
1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 نامه پايان

      علوم تشريح رشتهكارشناسي ارشد در دوره 

 



7 

 

 عنوان

ترانسفكت سلول هاي استرومايي مغز استخوان بوسيله 

و ارزيابي سلول هاي شبه  BDNFحاوي ژن   pSecTag2وكتور ترشحي 

 عصبي توليد شده

 

 نگارش

 بهمن جلالي كندري

 اهنمااستاد ر

 دكتر تقي طريحي

 

 98زمستان 

   تقديم به :

 

 

 

 روان پاک پدرم، دستان پر مهر مادرم

 و 

 همسر عزيز و مهربانم

 

 

 

 

 



2 

 

 



3 

 

هاي دانشجويان  نامه )رساله( نامه پايان آئين

 دانشگاه تربيت مدرس
 

نامه )رساله(هاي  نظر به اينكه چاپ و انتشار پايان

تحصيلي دانشجويان دانشگاه تربيت مدرس، مبين بخشي از 

پژوهشي دانشگاه است. بنابراين به منظور  هاي علمي فعاليت

نش آموختگان اين آگاهي و رعايت حقوق دانشگاه، دا

 شوند:  دانشگاه نسبت به رعايت موارد ذيل متعهد مي

نامه )رساله(ي  : در صورت اقدام به چاپ پايان 1ماده 

دفتر نشر آثار “طور كتبي به دفتر  خود، مراتب را قبلاً به

 دانشگاه اطلاع دهد.” علمي

 

: در صفحه سوم كتاب )پس از برگ شناسنامه(،  2ماده 

 چاپ كند:عبارت ذيل را 

نگارنده در نامه كارشناسي ارشد  پايانكتاب حاضر، حاصل “ 

در دانشكده علوم  9831است كه در سال  علوم تشريحرشته 

آقای دکتر تقی پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به راهنمايي 

 از آن دفاع شده است. طريحی

 

هاي انتشارات  : به منظور جبران بخشي از هزينه 3ماده 

د يك درصد شمارگان كتاب )در هر نوبت چاپ( دانشگاه، تعدا

دانشگاه اهداء كند. ” دفتر نشر آثار علمي“را به 

تواند مازاد نياز خود را به نفع مركز نشر در  دانشگاه مي

 معرض فروش قرار دهد.

 

% بهاي شمارگان 05، 3در صورت عدم رعايت ماده   : 4ماده 

ربيت مدرس، عنوان خسارت به دانشگاه     ت چاپ شده را به

 تاديه كند.

 

كند در صورت خودداري از  دانشجو تعهد و قبول مي  : 0ماده 

بهاي خسارت، دانشگاه مذكور را از طريق مراجع  هاي پرداخت

دهد  قضايي مطالبه و وصول كند، به علاوه به دانشگاه حق مي

به منظور استيفاي حقوق خود، از طريق دادگاه، معادل وجه 

را از محل توقيف كتابهاي عرضه شده  4مذكور در ماده 

 نگارنده براي فروش، تامين نمايد.

 

علوم دانشجوي رشته  بهمن جلالی کندری: اينجانب  6ماده 

تعهد فوق و ضمانت اجرايي آن  کارشناسی ارشدمقطع  تشريح

 شوم. را قبول كرده، به آن ملتزم مي
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نام و نام 

 خانوادگي

تاريخ و 

 امضا

يت مادي و معنوي در مورد نتايج نامه حق مالك آيين

 پژوهشهاي علمي

 دانشگاه تربيت مدرس

هاي پژوهشي و فناوري دانشگاه  با عنايت به سياست مقدمه:

در راستاي تحقق عدالت و كرامت انسانها كه لازمه شكوفايي 

علمي و فني است و رعايت حقوق مادي و معنوي دانشگاه و 

، دانشجويان، پژوهشگران، لازم است اعضاي هيأت علمي

آموختگان و ديگر همكاران طرح، در مورد نتايج  دانش

، رساله و  نامه پژوهشهاي علمي كه تحت عناوين پايان

طرحهاي تحقيقاتي با هماهنگي دانشگاه انجام شده است، 

 موارد زير را رعايت نمايند:

حق نشر و تكثير پايان نامه/ رساله و درآمدهاي  -1ماده 

ق به دانشگاه مي باشد ولي حقوق معنوي حاصل از آنها متعل

 پديد آورندگان محفوظ خواهد بود.

نامه/  انتشار مقاله يا مقالات مستخرج از پايان -2ماده 

رساله به صورت چاپ در نشريات علمي و يا ارائه  در 

بايد به نام دانشگاه بوده و با تاييد استاد  مجامع علمي 

، مشاور و يا راهنماي اصلي، يكي از اساتيد راهنما

دانشجو مسئول مكاتبات مقاله باشد. ولي مسئوليت علمي 

مقاله مستخرج از پايان نامه و رساله به عهده اساتيد 

 راهنما و دانشجو مي باشد.

آموختگي بصورت تركيبي  تبصره: در مقالاتي كه پس از دانش

نامه/ رساله نيز  از اطلاعات جديد و نتايج حاصل از پايان

 د نيز بايد نام دانشگاه درج شود.شو منتشر مي

)اثري نرم افزار و يا  آثار ويژه  ،انتشار كتاب -3ماده 

حاصل از هنري مانند فيلم، عكس، نقاشي و نمايشنامه( 

نامه/ رساله و تمامي طرحهاي تحقيقاتي كليه  نتايج پايان

واحدهاي دانشگاه اعم از دانشكده ها، مراكز تحقيقاتي، 
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علم و فناوري و ديگر واحدها بايد با پژوهشكده ها، پارك 

مجوز كتبي صادره از معاونت پژوهشي دانشگاه و براساس 

 آئين نامه هاي مصوب انجام شود.

ثبت اختراع و تدوين دانش فني و يا ارائه يافته  -4ماده 

المللي كه حاصل  اي و بين هاي ملي، منطقه ها در جشنواره

هاي  تمامي طرح نامه/ رساله و نتايج مستخرج از پايان

تحقيقاتي دانشگاه بايد با هماهنگي استاد راهنما يا 

 مجري طرح از طريق معاونت پژوهشي دانشگاه انجام گيرد.

ماده و يك تبصره در  5نامه در  اين آيين -5ماده 

در  23/4/78در شوراي پژوهشي و در تاريخ  1/4/78تاريخ

رخ هيأت رئيسه دانشگاه به تاييد رسيد و در جلسه مو

شوراي دانشگاه به تصويب رسيده و از تاريخ   15/8/78

 الاجرا است.  تصويب در شوراي دانشگاه لازم

 یعلوم تشريح دانشجوي رشته بهمن جلالي كندري اينجانب»

 7831 ورودي سال تحصيلي

متعهد مي شوم  علوم پزشكيدانشكده  كارشناسي ارشدمقطع 

مادي و معنوي  کلِيه نکات مندرج در آئين نامه حق مالکيت

در مورد نتايج پژوهش هاي  علمي دانشگاه تربيت مدرس را 

در انتشار يافته هاي علمي مستخرج از پايان نامه / 

رساله تحصيلي خود رعايت نمايم. در صورت تخلف از مفاد 

آئين نامه فوق الاشعار به دانشگاه وكالت و نمايندگي مي 

از اختراع بنام دهم كه از طرف اينجانب نسبت به لغو امتي

بنده و يا هر گونه امتياز ديگر و تغيير آن به نام 

دانشگاه اقدام نمايد. ضمناً نسبت به جبران فوري ضرر و 

زيان حاصله بر اساس برآورد دانشگاه اقدام خواهم نمود و 

 «بدينوسيله حق هر گونه اعتراض را از خود سلب نمودم

 امضا: 

........................ 

خ: تاري   

..................... 
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 تشكر و قدرداني

بخشی از پروژه تحقيقاتی تحت عنوان درمان  اين تحقيق

علوم  که در مرکز N-105-86سلولی ضايعات نخاعی به شماره 

انجام )ص( ءارستان خاتم الانبياواقع در بيم ءاعصاب شفا

می شود، بوده و با حمايت مالی اين مرکز و دانشکده علوم 

 پزشکی دانشگاه تربيت مدرس صورت گرفته است.

مدير محترم گروه علوم تشريحی دانشگاه تربيت  از زحمات

و همچنين  سرکار خانم دکتر موحديناستاد ارجمند  مدرس،

کر و قدردانی را می از کليه اساتيد گروه ، نهايت تش

 نمايم.
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 چكيده

در طي سال هاي اخير، درمان ضايعات نخاعي با  هدف:

استفاده از سلول درماني گام هاي مهمي را برداشته است. 

اما محدوديت اين روش، در درمان بلند مدت اين ضايعات مي 

باشد. ژن درماني بر پايه سلولي روش جديدي است كه اميد 

ي براي درمان موثر تر ضايعات نخاعي ايجاد كرده تازه ا

است. ايجاد سلول هاي شبه عصبي از طريق وارد نمودن ژن 

نوروتروفين ها به داخل سلول هاي استرومايي مغز 

 استخوان، اولين گام در اين زمينه مي باشد.

از روی وکتور حامل بريده شده و  BDNF ژن مواد و روش ها:

ساب کلون شد. درستی  hygro C  pSecTag2بر روی وکتور ترشحی

فرآيند ساب کلون کردن، مورد ارزيابی قرار گرفته و سپس 

سلول های استرومايي مغز وکتور ساب کلون شده تکثير شد. 

استخوان از استخوان ران موش های صحرايی بالغ استخراج 

کشت  چهار پاساژ مناسب تاها در محيط کشت  شد. اين سلول

 BDNFترشحي ساب كلون شده که محتوي ژن وكتور  داده شد.

است به داخل سلول ها انتقال يافت. سلول های ترانسفکت 

به محيط کشت، از سلول  Hygromycinشده با افزودن دوز کشنده 

در اين سلول  BDNFهای ترانسفکت نشده جدا شدند. بيان ژن 

مورد ارزيابی قرار گرفت. توليد  RT-PCRها بوسيله روش 

بوسيله روش الکتروفورز پروتئين ها و در  BDNFپروتئين 

بررسی شد. ترشح اين پروتئين در محيط  Western blotادامه روش 

مورد ارزيابی قرار  Elisaخارج سلولی، با استفاده از روش 

گرفت. به منظور تائيد تبديل شدن سلول های استرومايی 
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ترانسفکت شده به سلول های شبه عصبی، اين سلول ها مورد 

 ارزيابی ايمنوسيتوشيمی هم قرار گرفتند.

نتيجه تعيين توالی پلاسميد ساب کلون شده، درستی  نتايج:

بر روی وکتور ترشحی را  BDNFمراحل ساب کلون کردن ژن 

در سلول های ترانسفکت  BDNFتائيد کرد. بررسی بيان ژن 

نشان داد که اين ژن در سلول ها  RT-PCRشده بوسيله روش 

در اين سلول ها از  BDNF. توليد پروتئين بيان شده است

و ايمنوبلاتينگ، به اثبات رسيد. آزمون  SDS- pageطريق روش 

ELISA  بر روی سوپرناتانت سلول های ترانسفکت شده و سلول

بود، انجام  BMSCهای گروه کنترل منفی که شامل سلول های 

شد و نتايج حاصل نشان داد که وکتور ترشحی بکار رفته در 

ن تحقيق قادر به ترشح پروتئين در محيط خارج سلولی می اي

 87، فيبرونکتين،  Nestinبيان در روش ايمنوسايتوشيمی، باشد. 

NF،222 NF  وBDNF  سلول های ترانسفکت شده با ترشح پايدار،  در

 رد بررسی قرار گرفت. مو

داده های به دست آمده نشان داد که ترشح پروتئين  بحث:

BDNF 4ای ترانسفکت شده دارای سطح بالاتری )در سلول ه 

( می باشد. اين موضوع بر موفقيت فرآيند ترانسفکت رابرب

 کردن دلالت دارد.

، وکتور  هاي استرومايي مغز استخوان سلول کليد واژه ها:

، ترانسفکت با ليپوفکتامين و سلول های  pSecTag 2ترشحی 

 شبه عصبی

 
 فهرست مطالب

 1 ..........  بر مطالعات گذشته فصل اول: مقدمه و مروری

 2 ....................................................................... نخاعي طناب تعريف .1-1

 2 .................................................................... نخاعي طناب ضايعات. 1-2

 3 ................................................. خاعين طناب ضايعات انواع. 1-2-1

 4پاتوفيزيولوژيک عوامل اثر بر نخاعی ضايعات ايجاد. 1-3

 4 ........................................................................................... ايسکمي. 1-3-1

 4 .................................................................................................. ادم. 1-3-2

 4 ................ ديده آسيب نطقهم در يوني ترکيب تغييرات. 1-3-3

 5 .....................................................................نخاعي ضايعه درمان. 1-4

بنيادي هاي سلول از استفاده با نخاعي ضايعه درمان. 1-5

 ........................................................................................................................ 5 

 8 .......................................................... بنيادي هاي سلول انواع. 1-8
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 8 ...................................................... جنيني بنيادي هاي سلول. 1-8-1

 8 .................................................... روياني بنيادي هاي سلول. 1-8-2
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 8 ......................................................... بالغ بنيادي  های سلول. 1-8-4

 BMSC ..................................................................... 8های  سلول. 1-8-4-1

 BMSC ........................................ 7 های سلول انتخاب دلايل. 1-8-4-2

 های سلول از استفاده با شده انجام مطالعات. 1-8-4-3

BMSC 9 ............................................................. نخاعی ضايات درمان در  

ه از ژن درمانی بر . درمان ضايعات نخاعی با استفاد1-8

پايه سلولی 

....................................................

 .......12 

 11 ......................................................... ها نوروتروفين خانواده. 1-7

 BDNF ................................................................... 11 نوروتروفين. 1-7-1

 12 ........................................................... ها نوروتروفين ساير. 1-7-2

 pSecTag2 hygro C .................................................... 13 ترشحی وکتور. 1-9

 15 ......................................................... کردن کلون ساب تعريف. 1-12 

 15 ............................................................ کردن ترانسفکت تعريف. 1-11

 15 .................................................. کردن ترانسفکت های روش. 1-11-1

 18 ............... شيميايی مواد بوسيله کردن ترانسفکت. 1-11-1-1 

 18 ............ ليپوزوم از استفاده با کردن ترانسفکت. 1-11-1-2

 مکانيکی های روش از استفاده با کردن ترانسفکت. 1-11-1-3

 ...................................................................................................................... 18 

 Page -SDS .................. 18ها  پروتئين بعدی دو الکتروفورز. 1-12

 22 ............................................................................. اهداف تحقيق . 1-31
 

 

  21 .....................................................  فصل دوم: مواد و روش ها 

 

 22 .............................................................. کردن کلون ساب مراحل. 2-1

 SPORT6-pCMV وکتور  بوسيله باکتری کردن ترانسفورم. 2-1-2

 PsecTag 2 hygro .......................................................................................... 22و 

 24 ..................................................................... پلاسميد استخراج. 2-1-3

 25 ......................................................... پلاسميد غلظت تعيين. 2-1-3-1
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 27 .................................. ترشحی وکتور به BDNF ژن  اتصال. 2-1-8

 29 ............................................. شده استخراج پلاسميد تغليظ. 2-1-8
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 34 ......................................................................................... نشده ترانسفت
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 PCR ................... 42 واکنش برای اختصاصی پرايمر طراحی. 2-5-4
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 و page-SDS تکنيک بوسيله BDNF پروتئين سنتز بررسی. 2-8

Western blot ..................................................................................................... 44 
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 که ازعصبي پيچيده ترين دستگاه بدن انسان است  سيستم

و چندين برابیر سلول عصبي ميليارد  011اي مشتمل بر  شبكه

حافظتي سلول آن قش م كه ن يال  فت گل يه ای و هاي با ، تغذ

هر سلول عصبي دست  .دارند تشكيل شده است کمک به عملکرد

بل طه متقا هزار نق يك  كم 
1
ين  ساير نورونبا   ها دارد و ا

 [.0] شود ها موجب پيچيده شدن دستگاه عصبي مي ارتباط

(CNS) سيستم اعصاب مركزي
2

هاي مختلفي تقسيم  را به قسمت 

ارتباطي بين مراكز حسي و حركتي  يک پلكنند كه نخاع  مي

 سلولو  عصبي و الياف ها شامل سلول عمدتاً  نخاع .می باشد

هاي  بين قسمت یالياف نقش ارتباطكه  است هاي بافت گليال

ند نده  هصادر كن جرا كن مان و ا خش فر بين ب باط  يا ارت و 

هاي مختلف نخاع  حسي و مراكز تصميم گيري و يا بين قسمت

هاي نخاعي نقش صدور فرمان حركت  سلول .سازد را برقرار مي

البته حركات صادر شده از نخاع  ،و يا نقش ارتباطي دارند

 [.2] باشد مراكز بالاتر مي شدت تحت كنترله ب

 

 نخاعي طناب اتضايع .1-2

ثر بر ا خاعی  ناب ن ستقيم  ط ير م ستقيم و غ شارهاي م ف

يدگي سيب د چار آ فاوت  می د خاعي مت ضايعات ن سعت  شود. و

هره ستون م به  که  جدی  ضايعه ی  هر  شود  بوده  اي وارد 

                                                           
1 - Interconnection point 

2- Centeral nervous system 
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گردد. مي خاعي  سيب ن به آ جر  ند من سيب توا بر  آ هاي وارده 

ستم  ين سي صدمه  ميا فرد  ندگي  شديدي در ز تاثيرات  ند  توا

ممكن است ضعف اندام  ،در مورد اعمال حركتی .ديده بگذارد

يیا  (UMN) نیورون حرکتیی فوقیانیيا فلج يك اندام و آسيب 

اشیته باشید و در میورد وجیود د (LMN) نورون حرکتی تحتانی

اعمال حسی ممکن است فقدان حس، کاهش حس، افزايش حساسيت 

يا احساسهای غير طبيعی نظير احساس سوزش يا کرختی بروز 

هاي وارده  درصد آسیيب 01ضايعات طناب نخاعي تقريباً  .کند

شكيل ميتسيسبر  صبي را ت هد م ع سيب با آن .د ين آ ها  كه ا

براي مدت طولاني  داشته ت مخربيمعمولاً شديد نيست ولي اثرا

شكلات  فرد م ندگي  مر در ز يان ع تا پا يا  نیو  در  فراوا

 [.3] كند ايجاد مي مختلف زندگیابعاد 

نخاعي  اتحوادث و تصادفات از مهمترين علل ضايع

NSCISCطبق آمار اعلام شده از سوي  .باشد مي
1

بيشترين آمار  

 3/55يوع سالگي با ش 18 -32ضايعه نخاعي مربوط به سن 

  [.4]درصد گزارش شده است 

 

 انواع ضايعات طناب نخاعي .1-2-1

ضربه -الف 
2
  

باعث به وجود آمدن علايم عصبي خفيفي شده پس از چند  ضربه

 .] 3 [ يابد روز بهبود يا کاهش مي

کوفتگي نخاع -ب 
1 

                                                           
1
 - National Spinal Cord Injury Statistical Center 

2
 - Concussion 

http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%D8%B1%D9%88%D9%86_%D8%AD%D8%B1%DA%A9%D8%AA%DB%8C_%D9%81%D9%88%D9%82%D8%A7%D9%86%DB%8C
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%D8%B1%D9%88%D9%86_%D8%AD%D8%B1%DA%A9%D8%AA%DB%8C_%D8%AA%D8%AD%D8%AA%D8%A7%D9%86%DB%8C
http://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%86%D9%88%D8%B1%D9%88%D9%86_%D8%AD%D8%B1%DA%A9%D8%AA%DB%8C_%D8%AA%D8%AD%D8%AA%D8%A7%D9%86%DB%8C
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شود که  اين نوع آسيب منجر به خونريزي در طناب نخاعي مي

 .] 3 [ رد پايدار استدر برخی مواعلائم آن 

فشردگي نخاع -ج 
2

 

منجر  بوده و با ادم و ايسکمي شديداين نوع آسيب همراه 

کروز مي مدتي  به ن پس از  ست  کن ا ضايعه مم ين  شود. در ا

 [.3يابد ] کاهشبعضي از علائم ضايعه نخاعي 

 قطع کامل نخاع -د 

از علائم آن از بين رفتن کليه اعمال فيزيولوژيک نخاع در 

 [.3باشد ] محل ضايعه به صورت دائمي مي زير

 

. ايجاد ضاايعات نخااعی بار اعار عوامال 1-3

 پاتوفيزيولوژيک

 ايسکمي .1-3-1

شدن  به آزاد  جر  ستري من ماده خاک يوژن در  کاهش پرف

هییايي از قبيییل سییروتونين متابوليت
3

ها ،  ترومبوکسییان
4

 ،

فییاکتور فعییال کننییده پلاکتییي
5
ها پپتيییدولوکوترين  ،

6
و  

يد پپتيداوپيوي
7
شود. اين عوامل منجر به انقباض عروق مي 

8
 

کند.  تغذيه کننده نخاع شده و در نهايت ايجاد ايسکمي مي

                                                                                                                                                                                
1
 - Contusion 

2
 - Compression 

3
 - Serotonin 

4
 - Thromboxanes 

5
 - Platelet activation factor 

6
 - Peptidoleukotrienes 

7
 - Opioid- peptide 

8
 - Vasoconstriction 
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سيژن در  يزان اک کاهش م به  جر  خون من يان  کاهش جر ين  ا

 [.5گردد ] ناحيه ضايعه و به تبع آن آسيب سلولي مي

 

 ادم .1-3-2

تدا در  که ادم اب شان داد  شگاهي ن مدل آزماي سي  برر

جاد مي خاع اي کز ن سمت مر به بخش ق سپس  طي  شود و  ها ي محي

 [.5يابد .] گسترش مي

 

 تغييرات ترکيب يوني در منطقه آسيب ديده .1-3-3

افزايش ميزان کلسيم يوني 
+2

Ca ها در اکسیون
1

در منطقیه  

 9ضايعه از چند دقيقه بعد از آسيب گزارش شده است که طي 

خود قدار  حداکثر م به  قدار  ين م يک  مي ساعت ا تا  سد و  ر

 [.6يابد ] هفته ادامه مي

شدن آنزيم عال  جب ف سيم مو يون کل ظت  فزايش غل هاي  ا

هاي فوق  شود. فعاليت آنزيم مي A2و فسفوليپاز  Cفسفوليپاز 

هاي اسيد آراشيدونيك از قبيل:  الذکر با توليد متابوليت

يدولوکوترين ها و پت سان  کال آزاد، ترمبوک جب  رادي ها  مو

سيب مي گر از يونش آ کي دي سيب  وند. ي ند آ که در رو هايي  

)نخاعي نقش دارد يون پتاسيم 
+

K  )باشد، بلافاصله بعید از  مي

يابد که ناشي  آسيب ميزان پتاسيم خارج سلولي افزايش مي

                                                           
1
 - Intra-axonal 


