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هاي مختلف از   به انواع سلول،هاي پرتوان عنوان سلول هاي بنيادي جنين انسان به ولسل قابليت تمايز :زمينه و هدف

هاي بنيادي   با توجه به توانمندي سلولدر اين مطالعه .بدي بررسي شده استك قلبي و ،عصبيهاي  سلولجمله 
ها  يت تمايز اين سلول بررسي قابل،صورت رده سلولي تهيه شده ه در پژوهشگاه رويان بهك (Royan H5)جنين انسان 

  هاي بنيادي جنين انسان بررسي توانمندي سلول هدف مطالعه .هاي خوني مورد توجه قرار گرفت به سلول
(Royan H5)صورت  هاي بنيادي جنين انسان به سلول: روش بررسي . بودهاي همانژيوبلاست  در تمايز به سلول

ثير شدند و در روز هشت در كشت و ت كngmL100( bFGF ( و در حضورDMEM/F12امل كسوسپانسيون در محيط 
 و KDR، CD31 هاي بلاست هاي سلول شاخص .هاي بلاست تمايز داده شدند ننده به سلولكيبات القاكحضور تر

CD34هاي  توسط فلوسيتومتري و بيان ژن TAL-1، Runx-1 و CD34 توسط Quantitative Real Time-PCR نشان داده 
 :ها يافته .در محيط حاوي متيل سلولز ارزيابي شد (Colony forming unit-assay) ها زايي بلاست شد و توان كلوني

 ،+79( KDR%5/12 (هاي  جمعيتي از سلول،سازهاي خوني هاي بنيادي جنين انسان در طي تمايز به پيش سلول
)8/2%±6/5 (CD31+-CD34+و ) 12/2%6( KDR+-CD31+ هاي دار بيان ژن  معني افزايش.آورند وجود مي را به 
)01/0P≤ ،05/0P≤( TAL-1, RUNX-1, CD34   هاي بلاست بود يل سلولك روزه شاهدي بر تشچهاردههاي  لونيكدر. 

هاي شبه همانژيوبلاست در محيط حاوي  با ويژگيهاي شش روزه توليدشده بر سطح ماتريژل و  لونيكچنين  هم
هاي بنيادي  سلول: گيري  نتيجه.ردندكهاي شبه اندوتليال را ايجاد  لهاي مختلط خوني و سلو متيل سلولز شبه كلوني

ه كباشند  ساز خوني با توانمندي دوگانه در شرايط آزمايشگاهي مي هاي پيش  قادر به توليد سلولRoyan H5 جنيني
  .نندكهاي شبه اندوتليال را توليد  هاي مختلط خوني و سلول هاي شبيه به كلوني توانند كلوني مي

  . كلوني همانژيوبلاست، تمايز،هاي بنيادي جنيني انساني سلول: ليديكلمات ك

 
  

 رود يم ارك بهي خون مك انواع درماني براي متعددي ها روش امروزه
 يا و استخوان مغز در ساز خوني اديبني ها سلول ونديپ شامل هك

 ماريب فردي منيا ستميس با سازگار خون واحد چند يا كي قيتزر
 فرد با سازگاري خون واحد هكي طيشرا در روش نيا اما. باشد يم
 طيشراي برخ در و بود نخواهد ارسازك ،باشد نداشته وجود رندهيگ

  ترشـگس با گرـيدي سو از 1،تـداش نخواهد ودـوجي افـك نندهك اهدا

  
 نقص روسيو و C تيهپات و B تيهپات جمله ازي روسيوي ها عفونت

ي دسترس ندهيآ در هك رود يم انتظار خون، دهنده فرد ازي منيا ستميس
 بيترت نيا به 2.باشد همراهي دشوار با ونديپ قابل و سالم خون به

 درماني براي خون هاي سلول ديتولي راستا دري ا گستردهي ها تلاش
 ديتول منظور نياي برا. گرفت صورتي خوني ها يماريب انواع
 CD34ي ها سلول يا انسان نيجني اديبني ها سلول ازي خوني ها سلول
ي بررس ناف بند خون يا وي طيمح خون ،استخوان مغز از حاصل

 وي دسترس سهولت ليدل به انسان نيجني اديبني ها سلول 3و4.شد

 مقدمه

 چكيده

 
  141-149،  1391 ، خرداد3 ، شماره 70 تهران، دوره يكپزش ي، دانشگاه علومكده پزشكمجله دانش
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 ازي مختلف انواع زيتما و مطالعهي براي ا ژهيو تياهم از فراوان ريثكت
 هك دادند نشان مطالعات. ارندبرخوردي شگاهيآزما طيشرا در ها سلول
 human Embryonic Stem Cells انسان نيجني اديبني ها سلول

(hESCs) ي ها سلول و وبلاستيهمانژي ها سلول به ندباش  ميقادر
ي ها سلول ديتوليي توانا نيچن هم 5و6.ابندي زيتمايي ابتدا ساز خون

 موش نيجن دري ساز خون 7و8.هستند دارا راي الياندوتل وي دييترويار
 زرده سهيك دري خون ريجزا ليكتش با موش نيجني اديبني ها سلول و

يي ابتدا تروبلاستياري ها سلول ازي ا مجموعه هك شود يم آغاز
 به توجه با 9.شوند يم احاطه الياندوتلي ها سلول لهيوس به هك باشد يم

 ريجزا در الياندوتلي ها سلول وي خوني ها سلول نيوكتي كينزد
 ساز شيپ از الياندوتل وي خوني ها سلول هك رسد يم نظر به ،يخون
 نيا 10.نديگو وبلاستيهمانژ آن به امروزه هك شوند مشتقي كمشتر
 الياندوتل - عروق رشد توركفا نازيك نيروزيت رسپتور انيب ها سلول

KDR (VEGF-R2, FLK-1) ي مزودرم شاخصي ها ژن و(Brachyury) 
ي مزودرمي ها يژگيو باي تيجمع حضور نندهك انيب هك دادند نشان را

  11.است
 به را موشي نيجني اديبني ها سلول توانست Choi بار نيولا

 ازيي ها نيكتويسا حضور در و دده زيتما همانژيوبلاستي ها سلول
ي ها سلول از راي الياندوتل وي خوني ها رده ،VEGF جمله
 فاقد شتك طيراش از استفاده با راًياخ 12.آورد دست هب وبلاستيهمانژ
 ،BMP4 شاملي ساز خون نندهك القاي تورهاكفا حضور در و سرم

VEGF و bFGF يياياندوتل -يخوني مزودرم چسبنده مهيني ها يكلون 
 ديتوليي توانا هك ردندك جدا روزه 10 تا هفتي نيجن شبه اجسام از

ي سازها شيپ Wang 13و14.بود دارا رايي اياندوتل وي خوني ها رده
 يها شاخص ه كردك جدا روزه 10ي نيجن شبه اجسام از را يمزودرم

PECAM-1، FLK-1 و VE-Cadherin شاخص چند هر نمود، يم انيب را 
CD45 از استفاده با رسد يم نظر به بيترت نيا به 15و16.ردك ينم انيب را 
ي ها سلول فراوان تعداد بهي دسترس، انسان نيجني اديبني ها سلول
ي ها سلول گسترش نيچن هم. گردد ريپذ انكام وتاهكي زمان دري خون

 هك شورك در (Induced pluripotent stem cells)ي يالقا پرتوان
ي نولوژكت بهي دسترس دارند،ي نيجني اديبني ها سلول مشابهي خواص

 شورك در فعالي خوني ها سلول به راي نيجني اديبني ها سلول زيتما
-سلول زيتمايي توانا ميشد نآ بر مطالعه نيا در. سازد يمي ضرور را

   را وبلاستيهمانژي ها سلول به Royan H5 انساني نيجني ادـيبني ها 

  .ميده قراري بررس مورد يشگاهيآزما طيشرا در
  

  
 . آغاز شد1388مطالعه تجربي حاضر در پژوهشگاه رويان در سال 

 مطالعه: Royan H5 سانان نيجني اديبني ها سلول ونيسوسپانس شتك
 در كه Royan H5 انسان نيجني اديبني ها سلول از استفاده با

. شده است، آغاز گرديد هيتهي سلول رده صورت به انيرو پژوهشگاه
 DMEM/F12 شتك طيمح از استفاده با و ژليماتري رو بر اه اين سلول

         %)KO-SR (knock out serum replacement)،) 2 %20 ،يحاو
L-glutamine، g/ml100 استرپتومايسين، U/ml100 و نيليس يپن 

ng/mL100، بروبلاستيف رشد توركفا (bFGF/ Royan institute) 
ي نيجني اديبني ها سلول طيشرا نيا در 17.شدند داده ريثكت و شتك
 ونيسوسپانس شتكي برا. دهند يم ليكتشي ا چسبندهي ها يلونك

 از µg/ml10 با Royan H5ي ها يونكل ابتدا ،Royan H5ي ها سلول
Rock inhibitor سلول شده يزير برنامه مرگ اهشك منظور به 

 از پس و شدند ماريت ساعت دو حداقل مدت به و) سيآپوپتوز(
 نيپسيتر معرض در قهيدق سه مدت به ،يكنم فسفات بافر با شستشو

(Trypsin/ EDTA) لوب پانيتر محلول توسط ها سلول. شدند داده قرار 
 ظرف به تريل يليم هر در سلول 15×104 تعداد به و شدند شمارش

 و (Low-attachment 6-well, costar) خانه شش چسبنده ريغ شتك
 Knock out serum) سرم% DMEM/F12 20 ،املك طيمح در

replacement, Gibco) و )ng/mL100(bFGF  روز هفت مدت به 
 18.شدند ريثكت و شتك

 مراحل: وبلاستيهمانژ يها سلول به Royan H5ي ها سلول زيتما
 از پس. است شده داده نشان 1 لكش در كيشمات صورت به زيتما

 چسبنده، ريغي ا خانه شش شتك ظرف در شتك روز هفت
 عنوان هب هك دادند ليكتش راي شناوري ها يكلون Royan H5ي ها سلول
 . شوند يم هتگرف نظر دري نيجن شبه اجسام

 معرض در ساعت 24 مدت ينيجن شبه اجسام ز،يمات انجام منظور به
 Stem pro-34 (Gibco Co., Germany)، 2 %L-Gutamine طيمح

(Gibco Co., Germany)، نيسياسترپتوما μg/ml100، نيليس يپن 
U/ml100 و ng/ml10 استخوانيي زا ختير نييپروت (BMP4) قرار 
 غلطت اب (bFGF/Royan) يبروبلاستيف رشد توركفا سپس. گرفتند

  روش بررسي

142 
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ng/ml5 در. يافت ادامه ساعت 96 تا شتك و شد اضافه طيمح به 
 غلطت با (VEGF)ي عروق -يالياندوتل رشد توركفا طيمح به انتها

ng/ml10 يافت ادامه گريد روز سه شتك و اضافه.  
 طيمح بهي نيجن شبه اجسامي زيتما طيمح ،زيتما دوم مرحله در
       ،mM2 كياسكورب دياس، %1 سلولز ليمت، IMDM ديجدي زيتما

 توركفا μg/ml150 Transferrin ،ng/ml100، سروليوگليمونوت 4×4-10
 يعروق - الياندوتل رشد توركفا ng.ml10، (hSCF) ياديبني ها سلول

(VEGF)، ng/ml20 6-نينترلوكيا، U/ml2 نيتيتروپويار، /ml25 توركفا 
 %10، 3-نيوكنترليا ng/ml40 hIL-3 ،(hIGF-1) 1-ينيانسول شبه رشد
 .يافت ادامه گريد روز شش مدت به شتك و رييتغ گاوي نيجن سرم
 با هك خانه 96 كشت طيمح ظرف به روزه 14 سوسپانسي ها يكلون
- ويمونوت ،IMDM طيمح معرض در و منتقل ،شدند دهيپوش ژليماتر
، μg/ml150 Transferrin ،ng/ml100 hSCF، 4×10-4 سروليگل

ng.ml10 hVEGF، ng/ml20 hIL-6 ،U/ml2 hEPO ،ng/ml25    
hIGF-1، ng/ml15 bFGF 20 و%FBS گرفتند قرار روز شش مدت به 

 از. شدند ديتولي انگور خوشه بلاستي ها يكلون ششم روز در هك
 مدت طول در (Olympus Co., Japan) وسكمعي نور وپكروسكيم
 دري ها سلولي مورفولوژ راتييتغي بررس منظور به زيتما و شتك

 (R&D Co., USA) تكشر از ها نيتوكيسا .ديگرد استفاده زيتما لحا
  .شد هيته

ي ها سلول: يميتوشيمونوسيا توسط CD31 شاخص انيبي بررس
ي بررس منظور به سلولز ليمت جامد مهين طيمح در شده ديتولي الياندوتل

 Platelet/endothelial cell adhesion) ا يCD31 شاخص انيب

molecule) تيتثب اتاقي دما در قهيدق 15 مدت به %4 دييلدفرما توسط 
 موش درصد 10 سرم با PBS توسط شستشو بار  دواز پس. شدند

 هياولي باد يآنت و شدند ماريتي اختصاص ريغ اتصالات اهشك منظور به
(BD pharmigen, USA) CD31 شد اضافه ها آن به 300 به يك نسبت به 

 بار دو از پس .شدند هانكوب اتاقي دما در ساعت يك مدت به و
 به كونژوگه هيثانوي باد يآنت معرض در ها سلول ،PBS توسط شستشو

 Fluorescein Isothiocyanate (FITC)فلوئورسيين ايزوتيوسيانات 
. گرفتند قرار اتاقي دما در و قهيدق 45 مدت به 250 به يك نسبت به
 نتفلورس وپكروسكيم توسط جينتا و گرفت انجام شستشو انتها در

(Olympus Co., Japan) لهيوس به هسته. ديگردي بررس DAPI 
  .شدي زيآم رنگ

صفر، ي روزها دري يافتگ زيتماي ها شاخص انيب زانيمي ابيارز
 زيتما از مرحله هر در: يتومتريفلوس روش از استفاده با 14هشت، 
 ونيسوسپانس هيتهي برا. شدند منفرد %05/0 نيپسيتر توسط ها سلول
 و ديگرد استفاده Rock inhibitor از ابتداي نيجن شبه اجسام ازي سلول
 ،يسلول ونيسوسپانس هيته از پس. شد اضافه طيمح به نيپسيتر بعد

 با و شد منتقل فلوسيتومتري مخصوص هاي لوله به سلول 104 تعداد
 BD) تكشر از شده هيته CD31 و KDR ،CD34 يها يباد يآنت

pharmigen, USA) يدما در هقيدق 45 مدت به C 4 شدند انكوبه .
 و شدند داده شستشو منيزيم و كلسيم بدون PBS با ها نمونه سپس

 تكشر FACS Calibour فلوسيتومتري دستگاه توسط جينتا
(BectinDekenson, USA) افزار نرم باها  داده. ديگردي بررس WinMDI 

  .شد داده نشان (Mean±SD) صورت به و زيآنال =3n راركت با 2.9
ي بردار نسخه روش توسط وبلاستيهمانژ ژن انيبي بررس

 Quantitative Real Time يمك مراز يپلي ا رهيزنج نشكوا - وسكمع

PCR :در هك وبلاستيهمانژي اختصاصي ها ژن انيبي بررس منظور به 
 ابتدا. ديگرد استفاده qRT-PCR روش از است شده اشاره 1 جدول

RNA توسط (Fermentase) RNX-Plus سنتز تينها در و ستخراجا 
CDNA تيك توسط (Fermentase, USA) از استفاده با Random 

Hexamer كي بررس منظور به .شد انجامهاي نسخه تعداد شيافراي م 
 تريرولكيم يك منظور نيا به. گرفت صورت qRT-PCR نظر مورد ژن
 SYBR Green Master از تريرولكيم شش ،)1 جدول (مريپرا هر از

Mix) تكشر ولـحصم ABI/USA (و شد افهاض آب تريرولكـيم 10 و   

  
 ـوا -وسك ـمعي  بـردار  نـسخه  در شـده  استفادهي  مرهايپراي  توال :1-جدول  نشك
  يمك مراز يپلي ا رهيزنج

 ژن  توالي پرايمر دماي واسرشتگي

60 
  

F: 5CTCATTTCCTGGTATGACAACGA3 
R:5CTTCCTCTTGTGTTGCT3 

  

GAPDH 

60 
  

F: 5' TCGGCTGAGCTGAGAAATG 3'  
R: 5' GATGTCTTCGAGGTTCTCGG 3' 

  

RUNX1 

60 
  

F: 5' GAGGTAATTCCCAGCCATTGAC 3' 
R: 5' GAAGCCGAGGAAGAGGATGC 3' 

  

TAL1 

60 
  

F:5’ATTGTTCTGTGGACCAGGAG3’ 
R:5’GGTTGTTGTGACATTTGCTG 3’ 

  

C-kit 

60 
  

F:5’CAACAACGGTACTGCTACCC3’ 
R:5’AAACATTTCCAGGTGACAGG3’ 

  

CD34 
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 نشكوا .شد اضافه فوق مجموعه به تريرولكيم دو زين cDNA نمونه از
Real Time PCR دستگاه كمك به ABI صورت به نمونه هري برا و 

Duplicate 3 راركت باn= استفاده با ها داده زيآنال تينها در و شد انجام 
ي داخل نترلك عنوان به GAPDH از. گرفت صورت Ct∆∆ روش از

  .اند شده هيارا (Mean±SEM) اساس بر ها ادهد هيلك. شد استفاده
 آناليز.  نشان داده شدندMean±SEMو  Mean±SD صورت نتايج به

  انجام گرفت و سطحRepeated measure نتايج توسط تست
  . در نظر گرفته شد≥05/0P  و≥01/0P داري معني
  

  
 و قبل Royan H5 يها سلولي شناس ختير وي مورفولوژي بررس

 شتك طيمح در ژليماتري رو بر Royan H5ي ها سلول: زيتما از پس
 و پهن نسبت بهي ها يلونك صورت به سرم% 20 با DMEM/F12 املك

 اطرافشان در توپلاسميس از كنازي ا هيلا و بزرگ هسته با وي مكمترا
ي ها يلونك ازي سلول ونيسوسپانس ليكتش). A2 لكش (شدند ظاهر

 ليكتش سبب نييپاي چسبندگ با ظرف به ها آن انتقال و يريثكت
ي نيجن شبه اجسام روز هفت گذشت از پس هك شدي سلول اجتماعات

ي ظاهر با وبلاستيهمانژي ها سلول ).B2 لكش (دادند ليكتش را

 شتك طيمح بهي نيجن شبه اجسام انتقال از پسي انگور خوشه
Stempro لكش( گرفتند لكش ژليماتري رو بر C2 (بودند قادر هك  

     مختلط شبه شناوري ها يلونك سلولز ليمت جامد مهين طيمح در
(Mix like colony)) لكش D2 (را الياندوتل شبه چسبندهي ها سلول و 

 هك دهند ليكتش) F2 ،E2 لكش( داشتند را CD31 انيبيي توانا هك
  .بود ها سلول نيا دوگانهي توانمند دهنده نشان

 روز در (KDR, CD31, CD34) يزيافتگيماتي ها شاخصي بررس
 روش با Royan H5ي اديبني ها سلول در زيتما چهاردهم و هشتم
 از قبل انسان نيجن دري خوني ها سلول نيوكت در :يتومتريفلوس
 نام بهي ساز شيپي ها سلول هياولي دييتروياري ها سلول ليكتش

    يي توانا هك رديگ يم لكش) وبلاستيهمانژ( بلاستي ها سلول
  .باشد يم دارا را الياندوتلي ها سلول وي خوني ها رده تمام ديتول
    آني شنهاديپي ها شاخص از بلاستي ها سلوليي شناساي برا

KDR (fLK-1, VEGFR2), CD31 و CD34 مطالعه نيا در. شد استفاده 
 روز يزمان مقطع سه در CD31-KDR و CD31-CD34 زمان هم انيب

 اساس بر. شدي بررسي تومتريفلوس روش با همچهارد و هشتم ،صفر
 ها سلول از درصد 50±72/12 حدود در ؛3 لكش از حاصله جينتا

KDR ،5/4±17 ها سلول از درصد CD31-KDR از درصد 10±8/2 و 
   توجه با. ردندك انـيب، زـيتما تـهش روز در را CD31-CD34 ها ولـسل

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  هاي همانژيوبلاست ه سلولب Royan H5هاي بنيادي  تلف تمايز سلولل شماتيك از مراحل مخكش: 1-شكل

 هايافته
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 هفـت هـاي    لونيك) Bهاي بنيادي جنيني روي ماتريژل       شت سلول ك) A: 2-شكل
وپ كروس ـك مي×200نمـايي    بـزرگ ( )صورت سوسپانسيون  بهشت  ك(هاي بنيادي    روزه سلول  

 ماتريژل روز بيـستم از      ي از كوي لايه ناز  رهاي بلاست    لونيكيل  كتش) C )وسكمع
هاي همانژيوبلاست در محـيط حـاوي        هاي مختلط از سلول    لونيك) D آغاز تمايز 

هــاي انــدوتليال از  ســلول) E )وسكــوپ معكروســك مي×D :100 و C( متيــل ســلولز
 CD31بـادي     سلول به آنتـي    ي غشا :نوفلورسانسوآميزي ايم  رنگ) Fهاي بلاست    لونيك
  .)وسكوپ معكروسك مي×F :200 و E(  رنگ شدندDAPI با ها  هسته.شود سبز ميش و نكوا

 شيافزا شد انجام ها شاخصي بررس زين 14 روز در هك نيا به
  و CD31-KDR يها تيجمع در هشت روز به نسبتي دار يمعن

CD31-CD34 ها سلول از درصد 90±32/17 حدود در. نشد مشاهده 
KDR رسد يم رنظ به بيترت نيا به ردندك انيب 14 روز در را .
 را وبلاستيهمانژي ها سلول به زيتما تيقابل Royan H5ي ها سلول
 يها سلول ژهيوي ها ژن انيب ،دييتأي برا وجود نيا با .دارند
 اجسام در Quantitative Real Time PCR توسط وبلاستيهمانژ

  .گرفت قراري بررس مورد صفر روز به نسبت روزه 14 و هشتي نيجن
 روش توسط CD34 و TAL-1, RUNX-1ي ها ژن انيبي مكي بررس

Quantitative Real Time PCR :كي بررس منظور بهي ها ژن انيبي م
TAL-1، Runx-1، CD34 ي ها سلول زيتما ريمس درRoyan H5 به 
 14 و ، هشتصفر روزي زمان مقطع سه دري خون ساز شيپي ها سلول

 4 لكش در هك حاصله جينتا طبق شد استفاده QRT-PCR روش از
 14 روز در Runx-1 و TAL-1 يها ژن انيب ،است شده داده نشان
، 01/0P (دادند نشان صفر روز به نسبت راي دار يمعن شيافزا
05/0P(. ژن انيب CD34 به نسبت هشت روز دري دار يمعن شيافزا 
 (Mean±SEM) اساس بر ها داده هيل ك.)>05/0P (است داشته صفر روز
 Royanي ها سلول گرفت جهينت توان يم بيترت نيا به. اند شده هيارا

H5 اند يافته زيتما وبلاستيهمانژي ها سلول به.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  
 روز  وسيله فلوسـيتومتري نـسبت بـه       به CD34 و   KDR، CD31هاي سطحي    هاي روز هشتم و چهاردهم تمايز تهيه شد الگوي بيان شاخص           لونيكسوسپانسيوني از   : 3-شكل
  .شد داده نشان (Mean±SD) صورت به و زيآنال ها داده . نشان داده شدdot blotصورت   بررسي شد و به)نترل منفيك(صفر 
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 hbFGF) ng/mL10(، hVEGF هاي هشت روزه به محـيط حـاوي    لونيك: 4-شكل
)ng/mL10(  ،hSCF )ng/mL100(  ،hIL-3 )ng/mL40(  ،hEPO )U/mL2(  ،hIL-6 
)ng/mL20( و hIGF-1 )ng/mL25( 14در روز .  ادامــه يافــت14شت و تــا روز كــ 

mRNA  روش   اسـتخراج و بـهQuantititative RT-PCR ز بـا روش ي آنـال وهـا بررسـي     بيـان ژن       
2-∆∆CT 01/0** (انجام شدP≤   ،*05/0P≤(  

  

  
يي شناسا و ايدن دري روسيوي ها عفونت افزون روز شيافزا

 و خون ياهدا ،ندهيآ در هك هستندي عوامل از ناشناختهي ها روسيو
 لذا .ساخت خواهد مواجه بحران با را سالمي ها خوني ساز رهيذخ

 به انساني نيجني اديبني ها سلول زيتماي نولوژكت بهي ابي دست
 وي نيوكتي شناس ستيز دانش يارتقا هدف با فعالي خوني ها سلول

 از شورك در نگر ندهيآ مصارفي براي احتمال منابع نآورد فراهم زين
 بري مبني گزارش فقدان به توجه با .است برخورداري ا ژهيو تياهم
 در انساني نيجني اديبني ها سلول ازي خون ساز شيپي ها سلول ديتول
 نام به انسان نيجني اديبني ها سلول زيتما تيقابل مطالعه نيا در، رانيا

Royan H5 ي بررس و توجه مورد وبلاستيهمانژي ها ولسل سمت به
 هك باشند يم XX+46 پيوتايكار با Royan H5ي ها سلول. گرفت قرار
 از ها ژن نيا .نندك يم انيب را Nodal و oct-4، Nanog، sox2ي ها ژن

 ها سلول نيا دري توان پر ويي نوزا خود نندهك ميتنظ عوامل جمله
  16.باشد يم

 از پس ها سلول نيا، Royan H5ي ها ولسل زيتما يالقا منظور به
 و BMP4، VEGF رشدي تورهاكفا معرض دري نيجن شبه اجسام ليكتش

bFGF شده ركذي ها نيتوكيسا با هيتغذ روز هشت. گرفتند قرار، 
 يافتند زيتما وبلاستيهمانژي ها سلول به Royan H5ي ها سلول

 %10 و +KDR+، 17 %CD31+KDR ها سلول از% 50 ه كيطور به
CD31+CD34+ بودند. BMP4 خانوادهي اعضا از TGF-β در هك باشد يم 

ي ريگ لكش در و شود يمي خون مزودرم يالقا باعث نييپاي ها غلظت
 19.ندك يم فايا راي موثر نقش +CD31 و +CD34 هياولي خوني ها سلول

 صورت به BMP4 نييپروت با (VEGF)ي عروق -يالياندوتل رشد توركفا
 20.دهد يم شيافزا را BMP4يي القا اثر و ندك يم عمل ستينرژيس

bFGF توسط يافته زيتماي مزودرمي ها سلول يبقا و ريثكت در BMP4 
  21.دارد دخالت

 هشت روز در +KDR (FLK-1, VEGFR2) يها سلول حضور
 زيتما مراحل به توجه با باشد يمي خون مزودرم يالقا دهنده نشان

 معرض در روز هشتي ط دري نيجن شبه اجسام شود يم مشاهده
BMP4 ي ها سلول ليكتش رسد يم نظر به ،اند گرفته قرارKDR+ توسط 

 تا روزه هشتي نيجن اجسام. باشد گرفته صورت BMP4يي القا اثر
 گرفتند قرار ساز خون رشدي تورهاكفا معرض در چهارده روزي انتها
 انيب وجود نيا با .ديگرد% 90 حدود در +KDR شيافزا به منجر هك

 قابل شيافزا +CD31+CD34 و +CD31+KDRي ها شاخص زمان هم
 ساز خون رشدي تورهاكفا حضور رسد يم نظر به. افتيني ا ملاحظه
 راتييتغ هكبل شود ينم يافته زيتماي ها سلول تعداد شيافزا به منجر
 22.ديگرد باعث را ها سلول ردكعمل شيافزا و ها سلول دري درون
 انيب ،روزه چهارده و هشتي نيجن بهش اجسام دري ژن انيبي بررس
 ژن انيب ه كيطور به دادند نشان را CD34 و TAL-1، Runx-1ي ها ژن

 بحث
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TAL-1) باشد يمي خوني ها سلول نيوكت آغاز در مهم اريبس توركفا (
ي ها ژن انيب .افت ي)≥01/0P (يدار يمعن شيافزا چهاردهم روز در

CD34 ژن و هشت روز در Runx-1 شيافزا چهاردهم روز در 
 رسپتور (FLK-1 VEGFR2) ا يKDR. داد نشان )≥05/0P (يدار يمعن
 و شود يم انيبي نيجن خارج مزودرم در هك باشد يمي نازيك نيروزيت

 زرده سهيكي خون ريجزا در را عروق و ساز خون بخش نيوكت در
 از هكي مزودرمي سازها شيپ، قبل مطالعات به توجه ا ب23.دارد نقش

 ، PECAM-1ي ها شاخص ،ردندك جدا روزه 10ي نيجن شبه اجسام
FLK-1 و VE-Cadherin شاخص انيب چند هر نمود، يم انيب را CD45 

 VEGFي گناليس ريمس ضرورت و تياهم به توجه با 16.ندادند نشان را
ي ها سلول نيوكت و TAL-1 ژن انيب در KDR خود رسپتور قيطر از

 همانند اند داده نشان را TAL-1 ژن انيب هكيي ها سلول 24،يخون
ي ها سلول وي خوني ها سلول ديتول تيقابل وبلاستيهمانژي ها سلول
 استي مريهتروداي سيرونو توركفا Runx-1. هستند دارا را الياندوتل

 (Definitive hematopoietic cells)ي قطعي خوني ها رده ديتول در هك
 شناخته BMP4 ميمستق ريغ هدف عنوان به نيچن هم و باشد يم موثر
 و BMP4 ،VEGF ازي بيكتر با زيتما يالقا خلاصه طور به 25.است شده

bFGF ردكعملي بررس از حاصل جينتا. باشد يم تر اثربخش اريبس 
ي ها سلول ديتول به قادر ها آن هك داد نشان وبلاستيهمانژي ها سلول
 26.بودندي خون مختلطي ها يكلون به هيشب اريبس هك هستندي شناور

 در نيهموگلوب نندهك انيبي ها سلول تعداد، شتك ادامه با ه كيرطو هب
 وبلاستيهمانژي ها سلول نيچن هم و يافت شيافزا ها يكلون نيا

 هك نندك يم انيب را CD31 هك آوردند وجود به راي ا چسبندهي ها سلول
  .استيي اياندوتلي ها شاخص جمله از

 توانسته بلاستي ها يلونك هك بود Keller مطالعه مطابق ما جينتا
 نوع سه ديتول Liu 15.ندينما ديتول راي خون مختلطي ها يلونك بودند

ي ها يلونك شامل هك دادند نشان خود مطالعات در راي خوني لونك
    يماكروفاژي ها يلونك ،(CFU-GM) يتيگرانولوس -يماكروفاژ

(CFU-M) ي دييتروياري ها يلونك و(CFU-E) حاضر مطالعه. بود 

 شده گرفته ارك هب طيشرا نوع جهت به مطالعات ريسا باي اساس تفاوت
ي برا ه كيطور به. باشد يم داراي خوني ها سلول سمت به زيتما در
ي برا ونيسوسپانس طيشرا در شده شتكي اديبني ها سلول از بار نياول
 نشان مطالعات .است شده استفادهي خوني ها سلول سمت به زيتما
 يالقا در Venus Endothelial Growth Factor (VEGF) ستا داده

 انيب شيافزا ،ييابتداي دييتروياري ها يلونك سمت به تر شيب
 ا ب10.ندك يم فاياي اساس نقش ها آني ريثكت خود و بقا و نيهموگلوب

 ورتكفا معرض در روز 10 مدتي نيجن شبه اجسام هك نيا به توجه
VEGF مدت يطولان حضور رسد يم نظر به گرفتند قرار VEGF در 

 سمت به ها يلون كتر شيب زيتماي براي اساس ليدل شتك طيمح
ي براي بعد مطالعات در شود يم شنهاديپ. باشدي دييتروياري ها يلونك

 روش به (+KDR) هشت روز در يافته زيتماي مزودرمي ها سلول
Fluorescent Activating Cell Sorting (FACS) رديگ انجامي جداساز 

 جينتا به توجه با .شود كمك ها يافته بهتر و قيدق ريتفس به تا
 زيتما نهيزم در موجود گزارشات ريسا و مطالعه نيا در آمده دست هب

 ،يخون ساز شيپي ها سلول به انساني نيجني اديبني ها سلول
 سمت به زيتما جهت لازمي توانمند Royan H5ي ها سلول
ي ضرور تر شيب لعاتمطا هك چند هر باشند يم دارا را وبلاستيهمانژ

 انجامي ها تست تمام از شده حاصل جينتا به توجه با .رسد يم نظر به
 Royan H5 انسان نيجني اديبني ها سلول ه كرسد يم نظر به ،گرفته
. باشند يم دارا راي شگاهيآزما طيشرا در وبلاستيهمانژ ديتول تيقابل

 توانند يم و باشند يمي توانمند دو واجد وبلاستيهمانژي ها سلول
 شبهي ها سلول وي خوني ها سلول به هيشبي شناوري ها سلول
 نياي ردكعملي ژگيو است بهتر وجود نيا با .ندينما ديتوليي اياندوتل
  .شود مطالعه وي بررس In vivo طيشرا در ها سلول

نامه تحت عنوان  اين مقاله حاصل بخشي از پايان: سپاسگزاري
 در مقطع "هاي پرتوان سلوليدي از يهاي اريترو توليد سلول"
ه با حمايت كباشد   مي171د كو  1389ارشناسي ارشد در سال ك

  .دانشگاه علم و فرهنگ و پژوهشگاه رويان اجرا شده است
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Background: Human embryonic stem cells (hESCs) are capable of self-renewal and 

large-scale expansion. They also have the capacity to differentiate into a variety of cell 

types including liver, cardiac and neuron cells. However, it is not yet clear whether 

hESCs can differentiate to hemangioblasts under in-vitro conditions. Hemangioblasts 

are bipotential progenitors that can generate hematopoietic lineages and endothelial 

cells. The aim of this study was to identify the potential of human Royan H5 embryonic 

stem cells in differentiating into hemangioblast cells. 

Methods: HESCs were cultured at suspension system in DMEM/F12 supplemented with 

bFGF. 7-day old cells differentiated into blast cells under defined condition consisting 

of hematopoietic cytokines including BMP4, VEGF, etc. Blast cell markers kinase insert 

domain receptor (KDR), CD31, and CD34 were evaluated by flow cytometry and blast 

gene expressions (TAL-1, Runx-1 and CD34) were detected by qRT-PCR. Clonogenic 

assays were performed in semisolid medium by colony forming unit-assays. 

Results: The hESCs (Royan H5) had the capacity of differentiating into hemangioblast 

cells. We could detect colonies that expressed 79%±12.5 KDR+, 5.6%±2.8 CD31+-CD34+ 

and 6%±2.12 KDR+-CD31+ on day 8 in the hESCs. Up-regulation of TAL-1, Runx-1 and 

CD34 occurred during hemangioblast commitment (P≤0.05 and P≤0.01, respectively). 

Moreover, hemangioblast cells generated mixed-type and endothelial-like colonies in 

semi-solid media. 

Conclusion: Our results showed that hESCs (Royan H5) were able to differentiate into 

hemangioblasts under in-vitro conditions. The hemangioblasts had the potential to 

generate two non-adherent (Mixed-type) and adherent (endothelial-like) cell 

populations. 

 
Keywords: Colony, differentiation, hemangioblast, human embryonic stem cells. 
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