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 چکیده

های سلولی بنیادی و بالغ در مطالعات مربوط به مهندسی ی بنیادی مزانشیمی از پرکاربردترین ردههاسلول

هستند. تأمین شرایط و محیط لازم برای تکثیر مناسب و همچنین درمانی و پزشکی بازساختی بافت، سلول

هایی که توانایی ی بافتهاسلولی هدف و بالاخص هاسلولبه سمت  هاسلولهدایت رفتار تمایزی این 

مطالعه حاضر  است. در شدهمتعددی بررسی  مطالعاتدر  ،ی عصبی(هاسلولترمیم محدودی دارند )مانند 

مزانشیمی مستخرج از مغز استخوان موش در مجاورت هیدروژل کلاژنی و غلظتی هاسلولنیز رفتار 

های سلولی . نتایج تستشده از مغز جنین موش، بررسی دست آمدبههای متفاوتی از عصاره هیپوکامپ 

را  هاسلولسازگاری بالای هیدروژل کلاژنی و اثر مثبت عصاره هیپوکامپ بر رشد ، زیستMTTمانند 

و تصاویر میکروسکوپ فلوئورسنت، نشان داد که  GFAPهای نستین و میزان بیان پروتئینتأیید کرد. 

عصبی ساز و اجدادی ی پیشهاسلولتنها سبب ایجاد وجود عصاره هیپوکامپ در کنار هیدروژل کلاژنی نه

یز ن، سبب ترغیب آنها به رشد و تکثیر بیشتر هاسلولبلکه ضمن حفظ خاصیت بنیادی این  ،دشومی
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تواند شرایط مناسبی رسد هیدروژل کلاژنی و اثر نوروتروفیک عصاره هیپوکامپ مینظر میدر مجموع، به

 ساز و اجدادی عصبی را فراهم کند.ی پیشهاسلولبرای تولید 

 

ساز عصبی، ی پیشهاسلولی بنیادی مزانشیمی، عصاره هیپوکامپ، نوروترفیک، هاسلول: واژگان کلید

 های واسط سلولیفیلامان

 

 مقدمه -1

به فت  با ندسیییی  کاری نوین برای ترمیم، مه عنوان راه

دیدۀ بدن مطرح های آسییییببازسیییازی و جایگزینی بافت

ست.شد شاخهاین حوزه از دانش، به ه ا ای از علوم عنوان 

ای بر سییه رکن اصییلی داربسییت، سییلول و رشییتهمیان

. در این بین، داربست[1-3]است  استوارفاکتورهای رشد 

ستها به ساختارهای زی ستعنوان  تخریبسازگار و زی

 ،سییتندجدید ه پذیر که بسییتر موقت تشییکیف بافت یبیعی

کارگیری مسیییتقیم  به  به نوعی  قات و  حف تمرکز تحقی م

سی می صول مهند شکی و همچنین ا سان پز شند. مهند با

ضمن تعامف و همکاری با  شیمی  سان حوزه مواد و  مهند

یکدیگر، در تلاش برای یافتن بهترین بیومواد و مناسیییب

ها تهیه داربسیییت منظورها و سیییاختارها بهترین یراحی

ست ا ستند. یک دارب ستی آل، یدهه ضمن ارائه خواص زی

های سییاختاری، فیزیکی، شیییمیایی و مناسییب، باید وییگی

و بافت هدف را دارا کاربرد ا پذیری متناسب بحتی تخریب

  .[۵و ۴]باشد 

مواد بسییییار متنوعی در اشیییکال و سیییاختارهای  ونتاکن

ردهای مهندسییی بافت عنوان داربسییت در کاربمختلف به

ها مواد مورد اشییاره، هیدروژل اند. در میاناسییتفاده شییده

 بالاخص درهای زیستی بسیار مطلوبی اند به پاسختوانسته

شوند   6 ،2]کاربردهای جایگزینی و ترمیم بافت نرم منجر 

عنوان سیییاختارهای پلیمری توان بهها را میهیدروژل .[۷و

که ضیییمن اجازه نفوذ  کردای و آبدوسیییت تلقی شیییبکه

های آب به داخف سیییاختار و شیییبکه خود، متورم مولکول

                                                                                                                                                      
1 ploly-2-hydroxyethyl methacrylate 

اولین هیدروژل  ند.کنگونه را ایجاد میشده و ساختاری ژل

در اواسییط دهه پنجاه  Limو  Wichterleسیینتزی توسییط 

ای با پتانسیییف کاربرد زیسییتی معرفی عنوان مادهمیلادی به

 اتیف هیدروکسییی-2 پلی . این هیدروژل بر پایه پلیمرشیید

صار  1متاکریلات . خواص [۸] شدتهیه  pHEMAیا به اخت

که همچنان در  عث شیییده اسیییت  با مطلوب این پلیمر 

فاده هیدروژل های امروزی و در کاربردهای مرتبط، اسیییت

ها ضمن برخورداری از تعداد فراوان غالب هیدروژل .شود

ند گروه مان بدوسیییت  عاملی شییییمیایی آ های گروههای 

( و 2NH(، آمینی )COOH(، کربوکسیف )OHهیدروکسیف )

توجهی را ارائه آبدوستی قابف ،در ساختار خود موارد مشابه

 شییدیور که پیشییتر اشییاره ای همانچنین مسییأله دهند.می

دهد. از سوی دیگر، ساختار اجازه تورم و تشکیف ژل را می

ها که سییازگار هیدروژلهیدروفیف، منعطف، نرم و زیسییت

 2(ECMتوجهی با ماتریکس خارج سییلولی )شییباهت قابف

و تشکیف  هاسلولگزینی دارد، بستر بسیار مناسبی برای لانه

 .[10و ۹]بافت جدید است 

سیار بالای هیدروژل سمالبته که با وجود تنوع ب ها و مکانی

های مختلف تشیییکیف ژل، کاربرد این سیییاختارها فقط 

ستفاده بهمحدود به حوزه مهندسی بافت نمی شد. ا عنوان با

های ، سامانههاسلولامف دارو، محلی برای کپسوله کردن ح

تصییفیه و حذف مواد و فلزات سیینگین و کاربرد در مواد 

نه ند از دیگر زمی  کارگیریبههای مطرح برای هوشیییم

استفاده از هیدروژلحال، . با این[11]باشند ها میهیدروژل

های نرم بهها در مهندسی بافت و بالاخص در ترمیم بافت

دلیف خواص مطلوب مورد اشییاره، بسیییار مورد توجه قرار 

2 extracellular matrix 
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صبی به ست. در این میان، بافت ع سیت گرفته ا سا دلیف ح

حدود خود یار م یت ترمیم بسییی قابل نه  ،عملکردی و  گزی

انجام تحقیقات مهندسی بافت ضمن استفاده  برایمناسبی 

 . [12و10] باشداز ساختارهای هیدروژلی می

ساختارهایی بر ها ، هیدروژلشداشاره  پیشتریور که همان

پایه ترکیبات پلیمری )سیینتزی یا یبیعی( هسییتند. از جمله 

فاده در هیدروژل  برای هاپلیمرهای سییینتزی مورد اسیییت

 وینیفتوان به پلیکاربردهای زیسییتی و مهندسییی بافت می

سی(، پلیPEGگلایکول ) اتین(، پلیPVAالکف )  هیدروک

آمید اکریف ایزوپروپیف اِن( و پلیpHEMAمتااکریلات )اتیف

(pNIPAM اشییییاره )یدروژل .کرد هایی معمولاً چنین ه

یت مهندسیییی شیییدن، تنظیم و کنترل خواص، تنوع  قابل

های سییاخت اسییتاندارد با خواص قابف فرایندها و وییگی

شکف این دهند. باتنظیم ارائه می صه و م حال، مهمترین نقی

ضییعف خواص بیولوژیک و زیسییت ،چنین سییاختارهایی

سه تر این هیدروژلسازگاری محدودتر و پایین ها در مقای

از هایی اسیییت که از منابب یبیعی یا درواقب با هیدروژل

 . [11و ۷] آینددست میهبیوپلیمرها ب

یدروژل فاده از ه یۀ اسیییت پا هایی همچون بیوها بر  پلیمر

، هیالورونیک اسید، کیتوسان و کلاژن در مجاورت آلجینات

سخساختارهای  سلولی، معمولاً به پا ستی زنده و  های زی

 . [۷]شود تری منجر میبسیار مطلوب

عنوان فراوانبیوپلیمرهای مورد اشیییاره، کلاژن بهدر میان 

های متعددی ترین پروتئین موجود در بدن که دارای نقش

های بسیاری از بافت ECMاز جمله عملکرد ساختاری در 

های تهیه هیدروژل برایها یکی از بهترین گزینه ،بدن است

درمانی و مهندسیییی بافت اسیییت. زیسیییتحوزه سیییلول

پذیری العاده، قابلیت جذب آب بالا، انعطافسازگاری فوق

پذیری )عمدتاً با مکانیسیییم تخریب مناسیییب و زیسیییت

های کلاژنی هیدروژلکنترل از جمله مزایای آنزیمی( قابف

های مرتبط کاربرد ها در   IIو  Iکلاژن نوع باشییید. می آن

                                                                                                                                                      
1 self-renewal 
2 differentiation 

 13]های مورد اشیییاره را دارند کاربرد در حوزهبیشیییترین 

 .[1۴و

از نوع  وییهها بهاز هیدروژل بنابرآنچه گفته شیید، اسییتفاده

ناسیییبی کلاژنی می نه م ند گزی قات حوزه  برایتوا تحقی

های حسیییاسیییی مهندسیییی بافت و بالاخص ترمیم بافت

ی در ی بنیادهاسلولاستفاده از  همچون بافت عصبی باشد.

ساختارهای هیدروژلی می سخکنار  های به تواند منجر به پا

. در واقب شییودتری در حوزه مورد اشییاره مراتب مطلوب

 2تمایزو توانایی  1نوسازیدبا قابلیت خوی بنیادی هاسلول

 برایای العادههای بدن، مزیت فوقی بافتهاسلولبه انواع 

 یاسیییتفاده در مجاورت سیییاختارهای هیدروژلی حوزه

ی هاسییلول. در این بین، [16و 1۵]مهندسییی بافت دارند 

یادی مزانشییییمی بهMSCs)  3بن یف خواص(  مطلوبی از  دل

ستخراج متنوع  سب، منابب ا شت منا جمله قابلیت تهیه و ک

ستخوان، بافت چربی، خون بند ناف و  در بدن )مانند مغز ا

شناخته بودن پروتکف ها و مسیرهای کشت پالپ دندان( و 

همچنین  هاسییلولو تمایز بسیییار مورد توجه هسییتند. این 

های سیییلولی از جمله قابلیت بالایی در تمایز به انواع رده

بند )استخوان، غضروف، تاندون و های همی بافتهاسلول

ی ی عصبهاسلوللیگامان(، چربی، عضلانی و حتی برخی 

 .[1۷-1۹]را دارند 

جه،  عددی از درنتی عات مت طال ها در MSCتاکنون در م

عددی از جمله  برایها مجاورت هیدروژل کاربردهای مت

ضروف  ، بهبود بیماری[22و 21]، التیام زخم [20]ترمیم غ

 2۴]های عروقی ، بیماری[23]های مفاصییف و اسییتخوان 

بافت عصیییبی  [2۵و ته بهبود مشیییکلات   [2۷و 26]و الب

ستفاده  سیف تکثدر مطالعه حاضر نیز است. شدها یر و ، پتان

های مسییتخرج از مغز MSC) هاسییلولرفتار تمایزی این 

اسییتخوان موش( بر روی یک هیدروژل کلاژنی بررسیییی 

به محیط شییید که در یک رویکرد نوین،  فاوت  با این ت  .

دست آمده از هب ۴هیپوکامپ ی مورد اشاره، عصارۀهاسلول

3 Mesenchymal stem cells 
4 hippocampal extract 
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. در واقب برخی مطالعات شییدمغز جنین موش نیز اضییافه 

اند که عصییاره مذکور پتانسیییف صییورت گرفته نشییان داده

و همچنین ایجاد  هاسییلولبالایی در بهبود فعالیت و رشیید 

به هاسیییلول گیری درجهت مایز  مت ت به سییی یه  ی اول

. در مجموع، رفتار [2۸-31]ی عصیییبی را دارد هاسیییلول

شاره و بالاخص اثر هاسلول شیمی در محیط مورد ا ی مزان

صاره هیپوکامپ روی چنین نوروتروفیک  ر یی دهاسلولع

های مربویه نیز ارائه و یافته شییدجاری بررسییی  پیوهش

 .شد

 هامواد و روش -2

سازی  -1-2 ستخراج و جدا شیمی مغز هاسلولا ی مزان

   استخوان

عدد موش نر نیاد  6ی مزانشییییمی از هاسیییلولبرای تهیۀ 

ستار ) سن Wistarوی ستفاده  6تا  ۴( در  . در شدهفتگی ا

های بلند موشچنین سنی، احتمال منشعب شدن استخوان

شتری در  سلول بنیادی بی ست و همچنین میزان  ها کمتر ا

ستخراج می ستخوان قابف ا فعالیتباشد. تمام قسمت مغز ا

های مراحف کار حیوانی نیز بر اسیییاس دسیییتورالعمفها و 

ته اخلاق ناسییییه  تدوین شییییده توسیییط کمی با شییی (

IR.IAU.SRB.REC.1401.328)  شدانجام. 

هییا بییا قرار گرفتن در معرز گییاز دیدر ابتییدا، موش

شییدند و در ادامه به کمک  1اکسیییدکربن دچار مرآ آرام

های برش. با ایجاد شد، لاشۀ آنها استریف درصد ۷0 اتانول

ندام نه میلازم در ایراف ا به ت که  های عقبی و در جایی 

ست این ناحیه سبند، پو شیده و جدا  چ . این کار از شدک

ندام ماس بیشیییتر ا جانور ت با مو و پوسیییت  های عقبی 

دهد. در کاهش می نیز و احتمال آلودگی را جلوگیری کرده

های عقبی موش با برش ایجاد شیییده در مرحله بعد، اندام

های تشریح اندام .شدامتداد یناب نخاعی، از تنه بدن جدا 

ند و عضیییلانی ایراف های همبافتعقبی و برداشیییتن  ب

                                                                                                                                                      
1 euthanasia 
2 hemocytometer 

ستخوان شد. بها ستریف انجام  منظور خارج ها در یک هود ا

ستخوان ران موش با  سر انتهایی ا ستخوان، دو  کردن مغز ا

، برش داده شد. مغز استخوان شددقت و بدون اینکه خرد 

سرنگ به  لیتر میلی ۵/0سی که حاوی سی 10کمک یک 

ک و به ی شدمحیط کشت کامف بود شسته و سپس خارج 

سپسشدسی منتقف سی 1۵فالکون  سیون  ،.  سپان سو این 

تا میکرومتری عبور داده  ۷0سیییلولی از یک فیلتر  شییید 

و اسییتخوانی، در صییورت وجود هرگونه ضییایعه درشییت 

بهاسیییلول .شیییودحذف  به دسییییتهی  مده  مک  آ ک

ی هاسییلولمورد شییمارش قرار گرفتند و  2هموسییایتومتر

دسیییت هلیتر بسیییلول در میلی ۵×610اولیه با تراکم حدود 

های دیگر کشییت به فلاسییک هاسییلولاین  ،آمدند. سییپس

. شیییدندهای مورد نظر منتقف انجام تسیییت برایسیییلولی 

نیز در انکوباتور استاندارد کشت سلولی  هاسلولنگهداری 

سانتی 3۷ در دمای صد ۹۵ ، ریوبتگراددرجه   و کربن در

 انجام شد. درصد ۵ اکسیددی

 تهیۀ عصاره هیپوکامپ جنین موش -2-2

صاره هیپوکامپ  6از جنین  روزه موش نر به منظور تهیه ع

ها با قرار گرفتن در . در ابتدا، جنین موششیییداسیییتفاده 

 ،اکسیدکربن، مرآ آرام را تجربه کردند. سپس معرز دی

. شییدها اسییتریف ، لاشییه موشدرصیید ۷0به کمک اتانول 

ضمن نگهداری سر جنین موش با یک پنس، یک برش در 

 ۴در راستای ساژیتال 3سری و استخوان آکسیپیتالناحیه پس

های دقیق کرونال، اسیییتخوان . در ادامه با برششیییدایجاد 

ساختارهای جانبی آن جدا پس ضمن ادامه  شدسری و  و 

ستای ستخوان برش در را های جداری و پیشانی ساژیتال، ا

شتی مغز هر جنین به شدندهم خارج  سمت پ صورت تا ق

 .شودکامف نمایان 

دیش اسییتریف منتقف  پتری یکپس از خارج کردن، مغز به 

متر مکعب برش داده میلی ۵/0و به قطعات کوچکتر از  شد

3 occipital 
4 sagittal 
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سپس سین  بافتیآنزیم جداکننده  ،شد.  صد  2۵/0)تریپ در

سیییاختارهای به  DNase I (U/ml 100) ( وحجمیوزنی/

 3۷دقیقه در دمای  30و به مدت حدود  شییدقبلی اضییافه 

لیتر در نهایت حدود یک میلی .شدانکوبه گراد سانتی درجه

برای کاهش  ،درصد FBS 10حاوی  DMEMکشت محیط

دسییت آمدن سییاختاری هب برای .شییدفعالیت آنزیم اضییافه 

و در  دشهمگن، سوسپانسیون مورد نظر چندین بار پیپتاژ 

. شیییدلیتری منتقف میلی 1۵ادامه به یک لوله سیییانتریفیوژ 

سرعت  سانتریفیوژ با  دور در دقیقه و به مدت  1000عمف 

شته و حدود  ۵ تا  ۴دقیقه انجام شد. سپس مایب رویی بردا

جدد برای  DMEMلیتر از محیط کشیییت میلی ۵ تاژ م پیپ

ستفاده  سیون .شدداخف ظرف ا سپان سو ههای بدر نهایت 

میکرومتری عبور داده  ۷0دسیییت آمده، از فیلتر اسیییتریف 

شیییدند تا هرگونه قطعه بزرآ بافتی در صیییورت وجود 

صاره ب شودحذف  ست برایدست آمده هو ع های بعدی ت

 .ی مزانشیمی استفاده شدهاسلولو قرارگیری در مجاورت 

های ی مزانشیمی بر روی هیدروژلهاسلولکشت  -3-2

 های هیپوکامپ موشکلاژنی در مجاورت عصاره

یه ژلروش عدد و مختلفی برای ته های کلاژنی های مت

جاری با این. [32-3۴]وجود دارد  عه  طال  برایحال، در م

جلوگیری از متأثر شییدن خواص زیسییتی کلاژن و کاهش 

و های شیییمیایی از روش ،ریسییک ایجاد سییمیت سییلولی

. در نشیییدها اسیییتفاده فرایندمرتبط این  1لینکرهای اسکر

یک روش فیزیکی ژلعوز،  های کلاژنی بر اسییییاس 

د، شوو یبق مراحلی که در ادامه بیان می [3۵]شده  شناخته

 تهیه شدند.

تدا کلاژن نوع تهیه ژل برای گرم میلی I (3های کلاژنی، اب

دسییت آمده از تاندون دم موش، در اسییید هلیتر( بدر میلی

 ۴در دمای  3اولیۀ  pHبا درصد )وزنی/وزنی(  2/0استیک 

قابف ذکر اسییت که برای تهیه  .شییدحف  گرادسییانتی درجه

                                                                                                                                                      
1 crosslinkers 
2 supernatant 
3 fibrillogenesis 

های خارج شیییده از دم موش به تاندون ، ابتداIکلاژن نوع 

سییرد شییسییته شیید و سییپس به قطعات  PBSخوبی با 

اسیییتخراج کلاژن، این  برایکوچکتری برش داده شییید. 

ور شده و مولار غویه ۵/0قطعات در محلول استیک اسید 

به هم زده  گرادسانتی درجه ۴ساعت در دمای  ۴۸به مدت 

سرعت  شاره با   gشدند. در مرحله بعدی، مخلوط مورد ا

مدت  10000 قه سیییانتریفیوژ  30به  تا ذرات  شیییددقی

حاوی کلاژن محلول جدا  2ناخواسیییته از قسیییمت رویین

دهی کلاژن محلول، گردد. به منظور جدا کردن و رسیییوب

مولار به  ۸/0با غلظت نهایی حدود  NaClمقدار مناسبی از 

سییاعت و در  2و به مدت  شییدرد نظر اضییافه محلول مو

مجدداً به آرامی هم زده شد. پس  گرادسانتی درجه ۴دمای 

 فرایندگیری رسیییوبات کلاژنی، جدایش آنها با از شیییکف

در . انجام شددقیقه  30( و به مدت g 10000 سانتریفیوژ )

آمده، رسییوبات  دسییتهسییازی کلاژن بخالص انتها، برای

سید  ستیک ا مولار قرار گرفتند و به مدت  ۵/0کلاژنی در ا

در مقابف  گرادسانتی درجه ۴ساعت و در همان دمای  ۴۸

های ها و ناخالصییییتا نمک شیییدند، دیالیز PBSمحلول 

جلوگیری از دناتوره  برای. شیییونداحتمالی موجود حذف 

 ۴سازی در دمای آمده پس از خالص دستهشدن، کلاژن ب

  .شدنگهداری  گرادسانتی درجه

سیدی، معمولاً پدیده تولید فیبریف در به هر حال  3شرایط ا

فاق نمی جه نمیدر کلاژن ات تد و در نتی توان در چنین اف

pHنیاز اسیییت که ابتدا  ،دسیییت آورد. بنابراینهای، ژل ب

( و خنثی برسد ۴/۷اسیدیته محلول به سطح فیزیولوژیک )

شبکه فیبریلی شکیف  شرایط برای ت کلاژن و ایجاد ژل،  ۴تا 

ستا، یک محلول خنثی .شودمهیا  شکف  ۵کنندهدر این را مت

و سیییدیم  FBSحاوی  DMEM×10از محیط کشیییت 

سید  شاره بشدمولار تهیه  2۵/0هیدروک ه . محلول مورد ا

 ۴/۷به محدوده  pHتا  شدتدریج به محلول کلاژنی اضافه 

4 fibrillar network 
5 neutralizing 
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شان  ۴ها در دمای فرایندد تمامی این شومی برسد. خایر ن

شدند گرادسانتی درجه سانی از  ،سپس. انجام  مقادیر یک

های یک پلیت کشیییت دسیییت آمده به چاهکهمحلول ب

تا ضییمن گرم شییدن در  شییدای منتقف خانه 2۴سییلولی 

مربویه های ، ژلگرادسیییانتی درجه 3۷در دمای  انکوباتور

 برایضییمناً  تشییکیف شییوند.پس از حدود یک سییاعت 

ها با پارافیلم ها، سیییطح چاهکجلوگیری از تبخیر آب ژل

  شد. پوشانده

ی مزانشیمی، مقدار هاسلولاز اضافه کردن  پیشدر ادامه و 

شت کامف به هر یک از چاهک سانی محیط ک ضافه یک ها ا

ها کاملاً با محیط کشت پوشیده ای که سطح ژلبه گونه شد

ی هالسلوحجم یکسان از سوسپانسیون اولیه  ،. سپسشود

. در نهایت، شییدهای مربویه اضییافه مزانشیییمی به چاهک

 عصاره هیپوکامپ و البته غلظت آن بررسی اثر وجود برای

شد و تمایز  شیمیهاسلولبر روی ر صاره ،ی مزان های ع

ها برای غلظت مختلف تهیه شده و به چاهک 3 مربویه در

های غلظت عصییاره ند.شییدتکرار اضییافه  3های تسییت

هیپوکامپ و همچنین یراحی آزمایش این مطالعه به قرار 

 :شدزیر تعیین 

میکرولیتر از عصیییاره بافت به  100(: Ext. 1غلظت اول )

 .میکرولیتر از محیط کشت کامف ۹00علاوه 

میکرولیتر از عصیییاره بافت به  2۵0(: Ext. 2غلظت دوم )

 .میکرولیتر از محیط کشت کامف ۷۵0علاوه 

میکرولیتر از عصییاره بافت به  ۵00(: Ext. 3غلظت سییوم )

 .میکرولیتر از محیط کشت کامف ۵00علاوه 

عه یراحی گروه هایداده 1 جدول طال مایش در م های آز

 دهد.حاضر را نشان می

نده 4-2 تار تکثیر و ز های انی سییلولمبررسییی رف

 (MTTمزانشیمی )به کمک تست 

سنجش زیستترین روش، یکی از رایجMTTتست  های 

ست سازگاری ترکیبات و مواد مختلف می شد. در این ت با

که شییود اسییتفاده می 1از نوعی نمک تترازولیوم زرد رنگ

ی زنده هاسلولهای دهیدروژنازی موجود در توسط آنزیم

نام  به  مازانبه ترکیبی  نگ آبی  2فور یف -با ر بد ارغوانی ت

ارغوانی ایجاده -د. بنابراین، میزان شییدت رنگ آبیشییومی

 باشیید. هاسییلولمانی تواند معیاری از میزان زندهشییده، می

عدد مربوط به شیییدت رنگ مذکور نیز توسیییط دسیییتگاه 

گیری نانومتر اندازه ۵۷0اسییپکتروفتومتری و در یول موج 

 .شودو گزارش می

 

 

 های آزمایش در مطالعه حاضریراحی گروه 1جدول

های گروه

 آزمایش
 هانمونهکدگذاری 

 اجزاء تشکیل دهنده نمونه

 افزوده شدهنوع عصاره هیپوکامپ  ترکیب اصلی

1 MSC  ی مزانشیمی )نمونه کنترل(هاسلولفقط - 

2 MSC+Gel-Coll  + ی مزانشیمیهاسلولهیدروژل کلاژنی - 

3 MSC+Gel-Coll+Ext. 1  + غلظت اول ی مزانشیمیهاسلولهیدروژل کلاژنی 

۴ MSC+Gel-Coll+Ext. 2  + غلظت دوم ی مزانشیمیهاسلولهیدروژل کلاژنی 

۵ MSC+Gel-Coll+Ext. 3  + غلظت سوم ی مزانشیمیهاسلولهیدروژل کلاژنی 

 

 

                                                                                                                                                      
1 3-(4,5-di methyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 2 Formazan 
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سه این عدد با عدد مربوط به نمونه کنترل  سرانجام با مقای

توان میزان اسیییت( می هاسیییلولای که فقط حاوی )نمونه

به هاسیییلولمانی زنده طه را   1صیییورت کمی و یبق راب

 :کردگزارش 

هامانی سلول)%( درصد زنده=   

 ()عدد جذب نمونه کنترل/عدد جذب نمونه مورد نظر ×100

یور که در های آزمایش همانگروه در مطالعه حاضیییر نیز،

ه، در مجاورت مقادیر یکسییانی از شییدمشییخص  1جدول 

ای به خانه ۹6های پلیت ی مزانشیییمی در چاهکهاسییلول

مه  2۴مدت  ند. در ادا عت قرار گرفت محلول رویین سیییا

میکرولیتر از  10ها برداشییته شیید و سییپس مقدار چاهک

میکرولیتر از محیط  ۹0به همراه  MTTمحلول اسیییتو  

. در مرحله بعد، پلیت شییدکشییت به هر چاهک اضییافه 

 گرادسییانتی درجه 3۷ سییاعت در دمای ۴مربویه به مدت 

های دهیدروژناز موجود در . در اثر فعالیت آنزیمشدانکوبه 

های نامحلول به گرانول MTTی زنده، هاسلولکندری میتو

محلول رویین  ،سییپس .شییدارغوانی فورمازان تبدیف -آبی

ضافه به چاهک DMSO1و حلال  شدها خارج چاهک ها ا

. در نهایت عدد کندهای فورمازان را حف شییید تا گرانول

نانومتر  ۵۷0ها در یول موج ی چاهکهانمونهجذب تمام 

ستگاه توسط  سپکتروفتومتری اندازهد شد و درصد ا گیری 

  .شدو گزارش  محاسبه 1رابطه مانی نیز بر اساس زنده

ی مزانشیییمی به هاسییلولسیینجش رفتار تمایزی  5-2

عصیی ی )به کمک روش ایمنوفلورورسیینت و میزان بیان 

 (GFAPو  Nestinهای پروتئین

دمای  دردقیقه  30به مدت  2شیییدن پس از تثبیت هانمونه

صد ۴دهید لپارافرما اتاق و در سه مرتبهدر بافر  با محلول ، 

سالین ) سفات  شدند. PBS)3ف سته  به  هانمونه ،سپس ش

 درصیید 3/0( Tritonدقیقه در مجاورت ترایتون ) 30مدت 

                                                                                                                                                      
1 Dimethylsulfoxide 
2 fixation 
3 Phosphate-buffered Saline 
4 primary 

شاء  نتیورود آ برای هاسلولقرار گرفتند تا نفوذپذیری غ

شیده و آنتی شیسیته هانمونه ،ها افزایش یابد. سیپسبادی

یه هایبادی با نسیییبت  ۴اول برای  100به  1رقیق شیییده 

ستین ضافه  هانمونهبر روی  GFAP6و  ۵پروتئین ن و  شدا

محیط یخچال  داخفدر  یک شییبمربویه به مدت  فرایند

از یخچال  هانمونهپس از مدت مورد اشاره، ادامه پیدا کرد. 

شده و چندین مرتبه مجدداً با  شو داده  PBSخارج  ست ش

اضییافه  1۵0به  1بادی ثانویه با رقت شییدند. در ادامه، آنتی

 3۷ ساعت در انکوباتور 2حدود به مدت  هانمونهشده و 

 هاهنمونتاریک قرار گرفتند.  و در محیطگراد سییانتی درجه

شستشو  PBSمرتبه با  3از انکوباتور خارج شده و مجدداً 

ضافه ( نیز به آD9542-Sigma) DAPIشده و  تا  شدنها ا

های یا مشیییخص کردن هسیییته ۷آمیزی متقابفبرای رنگ

سییلولی به رنگ آبی مورد اسییتفاده قرار گیرد. پس از یک 

شوی نهایی با  ست ی روی لامف هانمونه، در نهایت PBSش

با قابلیت دریافت  Olympusدر زیر میکروسیییکوپ نوری 

در  ،همددست آبهییف فلوئورسنت قرار گرفتند و تصاویر 

ه کمک ب مورد استفاده قرار گرفت. تفسیر نتایج این مطالعه

و شییدت نور فلوئورسیینت دریافتی نیز،  ImageJافزار نرم

شخص  پیوهشهای هدف در این میزان بیان پروتئین نیز م

 رسی اثر غلظتبر برایشایان ذکر است که  ،چنینهم .شد

مپ بر  کا تار عصیییاره هیپو یادی هاسیییلولروی رف ی بن

نه ظت این مزانشییییمی، از نمو بالاترین غل که دارای  ای 

صاره ستفاده  (MSC+Gel-Coll+Ext. 3) ع تا اثر  شدبود ا

 .شودهای این بخش نمایان عصاره به خوبی در تست

 نتایج و بحث -3

 هاسلولمانی زنده 1-3

ی هاسیییلولمانی و درصیییدهای زنده MTTنتایج تسیییت 

شده در مجاورت  شت  شیمی ک ی این مطالعه، هانمونهمزان

5 Nestin 
6 Glial Fibrillar Acidic protein 
7 counter-staining 
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شده 2و جدول  1شکف در به ترتیب  شته  به نمایش گذا

 اند.

مشییاهده اسییت، هیدروژل  قابف 1شییکف گونه که در همان

ی مزانشیییمی ایجاد هاسییلولبرای  کلاژنی نه تنها سییمتیتی

شد و تکثیر این  ست بلکه اثر مثبت و ترغیبی در ر نکرده ا

ست. این یافته خود تأییدی بر این فرضیه  هاسلول شته ا دا

ها و سییاختارهای تهیه شییده از اسییت که معمولاً هیدروژل

توانند می، شوندمنابب یبیعی که عمدتاً شامف بیوپلیمرها می

ستی مناسب ساختارهای تهیه خواص زی سه با  تری در مقای

ای در تعداد شیده از مواد سینتزی ارائه دهند. چنین مسیأله

بفق به این ا قات قبلی مربوط  عات و تحقی طال توجهی از م

 . [1۴ و ۷-۹ و 1]حوزه نیز مورد تأکید بوده است 

یدروژل بهدر این بین، ه یه شیییده از کلاژن  یف های ته دل

العاده این بیوپلیمر که در واقب فراوانسازگاری فوقزیست

بدن نیز می های  ،باشیییدترین پروتئین موجود در  کاربرد

بافت، پزشکی ترمیمی ی در حوزه مهندسی بسیار گسترده

سلولو البته حوزه شتههای مختلف   13و 11]اند درمانی دا

نیز  پیوهشبا توجه به مزایای مورد اشییاره، در این  .[36و

شد که از هیدروژل کلا ستفاده  ژنی برای کاربرد مورد نظر ا

ست  ضحی حتی در ت شکف وا  MTTعملکرد مثبت آن به 

  .شدنیز مشاهده 

نکته دیگر قابف اشیییاره این اسیییت که وجود عصیییاره 

مان مپ مغز جنین موش، ه کا که در برخی هیپو نه  گو

به وضییوح اثر  ،[2۸-31]مطالعات قبلی نشییان داده اسییت 

در  هکه این صورت دارد. ب هاسلولمثبتی در رشد و تکثیر 

نمونه حاوی بالاترین غلظت عصاره هیپوکامپ مغز موش، 

صد زنده شیمی حدوداً به عدد قابفهاسلولمانی در ی مزان

 رسیده است. درصد  1۹0توجه 

 

 

 

 

 

 

 

غلظت  3ی مزانشیییمی در مجاورت هیدروژل کلاژنی با و بدون عصییاره هیپوکامپ مغز موش در هاسییلولمانی نمودار میزان زنده 1شییکف

 عنوان نمونه کنترل انتخاب شدند(.ی بنیادی مزانشیمی به تنهایی بههاسلولمتفاوت )

 

شیمی در مجاورت هاسلولمانی درصد زنده 2جدول غلظت متفاوت  3هیدروژل کلاژنی با و بدون عصاره هیپوکامپ مغز موش در ی مزان

 عنوان نمونه کنترل انتخاب شدند(.ی بنیادی مزانشیمی به تنهایی بههاسلول)

MSC+Gel-Coll+Ext. 3 MSC+Gel-Coll+Ext. 2 MSC+Gel-Coll+Ext. 1 MSC+Gel-Coll MSC 
 نمونه

 نتیجه
 مقدار میانگین 100 ۹/11۵ 3/1۴1 ۹/161 ۹/1۸۹

 انحراف معیار ۸1۹/2 0۹6/3 ۴3۵/۵ ۹۵6/2 ۴1/10

013/6 ۷0۷/1 13۸/3 ۷۸۷/1 62۸/1 
خطای 

 استاندارد

 



 حاجی سیدجوادی و همکاران ...  بررسی اثر نوروتروفیک

3۴ 

درنتیجه، عوامف و ترکیبات مورد اسیییتفاده در این مطالعه 

مپ مغز موش( در  یدروژل کلاژنی و عصیییاره هیپوکا )ه

مزانشیمی مغز استخوان موش، نه تنها ی هاسلولمجاورت 

بلکه خود عامف محر  و ترغیب ،اثر سمیت سلولی ندارند

نده در افزایش زنده  هاسیییلولمانی و همچنین رشییید کن

 هستند.

 تمایز سلول های مزانشیمی -2-3

سنت مربوط به  سکوپ فلوئور صاویر میکرو ی هاسلولت

ل مزانشیییمی مغز اسییتخوان موش که در مجاورت هیدروژ

بالاترین  با  بدون عصیییاره هیپوکامپ و همچنین  کلاژنی 

 3و  2شیییکف گرفتند؛ در هیپوکامپ قرار  غلظت عصیییاره

ست که به شده ا ترتیب بیانگر کیفی میزان بیان نمایش داده 

 باشند.می هاسلولتوسط  GFAPهای نستین و پروتئین

شاهده  2شکف همانگونه که در  صاره شودمیم ، وجود ع

، هاسلولهیپوکامپ مغز موش با بالاترین غلظت در محیط 

سه با سبب افزایش قابف ستین در مقای توجه بیان پروتئین ن

ست. با شده ا صاره هیپوکامپ  حال، در این نمونه بدون ع

، رفتار کاملاً متفاوتی مشییاهده GFAPخصییوص پروتئین 

ستین که3شکف ) شد ان میز (. به عبارت دیگر، برخلاف ن

شت صاره هیپوکامپ دا ستگی مثبت با وجود ع  ،بیانش واب

ای که حاوی عصاره هیپوکامپ در نمونه GFAPمیزان بیان 

از تفسیییر نتایج مشییاهده شییده در  پیش بود کاهش یافت.

صری3و  2شکف  ست مخت صوص اهمیت  ، بهینه ا در خ

در  و همچنین عملکرد آنها GFAPهای نسیییتین و پروتئین

 GFAPهای نستین و . پروتئینکرداین حوزه، توضیح ارائه 

ی هاسییلولاز ترکیبات کلیدی مؤثر در سییاختار و عملکرد 

 .[3۷-3۹]سیستم عصبی هستند 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

سکوپ 2شکف صویر میکرو سنت  ت شیمی در مجاورت هیدروژل کلاژنی باهاسلولفلوئور صاره هیپوکامپ جنین موش ی مزان  و بدون ع

 .ه است(شداستفاده  هاسلولآبی رنگ کردن هسته برای مشخص کردن بهتر زمینه و  DAPIردیابی پروتئین نستین )از برای 
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ی مزانشیمی در مجاورت هیدروژل کلاژنی با و بدون عصاره هیپوکامپ جنین موش به هاسلولفلوئورسنت  تصویر میکروسکوپ 3شکف

 .ه است(شداستفاده  هاسلولآبی رنگ کردن هسته برای مشخص کردن بهتر زمینه و  DAPI)از  GFAPمنظور ردیابی پروتئین 

 

به ،هااین پروتئین هاییهمچنین  مهم در   1عنوان نشیییانگر

فاده اسییت هاسییلولبررسییی رفتار تکثیر و تمایز این نوع از 

 ۵. در واقب، در مجموع چیزی حدود [۴1و ۴0، 3۸]دارند 

ی هاسییلولدر اسییکلت  2های میانینوع اصییلی از رشییته

 ۴هایور خاص در آستروسیتو به 3پشتیبان عصبی یا گلیال

 ۷، لامین6، ساینمین۵شناسایی شده است که شامف ویمنتین

ستین و  شاره شومی GFAPو البته ن ، شدد. همانطور که ا

ها هم در حفظ سیییاختار و عملکرد صیییحیح این پروتئین

سایی این نوع از  شنا صبی و هم در  ستم ع  هاسلولسی

 .[۴2و 3۹]استفاده دارند 

                                                                                                                                                      
1 markers 
2 intermediate filaments 
3 glial 
4 astrocytes 
5 vimentin 

ستین نیز  صلی پروتئینبهن شتهعنوان یکی از انواع ا های ر

 220( بییا وزن مولکولی حییدود VI)کلاس ای میییانی 

شکف، کیلودالتون یا ی اجدادی هاسلولتوجهی در قابف به 

ستم عصبی  ۸سازپیش سی بیان م هو بنیادی اولیه مربوط به 

سلولی شود. این پروتئین همچنین در فعالیتمی های اولیه 

صبی مانهاسلولکه منجر به تولید انواع مختلفی از  ند ی ع

ستروسیتنورون به  ،شودمی ۹هاها و الیگودندروسیتها، آ

یان می بالایی ب بارت دیگر، [۴۴و ۴3]د شیییومیزان  به ع  .

ستین می شانگری برای وجود عنوان بهتواند ن ی هاسلولن

صبی، مورد هاسلولمربوط به اجدادی و بنیادی اولیه  ی ع

6 synemin 
7 lamin 
8 progenitor 
9 oligodendrocytes 
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. برخی مطالعات دیگر نیز نشییان [۴۵] اسییتفاده قرار گیرد

ی هاسیییلولکه بیان نسیییتین در محیط حاوی داده اسیییت 

ه ب هاسلولتواند علامتی برای حرکت این بنیادی، خود می

شد هاسلولهای مختلف سمت تمایز به رده صبی با ی ع

برای توان عنوان نشییانگری . نسییتین همچنین به[۴6و ۴۵]

ستفاده میی عصبی اولیه هاسلولتکثیر  شود. بدین معنی ا

ساز و بنیادی اولیه عصبی در ی پیشهاسلولوقتی این  که

بالایی   1فاز تکثیری یان  ند، این پروتئین از ب خود هسیییت

شتر این  ست و با حرکت بی  ی اجدادیهاسلولبرخوردار ا

تر، معمولاً و عصبی بنیادی به سمت ساختارهای تمایزیافته

در یک مطالعه اولیه  .[۴۸و ۴۷]یابد کاهش میبیان نسییتین 

بر روی قابلیت و  ،[۴6] و همکاران Gendebienکه توسط 

ی هاسییلولی بنیادی مزانشیییمی به هاسییلولشییرایط تمایز 

 که بیان نستین به نوبه خود شدص ، مشخانجام شدعصبی 

 سازی اجدادی یا پیشهاسلولگیری ای برای شکفتأییدیه

ی عصییبی اسییت و در صییورت ورود هاسییلولمربوط به 

تین بیان نسیی های تکمیلی تمایز،فرایندی اولیه به هاسییلول

به میزان بالاتری  GFAPنشییانگر  کاهش یافته و در عوز

 در ادامه کار بیان خواهد شد.

سوی دیگر،  شتهنیز به  GFAPاز  ای عنوان یک پروتئین ر

یانی از کلاس  حدود  IIIم با وزن مولکولی  کیلو  ۵0و 

ی پشییتیبان سیییسییتم هاسییلول، در انواع مختلفی از دالتون

خاص در  یوربهی گلیال و هاسیییلولعصیییبی یا همان 

ها در برخی بیماری. [۴۹-۵1]شود ها یافت میآستروسیت

مانند آلزایمر، پارکینسون، گلیوما و یا در صورت آسیب به 

شکف قابف صبی نیز میزان بیان این پروتئین به  ستم ع سی

. چنین شیییرایط [۵3و ۴۹،۵2]کند توجهی افزایش پیدا می

 یوزگلپاتولوژیکی که معمولاً همراه با پاسییخی موسییوم به 

شی ست، می 2واکن وجه تواند در ادامه به بیان و تولید قابفا

ای میانی اسییکلت سییلولی و بالاخص رشییته هایپروتئین

GFAP  مد جا یان به نوعی . [۴۴]ب که  برخلاف نسیییتین 

                                                                                                                                                      
1 proliferative 
2 reactive gliosis 

ی ی عصبهاسلولو حالت بنیادی  نشانگری از مراحف اولیه

تر بافت معمولاً در سییلول های تمایزیافته GFAPاسییت، 

صبی  ساعد و پاتولوژیک برای ع شرایط نام و همچنین در 

 .[۵1و ۴0]د شومیمشاهده ی عصبی هاسلول

نه اسیییت که  تر شیییدن اثر مشیییخص برایدر اینجا، بهی

تار  مپ بر روی رف کا یدروژل کلاژنی و عصیییاره هیپو ه

ی بنیادی مغز اسییتخوان موش، توضیییحاتی در هاسییلول

ها و تعاملات این اجزاء با یکدیگر کنشخصیییوص برهم

از ای شییامف مخلوط پیچیده ده شییود. عصییاره هیپوکامپدا

ین ئ ت پرو نواع  تورهییای ا ک چون فییا م ه لول  ح م هییای 

 ECMهای ها و مولکولها، آنزیمنوروتروفیک، سییایتوکین

در مجاورت یک هیدروژل کلاژنی،  .[۵۵ و 2۸،۵۴] اسییت

ند وارد های موجود در این عصییییاره میبیومولکول توان

ضای بین شتهف شده و یا به این ر صف فیبریلی کلاژن  ها مت

عنوان تواند بهبنابراین، ساختار هیدروژل کلاژنی می. شوند

یک و  مف نوروتروف یا تجمب برخی عوا محلی برای ذخیره 

صاره هیپوکامپ عمف کرده و به تدریج آنها پروتئین های ع

را مجدداً رهاسییازی کرده و در اختیار سیییسییتم مورد نظر 

 . [۵6و ۵۴]قرار دهد 

حاوی آنزیم مپ همچنین  کا ندعصیییاره هیپو مان ، هایی 

و کلاژناز می 3(MMPمتالوپروتئیناز ) های ماتریکسآنزیم

شد. چنین آنزیم  ۴اییبازآرچنین هایی توانایی تجزیه و همبا

 PNNعنوان مثال، شییبکه یک سییاختار کلاژنی را دارند. به

(perineuronal netکه  ECMها و در در ایراف نورون ( 

صاب مرکزی ) ساختار ( یافت میCNSبخش اع شود، در 

های کلاژنی اسییت که پیوسییته توسییط خود حاوی رشییته

در نتیجه، وجود . [۵۷]ند شوبازآرایی می MMPهای آنزیم

ایی در عصیییاره هیپوکامپ که عمدتاً بر پایه هچنین آنزیم

ند، خود میپلی ئازی هسیییت یدهای پروت ند در تنظیم پپت توا

ست ساختار پذیری هیدروژل تخریب زی کلاژنی، بازآرایی 

شییده در آن آن و حتی رهایش فاکتورها یا عوامف محبوس

3 Matrix Metalloproteinase 
4 remodeling 
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سویی دیگر،  کمک نماید. شیمی هاسلولاز  ی بنیادی مزان

توجهی با محیط توانند تعاملات قابفمغز اسییتخوان نیز می

شده در این مطالعه داشته باشند. در اولین مرحله، این تعبیه

نده هاسیییلول تا از یریق گیر ند  کان را دار های این ام

د. درواقب به ماتریکس کلاژنی متصیییف شیییون 1اینتگرینی

توانند می MSCی هاسیییلوله اسیییت که شیییدمشیییخص 

را  α2β1شیییونده به کلاژن همچون های متصیییفاینتگرین

توجهی قابلیت تشیییخیص تولید کنند که به شیییکف قابف

. [۵۹ و ۵۸]در ساختار کلاژن را دارند  2های پپتیدیموتیف

به فیبریف MSCی هاسلولهای در اثر اتصال این اینتگرین

سییلولی مربوط به های درونهای کلاژنی، نه تنها سیییگنال

بلکه  ،ندشییوتولید می 3چسییبندگی سییلولی و بقای سییلول

-PI3Kمسیر سیگنالی فعال شدن  ضمندیده شده است که 

Akt ی عصییبی هاسییلولبه سییمت تمایز به  هاسییلول، این

دلیف شباهت ساختار ، بهبر این علاوه. [60] کنندحرکت می

توانند ها میMSCیبیعی بافتی،  ECMهیدروژل کلاژنی با 

با حرکت درون هیدروژل در این سیییاختار توزیب شیییده، 

سایتوکین شد و  شوند و همچنین فاکتورهای ر های تکثیر 

ته دیگر  ند. نک با خود را در این محیط ترشیییح کن مرتبط 

، میMMPهای با تولید و رهایش آنزیم هاسلولاینکه این 

نند ضییمن بازآرایی سییاختار هیدروژل، به رهاسییازی توا

فاکتورهای هیپوکامپی که بعضیییاً در سیییاختار هیدروژل 

 ،MSCی هاسلول .[60 و ۵۹] اند کمک کنندمحبوس شده

های موجود در عصییییاره همچنین می فاکتور ند از  توان

. درواقب، این عصیییاره حاوی پلیشیییوندهیپوکامپ متأثر 

ی هالسییلووروتروفیک اسییت که بر روی رفتار پپتیدهای ن

MSC گذارد. به عنوان مثال، و مسیییر تمایزی آنها تأثیر می

شاهده  ست که با قرارگیری شدم ها در هیدروژلMSCه ا

جاورت های کلاژنی و یک،  در م های نوروتروف فاکتور

 انجام شده ۴ی عصبیهاسلولبه سمت  هاسلولتمایز این 

                                                                                                                                                      
1 integrin receptors 
2 peptide motifs 
3 survival 

 ۵. به علاوه، ترکیب شییدن ترشییحات سییلولی[60] اسییت

MSCها و فاکتورهای رشییید ها که شیییامف سیییایتوکین

صوص این  صارهست با فاکتورها هاسلولمخ می ،ای ع

 یوربههای سییلولی تواند در تنظیم وقایب التهابی و فعالیت

 .[60 و ۵۹] مؤثری نقش ایفا کند

نابر آنچه گفته  که وجود  کردگیری نتیجه توانشییید، میب

ی هاسیییلولعصیییاره هیپوکامپ مغز موش در مجاورت 

مزانشیییمی کشییت شییده روی هیدروژل کلاژنی، سییبب 

سمت رده هاسلولتحریک این  شروع تمایز به  های برای 

سییاز و اجدادی ی پیشهاسییلولعصییبی و بالاخص تولید 

 ی عصییبی شییده اسییت. افزایش بیانهاسییلولمربوط به 

ست. سأله ا ستین، خود تأییدی بر این م ر واقب د پروتئین ن

ی هالولس ؤیدی بر ایجادافزایش بیان نستین ضمن اینکه م

صبی پیش شان میساز و بنیادی اولیه ع ست، همچنین ن ا

ها به شکف فعالی در وضعیت تکثیری و دهد که این سلول

رشد خود هستند. به عبارت دیگر، عصاره هیپوکامپ سبب 

ساز عصبی شده ی پیشهاسلول ی ازتوجهد تعداد قابفتولی

یادی این  با حفظ خاصییییت بن ، هاسیییلولو در ضیییمن 

ند ها رافرای به آن با  های تکثیری مربوط  قایسییییه  در م

ست.فرایند شتر ترغیب کرده ا یان کاهش ب های تمایزی، بی

نه GFAPپروتئین  جاورت عصییییاره در نمو که در م ای 

ته مجدداً بر این یافته صییحه هیپوکامپ مغز موش قرار گرف

ی کمتری را به هاسییلول ،گذارد که وجود این عصییارهمی

ی گلیال هدایت هاسیییلولسیییمت تمایز کامف به سیییمت 

توان نتیجه گرفت که عصاره هیپوکامپ ند. در واقب میکمی

 ی بنیادی اولیه وهاسییلولتولید  برایاولاً گزینه مناسییبی 

محرکی قوی جهت حفظ اسیییت و ثانیاً  عصیییبی اجدادی

ی عصبی و افزایش میزان رشد هاسلولقابلیت بنیادی این 

 و تکثیر آنها است.

4 neuronal differentiation 
5 secretome 
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 ی کشت داده شده با و بدون عصاره هیپوکامپ مغز جنین موش.هانمونهدر  GFAPهای نستین و مقایسه میزان بیان پروتئین ۴شکف

 

های نسییتین و نمایش بهتر تفاوت میزان بیان پروتئین برای

GFAP  نهدر عه، هانمو طال فاده در این م ی مورد اسیییت

افزار ، به کمک نرمشییید بیان 2-۵بخش در همانگونه که 

ImageJ و شییدت رنگ فلوئورسیینت، میزان بیان پروتئین

در و  شیدصیورت کمی نیز اسیتخراج های مورد اشیاره به

 نمایش گذاشته شد. به ۴شکف 

نیادی ی بهاسلولقبلی نیز رفتار  مرتبطبرخی مطالعات در 

به مپ  MSCاز نوع وییه و  در مجاورت عصیییاره هیپوکا

، مطالعاتبا اینکه در این . [61-63]اسییت  شییدهبررسییی 

 پیوهشمتفاوتی نسییبت به  1گرهای عصییبینشییان بعضییاً

های آنها نیز امتا یافته ،جاری مورد مطالعه قرار گرفته اسییت

ی بنیادی را هاسیییلولاثر نوروتروفیک این عصیییاره روی 

شان می از منظر تمایزی نیز کند وتأیید می شانکه دهد ن  ن

یان ب کمتربسیار  در چنین محیطی های گلیال گرهای سلول

تری برای تبدیف شدن پایین تمایف هاسلولاین و  ندشومی

 دهند.نشان میی گلیال از خود هاسلولبه 

عه به طال یک م ثال، در   MSCی هاسیییلول، [61]عنوان م

مسیییتخرج از مغز اسیییتخوان موش در مجاورت عصیییاره 

ه ک شدهیپوکامپ موش بالغ قرار گرفتند. در ادامه مشاهده 

                                                                                                                                                      
1 neural markers 
2 neural induction medium 
3 Brain-derived neurotrophic factor 
4 neuron-like 

شان صبی مانند ن شکف قابف GAP-43گرهای ع توجهی به 

گلیال و آسییتروسیییتی مانند  گرهاینشییانامتا  ،ندشییدبیان 

GFAP [62]ای دیگر در مطالعه ،ردیابی نشییدند. همچنین ،

 Wharton’sمسییتخرج از ژل وارتون ) MSCی هاسییلول

jellyهیپوکامپ و یک  ( یا ژل بند ناف در مجاورت عصاره

قاء عصیییب فاکتور   2یمحیط ال کف از  قرار   BDNF3متشییی

 وجود داشیییت، BDNFفاکتور  تنهاگرفتند. در محیطی که 

شان شبههاسلولمربوط به  MAP2گر ن  ۴نورونیی عصبی 

شد. در حالی یی که علاوه بر فاکتور هانمونهدر  ،کهردیابی 

BDNF  گرهیپوکامپ نیز بودند، نشیییانحاوی عصیییاره 

ChAT۵  ی عصیبی هاسیلولدهنده که نشیان شیدمشیاهده

دلیف یکسییان نبودن شییرایط اسییت. یبیعتاً به 6کولینرژیک

یه و حتی نوع  هاسیییلولدقیق کشییییت  و محیط مربو

شابهی هاسلول سیرهای تمایزی کاملاً م ستفاده، م ی مورد ا

 توجهامتا قابف ،شیییودمعمولاً دیده نمیدر چنین مطالعاتی 

صاره هیپوکامپ، اثر نوروتروفیک و  ست که به هرحال ع ا

ی هاسیییلولگویا دهد و توجهی ارائه میقابف ۷نوروژنیک

 neuronalی هاسیییلولبنیادی اولیه را بیشیییتر به سیییمت 

ی گلیال و بههاسییلولگرهای کند و بیان نشییانمی هدایت

5 Choline acetyltransferase 
6 cholinergic 
7 neurogenic 
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در این مطالعات، بسییییار کم گزارش  GFAPیور خاص 

شده است. اثر نوروتروفیک و نوروژنیک عصاره هیپوکامپ 

ست در جایی که صورت درون حتی به شده ا تن نیز تأیید 

مستقیماً در بخش  SVZ1ساز عصبی از نوع ی پیشهاسلول

توجه ها قرار گرفتند و سیییپس بیان قابفهیپوکامپ موش

شان ستخرج از هاسلولدر  ، مجدداneuronalًگرهای ن ی م

. عصییاره هیپوکامپ همچنین شییداین بخش نیز مشییاهده 

و رشییید  2مانیشیییرایط بسییییار مسیییاعدی را برای زنده

 .[63] کردساز عصبی فراهم ی پیشهاسلول

 گیرینتیجه -4

مف و مواد محیطی همچون حاضیییردر پیوهش  ، اثر عوا

مغز هیدروژل کلاژنی و عصیییاره هیپوکامپ مسیییتخرج از 

نیادی ی بهاسلولجنین موش بر روی رفتار تکثیر و تمایز 

شیمی، مطالعه  ستخراج شدمزان شیمی از هاسلول. ا ی مزان

مغز اسییتخوان موش و تهیه عصییاره هیپوکامپ، همگی بر 

ستاندارد و قواعد مربوط به کمیته اخلاق ضوابط ا ساس   ا

 . نتایجانجام شدکار با حیوانات آزمایشگاهی  در خصوص

، MTTهای سلولی مختلف همچون ه از تستدست آمدبه

و همچنین  GFAPهییای نسیییتین و ن بیییان پروتئینمیزا

تصییاویر میکروسییکوپ فلوئورسیینت، در وهلۀ اول نشییان 

سبی  شد و را دادند که هیدروژل کلاژنی، محیط منا برای ر

کند. از سییوی دیگر، فراهم می هاسییلولتکثیر این نوع از 

عصییاره هیپوکامپ مغز جنین موش نیز اثری نوروتروفیک 

سبب  این عصاره ابتدا .کنداعمال می هاسلولاین بر روی 

ی هاسییلولی مزانشیییمی اولیه به هاسییلولهدایت تمایز 

به  اهسلولبا ترغیب این  سپسد و شواجدادی عصبی می

در  د.کنحفظ مینیز تکثیر بیشییتر، خاصیییت بنیادی آنها را 

میمجموع، بییه ظر  ثر ن نی و ا کلاژ هیییدروژل  رسیییید 

تواند شییرایط مناسییبی نوروتروفیک عصییاره هیپوکامپ می

ساز و اجدادی عصبی را فراهم ی پیشهاسلولبرای تولید 

ی مزانشیییمی هاسییلولاز آنجا که هدایت  کند. به هر حال،

                                                                                                                                                      
1 subventricular zone neural progenitors 

سمت تمایز به رده سایر به  سبت به  صبی ن سلولی ع های 

برانگیزتر است، معرفی شرایط،  انواع سلولی معمولاً چالش

نه را برای تحق که زمی هدف فراهم مواد و محیطی  ق این 

کننده و کمک عاملی راهگشیییابخش و ایدهتواند می کند،

ن فعال در این زمینه باشییید. با انجام برای سیییایر محققی

توان تر، میهای زمانی بلندمدتمطالعات بیشیییتر و در بازه

ید ردههای دقیقحتی شیییرایط و پروتکف های تر برای تول

 .ردکمختلف عصبی کاملاً تمایزیافته را نیز در آینده تعیین 
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Abstract 
Mesenchymal stem cells (MSCs) are among the most widely used types of 

adult stem cells in studies related to tissue engineering, cell therapy, and 

regenerative medicine. Ensuring the appropriate conditions and medium for 

the proliferation of these cells, as well as guiding their differentiation towards 

target cells, particularly for tissues with limited self-repair capabilities (e.g., 

neural cells), has been a focus in numerous studies. In the present study, the 

proliferative and differnetiative behavior of MSCs derived from the bone 

marrow of mice was examined in proximity to a collagen hydrogel and 

different concentrations of hippocampal extract obtained from fetal mouse 

brain tissue. Results from cellular assays, including the MTT test, confirmed 

the high biocompatibility of collagen hydrogel and the positive effect of 

hippocampal extract on cell growth. The expression levels of proteins such as 

Nestin and GFAP, as well as fluorescence microscopy images, indicated that 

the presence of hippocampal extract along with collagen hydrogel not only 

promotes the formation of neural progenitor cells, but also encourages these 

cells to retain their stemness and enhances their growth and proliferation. 

Overall, it appears that collagen hydrogel and the neurotrophic effects of 

hippocampal extract can create suitable conditions for the production of neural 

progenitor cells. 

 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Hippocampal extract, Neurotrophic, 

Neural progenitor cells, Intermediate filaments 

 

 

 

 

 

 
Copyright© 2025, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-

NonCommercial 4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) 

and Adapt (remix, transform, and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms. 


