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 چکیده
نمونوه ووون مغوز    بدین منظوو    های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان سگ بود.ه جداسازی، تکثیر و شناسایی سلولهدف از این مطالع

ه د  محیط استاندا د کشت داده شدای جداهستههای تکوژ، سلولیو پس از سانتریف گردیدو ی آجمعبالغ نر قلاده سگ  51استخوان 

از مرفولووژی سولولی،   با اسوتفاده  و پس از سه با  پاساژ ماهیت مزانشیمی آنها  گردیده های چسبنده به محیط کشت جداسلولشدند. 

ی دوکی ها وز کشت، سلول 4پس از یید قرا  گرفت. أمو د تهای استخوانی و چربی های سطحی و تمایز به  ده سلولژنا زیابی آنتی

و با گذشت زمان بر تعداد آنهوا افوزوده شود و     گردیدهای بنیادی مزانشیمی مغز استخوان ظاهر همان سلول یافیبروبلاست شکل شبیه 

برابر با  ،د  پاساژ سوم برسند د صد 51ها به تراکم بیش از ن مدت زمانی که طول کشید تا سلولمیانگی تراکم سلولی افزایش پیدا کرد.

و د   منفوی بووده   CD45و  CD34های از نظر بیان شاوص هااین سلولنتایج آنالیز فلوسیتومتری نشان داد که   وز بود. 51/1±98/22

ماه منجر بوه   های القایی استئوسیتی و آدیپوسیتی به مدت یکمثبت بود. کشت د  محیطآنها  CD105و  CD44های شاوصبیان مقابل 

های بیان ژنباشد. افزایش ها میت که نشانگر قد ت تمایز این سلولاستخوانی و چربی گشسلولی های ها به  دهتبدیل شدن این سلول

VDR ،COL1A1 ،BGLAP  وSPARC هوای اشوده از مغوز اسوتخوان سوگ بوه سولول      های بنیادی مزانشیمی جدگر تمایز سلولنشان 

د  ا تبوا  بوا نووزایش     ویوهه بهآتی رای انجام مطالعات بالینی تواند مبنایی بها میباشد. این یافتهاستخوانی د  محیط کشت القایی می

 .باشدهای بنیادی مزانشیمی مغز استخوان سگ انی و غضروفی با استفاده از سلولهای استخوبافت
 

 .های بنیادی مزانشیمی، مغز استخوان، سگسلول: هاکلید واژه
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 دمهقم
ای هسهتن   های تمایزنیافته  های بنیادی، سلولسلول

ههای  نوزایی و تب یل ش ن ب  انواع ردهک  خاصیت خود

باعه  شه ه   همین خصوصیات  باشن .سلولی را دارا می

در نقه  بسهیار میمهی    امهووزه  ههای بنیهادی   ک  سهلول 

ایه ه   داشهت  باشهن .  مین سی بافهت و بهب بازسهاختی    

های بنیادی بوای اولین بار در اواخو قون نهوزده   سلول

فوضیاتی جیت توضهی  وجهود    زمان با ارائ میلادی ه 

ی به ن  هها ودنوزایی دائمی در بوخی از بافهت توانایی خ

بهول عمهو    ههایی بها  مثل خون و پوسهت که  از سهلول   

 Bianco) مطهو  شه    ،ان مشخص و کوتاه تشکیل ش ه

et al., 2008). 

-بنه ی مهی  های بنیادی ب  انواع مختلفی ببق سلول

ی بنیهادی  هها تهوان به  سهلول   شون  ک  از بین آنیها مهی  

ر ک  بوای اولین بهار د  هاسلولاین مزانشیمی اشاره کود. 

ههای بنیهادی ریهو    سهلول  ،مغز استخوان شناسایی ش ن 

ههای  ک  توانایی تمایز ب  انواع سهلول  سازی هستن خون

(. Krampera et al., 2006باشهن  ) مزودرمی را دارا مهی 

-از سلولایوی ذخهای بنیادی مزانشیمی ب  عنوان سلول

در شهون  که    محسهو  مهی  به ن  کننه ه  های بازسهازی 

لتیها  و نکهووز   اآسیب، صورت بووز شوایطی از قبیل 

-با ویژگی یسلولمختلف های ردهو تب یل ب   هفعال ش 

 (.Pountosa et al., 2007) شون میخاص  های

 توسه   بهار  اولینبوای های بنیادی مزانشیمی سلول

هها را  از سهلول جمعیتهی  توصیف شه . وی   فوی نشتاین

  شناسایی کود ک  خاصیت چسبن گی ب  پلاستیک داشهت 

ی  ب  فیبووبلاست از خهود  و در محی  کشت ظاهوی شب

محهی   در  سهتن  توانهها مهی  دادن . ایهن سهلول  نشان می

ب  رضووف، بافت چوبی، استخوان، تان ون  آزمایشگاهی

ههای  هها را سهلول  و عضل  تمهایز یابنه . او ایهن سهلول    

 ,.Friedenstein et al) اسهتووننیک نهان نیهاد   سهاز  پی 

تهوان  های بنیادی مزانشیمی را میسلولهو چن  (. 1968

ههای  مانن  بافت چوبی، عضهل  و بافهت  از منابع مختلف 

های اخذ ش ه از مغز ولی سلول ،ج اسازی کودپیون ی 

هههای یشههتوین توانههایی جیههت تمههایز بهه  ردهاسههتخوان ب

و اکثو مطالعهات   ان ان دادهخود نشمختلف سلولی را از 

 Punwar andها صورت گوفته  اسهت )  روی این سلول

Khan, 2011.) 

طالعهات  سگ م ل حیهوانی مناسهبی بهوای ان هان م    

ی بنیادی مزانشیمی محسو  هابالینی در ارتباط با سلول

و نحهوه  میزان ، کالب شناسیلحاظ شود. این حیوان از می

ههای مختلهف   اریگیوی بیمه فعالیت ب نی و رون  شکل

و از ایهن رو  بسیار زیادی ب  انسهان داشهت     هایشباهت

ههای بنیهادی مزانشهیمی جیهت     کارگیوی سهلول  نتایج ب

های مختلف از قبیل اختلالات اسهتخوانی،  درمان بیماری

عووقی در این حیوان ب  شکل -رضووفی، عصبی و قلبی

باش . از سویی دیگو بسهیاری  توی قابل ارزیابی میدقیق

سانان نیز ب  وفور جمعیت سگخود ها در از این بیماری

 ان از دی گاه دامپزشکی نیز ان بنابواین، .شودمشاه ه می

درمانی ج ی  بها   هایچنین مطالعاتی جیت یافتن روش

 باشه  ههای بنیهادی حهائز اهمیهت مهی     استفاده از سهلول 

(Volk and Theoret, 2013; de Bakker et al., 2013) .

مطالعات ان کی در ارتبهاط  لی است ک  تاکنون این درحا

های بنیادی مزانشیمی روی این حیوان صهورت  با سلول

مطالعه  درمهانی در   اولین ق ن در ههو نهوع    گوفت  است.

دستوسی ب  تع اد  ،های بنیادی مزانشیمیارتباط با سلول

باشه .  تنهی مهی  در محهی  درون هها  ایهن سهلول  کافی از 

  ج اسههازی، تکثیههو و العههبنههابواین ههه ف از ایههن مط 
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غز استخوان سگ های بنیادی مزانشیمی مشناسایی سلول

کارگیوی روش  های معمول و بویژه ببا استفاده از روش

 باش .شناسایی پتانسیل تمایزی آنیا می بیان نن جیت

 

 هامواد و روش
بهال  از  نهو  قلاده سهگ   51در این مطالع  از تع اد 

 04تها   51سهال و وزن   ٣تها   2نژاد مخلوط با دامن  سنی 

ههای انفهوادی و   وگون استفاده ش . حیوانات در قفسکیل

داری حیوانات دانشک ه دامپزشکی دانشهگاه  در محل نگ 

شه ن . جیهت   مهی داری آزاد اسلامی واحه  تبویهز نگه    

ابمینان از سلامتی حیوانات، تمهامی آنیها مهورد معاینه      

مل خههون شهها بههالینی کامههل قههوار گوفتهه  و آزمههای     

ومهز و سهفی ، شهمارش    ههای ق گیوی تع اد گلبهول ان ازه

هها و  های سهفی ، شهمارش تعه اد پلاکهت    افتواقی گلبول

گیوی میزان هموگلوبین و هماتوکویت نیز ب  عمهل  ان ازه

آم . جیت ابمینان از ع ن وجود آلودگی انگلی، قبهل از  

شووع مطالع  حیوانات تحت درمهان بها داروههای ضه      

به ین توتیهب که      ،ارجی قوار گوفتنه  انگل داخلی و خ

 1به  مه ت    mg/kg 22ز وقوص مبن ازول روزانه  بها د  

ز مبنه ازول،  وساعت بع  از ت هویز آخهوین د   01روز و 

ز ودکب  صورت ته  mg/kg 1ز وکوانتل با دیقوص پواز

ز منفههود وبهه  حیوانههات خورانهه ه شهه . آیههورمکتین بهها د

g/kgµ 044  تزریهق شه . جیهت    یصهورت زیوجله   ب 

اکتهومین بها    ی،خارج یهاها از انگلب ن سگ یسازپاك

-ب . قوار گوفتاستفاده  مورد در یک لیتو آ  ml 5ز ود

-سگ یدارمحل نگ  ،م  د یجلوگیوی از آلودگمنظور 

 .گودی ینظافت مروزان  ها 

های بنیاادی مااششای م م اا    جداسازی و کشت سلول

 استخوان
یمی مغهز  های بنیادی مزانشه سلولجیت ج اسازی 

، عمل آسپیواسیون مغز استخوان در هو یهک از  استخوان

بهوداری، ههو   وانات صورت گوفت. در هنگهان نمونه   حی

پوومازین به  مقه ار   حیوان با تزریق داخل عضلانی آس 

mg/kg 41/4   بها دوز  درص   1و تیوپنتال س یmg/kg 

ی ه ب  پیلهو روی میهز   بییوش ش ه و در حالت خواب 54

ک  نمون  خهون مغهز   گوفت. با توج  ب  اینعمل قوار می

 ،شه  ت ابت ایی استخوان بازو گوفت  میاستخوان از قسم

 . شعفونی و آماده میض  معمولصورت  موضع عمل ب

متهو روی پوسهت   سانتی 5سپس بوش کوچکی ب  بول 

قسمت ابت ایی استخوان بازوی سمت چه  یها راسهت    

 ای ههاد شهه ه و سههوزن مخصههوص آسپیواسههیون مغههز   

استخوان از محل بوش ب  داخهل فضهای مغهز اسهتخوان     

بازو ه ایت ش ه و پس از اتصهال سهونگ حهاوی مهاده     

استخوان حه اکثو  ض  انعقاد هپارین، نمون  خون از مغز 

(. در انتیها  5شه  )شهکل   لیتو گوفت  میمیلی 52ب  میزان 

شه ه و   نیز سوزن آسپیواسیون از استخوان بهازو خهار   

 ش .زده میمحل بوش پوست بخی  
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 عمل آسپیراسیون مغز استخوان با استفاده از سوزن مخصوص -1شکل 

 

شه ه در لوله  فهالکون    مغز استخوان اخذ هاینمون 

لیتو( حهاوی  واح  بو میلی 5444لیتوی هپارین  )میلی 51

لیتههو محههی  کشههت ایگههل تغییههو یافتهه  دالبکههو میلههی ٣

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM ) با

 Fetal)درص  سون جنهین گهاو    54گلوکز ک  ب  همواه 

Bovine Serum, FBS ) 544سیلین/واح  پنی 54444و 

آوری لیتو جمعمیلیهو ازای میکووگون استوپتومایسین ب 

زش به   سهاعت در روی یهج جیهت پهودا     2ش ه و بی 

ههای مغهز اسهتخوان توسه      آزمایشگاه منتقل ش . نمون 

اسهتویل   (Hanks Salt Solution)هانکس محلول نمکی 

روی لیتو از آن به  میلی 52( رقیق ش  و 5ب   5میزان )ب  

 Histopaque®-1077 density)لیتههو فههایکول میلههی ٣

1.077 g/ml )   لیتهوی  میلهی  51موجود در لوله  فهالکون

به  مه ت   در دقیقه   دور  144ون با یانتقال یافت. سانتویف

ههای  سهلول  گواد ان ان شه . درج  سانتی 0دقیق  در  ٣1

های کوت )بین سون در بالا و گلبولفیای از باتک هست 

آوری ( توس  پیپت پاستور ب  آرامی جمهع قومز در پایین

کننه ه   ه  مسهاوی از بهافو لیهز    ( و بها ح 2ش ه )شهکل  

     دقیق  م هاورت یافهت    1م ت های قومز خون ب  سلول

پس از خون شود. های قومز کوت عاری از سلولتا بافی

ش  و پس آخوین موحل  شستشو مایع رویی دور ریخت  

 1در ای هسهت  ههای تهک  از همونن کودن رسو  سلول

 54حهاوی   با گلوکز که   DMEMلیتو محی  کشت میلی

واحه    54444مول(، میلی 2ین )گلوتام-، الFBSدرص  

-وگون استوپتومایسین ب  ازای میلهی میکو 544سیلین/پنی

سهلول در   5×154انسهیون سهلولی به  تعه اد     لیتو، سوسپ

متهو موبهع   سهانتی  21ب  فلاسهک کشهت   متو موبع سانتی

چسبن ه های ریوروز کشت، سلول 0ال یافت. بع  از انتق

 شه ه بها فسهفات دالبکهو    توس  شستشو با سهالین بهافو  

(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, DPBS )

ر تعویض ش  باروز یک 2و محی  کشت هو  هش حذف

ههای بنیهادی   های چسبن ه یا همان سلولولتا تواک  سل

 .بوسه   درصه   51مزانشیمی مغز اسهتخوان به  بهی  از    

 DPBSهههای چسهبن ه دو بههار بهها  جیهت پاسههان، سهلول  

درصه  تویپسهین در    521/4شستشو یافت  و بها محلهول   

 Ethylene diamine) اسهی  آمهین تتهوا اسهتیک   دیاتیلن

tetraacetic acid, EDTA )دقیقه  م هاورت    2 ب  م ت

های چسبن ه از کف فلاسک کن ه ش ه داده ش  تا سلول
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یههت ریوفعههال کههودن آینهه . جو بهه  صههورت معلههق در

اضاف  ش .  FBSب  همواه  DMEMلیتو میلی 1تویپسین، 

 54ب  مه ت  دور در دقیق   5444سوسپانسیون سلولی با 

. تمهامی  ون شه  یگهواد سهانتویف  نتیدرج  سها  0دقیق  در 

 51و  2CO درصه   1دار بها  2COها در انکوبهاتور  کشت

 گواد ان ان ش .درج  سانتی ٣5ربوبت در درص  

ههای بنیهادی   جیت ارزیهابی توانهایی تکثیهو سهلول    

ههای  استخوان در محی  آزمایشگاه، سلولمزانشیمی مغز 

مشهتق از مغهز اسهتخوان به       5بنیادی مزانشیمی پاسهان  

متههو موبههع در ل بههو سههانتیسههلو 421/4 × 654میههزان 

رد در روز تهایی حهاوی محهی  اسهتان ا     20های چاهک

 56و  52، 01، 20ها بعه  از  صفو کشت داده ش . سلول

گوفتنهه . بههوای هههو بههار سههاعت مههورد شههمارش قههوار 

 شهه ه بهها فسههفاتسههالین بههافوههها بهها شههمارش، سههلول

(Phosphate Buffered Saline, PBS  شست  ش ه و بها )

هها  تا تمامی سلول دقیق  انکوب  ش ن  1م ت تویپسین ب 

های آوری شون . سلولاز کف چاهک کن ه ش ه و جمع

در لان نووبهار   درصه   40/4تویپان بلو زن ه با استفاده از 

 .قوار گوفتن مورد شمارش 

 

 ای از خون مغز استخوان سگهستههای تکسلولجداسازی  -2شکل 
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 های بنیادیسلوليید ماهیت مااششی م أت
هههای ایی و تاییهه  ماهیههت مزانشههیمی سههلولشناسهه

بنیادی ج ا ش ه از مغهز اسهتخوان سهگ بها اسهتفاده از      

ههای  ننیای سهطحی سهلولی، تمهایز سهلول    آنتیارزیابی 

ههای  های استخوانی و چوبی و بیهان نن بنیادی ب  سلول

 های استخوانی صورت گوفت.اختصاصی رده سلول

ارزیابی های سطحی سلولی، ننجیت شناسایی آنتی

ههای چسهبان حاصهل از مغهز     فلوسیتومتوی بوای سلول

 ٣ههای پاسهان   تخوان ان هان گوفهت. در ابته ا سهلول    اس

درصهه   421/4چسههبی ه بهه  کههف فلاسههک بهها محلههول 

از کف فلاسک ج ا ش ه و پهس از   EDTA درتویپسین 

سلول  654ون و شستشو رسو  سلولی ب  تع اد یسانتویف

سوسپانسههیون گودیهه .  PBSیکوولیتههو از بههافو م ٣44در 

 54سههیون سههلولی بهها میکوولیتههو از سوسپان ٣44سههپس 

 CD-105-PEهههای مونوکلونههال بههادیمیکوولیتههو آنتههی

درجه    0مخلوط ش  و ب  م ت یهک سهاعت در دمهای    

بوای ههو سهوی از آزمایشهات     گواد انکوب  گودی .سانتی

وکلونهال  بهادی مون آنتهی یک لوله  کنتهول منفهی شهامل     

شه .   نظو گوفت در  IgG2aو  IgG1کونژوگ  با ایزوتی  

 ،ههای اضهافی  بادیپس از یک ساعت جیت حذف آنتی

شستشهو داده شه  و توسه      PBSها بها  دو موتب  سلول

 FACS Calibur Becton)دسههتگاه فلوسههیتومتوی  

Dickinson )افهزار  و نونPro cellquest    مهورد ارزیهابی

ش ه مختلهف تعیهین   نمون  تست ٣قوار گوفت. میانگین 

 ش .

ای قهوه ییه  ماهیهت مزانشهیمی و چنه     أت ب  منظهور 

 هها ش ه از مغز استخوان سگ، این سهلول های ج اسلول

و  اسهتخوانی های در محی  کشت القایی اختصاصی رده

ههها بهه  و توانههایی تمههایز آن ن کشههت داده شهه  چوبههی

هههای آمیههزیبهها رنههگهههای اسههتخوانی و چوبههی سههلول

 ،به ین منظهور   صاصی مهورد ارزیهابی قهوار گوفهت.    اخت

 654پاسهان سهون به  میهزان      های بنیادی مزانشیمیسلول

تهایی   52ههای  در چاهک متو موبعسلول بو سانتی 5/4×

کشههت  FBS درصه   54به  همهواه    DMEMدر محهی   

بوسه . سهپس محهی      درصه   14یافتن  تا تواک  آنیا ب  

بها   DMEMکشت فوق با محهی  القهایی تمهایز حهاوی     

 544به  همهواه    FBSدرصه    54فاکتور رش  اپی رمی و 

لیتههو اسههی  نهانوگون بههو میلهی   14دگزامتههازون،  نهانومول 

-لیتهو انسهولین و بهی   گون بو میلیمیلی 5/4سکوربیک، ا

روز  1کوبنات س ی  تعویض ش . ب  م ت یک مهاه ههو   

ههای  ش  تا تمایز سهلول محی  القایی تعویض میبار یک

پهس  رخ ده .  های استخوانیسلولنشیمی ب  بنیادی مزا

ههای کشهت سهلولی حهاوی محهی       هفت ، فلاسک 0از 

  کهوده پهس از   تمایزی استووننیک را از انکوباتور خهار 

، به  منظهور تثبیهت    PBSها بها  یک بار شستشوی سلول

هها  و خنثی ب  پلیت سلولها، فومالین محلول در بافسلول

مهای اتهاق انکوبه     دقیقه  در د  24اضاف  ش  و ب  م ت 

، یک ویال PBSپس از دو موحل  شستشو با بافو  ش ن .

میکوولیتو بهافو سوبسهتوا کیهت     1444زا در محلول رنگ

آمیزی آلکالن فسفاتاز مخلوط ش ه و ب  هو چاهک رنگ

هها به    لمیکوولیتو از آن افزوده ش  و م ه دا  سهلو   044

 یهت ش ن  و در نیادقیق  در دمای اتاق انکوب   24م ت 

منظهور توقهف واکهن  بها آ  دیهونیزه شستشهو داده       ب 

جیهت   اینهورت هها در زیهو میکووسهکو     سلول ش ن .

 مشاه ه رسوبات آبی رنگ بورسی ش ن .

های بنیهادی  توس  سلولهای چوبی سلولتمایز ب  

ههای بنیهادی   لای ان هان شه . سهلو   لایه  مزانشیمی تهک 

مزانشههیمی در م ههاورت محههی  القههایی تمههایز شههامل   
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DMEM  درص   54باFBS  گهون بهو   میلی 5/4ب  همواه

مهول سه ی    میلی 54انسولین نوتوکیب انسانی، لیتو میلی

 5ایزوبوتیههل گههزانتین،  مههول متیههل میلههی 5پیههووات، 

میکوومول این ومتاسین به    2/4میکوومول دگزامتازون و 

-روز یهک  1القایی هو  م ت یک ماه قوار گوفتن . محی 

ههای کشهت   هفت ، فلاسک 0پس از ش . بار تعویض می

سلولی حاوی محی  تمایزی آدیپوسهیتی را از انکوبهاتور   

، PBSها بها    کوده پس از یک بار شستشوی سلولخار

محلول در بهافو خنثهی   ها، فومالین ب  منظور تثبیت سلول

دقیقه  در   24ها اضهاف  شه  و به  مه ت     ب  پلیت سلول

  شستشهو بها   دمای اتاق انکوب  ش ن . پهس از دو موحله  

درصه  به  ههو     64لیتو ایزوپووپهانول  میلی PBS ،2بافو 

دقیق  انکوب  شه . پهس    1چاهک اضاف  ش ه و ب  م ّت 

لیتهو  میلهی  2وپانول حذف ش ه ب  جهای آن  از آن ایزوپو

( Oil Red-Oاو )-زرورن قومه  آمیزیمحلول کاری رنگ

دقیقه  در دمهای اتهاق     1اضاف  ش  و م ه دا  به  مه ت    

-و در نیایت پس از حذف محلهول رنهگ   ودی گانکوب  

هها در زیهو   سلول، با آ  شیو شستشو داده ش  و آمیزی

ههای قومهز   جیت مشاه ه واکوئل اینورتمیکووسکو  

 رنگ بورسی ش ن .

هههای ت ارزیههابی میههزان بیههان نن در سههلول  جیهه

ههای حاصهل از تمهایز آنیها از     مزانشیمی و استووبلاست

 بهوداری ی ب  روش نسهخ  مّمواز کای پلیواکن  زن یوه

 Reverse transcription quantitative) معکهههو 

polymerase chain reaction, RT-qPCR . استفاده ش )

های تمهایز  سلولاز  RNAج اسازی و تخلیص در ابت ا 

 کیهازول  با اسهتفاده از یافت  مزانشیمی ب  رده استووسیتی 

(Qiagene, USA Qiazole; )ی هههاان ههان شهه . سههلول

تفاده از تویپسهین  ، با اسه یافت  ب  استووسیتچسبان تمایز

شستشهو   PBSآوری ش ه و یک بار با ج اسازی و جمع

ن ریخته   ون بیوویداده ش . مایع رویی حاصل از سانتویف

اضهاف    کیازوللیتو محلول و ب  رسو  سلولی یک میلی

دقیق  در دمای اتاق ب  شه ت هه  زده    2ش  و ب  م ّت 

 2دسهت آمه ه به  میکووتیهو      به   گهن محلول همش . 

کلووفهون به  آن   میکوولیتو  244و  لیتو منتقل گودی میلی

سهپس به     ،اضاف  ش . لول  را چن  موتب  سو و ت  کهوده 

دقیقه  در   51ت سپس به  مه    .زده ش دقیق  ه  2م ت 

دور در  51444گهواد بها سهوعت    درجه  سهانتی   0دمای 

لایه  تشهکیل    2ون یون ش . پس از سانتویفیسانتویفدقیق  

-و لای  اررهوانی  RNAگودی . لای  شفاف بالائی حاوی 

باش . فاز بهالایی  می و پووتوینDNA رنگ پائینی حاوی 

-است با دقّت زیاد و با استفاده از سهو  RNAک  حاوی 

بوداشت  ش  و به  لوله  ج یه      RNase freeسمپلوهای 

میکوولیتههو  144منتقههل شهه . سههپس   RNaseعههاری از 

 شه   اضاف  RNAمحلول  حاوی هایوپانل ب  لول ایزوپو

 54به  مه ت   ها، یهک بهار   و پس از سو و ت  کودن لول 

انکوبهه  دمهای اتههاق  دقیقهه  در  ٣4و شه ه  ثانیه  همههزده  

 0دور در دقیقه  در دمهای    52444و با سهوعت   گودی ه

ون شه ن .  یدقیقه  سهانتویف   ٣4گواد ب  م ّت درج  سانتی

ون خار  یسانتویف دستگاه زسپس ب  آرامی میکووتیو  ا

ش ه و با کج کودن آن بو روی یک تک  پنب ، مایع رویی 

-در ت  لول  به   RNAو رسو   گودی هبا احتیاط خار  

-مانه ه جیت شستشو و زدودن بهاقی  ،سپسدست آم . 

درصه  به  رسهو      51میکوولیتو اتانهل   144های فنل، 

RNA   دقیقه  بها   1ون به  مه ّت   یاضاف  شه ه و سهانتویف 

-درج  سهانتی  0 ور در دقیق  در دماید 52444سوعت 

پهس از  موتب  ان ان شه (.   2ش  )شستشو گواد ان ان می

خار  کودن مایع رویی ب  توتیبی که  توضهی  داده شه     
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تها  شه   درجه  قهوار داده    ٣5میکووتیو  در انکوبهاتور  

دسهت آمه ه در    به  RNAدر نیایت ان کی خشک شود. 

دی اتیهل پیووکوبنهات    آ  مقطهو حهاوی  میکوولیتو  24

(Diethylpyrocarbonate, DEPC)   حل ش ه و پهس از

 داری شه . گواد نگ درج  سانتی -54استخوا  در دمای 

میهزان  ( Picodrop, UK)پیکودرا  با استفاده از دستگاه 

 214و  264در بهول مهو    استخوا  ش ه  RNAجذ  

گیهوی شه . به ین منظهور ابته ا دسهتگاه       انه ازه نانومتو 

ب  عنهوان بلانهک صهفو     DEPCودرا  با آ  حاوی پیک

در داخل  RNAمیکوولیتو از محلول  2سپس میزان  ،ش 

سمپلو اختصاصی دستگاه کشی ه ش  و میزان جهذ  در  

اسهتخوا    RNAههای  تمامی نمونه  دستگاه خوان ه ش . 

 داشتن . 1/5ش ه جذ  نوری بالاتو از 

اسهتخوا  شه ه ان هان     RNAاز روی  cDNAسنتز 

قبل از شووع کار بوای جلوگیوی از ای هاد سهاختار    ش .

دقیقه  در دمهای    ٣استخوا  ش ه ب  م ت  RNAثانوی ، 

 cDNAگواد قوار داده ش . جیت سهنتز  درج  سانتی 61

طهابق  اسهتفاده شه . م   Revert-Aid Fermentasاز کیت 

بهوداری معکهو  ان هان    پووتکل استان ارد کیت، نسهخ  

سهایبوگوین   اده از کیهت سنتزش ه بها اسهتف   cDNA ش .

 Sunsequest, Germany Sybergreen) مسههتومیکس

Mastermix; )ههههای بهههوای بورسهههی بیهههان ننVDR ،

SPARC ،COL1A1  وBGLAP   در مقایسههه  بههها نن

اسها  پووتکهل اسهتان ارد     بهو  GAPDHکنتول داخلی 

کیت با استفاده از پوایموهای اختصاصی موبهوط به  ههو    

 قوار گوفت.مورد ارزیابی ( 5)ج ول نن 

از شهووع   تاروی یج ان ان ش   درتمان مواحل کار 

اتهههاق جلهههوگیوی شهههود. سهههپس واکهههن  در دمهههای 

 ,Real time-PCR  (StepOneها در دستگاهمیکووتیو 

Applied Biosystem, USA ) در محههل موبوبهه  قههوار

 داده ش  و بونام  دمایی بوای ان ان واکهن  اعمهال شه    

هها از روش  زان بیهان نن . بهوای ارزیهابی میه   (2)ج ول 

بها   5/2ویوای   Step one افزار نون delta CTاستان ارد 

بهه  عنههوان کههالیبواتور داخلههی  GAPDHاسههتفاده از نن 

 fold استفاده ش  و میزان تغییوات بیهان نن بهو حسهب    

change سازی بو اسها  نن کهالیبواتور داخلهی    با نومال

 افزار محاسب  گودی .توس  نون

 

 RT-PCRهای مورد ارزیابی واکنش توالی پرایمرهای اختصاصی ژن -1جدول 
Description Amplicon size (bp) Primer sequence Gene 

Canis lupus familiaris collagen, type I, 

alpha 1 (COL1A1), mRNA 
124 

5'-CACCTCAGGAGAAGGCTCAC-3' q- COL1A -F 

5'-ATGTTCTCGATCTGCTGGCT-3' q- COL1A -R 
Canis lupus familiaris secreted 

protein, acidic, cysteine-rich 

(osteonectin) (SPARC), 

mRNA 

110 

5'- TGAGAAGGTATGCAGCAACG -3' q- SPARC -F 

5'- AGTCCAGGTGGAGTTTGTGG -3' q- SPARC -R 

Canis lupus familiaris vitamin D 

(1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor 

(VDR), 

transcript variant X1, X2 or X3, 

mRNA 

184 

5'- CCAATCTGGATCTGAGGGAA -3' q- VDR -F 

5'- TTCAGCAGCACAATCTGGTC -3' q- VDR -R 

Canis lupus familiaris bone gamma-

carboxyglutamate (gla) protein 

(BGLAP), mRNA 

132 

5'- GTGGTGCAACCTTCGTGTC -3' q- BGLAP -F 

5'- GCTCGCATACTTCCCTCTTG -3' q- BGLAP -R 

  5'- TCTCTGCTCCTCCTGTTC-3' q-GAPDH-F 

5'- GTTGACTCCGACCTTCAC-3' q-GAPDH-R 
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 RT-PCRشرایط دمایی واکنش  -2جدول 

 دما زمان فاز

 سلسیوسد جه  89 دقیقه 51 (Activationسازی )فعّال

 سلسیوسد جه  84 وه(چر 41ثانیه ) 51 (Meltingدناتوراسیون )

 سازی اتصال+بویل

(Anneling+Extension) 

 سلسیوسد جه  91 چروه( 41ثانیه ) 91

 

 

 هاتحلیل آماری داده

ههای بنیهادی   جیت مقایس  میهانگین تعه اد سهلول        

از  ،های مختلف با زمهان صهفو  مزانشیمی زن ه در زمان

های مکهور  گیویآزمون آماری تحلیل واریانس با ان ازه

(Repeated measures ANOVA و آزمههون تعقیبههی )

مقایسه   جیهت  ( استفاده ش . همچنهین  Tukeyتوکی )

هههای بنیههادی مزانشههیمی سههلول بههینمیههزان بیههان نن 

های حاصل از تمهایز آنیها از   تمایزنیافت  و استووبلاست

( بیهوه  Independent T-testآزمون آماری تی مسهتقل ) 

انحهواف   ±  صهورت میهانگین   گوفت  ش . کلی  نتایج ب

هها بها اسهتفاده از    معیار گزارش ش ن . آنالیز آماری داده

و  ان ههان شهه  6نسههخ   GraphPad Prismافههزار نههون

41/4>p دار در نظو گوفت  ش .معنی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هايافته
 های بنیادیلوژی سلولم و تواشايم تکثیر سلولمرفو

ههای دوکهی شهکل یها     روز کشت، سلول 0پس از 

ههای بنیهادی   بلاست ک  در واقع همان سهلول شبی  فیبوو

ش ه ظاهو ،الف(-٣)شکل  مزانشیمی مغز استخوان بودن 

و با گذشت زمان بو تعه اد آنیها افهزوده شه ه و تهواک       

دوکی شهکل و شهب    موفولونی  سلولی افزای  پی ا کود.

های بنیادی مغهز اسهتخوان سهگ در    فیبووبلاستی سلول

ن میهانگی .  (-٣)شهکل   ز حفظ ش نی ٣تا  5پاسانهای 

تهواک  بهی  از   ها ب  م ت زمانی ک  بول کشی  تا سلول

 15/22±51/1بوابهو بها    ،پاسان سون بوسن در درص   51

هههای بنیههادی نتههایج حاصههل از تکثیههو سههلولروز بههود. 

ای مختلهف نشهان داد که  تعه اد     هه مزانشیمی در زمهان 

ن انشهیمی زنه ه بها گذشهت زمها     ههای بنیهادی مز  سلول

زای  از لحهاظ آمهاری در تمهان    یافته  و ایهن افه   افزای 

-لولی در مقایس  با زمان صفو معنیهای شمارش سزمان

ههای  اثو زمان بو تکثیهو سهلول   ،ارت دیگوب  عب بود.دار 

بههود دار مزانشهیمی در محههی  آزمایشهگاه معنهی   بنیهادی  

(4445/4=p ،5/540 ( =25 ،0)F). 
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 ×444 نماییدرشتبا روز کشت )الف( و در پاساژ سوم )ب(  4دی مزانشیمی مغز استخوان سگ پس از های بنیاسلول -3شکل 

 

 
 انحراف معیار(±یافته در طول زمان )میانگینهای بنیادی مزانشیمی تکثیرتعداد سلول -1نمودار 

 

 

 های بنیادیهای سطحم سلولژنارزيابم آشتم

ههای  داد که  سهلول   یز فلوسیتومتوی نشهان نتایج آنال     

ون مغهز  ای ج ا ش ه و کشت داده ش ه از خه تک هست 

منفی  CD45و  CD34های استخوان از نظو بیان شاخص

و  CD44ههای  شهاخص از نظهو بیهان    ،بوده و در مقابهل 

CD105 (2)نمودار  مثبت بود. 

 

 

 

 

   الف
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 باشداخص اول و مثبت بودن شاخص سوم میی بودن دو شکه نشانگر منف CD105و  CD34 ،CD45های هیستوگرام آنالیز شاخص -2نمودار 

 

 های استخواشم و چربمهای بنیادی به سلولت ايا سلول

ا ش ه از مغز های بنیادی مزانشیمی ج کشت سلول

هههای القههایی استووسههیتی و  اسههتخوان سههگ در محههی  

ماه من و به  تبه یل شه ن ایهن      آدیپوسیتی ب  م ت یک

ت ک  نشانگو گش چوبیو  انیخوهای استردهها ب  سلول

تمایز سلولی با ان ان  باش .ها میق رت تمایز این سلول

رنهگ  مشاه ه رسوبات آبیهای اختصاصی و آمیزیرنگ

رنهگ در زیهو میکووسهکو  مهورد     های قومزو واکوئول

 (.0)شکل تایی  قوار گوفت 

 

 
های پس از یک ماه در محیط و چربی )ب( های استخوانی )الف(ن سگ به سلولحاصل از مغز استخوا های بنیادی مزانشیمیتمایز سلول -4شکل 

 (.×244نمایی او ) درشت-روغن قرمزآمیزی آلکالن فسفاتاز و تمایزی القایی با رنگ

 

 

 

 

 

 

 

   الف
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 های استخواشمهای اختصاصم رده سلولبیان ژن

و  VDR ،COL1A1 ،BGLAPههای  میزان بیان نن

SPARC ههای  شهیمی و استووبلاسهت  های مزاندر سلول

داده ش ه اسهت.  نشان  ٣ها در نمودار حاصل از تمایز آن

ههای  در استووبلاسهت  ،شهود ک  ملاحظ  مهی بوریهمان

اسهتخوان   حاصل از تمایز سلول بنیادی مزانشهیمی مغهز  

، 1/٣٣±11/4توتیب  های فوق بمیزان بیان هو یک از نن

بیههان  بوابههو 26/6±05/4و  65/4±21/22، 05/4±6/5٣

های بنیادی مزانشیمی تمایزنیافته  بهود   این نن در سلول

دار بههود مقه ار اخهتلاف از نظهو آمهاری معنهی      که  ایهن  

(41/4>p.)   

 

 
 هاهای حاصل از تمایز آنهای مزانشیمی و استئوبلاستدر سلول SPARCو  VDR ،COL1A1 ،BGLAPهای میزان بیان ژن -3نمودار 
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 گیریبحث و شتیجه
ههای بنیههادی مزانشههیمی بهها  یهن مطالعهه  سههلول در ا

پهس از  موفقیت از مغز استخوان سگ ج اسازی ش ه و 

ییه  قهوار گوفهت.    أماهیت مزانشیمی آنیا مهورد ت  ،تکثیو

ههای بنیهادی مزانشهیمی، نمونه      جیت ج اسازی سلول

تخوان ک  حاوی ماده ض  انعقاد خون اخذش ه از مغز اس

سهپس لایه     ،ر گوفت ون قواییفتحت عمل سانتو ،باش می

هههای کشههت در محههی آن ای هسههت هههای تههکسههلول

هههای بنیههادی شههود. سههلولاختصاصههی کشههت داده مههی

ی ظههووف محههی  کشههت مزانشههیمی بهه  لایهه  پلاسههتیک

سهاز  های خهون شون . بوخی از سلولچسبی ه و ج ا می

هههای اولیهه  توانههایی اتصههال بهه  سههطو  در کشههتنیههز 

هها  ر زمهان ایهن سهلول   دارن  ولی به  مهوو  پلاستیکی را 

ههای شهبی    شهون  و تنیها سهلول   شست  ش ه و ج ا مهی 

ماننه   ت متصل ب  سطو  پلاستیکی بهاقی مهی  فیبووبلاس

ههای بنیهادی مزانشهیمی مغهز اسهتخوان      ک  همان سلول

ههای  سهلول  هستن . پس از یهک فاصهل  زمهانی کوتهاه،    

یافت  و تع ادشهان افهزای  پیه ا    بنیادی ب  سوعت تکثیو 

ک  زمان دو بوابو ش ن جمعیت آنیها وابسهت  به     کن  می

ا دهنه ه نمونه  خهونی و تعهه اد    خصوصهیات میزبهان یه   

 ,.Camberlain et al) باشه  میها در کشت اولی  سلول

2007.) 

تهوان در  های بنیهادی مزانشهیمی را مهی   تع اد سلول

مغههز نمونهه  لیتههو میلههی 24تهها  54از محههی  آزمایشههگاه 

 ,.H orwitz et al) افزای  داداستخوان ب  ص ها میلیون 

کوتاهی به   زمان توانن  در م ت می هااین سلول (.2005

روز، ههزار بوابهو    ٣تها   2سوعت تکثیو یافت  و در م ت 

از لحهاظ   موتبه   55توانن  ح ود می همچنین آنیاشون . 

ک  خاصیت خودشهان را  دو بوابو شون ، ب ون اینتع اد 

ههای بنیهادی   سهلول هن . بوای تکثیو و تمایز از دست ب 

ن توان ب  م ت بولانی کشهت داد، به و  را میمزانشیمی 

هههای فنههوتیپی و دادن ویژگههیکهه  نگههوان از دسههتایههن

-(. میه  Bernardo et al., 2007) عملکودی آنیا باشهی  

، ههای بنیهادی مزانشهیمی   سهلول توین بخ  تکثیو موفق 

شهود. محهی  کشهت    است ک  استفاده مهی  محی  کشتی

ههای  یهون و  ی آمینه  شامل گلهوکز، اسهی ها  ی اختصاص

س ی  و فسفات و همچنین سون  ،تاسی پکلسی ، منیزی ، 

 باشه  درصه  مهی   24تها   54یوانات بها رلظهت   جنین ح

(Pountosa et al., 2007). 

هههای بنیههادی  ج اسههازی و کشههت سههلول نحههوه 

اسهت که  در انسهان و    سگ نیز مشاب  روشی  مزانشیمی

در ایهن مطالعه    شهود.  ان ان مهی های حیوانی سایو گون 

-جیت ج اسهازی سهلول  بوداری از مغز استخوان نمون 

 ی سهگ اسهتخوان بهازو   بهالایی های بنیادی، از قسهمت  

سهگ را  بوداری از مغهز اسهتخوان   نمون صورت گوفت. 

یها   های بهازو و ران و توان از قسمت بالایی استخوانمی

 de Bakker et) از بال استخوان ایلیهون لگهن ان هان داد   

al., 2013) مزانشهیمی   های بنیادیسلول. کشت و تکثیو

کشهت  محهی   یهک  با اسهتفاده از  نیز مغز استخوان سگ 

 صورت گوفت.استان ارد 

های بنیادی مزانشیمی بو اسا  سه   شناسایی سلول

خصوصیت منحصو ب  فود آنیا یعنی توانایی اتصهال به    

یها  هها  ننتیکی در محی  کشت، وجود آنتیسطو  پلاس

ای سهلولی  هه های سطحی سلولی و تمهایز به  رده  مارکو

 ,.Dominici et al) گیهود متفاوت مزودرمی صورت می

2006; Camberlain et al., 2007)های . یکی از ویژگی

ههای بنیهادی مزانشهیمی، خاصهیت     شه ه سهلول  شناخت 

اسهتان ارد   چسبن گی آنیا ب  پلاستیک در محهی  کشهت  

صورت ع ن وجود این توانهایی  ر ک  دبوری ب ،باش می

های بنیهادی  های ج اسازی ش ه را سلولتوان سلولنمی
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ههای  سهلول تخلیص و  ج اسازی اولی  مزانشیمی نامی .

نیز با در این مطالع   بنیادی مزانشیمی مغز استخوان سگ

استفاده از ایهن خصوصهیت صهورت گوفهت. از لحهاظ      

ههای  سهلول های بنیهادی مزانشهیمی   سلولموفولونیکی، 

هسهت   کوچک، بلن  و بهاریکی هسهتن  که  دارای یهک     

ین باشهن . کوومهات  بزرگ کووی و هسهتک بوجسهت  مهی   

-شفاف مهی  یها ظاهوب  این سلول بوده وهست  ظویف 

های بنیادی مزانشهیمی  سلول (.Wan et al., 2006) ده 

ج اسازی ش ه از مغز استخوان سگ نیهز واجه  چنهین    

ههایی  که  سهلول  بهوری  به  ،بودنه   ظهاهوی  هایویژگی

شههفاف، دوکههی شههکل و شههبی  فیبووبلاسههت در زیههو   

 .قابل مشاه ه بودمیکووسکو  

ههای سهطحی سهلولی بها     ننهو چن  شناسایی آنتی

های تعیهین  ه از روش فلوسیتومتوی یکی از روشاستفاد

ولی ب  دلیل ع ن  ،شودها محسو  میماهیت این سلول

ایهن  گ، خصهوص در سه   وجود مارکوهای اختصاصی ب

در  ،ک بوری باش  بنیز میی یهامح ودیتروش دارای 

رکوههای  مطالعات مختلف از حضور یا عه ن حضهور ما  

ی بنیهادی مزانشهیمی   هها متفاوتی جیت شناسایی سهلول 

نشهان داده شه  که      شود. در این مطالعه  بیوه گوفت  می

ای ج اش ه از مغهز اسهتخوان سهگ    هست های تکسلول

و  CD44) بنیادی مزانشهیمی های ولدارای مارکوهای سل

CD105ساز )های خون( و فاق  مارکوهای سلولCD34 

و  CD44ههای  ننبیان مثبهت آنتهی   باشن .( میCD45و 

CD105   ههای  ننو بیان منفهی آنتهیCD34  وCD45  از

نیهز  ههای بنیهادی مزانشهیمی انسهان     خصوصیات سهلول 

 ;Dominici et al., 2006شههود )محسههو  مههی 

Camberlain et al., 2007 .)تایج حاصل از این تحقیق ن

 ;Takemitsu et al., 2012)های مطالعات قبلهی  با یافت 

Tharasanit et al., 2011; Kang and Park, 2014; 

Screven et al., 2014; Rezaei et al., 2013; 

Hodgkiss-Geere et al., 2012; Kisiel et al., 2012 )

بیههان مثبههت دههه  کهه  یی داشههت  و نشههان مههخههوانههه 

ههای  ننو بیان منفی آنتی CD105و  CD44های ننآنتی

CD34  وCD45 ی بنیادی مزانشیمی مغز هاتوس  سلول

هها محسهو    ههای ایهن سهلول   استخوان سگ از ویژگی

توان  در تعیین ماهیت آنیها بها اسهتفاده از    شود ک  میمی

 .روش فلوسیتومتوی مورد استفاده قوار گیود

ا ش ه از مغهز  های بنیادی مزانشیمی ج لولتمایز س

ههای اسهتخوانی و چوبهی بها     استخوان سهگ به  سهلول   

-این سلولتمایز موفقیت در این مطالع  صورت گوفت. 

خصهوص   های مزودرمی به لولسهای مختلف ب  ردهها 

های استخوانی، چوبی و رضووفی ب ون هیچ شک سلول

رسهان   ات مهی نیا را ب  اثبه و تودی ی ماهیت مزانشیمی آ

(Dominici et al., 2006 .)     بهو اسها  نظهو بوخهی از

ههای  القایی مورد نیاز جیت تمایز سلولمحی  محققین، 

- های مختلف مزودرمی به بنیادی مزانشیمی سگ ب  رده

ای اد تغییواتهی از جمله    نیازمن   ،های چوبیویژه سلول

 ,.de Bakker et alباش  )اضاف  کودن سون خوگوش می

ههای اسهتخوانی و   در این مطالع  تمایز ب  سلول .(2013

چوبی با استفاده از محی  القایی استان ارد و ب ون اضاف  

ارزیهابی  همچنهین   کودن سون خوگهوش ان هان گوفهت.   

هههههای مزانشههههیمی و میههههزان بیههههان نن در سههههلول

تمایز آنیا ماهیت مزانشهیمی   های حاصل ازاستووبلاست

از مغز اسهتخوان سهگ   ش ه  ای ج اهست های تکسلول

، VDRهههای بیههان ننافههزای  را بهه  اثبههات رسههان .  

COL1A1 ،BGLAP  وSPARC  نشهههههانگو تمهههههایز

ش ه از مغهز اسهتخوان    اهای بنیادی مزانشیمی ج سلول

اسهتخوانی در محهی  کشهت القهایی      هایسگ ب  سلول

(، کلانن تی  VDRگیون ه ویتامین د ) هایننباش . می
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1A1 (COL1A1استوو ،)( کلسههههههههههینBGLAP و )

ههای  های اختصاصهی سهلول  ( ننSPARCاستوونکتین )

ای  بیهان آنیها نشهانگو تمهایز     استخوانی هستن  ک  افهز 

ههای اسهتخوانی   های بنیادی مزانشهیمی به  سهلول   سلول

 (.Kulterer et al., 2007باش  )می

از ایهن مطالعه  نشهان داد     نتایج حاصل ،بور کلی ب

توان ب  سهیولت و  یمی را میدی مزانشهای بنیاک  سلول

ب ون اینک  مشکلی بوای حیوانهات ای هاد شهود از مغهز     

ی، تکثیهو و تعیهین هویهت کهود.     تخوان سگ ج اسازاس

وان سهگ توانهایی   های بنیادی مزانشیمی مغز استخسلول

ههای مزودرمهی   های مختلهف سهلول  تب یل ش ن ب  رده

وجه   های استخوانی و چوبی را دارن . بها ت ویژه سلول ب

ههای  ات بالینی در ارتباط با نقه  سهلول  ب  کمبود مطالع

هههای سهگ در بهب بازسههاختی و تهومی  بافهت     بنیهادی 

توانه  مبنهایی بهوای ان هان     ها میمختلف ب ن، این یافت 

ههای  در ارتباط با نهوزای  بافهت   ویژهب مطالعات بالینی 

ههای بنیهادی   انی و رضووفی با اسهتفاده از سهلول  استخو

ان هان  مغز استخوان سگ شهود. به ون شهک    مزانشیمی 

آمیزتهو  موفقیت درمانگشای راه توان چنین مطالعاتی می

-عضهلانی هها و اخهتلالات سیسهت     بیمهاری بسیاری از 

 اسکلتی در عوص  دامپزشکی و پزشکی شود.

 

 سپاسگااری
ایههن مقالهه  از بههو  تحقیقههاتی مصههو  شههماره    

هشی ک  با بودج  پژو 54/0/55مورخ  56510-1-55-2

و حمایت مالی دانشهگاه آزاد اسهلامی واحه  تبویهز به       

استخوا  شه ه اسهت. به ین وسهیل       ،ان ان رسی ه است

از معاونهت  کمال تشکو و قه ردانی خهود را   نگارن گان 

به   پژوه  و فناوری دانشگاه آزاد اسلامی واح  تبویهز  

عهلان  سبب تصویب و حمایهت مهالی بهو  پژوهشهی ا    

 . ندارمی
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Abstract 

The purpose of the present study was to isolate, culture expand and characterize canine bone 

marrow derived mesenchymal stem cells. Bone marrow aspirates of 15 adult male dogs were 

collected to this end and their mononuclear cells isolated by centrifugation and cultured in 

standard media. The adherent cells were isolated and their mesenchymal origin was confirmed 

at 3rd passage by cellular morphology, expression of surface antigens and differentiation to 

osteogenic and adipogenic lineage. After 4 days, spindle shaped fibroblast like cells which were 

apparently bone marrow derived mesenchymal stem cells appeared in culture medium and their 

numbers increased over time. The cells reached 3rd passage with over 75% confluent after a 

mean of 22.89±5.75 days. Flow cytometric analysis revealed that the cells negatively expressed 

CD34 and CD45 antigens while positively expressing CD44 and CD105 antigens. 

Differentiation into osteogenic and adipogenic lineage had taken place after one month culture 

in induction medium. VDR, COL1A1, BGLAP and SPARC gene expression indicated that 

mesenchymal stem cells isolated from canine bone marrow had differentiated into osteogenic 

lineage. These findings can form the basis of any forthcoming clinical studies involving the use 

of canine mesenchymal stem cells particularly in the field of bone and cartilage regeneration. 
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