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 دانشگاه تربيت مدرس ،پزشكيعلوم دانشكده  ،گروه علوم تشريح ،يتخصص يدكتر يدانشجو. 1
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 دانشگاه شاهد ،دانشكده پزشكي ،گروه علوم تشريح ،استاديار .4

 چكيده
رفتـه،  بـين   هـاي از  بازسازي سـلول  ناتواني دربه علت  ،آسيبهاي مخرب وارد به سيستم عصبيدرمان صدمات ناشي از  سابقه و هدف:

در ضـايعه نخـاعي و ديگـر     .شـود  يا انجام نمي خير افتاده وأبه ت ارتباطهاي نوروني، ديده، و برقراري مجدد صدمهميلين  كردن جايگزين
مطالعـات قبلـي پيشـنهاد     .در از دست دادن عملكرد سلول اسـت  ثرؤدميلينه شدن آكسون سالم يكي از عوامل م ،بيماريهاي تروماتيك

 Triiodothyronine (T3)اين مطالعه به بررسي اثـر   كند بهبود اساسي سلول ممكن است از طريق ميلين سازي مجدد صورت پذيرد. مي
 .   پردازد هاي شبه اليگودندروسيت مي ) به سلولBMSCs( هاي بنيادي مشتق از مغز استخوان بر تمايز سلول

هاي صـحرايي مـاده بـالغ    از اسـتخوان ران موش ـ  BMSCs ،اين تحقيق با روش تجربي انجام شد. تحت شـرايط اسـتريل   مواد و روشها:
مرحله پيش القـا بـا    در BMSCsابتدا . بررسي گرديد Oct-4 و CD45, CD90, CD44 فيبرونكتين، براي بيان ماركرهاي استخراج شد و

هـاي   تمـايز داده شـد. سـپس در مرحلـه القـا بـا اسـتفاده از القـا كننـده          (NPc) هـاي نوروپروژنيتـور   به سلول  DMSO+RAاستفاده از
bFGF،PDGF،HRG(heregulin)  وT3 هاي شبه اليگودندروسيت به سلول )OLCsاني ـب ،القـا و القـا   شيدر مراحل پ ـ. ) تمايز داده شد 

بررسـي   يميتوش ـيمونوسيبا روش ا Oligo2و  nestin ،NF68 ،NF160 ،GFAP ،O1 ,O4 ي فيبرونكتين،با استفاده از ماركرها ينيپروتئ
   .ديگرد يبررس RT-PCRبا استفاده از  Oct-4و  NeuroD يها بيان ژن نيشد و همچن

مغـز اسـتخوان    يياستروما يها در سلول CD44 ،CD90 فيبرونكتين، يماركرها انينشان داد كه ب يميتوشيمونوسيمطالعات ا ها: يافته
نشـان   ,O1 O4 Oligo2, ماركرهـاي  باشد. بررسي مي) >p 05/0( 16/97±%82/0 و 48/95±%24/0 و 32/94±%45/0برابر با  بيبه ترت

 OLCsبـه   BMSCsهـاي   تواند نقش مؤثري در تمايز سـلول  مي) T3 ng/ml) 25 و HRG ،PDGF ،bFGFداد كه در مرحله القا تركيب 
 .داشته باشد

 T3 و HRG ،PDGF ،bFGFهـاي نوروپروژنيتـور، و تركيـب      بـه سـلول   BMSCsهاي  موجب تمايز سلول RAو  DMSOگيري:  نتيجه
ng/ml) 25 (شود هاي شبه اليگودندروسيت مي هاي نورواپيتليال به سلول موجب تمايز سلول.  

 
  نوروگليا ،زيتما، ياديهاي بن سلول واژگان كليدي:

 :به اين مقاله به صورت زير استناد نماييد لطفاً
Abbaszadeh H, Tirahi T, Sadeghizade M, Delshad AR. Expression of glial markers in bone marrow-derived 

oligodendrocyte-like cells induced by thyroid hormone. Pejouhandeh 2012;17(3):104-13. 
 

0Fمقدمه
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 درعــدم توانــايي كامــل بــه علــت  CNSضــايعات ي در بهبــود

هـاي از دسـت رفتـه، جـايگزين كـردن ميلـين        بازسازي سلول
يكــي از  ،آســيب ديــده، و برقــراري مجــدد ارتباطــات عصــبي 

ــي  ــين آســيب .)2( باشــد معضــلات جــدي بيمــاران م در  ميل
عصـب   يك فاكتور مهم در فقـدان عملكـرد   ،هاي سالم آكسون
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دهـد كـه در بـين     نشان مي in vitroو   in vivo. مطالعاتاست
بــراي تــرميم  اليگودندروســيتهــاي  ســلول وجــود زا،ايــن اجــ

انـد و فاقـد عملكـرد     را از دسـت داده  ميلـين يي كـه  ها كسونآ
تـوان از   هـا را مـي   اليگودندروسـيت  .)3( اسـت ضروري اند  شده

هـاي   هاي بنيادي جنيني و سلول منابع مختلفي همچون سلول
از كه يكـي   هاي بنيادي بالغ استحصال كرد پياز بويايي و سلول

  باشد. مغز استخوان مي ،هاي بنيادي بالغ منابع سلول
نوع سلول بنيادي بالغ  دومغز استخوان، ارگاني است كه حاوي 

هـاي   سلولو HSCs هاي بنيادي خونساز يا  سلول شاملكه  است
هـا عـلاوه    اين سلول باشد. مي BMSCs استرومايي مغز استخوان

 أمنش ـهايي بـا   مزودرمي به سلول أهايي با منش بر تبديل به سلول
 نيز قابـل تبديلنـد  هاي عصبي و گليالي  سلول ثلم مزودرمي غير

آنهـا جهـت درمـان بيماريهـا و ضـايعات       استفاده از بنابراين ).4(
از جمله تخريب ميلين و بازسازي مجدد  سيستم عصبي مختلف

 ).5( مورد توجه قرار گرفته استآن 
 عصـــبي را بوســـيلهبرخــي محققـــين بيـــان ماركرهــاي   

(β-mercaptoethanol) βME در  .)6نــــــد (ا هنشــــــان داد
روز  كي يبرا βMEبا  يانسان BMSCs يالقا ،گريد يا مطالعه

شبه  يها سلول جاديمنجر به ا ،به مدت سه روز RAو سپس 
 اني ـرا ب O4از  ينييپـا  اريكه سطح بس ـ ديگرد ينيليم اليگل

، F ،PDGF هـا بـا   سـلول  ني ـا يكردند. در ادامه پـس از القـا  
bFGF و HRG شآنها در مـو  ونديمدت سه روز و سپس پ به 
 .)7( شــدانجــام چشــم  هيدر شــبك يســاز نيلــيم ،ييصــحرا

هـاي ميلينـه كننـده     جايگزيني نواحي دميلينه شده با سلول
اي است كه از مدتها پيش مـورد بررسـي قـرار     پيوندي عقيده

هـاي داراي   گرفته است. جهت دستيابي به اين هدف در مدل
 هاي مختلف مانند اليگودندروسيت پيوند سلول ،ضايعه نخاعي

ــل 8( ــوان س ــلول9(  )، ش ــا  )، س ــلاف بوي ــاي غ و )، 10( ييه
 قرار گرفتبررسي ن مورد هاي بنيادي عصبي بزرگسالا سلول

ــدد ). 12و  11( ــات متع ــايز    يمطالع ــونگي تم ــر روي چگ ب
BMSCs بـر اسـاس فاكتورهـاي     ياليگل-هاي عصبي به سلول

ها، فاكتورهاي رشد، محيطهـاي   مختلفي چون انواع القاكننده
هــا بــه  و تبــديل ايــن ســلول ،كشــتي كشــت متفــاوت و هــم

-عصـبي  ولهايهـاي مختلفـي از سـل    هايي شبيه به رده سلول
بـا توجـه بـه بهينـه نبـودن ايـن        .اسـت  انجـام شـده   ياليگل

هاي  مايز سلولتسعي بر آن بود كه در اين تحقيق  ،تحقيقات
اليگودندروسـيت   شبههاي  استرومايي مغز استخوان به سلول

 يدانشـكده پزشـك   حيگـروه علـوم تشـر   در  در محيط كشـت 
مورد بررسي قرار گرفته و  91سال  در مدرس تيدانشگاه ترب

 . بهينه شود و بيان ماركرهاي گليالي ارزيابي شود
 

 مواد و روشها
در اين پـژوهش از  . گرفتتحقيق با طراحي تجربي انجام اين 

داولـي تهيـه شـده از    -ي ماده و بالغ نژاد اسـپراگو يموش صحرا
هفته استفاده شد. حيوانات در يك  6-8سسه پاستور با سن ؤم

ســاعته و در شــرايط مطلــوب و  12دوره روشــنايي و تــاريكي 
اســتاندارد حيوانخانــه گــروه علــوم تشــريح دانشــكده پزشــكي 

   .شدند دانشگاه تربيت مدرس نگهداري
(بـا سرسـوزن    ml 5براي گرفتن مغز استخوان از يك سرنگ 

، DMEM-F12 (UK, Gibco)محيط كشت  ml 1 مشكي) حاوي
ه شد. محتوي داخـل سـرنگ در زيـر هـود در فلاسـك      استفاد

 ,FBS 15% (UKو  DMEM-F12 (UK, Gibco) حاوي محيط

Gibco)  .از زمـان تخليـه    ساعت 24پس از گذشت ريخته شد
محيط كشت سلولي بـا محـيط تـازه     مغز استخوان در فلاسك،

ي چسـبيده بـه كـف فلاسـك     يهاي استروما تعويض شد. سلول
حذف شدند. هنگامي كـه   شناور هاي خوني باقي مانده و سلول

رسيد،  %80تا  70هاي چسبيده به كف فلاسك به  تراكم سلول
 Trypsin 0.25%هـا توسـط   پاسـاژ سـلول   پاسـاژ داده شـدند.  

(Germany, Merck) و EDTA 0.04% (Germany, Merck) 
ادامه يافت، در اين شـرايط   چهارو اين عمل تا پاساژ شد انجام 
بررسي  .)5( برخوردار شدند ها از يك مورفولوژي يكسان سلول

بـراي بررسـي    و سـپس شـد  ها انجام  زنده بودن بر روي سلول
بـادي   و همچنـين اسـترومايي بـودن آنهـا از آنتـي      آنهاخلوص 

 mRNAهمچنين بيان و CD45, CD90, CD44  فيبرونكتين و
جهت بررسي احتمالي تمايز اين  ضمناً .استفاده شد Oct-4ژن 

 هاي بادي بيان آنتي ،عصبي و گليالي هاي شبه ها به سلول سلول
Nestin ،NF68 ،GFAP ،O1 و ،O4 ارزيابي قـرار گرفـت   مورد .

ها تسـت تريپـان بلـو     ميزان زنده بودن سلول يبه منظور بررس
آزمون در حجمي مشخص از سوسپانسـيون،   نيدر ا ؛انجام شد

هـاي   ها به نسبت مساوي با تريپان بلو رنگ شدند. سلول سلول
هاي زنده شفاف نشـان   مرده به رنگ آبي مشخص شده و سلول

زنـده و مـرده توسـط لام نيوبـار      يهـا  داده شدند. تعداد سلول
شـمارش   200وسيله ميكروسكوپ اينـورت بـا بزرگنمـايي     به

پاســاژ چهــار،  BMSCsپــس از تريپســينه كــردن  ).6(گرديــد 
 12پليـت  ي ها سلول به طور مساوي در هر يك از خانه 5000

 ،طـي دو مرحلـه  سـپس   .ريخته شداي لامل گذاري شده  خانه
 .القا انجام شد سپس پيش القا و

 

   پيش القامرحله 
، DMSO 2% يياز اثـر القـا   ،القـا  شيپ ايدر مرحله مقدماتي 

βME يبر رو BMSCs كـه   بي ـترت ني. بـد )7( استفاده گرديد
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 %1/0ژلاتـين   باسپس  خانه لامل گذاري و 12هاي  ابتدا پليت
و پليت به مدت يك شب در انكوباتور قـرار گرفـت.   شد آغشته 
 5000هاي پاسـاژ چهـار، تعـداد     تريپسينه كردن سلولپس از 

پـس از  ها ريخته شـد.   سلول به طور مساوي در هر يك از خانه
 PBSشستشـو توسـط    ،ساعت از مرحله پيش القـا  24گذشت 

مرحلـه القـا    FBS 15%انجام شد و با اضافه نمـودن محـيط و   
اجرا شد.  روز 3به مدت  RA (1 µM) (Keilhoff 2006( توسط

بـراي   PBSپـس از شستشـو بـا     و ها برداشت شـد  سپس لامل
جهــت بررســي بيــان  .انجــام ايمنوسيتوشــيمي آمــاده گرديــد

 استفاده شد. RT-PCRاز تكنيك Oct-4 و NeuroD هاي  ژن
 

 مرحله القا
ــوي ســلول   ــس از شستش ــا بــا   پ ــيط كشــت PBSه  ، مح

F12-DMEM  حــاويFBS 15% اي از  و مجموعــهng/ml 10 
 ng/ml5 ،  (UK, Gibco) (bFGF)فـاكتور رشـد فيبروبلاسـتي   

و  (USA, ICN) (PDGF-AA) فاكتور رشـد مشـتق از پلاكـت   
ng/ml 200  هرگولين انسـاني بتـا(Heregulin: HRG) (USA, 

Chemicon)     براي دو روز جايگزين محـيط كشـت قبلـي شـد 
 هـاي اوليـه   بـادي  آنتييك ارزيابي از  ،). در پايان اين مرحله8(

ــامل ــه روش  O4و  Nestin ،NF68 ،GFAP ،O1 ،Oligo2 ش ب
در مرحله دوم القا  ها انجام شد. توشيمي بر روي سلولايمونوسي

ها بـا   پس از خارج كردن محيط كشت فوق و شستشوي سلول
PBSمحـــيط كشـــت ، -F12 DMEM  حـــاويFBS 15%   و

ــاوت  ــادير متف ــون يمق ــلول  T3 از هورم ــاد س ــراي ايج ــاي  ب ه
براي مدت دو روز اسـتفاده شـد. لازم بـه     اليگودندروسيت شبه

منـابع، مقـادير   با توجه به  T3ذكر است در خصوص ميزان دوز 
ng/ml 10 ،50  شـود  بررسـي مـي   بهينهتعيين دوز  براي 90و 

در بررسي ايمونوسيتوشيمي مراحل كار مشابه قبل انجـام   ).9(
 هــاي ســلول تمــايز بــه بــه ايــن ترتيــب بــالاترين درصــدشـد.  
القـا مشـخص    پيش القا و اليگودندروسيت توسط دو گروه  شبه
 .  شد
 

 ايمنوسيتوشيمي
BMSCs     القا نشده و القا شده ابتدا جهـت ثبـوت در معـرض
دقيقــه قــرار گرفتــه، ســپس  30% بــه مــدت 4يــد هپارافرمالد
دقيقه انجام شـد.   5سه بار و هر بار  PBS ها با سلول يشستشو

% و 10در معرض مخلوط سرم بـز  ساعت  كيبه مدت ها  نمونه
Triton X-100 1:150 ننمـود  قي ـ. پـس از رق ندقرار داده شد  

، Nestin ،NF68 ،GFAP ،O1 فيبرونكتين، اوليه يها بادي آنتي
Oligo2  وO4 بودنـد، هـر كـدام بطـور      يكه همه از نوع موش ـ

ريخته شد. به منظور جلـوگيري   Cover slip كيمجزا بر روي 

 دهينمونه با يك قطعه پارافيلم پوش ـ ،يباد ياز خشك شدن آنت
و به مدت يـك   فتشد و در داخل پتري ديش مرطوب قرار گر

ها پس از شستشـو بـا    انكوبه شد. لام 37شب در درجه حرارت 
PBS  در معـرض   طيمح يمدت دو ساعت در دمابه مانند قبل
قـرار   FITC) كونژوگـه بـه   1:200بادي ثانويه ضد موشي ( آنتي
هـا   نمونـه در ادامه، انجام شد.  PBSسپس شستشو با  ند وگرفت

. نـد قـرار گرفت  رسـي توسط ميكروسـكوپ فلورسـانس مـورد بر   
 كيبه مدت  %01/0 ديبروما وميديها از ات جهت شمارش سلول

. )10(گرديـد  انجام  PBSو شستشو توسط شد استفاده  قهيدق
 يبـر رو  سروليهر لامل بطور معكوس توسط بافر گل ،انيدر پا

 200بود كـه از هـر    بيترت نيم قرار گرفت. نحوه شمارش بدلا
 يهـا  سـلول  ،سلول شـمارش شـده در منـاطق مختلـف لامـل     

كار روي پـنج   نيشد. ا ميمشخص هر گروه ثبت  ويتيمونوپوزيا
پنج  شيو در مجموع آزماشد انجام  شيوهله آزما كيلامل در 

 بار تكرار شد.
 

RT-PCR 

هـاي   مختلـف و نيـز سـلول   هاي متمايز شده گروههاي  سلول
هـاي كشـت بـا     متمايز نشده به صورت جداگانه از كف فلاسك

پـس از سـانتريفيوژ    .كنـده شـدند   EDTAمحلول تريپسين و 
سلولي بدست  توده ها دور ريخته شد و شدن، مايع رويي سلول
آمـاده شـد. پـس از ليـز نمــودن      RNAآمـده بـراي اسـتخراج    

، RNX Plus. Cinna Gen Incهـا بـه كمـك محلـول      سـلول 
سلولي انجـام شـد. سـپس واكـنش رونويسـي       RNA استخراج

مراز وابسته بـه   پلي DNAمعكوس انجام شد، كه طي آن آنزيم 
RNA  با كمك پرايمرهايي كه بهmRNA   شـوند،   هيبريـد مـي

mRNA  را بهcDNA كند. در مطالعه حاضر، جهـت   تبديل مي
 Revert aid H Minus-First Strandاز كيـت   cDNAسـاخت  

cDNA Synthesis (Fermentas, K1632)  استفاده شد. پس از
ــاخت   ــان س ــالا  cDNAپاي ــم ب ــم  PCR  ،در حج  25در حج
ــا   ــر ب ــتميكروليت ــتفاده از كي  -2XPCR Master Mix اس

Fermentas  باشد ميانجام گرفت كه شامل مواد زير: 
u/μl Taq DNA polymerase 05/0 ،reaction buffer ، 

mM MgCl2 4 و ،mM 4/0  ــر ــامل: dNTPاز ه  ,dATP(ش

dCTP, dGTP and dTTP 

 25 ييحجـم نهـا    يبـرا  تي ـمواد لازم طبق دستور ك سپس
 :باشد ميكه شامل مواد زير  اضافه شد تريكروليم

پرايمرهاي فـوروارد  ، 2XPCR Master Mixميكروليتر  5/12
، ميكروليتـر  5/0ميكرومـولار هركـدام    100ت ظو ريورس با غل

cDNA آب فاقد نوكلئاز بـه ميـزان    و ،به ميزان يك ميكروليتر
 .ميكروليتر 5/10



 107/ و همكاران اله عباس زاده حجت دكتر                                                                     1391 وريمرداد و شهر، 87پي  در ، پي3شماره 

يـك كنتـرل    PCRلازم به توضيح است كه در هر بـار انجـام   
منفي نيز به كار گرفتـه شـد. تيـوب كنتـرل منفـي بـه جـاي        

cDNA  بود.  ميكروليتر آب ديونيزه استريل و پرايمرها 5حاوي
ر از محصـول واكـنش   ميكروليت PCR ،10پس از پايان واكنش 

 .الكتروفورز شد %2بر روي ژل آگارز 
 

   ها تجزيه و تحليل داده
مقايسه بين و ه شد ئارا(mean ± SEM)  تمام مقادير برحسب

 انجــام (ANOVA)گروههـا بــا روش آنــاليز واريــانس يكطرفــه  
 .  گرديد

 

 ها يافته
هاي  ) تعداد سلولviability testها ( اساس آزمون حيات سلول بر

بـود   51/94±%32/0 ) بعد از پاساژ چهـارم  BMSCsگروه كنترل (
همچنـين گـروه    .داري از ساير گروهها بيشتر بـود  يكه به طور معن
DMSO-RA داري داراي تعداد سلول زنده بيشـتري   يبه طور معن

براي اثبـات اسـترومايي    .)1(نمودار  بود βME-RAنسبت به گروه 
و آنتـي   بادي فيبـرونكتين  آنتي، ها و تعيين خلوصشان بودن سلول

CD44  و آنتيCD90 ي هـا  درصـد سـلول  ). 1شكل ( استفاده شد
بـه   CD 90و آنتي  CD44و  آنتي  بادي فيبرونكتين آنتي مثبت در

 بود. 16/97±%82/0و  48/95±%24/0و  32/94±%45/0ترتيب 

 
 

 BME-RA  گروه با دار معني اختلاف †،كنترل گروه با دار معني اختلاف * دو گروه تحت القا ها در گروه كنترل و هاي زنده به كل سلول سلول مقايسه درصد. 1نمودار 
 

 
هـاي   از سـلول  CD90و آنتي  CD44آنتي ، CD45، Fibronectin بادي اوليه آنتي آميزي ايمونوفلورسانس آنتي مربوط به رنگبه ترتيب  Dو  A، B ،C اشكال .1 شكل

 در پايان پاساژ چهارم است. BMSCsتمايز نيافته 
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هاي  هاي مرحله اول بر روي سلول پس از استفاده از القاكننده
، لازم بـود تغييـرات احتمـالي بـر     DMSO-RAتمايز يافتـه بـا   

ميزان تمايز اشاره شـده در پايـان مراحـل پـيش القـا مجـدداً       
، Nestin ،NF68 هـاي  بـادي  آنتيبررسي گردد. به اين منظور از 

GFAP  وNF200  .يميتوش ـيمونوسيا يدر بررس ـ استفاده شـد 
، Nestin ،NF68هاي  بادي القا شده با آنتي BMSCsهاي  سلول

GFAP  وNF200 ــاوت يبــــه ترتيــــب درصــــدها از  يمتفــ
هـا بوسـيله ميكروسـكوپ فلورسـنت      ايمونوپوزيتيو بودن سلول

هاي شبه عصبي و  تشخيص داده شد. براي تعيين درصد سلول
قابل  اني. برفتشمارش سلولي صورت گ ،همچنين شبه گليالي

و  DMSOهـاي   توسط القاكننـده  NF68و  Nestinتوجه ماركر 
RA درصـد   يدار يمراحل پيش القا توانست بطور معن انيدر پا

) و شــبه نــوروني 12/62±36( اليــتلينورواپ هــاي شــبه ســلول
 (βME-RA) گريرا نسبت به القا كننده د يشتر) بي32±18/6(
 ).2(شكل كند جاديا

 

 
 BMSCsهـاي تمـايز يافتـه     سـلول  از GFAPو  NF68، Nestin، NF200هاي  بادي آنتيآميزي ايمنوفلورسانس  ترتيب مربوط به رنگ به Hو  E ،F ،G اشكال. 2شكل 

 القا است. در پايان مرحله پيش
 

(كه ويژگـي   Octباند مشخص  RT-PCR همچنين در بررسي
 )BMSCs(ي استرومايي مغـز اسـتخوان   ها سلول بنيادين بودن

در مرحلـه   حـالي كـه   به خوبي بيان شـد، در دهد)  را نشان مي
در ژل هـا بيـان آن ضـعيف و در مرحلـه القـا       القاي سلول پيش

  ).3(شكل  الكتروفورز مشاهده نشد
در پايان مراحـل پـيش القـا     RT-PCRدر بررسي نيمه كمي 

 Ratو  DMSO-RA، βME-RAگروههـاي  مشـخص شـد كـه    

Neonate brain باند مشخصي را از بيان  ندتوانستmRNA  ژن
NeuroD ژن عـدم بيـان    .دن ـنشـان ده  زبر روي ژل الكتروفور
NeuroD ــروه در ــان BMSCsگ ــده نش ــه    دهن ــايز ب ــدم تم ع

 ).4شكل( هاي نورواپيتليالي است سلول
هاي تمايز يافتـه   تعيين فنوتيپ سلولي لازم است سلول براي

هـاي   بـه سـلول  هـاي تخصصـي مربـوط     بادي با استفاده از آنتي
عصبي و گليالي به روش ايمنوسيتوشيمي مـورد ارزيـابي قـرار    

هـا بـا    سـلول  ،گيرند. در زمان تعيين شده پـس از القـا عصـبي   

و  يهـاي عصـب   هاي مربوط بر عليه ماركرهاي سـلول  بادي آنتي
   ).5شكل(شدند ارزيابي  GFAP، و O1 ،OLIGO2 ،O4لي گليا
تمــايز  BMSCsهــاي  ر بررســي ايمونوسيتوشــيمي ســلولد

بيشـترين بيـان    القـا و  القـا  پـيش  حـل امر پايان بعد ازيافته 
ــي ــادي آنت ــا ب ــا    O1 ،OLIGO2 ،O4لي گلي ــه الق ــبت ب نس
 بـر اسـاس   .)2نمـودار  (بـود   T25در گـروه   هاي ديگـر  كننده

viability test  درصدBMSCs 8گروه شـاهد   زنده القا نشده 
كه به صـورت   % رسيد90بيش از  به پس از پاساژ چهارم روز

از مقايسه  بود. يافته تمايزگروههاي  تمام از ترداري بيش معني
توان نتيجـه گرفـت    ميزان مرگ و مير در گروههاي ديگر مي

داري  كمتـرين ميـزان معنـي    T12.5و  T0 ،T5كه گروههاي 
مرگ و مير سلولي را نسبت به ديگر گروههـاي تمـايز يافتـه    

دهد كه بيشترين ميـزان   . ضمناً اين بررسي نشان ميداشتند
 T200, T100داري در مرگ و مير سلولي در گروههاي  معني

 ).3ايجاد شده است (نمودار
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ژن  mRNA حاصـل از اسـتخراج   PCRالكتروفوروگرام محصـول   .3شكل
OCT4  كه شامل گروههايBMSCs گروه كنتـرل   ،پيش از هر گونه تمايز
 (OLC) گــروه القـا كننــده  در (NPC) پايـان مرحلــه پـيش القـا   از و پـس  

 .دهد را نشان مي DNA Ladderسمت چپ  ستوند. باش مي
 

 
 

  NeuroDبـراي بيـان ژن    PCRحاصل از واكـنش   الكتروفوروگرام. 4 شكل
گـروه كنتـرل و پـس     ،پيش از هر گونـه تمـايز   BMSCsكه شامل گروههاي 

سـمت چـپ    سـتون . باشد ميگروه القا كننده  دو پايان مرحله پيش القا در هر
DNA Ladder دهد را نشان مي. 

 

 
هـاي   سـلول از  GFAPو  O1 ،OLIGO2 ،O4 بـادي اوليـه آنتـي    آميـزي ايمونوفلورسـانس آنتـي    مربـوط بـه رنـگ    بـه ترتيـب   Dو  A، B ،C. اشـكال  5شكل

 اليگودندروسيت است. شبه
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در پايـان القـا    ه.افت ـين زيتمـا  يها مراحل القا نسبت به سلول انيدر پا هياول يها يباد يتوسط آنت ياليو گل يعصب ويتيمونوپوزيا يها درصد سلول سهيمقا .2نمودار 
. ندهـاي تمـايز يافتـه داشـت     را نسبت به تمـام گروههـاي سـلول    فيبرونكتين) بيشترين بيان 2و  1همانند مراحل قبل (شكلهاي   BMSCs هاي تمايز نيافته سلول

نسـبت بـه تمـام گروههـاي ديگـر از افـزايش        T0هـاي تمـايز يافتـه توسـط      در سلول NF160و Nestin ، NF68هاي بادي شود بيان آنتي همانطور كه مشاهده مي
بـالاترين بيـان ايـن     GFAPبيشترين ميزان را در بين گروههـاي ديگـر داشـت. در مـورد بيـان       T25در گروه  O1و  Oligo2 ،O4داري برخوردار است. بيان  معني
 نسبت به گروههاي ديگر مشاهده شد. T5و  T10ين در گروههاي ئپروت

 

 

بـر   دهـد.  نشـان مـي   القـا هاي تمايز يافته در پايـان مرحلـه   و گروه اعمال تمايزبدون  BMSCsدر گروه  ها را به كل سلول هاي زنده درصد سلول نمودار. 3 نمودار
، T0 ،T5 گروههـاي  بود. تمايز يافتهگروههاي  تمام از ترداري بيش به صورت معني تمايز نيافته زنده BMSCsدرصد  ،بررسي زنده بودن و مرگ و مير سلولي اساس

T12.5  و مير سلولي را در بين تمام گروههاي تمايز يافته در پايان مرحله القا داشت. بيشترين ميزان مرگ و مير سلولي در گروههـاي   كمترين درصد مرگT200 
 .ايجاد شد T100و 
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 بحث

ــه عنــوان منبــع BMSCsهــاي  امــروزه ســلول از  مناســبي ب
و گليـالي   بيماريهاي عصبي هاي بنيادي بالغ براي درمان سلول

اي  قيقات در اين زمينه دامنـه گسـترده  آيند و تح به حساب مي
پـس از   هـا  ايـن سـلول  . )13( را به خود اختصـاص داده اسـت  

پس از چند  و استخراج و كشت در شرايط محيط آزمايشگاهي
ي يپاساژ مورفولوژي يكساني پيدا كرده و از سرعت تكثيـر بـالا  

اين تحقيق براي تعيين درصـد خلـوص    در .شوند مي برخوردار
هاي  ي به دليل وجود فيبرونكتين در سلوليهاي استروما سلول

ــلول  ــيمي، س ــأ مزانش ــا منش ــاي  ب ــر BMSCsه ــن  ب ــه اي علي
بيـان  ، ندنوسيتوشـيمي رنـگ شـد   وگليكوپروتئين به روش ايم

مؤيد بنيادي بـودن آنهـا    ها سلول در پروتئيني اين درصد 94
). 14( محققين نيز انجام شده اسـت  سايراين روش توسط بود. 

و  CD44هاي  بادي از آنتي BMSCsهاي  خلوص سلولدر تأييد 
CD90   ــايج آن مشــابه آنتــي ــادي  نيــز اســتفاده شــد كــه نت ب

هـا مثبـت بودنـد ولـي      فيبرونكتين بود و درصد بالايي از سلول
بسـيار نـاچيز بـود. ايـن نتـايج بـر روي        CD45بادي  بيان آنتي

نيادي مزانشيمي توسط ديگران نيز نشان داده شد هاي ب سلول
هاي عصبي و گليال در چنـدين   به سلول BMSCsتمايز  ).15(

شـده   بررسـي و انسـان   سوريي، موش يگونه مثل موش صحرا
كــه عوامــل شــده اســت  تحقيقــات نشــان دادهدر ايــن  .اســت

ــاوت ــد ســيتوكاين يمتف ــاي رشــد،   مانن ــاي خــاص، فاكتوره ه
، القا عصبي و گليـالي را در هـر دو محـيط    RAها و  نوروتروفين

in vitro  وin vivo 16( شوند باعث مي(. 
Deng  گزارش كردند كـه تركيبـات    2001و همكاران در سال

داخل سـلولي  آدنوزين مونوفسفات حلقوي افزايش دهنده سطح 
(cAMP) نظير IBMX  نـد  نتوا مـيBMSCs  را تحريـك   انسـاني

 ).  17( دننماي ايجاد راكرده و مورفولوژي سلول عصبي 

RA   يكي از مشتقات ويتـامينA     بـوده و نقشـي ضـروري در
 رشد و تكامل سـلول دارد. در حقيقـت ايـن مـاده در بافتهـاي     

سيسـتم عصـبي    مختلف جنيني و بـالغ حيوانـات بـه ويـژه در    
 .)18( شـود  وجود دارد كه سبب پيشرفت در تمايز عصبي مـي 

Li  جهت بررسي رشد و تمايزBMSC  هـاي عصـبي   ولبه سـل، 
كشت   bFGF و LIFها را از رت بالغ جدا و آنها را با  اين سلول

 يهـا  به عنوان القاگر اسـتفاده كـرد. كلنـي    RA داد و سپس از
بـه   ،كشت علاوه بر رشـد سـريع   تحتهاي  توليد شده و سلول

 .)19( هاي شبه عصبي و شـبه گليـالي تبـديل گرديدنـد     سلول
هـاي مزانشـيمي مغـز اسـتخوان مـوش       محقق ديگري، سـلول 

قـرار داد.   βMEسـاعت در معـرض    24صحرايي بـالغ را بـراي   
  HRGو  PDGF ،bFGF، F بعـد  روز و 3را به مدت  RAسپس 

 
هـا   اين سـلول  او نشان داد ثير داد.أهفته بر آنها ت 2مدت ه را ب

 S100ماركرهاي گليـال   هاي شبه گليال تمايز يافته و به سلول
در تـرميم عصـب    هـا  بيان نمودند كـه ايـن سـلول   را  GFAPو 

 ).20( ندبود سازي مؤثر و ميلين سياتيك
Zhao  براي تمايزBMSC او ابتدا  ،از روش ديگري استفاده كرد

 و در پاساژ دوم كرد اضافه βMEساعت به محيط كشت  24براي 
تر بيش ـ ظـت غل با βME در معرض را براي مدت كوتاهيها  سلول

 استفاده نمود و BHA و DMSOاز  به طور مجزا داد. سپس قرار
را  هاي نوروگليال از تمايز به سلولنتايج مشابهي  در هر سه حالت
بــراي تمــايز   Hung. در تحقيــق ديگــري)21( بــه دســت آورد

BMSCs اپتواتانول بـه همـراه   كهاي عصبي از بتامر به سلولRA 
 هـا  سـلول ايـن   در محيط فاقد سرم استفاده كرد كـه در نتيجـه  

را بيان نمودند.  NSEو  Tuj-1 ،NeuN ،nestin ،tau هاي ينئپروت
درصـدي   98ي، بيـان  متوشـي يبررسـيهاي ايمونوس  او در مطالعه

NeuN  وtau 22( را نشان دادند(. 
روي  DMSO-RAي ياثـر القـا  همانگونه كه نتـايج نشـان داد   

BMSCs بـه   نورواپيتليـالي  هـاي شـبه   در ايجاد تمايز به سلول
 اين مرحله از . چهار روز پس ازاست BME-RAمراتب بيش از 
 NF68, Nestinهـاي   بادي ها با آنتي ، سلولهاهوالقا در تمام گر

  DMSO-RAدر  تمـايز واكنش دادند كه اين ميـزان   NF160و 
 بيش از گروه ديگر بود.

ــاي   ــق گوي ــن تحقي ــايج اي ــتفاده از   آننت ــا اس ــه ب ــت ك اس
ــا  DMSO-RA هــاي القاكننــده ــوان در  مشــخص مــي روشب ت

موش  ي مغز استخوانيهاي استروما سلول ،شرايط محيط كشت
نورواپيتليـال، شـبه    هاي شبه به سمت سلول عمدتاً را صحرايي

شبه گليـال تمـايز    هاي به سلول عصبي و با درصد بسيار كمتر
تحـت شـرايطي بـه     هاي نورواپيتليـال  سلولاز آنجايي كه  داد.

هـا تمـايز    آستروسـيتي و اليگودندروسـيت  هـاي عصـبي،    سلول
هـاي مختلـف و    كننـده ، تلاش شـد بـا اسـتفاده از القا   يابند مي

ايـن موضـوع بيشــتر    T3سـپس مقـادير مختلفـي از هورمـون     
بررسي شود. در مطالعه حاضر پس از مرحله پيش القـا توسـط   

DMSO-RA، ها تحت القا بـا   اين سلولbFGF, PDGF ,HRG 
قـرار گرفتنـد كـه     T3 لفـي از هورمـون  با مقادير مخت سپسو 

به دست  ng/ml 25با مقدار  T3توسط  OLCsبيشترين درصد 
مـوش   ين ـيجن ياديبن يها سلول زيتما يدر مطالعات قبلآمد. 
بـا حضـور    يسـاز  نيل ـيجهـت م  تيگودندروس ـيبـه ال  ييصحرا

 ).23نشان داده شده است ( T3هورمون 
ــر فاكتورهــاي    ، نوروتروفيــك PDGFدر تحقيــق ديگــري اث

هـاي   بر كشت غنـي شـده از سـلول    T3سيلياري با انسولين و 
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). مطالعـه  24( گليال به همراه اليگودندروسيت نشان داده شـد 
در تمـايز بـه    T3حاضر نيز مانند مطالعات فـوق اثـر هورمـون    

با  Sangكند. گروه  ييد ميأهاي شبه اليگودندروسيت را ت سلول
 DMEMهاي بنيادي جنيني انساني در محيط  قرار دادن سلول

سازهاي عصبي را  و تعدادي القاكننده، ابتدا پيش F12و مكمل 
هـا را طـي يـك روش دو     به دست آورده و سـپس ايـن سـلول   

و  bFGF, PDGF ,EGFاي در معرض فاكتورهاي رشـد   مرحله
قـرار داده و توانسـتند بـيش از      ng/ml30به ميزان  T3سپس 

). بيشـتر ايـن   25( دندروسيت به دست آورندسلول اليگو 81%
را در مرحلـه پايـاني    O1 و O4هـاي سـطحي    ها پروتئين سلول

يت هـاي اليگودندروس ـ  بيان نمودند. درصد بالاي تمايز به سلول
تـوان بـه علـت    و همكـاران را شـايد ب   Sang-Moonدر مطالعه 

اما در مطالعه حاضر حـدود   ،منبع سلولي مورد استفاده دانست
بر اساس  BMSCsسلول اليگودندروسيت از منبع سلولي  71%

روش تمــايزي مشخصــي بــراي اولــين بــار در محــيط كشــت  
 .)25( استحصال شد

  گيري نتيجه
 RAو  DMSOهـاي   تحت اثر القاكننـده  BMSCsهاي  سلول

هـاي   بـه سـلول   اي هبـه ميـزان قابـل ملاحظ ـ    محيط كشتدر 
كه ميـزان تمـايز بـه     در حالي ،نديافت تمايز پروژنيتورنورو شبه

اين جمعيت سلولي پـس   هاي شبه گليالي بسيار كم بود. سلول
بـا   T3 و سـپس در پايـان   bFGF, PDGF, HRGاز القا توسط 

ــزان ــه   ng/ml 25 مي اي ســلول شــبه   درصــد قابــل ملاحظ
 .اليگودندروسيت را ايجاد نمود

 

 تشكر و قدرداني 
 يمال تيحماباشد كه با  يم ياز رساله دكتر يمقاله بخش نيا

از مركز علوم  نيهمچن .مدرس انجام شده است تيدانشگاه ترب
بابت پرداخت هزينه مـواد و   الانبيا اعصاب شفا بيمارستان خاتم

ــا   يعلــ ياســتفاده از ميكروســكوپ فلورســنت و همچنــين آق
 .شود مي تشكرتقدير و  يزاده بابت مشاوره بخش مولكول ينور
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