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Background and Aims: Oncolytic viruses (OVs) are a new approach in treatment of 

cancer. Antitumor efficacy of OVs were limited due to insufficient and non-specific viral 

delivery to tumor sites. To overcome this issue, mesenchymal stem cells (MSCs) were used for 

their ability to specifically homing into tumors. The main aim of this study was to use MSCs as 

carriers and investigate the effect of oncolytic reovirus infection in MSCs, induction of 

apoptosis, nitric oxide (NO) secretion and their effects for selectively killing tumor cells, to use 

in future. 

Materials and Methods: MSCs isolated from mice adipose tissue and confirmed. Then, 

the ability of the virus to infect MSCs and the effect of reovirus infection in induction of 

apoptosis and NO secretion in MSCs were evaluated. 

Results: The results demonstrate that reovirus could replicate on MSCs. The finding 

indicated that the NO production significantly was higher at 72 h post infection with different 

MOI in comparison to the control cells. Also, reovirus induced high level of apoptosis in the 

MSCs at 48 h post infection compared with the control cells. 

Conclusions: Based on observed results, reovirus increased the secretion of iNOS 

(inducible nitric oxide) in the infected MSCs at 48 h post infection; therefore, high amounts of 

NO and reovirus replication were found to trigger apoptosis at 48 h post infection. Therefore, by 

optimizing the replication time of virus in the MSCs, specific viral delivery to tumor sites are 

available and causes cancer cells’ death. 

Keywords: Oncolytic Reovirus T3D; Mesenchymal Stem Cell (MSC); Carrier Cell; Nitric 
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دلیل ی آنها بهورضدتوم های جدید درمان سرطان است. اثربخشیی انکولیتیک، از شیوههاروسیوکارگیری به :زمینه و هدف

گزینی ویروس در برای انتقال و لانه بنیادی هایسلول مشکل از این بر غلبه ضعیف است. برای تومور، محل غیراختصاصی به انتقال

این  روی رئوویروس عفونت بررسی اثر و حاملعنوان به بنیادی یهاسلول از استفاده مطالعه، کلی شود. هدفمحل تومور استفاده می

ی آنها در آینده برای ریکارگبهمنظور القایی و ترشح نیتریک اکساید به آپوپتوز، رابطۀ بین اکساید نیتریک ترشح آپوپتوز، القای ،هاسلول

 .استی توموری هاسلولکشتن انتخابی 

سپس توانایی شدند.  دییتأجداسازی، کشت و  چربی بافت حامل از عنوانبه ی بنیادی مزانشیمیهاسلول :کار روش و مواد

 .شد بررسی هاسلولدر این  آپوپتوزعفونت رئوویروس بر ترشح نیتریک اکساید و القای  ی بنیادی و اثرهاسلولکردن ویروس در آلوده

 72 در اکساید کیترینزیاد  تولید ی بنیادی را دارند و موجبهاسلول در قابلیت تکثیر هارئوویروس داد نشان نتایج ها:یافته

 از پس ساعت 48 در آپوپتوز افزایش سبب نیهمچن .شوندیم ی شاهدهاسلول به نسبت مختلف یها MOIبا  عفونت از بعد ساعت

  .شوندیم ی شاهدهاسلول به نسبت ی بنیادیهاسلولعفونت در 

 در اییبیشترین میزان ترشح نیتریک اکساید الق ساعت پس از آلودگی با رئوویروس، 48حاصل،  نتایج طبق :گیرینتیجه

بیشینه  آپوپتوزالقای  به منجر تکثیر رئوویروس و نیتریک اکساید زیاد مقادیر بنابراین، ی بنیادی مزانشیمی آلوده مشاهده شد؛هاسلول

را در زمان مناسب  هاروسیو توانیمی بنیادی، هاسلولبا تنظیم زمان تکثیر در  .شودیم هاسلولساعت بعد از آلودگی در این  48در 

 ی سرطانی شد.هاسلولمحل تومور هدایت کرد و باعث مرگ به 
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مهمقد

بشری در  ۀمشکلات سلامت جامع نیتریسرطان یکی از اصل

 عامل دومین عنوانبهی که طوربه؛ شودیسراسر جهان محسوب م

 .(1)شده است گزارش  جهانی سطح در ریوممرگ
 و یدرمانیمیش شامل جراحی، سرطان ی رایج درمانهاروش

کارایی بالایی نداشته و اغلب با مشکلات که  استپرتودرمانی 

ی هاروشجانبی شدیدی برای فرد همراه هستند. امروزه ابداع 

ی توموری، هاسلولاصی ی اختصریگهدف منظوربهدرمانی جدید، 

 بالینی هستندتوجه بسیاری از مطالعات آزمایشگاهی و پیشمورد

(2). 

ی انکولیتیک یک دیدگاه نوین در درمان هاروسیوکاربرد 

ی هاروسیوی از ریگبهرهی انسانی است که از جملۀ آن هایمیبدخ

ی هاسلولیی با گرایش بافتی به هاروسیویا  شدهیمهندس

که سبب افزایش تخریب بافت توموری  استدۀ خاص شترانسفورم

ی غیرسرطانی هاسلولی آن شده و از آسیب به هاسلولیا 

امروزه انواع مختلفی از انکولیتیک  .(3،4) شودیمجلوگیری 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 
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مثل ویروس سرخک، هرپس سیمپلکس ویروس، انواع  هاروسیو

کردن ها در حال طیو رئوویروس شدهیمهندسهای آدنوویروس

یۀ مصرف در بیماران دییتأهای بالینی برای گرفتن رآزماییکا

ها در شمارِ که اشاره شد رئوویروس طورهمان. (5) سرطانی هستند

منظور استفاده ی انکولیتیک هستند که کارایی آنها بههاروسیو

 برای درمان سرطان به اثبات رسیده است.

 RNAکه ژنوم  استاز خانوادۀ رئوویریده  رئوویروس

انولوپ است. این ویروس چهار  دارد و بدون یاقطعه10ای ورشتهد

اگرچه  .(6) دارد Dearing و Lang ,Jones Abney, سوش 

رئوویروس در انسان یک عفونت ملایم در مجاری فوقانی تنفسی و 

عامل خطر  عنوانبهکند، اما تاکنون دستگاه گوارشی ایجاد می

ی معرفی و گزارش نشده سالبزرگبیماری مهمی در  گونهچیهبرای 

 3 که رئوویروس سوش انددادهمطالعات زیادی نشان  .(7)است 

Dearing (T3D)  (8)خاصیت انکولیتیکی دارد. 

اند از: های انکولیتیک که عبارتی رئوویروسهایتوانمند

های وجود کشت قابلیت بالای تکثیر،کنندگی بالا و قدرت آلوده

انی مناسب، کارورزی آسان ویروس، سلولی کارآمد و گسترۀ میزب

های ویژه سلولی سرطانی بههاسلولدر  آپوپتوزتوانایی القای 

(، امکان تلفیق با سایر Cancer Stem Cellsبنیادی سرطان )

سالان، های رایج و ایجادنکردن بیماری مهم در بزرگدرمان

 هایرئوویروس را در ردیف یک درمان ضدسرطان برای آزمایش

 طوربهویژگی انکولیتیکی این ویروس  .(9) قرار داده است بالینی

، چه آزمایشگاهی و چه بالینی هاطیمحی در بسیاری از اگسترده

 .(10-13) به اثبات رسیده است

سلولی  آپوپتوزمکانیسم اصلی انکولیتیکی رئوویروس القای 

مرگ . در استاست که شامل هر دو مسیر اگزوژنوس و اندوژنوس 

 فاکتور محلولی رئوویروس، رهاسازاز طریق قاشده سلولی ال

TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand)  سبب

 Death-Receptor Signalingدر این فرایند  ؛ کهدشویم آپوپتوز

 ی دارد.اژهیونقش 

 هاروسیودر مطالعات بالینی کارایی فرایند انتقال انکولیتیک 

با توجه به مشکلات کاربردی به محل تومور، پایین است. 

ۀ کنندیخنثی هایبادیآنتاز جمله: وجود  هاروسیوانکولیتیک 

( علیه Circulating neutralizing antibodies (NABs)گردشی ) 

( Abortive infectionویروس انکولیتیک در خون، عفونت ناقص )

ی سرطانی هابافتویروس انکولیتیک، سرعت تکثیر بالای برخی 

قایسه با سرعت تکثیر ویروس انکولیتیک، کاهش ضریب نفوذ در م

بودن میزان تحویل ناکافی ویروس انکولیتیک در بافت سرطانی،

به محل تومور و ترانسداکشن ضعیف  هاروسیوانکولیتیک 

ی مختلفی برای غلبه هایاستراتژ، از (14 ،15)ی سرطانی هاسلول

به  توانیمجملۀ آنها که از  شودیماستفاده  هاتیمحدودبر این 

های گیری سلولهای تحویلی اشاره کرد که قابلیت هدفسیستم

صورت ذاتی داشته و در شرایط درون تنی نقش سرطانی را به

ها چاپرونی در تحویل ویروس دارند. از جدیدترین و کاراترین حامل

 .(16)های بنیادی مزانشیمی اشاره کرد توان به سلولمی

 یانجمن علم فیاساس تعری مزانشیمی بری بنیادهاسلول

 International Society For Cellularیسلول درمان یالمللنیب

Therapy (ISCT) در شرایط کشت . 1 :هستند یژگیسه و یدارا

. 2 .دارندمعمولی قدرت چسبندگی به بستر ظروف کشت را 

و  کرده انیرا ب CD90 و CD105 ،CD73ی سطح یهاشاخص

و  CD34 و CD45 ویژهبه ،کیهماتوپوئت یهانسبت به شاخص

-HLAو  CD14 ،CD11b ،CD79 ،CD19 لیها از قبشاخص ریسا

DR غضروف و یچرب یهابه سلول زیتما ییتوانا. 3 .هستند یمنف ،

 .(17 ،18)دارند  یشگاهیآزما طیاستخوان را در شرا

 آپوپتوزنقش آنها در القای  هاسلولی این هایژگیویکی از 

ی بنیادی مزانشیمی هاسلولای مشخص شد که ی مطالعهاست. ط

 اختصاربهکه  Monocyte chemotactic protein 1از طریق ترشح 

MCP-1  ی هاسلولشدن ، باعث فراخوانی و فعالشودیمنامیدهT 

در این  آپوپتوزباعث القای  Fas (FasL)شده و از طریق لیگاند 

یمیجاد تولرانس ایمنی که این عمل منجر به ا شوندیم هاسلول

 ی بنیادی مزانشیمیهااستفاده از سلول. از جمله دلایل (19) شود

 یهاپاسخ تنظیم تواناییعنوان حامل ویروسی مناسب، داشتن به

و  هایبادیویروسی در برابر آنت هایحفاظت از پارتیکل ایمنی،

. (20)است  سمت بافت توموریبه هاروسیوهدایت هدفمندتر 

ی هاسلولی ایمنی هاپاسخات نشان داده که توانایی تنظیم مطالع

، TGF-βبنیادی مزانشیمی وابسته به ترشح فاکتورهای محلول 

و تماس  IDO)) اکسیژناز ید 2-3 اکساید، ایندولامین نیتریک

 .(21)سلول است بهسلول

( رادیکال آزادی است که در حین NOنیتریک اکساید )

که این  شودیمنیتریت و نیترات تولید  به L-arginineمتابولیسم 

. نیتریک کندیمواکنش را آنزیم نیتریک اکساید سنتتاز کاتالیز 

اکساید در بسیاری از فرآیندهای سلولی مثل تنظیم رشد و بقای 

 .(22)سلول، آپوپتوز، تکثیر و تمایز سلول نقش دارد 

مطالعات اخیر نشان داده که نیتریک اکساید باعث مهار 

. نیتریک شودیمی دیگر هاسلولر ویروس در ماکروفاژ و تکثی

یانجیماکساید عامل مهمی برای کنترل ویروس در سلول بوده و 
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ی از طریق کاهش متابولیسم سلولی روسیضدوی این فعالیت گر

. از جمله عملکردهای نیتریک اکساید در سیستم (22) دهدیمرخ 

سرکوب سیستم ی، تحریک و روسیضدوبه اثر  توانیمایمنی 

 .(23)ایمنی و آثار سایتوتوکسیک آن اشاره کرد 

ی بنیادی مزانشیمی در تماس با عوامل هاسلولوقتی 

ترشحی، روند مهاجرت، تکثیر،  ، محصولاترندیگیمقرار  زایماریب

. طی شودیم)آپوپتوز( دستخوش تغییر  آنهاو همچنین بقای  تمایز

ها، یمی ترشحات سایتوکاینی بنیادی مزانشهاسلولاین تغییرات، 

یمی سیگنالینگ خود را افزایش هامولکولها و دیگر کموکاین

ی بنیادی مزانشیمی هاسلول، شدهانجام مطالعات به توجه . بادهند

از سوی عوامل  رهاشدهی کموتاکتیک هاگنالیسدر پاسخ به 

ی هاسلولی آلوده به این عوامل و نیز هاسلولپاتوژن و یا 

هستند  آنهاسمت ی و مهاجرت بهریگجهتل، قادر به غیرنرما

(24). 

از آنجایی که هدف کلی این مطالعه بررسی استفاده از 

حامل رئوویروس انکولیتیک  عنوانبهی بنیادی مزانشیمی هاسلول

در مدل آزمایشگاهی و  آنهابایست قبل از بررسی ، میاست

ی هاسلولا با هۀ پاتوژنذکرشدی هاتعاملحیوانی، با توجه به 

ی بنیادی هاسلولبنیادی مزانشیمی، اثر رئوویروس را بر بیولوژی 

و رابطۀ بین تکثیر  هاسلولروند تکثیر ویروس در آن  مزانشیمی،

ی بنیادی هاسلولاز  شدهترشحویروس و نیتریک اکساید 

رئوویروس را در  آپوپتوزمزانشیمی و همچنین توانایی القای 

 سی کرد.ی آلوده بررهاسلول

 هاروشمواد و 

 سلول و ویروس

برای تکثیر رئوویروس  L929در این مطالعه از ردۀ سلولی 

T3D  استفاده شد. سلولL929 سلول فیبروبلاست جداشده از ،

است که از مرکز  صدروزه C3H/Anبافت پستان و چربی موش نر 

 طیمحسلول،  کشت یبراتحقیقات فناوری بن یاخته تهیه شد. 

 Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium (DMEM) کشت

 نیلیسیپن کیوتیبیآنت %1و  (FBSسرم جنین گاوی ) %10دارای 

(U/ml100) ( استرپتومایسینµg/ml100 ( به کار برده شد )همۀ

(. رئوویروس است Gibco, USAمواد مصرفی محصول شرکت 

T3D هدیه از جناب آقای دکتر شهرآبادی از دانشگاه  صورتبه

تهیۀ استوک ویروسی  منظوربهپزشکی ایران دریافت شد و  علوم

 L929در مقیاس انبوه، ویروس در محیط کشت حاوی سلول 

 کشت داده شد.

 

 تعیین تیتر ویروس

 Cell Cultureبه روش  T3Dتعیین تیتر رئوویروس  منظوربه

Infectious Dose 50 Percent )50(CCID  سلول  25 × 310تعداد

L929 24خانه کشت داده شد. بعد از 96از پلیت  در هر چاهک 

برای  شدهدادهی کشتهاسلول، %80 ساعت و رسیدن به تراکم

ده های تیتراسیون ویروس استفاده شد. برای این منظور ابتدا رقت

منظور تهیه شد. به )8-10-1-(10برابری از ویروس با محیط کشت 

داده  وشوشست (PBSدو بار با بافر فسفات ) هاسلولتیتراسیون، 

میکرولیتر از  100 ،خانه96شدند و در ادامه به هر چاهک از پلیت 

جذب ویروس به سلول، پلیت  منظوربههر رقت ویروس افزوده شد. 

درجۀ سلسیوس قرار داده شد.  37ساعت در انکوباتور  1مدت به

با بافر فسفات شسته شده و  هاسلولبعد از گذشت زمان لازم، 

محیط کشت بدون سرم به هر چاهک اضافه شد و  میکرولیتر 100

 درجۀ سلسیوس نگهداری شد. 37پلیت در انکوباتور 

یادی مزانشیمی مشتق ی بنهاسلولجداسازی و کشت 

 از بافت چربی

ی اهفته 5-6مادۀ   C57BL/6ی هاموشدر این پژوهش از 

مدت یک هفته به هاموشپاستور ایران( استفاده شد. ابتدا  تویانست)

خانه نگهداری شدند تا از نظر زیستی با محیط هماهنگ در حیوان

شوند. سپس با رعایت اصول کار با حیوانات آزمایشگاهی دانشگاه 

مربوط  IR.TMU.REC.1395.415تربیت مدرس به شمارۀ شناسه 

در  به کمیتۀ اخلاق پزشکی، به روش قطع نخاعی کشته شدند.

 سلول یمنظور جداسازبهها موش شکمی ناحیۀ یچرب ادامه، بافت

 شده و جدا یچیق و پنس با لیاستر طیشرا در یمیمزانش یادیبن

 یجراح غیت از استفاده باها نمونه زائد، یهابافت جداکردن از پس

 %1/0 محلول در حاصل بافت قطعات. شدند خرد امکان حد تا

 در قهیدق 30 مدتبه( Invitrogen, USA) یک تیپ کلاژناز آنزیم

 یسلولنیب کسیتا ماتر شد داده قرار سلسیوس درجۀ 37 یدما

 کردن آنزیم با محیط کشتشود. بعد از خنثیبافت کاملا هضم 

دقیقه در دور  5مدت به یسلول ونیسوسپانس(، FBSکامل )حاوی 

rpm 1800 همراه محیط سانتریفیوژ شد. سوسپانسیون سلولی به

( U/ml100) نیلیسیپن کیوتیبیآنت %1حاوی  DMEMکشت 

کشت  T75فلاسک در ، سرم %20( و µg/ml100استرپتومایسین )

 2CO %5و  %95درجۀ سلسیوس، رطوبت  37داده شد و در دمای 

رسیدن به تراکم تا  بارکیروز  3 ای 2هر  هاانکوبه شد. فلاسک

 شدند. طیمح ضیتعو 80%
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با استفاده از آنزیم تریپسین  هاسلولبرای پاساژ سلولی، ابتدا 

25/0% (Gibco, USA از بستر فلاسک جدا شد و پس از )

 دور کردن اثر آنزیم با محیط کشت کامل، محلول سلولی درخنثی

rpm 1800 .در ادامه رسوب سلولی با استفاده از  سانتریفوژ شد

 کشت داده شد. T75محیط کشت کامل سوسپاند و در فلاسک 

های بنیادی مزانشیمی به سلول استخوان تمایز سلول

 و چربی

 و چربی، استخوان یهابه سلول یزیتما ی بررسی توانبرا

خانه کشت داده شد و 24ی بنیادی مزانشیمی در پلیت هاسلول

پس از رسیدن به تراکم سلولی مناسب، محیط کشت رویی 

خارج شد و با محیط کشت حاوی فاکتورهای اختصاصی  هاسلول

و فناوری بن تمایز به سلول استخوان و چربی )مرکز تحقیقات 

عنوان کنترل انتخاب که به ییهابه چاهکیاخته( جایگزین شد. 

به اضافه شد. یزیتما یکشت بدون فاکتورها طیمح شده بودند

. بعد از شد ضیتعو بارکیروز  3هر  یزیتما طیهفته، مح 3مدت 

با  هاسلولابتدا ها، سلول زیتما یمنظور بررسمدت به نیا

 یاختصاص یزیآمرنگت شدند و در ادامه با تثبی %4پارافرمالدهید 

Alizarin Red-S یزیآمرنگرسوب کلسیم فسفات و با  وجود 

ترتیب از های لیپیدی که بهوجود واکوئل Oil Red-Oی اختصاص

ی چربی تمایز یافته هاسلولی استخوانی و هاسلولهای مشخصه

 هستند، در زیر میکروسکوپ بررسی شد.

 بنیادی مزانشیمی یهاسلولتلقیح ویروس به 

ی هاسلولبه  T3D رئوویروس )8-10-1-(10مختلف  تیترهای

برای جذب ویروس به سلول، پلیت  بنیادی مزانشیمی تلقیح شده و

درجۀ سلسیوس قرار داده شد.  37ساعت در انکوباتور  1مدت به

با بافر فسفات شسته شده و  هاسلولبعد از گذشت زمان لازم، 

حیط کشت بدون سرم به هر چاهک اضافه شد و میکرولیتر م 100

 درجۀ سلسیوس نگهداری شد. 37پلیت در انکوباتور 

 بنیادی مزانشیمی یهاسلولتعیین تیتر رئوویروس در 

خانه 96ی بنیادی مزانشیمی در پلیت هاسلولبدین منظور 

 ،%80لایۀ سلولی با تراکم کشت داده شد. بعد از تشکیل تک

تلقیح  هاسلولبه  T3Dرابری از رئوویروس بی سریالی دههارقت

درجۀ سلسیوس  37ساعت در انکوباتور  1مدت به هاسلولشد. 

داده شده  وشوشستقرار داده شدند و سپس دو بار با بافر فسفات 

میکرولیتر محیط کشت بدون سرم به هر چاهک اضافه شد  100و 

 از پسدرجۀ سلسیوس نگهداری شد.  37و پلیت در انکوباتور 

( با CPE) آن کیتوپاتیسا اثرات و روسیو تریت ساعت 72 گذشت

  .شد یینتع Read & Muenchو با روش  50CCID نییتع

 نیتریک اکساید با تست گریس یریگاندازه       

سلول  5 × 410ی نیتریک اکساید تعداد ریگاندازه منظوربه

خانه کشت داده شد و رئوویروس 12بنیادی مزانشیمی در پلیت 

T3D  باMOI یها (Multiplicity of Infection) ( و  1مختلف

ساعت بعد از تلقیح،  72و  48، 24تلقیح شد.  هاسلول( به 1/0

حذف بقایای سلولی  منظوربهی شد و آورجمع هاسلولسوپرناتانت 

ی سنجش براسانترفیوژ شد.  rpm 2000 دور دقیقه در 5مدت به

( در سوپرناتانت دیسااک کیترین میرمستقیغ طوربه) تیترین

از سوپرناتانت هر گروه با  تریکرولیم 50ی، بررسی مورد هاگروه

شد و به هر  ختهیرخانه 96 تیپلی هاچاهکیی در تا3تکرار 

( اضافه Sigma, Germany) سیگرمعرف  تریکرولیم 50چاهک 

 صورتبه هانمونهشد. پس از افزودن معرف، نیتریت موجود در 

که میزان آن در طول  دشویمرغوانی ظاهر ی اهارنگطیفی از 

خوانده شد. منحنی استاندارد با  زایالانانومتر با دستگاه  540موج 

تا  1های مختلف معرف نیتریک اکساید )سنجش طول موج غلظت

( رسم شد و با توجه به آن غلظت میسد تیترین کرومولیم 1000

 ها برحسب میکرومول محاسبه شد.نیتریت نمونه

 آپوپتوز به روش فلوسایتومتریسنجش 

ی بنیادی مزانشیمی هاسلولدر  آپوپتوزبرای سنجش میزان 

 Annexin V/7AAD Apoptosis Detection Kitاز کیت 

(Invitrogen, USA .استفاده شد )ی بنیادی مزانشیمی در هاسلول

لایۀ سلولی با تراکم خانه کشت داده شد. بعد از تشکیل تک6پلیت 

 24از رئوویروس آلوده شدند.  1/0و  1ی ها MOIبا  هاسلول ،80%

ی و آورجمعاز بستر پلیت  هاسلولساعت بعد از آلودگی،  48و 

سانترفیوژ شدند. رسوب  rpm 1200 دور دقیقه در 5مدت به

 500داده شد و در  وشوشستبا بافر فسفات  بارکسلولی ی

 5/2 ،میکرولیتر از بافر فسفات سوسپاند شد. در مرحلۀ بعد

در  هانمونهبه هر نمونه اضافه شد و  Annexin V میکرولیتر از

 5/2 دقیقه انکوبه شدند. سپس 30مدت دمای اتاق و در تاریکی به

دقیقه  10به هر نمونه اضافه شد و پس از  7AADمیکرولیتر از 

ی فلوسایتومتری هالولهبه  هانمونهانکوباسیون در دمای اتاق، 

با استفاده از دستگاه  آپوپتوزی هایبررسمنتقل شده و 

فکس دیوا آنالیز  افزارنرمبا  هاافتهفلوسایتومتری انجام گرفت و ی

 شدند.

 آنالیز آماری

با سه بار تکرار صورت گرفت. با کمک  هاشیآزماهمۀ 

معیار میانگین و انحراف هادادهبرای تمام  prism 7.04 افزارنرم
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 آزمونحاصل با استفاده از  بودن نتایج داریمعنمحاسبه شد. 

ANOVA ارزیابی شد. دوطرفه 

 هاافتهی

 T3Dنتایج حاصل از تعیین تیتر رئوویروس 

در این مطالعه  مورداستفادهتعیین تیتر رئوویروس  منظوربه

سلول میزبان طبیعی و اصلی  عنوانبه L929از سلول فیبروبلاستی 

 18در کمتر از ( CPEرئوویروس استفاده شد. آثار تخریب سلولی )

 (. 1ساعت بعد از آلودگی کامل شد )شکل  72ساعت شروع و 

، تیتر ویروس شودیممشاهده  1گونه که در جدول همان

  ml 50CCID/محاسبه و تیتر Read & Muenchبراساس روش 

 حاصل شد. 31/710 

 

 
 و تخریبی آثار( سالم ؛ ب سلول( ؛  الف 100× نمایی بزرگ با T3D رئوویروس به آلوده سلول با مقایسه در سالم L929 یهاسلول از نمایی .1 شکل

 تلقیح از ساعت 72 از گذشت پس رئوویروس سایتوپاتیک

 

 Read & Muenchبه روش  L929بر سلول  T3Dرئوویروس  50CCIDمحاسبۀ  .1جدول 

درصد 

 عفونت

میزان 

 عفونت

مقادیر تجمعی 

 منفی

مقادیر 

تجمعی 

 مثبت

 مقادیر

 شدۀمشاهده

 منفی

 مقادیر

 شدۀمشاهده

 مثبت

شده/ عفونی

 شدهتلقیح

رقت 

 ویروسی

100 35/35 0 35 0 6 6/6 1-10 

100 29/29 0 29 0 6 6/6 2-10 

100 23/23 0 23 0 6 6/6 3-10 

100 17/17 0 17 0 6 6/6 4-10 

100 11/11 0 11 0 6 6/6 5-10 

5/62 8/5 3 5 3 3 6/3 6-10 

2/22 9/2 7 2 4 2 6/2 7-10 

0 13/0 13 0 6 0 6/0 8-10 

یم تعیین عفونت درصد و انجام محاسبات این تمام 50CCID محاسبۀ از قبل. است تجمعی موارد کل به مثبت تجمعی مقادیر بیانگر عفونت میزان

 .شودیم گرفته نظر در 50CCID یکعنوان به کندمی ایجاد را 50CCID %50 که وقتی سپس و شود

 
 50ID یتمرقت( = لگار یبضر یتملگار×  Pd( + ) %50 یت بالارق یتم)لگار 

Pd: proportionate distance 
 

ی بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت هاسلولکشت 

 چربی 

هفته از هضم آنزیمی بافت چربی و کشت  2حدود  بعد از

 ی بنیادی مزانشیمی بستر فلاسک را پر هاسلولی از اهیلاآن، تک

، جمعیت نسبتا شودیممشاهده  2که در شکل  ونهگهمانکردند. 

شکل با مورفولوژی دوکی ی،میمزانش یادیبن یهاسلولهمگونی از 

 ی در پاساژ سوم به دست آمد.بروبلاستیفی هاسلولمشابه 
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بنیادی مزانشیمی مشتق  یهاسلول شکلیدوکمورفولوژی  .2شکل 

ازکنتراست از بافت چربی در پاساژ سوم در نمای میکروسکوپ ف

 100 ×نمایی با بزرگ

بنیادی مزانشیمی  یهاسلولنتایج حاصل از تمایز 

 افت چربی به سلول استخوان و چربیمشتق از ب

 هاسلولمورفولوژی تمایز،  القایروز از  21بعد از گذشت 

به سلول  افتهیزیتما یهاسلولکه در  یطوربهدچار تغییر شد. 

 یهاسلولانندی ایجاد و در ماستخوان، مناطق متراکم و ندول

 21های لیپیدی تشکیل شد. در پایان ئولوبه چربی، واک افتهیزیتما

 یزیآمرنگ، افتهیزیتما یهاسلولماهیت  دییتأ راستایدر  القاروز از 

ها و شدن ندولحاکی از معدنی Alizarin Red-Sاختصاصی 

از تشکیل قطرات چربی  حاکی Oil Red-Oی اختصاصی زیآمرنگ

 ب(.-3الف و -3بود )شکل 

 
بنیادی  یهاسلولتمایز  از نمای میکروسکوپ نوری .3شکل 

سلول استخوان با  تمایز به الف(: مزانشیمی مشتق از بافت چربی

ب( ؛  100 ×نمایی با بزرگ  Alizarin Red-Sاختصاصی  یزیآمرنگ

با   Oil Red-Oاختصاصی  یزیآمرنگسلول چربی با تمایز به 

 100 ×یی نمابزرگ

بنیادی  یهاسلولبر  T3Dتعیین تیتر رئوویروس 

 50CCIDمزانشیمی به روش 

ی بنیادی هاسلولنتایج حاصل از تعیین تیتر ویروس بر 

ساعت از تلقیح، آثار  24که پس از گذشت  دهدیممزانشیمی نشان 

ساعت به اوج خود رسید؛  72و پس از  تخریبی ویروس شروع شده

تغییر کرده و آثار تخریبی و  هاسلولژی ی که مورفولوطوربه

 (.4)شکل  بودمشخص  وضوحبهسایتوپاتیک ویروس 

 
ی بنیادی مزانشیمی سالم در مقایسه با هاسلولنمایی از  .4شکل 

: الف( سلول  100 ×نمایی با بزرگ T3Dسلول آلوده به رئوویروس 

 72سالم؛ ب( آثار تخریبی و سایتوپاتیک رئوویروس پس از 

 ت از تلقیحساع

ی هاسلولرئوویروس در  تیتر ،2طبق جدول همچنین 

محاسبه و  Read & Muenchبنیادی مزانشیمی براساس روش 

 .حاصل شد ml50CCID  31/6 01/تیتر

 یهاسلولسنجش میزان ترشح نیتریک اکساید در 

 یادی مزانشیمی آلوده به رئوویروسبن

گریس حاکی از  آزموناز  آمدهدستبه نتایج 1نمودار براساس 

 یهاسلولنیتریک اکساید در سوپرناتانت ترشح میزان  در آن بود که

در  1/0و  1 یها MOI با رئوویروس با شدهآلودهانشیمی بنیادی مز

ی اولیه هاساعتی وجود ندارد. در داریمعن، تفاوت هاساعتهمۀ 

 پس ازاما  ی آلوده کم بودههانمونهمیزان ترشح نیتریک اکساید در 

 یهاسلولبیشترین میزان ترشح نیتریک اکساید در ساعت  72

از رئوویروس در مقایسه  MOIبا هردو  شدهآلودهبنیادی مزانشیمی 

 مشاهده شد.با گروه کنترل 

 
ی هاسلول. میزان ترشح نیتریک اکساید در سوپرناتانت 1نمودار

در  1/0و  1 هایMOIشده با رئوویروس با بنیادی مزانشیمی تلقیح

 ساعت بعد از آلودگی 72و  48، 24زمانی  ۀباز

 .است %0001/0در سطح  داریمعنۀ اختلاف دهندنشان****

 .است %01/0در سطح  داریمعنۀ اختلاف دهندنشان*
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 Read & Muenchی بنیادی مزانشیمی به روش هاسلولبر  T3Dرئوویروس  50CCID. محاسبۀ 2جدول 

درصد 

 عفونت

میزان 

 عفونت

جمعی مقادیر ت

 منفی

مقادیر 

تجمعی 

 مثبت

مقادیر 

ۀ شدمشاهده

 منفی

مقادیر 

ۀ شدمشاهده

 مثبت

/ شدهیعفون

 شدهتلقیح

رقت 

 ویروسی

100 24/24 0 24 0 5 5/5 1-10 

100 19/19 0 19 0 5 5/5 2-10 

100 14/14 0 14 0 5 5/5 3-10 

100 9/9 0 9 0 5 5/5 4-10 

7/66 6/4 2 4 2 3 5/3 5-10 

4/14 7/1 6 1 4 1 5/1 6-10 

0 11/0 11 0 5 0 5/0 7-10 

تمام این محاسبات انجام و درصد عفونت تعیین  50CCIDمیزان عفونت بیانگر مقادیر تجمعی مثبت به کل موارد تجمعی است. قبل از محاسبۀ 

 .شودیمدر نظر گرفته  50CCIDیک  عنوانبه کندیمرا ایجاد  50CCID %50و سپس رقتی که  شودیم

 
 50IDلگاریتم ضریب رقت( = لگاریتم  × Pd+ )  (%50)لگاریتم رقت بالای 

Pd: proportionate distance 
 

رئوویروس انکولیتیک  از طریقشده القابررسی آپوپتوز 

 ی بنیادی مزانشیمیهاسلول در

رئوویروس  از طریقشده القابرای تعیین نوع مرگ سلولی 

T3D  از دستگاه فلوسایتومتری با  بنیادی مزانشیمی، یهاسلولدر

به این ترتیب که  استفاده شد. Annexin V/7AAD یزیآمرنگ

اولیه فسفاتیدیل سرین موجود در سطح داخلی غشا به  آپوپتوزطی 

رنگ  Annexin Vسطح خارجی غشای سلول منتقل شده و با 

 7AAD شده بای نکروتیکهاسلول قطعهقطعه DNA؛ اما شودیم

هر دو رنگ  باکه  ییهاسلولین در حالی است که . اردیگیمرنگ 

 (.5)شکل  اندشدهثانویه  آپوپتوزدچار  ،شوندیم

 
و  Annexin Vمحور عمودی  .توسط انکولیتیک رئوویروس های بنیادی مزانشیمیسلول شده درای حاصل از بررسی آپوپتوز القانمودار نقطه. 5شکل 

 : نکروز.Q4و  : سلول های زندهQ3: آپوپتوز ثانویه، Q2: آپوپتوز اولیه، Q1 ؛7AADی محور افق
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به کمک روش فلوسایتومتری،  آپوپتوزبا سنجش درصد 

ی داریمعنافزایش  ؛داده شده است نشان 2نمودار  در که طورهمان

ساعت از تلقیح  48القاشده از طریق رئوویروس پس از  آپوپتوزبین 

اول و نیز کنترل  ساعت 24در  آپوپتوزقایسه با القای ویروس در م

 MOIالقاشده با دو  آپوپتوزاست که میزان  توجهوجود دارد. جالب

 ی با یکدیگر نداشتند.داریمعناز رئوویروس تفاوت  1/0و  1

 
+ آپوپتوز ثانویه( القاشده  درصد کل آپوپتوز )آپوپتوز اولیه .2نمودار 

ساعت بعد  48و  24در  1/0و  1 های MOIرئوویروس با  از طریق

 از آلودگی در مقایسه با گروه کنترل

 .است %0001/0در سطح  داریمعناختلاف  ۀدهندنشان****

 بحث

با نرخ  عمومی بهداشت ترین مشکلاتعمده از یکی سرطان

امروزه بسیاری از  .(2)است  جهان سراسر در ریوممرگبالای 

ی انکولیتیک توجه پژوهشگران را برای درمان سرطان، هاروسیو

 ژنتیکی فرم که انکولیتیک ویروس به خود جلب کرده و حتی یک

 درمان شود، برایویروس محسوب می هرپس یک خاصی از

است  شده دییتأ( FDA) داروی آمریکا و غذا ادارۀ از سوی ملانوما،

 مله رئوویروسی انکولیتیک از جهاروسیو از تعدادی دیگر .(25)

 ارزیابی بالینی در حال سرطان برای بالقوه یهاعنوان درمانبه

ی که برای درمان سرطان سر و گردن، استفاده از طوربههستند؛ 

 3ی در فاز درمانیمیش( همراه با T3Dرئولایزین )رئوویروس 

 .(14) استهای بالینی کارآزمایی

 T3Dرئوویروس ، در این پروژه از ذکرشدهبا توجه به دلایل 

شد. مکانیسم اصلی  یک ویروس انکولیتیک استفاده عنوانبه

-ILآن است. طی مطالعۀ  آپوپتوزانکولیتیکی رئوویروس القای 

RAE CHO  تواندیمو همکاران نشان داده شد که رئوویروس 

 TRAILی سرطان معدۀ مقاوم به هاسلولدر  آپوپتوزباعث القای 

 .(26)شود 

 Sonabendنشان دادند که در  ایطی مطالعهان و همکار

 ویروس یجابهویروس،  آلوده به یهاسلول شرایط درون تنی

 یافته دهند. این افزایش را ضدتوموری فعالیت توانندیم برهنه

 برای توانندیم حامل یهاسلول کهاز  ،شده فرضیه این به منجر

 آن حجم افزایش و میزبان ایمنی سیستم از ویروس کردنمخفی

 (.27)کنند  استفاده هدف، سمتبه انتقال حین در

ی وکتورهاو محافظت از  کردنیمخفیی توانای سلول نیحامل

ی و هومورال دارند سلولی منیا ستمیسی را در مقابل روسیو

هدفمند به بافت  صورتبهآنها را  توانیمی موارد برخدر  نیهمچن

یم هاحاملن از جدیدترین و کاراتری .(28-30) کرد تیهدا مدنظر

 ی بنیادی مزانشیمی اشاره کرد.هاسلولبه  توان

( انجام 2010و همکاران )  Gaoی که از سویامطالعهدر 

ی بنیادی هاسلولدنبال استفاده از ی ایمنی قوی بههاپاسخشد، 

در مدل توموری  12 نینترلوکیا ۀدکنندیتولمزانشیمی انسانی 

 عنوانبه هاسلولاین و بر اهمیت  ی کلیه مشاهده شدهاسلول

 .(31) بیشتر شد دیتأکحاملین مناسب برای انتقال ژن 

ی میمزانشی بنیادی هاسلول زینپروژه  نیابر این اساس در 

حامل رئوویروس  عنوانبه، C57BL/6ی موش چرب مشتق از بافت

و اثر عفونت ویروس بر میزان ترشح  استفاده شدانکولیتیک 

ی بنیادی مزانشیمی مشتق از هالسلونیتریک اکساید از طریق 

 بررسی شد. هاسلولدر آن  آپوپتوزچربی و القا، 

 نیترمهمکه نیتریک اکساید یکی از  دهدیممطالعات نشان 

ی بنیادی مزانشیمی برای تنظیم هاسلولمدیاتورهایی است که 

 باتیترکی از کی دیاکسا کیترین. دکننیمی ایمنی، ترشح هاپاسخ

ی است که از طریق میمزانشی ادیبنی هاسلولی مهاری و ترشح

. (32) شودیم دیتولیی القاسنتتاز  دیاکسا کیترین میآنز تیفعال

ید از جمله انیتریک اکس از طریقفرآیندهای مختلفی 

ر ، مهاجرت، تکثیر و تمایز د()آپوپتوز ی، بقاپذیرخودتجدید

. تعدیل عملکردهای سلولی شودیبنیادی تنظیم م یهاسلول

 ۀتگی به غلظت آن دارد چراکه اثرات متضادی در هنگام مقایسبس

 .(33) مشاهده استید قابلانیتریک اکس یسطوح پایین و بالا

و همکاران نشان داد که نیتریک اکساید  Ubolمطالعۀ 

سنتتاز القایی با اثر بر تکثیر ویروس، مانع القای مرگ در 

حالی است  این در. (34)ی آلوده به ویروس هاری شد هاموش

و همکاران نشان دادند افزایش تولید نیتریک اکساید   Dincelکه

باعث القای  Border Disease Virus (BDV)دنبال عفونت با به

. پس (35) شودیمی نورونی آلوده به آن هاسلولدر  آپوپتوز

براساس شرایط یک عامل آپوپتوتیک و یا  تواندیمنیتریک اکساید 

 .(36) دآپوپتوتیک باشآنتی

( نشان داد که دوز 2014و همکاران )  Darabiمطالعۀ

سمت فنوتیپ شدن بهی بنیادی برای پلاریزههاسلولمحرک 
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 تواندیمی بنیادی با آن، هاسلولتیمار  زمانمدتی و ضدالتهاب

ی بنیادی مزانشیمی و هاسلول مختلفی در فعالیت آپوپتوز راتیتأث

 .(37) تولید نیتریک اکساید داشته باشد

و همکاران  انجام دادند، نشان  Komarovaی که امطالعهدر 

بستر مناسبی  تواندیمساز ی مزانشیمی پیشهاسلولداده شد که 

شده ی مزانشیمی بارگذاریهاسلولبرای تکثیر آدنوویروس باشد و 

باعث از  توانندیمی سرطانی هاسلولکشتی با با آدنوویروس در هم

ی مزانشیمی آلوده هاسلولشوند. همچنین  هاسلولبین رفتن آن 

 توانندیمبه آدنوویروس در مقایسه با آدنوویروس بدون حامل، 

ی توموری )مدل توموری سرطان هاموشباعث افزایش بقای 

 .(16) تخمدان( شوند

در این پروژه  شدهانجامبنابراین با توجه به مطالعات 

رئوویروس انکولیتیک حامل  عنوانبهی بنیادی مزانشیمی هاسلول

ای در این هیچ مطالعه حالتابهدر نظر گرفته شد؛ اما از آنجایی که 

زمینه انجام نگرفته، لازم است ابتدا توانایی رئوویروس در 

کنش بین ی بنیادی مزانشیمی، میانهاسلولکردن و تکثیر آلوده

ویروس و سلول، رابطۀ بین تکثیر ویروس و نیتریک اکساید 

ی بنیادی مزانشیمی و همچنین توانایی القای هاسلولاز  شدهترشح

 ی آلوده بررسی شود.هاسلولرئوویروس در  آپوپتوز

ی بنیادی هاسلولدر پروژۀ حاضر پس از جداکردن 

، فنوتیپ و ماهیت این C57BL/6مزانشیمی از بافت چربی موش 

ی بنیادی مزانشیمی هاسلولبه روش بررسی توان تمایزی  هاسلول

 ی اختصاصی تأیید شد.زیآمرنگسلول استخوان و چربی با  به

ی اگونهبهبا توجه به هدف پروژه، دوز مناسب ویروسی باید 

سازی و تکثیر در سلول بنیادی انتخاب شود که قادر به آلوده

ی که قبل از رسیدن به محل تومور موجب طوربهمزانشیمی باشد، 

ل بنیادی مزانشیمی یعنی سلو؛ از بین رفتن سلول حامل نشود

حامل مناسب رئوویروس عمل کرده و بیشترین تیتر  عنوانبه

 48ویروس را در محل تومور آزاد کند. نتایج نشان داد که پس از 

، تکثیر ویروس به حد مطلوبی رسیده، MOI:1ساعت آلودگی با 

ی در وضعیت مانزندهی حامل از لحاظ هاسلولی که، طوربه

ساعت پس از آلودگی،  72در حالی که در مناسبی قرار دارند؛ 

 .اندرفتهاز بین  هاسلولبیشتر 

ی هاسلولاز  شدهترشحدر گام بعدی سطح نیتریک اکساید 

بنیادی مزانشیمی آلوده به رئوویروس در مقایسه با گروه کنترل 

بررسی شد. نتایج نشان داد میزان ترشح نیتریک اکساید با طول 

روس، رابطۀ مستقیم داشته است؛ دورۀ زمانی آلودگی به وی

میزان ترشح نیتریک اکساید در ساعات اولیۀ آلودگی،  ی کهطوربه

افزایش  جیتدربهپایین بوده و  ی بنیادی مزانشیمیهاسلولدر 

ساعت پس از آلودگی بیشترین میزان ترشح  72 و در ابدییم

با  آپوپتوزنیتریک اکساید مشاهده شد. همچنین بررسی 

در  آپوپتوزتری نشان داد که رئوویروس توانایی القای فلوسایتوم

 کهی بنیادی مزانشیمی را دارد. نتایج حاکی از آن است هاسلول

 48القاشده از طریق رئوویروس در  آپوپتوزی در داریمعنافزایش 

؛ ساعت پس از تلقیح ویروس در مقایسه با گروه کنترل وجود دارد

یمعناز رئوویروس تفاوت  MOI:1/0و  1القاشده با دو  آپوپتوزاما 

 ی با یکدیگر ندارند.دار

 72تا  24از  جیتدرها بهگروهکه در همۀ  دهدیمنتایج نشان 

ساعت بعد از آلودگی میزان ترشح نیتریک اکساید نسبت به سلول 

نتیجه گرفت هرچه تولید  توانیمبنابراین ؛ ابدییمسالم افزایش 

بنیادی مزانشیمی برای ی هاسلول، شودیمویروس بیشتر 

یمجلوگیری از تکثیر ویروس ترشح نیتریک اکساید خود را بالا 

ی هست که در رقابت با ااندازهبهتکثیر ویروس  MOI:1؛ اما در برند

گفت دوز  توانیم. از طرفی ابدیینمنیتریک اکساید کاهش 

ساعت پس از آلودگی باعث لیز کامل  48تا  MOI:1ویروس با 

 .شودینم سلول حامل

ی بنیادی هاسلول ،کهچنین نتیجه گرفت  توانیمپس 

یمرا داشته و  T3Dشدن با رئوویروس مزانشیمی پتانسیل آلوده

بستر مناسبی برای تکثیر ویروس باشند. ویروس با دوز  توانند

به  پس از آلودگی، ساعت 48( در MOI:1عفونی مناسب )

 باعث القای آپوپتوز ندتوایمبیشترین میزان تکثیر خود رسیده و 

ی بنیادی مزانشیمی در مقایسه با گروه کنترل شود. هاسلولدر 

تکثیر  توام با نیتریک اکساید زیاد مقادیر گفت توانیمهمچنین 

 .شودیم القای آپوپتوز به منجر رئوویروس

ی بنیادی هاسلولنتیجه گرفت که  توانیمبنابراین 

 برای کارآمد حامل یزبان ویک معنوان به توانندیممزانشیمی 

 سرطانی یهاسلول دادن قرار هدفمنظور بهرئوویروس انکولیتیک 

 شوند. استفاده نزدیک آیندۀ در

 سپاسگزاری

ۀ کارشناسی ارشد با شمارۀ نامانیپااین مطالعه بخشی از 

و با حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشکدۀ  52/ د7400پروپوزال 

 مدرس انجام شده است. علوم پزشکی دانشگاه تربیت

 تعارض منافع 

 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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