
  
 ها به نورون و سلول گليال  و تمايز آنيساز مشتق از فوراسكين انسان هاي پيش جداسازي سلول

 

 
 1389، آذر9 ، شماره68ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

  
  
 

 

  ها به نورون و سلول گليال  و تمايز آني انسانفور اسكينساز مشتق از  هاي پيش جداسازي سلول

  
  

  
  2امران منصوريك، 1ميترا بختياري
  1، يوسف صادقي*3علي مصطفايي
  5، رستم قرباني4هادي مظفري

  6مصطفي رضايي طاويراني
  

 آناتومي و بيولوژي، دانشگاه علوم گروه -1
  .، تهران، ايرانيي شهيد بهشتكپزش

  

  ارشناس ارشد هماتولوژيك -2
 گروه ايمونولوژي -3

  ارشناس ارشد بيوشيميك -4
  

ي، دانشگاه علوم كز تحقيقات بيولوژي پزشكمر
  .رمانشاه، ايرانك، رمانشاهكي كپزش

  

گروه آناتومي و بيولوژي، دانشگاه علوم  -5
 .رمانشاه، ايرانك، رمانشاهكي كپزش

ئوميكس، دانشگاه علوم ز تحقيقات پروتكمر -6
  .، تهران، ايراني شهيد بهشتيكپزش

  

ز تحقيقات بيولوژي كرمانشاه، مرك :نويسنده مسئول*
  6714869914: ي، سرخه ليژه، كد پستيكپزش

  0831-4276473: تلفن
email: amostafaie@kums.ac.ir 

 01/08/1389:     تاريخ پذيرش14/06/1389: تاريخ دريافت مقاله                                                                            

 

دست  ه از كشت درم پستانداران بهكساز هستند  ساز مشتق از پوست نوعي سلول پيش هاي پيش سلول :زمينه و هدف
 منبع كان يعنو ها به دستيابي به اين سلول. كنند  نوروني و مزودرمي را توليد ميةآمده و در محيط كشت دو رد

 .باشد مختلف سيستم عصبي مي هاي درمان بيماري مناسبي در ساز عصبي، گزينه هاي پيش اتولوگ و در دسترس سلول
 در انساني پوست از مشتق ساز پيش هاي سلول تمايز و تكثير كشت، جداسازي، نحوه اندازي راه منظور به مطالعه اين

 تقسيم و پس از كوچك انساني به قطعات فور اسكينهاي پوست  هابتدا نمون: روش بررسي .است شده انجام كشور
هاي حاصله در شرايط تمايزي  پس از پاساژ پنجم با كشت سلول. شت داده شدندكثيري كهضم آنزيمي در محيط ت

.  استفاده شدRT-PCRهاي ايمونوسيتوشيمي و  ها از تكنيك براي شناسايي هويت سلول .انجام شد عصبي، تمايز
 بررسي كرار بيولوژيكهاي اختصاصي در سه ت بادي آميزي با آنتي  تمايز به نورون و سلول گليال پس از رنگتوانايي

 مثبت مشاهده شدند كه ماركرهاي M - توبولين مثبت و نوروفيلامنتβ- III هاي پس از تمايز، سلول :ها يافته .شد
 مثبت ديده S100  مثبت وGlial fibrillary acid protein (GFAP)هاي  همچنين سلول. اختصاصي سلول عصبي هستند

خصوصيات مورفولوژيك نيز ماهيت . شوند  گليال بيان ميهاي سلولطور اختصاصي در  ه اين ماركرها بهكشدند 
از پوست دست آمده  بههاي  سلول: گيري  نتيجه.عنوان نورون و سلول گليال تاييد نمود هاي تمايز يافته را به سلول

  .شت، بسته به شرايط القايي محيط توانايي تمايز به نورون و سلول گليال را دارندكساني در محيط  انفور اسكين

  .عصبي  عصبي، نورون، سلول گليال، تمايزةساز مشتق از پوست انساني، رد پيش: ليديكلمات ك
 

  
ردن كيدا هاي سيستم عصبي، پ  بالاي آسيببا توجه به شيوع نسبتاً

 سلول كه حاوي يك منبع بافتي مناسب با قابليت دسترسي آسان كي
عنوان  تواند به هاي عصبي باشد، مي  مولد سلول(Precursor) ساز پيش
 1.هاي سيستم عصبي مطرح باشد اري مناسب در درمان بيماريكراه
هاي بنيادي عصبي، بافت   سلولةترين منبع بافتي جهت تهي رايج

هاي اخلاقي   استفاده از آن علاوه بر محدوديتهكجنيني است 
ل كه سلول مرك دانستن اين 2.دنبال دارد لات پيوند هترولوگ را بهكمش

، در پوست ) حسي با خصوصيات سلول عصبيةنوعي گيرند(
ساز در   نوع سلول پيشكشود، احتمال وجود ي بزرگسال توليد مي

 3. باشد مطرح نمودهاي عصبي ه قادر به توليد انواع سلولكپوست را 
 منبع اتولوگ بالقوه و در كعنوان ي تواند به ه پوست ميكاين فرضيه 

  اشد، ـبي مطرح بـساز عص هاي پيش ابي به سلولـدسترس جهت دستي

  

ساز مشتق از پوست  هاي پيش  شناسايي سلولبررسي شده و منجر به
Skin derived Precursors (SKP) لول ها نوعي س  اين سلول4-6.گرديد

سازهاي  ه از انواع ديگر پيشكزا هستند  ساز چند ظرفيتي درون پيش
دنبال   بهSKP هاي سلول. باشند شناخته شده در پوست قابل افتراق مي

دست آمدند و با  شت درم از پوست پستانداران نوزاد و بزرگسال بهك
 نوروني و ةشت دو ردكپتانسيل تمايزي چند دودماني، در محيط 

ساز مشتق از پوست  هاي پيش سلول 7-10.ردندكتوليد مزودرمي را 
هاي  هايي با فنوتيپ نورون سلول(انساني، توانايي تمايز به نورون 

 صاف و ةهاي عضل ، سلول)سلول شوان(هاي گليال  ، سلول)محيطي
 در خصوص گسترش ي گزارشاتباشند، اخيراً سلول چربي را دارا مي

اربرد اين كاز موارد  11و12.داردوجود ها   پتانسيل تمايزي آنةمحدود
هاي مختلف  ان پيوند سلول اتولوگ در بيماريكتوان به ام ها مي سلول

 هاي شوان تمايز يافته از سيستم عصبي از جمله استفاده از سلول

مقدمه
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SKP ها در ترميم ضايعات نخاعي و بيماري مولتيپل اسكلروزيس
هايي  ها به نورون لولس ان تمايز اينكاماز آنجايي كه  13و14.اشاره نمود

هاي  نوروناستفاده از لذا گزارش شده، با خصوصيات دوپامينرژيك 
 از سوي ديگر در 15.استشده مطرح درمان پاركينسون در تمايز يافته 

توان از مشتقات  هاي عصبي و گليال مي مطالعات پايه بر روي سلول
شت كيط  مدل تحقيقاتي در محكعنوان ي ها به تمايز يافته اين سلول

 ولي رندهاي انساني در تمام طول عمر حضور داSKP 6.مند گرديد بهره
طور واضحي نسبت  ها در افراد بزرگسال به تعداد و پتانسيل تمايزي آن

شت و تمايز كمراحل جداسازي، بدين لحاظ  5.متر استكبه نوزادان 
صورت  هاي انساني بهSKPنگهداري . ل استكها در افراد مسن مش آن
ي كلينيكاربرد كمنظور   زندگي بهةهاي سلولي در مراحل اولي كبان
ها  اين سلول 16و17.تواند بسيار سودمند باشد ها در مراحل بعدي مي آن
 به حصول دسترس و اتولوگ جهت  درمنبع مناسب كعنوان ي به

هاي سيستم  بيماريدر درمان سازهاي عصبي با توان تمايزي بالا  پيش
 مولتيپل اسكلروزيس و يعات نخاعي،ترميم ضاعصبي از جمله 

  .بسيار دارنداهميت پاركينسون، 
 SKP هاي جداسازي سلولشور كبار در  براي اوليندر مطالعه حاضر 

عصبي شامل  ةها به رد و تمايز آن انساني Foreskin فور اسكيناز 
  .گرفته استهاي گليال انجام  نورون و سلول

  

  
 هاي سلول آزمايشگاه كشت در و بوده تجربي نوع از حاضر همطالع
    هاي  طي سالرمانشاهكي كز تحقيقات بيولوژي پزشكمر بنيادي،

نمونه پوست انساني مورد استفاده در اين .  انجام گرديد89-1388
دنبال عمل جراحي ختنه  به فور اسكينتحقيق از پوست ناحيه 

(Circumcision)از بودند استفاده عبارت مورد مواد . تهيه گرديد :
، Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) آنزيم ترمولايزين، محلول

، poly-D-lysine، آمفوتريسين، IV ،DNase ،LIF كلاژناز نوع
، )آمريكاسيگما  (33258و هوخست  X100 پارافرمالدهايد، تريتون

نين سيلين و جنتامايسين، سرم ج ، پنيDMEM/F12هاي كشت  محيط
  محيط،)گيبكو هلند) (BSA( و آلبومين سرم گاوي ، سرم بز(FCS) گاو
B27بدون ويتامين  A و B27 اكامرياينويتروژن ( بدون سرم( ،
 توبولين III-بتابادي ضد  آنتي  وNGF و bFGF ،EGFتورهاي رشد كفا
هاي ضد نستين، فيبرونكتين، نوروفيلامنت  بادي ، آنتي)آلمان آكسورا(

M ،اي گليال  اسيد رشتهينيپروت )R&Dبادي ثانويه ضد   آنتي،) آمريكا
IgG موشي كونژوگه با FITC)  تهيه شده در مركز تحقيقات بيولوژي

هاي ضد ويمنتين، اكتين عضله صاف و  بادي ، آنتي)پزشكي كرمانشاه
S100) كداكو دانمار( ،يت كRNaxPlus جهت استخراج RNA)  سيناژن
 ,Snailهاي  و پرايمرهاي ژن) اژن آلمانيك (cDNAيت سنتز ك، )ايران

Pax3 Slug, P75NTR )نداي فن ايران.(  
فور  نمونه پوست 10در اين مطالعه تعداد  :هاي پوستي تهيه نمونه

 ماهه حاصل از 1-12 انساني، اطفال مذكر در محدوده سني اسكين
باشد،  عنوان دورريز جراحي مي ه بهكاعمال جراحي داوطلبانه ختنه 

 و داده كافي اطلاعات بيماران والدين به. ستفاده قرار گرفتمورد ا
 نكات كامل رعايت شرايط تحت مطالعه. شد گرفته نامه رضايت
 پزشكي علوم دانشگاه پژوهشي اخلاقي كميته تاييد با و اخلاقي
 معاونت طريق از مطالعه اين انجام هاي هزينه. شد انجام كرمانشاه
قطعات پوست  .گرديد تامين مانشاهكر پزشكي علوم دانشگاه پژوهشي

 در pH 4/7 با HBSSهاي فالكن حاوي   انساني در لولهفور اسكين
ها قبل و بعد از  حمل لوله(شرايط استريل و با حفظ زنجيره سرد 

از اتاق عمل بيمارستان حضرت معصومه )  روي يخفور اسكينانتقال 
  .شت سلول منتقل گرديدكرمانشاه به آزمايشگاه ك )س(

 كوچكدست آمده به قطعات  هاي پوستي به نمونه : سلولشتك
 بريده شدند و يك شب در محلول mm3 2 ل به ابعادكمستطيل ش
 قرار داده C 4°  در دماي)HBSSدر بافر  g/mlµ250( ترمولايزين

روز بعد، با استفاده از يك فورسپس ريز اپيدرم با دقت از درم . شدند
تر  كوچك از ريز شدن به قطعات قطعات درم جدا شده پس. جدا شد

 دقيقه تحت هم 45مدت   بهmg/ml1 ، در غلظتVΙ در آنزيم كلاژناز
 با غلظت DNase سپس آنزيم .قرار داده شدند C 37°زدن در دماي 

 دقيقه ديگر پنجبه سوسپانسيون سلولي فوق اضافه شده و % 1/0نهايي 
 فيلتر و در دست آمده از هضم بافت درم، مخلوط به. وبه گرديدكان
g700 رسوب سلولي در محيط .  دقيقه سانتريفيوژ شدپنجمدت  به
 A) 2%( ،bFGF بدون ويتامين B27 حاوي DMEM/F12ثيري كت
)ng/ml40( ،EGF) ng/ml20( ،LIF) ng/ml10(سيلين  ، پني
)u/ml100(، جنتامايسين )g/mlµ25( آمفوتريسينو  )μg/ml1 ( شناور

 سلول 8/0-2/1 ×106(م زياد ك را با تراها در اين مرحله سلول. شدند
در هر هفته . شت داده شدندك 2cm25هاي  در فلاسك) 2cmدر هر 

  .شت اضافه شدكهاي  ثيري به فلاسككسه بار محيط ت

 سي بررروش
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ه كهاي سلولي  شت، مجموعهكدر روز هفتم پس از  :ها پاساژ سلول
 به اين. شناور بودند، پاساژ داده شدند) Sphere(روي كصورت  به

 دقيقه سانتريفيوژ پنجمدت  به g700ها در  ه محتواي فلاسككترتيب 
 آن ة باقيماندثلثاسفيرها در   مايع رويي دور ريخته وسوم دو. شدند

  اسفيرهاةيل دهندكهاي تش ردن، سلولك با پيپت .شناور شدند
هاي پاساژ داده  شت مجدد سلولك. صورت منفرد از هم جدا شدند به

هاي  ثيري تازه در فلاسككم زياد در محيط تكشده در وضعيت ترا
  .رار شدك بار تكمراحل پاساژ هر هفت روز ي. شت انجام گرديدك

براي ايجاد تمايز، هر بار اسفيرهاي  :تمايز سلول عصبي و گليال
 دقيقه  پنجاسفيرها پس از. حاصل از پاساژ پنجم انتخاب گرديد

 ردن درك عمل پيپت راركي با تكانيكصورت م  بهg700سانتريفيوژ در 
. هاي منفرد شناور شدند صورت سلول ديگر، بهكمحيط تمايزي از ي

 FCS حاوي يك به سه با نسبت DMEM/F12محيط تمايزي شامل 
)1%( ،B27  بدون سرم)دو درصد(، NGF )ng/ml10(سيلين  ، پني
)u/ml100( جنتامايسين ،)g/mlµ25 (آمفوتريسين  و)μg/ml1(بود  .

شت ك در ظروف 2cm سلول در هر 5×105 غلظت ها با سپس سلول
شت داده شدند و هر هفته سه ك poly-D-lysineپوشش داده شده با 

  4.شت با محيط تمايزي تازه تعويض گرديدكبار، نصف محيط 
هاي مورد  سلول :Immuno Cytochemistry (ICC) ايمونوسيتوشيمي
 شدند و شت دادهك خانه 96هاي   در پليتICCآميزي  نظر جهت رنگ

 دقيقه در 20مدت  به% 4يد يهر بار در روزهاي مورد نظر با پارافرمالد
 X-100 1/0نفوذپذيري با استفاده از تريتون . س شدندكدماي اتاق في

براي جلوگيري از .  دقيقه انجام شد15مدت  درصد در دماي اتاق به
 ساعت در دماي اتاق با كمدت ي ها به اتصالات غيراختصاصي، نمونه

ها  سپس نمونه. ه شدندك درصد بلوBSA 1/0  درصد و ششرم بزس
هاي  بادي آنتي.  شبانه آنكوبه شدندC 4°بادي اوليه در  با افزودن آنتي

، آنتي ويمنتين، آنتي آنتي نستين: اوليه مورد استفاده عبارت بودند از
اي گليال،  ين اسيد رشتهي، آنتي پروتMفيبرونكتين، آنتي نوروفيلامنت 

بادي  آنتي.  و آنتي اكتين عضله صافS100  توبولين، آنتيIII- بتاآنتي
 ساعت در دماي اتاق به كمدت ي  بهFITCثانويه مناسب كونژوگه با 

. بادي اوليه انجام شد نترل منفي با حذف آنتيك. ها اضافه شد چاهك
 33258ها از معرف هوخست  آميزي هسته تمام سلول جهت رنگ
 سطح هاي ژن آنتي .رار گرديدكحداقل سه بار ت هر آزمون .استفاده شد

  .، انجام شد13 ويراست SPSS افزار نرم از استفاده با سلول

   RNaxPlusيت ك سلولي با RNA :وسكنش زنجيره پليمراز معكوا
   وسكبرداري مع  با روش نسخهcDNAها تهيه گرديد و  از نمونه

(RT)پليمراز ةنش زنجيركوا.  توليد شد PCRترتيب انجام به اين    
      60مدت   بهC 94° لك سي35 الي C 92 ،30° دقيقه در دو: شد
پرايمرها جهت  4.)نيلينگا ( ثانيه60مدت  به C 72° و) ذوب (ثانيه
PCRبراي ژن : ترتيب زير انتخاب شدند  بهP75NTR  پرايمرهاي

tgggcccagaaggttgcgatgaa و aaaggggccccagaaccaaacaca ژن ،
Pax3هاي  پرايمرcatccggccctgcgtcatctc و tggccttcttctcgctttcctctg ،
-cctgggctcggggca و tggcctgtctgcgtgggtttttgt پرايمرهاي Snailژن 

tctca و ژن Slug پرايمرهاي catctttggggcgagtgagtcc و cccccgtgtg-

agtttctaatgtgtcانتخاب شدند .  
  

  
سازهاي عصبي مشتق از  ن ماهيت پيششت و تعييكجداسازي، 

هاي جدا شده  پس از جداسازي درم و هضم بافت آن، سلول: پوست
سه روز پس از كشت ). A.1 لكش( شت داده شدندكم زياد كدر ترا

ردند كيل اسفيرهاي معلق كهاي منفرد شناور شروع به تش اوليه، سلول
و ) C.1 لكش( بزرگ شدند املاًكدر روز هفتم اسفيرها ). B.1 لكش(

بلافاصله در روز اول . ديگر متصل شدندكبرخي از اسفيرها نيز به ي
يل شدند و با سرعت بيشتري كپس از هر پاساژ، اسفيرهاي جديد تش

رار پاساژها هر بار اندازه اسفيرها نسبت به كت با. ردندكشروع به رشد 
 به) D.1 لكش(ه از پاساژ پنجم ك پاساژهاي قبلي بزرگتر شد به طوري

ف ظرف كدليل بزرگي و سنگيني تمايل به چسبيدن به  بعد اسفيرها به
در اين مطالعه ما موفق شديم اسفيرها را به . شت را نشان دادندك

در محيط كشت )  پاساژ متوالي10 معادل تقريباً(مدت حدود چهار ماه 
هاي انساني SKPه ك اسفيرها نشان داد ICCبررسي . گسترش دهيم

هاي بنيادي عصبي بيان  ه در سلولكماركري (ن دست آمده نستي به
) C.2 لكش(و فيبرونكتين ) B.2 لكش(ويمنتين ) A.2 لكش) (شود مي

ها از SKPعنوان وجه تمايز   بيان همزمان اين سه ماركر به.مثبت هستند
در اين  .شود هاي بنيادي موجود در پوست محسوب مي ساير سلول

ها SKPها در  ه بيان آنكده تور رونويسي شناخته شكمطالعه چند فا
تورهاي رونويسي همراه كاين فا. گزارش شده بود، انتخاب گرديدند

هاي بنيادي ستيغ عصبي جنيني بوده و در برخي از مشتقات  با سلول
  ه ك نشان داد RT-PCRنتايج . شوند ده ميها دي امل آنكجنيني در حال ت

 هايافته
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شت داده ك سوسپانسيون سلولي - A :هاSKPز شت اوليه و تمايكمراحل : 1-شكل
شت اوليه، ظاهر شدن ك سه روز پس از -Bشده، بلافاصله پس از هضم بافت درم، 

تر شده و بعضي  شت اوليه، اسفيرها بزرگك روز هفتم پس از -C، كوچكاسفيرهاي 
 .پاساژ سلولي در اين مرحله انجام شد. اند ديگر چسبيدهك به يكوچكاز اسفيرهاي 

D - تر و سنگين شده و تمايل به  روز هفتم پس از پاساژ پنجم، اسفيرها بزرگ
 روز چهاردهم پس از -F روز هفتم پس از تمايز و - E. ف ظرف دارندكچسبيدن به 

هاي  شيده سلولكد سيتوپلاسمي يهاي تمايزيافته زوا تعداد زيادي از سلول. تمايز
 ،Nikon TS100روسكوپ كمي، Nikon ELWDدوربين (. باشند  ميرا داراعصبي 

  .)40بزرگنمايي  D  وF ،20، C و A,B,Eهاي  سكبزرگنمايي ع
  

 انساني هر چهار فور اسكيندست آمده از   بهSKPهاي  در سلول
 ,Snail, Pax3, Slugهاي  تور رونويسي مورد مطالعه مربوط به ژنكفا

P75NTR3 لكش(  بيان شدند(.  
هاي   سلولICCت بررسي جه :هاي تمايز يافته  سلولICCبررسي 

گسيختگي اسفيرها در  هاي منفرد حاصل از هم تمايز يافته، ابتدا سلول
سپس در مقاطع زماني . شت داده شدندكمحيط تمايزي اختصاصي 

تا چهار .  انجام گرديدICCس شده و مراحل كها في متفاوت، سلول
. دهاي منفرد همگي داراي ماركر نستين بودن روز پس از تمايز، سلول

ماركر ( توبولين مثبت III-بتاهاي  از روز چهارم برخي از سلول
در روز هفتم تمايز، . نيز ديده شدند) مخصوص سلول عصبي نوزاد

  هاي نستين  داد سلولـو تع ودندـ توبولين مثبت بIII-بتاها  ثر سلولـكا

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 بيان ماركر نستين در -A. هاي تمايز يافته و سلول ICCبا ها SKPبررسي : 2-شكل
.  بيان ماركر فيبرونكتين در اسفيرها-C.  بيان ماركر ويمنتين در اسفيرها-B. اسفيرها

D -سلول بتا -III روز پس از تمايز 14 توبولين مثبت E -بادي نوروفيلامنت   بيان آنتي
M پس از تمايز 14 در نورون تمايز يافته در روز F- سلول GFAP مثبت تمايز يافته 

 بيان - H. هاي گليال تمايز يافته  در سلولS100بادي   بيان آنتي- G. آميزي رنگ
 در سلول عضله صاف تمايز يافته با روش آنزيم پراكسيداز و دي SMAبادي  آنتي

، Nikon ELWDدوربين . (هماتوكسيلين: هاي سلولي آميزي هسته آمينوبنزيدين، رنگ
  ).Nikon TS100، 40روسكوپ كمي

  
  
  
  
  

   انسانيSKPهاي   سلولRT-PCRروش   باها  بيان ژن:3-شكل
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هاي عصبي ادامه   تمايز سلول14اين روند تا روز . اهش يافتندكمثبت 
 توبولين مثبت III- هاي بتا  فقط سلول14ه در روز ك داشت به طوري

 از روز هفتم M -بيان ماركر نوروفيلامنت. )D.2 لكش( ديده شدند
در واقع از . )E.2 لكش(  افزايش يافت14تمايز شروع شد و تا روز 

 توبولين و III- پس از تمايز هر دو ماركر بتا14روز هفتم تا 
هاي عصبي هستند،  رهاي مربوط به سلولكه مارك M - نوروفيلامنت

ه اين ك ضمن اين. ميزان زيادي بيان شدند هاي تمايز يافته به در سلول
.  را نيز داشتندها س مربوط به نورونكمپلكها مورفولوژي  سلول

اند در هر  ه به نورون تمايز يافتهكهايي  منظور تخمين درصد سلول به
طور  هايي به  پس از تمايز محدوده14نمونه بيولوژيك در روز 

هايي  سپس تعداد سلول. انتخاب شد) راركدر هر نمونه سه ت( تصادفي
ل كاد  مثبت بودند به تعدM -  توبولين مثبت يا نوروفيلامنتIII-ه بتاك

 هاي رنگ شده با از طريق شمارش هسته(هاي موجود  سلول
 نشان %6/0±7/17دست آمده  ميانگين به. محاسبه گرديد) هوخست

تحت همين شرايط تمايزي بيان .  بودها نورون درصد تمايز ةدهند
هاي  ه در سلولكنيز  S100 اي گليال و ين اسيد رشتهي پروترهايكمار

هاي تمايز يافته با  تعدادي از سلول. شدي شوند، بررس گليال بيان مي
ين اسيد يرهاي پروتكهاي دوقطبي، واجد مار مورفولوژي سلول

 و )F.2 لكش ()مربوط به سلول شوان و آستروسيت(اي گليال  رشته
S100) هاي گليال ميلين ساز شامل اليگودندروسيت و سلول  در سلول
هاي تمايز يافته  براي تخمين درصد سلول.  بودند)G.2 لكش ()شوان

 مثبت يا S100هاي  به سلول گليال همانند مورد قبل، تعداد سلول
GFAP ها محاسبه شد و ميانگين سلولل ك مثبت نسبت به تعداد 

با توجه به  .دست آمد هاي گليال به  درصد تمايز به سلول3/0±23
 ة مزودرمي از جمله سلول عضلة به ردSKPهاي  توانايي تمايز سلول

ي كوچك جمعيت و صاف نيز بررسي ةژن اكتين عضل ان آنتيصاف، بي
ه كهاي تمايز يافته با مورفولوژي ميوفيبروبلاست ديده شد  از سلول

SMA لكش( مثبت بودند H.2( .صاف با ةدرصد تمايز به سلول عضل 
تعداد (ها  ل سلولك مثبت به تعداد SMAهاي  توجه به نسبت سلول

  . بود%3/4±5/0) توكسيلينآميزي شده با هما رنگ هاي هسته
  

  
 هايSKPه در مطالعات قبلي بيشتر بودن تعداد ك با توجه به اين

دست آمده از پوست جوندگان نوزاد نسبت به بزرگسالان و  به

هاي انساني گزارش شده بود، لذا SKP اهش وابسته به سنكهمچنين 
 انساني حاصل از جراحي ينفور اسكما در اين مطالعه از بافت 

اين  . ماهه استفاده نموديم1-12 سني ة در محدودختنهداوطلبانه 
صورت روتين از قطعات  توان به ها را ميSKPه كمطالعه نشان داد 

 انساني جدا نموده و در محيط آزمايشگاه براي فور اسكين كوچك
دست آمده  هاي انساني بهSKPهمچنين . مدت چندين ماه كشت داد

 اين موضوع مويد . عصبي و مزودرمي را دارندةوانايي تمايز به دو ردت
هاي   جداسازي سلولToma. باشد ها مي منشا ستيغ عصبي اين سلول

SKP را از پوست جوندگان نوجوان و بزرگسال و از پوست اسكالپ 
ها از درم استخراج شدند و  اين سلول. ردكانسان بزرگسال گزارش 

ثير و تمايز را در محيط كه توانايي تكهاي مجزايي  صورت سلول به
شت داشتند كلون شدند و پس از تمايز توانستند نورون، سلول ك

در  همچنين . صاف و سلول چربي را ايجاد نمايندةگليال، سلول عضل
باشند  SKP رفت حاوي ه احتمال ميك بخش از پوست سهاين تحقيق 

شت كپس از انجام . شد شامل درم، اپي درم و انتهاي عصب بررسي
ر شد، فقط درم اسفير توليد ك ذSKPه براي كتحت همان شرايطي 

 كدست نيامد و عصب سياتيك ي رد، از اپي درم سلول زنده بهك
 1.ثير نداشتند ايجاد نمودكه تكهايي   از سلولكوچكجمعيت هتروژن 

پس از هضم ه كدست آمد به اين ترتيب  مطالعه نتايج مشابه بهاين در 
از بعد ه كيل دادند كهاي شناور اسفيرها را تش آنزيمي درم، سلول

با افزايش تعداد پاساژها، . ردندكثير پيدا كطور فعال ت پاساژ اول به
اهش پيدا كثير كه سرعت تك  اسفيرها افزايش يافت ضمن اينةانداز

ز كرشد سلولي در مركم شدن اهش، كاين رسد دليل  نظر مي به. ردك
 در اين .باشدسيژن و مواد غذايي كاهش انتشار اكبال دن اسفيرها به

ساز عصبي در شرايط تمايزي قرار  هاي پيش ه سلولك زمانيمطالعه 
املي ك مراحل تةها نشان دهند ينيداده شدند، الگوي بيان ترتيبي پروت

 در طي دو هفته ابتدا فقط نستين سپس 18.تمايز سلول عصبي بود
 توبولين بيان III- آخر فقط بتاةر مرحل توبولين و دIII-نستين و بتا

 تمايز ةخوبي مراحل اولي ها به ينياين الگوي ترتيبي بيان پروت. شدند
 19.دهد ساز عصبي را به سمت نورون رسيده نشان مي هاي پيش سلول

ه در جريان كاي حدواسط است  ين رشتهيدر واقع نستين اولين پروت
ميزان زيادي  اكتودرم بههاي نورو هاي عصبي در سلول امل سلولكت

 توبولين III-اهش بيان نستين و افزايش بيان بتاك ضمن 20.شود بيان مي
ه اين الگوي بيان ك ديده شد M -ين نوروفيلامنتيبيان مثبت پروت

بحث
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 نتايج 4و21.ها هماهنگ است املي نورونك با الگوي تاملاًكيني، يپروت
ها از انواع SKPه ك ته استكاين مطالعه و مطالعات مشابه مويد اين ن

باشند و  سازهاي شناخته شده در پوست قابل افتراق مي ديگر پيش
 1و2.هاي بنيادي عصبي دارند هاي قابل توجهي با سلول تفاوت
ه به سمت كهاي بنيادي عصبي بزرگسال تمايل زيادي دارند  سلول

نند و ك ها فيبرونكتين را بيان نمي اين سلول. سلول عصبي تمايز يابند
 در مقايسه 1و22. مزودرمي تمايز يابندةه به سلول ردكگز ديده نشده هر

-PSAو  P75 رهايكها مارSKP هاي بنيادي ستيغ عصبي، با سلول

NCAMهاي تيروزين هيدروكسيلاز  نند و به نورونك  را توليد نمي
هاي بنيادي  ها از سلول ه وجه تمايز اين سلولكيابند  مثبت تمايز نمي

طور واضحي از  ها بهSKPهمچنين  1و2.باشد  مي(NCSCs) ستيغ عصبي
از .  مغز استخوان متفاوت هستندةهاي بنيادي مزانشيمي چسبند سلول

ها  تورهاي رشد مورد نياز، مورفولوژي سلولكجمله تفاوت در نوع فا
هاي بنيادي  علاوه بر اين، سلول. صورت شناور و توانايي رشد به

هايي از منشا مزودرمال ايجاد  وله سلكمزانشيمي قويا تمايل دارند 
 1و23.شوند هاي نوروني القا نمي ينينند و به آساني جهت توليد پروتك

ه اين كند ك ها اين احتمال را مطرح ميSKPپتانسيل نورال و مزودرمال 
 منبع كها يSKP. اهداف درماني متعدد قابل استفاده باشنددر ها  سلول

توانند براي  ه ميكال هستند سازهاي عصبي بزرگس در دسترس از پيش
در . كار روند هاي سيستم عصبي به پيوند سلولي در درمان آسيب

هاي شوان تمايز يافته از   سلول،Biernaskie و Mckenzieگزارش 
SKPشت و در بدن كها را در محيط  اند آكسون هاي جوندگان توانسته

ه ك دست آورد  شواهدي بهToma 13و14.موجود زنده ميلينه نمايند
SKPه كطور  همان. توانند سلول شوان توليد نمايند هاي انساني نيز مي
 سلول شوان انساني از طريق بيوپسي عصبي ةدانيم تنها روش تهي مي

 24و25.يابند شت گسترش ميكسختي در محيط  ها به است و اين سلول
 ة بالقوه را براي تهية منبع جايگزين اتولوگ زندكها يSKP بنابراين

 ما درصد قابل توجهي مطالعه 7و13و14.اند وان فراهم نمودهسلول ش
 و ICCهاي  با بررسيه كرا نشان داد  23±3/0 هاي گليال تمايز سلول

 منبع در كعنوان ي تواند به  مي(GFAP)بيان مثبت ماركر سلول شوان 
هاي طناب  هايي نظير آسيب ها در درمان بيماري دسترس اين سلول

 ةاربرد بالقوك. روزيس مورد توجه قرار گيردنخاعي و مولتيپل اسكل
هاي كاتكول آمينرژيك  هاي جوندگان تمايز به نورونSKPديگر 

 در درمان  وهاي دوپامينرژيك را دارند ه خصوصيات نورونكباشد  مي

هاي انساني SKP رسد نظر مي به. روند كار مي بهپاركينسون جوندگان 
 4و7و15.باشندپاركينسون درمان   منبع سلولي مناسب و در دسترسكي

. اند ها به نورون تمايز يافته  درصد از سلول18حدود در تحقيق حاضر 
 درهاي دوپامينرژيك  هاي انساني منبع مناسب نورونSKPبنابراين 

، SKPهاي  اربردي ديگر سلولكاهميت . باشند ميدرمان پاركينسون 
تشافي كيقات ا غربالگري يا تحقدرهاي انساني   منبع سلولكعنوان ي به

دست آوردن سلول عصبي در مراحل  دانيم به ه ميكطور  همان. است
هاي SKPن است ولي ك فرد زنده غير ممكتقسيمات ميتوزي از ي

عنوان  ها بهSKPتوان از  مي.  توليد سلول عصبي هستندةانساني آماد
. استفاده كردهاي اوليه انساني   منبع زنده و قابل گسترش نورونكي

شيزوفرني،  و  آلزايمرمثلبيماري عصبي ژنتيك  ة زمين باددر افرا
 و دادهشت كهاي عصبي بيمار را جداسازي و   سلوليهاSKPتوان  مي

ها در رابطه با SKPاربرد درماني ك آخرين 2و4-7.مورد بررسي قرار داد
 مزودرمي و عصبي ةها به دو رد  اين سلولةپتانسيل تمايز دوگان

ه برخي تومورهاي پوستي حاوي هر دو جز ك نبا توجه به اي. باشد مي
ه در پوست كباشند و حتي گاهي ديده شده  عصبي و مزودرمي مي

ه در پوست كشوند از جمله نوروبلاستوما  تومورهاي عصبي ايجاد مي
 SKP سلول شبه كه يكرسد  نظر مي بنابراين به. ندك اطفال بروز مي

گذار  عنوان سلول بنيان هتواند در برخي از اين تومورها ب زا مي درون
ه همگي بر كاي است  گواه ما بر اين ادعا نتايج منتشرشده. ندكعمل 
گذار براي  تواند سلول بنيان ه سلول بنيادي ميكته دلالت دارند كاين ن

ه نتايج ك نظر به اين 2. باشند30و پستان 28و29 عصبي26و27كانسرهاي خون
هاي انساني در SKPراوان اربردي فكمطالعات انجام شده به پتانسيل 

عنوان  ها به هاي سيستم عصبي و امتيازات استفاده از آن درمان بيماري
 همچنين 2و4-7. منبع اتولوگ با قابليت دسترسي آسان دلالت دارندكي

هاي انساني با افزايش SKP اهش تعداد و پتانسيل تمايزيكبا توجه به 
لولي در مراحل هاي س كصورت بان ها به سن و اهميت نگهداري آن

شور در جهت كاين مطالعه براي اولين بار در  16و17، زندگيةاولي
.  انساني انجام شدفور اسكينها از SKPشت و تمايز كجداسازي، 

 منبع مناسب ك انساني يفور اسكين هكدست آمده نشان داد  نتايج به
توانند به نورون و سلول  ه ميكساز عصبي است  هاي پيش براي سلول

 ةر شده لزوم مطالعه در زمينكبا توجه به موارد ذ . تمايز يابندگليال
هاي انساني در جهت افزايش درصد تمايز SKP تمايزي كنيكبهبود ت

 در بيشتر هاي بررسي  انجامهمچنين. رسد نظر مي ها ضروري به آن
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ين ي آشنايي با الگوي بيان پروتSKP هاي سلول واقعي هويت شناسايي
تورهاي موثر در كمناسبي از چگونگي دخالت فاها و شناخت  در آن

در اين  .حائز اهميت استهاي خاص  ها به دودمانSKPايجاد تمايز 
بار  ها براي اولينSKPثير و تمايز كشت، تكمطالعه مراحل جداسازي 

عنوان اولين گام در استفاده از اين  در ايران، با موفقيت انجام شد و به
ولوگ با دسترسي آسان جهت دستيابي به  منبع اتكعنوان ي ها به سلول
  نه اهداف مختلف درماني اربرد در زميكمنظور  سازهاي عصبي به پيش

  .گشاي ساير علاقمندان باشد تواند راه و تحقيقاتي، مي
 يك دانشگاه علوم پزشير از معاونت پژوهشك با تش:يسپاسگزار

ه را فراهم  مطالعنيان انجام اك مناسب امي مالتيه با حماكرمانشاه، ك
 قي تحقني اي در جهت اجرايزديتر اك دغيدر ياز مساعدت ب. نمود

 مراتب سپاس خود را از مساعدت سندگانينو. ميمال امتنان را دارك
: اني و مهنام و آقاياسي ش،ي حصار،ي سهرابشاورز،ك ،يانيك: ها خانم

  .ندينما ي اعلام مياري مطلق، پروانه و ي محمد،يي آقاريم
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Background: Skin-derived precursors (SKPs) are a type of progenitor cells extracted 
from mammalian dermal tissue and can be differentiate to neural and mesodermal 
lineage in vitro. These cells can introduce an accessible autologos source of neural 
precursor cells for treatment of different neurodegenerative diseases. This research was 
done in order to set up isolation, culture, proliferation and differentiation of human skin 
derived precursors (hSKPs). 
Methods: Human foreskin samples were cut into smaller pieces and cultured in 
proliferation medium after enzymatic digestion. To induce neural differentiation, cells 
were cultured in neural differentiation medium after fifth passage. We used 
immunocytochemistry and RT-PCR for characterization of the cells. Neuron and glial 
cell differentiation potential was assessed by immunofloresence using specific 
antibodies. The experiments were carried out in triplicate. 
Results: After differentiation, βΙΙΙ- tubulin and neurofilament-M positive cells were 
observed that are specific markers for neurons. Moreover, glial fibrillary acid protein 
(GFAP) and S100 positive cells were identified that are markers specifically express in 
glial cells. Detected neurons and glials were also confirmed by their morphologic 
characterizations. 
Conclusion: Our results demonstrated that skin-derived precursors obtained from 
human foreskin can exhibit neuronal and glial differentiation potential in vitro, 
depending on the protocols of induction. 
 

Keywords: Skin-derived precursor, neural lineage, neuron, glial cell, differentiation. 
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