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11/1/31: رشیپذ ،17/8/31اصلاح:  ،88/81/37 :دریافت  

 خلاصه
های بافت عصبی باشند. کشت سه بعدی با فراهم آوردن محیطی شبیه بدن توانند گزینه مناسبی برای تمایز و ترمیم آسیبوارتون می سلولهای بنیادی ژله :وهدف سابقه

 کشت سه بعدی پایه کیتوزان است.نسبت به کشت دو بعدی مزیت دارد. هدف از این مطالعه تمایز عصبی این سلولها در محیط 

گروه )کشت دو بعدی در حضور محیط تمایزعصبی و عدم حضور آن و کشت سه بعدی در حضور محیط تمایز عصبی و عدم حضورآن(  4این مطالعه تجربی در  ها:مواد و روش

-به محلول کیتوزان (HEC: CH- β-GF)1/1: 1/4با نسبت سلولز اتیلبر روی سلولهای بنیادی ژله وارتون انسانی انجام شد. برای ساخت هیدروژل، هیدروکسی

وسیتومتری به خمینی تهران و تایید به روش فل وارتون پس از استخراج به روش آنزیمی از ژله وارتون نوزادان بیمارستان امام. سلولهای بنیادی ژلهشد اضافه بتاگلیسروفسفات

روز کشت داده شدند. سپس بررسی کمی بیان  4خانه تحت تاثیر محیط کشت تمایزی در شرایط دو بعدی و سه بعدی به مدت  14سلول در هر چاهک پلیت 5815تعداد 

 Real timeتوسط )به عنوان کنترل داخلی و ژن معیار یا رفرنس(  β-actinبه عنوان دو مارکر و معیار سنجش تمایز عصبی و ژن  Nestinو β-Tubulin IIIژنهای 

PCR .انجام شد 

در سلولهای بنیادی ژله وارتون در حضور محیط تمایز عصبی در هر دو شرایط  Nestinو β-Tubulin IIIنشان داد، بیان ژنهای  Real time PCRنتایج  ها:یافته

(. اما بیان این ژنها تحت تاثیر محیط تمایز عصبی در >115/1pدار دارد )یبرابر( نسبت به عدم حضور آن افزایش معن 4برابر( و دو بعدی )بیش از  1کشت سه بعدی )بیش از 

 (.>18/1pبرابر ( بیشتر بود ) 5/8داری )بیش از یشرایط کشت سه بعدی نسبت به شرایط کشت دو بعدی به طور معن

 شت سه بعدی پایه کیتوزان بیشتر است. وارتون در محیط کنتایج بدست آمده نشان داد تمایز عصبی در سلولهای بنیادی ژله گیری:نتیجه

 .وارتون، سلول بنیادی، تمایز عصبی، کیتوزانژله واژه های کلیدی:

 مقدمه 
بیماریها  درماناستفاده از درمانهای مبتنی بر سلول و سلولهای بنیادی در زمینه 

(. از منابع مهم سلولهای 8و1و آسیبهای دستگاه عصبی بسیار امید بخش بوده است )

هایی از جمله در وارتون اشاره کرد. ویژگیبنیادی میتوان به سلولهای بنیادی ژله

دسترس بودن، قابلیت تکثیر فراوان بدون خطر ایجاد تومور، پتانسیل تمایزی بالای 

به انواع بافتها، امکان پیوند اتولوگ برای خود فرد و یا آلوژنیک آنها برای تبدیل 

برای فرد دیگر دلیل مطالعه وسیع این سلول ها در مهندسی بافت و پزشکی ترمیمی 

ه وارتون نسبت ب(. علاوه بر این، سلولهای بنیادی استخراج شده از ژله9بوده است )

ازهای ری برای تبدیل به پیش سمغز استخوان و بافت چربی پتانسیل تمایزی بالات

( و با ترشح عوامل نوروتروفیک و سیتوکاینها باعث بقا، حمایت و 4عصبی دارند )

ای پیونداین سلولها پس از تمایز به (. در مطالعه5ترمیم سلولهای عصبی می شوند )

(.یکی از 2ث بهبودی چشمگیری شد )عسلولهای عصبی در مدل ایسکمی مغزی با

مهمترین نکات در استفاده از این سلولها کشت و تمایز آنها در آزمایشگاه است. در 

دن بعدی و طبیعی ببعدی با تقلید از محیط سه این راستا استفاده از کشت سه 

 بعدی در مطالعات مختلف مربوط به  (. استفاده از کشت سه7مزایای فراوانی دارد )

                                                           

 باشد.  مه الهه منصوری دانشجو رشته مهندسی بافت دانشگاه آزاد اسلامی واحد نجف آباد مینا پایان این مقاله حاصل 
 دکتر اکرم علیزاده مسئول مقاله:  *

 E-mail:alizadeh.a@semums.ac.ir                            119-99448111. تلفن:مهندسی بافت و علوم سلولی کاربردیدانشکده پزشکی، گروه ، دانشگاه علوم پزشکی، سمنان آدرس:

 

بررسی سلولهای عصبی و یا تمایز عصبی نتایج متفاوتی نسبت به کشت دو بعدی 

استفاده از کشت سه بعدی در مدلسازی ابتلای سیستم  در چند مطالعهداشته است. 

عصبی به عفونت ویروسی و یا غربالگری تمایز سلولی موثرتر گزارش شده است 

ورد استفاده در مهندسی بافت های مهیدروژلهای پایه کیتوزان از داربست(. 1و3)

هستند که می توانند شرایط ماتریکس خارج سلولی طبیعی را تقلید و محیط سه 

وارتون به (. استفاده از سلولهای بنیادی ژله81بعدی برای رشد سلول فراهم کنند )

همراه هیدروژلی که بتواند محیط سه بعدی مورد نیاز رشد آنها را فراهم کند، می

 (. کیتوزان88و81اری مناسب برای درمان آسیب به بافت عصبی باشد )تواند راهک

(Chitosan: CH) ید. آیک پلی ساکارید طبیعی است که از کیتین به دست می

کیتوزان زیست سازگار و زیست تخریب پذیر، دارای خاصیت ضد رادیکال آزاد و 

لول سباشد. همچنین باعث تسهیل چسبندگی و رشد حفاظت کنندگی عصبی می

( 84( و خاصیت آنتی باکتریالی )89شود و دارای نرخ تخریب قابل تنظیم )عصبی می

تواند داربست مناسبی جهت کشت سه بعدی و تمایز عصبی سلول است. بنابرین می

توان از اتصال آن می CHبرای ساخت هیدروژل وابسته به دمای های بنیادی باشد.



 

                                                                                                                                                                                     J BabolUniv Med Sci; 21;2019127  
Neural Differentiation of Wharton's Jelly Stem Cells …; E. Mansoori, et al 

 

 (HEC)سلولز اتیلو مشتقات سلولز نظیر هیدروکسی (β-GP)بتاگلیسروفسفات با 

به محدوده فیزیولوژیکی  CHشود اسیدیته باعث می β-GP(. 85استفاده کرد)

باعث  HEC(. استفاده از 82کند )نزدیک شود و از ژل شدن سریع آن جلوگیری می

بهتر شدن خواص مکانیکی و شروع بهتر فرایند ژل شدن هیدروژل می 

رای بررسی تمایز عصبی سلولهای بنیادی از مارکرهای مختلفی ب(.87و81)شود

که به طور ویژه در نورونها وجود دارد  β-Tubulin IIIاستفاده میشود. پروتئین 

و در ابتدای تمایز عصبی قابل بررسی است، یکی از این مارکرهاست. دیگر مارکر 

طالب بیان شده و با توجه به م (.83است ) Nestinبیان کننده شروع تمایز عصبی 

اکنون تو از آنجائیکه های کشت سه بعدی اهمیت بررسی تمایز این سلولها در محیط

هدف بررسی و مقایسه  بااین مطالعه ، این باره انجام و گزارش نشده مطالعه ای در

به  CH-β-GP-HECوارتون در هیدروژل تمایز عصبی سلولهای بنیادی ژله

 .انجام شد عنوان یک محیط کشت سه بعدی نسبت به کشت دو بعدی است

 
 

 هامواد و روش
سلولهای بنیادی کشت دوبعدی گروه  4این مطالعه تجربی در نوع مطالعه و گروهها: 

در حضور محیط تمایزعصبی و عدم حضور آن )محیط کشت فاقد مواد وارتون ژله

ز در حضور محیط تمای وارتونسلولهای بنیادی ژله تمایز دهنده( و کشت سه بعدی

 به منظورعصبی و عدم حضور آن )محیط کشت فاقد مواد تمایز دهنده( انجام شد. 

 Nestinو β-Tubulin IIIبیان ژنهای بررسی و مقایسه تمایز عصبی، دو متغیر 

 )به عنوان کنترل β-actinبه عنوان دو مارکر و معیار سنجش تمایز عصبی و ژن 

سلولهای بررسی شد.  Real time PCRداخلی و ژن معیار یا رفرنس( توسط 

وارتون از بندناف نوزادان متولد شده در بیمارستان امام خمینی پس از اخذ بنیادی ژله

با تایید کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی تهران )کد: و رضایت نامه 

1412TUMS.rec..جداسازی شد) 

های بند ناف تحت شرایط استریل نمونهوارتون: ی ژلهجداسازی سلولهای بنیاد

برای ازبین  .درظرف حاوی نرمال سالین گذاشته شده و به آزمایشگاه منتقل شد

ثانیه شستشوداده شد. سپس با  91درصد به مدت  71بردن آلودگیها، بندناف باالکل

PBS سته شسیلین، استرپتومایسین، آمفی تریسین و نیز جنتامایسین حاوی پنی

وارتون به کمک تیغ بیستوری استریل از بندناف جداسازی و به قطعات کمتر شد. ژله

میلی متر مربع تقسیم شد. قطعات به محیط کشت کامل )حاوی گلوکزبالا،  5از 

منتقل شدند  (استرپتومایسین/درصد آنتی بیوتیکپنیسیلین 8و  FBSدرصد 11

 قرارداده شدند.  ºC 97و دمای CO2درصد  5رطوبت و  %35ودرانکوباتور با 

ها به روش کشت قطعه ای از ژله وارتون جدا شده و به کف فلاسک چسبیدند. سلول

ون با بافر فسفات سالین باقی مانده های ژله وارت ساعت بعد پس از اولین شستشو 14

 حذف شدند.

ویت ه سلولهای پاساژ سه به منظور تاییدوارتون: تایید هویت سلولهای بنیادی ژله

 BD)وارتون استخراج شده توسط دستگاه فلوسایتومتری سلولهای بنیادی ژله

FACSCaliburBiosience, USA)  از نظر بیان مارکرهایCD105 ،

CD90 ،CD73 ، CD45 وCD34 توسط آنتی بادیهای اختصاصی بررسی و

 آنالیز شد. 8و2و7نسخه  FlowJoنتایج با نرم افزار 

وزن  را CHگرم پودر میلی 115به منظور ساخت هیدروژل ابتدا تهیه هیدروژل: 

مولار به مدت چند ساعت  8/1اسیدکلریدریک  ml3کرده و بعد از استریل کردن در 

گرم  15/1قرار داده شد تا کاملا حل شود. در گام بعد  RPM 841روی شیکر با 

. تریل گردیدسی سی آب دیونیزه حل و با فیلتر اس 5/9وزن کرده  در  β-GFاز 

دقیقه روی یخ  85هر دو به طور جداگانه به مدت  β-GFو  CHمحلول استریل 

به صورت قطره قطره و به آرامی و در حالیکه  β-GFنگهداری شدند و سپس 

اضافه  CHشد بر روی محلول زده میتوسط مگنت با دور ثابت به هم CHمحلول 

 ml85به  β-GFو  CH، حجم نهایی محلول β-GFشد. پس از اضافه کردن 

حل شد.  PBSسی سی 81)اتوکلاو شده( در  HECمیلی گرم  815رسید. مقدار 

HEC  1/1: 1/4سرد با نسبت (HEC: CH- β-GF)  به محلولCH- β-

GF  اضافه شد. اضافه کردن سلول همزمان با اضافه کردنHEC .انجام شد 

به منظور تعیین زمان ژل شدن شدن هیدروژل: ارزیابی موفولوژی و فرایند ژل

اضافه شد وهیدروژل حاصل شده  CH-β-GFدردمای پایین به HECمحلول 

شدن بررسی شد. به ( انتقال داده شد و مدت زمان ژلºC 97به فور )دمای ثابت

خشک شد و با استفاده  freeze drierمنظور بررسی مورفولوژی هیدروژل توسط 

پوشش طلا  Sputter coater (Technics, Hummer II, Japan)از

 تصویر گرفته شد.  HITACH- S4160گرفته و با میکروسکوپ الکترونی

عصبی  تمایزبه منظور بررسی وارتون: ارزیابی تمایز عصبی سلولهای بنیادی ژله

روز در محیط  4وارتون درمحیط دوبعدی، این سلولها به مدت سلولهای بنیادی ژله

تمایز عصبی کشت شدند. اما در گروه کشت سه بعدی این سلولها پس از قرارگیری 

در هیدروژل در محیط کشت تمایز عصبی قرار گرفتند. محیط تمایز شامل 

DMEM/F12  81، سرم%KSRفاکتور رشد ،EGFng/ml11 فاکتور رشد ،

bFGFng/ml11  وmg/ml81  روز سلولهای دو گروه  4هپارین بود. پس از

مذکور و دو گروه کنترل فاقد محیط تمایزی از نظر مورفولوژی با میکروسکوپ 

با  Real Time-PCRفازکنتراست اینورت مورد ارزیابی قرار گرفتند. همچنین 

)به عنوان  β-actinو ژن   Nestin  ،β-Tubulin IIIاستفاده از پرایمر ژنهای 

(.8)جدول  کنترل داخلی( انجام شد

 

 توالی پرایمرهای رفت و برگشت ژن .8جدول 

 نام ژن توالی رفت و برگشت
Forward primer (5′-3′):acatcaaggagaagctgtgctac 

β-actin 
Reverse primer (3′-5′):cttcatgatggagttgaaggtagtt 

Forward primer (5′-3′):ggcttctctcagcatcttgg 
Nestin 

Reverse primer (3′-5′):aaggctggcataggtgtgtc 

Forward primer (5′-3′):cagagcaagaacagcagctactt 
β-tubulinIII 

Reverse primer (3′-5′):gtgaactccatctcgtccatgccctc 
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 و همکارانالهه منصوری ؛ وارتونتمایز عصبی سلولهای بنیادی ژله

 

 غلظت وسلولها طبق دستورالعمل کیت کیاژن انجام  RNAاستخراج 

RNA  هر نمونه با نانودراپ سنجیده شد. برای سنتزcDNA نیز ازکیت کیاژن

 Real-Time PCRطبق پروتکل شرکت سازنده استفاده شد. به منظور انجام 

تکرار تهیه شد.  9برای هرژن یک کنترل منفی درنظرگرفته شد. برای هرنمونه 

 Rox ،7/1میکرولیتر  Syber green ،8میکرولیتر  81نه شامل: ترکیب هرنمو

 cDNA ،4/2میکرولیتر  R Primer ،8میکرولیتر  F primer ،7/1میکرولیتر 

میکرولیتربود. در کنترل  11وحجم هر واکنش Water RNase freeمیکرولیتر 

 ABIوجود داشت. واکنش در دستگاه  cDNAمنفی تمامی ترکیب بالا به جز 

Step one  .سیکل برای هر چرخه  41طبق پروتکل شرکت سازنده انجام گرفت

Real Time PCR  در نظر گرفته شد. پس ازهرRun  ازPCR  صحت

 Meltو با استفاده از دمای اختصاصی  Meltingهرمنحنی تکثیرتوسط منحنی 

of product  که برای هر ژن اختصاصی است تایید شد. میزان بیان ژن هدف

(Nestin وβ-Tubulin III( نسبت به ژن رفرنس )β-actin بااستفاده )

 محاسبه شد.  ΔΔ CT ازفرمول

،  19نسخه   SPSSتجزیه و تحلیل کلیه داده ها با نرم افزار  آزمونهای آماری:

انجام شد.  Excel 2016تحلیل واریانس یک طرفه و رسم نمودار با نرم افزار 

های خام توسط نرم افزار ، داده Real-Time PCRبرای تحلیل نتایج حاصل از 

REST 2009 های قابل تفسیر تبدیل شد. میزان بیان ژن هدف به داده

(Nestin وβ-Tubulin III( نسبت به ژن رفرنس )β-actin بااستفاده )

محاسبه شد. سپس با استفاده از تحلیل واریانس یک طرفه،  ΔΔ CT ازفرمول

 در نظر گرفته شد.  معنی دار>15/1pو مقایسه 

 

 

 یافته ها
این سلولها ابتدا ظاهر گرد داشتند پس از وارتون: تایید هویت سلولهای بنیادی ژله

 (.8ساعت به کف فلاسک چسبیده و ظاهر شبیه فیبروبلاست پیدا کردند )شکل 14

 ( از بین مارکرهای مثبت سلولهای بنیادی8آنالیز فلوسایتومتری نشان داد )نمودار 

CD44 بیشترین بیان را داشته است و بقیه مارکرهای مثبت   %2/31باCD105 ،

CD90 ،CD73  بیان داشته اند. همچنین  %3/35و  %9/31، %4/38به ترتیب

 بیان داشته اند. %74/1و  %75/4به ترتیب  CD34و  CD45مارکرهای منفی 

ساختار هیدروژل پس از حذف آب آن، با مورفولوژی متخلخل هیدروژل: 

(. نتایج نشان داد ساختار این هیدروژل 1بررسی شد )شکل  SEMمیکروسکوپ 

 کاملاً متخلخل و منافذ با یکدیگر مرتبط هستند. 

نشان داد بعد از انتقال هیدروژل  ننتایج تعیین زمان ژل شدزمان ژل شدن هیدروژل: 

 دقیقه کامل می شود. 15بلافاصله ژل شدن آغاز و بعد از حدود  ºC 97به فور 

تایج نبررسی بیان ژنهای مربوط به تمایز عصبی در کشت دو بعدی و سه بعدی: 

( نشان داد بیان این 1)نمودار  β-Tubulin IIIو  Nestinبیان کمی ژنهای 

 ر شرایطژنها در حضور محیط تمایز عصبی چه در شرایط کشت سه بعدی و چه د

کشت دو بعدی افزایش می یابد. بیان این ژنها در شرایط کشت سه بعدی وحضور 

 1بیش از )محیط تمایز عصبی نسبت به گروه کنترل سه بعدی فاقد محیط تمایزی

(. همچنین بیان این ژنها در شرایط کشت دو بعدی >115/1pافزایش دارد )برابر( 

 4یش از )بترل فاقد محیط تمایزیو حضور محیط تمایز عصبی نسبت به گروه کن

(.در مقایسه بین گروههای اصلی بیان این ژنها در >115/1pافزایش داشت )برابر( 

شرایط سه بعدی فراهم شده توسط هیدروژل پایه کیتوزان و حضور محیط تمایز 

نشان داد برابر(  5/8از )بیش عصبی نسبت به شرایط دو بعدی مشابه افزایش 

(18/1p<.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 وارتون در محیطمورفولوژی شبه فیبروبلاستی سلول های بنیادی ژله .8 شکل

وارتون القا شده در سمت راست و سلولهای بنیادی ژله DMEM/F12کشت 

 روز در سمت چپ 4به سلولهای عصبی در محیط کشت تمایزی بعد از 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 وارتون مارکر مثبت شامل:بنیادی ژلهآنالیز فلوسایتومتری سلول های  .8 نمودار

ث(  CD90(%9/31پ( ) CD105(%4/38ب( )CD44 (%2/31الف( )

(3/35%)CD73 ( )75/4و مارکرهای منفی شامل: ج%)CD45  )چ

(74/1%)CD34 
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پس از حذف آب  CH-β-GP-HECمورفولوژی متخلخل هیدروژل  .1 شکل

 توسط میکروسکوپ الکترونی

 

 

 

 

 

 

 

 

های مورد مطالعه در گروه β-Tubulin IIIو  Nestinنتایج بیان ژن  .1 نمودار
کشت سه بعدی سلولها : Three D withoutروز.  4بعد از 

: کشت سه بعدی سلولها درحضور محیط تمایز Three D with)درهیدروژل(،
: کشت with Two D: کشت دو بعدی سلولها، Two D withoutعصبی ،

 دو بعدی سلولها در حضورمحیط تمایز عصبی 

 

 یریگ جهینت و بحث
-βنتایج حاصل از این مطالعه نشان داد بیان مارکرهای تمایز عصبی )

Tubulin III وNestin در شرایط کشت سه بعدی با استفاده از  هیدروژل پایه )

نسبت به محیط کشت دو بعدی افزایش می یابد.در  CH-β-GP-HECکیتوزان 

وارتون به روش کشت قطعات کوچک جداسازی این مطالعه سلولهای بنیادی ژله

(. سلولهای جدا شده به 11شدند که یک روش مرسوم جداسازی این سلولها است)

این روش مانند سایر سلولهای مزانشیمی، بعد از چسبیدن به کف ظرف کشت 

فیبروبلاست پیدا کردند.  بررسی فلوسایتومتری در راستای سایر ظاهری مشابه 

مطالعات انجام شده در تعیین هویت این سلولها نشان داد مارکرهای سطحی سلول 

توسط سلولها بیان نمی شود. درحالی که  CD34و  CD45های هماتوپویتیک 

، CD90 ،CD73مارکرهای سطحی سلولهای بنیادی مزانشیمی شامل 

CD105  وCD44 ( نتایج ارزیابی مورفولوژی هیدروژل نشان 11بیان شدند .)

داد، این هیدروژل همچون سایر هیدروژلهای پایه کیتوزان ساختاری متخلخل دارد 

ند. کو منافذ آن، با هم مرتبط هستند. تخلخل امکان قرارگیری سلول را فراهم می

ل شود. ساختار متخلخی میو ارتباط بین منافذ باعث انتقال مواد غذایی و مواد دفع

میتواند شرایطی مناسب جهت رشد و تکثیر  CH-β-GP-HECهیدروژل 

سلولهای بنیادی فراهم کند. در سایر مطالعات مربوط به این هیدروژلها نتایج مشابهی 

در  CH-β-GP-HECمدت زمان ژل شدن هیدروژل  (.18گزارش شده است )

حالیکه مدت زمان ژل شدن برای  باشد. دردقیقه می 15درجه حدود  97دمای 

(. ژل شدن سریع ممکن 11دقیقه گزارش شده است ) CH-β-GP 2هیدروژل 

است اختلال در روند قرارگیری سلولها وارد کرده و باعث اعمال شوک به آنها شود. 

زمان بسیارمناسبی   CH-β-GP-HECبه نظر زمان بدست آمده برای هیدروژل 

بین گروه کنترل و سلولهایی که در  MTTاز آزمون طبق نتایج بدست آمده  باشد.

اند تفاوت معناداری از نظر بقا مشاهده نشد. از علل عدم تماس با هیدروژل بوده

مورد استفاده اشاره کرد.  β-GPسمیت هیدروژل میتوان به غلظت مناسب 

ای یا ژل شدن آن میشود. مانع از توده CHبرهمکنش قوی بین مولکولهای آب و 

توسط گروه  CHهای افزودن گلیسروفسفات دافعه الکترواستاتیکی زنجیرهبا 

فسفات نمک گلیسروفسفات خنثی میشود. در مقادیر بسیارکم نمک گلیسروفسفات 

با کاهش دما ژل ایجادشده به حالت محلول برمیگردد؛زیرامقادیربسیارکم نمک 

(. یکی از 19غلبه کند)نمیتواندبردافعه الکترواستاتیک مابین زنجیره های کیتوزان 

راهکارهای مرسوم برای غلبه بر این  مشکل افزایش مقدار نمک گلیسروفسفات 

های بالای (. مشکل اساسی این روش افزایش سمیت در غلظت14و15باشد)می

گلیسروفسفات میباشد. به منظور کاهش گلیسروفسفات مصرفی و افزایش زیست 

استفاده کرد  HECشبکه کننده مانند سازگاری این هیدروژل میتوان از عوامل 

باعث شده است که این  CH-β-GP-HEC(. ترکیب مناسب هیدروژل14و12)

هیدروژل بتواند محیط مناسبی جهت تمایز انواع سلولها به رده های مختلف باشد. 

در مطالعه ای پتانسل تمایزکندورژنیک این هیدروژل برای سلولهای بنیادی مشتق 

بی قرار گرفت و نتایج نشان داد ساختار متخلخل این هیدروژل از چربی مورد ارزیا

می تواند محیط مناسبی برای رشد و تمایز سلولهای بنیادی مزانشیمی بافت چربی 

نشان داده که محیط سه  Real time PCRنتایج  (.18) به غضروف فراهم کند

 Nestinبعدی هیدروژل بدون محیط کشت تمایز عصبی باعث افزایش بیان ژن 

وارتون شده است. بیان این های بنیادی ژلهدر سلول β-Tubulin IIIو 

روزکه درنهایت باعث سنتزپروتئینهای عصبی  4مارکرهای عصبی در مدت زمان 

وارتون به سلولهای عصبی میشوند، نشان دهنده آغاز تمایزسلولهای بنیادی ژله

وژل و محیط تمایز عصبی، وارتون در حضور هیدر(. سلولهای بنیادی ژله83میباشد )

را داشتند. این  β-Tubulin III , Nestinها بیشترین بیان نسبت به بقیه گروه

به عنوان  CH-β-GP-HECافزایش به علت هم افزایی تاثیر حضور هیدروژل 

محیط کشت سه بعدی و محیط تمایز عصبی بوده است که خود علتی بر مفید بودن 

ه باشد. علاوه بر بهروارتون میلهای بنیادی ژلهاین هیدروژل در تمایزعصبی سلو

گیری از مزایای کشت سه بعدی در فراهم کردن شرایط طبیعی و نزدیک به بدن با 

توجه به هزینه بالای تهیه محیط کشت تمایز عصبی، هیدروژلی که بتواند در القا 

لعه اتمایز عصبی کمک کند از نظر اقتصادی مقرون به صرفه می باشد. از این مط

به تمایز  CH-β-GP-HECشود کشت سه بعدی در هیدروژل نتیجه گیری می

وارتون کمک میکند و میتواند به عنوان یک محیط عصبی سلولهای بنیادی ژله

کشت سه بعدی مناسب در آزمایشگاه جهت تکثیر و تمایز سلولهای مذکور و یا به 

ای مختلف سیستم عنوان یک حامل جهت تزریق و پیوند این سلولها به بخشه

 عصبی استفاده گردد.

 
 

 تقدیر و تشکر
بدینوسیله از همکاری مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی 

ایران و همچنین خانم دکتر منصوره سلیمانی و دکتر سید محمد امین حرمشاهی 

.گرددتشکر و قدردانی می ،همکاری کردندکه در انجام این پژوهش 
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Wharton Jelly Stem Cells (WJSCs) can be a good option for differentiating and 

regeneration of nervous system damage. Three dimensional (3D) cell cultures by providing a body-like environment have 

more advantages than the two dimensional (2D) cell cultures. The aim of this study was to investigate the neural 

differentiation of these cells in a 3D chitosan based culture environment. 

METHODS: This experimental study was performed in 4 groups of 2&3D with and without differentiation media on 

WJSCs. First, to construct the hydrogel, hydroxyl ethyl cellulose was added to chitosan-beta-glycerophosphate solution 

(8.4: 0.8) (HEC: CH-β-GF). Human WJSCs after isolation by enzymatic method from wartons' jelly of born infant in  

Imam Khomeini hospital in Tehran and characterization with flow cytometry, were cultured 510 5 cell in each well of 

24-well plate in a 2D and 3D environment using the hydrogel in neural differentiation media for 4 days. Then, the neural 

differentiation of WJSCs was evaluated by quantitative analysis of β-Tubulin III, Nestin and β-actin (internal control) 

genes expression by Real Time PCR (RT-PCR). 

FINDINGS: The results of RT-PCR showed that expression of β-Tubulin III and Nestin genes in WJSCs was 

significantly increased by the influence of the neural differentiation media in both 2D (more than 4 folds)and 3D (more 

than 2 folds) culture conditions (p <0.005). But the expression of β-Tubulin III and Nestin in 3D cell culture condition 

(more than 1.5 folds) was greater than that in the 2D cell culture condition under the influence of the neural differentiation 

media (p <0.01). 

CONCLUSION: The results showed that neural differentiation of WJSCs in a chitosan based 3D environment is higher 

than 2D. 

KEYWORDS: Wharton's jelly, Stem cells, Neural Differentiation, Chitosan. 
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