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 چکیده

 بافت دو به ها آن تمايز بررسی و بالغ افراد سوم مولر دندان پالپ از بنیادی های سلول جداسازی های روش مقايسه حاضر مطالعه از هدف: هدف و زمینه

 .است چربی و استخوان

 و پالپ قطعات مستقیم کشت( 9) و ها سلول کشت و پالپ آنزيمی هضم( 2) پالپ، قطعات مستقیم کشت( 1) روش سه به آسیاب دندان پالپ: کار روش

به  استخوان سازو  به بافت چربی ساز تمايز فلوسايتومتری و بررسی روش با بنیادی های سلول سطحی اخص هایش. گرفت صورت لامل با هاآن کردن ثابت
 صلاورت  بلاتت  وسترن آزمون با پونتیناستئو و RUNX2 فسفاتاز، آلكالین اندازه گیری .گرفت صورت S-قرمز آلیزارين و O-روغن قرمز آمیزیرنگ ترتیب با
 .گرفت

 از ناشلای  هلاا  سلالول  آسلایب  و آللاودگی  خطر ،بوده کند ها سلول رشد 9 و 1 های روش در ولی بوده، ترسريع آنزيمی هضم روش با هاسلول کشت  :نتایج

 . دارد وجود لامل

 و اسلاتخوان  هلاای سلالول  بلاه  و تبديل تمايز قابلیت و دارند شتریبی رشد سرعت 2 روش به جداشده آسیاب دندان پالپ بنیادی های سلول: گیرینتیجه

  .باشندمی دارا را چربی
 

 سازچربی تمايز ساز،استخوان تمايز جداسازی،: ی کلیدیها واژه
  

 

  مقدمه 
هلاای   های بنیادی مزانشیمی، جمعیت مهمی از سلالول  سلول
قابلیلات   و [1] بلاوده  ، با کاربرد درمانی گسلاترده چندتوانبنیادی 

 .[2]استفاده در پزشكی ترمیمی را دارا می باشند 
بالینی، جراحان در موارد ترمیم بافت، در بیماران مبلاتت  لحاظ از 

 ومواجلاه هسلاتند،    یهلاای زيلااد   بلاا چلاالش   ،به تحلیل بافت نرم
 . [2]آور است لحاظ اجتماعی برای بیمار رنجاز بافت  تحلیل

سترسی، قابلیت تملاايز  با توجه به کاربرد گسترده، سهولت د
از پالپ  یادیبن هایسلولها و وجود ذخیره مناسب به انواع سلول

 های مختلف جداسازیدر همه افراد در اين مطالعه روشدندان 

به بافلات   دندانپالپ بنیادی  هایسلولو همچنین قابلیت تمايز 
 .[4، 9] است استخوان و چربی مورد مطالعه قرار گرفته

 

 ها مواد و روش
 

 نمونه گیری
علوم پزشلاكی مشلاهد    دانشگاه اختق کمیته ضوابط مطابق

سوم تازه کشیده شده افراد  آسیاباين مطالعه از پالپ دندان  در
 فسلافات  بلاافر هلاا در  نمونه. سال استفاده شد 93تا  11بالغ بین 

 گزارش فنی
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بلاه  استرپتومايسلاین بتفاصلاله   /پنی سیلین% 1به همراه  سالین
 .انتقال پیدا کردندآزمايشگاه 

  

 جداسازی و کشت
مرتبه شستشو  6 جدا واستريل  پالپ دندان در شرايط کامتً

و  (گیبكلاو، آمريكلاا  ) استرپتومايسین/Gسیلینپنی حاوی PBSبا 
جراحلای  پاللاپ بلاا اسلاتفاده از تیلاغ      .انجام گرفت Bآمفوتريسین
کشلات سلالولی بلاه سلاه     . قطعه شدقطعه میلیمتری 4-9 قطعات
هضم آنزيملای پاللاپ   ( 2) کشت مستقیم قطعات پالپ،( 1)روش 
( 9) هلاا و و کشت سلول( با استفاده از محلول کتژناز و ديسپاز)

ها با لامل صورت آن ثابت نمودنکشت مستقیم قطعات پالپ و 
 2 تلاا 1ات کوچلا   پالپ به قطعلا  1در روش . (اکسپلنت) گرفت
 حلالاداقل میلالازان ضلالاروری از   امتلالاری تقسلالایم شلالاد و بلالا میللالای 

-αمحلالایط کشلالات   MEM 21و %FBS + 1 %P/S + %11/1 
روز تعلاوي    2هر  و کف فتس  انتقال پیدا کرد( آمفوتريسین

قطعلاات  ، (هضم آنزيمی) 2در روش . محیط کشت انجام گرفت
 4ديسلاپاز  لیتلار و  میللای  درگلارم  میلی 9محلول کتژناز  با ،بافت
دقیقلاه در   43ه ملادت  بلا ( سیگما، آلملاان )لیتر میلی درگرم میلی
دقیقلاه   11شده به مدت های لیزبافت. قرار گرفتند ºC 91 دمای
بلاا حلاداقل میلازان ضلاروری از      ،سانتريفیوژ شده g 311× با دور

سلاانتی متلار    3/12  دارای مسلااحت  فتسلا   بلاه محیط کشت، 
اکسلالایدکربن دی% 3فر و اتمسلالا ºC 91 و در انكوبلالااتورمنتقلالال 

ها در کف مطابق روش اول سلول 9در روش . کشت داده شدند
خانه کشت شدند و پلا  از اتالاال، يلا  علادد لاملال       6 پلیت

ها گذاشته و حداقل محیط کشت مورد نیاز بلاه  استريل روی آن
 .شد هآن افزود

 

 (فلوسایتومتری)سطحی های شاخص ارزیابی بیان 
 ، CD45حیهلالاای سلالاط شلالااخص بیلالاانجهلالات بررسلالای 

CD34،CD29  و CD44 انسلاانی  یهلاا بلاادی با آنتی هاسلول 
  دقیقلالاه 91 ملالادت بلالاه ºC 4 دملالاای در (ابكلالام، آمريكلالاا )

( بیوسلااين ، آمريكلاا  )فلوسلاايتومتر   دسلاتگاه  با نتايج .شد انكوبه
 .شد بررسی

 
                                                           

1
 Phosphate buffered saline (PBS) 

2
 Explant   culture 

3
 Minimum Essential Medium (MEM) 

4
 Mouse Antihuman CD34, CD44, CD45, CD29 FITC 

 تمایز
ها پ  از پاساژ سلاوم تحلات تلااثیر دو محلایط القلاايی      سلول

بعد از رسلایدن بلاه   . قرار گرفتند چربی سازو  بافت استخوان ساز
 1 یحلالااو، تحلالات تلالااثیر محلالایط القلالاای تملالاايز تلالاراکم 11-31%

 و  (سلالالایگما، آلملالالاان ) دگزامتلالالاازون لیتلالالار  درمیكروملالالاول 
میكرومول  211و  (اکسیر، ايران) انسولین لیتر درمیكرومول  11
 α-MEM( FBS %11) در( سیگما، آلمان)ايندومتاسین  لیتر در

 آمیزیهای چربی، از رنگر بررسی واکوئلبه منظو. قرار گرفتند
 .استفاده شد( سیگما، آلمان) O-روغن قرمز

تحلات   به بافت استخوان ساز و تبديل به منظور القای تمايز
لیتلالار در نلالاانومول  111  تلالااثیر محلالایط القلالاای تملالاايز محتلالاوی 

گلیسرو فسفات -بتا میلی مولار 11، (سیگما، آلمان) دگزامتازون
 آسلالاكوربات  میللالای لیتلالاردر میكروگلالارم  31و( سلالایگما، آلملالاان)
-α (FBS %11) در محلایط کشلات   ( سیگما، آلمان)فسفات  -2

MEM  آمیلازی  بلاا رنلاگ   ،بررسلای مینرالیزاسلایون  . قرار گرفتنلاد
 .صورت گرفت S -قرمزآلیزارين 

 

 (وسترن بلات)ارزیابی بیان پروتئین 
فلااکتور   آلكلاالین فسلافاتاز،   یهلاا میزان بیان پروتئین بررسی

بلالاا و اسلالاتئوپونتین  ((RUNX2سلالای وابسلالاته بلالاه رونلالات رونوي
میلازان پلاروتئین   و  انجام گرفلات  استفاده از روش وسترن بتت

از . ديلا گرد تعیین مقلادار  (، انگلستان4/1آلیان  )افزار توسط نرم
  .بتا اکتین به عنوان گروه کنترل استفاده شد

 

 ها افتهی
 

 جداسازی و کشت سلولی
پلا  از گذشلات   ( طعات پالپکشت مستقیم ق)در روش اول 

و  جلادا شلاده  ای شكل از حاشیه پاللاپ  های دايرهسلول ،روز 11
تعلاداد   (هضلام آنزيملای  )در مقايسه با روش دوم  که رشد کردند
ها ديرتر شروع به رشد های بدست آمده کمتر بود و سلولسلول
 (.1شكل ) کردند

 روز از حاشلایه  4بعد از با سرعت بیشتر و ها در روش دوم سلول
ها، جداسازی سريع سلول. شروع به رشد کردندشده پالپ هضم 
کاهش  و زمان   در  جويیصرفه  سلولی، رشد  بالای   سرعت

                                                           
5
 Oil Red O ) -O  (  

6
 Alizarin Red S ) –S) 

7
 Runt-related transcription factor 2 )RUNX2( 
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بلاه روش   DPSCsجداسلاازی  . قطعات پالپ در روزهای مختللاف ( ديسپاز/ کتژناز)هضم آنزيمی و به روش کشت مستقیم  DPSCsمراحل جداسازی  -1 شکل

شدن کامل در روز شكلدوکی( ج)چهاردهم، در روز  و ای در روز دهمدايره ريخت شناسیبا  DPSCs ريخت شناسیتغییر و  جداسازی( و ب الف: )یمکشت مستق
و تغییلار  جداسلاازی   (و) :هضم آنزيمیبه روش  DPSCs ريخت شناسیجداسازی و تغییر . به بعد بیست و يكمروز در DPSCs افزايش تدريجی تعداد ( د)بیستم و 

بلازر  نملاايی   ) بیست و يكم،رشد سريع و پر شدن کف فتس  در روز ( ی)چهاردهم و شدن کامل در روز شكلدوکی( ه)هفتم، در روز  DPSCs ريخت شناسی
100×). DPSCs :دندانی پالپ بنیادی سلولهای (Dental pulp stem cells.) 

 
در ( ملال لا)ها به دلیل نبود قطعات پالپ و جسم خارجی آلودگی

محیط باعث شد اين روش کارايی بهتری به منظلاور جداسلاازی   
 (. 1شكل )ها داشته باشد سلول

هلاای  در روش سوم به دلیل استفاده از لامل، کشت سلالول 
در ايلان روش بلاه دلايلال    . خانلاه انجلاام شلاد    6 تبنیادی در پلی

خارجی،  ءمختلف از جمله حفظ شرايط استريل لامل، وجود شی
هلاا رشلاد   حیط کشت و امكان آسلایب سلالول  حرکت لامل در م

روش  2و  1مناسب سلولی صورت نگرفلات و نسلابت بلاه روش    
 .مناسبی ارزيابی نشد

 

 (فلوسایتومتری)های سطحی  شاخصارزیابی بیان 
های  شاخص بیان شده، استخراج هایسلول ماهیت بررسی
 روش بلالاا CD44 و  CD45, CD34 ،CD29 سلالاطحی

 (.2 شكل) انجام گرفت فلوسايتومتری
   

 
و استئوپونتین پ   RUNX2آلكالین فسفاتاز،  بیان( ب. )های بنیادیسطحی سلول شاخص هایفلوسايتومتری برای تايید بیان  تجزيه و تحلیل( الف) -2 شکل

 .از تمايز به استخوان
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 تمایز

 به سلول استخوان ساز و چربی ساز و تبدیل تمایز
اثلار آلكلاالین   رنگ آمیزی هیستوشیمی برای بررسی شلاروع  

 -روغلان قرملاز  آمیزی رنگو ساز فسفاتاز و ايجاد تمايز استخوان
O  بلاه بافلات چربلای سلااز     ليو تبد تمايزبرای بررسی شروع اثر 

میزان مینرالیزاسیون به  11و  3به تدريج در روزهای . انجام شد
با ايجاد   (.9شكل ) واسطه ايجاد رنگ قرمز افزايش داشته است

 21و  1در روزهلاای  و  روی شلاكل شلاده  های چربی، کلا واکوئل
 (.9 شكل) افزايش داشته استقطرات چربی میزان 
 

 (وسترن بلات)ارزیابی بیان پروتئین 

در بررسی پروتئینی به روش وسترن بتت، افزايش میزان باند 
از . و استئوپونتین مشاهده گرديد RUNX2آلكالین فسفاتاز و 

 (.2 شكل)شد  بتا اکتین به عنوان گروه کنترل استفاده
 

 بحث

های جلادا شلاده بلاا     هانگ و همكاران نشان دادند که سلول
، سرعت رشد کشت مستقیمروش هضم آنزيمی نسبت به روش 

های کشت سلولی مطالعه حاضر نیلاز  يافته .[6، 3]بیشتری دارند
 . نشان دادنتايج مشابهی را 

مزيت اصلی روش کشت مسلاتقیم قطعلاات پاللاپ، سلاهولت     
مطالعه رئوف و همكاران  در. [6]روش و صرف هزينه کم است 

استفاده از لامل با روش کشت آنزيمی همراه بلاود و منجلار بلاه    
، در مطالعه حاضر استفاده از لامل بلاا  هها گرديد رشد بهتر سلول
( قطعات بافتی چسبنده بلاه کلاف فلارف کشلات    ) روش اکسپلنت

ها در اين روش و از طرفلای   همراه بوده و سرعت رشد کم سلول
. [4، 9 ]هلاا شلاد    ب آسیب بیشتر به سلالول شناور شدن لامل سب

خانه و فتس   6ها در پلیت عتوه بر مقايسه فوق کشت سلول
نیز مقايسه گرديد، که مشخص شلاد، رشلاد سلالول در فتسلا      

 .کشت بهتر از پلیت است
 CD34و  CD45در بررسلالای فلوسلالاايتومتری فاکتورهلالاای  

به میزان  CD29و  CD44و از طرفی بیان آنتی ژن  منفی بوده
 .بالايی ديده شده است

هلاای   سلالول  در کلاه  شلاد  داده نشان همچنین مطالعه اين در
 در همچنین. دارد وجود فسفاتازی آلكالین فعالیت شده استخراج

هلاا   سلالول  در چربلای  ذرات مناسب تمايز به بافلات چربلای   محیط
با تست وسترن بتتینگ نیلاز بیلاان شلااخص هلاای     . شد نمايان

و  RUNX2اسلالالاتخوان سلالالااز از جمللالالاه آلكلالالاالین فسلالالافاتاز،  
ها پتانسیل تملاايز بلاه    در نتیجه اين سلول. استئوپونتین تايید شد

  .باشندهای استخوان و چربی را دارا میبافت

 

 

 

  

  
   

بررسلای  ) O-روغلان قرملاز   بلاا آمیلازی  بلاه چربلای و رنلاگ    DPSCsتملاايز  و  S-قرمزين آمیزی آلیزارآمیزی با رنگبه استخوان و رنگ DPSCsتمايز  -8 شکل 

در ( ج)هفلاتم،  در روز  S-قرملاز آلیزارين آمیزی استخوان با رنگ يافته بههای تمايزسلول( ب)، های کنترلسلول( الف. )به استخوان DPSCsتمايز . (میكروسكوپی

در ( و)، آمیلازی در روز سلاوم  های تمايزيافته به چربی فاقد رنگسلول( ز)، های کنترلسلول( ر):  به چربی DPSCsتمايز  .بیست و يكمدر روز  (د)چهاردهم و روز 

 (.Dental pulp stem cells) دندانی پالپ بنیادی سلولهای: DPSCs .(×100نمايی  بزر )بیست و يكم، در روز ( ی) و بیست و يكمدر روز ( ه)، هشتمروز 
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انسان به روش هضم آنزيملای نسلابت    پالپ دندانجداسازی 
 .داردبه روش های ديگر ارجحیت 
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Abstract 
 

Background and aims: The aim of this study was to compare different isolation methods to obtain stem cells from 

adult human third molars pulp and investigation on their potential of osteogenic and adipogenic differentiation. 

Methods: Dental pulp was isolated by three ways: 1) direct culture of pulp pieces, 2) enzymatic digestion of pulp 

using collagenase and dispase, and 3) direct culture of pulp pieces and fixing it with lamella. Stem cell surface markers 

were analyzed by flow cytometry method. Adypogenic and osteogenic differentiation were verified by Oil Red O 

staining and Alizarin Red S staining, respectively. 

Results: The growth of cells cultured after enzymatic digestion was faster than those isolated by other methods and 

the use of lamella increased the risk of infection and cell damage. 

Conclusion: Dental pulp stem cells isolated with enzymatic digestion has faster growth and might be as an available 

resource both for research and tissue engineering. 
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