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 هاي استرومال مزانشيمي خون بند ناف انساني  جداسازي، تكثير و تمايز سلول
 هاي پروژنيتور عصبي در محيط آزمايشگاهي به سلول

 
 3، مسعود سليماني1، مريم خيرانديش2مهر حسن رفيعي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ن مطالعهه بها   يا. است يمياسترومال مزانش يها ر منابع سلولينسبت به سا يفراوان يايمزا يخون بند ناف دارا
نهاف   خهون بنهد   يمياسترومال مزانش يها سلول يعصب زيد جهت تمايجد دستورالعملک يهدف فراهم کردن 

 .شگاه انجام گرفتيط آزمايمح در يانسان
 ها روش مواد و
د ييه تا و يپه  از جداسهاز   يخهون بنهد نهاف انسهان     يميمزانشه  ياديه بن يهها  سلول ،ين مطالعه تجربيا در
 ،يبروبلاسهت يفاکتور رشهد ف  ،ديک اسينوئيبا رت ،پيمنوفنوتايا استخوان و و يز به رده چربيتما ،يکيرفولوژوم

  ط کشهت نوروبهازال  ين و محه يل گهزانت يزوبوتيا ،کيد اسکوربياس ،درماليفاکتور رشد اپ ،يفاکتور رشد عصب
 افهزار  نهرم  ، Real-Time PCRبها   يعصب ياختصاص يها ژن يان نسبيب .ديگرد ماريت يز عصبيتما يجهت القا
1004 REST 5/22 و SPSS قرارگرفت يمورد بررس. 

 ها يافته
اسهتخوان را   و يبهه رده چربه   زيل تمها يبوده و پتانس يدوک ،يمياسترومال مزانش يها که سلول ج نشان دادينتا

 يمنف HLA-DR%( 5/1)و  %CD45 (1)  يمثبت و برا CD73، (77 )%CD105 %( 77)يبرا يتومتريفلوس. دارند
ج ينتها  ،يعصهب  يها به سلول يمياسترومال مزانش يها ر شکل قابل توجه سلولييتغ و يز عصبيپ  از تما. بود

طهور  ه به  GFAP و MBP ، nestin  ،MAP-2 رينظ ييها ان ژنينشان داد که ب Real-Time PCR تجزيه و تحليل
 (.> p 05/0)افته استيش يافزا (کنترل)افتهيز نيتما يها سه با سلوليدر مقا يدارامعن

 يگير نتيجه
 ييايميمهواد شه   رشهد و  ياز فاکتورها يبيبا ترک يمياسترومال مزانش يها سلولمار يت ،مطالعه حاضر نشان داد

و براساس ينورودژنرات يها يماريب يسلول درمان آييش کاريتواند باعث افزا يشده و م يز عصبيتما يباعث القا
 از کاربرددست آمده قبل ه ب يتور عصبيپروژن يها چند که عملکرد سلول هر. نده گردديدر آ ياديبن يها سلول
 .شود يابيارز يوانيح يها مدل د دريبا ينيبال

 يسلول زيتما ،يسلول درمان ،يمياسترومال مزانش يها سلول :ات كليديكلم
 

 
 
 
 

 81/88/39: تاريخ دريافت 
 39/ 2/ 1  :تاريخ پذيرش 
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  مقدمه 
ها  تخريب اوليگودندروسيت و هاي التهابي توليد سيگدال    

شـوند کـه    ها در بيمارهاي نورودژنراتيو باعث مي و آکسون
دو دهـه   درداروهاي فعلي که . سازي مجدد رخ ندهد ميلين

مولتيپـــ  اخيـــر بـــراي بيمارهـــاي نورودژنراتيـــو ماندـــد 
 ،شـود  اسکلروزيس مورد تاييد قـرار ررفتـه و اسـتهاده مـي    

دهدد و تـايير ندـداني    عمدتاً نرخ عود بيماري را کاهش مي
يـا افـزايش   ترميم بافت عصبي بر توقف پيشرفت بيماري و 
سـلول درمـاني بـر     امروزه. (1، 2)روند رميليده شدن ندارند

مـورد  تيـو  بيمارهـاي نورودژنرا  هاي بديادي در اساس سلول
هـاي   بـدين مدوـور ملالعـه   . قرار ررفته اسـت  زيادي توجه

هاي حيواني انجام شـده و ادامـه    وسيعي در کليديک و مدل
 .(3)دارد
 ،مشکلات تکديکي و ايمونولـوژيکي  ، ملاحوات اخلاقي    

الش ن ـعصـبي را بـا    جديدي وهاي بديادي  سلولاستهاده از 
هـاي اسـترومال مزانشـيمي     سـلول  (.9)مواجه کـرده اسـت  

(mesenchymal stromal cells: MSCs )    بـه دليـ  نداشـتن
:  NSCs)هـاي بديـادي عصـبي    مشکلات مربـو  بـه سـلول   

neural stem cells ) هـاي بديـادي جديدـي    و سـلول(ESCs  :
embryonic stem cells)،     امروزه طرفـداران زيـادي را پيـدا

ئتيـک بـا توانـايي    غيـر هماتوپو  ، MSCسـلول  . کرده است
هاي رده مزودرم، اکتـودرم و   خودنوسازي و تمايز به سلول

توان  هاي پيوندي مختلف بدن مي آندودرم هستدد و از بافت
از نوـر مورفولـوژي فيبروبلاسـت     MSC. جدا کردها را  آن

ژنـي   بـوده و بـا بيـان مارکرهـاي آنتـي     ( دوکي شک )ماندد 
ــلحي  ــ CD29و  CD73  ،CD90  ،CD105س ــان و ع دم بي
. شـوند  مشخص مـي  CD34و  CD11bc  ،CD45مارکرهاي 

هـاي   و عملکرد سلول NKهاي  سلول ،هاي مزانشيمي سلول
T هاي  توليد سلول. ددکد سيتوتوکسيک را سرکوب ميTh-1 
 T هـاي  و باعث تحريک توليد سلول كردهرا مهار  Th-17و 

هاي استرومال مزانشـيمي   سلول. شود مي (Treg)كددده تدويم
تواندـد بـه سيسـتم عصـبي مرکـزي مهـاجرت نمـوده و         مي

د بـا ترشـ    د ـتوان د و مـي نجايگزين بافت آسيب ديده شـو 
ــاراکريدي ــر اســترس ،فاکتورهــاي پ هــاي  از نــورون در براب

ــت کد ــيداتيو حمايـ ــاکسـ ــتخوان در . (1-1)ددـ ــز اسـ مغـ
 ه ـا بـباشد ام مي  MSCع ـن مدبـن و متداولتريـتري رسـدست

بيشـتر،   HLA-ABCبيـان   علت بيان بالاي ويـروس، ميـزان  
لـزوم  ... آوري نمونـه و  هاي دردناک و تهاجمي جمـع  روش

هـاي   سـلول  .دد ـکد را ايبات مـي MSCs شداسايي مدابع ديگر 
استرومال مزانشـيمي خـون بدـد نـا  در مقايسـه بـا مغـز        

نيــک کمتــر، ژپتانســي  ايمونو: بــه دلايلــي ماندــد اســتخوان
نداشتن واکدش پيوند عليه ميزبان، قابليت بيشـتر تمـايز بـه    

آوري آسـان آن، بـه    سلول عصبي، دسترسي سـريع و جمـع  
ــابع جــايگزين ســلول  ــوان يکــي از مد ــاي اســترومال  عد ه

مزانشيمي مغز استخوان مورد ملالعه و استهاده قـرار ررفتـه   
يـک   هاي استرومال مزانشيمي امروزه به عدوان سلول. است

هاي نورودژنراتيـو مـورد توجـه     ابزار نويدبخش در بيماري
ماندد، احتمـال تشـکي     يهاي نالش. (1-1)قرار ررفته است
هاي ناخواسته، موجـب رـرايش محققـان بـه      تومور و بافت

هاي استرومال مزانشيمي آن و اسـتهاده از   تمايزعصبي سلول
هـاي اسـترومال    ساز عصبي مشتق از سـلول  هاي پيش سلول

   .(1-81)زانشيمي ررديده استم
ــال      ــلول   2111در س ــبي س ــايز عص ــيلادي، تم ــاي  م ه

استرومال مزانشيمي با انتشار نهار مقاله، دو تـا مربـو  بـه    
تمايز در محيط آزمايشگاهي و دو مقالـه ديگـر مربـو  بـه     

توجه محققان را به خود جلب  ،تمايز عصبي در محيط بدن
هـاي اسـترومال    سـلول  ارر نه تمايز عصبي. (88-89)کرد

اما  ،مزانشيمي توسط برخي از محققان به نالش کشيده شد
. (81)رروهي ديگر از محققان تمايز عصبي را تاييد کردنـد 

محققاني که مدتقد تمايز عصبي در آزمايشگاه يـا در محـيط   
هاي شـبه عصـبي ناشـي از     کردند سلول ادعا مي ،بدن بودند

يـت نـدارد و بيشـتر    هـاي اسـترومال مزانشـيمي واقع    سلول
آرتيهکت هستدد و برخي از مدتقدان تمايز عصبي هـم ادعـا   

هـا در   کردند که کسب فدوتيپ عصـبي توسـط ايـن سـلول    
بلکه ناشي از ادغام  ،محيط بدن به علت تمايز عصبي نيست

 هـر  بـه . (84، 81)باشـد  ميهاي ميزبان  ها با سلول اين سلول
 كـردن  كـاربردي  يدـه زم نويد در اولين ،ها رزارش اين حال با
هـاي   درمـان بيمـاري   در بديـادي  هـاي  از سـلول  نـو   ايـن 

 زميده موجود در تاريخچه به  توجه با. شد داده نورودژنراتيو
هـاي عصـبي    سـلول  به هاي استرومال مزانشيمي سلول تمايز
وز دسـتورالعم   ـنتيجـه رسـيد  کـه هد ـ    ايـن  بـه  تـوان  مـي 
 هاي  د سلولـتولي ي وـز عصبـور تمايـه مدوـداردي بـاستان
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عصبي در مقياس بالا براي مصار  بـاليدي رـزارش نشـده    
دستورالعم  جديد بـراي   تدويمدر اين ملالعه ضمن . است

هاي اسـترومال مزانشـيمي، ايـرات هـم      تمايز عصبي سلول
رشد و مواد شيميايي با  هايزمان و ترکيبي برخي از فاکتور

 . بررسي ررديد Real Time-PCRروش 
 

 ها روش مواد و
 :هاي استرومال مزانشيمي از خون بدد نا  جداسازي سلول

 پـس از  نـا   بدد خون از ها سلول تجربي، ن ملالعهيا در    
 تـک  هـاي  سـلول  ابتـدا  .ندشد نامه جدا تيافت فرم رضايدر

 بـر  (MNCs = Mono nuclear cells)اي خون بدد نا  هسته
 پاسـاژ  و اسـتخرا   همکـارانش  و کورلر دستورالعم  اساس
خون بدد نـا    MNCsطور خلاصه ه ب. (81، 83)شدند داده

هوژ يبـا سـانتر  ( کايآمر گما،يس ،111/8)کوليبا استهاده از فا
cm  در فلاسـک  و يجداسـاز  يب غلوت ـيش

 4 يحـاو  221
 FBS% 81بــا  DMEM -LGط کشــت يتــر محـ ـيل يلــيم
 نيس ـياسترپتوما %8 ن ويليس ـ يپد ـ%8 ،(کايآمر تروژن،يدويا)
 CO2% 1 رـراد و  يدرجه سـانت  91 يدر دما( رانيا داژن،يس)

 يهـا  سـلول  ،ساعت پس از آغاز کشت 91. کشت داده شد
 ط کشت حذ  شدند ويض محيله تعويوسه ر نسبدده بيغ

ط کشـت  يض مح ـيتعـو  .ماندنـد  ينسـبدده بـاق   يها سلول
ر يغ يها روز موجب حذ  سلول 9 يبا فاصله زمان يسلول

 يمياسـترومال مزانش ـ  يهـا  سـلول  تيـدر نها. نسبدده شد
فـراهم   يينهـا  يهـا  شيآزمـا  ي  از پاساژ سـوم بـرا  ـحاص
  .شدند

 
 :(Viability test)ها بودن سلول تعيين درصد زنده

 11 بـا  را يون سـلول ياز سوسپانس ـ تـر يکروليم 11حدود     
  91پس از کرده مخلو   %9/1بلو  پانياز رنگ تر تريکروليم
با استهاده از لام  و برداشتهن مخلو  را يک قلره از ايه، ييان

 ديسـه  يهـا  مربو  به شـمارش رلبـول   يها خانه در نئوبار
مـرده نهـو     يهـا  در سـلول  بلو پانيرنگ تر .شدندشمارش 
زنـده   يهـا  وارد سـلول کدد اما  يرنگ م يها را آب آن کرده و

زنـده بـه دسـت     يهـا  ب درصد سلولين ترتيبه ا .شود ينم
( viability)زنـده  بـودن   درصـد  ،ملالعـه حاضـر   در. ديآ يم

 .بود %31 از بيش بلو پانيتر يزيآم رنگ ها با سلول

 :بررسي ايمونوفدوتايپ سلولي
ده يپسيتر يها سلول ،يسلح يمارکرها يبه مدوور بررس    
خـون   يمياسـترومال مزانش ـ  يها سوم سلول از پاساژ)شده 

 Phosphate Buffered)تـر محلـول  يل يل ـيم 8 در( بدد نـا  

Saline)  PBSها تر از سلوليکروليم 11 .ون شدنديسوسپانس 
،  CD34 ، HLA-DR يهـا  يبـاد  يتـر از آنت ـ يکروليم 1را با 

CD105 نيتريکـوار يه بــا فـکدژور ـ(PE )يهــا يبـاد  يآنتــ و 
CD90  ،CD73  وCD45 اناتيوسيزوتيا نيکدژوره بافلورسئ 

(FITC )يهـا  يبـاد  يبا آنت ـ يکدترل مده يبرا و PE-IgG1 و 
FITC-IgG1 ها مربـو  بـه شـرکت     يباد يآنت)مخلو  شدند

 9 قـه در يدق 91 تـا  21به مـدت   و (کا بوديامرـ   دسيوسايب
در مرحله بعد  .انکوبه شدند يکيتار در رراد و يدرجه سانت

 111 در و تشـو داده شـدند  سش PBS-BSA% 2 بـا  ها سلول
در انتهـا بـه مدوـور     و ون شـدند يسوسپانس ـ PBS تـر يل يليم
بـه   %8 دي ـپـارافرم آلدئ  تريکروليم 11 ،ها شدن سلولکس يف

  ي ـتحل ه وي ـتجز يتومتريها اضافه و با دسـتگاه فلوس ـ  لوله
 .شدند

 
 :نربي مزانشيمي به رده استرومال هاي تمايز سلول

 9-1 پاســاژ يهــا از ســلول ينربــز بــه رده يتمــا يبـرا     
سـلول  8198، تعداد يبعد از شمارش سلول .دياستهاده ررد
 سـرم  يحاو DMEM-LGط کشت يمح تريل يليم 8به همراه 

افـزوده شـد و در    يا خانـه  29ت ي ـپل يهـا  به ناهـک  81%
% 1رطوبت و  يدارارراد  درجه سانتي 91 يانکوباتور با دما

CO2 41هـا بـه    سـلول  تـراکم کـه   يهدگـام  .قرار داده شد% 
 ازتر يل يليم 8 و شد يخال DMEM-LG ط کشتيمح د،يرس
ن و يانســول ،درزامتــازون شــام  يبــه نربــز يتمــاط يمحــ
 يا خانـه  29ت يبه پلن ي  رزانتي  متيزوبوتيا ن ويددومتاسيا

بـه   .ت دوبـاره در انکوبـاتور قـرار داده شـد    يپل .افزوده شد
 .ض شديبار تعو کيروز  9هر  يزيط تماي، محههته9مدت 
  رد مـورد  ياو يزيآم ها با رنگ ز سلوليتما ،روز 28بعد از 
 .قرار ررفت يبررس

 
 :استخوانيمزانشيمي به رده  استرومالهاي  تمايز سلول

 9-1 پاسـاژ  يهـا  از سـلول  استئوبلاسـت ز بـه  يتما يبرا    
 ـ .دياستهاده ررد ، يبعـد از شـمارش سـلول   طورخلاصـه  ه ب
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 ط کشـت يمح ـ تـر يل يل ـيم 8سلول بـه همـراه    8198تعداد 
DMEM-LG 29ت ي ـپل يهـا  بـه ناهـک   %81 سـرم  يحاو 

درجــه  91 يافــزوده شــد و در انکوبــاتور بــا دمــا يا خانــه
 يهدگام .قرار داده شد CO2% 1رطوبت و  يدارارراد  سانتي
 DMEM-LG ط کشتيمح د،يرس %41ها به  سلول تراکمکه 
 بـه اسـتخوان شـام    ز يط تمايمح ازتر يل يليم 8 و شد يخال

 ک دويد آسـکورب يفسـهات و اس ـ  سرول دويرل ،درزامتازون
 ـپل .افزوده شـد  يا خانه 29ت يبه پل ،فسهات ت دوبـاره در  ي

هر  يزيط تمايروز، مح 21به مدت  .انکوباتور قرار داده شد
هـا   ز سـلول يتما ،روز21بعد از  .ض شديبار تعو کيروز  9

 .قرار ررفت ين رد مورد بررسيزاريلآ يزيآم با رنگ
 

 :مزانشيمي به رده عصبي استرومالهاي  تمايز سلول
 و 9-1 پاسـاژ  يهـا  از سـلول  يز به رده عصـب يتما يبرا    

 ـ .(21، 28)دياستهاده ررد رييتغ يملابق دستوالعم  با کم ه ب
cm فلاسـک  در يلکه تراکم سلو يهدگامخلاصه  طور

2
 11 

ده يپس ـيتر د،يرس ـ% 11به   DMEM-HGط کشتيمح يحاو
سـلول بـه     2 819، تعـداد  يبعد از شمارش سـلول  .ررديد
ــيم 8همــراه  ــريل يل ــه  %81ســرم يط کشــت حــاويمحــ ت ب
افزوده شد و در انکوباتور بـا   يا خانه 29ت يپل يها ناهک

قـرار   CO2% 1رطوبـت و   يدارارراد  درجه سانتي 91 يدما
ط يمح ـ د،يرس ـ %41ها به  سلول تراکمکه  يهدگام .داده شد

: يز عصــبيط تمــايمحــازتــر يل يلــيم 8و شــد يکشــت خــال
 81 يبروبلاستيفاکتور رشد ف ،کرومولاريم 1 ديک اسيدوئيرت

نـانوررم در   81درمال ي ـرشد اپ فاکتور ،تريل يلينانوررم در م
 ،تـر يل يل ـينـانوررم در م  81 يفـاکتور رشـد عصـب    ،تريل يليم
د يک اس ـيآسـکورب  مولار و يليم 1/1 ني  رزانتي  متيزوبوتيا

 ـپل .افـزوده شـد   يا خانـه  29ت يبه پل کرومولاريم 811 ت ي
روز  9هر  يزيط تمايمح. انکوباتور قرار داده شددوباره در 

 يمورفولـوژ مختلـف   يهـا  زمـان در  .ض شـد يبار تعو کي
 يهـا  ان ژني ـبهـا،   ز سـلول يد تمـا يي ـبه مدوور تا و ها سلول

ــ ــب ياختصاص ــا  يعص ــ Real Time-PCR روشب  يبررس
  .ديررد
 

 :RT-PCR  آناليز
  افتهين زيتما يها سلول و (شيآزما)افتهيز يتما يها سلول    

 يمورد بررس يعصب ياختصاص يها ان ژنياز نور ب( کدترل)
ت ي ـکدتـرل بـا ک   ش ويآزمـا  يهـا  سلول RNA .ررفتدد قرار

RNX-Plus (داژنيس)، تي ـک يهـا  اسـاس دسـتورالعم    بر، 
درجه  -11زر يها در فر جهت ادامه آزمون شده و يجداساز
 DNA ياحتمـال  يرفع آلودر يبرا .شد يرراد نگهدار يسانت
 (فرمدتـاز ) DNase1م ياستخرا  شده بـا آنـز   يها نمونه ،زين
ــاريت ــدند م ــپس م .ش ــس ــ RNAزان ي ــه ب ــتگاه يوس له دس

ــانودرا )اســپکتروفتومتر ــيتع (ن ــن رردي  RNA يرو از. دي
-RT)معکوس  يسيدر واکدش رونو cDNA ،استخرا  شده

PCR )م تـرانس يآنـز  م ووهگزامر رند آغازرر با استهاده از 
ه يته( داژنيس) cDNAپتاز ملابق با دستورالعم  ساخت يکر
 ،يعصـب  يهـا  ژن ياختصاص آغازررهايادامه با  در .ديررد

ملابق بـا دسـتوالعم    ( PCR)مرازيپل يا رهيزنج يها واکدش
محصـول  . کلر انجام شـد يبا دستگاه ترمال سا ت تاکارا ويک
بـا رنـگ    الکتروفورز شده و %2در ژل آراروز  PCR يينها

Sybersafe (8جدول )قرار ررفت يابيمورد ارز. 
 

 Real Time PCRمورد نياز جهت  ياجزا: 2جدول 
 

 غلظت اجزا

MasterMix syber green 

(amplicon) 
µL 1/4 

Primer F+R (µL 8 )pmol 81 

(Template)1*103 ng (cDNA) µL 8 

Distilled Water (µL 1/9 )µL 89 Up to 

 
مزانشيمي به رده عصبي بـا   استرومالهاي  تاييد تمايز سلول

 : Real-Time PCR روش
ــب     ــي ــا ژن mRNA يان کم ــب يه ،  MBP  ،nestin يعص

GFAP  وMAP2 حاص  از  يها در نمونهcDNA    بـه دسـت
ط تمـايز  يکشـت داده شـده تحـت شـرا     يها آمده از سلول
 آزمـايش مراح  انجام  .ديررد يروز بررس 4عصبي پس از 

طبـق   و نحوه ساخت مستر ميکس و برنامه دمـايي واکـدش  
ــدســتور عمــ   کــر شــده در ک   Syber-Detect MMXت ي

 ـ .باشـد  يم ـ( آلهابيو كانادا،)  cDNAابتـدا   ،خلاصـه  طـور ه ب
 8به نسـبت   Water DEPCشده در مرحله قب  را با  ساخته
 فلوسـيتومتري  ،ق کـردن ي ـبعـد از رق . ميکد ـ يق م ـي ـرق 2به 
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 ـبلـوک   يمراح  بـر رو  يتمام. رردد يمختصر م خ انجـام  ي
هـا را   آن ،مسـتر مـيکس  م و يقب  از استهاده از آنز. شود يم

در . ميده ـ يخ قـرار م ـ يبلوک  يبر رو کرده و فلوسيتومتري
 و  جدارانـه ي ـکروتيک ميها در  مرحله بعد به تعداد نمونه

کلر يدر دسـتگاه ترمـال سـا    وم يکد يدرست م يمحلول کار
Corrbet Science Rotor-Gene 6000 جـدول  )ميده ـ يقرار م

2). 
 

اجرا شده براي Step-Real-Time PCR 2 مراحل واكنش :  1جدول 
 بررسي بيان ماركرهاي عصبي

 
 سيكل زمان دما مرحله

درجه  31 دناتوره اوليه
 رراد سانتي

91 
 8 يانيه

درجه  31 دناتوره
 يانيه 1 رراد سانتي

اتصال آغازررها و  91-91
 رسترش

درجه  41
 رراد سانتي

91 
 يانيه

 
 افزار نرم توسط يعصب ياختصاص يها ژن ينسب بيان نتايج  

با ج ينتا ياستخرا  و معدادارReal-Time PCR دستگاه 
 .ديرردمشخص SPSS  1/88 و REST 2009 افزار نرم
 
 ها افتهي
اسـترومال   ياـه وص سلولـزان خلـيان از مـدياطم يراـب   

 به  يزيد نا  وتوان تماـون بدـاز خ دهـدا شـج يـميمزانش

ــلول ــا سـ ــ يهـ ــب و يميرده مزانشـ ــه ترت ،يعصـ ــبـ ب  يـ
 . انجام ررفت PCR  و ياختصاص يزيمآ رنگ ،يتومتريفلوس
 

 :بررسي ايمونوفدوتايپ سلولي
 يسـلح  يمارکرهـا هـا يـا    شاخصان يج مربو  به بينتا    

نشان داده شده  8در نمودار  يمياسترومال مزانش يها سلول
بررسـي   SPSS 1/88 يبا اسـتهاده از برنامـه آمـار   ها  و يافته
 . اند شده
 

 :بررسي پتانسي  تمايزي سلولي
برررفتـه  )خون بدد نـا    يمياسترومال مزانش يها سلول    

قـرار ررفتـه    يتيپوس ـيز آدير تمـا يکه تحت تـاي ( 9 از پاساژ
ي زي ـآم رنگ اـب ـينرب ياـه علت حضور واکوئ ه ب ،بودند

Oil-Red-O ن يند ـ هـم  (.8شـک  )واکدش مثبت نشان دادند
خون بدد نا  که بـه مـدت    يمياسترومال مزانش يها سلول
ابتدا  ،به استخوان قرار ررفته بودند زيط تمايههته در مح دو
علـت رسـوب   ه را نشان داده سپس ب ـ يرات مورفولوژييتغ

 يزيــمآ بــا رنــگ ،(شــدن يمعــدن)ســل  ســلول م دريکلســ
 (.8 شـک  )ن رد به رنـگ قرمـز درآمدنـد   يزاريآل ياختصاص
ز يپس از تمـا  خون بدد نا  يمياسترومال مزانش يها سلول
ده يتوپلاسم کشيس يخار  شده دارا ياز شک  دوک ،يعصب
ا ندــد زوائــد يــک يــ يدارا کونــک و يجســم ســلول بــا
 (.8شک )دنديررد يتوپلاسميس

 

 
 
 

 
 

   

File: CD73-N.FCS   Date: 15-03-2014  Time: 11:45:16    Particles: 5000   Acq.-Time: 42 s
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partec PAS

Region Gate Ungated Count Count/ml %Gated Mean-x CV-x% Mean-y CV-y%
R1 <None> 3501    3501    -    70.02 125.94  28.27 58.75   37.98
Q1 R1 10      2       -    0.06 3.43    100.16 78.13   1.70
Q2 R1 3706    3310    -    94.54 247.33  66.59 129.92  24.92
Q3 R1 1009    4       -    0.11 1.86    58.33 55.92   10.64
Q4 R1 275     185     -    5.28 100.98  90.26 56.79   9.11
RN1 <None> 3973    3973    -    79.46 249.78  72.23 -    -    
RN2 R1 3970    3488    -    99.63 238.06  67.86 -    -    

Speed: 7.0
Enable Parameter Gain Log L-L U-L Comp. FSC SSC FL1 FL2 IC LogBias: ON

FSC - 190.0 lin 180.0 999.9 -- - - - -
SSC - 205.0 lin 10.0 999.9 - -- - - -
FL1 - 300.0 log3 10.0 999.9 - - -- 33.9 0.7
FL2 - 450.0 log3 10.0 999.9 - - 29.6 -- 0.7
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ها مارکرهاي  اين سلول ،شود همان طوري که در شکل ديده مي. استرومال مزانشيمي خون بند نافبررسي مارکرهاي اختصاصي سلول : 2نمودار 
توزيع :  A .باشند منفي مي CD45  ،HLA-DRمانند  يکنند ولي از نظر مارکرهاي را بيان مي CD105و  CD73اختصاصي سلول استرومال مزانشيمي 
 HLA-DRو ( ج) CD45، (ب) CD105، (الهف ) CD73ژن  نمودار كنترل ايزوتيپ آنتي:  B(. الف، ب، ج و د)جمعيت سلول استرومال مزانشيمي

 (د) HLA-DRو  (ج) CD45، (ب) CD105، (الف) CD73ژن  نمودار بيان آنتي:  C( . د)
 

 

 

 
   

   

 
 

به  Bو  A شکل .قابل مشاهده است ييالقا يخون بند ناف در اثر اضافه کردن فاکتورها يمياسترومال مزانش يها ز سلوليتما ييتوانا: 2شکل 
 يها که از گرانول يز به رده چربيتما. است قبل از القا ک ويپوژنيآد يخون بند ناف بعد از القا يمياسترومال مزانش يها دهنده سلول ب نشانيترت
 يخون بند ناف بعد از القا يمياسترومال مزانش يها سلول دهنده ب نشانيبه ترت Dو  C شکل .مشخص شده است oil redرنگ شده با  يچرب
به  Fو  E شکل. مشخص شده است آليزارين رد م رنگ شده بايق رسوب کلسيکه از طر يز به رده استخوانيتما. است قبل از القا ک ويوژنئاست
ق زوائد يکه از طر يبه رده عصب زيتما .است قبل از القا ک وينوروژن يخون بند ناف بعد از القا يمياسترومال مزانش يها دهنده سلول ب نشانيترت
 (.X200 يي نما بزرگ)کوچک مشخص شده است يجسم سلول ده ويتوپلاسم کشيس ،شکل يتيدندر

A

B 

C E 

D F 
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 هاي اختصاصي عصبي در سطح سلول استرومال مزانشيمي تمايز يافته مشخصات آغازگرهاي طراحي شده براي بررسي بيان ژن: 3جدول 
 

 Ampilicon معكوسآغازگر  جلوبرندهآغازگر  ماركرها
size (bp) 

 چرخه

MAP2 AGT TCC AGC AGC GTG ATG CAT TCT CTC TTC AGC CTT CTC 31 91 
GFAP GCA GAC CTT CTC CAA CCT G ACT CCT TAA TGA CCT CTC CAT C 821 91 
MBP ACC CCG TAG TCC ACT TCT TC ACT CCC TTG AAT CCC TTG TG 813 91 

Nestin GAA GGT GAA GGG CAA ATC TG CCT CTT CTT CCC ATA TTT CCT G 34 91 
 

  Real-Time PCRهاي اختصاصي عصبي در سطح سلول استرومال مزانشيمي تمايز يافته با روش  ميزان بيان ژن:  9جدول 
 (V2 1004 REST 23/0افزار  با استفاده از نرم)

 
 Reaction انواع ها ژن

Efficiency Expression Std. Error 45 %CI P(H1) Result 

(2 =n )b-actin REF 1/8 111/8     

(2 =n )MAP-2 TRG 1/8 189/3 111/84-488/4 829/22-918/9 111/1 Up 

(2 =n )GFAP TRG 1/8 143/19 189/19-313/93 119/811-498/21 111/1 Up 

(2 =n )nestin TRG 1/8 111/1 181/9-992/1 113/1-811/1 411/1  

(2 =n )MBP TRG 1/8 149/9 493/4-432/8 131/1-821/8 111/1 UP 

P(H1) -Probability of alternate hypothesis that difference between sample and control groups is due only to chance. 
 

 

 :هاي اختصاصي عصبي بررسي کمي بيان ژن
ــب     ــي ــا ژن mRNA يان کم ،  Nestin  ،MBP)يعصــب يه

MAP2 و GFAP ) با استهاده ازcDNA يها حاص  از سلول 
، پس از  quantitative Real-Time PCR با يتور عصبينژپرو

-RESTق روش ي ـز از طريو آنـال  نيژن بتااکتبا  يساز نرمال

ــورد ارز 2009 ــم ــت يابي ــرار ررف ــا ژن .ق ــامبرده در  يه ن
که  يحال اند در ان شدهيب يخوبه ش بيرروه آزما يها سلول

 ـب ،(افتـه يز ير تمـا ي ـغ يهـا  سـلول )کدترل يها در سلول ان ي
زار ف ـا نـرم ق ي ـز از طريج آنـال ينتـا  .ده نشديد يعصب يها ژن

REST-2009 انيــزان بيــنشــان داد کــه م MAP2  ،GFAP  و
MBP يهـا  سـلول نسبت به  يتور عصبينژپرو يها در سلول 

 ـيافـزا  يمياسترومال مزانش  nestinژن  دارد امـا  يداراش معد
نشان داد کـه   يز آمارين آناليند هم .نداشت يدارار معدييغت
 ـي ـن بيکمتـر  و GFAPمربو  بـه   يژن ناين بيشتريب  يان ژن

 . (9و  9ول اجد)باشد يم nestinمربو  به 
 

 بحث
 ـ (MSCs)يميمزانش ـ ياديبد يها امروزه سلول     عدـوان  ه ب
شـداخته   يآل در رابله با سلول درمـان  دهيا يک مدبع سلولي

دهد که  يانجام شده نشان م يها بر ملالعه يمرور. شوند يم
 يها از سلول يمختله يها در رده يز عصبيتما يتاکدون القا

 يهـا  ، سلوليمياسترومال مزانش يها از جمله سلول ياديبد
 ـبد يهـا  سـلول  و يديجد ياديبد انجـام ررفتـه    يعصـب  يادي

 inهمکـاران در   و يوود بـر  يوقت 2111از سال . (1)است

vitro همکاران در  برازلتون و وin vivo  يهـا  ز سـلول يتمـا 
 ،را رـزارش کردنـد   يبـه سـلول عصـب    يمياسترومال مزانش

در  يم بافـت عصـب  يترم و يده سلول درمانيقات در زميتحق
، 82، 89)داکردي ـپ يعيو توسعه وس ـينورودژنرات يها يماريب

 در يادي ـز يهـا  ينگران ها و ن وجود هدوز نالشيا با .(88
القـا   يها من بودن سلوليا و آييکار تعام ، يمورد نگونگ

وجـود   يمياسـترومال مزانش ـ  يهـا  شده هماندد خود سلول
 . دارد
ت ي ـماندـد ررف  ييهـا  يژر ـيو دليـ  در ملالعه حاضر به     
نسبت بـه   يريروند کدد پ شتر ويک بيز نوروژنيتما ر ويتکث

گـر مدـابع شـداخته    ياسترومال مغز اسـتخوان و د  يها سلول
 ينا  برا خون بدد يمياسترومال مزانش يها سلول شده، از

 4ن پـژوهش پـس از   يدر ا .(4)دياستهاده ررد يعصب يالقا
 ،يبروبلاسـت يفـاکتور رشـد ف   ،ديک اس ـي ـدوئيمار با رتيروز ت
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ک يد اسکوربياس ،درماليفاکتور رشد اپ ،يفاکتور رشد عصب
 ياختصاص ـ يهـا  ژن يان برخ ـيب ،ني  رزانتي  متيزوبوتيا و

نشــان داد کــه  ،Real-Time PCR  و RT-PCRبــا  يعصــب
nestin يدارامار شده تهاوت معديت يميمزانش يها در سلول 
 نـدارد در ( رروه کدتـرل )مار نشدهيت يميمزانش يها با سلول

 MBPو  MAP-2  ،GFAP يان مارکرهـا ي ـزان بي ـکه م يحال
ن يکمتـر . سه با رروه کدترل داشتيدر مقا يداراتهاوت معد

 GFAP ان مربو  بهين بيشتريب وnestin مربو  به  يان ژنيب
ق نشـان داد کـه   ي ـن تحقي ـج اين نتايند هم (.9 جدول)بود
 يتـر  گر فاکتورها نقش مهـم يسه با ديد در مقايک اسيدوئيرت

دست آمـده دارد  ه تور بيپروژن يها ت سلوليهو ز ويدر تما
د ي ـکرومولار باعـث تول يم 1 ک تايکه در غلوت  يبه طور
 ديک اس ـي ـدوئين رتييدر حضور غلوت پـا  و ينورونسلول 

 GFAP  يهـا  د سـلول يباعث تول ، عمدتاً(کرومولاريم 2/1)
ز يتمـا  ديي ـتا يمشابه برا هاي هدر اکثر ملالع .رردد يمثبت م
 و يميتوشيمدوسي، ايتومتريماندد فلوس هايي روشاز  يعصب

در  ده است امـا يز استهاده ررديد تماييتا يوسترن بلات برا
-Real روشاز  زيد تمـا ييتا ين بار براياول ين ملالعه برايا

Time PCR  يتـاکدون رـزارش مشـابه    كـه  دي ـاسـتهاده ررد 
 .مدتشر نشده است

 سال  و هو وهمکاران در 2118 سال در همكاران دنگ و    
 يمياسـترومال مزانش ـ  يهـا  سـلول  كه كردند رزارش 2119

  ي ـمت  ي ـزوبوتيا وdbcAMP ر ينـا  تحـت تـاي    خون بدـد 
ــايرــزانت ــه ســلوليتمــا يين توان را  يشــبه عصــب يهــا ز ب
نشــان  2119در ســال  همکـاران  اســکار و .(22، 29)دارنـد 
  ،ديک اس ـي ـدوئيرت ،يفاکتور رشد عصـب حضور  که در ندداد
اســترومال  يهــا ســلول ،زون و مرکاپتواتــانوليدروکورتيــه

 تـور يپروژن يهـا  به سلول مشتق از خون بدد نا  يميمزانش
 همكـاران  و تروپـ   2114 سـال  .(29)ابددي يز ميتما يعصب

 هــاي ســلول افتــه ازيز يتمــا يعصــب يهــا عملکــرد ســلول
 و ينعمتــ. (21)نشــان دادنــد را اســتخوان مغــز اســترومايي
 ماركرهاي بيان ميزان جهت بررسي 2113سال  همکاران در
استرومال  يها عصبي در سلول بديادي هاي سلول اختصاصي

ک ههته تيمـار بـا فـاکتور    يپس از  ،مغز استخوان يميمزانش
 از ،ديک اس ـي ـدوئيدرمال و رتيفاکتور رشد اپ و يرشد عصب

 نشـان  فلوسـيتومتري  يها يافته. فلوسيتومتري استهاده کردند

 %98 ،مـارکر نسـتين   %31 حـدود  القـا  از بعد ها سلول كه داد
 تغييرات. كددد يم بيان راGFAP  مارکر %41 ن ويمارکر توبول

 آناليزهـاي  از حاصـ   نتـايج  راسـتاي  در نيـز  مورفولـوژيكي 
 2189همکاران در سال  و يکشاف. (24)بودند فلوسيتومتري

بافـت   يمياسـترومال مزانش ـ  يهـا  سلول زيتما يبررس يبرا
 ،يشـگاه يزماآط يدر مح يشبه عصب يها وم به سلوليدوويس
ــدا RT-PCRاز  ــتهاده کردن ــد. س ــلوليب ــور س ــا ن مدو  يه

ک ي ـدوئيرت مرکاپتواتـانول و  سه روز بـا  يمياسترومال مزانش
 .(21)دنديررد تيمار دياس
ماندـــد  ييايميمــواد شـ ـ  رذشــته از  يهــا  در ملالعــه     

 يز عصـب يتما يمتي  سولهوكسايد برا بتامركاپتواتانول و دي
ر ي ـاخ يهـا  امـا ملالعـه   .(88  ،82، 89)ده استياستهاده ررد

دار ي ـان ناپاي ـاعث بب يائيميهاي ش هدهد که القاكددد ينشان م
شـگاه شـده   يمرگ زودرس سلول در آزما و يعصب يها ژن
خواهـد   يسـلول درمـان   ييآن امر موجب کاهش کـار يکه ا
بـودن   يض در عملکـرد ينق ـ ج ضـد و ين نتـا يند ـ هم. شد

بـا  . ده اسـت ين روش رزارش ررديالقا شده با ا يها سلول
اندارد در اسـت  دسـتورالعم   و ين وجـود هدـوز اسـتراتژ   يا

 ـارا يز عصـب يتمـا  کشـت و  ،يخصوص جداساز ه نشـده  ي
 سـعي  حاضـر  بررسي در رذشته، تجربيات به توجه با. است

تدوـيم  ، يز عصـب يج تمـا يرا هاي دستورالعم شد با اصلاح 
فـاکتور رشـد    ،ديک اس ـي ـدوئيرت يحاو)ديجد دستورالعم 

 ،درمالي ـفـاکتور رشـد اپ   ،يفاکتور رشد عصب ،يبروبلاستيف
 و اسـتهاده از  (ني  رـزانت ي ـ  متيزوبوتيا ک وياسکوربد ياس

مـواد   رشـد و  ين فاکتورهـا يپرتکرارتر وم وينوروبازال مد
 يهـا  ز در سلوليتما يالقا براي مدتريآكار روش ،ييايميش

ن پژوهش با حذ  يا در. رردد انتخاب يمياسترومال مزانش
اسـتهاده از   و( يمـرگ سـلول   يعلت القاه ب)بتامركاپتواتانول
شـك    سـاعت تغييـر   29بعـد از   ،شـده  تدويم دستورالعم 

هـاي روز   ها به سمت عصـبي ديـده شـد و از سـلول     سلول
دارتر يبيان پا تر مورفولوژي و ششم تمايز، جهت آناليز دقيق

 يعـوامل  احتمـالاً  .دي ـاستهاده ررد يعصب يها مداومتر ژن و
، يز سـلول يتمـا  ر وي ـماندد نو  سرم استهاده شده جهت تکث

 ز، مدبـع سـلول،  يتما دستورالعم غلوت مواد القارر،  و نو 
ز ـي ـد تمايي ـتاروش  و يپردازش سـلول  و يورآ نحوه جمع

 مختلف تمايـز  يها  ج ملالعهينتا از عل  تداقض در يـعصب
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  .(88، 82، 21)باشد يتوسط محققان م يعصب
مشـتق از سـلول اسـترومال     يعصب توريپروژن يها سلول    
، عـلاوه بـر   يميسه با خود سـلول مزانش ـ يدر مقا يميمزانش

علت ه ، بيو حهارت عصب يمدي  ايات تعديحهظ خصوص
ار يشـگاه و احتمـال بس ـ  يدر آزما يمتعهد شدن به رده عصب

پـس از  ( بافـت ناخواسـته  )يمي  رده مزانش ـيکمتر در تشـک 
 ـ تواند يوند، ميپ در سـلول   يتـر  د مداسـب ي ـعدـوان کاند ه ب

تـر در   عيقـات وس ـ يانجـام تحق  ندد هر. اس باشد درماني ام
ن ييمدبع سلول، تع و ين روش جداسازيتر مداسب ييشداسا

ت ي ـهو يابي ـارز ،يالقـارر عصـب   يدـه فاکتورهـا  يغلوت به
 يبررس و يشگاهيط آزمايشده در مح القا يها سلول يواقع
 يديقب  از کـاربرد بـال   يوانيمدل ح ها در نآ ييآکار و يمديا

 .باشد يم يضرور
 
 يريگ جهينت
 يهـا  ن ملالعـه نشـان داد سـلول   يا يها افتهيدر مجمو      

 ييجدا شـده از خـون بدـد نـا  توانـا      يمياسترومال مزانش
ت سـلول بـه   ي ـرا دارنـد و هو  ينـورون  يها ز به سلوليتما

 بـه  مدوـور  بـه . دارد يدست آمده به نو  روش القـا بسـتگ  
از  كـه  اسـت  لازم ،يز عصـب يتما مداسب نتيجه دست آوردن

 .كـرد  اسـتهاده  شـيميايي  و عوام  رشد فاكتورهاي از تركيبي
رشـد و کدتـرل    يفاکتورهـا  و ييايميمواد ش يبيکاربرد ترک
 يجهـت القـا   يدي ـجد کـار  توانـد راه  يم ها آنده يغلوت به

 يتـور عصـب  يپروژن يهـا  ت سلوليکدترل هو و يز عصبيتما
 خون بدـد نـا  در   يمياسترومال مزانش يها مشتق از سلول

ر ي ـتوجه بـه قـدرت تکث   رسد با يبه نور م. باشدشگاه يآزما
 يهـا  شـتر سـلول  يب ،کيز نوروژنيتما و يريبالا، روند کدد پ
جهـت   يد مداسـب ي ـخون بدد نا  کاند يمياسترومال مزانش

در  و ينـورون  يهـا  لها از جملـه سـلو   ر سلوليز به سايتما
ــتهاده در ملالعــ ـ ينت ــ  اسـ ــه قابـ ــاي هجـ ــيديکل هـ ، يکـ

 .بافت باشد يمهددس و يسلول درمان هاي دستورالعم 
 

 يتشكر و قدردان
مركـز   يمساعدت مـال  نامه، با انين پژوهش در قالب پايا    

تحقيقـات مؤسســه عالــي آمــوزشي و پــژوهشي طـب      
اختـه  ي بـن  يفدـاور  ات وقيت مرکز تحقيحما و انتقال خون
 يپرسد  محترم بخش پـاتولوژ  از ،سددرانينو .ديانجام ررد

مرکـز  )يسازمان انتقال خـون و خـانم تـوکل    مركز تحقيقات
مانه يصـم  ي  همکـار ي ـدله ب ،(اختهيبن  يات وفداورقيتحق
 .ددينما يم يقدردان تشکر و ،قين تحقيانجام ا در
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Abstract 
Background and Objectives 

Umbilical cord blood, as a source of mesenchymal stromal cells, has many advantages 

compared to other sources. This study aimed to provide a new method for the in vitro neural 

differentiation of human umbilical cord blood derived mesenchymal stromal cells (MSCs 

hUCB).    

 

Materials and Methods 

In this experimental study, MSCs hUCBs were isolated and characterized by morphologic, 

adipogenic, and osteogenic differentiation and immunophenotypical analysis. Then, neural 

induction of MSCs hUCB was performed by using RA, bFGF, NGF, EGF, AsA , IBMX, and 

neurobasal medium. Then, the relative expression of neural-specific genes was investigated by 

quantitative real-time PCR assays, REST 2009, and SPSS 11.5 software. 

 

Results 

Our results showed the osteocytic  and  adipocytic differentiation capacity and fibroblast-like 

morphology  of MSCs hUCB. Flow cytometry analysis of MSCs hUCB revealed that the cells 

are positive for CD105 (78%), CD73 (78%), and negative for CD45 (2%), HLA-DR (2.5%). 

The cells showed the remarkable transition from fibroblast-like morphology to nueral  

progenitor cells. The results showed that the expression of GFAP, MBP, nestin, MAP-2 genes 

after neural induction significantly increased in comparison with that of the control as 

measured by quantitative real-time PCR assays (p < 0.05). 

 

Conclusions 

Treatment of MSCs hUCB with a set of growth factors and chemical materials induces neural 

differentiation and increases the efficiency of cell-based therapy for neurodegenerative 

diseases in the future. Although, the functionality of neural progenitor cells must be carefully 

assessed in animal models prior to use in clinical application.
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