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Abstract 

Introduction: The aim of this study was to evaluate the ability of the notochord to induce differentiation of mouse 

embryonic stem cells to neurons and/or motor neurons. 

Methods: In order to produce embryoid bodies (EBs), mouse embryonic stem cells (ES cells) line Royan B1 were 

grown in suspension in the absence of LIF for 4 days. Then EBs were divided into 4 groups. EBs in groups 1 and 2 

were further cultured in suspension for 4 days in the presence of retinoic acid (RA) while EBs in groups 3 and 4 were 

cultured in the absence of RA. EBs in groups 1 and 3 were also co-cultured with notochord for 4 more days. Numbers 

and type of neurons were assessed by immunostaining, flow cytometry and RT-PCR techniques. 

Results: EBs in groups 3 and 4 lead to 5 to 6 % neuron production while EBs in the groups 1 and 2 lead to 42 and 

55% neuron production, respectively. There was a significant difference (P <0.05) between groups 3 and 4 with groups 

1 and 2. Percentage of motor neurons (Hb9 positive) were significantly higher in group 1 (20.4%) compared with other 

groups (2-3%).  

Conclusion: Co-culture of mouse embryonic stem cells in the presence of notochord did not induce neural 

differentiation of mouse embryonic stem cells, while notochord may direct neural differentiation of mouse embryonic 

stem cells toward motor neurons. 

 

Key words: Notochord, Neural induction, Embryonic stem cells, Co-culture, Retinoic acid 

 

                                                                                                 
* Coresponding Author Email: mh_nasr@ med.mui.ac.ir and baharvand50@yahoo.com 
    Available online @: www.phypha.ir/ppj 



1  

  

  13  – 1، )1( 12فيزيولوژي و فارماكولوژي 

  1387 بهار

 

 1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فيزيولوژي و فارماكولوژي

  ن جوجه يورد جنكر نوتويتأث يبررس

 موش ينيجن ياديبن يسلولها يز عصبيدر القا و تما

   *3ن بهارونديحس، * 1ين نصراصفهاني، محمد حس1ييه تنهاي، سم2ي، محمد مردان2ي، شهناز رضو1ييربلاكجه ي، خد1،2شعاع يم انجممر

  اصفهان ان شاخه اصفهان،يده روك،، پژوهشياديبن يگروه سلولها .1

  اصفهان، اصفهان كي، دانشگاه علوم پزشكيده پزشكدانش ،يگروه آناتوم .2

  ان، تهرانيرو يده ك، پژوهشياديبن يگروه سلولها .3

  86 بهمن: رشپذي  86 بهمن: بازبيني 86 آبان: دريافت
  همكارانو  شعاع انجم  وردكر نوتويتأث يبررس

 كيدهچ

 .دهدف اين مطالعه بررسي توانايي نوتوكورد در القا سلولهاي بنيادي جنيني موش به سلولهاي عصبي و تمايزاين سلولها به نورونهاي حركتي بو :مقدمه

سـپس  . قـرار گرفتنـد   LIF، به مدت چهار روز در محيط كشت فاقـد  Royan B1رده ي ) ES(يني ، سلولهاي بنيادي جن)EBs(براي تشكيل اجسام شبه روياني  :ها روش

EBs  تشكيل شده به چهار گروه تقسيم شدند، درگروه اول و دومEBs      به مدت چهار روز با اسيد رتينوئيك تيمار شدند و در گروه سوم و چهارم تيمار بـا اسـيد رتينوئيـك صـورت

درصد و نوع نورونهـاي حاصـل بـا اسـتفاده از تكنيكهـاي       ظاز لحا EBsهاي اول و سوم به مدت چهار روز با نوتوكورد كشت داده شدند، سپس  گروه EBsعلاوه بر اين، . نگرفت

RT-PCRايمنوسيتوشيمي و فلوسيتومتري مورد بررسي قرار گرفتند ،.  

      اخـتلاف معنـي داري   4و 3هـاي   بـا گـروه   2و1هـاي   درصد بود و از اين نظر بين گـروه  5و  6، 42 ،55به ترتيب  4و  3، 2، 1هاي  ها در گروه ميانگين درصد نورون :ها يافته

)P <0.05 (درصد نورونهاي حركتي . ديده شد)Hb9 افزايش چشمگيري داشت%) 2-3(نسبت به ساير گروهها %) 4/20( 1در گروه ) مثبت.  

  .باشد باشد، اما قادر به تمايز سلولهاي پيشساز عصبي به نورونهاي حركتي مي ادي جنيني موشي نمينوتوكورد قادر به القاي عصبي سلولهاي بني :گيري نتيجه

  

  نوتوكورد، القاي عصبي، سلولهاي بنيادي جنيني، هم كشتي، اسيد رتينوئيك :كليدي هاي واژه
  

  

  *مقدمه
در طي تكامل جنين واكنشهاي القايي زيادي وجود دارنـد كـه   

هـايي از يـك گـروه سـلولي روي گـروه       الدر اين واكنشها سـيگن 

در مجـاورت آنهـا قـرار دارنـد تـأثير       "سلولي ديگري كه معمـولا 

در بين ايـن واكنشـها، بيشـتر    . شوند گذاشته و باعث تمايز آنها مي

  

  

  mh_nasr@ med.mui.ac.ir              :نويسندة مسئول مكاتبات  *

and baharvand50@yahoo.com                                           
  www.phypha.ir/ppj:                                          وبگاه مجله   

 .]15[توجه جنين شناسان به القاي عصـبي معطـوف شـده اسـت     

تاكنون تحقيقات زيادي براي مشخص كردن بافت و يـا بافتهـايي   

ه در القاي عصبي نقش دارند انجام شده اسـت و از آنجـايي كـه    ك

نوتوكورد در كل دوره نورولاسيون ارتباط نزديكي با صفحه عصبي 

، در تحقيقات فراواني، نقش آن در القا و ]30[ در حال تكامل داشته

  .تمايز بافت عصبي مورد بحث و بررسي قرار گرفته است

ل كيداران، تش ـ ن مهرهيجندر  ياملكع تين وقاياز بارزتر يكي

ز ك ـورد از مركنوتو. باشد مي ونيگاسترولاس ي در مرحله وردكنوتو

بلاسـتوپور و   يپشت ي ستان لبهين دوزيه در جنكسازمان دهنده، 
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يـد  آ يشود، بوجود م مي دهيون داران گره هنسن نامين آمنيدر جن

م در تمـا ) يلمپـر (آروارگان  يه مانند بيو در مهره داران اول] 32[

 يسـاختمان  يوجود داشته، امـا در مهـره داران عـال    يطول زندگ

هـا   ل مهـره كيتش ـ يه درنـواح ك ـب ين ترتيباشد، به ا ي ميموقت

مانده  يباقاي  ن مهرهيب يهاكسيز دكو در مر] 2[شده  ياستخوان

  ].31[دهد  مي لكيلئوس پالپوزوس را تشكو نو

اده ورد نسـبت د ك ـدو نقش مهم بـه نوتو  يداران عال در مهره

ه به كآن است  يورد، نقش ساختمانكن نقش نوتوياول. شده است

ر سـاختمانها  يل سـا كيتـا زمـان تش ـ   يلت محوركاس يكعنوان 

ردن ك ـنقش دوم و مهمترآن عمـل  . ندك مي مانند مهره ها، عمل

ه بـا  ك ـب ي ـن ترتيز سازمان دهنده است، به اكمر يكبه عنوان 

طراف خود از جمله ا يثر بافتهاكا يمختلف رو يولهاكترشح مول

راس و عـروق  كپـان  يخلف ـ ي تها، جوانـه ي، سوميعصب ي صفحه

ز يورد در القا و تمـا كدر مورد نقش نوتو ].32[گذارد  ياثرم يخون

اســپمان  مطالعــات. وجــود دارد اخــتلاف نظــر يعصــب يلولــه 

ه ي ـن نظريجاد ايستان منجر به اين دوزيجن يرو يومحققان بعد

ورد است كل نوتوكيروع نوروژنز تشن واقعه در شيه مهم تركشد 

 .شـود  ي ميعصب يتودرم به صفحه كاز ا يبخش ليه باعث تبدك

در  هك ـز نشـان داد  ي ـه در پرنـدگان و پسـتانداران ن  يقات اوليتحق

تودرم كا يورد قادر به القاكستان، نوتويز مانند دوزيون داران نيآمن

، يعصـب  يل صـفحه  كيو بعد از تش) 16(بوده  يبه صفحه عصب

ي ه در ساقه مغـز و طنـاب نخـاع   ياول يلوله عصب يابيباعث الگو 

ــل بعضــ). 38(شــود  مــي ــد  يدر مقاب ه كــاز دانشــمندان معتقدن

ل كيه نقش نداشـته و تنهـا در تش ـ  ياول يعصب يورد در القاكنوتو

 ].17[نقـش دارد   يعصـب  يلولـه   يمكبخش ش ـ يانواع سلولها

، يبافت عصـب  يا الگو دهيو  ورد در القاكنقش نوتو يجهت بررس

 ـبه ا. استفاده شده است يمتفاوت يها از روش ه در ك ـب ي ـن ترتي

 يامـدها يرده و بـه پ كن جدا يورد را از جنكشات، نوتويآزما يبعض

گــر يد يو در برخــ] 12[ورد پرداختــه شــده اســت كــحــذف نوتو

هم  يعصب ي مختلف از جمله صفحه يورد را با قطعات بافتكنوتو

قـات  يج به دست آمده از تحقيجه به نتابا تو]. 27[اند  داده يشتك

 يز بافـت عصـب  يورد در القـا و تمـا  ك ـمختلف در مورد نقش نوتو

  .ان شده استيب ياظهارات متناقض

 ـبن يسلولها  يبـا ارزش بـرا   يشـگاه يمـدل آزما  يـك  يادي

امـل  كت ي هي ـمختلف مؤثر در مراحل اول يتورهاكر فايتأث يبررس

پر توان هسـتند   يي، سلولهان سلولهايا]. 22[باشند  مي پستانداران

ا از يو  ينيست قبل از لانه گزيبلاستوس يداخل يه از توده سلولك

 يت پر تـوان يقادرند با حفظ ظرف و] 23[شوند  مي جدا بلاست ياپ

م خـود را تـا مـدت    يتقس ـ ييافتـه، توانـا  يز نيخود در حالـت تمـا  

ط مناسـب، قـادر بـه    ين سلولها در شرايا. نديحفظ نما ينامحدود

پوست  ي، سلولها]29[ يقلب يز به انواع سلولها مانند سلولهايتما

قـات مختلـف نشـان    يتحق. باشـند  مي ]5[ يعصب يو سلولها] 4[

 ـبن يسـلولها  يشـت كهم هاي  ستميتوان از س مي هاند ك داده  يادي

 يمختلـف، بـه منظـور بررس ـ    يا قطعات بافتيبا سلولها و  ينيجن

 ـر ارد و مشخص شـده د كاستفاده  يز سلوليتما سـتم هـا،   ين سي

بـا توجـه   ]. 8[نند ك مي ديموجود زنده تقل ينيوكع تيسلولها از وقا

 يبافتهـا  يرو يين جوجـه اثـرات القـا   يجن ـ يه بافتهـا ك ـنيبـه ا 

از  يخود بزرگتر بوده و به راحت يپستانداران داشته، از معادل موش

 يهـا  از بافت يشتكهم هاي  ستميثر سكشوند، در ا مي ن جدايجن

 ـدر ا]. 34، 25[استفاده شده است ها  نين جنيا  يبـرا  ن مطالعـه ي

 ي، برايعصب يز سلولهايورد در القا و تماكنشان دادن نقش نوتو

 ـبن ين جوجه و سلولهايجن وردكنوتو يشتكهم  ن بار ازياول  يادي

ز يوتمـا  ورد در القـا ك ـنقـش نوتو  يبه منظور بررس يموش ينيجن

  .استفاده شد يعصب يسلولها

  ها مواد و روش

محـيط   :ن مطالعـه عبـارت بودنـد از   يمواد مورد استفاده در ا

L15  )Gibco, 41300-021(ــپاز  ,Gibco( ، آنـــزيم ديسـ

17105-041(، DMEM )Gibco, 10829 – 018( ســرم ،

-Fetal Calf Serum; FCS, Gibco, 10439(جنين گوسـاله  

 Gibco, 15140 – 0148)استرپتومايسـين  -پني سيلين ،)024

 ــ( ــيدآمينه ه ــروري  ، اس ــر ض ، ( Sigma, M 7145)اي غي

لـوكمي   كنندهفاكتور مهار  ،)Sigma, M 7522(بتامركاپتواتانول 

)Leukemia inhibitory Factor; LIF, Chemicon, 

ESG1107(گلوتامين  -، ال)Gibco, 25030-024(انسولين ،- 

پروپيـديوم  ، )Gibco, 41400-045(سلنايت سديم  -ترانسفرين

 ;Retinoic Acid(، اسـيد رتينوئيـك   (Sigma,P4170) يديـد 

RA, Sigma, R2625(  آلژينيـت ،)Sigma, A7003(  كلريـد ،

، )Sigma C7902(، كلريـد كلسـيم   )Sigma, S5886(سـديم   

-Sigma G2500(،DMEM-F12  )Gibco, 31331(ژلاتـين  

 MAP2 (Microtubule associated، آنتي بادي اوليه )023
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protein 2, Sigma, M1406)ــي ــه   ، آنت ــادي اولي  Hb9ب

)Sigma, H1413(   ــه ــادي ثانوي ــي ب  ,FITC )Sigma، آنت

F1262( ،EDTA)Sigma, E6758(،  آنتي بادي ثانويهFITC 

)Chemicon, AP106F( ــت  ,RNeasy )Qiagen، كيــ

74104(، Dulbecco´s phosphate buffered saline 

)Gibco, 21600-051( آنـــزيم ،DNaseI )Fermentase( ،

 First strand cDNA Synthesis  Revert AidTMكيـت 

)Fermentase, 1622( آنــزيم ،SmarTag )ســيناژن( ،X100 

Triton )Sigma, T8787( 

  :ق عبارت بودند اريانجام مراحل مختلف تحق يروشها

ز ك ـنطفـه دار از مر هـاي   تخـم مـرغ  : ون تخم مـرغ يوباسكان

 38درجـه حـرارت    و در يدارياصفهان خر ياصلاح نژاد مرغ بوم

درصـد در اتمسـفر هـوا     60 يگراد و رطوبـت نسـب   يدرجه سانت

 يبـرا هـا   ردن تخـم مـرغ  ك ـوبـه  كزمان مناسب ان. وبه شدندكان

مورد نظر با استفاده از جدول همبرگر و  ياملكدن به مرحله تيرس

 يورد داراك ـه نوتوك ـ يي، از آنجـا ]9[بدست آمد ) HH(لتون يهم

و آن را تا زمان بسته بوده  HH 6 از مرحله ينندگكخواص القاء 

 6-10ورد مراحـل  ك ـنـد، از نوتو ك مـي  حفظ يعصب يشدن لوله 

HH )20  18[اسـتفاده شـد   ) ونيوباس ـكساعت پـس از ان  30تا ،

27.[  

بعـد از گذشـت   : سـطح زرده  ين جوجه از رويجدا نمودن جن

وباتور آنها را بصورت كو خارج نمودن تخم مرغها از ان لازمزمان 

 ـدر ا، ون قـرار داده كبـه حالـت س ـ   يسـطح صـاف   يرو يافق ن ي

سـتن تخـم   كپـس از ش . رنديگ مي روبه بالا قرارها  نيت جنيوضع

به . قرار گرفتند يمتريسانت 10ل ياسترهاي  شيد يدر پترها  مرغ

نها از سطح زرده برداشته شده و يل جنياستر ياغذكحلقه  كمك

و ير اسـتر ي ـسـپس در ز . سرد انتقـال داده شـدند   L15ط يبه مح

 ي نها از لحـاظ مرحلـه  يجن SZX12مپوس مدل يوپ الكوسريكم

مناسـب انتخـاب   هـاي   نيقرار گرفتند و جن يمورد بررس ينيوكت

ن در يم و پررنگ در جن ـكمترااي  لهيورد به صورت مكنوتو. شدند

ــو ــره يجل ــود    ي گ ــاهده ب ــل مش ــن قاب ــ(هنس   ).A-1ل كش

بـه منظـور جـدا نمـودن     : ن جوجـه يورد از جن ـكجدا نمودن نوتو

، ]26[اسـتفاده شـد    كاطراف از روش پـلاز  يورد از بافتهاكونوت

هـاي   سـوزن  كمكبا : ب بودين ترتيار به اكبطور خلاصه روش 

هنسن و  ي گره يدر جلو يكي يف دو برش به صورت عرضيظر

در دو طـرف   يورد و دو برش طولكنوتو يسر يدر انتها يگريد

ل كش ـ ( دهجدا شهاي  وردكونوتو) 1ل كش( ردهكجاد يورد اكنوتو

بعـد جهـت    يسرد انتقال داده، در مرحلـه   L15ط يرا به مح) 2

اطراف، قطعات جدا شده به مدت  يورد از بافتهاكردن نوتوكجدا 

گـره ي، جلـو )ين سـر يچ ـ يمرحلـه  ( HH 6ن جوجـه در مرحلـه   يجن -1شكل 

م قابـل مشـاهدهكمتـرا اي  لـه يورد به صـورت م كن نوتويجن يانيهنسن، در بخش م

-N، ين سـر يچ ـ: HF. دهد مي برش را نشان يحدوده د رنگ ميخطوط سف. است

 هيار اوليش -PS، گره هنسن، HNورد، كنوتو

 وردكنوتو -N. ن جدا شده استيگره هنسن از جن يدر جلو يانيبخش م -2شكل 
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 سـپاز يم ديآنـز  mL mg 5/0/ يحـاو  L15ط يقه در محيدق 15

سرد  L15ط يجدا شده را به مح يسپس قطعات بافت. قرار گرفتند

 30سـرم بـود انتقـال داده و     يم، حاويآنز نمودن يخنث يه براك

پـس از  . شـدند  يگراد نگهدار يسانت يدرجه  4 يقه در دمايدق

ان ك ـف تـا حـد ام  ي ـظرهـاي   سوزنك مكبا  "ن مرحله مجددايا

و ســپس ) 3ل كشــ(رده كــورد را جــدا كــاطــراف نوتو يبافتهــا

آن بـا   يه انتهـا ك ـپت پاسـتور  يپ يكور را از كمذ يوردهاكنوتو

عبور داده  ين بار به آراميچند، شده است يكاستفاده از شعله بار

سـرد قـرار داده    L15ط يجدا شده در مح يوردهاكنوتو "تايو نها

  .شدند

 ـبن يشت سلولهاك  ـدر ا: ين ـيجن يادي  ين طـرح از سـلولها  ي

 C57 BL/6مشـتق از مـوش نـژاد     B1 Royan ينيجن ياديبن

 ـا. استفاده شد  ين ـيجن يبروبلاسـت يف يسـلولها  يرو ن سـلولها ي

 يشت سلولهاكط يمح ننده و دركه يتغذ يه يعنوان لا موش، به

 ـا. شت داده شدندك ياديبن  Knockout DMEMط از ين مح ـي

هـاي   نهيدآميدرصـد، اس ـ  1ن يسياسترپتوما -نيليس يهمراه با پن

 ـ ،µM 100اپتواتانول ك، بتامرmM 1/0 ير ضروريغ ن يسرم جن

ه ننـد كتور مهـار  كو فـا  mM 2ن يگلوتام -ال درصد، 15گوساله 

  .ل شده استكيتش U/ml 1000 يمكلو

شـت  كط يتـر از مح ـ يل يليهر م يبه ازا EBsل كيجهت تش

 ين ـيجن ياديسلول بن 000/50تعداد ، LIFفاقد  ياديبن يسلولها

وبـاتور در  كسپس در ان. ر چسبنده انتقال داده شديغهاي  شيبه د

شـدند،   يروز نگهـدار  4به مدت ، درصد CO2 5و  c 37◦ يدما

. ل دادنـد كيرا تش ـ EBsده و ين مدت سلولها بهم چسبيا يدر ط

رومول يكم 1مار با يروز تحت ت 4را به مدت  EBsاز يميسپس ن

 ـبن يشت سـلولها كط ي، در مح)RA( يكنوئيد رتياس فاقـد   يادي

LIF بدون  يط ولين محيگر، در هميد يميو نRA قرار گرفتند.  

 ـنيآلژهاي  وردها در دانهكقرار دادن نوتو ور جـدا  بـه منظ ـ : تي

در هنگام هـم   ياديبن يورد از سلولهاكنوتو ينمودن قطعات بافت

 ـنيآلژهـاي   ورد در دانـه كنوتو ي، قطعات بافتيشتك ت قـرار داده  ي

 يـك  عنوان به آن از است كه طبيعي بيوپليمر يك آلژينت. شدند

 و پروتئينها دادن تحويل يا انداختن دام به براي ماتريكس يا بستر

ورد ك ـنوتوها  ن دانهيدر ا]. 11[شود  مي فادهمختلف است سلولهاي

 يتورهـا كنبوده و فقط فا ES يم با سلولهايقادر به تماس مستق

 ـا يتواننـد بـر رو   مي قابل انتشار آنها يترشح ر ين سـلولها تـأث  ي

ورد كه قطعات نوتوكب بود ين ترتيار به اكمراحل انجام . بگذارند

 ـنيبه محلـول آلژ  15ط ياز مح  ـنيآلژگـرم   1(درصـد  1ت ي ت در ي

تر يروليكم 20شدند، سپس با  انتفال داده) مولار 15 ميد سديلرك

ورد به صورت كقطعه نوتو 20تا  15 يه حاوكت ينياز محلول آلژ

بعد از . مولار قرار گرفتند 2/1م يلسكد يلركقطره در محلول  يك

رده و دو بار با محلـول  كم را خارج يلسكد يلركقه محلول يدق 10

شت مورد استفاده در كط يدر صد و دو بار با مح 9/0م يد سديلرك

  .شتشو داده شدند يشتكمرحله هم 

 EBsپس از انتقال : ينيورد واجسام شبه جنكنوتو يشتكهم 

بـه  ) RAمار با يمار و گروه بدون تيگروه تحت ت ( از هر دو گروه

هر خانـه آن   يت به ازاينيدانه آلژ يك،يخانه ا 24شت كظروف 

ه ك ـمختلـف   يمارهـا يه چهار گـروه بـا ت  كشد  اضافه يبيبه ترت

و تحـت هـم    RAمار شده با يت EBsگروه اول،  :عبارت بودند از

، گروه سوم RAمار شده با يت EBsورد، گروه دوم كبا نوتو يشتك

ورد و گروه چهـارم  كبا نوتو يشتكو تحت هم  RAمار با يبدون ت

  .ل شدندكيتش RAمار با يبدون ت

ــ ــتفاده كط يمح ــورد اس ــت م ــدر ا ش ــي ــه از مح ط ين مرحل

DMEM- F12 ــا م ــراه بـ ــا كهمـ ــ يملهـ ــ يپنـ  -نيليسـ

، mM 1/0 ير ضروريغهاي  نهيدآميدرصد، اس 1ن يسياسترپتوما

ن، يو انسـول  mM2ن يگلوتام -ال، درصد 15ن گوساله يسرم جن

 .ل شده بودكيدرصد تش 1ميت سدين، سلنايترانسفر

 ـرورانه تغ وپ كوس ـريكر مي ـسـلولها در ز  يكيرات مرفولـوژ يي

از . قـرار گرفـت   يمـورد بررس ـ  CKX41 مپوس مدلينورت اليا

 ـ  ييتواند اثرات القا مي وردكه نوتوك ييآنجا  100ش از يخـود را ب

در حـال) N(ورد كسپاز، نوتويم ديمار با آنزيبعد از ت يوردكنوتو يقطعه  -3شكل 

 .اطراف است يجدا شدن از بافتها
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سـپس  . افـت يروز ادامه  4شت به مدت ك] 27[ند كساعت حفظ 

  .قرار گرفتند يشده و مورد بررس يسلولها جمع آور

اين ترتيـب   بطور خلاصه به مراحل انجام كار: ايمنوسيتوشيمي

درصد، نفوذپـذير كـردن    4بود، ثابت نمودن سلولها با پارافرمالدئيد 

دقيقه در  15به مدت  Triton X100 درصد 2/0سلولها با محلول 

 ساعت در دمـاي  1بلوكه كردن سلولها به مدت ، Cº 4دماي 

37  Cº  درصد، قرار دادن در آنتي بادي اوليه رقيـق   10در سرم بز

) 400بـه   1به نسبت ( Hb9و) 200به  1بت به نس  ( MAP2شده 

ها بـا آنتـي    ، انكوبه كردن نمونهc º37ساعت در دماي  1به مدت 

و در ، c º37سـاعت در دمـاي    1بـه مـدت   FITCباديهاي ثانويه 

پروپيديوم  mg/mL 2/0مرحله ي آخر هسته ي سلولها با محلول 

هـاي رنـگ شـده بـا ميكروسـكوپ       نمونـه . يديد رنگ آميزي شد

بـا  . مورد بررسي قـرار گرفتنـد   BX51روسانس اليمپوس مدل فلو

ــدل  ــوس م ــين اليمپ ــتفاده از دورب ــيا  DP70اس ــرم افزاراوليس و ن

)Olysia (ها عكسبرداري شد و درصـد سـلولهايي كـه بـا      از نمونه

  .آنتي باديهاي فوق الذكر رنگ گرفته بودند تعيين گرديد

ــتخراج  ــتخراج : RT-PCRو  RNAاس ــت اس از  RNAجه

ت كي ـ يشـنهاد يبا توجه بـه روش پ  RNeasyت كينه ها، از نمو

 مياســـتخراج شـــده بـــا آنـــز RNAســـپس . اســـتفاده شـــد

DNaseIروگـرم از يكم 2مقدار . مارشديت RNA    اسـتخراج شـده

 First strandت كي يشنهادي، طبق روش پcDNAجهت سنتز

cDNA Synthesis Kit Revert AidTM    مورد اسـتفاده قـرار

م يآنـز  كم ـكبـه   1جـدول   يمرهـا يپرا بـا  PCRنشكوا.گرفت

SmarTag صورت گرفت.  

ق ي ـن درصـد دق يـي ن روش به منظـور تع ياز ا: يتومتريفلوس

 12افتـه پـس از   يز يتما يعصب يو نوع سلولها يعصب يسلولها

نه يپس ـيتر EBsدا ه ابت ـك ـب ين ترتيبه ا .شت، استفاده شدكروز 

هر گروه جمع  EBs سپس درآمدند، يسلول كشده و به صورت ت

 FBSبافر شتشو شامل . تشو قرار گرفتندسشد و در بافر ش يآور

بعـد   يدر مرحلـه  . باشـد  مـي  PBSو  EDTA mM 2درصد، 1

 كم ـكت شده و با يدرصد تثب 4د يسلولها با استفاده از پارافرمالدئ

وبـه  كر گشتند، بعـد از ان ينفوذپذدرصد  TritonX100 2محلول 

 ـاول يباد يدرصد، آنت 10ردن سلولها با سرم بز ك  ق شـده ي ـه رقي

MAP2 ) 200به  1به نسبت ( وHb9 )  به ) 400به  1به نسبت

قـرار   cº 4 يسـاعت در دمـا   1اضافه شـد و بـه مـدت    ها  نمونه

 30به مدت  FITCه يثانو يباد يت سلولها با آنتيدر نها .گرفتند

وبـه شـدند و سـلولها توسـط دسـتگاه      كان cº 4 يدر دمـا  قهيدق

توسـط نـرم   هـا   داده. قرار گرفتند يمورد بررس كتومتر پارتيفلوس

 .ز شدنديآنال e 2.4س كافزار فلوما

ن يانگيــم يســه يو مقا يز آمــاريجهــت آنــال: يز آمــاريآنــال

و تسـت   SPSS 5/11در هر گروه، از نرم افزار  يعصب يسلولها

به عنوان سـطح   >05/0Pر يفاده شد، مقاداست ANOVA يآمار

 .دار در نظر گرفته شد يمعن

  ها يافته

قطعــات  شــتكو  يه بعــد از جــدا سـاز ك ـج نشــان داد ينتـا 

خـاص   يهـا يژگياز و ين جوجه، بعض ـيحاصل از جن يوردكنوتو

ل آن حفـظ نشـده و   كش ـاي  لـه يورد از جملـه سـاختمان م  كنوتو

متر به دور خـود  يليم 3تا  1ن قطعات با طول متوسط يا "معمولا

رده و كــمهــاجرت  يوســلولها از بافــت اصــل) 4ل كشــ(ده يــچيپ

ل ياز دلا يكيرد، كر ييساعت تغ 24آنها بعد از گذشت  يمرفولوژ

قطعـات و اسـتفاده از    يجدا سـاز  يتوان به نحوه  مي ن امر رايا

 ـ كسپاز نسبت داد يم ديآنز ن رفـتن غـلاف اطـراف    يه باعـث از ب

  .شود مي وردكنوتو

نـورت  يوپ اكروس ـيكمورد مطالعه بـا م  يگروهها يفولوژمر

  .  PCR هاي پرايمرهاي مورد استفاده در واكنش -1جدول 

  ها ژن  توالي پرايمرها

(F):5'-GCGTTCTCTTTGGAAAGGTGTTC-3' 
(R):5'-CATACTCGAACCCACATCCTTCTCT-3' 

Oct-4 

(F):5'- TCGAGCAGGAAGTGGTAGG-3' 
(R):5'- TTGGGACCAGGGACTGTTA-3' 

Nestin 

(F):5'-AGAGGACCCATTATCCAGATG-3' 
(R):5'-GCTGACTGTTCATGTGTGTTTG-3' 

PAX6 

(F):5'-AGCCCTTTCTACGACAGCAG-3' 
(R):5'-GCGTCACCTCCATACCTTTCTC-3' 

NKX2.2 

(F):5'-GACAAAGATGGGAAGAGAAAAC-3' 
(R):5'-GGTCCAGAGGTTTGTTGTAATC-3' 

NKX6.1 

(F):5'-GAACCCGATGATCTTTTTCTGC-3' 
(R):5'-CCGTAGATCTCGCTCACCAGTC-3' 

Olig2 

(F):5'-GTTCCCACGTCTCCACTTCTTC-3' 
(R):5'-CCAGGTCATTCATGTTGCTCTC-3' 

MAP2 

(F):5'-CTGCTGGAGAGGTTATTCCTCG-3' 
(R):5'-GGAAGAGTGAGCGGCGCATCAAGG-3' 

α-MHC 

(F):5'-TGCAAAGGCTCCAGGTCTGAGGGC-3' 
(R):5'-GCCAACACCAACCTGTCCAAGTTC-3' 

β-MHC 

(F):5'-CGCCACCCCAGTTTACAAGC-3' 
(R):5'-GAACCAGATTTTGATGTGTGTCTCG-3' 

Pdx1 

(F):5'-GACTTTGAGCAAGGGGTTACG-3' 
(R):5'-ACATGAAAAGTGGCAAGTCTCC-3' 

Isl1 

(F):5'-GGCGCTTTCCTACTCATACC-3' 
(R):5'-TCCTCTTCCGTCTTCTCCTCAC-3' 

Hb9 

(F):5'-TCACTGTGCCTGAACTTACC-3' 
(R):5'-GGAACATAGCCGTAAACTGC-3' 

β-Tubulin 
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 ـبه و يعصب يشت سلولهاكروز  4نشان داد بعد از  ژه در گـروه  ي

قابل مشاهده انـد، در گـروه سـوم    ) 6ل كش(و دوم ) 5لكش(اول 

و در ) 7ل كش ـ(دهنـد   نمـي  نشـان  يخاص ـ يمرفولوژ EBsثر كا

  باشـند  مـي  ضـربان  يدارا EBsاز  يادي ـگـروه چهـارم درصـد ز   

  ).8ل كش (

 Oct4ركمـار  ياديبن يه سلولهاكنشان داد  RT-PCRج ينتا

ان شده يب ياديبن ين ژن در سلولهاي، ا)9ل كش(نند ك مي انيرا ب

 ـب ].3[ باشـد  مـي  ن سلولهايا يپر توان يو نشان دهنده   ـان اي ن ي

 ـز ديمورد مطالعه ن ير گروههاير در ساكمار  ه نشـان ك ـده شـد  ي

بـا وجـود گذشـت    ، ر سلولهاين سايدر ب ياديبن يسلولها دهد مي

ــديز ســلوليزمــان و تمــا ــد از گذشــت . ، وجــود دارن روز و  4بع

و  Nestin ،α-MHC، β-MHC يرهـا كان ماري، بEBsلكيتش

Pdx1  ـبا منشأ هر سه لا ييل سلولهاكيتش ينشان دهنده   ي هي

ر خـاص  كمـار  Nestin هكب ين ترتيباشند، به ا ي مينيجن يايزا

 α-MHC، ]21[ يشسـاز عصـب  يپ يو سـلولها  يودرمتكا ي هيلا

ــار β-MHCو ــ يســلولها ركم ــارPdx1 و] 29[ يمزودرم ر كم

روز  4ه بـه مـدت   ك ـ EBsدر ]. 22[باشد  ي مياندودرم يسلولها

ان يب، ان شده استيب Pax6و  Nestinبودند  RAمار با يتحت ت

ن سلولها به سمت يز ايتما ير نشان دهنده كن دو ماريهمزمان ا

ــلول ــب يپ يهاس ــاز عص ــت  يشس ــ]34[اس ــ EBsدر  ي، ول  هك

RAـزا يه ي ـهر سه لا يرهاكماراند  ردهكافت نيدر   ين ـيجن ياي

. ن گـروه اسـت  ي ـز خود بخود در ايتما يه نشاندهنده كان شد يب

رده و بـه دوركخود را حفظ ناي  لهيمان مورد بعد از جدا شدن ساختكنوتو -4شكل 

 .چديپ مي خود

EBsدر  يشـت كروز هـم   4در گروه اول، بعـد از   EBs يز سلولها يتما -5شكل 

 .نورون قابل مشاهده بود يبا مرفولوژ يين گروه سلولهايا

 .نداشتند يخاص يمرفولوژ ″ثراكشت، اكدر گروه سوم بعد از  EBs -7شكل  .شوند در گروه دوم بعد از كشت، سلولهاي با مرفولوژي نوروني مشاهده مي EBs - 6شكل 
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، MAP2 ،Nkx6.1 ،Isl1 يروز در گــروه اول، ژنهــا 12بعــد از 

Olig2  وHb9 9لكشـــ(شـــد  انيـــب .(MAP2 ي مشخصـــه 

شسـاز  يپ ير سـلولها كمـار  Nkx6.1، ]28[بالغ  يعصب يسلولها

ــا ــكحر ينورونه ــار Isl1، ]22[ يت ــلولهاكم ــدودرم ير س و  يان

ــا ــكحر ينورونه ــار Olig2و ] 1[ يت ــلولهاكم ــاز يپ ير س شس

 يهار نورونكمار Hb9و ] 7[تها يگودندروسيو ال يتكحر ينورونها

 ـدر مجمـوع ا ]. 20[باشند  مي بالغ يتكحر  ـب ين الگـو ي  ـي  يان ژن

ش يپ ـ يل سـلولها كين گروه علاوه بر تشيه در اكدهد ينشان م

. افته انـد يز يز تمايبالغ ن يتكحر ي، نورونهايتكحر يساز نورونها

) 11ل كش ـ(  يتومتريو فلوس ـ) 10ل كش( يميتوشيمنوسيج اينتا

 MAP2+ 55 يعصـب  يولهان گـروه، سـل  يه در اكز نشان داد ين

 يت ـكحر يل داده و درصـد نورونهـا  كيل سـلولها را تش ـ كدرصد 

Hb9+ 4/20 13و 12لكش(باشد  مي.(  

 Nkx6.1و  MAP2 ،Olig2 يرهـا كان ماري ـدر گروه دوم ب

ــ( ــان داد ) 9ل كش ــنش ــلولهاكه اك ــر س ــالا يث ــل احتم  "حاص

ــيال ــو  تيگودندروس ــلولهاي ــايپ يا س ــاز نورونه ــكحر يشس ي ت

ز ين گـروه تمـا  يبالغ در ا يتكحر يعصب يسلولها يشند، ولبا مي

 يتومتريو فلوس ـ) 14ل كش ـ( يميتوش ـيمنوسيج اينتـا . افته انـد ين

ن ي ـدرصد نـورون در ا  42تا  35حضور  ينشاندهنده ) 15ل كش(

ل ك ـدرصـد   3و  كانـد  يت ـكحر يدرصد نورونهـا  يگروه بود ول

ورونهـا در  ن درصـد ن يب). 17، 16ل كش(داد  مي لكيسلولها را تش

، امـا  )18ل كش ـ(ده نشد يد يدار يگروه اول و دوم اختلاف معن

ن دو گـروه اخـتلاف   ي ـحاصـل در ا  يت ـكحر ين تعداد نورونهايب

، )9ل كش ـ( RT-PCRج ينتـا  ).19ل كش(دار وجود داشت  يمعن

) 23، 22ل كش( يتومتريو فلوس) 21، 20ل كش(ي ميتوشيمنوسيا

 يرهاكه ماركنشان داد  سوم و چهارم مورد مطالعه يدر گروهها

 يان نشـده و سـلولها  ي ـن دو گروه بيدر ا يعصب يخاص سلولها

ه ك ـدهنـد،   مي لكيل سلولها را تشكاز  يمكار يدرصد بس يعصب

 ه مشـابه ك ـدرصـد بـود    5و  6ب در گروه سوم و چهـارم  يبه ترت

 .ضربان بودند يدارا ″ثراكشت، اكدر گروه چهارم بعد از  EBs -8شكل 

،4مختلف بعد از  يمارهايدر ت EBsو  ES يان ژنها در سلولهايب يلگو -9 شكل

 روز 12و  8

 .در گروه اول.+MAP2 يعصب يسلولها -10شكل 
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سـوم و   ين گروه اول و دوم با گروههـا ياختلاف ب يباشد، ول مي

 ـ  MAP2 ينورونهـا چهارم از لحاظ درصد  دار بـود   يمثبـت معن

  ).18ل كش(

  بحث

اعمـال   يه داراك ـاسـت   ياز مزودرم محور يورد بخشكنوتو

 از اعمـال  يكـي  .باشـد  مـي  ن مهـره داران يدر جن يار متفاوتيبس

ردن ك ـزه يو نـورال  يعصـب  يآن در القـا  يورد نقش احتمالكنوتو

 يمتفـاوت  يورد از روشهاكاثرات نوتو يجهت بررس. تودرم استكا

 ـ ي ـشتر ايب استفاده شده است، سـتان و  ين دوزين مطالعـات در جن

ل در دسـترس نبـودن   يپرندگان انجام شده و در پستانداران به دل

 ـمناسـب ا  يشگاهيآزماهاي  ستميس مـورد   "مايده مسـتق ي ـن پدي

تـوان از   مـي  هاند ك قات نشان دادهيتحق. مطالعه قرار نگرفته است

مراحـل مختلـف    يدر مطالعـه   يربه عنـوان ابـزا   ES يسلولها

ه باعـث  يي ك ـسمهايانكرد و مكن پستانداران استفاده ين جنيوكت

شـگاه مـورد   يشـوند را در آزما  مـي  در موجود زنـده  يز عصبيتما

 يقات، بـه منظـور بررس ـ  ياز تحق ياريدر بس]. 7[قرار داد  يبررس

با سلولها و  ES يسلولها يشتكهم هاي  ستمي، از سيز سلوليتما

 ـدر ا. مختلف استفاده شده است يعات بافتا قطي ق بـه  ي ـن تحقي

 يشـت ك، از هم يز عصبيورد در تماكر نوتويمنظور نشان دادن تأث

ن جوجه يحاصل از جن يوردكبا قطعات نوتو يموش ES يسلولها

  .استفاده شد

ثـر  كه اك ـگروه چهـارم نشـان داد    در يكمشاهدات مرفولوژ

EBs   يعضـله   يحاصل ضربان دار بوده و در واقع بـه سـلولها 

 يه در گروه سوم سلولها مرفولوژيكو با وجوداند  افتهيز يتما يقلب

وجود ي نشان دهنده  RT-PCRج ينتا را نشان ندادند اما يخاص

 ـا EBsدر  ينيجن يايزا يه يبا منشأ هر سه لا ييسلولها ن دو ي

ن بـوده و  ييدو گروه پـا  نيدر ا يعصب يدرصد سلولها. گروه بود

 ـورد اك ـبا نوتو EBs يشتكبعد از هم  يه حتكدهد  مي نشان ن ي

 ـورد، حـداقل در ا كنداشته و نوتو يشيتعداد افزا سـتم هـم   ين سي

ن يا. باشد ي نميعصب يسلولها يشده قادر به القا يطراح يشتك

 ـداد در غ مـي  نشان هكبود  يقاتيج تحقيج مشابه نتاينتا اب هـر  ي

در گـروه اولMAP2 يبـاد  يبـا اسـتفاده از آنت ـ   يتومتريج فلوسينتا -11شكل 

 .ل دادندكيل سلولها را تشكدرصد از  44 نورونها

4/20 اول، در گـروه  Hb9 يباد يبا استفاده از آنت يتومتريج فلوسينتا -13شكل 

 .ل دادندكيتش يتكحر يل سلولها را نورونهاكدرصد 

يت ـكحر يمثبت در گروه اول، تعـداد نورونهـا   Hb9 يتكحر ينورونها -12شكل 

 .داشتي ا ش قابل ملاحظهيافزا
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ز خودبخود رفتـه  يتما به سمت ESي ، سلولهاينده انكگونه القا 

 ـافته با منشأ هر سـه لا يز يتما ياز سلولها يو انواع  ـزا ي هي  ياي

و ] 8[تها يهپاتوســ، ]29[يعضــله قلبــ يشــامل ســلولها يانيــرو

 يشـوند، امـا درصـد سـلولها     مـي  مشـاهده ] 5[ يعصب يسلولها

  ].37، 22، 5) [درصد 1/0حدود (باشد  مي نييار پايبس يعصب

 ـاول يعصـب  يالقـا  يدر مـورد چگـونگ   ينظرات متفاوت ه در ي

ه ك ـقـات اسـپمان و مانگولـد نشـان داد     يتحق. ن وجـود دارد يجن

 ـ ييابتـدا  يننـده  كالقا  يكورد كنوتو ه باعـث  ك ـن بـوده  يدر جن

ي عصب ي ل آن به صفحهيخود و تبد ييتودرم روكم شدن ايضخ

 ـيتحق]. 17[شــود  مـي  پــره  ي رد و صــفحهوكــ، نوتويقــات فراوان

 يبافـت عصـب   ي نندهكالقا  يگنالهايرا به عنوان منابع س يوردك

تـودرم  كشدن ا يه عصبكنوتجن نشان داد ]. 10[اند  ردهك يمعرف

 يبافتهـا  ينداشته و گره قادر بـه القـا   يورد بستگكبه وجود نوتو

 يز در القـا ي ـت نقش گـره را ن ياسم نيلك .]14[باشد  ي ميعصب

 يفاقـد گـره، القـا   هـاي   نيه در جن ـكرده چرا ر سؤال بيز يعصب

مانند  يينهايه پروتئكولونشان داد يك، پ]13[شود  مي دهيد يعصب

ردن ك ـر فعـال  ي ـشوند با غ مي ه از گره ترشحكن ين و نوگيوردك

BMP4 و از ] 24[شــوند  ي مــيتــودرم عصــبكل اكيباعــث تشــ

 نك ـشـود مم  مـي  ز ترشحيورد نكنها از نوتوين پروتئيه اك ييآنجا

نقش داشته  يعصب يز به همراه گره در القايورد نكه نوتوكاست 

 يگنالهايه س ـيك ـه بـا وجود ك ـنشان داد  يگريقات ديتحق. باشد

هسـتند   يعصب يسلولها ينندگكت القا يخاص يه داراك يمختلف

 "مايگنالها مستقين سيدام از اكچيه يشوند، ول مي در گره ساخته

وارت و گرهـارت گـزارش   اسـت  ].10[ سـتند يت ني ـن فعاليا يدارا

 ـ يك يه سرنوشت عصبكردند ك ن شـده  يـي ش تعيسرنوشت از پ

اطـراف وابسـته    ياز بافتها يگناليچگونه سيبوده و به ه تودرمكا

 .مثبت در گروه دوم Hb9 يتكحر ينورونها -16شكل  در گروه دوم .+MAP2 يعصب ياسلوله -14شكل 

35دوم،  در گروه MAP2 يباد يبا استفاده از آنت يتومتريج فلوسينتا -15شكل 

 .ل دادندكيتش يعصب ين گروه را سلولهايا يل سلولهاكدرصد 

3گـروه دوم،  در Hb9 يبـاد  يبـا اسـتفاده از آنت ـ   يتومتريج فلوسينتا -17شكل 

 .ل دادندكيتش يتكحر يل سلولها را نورونهاكدرصد 
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اب ي ـه در غك ـنشان داده شـد   يگريقات ديدر تحق .]33[ست ين

ار يبس ياندازه  يدارا يل شده ولكيتش يعصب يورد، لوله كنوتو

 ير سـلولها ي ـثكورد را تنهـا ت كقش نوتواست و در واقع ن كيوچك

اثـرات   يجـه  يدر نت هانـد ك ـ  دانستهاي  هياول يبعد از القا يعصب

ه در مـورد نقـش   اي ك ـ جـه ينت]. 35[دهـد   ي مـي گره رو ييالقا

ورد ك ـه نوتوكن است يتوان گرفت ا ي ميعصب يورد در القاكنوتو

 ـنداشـته و   يا نقش ـي ـ يعصب يه ياول يدر القا"احتمالا ر يا سـا ي

ه ك ـنيا اي ـهسـتند و   يعصب يخواص القا ين دارايجن يخشهاب

از جملـه   يگـر يدهـاي   بخش ياركبا هم ن عمل رايورد، اكنوتو

  ].10[ دهد مي ال انجاميگره و مزودرم پاراگز

در اين تحقيـق بـراي نشـان دادن نقـش نوتوكـورد در تمـايز       

 سلولهاي عصبي، سلولهاي بنيادي جنيني را بـه سـلولهاي بنيـادي   

از . عصبي تبديل كرده و سپس با نوتوكورد هم كشـتي داده شـدند  

ها هم  مشتق از سوميت RAآنجايي كه در سيستم عصبي مركزي 

ي  باعث تشكيل بافت عصبي و هم باعث تشكيل بخش دمي لولـه 

و در مطالعات فراواني مشـخص شـده   ] 19[شود  مي) نخاع(عصبي 

لولهاي بنيـادي  باعث القـاي عصـبي س ـ   RA كه در آزمايشگاه نيز

شـود   جنيني و تبديل اين سلولها به سلولهاي بنيـادي عصـبي مـي   

، جهت انجام مرحله ي پيش القاي عصبي در اين تحقيـق، از  ]22[

RA  ــان ماركرهــاي  8اســتفاده شــد و پــس از و  Nestinروز، بي

Pax6  درEBs  كه به مدت چهار روز تحت تأثيرRA   قرار گرفتـه

سلولهاي بنيادي بـه سـمت سـلولهاي     بودند نشان دهنده ي تمايز

بـراي پـيش    RA محققـين مختلـف نيـز از   . پيش ساز عصبي بود

  ].34، 6[اند  القاي سلولهاي عصبي استفاده كرده

ه در گـروه اول و دوم درصـد   كق حاضر نشان داديج تحقينتا

ش قابـل  يافـزا  RAحاصـل بعـد از اسـتفاده از     يعصب يسلولها

. ده نشـد ي ـد يروه با هم اختلاف ـن دو گيب يداشته ولاي  ملاحظه

 ـدر ا RAبه دنبال اسـتفاده از   يعصب يش تعداد سلولهايافزا ن ي

بـه دنبـال اسـتفاده از     هكگران بود يقات ديق مشابه با تحقيتحق

RA ش قابـل  يافـزا  يعصـب  يه درصد سـلولها كردند ك، گزارش

  ].37، 5[داشت  يتوجه

 ينهـا يوتئان شده و پريب ين گروه اول و دوم، در نوع ژنهايب

ب ي ـن ترتي ـده شد، بـه ا يتفاوت د يتكحر يعصب يخاص سلولها

مشـخص   RT-PCRو  يميتوشيمنوسيج ايه از نتاكه همانطور ك

مثبت، در گـروه اول   Hb9 يتكحر يعصب ياست، درصد سلولها

 ـرا ب Olig2ر كشتر مـار يگروه دوم ب يش داشتند سلولهايافزا ان ي

 ه نشـان ك ـباشـد   يك ممثبت اند Hb9 يردند و درصد نورونهاك

 يز نورونهـا يتمـا  يبـرا  ييبـه تنهـا   RAه استفاده از كدهد  مي

گـروه مـورد 4در  +MAP يعصب ين درصد سلولهايانگيم يسه يمقا -18شكل 

 ـ ياخـتلاف معن ـ  ي حروف متفاوت نشان دهنده. مطالعه بـا 2و1 ين گروههـا يدار ب

 .)P>005/0(باشد  مي 4و3 يگروهها

در چهار گروه مورد +HB9 يتكحر يعصب يدرصد سلولها يسه يمقا -19شكل 

 ـ ياختلاف معن ـ يلعه، حروف متفاوت نشان دهنده مطا رين گـروه اول بـا سـا   يدار ب

 .در گروه سوم .+MAP2 يعصب يسلولها -20شكل  ).P>005/0(باشد  مي گروهها
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 "ن گروه، احتمالايحاصل در ا يباشد و سلولها ي نميافك يتكحر

 ـو  يت ـكحر يش ساز نورونهـا يپ يسلولها  تهايگـو دندروس ـ يا الي

نشـان   هكاران بود كادا و همكج اويج مشابه نتاين نتايباشند، ا مي

 Olig2روز  4بعـد از  انـد   مار شدهيت RAه با ك EBsه در كدادند 

بـه سـمت    Olig2 يه سـلولها ك ـنيا يو بـرا ] 22[شود  مي انيب

ش يافـزا . است يالزام Shhبروند، وجود  يتكحر يعصب يسلولها

 ينقـش احتمـال   يدر گروه اول، نشان دهنـده   يتكحر ينورونها

و  چتـرل يو. باشـد  ي ميتكحر يعصب يز سلولهايورد در تماكنوتو

مـار  يت Shhو  RAبـا   EBsه ك ـ يردند زمـان كاران گزارش كمه

ل ك ـدر صد  30تا  20مثبت  Hb9 يتكحر يشوند تعداد نورونها

ج حاصل در يمشابه نتا "بايه تقرك، ]37[دهد مي لكيسلولها را تش

بـا   يشتكو به دنبال هم  RAبا استفاده از  هكق حاضر بود يتحق

در  .ديدرصـد رس ـ  20بـه   يت ـكحر يورد، در صـد نورونهـا  كنوتو

ورد ك ـه نوتوكجه گرفت يتوان نت مي جين نتايمجموع با توجه به ا

 ياديــبن ياز ســلولها يكســومات يتــكحر يل نورونهــاكيدر تشــ

  .نقش دارد ينيجن

بخـش   يسلولها يورد را در القاكنقش نوتو ياديقات زيتحق

انـد   نشـان داده  يت ـكحر ياز جمله نورونها يعصب ي لوله يمكش

 انجـام  Shhي  ن اثرات را بـا واسـطه  يه اكده و مشخص ش] 36[

 يز سـلولها يورد در تمـا ك ـاما در مـورد نقـش نوتو   ].35[دهد  مي

 ـن يگـر ينظـرات د  يعصـب  يبخش ونترال لوله  ز وجـود دارد،  ي

 يورد را در القـا كلت، نقش نوتوين و تايه هالپرن و دوارك يبطور

جه يرسؤال برده و نتيز يعصب يبخش ونترال لوله  يساختمانها

ه از قبـل در  ك ـند يآ مي بوجود يين سلولها از سلولهايه اكگرفتند 

  ].35، 17[از ندارند يورد نكافته و به وجود نوتويز يگره تما

 ه نشـان كبود  يق موافق با نظراتين تحقيج ايدر مجموع، نتا

ن يجن ـ ياديبن يسلولها يعصب يورد قادر به القاكه نوتوكداد  مي

ن سلولها يز ايتواند بر تما مي ه،ياول يعصب يلقابعد از ا ينبوده ول

ه ك ـ ييرا بوجود آورد و از آنجـا  يتكحر ير گذاشته و نورونهايتأث

ه كــنيا يقـرار دارد بـرا   يمختلف ـ يورد بافتهـا ك ـدر اطـراف نوتو 

ند كن بافتها اعمال يا يخود را بر رو ييورد بتواند اثرات القاكنوتو

 ـلاو يه مراحل القاكن است ياز به اين  ـه در اي ن بافتهـا صـورت   ي

 ـبن يتوان از سـلولها  مي هكن نشان داد يج همچنينتا. رديگ  يادي

 .در گروه چهارم .+MAP2 يعصب يسلولها -21شكل 

6سـوم،  در گـروه  MAP2 يباد يبا استفاده از آنت يتومتريج فلوسينتا -22شكل 

 .ل دادندكيتش يعصب ين گروه را سلولهايا يسلولها لكدرصد 

چهـارم، در گـروه  MAP2 يباد يبا استفاده از آنت يتومتريج فلوسينتا -23شكل 

 .ل دادندكيتش يعصب ين گروه را سلولهايا يل سلولهاكدرصد  5
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ن يوكمختلف را در مراحل مختلف ت ينقش مواد، سلولها و بافتها

به  ياديبن يز سلولهايج حاصل در تمايرده و از نتاك ين بررسيجن

ه در ك ياديز يشرفتهايبا وجود پ .مختلف استفاده نمود يسلولها

امـا هنـوز   ، شن ساختن مراحل مختلف نـوروژنز حاصـل شـده   رو

 ـنقائص ز  ـدر ا يادي رسـد   مـي  نـه وجـود دارد و بـه نظـر    ين زمي

 ـز يتورهاكفا  يسـت يه باك ـنقـش دارنـد    يعصـب  يدر القـا  يادي

 يه در ط ـك يعيردن وقاكتوان با مشخص  مي هكشوند  ييشناسا

ن يــدهــد، ا ي مــين رويدر جنــ يعصــب يمراحــل مختلــف القــا

ي ط ـيمح يگنالهايردشان با هم و با سكعمل يا و چگونگتورهكفا

 يز سـلولها ينمود و از اطلاعات بدست آمـده در تمـا   ييرا شناسا

 .ردكاستفاده  يعصب يبه سلولها ياديبن

  سپاسگزاري

اين مطالعه بخشي از طرح تحقيقاتي مصوب پژوهشكده 

رويان بود و در پژوهشكده رويان، شـاخه ي اصـفهان اجـرا    

بدينوسيله نويسندگان مراتب تشكر و قـدر دانـي    لذا. گرديد

خود را از مساعدتهاي مسئولين محتـرم پژوهشـكده اعـلام    
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