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چکیده

هـاي بنیـادي   ولدر سـل یسآپوپتـوز يو القـا تغییـرات مورفولوژیـک  بر قابلیت حیات،Aهدف از این پژوهش، بررسی اثر بیسفنول:هدف
.مزانشیم مغز استخوان رت بالغ بود

گـروه  11هاي پاساژ سوم بـه  سلول. هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان با استفاده از روش فلشینگ استخراج شدندسلول:هامواد و روش
، A)1 ،5 ،10،50 ،100 ،250 ،500 ،1000هاي آزمایشی با دوزهـاي مختلـف بیسـفنول   هاي گروهسلول. کنترل و آزمایشی تقسیم شدند

سرم جنین گاوي، جهـت تعیـین   درصد10روزه، در محیط استئوژنیک حاوي 21و 15، 10، 5طی چهار دوره ) نانومولار4000و 2000
طی ، هاها و همچنین تغییرات مورفولوژیک سلول، تغییر در الگوي بیان ژنDNAسپس قابلیت حیات، میزان آسیب . دوز موثر تیمار شدند

مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفـت   t-testطرفه و همچنین آنالیز ها با روش آماري آنالیز واریانس یکداده. بررسی شدروند تمایز استئوژنیک
.دار در نظر گرفته شدمعنی>05/0pها در سطحو تفاوت میانگین

هـاي تیمـار شـده بـا     در سـلول Bcl-2آپوپتیـک  ژن آنتـی ها، قطر هسـته و سـطح بیـان    داري در قابلیت حیات سلولکاهش معنی:نتایج
و سـطح بیـان ژن   DNAدر میزان آسـیب و شکسـتگی   نیز داري افزایش معنی.)>05/0p(دشمشاهده نسبت به گروه کنترلAبیسفنول

.)>05/0p(شد نسبت به گروه کنترل،  مشاهده Aهاي تیمار شده با بیسفنولدر سلولBaxآپوپتوتیک 

در رفتاري وابسته به دوز، باعث کاهش قابلیـت حیـات و القـاي    Aکند که بیسفنولنتایج حاصل از این پژوهش پیشنهاد می:گیرينتیجه
.دشوهاي بنیادي مزانشیم مشتق از مغز استخوان میدر سلولیسآپوپتوز

غییرات مورفولوژیک، قابلیت حیات، تیسآپوپتوز,سلول بنیادي مزانشیم مغز استخوانA ,بیسفنول:واژگان کلیدي
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مقدمه

امروزه هزاران ماده شیمیایی و صـنعتی متفـاوت ناخواسـته وارد    
ي تعادل سیسـتم  زنندههمشود که مخرب و برمحیط زیست می
باشـند، کـه از آن گـروه    و دیگـر جـانوران مـی   اندوکرینی انسان

-2یا Aبیسفنول).1(اشاره کرد A(BPA)توان به بیسفنولمی
فنـول اسـت  ، یک الیل(BPA)هیدروکسی فنل پروپان ، بیس 2

دلیـل شود و بـه محیطی شناخته میزنواستروژنعنوان یککه به
هـاي جزء مخربتولیدمثل،سیستمروياستروژنیداشتن اثرات

Aبیسـفنول ). 2(دشـو مـی بنـدي طبقـه نیز (EDC)اندوکرینی 

لنزهايملهاز جوسایل پزشکیمواد وانواعوسیع در تولیدطوربه
ظــروفهــاي دندانپزشــکی و همچنــینو کامپوزیــتچشــمی

آبهـاي کنسرو، بطـري هايقوطیپوشش داخلی، بارمصرفیک
،PVCهـاي پلاسـتیک اطفـال، تغذیـه هـاي شیشـه ،معـدنی 

این آلاینده زیست ). 4و 3(شود ها و غیره استفاده میکربناتپلی
وارد زنجیره غـذایی  و غذا) 1(تواند از طریق آب، هوا محیطی می

).5-8(شود انسان 

با تغییر در الگوي بیان Aتحقیقات نشان داده است که  بیسفنول
گونـه  و همچنـین تولیـد   ) 9(هاي اعصاب مرکزي ها در سلولژن

در ROS (Reactive oxygen species)گـر اکسـیژن واکـنش  
قابلیـت  باعـث کـاهش   ) MSS31)10هاي انـدوتلیال رده  سلول
.شودها میمرگ سلولو حیات

متعـدد هـاي توانـایی بـا سازپیشمزانشیم، سلولیبنیاديسلول
نظیر مغـز اسـتخوان و بافـت    بالغهايبافتبرخی ازدر کهاست

بـالا تکثیريبا ظرفیتنوزاییخودقادر بهوشودچربی یافت می
هـاي سـلول توانائیطبق مطالعات صورت گرفته ). 11(باشد می

در هردوغضروفوچربیاستخوان،تشکیلبرايانشیمبنیادي مز
اگرچه ). 12(است به اثبات رسیدهIn Vitroو In Vivoشرایط 

جنینـی  هـاي بنیـادي  سلولبرAبیسفنولاثر سیتوتوکسیسیتی
هـاي اهمیت سـلول وجودباولی،)13(است شده بررسیانسان

 ـ یـک عنوانبهاستخوانمغزمزانشیمبنیادي درا ارزشذخیـره ب
تـاکنون صدمات بافتی،هنگامبهي استخوانی هاسلولجایگزینی

در محـیط اسـتئوژنیک،   هـا سـلول اینبرآلاینده صنعتیایناثر
. نشده استگزارش

ورود،زیسـت در محـیط Aبیسـفنول حضوربهتوجهبابنابراین
همچنـین وسـال اخیـر   30طـی  غـذائی زنجیرهبهآنگسترده

ي هـا پتانسیل بالاي سـلول ، و از سوي دیگر نسانسلامت اتهدید

بنیادي مزانشیم مغز استخوان در تمایز به استئوبلاست و کـاربرد  
اثرلذا بر آن شدیم تا ها در ترمیم ضایعات استخوانی،گسترده آن

میزان تکثیر سلولی، تغییـرات بررا Aسیتوتوکسیسیتی بیسفنول
بنیـادي مزانشـیم  هايسلولدریسآپوپتوزيمورفولوژیک و القا

عنـوان بـه طی روند تمایز به استئوبلاست،استخوان رت بالغمغز
.مورد مطالعه و تحقیق قرار دهیمآزمایشگاهی مدلیک

هامواد و روش

مطالعهایندر:استخوانمغزهايسلولکشتوجداسازي
140±20وزن وروز50سنباWistarنژاد هايرتازتجربی

ازپسپژوهشایندراستفادهموردحیوان.شددهاستفاگرم
دراراكحیوانات دانشگاهخانهدرپاستوراز انستیتوخریداري

دسترسیباوگرادسانتیدرجه27±3شرایط استاندارد دماي
رعایتبا. شددارينگهاتیلینپلیهايدر قفسآبوغذابهآزاد

هوش شده،بیاتراتیلنديکمکها بهاخلاقی، رتاصول
هايبافتسپسوجداهاآنپايو ساقرانهاياستخوان
هااستخوان.پاك گردیدکاملطوربههااطراف استخوانپیوندي

DMEM)Dulbecco’s Modified Eaglesدر محیط کشت

Medium ،Gibco ،Germany (سرم% 15حاويFBS

)Fetal Bovine Serum ،Gibco ،Germany (نیلیسو پنی -
در) Gibco ،Germanyتهیه شده از شرکت (استرپتومایسین 

منتقلزیر هود لامیناربهقرار گرفته،گرادسانتیدرجه4دماي
بامغز استخوانواستریل قطعقیچیبااستخوانسردو. شد

محیط کشتحاويفالکونداخل لولهبهوخارجعمل فلاشینگ
سانترفیوژ rpm1200در  دقیقه5مدت بهسپسوهدایتکامل

لیتر محیط محیط رویی خارج و رسوب سلولی در یک میلی. شد
و در انکوباتور T25گردید و در فلاسک کشت کشت تازه معلق

CO2 درصد5گراد و درجه سانتی37دماي (دارCO2 (انکوبه
هايسلولکه حاويروییمحیطساعت24پس از. گردید

انجامPBSبا هاسلولستشويشوبود، خارجغیرچسبنده
محیط کشتروز یکبارسههرمدت دو هفته،بهسپس.گردید
ازبالاییتراکمبهکف فلاسککهزمانی.شدتعویضهاسلول
1xTrypsin/EDTA25/0با کمکهارسید، سلولسلول
فلاسککفاز) Sigma-Aldrichاز شرکت تهیه شده(درصد

آوردندستهببراي.شدندنتقلمجدیدهايبه فلاسکوجدا
.شدپاساژ تکرارمرحلهسههاسلولاینازخلوص بالایی
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و بررسـی  Aها در دوزهاي مختلف بیسـفنول کشت سلول
5×103هاي پاسـاژ سـوم بـه تعـداد    سلول:هاآنقابلیت حیات 

ساعت کشت 24مدت بهخانه اي 24سلول در هر خانه ي پلیت 
کنتـرل  ها به کف در حضـور گـروه  و پس از چسبیدن این سلول

سـرم  درصـد 10حـاوي  DMEMمحـیط  : محیط اسـتئوژنیک (
نــانومولار 10فســفات،مــولار بتاگلیســرول میلــی10گــاوي،

) فسـفات -3لیتر آسکوربیک میکروگرم در میلی50دگزامتازون و 
و 2000، 1000، 500، 250، 100، 50، 10، 5، 1و دوزهـــــاي 

ــانومولار بیســفنول4000 ــه شــده از شــرکت  ته(Aن -Sigmaی

Aldrich (   ــد ــت ش ــتئوژنیک کش ــیط اس ــس از  ). 14(در مح پ
شدها ارزیابی سلولقابلیت حیاتروز 21و 15، 10، 5هاي دوره

بـه هـر   MTTمولار01/0میکرولیتر محلول30و بدین منظور، 
پس از اینکـه  . ساعت انکوبه گردید4مدت بهچاهک اضافه شد و 

ایـن بلورهـا در حـلال دي    . ن تشکیل شـد هاي فورمازوکریستال
-Sigmaتهیـه شـده از شـرکت    ) (DMSO(متیل سولفوکسـید  

Aldrich (  450حل و میزان جذب محلول حاصل در طول مـوج
(SCO diagnostic, Germany)توســط دســتگاه  نــانومتر

ELAISA-readerگیــري شــد و بــا اســتفاده از منحنــی انــدازه
هـاي مختلـف   زنـده در گـروه  هـاي  تعداد سلولMTTاستاندارد 
.)14(تعیین شد

دسـت آمـده از تسـت    با توجه بـه نتـایج بـه   :انتخاب دوز موثر
MTT ،250 نانومولار بیسـفنولA عنـوان دوز مـوثر انتخـاب    بـه

A)250گردید و مطالعه با دو گروه کنترل و تیمار بـا بیسـفنول  
.ادامه یافت) نانومولار

حساسـی بـا عنـوان   تسـت کامـت روش بسـیار    :آزمون کامـت 
"Single-cell alkaline gel electrophoresis"یـــــا

"Comet assay"باشـد کــه از آن جهـت بررســی ســلامت  یمــ
DNAبیسفنولشده با تیمارهايهسته سلولA  در مقایسـه بـا

درDNAحرکـت  بر اسـاس تستاین. گروه کنترل استفاده شد
عوامـل اثـر درDNAاگـر  .شـود مـی انجـام الکتریکـی میدان

باشـد شـده شـدن قطعه قطعـه وشکستدچارمختلفمحیطی
درمختلـف طولباDNAقطعات حرکتسرعتاختلافدلیلبه

دیـده ايدنبالـه یـا هالههاسلولهستهاطرافالکتریکی،میدان
کشیدهوتربزرگهالهشدیدتر باشد،تخریباینهرچهوشودمی

ابتـدا تسـت اینانجامبراي.خواهد شدتشکیلهستهحولتري
تیمارهايو گروه سلولکنترلسلولی گروهسوسپانسیونمخلوط
درسـلول هـزار 200تراکم، باAبیسفنولنانومولار250شده با 

.شدتهیهپایینذوبدمايباآگارزدرصد1لیتر محلولمیلیهر
شدهمفروشمیکروسکوپیاسلایدهايرويبراین سوسپانسیون

نرمالآگارز/يگذارلاملازپسوشدگذاشتهدرصد1رز با آگا
گـراد سـانتی درجـه 4دمـاي دردقیقه20مدت به، اسلایدها5

شدبرداشتهيآرامبهاسلایدهارويازلاملسپس.انکوبه شدند
M,EDTA 0.15حـاوي لیـز بـافر درمیکروسـکوپی و اسـلاید 

Nacl 2.5 M ،NaSLS 1% ،Tris-base 10 Mm ،0.1 Mm با
pH= دراسلایدهاآنازپس.شددادهقراردقیقه60مدت به10

NaOHحـاوي  بافر الکتروفـورز  300 mM, EDTA 1Mm  بـا ،
pH=13 شـد دقیقه، الکتروفروز 20مدت بهآمپر 300با جریان .

که Tris base0.4Mدر نهایت نمونه در بافر خنثی کننده حاوي 
ازپـس وشـده دادهستشـو شبـود، رسـیده pH=7.5به HClبا 

Olympusمیکروسـکوپ  کمکبهبرومایداتیدیومباآمیزيرنگ

.)14(صورت گرفتبرداريعکسومشاهده

تر و جهت مطالعه دقیق: RT-PCRو آنالیز RNAاستخراج 
تشخیص نوع مرگ سلولی القا شده تایید تست کامت و همچنین 

RT-PCRآنالیز ، از Aهاي تیمار شده با بیسفنولسلولر د

.استفاده شد

ها به تعداد در این مرحله سلول: RNAکشت سلولی و جداسازي 
کشت و متر مکعب سانتی25شکل Tهاي در فلاسک5×103

نانومولار 250روز با محیط استئوژنیک و دوز 21مدت به
، راپرتیمار شدند و سپس با کمک اسککشت وAبیسفنول

. ندشده و به اپندورف منتقل ها از کف فلاسک تراشیدسلول
انتقال گراددرجه سانتی-80ها در ازت مایع به فریزرسلول
RNeasyها از کیت از این سلولRNAجهت جداسازي . یافتند

mini kit (Qiagen) و برطبق دستوالعمل کارخانه سازنده
استخراج شده از RNAمنظور سنجش میزان استفاده شد و به

با RNAخلوصهمچنینو د شومتر استفاده دستگاه اسپکتروفت
. دشتعیین 280به260استفاده از نسبت جذب در طول موج

.تمامی مراحل در زیر هود لامینار صورت گرفت

:c-DNA (reverse transcription reaction)سنتز 
c-DNA synthesis kit (frementas)از c-DNAبراي سنتز 

) Total(کل RNAمیکرولیتر2ر استفاده شد و بدین منظو
oligoپرایمر میکرولیتر1، )بر میکرولیترمیکروگرم5/0(

(dT)18 میکرولیتر آب فاقد نوکلئاز 12و تا حجم)Nuclease

free water ( میلی لیتري استریل که 1,5در داخل میکروتیوب
به منظور حذف سپس . بر روي یخ قرار داده شده، ریخته شد
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ها نمونه، RNAثانویه احتمالی تشکیل شده در ساختارهاي
بر و پس از آن انکوبه گراددرجه سانتی70دقیقه در 5مدت به

5x reactionمیکرولیتر 4در ادامه .شدندروي یخ قرار داده 

buffer ،1کننده هارمیکرولیتر مRNase(20u/μl) ،2
)dNTP)dTTP, dATP, dGTP, dCTPمیکرولیتر از مخلوط

)10mM ( میکرولیتر آنزیم ترانس کریپتاز معکوس 1وM-

MulV)200 u/µl ( به نمونه ها اضافه شد، به آرامی مخلوط و
.سپس سانتریفوژ شدند

37دقیقه در دماي 60براي شروع واکنش نمونه ها به مدت 
گراد قرار داده شدند و در پایان با گرم کردن نمونه درجه سانتی

دقیقه واکنش 5سانتی گراد به مدت درجه 70ها در دماي 
حاصل براي واکنش هاي c-DNAمتوقف گردید و محصول 

PCRمورد استفاده قرار گرفت.

با استفاده از PCRواکنش : (pcr)مراز واکنش زنجیره پلی
:Bax)Forwardپرایمرهاي اختصاصی 

5´CTTTTTGTTACAGGGTTTCATCCAG3´ و
Reverse:

5´CTCTGCAGCTCCATATTATTGTCC3´ ( وBcl-2
)Forward: 5´GCTGGGATGCTTTGTGGAA3´ و

Reverse: 5´CTCACTTGTGGCCCAGGTA3´ ( در
گراد، در درجه سانتی58میکرولیتر و با دماي آنیلینگ 25حجم 

:β-Actine)Forwardسیکل صورت گرفت و از ژن 35

5´CGTGCGTGACATTAAAGAGAA3´ وReverse:

5´CGCTCATTGCCGATAGTGAT3´ (عنوان کنترل به
.داخلی استفاده شد

بررسی تغییرات مورفولوژیکی در نمونه هاي استئوژنیک با 
ها دردنبال تیمار سلولبه: آمیزي فلورسنتاستفاده از رنگ

روز، بررسی تغییرات21براي مدت یک محیط استئوژنیک
-هوخستها با استفاده از رنگ مورفولوژیک هسته سلول

H33342دقیقه انکوبه کردن در 5پس از آیوداید پروپیدیومو

وسیله ها بههمچنین قطر هسته سلول. دماي اتاق انجام شد
company versionافزار تصویري موتیک نرم 1.2)(Micro

optical groupگیري شداندازه .Hoechst رنگ 3342
فلورسنتی است که از طریق غشاي پلاسمایی در سلول نفوذ 

کند، که با استفاده از آن تغییرات هسته میرا رنگDNAکرده، 
توان از قبیل تراکم کروماتین و قطعه قطعه شدن آن را می

ي رنگ ها به وسیلهمورفولوژي سیتوپلاسم سلول. بررسی کرد
بار با 2آمیزي ها بعد از رنگسلول. آکریدین اورنژ، بررسی شد

PBS- د و بلافاصله توسط ششسته شدند و بررسی انجام
,Olympus)میکروسکوپ فلورسنس  IX70)برداري شد عکس

)15.(

آنالیز آماري

One-Wayداده هاي به دست آمده با استفاده از آزمون آمـاري  

ANOVA تست ،Tukey و همچنینT-Test تجزیه و تحلیل ،
دار در نظـر گرفتـه   معنـی >05/0pها در سطحو تفاوت میانگین

. شد

نتایج

انتخاب دوز موثروقابلیت حیاتبررسی 
هاي بنیادي مزانشیم مغز در سلولقابلیت حیاتاز مقایسه میزان 

صورت هو بAاستخوان تیمار شده با دوزهاي مختلف بیسفنول
داري مشاهده وابسته به دوز، نسبت به گروه کنترل، کاهش معنی

).1و شکل1جدول) (>05/0p(شد 

پروپیدیوم میزي آو رنگMTTبا توجه به نتایج حاصل از تست 
عنوان روز، به21در مدت Aنانومولار بیسفنول250آیوداید، دوز 

دوز موثر انتخاب گردید و مطالعه با دو گروه کنترل و تیمار با 
.ادامه یافت) نانومولارA)250بیسفنول
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و همکارانملک سلیمانی مهرنجانی...  وتغییرات مورفولوژیک،ت حیاتقابلیبر Aبیسفنولاثربررسی

1394زمستان ،3، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت514

در مقایسـه بـا گـروه    Aلغ تیمار شده با دوزهاي مختلف بیسـفنول هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت باسلولقابلیت حیاتمقایسه میانگین . 1جدول
one way ANOVA tukey,s)دار هسـتند  هـاي متفـاوت داراي تفـاوت معنـی    حـرف هـا بـا کـد   میـانگین .باشدمیmeans±sdصورتمقادیر به.کنترل

test,p<0.05).

Dose (nM) Number of viable cells (×1000)
Time (day)

5 10 15 21

0

10

50

100

250

500

1000

2000

4000

10854.2 a ±157

10333.3 ab ±308

9916.7 abc ±344

9645.8 bc ±157

9020.8 cd ±425

8229.2 d ±485

7500 ef ±472

6687.5 f ±438

5270.8 g ±538

11750 a ±826

10833 abc ±219

10333 bcd ±95

9895.8 cd ±190

9166.7 d ±252

7583.3 e ±191

6270.8 f ±191

4562 g ±225

3875 g ±62

15479.2 a ±314

14208 ab ±320

11125 bc ±312

10750 cd ±62

10104 d ±95

9291.7 e ±320

6562.5 f ±125

5979.2 f ±190

5187.5 g ±62

17854.2 a ±538

14250 ab ±286

11854 bc ±260

10979.2 c ±157

7708.3 d ±219

6770.8 de ±314

6333.3 de ±130

5895.8 e ±200

1625 f ±1488

) B. هاي کنترلگروه سلول) x200 .(Aبزرگنمایی (هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت با رنگ فلورسنت پروپیدیوم آیوداید آمیزي سلولرنگ:1شکل
هـاي مـرده را   هاي صورتی رنـگ، سـلول  ها با رنگ پروپیدیوم آیوداید هستهدر رنگ آمیزي سلول. (Aنانومولار بیسفنول250هاي تیمار شده با گروه سلول

).دهدنشان می

کامت آزمون 
هاي بنیاديسلولهستهسلامتبرAبیسفنولاثربررسیدر

کنترل،در گروهکهشدمشخص،کامتتکنیکتوسطمزانشیم
آمیزيبرماید رنگاتیدیومبایکنواختصورتهبهاسلولهسته
. باشدمیDNAسلامت که بیانگربودهالهبدونوشده

شدهشکستهA ،DNAبیسفنولباتیمارگروهدرکهدرحالی
قیباهمراهبهکامتدنباله یاصورتهبالکتریکیمیدانتحت تاثیر

و مرگ DNAتخریب خود نشانهاینوشددیدههاهستهمانده
بود Aبیسفنولنانومولار250باهاسلولتیماردنبالهسلولی، ب

هاي صورت گرفته و مطالعات همچنین طبق بررسی). 2شکل(
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و همکارانملک سلیمانی مهرنجانی...  وتغییرات مورفولوژیک،ت حیاتقابلیبر Aبیسفنولاثربررسی

1394زمستان ،3، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت132

نتایج حاصل از آزمون کامت، درجات مختلفی از طول کمی
به هادادهاساس این برود شي کامت در تصاویر مشاهده دنباله

هاي کلی دادهطورهب). 3شکل(شدپنج درجه متفاوت تقسیم 
و DNAآسیب معنی دار میزان حاصل، حاکی از افزایش 

در DNAهمچنین افزایش میزان حرکت قطعات شکسته شده 

هاي بنیادي مزانشیم تیمار شده با میدان الکتریکی در سلول
).1نمودار(رل بود ، در مقایسه با گروه کنتAبیسفنول

هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان در سلول) درصد(DNAو میزان آسیب ) میکرومتر(بر میانگین طول دنباله کامت Aمقایسه اثر بیسفنول:1نمودار 
.)p<0.001***و T-Test ،**p<0.01( ، ) نانومولارA)250روز پس از تیمار با بیسفنول21رت با گروه کنترل، 

، گروه کنترل)x200.(Aبزرگنمایی (Aروز پس از تیمار با بیسفنول21هاي بنیادي مزانشیم تمایز یافته به استئوبلاست، تست کامت در سلول:2شکل 
B(هاي تیمار شده با بیسفنولگروه سلولA)250نانومولار .(

.درجه چهار. E،درجه سه. D،درجه دو. C،درجه یک.B،)بدون کامت(درجه صفر . Aمت ها بر اساس طول واندازه کادرجه بندي سلول:3شکل

Bcl-2و Baxهاي آنالیز کیفی سطح بیان ژن
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و همکارانملک سلیمانی مهرنجانی...  وتغییرات مورفولوژیک،ت حیاتقابلیبر Aبیسفنولاثربررسی

1394زمستان ،3، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت132

ــان ژن   ــطح بیـ ــزان سـ ــی میـ ــک بررسـ و ژن Baxآپوپتوتیـ
ــی ــط آنــالیز  Bcl-2آپوپتوتیــک آنت در گــروه RT-PCRتوس
گـروه کنتـرل،   نسـبت بـه   Aهاي تیمار شده بـا بیسـفنول  سلول

هـاي  در میزان بیان ژنترتیب افزایش و کاهش قابل توجهی را به
).4شکل(نشان داد مذکور،

.  Aروز پس از تیمار با بیسفنول21هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت، در سلولBcl-2و Baxهاي آنالیز کیفی سطح بیان ژن:4شکل
A (گروه کنترل .B (یمار شده با بیسفنولهاي تگروه سلولA)250ژن ). نانومولارβ-actinعنوان کنترل داخلی در نظر گرفته شده استبه.

ها بررسی تغییرات مورفولوژیک سلول
هــاي بنیــادي مزانشــیم تیمــار شــده بــا قطــر هســته ســلول

داري، کــاهش معنــینســبت بــه گــروه کنتــرلAبیســفنول
)05/0(p< را نشان داد)5شکل ،AوB2مودارو ن.(

اورنـژ،  هـا بـا رنـگ آکریـدین    آمیزي سیتوپلاسم سـلول رنگ
ــخیص را در     ــل تش ــد قاب ــا زوائ ــدوجهی ب ــم چن سیتوپلاس

هاي گروه کنترل نشـان داد و ایـن در حـالی بـود کـه      سلول
در ، Aتیمار شـده بـا بیسـفنول   ها در گروهسیتوپلاسم سلول

هـا منقـبض و در   در برخـی قسـمت  مقایسه با گروه کنتـرل،  
هسـته  . ها از حالت چندوجهی خارج شده بـود رخی قسمتب

ها از موقعیت مرکـزي خـود خـارج و بـه     نیز در برخی بخش
C، 5شـکل (حاشیه سیتوپلاسمی سلول کشـیده شـده بـود    

).Dو

روز پـس از تیمـار بـا    21رل، هاي بنیادي مزانشـیم مغـز اسـتخوان رت بـا گـروه کنت ـ     ها در سلولبر میانگین قطر هستهAمقایسه اثر بیسفنول: 2نمودار 
.)T-Test ،*p<0.05( ، ) نانومولارA)250بیسفنول
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و همکارانملک سلیمانی مهرنجانی...  وتغییرات مورفولوژیک،ت حیاتقابلیبر Aبیسفنولاثربررسی

1394زمستان ،3، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت132

روز 21هاي بنیادي مزانشیم تمایز یافتـه بـه استئوبلاسـت،    در سلول) x400بزرگنمایی) (DوC(و آکریدین اورنژ ) BوA(آمیزي هوخست رنگ:5شکل
A.در محیط استئوژنیکAپس از تیمار با بیسفنول ,C(گروه کنترل.B ,D(نانومولار بیسفنول250هاي تیمار شده با سلولA.) هـا در شـکل   پیکـانB ،

همـراه  هـا بـه  ، چروکیدگی و انقباض سیتوپلاسم و کوچک شدن یا گـرد شـدن سـلول   Dهاي تیمار شده و در شکل فشردگی کروماتین را در هسته سلول
).دهدمیخارج شدن هسته از موقعیت مرکزي خود را نشان 

بحث

، در رفتـاري وابسـته بـه دوز، باعـث     Aدر مطالعه حاضر بیسفنول
، DNAو افزایش میزان آسیب و شکستگی قابلیت حیاتکاهش 

د، ایـن  ش ـهاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت بـالغ  در سلول
و همکـاران Hwangیافته در راستاي نتـایج حاصـل از مطالعـه    

2013موش در سال MC3T3-E1هاي رده بر روي سلول)16(
.باشدمی

Bredhult)17( و همچنــینTiwariaو همکــاران)نیــز ) 18
را بــر A، اثـر بیسـفنول  2012و 2009هـاي  ترتیـب در سـال  بـه 

هـاي  و سـلول ) HEECs(هاي اندوتلیال اندومتریوم انسان سلول
MCFرده  مـورد بررسـی قـرار دادنـد و مشـاهده کردنـد کـه        7

اري وابسته به دوز و زمان، باعث کاهش قدرت در رفتAبیسفنول
، افــزایش ســطح اســترس اکســیداتیو و قابلیــت حیــاتتکثیــر و 

هـا  در سـلول DNAپراکسیداسیون لیپیدي و همچنـین آسـیب   
.دشومی

دواست که در ساختمان خود داراي، یک الیل فنولAبیسفنول
، در هاي فنلی هـم باشد و همین حلقهنشده میحلقه فنلی اشباع 

بروز سمیت و اثرات آپوپتوتیک این ترکیب صنعتی نقـش دارنـد   
هاي ژنتیکـی  ، پتانسیل کافی براي ایجاد آسیبAبیسفنول). 19(

یافتـه و القـاي اثـرات    هـاي بنیـادي مزانشـیم تمـایز    را در سلول
.ها داردژنوتوکسیک را در سلول

ر انتشـا ،12این آلاینده صنعتی باعث افـزایش بیـان ژن کاسـپاز    
LDH    القاي اسـترس رتیکولـوم اندوپلاسـمیک ،(ER stress) و
ي واسـطه درون سلولی به(ROS)گرگونه اکسیژن واکنشتولید 

اسـترس  ). 21و 20(د شـو اکسـیدانتی مـی  هاي آنتـی مهار آنزیم
، باعث بروز پراکسیداسیون Aاکسیداتیو القا شده توسط بیسفنول

DNAافزایش آسیب لیپیدي و آسیب غشاي سلولی و در نتیجه

طبـق تحقیقـات   . گـردد هـا مـی  در سلولقابلیت حیاتو کاهش 
، Aمشاهده شد که بیسـفنول ،)18(2012صورت گرفته در سال 

ــب ــطح  موج ــزایش س ــیب   OHdG-8اف ــارکر آس ــک م ــه ی ک
شـود و  هاي تیمار شـده مـی  است، در سلولDNAاکسیداتیوي 
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رانو همکاملک سلیمانی مهرنجانی...  وتغییرات مورفولوژیک،قابلیت حیاتبر Aبیسفنولاثربررسی

1394521زمستان، 3، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

د و بـدین ده ـرا نیز کاهش مـی ) GSH(سطح گلوتاتیون ردکتاز 
. دشـو مـی DNAشدن طریق باعث افزایش آسیب و قطعه قطعه

GSHعنوان کوفاکتور بـراي  اکسیدانت قوي است که بهیک آنتی
و18(کنـد  ها در جهت کاهش استرس اکسیداتیو عمل میآنزیم

22 .(

تواند علت افزایش آسیب نیز میROSالبته افزایش میزان تولید 
DNA اشی از بیسفنولنقابلیت حیاتو کاهشA 23(باشد.(

هـا،  همچنین باعث تغییر در الگـوي بیـان برخـی ژن   Aبیسفنول
و کـاهش  Baxخصوص افـزایش سـطح بیـان ژن آپوپتوتیـک     به

افزایش بیـان ژن  . دشومیBcl-2آپوپتوتیک آنتیسطح بیان ژن
Bax9(کنـد  هاي آپوپتوتیک را فعال مـی ، آبشار ژنی و سیگنال (

ه میتوکندري منتقل شده و باعث افزایش فعالیـت  که در نهایت ب
تغییر در میزان بیـان و فعالیـت   . شوندمی9و 8و 3کاسپازهاي 

دارنـد  یسکاسپازها که نقش مـوثري در پیشـبرد رونـد آپوپتـوز    
القا شده یستواند مکانیسم احتمالی دیگري در آپوپتوز، می)24(

.باشدAسفنولهاي بنیادي مزانشیم تیمار شده با  بیدر سلول

ي ما تغییرات مورفولوژیکی نیز، یکی دیگر از تغییـرات  در مطالعه
هـاي بنیـادي   در سـلول Aمشاهده شده در اثر تیمار با بیسفنول

ایـن تغییـرات شـامل چروکیـدگی و     . مزانشیم مغز استخوان بود
ها برآمـدگی غشـا و خـارج    انقباض سیتوپلاسم و در بعضی بخش

البتـه طبـق مطالعـات    . هی خود بودشدن سلول از حالت چندوج
هـا نیـز در   کمی صورت گرفته، فشـردگی و کـاهش قطـر هسـته    

تمـام تغییـرات   . دشمشاهدهAهاي تیمار شده با بیسفنولسلول
مورفولوژیکی ذکر شده منطبق با تغییراتـی اسـت کـه در مـرگ     

پلیمریزاسـیون  ). 26و 25(دهد رخ مییسسلولی از نوع آپوپتوز
ون پروتئین اکتین، مکانیسم اصلی در کنترل شکل و دپلیمریزاسی

واسـطه  جا که در طی مرگ سلولی انقباض بهو از آنسلول است
 ـ   زمـان بـا تخریـب    طـور هـم  همیوزین در حلقه غشـایی اکتـین ب

هــاي سایتواســکلتال تحــت تــاثیر تیمــار پروتئولیتیــک پــروتئین
ا هـم  ه ـافتد، و این پروتئین، اتفاق میAها توسط بیسفنولسلول

ــرات      ــابراین تغیی ــتند، بن ــین هس ــا اکت ــتقیم ب ــاط مس در ارتب
.)27(دشوها ظاهر میمورفولوژیکی مشاهده شده در سلول

باعـث سـرکوب   Aکند که بیسفنولبنابراین نتایج ما پیشنهاد می
هـا  و قـدرت تکثیـر سـلول   قابلیـت حیـات  سلولی، کـاهش  بقاي
ــوز شــومــی ــوع آپوپت را در یسد و همچنــین مــرگ ســلولی از ن

.کندهاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت بالغ القا میسلول

نتیجه گیري

عنوان یک آلاینده زیست محیطی و همچنین یک ، بهAبیسفنول
هاي مختلف موجـب  ، قادر است از راه(EDC)مخرب اندوکرینی 

د و قـدرت تکثیـر و قابلیـت    شوسازي مسیرهاي آپوپتوتیک فعال
. زانشیم مغز استخوان را کـاهش دهـد  هاي بنیادي محیات سلول

شود که بنابراین براساس نتایج حاصل از این مطالعه، پیشنهاد می
هاي استخوانی مثل استئوپروزیس و در زمینه ارتباط بین بیماري

تحقیقات بیشـتري در جوامـع انسـانی    Aسطوح سرمی بیسفنول
. صورت گیرد
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Abstract

Aim: This study aimed to investigate the effect of Bisphenol A on the cell viability, morphologic
changes and induction of apoptosis in bone marrow mesenchymal stem cells of an adult rat.

Material and Methods: The bone marrow mesenchymal stem cells were extracted using flashing-out
method. At the end of the third passage, cells were divided into 11 groups of control and experimental.
Experimental cells were treated with the different doses of Bisphenol A (1, 5, 10, 50, 100, 250, 500,
1000, 2000 and 4000 nM) for four periods of 5, 10, 15 and 21 days in the osteogenic media containing
10% of fetal bovine serum. The cell viability, DNA damage, expression of genes and the morphologic
changes of the cells were then investigated during the procedure of osteogenesis. The study data was
analyzed using one-way ANOVA and T-Test setting the significant P value at P<0.05.

Results: Within Bisphenol A treated cells, the mean viability, the mean of nuclei diameter and the
expression of anti-apoptotic Bcl-2 gene of the mesenchymal stem cells treated with Bisphenol A
significantly decreased (P<0.05), compared to the control group. In addition the DNA damage and the
expression of apoptotic Bax gene of the cells treated with Bisphenol A significantly increased,
compared to the control group (P<0.05).

Conclusion: Our data suggest that BPA decreases cell viability and induces apoptosis in mesenchymal
stem cells, in a dose dependant manner.

Keywords: Bisphenol A, Bone marrow mesenchymal stem cell, Apoptosis, Viability, morphologic
changes
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