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 از كورتكس موش صحرايي نوزاد بدون استفاده I, IIتهيه كشت خالص آستروسيت نوع 
  ازآنزيم و فاكتورهاي رشد وچسبندگي

  1،محمد حسين نبيان1، ليلا زنجاني1،پوريا مشيدي2 ، فرزانه صابوني1معصومه فيروزي

  دانشگاه تهران، مركز تحقيقات بيوشيمي بيوفيزيك، آزمايشگاه ترميم بافت1
   ، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك وزيست فناوريتهران2

  12/04/85: تاريخ پذيرش   19/12/84: تاريخ دريافت

  چكيده

در اين مطالعه با استفاده از .  در سيستم عصبي مركزي روي كشت خالص آستروسيتها انجام مي گيرد in vitroبيشتر مطالعات 
و   McCarthy & Vellis  (1980) بر اساس روش پايه II و Iمغز موش صحرائي نوزاد كشت خالص سلولهاي آستروسيت نوع 

 ، بصورت مكانيكي و بدون استفاده از آنزيم مغزجداسازي سلولهاي كورتكس  .انجام شد تغييراتي در جهت ساده شدن آنبا 
اده  بدون استفاده از فاكتورهاي رشد وچسبندگي كشت دDMEM +10% FCSو سلولهاي منفك شده در محيط كشت انجام 
خلوص بالاي آستروسيتها توسط آنتي بادي .  با خلوص بالا  بدست آمدII  وI نوع  آستروسيتهاي،از كشت مخلوط كورتكس. شد

 مي ها آستروسيت خالصشتكاز  .ييد گرديدأ ت، ماركر اختصاصي محسوب شده براي آستروسيتها محسوب مي شود GFAPعليه  
 فيزيولوژي، فارماكولوژي و الكتروفيزيولوژي در سيستم عصبي  ژنتيك ملكولي،يايي، مختلف بيوشيمهايتوان براي انجام آزمايش

   .مركزي استفاده نمود

 كورتكس  ،II، O-2A ، آستروسيت نوع Iجدا سازي، خالص سازي،  آستروسيت نوع   كشت سلول،:كليدي واژه هاي

  مقدمه
آستروسيتها عمده ترين گروه سلولهاي گليال محسوب مي 

  درصد سلولهاي سيستم عصبي مركزي50بيش از شوند كه 
)(CNS آستروسيتها نقش كليدي در .  را تشكيل مي دهند

 با ترشح فاكتورهاي  دارند وCNSعملكرد وتكوين 
در فيزيولوژي طبيعي يا  نقش تعيين كننده مختلف رشد

اين سلولها .  بازي مي كنندCNSدر گونه نورونها بيمار
 نورونها ايجاد كرده و با محيط يوني مناسبي در اطراف

عملكرد سبب تنظيم يون پتاسيم و گلوتامات خارج نوروني 
 داشته يآستروسيتها منشأ نورواپيتليال .ندشوها مي آنصحيح 

 براي ارتباط با ، ستاره اي شكل،و داراي انشعابات زياد
ساير آستروسيتها، نورونها و همچنين سلولهاي اندوتليال 

  ). 15 و10 ،5( رگهاي خوني مي باشند

چه غير مستقيم در  آستروسيتها چه مستقيم و
  ناشي از صدماتپاتوفيزيولوژي بيماريهاي مختلف

)trauma(بيماريهاي مختلف تحليل رونده عصبي  و 
)neurodegenerative(بهمين دليل شناخت .  نقش دارند

 يبعنوان سلولهاي مؤثر در صدمات نورون in vitro  درآنها
  .حائز اهميت است

-O-2A  :" "oligodendrocyte  پيش سازتمايزسلولهاي

type II astrocyte نوعكه پيش ساز مشترك آستروسيت  II 
. ، بستگي به محيط كشت دارداستو اليگودندروسيت 

    سلولهايميزان بالاي سرم در محيط كشت باعث تمايز
O-2A نوع به آستروسيت II  در حاليكه اگر محيط .مي شود 
 O-2A سلولهاي فاقد سرم باشد، سرم كم ويا داراي كشت
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در مغز اكثر  ).16(  تمايز مي يابندبه اليگودندروسيت
  . هستندI آستروسيت نوع  آستروسيت،هايسلول

در نتيجه و آن تكثير كم بدليل  II  نوعآستروسيتبررسي 
  نوعرنگ آميزي آستروسيت. مي باشدبرداشت كم مشكل 

II ليه ع با آنتي باديNSP-4 د كه بيشتر اين هدمي شان  ن
در . سلولها در محل گره رانويه با نورون ارتباط دارند

محل گره رانويه وجود   درI  نوعحاليكه آستروسيتهاي
 II نوع  هر دو در آستروسيت GFAP و A2B5  ).3(ندارند 

 را GFAP فقط I  نوعبيان مي شود، در حاليكه آستروسيت
 نشان داد كه 2003ل يانگ در سا ِ).14و10 (بيان مي كند

  .)19 ( هستند +GFAP درصد از سلولهاي آستروسيت، 95

در .  در صدمات مختلف مغز افزايش مي يابدGFAPبيان  
نشان داده شده است كه در سيتوپلاسم Alexander بيماري 

 بصورت GFAP  انكلوزيونهاي غير طبيعي از،آستروسيتها 
اختصاصي    با بررسي اين پروتئين،مجتمع ديده مي شود

شرائط غيرطبيعي در مغز وجود در آستروسيتها مي توان ب
 براي آستروسيتها نقش پروژنيتوري اخيراً  ).2(پي برد 

  .)9 (قائل شده اند را نيز همچنين عملكرد سلولهاي پايهو
 و يا ياز دو روش آنزيمي  سلولها محققين براي جداساز

 ممكن  است روش مكانيكي نيز . استفاده مي كننديمكانيك
 ياجداسازي مكانيكي برحسب ،به دو صورت انجام گيرد

 .مي گيردصورت  نافذغشاء هاي از  با استفادهاندازه سلولي
يا جداسازي بر حسب خاصيت  چسبندگي متفاوت  و

 تلفيق دو روش از ياو   )11و 8( انجام مي پذيردسلولها 
  ).13(  استفاده مي شود براي جداسازي سلولي

قيق جهت تهيه كشت خالص آستروسيتها از در اين تح
جداسازي سلولها از طريق  نوزاد موش صحرايي استفاده، و

  .در ظروف كشت بدون كف چسبنده انجام شد مكانيكي و

  مواد و روشها
 جهت تهيه كشت خالص آستروسيت از كورتكس موش 

آن روش مبناي  تلفيق چند روش كه باصحرايي، 

McCarthy & Vellis نوزاد موش .  استفاده شد)13(  است
 الكل باصحرايي يك تا دو روزه با اتر بيهوش و سپس 

ضدعفوني گرديد؛ و در زير هود استريل، مغز به داخل 
مخچه، هيپوكامپ   . گرديدمنتقل هنكسپتري حاوي بافر 

هاي مغزاز كورتكس جدا شد ودر نهايت با و ساير بخش
ت از كورتكس استفاده از استرئوميكروسكوپ پرده مننژ بدق

سر  توسط بطور مكانيكي بافت كورتكس  .گرديد جدا
 عمل و)  ميكروليتر100حداكثر درصد (سمپلر زرد رنگ 

بدون   وDMEMپيپتاژ در پليت حاوي محيط كشت 
 .آمد تك سلول درآنزيم بصورت  استفاده از

و در شد  حاوي سلول به فلاسك منتقل  كشتمحيط
 درصد 5 درصد هوا، 95،  گراد  سانتيدرجه 37انكوباتور 

CO2 پس از يك روز . گرفت درصد قرار 90 و رطوبت
 محيط جديد اضافه آنبه  ومحيط كشت را خارج كرده 

علت اين كه ب ( محيط آن3/2گرديد و هر سه روز يك بار، 
 با )حذف كامل محيط باعث آسيب به سلولها مي شود

  .محيط جديد تعويض  شد

شت مخلوط كورتكس  ك هفتهيك الي دو گذشتپس از 
  حاوي كشت مخلوطتكان دادن فلاسكبا . دست مي آمدب

ساعت سلولهاي  2دور در دقيقه بمدت  240-180 در
 ساعت تكان دادن سلولهاي 24در ادامه پس از ميكروگليا و

 O-2A  نوع سلولهاي آستروسيتمرحلهدر اين . شدجدا  I   
قي كه با اتصال قوي تري به كف فلاسك چسبيده اند با

پروتوپلاسميك با ي مانده و بدين ترتيب آستروسيتها
  .گرديدتهيه  خلوص بالا

 :"II  "Fibrous A  نوعكشت خالص آستروسيت تهيه
 به شده از كشت مخلوط جدا  O-2Aسلولهاي پيش ساز 

سرم  درصد 20-10يدارا محيط كشت حاويفلاسك 
اضافه نمودن سرم با  . منتقل شد(FCS) جنيني گوساله

الا به محيط كشت باعث مي شود كه سلولهاي غلظت ب
 به جاي تمايز به اليگودندروسيت، به O-2Aپيش ساز 
 خالص تر O-2Aهر چه .  تمايز يابندII   نوعآستروسيت
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در .  خالص تر خواهد بودII  نوعباشد، كشت آستروسيت
 . با خلوص بالا تهيه شدII  نوع نهايت كشت آستروسيت

 جهت  :ي آستروسيت سلولها اختصاصيآميزي رنگ
  اختصاصي آنها يعني  ماركرآستروسيتها ازرنگ آميزي 

Acidic Protein Fibrillary    Glial  ( GFAP  ) استفاده و
در سلولها ابتدا . تمام مراحل كار در دماي اتاق انجام شد

پس  و قرار گرفت دقيقه 10 بمدت  درصد4پارافورمالدييد 
-x  تريتون ه دوم به آندر مرحل PBS با شستشو ر بااز دو

 PBS شستشو با دوباره و  اضافه گرديديك درصد 100
 3سلولها سرم آلبومين گاوي به در مرحله سوم . شدانجام 
 PBS دو بار شستشو با ، ساعت3اضافه و پس از  درصد
 خرگوشي با رقت GFAP  آنتي بادي اوليهاز.شدانجام 
 PBS با  بار شستشوي3 ساعت 1استفاده و بعد از  1:100

 FITC آنتي بادي ثانويه  و در مرحله آخر از.گرفتصورت 
 بار با 3 سلولها ساعت 1استفاده و پس از  1:200با رقت

PBS19(ه شدند شست .(  

 باعث رنگ پذيري هسته Hoechst 33342استفاده از رنگ 
مقايسه  .تمامي سلولها  بطور غير اختصاصي مي گردد

وسلولهاي رنگ Hoechst 33342  سلولهاي رنگ شده با
  . ميزان خلوص آستروسيتها را نشان مي دهدGFAPشده با 

  نتايج 
ين تحقيق سلولهاي آستروسيت از كشت مخلوط در ا

  پايه روش كورتكس موش صحرايي نوزاد بر
  McCarthy & vellisبا . شدانجام  آن  با تغييراتي در  و

توجه به خاصيت چسبندگي بالاي آستروسيتهاي 
 سلولهاي نسبت بهيك به كف ظرف كشت پروتوپلاسم
ي جدا روش مكانيكه  اين سلولها را ب،O-2A ميكروگليا و

، چسبيده  I نوعسلولهاي آستروسيتبدين ترتيب  و كرده
 اشكال( شده به كف ظرف كشت، با خلوص بالا تهيه شد

1a_1d_1c_1b(.  

  
  يي نوزاداشكال فازكنتراست از كشت اوليه سلولهاي كورتكس موش صحرا:1شكل 

  ) a :روش مكانيكي روز صفر كشت ه  سلولهاي منفرد شده بb : نوع شامل آستروسيت(كشت مخلوط از سلولهاي كورتكس I نوع و آستروسيت   
II ⇑روز پس از كشت 14    وميكروگليا ونورون واليگودندروسيت c  :1  نوع  كشت خالص سلولهاي آستروسيت  (protoplasmic)   d: 

   بيش ا ز دو ماه كشت كه سلولها بصورت غول پيكر در 1  نوع كشت خالص آستروسيت: e دو ماه پس از كشت I  نوعلص آستروسيتكشت خا
  .  چهار هفته پس از كشتI  نوع  در مجاورت سلولهاي آستروسيتII (Fibrous)  نوع سلولهاي آستروسيت :fآمده اند 
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   ش سازپس از جدا كردن سلولهاي پي در مرحله دوم و
O-2A پروژنيتور(پيش ساز يا آغازگر و اجدادي  كه( 

 هستند با II  نوع مشترك اليگودندروسيت وآستروسيت
     ميزان بDMEMافزايش سرم بيشتر به محيط كشت 

 به سمت ايجاد  O2A در صد تمايز سلولهاي  10-20
 وكشت سوق داده شد  II (Fibrous)  نوع آستروسيت

  ) .a2 b_2c_ 2  اشكال( گرديدخالصي از آنها تهيه 

  
  نوع به سلولهاي آستروسيتO-2Aپيش ساز  تمايزسلولهاي:2شكل 

II ) (Fibrous  : a سلولهاي  O-2A       b :آستروسيت   سلولهاي 
  II  نوعكشت خالص سلولهاي آستروسيت: II c  نوع

  

آستروسيتها را مي توان براي مدت طولاني با افزودن هفته 
بيش از سه ( حيط كشت جديد بمدت طولانياي يك بار م
  ).e 1شكل (نگهداري كرد ) تا چهار ماه

مي توان از كشت آستروسيت پاساژ هاي مكرر تهيه نمود؛ 
بدين ترتيب كه با استفاده از پاروي استريل، آستروسيتها را 
از كف فلاسك بلند كرده و پس از انتقال به فلاسك جديد، 

هسته تمامي سلولها توسط  .به آن محيط كشت اضافه نمود
 .)a3و c 3(  رنگ شدHoechst 33342رنگ 

ولها، از آنتي بادي جهت شناسايي آستروسيتها از ساير سل
 كه مختص آستروسيتها GFAPهاي حد واسط عليه فيلامنت

مقايسه اشكال . )b3وd3شكل (است استفاده گرديد
)d3وc3 ( نشان دهنده خلوص بالاي كشت سلولهاي

  .ه شده در مقاله مي باشدئروش ارا هآستروسيت ب

   بحث

 در اين مقاله براي تهيه كشت خالص آستروسيت
 .)17( استفاده شده است Rat  نوزاد مغز كورتكساز

توان از بافتهاي مختلف مغز از جمله   را ميهاآستروسيت
بينايي جدا  عصب نخاع و كورتكس، پياز بويايي، مخچه،

از تمايز  ها راروسيت آست اخيراً. )19  و4،17،18( كرد
  پوست انسان نيز بدست آورده اند Stem cell سلولهاي

)1.(  

 از كشت مخلوط Protoplasmic و Fibrous يآستروسيتها
 يروش مكانيكه  تازه متولد شده بموش صحراييكورتكس 

روش پايه در اين  .تهيه گرديد )بدون استفاده از آنزيم(
 كه با تلفيق )13(  است McCarthy& Vellisتحقيق روش
 براي .ها در جهت ساده تر شدن انجام شدبا ساير روش

روش ه منفرد كردن سلولها از آنزيم استفاده نگرديد و ب
فاكتورهاي رشد . مكانيكي سلولها از هم جدا شدند

  .وچسبندگي در كشت مورد استفاده قرار نگرفت

، پس از جداسازي II ي نوعبراي جداسازي آستروسيتها
 از كشت، با استفاده از غلظت بالاي O-2Aاي يش سازهپ

 سوق داده II  نوعسرم جهت تمايز آنها بسمت آستروسيت
براي جدا سازي سلولها از آنزيمهاي  معمولاً ).16 (شد

 مي شود وغيره استفاده DNaseمختلف از جمله تريپسين و
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كورتكس  در اين تحقيق مجزا كردن سلولهاي بافت ).12(
انسيون سلولهاي منفرد انتخاب مغز جهت تهيه سوسپ

  . گرديد

 از ظروف كشت كه توسط مواد چسبنده سطحي معمولاً
  فيبرونكتين وغيره استفاده مي شود ،  poly L Lysineمثل 

ظروف كشت مورد استفاده در اين تحقيق بدون  .)12(
در تهيه كشت خالص . افزايش كف چسبنده است

  تصاصي مانندهاي كشت اخ از محيطآستروسيتها معمولاً
G-5) ،سلنيم، بيوتين، ترانسفرين، شامل انسولين 

 ولي )6 (شود  استفاده ميEGF  و ،FGF   هيدروكورتيزون،
بدليل گران بودن محيط كشتهاي اختصاصي، ما فقط از 

 در تهيه . استفاده نموديمFCSو  DMEMمحيط كشت 
 Hamby توسط كشت خاالص آستروسيت كه اخيراً

-l صورت گرفته است از2005 وهمكارانش درسال

Leucine Methyl Ester (LME) كه يك ممانعت كننده 
 جهت حذف ميكروگليا  استفاده شده است ،ميتوز است

)7 .(  

  

 
 رنگ آميزي ايمنوفلورسانس آستروسيتهاي پروتوپلاسميك: 3شكل

a : رنگ آميزي اختصاصي هسته سلول آستروسيت توسط رنگHoechst 33342    b :ميزي اختصاصي آستروسيت با رنگ آGFAP  c: رنگ
  GFAPرنگ آميزي اختصاصي كشت خالص آستروسيت با :Hoechst 33342  dآميزي اختصاصي هسته  آستروسيتها در كشت خالص توسط رنگ 

 

 

 isها ازبين بردن اليگودندروسيت محققين براي ازبعضي از
ent Mediated Cytolys Complemو  Anti-Gal-C  

در اين مقاله با افزايش ميزان سرم  .)12( كرده انداستفاده 

هدايت II   به سمت آستروسيت نوعO-2A يمسير تمايز
 را از روي تك لايه O-2A توان مستقيماً مي .)16( شد

 ).13( كشت ثانويه داد آستروگليا جدا كرده و
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 آستروسيتها  بدليل عدم استفاده از آنزيم غشاء در اين روش
طول عمر سلول  مانده و سلامت ودست نخورده باقي 
هاي حد واسط   در آستروسيتها فيلامنت.تضمين شده است

GFAP   بطور مستمر بيان مي شود كه بعنوان ماركر
  . اختصاصي براي تشخيص آستروسيتها بكار مي رود

روش غير آنزيماتيك ارائه شده در اين مقاله بطور كلي 
 را فراهم IIو I كشت با خلوص بالاي آستروسيتهاي نوع

 GFAPمي آورد كه توسط آنتي بادي مو نوكلونال برعليه 
  . ييد گرددأت

از حوزه معاونت پژوهشي دانشگاه   :تشكر وقدرداني
 .مين اعتبار طرح پژوهشي قدرداني مي شودأتهران جهت ت
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paration and purification of astrocyte (type I, II ) culture of 

neonatal rat brain cortex without enzyme,growth and adhesion 
factors. 

                                            Firouzi M.1 , Sabouni F.2 , Moshaedi P.1, Zanjani L.1, Nabian M.H. 
1Tissue Repair Lab., Institute of Biochemistry and Biophysics, Tehran University, Tehran, Iran. 

2National Research Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran. 

ABSTRACT 
Most in vitro studies in the CNS require pure culture of astrocyte.In this article 
preparation of purified types I and II  astrocytes culture from neonatal rat brain cortex 
were described.The base of this methods is K.D. McCarthy and J.P. Vellis methods 
(1980)and modified for simplicity of the technique. Separation of the cells from cortex  
were done mechanical without any enzymes.Single cells were cultured in DMEM+ 
10% FCS without enzymes, growth and adhesion factors usage.Astrocyte cultures were 
characterized as being greater than 99% pure by counting GFAP positive cells over the 
total  number of cells stained by Hoechts #33342. Pure culture of astrocytes can wildly 
use for different biochemical, molecular genetics, physiology, pharmacology and 
electrophysiology studies in central nervous system. 

Keyword: CNS, astrocyte type I, astrocyte type II, preparation, purification, cortex. 
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