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I n t r o d u c t i o n :  Adipose derived stem cells (ADSCs) have the potency 

to differentiate into the neuron and glial cells. One of the ways to make a 

large number of neural stem/progenitor cells (NS/PCs) from ADSCs is the usage 

of neurosphere cultivation. In this procedure, ADSCs proliferate under certain 

conditions continuously and make multipotent undifferentiated colonies named 

neurosphere that can differentiate to NS/PCs. M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s :  In the 

current study, adipose stem cells isolated from rat inguinal and pararenal regions. 

Then these cells differentiated to the NS/PCs using indirect differentiation 

method (neurosphere culture). Adipose derived stem cells, neurosphere and NS/

PCs were evaluated using immunocytochemistry and RT-PCR techniques. R e s u l t s : 

The results indicated ADSCs were immunoreactive to CD90, CD29, CD49d, 

CD44, CD105 and CD99 without any immunoreactivity for CD106 and CD31.  

In addition, these cells expressed the genes of Nanog, Oct4 and Sox2. Both of 

Neurosphere and NS/PCs were immunoreactive to Nestin, NF-68 and NF-200 

and also were able to express Nanog, Sox2, NeuroD1, Oct4, Musashi1 and Nestin 

genes. However, these cells were unable to express MBP gene. C o n c l u s i o n : 

It seems that indirect differentiation is effective for differentiate ADSCs into 

NS/PCs.
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تمایز سلول های بنیادی مشتق از بافت چربی به سلول های بنیادی/پیش ساز عصبی با استفاده از روش 

کشت نوروسفر
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ه چـــــكيد

کلید واژه ها:
1. بافت چربی

2. نورون
3. سلول های بنيادی عصبی

4. نوروگليا

مقدمه: سلول هاي بنيادی مشتق از بافت چربی قادرند به سلول های عصبی و گليالی تمايز يابند. 
از  از روش هايی که به واسطه آن می توان تعداد قابل توجهی سلول بنيادی/پيش ساز عصبی  يكی 
تمايز سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی به دست آورد روش کشت نوروسفر می باشد. در اين 
از بافت چربی تحت شرايط مناسب تكثير يافته و تجمعات سلولی  فرايند سلول هاي بنيادی مشتق 
بنيادی/پيش  های  سلول  به  قادرند  که  کنند  می  ايجاد  را  نوروسفر  نام  به  توانی  چند  نيافته  تمايز 
ناحيه  چربی  بافت  از  بنيادی  سلول های  تحقيق  اين  در  ها:  روش  و  مواد  شوند.  تبديل  عصبی  ساز 
ي کشاله ران و پشت کليه ي موش صحرايی جدا و پس از کشت با استفاده از روش تمايزی غير مستقيم 
)کشت نوروسفر( به سلول های بنيادی/پيش ساز عصبی تمايز داده شدند. سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی، 
نوروسفر و سلول های بنيادی/پيش ساز عصبی با روش ايمونوسيتوشيمی و RT-PCR ارزيابی شدند. یافته ها: 
و   CD105 ،CD44 ،CD49d ،CD29 ،CD90 نشان گرهای  چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  :سلول های 
،Nanog نبودند. به علاوه ژن های CD31 و CD106 را بيان کردند اما قادر به بيان نشان گرهای CD99
Oct4 و Sox2 در اين سلول ها بيان شد. نوروسفر و سلول های بنيادی/پيش ساز عصبی نشان گرهای 
NF-68 ،Nestin و NF-200 و ژن های Musashi1 ،Oct4 ،NeuroD1 ،Sox2 ،Nanog و Nestin را بيان 
به نظر می رسد روش تمايز غير مستقيم  نتیجه گیری:  بيان نشد.  اين سلول ها  MBP در  کردند. ژن 
جهت تمايز سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی به سلول های بنيادی/پيش ساز عصبی مؤثر باشد.

اطلاعات مقاله:
تاریخ دریافت: 28 دي 1392                                                                                                                                              تاریخ پذیرش: 17 بهمن 1392
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مقدمه
 (Self-renewal) تكثيري  خود  به  قادر  بنيادي  هاي  سلول 
بوده و در شرايط مناسب مي توانند به انواع سلول هاي بالغ 
دو  تمايزي،  ظرفيت  و  منشأً  اساس  بر   .)1-3( يابند  تمايز 
 (Somatic) بالغ  و   (Embryonic) روياني  بنيادي  سلول  نوع 
از  مشتق  بنيادی  هاي  سلول   .)4( است  شده  داده  تشخيص 
بافت چربی سلول های بنيادی بالغ هستند که از بافت چربی 
منشأ گرفته و قادرند به رده های مزانشيمي و غيرمزانشيمي 
نسبت  چربی  بافت  منبع   به  دستيابی   .)1،  5-7( يابند  تمايز 
است  برخوردار  کمتری  خطر  از  و  تر  راحت  استخوان  مغز  به 
)10-8(. سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی و سلول های 
استرومايی مغز استخوان از نظر بيان ژن و قدرت تمايز شبيه به 
هم عمل می کنند اما سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی 
مطالعات   .)11( است  برخوردار  بالاتری  توانايی خودتكثيری  از 
انجام شده نشان می دهد که سلول های بنيادی جدا شده از بافت 
سلول های  تمايز  فرآيند  صحرايی  موش  شكم  ی  حفره  چربی 
بنيادی مشتق از بافت چربی انسان را تقليد می کنند و قادرند 
ويژگی های ظاهری سلول چربی، غضروفی، استخوانی و عصبی 
را نشان دهند )12 ،11(. يكی از نكات مهم در زمينه ی تمايز 
سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی به سلول های بنيادی/

پيش ساز عصبی استفاده از روش کشت مناسب است که می 
توان به روش کشت نوروسفر اشاره کرد. 

روش ايجاد نوروسفر نخستين بار در سال 1992 توسط رينولدز 
مخطط1  جسم  از  نوروسفرها  جداسازی  منظور  به  همكارانش  و 
مغز موش بالغ استفاده شد و از آنجايی که با استفاده از اين روش 
می توان خاصيت نوسازی، تكثير و قابليت تمايز چند توانی موجود 
در سلول های بنيادی /پيش ساز عصبی را نشان داد، لذا اين روش 
و  تشخيص  برای  معروف  و  استاندارد  روشی  عنوان  به  معمولاً 
جداسازی اين سلول ها مورد استفاده قرار می گيرد. در اين روش 
شرايطی فراهم می شود که سلول های بنيادی/پيش ساز عصبی به 
طور مداوم تقسيم شده و توده های چند توانی تمايز نيافته به نام 
نوروسفر را ايجاد کنند. قطر اين توده ها با گذشت زمان و در محيط 
القايی مناسب افزايش می يابد، چرا که سلول ها تقسيم می شوند و 
اين توده های سلولی به هم می پيوندند )13(. کشت نوروسفر به 
عنوان يک روش استاندارد و گسترده جهت توليد سلول های بنيادی/

پيش ساز عصبی با قدرت خود سازی در بسياری از تحقيقات مورد 
مطالعه و بررسی قرار گرفته است )15 ،14(. 

در سال Kawaguchi 2001 و همكارانش طی انجام مطالعاتی 
گزارش کردند که توده های اوليه ی نوروسفر از تجمع سلول های 
بنيادی/پيش ساز تشكيل می شود و نوروسفرهای بعدی می توانند 
از تقسيم يک سلول ايجاد شوند، اين در حالی بود که سلول های 
بنيادی/پيش ساز عصبی از نوع سلول های چند توان هستند که 
 Chung .)16( توانايی ساخت سلول های شبيه به خود را دارند
و همكارانش در سال 2013 با تمايز سلول های بنيادی مشتق 
از بافت چربی و سلول های بنيادی مغز استخوان به نوروسفر و 
مقايسه نوروسفرهای دو گروه اعلام کردند که نوروسفرهای توليد
از بافت چربی دارای قطر بزرگ تر و سرعت رشد بيشتر شده 

 2013 سال  در  همكارانش  و  دارابی   .)17( هستند 
تمايز  نوروسفر  به  را  استخوان  مغز  بنيادی  سلول های 
ژن های بيان  به  قادر  شده  توليد  نوروسفرهای  دادند. 

Sox2 ،Oct4 ،Nanog ،Nestin ،NeuroD1 و Musashi1 بودند 
)18(. در اين تحقيق تلاش شده تا سلول های بنيادی مشتق از 
بافت چربی با استفاده از روش کشت نوروسفر به سلول های 

بنيادی/پيش ساز عصبی تمايز داده شوند.
مواد و روش ها

جداسازی و کشت سلول های بنیادی مشتق از بافت چربی
در اين مطالعه با رعايت اصول و مقررات کار با حيوانات )مورد 
تأييد دانشگاه تربيت مدرس( برای تهيه ي سلول های بنيادی 
نژاد  از  بالغ  نر  صحرايی  موش های  از  چربی  بافت  از  مشتق 
هفته  هشت  الی  شش  سنی  ميانگين  با   Sprague-Dawley
موش های  ابتدا  استفاده شد.  گرم   300 الی   200 وزن حدود 
کلروفرم  ی  وسيله  به  و  انتخاب  تصادفی  صورت  به  صحرايی 
با  ران  کشاله  و  حيوان  شكم  ی  ناحيه  سپس  شدند.  قربانی 
در  سپس  گرديد.  عفونی  ضد  بتادين  و   %70 الكل  محلول 
پايين  زير جلدی  نواحی  از  بافت چربی  استريل  کاملًا  شرايط 
شد.  جدا  ران  ی  کشاله  ی  ناحيه  و  کليه ها  اطراف  و  شكم 
به منظور حذف سلول های خونی، نمونه های بافت چربی جدا 
شده و در داخل فالكون 50 سی سی استريل منتقل شد و چندين 
بار توسط بافر فسفات سالين شستشو داده شد و در مرحله ی بعد 
تا حد امكان به قطعات کوچكتری برش داده شدند. در مرحله ی 
بعد 3 برابر حجم نمونه ی بافت چربی آنزيم Collagenase Type I  با 
غلظت 0/075 درصد که در محيط کشت DMEM حل شده و به 
مدت نيم ساعت در انكوباتور با دمای 37 درجه قرار داده شده 
 shaker انكوباتور دارای  اضافه کرده و به مدت نيم ساعت در 
)دمای 37 درجه ی سانتی گراد، g500 rpm( قرار داده شد و 
شد.  خنثی  گاوی  آلبومين  سرم  توسط  کلاژناز  آنزيم  سپس 
از فيلتر  در مرحله ی بعد محلول شيری رنگ به دست آمده 
نايلونی 100 ميكرومتری گذرانده و به فالكون 15 منتقل کرده 
سانتريفيوژ   g2800 rpm سرعت   با  دقيقه  هشت  مدت  به  و 
محيط  1 سی سی  توسط  آمده  دست  به  سلولی  رسوب  شد. 
شد  پيپتاژ  گاوی  آلبومين  سرم  درصد   10 حاوی   DMEM
سانتی   25 فلاسک  دو   درون  به  شده  تهيه  سوسپانسيون  و 
درصد   10 حاوی   DMEM کشت  محيط  با  و  تخليه  متری 
سرم آلبومين گاوی در انكوباتور با دمای 37 درجه ی سانتی 
گراد و ميزان CO2 5% و شرايط رطوبت 98% برای مدت 24 
ساعت نگهداری شد و پس از يک روز اين محيط تعويض شد. 
سالين  بافر  فسفات  توسط  سلول ها  محيط،  تعويض  هنگام  به 
استريل شسته شدند. سلول هايی که به کف ظرف پلاستيكی 
نچسبيده بودند با تعويض محيط از ظرف خارج شدند. تعويض 
محيط هر دو روز يكبار و تا تخليه ی کامل سلول های خونی 
و دبريدمان ها و پر شدن بيش از 90% کف فلاسک ادامه يافت. 
سلول ها از ابتدا روزانه از نظر شكل ظاهری و شرايط عمومی 
الی  چهار  از  بعد  شدند.  بررسی  اينورت  ميكروسكوپ  توسط 

1 Substantia Nigra
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منظور محيط کشت  بدين  داده شد.  پاساژ  روز سلول ها  شش 
سلول ها تخليه شد و سلول ها توسط فسفات بافر سالين استريل 
با استفاده از محلول تريپسين  سه مرتبه شسته شدند، سپس 
از کف فلاسک  EDTA 0/25 درصد، سلول ها  و  0/04 درصد 
توسط  کشت  ظرف  کف  از  شده  کنده  سلول های  شدند.  جدا 
پيپت شيشه ای استريل پيپتاژ شدند و سلول ها از همديگر جدا 
شدند و سوسپانسيون سلولی يكنواخت بدست آمد. سپس نيم 
سی سی سرم آلبومين گاوی به اين سوسپانسيون افزوده شد 
مرحله سوسپانسيون  اين  از  بعد  گردد.  تريپسين خنثی  اثر  تا 
حاوی سلول به لوله فالكون 15 سی سی منتقل شد و با دور  
از  پس  گرديد.  سانتريفيوژ  دقيقه  پنج  مدت  به   ،g1500 rpm
دور ريختن محلول رويی مجدداً به پلاک سلولی، محيط کشت 
پيپتاژ  سپس  و  شد  افزوده  گاوی  آلبومين  سرم   %10 حاوی 
پس  آيد.  دست  به  يكنواختی  سلولی  سوسپانسيون  تا  گرديد 
از آن سوسپانسيون سلولی در دو فلاسک کوچک ريخته شد 
5 سی سی محيط کشت حاوی %10  و به هر فلاسک حدوداً 
سرم آلبومين گاوی اضافه شد و فلاسک ها به انكوباتور منتقل 
شد. سلول ها بعد از پاساژ سوم به جمعيت يک دست رسيدند 
و برای ادامه ی تحقيقات استفاده شدند. برای بررسی خلوص 
سلول ها و همچنين مزانشيمی بودن آن ها از آنتی بادی های
 CD99 ،CD29 ،CD44 ،CD105 ،CD90 ،CD49d ،CD106
 Oct4 و   Nanog ،Sox2 های  ژن  بيان  همچنين  و   CD45 و 

استفاده شد. 
تمایز سلول های بنیادی مشتق از بافت چربی به نوروسفر

سوم  پاساژ  از  بعد  چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  سلول های 
کف  از  درصد   0/25  EDTA و  درصد   0/04 تريپسين  توسط 
و  شده  شمارش  سلول ها  سپس  شد.  سانتريفيوژ  و  جدا  ظرف 
محيط  در  مربع  متر  سانتی  هر  در  سلول   100000 غلظت  با 
و  B27 (%2) ،bFGF2 (20 ng/ml)0با شده  غنی   DMEM/F12

ارزيابی  برای  شدند.  داده  کشت   EGF3 (20 ng/ml)0

اندازه گيری  نوروسفر،  تعداد  شمارش  از  شده  توليد  نوروسفرهای 
نشان گرهای  بيان  نظر  از  نوروسفرها  بررسی  و  نوروسفر  قطر 
های ژن  بيان  همچنين  و    Nestin و   NF-68 ،NF-200 عصبی 
Sox2 ،Oct4 ،Nanog ،Musashi ،NeuroD1 و MBP استفاده شد.

شمارش تعداد نوروسفرها

ناحيه   5 در  نوروسفر ها  تعداد  دهم  و  روزهای سوم، ششم  در 
در 6 خانه از پليت توسط ميكروسكوپ اينورت و با بزرگنمايی 

20× بررسی و يادداشت شد. اين کار 5 بار تكرار شد.
اندازه گیری قطر نوروسفرها با استفاده از لام نئوبار

ششم  سوم،  روزهای  در  نوروسفر  سلول های  قطر  اندازه گيری 
زير  در  نئوبار  لام  از  استفاده  با  نوروسفر  از کشت  بعد  دهم  و 
ميكروسكوپ اينورت انجام شد. لام نئوبار دارای 9 خانه است
)4 خانه ي بزرگ در حاشيه ها + 5 خانه ي کوچک در مرکز(. هر
ضلع از اضلاع مربع های بزرگ 1 ميلی متر می باشد و هر مربع

 250 ها  آن  اضلاع  طول  که  شده  تشكيل  کوچک  مربع   4 از 
ميكرومتر می باشد. در اين روش ابتدا نوک سرسمپلر آبی را با 

از  از تيغ جراحی استريل بريده و در 5 فيلد مختلف  استفاده 
با  سلولی  شمارش  مانند  و  برداشته  را  نوروسفرها  چاهک،  هر 
از محصول  ليتر  بلو ترکيب و 10 ميلی  ليتر تريپان  10 ميلی 
نئوبار گذاشته  زير لامل که روی لام  و در  برداشته  را  حاصله 
شده ريخته و با توجه به اندازه ی اضلاع مربع ها قطر نوروسفرها 
اندازه گيری و محاسبه شد. اين کار در 6 خانه ی پليت نچسب 

در 5 فيلد مختلف 5 بار تكرار شد )تصوير1(. 

تصوير 1- لام نئوبار همراه با تجمعات سلولی نوروسفر. 

تبدیل نوروسفر به سلول های بنیادی/پیش ساز عصبی
کشت  محيط  همراه  به  شناور  نوروسفر های  روز  هفت  از  پس 
توسط سمپلر به درون فالكون 15 سی سی تخليه شد و پس از 
سانتريفيوژ، محلول رويی دور ريخته شد و مجدداً به پلاک سلولی، 
محيط کشت DMEM/F12 حاوی 5 درصد سرم جنين گاوی و 
فاکتور های bFGF ، B27 و EGF افزوده شد. سپس سلول ها پيپتاژ 
گرديد تا سوسپانسيون سلولی يكنواختی به دست آيد. پس از آن 
سوسپانسيون سلولی در دو فلاسک کوچک  آغشته به پلی – ال 
– اورنتين ريخته شد و به هر فلاسک حدوداً 5 سی سی محيط 
کشتی که به آن اشاره شد، اضافه گرديد. برای ارزيابی سلول های 
بنيادی/پيش ساز عصبی توليد شده از بررسی نشان گرهای عصبی
های ژن  بيان  همچنين  و   Nestin و   NF-68 ،NF-200

استفاده   MBP و   Sox2 ،Oct4 ،Nanog ،Musashi ،NeuroD1
شد.

RT-PCR

و سلول های  نوروسفر  بافت چربی،  از  مشتق  بنيادی  سلول های 
بنيادی/پيش ساز عصبی به صورت جداگانه از کف ظرف کشت 
سانتريفيوژ،  از  پس  و  شده  جدا   EDTA و  تريپسين  محلول  با 
مايع رويي خارج و توده ی سلولي به دست آمده براي استخراج  
به کمک محلول نمودن سلول ها  ليز  از  آماده شد. پس   RNA

استخراج   RNX Plus (CinaGen Inc., Tehran, Iran)n

آنزيم کمک  با  ژنوميک   DNA و  انجام   RNA
DNaseI (Fermentase kit)t حذف شد. سپس واکنش رونويسي 

cDNA Synthesis Kit(Fermentas) از  استفاده  با  معكوس 
براي   PCR مرحله   cDNA ساخت  پايان  از  پس  شد.  انجام   s

از  استفاده  با  ميكروليتر   25 حجم  در   1 جدول  هاي  ژن 
دستگاه در  واکنش  شد.  اجرا  سيناژن  کيت  دستورالعمل 

گرفت.  صورت   Thermal cycler (Mastercycler Gradient)t
لازم به توضيح است که در هر مرحله از انجام PCR به جاي 

2 basic Fibroblast growth factor
3 Epidermal growth factor
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ميكروتيوپ  شد.  گرفته  کار  به  نيز  منفي  کنترل  يک   cDNA
و  استريل  ديونيزه  آب  ميكروليتر   5 حاوي  منفي  کنترل 
پرايمرهاي GAPDH بود. محصول واکنش PCR روي ژل آگارز 
دمای  در   PCR محصول  مابقي  و  شد  الكتروفورز  درصد   1/5

20- درجه ي سانتي گراد نگهداري شد. 
تجزیه و تحلیل آماری

سطحی  مارکرهای  بيان  درصد  شامل  آمده  دست  به  اطلاعات 
بيان  درصد  و  چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  های  سلول  در 
و  تعداد  درصد  و  عصبی  های  سلول  در  عصبی  مارکرهای 
طرفه يک  واريانس  آناليز  آماری  آزمون  توسط  نوروسفر،  قطر 

 SPSS version16 و به وسيله نرم افزار TUKEY و آزمون (ANOVA)
انجام گرفت. سطح معنی داری P>0/05 در نظرگرفته شد. 

یافته ها
جداسازی و کشت سلول های بنیادی مشتق از بافت چربی

فلاسک  کف  به  اوليه  کشت  از  بعد  ساعت   12 سلول ها  اين 
چسبيدند. طی6 ساعت اول کشت، سلول ها گرد بوده و هسته 
ی نامشخص داشتند. با گذشت 24 ساعت سلول ها دوکی شكل 
شده و از نظر مورفولوژی شبيه سلول های فيبروبلاست شدند. 
اولين پاساژ سلول ها بعد از حدود پنج الی هفت روز که سلول ها 
بيش از 90 درصد کف ظرف کشت را پر کرده بودند، انجام شد. 
سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی با سرعت زياد تقسيم 
می شوند به طوری که بعد از اولين پاساژ سلولی زمان دو برابر 
پاساژ  از  پس  سلول ها  اين  است.  روز  دو  تقريباً  سلول ها  شدن 
سوم )ده روز بعد از شروع کشت اوليه( ظاهری نسبتاً يكدست 
و يكنواخت به دست آوردند و برای مراحل بعدی مطالعه مورد 

استفاده قرار گرفتند )تصوير 2(. 

جدول 1- اطلاعات مربوط به پرايمرهایForward (Sense)e وReverse (Antisense)e ژن های استفاده شده در مرحله ي  القاء به همراه برخی از ويژگی های آن ها.

تصوير2- سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی. الف( سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی شش ساعت بعد از شروع کشت )اتصال سلول ها به کف ظرف کشت مشاهده می شود( ب( سلول های 
بنيادی مشتق از بافت چربی 24 ساعت بعد از شروع کشت )حضور گرانول های چربی در سيتوپلاسم سلول ها و دوکی شدن سلول های چسبيده به کف ظرف مشاهده می شود( پ( سلول های بنيادی 
مشتق از بافت چربی سه روزه با ظاهری دوکی شكل، همچنان گرانول های چربی در سيتوپلاسم سلول ها ديده می شود. ت( سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی بعد از پاساژ اول )هفت روز بعد 
از کشت اوليه( ث( سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی بعد از پاساژ دوم )ده روز بعد از کشت اوليه(، سلول ها به صورت يكدست کف فلاسک را پر کرده اند. ج( سلول های بنيادی مشتق از بافت 

چربی بعد از پاساژ سوم )13 روز بعد از شروع کشت(. تمام تصاوير با بزرگنمايی 20× گرفته شده است.
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خلوصشان  تعيين  و  ها  سلول  بودن  استرومايي  اثبات  براي 
 CD99 ،CD29 ،CD44 ،CD105 ،CD90 نشانگر های سطحی
به  مربوط   3 تصوير  شد.  استفاده   CD31 و  CD49d ،CD106
براي  و  شده  رنگ  سبز  ها  سلول  غشا  که  است  نشانگرها  اين 
توسط ها  سلول  ي  هسته  مثبت،  هاي  سلول  درصد  تعيين 

Propidiume Iodide قرمز رنگ شده است که 90 درصد سلول 
 CD99 و   CD29 ،CD44 ،CD105 ،CD90 ،CD49d به  ها 
واکنش دادند اما آنتي بادي هاي CD106 )نشانگر اختصاصی 
)نشانگر   CD31 و  استخوان(  مغز  استرومايی  های  سلول 

اختصاصی سلول های اندوتليالی( بيان نشدند. 

چهارم(  )پاساژ  چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  سلول های  در  سلولی  سطح  نشان گرهای  بيان  ايمونوسيتوشيمی:  روش  با  چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  سلول های  هويت  تأييد   -3 تصوير 
 (CD105) مزانشيمی  سلول های  اختصاصی  نشان گر  پ(   (CD29) مزانشيمی  سلول های  اختصاصی  نشان گر  ب(   (CD49d) چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  سلول های  اختصاصی  نشان گر  الف(  
اختصاصی  نشان گر  چ(   (CD99) مزانشيمی  سلول های  اختصاصی  نشان گر  ج(   (CD90) مزانشيمی  سلول های  اختصاصی  نشان گر  ث(   (CD44) مزانشيمی  سلول هاي  اختصاصی  نشان گر  ت( 
 Propidiume Iodide با   شده  رنگ  سلول های  ي  هسته  ي  دهنده  نشان  قرمز  رنگ   .(CD106) استخوان  مغز  استرومايی  سلول های  اختصاصی  نشان گر  ح(   (CD31) اندوتليالی  سلول های 

مي باشد. بزرگنمايی تصوير الف 100 و ديگر تصاوير 200 ميكرومتر.
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همچنين در بررسي RT-PCR اين سلول ها، mRNA ژن های 
Nanog ،Sox2 و Oct4 به خوبي بيان شدند که در اين بررسی 
ژن GAPDH به عنوان کنترل داخلی استفاده گرديد )تصوير4(. 

 Nanog ،Oct4 ،Sox2 تصوير4-  ژل الكتروفورز نمونه ي سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی. ژن های
و ژن GAPDH به عنوان کنترل داخلی در اين سلول ها بيان شدند. NTC کنترل منفی واکنش می باشد.

تولید  نوروسفر

از  بعد  ساعت  يک  چربی،  بافت  از  مشتق  بنيادی  سلول های 
القائی عصبی ساختار های شناور  قرار گرفتن در محيط کشت 
و کروی شكل با سلول های گرد و هسته ي نامشخص تشكيل 
شناور  های  سلول  بعد  ساعت   24 در  5-الف(.  )تصوير  دادند 
می  ايجاد  را  سلولی  شناور  تجمعات  و  شده  نزديک  هم  به 
حاکی  نوروسفرها  تعداد  و  قطر  بررسی  5-ب(.  )تصوير  کنند 
روز  سه  از  پس  نوروسفرها  اين  قطر  ميانگين  که  بود  اين  از 
نوروسفرها  تعداد  ميانگين  و  ميكرومتر   127/85±17/57
ميانگين  روز  شش  از  بعد  5-پ(.  )تصوير  بود   47/37±5/06
تعداد  ميانگين  و  نوروسفرها 15/27±177/14 ميكرومتر  قطر 
روز   10 از  بعد  5-ت(.  )تصوير  بود   25/62±4/47 نوروسفرها 
و  ميكرومتر   267/14±32/13 نوروسفرها  قطر  ميانگين 

ميانگين تعداد نوروسفرها 1/47±16/75 بود )تصوير 5-ث(. 

تصوير 5- روند تشكيل نوروسفر. الف(سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی را يک ساعت پس 
از قرار گيری در محيط القايی نوروسفر نشان می دهد، بسياری از سلول ها هنوز به صورت تک تک 
قرار گرفته اند ولی تعدادی از سلول ها در حال به هم پيوستن هستند )بزرگنمايی تصوير 10×(. ب( 
نشان دهنده تشكيل تجمعات سلولی پس از 24 ساعت می باشد. هنوز تعداد زيادی از سلول ها به 
صورت تک تک قرار گرفته اند و تا حدودی نيز به کف پليت چسبيده اند )بزرگنمايی تصوير 10×(. 
پ( توده های نوروسفر پس از سه روز، همانطور که در تصوير قابل مشاهده است توده های سلولی 
کوچک در حال به هم پيوستن می باشند )بزرگنمايی تصوير 10×(. ت( نشان دهنده نوروسفرها 
در روز ششم است. تعداد سلول های تک تک و چسبيده به کف پليت خيلی کم شده و توده های 
کروی شكل واضح باحاشيه کاملًا منظم تشكيل داده اند و به صورت معلق در محيط قرار گرفته اند 
)بزرگنمايی تصوير 20×(. ث( نشان دهنده ي نوروسفرها در روز دهم می باشد )بزرگنمايی تصوير 

.)×20

نمودار 1 مقايسه ی تعداد نوروسفرها را نشان می دهد. تعداد 
 (P>0/05( معنی داری  طور  به  زمان  گذشت  با  نوروسفر ها 
تعداد و روز  به طوری که در روز دهم کمترين  يافت.  کاهش 

سوم بيشترين تعداد نوروسفر مشاهده شد.

نوروسفر ها در روز های سوم، ششم و دهم. مطالعات آماری در مورد  نمودار 1- مقايسه تعداد 
ميانگين تعداد نوروسفر ها نشان داد با گذشت زمان تعداد نوروسفر ها کاهش می يابد به طوری که 
در هر گروه نسبت به ديگر گروه ها تفاوت چشم گيری مشاهده شد. در روز دهم کمترين تعداد و 

.(P>0/05) روز سوم بيشترين تعداد را داشتند. *: اختلاف معنی دار با ساير روز ها

قطر  می دهد  نشان  را  نوروسفرها  قطر  ی  مقايسه   2 نمودار 
 (P>0/05) معنی داری  طور  به  زمان  گذشت  با  نوروسفرها 

افزايش يافت. 

نمودار 2- مقايسه قطر نوروسفر ها در روز های سوم، ششم و دهم. بررسی آماری ميانگين قطر 
افزايش  نوروسفر ها  قطر  زمان  با گذشت  داد  نشان  دهم  و  روز های سوم، ششم  در  نوروسفر ها 
دهم  روز  در  شد  مشاهده  گيری  چشم  تفاوت  گروه ها   ديگر  به  نسبت  گروه  هر  در  می يابد. 
.(P>0/05) بيشترين قطر و روز سوم کمترين قطر را نشان داد. *: اختلاف معنی دار با ساير روز ها

نشان  هفتم  روز  در  نوروسفر ها  ايمونوسيتوشيمی  بررسی 
 NF-68 ،NF-200 نشان گرهای  سلولی  توده های  اين  داد 
وسيله به  سلول ها  ی  هسته  کردند.  بيان  را   Nestin و 

Propidiume Iodide رنگ آميزی شد )تصوير6(. 

بيان  ب(  نوروسفر  سلول های  در   NF-68 بيان  الف(  نوروسفر.  ايمونوسيتوشيمی   -6 تصوير 
NF200 در سلول های نوروسفر ج( بيان Nestin در سلول های نوروسفر. هسته ها با رنگ آميزی 
آنتی  از  استفاده  دليل  به  تصاوير  در  سبز  رنگ  و  می شوند  ديده  نارنجی   Propidiume Iodide
بادی ثانويه کونژوگه به FITC می باشد. تمامی اين تصاوير با بزرگنمايی 20× گرفته شده است.

های  ژن   mRNA نوروسفر،  تجمعات   RT-PCR بررسي  در 
Sox2 ،Nanog ،Oct4 ،NeuroD1 ،Musashi1 و Nestin و ژن
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 GAPDH به عنوان کنترل داخلی به خوبي بيان شد درحالي 
که باند مشخصي در بيان mRNA ژن MBP در ژل الكتروفورز 

مشاهده نشد )تصوير 7(. 

 Nanog ،NeuroD1 ،Musashi1 نوروسفر. ژن های  نمونه ي سلول های  الكتروفورز  تصوير 7- ژل 
Sox2 ،Oct4 ،Nestin، و ژن GAPDH به عنوان کنترل داخلی در اين سلول ها بيان شدند. در اين 

سلول ها ژن MBP بيان نشد. NTC کنترل منفی واکنش می باشد.

تولید سلول های بنیادی/پیش ساز عصبی
نوروسفر های تشكيل شده در مرحله ی قبلی آزمايش در محيط 
عصبی  ساز  بنيادی/پيش  سلول های  به  تبديل  جهت  مناسب 
گرديد.  ايجاد  سلول ها  در  استطاله هايی  و  زوائد  گرفتند.  قرار 
و  منظم تر  سلول ها  بين  مرز  و  شدند  شكل  دوکی  سلول ها 
توده  به صورت  اين سلول ها  ابتدا  اول  روز  در  بود.  مشخص تر 

تصوير 8- سلول های بنيادی عصبی. الف( سلول های بنيادی عصبی را پس از يک روز نشان می دهد که به صورت توده های چسبيده به کف پليت 
ديده می شوند. ب( سلول های بنيادی عصبی پس از پاساژ يک، در اين تصاوير توده های سلولی ديده نمی شود و سلول ها دوکی شكل هستند. پ( 
سلول های بنيادی عصبی پس از پاساژ دوم، اين سلول ها کاملًا کف ظرف کشت را پر کرده و حالت کشيده و دوکی شكل دارند. ت( سلول های 

بنيادی عصبی يک روز پس از پاساژ سه می باشند )بزرگنمايی 20×(.

در   Nestin نشان گر  بيان  ب(  عصبی  بنيادی  سلول های  در   NF-68 نشان گر  بيان  الف(  عصبی.  بنيادی  سلول های  ايمونوسيتوشيمی   -9 تصوير 
سلول های بنيادی عصبی ج( بيان نشان گر NF200  در سلول های بنيادی عصبی. هسته ها با رنگ آميزی Propidiume Iodide نارنجی ديده می شوند 

و رنگ سبز در تصاوير به دليل استفاده از آنتی بادی ثانويه کونژوگه به FITC می باشد. تمامی اين تصاوير با بزرگنمايی 20× گرفته شده است.

 NF-68 نشانگر  با  ها  سلول  درصد   95/3  ،Nestin نشانگر  با 
و حدود 93 درصد سلول ها با نشانگر NF-200 واکنش دادند.

mRNA ژن هایSox2 ،Nanog ،Oct4 ،NeuroD1 ،Musashi1 و 
Nestin و ژن GAPDH به عنوان کنترل داخلی به خوبي بيان 
شد در حالي که باند مشخصي در بيان mRNA  ژن  MBP در 

ژل الكتروفورز مشاهده نشد )تصوير 10(.

بودند و به کف ظرف کشت اتصال داشتند )تصوير 8-الف(. 
و  توده ها کاسته شد  از حجم  به مرور  در روز دوم و سوم 
سلول ها کم کم پخش شدند در حالی که اين سلول ها هم 
ساز  بنيادی/پيش  داشتند. سلول های  تقسيم  قدرت  چنان 
رسيدند  پاساژ  اولين  به  روز  چهار  گذشت  از  بعد  عصبی 
سلولی  پاساژ  بار  يک  روز  سه  هر  سپس  8-ب(.  )تصوير 
انجام می گرفت. اين سلول ها تا پاساژ سوم برده شدند. براي 
تعيين سرنوشت سلول ها، نشانگر های NF-68 ،NF-200 و 
Nestin استفاده شد. تصوير 9 مربوط به اين نشانگرها است 
که سيتوپلاسم سلول ها سبز رنگ شده و براي تعيين درصد 
 Propidiume   سلول هاي مثبت، هسته سلو ل ها توسط
ها سلول  درصد   97 که  شد  رنگ  قرمز  رنگ  به    Iodide
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 S،Musashi1 ،NeuroD1 ،Sox2 تصوير 10- ژل الكتروفورز نمونه سلول های بنيادی عصبی. ژن های
Nestin ،Nanog ،Oct4 و ژن GAPDH  به عنوان کنترل داخلی در سلول های بنيادی عصبی بيان 

شدند. اين سلول ها ژن MBP را بيان نكردند. NTC کنترل منفی واکنش می باشد.

بحث و نتیجه گیری
سيستم  مخرب  بيماری های  در  درمانی  سلول  استراتژی 
مطرح  همكارانش  و  ليندوال  توسط   1970 سال  از  عصبی 
مناسب  منبع  عنوان  به  بنيادی  سلول های  امروزه   .)19( شد 
اکثر  در  سلول ها  اين  می شود.  محسوب  درمانی  سلول 
بنيادی  سلول های   .)20( دارند  حضور  يافته  تمايز  بافت های 
بالغ با داشتن خاصيت خود تجديدی قادرند برای مدت زمان 
رده های  ساير  به  و  کنند  را حفظ  تقسيم خود  قدرت  طولانی 
سلولی تمايز يابند )21(. سلول های بنيادی مزانشيمی موجود 
بدن از  خارج  شرايط  در  بافت ها  ساير  و  استخوان  مغز  در 

(In vitro) به راحتی کشت داده می شوند و به رده های عصبی 
و گليالی تمايز می يابند )22(. 

چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  سلول های  از  مطالعه  اين  در 
استفاده شده است. گرچه نمونه ي مغز استخوان منبع خوبی از 
سلول های بنيادی می باشد ولی به چند دليل استفاده از سلول های 
مشتق از بافت چربی بهتر است: 1- تهيه ي نمونه ی مغز استخوان 
با يک  اين در حالی است که  روش تهاجمی و دردناک است و 
برش ساده پوستی و در طی عمل ليپوساکشن به عنوان يک عمل 
جراحی رايج و نسبتاً بی خطر می توان مقدار زيادی بافت چربی 
تهيه کرد )23(. 2- ميزان بقاء، قدرت تمايز و تعداد سلول های 
کاهش  بيمار  سن  افزايش  با  استخوان  مغز  در  موجود  بنيادی 
بافت چربی وجود ندارد  برای  اين محدوديت سنی  می يابد ولی 
)6(. 3- سلول های بنيادی مغز استخوان در پاساژهای 5 الی 6 به 
بعد دستخوش تمايز خودبخودی می شوند و اين در حالی است که 
تمايز خودبخودی در سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی به 

ندرت ديده می شود )24(.
Fraser و همكارانش در سال 2006 طی تحقيقاتی نشان دادند 
که تعداد سلول های بنيادی موجود در بافت چربی 500 برابر 
نمونه  از  برابر  نمونه ی مغز استخوان )در يک حجم  از  بيشتر 
و   Yongchao  .)25( است  استخوان(  مغز  و  چربی  بافت  ی 
همكارانش در سال 2005 با انجام مطالعاتی گزارش کردند که 
سلول های بنيادی مغز استخوان با گذشت 12 الی 24 ساعت از 
شروع کشت اوليه به کف ظرف می چسبند )26(. اين در حالی 
است که Lai و همكارانش در سال 2011  اعلام کردند اتصال 

در  کشت  ظرف  به  چربی  بافت  مزانشيمی  بنيادی  سلول های 
کمتر از 12ساعت انجام می گيرد )27(. 

ما نيز در اين مطالعه به اين نتيجه رسيديم که سلول های بنيادی 
به سطح  اوليه  از کشت  بعد  بافت چربی 12 ساعت  از  مشتق 
ظرف کشت اتصال يافتند. اين يافته با يافته های ساير محققين 
روش  از  استفاده  با  تحقيق  اين  در   .)26،  27( دارد  مطابقت 
ايمونوسيتوشيمی و RT-PCR هويت سلول های بنيادی مشتق 
از بافت چربی مورد ارزيابی قرار گرفت. سلول ها با استفاده از 
آنتی بادی های CD49d )به عنوان نشان گر سلول های بنيادی 
سلول های  نشان گر  عنوان  )به   CD90 ،)چربی بافت  از  مشتق 
سلول های  نشان گر  عنوان  )به   CD31 مزانشيمی(،  بنيادی 
استرومای  )به عنوان نشان گر سلول های   CD106 اندوتليالی(، 
بنيادی  سلول های  نشان گر  عنوان  )به   CD44 استخوان(،  مغز 
بنيادی  سلول های  نشان گر  عنوان  )به   CD105 مزانشيمی(، 
بنيادی  سلول های  نشان گر  عنوان  )به   CD29 مزانشيمی(، 
بنيادی  سلول های  نشان گر  عنوان  )به   CD99 و  مزانشيمی( 
مزانشيمی( تأييد شدند. نتايج نشان داد که بيان آنتی بادی های

 CD49d ،CD29 ،CD105 ،CD44 ،CD99 و CD90  در سلول های 
سلول ها  اين  ولی  بودند  مثبت  چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی 
نسبت به آنتی بادی CD31 و CD106 بيانی نشان ندادند. نتايج 
بدست آمده در اين مرحله با نتايج ساير محققين مطابقت داشت 
محققين  گزارشات  اساس  بر   .)3،  10،  11،  24،  28-32(
بيان ژن های  به  قادر  بافت چربی  از  بنيادی مشتق  سلول های 
با  حاضر  ي  مطالعه  در  می باشند.   Sox2 و   Oct4 ،Nanog
استفاده از روش RT-PCR بيان ژن های نام برده بررسی شد و 
نتايج نشان داد که اين سلول ها قادر به بيان اين ژن ها هستند. 
توسط  تحقيق  از  مرحله  اين  در  آمده  بدست  نتايج  بنابراين 

نتايج ديگر پژوهشگران تأييد می گردد )33 ،30 ،17(. 
روش ايجاد نوروسفر روشی ارزشمند و مهم برای ايجاد منبع 
نيافته  تمايز  و  پيش ساز  سلول های  از  پذير  تجديد  و  دائمی 
عصبی به منظور استفاده ي اين سلول ها در مطالعات علمی و 
درمانی می باشد )13(.  در مطالعه اي پژوهشگران با استفاده از 
محيط کشت تمايزی، سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی 
موش صحرايی را به نوروسفر تبديل کردند. نتايج تحقيقاتشان 
محيط کشت  در  نوروسفر ها  از  تعدادی  که  بود  اين  از  حاکی 
با اضافه کردن سرم  به کف پليت چسبيدند و در مراحل بعد 
جنين گاوی به محيط کشت نوروسفر، سلول های بنيادی/پيش 

ساز عصبی از اسفرهای موجود شكل گرفتند )31(. 
عصبی  پيش ساز  سلول های  محققان  ديگر  اي  مطالعه  در 
کشت  محيط  در  را  صحرايی  موش  جنين  مغز  از  شده  جدا 
DMEMF-12 و حاوی B27 ،EGF و bFGF به نوروسفر تمايز 
به محيط کشت،  گاوی  افزودن سرم جنين  با  و سپس  دادند 
با  شدند.  تبديل  عصبی  ساز  بنيادی/پيش  سلول  به  اسفرها 
گذشت زمان شكل ظاهری يک دستی در سلول های بنيادی/

پيش ساز عصبی ايجاد شد )34(.
استرومای  سلول های   2013 سال  در  همكارانش  و   Chung  
مغز استخوان و سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی سگ 

 [
 D

O
I:

 1
0.

18
86

9/
ac

ad
pu

b.
sh

ef
a.

2.
1.

5 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

he
fa

ye
kh

at
am

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
06

 ]
 

                             9 / 12

http://dx.doi.org/10.18869/acadpub.shefa.2.1.5
https://shefayekhatam.ir/article-1-56-fa.html


141414

دوره دوم، شماره اول، زمستان 1392

را در محيط کشت تمايزی به نوروسفر تمايز دادند. اسفرهای 
توليد شده از سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی بزرگتر و 

سلول های عصبی حاصل از آن ها بيشتر بود )17(.  
مشاهده  تحقيقاتی  طی   2013 سال  در  همكارانش  و   Darabi
کردند که بعد از تيمار سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی 
و   B27 ،bFGF با  DMEMF-12 همراه  با محيط کشت حاوی 
ظاهر شدند  شناور  و  گرد  منفرد،  به شكل  سلول ها  اين   EGF
شدن  نزديک  به  شروع  سلول ها  ساعت  يک  گذشت  از  پس  و 
به هم کردند. بعد از 24 ساعت  تجمعات شناور سلولي کامل 
تر و بزرگتری در محيط کشت شكل گرفتند و با گذشت زمان 
تجمعات سلولي با همديگر ترکيب شدند و توده های بزرگتری را 
تشكيل دادند به طوری که با گذشت زمان قطر تجمعات سلولي 

افزايش و تعداد آن ها کاهش يافت )18(.
نتايج  بر  تأييدی  اين مرحله،  ما در  از مطالعه ی  نتايج حاصل 
کشت  محيط  در  که  طوری  به  بود  محققين  ديگر  تحقيقات 
 EGF و   B27 ،bFGF با  همراه   DMEMF-12 حاوی  تمايز، 
تبديل  نوروسفر  به  چربی  بافت  از  مشتق  بنيادی  سلول های 
ظرف  کف  به  کشت  محيط  در  نوروسفر ها  از  تعدادی  شدند. 
چسبيدند و با گذشت زمان تعداد توده های نوروسفر کاهش و 
قطر آن ها افزايش پيدا کرد. نوروسفرها هفت روز بعد از کشت 
محيط  به  گاوی  جنين  سرم  و  شدند  منتقل  بچسب  ظرف  به 
کشت آن ها اضافه شد. نوروسفرها شروع به چسبيدن به کف 
ظرف کردند و با گذشت 3 الی 4 پاساژ سلول های بنيادی/پيش 
شدند.  ايجاد  دست  يک  و  دوکی  ظاهری  شكل  با  عصبی  ساز 
 RT-PCR در اين تحقيق با استفاده از روش ايمونوسيتوشيمی و
مورد  عصبی  ساز  بنيادی/پيش  سلول های  و  نوروسفرها  هويت 
و  نوروسفرها  ايمونوسيتوشيمی  روش  در  گرفت.  قرار  ارزيابی 

منابع 

سلول های بنيادی/پيش ساز عصبی از نظر بيان آنتی بادی های
عصبی(، پيش ساز  سلول های  نشان گر  عنوان  )به   Nestin
و عصبی(  بنيادی  سلول های  نشان گر  عنوان  )به   NF-68
شدند تأييد  عصبی(  سلول های  نشان گر  عنوان  )به   NF-200

)35 ،34 ،31 ،18 ،17(. نتايج نشان داد که بيان آنتی بادی های 
Nestin ،NF-68 و NF-200 در نوروسفر ها و سلول های بنيادی/

پيش ساز عصبی مثبت بود. نتايج به دست آمده در اين مرحله با 
نتايج مطالعات ساير محققين مطابقت داشت. بررسی بيان ژن های
و   Musashi1 ،NeuroD1 ،Oct4 ،MBP ،Nestin ،Nanog

تجمعات  در  که  داد  نشان   RT-PCR روش  با   Sox2
های ژن  عصبی  ساز  بنيادی/پيش  سلول های  و  نوروسفر 

بيان   Sox2 و   Musashi1 ،NeuroD1 ،Oct4 ،Nestin ،Nanog
شدند در حالی که بيان ژن MBP در اين سلول ها مشاهده نشد. 
نتايج بدست آمده در اين مرحله با نتايج  ديگر مطالعاتی که در 
اين زمينه صورت گرفته است همخوانی دارد و تأييد کننده ي 

مطلب فوق است )36 ،18 ،17(.
نتايج به دست آمده در اين تحقيق گوياي اين است که با استفاده 
از سلول های بنيادی مشتق از بافت چربی به عنوان منبع سلولی 
مناسب و با به کارگيری روش کشت نوروسفر تعداد زيادی سلول 
بنيادی/پيش ساز عصبی حاصل می شود که می توان از آن ها 

برای تحقيقات آتی استفاده کرد.
تقدیر و تشكر

از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه تربيت مدرس و مرکز تحقيقات 
علوم اعصاب شفاء بيمارستان خاتم الانبيا تهران که امكان انجام 

اين پژوهش را فراهم نمودند، تقدير و تشكر مي شود.
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