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Abstract 

Purpose: Isolation, induction of neural and glial differentiation and evaluating the expression of 

Nucleostemin, ZFX, Hoxb-4, Sox-9 & Bmi-1 self renewal genes in adult mouse neural stem cells 

Materials and Methods: Breifly, for isolation of neural stem cells, frontal part of adult mouse brain was 

minced in PBS and digested by enzyme solution, containing hyaloronidase and trypsin. Isolated cells were 

cultured in medium supplemented by EGF, bFGF. After one week, primary neurospheres were appeared in 

culture medium which differentiated into neural and neuroglial cells, after transferring to poly-L-ornyethin 

coated dishes. Differentiated cells were examined by morphological, immunocytochemical and molecular 

evaluations. 

Results: Our results showed that isolated cells from periventricular area of mouse adult brain can be 

expanded in medium containing EGF, bFGF and Fetal calf serum and differentiated into neural and 

neuroglial cells. Immunocytochemical studies for GFAP, MAP2 and O4 genes, proved the differentiation. 

Our results also showed that Nucleostemin, ZFX, Hoxb-4, Sox-9 & Bmi-1 are expressed in mouse neural 

stem cells. 

Conclusion: Mouse adult brain contains a type of stem cell which can be differentiated into neural and 

neuroglial cells. In addition, expression of Sox-9, Nucleostemin and Bmi-1 self renewal  genes in 

undifferentiated neural stem cells can be considered as a proof for stem cell identity of isolated cells. This 

study is the first report which shows the expression of ZFX and Hoxb-4 genes in neural stem cells. 
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 چكيده
  Sox-9   وNucleostemin،Bmi-1  ،ZFX ،Hoxb-4 ژنهاي خود بازسازي جداسازي، القاء تمايز عصبي و گليال و بررسي بيان :هدف

  ادي عصبي مغزموشهاي بالغ  در سلولهاي بني
 بخشي از ،جدا سازي سلولهاي بنيادي عصبي از مغز موش، براي طور خلاصهه ب.تحقيق حاضر يك مطالعه تجربي است:  روشها مواد و

 هضم براي سپس از محلولهاي آنزيمي حاوي هيالورونيداز و تريپسين .مغز موشهاي بالغ جداسازي  و قطعه قطعه شدناحيه دور بطني 
  bFGF و EGFدست آمده در محيط حاوي فاكتورهاي رشد ه و سلولهاي ب بافتي و خارج ساختن سلولهاي بنيادي عصبي استفاده شد

انتقال به ديشهاي  رهاي اوليه  به صورت معلق در محيط كشت ظاهر شدند كه پس ازيپس از يك هفته نوروسف. كشت داده شدند
 هايتحت ارزيابيو تمايز يافته يافته نسلولهاي تمايز .  نوروگليال و عصبي تمايز پيدا كردند به سلولهاي،ارنيتين-ال-آغشته به پلي 
  .ايمونوسيتوشيمي و مولكولي قرار گرفتند، مورفولوژيك

عمل آمده در اين پژوهش نشان داد كه سلولهاي جدا سازي شده از ناحيه دور بطني شاخ قدامي ه نتايج مشاهدات مختلف ب :يافته ها
 bFGF (basic Fibroolast Growth و EGF (Epidermal Growth Factor) بالغ در محيط كشت حاوي فاكتورهاي رشد يموشهامغز 

Factor) به سلولهاي عصبي و محيط كشت حاوي يك درصد سرم جنين گاوي  ارنيتين -  ال-   تكثير شده و در ديشهاي آغشته به پلي
.  صحت انجام اين تمايز را نشان دادO4  وGFAP، MAP2مونوسيتوشيمي براي ژن هاي بررسيهاي اي. مي كنندو گليال تمايز پيدا 

  . در سلولهاي بنيادي عصبي  نشان داده شدSox-9  و Nucleostemin،Bmi-1  ،ZFX ،Hoxb-4 بيان ژنهاي همچنين
ي بنيادي است كه اين سلولها قادرند به سلولهاي اي از سلولها توان نتيجه گرفت كه مغز موشهاي بالغ حاوي رده  مياز اين پژوهش :گيري نتيجه

. ، تاييدي بر ماهيت بنيادي اين سلولها بود جداسازي شدهسلولهاي در   Sox-9و  Nucleostemin،Bmi-1و بيان ژنهاي عصبي و گليال تمايز پيدا كنند 
  . استسلولهاي بنيادي عصبي در Hoxb-4 و ZFX  مسئول خود بازسازي بيان ژنهاياولين گزارش مبني بر  همچنين مطالعه حاضر

  
 سلولهاي نوروگليال سلولهاي عصبي،، سلولهاي بنيادي عصبي، خود بازسازي :ها كليد واژه
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  مقدمه
طي يكي دو دهه اخير سلولهاي بنيادي مورد توجه زيادي قرار   

 بـراي عنوان يك عامل درماني بالقوه      ه  اين سلولها ب  . گرفته اند 
 و ارگانهاي آسيب ديده از  ويژگيهاي        هتحليل روند بيماريهاي  

 سـلولهاي   ،در حيوانات بالغ  . ]1[ منحصر به فردي برخوردارند   
ــه مغــز  ــدن از جمل ــادي در ارگانهــاي مختلفــي از ب ، مغــز بني

 وجـود    و غيره  كبد اپي درم،  استخوان، ماهيچه اسكلتي، روده،   
كـه ايـن  سـلولها احتمــالاً بـه شـكل فيزيولوژيـك يــا        دارنـد 

كنند كه در نتيجه آسيب       مي ي را جايگزين  ي سلولها ،پاتولوژيك
-6[بافتي يا ابتلا به بيماريهاي تخريبي خاص از بين رفتـه انـد            

عنوان يك ارگـان  بـا قـدرت         ه  مغز پستانداران از دير باز ب     . ]2
 ـ .ترميمي خيلي كم در نظر گرفته  شـده اسـت           كـه   طـوري ه   ب

زي را    سيستم عـصبي مرك ـ    ،رامون كاخال در اوايل قرن بيستم     
   بدين گونه توصيف 

تم عـصبي بـه پايـان    سهنگامي كه رشد و تكامل سي ـ    «: مي كند 
طور برگشت ناپـذيري    ه   ب بازسازيرسيد، چشمه هاي رشد و      

به عبارت ديگر از مدتها پيش تصور بر ايـن          . »شوند  مي خشك
  سلولهاي بنيادي وجود ندارد     مركزي بود كه در سيستم عصبي    

قـديمي را   ه شده كه آن عقيدهييادي ارااما اخيراً شواهد ز. ] 1[
و بيانگر اين هستند كه در سيستم عـصبي مركـزي            نقض كرده 

 ـ             فـرد  ه  هم سلولهايي وجود دارنـد كـه دو ويژگـي منحـصر ب
ي خـود بازسـازي و تمـايز بـه          يسلولهاي بنيـادي يعنـي توانـا      

در حال . ] 8 و 7[ ندهستسلولهاي مختلف سازنده بدن را دارا 
 ١)NSCs(اينكه وجود سلولهاي بنيادي عصبي      حاضر علاوه بر    

 در سيستم عصبي پـستانداران بـالغ بـه اثبـات رسـيده اسـت،      

در نـواحي  عـصب زايـي   همچنين نشان داده شـده اسـت كـه         
خاصي از مغـز ادامـه پيـدا كـرده و حتـي  بعـضي از شـرايط                   

________________________ 

1- Neural Stem Cells 

 را در مغـز     يـي عـصب زا  فراينـد   پاتولوژيك نظيـر ايـسكمي،      
سلولهاي بنيادي عصبي بـه     . ]9و  1[ كند  مي پستانداران بالغ القا  

 CNS٢ ترميم بعضي از اخـتلالات     برايعنوان يك ابزار درماني     
تـوان از     مي اين سلولها را    . از پتانسيل زيادي برخوردار هستند    

 اينكه آنها   يامغز جنين يا مغز يك موجود بالغ جدا سازي كرد           
دي سـلولهاي بنيـا   . را از سلولهاي بنيـادي جنينـي توليـد كـرد          
 بدون اينكه   هستند،عصبي در محيط آزمايشگاه  قادر به تكثير         

طي مراحل تكثير، خاصيت چند استعدادي  خـود را از دسـت       
همچنين علاوه بر حيواناتي نظير موش سـوري و  . ] 10[ دهند

 سلولهاي بنيادي عصبي از نواحي مختلفـي از         ،ييموش صحرا 
. زي شـده اسـت     جدا سا   نيز مغز جنين انسان، نوزاد و فرد بالغ      

هيپوكامپ، ناحيه دور بطني اطراف شاخ قدامي بطن طرفـي و           
اخيراً كـورتكس، آميگـدال و نخـاع از جملـه نـواحي مغـزي               

ه تاكنون از آنها سلولهاي بنيـادي عـصبي جداسـازي           كهستند  
اين يافته ها امكان پيوند اتولوگ سلولهاي بنيـادي         . ستشده ا 

كـه   مي دهد    يگر نشان مطالعات د . ]11[دهند  مي عصبي را نويد  
ــساني    ــصبي ان ــادي ع ــلولهاي بني ــازي ،س ــسونهاي بازس  اك

كورتيكواسپاينال را ارتقا بخشيده و با نورونهاي ميزبان بعـد از           
 ،سلولهاي بنيادي عـصبي   . ]12[ دهند  مي پيوند سيناپس تشكيل  

بـــراي  )  NGF و GDNF(فاكتورهـــاي نوروتروفيـــك مفيـــد
 ايـن فاكتورهـا از      .دكنن ـ  مـي  نورونهاي آسيب ديـده را ترشـح      

 ـ         عمـل  ه  سميت سلولي القا شده توسط گلوتامات محافظـت ب
 بخشند  مي آورده و بقاي نورونهاي حركتي آسيب ديده را ارتقا        

 اخيـر   در دو دهه) NSCs(پيوند سلولهاي بنيادي عصبي  .] 13[
بــه عنــوان يــك روش درمــاني انتخــابي در آســيبهاي مغــزي، 

اخــتلالات نورولوژيــك  و  تحليــل رونــده عــصبيبيماريهــاي
موفقيت در درمان  برخي از بيمـاران        . خاص مطرح شده است   

________________________ 

2- Central Nervous System 



  

  و همكارانفتحي
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پاركينسوني با استفاده از بافت مزانسفاليك جنيني انـسان اميـد          
 بـراي درمـان يـا تـرميم         ،به استفاده از سلولهاي بنيادي عصبي     

 جراحتها و آسيبهاي مغزي را در محققـين ايجـاد كـرده اسـت           
  . ] 15 و 14[

نظر به اهميتي كه جدا سازي سلولهاي بنيادي عـصبي           بنابراين
در انجام مطالعات مربوط به تكوين سيستم عصبي، چگـونگي          

كار گيري اين سلولها در درمان ه تمايز سلولهاي عصبي و نيز ب    
 در اين پژوهش اقدام به جدا سـازي و تمـايز سـلولهاي              ،دارد

ن بنيادي عصبي موش به سلولهاي عصبي و گليال شـده و بيـا            
سلولهاي حاصل   سلولهاي تمايز نيافته و       در اختصاصيي  ژنها
بررسي بيان ژنهاي مـسئول     . تمايز  مورد مطالعه قرار گرفت     از  

 خودبازسازي در سلولهاي مختلف داراي اهميت بسيار زيادي       
چون در صورت مشخص شدن مكانيسمهاي دخيـل در         . است

گـي  جهـش بزر  تنظيم پتانسيل خودبازسازي سلولهاي بنيادي،      
 چـرا كـه   . در روشهاي سلول درماني به وقوع خواهد پيوسـت        

سلولهاي بنيادي مورد اسـتفاده در روشـهاي درمـاني، تـا حـد             
زيادي تحت كنترل واقع شـده و در نتيجـه، نـه تنهـا از خطـر                 

شود، بلكـه تمـايز آنهـا بـه           مي ايجاد تراتوما توسط آنها كاسته    
شـده انجـام     كنتـرل    "سلولهاي مورد نظر نيز به صورت كاملا      

علاوه بـر ايـن از آنجـا كـه وقـوع سـرطان در            . خواهد گرفت 
سـلولها  ه  بافتهاي مختلف بدن حاصـل از تكثيـر كنتـرل نـشد           

ي مكانيـسمهاي خودبازسـازي، كمـك       ي شناسا در نتيجه است،  
 . روشـهاي درمـاني هدفمنـد خواهـد بـود          هبزرگي براي توسع  

ر يـك    د مكانيسمهاي خودبازسازي اولين قدم در راه شناسايي      
 اسـت   ژنهاي خود بازسازي  نوع سلول بنيادي، مشخص كردن      

از طرفي نشان دادن    .كه در آن نوع سلول خاص بيان مي شوند        
 جداسازي شدهسلولهاي   در ژنهاي مسئول خود بازسازيبيان 

 در ايـن پـژوهش      .، تاييدي بر ماهيت بنيادي اين سلولها است       
ازي شـناخته   علاوه بر بررسي بيان بعضي از ژنهاي خود بازس ـ        

 و ZFXدو ژن بيان ،   Sox-9و  Nucleostemin،Bmi-1شده مانند 

Hoxb-4          كه اخيراً نقش آنها در تنظيم خودبازسازي سـلولهاي ،
در بنيادي جنيني و خونساز گزارش شده است، براي اولين بار           

  . بررسي خواهد شدسلولهاي بنيادي عصبي
    

  مواد و روشها 
بي از مغز مـوش     جداسازي سلولهاي بنيادي عص   

  بالغ
 4هاي   ابتدا ديواره طرفي شاخ قدامي بطنهاي جانبي مغز موش ـ        

  mg/ml    حـاوي  HBSS بـه بـافر    C57 هفتـه اي نـژاد   8الـي  
  mg/mlكينورنيــك اســيد،  mg/ml 2/0هيالورونيــك اســيد، 7/0

 ميلي مولار منتقل شده و به مـدت         2تريپسين  و گلوكز      33/1
 ـ    . ه انكوبه شـد    درج 37 دقيقه در دماي       30 ه سـپس سـلولها ب

 HBSS   سـانتريفيوژ شـده و بـه   g200  دقيقـه بـا دور   5مدت 
ــوكروز  ــال يافت9/0حــاوي س ــولار  انتق ــدم ــه .  ن ــس از تهي پ

 ـ     g750 دقيقـه  بـا دور          10مـدت   ه  سوسپانسيوني از سلولها، ب
 ميلي ليتر محيط    2در مرحله بعد سلولها در      . سانتريفيوژ شدند 

    ميلـي ليتـر  10 آرامي روي سطح كشت حل شده و سپس به

EBSS   حاويBSA     سـلولها بـا دور      .   منتقل  شـدندg 200 ـ  ه ب
بار با اسـتفاده از محـيط         دقيقه سانتريفيوژ شده و يك     7مدت  
 سـلولها در    در نهايت .   شستشو داده شدند   DMEM/F12كشت  

ــشت ــاوي  DMEM-F12  محــيط ك  2ng/ml EGF ،20ng/mlح
bFGF ،B27 ،2وتامين،  ميلي مولار گل U/ml 100پني سيلين و  

 µg/ml100 پس از يك ]. 16[  استرپتومايسين كشت داده شدند
رهاي اوليـه در    ي نوروسـف  ،هفته در اثر تكثير سـلولهاي بنيـادي       

محيط كشت تشكيل شده كه از طريـق پاسـاژهاي متـوالي تـا              
  .پاساژ دهم تكثير شدند

  

 به سلولهاي  القاي تمايز سلولهاي بنيادي عصبي
  صبي و گليالع

به منظور القاي تمايز سـلولهاي بنيـادي عـصبي بـه سـلولهاي              
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در تـشكيل شـده    نوروسفير 20 الي 10حدود عصبي و گليال،    
پوشـش   چاهكي   4ديشهاي كشت   هر چاهك از    پاساژ سوم به    

منتقل شده و در محـيط      ) Sigma( ارنيتين   -ال-داده شده با پلي   
 روز  10 كشت حاوي يك درصد سرم جنين گاوي بـه مـدت          

  .كشت داده شدند
  

  ارزيابيهاي مورفولوژيك و ايمونوسيتوشيمي 
–Nikon( در طول آزمايش از ميكروسكوپ معكوس فلورسنت    

TE 300(انجـام  بـه منظـور  .  ارزيابي سلولها استفاده شـد  براي 
 7 ايمونوسيتوشيمي، سلولها در روزهفتم به مدت         هاي ارزيابي

 (Merck) -20تانول با دماي    دقيقه در دماي اتاق با استفاده از م       
از بـافر بـلاك كننـده       .  شـدند   درصد تثبيـت   4يا پارافرمالدئيد   

 و سرم گونه اي كه آنتي بـادي ثانويـه از   Triton X-100حاوي 
 آنتي ژنهاي و مهار     نفوذ پذيري سلولها   براي ،آن تهيه شده بود   

غير اختصاصي كه احتمال اتصال آنتـي بـادي ثانويـه بـه آنهـا               
 آنتـي باديهـاي مونوكلونـال اوليـه     .  استفاده شدوجود داشت

Nestin 100 با غلظت
1 ،  Map2  50با غلظت

 و آنتي بادي اوليه 1

100با غلظت GFAP بر عليه 
100ا غلظت ب  O4  و  1

  به مدت 1
آنتـي باديهـاي ثانويـه      از  . ار گرفتنـد  مورد استفاده قر   ساعت   2

 اوليـه برعليـه  هـاي    جهت اتصال به آنتي بـادي cy3متصل به 
Map2  ،O4   و Nestin    100 با غلظت

 و آنتي بادي ثانويه متـصل       1
  بـا غلظـت    GFAP  جهت اتصال به آنتي بادي برعليهFITCبه 

100
پـس از    . شـد  استفادهدماي اتاق     به مدت يك ساعت در        1

 Vector hard set    )Vectorشستشوي سلولها با بافر فسفات، از 

Laboratories(       كه همراه آن رنـگDapi      بـراي  ، هـم موجـود بـود 
نهايت سـلولها بـه كمـك       در  ماونت كردن سلولها استفاده شد و       

  .عكسبرداري شدند و نت مطالعهاميكروسكوپ فلورس
  

  RT- PCR ارزيابي
) 1جـدول ( مـورد مطالعـه    تأييد بيان ژنهـاي براي RT-PCRاز 

 (Plus)ابتدا با استفاده از محلـول        براي اين منظور،     .استفاده شد 
RNX ]سيناژن[  RNA     استخراج نموده و پس      كل را از  سلولها

 اســتخراج شــده بــا انجــام RNAاز اطمينــان يــافتن ازكيفيــت 
 از  cDNA تهيـه  اي بر الكتروفورز ژل آگارز و اسپكتروفومتري،    

 )RT) Bioneer و كيـت  oligo(MWG-Biotech AG) dTپرايمـر  
 ميكروليتـر انجـام   50ي يدر حجم نهـا RT واكنش. استفاده شد

 تكثيـر قطعـه     بـراي  PCR، واكـنش    cDNAپس از تهيـه   . گرفت
 20ي يدر حجـم نهـا  PCR واكـنش . مـورد نظـر انجـام گرفـت    

 DNAوه بـر     تهيه حجم مذكور علا    برايميكروليتر انجام شد و     
آب ، )Bioneer( PCRاز كيــت ) RTمحــصول واكــنش (الگــو 

، بـا  2 و پـايين دسـت  1مقطر استريل و پرايمرهاي بـالا دسـت     
پـس از   . مشخصات مورد اشاره در جدول يـك اسـتفاده شـد          

 PCR انجام واكنش، واكنش   برايآماده ساختن حجم مورد نظر      
گراد،   انتي درجه س  94 ثانيه در دماي     60 دناتوره شدن    با شرايط 

  Annealing45گــراد و   درجــه ســانتي60-64  ثانيــه در دمــاي
Extention 1     گراد انجام گرفت     درجه سانتي  72 دقيقه در دماي .

 پـنج   مـدت  نهايي به    extention يك سيكل    و سيكل    35 تعداد
 انجـام   بـراي . گراد در نظر گرفته شد       درجه سانتي  72دقيقه در   

 (Eppendorf)اه ماستر سايكلر     از دستگ  PCR و   RTهر دو واكنش    
-GAPDH )Glyceraldehyde 3   ژن از آنجــا كــه .اســتفاده شــد

phosphate dehydrogenase  (  يـك ژنHouse keeping   اسـت، بـه 
اين معنا كه اين ژن همواره به يك ميزان بيان مي شـود، ايـن ژن                

  .شد استفادهعنوان كنترل داخلي ه ب
 PCRر از محـصول واكـنش        ميكروليت ـ 8 ، بعد از اتمام واكنش   

  . درصد بررسي شد1توسط الكتروفورز ژل آگارز 
 گرفتــه شــد و NCBIتــوالي ژنهــاي مــورد مطالعــه از ســايت 

پرايمرهاي مورد استفاده در اين مطالعـه بـا كمـك نـرم افـزار               
Gene runnerطراحي شدند .  

________________________ 

1- Forward 
2- Reverse 
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  در اين پژوهشه استفاده شد) R(ن دستي ييو پا )F(و توالي مربوط به پرايمرهاي بالا دست  اسامي ژنها .1جدول 

  ژن نام  (bp)اندازه     توالي پرايمر

GCCCATCACCATCTTCCAG  F  308  GAPDH  
TGAGCCCTTCCACAATGCC  R      

TACTCCAGTGCAGTCTCCTC  F  413  BMI-1 

TCCCATCTTTCCTAACACAG  R      

CGCGTATGAATCTCCTGGAC  F  557  Sox-9 

CGTTCTTCACCGACTTCCTC  R      

TCTGGACTGACTATGGACAACG  F  548  ZFX  
GTTTGGTACTGCCTGGAATCA  R      

CAGAGATCCTCTTGGTTGCAG  F  747  Nucleostemin  
AATGAGGCACCTGTCCACTC  R      

CGTGCGAGGAGTATTCACAG F 507  Hoxb4  
GCGTCAGGTAGCGATTGTAGT R     

  
  ها يافته
دست آمده از ايـن پـژوهش نـشان داد كـه سـلولهاي      ه  نتايج ب 

 بــا اسـتفاده از روش مــورد اسـتفاده در ايــن   جداسـازي شـده  
 سلولهاي بنيادي عصبي بوده و هنگام كشت در محيط          ،مطالعه

 به صورت معلق    EGFو bFGFفاقد سرم و حاوي فاكتور رشد       
 نوروسـفيرهاي اوليـه   ،س از گذشت يـك هفتـه  پرشد كرده و    

 طي  پاساژهاي متوالي اين سلولها مجـددا         .راتشكيل مي دهند  
تشكيل  را...  و )1شكل( نسل سوم  نوروسفيرهاي   تكثير شده و  

 10در اين مطالعه سلولهاي جداسازي شده تا حدود      . مي دهند 
نتايج ارزيابيهـاي ايمونوسيتوشـيمي و      . كشت داده شدند  پاساژ  

PCR         ـ  عنـوان سـلولهاي    ه   انجام شده ماهيت ايـن سـلولها را ب
يـك روز بعـد از      . )5 و   2هايشـكل ( بنيادي عصبي تاييد كـرد    

ديشهاي كشت آغشته به پلي  قال سلولهاي بنيادي عصبي به انت
  در آنهـا،   عـصبي و گليـال    ، به منظور القاي تمايز       ارنيتين -ال-

  به تدريج بـه    سلولها شروع به چسبيدن به كف ظرف نموده و        
 تا پايـان آزمـايش    وسلولهاي عصبي و گليال تمايز پيدا كردند     

نتايج .  )3شكل. (دبر تعداد و تراكم سلولهاي مذكور افزوده ش
ارزيابيهاي سلولي و مولكولي انجام شده ماهيت اين سلولها را          

ــ ــيت  و    ه ب ــورون، آستروس ــا ن ــصبي ي ــلولهاي ع ــوان س عن
ــرد  ــد كـ ــيت تاييـ ــك( اليگودندروسـ ــات . )4ل شـ در مطالعـ

 پاسخ به آنتي باديهاي اوليه و ثانويـه مثبـت           ،ايمونوسيتوشيمي
 ـ ي به نوع آنتي بادي ثانو     ه بست وبود    و Texas-redا فيلترهـاي    ه ب

FITC   سلولهايي كـه در مركـز       2 در شكل    . قابل مشاهده بودند
  تمـايز نيافتـه    نوروسفيرها قرار دارنـد، سـلول بنيـادي عـصبي         

كنند در حـالي كـه سـلولهاي          مي  را بيان  Nestinن  ژ    هستند كه   
حاشيه نوروسفير سلولهاي تمايز يافتـه بـوده و ژن مـذكور را             

  .بيان نمي كنند
،  Nucleostemin،Bmi-1 بيان ژنهـاي   RT-PCRبررسيهاي چنين هم

Hoxb-4 ،ZFX و Sox-9 نـشان داد سلولهاي بنيادي عـصبي   را در 

ندازه باندهاي مربوط به ژنهاي مورد مطالعه مطابق بـا          ا. )5شكل(
نتـايج بـه دسـت آمـده در بخـش           .  طراحي شده بـود    هايپرايمر

  . دو بار تكرار شدPCRايمونوسيتوشيمي سه بار و در بخش 
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  ×100:  بزرگنمايي.   پس از جداسازينوروسفيرهاي ثانويه تشكيل شده در روز پانزدهم به  مربوط  تصاوير فازكنتراست.1 شكل

  
  

 
  همان  سلولها با تصوير)  B . مثبت شده استNestinنوسيتوشيمي سلولهاي بنيادي عصبي  كه  واكنششان به آنتي بادي بر عليه آنتي ژن  ايمو. A)2 شكل

ن ژ   هستند كه  تمايز نيافتههمان طور كه مشاهده مي شود، سلولهايي كه در مركز نوروسفير ها قرار دارند، سلول بنيادي عصبي. ميكروسكوپ فاز كنتراست 
Nestin200 :بزرگنمايي.  كنند در حالي كه سلولهاي حاشيه تمايز يافته و ژن مذكور را بيان نمي كنند را بيان مي×  

  
  
  

  



  

  و همكارانفتحي

 

 20 و 19ل پنجم،  شماره مجله علوم تشريح ايران، سا

88 88

 
 روز از انتقال نوروسفير ها به ظرفهاي 3تمايز يافته از نوروسفيرهاي اوليه پس از گذشت عصبي و گليال تصوير ميكروسكوپ فاز كنتراست سلولهاي  .3شكل

  × 200: بزرگنمايي.  ارنيتين-ال-پوشيده شده با پلي

  

     
  

  
  

بررسيهاي   C,B,A هاي  شكل.  ارنيتين-ال-ظرفهاي پوشيده شده با پلي روز پس از انتقال به به 10،  بنيادي عصبي حاصل از تمايز سلولهايسلولهاي  .4شكل
  ×200: بزرگنمايي.   توسط سلولهاي تمايز يافته هستندO4و MapII ، GFAP كه به ترتيب، نشان دهنده بيان ماركرهاي هستندايمونوسيتوشيمي 
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  . تاييد شدRT-PCR  در سلولهاي بنيادي عصبي به روش Hoxb-4 و  Nucleostemin،Bmi-1  ،Sox-9،ZFXبيان  ژنهاي   .5 شكل

  
  بحث 

عنوان سلولهايي كه قادر به تقـسيم       ه  سلولهاي بنيادي عصبي ب   
 تبديل بـه سـه نـوع سـلول          توانايي  متقارن و نامتقارن بوده و      

ــلي  ــود اصــ ــيتها و   (CNSدر موجــ ــا، آستروســ نورونهــ
ايـن سـلولها    .  تعريف مـي شـوند     ندرا دار ) اوليگودندروسيتها

يكـــي داراي قابليـــت پاســـاژ ســـريال و كلونـــال بـــوده و  
 تعيين ويژگيهاي   .تحقيقاتي و درماني هستند   ات مهم   موضوعاز

 in و in vitroحالـت  هر دو در اين سلولها مولكولي سلولي و 

vivo  ســلولهاي . ] 18و 17، 7[ حــايز اهميــت زيــادي اســت
در حــضور فــاكتور رشــد ازي بنيــادي عــصبي بعــد از جداســ

صورت ه  ب،)bfgf(ي فاكتور رشد فيبروبلاستو  ) EGF (اپيدرمال
واژه مي شوند كه اصـطلاحاً بـه آنهـا           تكثير   يكره هاي شناور  

 ،CNS از   مختلف و متعددي  نواحي  . د مي شو  ر اطلاق ينوروسف
 ، نخـاع  ، ناحيـه دور بطنـي، كـورتكس و         بويـايي  پياز  جمله از

 اگرچه مشخص نيست    .ر را دارند  يد نوروسف  تولي هتوانايي بالقو 
بـه  در اثـر رشـد      ي نـواحي مـذكور    سـلولها يك از   دقيقاً كدام   

سـلولهاي بنيـادي عـصبي      . ]18-22[ شوند  مي ر تبديل ينورسف

ــه صــورت  ــر نوروســفير، ب ــ كــشتهاي عــلاوه ب اي ك لايــه ت
)Monolayer (   ـ اين كشتهاي .هم تكثير مي شوند  ك لايـه  بـه   ت

لامينين براي  /  اورنيتين   -ال-پلي. ز دارند بسترهاي مختلفي نيا  
فيبرونكتين /  اورنيتين   -ال-سلولهاي ناشي از هيپوكامپ و پلي     

 ،عـلاوه بـه   . در كشت سلولهاي بنيادي قـشري كـاربرد دارنـد         
 ماننـد   سلولهاي بنيـادي عـصبي مـي تواننـد از ديگـر سـلولها             

  .] 23-27و 18 [ مشتق شوندسلولهاي بنيادي جنيني نيز
ييد كرد كه روشي وجود ندارد كه در آن تكثير سلولهاي       بايد تا 

كدام از روشـهاي    در هر   . بنيادي عصبي خالص را داشته باشيم     
روي داده  در سلولها   خودي  ه   خودب ز مقدار معيني تماي   معمول،

تمايز يافتـه   با  سلولها    معمولا همراه   و سلولهاي بنيادي عصبي     
تر ماركرهـاي   بيـش   هـر چـه    شناسـايي  بنـابراين  .كنند  مي رشد

امري كـاملا ضـروري بـه        ، سلولهاي بنيادي عصبي   اختصاصي
مطالعات زيـادي   حاضر در حال. ] 28 -30 و22[رسد   مينظر

 درمان  برايسلولهاي بنيادي عصبي     پتانسيل    به منظور بررسي  
بعد از پيوند اين سـلولها      . در حال انجام است    CNSاختلالات  

ين سلولها با اسـتفاده از      رديابي ا لازم است   به نواحي مختلف،    

700  
600  
500  
400  
300 
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بنـابراين  . ماركرهاي اختصاصي هر چه دقيقتـر صـورت گيـرد         
 شناسايي سلولهاي بنيادي عصبي در      برايماركرهاي مولكولي   

سلولهاي بنيادي عـصبي  .  يك نياز اساسي استin vivoحالت 
 ـ. ناهمگوني زيادي دارنـد    كـه ممكـن اسـت انـواع      طـوري ه  ب

بـراي  .  وجود داشـته باشـد      سلولهاي بنيادي عصبي   ي از مختلف
 ممكن است   EGF يا   FGF2مثال سلولهاي جدا شده در حضور       

خواص متفاوتي از نظر تمايز و سيكل سـلولي بـا هـم داشـته               
به همين ترتيب نـواحي مغـزي و نخـاعي مختلـف بـه              . باشند

  تبــديلســلولهاي گليــال و هــانوروناز  يدســته هــاي مختلفــ
  .] 31-34 و 22 [ شوند مي

در ( از جمله ژنهايي هستند كـه اخيـرا          Hoxb-4و   ZFXژنهاي  
نقش آنها در تنظيم خودبازسازي سلولهاي بنيادي       ) 2007سال  

 مطالعـه  .] 36 و 35[جنيني و خون ساز به اثبات رسيده اسـت  
حاضر براي اولين بار بيان ايـن ژنهـا را  در سـلولهاي بنيـادي              

د عصبي نشان داد كه  ايـن  مـي توانـد پيـشنهاد كننـده وجـو                 

مكانيسمهاي كنترلي مشابهي براي تنظيم پتانسيل خودبازسازي       
مشخص شدن جزئيات اين    . در سلولهاي بنيادي مختلف باشد    

مكانيسمها نيازمند بررسي كليه ژنهاي دخيل در خودبازسـازي         
 از طرفي .] 36 و 35[و مقايسه آنها در سلولهاي مختلف است 

 تنظـيم   مشخص شدن نقش دقيـق هـر كـدام از ايـن ژنهـا در              
مكانيسمهاي خودبازسازي سلولهاي بنيادي، نيازمند تداخل در       
بيان اين ژنها و برر سي آثار آن بر بيان ساير ژنها و سرنوشـت                

اين تداخل مي تواند به صورت افزايش يا كاهش         . سلول است 
  .بيان اين ژنها اعمال شود

  

  تقدير و تشكر
وم اين پژوهش با مـساعدت معاونـت پژوهـشي دانـشگاه عل ـ           

پزشكي كردستان انجام شده كه بدينوسيله قـدرداني بـه عمـل            
  .مي آيد
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