
و همكاران...هاي بنيادي كارسينوماي تمايز عصبي سلول  فريبا اسماعيلي

و بافت  1395301 پائيز،3 شماره،7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

و بافت مقاله پژوهشي )پژوهشي-علمي(مجله سلول
 1395، پاييز3، شماره7جلد

س ينيجن ينومايكارس ياديبنيهاسلوليعصبيزتما سه يستمدر يبعدكشت
،Ph.D.1جمال مشتاقيان، سيدM.Sc.1حميدرضا جليل،M.Sc.1فائزه عزيزي

*Ph.D.1، فريبا اسماعيليPh.D. 2محمدي علي دوست

 8174673441: شناسي، اصفهان، ايران، كد پستيدانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست-1
 مواد، شهركرد، ايران مهندسي مهندسي، گروهو دانشگاه شهركرد، دانشكده فني-2
 f.esmaeili@sci.ui.ac.ir:پست الكترونيك نويسنده مسئول*

 25/8/1395: تاريخ پذيرش 22/5/1395: تاريخ دريافت
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چكيده
ا:هدف ازينهدف از الكتروريسي (CS/PVA/CNT) كيتوزان/الكلوينيلداربست نانولوله كربني تركيب شده با پلي مطالعه استفاده

. بوديبافت عصبيبالقوه مهندسيكاربردهايبراهاي بنيادي تمايز عصبي سلولمنظوربهشده 

و كشت داده CS/PVA/CNT داربستيروP19 ينيجن ينومايكارس ياديبن هايسلولي،عصبيزتمايمنظور القابه:ها روشمواد
از. شدند و براي ارزيابي بيان نشانگر ويژه عصبي بتاتوبولين از روش ايمنوفلورسنسويلكرز يزيآم رنگجهت بررسي فنوتيپ عصبي يوله

.استفاده شد
بهيزمتما هايسلوليعصبيشكل ظاهر:نتايج به هايسلول.شد ييدات يولهويلكرز يزيآمرنگ يلهوس شده يعصب يژهو نشانگرمذكور
اينبتاتوبول . دادند يمنيواكنش
بنيمهندسيباستفاده بالقوه از تركيبررسينا:گيرينتيجه و درمان با سلول به ياديبافت ب را يزوال عصب هاييماريمنظور بهبود

.كنديم يشنهادپ
يكربننانولوله/الكل وينيليپل/نشانگرهاي ويژه عصبي، كيتوسان يني،جن ينومايكارس هايسلول عصبي،يزتما مواد، يستز:يديكلگان واژ
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 مقدمه
ميعصب يستمس هاييبآس و دريراز علل عمده مرگ

م يبرايمختلف هايتاكنون روش. شونديجهان محسوب
ب ايبرخ. كشف شده است هاي عصبييماريدرمان يناز
 يافتهتجمع هايپروتئين سطح كاهشاز عبارتستهاروش

ي،مغز-يسد خون يرينفوذپذيبا استفاده از محدودساز
بهياستفاده از فاكتورها  هاياز نورونيتمنظور حما رشد

از جمله.)3-1(ي دارو درمانينو همچن يدهديبآس
است ياديبن هاياستفاده از سلول يگرديدرمان هايروش
يمركزيعصب هاي بافتيمترميرا براايتازه يدهايكه ام
به ياديبن هايسلوليزتما.فراهم آورده است يدهديبآس

در.و پژوهش فراوان دارديقبه تحق يازنيعصب هايسلول
 هايسلوليدتوليبرا ياريبس هايروشيراخ هايسال
محتوان چند هاياز سلوليعصب كاربه يشگاهآزمايطدر

از يكيبافت عصبيمهندس).6-4( گرفته شده است
ضا برايهاروشينتركننده يدوارام  يستمس يعاتدرمان

س.استيمركزيعصب و،بعديسهكشت يستمدر كشت
يخارج سلوليكسكه ماتريبستريرشد سلول رو

)ECM(Extracellular) matrix(شب  كنديميسازيهرا
م شود،يم يدهو داربست نام يبعدسهيعتوز.گيرديانجام
 ينيبال اهميتاز متخلخل داربست درونهاو رشد سلول

ا. است بافت عصب برخورداريمهندسيبرا ياريبس يندر
ك هايداربست ينهزم بساقابل از ياريشت در درمان
، ينسوناز جمله پاركيمركزيعصب يستمس هاييماريب

آس يمرآلزا به هاييبو ).7(اند شدهكار برده وارده به مغز
خ و ويتو حساسيتداربست به اهم واصساختار بافت

روييبارها ميكه در بدن موجود زنده شوديآن وارد
بهيياز آنجا. وابسته است زم كه داربست متخلخل ينهعنوان

به بعديسهرشديتهدايو موقت برايمصنوع كار بافت
زيرود، مواديم آس ياديكه شباهت  يدهديببا بافت
بهدا بافت مطرحيضتعويبرايدكاند ترينعنوان مهم رند
بافت قرار داردينكه در برابر مهندسيچالش.)8(شونديم

ن يچيدهپيبمربوط به ترك يبرا يازخواص مورد
بهينا. استآليدها هاي داربست در مسئله خصوص
وييجا يعنيبافت استخوانيمهندس كه توان داربست

ن يكيتحمل بار مكانيتقابل  دارديتاست اهم يازمورد
طب.)9( يعنوان داربست مشكلاتبه يعياستفاده از مواد

 يكي،و مكان يستيز يداريپا زايي،مثل خطرات عفونت

پرا ينههزتحميلو سازگاري يستز و. دارديدر مواد
يدر كاربردها ياديز هايمتخلخل استفاده هاييكسرام

پياز جمله بازسازيپزشك-يستيز  يدابافت استخوان
پاما.اندكرده زميفراوان هاييشرفتبا وجود  ينهكه در
انواعيرتكثيبرا سازگاريستز هايداربستيدتول

مختلف حاصل شده است، هايموجود در بافت هاي سلول
كليداربستيدتول - يكس ماتريطشراييهكه قادر باشد

طوربهيمركزيعصبتميسرا درس يعيطب سلوليخارج
ب يجادايمصنوع باكند هنوز . روستروبه يشماريمشكلات

و فناور يان،م اين در و گسترش علوم نانو موجبيظهور
 هايساخت داربستيبرايثروميشده است تا راهكارها

پا بعديسه  پذير تخريبيستز يمرهايپليتنانوكامپوزيهبا
آبه سازگاريستز با اندازهيينانومواد ساختارها.يدوجود

 طراحي درستدر صورتكهر هستندتا صد نانومت يك
ش يزيكيف ياتخصوصند قادر ده يمياييو .دنمناسب ارائه

ا  عصبيبازسازيداربست براآليدهخواص
ز سازگاري،يستز قابل پذيرييبتخر يستالتهاب كمتر،

ويتخلخل برا غيرسمي،محصولاتيدكنترل، تول عروق
و ماتر يكيبا خواص مكان بعديسهيكسمهاجرت سلول

در.)11و10( استيخارج سلوليكسماترمشابه مناسب
مينا قابل استفاده يمرهايپليعوسيفط يانپژوهش از

 وينيليپل/ كيتوسان تركيبي،بافت عصبيدر مهندس
)CS/PVA/CNT(يكربن نانولوله/ الكل

)Chitosan/polyvinyl alcohol/carbon nanotube 

 يمريپليباستفاده از ترك.شدعنوان داربست انتخاب به
هيلتشك دو ماده مذكور به علت  يدروژليساختار

)Hydrogel structure ( مشابهECM و نرخ مناسب
.برخوردار است شمارييبيتاز اهم پذيريتخريب زيست

- يستزيلدل به CS/PVAيتبا استفاده از نانوكامپوز
سم سازگاري و عدم  هايامكان رشد سلول يت،مناسب

U373 آن يمترميبرايتها به نانوكامپوزو اتصال مناسب
محيبآس .)12( استشده فراهم يطيوارده به اعصاب

از كيتوسان پليمري خطي با ساختاري ساكاريدي است كه
مي هيدروليز پليمر طبيعي كيتين به  دليلبه. آيددست

 داراي پليمر اين كيتوساندر آميني هايگروه وجود
 توانمي جملهآنازكه است فرديبه منحصر خصوصيات

و قاب به وهابا سلول سازگاريليت زيستي، غيرسمي بودن
ا.)14و13(نمود اشارههابافت دليلبه ين،با وجود



و همكاران...هاي بنيادي كارسينوماي تمايز عصبي سلول  فريبا اسماعيلي

و بافت  1395303 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

از فيزيكي خصوصياتازاينامناسب بودن پاره اين پليمر
و ارتجاعيجمله قابليت  از،كششي در كيتوساناستفاده

 هايي محدوديتبا بافت مهندسي هايبرخي از زمينه
ميااز. است مواجه  خصوصيات ارتقاي براي بايستين رو
و نوعي پليمر كيتوزان تركيبازآن شيمياييو فيزيكي

يلدلبه PVAاز. استفاده شود PVAسنتتيك همچون
 توانمي مناسب پذيريتخريبزيست/سازگارينرخ زيست

داراي PVA. گرفت بهره پزشكي مختلف هايزمينه در
درو بوده مناسب دوستيخصوصيات آب قابليت بالايي

رو. تشكيل فيبر دارد داربستيسلول كشت شده
ايكربننانولوله/الكلوينيلپلي/انسكيتو پژوهش،يندر
يهاسلول. بود P19 ينيجنيسرطان هايسلول
 EC()Embryonal carcinoma( ينيجن ينومايكارس

cells(د و قدرت يرانام ياديبن هايسلول يگرمانند بوده
محييبالايرتكث و.)15( كشت دارنديطدر  هاييژگياز

ا  همچنينو بودن)Pluripotent( پرتوانهاسلولينبارز
درآنيزو تمايرتكث ينبنابرا. كشت است محيط ها

.هستنديعصبيزتمايبرايخوبيدكاند P19 هاي سلول
ا ازينهدف از  داربستمطالعه استفاده

تمايز منظوربهيكربننانولوله/الكلوينيليپل/كيتوسان
يبالقوه مهندسيكاربردهايبراهاي بنيادي عصبي سلول
يافته سپس از نظر بروز هاي تمايزسلول. بوديبافت عصب

و بيان نشانگر  ويژه عصبي بتاتوبولين فنوتيپ عصبي
.بررسي شدند

و روش هامواد

و تكثير سلول  P19يرده سلول:P19 بنيادي هايكشت
 α-MEM )α-modified Eagle'sكشتيطدر مح

medium:Gibco, 11900- 073(درصددهو غلظت
 ,fetal bovine serum: Sigma(جنيني گاو سرم 

 سيلينيپن بيوتيكييو مخلوط آنت) 10270-106
 /Penicillin G: Sigma, P3032( يسيناسترپتوما/

Streptomycin: Sigma, S1277 (و در دما 37يكشت
. انكوبه شدCO2درصد پنج فشارو گراديدرجه سانت

. پس از رسيدن به تراكم مناسب واكشت شدندهاسلول
 ينيجناجسام شبهيدتولبراي:ينيجناجسام شبهيدتول

)Embryoid bodies(شداز . روش كشت معلق استفاده
 هاييشد در پتري P19 هايمنظور سلول دينب

ده α-MEMكشتيطمح محتوي يولوژيباكتر همراه با

يك5/2×104( درصد سرم كشت داده شدند سلول در
ايياز آنجا.)6()ليترميلي بههاديشيپترينكه در سلول

به تمايلهاسلول، چسبديبستر كشت نم  يكديگردارند
يلتشك ينيجناجسام شبهيايو تجمعات سلول يدهچسب
.دهند
س P19 هايسلوليعصبيزتما  كشت يستمبا استفاده از
مح P19رده سلول بنيادي:بعديسه -α كشتيطدر

MEM  جنيني گاو روي داربست درصد سرم سه همراه با
يضروريگام ينيجناجسام شبهيلتشك.شدكشت داده 
همينبه. بنيادي استيها سلول يزيتمايها در پروتكل

و بدون حضوربهها سلولدليل در ابتدا  صورت معلق
سپس. داربست كشت شدند تا اين اجسام توليد شوند

داربست منتقلهريرو ينيجنشبهتعداد سه تا پنج جسم 
درجه37يو دماCO2 درصد،5 يزانميطو تحت شرا

از.شديدار انكوباتور نگه گراديسانت بعد از اطمينان
با محيط كشتيطمح يني،جنشبهچسبندگي اجسام 

شدسه درصد سرميحاو از نگه. تعويض تاها سلولداري
ادامه هفتاد تا هشتاد درصدبهيتراكم سلول رسيدن
.داشت
يمنظور بررسي شكل ظاهر به:يولهويلكرز يزيآمرنگ
در هاي بنيادي از تمايز سلول حاصليعصب هايسلول

 ويوله آميزي اختصاصي كرزيل از رنگ بعديكشت سه
)cresyl violet: Merck, 3653684 (ن  يسلكه اجسام
)Nissl bodies(در  يزيآم رنگ هاي عصبيسلول را
با.شد استفاده كند،يم باهاسلول PBS پس از شستشو

اتاقيدر دما يقهدقدهمدتبه درصد70استفاده از اتانول
به. شدنديتتثب محلولدر دقيقهسه تا ده مدت سپس
اسدرصد25/0 ويولهلكرزي(ويولهلكرزي  استيكيد،
مولار، آب يليم6/0يمسد، استاتدرصد8/0يال گلاس
شد) مترمكعبيسانت 100 مقطر براي مشاهده.ندانكوبه

و تصويربرداري سلول هاي رنگ شده از مستقيم
استفاده)Inverted microscope( ميكروسكوپ واژگون

از. شد يولهويلكرزهايي كه به سلول يزي،آمرنگپس
پاسخ مثبت دادند با استفاده از ميكروسكوپ نوري شمارش 

كلو درصد آن شدسلولها نسبت به تعداد .ها محاسبه
شد يزيآمرنگ .و شمارش سلولي حداقل پنج بار تكرار

و اعداد حاصله با استفاده از آزمون آناليز واريانس يك طرفه
و نتايج به صورت ميانگين و تحليل نحرافا±دانكن تجزيه



و همكاران  فريبا اسماعيلي

1395 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-ي

1شكل( داراي شكل چندوجهي هستند
واكشت در ظرفيا ذوباز بعد ساعت2
ج1شكل(كردند را آغازيسلول هايين

هميبه نقطه تلاقهايكلون رسيدن ، با
. شدند

و تكثي واژگوننوريكروسكوپ  يجيتدريراز كشت
مح) يكانپ( P19 ينيجن ينومايس -�كشتيطدر

 كشتاز بعد بلافاصلههاسلول.گاو يني سرم جن
م هاسلوليبعد از مدت: الف. چسبندي بستر كشت

 P19 هايسلوليركه پس از تكثييهايكلون:ب،د
دج، شونديم ساعت بعد24حدوديسلوليكلون:و

ده درصد سرمو MEM-� حاوي ظرف كشت
و ج400×،ب الف د، 100×،، ،،×250،

 ينيجن
يدر پتر P19 ينيجنيسرطان هايل

 ينيجنشبهاجساميلبه تشك منجريولوژي
P1در محيط كشتα-MEM ده درصد

به،چسبنديت نم  چسبيده يگرديكبلكه
 يجادا ينيجنشبهتحت عنوان اجسامي

مح P19 هاي سلول دهو MEM-�كشتيطدر
سر.يني پس از چسبيدن به بستر كشتجنشبه

.100×،ب، 40×،الف: ييبزرگنما

...ي كارسينوماي

و بافت علمي(مجله سلول

ايمنوفلورسنس روشي ديگر جهت
هاي عصبي در اختصاصي سلول

اوليه مورد استفاده در اينبادي
 موش III مونوكلونال ضد بتاتوبولين

mouse anti β-III tubulin monoclonal antibody: 
كونژوگه) IgG) Gايمنوگلوبولين

 FITC-conjugated(ايزوتيوسيانات
anti-mouse IgG: Sigma, (عنوانبه 

ايمنوفلورسنس براي انجام. شد
داربست اي حاوي خانه 12هاي

استفاده از محلول چهار درصد
در درجه حرارت اطاق ساعت

 PBS با محلول سه بار
كننده محلول بلاكاز.و شدند
غيراختصاصي استفادهژنآنتي

با ها بهنفوذپذيري، سلول مدت نيم ساعت
و در دماي PBSدر X-100ن

پس از سه بار شستشو.ه شدند
 نيم ساعت با محلول مدتبههال
شد PBSر ها بعد از نمونه.انجام

با PBS درصد در محلول7
از. مشاهده شدند  جهت اطمينان

اوليه باديهاي كنترل آنتي نمونه

 P19 ياديبن
 انتقال به ظروف مخصوص كشت

. نمودند ير سرعت شروع به تكث

دهاسلولينا كه
ب و 4 حدود) الف

كلونيلكشت تشك
د پس از رس.)و
ش سلول ها واكشت

يكروميرتصو:1شكل
كارس ياديبن هايسلول

MEM سو ده درصد
به بس انفرادي صورت به

كننديم تكثيربه شروع
ميطدر مح كشت ظاهر
واكشت دريااز ذوب

:بزرگنمايي. گاو ينيجن

جشبهاجساميدتول
كشت معلق سلول

يولوباكتر هاييشد
19 هاي سلول. شد

سرم به بستر كشت
يسلول تجمعاتو
).2شكل(كننديم

شده از سلويلتشك) يكانپ( ينيجنجسم شبهياياز تجمعات سلولينور
بجنشبهيك جسم شبيك جسم: يني پيش از چسبيدن به بستر كشت،

جنراهايي مي هستنديردر حال تكث ينيكه از اطراف جسم بزر. دهد نشان

هاي بنيادي تمايز عصبي سلول
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.معيار گزارش شد
ايمنوفلو:ايمنوفلورسنس

شناسايي نشانگرهاي اخت
باآنتي. است محيط كشت

بادي مونوكلوآنتيروش
)monoclonal antibody: 

Abcam, ab7751 (ا.بود
ايزوتيوسشده با فلورسئين

Sigma, F9137FITC: 
ش باديآنتي ثانويه استفاده

هها در پليتدر ابتدا سلول
با.كشت شدند اس سپس
نيممدتبهپارافرمالدئيد

و بعد از آن تثبيت
ايمنوهيستوشيمي شستشو

هايبراي پوشاندن جايگاه
نفوذپذيري جهت ايجاد.شد

تريتوندرصد3/0 محلول
گراد انكوبهسانتي درجه 37
انكوباسيون سلول،PBS با

در ده درصد سرم نرمال بز
0چسباندن با گليسرول

فلورسنس مش ميكروسكوپ
درستي نتايج حاصله، در نم

.حذف شد

 نتايج
و تكث ب هايسلوليركشت

پس از انت P19 هايسلول
و به چسبيدهبه كف آن

يكروسكوپميرتصو:2 شكل
:الف.گاو ينيدرصد سرم جن

هاسلولپيكان


