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Abstract 
Objective: Demyelination of CNS axons occurs under pathological conditions such as 
multiple sclerosis and spinal cord injuries, but can be repaired by cell therapy. Within the 
CNS remyelination can be achieved by transplantation of neural stem cells (NSCs). NSCs 
are self-renewing cells that maintain the capacity to differentiate into CNS-specific cell 
types and can differentiate into the three main neural phenotypes: astroglia, 
oligodendroglia and neurons. They may also replace or repair diseased CNS tissue. 
Methods: Bone marrow stromal cells (BMSCs) were aseptically isolated from the tibia 
and femurs of young adult Sprague Dawley rats. BMSCs were evaluated by fibronectin 
and CD31 markers. BMSC-derived NSCs were evaluated by nestin and NF-68. An 
ethidium bromide-induced demyelinated dorsal column lesion was produced in young 
adult rats. Transplanting NSCs derived-BMSCs into demyelinated lesions after 3 days in 
adult rat spinal cords was done. Three weeks after transplantation of NSCs, the spinal 
cords were processed to evaluate remyelination by Luxol fast blue staining. 
Results: After passage 3, BMSCs were evaluated and the result, showed the percentage of 
immunoreactive cells to fibronectin (94.7±2.65), however BMSC-derived NSCs 
expressed nestin (86.15±0.64) and NF-68 (84.55±0.94) which correlated with fibronectin 
down regulation. Histologically, the lesions showed slightly irregular elongated areas and 
had an average length of 1336.36±39.43 µm. Transplanted NSCs were capable of eliciting 
remyelination. 
Conclusion: These data support the conclusion that transplantation of NSCs results in 
functional remyelination of a dorsal column lesion and have valuable applications in the 
treatment of neurodegenerative diseases such as spinal cord injuries. 
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  چكيده

هاي بنيادي عصبي، سپس ترميم غلاف ميلين  هاي استرومايي مغز استخوان به سلول     هدف از اين مطالعه، تمايز سلول      :هدف
  .استهاي بنيادي عصبي  توسط اين سلول

اي استرومايي مغز استخوان، از استخوان فمور و تيبياي مـوش صـحرايي بـالغ نـژاد             ه  در اين تحقيق سلول    :ها مواد و روش  
 تحـت تجزيـه و تحليـل    CD31 داولي جداسـازي و پـس از پاسـاژ سـوم بـا اسـتفاده از نـشانگر فيبـرونكتين و             -اسپراگو

هـا   ادي عصبي هويت سلول   هاي بني  هاي استرومايي مغز استخوان به سلول      پس از تمايز سلول   . ايمونوسيتوشيمي قرار گرفتند  
توسط اتيديوم برومايـد  T13 اي در قطعه  در نخاع موش صحرايي ضايعه.  تأييد شد68توسط فاكتور نستين و نوروفيلامنت 

سه هفته بعـد    . هاي بنيادي عصبي در محل ضايعه به صورت مستقيم پيوند شدند           ايجاد شد و پس از گذشت سه روز سلول        
  .آميزي لوكسال فست بلو ارزيابي شد ن در نخاع توسط رنگاز پيوند، ميزان ترميم ميلي

 بيـان كردنـد و      7/94 ± 65/2هاي استرومايي مغز استخوان پس از پاساژ سوم پروتئين فيبرونكتين را به ميـزان                 سلول :نتايج
و ) 55/84 ± 94/0 (68هـا نـسبت بـه نـشانگرهاي نوروفيلامنـت            هاي بنيادي عصبي اين سلول     ها به سلول   پس از تمايز آن   

سه روز پس از تزريق اتيديوم      . واكنش مثبت نشان دادند در حالي كه بيان فيبرونكتين كاهش يافت          ) 15/86 ± 64/0(نستين  
  ميكرومتر ايجاد شد   36/1336 ± 43/39اي به طول     ايجاد مدل تخريب ميلين ضايعه     براي ،برومايد در نخاع موش صحرايي    

  .هاي بنيادي عصبي مشهود بود وند سلولسه هفته پس از پي نيلي در مميترم و
هاي استرومايي مغز استخوان پس      هاي بنيادي عصبي مشتق از سلول      دهد كه سلول   نشان مي حاضر   نتايج مطالعه    :گيري نتيجه

 هـاي  ها در درمان بيمـاري     اين سلول  بنابراين ؛از پيوند مستقيم در نخاع، قادرند تخريب ميلين را در ستون خلفي ترميم كنند             
  .هستندسيستم عصبي از قبيل ضايعات نخاعي مؤثر 

  
  هاي استرومايي مغز استخوان، تخريب ميلين هاي بنيادي عصبي، سلول  سلول:كليدواژگان

  
  

 مقدمه
هـاي وارده بـه      ترين آسـيب   ضايعات طناب نخاعي از شايع    

  جايي كه اين ضـايعات      شود و از آن    سيستم عصبي محسوب مي   
  
  
  

  
  
  
  
  
  

در زندگي فرد مـشكلات متعـددي را         بنابرايندارد  مخربي   آثار
بهبودي ضايعات سيستم عصبي هميشه مورد      ]. 1[كند    ايجاد مي 

هاي از   توجه محققين بوده و به علت عدم بازسازي كامل سلول         

 34-23: ، صفحات1391 تابستان، 2، شماره 15، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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  هاي بنيادي عصبي  يلين در نخاع با استفاده از سلولترميم م
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دست رفته در سيستم عصبي اين درمان بـه طـور كامـل انجـام               
ات ها و برقراري مجدد ارتباط     شود و جايگزين كردن سلول     نمي

عصبي به عنوان يكي از مـشكلات جـدي در درمـان ضـايعات              
ــستم عــصبي محــسوب مــي  ــين در ]. 2[شــود  سي تخريــب ميل

ها يك خصوصيت بارز در ضـايعات نخـاعي محـسوب            آكسون
شود و يكي از عوامل مهم و سـهيم در كـاهش عملكـرد در                مي

ــسياري از بيمــاري ــستم عــصبي مركــزي   ب   Central(هــاي سي
Nervous System (ثل ضربه به نخاع، مولتيپل اسـكلروزيس  م

)Multiple Sclerosis: MS( 3 [است، شوك و ضربه مغزي.[ 
 مطـرح   سازي مجـدد   ميلين براي هاي درماني كه   كار از جمله راه  

، پيونـد  ]4[هاي پوشـشي بويـايي    پيوند سلولاز ست  شده عبارت 
هاي عصبي و گليـالي      ، پيوند سلول  ]3[هاي بنيادي جنيني     سلول

)Glial Cells (و نيز پيوند ] 5[هاي بنيادي  مشتق شده از سلول
  ].6[هاي استرومايي مغز استخوان بالغ  سلول

پيونـد بايـد داراي خـصوصياتي        بـراي هـاي بنيـادي      سلول
هـاي   همچون رشد و تكثير سريع، سهولت در دستيابي، بيان ژن         

مربوط، قدرت زنده ماندن و سازگاري با بدن ميزبـان و كـارايي      
  ].7[ب در بافت باشند مناس

) 1: اســتمغــز اســتخوان حــاوي دو نــوع ســلول بنيــادي 
) Hematopoietic Stem Cells(هـاي بنيـادي خونـساز     سلول

  Bone Marrow(هاي استرومايي مغز اسـتخوان   سلول) 2، ]8[
Stromal Cells: BMSCs (هاي بنيادي  كه يكي از انواع سلول

 ].6 [استبالغين 

رومايي استخراج شده از مغز استخوان      هاي بنيادي است   سلول
تحقيقات . هايي چند توان هستند    از رده مزانشيمي بوده و سلول     

ها قدرت تمايز به انـوع رده سـلولي           اين سلول   كه دهد نشان مي 
سـاز،   سـاز، غـضروف    سـاز، چربـي    مختلف از جملـه اسـتخوان     

، )Hepatocytes(هــا  هــاي عــضله مخطــط، هپاتوســيت رشــته
برخـي از  ]. 9 [نـد  ريه و لوله گـوارش را دار    هاي پوششي  سلول

هـاي   هاي بنيـادي در درمـان بيمـاري        مطالعات به اهميت سلول   
همچنـين در مطالعـات اخيـر       ]. 10[سيستم عـصبي اشـاره دارد       

هـايي بـا منـشأ       تواننـد بـه بافـت      ها مـي   ثابت شد كه اين سلول    
در . هاي عصبي و گليالي تبـديل شـوند        اكتودرمي از قبيل سلول   

اي كه توسط سوزوكي و همكاران انجـام        طي مطالعه  2004 سال
هـاي اسـترومايي مغـز اسـتخوان را          هـا توانـستند سـلول      شد آن 

و سـپس بـه     ) Neurosphere(جداسازي كرده و به نوروسـفر       
تمايز دهند كـه  ) Neural stem cell(هاي بنيادي عصبي  سلول
پيونـد در ضـايعات نخـاعي        بـراي هـاي بـسيار مناسـبي        سلول
  ].5[شوند  سوب ميمح

هـاي بنيـادي     مطالعات به اين نكته اشاره دارند كه از سلول        
توان براي درمان مناطق آسيب ديده در سيستم عصبي          عصبي مي 

 ؛ها قادرند تكثيـر شـوند      مركزي استفاده نمود چرا كه اين سلول      
توانند به مناطق آسيب ديده مهـاجرت نمـوده و بـه             همچنين مي 
اي  در مطالعـه ]. 11[و گليالي تمايز يابند هاي عصبي   انواع سلول 
و همكاران انجام شـد     ) Mark( توسط مارك    2006كه در سال    

اي در  ضـايعه ) Ethidium Bromide(توسط اتيديوم برومايـد  
ميلين ساقه مغز نخاع موش صحرايي ايجاد و سپس به بررسـي            

  ].12[مدل تخريب ميلين در ساقه مغز پرداخته شد 
هـايي ماننـد     صوصيات بارز در بيمـاري    تخريب ميلين از خ   

MS            و ضايعات نخاعي است كه به دنبال اين ضايعه اخـتلالات 
حركتي، حسي و حتي تنفسي در اين بيماران مشكلات متعددي          

با توجه به اين نكته كه درمان مناسبي در         ]. 13[كند   را ايجاد مي  
هـاي رشـد     اين زمينه از قبيل دارو درمـاني، اسـتفاده از فـاكتور           

در اين تحقيق با ايجاد ضـايعه        ]14[عصبي و غيره وجود ندارد      
نخاعي در غلاف ميلين با استفاده از اتيـديوم برومايـد در مـدل              

هـاي بنيـادي     آزمايشگاهي و ترميم غلاف ميلين با پيوند سـلول        
تـر در    تـر و كامـل     عصبي مشتق از مغز استخوان به بررسي دقيق       

  .اين زمينه پرداخته شد
  

 ها مواد و روش

  هاي استرومايي مغز استخوان جداسازي سلول
 داولي  -در اين پژوهش از موش صحرايي بالغ نژاد اسپراگو        

)Sprague- Dawley ( تا 6تهيه شده از مؤسسه پاستور با سن 
حيوانات در يك دوره روشنايي و تـاريكي        .  هفته استفاده شد   8

 و ندشـد  ساعته و در شرايط مطلوب و استاندارد نگهـداري           12
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تمامي قوانين كار بـا حيوانـات آزمايـشگاهي در حـين كـار بـا                
سـپس  . دشالمللي اجرا  هاي صحرايي مطابق با موازين بين   موش

مـوش  ) Tibia(و تيبياي   ) Femur(محتوي مغز استخوان فمور     
سـي   صحرايي بالغ به روش استريل به كمك سـرنگ پـنج سـي            

 ،)ا، آمريك DMEM/F12 )GIBCOليتر از محيط      ميلي 2حاوي  
، FBS) Fetal Bovine Serum ()GIBCO درصــــد 10

ليتـر و     واحـد در ميلـي     Penicillin (100(سـيلين     پني ،)آمريكا
 ليتـر  گـرم در ميلـي      ميلي Streptomycin (100( استرپتومايسين

)GIBCO ( توسط آسپيراسـيون     )، آمريكاAspiration (  تخليـه
 25شد و سپس محتويات هـر سـرنگ بـه درون يـك فلاسـك        

گـراد    درجه سانتي  37متري تخليه و در انكوباتور با دماي         يسانت
 درصد براي مدت    98 درصد و شرايط رطوبت      CO2 5و ميزان   

 ساعت نگهداري شد و پس از يك روز اين محيط تعـويض             24
دسـت در كـف      هاي كاملاً يـك     پاساژ مكرر سلول   3بعد از   . شد

ــه  ــراي تبــديل ب ــد كــه آمــادگي لازم را ب ــاقي ماندن  فلاســك ب
  .هاي بنيادي عصبي داشتند سلول
  

ــه  تمــايز ســلول هــاي اســترومايي اســتخون ب
  هاي بنيادي عصبي سلول

هاي استرومايي چـسبيده بـه تـه فلاسـك بـه وسـيله              سلول
ــسين  ــدTrypsin) (25/0(تريپ ــاGIBCO) ( درص و ) ، آمريك

EDTA) 04/0 متـر    سـانتي 25جدا شده و در فلاسـك       )  درصد
متر مربع در محيط    در هر سانتي    سلول 100000 با غلظت    مربعي

DMEM/F12               غني شده با مواد زيـر بـراي مـدت يـك هفتـه 
  :كشت داده شدند

- B27 :2 درصد )GIBCOآمريكا ،(  
ــه  - ــاكتور رشــد فيبروبلاســت پاي   Basic Fibroblast( ف

Growth Factor: BFGF :(20ــانوگرم در ميلـــي ــر   نـ ليتـ
)Milliporeآمريكا ،(  

 :Epidermal Growth Factor (درمال  فاكتور رشد اپي-

EGF :(20ليتر   نانوگرم در ميلي)Sigmaآمريكا ،(  
گـرم در     ميلـي  100سـيلين و     ليتر پني   واحد در ميلي   100 -

  ليتر استرپتومايسين ميلي
 بار تعويض شد و طي ايـن        2اين محيط و فاكتورهاي رشد      

هفتــه رشــد ســاختارهاي شــبيه نوروســفر ديــده شــد، ســپس  
 DMEM/F12  ،FBS 10 روز با محيطي از      5ي  نوروسفرها برا 

، كشت  بود اشاره شده در بالا   هاي رشد    درصد كه حاوي فاكتور   
روسـفرها بـه صـورت شـناور        ودر ابتـداي تمـايز ن     . داده شدند 

هاي بنيـادي عـصبي بـه         روز سلول  5ولي بعد از    مشاهده شدند   
پـس از آن    . صورت چـسبيده بـه كـف ظـرف مـشاهده شـدند            

  .يق درون نخاعي آماده شدندتزر برايها  سلول
  

  بررسي ايمونوسيتوشيمي
هـاي اسـتخراج شـده از مغـز اسـتخوان و             تعدادي از سـلول   

هاي بنيادي عصبي طي مطالعه ايمونوسيتوشـيمي        تعدادي از سلول  
  هـا بـه توسـط پارافرمالدهيـد      سـلول : به روش زير بررسي شـدند   

از  درصد در دماي اتاق و براي نيم ساعت تثبيـت شـد و پـس                 4
) PBS) Phosphate Buffered Salineها توسـط    سلول،تثبيت

)GIBCO شسته شـد و توسـط تريتـون         ) ، آمريكاX100/PBS 
)Invitrogen پذير و براي مدت يـك سـاعت بـا           نفوذ) ، آمريكا

پس از شستـشو،    . ندشد انكوبه   PBS درصد سرم ضد بز در       10
ند  رقيـق شـد    PBSهاي اوليـه كـه بـا         بادي ها توسط آنتي   سلول

، )Anti Fibronectin) :(1:100(شـــامل ضـــد فيبـــرونكتين 
CD31) :1:200( ــستين  NF-68و ) Nestin) :(1:100(، نـــــ

)Neurofilament-68) :(1:100 (     انكوبه شدند، سپس هر كدام
هاي يك پليت به صورت جداگانه در        ها روي سلول   بادي از آنتي 

ده شـد  گراد قرار دا  درجه سانتي4طول شب در يخچال با دماي       
ــارافيلم پوشــانده شــد ــا پ ــا . و روي آن ب ســپس در روز بعــد ب

ــي ــه    آنت ــه ب ــه كونژوگ ــادي ثانوي   FITC) Isothiocyanideب
Fluorescein (   كه باPBS     به ميـزان )تمـام  (رقيـق شـد   ) 1:50

 سـاعت در   2مـدت    بـه  )تهيه شد  آمريكا Abcamها از    بادي آنتي
 و ندداده شـد  شستشو PBSدماي اتاق انكوبه و سپس دوباره با   

ــورت    ــانت اين ــكوپ فلورس ــط ميكروس ــد توس   Inverted(بع
Fluorescence Microscopy) (Olympus IX71) (با ) ژاپن
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مايـد  واز محلـول اتيـديوم بر     . ها مشاهده شـدند     سلول X20لنز  
مـشخص   بـراي ليتر به مدت يك دقيقه        ميكروگرم در ميلي   100

  .شدها هنگام شمارش استفاده  شدن هسته سلول
  

  هاي مورد آزمايش روهگ
 گـرم، نـژاد     300 -250 سر موش صحرايي نر بالغ با وزن         30
 10داولي به صورت تصادفي انتخـاب و بـه سـه گـروه              -اسپراگو

: )Laminectomy(گــروه لامينكتــومي ) 1: تــايي تقــسيم شــدند
ها   كه عمل لامينكتومي در آن     گروه ضايعه ديده  ) 2گروه شاهد،   
د در سمت چپ ستون خلفـي نخـاع   اتيديوم برومايانجام شد و    

. تزريق شد و سه روز بعد حيوانات قرباني شدند         T13 در قطعه 
كه در اين گروه سـه روز بعـد از          )  سر 10(گروه درمان شده    ) 3

هاي بنيادي عـصبي     لامينكتومي و تزريق اتيديوم برومايد، سلول     
  .پيوند شدند) داخل نخاعي(به صورت مستقيم 

  
   در نخاعتزريق اتيديوم برومايد

 در  بلافاصله پس از لامينكتومي در سمت چپ ستون خلفي        
گرم در    ميلي 5/0اتيديوم برومايد    ، نخاع T13يك نقطه از قطعه     

  Microliter[سـرنگ هميلتـون   در سالين با استفاده از  ليتر ميلي
Syringes (Hamilton) [ كـــه بـــه دســـتگاه اســـتريوتاكس

)Quintessential Stereotaxic Injector( د در عمق وصل ش
  . دقيقه تزريق شد1متر و در زمان   ميلي4/0

  
  پيوند سلول در نخاع

 سـلول   3 × 105سه روز پس از تزريـق اتيـديوم برومايـد،           
 ميكروليتري متصل   5بنيادي عصبي توسط يك سرنگ هميلتون       

 در مدت زمان يك دقيقـه در سـمت چـپ            G 30به سر سوزن    
نخاع در منطقه ضـايعه      T13ستون خلفي در يك نقطه از قطعه        

متر با اسـتفاده از دسـتگاه اسـتريوتكس           ميلي 4/0ديده در عمق    
  .تزريق شد

  هاي بافتي ارزيابي
براي اين منظور طي تزريق وريـدي از طريـق بطـن چـپ              

 درصد انجـام    4قلب، به منظور تثبيت اوليه تزريق پارافرمالدهيد        
 4 سـپس در پارافرمالدهيـد       .هـا خـارج شـد      شد و نخاع مـوش    

گـراد    درجـه سـانتي    4درصد به مدت يك شبانه روز در دمـاي          
) مطابق بـا كـار معمـول آزمايـشگاهي        (پاساژ بافتي   . قرار گرفت 

.  ساعت از مرحلـه تثبيـت اوليـه انجـام شـد            24بعد از گذشت    
 ميكرومتري از ناحيه نخاع تهيه و با رنگ آميـزي           7سپس برش   

ي ميلـين  بـراي ارزيـاب  ) Luxol Fast Blue(لوكسال فست بلو 
گـروه  :  گروه در نظر گرفته شـد      3براي اين منظور    . شدبررسي  

هـاي   شاهد، گروه ضايعه ديده و گـروه درمـان شـده بـا سـلول              
 سـاعت بعـد از ايجـاد ضـايعه،          72گروهي كـه    (بنيادي عصبي   

  ).سلول دريافت كرده بودند
  

  بررسي ابعاد ضايعه
حجم نخاع در مقطع به صورت حجم استوانه محاسبه شـد           

  : اين محاسبه براساس فرمول زير بودكه
  ارتفاع× مساحت قاعده : حجم استوانه

  2شعاع به توان  × π: مساحت قاعده
اساس حجم بيـضي محاسـبه شـد كـه ايـن             حجم ضايعه بر  

  :اساس فرمول زير بود محاسبه بر
  π×abc 3/4: حجم بيضي

c : ضـخامت  × تعداد برش هاي حاوي ضـايعه       : قطر بزرگ
  ) ميكرون7(برش ها 

a ،b :قطر كوچك و بزرگ ضايعه در مركز ضايعه  
  

  تجزيه و تحليل آماري
ــانگين     ــسب مي ــر ح ــادير ب ــام مق ــار  ±تم ــراف معي  انح

)Mean±SEM (روش آماري تجزيه و تحليل     . شده است ه  يارا
و آزمون تكميلي توكي    ) ANOVA(ها واريانس يك طرفه      داده

)Tukey (05داري  سطح معني. بود/P≤0 شد در نظر گرفته.  
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  نتايج
  هاي استرومايي از مغز استخوان جداسازي سلول

هاي استرومايي مغز استخوان در محيط كشت پس از          سلول

شناسي نـسبتاً يكدسـت و يكنواخـت         سه پاساژ از لحاظ ريخت    
 ؛به دو شكل ديده شـدند      اغلبها در محيط كشت      سلول. بودند

ها ظـاهري كـروي و كوچـك داشـتند و اكثـر              تعدادي از سلول  
  ).1شكل (ها به شكل دوكي بودند  سلول

  

                                                         

                                                         
 رنـگ سـبز نـشانگر    .اسـت عد از پاساژ سـوم  هاي استرومايي استخراج شده از مغز استخوان ب  سلول)الفهاي استرومايي مغز استخوان؛      ايمونوسيتوشيمي سلول  1شكل  

 عـدم واكـنش مثبـت نـسبت بـه آنتـي       )ج. دهـد  آميزي با اتيديوم برومايد نشان مي ها را به دنبال رنگ  و رنگ نارنجي هستهاستواكنش مثبت نسبت به آنتي فيبرونكتين   
CD31 است 20×بزرگنمايي همه تصاوير  (استان بزرگنمايي و ميدان ديد  و تصوير د فاز كنتراست تصوير ج با همالفتصوير ب فاز كنتراست تصوير . است.(  

  

    

دار هر ژن در گروه مغـز        اختلاف معني : *هاي بنيادي عصبي؛     هاي استرومايي مغز استخوان و سلول      ها در سلول   بادي  مقايسه درصد واكنش مثبت نسبت به آنتي       1نمودار  
  )≥05/0P(دار هر ژن در گروه سلول بنيادي عصبي در مقايسه با گروه مغز استخوان  اختلاف معني: **، )P≥05/0(استخوان در مقايسه با سلول بنيادي عصبي 
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 بعـد از   BMSCsهاي   براي اثبات استرومايي بودن سلول    
، فيبـرونكتين، نـستين،     CD31هـاي    بـادي  پاساژ سوم از آنتي   

NF-68   بادي فيبـرونكتين    ها در برابر آنتي    سلول .دش استفاده
بـادي   نش مثبت نشان دادنـد كـه درصـد بيـان ايـن آنتـي              واك
ها نيز توسط اتيـديوم برومايـد         هسته سلول  . بود 65/2±7/94

بـادي   در تصاوير مربـوط بـه آنتـي       ). 1شكل  (قرمز رنگ شد    

هـا   هاي سـبز رنـگ در سيتوپلاسـم سـلول          فيبرونكتين، رشته 
در ايـن مرحلـه     ). 1شـكل   (نشانگر وجود فيبرونكتين اسـت      

هـاي انـدوتليالي اسـت        كـه خـاص سـلول      CD31ي  باد آنتي
، )1شـكل (هـا منفـي بـود        شد كه واكنش آن در سلول      كنترل

بـادي نـستين و      ها واكنشي نسبت به آنتي     همچنين اين سلول  
NF-68 1نمودار ( نشان ندادند.(  

  

                      
  

                      
  

 در محـيط    BMSCsگيـري     يك روز پس از قـرار      )ب،  )20×بزرگنمايي  ( در محيط القايي     BMSCsگيري   ت پس از قرار   ك ساع ي )الف روند تشكيل نوروسفر؛     2شكل  
بزرگنمايي ( در محيط القايي BMSCsگيري   شش روز پس از قرار)د، )20×بزرگنمايي ( در محيط القايي BMSCsگيري   سه روز پس از قرار     )ج،  )4×بزرگنمايي  (القاي  

×20.(  
  

  
  

 و رنـگ  اسـت  FITCرنگ سبز نشانگر واكنش مثبت به دليل استفاده از     . است آنتي نستين    )ج و   NF-68 آنتي   )الفهاي بنيادي عصبي؛      ايمونوسيتوشيمي سلول  3 شكل
 تـصوير ج بـا همـان بزرگنمـايي و           تصويرب فاز كنتراست تصوير الف و تصوير د فاز كنتراست         . دهد آميزي با اتيديوم برومايد نشان مي      ها را به دنبال رنگ     نارنجي هسته 

  ).است 20×بزرگنمايي همه تصاوير (است ميدان ديد 
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 هاي استرومايي مغز استخوان به نوروسفر تمايز سلول
BMSCs          با قرار گرفتن در محيط القايي مناسب به صورت 

هاي تك تك بـا گذشـت        شناور در محيط درآمدند و اين سلول      
ه و بـا گذشـت يـك سـاعت     زمان كم كم در كنار هم قرار گرفت     

هاي كوچك و نامنظمي شـدند كـه بـه           ها تبديل به كلوني    سلول
 ولي هنوز بسياري از     قابل مشاهده بود  صورت شناور در محيط     

ها به صورت تك تك قرار گرفته بودند ولـي تعـدادي از              سلول
شـكل  (ها با هم متحد شده و يك كلوني را تشكيل دادند             سلول

ها در محيط القـايي      رار گرفتن سلول  حتي يك روز پس از ق     ). 2
مـشاهده  ها به صورت تك تـك        نيز هنوز تعداد زيادي از سلول     

). 2شـكل   ( تا حدودي نيز به كف پليت چـسبيده بودنـد            شد و 
ها پيوسـتند همچنـين      ها به كلوني   پس از گذشت سه روز سلول     

). 2شـكل   (احتمال پيوستن چند كلوني با هم نيز وجود داشـت           
هاي كـاملاً   وسفر بعد از شش روز به صورت كره     هاي نور  كلوني

واضح با حاشيه كاملاً منظم تشكيل شدند كه به صـورت معلـق             
هاي تك تـك      همچنين تعداد سلول   ؛در محيط قرار گرفته بودند    

  ).2شكل (و چسبيده به كف پليت خيلي كم شد 
  

هاي بنيادي عصبي به روش      ميزان خلوص سلول  
  ايمونوسيتوشيمي

 ادي عصبي به صورت كشيده و دوكـي شـكل   هاي بني  سلول
سيتوپلاسمي به صورت چسبيده به كـف پليـت         د  يزوا داراي   و

ها داراي قدرت تكثيـر بودنـد كـه بـراي            اين سلول . ديده شدند 
هاي بنيادي عصبي و تعيين خلوصشان       اثبات عصبي بودن سلول   

هـايي كـه    سـلول . دش ـ، نستين استفاده NF-68هاي  بادي از آنتي 
بادي مربوط واكنش مثبت نـشان دادنـد بـه دليـل             نتينسبت به آ  

 سيتوپلاسمـشان   FITCبادي ثانويه كونژوگه بـه       استفاده از آنتي  
هـاي مثبـت،     براي تعيين درصد سلول   . ندسبز ديده شد  رنگ  به  

درصـد  . ها توسط اتيديوم برومايد قرمز رنـگ شـد         هسته سلول 
ــروتئين  ســلول ــراي پ  و NF-68 94/0 ± 55/84هــاي مثبــت ب

هاي مثبت با روش ايمونوسيتوشيمي براي پروتئين        رصد سلول د

 همچنـين ايـن     .)3شـكل   ( ارزيابي شـد     15/86 ± 64/0نستين  
 نشان  CD31بادي فيبرونكتين و     ها واكنشي نسبت به آنتي     سلول

  ).1نمودار (ندادند 
  

  
  

  
  

  
  

ل آميزي لوكسال فست بلو و نـوترا        رنگ )الفهاي آزمايش؛     ارزيابي گروه  4شكل  
آميزي لوكسال فست بلو و نوترال رد در گـروه            رنگ )برد در گروه لامينكتومي،     

آميزي لوكسال فست بلو و نـوترال رد را در گـروه تـرميم                رنگ )جضايعه ديده و    
رنگ آبي ميلين موجود در نخاع را بـه دليـل اسـتفاده از رنـگ                . دهد شده نشان مي  

ها را   يل استفاده از نوترال رد هسته     رنگ قرمز به دل   . دهد لوكسال فست بلو نشان مي    
  .دهد در تمام تصاوير و منطقه ضايعه را در گروه ضايعه ديده نشان مي
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  آميزي لوكسال فست بلو و نوترال رد  رنگ
در راستاي بررسـي ضـايعه احتمـالي در گـروه اول در اثـر            

آميـزي   لامينكتومي در اين منطقه نخاع بررسـي و سـپس رنـگ           
بـه خـصوص سـتون     وترال رد انجـام   لوكسال فست بلـو و نـو      

 در نخاع به خصوص در      اي هيچ ضايعه . شدخلفي نخاع بررسي    
آتوس  و مسير كونه  ) Gracilis(ستون خلفي و مسير گراسيليس      

)Conatus(    ديده نشد )  در گـروه دوم در مـاده       ).  الـف  4شكل
آميزي لوكسال فست    سفيد ضايعه ايجاد شد و با استفاده از رنگ        

 ب رنگ قرمز نـشان      4در شكل    كه   يعه بررسي شد  بلو ابعاد ضا  
دهنده ايجاد ضايعه در نقطه تزريق اتيديوم برومايد است كه بـه            
دليل تخريب ميلين لوكسال فست بلو رنگ نگرفته است و رنگ    
قرمز نشان دهنده نوترال رد و رنگ آبي لوكـسال فـست بلـو را               

اع آميزي مقطع ضـايعه ديـده در نخ ـ        پس از رنگ  . دهد نشان مي 
ــابي شــد ــهارزي  36/1336 ± 43/39 متوســط طــول ضــايعه  ك
  ).2نمودار (ميكرومتر بود 

  

  
  

 متوسط حجم ضايعه نسبت به حجم نخاع در طـول ضـايعه ايجـاد               2نمودار  
؛ رنگ تيره حجم ضـايعه ايجـاد شـده در           )استمتر   اساس ميلي  اعداد بر (شده  

  .هدد نخاع و رنگ روشن حجم نخاع را در مقطع ضايعه نشان مي
  

سه هفته پس از پيوند سلول در گـروه سـوم ميـزان تـرميم               
آميزي لوكسال فست بلو و نوترال رد بررسـي          ميلين توسط رنگ  

 ج پيداست ترميم در مـاده سـفيد         4طور كه در شكل       همان ؛شد
  .نخاع مشهود است

  
  ابعاد ضايعه ايجاد شده در نخاع

شـد  آميزي مقطع ضايعه ديده در نخاع ارزيابي         پس از رنگ  

متوسـط حجـم    ،  متر  ميلي 33/1 ± 39/0كه متوسط طول ضايعه     
 متوسط حجـم نخـاع      ،متر  ميلي 16/1 ± 11/0ضايعه ايجاد شده    

متـر و درصـد       ميلـي  57/4 ± 23/0در طول ضايعه ايجاد شـده       
حجم ضايعه در نخاع نسبت به حجـم نخـاع در طـول ضـايعه               

  ).2نمودار ( درصد بود 45/23 ± 71/2ايجاد شده 
  

  بحث
 كـه در    BMSCsر اين مطالعه با توجـه بـه خـصوصيات           د

هـاي بنيـادي     مقدمه توضيح داده شد، اين رده سلولي به سـلول         
عصبي تحت شرايط القايي مناسـب تمـايز داده شـد و پـس از               

اي  ها به نخاع ضايعه ديده ترميم قابـل ملاحظـه          پيوند اين سلول  
  .ايجاد شد

ين جراحـي،   هاي نو   روشهاي علمي و     با توجه به پيشرفت   
 بـالين ضايعه نخاعي همچنان به عنوان يـك مـسئله پيچيـده در             

هـاي   كـار  سلول درمـاني بـه عنـوان يكـي از راه          . شود مطرح مي 
هـاي اخيـر     درماني براي ترميم و درمان ضايعه نخاعي در سـال         

انتخاب نـوع سـلول و روش پيونـد يكـي از           . معرفي شده است  
 اسـت ول درمـاني    ترين موضوعات مطرح در استراتژي سـل       مهم

]6 ،15.[  
 با استفاده از روش ايمونوسيتوشيمي هويت        حاضر در تحقيق 

 به اثبات رسيد كه اين نتايج نشان        BMSCsهاي   استرومايي سلول 
هـاي فيبـرونكتين     بادي  نسبت به آنتي   BMSCsهاي   داد كه سلول  

 واكنش مثبتـي نـشان      CD31بادي    ولي نسبت به آنتي    استمثبت  
ها واكنشي نسبت بـه       در اين مرحله اين سلول      همچنين .دهند نمي

در مطالعــات قبلــي از .  نــشان ندادنــدNF-68نــشانگر نــستين و 
] 16) [بـه عنـوان نـشانگر اسـترومايي       (هاي فيبرونكتين    بادي آنتي

CD31)     نـستين،  ] 17) [هـاي انـدوتليالي    به عنوان نشانگر سـلول
NF-68)    اسـتفاده   ]18) [هاي عصبي نابالغ   به عنوان نشانگر سلول 

دست آمده در ايـن مرحلـه بـا نتـايج سـاير       شده است كه نتايج به 
ها  اين در حالي بود كه پس از تبديل سلول        . محققين مطابقت دارد  

هـاي بنيـادي عـصبي ميـزان واكـنش مثبـت نـسبت بـه                 به سلول 
فيبرونكتين كاهش يافت و ميزان واكنش مثبت نسبت بـه نـشانگر            
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دهـد كـه      اين نتايج نـشان مـي       افزايش يافت كه   NF-68نستين و   
هـا كـم شـده و ايـن          احتمالاً ميزان خاصيت استرومايي اين سلول     

  . ندا هها به سمت رده عصبي تمايز يافت سلول
هاي بنيادي عصبي در اين مطالعـه از         دستيابي به سلول   براي

هاي رشد بـود و   محيط كشتي استفاده شد كه فقط حاوي فاكتور     
سـمي و كـشنده     بـراي سـلول     ه  گونـه مـوادي بـود ك ـ       فاقد هـر  

 نتايج حاصل از ايمونوسيتوشيمي در مطالعه     . شوند محسوب مي 
هـاي   اي از سـلول     نـشان داد كـه درصـد قابـل ملاحظـه           حاضر

BMSCs   هاي بنيادي عصبي تبديل شـوند كـه          قادرند به سلول
اي كـه در     با توجه به مطالعه   . هستندها كاربردي و مؤثر      اين سلول 

و همكاران انجام شـد، سـعي بـر     ) Qin(ن   توسط كوي  2008سال  
آن شد تا برخلاف برخي از محققين كه از مواد سمي و كشنده از              

 دي متيـل  ،)Bmercaptoethanol: BME(قبيل بتامركاپتواتانول 
ــسايد  ، بــوتيلات )Dimethylsulfoxide: DMSO(سولفوك

 براي) Butylatedhydroxyanisol: BHA(هيدروكسي نيزول 
انـد، از القـا       به سمت رده عـصبي اسـتفاده كـرده         ها القاي سلول 

ــده ــاكتور  كنن ــد ف ــايي مانن ــد  ه ــاي رش   و )EGF ،bFGF(ه

B27               استفاده كنند چرا كه ايـن مـواد كمتـرين سـميت را بـراي
همچنين ثابت شده اسـت     ]. 18[هاي در حال تمايز دارند       سلول

 هاي داراي سميت بـالا     هايي كه با استفاده از القا كننده       كه سلول 
شـوند در اغلـب مـوارد        هاي عصبي يا گليالي متمايز مـي       به رده 

بررسي حاضـر   در  ]. 11[براي پيوند، مناسب و كاربردي نيستند       
 ،هـا اسـتفاده شـد       سلول يالقا برايهاي رشد    نيز فقط از فاكتور   

نتايج حاصل كمتـرين مـرگ و ميـر و بيـشترين تمـايز               بنابراين
يونـد مـستقيم ايـن       همچنـين پـس از پ      .سلولي را نـشان دادنـد     

ها در نخاع ضايعه ديده بازسـازي ميلـين و تـرميم ناحيـه               سلول
رسد اين سلول در محـيط       ضايعه ديده مشهود بود كه به نظر مي       

  .كاربردي باشند) In Vivo(بدني  درون
 نيـز از     حاضـر  با توجه به مزيت پيوند مـستقيم در مطالعـه         

 عـصبي   هـاي بنيـادي    روش مستقيم استفاده شد چرا كـه سـلول        
پيوند شده بعد از چند هفته از زمان پيوند قادرند غـلاف ميلـين             

دست آمده در اين تحقيـق       نتايج به . را در ناحيه ضايعه ترميم كنند     

]. 19[دسـت آمـده توسـط ديگـر محققـين بـود              مطابق با نتايج به   
هـاي بنيـادي     سـلول  پيونـد  نشان دادند كه 2002محققين در سال    

 )Hippocampus(هاي هيپوكامپ    ولعصبي استخراج شده از سل    
با روش داخل   ) Transgenic(جنين موش صحرايي تراريخت     

ــي،  ــت  بطن ــد از گذش ــيتي   4بع ــه رده آستروس ــد ب ــاه از پيون  م
)Astrocyte ( ــه رده اوليگودندروســيت 8و بعــد گذشــت ــاه ب  م
)Oligodendrocyte(  شـوند و در نهايـت منجـر بـه            متمايز مي

شـوند   هاي ضايعه نخاعي مي    در مدل ترميم اطراف ناحيه ضايعه     
 2009 همكارانش نيز در سـال        و )Kumagai( كوماگايي. ]20[

هاي بنيادي عصبي با روش مـستقيم        نشان دادند كه پيوند سلول    
پس از گذشت چند هفته موجب ترميم غـلاف         )  نخاعي داخل(

  ].21[شود  ميلين مي
هاي صـحرايي و وزن      با توجه به نژاد موش    حاضر  در مطالعه   

ها و ابعاد نخاع و هدف از ايجاد ضايعه كه فقط تخريـب مـاده                آن
تزريـق اتيـديوم    ،سفيد نخاع و عدم تخريب ماده خاكـستري بـود        

 در  گـرم   ميلـي  5/0متري با غلظت      ميلي 4/0تنها در عمق    برومايد  
دسـت آمـده از      نتـايج بـه   .  انجـام شـد    T13ليتر در قطعـه      يميل

 روز از  3مطالعات بافتي در ايـن تحقيـق نـشان داد كـه بعـد از                
اي  زمان تزريق، تخريب در غلاف ميلين به طور متوسط ضـايعه          

كند كه پس از پيوند سلول ترميم        متر ايجاد مي   به طول يك ميلي   
 )Lankford (در حالي كه لانكفورد   . اي ايجاد شد   حظهقابل ملا 

اي نـشان دادنـد كـه بـا           در مطالعـه   2002و همكارانش در سال     
 3ليتر در    گرم در ميلي    ميلي 3/0تزريق اتيديوم برومايد با غلظت      

تـوان   متـري مـي     ميلي 7/0 و   4/0 و در عمق     T13نقطه از قطعه    
 در سـتون خلفـي      لاف ميلين متر در غ    ميلي 6تخريبي در حدود    

اين محققين نـشان    ]. 19[نخاع را پس از سه روز مشاهده نمود         
ــد ســلول  ــد كــه پيون و ) Schwann Cells(هــاي شــوآن  دادن

توانـد بـه     آستروسيت سه روز پس از تخريب غلاف ميلين، مـي         
با ]. 19[طور نسبي منطقه ضايعه را پس از سه هفته ترميم نمايد        

زان ترميم حاصل پـس از پيونـد     توجه به نتايج مطالعات قبلي مي     
  . سلولي در مطالعه حاضر بهتر بود

آميزي لوكسال فست بلو وسعت      اين مطالعه با روش رنگ    در  
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تر از مكـان تزريـق    ضايعه در منطقه تزريق و نواحي بالاتر و پايين      
 محقيقين نيز براي تشخيص وسعت ضايعه و تخريب         .بررسي شد 

آميـزي لوكـسال      از رنـگ   MSدر غلاف ميلين به ويژه در بيماري        
آميـزي بـه    فست بلو استفاده كردند چرا كه با استفاده از اين رنـگ      

  ].22[خوبي غلاف ميلين در نخاع قابل مشاهده است 
در اين مطالعه مشاهده شد كه پـس از گذشـت سـه هفتـه               

 و  لانكفـورد . شـود  ها انجـام مـي     روند تشكيل ميلين در آكسون    
 هفته بعد از پيونـد سـلولي        3ي  همكارانش نيز نشان دادند كه ط     

  ]. 19[شود  ترميم ميلين در منطقه مشاهده مي
   تحت  BMSCsهاي   دست آمده نشان داد كه سلول      هنتايج ب 

  

در محيط كشت قادرند به ميزان قابـل        مناسب  هاي   القا كننده اثر  
ضـايعه    وهاي بنيادي عـصبي تمـايز يابنـد    اي به سلول ملاحظه

 ،كه توسط اتيديوم برومايد ايجاد شـد      تخريب ميلين در نخاع را      
  .نمايندترميم 
  

  تشكر و قدرداني
 خـاتم  مارسـتان يب در شـفا  اعصاب علوم قاتيتحق مركز از
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