
 
 دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

 103تا  92صفحات ، 97تابستان ، 2، شماره 28 ورهد

DOI: 10.29252/iau.28.2.92                    

  CD34+و CD133+خون ساز يادیبن يسلول ها  یحرکت یشبه عصب  زیتما لیپتانس
 شگاهیآزما طیمشتق از خون بند ناف انسان؛ در شرا

 3يرودبار یاتیح مینس ،2یهیفائزه فق، 1مقدم يعلو دهیسپ
 گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران، تهران ، ایران ،یو مولکول یکارشناس ارشد سلول۱ 

  رانیتهران، ا ران،یا یدانشگاه علوم پزشک ران،یا یدانشگاه علوم پزشک یو مولکول یسلول قاتیمرکز تحق ار،یاستاد 2
  ت شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقات تهران ، تهران ، ایراندانشیار، گروه زیس 3

 چکیده
هاي مشتق از خون بند ناف انسان، به سلول CD34+و  CD133+در این مطالعه، تمایز سلول هاي بنیادي خون ساز  :سابقه و هدف

 .شبه عصبی حرکتی، بررسی شد
براساس  مارکر، توسط  CD34+و  CD133+هاي بنیادي خون ساز از خون بند ناف انسان جدا شده و سپس، سلول هايسلول :یسروش برر

. بررسی فلوسایتومتري، براي  تعیین درصد خلوص سلول هاي جداشده، انجام گرفت. پس شدندتفکیک   MACS تکنیک  جداسازي مغناطیسی
هاي کشت داده شدند و در انتها بیان پروتئین B27و  RA ،Shh ،BDNFفاکتورهاي ها در محیط کشت داراي سرم و حاوي از آن، سلول

 . توسط ایمونوسیتوشیمی و فلوسایتومتري بررسی شد Nestinو  AChE ،ISL-1 ،NF-Hعصبی حرکتی 
 CD34+ درصد سلول هاي 7/95و  CD133+درصد سلول هاي 98آنالیز فلوسایتومتري مارکر هاي سطحی  نشان دهنده  :هایافته

هاي عصبی حرکتی با ها، به صورت ایجاد زوائد آکسون مانند، پس از دوره تمایزي و بیان پروتئینجداشده بود. تغییر شکل سلول
 ISL-14/66%(، AChE )3/58% ،(NF-H ( ایمونوسیتوشیمی مشاهده شد و نتایج حاصل از فلوسایتومتري پس از دوره تمایزي بیان

)6/80%(، Nestin )9/84%( هايرا در سلول +CD133 1 و همچنین بیان-ISL )2/63%( ،AChE )3/52%(، H-NF )6/78%( و Nestin 
  .کردتایید  CD34+ هايرا در سلول )1/80%(

هاي بند ناف انسان قابلیت تمایز به سلول خون +CD34و  +CD133 خون سازهاي بنیادي نتایج نشان داد که سلول :گیرينتیجه
را در شرایط آزمایشگاه دارند والبته مطالعات بیشتر جهت بررسی عملکرد سلول هاي شبه عصبی حرکتی حاصل از شبه عصبی حرکتی 

 شود. این تمایز در بدن موجود زنده پیشنهاد می
 .زیتما ،یحرکت یسلول عصب ،سازخون يادیسلول بن ،خون بند ناف واژگان کلیدي:

 

 1مقدمه
دنیا، بر اثر بیمـاري و یـا ترومـاي     از افراد در سراسر يسالانه بسیار

  گـر سیسـتم عصـبی مرکـزي مبـتلا      هاي تخریـب شدید به آسیب
ند. طبق مطالعات، سیستم عصـبی مرکـزي و محیطـی بـه     شومی

 ).1،2( دهندهاي وارده پاسخ  نمیطور یکسان به آسیب
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ــزي،    ــاب مرک ــتم اعص ــایعات سیس ــرمیم ض ــه ت ــوصب       خص
هـاي  ) و درمـان 3(اسـت  تر هاي طناب نخاعی، پیچیدهآسیب

براي پیشگیري فقط و اغلب شوند میبالینی، کمتر مفید واقع 
). از جملـه سـلول  4،5(هسـتند  هاي احتمالی بعدي از آسیب

هاي نخاعی، به شـدت از بـین مـی   هایی که در جریان آسیب
هاي حرکتی  هستند، که به عنوان گـروه خاصـی   روند، نورون

لی حرکات بدن بوده و تخریب آنها، هاي اصها، سلولاز نورون
هاي  نورودژنراتیو ناتوان کننده زیادي را اختلالات  و بیماري

 ).6( کندایجاد می
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هـا،  شماري، براي تـرمیم ایـن ضـایعات و آسـیب    هاي بیتلاش
انجام شـده اسـت، امـا تـرمیم کامـل و بازگشـت بـه وضـعیت         

ي کـه در  کـار جدیـد  ).امروزه، راه6( سلامت، بسیار دشوار است
 ـ   ،بررسـی شـده اسـت    فاز تحقیقاتی ویـژه  ه سـلول درمـانی و ب

 ).7( هاي بنیادي استاستفاده از سلول
هایی با قابلیت منحصر به فرد تکثیر و هاي بنیادي، سلولسلول

ها را ). این سلول8(هستند بازسازي جمعیت هاي سلولی دیگر 
و از  می توان از منابع متفاوت جنینـی و بـالغ اسـتخراج نمـود    

جمله منابع سلول هاي بنیادي بالغ، سلول هاي بنیادي گرفتـه  
 شده از خون بند ناف هستند.

 هاي بنیادي خون بند ناف، بسیار توانمند و نامیرا بـوده و سلول
دسترسی به آنها به دلیل تولد روزانه تعداد زیادي نوزاد، آسـان   

بـراي  هـا  هاي محققان، از این سلول). بر اساس بررسی9( است
هـاي نورولـوژیکی و   هاي متفاوتی مانند بیمـاري درمان بیماري

 ).10،11( صدمات نخاعی، استفاده شده است
هـاي بنیـادي   اي از سـلول هاي بنیادي خون ساز، دسـته سلول

هـاي  کـه منشـا تمـامی سـلول    هستند موجود در خون بندناف 
). آنها فاقد مارکر سـطحی سـلول  12( شوندخونی محسوب می

هـاي خـونی بـالغ بـوده و بـر طبـق       ایز یافته و یا سلولهاي تم
، CD133هـا، شـامل   ها، مارکرهاي مربوط به این سلولپژوهش
CD34 ،CD45 ،C-kit ،Thy-1   وCD109  13،14(هستند.( 
هـاي بنیـادي،   هاي مذکور، داراي دو توانایی مهـم سـلول  سلول

هــاي ). در طــی ســال15( یعنــی خودنــوزایی و تمــایز هســتند
هاي بنیادي خون ساز، نقـش مهمـی   ته، استفاده از سلولگذش

هـاي  هـاي مختلـف، بـه خصـوص بـدخیمی      در درمان بیماري
 ).16( خونی داشته است

ها، مغز استخوان و خون محیطی، به عنـوان منـابع   گرچه سال
انـد، امـا   اصلی ایـن نـوع از سـلول هـاي بنیـادي مطـرح بـوده       

خون بنـد نـاف بـه     هاي این دو منبع، سبب شده کهمحدودیت
 ها مد نظـر قـرار گیـرد   تر براي این سلولعنوان منبعی مناسب

)16.( 
هـاي  ، نشانگر معمـول بـراي شناسـایی سـلول    CD34آنتی ژن 

). با این حـال، ایـن آنتـی ژن،    17-19(است بنیادي خون ساز 
هـاي بنیـادي خـون سـاز قابلیـت بیـان       برروي همگـی سـلول  

هاي ابتدایی، بیان شـده و  برروي سلول CD34). 20-22ندارد(
). این 23( یابدبیان آن به دنبال تمایز به سلول بالغ، کاهش می

هـاي  مارکر، در خارج از سیستم خـون سـازي، بـرروي سـلول    
 ).24( شودمیها نیز بیان اندوتلیال عروق و برخی فیبروبلاست

نیـز بـراي شناسـایی سـلول     CD133، آنتی ژن 1997در سال 
). تحقیقـات نشـان   25،26(شـد  ساز مطرح هاي بنیادي خون 

تـر  ها ابتدایی CD34+نسبت به  CD133+ هاياند که سلولداده
تـر اسـت، بـه عبـارتی      بنیـادي  CD133بوده و در واقع مـارکر  

 قدرت تکثیر بیشـتري نیـز دارنـد    CD133+ هاي بنیاديسلول
هـاي بنیـادي خـون سـاز،     علاوه بر سلول CD133). مارکر 27(

ها )، نورون29( )، گلیوبلاستوما28( هاي اندوتلیالبرروي سلول
 ) نیز بیان دارد.30( هاي بنیادي گلیالو سلول

هـاي  تاکنون تعدادي از پژوهشگران، قدرت تمایز عصبی سلول
)؛ لـذا هـدف   31اند (کردهاثبات  را CD34+و  CD133+بنیادي 

هاي بنیادي خون سـاز  مطالعه پیش رو نیز بررسی تمایز سلول
+133CD  و+CD34     مشتق از خون بند نـاف انسـان بـه سـلول

تـا بتـوان در راسـتاي انجـام      هاي شـبه عصـبی حرکتـی بـود    
ــراي بهبــود   ــافتن راههــاي مناســب ب تحقیقــات لازم جهــت ی

    .کرداختلالات عصبی حرکتی اقدام 
 

 مواد و روشها
هاي بنیـادي  خـون   آوري نمونه و جداسازي سلولجمع
 ز خون بند ناف انسانا CD34+و  CD133+ساز 

هـاي کمیتـه اخـلاق    واحدهاي خون بنـد نـاف، براسـاس روش   
 پزشکی دانشگاه علوم پزشکی ایران  جمع آوري شدند.

هـاي  دسـت آمـده، در فـالکون   ه در مرحله اول، خون بند ناف ب
ml50 )SPL Life Sciences, Korea بــا هیدروکســی اتیــل (

رسوب گلبـول )،  جهت HES; Fresenius, Germany( استارچ
ساعت در دماي اتاق،  2و به مدت شد هاي قرمز خون، مخلوط 

داري شد. پس از اتمام انکوباسیون، دو بخش ایجاد شد، در نگه
هاي قرمز و در قسمت قسمت پایین، توده تقریبا متراکم گلبول

اي خون بند نـاف  هاي تک هستهبالایی، پلاسما همراه با سلول
 قرار داشت.  و مقدار کمی، گلبول قرمز
اي از هاي تک هستهلایه سلول کردندر این مرحله، براي جدا 

و رسوب حاصـل از  شد ها، محیط رویی سانتریفیوژ سایر سلول
ــایکول( ــه روي ف ) ratio 1:3; Inno- train, Germanyآن، ب

 .شدمنتقل شد و دوباره سانتریفیوژ 
ي اي در بـالا هـاي تـک هسـته   بعد از سانتریفیوژ، لایـه سـلول  

فایکول مشاهده شد. این لایه با دقـت جداسـازي شـد و بـراي     
بـا   CD34+و  CD133+هاي بنیادي خون ساز دن سلولکر جدا

 Miltenyiهاي نشان دار شـده بـا ذرات مغنـاطیس(   آنتی بادي

Biotec, Germany مجاور شد و سپس، با استفاده از سـتون (-
ا جـدا   ه ـسلول ،)Miltenyi Biotec, Germany( هاي جداسازي

 دند.ش
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هاي بنیادي خون ساز جـدا  تعیین درصد خلوص سلول
 شده با استفاده از تکنیک فلوسایتومتري

هاي جدا شده، آنها را در دو لولـه  براي بررسی  خلوص سلول
سرم  بلوکه کننده آنتـی    µl  100فالکون ریخته، به هرکدام 

دقیقـه در   30بادي غیر اختصاصـی افـزوده شـد و بـه مـدت      
-داري شدند. پس از آن، سلولگراد نگهدرجه سانتی 4دماي 

ــا   ــا ب ــافر µl  50ه ــاوي PBS)Caisson Labs, USAب ) ح
شستشـو   )، FBS )Thermo Fisher Scientific, USAسـرم 

دقیقـه)،   10به مـدت    g400داده شده  و بعد از سانتریفیوژ(
هاي اولیه دقیقه برروي یخ  و در یخچال با آنتی بادي 30آنها 

CD133      کونژوگــه شــده بــا مــاده فلورســنتPE )BD 

Bioscience, USA, Cat. no: 566594و (CD34  کنژوگــه
 .FITC BD Bioscience, USA,Cat( شده با ماده فلوئرسنت

no :555821( هـا  بـه   سلول ،انکوبه شدند. براي کنترل منفی
 ,IgG1-PE)BD Bioscienceهــاي  ترتیــب از آنتــی بــادي

USA,Cat .no: 556650( وIgG1-FITC)BD Bioscience, 

USA,Cat. no: 554679.استفاده شد ( 
دقیقـه   10در مرحله بعدي، سلول ها پس از شستشو به مـدت  

هـا محلـول   سانتریفیوژ شـدند. سـپس بـه سـلول     g400دور  با
و با  شد ) اضافه Sigma, USA( %4فیکس کننده پارافرم آلدئید

 ,FACSCalibur; BD Biosciencesدسـتگاه فلوسـایتومتري (  

USAو نرم افزار (Flowmax .تحلیل شدند 
و  CD133+هاي بنیادي خـون سـاز   کشت تمایزي سلول

+CD34    جداشده از خون بند ناف انسان به سـلول هـاي
 شبه عصبی حرکتی 
) SPL Life Sciences, Koreaخانه ( 24براي این کار از پلیت 

هـر   سـلول  در  5×510استفاده شد. به این صـورت کـه تعـداد    
خانه از این پلیت، به مدت یـک هفتـه  بـا اسـتفاده از محـیط      

) حـاوي  DMEM/ F12)Caisson Labs, USAالقـایی شـامل    
 ,FBS ،2% B27)Thermo Fisher Scientificســـرم  15%

Germany ، (1% P/S)Sigma, USA ،(1%  ــل متیـــــــ
 ng/ml)و Sigma, USA ،(nM10 RA )Sigma, USAســلولز(

100 Shh)PeproTech, USAبار،  روز یک ) کشت شد و هر دو
 .شدتعویض محیط انجام 

پــس از یــک هفتــه، محــیط کشــت عــوض شــد و از محــیط   
DMEM/ F12  ــاوي  FBS ،2/0% B27 ،1%P/S  ،1% %10ح

ــل ســـلولز و    )ng/ml100 BDNF)PeproTech, USAمتیـ
هـا در ایـن محـیط کشـت     استفاده شد و یک هفته دیگر سلول

ض محـیط انجـام شـد. در تمـامی     بار  تعوی و دوروز یک ندشد

) C، 5% CO2° 37ها در انکوباتور(مراحل کشت تمایزي، سلول
 نگه داري شدند.

هاي شبه عصبی حرکتی هاي سلولبررسی بیان پروتئین
 با استفاده از تکنیک ایمونوسیتوشیمی

ها در روز چهاردهم پس جهت ارزیابی ایمونوسیتوشیمی، سلول
در دماي اتاق با استفاده از پـارافرم   دقیقه، 20از تمایز به مدت 

هـا از  سـلول کـردن  تثبیت شدند. براي نفـوذ پـذیر    %4آلدئید 
) رقیق شـده  Triton X-100 2/0 % )Merk ,Germanyمحلول 

 Goat serum 5%) Cellو از محلـول  شـد  اسـتفاده    PBSبـا  

Signaling Technology, UK    رقیـق شـده بـا  (PBS  جهـت ،
تی بادي هـاي غیـر اختصاصـی اسـتفاده     جلوگیري از اتصال آن

هـاي اولیـه   ها یک شبانه روز با استفاده از آنتی باديشد. سلول
ــال   Nestin )anti-human Nestin antibodyمونوکلونــ

BioLegend, cat. no:656802،(AChE)Santacruz 

biotechnology , cat. no: sc 373901 ،(NF-H)EMD 

Millipore, cat. no:NE1023و (ISL-1)anti-human Isl-1 

antibody, Santacruz biotechnology cat. no:sc30200  (
هـا از  انکوبـه شـدند. بـراي شستشـوي سـلول       1:100باغلظت 
 PBS)  رقیق شده در Tween20 1/0%) Sigma, USAمحلول 

 PE)Donkeyاســتفاده شــد. آنتــی بــادي ثانویــه متصــل بــه  
polyclonal secondary antibody to mouse IgG-H 

&L.Abcam Cat:no:ab 7003 هاي اولیـه  ) بر علیه آنتی بادي
Nestin ،AChE وNF-H  و آنتی بادي ثانویه  متصل بهAlexa 

Fluor® 488 )Goat polyclonal secondary antibody to 

rabbit IgG - H&L, Abcam, cat, no: ab-150077   بر علیـه  (
بـه مـدت یـک     1:200هردو با غلظت   ISL-1آنتی بادي اولیه 

هـا   . پس از شستشوي سـلول شدساعت در دماي اتاق استفاده 
 ,DAPI )Sigmaها بـا اسـتفاده از رنـگ    ،  هسته سلولPBSبا 

USA   رنگ آمیزي شده  و در نهایت  به کمک میکروسـکوپ (
بـرداري  ها بررسی و عکس)  سلولIX71 Olympusفلورسنت (

 شدند.
هاي شبه عصـبی  لولهاي سبررسی درصد بیان پروتئین

 حرکتی با استفاده از تکنیک فلوسایتومتري
ــابی درصــد بیــان پــروتئین  هــاي تمــایزي توســط جهــت ارزی

 1×510فلوسایتومتري، در روز چهاردهم پـس از تمـایز تعـداد    
تیمـار شـده بـا      CD133+و CD34+سلول  بنیادي خون سـاز  

هاي شبه عصـبی حرکتـی، بـه کمـک     محیط تمایزي به سلول
Cell Scraper (ــانیکی ــازي مک ــف  (SPL:Korea) (جداس از ک
 Tween20 0.05%خانـه جـدا ودر محلـول     24چاهک  پلیـت  

)Sigma, USA(    رقیـق شـده درPBS    درون یـک میکروتیـوب
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دقیقه، در دماي اتاق با اسـتفاده   20سوسپانس شده و به مدت 
دن کـر تثبیـت شـدند. بـراي نفـوذ پـذیر       %4از پارافرم آلدئید 

-Triton Xهـا از محلـول (  سلول کردناي نفوذ پذیر ها برسلول

100 0.2 % (Merk ,Germany    رقیـق شـده بـاPBS   اسـتفاده
ــول  ــد و از محل  Goat serum 5%( Cell Signalingگردی

Technology, UK)    رقیق شده بـاPBS   جهـت جلـوگیري از ،
هــاي غیراختصاصــی اســتفاده شــد. بــراي اتصــال آنتــی بــادي

 PBS/Tween20 0.05%  ار از محلـول ها هر بشستشوي سلول
دقیقــه  5بــه مــدت   g400هــا بــا دور اســتفده شــد و ســلول

هـا بـه دو گـروه تسـت و     ن سـلول آسانتریفیوز شدند. پـس از  
هاي گروه تست یک شـبانه  کنترل ایزوتایپ تقسیم شده سلول

 Nestin )anti human هـاي اولیـه  روز با استفاده از آنتی بـادي 

Nestin  antibody BioLegend,Cat.no:656802( ،AChE 
)Santacruz biotechnology, Cat.no:Sc 373901(، NF-

H(EMD Millipore, Cat.no: NE 1023) ،Isl-1(anti- 
human Isl-1 antibody, Santacruz biotechnology, 

Cat.no:Sc30200)   انکوبه شدند. آنتی بـادي    1:100باغلظت
ــه   ــل ب ــه متص  PE(Donkey polyclonal secondaryثانوی

antibody to mouse IgG-H &L.Abcam Cat:no:ab 7003 (
و آنتـی   NF-Hو Nestin ،AChEبر علیه آنتی بادي هاي اولیـه  
ــه    ــل ب ــه  متص ــادي ثانوی  Alexa Fluor® 488 (Goatب

polyclonal secondary antibody to rabbit IgG - H&L, 
Abcam, cat, no: ab-150077   بـادي اولیـه    )  بـر علیـه  آنتـی

ISL-1   به مدت یک ساعت  براي هـر    1:200هردو با غلظت 
دو گروه تست و کنترل ایزوتایپ در دماي اتاق استفاده گردید. 

هـاي  سوسپانس شده ودرصد سـلول  PBSها با در نهایت سلول
 :BD FACS Caliburتمایز یافته بـا دسـتگاه فلوسـایتومتري (   

USA و نرم افزار (Flowjo   شدبررسی  .  
 

 هایافته
هـاي بنیـادي   جداسازي  و تعیین درصد خلوص سـلول 

+CD133  و+CD34 جدا شده از خون بند ناف انسان 
خون بند ناف انسان، بـا   CD34+و  CD133+هاي بنیادي سلول

جداشـدند و   MACSاستفاده از تکنیک جداسازي مغناطیسـی  
ــه ترتیــب شــکل   ــد ( ب ). B1 و A1داراي ظــاهري مــدور بودن

ــاس دادهبرا ــایتومتري، س ــاي فلوس ــلول 98ه ــد س ــاي درص ه
+CD133  هاي درصد سلول95و+CD34 هاي جداگانـه  از نمونه

 ).B2 و A2(به ترتیب شکل  جدا شدند

 

 
هاي بنیادي خون ساز جدا شده از خون بند ظاهر سلول. 1 شکل

جدا شده از  CD133+هاي بنیادي خون ساز ) سلولAناف انسان. (
جدا  CD34+هاي بنیادي خون ساز ) سلولB( ؛انسان خون بند ناف

 شده از خون بند ناف انسان.
 

و  CD133+هاي بنیادي خـون سـاز   کشت تمایزي سلول
+CD34 هاي شبه عصبی حرکتیجدا شده به سلول 

  CD34+و CD133+ جهت تمایز سلول هاي بنیادي خون سـاز  
مشتق از خون بند نـاف انسـان بـه سـلول هـاي شـبه عصـبی        

رکتی، آنها  طی یک هفته تحـت اثـر محـیط القـایی حـاوي      ح
خانـه کشـت شـدند و     24در پلیـت   Shhو  RAمورفوژن هاي 

تغییر شکل ظاهري سلول ها به صورت ایجـاد، اسـتطاله هـاي    
). پـس  B3 و A3(به ترتیب شـکل   عصبی حرکتی مشاهده شد

ها، براي تمایز بیشتر، آنهـا یـک هفتـه دیگـر در     از القاي سلول
قرار گرفته و در پایـان روز   BDNFمحیط کشت حاوي  معرض

 هاي هاي بنیادي جداشده به سلولچهاردهم، تمایز سلول
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شبه عصبی حرکتی داراي زوائد بلند و آکسون مانند، مشـاهده  
 ).B 4وA 4(به ترتیب شکل شد 

ها در سلول شبه عصـبی حرکتـی   بررسی بیان پروتئین
 یک ایمونوسیتوشـیمی حاصل از تمایز با استفاده از تکن

براساس نتایج مشاهده شده از رنگ آمیـزي ایمونوسیتوشـیمی    
و  ISL-1هاي حاصل از کشت تمایزي، بیان قابـل توجـه   سلول

AChE    هـاي  و تا حـدودي بیـان پـروتئینNestin  وNF-H  در
و  CD133+هـاي بنیــادي  هـاي حاصــل از تمـایز ســلول  سـلول 

+CD34   به ترتیب  شد مشاهده پس از دوره چهارده روز تمایز)
هـا در  چنین به طور کلـی بیـان پـروتئین   ). همB5 و A5 شکل
 ها بود.CD34+ها بارزتر از CD133+هاي حاصل از تمایز سلول

ه عصـبی  بهاي شهاي سلولدرصد بیان پروتئین یبررس
 حرکتی، با استفاده از تکنیک فلوسایتومتري

ــان نتــایج حاصــل از فلوســایتومتري پــس از دوره تمــای  زي بی
     ISL-1 )4/66% ( ،AChE )3/58% ،(NF-Hتقریبــــــــــــی  

%)6/80(، Nestin )9/84%( ــلول ــاي را در ســ و  +CD133هــ
ــان   ــین بی  ISL-1  )%2/ 63،( AChE )3/52%(، NF-Hهمچن

 تاییــد  +CD34هــاي را در ســلول )1/80%( Nestin و )6/78%(
 ). B6 و A6 (به ترتیب شکل کردند

 

 
مودار فلوسایتومتري تعیین درصد خلوص سلول هاي بنیادي خون ساز جدا شده از خون بند ناف انسان براساس مارکر هاي ن. 2 شکل

CD133 و CD34 ) .A نمودار فلو سایتومتري درصد خلوص سلول هاي بنیادي خون ساز (CD133+ ) .جدا شده از خون بند ناف انسانB (
 جدا شده از خون بند ناف انسان. +CD34اي بنیادي خون ساز نمودار فلوسایتومتري درصد خلوص سلول ه
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هاي بنیادي خون سـاز خـون بنـد نـاف     ولتغییر شکل سل. 3شکل

انسان، پس از یک هفته قرارگیري در معرض محـیط کشـت القـایی    
هاي حاصل از یک هفته القـاي  ) سلولAتمایز شبه عصبی حرکتی. (

 CD133+هاي بنیادي خون سـاز  تمایز شبه عصبی حرکتی در سلول
ایز هاي حاصل از یک هفته القاي تم ـ) سلولBخون بند ناف انسان. (

خـون   CD34+شبه عصبی حرکتی در سلول هاي بنیادي خون سـاز  
 بند ناف انسان.

 
 آماري تحلیل

درصــد بیــان مارکرهــاي عصــبی (و خطــاي معیــار) میــانگین 
 CDو CD133+هاي بنیـادي خـون سـاز    حرکتی توسط سلول

خون بند ناف انسان پس از کشت تمـایزي، بررسـی شـده     34+
و  تیـب زیـر بدسـت آمـد    توسط  تکنیک فلوسـاتومتري بـه تر  

05/0<P در نظر گرفته شد.  دار معنی 
اي ه ـمیانگین درصد بیان  مارکر هاي عصبی حرکتی در سلول

+CD133 پس از تمایز: 
ISL-1: % 9/64  ± 93/0 , AChE: % 6/56  ± 85/0 , NF-H: 
% 1/79  ± 97/0 , Nestin: % 4/85  ± 10/0  

Cntrl PE:% 8/4  ± 07/0 , Cntrl Alexa Fluor® 488: % 6/4  

± 08/0  
هـاي  میانگین درصد بیان مارکرهاي عصبی حرکتـی در سـلول  

+CD34 :پس از تمایز 
ISL-1: %  23/61 ± 99/0 , AChE: % 9/50  ± 70/0 , NF-H: 

% 6/76 ± 1/1 , Nestin:% 56/79  ± 31/0  
Cntrl PE:% 9/4  ± 05/0 , Cntrl Alexa Fluor® 488: % 9/4  ± 

01/0  
 

   Nestinو  ISL-1 ،AChE ،NF-H دار مارکرهـــايبیـــان معنـــی
و  CD 133+ها ي مربوطـه در هـر دونـوع سـلول     نسبت به کنترل

+CD34  شدمشاهده. 

 

 
هاي بنیادي خون روزه سلول 14هاي حاصل از تمایز سلول .4شکل

) Aساز خون بند ناف انسان به سلول هـاي شـبه عصـبی حرکتـی. (    
از هـاي بنیـادي خـون س ـ   روزه سـلول  14هاي حاصل از تمایز سلول

CD133+    .خون بند ناف انسان به سلول هاي شبه عصـبی حرکتـی
)Bهاي بنیادي خون ساز روزه سلول 14هاي حاصل از تمایز ) سلول

CD34+ هاي شبه عصبی حرکتی.خون بند ناف انسان به سلول 
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 بحث
ترین دستگاه ارتباطی بـدن اسـت کـه بـر     دستگاه عصبی، مهم

هـاي  از ایـن رو آسـیب   اعمال دیگر اعضاي بدن، نظـارت دارد، 
 کند.  هاي وسیع میمربوط به آن، افراد را دچار محدودیت

هاي طنـاب نخـاعی هسـتند کـه     ها، آسیباز جمله این آسیب
تواننـد سـبب مـرگ    و مـی هسـتند  معمولا غیر قابل بازگشـت  

). مطالعـات آزمایشـگاهی   32(شـوند  هاي عصبی حرکتی سلول
هایی ر روي پیوند سلولها، بکنونی، در جهت درمان این آسیب

هـا، بهبـود عملکـرد و    گیرد که قادر بـه تـرمیم بافـت   انجام می
هـاي  امروزه استفاده از سـلول  ).33( هاي بیماري هستندنشانه

بنیادي بالغ، جهت پیوند براي درمان اختلالات سیستم عصبی 
هـا،  مد نظر قرار گرفته است، زیـرا بهـره منـدي از ایـن سـلول     

مشکلات اخلاقی و احتمـال ایجـاد تومـور را     مشکلاتی از قبیل
هاي بنیادي بالغ مشـتق  بنابراین، استفاده از سلول ).33( ندارد

هـا،  تواند مفید باشـد، زیـرا ایـن سـلول    از خون بند ناف نیز می

، در فـرد  رنـد قابلیت زنده ماندن در شـرایط داخلـی بـدن را دا   
 هسـتند و به آسانی در دسترس کنند میواکنش ایمنی ایجاد ن

هـا  همچنین، تعدادي از مطالعات، توانایی این سـلول  ؛)34،35(
). 36،37( انـد هاي عصبی به اثبات رسـانده را در تمایز به سلول

هـاي بنیـادي موجـود در خـون بنـد نـاف،       سـلول  یکی از انواع
هـاي بسـیاري،   هاي بنیادي خون ساز هستند که بررسیسلول

هـا  ویـژه نـورون  ه اگون، ب ـهاي گونرا به سلول قدرت تمایز آنها
)؛ لذا مطالعه حاضر نیز، در ارتباط با ایـن  38،37( اندنشان داده

 نوع از سلول ها انجام گرفت.
هـاي بنیـادي خـون    خون بند ناف، نسبت به منابع دیگر سلول

توان به عدم ، که از این مزایا میهستندساز، داراي مزایایی نیز 
هـا نسـبت بـه    ر سـلول )، بلـوغ کمت ـ 39( محدودیت اهداکننده

. کـرد اشاره  )40( زدگی پیوندهاي فرد بالغ و کاهش پسسلول
و در کـرد  توان خون بند ناف افراد را ذخیـره  از سوي دیگر، می

 ).41( موارد نیاز براي خود فرد استفاده کرد

 

 
) بیان قابل توجـه  Aبررسی بیان مارکرهاي عصبی حرکتی در سلول هاي شبه عصبی حرکتی حاصل از تمایز توسط ایمونوسیتوشیمی . ( . 5شکل

-روزه سـلول  14عصبی حرکتی حاصل از تمایز  در سلول هاي شبه Nestinو  NF-Hو تاحدودي بیان مارکر هاي  ISL-1 ،AChEمارکر هاي 
و  NF-Hو تاحدودي بیان مارکر هـاي   ISL-1 ،AChE) بیان قابل توجه مارکر هاي Bخون بند ناف انسان. ( +CD133هاي بنیادي خون ساز 

Nestin هاي بنیادي خون ساز روزه سلول 14هاي شبه عصبی حرکتی حاصل از تمایز در سلولCD34+ نسان.خون بند ناف ا 
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هاي هاي بنیادي خون ساز این بافت، سلولاز میان انواع سلول
مورد مطالعه تحقیق   CD34و CD133ژن سطحی داراي آنتی 

بیـان  پیش رو بودند. نکته قابـل توجـه در ایـن مـورد، قابلیـت      

و  نوع سلول، بنیـادي خـون سـاز     دو برروي هر CD133مارکر 
) و همچنین، وجود شواهدي  از قبیل قدرت تمـایز  30عصبی (

هاي به سلول CD34+و  CD133+سلول هاي بنیادي خون ساز 

 

 
) نمودارهاي مربوط به بررسی A(.فلوسایتومتري تکنیک از استفاده با حرکتی عصبی شبه هايسلول هايپروتئین بیان درصد بررسی. 6شکل 

توسط تکنیک فلوسایتومتري به ترتیب از چپ به راست شامل:  CD133+درصد بیان پروتئین هاي تمایزي در سلول هاي بنیادي خونساز 
(با درصد تقریبی  Nestin)، %6/80(با درصد تقریبی  NF-H)، %3/58(با درصد تقریبی  AChE)، %98/4 (با درصد تقریبی PEترل کن
 بررسی به مربوط ) نمودارهايBاست. () %4/66(با درصد تقریبی  ISL-1) و %80/4(با درصد تقریبی  Alexa Fluor® 488)، کنترل 9/84%

 کنترل: شامل راست به چپ از ترتیب به فلوسایتومتري تکنیک توسط CD34+ خونساز بنیادي هايسلول در یزيتما هايپروتئین بیان درصد
PE )5 تقریبی درصد با%(، AChE )3/52 تقریبی درصد با%(، NF-H )6/78 تقریبی درصد با% (، Nestin )کنترل)، %1/80 تقریبی درصد با 

Alexa Fluor® 488 )1/5 تقریبی درصد با% (و ISL-1 )است) %2/63 تقریبی درصد با. 
 

A 

B 
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هـاي  حالی اسـت کـه تمـایز سـلول     این در؛ )42(است عصبی 
هـاي  بنیادي استفاده شده در بررسی حاضر تاکنون بـه نـورون  

عصبی حرکتی  بررسی نشده است. از ایـن رو، هـدف از انجـام    
سـلول هـاي بنیـادي خـون سـاز       این پژوهش، بررسـی تمـایز  

+CD133  و+CD34   هـاي شـبه   خون بند ناف انسان بـه سـلول
ار، سلول هـاي بنیـادي مـورد    و براي این ک عصبی حرکتی بود

جدا شـده و در محـیط تمـایز بـه      MACSنظر، توسط تکنیک 
هاي شبه عصبی حرکتی، حاوي سرم  کشت داده شـدند.  سلول

هاي برروي سلول CD34و  CD133براي تایید بیان مارکرهاي 
جدا شده نیز از تکنیک فلوسایتومتري استفاده شـد کـه بیـان    

و  CD133+هـاي  بـراي سـلول   %98 این مارکرها را بـه صـورت  
 .کردتایید  CD34+هاي براي سلول 7/95%

اي شـکل داشـتند و   هاي جدا شده، ابتـدا ظـاهري دایـره   سلول
بنابراین براي چسـبیدن   ؛قابلیت چسبیدن به پلیت را نداشتند

از متیـل سـلولز اسـتفاده شـد. پـس از آن،       ،ها به پلیـت سلول
سـرم و حـاوي    هنگامی که در معـرض محـیط تمـایزي داراي   

قــرار گرفتنــد، تغییــر  B27و RA ،Shh  ،BDNFفــاکتور هــاي 
هاي اولیـه بـه صـورت ایجـاد زوائـد بلنـد عصـبی        شکل سلول

هاي عصبی حرکتـی شـامل   حرکتی مشاهده شد. بیان پروتئین
AChE ،ISL-1 ،NF-H  وNestin  نیــز در پایــان روز چهــاردهم

توسـط   باروش ایمونوسیتوشیمی  نشان داده شـد و همچنـین  
د، کـه بیـان ایـن    ش ـتکنیک فلوسایتومتري به طور کمی تایید 

قابـل  بیشـتر  ها CD133+هاي حاصل از تمایز مارکرها در سلول
 توجه بود.

آنجا که استفاده از عوامـل رشـد، نقـش بسـیار مهمـی را در       از
)، در ایـن  43( تسریع تکثیر و تمایز سـلول هـا بـه عهـده دارد    

هاي بنیادي خون سـاز بـه   یز سلولبررسی نیز از عواملی در تما
هــاي شــبه عصــبی حرکتــی اســتفاده شــد کــه شــامل  ســلول

RA،Shh،BDNF  وB27  بودند. 
RA     به عنوان یک مولکول پیام رسان، از عوامـل القـاگر تمـایز

هاي خلفـی لولـه عصـبی، سـبب     ) و در بخش44(است عصبی 
-هاي بین سلولی لازم، براي تمایز و تکـوین مـی  ایجاد واکنش

) و حضور آن، در مراحل ابتدایی تکامل عصبی و رشد 45( ودش
). برخـی از تحقیقـات، نیـز    44(اسـت  آکسونی، داراي اهمیـت  

اي هـاي تـک هسـته   تایید کننده توانایی تمایز عصـبی، سـلول  
در  RAاي نظیـر  خون بنـد نـاف در حضـور مـواد القـا کننـده      

 ).46( همراهی با مواد دیگر است
رتینوئیـک  ، 2004کـارانش در سـال   و هم Jangطبق مطالعـه  

سزایی در حفـظ توانـایی خودنوسـازي و تـرویج     ه اسید نقش ب

هـاي پـیش سـاز    هاي بنیادي خون ساز بـه سـلول  تمایز سلول
 ).47( عصبی را داشت

Shh هاي دخیل در تمایز عصـبی دارد نقش مهمی در بیان ژن 
) و در بخش شکمی نخاع، سبب تمایز صـفحه عصـبی بـه    48(

-هاي گوناگونی نشـان داده ). بررسی49( شودکتی مینورن حر
سبب تحریک بیـان فاکتورهـاي    Shhو  RAاند  که ترکیبی از 

شوند که اهمیت زیادي در تمـایز عصـبی ایفـا    اي میرونویسی
که در کردند نیز بیان ش و همکاران Liqing). 50،51( کنندمی

رکتـی  هـاي ح شرایط آزمایشگاهی، فرآیند پیچیده ایجاد نورون
). گروهـی از  52( امکان پـذیر اسـت   Shhو RAنخاع، در حضور

فـاکتور   پژوهشگران کشورمان نیز،  به اثر هـم افزایـی ایـن دو   
 ).53( انداشاره کرده

BDNF که طبق بررسیاست ها از اعضاي خانواده نوروتروفین-
ها، منجر به توسعه سیستم عصبی مرکزي و رشد آکسـونی در  

 ).54(شود می نواحی آسیب دیده نخاع
B27 ها را در شرایط نیز امکان رشد سلولی و زنده ماندن نورون

 ).55( آوردآزمایشگاهی فراهم می
هاي دخیـل  با استفاده از فاکتورهاي مطرح شده، بیان پروتئین

، AChE ،ISL-1در تمایز عصبی حرکتی در این تحقیق شـامل  
Nestin  وNF-H .مشاهده شد 
AChE کـه در شـکاف   اسـت  ستراز، آنزیمـی  یا استیل کولین ا

سیناپسی نورون حرکتی با ماهیچه قرار دارد و استیل کولین را 
هــا و ). فعالیـت آنـزیم مـذکور در نـورون    56(کنـد  تجزیـه مـی  

 ).57( بیشتر از حسی است فیبرهاي حرکتی
در توسـعه سیسـتم    ساس مطالعات، اسـتیل کـولین اسـتراز   برا

و به همین علت است  یتعصبی مرکزي پستانداران داراي اهم
به عنوان مارکري مناسب، جهت بررسی  تمایز عصبی اسـتفاده  

)؛ لذا در این مطالعه نیز بیان ایـن مـارکر بررسـی    58( شودمی
در حالی که این بیان در تحقیقات مشـابه بررسـی نشـده    ، شد

 است.
ISL-1 وشود در مراحل ابتدایی تمایز عصبی حرکتی  بیان می 

یمونوسیتوشیمی، در قسمت هسته سلول رنگ در رنگ آمیزي ا
 ).59( پذیردمی

 NF  پــروتئین فیلامنتــی غیــر فســفریله     ،یــا نروفیلامنــت
هاي عصبی و به خصوص عصـبی  حدواسطی است که در سلول

تواند سبب القاي بیان ژن می RA) و 60(شود حرکتی بیان می
شـود  مربوط به این مارکر در سـلول هـاي پـیش سـاز عصـبی      

)61.( 
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Nestin     و 62(اسـت  پروتئین نورواکتـودرمی سـلول بنیـادي (
هـاي بنیـادي و پـیش سـاز عصـبی      بیان آن بیشـتر در سـلول  

 ).  63( یابدمشاهده شده و پس از بلوغ به تدریج کاهش می
هـاي  دست آمده از بررسـی ه به طور کلی با نتایج و مشاهدات ب

-سـلول توان نتیجه گرفت کـه  انجام گرفته در این مطالعه، می
خـون بنـد نـاف     CD34+و  CD133+هاي بنیـادي خـون سـاز    

حضـور   انسان، پتانسیل بیان مارکر هاي عصـبی حرکتـی را در  
RA،Shh،BDNF  وB27  ــی ــین، م ــد و همچن ــد دارن ــوان امی ت

هاي حاصل از تمـایز  داشت که  با انجام تحقیقات بیشتر، سلول

هـت  بررسی شده در تحقیق فعلی، به عنوان  منابع مناسبی  ج
   .شوندسلول درمانی در زمینه بهبود ضایعات نخاعی استفاده 

 

 قدردانی و تشکر
 ياری ـپـژوهش   نی ـانجـام ا  يکه مارا در راستا یزانیعز هیاز کل

و  یسـلول  قاتیو کارشناسان  مرکز تحق دیاسات  ژهی، به وکردند
را   یکمال تشکر و قدردان ،رانیا یدانشگاه علوم پزشک یمولکول
 .داریم
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