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  26/6/1396تاريخ دريافت:   مجله دانشكده پزشكي اصفهان
4/9/1396تاريخ پذيرش:   1396اول دي ماهي/هفته453ي /شمارهمو پنج  سال سي

  
  ي غضروف در روند كندروژنز  ، نشانگر ويژهIIي انار در بيان پروتئين كلاژن نوع  عصاره بررسي تأثير

  هاي بنيادي سلول
  

  4يبن يهاشم بتول، 3، علي والياني3، ميترا سليماني2، بهزاد ذوالفقاري1مهري كتاني
  
  

  چكيده
شود. در اين  هاي بنيادي و عوامل رشد استفاده مي بافت غضروف، فاقد عروق و اعصاب است و قابليت ترميم ندارد. در مهندسي بافت غضروف، از سلول مقدمه:

  .گرديد هاي بنيادي مشتق از بافت چربي بررسي ساز سلول انار به عنوان عامل غضروف ي مطالعه، تأثير عصاره

 انار ي عصاره تأثير تحت هفته 2 مدت به فيبرين داربست در كندروژنيك القاي كشت محيط در سلولي، پاساژ سومين يانسان يچرب از مشتق ياديبن يها سلول ها: روش
 تمايز هاي سلول بررسي براي Western blot و) MTT( 2,5-diphenyltetrazolium bromide-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3) هاي روش. شدند داده كشت
  .رفت كاره ب يافته
 .رسيد اثبات به شده متمايز هاي سلول توسط II نوع كلاژن توليد و يافتند تمايز كندروسيت به انار ي عصاره ثيرتأ تحت بنيادي هاي سلول ها: يافته

  .چربي است هاي بنيادي مشتق از در سلول IIپروتئين كلاژن نوع ي مناسب جهت بيان  ي انار، يك القا كننده عصاره گيري: نتيجه

  IIنوع  هاي بنيادي، انار، كلاژن كندروژنز، سلول واژگان كليدي:

  
، نشانگر IIي انار در بيان پروتئين كلاژن نوع  عصاره بررسي تأثير .بتول يبن يهاشمكتاني مهري. ذوالفقاري بهزاد، سليماني ميترا، والياني علي،  ارجاع:
  1540- 1545): 453( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . بنياديهاي  ي غضروف در روند كندروژنز سلول ويژه

  
  مقدمه

از آن جايي كه غضروف نوعي بافت همبند اختصاصي فاقد عـروق و  
 هاي بافت غضروف اعصاب است، قابليت ترميم مناسبي ندارد. آسيب

  ).1( جهاني است ي نظير استئوآرتريت يكي از معضلات گسترده
بخشـي   روش مناسـب و نتيجـه   با وجود تحقيقات متعدد، همچنـان 

غضروف ارايه نشده  ي آسيب ديده ي براي ترميم و بازسازي كامل ناحيه
هاي متداول، تحقيقات را به سمت مهندسـي   است. اين ناكارآمدي درمان

ساز، مواد داربستي و عوامل رشـد   هاي غضروف بافت با استفاده از سلول
  ).  2مايند (سوق داده است تا بتوانند غضروف هيالن توليد ن

داربست مناسب براي مهندسي بافت غضروف، بايد از نظر زيسـتي  
پذير، سازگار و متخلخل باشد و بر فرايندهاي چسبندگي، تكثير،  تخريب

  ). 2ها تأثير مثبتي داشته باشد ( تمايز و مهاجرت سلول
هاي طبيعـي اسـت كـه از     داربست فيبرين، يكي از انواع داربست

چســبندگي بهتــر  تشــكيل شــده اســت و باعــث پــروتئين فيبرينــوژن
). مطالعات صـورت گرفتـه بـر روي بافـت     3شود ( ها مي كندروسيت

هـاي بـه دام افتـاده در ژل     دهـد كـه كندروسـيت    غضروف، نشان مـي 
). 4باشـند (  فيبرين، داراي توان توليـد كـلاژن و الاسـتين بـالايي مـي     

ــادي مزانشــيمي ( ســلول ــا  Mesenchymal stem cellsهــاي بني ي
MSCsتواننـد در شـرايط    هاي چند ظرفيتـي هسـتند كـه مـي     ) سلول

ــه انــواع ســلول هــاي تخصصــي ماننــد كندروســيت،  آزمايشــگاهي ب
  اديپوسيت تبديل شوند. استئوسيت يا
توان از مغز استخوان و يـا   هاي مزانشيمي بنيادي بالغ را مي سلول

 مقاله پژوهشي
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 بافت چربي جدا كرد و بـه عنـوان يـك منبـع مناسـب سـلولي بـراي       
هاي مهمـي در مهندسـي    ). بيومولكول2مهندسي بافت استفاده نمود (

، القـاي غضـروف و حفـظ    هـا  روند و نقش آن بافت غضروف به كار مي
هاي غضروف است. سه خانواده از عوامل رشد كه در تمايز  فنوتيپ سلول

)، Transforming growth factor )TGFغضـروف اثـر دارنـد شـامل     
Fibroblast growth factor )FGF و (Insulin-like growth factor 

)IGF2باشند ( ) مي.( 
Transforming growth factor-beta )TGF-β باعـــث ،(

و  IIهـا نظيـر كـلاژن     سـازي و بيـان برخـي از ژن    تحريك غضـروف 
شـوند و بـا توجـه بـه معـايبي ماننـد        ساخت گليكوزامينوگليكان مـي 

هـاي   هايپرتروفـه كـردن سـلول    بالا و نيمه عمر پايين و تأثير  ي هزينه
  ). 5تمايز يافته، دستيابي به تركيب مناسب ضرورت دارد (

ي انـار بـر غضـروف تـأثير دارنـد.       تركيبات طبيعي مانند عصـاره 
كـه   اسـت  Punicaceae ي هخـانواد  از كـوچكي  درخت انار، درخت
هـاي   انـار، مـانع آسـيب سـلول     ي عصارهباشد.  مي زمين مشرق بومي

ــان  ــرات پروتئوگليك ــروفي و تغيي ــل   غض ــاتريكس در مفاص ــاي م ه
انـــار شـــامل  ي تركيبـــات عصـــاره ).6شـــود ( اســـتئوآرتريت مـــي

Prodelphinidin anthocyanins ،Ellagic acid ،Gallic acid  و
، Oestrone acid punicic ellagic acidانار نيز شـامل   ي روغن دانه

Steroidal oestrogen  وNon-steroidal phytoestrogens 
  ).7باشند ( مي

Anthocyanins هـا هسـتند كـه     فنـول  ، گروهي از تركيبات پلـي
ي انــار، مــانع تخريــب  عصــاره داراي فعاليــت ضــد التهــابي هســتند.

از طريـق  ماتريكس و التهـاب و باعـث حفـظ يكپـارچگي غضـروف      
دهد مصرف انار،  مي مطالعات نشان). 8(شود  هاي مختلف مي مكانيسم

شـود و   هاي التهابي (عامل تخريب غضـروف) مـي   باعث مهار محرك
  ). 9تركيب مناسبي براي جلوگيري از استئوآرتريت است (

 هـاي پـيش التهـابي و    ي انار داراي اثر مهاري بر سيتوكاين عصاره
Mitogen-activated protein kinase )MAPK( ــت ــه  اسـ كـ

MAPK شدن  منجر به فعالMMP مطالعات نشان داده 8گردد ( مي .(
توليـد   و Prostaglandins E2منجر به مهار  Prodelphinidinاست 

هاي  ). از آن جايي كه جهت القاي تمايز سلول10شود ( مي IIكلاژن نوع 
انار گزارشي به دسـت نيامـده    ي بنيادي به كندروسيت تحت تأثير عصاره

 ي ده است كه تـأثير عصـاره  سعي ش ي حاضر است. از اين رو، در مطالعه
هاي بنيـادي   انار به عنوان يك عامل القا كننده بر روند كندروژنز در سلول

  .مورد بررسي قرار گيرد IIمشتق از چربي و توليد پروتئين كلاژن نوع 
  

  ها روش
 ـبن يهـا  سـلول  ريجدا كردن و تكث  ـ  يادي جهـت   :ياز بافـت چرب

با كسـب  هاي بنيادي، بافت چربي زير جلدي انساني  جداسازي سلول
اتاق عمل تحـت شـرايط    نفر) در 3(به تعداد  كتبي از بيماران ي اجازه

 ـ  ،نكوبـاتور ا دقيقه در 40و به مدت مد دست آه استريل ب ثير أتحـت ت
گرم بـه ازاي هـر گـرم     ميلي 1 به ميزان )I )Sigmaنوع  آنزيم كلاژناز

ــه   ــي تجزي ــت چرب ــدباف ــپگردي ــا   ،س. س ــزيم ب ــت  آن ــيط كش   مح
Dulbecco's Modified Eagle's Medium )DMEM( )Gibco (

و محلـول   شدغير فعال درصد  Fetal bovine serum )FBS (10 و
دقيقـه   8دور در قيقـه بـه مـدت     1400به دست آمده با شـتاب  بافتي 

  محـــيط كشـــت  و رســـوب ســـلولي در   گرديـــدوژ يســـانتريف
DMEM  +FBS 10  ــد ــاوي درصـ ــي 1حـ ــد آنتـ ــك  درصـ بيوتيـ

ــي و درصــد  CO2 5 در شــرايط )Gibco( استرپتومايســين/ســيلين پن
  .)11داده شد (كشت گراد  سانتي ي درجه 37حرارت 
) Fresh frozen plasma )FFPليتـر   ميلـي  15 :نيترومب ي هيته

ليتـري   ميلـي 10تهيه شـده از مركـز بانـك خـون اصـفهان همـراه بـا        
شـتاب  بـا   ،سـپس  گرديد.دقيقه انكوبه  60به مدت گلوكونات كلسيم 

محلول انجام گرفت. دقيقه سانتريفيوژ  8به مدت دور در دقيقه  2200
 .)12بود (رويي حاوي ترومبين 

آبـاد   ي نجف ي انار از منطقه كيلوگرم ميوه 3حدود  :يريگ عصاره
ي انـار بـه    كيلـوگرم دانـه   5/1آوري شد و حدود  استان اصفهان جمع

هاي انار خشك  ها به مدت چند روز خشك شدند. دانه دست آمد. دانه
درصـد   70به صورت پودر درآمد و در مقدار كافي از حـلال اتـانول   

ــد و  ــانده ش ــاعت روي  4خيس ــ Shakerس ــس از ق ــد. پ   رار داده ش
ي گيـاه روي   ساعت، عصاره با قيف بوخنر صاف شد. باقي مانـده  24

) بازگردانده و با حلال تـازه  Macerationقيف به ظرف ماسراسيون (
گيري، سه  خيسانده شد. اين عمل، جهت اطمينان از كامل شدن عصاره

ي مــايع بــه دســت آمــده از روش  ). عصــاره13بــار تكــرار گرديــد (
  اسيون، در چند مرحله با اسـتفاده از دسـتگاه روتـاري در دمـاي     ماسر

دور در دقيقه، به ميزان حـدود   60گراد و با سرعت  ي سانتي درجه 45
يك چهارم حجم اوليه، تا تبخيـر كامـل اتـانول تغلـيظ شـد. سـپس،       

تـا بـه   Freeze-drying ي تغليظ شده فريز گرديد و با دستگاه  عصاره
  ).14رم خشك گرديد (دست آمدن كامل پودر ن

   پاسـاژ سـوم بـه تعـداد    ي هـا  سـلول  :كيكنـدروژن  زيتما يالقا
چاهك موجود در ميكروليتر ترومبين  500به ليتر  سلول/ميلي 1×  106

(تهيه  Cryocipitateز محلول اميكروليتر  500منتقل و خانه  24پليت 
 گرديداضافه  به آنحاوي فيبرينوژن شده از مركز بانك خون اصفهان) 

هـاي بنيـادي    سـلول  ،سـپس  تشكيل شـود.  سلول -تا داربست فيبرين
 كنـدروژنيك حـاوي   يالقاثير مديوم أتحت ت ،كاشته شده در داربست

DMEM high glucose )Gibco( ،Penicillin/streptomycin 
)Gibco (100 ليتر ميكروگرم/ميلي) دگزامتازون ،Dexamethasone (
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)Sigma (100  ،ــانومول ) insulin ،transferrin ،selenium )ITSنـ
)Sigma  ليتــــر ميكروگرم/ميلــــي 5و  5/5، 10) بــــه ترتيــــب ،  

Bovine serum albumin )BSA) (Sigma (5/0 و ليتـر   گرم/ميلي ميلي
Ascorbate 2 phosphate )ASP( )Sigma (50  ليتـر  ميكروگرم/ميلـي، 

در  .نددداده ش ـ روز كشـت  14بـه مـدت   به كندروسيت جهت تمايز 
ليتـر   ميكروگرم/ميلـي  100غلظت  باكندروژنيك  محيط مورد، ازگروه 
انـار اضـافه    ي انار استفاده گرديد و در گروه شاهد، عصـاره  ي عصاره
  ).12نشد (

ــن روش،  :Western blot روش ــط 106در ايـ ــلول توسـ    سـ
Tris-Sodium dodecyl sulfate )Tris-SDS( 2  ــا ــد ب  pHدرص

هاي پروتئينـي بـا    تجزيه شد و نمونه (سيتومتين ژن، ايران) 5/7معادل 
 Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gelاستفاده از روش 

electrophoresis )SDS-PAGE(  ولت  70دقيقه با ولتاژ  120براي
ــد.  ــورز گردي ــروتيئن  الكتروف ــاه، پ ــلولز    آن گ ــذ نيتروس ــه كاغ ــا ب ه

)Whatmanدقيقـه منتقـل    120و مدت زمـان  آمپر  ميلي 4جريان  ) با
روز در  يك شـبانه  Blocking ي شدند. غشاي نيتروسلولز براي مرحله

درصد قرار گرفـت. سـپس، سـه     4 شير خشك (سيتومتين ژن، ايران)
شسته شـد. غشـا، يـك     )Tris-Buffered saline )TBS مرتبه با محلول

 Mouse anti-human collagen type II بادي اوليه شب در محلول آنتي
)Abcam(  در دماي آزمايشگاه انكوبه شد و بعد از  1:1000با غلظت

بـراي   1:5000با غلظت  Secondary antibodyشستشو، در محلول 
ساعت قـرار گرفـت و پـس از شستشـوي نهـايي، بانـدهاي        3مدت 

) Diaminobenzidine )DAB) (Abcam-′3,3 پروتيني بـا محلـول  
افـزار   با اسـتفاده از نـرم   Western blotوش مشخص گرديد. نتايج ر

Image J 15هاي نيمه كمي تبديل گرديد ( به داده(.  
  

  ها افتهي
مورفولــوژي : مورفولــوژي ســلولهاي بنيــادي مشــتق از بافــت چربــي

ميكروسكوپي سلولهاي بنيادي در پاسـاژ سـوم، شـبه فيبروبلاسـت و     
هـاي مختلفـي    ها شـكل  ) سلولP0كشيده هستند ولي در كشت اوليه (

  ).1دارند( شكل
  

 
هاي بنيادي انساني مشتق  تصوير ميكروسكوپ اينورت از سلول .1شكل 

  ×) 40) (b) و در پاساژ سوم (a(بعد از سه روز از چربي در كشت اوليه 

پـس از   Western blotبر اسـاس نتـايج    :Western blot جينتا
در گروه داراي  IIالقاي تمايز كندروژنيك، وجود پروتئين كلاژن نوع 

انار بر روي كاغذ نيتروسـلولز بـه صـورت كيفـي مشـخص       ي عصاره
انار) باند مربوط به  ي گرديد. در حالي كه در گروه شاهد (فاقد عصاره

   ).2اين پروتئين بسيار ضعيف بود (شكل 
  

 
  هاي  در گروه II. نتايج كيفي توليد پروتئين كلاژن نوع 2شكل 

  انار) و شاهد ي مورد (عصاره
  
در  شاهد و مورد يها در گروه IIكلاژن  نيپروتئ ديتول يكم جينتا
  شود. ديده مي 3شكل 
  

 
 مورد و شاهد يها در گروه IIكلاژن  نيپروتئ ديتول يكم جينتا. 3 شكل

  ها نآ ي سهيمقا انار) و ي (عصاره
***

  .)P > 001/0( داشت وجود گروه دو نيب يدار يمعن ارتباط 
  

  بحث
آن جايي كه غضروف نوعي بافت همبند اختصاصي فاقد عـروق و   از

 ي اعصاب است و قابليت ترميم مناسبي نيز ندارد، دسترسي بـه شـيوه  
 ).16مناسب براي ترميم بافت غضروف ضروري است (

هاي طبيعـي اسـت كـه از     داربست فيبرين، يكي از انواع داربست
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طالعـات صـورت   ). م3، 17پروتئين فيبرينوژن تشـكيل شـده اسـت (   
هاي بـه   دهد كه كندروسيت بافت غضروف نشان مي ي گرفته در زمينه

دام افتاده در ژل فيبرين، داراي توان توليـد كـلاژن و الاسـتين بـالايي     
و همكاران، اثر داربست فيبرين بـر   Hendrickson). 4، 18باشند ( مي

ي بنيادي مشتق از مغز استخوان خرگوش را بررس هاي كندروژنز سلول
). براي 19را گزارش نموده است ( IIو افزايش اگريكان و كلاژن نوع 

هاي بنيادي بافت چربي بـه   سلول ي حاضر، توليد غضروف در مطالعه
تر و قابليـت تكثيـر بيشـتر     دليل تعداد بيشتر، در دسترس بودن راحت

  ).20-21هاي بنيادي مغز استخوان به كار رفت ( نسبت به سلول
ــ ــارهيكـــي از تركيبـــات مـ ــروف، عصـ ــر غضـ ــار ي  ؤثر بـ انـ

)Pomegranate .ــت ــاره) اس ــاري روي  ي  عص ــر مه ــار، داراي اث ان
 Matrix metalloproteinasesالتهــابي و  هــاي پــيش  ســيتوكاين

)MMPs ( است)در مطالعات انجام شده، مشخص گرديـده   ).22-23
(تركيبي كه در انار موجود اسـت)، منجـر    Prodelphinidinاست كه 

ــار   ــه مه ــوع  و  Prostaglandins E2ب ــلاژن ن ــد ك ــط  IIتولي توس
. همچنـين، داراي تركيبـات   )24شـود (  هاي غضروف مـي  كندروسيت
ها هستند و  فنول است كه از تركيبات پلي Anthocyaninsمهمي مانند 

  ها تأثير مثبتي دارد. بر توليد كلاژن و اگريكان در كندروسيت
Garbacki  ـ  ي و همكاران، اثر عصـاره  هـاي   ر كندروسـيت انـار ب

بـر   Anthocyaninsانساني را بررسي كردند و مشـخص گرديـد كـه    
  .)25و پروتئوگليكان تأثير مثبتي دارد ( IIتوليد كلاژن 
جهـت   In vivoپور جهرمي و مظفري كرماني، در شـرايط   هادي

انـار را   ي انار بر مفصل تيبوفمورال موش، عصارهي  بررسي اثر عصاره
هـا دادنـد و تغييـرات     به صورت خوراكي در دزهاي معين بـه مـوش  

ــورد مطالعــه   ــه بعــد م ــو دو هفت ي  هيســتوپاتولوژيك در مفاصــل زان

انـار  ي  مطالعه نشـان داد كـه عصـاره   نتايج  ميكروسكوپي قرار گرفت.
هاي زانو و حفاظـت از   و باقي ماندن پروتئوگليكان MMPباعث مهار 

  ).24(غضروف زانو گرديد 
Shukla  و همكــاران در شــرايطIn vitro  انــار در   ي عصــارهاز

  ).26(راگزارش كردند  IIتوليد كلاژن كندروسيت موش استفاده و 
Rasheed موش داراي  براي كندروسيت ،و همكارانOA  در شرايط

In vitro انار استفاده كردند كه منجر به كاهش التهاب مفاصل ي از عصاره، 
  ).27گرديد ( IIتوليد كلاژن ) و Nitric oxide )NOكاهش 

انـار بـه    ي موجود از تحقيقات پيشين، از عصـاره  هاي در گزارش
هاي استئوآرتريت جهـت كـاهش التهـاب اسـتفاده      طور عمده در مدل

هـاي بنيـادي بـه كندروسـيت      شده است و در مورد القاي تمايز سلول
تحت تأثير اين تركيب اطلاعاتي به دست نيامده است. در اين مطالعه، 

انــار در رونــد القــاي كنــدروژنز از  ي بــراي اولــين مرتبــه، از عصــاره
نيادي در داربست فيبرين استفاده گرديد و توليد پـروتئين  هاي ب سلول

  باشد، به اثبات رسيد. كه نشانگر مهم غضروف مي IIكلاژن نوع 
ي انـار بـه محـيط     گيـري نهـايي ايـن كـه افـزودن عصـاره       نتيجه

را كه نشانگر مهم غضروف  IIتواند توليد كلاژن نوع  كندروژنيك، مي
رود در روند مهندسـي بافـت    ميشود، القا كند و احتمال  محسوب مي

  .غضروف، عامل مهم و ارزشمندي باشد
  

  تشكر و قدرداني
كارشناسـي ارشـد اسـت كـه بـا       ي نامـه  ي حاضر، حاصل پايـان  مقاله
معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي  ي در حوزه 395265 ي شماره

هاي اين معاونت به انجام رسيد. از ايـن   اصفهان تصويب و با حمايت
 .نمايند رو، نويسندگان مقاله از زحمات ايشان تشكر و قدرداني مي
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The Effect of Pomegranate Extract on Producing Type II Collagen in 

Differentiation of Adipose-Derived Stem Cells into Chondrocytes 
 

Mehri Katani1, Behzad Zolfaghari2, Mitra Soleimani3, Ali Valiani3, Batool Hashemibeni4 
 
Abstract 
Background: Cartilage tissue is avascular and has no repairing capacity. For cartilage tissue engineering, stem 
cells and growth factors are used. In this study, the effect of pomegranate as inducer for chondrogenesis of 
adipose-derived stem cells (ADSCs) was evaluated.  

Methods: Human adipose-derived stem cells in third passage seeded in fibrin were cultured in chondrogenic 
medium with pomegranate for 2 weeks. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT 
assay) and western blot technique were applied for evaluation of differentiated cells. 

Findings: Adipose-derived stem cells differentiated into chondrocytes; and type II collagen production by 
differentiated cells was proved. 

Conclusion: Pomegranate extract is an appropriate inducer for production of type II collagen in adipose-derived 
stem cells. 
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