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  چکیده
را به عنوان عامل تنظیم  باشد که آننوروتروفیک متعددي می حاوي فاکتورهاي رشد و )CSF(نخاعی -مایع مغزي :سابقه و هدف

استفاده می گردند،  invitroکه به عنوان مدل تمایز نورونی در  PC12هاي سلول. سازدو تکثیر سلولی مطرح می neurogenesis کننده
 .سمپاتیک تمایزمی یابند هاي شبهبه نورون GDNFو  NGF ،FGF ،EGFدر پاسخ به 

در محیط  PC12هاي سلول .گرفته شد) 20تا  17بین روزهاي ( ratهاي جنین Cisterna magnaاز ناحیه  CSF : یسروش برر 
RPM-1640  باFBS 10 توانایی حیات و تکثیر سلولی توسط تست . کشت شدند درصدMTT بیان مارکرهاي تمایز . اندازه گیري شد

  .ایمونوسیتوشیمی بررسی شد توسط) β-III tubulinو  MAP-2( عصبی
کنترل  گروهدر حالی که در  ،بیان شدند  E19و E17جنینی CSFهاي حاويدر گروهβ-III tubulin و   MAP-2هايپروتئین :یافته ها

مقایسه با  در E18ی جنینCSF هاي کشت شده در محیط حاويداري در سلولطور معنیه توانایی حیات و تکثیر سلولی ب. بیان نشدند
  .هاي محیط کنترل افزایش یافتسلول

را در تمایز نورونی آشکار  CSFباشد که نقش فاکتورهاي نوروتروفیک نتایج این تحقیق در راستاي مطالعات قبلی می :گیرينتیجه
 .دهیماکتورهاي رشد آن نسبت میي آن به ویژه فامحتورا به  CSFبه القاي  PC12هاي تمایزعصبی سلول ،ما در این تحقیق. سازدمی

  .، تمایز نورونیPC12هاي مایع مغزي نخاعی، سلول :واژگان کلیدي
  

  1مقدمه
ــزي  ــایع مغ ــاعی -م ــه  (Cerebrospinal Fluid: CSF) نخ ب

طورعمده توسط شبکه کوروئید که یک سـاختاراپی تلیـالی بـا    
این مایع کـه از مراحـل   . گرددباشد، ترشح میعروق فراوان می

ولیه رشدونمو لوله عصبی تا مغز بـالغ در سیسـتم عصـبی بـه     ا
هاي چهار بطن( گردد، فضاي داخلی مغزشکل دائمی ترشح می

را ) ايفضاي زیرعنکبوتیه(و فضاي اطراف سیستم عصبی ) گانه
                                                

  حمد نبیونی، دکتر مدانشکده علوم پایه، دانشگاه تربیت معلمتهران، : آدرس نویسنده مسئول
)email: nabiuni@tmu.ac.ir  (  

  14/6/1389: ریافت مقالهتاریخ د
  27/1/1390: تاریخ پذیرش مقاله

با توجه به اینکه مغز فاقـد سیسـتم لنفاتیـک    ). 1( نمایدپر می
را بـه  نخـاعی   -زيمایع مغ ـ، مطالعات ابتدایی فقط )2(باشدمی

این  بیشتر نمود وعنوان جایگزینی براي این سیستم مطرح می
در سیسـتم  نخـاعی   -مـایع مغـزي  نقـش   ها با تاکید بربررسی

). 3(گرفت هاي مکانیکی و حفاظتی  صورت میعصبی از جنبه
این در حالی است که مطالعات اخیـر درایـن زمینـه بـه شـکل      

طی روند تکـوین  نخاعی  -زيمایع مغبارزي بر تغییرات و نقش 
از جمله ایـن  ). 4( نمایندتاکید می  و رشد ونمو سیستم عصبی

اشاره  in vitroهاي توان به نتایج حاصله از بررسیمطالعات می
نخـاعی جنینـی    -مایع مغزيدهند نمود که به خوبی نشان می

مهـاجرت   به عنوان یک مایع غنی از پروتئین در تکثیر، تمایز و
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ساز عصبی طـی فراینـد رشـدونمو مغـز نقـش      پیش هايسلول

قابـل ذکـر اسـت کـه مطالعـات      ). 5( نمایـد پررنگی را ایفا مـی 
 Hydrocephalus Texas (H-TX)هـاي  صورت گرفته بـرروي رت 

تواند خود نخاعی می -مایع مغزينماید که محتویات اثبات می
کـه ایـن    به تنهایی عامل توقف رشدونمو سیستم عصبی گردد

 د از طریق متوقف شـدن تقسـیم سـلولی درمغـز صـورت      فراین
  ).6-8(گیرد می

اخته ها توسط شبکه کوروئید سمقادیر بالایی از برخی پروتئین
د کـه از  ن ـگردجنینی ترشح می نخاعی -مایع مغزيو به داخل 

تـــوان بـــه فاکتورهـــاي رشـــدي همچـــون آن جملـــه مـــی
transforming growth factor β (TGF-β) ،nerve growth 

factor (NGF) ،insulin growth factor (IGF) ،
neurotrophin 3 (NF-3) ،brain derived neurotrophic 

factor (BDNF)  با توجه به مقادیر بـالاي  ). 9-11(اشاره نمود
جنینی و تغییرات نخاعی  -مایع مغزياین فاکتورهاي رشد در 

نمـو   و رشـد  ها در روزهاي حساسدار میزان این پروتئینمعنی
به عنوان مثال طی روزهـایی کـه بـه عنـوان دوره زمـانی      ، مغز

نقش رشد ونمـوي   ،شوندشناخته می) E18و E17( نوروژنزیس
را به حضور و عملکرد این فاکتورها نسبت  نخاعی -مایع مغزي

بـا منشـا تومـور فـوق کلیـوي       PC12هاي سلول .)6( دهندمی
Pheochromocytoma اثیر برخـی  تحـت ت ـ  و، )12(باشـند  می

 و NGF، b-FGF، EGF،  TGF-α فاکتورهـــاي رشـــد اعـــم از
GDNF )16-13 (هاي شبه سمپاتیک را به نورون توانایی تمایز

 PC12هاي این خصوصیات منحصر به فرد سلول. دارا می باشند
است که آنها را به عنوان مـدلی مناسـب بـراي بررسـی تمـایز      

ص درسیستم عصبی هاي مرتبط با نقنورونی و همچنین بیماري
مـایع  عملکـرد   با توجه به این نکته که نقش و. سازدمطرح می

نمـو   نخاعی جنینـی در طـی فراینـد تکـوین و رشـد و      -مغزي
 سیستم عصبی هنوز به شکل دقیق وکامل بررسی نگردیده است

 معدودي در زمینه تمایز نورونی و in vitroمطالعات از طرفی  و
در ایـن تحقیـق تـوان     ،سـت حتی تمایز عصبی صورت گرفته ا

 ratهـاي  جنین روزهاي مختلف از نخاعی -مایع مغزيتمایزي 
بررســی و همچنــین  PC12نـژاد ویســتار بــر روي رده ســلولی  

ها تحـت  این سلول يتکثیري و میزان بقا اي بین رفتارمقایسه
  .نخاعی روزهاي مختلف انجام گردید -مایع مغزيتاثیر 

ه در زمینه نقش رشدونموي مایع هاي انجام شدبا توجه بررسی
تـوان عنـوان نمـود کـه ایـن      نخاعی در دهه اخیـر مـی   -مغزي

مطالعات بر نقش فاکتورهاي رشد و نوروتروفیـک آن در رشـد   
در ایـن تحقیـق سـعی شـده     . نمو سیستم عصبی تاکید دارنـد 

 -است که با تایید  نقش این فاکتورهاي حیاتی در مایع مغـزي 

بـر نقـش    ،PC12ز نورونی سـلول هـاي   نخاعی در تکثیر و تمای
این مایع فیزیولوژیک در تمایز نورونی تاکیـد گـردد، زیـرا کـه     
مقالات و مطالعات در این زمینـه و بـه ویـژه در زمینـه تمـایز      

 inو همچنین در محـیط  ) in vivo(نورونی در سیستم عصبی 

vitro در این  تحقیـق سـعی شـده بـا     . باشندکم و محدود می
ها مدلی نخاعی در این سلول -تمایزي مایع مغزيبررسی توان 

. فراهم گردد in vitroمناسب جهت مطالعات تمایزي درمحیط 
ما امیدواریم که این بررسی بتواند به ادامه مسـیر بحـث نقـش    

نخــاعی جنینــی در تمــایز عصــبی  -رشــدونموي مــایع مغــزي
     .سیستم عصبی کمک نماید

  
  مواد و روشها

در روزهـاي   Ratهـاي  از جنین نخاعی -مایع مغزيجمع آوري 
 -مـایع مغـزي   .صـورت گرفـت   )E17-E20(جنینـی مشـخص   

ایـن    cisterna magnaتوسط پیپـت پاسـتور از ناحیـه     نخاعی
از این مایع آوري شده مقادیر جمع .ها جمع آوري گردیدجنین

پــس از  هــاي اســتریل منتقــل شــد وبــه داخــل میکروتیــوب
 -80مایع رویی به دمـاي  rpm 14000سانتریفوژ نمودن با دور 

از هر جنین بسته بـه سـن آن   . منتقل گردیدگراد درجه سانتی
 میکرولیتـر  5-50توان به طور متوسـط حـدود   این روش می اب

بـه منظـور جمـع    . آوري نمـود جمع نخاعی -مایع مغزينمونه 
 100از حـدود   ،نخـاعی جنینـی   -هاي مایع مغـزي آوري نمونه

بـه منظـور    ،در ادامـه تحقیـق  . ه گردیدرت مادر حامله استفاد
مـایع  ) v/v(درصـد   25و  10، 7هـاي  ها از نسـبت کشت سلول

. نخاعی جنینی نسبت به محیط کشت استفاده گردیـد  -مغزي
هاي متفـاوت، تعیـین نسـبت مـوثر     دلیل استفاده از این نسبت

باشـد و  ها مـی نخاعی در تمایز و تکثیر این سلول -مایع مغزي
ها بر حسب مطالعات قبلی کـه بـر   نکه این نسبتدلیل دیگر ای

 .انتخاب گردید ،ه بودنخاعی انجام شد -روي مایع مغزي
 -مایع مغـزي هاي گیري محتوي پروتئین کل نمونهبراي اندازه

تـرین  کـه یکـی از دقیـق   جنینی رت از روش بردفـورد   نخاعی
در . باشد استفاده شـد گیري میزان پروتئین میهاي اندازهروش

اسـتفاده   G-250ش بردفورد از رنگ کوماسـی برلیانـت بلـو    رو
شود کـه مـاکزیمم   اتصال رنگ به پروتئین موجب می. شودمی

) رنـگ آبـی  (نانومتر  595به ) رنگ قرمز(نانومتر  465جذب از 
  . تغییر یابد

هــایی ابتــدا بــراي رســم نمــودار اســتاندارد بردفــورد، محلــول 
ــت  ــا غلظـ ــی بـ ــاي پروتئینـ  1000و  750، 500، 250، 0هـ

 Bovineز در ایـن مطالعـه ا   .میکروگرم در  لیتـر تهیـه شـدند   
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Serum Albumin (BSA)  به عنوان پروتئین استاندارد استفاده
لیتـر معـرف بردفـورد    میلـی  5هاي آزمایش در لوله سپس. شد
)]01/0% Brilliant Blue G-250(Merck)  Coomassie ،5% 

ریخته شـد و بـه هـر    )] %85اسید فسفریک  %10، %95اتانول 
 BSA (Sigma)هاي اسـتاندارد  میکرولیتر از محلول 100کدام 

دقیقـه   60-5پس از طی مدت زمـان   .تهیه شده اضافه گردید
اي ریخته و پس از هاي شیشههاي تهیه شده را در کووتنمونه

در ( Blankصفر نمودن دستگاه اسـپکتروفتومتر توسـط نمونـه    
هـا در  جـذب نمونـه  ) ده گردیـد این تحقیق از آب مقطر اسـتفا 

هـاي  با استفاده از جـذب . نانومتر سنجیده شد 595طول موج 
در  BSAمیکروگـرم   1000تـا   0هـاي  دست آمده ازغلظـت ه ب

بـراي تعیـین مقـدار    . گردیـد لیتر منحنی استاندارد رسـم  میلی
میکرولیتر از مایع  100نخاعی مورد نظر،  -پروتئین مایع مغزي

شد و پـس  لیتر معرف بردفورد اضافه میلی 5نخاعی به  -مغزي
جـذب    Blankاز صفر نمـودن اسـپکتروفتومتر توسـط نمونـه     

نخـاعی   -مـایع مغـزي  هـاي حـاوي محلـول بردفـورد و     کووت
 595با توجه به جذب محلـول بدسـت آمـده در    . سنجیده شد

 -نانومتر و منحنی استاندارد، غلظت پـروتئین در مـایع مغـزي   
گیـري  نتایج بـه دسـت آمـده از انـدازه    . نخاعی محاسبه گردید

-Kruskalمحتوي کل پروتئین در این تحقیق به روش آمـاري  

Wallis بررسی گردید.  
ــلولی  ــلول ،PC12رده س ــدود  س ــا قطرح ــرد ب ــایی گ  6-14 ه

چسبندگی  و دنباشساعت می doubling time 48با میکرومتر 
در  هـا ایـن سـلول  . اسـت به سطح در این رده سـلولی ضـعیف   

 Fetal Bovine Serum(FBS)همـراه بـا    RPMI-1640 محیط

(Gibco- invitrogen, UK)  محیط کشت، پنی% 10به نسبت-
بـه   و استرپتومایسـین لیتر واحد در میلی 100به میزان  سیلین

 (Gibco- invitrogen, UK)  لیتـر گـرم در میلــی میلـی  100
. کشـت داده شـدند  % CO2 5 وگـراد  درجه سانتی 37 دردماي

هـا در  بررسی میزان بقاي سـلولی و القـاي تمـایز، سـلول    براي 
 40000 تعـداد  لایـزین بـا  دياي حاوي پلیخانه 96هاي پلیت

سـاعت تعـویض    24پـس از  . کشت شـدند لیتر سلول در میلی
بدین نحو که محـیط کشـت قبلـی بـا      ،محیط کشت انجام شد

 نخـاعی  -مـایع مغـزي  و درصـد   FBS  1محیط القایی حـاوي  
بـه  درصـد   25و  10، 7 هـاي ینی مختلف به نسبتروزهاي جن

ها براي بررسی ایمنوسیتوشیمیایی سلول. ها اضافه گردیدسلول
روزهـاي   نخـاعی  -مـایع مغـزي  به مدت یک هفته تحت تاثیر 

ــی  ــد  E17-E20جنین ــرار گرفتن ــه    .ق ــت ک ــر اس ــه ذک لازم ب
هـاي کنتـرل   براي تمایز نمونـه  b-FGF(10ng/ml) (Sigma)از

   .ه گردیدمثبت استفاد

خانـه حـاوي    24هـاي  کشت شده در پلیـت  PC12هاي سلول
مـورد بررسـی    X400 نمـایی با بـزرگ ) Merck(لایزین ديپلی

تـرین اسـتطاله عصـبی درهـر سـلول      طول بزرگ. قرار گرفتند
PC12 هـاي عصـبی کـه    گیري شد، به نحوي که استطالهاندازه

مـورد   ،نـد بود PC12هـاي  تر از قطـر سـلول  هم اندازه یا بزرگ
گیـري طـول زوائـد عصـبی در ایـن      اندازه. بررسی قرار گرفتند

نتـایج  . صورت گرفت 1.43u  Image Jها توسط نرم افزارسلول
هاي نورونی به روش گیري طول استطالهبه دست آمده از اندازه
One-way ANOVA بررسی گردید. 

رده سلولی ، )viability  assay( ارزیابی میزان بقاي سلولی
PC12  نخاعی روزهاي مختلف جنینی  -مایع مغزي تحت تاثیر

مایع پس از تاثیر  ،طی این روش. صورت گرفت MTTبه روش 
محیط کشت القایی توسط ) E17-E20(جنینی  نخاعی -مغزي

جایگزین  MTT-5%محلول درصد  10 محیط کشت حاوي
-MTT(3هاي زنده سلول پس از اضافه نمودن این ماده. شد

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide) نماید تبدیل می را به فوماراز که رنگ آبی تولید

ساعت به سلول ها محلول ایزوپروپیل  3بعد از حدود . کنندمی
 4- 18 بعد از گذشت اضافه گردید و HCl (0.04N)حاوي 
 -Milton Roy)ها توسط اسپکتروفتومترنمونه جذب ساعت

Spectronic 21D) گیري شداندازهنانومتر  570 با طول موج .
ابتدا جذب  ،گیري محتوي کل پروتئینمانند روش اندازه

سپس جذب کووت  ،صفر شد Blankدستگاه توسط نمونه 
نتایج به سپس . اي حاوي رنگ فورمازان سنجیده شدنمونه

به روش  MTTگیري میزان کاهش ماده دست آمده از اندازه
  .بررسی گردید Kruskal-Wallisآماري 

در  β-III tubulinو  MAP-2بررسـی بیـان مارکرهـاي عصـبی     
بــــــــه روش ایمنوسیتوشــــــــیمی  PC12ســـــــلولهاي  

)Immunocytochemistry (ها پس ازسـه بـار   سلول. انجام شد
توسـط پـارافرم   ) دقیقـه  5هر بـار بـه مـدت    ( PBSشستشو با 

 هـاي دقیقـه سـلول   15درصد فیکس شدند، پـس از   4آلدهید 
در مرحلـه   .شستشو شـدند   TPBSمرتبه توسط 3فیکس شده 

-Triton Xدقیقه بـا   30بعد به منظور نفوذپذیر شدن به مدت 

بـار   3سـپس  . در دماي اتاق انکوباسـیون صـورت گرفـت    100
کـه پـس از آن    انجام شد TPBSاي توسط دقیقه 5شستشوي 

ها طی سلول. صورت گرفت BSAدقیقه بلوکه شدن توسط  45
بـادي اولیـه   بـا آنتـی  گـراد  درجه سـانتی  4 ب در دمايطول ش

 mouse anti-MAP-2, mouse anti-β-III(مونوکلونــال 

tubulin- Abcam (ها پس از سه سلول، نهایتدر . انکوبه شدند
بـه مـدت یـک     TPBS(Tween 20- PBS)مرحله شستشـو بـا   
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 بـادي همـرا بـا آنتـی   گـراد  درجـه سـانتی   37 ساعت در دمـاي 

 FITCکنژوگـه شـده بـا    ) goat anti-mouse( (Sigma)انویـه ث
 Sigma)(PIها با اضافه کردن رنگ سلول ،در آخر .انکوبه شدند

(Propidium Iodide)   آمیـزي هسـته، توسـط    به منظـور رنـگ
  .برداري گردیدندمیکروسکوپ فلورسنت بررسی و عکس

ــوع  ــب ن ــا، دادهبرحس ــاري  ه ــاي آم ــون ه  One-wayاز آزم

ANOVA   وKruskal-Wallis  کلیـه محاسـبات   . استفاده شـد
   . انجام شد Instat3افزار آماري توسط نرم

  
  هایافته

ها پس از اینکه بـه مـدت یـک هفتـه در     سلول ،در این مطالعه
روزهـاي مختلـف جنینـی قـرار      نخـاعی  -مـایع مغـزي  معرض 
 -مایع مغزي تیمار توسط 3هاي عصبی از روز استطاله ،گرفتند
هـاي مورفولـوژیکی توسـط    بررسی. ودندقابل مشاهده ب نخاعی

میکروسکوپ فاز متضاد انجـام شـد کـه نتـایج حاصـل از ایـن       
مایع هاي تحت تاثیر تمایز ظاهري آشکار گروه، مشاهدات اولیه

را در مقایسـه بـا     E19و  E17روزهاي جنینـی   نخاعی -مغزي
  ). 1 شکل(دهند هاي کنترل نشان مینمونه

 

 
بزرگ (نی توسط میکروسکوپ فاز متضاد بررسی تمایز نورو -1شکل
 b-FGF نمونه هاي تیمار شده با) Bنمونه کنترل ) 400X .(A نمایی

(10ng/ml) ،C (نخاعی  -مایع مغزيE17،D  (مغزي مایع- 
نخاعی  - مایع مغزي) Fو E19نخاعی  -مایع مغزي) E18  ،Eنخاعی

E20 . سلولهايPC12 نخاعی  -مایع مغزيتحت تاثیرE17  و E19 
 E20و  E18دهند در حالی که  تحت تاثیر مایز نورونی را نشان میت

به  b-FGFاین سلول ها تحت تاثیر . تغییر ظاهري نشان نمی دهند
عنوان نمونه کنترل مثبت  میزان استطاله بیشتري نسبت به سایر 

  .گروه ها را نشان می دهند

 
) PC12 .Aتوسط سلول هـاي   MAP-2بیان مارکرعصبی  -2شکل 

) b-FGF(10ng/ml) ،Cسلول هاي تیمـار شـده بـا    ) Bونه کنترل نم
مـایع  ) E18  ،Eنخـاعی  -مایع مغـزي )  E17 ،Dنخاعی  -مایع مغزي

بیـان مـارکر   . E20نخـاعی   -مـایع مغـزي  ) Fو E19نخـاعی   -مغزي
 E19و  E17نخـاعی   -مایع مغـزي عصبی در این سلول ها تحت تاثیر

کنترل و همچنینی سلول قابل مشاهده می باشد در حالی که نمونه 
بیـان مـارکر را     E20و   E18نخاعی  -مایع مغزيهاي تیمار شده با 

به عنوان نمونه کنتـرل مثبـت    b-FGFتحت تاثیر . نشان نمی دهند
  .سلول ها میزان بیشتري از بیان این پروتئین را نشان می دهند

  
همـراه بـا سـایر     b-FGFهـا در معـرض فـاکتور رشـد     این سـلول 
آزمایشی به مدت یـک هفتـه قـرار گرفتنـد کـه از ایـن       گروههاي 

از . هاي تمایز یافته به عنوان کنترل مثبـت اسـتفاده گردیـد   سلول
بررسـی ایمنوسیتوشـیمیایی مارکرهـاي عصـبی      طرف دیگر نتایج

MAP-2  و  β-III tubulin ــرات  داده ــده از تغیی ــاي بدســت آم ه
هـا  که ایـن سـلول   بدین نحو نمایند،مورفولوژیکی را قویا تایید می

مارکرهاي فوق الـذکر   E19و  E17نخاعی  - تحت تاثیر مایع مغزي
به نحـو بـارزي بیـان     ،باشندرا که براي تمایز عصبی اختصاصی می

می کنند، هر چند که میزان تمایز و همچنین طول زوائـد عصـبی   
هـاي تیمـار   ها با نسبت کمتري در مقایسـه بـا سـلول   در این گروه

 ).3 و 2 شکل(اهده گردید مش b-FGFشده با 
 نخـاعی  - مـایع مغـزي  هاي تیمار شده با ها در سلولاستطاله طول

داري نسـبت بـه نمونـه هـاي     افزایش معنـی  E19و  E17روزهاي 
هـاي کشـت داده   این در حالی است که سلول. دادکنترل را نشان 

تفـاوت   E20و  E18روزهاي نخاعی  - مایع مغزيشده در مجاورت 
طـور   همـان ). 4 شکل(دادند هاي کنترل نشان ننمونهچندانی را با 

میـزان   ،اندتمایز یافته b-FGF هایی که بانمونه ،که در بالا ذکر شد
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باشـد کـه   ها مـی از سایر نمونه ترو اندازه استطاله عصبی آنها بزرگ
توان تفاوت توان تمایزي فاکتورهاي رشـد مختلـف   دلیل آن را می

  .ها عنوان نمودبر این سلول
  

 
توسط رده سـلولی   β-III tubulinبیان مارکرتمایزعصبی   -3شکل 
PC12 .A ( ــرل ــا  ) Bنمونـــه کنتـ ــده بـ ــاي تیمـــار شـ                 ســـلول هـ

b-FGF(10ng/ml) ،C (نخاعی  -مایع مغزيE17 ،D  ( مایع مغـزي- 
نخـاعی   -مایع مغزي)  Fو E19نخاعی  -مایع مغزي) E18  ،Eنخاعی

E20 .مـایع مغـزي  یان این پروتئین  در این رده سلولی تحت تاثیرب- 
قابل مشاهده می باشد در حالی که نمونه کنترل  E19و  E17نخاعی 

و   E18نخـاعی   -مـایع مغـزي  و همچنینی سلول هاي تیمار شده با 
E20  سلول ها تحـت تـاثیر   . بیان مارکر را نشان نمی دهندb-FGF 

می دهنـد و همچنـین طـول زوائـد      بیان این پروتئین را بیشترنشان
  .عصبی در آنها طویل تر می باشد

  

 
مایع تحت تاثیر PC12میزان رشد زوائد عصبی در رده سلولی  - 4شکل 
و  P ،01/0<**P*>05/0(جنینی رت نژاد ویستار  نخاعی-مغزي
001/0<***P .( میزان رشد زوائد عصبی در این سلول ها تحت
داري نسبت به کنترل تفاوت معنی E19و  E17نخاعی  -مایع مغزيتاثیر

  .نشان می دهند

 نخـاعی  -مـایع مغـزي  گیري میزان محتوي پروتئین کل اندازه
که میزان محتوي پـروتئین کـل    نشان داد) E17-E20(جنینی 

ــه ــاي در نمون ــزي ه ــایع مغ ــاي   -م ــاعی روزه  E19و E17نخ
 )نماینـد ها القـا مـی  روزهایی که تمایز نورونی را در این سلول(
  ). 5 شکل(باشد می E20و  E18از  یشترب

  

 
نخاعی  - مایع مغزينتایج تغییرات محتوي پروتئین کل   -5شکل 
، P*>05/0(در روزهاي متفاوت جنینی رت نژاد ویستار  جنینی

01/0<**P  001/0و<***P(.  
  

مایع  تحت تاثیر PC12هاي بررسی بقاي سلول نتایج حاصل از
نشـان داد کـه بقـاي    ینـی  نخاعی روزهـاي متـوالی جن   -مغزي

 E18نخـاعی   -مـایع مغـزي  هاي تیمار شده با سلولی در نمونه
  ).6 شکل(دارد ها داري نسبت به سایر گروهافزایش معنی

  

 
تحت  MTTتغییرات میزان بقاي سلولی به روش  -6شکل 

، P*>05/0( نخاعی جنینی رت نژاد ویستار -مایع مغزيتاثیر
01/0<**P  001/0و<***P(.  
  
ارتباط کمترین محتوي پروتئین کل پایین  ،نکات قابل توجه از

با میزان بقاي سـلولی و اسـتطاله    E20 نخاعی -مایع مغزيدر 
 -مـایع مغـزي  که تحت تاثیر است هایی عصبی پایین در سلول

   .اندقرار گرفته E20 نخاعی
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  بحث
دهـد کـه تغییـرات    نتایج بدست آمده از این تحقیق نشان مـی 

ناشـی از   PC12هاي تمایز، میزان بقا وتکثیر سلولدر  دارمعنی
بــه ویــژه نخــاعی جنینــی  -مــایع مغــزيدر محتویــات  تغییــر

با توجـه بـه    .باشددر سنین متفاوت میمحتویات پروتئینی آن 
روزهاي متفاوت جنینی هـر کـدام    نخاعی -مایع مغزياین که 

نماینـد، ایـن امـر    ها ایجـاد مـی  تغییرات خاصی را دراین سلول
نخاعی به عنـوان یـک محـیط     -نشان دهنده نقش مایع مغزي

نتـایج مـا در   . ها مـی باشـد  مغذي و القا کننده براي این سلول
نقش این مایع فیزیولوژیـک را بـه عنـوان عامـل      بررسی حاضر

بقـا سـلولی و همچنـین القـاي تمـایز       اصلی درافزایش تکثیـر، 
-مـی  ونیکه مدلی براي تمایز نور، PC12هاي نورونی در سلول

با توجه به این که تمـایز نـورونی در   . رساندبه اثبات می، باشند
و بـه ویـژه کـورتکس آن طـی دوران      نمو مغز تکوین و رشد و

ایـن   توان نتـایج می. باشدجنینی از اهمیت بالایی برخوردار می
 -تحقیق را گامی به جلو در اثبات تـاثیر محتـوي مـایع مغـزي    

 .ستم عصبی مرکزي دانستسی نمو نخاعی جنینی در رشد و
توســط شــبکه  مغــز نخــاعی -مــایع مغــزيدرصــد  75حــدود 

حـدود   .)17(گـردد  تولید می هاي جانبی مغزکوروئید در بطن
از خون ناشی  نخاعی -مایع مغزيدرصد محتوي پروتئینی  80
درصـد آن توسـط خـود مغـز ترشـح       20شود، در حالی که می
مینه صورت گرفته که مطالعات زیادي در این ز ).18(گردد می

نخـاعی   -مایع مغـزي گذار تاثیر دهند ترکیب غالب ونشان می
ها بیـانگر  بررسی ،به علاوه. باشدهمان محتوي پروتئینی آن می

نخـاعی جنینـی    -آن است که ترکیب پروتئینـی مـایع مغـزي   
باشد و همچنین محتوي پـروتئین  خیلی پیچیده از نوع بالغ می

-در بررسـی . )19،20(باشد وع بالغ میهاي نآن بیشتر از نمونه
هاي به عمل آمده در این زمینه آشکار شده اسـت کـه برخـی    

سـري فاکتورهـاي رشـد در ایجـاد      هـا از جملـه یـک   پروتئین
ساختار سه بعدي لایـه نوروتلیـوم در مراحـل اولیـه جنینـی و      

گیري کورتکس مغز نقش اصلی و حیـاتی ایفـا   بعدها طی شکل
دهـد  مطالعه حاضر نیز به خوبی نشـان مـی  ). 4،21(نمایند می

نخاعی در روزهاي  -مایع مغزيکه میزان محتوي پروتئین کل 
E17 و E19 )لیتـر گرم در میلـی میلی 08/3و  65/3 به ترتیب (

نمایند نسبت به سـایر  القا می PC12هاي که تمایز را در سلول
میـت  البته این نکته حـائز اه . باشدروزها در بالاترین مقدار می

-میلی 9/2( نخاعی -مایع مغزياست که محتوي پروتئین کل 
 يتوان عامل افزاینـده بقـا  را می  E18در روز) لیترگرم در میلی

لازم به ذکر اسـت کـه   . سلولی یا به نوعی تکثیر سلولی دانست

 ،هاي بیشتر باشدتوسط سلول MTTچه میزان کاهش ماده  هر
 بیان کننده تعداد بیشتر گردد و بنابراینرنگ بیشتري تولید می

مایع چاهک کشت است و با توجه به این نکته که  هر سلول در
نخاعی جنینی حاوي فاکتورهاي محرك تکثیر سـلولی   -مغزي

 E18نخاعی  -مایع مغزيتوان عنوان نمود که می) 21(باشد می
دلیل دیگر . گرددها میباعث افزایش تکثیر سلولی در این سلول

مایع تحت تاثیر  PC12هايدر سلول MTTر کاهیده شدن کمت
روزهایی که تمایز نورونی ( E19و  E17روزهاي  نخاعی -مغزي

  باشد کـه بـه خـوبی نشـان     می) در این سلول ها القا می گردد
شـود میـزان تکثیـر    هایی که تمایز دیـده مـی  دهد در نمونهمی

     .سلولی کمتر است
نخـاعی   -مـایع مغـزي   اي از مطالعات به خوبی بیانگر نقشپاره

هـاي  جنینی در تغییرات هیستوژنز مغـز طـی برخـی بیمـاري    
ــبی  ــتم عص ــادرزادي سیس ــفالی  ( م ــال هیدرس ــوان مث ــه عن ب

است، از آن رو که عـدم تعـادل در محتویـات مـایع     ) مادرزادي
توانـد  نخاعی در مرحله خاصـی از تکـوین جنینـی مـی     -مغزي
ز را تحـت  هاي مختلف کـورتکس مغ ـ گیري و آرایش لایهشکل

طبیعـی  ایـن یافتـه کـه تکـوین غیر    ). 22،23(تاثیر قرار دهـد  
نخـاعی   -مـایع مغـزي  کورتکس تحت تاثیر تغییرات محتویات 

نمو مغز در  و در رشدنخاعی  -مایع مغزيگر تاثیر باشد، بیانمی
مطالبی که در قبل ذکر گردیـد نشـان   ). 4( استطبیعی حالت 

مغـز طـی   طبیعـی  ن در تکـوی  نخاعی -مایع مغزي دهد کهمی
این امر با کشت . نمایدنموي جینی نقش ایفا می مراحل رشد و

خـالص و افـزایش بقـاي    نخـاعی   -مایع مغـزي ها در این سلول
مـا درایـن   ). 5(سلولی و تکثیر سلولی نشـان داده شـده اسـت    

تحقیق توانستیم نشان دهیم که میزان تکثیر و بقاي سلولی در 
روزهـاي جنینـی   نخـاعی   -مغزي مایعهاي تیمار شده با سلول

، 7نسـبت هـاي   (متفاوت، وابسته به نسبت هاي استفاده شـده  
) نسبت به محـیط کشـت   نخاعی -مایع مغزي درصد 25و  10

توان عنوان نمـود کـه   بلکه می ،باشدازاین مایع فیزولوژیک نمی
به واسطه تغییرات ایجاد شده طی روزهاي متفاوت، وابسته بـه  

بررسـی کـه بـر روي جنـین جوجـه        همچنین طی. سن است
قطعات مغـز جنـین   صورت گرفت نشان داده شد که در کشت 

بقـا   تکثیـر و تغییرات ایجاد شده در  in vitroجوجه در محیط 
همچنین نوروژنز تحـت تـاثیر مسـتقیم  فاکتورهـاي      سلولی و

مـی باشـند   ) به عنوان عوامل پروتئینـی ( FGF2رشد و به ویژه 
نشـان داد کـه    هاي جوجهروي جنین ربي مطالعه دیگر). 21(

هـا  نخاعی ایـن جنـین   -در مایع مغزي NGFمهار فاکتور رشد 
سـاز عصـبی و   هـاي پـیش  تواند منجر به مهار تکثیر سـلول می

بـا توجـه   ). 24(ها گردد کاهش نوروژنز در کورتکس این جنین
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تـوان  به کارهاي ذکر شده و مطالعات مشابه در این زمینه مـی 
 نخاعی جنینی تاثیرات تکثیـري و  -که مایع مغزيعنوان نمود 

از طریق یک فاکتور رشد خـاص   ،دینماتمایزي را که ایجاد می
بلکـه   ،نمایـد و یا یک پـروتئین منحصـر بـه فـرد اعمـال نمـی      

ورهـاي رشـد و نوروتروفیـک در    تها، فاکاي از پروتئینمجموعه
 اضـر این امربه نوبه خود در تحقیـق ح  .باشنداین امر دخیل می
تغییـرات ایجـاد    به نحوي کـه تمـایز و   ،شودنیز نشان داده می

تحـت تـاثیر محتـوي پروتئینـی و      PC12هـاي  شـده درسـلول  
باشـد کـه   مـی نخاعی  -مایع مغزيفاکتورهاي رشد موجود در 

 -مـایع مغـزي   غلظت این فاکتورهاي رشـد و نوروتروفیـک در  
 ).9-11( باشـد طی روزهاي جنینی مختلف متغیـر مـی   نخاعی
هاي دهند که سلولهاي حاصل از این تحقیق نشان میبررسی
PC12   مـایع مغـزي   به عنوان مدل تمایز نورونی تحـت تـاثیر- 

هاي سـنین متفـاوت رفتارهـاي    نخاعی استخراج شده از جنین
تـوان  به نحوي که می. دهندبیولوژیکی متنوعی از خود بروز می

در تمـایز،   نخاعی سنین مختلـف جنینـی را   -تاثیر مایع مغزي
ــن رده ســلولی در شــرایطی کــاملا یکســان  تکثیــر و بقــاي  ای

در پایان لازم  به ذکر است که هرگونـه انسـداد   . مشاهده نمود
در سیسـتم عصـبی    نخـاعی  -مـایع مغـزي  در جریان طبیعـی  

هـایی همچـون   ها و بیماريتواند به ایجاد ناهنجاريمرکزي می
ه از نتـایج ایـن نـوع    ک هیدروسفالی و اسپینا بیفیدا منجر گردد

هـاي برگشـت   تـوان بـه آسـیب   هاي سیستم عصبی میبیماري

 ناپذیر به کورتکس مغز و سایر نواحی حساس مغز اشـاره نمـود  
 -مـایع مغـزي  همچنین تغییرات ایجـاد شـده در ترکیـب     .)6(

هـاي  تواند به آسـیب هایی همچون آلزایمر میدربیماري نخاعی
بـا  ). 24( کزي منجر گرددناپذیري در سیستم عصبی مرجبران

نقش غیر قابل انکاري   نخاعی -مایع مغزيتوجه به این امر که 
هاي سیسـتم  و نمو طبیعی و حتی در ایجاد ناهنجاري در رشد

تحقیـق توانسـته   ایـن   ما امیدواریم که در ،نمایدعصبی ایفا می
باشیم درك صحیحی از نقش این مایع فیزیولوژیک در تکوین و 

ارائـه نمـوده    in vitroهاي عصبی در محـیط  ولنمو سل و رشد
اي مناسب را بـراي مطالعـات بیشـتر در    که بتواند زمینه باشیم

هاي نمو طبیعی سیستم عصبی و همچنین بیماري و زمینه رشد
   .مرتبط با آن فراهم آورد

  
  تشکر و قدردانی 

نویسندگان این مقاله مراتب سپاس و تشکر خود را از مدیریت 
 –آزمایشـگاه سـلولی   شناسـی، دانشـکده علـوم،     گروه زیسـت 

تکوینی و مرکز تکثیر و پرورش حیوانات آزمایشگاهی دانشـگاه  
هاي مالی براي انجام ایـن پـروژه   تربیت معلم به واسطه حمایت

اعلام داشته و از آقاي دکتر سلیمانی استاد محترم همـاتولوژي  
ورد هـاي م ـ بـادي دانشگاه تربیت مدرس به دلیل اهـداي آنتـی  

  .نمایندصمیمانه تشکر و قدردانی می استفاده در این پروژه

REFERENCES 
1. Segal MB. Transport of nutrients across the choroid plexus. Microsc Res Tech 2001; 52: 38–48. 

2. Radebold K, Chernyak M, Martin D. Blood borne transit of CJD from brain to gut at early stages of infection. BMC 
Infect Dis 2001; 1: 20. 

3. Segal MB. Extracellular and cerebrospinal fluid. J Inherit Metabol Dis 1993; 16: 617-38. 

4. Miyan JA, Nabiyouni M, Zendah M. Development of the brain. A vital role for cerebrospinal fluid. Can J Physiol 
Pharmacol 2003: 81: 317–28. 

5. Miyan JA, Zendah M, Mashayekhi F. and Owen-Lynch P.J. Cerebrospinal fluid supports viability and proliferation 
of cortical cells in vitro, mirroring in vivo development. Cerebrospinal Fluid Res 2006; 3: 2. 

6. Mashayekhi F, Draper CE, Pourghasem M, Bannister CM, Owen- Lynch PJ, Miyan JA. Deficient cortical 
development in the hydrocephalic Texas (H-Tx) rat: a role for cerebrospinal fluid. Brain 2002; 125: 1859-74. 

7. Owen-Lynch PJ, Draper CE, Mashayekhi F, Bannister CM, Miyan JA. Defective cell cycle control underlies 
abnormal cortical development in the hydrocephalic Texas rat. Brain 2003; 126: 623-31. 

8. Cains S, Shepherd A, Nabiuni M, Owen-Lynch PJ, Miyan J. Addressing a folate imbalance in fetal cerebrospinal 
fluid can decrease the incidence of congenital hydrocephalus. J Neuropathol Exp Neurol 2009; 68: 404-16. 

9. Xia YX, Ikeda T, Xia XY. Differential neurotrophin levels in cerebrospinal fluid and their changes during 
development in newborn rat. Neurosci Lett 2000; 280: 220–22. 

10. Hochhaus F, Koehne P, Schaper C. Elevated nerve growth factor and neurotrophin-3 levels in cerebrospinal fluid of 
children with hydrocephalus. BMC Pediatr 2001; 1: 2. 

11. Chiaretti A, Zorzi G, Di Rocco C. Neurotrophic factor expression in three infants with Ondine’s curse. Pediatr 
Neurol 2005; 33: 331–36. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
07

 ]
 

                               7 / 8

http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-495-en.html


  pheochromocytomaسلولی  در تمایز نقش مایع مغزي نخاعی                                دانشگاه آزاد اسلامیپزشکی علوم مجله / 182
12. Greene LA, Tischler AS. Establishment of a noradrenergic clonal line of rat adrenal pheochromocytoma cells which 

respond to nerve growth factor. Proc Natl Acad Sci 1976; 73: 2424-28. 

13. Greene LA, Tischler AS. Nerve growth factor-induced process formation by cultured rat pheochromocytoma cells. 
Nature 1975; 258: 341-42. 

14. Togari A, Dickens G, Kuzuya H, Guroff G. The effect of fibroblast growth factor on PC12 cells. J Neurosci 1985; 5: 
307-16.  

15. Nakafuku M, Kaziro Y. Epidermal growth factor and transforming growth factor-a can induce neuronal 
differentiation of rat pheochromocytoma PC12 cells under particular culture conditions. Federation of European 
Biochemical Societies 1993; 3: 227-32. 

16. Chen ZY, Chai YF, Cao L, Huang AJ, Cui RY, Lu CL. Glial cell line-derived neurotriphic factor promotes survival 
and induces differentiation through the phosphatidylinositol 3-kinase and mitogen-activated protein kinase pathway 
respectively in PC12 cells.  Neuroscience 2001; 2: 593-98. 

17. Edsbagge M, Tisell M, Jacobsson L, Wikkelso C. Spinal CSF absorption in healthy individuals. Am J Physiol Regul 
Integr Comp Physiol 2004; 287: 1450-55. 

18. Reiber H. Proteins in cerebrospinal fluid and blood: barriers, CSF flow rate and source-related dynamics. Restor 
Neurol Neurosci 2003; 21: 79-96. 

19. Dziegielewska KM, Knott GW, Saunders NR. The nature and composition of the internal environment of 
developing brain. Cell Mol Neurobiol 2000; 20: 41–56. 

20. Gato A, Martin P, Alonso MI, Martin C, Pulgar MA, Moro JA. Analysis of cerebro-spinal fluid protein composition 
in early developmental stages in chick embryos. J Exp Zool 2004; 301: 280–89. 

21. Gato A, Moro JA, Alonso MI, Bueno D, De la mano A, Martin C. Embryonic cerebrospinal fluid regulates 
neuroepithelial survival, proliferation, and neurogenesis in chick embryos. Anat Rec 2005; 284: 475–84. 

22. Mashayekhi F, Draper CE, Bannister CM, Pourghasem M, Owen- Lynch PJ, Miyan JA. Deficient cortical 
development in the hidrocephalic texas (H-Tx) rat: a role for CSF. Brain 2002; 125: 1859–74. 

23. Owen-Lynch PJ, Draper CE, Mashayekhi F, Bannister CM, Miyan JA. Defective cell cycle control underlies 
abnormal cortical development in the hydrocephalic texas rat. Brain 2003; 126: 223–31. 

24. Mashayekhi F, Salehi Z. Infusion of anti-nerve growth factor into the cisternum magnum of chick embryo leads to 
decrease cell production in the cerebral cortical germinal epithelium. Eur J Neurol 2007; 14: 181–86. 

25. Yaka E, Egrilmez MY, Keskinoglu P, Cavdar Z, Genc S, Genc K, et al. Biological markers in cerebrospinal fluid 
(CSF) and evaluation of in vitro effect of CSF on PC12 cell line viability in Alzheimer’s disease. Cell Biochem 
Funct 2009; 27: 395–401. 

 
  

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tm

uj
.ia

ut
m

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
07

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

http://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-495-en.html
http://www.tcpdf.org

