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A B S T R A C T 
Objective: Nanoparticles, owing to their unique physicochemical properties, have 
emerged as promising agents for biomedical applications, particularly in tissue 
engineering and regenerative medicine. Among the various types of nanoparticles, 
graphene oxide (GO) has garnered significant attention because of its biocompatibility 
and ability to facilitate cellular processes. This study investigated the role of graphene 
oxide nanoparticles in promoting neural differentiation of mouse mesenchymal stem 
cells (MSCs), focusing on the underlying mechanisms and outcomes of such 
interactions.  
Materials and Methods: In this study, bone marrow-derived stem cells were isolated 
from the femurs of mice using a flushing method. The cells were cultured in three 
distinct groups for 14 days. Control Group: Cells were cultured in a neural 
differentiation medium without additives. Group 1: Cells were cultured in a general 
culture medium supplemented with 1.5 µg/ml of graphene oxide. Group 2: Cells were 
cultured in neural differentiation medium with 1.5 µg/ml of graphene oxide. To assess 
the effects of graphene oxide on cell viability and differentiation, MTT assays were 
employed to evaluate cytotoxicity, while immunocytochemistry (ICC) techniques were 
used to detect the expression of neural differentiation markers, including Sox2, β-
tubulin III, and MAP2.  
Results: The results demonstrated that both Group 1 and Group 2 exhibited expression 
of all three neural differentiation markers, Sox2, β-tubulin III, and MAP2, comparable 
to that of the control group. This indicates that the presence of graphene oxide, even in 
general culture medium, can promote neural differentiation. However, it is noteworthy 
that the dose of graphene oxide used in this study also exhibited no cytotoxic effects on 
the cells, suggesting a delicate balance between promoting differentiation and 
maintaining cell viability. The findings of this study underscore the potential of 
graphene oxide nanoparticles as a tool for enhancing neural differentiation of 
mesenchymal stem cells. The ability of GO to induce the expression of key proteins 
associated with neural differentiation without the need for additional nerve growth 
factors highlights its efficacy as a biocompatible scaffold.   
Conclusion: This study provides evidence that graphene oxide nanoparticles can 
effectively promote the neural differentiation of mouse mesenchymal stem cells. The 
ability to induce the expression of critical neural markers through both direct cellular 
interactions and scaffold formation makes graphene oxide a valuable component in 
neuroregenerative strategies. Future research should focus on elucidating the precise 
mechanisms by which graphene oxide influences cellular pathways and optimizing its 
application in stem cell therapy for neurological disorders. 
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شناسی جانوری تجربی زیست  
 

 

 «مقاله پژوهشی»

 بزه  اسزخووا   مغزز  یمیمزانش یادیبن یها سلول زیتما بر دیاکسا گرافن تأثیر یبررس

 یزیتما کشت  طیمح در نورو 

 
  3فروتن طاهره ،2ینیمع زهره ، 1یدهنو دینو

 

چکیده
ندبهآسانیازغشایپلاسماییعبورکنندوازطریقواردشدنبهسلولواثربرمسیرتوانمینانوذرات:هدف

ازطریقمجتمع یا هایعنوانسیستمتوتشکیلداربستبهشدندرمحیطکشسیگنالینگداخلسلولیو
آلبرایحمایتازتکثیروتمایزسلولیدرنظرگرفتهشوند.هدفازاینپژوهشبررسیسازگارومکانیکیایده

عصبیتمایزبراکسایدگرافننانوذرهسلولتأثیرمیهاموشیمزانشیمیبنیادیی.باشد
اجشد.درسهگروهمختلفیبنیادیباروشفلاشینگازمغزاستخوانموشاستخرهاسلول:هاموادوروش

به 14مدت کشتیافتند. )روز کنترل گروهیکشتهاسلولگروه محیطکشتتمایزیعصبی(، در 1یافته
یهاسلول)2گرافناکساید(وگروهµg/ml5/1یافتهدرمحیطکشتعمومیوحاویدوزیکشتهاسلول)

پسازگذشتµg/ml5/1 یافتهدرمحیطکشتتمایزیعصبیوحاویدوزکشت روز14گرافناکساید(.
.استفادهشدICCوMTTترتیبازتکنیکمنظوربررسیسمیتسلولیومیزانتمایزعصبیبهبه

یسلولیمشخصشدکههرسهمارکرسنجسمیتهایتکنیکایمونوسیتوشیمیویافتهبراساس:نتایج
(عصبیتمایزیSox2 ،Btubulin ІІІ MAP2و گروه در )1 و2و کنترلبیانشده گروه همانند

.نداشتهاستهاسلولچنینگرافناکسایددردوزمورداستفادهاثراتسمیبررویهم
یافته:گیرینتیجه نشانمیاین بدونها محیطکشتعمومیو با اکساید گرافن از ترکیبی که دهد
هایمهموهکنترلسببالقایبیانپروتئینمانندگردهتوانمیهیچفاکتوررشدعصبیدیگرکردناضافه

 دخیلدرتمایزنورونیشود.
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 و پیشینه پژوهش مقدمه
ییبااوییفاهنامشاخصدربادنهااسالولیبنیاادیهااسلول
کهمنتظرتعیایننقاشکنندمیندومانندبازیگرانیعملباشمی

واعاعدر.هساتندخودمایتاوانانتظااردرگفاتسایگنالهاایی
بگویاادبایااددرباادنچااهکااارکنناادهاااآنکااهبااهندباشااماای
(Chapman, 2017).سلولاینهافیزیشرایطتحتیااولوژیکی

القاا،خاصآزمایشگاهیوشادهمایتواننادسالولهاااعماالباایی
تبادیل.نمایندایجادتخصصیسالولهااباهبنیاادییسالولهاای

رایافتااه1تمااایز»تخصااص»ماایگوینااد(Yang et al., 2022).
بیرونایماننادهااینشاانهدرونیمانندژنهاایسالولی،هاینشانه

شیمیاییسلولترشحاتهاتوسطفیزیکیتماس،دیگرسلولیهاای
،محیطدرمعینهایمولکولحضورومجاوراینتبدیلسلولدرهاا

سلولبهداردهانقشیافتهتخصصی(Yu et al., 2021).
کاههااییگزارشباتنیبروندرمحیطهانورونبهMSC تمایز

Woodbury(2002)وRamos(1998)مااوردبساایاردادناادارائااه
موشیوانسانیرابااساتفادهازمحایطMSCآنان.توجهعرارگرفت
حاویالقاییDMEMبتامرکاپتواتاانولچاونمتفااوتیترکیبات2و،

4آنیازولوباوتیراتهیدروکسای3(DMSO)دیمتیلسولفواکساید
(BHA)تقریبااالقااازپاسساعتچندطی.کردند80تیماردرصاد

MSCبهشدهسلولتیمارها.یافتنادتماایزعصابیشابهیاهربایی
ایهاایرشاته)پاروتئینNestinیایمونوفلورسانتبارایآمیزرنگ

درکهسلولحدواسطهابیانتلیالنورواپیمییشونشاانگرهایو)د
نشانعصبیبلوغکهسلولدادتیمارهایپنجشدهتیمارازبعدساعت

Nestinبیانمیراکنندمشاهداتطبق.Sanchez-Ramosمعلاوم
وعتیکهشدMSCحضاوردرانساانیوموشایEGF

5رتینوئیاک،
بهاسیدهمراهBDNF،شوندمیالقاتواننظیرراعصبینشانگرهایند

NeuN،NestinوGFAP.دارنادبیاانراJiménez-Acosta et 

al.(2022)کااهکردناادهاامگاازارشکشااتیMSCباارشباااهااای
تمایزمغزهیپوکامپMSCبهسلولراهاالقاعصبیشبهمییکناد،

سلولعالاوهبارفاکتورهاای-پیشنهادکردندکهتماسسلولهاآن
یهااسالول،نقشمهمیدرتمایزبهعصابهاکینتروفیکوسایتو

MSCمیبازیکند.ورعهگرافن(بعدیدوایD2کربنهایاتماز)
)زنبوریلانه(ضلعیششپیکربندییکمیدرباشاتامکاهدبااهاا

هیبریدSP2شادهمتصلهمبهدانا(Kim, 2023; Katsnelson, 

                                                                                     
1. Differentiation 

2. Βmercaptoethnol 

3. Dimethylsulfoxide 

4. Butylated hydroxyanisole  

5. Epidermal Growth Factor  

2007; Rao et al., 2009).ویژگیهاایعابالتوجاهماننادگارافن
مولکولیوزنباموادوپروتئینجذبوالکتریکی،کشسانیرسانندگی

تمایزمسیراستممکنسلولکمهاتکثیاروبنیاادییسالولهاای
کاهگارافنمهمویژگی.دهدتغییرراعصبیمایتوانامهندسایدرد

ماوادوپاروتئینجاذبدرآنتوانااییگیاردعراربررسیموردبافت
هردوعملرشدسالولیمنظوربهوزنمولکولیکماست.شیمیاییبا
باارتباطسلولوها،اطرافسلولیهاترشحرامختلفیمیموادکنند.

سلولیتمایزوسلولیتکثیردروشدهگرافنسطحجذبمواداین
.ساختمانشیمیاییمحکم(Rawat et al., 2021)گذارنداثرمی

عصابیسلولاتصالبرایگرافنازواساتآنمناسابجااییکاه
هااآنیعصبیدارایفعالیتالکتریکیهستندوعملکردهاسلول

بناابراینهادایتالکتریکایهایالکتریکیاست،براساسفعالیت
دوبعادیهادایت.اساتمناسابعصابیمدلبرایگرافنخوب

محایطدرتحریاکباهمنجارگرافنبالایin vitroماید.شاو
فناجاازهبررسایتغییاراتمورفولاوژیکیشافافیتگاراعلاوهبه

ساازد.تحریاکیعصبیتوسطمیکروسکوپرامهیامیهاسلول
افاازایششااکلتغییاارباعاالگاارافنتماااسباادونالکتریکاای

دکهاینشومیin vitroهایسلولبهسلولدرمحیطمیانکنش
سرعترونددرافزایشبهمنجرسلولبهسلولتماسدرافزایش

(Rawat et al., 2021).دشومییتمایزسلول
گارافنساببنانوذرهدندهدکهنشانمینوجوددارهاییگزارش

درتمایزسلولافزایشهابنیادیمییشاو.دباه،مثاالعناوانتاأثیر
تمایزدرگرافنمضاعفسالولهااباهانساانیمزانشایمیبنیاادیی

از.اساتشدهمشاهدهگرافنفاعدگروهبامقایسهدراستخوانیسلول
تأثیرطرفیتمایزدراکسایدگرافنسلولمضاعفهاالقااییبنیادیی

(IPSCs)6سلولبههاعصبیتمایزیفاکتورهایحضوردرعصبیی
.استرسیدهاثباتبهبهشواهدبهتوجهبادستآمدهازآزماایشهاای

ایندر،پژوهشپیشینتاگرفتیمتأثیرتصمیمدوزباااکساایدگرافن
یبنیاادیمزانشایمیهااسالولرابارتماایز(µg/ml5/1) مشخص

بهموشاستخوانمغزازسلولمشتقهاایان.کنیمبررسیعصبیی
یکیدرمحایطکشات؛بررسیدردوحالتمختلفانجامخواهدشد

یتماایزیعصابیودیگاریدرمحایطکشاتدارایفاعدفاکتورها
.عصبیهمفاکتورهایچنینکنتارلگاروهبااراگاروهدوایننتایج،

شدهدرمحیطکشتتمایزیعصابیوبادونیکشتدادههاسلول)
 .گرافناکساید(مقایسهخواهیمکرد



                                                                                     
6. Induced Pluripotent Stem Cells 



یزیتماکشتطیمحدرنورونبهاستخوانمغزیمیمزانشیادیبنیهاسلولزیتمابردیاکساگرافنتأثیریبررسوهمکاران:دهنوی 4
 

 شناسی پژوهش روش
تمااایزیاثااربررسااینااانوذراتجهااترویبااراکسااایدگاارافن

درهااماوشیبنیادیمزانشیمیموش،مغازاساتخوانهاسلول
کاملاًشرایطدروشدهتخلیهآزمایشگاهیاستریلفلاساکهاای
25سانتیمترمربعباامتناسابکشاتمحایطحاویگاروههاای

یبنیاادیهاسلولدراینمطالعهازکشتدادهشدند.موردمطالعه
.شااداسااتفادهساومپاساااژمزانشایمیسالولهااااز14پااسروز

یطکشتحااویگارافناکساایدباادوزعرارگیریدرمعرضمح
µg/ml5/1،پروتئینبیانمیزانبررسیبرایمیزانوعصبیهای

براکسایدگرافنسمیسلولاثراتتکنیکهاطریقاز،هایICC 

وMTTموردمطالعه.گرفتندعرار


 بنیادی مغز اسخووا  یها سلولکشت 

پژوهشدرحاضر،سلولهافلاشینگروشبااستخوانمغزبنیادیی
فموراستخوانمغزپنجازنژادبالغموشراس NMRI تقریبیسنبا

هااسلول.اینشداستخراجگرم25تا22ووزنهفتههشتتاشش
FBS،10وDMEMحاااویکشااتپااسازجداسااازیدرمحاایط

ضروریغیرآمینهاسیدهای،1درصددرصداپنسیلینوستپتومایسین
1درصدزمانیروزچندازپس.شدنددادهاولیهکشتکهسالولهاای

دادهشادهووشوشست PBS هابامذکورکفپلیتراپرنمودندپلیت
ازفلاساکسالولیجاداهااسالولTrypsin-EDTAبااستفادهاز

رویایسوسپانسایونریخاتندوروساانتریفیوژباانهایتدروگشته
یکشاتمنتقالشادند.کشاتهاافلاساکیحاصالهباههاسلول
بااروشDMEM  یبنیادیمغزاستخواندرمحیطکشاتهاسلول

بررسیازپسکهگردیدانجامسلولذکرشدههامیکروساکوپزیردر
.درصورتنیازوتغییررنگ،تعویضمحیطکشتانجامشد



در حضور  ها سلولسازی بسخر سلولی جهت کشت  آماده

 گرافن اکساید اتنانوذر

،سومپاساژازسلولپسهاازفلاساکهااپلیاتباهوجاداهاای
،کفهارخاناهبااهاسلولخانهمنتقلشدند.عبلازریختنشش

خاناههردروشدپوشاندهاستریل100لاملعارارسالولهازار
هااراپارکافخاناههااسالولکهگرفت.پسازسهروزوزمانی
بهسهگروهتقسایمهاسلولمیخارجوکردند،محیطکشتعمو

گاروه،عصبیتمایزیکشتمحیطمعرضدرکنترلگروه.شدند
1دوزباااکساایدگارافنحااویعمومیکشتمحیطمعرضدر

µg/ml5/1 گروه2وعصابیتماایزیکشاتمحیطمعرضدر

.گرفتندعرارمشابهدوزبااکسایدگرافنسلولحاویهااباهمادت
14هروشدندنگهداریگروههرمخصوصکشتمحیطدرروز

محایطافازودنازعبال.شادتعاویضعبلیکشتمحیطروزدو
ذراتتاشدپیپیتاژبارچندینمحلول،اکسایدگرافندارایکشت

.گرافنبهطوریکنواختپخششوند


 MTTروش  بررسی سمیت سلولی به

MTTروشیبهگیریسمیتسلولاندازه
1رناگروشیاکسانجی

سیتوتوکسیسایتیفعالیاتوسالولیسامیتبررسایبارایکهاست
یکنماکتتارازولMTTرود.کارمیعواملداروییوموادسمیبه

آنازیمتوساطاحیااازپاسکهاسترنگزرداکسایدوردوکتازهاای
بهفورامازانبنفشرناگهاسلولویژهسوکسیناتدهیدروژناز(در)به

میتبدیلدشوتبدیلواحیارونداین.MTTارغاوانیفوراماازانباه
هااایردوکتااازفعااالموجااوددرمیتوکناادریتنهااادرحضااورآناازیم

د،بنابرایناینروشمناسببرایتعیاینشومییزندهانجامهاسلول
سلولمیزانهااساتزندهی.گارافنسالولیسامیتارزیاابیبارای

(کنترلگروهرویبرسلولاکسایدهایمحایطمعرضدرگرفتهعرار
گاروه،)اکساایدگارافنباانشادهمواجههوعصبیتمایزی1کشت

یعرارگرفتهدرمحیطکشتعمومیحاویگرافناکساایدهاسلول)
دوزباµg/ml5/1) گروه2و(سلولهاکشاتمحیطدرگرفتهعراری

دوزباااکساایدگارافنحااویتمایزیµg/ml5/1)ازپاس،14روز
تستMTTبه.شدانجامزیرروش

(16ویرایش)SPSSافزارهابااستفادهازنرمتجزیهوتحلیلداده
محاسباتآماریبرایبررسیاختلافدرمیازانجاذبانجامگرفت.

توسطتولیدشدهفورامازانسلولرنگهاباا،موردآزمایشگروهسهدر
یاکواریاانسآزماونازاساتفاده(طرفاهone way ANOVAو)

انجاامشاد.مارزاساتنتاجآمااریTukeyدنبالآنآزمونتعقیبیبه
05/0نتایجp≤.شدگرفتهنظردر


 روش انجام کار

سلولدر5000پسازتریپسینهشدنبهتعداد3یپاساژهاسلول
پلیتچاهک96هرساهازیاکهاربارای.شدنددادهعرارخانه

موردمطالعهگروهگروه،کنترلگروه(1گروه2وازچاهاکساه)
وگردیدانتخابسلولپلیتهابهمدت14محایطمعارضدرروز

القاااکسایدگرافناثراتتاگرفتندعرارگروههرمخصوصکشت
 بارانجامشد(.شود)تعویضمحیطهردوروزیک

                                                                                     
1.3،4،5-تیازولمتیلبرماید-5-2-دیتترازولیومفنیلدی 
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چاهاکازرویایکشاتمحایط،سپسازپاسوتخلیاههاا
میکرولیترMTT(10 میکرولیترمحلولPBS،100باوشوشست
MTTغلظاتباmg/ml590ومیکرولیتارDMEM)هارباه

ازپس.شداضافه4چاهکدمایدرانکوباسیون37ساعتدرجه
هااازچاهاک،MTTمحیطکشتحاویCO2%5گرادوسانتی

باو100تخلیهمیکرولیترDMSOازپس.شدجایگزینگذشات
1015تاتولیددعرنگ،چاهکیقهدرشدهموجطولدرپلیتهای
570.شدخوانشریدرالایزادستگاهتوسطنانومتر 


 بررسی مورفولوژیکی القای فنوتیپ عصبی

1یبنیادیمزانشیمیپاساژسومدرسهگروهکنتارل،گاروههاسلول
گروه2وخاناهششپلیتازخانههردرسلولهزارصدتراکمبا

شدند.طولدورهتمایزچهاردهروزباودکاهدرطاولکشتداده
بارمحیطکشاتهارگاروهتخلیاهوباااینمدتهردوروزیک

ازپاس.شادجایگزینگروههمانویژهکشتمحیطپایااندوره
بهتمایزمنظورفنوتیاپبررسایازبارداریعکاسعصابیهاای
بامیکروسکوپفازکنتراستمعکوسانجامشد.هاسلول


روش  هزززای عصزززبی بزززه  سزززی بیزززا  پزززروت ین برر

 ایمونوسیخوشیمی

انیاازنظربهاسلولیعصبزیتما،یکیمورفولوژیابیعلاوهبرارز
عاارارگرفاات.تسااتیموردبررساازیاانیعصاابینشااانگرها

نیمحصولژن)پروتئکینیواکنشببراساسیمیتوشیمونوسیا
عارار.پاسازدشاومیانجامیبادیآنتکیهدفموردنظر(وای

مادتباهدکشتمخصوصخوطیگرفتنسهگروهدرمعرضمح
14اتست،یمیتوشیمونوسیروزیبرایبررستأثیراکساادیگرافن

یهاانیپاروتئانیا)بااتمرکازباربهاسلولیعصبزیبرروندتما
Sox2،β-tubulin IIIوMAP2) رویبرلامیهاپلتیکفهاا

انجامشد.


 وشیخوشیمیروش انجام تست ایمون

آوردهترتیببهصورتخلاصهومراحلانجامکاربه(1)جدولدر
.شدهاست



 های پژوهشیافخه
گرافناکساایدازشارکتپیشاگامانناانوماوادایرانیااننانوذره

الکترونایمیکروساکوپتصااویرآنباهمراهکهگردیدخریداری
موجودبود.ایکسآنالیزتفرقاشعهچنینهمو2وگذاره1نگاره


 3آنالیز تفرق اشعه ایکس

بااپاژوهشاساتفادهدرایاندازهنانوذراتگرافناکساایدموردان
نانومترمحاسبه18تا2بینکمکآنالیزتفرقاشعهایکسحدوداً

نمودار(است1شده.)بیشترعطراکسایدگرافن12ذراتنانومتر
رانشاندادند.


1جدول.ایمونوسیتوشیمیتستانجاممراحلخلاصه

توضیحات مرحله

1 بار(سهدعیقه)5مدتبهPBSهاباوشویسلولشست

2 دردمایاتاق(PFA)درصد4دعیقهدرپارافرمالدهید10مدتهابهکردنسلولفیکس

PBS/Tween 3هابامحلولوشویسلولشست

4 ساعتدردمایاتاق1مدتبهدرصد10هادرمحلولمهارکنندهسرمعراردادنسلول

5 گراددرجهسانتی4دردمای1/100بارعت (Sox2وMAP2،B tubulin ІІІهایاولیه)پلیکلونالضدمدتیکشبباآنتیبادیهابهانکوباسیونسلول

6 هایاولیهبادیانکوباسیونباآنتیهابعدازوشویسلولشست

 Goat antiباادیثانویاهکونژوگاهبااوآنتی (B tubulin ІІІوMAP2برای1/200رعت)Texas Red- Goat anti Rabbit IgGبادیثانویهکونژوگهباانکوباسیونباآنتی

Rabbit IgG (FICT) (1/200رعتبرایSox2) 

7

DAPI 8هابارنگآمیزیهستهرنگ

9 هاوتهیهتصاویروآنالیزآن(Nikon/Japanشدهبامیکروسکوپفلورسنت)آمیزیهایرنگمشاهدهسلول

 

 

1. SEM 

2. TEM 

3. XRD 
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 آنالیزتفرقاشعهایکس1.نمودار

 

 

B)؛شدهبامیکروسکوپالکترونینگارهمربوطبهتصویرگرفته1.A)شکل

کهدرد.همانطورباشمیشدهبامیکروسکوپالکترونیگذارهمربوطبهتصویرگرفته
گرافناکسایددارایشکلکرویوگردنانوذراتملاحظهاستاینتصویرعابل

د.باشمیتصویریازپودرگرافناکسایدباچشمغیرمسلحC)ند.باشمی



اسزخرومایی مغزز    یها سلولنخایج حاصل از تهیه و کشت 

 اسخووا 

یاستروماییمغزاستخوانازاستخوانفمورجداسازیهاسلول
هااجمعیتیکناواختیازآنپسازتکثیر،وکشتدادهشدند.

پاساژ3دربهکشتزیرشکل.آمدسلولدستهااستروماییی
دهد.مغزاستخواندرمراحلمختلفخالصسازیرانشانمی

ازغیرهموژنجمعیتی،استخراجهنگامبهابتدامراحلاینطی
سلولاینهابهکشتمحیطدرگلباولشااملکاهآماددست

ساازوسالولبنیاادینیادیخاونعرمز،گلبولسفید،سلولب
روزتعدادیازسهسازحدودپ(.A-2سازبود)شکلخونغیر
یاستروماییبهکفیرفکشاتچسابیدهوازبقیاههاسلول
یهااسالولهاایمشاکیرناگپیکاانجاداشادند.هاسلول

دهدکهباتعویضمحیطاستروماییمغزاستخوانرانشانمی
مانده،ازحالاتکشتبهصورتچسبیدهبهکففلاسکباعی

هایاند.پیکانآمدهتدوکیدرییرشکلدادهوبهوضعیگردتغ
دهاد)شاکلیاستروماییرانشانمیهاسلولرنگکلنیزرد
B-2.)،کشتمحیطتعویضسلولباهاازسازخونوخونیی

گذاشاتهتزایدروبهچسبندهسلولیجمعیتوشدهخارجمحیط
تعدادهفتهیکحدودازپسسلولوهاافزایششکلدوکیی

شکل(یافتC-2با .)،کشتزمانمدتافزایشسالولهاای
بااهمزانشاایمیبنیااادیدرخااالصصااورت لحاااازوآمااده

بیشمورفولوژیتربهشبیهسالولهاادوکای(فیبروبلاساتی
شکل(بودند)شکلD-2.)




درکشتاولیه.NMRIشدهازمغزاستخوانموشیجداهاسلول.2شکل

(اولروزA)(سومروز،B(اولهفته،)C،)(سومپاساژD.)

 نتایج بررسی میزان سمیت گرافن اکساید

1ینشدتجاذبدرگاروهتربیشیابیمکهمینمودارزیردربراساس
گرفتهدرمعرضمحیطکشاتعماومیوحااوییعرارهاسلول)

گروهنهایتدروکنترلگروهآنازپسو)اکساید2گرافنباوده
شادنرونداحیاوتبادیلMTTکهدرروشاست.باتوجهبهاین

MTTآنازیمحضاوردرفقاطرناگارغاوانیفورامازانبههاای
میتوکندریدرموجودفعالسلولردوکتازمیهااتفاقزندهیافتاد

جذبشدتهرچهبیشبنابراینتارباشادمایتواناایانگویااید
میزانکهباشدبیشحقیقتترازسلولیهاطرفایهستند.اززنده

 Postصورتدوبهدو(بههاگروه(بینsig.)داریچونسطحمعن

hoc)بیشتر05/0ازآمااریآناالیزازحاصالنتاایجطبق(است
one way ANOVAبینپس)گروهها1ی2وکنتارلگروهو

دهدکهگرافناکسایددرداریوجودنداردونشانمیتفاوتمعنی
هاااساالولوی(اثااراتساامیبااررµg/ml5/1اسااتفاده)دوزمورد

.استنداشته
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 القای فنوتیپ عصبی

منظوربررسیتأثیرگرافناکساایدباررویروناددرپژوهشحاضربه
هاباگرافناکسااید،فنوتیاپها،پسازتیمارسلولشدنسلولنورونی
روزتوسطمیکروسکوپنوریفازکنتراستبررسایشادوهاهرآن

شارو باهتغییارشاکلازهاامشخصشدکهپسازسهروزسلول

هایبلندوکشیده)سالولییبااستطالههاحالتدوکیشکلبهسلول
هاادرباافزایشمدتزمانعرارگیریسلول.(3)شکلعصبی(کردند

هاییکهاینیااهرعصابیراپیادامعرضگرافناکسایدتعدادسلول
هااردهم(کاهدرپایاانروزتماایز)روزچایترشدبهگونهکردندبیش

.(4)شکلهایاهرعصبیبهخودگرفتندترسلولبیش



 

آزمایش.یمختلفموردهاگروهدرMTTشدهدرآزمونشدتجذبرنگفورامازانتولید3.شکل

بینگروهتفاوتهااز05/0بیشمیباشدربقانرخیعنی،گروهدهاداراینانوذراتیاکسایدگرافنگروه(12وفاعدگروهبا)نانوذراتمعناختلاف)ی)کنترل.نداردداری



µgدرغلظتیافتهکشتیبنیادیمزانشیمیهاسلول4.شکل

ml
5/1.اکسایدگرافنA)،کنترلگروهB)گروه2،CوD)گروه1.

(.x100کنتراستمعکوسدهند)میکروسکوپفازهایگرافناکسایدرانشانمیهایزردرنگتودهپعصبیوپیکانهایمشکیرنگفنوتیپیکان
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 روش ایمونوسیخوشیمی های عصبی به بررسی بیا  پروت ین

   MAP2گرافن اکساید بر بیا  پروت ین  تأثیربررسی 

رنگنتایجآمیزرویبارفلورسنتایمونوسیتوشیمییگاروههاای
و1یهااگروهدرMAP2نشاندادکهبیانپروتئینموردمطالعه

2آندرپاروتئیناینوبودهمثبت،کنترلگروههمانندبیاانهاا
.(5)شکلشدهاست


   βtubulinІІІ گرافن اکساید بر بیا  پروت ین تأثیربررسی 

رنگنتایجآمیزرویبارفلورسنتایمونوسیتوشیمییگاروههاای

نیازهماننادβtubulinІІІنشاندادکهبیانپروتئیندمطالعهمور
MAP2گروهدرها1یو2وباودهمثبات،کنتارلگروههمانند

(.6هابیانشدهاست)شکلاینپروتئیندرآن


 Sox2گرافن اکساید بر بیا  پروت ین  تأثیربررسی 

رنگنتایجآمیزرویبارفلورسنتایمونوسیتوشیمییگاروههاای
MAP2نیزهمانندSox2نشاندادکهبیانپروتئینموردمطالعه

وβtubulinІІІگروهدرها1یو2کنتارلگاروههمانندمثبات،
(.7)شکلهابیانشدهاستبودهواینپروتئیندرآن



 
5شکل.تصاویرA،BوCپروتئینبیانبهمربوطMAP2،کنترلگروهدرD،EوFپروتئینبیان:MAP2گروه2دروG،HوIپروتئینبیان:MAP2گروه1در

،MAP2بادیهایتمایزپیداکردهباآنتیمربوطبهواکنشسلولHو،B،EتصاویرDAPIایهابارنگهستهآمیزیهستهسلولمربوطبهرنگGوA،Dباشد.تصاویرمی
تصویرCتصویر(mergeتصویردوشدهAوBتصویر،)Fتصویر(mergeتصویردوشدهDوEتصویرو)Iتصویر(mergeتصویردوشدهGوHمی).باشد

 

 
6شکل.تصاویرA،BوCپروتئینبیانبهمربوطβtubulinІІІ،کنترلگروهدرD،EوFپروتئینبیان:βtubulinІІІگروه2دروG،HوIپروتئینبیان:

βtubulinІІІگروه1درمیتصاویر.باشدA،DوGرنگبهمربوطسلولهستهآمیزیهستهرنگباهاایDAPIتصاویر،B،EوHسلولواکنشبهمربوطهای
)تصویرI(وتصویرEوDشدهدوتصویرmerge)تصویرF(،تصویرBوAشدهدوتصویرmerge)تصویر،CتصویرβtubulinІІІبادیتمایزپیداکردهباآنتی

mergeتصویردوشدهGوHمی).باشد
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7شکل.تصاویرA،BوCپروتئینبیانبهمربوطSox2،کنترلگروهدرD،EوFپروتئینبیان:Sox2گروه2دروG،HوIپروتئینبیان:Sox2گروه1درمی.باشد

تصاویرA،DوGرنگبهمربوطسلولهستهآمیزیهستهرنگباهاایDAPIتصاویر،B،EوHسلولواکنشبهمربوطآنتیباکردهپیداتمایزهایبادیSox2تصویر،C
تصویر(mergeتصویردوشدهAوBتصویر،)Fتصویر(mergeتصویردوشدهDوEتصویرو)Iتصویر(mergeتصویردوشدهGوHم)ی.باشد



 گیری و پیشنهادهانخیجه

Ikramهمکااارانش(2022)ورویباارآزمااایشساالولباااهااای
سامیتکاهکردنادمشخص،انسانیمزانشیمیبنیادیناانوذرات
نیساتزماانباهوابساتهسامیتیکاکسایدگرافن،بااچراکاه

عرارگیریزمانمدتسلولافزایشهامعرضدرناانوذرهگارافن
کاهشعابلاکسایدتوجهماندنزندهمیزاندرسلولیهامشاهده

سمیتیکاکسایدگرافنسمیتبلکهوابستهنشدبهاستدوزبه
اکسایدگرافنمصرفیدوزمقداربینمعکوسیرابطهکهدلیلاین

اثاراتµg/ml 50ازتارکامدوزمشااهدهشاد.هاسلولماندنوزنده
عابلسمیجهتوکنتارلگاروهباامقایساهدریفاعادگاروه(گارافن
میارسالولیدردوزوکاهمیازانمار درحالی،نشاننداداکساید(
ازبالاترµg/ml50بودبالا(Ikram et al., 2022).Xiaoqing
پژوهشدرکاهکارداشااره موضاواینبهخودسامیتگارافن

میاکسایدبهتواندگستردهطورطریقازانکوبهایبااشادن FBS 

10درصد،یابدکاهش(Guo et al., 2014).گزارشهایمبنای
پاروتئینهاایسارمدرصد25تواناییگرافناکسایددرجذببر

اطرافالکتریکیبار.استنانوذراتموجودمنفایاکساایدگارافن
کهمیاستتوانحضوربهراگروهآنهاوکربوکسایلعااملیی

در.دادنسابتاکساایدگارافنذراتساطحرویدرهیدروکسیل
تا2گرافناکسایدبااندازهتقریبیبیننانوذراتحاضرازپژوهش
18(متارناانوبایشتارتعاداد12یندوزو)ناانومترµg/ml  5/1

یبنیادیمزانشیمیپاساژهاسلولشدناستفادهشد.پسازتقسیم

،کشاتسالولی2وگاروه1هگاروهکنتارل،گاروهسومبهس
چهاردهروزادامهیافتتاگرافناکسایداثراتخودراالقاامدتبه

اهمیااتبااهتوجااهبااا.کناادFBSاثااراتوساالولیکشااتدر
شدهازآندرکاهشسمیتگارافناکساایددرمطالعااتمشاهده
ازطالعاهموردمیهاگروهدرتمامی(Guo et al., 2014)،پیشین
FBS10درصدتکنیکازحاصلنتایج.شداستفادهMTTنشان

درآنتولیادکاهارغوانیفورامازانجذبدرتفاوتمیزانکهداد
،بااگاروهکنتارل2و1یهاگروهبینافتددرسلولزندهاتفاقمی

دهندهعدممشاهدهاثراتسامیکهنشان(05/0P>)نبودمعنادار
رویبرمورداستفادهدوزدراکسایدگرافنسلولازهادرکاهاست

تاییدبامطالعاتپیشیننیزمیباشد.
سلولتمایزهابهاستخوانمغزاستروماییسلولیهااشابهی

ساااالدر2000ناااورونیپاااژوهشتوساااطگرانااایهمچاااون
Woodbury et al.(2002)وSanchez-Ramos et al.

(1998)شدارائه.اآدناوزینافازایشدادنادنشااندانشمندانین
سلولرابهسامت،هاسلولدراین(cAMP)مونوفسفاتحلقوی
هایعصبیوایجادیکفنوتیپنورونیهادایتبیانبرخیازژن

نکتهمهمدراینمیانآناستکاهفنوتیاپعصابیاما،کندمی
ایندرالقااثردرسلولایجادشدههااباشادپایادارفنوتیاپیاک،

دراثرتغییرمحیطاطرافخاودوهاسلولکهممکناستاینچرا
نماکمحلاولیاااسایدهامثالمحارثماوادبرخایافزودنیا

درواعاعکاهکردهپیدانورونییاهری،نیزهیپرتونیکیاکایان
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تغییاراتوخاوردگیچروثفقطونیستحقیقینورونیفنوتیپ
کهاستسلولگذراییهامیکنادپیداجدیدمحیطاینبهپاسخدر

اینبلافاصله،القاکنندهعاملبرداشتنازپسنتیجهدرسلولوها
همااانیاااخودشااانعبلاایفنوتیااپساالولبااههااااسااتروماییی

برگشتمیمغزاستخوانکنناد(Xie et al., 2022)در.پاژوهش
بااهحاضاارمنظااورتااأثیربررساایروناادرویبااراکسااایدگاارافن
بااگارافناکسااید،هااسالولپسازتیمار،هاسلولشدننورونی
کنتراساتهرروزتوساطمیکروساکوپناوریفاازهاآنفنوتیپ

روزسهازپسکهشدمشخصوشدسلولبررسیهاباه شارو
هاایییباااساتطالههاسلولدوکیشکلبهتغییرشکلازحالت

باافزایشمادتزماانعاراربلندوکشیده)سلولعصبی(کردند.
سلولگیریهاتعداداکسایدگرافنمعرضسلولدرهاایانکهیی

کردندپیداراعصبیبیشیاهرتربهشدگونهایروزپایااندرکاه
)چهاردهمروز(بیشتمایزترسلولها.گرفتندخودبهعصبییاهر

تاروزپایانتمایزحفا هاسلولکهفنوتیپعصبیباتوجهبهاین
شدهیاکفنوتیاپگفتکهفنوتیپایجادتوانمیبنابراین،گردید

ازسلولحقیقیهاکهگذراییتغییراتواستعصبییسالولهاا
نبودهاست.درپاسخبهیکمحیطجدیددادهباشد،

مشخصکردکهبیانهارساهICCاصلازتکنیکهایحیافته
ماکرsox2،BtubulinIIIوMAP2گروهدر1کنترلگروههمانند

درهااسالولهنگامتوساعهsox2اتفاقافتادهاست.درطینوروژنز،
وعصبیهملولهچنینتکثیرهنگامسالولهااپایشیسیساتمسااز

بیانمرکزیمیعصبیدشو(htt).تماایزهنگاامدرپروتئیناینبیان
سازعصابیواهمیاتیپیشهاسلولیبنیادیچندتوانبههاسلول

اساتشادهمشااهدهعصابیتماایزدرآن(Stevanovic et al., 

1درگااروهsox2شاادنبیااانپااروتئینمشاااهده،بنااابراین .(2021
یبنیااادیهاااساالولگاارافناکسااایددرتباادیلتااأثیردهناادهنشااان
یاکماارکرIIIد.بتااتوبولینباشامایعصبیسازپیشنشیمیبهمزا

درکهاستنوروننورونیهااناباالغیازبعضایو)تمایزیافتاهتاازه(
سازهایعصبیکهباهلحاا میتاوزیفعاالهساتندمشااهدهپیش
یایمونوسیتوشیمیحضوراینپروتئینرادرجسامآمیزرنگ.دشومی

ینابالغاثباتکردههانورونآکسونوپایانهآکسونیدندریت،سلولی،
یکپروتئینسیتواساکلتال(Geisert et al., 1989).MAP2است

عنوانیکمارکربرایفنوتیپعصابیهمخصوصنورونیاستکهب
میاستفادهدشو.درآنبیانسلولمیزانپیشهایپاایینعصابیساز
میزانبیانآنافزایشعصبی،اماباافزایشمدتزمانتکوین،است
بیاانآنافازایشBtubulin IIIیکروزبعدازبیاان)تقریباًیابدمی

عناوانیاکهبا(Dehmelt & Halpain, 2005)MAP2یابد(می
شناختهبالغنورونیمیمارکردشو(Huber et al., 1984).

نحوهمورددردعیقمولکولیتأثیرمکانیسماکسایدگرافندر
اماابااتوجاهباه،وافزایشتمایزعصبیهنوزناشناختهاستالقا

تاوانمایآنراباهدوصاورتتأثیرگرفتهنحوهمطالعاتصورت
ازگروهی.کردنانوذراتتوجیهبااسالولیکشاتمحایطدرکاه

دادندرااکسایدیگرافنتودهیکتشکیلوشدهمجتمعیکدیگر
ملکردهوازطریقافزایشتوانیکداربستععنوانبهاحتمالاً
سلولاتصالهاوکشتیرفهمبهچنینویژگیبهتوجهباهایی

خاصایت،الکتریکیهدایتبالایتوانماننداکسایدگرافنازکه
سببشدبیانخودسطحدرسرمهایپروتئینجذبوکشسانی

درعصبیتمایزسلولالقایهااساتشادهمزانشایمیبنیاادیی
(Guo, 2021)طرفیازنانوذراتومحایطدرکاهاکسایدگرافن

باهکشتدرمحلاولصاورتآمادهسالولباهورودطریاقازاناد
(Ikram, 2022)ًاحتمالافعالسببعصبیتمایزمسیرهایکردن

سیگنالینگمسیرمانندسلولیداخلwntوNotchشدهباهواند
باتوجهبهبیانشادنهارساهاند.اینترتیباثرخودراالقاکرده

عصابیماارکرsox2،B tubulin IIIوMAP2درسالولهاا،
بهایننتیجهرسیدکهگرافناکسایددرابتداسببتبدیلتوانمی
ساازعصابییپایشهااسالولیبنیادیمزانشیمیباههاسلول
بااافازایشمادتزماانمثبات(شادهاسات.sox2یهاسلول)

سلولعرارگیریهااکساید،درگرافنمعرضسلولهاپیشیسااز
بهنورونعصبیهاناباالغی(B tubulin IIIپیاداتماایز)مثبات
درمعارضگارافناکساایدعارارتربیشهاسلولهرچهاند.کرده

کاهایترشدباهگوناهگرفتندتاروزچهاردهمتمایزعصبیکامل
هااسالولمثبات(نیازدرباینMAP2)ینورونیباالغهاسلول

وMTTباتوجهبهنتاایجحاصالازدوتکنیاکمشاهدهگردید.
ICCنهایتمیدرتوانازاساتفادهکاهبرسایمنتیجاهایانبهیم

(مورداستفادهدوزبااکسایدگرافنµg/ml5/1،)تأثیرمیزانبری
کشتمحیططرفیازواستنبودهسمیونگذاشتهسلولیتکثیر

دهمانندمحیطکشتتمایزیتوانمیدعمومیحاویگرافناکسای
تمایزسبب)کنترلسلول)گروههابهبنیادیسلولیهاعصابیی

وشودمیپیشنهادشوکهدآنمیازتوانبهعنوانجایگزینیک
درعصبیتمایزیکشتمحیطبرایin vitro.کرداستفاده 
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