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Abstract 
Background and Objective: Neurotrophic factors are diffusible polypeptides that have critical roles in 
survival, proliferation and differentiation of stem cells. This study was done to assess the role of 
neurotrophic factors (CNTF , BDNF,  GDN F,  NT- 3 ) expression and proliferation rate of neural stem cells 
(NSCs) in coculture with mesenchymal stem cells (MSCs). 

Materials and Methods: In this experimental study, NSCs and MSCs were isolated from adult Wistar 
rat. Initially, NSCs was harvested from temporal lobe after mechanical digestion by a sterile flamed 
Pasteur pipette and enzymatic digestion with trypsin and Dnase. The cell suspension was cultivated in a 
flask with DMEM/F12 medium supplemented with 10% FBS 100U/ml Penicillin and 100 mg/ml 
Streptomycin. To obtain MSCs, bone marrow of femur and tibia bones were flashed out and cultured. 
MSCs and NSCs  cocultured by transwell  system in DMEM/F12 medium supplemented with 10% FBS 
100U/ml Penicillin and 100 mg/ml Streptomycin. Haemocytometer, immunocytochemistry and RT-PCR 
methods were performed to identify and evaluate cell proliferation, purity levels and neurotrophic factors 
expression. 

Results: There  is  no differences in NTFs profile of  neurotrophic  factors expression between  coculture 
 group   and  control  NSCs, but interactions between MSCs and NSCs significantly promoted NSCs 
proliferation (P<0.05). 

Conclusion: This study showed that coculture of NSCs with MSCs might be prfered in cell-therapy than  
NSCs.  
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  ۹تا  ۱ صفحات  

  تحقيقي
  
  

  ير سلوليو تکث يرشد عصبعوامل ان يب يابيارز
  يعصب ياديبن يها با سلول يميمزانش ياديبن يها سلول يکشت همدر 

  ۲يسلمان يمحمود اله داد، دکتر ۲يلشکر بلوک يتق، دکتر ۲*انيقربان يمحمدتق، دکتر ۱اين يقدرت اله فلسف
  .دانشگاه دامغان، يست شناسيدانشکده ز ، يو مولکول يلولسگروه ي ، نيتکو يسلول يست شناسيزارشد  يکارشناس -۱

 .، دانشگاه دامغان يستيو پژوهشکده علوم ز يست شناسيدانشکده ز ، يو مولکول يگروه سلول، استاديار  -۲

  _________________________________________________________________________    
  چكيده

باعث توان  ين روش ميبا ا. است يدرمان ن علم سلوليمورد استفاده محقق يها از روش يکي ياديبن يها سلول يکشت هم : زمينه و هدف
 ـ، تکثءدر بقا ياتيار حيبس يها هستند که نقش ييها ، مولکوليرشد عصبعوامل . شد ياديبن يها ز بهتر سلوليط کشت و تمايبهبود شرا ر و ي

 يعصب يادينب يها سلولر يو سرعت تکث يا رشد عصبيک ينوروتروفعوامل ان يب يابيارزمطالعه به منظور ن يا. دارند ياديبن يها ز سلوليتما
(Neural Stem Cells: NSCs) يميمزانش ياديبن يها ها با سلول ن سلوليا يکشت در هم (Mesenchymal Stem Cells: MSCs) انجام شد.  

 .انجـام شـد   شناسي دانشگاه دامغان زيستدر دانشکده  ويستارنژاد  بالغ ييموش صحراسر  ٤٠ يرو ين مطالعه تجربيا:  روش بررسي
پـس  . پوکامپ برداشته شـد يه يا ه شکنج دندانهي، ناح NSCs يجداساز يبرا. استخراج شدند ييصحرا يها از موش MSCو  NSC يها سلول

مغـز اسـتخوان،     MSCsجـداکردن   يبـرا . کشـت داده شـد   FBS يحـاو  DMEM/F12ط يدر مح ي، توده سلوليميو آنز يکياز هضم مکان
ط يول و در مح ـ در ظـرف تـرانس   MSCsبـا   NSCs يکشـت  هـم . لـذکر کشـت داده شـد   ا ط فوقيه و در محيا تخليبيفمور و ت يها استخوان

DMEM/F12 يحاو FBS ـنوروتروفعوامل ان يز بير و ني، سرعت تکثيت سلولين هوييتع. انجام شد  بـه   (CNTF , BDNF,  GDN F,  NT- 3)ک ي
  .ديانجام گرد RT-PCRتومتر و ي، هموسايميتوشيمنوسيا يها ب با روشيترت

 يتفاوت ؛کشت شده بود) کنترل( ييکه به تنها NSCsو  يکشت هم  NSC  يها ن گروهيک بينوروتروفعوامل ان يب يمه کميسه نيمقا :ا ه يافته
 ـتکث. گر هسـتند يکديمشابه   MSCs  و  NSCsدر  NTFs (neurotrophins) ان يب يج نشان داد که الگوينتا يول ؛نشان نداد ط يدر شـرا  NSCsر ي

  ).>٠٥/٠P(يافت ش يافزا يدار يمعنطور  به يکشت هم
 ـت بيتر بوده و قابل مناسب   BMSCکشت شده با  هم يهاNSC ، يمقاصد سلول درمان يبرا : گيري نتيجه توسـط   يرشدعصـب عوامـل  ان ي
  .دينما يمطرح م يعصب يها يماريدرمان ب ينه مناسب برايبالغ، آنها را به عنوان گز ياديسلول بن

 يشد عصبعوامل ر،  يکشت ، هم يعصب ياديبن يها ، سلول يميمزانش ياديبن يها سلول : ها کليد واژه
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  مقدمه
از  یک ـیم یو تـرم  يبازسـاز  يبـدن بـرا   یعیت طبیاستفاده از ظرف

ا ه يماریدرمان ب يبرا يادیبن يها است که دانش سلول یاصول مهم
  ).1( دینما یدنبال م

در  (Neural Stem Cells: NSCs) یعصـب  يادی ـبن يهـا  سـلول 
و  يریت خـودتکث ی ـظرف يهـا دارا  ن سلولیا. شناخته شدند 1990 دهه
 ــیتمــا ــورون، آستروس ــه ن  ).1-3( ت هســتندیگودندروســیت و الیز ب

در  ؛دن ـس دخالـت دار یکـه در نـوروژنز  هـاي بنیـادي عصـبی     سلول
  ماننـــــد يمرکـــــز یعصـــــبمختلـــــف دســـــتگاه   ینـــــواح

Subventricular zone (SVZ)  وSubgranular zone (SGZ)  و مغز
هــاي بنیــادي مزانشــیمی  ســلول ).5و4( نخــاع بزرگســال وجــود دارد

(Mesenchymal Stem Cells: MSCs) ــلول ــا س ــبنده،  ییه چس
بروبلاست یه به فیشب يهستند و رفتار يتوزیرفاگوسیشونده و غ کلون
ت یقابل ؛)8(ها آسان بوده  ن سلولیو کشت ا يازجداس ).7و6( دارند

و  یبـا منشـاء مزودرم ـ   يها توانند به سلول یماشته و د ییبالا يزیتما
 یتواننـد از سـدخون   ین م ـیهمچن ـ  ).7( ل گردنـد یتبـد  یرمزودرمیغ

ده مهـاجرت  ی ـب دیه آس ـیبه ناح یعبور کرده و به طور انتخاب يمغز
مجـاور   يها رده که بر سلولد کیتول یعوامل نیهمچن). 9-11(  کنند



  عصبي وهاي بنيادي مزانشيمي  کشتي سلول در هم بيان عوامل رشد عصبي و تکثير سلولي/  ٢
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 يهـا  يمـار یدرمـان ب  يمناسب بـرا  يا نهیلذا گز .)12(  گذارند یاثر م
 يتـوان بـرا   یها را م ـ ن سلولیا. هستند یبه روش سلول درمان یعصب
 ـی ـک نـوروژنز ن یتحر ش نـوروژنز  یرا موجـب افـزا  ی ـز ؛کـار بـرد   هز ب

  ).13(شوند  یم
هده شـده کـه   انجام شده و مشـا  یکشت هم يرو يادیقات زیتحق
 MSCs  ير و بقایاد تکثیموجب ازد  NSCs  ز آنهـا بـه نـورون،    یو تما
بـه منظـور    ).15و14و4( گردنـد  یت م ـیگودندروس ـیت و الیآستروس

، از يادی ـبن يهـا  ز بهتـر سـلول  یتمـا  يط کشت برایط محیبهبود شرا
 یگرانـول  يهـا  هـا، سـلول   تیها مثـل آستروس ـ  انواع سلول یکشت هم

 ).17و16( شـود  یاسـتفاده م ـ  يادی ـبن يها با سلولها   MSC مخچه و 
ز یتـر و بهتـر از تمـا    بـادوام  ؛اسـت  یکشت که حاصل هم یز سلولیتما

هـا بـه     MSC ز یتمـا ). 16(   باشـد  یم ـ ییایمیحاصل از کاربرد مواد ش
 يبلکه با القا ؛ستین یواقع ییایمیبه کمک مواد ش یعصب يها سلول
 MSC  ده ی ـب شـده و سـلول چروک  ی ـتخر ین اسکلت سـلول یها، اکت

شـده و بـه    یعصـب  يمورفولـوژ  يهـا دارا  جه سـلول یدر نت. گردد یم
ست یمعلوم ن قاًیدق یول ؛)18( دهند یپاسخ مثبت م یعصب ينشانگرها
با توجه . گردد یبهتر م يادیبن يها ز سلولی، تمایکشت هم یکه چرا ط

   ،ءبقا يبرا (neurotrophins)ها  NTF  از انواع  in vitroکه در  نیبه ا
 ؛)20و19و16( کننـد  یاسـتفاده م ـ  يادی ـبن يهـا  ز سـلول یتما  و ر یتکث

نقش دارنـد و   ینورون يز و بقایش تمایک در افزاینوروتروفعوامل 
ر سـاز را د  شیا پ ـی ـ يادی ـبن يهـا  ز سـلول یر و تمـا ی ـن، تکثیتکو یط

   ).21-23(کنند  یم میتنظ يمرکز یدستگاه عصب
ا رشـد  یک ینوروتروفعوامل د یبا تول ها MSC رسد که  یبه نظر م

گردنـد و لازم   یم ـ یکشـت  هم یط کشت طی، سبب بهبود شرایعصب
این مطالعه به منظور مقایسه  .گردد یبررسعوامل ن یاست که نقش ا

ط کشت جداگانـه  یو بیان عوامل نوروتروفیک در شرا NSCsتکثیر 
  .انجام شد MSCs يها با سلول یکشت و هم

  روش بررسي
  يو کشت سلول يجداساز

با سر موش صحرایی بالغ نژاد ویستار  40این مطالعه تجربی روي 
کـرج   يراز يتویشده از انست يداریگرم خر 200-250 یبیوزن تقر

  .شناسی دانشگاه دامغان انجام شد در دانشکده زیست
تـه  یاصول اخلاقى کار بر روى حیوانات براساس دستور کـار کم 

  .شدت یرعاانشگاه دامغان د یست شناسیدانشکده ز یاخلاق
 يایــبیفمـور و ت  يهـا  از اسـتخوان  یمیمزانشــ يادی ـبن يهـا  سـلول 
ــوش ــد  هـــــا مـــ   طیهـــــا در محــــ ـ ســـــلول. اســـــتخراج شـــ

DMEM.F12 (USA, Gibco) شده با یغن  FBS )Gibco (10 درصد
ــ ــ یو پن ــیاسترپتوما-نیلیس ــ) Gibco(ن یس ــک  کی ــد در فلاس  درص

د و در انکوبـاتور بـا   کشـت داده شـدن  ) Falcon، مربـع متر  یسانت25(
ط یدرصـد و شـرا   5دکربن یاکس ـ يد گراد و بـا  یدرجه سانت37 يدما

ط، یض محــیســاعت بــا تعــو 48  پــس از. شــدند يمرطــوب نگهــدار
 هـا بـه تـراکم    دن سـلول یپس از رس ـ. دندیشناور جدا گرد يها سلول

درصـد بـه    25/0 (USA, Sigma) نیپس ـیبه کمک تردرصد  80-70
ها از کف فلاسک جدا و  سلول (Sigma) درصدEDTA 02/0همراه 

ط یض مح ـیبار تعـو  کیروز  3-4هر . پاساژ داده شدند  1:2 به نسبت 
  .استفاده شد ومپاساژ س يها از سلولمطالعه ن یدر ا. انجام شد
پوکامـپ  یه يا از بافـت شـکنج دندانـه    یعصـب  يادیبن يها سلول

م جـدا  مکره مغز از هیدو ن SGZبرداشت  يبرا. دیجدا گردها  موش
که نـوك آن   یلیاستر پت پاستوریله پیبه وس یکیهضم مکانند و شد

در  یم ـیهضـم آنز  يبـرا سـپس   .انجـام شـد   ؛با شعله نازك شده بود
درصـد قـرار    1/0 نیپس ـیو تر) Sigma(درصد  DNase 04/0معرض 
 FBS شـده بـا    یغن ـ F12 /DMEM  طیبـا مح ـ  یتـوده سـلول  . گرفت

ک درصد به فلاسک کشت ین یسیاسترپتوما-نیلیس یدرصد و پن10 
ــمنتقــل گرد ــای ــا دم ــاتور ب  گــراد و یدرجــه ســانت 37 يد و در انکوب

ط یمح ـ. ط مرطـوب قـرار داده شـد   یدرصد و شـرا  5دکربن یاکس يد
 يهـا  ن حالـت سـلول  ی ـدر ا. ض شـد یساعت تعو  72   ها پس از سلول

دن یپـس از رس ــ. ده بودنـد یبــه کـف فلاسـک چســب   یعصـب  يادی ـبن
درصد به  25/0ن یپسیدرصد با استفاده از تر 70-80 ها به تراکم سلول

 1:2  درصـد از کـف فلاسـک جـدا و بـا نسـبت      EDTA 02/0همراه 
در . ط انجام شـد یض محیبار تعو کیروز  3-4هر . پاساژ داده شدند

  .دیپاساژ سوم استفاده گرد يها از سلول مطالعهن یا
، )ییبـه تنهـا   MSCsکشـت  ( MSCsها به سه گروه کنترل  سلول

 یکشـت  و گـروه هـم  ) ییبـه تنهـا   NSCsکشت ( NSCsروه کنترل گ
NSCs ) کشــتMSCs  ــا ــرا .م شــدندیتقســ) NSCsب روه هــر گــ يب

  .حداقل سه بار تکرار صورت گرفت
  يميتوشيمنوسيا

 يهـا بـر رو   ، پس از کشـت سـلول   NSCs ت یهو نییتعبه منظور 
بـه روش   مربـع متـر   یسـانت  5×104ن بـا تـراکم   یلامل آغشته به ژلات ـ

  )nestin  )1:250 آنتــــــی  بـــــادي  از آنتـــــی  ،یمیتوشــــ ـیمنوسیا
)Sigma, N5413 ( و آنتــیGFAP )1:1000( )Sigma, G6171 (

بـادي آنتـی    ها با آنتی ، نمونه MSCs  براي تعیین هویت .استفاده شد
CD71  )1:20( (C2063, Sigma)   يپـس از شستشـو   .انکوبـه شـدند 
 (Merck) درصد4د یفرمالدهقه در پارایدق 20 مدتبه   PBSها با  سلول

ــد  ــام شـ ــوت انجـ ــدت  . ثبـ ــه مـ ــپس بـ ــرض یدق 15سـ ــه در معـ   قـ
Triton X-1003/0 قرار   درصد بز 10سرم در قه یدق 15درصد و مدت

درجـه   4  يک شب در دمـا یها به مدت  پس از آن نمونه. داده شدند
ه انکوبـه  ی ـاول يبـاد  یط مرطـوب در معـرض آنت ـ  یو شـرا گراد  یسانت

درجـه    37  يک سـاعت در دمـا  ی ـها بـه مـدت    مونهدر ادامه ن. شدند
ه ضد موش یثانو يباد یب با آنتیط مرطوب به ترتیگراد و شرا یسانت

ــوش ) 1:100( ــد خرگـــ ــه  ) 1:120(و ضـــ ــه بـــ   FITCکونژوگـــ
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)Chemicon, AP132F (انکوبه شدند یکیدر تار .  
ا ی ـ) μg/ml5(د یوم برومایدیها از ات هسته سلول يزیآم رنگ يبرا
DAPI )μg/μl25/0) (Sigma (هـا   بعد از شستشو، سلول. استفاده شد

ــا م ــنت یب ــکوپ فلورس ــ) Nikon Eclipse-E600( کروس ن یو دورب
ــه و  (DXM 120 Nikon Digital Camera) تـــالیجید مطالعـ

  .شدند يعکسبردار
ه، ی ـاول يبـاد  یروش کـار بـا حـذف آنت ـ    یآزمـودن درسـت   يبرا

ها در  يباد یز آنتک ایهر  يبرا. دیواکنش مثبت کاذب کنترل گرد
  .هر گروه سه بار تکرار انجام شد

 ـبه روش رد يميمزانش ياديبن يها ت سلوليد هوييتا م يآنـز  يابي
  ن فسفاتازيالکال

ن یلامل آغشـته شـده بـه ژلات ـ    يش حاوید يها به پتر ابتدا سلول
، )درصـد  70-80( دن بـه تـراکم مناسـب   یمنتقل شدند و پس از رس ـ

ــرد ــز یابیــ ــالیآنــ ــفایم آلکــ ــتور ک ن فســ ــق دســ ــتاز طبــ   تیــ
(SCR004, Millipore)  هــا بــا   ت ســلولیــتثب. صــورت گرفــت

 .انجـام شـد   قـه یدق  1-2 بـه مـدت  ) ویکساتیف(درصد   4 د یپارافرمالده
در ادامـه محلـول    .دی ـگردو و شستشو انجـام  یکساتیسپس برداشت ف

قـه  یدق  15  به مـدت  یکیش در تارید يپتر ها اضافه و به سلول  یرنگ
ــا  و شستشــو، ســلول یع رنگــیبعــد از برداشــتن مــا .انکوبــه شــد هــا ب

  .مشاهده شدند یکروسکوپ معمولیم
  يعصب ياديبن يها با سلول يميمزانش ياديبن يها سلول يکشت هم

ــرا ــم يبـــــــ ــت هـــــــ ــرف  یکشـــــــ  Transwellاز ظـــــــ
(cat. 657641, TM ThinCert)    4/7×104 ابتـدا ). 24(اسـتفاده شـد 

روز کشـت داده  2به مدت ول  در هر چاهک از ترانس  NSCs سلول 
نسـرت  یا بـه هـر    MSCsسلول  5×104 ،طیض محیپس از تعو. شدند

 یغن ـ DMEM.F12  طیاز مح یکشت هم يبرا. افتندیول انتقال  ترانس
ک درصـد  ی ـن یس ـیاسترپتوما-نیلیس ـ یدرصـد و پن ـ  FBS  10  شده با

ط صـورت  یض مح ـی، تعـو یکشـت  روز بعـد از هـم   3-4. استفاده شد
، به عنـوان گـروه کنتـرل اسـتفاده     ییبه تنها NSCsاز کشت . گرفت

برداشـت   یمولکـول  يهـا  یبررس ـ يهـا بـرا   روز سـلول  7پس از . شد
  .دیش سه بار تکرار گردین آزمایا. شدند

کشـت شـده در    NSC يهـا  ر سـلول ی ـسـرعت تکث  یبررس ـ يبـرا 

بـه روش   یکشـت  ساعت پس از هـم  72و  48،  24الذکر  ط فوقیشرا
  .تومتر شمارش شدندیهموسا
  RT-PCR يابيارز

 RNA  ــا اســتفاده از  یکــل ســلول ت یــبــه روش ک RNX- Plusب
ــرا. ناژن اســتخراج شــدیســ ــنــان از کمیاطم يب ــفیت و کی  RNAت ی

 5/0از سـپس  . و الکتروفورز ژل آگارز انجام شد ياسپکتروفوتومتر
با   )Fermentas-K1622( تیبراساس دستور کار ک  RNAم کروگریم

در ادامه با استفاده از   .ه شدیته  Oligo dT ،cDNAمر یپرا استفاده از
 MgCl250ســـاخته شـــده بـــه همـــراه بـــافر،  cDNAتـــر یکرولیم 5
 10ن دسـت  ییمـر بـالا و پـا   یمـولار، پرا  یل ـیمdNTP 10 مـولار،  یلیم
 یقیتر و آب تزریکرولیم Taq polymerase 25/0م یکومولار، آنزیپ

کل توسط دستگاه یس 34تر، طبق برنامه در یکرولیم 25 ییتا حجم نها
مـورد اسـتفاده،    يمرهـا یپرا. انجـام شـد   DNAر یکلر، تکثیترمال سا

در جـدول   Genbankآنهـا در   یابی ـ اندازه محصول و شـماره دسـت  
. اسـتفاده شـد   یبه عنوان ژن کنترل داخل β2Mن ژ. آمده استک ی

گـراد بـه    یدرجـه سـانت   94ه ی ـون اولیدناتوراس ازعبارت   PCR  برنامه
ــه یقد 2مــدت  ــود ق ــب ــر س ــیو ه ــه  94ون یکل شــامل دناتوراس درج

گـراد بـه مـدت     یدرجه سانت  55 نگ یه، انلیثان 30به مدت  گراد  یسانت
و پس از بود ه یثان 30گراد به مدت  یدرجه سانت  72  ه، اکستنشنیثان 30

درجـه   72 يدر دمـا  یین مرحله اکستنشن نهایکل، آخریس 34اتمام 
 8پـس از اتمـام واکـنش    . ه انجـام شـد  ق ـیدق 5گراد بـه مـدت    یسانت

ــو یکرولیم ــر از محص ــنش لات ت ــر رو PCRواک ــارز  يب  5/1ژل آگ
د الکتروفـورز شـد و بـا دسـتگاه     ی ـوم برومایدی ـدرصد و با حضـور ات 

قـرار   یمـورد مشـاهده و بررس ـ  ) UVIdoc, UK(شـگر ژل داك  ینما
ه یهر نمونه سه بار تکرار صورت گرفت و در مرحله ته يبرا. گرفت
cDNA   با حذف نمونـهRNA  میو آنـز Reverse Transcriptase  و

و محصـول   Taq polymeraseم یبا حذف آنـز  RT-PCRدر مرحله 
cDNA مختلـف   يهـا  کلیدر سها  بیان ژن .مراحل کنترل شد یتمام

ن مشــاهده نشــد و ژ يبانــد 20تــر از  نییکل پــایدر ســ .شــد یبررســ
BDNF (Brain derived neurotrophic factor) ــ از و  25کل یس

  .ان شدندیب 28کل یها در س ر ژنیسا
 UVIdocافـزار   توسـط نـرم   يهـا  ک از ژنی ـهر  یان نسبیزان بیم

  گراد درجه سانتي ۵۵با دماي انلينگ  Genbankتوالي پرايمرهاي مورد استفاده، اندازه و شماره دست يابي آنها در :  ۱جدول 
 ام ژنن کد بانک ژن (bp)اندازه  توالي پرايمر

F: 5'-GCC CAA CGA AGA AAA CCA TA-3'   
R: 5'-GAT TGG GTA GTT CGG CAT TG-3' ۴۰۵ D 10938 BDNF 

F: 5'-CTG GCT AGC AAG GAA GAT TCG-3'   
R: 5'-CAG GCC CTG ATG TTT TAC ATA AGA-3' ۷۰ NM-013166 CNTF 

F: 5'-GAC TCC AAT ATG CCC GAA GA-3'  
R: 5'-TAG CCC AAA CCC AAG TCA GT-3' ۲۵۴ NM-019139 GDNF 
F: 5'-AGG TCA GAA TTC CAG CCG AT-3'  
R: 5'GTT-TCC-TCC-GTG-GTG-ATG-TT-3' ۱۸۱ NM-031073 NT3 
F: 5'-CCG TGA TCT TTC TGG TGC TT-3' 

R: 5'-TTT TGG GCT TCA GAG TG-3' ۳۱۸ NM-012512 β2M 

  



  عصبي وهاي بنيادي مزانشيمي  کشتي سلول در هم بيان عوامل رشد عصبي و تکثير سلولي/  ٤

  )۴۲پي در پي ( ۲شماره /  ۱۴دوره /  ١٣٩١تابستان /  مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگان

هـا، شـدت بانـد     ان ژنیب یزان نسبین مییبه منظور تع. شد يریگ اندازه
به عنـوان ژن کنتـرل   ( β2M ها نسبت به شدت باند ژن ک از ژنیهر 

هر گروه حداقل سه  يبرا زین مرحله نیدر ا. دیمحاسبه گرد) یداخل
  .بار تکرار صورت گرفت

 .انجام شد SPSS-18 افزار ها با استفاده از نرم ل دادهیه و تحلیتجز
 ـ یبررس يبرا يمحاسبات آمار هـا بـا اسـتفاده از     ن گـروه یاختلاف ب

 Tukey یل ـیو بـه دنبـال آن آزمـون تکم    ک طرفهیانس یآزمون وار
در نظـر   05/0 يمتـر و مسـاو  ک جینتـا  يمرز استنتاج آمار. انجام شد
  .گرفته شد
  ها يافته

هــاي بنیــادي  نتــایج بخــش کشــت ســلولی نشــان داد کــه ســلول 
مزانشیمی مغز استخوان، به سادگی به ظرف کشت چسبیده و تکثیـر  

. هـا در شـرایط کشـت بـه سـه شـکل دیـده شـدند         این سـلول . شدند
ظاهري گرد، کروي و کوچک  تکثیر در حال يها تعدادي از سلول

ــتنداد ــبه   ش ــکل دوکــی و ش ــه ش ــی ب ــابقی،  و برخ ــتی و م فیبروبلاس
تـر ، در محـیط    تـر و بـزرگ   هاي با مورفولوژي پهن، چسـبنده  سلول

  ).شکل یک(کشت دیده شدند 
هاي بنیادي عصبی به کـف فلاسـک کشـت چسـبیده و بـا       سلول

ها در شرایط مناسـب   این سلول. تکثیر شدند MSCsسرعتی کمتر از 
بیشتر آنها به صـورت دوکـی شـکل،    . رسیدند ساژ روز به پا 9حدود 

 شـتند گلیـالی و عصـبی دا   کشیده و تعداد کمی نیز مورفولـوژي شـبه  
  ).2شکل (

ن یم الکــالیآنــز یابیــبـه روش رد  یمیمزانشــ يادیــبن يهــا سـلول 
ــفاتاز ــدند و  فس ــت ش ــین هوی ــد  30±8/1 تعی ــلولاز درص ــا   س ــا ب ه
  ).3شکل (ن فسفاتاز واکنش دادند یالکال يزیآم رنگ
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  کشت داده شده MSCsفاز کنتراست  تصوير : ۱شکل 
  درصد ۱۰حاوي سرم  DMEM/F12در محيط 

  
  يميتوشيمنوسيا

 NSCsت ی ـد هوییتابه منظور  GFAPو  nestinبراي نشانگرهاي 
ن ی ـا  NSCs ج نشـان داد کـه   ینتا. انجام شد یمیتوشیمنوسیبه روش ا

ن یـی بـه منظـور تع  . کننـد  یان م ـی ـدرصد ب 95±2 زانینشانگرها را به م
ــن MSCsت یــهو ــرا یمیتوشــیمنوسیا  زی  انجــام و  CD71  نشــانگر يب

ان ی ـن نشـانگر را ب ی ـها ا ن سلولیدرصد از ا 90±4/2 مشاهده شد که
  ).6و5و4 يها لشک(کنند  یم

  هاي بنيادي عصبي هاي بنيادي مزانشيمي با سلول کشتي سلول هم
حالـت دوکـی شـکل و     هـاي کنتـرل   در گروه NSCمورفولوژي 

هـاي دوکـی شـکل،     کشـتی عـلاوه بـر سـلول     کشیده و در گروه هم
هاي نـورون ماننـد هـم دیـده شـد کـه در روزهـاي اول جسـم          سلول

سلولی کوچکی داشتند؛ ولی در روزهاي انتهایی این جسـم سـلولی   
  ).7شکل(تر شده بود  درشت
  
  
  
  
  
  
  

  
  شت داده شدهک NSCsفاز کنتراست تصوير :  ۲ شکل
  درصد ۱۰سرم  يحاو DMEM/F12ط ير محد

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

ط ياز مغز استخوان در مح يپس از جداساز MSCکشت :  ۳ل شک
DMED/F12 ين به روش الکال آميزي با رنگدرصد  ۱۰سرم  يحاو

  فسفاتاز
  
  
  
  
  
  

  
   CD71با نشانگر  يميمزانش ياديبن يها ت سلوليد هوييتا:  ۴ شکل

A  : فازکنتراست تصويرMSCs ، B :  فلورسانستصوير  
  



  ٥ / و همکاران قدرت اله فلسفي نيا  
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به روش  يعصب ياديبن يها ت سلوليد هوييتا:  ۵ شکل
   GFAPنشانگر  يبرا يميتوشيمنوسيا

A  : تصوير فازکنتراستNSCs 
B, D, E  :تصوير فلورسانس  

C  :هاي  آميزي هسته رنگNSCs دبا اتيديوم بروماي  
F  : رنگ آميزي هسته باDAPI  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
به روش  يعصب ياديبن يها ت سلوليد هوييتا:  ۶ شکل

   nestinنشانگر  يبرا NSC يميتوشيمنوسيا
A  : فازکنتراست تصويرNSCs  ،B, F :  فلورسانستصوير  

C, D, E : يها هسته يزيآم رنگ NSCs ديوم برومايديبا ات  
G  : مرجFITC  باDAPI  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

در  BMSCsکشت شده با  هم NSCsفاز کنتراست تصوير :  ۷ شکل
  روز ۷درصد به مدت  ۱۰سرم  يحاو DMEM/F12ط يمح

  
هـاي بنيـادي    هاي بنيادي مزانشيمي بـر سـلول   اثر تکثيري سلول

  عصبي
هاي بنیادي عصـبی   هاي بنیادي مزانشیمی با سلول کشتی سلول هم

ساعت انجام شد و مشاهده   72 ساعت و  48 ساعت،  24  در سه گروه
نتـایج شـمارش سـلولی    . اند ها زنده درصد سلول  98±5/1  گردید که

کشتی بیشتر  ها در گروه هم ها تعداد سلول نشان داد که در همه گروه
ــرل مــی ســاعت و  48در زمــان  ).نمــودار یــک( باشــد از گــروه کنت

کشـتی نسـبت بـه گـروه کنتـرل       در گروه هم  NSC ساعت، تعداد 72
  ).>05/0P) (مودار یکن(داري نشان داد  افزایش آماري معنی

  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
 يها بر سلول يميمزانش ياديبن يها سلول يرياثر تکث:  ۱ نمودار

و  ۴۸در زمان  دار ي با اختلاف معنيکشت ط هميدر شرا يعصب ياديبن
  )>۰۵/۰P( ساعت ۷۲

  
RT-PCR  

  CNTFهـــــاي  نتــــایج ایـــــن بخـــــش نشــــان داد کـــــه ژن  
(Ciliary Neurotrophic Factor)  ،NT3 (Neurotrophin-3) ،

GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor)  
که به تنهـایی کشـت    NSCsو  MSCs هاي کنترل  گروهدر  BDNFو 

بیـان نسـبی   ). 8شـکل  (بیـان شـدند    کشتی،  هم NSCsشدند و گروه 
کشتی نسبت بـه گـروه    هم NSCدر گروه  NTFهاي  ژن) نیمه کمی(

NSCs 2نمودار (نشان نداد داري  تفاوت آماري معنی.(  
و  30،  28،  25هـاي   مقایسه بیان عوامل نوروتروفیک در سـیکل 
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هـا در   ها نسبت به سایر ژن در همه گروه  BDNF نشان داد که ژن  34
  .تري بیان شد سیکل پایین

  
  

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

، BMSCها در سه گروه  NTF يان نسبيب يسه الگويمقا:  ۲ نمودار
NSC س از کشت به روش روز پ ۷ يکشت و همRT-PCR  

  )>۰۵/۰P( )يخانگ(به عنوان ژن کنترل  β 2Mژن 
  

  بحث
و  NSCsدر  NTFs نشان داد که الگوي بیـان  مطالعه حاضر  نتایج
  MSCs  همچنــین تکثیــر . مشــابه یکــدیگر هســتندNSCs  در شــرایط

  .افتداري افزایش ی کشتی به طور معنی هم
سـبنده و نوروسـفر   بـه دو روش چ تـوان   یرا م ـ NSCهـاي   سلول

در پـژوهش  . در این مطالعه از کشت چسبنده استفاده شد. کشت داد
در     NSCs   حاضر، روش استخراج و شرایط کشت استفاده شده براي 

  .باشد مقایسه با مطالعات قبلی جدید می
ا ی ـ NSCsبـا   MSCsکـنش   بـرهم  یبررس ـ يبرا يادیقات زیتحق

قـات اثـرات   ین تحقی ـا   در. انجام شده اسـت  یعصب يها گر سلولید
 يادی ـبن يها ز سلولیر و تمای، تکثء بر بقا یمیمزانش يادیبن يها سلول
 يادی ـبن يهـا  بـر سـلول   یعصـب  يادیبن يها ز اثرات سلولیو ن یعصب

ــ ــورد ارز یمیمزانش ــم ــت   یابی ــه اس ــرار گرفت   و18و15و14و8و3(ق
 یبررس NSCsبا  MSCs یکشت در هم NTFsتاکنون نقش ). 28-25

اند  کرده یرا بررس CNTFو همکارانش اثر  Riveraتنها . استنشده 
  ).25و15(

، يادی ـبن يهـا  ز بهتر سلولیتماو ط کشت یط محیبهبود شرا يبرا
اسـتفاده   يادی ـبن يهـا  با سلول MSCsها مثل  انواع سلول یکشت از هم

تر و بهتـر   بادوام ؛است یکشت که حاصل هم یز سلولیتما. شده است
 MSCsز یتما). 16(باشد  یم ییایمیکاربرد مواد ش ز حاصل ازیاز تما

علت ). 18( ستین یواقع ییایمیبه کمک مواد ش یعصب يها به سلول
با توجه . ستیقاً معلوم نیدق یکشت هم یط يادیبن يها ز بهتر سلولیتما

ر یــز و تکثی، تمــاء بقــا يبــرا NTFsاز انــواع  in vitroنکــه در یبــه ا
رسد کـه   یبه نظر م؛ )20و19و16(شود  یاستفاده م يادیبن يها سلول

MSCs ط کشـت در یک سبب بهبود شـرا ینوروتروفعوامل د یبا تول 

. گـردد  یبررس ـعوامل ن یگردد و لازم است که نقش ا یم یکشت هم
MSC يادی ـبن يهـا  سـلول  يدر مغز استخوان بـرا  یمزودرم ءبا منشا 

امل عوت کننده دارند و قادرند انواع یک و حمایخونساز نقش تروف
 یژگ ـین وی ـتوان از ا یپس م .)29و12و7و1( د کنندیک را تولیتروف

 يهـا  ر سـلول یز ساین تمایط کشت و همچنیبهبود شرا يها برا سلول
 یکشـت  روش هـم مطالعـه در   نی ـدر ا. بهـره بـرد   NSCsمانند  يادیبن

 MSCsتوسط  یرشد عصبعوامل ان یط کشت، بیعلاوه بر بهبود شرا
  .ز نشان داده شدین

ده ی ـط کشـت بـه سـه شـکل د    یدر مح ـ MSCsالعه حاضر در مط
هـا   از سـلول  يو کوچـک و تعـداد   يها کـرو  از سلول یبخش .شدند

از  يادی ـکشت بخش ز يکه در مراحل بعد بودندبروبلاست مانند یف
ز در ی ـن یسـلول پهـن و چنـدوجه    يتعـداد  .شـدند ها را شامل  سلول

 اسـت  ین مشاهدات موافق با گزارشـات قبل ـ یا. ط وجود داشتیمح
 يط کشت حـاو یدر مح یعصب يادیبن يها سلول). 30-35و26و15(

ــراً ــ ســرم، اکث ــ یدوک ــکل و کش  ــیش ــداد کم ــتند و تع ــن یده هس ز ی
دست آمـده نشـان داد کـه     هاطلاعات ب. دارند یعصب شبه يمورفولوژ
 ـ یکشـت  کـه تـاکنون هـم    يهمه افراد را انجـام   MSCsو  NSCsن یب

ــ ؛انـــــد داده  انـــــد کـــــرده ط فاقـــــد ســـــرم اســـــتفادهیاز محـــ
از ) 15(و همکارانش  Riveraتنها ). 37و36و27و26و18و15و14و3(

ط، یاستفاده از سرم در مح. اند سرم بهره برده يحاو α-MEMط یمح
  .فراهم کرد NSCs يط کشت چسبنده را برایشرا

از نشـانگر   MSCsبـودن   یید استروماییتا يبرا یقبلمطالعات در 
 95زان ی ـن نشـانگر بـه م  ی ـاکـه  ه است استفاده شد CD71 یاختصاص

مطالعه حاضـر نشـان   ). 35-43(ان شده است یب MSCsدرصد توسط 
  .اند پاسخ مثبت داده CD71ها به  درصد سلول 90±4/2 داد که حدود
کـه   GFAPو  nestin ياز نشانگرها NSCsت ید هوییبه منظورتا

؛ اسـتفاده  )45و44و14( هسـتند  یعصـب  يادیبن يها سلول ينشانگرها
ــات مطال. شــد ــع ــلول  ینشــان م ــد کــه س ــا دهن ــبن يه ــب يادی ، یعص

 کننــد ید مــیــرا تول nestinو  GFAPهســتند کــه  ییهــا تیآستروســ
و کشـت   يج بخـش جداسـاز  یاز نتـا  یک ـیمطالعـه  ن ی ـدر ا ).48و5(

 95±2زان ی ـهـا بـه م   ن خلـوص سـلول  یی، تعیعصب يادیبن يها سلول
ال ی ـتلیاپنورو يهـا  ها به نشانگر سـلول  ن سلولیدرصد و پاسخ مثبت ا

بـا توجـه بـه روش    . بـود  (GFAP) یتیآستروس يها و سلول) نینست(
 يط کشـت، درصـد بـالا   یکشت چسبنده و اسـتفاده از سـرم در مح ـ  

از  یک ـی ؛پاسـخ دادنـد   ین دو نشانگر عصبیها که به ا خلوص سلول
درصـد قابـل   . شـود  ین پژوهش محسـوب م ـ یقابل توجه ا يها بخش

شـانگر، نشـان از بهبـود روش و    ن دو نی ـمثبـت بـه ا   يها توجه سلول
  .دارد NSCsن یا يزیت تماین ظرفیط کشت و همچنیشرا

در گـروه    NSC يها مشاهده شد که تعداد سلول یکشت پس از هم
 يدار یساعت به طور معن ـ 72ساعت و  48، در مدت زمان یکشت هم

قات یجه موافق با تحقین نتیاد شده است که اینسبت به گروه کنترل ز
،  NSCری ـش تکثیل افـزا ی ـاز دلا یک ـی   احتمـالاً  ).26و14( است یقبل
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در  BDNFتـر   عیان سریب یاز طرف). 14(است  MSCsاز  NTsترشح 
ر ی ـبـر تکث عامـل  ن یثر اؤو م یمیدهنده نقش تنظ نشان mRNAسطح 
NSCs ه مطالعج یاست که با نتاSairanen  دارد  یخوان همو همکاران

شـتر از  یز بین یکشت ط همیر شراد NSCs ءحاضر بقامطالعه در ). 47(
ن ی ـهـا در ا  نـورون  يکـه در بقـا   یعـوامل از  یک ـی. گروه کنترل بود

ن ی ـان ای ـدر ضمن ب). 26(باشد  یم BDNF ؛دارد یط نقش مهمیشرا
ن بـار  یاول يبرا  mRNA  در سطح یکشت ط همیدر شرا ینشانگر عصب

  .ن مطالعه گزارش شده استیدر ا
ــادر  ــه ی ــب يالگــون مطالع ــل عوان ی و  CNTF ،NT3 ،GDNFام

BDNF کنترل شـامل   يها در گروهMSCs  وNSCs    ییکـه بـه تنهـا 
پـس از  . شـد  یبررس ـ یکشـت  هـم  NSCsکشت شده بودنـد و گـروه   

 یابی ـها مـورد ارز  ان ژنیروز، ب 7به مدت  NSCsو  MSCsیکشت هم
 ؛ذکرشده عوامل مشاهده شد که درهر سه گروه، همه قرار گرفت و

 یکم مهیان نیب ين الگویب يدار یمعن يآمار فاوتتو  گردند یان میب
 MSC يهـا  سـلول . ک در سه گروه وجـود نـدارد  ینوروتروفعوامل 
). 48( نـد ینما ید م ـی ـرا تول BDNFو  CNTF ،NT3 ،GDNFعوامل 

عوامـل   یع ـیبه طور طب یساز عصب شیا پی يادیبن يها ن سلولیهمچن
CNTF ،NT3 ،GDNF  وBDNF ــ  ــح مـ ــد یرا ترشـ  .)50و48( کننـ

 31و  27، 25، 22 يهـا  کلیک در س ـی ـنوروتروفعوامل ان یسه بیمقا
هـا در   ر ژنیهـا نسـبت بـه سـا     در همه گروه BDNFنشان داد که ژن 

ها اثر  ر ژنیان ساین ژن بر بیا احتمالاً. شود یان مـیب يتر نییکل پایس

بـه   NTF يهـا  ـان ژنی ـممـکن است شروع ب. دارد یو کنترل یمیتنظ
عوامـل  ن ی ـد ای ـبـا تول  MSCs .داشـته باشـد   یتگبس BDNFان ژن یب
 يهـا  بـر سـلول   یکشت ط همیدر شرا يار قویک بسیتواند اثر تروف یم
 يهـا  يمـار یاز ب يارینقص مشترك در بس. داشته باشد یعصب يادیبن

ار یبس ـ يهـا  انتخاباز  یکیلذا . باشد یها م ن رفتن نورونیاز ب یعصب
 MSCsو  NSCs یعصـب  يهـا  يمـار یونـد و درمـان ب  یپ يمناسب برا

  .هستند
  گيري نتيجه

و  یمیمزانش ـ يادی ـبن يهـا  سـلول ن مطالعه نشـان داد کـه   یج اینتا
ــل  یعصــب ــنوروتروفعوام را  BDNFو  CNTF ،NT3 ،GDNFک ی

ط ین دو نوع سـلول و در شـرا  یدر ا NTFsان یب يالگو. کنند یان میب
ا ر NSCsر یت تکثی، قابلMSCsک یاثرات تروف. بودمشابه  یکشت هم

ــزا یکشــت هــمط یدر شــرا ــم NSCsکشــت چســبنده . دادش یاف زان ی
  .ا را فراهم نموده از سلول ییبالا خلوص نسبتاً

  تشكر و قدرداني
نیـا   نامه آقـاي قـدرت الـه فلسـفی     این مقاله حاصل بخشی از پایان

زیست شناسی سـلولی تکـوینی از    براي اخذ درجه کارشناسی ارشد
زیست شناسـی و پژوهشـکده علـوم     از دانشکده. دانشگاه دامغان بود

زیستی دانشگاه دامغان به خاطر پرداخت هزینـه مـواد، وسـایل و در    
. نمـاییم  تشـکر مـی  اختیار گذاشتن امکانات آزمایشـگاهی صـمیمانه   

  .گردد میسپاسگزاري پور  خانم لیلی حسین همچنین از
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