
 
 

٥٨٦  
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 يميبنيادي مزانش يها سلولتزريق داخل وريدي  به دنبالهيپوكامپ  يها سلولدر  بررسي ميزان آپوپتوز
  ريپرفيوژن موش صحرايي - مغز استخوان در مدل ايسكمي
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 يدهچک

 شـده  يزي ـر برنامـه  منجر به مرگ تيدرنهايك معضل بزرگ جهاني شناخته شده است و ريپرفيوژن متعاقب آن  عنوان بهايسكمي مغزي  :هدف و نهيزم شيپ
هيپوكامـپ نسـبت بـه ايسـكمي مغـزي       CA1 هرمـي ناحيـه   يهـا  نورون ازجمله ها نورون. نواحي مشخصي از مغز و انواع خاصي از گردد يمسلولي يا آپوپتوز 

. لذا در اين مطالعه برآن شديم تا باشد يم (cell therapy) شايع در بين محققين رواج دارد سلول درماني طور بهدرماني كه امروزه  يها روش. يكي از ترند حساس
ريپرفيـوژن   -در مـدل ايسـكمي   (BMSCs) مغـز اسـتخوان   يميبنيادي مزانش يها سلولهيپوكامپ را پس از تزريق داخل وريدي  يها سلولميزان آپوپتوز در 

  قرار دهيم يموردبررس
 يهـا  گـروه كه شامل  تقسيم شدند ييتا هشتتصادفي به پنج گروه  طور به گرم ٣٠٠-٢٥٠سر موش صحرايي نر بالغ با وزن  ٤٠اين مطالعه  در :ها روشمواد و 

كاروتيد مشـترك شـد. در گـروه ايسـكمي      يها انيشربودند گروه شم متحمل استرس جراحي بدون مسدود كردن  vehicle،treatmentكنترل، شم، ايسكمي، 
و پس از  جادشدهياايسكمي  vehicle گروه در .برقرار شدجريان خون  مجدداًپس به مدت بيست دقيقه مسدود شده و س هردو طرفكاروتيد مشترك  يها انيشر
 ٣٠µlهـزار در   ٨٠٠بـه تعـداد    BMSC يهـا  سلولروز  ٧ايسكمي ايجاد شد و پس از  treatment از طريق وريد دمي تزريق شد. در گروه ٣٠µl PBSروز  ٧

پس از ايسكمي با روش پرفيوژن داخل  ١٢شدند. در روز  دار نشان Brdu با ها سلولساعت قبل از تزريق  ٧٢سوسپانسيون سلولي از طريق وريد دمي تزريق شد.
 يها سلولجهت شناسايي  ميكروني تهيه شد. ٥ يها برشخارج گرديد و پس از پردازش بافتي  ها آنفيكس شدند و مغز  ها موشدرصد  ٤قلبي و با پارافرمالدئيد 

BMSC  يباد يآنتبررسي ايمونوهيستوشيمي با Anti-Brdu  تانل استفاده شد يزيآم رنگآپوپتوتيك از  يها سلولانجام شد. براي نشان دادن.  
 زانيکه م دهند يمنشان  ها افتهي نيدرصد بود ا ٦١/٢٣در گروه درمان  زانيم نيدرصد مشاهده شد که ا ٣٧/٤٣آپوپتوز  ندکسيا يسکميا يها نمونه: در ها افتهي

  کمتر بود اريبس يسکميبا گروه ا سهيمغز استخوان در مقا ياديبن يها سلولآپوپتوز در گروه تحت درمان با 
بنيادي  يها سلولو تزريق  شود يم CA1 در ناحيه ژهيو بهدقيقه باعث آسيب و مرگ نوروني وسيع در هيپوكامپ  ٢٠ريپرفيوژن به مدت  -ايسكمي :يريگ جهينت

  .گردد يمآپوپتوتيك  يها نورونموجب كاهش تعداد  يدار يمعن طور بهمغز استخوان 
 مغز استخوان، آپوپتوز يميبنيادي مزانش يها سلولريپرفيوژن، هيپوكامپ،  -كليدي: ايسكمي واژگان

  
 ١٣٩٣ مهر، ٥٨٦-٥٩٧ ، صمهفت شماره، پنجميست و بيه، دوره ارومي پزشکمجله 

  
  ٠٤٤-٣٢٧٨٠٨٠٣، تلفن: يه، دانشکده پزشکياروم يه، دانشگاه علوم پزشکياروم: مکاتبهآدرس 

Email: bpourheydar@yahoo.com 

  

                                                
  پزشكي اروميه گاهدانش ،مركز تحقيقات نوروفيزيولوژي، دانشكده پزشكي اروميه ،گروه علوم تشريحي ،استاديار علوم تشريحي ١
  )نويسنده مسئول( ،دانشجوي كارشناسي ارشد آناتومي دانشكده پزشكي اروميه ٢
  دانشگاه پزشكي اروميه ،دانشكده پزشكي اروميه، مركز تحقيقات نوروفيزيولوژي ،گروه علوم تشريحي ،استاديار علوم تشريحي ٣
  پزشكي اروميه گاهدانش ،گروه علوم تشريحي ،استاديار علوم تشريحي ٤
  ه پزشكي اروميهگادانش ،گروه علوم تشريحي ،دانشيار علوم تشريحي ٥
  دانشگاه پزشكي اروميه ،گروه علوم تشريحي ،ستاديار علوم تشريحيا ٦
۷ cerebral ischemia  

  مقدمه
 هاي متابوليتاز كاهش ميزان  عبارت است ٧ايسكمي مغزي

ان خون كه به كاهش ذخيره اكسيژن و يمغزي در اثر كاهش جر
  ).١،٢شود ( يمدر نتيجه مرگ بافت مغزي يا سكته مغزي منجر 
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حوادث  نيتر کننده ناتوانيكي از  عنوان بهايسكمي مغزي 
) كه بعد از سرطان و سكته قلبي از ٣مغزي شناخته شده است (

افراد  يازکارافتادگدر جهان و اولين عامل  ريوم مرگدلايل عمده 
. عوامل مختلفي در ايجاد ايسكمي مغزي باشد يمسال  ٦٥بالاي 

حوادث  ،آترواسكلروز ،از: ايست قلبي اند عبارتنقش دارند كه 
 ،اختلالات مادرزادي قلب ،انقباض عروق ،ترومبوآمبوليتيك

خفگي و  ،آنمي داسي شكل ،ضربات وارده به سر ،پايين فشارخون
  ).٥،٤(برخي از تومورها و ... 

ايسكمي مغزي منجر به اختلالات عصبي نظير اختلالات 
 ،٢شناختي ) و نقايص٦( ١اختلال در تكلم ،بينايي ،حسي ،حركتي

  .)٧( گردد يمو حافظه  ٤و اختلال در يادگيري فضايي ٣فراموشي
و در  ها سلولايسكمي مغزي باعث كاهش ميزان اكسيژن در 

آن ميزان  به دنبالو  شود يم ها آندر  ATPنتيجه موجب كاهش 
 ها سلولدر اين حالت  ابدي يمآزاد كاهش  يها کاليرادبرداشت 

استفاده  ATPبراي توليد  يهواز يببراي بقاي خود از تنفس 
تجمع لاكتات موجب  شود يمكه اين باعث تجمع لاكتات  کنند يم

آزاد موجب  يها کاليرادافزايش ميزان  به همراهاسيدوز شده و 
  .شود يممرگ سلولي 

در اثر بازگشت مجدد خون (ريپرفيوژن) به بافت پس از 
بيشتر از  مراتب بهكه  شود يمايجاد  يا هيثانوآسيب  ،ايسكمي

در اثر بازگشت مجدد خون به  گريد عبارت بهايسكمي تنهاست. 
 يها کاليراداتيوها و آزاد اكسيژن و ساير اكسيد يها کاليرادبافت 

كه به بافت هدف حمله كرده  شوند يمتوليد  (–OH)هيدروكسيل 
و باعث تخريب سلولي با شدت  رساند يمبه آن آسيب  شدت بهو 

  ).٩،٨( شود يمبيشتري نسبت به ايسكمي 
نسبت به  ها نوروننواحي مشخصي از مغز و انواع خاصي از 

 CA1پيراميدال ناحيه  يها نورون ازجملهكه  ترند حساسايسكمي 
. اين ناحيه از مغز توسط شريان باشند يمهيپوكامپ از اين نواحي 

 يرسان خون باشد يماز كاروتيد داخلي  يا شاخهكروئيدي قدامي كه 
اين شريان به علت بلند و نازك بودن مستعد ترومبوزيس  شود يم

است و بنابراين هيپوكامپ جزو اولين مناطقي از مغز است كه در 
مغزي مثل ايسكمي مغزي، تروماي مغزي،  يها يماريب

  .)١٠( شود يمصرع،آلزايمر و هانتينگتون دچار آسيب 
با توجه به نقش حياتي هيپوكامپ در تشكيل حافظه جديد و 

كاهش  منظور به ييها راهاطلاعات فضايي، يافتن  ليوتحل هيتجز
از اهميت بسيار  ها يماريبدادن آسيب وارده و ترميم آن در پي 

درماني متعددي براي درمان ايسكمي  يها راهبالايي برخوردار است 
                                                
1 aphasia 
2 agnosia 
3 amnesia 
4 spatial learning 

 ها درمانمغزي تحت مطالعه دانشمندان است هدف اصلي اين 
و  (Neurostoration)بيشتر يا  يها نورونجلوگيري از بين رفتن 

كه  باشد يم (Neurogenesis)جديد  يها نورون جايگزين شدن
  .)۱۱بعد از ايسكمي خواهد شد ( يعملکرد موجب بهبود دو نيا

شايع در بين محققين  طور بهدرماني كه امروزه  يها راهيكي از 
. در اين روش باشد يم (cell therapy)رواج دارد سلول درماني 

 يديق داخل ورياز طر ايو عه يبنيادي در محل ضا يها سلول
د يجد يها نورونجاد يموجب ا ها سلولن ي. اشود يمق يتزر

(Neurogenesis)  تازه  يها رگو ايجاد(Angiogenesis) )۱۲ (
. محققين از مختلف گردند يم يو در كل موجب بهبود عملکرد

بنيادي براي درمان ايسكمي مغزي استفاده  يها سلولانواعي از 
مغز  يميبنيادي مزانش يها سلول ها سلولولي از بين اين  کنند يم

 يا ژهيواز مزاياي  ها سلولديگر نسبت به انواع  (BMSC)استخوان 
 دسترس قابل ها سلولاينكه اين  -۱از:  اند عبارتبرخوردارند كه 

را از مغز استخوان تهيه كرد و كشت داد و در  ها آن شود يمبوده و 
ر بالايي ياز قدرت تکث ها سلولاين  - ۲استفاده كرد.  يوند سلوليپ

ستم يعات سيو به محل ضا رشدهيتکث سرعت بهبرخوردارند و 
 ها سلولاينكه اين  - ۳) ۱۳( کنند يممهاجرت  يمرکز يعصب

Allogenic  هستند وNon-immunogenic لذا سيستم  باشند يم
ايمني را تحريك نكرده و ريسك دفع پيوند بسيار پاييني دارند 

)۱۴.(  
 يميبنيادي مزانش يها سلولكه  دهد يممطالعات اخير نشان 

طبيعي قادرند به استئوسيت،  طور به (BMSC)مغز استخوان 
 يها سلولآستروسيت، نورون و  ،كندروسيت، آديپوسيت، ميوسيت

) همچنين پژوهشگران بر اين ۱۶ و ۱۵اندوتليال متمايز شوند (
 ها آنعصبي شده و از آپوپتوز  يها سلولباورند كه موجب بقاي 

از اين طريق موجب بهبود عملكردي و  کنند و يمجلوگيري 
  .)۱۷-۲۱( شود يم ها آنرفتاري در 

از طريق  BMSC يها سلولكه  دهد يمنشان  ها افتهياين 
ترشح فاكتورهاي نوروتروفيك و نيز افزايش ميزان نوروژنزيس 

در  ياين طريق موجب بهبود عملکرد و ازشده  ها نورونسبب بقاي 
. در ايسكمي مغزي هم شوند يمضايعات مختلف سيستم عصبي 

آزاد دچار آپوپتوز  يها کاليراددر اثر توليد  ها نورون ازآنجاکه
 BMSC يها سلولكه تزريق  دهند يمو مطالعات نشان  شوند يم

موجب بقاي  شوند که يمموجب آزاد شدن فاكتورهاي نوروتروفيك 
 يا مقالهما به  در جستجوهاي خود ازآنجاکهو نيز  گردد يم ها نورون

در اين  BMSC يها سلولكه در آن ميزان آپوپتوز بعد از پيوند 
لذا در اين مطالعه  ميا نکردهريپرفيوژن برخورد  -نوع مدل ايسكمي

ريپرفيوژن و پيوند  -بر آن شديم پس از ايجاد مدل ايسكمي
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هيپوكامپ را بررسي  يها سلولميزان آپوپتوز  BMSC يها سلول
  .كنيم

  
  ها روشمواد و 

  حيوانات آزمايشگاهي:
نژاد  نر بالغسر موش صحرايي  ۴۰اين مطالعه تجربي بر روي  

از انستيتو پاستور  شده يداريخرگرم  ۲۵۰-۳۰۰ويستار با وزن 
تهران در دانشكده پزشكي اروميه انجام شد. حيوانات تحت شرايط 

 ۲۱ ±۳ساعته و دماي  ۱۲استاندارد با دوره روشنايي و تاريكي 
دسترسي كامل به آب  نگهداري شدند و گراد يسانتدرجه 

  آشاميدني و غذاي كافي داشتند.
اين مطالعه با تصويب كميته اخلاق پزشكي دانشگاه علوم 
پزشكي اروميه و رعايت اصول كنوانسيون هلسينكي در مورد كار 

  .با حيوانات آزمايشگاهي انجام شده است
  حيوانات: يبند گروه

و در پنج  شده انتخابتصادفي  صورت بهصحرايي  يها موش 
 )=۸n(گرفتند: الف) گروه كنترل  قرار ريزبه شرح  ييتا هشتگروه 

روي حيوانات اين گروه صورت نگرفت ب) گروه  يا مداخلهكه هيچ 
حيوانات تحت استرس جراحي بدون مسدود  در آنكه  )=۸n(شم 

كاروتيد مشترك قرار گرفتند. ج) گروه ايسكمي  يها انيشركردن 
)۸n=( كاروتيد  يها انيشرالقاي ايسكمي،  منظور به. در اين گروه

دقيقه مسدود  ۲۰همزمان به مدت  طور بهمشترك هر دو طرف 
 - vehicleجريان خون برقرار گرديد. د) گروه  مجدداًشده و سپس 

(n=8)  روز  ۷كه در اين گروه ايسكمي ايجاد شد و بعد ازPBS 

(Phosphate Buffer Saline) )Sigmaاز طريق وريد  )، آلمان
. در حيوانات اين Treatment – (n=8)گروه  ؛ ودمي تزريق شد

از  BMSC يها سلولروز  ۷گروه ايسكمي ايجاد شد و بعد از 
  طريق وريد دمي تزريق شد

  ريپرفيوژن: -ايجاد مدل ايسكمي
ريپرفيوژن ابتدا با استفاده از  -ايجاد مدل ايسكمي منظور به

براي هر  گرم يليم ۱۰۰خش، ايران) شركت دارو پكتامين (مخلوط 
 گرم يليم ۱۰شركت دارو پخش، ايران) (كيلوگرم وزن و گزيلازين 

شده بر روي تخت  هوش يبوزن، حيوانات  لوگرميکبراي هر 
جراحي فيكس شدند و تحت شرايط استريل در قسمت قدامي 

 يها انيشرسانتيمتر داده شد.  ۱ - ۵/۱ اندازه بهگردن برشي 
د قرار گرفتند و با يكاروتيد مشترك هر دو طرف در معرض د

دقيقه مسدود  ۲۰هاي مخصوص به مدت  استفاده از كلمپ
 برقرارجريان خون  مجدداًتا  شده برداشته ها كلمپگرديدند سپس 

  ).۲۳گردد (ريپرفيوژن) (

  :BMSC يها سلولكشت 
تحت شرايط  (BMSC)بنيادي مغز استخوان  يها سلول

هفته و وزن  ۱۲بالغ نر نژاد ويستار با سن  هاي رتاستريل از 
) تهيه شد. ۲۴و همكاران ( Azizi پروتکلگرم طبق  ۳۰۰-۲۵۰

كشته  pentobarbital ازحد شيببا دوز  ها آنبدين ترتيب كه 
توسط  ها آنشد و مغز استخوان  درآورده ها آنشدند و تيبيا و فمور 

 سپس فلاش شد.) ، آلمانSigma( (α-MEM)مديوم 
دور در  ۸۰۰با سرعت  قهيدق ۵به مدت  ها آنسوسپانسيون سلولي 

-αمديوم  تريل يليم ۱۰سلولي  pelletدقيقه سانترفيوژ شد. به 

MEM .مديوم حاوي  اين اضافه شدFBS (Fetal Bovine 

Serum) )Invitrogenگلوتامين  تريل يليم ۲کا) ده در صد و ي، آمر
بود. سپس  )، آلمانSigma(استرپتومايسين  µg/ml 100و 

پنج درصد انكوبه  CO2و  گراد يسانتدرجه  ۳۷دماي  در ها سلول
  سه بار پاساژ داده شدند. رشدهيتکث يها سلولشدند. 

 :BMSC يها سلولكردن  دار نشان
را توسط  ها آن، BMSC يها سلولساعت قبل از پيوند  ۷۲

 دار نشان )، آلمانBrdu (bromodeoxyuridine) )Sigmaماده 
را با غلظت  Brdu ها سلولكردن اين  دار نشانكرديم. براي 

3µg/ml  ۱۹اضافه كرديم ( ها سلولبه مديوم حاوي اين.(  
 :٥مغز استخوان يميبنيادي مزانش يها سلولپيوند 

ريپرفيوژن،  - در روز هفتم پس از ايجاد مدل ايسكمي 
تهيه  شده کشتبنيادي مغز استخوان  يها سلولسوسپانسيوني از 

سوسپانسيون سلولي از  μl 30هزار در  ۸۰۰گرديد و به ميزان 
  طريق وريد دمي تزريق شد.

  :٦يالكارپرفيوژن ترنس 
بعد از ايسكمي، حيوانات با استفاده از تزريق داخل  ۱۲در روز 

و گزيلازين  (mg/kg 160)صفاقي با دوز مضاعف كتامين 
(20mg/kg) سپس بر روي تخت مخصوص  شدند و شهو يب

پرفيوژن قرار داده شدند و برشي در پوست ناحيه قدامي قفسه 
داده شد. پس از باز كردن شكم، اتصالات كبد و  ها آنسينه و شكم 

و  شده دهيبردو طرف  يا دنده يها غضروفو  شده قطعديافراگم 
شد. پس از باز كردن  داشته نگهجدار قدامي قفسه سينه بالا 

 به داخل يآرام بهپريكارديوم، كانولا از طريق قاعده بطن چپ 
آئورت صعودي وارد شد. براي جلوگيري از لخته شدن خون ابتدا 

محلول  تريل يليم ۲۵۰خارج گرديد. در ادامه  تريل يليم ۱/۰
مولار به  ۱/۰در فسفات بافر  درصد۴فيكساتيو شامل پارافرمالدئيد 

  ان تزريق شدبدن حيو
 :(Immunohistochemistry)ايمونوهيستوشيمي 

                                                
5 Transplantation Procedure 
6 Transcardial Perfusion 
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شده و به  درآوردهپرفيوژن ترنس كارديال مغز حيوان  پس از
نگهداري شد يك  درصد۴مدت يك هفته در محلول پارافرمالدئيد 

پارافيني به  يها برشهفته پس از انجام پروسه پردازش بافتي، 
تهيه شد و سپس بر اساس دستورالعمل كيت  ميكرون ۵ضخامت 

كرديم. اين روش براي  يزيآم رنگرا  ها برشايمونوهيستوشيمي 
 يزيآم رنگ. مراحل انجام رود يمبكار  BMSC يها سلولشناسايي 

  ر بود:يب زيايمونوهيستوشيمي به ترت
  (Xylol)لول يدر محلول گز ها لامنه کردن يدپاراف-
و  ۸۰، ۹۰، ۱۰۰ب در يبه ترت ينزول يها الکلدر  يآب ده -

  درجه ۷۰
 ۵۰، آلمان) Formamide )Merckدر  ها برشون يانکوباس -
  درصد
 2x SSC (Standard Sodiumدر  ها برشون يانکوباس -

Citrate) )Merckدرجه ۶۵ ي، آلمان) به مدت دو ساعت در دما  
 ۳۰، آلمان) به مدت 2N HCl )Merckون در يانکوباس -

  .گراد يسانتدرجه  ۳۷ يقه در دمايدق
 نرمال دهم کي ، آلمان)Boric acid )Merckدر  فروبردن -

)PH= 8.5  (قهيدق ۱۰ به مدت  
  PBSشستشو در  -
 Mouse anti-Brdu Monoclonalون با يانکوباس -

Antibody )Sigma ۴ يدر دما روز شبانهک ي، آلمان) به مدت 
  .گراد يسانتدرجه 
  قهيدق ۱۰ به مدت هر بارو  PBSسه بار در  فروبردن -
 Secondary antibody conjugated withون با يانکوباس -

horse radish peroxidase (goat anti-mouse IgG- 

peroxidase) )Sigma (دو ساعت به مدت، آلمان  
 DAB(کروموژن)  يزا رنگون با محلول يانکوباس -

(Diaminobenzidin tetrachloride hydrate) )Sigma (آلمان ،
  قهيدق ۵ به مدت

نه يزم يزيآم رنگ منظور بهن يليهماتوکس يزيآم رنگ -
(Counter staining) 

 چسباندن لامل -
 يکروسکوپ نوريمشاهده با م -

  تانل: يزيآم رنگ
مختلف توسط  يها گروهاز  شده هيته يها برشدر مرحله آخر 

ناحيه  يها سلولشد و ميزان آپوپتوز  يزيآم رنگتانل  يزيآم رنگ
قرار گرفت. كيت تانل  يموردبررسمختلف  يها گروههيپوكامپ در 

)Rosch (مختلف  يها قسمت تواند يم، آلمانDNA  هسته را در
 دار نشانآپوپتوز تشخيص دهد با استفاده از روش تانل، نوكلئوتيد 

و  شود يمشكسته شده متصل  DNAبا فلوئورسين به انتهاي 

. شود يم مشاهده قابلفلورسانس توسط ميكروسكوپ فلورسان 
به نوكلئوتيدي كه  HRPفلوروسين و  –آنتي  يباد يآنتتركيب 

كه با استفاده از سوبستراي  چسبد يمحاوي فلوروسين است 
و يك  (DAB)پراكسيداز، هيدروژن پراكسيد و دي آمينو بنزيدين 

 يها هستهاين راهكار،  است. با استفاده از شده  ييشناسارنگ دائم 
. لذا با كمك كيت رنديگ يمتيره به خود  يا قهوهآپوپتوتيك رنگ 

تيره  يا قهوه به رنگآپوپتوتيك  يها نورون يها هستهتانل 
نكروتيك و سالم رنگ زيادي را  يها نورونولي  شوند يممشخص 

انتهاي كروماتين شكسته شده براي  آزمون. در اين کنند ينمجذب 
 ييها ميآنزتوسط  ها هستهاين  يزيآم رنگتمايز آپوپتوز و 

). ۲۵( شوند يمرنگ  (DAB)آمينوبنزيدين  و با دي شده مشخص
  ر انجام شد:يتانل به شرح ز يزيآم رنگمراحل 
به  ينزول يها الکلدر  يو آب ده ها نمونهنه کردن يدپاراف-

  درجه ۷۰و  ۸۰، ۹۰، ۱۰۰ب در يترت
با  شده قيرقدروژن يد هيدر پر اکس ها بافتون يانکوباس -

دروژن يد هيپر اکس يساز رفعاليغ يزان ده درصد برايمتانول به م
  يدرون بافت

، K (Proteinase K) )Roschناز يون با پروتئيانکوباس -
 ۱۰در هر  گرم يليم آبا غلظت  ،PBSدر بافر  شده قيرقآلمان) 

  .گراد يسانتدرجه  ۳۷ يک ساعت در دمايبه مدت  تريل يليم
 (In Situ Cell Death Detection)م يون با آنزيانکوباس -

ک يبه مدت  ۵۰/ ۵۰۰زان يبه م يبا حلال اختصاص شده قيرق
  .گراد يسانتدرجه  ۳۷ يساعت در دما

 POD (Converter POD, HRP)ون با کانورتور يانکوباس -

  .گراد يسانتدرجه  ۳۷ يک ساعت در دمايبه مدت 
 ين در دمايدينو بنزيآم يون با محلول کروموژن ديانکوباس -

  .گراد يسانتدرجه  ۳۷
نه به يرنگ زم عنوان بهن (يليدر رنگ هماتوکس يريقرارگ -
  ه)يثان ۱۰مدت 
 ۱۰۰و  ۹۰، ۸۰، ۷۰ يشيافزا يها الکلدر  يريمراحل آبگ -
  درجه
  قهيدق ۱۵لل در دو مرحله حداقل يدرگز يريقرارگ -
  چسباندن لامل -
  يکروسکوپ نوريمشاهده با م -

  بود) PH= 4/7با  PBS (محلول شستشو در تمام مراحل
  :شمارش سلولي و تعيين ايندكس آپوپتوز

 ۲۰ ،آپوپتوتيك يها سلولشمارش  منظور بهدر اين مطالعه 
تصادفي  صورت به ۴۰۰ميدان ميكروسكوپي با بزرگنمايي 

آپوپتوتيك ميانگين  يها سلولو پس از شمردن تعداد  شده انتخاب
آپوپتوتيك كل  يها سلولبر شمارش  علاوه .ميکن يمرا ثبت  ها آن
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 ميکن يمرا ثبت  ها آنميانگين  شده شمردههر ميدان نيز  يها سلول
را طبق  (Apoptotic index)شاخص آپوپتوز  پس از شمارش و

: ايندكس آپوپتوز مساوي ميکن يمفرمول زير براي هر گروه تعيين 
 ها سلولتعداد كل  بر ميتقسآپوپتوتيك  يها سلولاست با تعداد 

  ۱۰۰ضربدر 
و  يآور جمعمختلف  يها گروهدر  ها داده :ها دادهروش تحليل 

 قرار گرفت. يموردبررس SPSS افزار نرمو با استفاده از  شده مرتب
 ANOVA (One-Way Analysis ofآناليز آماري از روش  جهت

Variance)  از آزمون  شد واستفادهTukey  دو دوبهجهت مقايسه 
كمتر از  P-Valueاستفاده شد در تمامي محاسبات  ها گروهدر بين 

  در نظر گرفته شد. دار يمعنآماري  ازلحاظ ۰۵/۰
  

  ها افتهي
  ايمونوهيستوشيمي: يها افتهي

سه بار پاساژ  ها و سلولانجام شد  BMSC يها سلولكشت  
 )، آلمانBrdu )Sigmaداده شدند و سه روز قبل از پيوند با 

 يها برششدند. بعد از پرفيوژن ترنس كارديال و تهيه  دار نشان
بر اساس دستورالعمل  BMSC يها سلولبراي شناسايي  پارافيني

 )، آلمانAnti-Brdu )Sigmaبا  ها برشكيت ايمونوهيستوشيمي 
 يها سلولايمونوهيستوشيمي وجود  يها افتهيشدند.  يزيآم رنگ

 گريد عبارت بهكرد.  دييتأپيوند شده را در محل ضايعه (هيپوكامپ) 
پيوند شده  يها سلولايمونوهيستوشيمي نشان داد كه  يها افتهي

زنده مانده و در محل ضايعه (هيپوكامپ) حضور يافتند. تصاوير 
ز طريق وريد كه ا BMSC يها سلولنشان داد كه  ميكروسكوپي
بودند به محل ضايعه (هيپوكامپ) مهاجرت  شده قيتزردمي حيوان 

شكل كرده وزنده مانده و در اطراف هيپوكامپ تجمع پيدا كردند (
۱.(  

  . دهد يممثبت را نشان  Brdu يها سلول ها کانيپايمونوهيستوشيمي:  يها افتهي :)۱(شكل 
  بنيادي مغز استخوان هستند كه زنده مانده و به هيپوكامپ  يها سلول درواقع ها سلولاين 

  )۴۰۰(بزرگنمايي  اند شدهمستقر  اطراف محل ضايعه و درمهاجرت كرده 
  

  تانل: يزيآم رنگ
تعيين ميزان  منظور بهتانل  يزيآم رنگدر اين مطالعه ما از 

هيپوكامپ استفاده كرديم  CA1ه يآپوپتوتيك در ناح يها سلول
 ها افتهي. دهد يمرا نشان  يزيآم رنگنتايج حاصل از اين  ۲شكل 

تانل مثبت در گروه كنترل برابر  يها سلولنشان داد ميانگين تعداد 
و در گروه  ۲۵/۸ ±۶۹۳/۲برابر  و در گروه شم ۰۵/۷ ۹۸۲/۲±

 ±۶۷/۹برابر  کليو هو در گروه  ۴۵/۲۰ ±۳۰۸/۱۰ايسكمي برابر 
صد  در .باشد يم ۰/۱۰ ±۹۷۴/۳و در گروه درمان برابر  ۱۵/۲۰

 ،درصد ۴۴/۱۵ک) در گروه کنترل يتانل مثبت (آپوپتوت يها سلول
در  ،درصد ۶۱/۲۳در گروه درمان  ،درصد ۳۷/۴۳ يسکميدر گروه ا

. باشد يمدرصد  ۲۹/۴۳کل يدرصد و در گروه وه ۹۲/۱۷ه شم گرو
گروه كنترل داراي كمترين و  دهد يماين نتايج نشان  گريد عبارت به

 باشد يمآپوپتوتيك  يها سلولگروه ايسكمي داراي بيشترين ميزان 
آپوپتوتيك بسيار كمتر نسبت به  يها سلولو گروه درمان داراي 

 يها گروه. بررسي آماري نشان داد بين باشد يمگروه ايسكمي 
تانل مثبت اختلاف  يها سلولميانگين  ازنظركنترل و ايسكمي 

). نتايج همچنين ۱نمودار ( (p=0.000)وجود دارد  يدار يمعن
ميانگين  ازنظرنشان داد بين گروه ايسكمي و گروه درمان 

 (p=0.000) وجود دارد يدار يمعنتانل مثبت اختلاف  يها سلول
  ).۱(نمودار 
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   يها سلولتعداد  گروه كنترل با كمترين - Aتصاوير ميكروسكوپي از واكنش تانل  :)۲(شكل 
  تانل مثبت (آپوپتوتيك)  يها سلول گروه ايسكمي با بيشترين تعداد B– تانل مثبت (آپوپتوتيك)

C-  يها سلول(آپوپتوتيك) كمتر از گروه ايسكمي.  تانل مثبت يها سلولگروه درمان با  
  .اند شدهعلامت پيكان نشان داده  و با شوند يمديده  يا قهوه به رنگتانل مثبت  
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  با توجه به  موردمطالعه يها گروهدر بين  SDهمراه با  تانل مثبت يها سلولميانگين تعداد  :)۱(نمودار 
  . بين گروه ايسكمي باشد يمايسكمي  تانل مثبت متعلق به گروه يها سلولميانگين تعداد  نمودار بيشترين

  .(P=0.000)وجود دارد  دار يمعنتانل مثبت اختلاف  يها سلول تعداد ميانگين ازنظردرمان  و گروه
  .باشد يم با گروه ايسكمي موردنظربين ميانگين گروه  دار يمعناختلاف  دهنده نشان*

  
  تعيين ايندكس آپوپتوز:

نتايج مربوط به تعيين ايندكس آپوپتوز نشان داد كه ميزان 
ايسكمي و وهيكل و درمان و شم و  يها گروهايندكس آپوپتوز براي 

و  درصد۲۹/۴۳و  درصد۳۷/۴۳كنترل به ترتيب برابر با 

در حقيقت  باشد يم درصد۴۴/۱۵و  درصد۹۲/۱۷و  درصد۶۱/۲۳
كه ميزان ايندكس آپوپتوزدر گروه درمان  دهد يماين نتايج نشان 

  .)۲(نمودار  باشد يم تر نييپانسبت به گروه ايسكمي بسيار 

  

  
  كه ميزان  دهند يم. نتايج نشان موردمطالعه يها گروهميزان ايندكس آپوپتوز در  :)۲(نمودار 

  .باشد يم تر نييپادرمان نسبت به گروه ايسكمي بسيار  ايندكس آپوپتوز در گروه
  

  بحث
بنيادي مغز  يها سلولنتايج اين مطالعه نشان داد كه تزريق 

- يك هفته پس از ايجاد ضايعه ايسكمي (BMSCs)استخوان 

 يها سلولريپرفيوژن، از طريق وريد دمي، ميزان آپوپتوز را در 
  .دهد يمهيپوكامپ كاهش 
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ايمونوهيستوشيمي اين مطالعه نشان داد كه  يها افتهي
شده  دار نشانبنيادي مغز استخوان كشت داده شده و  يها سلول

، به محل ضايعه (ناحيه هيپوكامپ) مهاجرت كرده و Brduتوسط 
  )۱شكل اطراف محل ضايعه تجمع پيداكردند ( زنده ماندند و در

 يها سلولتعيين ميزان  منظور بهتانل كه  يزيآم رنگ يها افتهي
آپوپتوتيك پس از ضايعه ايسكمي انجام شد نشان داد كه ميانگين 

گروه  و درتانل مثبت در گروه ايسكمي بيشترين  يها سلولتعداد 
ان داد بين گروه آماري نش بررسي كنترل كمترين ميزان را دارد.

آپوپتوتيك  يها سلولميانگين تعداد  ازنظرايسكمي و گروه كنترل 
 ها افتهي) اين ۱نمودار . ((p=0.000)وجود دارد  دار يمعناختلاف 

 يها انيشرريپرفيوژن كه در آن -كه مدل ايسكمي دهد يمنشان 
دقيقه  ۲۰همزمان به مدت  طور بهكاروتيد مشترك هر دو طرف و 

 شود يمبرقرار  مجدداًو سپس جريان خون  شود يممسدود 
(ريپرفيوژن)، مدل تجربي قابل قبولي است و ميزان بالاي ميانگين 

 دييتأآپوپتوتيك در گروه ايسكمي اين نكته را  يها سلولتعداد 
اين مدل قادر است سبب ايسكمي شده و  گريد عبارت به کند يم

ر آپوپتوز كند. هيپوكامپ را دچا يها سلولتعداد فراواني از 
آپوپتوتيك در گروه درمان نسبت به گروه  يها سلولميانگين تعداد 

اختلاف  گريد عبارت بهچشمگيري كاهش پيدا كرد  طور بهايسكمي 
ميانگين تعداد  ازنظردرمان و ايسكمي  يها گروهبين  يدار يمعن

. ونيز ميزان (p=0.000)آپوپتوتيك مشاهده شد  يها سلول
ايندكس آپوپتوز در گروه درمان نسبت به گروه ايسكمي بسيار 

كه تزريق  دهد يمنشان  ها افتهي) اين ۲بود (نمودار  تر نييپا
هيپوكامپ و نيز  يها سلولموجب بقاي بيشتر  BMSC يها سلول

 يها سلولگشته است. حال پيوند  ها سلولكاهش آپوپتوز در اين 
BMSC  هيپوكامپ  يها سلولبا چه مكانيسمي از آپوپتوز

 يها سلول اين افزايش بقاي رسد يم؟ به نظر کند يمجلوگيري 
به علت توليد  ها سلولهيپوكامپ و كاهش آپوپتوز در اين 

و فاكتورهاي نوروتروفيكي  (Growth factorsرشد ( يفاکتورها
  .شود يمتوليد  BMSC يها سلولاست كه توسط 
تعددي در مورد درمان ضايعات سيستم عصبي مطالعات م

صورت گرفته  BMSC يها سلولمركزي و محيطي با استفاده از 
دارد كه  يخوان هماست كه نتايج مطالعه ما با نتايج اين مطالعات 

  :شود يماشاره  ها آندر اينجا به تعدادي از 
Mahmood  را بر روي ضايعات  يا مطالعهو همكاران

داخل  صورت بهرا  BMSC يها سلولتروماتيك مغزي انجام داده و 
وريدي در موش صحرايي تزريق كردند و مشاهده كردند اين 

به مغز حيوان مهاجرت كرده و سبب  زيآم تيموفق طور به ها سلول
ميزان توليد فاكتورهاي  ها آن) ۲۶شدند ( يبهبود عملکرد

  NGF (Nerve growth factor) نوروتروفيك

BDNF (Brain derived neurotrophic factor) bFGF 

(Fibroblast growth factor β)   كردند و نتيجه  يريگ اندازهرا
گرفتند بخشي از بهبود رفتاري به علت افزايش اين فاكتورها 

  .)۲۷باشد ( تواند يم
Crigler  يها سلولو همكاران در پژوهشي نشان دادند كه 

BMSC ها، فاكتورهاي رشد و  مقادير فراواني از نوروتروفين
و نشان دادند كه اين فاكتورها سبب  کنند يمها را ترشح  سيتوكين

  .)۲۸( شود يم ها سلولو بقا و تمايز  ير سلوليبهبود و تحريك تکث
Chen  يها سلولو همكاران در پژوهش خود نشان دادند كه 

BMSC  کنند يمفاكتورهاي زير را ترشح :NGF - BDNF- 
GDNF (Glial cell derived neurotrophic factor) – NT3 

(Neurotrophin 3) – bGFG - VEGF (Vascular 

endothelial growth factor) - HGF (Hepatocyte growth 

factor) – CNTF (Ciliary neurotrophic factor) )۲۹(.  
Nicaise  يها سلولو همكاران BMSC  را در مدلALS 

(Amyotrophic lateral sclerosis)  تزريق كردند و مشاهده
 و (FGF-2)و  (NGF)فاكتور رشد عصبي  ها سلولكردند كه اين 

growth factor) IGF (Insulin like  را بيان كردند و نتيجه
رشد در مغز  يفاکتورهابا بيان اين  BMSC يها سلولگرفتند كه 

  ).۳۰( شوند يم ها نورونموجب بقاي 
Pourheydar  بنيادي مغز استخوان و  يها سلولو همكاران

در محل ضايعه  يموضع طور بهشوان را كشت دادند و  يها سلول
نخاعي مدل حيواني تزريق كردند كه موجب بهبود رفتاري در اين 

را مشاهده  دهيد صدمههاي  نيز ترميم آكسون حيوانات شده و
با ترشح  BMSC يها سلول) و نتيجه گرفتند كه ۳۱كردند (

اين طريق  و ازشده  ها نورونفاكتورهاي نوروتروفيك موجب بقاي 
  .اند شده  دهيدسبب بهبود رفتاري در حيوانات ضايعه 

Munoz  يها سلولنشان دادند كه  يا مطالعهو همكاران در 
 يها سلولبنيادي مغز استخوان موجب افرايش نوروژنزيس در 

  ).۳۲( شوند يمبنيادي هيپوكامپ 
Chen با ايجاد مدل استروك از  يا مطالعههمكاران در  و

بنيادي  يها سلولمغزي مياني و تزريق  يها انيشرطريق بستن 
را  bFGFمغز استخوان، ميزان نوروژنزيس و آپوپتوزيس و نيز بيان 

موجب افزايش  ها سلولبررسي كردند و نتيجه گرفتند كه اين 
  ).۳۳( شوند يم bFGFنوروژنزيس و كاهش آپوپتوز و افزايش بيان 

از طريق  BMSC يها سلولكه  دهند يمنشان  ها افتهياين 
ترشح فاكتورهاي نوروتروفيك و نيز افزايش نوروژنزيس سبب بقاي 

گشته و از اين  ها در آنشده و موجب كاهش آپوپتوز  ها نورون
در ضايعات مختلف  يو عملکردطريق موجب بهبود رفتاري 

  .شوند يمسيستم عصبي مركزي و محيطي 
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  يريگ جهينت
كه پيوند  دهد يمتحقيق حاضر نشان  يها افتهيخلاصه  طور به
- مغز استخوان در مدل ايسكمي يميبنيادي مزانش يها سلول

 يها سلولو كاهش آپوپتوزيس در  ها نورونريپرفيوژن موجب بقاء 
در ضايعات ايسكميك  ها سلوللذا پيوند اين  شود يمهيپوكامپ 

بوده و ضروري است در مطالعات سلول  مؤثريك روش درماني 
 ها سلولدرماني آينده براي درمان ضايعات ايسكميك از اين 

مطالعات انجام شده در زمينه درمان  ازآنجاکه استفاده شود.
ضايعات ايسكميك توسط سل تراپي بيشتر در زمينه بهبود رفتاري 

مطالعات بعدي در  شود يموده است لذا پيشنهاد اين ضايعات ب
جديد توسط  يها ناپسيس يبرقرارزمينه بررسي پلاستي سيتي و 

  تازه توليد شده باشد. يها نورون

  
  تقدير و تشكر

دانشکده  يولوژيزيقات نوروفيمطالعه حاضر مصوب مرکز تحق
بوده و از حمايت مالي معاونت محترم پژوهشي دانشگاه  يپزشک

كشت سلولي  يها پروسه علوم پزشكي اروميه برخوردار شده است.
تحقيقات سلولي و مولكولي و  در مرکزو ايمونوهيستوشيمي 

قات ير مراحل مطالعه در مرکز تحقيتانل و سا يزيآم رنگ
دانشكده پزشكي انجام شده است در اينجا لازم  يولوژيزينوروف

ميدانيم از معاونت محترم پژوهشي و همكاران عزيز در مرکز 
و مركز تحقيقات سلولي و مولكولي  يولوژيزيقات نوروفيتحق

  صميمانه سپاسگزاري كنيم.
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Abstract 
Background & Aims: Cerebral ischemia is known as a major worldwide problem and subsequent 
reperfusion leads to apoptosis or programmed cell death. Specific regions of the brain and specific 
types of neurons, including hippocampal CA1 pyramidal neurons are more sensitive in cerebral 
ischemia. Today cell therapy is one of the common treatments that spread among the researchers. In 
this study, we evaluated apoptosis in hippocampal cells of rat following intravenous injection of bone 
marrow stromal cells (BMSCs) in ischemia-reperfusion model. 
Materials & Methods: In this study, adult male wistar rats (n=40) weighting (250-300g) were used. 
The rats were divided into the five groups of 8 animals including: control, sham, ischemia, vehicle, 
and treatment. In the sham group surgery was performed without blocking common carotid arteries. In 
ischemia group common carotid arteries blocked for twenty minutes and then allowed to reperfusion. 
In the vehicle group 7 days after ischemia, 30µl PBS was injected via tail vein. In the treatment group 
BMSC cells (800000/ 30 µl suspension) were injected into the tail vein 7 days after ischemia. And 72 
hours before transplantation, the cells were labeled with Brdu. 12 days after ischemia, rats were fixed 
with 4% Paraformaldehyde through transcardial perfusion and their brains were removed. After 
histological processing, 5 micron sections were prepared for staining. For immunohistochemistry 
study anti-Brdu anti-body was used and BMSC cells were identified. Apoptotic cells were detected by 
TUNEL staining. 
Results: Sever apoptosis was observed in ischemia group. The mortality rate in the group which was 
treated with BMSC was lower. 
Conclusion: Ischemia-reperfusion for 20 minutes causes damage and extensive neural death in the 
hippocampus, especially in CA1 region and injection of bone marrow stromal stem cells significantly 
decreased the number of apoptotic neurons. 
Keywords: Ischemia, Reperfusion, Hippocampal, Bone marrow stromal cells, Apoptosis 
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