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Abstract 
Objective: In recent years, studies have focused on the telomerase for cancer treatment 
by repressing telomerase in cancerous cells or prevent cell aging by  activating it in the 
aged cells. Thus, in these studies natural and synthetic agents have been used to repress 
or activate telomerase. In this research, we investigated the effects of human growth hor-
mone (hGH) on aging via evaluation of telomerase activity. 
Materials and Methods: Primary human foreskin fibroblast cells were isolated, cultured 
and treated with different concentrations of hGH. BrdU and MTT cell proliferation as-
says and cells number counting. Cell aging was assayed by the senescence sensitive 
galactosidase staining method. Telomerase activity was measured with a telomerase 
PCR ELISA kit.Data were analyzed with SPSS software (one-way ANOVA and univariate 
ANOVA).
Results: Our results indicated that cells treated with a lower concentration (0.1, 1 ng/ml) 
of hGH had more green color cells (aged cells). Furthermore, cell proliferation increased 
with increasing hGH concentrations (10 to 100 ng/ml) which was significant in compari-
son with untreated control cells. TRAP assay results indicated that telomerase activity 
increased with increasing hGH concentration, but there was no significant difference. Ad-
ditionally, more rapid cell growth and telomerase activity was noted in the absence of H2O2 
when compared with the presence of H2O2, which was significantly different. 
Conclusion: Although increasing cell proliferation along with increasing hGH concentra-
tion was confirmed by all cell proliferation assays, only the cell counting test was statisti-
cally significant. Thus, it is inconclusive that hGH (up to 100 ng/ml) has an anti-aging 
effect. Also, because there was no significant difference in the telomerase activity results 
(in spite of increasing progress along with increasing hGH concentration) we can not cer-
tainly conclude that hGH (up to 100 ng/ml) impacts telomerase activity. 
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مقدمه
تلومراز، يك آنزيم ترانسكريپتاز معكوس سلولى است كه سنتز و 
بسط DNA تلومرى را بر عهده دارد (1، 2). اين آنزيم در بيشتر تومورهاى 
بدخيم فعال مى شود اما به طور معمول در سلول هاى سوماتيك نرمال 
غيرفعال است (3، 4). آنزيم تلومراز شامل زيرواحد كاتاليتيكى تلومراز 
،(Human Telomerase Reverse Transcriptase; hTERT)
،(Human Telomerase RNA component; hTR) تلومرازى RNA

زيرواحدها،  اين  ميان  از  مى باشد.  تلومراز  با  مرتبط  پروتئين هاى  و 
تلومرازى  فعاليت  سرعت  كننده  تعيين  واحد  عنوان  به   hTERT
مى باشد (5). به علاوه معرفى ژن hTERT به سلول هاى فيبروبلاست 
طول  و  مى شود  تلومرازى  فعاليت  تجديد  باعث  تلومراز،  فاقد  نرمال 

عمر سلولى را افزايش مى دهد.
با  تلومرازى  فعاليت  افزايش  است  شده  مشخص  كه  آنجايى  از 
تلومرازى  فعاليت  بنابراين  است،  مرتبط  سلولى  پيرى  روند  كاهش 
موجود  شواهدى  است.  پژوهش  اين  اهداف  براى  مناسبى  كانديداى 

بررسى اثر هورمون رشد بر فرايند پيرى از طريق بررسى فعاليت تلومرازى در 
سلول هاى فيبروبلاست پوست ختنه انسانى
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چكيده 
* هدف: بررسى اثرات هورمون رشد بر فرايند پيرى از طريق بررسى فعاليت تلومرازى

* مواد و روش ها: بدين منظور سلول هاى فيبروبلاست پوست ختنه انسان به روش كشت اوليه (Primary) از بافت پوست 
جداسازى و تخليص و كشت داده شدند. سپس سلول ها باغلظت هاى متفاوت هورمون رشد تيمارشده وميزان رشد سلول ها و روند 
پيرى و فعاليت تلومراز اندازه گيرى شد. رشد وتمايز سلول ها با تست هاى MTT ،BrdU و شمارش سلولى بررسى و روند پيرى با 

تست X-GAL بررسى شد و فعاليت تلومرازى با كيت Telomerase PCR ELISA اندازه گيرى شد. 
* يافته ها: آناليز نتايج از طريق نرم افزار SPSS برنامه هاى آناليز واريانس يك طرفه و آناليز واريانس يك متغيره انجام شد. 
نتايج حاكى از آن بود كه سلول هاى تيمار شده با غلظت پايين هورمون رشد (0/1، 1 نانوگرم در ميلى ليتر) رنگ آميزى بيشتر 
(تعداد بيشتر سلول هاى سبز) را نشان دادند كه نمادى ازتعداد بيشتر سلول هاى پير مى باشد، به علاوه تكثير سلولى همراه با افزايش 
غلظت هورمون رشد افزايش مى يابد و دراين مورد، در تست شمارش سلولى اختلاف معنى دار مشاهده شد. نتايج تست تلومرازى 
شد  ديده  همچنين  نبود.  معنى دار  اختلاف  اما  مى يابد،  افزايش  تلومرازى  فعاليت  رشد،  هورمون  غلظت  افزايش  با  كه  داد  نشان 
سلول هاى تيمار شده باآب اكسيژنه (H2O2)، رشد سلولى وفعاليت تلومرازى كمتر از سلول هاى تيمار نشده با H2O2 نشان مى دهند 

و بين اثر حضورو غياب H2O2 بر فعاليت تلومرازى اختلاف معنى دار مشاهده شد.
* نتيجه گيري: روند افزايشى تكثير سلولى همراه با افزايش غلظت هورمون رشد در تمامى تست هاى اندازه گيرى ميزان 
تست ها  ساير  در  (و  شد  مشاهده  معنى دار  اختلاف  سلولى  شمارش  تست  در  فقط  اينكه  دليل  به  ولى  شد  تاييد  سلولى،  رشد 
اثر  برسلول ها  ميلى ليتر  در  نانوگرم   100 غلظت  تا  رشد  هورمون  كه  كرد  ادعا  نمى توان  قطع  طور  به  نبود)،  معنى دار  اختلاف 
ضدپيرى دارد. به علاوه به دليل معنى دار نبودن اختلاف در نتايج تست تلومرازى (بر خلاف روند افزايشى فعاليت تلومرازى 
همراه با افزايش غلظت هورمون رشد)، مى توان نتيجه گرفت كه تا غلظت 100نانوگرم در ميلى ليتر، هورمون رشد بر فعاليت 

تلومرازى اثرى ندارد. 

* كليدواژگان: پيرى، هورمون رشد انسانى، تلومراز، سلول هاى فيبروبلاست انساني

مقاله اصيل

بافت ها  برخى  در  را  تلومرازى  فعاليت  مى توانند  هورمون ها  كه  است 
رشد  هورمون  مى رود  احتمال  كه  ازآنجايى   .(7  ،6) كنند  تنظيم 
سلول هاى  تلومرازى  فعاليت  در  بالا  به  رو  تنظيم  توانايى  مي تواند، 
فيبروبلاست  داشته باشد، هدف از اين پژوهش، تست اين فرضيه در 
آزمايشات   مى باشد.  فيبروبلاست  سلول هاى  بر  آزمايشگاهى  شرايط 
فونك و همكاران نشان داده است كه سلول هاى فيبروبلاست، قابليت 
شدن  دوبله  و  عمر  طول  افزايش  تلومرازى،  فعاليت  بالا  به  رو  تنظيم 
به  پيش  وقت  خيلى  از  سلول ها  اين  و  هستند  دارا  را  سلولى  جمعيت 

عنوان مدل براى مطالعات پيرى به كار مى رفته اند (8).
هورمون  اغلب  كه  است  شده  ديده  مطالعات  يك سرى  اساس  بر 
مثال  براى  مى رود،  كار  به  پيرى  ضد  عامل  يك  عنوان  به  رشد 
رشد  هورمون  از  استفاده  مى دهد  نشان  كه  است  موجود  شواهدى 
انسانى نوتركيب درافراد مسن تر ، مى تواند توده  ماهيچه اى را افزايش 
و ميزان چربى را كاهش و مواد معدنى را در چندين منطقه از اسكلت 

بدن افزايش دهد (9). 
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بتواند  رشد  هورمون  مى رود  احتمال  موجود،  شواهد  به  توجه  با 
به  پژوهش  اين  باشد.  پيرى  فرايند  بر  مطالعات  جهت  مناسبى  كانديد 
فعاليت  ميزان  و  پيرى  برفرايند  رشد  هورمون  اثر  بيشتر  مطالعه  منظور 

تلومرازى سلول هاى فيبروبلاست انسانى طراحى شده است.
تجمع  مى دهد  نشان  موجود  شواهد  كه  آنجايى  از  علاوه،  به 
نقش  است  ممكن  واكنش گر  اكسيژن هاى  انواع  و  آزاد  راديكال هاى 
كليدى در خاموشى تكثيرى بازى كنند (10)، در اين مطالعه از H2O2 به 

عنوان عامل ايجاد يا تحريك كننده پيرى سلول ها استفاده شده است. 

مواد و روش ها 
كشت سلول ها وتيمار آنها

 22 بيمارستان  از  پژوهش،  اين  فيبروبلاست  سلول هاى  منشا  بافت 
بهمن شهرقدس و با درخواست رسمى پژوهشگاه مهندسى ژنتيك تهيه 
از  مجوز  صدور  از  پس  بافت  دريافت  كه  است  ذكر  به  لازم  گرديد. 

كميته اخلاق بيمارستان صورت گرفته است.
و  شد  كشت   (Primary) اوليه  صورت  به  انسانى  ختنه  بافت 
كشت  سلول ها در محيط  شدند. سپس  حاصل  فيبروبلاست  سلول هاى 
(FCS) حاوى Dulbico’s Modified Eagle Medium (DMEM)

 5  CO2 شرايط  در  آنكوباتور  در  و  درصد   10  Fetal Calf Serum
درصد، 95 درصد رطوبت و دماى 37 درجه سانتي گراد كشت شدند. 
كشت سلول در پليت هاى 96، 6 و 24 خانه اى صورت گرفت كه در 
عدد   35000 و   100000  ،  5000 تعداد  ترتيب  به  پليت ها  از  خانه  هر 
سلول قرار گرفت. بعداز گذشت 15 ساعت از زمان كشت (اين مدت 
گرفته  درنظر  ظرف،  كف  به  سلول ها  چسبيدن  از  اطمينان  براى  زمان 
شد)، سلول هاى مورد نظر با غلظت هاى مختلف هورمون رشد (100، 
 H2O2 10، 5 ، 1/0، 0/1 و 0 نانوگرم در ميلى ليتر) در حضور و غياب
تيمار و به مدت 120 ساعت آنكوبه شدند. دليل استفاده از اين محدوده 
غلظت هاى  اثر  بررسى  بر  علاوه  كه  است  اين  رشد،  هورمون  غلظت 
حد  از  بالاتر  غلظت هاى  اثر  بررسى  به  رشد،  هورمون  فيزيولوژيك 
اثر  هم زمان  بررسى  به  منظور  بدين  شود،  پرداخته  هم  فيزيولوژيك 
غلظت هاى  و  ميلى ليتر)  در  نانوگرم   5 (تا  فيزيولوژيك  غلظت هاى 
بالاتراز حد فيزيولولوزيك هورمون رشد (100-5 نانوگرم در ميلى ليتر) 

پرداخته شد (11).
براى پليت هاى 96تايى، H2O2 (با رقت 1/10000 به ميزان 12/5 
 H2O2 ماكروليتر، به هر يك از خانه ها) و براى خانه هاى 6 تايى نيز از
(با رقت 1/1000 به ميزان 65 ماكروليتر به هر خانه) و براى پليت هاى 
24تايى، آب اكسيژنه (با رقت 1 به 1/1000، به ميزان 6/5 ماكروليتر به 

هريك از خانه هاى مورد نظر) اضافه شد (12). 

شمارش و تعيين ميزان زنده ماندن
كشت  چاهك  هر  در  سلول  تعداد100000  خانه،  پليت هاى 6  در 
ديگر  6تايى  پليت  يك  و  شد  تيمار   H2O2 با  6تايى  پليت  (يك  شد 
رشد  هورمون  مختلف  غلظت هاى  با  سلول ها  نشد).  تيمار   H2O2 با 
(100-0) نانوگرم در ميلى ليتر تيمار و 120 ساعت آنكوبه شدند. بعد از 
اتمام زمان آنكوباسيون و شست وشوى سلول ها و تريپسينه كردن آنها 
شمارش  كشت،  محيط  در  سلولى  رسوب  كردن  حل  و  سانتريفيوژ  و 
سلولى با استفاده از رنگ متيل گرين و توسط لام نئوبار صورت گرفت 
و بررسى ميزان زنده بودن سلول ها با استفاده از رنگ آميزى تريپان بلو 

انجام شد (13). 

BrdU تست
از آنجا كه تكثير سلولى نياز به همانندسازى DNA دارد، در اين روش 
تكثير سلولي براساس ميزان سنتز DNA اندازه گرفته مي شود (14). از برمودي 
اكسي اوريدين استفاده مى شود كه آنالوگ پيريميدين است و به جاى تيمين 
 DNA وارد BrdU سلول هاى تكثير شونده مى شود. بعد از آنكه DNA وارد

شود، با روش ايمونولوژيكى قابل شناسايي و پيگيري است (13). 
خانه  هر  در  سلول   5000 تعداد  به  خانه   96 پليت هاى  در  سلول ها 
كشت شدند. بعد از 120 ساعت گذشتن از تيمار سلول ها با غلظت هاى 
مختلف هورمون رشد (در حضور H2O2 و يا در غياب آن)، به سلول هاى 
هر خانه 10 ماكروليتر (BrdU با رقت 1/10) اضافه شد و به مدت 24 
و  تخليه  سلول ها  رويى  محيط  ساعت  از 24  بعد  شدند،  آنكوبه  ساعت 
پليت در آون با دماى 60 درجه سانتى گراد به مدت 1 ساعت گذاشته 
شد و سپس 200 ماكروليتر Fix Denate به هرخانه اضافه و آنكوباسيون 
به مدت 30 دقيقه در دماى 25 درجه سانتى گراد انجام شد. بعد از مدت 
زمان مذكور محلول Fix Denate نيز برداشته شد و بعد 100 ميكروليتر 
Anti-Brdu-POD به هرخانه افزوده شد و به مدت 2 ساعت در دماى 
توسط   Brdu به  محلول  اين  اتصال  شد.  گذاشته  سانتى گراد  درجه   25
واكنش سوبسترا قابل تشخيص است. پس از اين مدت سه بار شست وشو 
بنزيدين تترامتيل  سوبستراى  ميكروليتر   100 سپس  و  شد  انجام  بافر  با 

دقيقه   10 مدت  به  و  شد  اضافه   (Tetra-Methyl Benzidin; TMB)
در دماى25 درجه سانتى گراد قرار داده شد و بعد محلول Stop (اسيد 
سولفوريك 1 مولار) اضافه شد و جذب در 450 و 690  نانومتر با الايزاريدر

(ELISA Reader) خوانده شد (13).

 MTT تست
ميزان تكثير سلولى توسط تست

(3- (4, 5-dimethylthiazol-2-yl) -2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT)

سلول هاى  در   MTT مانند  تتراروليوم  نمك هاى  شد.  اندازه گيرى  نيز 
زنده توسط دهيدروژنازها احيا مى گردند و ايجاد بلورهاى بنفش رنگ 
نامحلول فورمازان مى كنند كه بعد از حل شدن، ميزان جذب كه متناسب 

با تعداد سلول ها است توسط الايزا ريدر خوانده مى شود (15، 16).
سلول ها در پليت هاى 96 خانه به تعداد 5000 سلول در هر ول كشت 
شدند. بعد از 120 ساعت گذشتن از تيمار سلول ها با هورمون رشد (در حضور 
 MTT و يا در غياب آن) سلول ها در هر ول با 10 ماكروليتر محلول H2O2

براى 4 ساعت آنكوبه شدند. سپس محيط جمع آورى شد و سلول ها همراه با 
100 ماكروليتر دى متيل سولفوكسيد و 12/5 ماكروليتر بافرگلايسين براى 24 

ساعت آنكوبه شدند. سپس جذب در 570 نانومتر خوانده شد (13).

β-Gal رنگ آميزى
سلول هاى خاموش و پير فيبروبلاست، β-Gal (كه در تك سلولى ها 
با X-Gal آشكار مى شوند) را بيان مى كنند كه مى تواند رنگ آبى يا سبز 
را در pH6 ايجاد كند كه در اثر شكست ايجاد مى شود (17). بنابراين 
رنگ گرفتن سلول (به رنگ آبى) نشان دهنده پيرى سلول مى باشد و 

اين تست براى بررسى ميزان پيرى سلول ها مفيد مى باشد. 
سلول ها در پليت هاى 24 خانه به تعداد 35000 سلول در هر خانه 
هورمون  با  سلول ها  تيمار  از  گذشتن  ساعت  از 120  بعد  شدند.  كشت 
سالين  بافر  در  سلول ها  آن)،  غياب  در  يا  و   H2O2 حضور  (در  رشد 
شست وشو شدند و سپس به مدت 5 دقيقه در فرمالدهيد 3درصد فيكس 

اثر هورمون رشد بر فرايند پيري
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شدند، بعد از شست وشوى مجدد با بافر سالين، براى مدت 16 ساعت با 
محلول رنگ تازه 5- برومو -4 كلرو -3 اندوليل- دى –گالاكتوزيداز 
(β-Gal) (17) (كه pH آن روى 6 تنظيم شده)، در 37 درجه آنكوبه 
شدند. سپس رنگ آميزى زير ميكروسكوپ فاز كنتراست بررسى شد.

تست فعاليت تلومرازى
كيت تجارى 

TRAP PCR-ELISA kit  فعاليت تلومراز با استفاده از كيت تجاري
و450   690 موج  طول  در  جذب  شد.  انجام   (Roche,Germany)
نانومتر، براى هر نمونه اندازه گيرى شد. براى هر آزمايش 105×2 سلول 
6تايى  پليت هاى  هاى  خانه  از  يك  هر  در  شده  كشت  سلول هاى  از 
(كشت سلول ها در پليت هاى 6تايى و تيمار آنها با غلظت هاى مختلف 
هورمون رشد و در حضور و غياب H2O2، طبق دستور ذكر شده در 
روش  مطابق  تلومرازى،  تست  شد.  جداسازى  مى باشد)   1-2 بخش 
ذكر شده براى نمونه هاى كنترل مثبت و منفى موجود در كيت و طبق 

پروتكل شركت انجام شد (18).

روش محاسبات آمارى
آناليز  برنامه   ،(Spss (نرم افزار  شده  استفاده  روش هاى  از  يكى 
غلظت هاى  اثر  ميانگين  روش،  اين  در  كه  بود  طرفه  يك  واريانس 
(Tukey) توكى  تست  توسط  پيرى،  روى  بر  رشد  هورمون  مختلف 

مقايسه شد. روش ديگر برنامه آناليز واريانس يك متغيره بود كه توسط 
اين روش، اثر H2O2 بر فرايند پيرى، مشخص و تاييد شد. در اين روش 
ميانگين اثر وجود H2O2 و عدم حضور آن بر روى پيرى، توسط تست 

Tukey مقايسه و معنى دارى ميان گروه ها اندازه گيرى شد.

يافته ها 
كشت اوليه سلول

تصاوير سلول هاى فيبروبلاست گرفته شده از بافت ختنه انسانى در 
شكل 1 نشان داده شده است.

در ابتدا لازم به ذكر است كه تمامى تست هاى زير، 3 بار تكرار شد 
و ميانگين 3 بار تكرار در نمودارها آورده شد.

شكل B ،A :1) نماهاى مختلف از حواشى بافت ختنه با اولين استطاله هاى سلولى در روز 6، بافت ختنه (به عنوان منشا 
در  سپس  گرديد.  دريافت  بيمارستان  از   (Primary) اوليه  كشت  منظور  به  تحقيق)  اين  فيبروبلاست  سلول هاي  اوليه 
ظرف كشت شد، به تدريج و پس از چند روز، استطاله هاى سلولى از حواشى بافت گسترش يافتند. در اين شكل حواشى 
بافت و استطاله هاى سلولى نمايان است (بزرگ نمايى x250). C) بافت ختنه و استطاله هاي سلولي  حواشى آن، در روز 
هفتم نمايش داده شده است، ميزان استطاله هاى سلولى از كناره هاى بافت افزايش يافت. D) در روز هفتم بافت اوليه از 

. (x400 بزرگ نمايى) ظرف برداشته شد، و سلول ها در سطح ظرف باقى ماندند و تكثير يافتند

سجادي و همكاران
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بررسى تاثير هورمون رشد و (H2O2) بر ميزان تكثير سلولى
تست هاى MTT و BrdU و شمارش سلولى جهت بررسى ارتباط بين 

هورمون رشد و تكثير سلولى انجام شده بود كه نتايج به اين ترتيب است:

نتايج تست شمارش سلولى (بعد از 120 ساعت انكوباسيون)
همان طور كه در نمودار 1 مشخص شده است، با افزايش غلظت 
نمونه  چاهك  در  است.  يافته  افزايش  نيز  سلول ها  تعداد  رشد،  هورمون 
سه  از  ميانگين  گرفتن  و  سلول ها  شمارش  و  انكوباسيون  از  بعد  كنترل، 
عدد 260833  ميانگين  ميزان   ،H2O2 غياب  در  كه  شد  ديده  تكرار  بار 
سلول ها  تعداد  نيز،  كنترل  نمونه هاى  در  بنابراين  داد،  نشان  را  سلول 
افزايش پيدا كرده است، اما تفاوت زيادى بين ميزان سلول هاى كنترل و 
تعدادسلول هاى تيمار شده با غلظت هاى 5، 10، 100 نانوگرم در ميلى ليتر 
هورمون رشد مشاهده شد. با آناليز داده ها ديده شد كه در عدم حضور 
H2O2،  بين تعداد سلول هاى تيمار شده با هورمون رشد با غلظت كنترلى 

تك  با  شده  تيمار  سلول هاى  تعداد  به  نسبت  ميلى ليتر،  در  نانوگرم   (0)
تك غلظت هاى 5، 10، 100 نانوگرم در ميلى ليتر هورمون رشد، اختلاف 
معنى دار وجود دارد (كه به ترتيب p=0/024 براى غلظت 5 نانوگرم در 
 p=0/004 و ميلى ليتر 10  در  نانوگرم  غلظت  براى   p=0/017 ،ميلى ليتر
براى غلظت نانوگرم در ميلى ليتر 100 مى باشد). نتايج اين تست حاكى 
از آن است كه با افزايش غلظت هورمون رشد تا غلظت100 نانوگرم در 
قطعى،  نتيجه گيرى  براى  ولى  مى شود  مشاهده  پيرى  ضد  اثر  ميلى ليتر ، 

نتايج اين تست بايد با تست هاى بعدى تاييد شود. 
همچنين نمودار 1 نشان مى دهد كه در حضور H2O2، نيز با افزايش 
غلظت هورمون رشد، تعداد سلول ها افزايش يافته، اما نسبت به نمونه هايى 
كه بدون تاثير H2O2  كشت داده شده بودند، افزايش كمترى نشان مى دهند. 
اين مساله حاكى از آن است كه H2O2 اثر منفى بر رشد سلول ها دارد و 
مانع رشد سلول ها به ميزان طبيعى مى شود. ميانگين تعداد سلول ها در نمونه 
كنترل بعد از انكوباسيون، در حضور H2O2 121666سلول بود و با آناليز 
داده ها، ديده شد كه در حضور H2O2، تعداد سلول هاى تيمار شده با غلظت 
كنترلى (0) هورمون رشد، نسبت به تعداد سلول ها با غلظت 100 هورمون 

رشد، اختلاف معنى دار (با p=0/004) نشان مى دهد.
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H2O2 نمودار شمارش سلولي در حضور

H2O2 نمودار شمارش سلولي در غياب

نمودار 1: مقايسه نمودارهاى شمارش سلولى سلول هاى فيبروبلاست بعد 
از 120 ساعت در حضور و غياب H2O2. اين تست به منظور مقايسه تعداد 
سلول ها در مقابل تيمار با غلظت هاي مختلف هورمون رشد و حضور و 
غياب H2O2 صورت گرفت، در هردو نمودار روند افزايشى مشاهده مى شود 
و مقايسه دو نمودار، حاكى از ان است كه در غياب H2O2 تعداد سلول ها در 

مقايسه نقطه به نقطه  بيشتر از تعداد سلول ها در حضور H2O2 است.

عدم  و  اثرحضور  بين  كه  شد  مشخص  شده،  انجام  آناليز  طبق  بر 
حضور H2O2 بر رشد سلولى، اختلاف معنى دار وجود دارد. به اين معني 

كه حضور H2O2 اثر پيرى بر سلول ها دارد.
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غلظت هورمون رشد (نانوگرم بر ميلي ليتر)

H2O2  نمودار جذب در حضور

H2O2 نمودار جذب بدون حضور

.H2O2 غياب  و  حضور  در   BrdU تست  جذب  مقايسه  نمودار   :2 نمودار 
در  سلولي)  تكثير  ميزان  واقع  در  (و  جذب  مقايسه  منظور  به  تست  اين 
 H2O2 مقابل تيمار با غلظت هاي مختلف هورمون رشد و حضور و غياب
صورت گرفت، در هر دو نمودار روند افزايشى مشاهده مى شود. همچنين 
با آناليز داده ها مشخص شد كه بين اثر حضور H2O2 و غياب آن، اختلاف 

معنى دار وجود دارد. 

نتايج تست BrdU (بعد از 120 ساعت انكوباسيون)
هورمون  غلظت  افزايش  با  مى دهد،  نشان   2 نمودار  كه  طور  همان 
رشد، جذب نيز افزايش يافته است اما با آناليز داده ها ديده شد كه در عدم 
حضور H2O2، اختلاف معنى دار بين اثر غلظت هاى مختلف هورمون رشد 
بر سلول ها، نسبت به نمونه كنترل در اين تست مشاهده نمى شود، در غياب 

H2O2، ميانگين جذب نمونه كنترل، عدد 0/471 را نشان داد.

در مورد اثر غلظت هاى مختلف هورمون رشد بر سلول ها در حضور 
H2O2، نيزبا افزايش غلظت هورمون رشد، جذب نيز افزايش يافته است، 

اما اختلاف معنى دار نسبت به جذب نمونه كنترل مشاهده نشد. ميانگين 
جذب در نمونه كنترل در حضور H2O2 0/255 بود.

در اين تست نيز تاييد شد كه بين اثرحضور و عدم حضور H2O2 بر جذب، 
اختلاف معنى داروجود دارد . بنابراين H2O2 اثر پيرى بر سلول ها دارد.
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H2O2  نمودار جذب در حضور

H2O2 نمودار جذب بدون حضور

 .H2O2 غياب  و  حضور  در   MTT تست  جذب  مقايسه  نمودار   :3 نمودار 
اين تست نيز به منظور مقايسه جذب (و در واقع ميزان تكثير سلولي) 
غياب  و  حضور  و  رشد  هورمون  مختلف  غلظت هاي  با  تيمار  مقابل  در 
H2O2 صورت گرفت، در هردو نمودار روند افزايشى مشاهده مى شود. با 
آناليز داده ها مشخص شد كه بين اثر حضور H2O2 و غياب آن، اختلاف 

معنى دار وجود دارد.
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نتايج تست MTT (بعد از 120 ساعت انكوباسيون)
نتايج  تست MTT در حضور و غياب H2O2 در نمودار 3 نشان داده 
شده است كه با تاييد نتايج حاصل از تست هاى پيشين، با افزايش غلظت 
هورمون رشد، افزايش جذب نمايان مى شود. اما اختلاف معنى دار بين 
اثر غلظت هاى مختلف هورمون رشد بر جذب، نسبت به نمونه كنترل 
 0/275 ، H2O2 وجود ندارد. ميانگين جذب در نمونه كنترل در حضور

بود و در غياب H2O2، ميانگين جذب عدد 0/419 را نشان داد.
سلولى،  رشد  بر   H2O2 حضور  عدم  و  اثرحضور  بين  نيز،  دراينجا 

اختلاف معنى دار وجود دارد.

بررسى پيرى سلولى (بعد از 120 ساعت انكوباسيون) 
پيرى سلولى توسط رنگ آميزى β-Gal (17) بررسى شد، شمارش 
300 سلول صورت گرفت كه در اين تعداد، تعداد سلول هاى سبز رنگ 
(پير) و بى رنگ (جوان) (نمودار 4) و سپس درصد سلول هاى جوان در 

زير ميكروسكوپ (درحضور و غياب H2O2)، محاسبه شد.
در  چه  سلول ها  جوانى  درصد  رشد،  هورمون  غلظت  افزايش  با 
حضور و چه در غياب H2O2 روبه افزايش است (و درصد پيرى رو به 
كاهش است). اما اختلاف معنى دار بين اثر غلظت هاى مختلف هورمون 
رشد بر سلول ها (چه در حضور و چه در غياب H2O2) نسبت به نمونه 
كنترل (كه ميانگين درصد سلول هاى جوان در نمونه كنترل در حضور 
H2O2، 22 درصد و در غياب H2O2، ميزان ميانگين عدد 31/11 درصد  

بود) مشاهده نشد (نمودار 5).
درصد سلول هاى جوان در نمونه هاى تيمار شده با H2O2 پايين تر از 
درصد سلول هاى جوان نمونه هاى همتايشان در غياب H2O2 مى باشند. 
بين اثرحضور و عدم حضور H2O2 بر رشد سلولى، اختلاف معنى دار 

وجود دارد.
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نمودار 4:  نمودار مقايسه درصد سلول هاى جوان تست X-Gal در حضور 
و غياب H2O2. در هردو نمودار روند افزايشى مشاهده مى شود.

غلظت هورمون رشد (نانوگرم بر ميلي ليتر)

2
1/8

1/6

1/4
1/2

1
0/8

0/6

0/4

0/2
0

0                            0/1                         10                          100

ري
نو

ب 
جذ

H2O2  نمودار جذب در حضور

H2O2 نمودار جذب بدون حضور

نمودار 5:  نمودار مقايسه فعاليت تلومرازى در حضور و غياب (H2O2  بر 
اساس جذب). اين تست به منظور بررسي اثر غلظت هاي مختلف هورمون 
رشد و حضور و غياب H2O2 بر فعاليت تلومرازي صورت گرفت. در هر 

دو نمودار روند افزايشى مشاهده مى شود.

شكل 2: تصوير سلول هاى رنگ آميزى شده با β-GAL (بزرگ نمايى 400×) اين تست به منظور بررسي ميزان پيري سلول ها در مقابل غلظت هاي مختلف 
 (A .صورت گرفت. سلول هاى جوان پس از رنگ آميزى بى رنگ مى مانند، اما سلول هاى پير به رنگ سبز درمى آيند H2O2 هورمون رشد و حضور و غياب
پاساژ 4 (سلول هاى جوان)، B) پاساژ 12 (سلول هاى پير) سلول ها همانند روش ذكر شده در روش ها با آب اكسيژنه جهت القاي پيري تيمار و سپس با 
غلظت هاي مختلف هورمون رشد مجددا تيمار و به مدت 5 روز انكوبه شدند. C) يك نانوگرم در ميلي ليتر هورمون رشد، D) صد نانوگرم در ميلي ليتر 

هورمون رشد.
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فعاليت تلومرازى
جهت بررسى اين نكته كه آيا هورمون رشد فعاليت تلومرازى را 
افزايش مى دهد يا خير، از روش TRAP استفاده شد. فعاليت تلومرازى 
به  نسبت   ،H2O2 حضور  عدم  و  درحضور  فيبروبلاست  سلول هاى 
رشد،  هورمون  ميلى ليتر  در  نانوگرم   (100  ،10  ،0/1  ،0) غلظت هاى 
اندازه گيرى شد. فعاليت تلومرازى در حضور و غياب H2O2، هم زمان 
روند  اين  در  اما  است.  يافته  افزايش  رشد  هورمون  غلظت  افزايش  با 
افزايشى، اختلاف معنى دار نسبت به جذب نمونه كنترل، چه در حضور 
در  كنترل  نمونه  جذب  ميانگين  نشد.  مشاهده   H2O2 غياب  در  چه  و 
عدد 0/01  جذب  ميانگين   ،H2O2 غياب  در  و   0/321 ،H2O2 حضور 

بود.
تيمار  نمونه هاى  در  جذب  مى دهد،  نشان   7 شكل  كه  طور  همان 
 H2O2 غياب  در  همتايشان  نمونه هاى  جذب  از  پايين تر   H2O2 با  شده 
مى باشد. اين كاهش جذب در حضور H2O2 نشان مى دهد كه حضور 
حضور  عدم  و  اثرحضور  بين  مى كند.  كم  را  تلومرازى  فعاليت   H2O2

(ميانگين  دارد  وجود  معنى دار  اختلاف  تلومرازى،  فعاليت  بر   H2O2

جذب در نمونه كنترل مثبت كيت، عدد 2/54 را نشان داد).

بحث
فاكتورهاى  از  بعضى  كه  است  شده  ديده  مطالعات  از  برخي  در 
رشد نقش اساسى در تنظيم منفى يا مثبت تكثير برخى از انواع سلول ها 

در فرايند رشد بافت و تومورژنز دارند (6).
در آزمايشات ما، در بعضى تست ها (مثل تست شمارش سلولى)، 
نانوگرم   (100،10) بالا  غلظت هاى  با  تيمارشده  سلول هاى  تعداد  بين 
ميلى ليتر  در  نانوگرم   0 (غلظت  كنترل  نمونه  سلول هاى  و  ميلى ليتر  در 
هورمون رشد) بعد از 120 ساعت انكوباسيون، اختلاف معنى دار وجود 
روند   X-Gal رنگ آميزى  و   MTT و   BrdU تست هاى  نتايج  دارد. 
افزايشى جذب و يا رشد سلولى را نشان داد اما از آنجا كه آناليز آمارى 
مختلف  غلظت هاى  اثرات  بين  معنى دارى  اختلاف  كه  داد  نشان  نتايج 
اين  به  قطعيت  با  نمى توان  ندارد،  وجود  سلولى  رشد  بر  رشد  هورمون 

نتيجه رسيد كه هورمون رشد اثر ضدپيرى بر سلول ها دارد. 
در حالى كه بعضى مطالعات حاكى از آن است كه شايد هورمون 
رشد نوتركيب بتواند براى بهبود شرايط فيزيكى و عملكرد وظاهر افراد 

مسن، به كار رود (9).
به علاوه مطالعات سونتاگ و همكارانش در سال 1980 و مولر و 
همكارانش در سال 1993 ديده شد كه در انسان ها نيز مانند حيوانات 
حداكثر  سريع،  رشد  دوره ى  طول  در  پلاسمايى  رشد  هورمون  وجود 
است. بنابراين ميزان هورمون رشد به تدريج كاهش مى يابد و در افراد 
آيا  كه  نكته  اين  تشخيص  هرچند   .(20  ،19) است  كم  بسيار  مسن، 
كاهش آزاد شدن هورمون رشد همراه با افزايش سن، به عنوان اثرات 
باشد،  مي تواند  پيرى  دلايل  از  يكى  اينكه  يا  مى شود  محسوب  پيرى 
مشكل است اما مهم اين است كه تغييرات در تركيبات بدنى همراه با 
افزايش سن، نشانه هايى مشابه با كمبود هورمون رشد را نشان مى دهد. 
بدنى،  قدرت  بدن،  ماهيچه اى  توده  رفتن  دست  از  شامل  تغييرات  اين 
مواد  رفتن  دست  از  و  شكم  در  چربى  ذخيره  افزايش  چربى،  افزايش 
معدنى استخوان مى باشد. اين مطالعات حاكى از آن است كه بعضى از 
تغييرات در تركيب بدنى در طول دوره پيرى، توسط كاهش هورمون 
يا  يابد  بهبود  رشد  هورمون  درمان  با  مى تواند  و  مى شود  ايجاد  رشد 
هورمون  سيستم  عملكرد  كاهش  ديگر  عبارت  به  شود.  برطرف  كامل 

رشد - فاكتور شبه انسولينى 1، همراه با افزايش سن، مى تواند به عنوان 
كمبود هورمونى محسوب شود يا بتواند با به كارگيرى هورمون رشد يا 
پپتيدهايى كه رها شدن هورمون رشد را تحريك مى كند، درمان شود 

.(21-23)
در بعضى آزمايشات ديده شده است كه هورمون رشد يك عامل 
عنوان  به  رشد  هورمون  كاربرد  كه  است  ذكر  به  لازم  است.  ضدپيرى 
درباره اثرات  مطالعاتى كه در سال 1977  يك عامل ضدپيرى، توسط 
محدوديت مربوط به كالرى در حيوانات آزمايشگاهى صورت گرفت، 
حمايت مى شود. محدوديت مرتبط با كالرى، مشكلات بزرگى در دوره 
زندگى گونه   هاى مختلف از قبيل موش هاى آزمايشگاهى ايجاد مى كند.  
در سال 1995 نشان داده شد كه در اين حيوانات، در كاهش آزاد شدن 
هورمون رشد همراه با افزايش سن، تاخير ايجاد مى كند. مطالعات مشابه 
در  خونى  رگ هاى  رفتن  دست  از  كه  است  داده  نشان  سال 1997  در 
رشد  هورمون  كاهش  از  ناشى  است  ممكن  سن،  افزايش  با  همراه  مغز 

باشد (24-26).
اگر هورمون رشد مانع پيرى شود، كمبود آن بايد با كاهش احتمال 
زندگى همراه باشد. در بيماران با كاهش قدرت هيپوفيزى به نظر مى رسد 
كه اين مساله مشاهده مى شود، اما اين امر ممكن است ناشى از اثرات 

تومورهاى هيپوفيزى و درمان بعضى از اين بيماران باشد (9).
شناخته  كامل  طور  به  تلومراز،  فعال سازى  بر  حاكم  مكانيسم هاى 
بر  كه  مى رسد  نظر  به  نيز  مهم  هورمونى  فاكتور  چندين  نيست.  شده 
اسيد،  رتينوييك   ،D ويتامين  شامل:  كه  مى گذارد  اثر  تلومرازى  تنظيم 
استروژن و آندروژن مى باشد (27). به علاوه ديده شده است كه بعضى 
و  سلولى  تكثير  تنظيم  منظور  به  را  تلومرازى  فعاليت  رشد،  فاكتورهاى 
تمايز در سلول هاى نرمال و تومورزنز تنظيم مى كنند. بررسى نقش هاى 
عمر  طول  نتيجه  در  و  تلومرازى  فعاليت  در  رشد  فاكتورهاى  مختلف 
تكثير سلولى، در فهم بيان و عمل فاكتورهاى رشد تحت شرايط مختلف 

مهم مى باشد (6). 
فعاليت  بر  رشد،  هورمون  نام  به  ديگرى  فاكتور  اثر  مطالعه  اين  در 
تلومرازى بررسى شد، روند افزايشى فعاليت تلومرازى همراه با افزايش 
غلظت هورمون رشد وجود دارد ولى از آنجا كه اين اختلاف معنى دار 
 100 غلظت  تا  رشد  هورمون  كه  گرفت  را  نتيجه  اين  مى توان  نيست، 
نانوگرم در ميلى ليتر بر فعاليت تلومرازى اثرى ندارد اما با توجه به روند 
افزايشى فعاليت تلومرازى، شايد بتوان با افزايش غلظت هورمون رشد 

(بالاى 100 نانوگرم در ميلى ليتر) اين اثر را مشاهده كرد.

نتيجه گيرى
اثر  سلولى،  شمارش  تست  طريق  از  مطالعه  اين  در  مجموع  در 
 BrdU ضدپيرى هورمون رشد ديده شد، اما اين نتيجه توسط تست هاى
نمى توان  قطعيت  با  بنابراين  نشد،  تاييد   β-Gal رنگ آميزى  و   MTT و 
گفت كه هورمون رشد تا غلظت 100 نانوگرم در ميلى ليتر اثر ضدپيرى 
بر سلول هاى فيبروبلاست دارد. ولى از آنجا كه روند افزايشى در تمامى 
تست ها ديده شده است، شايد بتوان با افزايش غلظت هورمون رشد تا 
بالاى100 نانوگرم در ميلى ليتر (مثلا300،200 نانوگرم در ميلى ليتر (در 
علاوه نظر  مورد اثر ضد پيرى اين عامل با قطعيت بيشترى نظر داد. به 
قطعى در مورد اثر هورمون رشد بر فعاليت تلومرازى (به دليل معنى دار 
فعاليت  بر  رشد  هورمون  مختلف  غلظت هاى  اثر  بين  اختلاف  نبودن 
تلومرازى سلول ها) نياز به تحقيقات بيشتر با غلظت هاى بالاتر هورمون 
از  استفاده  و  پژوهش  اين  مسير  ادامه  با  شايد  مجموع  در  دارد.  رشد 

اثر هورمون رشد بر فرايند پيري
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غلظت هاى بالاتر هورمون رشد (بالاى 100 نانوگرم در ميلى ليتر) بتوان 
رنگ آميزى و   MTT و   BrdU تست هاى  در  را  اختلاف  معنى دارى 

β-Gal نيز مشاهده كرد.
تست ها  تمامى  در  سلول،  شدن  پير  بر   H2O2 اثر  پژوهش،  اين  در 
رشد  روند  اكسيژنه،  آب  كه  شد  مشخص  ديگر  عبارت  به  شد.  تاييد 
سلولى و فعاليت تلومرازى را كم مى كند و باعث مى شود سلول ها در 
تلومرازى  فعاليت  و  كمتر  رشد  آن  غياب  به  نسبت  عامل،  اين  حضور 

كمتر داشته باشند.

تقدير و تشكر
اين پژوهش در سال 1386 در پژوهشگاه ملى مهندسى ژنتيك و زيست 
فناورى آغاز و در اواخر سال 1387به پايان رسيد. از حمايت كننده مالى 
پژوهش، پژوهشگاه ملى مهندسى ژنتيك و زيست فناورى  (از بودجه مصوب 
طرح پژوهشي 311 تامين شده است) و دانشگاه تربيت معلم آذربايجان و 
كارشناسان پژوهشگاه به ويژه خانم شاه صنم عباسى،  خانم معصومه نورى و 

خانم ندا واصلي حق تقدير وتشكر ويژه به عمل مى آوريم.
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