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چكيده
شواهد زيادى وجود دارد كه نشان مى دهد حوادث دژنراسيونى ايجادشده پس از ضايعه نخاعى مى تواند دليل خوبى 
براى مشكلات وآسيب هاى سيستم عصبى محيطى ومركزى باشد.در اين تحقيق اثرات تزريق سلول هاى بنيادى مغز استخوان 
بر روند دژنراسيون آلفا موتونورون هاى شاخ قدامى نخاع پس از ايجاد ضايعه نخاعى بررسى مى شود.به اين منظور 24 راس 
رت نر نژاد ويستار به سه گروه (كنترل، شم، ضايعه ديده وآزمون) تقسيم مى شوند.در گروه شم(ضايعه ديده) وآزمون به روش 
لاميناكتومى با اسكارپل شماره 11 يك برش عرضى در نيمه راست نخاع مهره هاى T8 ،T9، به منظور ايجاد ضايعه نخاعى 
ايجاد شد. پس از هفت روز از ايجاد ضايعه در گروه آزمون سلول هاى بنيادى به كمك متد استرئوتاكسيك در بطن جانبى 
پاساژ  از  نمونه بردارى شد. پس  بيهوش شده واز نخاع قطعات سينه اى  از گذشت چهار هفته حيوانات  مغز تزريق شد.بعد 
بافتى، نمونه ها بلوكه گيرى شده، برش هاى سريال تهيه وتوسط رنگ آبى توليدين رنگ آميزى شدند. با كمك متدهاى 
استريولوژى دانسيته نورونى نورون هاى شاخ قدامى نخاع در گروه هاى مختلف محاسبه و مقايسه شدند. آناليزهاى آمارى 
يافته بود بسيار كاهش  بنيادى درمان شده بودند ميزان تخريب نورونى  نشان داد در گروه آزمون كه توسط سلول هاى 

(P≤0/001).دانسيته نورونى در اين گروه بسيار نزديك به گروه كنترل بود. بنابراين اين گونه نتيجه گيرى مى شود كه تزريق 
سلول مى تواند ميزان تخريب نورون هاى آلفاى نخاع را پس از ايجاد ضايعات نخاعى كاهش دهد.

كليد واژه: تخريب نورونى، سلول بنيادى، دانسيته نورونى.

مقدمه
ترميم  در  بنيادى  سلول هاى  توانايى  و  قدرت  كشف 
سلول هاى عصبى و پديده رژنراسيون يك حادثه شگرف 
مدل هاى  از  اندكى  شواهد  بود(15).  اعصاب  علوم  در 
حيوانى وجود دارد كه در آن ها سلول هاى بنيادى قادر به 
بهبود عملكردهاى سيستم عصبى پس از ضايعه در طناب 
بوده  نامشخص  تاكنون  عمل  نحوه  اما  مى باشد  نخاعى 
است(6). ترميم خودبه خودى بافت هاى عصبى ضايعه ديده 
محدود  بسيار  بالغ  پستانداران  مركزى  عصبى  سيستم  در 
سلول هاى  كشف  با  محدوديت  اين  ولى  است(7)  بوده 
گرديد(8).تعدادى  كمتر  بالغ  پستانداران  در  اوليه  بنيادى 

از استراتژى هاى درمانى، بر فعال سازى سلول هاى بنيادى 
اوليه موجود در بدن جاندار استوار است تا به كمك آن ها 
ضايعات سيستم عصبى كه توسط سكته يا ضايعات طناب 
سلول هاى  سازند(13).  ترميم  را  مى شوند  ايجاد  نخاعى 
بنيادى اوليه هم در مغز و هم در طناب نخاعى پستانداران 
براى  هم  تكثير  قدرت  داراى  آن ها   .(9) شده اند  شناخته 
به  مى باشند.  نوروگليا  سلول  يا  و  عصبى  سلول  به  تبديل 
ترميم  براى  سلول ها  اين  كه  پيشنهاد گرديده  دليل  همين 
محيط  يك  جديد،  سلول هاى  توليد  با  عصبى  طناب 
مناسب جهت ترميم آكسون مفيد مى باشند(12). در حال 
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به  مركزى  عصبى  سيستم  ضايعات  درمان  براى  حاضر 
صورت وسيعى از پيوند سلول هاى بنيادى عصبى استفاده 
مغز  بنيادى  In vitro سلول هاى  محيط  در  مى شود(11). 
استخوان به رده هاى مختلف سلول عصبى تمايز مى يابند. 
پيوند  از  درمانى حاصل  اثرات  اصلى  دليل  مسئله  اين  اما 
اين سلول ها به بافت هاى آسيب ديده نيست. مكانيسم هاى 
احتمالى كه تحت اثر آن ها پيوند اين سلول ها باعث بهبود 
ضايعات عصبى مى شوند عبارتند از اثرات نورپروتكتيوى، 
سنتز  يا  بيان  ترميم،  پديده هاى  براى  مناسب  ايجاد محيط 
و  عروقى  فاكتورهاى  سايتوكاين ها،  و  رشد  فاكتورهاى 
دوباره سازى ميلين. اين مكانيسم ها به تنهايى عمل نكرده 
و احتمالاً چندين مكانيسم هم زمان باعث بهبود يا كاهش 
اثرات ضايعه ايجاد شده مى شوند. سلول هاى تزريق شده 
به محل  و سپس  يافته  انتقال  نخاعى  مغزى  مايع  از طريق 
ضايعه مهاجرت كرده و درآن ها مستقر مى شوند(3). اين 
مايع  به  بنيادى  سلول هاى  تزريق  كه  مى دهد  نشان  مسئله 
مغزى نخاعى يك راه موثر براى انتقال سلول هاى بنيادى 
اين  از  هدف  است(5).  نخاعى  طناب  ضايعات  محل  به 
استخوان  مغز  بنيادى  سلول هاى  تزريق  اثر  بررسى  تحقيق 
نخاعى در  ايجاد ضايعه طناب  از  مغز پس  بطن طرفى  به 

رت مى باشد. 
مواد و روش ها

 در اين تحقيق از 24رت  نر سه ماهه نژاد ويستار با وزن 
تقريبى 300-350 گرم كه از بخش حيوانات مؤسسه سرم 
استاندارد  و  يكسان  شرايط  در  و  خريدارى  رازى  سازى 
دما  و  مناسب  رطوبت  با  تاريكى   12 و  نور  ساعت   12)
كافى)  غذا  و  به آب  دسترسى  سانتى گراد،  2±25 درجه 
در حيوان خانه دانشكده علوم دانشگاه آزاد اسلامى واحد 
صورت  به  گرديد.رت ها  شدند،استفاده  نگهدارى  مشهد 
تصادفى به سه گروه ( 1-گروه كنترل: در اين گروه براى 
ايجاد استرس جراحى درطرف راست ستون مهره ها مانند 
گروه هاى تجربى برشى ايجاد شد اما ضايعه اى در نخاع 
بيهوشى  از  پس  گروه  اين  در  شم:  2-گروه  نشد.  ايجاد 

جهت  برشى  عرضى  طور  به  نخاع  راست  نيمه  در  كامل 
تاكسيك  استرئو  آزمايش  در  شدو  ايجاد  نخاعى  ضايعه 
در  آزمون:  شد.3-گروه  تزريق   PBSسلولى حامل  فقط 
اين گروه هفت روز پس از ايجاد ضايعه نخاعى سلول هاى 
بنيادى با تكنيك استرئو تاكسيك به داخل بطن جانبى مغز 

تزريق شد.) تقسيم شدند.
 آماده سازى نوروسفر

از  استخوان،  مغز  سلول هاي  كشت  و  استحصال  براي 
ميانگين وزني حدود  با  نژاد ويستار دو ماهه،  نر  رت هاي 
250 گرم استفاده شد. ابتدا حيوان با كلروفرم كشته شده 
و استخوان درشت ني آن از محل مفصل با استخوان هاي 
كف پا جدا گرديد. با استفاده از استخوان شكن دو انتهاي 
شد.  داده  حرارت  اندكي  شعله  روي  و  استخوان شكسته 
با يك سرنگ 10 درجه سانتى گراد محيط كشت  سپس 
با  و  برده  فرو  استخوان  لومن  در  را  سوزن  سر  برداشته، 
فشار مغز استخوان را به درون فلاسك تخليه شد. محيط 
مغز  مزانشيمي  بنيادي  سلول هاي  كشت  براي  كه  كشتي 
 DMEM كشت  است،  محيط  شده  استفاده  استخوان 
گاو  جنيني  سرم  درصد   15 حاوي   ،(Sigma,7777)

(FBS,Gibco) و 0/01 درصد آنتي بيوتيك (پني سيلين 

مغز  استحصال  از  پس  است.   (Gibco استرپتومايسين، 
استخوان و با استفاده از لام شمارش گر سلول هاي خوني 
(هموسايتومتر) سلول هاي هسته دار شمارش شدند تا تعداد 
اوليه آن ها در محيط كشت ثبت گرديد. بدين ترتيب پس 
سلولي  دابلينگ  تعداد  رشد،  سرعت  توان  مي  كشت  از 
انكوباتور  به  نمود.فلاسك  مشخص  را  سلول ها  تكثير  و 
(LAB-LINE-B528-011-00) 37 سانتى درجه گراد با 
CO2 5٪ منتقل مي شود. بعد از 3 تا 5 روز نوروسفر ها ظاهر 

مى شوند و پس از 2 تا 3 پاساژ براى تزريق آماده اند(6).
 ايجاد آسيب نخاعى

نسبت  به  رامپون وكتامين  از  با مخلوطى  ابتدا حيوانات 
در  پشت  عضله  و  پوست  سپس  شده  بيهوش  بدن  وزن 
استفاده  با  و  (لاميناكتومى)  شده  شكافته   T9تا  T8 ناحيه 
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به  نخاع  طرف  دريك  برشى  ظريف  بسيار  اسكارپل  از 
صورت عرضى ايجاد شد.پس از بخيه زدن محل جراحت 

حيوانات تحت مراقبت قرار گرفت (8).
جراحي استريوتاكسيك

 از مجموع 24 رت كه در قالب سه گروه آزمون، كنترل 
گروه  رت هاي   ،(n=8) شد  بندي  دسته   (sham) شم  و 
آزمون و شم موارد جراحي قرار گرفتند. ابتدا حيوانات با 
مخلوطي از دو داروي كتامين هيدروكلرايد (60 ميلى بر 
كيلوگرم) و زايلازين (6 ميلى بر كيلوگرم) بيهوش و در 
فريم استريوتاكس قرار داده شد. هدف از انجام جراحي 
بود.  مغز  جانبى  بطن هاى  به  يابي  استريوتاكسيك، دست 
و  پاكسينوس  اطلس  با  بطن هاى جانبى  اين مختصات  در 
 ،ML: 6/، 6/، 1/6 ميلى ليتر AP: 0ميلى ليتر :/0ميلى ليتر/: 8 واتسون عبارتند از:
بدين ترتيب، نقطه ي مورد نظر مشخص و . بدين ترتيب، نقطه ي مورد نظر مشخص و . بدين ترتيب، نقطه ي مورد نظر مشخص و  DV: 4 ميلى ليتر
علامت گذاري شد. ناحيه مورد نظر سوراخ و درگروه شم 
7 ميكروليترحامل سلولىPBS و در گروه آزمون 105×2 
درون  به   PBSسلولى ميكروليترحامل   7 همراه  به  سلول 
بطن هاى جانبى مغزتزريق گرديد(3). زمان نمونه بردارى 
يك ماه پس از ايجاد ضايعه نخاعى بود.از قطعات نخاعى 
متد  از  بهتر  تثبيت  براى  شد.  انجام  بردارى  نمونه  مربوطه 
فرمالين  توسط  ازتثبيت آن  استفاده شد(4). پس  پرفيوژن 
كه  شدند  بافتى  پاساژ  مراحل  وارد  نمونه ها  نمكى،   ٪10
پس از آب گيرى با اتانل و مرحله شفاف كردن با بوتانل 
سريالى  برش هاى  از  آن ها  از  پارافينى  بلوك هاى  تهيه  و 
(Germany و   MiCROM) ميكروتوم  با  7ميكرونى 

كه  صورت  بدين  شد.  آميزى  رنگ  مراحل  وارد  و  تهيه 
توسط  زايلن وسپس آب دهى  توسط  زدايى  پارافين  ابتدا 
به  لام ها  انتقال  از  بعد  شد.  انجام  الكلي  نزولى  سري هاي 
 10 مدت  به   (pH(pH( =4/65) تولوئيدين  آبى  رنگ  محلول 
دقيقه و شستشو در محلول تامپون (حاوى 1سى سى اسيد 
استيك نرمال به همراه 1سى سى استات سديم نرمال كه به 
حجم 100 سى سى رسيد) لام هاى حاوى نمونه هاى بافتى 
قرار  به مدت 10 دقيقه  در محلول موليبدات آمونيوم ٪4 

به  اريتروزين ٪1  توسط  ماتريكس  آميزى  گرفتند. رنگ 
مدت 1دقيقه انجام شد. براى شمارش نورون هاى حركتى 
شاخ قدامى، از نيمه راست برش هاى سريال پشت سر هم 
(Zeissو Germany)و Germany)و توسط فتوميكروسكوپ تحقيقاتى 

استفاده  و  دايسكتور  متد  توسط  و  شده  بردارى  عكس 
و  انجام  نورونى  دانسيته  شمارش  تصادفى  عدد  يك  از 
مقايسه  هم  با  وآزمون  كنترل  شم،  گروه  نورونى  دانسيته 
شدند. براى آناليز داده هاى كمى نياز به پارامترهايى مانند:
Numerical density ،Vdisector ،∑ frame،∑Q

مى باشد(17). 

فرمان   ،MINITAP  14 نرم افزار  با  داده ها  آناليز 
P<0/001و احتمال معنى دارى t_test0/001و احتمال معنى دارى t_test0/001و احتمال معنى دارى t_test   و آزمون t_test   و آزمون  ANOVA

انجام شد.
نتايج

مقايسه آمارى ميانگين دانسيته نورون هاى حركتى آلفا 
بين گروه كنترل و گروه شم نشان داد كه ميانگين دانسيته 
نورون ها در گروه كنترل (400±11000) نسبت به گروه 
است(P<0/001)اين  ديده(5850±150)  ضايعه  يا  شم 
مطلب نشان مى دهد كه در گروه شم دانسيته نورونى بيش 

از 50٪ كاهش يافته است(شكل 1و2). 
بنيادى  با سلول هاى  تيمار  در گروه  داده ها  آناليز  نتايج 
آلفا  حركتى  نورون هاى  دانسيته  بين  كه  مى دهد  نشان 
اختلاف  نيز  شم(7800±256)  گروه  و  آزمون  گروه  در 
معنى دارى وجود دارد(P<0/001)يعنى تزريق سلول هاى 
بنيادى به ميزان قابل قبولى مى تواند از تخريب نورون هاى 
تعداد  ديگر  عبارت  به  كند  جلوگيرى  آلفا  حركتى 
نورون هاى حركتى آلفا در گروه آزمون بسيار نزديك به 

گروه كنترل است (نمودار1). 
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x200 شكل1 - مقطع عرضى از نخاع گروه كنترل (رنگ آميزى آبى تولوئيدين) در شت نمايى

x400 شكل2- مقطع عرضى از نيمه راست نخاع گروه كنترل و شم، رنگ آميزى آبى تولوئيدين- در شت نمايى
نورون هاى آلفا با فلش مشخص شده اند. تصوير راست:شم-تصوير چپ:كنترل

(n= 8) نمودار1- مقايسه دانسيته نورون هاى آلفاى شاخ قدامى نخاع در گروه آزمون وشم و كنترل
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بحث و نتيجه گيرى
تا  نوروني  مرگ  پديده  اوليه،  پيشرفت هاي  عليرغم 
سال هاي اخير به فراموشي سپرده شده بود. در طي 15-

10 سال گذشته پديده مرگ نوروني مجدداً به عنوان يك 
پديده جالب مورد بررسي قرار گرفت و بيولوژيست هاي 
مولكولي دو نوع مرگ سلولي نكروز و آپوپتوز را شرح 

دادند(16).
ويژگي  يك  كه  اين  بر  علاوه  سلولي  مرگ  پديده 
علت  عنوان  به  باشد  مي  عصبي  سيستم  تكامل  در  مهم 
است.  مدنظــر  نورودژنراتيو  بيماري هاي  از  بسياري 
بين  از  باعث  نورولوژيك  بيماري هاي  از  بسيــاري 
نورون ها و در  از  به خصوصي  رفتن تدريجي دستجات 
سيستم  درعملكرد  اختلال  و  حركتي  اختلالات  نتيجه 
نخاعي  آسيب  گردند(2).  مي   (CNS)مركزى عصبى 
داخل  مرگ  مسيرهاي  راه اندازي  و  آپوپتوز  به  منجر 
براي  مسير  از يك  بيش  پستانداران  در  سلولي مي شود 
نورون ها  هم  آپوپتوز  فرايند  در  دارد.  وجود  آپوپتوز 
وهم سلول هاي گليا مي ميرند(10). فعاليت كاسپازها در 
آپوپتوز بعد از آسيب نخاعي، در نخاع موش بالغ ديده 
مي شود. پروتئاز فعال كننده فاكتور آپوپتوزيس، پروتئاز 
باعث خود خوري  كاسپاز 3و9 است. فعاليت كاسپازها 
و  هستند  قوي  پروتئازهاي  كاسپازها  شود.  مي  سلولي 
سلول را از درون تجزيه مي كنند. پروتئين ها تجزيه شده 
اين  اساس  بر  تبديل مي شود(18).  به قطعاتي   DNA و 
تحقيق و پس ازآناليز داده ها نتايج بيان گر اين بودند كه 
تعداد  دانسيته  انتظار  طبق  بر  شده  ايجاد  نخاعى  آسيب 
نورون هاى شاخ قدامى نخاعى را كاهش داد، به طورى 
كه اختلاف معنى دارى بين دانسيته نورونى اين گروه و 
بررسى هاى  در   .(P<0/001)مى شود ديده  كنترل  گروه 
شاخ  آلفاى  نورون هاى  كه  شد  مشاهده  ميكروسكوپى 
با ظاهرى چند  ديده)  در گروه شم(ضايعه  نخاع  قدامى 
و  چروكيده  غشاى  يافته،  كاهش  سيتوپلاسم  وجهى، 
مرگ  از  علائمى  شده،  كشيده  سلول  كنار  به  اى  هسته 

نورون هاى  با  مقايسه  در  مى دهندكه  نشان  را  سلولى 
آلفاى شاخ قدامى نخاع گروه كنترل با ظاهرى درشت و 
نرمال، هسته اى در وسط، سيتوپلاسم شفاف كاملا متمايز 
را  واسط  حد  اشكالى  نورون ها  آزمون  مى شود.درگروه 
نمايش مى دهند عده اى ظاهرى نرمال داشته كه احتمالا 
تزريق  سلول هاى  از  شده  آزاد  رشد  فاكتورهاى  اثرات 
شده است و عده اى هم دچار مرگ سلولى شده اند كه 
بيان گر اثر ضايعه نخاعى است. سلول هاي بنيادي درطول 
مسيرهاي طولاني، سريع و دقيق و در فواصل طولاني در 
مكان هاي آسيب ديده درسيستم عصبي مركزي مهاجرت 
پيوند  طريق  از  ترميم  ديده  آسيب  نخاع  در  كنند.  مي 
است(19).  توجه  قابل  آسيب  محل  در  بنيادي  سلول هاي 
سلول هاي بنيادي از سلول هاي جنيني به دست مي آيد كه 
با استفاده از تكنيك هاي ويژه مي تواند در موتونورون هاي 
نخاع توسعه يابد. كشت همراه با فاكتورهاي رشد و يا از 
طريق تزريق سلول هاي مغز استخوان همراه با فاكتورهاي 
كامل  آسيب  بهبود  به  منجر  ماكروفاژ،  كلوني  محرك 
بنيادي  سلول هاي  كه  حقيقت  اين   .(14) مي شود  نخاعي 
مي توانند به انواعي از سلول هاي تمايز يافته تكوين يابند، 
درمان  در  را  استخوان  مغز  سلول هاي  از  استفاده  احتمال 
اختلالات عصبي به وجود آورده است . از اين رو در اين 
PBSتحقيق حدود 200000 سلول به همراه 7 ميكروليتر

درون بطن جانبى مغز رت ها ى گروه آزمون تزريق شد. 
حاصل  تزريق  اين  از  كه  خوبى  درمانى  اثرات  احتمالا 
به  بلكه  است  شده  تزريق  سلول هاى  علت  به  تنها  نه  شد 
علت فاكتورهاى رشد آزادشده از سلول هاى تزريق شده 
مى باشد. اين فاكتورها از دژنراسيون نورون هاى آلفاى در 
اثر ضايعه نخاعى جلوگيرى كرده و شدت ضايعه را كاهش 
ترميم  روندهاى  در  رشد  فاكتورهاى  اهميت  است،  داده 
گروه  در  چه  است.چنان  رسيده  اثبات  به  كه  سال هاست 
به گروه شم (ضايعه ديده)  آزمون دانسيته نورونى نسبت 
افزايش ياقته است(P<0/05) .هر چند كه هنوز اختلاف 
آشكارى بين دانسيته نورونى گروه آزمون وگروه كنترل 
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درمان ضايعات وبيمارى هاى ناعلاج را ممكن مى ساخت.
مدل هاى حيوانى نتايج مثبتى را نشان داده است به طورى 
سلول هاى  تزريق  كه  شد  مشاهده  نيز  تحقيق  اين  در  كه 
بنيادى به حيواناتى كه دچار ضايعه نخاعى شده اند توانسته 
است شدت ضايعه را به طور معنى دارى كاهش دهد. اين 
مشاهدات بار ديگر قابليت هاى چندگانه سلول هاى بنيادى 
نويد  تحقيق  اين  از  حاصل  مى كند.نتايج  تائيد  مزانشيمى 
بخش است زيرا تزريق سلول بدون استفاده از سركوب گر 
ايمنى انجام شد، لذا بدون نگرانى از واكنش هاى التهابى 
احتمالى اين روش مى تواند موجب ترميم ضايعات عصبى 

مركزى شود و از شدت ضايعات ايجادى بكاهد.
تشكر و قدردانى

علوم،  دانشكده  زيست شناسى،  گروه  در  تحقيق  اين 
بدين  اسلامى واحد مشهد صورت گرفت.  دانشگاه آزاد 
گروه  مديريت  زيست،  گروه  همكاران  تمام  از  وسيله 
دانشكده  محترم  رياست  و  جعفرى  دكتر  خانم  سركار 
علوم آقاى دكتر ايزديان جهت همكارى هاى بى دريغشان 

تشكر و قدردانى مى شود.
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