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 چكيده

و ادي بـالغ بـاي بني ـهـا سلول نوعي (BMSCs) مغز استخوانييي استروماها سلول:هدف مقدمه
بهمي) BMSCs(. قدرت تمايز بالاهستند  وها سلولتوانند مزودرمي تمـايز غير يي با منشاء مزودرمي

ازها سلولكه با توجه به قابليت دسترسي اين.پيدا كنند  ي بنيادي بـالغ جهـتها سلول منبع مناسبي
ي عـصبي هـا سـلولي بـهي بنيـاد هـا سلولاغلب موادي كه تاكنون جهت القاء. هستندسلول درماني
دي: همچوناستهاستفاده شد و،(DMSO) متيل سولفوكسايد اسيد رتينوئيك، تركيبات سمي...دپرنيل

بر (Mood stabilizer)كننده خلق است ليتيوم يك داروي متعادل.هستند يها سلولكه اثرات محافظتي
سمي براي القاي غير يك القاگرعنوانبههدف ما از اين پژوهش استفاده از ليتيوم كلرايد.عصبي دارد

.ي استرومايي مغز استخوان استها سلولفنوتيپ عصبي در 
و و تيبياي رتBMSCs:ها روشمواد هاي بالغ ماده تهيه به روش آسپيراسيون مغز استخوان فمور

24به مـدتmM 5/0 به وسيله ليتيوم كلرايد با دوزها سلولپس از چهار پاساژ.و كشت داده شدند 
و ايمونوسيتوشيمي بررسي گرديدند. القاء شدند ساعت در. سپس به دو روش بررسي ميكروسكوپي

و 200و160،68هاي بادي عليه نوروفيلامنت آنتي روش ايمونوسيتوشيمي از بادي آنتي كيلودالتون
.عليه پروتئين سيناپتوفيزين جهت ارزيابي فنوتيپ عصبي استفاده شد

ازmM5/0يج نشان داد كه ليتيوم كلرايد با دوز نتا:نتايج ي هـا سـلول سـاعت قـادر اسـت24 پـس
BMSCs يي كـه قبـل از القـاء نـسبت بـه نـشانگرها سلول.يي با فنوتيپ عصبي القاءكندها سلولرا به

،160هاي يي كه پس از القاء به نشانگرهاي نوروفيلامنتها سلولو درصد95فيبرونكتين مثبت بودند 
و سيناپتوفيزين مثبت شدند به ترتيب 200و 68  دسـتبه درصد2/70و6/89،92،2/93 كيلودالتون
.آمد

���� ���	
 القاء ليتيوم كلرايد،،ي استرومايي مغز استخوانها سلول:��� 

 مقدمه

بهها سلولاستفاده از ي عصبيها سلولي بنيادي تمايز يافته

عص در ترميم آسيب و درمان هاي دستگاه يي هـا بيماريبي

و پاركينسون يكي از مهم  يهاهترين برنام همچون آلزايمر

آن.علم پزشكي امروز است به منبعي از از جا كه دسترسي

ي بنيادي مناسب يك اصل مهم در سلول درمـانيها سلول

و مناسـب از و مغـز اسـتخوان منبعـي در دسـترس است

باها سلول اري در زمينـه تحقيقـات بـسي استلغي بنيادي

ــتفاده از  ــادي مغزاســتخوان انجــام هــا ســلولاس ي بني

ــا هــا ســلول].2و1[اســتهشــد ــادي مغزاســتخوان ي ي بني

.اين پژوهش در مركز علوم اعصاب پژوهشكده مهندسي وپزشكي جانبازان انجام گرديد

20/3/87:وصول
3/7/87: ارسال اصلاحات
21/7/87: دريافت اصلاحات

7/8/87: پذيرش
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اولين بـاردر ) BMSCs(ي استرومايي مغزاستخوانها سلول

و 1968سال   يي چـسبنده،ها سلول عنوانبه شناخته شده

و شبيه فيبروبلاست معرفي فاگوسيتوز غير ساز، كلون كننده

ها سلول در محيط كشت براي شناسايي اين].4و3[ دندش

استرومايي از نشانگرهاي اختصاصي اين غيريها سلولاز

ايـن.]6و5[شـود مـي مانند فيبـرونكتين اسـتفادهها سلول

ميها سلول و]2[گيرند در دوران جنيني از مزودرم منشاء

 بار تقسيم45قادرند در شرايط معمولي در محيط كشت تا

و نتـايج هـا سـلول اين].7[ شوند  چنـد ظرفيتـي هـستند

هــاآنتحقيقـات متعـدد حـاكي از قـدرت تمـايز بـالا در

].8[است

 قادرنــد بــه هــا ســلولدر شــرايط آزمايــشگاهي ايــن

وها سلول يي با منشاء مزودرمي مانند اسـتخوان، ماهيچـه

و  ها نورونمزودرمي مانند غيريي با منشاءها سلولغضروف

گها سلولو ].9و3[ليال تبديل شوندي

ي هـا سـلولي بنيـادي بـهها سلولتاكنون براي تمايز

 اسيد رتينوئيـك،،DMSOعصبي از مواد مختلفي همچون

و بتامركاپتواتانول اسـتفاده شـد عـلاوه بـر.اسـتهدپرنيل

و كشنده بـراي  قدرت القاء عصبي اين مواد خواص سمي

كـ.سلول دارند  ه عـلاوه بـر دستيابي به يك ماده يـا دارو

و مضر باشد ما را بر قدرت القاء عصبي فاقد خواص سمي

ليتيـوم. آن داشت از داروي ليتيوم كلرايـد اسـتفاده كنـيم 

ــه ــوان ب ــادلعن ــك داروي متع ــان ي ــق در درم ــده خل كنن

ــاراحتي ــي ن ــاي دو قطب ــتفاده Depressive) –(Manicه  اس

].11و10[ شود مي

و محل اثر ليتيوم متعـد و تـا كنـون در مكانيزم عمل د

و مـبهم اسـت و فيزيولوژي ناشناخته  سطوح بيوشيميايي

 در مغز دهنده ليتيوم در چندين آبشار سيگنال.]12و11،10[

 راGكننـده پـروتئين كد mRNAكند از جمله ميزان اثر مي

ميــزان آدنــوزين منوفــسفات حلقــوي دهــد، افــزايش مــي

)cAMP (ه دهــد، فــسفريلاسيون در چرخــ را افــزايش مــي

CREB در محيط كشت ميـزان تجمـع دهد، را افزايش مي

مي1،4،5اينوزيتول تري فسفات   دهد، را در نورون افزايش

 دهـد، فاكتور نوروتروفيك مـشتق از مغـز را افـزايش مـي

و آپوپتوز عصبي را كاهش مـي و اثـرات دژنراسيون دهـد

].11[نوروژنزيك دارد

ورد ليتيــوم اثــرات محــافظتي در مــاســتهثابــت شــد

يبقــاو]13[ي عــصبي در محــيط كــشت داردهــا ســلول

ميها نورون ].14[كندي گابا رژيك را القاء

و ها روشمواد

 BMSCsتهيه وكشت

ي استرومايي مغز استخوان به طريقه آسپيراسـيونها سلول

و تيبياي رت  هاي ماده توسـط سـرنگ مغز استخوان فمور
cc5حــاوي محــيط كــشتMEM ∝)(Alpha Minimal 

Essential Medium-Gibco و(FBS10% Gibco-Fetal Bovine 

Serum(و به داخل فلاسك كشت منتقل شدند از. تهيه پس

وها سلول ساعت 48 كف فلاسك چسبيده به ي استرومايي

در.كنندمياز ظاهر گرد به ظاهري دوكي شكل تغيير پيدا

 PBS (Phosphate Bufferايـن مرحلـه بـا شستـشو توسـط

Saline-Gibco) ي مغــز اســتخوان حــذف هــا ســلول ســاير

ي استرومايي مغز استخوان پس از چندها سلول.گرديدند

 بـهها سلولدر اين مرحله.ندكردروز كف فلاسك را پر

از كـف فلاسـك جـدا ) Accutase)Chemicon وسيله آنزيم

و به طور مساوي در دو فلاسك ريخته شدند  سپس.شده

 اضـافه FBS10%و∝ MEMبه هر فلاسك محيط كـشت 

پسها سلول.شودمياين مرحله پاساژ سلولي ناميده.شد

. بار پاساژ سلولي كاملاً يكدست شدند4از

 BMSCs:بررسي هويت استرومايي

ي استرومايي مغز استخوان از روشها سلولبراي شناسايي

ــتفاده شــد ــرونكتين اس ــشانگر فيب و ن .ايمونوسيتوشــيمي

 درصـد4پاساژ توسـط پارافرمالدئيـد بار4پسها سلول

 هـا سلولكننده پس از تيمار با محلول بلاك.فيكس شدند

1فيبـرونكتين بـا غلظـت آنتـي بادي اوليه آنتي در معرض

بادرصد  Anti-mouse) بادي ثانويه آنتي قرار گرفتند سپس

FITC) و بـا ميكروسـكوپ  با همان غلظت انكوبـه شـدند

.ئين فيبرونكتين بررسي گرديدندفلورسنت از نظر بيان پروت

 BMSCsبررسي زنده بودن

ي استرومائي مغز استخوانها سلولبراي بررسي زنده بودن

 (Viability test)ي تريپـان بلـو آميز قبل از آزمايش، از رنگ
ي سوسپانـسيون سـلولي در آميز در اين رنگ.استفاده شد

PBSـ  و يك نمونه به ميزان برابري با تريپ  ان بلـو تهيه شد



53

و همكاراناكرم عليزاد ه

مي
عل
مه
هنا
وما
د

–
كي

زش
رپ
شو
دان
شي

وه
پژ

/
هد
شا

گاه
ش
دان

/
ند
سف
ا

87/
ال
س

ش
هم
زد
ان

/
ره
ما
ش

79

به كمك لام آميز درصد رنگ4/0 و در زير ميكروسكوپ ي

ي زنده كـه در ايـنها سلولدرصد.نئوبار شمارش گرديد

ي مرده كه در اثرها سلولي رنگ نگرفته بودند از آميز رنگ

عدم كارايي غشائ سلولي به رنـگ آبـي درآمـده بودنـد،

.مشخص شد

ز مناسب ليتيوم كلرايد جهت القاءتعيين دو

 براي اولين بار)L9650-Sigma( جا كه ليتيوم كلرايد از آن

شد تعيين دوز مناسب لازم استفاده ميBMSCs جهت القاء

،1/0،5/0،1توجه به مطالعات مشابه دوزهايبا لذا.بود

ــي10و5/1،2،5 و برحــسب ميل ــولار انتخــاب شــده م

 سـاعت توسـط ليتيـوم24ي پليت شده، به مدتها سلول

از.د با دوزهاي انتخابي القاء شدندكلراي با24پس  ساعت

ياي تريپان آميز رنگ استفاده از  تـست بررسـي حيـات بلو

 ميزان بقاء سلولي در هر دوز بررسي (Viability test) سلول

. گرديد تا بهترين دوز از نظر بقاء سلولي تعيين گردد

 ها پس از القاء بررسي هويت سلول

BMSCs پ4پس از  اكيوتـاز اساژ بـا اسـتفاده از آنـزيم بار

(Accutase) و سوسپانـسيون سـلولي تهيـه شـد .جدا شده

از بيش Viabilityباها سلول  در104با تراكم درصد97تر

 شـده بـود، گـذاري خانه كه قبلاً لامل24يهايتداخل پل

از.قرار گرفتند كه24پس  كاملاً به لامـلها سلول ساعت

و چسبيدند محيط كشت  پـس از هـا سـلول تعويض شده

 FBS10%و∝ MEM در محــيط كــشت PBSشستــشو بــا

پس. ساعت قرار گرفتند24حاوي ليتيوم كلرايد به مدت

دوها سلول ساعت24از ي القاء شده با ليتيوم كلرايـد بـه

و؛ روش بررسي شدند استفاده از ميكروسـكوپ اينـورت

ــي  و بررســـ ــيمي ــتفاده از روش ايمونوسيتوشـــ اســـ

و)Abcom( كيلو دالتـون 200و 160،68هاي وفيلامنتنور

ــيناپتوفيزين ــيمي.)Chemicon(س ،در روش ايمونوسيتوش

. درصد فيكس شدند4 با استفاده از پارافرمالدئيدها سلول

 در معـرض هـا سـلول كننـده پس از تيمار با محلول بلاك

1بادي اوليه براي نشانگرهاي ذكـر شـده بـا غلظـت آنتي

ادرصد  بـا (Anti-mouse FITC) بـادي ثانويـه آنتـيز سپس

.همان غلظت استفاده شد

 نتايج
و كشت يافته  BMSCsهاي حاصل از تهيه

ازها سلولاين و مدور48 پس  ساعت كشت از حالت گرد

كف فلاسك چسبيدند پش از به و خارج شده دوكي شدند

و يـكها سلول پاساژ4  كاملاً به كـف فلاسـك چـسبيده

.)1تصوير(ر رسيدند دست به نظ

 BMSCsهاي حاصل از بررسي هويت استرومايي يافته

ي به دست آمـده از مغـزها سلول ماهيت استرومايي تأييد

و نـشانگر  استخوان با استفاده از روش ايمونوسيتوشـيمي

ــد ــام ش ــرونكتين انج ــكوپ.فيب ــا ميكروس ــي ب در بررس

 ماهيـت اسـتروماييها درصد سلول95 فلورسنت بيش از 

و فيبرونكتين را بيان كرده بودند .)2تصوير(داشته

:BMSCsهاي هاي حاصل از بررسي زنده بودن سلول يافته

آميزي نتايج حاصل از رنگ BMSCsر بررسي زنده بودند

از تريپان ها رنگ نگرفته درصد سلول97بلو نشان داد بيش

.دو زنده هستن

م كلرايـد يـو هاي حاصل از تعيـين دوز مناسـب ليت يافته

 جهت القاء

 ساعت القاء توسط ليتيوم كلرايـد بـا دوزهـاي24پس از

تـستي تريپان بلـو يـا آميز انتخابي نتايج حاصل از رنگ

هر بررسي حيات سلول  براي تعيين ميزان بقاي سلولي در
92(ين بقاء سلوليتر بيشmM5/0 دوز نشان داد در دوز

.وجود دارد)درصد

ا يافته  پس از القاءهاز بررسي سلولهاي حاصل

 بـا هـا سـلول القاء توسط ليتيوم كلرايـد ساعت پس از 24

 از نظـر هـا سـلول.ميكروسكوپ اينورت بررسـي شـدند

و و ظاهري از حالت پهـن چـسبيده خـارج شـده زوايـد

شدها سلولدر اطراف هاييهاستطال گاهي اين زوائد. ديده

وها سلولدر   شبيه به سيناپسي مجاور به يكديگر پيوسته

).3تصوير(ي عصبي بودها سلولدر

و تأييد هويت سلول  ها به روش ايمونوسيتوشيمي بررسي

ازها سلولبا توجه به تغييرات ظاهري ايجاد شده در  پس

 به روش ايمونوسيتوشيمي بررسيها سلول ساعت القا، 24

و شمارش سـلولي پـس. شدند  از نتايج حاصل از بررسي
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و گـروه كنتـرلهاهايمنوسيتوشيمي در گرو ي القـاء شـده

 كيلودالتون200،160،68هاي نسبت به بيان نوروفيلامنت

ي مختلـف بـه هـاهدر گرو)4-7تصاوير(و سيناپتوفيزين

.است1-4 شرح نمودارهاي

در هـر1-4 نمودارهـايدرهـاه دادكه اينبا توجه به

وهاه بين گرو گروه توزيع نرمال دارند مقايسه  ي آزمـايش

. انجام شـد طرفهيكو آنواي T-Testگروه كنترل از طريق

 كه در نمودارها مشخص است درصد بيـان هـر طور همان

درmM5/0يــك از نــشانگرهاي مطالعــه در دوز و بــالاتر

اســت دار مقايــسه بــا گــروه كنتــرل از نظــر آمــاري معنــا

)05/0p<(.گرها افـزايش با افزايش دوز ميزان بيـان نـشان

ازmM 5/0يابد كه البته اين افزايش در مقايسه بـا دوز مي

.)<05/0p(نيستدار نظر آماري معنا

����� �.BMSCs چهارم پاساژدرX400.

Xبيان فيبرونكتين توسط.� ����� BMSCs100.

����� �.BMSCs ساعت القا با ليتيوم كلرايد24پس ازmM0,5 

X400.

هاي القا كيلودالتون توسط سلول68بيان نوروفيلامنت.������
)X400وmM05/0(شده باليتيوم كلرايد

هـاي كيلودالتون توسط سلول160بيان نوروفيلامنت.� �����
)X400وmM05/0(ليتيوم كلرايد القا شده با

هـاي كيلودالتون توسط سلول 200بيان نوروفيلامنت.� �����
)X400وmM05/0( شده باليتيوم كلرايدالقا
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��������ايــن نمــودار مربــوط بــه نتــايج حاصــل از بررســي.�
در68ايمنوسيتوشيمي بيان نروفيلامنت  پس BMSCs كيلودالتون

و در مقايـسه بـا گـروه كنتـرل اسـتماز القائ با ليتيو  كلرايد
)05/0p<(ها در دو مرحلـه كه پس از شمارش سلول)بـا نـور

و نور فلورسنتمعم شد)ولي .استهو به صورت درصد بيان

NF-160

0

20

40

60

80

100

120

0 0.1 0.5 1 1.5 2

LiCl Doses(mM)

Im
m

un
or

ea
ct

iv
e

Ce
lls

%

NF-160

������ايـن نمـودار مربـوط بـه نتـايج حاصـل از بررسـي.�
 BMSCs كيلودالتـون در 160ايمنوسيتوشيمي بيان نروفيلامنـت 

و در مقايسه با گـروه كنتـرل اسـتوپس از القائ با ليتي كلرايد
)05/0p<(ها در دو مرحلـه كه پس از شمارش سلول)بـا نـور

و نور فلورسنت شد)معمولي .استهو به صورت درصد بيان
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������ايـن نمـودار مربـوط بـه نتـايج حاصـل از بررسـي.�
 BMSCs كيلودالتـون در 200ايمنوسيتوشيمي بيان نروفيلامنـت 

و در مقايسه با گروه كنترل اسـت  پس از القائ با ليتيو كلرايد

)05/0p<(ا در دو مرحلـهه كه پس از شمارش سلول)بـا نـور
و نور فلورسنت شد)معمولي .استهو به صورت درصد بيان
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������اين نمودار مربوط به نتايج حاصل از بررسي.�
از BMSCsايمنوسيتوشيمي بيان پروتئين سيناپتوفيزين در  پس

و در مقايسه با گروه كنترل است كه)>05/0p(القائ با ليتيوكلرايد
س و نور(ها در دو مرحله لولپس از شمارش با نور معمولي

.استو به صورت درصد بيان شده) فلورسنت

با بيان سيناپتوقيزين توسط سلول.� ����� ليتيوم هاي القا شده
)X400وmM05/0(كلرايد

و نتيجه  گيري بحث

هدف ما از انجام اين مطالعه بررسي اثر ليتيوم كلرايـد در

و طراحيل به سلو BMSCsالقاي  زمايشآهاي عصبي بود

 بـا ايـن.]15[با توجه به مطالعات مشابه صـورت گرفـت 

هاي مورد استفاده جهت اثبات تمـايز بادي تفاوت كه آنتي

BMSCs 200 هاي هاي عصبي عليه نوروفيلامنت به سلول ،

.اسـتهو سيناپتوفيزين اسـتفاده شـد كيلودالتون68، 160

 آقـاي جـين سـوك گـزارش مطالعه با توجه بـه هاي دوز

(Jin Seuk)به اين].12[ انتخاب شدند كه فيبرونكتين با توجه

در.]5و6[هاي استرومايي است پروتئن ويژه سلول كه يك
BMSCs پس95 قبل از القا بيش از  درصد بيان شده بود اما

از القائ با ليتيوم كلرايد ميزان بيان فيبـرونكتين بـه صـفر

ديگر ماهيـت ها پس از القا سلولشود رسيد نشان داده مي 

، 200 هاي اند از طرفي بيان نوروفيلامنت استرومائي نداشته 
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هاي عصبي در حال تمايز كيلودالتون كه در سلول68، 160

كننده تمايز عصبي است ها بيان شوند در اين سلول بيان مي 

كه يك پروتئين غشائي  همچنين بيان پروتئين سيناپتوفيزين

در يناپسي است نشانس وزيكول پيش  دهنده ايجاد سيناپس

مي. ها است اين سلول  وmM5/0دهـد در دوز نتايج نشان

و با توجه به اين كـه شود بالاتر اين تمايز عصبي ديده مي

و از طرفي در اين دوز بيش ترين بقائ سلولي وجود دارد

و  در مقايسه بـا ميزان بيان نشانگرهاي مطالعه در اين دوز

مي لاتر از نظر آماري معنا دوزهاي با  تـوان بيـان دار نيست

 دوز بهينـه عنـوان بـهmM5/0داشت ليتيوم كلرايد در دوز 

.هاي عصبي القا كند را به سلولBMSCsقادر است

در مقايسه با ساير القاگرهـايي كـه تـاكنون در تمـايز

...وDMSO همچون اسيد رتينوئيك، اند عصبي استفاده شده

هـا تحـت تـأثير ليتيـوم كلرايـد بـهولمدت زماني كه سل

مي سلول تر بسيار كوتاه) ساعت24(يابند هاي عصبي تمايز

پس در مقايسه با اسيد رتينوييك ميزان بقائ سلول.است ها

با]16[تر است از القا با اين دارو بيش   همچنين در مقايسه

مي ساير القا گر دهد اين دارو ها مطالعات انجام شده نشان

عـصبي اثرات محـافظتي بـر بافـت in vitroو in vivoدر 

و تكثير سلول مي هاي پيش داشته  دهد ساز عصبي را افزايش

شد.]13و12[ توانـد ليتيوم كلرايد مي استههمچنين ثابت

ها افـزايش فاكتور نوروتروفيك مشتق از مغز را در نورون 

گر.]11[دهد  هاي عـصبي آنچه تاكنون در مورد ساير القا

.استهطرح نشدم

 يـك عامـل عنوانبهنتايج اين تحقيق ليتيوم كلرايد را

و مناسب براي تمايز  به سلول عصبي BMSCsالقايي قوي

با توجه به اثر ليتيوم كلرايد در درمان بسياري.كندميتأييد
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