
دوره پنجم، شماره دوم، بهار 1396

6262

Differentiation of Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells into Neuron-Like Cells Affected 
by Extract of Ginger Officinale

Mohammad Jabbarian1, 2, Marzieh Darvishi2, 3, Parastoo Barati Dowom2, Azam Babakhani1, Ali Jahanbazi Jahn-
Abad2, Kambiz Roshanaei1*

1Department of Physiology, Faculty of Sciences, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran
2Shefa Neuroscience Research Center, Khatam Alanbia Hospital, Tehran, Iran

3Department of Anatomy, Faculty of Medicine, Ilam University of Medical Sciences, Ilam, Iran

ABSTRACT

*Corresponding Author: Kambiz Roshanaei

  E-mail: kambizroshanaei@gmail.com

Key words:

1. Bone Marrow
2. Rats
3. Death

Introduction: Ginger (Zingiber officinale) is an herbal medicine that has been used 

for treatment of many disorders. Ginger have been identified for antioxidant activity and 

neuroprotective effects. Ginger can alleviate cell death and regenerate the motor function in 

rats with spinal cord injury. In the present study, we investigated the effect of ginger on neural 

induction of bone marrow-derived mesenchymal stem cells and their differentiation into 

neural cells. Materials and Methods: Bone marrow stromal cells (BMSCs) were isolated 

from the femurs and tibias of rat and these cells were induced with the appropriate dose of 

ginger extract. These cells were assessed by crysel violet staining and immunocytochemistery. 

Results: The results showed that cells isolated from bone marrow were immunoreactive to 

CD106 (95.67 ± 2.26), CD90 (71.52 ± 6.64) but not to hematopoietic cell markers (CD45). 

Induced BMSCs by 10, 20, 30, 40, 50, 60 and 70 microg/ml of ginger after 12 and 24 hours 

were positive for nissl body. The highest percentage of live cells was observed with 30 microg/

ml of ginger and maximum neural-like cells was induced with 60 microg/ml ginger after 12 

hours. Conclusion: Ginger can be considered as a potential alternative non-toxic substance 

for induction of neuronal cells and can be used for induction of BMSCs to neuron-like cells.
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چــــــــكيده

كليد واژه‌ها:
1. مغز استخوان

2. موش‌هاي صحرايي
3. مرگ

اختلالات  از  بسياري  درمان  براي  كه  است  گياهي  داروي  )Zingiber officinale( يك  زنجبيل  مقدمه: 
است.  شده  شناسايي  عصبي  حفاظت  اثرات  و  اكسيداني  آنتي  فعاليت  براي  زنجبيل  گردد.  مي  استفاده 
زنجبيل مي‌تواند مرگ سلول را كاهش دهد و فعاليت حركتي در موش‌هاي صحرايي با ضايعة نخاعي را 
بهبود بخشد. در مطالعة حاضر، ما به بررسي اثر زنجبيل بر القاي عصبي سلول‌هاي بنيادي مزانشيمي مشتق 
از مغز استخوان و تمايز آن‌ها به سلول‌هاي عصبي پرداختيم. مواد و روش‌ها: سلول‌های استرومایی مغز 
استخوان از ران و درشت‌ني موش صحرايي جداسازي شد و اين سلول‌ها با دوز مناسبي از عصارة زنجبيل 
القاء شدند. اين سلول‌ها از طريق رنگ‌آميزي كريستال ويوله و ایمونوسیتوشیمی ارزيابي شدند. يافته‌ها: 
 CD90 (71.52 و CD106 (95.67 ± 2.26) اين نتايج نشان داد كه سلول‌هاي جدا شده از مغز استخوان به
(6.64 ± واكنش ايمني نشان دادند اما به ماركرهاي سلول خوني (CD45) خير. سلول‌های استرومایی مغز 
القاء شده با 10، 20، 30، 40، 50، 60 و 70 ميكروگرم/ميلي‌ليتر از زنجبيل بعد از 12 و 24  استخوان 
ساعت براي جسم نيسل مثبت بودند. بالاترين درصد سلول‌هاي زنده با 30 ميكروگرم/ميلي‌ليتر زنجبيل 
مشاهده شد و بيشترين سلول‌هاي شبه عصبي با 60 ميكروگرم/ميلي‌ليتر زنجبيل بعد از 12 ساعت القاء 
شدند. نتيجه‌گيري: زنجبيل مي‌تواند به‌عنوان يك مادة غير سمي، جايگزين بالقوه‌اي براي القاي سلول‌هاي 
به سلول‌هاي شبه  القاي سلول‌های استرومایی مغز استخوان  براي  عصبي در نظر گرفته شود و مي‌تواند 

عصبي استفاده شود. 

اطلاعات مقاله:
تاریخ د‌‌ريافت: 15 فروردين 1395                                          اصلاحيه: 10 مهر 1395                                  تاريخ پذيرش: 9 بهمن 1395 
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مقدمه
ضایعــات سیســتم عصبــی مرکــزی، آســیب‌های جبــران 
ناپذیــری هســتند کــه هنــوز درمــان مؤثــری بــرای آن 
ــت  ــی جه ــای مختلف ــون روش‌ه ــت. تاکن ــده اس ــرح نش مط
توســط  مرکــزی  عصبــی  سیســتم  بهبــود آســیب‌های 
محققــان ارائــه شــده اســت کــه از ایــن میــان می‌تــوان 
بــه: 1- درمــان داروئــی 2- درمـ�ان جراحـ�ی 3- اســتفاده 
ــر  ــال‌های اخی ــرد. در س ــاره ک ــی اش ــای فیزیوتراپ از روش‌ه
ــی  ــادی و مهندس ــلول‌های بنی ــش س ــدن دان ــرح ش ــا مط ب
بافــت، دریچــه‌ای نــو بــه ســوی تحقیقــات پزشــکی در زمینــۀ 
ــن  ــد. در ای ــاز گردی ــی ب ــتم عصب ــیب‌های سیس ــان آس درم
ــه  ــه طــوری ک ــت ب ــات گســترده‌ای انجــام گرف ــه مطالع زمین
ــور  ــادی به‌منظ ــلول‌های بنی ــز از س ــن نی ــی از محققی گروه
ــن  ــی جنی ــی و عصب ــای نخاع ــیب‌های بافت‌ه ــد در آس پیون
ــد )1-5(. ــای رشــد اســتفاده کردن ــدون فاکتوره ــا ب همــراه ی

اســتفاده از ســلول‌های بنیــادی جنینــی در ترمیــم ضایعــات 
ــن  ــت و ای ــده اس ــی ش ــادی بررس ــات زی ــی در مطالع عصب
ایــن ســلول‌ها  تحقیقـ�ات نش��ان دادن��د کــه در پیونــد 
ــا،  ــه نورون‌ه �ـا ب ــدۀ آن‌ه ـ نخـا�ع و ی��ا مغـز� آسی��ب دی بهـ
ــز یافتــه و بهبــودی  آستروسی��ت‌ها و الیگودندروســیت‌ها تمای
نســبتاً محــدودی نیــز در حــرکات حیوانــات ایجــاد می‌کننــد. 
بــا ایــن وجــود تهیــۀ ســلول‌ها و بافت‌هــای جنینــی بــا موانــع 
ــرو اســت و از طــرف دیگــر  ــی متعــددی روب ــی و قانون اخلاق
ــن  ــدودی از ای ــش مح ــا بخ ــه تنه ــان داده ک ــی‌ها نش بررس
ــت  ــه عل ــن ب ــد و ای ــده می‌مانن ــد زن ــس از پیون ــلول‌ها پ س
ــمندان  ــی از دانش ــت )8-6(. گروه ــی اس ــای ایمن واکنش‌ه
ــد.  ــی نمودن ــتخوان را معرف ــز اس ــترومایی مغ ــلول‌های اس س
امــروزه در اســتفاده از ایــن ســلول‌ها جهــت درمــان ضایعــات 
ــه  ــا ب ــز آن‌ه �ـی و تمای ی�ب‌های نخاع سیس��تم عصب��ی و آس
ــی انجــام  ــات مختلف �ـات، مطالع س��لول‌های عصب��ی در حیوان

�ـه اســت )7 ،5(. گرفت
 قابلیــت تمایــز ســلول‌های بنیــادی اســترومایی بــه ســلول‌های 
شــبه نورونــی یکــی از عوامــل جذابیــت ایــن ســلول‌ها در امــر 
درمــان اســت و ایــن موضــوع زمینــۀ مســاعد و گســترده‌ای را 
در امــر تحقیقــات بــر روی ایــن ســلول‌ها فراهــم کــرده اســت. 
ــز اســتخوان  ــر ســلول‌های اســترومایی مشــتق شــده از مغ اکث
ــه ســلول‌های  ــد شــده‌اند، ب ــده پیون ــه ناحیــۀ ضایعــه دی کــه ب
ــی از  ــداد اندک ــد و تع ــز می‌یابن ــر تمای ــرک ناپذی ــی تح عصب
ــر  ــن ام ــوند و ای ــل می‌ش ــی تبدی ــلول‌های عصب ــه س ــا ب آن‌ه
موجــب کاهــش بهبــود رونــد حســی –حرکتــی می‌گــردد. ایــن 
ــت  ــی جه ــای درمان ــی از روش‌ه ــه یک ــد ک ــان می‌ده ــر نش ام
جایگزینــی ســلول‌های از دســت رفتــه تولیــد ســلول‌های 

تمایــز یافتــۀ عصبــی اســت )9(. 
ــۀ  ــه مطالع ــا ب ــدیم ت ــر آن ش ــر ب ــۀ حاض ــن رو در مطالع از ای
ــه ســلول  ــادی مغــز اســتخوان ب ــز ســلول‌های بنی بیشــتر تمای
ــن  ــادی در ای ــات زی ــه مطالع ــر چ ــم. اگ ــی بپردازی ــبه عصب ش

زمینــه انجــام شــده اســت ولــی اکثــر القــاء کننده‌هــای عصبــی 
ــند  ــکی می‌باش ــیمیایی توکس ــات ش ــتفاده از ترکیب ــورد اس م
ــه  ــه و در نتیج ــز یافت ــلول‌های تمای ــرگ س ــه م ــر ب ــه منج ک

ــوند. ــز می‌ش ــار تمای ــر ب ــلول در ه ــی س ــداد کم تع
یکــی از ترکیباتــی کــه بــرای محافظــت از ســلول‌های عصبــی 
ــد )10(.  ــت Zingiber officinale می‌باش ــده اس ــایی ش شناس
ــه  ــی Zingiber officinale ب ــام علم ــا ن ــی ب ــل از گیاه زنجبی
ــاختار  ــال Cotton 1945 س ــار در س ــن ب ــد. اولی دســت می‌آی
شــیمیایی Zingiber را بیــان نمــود و عنــوان کــرد کــه عضــوی 
ــام وینیــل اســتونی اســت. بررســی  ــه ن از فنولیــک آلکالیــن ب
ــیدان،  ــی اکس ــه آنت ــان داد ک ــاه نش ــن گی ــک ای فارماکولوژی
ــی  ــد میکروب ــای ض ــرطان و فعالیت‌ه ــد س ــاب، ض ــد الته ض

. د ر ا د
مطالعــات آزمایشــگاهی در مــورد بررســی اثــر محافظتــی ایــن 
مــادۀ زیســتی بــر سیســتم عصبــی مرکــزی انجــام شــده اســت. 
ــتم  ــه سیس ــیب ب ــه آس ــان داده ک ــی‌ها نش ــال بررس ــرای مث ب
عصبــی مرکــزی باعــث افزایــش تولیــد 3 و 4 متیلــن دکســی 
مــت آمفتامیــن )MDMA(1 می‌شــود. ترکیــب MDMA موجب 
القــاء مــرگ ســلولی و آپاپتــوز در ســلول‌های عصبــی بــه دنبــال 
افزایــش بیــان ژن BAX و کاهــش بیــان Bcl-2 می‌گــردد. 
ــای  ــش رادیکال‌ه ــه افزای ــب منجــر ب ــن ترکی ــر آن ای ــاوه ب ع
آزاد، پراکسیداســیون لیپیدهــا و افزایــش ســلول‌های تانــل 
مثبــت می‌گــردد. عامــل MDMA از طریــق آزادســازی کاســپاز 
ــی‌ها  ــد. بررس ــاد می‌کن ــلولی را ایج ــرگ س ــیتوکروم c م و س
ــت  ــیدانی و حفاظ ــی اکس ــر آنت ــه Zingiber اث ــان داده ک نش
ــش  ــلولی را کاه ــرگ س ــی Zingiber م ــی2 دارد. از طرف عصب
ــیب‌های  ــی در آس ــرد حرکت ــازی عملک ــث بازس ــد و باع می‌ده

ــردد )11 ،10(. ــی می‌گ ــتم حرکت سیس
عــاوه بــر آن بررســی‌ها نشــان می‌دهــد کــه آســیب عصبــی 
ــر توکســکی  ــات و اث ــو ســدیم گلوتام ــق افزایــش مون از طری
در  می‌گــردد.  مغــز  مونوآمین‌هــای  کاهــش  موجــب  آن 
ــر  ــال اث ــا اعم ــه Zingiber ب ــد ک ــان داده ش ــه‌ای نش مطالع
ــی  ــش مونوآمین‌های ــات افزای ــدیم گلوتام ــو س ــر روی مون ب
چــون افریــن، دوپامیــن، نوراپــی نفریــن و ســرتونین را ایجــاد 
ــد  ــا خواه ــر نورون‌ه ــی ب ــت عصب ــش حفاظ ــد و نق می‌کن
 Zingiber داشــت. همچنیــن مطالعــات بعــدی نشــان داد کــه
از سیســتم عصبــی  افزایــش حافظــه و حمایــت  باعــث 

.)12( می‌گــردد 
از ایــن رو یکــی از اهــداف ایــن پژوهــش و جنبه‌هــای نــوآوری 
ــز  ــترومایی مغ ــلول‌های اس ــز س ــاء و تمای ــر بق ــی اث آن، بررس
ــت  ــط کش ــی در محی ــبه عصب ــلول‌های ش ــه س ــتخوان ب اس
ــی  ــارۀ گیاه ــوان عص ــتفاده از Ginger Officinale به‌عن ــا اس ب

ــد )13-17(. ــل می‌باش زنجبی
مواد و روش‌ها

1. جداســازی و کشــت ســلول‌های بنیــادی مشــتق از 

1 3,4-Methylenedioxymethamphetamine
2 Neuroprotective
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مغــز اســتخوان

بــا روش  از مغــز اســتخوان  بنیــادی مشــتق  ســلول‌های 
ــای  ــور از موش‌ه ــا و فم ــتخوان‌های تیبی ــیون از اس آسپیراس
ــا 250  ــا وزن 220 ت ــی ب ــپراگ داول صحرایـی� ن��ر ن��ژاد اس
ــه  گــرم جداســازی شــد )18(. ســلول‌های جداســازی شــده ب
 ،DMEM فلاســ‌کهای 25 ســانتی حــاوی محیــط کشــت
 FBS ســرم  حــاوی   %10 استرپتومایســین  پنی‌ســیلین 
ــای  ــور )دم ــل انکوبات ــ‌کها داخ ــد. فلاس ــل گردی 10% منتق
37 درجــۀ ســانتی‌گراد و فشــار پنــج درصــد Co2( قــرار 
داده شــد. پــس از 72 ســاعت محیــط کشــت فلاســ‌کها 
ــد و بدیــن طریــق ســلول‌های خونســاز و ذرات  تعویــض گردی
ــه  ــده و در نتیج ــدا ش ــت ج ــط کش ــود در محی ــی موج بافت
ــی  ــه توانای ــتخوان ک ــز اس ــترومایی مغ ــلول‌های اس ــاً س عمدت
ــد. پــس از  ــد باقــی ماندن ــه کــف فلاســک را دارن چســبیدن ب
ــت در  ــک دس ــاً ی ــترومایی تقریب ــلول‌های اس ــاژ، س ــج پاس پن
ــرای  ــلول‌ها ب ــن س ــه از ای ــد ک ــی ماندن ــ‌کها باق ــف فلاس ک
ــد.  ــتفاده ش ــیمی اس ــی و ایمونوسیتوش ــی ریخت‌شناس بررس
لازم بــه ذکــر اســت کــه در ایــن مطالعــه از یــک مــوش بــرای 
جداســازی و کشــت ســلول اســتفاده شــد و در نهایــت مطالعــه 
ــه  ــای س ــورت تکراره ــه ص ــلولی ب ــت س ــای کش در محیط‌ه
ــه  ــه و ب ــک نمون ــۀ حاضــر روی ی ــت. مطالع ــی انجــام گرف تای

ــار تکــرار انجــام شــد. صــورت ســه ب

2. ایمونوسیتوشیمی

ــا  ــد و ب ــه ش ــلول‌ها دور ریخت ــط س ــور محی ــن منظ ــرای ای ب
فســفات بافــر ســالین )PBS(3 ســه مرتبــه بــه مــدت 5 دقیقــه 
ــه  شستشــو شــدند. ســپس توســط پارافرمالدهیــد 4 درصــد ب
مــدت 30 دقیقــه در دمــای 4 درجــه فیکــس شــدند. ســپس 
غشــای ســلول‌ها توســط تریتــون 0/3 درصــد بــرای مــدت 30 
دقیقــه نفوذپذیــر شــد و در مرحلــۀ بعــدی بــرای جلوگیــری از 
 %FBS10 ــرم ــا س ــلول‌ها ب ــی س ــر اختصاص ــای غی واکنش‌ه
بــه مــدت 20 دقیقــه پوشــش داده شــد. ســپس بــه مــدت 12 
ــه  ــای اولی ــای 4 درجــه در معــرض آنتی‌بادی‌ه ســاعت در دم

بــه شــرح زیــر قــرار گرفــت.

Mouse anti- CD106, polyclonal antibody 1:300); 
Millipore (
Mouse anti-CD90, monoclonal antibody 1:200); 
Millipore (
Mouse anti-CD45 polyclonal antibody 1:300); 
Millipore (

توســط  اولیــه  آنتی‌بــادی  ســاعت   12 از  بعــد  ادامــه  در 
ــای  ــاعت در دم ــدت 2 س ــه م ــد و ب ــو داده ش PBS شستش
ــد  ــۀ ض ــادی ثانوی ــرض آنتی‌ب ــک در مع ــط تاری ــاق و محی ات
موشــی کونژوگــه بــه FITC بــا غلظــت )1/500( قــرار گرفــت. 
ــگام شــمارش  ــرای مشــخص شــدن هســتۀ ســلول‌ها در هن ب

از محلــول پروپیدیــوم یدایــد بــه صــورت 1 میلی‌گــرم در 
1000 میکرولیتــر بــه مــدت یــک دقیقــه اســتفاده شــد. جهــت 
ــکوپ  ــط میکروس ــا توس ــت، نمونه‌ه ــلول‌های مثب ــی س بررس
ــرار  ــی ق ــورد بررس ــورت )Olympus IX71( م ــانس این فلورس

ــد. گرفتن
3. عصاره‌گیری از ریزوم زنجبیل

در مرحلــۀ بعــد عصاره‌گیــری از عصــارۀ زنجبیــل انجــام 
ــه  ــل تهی ــه( زنجبی ــزوم )ریش ــور ری ــن منظ ــرای ای ــت ب گرف
ــیاب  ــاً آس ــی کام ــدۀ صنعت ــرد کنن ــتگاه خ ــا دس ــد و ب گردی
شــد. پــودر عصــارۀ زنجبیــل تــا زمــان عصاره‌گیــری در جــای 
ــل  ــارۀ زنجبی ــودر عص ــد. از پ ــداری ش ــک نگه ــک و خن خش
ــن روش  ــه شــد. در ای ــه روش سوکســله تهی ــی ب عصــارۀ الکل
ــه همــراه حــدود  ــودر عصــارۀ زنجبیــل ب مقــدار 25 گــرم از پ
ــه  ــتگاه ریخت ــن دس ــل بال ــق داخ ــکل مطل ــر ال 500 میلی‌لیت
شــد. عصاره‌گیــری ســه روز متوالــی از صبــح تــا شــب صــورت 
گرفــت تــا اطمینــان حاصــل شــود کــه تمــام عصــارۀ قابل‌حــل 
در الــکل از پــودر اســتخراج شــده اســت. در ایــن حالــت 
ــد از آن  ــود. بع ــرم ب ــده 1 گ ــت آم ــه دس ــص ب ــارۀ خال عص
ــدند )105×10  ــل ش ــه منتق ــای 6 خان ــه پلیت‌ه ــلول‌ها ب س
ــط  ــا محی ــه( و ب ــت 6 خان ــه از پلی ــر خان ــلول در ه ــزار س ه
ــد.  DMEM حــاوی عصــارۀ زنجبیــل تعویــض محیــط گردیدن
بــرای دســتیابی بــه بهتریــن غلظــت عصــارۀ زنجبیــل و 
بهتریــن زمــان القــاء از غلظت‌هــای 10، 20، 30، 40، 50، 
 / اتانــول  60 و 70 میکروگــرم در میلی‌لیتــر ترکیــب 1:1 
ــاعت  ــی 12 و 24 س ــای زمان ــد و در بازه‌ه ــه ش DMSO تهی
ــان  ــت و زم ــن غلظ ــد. بهتری ــرار داده ش ــلول ق ــرض س در مع
بــا اســتفاده از ارزیابــی درصــد ســلول‌های زنــده و ســلول‌های 

ــد )19(. ــت آم ــه دس ــی ب ــپ عصب دارای فنوتی
4. بررسی آزمون زنده ماندن

ــارۀ  ــا عص ــلول‌ها ب ــۀ س ــد از مواج ــدن بع ــده مان ــون زن آزم
زنجبیــل صــورت گرفتــه اســت. بدیــن صــورت کــه بــرای انجام 
ایــن آزمــون یــک حجــم سوسپانســیون ســلولی و یــک حجــم 
مســاوی از رنــگ تریپــان بلــو مخلــوط شــد و شــمارش ســلولی 
بــا اســتفاده از لام نئوبــار در زیــر میکروســکوپ اینــورت انجــام 
ــه داخــل ســلول‌های مــرده نفــوذ  ــگ ب شــد. در ایــن روش رن
می‌کنــد و بــه رنــگ آبــی در می‌آینــد ولــی ســلول‌های رنــگ 
نشــده معــرف ســلول‌های زنــده هســتند کــه بــا شــمارش کل 
ــده  ــلول‌های زن ــگ شــده درصــد س ــلول‌های رن ــلول‌ها و س س

بــه دســت آمــد.
5. بررسی رنگ‌آمیزی کرزیل ویوله

جهــت رنگ‌آمیــزی، محیــط کشــت ســلول‌ها دور ریختــه 
شــد و ســلول‌ها توســط PBS ســه مرتبــه شستشــو داده 
ــه  ــد ب ــد 4 درص ــط پارافرمالدهی ــلول‌ها توس ــپس س ــد. س ش
ــه مــدت  ــۀ بعــد ب مــدت 30 دقیقــه فیکــس شــدند. در مرحل
ــه  ــول کرزیــل فســت ویول 5 دقیقــه ســلول‌ها در معــرض محل

3 Phosphate-buffered saline
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ــار توســط  قــرار گرفتنــد )20(. بعــد از رنگ‌آمیــزی چندیــن ب
ــکوپ  ــیلۀ میکروس ــه وس ــپس ب ــد. س ــو داده ش PBS شستش

ــد. ــرار گرفتن ــه ق ــورد مطالع ــورت اجســام نیســل‌ها م این
6. تجزیه و تحلیل آماری

ــتاندارد  ــراف اس ــن ± انح ــب میانگی ــر حس ــر ب ــام مقادی تم
ارائــه شــده اســت. اطلاعــات بــه دســت آمــده از بررســی زنــده 
ــز  ــاری آنالی ــا روش آم ــلولی ب ــمارش س ــلول‌ها و ش ــودن س ب
 TUKEY ــی ــون تعقیب ــه (ANOVA) و آزم ــس یکطرف واریان
بیــن زمان‌هــا و گروه‌هــای مختلــف بــه وســیلۀ نرم‌افــزار 
ــی‌داری 05/ ــطح معن ــت. س ــام گرف ــش 15 انج SPSS ویرای

ــد. ــه ش P<0 درنظرگرفت

یافته‌ها
1. جداســازی و کشــت ســلول‌های بنیــادی مزانشــیمی 

ــتخوان ــتق از مغز اس مش
نتایــج حاصــل از کشــت ســلول‌های بنیــادی مشــتق از 
ــی  ــلول‌ها در بررس ــن س ــه ای ــان داد ک ــتخوان نش ــز اس مغ
ابتدایــی بعــد از 24 ســاعت از کشــت اولیــه، توانایــی اتصــال 
بــه کــف فلاســک را دارنــد و از نظــر ریخت‌شناســی شــباهت 
بالایــی بــه ســلول‌های فیبروبلاســت دارنــد. نتایــج حاصــل از 
مشــاهدات ســلولی به‌منظــور بررســی ریخت‌شناســی ســلول 
ــر 1  ــت در تصوی ــاز کنتراس ــکوپ ف ــتفاده از میکروس ــا اس ب

ــت. ــده اس ــان داده ش نش
2. ایمونوسیتوشیمی

ارزیابــی ایمونوسیتوشــیمی نشــانگرهای ســطحی CD90 و 
CD106 بعــد از رنگ‌آمیــزی هســته بــا اتیدیــوم برومایــد 
بــه  ســلول‌ها  از  درصــد   71/52  ±  6/64 کــه  داد  نشــان 
آنتی‌بــادیCD90 )نشــانگر اختصاصــی مربــوط بــه ســلول‌های 
 CD106 ــادی ــه آنتی‌ب ــد ب ــیمی(، 2/26 ± 95/67 درص مزانش
)نشــانگر اختصاصــی مربــوط بــه ســلول‌های اســترومایی 
ــن  ــد. همچنی ــان دادن ــت نش ــش مثب ــتخوان( واکن ــز اس مغ
ــه  ــوط ب ــرای نشــانگر CD45 )اختصاصــی مرب ــن ســلول‌ها ب ای
ــی  ــد 86 /0 ± 0/6 منف ــا درص ــک( ب ــلول‌های هماتوپوئیتی س

ــر 2(. ــودار 1 و تصوی ــدند )نم ش
3. نتایج آزمون زنده ماندن

ــان  ــل نش ــارۀ زنجبی ــا عص ــلول‌ها ب ــاء س ــۀ الق ــج مرحل نتای
اســتخوان  مغــز  بنیــادی  ســلول‌های  تمایــز  در  کــه  داد 
بــه ســلول‌های شــبه عصبــی، درصــد ســلول‌های زنــده 
تــا  از 10 میکروگــرم در میلی‌لیتــر  افزایــش غلظــت  بــا 
30 میکروگــرم در میلی‌لیتــر در بــازۀ زمانــی 12 ســاعت 
افزایــش یافتــه کــه ایــن افزایــش در بــازۀ زمانــی 12 ســاعت 
معنــی‌دار بــوده اســت )P<0/05(. بــا افزایــش غلظــت از 
30 بــه 70 میکروگــرم در میلی‌لیتــر و در هــر دو زمــان 
ــده  ــده دی ــلول‌های زن ــد س ــش درص ــاعت کاه 12 و 24 س
شــده اســت. )نمــودار 2(. بــر اســاس نتایــج بــه دســت آمــده 
ــت 30  ــه غلظ ــوط ب ــده مرب ــلول‌های زن ــد س ــترین درص بیش
ــاء 12  ــان الق ــه در زم ــد ک ــر می‌باش ــرم در میلی‌لیت میکروگ
ســاعت نســبت بــه 24 ســاعت ایــن افزایــش بیشــتر می‌باشــد 

.)P<0/05(

تصویــر 1- تصویــر فازکنتراســت از ســلول‌های بنیــادی مزانشــیمی مشــتق از مغــز اســتخوان 
کشــت داده شــده بعــد از 24 ســاعت. ســلول‌ها متصــل شــده بــه کــف فلاســک دوکــی شــکل 

بــوده )شــبه فیبروبلاســت( و هســتۀ مشــخصی دارنــد.

ــلولی در  ــطح س ــانگرهای س ــان نش ــد بی ــتونی درص ــودار س ــودار 1- نم نم
ســلول‌های مزانشــیمی مشــتق از مغــز اســتخوان بعــد از پاســاژ ســلولی 

ــارم. چه

 CD45 ،الــف( بــا مقیــاس: 50.0 میکرومتــر( CD90 تصویــر 2- رنگ‌آمیــزی ایمونوسیتوشــیمی ســلول‌های بنیــادی مشــتق از مغــز اســتخوان مــوش صحرایــی بــا نشــانگر
)ب(، CD106 )ج( مقیــاس: 200 میکرومتــر. جهــت شــمارش و بیــان درصــد ســلول‌هایی کــه ایــن نشــانگرها را بیــان می‌کننــد از رنگ‌آمیــزی هســته بــا اتیدیــوم برومایــد 

اســتفاده شــد. )رنــگ قرمــز نشــانگر رنگ‌آمیــزی هســته بــا اتیدیــوم برومایــد و رنــگ ســبز نشــان دهنــدۀ رنگ‌آمیــزی بــا fitc می‌باشــد(.
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4. نتایج رنگ‌آمیزی کرزیل ویوله

عصبــی  شــبه  ســلول‌های  شــمارش  از  حاصــل  نتایــج 
ــه  ــت نشــان داد ک ــل فســت ویول ــا کرزی ــزی شــده ب رنگ‌آمی
ــای 10، 20،  ــا غلظت‌ه ــون ب ــورد آزم ــای م ــن گروه‌ه در بی
30، 40، 50، 60 و 70 در زمــان القــاء 12 و 24 ســاعت، 
بیشــترین تعــداد ســلول‌های شــبه عصبــی مربــوط بــه غلظــت 

ــن  ــاف بی ــن اخت ــر می‌باشــد و ای ــر میلی‌لیت ــرم ب 60 میکروگ
ــر  ــاعت )P<0/05( از نظ ــون در 12 س ــورد آزم ــای م غلظت‌ه
از طرفــی   .)3،  4، آمــاری معنــی‌دار می‌باشــد )تصویــر 5 
ــت  ــل مثب ــلول‌های نیس ــداد س ــه تع ــان داد ک ــی‌ها نش بررس
ــا القــاء 12 ســاعت  ــر، ب ــر میلی‌لیت در غلظــت 60 میلی‌گــرم ب
بیشــتر از القــاء بــه مــدت 24 ســاعت می‌باشــد و ایــن تفــاوت 

معنــی‌دار اســت )نمــودار 3(.

تصویــر 3- ســلول‌های شــبه عصبــی القــاء شــده بــا عصــارۀ Zingiber در غلظت‌هــای 
10، 20، 30، 40، 50 و 70 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر و بــه مــدت 12 ســاعت. علامــت 

پیــکان نشــان دهنــدۀ ســلول‌های نیســل مثبــت می‌باشــد.

القــاء شــده بــا عصــارۀ Zingiber در  تصویــر 4- ســلول‌های شــبه عصبــی 
غلظت‌هــای 10، 20، 30، 40، 60 و 70 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر و بــه مــدت 

24 ســاعت.

نمــودار 2- نمــودار ســتونی درصــد ســلول‌های زنــده تحــت تأثیــر غلظت‌هــای مختلــف عصــارۀ زنجبیــل در 
زمان‌هــای 12 و 24 ســاعت.* تفــاوت معنــی‌دار بیــن غلظــت 20 میکروگــرم در میلی‌لیتــر و ســایر غلظت‌هــا 
در بــازۀ زمانــی 24 ســاعت را نشــان می‌دهــد )P<0/05*(. # تفــاوت معنــی‌دار بیــن غلظــت 30 میکروگــرم در 
ــی 12 ســاعت را نشــان می‌دهــد )P<0/05#(. ¥ تفــاوت معنــی‌دار  ــازۀ زمان میلی‌لیتــر و ســایر غلظت‌هــا در ب
ــد  ــان می‌ده ــر را نش ــرم در میلی‌لیت ــت 30 میکروگ ــاعت در غلظ ــاعت و 24 س ــی 12 س ــای زمان ــن بازه‌ه بی

.)¥P<0/05(
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بحث و نتیجه‌گیری
ــتخوان  ــز اس ــادی مغ ــلول‌های بنی ــاء س ــزان الق ــی می بررس
ــش  ــا افزای ــه ب ــان داد ک ــی نش ــبه عصب ــلول‌های ش ــه س ب
ــرم  ــا 60 میکروگ ــت 10 ت ــل از غلظ ــارۀ زنجبی ــت عص غلظ
بــر میلی‌لیتــر تعــداد ســلول‌های نیســل مثبــت افزایــش 
ایــن نتایــج در مــورد هــر دو زمــان 12 و 24  می‌یابــد. 
ــان  ــن دو زم ــۀ بی ــد. در مقایس ــدق می‌کن ــاء ص ــاعت الق س
عصــارۀ  متفــاوت  غلظت‌هــای  و  ســاعته   24 و   12 القــاء 
ــترین  ــد بیش ــرای تولی ــان ب ــت و زم ــوم غلظ ــل، اپتیم زنجبی
ــل از  ــای حاص ــاس یافته‌ه ــر اس ــی )ب ــبه عصب ــلول‌های ش س
ــت 60  ــه غلظ ــوط ب ــه(، مرب ــت ویول ــل فس ــزی کرزی رنگ‌آمی
ــن  ــاف بی ــن اخت ــد و ای ــر می‌باش ــر میلی‌لیت ــرم ب میکروگ
ــر  ــاعت )P<0/05( از نظ ــون در 12 س ــورد آزم ــای م غلظت‌ه
ــری  ــه اث ــه ب ــا توج ــن ب ــد. بنابرای ــی‌دار می‌باش ــاری معن آم
ــلول‌های نیســل  ــداد س ــش تع ــر افزای ــل ب ــه عصــارۀ زنجبی ک
مثب�ـت داش��ته اســت. از آنجــا کــه تولیــد ســلول‌های کارآمــد 
و تمایــز یافتــۀ عصبــی هنــوز به‌عنــوان یــک مســئلۀ پیچیــده 
در پزشــکی مطــرح می‌باشــد، مطالعــات مــا نیــز در ایــن 
ــه  ــرای رســيدن ب ــی مناســب ب ــن راه ــۀ یافت ــر پای ــق ب تحقی
ایــن هــدف انجــام گرفتــه اســت. تاکنــون از ســلول‌های زیــادی 
در زمینــۀ درمــان ســلولی در ضایعــات سیســتم عصبــی 
ــه  ــوان ب ــۀ آن‌هــا می‌ت ــده کــه از جمل مرکــزی اســتفاده گردی
ــه ســلول‌های  ــی از جمل ــادی عصب اســتفاده از ســلول‌های بنی

بنیــادی عصبــی درونــی، ســلول‌های غــاف عصــب بویایــی و 
ســلول‌های اســترومایی مغــز اســتخوان اشــاره کــرد )21-24(. 
غیــر از آن از ســلول‌های غیــر بنیــادی چون ســلول‌های شــوان، 
ماکروفاژهــا و ســلول‌های دندرتيــک نیــز مــورد اســتفاده قــرار 
گرفتــه اســت. از میــان ایــن ســلول‌ها، ســلول‌های اســترومایی 
مغــز اســتخوان از انــواع ســلول‌های بنیــادی بالــغ هســتند کــه 
ــی  ــلول درمان ــی را در س ــترین کارای ــر بیش ــال‌های اخی در س

ــد )25-28(. ــان دادن نش

در ایــن مطالعــه مــا ســلول‌های بنیــادی مشــتق از مغــز 
اســتخوان را جهــت تولیــد ســلول‌های شــبه عصبــی اســتفاده 
ــباهت  ــکل و ش ــی ش ــلول‌ها دوک ــت س ــن حال ــم. در ای کردی
ــر  ــاوه ب ــتند. ع ــتی داش ــلول‌های فیبروبلاس ــه س ــادی ب زی
ســلول‌های  مــورد  در  ســلولی  نشــانگرهای  بررســی  آن 
مزانشــیمی مغــز اســتخوان بــا بیــان مثبــت نشــانگرهای 
ــی  ــانگر خون ــان نش ــدم بی ــیمی )CD106 ،CD90( و ع مزانش
ــا  ــق ب ــز در تواف ــا نی ــن یافته‌ه ــه ای ــود ک ــراه ب )CD45( هم
ســایر مطالعــات انجــام شــده تاکنــون می‌باشــد. در ایــن 
ــن  ــمیت پایی ــا س ــل ب ــارۀ زنجبی ــد از عص ــعی ش ــق س تحقی
جهــت القــاء ســلول‌های مزانشــیمی مغــز اســتخوان اســتفاده 
ــلولی در  ــز س ــۀ تمای ــی‌هایی در زمین ــردد )33-29(. بررس گ
حضــور عصــارۀ زنجبیــل انجــام شــده کــه از آن جملــه توانایــی 
ایــن ترکیــب گیاهــی بــرای افزایــش تمایــز ســلول‌های چربــی 
ــود دارد  ــز وج ــری نی ــات دیگ ــن مطالع ــت )34(. همچنی اس

ــاعت و 50  ــی 12 س ــازۀ زمان ــر در ب ــر میلی‌لیت ــرم ب ــت 60 میکروگ ــارۀ Zingiber در غلظ ــا عص ــده ب ــاء ش ــی الق ــبه عصب ــلول‌های ش ــر 5- س تصوی
ــالین(. ــال س ــرل )نرم ــروه کنت ــاعت و گ ــی 24 س ــازۀ زمان ــر در ب ــر میلی‌لیت ــرم ب میکروگ

ــزی  ــا رنگ‌آمی ــل ب ــام نیس ــاوی اجس ــی ح ــبه عصب ــلول‌های ش ــد س ــه‌ای درص ــودار مقایس ــودار 3- نم نم
ــان  ــودار نش ــاعت(. نم ــف )12 و 24 س ــای مختل ــف Zingiber و زمان‌ه ــای مختل ــه در غلظت‌ه ــل ویول کریزی
می‌دهــد کــه غلطــت 60 میکروگــرم بــر میلی‌لیتــر و 12 ســاعت القــاء بیشــترین درصــد ســلول شــبه عصبــی 
ــا زمــان 24 ســاعت معنــی‌دار می‌باشــد. * تفــاوت معنــی‌دار  ایجــاد می‌گــردد کــه ایــن اختــاف در مقایســه ب
ــن  ــی‌دار بی ــاوت معن ــد )P<0/05*(.* تف ــان می‌ده ــاعت را نش ــاعت و 24 س ــی 12 س ــای زمان ــن بازه‌ه بی
غلظــت 50 میکروگــرم در میلی‌لیتــر و ســایر غلظت‌هــا در بــازۀ زمانــی 24 ســاعت را نشــان می‌دهــد 
)P<0/05*(. # تفــاوت معنــی‌دار بیــن غلظــت 60 میکروگــرم در میلی‌لیتــر و ســایر غلظت‌هــا در بــازۀ زمانــی 
12 ســاعت را نشــان می‌دهــد )P<0/05#(. ¥ تفــاوت معنــی‌دار بیــن بازه‌هــای زمانــی 12 ســاعت و 24 ســاعت 

.)¥P<0/05( ــد ــان می‌ده ــر را نش ــرم در میلی‌لیت ــت 60 میکروگ در غلظ
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ــیکل  ــۀ M1 از س ــر مرحل ــل ب ــر زنجبی ــدۀ اث ــان دهن ــه نش ک
ــی  ــه صورت ــز ســلولی می‌باشــد ب ــر تمای ــر آن ب ســلولی و تأثی
افزایــش  بــه  منجــر  مختلــف  رده‌هــای ســلولی  در  کــه 
تمایــز ســلولی شــده اســت. در مطالعــه‌ای نیــز اثــر هیســتون 
داســتیلاز بــودن عصــارۀ ریــزوم زنجبیــل مطــرح شــده اســت 
ــا  ــز و ی ــش تمای ــر، افزای ــار تکثی ــب مه ــر موج ــن ام ــه ای ک

آپاپتــوز ســلول‌های تومــوری می‌گــردد )35 ،34(.
ــور  ــه ط ــد ب ــرار دارن ــل ق ــوادۀ زنجبی ــه در خان ــی ک گیاهان
چشــمگیری در رژیــم غذایــی افــراد دنیــا قــرار دارنــد. 
 gingerols, shogaols, ایــن عصــاره از ســاختارهایی چــون
ــت  ــده اس ــکیل ش gingerdiones و dehydrogingerdion تش
و هــر یــک از ایــن ســاختارها از نظــر تمایــز ســلولی و توانایــی 
ــد. اولئورزینــی  ــرار گرفته‌ان آنتــی آدرنرژیــک مــورد مطالعــه ق
 gingerol کــه از ریشــۀ گیــاه زنجبیــل تهیــه می‌شــود حــاوی
می‌باشــد کــه یــک مــادۀ فعــال از نظــر فارماکولوژیــک اســت. 
ــته  ــال‌های گذش ــه در س ــام گرفت ــات انج ــن در مطالع همچنی
ــر ســلول‌های ســرطان  ــر ممانعــت از تکثی ــواد ب ــن م ــر ای تأثی
انســانی از مســیر آپوپتوزیــس بــه اثبــات رســیده اســت. 
دوز  زنجبیــل در  عصــارۀ  کــه  داد  نشــان  مــا  مطالعــات 
ــد و  ــاء رش ــث الق ــر( باع ــر میلی‌لیت ــرم ب ــن )30 میکروگ پایی
ــف  ــب توق ــر( موج ــر میلی‌لیت ــرم ب ــالا )60 میکروگ در دوز ب
ــز  ــش تمای ــال آن افزای ــه دنب ــلولی و ب ــر س ــد و تکثی در رش

ســلولی می‌گــردد )37 ،36(.
ــی  ــه و مبن ــام گرفت ــون انج ــه تاکن ــی ک ــر مطالعات ــاوه ب ع
بــر ایــن واقعیــت اســت کــه عصــارۀ زنجبیــل باعــث افزایــش 
ــا  ــزی )p21( می‌گــردد، ب نشــانگرهای آپاپتــوزی )Bax( و تمای
ایــن وجــود یافته‌هایــی نیــز وجــود دارد کــه نشــان می‌دهــد 
نشــانگرهای  کاهــش  بــا  زنجبیــل  عصــارۀ  مکمل‌هــای 
آپاپتــوزی و تمایــزی همــراه هســتند. در مــورد عملکــرد ایــن 
ترکیــب گیاهــی یافته‌هــای متناقضــی وجــود دارد. البتــه 

ــن  ــر ای ــه اث ــر اســت ک ــن ام ــدۀ ای ــد کنن ــا تأیی ــر یافته‌ه اکث
ــرطانی  ــر س ــرطانی و غی ــلول‌های س ــی در س ــب گیاه ترکی

ــت )38-42(. ــاوت اس متف
در بررســی کــه توســط ســایر محققیــن انجــام شــد نشــان داد 
کــه عصــارۀ زنجبیــل در آســیب‌های سیســتم عصبــی مرکــزی 
و به‌خصــوص ضایعــات نخاعــی موجــب کاهــش آســتروگلیوزیس 
می‌گــردد. ایــن عملکــرد عصــارۀ زنجبیــل به واســطۀ مســیرهای 
  transcription-3 و p38 4MAPK, p-SAPK/JNK پیام‌رســانی
activationرخ می‌دهــد )49-43(. بــه علــت خاصیــت ضــد 
ــی  ــر آستروســیت‌ها و توانای ــن کاهــش تکثی ــی و همچنی التهاب
ــرای معرفــی جهــت درمــان  تمایــز می‌توانــد عامــل مناســبی ب
ضایعــات حــاد سیســتم عصبــی باشــد. مطالعــۀ انجــام گرفتــه 
ــل  ــز حاکــی از آن اســت کــه عصــارۀ زنجبی توســط واگاس  نی
در  می‌باشــد )50(.  نورونــی  کننــدۀ  محافظــت  اثــر  دارای 
ــال 2014  ــش در س ــان و همکاران ــط گی ــه توس ــه‌ای ک مطالع
ــر مغــز موش‌هــای دیابتــی انجــام  ــر عصــارۀ زنجبیــل ب روی اث
گرفــت، نقــش حفاظتــی عصــارۀ زنجبیــل در مغــز موش‌هــای 
ــوز، و  ــیداتیو، آپوپت ــترس اکس ــش اس ــق کاه ــی از طری دیابت

ــد )51(. ــان داده ش ــاب نش الته
ــد  ــه نشــان می‌ده ــن مطالع ــده در ای ــه دســت آم ــای ب یافته‌ه
کــه ترکیــب گیاهــی عصــارۀ زنجبیــل فاکتــور مناســبی جهــت 
اســتفاده در رشــد و تمایــز ســلول‌های عصبــی می‌باشــد. 
ــا  ــرده و ب ــل ک ــه دوز عم ــته ب ــب وابس ــن ترکی ــن ای همچنی
افزایــش غلظــت باعــث افزایــش تمایــز می‌گــردد در حالــی کــه 
ــج  ــن نتای ــد. بنابرای ــد می‌باش ــدۀ رش ــاء کنن ــن الق در دوز پایی
حاصــل از مطالعــۀ حاضــر می‌توانــد دریچــه‌ای باشــد بــر انجــام 
ــانی  ــیرهای پیام‌رس ــی مس ــور بررس ــتر به‌منظ ــات بیش مطالع
دخیــل در اثــر عصــارۀ زنجبیــل بــر تمایــز ســلول‌های بنیــادی 
ــبه  ــلول‌های ش ــه س ــتخوان ب ــز اس ــتق از مغ ــیمی مش مزانش

ــردی کــردن نتایــج حاصــل باشــد. عصبــی جهــت کارب

4 Mitogen-activated protein kinase
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