
4949 484848

دوره سوم، شماره اول، زمستان 1393 ReseaRch aRticle

Effect of Injured Brain Extract on Proliferation of Neural Stem Cells Cultured in 3-Dimensional 
Environment

Sajad Sahab Negah1, 2, Shahin Mohammad Sadeghi3, Hadi Kazemi1, 4, Sayed Mostafa Modarres Mousavi1, Hadi 

Aligholi1, 5*

1Shefa Neuroscience Research Center, Khatam Alanbia Hospital, Tehran, Iran.
2Histology and Embryology Group, Basic Science Department, Faculty of Veterinary Medicine, Shiraz University, Shiraz, Iran.

3Department of Plastic and Reconstructive Surgery, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran.
4Pediatric Department, Medical Faculty, Shahed University, Tehran, Iran.

5 Neuroscience Group, School of Advanced Technologies in Medicine, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran.

ABSTRACT

* Corresponding Author: Hadi Aligholi

   E-mail: hadialigholi@yahoo.com

Key words:

1. Neural Stem Cells
2. Brain Injuries 
3. Tissue Extracts 
4. RADA16-I

Introduction: After primary brain injury, secondary mechanisms are activated and lead to 

releasing of various supportive and neurotrophic factors in injured tissues. The effect of the new 

environment on neurogenesis, proliferation, and survival of stem cells needs more investigations. 

The aim of the present study was to evaluate the effect of injured brain extract on proliferation of 

embryonic rat neural stem cells (NSCs). Materials and Methods: NSCs were isolated from 

ganglionic eminences of embryonic rat then cultured as neurospheres. Next, cells were seeded in 

PuraMatrix scaffold as 3-dimension culture. Based on the medium content, cells were divided into 

4 groups: with growth factor, without growth factor, without growth factor + intact brain extract, 

and without growth factor + injured brain extract. Proliferation assay was done by evaluation of the 

DiI labeled cells and the survival assay was carried out by MTS test 10 days later. For preparation 

of the injured brain extract, a rat brain injury model was utilized and the extract was collected 

48 hours after brain injury. Results: The results showed that NSCs derived ganglionic eminence 

of embryonic rat had high proliferation ability. DiI-positive cells and MTS test showed a higher 

tendency of the proliferation and survival of NSCs in the without growth factor + injured brain 

extract and growth factor groups compared to the without growth factor and without growth factor + 

intact brain extract groups. Conclusion: Our results indicated a possible positive impact of injured 

brain extract on survival and proliferation of rat embryonic neural stem cells. Further studies are 

needed to investigate our preliminary findings in details.
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اثر عصارۀ مغز آسیب ديده بر روي تکثیر سلول های بنیادی عصبی كشت شده در محیط سه بعدی
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ه چــــــــكيد

كلید واژه ها:
1. سلول های بنيادی عصبی

2. آسيب هاي مغزي 
3. عصاره هاي بافتی 

4. پوراماتریکس

مقدمه: پس از آسيب اوليۀ بافت مغز، مکانيسم های ثانویه ای فعال می شوند و منجر به آزادسازی فاکتورهای 
حمایتی و نوروتروفيک مختلف در بافت هاي آسيب دیده مي گردند. تأثير این محيط جدید بر نورون زایی، 
تکثير و بقاء سلول های بنيادی نياز به بررسی هاي بيشتری دارد. هدف از مطالعۀ حاضر بررسی تأثير عصارۀ 
مغز آسيب دیده بر تکثير سلول های بنيادی عصبی جنيني موش صحرایی بود. مواد و روش ها: سلول های 
بنيادی عصبی از برجستگی های عقده ای جنين موش صحرایی جدا شدند، سپس به عنوان نوروسفر کشت 
داده شدند. در مرحلۀ بعد، سلول ها در داربست پوراماتریکس به عنوان کشت سه بعدی، کشت داده شدند. بر 
اساس محتواي محيط کشت، سلول ها به 4 گروه: با فاکتور رشد، فاقد فاکتور رشد، فاقد فاکتور رشد + عصارۀ 
مغز سالم و فاقد فاکتور رشد + عصارۀ مغز آسيب دیده، تقسيم شدند. ارزیابي تکثير توسط مشاهدۀ سلول های 
مشخص شده با DiI انجام شد و سنجش بقاء توسط آزمایش MTS پس از 10 روز انجام گردید. جهت آماده 
سازی عصارۀ مغز آسيب دیده، از یک مدل آسيب مغزی موش صحرایی استفاده گردید و عصاره 48 ساعت 
پس از آسيب مغزي جمع آوری شد. يافته ها: نتایج نشان دادند که سلول های بنيادی عصبی مشتق شده 
از برجستگی های عقده ای جنيني موش صحرایی، توانایی تکثير بالایي دارند. سلول های DiI مثبت و آزمایش 
MTS تمایل بالاتري را به تکثير و بقاء سلول های بنيادی عصبی در گروه  هاي فاقد فاکتور رشد + عصارۀ مغز 
آسيب دیده و حاوي فاکتور رشد نسبت به گروه هاي فاقد فاکتور رشد و فاقد فاکتور رشد + عصارۀ مغز سالم، 
نشان دادند. نتیجه گیری: نتایج ما یک اثر مثبت احتمالي عصارۀ مغز آسيب دیده را بر روي بقاء و تکثير 
سلول های بنيادی عصبی جنيني موش صحرایی نشان داد. مطالعات بيشتر به منظور بررسي جزئيات یافته هاي 

اوليۀ ما مورد نياز است.
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مقدمه
آسيب مغزی پس از ضربه1 در اثر یک ضربۀ بيرونی و ناگهانی 
رخ می هد و در اکثر مواقع منجر به اختلالات حرکتی و شناختی 
می شود )2 ،1(. ضربه هاي فيزیکی به بافت مغز منجر به مرگ 
بافت زیرین می شوند و متعاقب آن  بين رفته در  از  سلول های 
نيز مرگ سلول های آپوپتوتيک2 در اطراف بافت در اثر چندین 
رخ  آزاد  رادیکال های  افزایش  و  ایسکمی  ادم،  مانند  رویداد 

می دهد )3(. 
در آسيب اوليه و ثانویه پاسخ گليالی آغاز می شود، به طوری که 
باقی ماندۀ بافت و سلول را در محل آسيب به طور کامل پاک 
می کند. اجزای سلولی جوشگای گليالی3 شامل آستروسيت های 
واکنشی4 و ميکروگلياهای فعال شده5 می باشد. آستروسيت های 
واکنشی، فاکتورهای تغذیه ای ترشح می کنند و ميکروگليا های 
مونوسيت  از  شده  مشتق  ماکروفاژهای  با  همراه  شده  فعال 
بافت های مرده را پاک می کنند. هر چند، اجزای خارج سلولی 
جوشگای گليالی از قبيل پروتئوگليکان های کندروئتين سولفات6 
و پروتئين نوگو7 در اطراف محل آسيب تشکيل می شوند و منجر 
به مهار گسترش رشد زواید نورونی می شوند، بنابراین محدودیت 
مختلفی  تحقيقات  طرفی  از   .)4( می شود  مشاهده  ترميم  در 
نشان داده اند که در مغز، فرایندهای نورون زایی و عروق زایی بعد 

از ضربه به سر اتفاق می افتد )6 ،5(.
ریز  به  بنيادی  سلول های  تکثير  و  تمایزی  وضعيت  نگهداری 
دارد.  بستگی  دارند  قرار  آن  در  بنيادی  سلول های  که  محيطی 
بنابراین برداشتن عوامل ریز محيطی خاص ممکن است سلول ها 
را به سمت تمایز سوق دهد و یا بالعکس قرار گرفتن سلول در 
شود.  یافتن  تمایز  بدون  آن  تکثير  به  منجر  خاص  محيط  ریز 
فراهم کردن محيطی جهت رشد سلول های بنيادی با استفاده از 
فاکتورهای رشد، پروتئين های ماتریکس، عصاره های بافتی و غيره، 

از موفقيت های چشمگير در توانایی بازسازی سلول ها می باشد.
 در بعضی از مواقع نگهداری ارتباط بين سلول ها با همدیگر جهت 
اقدامی حياتی است. استفاده  نيافته  انواع سلول های تمایز  رشد 
از عصاره های بافتی مانند عصارۀ هيپوفيز گاوی یا عصارۀ جنين 
جوجه، در بيشتر مواقع به عنوان مکمل های رشد به عنوان یک 

استراتژی جدید جهت رشد و بقاء سلولی کاربرد دارد )7(.  
در چند دهۀ اخير، پيوند سلول های بنيادی یک روش اميدوار 
می شود.  محسوب  آسيب دیده  مغز  بافت  ترميم  برای  کننده 
عصبی  سيستم  مختلف  مناطق  از  عصبی  بنيادی  سلول های 
جنينی و بالغ جدا می شوند. این سلول ها توانایی تمایز به انواع 
سلول های عصبی مانند نورون، آستروسيت و اليگودندروست را 
دارند )9 ،8(. در طول رشد و نمو8 در قسمت شکمی تلنسفالون9، 

برجستگی های عقده ای ميانی، جانبی و خلفی10 قرار دارند که 
تکثير در این نواحی صورت می گيرد )10(. کشت و جداسازی 
سلول های بنيادی عصبی مشتق شده از برجستگی های عقده ای 
این معرفی شده است  از  موش توسط آذری و همکاران پيش 
برجستگی های  از  مطالعه  این  در  که  است  ذکر  به  لازم   .)11(

عقده ای جنين موش صحرایی 14 روزه استفاده گردید.
نورون ها  از  دارای شبکه هایی  مرکزی  به علاوه سيستم عصبی 
این ساختارها حاوی  بر  گليال می باشد که علاوه  و سلول های 
علی رغم  می باشد.  نيز  سلولی  خارج  بعدی  سه  ماتریکس  یک 
را  الی 20 درصد حجم مغز  ماتریکس خارج سلولی 10  اینکه 
تشکيل می دهد، کمتر مورد توجه قرار گرفته است. ماتریکس 
پيام  مولکول های  انواع  منبع  شيميایی  لحاظ  از  سلولی  خارج 
تنظيم می کنند  را  بقاء سلولی  و  فعاليت  رسان است که رشد، 

 .)12، 13(
حالت  به  شدن  نزدیک  جهت   In vitro مطالعات  در  بنابراین 
طبيعی بهتر است که سلول ها در محيط سه بعدی کشت داده 
شوند. در این زمينه، مهندسی بافت با معرفی و به کارگيری انواع 
داربست ها  از  استفاده  باشد.  کننده  کمک  می تواند  داربست ها 
را در  و موفقيت هایی  بدون سلول چالش ها  یا  به همراه سلول 

تحقيقات به همراه داشته است )15 ،14(. 
مواد زیادی جهت توليد ماتریکس خارج سلولی به کار می رود که 
از آن جمله مي توان به پلی مرهای طبيعی مانند کلاژن، فيبرین، 
و  اسيد  پلی هيدروکسيل  مانند  سنتزی  پلی مرهای  و  آگاروز 
پپتيدهای   .)16،  17( نمود  اشاره  غيره  و  کلراید  وینيل  پلی 
نانو  مقياس  در  بعدی  سه  ساختارهای  می توانند  خودساخته11 
تشکيل دهند. از مزیت های این داربست ها عدم تحریک پاسخ 

ایمنی از سوی ميزبان، پس از پيوند است )19 ،18(. 
 )RADA16-I( 12یکی از داربست های خودساخته، پوراماتریکس
می باشد؛ این داربست یک پپتيد 16 اسيدآمينه ای است که پس 
تشکيل  در  خوبی  بسيار  توانایی  یونی  محيط های  با  مواجهه  از 
داربست سه بعدی )شبيه به ماتریکس خارج سلولی طبيعی بدن( 
دارد، که قطر فيبرهای آن در حدود 10 نانومتر است و اندازۀ منافذ 
بين فيبرها در حدود 100 نانومتر است )21 ،20(. در این مطالعه 
با هدف بررسی پاسخ سلول ها به عصاره های بافتی در محيطی 

شبيه به محيط بدن، از پوراماتریکس استفاده گردید. 
بنابراین با توجه به اینکه پس از آسيب مغزی یکسری فاکتورهای 
رشد در محل آسيب ترشح می شود و همچنين ماتریکس خارج 
سلولی، خود دارای عوامل رشد و بقاء می باشد، این تحقيق به 
بررسی اثر عصارۀ مغز13 آسيب دیده بر تکثير سلول های بنيادی 

عصبی جنينی در داربست سه بعدی می پردازد. 

1 Traumatic brain injury
2 Apoptotic cells
3 Glial scar
4 Reactive Astrocytes
5 Activated microglia
6 Chondroitin sulphate proteoglycans (CSPGs)
7 Nogo protein

8 Development
9 Ventral telencephalon
10 the medial (MGE), lateral (LGE) and caudal (CGE) 
ganglionic eminences
11 Self-assembling peptides (SAP)
12 Puramatrix
13 Brain tissue extract 
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مواد و روش ها
طراحی مطالعه

بنيادی جنينی موش صحرایی  ابتدا سلول های  این مطالعه  در 
جداسازی و به روش کشت نوروسفر در محيط دو بعدی تخليص 
شدند سپس سلول ها وارد محيط سه بعدی شده و در یکی از 4 

گروه زیر قرار گرفتند )4 کشت در هر گروه(:
گروه محیط كشت حاوی فاكتور رشد: محيط این گروه، 
 20( اپيدرمی14  رشد  فاکتور  حاوی  نوروسفر  کشت  محيط 

نانوگرم/ميلی ليتر( بود.
این گروه،  گروه محیط كشت فاقد فاكتور رشد: محيط 

محيط کشت نوروسفر فاقد فاکتور رشد اپيدرمی بود.
گروه محیط كشت فاقد فاكتور رشد + عصارۀ مغز سالم: 
رشد  فاکتور  فاقد  نوروسفر  محيط کشت  گروه،   این  محيط 

اپيدرمی و حاوی عصارۀ مغز سالم به ميزان 2 درصد بود.
مغز  عصارۀ   + رشد  فاكتور  فاقد  كشت  محیط  گروه 
آسیب ديده: محيط این گروه، محيط کشت نوروسفر فاقد 
به  آسيب دیده  مغز  عصارۀ  حاوی  و  اپيدرمی  رشد  فاکتور 

ميزان 2 درصد بود.
جداسازی و كشت سلول های بنیادی جنینی

مغز  و  شدند  جدا  رحم  از  صحرایی  موش   روزۀ   14 جنين های 
آن ها به طور کامل جدا گردید. سپس در زیر ميکروسکوپ، ناحيۀ 
برجستگی های عقده ای15 جدا شد و به ميکروتيوب حاوی فسفات 
و  بيستوری  تيغ  توسط  نمونه ها  شد.  منتقل  سرد  سالين16  بافر 
نوروسفر  محيط کشت  در  مکانيکی شدند. سلول ها  پيپتاژ هضم 
 ،%1  )Gibco( گلوتامين  حاوی  که   )Gibco(د  17DMEM/F12
 %1 )Gibco( دN2 supplement ،%1 )Gibco( دB27 supplement
و فاکتور رشد اپيدرمی )20 نانوگرم/ميلی ليتر(-)Sigma( بود در 
درون انکوباتور با دمای 37 درجۀ سانتی گراد، رطوبت 95 درصد و 

دی اکسيد کربن 5 درصد کشت داده شدند. 
DiI رنگ آمیزی

به منظور تشخيص دقيق تر تعداد سلول ها در کشت سه بعدی، 
سلول ها با رنگ حياتی 18DiI رنگ شدند و سپس از آن ها در 
3، 7 و 10 روز پس از کشت، به وسيلۀ ميکروسکوپ فلورسنت 
با DiI، سلول ها پس از  عکس تهيه گردید. جهت رنگ آميزی 
تشکيل نوروسفر در روز 7 پاساژ داده شدند و به مدت 20 دقيقه 
رنگ  ميکروگرم/ميلی ليتر   3 با  سانتی گراد  درجۀ  دمای 37  در 
حياتی DiI انکوبه شدند. سپس سلول ها با فسفات بافر سالين 
شستشو و در محيط کشت نوروسفر قرار گرفتند و آمادۀ کشت 

سه بعدی شدند.

كشت سه بعدی سلول ها در پوراماتريکس
و  ورتکس کرده  نيم ساعت  به مدت  را  پوراماتریکس %1  ابتدا 
سپس با آب دیونيزه از آن غلظت 0/3% تهيه کرده و به مدت 
نيم ساعت ورتکس شد. برای گروه های مختلف، در هر خانه از 
پوراماتریکس  محلول  از  ميکروليتر   50 تایی،   96 کشت  ظرف 
0/3% ریخته شد. سپس به آرامی با اضافه کردن محيط کشت به 
آن، داربست تشکيل شد. جهت تنظيم کردن pH پوراماتریکس 
)ماهيت pH پوراماتریکس اسيدی می باشد( سه مرتبه در یک 
ساعت تعویض محيط انجام شد. پس از پاساژ و مواجهۀ سلول 
با رنگ DiI با استفاده از سرنگ هاميلتون تعداد 103×5 سلول 
از  فلوروسنت  عکس های  شد.  تزریق  داربست  از  ناحيه   4 به 

سلول های تزریق شده در روزهای 1 و 10 گرفته شدند.
تهیه عصارۀ مغز

آسيب دیده20  و  سالم19  موش های صحرایی  مغز  از  بافتی  عصارۀ 
بالغ  صحرایی  موش های  مغزی  آسيب  ایجاد  جهت  شد.  گرفته 
نژاد ویستار با وزن 250 گرم با استفاده از کتامين هيدروکلراید 
)70 ميلی گرم/کيلوگرم( و زایلازین )5 ميلی گرم/کيلوگرم( بيهوش 
شدند. سپس پوست سر از خط وسط برش داده شد و در مختصات 
)22AP=0 mm ،21ML=-1/5 mm0( طبق اطلس پاکسينوس )22( 
توسط متۀ دندان پزشکی سوراخی در جمجمه ایجاد شد. بعد از آن 
با استفاده از سرسوزن23 )شمارۀ 22(، به عمق 2 ميلی متر آسيب از 
نوع نفوذی24، ایجاد گردید. سپس پوست سر حيوان بخيه زده شد 
و حيوان به قفسش برگردانده شد. 48 ساعت بعد، حيوان بيهوش 
دیده  صدمه  قشر  ناحيۀ  مغز،  کامل  کردن  خارج  از  پس  و  شد 
برداشته شد و به یک ميکروتيوب حاوی بيد استریل منتقل گردید. 
بافت ها به مدت نيم ساعت ورتکس شدند و سپس 1 سی سی 
محيط حاوی 2 درصد آنتی بيوتيک پنی سيلين/ استرپتومایسين به 
آن ها اضافه شد و تا یکنواخت شدن کامل، بافت ها ورتکس شدند و 
سپس در دور rpm 10000 در دمای 4 درجۀ سانتی گراد به مدت 
10 دقيقه سانتریفيوژ گردیدند. پس از آن، محلول رویی حاوي 

عصارۀ مغز به دمای 20- درجۀ سانتی گراد انتقال یافت )23(.
جهت تهيۀ عصارۀ مغز سالم، موش های صحرایی سالم بيهوش 
و کشته شدند و پس از درآوردن مغز آن ها، ناحيۀ مشابه ناحيۀ 
آسيب دیده در موش های دچار آسيب مغزی، جداسازي شد و 

به روش ذکر شده در بالا عصاره تهيه گردید.
بررسی بقاء سلولی

بقاء سلولی به وسيلۀ اندازه گيري فورمازان توليد شده از احياي 
25MTS محاسبه شد. 10 روز پس از کشت سه بعدی سلول ها و 
 MTS درمان آن ها متناسب با گروه مربوطه، 20 ميکروليتر محلول
)براساس دستورالعمل شرکت سازنده استفاده گردید( به محيط 
کشت اضافه گردید و سپس به مدت 4 ساعت در دمای 37 درجۀ 

14 Epidermal growth factor
15 Ganglionic Eminences
16 Phosphate buffered saline (PBS)
17 Dulbeccos Modified Eagles Medium
18 1,1′-Dioctadecyl-3,3,3′,3′-tetramethylindocarbocyanine 
perchlorate
19 Intact

20 Injured
21 Middle-lateral
22 Anterior-posterior
23 Needle
24 Penetrating injury
25 The MaxSignal Methyltestosterone
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سانتی گراد، دور از نور انکوبه شد. سپس نتایج به دست آمده با 
قرائت گر الایزا در طول موج 490 نانومتر ثبت گردید. 

آنالیز آماری
و  تجزیه  مورد  داده ها  یکطرفه،  واریانس  آناليز  از  استفاده  با   
تحليل قرار گرفتند. داده ها به صورت ميانگين ± انحراف معيار 

بيان شدند و ميزان P>0/05 معنی دار در نظر گرفته شد. 
يافته ها 

كشت اولیۀ سلول های بنیادی عصبی جنینی
نتایج حاصل از این تحقيق نشان داد که سلول های جدا شده از 
برجستگی های عقده ای از توانایی رشد خوبی برخوردار می باشند، 
به طوری که در 7 روز پس از کشت اوليه، ميزان قابل توجهی 

نوروسفر تشکيل شد )تصویر 1(.

همان  طور که در تصویر 2 نشان داده شده است، نتایج حاصل 
و  سلول ها  تمامی  ابتدا  در  که  داد  نشان   DiI آميزی  رنگ  از 
نوروسفرها به ميزان بالایی رنگ DiI را به خود گرفته اند. مطابق 
تصویر 3، عکس های فلورسنت از کشت های مختلف در روزهای 
3، 7 و 10 نشان دهندۀ افزایش تکثير سلولی در گروه محيط 
همچنين  و  آسيب دیده  مغز  عصارۀ   + رشد  فاکتور  فاقد  کشت 
محيط  گروه  به  نسبت  رشد  فاکتور  حاوی  کشت  محيط  گروه 
کشت فاقد فاکتور رشد و گروه محيط کشت فاقد فاکتور رشد + 

عصارۀ مغز سالم می باشند )تصویر 2 و 3(.
بررسی میزان بقاء سلولی

در بررسی ميزان بقاء با استفاده از روش MTS، نشان داده شد 
که این شاخص در محيط کشت فاقد فاکتور رشد + عصارۀ مغز 
آسيب دیده )0/03 ± 0/2( با گروه محيط کشت حاوی فاکتور 

تصويــر 1- بررســی ميــزان تکثير ســلولی. نوروســفرهای مشــتق شــده از برجســتگی های 
.)10x( عقــده ای جنيــن مــوش صحرایــی 14 روزه در 7 روز پــس از کشــت

ــر 2- نوروســفرهای مشــتق شــده از برجســتگی های عقــده ای جنيــن مــوش صحرایــی 14 روزه  تصوي
.)DiI رنــگ آميــزی(
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رشد )0/08 ± 0/2( تقریباً برابر بود. در گروه های محيط کشت 
فاقد فاکتور رشد + عصارۀ مغز سالم )0/05 ± 0/17( و محيط 
سلولی  بقاء  ميزان   )0/16  ±  0/02( رشد  فاکتور  فاقد  کشت 
نسبت به گروه های دریافت کنندۀ محيط کشت حاوی فاکتور 
رشد و محيط کشت فاقد فاکتور رشد + عصارۀ مغز آسيب  دیده 

کاهش معنی داری نداشت )نمودار 1(. 

بحث و نتیجه گیری
در مطالعۀ حاضر با استفاده از یک داربست سه بعدی سعی بر 
نزدیک شدن به حالت سه بعدی طبيعی مغز داشتيم. در مطالعات 
گذشته نشان داده اند که نورون زایی می تواند در مغزهای آسيب 
دیده در اثر آسپيره شدن، سکته و غيره رخ دهد )24(. مطالعات 
آسيب  دچار  حيوانی  مدل های  در  که  داده اند  نشان  همچنين 

ــت داده  ــلول های کش ــاء س ــان دادن بق ــت نش ــت MTS جه ــج تس ــودار 1- نتای نم
شــده در داربســت پوراماتریکــس در گروه هــای مختلــف. ميــزان جــذب در گروه هــای 
محيــط کشــت حــاوی فاکتــور رشــد و محيــط کشــت فاقــد فاکتــور رشــد + عصــارۀ مغز 
آســيب دیده نســبت بــه گروه هــای محيــط کشــت فاقــد فاکتــور رشــد + عصــارۀ مغــز 

ســالم و محيــط کشــت فاقــد فاکتــور رشــد افزایــش غيــر معنــی داری داشــت.

تصويــر 3- تصاویــر فلوروســنت از ســلول های DiI شــده در داربســت ســه بعــدی پوراماتریکــس در روزهــای 3، 7 و 10 در گروه هــای مــورد آزمایــش. افزایــش تکثيــر ســلولی در گروه هــای محيــط 
کشــت حــاوی فاکتــور رشــد و محيــط کشــت فاقــد فاکتــور رشــد + عصــارۀ مغــز آســيب دیده قابــل مشــاهده اســت.

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
86

9/
ac

ad
pu

b.
sh

ef
a.

3.
1.

49
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
he

fa
ye

kh
at

am
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

01
 ]

 

                               6 / 8

http://dx.doi.org/10.18869/acadpub.shefa.3.1.49
http://shefayekhatam.ir/article-1-646-en.html


54

مقــاله پـــــژوهشي

5555 5454

دوره سوم، شماره اول، زمستان 1393دوره سوم، شماره اول، زمستان 1393

مغزی، تکثير سلولی در نواحی هيپوکامپ، اطراف ناحيۀ آسيب 
دیدۀ قشر و در ناحيۀ تحت بطنی از بطن های جانبی رخ می دهد 
)5(. با توجه به تحقيقات گذشته، در این مطالعه عصارۀ بافتی 
48 ساعت پس از ضربه، از نواحی قشر مغز دچار آسيب تهيه 
گردید. Yin و همکاران طی تحقيقی با بررسی اثرات عصاره های 
سالم مغز جنين جوجه 16 روزه و عصارۀ ماهيچه نشان دادند 
که این عصاره ها از مرگ نورون های حرکتی جلوگيری می کنند 
مغز  عصارۀ  مطالعه،  این  در   .)25( دارند  تأثير  آن ها  بقاء  در  و 
سالم تأثير چندانی بر بقاء و تکثير سلول های بنيادی نداشت که 
با مطالعۀ Yin و همکاران در تضاد است، البته باید به این نکته 
توجه داشت که نوع سلول های کشت داده شده متفاوت است که 

این نيز می تواند بر پاسخ سلولی تأثير داشته باشد.
Dash و همکاران نشان دادند که متعاقب آسيب مغزی پس از 
BrdU در شکنج  با  ضربه، تعداد سلول های نشان گذاری شده 
دندانه ای هيپوکامپ افزایش می یابد به طوری که بيشترین ميزان 
تکثير در روز سوم پس از ضربه مشاهده می شود )6(. در مطالعۀ 
حاضر 48 ساعت پس از ضربه جهت تأثير عصاره از مغز استفاده 
شد و نشان داده شد که عصارۀ مغز آسيب دیده بر بقاء و تکثير 
سلول های بنيادی تأثير می گذارد، هر چند باید این نکته را در 
نظر گرفت که شرایط دو مطالعه با هم متفاوت است به طوری که 
همان  روی  بر   In vivo شرایط  در  همکاران  و   Dash مطالعۀ 
سلول هایی که دچار آسيب شده اند انجام شده است، اما در این 
مطالعه، اثر عصارۀ سلول های آسيب دیده در شرایط In vitro بر 

یک ردۀ سلولی دیگر بررسی شده است.
Huang و همکاران به بررسی اثرات عصارۀ مغز موش صحرایی 
بقاء  بررسی  جهت  پرداختند.  استئوبلاست ها  تمایز  و  بقاء  بر 

استئوبلاست ها در روز 6 کشت از کيت 26MTT استفاده نمودند. 
آن ها در مطالعۀ خود گزارش کردند که عصارۀ مغز سالم از مادۀ 
استئوبلاست ها  بقاء  افزایش  به  منجر  سفيد  مادۀ  و  خاکستری 
می شود )26(. در این مطالعه از کيت MTS که اساس کار آن 
در  شد.  استفاده  کشت   10 روز  در  می باشد،   MTT با  مشابه 
منجر  آسيب دیده  مغز  عصارۀ  که  شد  داده  نشان  تحقيق  این 
موش  مغز  جنين  بنيادی  سلول های  تکثير  و  بقاء  افزایش  به 
صحرایی می شود، در حالی که عصارۀ مغز سالم بر ميزان بقاء و 
تکثير سلول هاي بنيادي عصبي تأثير نداشته است که این نتایج 
با تحقيق Huang و همکاران در تضاد است، هر چند دوباره باید 

تفاوت در ردۀ سلولی را نيز لحاظ کرد. 
با توجه به اینکه در مطالعۀ ما تفاوت ها از لحاظ آماری معنی دار 
نبود می توان مطالعۀ دیگری با تعداد کشت بيشتر در هر گروه 
پيشنهاد داد. از طرفی مقدار عصارۀ مصرفی در مطالعۀ ما %2 
بود که می توان مقدارهای دیگر را نيز مورد بررسی قرار داد، چرا 
که در صورت استفاده از غلظت های بيشتر شاید بتوان گفت که 
نتایج بهتر و اميدوار کننده تری حاصل می شد. علاوه بر این به 
تحقيقات بيشتری در زمينۀ اثر استفاده از عصاره های بافتی بر 

تمایز سلول های بنيادی نياز می باشد.
آماری  لحاظ  از  ما  مطالعۀ  نتایج  اینکه  علی رغم  مجموع،  در 
عصارۀ  مثبت  تأثير  احتمال  دهندۀ  نشان  ولی  نبود  معنی دار 
مغز آسيب دیده بر بقاء و تکثير سلول های بنيادی عصبی جنين 
می تواند  زمينه  این  در  بيشتر  بررسی های  بود.  موش صحرایی 
دیده  مغز صدمه  بافت  ترميم  در  دخيل  مکانيسم های  فهم  در 
و همچنين در برنامه های سلول درمانی سيستم عصبی مرکزی 

کمک کننده باشد.
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