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چكيده 
* هدف: روش ساده و پربازده براي استخراج سلول هاي بنيادي (نئوبلاست هاى) از كرم هاي پهن پلاناريا 

* مواد و روش ها: حدود 12-10 كرم پلاناريا از جنس Dugesia و با اندازه متوسط 18 ميلى متر به هموژنيزر دستى 
و   20  ،30  ،41  ،60 نايلونى  فيلترهاى  از  ترتيب  به  شدن،  خرد  از  بعد  و  منتقل  پلانارين ها  نمكى  محلول  ميلى ليتر   1 حاوى 
نهايى حاصل كرم هاى سالم و  نئوبلاست ها، سوسپانسيون  11 ميكرومترى عبور داده شدند. براى پى بردن به ميزان خلوص 
كرم هاى فاقد نئوبلاست - كه نئوبلاست هاى آنها با تاباندن 30 گرى (Gy) پرتو X نابود شده بودند - مقايسه شدند. براى 
و  پروپوديوم يديد  رنگ  از  مرده  سلول هاى  شدن  مشخص  براى  و  هوخست  رنگ  از  ذرات  ساير  از  سلول ها  شدن  مشخص 

متيلن بلو استفاده شد.
* يافته ها: از هر 12-10 كرم حدود 3-2/6 ميليون سلول حاصل شد. نتايج فلوسيتومترى نشان داد كه حدود 83 درصد  از 
ذرات استخراج شده سلول هستند و تيمار با پرتو X حدود 50 درصد از اين ذرات را ازبين برده است. 18-16درصد سلول هاى 
استخراج شده مرده و 66-62 درصد از سلول هاى استخراج شده سلول هاى حساس به اشعه يا همان نئوبلاست ها بودند. ليز 
كردن سلول ها با آب دوبار تقطيراستريل و بررسى محلول نهايى با ميكروسكوپ اختلاف فاز نشان داد كه بخش عمده اى از 

ذرات غيرسلولى موجود در سوسپانسيون نهايى سلولى خارهاى كيتينى استحكام بخش مزانشيم و رابديت ها هستند. 
* نتيجه گيري: روش ارايه شده منجر به افزايش خلوص نئوبلاست ها تا حدود 66 درصد مى شود كه روشى  ارزان، سريع 
و پربازده براى استخراج نئوبلاست ها جهت استفاده در مطالعات پروتئوم و ترانس كريپتوم يا ساير روش هاى نيازمند حجم 

بالاى سلول است. 

* كليدواژگان: سلول هاي بنيادي، كرم هاي پهن، پلاناريا، ترميم
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 2، تابستان 88، صفحات: 134-141
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مقدمه
از  كوچكى  و  پهن  كرم هاى  شيرين،  آب  پلانارين هاى 
توركيان رده  و   (Platyhelminthis) پهن  كرم هاى  شاخه 

زيست شناسى  علم  وارد  قبل  سال   200 از  كه  هستند   (Turbellaria)
است  حدي  در  جانوران  اين  فوق العاده  ترميم  توانايى   .(2  ،1) شدند 
كه طى آن يك قطعه در حدود 1/279 ام اندازه بدن توانايى ساختن 
در  مشهورى  پديده  كرم  اين  در  ترميم   .(3) دارد  را  كامل  كرم  يك 
نظريه هاى موجود در مورد  تكوينى كلاسيك است و  شناسى  زيست 
زيست شناسى  وارد  پلانارين ها  مطالعه  با  جانوران  در  ترميم  انواع 
تا  را  پلانارين ها  كه  فردى  به  منحصر  ويژگى   .(4-9  ،1) است  شده 
داده  قرار  تكوينى  زيست شناسى  محققان  توجه  مورد  اندازه  اين 
در  توان  تمام  بنيادى  سلول هاى  از  دايمى  خزانه اى  وجود  است، 
پلانارين ها  خاص  ويژگى هاى  تمامى  تقريبا  كه  ست  آنها  بدن 
سبب  به  و...)  ترميم  توان  آنها،  مورفولوژى  فوق العاده  (پلاستيسيته 
براي  سلول ها  اين   .(9-12  ،1) است  بنيادى  سلول هاى  اين  داشتن 
عنوان تحت  و  همكاران  و  كلر  شناسى  بافت  مطالعات  طى  بار  اولين 

(Stammzellen Stem Cells) معرفى شدند (4) كه به سبب اندازه 
كوچك، هسته بزرگ و سيتوپلاسم باريكشان از ساير سلول ها متمايز 
شدند. تا دهه اول قرن بيستم نام هاى زيادى براى اين سلول ها پيشنهاد 
از  يكى  كه  را   (Neoblast) نئوبلاست  نام  نهايت  در  كه  بود  شده 
ناميدن  براى  راندلف،  هريت  پلانارين ها،  ترميم  مطالعه  پيشگامان 
سلول هايى با مورفولوژى مشابه در كرم خاكى به كار برده بود، براى 
طي  را  نئوبلاست ها   .(13  ،12  ،4) يافت  عموميت  نيز  سلول ها  اين 
مطالعه اي با ميكروسكوپ نورى مى توان از ساير سلول ها تشخيص داد؛ 
چون تنها گروه سلول هاى بدن پلاناريا با قطر 10-5 ميكرومتر بوده و 

بدون اتصال به بستر خاصى تقريبا در سراسر مزانشيم پراكنده اند.
سال  حدود40  به  نئوبلاست ها  جداسازى  از  موفق  گزارش  اولين 
كف  چسبيدن  به  نئوبلاست ها  تمايل  اساس  بر  كه  برمى گردد  پيش 
با  كه  نئوبلاست هايى  متأسفانه   .(14) مى كند  عمل  كشت  محيط هاى 
مغذى  محيط هاى  در  هفته  يك  از  بيش  مى شوند  استخراج  روش  اين 
مطالعه،  اين  از  بعد  سال  بيست  نمى آورند.  دوام  نئوبلاست  مخصوص 
روشى مبتنى بر هضم آنزيمى كرم كامل ارايه شد كه علاوه بر طولانى 
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بودن فرايند استخراج، باعث مرگ تعداد زيادى از سلول هاى استخراج 
شده نيز شد (15). از سوى ديگر، روش هاى نوين جدا سازى سلول ها 
به  هستند،  مبتنى  سطحى  آنتى ژن هاى  بر  كه   (FACS روش  (مثل 
استفاده  قابل  نئوبلاست ها  اختصاصى  سطحى  ماركرهاى  فقدان  علت 
نيستند. البته اخيرا روشى براى جدا سازى نئوبلاست ها بر اساس نسبت 
نوكلئوپلاسمى آنها معرفى شده (15) كه به سبب سمى بودن رنگ هاى 
برخى  حتى  سلولى  كارهاى  براى  شده  جدا  سلول هاى  شده،  استفاده 
جدا  براى  نيز  ديگرى  روش  نيستند.  استفاده  قابل  مولكولى  كارهاى 
شيب هاى  در  سلولى  سوسپانسيون  سانتريفيوژ  با  نئوبلاست ها  سازى 
روى  كمترى  اثر  روش ها  ساير  به  نسبت  كه  است (16)  پركل  غلظت 
خواص حياتى نئوبلاست ها دارد اما اين روش هم به سبب طولانى بودن 
زمان استخراج و هم محدوديت در تعداد سلول هاى استخراج شده در 
هر تكرار با مطالعات سلولى و مولكولى - كه به تعداد زيادى سلول نياز 

دارند - سازگارى ندارد. 
همان طور كه ملاحظه مى شود، تمام روش هاى استخراج سلول هاى 
بنيادى پلاناريا داراى نقايصى هستند كه باعث شده  نتوان در آناليزهايى 
يكى  شايد  كرد.  استفاده  آنها  از  پروتئوميكس)  (مثل  زياد  خروجى  با 
به  تا  پلانارين ها  بنيادى  سلول هاى  بودن  ناشناخته  عوامل  مهم ترين  از 
امروز فقدان روش مناسب براى جداسازى نئوبلاست ها باشد. به علاوه 
ماركرهاى  شناسايى  به  مى توان  كه  است  مولكولى  آناليزهاى  با   تنها 
پلانارين ها و  بنيادينگى در  آورنده  پديد  خواص  مقايسه  يا  اختصاصى 

ساير موجودات اميد داشت (1). 
در اين پژوهش، روشى تازه براى جداسازى نئوبلاست هاى زنده در 
حجم زياد (تا ده ميليون در 5-4 ساعت) معرفى شده است كه در طراحى 
آن سعى شده است تا ميزان خروجى  هم از نظر كيفى (درصد سلول هاى 
مرده) و هم از نظر كمى (خلوص نئوبلاست ها در سوسپانسيون نهايى) 
بهينه شود. براى مشخص كردن نئوبلاست ها در محلول هاى استخراج 
شده با كمك حساسيت آنها به دوز هاى بالاى پرتو ايكس (2، 4، 17، 
18) گروه هاى داراى نئوبلاست و فاقد نئوبلاست (كنترل منفى) جهت 
اثبات ميزان خلوص و كيفيت نئوبلاست هاى استخراج شده طراحي و با 

نمونه هاي سالم (بدون تابش پرتو ايكس) مقايسه شده اند. 

مواد و روش ها
استخراج سلول

پژوهشكده  پزشكي  اخلاق  گروه  مصوبه  طبق  پلانارين  نمونه هاي 
رويان تهيه شدند. 

نمونه هاى پلانارين (.Dugesia sp) از چشمه اى در نزديكى شهر 
دامغان جمع آورى و جهت مطالعه به آزمايشگاه منتقل شدند. بعد از انتقال 
در دماى تقريبى 17-15 درجه سانتى گراد و در ظروف 500 ميلى ليترى 
پلاستيكى حاوى آب چشمه استريل و 0/02 درصد نئومايسين سولفات 
نگهدارى شدند. براى اطمينان از مناسب بودن گونه مورد مطالعه جهت 
استخراج نئوبلاست، گروهى از كرم ها از وسط نصف شدند تا از وجود 

و ميزان توان ترميم آنها اطمينان حاصل شود (شكل 1). 
از  بعد  شدند  انتخاب  استخراج  انجام  جهت  كه  نمونه هايى  بين  از 
حداقل يك هفته گرسنگى، كرم هايى با اندازه تقريبى 20-17 ميلي متر 
درصد   0/05 حاوى  آب  در  ساعت   24 مدت  به  و  شده  جدا  بقيه  از 
كرم،   10-12 تكرار  بار  هر  در  شدند.  نگهدارى  سولفات  نئومايسين 
بسته به ميزان سلول مورد نياز و اندازه، انتخاب و در 1 سي سي محلول 
ميلي گرم   2188 تركيب  از  كه  پلانارين ها  مخصوص  نمكى  استريل 
بي كربنات  ميلي گرم   63 كلسيم،  كلريد  ميلي گرم   31 كلريدسديم، 
سديم، 125 ميلي گرم كلريد پتاسيم در يك ليتر آب تهيه شده بود، دو 
 Sigma,) دستى  هموژنيزر  يك  به  كرم ها   اين  سپس  شدند.  شسته  بار 
با 12-15  شدند.  منتقل  نمكى  محلول  ميلى ليتر   0/5 حاوى    (D9938
سپس  شده  خرد  كاملا  كرم ها  هوموژنيزر  تر  شل  پستل  جابه جايى  بار 
اين  شدند.  منتقل  نمكى  محلول  ميلى ليتر  حاوى 10-11  لوله  داخل  به 
سوسپانسيون سلولى در2000 دور بر دقيقه به مدت 6 دقيقه سانتريفيوژ 
ميلي ليتر  بر  واحد   600 حاوى  آنزيمى  كوكتيل  با  حاصل  پلت  و  شد 
-U/ml DNase Sig 460) و (Sigma, type IV C5138) كلاژناز

ma, DN-25) به مدت 45-30 دقيقه در دماى اتاق (بسته به دماى اتاق) 
سمپلر 1000  توسط  دقيقه   7-8 هر  نمونه ها  مدت،  اين  طى  شد.  تيمار 
پيپتاژ شدند. بعد از اتمام اين مرحله، حجم سوسپانسيون به 12 ميلى ليتر 
رسانده شده و  توسط محلول شست وشو دوبار در 2000 دور بر دقيقه 
به مدت 6 دقيقه شست وشو داده شد. پلت نهايى در 10 ميلى ليتر محلول 
روزنه هاى با  نايلونى  صافى هاى  از  ترتيب،  به  سپس  شد  حل  نمكى 
 Millipore NY60)،  41(Millipore NY41)، 30 (Millipore)  60
20 (Millipore NY20،(NY30) و 11 (Millipore NY11) ميكرومتر 
به  پلاستيكى   (Millipore SX0002500) نگهدارنده  يك  توسط  كه 
يك سرنگ 5 ميلى ليترى متصل شده بود، گذرانده شد. در همه مراحل 
هر  از  عبور  از  بعد  و  شد  رد  صافى  از  فشارى  هيچ  بدون  سوسپانسيون 
صافى، 2 ميلى ليتر محلول نمكى نيز از صافى گذرانده شد. سوسپانسيون 
به  دقيقه   6 مدت  به   2000 دور  در  شست وشو  بار  دو  از  بعد  حاصل 

صورت پلت سلولى در آمده و قابل استفاده گشت.
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شكل1: اثبات وجود ترميم در گونه مورد مطالعه. علاوه بر ايجاد سر، تغييرات دستگاه گوارش و مراحل ايجاد حلق تازه نيز قابل مشاهده 
است (فلش هاى كوچك) خط مقياس 10 ميلي متر
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ارزيابى كمى و كيفى سلول ها
 گروه هاى آزمايشى 

بر اساس مطالعات قبلى (2، 4، 17، 18) پرتو ايكس با دوز كافى 
باعث نابودى نئوبلاست ها مى شود و ساير سلول ها بر اثر اشعه به ظاهر 
به  اشعه  كافى  مقادير  تاباندن  با  علت  همين  به  نمى بينند.  صدمه اى 
بعد  ساعت   24-48 كه  يافت  دست  نمونه هايى  به  توان  مى  كرم ها، 
استفاده  دهند.  دست  از  را  خود  نئوبلاست هاى  تمامى  پرتودهى،  از 
مطالعه  در  منفى  كنترل  عنوان  به  پيش  مدت ها  از  نمونه هايى  چنين  از 
پلانارين ها مرسوم بوده و هست (2، 4، 23-19). با توجه به اختلافاتى 
كه گاهى در دوز مناسب براى نابودى كل نئوبلاست ها وجود دارد، 
يعنى  شده،  پيشنهاد  دوز  بالاترين  از  منفى  كنترل  گروه  ايجاد  براى 
Gy30 - كه ثابت شده تمامى فعاليت هاى وابسته به نئوبلاست ها را از 
بين مى برد (2)،  استفاده شد. بدين منظور يك گروه از كرم ها كه در 
معرض Gy30 پرتو X حاصل از چشمه كبالت 60 قرار گرفته بودند، 
بعد از گذشت 48 ساعت در دماى 17-15درجه سانتى گراد به همراه 
در  و  شدند  مقايسه  شده  استخراج  فرايند  وارد  سالم  كرم  گروه  يك 
ديده  پرتو  دوگروه (كرم هاى  اين  از  حاصل  سوسپانسيون هاى  نهايت 
مورد  مثبت)  گروه  عنوان  به  سالم  كرم هاى  و  منفى  كنترل  عنوان  به 

تجزيه و تحليل قرار گرفتند. 

تشخيص سلول هاى زنده و مرده
براى افزايش دقت و مشخص شدن سلول ها از ساير ناخالصى ها، 
 (Sigma, St Louis, MO, USA)  33342 هوخست  با  سلول ها 
مرده  سلول هاى  جداسازى  اهميت  به  توجه  با  شدند.  رنگ آميزى 
براى  هم چنين  و  مطالعات  از  بسيارى  انجام  براى  زنده  سلول هاى  از 
دو  با  مرده  سلول هاى  مقاله،  اين  در  شده  ارايه  روش  كارايى  اثبات 
تريپان  با  مرده  سلول هاى  اول  رويكرد  در  شدند.  شناسايى  رويكرد 
بلو رنگ آميزى و با لام نئوبار شمارش شدند؛ در رويكرد دوم براى 
مشخص كردن سلول هاى مرده  سوسپانسيون به مدت يك ساعت و 
نيم در دماى 4درجه سانتي گراد با محلول 1 ميكروگرم در ميلى ليتر 
 Propidium Iodide) (Sigma, St Louis,) يديد   پروپوديوم 
نمكى  محلول  با  شست وشو  دوبار  از  بعد  و  شد  تيمار   (MO, USA

شد. انجام  فلوسايتومترى  پلاناريا،  مخصوص 

فلوسايتومترى
بررسى  و  ثبت  پارامتر  چهار  فلوسايتومترى،  تحليل هاى  در 

جذب  ميزان   ،33342 هوخست  جذب  ميزان  از:  عبارتند  كه  شد 
 Forward Scatter;) نور  مستقيم  پراكنش  يديد،  پروپوديوم 
مى كند  عبور  سلول  از  مستقيم  طور  به  كه  نورى  (ميزان   (FCS
جانبى يافته  پراكنش  نورهاى  و  است)  سلول  اندازه  مؤيد  و 

ذرات  با  برخورد  از  بعد  كه  پرتوهايى  (يا   (Side Scatter; SSC)
جنس  و  چگالى  نشانگر  و  مى شوند  پراكنده  اطراف  به  سلول  درون 
كردن  مشخص  براى  هوخست  رنگ  هستند).  سلول  درون  مواد 
رنگ آميزى  براى  يديد  پروپوديوم  و  غيرسلولى  ذرات  از  سلول ها 
سلول هاى مرده به كار برده شد. FSC، نشانگر اندازه و شكل ذرات 
ذرات  چگالى  مثال  عنوان  (به  گرانوليتى  ميزان  بيانگر   ،SSC و 
 PAS مدل   Partech دستگاه  با  فلوسايتومترى  است.  سلول)  درون 

گرفت.  انجام  رويان)  (پژوهشكده 

يافته ها
جداسازى سلول هاى نئوبلاست

دو  طى  شدن،  نيمه  دو  دنبال  به  نظر  مورد  پلانارين هاي  هاى  كرم 
هفته به طور كامل ترميم شدند (شكل 1). 

حدود 2/6-3/0  متر  ميلى  تقريبى 18  اندازه  با  كرم  هر 10-12  از 
با  شده  استخراج  سلول هاى  ظاهرى  نظر  از  شد.  استخراج  سلول  ميليون 
سوسپانسيون سلول قبل از فرايند استخراج تفاوت زيادى دارند كه نشان 
فرايند  پايان  در  بنيادى  سلول هاى  خلوص  ملاحظه  قابل  افزايش  دهنده 

استخراج است (شكل2). 
خلوص نئوبلاست ها در سوسپانسيون نهايى

در  را  نئوبلاست ها  اطمينان،  و  قطع  طور  به  بتوان  اينكه  براى 
سوسپانسيون نهايى تخمين زد، يك راه استفاده از پرتو X موجود است 
برد بين  از  را  آنها  مى توان  مناسب،  دوزهاى  از  استفاده  صورت  در  كه 

(2، 14). در اين مطالعه نيز از پلانارين هايى كه Gy 30 پرتو X دريافت 
سلولى  سوسپانسيون  شد.  استفاده  منفى  كنترل  عنوان  به  بودند  كرده 
از  گروه  يك  همراه  به  پرتو  دريافت  از  بعد  ساعت   48 كرم ها،  اين 
كرم هاى سالم، در شرايط مساوى استخراج شد و سلول هاى حاصل با 
فلوسايتومترى مقايسه شدند. در اين بررسى علاوه بر اندازه و گرانوليته 
از رنگ آميزى با هوخست 33342 نيز استفاده شد. (براى اطمينان بيشتر 
ملاحظه   3 شكل  در  كه  طور  همان  شدند.)  تكرار  بار  سه  آزمايش ها 
مى شود، تفاوت زيادى بين سلول هاى استخراج شده از نمونه هاى سالم 

و پرتو ديده وجود دارد.  

شكل 2: مقايسه ويژگى هاى ظاهرى سوسپانسيون استخراج شده پيش (چپ) و پس (راست) از طى فرايند استخراج. 
فلش هاى سفيد سلول هاى تمايز يافته و مواد غيرسلولى و پيكان هاى تيره و كوچك نئوبلاست ها را نشان مى دهند (خط مقياس 20 ميكرومتر).
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5/4 ± 60/3 درصد از ذرات در ناحيه R1 قرار مى گيرند در حالى كه 
در نمونه هاى پرتو ديده اين مقدار 2/6 ± 7/8 درصد بود. به علاوه، 
سالم كرم هاى  در   R1ناحيه در  ذرات  اين   FSC مقادير  ميانگين 

است.  حدود 9/5 ± 64/3  ديده  كرم هاى پرتو  17/8 ± 84/7 و در 
 ±  4/9 حدود  به  سالم  نمونه  در   29/9  ±  6/3 از  نيز   SSC مقادير 
مشخص  اينكه  براى  است.  رسيده  ديده  پرتو  نمونه هاى  در   27/3
رنگ  از  هستند،  سلول   2 شكل  در  شده  مشاهده  ذرات  شود 
4 ارايه  فلوسايتومترى در شكل  نتايج  استفاده شد.  هوخست 33342 

است.  شده 
در نمونه هاى طبيعى حدود 83 درصد ذرات با رنگ هوخست 
كه به DNA متصل مى شود، رنگ شده اند كه بعد از پرتودهى حدود

بين  از  سلول ها  يا  است  مثبت  هوخست  ذرات  درصد   50
رفته اند.

ارزيابى كمى و كيفى سلول ها
بيش از 83 درصد از ذرات موجود در سوسپانسيون نهايى، سلول 
از  درصد   60 از  بيش  بودند.  غيرسلولى  ذرات  17درصد  از  كمتر  و 
سلول هاى استخراج شده (66-62 درصد) سلول هاى حساس به پرتو 
در  سلولي  سوسپانسيون  مى روند.  بين  از  پرتو  با  تيمار  اثر  بر  و  هستند 
دور 2000 به مدت 10 دقيقه سانتريفيوژ و سلول ها با آب دوبار تقطير 
استريل ليز شدند. بررسى محلول نهايى با ميكروسكوپ اختلاف فاز 
نشان داد كه بخش عمده اى از اين ذرات غيرسلولى خارهاى كيتينى 
سيتوپلاسم  داخل  (ميله هاى  رابديت ها   و  مزانشيم  بخش  استحكام 
برخى از سلول هاى مزانشيمى كه در بستن زخم نقش دارند) بوده اند 

كه قطر آنها بين 5 تا 20 ميكرومتر است (شكل 5). 
 6 براى  بلو  تريپان  با  شده  استخراج  سلول هاى  رنگ آميزى 
شمارش  بار   10 حداقل  يك  هر  در  كه  شد  انجام  هم سان  استخراج 

بود.  شده  انجام 
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شكل 3: مقايسه سوسپانسيون حاصل از پلانارين هاى پرتو ديده و طبيعى بر اساس FSC و SSC. گيت R1 ناحيه ايى را كه 

نئوبلاست ها در آن قرار دارند را نشان مى دهد.

شكل 4: مقايسه سوسپانسيون حاصل از پلانارين هاى پرتو ديده و طبيعى بر اساس ميزان جذب رنگ هوخست 33342. گيت RN1 در 
سوسپانسيون حاصل از نمونه هاى وحشى 83/4 درصد و در نمونه هاى پرتو ديده 29/9 درصد از كل ذرات را شامل مى شود.   
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24/53درصد   تا   12/36 بين  كه  مى دهند  نشان  شمارش ها  اين 
مرده  شده  استخراج  سلول هاى  از  18/25درصد)  متوسط  طور  (به 
براى  نيز  پروپوديوم يديد  از  تريپان بلو  با  رنگ آميزى  بر  علاوه  هستند. 
فلوسايتومترى  رنگ آميزى سلول هاى مرده استفاده و نتايج آن توسط 

تحليل شد. 
سلول ها  شمارش  نتايج  به  نزديك  حدى  تا  نيز  آناليز  اين  نتايج 
درصد   16/6 ميانگين  با   18/2 تا   9/8 بين  و  نورى   ميكروسكوپ  با 

است.  

شكل 5: عكس خارهاى مزانشيمى (پيكان هاى بزرگ) و رابديت ها (فلش 
سلول ها در  كردن  ليز  بعد از  شده  استخراج  سوسپانسيون  كوچك) در 
مقياس  (خط  اينورت  ميكروسكوپ  از  استفاده  با  استريل   مقطر  آب 

ميكرومتر 20).

بحث
ميكروسكوپ  كمك  با  شده  استخراج  سلول هاى  بررسى 
اكثر  كه  مى دهد  نشان  شدن  فيلتر  از  بعد  و  قبل  فاز،  اختلاف 
با  نمى توان  البته  نكرده اند.  عبور  صافى ها  از  يافته  تمايز  سلول هاى 
نهايى  سوسپانسيون  در  نئوبلاست ها  خلوص  ميزان  درباره  قطعيت 
نمى توان  فاز  اختلاف  ميكروسكوپ  با  علاوه  به  كرد،  نظر  اظهار 
تفاوت  مزانشيمى  هاى  خار  مثل  مواد  ساير  و  سلول ها  از  برخى  بين 
كارايى  از  اطمينان  براى  نيز  علت  همين  به  كرد  ملاحظه  چندانى 
است.  شده  استفاده  فلوسايتومترى  آناليزهاى  از  شده  ارايه  روش 
متنوع  بسيار  گرانوليتى  و  اندازه  با  ذراتى  داراى  نهايى  سوسپانسيون 
گرانوليتى  ذرات،  ساير  از  بنيادى  سلول هاى  بين  اين  در  است. 
بندى  ناحيه  فاقد  و  كم  بسيار  سيتوپلاسم  سبب  به  كه  دارند  كمترى 
تابشى  پرتوهاى  در  پراكندگى  حداقل  ايجاد  باعث  كه  آنهاست (4) 
ديده  پرتو  نمونه هاى  در  كه  داشت  توجه  بايد  حال  اين  با  مى شود. 
نئوبلاست ها  مشابه   SSC نظر  از  درصد)  ذرات (7/8  از  مقدارى  نيز 
در   SSC در  معنى دار  تغيير  عدم  به  توجه  با  تشابه  اين  هستند. 
بهتر   (27/3  ±  4/9) ديده  پرتو  و   (29/9  ±  6/3) سالم  نمونه هاى 
پرتو،  به  حساس  سلول هاى  كه  داشت  توجه  بايد  مى گردد.  مشخص 
درصد).   84/7  ±  17/8) دارند  ملاحظه ايى  قابل  تنوع   FSC نظر  از 
كه  سلول هاست  اين  اندازه  تنوع  دهنده  نشان   FSC در  تنوع  اين 
سلول هاى  از  تعدادى  احتمالا  نئوبلاست ها،  بر  علاوه  مى دهد  نشان 
و  مورفولوژى  نظر  از  كه  دارد  وجود  آنها  نامتقارن  تقسيم  از  حاصل 
آنها  با  تفاوتى  نئوبلاست ها  اختصاصى  شده  شناخته  ماركرهاى  بيان 

بايد  دارند.  كمترى  توان  نئوبلاست ها  به  نسبت  اما  نمى دهد.  نشان 
تا  متعهد،  زياد  احتمال  به  سلول هاى  از  گروه  اين  كه  داشت  توجه 
ناشناخته  نيز  آنها  ويژگى هاى  و  نشده اند  جدا  خالص  طور  به  كنون 
همان   .(14) بزرگترند  اندكى  ميزان  به  نئوبلاست ها  اين   .(14) است 
را  هسته  خاصي  طور  به   33342 هوخست  رنگ  شد  ذكر  كه  طور 
نشانه  مى تواند  نيز  آن  جذب  علت  همين  به  مى كند  رنگ آميزى 
به  توجه  با  باشد.  غيرسلولى  مواد  از  سلول ها  سازى  جدا  براى  خوبى 
شكل 4 ملاحظه مى شود در كرم هاى سالم، حدود 8/1 ± 83 درصد 
سلول  ديگر  عبارت  به  و  مثبت  هوخست  شده  استخراج  ذرات  از 
حدود نابودى  موجب  پرتو،   Gy30 معرض  در  گرفتن  قرار  هستند. 

اين  گرفتن  نظر  در  با  است.  شده  سلول ها  از  درصد   53/5  ±  6/9
از  اغلب  و  غيرسلولى  ذرات،  كل  از  درصد   17 حدود  كه  مسئله 
حاصل  سوسپانسيون هاى  در  مى شود  مشخص  هستند،  كيتين  جنس 
نشان  كه  هستند  نئوبلاست  سلول ها  از  66-62درصد  روش  اين  از 
سلول هاى  به  دست يابى  براى  روش  اين  بالاى  كارايى  دهنده 
در  ذرات  اين  حضور  كه  است  ذكر  شايان  است.  پلانارين  بنيادى 
و  نوكئيك  اسيدهاى  و  پروتئين ها  آناليز  در  چه  سلولى،  سوسپانسيون 
چه در استخراج سلول براى مطالعات سلولى اختلالى ايجاد نمى كند 
مرحله  در  كربوهيدراتى  ذرات  اين  مولكولى،  آناليزهاى  در  زيرا 
اندك  از  بعد  هم  سلولى  مطالعات  در  و  مى شوند  حذف  استخراج 

مى شوند.        خارج  محيط  از  محيط  شست وشوى  با  مدتى 
لازم به ياد آورى است، روش هايى كه تا كنون براى جداسازى 
نئوبلاست ها پيشنهاد شده، بيشتر بر مبناي اندازه كوچك اين سلول ها 
سلولى  مطالعات  براى  روش ها  اين  آنجا  كه  از  است.  گرفته  شكل 
اينكه  نخست  است؛  نشده  لحاظ  آنها  در  مورد  دو  شده،  طراحى 
نبوده  اهميت  اول  درجه  در  شده  استخراج  سلول هاى  ماندن  زنده 
مرده  سلول هاى  از  كشت  محيط  در  شده  استخراج  سلول هاى  (چون 
شده  استخراج  سلول  تعداد  آنها  اكثر  در  آنكه  دوم  و  مى شوند)  جدا 
استخراج  در  كه  ويژگى  دو  اين  است.  بوده  چندصدهزار  حداكثر 
مواد  از  برخى  اثر  آزمايش  كشت،  شرايط  بهينه سازى  جهت  سلول 
آناليزهاى  در  ندارد،  چندانى  اهميت  فراساختار  مطالعه  براى  يا  و 
در  خطا  ايجاد  باعث   (High Throughput) بازده  پر  مولكولى 
فرايند  يك  روش ها  اين  بيشتر  ديگر،  سوى  از   .(1) مى گردد  نتايج 
چند ساعته تا چند روزه را شامل مى شود كه در دماى اتاق يا دماى 
ها  سلول  ساعته  چند  توقف  شود.  مى  برده  پيش  سانتي گراد  18درجه 
در اين شرايط استرس زا مى تواند موجب بروز تغييرات پايدارى در 
استخراجى  روش  ترتيب،  بدين  بشود.  آنها  پروتئوم  و  ترانس كريپتوم 
كه براى مطالعات مولكولى نئوبلاست ها به كار مى رود، بايد علاوه 
نظر  از  و  نباشد  طولانى  زياد  قبول،  قابل  خلوص  با  زياد  خروجى  بر 
و   RNase پروتئاز،  آنزيم هاى  فعاليت  براى  مناسبى  شرايط  دمايى، 
غيره را فراهم نياورد. روشى كه در اين مقاله معرفى شد از نظر تعداد 
سلول هاى استخراج شده محدوديتى ندارد. به عنوان مثال همان طور 
كه ذكر شد در گونه مورد بررسى از هر 12-10 كرم با اندازه متوسط 
ساعت  دو  از  كمتر  زمانى  در  سلول  ميليون   2/6-3 بين  متر  ميلى   18
استخراج مى شود. اگر فرايند استخراج در دماى اتاق پيش برده شود، 
با  (رنگ آميزى  18/25درصد  تا  فلوسايتومترى)  (آناليز   16/6 حدود 
محلول ها،  اگر  مى ميرند.  سلول ها  از  لام نئوبار)  با  شمارش  و  متيلن بلو 
قرار  يخچال  در  استخراج  از  پيش  ساعت   2 حدود  كرم ها  و  ظروف 
داده و در طول آزمايش به تدريج از يخچال خارج و استفاده شوند، 
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(نتايج  مى يابد  كاهش  درصد   4  -5 حدود  مرده  سلول هاى  تعداد 
فلوسيتومترى،  نتايج  به  توجه  با  ترتيب  بدين  است).  نشده  داده  نشان 
از هر 12-10 كرم  بين 2-1/5 ميليون نئوبلاست استخراج مى شود. 
به  حساس  نئوبلاست هاى  جداسازى  براى  تازه اى  روش  اخيرا، 
يا   FACS روش  با  سلول ها  نوكلئوپلاسمى  نسبت  اساس  بر   X پرتو 
است  شده  معرفى   (Florescent Activated Cell Sorting)
درصد   67 حدود  به  روش  اين  با  را  نئوبلاست ها  خلوص  كه   (15)
رسانده اند اما بايد توجه كرد كه در گيت هاى مشخص شده در اين 
استفاده  دريافت كرده اند  Rad 12 پرتو  روش از كرم هايى كه تنها 
نئوبلاست ها   از  گروهى  كه  داده  نشان  اخير  مطالعات  است.  شده 

حتى در دوز Gy 5 هم زنده مى مانند (2).  

نتيجه گيرى 
از  بخشى  تنها  كه  پرتو   RAD  12 از  استفاده  با  پس 
آناليز  در  كه  بود  مطمئن  نمى توان  مى برد،  بين  از  را  نئوبلاست ها 
جدا  و  مشخص  نئوبلاست ها  تمامى   FACS و  فلوسايتومترى  هاى 
از  استفاده  با  و  شده  اصلاح  بايد  روش  اين  علت،  همين  به  شده اند. 
منفى  كنترل  نمونه هاى  قوى،  و  كافى  اندازه  به  و  مختلف  دوزهاى 
مناسب  براى آن طراحى شود سپس كارايى آن مورد ارزيابى قرار 

گيرد. اين نقص در روش ارايه شده در اين مقاله وجود ندارد زيرا 
مى كند  جدا  اندازه  پايه  بر  را  نئوبلاست ها  كه  است  روش هايى  جزو 
غيرحساس  و  پرتو  به  حساس  از  اعم  پلاناريا،  نئوبلاست هاى  همه  و 
در  ندارند،  زيادى  تفاوت  مورفولوژى  و  اندازه  نظر  از  كه  پرتو  به 
فرايند  كوتاه  زمان  مدت  علاوه  به  دارند.  وجود  نهايى  سوسپانسيون 
استخراج  سلول هاى  تنظيم  قابل  حجم  و  مناسب  خلوص  استخراج، 
و  مرگ  حداقل  باعث  هم  متوالى  شست وشوهاى  همراه  به  شده 
به  وارد  استرس  هم  و  مى گردد  شده  استخراج  سلول هاى  در  مير 
روش  اين  بدين ترتيب،  مى دهد.  كاهش  زيادى  حد  تا  را  سلول ها 
سلول  استخراج  براى  راهى  عنوان  به  مى تواند  اينكه  بر  علاوه  جديد 
استفاده  درصورت  شود،  برده  كار  به  سلولى  مطالعات  انجام  جهت 
در كنار نمونه هاى پرتو ديده به عنوان كنترل منفى (2) و استفاده از 
آماده سازى  جهت  روش  مناسب ترين  بالقوه،  نيا،  تك  دودمان هاى 
تعداد  به  نياز  كه  مختلف  مولكولى  مطالعات  انجام  براى  سلول 

مى باشد. نيز  دارند  سلول  زيادى 

تقدير و تشكر
پرداخت  رويان  پژوهشكده  سوي  از  طرح  اين  انجام  هزينه هاي 

است. شده 
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Abstract 
Objective: Freshwater planarians were used as models for studying metazoan regeneration 
and stem cell biology. Here a simple, fast and high throughput method for extracting their 
stem cells (neoblasts) is represented.  
Materials and Methods: Specimens of the Dugesia sp with an average length of 18 mm 
were homogenized by a glass Dounce tissue grinder which  contained about 1 ml of planarian 
saline solution.  The extracted suspension was serially filtered by 60, 41, 30, 20 and 11 μm 
nylon meshes.  In order to obtain purified neoblasts in the final suspension; this suspension 
has been compared with a cell suspension from 30 Gy irradiated worms. Hoechst 33342 
was used to determine cells from non-cellular particles; methylene blue and propidium iodide 
were used to detect the number of dead cells in each extraction.  
Results: About 2.6-3 million cells were extracted from 10-12 worms. Flow cytometry analy-
sis showed about 83% of the extracted particles were cells. In suspensions from irradiated 
animals, about 50% of the cells were absent, the final suspension contained about 62-66% 
neoblasts and about 17% non-cellular particles. When these extracts were treated with dis-
tilled water to destroy the cells, only rabdites and chitinous spines of the parenchyma were 
observed in the extract. 
Conclusion: Results show that the purity of neoblasts in the final suspension is about 66%. 
Non-cellular particles have a carbohydrate nature and, therefore, this extraction method is 
completely compatible with molecular (e.g. proteomics and transcriptomics) and cellular 
methods (e.g. neoblast culture).
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