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 چکیده

هاي تخصص باشند که قابلیت تمایز به انواع سلولنیافته می هاي تمایزاي از سلولهاي بنیادي دستهسلول :زمینه و هدف
شد فاقد هرگونه ها در سیستم عصبی مرکزي پستانداران که تا مدتها پیش تصور میکشف این سلول. دارندیافته را 

هاي دژنراتیو سیستم عصبی مرکزي نظیر سکته اي را براي درمان بیماريباشد، امیدهاي تازهقدرت ترمیم و بازسازي می
نحوه بدلیل اهمیت موضوع، تصمیم گرفته شد . ده استومغزي، بیماري پارکینسون، آلزایمر و ضایعات نخاعی ایجاد نم

هاي بالغ با استفاده از روش ایجاد نوروسفر و تمایز آنها به سلول هاي بنیادي عصبی از مغز موش بالغجداسازي سلول
 .توضیح داده شود سیستم عصبی

شده و پس از ایجاد هاي طرفی مغز موش بالغ تشریح و جداسازي ناحیه تحت بطنی نیمه سري بطن :روش کار
پس از هفت روز نوروسفرهاي اولیه حاصله . اساس روش ایجاد نوروسفر کشت داده شد سوسپانسیون تک سلولی بر

هاي بالغ سیستم عصبی با قرار هاي بنیادي عصبی به سلولتمایز سلول. شمارش شده و میانگین تعداد آنها بدست آمد
ها از تکنیک در محیط کشت تمایزي انجام شد و بمنظور تشخیص این سلولهاي بدست آمده از نوروسفرها دادن سلول

 .نشانگرهاي اختصاصی آنها استفاده شد ایمونوسیتوشیمی و

روز  10تا  7هاي طرفی مغز موش بالغ سوسپانسیون سلولی بدست آمده از بافت تحت بطنی نیمه سري بطن :یافته ها
میانگین تعداد . هاي چند ظرفیتی بنام نوروسفر ایجاد نمودلونیپس از انکوبه شدن در محیط کشت نوروسفر، ک

خاصیت چند ظرفیتی نوروسفرهاي بدست آمده با . تخمین زده شد 505±62ناحیه این نوروسفرهاي بدست آمده از 
یعنی هاي اصلی سیستم عصبی مرکزي هاي حاصله از نوروسفرها در محیط کشت تمایزي با ایجاد سلولقرار گرفتن سلول

  .نورون، آستروسیت و الیگودندروسیت نشان داده شد
هاي بنیادي عصبی روش ایجاد نوروسفر در محیط به دلیل کمبود مارکرهاي خاص براي شناسایی سلول :نتیجه گیري

هاي بنیادي عصبی رویانی و بالغ     آزمایشگاهی روشی مطمئن و انتخابی براي جداسازي، مطالعه و درك بیولوژي سلول
  .باشدمی

  سلول بنیادي عصبی؛ ناحیه تحت بطنی؛ روش ایجاد نوروسفر؛ موش سوري :کلمات کلیدي
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  مقدمه
هاي بنیادي فقط در قبلا اعتقاد بر این بود که سلول

هایی مانند پوست، اپیتلیوم روده و خون که بافت
ها در معرض آسیب و مرگ بیشتر از سایر بافت

شوند و از آنجائیکه تصور باشند، دیده میسلولی می
مرگ نورونی  )CNS1(شد سیستم عصبی مرکزي می

قابل توجهی نداشته و توانایی بازسازي نیز ندارد، 
هاي بنیادي در این دستگاه غیر محتمل و وجود سلول

  . ]1[رسید غیر ضروري به نظر می
هاي بنیادي در وجود سلول 1992تا اینکه در سال 

سیستم عصبی مرکزي پستانداران بالغ با قابلیت تولید 
  . ]2[هاي جدید نشان داده شد نورون

بر خلاف باور قدیمی مبنی بر حالت سکون در سیستم 
هاي عصبی در این عصبی مرکزي و عدم تولید سلول

سیستم، امروزه کاملاً مشخص شده است که حداقل 
 2در دو ناحیه از مغز پستانداران بالغ یعنی پیاز بویایی

-7[افتد زایی اتفاق میو تشکیلات هیپوکامپی، نورون
3[ . 

هاي جدید در سیستم تولید مستمر و مداوم سلول
هاي بنیادي عصبی مرکزي حاکی از وجود سلول

هایی که قابلیت تکثیر، نوسازي و عصبی، یعنی سلول
  .]9،8[باشد هاي تمایز یافته را دارند، میایجاد سلول

هاي یکی از موانع مهم در تشخیص و مطالعه سلول
       شانگرهاي اختصاصی یا بنیادي عدم وجود ن

       ها هاي ظاهري مشخص براي این سلولویژگی
        ها از لذا براي شناسایی این سلول. باشدمی

ها در محیط هاي عملکردي این سلولویژگی
  .شودآزمایشگاهی استفاده می

، رینولدز و وایس با ابداع روشی بنام 1992در سال 
با استفاده از محیط  )NSA3(روش ایجاد نوروسفر 

هاي بنیادي عصبی را کشت فاقد سرم، وجود سلول

                                                             

1 Central Nervous System(CNS) 
2 Olfactory Bulb 
3 Neurosphere Assay (NSA) 

هم در مغز موش بالغ و هم در مغز رویان موش 
  . ]2[نشان دادند 

هاي تمایز یافته سیستم ، سلولیدر چنین شرایط
عصبی مرکزي قادر به رشد و بقاء نبوده و در طی 

هاي روند در حالیکه سلولچند روز اول از بین می
بنیادي عصبی حتی در تراکم بسیار پائین سلولی نیز 

هاي چند ظرفیتی یا وارد فاز تکثیري شده و کلونی
توان با جداسازي کنند که مینوروسفرها را ایجاد می

هاي یک نوروسفر، و کشت مجدد سلول
نوروسفرهاي ثانویه بیشتري را ایجاد نمود و چنانچه 

ر گیرند به ها در محیط کشت تمایزي قرااین سلول
هاي اصلی سیستم عصبی مرکزي یعنی انواع سلول

      نورون، آستروسیت و الیگودندروسیت تبدیل 
            بدین ترتیب رینولدز و وایس نشان دادند . شوندمی

       هاي اصلی اند ویژگیهایی که جدا نمودهسلول
هاي بنیادي یعنی تکثیر، نوسازي و تمایز به سلول
  . ]10،8[باشند اي بالغ و عملکردي را دارا میهسلول

روش ایجادنوروسفر روشی ارزشمند و مهم براي 
       هاي ایجاد منبع دائمی و تجدید پذیر از سلول

ساز و تمایز نیافته عصبی بمنظور استفاده این پیش
باشد ها در مطالعات علمی و اهداف درمانی میسلول

]12،11[ .  
سیستم عصبی مرکزي  ها درکشف این سلول

شد فاقد ها پیش تصور میپستانداران که تا مدت
باشد امیدهاي هرگونه قدرت ترمیم و باز سازي می

هاي دژنراتیو سیستم اي را براي درمان بیماريتازه
عصبی مرکزي نظیر سکته مغزي، بیماري پارکینسون، 
آلزایمر، ضایعات نخاعی و غیره ایجاد نموده است 

]20-13[ .  
هاي بنیادي ذا در این مطالعه نحوه جداسازي سلولل

ایجاد عصبی از مغز موش بالغ با استفاده از روش 
هاي بالغ سیستم عصبی نوروسفر و تمایز آنها به سلول

  . با ذکر جزئیات مورد بررسی قرار گرفته است
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  روش کار
بافتی و کشت   تجهیزات و مواد لازم جهت تشریح

میکروسکوپ تشریح، قیچی بزرگ، : عبارتند ازسلولی 
قیچی نوك تیز کوچک، پنس بزرگ، پنس کوچک، 
پنس کوچک نوك خمیده، اسپاتولا، اسکالپل، بید 

هاي مخصوص فلاسک: ظروف کشت -استریلیزر
-اي خانه 24و  6ظروف کشت  -  T25, T75کشت

-لیتري استریلمیلی 50و  15هاي فالکون لوله: لوله
 70فیلترهاي بافتی و میلیمتري 100: پتري دیش

 و 1در جدول  NSمحتویات محیط کشت . میکرونی
آورده شده  2در جدول  فاکتورهاي رشد و سایر مواد

  . است
  NSمحتویات محیط کشت نوروسفر  .1جدول   

شرکت  نام مواد
 سازنده

شماره  مقدار
 کاتالوگ

DMEM Gibco 124-50 یک بسته-PA 

F12 Gibco 026-21700 یک بسته 

Pen/Strep) Gibco 20 میلی لیتر  
10,000 u/ml 

15140-122 

NaHCO3 Sigma 2.25  گرم S5761 

Glucose Sigma 12 گرم G7021 

Hepes  یک مولار Sigma 10 میلی لیتر H4034 

 - لیتر 8/1  آب مقطر

  
  فاکتورهاي رشد و سایر مواد. 2جدول

شماره  مقدار شرکت سازنده نام مواد
 کاتالوگ

EGF R&D 2028 یک بسته-EG 

bFGF R&D 3139 یک بسته-FB 

Heparin Sigma 2/0% H4784 

Trypsin-
EDTA 

GIBCO 05/0% 25300-062 

Trypsin 
Inhibitor 

Sigma - T6522 

poly–L–
ornithine 
/laminin 

BD Bioscience - - 

Human 
fibronectin 

BD Bioscience - - 

  
  

  )لیتر 75/8براي ( HEM 1آماده سازي محیط 
     MEM2لیتـــري  10محتـــویات یک پـــاکت 

Gibco Cat#41500-018)(  لیتر آب مقطر در یک  3به
لیتر هیپز میلی 160. شودلیتري افزوده می 5فلاسک 

استرپتومایسین - سیلینلیتر پنیمیلی 175یک مولار و 
لیتر آب مقطر  3در فلاسک مجزایی که ) 1:50با رقت (

ترکیبات فوق در یک  .شوندترکیب میدارد با هم 
لیتري به همدیگر اضافه شده و حجم نهایی با  9بالن 

لیتر رسانده می شود و  75/8افزودن آب مقطر به 
آن در  pHمولار  NaOH 10با استفاده از در نهایت 

پس از فیلتراسیون و تقسیم در . شودتنظیم می 2/7
گراد سانتی درجه 4لیتري در میلی 100هاي بطري

 .شوندنگهداري می

  : باشدمحیط کشت پایه شامل اجزاي زیر می
  )NS3(میلی لیتر محیط کشت نوروسفر  88 -1
  میلی لیتر فاکتور تکثیر  10 -2
)Stem Cell Technologies Cat#05701(  

  لیتر سرم آلبومین گاويمیلی 2 -3
)10% BSA Sigma Cat#A33114(  
بنیادي سازي محیط کشت کامل سلول آماده 

  :اجزاي زیر مورد نیاز است ،)NSC5( عصبی
  میلی لیتر محیط کشت پایه 100 -1
  ) EGF6 )10µg/mlمیکرولیتر  200 -2
  ) bFGF7 )10µg/mlمیکرولیتر  100 -3
  ) 679u/ml(میکرولیتر هپارین  100 -4

  زیربطنی مغز موش بالغ تشریح بافت ناحیه
با تزریق  CBAهفته اي نژاد  8تا  6هاي نر موش

بیهوش شده ) mg/kg 120(ی پنتاباربیتال داخل صفاق
. شوندو با ایجاد کشش و در رفتگی گردنی کشته می

                                                             

1 Hanks’ Eagle Medium 
2 Minimal Essential Medium 
3 Neurospher 
4 Bovine Serum Albumin 
5 Neural Stem Cell 
6 Epidermal Growth Factor 
7 Basic Fibroblast Growth Factor 
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با استفاده از قیچی بزرگ یا اسکالپل سر از ناحیه بالاي 
با استفاده از . شودستون فقرات گردنی جدا می

در پوست بالاي ) ساژیتال(اسکالپل یک برش طولی 
با کنار زدن پوست در دو طرف  سر ایجاد شده و

هاي جمجمه در معرض دید قرار      برش، استخوان
درجه  70پوست ناحیه با الکل ،قبل از برش. گیرندمی

هاي لبهگرفتن با . شودبخوبی شستشو داده می
و شده سر ثابت  ،پوستی بریده شده بین دو انگشت

         بوسیله قیچی کوچک یک برش کرونال در 
هاي چشم هاي اوربیتال موجود بین کاسهناستخوا
با استفاده از یک قیچی ظریف نوك . شودمیایجاد 

در (تیز از ناحیه فورامن مگنوم تا برش کرونال قبلی 
در ) ساژیتال(یک برش طولی ) بین دو کره چشم

باید دقت نمود که . شود طول درز ساژیتال ایجاد می
در جریان این برش از یک قیچی کاملا ظریف نوك 
تیز استفاده نموده و در طی برش تا حد امکان زاویه 

تا کنیم بین دو تیغه قیچی را در کمترین حالت حفظ 
با استفاده از یک پنس نوك . به مغز آسیب وارد نشود

خمیده لبه هاي استخوانی بریده شده در هر طرف 
 و خارج کشیده می شوند تا مغز در به سمت بالا

معرض دید قرار گیرد و سپس با استفاده از یک 
       اسپاتول نوك خمیده مغز جدا شده و در داخل 

لیتري که محتوي میلی 50یا  15هاي فالکون لوله
با . باشند قرار داده می شودمی HEMمقداري محیط 

ي میلیمتري که دارا 100انتقال مغز به پتري دیش 
HEM  یاPBS باشد عمل شستشوي آن دوباره می

    .انجام می شود
ناحیه تحت بطنی یا  جداسازي به منظور تشریح و 

محتوي مغز  دیش ونتریکولار مغز پیشین، پتريساب
و انتقال داده شده را در زیر میکروسکوپ تشریح 

با . گیردقرار میخود مغز بر روي سطح شکمی 
نوك خمیده که در پشت  استفاده از یک پنس ظریف
گیرد مغز را از ناحیه دمی و طرفین مخچه قرار می

یا خلفی ثابت نموده و با استفاده از اسکالپل با یک 
         برش کرونال بلافاصله در پشت پیازهاي بویایی، این 

. هاي مغزي جدا می شوندهاي مغز از نیمکرهقسمت
وي سطح بعد از برداشتن پیازهاي بویایی، مغز بر ر

پشتی خود قرار داده می شود طوري که سطح 
با استفاده از یک پنس نوك . شکمی آن رو به بالا باشد

اي یا دمی مغز ثابت شده و با خمیده بخش قاعده
استفاده از اسکالپل در سطح کیاسماي بینایی یک برش 

بخش ). A-1شکل (کرونال عمودي ایجاد می شود 
) رش قرار داردبخشی که در پشت خط ب(دمی مغز 

کنار گذاشته شده و بخش سري براي کشت و 
با بالا . جداسازي ناحیه تحت بطنی استفاده می شود

بردن بزرگنمایی میکروسکوپ  نیمه قدامی مغز  به 
از محل (حالت ایستاده و بر روي قطب فرونتال مغز 

گیرد، به قرار می) بریده شدن پیازهاي بویایی
ي جانبی رو به بالا قرار هاطوریکه مقاطع عرضی بطن

با استفاده از یک پنس یا قیچی نوك خمیده . گیرند
ظریف ابتدا بخش تیغه میانی یا سپتوم بین دو بطن 

و ) B-1شکل (شود انداخته میبرداشته شده و دور 
سپس با دقت و بدون برداشتن بافت جسم مخطط و 

هاي اي، لایه نازکی از دیواره خارجی بطنجسم پینه
-و در یک پتري) C-1شکل (برداشته شده  طرفی

بافت جدا . گیردلیتري قرار میمیلی 35دیش استریل 
شده زیربطنی به داخل هود مخصوص کشت بافت و 
سلول منتقل و مراحل ذیل کاملا در شرایط استریل 

    .گیردانجام می
   1روش جداسازي سلولها

با استفاده از تیغ اسکالپل بافت جدا شده در داخل 
دقیقه کوبیده می شود تا به  2تا  1پتري دیش بمدت 

دقت شود که تیغ (قطعات کاملا ریزي تبدیل شود 
اسکالپل بافت پلاستیکی پتري دیش را آسیب نرساند 
چرا که بافت پلاستیکی بریده شده باعث مسمومیت 

توسط پیپت و سر سمپلر فیلتردار ). شودها میسلول
لیتر محصول میلی 3ز ا میکرولیتري و با استفاده1000
که در یک لوله فالکون ( کننده بافتی یا تریپسینهضم

                                                             

1 Dissociation Protocol 
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 37ن تا الیتري از قبل در حمام آب گرم یا ومیلی 15
تمامی بافت مغزي کوبیده ) درجه گرم شده است

متري منتقل نموده و میلی 15لوله یک شده را به 
       درجه  37دقیقه در حمام آب گرم  7بمدت 

تعداد و مقدار بسته به (دهیم گراد قرار میسانتی
بافت مغزي و اندازه ذرات ممکن است زمان زیادي 

پس از پایان زمان ). از انکوباسیون نیاز باشد
انکوباسیون آنزیمی، با باز گرداندن لوله حاوي بافت 
و محلول آنزیمی به زیر هود، حجم یکسانی از محلول 

پس از . شود مهارکننده تریپسین به آن اضافه می
افزودن محلول مهار کننده تریپسین بمنظور ایجاد 

دقیقه با سرعت  7رسوب سلولی مخلوط فوق بمدت 
مایع رویی . شودمی دور در دقیقه سانتریفیوژ 700

موجود در بالاي رسوب سلولی را برداشته و دور 
 NSAریزیم و با افزودن مقدار مناسبی از محیط می

سپس با . رسانیملیتر میمیلی 1حجم نهایی را به 
 1000استفاده از پیپت گیلسون و سر سمپلر 

با عمل ) که از قبل مرطوب شده است(میکرولیتري 
هاي رسوب سلولی بصورت مکانیکی سلول نکپتیپی

موجود در ته لوله را از همدیگر جدا نموده و یک 
سوسپانسیون تک سلولی صاف و شیري رنگ ایجاد 

حجم  NSلیتر از محلول میلی 14با افزودن . کنیممی
میلی لیتر رسانده  15سوسپانسیون سلولی فوق را به 

       دهیم تا می میکرومتري عبور 70و از یک فیلتر 
هاي سلولی و قطعات بزرگ تجزیه نشده برداشته تکه

 700محلول سلولی صاف شده را با سرعت . شوند
و  دقیقه سانتریفیوژ نموده 7دور در دقیقه و بمدت 

دور  سپس تمامی بخش شناور بالایی را برداشته و
 NSAمیکرولیتر محیط  1800با استفاده از . ریزیممی

 رسوب را بحالت سوسپانسون تک سلولی یکنواخت در
. دهیمآورده و عمل شمارش سلولی را انجام می

میکرولیتر از  10بمنظور شمارش سلولی 
    میکرولیتر  90سوسپانسیون سلولی فوق را با 

-هاي کوچک اپندورف مخلوط میبلو در لولهتریپان

میکرولیتر از محلول فوق بر  10کنیم و پس از انتقال 

-می      روي لام نئوبار عمل شمارش سلولی را انجام 

  . دهیم
-سلول در سانتی 3500ها با غلظت کشت سلولعمل 

 NSA+EGF+FGF+Heparinمتر مربع  در محیط 
در صورت عدم نیاز به شمارش (شود انجام می

هاي حاصل از یک مغز جهت کشت اولیه، سلولسلولی 
 5بهمراه  T25متر مربعی سانتی 25در یک فلاسک 

،  که در )شوندلیتر از محیط فوق کشت داده میمیلی
گراد مرطوب درجه سانتی 37و %) CO2 )5انکوباتور 
   .شوندمی قرار داده

کشت تکثیر نموده و پس  هاي موجود در محیطسلول
هاي کروي شکلی بنام روز کولونی 10تا  7از 

کنند که آماده کشت مجدد یا نوروسفر ایجاد می
نوروسفر  300، تعداد حداقل 2شکل . (باشندپاساژ می

  ).باشداز یک مغز بالغ قابل قبول می
 هاي نورو سفرپاساژ کشت

روز بعد آماده  10تا  7هاي اولیه نوروسفر کشت
شوند، در حالیکه این مدت کشت مجدد یا پاساژ می

با  ،باشدروز می 7تا  5براي پاساژهاي دوم به بعد 
هاي کشت مورد بررسی قرار اینحال بهتر است محیط

گیرند تا اطمینان حاصل شود که نوروسفرها خیلی 
هاي متفاوتی از معمولا اندازه. بزرگ نشده باشند

زمان مناسب براي  توان دید ولیرا می نوروسفرها
پاساژ دادن زمانی است که بیشتر نوروسفرها داراي 

در صورتیکه . میکرومتر باشند 150قطري در حدود 
 نوروسفرها بیش از حد بزرگ شوند جداسازي 

هاي آنها مشکل بوده و در نهایت در محیط سلول
 .نمایندکشت شروع به تمایز می

  مراحل مختلف پاساژ نوروسفر
شوند و زیر میکروسکوپ مشاهده می نوروسفرها در

میکرومتر  150در صورتیکه اندازه آنها در حدود 
روز بعد از  7تا  5(دهیم باشد، پاساژ آنها را انجام می

تمامی محیط کشت را بهمراه نوروسفرها ). کشت
لیتري منتقل میلی 15برداشته و به یک لوله فالکون 

ا به کف در صورتیکه بعضی از نوروسفره. می نمائیم
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دیش چسبیده  باشند با شستشوي محیط  فلاسک یا
      کشت آنها را جدا نموده و به لوله مذکور منتقل 

دور  700دقیقه با سرعت  5نمائیم و سپس بمدت می
محلول رویی را دور . نمائیمدر دقیقه سانتریفیوژ می

 Trypsine+EDTAلیتر محلول  میلی 1ریخته و با 
آوریم حالت سوسپانسیون در می سلولها را مجددا به

بعد . گذاریم دقیقه در دماي اتاق باقی می 2و بمدت 
لیتر محلول مهارکننده تریپسین دقیقه یک میلی 2از 

را به لوله فوق ) Trypsine+EDTA معادل حجم(
دور  700دقیقه با سرعت  5اضافه نموده و بمدت 

محلول رویی را دور . نمائیممی در دقیقه سانتریفیوژ
 NSAمیکرولیتر از محیط  950ریخته و با افزودن 

با استفاده از . رسانیم می لیترمیلی 1حجم کلی را به 
میکرو  1000لیتري و سر سمپلر میلی 1یک سمپلر 

لیتري مرطوب عمل جداسازي مکانیکی رسوب  
بدین منظور . دهیمسلولی ایجاد شده را انجام می

لر را در ته لوله  بطور مایل طوري  قرار نوك سمپ
ها را جریان و حرکت سلول %50میدهیم تا میزان 

بار عمل پی پتینگ را   7تا  5به تعداد . محدود نماید
دهیم تا حدي که ظاهر صاف و شیري رنگی انجام می

در یک لوله . در سوسپانسیون سلولی ایجاد شود
یتر از میکرول 10) اپندورف(میکرو سانتریفیوژ 

میکرولیتر تریپان بلو   90سوسپانسیون سلولی را با 
میکرو لیتر از این سلول  10مخلوط نموده و با انتقال 

      به هموسیتو متر عمل شمارش سلولی را انجام 
 NSCدر نهایت در محیط کشت کامل . دهیممی

 لیترمیلی سلول در 5/7×105ها را با غلظت سلول
  .دهیمکشت می

هاي تمایز سلولهاي بنیادي عصبی به سلولنحوه 
  بالغ موجود در سیستم عصبی

       هاي بنیادي و تا زمانیکه در محیط کشت سلول
  bFGFو  EGFعصبی فاکتورهاي رشد یعنی  سازپیش

ها تکثیر نموده و د، این سلولنباشموجود می
کنند و اگر در زمان لازم و با نوروسفر ایجاد می

توان آنها را به دفعات نا اقدام شود میروش مناسب 

در حالیکه با حذف فاکتورهاي . محدودي پاساژ داد
ها به رشد و افزودن مقدار کمی سرم این سلول

هاي بالغ سیستم عصبی یعنی نورون، سلول
شکل (یایند آستروسیت و الیگودندروسیت  تمایز می

هاي بنیادي عصبی منظور تمایز سلوله عموما ب). 3
تمایز بصورت  -1: شودروش بکار برده می دو

این روش براي نشان (نوروسفر در غلظت پائین 
دادن خصوصیت چند ظرفیتی نوروسفرها کاربرد 

هاي از هم جدا شده تمایز بصورت سلول -2و ) دارد
بمنظور نشان دادن در صد (و منفرد در تراکم بالا 

راي هاي لازم بکه تکنیک) هاي ایجاد شدهسلول انواع
  . شوندهر دو روش در اینجا توضیح داده می

  تمایز  نوروسفر 
پوشیده از  هايبراي تمایز نوروسفربهتر است از لامل

استفاده  )poly – L – ornithine(اورنیتین  -ال -پلی
اي خانه 96توان از ظروف کشت همچنین می. نمود

بدین منظور با افزودن حجم کافی . نیز استفاده کرد
ساعت در  2بمدت ) mg/ml15(اورنیتین   - ال -پلیاز 

هاي توان لاملها یا خانهگراد میدرجه سانتی 37دماي 
. اي را بطور کامل پوشش دادخانه 96ظروف کشت 

اورنیتین را خارج نموده و  -ال - پس از دو ساعت پلی
هاي ظروف ها یا خانهاستریل، لامل PBSبا استفاده از 

دقیقه  10ار و هر بار بمدت اي سه بخانه 96کشت 
دقت شود که در طی . شوندشستشو داده می

ها و ظروف کشت خشک نشوند و شستشو لامل
نوروسفرها و محیط   PBSبلافاصله بعد از برداشتن 

مراحل انجام کار بروش . تمایز دهنده را اضافه نمود
 :باشدذیل می

رسد متر میمیکرو 150زمانیکه اندازه نوروسفرها به 
به یک لوله فالکون ) روز پس از کشت  8تا  7معمولا (

دقیقه  5انتقال داده و بمدت ) از نظر اندازه(مناسب 
. نماییمدور در دقیقه سانتریفیوژ می 400با سرعت 

محلول رویی را دور ریخته و سپس به آرامی 
 (Gibco)% 1نوروسفرها را با حجم مناسبی از محلول 

FCS یه بحالت معلق و استریل در محیط کشت پا
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توان از حجم می: توجه. آوریمسوسپانسیون در می
نیز تجاري  NDS1برابري از محلول تمایزدهنده 

  .استفاده نمود
          60سوسپانسیون نوروسفرها را به یک دیش 

کنیم طوریکه منتقل می) یا ظرف دیگر(متري میلی
ه از با استفاد. بتوانیم براحتی نور و سفرها را برداریم

پی پت پلاستیکی یا پی پت گیلسون به هر کدام از 
        اي آغشته به خانه 96یا  24هاي هاي پلیتخانه
نور وسفر  منتقل  10اورنتین تقریبا تعداد  -ال -پلی
روز بعد نور و سفرها بصورت منفرد  6تا  5. کنیممی

هاي کشتی و جداگانه به بستر موجود در خانه
آیند طوریکه بصورت پهن در می چسبیده و به حالت

بمنظور انجام . شوندیک لایه پهن سلولی دیده می
در (پارافرمالدئید % 4ایمونوهیستوشیمی از محلول 

PBS 1/0 % 2/7و =pH (ها براي ثابت نمودن سلول
  . دقیقه استفاده می شود 15تا  10بمدت 

   2هاي منفردتمایز سلول
پاساژ داده شده به زمانیکه نوروسفرهاي اولیه یا 

روز پس  8تا  7رسند معمولا میکرون می 150اندازه 
تمامی محتویات فلاسک و از ) C-2 شکل(از کشت 

جمله نوروسفرها را به یک لوله فالکون مناسب از 
دقیقه با سرعت  5نظر اندازه انتقال داده و بمدت 

تمامی . نمائیمدور در دقیقه سانتریفیوژ می 700
ها را با استفاده از دور ریخته و سلول محلول روئی را

مجددا به  Trypsine-EDTAمیلی لیتر محلول  1
دقیقه  2حالت معلق در آورده و در دماي اتاق بمدت 

میلی لیتر محلول مهارکننده  1. گذاریمباقی می
تریپسین به سوسپانسیون اضافه شده و سپس بمدت 

وژ دور در دقیقه سانتریفی 700دقیقه و با سرعت  5
محلول روئی بطور کامل برداشته شده و با . کنیممی

 در FCS3لیتر محلول یک درصد میلی 1افزودن 

                                                             

1 Neurocult Differentiation Supplement                  
(cat= 10. 05703, Stem Cell Technologies) 
2 Differentiation of Dissociated Cells 
3 Fetal Calf  Serum 

    ها را بحالت معلق در محیط بازال  مجددا سلول
) یا سایر انواع(با استفاده از پیپت گیلسون . آوریممی

دهیم تا را انجام می) بار 7تا  5در حدود (عمل پیپتاژ 
سوسپانسیون سلولی شیري شده و حدي که رنگ 

در یک لوله میکرو . هیچ نوروسفري دیده نشود
میکرو لیتر از سوسپانسیون سلولی را  10سانتریفیوژ 

میکرو لیتر تریپان بلو مخلوط نموده و سپس با  90با 
میکرو لیتر از آن به لام نئوبار عمل شمارش  10انتقال 

هاي انهبه هر کدام از خ. دهیمسلولی را انجام می
اي هاي شیشهاي که داراي لاملخانه 24ظروف کشت 

  1055باشند تعداد آغشته به پلی ال اورنیتین می
از محیط تمایزدهنده  لیترمیلی 1سلول را بهمراه 

پس از  .دهیمهاي بنیادي عصبی انتقال میکامل سلول
هاي بر گرفته از نوروسفرها بطور روز سلول 6تا  4

بمنظور انجام  . هند یافتکافی تمایز خوا
 %4ایمونوهیستوشیمی با افزودن محلول 

 10بمدت ) =PBS 1/0% ،2/7 pH در(پارافرمالدئید 
       ها انجام دقیقه در دماي اتاق عمل ثابت کردن سلول

  . شودمی
 ایمونو سیتو شیمی

پارافرمالدئید، % 4در محلول  بعد از ثابت نمودن
 PBSدقیقه در محلول  10ها سه بار و هر بار سلول

شوند و به مدت یک شبانه روز در شستشو داده می
         درجه  4هاي اولیه در دماي باديحضور آنتی

  ). 3جدول ( شوندگراد قرار داده میسانتی
  هاي اولیهآنتی بادي. 3 جدول

شماره  غلظت شرکت سازنده نام آنتی بادي
 کاتالوگ

Mouse anti- 
ß –Tubulin 

Promega 1:2000 G 7121 

Rat anti- 
MBP    

Chemicon 1:200 MAB386 

Rabbit anti-
GFAP   

Dakocytomation 1:500 Z 0334 

  
  

   هاي اولیه توسط محلولتمامی آنتی بادي
Triton X 3/0 + %Normal Serum 5 + %PBS 1X  رقیق

     آنتی  بعد از قرار گرفتن در معرض .ندوشمی
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 PBSها توسط محلول هاي اولیه مجددا سلولبادي
و ) دقیقه 10سه بار و هر بار (شوند شستشو داده می
هاي باديدقیقه در معرض آنتی 45سپس به مدت 

 گیرندثانویه فلورسنت با مشخصات زیر قرار می
  . )4جدول (

  هاي ثانویهآنتی بادي. 4 جدول
 غلظت شرکت سازنده نام آنتی بادي

Goat anti-mouse 
Alexa Fluor 568 (Red) 

Molecular Probe 1: 1000 

Donkey anti-Rat AF 
488(Green) 

Molecular Probe 1: 1000 

Goat anti-Rabbit AF 
350(Blue) 

Molecular Probe 1: 100 

  

هاي ثانویه باديبعد از قرار گرفتن در معرض آنتی
شستشو داده       PBSها توسط محلول مجددا سلول

تا  5و بمدت ) دقیقه 10سه بار و هر بار (شوند می
 ,DAPI(1mg/ml, 1: 1000دقیقه در معرض 10

Sigma) توسط محلول گیرند و در نهایت قرار می
PBS دقیقه 10سه بار و هر بار ( شستشو داده شده (

  .شوندو توسط میکروسکوپ فلور سنت مطالعه می
  

  یافته ها
هاي تمایز یافته فاقد سرم، سلولدر محیط کشت 

سیستم عصبی مرکزي قادر به رشد و بقاء نبوده و 
روند در حالیکه در طی دو سه روز اول از بین می

هاي بنیادي ساز عصبی از جمله سلولهاي پیشسلول
عصبی حتی در تراکم بسیار پائین سلولی نیز وارد فاز 

چند هاي روز کلونی 7تا  5تکثیري شده و بعد از 
توان با کنندکه میظرفیتی یا نوروسفرها را ایجاد می

هاي یک نوروسفر، جداسازي و کشت مجدد سلول
نتایج . نوروسفرهاي ثانویه بیشتري را ایجاد نمود

حاصله از این مطالعه نشان داد که میانگین مجموع 
نوروسفرهاي ایجاد شده از ناحیه تحت بطنی نیمه 

 باشدمی 8/505 ± 2/62طرفیهاي سري بطن
  ). 5جدول (

  

نوروسفرهاي حاصله از کشت ناحیه تحت بطنی نیمه  تعداد. 5جدول
  سري بطنهاي طرفی

 تعداد نوروسفر شماره موش

1 523 

2 567 

3 421 

4 463 

5 555 

 8/505  ± 2/62 انحراف معیار  ±میانگین 
  

باید توجه نمود که درکشت اولیه ناحیه تحت بطنی با 
روز تشخیص  7تا  5روش نوروسفر بعد از 

هاي سلولی موجود نوروسفرهاي واقعی از سایر تکه
همانطوریکه در . باشددر محیط کشت بسیار مهم می

        شود نوروسفرهاي بالغ ملاحظه می 2شکل 
میکرون  200تا  150هاي سلولی شفاف به ابعاد کلونی

  

سطح روسترال نیمه قدامی  B) .نماي شکمی مغز موش بالغ که محل برش کرونال  بر روي کیاسماي بینایی با خط چین مشخص شده است  A).1شکل 
   NSAناحیه تحت بطنی بطن طرفی که براي جداسازي سلولهاي بنیادي عصبی با روشC)  . مغز پس از ایجاد برش کرونال از محل کیاسماي بینایی

 .با خط چین مشخص شده استاستفاده می شود 
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از طرف  .باشند که حاشیه محیطی مشخصی دارندمی
دیگر، رشد و تکثیر بیش از حد نوروسفرها باعث 

هاي قسمت مرکزي و سیاه شدن مرگ سلول
  . نوروسفرها می شود

هاي حاصل از آنها در قرار دادن نوروسفرها یا سلول
مایز آنها به انواع محیط کشت تمایزي نیز سبب ت

یعنی نورون، آستروسیت و  CNSهاي اصلی سلول
  ).3شکل (الیگودندروسیت گردید 

 بحث

هاي بنیادي و در این مطالعه نحوه جداسازي سلول
ساز عصبی با روش ایجاد نوروسفر با تمامی پیش

جزئیات توضیح داده شد و تعداد متوسط 
        نوروسفرهاي بدست آمده از ناحیه تحت بطنی 

. هاي طرفی مغز موش بالغ مشخص گردیدبطن
هاي بنیادي عصبی به همچنین نحوه تمایز سلول

هاي بالغ بافت عصبی  یعنی نورون، آستروسیت سلول

  

)  Dو Cپنج روز پس از کشت، ) Bسه روز پس از کشت، )Aنمونه اي از چند نوروسفر در مراحل مختلف تکثیر و روزهاي مختلف پس از کشت، . 2 شکل
  ) Scale bars = 20 µm( هفت روز پس از کشت 

  

 -،آستروسیتها به رنگ آبی تیره)  III  B-tubulin آنتی بادي بر علیه(پیکان- نورونها به رنگ قرمز.تمایز نوروسفر به سلولهاي بالغ بافت عصبی. 3شکل 
 Myelin آنتی بادي بر علیه( پیکان توخالی -، الیگو دندروسیت به رنگ سبز) Glial Fibrillary Acidic Protein-GFAP آنتی بادي بر علیه(نوك پیکان

Basic Protein-MBP( و هسته ها به رنگ آبی روشن)DAPI; 4',6‐Diamidine‐2‐Phenylindole (مشخص شده اند.  
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روش ایجاد . الیگودندروسیت نیز تشریح گردیدو 
 و توسط رینولدز 1992نوروسفر ابتدا در سال 

بمنظور جداسازي نوروسفرها از جسم مخطط  1وایس
 و از آنجائیکه با ]2[مغز موش بالغ استفاده شد 

خاصیت نوسازي، تکثیر  تواناستفاده از این روش می
هاي و قابلیت تمایز چند ظرفیتی موجود در سلول

بنیادي عصبی را نشان داد، لذا این روش معمولا به 
عنوان روشی استاندارد و معروف براي تشخیص و 

گیرد ها مورد استفاده قرار میجداسازي این سلول
     شود که در این روش شرایطی فراهم می ].9[

        هاي بنیادي عصبی به طور مداوم تقسیم شده و سلول
اي بنام نوروسفر هاي چند ظرفیتی تمایز نایافتهکلونی

 . ]22, 21[کنندرا ایجاد می

یجاد نوروسفر نه تنها براي جداسازي ومطالعه روش ا
هاي بنیادي از سیستم عصبی مرکزي کاربرد سلول

هاي بنیادي از سایر دارد، بلکه براي جداسازي سلول
نیز استفاده      ]24[و قلب  ]23[ها مانند پستان بافت

هاي بنیادي شود و حتی براي تشخیص سلولمی
تومورهاي کولون، پستان و مغز نیز بکار سرطانی 
برخی از محاسن این روش . ]26،25[شود برده می

عبارت است از ساده بودن، تکرارپذیري و تولید 
تعداد نامحدودي سلول از قطعه کوچکی از بافت یا 

  . ]11[حتی تعداد کمی سلول در یک محیط فاقد سرم 
ر محیط البته باید تاکید نمود که تعداد نوروسفرها د

هاي بنیادي عصبی       کشت نماینده یک به یک سلول
هاي بنیادي عصبی واقعی و باشد، چراکه هم سلولنمی

توانند ایجاد ساز عصبی هردو میهاي پیشهم سلول
براي نشان دادن تعداد واقعی  .]9[نوروسفر نمایند

هاي بنیادي عصبی معمولا از روش تشکیل سلول
 .  ]27[ شوداستفاده می 2کولونی

میانگین تعداد نوروسفرهاي بدست آمده در این 
عدد بود که با میانگین تعداد  505مطالعه 

                                                             

1 Reynolds & Weiss 
2 Neural Colony Forming Cell Assay 

نوروسفرهاي بدست آمده در مطالعات دیگر 
با میانگین  نوروسفر 900تا  150(مطابقت داشت 

توانند عوامل متعددي می.  ]28-31, 21[)   50±500
در نتایج بدست آمده از این روش تاثیرگذار باشند، 
بعنوان مثال براي ایجاد سوسپانسیون تک سلولی از 
بافت ناحیه تحت بطنی معمولا از دو روش مکانیکی و 

باید خاطر نشان کرد که در . شودی استفاده میآنزیم
روش مکانیکی مهارت و تجربه بالاي فرد مورد نیاز 

هاي می باشد در غیر اینصورت تعداد زیادي از سلول
ساز عصبی دچار مرگ شده و تعداد بنیادي و پیش

نوروسفر بدست آمده کمتر از حد واقعی خواهد بود 
یقاتی که بر این تواند در نتایج تحقکه این خود می

. باشند اختلال ایجاد نمایداصل و روش استوار می
طولانی مدت نیز ) Trypsin-EDTA( هضم آنزیمی 

باعث مرگ سلولی شده و نتایج مشابهی را در پی 
  . خواهد داشت

تنوع ترکیبات مورد استفاده در محیط کشت نیز از 
تواند باعث تفاوت در نتایج جمله مواردي است که می

بعنوان مثال . ]32[گردد  NSAبدست آمده با 
در مطالعات اولیه خود از  ]2[همکاران رینولدز و 

نانوگرم در  20محیط کشت فاقد سرم که محتوي 
بود استفاده ) EGF(میلی لیتر فاکتور رشد اپیدرمی 

نمودند، در حالیکه در مطالعات دیگر از محیط کشت 
عوامل .  ]31, 30[حاوي سرم نیز استفاده شده است

ها نیز از جمله ترکیباتی هستند که ن و هورمونمیتوژ
هاي متفاوت در محیط هاي کشت با تنوع و غلظت

و  ]32[شوند بکار برده می NSAمورد استفاده در 
توانند باعث تفاوت در تعداد بنابراین می

نوروسفرهاي بدست آمده از ناحیه تحت بطنی 
  .باشند

ساز عصبی با هاي پیشاگرچه جداسازي سلول 
        استفاده از این روش نسبتا ساده و راحت  بنظر 

یابی به نتایج ثابت، قابل اعتماد و رسد، اما دستمی
تکرار پذیر در مطالعات مختلفی که بمنظور بررسی 
       دقیق و مقایسه تغییرات ایجاد شده در جمعیت 
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احیه تحت بطنی  در نتیجه هاي نوروسفر ساز نسلول
        تاثیر عوامل ژنتیک و اپی ژنتیک مختلف انجام 

شوند، نیازمند استفاده از یک پروتوکل دقیق و می
باشد، لذا با توجه به  اهمیت روش  قابل اعتماد می

هاي بنیادي عصبی ایجاد نوروسفر در جداسازي سلول
ف  و ها در مطالعات مختلو نقش و کاربرد این سلول

بویژه درمان ضایعات مختلف سیستم عصبی مرکزي 
در این مقاله تلاش نمودیم تا با تشریح تمامی جزئیات 
این روش، راه را براي  محققین عزیز در نیل به نتایج 

قابل قبول و قابل اعتماد در این نوع مطالعات هموار 
  .نماییم

  
  تشکر و قدرانی

از زحمات اساتید عزیز پروفسور برنت رینولدز و 
رادنی لی ریتز در موسسه تحقیقاتی مغز کوئینزلند و 

هاي بنیادي شناسی و سلولمرکز تحقیقات جنین
       دانشگاه علوم پزشکی اردبیل تقدیر و تشکر بعمل 
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ABSTRACT 

 

Background &Objectives: Stem cells are a class of undifferentiated cells that are able to 
differentiate into specialized cell types. The discovery of such cells in the adult mammalian 
central nervous system (CNS), an organ traditionally thought to have little or no regenerative 
capacity, opened the door to treatment of degenerative diseases of CNS like Stroke, 
Parkinson, Alzheimer and Spinal Cord Injury. Thus, here we described the isolation of neural 
stem cells from the adult mouse brain using the neurosphere assay (NSA) and differentiation 
of these cells to neural adult cells in details. 
Methods: The rostral part of the subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricles in the 
adult mice was dissociated into single cell suspension and cultured using NSA. Primary 
neurospheres were counted seven days after plating and then the mean number of 
neurospheres was recorded. The differentiation of neural stem cells into adult neural cells was 
accomplished by plating the neurosphere-derived cells in differentiating media. 
Immunocytochemistry and specific markers were used for the identification of the adult 
neural stem cells. 
Results: The cell suspension obtained from the rostral part of the SVZ of the lateral ventricles 
generated multipotential colonies, called neurospheres, 7 to 10 days post- incubation. The 
mean number of neurospheres generated from SVZ was 505±62. The multipotentiality of the 
neurospheres was shown by palting them in differentiating media and generating adult neural 
cells including neuron, astrocyte and oligodendrocyte. 
Conclusion: Owing to their rarity and paucity of neural stem cell specific markers, the NSA 
is a common and selective method for isolating and understanding the biology of embryonic 
and adult neural stem cells. 
Key words: Neural Stem Cell; Subventricular Zone; Neurosphere Assay; Mouse 
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