
 
 

 

 1 

Improvement of Neuroglial Differentiation from Human Dental 
Pulp Stem Cells Using CSF 

 
 

Sara Haratizadeh1,  

Maryam Nazm Bojnordi2,3,  

Ali Niapour4,  

Mehrdad Bakhtiari5,  

Hatef Ghasemi Hamidabadi2,6 
 

1 MSc Student in Anatoimical Sciences, Student Research Committee, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical 
Sciences, Sari, Iran 

2 Assistant Professor, Department of Anatomy & Cell Biology, Faculty of Medicine, Mazandaran University of Medical Sciences, 
Sari, Iran 

3 Assistant Professor, Molecular and Cell biology Research Center, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 
 

4 Assistant Professor, Department of Anatomical Sciences, School of Medicine, Ardabil University of Medical Sciences, Ardabil, 
Iran 

5 Associate Professor, Department of Anatomy & Cell Biology, Cellular and Molecular Research Center, Faculty of Medicine, Iran 
University of Medical Sciences, Tehran, Iran 

6 Assistant Professor, Immunogenetic Research Center, Mazandaran University of Medical Sciences, Sari, Iran 
 
 

Received January 26, 2016 ; Accepted August 8, 2016)
 

 

Abstract 

 

Background and purpose: Cerebrospinal fluid (CSF) has a broad set of molecules which is 

essential for neurogenesis. Human dental pulp stem cells (hDPSCs) are putatively neural crest cell-derived that 

can differentiate into neurons and glial cells under appropriate neurotrophic factors. The aim of this study 

was to induce differentiation of hDPSCs into neuroglial phenotypes using Retinoic acid (RA) and CSF. 

Materials and methods: The hDPSCs were isolated by mechanical enzymatic digestion from 

an impacted third molar and cultured. 2 × 105 cells were treated by 10-7 µM Retinoic acid (RA group) for 

8 days, CSF (CSF group) for 8 days and pre-induced with RA for 4 days followed by inducing with CSF 

for 4 days (RC group). Nestin, βIII-tubulin and GFAP immunostaining were used for evaluating the 

differentiated cells. Axonal outgrowth was detected using Bielschowsky's silver impregnation method and 

Nissl bodies were stained in differentiated cells by Cresyl violet. Data analysis was performed in SPSS 

V.16 applying One-way ANOVA and Chi-square test. 

Results: The morphology of differentiated cells in treated groups significantly changed after 3-5 

days. The immunocytochemistry results showed that nestin, the neuroprogenitor marker, was observed in 

all groups. Whereas, a high percentage of nestin positive cells and ΒIII-tubulin, as mature neural markers, 

were seen at the pre-induction and induction stage, respectively. Nissl bodies were detected as dark-blue 

particles in the cytoplasm of treated cells. 

Conclusion: The findings suggest that the RA as pre-inducer and CSF as inducer could be used 

for in vitro differentiation of neuroglial cells from hDPSCs. 
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 پژوهشی

های بنیادی پالپ دندان انسانی  از سلولبهبود تمایز نوروگلیال 
 نخاعی-توسط مایع مغزی

 
       1سارا هراتی زاده

       3،2مریم نظم بجنوردی
       4علی نیاپور

       5مهرداد بختیاری
 3،2هاتف قاسمی حمیدآبادی

 چكیده
. است سینوروژنز ندیفرآ در یضرور یهامولکول از یعیوس فیط یدارا( CSF) ینخاع -یمغز عیما و هدف: سابقه

 حضدور در تواننددیمد اندد شدد  مشد   یعصد  غیسد  یهداسدلول از کد ( hDPSCs) یانسدان دنددا  پالپ یادیبن هایسلول
 بد  hDPSCs زیتمدا یالقدا مطالعد  نیدا از هدد . ابندی زیتما نورو  و الیگل یهاسلول ب  مناسب کینوروتروف یورهافاک 
 است. CSF و کینوئیرت دیاس از اس فاد  با الینوروگل هایسلول

و آنزیمدی دددا  -از دنددا  مدو ر سدون انسدانی بد  رون مکدانیکی hDPSCs در این مطالع  تجربی  ها:مواد و روش
( RA  گدرو  0اسیدرتینوئیک )گرو  ای من قل و با خان  6های پلیت سلول ب  هر یک از چاهک 2 × 501کشت داد  شدند. 

روز توسدط  4روز توسط اسدید رتینوئیدک و  4چنین ب  مدت روز القاء شدند. هم 8ب  مدت  (CSF  گرو  2)گرو   CSFو 
CSF   گرو(گرو  3  RCتیمار شددند. ایمنوسی وشدی ) میNestin  βIII-tubulin  وGFAP  .دهدت ارزیدابی اسد فاد  شددند

محاس ات آماری توسدط آمیزی شد. ها ب  رون نی رات نقر  بررسی و ادسان نیسل با کریزل ویول  رنگطول آکسو  سلول
 .گرفت نانجا Chi Squareو  One-way ANOVAآماری  هایآزمو  و با SPSS 16افزار نرن

تغییدر یافدت. ن دای   3-5های تمدایزی بعدد از روز های تمایز یاف   ب  طور مشخص در گرو ژی سلولمورفولو ها:یافته
و  Nestinکنندد  هدای بیدا ترین درصدد سدلولچنین بیشها بیا  شد. همدر هم  گرو  Nestinایمنوسی وشیمی نشا  داد ک  

βIII-tubulin بدنفش رندگ در  ند. ادسان نیسل ب  صدورت ررات تدوپرالقایی و القایی مشاهد  شدب  ترتیب در مراحل پیش
 های تمایز یاف   شناسایی شدند.سی وپلاسم سلول

 القاگر دهت تمدایز ب  عنوا  CSFب  عنوا  پیش القاگر و  اسید رتینوئیک از توا می دهد ک ها نشا  مییاف   استنتاج:
 کرد. اس فاد نوروگلیال  هایسلولب   hDPSCs در شرایط آزمایشگاهی

 

 نوروگلیال  تمایز  اسید رتینوئیک نخاعی -سلول بنیادی پالپ دندا  انسانی  مایع مغزیواژه های کلیدی: 
 

 مقدمه
های بنیدادی تاکنو  مطالعات بسیاری بر روی سلول

در سددطو   (Adult Stem Cells, ASCs)بزرگسددال 
هدای مخ لف صورت گرف   است ک  منجدر بد  پیشدرفت

 های بیماریبه ود ین  سلول درمانی و قابل تودهی در زم
 
 E-mail:h.ghasemi@mazums.ac.ir               دانشکد  پزشکیمج مع دانشگاهی پیام ر اعظم  داد  خزرآباد   08ساری: کیوم ر  -هاتف قاسمی حمیدآبادیمسئول: مولف 

 ایرا  ساری  مازندرا   پزشکی علون دانشگا  پزشکی  کمی   تحقیقات دانشجویی  دانشکد  تشریحی  علون ارشد کارشناسی دانشجوی. 0
 اس ادیار  گرو  آناتومی و بیولوژی سلولی  دانشکد  پزشکی  دانشگا  علون پزشکی مازندرا . 2
 پزشکی مازندرا   ساری  ایرا  ولکولی  دانشگا  علونو م مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی  اس ادیار. 3
 گرو  آناتومی  دانشکد  پزشکی  دانشگا  علون پزشکی اردبیل  اردبیل  ایرا   اس ادیار. 4
 دانشکد  پزشکی  دانشگا  علون پزشکی ایرا   تهرا   ایرا  گرو  آناتومی  مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی   دانشیار. 5

 مازندرا   ساری  ایرا  دانشگا  علون پزشکی رو  آناتومی و بیولوژی سلولی  مرکز تحقیقات ایمنوژن یک گ  اس ادیار. 6
 : 08/5/0335اریخ تصویب : ت              04/00/0334 : تاریخ ارداع دهت اصلاحات  6/00/0334 تاریخ دریافت 
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 سارا هراتی زاده و همکاران     
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 پژوهشی

. (0-3)نورولوژیک شد  است ازدمل  اخ لا ت گوناگو 

قابلیت اس فاد  از   های بنیادی بزرگسالمزیت مهم سلول

دید  و برای درما  نواحی آسیبشخص های خود سلول

 ASCs .(4)سیس م ایمنی استبرانگیخ گی در ن یج  عدن 

گیرند و در های بنیادی مزانشیمی قرار میدر گرو  سلول

شدوند. در همدین هایی نظیر مغز اس خوا  یافت مدیبافت

های بنیدادی گرو  ددیدی از سلول  2111راس ا در سال 

 دنددا  پالدپ مزانشیمی بزرگسدال بد  ندان سدلول بنیدادی

(Dental Pulp Stem Cells)  کشددف شددد کدد  از نظددر 

 هدددای بیولوژیدددک بدددا سدددایر گدددیمنشدددا دنیندددی و وی 

هدا را . این سدلول(6 5)های مزانشیمی م فاوت استلسلو

دندددانی ربدداد دور و  تددوا  از پالددپ دندددا  انسددا مددی

 هدای بنیدادی پالدپ دنددا  انسدانیاس خراج کرد. سدلول

(Human Dental Pulp Stem Cells,hDPSCs)  حاصل

بددا منشددا سدد یغ عصدد ی  هددای اک ددودرمیمهددادرت سددلول

(Neural Crest)  بد   هسد ند کد کرانیال ب  ناحی  دهدانی

تمددایز  وین فنوتیددپ مزانشددیمی در مراحددل اب دددایی تکدد

 هدای انجدان شدد  مشدخص شدد در بررسدی .(7)یابندمی

های سلول ودز CD34با بیا  نشانگر  hDPSCsاست ک  

ایددن  .(8)گیرندددبنیددادی پددیش سدداز اسدد رومایی قددرار مددی

های حائز اهمی ی مثدل وی گی  های اک ومزانشیمیسلول

دس رسی آسا   قابلیت زند  بدود  بد   قدرت تکثیر با  

سازی قدوی مدت طو نی  توانایی خودبازسازی و کلو 

. علاو  بر را دارند و توانایی گریز از سیس م ایمنی میزبا 

تواندایی تمدایز بد  چنددین رد  سدلولی از  hDPSCsاین  

  هدای سدلولی نوروژنیدک  اسد یوژنیک و امل  دودمدد

هدا پدس از القدای باشند. ایدن سدلولرا دارا می میوژنیک

 III-tubβو  O1  GFAP  Nestinنددورونی  نشددانگرهای 

هدای الیگودندروسدیت  دهندد  سدلولک  ب  ترتیب نشا 

هس ند را بیا   ساز عص ی و نورو  بالغآس روسیت  پیش

قایس  با سدایر در م hDPSCsچنین هم .(01 3 7 5)کنندمی

  تدرسدریعهای بنیدادی بد  د یلدی از دملد  تکثیدر سلول

اس فاد  بد  صدورت اتولدون  نداشد ن مشدکلات امکا  

اخلاقی در زمین  اس خراج آ   حفظ قابلیت چندتمایزی 

خود بعدد از فریدز بد  مددت طدو نی  تواندایی بدا تر در 

تر م ابولیکی سرکوب سیس م ایمنی میزبا  و فعالیت بیش

از . (00-03)اردحیدت دارد  در زمین  تحقیقات کلینیکدال

تغییر   های بنیادیهای سلولیکی از وی گیک  آ  دایی

بدا تغییدر و  مسیر تمایزی تحت تاثیر شرایط محیطی است

آ  هدا در دهدت تمدایزی  رشد و تکثیر  شرایط محیطی

القاگرهدای گونداگونی بد  منظدور  گیرد میخاصی قرار 

های بنیادی چند ظرفی دی بد  سدمت دودمدا  تمایز سلول

 طور اخ صاصی در محدیط آزمایشدگاهیسلولی مورد نظر ب 

اسدید   موادی مانندد رتینوئیدک .(05 04)است رف   ب  کار

bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor) و  

EGF (Epidermal Growth Factor)  بد  عندوا  القداگر

بدا ایدن کد   .(08-06)انددمورد بررسی قرار گرف د  یعص 

 ینخددداع -یمغدددز عیمدددامطالعدددات بسدددیاری بدددر روی 

(Cerebrospinal fluid, CSF)  امددا   اسددت انجددان شددد

 اطلاعات محدودی در مورد اثرات تمایزی آ  مشاب  آ 

در دسد ر  محققدین   دهددما  دنیندی ر  مدیچ  در ز

مایعی است کد  از زمدا  دنیندی  CSF .(03-20)قرار دارد

هدای مغدزی تا آخر عمر هر شخص درو  مجاری و بطن

مغدزی در دورا   ویندریا  دارد و نقش مهمی را در تک

ی و ان قددال دنیندی  درندداژ مددواد م ابولیددک سیسدد م عصدد 

های مخ لف سیس م عصد ی فاک ورهای حیاتی ب  قسمت

 کندد.بازی می (Central Nervous System,CNS) مرکزی

لول  عص ی مملدو از مدایعی از  وین در مراحل اب دایی تک

دنس مایع آمنیوتیک اسدت. در ادامد  در اثدر ترشدحات 

ماهیدت آ    ساخ اری در مزانسفال ب  نان ش ک  کوروئید

 کنندد کند و ب  مایعی غنی از فاک ورهای تحریدکمی تغییر

 .(21)شودهای بنیادی عص ی ت دیل میتکثیر و تمایز سلول

ش ک  کوروئیدد در تما  مس قیم با  CSFک  داییاز آ 

تواند مدواد بسدیاری می  های بنیادی عص ی استو سلول

هدای هدا  پدروتییناز دمل  فاک ورهای رشد  سدای وکاین

های چس ند  و بسیاری ماتریکس خارج سلولی  مولکول

هدا را در خدود ددای مواد دیگر در تکثیر و تمایز سدلول

بدا آندالیز دقید  مح ویدات   . امروز(20)دهد و م ادل  کند
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 پالپ  یاديبن یاز سلول ها الينوروگل زیتما
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CSF  است ک  حاوی فاک ورهدای رشدد و  مشخص شد

چندین تحقیقدات . هدم(21-22)اسدت نوروترفیک بسیاری

در  CSFدهدد کد  مدواد گونداگو  موددود در نشا  مدی

دنیندی دارای  CSFم فاوت اسدت و  های مخ لف عمر سال

بد  وید    CNS وینمقدادیر مدواد مدوثر در تکد ترینبیش

های ها  سلولاز نورو  را درصد 21پپ یدها است ک  پلی

درصدد را از خدو  یدا  85هدای لپ دومنن  و گلیال و سلول

حفاظت  کند و در زما  دنینی در ش ک  کوروئید دریافت می

 .(24 23 21)داردسدزایی نقش ب CNSوینتک حمایت تغذی  و

دهدد نشا  می in vivoو  in vitroچنین تحقیقات در هم

های دنینی قشر مغز توانایی تمایز و تکثیر سلول CSFک  

 .(24)های آسیب دید  عص ی را داردو ترمیم رش  

مغزی  ویندر روند تک CSFبا تود  ب  نقش حیاتی 

رسددد و داشدد ن مددواد م ابولیددک ضددروری  بدد  نظددر مددی

 های بنیادی مخ لف ب  سمت سدلولسلول تواند در تمایزمی

عص ی بالغ در شرایط آزمایشگاهی مفیدد  گلیال و سلول

بدا  hDPSCsواقع شود. از طرفی ب  علت منشدا مشد ر  

ها دارای پ انسیل تمایزی بد  های عص ی  این سلولسلول

. هدد  از ایدن (23 8)عصد ی هسد ند گلیالی و رد  سلول

در  hDPSCsسازی روند تمایز سلول های بهین   پ وهش

 اسد فاد  بدا الینوروگل هایسلول ب  شرایط آزمایشگاهی

 است. CSF و کینوئیدرتیاس یالقاگرها از
 

 مواد و روش ها
نشدیمی پالدپ هدای بنیدادی مزادداسازی و کشت سدلول

  دندا  انسانی:

 از دندددا  مددو ر سددون  تجربددی  در ایددن پدد وهش

 هددای بنیددادی مزانشددیمی سددلولاس خراج انسددانی دهددت 

هدا بد  صدورت  ابافت پالپ دندا  اس فاد  شد. این دندد

سدددال   25-08سدددالم و بددددو  پوسدددیدگی از بیمدددارا  

کلینیدک دندانپزشدکی دانشدگا  علدون  بد کنندد  مرادع 

فسدفات  و در محلدول بدافر آوریدمع ازندرا پزشکی م

(Phosphate-buffered Saline, PBS)   بدد  آزمایشددگا

 تحقیقدداتی من قددل شدددند. سددپس بدد  منظددور ضدددعفونی  

  دقیقدددد  در محلددددول یدددددین 5دندددددا  بدددد  مدددددت 

(Povidone Iodine10%,Pejnan,Iran)  قرار گرفت. در

هم دددا  عاج و ریش  از  ادام  با سپراتور و کاتر دراحی

 حداوی کد  پ ری دیشدیو پالپ با پنس اس ریل ب  داخل 

(Gibco-Life Technologies, Canada) DMEM/F12  

Fetal Bovine Serum, FBS)01 100  )درصدد Units/ml 

اس رپ ومایسدددین  100Units/mlو  (Gibco) سدددیلینپندددی

(Gibco) و سپس من قل گردید ( محیط کشت پای ) بود 

قطعد  قطعد  شدد. در مرحلد  بعدد   الپلبا اس قاد  از اسدک

 درصدد 25/1 تریپسدین در محلدول حداویقطعات بداف ی 

(Gibco,USA)  قددرار  دقیقدد  در انکوبدداتور 5بدد  مدددت

بعددد از ایددن مرحلدد   قطعددات بدداف ی و تریپسددین  گرف نددد.

مودود در لول  فالکو  سان ریفیوژ شدد   محلدول رویدی 

 سدلول خارج و بافت لیز شد  ب  داخدل فلاسدک کشدت 

لی ری مح وی محیط کشت پاید  ان قدال یافدت و میلی 25

 میددزا   گددراد ودرددد  سددان ی 37در انکوبدداتور بددا دمددای

درصدد  35اکسدیدکربن و شدرایط رطوبدت درصد دی 5

فلاسک در زیر   بار روز یک 3-2شدند. هر  کشت داد 

محیط کشت فلاسدک  میکروسکوپ معکو  مشاهد  و

 شددد  کددف فلاسددک  پددس از پددر سددلولی تعددوی. شددد.

دددا و  ها با اسد فاد  از تریپسدین(  سلولدرصد 71-81)

هدای سدازی سدلولبد  منظدور خدالص .پاساژ داد  شددند

 .(00)اس فاد  شد 5 -3مزانشیمی پالپ دندا  از پاساژ 
 

 نخاعی -آوری و نگهداری مایع مغزیدمع
عی از نددوزاد یددک روز  مددون نخددا -مددایع مغددزی

صدورت تهی  شد. بددین Sparagu Dawlyصحرایی ن اد 

 نخددداعی از  -کددد  در شدددرایط اسددد ریل  مدددایع مغدددزی

آوری و بد  میکروتیدوب دمدع Cisterna Magna ناحید 

 نمدود  اس ریل من قل شد. ب  منظور دلوگیری از آسدپیر 

 CSF آوریاز پیپددت پاسدد ور دهددت دمددع  و خددونریزی

  rpm 0411 شد. پس از سان ریفوژ نمود  با دور اس فاد 

 -С̊81  مایع رویی ب  منظور ادام  روند پ وهش در دمای

 .(21)داری شدنگ 
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 پژوهشی

های در حضور غلظت hDPSCsمانی  بررسی میزا  زند 
 CSFمخ لف 

دهت القای  CSFآورد  غلظت موثر برای ب  دست

 5×310هدای مدذکور  مقددار تمایز عص ی و تکثیر سدلول

خاند   36هدای پلیدت سلول ب  داخل هر یدک از چاهدک

هدا بد  من قل شدند. پس از اطمینا  از چسد ندگی سدلول

و  CSF (1  5/2  5  01کف پلیت  درصدهای مخ لدف 

( رقیدد  شددد  در محددیط کشددت پایدد  بدد  هددر یددک از 21

ها ب  صورت روزان  ب  مدت ها اضاف  شد و سلولچاهک

روز با میکروسکوپ معکو  بررسی شدند. سپس بد   7

 گدرن از پدودر میلدی 5هدا  منظور سدنجش کمیدت سدلول

برومایددددد دی م یددددل تیددددازول دی فنیددددل ت رازولیددددون 

(Dimethylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, 

MTT, Sigma-Aldrich) لی ر در یک میلیPBS  اس ریل

میکرولی ر از محلول زردرنگ حاصل ب   21حل کرد  و 

میکرولی دددر محدددیط کشدددت در هدددر یدددک از  211ازای 

انکوباسدیو    ساعت رچها از پسها ریخ   شدد. چاهک

در اثدددر واکدددنش آندددزیم سوکسدددینات دهیددددروژناز  

بلورهددای ارغددوانی   MTTنمددک  با می وکندددری سددلول

رنگ و نامحلول فورمازو  در کف پلیت تشکیل شد. با 

 نهایددت در و خالی لسلو روی یطددمح  پلیت  نددابرگر

 میکرولی دددر 211 حددددود هددداچاهدددک از یدددک هر ب 

(Dimethyl sulfoxide, DMSO, Sigma-Aldrich) 

 سدرانجان کرد  بلورهای مدذکور اضداف  شدد.دهت حل

 دسدد گا  توسددط نانوم ر 571 جمو لطو در رینو بدذ

(Eliza plate reader (Synergy H11, Bio Tek, USA 

 .(21)گردید محاس  

 

 :و گلیالی تمایز عص ی ئالقا
های بنیادی مزانشیمی پالدپ سلول نحو  القای تمایز

 سلول ب  هدر یدک 2× 501دندا  بدین صورت بود ک  اب دا 

ای اضداف  و بد  مددت یدک ند اخ 6های پلیت از چاهک

درصدد سدرن دندین  0در محیط کشت حداوی  روزش ان 

هدا سدلول پس از حصول از چس ندگی. شد داد قرار  گاوی

القائدات روز تحدت  8ها ب  مدت سلول  ب  کف فلاسک

 مدانی( )برم نای ن ای  حاصل ازتست زندد  نخاعی -مایع مغزی
 RA (R2625-100MG, Sigma-Aldrich)و اسیدرتینوئیک

  :ب  شر  زیر قرار گرف ند

 رتینوئیدک بد  غلظدت اسید هاتعدادی از چاهک ب 

m µ7-10  اضاف  گردید(  گرو   0گروRA )   تعددادی  ب

  2گدرو  ف  شدد )اضدا درصدد CSF 10هدا چاهدکدیگر از 

 هددا نیددز برخددی از چاهددکعددلاو  بددر ایددن   .(CSFگددرو  

  رتینوئیک بدد  غلظددتداسددی تیمددار تحددتروز  4بدد  مدددت 

m µ7-10 القدداء کدد  بدد  عنددوا  مرحلدد  پددیش قددرار گرف نددد 

(Pre-induction stage)  روز  4و در ادام  نیدز بد  مددت

( کد  RC  گدرو  3تیمار شدند )گرو   CSFتحت القای 

در نظددر  (Induction stage)مرحلد  القداء ندوا  تحدت ع

در  هدا نیدزگرف   شددند. هدم چندین تعددادی از چاهدک

قدرار داد  شددند و بد  عندوا  گدرو   محیط کشدت پاید 

   زن ب (.Co  گرو  4کن رل در نظر گرف   شدند )گرو  

است محیط کشت پای  اسد فاد  شدد  دهدت القدای  رکر

تعوی. محیط هدر دو درصد سرن بود.  یکتمایز دارای 

بار در طول زما  تمایز صورت گرفدت. بددین  روز یک

درصد از محیط  51حدود   ترتیب ک  در هر بار تعوی.

رویی هر چاهک دور ریخ   شد  و محیط کشت تداز  و 

 هدایارزیدابی .(25 20 07)دایگزین گردیدد  (Refresh)مشاب 

هددای تمددایز یاف دد  در مورفولوژیددک: مورفولددوژی سددلول

 هددای مخ لددف  توسددط میکروسددکوپ معکددو گددرو 

(Nikon,Eclipse-TS100) ورت روزان  مشداهد  و ب  ص

  بررسی گردید.

 

 ارزیابی ایمونوسی وشیمی
 در  نورگلیددددددالبررسدددددی بیددددددا  مارکرهددددددای 

 هدای حاصدل از تمدایز بد  رون ایمونوسی وشدیمیسلول

 هدددا پددس از سدد  بددار شس شدددو انجددان گرفددت. سددلول

  درصدددددددد 4پارافرمالدئیدددددددد توسدددددددط  PBSبدددددددا 

PFA Sigma-Aldrich) (Paraformaldehyde,   بدددد
بد  منظدور   در مرحلد  بعدد ند.دقیق  تث یت شد 05مدت 
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خ صاصی اغیری هدا ژن ی ر آمهاو  هالسلوی پذیرر نفو

  دقیقددد  در دمدددای اتدددا  بدددا 31ترتیدددب بددد  مددددت   بددد

 Triton X-100 (Sigma-Aldrich)  دقیق   45و ب  مدت

 BSA (Bovine serum albumin, Sigma-Aldrich) بدا

یدک سداعت بدا آن دی انکوب  شدند. پس از آ  ب  مددت 

  Rabbit to Nestin (ab92391) هددای اولیدد بددادی

βIII-tubulin (βIII-tub, ab52901), Rabbit to  و 

Rabbit to GFAP (ab7260) کوب  شدند و در نهایدت ان

 ب  مدت یک سداعت PBS ها پس از س  مرت   شس شو باسلول

هدای  گراد همرا  با آن ی بدادی درد  سان ی 37دمای در 

 Phycoerythrin (ab7007) Donkey anti-Rabbitنوی  ثا

 تشدخیصداری شدند. نگ  Goat anti-Rabbit (ab7086) و

  DAPI (Sigma-Aldrich)هددا بددا اف راقددی هسدد   سددلول

هددا توسددط میکروسددکوپ سددلول انجددان شددد. سددرانجان

بررسی و  ((Nikon, Eclipse-TE600, Japan فلورسنت

 .(25)برداری صورت گرفتعکس
 

 یاف دددد   هددددای تمددددایزمطالعددددات سددددای ولوژیک سددددلول

Cytological Studies of the Differentiated Cells))   
های تمایز یاف   از منظور دهت شناسایی سلولبدین

آمیزی اخ صاصی سدای ولوژیک بد  شدر  زیدر دو رنگ

 اس فاد  شد:

 

  ویول :فستآمیزی اخ صاصی کریزلرنگالف( 

 آمیدددزی ادسدددان ندددگشناسدددایی و ر بددد  منظدددور

 یاف دددد  از  هددددای تمددددایزنیسددددل مودددددود در سددددلول

  ویولددد فسدددتآمیدددزی اخ صاصدددی کریزیدددلرندددگ

(Cresyl Echt Violet Stain, Merck Germany)  در

کد  اب ددا صدورتاسد فاد  شدد. بد  ایدن تیمدارروز پایا  

دقیق  در دمدای اتدا   21ب  مدت  PFAها ب  وسیل  سلول

هدای سلول  PBS بار شس شو با تث یت شدند و پس از س 

 0ویولد  فسدتوسدیل  رندگ کریزیدلهای مخ لف ب  گرو 

آمیزی و ادسان نیسل بنفش دقیق  رنگ 3 - 2درصد ب  مدت 

و  های واکنش مث ت با میکروسکوپ نوری بررسدیدر سلول

 .شدند محاس  

 نقر شوسکیرنگ آمیزی بیلب( 
ر  های مذکوگیری طول آکسو  سلولدهت انداز 

 Bielschowsky´s silver))نقدر  شوسکیآمیزی بیلرنگ

دقیق   05ب  مدت  هاسلول اب دا منظور ب  کار رفت. بدین

در  دقیقد  31 و در ادام  ب  مددتدر محلول نی رات نقر  

در ادام  پلیت قرار گرف ند. محلول نی رات نقر  آمونیاکی 

 ی)مخلدوط Developerسلولی ب  ترتیب در محلول کاری 

از فرمالین  اسیدسی ریک  اسیدنی ریک  آمونیا  و آب 

دقیقدد  قددرار  0بد  مدددت مقطدر( و هیدروکسددید آمونیددون 

در آب مقطر شسد   شدد. پدس از آ  بد   گرف   و مجدداً

دقیق  محلول تیوسولفات سدیم  5منظور توقف واکنش  

 هدایها ریخ   و سپس شس   شد. سرانجان سلولروی سلول

ای تیددر  تددا سددیا  دهددت آکسددو  قهددو تمددایز یاف دد  بددا 

  زن ب  رکدر .گرف   شدند گیری طول آکسو  در نظرانداز 

 آکسدو  ترین اس طال  عصد ی بد  عندوا  است ک  بزرن

  تیمدار پایدا  روزدر نظر گرف   شدد و طدول ایدن زوائدد در 

 Image J 1.41 افدزارهدای مخ لدف توسدط ندرندر گدرو 

  .(20)گیری و محاس   شدانداز 

 

 هاآنالیز آماری داد 
هددا بددر م نددای مقایسدد  دهددت تجزیدد  و تحلیددل داد 

هدا از آزمدو  میانگین م غیرهای کمی و کیفی بین گدرو 

اسدد فاد   Chi Squareو  One-way ANOVAآمدداری 

انجدان  SPSS 16افدزار شد. محاس ات آماری توسط ندرن

 و p >10/1 داریگرفددت و عددلاو  بددر ایددن سددط  معنددی

15/1< p ظر گرف   شد.در ن 
 

 یافته ها
 هددای مورفولوژیددک بدد  عمددل آمددد  نشددا  ارزیددابی

 بدد  صددورتدندددا   پالددپهددای داد کدد  اکثددر سددلول

طی هف   اول کشدت  (elongated)دراز  ش  فی روبلاس ى

. بد  طدور الدف( -0شمار   تصویرسلولی مشاهد  شدند )

 3پس از های بنیادی مزانشیمی پالپ دندا  سلولط یعی  

درصدد تدراکم رسدیدند و قدادر بد   81-71وز ب  ر 4الی 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-1
2-

15
 ]

 

                             6 / 14

http://jmums.mazums.ac.ir/article-1-8369-en.html


   
 سارا هراتی زاده و همکاران     

 7        4931، شهریور  410ره مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران                                                                         دوره بيست و ششم، شما              

 پژوهشی

چنددین هددم زایددی در محددیط کشددت بودنددد.ایجدداد کلددو 

 م والى هاىژپاسا در شدکلو دوکیش  فی روبلاس ى  فنوتیپ

 وبرای مراحل بعددیگردید  حفظ غیرالقایى هاىموقعیت و

  .(ب -0شمار   تصویر) مطالع  مورد اس فاد  قرار گرفت

 

 
 

هدای سلول)الف(  ویر میکروسکوپ فاز کن راست.تص :1تصویر شماره 

طددی هف دد  اول کشددت بدد  صددورت بنیددادی مزانشددیمی پالددپ دندددا  

شددکل مشدداهد  شدددند )علامددت پیکددا  فی روبلاسدد ی و دوکددیشدد  

از پاساژ سدون  فنوتیدپ شد   پس زایی(  )ب( دهند  وی گی کلو نشا 

هدای هدا حفدظ شددند  )ج( سدلولفی روبلاس ی و دوکدی شدکل سدلول

بنیدادی مزانشدیمی هدای گلیدالی تمدایز یاف د  از سدلولش هنورونی و ش  

)علامدت  نخداعیمدایع مغدزیتحت تیمار بدا های در گرو  پالپ دندا 

)د( ترکیددب توامددا    سدد ار  بیددانگر مورفولددوژی الیگودندروسددیت(

)علامدت سدرپیکا  نشدا  دهندد   خاعی -مایع مغزیاسیدرتینوئیک و 

   میکروم ر(. 01آکسو (. )مقیا  
 

هدای تیمدار تغییرات مورفولوژیکی در تمامی گدرو 

قابل مشاهد  بودندد. ایدن تغییدرات شدامل پدیددار شدد  

 و چنددقط ی (Bipolar)هایی با ادسان سلولی دوقط ی سلول

(Multipolar) هسددد   نسددد  اً بدددزرن یوکرومددداتین بدددا   

هسدد ک واضدد  و سی وپلاسددم غنددی از گرانددول بودنددد 

(. علاو  بر این  دمعیدت کمدی ج و د-0  شمار تصویر)

ها با ظاهر ش   الیگودندروسی ی گرد و کوچک از سلول

های تر در گرو نیز مشاهد  گردیدند ک  این پدید  بیش

( RCو  CSFهای )گرو  نخاعی -مایع مغزیتحت تیمار 

 (. نک   قابل تود  این کد ج و د-0دید  شد )تصویر شمار  

سی وپلاسمى  ئددزوا تا حدى هاولسلدر برخی از مدوارد  

سیناپس   خود سلولهاى مجاوربا خود را گس رن دادند و 

برقرار کردندد. عدلاو  بدر ایدن در ان هدای زوائدد سدلولی 

ای یافدت شدد بردس   (Button like)مانند  نواحی دگم 

هدای ک  اح ما ً دلیلی بر ارت اد عملکردی  بدین ندورو 

و  RCور تنها در گرو  باشد. ساخ ارهای مذکمذکور می

مشدداهد  شدددند  (Induction stage)در مرحلدد  القدداء 

  (.د -0شمار   تصویر)

های غلظت (MTT)مانی ن ای  حاصل از تست زند 

هدای بدر میدزا  بقداء سدلول خداعین -مایع مغزیمخ لف 

بنیادی مزانشیمی مش   از پالپ دندا  حاکی از این است 

مدایع های تیمار شد  بدا ها در گرو ک  درصد بقاء سلول

تر از گرو  کن درل اسدت  بد  طدوری بیش خاعی -مغزی

درصد  01ها در غلظت مانی سلولک  حداکثر میزا  زند 

  .(0)نمودار شمار   مشاهد  شد نخاعی -مایع مغزی

 

 
 خاعی -مایع مغزیهای مخ لف ایس  تاثیر غلظتمق: 1نمودار شماره 

انشیمی مش   از پالپ دندا  پس از بر درصد بقاء سلولهای بنیادی مز

 .MTT (P<0.05*)یک هف   بر م نای سنجش 

 

در مطالعات ایمونوسی وشدیمی بد  منظدور شناسدایی 

( و Neuroprogenitor cellsساز عص ی )های پیشسلول

و  Nestinترتیدب از نشدانگرهای های عص ی بالغ ب سلول

III-tubβ چنددین دهددت شناسددایی اسدد فاد  شددد. هددم

 GFAPهددا از نشددانگر خدداو آس روسددی ی وسددیتآس ر

هدای بیدا  کنندد  علاو  بر این  تعداد سلولاس فاد  شد. 

هدای عصد ی و گلیدالی در اخ صاصی سدلول نشانگرهای

های مخ لف مورد بررسی قرار گرفدت. بد  طدوری گرو 

صدورت  Image Jافدزار ک  شمارن سدلولی توسدط ندرن

تصدویر در ست و ن یج  حاصل ب  صورت درصد  گرف  

هدای سدت. حدداکثر درصدد سدلول ارائد  شدد  2 شمار 
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در گدددرو  تحدددت تیمدددار  Nestinکنندددد  نشدددانگر بیدددا 

ب  ترتیب در روزهای هشد م  RCو گرو   اسیدرتینوئیک

و چهارن مشاهد  شد ک  ب  طدور قابدل تدودهی از سدایر 

هدای پدیش سداز تر بود  هر چند کد  سدلولها بیشگرو 

نیدز  نخداعی -مدایع مغدزیمدار عص ی در گرو  تحدت تی

کنند  نشدانگر های بیا مشاهد  شدند. در حالی ک  سلول

III-tubβ  دیدد   نخداعی-مایع مغزیدر گرو  تحت القاء

 کنندد هدای بیدا ترین درصد سلولطوری ک  بیششدند. ب 

III-tubβ   ک واسدیدرتینوئی القداء توامدا تحدتدر گرو 

های ب  بررسی (.0بود )ددول شمار   نخاعی-مایع مغزی

هدای تدرین درصدد سدلولعمل آمد  نشا  داد کد  بدیش

های تحت تیمار بروزدهند  نشانگر آس روسی ی در گرو 

 (.0مشاهد  شدند )ددول شمار   نخاعی -مایع مغزی

 

 
 

 آس روسدی ینورونی و ش  های ش  ایمونوسی وشیمی سلول :2تصویر شماره

 .زانشدیمی مشد   از پالدپ دنددا مبنیدادی هدای سدلول تمایز یاف   از

 روز چهارن گرو  تحت القداء توامدا  در Nestinبیا  نشانگر  الف()

 در III-tubβبیا  نشدانگر  ب() .نخاعی-مایع مغزی ک واسیدرتینوئی

-مدایع مغدزی ک واسدیدرتینوئی روز هش م گرو  تحت القاء توامدا 

   تحدتروز هشد م گدرو بیا  نشانگر خاو آس روسدی ی در ج() .نخاعی

بیدا  نشدانگر  د(. )نخداعی-مایع مغدزی ک واسیدرتینوئی القاء تواما 

Nestin .بیا  نشانگر  () در گرو  کن رلIII-tub β .در گدرو  کن درل 

 .mµ20مقیا   بیا  نشانگر خاو آس روسی ی در گرو  کن رل. و()
 

ویولت نشا  آمیزی کریزلرنگهای حاصل از یاف  

عص ی  های ش  تیمار  سلول هایداد ک  در تمامی گرو 

شدکل بد  اندد و ادسدان کدرویواکنش مث دت نشدا  داد 

هددای مشدداب  ادسددان نیسددل در درو  سی وپلاسددم سددلول

(. نک د  قابدل تودد  3مذکور دید  شدند )تصویر شمار  

هدای واکدنش مث دت این ک  در گرو  کن درل نیدز سدلول

های واکنش مث ت شدمارن رویت شدند. در ادام  سلول

 تصویرن ای  حاصل  مورد تجزی  و تحلیل قرار گرفت ) و

هدای میانگین درصد سدلول (.2و نمودار شمار   3شمار  

های تیمار ب  طور قابل تودهی با فنوتیپ عص ی در گرو 

بدیش تددر از گددرو  کن درل بددود. عددلاو  بدر ایددن حددداکثر 

مشداهد  شدد  RCهای با فنوتیپ عصد ی در گدرو  سلول

داری دارای اخد لا  معندی هداگدرو ک  نس ت ب  سدایر 

 (.2و نمودار شمار   3شمار   تصویر).است

 
در  GFAPو  Nestin III-tub βن دای  درصدد بیدا   :1جدول شمماره 

 تیمار تحت هایگرو 
 

 گرو  ها
Co 
 میانگین ±انحرا  معیار 

RA 
 میانگین ±انحرا  معیار 

CSF 
 میانگین ±انحرا  معیار 

RC 
 گینمیان ±انحرا  معیار 

D4 2 ± 0/1 28 ± 03/1 03 ± 00/1 27 ± 17/1 

D8 14/1±8b 67 ± 02/1 30 ± 02/1b 37 ± 05/1b 

D4 1 1 1 1 

D8 1 2 ± 10/1c 8 ± 13/1c 07 ± 14/1 

D4 4 ± 00/1d 38 ± 00/1d 45 ± 13/1 34 ± 03/1d 

D8 00 ± 15/1e 27 ± 13/1e 67 ± 02/1 45 ± 13/1e 

 

(RA) : یدرتینوئیک.اسگرو  تحت القاء  
(CSF) : نخاعی -مایع مغزیگرو  تحت القاء. 
(RC)  نخاعی -مایع مغزی ک واسیدرتینوئی تواما : گرو . 
(Co).گرو  کن رل : 

aهای دار با گرو . اخ لا  معنیCSF  .و کن رل 
b. هادار با سایر گرو اخ لا  معنی . 
c ها. . اخ لا  معنی دار با سایر گرو 
dها. دار با سایر گرو . اخ لا  معنی 
eدار با سایر گرو . اخ لا  معنی( 15/1ها< p) 

 

 
 

ندورونی هدای شد  ویولد . سدلولآمیزی کریزلرنگ :3تصویر شماره 

در های بنیادی مزانشدیمی مشد   از پالدپ دنددا  سلولتمایز یاف   از 

  )ب( گددرو  رتینوئیددک (Co)روز هشدد م. )الددف( گددرو  کن ددرل 

 گدرو  و )د( (CSF)نخداعی _( گدرو  مدایع مغدزی  )ج (RA)اسدید

  (RC)نخدداعی-مددایع مغددزی ک واسددیدرتینوئی تحددت تیمددار توامددا 

 علامت فلش بیانگر محل های واکنش است .میکروم ر( 01)مقیا  
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عصد ی در های با فنوتیدپ شد  میانگین درصد سلول :2نمودار شماره 

  )ج(  (RA)د  )ب( گدرو  رتینوئیدک اسدی(Co))الف( گرو  کن رل 

 تحدت تیمدار توامدا  گدرو  و )د( (CSF)نخداعی -گرو  مایع مغزی

  (p >15/1) نخاعی -مایع مغزی ک واسیدرتینوئی
 

حضور زوائدد دال بر  نقر نی رات آمیزی رنگن ای  

هدای تمدایز ها( در سلولآکسونی و دندری ی )نوریتش  

زوائددد هددم انددداز  یددا در پدد وهش حاضددر  یاف دد  اسددت.

تر از قطر دسم سلولی ب  عندوا  آکسدو  در نظدر بزرن

 گیدری شددند.گرف   شد  و بر حسدب میکروم در اندداز 

های تحت تیمار آکسونی از روز سون در گرو زوائد ش  

. حداکثر طول آکسو  بودند گیریمشاهد  و انداز  قابل

نخاعی در روز هشد م  -در گرو  تحت القائ مایع مغزی

 گرو  تحت تیمار اسدیدرتینوئیکمشاهد  شد ک  نس ت ب  

 ای نداشت. اما حداکثر طول آکسدو تفاوت قابل ملاحظ 

های تیمار دید  شد ک  نس ت ب  سایر گرو  RCدر گرو  

و نمدودار  4شدمار   تصدویرداری داشدت )افزایش معندی

 (.3شمار  
 

 
 

  (Co)میزا  رشد آکسو  در )الدف( گدرو  کن درل  :4تصویر شماره 

نخداعی _  )ج( گدرو  مدایع مغدزی (RA)نوئیک اسید)ب( گرو  رتی

(CSF) )مایع مغزی ک واسیدرتینوئی تحت تیمار تواما  گرو  و )د-

  میکروم ر( 21)مقیا   (RC) نخاعی

 
 

  (Co))الف( گرو  کن رل میانگین طول آکسو  در : 3نمودار شماره 

نخداعی _  )ج( گدرو  مدایع مغدزی (RA))ب( گرو  رتینوئیک اسید

(CSF) )مایع مغزی ک واسیدرتینوئی تحت تیمار تواما  گرو  و )د-

 . (*P<0.05) نخاعی
 

 بحث
بنیدادی مزانشدیمی هدای در تحقی  حاضدر از سدلول

است. دهت مش   از پالپ دندا  مو ر سون اس فاد  شد 

ی اددهلسلو (Stemness)بنیادی بود   از  طمیناا لحصو

ت خصوصدددی   اب ددددامشددد   از پالدددپ دنددددا  نشیمیامز

مدورد  هدا بد  لحداو مورفولدوژیکیغیرتمایزی این سلول

ها نشا  داد ک  فنوتیپ بررسی قرار گرفت. ن ای  ارزیابی

هددا طددی دراز و دوکددی شددکل سددلولش  فی روبلاس ى 

پاساژهای م والی حفظ گردیدد. عدلاو  بدر ایدن  قابلیدت 

زایی چس ندگی زیاد  توا  تکثیر با  و خصوصیت کلو 

هدای گوا  این مطلب است ک  سدلولهای مذکور  سلول

ب  کار رف   در این تحقی  دمعیت هموژ  و همگونی از 

هددای بنیددادی مزانشددیمی پالددپ دندددا  محسددوب سددلول

رسداند و بدا شوند ک  صحت این ادعا را ب  اث ات مدیمی

 .(03 3)های سایر محققین مطابقت داردیاف  

ای بدا هدد  بررسدی پ انسدیل مطالع  2100در سال 

انجان شد. ن دای  نشدا  داد ایدن  hDPSCsو تمایز تکثیر 

بدو  از دست داد  توانایی  های م والیپاساژ در هاسلول

دهندد. تکثیر خود در محیط کشت ب  بقای خود ادام  می

بدا اشدکال  تمدایز یاف د  شد   عصد ی هدایعلاو  سلول  ب

ب  فاصدل  زمدانی کمدی پدس از افدزود  عوامدل  مخ لفی

  .(6)گردندظاهر می القایی در محیط کشت
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نخدداعی در تمددا  مسدد قیم بددا کنددان  -مددایع مغددزی

طوری های بنیادی سیس م اعصاب مرکزی است  ب سلول

د و ک  این مایع با داش ن ترکی اتی نظیر فاک ورهدای رشد

هددای اتصددالی و هددا  مولکددولنوروتروفیددک  سددای وکاین

تواند نقش قابدل میهای ماتریکس خارج سلولی پروتیین

لدذا سیس م عص ی داشد   باشدد.  تکوینتودهی در روند 

نخداعی بد   -فرض ما بر این بود ک  افزود  مدایع مغدزی

 (Micro-environment) محیط کشت القایی  ریز محدیط

هدای حفظ بقاء  تکثیر و تمایز سدلول مغذی مناس ی برای

در بنیادی مزانشیمی مش   از پالدپ دنددا  فدراهم آورد. 

مجموع ن ای  ارزیابی سدمیت سدلولی در مطالعد  کندونی 

مایع مغزی نخاعی در یک الگدوی این است ک  حاکی از 

  گذارد.ها تاثیر میوابس   ب  دوز بر میزا  بقاء سلول

طالعدات ق لدی صدورت های تحقی  حاضدر بدا میاف  

در همددین ارت دداد در ایددن زمیندد  مطابقددت دارد.  گرف دد 

نشدا  داد  2100و همکارا  در سال  Lehtinenتحقیقات 

نخاعی دارای فاک ورهای القاگر تکثیری -ک  مایع مغزی

(Proliferation-inducing factors) تواندد است ک  مدی

   ساز عص ی نقش داشدهای پیشدر تکثیر و تمایز سلول

علاو  بر این گزارشات م عددی وددود دارندد . (03)باشد

 مدایع مغدزیها موددود در م نی بر این ک  ماکرومولکول

 هداییگیدری آبشداری از سدیگنالمنجر بد  شدکل نخاعی

بدرداری و گردد ک  بدا تغییدر بیدا  فاک ورهدای نسدخ می

توانندد بدر روی برخدی از عملکردهدای حیداتی ها میژ 

 سددوییاز  .(27 26 21)سددلول تدداثیر بدد  سددزایی بگذارنددد

hDPSCs فاک ورهای رشد نوروتروفیدک  در محیط کشت 

  Brain Drived Neurotrophic Factor (BDNF)مانند 

Ciliary Neurotrophic Factor (CNDF)  و 

Nerve Growth Factor (NGF) ندد کد  کرا ترش  مدی

هدا در محدیط کشدت باعث بقای عص ی و رشدد نوریدت

کد  ایدن امدر بد  نوبد  ی خدود  (28)شودآزمایشگاهی می

در محددیط را  CSFمددانی  تکثیددر و تمددایزی اثددرات زنددد 

  کند.  میدو چنداکشت 

  ایمونوسی وشدیمیهای حاصل از ن ای  یاف    ینابر و  علا
 

حاکی از این است کد  بدا بد  کدار بدرد  عوامدل القداگر 

عصدد ی تمددایز یاف دد  از هددای شدد  نوروژنیددک  سددلول

قدادر بد  بیدا   های بنیادی مزانشیمی مش   از پالپ سلول

 ند ها مثل نس ین و ب اتوبولین هسدنشانگرهای وی   نورو 

دهند ک  صحت این و آ  ها را ب  میزا  مناس ی بروز می

آمیزی ایمونوفلوروسنت و شمارن سلولی پدید  با رنگ

کنند  مارکر نس ین ن  تنهدا های بیا سلولب  اث ات رسید. 

های تیمار بلک  در گرو  کن رل نیز مشاهد  در تمان گرو 

ر رف د  اند. این بدا  معنی است عوامل القاگر بد  کداشد 

را ظرفیدت تحریدک ندوروژنزیس  شد  در ایدن پد وهش

سداز عصد ی در گدرو  های پدیشاما حضور سلولدارند. 

شداید ب دوا  ایدن پدیدد  را بد  . ن ودان ظار  از رودکن رل 

هدای بنیدادی مشد   از لماهیت منشاء نورال کرس ی سلو

پالپ دندا  نس ت داد کد  بد  صدورت خدود بد  خدودی 

(Spontaneous)  در محددیط  بدددو  هرگوندد  القدداگریددا

  گردند.کشت ظاهر می

ساز عص ی در گرو  تحدت های پیشحداکثر سلول

در روز هش م القاء مشاهد  شد. هدر  اسیدرتینوئیکتیمار 

تدودهی ساز عص ی ب  میزا  قابلهای پیشچند ک  سلول

 نیدز RC گدرو  (Pre-induction stage)القاء در مرحل  پیش

  تحقی  حاضر در این زمین  در تواف  با ن ای دید  شدند.

در  دارابدی و همکدارا  ن ای  ب  دست آمد  توسط دک ر

  .(25)باشدمی 2103سال 

د در رونددد القدداء نوروژنیددک تحقیدد  حاضددر  شددای

 کنندد هدای بیدا سلولترین نک   قابل تود   حضور مهم

III-tubβ  های تیمدار ب  عنوا  سلول عص ی بالغ در گرو

 کنندد های بیا ترین درصد سلولبیش ک طوریاست. ب 

III-tubβ  و بد   نخاعی -مایع مغزیدر گرو  تحت تیمار

گدرو  توامدا  (Induction stage)  وی   در مرحلد  القداء

RC اما فاک ور اصلی مسیول رف دار تمدایزی  شاهد  شد.م

CSF   خدانوادBone Morphogenic Proteins (BMPs) 

ها با فعال یا مهدار کدرد  مسدیرهای مولکدولی . آ هس ند

توانند عملکرد خود را ایفدا کنندد. وی   درو  سلولی می

اشار  کرد ک  باعث فعال  BMP4توا  ب  از آ  دمل  می
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هدددا بدددا ندددان عمدددومی ز پدددروتیینای اشدددد  زنجیدددر 

(Extracellular Signal-Regulated Kinases (ERK 

وظیف  ان قدال سدیگنال از  (ERK)ها شود. این پروتیینمی

گیرند  سط  سلول ب  اسیدنوکلییک درو  هسد   سدلول 

هدای ها و پدروتیینرا بر عهد  دارند و منجر ب  بیا  آنزیم

  تمایز عص ی را از شوند. بدین ترتیب امکاگوناگو  می

در سدال  .(23)آوردساز عص ی فراهم مدیهای پیشسلول

بدر  bFGFنیز پ وهشی با عنوا  اثدر فداک ور رشدد  2100

صورت گرفت و نشدا  داد  hDPSCsروی تمایز عص ی 

هدای وید   باعدث  قال سدیگنالک  این عامل تمایزی با ان

و بیددا  مارکرهددای  hDPSCsافددزایش انددداز  نوروسددفر 

از طرفدی یکدی از . (02)شدودمدی in vitro نوروژنیک در

یط آزمایشگاهی در ترین مواردی ک  بایس ی در شرامهم

سازی شرایط القای تمایز عص ی مد نظر گرف   شود  ش ی 

تمددایز نورواک ددودرن در دور  دنینددی اسددت. بدد  ع ددارتی 

دار ها نقش مهمی در تمایز دهتریزمحیط اطرا  سلول

های عص ی دارد. اما های بنیادی مزانشیمی ب  سلولسلول

هدای ساز عصد ی در گدرو های پیشدرصد کم تر سلول

هدای نخداعی و حضدور سدلول -تحت تیمار مدایع مغدزی

توا  ب  نقدش را می RCگرو   مرحل  القاء عص ی بالغ در

نظیددر آ  چدد  در دورا  دنینددی ایفددا  RAحددائز اهمیددت 

چندین فاک ورهدای نوروتروفیدک و سدایر کندد و هدممی

نخداعی نسد ت داد کد   -مغزی ترکی ات مودود در مایع

رهای مولکددولی م عدددد سدد ب شددروع آبشدداری از مسددی

سددلولی  کدداهش بیددا  فاک ورهددای رونویسددی و در درو 

شود و امکا  تمدایز نورونی مین یج  گذر از مرحل  پیش

  آورد.نورو  بالغ را در محیط کشت القایی فراهم می

های سای ولوژیک ب  کار رف   در ایدن ن ای  ارزیابی

 هدایهدا را بد  عندوا  سدلولپ وهش ماهیدت ایدن سدلول

هدای آمیدزیدر مطالع  حاضر رنگکند. عص ی تایید می

 یاف د   هدای تمدایزاخ صاصی ب  منظور بررسی اشکال سلول

هدای مشخص نمود  ماهیت عصد ی و تغییدرات اسد طال 

ها نشدا  داد سلولی در طول دور  تمایز اس فاد  شد. یاف  

های اک ومزانشدیمی بر روی سلول RAو  CSFاثر تواما  

عددث تجمعددات واضدد  ادسددان نیسددل و ایجدداد انسددانی با

های وی گی شود ک  بیانگرهای طویل سلولی میاس طال 

در مطالعد  حاضدر  های م مدایز شدد  اسدت.عص ی سلول

 کنند  نسد ین در گدرو های بیا علت اح مالی افزایش سلول

هدا بدر تحت تیمار با اسیدرتینوئیک نس ت ب  سایر گدرو 

هددا نظیددر ای از ژ دسدد  اسددا  گزارشددات مودددود بیددا  

(Sonic hedgehog, shh)  بدرداری و فاک ورهدای نسدخ

مرت ط بدا ندورو  زایدی تحدت تداثیر  Pax7و  Pax6نظیر 

اسددیدرتینوئیک اسددت کدد  سدد ب تکثیددر و تمددایز اولیدد  

های مزانشیمی مشد   ساز عص ی از سلولهای پیشسلول

بد  عندوا  . لدذا اسدیدرتینوئیک (27 22)گدردداز پالپ می

یک فاک ور تمدایزی چندد منظدور  و تمایزدهندد  اندواع 

و نیدز تواندایی  (31 22)ها ب  وی   مش قات مزودرمیسلول

 سدازیهای ناخواس   حاصل از تمایز و خدالصحذ  سلول

القداء های عصد ی  اسد فاد  از آ  در مرحلد  پدیشسلول

  رسد.مطلوب ب  نظر می

 تدوا  خداطر نشدا  کدرد از نظر تمایز گلیال هم مدی

 نشدانگر ندد کن  بیدا هدایی بدا اشدکال م فداوتک  سلول

GFAP آمیدزی و در عین حال بدا پاسدخ منفدی بد  رندگ

تدر بدیش RCدر گدرو   ویول  و نی رات نقدر فستکریزل

 Buddensiekتوسدط  آزمایشی . در همین راس احاضر بودند

 CSF بر روی اثرات تمایزی 2101در سال  و همکارانش

کنند  یک تحریک CSFب  عمل آمد. ن یج  این شد ک  

آس روگلیال در محدیط کشدت سدلول بنیدادی  قوی تمایز

هدا بدا اسدت. آ  (Neural Stem Cells,NSCs)عصد ی 

نخاعی انسدا  بزرگسدال توانسد ند -اس فاد  از مایع مغزی

را هم افزایش دهند ک  بدا ن دای   NSCsمیزا  زند  مانی 

از سدویی  مانی در پد وهش حاضدر همخدوانی دارد.زند 

مغددزی نخدداعی   -عیکددی از فاک ورهددای مودددود در مددای

BMP7 ها نقش ب  سزایی شد  نوریتاست ک  در طویل

بنددابراین القدداء تمددایز نددوروژنزیس در شددرایط . (31)دارد

آزمایشددگاهی مشدداب  شددرایط بددد   نیدداز بدد  دخالددت 

ها و فاک ورهای م عدد نوروترفیک و مسدیرهای مولکول

 هداییاف د  بد  تودد  بدا سیگنالینگ وی   و م دوالی دارد.
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هددددای ایمونوسی وشددددیمی و مورفولوژیددددک  ارزیددددابی

کددرد کدد   گیددرین یجدد تددوا  چنددین سددای ولوژیک مددی

 انسدا  های بنیادی مزانشیمی مش   از پالدپ دنددا  سلول

 گزیندد   بددا دارا بددود  خصوصددیات منحصددر بدد  فددرد 

 هدددای نورودژنراتیدددو مناسددد ی بدددرای تدددرمیم بیمددداری

توکددل دو شددوند. از سددویی اسدد فاد  از پرومحسدوب مددی

 القدداء و ای کدد  اسددیدرتینوئیک بدد  عنددوا  پددیشمرحلدد 

نخداعی بد  عندوا  القداگر ندورونی در نظدر  -مایع مغدزی

هدای ناخواسد   تواند با حذ  سایر سدلولگرف   شد  می

هدای عصد ی و سدازی سدلولحاصل از تمدایز بد  همگدن

 سدازی بهیند تدودهی کندد و سد ب گلیالی  کمک قابدل

زیس و گلیددوژنزیس در شددرایط رونددد القددای نددوروژن

  آزمایشگاهی شود.
 

 سپاسگزاری
 یکارشناسد ییدانشجو نام ا یپا حاصل حاضر مقال 

 دانشگا  یفناور و قاتیتحق معاونت مصوب ی آناتوم ارشد

 هدایس اد توسع  علون و فناوریو  مازندرا  یپزشک علون

 از ل یوسدنیبدد سدندگا ینو  کد اسدتهای بنیادی سلول

  .ندینما یم تشکر ح رنم نیمسیول
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