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Abstract 
Objective: To evaluate and compare the gene expression profiles of Ninjurin-1 and Nin-
jurin-2 with the expressions of L1 family of cell adhesion molecules (NCAM-L1), neural 
cell adhesion molecules (NCAM), and N-cadherin during the course of neural differentia-
tion of mouse neural stem cells (NSCs).
Materials and Methods: Briefly, for neural stem cell isolation, the frontal part of an adult 
mouse brain was minced in phosphate buffered saline (PBS) and digested by an en-
zyme solution which contained hyaluronidase and trypsin. Isolated cells were cultured 
in medium supplemented by epidermal growth factor (EGF) and basic fibroblast growth 
factor (bFGF). After seven days, primary neurospheres appeared in culture medium. After 
transfer to poly-L-ornithine coated dishes that contained culture medium supplemented 
with 1% fetal bovine serum (FBS), the primary neurospheres differentiated into neural-like 
and neuroglial-like cells. Differentiated cells were examined by morphological, immunocy-
tochemical, and molecular evaluations.
Results: Our results showed that isolated cells from the preventricular area of mouse 
adult brain proliferated in medium which contained EGF and bFGF, and expansion of the 
cells continued until passage 14 without losing morphological and neurogenesis capac-
ity. Multiple passaging confirmed the stemness nature of the isolated cells. The isolated 
NSCs were able to differentiate into neural-like and neuroglial-like cells after transfer to 
poly-L-ornithine coated dishes that contained culture medium supplemented with 1% 
FBS. Molecular studies for NCAM, NCAM-L1, and N-Cadherin genes, as well as im-
munocytochemical analysis for NCAM-L1 and NCAM proved the differentiation. Our data 
also revealed, for the first time, gene expression profiling of Ninurin-1 and Ninjurin-2, two 
novel cell adhesion molecules (CAMs), during the course of differentiation of neural stem 
cells. 
Conclusion: The induction of neural differentiation in mouse NSCs initiates the expres-
sion of NCAM-L1, NCAM, and N-cadherin which can be the proof of complete neural dif-
ferentiation. In addition, our results indicate that the expression of Ninjurin-1 increases af-
ter neural induction much like the expressions of NCAM-L1, NCAM, and N-cadherin. This 
data suggests the probable importance of Ninjurin-1 in both the morphology and function 
of neural cells. The data in this study also reveals that the expression of Ninjurin-2, in con-
trast with Ninjurin-1, initiates and continues until the differentiation termination point. This 
suggests that although Ninjurin-1 and Ninjurin-2 share conserved hydrophobic regions for 
their transmembrane domains, their roles in nerve cells are probably different.
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مقدمه
بن ياخته ها (Stem Cells) سلول هايى هستند كه داراى دو ويژگى 
مى باشند.   (Self-Renewal) بازسازى  خود  و  تقسيم  توانايى  مهم 
و  غيرتخصصى  سلول هاى   (Adult Stem Cells) بالغ  بن ياخته هاى 
غيرمتمايزى هستند كه در ميان سلول هاى ويژه  در بافت ها و ارگان هاى 
بالغ،  بافت هاى  از  برخى  در  كامل  طور  به  مى شوند.  يافت  بالغ  فرد 
مانند مغز استخوان و عضله مشخص شده است كه بن ياخته ها مسؤول 
يا  صدمه  بيمارى،  هنگام  در  رفته  دست  از  سلول هاى  جايگزينى 

فرسودگى هستند (1).

بررسى پروفايل بيانى ژن هاى NCAM-L1، و NCAM، وN-cadherin، و
Ninjurin-1 و Ninjurin-2 در بن ياخته هاى عصبى مغز موش بالغ و سلول هاى 

حاصل از القاى تمايز عصبى آنها 
 ،2،.M.Sc.D 1، فريبرز سهيلى،.Ph.D.D 2*، سيدجواد مولي

،.Ph.D.D 1، فردين فتحي،M.Sc.c محمدرضا گلبار
3

،.M.Sc.D 3، اسماعيل ايزدپناه،.M.Sc.D عباس احمدى

1. دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، گروه ژنتيك،  تهران، ايران 
2. دانشگاه علوم پزشكي كردستان، دانشكده پزشكي، گروه علوم تشريح، KDRC، سنندج، ايران

3. دانشگاه علوم پزشكي كردستان، دانشكده پزشكي، سنندج، ايران

 KDRC ،آدرس نويسنده مسئول: ايران، سنندج، صندوق پستى: 756-66135، دانشگاه علوم پزشكي كردستان، دانشكده پزشكي، گروه علوم تشريح *
Email: farfath@yahoo.com :پست الكترونيك

دريافت مقاله: 87/5/10، پذيرش مقاله: 88/2/14

چكيده 
،(NCAM)  Neural Cell Adhesion Molecule ژن هاى  بيانى  پروفايل  مقايسه  و  بررسى  هدف:   *

عصبى  بن ياخته هاى  در   Ninjurin-2 و   N-cadherin ،Ninjurin-1 و   (NCAM-L1)  Neural Cell Adhesion Molecule L1
جداسازى شده از مغز موش و سلول هاى حاصل از القاى تمايز عصبى آنها در طى روند تمايز در محيط كشت

* مواد و روش ها: ابتدا براى جداسازي بن ياخته هاى عصبي مغز موش، بخشي از لب پيشاني مغز موش هاي بالغ جداسازي 
و قطعه قطعه شد سپس از محلول هاي آنزيمي حاوي هيالورونيداز و تريپسين جهت هضم بافتي و خارج ساختن بن ياخته هاى 
و  (Epidermal Growth Factor; EGF) رشد  فاكتورهاي  حاوي  محيط  در  آمده  دست  به  سلول هاي  و  استفاده  عصبي 

(Basic Fibroblast Growth Factor; bFGF) كشت داده شد. پس از حدود يك هفته، نوروسفيرهاي اوليه به صورت 
حاوى  محيط  در  كشت  و  پلي-ال-ارنيتين  به  آغشته  ظروف  به  آنها  انتقال  از  پس  كه  شدند  ظاهر  كشت  محيط  در  معلق 
ارزيابي هاي  تحت  نيافته  و  يافته  تمايز  سلول هاي  كردند.  پيدا  تمايز  شبه عصبي  سلول هاي  به  گاوى  جنين  سرم  درصد  يك 

گرفتند.  قرار  پليمراز  زنجيره اى  واكنش  معكوس  رونويسى  و  ايمونوسيتوشيمى  مورفولوژيك، 
حاوي  كشت  محيط  در  بالغ  موش هاي  مغز  قدامي  شاخ  بطني  دور  ناحيه  از  شده  جداسازي  سلول هاي  يافته ها:   *
آغشته  ظروف  در  بودند  قادر  سلول ها  اين  شدند.  داده  كشت  سلولى  پاساژ   14 تا  و  تكثير   bFGF و   EGF رشد  فاكتورهاي 
كنند.  پيدا  تمايز  عصبي  شبه  سلول هاي  به  گاوي  جنين  سرم  درصد  يك  حاوي  كشت  محيط  و  پلي-ال-ارنيتين  به 
بررسى هاى  داد.  نشان  را  تمايز  اين  انجام  صحت   N-cadherin و   NCAM-L1، NCAM ژن هاى  مولكولى  بررسى هاى 
ژن چهار  بيان  بود.  تمايز  انجام  صحت  بر  ديگر  تاييدى  نيز   NCAM و   NCAM-L1 ژن هاى  براى  ايمونوسيتوشيمى 

رسيد.  حداكثر  به  هفتم  تا  پنجم  روز  در  و  شد  بيشتر  زمان  گذشت  با   Ninjurin-1 و   NCAM-L1 ،NCAM ،N-cadherin
سلولى چسبنده  ملكول هاى  خانواده  از  جديد  عضو  دو  عنوان  به   Ninjurin-2 و   Ninjurin-1 ژن هاى  بيان  الگوى  همچنين 

(Cell Adhesion Molecules; CAMs) در بن ياخته هاى عصبى و سلول هاى حاصل از القاى تمايز عصبى آنها مشخص گرديد.
و  NCAM-L1، NCAM ژن هاى  بيان  شروع  باعث  موش  مغز  عصبى  بن ياخته هاى  تمايز  القاى  نتيجه گيري:   *

مطالعه  اين  نتايج  همچنين  باشد.  مطالعه  مورد  سلول هاى  عملكردى  و  عصبى  تمايز  بر  دال  مى تواند  كه  شده    N-cadherin
اين  كه  مى يابد  افزايش  عصبى  تمايز  افزايش  با  مطالعه،  مورد  ژن هاى  ساير  همانند   Ninjurin-1 ژن  بيان  كه  داد  نشان 
ژن  كه  است  صورتي  در  اين  باشد.  عصبى  سلول هاى  عملكرد  و  مورفولوژى  در  مذكور  ژن  اهميت  بيانگر  مى تواند  امر 
ژن  مشابه  ساختارى  لحاظ  به   Ninjurin-2 ژن  هرچند  لذا  است.  داشته  قبلى  ژن هاى  با  متفاوت  كاملا  الگويى   Ninjurin2

بود.  خواهد  متفاوت  مطالعه  مورد  ژن هاى  ساير  با  عصبى  سلول هاى  عملكرد  روى  بر  آن  تاثير  باشد   Ninjurin-1

Ninjurin-2 ،Ninjurin-1 ،N-cadherin ،كليدواژگان: تمايز، مولكول هاى چسبنده سلولى عصبى *
فصلنامه پزشكى ياخته، سال يازدهم، شماره 4، زمستان 88، صفحات: 390-399

مقاله اصيل

نتايج  مهم ترين  از  يكى  بالغ،  ياخته هاى  بن  روى  بر  كار  حوزه  در 
به دست آمده شناسايى بن ياخته هاى عصبى در مغز موش بالغ بود (2، 
كاربردهاى  مى تواند  سلول ها  اين  خصوصيات  تعيين  و  جداسازى   .(3
بالقوه اى در شناخت بهتر خصوصيات سلولى و ملكولى اين بن ياخته ها 
و تكوين سيستم عصبى داشته باشد. علاوه بر اين، بن ياخته هاى عصبى 
بالغ  بن ياخته هاى  ساير  به  نسبت  متمايزى  و  برجسته  ويژگى هاى  داراى 
هستند كه آنها را براى درمان سلولى و ملكولى بسيارى از بيمارى هاى 

سيستم عصبى مركزي توجه قرار داده است (4-10). 
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و  زمانى  دقيق  تنظيم  بدون  بدن  مختلف  بافت هاى  در  سلول ها 
چسبنده  ملكول هاى  نام  به  ويژه  غشايى  پروتيين هاى  بيان  مكانى 
اتصال  به  قادر   (Cell Adhesion Molecules; CAMs) سلولى 

يعنى ازCAMها  مهم  دسته  سه  نيستند.  يكديگر  به 
Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM), Neural Cell Adhe-
sion Molecule L1 (NCAM-L1) 

عملكردى  نظر  از  هم  و  مورفولوژيك  جنبه  از  هم   N-cadherin و 
در سلول هاى عصبى داراى اهميت فراوانى مى باشند. اين سه پروتيين 
به  مهره داران  در  سلول  به  سلول  اتصال  مولكول هاى  متداول ترين 
است  داده  نشان  شده  انجام  مطالعات  نتايج  حال  به  تا  و  رفته  شمار 
نورونى،  مهاجرت  نظير  مهمى  فرايندهاى  درانجام  ژن  سه  اين  كه 
و  تشكيل  همچنين  و  عصبى  سلول هاى  شدن  ميلينه  اكسون،  خروج 
ويژه اى  نقش  مركزى  و  محيطى  عصبى  سيستم هاى  در  سيناپس  بقاى 
آنتى بادى هاى  كه  شده  مشخص  همچنين   .(11-15) مى كنند  ايفا  را 
هيپوكامپ  ناحيه  به  كه    NCAM و   NCAM-L1 عليه  مونوكلونال 
موش صحرايى تزريق مى گردند منجر به كاهش بازدهى مهارت هاى 
يادگيرى در اين موجودات مى شوند (14). از طرف ديگر موش هاى

 ،12) مى دهند  نشان  را  نقص ها  همين  نيز   NCAM-L1 knockout
13). در چندين مطالعه ديگر عدم تنظيم صحيح برخى از پروتيين هاى 
 Schizophrenia با  آنها  ارتباط  و    NCAM خصوص  به  سيناپتيك 
فقدان  كه  است  شده  گزارش  همچنين   .(11) است  شده  داده  نشان 
در   Filopodia-like حضور  عدم  به  منجر   N-cadherin عملكرد 
آنتى بادى هاى  كردن  اضافه   .(15) مى شود  دندريتى  برآمدگى هاى 
شكاف هاى  ايجاد  به  منجر  نيز   N-cadherin عمل  كننده  مهار 
مى شود  جوجه   Retinal-Tectal قطعه  در  گسترده  بسيار  سيناپتيك 
بروز  در  مذكور  ژن هاى  اهميت  بيانگر  مطالعات  اين  نتايج   .(15)
اين  در  رو  اين  از  است.  عصبى  سلول هاى  مورفولوژى  و  عملكرد 
از  حاصل  سلول هاى  مورفولوژى  و  عملكرد  بررسى  جهت  مطالعه 
از  حاصل  سلول هاى  در  ژن  سه  اين  بيان  ميزان  عصبى،  تمايز  القاى 

تمايز در مقايسه با نمونه هاى كنترل مورد ارزيابى قرار گرفت.
نام هاى به  CAMها  خانواده  از  پروتيين  دو  اخير  دهه  دو  در 

دو  اين   .(17 است (16،  شده  شناسايى   Ninjurin-2 و   Ninjurin-1
پروتيين مشابه (Homolog) يكديگر بوده و هر دو داراى خصوصيات 
اتصالى هوموفيليك مى باشند. قسمت آب گريز و عبور كننده از غشاى 
كه  حالي  در  بوده  مشابه  پروتيين  دو  اين   (Transmembrane)
اتصال  قدرت  و  نبوده  شباهت  داراى  شونده،  متصل  قسمت هاى  در 
 Ninjurin-1 كه  است  شده  داده  نشان   .(17) ندارند  را  يكديگر  به 

و   Dorsal Root Ganglion نورون هاى  در  عصبى  صدمه  از  بعد 
 .(16) مى شود  بيان  افزايشى  صورت  به  شوان  سلول هاى  و   (DRG)
خروج   Ninjurin-1 پروتيين  كه  است  شده  داده  نشان  همچنين 
مى بخشد  تسريع  را   DRG شده  داده  كشت  نورون هاى  از  اكسون 
و  مداوم  صورت  به  بالغ  حسى  نورون هاى  در   Ninjurin-2  .(16)
يكنواخت بيان مى شود اما تا كنون بيان اين ژن در نورون هاى گليال 
اطراف  شوان  سلول هاى  در   Ninjurin-2 ژن  است.  نشده  گزارش 
عصب صدمه ديده، افزايش بيان نشان مى دهد. مشخص گرديده كه 
نورون هاى  از  اكسون  خروج   Ninjurin-1 همچون  نيز  پروتيين  اين 
تا  كه  آنجايى  از   .(17) مى بخشد  تسريع  را   DRG شده  داده  كشت 
به حال بيشتر مطالعات انجام شده بر روى اين دو پروتيين، در زمينه 
ساختار سه بعدى آنها متمركز گرديده و از طرف ديگر مقايسه بيان 

N-cadherin در طى تمايز  NCAM-L1، NCAM و  آنها با سه ژن 
مورفولوژى  در  آنها  اهميت  ميزان  نشانگر  مى تواند  بن ياخته ها  عصبى 
مطالعه  اين  از  بخشى  باشد،  تمايز  از  حاصل  سلول هاى  عملكرد  و 
يافت.  اختصاص  مذكور  ژن هاى  بيانى  پروفايل  مقايسه  و  بررسى  به 
لازم  شرايط  بهينه سازى  مطالعه  اين  انجام  از  هدف  كلى   طور  به 
بالغ،  موش  مغز  از  عصبى  بن ياخته هاى  كشت  و  جداسازى  جهت 
از  تمايز  از  حاصل  سلول هاى  عصبى  عملكرد  و  مورفولوژى  بررسى 
نظر بيان مقايسه اى سه ژن NCAM ،NCAM-L1 و N-cadherin در 
ژن  دو  بيانى  پروفايل  مقايسه اى  بررسى  نيز  و  كنترل  نمونه  با  مقايسه 
طى  CAM در  خانواده  ژن  سه  به  Ninjurin-2 نسبت  و   Ninjurin-1

است. بوده  عصبى  بن ياخته هاى  تمايز  روند 

مواد و روش ها 
خدمات  و  پزشكي  علوم  دانشگاه  اخلاق  كميته  مصوبه  طرح  اين 

بهداشتي درماني كردستان مي باشد.

جداسازي بن ياخته هاى عصبي از مغز موش بالغ
طرفى  بطن هاي  قدامي  شاخ  طرفى  ديواره  ابتدا 
بافر به  ايران)  پاستور  (موسسه   C57 موش  مغز 

Hank's Buffered Salt Solution (Sigma, USA) (HBSS) حاوي 
0/7 ميلي گرم بر ميلي ليتر هيالورونيك اسيد (Sigma)، 0/2 ميلي گرم بر 
ميلي ليتر كينورنيك اسيد (Sigma)، 1/33 ميلي گرم بر ميلي ليتر تريپسين 
(Sigma) و گلوكز 2 ميلي مولار منتقل شده و به مدت 30 دقيقه در دماي 
37 درجه انكوبه شد. سپس محصول هضم ايجاد شده به مدت 5 دقيقه 
سوكروز   حاوي   HBSS به و  شده  سانتريفيوژ  ثقل  شتاب  برابر  در 200 
0/9 مولار انتقال يافت. سپس سوسپانسيون سلولى به مدت 10 دقيقه در 
750 برابر شتاب ثقل سانتريفيوژ شد. در مرحله بعد سلول ها در 2 ميلي ليتر 
ميلي ليتر  10 سطح  روي  بر  آرامي  به  سپس  و  شده  حل  كشت  محيط 

شدند.  منتقل   BSA (Sigma) حاوي   EBSS (Gibco, USA)
با  و  سانتريفيوژ  دقيقه   7 مدت  به  ثقل  شتاب  برابر   200 در  سلول ها 
داده  شستشو   (DMEM/F12 (Gibco كشت  محيط  از  استفاده 
 20 حاوى  كه  مذكور  كشت  محيط  در  سلول ها  نهايت  در  شدند. 
ميلي ليتر بر  نانوگرم   20  ،EGF (Sigma) ميلي ليتر  در  نانوگرم 

 ،(Sigma) 2 ميلي مولار گلوتامين ،bFGF (Sigma)، B27 (Gibco)
100 واحد بر ميلي ليتر پني سيلين (Gibco) و100 ميكروگرم بر ميلي ليتر 
استرپتومايسين (Gibco) بود، كشت داده شدند (18، 19). پس از يك 
عصبي  (بن ياخته هاى  اوليه  نوروسفيرهاي  بن ياخته ها،  تكثير  اثر  در  هفته 
بعد از جداسازي در حضور فاكتورهاى رشد EGF و bFGF به صورت 
در  مى گويند)  نوروسفير  آنها  به  كه  مى شوند  تكثير  شناوري  توده هاى 
محيط كشت تشكيل شده كه اين نوروسفيرها از طريق پاساژهاي متوالي 

تا پاساژ چهاردهم تكثير يافتند.

القاي تمايز بن ياخته هاى عصبي  به سلول هاى عصبي و گليال
و  عصبي  سلول هاي  به  عصبي  بن ياخته هاى  تمايز  القاي  منظور  به 
-Sig) پلي-ال-ارنيتين با  شده  پوشيده  سلولى  كشت  ظروف  از  گليال، 

جنين  سرم  درصد  يك  همراه  به   DMEM/F12 كشت  محيط  و   (ma
به  پلي-ال-ارنيتين  با  سلولى  كشت  ظروف   .(10) شد  استفاده  گاوى 
غلظت 15 ميكروگرم بر ميلي ليتر پوشانده و به مدت 3 ساعت در زير 
چهارم  پاساژ  در  شده  تشكيل  نوروسفيرهاي  شد.  داده  تيمار   UV نور 
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ميزان  به  پلي-ال-ارنيتين  با  شده  داده  پوشش  سلولى  كشت  ظروف  به 
حدود 50 نوروسفير در هر ظرف منتقل و در محيط كشت حاوي يك 

درصد سرم جنين گاوي به مدت 10 روز كشت داده شدند.

ارزيابى هاي مورفولوژيك و ايمونوسيتوشيمى
فلورسنت معكوس  ميكروسكوپ  از  آزمايش  طول  در 

استفاده  سلول ها  ارزيابي  جهت   (Nikon-TE 300, Japan)
سلول هاى  ايمونوسيتوشيمي،  ارزيابي هاى  انجام  منظور  به  شد. 
دماي  در  دقيقه   10 مدت  به  دهم،  روز  در  تمايز  از  حاصل 
درجه   -20  (Merck, Germany) متانول  از  استفاده  با  اتاق 
مهاركننده بافر  از  شدند.  ثابت  درصد   4 پارافرمالدئيد  يا  سانتى گراد 

 (Phosphate Buffered Saline Tween-20; PBST)
غيراختصاصى  آنتى ژن هاى  مهار  و  سلول ها  نفوذپذيرى  جهت 
حاوى  (Gibco) بافرفسفات  شامل  مذكور  بافر  شد.  استفاده 

Triton X-100 0/2درصد و سرم يك درصد گونه اى از حيوان بوده 
كه آنتى بادى ثانويه از آن تهيه شده بود. آنتي بادي هاي مونوكلونال اوليه

و   NCAM-L1 (Santa Cruz [SC], USA; sc-31032)
 PBST هركدام با رقت 1/100 در محلول NCAM (SC, sc-1507)
حاوى يك درصد سرم به مدت 2 ساعت مورد استفاده قرار گرفتند. 
اتصال  جهت   donkey anti-goat IgG-FITC ثانويه  آنتي بادي  از 
در  ساعت  يك  مدت  به  نهايى 1/500  رقت  با  اوليه  آنتي بادي هاى  به 
دماي اتاق استفاده شد (SC, sc-2024). پس از شست وشوي سلول ها 
با بافر فسفات، از محلول اتيديوم برمايد با رقت نهايى 0/5 ميكروگرم 
بر ميلي ليتر جهت رنگ آميزى مخالف سلول ها استفاده شد (20) و در 
نهايت سلول ها به كمك ميكروسكوپ فلورسانت و فيلترهاى FITC و 

Texaz Red  مطالعه و عكس برداري شدند.

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction ارزيابي
(RT-PCR)

استفاده  مطالعه  مورد  ژن هاي  بيان  تاييد  جهت   RT-PCR از 

 (Plus) RNX) محلول  از  استفاده  با  ابتدا  منظور  اين  براى  شد. 
 (RNX 1ml/106 cells) سلول ها  از  كل  RNAي  سيناژن) 
 DNA با  آلودگى  عدم  از  اطمينان  جهت  و  شد  استخراج 
اطمينان  از  پس  گرفت.  قرار   DNase I معرض  در  ژنوميك، 
الكتروفورز  انجام  با  شده  استخراج  RNAهاى  ازكيفيت  يافتن 
پرايمر از   cDNA تهيه  جهت  اسپكتروفوتومترى،  و  آگارز  ژل 
كيت و   Oligo dT (MWG-Biotech, Germany)

RT (Bioneer, USA) استفاده شد. واكنش RT در حجم نهايي 50 
جهت   PCR واكنش   ،cDNA تهيه  از  پس  گرفت.  انجام  ميكروليتر 
 20 نهايي  حجم  در   PCR واكنش  شد.  انجام  نظر  مورد  قطعه  تكثير 
 DNA بر  علاوه  مذكور  حجم  تهيه  جهت  و  شد  انجام  ميكروليتر 
و  استريل  مقطر  آب   ،PCR كيت  از   (RT واكنش  (محصول  الگو 
پرايمرهاي بالا دست و پايين دست، طراحى شده توسط نرم افزار

Genrunner (Version 3.02; Hastings Software Inc.)
با مشخصات مورد اشاره در جدول 1 استفاده شد. پس از آماده ساختن 
حجم مورد نظر جهت انجام واكنش، واكنش PCR با شرايط تقليب 
(Denaturation) 45 ثانيه در دماي 94 درجه سانتي گراد، پيوند زنى 
(Annealing) 45 ثانيه در دماي63-59 درجه سانتي گراد (بر اساس 
درجه   72 دماي  در  دقيقه  يك   (Extention) توسعه  و  پرايمر)  نوع 
مدت  به  توسعه  دور  يك  و  دور   35 تعداد  گرفت.  انجام  سانتي گراد 
عنوان  به  PCRها  تمامى  براى  سانتي گراد  درجه   72 در  دقيقه  پنج 
و   RT واكنش  دو  هر  انجام  جهت  شد.  گرفته  نظر  در  واكنش  اتمام 
استفاده   (Eppendorf, Germany) ماسترسايكلر  دستگاه  از   PCR
شد. ژن Mouse Beta-2microglobulin (و (β2M) به عنوان يك ژن

قرار  استفاده  مورد  داخلي  كنترل  جهت   ،House Keeping
گرفت. 

بعد از اتمام واكنش 8 ميكروليتر از محصول واكنش PCR در حضور 
جدا  درصد  يك  آگارز  ژل  الكتروفورز  توسط  نردبانى  ماركر   DNA
ترانس  دستگاه  با  نهايت  در  و  شد  رويت  قابل  برومايد  اتيديوم  با  و 

لوميناتور UV (UviDoc, UK) مورد ارزيابى قرار گرفت.

RT-PCR مورد مطالعه در روش (R) و پايين دست (F) جدول 1: اسامى ژن ها و توالى هاى مربوط به پرايمرهاى بالا دست

پرايمر دماىتوالي 
(C°) پيوندزنى 

اندازه
(bp)

كد بانك ژن 
(GenBank Code)

نام ژن

F: 5′-TGTCATCACGGAACAGTCTC-3′59418NM-008478NCAM-L1

R: 5′-CTTGCTGTTCATCCAGTAGATC-3′

F: 5′-TGTCCTTACTGTTGCTGCAG-3′61664NM-007664N-cadherin

R: 5′-GGGAACTTCATAGATACCAGC-3′

F: 5′-AACACAAAGGCCGAGATGTC-3′63679NM-010875NCAM

R: 5′-TACTGGATGCTCTTCAGGGTC-3′

F: 5′-GAGAGCATGCTGGACATCG-3′ 62656NM-013610Ninjurin-1

R: 5′-TCCTTCTGGAATGTCCTGAG-3′

F: 5′-CAGACCGAGAAACCATCCAC-3′63653NM-016718Ninjurin-2

R: 5′-AGACCGAGTTACTGCTTGCTG-3′

F: 5′-TGACCGGCCTGTATGCTATC-3′ 63316NM-009735Mouse β2M

R: 5′-CACATGTCTCGATCCCAGTAG-3′
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از  نظر،  مورد  ژن هاى  بيان  كمى  نيمه  سنجش  جهت 
پليمراز  زنجيره اى  واكنش  هر  در   22 و   20  ،18 دورهاى 
از  واكنش ها  تا  شده  جداسازى  محصول  از  مشخصى  ميزان 
پس  باشند.  نمايى  فاز  در  و  اشباع  فاز  از  قبل  كينتيكى  لحاظ 
عكس بردارى  سيستم  توسط  محصولات  باندهاى  اينكه  از 
گرديد،  منتقل  كامپيوتر  به  تصاوير  و  شدند  ارزيابى   UviDoc

نرم افزار از  استفاده  با  نمونه ها  از  يك  هر  به  مربوط  باندهاى 
 (V2.6, Kapelan, Germany) و  LabImage Software
نسبت  ژن  هر  براى  آمده  دست  به  مقدار  شد.  آناليز  و  دانسيتومترى 
ثابت،  بيان  فرض  با  و   House Keeping ژن  عنوان  به   β2M ژن  به 
ميانگين  و  گرديد  محاسبه  آمده  دست  به  مقادير  نرماليزاسيون  جهت 

دورهاي 18، 20 و 22 گزارش شد. 

 .A-B .شكل 1: مورفولوژى نوروسفيرهاى توليد شده از بن ياخته هاى جداسازى شده از مغز موش بالغ و سلول هاى حاصل از القاى تمايز عصبى آنها 
تصاوير ميكروسكوپ نورى از مورفولوژى نوروسفير هاى اوليه در شرايط آزمايشگاهى. اين توده هاى سلولى بعد از گذشت 7 روز در محيط كشت 
مخصوص بن ياخته هاى عصبى و فاكتورهاى رشد EGF و bFGF شكل گرفتند. A. نوروسفير اوليه حاصل از تكثير بن ياخته هاى جداسازى شده و كشت 
آنها به مدت 7 روز. B. نمايى از نوروسفيرهاى اوليه تشكيل در محيط كشت. C-D. نمايى از نوروسفيرهاى ثانويه تشكيل شده. نوروسفيرهاى اوليه 
مشابه،  رشد  فاكتورهاى  مجاورت  در  كشت  و  منفرد  سلول هاى  به  اوليه  نوروسفيرهاى  تقسيم  با  گرفتند.  قرار  پاساژ  اولين  معرض  در  تشكيل  از  پس 
نوروسفيرهاى ثانويه پديد آمدند. E-F. نوروسفيرها دو روز بعد از القاى تمايز عصبى. به سلول هاى شبه عصبى در حاشيه  بعد از حدود يك هفته 
نوروسفيرها توجه كنيد. G-H. بعد از گذشت چهار روز از القاى تمايز عصبى اجسام سلولى و زوايد شبه اكسونى آنها كاملا مشخص مى شوند. I-J. روز 
هفتم بعد از القاى تمايز عصبى. در تصوير I زوايد شبه عصبى يك سلول تمايز يافته به وضوح مشخص است. در تصوير J به اتصالات سلولى توجه 

كنيد. نوروسفيرهاى استفاده شده در تمايز همگى در مرحله پاساژ چهارم بودند.
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شده  ارزيابى  نمونه ها  سلولى،  آزمايش هاى  مستقل  تكرار  سه  از 
هم  با  مختلف  نمونه هاى  براى  ژن ها  بيان  مقادير  آمارى  بررسى  با  و 

شدند. مقايسه 

روش آمارى
تست  از  استفاده  و   SPSS 14 نرم افزار  با  آمده  دست  به  نتايج 
آمارى آناليز واريانس يك طرفه در سطح p ≤ 0/05 به عنوان سطح 
معنى دار بررسى شد. همچنين داده هاى كمى به صورت ميانگين ±  

انحراف معيار گزارش گرديد.

يافته ها 
جداسازى  بن ياخته هاى  كه  داد  نشان  آمده  دست  به  نتايج 
 EGF و   bFGF رشد  فاكتور  حاوى  و  سرم  فاقد  محيط  در  شده 
هفته،  يك  حدود  گذشت  از  پس  و  كرده  رشد  معلق  صورت  به 
پاساژ  از  بعد   .(1  A, B (شكل  مي دهند  تشكيل  اوليه  نوروسفيرهاى 
شدند  تشكيل   (1  C, D (شكل  ثانويه  نوروسفيرهاى  سلول ها،  اين 

كرد.  پيدا  ادامه   14 پاساژ  تا  كار  اين  و 
بيان  بررسى  طريق  از  شده  جداسازى  بن ياخته هاى  بنيادى  ماهيت 

چند ژن خودبازسازى و نيز ژن نستين تاييد گرديد (21). 

و  NCAM ،NCAM-L1 ،N-cadherin ،Ninjurin-1 ژن هاى  بيان  الگوى  مقايسه اى  بررسى   :2 شكل 
نتايج  به  مربوط  بالا  تصوير  آنها.  عصبى  تمايز  القاى  از  حاصل  سلول هاى  و  عصبى  بن ياخته هاى  در   Ninjurin-2
حاصل از واكنش پليمراز زنجيره اى است. RNA كل از بن ياخته هاى عصبى و سلول هاى حاصل از القاى تمايز عصبى 
آنها در زمان هاى نشان داده شده بعد از القاى تمايز عصبى در معرض واكنش رونويسى معكوس و پليمراز زنجيره اى 
قبل  بن ياخته ها  به  مربوط  صفر  روز  شد.  گرفته  نظر  در  روز  ده  عصبى  بن ياخته هاى  تمايز  زمان  مدت  گرفتند.  قرار 
حاوى  نمونه  منفى  كنترل  و  بالغ  موش  مغز  بافت  از  شده  استخراج   RNA مثبت  كنترل  است.  عصبى  تمايز  القاى  از 
 RNA CCE در نظر گرفته شد. تصوير پايين مربوط به بررسى نمونه هاى  RNA بن ياخته هاى جنينى تمايز نيافته 
استخراج شده بر روى ژل آگارز مى باشد. همان طور كه مشخص است باندهاى 28S و 18S واضح بوده و نمونه ها 
از اسمير كمى برخوردارند كه نشان دهنده سالم بودن نمونه هاى RNA مى باشد. كنترل مثبت مانند شكل بالا و كنترل 

منفى نمونه حاوى آب تيمار شده با DEPC است.
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زمان هاي بعد از تمايز
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ر
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Ninjurin-1 (656 bp)

Ninjurin-2 (653 bp)

B2M (316 bp)

كل RNA استخراج شده

وز 0
ر

وز 1
ر

وز 2
ر

وز 3
ر

وز 5
ر

وز 7
ر

وز 10
ر

C + C -Ladder

1500 bp

28S rRNA

18S rRNA
1000 bp



كشت  ظروف  به  عصبى  بن ياخته هاى  انتقال  از  بعد  روز  يك 
آغشته به پلى-ال-ارنيتين، به منظور القاي تمايز عصبى آنها، سلول ها 
سلول هاى  به  تدريج  به  و  نموده  ظرف  كف  به  چسبيدن  به  شروع 
تراكم  و  تعداد  بر  آزمايش  پايان  تا  و  كردند  پيدا  تمايز  عصبى  شبه 

 .(1 E-J شكل) سلول هاى مذكور افزوده شد
ژن هاى بيان  نحوه   RT-PCR بررسى هاى  همچنين 
و  NCAM-L1 ،NCAM ،N-cadherin ،Ninjurin-1

داخلى  كنترل  عنوان  به   β2M ژن  بيان  حضور  در  را   Ninjurin-2
تمايز  از  حاصل  عصبى  شبه  سلول هاى  و  عصبى  بن ياخته هاى  در 

 .(3  ،2 (شكل هاى  داد  نشان  آنها 

عصبى تمايز  القاى  از  روز  يك  گذشت  از  پس  ژن  پنج  هر  بيان 
ژن سه  بيان  بود.  تشخيص  قابل   (p≤0/05) معنى دار  صورت  به 
و  شد  بيشتر  زمان  گذشت  با   N-cadherin و   NCAM-L1 ،NCAM
ژن  سه  همچون   Ninjurin-1 رسيد.  حداكثر  به  هفتم  تا  پنجم  روز  در 
بيان  افزايش  زمان  گذشت  با   N-cadherin و   NCAM-L1 ،NCAM
صورت  به  و  داشت  متفاوتى  بيانى  الگوى   Ninjurin-2 داد.  نشان  را 
معنى دار (p≤0/05) نسبت به چهار ژن ديگر از روز اول به صورت ثابت 
بيان شد. از آنجا كه تفاوت قابل دركى در بيان ژن ها بين روز 7 و روز 
10 بعد از القاى تمايز عصبى شناسايى نشد(p≤0/05)، روز 7 روز پايانى 

تمايز انتخاب شد.

 Ninjurin-2 و NCAM-L1، NCAM، N-cadherin، Ninjurin-1 شكل 3: هيستوگرام هاى مقايسه اى بيان ژن هاى
نسبت به ژن β2M در بن ياخته هاى عصبى و سلول هاى حاصل از القاى تمايز عصبى آنها. هر آزمايش سه مرتبه 
هر  در  ژن  هر  بيان  ميزان  شد.  اندازه گيرى   LabImage نرم افزار  توسط  باند  هر  نور  شدت  كميت  و  گرديد  تكرار 
يك از زمان هاى نشان داده شده به صورت نسبت بيان ژن مورد نظر به ژن β2M نرمال گرديد. هر آزمايش نشان 
صورت به  نتايج  است.   و 22  دورهاى 18، 20  در  داخلى  كنترل  ژن  به  نظر  مورد  ژن  بيان  نسبت  ميانگين  دهنده 

ميانگين ± انحراف معيار و p≤0/05 نشان داده شده است.
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بيان  مغز،  بن ياخته هاى  در  عصبى  تمايز  القاى  تاييد  جهت  در 
از  حاصل  سلول هاى  سطح  در   NCAM و   NCAM-L1 ژن هاى 
گرفت  قرار  ارزيابى  مورد  ايمونوسيتوشيمى  تكنيك  توسط  تمايز 
بوده  مثبت  كنترل،  نمونه  با  مقايسه  در  شده  انجام  ارزيابى  نتايج  كه 

است (شكل 4).

بحث
مى شوند  تعريف  سلول هايى  عنوان  به  عصبى  بن ياخته هاى 
تبديل  توانايى  و  بوده  نامتقارن  و  متقارن  تقسيم  به  قادر  كه 
مركزي  عصبي  سيستم  در  موجود  اصلى  سلول  نوع  سه  به 
آستروسيت ها  (نورون ها،   (Central Nervous System; CNS)

ويژگى هاى  تعيين   .(23 ،22) مي باشند  دارا  را  اوليگودندروسيت ها)  و 
سلولي و مولكولى اين سلول ها در هر دو حالت In vitro و In vivo، چه 
از نظر زيست شناسى بن ياخته ها و چه از نظر كاربردهاى پزشكى داراي 
اهميت زيادي است. رينولدز و همكارانش (3) براى اولين بار احتمال 
حضور بن ياخته هاى عصبى را در بطن هاى طرفى مغز اعلام كردند. از 
آن به بعد گروه هاى زيادى در جهت تاييد اين موضوع اقدام كردند و 
نتايج مشابهى را گزارش كردند (19). نتايج مطالعه ما نيز نشان داد كه 
لذا  است.  بوده  نوروسفير  ايجاد  توانايى  با  سلول هايى  حاوى  ناحيه  اين 
حاوى  مى تواند  قدامى  شاخ هاى  طرفى  ديواره  ناحيه  كه  موضوع  اين 

بن ياخته هاى عصبى باشد، مورد تاييد قرار گرفت.
از  شده  جدا  بن ياخته هاى  در  عصبى  تمايز  القاى  از  حاصل  نتايج   

شكل 4: بررسى ايمونوسيتوشيمى ژن هاى NCAM-L1 و NCAM در سطح سلول هاى حاصل از القاى تمايز عصبى 
واكنش  نتيجه  بودن  مثبت  دهنده  نشان  ترتيب  به  سبز  نور   D و   A قسمت هاى  در  موش.  مغز  بن ياخته هاى  در 
ايمونوفلورسنس در مورد آنتى ژن هاى NCAM-L1 و NCAM است. قسمت هاى B و E به عنوان كنترل منفى و فاقد 
آنتى بادى هاى اوليه بوده و تنها رنگ هسته سلول ها را كه با اتيديوم برمايد تيمار شده اند نشان مى دهند. تصاوير 

C و F مربوط به نمونه هاى كنترل منفى فاقد آنتى بادى هاى اوليه و محلول اتيديوم برمايد مى باشند.
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بن ياخته ها  اين  ظرفيتى  چند  خاصيت  از  نشانه اى  مغز  طرفى  بطن هاى 
بود. هنگامى كه اين سلول ها در شرايط القاى تمايز عصبى قرار گرفتند، 
توليد  گليالى  شبه  و  نورونى  شبه  سلول هاى  روز،  اولين  گذشت  با 
عصبى  ياخته هاى  بن  كه  كرد  تاييد  را  موضوع  اين  نتايج  اين  كردند. 
عصبى  سيستم  ويژه  شرايط  در  كه  هستند  بافتى  ويژه  بن ياخته هاى  از 
سلولى  چسبنده  مولكول هاى  مى كنند.  ايجاد  را  سيستم  اين  سلول هاى 
نقش بسياري در بقا و ترميم سيستم عصبى مركزى و محيطى ايفا مى كنند 
(13). مطالعه ما نشان داد كه طى فرايند تمايز بن ياخته هاى عصبى، بيان 
سه ژن NCAM-L1، N-cadherin و NCAM از خانواده ملكول هاى 
چسبنده سلولى و موثر در مورفولوژى و عملكرد سلول هاى عصبى، در 
مقايسه با نمونه كنترل افزايش مى يابد. در تكميل نتايج به دست آمده 
از مطالعات قبلى ، بيان اين سه ژن در سلول هاى حاصل از القاى تمايز 
باشد  سلولى  سيناپس  صحيح  شكل گيرى  از  حاكى  مى تواند  عصبى 
(15-11). مطالعات نشان مى دهد كه به منظور عملكرد كامل سيناپس، 
بيان SynCAM ،Protocadherinها و Integrinها نيز لازم است كه 
القاى تمايز  نگرديد (11). بعد از  مطالعه بررسى  آنها در اين  البته بيان 
ملاحظه اى  قابل  افزايش   NCAM و   NCAM-L1 ژن  دو  بيان  عصبى، 
پيدا كرد به طورى كه در روز هفتم به حداكثر مقدار خود رسيد. بيان

N-cadherin در روز اول به صورت ضعيف آغاز شد و در روز پنجم 
به حداكثر ميزان خود رسيد. با مرورى بر مطالعات انجام شده تا كنون، 
گزارشى مبنى بر چگونگى تغيير بيان اين سه ژن در طى روند تمايزى 

بن ياخته هاى عصبى جهت مقايسه يافت نشد.
مطالعات گذشته نشان داده است كه زمان لازم براى تمايز كامل 
اساس  بر  مغز  طرفى  بطن هاى  از  شده  جداسازى  بن ياخته هاى  عصبى 
نشان  ما  نتايج   .(24) است  متغير  استفاده  مورد  رشد  فاكتورهاى  نوع 
تمايز  القاى  از  بعد  تا 10   7 روزهاى  بين  مذكور  ژن  سه  بيان  كه  داد 
عصبى، تغيير نمى كند. اين نتيجه مى تواند بيانگر پايان روند تمايز در 

روز هفتم باشد.
 NCAM-L1،N-cadherin از الگوى بيانى ژن هاى Ninjurin1 ژن
و NCAM تبعيت كرد به طورى كه بيان آن در روز اول آغاز شد و در 
روز هفتم به حداكثر رسيد، هرچند كه بيان آن در روزسوم از سه ژن 
قبل كمتر بود. اين يافته مى تواند بيانگر اهميت اين ژن، همانند ژن هاى 
عملكرد  و  مورفولوژى  در   NCAM و   NCAM-L1 ،N-cadherin
سلول هاى عصبى باشد. از طرف ديگر، در زمان هاي مورد بررسي ژن 

Ninjurin-2 نسبت به ژن Ninjurin-1 از جهت ميزان تغيير بيان، الگوي 
بياني متفاوتي از خود نشان داده است. اين ژن در روز اول شروع به بيان 
بيانگر آن است  نتيجه  اين  ماند.  باقى  ثابت  دهم  بيان آن تا روز  كرد و 
هرچند  باشند،  متفاوت  عملكردى  نظر  از  است  ممكن  ژن  دو  اين  كه 
آنها از نظر ساختار سه بعدى قسمت عبور كننده از  محصول پروتيينى 
مى باشد  مشابه  زيادى  حد  تا   ،(Transmembrane) پلاسمايى  غشاى 
تمايز  روند  طى  در  ژن  دو  اين  بيان  نحوه  بر  مبنى  گزارشى   .(17 ،16)
بن ياخته هاى عصبى و حتى غير عصبى يافت نشد. از آنجايى كه اين دو 
ژن بيشتر در بافت هاى عصبى محيطى مطالعه شده اند و بيشتر مطالعات بر 
روى ساختار پروتيين هاى حاصل از بيان آنها صورت گرفته است (16، 
17)، نتايج حاصل از اين پژوهش مى تواند شروع مناسبى جهت مطالعه 
در  CAMها  خانواده  ديگر  اعضاى  به  نسبت  ژن  دو  اين  نقش  روى  بر 

چگونگى مورفولوژى و عملكرد سلول هاى عصبى باشد.

نتيجه گيرى
شامل   بالغ  موش  مغز  طرفى  بطن هاى  قدامى  شاخ  طرفى  ديواره 
و  نوروسفير  توليد  قابليت  آزمايشگاه  در  كه  است  بن ياخته  نوعى 
سلول هاى شبه عصبى را دارد. سلول هاى شبه عصبى تمايز يافته از اين 
-N-cadher و   NCAM ،NCAM-L1 ژن سه  بيان  به  قادر  بن ياخته ها 
ژن مى باشند.  عصبى  سيناپس  تشكيل  صحت  از  نشانه اى  عنوان  به   in

عملكرد  و  مورفولوژى  در  آن  تاثير  نظر  از  است  ممكن   Ninurin-1
سلول هاى عصبى مشابه سه ژن قبلى باشد اما ژن Ninjurin-2 هرچند به 
لحاظ ساختارى متشابه ژن Ninjurin-1 است اما به احتمال زياد تاثير آن 
بر روى عملكرد سلول هاى عصبى با ساير ژن هاى مورد مطالعه متفاوت 
سلول هاى  عملكردى  و  مورفولوژيكى  بيشتر  خصوصيات  تعيين  است. 
مى تواند  شده  جداسازى  بن ياخته هاى  عصبى  تمايز  القاى  از  حاصل 
نويد بخش كاربردهاى درمانى اين بن ياخته ها در آينده باشد. همچنين 
تعيين ساير خصوصيات ژن هاى Ninjurin-1 و Ninjurin-2 مى تواند به 

مشخص شدن نقش آنها در سيستم عصبى بيشتر كمك كند.

تقدير و تشكر
كردستان  پزشكى  علوم  دانشگاه  توسط  مطالعه  اين  انجام  هزينه 
قدردانى  بدين وسيله  كه  است  شده  تامين  مدرس  تربيت  دانشگاه  و 

مى شود.
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