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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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 «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 



‎‎‎زیستمجله‎علمی‎‎سال‎،تجربی‎جانوری‎سیشناسی‎شماره‎،سومزدهم‎پیاپی‎،یکم‎و‎پنجاه‎،‎1403زمستان‎(11-1)‎‎5‎
‎

‎‎‎‎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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