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  بقا و تكثير جزاير جدا شده پانكراسي موش بالغ در شرايط كشت آزمايشگاهي

 5محمود هاشمي تبار، 4، سميه بهرام زاده3چاوشيان آذر  ،2، الهام حويزي1محمد نبيوني
   
   تهران يدانشگاه خوارزم ،يستيدانشكده علوم ز ،يو مولكول يگروه سلول ار،يدانش 1
   اهواز چمران ديدانشكده علوم، دانشگاه شه ،يشناس ستيگروه ز ار،ياستاد 2
   تهران يدانشگاه خوارزم ،يستيدانشكده علوم ز ،يو مولكول يسلول يشناس ستيارشد ز يكارشناس 3
   اهواز شاپور يجند ي، دانشگاه علوم پزشكينيتكو يسلول يشناس ستيز ،يو مولكول يسلول يشناس ستيگروه ز 4
   اهواز شاپور يجند يدانشگاه علوم پزشك ،يو مولكول يسلول قاتيمركز تحقدانشيار،  5

  چكيده
پيشنهاد دهنده پتانسيل جايگزيني پانكراس در ، هاي بنيادي پانكراسيهاي اخير در تمايز مستقيم سلولپيشرفت :سابقه و هدف
هاي ديگري بود. بنابراين بايد به دنبال پرتوكل است؛بر و پرهزينه هاي موجود پيچيده، زماناما اغلب پروتوكل است،بيماران ديابتي 

بنابراين نيازمند نگهداري جزاير  است؛هاي بتا ليد سلولروشي اميدبخش براي تو، زمان با جزاير پانكراسيامروزه استفاده از كشت هم
 .هستيمزنده براي دوره زماني گسترده 

هفته در شرايط كشت آزمايشگاهي نگهداري و بقا، تكثير و مورفولوژي آنها  2جزاير پانكراسي جدا شده از موش به مدت  :يسروش برر
و هضم آنزيمي با   Lacy and Kostianovskyبا روش تعديل شده  NMRI مورد بررسي قرار گرفت. جزاير پانكراسي از موش نر نژاد

  . بررسي شد MTTجزاير با روش  يوسيله رنگ ديتيزون رنگ آميزي شدند. همچنين بقاه ب ،هاو براي تعيين ويژگي شدند كلاژناز جدا
حداقل به مدت يك هفته كشت داد، بدون اينكه  توان جزاير پانكراسي موش بالغ را جدا كرده ونتايج  ما نشان داد كه مي :هايافته

. هر كردهاي جزاير نيز كاهش پيدا با توجه به كاهش بقا سلولي، تعداد سلول ،عملكرد فعال خود را از دست دهند. با گذشت يك هفته
 . شدياز ميزان بقا و تعداد سلولها كاسته م ،دركچه مدت زمان كشت افزايش پيدا مي

زمان مورد استفاده قرار داد. از آنجايي كه اين جزاير در سلول ان جزاير جدا شده را به صورت زنده و فعال در كشت هممي تو :گيرينتيجه
 .رسدها در شرايط محيط كشت ضروري به نظر ميشود، بررسي ميزان بقاي اين سلولدرماني در جهت درمان ديابت استفاده مي

  .MTT، NMRIاسي، كشت سلول، بقا، تكثير، جزاير پانكر واژگان كليدي:
  

  1مقدمه
پانكراس بالغ از لحـاظ ظـاهري و عملكـردي داراي دو بخـش     

   ريـز شـامل   ريـز اسـت. بخـش بـرون    ريـز و بـرون  درون يمجزا
درصـد پـانكراس را    95-99كه است هاي مجرا و آسينار سلول

كـه  هسـتند  هـاي هاضـم   بخش مولد آنزيمو دهند تشكيل مي
   اي ســهولت جــذب در روده ســرعت هضــم مــواد غــذايي را بــر

                                                 
 ،يو مولكـول  يسـلول  قـات يشاپور، مركز تحق يجند ياهواز، دانشگاه علوم پزشك: نويسنده مسئولآدرس 

  )  email: Hashemi _ tabar @ Hotmail.com(  تبار يمحمود هاشم
   17/5/94: تاريخ دريافت مقاله
  6/10/94 :تاريخ پذيرش مقاله

كـه  اسـت  ريز شامل جزاير لانگرهانس د. بخش دروننبخشمي
 تجمعات سلولي مشتق از آندودرم است و ما بين بخـش بـرون  

نـوع سـلول    4ريز به صورت پراكنده وجود دارند. جزاير داراي 
هـاي بتـا   : سـلول سـازند ميهاي پپتيدي را هستند كه هورمون
هــاي گامــا آلفــا (گلوكــاگون)، ســلولهــاي (انســولين)، ســلول

) (PP Pancreatic-polypeptideهاي(سوماتواستاتين)، و سلول
كننـد. اخـتلال در بخـش    كه پلي پپتيد پانكراسي را توليد مي

شود. ) مي(DMقندي ريز پانكراس موجب بيماري ديابت درون
ترين اختلال متابوليكي در جهـان اسـت كـه    اين بيماري شايع

توان بـه  ديابت را مي .)1( افراد را درگير كرده استبسياري از 
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و ديابت نوع  1دو گروه اصلي تقسيم كرد كه شامل ديابت نوع 

 . هستند 2نوع 

اختلالي است كه بـر اثـر تخريـب خـود ايمنـي        1ديابت نوع 
آيـد، كـه ايـن    هاي مولد انسولين پانكراس به وجـود مـي  سلول

مل ژنتيكي و محيطـي  القاي خودايمني ممكن است در اثر عوا
اي اسـت  بيماري متابوليكي پيچيده 2به وجود آيد. ديابت نوع 

 5(كـه   1درصد جمعيت ديابتي را در مقايسـه بـا نـوع     95كه 
هاي بتـاي  ).  جايگزيني سلول1دهد (درصد است) تشكيل مي

پانكراسي، هدف درماني چندين دهه براي كاهش ميزان مـرگ  
مولـد   يهـاي بتـا  يونـد سـلول  و مير و پيشرفت ديابت است. پ

انسولين به شكل پانكراس كامل يا جزاير لانگرهانس جداشده، 
اي براي درمان اين بيمـاري اسـت   گزينه درماني اميدواركننده

مـانع اسـتفاده    چندين عامل ،). با اين وجود، در حال حاضر2(
كمبـود   ،و علـت اصـلي  هسـتند  گسترده از اين روش درمـاني  

هـاي واجـد شـرايط    ه متناسب با گيرندههاي دهندشديد بافت
هاي تحقيقـاتي زيـادي بـراي    ). به همين دليل، تلاش3( است

هـاي  توليد بافت توليدكننده انسـولين جهـت پيونـد در مـدل    
ترين انساني و حيواني انجام گرفته است. امروزه يكي از متداول

پـيش سـاز بزرگسـالان يـا      هاي بنيـادي/ ها، تمايز سلولروش
). 4هاي بتاي پانكراسي مولد انسـولين اسـت (  سلول جنيني به

د كـه پـانكراس منشـا    ن ـدهمطالعات جنين شناسي نشان مـي 
پشـتي و  آندودرمي دارد. دو ميانكنش اصلي در تكوين بخـش  

 ـشكمي پانكراس نقش دار هـاي اوليـه ترشـح شـده از     د. پيـام ن
    زايـي پـانكراس پشـتي و بيـان     نوتوكورد باعـث شـروع ريخـت   

شــوند كــه در تكــوين مــي lslو  PDX1 ه ماننــدهــاي اوليــژن
كه از هستندهاي نهايي پانكراس نقش دارند و  ديگري سيگنال

مزانشيم ترشح مي شوند و باعث تكوين هر دو ناحيه پشـتي و  
   شكمي و در نهايت ملحـق شـدن ايـن دو ناحيـه بـه يكـديگر       

   فاكتورهـايي توليـد    ،). پـانكراس در حـال تكـوين   5د (شـو مي
هـاي  هاي بنيادي به سمت سلولباعث تمايز سلول كند كهمي

شود. از جملـه ايـن فاكتورهـا، فـاكتور     توليدكننده انسولين مي
)، Insulin Like growth Factor II= IGFII( 2 شبه انسـوليني 

)، فـاكتور  Neural growth Factor= NGFفاكتور رشد عصـب ( 
)، Fibroblastic growth Factor=FGFرشــد فيبروبلاســتي (

تواننـد بـه تمـايز    و رتينوئيك اسيد اسـت كـه مـي    Aاكتيوين 
). در طـي تكـوين و   6(كننـد  هاي بتاي پانكراس كمـك  سلول
ي بدن، آندودرم جلويي براي تشـكيل جوانـه پـانكراس    يزااندام

 دهي ـهاي پشتي و شكمي كـه از زا اختصاصي شده است. جوانه
و  دچـار درون روي شـده   ،انـد اطراف روده جلويي حاصـل شـده  

هـا را  تليوم آنها تكثير يافته و وارد مزانشيمي كه آنانشعابات اپي

شوند، سـلول هـايي كـه اطـراف مزانشـيم      احاطه كرده است مي
كننـد  هاي بتا تمايز پيدا ميهايي به سلولهستند با دريافت پيام

).  7يابنـد ( ها به سرعت در محيط كشت تكثيـر مـي  و اين سلول
هـاي انـدوكرين   موش و انسان به سلولهاي بنيادي تمايز سلول

بـا   2000در سال  Lumelsky شروع شد. 2000پانكراس از سال
مشاهده شباهت تكوين سيستم عصبي مركـزي و پـانكراس، بـه    

هـاي  هـاي انـدوكرين از روش تكـوين سـلول    منظور تمايز سلول
هاي مختلف بـا  گروه 2005تا  2002عصبي ياري گرفت. از سال 

هــاي مســير ، مهــار كننــدهPAX4مــداوم ژن  اســتفاده از بيــان
هاي غني ، تمايز خودبه خودي، استفاده از محيطPIK3سيگنالي 

هـاي  هاي نستين مثبت  و نستين منفـي  از سـلول  سازي سلول
). بـا  8هاي اندوكريني پانكراس را توليـد كردنـد (  بنيادي، سلول

ي هاي به دست آمده تمام نشانگرهاوجود اين، هيچ يك از سلول
هـاي مختلـف   كردنـد. گـروه  هاي انسولين ساز را بيان نميسلول

-هاي گوناگون و با استفاده از فاكتورها و محيطپژوهشي با روش

هـاي  هاي مناسب تكوين پانكراس سـعي در تمـايز بهتـر سـلول    
). يكي از 10انسولين داشتند ( هاي توليد كنندهبنيادي به سلول

كردن هر چه بيشتر شرايط  هاي مهم كه به منظور بهينهتكنيك
تر هاي بهتر و با كيفيتمحيط كشت براي به دست آوردن سلول

كشـتي  اسـتفاده از روش هـم   ،مورد تحقيق و توجه قـرار گرفـت  
جزاير لانگرهانس و سلول بنيادي مورد نظـر   ،است. در اين روش

هـاي  را به صورت هم زمان كشت داده كه با آزادسازي سـيگنال 
ن جزاير، سبب القـاي تمـايز در سـلول بنيـادي     تمايز از سوي اي

از آنجايي كه در روند تمايز از اين جزاير بـه روش  ). 10( شودمي
در ايـن مطالعـه    شود،هاي بنيادي استفاده ميكشتي با سلولهم

به نحوه استخراج و بررسي ميزان بقـا و وضـعيت ايـن جزايـر در     
     .پرداختيمشرايط كشت  آزمايشگاهي 

  
  وشهامواد و ر

 جداسازي جزاير لانگرهانس

 ز) از مركگرم 25-  30 (در محدوده وزني NMRI موش نر نژاد 
تحقيقات، تكثير و نگهداري  حيوانات دانشگاه علوم پزشكي 
جندي شاپور اهواز ( اهواز، ايران) تهيه شد. نگهداري حيوانات 
مطابق با انستيتوي بين المللي سلامت انجام شد.  حيوانات در 

درجه سانتي گراد و نور كنترل شده  22 ± 2استاندارد  ( شرايط
ساعت تاريكي)  12 ساعت روشنايي و 12تحت شرايط استاندارد 

با دسترسي به آب و غذاي كافي در خانه حيوانات دانشكده 
جزاير  پزشكي دانشگاه علوم پزشكي اهواز نگهداري شدند.

روش  وسيلهه ب NMRIنر نژاد  هايلانگرهانس پانكراس موش
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Lacy and Kostianovsky   و به طريق روش هضم آنزيمي
باز  . پس از نخاعي كردن موش، شكم حيوانندكلاژناز جدا شد

مجراي صفراوي در انتهاي ديستال و نزديك به دوازدهه  ،شد
 HBSS )Hank’sميلي ليتر از محلول  5و  مسدود شد

Balanced Salt Solution(( Merck, Germany)  :115)حاوي 

Nacl , 10 NaHCO3 , 5 Kcl , 1.1 Mgcl2 , 1.2 NaH2P04 , 
2.5 Cacl2 , 25 HEPES, 5D-glucose , PH=7.4 , 1% BSA) 

گرم/ميلي ميلي 4/1هستند) و  mmol/l )(كه تمامي واحدها(
 ،).  پس از آن13(سيگما) به مجرا تزريق شد ( IV ليتر كلاژناز

حمام آب انكوبه  درجه 37 دقيقه در دماي 15پانكراس به مدت 
  شد. 

بـراي رقيـق    Hank’s ميلي ليتـر محلـول سـرد    15  ،پس از آن
هضم اضافه شد. براي شستن   كردن غلظت كلاژناز و توقف روند

 دور 1200دقيقـه در   2هاي جزاير، لوله به مدت كلاژناز از بافت
در دقيقه سانتريفوژ شد و محيط رويي دور ريخته شـد. شسـتن   

  ).13( مانده به پتري ديش منتقل شد و باقي رجزاير دوباره تكرا
 و توسط استريوميكروسكوپ Handpickingجزاير به روش 

)Euromex, Holland از هم جدا شدند و براي مدت يك شب (
 %10) به همراه RPMI-1640  )Gibco, USAدر محيط 

FBS,100 U/ML penicillin, 100 U/mL streptomycin 5 و 

mM D-glucose   95  و با% O2 , 5% CO2 كشت داده شدند 
)13،14.( 

    )DTZآميزي ديتيزون (رنگ
هـاي جزايـر از   سلول به منظور تشخيص بافت جزاير لانگرهانس

استفاده شـد. ديتيـزون يـك     )Dithizone( آميزي ديتيزونرنگ
-عامل متصل شونده به روي است كه به صورت انتخـابي سـلول  

ها آورد. زيرا اين سلولدر ميپانكراس را به رنگ قرمز  يبتا هاي
داراي مقادير زيادي روي هستند. براي تهيـه محلـول ديتيـزون،    

ميلـي ليتـر دي متيـل     5در  (Merck)ديتيزون   ميلي گرم  50
ــيد ــه  )Sigma) (Dimethyl sulphoxide( سولفوكس ــل و  ب ح

درجه سانتيگراد نگهداري  – 20عنوان محلول استوك در دماي 
 μm2/0  يزي از طريـق يـك فيلتـر نـايلوني    شد. محلول رنگ آم

 مورد اسـتفاده   DTZ فيلتر شد و پس از آن به عنوان محلول كار
 10قرار گرفت. در هنگـام اسـتفاده، ديتيـزون بـا غلظـت نهـايي      

دقيقـه در انكوبـاتور    15ها اضافه و به مدت ميكرومولار به سلول
نـگ  هايي كه در نتيجه اين رنـگ آميـزي بـه ر   انكوبه شد. سلول

  هاي توليد كننده انسولين بودند.سلول ،قرمز درآمدند
اي جزاير لانگرهانس با استفاده از تسـت  قبررسي ميزان ب

MTT   
 ـ  ميزان بقاي سـلول  وسـيله روش رنـگ سـنجي    ه هـاي جزايـر ب

)MTT      مورد آزمايش قرار گرفـت. اسـاس ايـن تسـت شكسـته (

شــدن نمــك زرد رنــگ تترازوليــوم توســط آنــزيم سوكســينات 
هـاي زنـده و توليـد بلورهـاي     سـلول  روژناز ميتوكنـدريايي دهيد

هـاي  بنفش رنگ و نا محلول فورمازان است. هرچه تعداد سـلول 
. شدت رنگ توليد شده نيز بيشتر خواهـد بـود   ،زنده بيشتر باشد

 96تعدادي سـلول در هـر چاهـك پليـت      ،براي انجام اين تست
. ندده شـد سـاعت در انكوبـاتور قـرار دا    24خانه كشت و به مدت

شسته  PBSمحيط رويي خارج و هر چاهك دو بار توسط  سپس
ميكروليتـر محـيط كشـت فاقـد سـرم بـه هـر         100سپس  شد.

ساعت انكوبه شد. پس از  24چاهك پليت اضافه و پليت به مدت
ميكروليتر محيط فاقـد سـرم تـازه     100آن محيط هر چاهك با 

 mg/mL 5/0 هـا بـه هريـك از چاهـك    .)18، 17(شد جايگزين 
ــول -MTT (Dimethylthiazol-2-yl-2,5 محلــــــــــ

diphenyltetrazolium bromide) (Sigma)  ميلـي   5، با غلظـت
 37سـاعت در انكوبـاتور    4گرم بر ميلي ليتر اضافه و بـه مـدت   

سـپس محـيط رويـي هـر چاهـك      شد. گراد انكوبه درجه سانتي
ميكروليتـر   100تخليه و به منظور حل شدن بلورهاي فورمـازان  

به هر يـك از آنهـا اضـافه و بـه      DMSO سولفوكسايد دي متيل
ساعت در دماي اتاق و در مكاني تاريك قـرار داده شـد.    2مدت 

سپس محتواي هر چاهك از پليت به يك چاهك ديگر منتقـل و  
 ( Microplated Reader) هر چاهـك توسـط   ODجذب نوري (

(BioRad Instruments USA   نانومتر اندازه   570در طول موج
  .)18 ،16( يري شدگ

    هاشمارش سلول
روز،  15هاي جزاير طي مدت براي بررسي تغييرات تعداد سلول

از روش شمارش سلولي با لام نئوبار استفاده شد. براي شمارش 
ها و تهيه سوسپانسيون سلولي پس از تريپسينه كردن سلول

ميكروليتر تريپان  50ميكروليتر از آن را برداشته و  50سلولي، 
22فاكتور رقت به آن اضافه شد ( %4/0 لوب .(  10سپس 

و به لام هموسيتومتر شد ميكروليتر از محلول فوق برداشته 
هاي زنده به دليل سالم . سلولشد(نئوبار) در زير لامل منتقل 

 ،كنندبودن غشاء سلولي از ورود رنگ به داخل جلوگيري مي
تر مشاهده آبي و با اندازه درشت هاي مرده به رنگولي سلول

  شدند.
  آماريتحليل 

تحليـل  وسـيله آزمـون   بـه  و  SPSSها توسـط نـرم افـزار    داده
تحليـل   Tukeyآزمون پسـا  ) وANOVA(طرفـه  يـك  واريانس
دار در نظـر  به عنوان اخـتلاف آمـاري معنـي    P >05/0 .شدند

   . گرفته شد
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  هايافته
   بررسي مورفولوژي جزاير

اير لانگرهانس پانكراس از موش بالغ سوري نـژاد  هاي جزسلول
NMRI ها داراي قابليـت كشـت در   . اين سلولنددست آمده ب

محيط مخصوص به خود و نگهـداري در شـرايط آزمايشـگاهي    
ها كروي شـكل، بـا حاشـيه    هستند. در ابتداي استخراج، سلول

كه به صورت شناور در ظـروف كشـت   ند مشخص و شفاف بود
با گذشت زمان حالـت شـفاف و   . الف)-1شكل( مشاهده شدند

و كـم كـم از حالـت    شـده  روشن خود را از دست داده و تيـره  

ده ورود بـه مرحلـه   ن ـاي شكل خارج شدند كـه نشـان ده  توده
  .ب)-1(شكلاست آپوپتوز 

  
    DTZ بررسي رنگ آميزي 
هاي استخراج و كشت شده همان جزاير براي اثبات اينكه توده

بـر  ا رنگ ديتيزون رنگ آميـزي شـدند و   ب هستند،لانگرهانس 
هـاي حاصـله بـه رنـگ     نتايج حاصل تقريبا تمامي تودهاساس 

اسـت  كه تاييد كننـده اسـتخراج جزايـر    ند قرمز خوني در آمد
 ند،كليه جزاير رنگ آميزي شـد  ،). در روزهاي ابتدايي 2(شكل

  ولي با گذشت زمان شدت رنگ گيري جزاير نيز كاهش يافت.

  
و به صورت رند ها حالت كروي و شفاف داسلول ،در روز اول .الف) بلافاصله پس از استخراج. هاي جزاير لانگرهانس پانكراس جدا شده از موشسلول .1شكل 

  .مرحله آپوپتوز مي شوند ب) سلول هاي جزاير لانگرهانس استخراج شده چند روز پس از كشت واردشوند. معلق ديده مي
  

 
تصويري از جزاير لانگرهانس كه با رنگ اختصاصي ديتيزون رنگ آميزي شده است. الف)گروه آزمايش: سلول هاي قرمز رنگ يا ديتيزون مثبت . 2 شكل

  هستند.نشان دهنده جزاير لانگرهانس هستند. ب)گروه كنترل منفي: نمونه سلول هاي كنترل كه بدون رنگ آميزي 
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 نگرهانس در شرايط كشت آزمايشگاهيبقاي جزاير لا

روز در شـرايط   15جزاير لانگرهانس اسـتخراج شـده بـه مـدت     
آزمايشگاهي كشت شدند و در روزهاي معيني از نظر ميـزان بقـا   

مي توان نتيجه گرفـت كـه در    1بررسي شدند. بر اساس نمودار 
 570) ميزان حداكثري جذب در طول موج D1( روزهاي آغازين
بود كه با گذشت زمـان ايـن    2/1ده شد كه حدودا نانومتر مشاه
ميـزان   D3)بـه طـوري كـه در روز سـوم (    ، يافـت  ميزان كاهش

 در روز نهــم، D6  (6/0در روز ششــم (، 8/0جــذب نزديــك بــه 
)(D9   و در روزهـــاي دوازدهـــم  4/0نزديـــك بـــه )D12 و (

). نتايج نشـان  1 نمودار(بود  1/0و  2/0به ترتيب  D15)پانزدهم(
كه ميزان بقا و ماندگاري جزاير با گذشت زمان بـه طـور   دهد مي

  .يابدداري كاهش ميمعني
 ها بررسي تعداد سلول

با گذشت زمان با توجه به كاهش بقا، تعداد سلول هاي جزايـر  
     . هـر چـه مـدت  زمـان كشـت افـزايش       كـرد نيز كاهش پيـدا  

 نمـودار ( شـد ها كاسته مياز ميزان بقا و تعداد سلوليافت، مي
شـود، در روزهـاي   مشاهده مـي  2طور كه در نمودار  . همان)2

بود  2/1×610ها در حدود تعداد سلول ،آغازين پس از استخراج
   هـا در محـيط كشـت افـزايش     و هرچه زمان نگهـداري سـلول  

بـه طـوري كـه در روز    شـد،  مـي م ها ك ـتعداد سلول فت،يامي
   رسيد.عدد  2×510به حدود   (D15)پانزدهم 

  
هاي جزاير پانكراسي نمودار بقاي جزاير لانگرهانس. جذب سلول. 1نمودار 

  .انجام گرفته است nm 570 در طول موج
  

  
  روز 15هاي جزاير در طي شمارش سلول. 2نمودار 

  بحث
جزاير لانگرهانس موش بالغ جداسـازي شـد و    ،در اين پژوهش

بقا و تكثير آنهـا در شـرايط آزمايشـگاهي مـورد بررسـي قـرار       
نتايج حاصل از اين پژوهش نشان داد كه با گذشت يك  گرفت.

  بقـا و عملكـرد آنهـا كاسـته     از هفته از استخراج جزاير، ميزان 
از ايـن جزايـر بـراي درمـان      ،شود. از آن جايي كه محققينمي

بيماري ديابت و در روش هم كشتي استفاده مي كنند، بررسي 
ي بـه  ميزان بقاي اين سلول ها در شرايط محيط كشت ضـرور 

هاي موجـود در درمـان   آيد. با توجه به محدوديت رسدنظر مي
هـاي بنيـادي بـالغ و    رسد استفاده از سـلول ديابت، به نظر مي

 يهاي بتـا هاي بنيادي جنيني كه توانايي تمايز به سلولسلول
تواند به عنوان روش درماني جديـدي در  مي ،پانكراس را دارند
كه تزريق عصاره اند ). تحقيقات نشان داده10( نظر گرفته شود

پانكراس به حيوان ديابتي باعـث كـاهش موقـت قنـد خـون و      
 شود.كاهش ترشح قند در ادرار مي

تا به امروز تحقيقات بسياري در زمينه درمـان ديابـت صـورت    
هاي درماني مختلفي در اين راستا پيشنهاد گرفته است و روش

هاي بنيـادي  تمايز سلول ي،رمانهاي دشده است. يكي از روش
هاي مولـد انسـولين از طريـق هـم كشـتي بـا جزايـر        به سلول

بررسي ميزان بقا و ميزان تكثير ايـن   ،پانكراس است. از اين رو
است جزاير در شرايط آزمايشگاهي امري مهم و اجتناب ناپذير 

)11.(  
فاكتورهـاي   بتا بـه مسـيرهاي پيـام رسـاني،     هايتكوين سلول

تمايز سلول و فاكتورهاي ترشح شده از ي تنظيم كننده رونويس
). چندين فاكتور ترشـحي طـي   12( هاي اطراف نياز داردبافت

د. از ايـن فاكتورهـا   نشومراحل اوليه تكوين پانكراس ترشح مي
 18( را نـام بـرد   fgfو  A توان رتينوئيـك اسـيد، اكتيـوين   مي
غلظـت   كـه افـزايش  انـد  داده). مطالعات پژوهشـي نشـان   13و

، انســولين و PDX-1هــاي باعــث القــاي بيــان ژن A اكتيــوين
اين فعـال سـازي، بـه علـت اثـر مسـتقيم        شود.گلوكاگون مي

هـاي مزانشـيمي پـانكراس    در تحريك تمايز سلول A اكتيوين
 PDX-1 ). رتينوئيك اسيد براي القاي بيـان ژن 19و 14است (

). به نظر 20و 15(است هاي آندودرمي پانكراس كافي در جوانه
ــارســد روش هــم كشــتي ســلولمــي جزايــر  هــاي بنيــادي ب

لانگرهانس فاكتورهاي لازم بـراي تكـوين و تمـايز بـه سـمت      
تـوان  پس مي ؛آوردم ميهسلول هاي بتا را تا حدود زيادي فرا

از روش هم كشتي به عنـوان يـك روش كارامـد و مقـرون بـه      
  صرفه در شرايط آزمايشگاهي بهره گرفت.
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Mansouri  و همكارانش عصاره پانكراس موش صحرايي بالغ

را روي تمايز سلول هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش 
صحرايي به منظور بررسـي تمـايز سـلول هـاي انسـولين سـاز       

-استفاده كردند. آنها با استفاده از رنگ آميزي ديتيزون سـلول 

در  .)17( هاي تمايز يافته و تمايز نيافته را از هم تميـز دادنـد  
ميكرو گرم بر ميلـي ليتـر عصـاره     50هايي كه با غلظت سلول

 هـاي قرمـز رنـگ انـدكي ديـده      تعداد سلول ،تيمار شده بودند
تعـداد   ،شد. به ترتيب هر چه بر ميزان عصـاره افـزوده شـد   يم

هاي قرمز رنگ بيشتري ديده شد. آنها مشاهده كردند كه سلول
هاي قرمز داد سلولميكرو گرم بر ميلي ليتر تع 200در غلظت 

هاي تمايز يافته بيشـتري نسـبت بـه    و سلولاست رنگ بيشتر 
  ).17شود (هاي گروه كنترل منفي مشاهده ميسلول

Phillips هــاي از تمــايز ســلول 2007در ســال  و همكــارانش
هاي آنـدودرم پانكراسـي   سلول ،)hEScبنيادي جنيني انساني (

جنيني در محيط كشت  را توليد كردند كه با توليد اجسام شبه
هـاي انـدودرم   سـلول  Bmp4و  Activinسه بعدي و در حضور 

را بـراي   يمناسـب  دست آوردند. اين فاكتورها زمينهه اوليه را ب
هـاي پانكراسـي   به سـلول  hESهاي رشد، تكثير و تمايز سلول

  ).1( كنندمهيا مي
Karaoz  ــال ــارانش در س ــلول 2010و همك ــادي س ــاي بني ه

هـاي جزايـر  لانگرهـانس    استخوان را با سـلول  مزانشيمي مغز
تحت شرايط استاندارد هم كشتي دادند و سپس با اسـتفاده از  

 ،مشاهده كردند كـه نسـبت بـه نمونـه كنتـرل      ELIZAروش 
ميزان ترشح انسولين افزايش يافت كه نشان دهنده آزاد شـدن  

كـه بـر   اسـت  وسيله جزاير لانگرهانس ه هاي تمايزي بسيگنال
). 2( گــذاردهــاي بنيــادي مزانشــيمي تــاثير مــيلولســ تمــايز

هـاي رده  سـلول  2012و همكارانش در سال  Bhaijiهمچنين 
MIN6 هـاي مزانشـيمي هـم كشـتي     بتاي پانكراس را با سلول

دادند كه مشاهده كردند علاوه بر افزايش بقـاي جزايـر سـبب    

 ـ3( شودافزايش ميزان ترشح انسولين توليدي مي  ،عـلاوه ه ). ب
Kasahara  هـاي بنيـادي   از سلول 2013و همكارانش در سال

مزانشيمي در جهت فعال سـازي جزايـر لانگرهـانس اسـتفاده     
هاي بنيـادي  هايي از سلولكردند و مشاهده كردند كه سيگنال

شود كـه توانـايي فعـال سـازي جزايـر در      مزانشيمي ترشح مي
و   Wang،). در همـين راسـتا  21( جهت ترشح انسولين را دارد

هاي مزانشيمي مشـتق از ژلـه   سلول 2013همكارانش در سال 
هـاي پـانكراس موشـي هـم     وارتون بند ناف انسان را با سـلول 

كشتي دادند. نتايج حاصل از كـار آنهـا نشـان داد كـه غلظـت      
در نمونه كنترل افزايش يافت. سپس اين  C-Peptidانسولين و 

سـطح   ها را به موش مبـتلا بـه ديابـت تزريـق كردنـد و     سلول
  ).21(مشاهده كردند پاييني از گلوكز خون را در موش 

    جزايـر لانگرهـانس را   تـوان نتيجـه گرفـت    با اين مطالعـه مـي  
توان از پانكراس موش بالغ جدا كرده، در محيط كشت و در مي

اگـر ايـن   بـه عـلاوه،   . كـرد زمان معين و محدودي نگـه داري  
آغـازين   روز كشت دهـيم، در روزهـاي   15ها را به مدت سلول

حـدود  و با گذشت است ها بيشتر پس از استخراج، بقاي سلول
رسد. از آنجايي كـه  مييك هفته، بقا و عملكرد آنها به حداقل 

اين جزاير در سلول درماني در جهـت درمـان ديابـت اسـتفاده     
هـا در شـرايط كشـت    د، براي عملكرد بهتر ايـن سـلول  نشومي

  ي ايـن جزايـر بـا    آزمايشگاهي، بايد به مـدت زمـان هـم كشـت    
  . كردهاي ديگر دقت سلول

  
  تشكروقدرداني

نويسندگان اين مقاله از معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي 
و خدمات بهداشتي درمـاني جنـدي شـاپور اهـواز كـه امكـان       

  ياني بسـيار د، تشـكر و قـدر  كردنـد اجراي اين طرح را فـراهم  
  .كنندمي
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