر  پژوهش  این  در  منظور  - لاستی-N  دان یاکسبدین 

سلول   نیستئ یس پیری  انداختن  تأخیر  به  بنیادی جهت  های 

موردمطالعه  آمنیوتیک  پرده  روی  کشت  روند  طی  در  لیمبال 

 . قرار گرفت

 کار  روش و مواد

 سازی نمونه برای کشت آماده

 IR. MUMS.fm.REC.1395.141مطالعه با شماره  این 

  21اخلاق دانشگاه علوم پزشکی مشهد رسید.    تهکمی  دبه تائی

ناحی بافتی  چشم   مبوسلی  هنمونه  صلبیه  از  مقداری  و  قرنیه 

بی از  مغزی  مرگ  چشم    مارستاناهداکنندگان  تخصصي 

نمونه  اءالانبیخاتم آمد.  دست  به  گروه  مشهد  سه  در  ها 

 ن، یستئ سی-لاستی-Nبا    مارتحت تی  شتایی، گروه آزمایهفت

تی تحت  مثبت  کنترل  پراکسی  مارگروه  هیدروژن  گروه   دبا  و 

تی ابتدابه  ماربدون  شدند.  تقسیم  کنترل  گروه  لایه    عنوان 

از روی    ماندهباقی  هو قرنی  ههای اضافي صلبیقسمت  ملتحمه،

ریم لیمبوس پاکسازی    تجدا گردیدند. درنهای  مبوسلی  هناحی

کوچک قطعات  به    شده 

(2mm 5/۱×5 /1.برای کشت تقسیم شد ) 

 محیط کشت 

از شرکت    شدهیدارخری  DMEM-F12کشت    طبه محی

Dacell  ،FBS  (10%انسولی ،)لیتر(، در میلی   کروگرممی  5)  ن

وبا میلی  30)  1سم  در  جنتاماینانوگرم   50)  نیس لیتر(، 

میلی  کروگرممی میلی   hEGF  (2لیتر(،  در  در  لیتر(، نانوگرم 

نانوگرم در    5)  وملیتر(، سلنیدر میلی  کروگرممی  5)  نترانسفری

هیدروکورتی میلی  میلی   کروگرممی  5/0)  زونلیتر(،  لیتر(، در 

  کروگرم می  B  (25 /1  نیسی مولار(، آمفوتریلمی  4گلوتاماکس )

 
1. Cholera toxin 

میلی سیدر  پنی  و  میلی   کروگرممی  1/ 5)  نیل لیتر(  لیتر( در 

 اضافه گردید.

فی چسب  )-  نیبرتهیه  پلاکت  از  غنی  -PRPپلاسمای 

FG ) 

  8به مدت    g    ×2300لیتر خون وریدی در دور  میلی  200

گردید    وژیفهای قرمز سانتری منظور جداسازی گلبول به  قهدقی

به    g    ×2000پلاسمای غنی از پلاکت در    وژی فو سپس سانتری 

پلاکت  قهدقی  15مدت   رسوب  پلاسمای  برای  شد.  انجام  ها 

منجمد و سپس    گراددرجه سانتی   -70آمده در دمای  دستبه

 در  قهدقی  5ذوب شد و به مدت    گراددرجه سانتی   4در دمای  

g  ×6500 7گردید. پلاسمای رویی تا باقی ماندن  وژیفسانتری  

(  PRP-نوژنیبررسوب شده )فی   نوژنیبرلیتر پلاسما و فی میلی 

ترومبی افزودن    نحذف شد.    مکلسی  دکلری  تریکرولمی  100با 

(2CaCl  )10    شده  لیتر پلاسمای رویی حذفمیلی  1درصد به

فی  هتهی چسب  )-   نیبرشد.  پلاکت  از  غنی  -PRPپلاسمای 

FG  افزودن با  ترومبی میلی  7(  لیتر میلی   7به  شدهه تهی  نلیتر 

 .(20)فراهم گردید   PRP-نوژنیبرفی

 های لیمبالسلول explantکشت 

روی    بر   2cm  1×1شده به ابعاد  برش داده  کیوتیآمنپرده  

کشت قرارداده شد.    تهای پلیی در چاهکتروسلولز کاغذ نی

لی کوچک  قطعات  اپیتلیال تهیه  مبوسسپس  سمت  از  شده 

داده   قرار  کشت  پلیت  داخل  آمنیوتیک  قطعات  روی  بر  خود 

ترکیب   از  را    PRP-FGشدند.  قطعات  کاملًا  که  میزانی  به 

دقیقه به   3-5ها ریخته شد و  پوشش دهد قطره قطره روی آن 

تثبی لیمبوس  پرده   شدهت آن زمان داده شد. قطعات  بر روی 

شستشو   قهدقی  2ت به مدت  تراسی تریلی لمی 1-2با  کیوتآمنی

لیتر میلی  0/ 8داده شدند. بعد از تخیله کامل سیترات از پلیت  

شده شده که در قسمت قبل به آن اشارهاز محیط کشت تهیه

  37به قطعات اضافه گردید. پلیت کشت در انکوباتور با دمای  

درصد به مدت    2CO  5درصد و    85گراد، رطوبت  درجه سانتی
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سلول روز    ۱4 گسترش  شد.  بهانکوبه  زی ها  در  متوالی    ر طور 

 معکوس بررسی گردید.  کروسکوپمی

 و پراکسید هیدروژن  نیستئ سی-لاستی-Nتیمار با 

در دو گروه تیمار   نیستئسی-لاستی-Nها با  تیمار سلول 

مدت )از روز یازدهم کشت( و تیمار بلندمدت )از روز هفتم  کوتاه 

میلی   5و    ۳،  ۱،  5/0،  0۱/0های مختلف )کشت( در غلظت

که در آن    نی ستئسی-لاستی-Nمولار( انجام گرفت. غلظتی از  

عنوان  ها کمترین فعالیت بتاکالاگتوزیدازی را داشتند بهسلول 

شد.   گرفته  نظر  در  بهینه  سلول غلظت  پراکسید  تیمار  با  ها 

مدت )از روز یازدهم کشت( و  در دو گروه تیمار کوتاه هیدروژن  

، 0های مختلف )تیمار بلندمدت )از روز هفتم کشت( در غلظت

میکرو مولار( انجام گرفت.   ۲50و    ۲00،  ۱50،  ۱00،  50،  ۲0

غلظتی از پراکسید هیدروژن که باعث ایجاد بالاترین فعالیت 

بهبتا به  بود  شده  نظر  گالاکتوزیدازی  در  بهینه  غلظت  عنوان 

صورت سه بار تکرار انجام گرفتند و ها بهگرفته شد. تمام آزمون

به  شدند.    Mean ± SDصورت  نتایج  تیگزارش  از    مارپس 

و پراکسید   نی ستئسی-لاستی-Nهای بهینه  ها با غلظتسلول 

آمنیبافتقطعات    هیدروژن، پرده  از  پرده   کیوتی  و  جداشده 

ی ری بررسی پیبراو  مبال ی لیادهای بنیبرای تائید رشد سلول 

کشتسلول  آمنیهای  پرده  روی  بر  قسمت    کیوتشده  دو  به 

 تقسیم شد.

 ( H&E) نائوزی-ن یلآمیزی هماتوکسیرنگ

سلول  رشد  تائید  آمنی جهت  پرده  روی  بر   ک یوتها 

طور خلاصه،  انجام شد. به  نائوزی  -نیلسیهماتوکآمیزی  رنگ

  5تا    ۳به مدت    نیلشده با محلول هماتوکسی  دراتهمقاطع هی

شستشو، بخشرنگ   قهدقی مرحله  از  پس  با  آمیزی شدند.  ها 

  هثانی  5به مدت    دیدروکلرادرصد هی  ۱درصد حاوی    70اتانول  

  ن شدند. پس از مرحله شستشو، مقاطع با محلول ائوزی  مارتی

. پس از مرحله شستشو، دآمیزی شدنرنگ   قهدقی  5-۳به مدت  

طورمعمول  سازی و مونته کردن به شفاف  ،یری آبگیندهافرآی

 
1Antigen Retrieval  

زی مقاطع  شد.  قرار    کروسکوپمی  ر انجام  موردبررسی  نوری 

 گرفتند.

سلول وجود  بنیتائید  لیادهای  روش   مبالی  به 

 منوفلورسنتای

شده از  کشت  مبال ی لیادهای بنیبرای تائید حضور سلول 

ی مونوکلونال موشی  هایبادفلورسنت و آنتیمونو ی ایزآمیرنگ

ΔNP63α  (Santa Cruzبه آن(  اختصاصی  نشانگر  ها  عنوان 

شد.   در explantاستفاده  آمینوتیک  پرده  از  جداشده  های 

مدت    4  دپارافرمالدهی به  تثبی  15درصد  و    تدقیقه  شدند 

پارافی در   
ً
برش  نمتعاقبا شد.  با کرومترمی   5های  جاسازی  ی 

دمای   در  سانتی   65-80انکوبه  مدت  درجه  به  - 15گراد 

های  سازی لاممنظور شفافزدایی شدند. به  ن دقیقه پارافی 10

 حاوی 

تیبرش با  زایلن شسته شدند. سپس  با  الکل    مارها سه مرتبه 

هیبندیدرجه فرآی  دراتهشده  آنتیاببازی  ندگردیدند.  با   1ژنی 

درصد    Tween  05/0با    tris-EDTAفروبردن مقاطع در بافر  

(pH = 9.0  و حرارت دادن در آب )گراد  درجه سانتی   96-98

شدند.    ردرصد نفوذپذی  Triton X-100  1ها با  انجام شد. برش

درصد و سرم    BSA  3ی با  راختصاصهای اتصال غیسپس مکان 

به مدت  راختصاصدرصد غی10بزی     4در دمای    قهدقی  60ی 

سانتی آنتیدرجه  سپس  شد.  مسدود  مونوکلونال  گراد  بادی 

ΔNP63α  صبرای تشخی  LSC  ها استفاده شد. مقاطع تحت

)  کروسکوپمی  کی ، Nikon Eclipse E200فلورسانس 

JAPANهای  سلول   ص( موردبررسی قرار گرفتند. برای تشخی

ΔNP63α  ترتی به  پروستات  سرطان  و  لنفوم  بخش   بمثبت، 

 شد. استفادهعنوان کنترل منفی و مثبت به

 آزمون بتاگالاکتوزیداز

بتا ارزی  دازگالاکتوزی-آزمون  پیاببرای  انجام  ری  سلول  ی 

شده روی پرده آمینوتیک  های کشتLSCطور خلاصه،  شد. به

 معلق  pH  5/4مولار )  1/0  تراتشسته و در سی  PBSبا  
ً
( مجددا

سلول  مدت  شدند.  به  سونیکاسیون  توسط  لی  3- 5ها   زثانیه 
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لی سپس  در  ز گردیدند.  سلولی  مدت    g    ×15000های    5به 

با    وژیف سانتری  قهدقی سوپرناتانت  در میلی  ONPG  (4و  گرم 

مولار  لمی   1لیتر(،  میلی  مهارکننده   2MgClی  کوکتل  های  و 

درجه    37در دمای    ونپروتئاز مخلوط شدند. پس از انکوباسی

مولار به مخلوط    1کربنات    ممیکرولیتر سدی  200گراد،  سانتی 

گیری شد  نانومتر اندازه  420موج  اضافه و جذب نوری در طول 

با استفاده از روش برادفورد گزارش    نگرم پروتئی و در هر میلی

 شد. 

 آنالیز آماری 

اندازهداده از  حاصل  بهگیریهای  میها  ±   نیانگصورت 

معی مقایMean ± SD)  ارانحراف  برای  شدند.  گزارش   سه ( 

بیمیانگین  مستقل  گروه   نها  تی  آزمون  از  مختلف  های 

(Unpaired T-testبا استفاده از نرم ) افزار آماریGraphPad 

Prism    05/0ی  داراستفاده شد. سطح معنی(  6)نسخه    >P-

value  ها در سه تکرار مستقل آزمایش   هدر نظر گرفته شد. کلی

 . رفتانجام پذی

 نتایج

ها از قطعه بافتی بر روی پرده  تائید حضور و رشد سلول

 کیوتآمنی

به و  کشت  روش  از  اطمینان  و  جهت  رشد  تائید  منظور 

پس  ،  آمنیوتیک  هروی پرد  فتی بهاها از قطعه بمهاجرت سلول 

کشت    14از   و  روز  بافتی  فقطعات  پرده    نیبریچسب  از 

آمنیوتیک   پرده  و  شدند  جدا  رنگآمنیوتیک    آمیزی با 

قرار  -یلینسهماتوک موردبررسی  در    هان اکپیگرفت.  ائوزین 

نشان سلول تصویر  کشتدهنده  طی  های  که  هستند  شده 

 کی وتی به سطح پرده آمنیبافتاز قطعه    ونزمان انکوباسیمدت

 (.1اند )شکل مهاجرت کرده
 

 
های ناحیه لیمبوس بر روی پرده تصویر نشان دهنده حضور سلول  های ناحیه لیمبوس بر روی پرده آمنیوتیک. . تائید مهاجرت سلول 1شکل 

( 10ائوزین در روز چهاردهم کشت است )بزرگنمایي × -آمیزی هماتوکسیلین آمنیوتیک با رنگ 

 مونوفلورسنتآمیزی ایحاصل از رنگ جنتای

تائید موفقیت کشت سلول به   مبالی لیادهای بنیمنظور 

آمنی پرده  روی  رنگکیوتبر  روش  از  ای ،   منوفلورسنت آمیزی 

شد.   هسته به  ΔNP63αاستفاده  پروتئین  یک  ای  عنوان 

 شود و  های بنیادی لیمبال شناخته می اختصاصی سلول 

 

آنسلول  هسته  که  رنگهایی  بهها  است،  شده  عنوان  آمیزی 

LSC  همان شدند.  شکل  شناسایی  در  که  نشان    2گونه 

بافتی بهداده درستی شده است، فرآیند کشت به روش قطعه 

و  انجام پرده LSCشده  سطح  به  اولیه  بافتی  قطعه  از  ها 

 اند. مهاجرت کرده کیوتآمنی
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شده روی  های بنیادی لیمبال کشتسلول  های ناحیه لیمبوس آمیزی ایمونوفلورسنت پرده آمنیوتیک در روز چهاردهم کشت سلول . رنگ 2شکل 

دهندهای بنیادی لیمبال را نشان می ها هسته سلول اند. پیکانشده نشان داده  10با بزرگنمایي ×   ΔNP63αپرده آمینوتیک بیان کننده 

- لاستی-Nشده با  های کشتسلول   مارحاصل از تی  جنتای

 ن یستئیس

مدت و بلندمدت  ها به دو صورت تیمار کوتاه تیمار سلول 

ازآنجاگرفتانجام   بهسلول   کهیی .  از ها  میانگین    7روز    طور 

تیمار   کنندی کشت شروع به مهاجرت بر روی پرده آمنیوتیک م

از    مدتکشت و تیمار کوتاه   14کشت تا روز    7بلندمدت از روز  

میلی مولار    1کشت انجام شد. غلظت    14کشت تا روز    11روز  

بهینه  به تیمارعنوان غلظت  و غلظت    برای  میلی    3بلندمدت 

در نظر گرفته  مدت  کوتاه   عنوان غلظت بهینه برای تیمارمولار به

 (.3شد )شکل 

 
میلی مولار و برای    3مدت غلظت بهینه برای تیمار کوتاه سیستئین.-استیل- Nهای بنیادی لیمبال با مدت و بلندمدت سلول . تیمار کوتاه3شکل 

شده است نشان داده  Mean ± SDصورت میلی مولار در نظر گرفته شد. نتایج به   1تیمار بلندمدت 
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سلول  از  گروهی  نتایج  تصدیق  بهجهت  کنترل ها  عنوان 

د  سیمدت و بلندمدت با هیدروژن پراکمثبت به دو صورت کوتاه

از   متفاوتیهای  شدند. جهت تعیین غلظت بهینه غلظت  تیمار

 میکرومولار   50گردید و غلظت   استفاده سیدهیدروژن پراک

میکرومولار   150بلندمدت و    برای تیمارعنوان غلظت بهینه  به

در نظر گرفته شد  مدت  برای تیمار کوتاه عنوان غلظت بهینه  به

 (.4)شکل 

 

 
میکرو مولار و برای   150مدت غلظت بهینه برای تیمار کوتاه  های بنیادی لیمبال با هیدروژن پراکسید.مدت و بلندمدت سلول . تیمار کوتاه4شکل 

 شده است نشان داده  Mean ± SDصورت میکرو مولار در نظر گرفته شد. نتایج به   50تیمار بلندمدت 
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میزان آنزیم بتاگالاکتوزیداز را    (NACسیستئین )- استیل-Nتیمار با  مدت و بلندمدت.. مقایسه میزان آنزیم بتا گالاکتوزیداز در تیمار کوتاه5شکل 

و   000۱/0مدت آمده برای تیمار کوتاه دستبه   P-valueاند. مقادیر  شده نشان داده  Mean ± SDصورت داری کاهش داد. نتایج به طور معنی در هر دو گروه به 

 ( Cبود در مقایسه با گروه کنترل )  04/0برای تیمار بلندمدت  

های مختلف موردمطالعه گروه   نی ب  جینتا  سه ی مقا  5شکل  

م نشان  ادهد یرا  به  توجه  با    داز یبتاگالاکتوز  تیفعال  کهنی. 

   یریشده پشناخته  یهااز شاخص  یکی  یسلول  یریوابسته به پ

نتا   یسلول ت  یحاک  جیاست،    ل ی است-Nبا    مار یاز آن است که 

معن   نیستئ یس کاهش  طول    یسلول  ی ریپ  داریموجب  در 

در هر دو    میآنز  نیا  تیفعال  کهیطورشده است. بهکشت  ندیفرآ

مقاکوتاه   ماریت در  بلندمدت  و  ت  سهیمدت  بدون  گروه    ماریبا 

معنیبه کاهشطور  )به داری  است    ب یترت  یافته 

0001/0  =p   04/0  و  p=ا بر  علاوه  اثر    ن،ی(.  شدت 

تمشاهده در  بهکوتاه  ماریشده  بمدت  ت  شتریمراتب    مار یاز 

ب که  بوده  به  یاثربخش   انگریبلندمدت  زمان  و   مار یت  نهیبالاتر 

با  کوتاه  پ  نی ستئیس  لیاست-Nمدت  کاهش    ی سلول  یری در 

 . است

 بحث 

عل از    هاینگران  رغم ی امروزه،  استفاده  بالقوه  خطرات  و 

متاستاز به    ایشدن    یمانند احتمال سرطان  ،یادیهای بنسلول 

آن  یابافته  کاربرد  بهمختلف،  درمان  در  روزافزون ها  طور 

نمونه  یکیاست.    افتهیگسترش  از    یهااز  استفاده  برجسته، 

بنسلول  است.    هیرنق   عاتیضا  میترم  ی برا  مبالیل  یادیهای 

سلول  نقص  سلول   مبال یل  یادیبن  یهادرمان  کشت    یهابا 

ناح از  ام  یکی  مار، یب  مبوسیل  هیاتولوگ   نیتردوارکننده یاز 

توسعه   نه،ی زم  نی. در ارودیبه شمار م   LSCDدرمان    یرهایمس

سلول  کشت  بندانش  سلول   ی ادیهای  ازجمله  های  بالغ، 

کمی  مبال،یل  یادیبن را    تیفیتواند  بخشد،    بهبوددرمان 

عضو را کاهش دهد و روند درمان    وندیاز پ  یناش  یعوارض جانب

تسر  مارانیب پ  عی را  بنسلول   وندیکند.    ال یتلیاپ  یادیهای 

درمان  کیعنوان  به  مبال،یل سلول   یبرا  یروش  های  نقص 

موفق  مبال،یل  یادیبن نشان    76  یبیتقر  تیتاکنون  را  درصد 

است ا(11)  داده  در  پ  نی.  پامدت  وند،ینوع    ی داریزمان 

های  سلول   لیو پتانس  های ژگیبه و  وند،یها پس از عمل پسلول 

داده بستگکشت  بنابرا  یشده  زم  قاتیتحق   نیدارد؛   نهیدر 

معرفبهینه و  سلول   یهاروش   نیبهتر  یسازی  های  کشت 

 همچنان ادامه دارد.  مبال یل یادیبن

عوامی از  سلول   ذارتأثیرگ  لکی  کاربردی  کشت  های  در 

است لیمبال  بفبنیادی  از  مهاجرت  ساده  جهت  مناسب  تری 

ریز  هرچه بیشتر شرایط آزمایشگاهی با    سازیها و شبیهسلول 

سلول   محیط این  برونطبیعی  کشت  طی  است  ها  .  تنی 

بهفستا آمنیوتیک  پرده  از  باده  مناسب  سعنوان  دلیل تری    به 

ان  ازجمله  ییهای ژگیو منشأ  منتشر   سیلپتان  ،انیسداشتن 

اپیدرمال  رشد  فاکتورهای  رشد   ،کردن  فاکتورهای 

رشد  ،کراتینوسایت رشد   ،هپاتوسیت  فاکتورهای  فاکتورهای 

فیبروبلاست   رشد  فاکتورهای  و  موردتوجه  عصبی  بسیار 

درنتیجه(22,  21) است    قرارگرفته پردازش  .  آمنیوتیک    پرده 

تجاری به  شده  مطالعه  این  بدر  کشت  سعنوان  برای  تری 

سلول  قرار آزمایشگاهی  مورداستفاده  لیمبال  بنیادی  های 

 .گرفت

رشد سلولی   حمایت کنندهاز دیگر محصولات بیولوژیکی  

ترکیبی از فیبرینوژن و ترومبین تحت عنوان    ،انیسبا منشأ ان

فیبرین   رشد  ق الحاو    استچسب  همچون    فاکتورهای 

  تس عنوان دارببه  ش راعملکرد  به آن، پلاسمای غنی از پلاکت  

سلول   کنندهتیحما تنی  برون  رشد  م  هابرای    بخشد یبهبود 

های  . استفاده از چسب فیبرین در عمل پیوند سلول (24,  23)

نیز   لیمبال  فیبرین   زیآمتیموفقبنیادی  چسب  است.  بوده 

های اپتلیال عنوان یک مانع فیزیکی در برابر مهاجرت سلول به

های بنیادی لیمبال روی  ملتحمه و یک محرک مهاجرت سلول 

کند   عملمی  است.  (25)قرنیه  مزایای  اینفبنابر  از  ماده   اده 

فیبرین  مطالعاتی    ،تیسزی آزمایشگاهی  چسب  کشت  در  را 

بهسلول  لیمبال  بنیادی  بهای  مستعنوان  غذی  ری 
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از  .  (26,  16)  اندکاربردهبه تحقیق  این  فیبرین  در  به  چسب 

پلاسمای  به  همراه  پلاکت  از  داربغنی  روی سعنوان  بر  تی 

شد  هاسلول  درواقاستفاده  دارب  ع.  این  بر  سایجاد  سلولی  ت 

ها در  شود سلول بودن باعث می  ذی بر مغ   ها علاوهروی سلول 

دارب این  با  س عمق  مشابه  فضایی  تا  گیرند  قرار  محیط ت    ریز 

شود  امر سبب می  ها ایجاد شود. همچنین اینطبیعی سلول 

یافته ها است کاهشیژنی که در تماس با سلول سکاکه غلظت  

 .ها تقویت شود سلول این  و خصوصیت بنیادین بودن

شده به روی لیمبال کشت  های بنیادیبرای انتقال سلول 

  ل هایی با تعداد بالا و پایداری زیاد پس از عمنیاز به سلول   مچش

پایداری سلول و یا بافت را پس   ازجمله عواملی که  .پیوند است

تأث  تحت  پیوند  میاز  قرار  القاء  سلولی    پیری  دهد یر  زودرس 

شرایط آزمایشگاهی در  .  (28,  27)  است   شده توسط استرس

مواد   های غیرطبیعی. غلظتهستندالقای پیری زودرس مؤثر  

وهاگونه  ذی،مغ اکسیژن  فعال  رشد  ی  ضور  ح  ،فاکتورهای 

تنی  درون یهایژن محیطی و همچنین عدم وجود ارتباطساک

خارج سلولی ازجمله مواردی    های اطراف و ماتریکسبا سلول 

کشت  سه محیط  در  سلولی  پیری  القای  در  که  تند 

دارند  نقش  نتیجه.  (۳۱-۲9)  آزمایشگاهی  این  به   محققان 

 هاتیاولو  نی ترکه بهینه کردن شرایط کشت از مهم  اندده یرس

تکثیری سلول و جلوگیری از پیری زودرس    سیلپتان  حفظدر  

طیآن برونپژوهش ها  است   های  برخلاف  .  (34-32)  تنی 

زودرس    یریاست، پ  ریناپذاجتناب  ی ا  دهیکه پد  یریتکث  یریپ

تا حد آنتی  یالقاشده توسط استرس  اکسیدانی  با مداخلات 

استقابل یک   نیستئسی-لاستی-N.  (35)  کنترل 

به  دانیاکسآنتی که  است  و قوی  بالین  در  گسترده  طور 

می استفاده  نقش  آزمایشگاه  به  مطالعاتی  - لاستی-Nشود. 

اشاره   نیستئ یس سلولی  پیری  انداختن  تأخیر  به  اند  کرده در 

همکاران  هاندلر.  (۳6) تیمار   و  که  دادند  نشان  همچنین 

با  سلول  اندوتلیال  کاهش    نیستئ سی-لاستی-Nهای  سبب 

مارکر پیری سلولی و کاهش بیان  یژن  سفعال اک  یهاگونه  تولید

 .  (37)شود ها میدر سلول بتاگالاکتوزیداز(  م)آنزی

ا ا  نیدر  به  توجه  با  لسلول   کهنیپژوهش،    مبال یهای 

مبه قطعه    نیانگیطور  از  را  خود  مهاجرت  کشت  هفتم  روز  از 

آمن  یبر رو  یبافت بلندمدت    ماریت  کردند،یآغاز م  کیوتیپرده 

نتاسلول  تا روز چهاردهم کشت انجام شد.  از روز هفتم   جیها 

اثر    یحاک که  بود  آن  ت   نیستئ سی-لاستی-Nاز  بازه   مار یدر 

مطلوبکوتاه  تمدت  از  ا  مار یتر  است.  آن  تفاوت   ن یبلندمدت 

ها در  از آن باشد که در روز هفتم کشت، سلول   یتواند ناشمی

ابتدا فعال  ییمراحل  و  م  کیمتابول  تیرشد  و  داشته   زانیقرار 

اکس  یهاگونه  دیتول بالا   ژنیفعال  سطح  به   دهینرس  ییهنوز 

درنتیجه آنت  ،است؛  ا  دانیاکسیافزودن  ممکن   نیدر  مرحله 

نه ضروراست  بر   یتنها  با  بلکه  تعادل    هم  نباشد،  زدن 

معکوس    ویداتیاسترس اکس  ینوع  دان،یاکسآنتی  -دانیاکس

 . عمل کند  یسلول  ی ریپ  یدر القا  یعنوان عاملکرده و به  جادیا

 نتیجه گیری 

-PRPکه با استفاده از داربست    هاLSCمطالعه،    نیدر ا

FG  بودند، در طول دوره    شدهتی تثب  کیوتیآمن  یغشا  یبر رو

آنت با  تا   ماری ت  نیستئیس  لیاست-N  دانیاکسیکشت  شدند 

  زیآمت یموفق  ریها حفظ شود. مهاجرت و تکثآن  یجوان  پیفنوت

LSCطر   ها هماتوکسرنگ  قیاز  و    نیائوز-نیلیآمیزی 

  ی هاتائید شد. داده  ΔNP63αنشانگر    یبرا  مونوفلورسانسیا

 لیاست-Nاکسیدانی نشان داد که  آنتی  یدرمانمیحاصل از رژ

پ  داز یگالاکتوز-بتا  تی فعال  نیستئ یس با  به  یریمرتبط  طور  را 

م  یتوجهقابل بهدهد ی کاهش  ترک.  کاربرد  خلاصه،    ی ب یطور 

غشاPRP-FG  تداربس   ل یاست-N  تیمارو    کیوتیآمن   ی، 

  ط یدر شرا  ها LSCو کارآمدتر  تر یقو  ریاز رشد و تکث نیستئ یس

نو  ی راهبرد  کند،یم  یبانیپشت  یشگاهیآزما   دبخشیکه 

 . است ه یقرن یها در بازسازآن یبعد ینیکاربرد بال شیافزا

 قدردانی و تشکر

پزشک  سندگانینو علوم  دانشگاه  درمان  یاز  خدمات  ی و 

حما  مشهد اخلاق:   یمال  تیبابت  کد     با 
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IR. MUMS.fm.REC.1395.141  قدردان و  تشکر    ی کمال 

همچنندینمایم کتابخانه   نی.  محترم  کارکنان  و  مسئولان   از 

 م یسپاسگزار  اریتالار محققان، بس  ژهیوبه  ،یآستان قدس رضو

 ی پژوهشگران را در فراهم آوردن امکانات پژوهش  گریکه ما و د

هم و  ه   به  لازم  اند. بوده  اریهمراه  که  است  از    کدامچ یذکر 

افراد  نیا  سندگانینو منافعدستگاه   ای   و  مطالعه،  تعارض    ی ها 

 . مقاله ندارند نیانتشار ا  یبرا
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