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ABSTRACT 

 
Background & objectives: Low immunogenicity and targeted migration of mesenchymal 

stem cells to inflammatory sites have introduced these cells as the best vehicle for the 

delivery of gene or therapeutic products. Lentiviral vectors can be used as an efficient vehicle 

for inserting ectopic genes into stem cells. Therefore, the evaluation of the effect of lentiviral 

vectors on the identity, behavior and functional characteristics of the stem cells can show that 

vectors are safe tools in cell manipulation and gene therapy.  

Methods: At first, three vectors of lentivirus were added to HEK-293T cells using calcium 

phosphate method. After confirming the expression of GFP protein in more than 80% of 

HEK-293T cells, viral supernatant was collected and concentrated. Human adipose-derived 

mesenchymal stem cells (hASCs) were transduced with condensed viruses. After the 

elimination of the non-transduced cells by puromycin, transduced hASCs were evaluated for 

immunophenotyping and differentiation to adipocyte and osteocyte. Behavioral 

characteristics such as viability, migration and invasion were analyzed using MTT and 

transwell methods, respectively. 

Results: In the current study, there was no significant difference in the expression of CD29, 

CD34, CD73 and differentiation to adipocyte and osteocyte in the test group when compared 

to the control group. Moreover, there was no significant difference between two study groups 

in the behavioral characteristics such as proliferation, invasion and migration.  

Discussion: The findings of this study declare that lentiviral vectors do not have adverse 

effects on the identity and functional characteristics of stem cells. Therefore, they can be used 

in gene manipulation of the target cell. 

Keywords: Human Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cell; Lentiviral Vector; Gene 

Therapy 
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مزانشیمی مشتق از  بنیادی های سلول رفتاری و تمایزیهای  بررسی ویژگی

ویروسی لنتی حامل با شده دستکاری انسانی بافت چربی  
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 مقدمه

نخستین بار در ( MSCs) 6های بنیادی مزانشیمی سلول

به  عنهوان عمتیهت     2شتاینا نفریدتوسط  6111سال 

فیبروبلاستی با قهدر  تمهایز به       سلولی چسبان و شب 

                                                 
1
 Mesenchymal Stem Cells  

2
 Friedenstein  

سهه  رده آدیسوسههایت، استئوسههایت و کندروسههایت    

اثبا  نمود که  بازیافهت    7کاپلان. [6،2]شناسایی شدند 

کننهده   و محیط احاط  MSCمفصل و استخوان بوسیل  

MSC شهود. بنهابراین واژه    القا میMSC    پهس از کهار

 . [7]رایج شد  رانکاپلان و همکا

                                                 
3
 Caplan  

 چکیده

هها را به     مزانشیمی ب  مناطق التهابی، ایهن سهلول   های بنیادی کم و مهاعر  هدفمند سلول : ایمیونوژنیسیتیزمینه و هدف

ژنی و یا درمانی مترفهی نمهوده اسهت. به  مناهور الحهاک ژن اکتوپیهک به  دا هل           بهترین وسیل  برای رساندن محصولا 

ههای   حامهل  تهاثیر  ارزیابی ند. لذاگرد های بنیادی، وکتورهای لنتی ویروسی بتنوان یکی از ابزارهای کارآمد مطرح می سلول

 در وکتورهها را  از اسهتفاده  بهودن  ایمن تواند می بنیادی های سلول عملکردی و رفتاری های هویتی، ویژگی بر ویروسی لنتی

   .دهد نشان تراپی ژن و سلولی دستکاری

اضاف  گردیهد. پهس از    HEK-293Tهای  : در ابتدا س  وکتور لنتی ویروسی با روش کلسیم فسفا  بر روی سلولروش کار

ری و تغلهی  شهد.   آو ، سوپ ویروسی عمه  HEK-293Tهای  درصد سلول 17تائید بیان پروتئین سبر فلورسنتی در بیش از 

( با ویروس تغلی  شده ترانسهفکت شهدند. پهس از    hASCs)انسانی  های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از بافت چربی سلول

 به   تمایز و ایمونوفنوتایسینگ نار از شده ترانسدیوس hASCهای  های ترانسدیوس نشده با پرومایسین، سلول حذف سلول

 بها  ترتیه   ب  تهاعم و مهاعر  بودن، زنده مانند رفتاریهای  ویژگی. گرفتند قرار ارزیابی مورد استئوسایت و آدیسوسایت

  .گرفت قرار بررسی مورد Transwell و MTT روش

و تمایز ب  بافت استخوانی  CD29 ،CD34 ،CD73های تمایزی  داری در بیان شا ص : در مطالت  حاضر تفاو  متنیها یافته

ههای رفتهاری نایهر قهدر  تک یهر، تههاعم و        دیده نشد. همچنین در بررسی ویژگی و چربی در بین دوگروه تست وکنترل

   داری بین دو گروه مورد مطالت  وعود نداشت. های بنیادی، تفاو  متنی مهاعر  سلول

ههای ههویتی و عملکهردی     های این مطالت  نشان داد ک  وکتور لنتی ویروسهی اثهرا  سهوئی بهر ویژگهی      : یافت گیری نتیجه

 توانند در دستکاری ژنی سلول هدف مورد استفاده قرار گیرند.  ای بنیادی ندارد. بنابراین میه سلول

 ، وکتور لنتی ویروس، ژن درمانیانسانی : سلول بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربیهای کلیدی واژه
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MSC توانند از ههر بهافتی نایهر پلاسهنتا،  هون       ها می

بندناف، مای  آمنیوتیک، مغز استخوان، بافهت چربهی و   

هها   MSCشهود که     کبد بدست آیند. تخمین زده مهی 

دار مغز  های هست  از سلولدرصد  76/7-776/7 تقریباً

دهنهد که  بهر لاف تتهداد کهم       استخوان را تشکیل می

MSCتواننهد   ر طی روند کشت آزمایشگاهی مهی ها، د

هفت  ب  تتداد مناسبی افهزایش یابنهد    1-67در عرض 

[3،4]. 

در بهین محققهین    MSCههای   تفاو  در تتیین ویژگی

بهرای   ISCT6سب  گردید تها اسهتاندارهایی از سهوی    

MSC   در تمهامی مطالتها    تا های انسانی تتیین گردد

ی در نار گرفت  آزمایشگاهی و نیز مطالتا  پیش بالین

هها از قهدر     MSC(6ک  این مهوارد شهامل:    [1]شود 

چسبندگی ب  فلاسک کشت سهلولی در شهرایط کشهت    

درصههد  14بههیش از ( 2اسههتاندارد بر ههوردار باشههند. 

یتنی  2های تمایزی عمتیت سلولی از لحاظ بیان شا ص

CD105 ،CD73  وCD90   م بههههههت و از لحهههههههاظ

، CD11b ،CD19و یهها  CD45  ،CD34 ،CD14بیههان

CD79a و HLA-II  .هها، از   ( ایهن سهلول  7منفی باشند

قدر  تمایز به  سه  رده آدیسوسهایت، استئوسهایت و     

 های تمایزی را دارا باشند. کندروسایت در محیط

ههای ا یهر در مطالتها  پهیش      سلول درمانی در دهه  

و نیز مطالتها  ارزیهابی    3، برون تنی7بالینی، درون تنی

که    را پیدا کرده است. بطهوری  کاربرد وسیتی 4بالینی

ههای   های بنیادی مزانشیمی با توعه  به  ویژگهی    سلول

نایرشان به  عنهوان یکهی از موضهوعا       بیولوژیکی بی

 گردند. عذاب در پزشکی بازسا تی مطرح می

هههای بنیههادی مزانشههیمی بهه   ههاطر بیههان کههم   سههلول

( MHC) 1های کمسلکس سازگاری نسهجی اصهلی   ملکول

ههای   و ملکول IIکلاس  MHCرض  و فقدان ع I کلاس

                                                 
1
 International Society for Cellular Therapy  

2
 Cluster of Differentiation 

3
 In vivo 

4
 In vitro 

5
 Clinical Trail 

6
 Major Histocompatibility Complex 

از  CD40و یهها  CD80 ،CD86کمههک تحریکههی ماننههد 

کننههدگی سیسههتم ایمنههی بر ههوردار   قههدر  تحریههک

های منحصر ب  فرد سب  شهده   باشند. این ویژگی نمی

ها در پیونهدهای آلوژنیهک    است ک  کاربرد این سلول

ههای   چنهین از ویژگهی  هها هم  MSC. [3]مطرح گردد 

ی سیسهتم ایمنهی بر هوردار    کننهدگ  لی و تتدیعملکرد

قادرند عملکرد  MSCهای  ک  سلول بطوریباشند،  می

و  T  ،Bههای  های ایمنی را در پی واکنش با سلول سلول

 . [1-67]های دندریتیک تنایم کنند  سلول

های بنیادی ب  مناطق التههابی،   مهاعر  هدفمند سلول

ایهن  هها،   در پاسخ ب  فاکتورههای التههابی و سهایتوکاین   

ها را ب  بهتهرین ابهزار کارآمهد بهرای رسهاندن       سلول

های التههابی   ها و یا فاکتورهای مختلف ب  عایگاه ملکول

ههای مختلهف    مترفی نموده است. لذا برای انتقهال ژن 

های کارآمهدی نایهر    ، سیستمMSCهای  توسط سلول

هها   گردد. لنتی ویروس وکتورهای ویروسی مطرح می

باشهند که  بها وارد     دی مهی از عمل  وکتورهای کارآمه 

به  ژنهوم سهلول بنیهادی مزانشهیمی       3کردن ژن نابجا

توانند ب  بیان دائمی ژن مربوط  در سهلول ههدف    می

الحاک ژن نابجا ب  ژن سلول هدف  منجر شوند. در پی

گردد ک  آیا وکتور لنتی ویروسی  این سوال مطرح می

ههای عملکهردی و    تواند اثهرا  سهوئی بهر ویژگهی     می

یِ سههلول بنیههادی مزانشههیمی داشههت  باشههد     رفتههار

دهی ب  این سوال این ضرور  احساس  مناور پاسخ ب 

هههای  هههای رفتههاری سههلول   یشههود کهه  ویژگهه   مههی

رد ارزیههابی قههرار گیههرد تهها بهها شههده مههو ترانسههداکت

دادن عدم تاثیرگذاری وکتورههای ویروسهی بهر     نشان

های بنیادی مزانشیمی، ایهن وکتورهها در    ماهیت سلول

های سلولی با اطمینان مهورد اسهتفاده قهرار     اریدستک

 گیرند. 

 

 

 

                                                 
7
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  روش کار

 های سلولی  کشت رده

Human Embryonic Kidney 293 Cell Line :

از بانههک سههلولی انیسههتیتو  HEK-293T هههای سههلول

 هها بها اسهتفاده ازمحهیط     پاستور تهی  شهد. ایهن سهلول   

DMEM6 High Glucose با همراه FBS2   دکمسلمان

 د کشت داده شدند.ده درص
Human Adipose-Derived Mesenchymal Stem 

Cells :بنیهادی مزانشهیمی مشهتق از بافهت      های سلول

از سازمان انتقال  هون ایهران    (hASCs)چربی انسانی 

 طههههه تفاده از محیهههه ها بها اس  لولهه  گردید. سههتهی

F12 DMEM-  همراه باFBS    دکمسلمانه  ده درصهد

سک هر دو رده سلولی ب  دمای کشت داده شدند. فلا

370C  درصد منتقل و انکوب  شد.  4با دی اکسیدکربن

ب  دو دست  ترانسداکت شده )تست(  MSC های سلول

 و ترانسداکت نشده )کنترل( تقسیم شدند. 

 با HEK-293Tهای  ترانسفکشن و ترانسداکشن سلول

 وکتور لنتی ویروس

لاسهک  در ف 62×674ب  تتداد  HEK-293T های سلول

T25 ساعت ب  ترتیه    23 کشت داده شدند و پس از

 ویروس ازسازه لنتی 10.5µgو  21µg ،21µgبا مقادیر 

PCDH (ایالا  -بیوساینس شرکت  )ب  همهراه  متحده

 -بیوسهاینس  شهرکت ، psPAX) دو پلاسمید سها تاری 

 -بیوساینس شرکت ،pMD2) ( و پوششیمتحده ایالا 

نسهفکت  اسهفا  تر ( و بها روش کلسهیم ف  متحده ایالا 

از لحهاظ   ها سلول ،ترانسفکشن ازپس ساعت 61شدند. 

در زیهههر میکروسهههکوپ اینهههور     GFP7بیهههان ژن 

بیهان   بها  مهورد بررسهی قهرار گرفتنهد.     دار فلورسنت

ِ  هههای سههلول درصههد  17از  در بههیش GFPین تئپههرو

HEK-293T  ، سههوپ  در زیههر میکروسههکوپ اینههور

 آوری و عمهههه در سهههه  روز متههههوالی   ویروسههههی

ب  مناور انجام ترانسداکشن،  .گردید سانتریفیوژاولترا

  بهر عمتیهت سهلولی    وپ ویروسهیِ تغلهی  شهده   هههس

                                                 
Modified Eagle Medium Dulbecco's 

1
 

2
 Fetal Bovine Serum   

3
 Green Fluorescent Protein 

HEK-293T  ضاف  گردید تها در  اای   ان  23پلیت در

بها دسهتگاه   ترانسهداکت شهده    ههای  سلولروز چهارم 

 قرار گیرند. ارزیابیفلوسایتومتری مورد 

انشیمی مشتق های بنیادی مز ایمیونو فنوتایپینگ سلول

  (hASCsاز چربی انسانی )

بهه  کمههک تریسسههین از کههف  hASC هههای سههلولابتههدا 

و  ، ن ی F12فلاسک عدا و سسس ب  کمک محیط کامل 

آوری ب  دا هل لوله  فهالکون منتقهل و در      پس از عم 

سههههانتریفیوژ گردیدنههههد. پههههس از   1500rpmدور 

 477کهردن قسهمت روئهی، رسهوب سهلولی در        ارج

سرد ب  شکل سوسسانسیون سهلولی و   PBS میکرولیتر

میکرولیتههر از  4سههلول بهها   7×674منفههرد در آمههد.  

، های کونژوگ  با فیکواریترین )ایالا  متحده بادی آنتی

BD Coضهههد ) CD29 ،CD34  وCD73  مجهههاور و

انکوبهه  گردیدنههد.  0C 3دقیقهه  در دمههای 27بمههد  

ها پس از اضهاف  نمهودن محلهول ایزوتونیهک بها       نمون 

اه فلوسایتومتری مهورد  هوانش قهرار گرفتنهد.     دستگ

سهههلول در مقابهههل نمونههه  کنتهههرل   67777تتهههداد 

 Mean Fluorescentاسهاس   آمیزی نشده و بهر  رنگ

Intensity      آنالیز شدند. سه  تکهرار بیولهوژیکی بهرای

 های تمایزی انجام شد. آنالیزِ شا ص

های بنیادی مزانشیمی انساانی مشاتق از    تمایز سلول

 ( به بافت استخوانی و چربی  hASCsنی )چربی انسا

سهلول از ههر    64×677در بررسی تمایز، ابتهدا تتهداد   

ای و بها    ان  3های  نمون  ب  صور  تریسلیکت در پلیت

کامهل کشهت    DMEMمیکرولیتر از محیط  377-477

د، محیط کشت سلولی درص 37 3داده شدند. در تراکم

ه زیسهت  دهنده استخوان و چربهی )ایهد  با محیط تمایز

Cat No: 1008, 1007 تتویض گردید. عمل تتویض )

محیط هر س  روز یکبار تکرار و این عمل ب  مد  س  

بها   هها  سهلول هفت  ادام  پیدا کرد. در پایان هفت  سوم 

آمیزی و در زیر  رنگ Alizarin Redو  Oil Redرنگ 

میکروسکوپ ب  ترتی  از لحاظ تشکیل قطرا  چربی و 

                                                 
4
 Confluency  
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بررسی قرار گرفتند. س  تکهرار   رسوبا  کلسیم مورد

 بیولوژیکی برای بررسی تمایز انجام شد.

های بنیادی مشتق از چربی انسانی لترانسداکت سلو

(hASCsبا حامل لنتی ویروس ) 

هههای  بهها ویههروس MOI6=20در  hASCهههای  سههلول

 هههای سههلولشههده ترانسههداکت گردیدنههد.    تغلههی 

سهههاعت در زیهههر   31ترانسهههداکت شهههده پهههس از  

دار از نار شد  بیهان   کوپ اینور  فلورسنتمیکروس

GFP  ارزیابی شدند. در روز چهارم و در ترانسداکشن

ههای   مناهور حهذف سهلول    درصد، ب  17-17بیش ار 

ترانسداکت نشده، از آنتی بیوتیک پرومایسین استفاده 

ههای   برای بررسی ویژگهی  ها سلولشد. در روز ششم 

  ند.هویتی و رفتاری مورد آنالیز قرار گرفت

  MTTتست 

شده  بنیادی مزانشیمی ترانسداکت سلول 1×677تتداد 

 11نشهده )کنتهرل( در پلیهت     )تست( و یا ترانسهداکت 

 بهها DMEM-F12 میکرولیتههر محههیط 677 ای بهها  انهه 

FBS10%     27کشههت داده شههدند. پههس ازگذشههت 

لول هههه ت بها مح ههههی پلیههههط روئهههت، محیههاعههس
3-2-5 Diphenyltetrazoliun Bromide (MTT) 

کشهت در   ( عایگزین گردید و ظرف4mg/ml)غلات 

با دی اکسید کربن  0C 73 تاریکی و در دا ل انکوباتور

سهاعت محهیط    3درصد قرار گرفت. پس از گذشت 4

 میکرولیتهر از محلهول   677 دا ل هر  ان   هارج و بها  

DMSO   عههایگزین و بهه  آرامههی پههی پتههاژ گردیههد تهها

( ب  طور کامل MTT-Formazanبلورهای فورمازان )

 437هر  ان  در طول مهوج  2انحلال یابند. عذب نوری

 وانش شد.  ELISA Readerنانومتر ب  کمک دستگاه 

تکراربیولهوژیکی مهورد ارزیهابی قهرار      4هر نمون  در 

 گرفت. 

 Transwell (Invasion)تست 

یتنهی در محهیط    7غهذایی  در شرایط بهی  ها سلولابتدا 

ساعت در  23بمد   FBSفاقد  DMEM-F12کشت 

                                                 
1
 Multiplicity of Infection 

2
 Optical Density 

3
 Starvation 

ای کشت داده شدند. پهس از طهی مهد       ان  3پلیت 

 Trypsin-EDTAههها بهها  زمههان مههورد ناههر، سههلول

از کف ظرف کشت کنهده و شهمارش شهدند.     0.25%

Transwell-Insert  از شهههههههرکتCorning بههههههها 

Cat.No:3428 کربنها  و    ریداری شد. عنس آن پلی

مناور  باشد. ب  میکرومتر می 1ا اندازه دارای منافذی ب

از ژلاتهین   3ایجاد شرایطی شبی  ماتریکس  ارج سلولی

 647بها   Insert% استفاده شد. بدین مناهور کهف   6/7

 7% اسهتریل پوشهانده و بمهد     6/7میکرولیتر ژلاتین 

 2×673قرار داده شد. تتداد  0C 73ساعت در انکیباتور 

بهه  دا ههل  FBS از عههاری DMEMسههلول از محههیط 

Insert  اسههتریل پوشههانده شههده 6/7ژلاتههین کهه  بهها %

در دا هل   Insertبودند، منتقل و کاشهت  شهد. سهسس    

میکرولیتهر از محهیط    477ای ک  شهامل    ان  23پلیت 

DMEM-F12  باFBS10%   بود قرار داده شد. پلیهت

بها   0C 73 ب  دا هل انکوبهاتور   Insertای حاوی   ان  23

درصههد منتقههل گردیههد. پههس از    4کربن دی اکسههید

سه  مرتبه  بها     Transwell Insertساعت  23 گذشت

PBS های مهاعر  کرده به   شستشو داده شد. سلول 

درصهد   37ل وبا اتان Transwell Insertقسمت زیرین 

آمیهزی   فیکس و سسس با رنهگ کریسهتال ویوله  رنهگ    

آمیزی شده در  های رنگ شدند. قبل از مشاهده سلول

ی هها  زیر میکروسکوپ اینور ، با کمهک سهواب سهلول   

 4زمینههه  4مههههاعر  نکهههرده حهههذف گردیدنهههد.   

 میکروسکوپی برای هر نمون  شمارش شد.

 تحلیل آماری 

ههای تمهایزی، تتهداد     مقادیر متغیرهایی نایر شا ص 

 اسهاس  ههای مههاعر و میهزان عهذب نهوری بهر       سلول

Mean±SD 1آنوا دوطرف  محاسب  و تحلیل آماری با 

افههههزار  رمو بهههها اسههههتفاده از نهههه و آزمههههون تههههی

GraphPadPrism-6  74/7. انجهههههام پهههههذیرفت>p 

 دار در نارگرفت  شد.  متنی
 

                                                 
4
 Extracellular Matrix 

5
 Field 

6
 Two-way ANOVA 
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 یافته ها

ذرات لنتااای ویروسااای باااا روش  تائیاااد کیفیااات

 فلوسایتومتری

را بهها  HEK-293Tهههای  ترانسههداکت سههلول 6شههکل 

نشههان  در روز دوم میکرولیتههر را 61و  3، 6مقههادیر 

ده بها  شه  ههای ترانسهداکت   . در ارزیابی سهلول دهد می

تکنیک فلوسایتومتری در روز چهارم مشاهده گردیهد  

میکرولیتهر از حامهل    61و  3، 6( ک  در مقادیر 2)شکل 

 بهه  ترتیهه  HEK-293Tهههای  لنتههی ویروسههی، سههلول

ترانسههدیوس شههده  درصههد 32/11و  41/31، 46/44

بودند ک  نشانگر کیفیت و کارایی بالای ذرا  ویروسی 

 داشت. های فوک  در ترانسداکشن سلول

 

 
میکرولیتراز ویروس تغلیظ شده و مشاهده با  11(: C) میکرولیتر، 4(: B) میکرولیتر، 1(: Aبا مقادیر ) HEK-293Tهای  . ترانسداکشن سلول1شکل 

 میکروسکوپ اینورت فلورسنت دار

 
 

 
 در روش شده تغلیظ ویروس از میکرولیتر C )11رولیتر و میک B )4میکرولیتر،  2(  Aشده با مقادیر ) ترانسداکت HEK-293T های . درصد سلول2شکل 

 فلوسایتومتری

 

 های بنیادی مزانشیمی مشتق از چربای و  تائید سلول

عااادث اذرگاااذاری وکتاااور لنتااای ویروسااای بااار  

 hASCsایمیونوفنوتایپینگ 

های بنیهادی مزانشهیمی    در تتیین و تائید هویت سلول

(P3      علاوه بهر قهدر  چسهبندگی به  فلاسهک کشهت ) 

های بنیادی  (، مشاهده گردید ک  سلول7سلولی )شکل 

هههای تمههایزی   مههورد ناههر از لحههاظ بیههان شهها ص   

مطهابق اسهتانداردهای    CD29و  CD34 ، CD73یتنی

 CD34باشند یتنی از نار شهد  بیهان    تتیین شده می

 CD29و  CD73حههداقل و از لحههاظ شههد  بیههان   در

 (. 3بیشترین میزان بیان را دارند )شکل 
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بنیهههادی مزانشههههیمی   هههههای ررسهههی سهههلول  در ب 

شده با وکتور لنتی ویروسی )گروه تست(  ترانسدیوس

دار مشاهده گردیهد   با میکروسکوپ اینور  فلورسنت

هها از لحهاظ مورفولهوژی و میهزان      ( ک  سلول7)شکل 

چسبندگی ب  فلاسک کشهت سهلولی تفهاوتی بها گهروه      

 کنترل )ترانسداکت نشده( ندارند. آنالیز آماری نشان

داری نیههز از ناههر شههد  بیههان  داد کهه  تفههاو  متنههی

CD    های فوک بین دو گروه تست و کنترل بها دسهتگاه

 (.3فلوسایتومتری وعود ندارد )شکل 

 

 
شوند.  دار دیده می های دوکی در زیر میکروسکوپ اینورت فلورسنت های بنیادی مزانشیمی مشتق از چربی انسانی به صورت سلول . سلول3شکل 

 اکشن با وکتور لنتی ویروسی )تست(( پس از ترانسد A2( قبل از ترانسداکشن )کنترل(، تصویر ) A1)تصویر 

 

C
D
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 های تمایزی شاخص آماریِ فیکواریترین. آنالیز به های کوونژگه بادی و به کمک آنتی ایمونوفنوتایپینگ با تکنیک فلوسایتومتری نتایج . ارزیابی4شکل 

 وجود دو گروه تست و کنترل بین در تمایزی های شاخص بیان شدت داری در معنی تفاوت که داد نشان Mean Fluorescent Intensity راساسب

 .ندارد

 

شده ترانسداکت hASCهای  حفظ قدرت تمایز سلول

 با وکتورلنتی یروسی

ههای بنیهادی، وعهود     در بررسی قهدر  تمهایز سهلول   

( پههس از B  کلسههیم )( و رسههوباAقطههرا  چربههی )

در زیهر   Alizarin Redو  Oil Redآمیهزی بها    رنهگ 

های ترانسداکت نشده  hASCمیکروسکوپ اینور  در 

)کنترل( و ترانسداکت شده بها لنتهی ویهروس )تسهت(     

 (. 4مشهود بود )شکل  کاملاً
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(. مشاهده رسوبات کلسیم پس از 10Xاینورت نوری ) های بنیادی مزانشیمی مشتق از چربی با میکروسکوپ های تمایزی سلول . ویژگی5شکل 

( و B1در نمونه کنترل )Oil Red آمیزی با (. مشاهده قطرات چربی پس از رنگA2( و نمونه تست )A1در نمونه کنترل) Alizarin Redآمیزی با رنگ

 حفظ شده بود. (. قدرت تمایز به بافت استخوانی و چربی در نمونه تست مشابه نمونه کنترل،B2نمونه تست )
 

هااای  hASCsبررساای میاازان رشااد و زنااده مااانی  

ترانسداکت شده با وکتاور لنتای ویاروس در روش    
MTT 

مهانی مشهاهده گردیهد که       در بررسی میهزان زنهده  

های هر دو گهروه تسهت وکنتهرل رونهد رو به        سلول

 اند ک  این ساعت داشت  11ساعت ب   23رشدی را از 

وضتیت، عدم تهاثیر اثهرا  مخهرب سایتوتوکسیسهیتیِ     

را نشهان   hASCههای   وکتور لنتی ویروسی بهر سهلول  

دهد. آنالیز آمهاری نیهز مویهد عهدم تاثیرگهذاری       می

ههای   وکتور لنتی ویروسی بر روند رشد و تک یر سلول

 (.1)شکل  بنیادی مرانشیمی را داشت
 

 hASCهاااای  حفاااظ قااادرت تهااااجمی در سااالول

 شده با وکتور لنتی ویروسترانسداکت 

ب  مناور ارزیابی قهدر  مههاعر  و تههاعم از روش    

سازی شده ماتریکس  ارج سلولی استفاده شد. با  شبی 

پوشههیده شههده بهها ژلاتههین و   Transwellاسههتفاده از 

ههای   آمیزی با کریستال ویول  به  بررسهی سهلول    رنگ

مهاعر در زیر میکروسکوپ نهوری اقهدام گردیهد. در    

ههای مههاعر پهس از ترانسداکشهن بها       لولشمارش سه 

وکتور لنتی ویروسی در مقایس  با نمون  کنترل، تفاو  

 (.3داری در آنالیز آماری مشاهده نگردید )شکل  متنی

 
، 44، 24های  ( در دو نمونه مورد آزمایش در زمانhASCsهای بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربی) و رشد سلول . نمودار ارزیابی زنده مانی1شکل 

ها در نمونه تست با کنترل در چهار بازده زمانی مشاهده  داری در میزان رشد و زنده مانی سلول . تفاوت معنیMTTساعت در تست  61و  22

 نگردید.
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 (. Bنمونه کنترل )( و Aبنیادی مزانشیمی مشتق از چربی انسانی از بستر ژلاتینی ترانس ول در نمونه تست ) های . بررسی عبور سلول2شکل 

های مهاجر از ماتریکس خارج سلولی در دو نمونه تست و کنترل  داری را در عبور تعداد سلول تفاوت معنی باشد که نشانگر آنالیز آماری می C:تصویر 

 نشان نداد.

 

 بحث

ههای بهالا    به  علهت داشهتن ظرفیهت     های بنیادی سلول

عنههوان سههلول مههم در مهندسههی بافههت و پزشههکی   به  

شههوند. قابلیههت تک یههر بههالای   زسهها تی مطههرح مههی با

هههای بنیههادی مزانشههیمی، پایههداری ژنتیکههی،     سههلول

ایمیونوژنیسیت  کم، سازگاری با اصول مهندسی بافهت،  

ههای مختلهف و بر هورداری از     قدر  تمهایز به  رده  

 صوصیت تنایم سیستم ایمنی و قدر  مههاعر  بهالا   

ایهن   در پاسخ به  عوامهل موعهود در محهیط التههابی،     

ها را ب  بهتهرین کاندیهد بهرای اههداف درمهانی       سلول

سال تبدیل نموده است. اولین کارآزمایی بالینی ک  در 

هههای  کننههده سههلول بیمههار دریافههت 64بههر روی  6114

اتولوکوس انجام گرفت، مویهد کهاربرد درمهانی ایهن     

انهد   محققین امروزه نشان داده .[66]باشد  ها می سلول

عنهوان ابهزاری     تواننهد به   مهی  ههای بنیهادی   ک  سهلول 

کارآمههد در انتقههال فاکتورهههای مختلههف در راسههتای   

ههای ایمنهی و نیهز درمهان      یها تعهتیف پاسهخ    تقویت و

 . [62]ها بکار روند  بیماری

هها وعهود    لهای متداولی بهرای دسهتکاری سهلو    روش

ژیکی بیولههوژیکی و بیولههو دارد کهه  بهه  دو روش غیر 

وژیکی شههامل بیولهههههای غیر شههوند. روش تقسههیم مههی

باشهند که  از شهانس     های فیزیکی و شیمیایی می روش

ها بر وردارند. این در حالی است  کمی برای انتقال ژن

کهه  در روش بیولههوژیکی و بهها اسههتفاده از وکتورهههای 

ویروسی درصهد موفقیهت انتقهال ژن و الحهاک آن به       

ژنههوم میزبههان بهها افههزایش چشههمگیری همههراه اسههت  

ای نشان داد ک  میزان بیهان ژن   . نتایج مطالت [67،63]

در استفاده از روش ترانسفکشن  MSCنابجا در سلول 

باشد. نتایج همین  می درصد 77-37با لیسید نزدیک ب  

کار تحقیقاتی نشان داد ک  وکتورههای لنتهی ویروسهی    

هههای دسههتکاری نایههر    سههایر روش در مقایسهه  بهها 

ههها و الکتروپوریشههن،  ، لیسههوزومAAV6ویروسههها، آدنو

ههها در  بههالایی را درانتقههال و بیههان تههرانس ژن 2اراییکهه

MSC  [64]اند  داشت.  

                                                 
1
 Adeno Associated Virus 

2
 Efficacy 
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ها ابزارهای سودمندی برای انتقال ژن ب   لنتی ویروس

های  و حتی سلول 6تقسیمدر حال تقسیم، غیر های سلول

کهردن ژن  ایهن وکتورهها بها وارد    .[64]باشهند   پیر می

مورد نار در ژنوم سهلول میزبهان به  بیهان طهولانی      

تواننههد سههب  گردنههد. اسههتفاده از    تههرانس ژن مههی 

ههای   تحقیقها  و پروتکهل   وکتورهای لنتی ویروسی در

های ا یهر رشهد چشهمگیری را به       ژن درمانی در سال

کهه  اسههتفاده از   ههود ا تصههاد داده اسههت. بطههوری 

 2766وکتورهای ویروسی در کارآزمایی بهالینی سهال   

  . اگرچه [61]گهزارش شهده اسهت     درصهد  62بالغ بر 

 عنهوان  به   را  هود  عایگهاه  ویروسهی  وکتورهای لنتهی 

 دست ب  برای انتقال ژن پذیر انتطاف و ارزش با ابزاری

ایههن زمینهه  نایههر  امهها سههوالا  اساسههی درانههد  آورده

بههودن، کههم توکسههیک بههودن و همچنههین عههدم   ایمههن

کردن سلول ههدف توسهط لنتهی وکتورهها از      غیرفتال

الته  قرارگیهرد   عمل  سوالاتی است ک  باید مهورد مط 

 نویسههنده و همکههاران ای کهه  توسههط . در مطالتهه [63]

بهرای سهها ت ذرا  ویروسههی   [61]انجهام شههده بههود  

، از دو وکتور کمکی نیهز یتنهی   PCDHعلاوه بر وکتور 

psPAX  وpMD2   اسههتفاده شههد. وکتههورpMD2  بهها

اتصههال ذرا  ویروسههی بهه  هههر  VSV-G2داشههتن ژن 

بنیههادی و سههلول  HEK-293Tعملهه   سههلولی مههن 

زمان کردن هم شود. ترانسفکت زانشیمی را سب  میم

 7کننهده  بنهدی  سه  وکتهور به  درون سهلول بسهت      این 

بهه  تولیههد ذرا    HEK-293T مناسههبی نایههر سههلول

از  3زدن شود ک  با مکانیسهم عوانه    منجر میویروسی 

 . [61]شوند  سلول موردنار  ارج می

بها روش  دنبال تائید کیفیت ذرا  ویروسی تولیهدی    ب

هههای بنیههادی   فلوسههایتومتری، ترانسداکشههن سههلول  

. مطالت  حاضر [61]انجام شد  MOI=20مزانشیمی در 

 MSCههای   نشان داد ک  در شرایط برون تنی، سهلول 

ترانسههدیوس شههده بهها حفهه  مورفولههوژی شهههب       

                                                 
1
 Dividing and Non-dividing  

4
 Vesicular Stomatitis Virus G 

3
 Packaging Cell 

4
 Budding Off 

فیبروبلاستی، ب  رشد نرمال  ود در مقایس  با سهلول  

بررسهی   دهنهد. در  کنترل در محیط کشت ادامه  مهی  

ههای تمهایزی همچنهین مشهاهده گردیهد که         ویژگی

بنیادی مزانشیمی تهاثیری بهر    های سلولترانسداکشن 

ههای   های تمایزی ب  سهلول  قدر  چسبندگی و ویژگی

توانهد نشهانگر    چربی و استخوان ندارد ک  این  ود می

های بنیهادی    این مهم باشد ک  مسیرهای تمایزی سلول

ویروسهی لنتهی ویروسهی     مزانشیمی تحت تاثیر ذرا 

مهانی و تک یهر    انهد. رونهد افهزایش زنهده     ار نگرفته  قر

ههای بنیهادی    ههای بنیهادی در دو گهروه سهلول     سلول

و  MTTترانسههدیوس شههده و یهها نشههده در آزمههون  

نیهادی در  ههای ب  هماهنگی آن با رشد حداک ری سلول

پاسهههاژهای بتهههدی، عهههدم اثرگهههذاری وکتورههههای  

دهد. نتیج  یهک   نشان می ویروسی را بیش از پیش لنتی

های بنیادی  مطالت  تحقیقاتی نشان داده است ک  سلول

گونهه  تغییههری در   ترانسههدیوس شههده، بههدون هههی   

دهنهد   مورفولوژی، ب  رشد و گسترش  ود ادام  می

[61] . 

کننده استم سهلی، حفه     های تائید درکنار حف  ویژگی

هههای زنههده مههانی، مهههاعرتی و نیههز عبههور از   ویژگههی

های مطرح در  یکس  ارج سلولی، از دیگر شا صماتر

دستکاری شده در انتقهال تهرانس    MSCمورد کاربرد 

باشهد. شهواهد روز افزونهی     ها ب  مناطق هدف می ژن

مزانشهیمی قهادر به     های بنیادی  وعود دارد ک  سلول

باشد.  های التهابی می در عایگاه 4شدنمهاعر  و پیوند

MSC به   پاسهخ  در ک  هستند هایی سلول ها مهمترین 

با رسستورهای  های سلولی و یا استرس سی های آ پیام

 ها اینتگرین وها  سلکتین، CXCR4 نایر 1شان عایگزینی

 وارد دیههدهسههی  آ و التهههابی، تومههوری منههاطق بهه 

ر  تهههاعمی سههلول در ارزیههابی قههد [.4،1] شههوند مههی

نس ول مشهاهده  اشده با روش تر بنیادی ترانسدیوس

هههای بنیههادی، قههدر  مهههاعرتی و  گردیههد کهه  سههلول

تهوان بیهان    اند. بنایراین می تهاعمی  ودرا حف  نموده

                                                 
5
 Engraft    

6
 Homing Receptor 
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ههای ههویتی و    کرد ک  وکتور لنتی ویروسی بر ویژگی

های بنیادی تاثیر سهوئی نداشهت  اسهت.     سلول 6بنیادی

بها نتهایج    و همکهاران  2مان مک ک  نتایج مطالت  بطوری

 .[64]باشد  همسو می مطالت  فوک کاملاً

 

 گیری  نتیجه

ههای   مطالت  حاضر نشان داد ک  ترانسداکشهن سهلول  

لنتههی ویروسههی اثههرا  مخههرب و   بنیههادی بهها وکتههور 

                                                 
1
 Stemness 

2
 McMahon  

هههای رفتههاری و هههویتی  ای بههر ویژگههی کننههده تعههتیف

ان از این گون  حاملین تو های بنیادی ندارد و می سلول

 MSCکهههردن تهههرانس ژن بههه  ژنهههوم  بهههرای وارد

  .ددرکاربردهای درمانی استفاده کر

 (IR.TMU.REC.1395.500کد ا لاک: )
 

 تعارض منافع

 .هی  گون  تتارض مناف  وعود ندارد
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