
Sanaz Hasani Lialestani1,2, Arash Javeri1, Asadollah Asadi2, Masoumeh Fakhr Taha1*

1.  Department of Stem Cells and Regenerative Medicine, Institute for Medical Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology 
(NIGEB), Tehran, Iran

2. Department of Biology, Faculty of Science, University of Mohaghegh Ardabili, Ardabil, Iran

* Corresponding author: Masoumeh Fakhr Taha
E-mail: mftaha@nigeb.ac.ir

Backgroundm: Adipose-Derived Stem Cells (ADSCs) represent a promising source of cells for cardiac tissue 
engineering and repair of the injured heart. However, better understanding of the factors affecting the cardiac 
differentiation of ADSCs is required before clinical application of these cells. The current study was designed to 
investigate the role of bFGF and BMP4 in cardiac differentiation of human ADSCs. 
Materials and Methods: ADSCs were isolated from human abdominal subcutaneous adipose tissue and were 
cultured. For cardiac differentiation, ADSCs were treated with 10 ng/ml bFGF and 20, 50 or 100 ng/ml BMP4 in 
a medium containing 10% FBS or 0.5% B27 for four days. Then, the induction factors were completely omitted, 
and the cells were maintained in 10% FBS-containing medium for up to three weeks. At the end of differentiation 
period, the expressions of some cardiac markers were assessed using RT-PCR, qPCR, and immunocytochemistry.
Results: The differentiated ADSCs expressed cardiac-specific genes. Based on qPCR analysis, the maximum 
expression level of ANF and MLC2A mRNAs was detected in the cells treated with 10 ng/ml bFGF and 20 ng/ml 
BMP4 in the FBS-containing medium. Moreover, FBS supplementation of induction medium was more effective 
than the B27-containing medium for cardiac differentiation of ADSCs by bFGF and BMP4. The cells treated 
with 10 ng/ml bFGF and 20 ng/ml BMP4 in FBS-containing medium expressed cardiac troponin I and α-actinin 
proteins.
Conclusion: It seems that a combination of bFGF and BMP4 improves cardiac differentiation of ADSCs. Moreover, 
bFGF and BMP4 are more effective for cardiac differentiation when the induction medium is supplemented with 
FBS compared with B27. This may be due to the presence of insulin in B27 supplement.
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Improved cardiac differentiation of human adipose tissue-derived 
stem cells using a combination of bFGF and BMP4 
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مقاله پژوهشی

سابقه و هدف: سلول  های بنیادی بافت چربی منبع سلولی امیدبخشی برای کاربرد در مهندسی بافت قلب و ترمیم قلب آسیب دیده هستند. با این حال، پیش 
از استفاده درمانی از این سلول ها، شناخت بهتر فاکتورهای موثر بر تمایز آن ها به کاردیومیوسیت لازم است. تحقیق حاضر برای مطالعه تاثیر bFGF و BMP4 بر 

تمایز قلبی سلول های بنیادی بافت چربی انسانی طراحی شد. 
مواد و روش ها: در این مطالعه تجربی، سلول های بنیادی از بافت چربی زیر جلدی ناحیه شکمی انسان جداسازی و کشت داده شد. برای تمایز کاردیومیوسیتی، 
سلول ها به مدت چهار روز در محیط دارای 10درصد FBS یا 0/5 درصد B27 قرار گرفتند و با غلظت 10 نانوگرم بر    میلی لیتر bFGF و یکی از غلظت  های 20، 50 
یا 100 نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 تیمار شدند. سپس تمایز سلول ها تا انتهای هفته سوم در محیط دارای 10درصد FBS ادامه یافت. در انتهای تمایز، بیان ژن ها و 

پروتئین های قلبی با روش  های  qPCR ,RT-PCR و ایمونوسیتوشیمی بررسی شد. 
یافته ها: سلول  های بنیادی تمایز یافته ژن  های اختصاصی قلب را بیان کردند. طبق نتایج qPCR، سلول هایی که در محیط دارای FBS با bFGF  و 20نانوگرم بر 
   میلی لیتر BMP4 القا شدند، بیشترین بیان ژن  های ANF و MLC2A را نشان دادند. از طرفی، تیمار سلول ها با فاکتورهای تمایزی BMP4 و bFGF در محیط دارای 
FBS نسبت به محیط دارای B27 تمایز کاردیومیوسیت ها را بهتر القا کرد. سلول هایی که در محیط دارای FBS با bFGF  و 20 نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 القا 

شدند، پروتئین  های قلبی تروپونین I و آلفا-اکتینین را بیان کردند.
نتیجه گیری: به نظر می رسد ترکیب bFGF و BMP4 تمایز سلول های بنیادی بافت چربی به کاردیومیوسیت را بهبود می بخشد. از طرفی، تیمار با این فاکتورهای 
 B27 تمایز کاردیومیوسیتی بهتری را به دنبال داشت که یکی از دلایل احتمالی آن وجود انسولین در B27 نسبت به محیط دارای FBS تمایزی در محیط دارای

است.

.bFGF، BMP4 ،واژگان کلیدی: سلول  های بنیادی بافت چربی، تمایز، کاردیومیوسیت
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مقدمه:
سلول های بنیادی بافت چربی )ADSCs(1 دسته ای از سلول  های بنیادی مزانشیمی 
چندتوان هستند که از نظر ریخت شناسی و فنوتیپ به سلول های بنیادی مشتق از 
مغز استخوان شبیه هستند)1( و توان تمایز به رده  های مزودرمی مانند آدیپوسیت، 
کندروسیت، استئوسیت و میوسیت و رده  های غیر مزودرمی مانند نورون را دارند)2(.

بافت چربی نسبت به بافت های مزانشیمی دیگر، از جمله مغز استخوان، با روش  های 
این  دارد)3(.  بیشتری  بنیادی  سلول های  تعداد  و  می آید  دست  به  تهاجمی  کمتر 

1  . Adipose – drived stem cells 

سلول ها توانایی تمایز به کاردیومیوسیت را دارند)4( که شاید به دلیل بیان ژن  های 
اختصاصی قلب NKX2.5 و MLC2V در طول تمایز است. به علاوه، این سلول ها 
فاکتور رشد 2VEGF را ترشح می کنند که هم اثر اتوکرین/ پاراکرین بر تمایز قلبی 
 .)7 می کند)6,  اعطا  سلول ها  این  به  را  مناسبی  رگ زایی  توانایی  هم  و  دارد)5( 
مطالعه های پیشین نشان می دهد که سلول های بنیادی بافت چربی پس از پیوند 
به قلب به لایه ای از کاردیومیوسیت ها و سلول های اندوتلیال تمایز می یابند. این 
لایه به بافت آسیب دیده قلب ملحق می شود و عروق خونی جدیدی در این بافت 

2  . Vascular Endothelial Growth factor (VEGF)
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بنیادی  نشان می دهد که سلول  های  در مجموع  ویژگی ها  این  شکل می گیرد)8(. 
بافت چربی منبع سلولی مناسبی برای کاربرد در مهندسی بافت قلب و ترمیم قلب 
آسیب دیده هستند)4(. با این حال، برای استفاده درمانی از این سلول ها فهم درستی 
از نحوه تمایز و هدایت تمایز این سلول ها به کاردیومیوسیت لازم است. به این دلیل 
می توان تاثیر عوامل گوناگون از جمله تاثیر فاکتورهای رشد و تمایز، ماده زمینه ای 

خارج سلولی و هورمون ها را بررسی کرد.
 BMPها3 و 4bFGF فاکتورهای رشد مهمی هستند که نقش  های شناخته شده ای 
در تکوین قلب دارند. BMPها به فوق خانواده 5TGF-β تعلق دارند و در اندودرم 
خارجي و اکتودرم بیان مي شوند)BMP .)10 ,9ها در انواع روندهاي زیستی، مانند 
تکثیر، آپوپتوز، تمایز و ریخت زایی، نقش دارند و در طي تکوین جنین در تمایز و 
تشکیل به طورتقریبی تمام بافت ها و ارگان ها، از جمله سیستم عصبي، سومیت ها، 
ریه، کلیه، دندان، روده و غدد جنسی، دخالت دارند)11(. تشکیل کاردیومیوسیت ها 
را می توان به 4 مرحله تشکیل سلول های بنیادی پرتوان، مرحله پری کاردیوبلاست، 
مرحله کاردیوبلاست و مرحله تشکیل کاردیومیوسیت تقسیم کرد که در هر کدام از 

این مراحل BMPها نقش مهمی برعهده دارند)12(.
دارد.  قلبی  تمایز  در  شده ای  شناخته  نقش  های  که  است  دیگری  فاکتور   bFGF
مطالعه ها نشان داده است که bFGF از همان مراحل ابتدایی رویان زایی تا دوران پس 
از تولد در قلب موش صحرایی بیان می شود و نقش مهمی را در تمایز و ریخت زایی 
بر عهده دارد که لازمه تکوین عضله، عروق و دریچه  های قلبی است)13(. تیمار 
 Nkx2.5 برای القای بیان BMP2/4 و bFGF مزودرم پیش قلبی جوجه با ترکیبی از
به  BMPها  و  FGFها  واقع، هر دوی  انقباض ضروری است. در  فنوتیپ  القای  و 
عنوان فاکتورهای تخصص یافتگی قلبی عمل می کنند، به طوری که BMP باعث 
 ،FGF تمایز سلول  های مزودرمی پیش قلبی به دودمان قلبی می شود، در حالی که
به احتمال زیاد با فراهم کردن امکان بقای سلول ها، باعث حمایت از تمایز انتهایی 

آن ها می شود)14(. 
با توجه به نقش FGFها و BMPها در تمایز قلبی، انتظار مي رود که این فاکتورها 
در القای تمایز سلول  های بنیادی بافت چربی به کاردیومیوسیت و بیان فاکتورهاي 
بنابراین،  نسخه برداري، ژن هاي قلبي و پروتئین هاي سارکومري مؤثر واقع شوند. 
تمایز  بر   BMP4 و   bFGF رشد  فاکتورهای  تاثیر  تعیین  برای  حاضر  پژوهش 

سلول  های بنیادی بافت چربی انسانی به کاردیومیوسیت طراحی شد.
مواد و روش ها:

این پژوهش تجربی در سال 1395 در آزمایشگاه گروه سلول های بنیادی و پزشکی 
بازساختی پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری انجام شد. 

جداسازی سلول های بنیادی بافت چربی انسانی 
شکمی  ناحیه  جلدی  زیر  چربی  از  چربی،  بافت  بنیادی  سلول های  تهیه  برای 
خانم هایی استفاده شد که برای  ابدومینوپلاستی و لیپوساکشن به بیمارستان  های 
و  بودند  در  سنین 40تا50 سالگی  این خانم ها  مراجعه کردند.  یا شریعتی  عرفان 
سابقه بیماری نداشتند. پس از جراحی و اخذ رضایت از بیمار، نمونه ها در ظروف 
با  شیشه ای سترون و روی یخ به آزمایشگاه کشت سلول منتقل شد. مراحل کار 
نمونه از سوی کمیته اخلاق پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری تایید 
شد )کد تأییدیه NIGEB/93-8-7(. 5 گرم بافت چربی با تیغ جراحی استریل ریز 
درصد   0/2 کلاژناز   آنزیم  و  مگنت  حاوی  استریل  کوچک  بشر  یک  درون  به  و 
)Invitrogen, Thermo Fisher Scientific آمریکا( منتقل شد و در انکوباتور کشت 
سلول روی استیرر قرار گرفت. به این ترتیب، سلول ها در دمای 37 درجه سانتیگراد 
و به مدت 10تا15 دقیقه جداسازي شدند. پس از متلاشی شدن بافت چربی، کلاژناز 
و توسط محیط  منتقل شد  لوله سانتریفوژ 15    میلی لیتری  به یک  حاوی سلول ها 

3  . Bone morphogenetic proteins 

4	 	.	Basic	fibroblast	growth	factor	

5	 	.	Transforming	growth	factor-β	

 1200 rpm با DMEM6 حاوی 20درصد FBS7 رقیق شد. سوسپانسیون سلولی 
به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ شد تا کسر استرومایی عروقی )SVF8( به دست آید. 
گاوی  جنینی  سرم  20درصد  و   DMEM حاوی  تازه  محیط  در  سلولی  ته نشست 
 Gibco, شرکت  از  )همه  استرپتومایسین  و  پنیسیلین  آنتی بیوتیک  درصد  یک  و 
)استرینر(  فیلترهای  از  از عبور  آمریکا( معلق و پس   Thermo Fisher Scientific
100 میکرومتری و شمارش، با تراکم 104×5  سلول در    میلی لیتر به فلاسک هاي 
T25 منتقل شد و در انکوباتور، تحت شرایط دمایی 37 درجه سانتیگراد، 5 درصد 
کف  به  سلول ها  ساعت،   4 تا   3 از  پس  گرفت.  قرار  رطوبت   درصد   95 و   CO2
فلاسک چسبیدند. در این زمان، برای حذف سلول های خونی، محیط کشت سلول ها 
با محیط تازه تعویض شد. سلول ها پس از رسیدن به تراکم 80تا90 درصد پاساژ 

داده شدند)15(.
آنالیز فلوسیتومتری برای تشخیص سلول های بنیادی بافت چربی

مارکرهای  برای   4 پاساژ  مرحله  در  چربی  بافت  بنیادی  سلول های  پروژه  این  در 
با  بافت چربی  بنیادی  دلیل، سلول های  این  به  بررسی شدند.  و خونی  مزانشیمی 
Trypsin-EDTA جداسازی و با پارافرمالدئید 4درصد ثابت شدند. سلول ها ابتدا به 
 ،CD90 ،CD73 مدت 30 دقیقه در 4 درجه سانتیگراد با    آنتی بادی علیه مارکرهای
CD105 و CD45 )همه از شرکت Abcam انگلستان( و پس از شست وشو به مدت 
 FITC-labeled rat anti-mouse IgG با    آنتی بادی ثانویه اتاق  30دقیقه در دمای 
 FITC-labeled با  فقط  که  سلول هایی  شدند.  انکوبه  آمریکا(   (Sigma-Aldrich
رفتند.  کار  به  منفی  کنترل  عنوان  به  شدند،  رنگ آمیزی   rat anti-mouse IgG
 Attune® Acoustic Focusing سپس، بررسی فلوسیتومتری با استفاده از دستگاه
 )Cytometer	(Applied	Biosystems, Life Technologies, Grand Island, USA
 FlowJo vX.0.6 (Tree Star Inc., نرم افزار  از  استفاده  با  حاصله  نتایج  و  انجام 

(Ashland, USA آنالیز شد.
تمایز سلول  های بنیادی بافت چربی به کاردیومیوسیت ها   

سلول های بنیادی بافت چربی در مرحله پاساژ چهارم برای القای تمایز کاردیومیوسیت 
استفاده شد. سلول ها با تراکم 105 سلول بر    میلی لیتر به ظروف کشت ژلاتینه 6، 24 
 FBS حاوی 20درصد DMEM یا 96 خانه منتقل و به مدت 24 ساعت در محیط
کشت داده شدند. سپس محیط سلول ها با محیط کشت تمایزی جایگزین شد. 7 

گروه در این مطالعه بررسی شد که در جدول 1 نشان داده شده است.
 به طور خلاصه، سلول ها به مدت 4روز در محیط   کشت DMEM دارای 10درصد 
FBS یا 0/5درصد Scientific)B27	Fisher	Gibco, Thermo آمریکا( در معرض 
10نانوگرم بر    میلی لیتر bFGF  و غلطت  های مختلفی )20، 50 یا 100 نانوگرم بر 
   میلی لیتر( از BMP4 )هر دو از شرکت Sigma-Aldrich آمریکا( قرار گرفتند. سپس 
فاکتورها به طور کامل حذف شد و تمایز سلول ها در محیط کشت DMEM دارای 

10درصد FBS تا انتهای هفته سوم ادامه یافت. 
MTT9 آزمون

سلول ها در ظروف کشت 96 چاهکی ژلاتینه کشت داده شدند و به مدت 4 روز در 
معرض فاکتور  های تمایزی )طبق جدول 1( قرار گرفتند. سپس فاکتورهای تمایزی 
 FBS دارای 10درصد    DMEM در محیط  به مدت 24 ساعت  و سلول ها  حذف 
کشت داده شدند. برای آزمون MTT از کیت MTT شرکت ایده زیست استفاده شد. 
محیط سلول ها خالی و 100 میکرولیتر محیط RPMI10 و 10 میکرولیتر MTT با 
غلظت 12 میلی مولار اضافه شد و سلول ها به مدت 4 ساعت در دمای 37 درجه 
   سانتی گراد قرار گرفتند. سپس محیط چاهک ها خالی و به هر چاهک 50 میکرولیتر 
درجه   37 دمای  در  دقیقه   10 سلول ها  شد.  پیپتاژ  آرامی  به  و  اضافه   DMSO11

6	 	.	Dulbecco’s	Modified	Eagles	Medium

7  . Fetal bovine serum

8  . Stromal vascular fraction 

9  . 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

10	 	.	Roswell	Park	Memorial	Institute	medium

11  . Dimethyl sulfoxide
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   سانتی گراد قرار گرفتند. پس از این مرحله، جذب نوری محیط با استفاده از دستگاه 
الایزا در طول موج 570 نانومتر خوانش شد. برای بررسی اختلاف بین گروه ها از 
Paired t-test استفاده شد و سطح معنا داری  ANOVA و آزمون  آنالیز یک طرفه 

کمتر از P<0.05 در نظر گرفته شد.
Quantitative real-time PCR و RT-PCR بررسی بیان ژن ها با روش

 High Pure RNA Isolation کل سلول های تمایز یافته با استفاده از کیت RNA
RNA برای ساخت  از  آلمان( استخراج شد. یک میکروگرم   Roche Kit )شرکت 
cDNA با استفاده از کیت سنتزThermo Fisher Scientific( cDNA آمریکا( به کار 
به شرح  اختصاصی ژن های هدف  پرایمرهای  از   PCR انجام واکنش  برای  رفت. 
جدول 2 و Ampliqon) PCR Master Mixدانمارک( استفاده شد که شامل آنزیم 

Taq DNA polymerase، MgCl2، مخلوط dNTP و بافر تکثیر است. 
پرایمر های  از Ampliqon) RealQ PCR Masterدانمارک(،   qPCR انجام  برای 
به عنوان کنترل داخلی   ACTB GAPDH و  اختصاصی ژن های هدف و ژن های 

استفاده شد. 
واکنش ها در حجم 10میکرولیتر، طبق برنامه توصیه شده از سوی شرکت ارائه کننده  

 (Corbett Research, Australia) Rotor-GeneTM کیت تهیه و با استفاده از دستگاه
real-time analyzer  6000 برای 45 سیکل انجام شد. برای بررسی کمی بیان ژن ها 
  (Qiagen)نرم افزار از  استفاده  با  ژن ها  بیان  میزان  شد.  استفاده  مختلف  تکرار   4 از 
 Pair Wise Fixed Reallocation Randomization 2009 محاسبه و با آزمون REST
 Microsoft بین گروه ها مقایسه شد)16(. نمودار نهایی با استفاده از نرم افزار Test®

Excel رسم شد.
بررسی بیان پروتئین  های قلبی با روش ایمونوسیتوشیمی

سلول های تمایز یافته به مدت 10 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی گراد با پارافرمالدهید 
 )PBS12( بافر فسفات سالین از  نفوذپذیر کردن سلول ها  برای  ثابت شدند.  4درصد 
پروتئین های  و  شد  استفاده  دقیقه   5 مدت  به   Triton X-100 درصد   0/2 حاوی 
غیراختصاصی با سرم بزی 10درصد بلوکه شدند. سپس سلول ها به مدت 45 دقیقه 
	آمریکا(  Sigma-Aldrich)	 α-actininعلیه مونوکلونال  اولیه  معرض    آنتی بادی  در 
و Cardiac troponin I (SantaCruz آمریکا) و پس از شست وشو به مدت 45 دقیقه در 
معرض    آنتی بادی ثانویه FITC-labeled rat anti-mouse IgG قرار گرفتند. سلول  های 

رنگ آمیزی شده با میکروسکوپ فلورسنت   (Nikon, Japan)مشاهده شدند.

12	 	.	Phosphate	buffered	saline

گروه های تمایزی

مرحله القای تمایز قلبی )4 روز اول تمایز(
 ابتدای روز 5 تا انتهای

هفته سوم تمایز محیط کشت
bFGF غلظت

(ng/ml)

BMP4 غلظت

(ng/ml)

ControlDMEM + 10% FBS__DMEM + 10% FBS

FBS-10 bFGF-20 BMP4DMEM + 10% FBS1020DMEM + 10% FBS

FBS-10 bFGF-50 BMP4 DMEM + 10% FBS1050DMEM + 10% FBS

FBS-10 bFGF-100 BMP4DMEM + 10% FBS10100DMEM + 10% FBS

B27-10 bFGF-20 BMP4DMEM + 0.5% B271020DMEM + 10% FBS

B27-10 bFGF-50 BMP4DMEM + 0.5% B271050DMEM + 10% FBS

B27-10 bFGF-100 BMP4DMEM + 0.5% B2710100DMEM + 10% FBS

جدول 1. گروه های تمایزی بررسی شده در این تحقیق و محیط کشت و فاکتورهای استفاده شده در هر گروه.

AccessionSize (bp)ForwardReverseTarget

NM_0020521415›-ACCAGCAGCTCCTTCAGGCA-3›5›-CTGTGCCCGTAGTGAGATGA-3›GATA4

NM_0023972035›-AGATTGTGTGCTGTTCCACCT-3›5›-AGACCACCTGTGTTACCTGCA-3›MEF2C

NM_000192143 5›-AAGGCTGGAAGGCGGATGTTT-3›5›-CCCGTCACAGACCATTTATTATC-3›TBX5

NM_021223120 5›-AGCTGGGGAAGGTGAGTGT-3›5›-GGTCTGTCCCATTGAGCTTCT-3›MLC2A

NM_000432118 5›-CTTGGGCGAGTGAACGTGAA-3›5›-GGTCCGCTCCCTTAAGTTTCT-3›MLC2V

NM_00617297 5›-GGATTTCAAGAATTTGCTGGACC-3›5›-CGCTTCTTCATTCGGCTCAC-3›ANF

NM_002046116 5›-TCACCATCTTCCAGGAGCGA-3›5›-CAAATGAGCCCCAGCCTTCT-3›GAPDH

NM_0011011535›-ATCTCCTTCTGCATCCTGTCG-3›5›-CCTGGGCATGGAGTCCTGT-3›ACTB

.qPCR  و RT-PCR جدول 2. توالی و مشخصات پرایمرهای ستفاده شده برای
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یافته ها:
جداسازی، کشت و تمایز سلول های بنیادی بافت چربی

سلول  های بنیادی بافت چربی پس از جداسازی طی 3 تا 4 ساعت به سطح ظروف 
کشت سلولی اتصال پیدا کردند )شکل 1، پانل A(. سلول ها پس ازدو یا سه پاساژ 

.)B ریخت فیبروبلاست مانند نشان دادند)شکل 1، پانل

شکل 1. تصویر میکروسکوپ نوری فازکنتراست. )A( سلول  های بنیادی بافت چربی چند 
ساعت پس از جداسازی. )B( سلول  های بنیادی بافت چربی در مرحله پاساژ سوم.

از  با بررسی فلوسیتومتری نشان دادیم که 87/3، 98/4 و 99/7 درصد  ما پیشتر 
و   CD90 ،CD73 مزانشیمی مارکرهای  ترتیب  به  پاساژ سوم  مرحله  در  سلول ها 
از یک  بیان کردند، درحالی که مارکر هماتوپویتیک CD45 در کمتر  CD105 را 
بیان شد)15(. در تمامیه گروه های تمایزی، ریخت سلول ها به  از سلول ها  درصد 
نشان  شکل  نواری  و  کشیده  ظاهر  سلول ها  گروه ها  بیشتر  در  کرد.  تغییر  تدریج 

دادند)شکل 2(.

با  شده  تیمار  سلول  های   )A( تمایز.   21 روز  در  سلول ها  فازکنتراست  تصویر   .2 شکل 
ng/ml bFGF 10  و ng/ml BMP4 20 در محیط حاوی 10درصد B .FBSسلول  های 
 .FBS 50 در محیط حاوی 10درصد ng/ml BMP4 10 و ng/ml bFGF تیمار شده با
محیط  در   100 ng/ml BMP4 و   10 ng/ml bFGF با  شده  تیمار  سلول  های   (C)
 20 ng/ml و   10 ng/ml bFGF با  تیمار شده  FBS. (D) سلول  های  حاوی 10درصد 
و   10 ng/ml bFGF با  شده  تیمار  سلول  های   (E) .B27 حاوی  محیط  در   BMP4
 10 ng/ml bFGF سلول  های تیمار شده با (F) .B2750 در محیط حاوی ng/ml BMP4
و ng/ml BMP4 100 در محیط حاوی B27. (G) گروه کنترل. از روز 5 تا 21 تمایز، 

محیط کشت کلیه گروه ها فقط دارای 10درصد FBS بود

MTT بررسی میزان    زیست پذیری و تکثیر سلول ها با آزمون
سلول  های گروه کنترل که در محیط حاوی FBS تمایز یافتند و فاکتورهای تمایزی 
را دریافت نکردند، بالاترین میزان    زیست پذیری و تکثیر را نشان دادند، در حالی که 
در گروه  های دیگر کاهش معنا داری در    زیست پذیری و تکثیر سلول ها مشاهده شد. 
سلول هایی که در محیط حاوی B27 با 10 نانوگرم بر    میلی لیتر bFGF و 20 نانوگرم 
بر    میلی لیتر BMP4 تیمار شدند، بیشترین کاهش را در میزان    زیست پذیری و تکثیر 

نشان دادند )شکل 3(.  

RT-PCR بیان ژن  های قلبی به روش
 GATA4، MEF2C، TBX5،شامل قلبی  ژن  های  بیان  تمایز،  دوره  پایان  از  پس 
MLC2A، MLC2V و ANF به روش RT-PCR  بررسی شد. با توجه به شکل 4، 

این ژن ها در تمام گروه  های تمایزی بیان شدند. 

 21 از  پس  یافته  تمایز  چربی  بافت  بنیادی  سلول  های  در  قلبی  ژن  های  بیان   .4 شکل 
 10 ng/ml سلول  های تیمار شده با )B( .گروه کنترل A. RT-PCR روز تمایز به روش
bFGF و ng/ml BMP4 20 در محیط حاوی 10درصد C.FBS سلول  های تیمار شده با 
ng/ml bFGF 10 و ng/ml BMP4 50 در محیط حاوی 10درصد D .FBS سلول  های 
10درصد  حاوی  محیط  در   100 ng/ml BMP4 و   10 ng/ml bFGF با  شده  تیمار 
FBS. (E) سلول  های تیمار شده با ng/ml bFGF 10 و ng/ml BMP4 20 در محیط 
حاوی B27. (F) سلول  های تیمار شده با ng/ml bFGF 10  و ng/ml BMP4 50 در 
 100 ng/ml و   10 ng/ml bFGF با  شده  تیمار  سلول  های   (G) .B27 حاوی  محیط 

 .B27 در محیط حاوی BMP4

شکل 3. نتایج آزمون MTT که    زیست پذیری و تکثیر سلول ها را پس از 4 روز تیمار با 
فاکتورهای تمایزی bFGF   و BMP4 نشان می دهد.
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qPCR بررسی کمی بیان ژن  های قلبی در گروه  های مطالعه شده با روش
MLC2V مقایسه کمی بیان ژن

این  با گروه کنترل مقایسه شد. در  MLC2V در گروه های مختلف  بیان ژن  سطح 
و   bFGF بر    میلی لیتر  نانوگرم   10 با   B27 دارای  محیط  در  که  سلول هایی  پروژه، 
20 نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 تیمار شدند، تغییر بیان معنا داری را نسبت به گروه 
کنترل نشان ندادند، در حالی که تیمار سلول ها با 10 نانوگرم بر    میلی لیتر bFGF و 
  MLC2V باعث افزایش معنا دار 1/3 برابری در بیان BMP4 50 نانوگرم بر    میلی لیتر
نانوگرم  bFGF و 100  بر    میلی لیتر  نانوگرم  با 10  )P=0.005( و تیمار سلول ها  شد 
برابر،  را به طور معنا دار کاهش داد )17درصد    MLC2V بیان   BMP4 بر    میلی لیتر 
بر  نانوگرم   10 با   FBS درصد   10 دارای  محیط  در  که  سلول هایی   .))P=0.005(
   میلی لیتر bFGF و 20، 50 یا 100 نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 تیمار شدند، به ترتیب 
برابری   1/27 و   )P=0.01( برابری   1/4  ،)P=0.001( برابری   2/25 معنا دار  افزایش 
(P<0.035) را در بیان ژن MLC2V  نشان دادند )شکل 5، پانل A(. به طور کلی، 
دارای  MLC2V  در گروهی مشاهده شد که در محیط  بیان ژن  افزایش  بیشترین 
FBS با 10 نانوگرم بر    میلی لیتر bFGF و 20 نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 تیمار شدند.

شکل 5. مقایسه کمی بیان ژن های قلبی Mlc2v )پانل A( و Anf )پانل B( در گروه  های 
تیمار شده با bFGF و BMP4 نسبت به گروه کنترل )محیط دارای 10درصد FBS، بدون 

.(P<0.05) اختلاف با گروه کنترل معنادار است :* .qPCR فاکتورهای تمایزی( با روش
ANF مقایسه کمی بیان ژن

بیان ژن ANF در تمامی گروه هایی که در محیط دارای B27 با فاکتور  های تمایزی 
داد.  نشان  معنا دار  کاهش  کنترل  گروه  به  نسبت  شدند،  تیمار    BMP4 و   bFGF
 BMP4 این کاهش در گروه های تیمار شده با 20، 50 یا 100 نانوگرم بر    میلی لیتر
برابر   0/34 و    (P= 0.018) برابر  8درصد   ،  (P= 0.011) برابر   0/12 به  ترتیب  به 
ANF  در سلول هایی که در محیط دارای 10 درصد  بیان ژن  (P= 0.018) رسید. 
FBS با 10 نانوگرم بر    میلی لیتر bFGF و 50 یا 100 نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 تیمار 
  (P= 0.001) شدند نیز نسبت به گروه کنترل کاهش یافت و به ترتیب به 0/56 برابر
ANF در سلول هایی که  بیان ژن  (P= 0.063)  رسید. در هر حال،  برابر  و  0/58 
در  محیط دارای 10 درصد FBS با 10 نانوگرم بر    میلی لیتر bFGF و 20 نانوگرم 
یافت  افزایش   (P= 0.018) برابر  میزان 2/02  به  تیمار شدند،   BMP4 بر    میلی لیتر 

.)B شکل 5، پانل(
بررسی بیان پروتئین  های قلبی با روش ایمونوسیتوشیمی

 bFGF با 10 نانوگرم بر    میلی لیتر FBS سلول هایی که در  محیط دارای 10 درصد

و   I تروپونین  قلبی  پروتئین  دو  هر  شدند،  تیمار   BMP4 بر    میلی لیتر  20نانوگرم  و 
α-actinin را بیان کردند)شکل 6(. 

شکل 6. بررسی بیان پروتئین  های قلبی cardiac troponin I (CTNI) و α-actinin در 
bFGF و 20  بر    میلی لیتر  نانوگرم  با 10   FBS دارای 10درصد  در  محیط  سلول هایی که 
ترتیب  به   C و    A ایمونوسیتوشیمی.   روش  به  شدند  تیمار   BMP4 بر    میلی لیتر  نانوگرم 
تصویر    D و   B و  سبز(  )رنگ   α-actinin و   CTNI پروتئین  های  علیه  ایمنی  رنگ آمیزی 

فازکنتراست آن ها را نشان می دهد.
بحث:

قلب  تکوین  و  مزانشیمی  تمایز  القای  در  مهمی  نقش   BMP4 پیام رسانی  مسیر 
را در تمایز قلبی   BMP4 القایی  Khaleghi و همکاران)18( نقش  دارد)17(. پیشتر 
سلول های بنیادی بافت چربی موش نشان دادند. از طرفی، bFGF یکی از اعضای 
خانواده فاکتورهای رشد فیبروبلاستی است)19( که در همراهی با BMP4 می تواند 
سبب پیشروی تمایز سلول های بنیادی به رده مزودرمی شود)20(.  در تحقیق حاضر، 
تاثیر همزمان فاکتورهای bFGF و BMP4 روی تمایز سلول های بنیادی بافت چربی 
انسانی به کاردیومیوسیت بررسی شد. طبق نتایج RT-PCR، سلول  های بنیادی بافت 
 bFGF چربی در تمام گروه  های تمایزی، از جمله گروه کنترل و گروه  های تیمار با
 GATA4، شامل  قلبی،  نسخه برداری  فاکتورهای  تمایز  هفته   3 از  پس   ،BMP4 و 
 ،ANF و MLC2A، MLC2V و ژن  های اختصاصی قلب، شامل ،Tbx5 و MEF2C
را بیان کردند. همان طور که می دانیم، GATA4 یک فاکتور نسخه برداری قلبی است 
که نقش مهمی در بیان ژن  های اختصاصی قلب مانند تروپونین I دارد)21(. همچنین 
از  دیگر  یکی   MEF2C  .)22( قلب می شود  ریخت زایی  پیشروی  باعث  فاکتور  این 
نیز  و  قلب  ریخت زایی  در   GATA4 مانند  که  است  قلبی  نسخه برداری  فاکتورهای 
در تشکیل ماهیچه و تکوین عروق نقش دارد)TBX5 .)23 نیز یکی از فاکتور  های 
بیان  دهلیزی-بطنی  گره  شامل  دهلیزی  نواحی  در  که  است  قلبی  نسخه برداری 
می شود)MLC2A .)24 و ANF دو ژن اختصاصی قلب هستند که در مراحل نهایی 
بطنی  حفرات  در   MLC2V که  حالی  در  می شوند)25(،  بیان  دهلیز  در  قلب  تکوین 
 .)25( است  ضروری  پستانداران  در  حفره ها  این  ریخت زایی  برای  و  می شود  بیان 
بیان این ژن ها در مجموع نشان دهنده توان تمایزی سلول  های بنیادی بافت چربی 
 bFGF به سلول  های قلبی در محیط کشت است. در این مطالعه، القای تمایز قلبی با
 ،qPCR انجام شد. طبق نتایج B27 یا FBS در یکی از محیط  های دارای BMP4 و
ژن  های ANF و MLC2A در سلول هایی که در محیط دارای FBS با 10 نانوگرم بر 
   میلی لیتر bFGF و 20 نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 القا شدند، بیشترین بیان را داشتند 
از طرفی،  نشان می دهد.  قلبی  تمایز  القای  در  را   BMP4 به غلظت  وابسته  اثر  که 
نتایج qPCR نشان داد که تیمار سلول ها با فاکتورهای تمایزی bFGF و BMP4 در 
محیط دارای FBS نسبت به محیط دارای B27 تمایز کاردیومیوسیت ها را بهتر القا 
می کند که می تواند از وجود برخی فاکتورهای کمک کننده تمایز در FBS یا وجود 
انسولین در B27 ناشی شده باشد. در واقع B27 دارای فاکتورهای مشخصی مانند 
رتینوئیک اسید، پوترسین، پروژسترون، سلنیوم و ترنسفرین است  و به دو شکل پایه 
انسولین  معتقدند  محققان  است)26(.  دسترس  در  انسولین  بدون  و  انسولین  دارای 
ممکن است تمایز به سمت مزودرم و اندودرم را مهار کند و به نفع تمایز رده  های 
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بهتر است در مطالعه  تایید می کند.  را  آن  نیز  ما  نتایج  باشد)27( که  نورواکتودرمی 
بعدی تاثیر B27 فاقد انسولین بر تمایز قلبی سلول  های بنیادی بافت چربی بررسی 
شود. طبق نتایج ایمونوسیتوشیمی، سلول هایی که در محیط دارای FBS با 10نانوگرم 
بر    میلی لیتر bFGF و 20نانوگرم بر    میلی لیتر BMP4 القا و به عنوان گروه تمایزی 
 cardiac troponin I مطلوب در این مطالعه انتخاب شدند، پروتئین  های ساختمانی
(CTNI) و α-actinin را بیان کردند که تایید دیگری بر تمایز قلبی سلول  های بنیادی 
بافت چربی انسانی است. با این وجود، باید خاطر نشان کرد که سلول های تمایز یافته 
در این مطالعه ضربان نداشتند که نشان می دهد بلوغ کاردیومیوسیت  های به دست 

آمده به فاکتورهای القا کننده دیگر نیاز دارد.       

نتیجه گیری:
دارند.  به کاردیومیوسیت   تمایز  برای  پتانسیل خوبی  بافت چربی  بنیادی  سلول های 
ترکیب bFGF و BMP4 تمایز سلول های بنیادی بافت چربی به کاردیومیوسیت ها را 
بهبود می بخشد، اما اثر وابسته به غلظت این فاکتورها نباید فراموش شود. از طرفی، 
با فاکتورهای تمایزی bFGF و BMP4 در محیط دارای FBS نسبت به  با  تیمار 
محیط دارای B27 تمایز کاردیومیوسیتی بهتری را به دنبال داشت که یکی از دلایل 
احتمالی آن وجود انسولین در B27 است و بهتر است در مطالعه بعد از B27 فاقد 

انسولین استفاده شود.

27 /  معصومه فخرطه و همکاران
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