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دی حاصل از دو نمونه ی سلولی مورد مطالعه قرار گرفته است. نمونه اول سلول بنیا، طیف پراکندگی رامان خود به خودی تحقیقدر این 

مزانشیمی مشتق شده از بافت چربی به عنوان یک نمونه از سلول های بنیادی بالغ می باشد که از بافت چربی انسانی استخراج شده 

به عنوان سلول کنترل مورد استفاده قرار گرفت. جهت کاهش اثر فلورسانس حین طیف   HepG2است. نمونه دوم سلول رده سرطانی 

طیف رامان ثبت گردید و پس از پردازش و میانگین گیری  51ستر کوارتز رشد داده شدند.  از هر نمونه نگاری،  نمونه ها بر روی ب

و مشخص گردید که این تکنیک می تواند به عنوان یک روش انگشت نگاری سلولی قوی به کار  های آنها مورد بررسی قرار گرفت تفاوت

 . گرفته شود

 HepG3، سلول بنیادی مزانشیمی، سلول رامان ، پراکندگیطیف سنجی -کلید واژه
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In the present study, spontaneous Raman scattering of two cells was examined. The first cell sample belongs to adipose 

derived mesenchymal stem cell as an adult stem cell with high potential in clinical studies and cell therapy. The second 

sample was HepG2 cell line. The cells were cultured on quartz disc to decrease the effects of fluorescence during 

spectroscopy. 51 different spectra were recorded for each sample and the differences were investigated after spectra average 

processing. The results revealed that Raman scattering spectra have considerable differences for two cell samples and the 

technique can be used as a powerful method for the cell fingerprinting purposes.   
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 مقدمه -5

ای هستند که در تمام های اولیهسلول ،های بنیادیسلول

های هم سلول ،ها وجود دارند و قادرند با تقسیمارگانیسم

ه با طی کبنیادی جدید شبیه خود تولید کنند و یا این

-تری مانند سلولهای بسیار تخصصیروند تمایز به سلول

شوند. تبدیل  و... کلیههای کبدی، مغز، قلب، ماهیچه،

امروزه  های بنیادی جنینی، سیل بالاتر سلولرغم پتانعلی

های  بیشتر توجهات معطوف جداسازی و تمایز سلول

ها است. همچنین بنیادی بالغ برای درمان انواع بیماری

های بنیادی بالغ  مروزه نشان داده شده است که سلولا

تصور  ظرفیت تمایز بسیار بالایی نسبت به آنچه که قبلاً

 های بنیادی جدایید سلولأدارند. شناسایی و ت ،شدمی

یکی از مراحل ضروری جهت  ،های مختلفشده از بافت

در تحقیقات مختلف و نیز در ها از این سلول استفاده

های مختلفی مانند شد. این شناسایی به روشبادرمان می

های های اختصاصی، تمایز به بافتبادیاستفاده از آنتی

بر و های زمانگیرد که همگی روشمختلف و ... صورت می

 بری هستند و نیاز به انجام مراحل مختلفی دارندهزینه

[۳] . 

-ترین روشرامان یکی از پر قدرتپراکندگی طیف سنجی 

ها مورد که برای شناسایی مولکول استسنجی های طیف 

ی پراکندگی استفاده قرار می گیرد. این روش بر پایه

رامان است. وقتی یک نمونه تحت تابش نور لیزر قرار می 

گیرد قسمت اعظم نوری که توسط نمونه جذب می شود 

جزئی آن بطور ناکشسان  با طول موج مشابه لیزر، و بخش

گذارهای ارتعاشی مولکولی دلالت  با طول موج هایی که بر

ارتعاشی  شود. از آنجا که هر مولکول مددارند، پراکنده می

مخصوص به خود را دارد، طیف نور پراکنده شده ی 

های ناکشسان می تواند به عنوان اثر انگشت پیوند

سیگنال  ها بکار گرفته شود.مولکولی در شناسایی آن

کاشفش اثر رامان نام بنا به اسم  حاصل از این پراکندگی

 .[3]گرفته است

 تکنیک طیف سنجی استفاده ازهدف از انجام این تحقیق 

های بنیادی رامان برای تشخیص سلولپراکندگی 

مزانشیمی مشتق شده از بافت چربی به عنوان یک نمونه 

های بنیادی بالغ در مقایسه با یک سلول کنترل از سلول

ق مورد استفاده قرار است. سلول کنترلی که در این تحقی

است که در تحقیقات  HepG3گرفته سلول رده سرطانی 

 استفاده گسترده دارد. 

 و نتایج روش انجام کار -2

های بنیادی مزانشیمی از سلولو شناسایی استخراج  3-۳

 بافت چربی انسانی 

 های مورد استفاده در این تحقیق از بافت چربیسلول

تریل و طی عمل صورت اسبه انسانی که توسط جراح

گردید. به این  استخراج بود جراحی لیپوساکشن جدا شده

منظور پس از جدا کردن بافت همبند و خون، بافت چربی 

تکه )چاقوی جراحی( به قطعات بسیار ریز تکه با اسکالپل

درجه  23دقیقه در انکوباتور  52شد و سپس به مدت 

 در معرض آنزیم rpm۳21 (شیکتکان )گراد با سانتی

ها از ماتریکس خارج )به منظور جدا شدن سلول Iکلاژناز

سلولی( انکوبه شد، پس از این مدت زمان به محلول فوق 

به منظور خنثی FBS۳11 هم حجم محیط کشت حاوی 

دقیقه  ۳1مدت  به اضافه شد سپس Iکردن آنزیم کلاژناز

 انجام شد و سانتریفیوژ C5˚در دمای rpm5111در دور 

Pellet های بنیادی به فلاسک ن حاوی سلولته فالکو

-درجه سانتی 23انکوباتور کشت سلول منتقل شد و در 

 35پس از  .انکوبه شد1 91و رطوبت  CO3 21 ،گراد

های چسبیده زیر ساعت محیط تعویض شد و سلول

بار مشاهده شد. سپس هر سه روز یک Invertمیکروسکوپ

ف ها تعویض شد و پس از دو هفته کمحیط کشت سلول

 . (۳)شکل  فلاسک از سلول پر شد

 

 بنیادی های سلول ظاهریریخت شناسی)مورفولوژی( : ۳شکل

و  کشیده و شکل دوکی ظاهری ها سلول این. انسانی یچرب مزانشیمی

 .دارند فیبروبلاست هیشب
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 بافت از شده استخراج مزانشیمی بنیادی هایسلول : تمایز3 شکل

 Oil آمیزی رنگ (A  .چربی و استخوانی هایسلول به چربی انسانی

Red   سلول چربی.  سمت به شده داده تمایز هایسلولB) رنگ 

سلول  سمت به شده داده تمایز هایسلول Alizarin Red آمیزی

 (Invertاستخوانی )میکروسکوپ 

های بنیادی استخراج شده جهت شناسایی و تأیید سلول

 (مارکرهاینشانگرهای )( تأیید ۳از دو روش استفاده شد: 

های بنیادی مزانشیمی به روش سطحی سلول

های مونوکلونال بادیفلوسایتومتری با استفاده از آنتی

، CD25 ،CD55سطحی نشانگرهای اختصاصی علیه 

CD۳12 ،CD52 و ،CD91 .3های بنیادی ( تمایز سلول

و رنگ آمیزی  های استخوانیهای چربی و اسلولبه سلول

 Alizarinو  Oil Redهای با رنگها به ترتیب این سلول

Red  (3)شکل . 

نتایج به دست آمده نشان دادند که هر دو بررسی انجام 

های استخراج شده را تأیید شده بنیادی بودن سلول

 کردند. 

 HepG3های  تهیه سلول 3-3

از بانک سلولی انستیتوپاستور تهیه  HepG3سلولی  رده

 .(2)شکل  شدگردید و در شرایط مناسب کشت و تکثیر 

 
 HepG3های رده سلولی  : سلول2شکل

 
 

 ول روی بستر کوارتزلکشت س 3-2  

جهت انجام طیف سنجی رامان نیاز به کشت سلول روی 

صفحه کوارتز بود. به این منظور صفحات دیسک شکل 

متر تهیه میلی 3و ضخامت  مترسانتی 2/۳کوارتز به قطر 

های  در چاهکن پس از استریل شداین صفحات  شدند.

های بنیادی  سلولو  خانه قرار داده شدند 5 (پلیتظرف )

روی آنها کشت داده  HepG3های مزانشیمی و سلول

 شدند.

 ها بررسی میکروسکوپی سلول 3-5 

، رشد و میزان تقریبی (مورفولوژیریخت شناسی )

های کشت داده شده در تمام مراحل سلولچسبندگی 

مورد بررسی  (کونفوکالنونی )کاهمرشد با میکروسکوپ 

 قرار گرفته و از آنها عکس تهیه گردید.

 طیف سنجی 3-2

دستگاه طیف سنج رامان بکار رفته در این مطالعه، مدل    

Almeaga Dispersive Raman ساخت شرکت ،Thermo 

Nicolete دارای پرتو خروجی قطبی شده با طول موج ،

223 nm ناشی از هماهنگ دوم لیزر ،Nd:YLF  .می باشد

 mW 21جهت حفظ کیفیت نمونه، شدت نور لیزر روی 

استفاده شده  1.9با دریچه عددی  01xعدسی تنظیم و از 

 است. 

نمونه ها پس از قرارگیری در طیف سنج تحت تابش لیزر 

توسط  وطیف ثبت گردید  ۳2قرار گرفته و از هر نمونه 

 انگین آنها موردمی پردازش شده و OMNICنرم افزار 

 .(2و  5)شکل  مطالعه قرار گرفت

 نتایج و تحلیل آنها -3

های قابل توجهی در بر اساس نتایج به دست آمده تفاوت

های بنیادی مزانشیمی طیف رامان مربوط به سلول

های دودمان کبدی استخراج شده از بافت چربی و سلول

HepG3 .که مشخص است تعداد  طورهمان وجود دارد

 HepG3سلول دودمان کبدی  های موجود در طیفقله

های طیف سلول بنیادی مزانشیمی است. این بیشتر از قله

به این معناست که شدت بعضی پیوندها در سلول بنیادی 

ها کم بوده و توسط اثر فلورسانس پوشانیده شده است. قله

 255۳در نوارهای  HepG3برای سلول دودمان کبدی 

cm
-۳ ،2305 cm

-۳ ،3922 cm
-۳ ،332۳ cm

-۳ ،35۳2 

cm
-۳ ،3۳25 cm

-۳ ،۳3۳5 cm
-۳ ،۳252 cm

-۳  ،31۳ cm
-

و  ۳

B A 

A B 
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پیوندهای مولکولی مربوط به هر قله با رنگ آبی و نوار مربوط به بخش های سلولی با رنگ قرمز . HepG3: طیف میانگین سلول دودمان کبدی 5شکل 

 .[2 ,5 ,2]نشان داده شده است 

. پیوندهای مولکولی مربوط به هر قله با رنگ آبی و نوار مربوط به بخش های سلولی با رنگ قرمز نشان زانشیمی: طیف میانگین سلول بنیادی م2شکل 

 .[2 ,5 ,2]داده شده است 

cm 2553برای سلول بنیادی مزانشیمی در نوارهای 
-۳ ،

3950 cm
-۳ ،3330 cm

-۳ ،۳253 cm
cm ۳۳22و  ۳-

-۳ 

cm 3922قرار گرفته است. نوار 
cm 332۳و   ۳-

در  ۳-

به ترتیب نشان دهنده ی حضور  HepG3طیف سلول 

می باشند، که هر دو  CH2 و CH2پیوندهای مولکولی 

این دو پیوند در سلول حاکی از حضور لیپیدها هستند. 

 C-Hمزانشیمی با شدت کمتری ظاهر شده اند. پیوندهای 

بر حضور پروتئین ها دلالت دارندکه نوارهای  C=Cو

۳252 cm
cm ۳291و   ۳-

متعلق به آنها می باشند. در  ۳-

با شدت کمتر بوده و  C-Hطیف سلول مزانشیمی پیوند 

نشده است. نواری که نشان دهنده  ظاهر C=Cپیوند 

DNA  وRNA  3۳5-331است بازه cm
می باشد که  ۳-

 ای در این محدوده می طیف سلول مزانشیمی فاقد قله

 باشد.
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