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  ها هاي عصبي با استفاده از محيط رويي آن هاي بنيادي مشتق از چربي انسان به سلول تمايز سلول

  
  2رپوريام نينوش، 3، حميد بهراميان3بني ، بتول هاشمي2، حسين صالحي1زاده شيوا اميري

  
  

  چكيده
هاي بنيادي مزانشيمي  از سلول يتي) جمعhADSCsيا  Human adipose derived stem cellsانسان (چربي  از مشتق بنيادي هاي سلول مقدمه:

)Mesenchymal stem cells  ياMSCs (آيند.  هستند كه از بافت چربي به دست ميhADSCs هاي سيتوكايندارند و  را هاي مختلف دودمان به تمايز واناييت 
ير ثأت يبررس ،مطالعه يناانجام هدف از باشند.  دارند و در تمايز و بقاي عصب مؤثر ميحفاظت عصبي كنند كه بسياري از اين عوامل، خاصيت  مي ترشح را مختلفي

  .ها بود اين سلول بر تمايز عصبي hADSCsي  رويي تغليظ شده يطمح

شد. بـه منظـور تمـايز عصـبي،      دادهكشت و پاساژ  جداسازي، چربي بافتاز  ياديبن هاي سلول جوان كانديداي عمل جراحي،يت از افراد رضا يافتپس از در ها: روش
   هـاي تمـايز يافتـه بـا اسـتفاده از روش      روز تحـت تـأثير محـيط رويـي تغلـيظ شـده قـرار گرفتنـد. بقـاي سـلول           21بـه مـدت    5تـا   3هـاي حاصـل از پاسـاژ     سلول

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide )MTTايمونوسيتوشيمي ( ها، با روش ) و تمايز عصبي آنImmunocytochemistry (
 .مورد ارزيابي قرار گرفت

داري داشت. همچنين،  نسبت به گروه شاهد، افزايش معني 21و  7تمايز يافته با محيط رويي در روزهاي  هاي سلول يميزان بقانشان داد كه  MTTنتايج  ها: يافته
داري را نشان داد  معني تفاوت نسبت به گروه شاهد 21روز به عنوان نشانگر اختصاصي اسكلت سلول عصبي، در  )β-tubulin III )β-TUB IIIبيان نشانگر عصبي 

)050/0 < P(. 

 است بنيادي مشتق از چربي گردد. اميد يها سلولو تمايز عصبي بقا  يشافزا منجر به توانست hADSCsرويي   يطمح ،مطالعه يناهاي  بر اساس يافته گيري: نتيجه
  .هموار سازد ي عصبي  تخريب كننده هاي بيماري غير سلولي هاي درمان براي را راه محيط رويي، اين تركيبات بهتر شناخت

  ييرو طيمح ،ياديبن يها سلول ز،يتما واژگان كليدي:

  
هاي  هاي بنيادي مشتق از چربي انسان به سلول تمايز سلول .نيرپور نوشيامبني بتول، بهراميان حميد،  زاده شيوا، صالحي حسين، هاشمي اميري ارجاع:

  726- 730): 435( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . ها عصبي با استفاده از محيط رويي آن

  
  مقدمه

با توجه به ظرفيت بازسازي محدود بافت عصبي و عدم وجود درمان 
ي عصـبي نظيـر    هـاي تخريـب كننـده    مؤثر براي بسـياري از بيمـاري  

پاركينسون و آلزايمر، به تازگي سلول درماني مورد توجه قـرار گرفتـه   
 MSCsهاي بنيـادي، پتانسـيل تمـايز عصـبي      . از بين سلول)1(است 

)Mesenchymal stem cells(  هـا را بـه عنـوان منبـع      سـلول ، ايـن
. )2(هاي بافت عصبي مطرح كرده اسـت   لي براي درمان آسيبا ايده

هاي مختلفـي نظيـر    توان از بافت انشيمي را ميهاي بنيادي مز سلول
. بافت چربي، )3(مغز استخوان، چربي، بند ناف و ... جداسازي كرد 

، داراي سـلول بنيـادي بيشـتر    MSCsبه عنوان يكي از منـابع مهـم   
هاي  /گرم) است و سلول1000/گرم) نسبت به مغز استخوان (5000(

  . )4(آيـد   هاي تهاجمي كمتر، به دست مي بنيادي اين بافت، با روش
Human adipose derived stem cells )hADSCsتوانند بـه   )، مي

دودمان مزودرمي كندروسيت، استئوسيت و ميوسـيت و دودمـان غيـر    
ــلول   ــيت و س ــد هپاتوس ــي مانن ــدا    مزودرم ــايز پي ــبي تم ــاي عص   ه

  . )5(كنند 
ها و عوامـل   عوامل مختلف رشد، سيتوكاين hADSCsهمچنين، 

كنند كه اين عوامـل در تـرميم، تمـايز و     ها را ترشح مي سازي بافتباز
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عوامـل   عوامـل،  ترين اين از مهم  . يكي)6-7(بقاي عصب نقش دارند 
. )8(باشـند   ) ميNTFيا  Neurotrophic factorنوروتروفيك ( رشد

   انـــد كـــه ايـــن عوامـــل در محـــيط رويـــي مطالعـــات نشـــان داده
)Conditioned medium9(ها نيز وجود دارند  ) آن( .  

ــود روش ــا وج ــاي م ب ــايز  ه ــراي تم ــف ب ــه  hADSCsختل ب
هاي مختلف، اين مطالعه به دنبـال يـافتن روش مناسـبي بـه      دودمان

باشد. در بيشتر  ي كمتر مي ها با هزينه منظور تمايز عصبي اين سلول
   هــاي تمـــايزي، از عوامـــل نروتروفيـــك نوتركيـــب نظيـــر  روش

Brain-derived neurotrophic factor )BDNF ،(GDNF   
)Glial cell-derived neurotrophic factor و (Nerve growth factor 
)NGFي بالاي اين  شود. با توجه به هزينه ) به عنوان القاگر استفاده مي

، هـدف از  hADSCsتوسـط   عوامل و از طرفي، ترشـح ايـن عوامـل   
هـاي   ي سـلول  انجام اين مطالعه، استفاده از محيط رويي تغلـيظ شـده  

hADSC هـاي بنيـادي بـه     ا، جهت تمايز ايـن سـلول  ه و ريز مولكول
  .هاي عصبي بود سلول
  

  ها روش
نـث  ؤرضايت از سه بيمار جوان م اخذ از پس :hADSCs يجداساز

سال) كانديداي عمـل لاپاراسـكوپي، بافـت     34 ± 5(با ميانگين سني 
چربي زير جلدي جداسازي و بـه آزمايشـگاه انتقـال داده شـد. بـراي      

ــلول ــلولي  برداشــتن س ــدهاي س ــاي خــوني و دبري ــه ،ه ــا  نمون ــا ب ه
Phosphate buffered saline )PBS ( ،شستشــو داده شــد. ســپس

 دقيقـه در  30ها به قطعات كوچـك تبـديل شـدند و بـه مـدت       نمونه
قرار گرفتند. به منظور  درصد 075/0 با غلظت Iكلاژناز  آنزيم معرض

) Fetal bovine serum )FBSاز بين بردن اثر آنزيم، از حجم برابـر  
) Dulbecco's modified eagle's medium )DMEMدرصد +  10

ها در  دقيقه سانتريفيوژ گرديد. پس از آن، سلول 10استفاده و به مدت 
ــاوي  ــيط حـ ــا   DMEMمحـ ــده بـ ــي شـ ــد FBS 10غنـ  و درصـ

Penicillin/streptomycin 1 كشت داده شدند درصد.  
در محيط بدون سـرم   3-5پاساژ  يها سلول :ييرو طيمح ي هيته

آوري شـد و   ساعت، محيط رويي جمـع  72كشت داده شدند. پس از 
يفيوژ گرديـد.  سـانتر دور در دقيقـه   1600دقيقه با شتاب  10به مدت 
دقيقه با  12به مدت  Amicon Ultra-15يلتر ف محيط رويي با سپس،

ــتاب  ــانتر g 3600ش ــاي    س ــتفاده در دم ــان اس ــا زم ــد و ت   يفيوژ ش
  گراد نگهداري گرديد. ي سانتي درجه -70

هـاي   به منظور تمايز عصبي، از سـلول  :hADSCsتمايز عصبي 
مربـع در   تـر م /سـانتي 5000ها به تعـداد   استفاده شد. سلول 3-5پاساژ 

 ،)L-glutamine )L-GLUخانه با محـيط تمـايز حـاوي     24ظروف 
Penicillin/streptomycin، Non-essential amino acid 

)NEAA(، Nitrogen )N2(، Neurobasal medium  وB27  و  
روز كشـت داده   21به مدت  )10(تغليظ شده درصد محيط رويي  10

روز، در محـيط   21شدند. در اين مطالعه، گروه شاهد نيـز بـه مـدت    
  قرار گرفت.تمايز بدون محيط رويي تغليظ شده 

هاي تمايز يافته به مدت  روز، سلول 21بعد از : ايمونوسيتوشيمي
  درصـد تثبيـت شـدند. سـپس، بـه مـدت        4دقيقه با پارافرمالدئيد  20
) نفوذپذير Triton X-100 )Sigmaدرصد  4/0دقيقه با استفاده از  30

ــلول ــدند. سـ ــي  شـ ــا آنتـ ــا بـ ــه هـ ــادي اوليـ    anti-βIII-TUB ي بـ
)Abcam, ab14545  ــروتئين ــت تشــخيص پ    β-tubulin III) جه
)β-TUB III(    به عنوان نشانگر اختصاصي اسكلت سـلول عصـبي در

ي  بـادي ثانويـه   طول شـب انكوبـه شـدند. پـس از شستشـو بـا آنتـي       
Fluorescein isothiocyanate anti-mouse Immunoglobulin G 

)FITC anti-mouse IgG) (Abcam, ab97022    بـه مـدت يـك (
  هــــا بــــا  آميــــزي هســــته نكوبــــه گرديــــد. رنــــگا ســــاعت

4',6-diamidino-2-phenylindole )DAPI( )Sigma  .انجام گرفـت (
   ImageJافـزار   نـرم  Cell counterپلاگـين   شمارش سلولي با استفاده از

)v. 1.47, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA (
  .انجام شد

ــاي ســلول  :MTT روش ــزان بق ــراي بررســي مي ــا، از روش  ب   ه
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

)MTTگرديد. بـراي انجـام ايـن روش، ابتـدا محـيط رويـي        ) استفاده
  و  DMEMميكروليتـــر  400هـــا اســتخراج شـــد. ســپس،    ســلول 

ساعت انكوبه شـد. آن گـاه،    4اضافه و به مدت  MTTميكروليتر  40
MTT  ميكروليتر  400خارج وDimethyl sulfoxide )DMSO (به 

 نـانومتر  580 موج در طول اضافه گرديد. ميزان جذب دقيقه 20 مدت 
  شد. گيري اندازه

 SPSS افـزار  نـرم  از اسـتفاده  بـا  آمـاري  آناليزهاي :يآمار زيآنال
) version 22, IBM Corporation, Armonk, NY( 22 ي نسـخه 

 بـا  ،MTTروش  ايمونوسيتوشيمي وحاصل از  هاي دادهانجام گرفت. 
  .ندقرار گرفت واكاوي مورد Independent tاستفاده از آزمون آماري 

  
  ها افتهي

بـراي   MTTنتـايج حاصـل از   : هاي تمايز يافتـه  بررسي بقاي سلول
آمده اسـت. ايـن    1هاي تمايز يافته در شكل  بررسي ميزان بقاي سلول
و  14، 7 ،1هاي تمايز يافتـه را در روزهـاي    نمودار، ميزان بقاي سلول

بعد  hADSCsدهد. نتايج حاصل از بررسي ميزان بقاي  نمايش مي 21
هـا، باعـث    اين سلول ي از تمايز نشان داد كه محيط رويي تغليظ شده

(بـه ترتيـب    21و  7در روزهـاي   hADSCsدار  تكثير و بقـاي معنـي  
) نسبت به گروه شاهد (به ترتيب 300/2 ± 060/0و  970/0 ± 037/0
  ).P > 010/0) شده بود (160/1 ± 010/0و  580/0 ± 009/0
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  تايج روش
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 ي ن رو، ميـزان تكثيـر كـاهش يافتـه اسـت و در فاصـله      اند؛ از اي شده
هـاي   تواند بـه دليـل تكثيـر سـلول     ، افزايش تكثير مي14-21روزهاي 

  .)12(ساز عصبي (تمايز يافته) باشد  پيش
، باعـث افـزايش   hADSCsرويي   محيط همچنين، در اين تحقيق

 hADSCs) در β-TUB IIIدار تمايز عصبي (با توجـه بـه بيـان     معني
  در مـدت   GDNFو همكاران نيز با محيط كشـت حـاوي    Guoشد. 

هـا،   هاي مزانشيمي را مشـاهده كردنـد. آن   روز تمايز عصبي سلول 15
ــان نشــانگرهاي عصــبي   Microtubule-associated protein 2بي

)Map2) (30  و (درصــــدNeuron-specific enolase )NSE (  
  . )13(هاي تمايز يافته گزارش نمودند  درصد) را در سلول 41(

Lee     و همكاران، نشان دادند كه اضـافه كـردن عوامـلGDNF، 
BDNF  وNT-3 هاي مزانشيمي، باعـث تمـايز    به محيط كشت سلول
. )14(روز شـد   14ها در طول مدت  درصد) در اين سلول 28عصبي (

در راستاي اين مطالعات، نتـايج تحقيـق حاضـر نيـز بيـانگر افـزايش       
بـود. در   β-TUB III با بيان نشانگر hADSCsدار تمايز عصبي  معني
  ي نشـانگر عصـبي    هـاي بيـان كننـده    ي حاضر، درصـد سـلول   مطالعه

β-TUB III محـيط رويـي   دهـد   درصد بود كه نشـان مـي   87، حدود

hADSCs   ــارجي ــل خ ــه عوام ــري نســبت ب ــايزي بهت ــأثيرات تم ، ت
  (اگزوژنوس) داشته است.

(حـاوي   hADSCs ي در اين مطالعه، از محيط رويـي تغلـيظ شـده   
ها به جاي استفاده از عوامل القـاگر   عوامل حفاظت عصبي) و ريز مولكول
ه نظر هاي بنيادي چربي استفاده شد. ب نوتركيب جهت تمايز عصبي سلول

هـاي قبلـي    رسد كه نتايج حاصل از اين مطالعـه، در مقايسـه بـا روش    مي
دهد. با توجه به  عصبي بيشتري را نشان مي ي هاي تمايز يافته درصد سلول

گزاف عوامل القايي نوتركيب و از طرفي، تأثير مثبت محيط رويي  ي هزينه
hADSCs مي، اميـد  هاي بنيادي مزانشي بر ميزان بقا و تمايز عصبي سلول

هـاي غيـر    است شناخت بهتر تركيبات اين محيط رويي راه را براي درمان
  .ي عصبي هموار سازد هاي تخريب كننده سلولي بيماري

  
  تشكر و قدرداني

 مصـوب  ،395061ي  شـماره  بـه  پژوهشـي  طرح از حاصل مقاله، اين
 دانشـگاه  پژوهشـي  معاونـت  ي پايـه  علوم هاي طرح پژوهشي شوراي
 جهـت  معاونـت  ايـن  از نويسـندگان، . باشد مي اصفهان پزشكي علوم

 .نمايند مي سپاسگزاري حاضر، پژوهش مالي حمايت
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Differentiation of Human Adipose-Derived Stem Cells toward Neural Cells 

Using Their Conditioned Medium 
 

Shiva Amirizadeh1, Hossein Salehi2, Batool Hashemibeni3, Hamid Bahramian3, Noushin Amirpour2 
 
Abstract 
Background: Human adipose-derived stem cells (hADSCs) are population of mesenchymal stem cells isolated 
from adipose tissue. Multipotent hADSCs can be differentiated into different cell lineages and they have ability 
to secrete variety of cytokines such as growth factors. These factors have neuroprotective effects and lead to 
survival and neural differentiation. The aim of this study was to investigate the effects of concentrated hADSCs 
conditioned medium (hADSCs-CM) on neural differentiation.  

Methods: The adipose tissue samples were obtained from young donors after signing the consent. The stem cells 
were isolated and cultured through several subcultures. In order to neural differentiation, the cells from  
3rd to 5th passages were treated with hADSCs-CM for 21 days. The cells survival was assayed using  
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) method and neural differentiation of cells 
was confirmed via immunocytochemistry. 

Findings: MTT assay indicated that there was significant difference (P < 0.050) in cell survival between treated 
and control groups at the days 7 and 21. The expression of neural marker β-tubulin III (β-TUB III) significantly 
increased in comparison to control group at the day 21. 

Conclusion: This study reveals that concentrated hADSCs-CM improves the survival and neural differentiation 
of hADSCs. Our results suggest that hADSCs-CM may pave the way for non-cellular treatment of 
neurodegenerative diseases. 
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