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هـا از    هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان انساني توانايي تبديل به انواع مختلف سـلول               سلول :زمينه و هدف  
هـا مثـل    تـوان بـه انـواع سـلول     هـا را مـي   ولعلاوه، اين سـل  هب. هاي چربي، استخوان و غضروف را دارند     جمله سلول 

بـا  . هـا گـزارش شـده اسـت        ها به نـورون    هاي مختلفي براي تمايز دادن اين سلول       روش. هاي نوروني تمايز داد    سلول
 ازسازهايي هستيم كه در آنها ميـزان بيـان ماركرهـاي نـوروني بـيش                 صدد توليد پيش   استفاده از يك روش جديد در     

. آسپيراسيون مغز استخوان، از استخوان ايلياك يك مرد بالغ سالم انجام شـد            : روش بررسي . اشدمطالعات انجام شده ب   
. سـرم جداسـازي و كـشت شـدند        % 15 حـاوي    DMEMهاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان در محـيط كـشت            سلول
كتورهـاي رشـد   كـشت و بـا فا    روزهفت به حالت نوروسفر به مدت  4-8هاي بنيادي مزانشيمي بين پاساژهاي       سلول

bFGF, EGF, RA هاي پوشيده شده با لامينين و پلي  روز بر روي پليت14 تا هفت القا شدند و-L- اورنيتين كشت داده 
هـاي فلوسـيتومتري و      هـاي بنيـادي عـصبي از روش        منظور بررسي ميزان بيان ماركرهاي اختـصاصي سـلول         ه ب .شدند

مـاركر  % 90±52/2هـا بعـد از القـا حـدود           يتومتري نشان داد كه سلول    فلوس: ها  يافته. ايمونوسيتوشيمي استفاده گرديد  
مطالعـات ايمونوسيتوشـيمي و     . كنند  را بيان مي   GFAPماركر  % 82/67±05/1ماركر توبولين و    % 1/41±1نستين، حدود   

هـاي   سـلول تيمـار   :گيـري   نتيجه .تغييرات مورفولوژيكي نيز در راستاي نتايج حاصل از آناليزهاي فلوسيتومتري بودند          
هـاي   اين مطالعـه نـشان داد كـه سـلول    . دهد  مثبت را افزايش ميTuj1هاي   تعداد نورونbFGF, EGF, RAمزانشيمي با 

  . دارند و اين مسئله به نوع روش القا بستگي داردin vitroها را در  مزانشيمي توانايي تمايز به نورون
  

  .نوروني، ماركرهاي نوروني، القا، تمايزهاي  هاي بنيادي مزانشيمي، سلول سلول :كليدي كلمات
 

  

  
 بزرگسالان كه امـروزه  )Stem cells( هاي بنيادي از مهمترين سلول

هـاي    توان به سلول    توجه اكثر محققين را به خود جلب كرده است مي         
هـاي   سلول.  اشاره كرد)Mesenchymal stem cells( بنيادي مزانشيمي

كنند   هايي با منشاء مزانشيمي شركت مي       فتبنيادي مزانشيم در ترميم با    
هـاي    لكننده براي سلو    هاي حمايت   ها به عنوان سلول     و البته اين سلول   

ها براي اولين بار      اين سلول . هماتوپويتيك در مغز استخوان نيز هستند     
ــ Petrakovaو  Friedensteinتوســط  دســت  هاز مغــز اســتخوان رت ب
هـا    اي اسـتفاده از ايـن سـلول       ترين منبعـي كـه بـر         در دسترس  1.آمدند

هـا از      گرچـه ايـن سـلول      ،گردد همان مغز استخوان اسـت       پيشنهاد مي 
 جداسازي، تكثير بـه نـسبت       2.منابع ديگري نيز قابل جداسازي هستند     

علاوه بـر ايـن،     . هاست راحت آنها از مزاياي استفاده از اين نوع سلول        
ها توانايي گريـز     لاند كه اين سلو     نشان داده  اكثر مطالعات آزمايشگاهي  

كنند كـه هـر دوي        از سيستم ايمني را دارند و پاسخ ايمني را مهار مي          
 3و4.ها از نكـات مهـم در پيونـد و سـلول درمـاني هـستند                 اين ويژگي 

بنابراين، خصوصيت عدم تحريك پذيري سيستم ايمني آلوژن توسـط          
 سـلول درمـاني توسـط     و دسترسي آسـان هاي بنيادي مزانشيمي  سلول
تحقيقـات اخيـر نـشان داده       .  را توسعه داده است    ها  از سلول  ستهاين د 

هـاي بنيـادي مزانـشيمي عـلاوه بـر تمـايز بـه سـمت                  است كه سلول  
هـاي اكتـودرم و       هاي رده مزودرمـي توانـايي تبـديل بـه سـلول            سلول

توانـايي تمـايزي     5. باشـند   اندودرم را نيز در محيط آزمايشگاه دارا مي       
سال اخير با استفاده از       نوروني در طي چند    هاي ها به سلول   اين سلول 
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، تـاكنون از مـواد مختلـف        گرديـد هاي مختلف القـايي مطالعـه        روش
و يا فاكتورهاي   ) سولفوكسايد متيل القا با مركاپتواتانول و دي    (شيميايي  

    ،Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) رشـــد ســـلولي
Basic Fibroblast Growth Factor (BFGF) ،Epidermal Growth 

Factor (EGF) ،Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) غيـره  و 
 از يـك سـو و       Sanchez12 2000 در سـال     6و8-11.استفاده شـده اسـت    

woodbury13     هاي  هاي مزانشيمي به سلول      از سويي ديگر، تمايز سلول
عصبي را در محيط آزمايـشگاه بـا اسـتفاده از مـواد القـايي شـيميايي                 

 با كشت در    Xiangمذكور نشان دادند، كه اين پتانسيل تمايزي توسط         
   14هاي مولكولي و وسترن بلات تاييد شد آزمايشگاه، با روش

خودي برخـي    هها به صورت خودب    لازم به ذكر است كه اين سلول      
هاي عصبي را مثـل پـروتئين نـستين،     هاي اختصاصي سلول  از پروتئين 

هـاي عـصبي را    فيلامنت اختصاصي سـلول و پروتئين نورو   IIIتوبولين  
ها براي درمان مبتلايـان بـه        توان از اين سلول    بنابراين مي . كنند بيان مي 

هـاي   ضايعات نخاعي بهره جست، اما ايـن مـسئله كـه چقـدر سـلول              
باشند و يا اينكه چه عوارضـي     دست آمده از نظر عملكردي فعال مي       هب

 پـي داشـته باشـد هنـوز در          تواند بعد از پيوند به موجود زنـده در         مي
   8.اي از ابهام است هاله

هـاي بـالغ عـصبي بـه         كه پيوند سلول   يينكته بعدي اينكه، از آنجا    
موجود زنده فاقد كارايي لازم براي بهبود ضايعات وارده بـوده و ايـن              

باشـند، در    هاي تمايز يافته قادر به هماهنگ شدن و تـرميم نمـي            سلول
هـاي   شود از سلول   ب مركزي سعي مي   پيوندهاي ترميمي سيستم اعصا   

هاي متعهـد شـده و در عـين حـال            ساز عصبي كه در واقع سلول      پيش
سـازها بـه سـمت توليـد         در واقع اين پيش   . نابالغ هستند استفاده گردد   

هـاي مـورد نظـر و نيـاز          هاي عصبي بالغ با هدف تمايز به نورن        سلول
 موجـود زنـده بـه       باشند در بدن   اند و قادر مي    براي درمان هدايت شده   

هاي مورد نظر تمايز يافته و در عين ترميم منطقـه آسـيب ديـده                سلول
   .مراحل بلوغ خود را طي كرده و جزيي از منطقه مذكور گردند

  
  

  

بـوده و در آزمايـشگاه      نگـر     اي آينده   مداخلهنوع  مطالعه حاضر از    
هاي بنيادي، پژوهشكده رويان جهاد دانـشگاهي از تـاريخ           تمايز سلول 

 مـورد اسـتفاده     شـيميايي  مـواد  . به انجام رسيده اسـت     1387 تا   1386
   :عبارت بودند از

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Gibco12800-
116), FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco 10270-106), Pen/strep 
(15070-063 GIBCO, 100U/ml), Trypsin/EDTA 0.025% (Gibco, 
25300), Ascorbic acid-2-phosphate (sigma, A8960), 
Dexamethazone (sigma, D4902), Glycerol-2-phsphate (sigma, 
G9891), Formalin (Sigma, 11-0705), Alizarin red (sigma, 
A5533), Indomethacin (Sigma, I7378), Oil Red (Sigma.O0625), 
Neurobasal medium (Gibco, 21103), B27 (Gibco, 17504-044), 
Insulin-Transferrin-Selenium (Gibco, 51300-044), L-Glutamine 
(Gibco, 25030), MEM NEAA (Gibco, 11140), Poly-L-Ornithine 
(sigma, P4957), Laminin (sigma, L2020), para-formaldehyde 
(sigma, 16500), bFGF (sigma, F0291), EGF (sigma, E9642), 
Retinoic acid (Sigma, R4643), CD 73 (BD pharmgen 550257), 
CD45 (MACS 130-080-202), CD105 (R&D, FAB10971P), GFAP 
(Chemicon MAB3402), Tuj1 (Sigma, T5293), Goat anti-mouse 
IgG FITC (chemicon AP308F), Triton X100 (9002-93-1)              

 Nestin (chemicon, 92590)هــاي بنيــادي  ن مطالعــه از ســلولدر ايــ
ــد    ــتفاده ش ــسان اس ــتخوان ان ــز اس ــشتق از مغ ــشيمي م ــد از . مزان بع

كه عمـل    (آسپيراسيون مغز استخوان از محل استخوان ايلياك فرد بالغ        
آسپيراسيون در بيمارستان شهيد بهشتي تهران و با رضـايت فـرد اهـدا          

ه آسـپيره   ها نمون  ، به منظور جداسازي اين سلول     )كننده صورت گرفت  
بـا اسـتفاده از       و Fiedler1 و   Fickert آزمايشگاه مطـابق روش    شده در 
اي بافـت مغـز    هاي تـك هـسته     سلول) شيب غلظت سوكروز  ( فايكول

هاي مخصوص كشت سلول كـشت       استخوان جداسازي و در فلاسك    
 حاوي  DMEMهاي جداسازي شده به محيط كشت        سلول 1داده شدند، 

تومايسين منتقل شـدند و بعـد از اينكـه           استرپ -سيلين و پني  سرم% 15
صورت يك لايه كاملا پوشش دادنـد،        هها سطح ظرف كشت را ب      سلول

 داده شد و بعد از حدود سه پاساژ كه           پاساژ EDTA -با آنزيم تريپسين  
براي كشت در مقياس بالا مورد استفاده       دست شد    جمعيت سلولي يك  

اليزهاي سلولي مـورد     براي آن  7-10و بين پاساژهاي     1و15و16قرارگرفت
هـاي بنيـادي مزانـشيمي        به منظور شناسايي سلول    .استفاده قرار گرفت  

. مورد استفاده در اين مطالعه از روش فلوسيتومتري نيـز اسـتفاده شـد             
 را بـه ميـزان    CD73, CD105هاي سطح سلولي  از شاخصها اين سلول

 ـ  CD45  شاخص سـطح سـلولي     كنند و در مقابل    بالايي بيان مي   ن  در اي
ژن اختـصاصي    مراحل فلوسايتومتري براي آنتي   . شود ها بيان نمي   سلول
هــا جــزء  ژن لازم بــه ذكــر اســت ايــن آنتــي( هــاي مزانــشيمي ســلول
  : به شرح زير بود )باشند هاي سطح سلولي مي ژن آنتي

ــا محلــول شستــشوي مخــصوص   ســلول ــا پــس از شستــشو ب ه
به ) باشد  مي EDTA 058/0%سرم و   % PBS  ،1كه حاوي     (فلوسيتومتري  

فيكس گرديد و در مرحلـه بعـدي بـا          % 4يد  ي دقيقه با فرمالد   30مدت  
بـوده و بـه    CD73, CD45, CD105هاي مورد نظر را كه شامل  بادي آنتي

 روش بررسي
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بادي ثانويه فلورسانس متصل بودند انكوبه    صورت مستقيم به يك آنتي    
هـاي   بـادي  آنتـي   و 10  بـه مـدت    CD45بـادي    آنتيانكوباسيون  . شدند

CD105, CD73هـا   دقيقه بود و بعد از فيكس مجدد سلول 40  به مدت
 Bectinبا پارافرمالدئيد يك درصد توسط دستگاه فلوسايتومتري مـدل 

Dekenson8/2 افزار  و نرمWin MDI    از . مـورد بررسـي قـرار گرفتنـد 
ان يمي توانايي تمايز به بافت استخو     هاي بنيادي مزانش   كه سلول  يآنجاي

حصول اطمينـان از تـوان      در ادامه به منظور     باشند،   ميو چربي را دارا     
هـاي   توانايي تمايزي آنها به سـلول     ،  هاي استخراج شده   سلولتمايزي  

براي بررسـي تمـايز بـه       . استخواني و چربي مورد بررسي قرار گرفت      
هاي بنيادي مزانشيمي بعد از تيمار آنزيمي        هاي استخواني، سلول   سلول

 خانه منتقل شـدند، بعـد از         شش هاي ليت به پ  2cell/cm100 با غلظت 
هاي بنيادي مزانـشيمي      روز كشت در محيط معمول كشت سلول       هفت

 ـ   كه در بالا به آن اشاره شد و زماني         طـور كامـل بـا     هكه سـطح پليـت ب
سلول پوشيده شد محيط كـشت مـذكور را بـا محـيط القـايي حـاوي                 

DMEMــوي ــيدµg/ml50  محت ــكوربيك اس ــسفات، -2- آس  nM10 ف
ــازون، دكزا ــسفات  -nM10، 2مت ــسرو ف ــد و گلي ــود تعــويض گردي ب
 روز در اين محيط نگهداري شدند، محيط القايي         21ها به مدت     سلول

بعـد از اتمـام دوره القـايي بـراي          .  بار در هفته تعويض شد     سهمذكور  
هـاي اسـتخواني از      هاي بنيادي مزانشيمي به سـلول      اثبات تمايز سلول  

هـا بـه     ده گرديد كه براي اين كـار سـلول        آميزي آلزارين رد استفا    رنگ
 دقيقـه بـا     15 فيكس و بعد بـه مـدت       %10 دقيقه در فرمالين   10مدت  

هـاي   بدين ترتيب سـلول   . رنگ آلزارين رد در دماي اتاق انكوبه شدند       
تمايز يافته به استخوان به علت وجود رسـوبات كلـسيمي در حـضور              

هـاي   مايز بـه سـلول    براي بررسي ت  . آيند مي اين رنگ به رنگ قرمز در     
سازي و بعـد از هفـت روز كـشت در         ها آماده  چربي، مطابق بالا سلول   

هاي بنيادي مزانـشيمي بـه محـيط القـايي حـاوي             محيط معمول سلول  
DMEM غنــي شــده بــا µg/ml50،ايندومتاســين  nM100زامتــازون گ د

. هاي چربي تمايز پيـدا كردنـد        هفته به سلول   سهمنتقل شدند و بعد از      
هـاي چربـي از      ور نـشان دادن نـواحي تمـايز يافتـه بـه سـلول             به منظ 
ها به مـدت   آميزي سلول استفاده شد در اين رنگ Oil Redآميزي  رنگ

هـاي   نواحي كه به سلول . انكوبه شدند oil red%5/0 دقيقه با رنگ 15
گليسيريدهاي موجود   علت واكنش تري   هچربي تمايز پيدا كرده بودند ب     

 17.آمدنـد   به رنگ قرمز درoil redافته به با رنگ هاي تمايز ي در سلول
هاي عصبي، بعـد     هاي بنيادي مزانشيمي به سلول     به منظور تمايز سلول   

ــا غلظــت از تريپــسينه كــردن ايــن ســلول  بــه 2cell/cm104×15 هــا ب
 كه حاوي محـيط     %1 هاي كشت باكتريايي پوشيده شده با آگارز       ظرف

و به مدت هفت روز تحـت        سرم بود منتقل شده      %10 كشت نوروني، 
. قرار گرفتنـد  µM2  و رتينوئيك اسيد ng/ml20bFGF, hEGFتيمار با 

هاي مـذكور بـه صـورت        ها چند ساعت بعد از انتقال به ظرف        سلول(
محـيط كـشت    ). آينـد  هاي مجتمعي به نـام نوروسـفر در مـي          جمعيت

در نهايت به منظور بررسـي     .بار تعويض گرديد   مذكور هر دو روز يك    
 -هاي القا شده بعد از تيمار نوروسفرها با آنـزيم تريپـسين            يز سلول تما

EDTA             و از هم گسستن ساختارهاي مجتمع نوروسـفري بـه صـورت 
 هـاي   بـه پليـت    2cell/cm105×1-5/0 هاي منفرد، آنها با غلظـت      سلول
اورنيتـين و لامينـين منتقـل و در          -ال - خانه پوشيده شده با پلي     شش

 روز  هفـت اكتورهـاي القـايي بـه مـدت         محيط كشت نوروني فاقـد ف     
ژن اختـصاصي    مراحل فلوسـايتومتري بـراي آنتـي      . نگهداري گرديدند 

سازي و فيكس اوليـه      مراحل آماده  :هاي عصبي به شرح زير بود      سلول
باشـد بـا ايـن       مـي هاي سطح سلولي      شناسايي شاخص مشابه پروتكل   

نيازمنـد  تفاوت كه به دليل سيتوپلاسمي بودن ماركرهاي تحت بررسي      
 15ها به مدت     ، بدين ترتيب بعد از فيكس سلول      مراحل بيشتري است  

 دقيقـه بـا سـرم       15 نفوذپذير شده و به مـدت        -100X دقيقه با تريتون  
اي  بادهاي اوليه شامل پـروتئين اسـيدي رشـته         آنتي .انكوبه شدند % 10

 اضافه  1:50  با غلظت  Nestin،  200/1 با غلظت  Tuj1 و   )GFAP(گليال  
 Goatبـادي ثانويـه   شستشو، آنتـي   دقيقه نگهداري و60بعد از شده و 

anti-mouse IgG FITCدقيقـه نگهـداري   30اضافه و 100/1  با غلظت 
 دستگاه فلوسـايتومتري  با بعد از تثبيت با پارافرمالدئيد يك درصد   .شد

 .بررسـي شـد   Win MDI 8/2افـزار    و نـرم  Bectin Dekensonمـدل 
و مرحلـه قبـل از القـا و بعـد از تيمـار              هـا در د    يتومتري سـلول  افلوس

هاي ايمونوفلورسانس در اين مطالعـه در    بررسي .انجام شد ) نوروسفر(
هاي پليت شده در     و سلول ) ها بعد از تيمار    سلول( دو مرحله نوروسفر  

سيتوشـيمي بـه شـرح زيـر        مراحـل ايمونو  . ز هفتم، صورت گرفت   رو
دقيقه تثبيت   10  به مدت  %4 ها با محلول پارافرماالدئيد    سلول: باشد مي

 به مدت پـنج دقيقـه در دمـاي          X، 2/0%-100 با محلول تريتون   شد و 
 60 و رقيـق  Tuj1، GFAPبـادي اوليـه    اتاق نفوذپذير و سپس بـا آنتـي    

 Goat بادي ثانويه بعد از شستشو آنتي. انكوبه شد ºc37 دقيقه در دماي

anti-mouse IgG FITCهـاي اوليـه    يباد  بر عليه آنتي200/1  با غلظت
  . نگهداري گرديدºc37 اضافه شده و به مدت يك ساعت در دماي
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 1/0 تـا    001/0هـاي بنيـادي مزانـشيمي         كه ايـن سـلول     يياز آنجا 
دار مغز استخوان انـسان را تـشكيل         هاي هسته   درصد از جمعيت سلول   

هـاي اوليـه بـه صـورت جمعيـت ناخـالص              لـذا در كـشت     2،دهند  مي
آينـد، در    ر پاساژهاي بعدي بـه صـورت خـالص در مـي           باشند و د   مي

هاي مزانشيمي از لحاظ مورفولـوژيكي شـبيه         هاي خالص سلول   كلوني
در ايـن  ). 1شـكل  ( باشند مي )دوكي شكل (هاي فيبروبلاست    به سلول 

هـاي مزودرمـي     مطالعه به منظور حصول اطمينان از توان تمايز به رده         
هـاي بافـت     ها به سلول    سلول هاي كشت شده در آزمايشگاه اين      سلول

ــا رنــگ  هــاي  آميــزي اســتخوان و چربــي تمــايز داده شــدند و بعــد ب
قبلا گفته شد كه  ).1شكل ( اختصاصي درستي اين ادعا به اثبات رسيد     

 را بـه ميـزان    CD73, CD105هاي سـطح سـلولي   شاخصها  اين سلول
 در ايـن    CD45  شاخص سـطح سـلولي     كنند و در مقابل    بالايي بيان مي  

بنابراين در ابتداي كار براي اطمينان از درصـد         . شود ها بيان نمي   لولس
هاي بنيادي مزانشيمي فلوسيتومتري ماركرهـاي مـذكور         خلوص سلول 

 در حـدود CD105  بـادي   نشان داد كـه آنتـي  انجام گرفت نتايج حاصل
87/98%،  CD73 هاي مورد آنـاليز داراي بيـان    سلول% 30/81در حدود
ايـن  % 37/0 تنهـا در     CD45بادي   حالي است كه آنتي   باشد و اين در    مي

 دهنـد  هاي انجام نشان مـي     ، علاوه بر اين بررسي    گردد ها بيان مي   سلول
 ها به صـورت ذاتـي توانـايي بيـان برخـي از ماركرهـاي         كه اين سلول  

 ، كـه نتـايج    باشند هاي عصبي را در حد پائين دارا مي        اختصاصي سلول 
  ماركرهاي اختصاصي نستيناد كه دحاصل در مطالعه حاضر هم نشان 

  
  

  

  
  
  

  
  
  
  
  
كـشت اوليـه    a): :الف، هاي بنيادي مزانشيمي و خصوصيات آنها سلول: 1 -شكل
هـا در محـيط     پاسـاژهاي بعـدي سـلول    b)اي مغز اسـتخوان  هسته هاي تك سلول

 تمـايز   c). )تـوان تمـايزي   بررسـي   (. قابـل توجـه    درصد خلوص    با،  آزمايشگاه
  .هاي مزانشيمي به چربي تمايز سلول d)ي به استخواني هاي مزانشيم سلول

ــدود  ــدود GFAP و% 73/4در ح ــدود % 54/0 در ح ــولين در ح و توب
توانـد   اين نتـايج مـي    ) 2شكل   (.گردند ها بيان مي   در اين سلول  % 42/0

هـاي بنيـادي     هاي تخليص شده، سـلول     دهنده آن باشد كه سلول     نشان
.  ميانگين تكرارها ارائه شده است     به صورت ، نتايج   باشند مزانشيمي مي 

 روي ساختارهاي نوروسـفري بعـد       هاي فلوسيتومتري  در ادامه بررسي  
 و رتينوئيك اسيد نشان     bFGF  ،EGF  با ه روز هفتاز اتمام دوره القايي     

هـاي   توجه بيان ماركرهاي اختصاصي سلول     با افزايش قابل  كه  دهد   مي
) %41 بـه    %42/0 از IIIن  و توبولي  %90به  % 4از   ماركر نستين ( نوروني
پليت كردن اين ساختارها در ظـروف    و بعد از  ) 3شكل(  هستيم مواجه

 تغييـرات  روز بـا     به مدت هفت    اورنيتين -L پوشيده شده با لامينين و    
 م سلولي وـدن سيتوپلاس ـكشيده ش ه  ـي از جمل  ـ فاحش يـمورفولوژيك

اتفـاق   ها نوروني ها مشابه آنچه كه در سلول      كوچك شدن جسم سلول   
 هـاي ايمونوفلورسـانس،    آميـزي  و در ادامه رنگ    مواجه هستيم    افتد، مي

هـاي نـوروني مثـل نـستين و          هاي اختـصاصي سـلول     ينيحضور پروت 
  تغييـرات ).4 شـكل  (داهـا نـشان د    را در اين سـلول     GFAPتوبولين و   

  ها ن سلولـت ايـها نشان دهنده تغيير ماهي مشاهده شده در اين سلول
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
 37/0(%CD45، (b )87/98(%CD105، (c( a)ين يميـــزان بيـــان پـــروت: 2 -شـــكل

)30/81(%CD73  هاي مزانشيمي   در سلول .d(      يني ميـزان بيـان پـروت) 54/0(%GFAP 
 ميـزان بيـان    )f قبل از تيمـار،  Nestin%)73/4( يني ميزان بيان پروت )eقبل از تيمار،   

   قبل از تيمارTuj1%)42/0 (ينيپروت

هايافته

c 
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 سـاختار    )b نوروني حاصل از القا سلول بنيادي مزانشيمي       سلول شبه  a): 3 -شكل
 سـلول  )c . از سلول بنيادي مزانشيمي القا شـده در آزمايـشگاه    حاصلنوروسفري  

عصبي مشتق از سلول بنيادي مزانشيمي در حال تمايز به سلول عصبي، هفـت               شبه
 بيـان    )e. %)90(ين نستين بعد از القـا       ييان پروت  ميزان ب   )d. روز بعد از تيمار سلولي    

  .)%1/67( القا  بعد ازGFAPين ي ميزان بيان پروت)f. %)41 (   بعد از القاتوبولينين يپروت

  
هـا بعـد از     تمايز اين سـلول .بعد از قرار گرفتن در معرض تيمار است 

ي هيچ مـاده القـاي      و از  بودهخودي   هصورت خودب  هاتمام تيمار القايي ب   
   .نگرديده است منظور داشتن جمعيت عصبي بالغ استفاده هخاصي ب

  
  

  بـسياري از   (hMSC) هاي بنيادي مزانـشيمي مغـز اسـتخوان        سلول
ها قادرند كه    اين سلول . دهند بنيادي را نشان مي    هاي هاي سلول  ويژگي

 هـاي مختلـف مزانـشيمي      در شرايط آزمايـشگاهي بـه انـواع دودمـان         
اي و غيرمزانشيمي ماننـد      ، غضروفي، ماهيچه  هاي چربي  همچون سلول 

 مطالعات مختلفي در زمينه تمايز ايـن       19.هاي نوروني تمايز يابند    سلول
 اولـين  6و8-11.هـاي نـوروني صـورت گرفتـه اسـت          ها به سـلول    سلول
 هـاي  هاي بنيـادي مزانـشيمي بـه سـلول         ها در زمينه تمايز سلول     تلاش

         كــار را بــا اســتفاده  آغــاز شــد وي ايــن woodburyنــوروني توســط 
  يـي انسانـهاي بنيادي مزانشيم ل وـ روي سلDMSOمركاپتواتانول و  از

 نوروني در سلول شـبه نـوروني         هاي اختصاصي سلول   ينيحضور پروت : 4 -شكل
   ماركرهـاي اختـصاصي سـلول      IHC :مشتق از سلول بنيادي مزانشيمي القـا شـده        

 فـاز   ) b ايمونوفلورسـنت ماركرنـستين،  )a. عصبي در حال بلوغ بعد از هفت روز
 فـاز كنتراسـت     )d ايمونوفلورسنت براي ماركرتوبولين،     )cكنتراست همان نمونه،    

  . فاز كنتراست همان نمونه)GFAP ،f  ايمونوفلورسنت براي ماركر)eهمان نمونه، 

  
 اگر چه تغييرات مورفولوژيكي محسوسي      انجام داد و مشاهده كرد كه     

باشـد   مـدي نمـي  آافتد ولي اين القا روش كار ها اتفاق مي  در اين سلول  
 به هر حـال     13.هاي حاصل از نظر عملكردي غيرفعال بودند       زيرا سلول 

با اين گـزارش اولـين نويـد در زمينـه كـاربردي كـردن ايـن نـوع از                    
در ادامـه     .هـاي بنيـادي در درمـان ضـايعات نخـاعي داده شـد              سلول

Guillermo هـاي رشـد    با اسـتفاده از فاكتورbFGF, forskolin  و تهيـه 
 و تركيبـي از     A ليـزين و كانكـاوالين       -Lهاي   بستر مناسبي از پروتئين   

هـاي بنيـادي مزانـشيمي مـوش       هاي شيميايي توانست سـلول     ندهكن  القا
وي . هاي عصبي تمايز دهـد     به سلول % 60را تا حدود     )Rat(صحرايي  

هـاي مزانـشيمي    ژنمكانيسم مولكولي اين تمايز را خاموش شدن بيان    
 Andreas herman 8.هاي نوروني عنـوان كـرد   در مقابل شروع بيان ژن

 ,bFGFنيز توانستند با استفاده از محيط فاقد سرم و فاكتورهـاي رشـد  

بحث

f

d

b

c d

e f 

b a 
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EGF      هـاي   هـا بـه صـورت سوسپانـسيون سـلول           و كشت ايـن سـلول
هـاي مزانـشيمي    مجتمعي مشابه ساختارهاي نوروسـفيري را از سـلول   

 ـ   MSCآنها متوجـه شـد كـه         .ددست آورن  هب % 4-3طـور عـادي      ه هـا ب
كنند و بعد از القايي كه با استفاده از          پروتئين نستين را در خود بيان مي      

ند توانستند درصد بيان    دها انجام دا   فاكتورهاي رشد بر روي اين سلول     
ايـن در حـالي بـود كـه         . افزايش دهنـد  % 87اين پروتئين را به حدود      

كه به صورت مجتمع كـشت شـده        (دست آمده    هساز ب  هاي پيش  سلول
هاي بالغ نوروني را     هاي اختصاصي سلول   هيچ كدام از پروتئين   ) بودند

هـا را كـه بـه حالـت نوروسـفير            بعد از اين القا سلول    . كردند بيان نمي 
 2-10  و بعد از حـدود     ندددرآمده بودند به صورت تك لايه كشت دا       

رهـاي تمـايزي خـاص مثـل        هـا و اعمـال فاكتو      هفته پاساژ اين سلول   
BDNF و GDNF  ــا ــستند ت ــيتي و % 45توان ــوژي آستروس % 42مورفول

آنچه به عنوان نكته شاخص اين مطالعـه اعـلام          . نوروني را ايجاد كنند   
هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان بـه          شد اين بود كه سلول    

 را هـاي عـصبي   هاي بنيادي جنيني قابليت تبديل به سـلول        مانند سلول 
تـوان مـشابه     هـاي مغـز اسـتخواني را مـي         اين گـروه از سـلول     . دارند

ــلول  ــ  س ــه ب ــصبي ك ــادي ع ــاي بني ــروي   هه ــاختارهاي ك صــورت س
آيند، كـشت داد و فنوتيـپ ايـن سـلولها مـشابه              در مي ) نوروسفيري(

اسـت كـه متفـاوت از        forebrainسلولهاي پيش ساز نوروني مشتق از       
توان اميـدوار بـود      مي بوده و    نشيميهاي بنيادي مزا   ماهيت اوليه سلول  

  9.هاي حاصل از اين روش القايي فعال و عملكـردي باشـند            كه نورون 
هاي مختلف القـا ايـن دسـته از          به همين ترتيب مطالعه بر روي روش      

هاي بنيادي به منظور استفاده از آنها در درمان ضـايعات نخـاعي         سلول
ارائه شده و تاريخچه موجود     با توجه به مطالب      11و20-22.ادامه پيدا كرد  

هـاي نـوروني     هاي بنيادي مزانـشيمي بـه سـلول        در زمينه تمايز سلول   
توان به اين نتيجه رسيد كه در واقع دو نوع القـا سـريع و طـولاني                  مي

مدت براي القا چنين تمايزي وجود دارد كه دسته اول با استفاده از در              
در مواجه با مـواد     ها به مدت چند ساعت       معرض قرار دادن اين سلول    
گيرد و نوع دوم القـا كـه بـه مـدت زمـان               شيميايي خاص صورت مي   

بيشتري نياز داشته و با دوامتر هم بوده و سـلول را كمتـر در معـرض                 
. باشـد  دهد روش القا با استفاده از فاكتورهاي رشد مي         استرس قرار مي  

 ـ   نشان داد كه بـه    مختلف  هاي   نتايج حاصل از بررسي    دسـت   همنظـور ب
وردن نتيجه مناسب لازم است كه از تركيبـي از فاكتورهـاي رشـد و               آ

لـذا بـا توجـه بـه        . عوامل شيميايي براي نيل به اين هدف استفاده كرد        

 در bFGF, EGFاينكه در مطالعات گذشته استفاده از فاكتورهاي رشـد  
هـا در    به راه انـداختن مـسيرهاي آبـشاري درون سـلولي ايـن سـلول              

ي نوروني به اثبات رسيده بود، اين دو فاكتور در          ها تمايزشان به سلول  
 8و9. مورد استفاده قـرار گرفتنـد       ما نيز  روش القايي ذكر شده در مطالعه     

هاي بنيادي مزانشيمي    مسائل حائذ اهميت در القا تمايز سلول       از ديگر 
هاي آستروسـيتي   ها به رده سلول   هاي عصبي، تمايز اين سلول     به سلول 

تايج حاصل از تحقيقات گـزارش شـده در زمينـه           با توجه به ن    23.است
القاي سلولهاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان بـه سـلولهاي            
عصبي و تجربيات موجود در آزمايشگاه، در بررسي حاضر سعي شـد            

كه  طوري هها انتخاب گردد، ب    تا روش كارامدتري براي القاي اين سلول      
 از . به ميزان مناسبي بـالا بـرد       هاي نوروني را   بتوان درصد توليد سلول   

يك اسـيد منجـر بـه هـدايت         يهمين لحاظ با توجه به اينكه ماده رتينو       
گـردد   ساز عصب مي   هاي پيش  هاي نوروني از سلول    مسير توليد سلول  

هـاي آستروسـيتي از      وجود آمدن دودمـان    هو عدم حضور آن موجب ب     
 يك ماده القـايي     عنوان هبنيز  يك اسيد   ي لذا رتينو  10شود ها مي  اين سلول 

اسـتفاده  هاي نوروني در اين القـا مـورد          به منظور افزايش توليد سلول    
ها علاوه بر اينكه، بايد به لحاظ مورفولـوژيكي          اين سلول . قرار گرفت 
هـاي نـوروني را      هاي اختـصاصي خـصوصيات سـلول       ينيو بيان پروت  

. استداشته باشند در عين حال، فعال بودن آنها هم مسئله قابل تاملي             
هاي بنيادي مزانشيمي سبب كـاربرد آنهـا در درمـان            اين توانايي سلول  

كننده سيـستم عـصبي مركـزي        هاي تخريب  ها از جمله بيماري    بيماري
در مطالعـه حاضـر،     . مانند جراحـات مغـزي يـا نخـاعي شـده اسـت            

هــاي بنيــادي مزانــشيمي انــساني بــه منظــور بــه دســت آوردن  ســلول
 و bFGF، EGFه از فاكتورهــاي رشــد هــاي نــوروني بــا اســتفاد ســلول

 رتينوئيك اسيد به مدت هفت روز تحت تيمـار القـايي قـرار گرفتنـد،              
هاي مزانشيمي مورد مطالعه بعـد از تيمـار          لازم به ذكر است كه سلول     

هـا بـه     آنزيمي با غلظت سـلولي ذكـر شـده در بخـش مـواد و روش               
د منتقـل   هايي كه سطح چسبنده آنها با آگـارز پوشـيده شـده بـو              پليت

شــدند و در نتيجــه بعــد از گذشــت حــدودا دو ســاعت ســاختارهاي 
اسفيري شكل گرفتند كه اين ساختارها به مدت هفت روز تحت تيمار       

هاي شاخص ايـن     اند، يكي ديگر از تفاوت     القايي ذكر شده قرار داشته    
مطالعه در مقايسه با مطالعات قبلي حذف مرحله آغازين براي تشكيل           

تر القا شـده و در       باشد كه منجر به انجام سريع      ري مي ساختارهاي اسفي 
تـوان بيـان     گردد از اينرو مي    ضمن به جلو انداختن مراحل تمايزي مي      
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بعـد از روز    هـاي عـصبي در آناليزهـاي         فاكتورهاي اختصاصي سـلول   
برخـي از   . هـاي رشـد مـورد مـشاهده قـرار داد          هفتم تيمار بـا فاكتور    

ــان فاكتورهــايي   ــر بي ــل تحقيقــات اخي  را در Tubulin-IIIو  GFAPمث
 در  25.انـد  هـاي عـصبي بـه اثبـات رسـانيده          سازي سـلول   مراحل پيش 

 ـ     هاي تمايزي انجـام شـده تمـايز سـلول          بررسي صـورت   ههـا كـاملا ب
 .خودي و بدون دخالت هيچ فاكتور القايي ديگـري بـوده اسـت       هخودب

در هـاي انجـام شـده از طريـق فلوسـيتومتري             نتايج حاصل از بررسي   
نشان داد كه با استفاده از اين روش القايي ميزان بيان           حله نورسفري   مر

به % 4از  (ساز عصبي مثل نستين به ميزان قابل توجهي          ماركرهاي پيش 
و عــلاوه بــر ايــن مــسئله، ميــزان بيــان   اســت افــزايش داشــته%) 90

كه آغاز بيـان آنهـا از مراحـل    هاي نوروني    هاي شاخص سلول   پروتئين
افـزايش     %)41( نيز   IIIمثل توبولين   ل مشاهده است    سازي هم قاب   پيش

ين شاخص  يهاي ذكر شده بيان پروت     ينييافته است، البته علاوه بر پروت     
 ـ    GFAPهاي گليالي مثل     سلول ميـانگين  (شان داده اسـت      نيز افـزايش ن

هـاي   بررسـي ). بـود % 67 در ايـن مطالعـه حـدود         GFAPين  يبيان پروت 
نورسـفرهاي القـا شـده و        كـه در بـين    آماري انجام شده نيز نشان داد       

هـاي   بيان ماركرهاي اختصاصي سلولاز نظر ، بررسي تحتپليت شده   
 دهـد كـه     امـر نـشان مـي     ايـن    .داردن وجود   داري عصبي تفاوت معني  

 دارايهـا تـصادفي نبـوده و         افزايش بيان ماركرهاي عـصبي در سـلول       
 واقعي  هاي بيشتر در شناسايي هويت      بررسي انجام .استروند منطقي   

ايـن  . رسد  نظر مي    ضروري به  هاي آنها  هاي القا شده و توانمندي     سلول
 ،بررسـي خـصوصيات غـشا     ،  ها ي سلول ژارزيابي الكتروفيزيولو با   امر

هــاي   نــورون واقعــي و يــا روشامــشخص كــردن درصــد تــشابه بــ
هـاي   يني ارزيابي بيان پروت   درهاي مولكولي    ساير روش  بلات و  وسترن

هـا بـه     در نهايـت بـا پيونـد ايـن سـلول     .گيـرد  مي صورت  اختصاصي
سازي شده و رديابي آنها بعد از پيونـد بـه            حيوانات آزمايشگاهي مدل  

هـاي   درك مناسبي از كارا بودن اين روش القايي و اسـتفاده از سـلول             
   . حاصل از آن در درمان ضايعات نخاعي دست پيدا كرد
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Background: Human bone marrow mesenchymal stem cells (hMSCs) can differentiate 
into several types of mesenchymal cells, including osteocytes, chondrocytes, and 
adipocytes, but can also differentiate into non-mesenchymal cells, such as neural cells, 
under appropriate experimental conditions. Until now, many protocols for inducing 
neuro-differentiation in MSCs in vitro have been reported. In this study, we induced 
differentiation into neural phenotype in the hMSCs population by new protocol. In this 
treatment, hMSCs could express neural markers more than other reports, associating 
with remarkable morphological modifications.   
Methods: The Bone marrow specimens were aspirated from the iliac crest of normal 
men. hMSCs were isolated and cultured in DMEM containing 15% FBS. Between 4-8 
passages conversion of hMSCs into neurosphere-like structures and induction this cells 
to nerve precursors in the low-attachment plastic bacterial dishes with bFGF, EGF & RA 
were initiated. After seven days terminal neural differentiation was initiated by plating 
the cells on poly-L-ornithin and Laminin coated dishes. Cells were differentiated for 7-
14 days. We used flowcytometry and immunocytochemistry analysis for assessment of 
specific neural stem cell markers in induced cells. 
Results: Flowcytometery analysis showed that after induction, 90±2.52 percent of the 
cells will express neuronal marker Nestin and about 41±1 percent of the cells will 
express Tuj-1 and about 67±1.05 percent of the cells will express GFAP. 
Immunocytochemistry and morphologically modifications revealed the same results.  
Conclusion: Results showed that hMSCs treatment with bFGF, EGF & RA the number of 
Tuj1 neurons. These data confirmed that hMSCs can exhibit neuronal differentiation 
potential in vitro, depending on the protocols of inducement.  
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