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سومايتهاي جنين جوجه در محيط آزمايشگاهي القاي نوروني سلولهاي بنيادي جنيني موش به دنبال هم كشتي با  بررسي:هدف

، به روش قطره آويزان اجسام شبه Royan B1لاين جنينياز سلولهاي بنيادي.اين مطالعه به روش تجربي انجام شد: مواد و روشها

 اسيد رتينوئيك اضافه  به برخي از آنها2- /2/+2+شدند و براي بررسي پتانسيل توليد نورون از آنها مطابق با پروتكل  تهيه(EB)جنيني

1:1هاي آلجنيت حاوي سومايت به نسبت در نهايت دانه.  سومايتها از جنين جوجه جدا شده و در محلول آلجنيت قرار داده شدند.شد

. هم كشتي داده شدند1:4و 

، 3/35، 8/82ترتيب برابر  و كنترل به 1:1سومايت ، 1:4سومايت ، RAي حاوي نورون در گروههايهاEB ميانگين تعداد :ها يافته
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ها و سومايتRAزمان ظهور نورون نيزدر گروه .  بيشتر بود1:1 نسبت به گروه1:4نوروني در آنها شوند و اين تاثير سومايتها در گروه 
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  مقدمه
 هستند كه از جنين     2پرتواني  سلولهاي 1ادي جنيني سلولهاي بني 

 اين سـلولها واجـد      ]2و  1[آيند    مي قبل از لانه گزيني به دست     
بـسيار   3دو ويژگي بسيار مهم هستند؛ اول اينكه توان نوسـازي         

  كـه  هـستند سلولهاي تمايز نيافته اي      دوم اينكه  و بالايي دارند 
 اكتودرم، مـزودرم     زاياي جنيني يعني   هاي  لايهبه   تمايز   توانايي

  . ]3[دارند و آندودرم را 
و  سـاختارهاي سـه بعـدي      بـا ايجـاد      سلولهاي بنيادي جنينـي   

در اغلـب مـوارد مـدل        4بنام اجسام شبه جنينـي    شكلي   كروي
براي بررسي ابعاد مختلف مراحـل اوليـه         آزمايشگاهي مناسبي 

ابزار توانمنـدي   شوند و     مي محسوب  پستانداران تكامل جنيني 
بـه مطالعـه    توان بـا اسـتفاده از آنهـا           مي سازند كه   مي مرا فراه 

حوادث مختلف تكوين جنيني و فرآيندهاي القـا و تخصـصي           
ــه    5شــدن ــدن در مراحــل اولي ــاي مختلــف ب ــلولها و بافته س

پديـده نـوروژنز و ظهـور سـلولهاي          .]4[تكوينشان پرداخـت    
عصبي و مكانيسمهايي كه در اين پديده دخالت دارنـد نمونـه            

چـرا كـه     است؛  از اين فرآيند القاء و تخصصي شدن       آشكاري
توليد و تخصص يافتگي سلول عصبي يك فرآيند چند مرحله          
اي است كه اولين مرحلـه آن القـاي عـصبي اكتـودرم جنينـي               

  .]5[است 
توان با اسـتفاده از       مي امروزه روشهاي مختلفي وجود دارند كه     

تيمـار  . رداختآنها به توليد نورون از سلولهاي بنيادي جنيني پ        
، روش انتخاب دودمان    ]6[ (RA) اين سلولها با اسيد رتينوئيك    

 و نيـز    ]8[ 7، روش حذف سرم   ]7[ 6به واسطه فاكتورهاي رشد   
 BMP2  ،Shhاستفاده تركيبي از برخي از فاكتورهاي رشد مانند         

________________________ 

1 . Embryonic stem cells (ES Cells)  
2 . Pluripotential cells  
3. Self-renewal  
4 . Embryoid bodies (EBs)  
5. Specification 
6. Growth factor – mediated lineage selection 
7  .  Serum - free medium 

ــز Wnt3aو  ــد   Wnt و RA ،FGF و ني ــه روشــهاي تولي از جمل
يكـي از   . ]10و9[هـستند   نورون از سـلولهاي بنيـادي جنينـي         

آنهـا بـا     8مهمترين روش توليد نورون از اين سلولها هم كشتي        
سلولها يا بافتهاي خاصي مثل سـلولهاي اسـترومايي مـشتق از            

و 12[ SDIA9 ،]11[ مزونفروس جنينـي  – گناد –ناحيه آئورت   
از عقده ريشه پشتي نخاع جنين       10نيز محيط فراهم شده     و ]13

  . است ]15[  و آستروسيت]14[جوجه 
يي از سـلولهاي مـزودرم پاراگزيـال        هـا   توده سومايتهاي جنيني 

آنهـا يكـي از   . هستند كه در مجاورت لوله عصبي قـرار دارنـد     
 در بدن جنين هستند و فاكتورهاي ديگـري را          RAتوليد   منابع

كنند كـه تمـايز نـوروني را در نـورواپي             مي نيز توليد و ترشح   
 بنابراين باعث توليد نـورون      شوند،  مي سبب تليوم لوله عصبي  

. ]17و  16[شوند    مي نورواپيتليوم از سلولهاي پيش ساز عصبي    
 نورواپيتليال صفحه عـصبي در ابتـدا ماهيـت سـري            سلولهاي

تحت تاثير عوامـل ترشـحي سـومايت در          .دارند) مغز قدامي (
خلفي و   مغزهاي مياني، (جنين جوجه اين سلولها ماهيت دمي       

رها سـاختن    همچنين با  سومايتهاي جنيني . كنند  مي پيدا) نخاع
رتينوئيدها و عوامل ترشحي ديگر هويت نورونهاي حركتي را         

از طرف ديگر در    . ]18[كنند    مي در مناطق مختلف نخاع تعيين    
ي عـصبي   هـا   آنها باعث فعال كردن القا كننده      جنين دوزيستان 

 بنابراين با توجه به نقش القايي سـومايت در     ]19[شوند    مي نيز
تمايز عصبي در ايـن مطالعـه آثـار القـايي سـومايتهاي جنـين               

تـا مـشخص     جوجه را بر سلولهاي بنيادي جنيني بررسي شـد        
توانند علاوه بر تمايز عـصبي در بـدن           مي شود كه آيا سومايتها   

ي باعث القاي نوروني سلولها     نيز در محيط آزمايشگاهي   جنين
القايي سومايت  بنابراين براي بررسي آثار       شوند؟ بنيادي جنيني 

از هم كشتي آنها با اجسام شـبه جنينـي حاصـل از سـلولهاي               
  . بنيادي جنيني استفاده شد

________________________ 

8 . Co-culture  
9 . Stromal cell derived inducing activity 
10. Conditioned medium 
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  مواد و روشها
  كشت سلولهاي بنيادي جنيني 

 Royan B1 دودمـان   سلول بنيادي جنيني موش3 × 105 تعداد
 درصد روي فيبروبلاستهاي   CO2 6درجه سانتي گراد و      37در  

 , K-DMEMبا مايتومايسين در محيط  تيمار شده يجنيني موش

ES-FCS 15%، 1 ميلي  1/0، ميلي مولار اسيد آمينه غيرضروري
درصـد پنـي    1،   گلوتامين –درصدال  1،  مركاپتواتانل–مولار بتا   

عامل مهاركننده لوسمي  U/ml 1000سيلين و استرپتومايسين و 
(LIF) 1كشت داده شدند .  

  

  (EB)تهيه اجسام شبه جنيني
 از سـلولهاي فيبروبلاسـتي   ES ,سـازي سـلولهاي   پس از جدا 

 حـاوي   μL20  قطـرات  2 به روش قطـره آويـزان      EBبراي تهيه   
 ،K-DMEM , ES-FCS 10% سلول در هر قطره در محيط 1000

–ميلـي مـولار بتـا        1/0،  ميلي مولار اسيد آمينه غيرضروري     1

درصـدپني سـيلين و     1،   گلوتـامين  –درصـدال   1،  مركاپتواتانل
) محيط كشت سوسپانسيون  ( LIFين بدون حضور    استرپتومايس

برروي درب ظروف كشت باكتريايي به مـدت دو روز كـشت            
  ).EBمرحله تشكيل (داده شدند 

  

  جداسازي سومايت از جنين جوجه
مرغ بومي اصـفهان   تخم مرغهاي نطفه دار از مركز اصلاح نژاد   

 درجــه ســانتي گــراد و رطوبــت نــسبي 38تهيــه شــدند و در 
جنينهاي جوجه مطابق بـا جـدول    اري شدند تا  درصد نگهد 60

 سـومايتي 10– 5بـه مرحلـه      ]20[ ميلتونها  –مبورگر  ها  تكاملي
جـدا شـده و در محـيط         سپس جنينهـا از سـطح زرده      . برسند

Leibovitz's (L15) ي هـا  بـراي تفكيـك لايـه   .  قرار داده شـدند

________________________ 

1- Leukemia Inhibitory factor 
2 - Hanging drop method  

اكتودرمي، مزودرمي و آندودرمي از هم و جداسـازي راحـت           
 بـا  Dispase آنزيم ml 4 دقيقه در5جنينها به مدت     ،تر سومايتها 

 قرار داده شدند و پس از خنثي شدن اثر آنزيم           mg/ml1غلظت  
، سـومايتها در زيـر استرئوميكروسـكوپ بـه     L15: FCS توسط

  .جدا شدند كمك سوزنهاي انسوليني از جنينهاي جوجه
  

   حاوي سومايت3ي آلجينيتها تهيه دانه
ها قرار بگيرند تمايل دارنـد      EBاورت  چنانچه سومايتها در مج   

به همين دليل بـراي جلـوگيري از ادغـام          . به آنها متصل شوند   
براي . آنها، سومايتها در داخل محلول آلجينيت قرار داده شدند        

 ميلـي   100 گرم پودر آلجينيـت در       2/1مقدار   انجام اين عمل،  
تـا محلـول آلجينيـت        حل شـد   NaCl مولار   15/0ليتر محلول   

 پس از دو بار شستشوي سـومايتها در . دبه دست آيددرص2/1

PBS ،قطــرات  فاقــد كلــسيم و منيــزيمLμ 15 – 20 محلــول 
 10بـه مـدت     ) ي آلجينيـت  هـا   دانـه (آلجينيت حاوي سومايت    

ايـن  . قرار داده شـدند   CaCl2 ميلي مولار  102دقيقه در محلول    
بـه   NaCl مـولار    15/0 بار شستشو در محلول      2 پس از    ها  دانه

 EB 1:1 بـه  وه تقسيم شدند؛ گروهي كه نسبت سومايتدو گر
 EBو گروهي كه نسبت سومايت بـه     ) 1:1گروه سومايت   (بود  
ي هـا   در يـك گـروه نيـز دانـه        ). 1:4گروه سـومايت    ( بود   1:4

ي آلجينيـت   هـا   در نهايت دانه  . آلجينيت فاقد سومايت تهيه شد    
 به ظـروف حـاوي محـيط       EBهر سه گروه براي هم كشتي با        

 روز در   4وسپانسيون انتقـال داده شـدند و بـه مـدت            كشت س 
 CO26 درجه سـانتي گـراد و        37  در شرايط  ها  EBمجاورت با   

  ). مرحله سوسپانسيون(درصدنگهداري شدند 
  

  EB گسترش و تمايز
ي آلجينيت  ها  و دانه  با سومايتها  هاEB روز هم كشتي     4پس از   

________________________ 

3- Alginate beads   
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 خانـه اي پوشـش      24ها به ظـروف كـشت       EBفاقد سومايت،   
 محيط كشت L μ 350درصد ژلاتين كه حاوي1/0 ده شده بادا

K-DMEM ES-FCS 5%، 1 ميلي مولار اسيد آمينه غيرضروري ،
،  گلوتـامين  –درصـدال   1،   مركاپتواتانـل  –ميلي مولار بتـا      1/0
در ) محيط كشت تمايزي  (درصدپني سيلين و استرپتومايسين     1

در . دهر خانه بود منتقل شدند تا پس از گـسترش تمـايز يابن ـ            
كـشتي بـا    -هـا كـه تحـت هـم         EBتعدادي از    گروه كنترل نيز  

 روز  4 قرار نگرفته بودند پـس از        ي آلجينيت ها  و دانه سومايت  
  . سوسپانسيون به اين ظروف انتقال داده شدند

نقـش  ) M6-10 ( در غلظتهاي بـالا  RA) (رتينوئيك  چون اسيد
 ]21و6[در القاي نوروني سلولهاي بنيادي جنينـي دارد          موثري

ها اين گروه به    EB بررسي پتانسيل القاي نوروني      برايبنابراين  
 در ايـن گـروه  . عنوان گروه كنترل مثبـت در نظـر گرفتـه شـد      

 روز 4هــا در مرحلــه سوسپانــسيون بــه مــدت EBتعــدادي از 
 تحت تاثير يك ميكرومـول      ]21[ 2-/2/+2+مطابق با پروتكل    

)M6-10 (all-trans RAيـن پروتكـل بـه    بر طبق ا.  قرار گرفتند
، )2-( تشكيل شـدند     ها  RA  ،EBمدت دو روز و بدون حضور       

و پـس از     )2(+اضـافه شـد      RA  روز به آنها   2سپس به مدت    
 روز ديگرتحت 2به مدت  هاEB  مجدداً تعويض محيط كشت

كليـه   EB در نهايت القاي نوروني ) .2(+ قرار گرفتند RA تاثير
  .گروهها ارزيابي شد

  
  ايمونوسيتوشيمي

EB               30ها پس از دو بار شستشو با محيط فاقد سرم بـه مـدت 
تثبيـت    درجه سانتي گراد   4درصد در   4دقيقه در پارافرمالدئيد    

 25 بـه مـدت      PBS/Tween20پس از سه بار شستشو با       . شدند
درجـه   37هـا در  EB.  تاثير داده شدTriton X-100دقيقه برآنها 

 normal goat serum %10  سـاعت بـا  1سانتي گـراد بـه مـدت    
بـا    درجه سانتي گراد   4 در   overnight بلوك شده و به صورت    

                                           آنتــــــــي باديهــــــــاي اوليــــــــه بــــــــر ضــــــــد
mouse anti-β-tubulin III monoclonal antibody (Sigma T8660)، 

mouse anti-Map-2 monoclonal antibody (Sigma M1406)  و 
mouse anti –Nestin monoclonal antibody (Chemicon MAB353) 

هـا  PBS/Tween20 ،EB پس از سه بار شستشو با. انكوبه شدند
 درجــه ســانتي گــراد در معــرض 37 ســاعت در 2بــه مــدت 

secondary fluorescein-conjugated anti-goat IgG (FITC) 
(Chemicon AP124F) پس از سه بار شستـشو بـا   . قرار گرفتند

PBS/Tween20     هسته سلولها با PI    بعـد از    " رنگ شد و مجددا
بـه كمـك ميكروسـكوپ     PBS/Tween20سه بـار شستـشو بـا     

ــنس  ــدل Olympusفلوروس ــزار  BX51 م ــرم اف ــا ن  Olysia و ب
  .عكسهاي لازم گرفته شد

  
  جداسازي و كشت مجدد رزتها

بـه كمـك سـوزن       اين سـاختارها  ،  EBپس از ظهور رزتها در      
و در محيط كشت      جدا شده  ها  EBاز  انسوليني و پيپت پاستور     

از روش هضم آنزيمي نيـز      .  كشت داده شدند   "تمايزي مجددا 
در ايـن روش ابتـدا بـه        . براي كشت مجدد رزتها استفاده شـد      

EB  دقيقـه اضـافه     3تريپسين به مـدت      ي حاوي رزت آنزيم   ها 
 در "سوسپانسيون سلولي مجددا،  PBSشد و پس از شستشو با       

  .  داده شدندمحيط كشت تمايزي كشت
  

  تجزيه و تحليل آماري 
 SEMپس از تعيين    ،  نتايج به دست آمده در اين مطالعه تجربي       

± Mean با استفاده از نرم افزار ها داده SPSS و بـه  5/11 نسخه 
مورد تجزيه و تحليـل   Tukey One-way ANOVAآزمون  كمك

  .قرار گرفت
  

  ها يافته
  القاي نوروني اجسام شبه جنيني

 يي كـه  هـا   EBآن دسـته از      ،هـا   EBسي القاي نوروني    براي برر 
ي حـاوي   ها  EBدرصدنورون توليد كردند به عنوان      10بيش از   

اين مطالعـه نـشان داد كـه تعـدا د           . نورون در نظرگرفته شدند   
ي گروه كنترل به نورون تمايز يافتند       ها  EBدرصد از  8/4 3/2±
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ــالي كـــه ايـــن ميـــزان در گـــروه آلجينيـــت  كمتـــر  در حـ
ميـانگين تعـداد    ).1نمـودار ( P>0.05) (بـود   )درصد8/1±8/1(

EB  03/6 (1:1گـروه سـومايت      ي تمايز يافته به نـورون در      ها 
گروههـاي كنتـرل و آلجينيـت بـود          بيـشتر از   )درصد±05/21

.(P<0.05)            از طرف ديگر به دنبال افزايش نسبت سـومايت بـه 
EB     تعداد بيشتري از    ،  1:4 در گروه سومايتEB  رون بـه نـو    ها

  تمايز يافتند 
بيـشترين درصـد     با اين حال،  ). 1نمودار) (درصد35 /6/5±3(

EB  در گـروه   ي تمـايز يافتـه بـه نـورون،        هاRA) 7/3 ± 8/82 
  ). 1نمودار (>P) 0.001(مشاهده شدند ) درصد

  

  زمان تمايز به نورون 
ي مختلـف بـه دنبـال ظهـور         هـا   زمان تمايز به نورون در گروه     

تمـايز سـلولهاي    .  ثبـت شـد    هـا   EB در   اولين فنوتيپ نوروني  
 روز 10بنيــادي جنينــي بــه نــورون در گــروه كنتــرل بعــد از  

 بــود در حــالي كــه ايــن تمــايز در دو گــروه هــا EBگــسترش 
ــسترش 8حــدود  1:4 و 1:1ســومايت  ــد از گ ــا EB روز بع  ه

اگرچه نورونها در گروههاي سـومايت زودتـر از         . مشاهده شد 
 در داري بين آنها    معنياختلاف  گروه كنترل مشاهده شدند ولي      
 RAفنوتيپ نوروني در گروه     . زمان ظهور نورون مشاهده نشد    

 >P) 0.01) ( روز 3 ± 54/0(سريعتر از ساير گروهها ظاهر شد       
  ).2نمودار (
  

تشخيص بيان آنتي ژنهاي سـلولهاي پـيش سـاز     
  عصبي و نورونها

براي بررسي تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به سـلولهاي پـيش           
بيان آنتي ژن خاص اين سلولها يعني نـستين كـه            ساز عصبي، 

مطالعات نشان  . نوعي رشته حدواسط عصبي است ارزيابي شد      
 بيان خـوبي    1:1 و   1:4دادند اين آنتي ژن در گروه سومايتهاي        

 ).1شكل (داشت ولي بيان آنها در گروه كنترل بسيار كم بود 
  

            
  

              
بيان ) Bسلولهاي پيش ساز عصبي در گروه سومايت  ميكروسكوپ فاز كنتراست از تصوير ) A نستين  در گروههاي سومايت و كنترل نشانگر بيان .1شكل 

 م ك بيان بسيار D)سلولهاي بنيادي جنيني در گروه كنترل  و  ميكروسكوپ فاز كنتراست  از  تصوير C)نستين در سلولهاي پيش ساز عصبي گروه سومايت 
  ميكرو متر50: ، بارنستين در سلولهاي گروه كنترل

A B

DC



  

  القاي نوروني سلولهاي بنيادي جنيني

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 5, Winter & Spring 2008 

237237

ضـد   براي بررسي بيان آنتي ژنهاي نوروني نيز از آنتي باديهاي         
MAP- 2 توبولين– و بتا  III   در گروههاي كنتـرل، سـومايت و 

RA     بيـان ايـن آنتـي ژنهـا در گـروه           ). 2شـكل   (استفاده شـد

ا در  بيشتر از گروه كنترل بود ولي بيشترين بيـان آنه ـ          سومايت
  ).2شكل ( مشاهده شد RAگروه 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  بيان RA  (B) تصوير فاز كنتراست از نورونهاي حاصل از سلولهاي بنيادي جنيني در گروه ) RA   ، A نورونهاي حاصل از گروههاي سومايت و .2شكل 
 تصوير فاز كنتراست از  نورونهاي C)  تصوير زوائد نوروني در اين گروه است، تراسكادر كوچك بالا و سمت .  RA  در گروه III  توبولين–نشانگر بتا 

   ميكرومتر100: ، بار  در آنMap-2  بيان نشانگر (D)حاصل از سلولهاي بنيادي جنيني در گروه  سومايت و

 
   1ظهور ساختارهاي شبيه به لوله عصبي

  
 ـ         ي در  نتايج حاصل از اين مطالعه بيانگر ظهور ساختارهاي رزت

________________________ 

1- Rosette structure  

اين ساختارها  . اجسام شبه جنيني در هر دو گروه سومايت بود        
شــبيه لولــه عــصبي بودنــد كــه در وســط جــداراپيتليالي ايــن 

ايـن  . خورد  مي يك حفره مركزي به چشم     ساختارهاي لوله اي  
   مـــشاهده نـــشدندRAســـاختارها در گروههـــاي كنتـــرل و 

  ).3شكل (
  

A

C D

B
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A 

ي هـا   EBمي از   رزتها به صورت مكانيكي و آنزي      با جدا سازي  
 روز كـشت مجـدد در محـيط         3 – 2گروه سومايت و پس از      

). D 3 شـكل (رزتها به نورون تمايز پيدا كردند  كشت تمايزي،

ي گروه كنتـرل نيـز    ها  EBي سلولي وسط    ها  براي مقايسه، توده  
جدا و كشت داده شد و هيچ گونه نوروني از آنهـا بـه دسـت                

  .نيامد
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 تصوير ميكروسكوپ فازكنتراست از ساختارهاي رزتي در گروه A) رزتهاي حاصل از اجسام شبه جنيني در گروه سومايت و تمايز نوروني در آنها، .3كل ش
سام شبه  جداسازي رزتها از اجMAP-2 ، (C تصوير ميكروسكوپ فلوروسانس از رزتها پس از رنگ آميزي ايمونوسيتوشيمي با آنتي بادي ضد B).  سومايت

   ميكرومتر40: ، بار  ظهور نورون به دنبال كشت مجدد رزتهاD)جنيني  و كشت مجدد آنها در محيط كشت تمايزي  و 
  
 

  بحث 
 عصبي به محل ضايعه      چنانچه مستقيماً  ي بنيادي جنيني  سلولها

و   ممكن است باعث ايجاد تراتوكارسينوما شوند      ،تزريق شوند 
 به خود تمايز يابند تعـداد       در محيط آزمايشگاهي خود    چنانچه
شوند؛ بـه همـين دليـل         مي كمي از آنها به نورون تبديل     بسيار  

شود به كمك عوامل القاگر عصبي ابتدا اين سلولها به            مي سعي
سلولهاي پيش ساز عصبي يا نورون تبديل شـده و سـپس بـه              

تركيب دقيق عوامـل   با اين حال  . ]5[د  محل ضايعه تزريق شون   
ر فنوتيپ تمايزي خاصي از جمله نورون رشدي كه باعث ظهو 

شود به طور دقيق شناخته نـشده         مي از سلولهاي بنيادي جنيني   

D

A

C

B
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بـا اسـتفاده از محـيط        شود  مي ؛ به همين دليل سعي    ]11[است  
يا هم كشتي مستقيم بافتها و سـلولهاي مختلـف از            فراهم شده 

بـا  ] 13و12 [و سـلولهاي اسـترومايي  ] 15[جمله آستروسـيتها  
   .باعث توليد نورون از آنها شوند سلولهاي بنيادي

  

  
  

هاي حاوي نورون در گروههاي EB مقايسه ميانگين درصد .1نمودار 
  . مختلف

  

نسبت گروهي كه :  1:1گروه بدون هم كشتي و تيمار، سومايت : كنترل
گروهي  :1:4 بود، سومايت 1:1   به صورت EBتعداد سومايت به تعداد 

گروه : RAبود و  1:4  به صورت EBد سومايت به تعداد نسبت تعداكه 
 كنترل و  اختلاف معني دار با  گروه  ،a   تحت تيمار با اسيد رتينوئيك،

گروههاي سومايت،  اختلاف معني دار با  ،bو    p<0.05) (  آلجينيت
     (n=4-6) (P<0.001) كنترل و آلجينيت 

  
د تعامـل بـين     سيستمهاي هم كشتي روش مناسبي بـراي ايجـا        

 بافتهاي متفاوت هستند و در اين ميان بافتهـاي جنـين جوجـه            
براي ارزيابي پتانـسيل تكـاملي بافتهـاي جنينـي مـوش ابـزار              

) Fontanie-perus(فونتاني پروس . ]22[رسند   ميمناسبي به نظر 
و همكارانش با استفاده از هم كشتي بافتهاي جنينهاي جوجـه           

 بررسـي نحـوه تكـوين       و موش مـدل تجربـي مناسـبي بـراي         
و  )Plachta(همچنـين پلاتـا     . ]24و23[سومايتها ارائـه كردنـد      

همكارانش دريافتند كه سلولهاي بنيادي جنيني بـه دنبـال هـم            
توانند به نورون تمـايز يابنـد         مي كشتي با بافتهاي جنين جوجه    

]25[.  

 بـا اسـتفاده از      2005و همكارش در سال     Kitazawa) (كيتازاوا  
 (DRG)ي ريشه پشتي نخـاع      ها  فراهم شده از عقده   تاثير محيط   

ي حاصل از سلولهاي بنيـادي  ها  روزه جوجه بر كلوني8جنين  
جنيني توانستند سبب القـاي نـوروني در ايـن كلونيهـا شـوند              

و همكارانش نيز بـه دنبـال هـم كـشتي           ) Sugie(سوگي  . ]14[
توانـستند   شبكيه چشم جنين جوجه با سلولهاي بنيادي جنيني       

ايــن . ]22[توليــد فتورســپتورها از ايــن ســلولها شــوند ســبب 
ترشـحات قابـل     كنند كـه    مي مطالعات همگي اين نكته را بيان     

توانند با تغيير محيط      مي انتشار حاصل از بافتهاي جنين جوجه     
اطراف سلولهاي بنيادي جنيني باعث ظهور فنوتيپ نوروني در         

  . اين سلولها شوند
  

  
  

 زمان ظهور نورون  از اجسام شبه جنيني در   مقايسه ميانگين.2نمودار
  گروههاي مختلف

  

نسبت گروهي كه :  1:1گروه بدون هم كشتي و تيمار، سومايت : كنترل   
گروهي   :1:4 بود، سومايت 1:1   به صورت EBتعداد سومايت به تعداد 

گروه : RAبود و  1:4  به صورت EBنسبت تعداد سومايت به تعداد كه 
 اختلاف معني دار با  ساير گروهها ، a اسيد رتينوئيك،تحت تيمار با

p<0.01)  ((n =4-5)  
  

از طرف ديگر سومايتهاي جنيني با رهـايي اسـيد رتينوئيـك و          
فاكتورهاي ديگر باعث توليد نـورون از سـلولهاي پـيش سـاز             

بررسـيها ي صـورت     . ]17و  16[شـوند     مي نورواپيتليوم عصبي
دوزيستان سـومايتها قـدرت     دهند كه در جنين       مي گرفته نشان 

پتانـسيل   در ايـن مطالعـه    بنـابراين  ].19[القاي عصبي را دارند     
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القاي نوروني سومايتهاي جنين جوجه به دنبال هم كـشتي بـا            
سلولهاي بنيادي جنيني بررسي شد تا مـشخص شـود كـه آيـا              
سومايتها علاوه بر تمايز نوروني سلولهاي پيش ساز عصبي در          

نند باعث القاي توليد نورون از سـلولهاي        توا  مي محيط بدن آيا  
از آنجـايي كـه      .شـوند  بنيادي جنيني در محـيط آزمايـشگاهي      

 در محـيط كـشت      EBسومايتها تمايل زيادي براي اتـصال بـه         
دارند بنابراين براي جلوگيري از اين ادغام، سومايتها در داخل          

بيـانگر   نتايج به دسـت آمـده    . داده شدند جينيت قرار   لآمحلول  
اي نوروني سلولهاي بنيادي جنينـي تحـت تـاثير سـومايت            الق

از تـاثير محـيط       با نتايج حاصـل    ها  اين يافته ). 1نمودار  (است  
بـر   2و كيـست شـنوايي     1مغـز خلفـي   ،  از سومايت  فراهم شده 

در . ]26[سلولهاي بنيادي مغز استخوان موش نيز مطابقت دارد         
ند تحـت   مطالعه مذكور سلولهاي بنيادي مغز استخوان توانـست       

تاثير ترشحات حاصل از بافتهاي جنيني فـوق الـذكر فنوتيـپ            
تاثير سومايت به تنهايي     اگرچه نوروني را از خود نشان دهند،     

 در حالي كه در مطالعه حاضر تـاثير سـومايت         . نشان داده نشد  
از طرف ديگـر در مطالعـه      . به تنهايي مورد بررسي قرار گرفت     

نـين جوجـه پـس از       بافتهاي شـبكيه چـشم ج     ) Sugie(سوگي  
و روش انتخاب دودمان و به  RAها به كمك EBالقاي نوروني 

دست آوردن سلولهاي پيش ساز عـصبي بـا ايـن سـلولها هـم        
 در صورتي كه در مطالعه حاضـر هـيچ          ]22[ كشتي داده شدند  

صـورت   EBگونه القاي نوروني قبل از هم كشتي سومايت بـا           
ه توانـست سـبب   نگرفت و تنها تاثير ترشحات سومايت بود ك 

   .ها شودEBتوليد نورون از 
ي آلجينيـت حـاوي     هـا   از آنجا كه سومايتها بـراي توليـد دانـه         

سومايت در داخل محلول آلجينيت قرار داده شدند، به منظـور           
هـا  EB  بر فرآيند نوروژنز يك گـروه از ها دانه اين بررسي تاثير 

آمـده   قرار داده شدند و نتايج به دسـت          ها  تحت تاثير اين دانه   

________________________ 

1. Hindbrain   
2 . Otocyst 

كه اين دانه هـيچ گونـه تـاثيري در فرآينـد توليـد               نشان دادند 
نورون از سلولهاي بنيادي در محـيط آزمايـشگاهي نداشـتند و      

ي هـا   تاثير سومايت ناشي از حضور خود سومايت بود نه دانـه          
  . آلجينيت

 در غلظتهاي بالا  RA دهد كه   مي بررسيهاي صورت گرفته نشان   
ر سلولهاي بنيادي جنينـي شـود       تواند سبب القاي نوروني د     مي

به عنـوان گـروه كنتـرل        RAدر مطالعه حاضر نيز گروه        .]21[
مثبت يراي ارزيابي پتانسيل القـاي نـوروني سـلولهاي بنيـادي            
جنيني در نظر گرفته شد و نتايج به دست آمده نـشان داد كـه               

توانـستند بـه    )  درصـد  8/82 ± 7/3 (هـا   EBدرصد فراواني از    
 در غلظت بالا RAدليل اين امر آن است كه . ندنورون تمايز ياب 

تاثير مـستقيمي    به عنوان يك فاكتور مورفوژنيك    )  مولار 6-10(
 داشت و توانست تمايز عصبي را در آنها القـا نمايـد             ها  EBبر  

 از ترشحات حاصـل از      ها  EBسومايت،  در صورتي كه در گروه      
 و از   هم كشتي با سومايت براي تمايز بـه نـورون بهـره گرفتنـد             

بسيار  )رتينوئيدها مانند(آنجايي كه ترشحات حاصل از سومايت 
؛ بنـابراين در گـروه سـومايت        ]27[كم و در حد نانومولار است       

 ± 03/6( بـه نـورون تمـايز يافتنـد          هـا   EB درصد كمتري از     1:1
از تعـداد بيـشتري سـومايت        بنابراين .>P) 0.001) (درصد05/21

نتاج به دست آمـده نـشان      . ه شد ها استفاد EBبراي القاي نوروني    
تـاثير   ،1:4  بـه  1:1 از   EBداد كه با افزايش نـسبت سـومايت بـه           

ي حاوي نورون افـزايش  ها EBالقايي سومايتها بر ميانگين درصد   
 6/5( ها به نورون تمايز پيدا كردنـد        EBيافته و تعداد بيشتري از      

 RAبـاز هـم نـسبت بـه گـروه            ولي) 1نمودار  ) (درصد35 /3 ±
   .>P) 0.001( به نورن تمايز يافتند ها EB د كمتري ازدرص

مقايسه زمان تمايز سلولهاي بنيادي جنيني به نورون نيز نـشان           
كنترل از روز دهم بـه بعـد فنوتيـپ نـوروني             كه در گروه   داد

ــن نتيجــه  ظــاهر ــه راجــن  شــدند و اي ــا مطالع        و Rathjen)( ب
 ســومايت،در گــروه  .همخــواني داشــت] 29و28 [(Lake)لاك

 فــرق 1:1و  1:4زمــان ظهــور نــورون در دو گــروه ســومايت 
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بـود   اما سريعتر از اين زمان در گـروه كنتـرل         ،  چنداني نداشت 
هـيچ تفـاوت     با اين حال  ). هاEBهشت روز پس از گسترش      (

در گروههـاي سـومايت بـا     معني داري بين زمان ظهور نورون    
سـلولهاي   RAدر گـروه    ). 2نمودار  (گروه كنترل مشاهده نشد     

 روز  3بنيادي جنيني سريعتر از ساير گروههـا و ظـرف مـدت             
مـشابه    كه اين نتيجـه    >P) 0.01( توانستند به نورون تمايز يابند    

  . ]6[ بود و همكارانش )Bain(با نتايج حاصل از مطالعه با ين 
هايي كـه بـا سـومايتها هـم كـشتي داده            EBيكي از ويژگيهاي    

ايــن . هــا بــودEB در شــدند ظهــور ســاختارهاي رزت ماننــد
  در سلولهاي بنيـادي جنينـي انـساني ديـده          "ساختارها معمولا 

 شوند و به عنوان اولين نشانه تمايز عـصبي در نظـر گرفتـه              مي
سلولهاي موجود در رزت شبيه سـلولهاي منـشوري         . شوند مي

هاي گروههـاي سـومايت    EBهمين ساختارها در    . ]30[هستند  
و كـشت    EBدا شـدن از   مشاهده شدند و توانستند پـس از ج ـ       

لي و همكارانش ظهـور رزتهـاي        .به نورون تمايز يابند    مجدد،
 روز بعـد از     10تـا  8سلولهاي بنيادي جنينـي انـساني را طـي          

 روز بعــد ســلولهاي 5-4گــسترش گــزارش كردنــد كــه طــي 
 .]30[يابنـد     مـي  منشوري رزتي حول يك حفره مركزي تجمع      

در  سترش بـه بعـد    گ ـ در مطالعه حاضر نيز رزتها از روز هفتم       

EBگروه سومايت ظاهر شدند و تـا روز دهـم سـلولهاي             هاي
  .منشوري حول يك حفره مركزي تجمع يافته بودند

دهـد اگرچـه نـسبت بـه          مـي  نتايج حاصل از اين مطالعه نشان     
 بـه دنبـال هـم كـشتي بـا           هـا   EB تعـداد كمتـري از       RAگروه  

 ص شـد در محـيط     خ مـش  امـا ،  سومايت به نورون تمايز يافتند    
آزمايشگاهي سومايتهاي جنين جوجه پتانسيل القاي نوروني را        

عـصبي   به عنوان يـك كـانون سـيگنال دهنـده         قادرند   دارند و 
از . باعث توليد نورون از سلولهاي بنيادي جنيني موش شـوند         

توانند سبب ظهور ساختارهاي رزتي       مي سومايتها طرف ديگر، 
 در سـلولهاي    همانند آنچه كه   در سلولهاي بنيادي جنيني موش    

اينكـه سـومايتها بـا      . شود گردند   مي بنيادي جنيني انساني ديده   
چه مكانيزمي سبب بروز چنين تغييراتي در سـلولهاي بنيـادي           

كه اميدواريم در آينـده بـه آن         شوند موضوعي است    مي جنيني
  .اشاره شود

  

  تقدير و تشكر 
م انجـا  پژوهـشكده رويـان    اين مطالعه با استفاده از منابع مالي      

مراتـب تقـدير و      شده است و نويسندگان مقاله بـدين وسـيله        
  .آورند  ميبه عمل تشكر خود را از پژوهشكده رويان
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