
4141

دوره دوم، شماره دوم، بهار 1393

404040

Research Articleدوره دوم، شماره دوم، بهار 1393

Investigation on the Motor Recovery Effect of a Self-Assembling Nonofiber in the Spinal Cord Injury 

Model in Rat

Shima Tavakol1, 2, 3, Hadi Aligholi1, Arezou Eshaghabadi1, Sayed Mostafa Modarres Mousavi1, Jafar Ai4, Seyed Mehdi 

Rezayat2*

1Shefa Neuroscience Research Center, Khatam Alanbia Hospital, Tehran, Iran.
2Department of Medical Nanotechnology, School of Advanced Technologies in Medicine, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran.

3Student’s Scientific Research Center, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran.
4Department of Tissue Engineering, School of Advanced Technologies in Medicine, Tehran University of Medical Sciences, Tehran, Iran.

ABSTRACT

* Corresponding Author: Seyed Mehdi Rezayat

   E-mail: Rezayat@tums.ac.ir

Key words:

1. Spinal Cord Injuries 
2. Hydrogels 
3. Laminin 
4. Tissue Scaffolds 

Introduction: Spinal cord injury (SCI) is a serious disabling condition associated with 

paralysis. Owing to suitable effects of hydrogels compared to preformed scaffolds, in this study 

a hydrogel based biomaterial, Matrigel, was applied. Matrigel is a termogel that forms nanofibers 

and hydrogel above 20°C. It contains laminin, nidogen and some growth factors that induce neural 

differentiation. Materials and Methods: A moderate spinal cord contusion was performed in 

adult rats and 10 days after injury, matrigel was implanted. Then, they follow up via Basso, Beattie, 

Bresnahan test for 42 days. Cresyl violet staining was performed as a histopatological analysis. 

Results: Our data indicated less inflammation and dark cells in Matrigel group compared to 

control group. Locomotor test showed significant improvement of motor recovery in Matrigel 

group. Conclusion: Our results suggest that Matrigel via some growth factors and adhesive 

molecules may have beneficial effects on functional recovery in SCI.
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ه چــــــــكيد

كليد واژه‌ها:
1. ضایعات طناب نخاعی

2. هیدروژل
3. لامینین

4. داربست بافت 

مقدمه: صدمۀ نخاعی یک وضعيت ناتوان‌کنندۀ خطرناك است که می‌تواند منجر به فلج ‌شدن گردد. به‌ 
علت اثرات سودمند هیدروژل در مقایسه با داربست‌های از پیش ساخته شده، در این مطالعه یک زیست 
ماده‌ بر پایۀ هیدروژل به نام ماتریژل به‌کار برده شد. ماتریژل یک زیست مادۀ حساس به حرارت است که 
در دمای بالای 20 درجۀ سانتی‌گراد تشکیل هیدروژل و نانوفیبر می‌دهد. ماتریژل حاوی لامینین، نیدوژن و 
برخي از فاکتورهای رشد است که تمایز نورونی را القاء می‌کند. مواد و روش‏ها: كي كوفتگي متوسط در 
طناب نخاعي در موش صحرايي بالغ ايجاد شد و ده روز پس از ضایعه، ماتریژل در محل ضایعه کاشته شد. 
سپس به مدت 42 روز تست Basso, Beattie, Bresnahan انجام شد. رنگ‌آمیزی کریزل ویوله جهت آناليز 
هيستوپاتولوژي انجام شد. یافته‌ها: داده‏ها بر کاهش التهاب و تعداد سلول‌های تیره در گروه ماتریژل در 
مقایسه با گروه کنترل دلالت می‌کند. نتايج آزمون حركتي نشان داد كه عملکرد حركتي به طور چشمگيري 
در گروه حاوی ماتریژل بهبود يافته است. نتیجه‌گیری: نتایج ما پيشنهاد ميك‏ند که ماتریژل به واسطۀ 
برخي از فاکتورهای رشد و مولکول‌های چسبنده، ممکن است اثرات مناسبی در بهبود عملکردی متعاقب 

ضایعۀ نخاعی داشته باشد.

اطلاعات مقاله:
تاريخ دريافت: 23 بهمن 1392                                                                                                               تاريخ پذيرش: 23 فروردین 1393
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مقدمه
صدمۀ نخاعی از جمله شرایط ناتوان‌کننده‌اي است که می‌تواند 
منجر به فلج شدن گردد. تخمین زده شده است که در آمریکا 
سالانه 12000 نفر صدمۀ نخاعی را تجربه می‌کنند )1(. استفاده 
از هیدروژل‌های نانوفیبری به عنوان زیست مادۀ قابل تزریق در 
جهت کاهش صدمۀ بیشتر برای ترمیم نخاع امید‌بخش می‌باشد 

 .)2(
به  تکثیر  و  تمایز  نانو‌فیبر،  قطر  که  است  داده  نشان  مطالعات 
طرف سلول‌های عصبی را تحت‌تأثیر قرار می‌دهد. داربست‌های 
از پیش ساخته شده منجر به ممزوج شدن1 ناقص بافتی، التهاب 
و زیست پایایی کم سلولی در محل ضایعۀ نخاعی می‌شوند که 
ضایعۀ  در  ترمیم  مهار  و  بیشتر  صدمۀ  به  منجر  فرایندها  این 
اعصاب  در سیستم  کم  زیست‌پایایی  و  التهاب  نخاعی می‌شود. 
این  بر  برای غلبه  تمایز عصبی می‌شود.  به مهار  مرکزی منجر 
مشکلات استفاده از ماتریژل که هیدروژل تقلید‌کنندۀ ماتریکس 

خارج‌سلولی است، پیشنهاد می‌گردد. 
ماتریژل حاوی لامینین، هپاران سولفات، کلاژن نوع 4، انتاکتین 
و نیدوژن می‌باشد. گفته شده است که ماتریژل از طریق کاهش 
با  تماس  از  عصبی  سلول‌های  حفاظت  و   CD45+ سلول‌های 
به  منجر   IL-1b  ،IL-6  ،TNF-a مثل  التهابی  سیتوکین‌های 
بر  علاوه   .)3( می‌شود  نخاعی  صدمۀ  محل  در  التهاب  کاهش 
اثرات کاهش‌دهندۀ التهاب، ماتریژل از طریق لامینین به عنوان 
جزء تشکیل دهندۀ خود منجر به رشد آکسونی و نورون‌‌زايي2 

می‌شود )5 ،4(. 
چندین روش برای ساخت نانوفیبر وجود دارد که خود‌ساماندهی3 
در  ماتریژل  می‌شود.  تلقی  نانوفیبر  ساخت  روش‌های  از  یکی 
قطر   .)6( می‌کند  نانوفیبر  ایجاد  سانتی‌گراد  درجۀ   20 دمای 
نانوفیبر نقش اساسی در تولید ماتریکس خارج سلولی و تمایز 
احساس یک  میکروفیبرها  به  دارد. سلول‌های چسبیده  عصبی 
ماتریکس خارج سلولی 3 بعدی را ندارند. اما ماتریژل با ایجاد 
 3 محیط  احساس  نانومتر،   100 از  کمتر  قطر  با  نانوفیبرهايی 
بعدی را به سلول می‌بخشند و به خاطر خصوصیت هیدروژلی 
خود منجر به پرکردن کیست‌های کوچک تشکیل شده در محل 

ضایعۀ نخاعی می‌شوند )7 ،3(. 
ویژگی ممزوج شوندۀ بافتی خوب ماتریژل، تشکیل جای زخم 
آنجایی که  از  را محدود می‌کند.  استروگلیایی در محل ضایعه 
آن  از  نتیجه  در  می‌شود  استخراج  موش  سارکوم  از  ماتریژل 
جایگزین  یک  و  نمود  استفاده  بالینی  مطالعات  در  نمی‌توان 
ملاحظه  مورد  می‌تواند  آمنیوتیک  غشای  مثل  انسانی  منبع  با 
قرار بگیرد. هدف از انجام این مطالعه بررسی اثرات زیست مادۀ 
صحرایی  موش  در  نخاعی  ضایعۀ  مدل  در  ماتریژل  نانوفیبری 

می‌باشد.

مواد و روش‌ها
وزن  در   Wistar نژاد  با  نر  موش صحرایی   10 مطالعه  این  در 
تحقيقات  مركز  حیوانات  نگهداری  بخش  از  گرم   250-280
گرديد.  تهیه  تهران  الانبیاء  بیمارستان خاتم  اعصاب شفا  علوم 
موش‌های صحرایی به 2 گروه دریافت کنندۀ ماتریژل و کنترل 
کار  دستورالعمل‌های  تمامی  شدند.  تقسیم  بود،  ماده  فاقد  که 
مرکز  اخلاق  کمیته  قوانین  مطابق  آزمایشگاهی  حیوانات  با 

تحقیقات علوم اعصاب شفا انجام شد.
براي ايجاد ضايعۀ نخاعي یک صدمه‌ با مدل کوفتگی به وسيله 
روش فشار وزنه ایجاد شد. در ابتدا حیوانات به وسيلۀ کتامین 
mg/kg 80 و زایلازین mg/kg 10 با تزریق داخل صفاقی بیهوش 
شدند و پس از برداشتن لامینا مهرۀ T9، وزنه‌ای 35 گرمی با 
سطح مقطع 6/6 میلی‏متر مربع به مدت 15 دقیقه بر روی نخاع 
قرار گرفت. سپس محل صدمه بخیه زده شد و حیوانات به مدت 
 2 مدت  به  و  کردند  دریافت  جنتامایسین  آنتی‌بیوتیک  روز   5
هفته مثانۀ آن‌ها روزی 2 بار به طور دستي تخلیه شد. 10 روز 
بعد از جراحی دوباره حیوانات بیهوش شدند و 10 میکرولیتر از 
ماتریژل )سیگما( با استفاده از سرنگ هامیلتون به آرامی و طی 

10 دقیقه در محل ضایعه تزریق گرديد.
آماده سازی بافت و رنگ آمیزی

42 روز بعد از جراحی حیوانات با دوز بالا بیهوش شدند و با تزریق 
محلول نمکی 0/9 درصد و به دنبال آن تزریق پارافرمالدئید 4 
درصد پرفيوژن شدند. قطعات نخاع صدمه دیده، یک شبانه‌روز 
در پارافرمالدهید 4 درصد تثبیت شده و پس از انجام فرآیندهای 
رنگ  برای  و  شد  تهیه  پارافینی  بلو‌کهای  بافتی،  آماده‌سازی 

آمیزی کریزل ویوله مورد استفاده قرار گرفت.
مطالعۀ رفتاری

 Basso, لوکوموتور  آزمون  از  استفاده  با  لوکوموتور  عملکرد 
Beattie, Bresnahan (BBB)m مورد ارزیابی قرار گرفت. در این 

آزمون براي موش صحرايي با فلج کامل امتیاز 0 و براي موش 
صحرايي طبيعي امتیاز 21 ثبت ‌شد. 

موش‌های صحرایی در یک محفظۀ دایره‌ای شكل به قطر 107 
و ارتفاع 60 سانتی‌متر قرار گرفتند. فعالیت موتوری حیوان به 
مدت 4 دقیقه با استفاده از یک دوربین ضبط ‌شد و توسط فردی 
که نسبت به گروه‌ها آگاهی نداشت مورد ارزیابی قرار ‌گرفت. این 
تست هر هفته انجام ‌شد و تنها موش‌هايی با امتیاز حداکثر 1 

در روز اول بعد از جراحي، به مطالعه راه ‌یافتند.
مطالعۀ آماری

از نرم افزار Graph pad و آزمون آماری t- student برای آنالیز 
آماری این مطالعه استفاده شد. 

1 Integration
2 Neurogenesis
3 Self assembly
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یافته‌ها
نتایج بافت‌شناسی

در این مطالعه از مدل کوفتگی برای ایجاد ضایعۀ نخاعی استفاده 
ناحيۀ سفید  بافت‌شناسی یک کیست در  بر‌اساس مطالعۀ  شد. 
و خاکستری نخاع ایجاد شد. تعداد سلول‌های نکروزی در گروه 
حاوی  گروه  در  درحالی‌که  گردید،  مشاهده  فراوانی  به  کنترل 
نانوفیبر، نکروز به میزان کمتری مشاهده ‌شد. التهاب و گلیوز در 
هر 2 گروه مشاهده گردید، در حالی‌ که در گروه حاوی ماتریژل، 
این موارد کمتر دیده ‌شد )تصوير 1(. علاوه بر این از بین رفتن 
دیده  کنترل  گروه  در  نخاعی  قشر خاکستری طناب‌  در  سلول 
‌شد و از نظر ريخت شناسي4، سلول‌ها به شکل سلول‌های تیره 
در می‌آید اما در گروه حاوی ماتریژل این سلول‌های تيره کمتر 

دیده می‌شد )تصویر 2(.
نتایج مطالعۀ رفتاری

نتایج تست BBB در گروه کنترل، 42 روز بعد از ایجاد ضایعه، 
صحرایی  موش‌های  در  ضعیفی  عملکردی  بهبود  دهندۀ  نشان 
گروه کنترل بود و به طور ميانگين امتیاز 2 را در تست رفتاري 
داشتند اما در گروه ماتریژل امتیاز به دست آمده از تست رفتاري 

اختلاف  این  آماری  نظر  از  که   )1 )نمودار  شد  گزارش   10±2
ماتریژل  که  می‏دهد  نشان  نتایج   .)P>0/05( بود  معنی‌دار 

می‌تواند در ترمیم ضایعۀ نخاعی کمک‌کننده باشد.
بحث و نتیجه‌گیری

همان‌طورکه گفته شد نتایج نشان می‏دهد که کاشت ماتریژل 
در  کنترل  گروه  با  مقایسه  در  توجهی  قابل  بهبود‌ي  به  منجر 
یک  عنوان  به‌  ماتریژل  از  استفاده  و  می‌شود  حرکتی  عملکرد 
نانو داربست در مدل‌های ضایعۀ نخاعی می‌تواند به احیای بافت 

صدمه دیده در ناحيۀ ضایعه منجر شود.
مقیاس عملکردی سیستم اعصاب مرکزی در طیف نانو و میکرو 
 .)10( دارد  نانوفیبری  ساختار  پایه  غشای  و   )8،  9( دارد  قرار 
یکی از بزرگترین راه حل‌ها برای ترمیم ضایعۀ نخاعی استفاده 
به‌ عنوان ماتریکس خارج سلولی موقتی است.  نانو داربست  از 
به پشتیبانی مکانیکی می‌شوند و محیط  این داربست‌ها منجر 

مناسبی را برای  تکثیر و تمایز سلول عصبی ایجاد می‌کنند. 
فیبرهای  به  شباهت  علت  به‌  ماتریژل  نانوفیبری  داربست 
بالا و به هم پیوستگی  اسکلت سلولی5، نسبت سطح به حجم 
است. مناسب  نخاعی  ضایعۀ  ترمیم  برای  مطلوب،  فضایی 

4 Morphology
5 Cytoskeleton

.)40X :تصوير 1- مطالعات بافت‌شناسی نشان داد که مقدار گلیوز در گروه کنترل بیشتر از گروه ماتریژل بود )بزرگنمایی 

.)40X :تصوير 2- مطالعات بافت‌شناسی نشان داد که تعداد سلول های تیره در گروه کنترل بیشتر از گروه ماتریژل بود )بزرگنمایی
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قطر  و  نانوتوپوگرافی  که  می‌کنند  بیان  زیادی  گزارش‌هاي 
تمایز  و  تکثیر  ريخت‌شناسي،  توجهی  قابل  طور  به  نانوفیبرها 

سلول‌های عصبی را تحت تأثیر قرار می‌دهد )11(.
افزایش  که  دادند  نشان   )12( همکارانش  و   Christopherson
توسعۀ  و  اکتین  فیبرهای  تشکیل  کاهش  طریق  از  فیبر  قطر 
سلول‌های عصبی  تکثیر  به کاهش  یافته، منجر  سلولی کاهش 
می‌شود. آن‌ها گزارش کردند که سلول‌های کشت داده شده بر 
زیست‌پایایی  و  مهاجرتی  فعالیت  کمتر،  قطر  با  فیبرهايی  روی 
قرار  تأثیر  را تحت  تمایز  دارند که می‌توانند کینتیک  بیشتری 
دهند. قطر فیبرهای ماتریژل در ابعاد فیبرهای ماتریکس خارج 
سلولی است )13(. سلول‌ها توانایی این را دارند که توپوگرافی 
محیط اطراف را احساس کنند و تکثیر و تمایز سلولی خود را 

تغییر دهند )14(. 
علاوه بر ساختار، ماتریژل حاوی لامینین، هپاران سولفات و مواد 
تشکیل می‌دهند  را  پایه  اصلی غشای  اجزای  که  است  دیگری 
زیست‌پایایی  و  کرده  فراهم  مکانیکی  پشتیبانی  سلول،  برای  و 
سلول را افزایش می‌دهند )15 ،12(. لامینین موجود در ماتریژل، 
چسبندگی سلولی را ایجاد کرده و منجر به زیست‌پایایی بیشتری 

نسبت به محیط کشت 2 بعدی می‌شود )16(. 
منجر  لامینین  از  غنی  ماتریژل  که  است  داده  نشان  مطالعات 
گیرنده‌های  طریق  از  آکسون  رشد  و  عصبی  تمایز  القای  به 
a6b1 در اینتگرین می‌شود. چنین می‌توان گفت كه استفاده از 
مولکول‌های چسبنده و فاکتورهای رشد در ساختار نانو داربست 
منجر به افزایش هدایت تماسی می‌شود و راهنمای بیوشیمیایی، 
در جهت  تمایز  و  تکثیر  مثل  سلولی  رفتارهای  تغییر  در جهت 
حاوی ماتریژل  می‌کند.  ایجاد  عصبی  سلول‌های  از  خاصی  نوع 

 ،9PDGF  ،8IGF-1  ،7EGF  ،6FGF-2 مانند  رشدی  فاکتورهای 
تکثیر  و  رشد  در  حیاتی  نقش  که  است   11TGF-β و   10NGF

سلولی ایفا می‌کند )17(.

مکانیسم‌های  طریق  از  بافتی  آسیب  نخاعی،  صدمۀ  دنبال  به‌ 
منجر  اولیه  حاد  مکانیسم‌های  می‌شود.  ایجاد  ثانویه‌  و  اولیه 
عروقی،  صدمۀ  مثل  ثانویه  مکانیسم‌های  یک‌سری  ایجاد  به 
اختلالات متابولیکی، آزاد‏سازی ناقلین عصبی12 به درون فضای 
لیپید،  پراکسیداسیون  آزاد،  رادیکال‌های  تشکیل  خارج‌سلولی، 
تشکیل ادم و گلیوز می‌شوند که می‌توانند برای ماه‌ها و حتی 

سال‌ها بعد از صدمۀ نخاعی باقی بمانند )18(. 
دارد،  بافت  کشت  در  سودمندی  اثرات  آنجایی‌که  از  ماتریژل 
خارج  ماتریکس  عملکرد  بازسازی  در  مؤثری  نقش  می‌تواند 
بافت  در  ثانویه  آسیب  اثرات  از  از یک‌سری  و  ایفا کند  سلولی 
عصبی جلوگیری نمايد )20 ،19 ،18 ،2(. به‌علاوه ماتریژل به‌ 
عنوان یک زیست مادۀ نانوساختاری، کیست‌های کوچک را پر 
می‌کند و با محل پیوند به خوبی ممزوج می‌شود و بدين ‌وسيله 
به سلول‌ها برای مهاجرت و تمایز درون بافت صدمه دیده کمک 
می‌کند كه اين امر منجر به بهبود عملکرد بعد از صدمۀ نخاعی 

می‌شود.

نمودار 1- تغییرات نمرۀ BBB در دو گروه ماتریژل و کنترل. تزريق ماتر‍‍يژل 10 روز پس از ايجاد صدمۀ نخاعي در گروه ماتريژل صورت گرفته است. * بيانگر 
P>0/05 مي‏باشد.

6 Fibroblast growth factor 2
7 Epidermal growth factor
8 Insulin-like growth factor 1
9 Platelet-derived growth factor
10 Nerve growth factor
11 Transforming growth factor beta
12 Neurotransmitters
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