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  چكيده

  .باشد و استئوبلاست در محيط آزمايشگاهي ميهاي مزانشيم  ي سلوليهدف اين مطالعه مقايسه خصوصيات مورفولوژيك و بيوشيميا :هدف

هـا در محـيط كشـت حـاوي      تا پاساژ سوم، ايـن سـلول  هاي مزانشيم مغز استخوان رت و كشت آنها  بعد از استخراج سلول :ها مواد و روش
ژي سـلول هـاي   سـپس مورفولـو  . روز كشت شـد  21تركيبات تمايزي شامل بتا گليسرول فسفات، دگزامتازون و آسكوربيك اسيد به مدت 

همچنين ميزان رسـوب مـاتريكس، ميـزان كلسـيم، فعاليـت آنـزيم       . مزانشيم و تمايز يافته توسط هوخست و آكريدين اورنژ بررسي گرديد
 . بررسي شد MTTهاي تمايزي و مزانشيم و فعاليت متابوليك سلول هاي تمايز يافته توسط روش  آلكالين فسفاتاز در سلول

هاي تمايز يافتـه را در مقايسـه بـا     ولوژيك تغييراتي از قبيل تغيير موقعيت هسته و گرد شدن سيتوپلاسم در سلولهاي مورف بررسي :نتايج
هـاي   در سلول. به بيشترين ميزان خود رسيد 21همچنين معدني شدن ماتريكس از روز دهم شروع و در روز . هاي مزانشيم نشان داد سلول

افـزايش يافـت ولـي فعاليـت آنـزيم آلكـالين فسـفاتاز        ) >05/0P(داخل سلولي به صورت معني داري تمايز يافته از روز دهم ميزان كلسيم 
فعاليت متابوليك سلول هـاي تمـايز يافتـه نيـز در طـي مراحـل تمـايز         )>05/0P( دار افزايش معني. نشان داد )>05/0P(دار  كاهش معني
 .مشاهده شد

هـاي مزانشـيم و    ميزان كلسيم، فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز و فعاليـت متابوليـك سـلول   هاي مورفولوژيك،  علاوه بر تفاوت :نتيجه گيري
هـاي بنيـادي مزانيشـيم مغـز اسـتخوان بـه        لذا مي توان براي تشخيص تمايز آزمايشـگاهي سـلول  . استئوبلاست، با يكديگر متقاوت هستند

  .   در اين پژوهش نيز استفاده كرداستئوبلاست، علاوه بر رنگ آميزي آليزارين از فاكتورهاي ذكر شده 

  آلكالين فسفاتاز، كلسيم ،، سلول هاي بنيادي مزانشيمتمايز :كلمات كليدي
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  مقدمه

هـا بـر    انجام آزمـون  از اين بسياري از اطلاعات و يافته ها ازپيش 
ــا اســتفاده از    ــا مطالعــات در شــرايط آزمايشــگاهي ب جــانوران ي

هاي سـرطاني حاصـل    هاي بسيار تمايز يافته، ناميرا و سلول سلول
هاي بنيادي با توان خودنـوزايي و تمـايز    اما امروزه سلول. مي شد

اختيار محققان قـرار داده اسـت   مدل آزمايشگاهي مناسبي را در 
هاي بنيادي، تمايز آنهـا   هاي تحقيق بر سلول يكي از هدف). 2و1(

هاي عضله قلبي،  ها، سلول هاي تخصص يافته نظير نورون به سلول
. هاي مولد انسولين و غيره مـي باشـد   هاي استخواني، سلول سلول

 هـا در  هـاي بنيـادي بـراي اسـتفاده از آن     تمايز جهت دار سـلول 
اسـتخوان  ). 4و3( هاي جديـد بسـيار حيـاتي اسـت     توسعه درمان

فراهم آورنده حمايت مكانيكي براي موجـود، محلـي بـراي خـون     
هـا اسـت،    اي بـراي كلسـيم و هومئوسـتازي يـون     سازي، ذخيـره 

). 5( باشـد  بنابراين حفظ سلامت آن براي بقا لازم و ضروري مـي 
سازي اسـتخوان  هاي استئوبلاست نقش مهمي را در دوباره  سلول

)bone remodeling (هاي  ايفا كرده و امكان بررسي تمايز سلول
       هـا  مزانشيم به پيش سـازهاي استئوبلاسـتي، بلـوغ استئوبلاسـت    

ــرايط     ــاتريكس در ش ــدن م ــدني ش ــكيل و مع  in vitroو تش
هـاي بنيـادي مزانشـيمي از     سلول). 6(وجود دارد ) آزمايشگاهي(

در بازسازي بافـت اسـتخوان صـدمه    هايي هستند كه  دسته سلول
ــي   ــازي م ــي را ب ــش مهم ــده نق ــد دي ــه در  .كنن ــايي ك از آن ج

هـاي كـاملا تمـايز يافتـه      هاي سـلول درمـاني از سـلول    استراتژي
هاي مزانشيمي به  شود اولين قدم در استفاده از سلول استفاده مي

هـا   ها به استئوبلاست منظور بازسازي ضايعات استخواني، تمايز آن
عــلاوه بــر آن در اغلــب ). 3(باشــد  رايط آزمايشــگاهي مــيدر شــ

تحقيقات، تمايز به استخوان به عنوان بخشي از پتانسـيل سـلول   
هـاي   ارزيابي تمايز سـلول . مزانشيمي مورد توجه قرار گرفته است

مزانشــيمي بــه استئوبلاســت بــا اســتفاده از روش رنــگ آميــزي 
گيرد  انجام مياختصاصي براي معدني شدن و بررسي بيان ژن ها 

اما تا به حال  هيچ گزارشي از ويژگي هاي مورفولـوژيكي،  ). 8و7(
هــا قبــل و بعــد از تمــايز  متابوليــك و بيوشــيميائي ايــن ســلول

لذا مطالعه حاضر به . استئوژنيك در محيط آزمايشگاه وجود ندارد
هـاي مزانشـيم مغـز اسـتخوان رت در      بررسي ويژگي هاي سـلول 

هـا بـه استئوبلاسـت مـي      س از تمـايز آن شرايط آزمايشگاهي و پ
اي  اي مي تواند اطلاعات قابل ملاحظـه  اين مطالعه مقايسه. پردازد

براي محققين و دانشجوياني كه بـراي اولـين بـار درصـدد انجـام      

هـاي مزانشـيم مغـز اسـتخوان      مطالعات تمـايزي بـر روي سـلول   
  .هستند را فراهم نمايد

  ها مواد و روش

پس از  :مزانشيم مغز استخوان رت هاي بنيادي كشت سلول
كســب مجــوز از كميتــه اخــلاق دانشــگاه اراك و رعايــت اصــول 
  اخلاقي، در اين مطالعه تجربي موش هاي صـحرائي نـژاد ويسـتار   

 سـاق  و ران يهـا  اسـتخوان  شد و هوشيب اتر لنيات يد كمك به
 بـه  هـا  استخوان اطراف يونديپ يها بافت سپس و جدا ها آن يپا

ــور ــل ط ــاك كام ــگرد پ ــتخوان. دي ــا اس ــ در ه ــت طيمح  كش
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) DMEM 

-و پنــي ســيلين) FBS( جنــين گــاوي ســرم درصــد15 يحــاو
كليـه مـواد   ( شـد  منتقـل  نـار يلام هـود  ري ـز بـه  استرپتومايسين

ي مورد استفاده در اين پژوهش از شركت سـيگما، كشـور   يشيميا
 سـر  دو. )مواردي كه ذكر خواهد شدآلمان خريداري شد مگر در 

 مغـز سـپس   و قطع لياستر يچيق با هاي ران و ساق پا استخوان
 يك سرنگ توسط تكنيك بوسيلهبا تزريق محيط كشت  استخوان

 به لوله فالكن .شد تيهدا فالكون لوله داخل به و خارج نگيفلاش
 و خـارج  يـي رو طيمح و فوژيسانتر rpm1200 در قهيدق 5 مدت

محـيط   .ديگرد معلق تازه طيمح تريل يليم كي در يسلول رسوب
كشت حاوي سلولهاي اسـتخراج شـده بـه يـك فلاسـك كشـت       

 5و غلظـت   گرادي سانت درجه 37 يدمادر  انكوباتور در ومنتقل 
 كـه  ييرو طيمح ،ساعت 24 از بعد. ديگردنگهداري  CO2درصد 
هاي  و سلول خارجي مرده يا گويچه هاي قرمز بود ها سلول حاوي

بـافر فسـفات نمكـي    ( +PBS چسبيده به كف ظرف كشت توسط
داده شد و محـيط   شستشو) حاوي كلريد كلسيم و كلريد منيزيم

 هر روز 14 مدت به سپس .كشت تازه و كامل به آن اضافه گرديد
 ضيتعـو  بـه ترتيـب فـوق    هـا  سلول كشت طيمح بار كي روز سه
 كمــك بــا از ســلول پــر شــد فلاســك كــف كــه يزمــان. ديــگرد

Trypsin/EDTA يهـا  فلاسك به و جدا فلاسك كف ازها  سلول 
). اصطلاحا به آن پاساژ سلولي گفته مي شود( شدند منتقل ديجد

هاي بعـدي در   براي انجام آزمون پاساژ مرحله سه بعد از  ها سلول
  .اين تحقيق مورد استفاده قرار گفتند

بـه   :تمايز به استخوان و اندازه گيري ميزان معـدني شـدن  
ها در مرحله پاساژ سوم با تعـداد   منظور تمايز به استخوان، سلول

خانـه در حضـور محـيط كشـت      6هاي پليت  هزار در چاهك 70
DMEM  درصد  15حاويFBS  و پني سيلين استرپتومايسـين 

ها اجازه داده شد تا كف ظرف را پـر   سپس به سلول. كشت شدند
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هـا،   وسـط سـلول  پس از اطمينان از پر شدن كف ظـرف ت . نمايند
ــايزي حــاوي   ــر   50محــيط كشــت تم ــي ليت ــرم در ميل ميكروگ

ميلي  10نانومولار دگزامتازون و  10فسفات، -2-آسكوربيك اسيد
كشت تمايزي به مـدت  . جايگزين شد گليسرول فسفات-مولار بتا

روز انجام و هر سه روز يك بار محيط كشت تعويض گرديد و  21
رنگ آميزي آليزارين رد ارزيـابي  در پايان اين مدت وقوع تمايز با 

آليزارين رد يك تركيب آلي اسـت كـه بـه طـور اختصاصـي      . شد
ها به رنگ قرمـز رنـگ آميـزي     ماتريكس معدني شده را در سلول

مي كند، به طوري كه شدت رنگ پذيري بافـت بـا ميـزان مـواد     
بـه طـور   . معدني موجود در مـاتريكس آن ارتبـاط مسـتقيم دارد   

 2هاي اسـتئوژنيك   ، سلول)9(روش ارائه شده خلاصه و بر اساس 
درصد در  10دقيقه با فرمالدئيد  15شسته و به مدت  PBSبار با 

محلول يك ميلي ليتر   ها با سپس سلول. دماي اتاق فيكس شدند
دقيقه رنـگ   20به مدت ) =1/4pH(ميلي مولار آليزارين رد  40

خانـه و   6بعد از خارج كردن اضافه رنـگ از پليـت   . آميزي شدند
ها توسط ميكروسكوپ معكوس  نمونه ها با آب مقطر شستشوي آن

براي اندازه گيري كمـي  . بررسي و مورد عكسبرداري قرار گرفتند
هـاي   ميزان معدني شدن بر اساس رنـگ آليـزارين، ابتـدا چاهـك    

ميكروليتر  800خانه با آب مقطر شستشه شدند و سپس  6پليت 
دقيقـه   30اضافه و به مدت درصد به هر چاهك  10اسيداستيك 

پس از آن سلول ها از كف پليت توسط . بر روي شيكر قرار گرفت
اسكراپر جمع آوري و به همراه اسيد اسـتيك بـه لولـه اپنـدورف     

ميكروليتــر روغــن معــدني  500ســپس بــه آرامــي . منتقــل شــد
)mineral oil (هاي استخراج شده اضافه و به مدت  بر روي سلول

پـس  . درجه سانتي گراد حرارت داده شد 85 دقيقه در دماي 10
بـه مـدت     دقيقه در حمام آب يخ، 5از قرار دادن نمونه به مدت 

 500  در انتهـــا. ســـانتريفيوژ گرديـــد g20000دقيقـــه در  15
منتقـل و           ميكروليتر از مايع رويي اپندورف به لوله ديگـري 

درصد اضـافه     10ميكروليتر هيدروكسيد آمونيوم  200ها  به آن
ــپكتروفتومتر      ــتگاه اس ــك دس ــه كم ــا ب ــذب آن ه  PG(و ج

Instrument Company, England(  405در طـــول مـــوج 
  .نانومتر خوانده شد

ميلي مولار اليـزارين  توسـط    40محلول : تهيه منحني استاندارد
ــوطي  ــه نســبت (مخل ــه  5ب درصــد و  10از اســيد اســتيك  2ب

ر رقيـق شـد، كـه بـدين     براب 20، )درصد 10هيدروكسي آمونيوم 
 2000ترتيــب محلــول آليــزارين رد بدســت آمــده داراي غلظــت 

ميكرو مولار از  2000تا  3/31هاي  سپس غلظت. ميكرو مولار بود
هاي جداگانه توسط روش رقيق سازي  محلول آليزارين رد در لوله

سريالي با استفاده از محلول اسيد استيك و هيدروكسـي آمـونيم   
نانومتر توسـط اسـپكتروفتومتر قرائـت     405در تهيه و جذب آنها 

ــد ــول    . گرديـ ــتفاده از فرمـ ــا اسـ ــي بـ ــم منحنـ ــس از رسـ پـ
Y=0.179X+0.094  باR2=0.997    مقادير نمونه هـاي مجهـول

بيـانگر   Xبيانگر ميزان جذب و  Yدر اين فرمول . محاسبه گرديد
  .غلظت بر حسب ميكرو مولار مي باشد

ــابوليكي  ــت مت ــنجش فعالي ــمت در ســنجش :س ــت لي  ازولي
ها مورد سنجش قرار  فعاليت متابوليكي سلول )MTT( وميتترازول

از نمك هـاي تترازوليـوم بـه رنـگ زرد و      MTT. )10(مي گيرد 
هاي دهيـدروژناز موجـود در    محلول در آب است كه توسط آنزيم

ميتوكندري احيا شده و بـه فـرم كريسـتال هـاي فورمـازان غيـر       
هـا بـه    اين كريستال. ي نمايدهاي زنده رسوب م محلول در سلول

رنگ بنفش بوده و ميزان توليد كريستال غير محلول متناسب بـا  
هايي كه از نظر متابوليكي  فعاليت سلول مي باشد، از طرفي سلول

عنوان سـلول   را انجام داده كه به MTTفعال هستند روند احياي 
 ها سلول تست نيا انجام يبرا. )11(زنده در نظر گرفته مي شوند 

 PBS بـا  دوبار كشت در حضور محيط استئوژنيك روز 21 از پس
 سپس. اضافه شد FBSفاقد به آنها محيط كشت  شستشو داده و

ميكرو ليتر محلـول   10ميكروليتر محيط كشت  100به ازاي هر 
MTT )5 خانـه   6به هر چاهك از پليت ) ميلي گرم بر ميلي ليتر

 درجـه سـانتي   37نكوباتور ا ساعت در 4به مدت ها  اضافه و پليت
 تخليهمحيط رويي به آرامي  اين مدتپس از . شدنگهداري گراد 

ــول    ــل، محل ــازان حاص ــاي فورم ــتال ه ــه كريس ــل  و ب دي متي
اضافه و جذب نـوري محلـول حاصـله بـا      )DMSO( سولفوكسيد

. نـانومتر قرائـت شـد    505دستگاه اسپكتروفتومتر در طول مـوج  
   .يش سه بار تكرار گرديدلازم به ذكر است كه هر آزما

 مورفولـوژي هسـته  ، روز كشت 21پس از  :بررسي مورفولوژي 
رنـگ   هاي استئوژنيك و غير استئوژنيك بـا اسـتفاده از   در سلول

و مورفولـوژي  ) ليتـر  ميكروگـرم بـر ميلـي    1(هوخست فلورسنت 
ــتفاده ازسيتوپلاســم  ــا اس ــگ فلورســنس  ب ــژآرن ــدين اوران       كري

ــي  01/0( ــر ميلـ ــرم بـ ــر گـ ــد ) ليتـ ــي گرديـ ــه . بررسـ        مطالعـ
ت ميكروســكوپ فلورســنبــا اســتفاده از هــا  ســلول كمورفولوژيــ

(Olympus IX70-Japan)  عكسـبرداري توسـط   انجام و پس از
دوربين ديجيتال، قطر هسـته هـا بـه كمـك نـرم افـزار موتيـك        

)Motic (     در هر دو گروه اسـتئوژنيك و غيـر اسـتئوژنيك انـدازه
 .رديدگيري و مقايسه گ
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فعاليـت   :اندازه گيري ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز
 in vitroها در محيط  آنزيم آلكالين فسفاتاز با تجزيه پيروفسفات

هـا پـس از تريپسـينه شـدن و       سـلول . قابل انـدازه گيـري اسـت   
ــو ــده  ،شستشـ ــز كننـ ــافر ليـ               (,M Tris-HCl 0.25) در بـ

5/7 Triton X-100, pH:   ــپس در ــد و سـ ــرار داده شـ            قـ
rpm 12000  ــه مــدت ــددقيقــه ســانتريف 10ب ــزان . وژ گردي مي

و )12(پروتئين موجود در محلول رويي به كمـك روش برادفـورد   
بـه عنـوان اسـتاندارد     (BSA)با استفاده از سرم آلبومين گـاوي  

فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز در نمونـه سـلولي   . اندازه گيري شد
شده بر حسب غلظت مساوي از پروتئين در حضور نيتروفنيل ليز 

كيت اندازه گيري آلكالين فسفات به عنوان سوبسترا با استفاده از 
سـپس بـا افـزودن    . فسفاتاز ساخت شركت درمان كاو انجام شـد 

نرمال واكنش آنزيم متوقف و ميـزان جـذب در طـول     02/0سود 
 رسـم منحنـي   پـس از . نانومتر انـدازه گيـري گرديـد    410موج 

بـــا  Y=0.004X+0.002بـــا اســـتفاده از فرمـــول  اســـتاندارد
R2=0.999 هاي مجهـول   فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز در نمونه

بيـانگر   Xبيانگر ميزان جذب و  Yدر اين فرمول . محاسبه گرديد
  .مي باشد U/Lفعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز بر حسب 

جهت اندازه گيـري   :سلولياندازه گيري ميزان كلسيم داخل 
ها پس از شستشـوي آنهـا توسـط     ميزان كلسيم موجود در سلول

هاي اسـتئوژنيك   محلول ايزوتونيك، اوزان مساوي سلولي از نمونه
و غير استئوژنيك را در يك لوله اپنـدورف ريختـه و سـپس يـك     

پـس از  . ها اضافه شـد  نرمال به آن 6/0ليتر اسيد كلريدريك  ميلي
گراد  محتواي كلسـيم داخـل    درجه سانتي 4دماي ساعت در  24

. سانتريفوژ شد rpm 12000ها در  سلول استخراج و سپس نمونه
ميزان كلسيم در محلول روئي توسط روش ارائه شده توسط كيت 

نـانومتر   575پـس از قرائـت در طـول مـوج      شركت درمان كـاو  
  .بصورت ميكروگرم در دسي ليتر مشخص گرديد

 تجزيه و تحليل آمـاري بـا اسـتفاده از نـرم افـزار       :آناليز آماري
SPSS     و بر اساس روش آناليز واريـانس يـك طرفـه و دو طرفـه        

)one and two way ANOVA (   با اسـتفاده از تسـتTukey 
  .داري در نظر گرفته شد به عنوان سطح معني >05/0pانجام و 

   
  نتايج

در پايـان  هـا بـا رنـگ هوخسـت      پس از رنگ آميزي هسته سلول
ــدازه قطــر هســته  21كشــت  ــتئوژنيك   روزه، ان ــروه اس ــا در گ ه

ميكرومتـر و   05/10± 28/0با ميـانگين  ) سلولهاي استئوبلاست(
ــتئوژنيك   ــر اس ــروه غي ــلولهاي مزانشــيم(در گ ــانگين) س ــا مي        ب

را نشـان  ) <05/0p(ميكرومتر تفاوت معني داري  ±01/10 39/0
هـا بـا    سـلول  سيتوپلاسـم   يزي ـآم رنگ). A1و  B1شكل ( نداد

هـاي غيـر    سلول كه داد نشاندر پايان دوره كشت  آكريدين اورنژ
هاي استئوژنيك داراي زوايد قابـل   استئوژنيك در مقايسه با سلول

هـا در موقعيـت    تشخيص، سيتوپلاسم چنـد وجهـي و هسـته آن   
هـاي اسـتئوژنيك از    در حـالي كـه هسـته در سـلول    . مركزي بود

و به كنـاري رانـده شـده بـود و از طرفـي      موقعيت مركزي خارج 
سيتوپلاسم نيز از حالت چندوجهي خارج شده و تقريبـا گـرد بـه    

   ).C1و  D1 شكل(رسيد  نظر مي
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) A(مزانشيم در محيط غير استئوژنيك هاي  ها درسلول هسته رنگ آميزي  -رفولوژي هسته و سيتوپلاسم توسط رنگ آميزي فلورسنتوبررسي م: 1شكل
توسـط  ) D(و در محيط اسـتئوژنيك  ) C(سلول هاي مزانشيم در محيط غير استئوژنيك رنگ آميزي . توسط رنگ هوخست) B(و در محيط استئوژنيك 

  ). X400بزرگنمائي (رنگ آكريدين اورنژ 
ــنجش  ــاي  MTTسـ ــت  21و 15، 10، 5در روزهـ از دوره كشـ

ميــانگين ميــزان جــذب در روزهــاي اســتئوژنيك نشــان داد كــه 
بـدين  ). 1جـدول  (داشـت  ) >05/0p( مختلف تفاوت معني داري

ها در طي ايـن دوره رو بـه رشـد     فعاليت متابوليكي سلولصورت 
  .به حداكثر ميزان خود رسيده بود 21بوده و در روز 

  

 405در طـول مـوج   ( MTT مقايسه ميـانگين ميـزان جـذب    : 1جدول 
  . 21و  15، 10، 5نمونه هاي استئوژنيك در روزهاي  در )نانومتر

 روز ميزان جذب
0/352 a±0/020 5 

0/630b ±0/029 10 
0/916c ±0/047 15 

1/635d  ±0/078 21 
ــورت   ــه ص ــادير ب ــي sd means±مق ــد م ــانگين. باش ــد  مي ــا ك ــاي ب        ه

ــ دار مــــي هــــاي متفــــاوت داراي تفــــاوت معنــــي حــــرف                        دباشــ
.(one way ANOVA, Tukey test, p<0.05)  

  

وقـوع اسـتئوژنز    21و  15، 10، 5در طي دوره تمايز در روزهـاي  
ــزارين رد نشــان داد كــه ترشــح   توســط روش رنــگ آميــزي آلي

س در شروع و با افزايش ترشح ماتريك 10ماتريكس معدني از روز 
هـاي   در حالي كـه سـلول  ) . 2شكل (همراه بود  21و 15روزهاي 

فاقـد فاكتورهـاي    DMEMگروه كنترل كـه در معـرض محـيط    

. شــدنداســتئوژنيك قــرار داشــتند بــا رنــگ آليــزارين رد رنــگ ن
نشـان داد كـه تفـاوت     2جـدول   همچنين نتايج آزمون كمـي در 

رنـگ   در رابطـه بـا ميـزان جـذب    ) >05/0p (داري  آماري معنـي 
 10و  5در مقايســه بــا روزهــاي  21و  15آليــزارين در روزهــاي 

از طرفي با توجه به تغيير ماهيت سلول ها و تمـايز  . مشاهده شد
هـاي حـاوي    آنها، مشـاهده شـد كـه محـيط كشـت در فلاسـك      

هاي تمايز يافته هر روز نياز به تعـويض دارد ايـن در حـالي     سلول
غيـر  (مزانشـيم  هـاي   است كه تعـويض محـيط كشـت در سـلول    

  .روز يكبار انجام شد 4هر ) تمايزي
  

 405مقايسه ميانگين ميزان جذب نور مرئي در طـول مـوج    : 2جدول 
هـاي   استخراج شده از نمونه) ميلي مولار(نانومتر بر اساس رنگ آليزارين

  .21و 15، 10، 5استئوژنيك در روزهاي 
  روز  )ميلي مولار(آليزارين رد 

130/0   a ± 022/0  5 

404/0   a± 025/0  10 
871/16  b± 329/0  15 

242/30  c± 635/0  21 
ــورت   ــه ص ــادير ب ــي sd means±مق ــد م ــانگين. باش ــد  مي ــا ك ــاي ب        ه

ــ دار مــــي هــــاي متفــــاوت داراي تفــــاوت معنــــي حــــرف                        دباشــ
.(one way ANOVA, Tukey test, p<0.05)  

  
هـاي تمـايز    رنگ قرمز نشان دهنده رسوب كلسيم در مـاتريكس سـلول  (هاي غير استئوژنيك و استئوژنيك  رنگ آميزي با آليزارين رد در نمونه: 2شكل 

آليـزارين رد  بـر اسـاس رنـگ آميـزي      20و  15، 10، 5هيچگونه معدني شـدن در روزهـاي   ) a4 تا  a1(در نمونه هاي غير استئوژنيك ). يافته مي باشد
 5ولي در روز  بر اساس رنگ آميزي آليزارين رد مشاهده شد 20و  15، 10معدني شدن در روزهاي  ) b4تا   (b1در نمونه هاي استئوژنيك. مشاهده نشد

  ).X200بزرگنمائي (هيچگونه رنگ قرمزي كه نشان دهنده رسوب كلسيم باشد مشاهده نشد 
  

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 محمدحسين آبنوسي و همكار...                                              هاي بنيادي مزانشيمي مقايسه اي مورفولوژي و بيوشيمي سلولمطالعه  

 107                                                                                                              1391 تابستان، 2، شماره 3جلد ، )پژوهشي -علمي( مجله سلول و بافت

هاي استئوژنيك ميزان كلسيم نيز روند رو بـه رشـدي را    در نمونه
و  5نسـبت بـه روز    10اي كـه ايـن ميـزان در روز     داشت به گونه

افـزايش   10و  5نسبت بـه روزهـاي    21و  15همچنين روزهاي 
هاي  اين در حالي بود كه در نمونه. نشان داد )>05/0p (دار  معني

 21و  15داري بـين روزهـاي    غير استئوژنيك نيـز تفـاوت معنـي   
آناليز واريانس ). 3جدول (مشاهده شد  10و  5نسبت به روزهاي 

دو طرفه نشان داد كه ميزان افزايش غلظت كلسيم داخل سلولي 
ژنيك در هاي غير استئو هاي استئوژنيك نسبت به سلول در سلول

از  ). 4جـدول  (بـود  ) >p 001/0(دار  هاي مشابه بسيار معني زمان

 دار طرفي آناليز واريانس يك طرفه نشـان دهنـده كـاهش معنـي    
)05/0p<  (  هـاي   ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسـفاتاز در سـلول

استئوژنيك در روزهاي مخلتـف بـود، همچنـين ايـن كـاهش در      
). 3جـدول  (هاي غير استئوژنيك نيـز قابـل مشـاهده بـود      سلول

تفاوت آمـاري   علاوه بر اين آناليز واريانس دو طرفه نشان دهنده 
ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسـفاتاز  در ) >p 001/0( داري معني

هاي غيراسـتئوژنيك   هاي استئوژنيك در مقايسه با نمونه در نمونه
  ).5جدول (بود 

  

در نمونـه هـاي اسـتئوژنيك و غيـر     )  U/L(و ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسـفاتاز  ) ميكرو گرم بر دسي ليتر(كلسيم  مقايسه ميانگين ميزان  : 3جدول 
  . 21و  15، 10، 5روزهاي  استئوژنيك در

  

  (One way ANOVA, Tukey test, p<0.05). ددار مي باش هاي متفاوت داراي تفاوت معني هاي با كد حرف ميانگين. مي باشد sd means±مقادير به صورت 
  
  

  .21و  15، 10، 5در نمونه هاي استئوژنيك و غير استئوژنيك در روزهاي ) U/L(مقايسه ميانگين فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز : 4جدول شماره

ميكروگرم در دسي (ميزان كلسيم   روز
  در نمونه هاي غير استئوژنيك)ليتر

ميكروگرم در دسي (ميزان كلسيم 
  P-Value  در نمونه هاي استئوژنيك)ليتر

5 0/41 ±0/02 2/87 ±0/01 

001/0  10 0/47 ±0/02 23/32 ±0/13
15 0/84 ±0/03 35/ 52±0/02
21 0/96 ±0/01 37/32 ±0/01

001/0   ها روز و ميزان كلسيم در نمونه  
  (Two way ANOVA, Tukey test, p<0.05). باشد مي sd means±مقادير به صورت 

  

   .21و  15، 10، 5در نمونه هاي استئوژنيك و غير استئوژنيك در روزهاي ) ميكروگرم بر دسي ليتر(مقايسه ميانگين كلسيم : 5جدول شماره

  روز
ميزان فعاليت آنزيم آلكالين 

هاي غير  در نمونه) U/L(فسفاتاز 
  استئوژنيك

فسفاتاز ميزان فعاليت آنزيم آلكالين 
)U/L (در نمونه هاي استئوژنيك  P-Value  

5 109/9 a±2/45 153/4 a±14/7

001/0  10 90/2 b±2/8 114/9 b±3/8
15 52/3 c±2/1 74/8 c±1/9 

21 3/4 d±0/2 63/9 c±1/2

  روز
گرم در  ميكرو(ميزان كلسيم  
هاي  در نمونه )دسي ليتر

  غيراستئوژنيك

گرم در ميكرو(ميزان كلسيم
هاي  در نمونه )دسي ليتر

  استئوژنيك

ميزان فعاليت آنزيم آلكالين
هاي  در نمونه) U/L(فسفاتاز 

  غيراستئوژنيك

ميزان فعاليت آنزيم آلكالين 
هاي  در نمونه )U/L(فسفاتاز 

  استئوژنيك
5 0/41 a±0/02 2/87 a±0/01 109/9 a±2/45 153/4 a±14/7 
10 0/47 a±0/02 23/32b ±0/13 90/2 b±2/8 114/9 b±3/8 
15 0/84 b±0/03 35/52c ±0/02 52/3 c±2/1 74/8 c±1/9 

21 0/96 b±0/01 37/32 c ±0/01 3/4 d±0/2 63/9 c±1/2 
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001/0   ها روز و ميزان كلسيم در نمونه  
  (Two way ANOVA, Tukey test, p<0.05). باشد مي sd means±مقادير به صورت 

  
  بحث

با وجودي كه در برخي تحقيقات، پتانسـيل تمـايز بـه اسـتخوان     
هاي بنيادي مزانشيمي به عنـوان يـك شـاخص بـراي ايـن       سلول
، گزارشـي در مـورد   )13(ها مورد مطالعه قرار گرفته اسـت   سلول

هـا   متابوليكي و بيوشيميائي اين سـلول  هاي شكل ظاهري، ويژگي
اهميـت تمـايز بـه اسـتخوان     . در محيط آزمايشگاه وجـود نـدارد  

هاي مزانشيمي از نظر سلول درمـاني و پيونـد در ضـايعات     سلول
جا كه روند تمـايز   از آن). 14و  5(استخواني بديهي و مسلم است 

ها  اههاي مزانشيم مغز استخوان به استئوبلاست در آزمايشگ سلول
ي يشود وجود اطلاعات مورفولوژيـك و بيوشـيميا   مكررا انجام مي

  .هاي تمايز يافته امري ضروري است سلول

هاي جدا شده از مغز استخوان رت به مـدت   در اين مطالعه سلول
ــت  21 ــرار گرف ــتئوژنيك ق ــاهري . روز در محــيط اس بررســي ظ

 ـ سلول وژي هاي تمايز يافته با رنگ آميزي فلورسنت ظهور مورفول
هاي بنيـادي مزانشـيمي را از نظـر سيتوپلاسـم و      متمايز از سلول

هـا حكايـت    موقعيت هسته نشان داد كه از وقوع تمايز اين سلول
كرد ولي از نظر اندازه هسته تغييـر در ايـن سـلولها مشـاهده      مي
هاي جوان، هسته بـه   ها و به ويژه سلول در بسياري از سلول. نشد

هـا تمـايز    رار دارد و وقتـي سـلول  طور معمول در وسط سـلول ق ـ 
يابند، هسته به طرف كناره هاي سلول رانده شـده و در محـل    مي
هـاي تمـايز    در اين مطالعه در سـلول ). 15(اي قرار مي گيرد  ويژه

ها از حالـت چنـدوجهي بـه حالـت گـرد       يافته استئوژنيك، سلول
هـاي بنيـادي مزانشـيمي از     درآمده و موقعيـت هسـته در سـلول   

تفـاوت قابـل   . مركزي خارج و به كناري رانده شـده بـود   موقعيت
ها در حالت مزانشيمي و تمايز يافتـه   توجه در وضع ظاهري سلول

توان به اختلاف در سازمان اسكلت سلولي در اين دو سـلول   را مي
ــبت داد ــلول. نس ــي    در س ــا مزودرم ــا منش ــا ب ــيت(ه ــا،  ميوس ه
هاي عملكردي  تفاوت.....) ها، سلول هاي اندوتليال و  استئوبلاست

و ساختاري سيتواسكلتون داخلي اين سلول ها باعث ايجاد تفاوت 
، مثلا وجـود  )16( ها بعد از تمايز سلولي مي شود مورفولوژيك آن

هـاي اكتـين بـا فيبرهـاي كششـي در       دسته هاي ضخيم از رشته
هاي بنيادي مزانشيمي كه در سرتاسر سيتوپلاسم گسـترده   سلول
هـا   هاي فشرده و ظريف اكتين ف و حضور شبكهطر اند از يك شده

ــاوت  در استئوبلاســت ــا از طــرف ديگــر باعــث ايجــاد تف هــاي  ه
  ). 17و 16(شود  ها از يكديگر مي مورفولوژيك اين سلول

نتايج ايـن مطالعـه نشـان داد كـه طـي دوره تيمـار اسـتئوژنيك        
هـا در حـال تمـايز افـزايش يافـت كـه        فعاليت متابوليكي سـلول 

هـا را ناشـي از    ين افزايش در فعاليت متـابوليكي سـلول  توان ا مي
در رونـد تمـايز   . سنتز پـروتئين دخيـل در رونـد تمـايز دانسـت     

انـد كـه بزرگتـرين     گروه پروتئيني شناسـائي شـده   8استئوژنيك 
هـاي شناسـايي شـده در رونـد تمـايز مربـوط بـه         دسته پروتئين

متابوليسم آمينو هاي چرخه كربس،  متابوليسم سلولي نظير آنزيم
لذا ). 18(ها و گليكوليز گزارش شده اند  اسيدها، بيوسنتز پروتئين

در اين تحقيق افزايش معني دار متابوليسم بر اساس ميزان توليد 
  .كريستال بنفش فومازان دور از انتظار نبود

هاي  مثبت شدن رنگ آميزي آليزارين رد دليلي بر تشكيل نودول
هاي مزانشيم مغز  و تمايز سلول) 9( كلسيمي در ماتريكس سلول

نتايج مشـاهدات  ). 19(هاي استئوبلاست است  استخوان به سلول
هـاي كلسـيمي بعـد از روز پـنجم      ما نشان داد كه تشكيل نودول

شود، بطوري كه در روز دهم رنگ قرمز ناشـي از رنـگ    شروع مي
هاي تشكيل شده با آليزارين رد مشـاهده و از نظـر    آميزي نودول

. داري را نسـبت بـه روز پـنجم نشـان داد     ي نيز افزايش معنيكم
همچنين از آنجائي كه تشـكيل ايـن نـودول كلسـيم وابسـته بـه       

در مطالعـه حاضـر در   ) 20(حضور كلسيم در داخل سلول اسـت  
روز دهم ميزان كلسيم داخل سلولي افزايش قابل ملاحظـه اي را  

هاي  يل نودولنسبت به روز پنجم نشان مي دهد كه تاييد بر تشك
از آنجائي كه استئوبلاست ها نقـش  . كلسيم در روز دهم مي باشد

 [Ca5(PO4)3(OH)]اي در تشــكيل هيدروكســي آپاتيــت  عمــده
لذا حضور فسـفات در سـلول بـراي ورود كلسـيم بـه       )21(دارند 

بـراي حضـور كلسـيم    ). 22و  6(داخل سلول ضروري  مي باشـد  
در مطالعـه حاضـر   . ي اسـت فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز ضـرور 

فعاليت اين آنزيم در سلول روز پنجم در سلول هاي اسـتئوژنيك   
هاي غير استئوژنيك شديدا افـزايش   نسبت به همان روز در سلول

البته عدم تشكيل نودول كلسيم در روز پنجم مغايرتي . نشان داد
با فعاليت اين آنزيم ندارد بدليل اينكه فعاليـت ايـن آنـزيم باعـث     

كه متعاقبا ورود كلسيم و ) 23(پيروفسفات در سلول شده  يهتجز
در فراينـد  . نمايـد  تشكيل هيدروكسي آپاتيت را امكان پـذير مـي  
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هاي مختلفي دخالت  هاي مزانشيم به استئوبلاست ژن تمايز سلول
ها عبارتنـد از اسـتئوپوينتن، استئوكلسـين،     دارند كه بعضي از آن

BMP  كه البتـه آلكـالين   ) 22(يك و دو، آلكالين فسفاتاز و غيره
فسفاتاز بعنوان اولين ژني كه در روند تمايز بيان مي شود مطـرح  

لذا در اين تحقيـق نيـز بيشـترين فعاليـت ايـن      ). 23و 22(است 
آنزيم در روز پنجم گزارش شده است كه به تدريج از فعاليـت آن  

البتـه  . برسـد  21در روز  كاسته شده تا بـه حـداقل ميـزان خـود    
هـاي مزانشـيم نيـز وابسـته بـه زمـان        فعاليت اين آنزيم در سلول

 15كاهش يافت كه با توجه به افزايش ميزان كلسيم در روزهـاي  
افزايش كلسـيم در  . در سلولهاي مزانشيم قابل توجيح است 21و 

هـاي   در سـلول  10و 5در مقايسه بـا روزهـاي    21و  15روزهاي 
. نيسـت ) نـانومولار  100(از ميزان طبيعي كلسيم  مزانشيم خارج

ولي در صورتي كه ميزان فعاليت آنزيم آلكـالين فسـفاتاز كـاهش    
ميـزان  ) هـاي كلسـيم بـه فسـفات     با توجه به نسـبت يـون  (نيابد 

كلسيم از غلظت متعارف داخل سلول خارج شـده و باعـث مـرگ    
گردد، لذا براي نگهداري غلظـت كلسـيم داخـل سـلول      سلول مي

  .كاهش ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز توجيه پذير است
  

  نتيجه گيري
هاي مزانشمي مغز استخوان بعد از تمـايز بـه استئوبلاسـت     سلول

دچار تغييرات مورفولوژيك از قبيل حذف زائده هاي سلولي، گرد 
. شدن سلول و تغيير موقعيت هسـته در سيتوپلاسـم مـي شـوند    

ي از قبيل افزايش يايها تغييرات بيوشيم علاوه بر آن در اين سلول
فعاليت آنزيم آلكـالين فسـفاتاز، افـزايش غلظـت كلسـيم، رنـگ       
پذيري توسط آليزارين رد از روز دهم و افزايش متابوليسم سلولي 

هـا بـه    لذا براي اطمينـان از تمـايز ايـن سـلول    . نيز بروز مي كند
تــوان از استئوبلاسـت عـلاوه بـر رنــگ آميـزي آليـزارين رد مـي       

  .فاكتورها مذكور نيز براي شناسائي استفاده كرد
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Abstract 

Aim: The aim of this study was to compare the morphological and biochemical character of 
mesenchymal stem cells and osteoblasts in vitro.   

Material and Methods: After extraction of rat bone marrow mesenchymal stem cells and 
culturing them till the 3rd passage, these cells were cultured in media containing beta-glycerol 
phosphate, dexamethasone and ascorbic acid for 21 days. Then morphology of the 
mesenchymal cells and differentiated one were investigated using Hoechst and acridine 
orange. In addition the level of matrix deposition, level of calcium, activity of alkaline 
phosphatase in mesenchymal cells and differentiated on as well as metabolic activity of 
osteoblasts with the help of MTT was determined. 

Results: Morphological study showed delocalization of nuclei and roundness of cytoplasm in 
differentiated cells as compared to mesenchymal stem cells. In addition mineralization of the 
matrix started from the 10th day and reached the maximum level at the 21st day. Also from the 
day 10 the level of calcium increased significantly (p<0.05) but activity of alkaline 
phosphatase decreased significantly (p<0.05) in differentiated cells. Where as during the 
differentiation process the metabolic activity of the cells increased significantly (p<0.05). 

Conclusion: In addition to morphological differences, calcium content, alkaline phosphatase 
activity and metabolic activity of the mesenchymal cells and osteoblasts also differs. 
Therefore in addition to alizarin red staining these factors also can be used to investigate the 
differentiation processes in vitro. 

Key words: Alkaline phosphtase, Calcium, Differentiation, Mesenchymal stem cells 
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