
5555 545454

دوره چهارم، شماره دوم، بهار 1395 Research Article

Effects of a Self-Assembling Peptide Nanofiber Containing Laminin Motif on Survival and 
Proliferation of Embryonic Rat Neural Stem Cells

Zabihollah Khaksar1, Sajad Sahab Negah1*, Shahin Mohammad Sadeghi2, 3

1Histology Group, Basic Science Department, Faculty of Veterinary Medicine, Shiraz University, Shiraz, Iran
2Plastic Surgery Department, Medical Faculty, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran

3Shefa Neuroscience Research Center, Khatam Alanbia Hospital, Tehran, Iran

*Corresponding Author: Sajad Sahab Negah

   E-mail: sahabsajad@yahoo.com

Key words:

1. Neural Stem Cells 
2. Cell Proliferation 
3. Survival

Introduction: Recent studies have shown the key roles of different sequences and motifs in the 

extracellular matrix guidance. Biological activities of the macromolecules can be mimicked by the 

motifs of extracellular matrix. Laminin peptide sequences and motifs can bind the biomaterials 

of scaffolds, improve the cells mechanical protection, increase the cells growth, and lead to the 

formation of tissues. Materials and Methods: Neural stem cells (NSCs) were isolated 

from embryonic ganglionic eminences of 14 days rats and cultured as neurosphere. The number 

and diameter of neurospheres on days 3, 7, and 10 were measured. NSCs were cultured by two-

dimensional (2D) and 3D cultures. To evaluate cell survival, Live/Dead kit was used on days 

1 and 7. The cell proliferation was assessed using the MTS assay on days 1 and 7. Results: 

Our finding showed that the cells isolated from ganglionic eminences have a high proliferative 

capacity. According to the proliferation assay measurements, the number and diameter of 

neurosphere significantly increased after culturing for 10 days. Cell proliferation and survival in 

the self-assembling peptide nanofiber containing laminin motif (SAPN-LM) were significantly 

higher than that of 2D. Conclusion: SAPN-LM improved cell proliferation and survival and 

suggest an appropriate models for further investigations.
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ه چــــــــكيد

كليد واژه‌ها:
1. سلول‌های بنیادی عصبی 

2. تکثیر سلولی 
3. بقاء

خارج  ماتریکس  هدایت  در  را  مختلف  موتیف‌های  و  توالی‌ها  کلیدی  نقش‌های  اخیر  مطالعات  مقدمه: 
ماتریکس  از  بزرگ می‌تواند توسط موتیف‌هایی  بیولوژیکی مولکول‌های  فعالیت‌های  نشان داده‌اند.  سلولی 
خارج سلولی تقلید شود. توالی‌های پپتیدی و موتیف‌های لامینین می‌توانند به زیست ‌مواد داربست‌ها متصل 
شوند، حفاظت مکانیکی سلول‌ها را بهبود بخشند، رشد سلول‌ها را افزایش دهند و منجر به تشکیل بافت‌ها 
شوند. مواد و روش‌ها: سلول‌های بنیادی عصبی از برجستگی‌های عقده‌ای جنین موش‌های صحرایی 
14 روزه جدا شدند و به صورت نوروسفر کشت داده شدند. تعداد و قطر نوروسفر‌ها در روزهای 3، 7 و 10 
اندازه‌گیری شد. سلول‌های بنیادی عصبی توسط محیط‌های کشت دو بعدی و سه بعدی کشت داده شدند. 
از  با استفاده  Live/Dead در روزهای 1 و 7 استفاده شد. تکثیر سلولی  بقاء سلولی، کیت  ارزیابی  جهت 
آزمون MTS در روزهای 1 و 7 ارزیابی شد. یافته‌ها: یافته‌های ما نشان داد که سلول‌های جدا شده از 
برجستگی‌های عقده‌ای ظرفیت تکثیر بالایی دارند. با توجه به آزمون اندازه‌گیری‌های تکثیر، تعداد و قطر 
نوروسفر به طور معنی‌داری به مدت 10 روز بعد از کشت افزایش یافت. تکثير و بقاء سلولی در پپتید نانوفیبر 
خود ساختۀ حاوی موتیف لامینین به طور قابل ملاحظه‌ای بیشتر از دو بعدی آن بود. نتیجه‌گیری: پپتید 
نانوفیبر خود ساخته حاوی موتیف لامینین، تکثیر و بقاء سلولی را بهبود بخشیده و مدل‌های مناسب برای 

تحقیقات بیشتر را پیشنهاد می‌کند.
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1 Poly (L-lactic acid)
2 Polyglycolic acid

3 Polyethylene glycol
4 Self-assembling peptide nanofiber

مقدمه
ضایعــات سیســتم عصبــی مرکــزی از تخریــب گســتردۀ بافــت، 
ــد عصبــی  ــب زوای ــی و تخری مــرگ ســلول‌های عصبــی، گلیال
بــه دنبــال ضربــات، خونریــزی، ادم و التهــاب ناشــی می‎شــود. 
مجموعــۀ ایــن اختــالات منجــر به عــدم هماهنگــی در حرکات 
ــردد )1(. از  ــا می‏گ ــرکات اندام‌ه ــی در ح ــدم قرینگ ارادی و ع
ــی  ــتردگی و پیچیدگ ــه گس ــه ب ــا توج ــوژی ب ــر پاتوفیزیول نظ
ضایعــات سیســتم عصبــی مرکــزی درمــان این اختــالات هنوز 
ــد )4-2(. از  ــرح می‎باش ــده مط ــئلۀ پیچی ــك مس ــوان ي به‌عن
ــتفاده  ــا اس ــه ب ــت رفت ــلول‎های از دس ــی س ــن رو جایگزین ای
ــور  ــد به‌منظ ــای جدی ــی از روش‎ه ــادی یک ــلول‎های بنی از س

درمــان ضایعــات سیســتم عصبــی مرکــزی اســت )5(. 
در ســال‌های اخیــر بررســی‌های انجــام شــده در زمینــۀ ســلول 
ــدم  ــن روش، ع ــی از مشــکلات ای ــه یک ــی نشــان داد ک درمان
ــدی  ــلول‎های پیون ــد س ــرای رش ــب ب ــتری مناس ــور بس حض
اســت. بــه دنبــال ایــن مطالعــات، مهندســي بافــت بــا عنــوان 
ــاي از  ــرد بافت‌ه ــي عملك ــراي بازياب ــت ب ــي باف ــش طراح دان
ــا  ــن محدوديت‌ه ــاختن اي ــرف س ــر ط ــت ب ــه جه ــت رفت دس
مطــرح شــد )6(. اســاس مهندســي بافــت بــر پایــۀ گســترش 
زیست‌شناســی ســلولي و مولكولــي و همچنیــن درك عملكــرد 
ســلول‎ها و ســاختار ماتريكــس خــارج ســلولي جهــت ســاخت 
ــلول‎ها  ــداري س ــبندگي و نگه ــراي چس ــب ب ــت مناس داربس
ــده می‎باشــد )7(. داربســت‌های ســاخته  ــۀ ضایعــه دی در ناحی
شــده مزایایــی نیــز دارنــد کــه از آن جملــه می‎تــوان آن‎هــا را 
ماننــد پلــی در نظــر گرفــت کــه ارتبــاط از دســت رفتــۀ بافــت 
ــرای رشــد  ــگاه مناســبی ب ــن جای ــد. همچنی ــرار می‌کنن را برق
ــلول‎ها و  ــرت س ــون‌ها، مهاج ــول آکس ــش ط ــا و افزای نوریت‌ه

ــد )8(.  ــی می‎باش ــای عصب ــاد مداره ایج
ــات  ــان ضایع ــرای درم ــت ب ــی باف ــای مهندس ــرد روش‎ه کارب
سیســتم عصبــی مرکــزی نیــاز بــه ســلول‎های بنیــادی، 
فاکتورهــای رشــد و داربســت مناســب بــرای ایجاد چســبندگی 
ــادی از  ــلول‎های بنی ــلول‎ها دارد )9(. س ــرد س ــظ عملک و حف
آنجــا کــه توانایــی تقســیم بــه ســلول‎های خــودی را دارنــد در 
ــی  ــند ول ــت بســیار مناســب می‎باش ــای مهندســی باف روش‎ه
در عیــن حــال نیــاز بــه تعــداد بــالای ســلول در ایــن تکنیــک 

ــد )10(.  ــمار می‌آی ــه ش ــن روش ب ــب ای ــی از معای یک
زیســت مواد‌هایــی از قبیــل 1PLLA، زیســت پلی‏مرهــای 
ــل  ــای 3PEG، متی ــیم، ژل‏ه ــفات کلس ــای فس 2PGA، مش‏ه
ســلولز، آلگینیــت و آگاروز بــه دلیــل انــدازۀ بــزرگ و فیبرهــا، 
اســیدیتۀ بــالا، تراکــم بــار، میــزان کــم مــواد غذایــی و ناتــوان 
بــودن در ایجــاد ریز‌محیط‏هــای کاربــردی توســط ســلول 
موفقیــت محــدودی داشــته‌اند. زیســت مواد‌هــای مشــتق 
شــده از حیوانــات، شــامل کلاژن، ژلاتیــن، فیبرونکتیــن، 
ریــز مخــاط روده و ماتریــژل ممکــن اســت بــه ایجــاد 
ریز‌محیط‏هــای واقعــی کمــک کننــد امــا جهــت انجــام 

ــوده  ــواد آل ــود م ــل وج ــه دلی ــان ب ــده و درم ــات پیچی تحقیق
کننــده مناســب نمی‏باشــند )12 ،11(. 

ــتفاده از  ــورد اس ــده در م ــر ش ــکلات ذک ــه مش ــه ب ــا توج ب
ــدن  ــده از ب ــتق ش ــت‎های مش ــتی و داربس ــای زیس پلیمره
ــود  ــت‎های خ ــوان داربس ــت عن ــت‏هایی تح ــات، داربس حیوان
ــن  ــرای اولی ــت‏ها ب ــن داربس ــه ای ــد ک ــی ش ــاخته طراح س
ــام زوتیــن یافــت شــد )13(.  ــه ن ــار در پروتئیــن مخمــری ب ب
ــار هــم  داربســت‏های پپتیــدی 4SAPNS خــود ســاخته از کن
ــدهاند.  ــاخته ش ــه س ــیدهای آمین ــاوب اس ــن و تن ــرار گرفت ق
اســیدهای آمینــه آب‌دوســت و آب‌گریــز بــه صــورت متنــاوب 
ــه  ــه ب ــازند ک ــی را می‌س ــه و پپتیدهای ــرار گرفت ــم ق ــار ه کن
صــورت خود‌بخــودی وارد ســاختار دوم پروتئیــن از نــوع 
بتــای پپتیدهــا دارای  بتــا می‎شــوند. ســاختار  صفحــات 
نواحــی قطبــی و غیرقطبــی بــوده و از ایــن رو توانایــی حرکــت 
ــرض  ــی در مع ــت‎ها وقت ــن داربس ــی را دارد. ای ــطوح آب در س
ــا pH طبیعــی قــرار می‌گیرنــد، ســاختاری  محیط‎هــای آبــی ب
مولکول‌هــای  تقابــل  اثــر  در  کــه  می‎دهنــد  تشــکیل  را 
قطبــی و غیر‌قطبــی ایجــاد شــده اســت. بــه ایــن ترتیــب کــه 
ــن  ــه آلانی ــیدهای آمین ــار اس ــا در کن ــاردار آن‎ه ــای ب پپتیده

ــد.  ــرار می‎گیرن ــا( ق ــات بت ــی صفح ــای غیر‌قطب )بخش‌ه
ــث  ــه باع ــیدهای آمین ــری اس ــیوۀ قرارگی ــن ش ــت ای در نهای
ــه  ــود ک ــا می‎ش ــات بت ــه از صفح ــای دو لای ــاد نانوفیبره ایج
ــد.  ــر دارن ــدود 10 نانومت ــری ح ــا قط ــدام از نانوفیبره ــر ک ه
ــت  ــار مثب ــر دو ب ــاردار دارای ه ــای ب ــت پپتیده ــن حال در ای
ــود  ــترک وج ــل مش ــا تقاب ــن آن‎ه ــه بی ــتند ک ــی هس و منف
ــب  ــی موج ــای آب ــری در محیط‎ه ــکل قرارگی ــن ش دارد. ای
مقاومــت آن‎هــا در برابــر تغییــرات دمــا، غلظــت و pH عوامــل 
ــا  ــا ب ــاط نانوفیبره ــردد. ارتب ــن می‏گ ــدۀ پروتئی ــب کنن تخری
مولکول‎هــای آب موجــب شــده کــه ایــن پپتیدهــا بــه راحتــی 

ــوند )15 ،14(.  ــا ش ــی جابج ــای آب در محیط‎ه
ــن داربســت‌های خــود ســاخته طراحــی  ــی از ای ــواع مختلف ان
ــی  ــای مهندس ــت کاربرده ــف جه ــات مختل ــد و در مطالع ش
ــکاران در  ــد )Gelain .)16-21 و هم ــرده ش ــه کار ب ــت ب باف
ــن  ــی )ای ــردن پپتیدهای ــه ک ــی اضاف ــه بررس ــال 2006 ب س
ــلولی  ــارج س ــس خ ــی در ماتریک ــور طبیع ــه ط ــا ب پپتیده
حضــور دارنــد ماننــد پپتیدهایــی از لامینیــن( بــه هســتۀ خــود 
ــی  ــادی عصب ــد و ســلول‌های بنی ســاختۀ RADA16 پرداختن

ــد )22(.  ــت دادن ــت‌ها کش ــن داربس را در ای
مطالعــات مختلفــی در ایــن زمینــه انجام شــده اســت که نشــان 
ــه داربســت‌های  ــا ب ــن پپتیده ــردن ای ــه ک ــا اضاف داده اســت ب
ــود بخشــید )24  ــار ســلولی را بهب ــوان رفت خــود ســاخته می‌ت
،IKVAV .)11، 23 یکــی از ایــن توالی‌هــا بــا اســید‌های آمینــۀ 
ایزولوســین، لیزیــن، والیــن، آلانیــن و والیــن می‌باشــد کــه بــر 
روی پایانــۀ C از بــازوی بــزرگ α1 مولکــول لامینیــن قــرار دارد 
کــه باعــث بهبــود اتصــال ســلولی، رشــد آکســونی، مهاجــرت، 
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ــود  ــوری می‌ش ــد توم ــوع IV و رش ــد کلاژن ن ــی، تولی رگ‌زای
 .)25-27(

در مطالعــات گذشــته نشــان داده شــد کــه زیســت مواد‌هــای 
الگوهــای  می‌تواننــد   IKVAV بــا  یافتــه  شــکل  تغییــر 
کننــد.  مهیــا   PC12 ســلول‏های  بــرای  را  زیست‌شناســی 
 IKVAV ســطوح پلیمــری پوشــیده شــده توســط پپتیدهــای
ــا  ــونی آن‏ه ــد آکس ــود رش ــال PC12 و بهب ــود اتص ــث بهب باع
مــی شــود )29 ،28(. در ارتبــاط بــا اســتفاده از IKVAV جهــت 
ــدی و  ــط دو بع ــلول‌های PC12 در دو محی ــار س ــۀ رفت مطالع
ســه بعــدی نتایــج متفاوتــی بــه دســت آمــد بــه طــوری کــه 
در محیــط دو بعــدی IKVAV باعــث افزایــش رشــد آکســونی 
شــده اســت امــا در محیــط ســه بعــدی باعــث افزایــش زنــده 

ــت.  ــده اس ــلول‌های PC12 ش ــدن س مان
ــتفاده از  ــا اس ــز ب ــان دادن تمای ــت نش ــه جه ــن مطالع در ای
5qPCR از بیــان دو ژن MAP2 )نشــان دهندۀ رشــد آکســونی( 
تشــکیل  و  بالــغ  نورون‌هــای  دهنــدۀ  )نشــان   MeCP2 و 
ســیناپس( نشــان داده شــد کــه در محیــط ســه بعــدی کمتــر 
رشــد آکســونی صــورت گرفتــه و بیشــتر تمایــز بــه ســمت بالغ 
شــدن نورون‌هــا بــوده اســت. همچنیــن در ایــن مطالعــه بــرای 
اولیــن بــار نشــان داده شــد کــه تمایــز نورونــی فقــط وابســته 
ــه ابعــاد محیــط کشــت  ــه ترکیــب ســیگنال نیســت بلکــه ب ب
نیــز وابســته اســت. ابعــاد محیــط کشــت تعییــن می‌کنــد کــه 
ــاس  ــیگنال‌ها در تم ــا س ــت ب ــک جه ــط ی ــلول‌ها توس ــا س آی
ــر آبشــار پیامــی  ــا در تمامــی جهت‌هــا کــه خــود ب اســت و ی

تأثیرگــذار اســت )30(. 
ــد  ــان می‌ده ــف IKVAV نش ــر روی موتی ــد ب ــات جدی تحقیق
ــم  ــن ترمی ــرده و همچنی ــدا ک ــود پی ــی بهب ــز نورون ــه تمای ک
ــورت  ــر ص ــد بهت ــس از پیون ــه پ ــد از 6 هفت ــز بع ــت مغ باف
گرفتــه اســت )32 ،31(. از ایــن رو در ایــن مطالعــه یــک 
ــن  ــف IKVAV از لامینی داربســت خــود ســاخته حــاوی موتی
ــر و  ــت بررســی تکثی ــک داربســت طراحــی و جه ــوان ی به‌عن

ــد.  ــه ش ــه کار رفت ــی ب ــادی عصب ــلول‌های بنی ــاء س بق
مواد و روش‌ها 

جداسازی و کشت سلول‌های بنیادی جنینی
ــی  ــوش صحرای ــای 14 روزۀ م ــدا جنین‌ه ــه ابت ــن مطالع در ای
ــوش  ــی م ــادی جنین ــلول‌های بنی ــدند و س ــدا ش ــم ج از رح
صحرایــی از ناحیــۀ برجســتگی‌های عقــده‌ای جــدا شــد 
2DMEM/ نوروســفر  کشــت  محیــط  در  ســلول‌ها   .)33(
ــن )Gibco( م1%،م supplement مB27م  ــاوی گلوتامی ــه ح F12 ک
ــد  ــور رش )Gibcoم( N2 supplement ،%1 م)Gibco( 1% و فاکت
دمــای 37  در   )Sigma(-)نانوگرم/میلی‌لیتــر  20( اپیدرمــی 
ــن  ــت 95 درصــد و دی‌اکســید کرب ــانتی‌گراد، رطوب درجــۀ س
ــفر 7  ــۀ نوروس ــت‌هاي اولی ــدند. کش ــت داده ش ــد کش 5 درص
تــا 10 روز بعــد آمــادۀ کشــت مجــدد یــا پاســاژ شــدند )34(. 

شمارش تعداد نوروسفر
ــفرها در 5  ــداد نوروس ــم تع ــم و ده ــوم، هفت ــای س در روزه
ــكوپ  ــط مكيروس ــه توس ــت 96 خان ــه از پلي ــه در 6 خان ناحي
ــد،  ــت ش ــی و يادداش ــی X 20 بررس ــا بزرگنماي ــوس و ب معک

ــرار شــد.  ــار تك ــن کار 5 ب اي
شمارش قطر نوروسفرها

ــم و  ــوم، شش ــای س ــفرها در روزه ــر نوروس ــری قط اندازه‌گی
ــار در  ــتفاده از لام نئوب ــا اس ــفر ب ــت نوروس ــد از کش ــم بع ده

ــد.  ــام ش ــوس انج ــكوپ معک ــر مكيروس زي
بعــد از پاســاژ دوم، ســلول‏ها در محیط‎هــای جدیــد بــه 

صــورت زیــر گروه‌بنــدی ‏شــدند.
ــلول‎ها در  ــدی )2D-culture(: س ــت دو بع ــروه كش گ
محیــط کشــت دو بعــدی )شــبیه بــه محیــط کشــت اولیــه( 

کشــت داده می‎شــوند.
ــاوی  ــاخته ح ــود س ــری خ ــد نانوفیب ــروه پپتی گ
ــر روی  ــلول‎ها ب ــن )SAPN-LM(7: س ــف لامینی موتی
داربســت متشــکل از پوراماتریکــس حــاوی موتیــف لامینین 

ــوند. ــت داده می‎ش کش
کشت سه بعدی سلول‌ها در پپتید نانوفیبری خود ساخته 

حاوی موتیف لامینین
 GL Biochem طراحــی شــد و توســط شــرکت SAPN-LM
ــت  ــود. جه ــت SAPN-LM 1% ب ــد، غلظ ــنتز گردی ــن س چی
ــد و  ــس ش ــاعت ورتک ــم‌ س ــدت نی ــه م ــدا ب ــازی ابت آماده‌س
ســپس بــا آب دیونیــزه غلظــت 0/3% تهیــه شــد. بــرای دومیــن 
ــای  ــرای گروه‌ه ــد. ب ــاعت ورتکــس ش ــم‌ س ــدت نی ــه م ــار و ب ب
مختلــف، در هــر خانــه از ظــرف کشــت 96 تایــی، 50 میکرولیتــر 
از محلــول موتیــف لامینیــن 0/3% ریختــه شــد. ســپس بــه آرامی 
بــا اضافــه کــردن محیــط کشــت بــه آن داربســت تشــکیل شــد. 
جهــت تنظیــم کــردن pH موتیف لامینیــن )ماهیــت pH موتیف 
لامینیــن اســیدی می‌باشــد( ســه مرتبــه در یــک تعویــض محیط 
انجــام شــد. پــس از پاســاژ تعــداد 103×5 ســلول بــه 4 ناحیــه از 

داربســت تزریــق شــد. 

بررسی تکثیر سلولی
 Promega,(م MTS7 ــت ــلولی از کی ــر س ــی تکثی ــت بررس جه
USA, G3582( اســتفاده شــد. ســلول‎ها در روزهــای اول و 
هفتــم پــس از کشــت مــورد آزمایــش قــرار گرفتنــد. بــه طــور 
خلاصــه ابتــدا 80 میکرولیتــر از محلــول رویــی از هــر چاهــک 
 MTS را برداشــته و دور ریختــه و 20 میکرولیتــر از محلــول کار
ــه  ــه شــد. ســلول‎ها ب ــه محیــط کشــت حــاوی ســلول اضاف ب
ــای  ــا MTS در دم ــه ب ــرض مواجه ــاعت در مع ــه س ــدت س م
ــط  ــپس توس ــه و س ــرار گرفت ــور ق ــه دور از ن ــه و ب 37 درج
ــد.  ــده ش ــر خوان ــوج 490 نانومت ــول م ــا ط ــزا ب ــتگاه الای دس

5 Quantitative PCR
6 Dulbeccos modified eagles medium
7 Self-assembling peptide nanofiber containing laminin motif
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ــرل منفــی  ــک گــروه کنت ــر گروه‎هــای ذکــر شــده ی عــاوه ب
بــا تعــداد 5 نمونــه قــرار داده کــه گــروه کنتــرل منفــی فقــط 
حــاوی DMEM/F12 می‎باشــد کــه بــه آن کیــت MTS اضافــه 
ــای  ــده از گروه‎ه ــت آم ــه دس ــای ب ــپس داده‌ه ــود. س می‎ش

دیگــر از میانگیــن گــروه کنتــرل منفــی کــم می‎شــود. 
بررسی بقاء سلولی

 Molecular Probe,( آزمــون بقــاء ســلولی توســط کیــت
 LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kitم  )mp03224
ــده  ــت ش ــلول‎های کش ــه س ــور خلاص ــه ط ــد. ب ــنجیده ش س
در روزهــای اول و هفتــم پــس از تزریــق در SAPN-LM و 
همچنیــن کشــت بــر روی شــرایط دو بعــدی )غلظــت 0/3% از 
ــت و  ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــش م ــن آزمای ــت‎ها در ای داربس
تعــداد 104×2 ســلول جهــت ســنجش بقــاء ســلولی در هــر ول 

ــد(.  ــرده ش ــه کار ب ــی ب 96 تای
جهــت ســنجش بقــاء ســلولی فاکتــور رشــد از محیــط حــذف 
گردیــد و بــه جــای آن FBS=%1 اســتفاده گردیــد و ســپس بــا 
ــی  ــد، محلول ــۀ بع ــدند )35(. در مرحل ــو داده ش PBS شستش
 Ethd-1 و 4 میکرو‌مــول Calcein AM حــاوی 2 میکرومــول
ــه  ــلول‎ها اضاف ــه س ــاق ب ــای ات ــه در دم ــدت 30 دقیق ــه م ب
ــا اســتفاده  ــا PBS شستشــو انجــام شــد و ب ــد. ســپس ب گردی
از میکروســکوپ فلورســنت عکــس تهیــه شــد. ســپس تعــداد 
 Infinity ــزار ــرم اف ــک ن ــه کم ــرده ب ــده و م ــلول‎های زن س

ــد.  ــمارش گردی analyze software ش

آنالیز آماری
ــن  ــار از میانگی ــراف معی ــن ± انح ــورت میانگی ــه ص ــا ب داده‌ه
ــا اســتفاده از آنالیــز واریانــس یکطرفــه  نمایــش داده شــدند. ب
ــه و  ــفر تجزی ــن نوروس ــر و میانگی ــه قط ــوط ب ــای مرب داده‌ه
ــر ســلولی بیــن دو  ــاء و تکثی تحلیــل شــد. جهــت بررســی بق
ــی مســتقل  ــون ت ــن از آزم ــف لامینی ــدی و موتی ــروه دو بع گ
 Repeated Measure ــون ــتفاده از آزم ــا اس ــد. ب ــتفاده ش اس
شــمارش و قطــر نوروســفر مــورد تجزیــه و تحلیــل قــرار گرفت. 
داده‎هــا بــا نــرم افــزار SPSS ورژن 21 تجزیــه و تحلیــل شــدند. 

ــه شــد.  ســطح معنــی‌داری P>0/05 در نظــر گرفت

یافته‌ها
بررسی شمارش نوروسفر

اولیــن پاســاژ ســلول‎ها بعــد از حــدود پنــج الــی هفــت روز کــه 
ــر کــرده  ســلول‎ها بیــش از 90 درصــد کــف ظــرف کشــت را پ
ــتق  ــادی مش ــلول‎های بنی ــودار 1(. س ــد )نم ــام ش ــد، انج بودن
ــا ســرعت  شــده از برجســتگی‌های عقــده‌ای مــوش صحرایــی ب
ــن پاســاژ  ــد از اولی ــه بع ــه ‌طــوری ک ــاد تقســیم می‎شــوند ب زی
ــاً دو روز اســت.  ــلول‎ها تقریب ــدن س ــر ش ــان دو براب ــلولی زم س
ــم  ــم و ده ــوم، هفت ــای س ــفرها در روزه ــداد نوروس ــی تع بررس
انجــام گردیــد. نتایــج نشــان داد کــه میانگیــن تعــداد نوروســفر 
در روز 3 )4/03 ± 23/6( و در روز 7 )2/91 ± 37( بــود. میانگیــن 

تعــداد نوروســفر در روز 10 بــه )1/92 ± 49/2( رســید. مطالعــات 
ــا  ــان داد ب ــفرها نش ــداد نوروس ــن تع ــورد میانگی ــاری در م آم
گذشــت زمــان تعــداد نوروســفرها افزایــش میی‌ابــد بــه طــوری 
ــاوت چشــمگیری  ــا تف ــه دیگــر روزه ــر روز نســبت ب ــه در ه ک
مشــاهده شــد. در روز ســوم کمتریــن و در روز دهــم بیشــترین 
ــودار 1(.  ــتند )F)2، 12(= 86/29 ،P>0/01(-)نم ــداد را داش تع

بررسی قطر نوروسفر
نتایــج قطــر نوروســفر در تصويــر 1 نشــان داد کــه میانگیــن قطر 
نوروســفر در روز 3 )میکرومتــر 11/29 ± 107/36( بــود کــه در 
روز 7 بــه )میکرومتــر 7/88 ± 150/91( تغییــر یافــت. میانگیــن 
قطــر نوروســفر در روز 10 )میکرومتــر 19/03 ± 227/08( بــود. 
بررســی آمــاری میانگیــن قطــر نوروســفرها در روزهــای ســوم، 
ــا گذشــت زمــان قطــر نوروســفرها  هفتــم و دهــم نشــان داد ب
افزایــش میی‌ابــد. در هــر روز نســبت بــه دیگــر روزهــا تفــاوت 
چشــمگیری مشــاهده شــد کــه در روز 10 بیشــترین قطــر و روز 

.)F)2، 12(=99/82 ،P>0/01( 3 کمتریــن قطــر را نشــان داد

نمــودار 1- بررســی تعــداد نوروســفر را در روزهــای مختلــف نشــان می‌دهــد. 
نتایــج نشــان داد کــه تعــداد نوروســفر در طــول 10 روز بــه طــور معنــی‌داری 
ــای  ــن روزه ــی‌دار بی ــاف معن ــدۀ اخت ــان دهن ــد. *** نش ــش می‌یاب افزای

ــا ســطح P>0/001 می‎باشــد. ــف ب مختل

تصويــر 1- بررســی قطــر نوروســفر را در روزهــای مختلــف نشــان می‌دهــد. نتایــج نشــان داد 
کــه قطــر نوروســفر در طــول 10 روز بــه طــور معنــی‌داری افزایــش می‌یابــد. ** نشــان دهنــدۀ 

اختــاف معنــی‌دار بیــن روزهــای مختلــف بــا ســطح P>0/01 می‎باشــد.
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درصــد بقــاء ســلولی در گــروه SAPN-LM نســبت بــه گــروه‎ دو 
-)t=3/42 ،df=8 ،P>0/01( بعــدی نیز اختــاف معنــی‌دار داشــت

.)3 )تصوير 

بحث و نتیجه‌گیری
ــی  ــک منبع ــوان ی ــادی به‌عن ــلول‎های بنی ــتانداران، س در پس
ــلول‎های  ــوند. س ــی می‎ش ــه معرف ــز نیافت ــلول‎های تمای از س
بنیــادی می‏تواننــد در بافت‌هــای مختلــف در طــول دورۀ 
زندگــی خــود تجدیــد شــوند. ایــن ســلول‎ها توانایــی جایگزینــی 
ــت  ــیب از دس ــا آس ــاری و ی ــر بیم ــه در اث ــلول‌هایی ک ــه س ب

تکثیر سلولی
نتایــج نشــان داد کــه تکثیــر ســلولی در SAPN-LM در طــول 
7 روز افزایــش میی‌ابــد. نتایــج بــه دســت آمــده از روز 1 
نشــان داد کــه تکثیــر ســلولی بــه طــور چشــمگیری در گــروه 
SAPN-LM )0/17 ± 0/89( نســبت بــه گــروه دو بعــدی 
-)t=2/63 ،df=8 ،P>0/05( افزایــش داشــت )0/04 ± 0/4(

ــودار 2(. )نم

نتایــج بــه دســت آمــده از روز 7 نشــان داد کــه تکثیــر ســلولی در 
گــروه SAPN-LM )0/04 ± 2/02( نســبت بــه گــروه دو بعــدی 
 ،df=8 ،P>0/001( ــت ــی‌داری داش ــش معن )0/07 ± 0/61( افزای

t=15/92(-)نمــودار 3(.

بررسی بقاء سلولی
ــری  ــای 1 و 7 اندازه‌گی ــاء ســلولی در روزه ــه بق ــن مطالع در ای
 SAPN-LM ــده در روز 1 در گــروه شــد. درصــد ســلول‎های زن
)6/58 ± 78/65( نســبت بــه گروه‎هــای دو بعــدی )8 ± 54/73( 
بیشــتر بــود. گــروه SAPN-LM بــا گــروه‎ دو بعــدی در ســطح 
)t=5/15 ،df=8 ،P>0/01( اختــاف معنــی‌دار داشــت )تصوير 2(.

ــده در روز  ــلول‎های زن ــد س ــده از درص ــت آم ــه دس ــج ب نتای
 SAPN-LM ــروه ــاء ســلولی در گ ــه درصــد بق 7 نشــان داد ک
)1/88 ± 83/16( نســبت بــه دو بعــدی )1/51 ± 79/41( 

ــود.  بیشــتر ب

نمــودار 2- بررســی تکثیــر ســلولی را در روز 1 نشــان می‌دهــد. علامــت * 
نشــان دهندۀ ســطح معنــی‌داری بــا P>0/05 می‎باشــد.

نمــودار 3- بررســی تکثیــر ســلولی را در روز 7 نشــان می‌دهــد. علامــت 
*** نشــان دهنــدۀ ســطح معنــی‌داری بــا P>0/001 می‎باشــد.

ــد.  ــان می‌ده ــلولی را در روز 1 نش ــاء س ــد بق ــی درص ــر 2- بررس تصوي
ــد. ــا P>0/01 می‎باش ــی‌داری ب ــطح معن ــدۀ س ــان دهن ــت ** نش علام

ــد.  ــان می‌ده ــلولی را در روز 7 نش ــاء س ــد بق ــی درص ــر 3- بررس تصوي
ــد.  ــا P>0/01 می‎باش ــی‌داری ب ــطح معن ــدۀ س ــان دهن ــت ** نش علام
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ــن  ــرای اولی ــی ب ــادی عصب ــلول‎های بین ــد. س ــد را دارن رفته‏ان
ــتم  ــال 1992 در سیس ــط Reynolds و Weiss در س ــار توس ب
عصبــی مرکــزی پســتانداران بالــغ بــا اســتفاده از روش نورســفر 
ــازی و  ــن روش، جداس ــتفاده از ای ــا اس ــد )36(. ب ــف ش توصی
تکثیــر ســلول‎های بنیــادی عصبــی از نواحــی مختلــف سیســتم 
عصبــی مرکــزی جنیــن امکان‌پذیــر می‎شــود. ســلول‎های 
بنیــادی عصبــی جنینــی توانایــی تمایــز بــه ســه ردۀ ســلولی 

ــد.  ــورون و الیگودندروســیت( را دارن )آستروســیت، ن
آذری و همــکاران در ســال 2011 ســلول‎های بنیــادی عصبــی 
ــا روش  ــوش را ب ــده‎ای م ــتگی‎های عق ــده از برجس ــدا ش ج
ــی  ــه معرف ــه ب ــن مطالع ــا در ای ــد. آن‎ه نوروســفر کشــت دادن
ناحیــۀ برجســتگی‎های عقــده‎ای و تولیــد نوروســفر پرداختنــد 
ــدا  ــی ج ــادی عصب ــلول‎های بنی ــه از س ــن مطالع )34(. در ای
شــده از برجســتگی‏های عقــده‎ای جنیــن 14 روزۀ مــوش 
ــه دســت  ــج ب ــار اســتفاده شــد. نتای ــن ب ــرای اولی ــی ب صحرای
آمــده از ایــن تحقیــق نشــان داد کــه ســلول‎های جــدا شــده 
ــد و  ــی دارن ــر بالای ــی تکثی ــده‎ای توانای ــتگی‎های عق از برجس
ــن  ــل ای ــد. دلی ــفر را دارن ــکیل نوروس ــی تش ــن توانای همچنی
برجســتگی‏های  دقیــق  جداســازی  خاطــر  بــه  موفقیــت 
ــوپ می‎باشــد. از طــرف  ــه وســیلۀ میکروســکوپ ل ــده‎ای ب عق
دیگــر در کشــت اولیــۀ بســیاری از ســلول‎های عصبــی از هضــم 
ــا  ــۀ م ــه در روش مطالع ــود درحالی‌ک ــتفاده می‎ش ــی اس آنزیم
فقــط از هضــم مکانیکــی اســتفاده شــد کــه تــا حــد زیــادی از 

ــرد )16(.  ــری ک ــرگ ســلولی جلوگی م
ــلول‎ها در  ــن س ــازی ای ــود بازس ــی خ ــه توانای ــی ک از آنجای
ایــن روش از کشــت پــس از پاســاژ بــالا می‎باشــد، در مطالعــۀ 
ــد. از  ــتفاده ش ــی اس ــد اپیدرم ــور رش ــط از فاکت ــر فق حاض
ــلول‎های  ــد س ــت رش ــز جه ــتی نی ــد فیبروبلاس ــور رش فاکت
ــات پیشــین اســتفاده شــده اســت  ــی در مطالع ــادی عصب بنی
)37 ،16(. یکــی از مکمل‎هــای مهــم جهــت کشــت نوروســفر 
ــه  ــت اولی ــلولی را در کش ــاء س ــه بق ــد ک ــل B27 می‎باش مکم
ــد )38(.  ــتر می‌کن ــلولی را بیش ــر س ــد و تکثی ــش می‎ده افزای
 N2 ــل ــفری مکم ــت نوروس ــای کش ــر از مکمل‌ه ــی دیگ یک
ــد  ــذی مانن ــواد مغ ــاوی م ــا B27 ح ــراه ب ــه هم ــد ک می‎باش
در   .)37( می‎باشــند  پوترســین  و  ترانســفرین  انســولین، 
 N2 ســه برابــر مقــدار B27 مطالعــۀ علیقلــی و همــکاران مقــدار

ــد )16(.  ــتفاده ش اس

 B27 ــد از ــک درص ــدار ی ــر مق ــۀ حاض ــه در مطالع درحالی‏ک
ــر مقــدار N2( در نظــر گرفتــه شــد کــه بقــاء و تکثیــر  )دو براب
قابــل قبولــی از کشــت اولیــه بــه دســت آمــد. مطالعات گذشــته 
ــده از  ــکیل ش ــر تش ــت‌های نانوفیب ــه داربس ــد ک ــان دادن نش
پپتیدهــای خــود ســاخته ســمیت ســلولی ندارنــد و از رشــد و 
اتصــال ســلولی انــواع زیــادی از پســتانداران در محیــط کشــت 
ــدارد  حمایــت می‌کنــد )RADA16-I .)13، 39 اثــرات ســمی ن
و نــه تنهــا از رشــد ســلول‎ها حمایــت می‌کنــد بلکــه در 
ترمیــم بافــت نیــز شــرکت می‌کنــد )Cunha .)40 و همــکاران 

در ســال 2011 بــه بررســی ســلول‎های بنیــادی عصبــی 
ــغ در داربســت  ــوش بال ــی م ــۀ تحــت بطن ــده از ناحی ــدا ش ج
ســه بعــدی از موتیف‏هــای کلاژن نــوع RADA16-RGD( 6( و 
 RADA16-BMHP1 and( پپتیدهــای هومینگ مغــز اســتخوان
RADA16-BMHP2( پرداختنــد. نتایــج آن‎هــا نشــان داد کــه 
ــه غلظــت داربســت‏های  ــی ب ــادی عصب ــر ســلول‎های بنی تکثی
خــود ســاخته بســتگی دارد بــه طــوری کــه بیشــترین میــزان 

ــر در غلظــت 0/5% مشــاهده شــد )41(.  تکثی
ــان داد  ــال 2008 نش ــکاران در س ــۀ Thonhoff و هم مطالع
کــه غلظت‌هــای پاییــن پور‌اماتریکــس محیــط بهتــری را 
ــان  ــن انس ــی جنی ــادی عصب ــلول‎های بنی ــت س ــرای کش ب
فراهــم می‎کننــد )42(. در مطالعــۀ حاضــر از غلظت‌هــای 
ــن  ــه بهتری ــد ک ــتفاده ش ــف )1%، 3%، 15%، 25%( اس مختل
غلظــت جهــت تشــکیل داربســت و همچنیــن تکثیــر ســلولی، 
ــر روی  ــه ب ــا مطالع ــکاران ب ــوکل و هم ــود. ت غلظــت 0/3% ب
ــن  ــد لامینی ــف بلن ــاوی موتی ــاخته ح ــت خودس ــک داربس ی
ــر از  ــای پایین‌ت ــه غلظت‎ه ــد ک ــان دادن ــال 2016 نش در س
ایــن داربســت بــه طــور معنــی‌داری بقــاء ســلولی را افزایــش 
ــده و  ــت آم ــه دس ــج ب ــه نتای ــه ب ــا توج ــد )24(. ب می‌دهن
ــتنباط  ــن اس ــوان چنی ــین می‎ت ــج پیش ــا نتای ــۀ آن ب مقایس
نمــود کــه غلظت‌هــای پاییــن از داربســت‏های خــود ســاخته 

ــری حاصــل می‎شــود. ــج بهت نتای
ــکاران  ــق Chunha و هم ــده از تحقی ــت آم ــه دس ــج ب از نتای
ــی در  ــادی عصب ــلول‎های بنی ــتر س ــر بیش ــه تکثی ــوان ب می‎ت
ــاخته  ــود س ــت‏های خ ــه داربس ــبت ب ــدی نس ــط دو بع محی
اشــاره کــرد. آن‎هــا علــت ایــن امــر را چنیــن توضیــح دادنــد 
ــبیه  ــتر ش ــاخته بیش ــود س ــت‏های خ ــتفاده از داربس ــه اس ک
محیــط بــدن می‎باشــد چــرا کــه ســلول‎های عصبــی در 
محیــط بــدن توانایــی تکثیــر پایینــی دارنــد )41(. نتایــج بــه 
ــلولی  ــر س ــۀ تکثی ــر در مقایس ــۀ حاض ــده از مطالع ــت آم دس
ــای 1 و  ــروه SAPN-LM در روزه ــدی و گ ــروه دو بع ــن گ بی
ــه  ــرت داشــت چــرا ک ــج Chunha و همــکاران مغای ــا نتای 7 ب
در تمامــی روزهــا گــروه داربســت موتیــف لامینیــن بیشــتر از 

ــود.  ــدی ب ــروه دو بع گ
بقــاء ســلول‌های بنیــادی جــدا شــده از برجســتگی‌های 
 Live/Dead ــت ــتفاده از کی ــا اس ــی ب ــوش صحرای ــده‏ای م عق
انجــام شــد. نتایــج نشــان داد کــه در روز 1 میــزان بقــاء 
 ‎بــه طــور معنــی‌داری بیشــتر از گــروه SAPN-LM ســلولی در
دو بعــدی بــود. Ortinau و همــکاران در ســال 2010 بــه 
ــاز  ــلول‎های پیش‌س ــاء س ــر بق ــر پوراماتریکــس ب بررســی تأثی
عصبــی انســان پرداختنــد )43(. نتایــج آن‎هــا نشــان داد کــه 
ــه  ــا روز 7 در پوراماتریکــس ب ــاء ســلولی از روز 1 ت ــزان بق می
ــا  ــت. آن‎ه ــدی اس ــرایط دو بع ــر از ش ــی‌داری بالات ــور معن ط
ــس از  ــدی پوراماتریک ــه بع ــت س ــه داربس ــد ک ــه گرفتن نتیج
ــق  ــد. در تحقی ــت می‌کن ــز حمای ــول تمای ــلولی در ط ــاء س بق
دیگــری مــرادی و همــکاران در ســال 2012 گــزارش کردنــد 
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ــان در  ــن انس ــل از جنی ــوان حاص ــلول‎های ش ــاء س ــه بق ک
ــد  ــدی می‎باش ــت دو بع ــط کش ــتر از محی ــس بیش پوراماتریک
)44(. نتایــج بــه دســت آمــده از ایــن تحقیــق در میــزان بقــاء 
ســلولی در روز 1 در مقایســه گــروه پوراماتریکــس بــا گــروه دو 

ــود.  ــق ب ــین مواف ــات پیش ــای مطالع ــا یافته‌ه ــدی ب بع
Ortinau و همــکاران اظهــار داشــتند کــه میــزان بقــاء ســلولی در 
روزهــای از پیــش تعییــن شــده در سیســتم کشــت دو بعــدی تــا 
70 درصــد کاهــش مییابــد کــه بــا نتایــج مطالعــۀ حاضــر مغایرت 
ــط دو  ــلولی در محی ــاء س ــزان بق ــش می ــه افزای ــرا ک ــت چ داش
ــا گذشــت زمــان مشــاهده شــد. در مطالعــه‌ای توســط  بعــدی ب
ــاء  ــه بق ــد ک ــان دادن ــال 2013 نش ــکاران در س Cheng و هم
ســلولی در داربســت پوراماتریکــس رضایــت بخــش بــوده اســت 
ــور  ــلولی در SAPN-LM به‎ط ــاء س ــر بق ــۀ حاض )35(. در مطالع
معنــی‌داری بیشــتر از دو بعــدی بــود کــه ایــن داربســت می‌توانــد 

در مطالعــات مربــوط بــه بقــاء ســلولی معرفــی شــود.
Silva و همــکاران اظهــار داشــتند کــه در مقایســه بقاء ســلولی 

بیــن سیســتم کشــت دو بعــدی بــا هیــدروژل IKVAV تفــاوت 
معنــی‌داری وجــود نــدارد )45(؛ درحالیکــه در مطالعــۀ مــا در 
 IKVAV کــه در ســاختار آن از SAPN-LM مقایســۀ بیــن
ــاوت  ــدی در روز 1 تف ــروه دو بع ــا گ ــت ب ــده اس ــتفاده ش اس
چشــمگیری وجــود داشــت. از طرفــی Silva  و همــکاران 
ــی،  ــواد غذای ــر م ــدن بهت ــش ش ــه پخ ــد ک ــنهاد کردن پیش
حضــور فاکتورهــای زیســت فعــال و اکســیژن رســانی بهتــر در 
ــاء ســلولی در  ــرای بق ــدی ب شــبکه‌های داربســت‏های ســه بع
ــلولی  ــاء س ــش بق ــد. افزای ــد می‎باش ــی مفی ــای طولان زمان‌ه
ــول  ــن گلیک ــی اتیل ــدروژل پل ــز در هی ــط Mahoney نی توس

ــف شــده اســت )46(.  توصی
ــزان  ــه می ــت ک ــن نتیجــه گرف ــوان چنی ــی می‎ت ــه طــور کل ب
ــه دو  ــبت ب ــروه SAPN-LM نس ــلولی در گ ــاء س ــر و بق تکثی
ــه  ــج ب ــه نتای ــه ب ــا توج ــت. ب ــرده اس ــدا ک ــود پی ــدی بهب بع
SAPN- ــه ــود ک ــتنباط نم ــن اس ــوان چنی ــده می‌ت دســت آم
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