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  مقدمه

 ي، هنـوز بـرا  یقابـل توجـه علـوم پزشـک     يهـا  شـرفت یبا وجود پ
 یدرمـان قطع ـ  يمرکز یستم عصبیعات سیها و ضا يماریاز ب ياریبس

ــدارد ــود نـ ــلول  .وجـ ــف سـ ــس از کشـ ــا پـ ــبن يهـ ــب يادیـ   یعصـ
(neural stem cells: NSCs) از  ياریدرمان بس يبرا يا تازه يدهایام

بـه   .جاد شـد یا یستم عصبیس يها يماریمانند ب یشیفرسا ياه يماریب
برداشـت شـده از بافـت     يادی ـبن يهـا  رسد اسـتفاده از سـلول   ینظر م
نسبت  ینیتعلق دارند و از نظر تکو یعصب (niche)چ یکه به ن یعصب
 یالی ـگل يهـا  ک گام بـه نـورون و سـلول   ی يادیبن يها ر سلولیبه سا

 يبـرا  یمختلف ـ يهـا  روش .)1-3( دتر باشن مناسب ؛تر هستند کینزد
ن روش، یتر معمول .)4-7( دها وجود دار ن سلولیبرداشت و کشت ا

عوامـل  بـا حضـور    DMEMط یون نوروسفر در محیکشت سوسپانس
ز ین یبیبا تمام محاسن، معا ياما کشت نوروسفر ؛)8-10( رشد است

 ییشرونده توان خود نـوزا ین روش کشت با کاهش پیمعمولاً ا .دارد
گر بـا توجـه بـه    ید يها همراه است و از سو سلول يزیل تمایپتانس و

ت ی ـفیت و کی ـن کمیـی نوروسـفر، تع  یت سـلول ی ـهتروژن بودن جمع
هـا در   ات سـلول یت و خصوص ـیفیک و سازنده دشوار بوده يها سلول

  .)11و4( د استیوند مورد تردیهنگام پ
و  يا هیلا ، روش تکیعصب يادیبن يها گر کشت سلولیروش د

خود را حفظ کرده و  يزیل تمایها پتانس سلول. ده به کف استیبچس
نسـبت   ؛وند قرار خواهند گرفـت یکه مورد پ ییها ت سلولین هوییتع

سه رشد، یمقا ين برایبنابرا .)10و9( آسان است يبه کشت نوروسفر
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ــتکث ــای ــ يهــا ز ســلولیر و تم ــســاز  شیپ ــا بنی ، کشــت یعصــب يادی
 روش کشـت  ).12( است يسفرتر از کشت نورو مناسب يا هیلا تک
، نسبت به کشت نوروسفر کمتر مورد مطالعه قرار گرفتـه  يا هیلا تک

 يهـا  چ سـلول ین ن ـیـی تع .)4( نه وجود داردین زمیدر ا ییها و پرسش
م یکه در تقس ـ یعواملها و  ن سلولیبه منظور شناخت ارتباط ب يادیبن

 اردار دیت بســیــاهم ؛کننــد ینقــش م ـ يفــایهـا ا  ن ســلولیــز ایو تمـا 
 يهـا  امکـان کشـت سـلول    یبررس ـ ن مطالعه بـه منظـور  یا .)14و13(
شـده بـا سـرم بـه صـورت       یغن ـ α-MEMط یدر مح ـ یعصـب  يادیبن

ت ی ـات و ظرفین خصوص ـیهمچن ـ .انجـام شـد  ا چسبنده ی يا هیلا تک
 يادی ـبن يهـا  ک توسط سـلول ینوروتروفعوامل ان یو ب یر سلولیتکث

مـورد   ینخاع يکزمر يو مجرا SVZ  ،SGZبرداشت شده از یعصب
  .سه قرار گرفتیمقا

  روش بررسی
  یشگاهیوان آزمایح

سر مـوش صـحرایی بـالغ نـژاد      45روي  یشگاهیآزمااین مطالعه 
گـرم خریـداري شـده از انسـتیتوي      200-220ویستار با وزن تقریبی 

کار  .شناسی دانشگاه دامغان انجام شد رازي کرج در دانشکده زیست
ر کــار کمیتــه اخلاقــی دانشــکده بــر روى حیوانــات براســاس دســتو

ط یوانـات در شـرا  ین حی ـا .شناسی دانشگاه دامغان انجـام شـد   زیست
 22تـا   20 ي، دمـا یکیدوازده ساعت تـار  – ییدوازده ساعت روشنا

در محـل خـاص    یکـاف  يو در حضور آب و غذاگراد  یسانتدرجه 
  .شدند ينگهدار) وانخانهیح(

 ینخـاع  يمرکـز  يو مجرا SGZ ،SVZاز  NSCsه یه کشت اولیته
  بالغ ییموش صحرا
ل یط اسـتر یوان با استفاده از اتر، در شرایکامل ح یهوشیپس از ب

پوست سر برداشته شد و استخوان از محل خـود   .وان قطع شدیسر ح
ل یاستر PBS يحاو یشید ياتصالات مغز جدا و به پتر .دیجدا گرد

قـل  منت ؛قـرار گرفتـه بـود    یمه منجمد که در کف آن کاغـذ صـاف  ین
مکره مغز یدو ن .افتینار انتقال یش مزبور به هود لامید يپتر .دیگرد

پوکمپ بـا کمـک اسـپاچولا از محـل خـود      ید و هیاز هم جدا گرد
 یر نـواح ی، از سـا SGZه ی ـغ ناحی ـبا اسـتفاده از ت ). 15( دیخارج گرد

 .دیپوکامپ جدا گردیه
ز ا یتالیبـرش سـاژ   يستوریغ بیبا استفاده از ت SVZبرداشت  يبرا
واره ی ـد ).16( بـود  یجـانب  يها رنده بطنید که در برگیه گردیمغز ته

غ اسکالپل جدا و بـه  یف و تیبا استفاده از پنس ظر یبطن جانب یجانب
غ اسکالپل تاحدممکن یمنتقل شد و با استفاده از ت يگریش دید يپتر

 .دیگرد يساتور
ه پشـت  ی ـنخـاع، ابتـدا پوسـت ناح    يمرکز يبرداشت مجرا يبرا
 .دی ـها جـدا گرد  اطراف ستون مهره يها چهیسپس ماه .زده شدکنار 

پـس از   .قطـع و جـدا شـد    یچ ـیها توسط ق ستون مهره يبخش کمر

، از محـل  PBSنار، نخاع به کمـک فشـار محلـول    یانتقال به هود لام
ل سرد انتقال یاستر PBS يش محتوید يد و به پتریخود خارج گرد

 يه اطـراف مجـرا  ی ـآن حـذف و ناح  یاضاف يها سپس بخش .افتی
  ).14( برداشته شد یمیهضم آنز يبرا یمیاپاند

) وسیدرجه سلس 37(ن گرم یله محلول پاپائیبه وس یمیهضم آنز
به روش  یکیو هضم مکان )17و5( قه داخل انکوباتوریبه مدت ده دق

 ).18( شـعله انجـام گرفـت    يده شده بر رویپت پاستور کشیپتاژ با پیپ
 ده درصـد  FBSشـده بـا سـرم     یغن ـ α-MEMط یپس از افزودن مح

(Fetal Bovine Serum; Gibco) بــه مــدت یون ســلولیسوسپانســ  
. شد (Eppendorf [5810 R]) زویفیسانتر rpm 1000قه در دور یدق 5

بـه همـراه    یت سـلول ی ـه شـده و پل یتخل ییع رویفوژ، مایپس از سانتر
/ نیلیس ـ ی، پن ـده درصـد  FBSسـرم   يحـاو  α-MEMط کشـت  یمح

ــ) Gibco(ن یســیاسترپتوما متــر  یســانت 25ک ک درصــد، بــه فلاســی
درجـه   37 يط انکوبـاتور بـا دمـا   یها در شرا سلول .منتقل شدمکعب 

در  .شدند ينگهدار درصد 95 رطوبت ودرصد  CO2 5گراد،  یسانت
روز در انکوباتور قرار داده شدند  6ها به مدت  ه، فلاسکیکشت اول

ک یروز  3ط هر یض محیتعو .دیگردط انجام یض محیو سپس تعو
  .پاساژ داده شدند درصد 70 ها با تراکم حدود بار انجام شد و سلول

  یو شمارش سلول) Subcultureجاد یا(ها  پاساژ سلول
درصـد   80-70 (confluency)م ها بـه تـراک   دن سلولیپس از رس

له یبـه وس ـ ) کشـت  يهـا  نوبـت ( Subcultureجـاد  یها و ا پاساژ سلول
هـا و جـدا شـدن آنـان از کـف       ت سلولیعوض .دیآکوتاز انجام گرد

قـرار   یکروسکوپ فـاز کنتراسـت مـورد بررس ـ   یله میفلاسک به وس
ها به فلاسک شمارش  ش از انتقال سلولیدر هر نوبت پاساژ پ .گرفت

 يتومتریو لام هموسـا ) درصد 4/0(پان بلو یله رنگ تریبه وس یسلول
بـر شـدن   ج حاصل از شـمارش، زمـان دو برا  یبر اساس نتا .انجام شد

  ).19( دیر محاسبه گردیله فرمول زیبه وس Logها در فاز  سلول
  
  یعصب يادیبن يها زان خلوص سلولیمو ت ین هوییتع

ــرا ــراکم يهــا ســلول NSCs تیــن هویــیتع يب ــا ت   پاســاژ ســوم ب
شـده   يگـذار  ش لامـل ید يبه پترمتر مکعب  یسانتدر سلول  5×104

 ن وینسـت  ينشـانگرها  يابر یمیتوشیمنوسین منتقل و ایآغشته به ژلات
GFAP 20و14( انجام شد.(  

 (Sigms [N5413]) نینست یآنت يها يباد یبا آنت یسلول يها نمونه
ــ) 1:500( ــاد یو آنت ــ يب ) GFAP (Sigma [G6171]) )1:100 یآنت

هـا بـه    انجام ثبوت، سلول يبرا  PBSپس از شستشو با  .شدند یابیارز
 .قـرار داده شـدند   درصـد  4 دیقه در معرض پارافرمالدهیدق  30 مدت 

و مدت  درصدTriton X-100 3/0قه با یدق 15ها به مدت  سپس سلول
ها به مدت  پس از آن نمونه .انکوبه شدند درصد10قه سرم بز یدق  15

ط مرطـوب در معـرض   یوس و شرایدرجه سلس  4  يک شب در دمای
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ت ک سـاع ی ـها به مدت  در ادامه نمونه .شدند ه انکوبهیاول يباد یآنت
ه در یثانو يباد یط مرطوب با آنتیوس و شرایدرجه سلس  37  يدر دما

 ه ضـدموش ی ـثانو يبـاد  ین منظـور از آنت ـ یبـد  .انکوبه شدند یکیتار
(Chemicon [AP132F]) )1:100 ( کونژوگه بهFITC  استفاده شـد. 

  E600 Nikon) (Eclipse کروسکوپ فلورسنتیا با مه ان نمونهیدر پا
مطالعـه   (DXM 1200 Nikon Digital Camera) تالیجین دیو دورب

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

ک از ی ـهـر   يش فوق برایآزما .دیواکنش مثبت کاذب کنترل گرد
  .ها در هر گروه سه بار تکرار شد يباد یآنت

  RT-PCRش ها به رو ان ژنیب یمولکول یبررس
)Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction( 

ن یبـد  .اسـتفاده شـد   RT-PCRهـا از روش   ان ژنی ـبررسى ب يبرا
ز هاي موردنظر در پاساژ چهارم بـا اسـتفاده ا   کل سلول RNAر منظو

RNX-Plus (RN7713C) ناژن جداسازي یت سیو مطابق با دستور ک
ل اسـتخراج شـده، الکتروفـورز ژ    RNAاطمینان از کیفیت  يبرا .شد

 cDNAسـپس   .دیو اسپکتروفتومترى انجام گرد) -4F شکل(آگارز 
و اســتفاده از پرایمــر   RNAکروگــرم یم 5/0بــا  يا تــک زنجیــره 

oligo(dt)   ــوس ــاز معکــــــ ــرانس کریپتــــــ ــزیم تــــــ   و آنــــــ
Revert Aid First Strand cDNA synthesis Kit (K1622, Fermentas, EU) 

 تهیـه شـد  (Fermentase-k1622 kit) ت فرمنتـاز  یبراساس دستور ک
در ادامـه   .)میکرولیتر انجام گرفـت  20در حجم نهایى  RTواکنش (

تهیـه   يبرا .میکرولیتر انجام گرفت 25 ییدر حجم نها PCRواکنش 
از کیـت  ) RTمحصول واکـنش  (الگو  DNAحجم مذکور علاوه بر 

PCR )دسـت   مرهاى بالادست و پـایین یکومولار پرایپ 10و ) سیناژن
بـا   PCRحجم مـورد نظـر، واکـنش     يساز ز آمادهپس ا .استفاده شد

قـه،  یدق 2گـراد بـه مـدت     یدرجه سـانت   94ه یون اولیشرایط دناتوراس
  30بـه مـدت    گراد  یدرجه سانت 94ون یط دناتوراسیبا شرا يها کلیس

 72 ه، اکستنشـن ی ـثان  30گراد به مـدت   یدرجه سانت  55 نگ یه، انلیثان
کل، مرحلـه  یس 34ه و پس از اتمام یثان  30گراد به مدت  یدرجه سانت 

قه انجام یدق 5گراد به مدت  یدرجه سانت 72 يدر دما ییاکستنشن نها
ــر محصــول  8پــس از اتمــام واکــنش،   .شــد توســط  PCRمیکرولیت

هر نمونه سه بار تکرار  يدرصد بررسى برا 5/1الکتروفورز ژل آگار 
تفاده اس ـ یبه عنوان ژن کنترل داخل ـ β2Mمر یاز پرا .صورت گرفت

  .شد
ــه ته ــدر مرحلـ ــه   cDNAه یـ ــذف نمونـ ــا حـ ــز RNAبـ   میو آنـ

Reverse Transcriptase  و در مرحلــهRT-PCR م یبــا حــذف آنــز
Taq polymerase  و محصولcDNA دیمراحل کنترل گرد یتمام.  

  يل آماریتحل
   .انجام شد SPSS-16ر افزا ها با استفاده از نرم داده يل آماریتحل

به روش ایمنوسیتوشیمی و بیـان   GFAPو بیان نشانگرهاي نستین 
بـه روش   BDNFو  NGF ،CNTF ،NT3 ،NT4/5 ،GDNFهاي  ژن

RT-PCR    طرفـه و بـه دنبـال آن     با استفاده از آزمـون واریـانس یـک
  .بررسی شد Tukeyآزمون تکمیلی 

در نظر گرفته شد  05/0مرز استنتاج آماري نتایج کمتر و مساوي 
  .دیگرد رسم Excelر افزا نرم با نمودارهاو 

  ها یافته
ط یکشت شده از مناطق مختلف در شرا NSCs يسه مورفولوژیمقا
  کشت
 .مختلف مشابه بود يها ها در گروه سلول يمورفولوژ یطور کل به

هـا بـه شـکل     از سـلول  یه، شمار قابل توجهیدر روز پنجم کشت اول
 يهـا مورفولـوژ   ن سـلول یا .ده بودندیه به کف فلاسک چسبیلا تک

ــ ــ یدوقطب ــتطاله يدارا تند وداش ــا اس  ــ يه ــبتاً کش ــد يا دهینس  .بودن
ده قابـل  یمه چسبیده و نیز به دو شکل چسبین ينوروسفر يساختارها

  ).کیشکل ( مشاهده بود

  Genbankآنان در  یو کد دسترس RT-PCRک به روش ینوروتروف عواملسنجش  يشده برا یطراح يمرهایپرا یتوال
 یتوال )bp(اندازه  یترسکد دس مرینام پرا

NGF NM_012610 164 F: 5- CCTCTTCGGACACTCTGG-3 
R: 5- CGTGGCTGTGGTCTTATC-3 

CNTF NM_013166 70 F: 5- CTGGCTAGCAAGGAAGATTCG-3 
R: 5- CAGGCCCTGATGTTTTACATAAGA-3 

NT3 NM_031073 181 F: 5- AGGTCGGAATTCCAGCCGAT-3 
R: 5- GTTTCCTCCGTGGTGATGTT-3 

NT4/5 NM_013184 213 F: 5- TATGTGCGGCGTTGACTGC-3 
R: 5- CACAGTCAGAAGGCACGGTA-3 

GDNF NM_019139 242 F: 5- GACTCCATTATGCCCGAAGA-3 
R: 5- TAGCCCAAACCCAAGTCAGT-3 

BDNF D 10938 405 F: 5- GCCCAACGAAGAAAACCATA-3 
R: 5- GATTGGGTAGTTCGGCATTG-3 

β2M NM-012512 318 F: 5'-CCG TGA TCT TTC TGG TGC TT-3' 
R: 5'-TTT TGG GCT TCA GAG TG-3' 
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ده بـه کـف   یچسب يها ج در هر دو گروه، بر تراکم سلولیبه تدر
 یسـلول  يایزا يها ده به کف، کانونیچسب ينوروسفرها .افزوده شد

ه و پاسـاژ اول و دوم  ی ـشـتر در کشـت اول  ینوروسفرها ب .دجاد کردنیا
ه یــاســتخراج شــده از نخــاع در کشــت اول    NSCs .مشــاهده شــد 

اول و دوم بر تعـداد   يدر پاساژها یول ند؛داشت يکمتر ينوروسفرها
تر بود و  نییپا يحضور نوروسفرها مربوط به پاساژها .آن افزوده شد

 يهـا  سـلول  يحـاو  يهـا  سـک در فلا .نشدده یبالاتر د يدر پاساژها
SVZر یشــتر از ســایب ينوروســفر يهــا تعــداد تــوده ی، بــه طــور کلــ

افته و یدست  کی يها ظاهر پس از پاساژ دوم، سلول .ها بود فلاسک

اندازه  دست و هم کیده و نسبتاً یو کش یها دو قطب سلول یبه طور کل
ا ی ـ یمثلث ـ یبـا جسـم سـلول    ییها ها، سلول ن سلولیدر ب یگاه .بودند

پهـن و   یبـا جسـم سـلول    ییهـا  سـلول  .ده شـدند ی ـز دی ـشکل ن یهرم
). کی ـشـکل  (ده شـدند  ی ـهـا د  ان سلولیز در میکوتاه ن يها استطاله

 یبـه طـور کل ـ   ینخـاع  يمرکـز  يبه دست آمده از مجـرا  يها سلول
  .دندیدست آمده از مغز به نظر رسه ب يها تر از سلول فیظر

  یاتیت حیوضع یابیزمان دو برابر شدن و ارز
 ـ  نشان یاتیح یابیازدهم، ارزیاز پاساژ دوم تا   95ش از یداد کـه ب

ج حاصل از ینتا .ها در هر سه گروه کشت زنده بودند درصد از سلول

  ).C( ینخاع يمرکز يو مجرا) SVZ)A( ،SGZ )B مشتق از  یعصب يادیبن يها ر فاز کنتراست سلولیتصو:  1شکل 
نوروسفر  یسلول ياه استطاله بلند و توده با زوائد و یشکل و برخ یده و دوکیک، کشیبار یها با جسم سلول سلول يمورفولوژ

 .کان قابل مشاهده استیبا پمشخص شده با مانند 

 يمرکز يو مجرا) Cو  A  ( ،SGZ )Dو SVZ )Bمشتق از  یعصب يادیبن يها ر فازکنتراست و فلورسانس سلولیتصو:  2شکل 
به  FITCه کونژوگه به ینوثا يباد یها با آنت توپلاسم سلولیکه س یمیتوشیمنوسین به روش اینشانگر نست يبرا) Eو  F( ینخاع

ز بدون یر کوچک فلورسانس نین تصاویهمچن. شوند یده مید ید به رنگ نارنجیوم برومایدیها با ات رنگ سبز و هسته سلول
 .شود یده میهسته د يزیآم رنگ
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 در نمودار یشیآزما يها ها در گروه سه زمان دو برابر شدن سلولیمقا
ن زمـان  یتر کوتاه SVZاستخراج شده از  يها سلول .ک آمده استی

 يمرکز يحاصل از مجرا يها و سلول) ساعت 45/37(دوبرابر شدن 
نشـان  را ) سـاعت  22/57(ن زمـان دوبرابـر شـدن    یتر یطولان ینخاع
  .دادند
  GFAPن و ینست ییایمیتوشیمنوسیا یابیبا رد NSCت ید هوییتأ
پاسـخ   یتوپلاسـم یس GFAPن و یها به دو نشانگر نست شتر سلولیب

شمارش  يد، برایم بروماویدیهسته توسط ات يزیآم رنگ .مثبت دادند
  ).3و2 يها شکل( صورت گرفت ین دو بخش سلولیو افتراق ا
  RT-PCRج ینتا

 يمختلف در پاساژ چهارم برا يها گروه یعصب يادیبن يها سلول
عوامـل   يبرا RT-PCR .ها مورد استفاده قرار گرفتند ان ژنیب یبررس

 BDNFو  NGF ،CNTF ،NT3 ،NT4/5 ،GDNFک یــــ ـنوروتروف
، همـه  ینشان داد که هر سـه گـروه سـلول    RT-PCRج ینتا .شد انجام

را نشان دادنـد   یمشابه يو الگونمودند ان یک را بینوروتروفعوامل 
 کـل  RNAک، ینوروتروف عواملان ین تفاوت بییتع يبرا .)4 شکل(

 ینخـاع  يمرکـز  يو مجـرا  SGZ  ،SVZکشـت شـده    يها از سلول

و  NGF ،CNTF ،NT3، NT4/5 ،GDNF يهـا  ان ژنی ـاستخراج و ب
BDNF  توسطRT-PCR ـ .سنجش شد یکم مهیبه صورت ن   یفراوان

 ن سهیرا ب يدار یک تفاوت معنینوروتروف يها ژن mRNA یکم مهین
 ک دری ـنوروتروف عوامـل ان ژن ی ـسـه ب یمقا .نشان نـداد  یگروه سلول

 انی ـها ب ک از ژنیچیه 20کل یمختلف نشان داد که در س يها کلیس
  بـه  β2Mاز ژن  .دی ـهـا مشـاهده گرد   ان ژنی ـب 28کل ینگشته و از س ـ

  
  
  
  
  
  
  
  

 یعصب يادیبن يها سه زمان دو برابر شدن سلولیمقا :  1نمودار 
 يمرکز يمجرا يها سلول( یشیدر سه گروه آزما) پاساژ چهارم(

  بر حسب ساعت)  SVZ يها و سلول SGZ يها ، سلول SCنخاع 

 يمرکز ياو مجر) Cو  A  ( ،SGZ )Dو SVZ )Bمشتق از  یعصب يادیبن يها ر فازکنتراست و فلورسانس سلولیتصو:  3شکل 
به  FITCه کونژوگه به یثانو يباد یها با آنت توپلاسم سلولیکه س یمیتوشیمنوسیبه روش ا GFAPنشانگر  يبرا) Eو  F( ینخاع

 .شوند یده مید ید به رنگ نارنجیوم برومایدیها با ات رنگ سبز و هسته سلول
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 ـ يدار یاخـتلاف معن ـ . استفاده شد یعنوان ژن کنترل داخل ان ی ـن بیب
ها در  ج نشان داد که ژنینتا. مختلف مشاهده نشد يها ها در گروه ژن

سـالم بـودن    .دارند یباً مشابهیان تقریب يالگو یشیهر سه گروه آزما
RNA يکل با الکتروفورز و مشاهده باندها S 18  وS 28 د شـد یی ـتا 

 mRNA .کنترل مثبت استفاده شد يز برایاز بافت مغز ن .)F 4 شکل(
 يبرداشت شده از هر سه محل، الگو يها موردنظر در سلول يها ژن

  .) 4E شکل(دارند  یهباً مشابیان تقریب
  بحث

  طیدر مح یعصب يادیبن يها نشان داد که سلولن مطالعه یج اینتا
α-MEM ده بـه کـف، قابـل کشـت    یو در حضور سرم به شکل چسب 

ن و ی، نسـت هی ـبرداشـت شـده از سـه ناح    يهـا  ن سـلول یهمچن .هستند
GFAP ه یبرداشت شده از سه ناح يها ان سلولیدر م .کنند یان میرا ب

SGZ ،SVZ   يهـا  ، سـلول یو کانـال نخـاع SVZ  ن زمــان یتـر  کوتـاه
نخـاع   يمرکـز  يمجـرا  يهـا  سـلول  و )ساعت 45/37(دوبرابر شدن 

 يها سلول .را دارند) ساعت 22/57(ن زمان دوبرابر شدن یتر یطولان
ک ی ـنوروتروفعوامـل  ه، ی ـت شده از هر سه ناحبرداش یعصب يادیبن

NGF ،CNTF ،NT3 ،NT4/5 ،GDNF  وBDNF  ــو ــا الگــ  يرا بــ
 .کنند یان میب یمشابه

کشـت   يشده با سرم، برا یغن MEM-αط یق از محین تحقیدر ا
NSC ــاســتفاده گرد ــرایط، شــرایســرم موجــود در محــ .دی  يط را ب
بـات موجـود   یکتر .کنند یها به کف فلاسک فراهم م دن سلولیچسب

دن سـلول را بـه   یاست کـه چسـب   یاتصال يها مولکول يدر سرم دارا
نشـان   2008در سـال   و همکاران Sun). 12( کند یل میسوبسترا تسه

 یعصـب  يادیبن يها ز سلولیرشد موجب تماعوامل دادند که حذف 
ز حضور ین Weissو  Reynolds ).4( شود یت میبه نورون و آستروس

EGF 5(ند دانسـت  يضرور یعصب يادیبن يها لولکشت س يرا برا.( 

در  یعصـب  يادی ـبن يهـا  کشـت سـلول   و همکـاران  Sunدر گزارش 
 يهـا  ک دست از سـلول ی یتیل جمعیسرم موجب تشک يط دارایمح

  ).4(د یگرد یتیآستروس
کشـت داده شـده در    يها ن پژوهش، سلولیج حاصل از ایدر نتا

 ینگر اختصاص ـکـه نشـا   GFAPشده بـا سـرم عـلاوه بـر      یط غنیمح
ان یز بیرا ن) الیتلینورواپ يها سلول(ن ینشانگر نست ؛هاست تیآستروس
ن یــا يهـا  یژگ ـیشـد و  یدر پـژوهش حاضـر ســع   ).20و14( کردنـد 

صـورت گرفتـه نشـان     يها یبررس .سه گرددیگر مقایکدیها با  سلول
 يمختلف، الگو ینواح یسلول ينظر از تفاوت در معمار صرف هداد

مختلف  ینواح يو عملکرد یکیات مورفولوژین خصوصیب یمشابه
ــنوروژن ــوژ یبررســ ).21( ک وجــود داردی ــا ســلول یکیمورفول  يه

ن ی ـوجـود ا  ینخـاع  يمرکز يو مجرا SVZ ،SGZبرداشت شده از 
 يهـا ظـاهر   پس از پاسـاژ دوم، سـلول   .کند ید مییمشابه را تأ يالگو

 ـ  ییارهایزمان دو برابر شدن، از مع .افتندیک دست ی  يرااست کـه ب
 يها ، از جمله سلوليادیبن يها سلول يریسه توان تکثیو مقا یابیارز

و همکـاران در سـال    Wang ).22و2( شود یاستفاده م یعصب يادیبن
ــلول   2009 ــدن س ــر ش ــان دو براب ــط زم ــا متوس ــبن يه ــب يادی  یعص

ــدگان، در شــرا ســاعت گــزارش  20را  يط کشــت نوروســفریجون
ن ی ـو همکـاران ا  Pollock 2006ن در سـال  ی ـش از ایپ). 23( کردند

ســاعت  60تــا  50انســان  یعصــب يادیــبن يهــا ســلول يزمـان را بــرا 
گـزارش   نو همکـارا  Pu 2011در سـال  ). 24(ه بودنـد  گزارش کرد

مـوش در   یعصب يادیبن يها که زمان دو برابر شدن در سلولکردند 
ن گونـه مـوش،   یهم ـ یساعت و در رده سـلول  60ه حدود یکشت اول

سه زمان دو برابـر  یبر مقا یمبن یگزارش). 25( ستساعت ا 28حدود 
 یسـتم عصـب  یمختلـف س  یبرداشـت شـده از نـواح    يهـا  شدن سلول

  .افت نشدین مطالعه یتا زمان نگارش ا يمرکز

 ي، مجرا SVZ (A) ،SGZ  (B)مشتق از  NSCsرا در  کینوروترف يها ان ژنیکه ب RT-PCRژل الکتروفورز محصول  ينما:  4شکل 
  :ها در هر ستون عبارتند از که ژن (D)نخاع و بافت مغز به عنوان کنترل مثبت،  يمرکز

70 bp, NGF 164 bp, Ladder BDNF 405 bp, β2M 318 bp, GDNF 254 bp, NT4/5 213 bp, NT3 181 bp, CNTF  
 يو مجرا SGZ ،SVZمشتق از  یعصب يادیبن يها ک در سه گروه سلولینوروتروف يها ان ژنیب یمه کمیسه نیمقا -)E(نمودار 

  RT-PCRبه روش  ینخاع يمرکز
 .استخراج شده است  RNA، گواه سالم بودن S 28و  S 18 يکل و مشاهده باندها RNAالکتروفورز  -)F(ر یتصو
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  61 /و همکاران  آناهیتا سلطانیان  

  )٤٧پي در پي ( ٣شماره /  ١٥دوره /  ١٣٩٢ پاييز/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي گرگان   

 يهـا  ن زمان دو برابـر شـدن بـه سـلول    یتر کوتاهدر مطالعه حاضر 
ن زمان دو برابر شدن یتر یطولان و تعلق داشت SVZبرداشت شده از 

بـا   .بـود مربـوط  نخـاع   يمرکز يبرداشت شده از مجرا يها لولبه س
ط یتنهـا در شـرا   ینخاع يمال مجرایاپاند يها ن که سلولیتوجه به ا

کننـد و حضـور    یجاد میا یالیگل يها شوند و سلول یم میب تقسیآس
ار پراکنـده و  ین در مناطق مختلف نخاع بسیکننده نست انیب يها سلول

 يهـا  از سـلول  يز محـدودتر یم و تمـا یل تقس ـیپتانس ـ ؛محدود اسـت 
  ).27و26( رود یه انتظار مین ناحیبرداشت شده از ا

 يهـا  سـلول  ییشناسـا  يدر خصوص نشـانگر مـورد اسـتفاده بـرا    
 يکـه بـرا   ییاز نشانگرها ).28( نظر وجود ندارد اتفاق یعصب يادیبن

 يا ن رشتهیپروتئ ؛شوند یاستفاده م یعصب يادیبن يها سلول ییشناسا
 .تاس ـ Musashiبـه نـام    RNAمتصـل شـونده بـه     ینیو پروتئ نینست

ن و یماننـد نسـت  (شـوند   یان م ـیب ینینشانگرها که در دوران جن یبرخ
Musashi (یسـاز عصـب   شیپ ـ يها ز در سلولین یدر دوران بزرگسال 

 يها ز در سلولین GFAP يا ن رشتهین پروتئیعلاوه بر ا .شوند یان میب
در پـژوهش حاضـر    ).29( شـود  یان م ـیساز بزرگسالان ب شیپ يادیبن

ه مختلف از دو یبرداشت شده از سه ناح يها ت سلولین هوییتع يبرا
ان یزان بیمکه داد  ج نشانینتا .دیاستفاده گرد GFAPن و ینشانگر نست

مختلف چندان  یبرداشت شده از نواح يها ن در سلولین دو پروتئیا
  .ستیمتفاوت ن

هـا   نیتوکیاز خانواده س ـ یرشحت ییدهایک، پپتینوروتروفعوامل 
ل ی، تشـک ی، رشد آکسونيمرکز یستم عصبین سیهستند که در تکو

ونـد  یپ يهـا  سـلول  يت از بقایها و حما ات نورونیناپس، حفظ حیس
  کننــد یفــا مــیا ينقـش مــوثر  يمرکــز یســتم عصــبیزده شـده بــه س 

، NGF ،CNTFک ینوروتروف عواملان ین پژوهش بیدر ا ).32-30(
NT3 ،NT4/5 ،GDNF  وBDNF   در سـطحmRNA شــد و  یبررســ
 یمبن ـ یگزارش .دیسه گردیمقا یکم مهین سه گروه به صورت نیدر ب

ن پژوهش صـورت  یکه در ا يبه نحو عواملن یبر سنجش همزمان ا
برداشـت   یعصب يادیبن يها ان آنان در سلولیسه بیگرفته است و مقا

ن ی ـاتـا زمـان نگـارش     يمرکـز  یستم عصـب یشده از نقاط مختلف س
ده شـده در تمـام   یسـنج عوامـل  تمـام   .مطالعه گـزارش نشـده اسـت   

  .داشتند یباً مشابهیان تقریب يان شدند و الگویب یشیآزما يها گروه

 GDNFو  BDNFکمتــر و  NT3شــده  یابی ـارزعوامــل ان ی ـدر م
 یک ـی BDNF. دندیان گردیب mRNAدر سطح  عواملر یشتر از سایب

ت یل فعالی، تسهییزا ر نورونک مهم است که دینوروتروف عواملاز 
 ینقش قابل توجه یناپسیته سیسیناپس و پلاستیها، ارتباطات س نورون

  ).33و31( دارد
، NGF کردنــد کــهو همکــاران گــزارش  Zhang 2009در ســال 

GDNF  وBDNF مانع از آپاپتوز و ت کرده یها حما ات نورونیاز ح
و همکـاران   Johnson 2008در سـال   .)34( گردنـد  یها م ـ ن سلولیا

 يها ، سلولیستم عصبیب در سیجاد آسیپس از اکردند که گزارش 
، NGFچـون   یکینـوروتروف  عوامـل شـوان،   يها مانند سلول یالیگل

CNTF ،NT3 ،BDNF  وGDNF  ــد ــح کــرده و ب ــن ترتیرا ترش ب ی
هم بـه   BDNFن یهمچن). 32( کنند یرا القا م یم آکسونیرشد و ترم

 يهــا ت بـر مهــاجرت سـلول  ط کشــیو هــم در شـرا  یع ـیصـورت طب 
 يهـا  اسـتفاده از سـلول   ).35(گذارند  یم اثر SVZه یساز در ناح شیپ
ط یهـا بـه نـورون در شـرا     ن سـلول ی ـز ایوند و تمـا یپ يبالغ برا يادیبن

ــان يهــا از روش یکــی یشــگاهیآزما ). 37و36(اســت مطــرح  یدرم
 يهـا  يمـار یدرمـان ب  يط کشت برایو شرا يادیانتخاب نوع سلول بن

  .ن کننده استییتع یه عصبدستگا
  گیري نتیجه

 يهـا  در سلول کینوروتروف يها ان ژنین مطالعه نشان داد که بیا
 یمشـابه بـود؛ ول ـ   یستم عصـب یمختلف س یجدا شده از نواح يادیبن

 يری ـت تکثی ـظرف يدارا SVZه ی ـجدا شـده از ناح  يادیبن يها سلول
 يریخود تکثت یل قابلیبه دل یعصب يادیبن يها سلول .بودند يبالاتر
د ی ـتوانند کاند یک، میان عوامل نوروتروفیز بیو ن يزیت تمایو ظرف
  .وند باشندیپ يبرا یمناسب

  تشکر و قدردانی
ان بـراي  یتا سـلطان ینامه خانم آناه این مقاله حاصل بخشی از پایان

ــد  ــه کارشناســی ارش ــتدر رشــته  اخــذ درج ــرایش  زیس شناســی گ
از دانشـکده   .دامغـان بـود  از دانشـگاه   شناسـی  شناسـی و جنـین   بافت

دانشـگاه دامغـان بـه خـاطر      یستیو پژوهشکده علوم ز یشناس ستیز
ــتن امکانــات       ــایل و در اختیــار گذاش ــه مــواد، وس ــت هزین پرداخ

  .میینما یم سپاسگزاريآزمایشگاهی صمیمانه 
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Abstract 
Background and Objective: Degeneration of neurons in the central nervous system occurs during aging. 
Transplantation of neural stem cells (NSCs) can be preventing the degeneration of neurons. In addition to 
neuronal replacement, with the production of neurotrophic factors, increased survival and proliferation of 
endogenous cells. This study was done to compare the cell proliferation, neurotrophic factors expression 
and features of NSCs harvested from different areas of the central nervous system in vitro. 

Materials and Methods: In this laboratory study NSCs have been harvested from subgranular zone 
(SGZ), subventricular zone (SVZ) and central canal of spinal cord from adult Wistar rats with 
mechanical, enzymatical digestion and subsequently was cultured in α-MEM medium supplemented with 
serum as monolayer or adherent conditions and passaged for 13 times. Immunocytochemistry was used to 
determine expression of the nestin and GFAP markers. Semi-quantitative RT–PCR was used to confirm 
genes expression (NGF, CNTF, NT3, NT4/5, GDNF and BDNF). 

Results: Morphological features of stem cells extracted from different regions of the central nervous 
system were similar in the culture. Doubling time NSCs in the SVZ (37.45 hr) is shorter than in the SGZ 
(44.04 hr) and central canal of spinal cord (57.22 hr). The culture conditions as well as monolayer neural 
stem cells are capable of producing neurospheres. Also, nestin and GFAP markers, expressed by NSCs. 
Neurotrophic gene expression pattern profiles were similar to each other in stem cells extracted from the 
SGZ, SVZ and central canal of spinal cord. 

Conclusion: Neurotrophic gene expression in stem cells extracted from different regions of the central 
nervous system were similar, but proliferation capacity was higher in NSCs, which have been harvested 
from the SVZ. 

Keywords: Neural stem cells, SGZ, SVZ, Central canal of spinal cord, Adherent culture 
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