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 پژوهشی( -مجله سلول و بافت )علمی  مقاله پژوهشی

 6331 پاییز، 3، شماره 8جلد

ی مزانشیم مغز ها سلولبررسی اثر کاتچین هیدرات بر توان زیستی، توان تکثیری و بیوشیمی 

                             عنوان یک ریز مغذی بهاستخوان رت در حضور عنصر بور 

Ph.D. محمد حسین آبنوسی
 M.Sc . ، سمیرا منصوری*

 
  49183-9-9438دانشگاه اراک، دانشکده علوم، گروه زیست شناسی، کد پستی -

 m-abnosi@araku.ac.irپست الکترونیك نویسنده مسئول: * 

  

 49/8/6931 تاریخ پذیرش:    42/2/6931تاریخ دریافت: 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چکیده

 استخوان مغز بنیادي مزانشیم يها سلول ( برBAبوریک ) اسید و( CHتاثیرکاتچین هیدرات ) بررسیهدف از این مطالعه  هدف:

                           .باشد می (MSCs)رت

ساعت بررسی شد. دوزهاي  91، 42، 64ها در  تیمار و با تست تریپان بلو توانائی حیات آن CHبا MSCs  ها: مواد و روش

 د. توانایی تکثیر توسط آزمون تشکیل کلونیشساعت انتخاب  91و زمان  BAلیتر  نانوگرم بر میلی1به همراه  CHمیکرومولار 9444و244

(CFA)( و دو برابر شدگی جمعیتPDN مورفولوژي ،)هاي پتاسیم و کلسیم و فعالیت آنزیم سدیم،هاي ، سطح الکترولیتها سلول

LDH،ALP ،AST،ALT اندازه گیري شد. میزان مالون دي-(آلدئیدMDAآنتی ،)هاي اکسیدان کل و فعالیت آنزیمSODوCAT  نیز

                                                              د.ش سنجش

توانایی زیستی شد.  باعث کاهشCHمیکرو مولار، 9444تا244ساعت از  91و42میکرومولار و در 9444ساعت تنها غلظت  64در  نتایج: 

باعث افزایش فعالیت   CHدار  توانائی تکثیري، قطر هسته و مساحت سیتوپلاسم شد. تیمار با  از طرفی دوزهاي انتخابی باعث کاهش معنی

LDH، ALP،AST،ALT و کاهش میزان  ی کلتو افزایش ظرفیت آنتی اکسیدانMDA  .و سدیم و پتاسیم شدBA  تاثیري بر توانائی

و میزان کلسیم،  ALPفعالیت  BAشد.   ALTو LDH،ASTو فعالیت  CFAنداشت ولی باعث کاهش  PDNزیستی، مورفولوژي و 

 تکثیر، توانائی کاهش جبران باعث حدودي تا BAوCHثر متقابل را افزایش داد. ا SODوCATو فعالیت  MDAسدیم و پتاسیم، میزان 

 تیمار طرفی از. شد CH با تیمار از ناشی هاالکترولیت میزان و متابولیک هايآنزیم فعالیت تغییر ،کمورفولوژی تغییرات زیستی، توانائی

               .نماید جبران را BA با تیمار از حاصل اکسیداتیو استرس بتواند CH که شد باعث همزمان

              .کردهنگام مصرف چاي از  کشمش و خرما استفاده  توسط بور میتوان CHاثرات سمی  جبرانبا توجه به  :گیرینتیجه

              ي بنیادي مزانشیم مغز استخوان، کاتچین هیدرات، اسید بوریک، توانایی زیستی، فاکتورهاي بیوشیمیاییها سلولواژگان کلیدی: 
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 مقدمه

 آنتی خاصیت با فلاونوییدي ترکیبی هیدرات کاتچین

 که باشد می( 6) سبز چاي در موجود قوي تاکسیدان

 ترتیب به آن مولکولی وزن و مولکولی فرمول

C15H16O7 ترکیب این. است مول بر گرم 42/434 و 

بر  گرم میلی 4/4میزان  گراد به درجه سانتی 1/42 دماي در

در اتانول حل  لیتر میلیبر  گرم میلی 24لیتر در آب و  میلی

 شامل چاي برگ در موجود هاي کاتچین انواع. شود می

 اپی -EGC 9 گالوکاتچین اپی -EC  4کاتچین اپی -6

 گالات کاتچین گالو اپی -ECG 2 گالات کاتچین

EGCG جمله از گالات گالوکاتچین اپی(. 4) است 

 چاي در موجود یتاکسیدانآنتی هايفنول پلی مهمترین

 فعالیت میزان بیشترین داراي معمول طور هب که است  سبز

 آنتی خاصیت و بوده هااکسیدان آنتی سایر با مقایسه در

 برابر 644 و E ویتامین برابر 42  ماده این یتاکسیدان

 نیز کاتچین طرفی از(. 9) است شده گزارش D ویتامین

 و انگور دانه چاي، برگ مانند بسیاري طبیعی منابع از که

 خاصیبت داراي و استخراج آکاسیا درخت ساقه و پوست

 القا بواسطه سرطانی ضد و قوي اکسیدانی آنتی

 کاتچین، مشتقات از یکی (.2 و 2) باشد می یسآپوپتوز

 طرف از تجاري صورت هب که است هیدرات کاتچین

 انجام مطالعه در ود.ش می عرضه بازار در متعددي ها شرکت

 44تا 64غلظت  (1)و همکاران   Ejaz Ahmadتوسط 

به  روز 46مدت  صورت روزانه به هب گرم بر کیلوگرم میلی

کاتچین که  شدرت نژاد ویستار داده شد و مشخص 

 ضدالتهابی و یتاکسیدانخاصیت آنتی واسطه هبهیدرات 

  مطالعه در .دارد نقش آلزایمر بیماري درمان در خود

Ejaz Ahmad افزایش موجب هیدرات کاتچین تیمار 

 اکسید نیتریک و ترانسفراز کولین استیل هاي آنزیم بیان

 نظیر التهابی هايواسطه سطح کاهش و القائی سنتتاز

IL1B ، TNF-a که کرد مشخص مطالعه این .شد 

 بهبود و حافظه تخریب از جلوگیري در هیدرات کاتچین

 روي بر دیگري يمطالعه در. است ثروم اکسیداتیو استرس

 کهشد  مشخص  SiHa و MCF-7 سرطانی يها سلول

 کاسپاز به وابسته یسآپوپتوز القاي باعث هیدرات کاتچین

 یقاتتحق ی(. از طرف2 و 2) شود می ها سلول این در

 يموجود در چا يها فنل ینشان داده است که پل یشینپ

سلامت بافت استخوان نقش داشته و با  ینسبز در تام

 یکسماتر یلتشک یشکاهش بازجذب استخوان و افزا

تراکم استخوان در  یشباعث افزا یجهاستخوان و در نت

 و  Choi(. در مطالعه 8شده است ) یشگاهیآزما یواناتح

Hwang (3) با کاهش  یننشان داده شد که کاتچ

بازجذب استخوان و  يدر فعال ساز یلدخ یتوکینهايس

تواند از  یاستئوبلاست م يها در سلول یسکاهش آپوپتوز

 با. یدنما یريالتهاب در استخوان جلوگ یجادااستئوپورز و 

ي القا شامل پیشین تحقیقات در دوگانه نتایج به توجه

 تامین و طرفی از سرطانی يها سلول در یسآپوپتوز

 انجام ضرورت دیگر، طرف از استخوان بافت سلامت

. است ناپذیر اجتناب کاتچین تاثیر روي بر بیشتر تحقیقات

 خصوص هب چاي ایرانی جامعه در که است واضح خوبی هب

 این که شود می مصرف افزون روز صورت هب آن سیاه نوع

 ما سلامت در شمشردولبه یک عنوان به تواند می مصرف

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     .کند بازي نقش

 میان در نافلز تنها ،2 اتمی عدد با( B) بور عنصر طرفی از

 و فلز بین خواص داراي و تناوبی جدول IIIA گروه عناصر

 براي ضروري مغذي ریز یک اسید بوریک. باشدمی نافلز

 در آزاد صورت هب بور عنصر(. 64) شودمی محسوب گیاهان

 محلول حالت در آن فرم ترین ساده و ندارد وجود طبیعت

 یک که است بوریک اسید یا آن هیدروکسی تري ساختار

 شده انجام مطالعات(. 66) باشد می لویس ضعیف اسید

 غلظت که است داده نشان آبنوسی و موحدي توسط

ng/ml1 يها سلول سلامت بر منفی اثر بوریک اسید 

 و فسفاتاز آلکالین فعالیت افزایش باعث و نداشته مزانشیم

 به ها سلول تمایز نهایت در و تام کلسیم میزان

 گیاهی منشا با غذاها(. 69 و 64) است شده استئوبلاست

 هاسبزي بقولات، تازه، و خشک هايمیوه خشکبار، نظیر
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 ایرانی فرهنگ در(. 62) عنصرهستند این اصلی منبع

 مصرف  شکر، مصرف از جلوگیري براي و سنتی صورت هب

 نوشیدن هنگام به خرما و توت مانند گیاهی محصولات

 هاي بررسی به توجه با البته که است شده سفارش چاي

 که آنجا از. نشد یافت آن براي نیز علمی دلیل شده انجام

 بور عنصر از توجهی قابل مقادیر حاوي گیاهی محصولات

 با لذا. است کاتچین از زیادي مقادیر داراي نیز يچا و بوده

 مغز مزانشیمی بنیادي يها سلول اهمیت به توجه

 طریق از و بوده پرتوان يها سلول که( MSCs) استخوان

 استخوان سلامت در مهمی نقش استئوبلاست به تمایز

 این بر هیدرات کاتچین تاثیر پژوهش دراین دارند،

 هیدرات کاتچین متقابل تاثیر همچنین و بررسی ها سلول

 قرار مطالعه مورد مکمل عنوان به نیز اسید بوریک و

                                                                                                                                                                         . گیرد می

 

 ها  واد و روشم

-Sigma  شرکت از تحقیق این در استفاده مورد مواد کلیه

Aldrich  است شده ذکر که مواردي در مگر شد تهیه . 

 با ویستار نژاد نر صحرائی موش از تجربی مطالعه این در

 حیوان. شد استفاده گرم 624 ± 44  وزن و روز 24 سن

 انسیتو از خریداري از پس پژوهش این در استفاده مورد

          دمایی شرایط در اراك دانشگاه حیوانات خانه در پاستور

 و غذا به مناسب دسترسی با و گراد سانتی درجه 42 ± 9

 اصول رعایت با. شد دارينگه اتیلن پلی هايقفس در آب

 دي کمک به هاموش آزمایشگاهی، حیوانات با کار اخلاقی

 هاآن پاي ساق و ران هاياستخوان شده، بیهوش اتر اتیلن

 طور به هااستخوان اطراف پیوندي هايبافت سپس و جدا

 DMEM کشت محیط در هااستخوان. گردید پاك کامل

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
(Gibco Company) گاوي جنین سرم درصد 62 حاوي 

(FBS)  (Gibco Company) سیلینپنی و – 

 درجه 2 دماي در (Gibco Company) استرپتومایسین

 دو. شد منتقل لامینار زیرهود به گرفته، قرار گراد سانتی

 عمل با استخوان و مغز قطع استریل قیچی با استخوان سر

 کشت محیط حاوي فاکون لوله داخل به و خارج فلاشینگ

 4244با دور   دقیقه 2 مدت به سپس و هدایت کامل

 پنج در سلولی رسوب و خارج رویی شد. محیط سانتریفیوژ

  کشت T25فلاسک  در و دش معلق تازه محیط لیترمیلی

 2 گراد، سانتی درجه 92 دماي) دار  CO2 انکوباتور در و

 رویی محیط ساعت 42 از بعد .گردید انکوبه( CO2 درصد

 62 مدت به سپس و  خارج غیرچسبنده يها سلول حاوي

. دش تعویض ها سلول محیط بار یک روز سه هر روز

 رسید، سلول از بالایی تراکم به فلاسک کف که زمانی

 Trypsin/EDTA (Gibco کمک با ها سلول

Company) جدید هايفلاسک به و جدا فلاسک کف از 

 این از بالا خلوص آوردن دستبه براي .شدند منتقل

                                                                                                                                                                                                      .شد تکرار پاساژ مرحله سه ها سلول

 کاتچین تاثیر بررسی براي :زیستی توانایی سنجش

 موثر، دوز یافتن و ها سلول زیستی توان بر هیدرات

 42 پلیت در سلول 24444 تراکم با سوم پاساژ يها سلول

 و خارج ها سلول رویی محیط. شدند داده کشت خانه

 ،444 ،644 ،4 هاي غلظت و سرم حاوي کامل محیط

 کاتچین میکرومولار 1244 و 9444 ،6144 ،844 ،244

 به پلیت سپس. شد اضافه مختلف هاي چاهک به هیدرات

 91و  42، 64یافت. بعد از سپري شدن  انتقال انکوباتور

تریپسین زنی و محیط کشت  ي چسبیدهها سلولساعت 

درصد  2/4با تریپان بلو  6:6حاوي سلول  به نسبت 

درجه  92دقیقه در انکوباتور  4 مدت بهمخلوط شد. پلیت 

ي ها سلولگراد انکوبه شد. با استفاده از لام نئوبار  سانتی

رنگ  ي بیها سلولي مرده( و ها سلولآبی رنگ )

 محاسبه ها سلولي زنده( شمارش و درصد حیات ها سلول)

                                                                                                                                                                         .گردید

 غلظت دو بلو تریپان آزمون از حاصل نتایج به توجه با

 نظر در با و هیدرات کاتچین از مولار میکرو 9444 و 244

 نانوگرم 1 غلظت( 64) موحدي و آبنوسی مطالعه گرفتن

 هاي گروه ادامه در. دش انتخاب بوریک اسید لیتر میلی بر
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 نظر مورد هاي زمان و بعدي هاي آزمون براي زیر آزمایشی

                                           .شدند طراحی

6 )C  گروه کنترل(، این گروه در تمام مدت زمان تیمار(

 تنها با محیط کشت تازه تیمار شدند.

4 )BA-  لیتر  نانوگرم بر میلی 1این گروه تنها با غلظت

               بوریک اسید تیمار شد.

3 )CH400-  میکرومولار  244این گروه با غلظت

 کاتچین هیدرات تیمار شد.

2  )CH3200-  میکرومولار  9444با غلظت این گروه

 کاتچین هیدرات تیمار شد.

2 )CH400+BA-  میکرومولار  244این گره با غلظت

لیتر اسید بوریک  نانوگرم بر میلی 1کاتچین هیدرات و 

               تیمارشد.

6 )CH3200+BA-  9444این گروه با غلظت 

لیتر اسید  نانوگرم بر میلی 1میکرومولار کاتچین هیدرات و 

               بوریک تیمارشد.

 مورفولوژي ،ها سلول تیمار از پس :مورفولوژی بررسی

 گرم میلی6) هوخست فلورسنت رنگ از استفاده با هسته

 از استفاده با سیتوپلاسم مورفولوژي و (PBS لیتر میلی در

 بر گرم میلی6( اورنژ آکریدین فلورسنس رنگ

 فلورسانس میکروسکوپ توسط و بررسی ) PBSلیتر میلی

(Olympus IX70-Japan)مدل( دوربین به مجهز 

(DP71 مساحت و هاهسته قطر  .شدند برداريعکس 

 موتیک شرکت) موتیک افزار نرم کمک به سیتوپلاسم

                                                                        .شد گزارش و گیرياندازه ( 4/6 مدل

 توان تکثیر، توان بررسی راستاي در :تکثیر توان بررسی

 جمعیت شدگی برابر دو میزان و( CFA) زائی کلونی

(PDN )بررسی براي. شد بررسی CFA، پاساژ يها سلول 

 2 مدت به خانه، تک هايپلیت در 24444 تراکم با سوم

 با و شسته PBS با بار دو ها سلول پایان در. شد کشت روز

 .دش آمیزي رنگ دقیقه 2 مدتبه ویولت کریستال رنگ

 زیر در الذکر فوق هاي گروه در شده تشکیل هايکلونی

 قطر همچنین د،ش شمارش و مشاهده میکروسکوپ

 موتیک شرکت) موتیک افزار نرم کمک با نیز هاکلونی

 44 تعداد ،PDN  بررسی براي. شد گیرياندازه( 4/6 مدل

 بر يها سلول سپس و کشت خانهتک پلیت در سلول هزار

  تیمار روز 1 و9 ،6 هايزمان در آزمایشی هاي گروه اساس

 و گرفتند قرار شمارش مورد و تریپسینه ها سلول .شد

PDN فرمول، از استفاده باlogN/N0 × 3.31   N0) 

 پایان در سلول تعدادN و کشت آغاز در سلول تعداد

                                                                                     . شد محاسبه (کشت

 کنترل يها سلول: بیوشیمیایی فاکتورهای گیریاندازه

 شدند، شستشو و تریپسینه ساعت، 91 از پس شده تیمار و

 با شدن لیز از پس و سائیده مایع نیتروژن کمکبه سپس

 rpm4444  در و استخراج  PH  Tris-Hcl= 2/2 بافر

 موجود پروتئین میزان .دش سانتریفیوژ دقیقه 64مدت به

 سرم از استفاده با و لوري روش کمکبه رویی محلول در

 گیري اندازه استاندارد عنوانبه (BSA) گاوي آلبومین

هاي تیمار شده و کنترل  ها در نمونه گیري کلیه اندازه .شد

                                                                       بر اساس میزان پروتئین ثابت انجام شد.

 دهیدروژناز  لاکتات هايآنزیم براي اندازه گیري فعالیت

(LDH) ( آلانین62444 44کد محصول ،) آمیناز ترانس 

(ALT) ترانس آسپارتات و( 6244463محصول کد 

 هايکیت از( 6244468 ) محصول کد ( AST)آمیناز

 طبق .شد استفاده( ایران – تهران) آزمون پارس شرکت

 از لیتر میلی یک با را نمونه از میکرولیتر 64  پروتکل

 جذب اختلاف و مخلوط کیت در موجود واکنش محلول

 استفاده با نانومتر 924 موج طول در دقیقه 9 و صفر بین

 ,PG Instrument Company)اسپکتروفتومتر دستگاه از

England) شد قرائت.                

 از (ALPs) تام فسفاتاز آلکالین آنزیم فعالیت بررسی در

 و شد استفاده (624444 محصول کد) آزمون پارس کیت

 میزان شرکت تولید کننده توسط شده ارائه روش براساس
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 واکنش محلول از لیترمیلی یک با نمونه از میکرولیتر 44

 9 و صفر بین جذب اختلاف و مخلوط کیت در موجود

 اسپکتروفتومتر دستگاه با نانومتر 242 موج طول در دقیقه

(PG Instrument Company, England) شد قرائت .

 پروتئین گرممیلی بر واحد حسب بر آنزیم ویژه فعالیت

  .شد محاسبه

 شرکت کلسیم کیت کمک با سلولی تام کلسیم میزان

 در. شد گیرياندازه (624442محصول کد) آزمون پارس

 لیترمیلی یک با سلولی نمونه میکرولیتر 44 روش این

 جذب اختلاف و مخلوط کیت در موجود واکنش محلول

 کمک با نانومتر 224 موج طول در دقیقه 9 و صفر بین

 (Company, England  اسپکتروفتومتر دستگاه

Instrument PG  (بر گرم میلی برحسب و گیرياندازه 

               .شد گزارش لیتر دسی

 جذب دستگاه توسط پتاسیم و سدیم غلظت گیري اندازه

 مدل انگلستان ساخت( Flame photometer) اي شعله

PFP7 طول با نور پتاسیم و سدیم روش این در. شد انجام 

 توسط نور انتشار که کنند می ساطع را متفاوت موجهاي

 با متناسب نور انتشار میزان و گیري اندازه مناسب فیلتر

 تهیه و روش این از استفاده با. است عناصر این غلظت

 نمودار پتاسیم کلرید و سدیم کلرید از متفاوت هاي غلظت

 هاي فرمول از استفاده با و تهیه استاندارد

y=0.0127x+0.0053 و R2=0.996 و 

y=0.3169x+0.0001 و R2=0.999 ترتیب به 

 محاسبه ها نمونه در موجود پتاسیم و سدیم هاي غلظت

 غلظت x و جذب میزن y الذکر فوق هاي فرمول در. دش

 هاي نمونه در ها الکترولیت میزان و بوده ها الکترولیت

                                                                                                                                                                                       . شد گزارش لیتر میلی بر میکروگرم صورت هب

 آنزیم فعالیت (:CAT) کاتالاز آنزیم فعالیت سنجش

CAT روش از استفاده با Cakmak و Marschner 

 را آنزیمی عصاره از میکرولیتر 24 مقدار. شد گیرياندازه

 42 پتاسیم فسفات بافر محلول از میکرولیتر 444 با

H2O2 (mM 64 ) میکرولیتر 944 و( pH=2) مولار میلی

 4O4Hسرعت حذف  نانومتر 424مخلوط و در طول موج 

ذکر است که قبلا  ه)لازم ب گیري شد دقیقه اندازه 4 مدت به

 که دش تنظیم 2/4 در فسفات بافر در H2O2میزان جذب 

 میزان(. بود واکنش سرعت گیرياندازه براي شروع نقطه

-cm 6 -6 خاموشی ضریب از استفاده با آنزیم فعالیت
  

mM2/93 میکرومول  مصرف سرعت براساس

پروتئین  گرم میلیپراکسیدهیدروژن در دقیقه بر میزان 

                                                                     د. شمحاسبه 

 سوپراکسید آنزیم فعالیت سنجش

 روش براساس SOD آنزیم فعالیت (:SOD)دیسموتاز

Giannopolitis این در. شد گیري اندازه (62) همکاران و 

 براساس دیسموتاز سوپراکسید فعالیت گیرياندازه روش

 نیتروبلوتترازولیوم نوري احیاي با آنزیم بازدارندگی اثر

 از لیتر میلی 6 و سلولی نمونه از میکرولیتر 24 مقدار. است

، pH=1/8بافر فسفات با مولار  میلی 42واکنش ) محلول

میکرو مولار نیتروبلو  22متیونین، مولار  میلی 64

مولار  میلی 6/4ریبوفلاوین، مولار  میلی 6تترازولیوم، 

EDTA  هاي  سدیم کربنات( در لولهمولار  میلی 24و

عنوان کنترل  آزمایش ریخته شد. از محلول فاقد عصاره به

 کنترل نمونه حاوي آزمایش هايو شاهد استفاده شد. لوله

 نور) روشنایی در دقیقه 64 مدت به را تیماري هايمونهن و

 کاملا شرایط در بلانک نمونه و( اتاقک یک در مصنوعی

 دستگاه کردن صفر براي. شد داده قرار تاریکی

 و استفاده بود رنگ فاقد که بلانک محلول از اسپکتوفتومتر

 اسپکتروفتومتر دستگاه بانانومتر  214 طول در سپس

 کشور  PG instrument شرکت ساخت T80+ مدل)

 آنزیم فعالیت صد در و شد خوانده نمونه جذب( انگلستان

 میزان. شد محاسبه نمونه هر براي دیسموتاز سوپراکسید

 گزارش پروتئین گرم میلی ازاي به دقیقه در آنزیم فعالیت

                                                                                                                                                                         .گردید

 میزان :لیپید پراکسیداسیون میزان تعیین

 Heath and شده، اصلاح روش از لیپید پراکسیداسیون

Packer دي مالون سنجش پژوهش این در. شد سنجیده 
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 گرفته نظر در پراکسیداسیون شاخص عنوان به آلدهید

 اسید کلرواستیک تري محلول لیتر میلی یک. است شده

 644 به درصد 2/4 اسید تیوباربیتوریک حاوي درصد 44

 مدت به آمده دست هب مخلوط. شد اضافه نمونه میکرولیتر

 آب حمام در گراد سانتی درجه 644 حرارت در دقیقه 94

 در دقیقه 62 مدت به ها لوله بلافاصله و شد داده قرار گرم

 دقیقه 64 مدت به بعد و گرفت قرار شده خرد یخ

 تیوباربیتولیک کمپلکس غلظت سپس. شد سانتریفیوژ

 دستگاه از استفاده با آلدئید دي مالون-اسید

 PG شرکت ساخت T80+ مدل) اسپکتروفتومتر

instrument  نانومتر     249 موج طول در( انگلستان کشور 

 از بعضینانومتر  249 موج طول در چون. شد خوانده

 جذب پس دارند جذب مزاحم ترکیبات عنوان به ترکیبات

 جذب از و خوانده نیزنانومتر  144 موج طول در را محلول

 غلظت. شد کمنانومتر  249 موج طول در شده خوانده

 تشکیل آلدئید دي مالون-اسید تیوباربیتوریک کمپلکس

 cm 6- mmol622 -6خاموشی ضریب از استفاده با شده

=Ԑ فرمول وԐbc  A= (A :شده، خوانده جذب Ԑ :ضریب 

 کمپلکس غلظت: c ،(cm6) کووت عرض: b خاموشی،

گیري و برحسب میکرومول  اندازه( آلدهید دي مالون

                                                                                                                               گزارش شد.

تام  تگیری فعالیت آنتی اکسیداناندازه  

ی کل با استفاده از تاکسیدانفعالیت آنتی(:  FRAP)روش

طبق مراحل زیر تعیین شد.    Benzie and Strainروش

میکرولیتر  6244میکرولیتر نمونه،  624هر لوله حاوي  به

 pHمولار  میلی 944 استات سدیم بافر) FRAPمحلول 

 44 محلول و TPTZمولار  میلی 64 محلول ،9/1

 824 و( مساوي هاي حجم با آهن کلریدمولار  میلی

 64 مدت به را ها لوله سپس .شد اضافه مقطر آب میکرولیتر

گراد قرار داده شدند.  درجه سانتی 92در  تاریکی در دقیقه

ها با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر )مدل  جذب نمونه

84T ساخت شرکت +instrument  PG  )کشور انگلستان

براي تهیه منحنی  خوانده شد. نانومتر 239در طول موج 

 استاندارد از محلول سولفات آهن

(FeSo4.7H2O) شرکت(Merk  .استفاده شد )آلمان

هاي استاندارد مانند مراحل فوق کلیه مراحل تهیه نمونه

 از شده ارتیم هايالذکر انجام شد و به جاي نمونه

 فعالیت. شد استفاه آهن سولفات مختلف هاي غلظت

 منحنی رسم از پس شده تیمار هاينمونه یتاکسیدان آنتی

 خطی فرمول از استفاده با استاندارد

y=0.0011x+0.0245 با R2=0.981 غلظت و محاسبه 

 گرم میلی در مول میکرو حسب بر تام تاکسیدان آنتی

                                                                                                                                                           .شد گزارش پروتئین

 

 آناليز آماري 

 ساخت) SPSS افزار نرم کمک با ها داده آماري آنالیز

 آنالیز روش توسط( 61 مدل آمریکا میکروسیستم شرکت

 داري معنی سطح و انجام تست توکی  طرفه یک واریانس

                                           .شد گرفته نظر در >42/4pمعادل

 

 نتایج

نشان داد که در  ها سلول زیستی توانایی میانگین مقایسه

 µM 9444از دوز  یستیز ییساعت کاهش توانا 64 یط

 ،(>42/4p) بوده دار معنیکنترل  گروهبه بعد نسبت به 

 ینساعت ا 91و  42زمان  یکه در ط ستا یدر حال ینا

(. 6)جدول شده است مشاهده µM244کاهش از دوز 

زمان  اثرات هم یادامه مطالعات در جهت بررس يبرا

 یکبورلیتر  نانوگرم بر میلی ng/ml 1و  یدراته ینکاتچ

 ینکاتچ 9444 و میکرومول 244يها غلظت ید،اس

 یسهساعت انتخاب شدند. مقا 91زمان  یدر ط یدراته

 اسید با ها سلول تیمار  که داد نشانها  داده یانگینم

 در ها سلول زیستی توانائی بر داري معنی تاثیر بوریک

 زمان هم تیمار نیز طرفی از. نداشت C گروه با مقایسه

 مسمومیت نتوانست نیز بوریک اسید و هیدارت کاتچین

 کاتچین لذا سازد، مرتفع را هیدارت کاتچین از ناشی
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( >42/4p) دارمعنی کاهش باعث تیمارها در هیدرات

 و C گروه به نسبت MSCs يها سلول زیستی توانائی

BA (.    4)جدول شد                                                                                                                                                           

 

 

 با ساعته 91 و 42 ،64 تیمار از پسمغز استخوان رت  یممزانش یاديبني  ها سلول زیستیدرصد  توانایی میانگین مقایسه :6 جدول

               بلو تریپان آمیزي رنگ توسط هیدرات کاتچین مختلف دوزهاي

 >42/4p)باشد می دارمعنی تفاوت داراي ستون یک در متفاوت هايحرف کد با هامیانگین. باشدیم SD±meanصورت  به مقادیر

                                           .Tukey test،one way ANOVA(، در نظر گرفته شد يدار یعنوان سطح معن به

               بلو آمیزي تریپان رنگ توسط الذکر فوق هايگروه برطبق ساعته 91 تیمار از پس ها سلول یستیز ییتوانا یانگینم : مقایسه4 جدول

 

 

 

 

 

 

 

-حرف کد با هامیانگین. باشدیم SD±meanصورت  به مقادیر

 باشدمی دارمعنی تفاوت داراي ستون یک در متفاوت هاي

(42/4P< در نظر گرفته شد يدار یعنوان سطح معن به ،)

Tukey test،one way ANOVA.                             

 

 هسته مورفولوژیک تغییرات ساعت 91 زمان مدت در

 1 با شده تیمار گروه در کنترل با مقایسه در ها سلول

 هايدر گروه ولی. نشد مشاهده یکبور یدنانومولار اس

 ینکاتچ یکرومولارم 9444و 244 هايغلظت با شده تیمار

 شامل مرفولوژیک تغییراتنسبت به کنترل  یدراته  

شد مشاهده  هسته شکل تغییر و شکستگی شدن، متراکم

 )ساعت(زمان

 (   µM) دوز

 

    21 

   

        12 

 

       36   

 

 

0 12/0±a87/52 23/0±a21/52 13/0±a22/52  
200 11/0±a30/52 22/0±a68/52 86/0±ab23/52  
100 16/0±ab61/52 25/0±ab08/53 32/0±ab28/51  
200 22/0±ab62/53 22/0±b22/51 32/0±b82/52  
200 23/0±ab25/51 12/0±c62/50 75/2±c77/77  

2600 32/0±ab32/51 17/0±cd22/75 65/0±c 25/77  
3100 03/0±b00/52 01/0±d22/77 22/0±d62/73  
6200 16/0±c28/68 50/2±e22/31 32/0±e82/30  

 ها گروه 

0212±a10/52 C 

0211± a32/52 BA 

0216± b78/52 CH400 

0220±b 22/51 CH400+BA 

0252±c 22/73 CH3200 

63/0±d67 /76 CH3200+BA 
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 يآمار یزآنال یکروسکوپی،م یج(. علاوه بر نتا6)شکل 

 وابسته صورت هب(  >42/4p) يدار یکاهش معن یزها ن داده

 کاتچینمیکرومول  9444و  244 هاي گروه در دوز به

 تیمار. داد نشان را کنترل هايگروه به نسبت هیدرات

در گروه  بوریک اسید و هیدرات کاتچین زمان هم

C400+BA دار معنی بهبود باعث (42/4P<تغ )ییرات 

در  یرتاث ینا یول شد یدراته ینبا کاتچ یماراز ت یناش

(. 9مشاهده نشد )جدول  میکرومول 9444رابطه با دوز 

رنگ آمیزي آکریدین اورنژ نیز نشان داد که شکل 

 و چندوجهی BAو  Cگروه  يها سلولسیتوپلاسم در 

 در هاآن هايهسته و بوده تشخیص قابل سلولی زوائد

 داشتند، قرار سیتوپلاسم به نسبت مرکزي موقعیت

 گرد و سیتوپلاسم شدن کوچک و چروکیدگی که درحالی

 کاتچین با شده تیمار هايگروه در ها سلول نسبی شدگی

(. 4مشاهد بود )شکل  قابلبا کنترل  یسهمقا در هیدرات

 نیز هاداده آماري آنالیز میکروسکوپی، مشاهدات پیرو

 را سیتوپلاسم مساحت( >42/4p) دار معنی کاهش

به گروه  نسبت هیدرات کاتچینشده با  یمارت هايدرگروه

C  وBA و هیدرات ینهمزمان کاتچ یمارکرد. ت ییدتا 

را  یتوپلاسمس  یکمورفولوژ ییراتتغ توانست یکبور یداس

 کند،جبران  یبه تنهائ یدراته ینکاتچ یماربا ت یسهدر مقا

 نبود  دارینسبت به گروه کنترل معن ها داده که صورتی هب

                                                                                                                                                                                                   (.9)جدول 

 

 

 

 

 

 

 

(کنترل A) یمارساعت ت 91رنگ فلورسنس هوخست پس از  با رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي يها سلولهسته  فلورسنت آمیزي رنگ:  6 شکل

(B) ng/ml1 دوزهاي و بوریک اسید (C )µM 244 یدراته ینکاتچ (D) µM244 و هیدرات کاتچین ng/ml1 بوریک اسید (E) µM 9444 

                           (.x 444  یینما )بزرگ یکبور یداس ng/ml1و  یدراته ینکاتچµM9444 (F) یدراته ینکاتچ
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 444 6331پاییز ، 3 ، شماره8پژوهشی(، جلد   -مجله سلول و بافت )علمی
 

 ng/ml1 (B(کنترل )A)  تیمار ساعت 91 از پس اورنژ آکریدین فلورسنس رنگ با رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي يها سلول آمیزي رنگ: 4 شکل

 هیدرات کاتچین µM9444 (E) بوریک اسید ng/ml1 و هیدرات کاتچین µM244 (D) یدراته ینکاتچ µM 244( C) دوزهاي و بوریک اسید

(F) µM9444 و  یدراته ینکاتچng/ml1 بزرگ بوریک اسید( نمایی x 444.)             

                           

 هاي گروهدر  رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي يها سلول( µm2) یتوپلاسم( و مساحت سµm) هسته قطر میانگین مقایسه :9جدول
                             تیمار ساعت 91 از پس الذکر فوق

به عنوان  >42/4P)باشدمی دارمعنی تفاوت داراي ستون یک در متفاوت هايحرف کد با هامیانگین. باشدیم SD±meanبه صورت  مقادیر

 .Tukey test،one way ANOVA(، در نظر گرفته شد يدار یسطح معن

روز  1و 9،6 يروزها در (PDN)برابرشدگی دو تعداد

نسبت  یکبور یدگروه اس 1و 9، 6 يشد. در روزها یبررس

 این. (<42/4p) نداد نشاندار   یمعن ییرتغ C گروهبه 

 کاتچین با شده تیمار هايگروه در که است درحالی

به  نسبت( >42/4p) داري معنی کاهش هیدرات

کاهش در  ینکه ا يطور شد به یدهد BAو   Cهاي گروه

 دار معنی بسیار روز 1و 9، 6 درمیکرو مول  9444گروه 

(446/4p> )کاتچین زمان هم تیمار هايگروه در .بود 

 همه در توانست بوریک اسید بوریک، اسید و هیدرات

 کاتچین میکرومولار 244 غلظت اثر تیمار هاي زمان

با  یسهدر مقا (>42/4p) دار معنی صورت هب را هیدارت

در  ین. ایدجبران نما یدراته ینفقط با کاتچ یمارت

 9444بر غلظت  یداس یکبور یکه اثر جبران ستا یحال

 جبرانروز قابل  یکفقط در زمان کوتاه  یدراته ینکاتچ

 یمارت يها سلولدر  PDN یزانروز م 1و  9بود و در 

 یداس یکو بور یدراته ینزمان با کاتچ صورت هم هشده ب

دار نشان داد  یکاهش معن BAو  C يها به گروه نسبت

                                                                 (. 2)جدول 

 

 

 

 

 

 

 هسته قطر میانگین    یتوپلاسمس مساحتمیانگین
                     

  ها گروه     

21/175± a62/2715 

 

52/1 ± a25/10 C 

32/322±a32/2870 1207±a 88/25 BA 

27/108±b62/2220 02/1±bc23/27 CH400 

77/256±a23/2825 1232± ab26/25 CH400+BA 

65/106±b16/2372 61/2± c27/28 CH3200 

63/312±ab58/2666   1220±bc32/27 CH3200+BA 
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از  پسفوق الذکر  يها گروه مغز استخوان رت در یممزانش یاديبن يها سلول یتجمع یتعداد دو برابر شدگ یانگینم یسهمقا: 2جدول

                             یمارروز ت 1 و 9،6

 

 >42/4p)باشد  می دار معنی تفاوت داراي ستون یک در متفاوت هاي حرف کد با ها میانگین. میباشد SD±mean صورت به مقادیر
                                                                                     .Tukey test،one way ANOVA (،در نظر گرفته شد يدار یعنوان سطح معن به

 یمارنشان داد که ت کلونی تعداد و قطر به مربوط هاي داده

تعداد و  (>42/4p)دار  یباعث کاهش معن یکبور یدبا اس

 یسهدر مقا MSCsشده توسط  یلتشک يها یقطر کلون

 هايغلظت با ها سلول یمارت نیز طرفی ازشد.  Cبا گروه 

 دار یمعن یارهمراه با کاهش بسمول  میکرو 9444 و 244

(42/4p< )ینو کاتچ یدبوریکزمان با اس هم یمار. تبود 

کاهش  BAو  C يها گروه بهنسبت  نیز یدراته

کاهش  جبران نتوانست و داد نشان (>42/4p)دار  یمعن

 باشد داشته همراه به را تنهائی به کاتچین با تیمار از ناشی

                                                                                                                                                                                                                                                                                               (.2)جدول 

 يهاگروه در مغز استخوان رت یممزانش یاديبن يها سلولشده توسط  یل( تشکmm) يهایتعداد و قطرکلون یانگینم یسهمقا :2جدول

               یمارروز ت 2از  پسفوق الذکر 

 

 

 

 

 

 

 >42/4P) باشد می دار معنی تفاوت داراي ستون یک در متفاوت هاي حرف کد با ها میانگین. باشد می SD±mean صورت به مقادیر

                                                                                                   .Tukey test،one way ANOVA (،در نظر گرفته شد يدار یعنوان سطح معن به

    1 

 

      9 

 

 )روز( زمان                6      

 ها گروه

.0.0± 
a

658/1 0220±a127/2 0221±a022/2 C 

.000±
ab

591/1 0220±ab276/2 21/0±a588/0 BA 

11/.±
b 

.51/1 00/0±b503/0 22/0±ab877/0 C400 

.0.. ±
ab

710/1 0200±ab212/2 0200±ab503/0 C400+BA 

../. ±
c

71./. 27/0±c218/0 36/0±b 232/0 C3200 

15/. ±
c

010/. 27/0±c232/0 27/0±ab.857/0 C3200+BA 

 ها گروه کلونی تعداد میانگین قطرکلون میانگین

13/0 ±a 27/2 20/0±a20/211 C 

05/0± b 18/2 23/3±b 22 /223 BA 

22/0 ±c 02/2 73/1 ±c00/88 C400 

27/0±b 12/2 12/2±d  00/52 C400+BA 

00/0 ±d00/0 00/0± e  00/0 C3200 

00/0±  d  00/0 00/0 ±e 00/0 C3200+BA 
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 یتفعال (>42/4p) دار معنی افزایش باعث اسید بوریک

شد در  Cنسبت به گروه  ALPو  LDH هاي یمآنز

دار  یباعث کاهش معن یمیائیش یبترک ینکه ا یحال

(42/4p<) هاي یمآنز یتفعال ALT  وAST  در

 یمارت یمغز استخوان رت شد. از طرف یممزانش يها سلول

 یدراته ینکاتچ یکرومولارم 244با غلظت  ها سلول

 Cبا گروه  یسهدر مقا یمهاآنز ینا یتدر فعال ییريتغ

باعث  یکرومولارم 4944غلظت  یول یاوردوجود ن هب

فوق الذکر شد.  هاي یمآنز یهکل یتدار فعال یمعن یشافزا

                                          باعث اسید بوریک و هیدرات کاتچین زمان هم تیمار

 هاي یمآنز یتفعال یزانم (>42/4p) دار معنی کاهش

LDH، AST  وALT شده  یمارت يها با گروه یسهدر مقا

 ینا یتشد البته فعال یبه تنهائ یدراته ینبا کاتچ

دار داشت  یکاهش معن یزن Cبا گروه  یسهدر مقا ها یمآنز

 ینکاتچ یکرومولارم 9444غلظت  یرمگر در رابطه با تاث

 Cکه نسبت به گروه  LDH یمآنز یتبر فعال یدراته

                                                                                                                                                             (.1نشان داد )جدول یشافزا

 

  

 یدروژناز، لاکتات ده(AST) ینازو آسپارتات ترانس آم (ALT) آمیناز ترانس آلانین هايیمآنز (IU/L) فعالیت میانگین مقایسه:1جدول

(LDH) ،فسفاتاز آلکالین (ALP) تیمار ساعت 91مختلف پس از  يدر گروها رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي يها سلول               

(، در نظر گرفته شد يدار یعنوان سطح معن به >42/4pباشد) یدار م یتفاوت معن يستون دارا یکمتفاوت در  يها با کد حرف ها یانگینباشد. م یم SD±meanصورت  به مقادیر

Tukey test،one way ANOVA.)                                                          

 (>42/4p) دار معنی افزایش باعث تنهائی به اسید بوریک

 (>42/4p)دار  یو کاهش معن یمو سد یمغلظت کلس

 يها گروه درشد.  Cبا گروه  یسهدر مقا یمغلظت پتاس

 یکرومولارم 9444و  244 يها شده با غلظت یمارت

 یسهدر مقا یداخل سلول یمکلس یزانم یدراته ینکاتچ

 در این. ندادند نشان تغییري ونهگ یچه Cبا گروه 

 کاهش باعث مولار میکرو 9444 غلظت که ستا حالی

 یول یدگرد یمو پتاس یمسد یزانم (>42/4p) دار معنی

را کاهش داد.  یمتنها غلظت پتاس یکرومولارم 244غلظت 

باعث  یداس یکو بور یدراته ینزمان کاتچ غلظت هم

در  یمدار پتاس یو کاهش معن یمدار سد یمعن افزایش

                                                                                                                               (. 2)جدول  شدCبا گروه  یسهمقا

 

 

ALT AST ALP LDH ها گروه 

59/.±
ac 

55/8 0231±a 68/11 5/8±a28/32 2/81   ±a0/2070 C 

70/.±
b 

18/0 0210 ±b83/28 2/3±b61/22 6020±b0/820 BA 

99 /.±
ac 

.1/0 20/0±a 12/13 5/2±a62/36 6/32±ac0/2270 CH400 

70/.±
b

18/0 0212±c70/25 07/5±b61/22 7/70 ±b6/726 CH400+BA 

8/1 ±
c

01/0 20/0±d  22/12 00/0±b06/27 3/100 ±c0/6612 CH3200 

70/.±ab
 98/0 0237 ±e87/10 5 /2±c13/61 2/230 ±d0/6623 CH3200+BA 
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 رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي يها سلول در یداخل سلول یمو پتاس یمسد یم،غلظت کلس میانگین مقایسه- 2جدول

               تیمار ساعت 91مختلف پس از  يدر گروها

 >42/4p)باشد  می دار معنی تفاوت داراي ستون یک در متفاوت هاي حرف کد با ها میانگین. باشد می SD±mean صورت به مقادیر

                                                                                                                 . Tukey test،one way ANOVA (،در نظر گرفته شد يدار یعنوان سطح معن به

 افزایش باعث اسید بوریک داد نشان هاداده آماري آنالیز

 هاي یمآنز یتو فعال MDA( غلظت >42/4p) دار معنی

 مزانشیم يها سلول در CATو  SOD یتیداناکس یآنت

 در تغییري گونه هیچ که حالی در شد، رت استخوان مغز

 يها سلول تیمار. نیاورد وجود هب کل تاکسیدان آنتی میزان

 باعث تنهائی به هیدرات کاتچین مختلف هاي غلظت با

کل  تیداناکس یآنت یزانم (>42/4p) دار معنی افزایش

 يمالون د یزانو م ها یمآنز یتدر فعال ییرتغ یول یدگرد

زمان  هم تیمار. یاوردوجود ن هب Cبا گروه  یسهدر مقا یدآلدئ

 یآنت یزانباعث کاهش م یداس یکو بور یدراته ینکاتچ

شده با  یمارت هاي با گروه یسهکل در مقا تیداناکس

در غلظت  ییرتغ یشد ول یتنهائ به یدارته ینکاتچ

MDA با  یسهدر مقا تیداناکس یآنت ها یمآنز یتو فعال

به  یدراته ینشده با کاتچ یمارت يها و گروه Cگروه 

                                                                                                                                                                                                                                                             (.8)جدول  یاوردوجود ن هب یتنهائ

 

( و CAT) کاتالاز هايآنزیم فعالیت(، MDA)یدآلدئ يمالون د ي(، محتوFRAPکل) تیداناکسیآنت یزانم یانگینم یسهمقا :8جدول

                              یمارساعت ت 91مختلف پس از  يها مغز استخوان رت در گروه یممزانش یاديبن يها سلول( SOD)یددیسموتازسوپراکس

SOD 

(Unit min-1 mg-1 of protein) 

CAT 

(Unit min-1 mg-1 of 

protein) 

 

MDA 

)µM)      

FRAP 

(µM mg-1 of protein) 

 ها گروه

07/0±a53/2 01/0±a26/0 02/0±a28/0 28/0±a 33/22 C 

02/0±b25/6 03/0±b81/0 02/0±b12/0 21/2±a33/22 BA 

08/0±a62/2 01/0±a26/0 03/0±a22/0 00/2±b00/10 CH400 

02/0±a73/2 00/0±a27/0 02/0± ab10/0 28/0± ab68/26 CH400+BA 

02/0±a28/2 01/0±a25/0 01/0±c22/0 00/1±c00/16 CH3200 

03/0± a32/2 02/0± a61 /0 02/0±a27/0 2/1 ±b33/12 CH3200+BA 

عنوان  به >42/4p) باشد یدار م یتفاوت معن يستون دارا یکمتفاوت در  يهاها با کد حرف یانگینباشد. م یم SD±meanصورت  به یرمقاد

                                                                                                   .Tukey test،one way ANOVA، (در نظر گرفته شد يدار یسطح معن

 ها گروه (mg/dl)کلسیم  (µg/dl)سدیم  (µg/dl)پتاسیم 

0203± a78/0 0232±a70/2 02222±a322/2 C 

0202± b83/0 0232±b52/6 12/0±b702/2 BA 

02/0± c22/0 31/0±a12/2 05/0±a323/2 CH400 

0202± c 22/0 0225±b6228 0203±ab686/2 CH400+BA 

02/0± c28/0 32/0±c61/3 23/0±a102/2 CH3200 

03/0± d38/0 33/0±d25/2 21/0±a360/2 CH3200+BA 
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 بحث

 بر آن مشتقات و کاتچین اثر با رابطه در زیادي مطالعات

 با رابطه در اما گرفته انجام مختلف هاي سلول انواع روي

 استئوژنز یندآفر و سازي استخوان در ماده این اثر

 اهمیت به توجه با. نیست دسترس در کافی اطلاعات

 و ترمیم یندآفر در استخوان مغز مزانشیم يها سلول

 Hwangو  Choi  مقاله بر استناد با و استخوان بازسازي

 MSCs سلامت بروي هیدرات کاتچین اثر مطالعه( 3)

 و آبنوسی مطالعات همچنین. است بررسی و بحث قابل

 بر آن تاثیر و بوریک اسید با رابطه در( 69 و 64) موحدي

 در بور عنصر ملاحظه قابل حضور و طرفی از MSCs روي

 هیدرات کاتچین نقش مطالعه دیگر، طرف از گیاهان

 بیوشیمیایی، هاي شاخصه بر بوریک اسید همراه به

 مزانشیم بنیادي هاي سلول حیات توانایی و مورفولوژي

                                                                       .سازد میضروري  استخوان را مغز

 که سرطانی يها سلول رشد بازداندگی اثر از جداي

 ،(61 ،2 ،2) دارد وجود آن با رابطه در متعددي گزارشهاي

 بخوبی( 68 ،62 ،1) هیدرات کاتچین اکسیدانی آنتی اثر

 روي بر شده انجام هاي بررسی البته. است شده بررسی

 پژوهش این در استخوان مزانشیم مغز بنیادي هاي سلول

 شده تعیین هاي غلظت با هیدرات کاتچین که دادند نشان

 مساحت و هسته قطر زیستی، توانایی کاهش باعث

 در اختلال علت به تواند می این که شود می سیتوپلاسم

 و نوکلئازها شدن فعال و یسآپوپتوز القا و سلول يغشا

 کروماتین شدن متراکم باعث که باشد متعدد پروتئازهاي

 گرفته صورت مطالعه  (.63) شودمی سلول چروکیدگی و

 باعث هیدرات کاتچین که دادند نشان الشتاوي توسط

 يها سلول در کاسپاز و P53 به وابسته آپوپتوز القاء

 که طور همان لذا(. 61) شودمی انسانی پستان سرطان

 MSCs مورفولوژي در تغییر احتمالا شدیم متذکر قبلا

 این در سیتوپلاسم چروکیدگی و کروماتین تراکم شامل

-می شده ریزي برنامه سلولی مرگ بروز دلیل هب پژوهش

 که شد مشاهده نیز زیستی توانائی کاهش طرفی از. باشد

 دوز با زیاد زمان مدت در و زیاد دوز با کم زمان مدت در

 در زیستی فاکتور این کاهش باعث هیدرات کاتچین کم،

 رنگ. است شده رت اسخوان مغز مزانشیم يها سلول

 مگر ندارد را سیتوپلاسم يغشا از عبور قابلیت بلو تریپان

 از یکی ،(44)باشد رفته بین از يغشا تمامیت اینکه

 شود، می غشا تمامیت رفتن بین از باعث که ییفاکتورها

 بررسی در. باشد می ها الکترولیت غلظت در تعادل عدم

 هیدرات کاتچین که شد مشخص ها الکترولیت میزان

 و سدیم کلسیم، هاي الکترولیت سطح در اختلال باعث

 اسید بوریک که گرفت نظر در باید البته شود، می پتاسیم

 همزمان تیمار. آورد وجود هب را اختلال این نیز خود

 زیستی توانایی کاهش نیز بوریک اسید و هیدرات کاتچین

 تا زمان هم تیمار در کاهش این اگرچه داد نشان را

 مرتفع تنهایی به هیدرات کاتچین تیمار به نسبت حدودي

 به نسبت همچنان و نیست جبران بر دلیل ولی بود شده

 توانائی کاهش جبران عدم لذا. بود دار معنی کنترل گروه

 اسید بوریک  که باشد دلیل این به است ممکن زیستی

 جبران را ها الکترولیت سطح در اختلال است نتوانسته

 دو این زمان هم استفاده که گفت توان می نتیجه در. نماید

 در کنندگی جبران یا افزایی هم اثر هرگونه فاقد ترکیب

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 .است زیستی توانائی با رابطه

 سلولی جمعیت تعداد کاهش جمعیت شدگی دوبرابر نتایج

 نسبت هیدرات کاتچین غلظت دو هر در روز، 1 و 9 ،6 در

 دوز با شده تیمار گروه در البته داد، نشان را کنترل به

 همچنین. شد مشاهده بیشتري کاهشمیکرو مول  9444

 آمده دست هب نتیجه با نیز کلونی تشکیل توانایی بررسی

. بود راستا هم سلولی جمعیت شدگی برابر دو آزمون در

 شدن تر طولانی و غلظت افزایش که داد نشان نتایج این

 و کندمی اعمال را بیشتري مسمومیت اثر تیمار زمان

 بنیادي يها سلول تکثیري توانائی و حیات توانائی

 هیدرات را کاتچین تاثیر تحت استخوان مغز مزانشیم

 تکثیر توانائی بر هیدرات کاتچین. دهد می کاهش شدت هب
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MSCs رفولوژيوم در نیز تاثیر این و دارد نامطلوب تاثیر 

 کاتچین زمان هم تاثیر بررسی در. شد دیده ها سلول این

 غلظت توسط شده وارد خسارت اسید، بوریک و هیدرات

 بوریک توسط( میکرومولار 244) هیدرات کاتچین کم

 سیتوپلاسم مساحت و هسته قطر ،PDN آزمون در اسید

 9444) زیاد غلظت با رابطه در ولی بود شده جبران

 شد جبران وارده صدمات تاحدودي اگرچه( میکرومولار

 قطر کاهش جبران. بود نرسیده کنترل حد به کاملا ولی

 باشد دلیل این به تواند می سیتوپلاسم مساحت و هسته

 هیدرات کاتچین ورود از ممانعت باعث اسید بوریک که

 پیشین تحقیقات که طور همان. است شده سلول داخل به

 دارد یتاکسیدان آنتی اثر هیدرات کاتچین کند می اشاره

 مشخص FRAPروش  با تحقیق این در لذا ،(68 ،62 ،1)

 آنتی میزان  CH3200 و CH400 هاي گروه در که شد

 غلظت به وابسته و دار معنی صورت هب کل تاکسیدان

 اسید زمان هم تیمار که صوتی در. است داشته افزایش

 آنتی میزان که داد نشان هیدرات کاتچین و بوریک

 این که است، داشته دار معنی کاهش سلول کل یتاکسیدان

 درون به هیدرات کاتچین ورود در اختلال دلیل هب تواند می

 که طور همان. باشد بوریک اسید حضور واسطه به سلول

 ضعیف اسید یک بوریک اسید است شده اشاره نیز قبلا

 ترکیبات در هیدروکسی گروه با تواند می که است( 66)

 هیدرات کاتچین ورود از کمپلکس تولید با و دهد واکنش

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 .کند جلوگیري سلول داخل به

 توانائی در که هیدرات کاتچین توسط شده ایجاد اختلال

 اساس بر) استخوان مغز مزانیشم يها سلول تکثیر

 است ممکن آمد وجود هب( CFA و PDN آزمونهاي

(. 46) باشد افتاده اتفاق سلولی سیکل در اختلال دلیل هب

 جبران اسید بوریک توسط سلولی تکثیر توانائی حدودي تا

 شدگی دوبرابر توانائی با رابطه در خصوص هب است شده

 244) کم غلظت تاثیر تحت که سلولی جمعیت

 S مرحله در. است بود هیدارت کاتچین( میکرومولار

 هاي بیوملکول سنتز براي انرژي به مبرم نیاز سلولی سیکل

. دارد وجود یندآفر این مختلف مراحل در نیاز مورد

 فقر باعث تواند می سلول انرژي تولید یندآفر در اختلال

 روند در اختلال ایجاد دلیل نتیجه در و سلول در انرژي

 سلولی، کشت محیط در. باشد سلولی تکثیر

 نتیجه در که دارند قرار متابولیزم مرکز در ها کربوهیدرات

 مهمی بخش هوازي مسیر طریق از گلوکز مصرف با سلول

 هوازي، فرایند در. کند می تامین را خود انرژتیک نیاز از

 شده تبدیل پیروات مول 4 به گلیکولیز مسیر در گلوکز

 چرخه وارد کوآ استیل به تبدیل از پس ها لکولوم این که

 اتفاق میتوکندري در که چرخه، این در. شوند می کربس

 از انرژي هاي حمال در گلوکز در موجود انرژي افتند، می

 انتقال زنجیره طریق از و ذخیره FAD و +NAD جمله

 حضور در فسفوریلاسیون اکسیداسیون یندآفر در الکترون

(. 44) شود می سلول نیاز مورد ATP تولید باعث اکسیژن

 لاکتیک به تواند می پیروات کوآ، استیل به تبدیل بر علاوه

 لاکتات آنزیم حضور در واکنش این د،شو تبدیل اسید

 تعداد تنها صورت این در که پذیرد می انجام دهیدروژناز

(. 49) شود می تولید هوازي مسیر به نسبت ATP کمی

( 42) واربرگ اثر را انرژي تولید یندآفر در تغییر این

 طریق از گلوکز مصرف میزان صورت این در که  نامند می

 در ATP تولید میزان ولی یافته افزایش هوازي غیر مسیر

 سلول نهایت در و است هوازي متابولیزم از کمتر سلول

                                                                                                                                                                                                                                                              .شود می انرژي فقر دچار

 تنهایی، به بوریک اسید با ها سلول تیمار حاضر مطالعه در

 فعالیت کاهش باعث موحدي، و آبنوسی نتایج تایید با

 و آمیناز ترانس آلانین دهیدروژناز، لاکتات هايآنزیم

 تامین دهنده نشان این که شد، آمیناز ترانس آسپارتات

 متابولیزم واسطه هب گلوکز مصرف طریق از سلول انرژي

 9444 غلظت با سلول تیمار نتایج. است هوازي

 فعالیت که داد نشان هیدرات کاتچین میکرومولار

 فعالیت مانند سلولی متابولیزم در دخیل هاي آنزیم
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 لاکتات و آمیناز ترانس آلانین آمیناز، ترانس آسپارتات

 داشته کنترل به نسبت داري معنی افزایش دهیدروژناز

 از اولا انرژي تولید یندآفر که است معنی بدان این است،

 که است آمده وجود هب واربرگ اثر و انجام هوازي بی طریق

 با ثانیا. است شده ایجاد سلول در انرژي فقر آن نتیجه در

 افزایش حاضر مطالعه در آمده دست هب نتایج به توجه

 که است شده سبب آمیناز ترانس هايآنزیم فعالیت

 جبران و کربس چرخه هايواسطه تامین براي ها سلول

 عنوان به ها پروتئین و آمینواسیدها مصرف انرژي، کمبود

 طرفی از. اند داده قرار خود کار دستور در را انرژي منبع

 تخفیف باعث بوریک اسید و هیدرات کاتچین متقابل تاثیر

 این کاهش با انرژي تولید بهبود و هوازي بی یندآفر در

 نشان مطالعه این از کلی گیري نتیجه.  است شده یندآفر

 هرچه را سلول کاتابولیزم هیدرات کاتچین تیمار که داد

 که کندمی هدایت هوازي بی متابولیزم سمت به بیشتر

 ها پروتئین و آمینه اسید مصرف باعث انرژي فقر بر علاوه

 علاوه بیوشیمیائی تغییرات این. شود می انرژي تولید براي

 بر دیگري دلیل تواندمی الکترولیتی تعادل در اختلال بر

 تغییرات و تکثیر توانائی زیستی، توانائی در تغییر

                                                                                                                                                                                                                                             .   باشد مورفولوژیک

 که دارد وجود دیگري تامل قابل نکته پژوهش این در

 آنزیم فعالیت بر بوریک اسید و هیدرات کاتچین تاثیر

 هر اسید، بوریک و هیدرات کاتچین. است فسفاتاز آلکالین

 و شدند  ALP آنزیم فعالیت افزایش باعث تنهائی به یک

 این فعالیت در افزائی هم اثر از حاکی نیز آنها متقابل اثر

 و 64) موحدي و آبنوسی مطالعات به توجه با. است آنزیم

Hwang (3 )و  Choi  از شده منتشر تحقیق و( 69

 ارائه واز  نمائیم می پیشنهاد را زمینه این در بیشتر بررسی

                                           . شود می داري خود زمینه این در تفسیر

 که است این پژوهش این در دیگر اهمیت قابل نکات از

 همچنین و MDA میزان افزایش باعث بوریک اسید

 يها سلول در CAT و SOD هايآنزیم فعالیت افزایش

 که است واقعیت این دهنده نشان امر این. است شده تیمار

 پروکسیداسیون باعث آزاد رادیکال تولید با بوریک اسید

 افزایش. است شده سلول در اشباع غیر چرب اسیدهاي

 جهت در نیز تاکسیدانآنتی هايآنزیم فعالیت میزان

 برخی احتمالا. است بوده آزاد هايرادیکال فعالیت کاهش

 کاهش مانند بوریک اسید توسط شده ایجاد اختلالات از

 درصدي 62 الی 2 کاهش یا زائی کلونی توان دار معنی

 ها سلول زیستی توانائی و سیتوپلاسم مساحت هسته، قطر

 تیمار طرفی از. باشد آزاد رادیکال تولید دلیل هب تواند می

 تولید میزان کاهش باعث هیدرات کاتچین با ها سلول

MDA خود این که است شده کنترل گروه به نسبت 

 هیدرات کاتچین یتاکسیدانآنتی خاصیت يدهنده نشان

 بوریک اسید و هیدرات کاتچین زمان هم تیمار. است( 42)

 تیمار به نسبت سلولی داخل MDA میزان کاهش باعث

 مقدار که طوري هب است، شده تنهایی به اسید بوریک

MDA کرد تفسیر اینطور توانمی. رسید کنترل حد به 

 کاهش موجب هیدرات کاتچین یتاکسیدانآنتی اثر که

 اسید بوریک يوسیله هب شده تولید اکسیداتیو استرس

 منفی اثرات تواندمی ترکیبات این زمان هم مصرف و شده

 را دارد وجود گیاهی محصولات در که بور عنصر از ناشی

و   Yetuk توسط شده انجام مطالعات. سازد مرتفع

( نشان داد که 42( و مهرا و همکاران )41همکاران )

 فعالیت و MDAمصرف کاتچین باعث کاهش میزان 

 در مطالعات این  شود، می یتاکسیدان آنتی هايآنزیم

                                                                                                                                                                                                     . باشندمی حاضر مطالعه راستاي

 

               گيري نتيجه

 چاي در موجود فلاونوییدي ترکیب یک هیدرات کاتچین

 کاهش سبب ترکیب این حاضر مطالعه طبق و است سبز

 دلیل هب مزانشیم يها سلول تکثیر توانائی و حیات توانایی

 از متابولیزم انتقال و ها یون تعادل در تغییر غشا، تخریب

 بور عنصر مصرف طرفی از. شود می هوازي بی به هوازي

 جبران باعث مواردي در توانست بوریک اسید صورت هب

 در خصوص هب هیدرات کاتچین از ناشی سلولی صدمات
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 نیز هیدرات کاتچین طرفی از. شود آن کم هاي غلظت

 و دهد افزایش را سلول یتاکسیدانآنتی توان توانست

 جبران را بوریک اسید از ناشی اکسیداتیو استرس اثرات

 چاي مصرف سنتی طب پیشنهادات راستاي در لذا. نماید

 مانند خشکبارهایی خصوص هب گیاهی محصولات همراه به

 مقادیر حاوي  که خرما و آلو زرد و آلو هايپرده توت،

 با ضمنا. کنیم می پیشنهاد را باشند می بور عنصر از بالایی

 تحقیقات فسفاتاز، آلکالین آنزیم فعالیت افزایش به توجه

 و هیدرات کاتچین متقابل اثر تاثیر با رابطه در بیشتر

 به مزانشیم هاي لسلو تمایز روند بر بوریک اسید

                                                                                                                                                                                                   . شود می پیشنهاد استئوبلاست
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Abstract 

Aim: Investigating the effect of catechin hydrate (CH) and boric acid (BA) on rat bone 

marrow mesenchymal stem cells (MSCs).  

material and Methods: MSCs were treated with culture media containing CH, then with the 

help of trypan blue the viability was investigated at 12, 24 and 36hours. 400 and 3200µM of 

CH along with 6ng/ml of BA and 36hours were selected for further study. Proliferation based 

on colony forming assay (CFA) and population doubling number (PDN), morphology, level 

of sodium, potassium and calcium and activity of LDH,ALP,AST,ALT were analyzed. 

Malondialdehyde (MDA), total antioxidant and activity of SOD and CAT were measured too. 

Results: only 3200µM at 12hours and from 400 to 6400µM at 24 and 36 hours, the CH 

caused significant reduction in viability, proliferation, nuclei diameter and cytoplasm area. 

Treatment with CH caused increase in activity of LDH,ALP,AST,ALT and increased in 

FRAP as well as reduction of MDA and sodium, potassium level. BA did not show any effect 

on viability, morphology and PDN but caused reduction of CFA and activity of LDH,AST 

and ALT. BA also caused elevation of ALP activity and level of calcium, sodium, potassium 

as well as MDA level and activity of CAT and SOD. Co-treatment compensated the viability, 

proliferation, morphological changes, metabolic enzyme activity variation and level of 

electrolyte to some extent. On the other hand, co-treatment showed, CH ameliorated the 

oxidative stress induced by BA.  

Conclusion: since boron ameliorated the CH toxicity, along with tea we may consume dry 

grapes and dates. 

Key words: bone marrow mesenchymal stem cells, catechin hydrate, boric acid, viability, 

biochemical factors 

www.SID.ir

www.sid.ir

