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های بنیادی عصبی مغز تاسماهی ایرانی جداسازی، کشت و شناسایی سلول

(Acipenser persicus) 
 

 

 حدیثه کشیری: 81934- 93731:ستیپندوقص، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان   

 81934- 93731:ستیپندوقص، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان: علی شعبانی   

 991 :ستیپندوقص، دانشگاه علوم پزشکی گرگان :ن حیدریکامرا 

 81934- 93731:ستیپندوقص، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان: محمدرضا ایمانپور   

 991 :ستیپندوقص، دانشگاه علوم پزشکی گرگان: یمحسن سعید 

 

 9312خرداد : تاریخ پذیرش                  9312اردیبهشت : تاریخ دریافت

 

 :چکیده

عنوان یک به( Acipenser persicus, chondrostei)های مختلف مغز تاسماهی ایرانی در بررسی حاضر، تلاش شد تا از بخش

های تلن سفالن، مزن سفالن و متن سففالن مغفز   بدین منظور، بخش. استخوانی کشت سلول بنیادی عصبی تهیه گردد-ماهی غضروفی

کشفت داده شفده و در دمفای    ( FBS %20)غنی شده با سرم گاوی جنینفی   DMEM/F12ر محیط تاسماهی ایرانی جداسازی، د
0
C52  باCO2%2 های حاصله پس از سلول. بار تعویض و با محیط تازه جایگزین گردیدمحیط کشت هر سه روز یک. نگهداری شدند

 7پس از طی بیش از ( CPS)مغز تاسماهی ایرانی ( مخچه)های کشت متن سفالن سلول. هفته متلاقی و پاساژ داده شدند 5-3گذشت 

دست آمده، با استفاده از ازت مایع منجمد ههای سلولی بکشت. استذخایر آن در آزمایشگاه موجود  چنان زنده بوده وپاساژ هم 9ماه و 

، (CPSکشت )ی موجود در کشت هادر بررسی ایمنوسیتوشیمیایی، سلول. بود 77%ها پس از انجماد زدایی میزان بازمانی سلول. شدند

دست ههای ببا توجه به پایداری کشت. های بنیادی عصبی نشان دادندعنوان یک مارکر سلولواکنش مثبت به آنتی بادی ضد نستین به

 .عنوان یک کشت طولانی مدت پایدار در نظر گرفتتوان آن را بهیم CPSویژه کشت آمده به

 

 

 ، مغزاهی ایرانی، سلول بنیادی، کشتآنتی بادی، تاسم :کلیدی کلمات

 
 

 
 

 پست الکترونیک نویسنده مسئول:hadiskashiri@gmail.com 

mailto:hadiskashiri@gmail.com


 .....های بنیادیسلول جداسازی، کشت و شناساییو همکاران                                                                            کشیری

111 
 

 مقدمه
نایی بازسازی مجدد یکک بافکت  ا   و توا  ظرفیت خودنوزایی

هکای بنیکادی بیکان    عنوان تعریف کلاسیکی از سکلول به توانمی

های بنیادی د  واقع، سلول. (8002و همکا ان،  Servilia) نمود

هایی د سلولدا ای دو ویژگی اساسی یعنی توانایی تقسیم و تولی

هکای  سکلول و ایجکاد انکوا    ( خود نکوزایی )های یکسان با ویژگی

 هایسلولشده که  مشخص(. 821 بها وند، ) باشندمیتمایزیافته 

های ماهیان استخوانی از جمله مغز وجکود  بنیادی د  اغلب بافت

، Zupancو  Hinsch؛ 8002و همککا ان،   Chapouton) داشته

 شد نامحکدودی د  مقایسکه بکا  شکد     و ماهیان توانایی  (8001

 هایسلولد  واقع، با  شد ماهی، . باشندمی دا ا پستاندا ان محدود

  .شودها از جمله بافت عصبی تولید میتجدید د  تمامی باف

های جدیکد یکی   تولید نو ون)نو وژنزیز د  مهره دا ان بالغ 

ی که دا انست که د  مغز تمامی مهرها ایپدیده( دو ه بز گسالی

هکا  ایک  گونکه  . انکد، وجکود دا د  تاکنون مو د بر سی قرا  گرفتکه 

؛ Zupanc ،8001و  Zupanc)شامل ماهیان استخوانی حقیقکی 

Zupanc ،8001 ؛Otteson  وHitchkock ،8008) دوزیستان ،

(Polenov  وChetverukhin ، 998)خزنککککککدگان ، (Font  و

تاندا ان وپس (Nottebohm ،8008) پرندگان، ( 800همکا ان، 

(Taupin  وGage ،8008 ؛Gage ،8008) غکم  علکی . باشدمی 

های های آشکا ی بی   دهوجود نو وژنزیز د  مهره دا ان، تفاوت

هککا نشککان داده کککه بر سککی .مختلککف مهککره دا ان وجککود دا د

ناحیکه محکدودی از تلک     نو وژنزیز د  مغز پسکتاندا ان تنهکا د    

هککای مکککانیز . (Song ،8000و  Ming) دهککدسککفال   م مککی

تکا حکد زیکادی ناشکناخته     کننده ای  پدیده نیز مولکولی تنظیم

بککککرخلا   .(Lim ،8002و  Alvarez-Buylla) باشککککدمککککی

های تکثیر شونده د  مغز ماهیکان اسکتخوانی   پستاندا ان، سلول

 حقیقکککی د  خکککا ل از تلککک  سکککفال  نیکککز وجکککود داشکککته  

(Kaslin  ،؛8002و همکا انChapouton   8002ا ان، و همکک) 

 دهککدو مغککز بککه  شککد خککود د  دو ان بلککوه نیککز ادامککه مککی   

(Kaslin  ،؛8002و همککککککا ان Hinsch  وZupanc ،8001) .

حقیقات نشان داده که ماهیان ظرفیت بالایی د  تکرمیم بافکت   ت

و  Chapouton؛ Udvaia ،8002) عصبی پس از جراحت دا ند

 هاآنبهینه  کردعملای  ویژگی ماهیان، موجب . (8002همکا ان، 

که دلیل  (Larner ، 990) جهت بهبود ناحیه آسیب دیده بوده

چکون پایکدا ی نکواحی تکثیکر شکونده      آن به عوامل مختلفی هم

                                                           
1
  Self renewal  

 شکود نیادی عصبی د  ماهی نسکبت داده مکی  های بحاوی سلول

(Hinsch  وZupanc ،8001؛ Grandel  ،8001و همکا ان) . 

های مختلکف ماهیکان   های فیزیولوژیک د  گونهد ک پروسه

چون ماهیان خاویکا ی،  هایی با ا زش تجا ی بالا همویژه گونهبه

های عصکبی  های پایه و کا بردی  وی بافتنیازمند انجا  بر سی

 Gonzalez-Martinez ؛ 8002و همککا ان،   Moles) باشدمی

پایککدا ی  .(8002و همکککا ان،  Bayarri ؛8002و همکککا ان، 

ه مغز د  سیستم عصبی مرککزی ماهیکان   های تکثیر شوندسلول

 سکازد غز  ا فراهم میهای سلولی پایدا ی از مامکان ایجاد کشت

(Servilia  ،8002و همکا ان) . تواننکد دا ای  هکا مکی  ای  سکلول

هکای مختلکف   ای جهت کا برد د  بر سی واکنشپتانسیل بالقوه

از تکوان  ها و فاکتو های  شد بوده و مکی مواد سمی، نوترینتبه 

 ن مکدلی بکرای تکرمیم عصکبی پکس از جراحکت و       عنکوا ها بهآن

هککای نو وتوکسوسککیتی، چنککی  نمایککان سککاخت  مکککانیز  هککم

 با وجود ایک  . نو وفیزیولوژی و نو واندوکرینولوژی استفاده نمود

ای از سیسکتم  که نو وژنزیز د  سطح بالایی د  نکواحی گسکترده  

یابکد، امکا   مکی حقیقکی ادامکه    عصبی مرکزی ماهیان اسکتخوانی 

متاسفانه تاکنون کا های تحقیقکاتی کمکی د  خصکوم امککان     

های سلول های عصبی ماهیان صو ت گرفته و لای کشت سلول

گونه ایلاعکاتی  د  ای   استا، هیچ. مغزی بسیا  کمی وجود دا د

عنکوان گکروه شاخصکی از ماهیکان     د  مو د ماهیان خاویا ی بکه 

کا هکای صکو ت گرفتکه د     استخوانی وجود نداشته و -غضروفی

 هکایی  ای   استا محدود به بر سی امکان کشکت سکلولی بخکش   

 Acipenser mikadoiای ای از بالککه سککینهچککون قطعککههککم

(Vishnyakova  ،8009و همکککا ان)   بخککش قککدامی کلیککه ،

Acipenser baerii  (Cibea   ،8002و همککا ان)    و یکا بخکش

و  Acipenser oxyrhynchus (Vivian Marrayattکا دیکاک  

بوده و تکاکنون گزا شکی د  خصکوم امککان     ( 920 همکا ان، 

های مغز ای  ماهیکان ا زشکمند   های پایدا  از سلولایجاد کشت

 بکا توجکه بکه اهمیکت ماهیکان خاویکا ی و       . منتشر نشده اسکت 

های سلولی حاصل از مغز، چنی  اهمیت و نیاز به ایجاد لای هم

هکای مختلکف مغکز    ز بخکش تکا ا  گردیکد د  بر سی حاضر تلاش 

-ای از ماهیککان غضککروفیعنککوان نماینککدهبککهتاسککماهی ایرانککی 

 .شودهای سلولی یولانی مدت تهیه استخوانی، کشت
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 هامواد و روش
 ماهیان

( Acipenser persicus, chondrostei)تاسماهیان ایرانی 

از کا گاه شهید مرجانی گرگان، ایران، تهیکه و بکه مرککز آبکزی     

انشگاه علو  کشاو زی و منابع یبیعکی گرگکان انتقکال    پرو ی د

 لیتری د  د جه حرا ت 8000های ماهیان د  تانک. داده شدند

گر  د  لیتکر  میلی 0/1، میزان اکسیژن گرادد جه سانتی ±82 

تاسماهیان  وزانه دوبا  با غذای . نگهدا ی شدند  2تقریبا  pHو 

 .  بیوما  تغذیه شدند

 آوری بافتجمع

منظو  تهیه اولی  کشت سلولی، تاسماهیان ایرانکی بکا   به

گر  با قرا  گکرفت  د  آ  حکاوی    800تا  800وزن متوسط  

هوش و پس از سرزنی، بی( گر  د  لیتر0/0)پود  گل میخک 

 هاینمونه. جدا گردید جمجمهاز  استریلمغز آنان تحت شرایط 

، (یلکو  بویکای  )های تل  سفال  دست آمده از بخشهبافتی ب

پس از یکک  ( مخچه)و مت  سفال  ( لو  بینایی)مزن سفال  

Hank (HBSS )با  شستشو با محلول نمککی بکالانس شکده    

(Bio idea)های آزمکایش اسکتریل حکاوی    ، د  لولهHBSS ،

( AM)و آنتککی میکوتیککک  ( AB( )Gibco)بیوتیککک آنتککی

(Gibco( )استرپتومایسککی  و آمفوتریسککی  / سککیلی پنککی )

(8×AB/AM )را  داده شکککدند قککک(Servilia  ،و همککککا ان

8002 .) 

 کشت سلولی 
و  Serviliaبدی  منظو  از  وش مکو د اسکتفاده توسکط    

هکای  نمونکه . با اندکی تغییر اسکتفاده شکد  ( 8002)همکا ان 

صو ت مکانیکی از یریق پیپتینک  بکا   دست آمده بههبافتی ب

. دهای پاسکتو  اسکتریل، همکوژنیزه گردیدنک    استفاده از پیپت

 دقیقه د  معکر  محلکول آنزیمکی    0مدت ها بهسپس سلول

Tripsin-EDTA (Gibco )پککس از آن، بککه . قککرا  گرفتنککد

غنی شده DMEM/F12 (Bio idea )ها محیط کشت سلول

بیوتیکک و آنتکی  و آنتکی ( FBS) 80%با سر  گکاوی جنینکی   

منظو  توقف فعالیت آنزیمی قبل به (AB/AM× 8)میکوتیک 

. اضککافه گردیککد، (دقیقککهدو   rpm8000 ،0) از سککانتریفیوژ

و  DMEM/F12های پلت شده با افزودن محیط کشت سلول

سپس سکو  سکلولی بکه    . پیپتین  به حالت تعلیق د  آمدند

 مترمربکع سانتی 8 /0دا  کشت فیلتر هایفلاسکدست آمده به 

انتقکال   AB/AM( ×8) و DMEM/F12 ،FBS 20%حاوی 

 وز یک بکا    8ا هر همحیط کشت فلاسک. داده شد

هکا  که سلول هنگامی. تغییر و با محیط جدید جایگزی  شدند

 .ند، پاساژ داده شدندتشگ  متلاقی

 هایفلاسکمایع د ون  تخلیه، پس از سلولیپاساژ  منظو به

-Trypsinهکا  های چسبیده به ککف فلاسکک  کشت، به سلول

EDDTA سپس با افزودن محکیط کشکت مکو د    . افزوده شد

 rpm 8000 ،0)های فالکون، سانتریفیوژ انتقال به لولهنظر، و 

پس از دو   یخت  مکایع  ویکی، بکه    . انجا  گرفت( دقیقهدو  

پلت سلولی حاصله محیط کشت تازه افزوده و پس از پیپتکاژ  

. های کشت حاوی محیط مو د نظر انتقکال یافتنکد  به فلاسک

، رادگک د جکه سکانتی  80دمای )به انکوباتو   ها مجدداًفلاسک

CO2%0 )انتقال داده شدند (Servilia  ،8002و همکا ان) .  

 انجماد و نگهداری در ازت مایع

دسکت آمکده،   ههکای مغکزی بک   سکلول  جهت حفظ کشت

بکدی  منظکو ،   . ها تحت شکرایط انجمکاد قکرا  گرفتنکد    سلول

مربوط به بخکش  مکت  سکفال  مغکز      CPSهای کشت سلول

اخل فلاسک کشکت و  تاسماهی ایرانی پس از تخلیه محیط د

. قرا  گرفتنکد  Tripsin-EDTA، د  معر  PBSشستشو با 

پس از سکانتریفیوژ  . به آن اضافه گردید FBSسپس مقدا ی 

(rpm8000 ،0   دقیقهدو ) و تخلیه مایع  ویی، محیط حاوی

FBS %90 و دی متیل سولفکساید-DMSO % 0 (Sigma )

. گشککتندهککا افککزوده، محتویککات داخککل لولککه وا د کرایوویککال

د جکه   -80سکاعت د  دمکای    8مکدت  ها ابتدا بکه کرایوویال

د جکه   -20ساعت د  دمکای   82گراد، سپس به مدت سانتی

گراد و د  نهایت د  تانک حکاوی ازت مکایع قکرا  داده    سانتی

ها به منظو  انجمادزدایی، محتویات داخل کرایوویالبه. شدند

. تشو داده شکدند شس PBSهای استریل انتقال یافته و با لوله

. انجکا  گرفکت  ( دقیقهدو   rpm8000 ،0)سپس، سانتریفیوژ 

پس از دو   یخت  مایع  ویی، پلت د  محیط  شکد تکازه بکه    

هکای  حالت تعلیق د  آمده و سو  سلولی حاصله به فلاسکک 

( Bio idea)با استفاده از  ن  تریپان بلو . کشت انتقال یافت

از انجماد زدایکی بر سکی   ها پس نیز میزان زنده ماندن سلول

  . (8002و همکا ان،  Servilia)گردید

های بنیادی عصبی با استفاده از روش شناسایی سلول

 ایمنوسیتوشیمیایی
هککای بنیککادی عصککبی مغککز منظککو  شناسککایی سککلولبککه

. تاسماهی ایرانی، از  وش ایمنوسیتوشکیمیایی اسکتفاده شکد   

های استریل لساعت بر لام 28مدت ها بهبدی  منظو ، سلول

                                                           
1
  confluent 
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د جکه   2لایزی   شد داده شده، د  دمای -ال-پوشیده با پلی

 Tritonحکاوی   PBSگراد با پا افرمالدئید فیکس و با سانتی

X-100 از آنتککی بککادی ضککد نسککتی   . شستشککو داده شککدند 

( تولید شده توسط پژوهشگاه اب  سینا)دست آمده از موش هب

 . اسکتفاده گردیکد  هکای بنیکادی عصکبی    عنوان ما کر سلولبه

 قیق سکازی  /. 8%تریتون  x-100 PBSآنتی بادی مذکو  د  

 هکا بکا   سکلول . گراد انکوبکه گردیکد  د جه سانتی 2و د  دمای 

( FITCهمراه با  Rabbit anti-mouse Ig)آنتی بادی ثانویه 

هکا  سپس سلول. گراد انکوبه گردیدندد جه سانتی 2د  دمای 

 Gel Mountز محککیط شستشککو و بککا اسککتفاده ا PBSبککا 

aqueous Mounting     بکا میکروسککو  اینکو ت فلو سکنت ،

 نیکز از سکر  نرمکال بکه جکای      شاهد د  تیما  . مشاهده شدند

 .  آنتی بادی اولیه یا ثانویه استفاده گردید

 

 نتایج
، مکزن  (لکو  بینکایی  )د  ای  تحقیق سه بخش تل  سفال  

اسماهی ایرانی مغز ت( مخچه)و مت  سفال  ( لو  بینایی)سفال  

سکو  سکلولی   . هکای آن کشکت داده شکدند   جداسازی و سکلول 

صو ت جداگانه پکس از  های مختلف بافت مغز بهحاصل از بخش

 مترسانتی 80 هایفلاسکگذ اندن مراحل جداسازی و کشت، د  

 ، DMEM ،20%FBSمربکع مخصککوم کشککت حککاوی محککیط  

. شکدند استرپتومایسکی  و آمفوتریسکی  قکرا  داده    /سکیلی  پنکی 

صکو ت معلکق د  ایک     دست آمده از مغز د  ابتدا بههمحتویات ب

سکاعت پکس از کشکت بکا      22هکا،  سلول. ها قرا  داشتندفلاسک

اسککتفاده از میکروسکککو  اینککو ت بر سککی و مشککاهده شککدند،  

هکا  هکای حاصکله بکه ککف فلاسکک     مشخص گردیکد ککه سکلول   

ه بودنکد  ها و اجزای بافتی که به کف نچسبیدسلول. اندچسبیده

 هایسلول. ساعت بعد از کشت، با تعویض محیط خا ل شدند 22

دوککی شککل بودنکد     های کشکت غالبکاً  چسبیده به کف فلاسک

دست آمده از سکه بخکش   ههای بچنی  بی  سلول، هم( شکل )

با گذشت . مغز نیز از نظر مو فولوژی تفاوت خاصی مشاهده نشد

حالکت کشکیده و   های چسکبیده بکه ککف، از    زمان، برخی سلول

و حالکت چنکد     هکای عصکبی  دوکی شکل به سمت شکل سلول

هکا بکه  شکد و    سکلول (. c a,b8,شکل)وجهی تمایل پیدا کردند 

هفتکه از کشکت،    8-8تکثیر خود ادامه دادند تا پس از گذشکت  

هکای کشکت  ا پکر ککرده و     و کف فلاسک(Confluent) متلاقی

                                                           
1
  Neuron-like 

ی پاساژ سکلولی  ی(. a,b8شکل)آماده اولی  پاساژ سلولی شدند 

ها د  فلاسک کشت به حالت ، سلولTripsin-EDTAبا افزودن 

هکا  که پس از یی ایک  مرحلکه سکلول   ( 2شکل )معلق د آمدند 

شایان ذکر است یی مکدت  . ها چسبیدندبه کف فلاسک مجدداً

( 80%به  0 %از ) FBSها با افزایش مقدا  کمی از کشت، سلول

دادند، لذا د  ادامه کا  از  کمی تحریک شده و  شد بهتری نشان

د  اولی  تلاش بکرای کشکت   . استفاده گردید FBS 20%میزان 

های کشت داده شده از نکواحی مختلکف مغکز بکه     سلولی، سلول

و  د  انکوبکات  CO2پاسکاژ د    8هشکت هفتکه یکی     مدت تقریباً

گکراد زنکده مانکده و تکثیکر شکدند ککه       د جه سکانتی  80دمای 

هکا دچکا  آلکودگی    مدت تمامی کشکت متاسفانه پس از یی ای  

پکس از مشکاهده ایک  آلکودگی، بکا      . شدید شده و از بی   فتنکد 

سازی کامل فضای آزمایشگاه و محیط داخل انکوباتو  با استریل

هکای  چنکی  اسکتفاده از فلاسکک   استفاده از الکل اتیلیک و هکم 

کشکت   هکای معمکولی، مجکدداً   جکای فلاسکک  هکشت فیلتردا  ب

. حیه مذکو  مغز تاسماهی ایرانی صکو ت گرفکت  سلولی از سه نا

های سلولی حاصله از نواحی تل  سفال  و مزن سفال  مغز کشت

و  2هفته یی  82و  81 ترتیب تا مدت حدوداًتاسماهی ایرانی به

پاساژ زنده مانده و  شد کردند امکا پکس از یکی ایک  مکدت،       1

یرانی های سلولی مربوط به ای  دو بخش از مغز تاسماهی اکشت

سکت ککه   ا ایک  د  حکالی  . ضعیف شده و د  نهایت از بی   فتند

مغز تاسماهی ( مخچه)کشت سلولی حاصل از بخش مت  سفال  

ماه از زمان شکرو  کشکت و    2با گذشت بیش از ( CPS)ایرانی 

پاساژ زنده مانده و تاکنون نیز ای  کشکت د  انکوبکاتو  و    9یی 

تانککک ازت د   صککو ت منجمککد د چنککی  بخشککی از آن بککههککم

 . باشدآزمایشگاه موجود می

 هایسلولدست آمده، همنظو  حفظ ذخیره کشت سلولی ببه

CPS  90 با استفاده از محیط%FBS 10و% DMSO  منجمد

  بازمککانیمیککزان . شککدند نگهککدا یو د  تانککک حککاوی ازت مککایع 

گیککری د  محککیط پککس از انجمککادزدایی و قرا  CPS هککایسککلول

منظکو   بکه . بکود  20%های کشکت جدیکد،   ککشت تازه د  فلاس

بنیککادی عصککبی د  کشککت نیککز از  وش   هککایسککلولشناسککایی 

 کککا گیری آنتکی بککادی ضکد نسککتی    هایمنوسیتوشکیمیایی بککا بک  

(anti-N )هکای  سکلول    . %دست آمده از موش استفاده شدهب

پس از ششمی  پاساژ واکنش مثبت بکه   CPSموجود د  کشت 

anti-N هکای بنیکادی عصکبی نشکان     کر سکلول عنوان یک ما به

 (.0شکل )دادند 
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شدکل  . اندد ها دوکی شکل و به کف فلاسک کشت چسبیدهساعت پس از کشت، سلول 84دست آمده از بافت مغز تاسماهی ایرانی ههای بسلول: 1شکل 

(a,b,c)2: های عصبی شکل ها با گذشت زمان از حالت دوکی شکل به سمت سلولهای حاصل از بافت مغز تاسماهی ایرانی، برخی سلولسلول(neuron-

like ) تغییر یافتند(a-c .) شکل(a,b)3 :باشدند  هدا متلاقدی و آمداده پاسدا  مدی     دست آمده از بافت مغز تاسماهی ایراندی، سدلول  ههای متلاقی بسلول 

(a :10 بزرگنماییX ،b :40بزرگنماییX .) ها از کف فلاسدک کشدت   دست آمده از بافت مغز تاسماهی ایرانی طی اولین پاسا ، سلولههای بسلول :8شکل

های جدا شده از بخش متن سفالن مغز تاسماهی ایرانی، سلول با آنالیز ایمنوسیتوشیمیایی سلول :5شکل . اندجدا و به صورت معلق در فلاسک در آمده

 .بادی ضد نستین واکنش مثبت نشان داده استآنتی

 

 بحث
هکای سکلولی ماهیکان د  شکرایط آزمایشکگاهی،      کشت لای 

ای د  تحقیقات پایه و کا بردی بوده و تقاضکا  دا ای اهمیت ویژه

هکای  هکای سکلولی قابکل  شکد و تکثیکر د  دو ه     و نیاز به لایک  

. (8002و همککا ان،   Ciba) یولانی مدت،  و به افزایش اسکت 

چون ماهیان خاویا ی ککه  هایی همویژه برای گونهای  موضو  به

د  . باشکد از ا زش تجا ی بالایی برخو دا ند حکائز اهمیکت مکی   

لکو   )های تل  سفال  های مربوط به بخشبر سی حاضر، سلول

مغکز  ( مخچکه )و مت  سفال  ( لو  بینایی)، مزن سفال  (بویایی

( chondrostei Acipenser persicus ,)گونه تاسماهی ایرانی 

و سر  گاوی جنینکی   DMEM/F12یط کشت با استفاده از مح

(20%FBS ) گراد د جه سانتی 80د  دمای(CO2%0 )  کشکت

های بنیادی عصبی حاصله با استفاده از ما کر داده شده و سلول

تاکنون کا های تحقیقاتی کمی د  . آنتی نستی  شناسایی شدند

هکای  ها محدود به گونکه ای   استا صو ت پذیرفته که تمامی آن

 Dicentrarchus labraxچکون مکاهی   هکم )استخوانی  ماهیان

(Servilia  ،8002و همکا ان)  وApteronotus leptorhynchus 

(Hinsch  وZupanc ،8001) گونککه بککوده و تککا بککه امککروز هککیچ

های بنیادی گزا شی د  خصوم امکان کشت و شناسایی سلول

اسکتخوانی صکو ت   -عصبی مغکز ماهیکان غضکروفی و غضکروفی    

لککذا د  ایکک  تحقیککق از مغککز تاسککماهی ایرانککی .  سککتنگرفتککه ا
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(Asipenser persicus )ای از ماهیککان عنککوان نماینککده بککه

 . استخوانی استفاده گردید-غضروفی

ی عصکبی مغکز   هکا مشخص گردید ککه سکلول  د  بر سی حاضر 

های ماهیان اسکتخوانی  چون گونهتوان همتاسماهی ایرانی  ا می

ایک   . شرایط آزمایشگاهی کشت داد گزا ش شده تا به امروز، د 

های مختلف مغز های حاصله از بخشتحقیق موفق شد تا کشت

از ایک   . دمدت بیش از پنج ماه حفظ نمایک تاسماهی ایرانی  ا به

 .های تحقیقاتی مختلف استفاده نمودد  زمینهتوان میها کشت

دسکت آمکده د  ایک  تحقیکق، دا ای     ههای سکلولی بک  کشت

تواند بیانگر ای  موضکو  باشکد ککه    یی بودند که میپایدا ی بالا

اسکتخوانی  -عنوان یکک مکاهی غضکروفی   مغز تاسماهی ایرانی به

هکای  د  ای   اسکتا، کشکت  . باشدبالایی می دا ای ظرفیت تکثیر

و مکزن  ( لکو  بویکایی  )های تل  سکفال   سلولی مربوط به بخش

و  81ا مکدت تقریبک  مغز تاسماهی ایرانی بکه ( لو  بینایی)سفال  

هفته به  شد خود ادامه دادند که پس از مکدتی  شکد ایک      82

هکای مربکوط بکه ایک  دو     تد یج سلولها کاهش یافت و بهسلول

هکای کشکت   ست که سلولا بخش از دست  فتند، ای  د  حالی

CPS   مدت بیش از مغز به( مخچه)مربوط به بخش مت  سفال

چنکان د   هکم پاساژ حفکظ شکده و ذخکایر آن نیکز      9ماه یی  2

آزمایشگاه، هم د  انکوباتو  و هم به صو ت منجمد د  تانک ازت 

د  تحقیق صو ت گرفته د  خصوم ایجاد . باشدموجود میمایع 

هکای بنیکادی عصکبی مغکز     کشت سلولی یولانی مدت از سلول

خص گردید مش( Dicentrarchus labrax)ماهی سیم د یایی 

هکای مختلکف مغکز ایک      توان از بخشهای زنده  ا میکه سلول

محققکی  د   . (8002و همکا ان،  Servilia) دست آو دهماهی ب

های  غم از دست دادن بخشی از کشتای  بر سی توانستند علی

دست آمده از نواحی مختلف مغز ای  ماهی استخوانی، هسلولی ب

مربوط به بخش مخچه و تگمنتکو  مغکز ایک      SBB-W1کشت 

نموده و آن  ا به عنکوان یکک سکل    پاساژ حفظ  82ماهی  ا یی 

نیکز  Zupanc  (8001 )و Hinscha. لای  پایدا  معرفی نمودنکد 

هکای بنیکادی   د  تحقیقی د   استای جداسازی و کشکت سکلول  

 Apteronotus leptorhinchusعصبی از مغز ماهی استخوانی 

های تل  سکفال ،  های بنیادی حقیقی  ا از بخشتوانستند سلول

والوولا سربلی ای  مکاهی جداسکازی ککرده و    کو پوس سربلی و 

با توجه . های آن  ا د  شرایط آزمایشگاهی بر سی نمایندویژگی

تکوان  مکی  دسکت آمکده د  ایک  تحقیکق،    ههای سلولی ببه کشت

هکای مغکز تاسکماهی    از تمکامی بخکش   عنوان داشت که اگرچه 

کشت سلولی تهیه نمود اما از بخش مت  سکفال   توان میایرانی 

 تکوان کشکت پایکدا تر و بهتکری     مغز ایک  ماهیکان مکی    (چهمخ)

عنکوان یکک کشکت    تکوان آن  ا بکه  که مییو یدست آو د بههب

هککای یککولانی مککدت پایککدا  د  نظککر گرفتککه و از آن د  زمینککه 

( هکا نوداویروسچون هم) شناسیویروستحقیقاتی مختلف از جمله 

 . استفاده نمود

یان اسکتخوانی بیکان   های پیشی  د  خصوم ماهد  بر سی

هکا دا ای  ویکژه بخکش مخچکه آن   شده که مغز ایک  ماهیکان بکه   

، Ottو  Zupanc) باشککدمککی ظرفیککت تکثیککر شککوندگی بککالایی

د  تحقیق صو ت گرفتکه  وی کفشکک مکاهی و سکیم     . (999 

های تکثیر شونده د  ناحیکه  ولد یایی نیز وجود تعداد بالای سل

و  Servilia) د شده اسکت مخچه مغز ای  ماهیان استخوانی تایی

هکای  سکلول  محققی  بیان نمودند که احتمالاً. (8002همکا ان، 

 ثیکر شکونده د  مغکز ماهیکان منشکا      بنیادی عصبی از نکواحی تک 

، د  واقع د  مغز بکه  (Horschke ، 990و  Zupanc) گیرندمی

های بنیادی وجود ویژه بخش مخچه د  ماهیان استخوانی سلول

 باشکند  وژنزیز د  ایک  نکو  ماهیکان مکی    نکو  دا ند ککه مسکئول  

(Zupanc  وClint ،8008) های موجود د  ای  نکواحی،  و سلول

 دهنکد به  شد و تقسیم خود د  مغز یکی دو ه بلکوه ادامکه مکی    

(Zupanc  ،؛ 8000و همکا انZupanc  ،991 و همکا ان) .  د

دست آمده قابلیت بکالایی د  تکثیکر   های  بر سی کشت سلولی ب

های بنیکادی  سلول توان بیان داشت که احتمالاًاد لذا مینشان د

 موضکو ، از آنتکی بکادی    برای تایید ایک   . د  کشت حضو  دا ند

هکای بنیکادی عصکبی    عنکوان یکک مکا کر سکلول    ضد نستی  به

که آنتکی بکادی اختصاصکی    دلیل ای متاسفانه به. استفاده گردید

ز آنتکی بکادی   برای ای  ماهیان وجود ندا د، د  بر سکی حاضکر ا  

دسکت آمکده از   هآنتی بادی ضد نستی  بک )حاصل از پستاندا ان 

. های بنیادی عصبی استفاده گردیکد برای شناسایی سلول( موش

صاصکی بکرای ایک     هکای اخت د  واقع تولید و توسعه آنتی بکادی 

 پکذیری   واککنش   سکد زیکرا معمکولاً   نظکر مکی  همهکم بک   ،منظو 

 باشکد تاندا ان پکایی  مکی  هکای پسک  های ضد پروتئی آنتی بادی

(Grunow  ،80و همککککا ان  ) . د  ایککک  تحقیکککق، بر سکککی

ایمنوسیتوشیمیایی با استفاده از آنتی بادی ضد نستی  واککنش  

بنکابرای   . ها با آنتی بادی مذکو   ا نشان دادمثبت برخی سلول

هکای  با توجه به بیان آنتی بادی ضد نستی  توسط برخی سکلول 

هکای بنیکادی عصکبی د     ، وجود سلول(CPS)موجود د  کشت 

تکوان  دست آمده از مغز تاسماهی ایرانی  ا مکی ههای ببی  سلول

هکای سکلولی   با د  نظر گرفت  دوا  و پایدا ی کشت. تایید نمود

توان بیان داشت که مغکز ایک    میحاصل از مغز تاسماهی ایرانی 

هکا دا ای ظرفیکت تکثیکر    ویژه بخش مت  سکفال  آن ماهیان به

با توجه به پایکدا ی و بقکای   .  باشدبالایی می وندگیش
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( مخچکه )حاصل از ناحیه مت  سفال   CPSیولانی مدت کشت 

تکا بتکوان ایک  کشکت     بکوده  دنبکال آن  مغز تاسماهی ایرانی، بکه 

عنوان یکک سکل لایک  د  پایگکاه ایلاعکاتی بکی        ا زشمند  ا به

انجکا   ثبت نموده و به ککا برد تجکا ی جهکت     المللی سل لای 

 .دویژه تحقیقات نو وبیولوژی  سیبه تحقیقات مختلف

، (لکو  بویکایی  )های تل  سکفال   ای  تحقیق موفق شد از بخش

مغز تاسکماهی  ( مخچه)و مت  سفال  ( لو  بینایی)مزن سفال  

که د  ای  میان کشت حاصل  دهای سلولی تهیه کنایرانی کشت

الاتری نسبت بکه  ، پایدا ی ب(حاوی مخچه)از ناحیه مت  سفال  

 ایک  د  حکالی  . های حاصل از سایر نواحی مغز نشکان داد کشت

های پیشی  د  خصوم ماهیکان اسکتخوانی   ست که د  بر سیا

نیز فعالیت بالای تکثیر شوندگی د  بخش مخچکه ایک  ماهیکان    

با توجه به نتایج حاصله از ایک  تحقیکق و نتکایج    . تایید شده بود

ی برخکی ماهیکان   گرفتکه  و  حاصل از تحقیقات مشکابه صکو ت  

 سد بی  ای  ماهیان و تاسماهی ایرانی بکه  نظر میهاستخوانی، ب

استخوانی از نظر ظرفیت بالای تکثیر -عنوان یک ماهی غضروفی
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Abstract 

In the present study, we tried to cultivate neural stem cells from different regions of 

Persian sturgeon (Acipenser persicus) brain, as a chondrostei fish. For this, telencephalon, 

mesencephalon and metencephalon of the brain were separated, cultivated in DMEM/F12 

medium supplemented with fetal bovine serum (20% FBS) and maintained at 25
0
C with 

5%CO2. Medium was changed every 3s days and replaced with fresh medium. After 2-3 

weeks, cells were confluent and passaged. Cells of metencephalon (cerebellum) culture from 

Persian sturgeon brain (CPS) are still alive after about 7 months and 9 passages and their 

stocks are available in the laboratory. The cell cultures have been cryopreserved using liquid 

nitrogen. The survival rate of cells was 70% after thawing. In immonocytochemistry survey, 

cells were immonopositive for anti-nestin antibody, as a neural stem cell marker. The 

obtained cultures could be considered as a constant long term culture because of their 

stability, and could be used in different studies. 
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