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چكيده
آسكوربيك اسيد (ويتامينC) ، يكي از ويتامين هاي محلول در آب مي باشد كه در بيشتر پستانداران به استثنائ پريمات ها 
و خوكچه هندي در كبد از گلوكز سنتز مي شود.اين ويتامين نقش اساسي در سنتز پروتئين هاي ماتركيس خارج سلولي ايفا 
نموده و يكي از آنتي اكسيدان هاى مهم مي باشد.هدف از اين تحقيق بررسى اثرات اين ويتامين بر رشد و نمو جوانه اندام 
حركتي تحت شرايط  in vitro است. در روز 11/5 ، موش هاي نژاد NMRI حامله كشته شده و جوانه هاي اندام حركتي  
جنين ها ى خارج شده و جدا و تحت عنوان گروه هاي كنترل، تجربي 1 و2 دسته بندي و نمونه هاي هر گروه باروش 
Trowell در حالت in vitro كشت داده شدند.دوزهاي آسكوربيك اسيد در اين شرايط به ترتيب براي گروه هاي تجربي 
1 و2 ، 50 و 100ميلى گرم بر ميلى ليتر مي باشند. بررسى هاى ريخت شناسى و بافت شناسى در گروه هاي كنترل، تجربي 
1و 2 به روش هاى معمول  صورت گرفت. در طى اين بررسى ها مشخص گرديد كه رشد طولي در محور پروكسيمال-

ديستال در گروه هاي تجربي 1و 2 نسبت به كنترل افزايش وابسته به دوزي داشته وكاهش معني داري را در تعداد سلول 
هاي مزانشيمي ،  افزايش تعداد گلبول هاي قرمز و ازنظر سيتولوژيكي، در ناحيه پروكسيمال كندروسيت هاي هيپرتروفيك 

در گروههاي تجربي مشاهده شدند.
آسكوربيك اسيد، جوانه اندام حركتي، كشت اندام، گلبول قرمز، كندروسيت، آنتي اكسيدان.كليد واژه: آسكوربيك اسيد، جوانه اندام حركتي، كشت اندام، گلبول قرمز، كندروسيت، آنتي اكسيدان.كليد واژه: آسكوربيك اسيد، جوانه اندام حركتي، كشت اندام، گلبول قرمز، كندروسيت، آنتي اكسيدان.

مقدمه
كربنه اى   6 لاكتون   (C (ويتامين  اسيد  آسكوربيك 
گلوكز  از  پستانداران  گونه هاي  بيشتر  كبد  در  كه  است 
پريمات ها و خوكچه  اين ويتامين در  سنتز مي شود. سنتز 
هندي به واسطه عدم حضور آنزيم گونولاكتون اكسيداز 
بوده  الكترون  دهنده  يك   C ويتامين  نمي گيرد.  صورت 
فيزيولوژيكي  اعمال  تمامي  مي باشد.  كننده  احيا  عامل  و 
و بيوشيميايي آن به خاطر عملكرد الكترون دهندگي آن 
كلاژن  سنتز  براي   C ويتامين   .(1،7) است  توجيه  قابل 
(تركيب اصلي ساختار رگ هاي خوني، تاندون ها، رباط ها 
اساسي  نقش  ويتامين  اين  مي باشد.  استخوان) ضروري  و 

هم  مي كند.  ايفا  نفرين  نورواپي  نوروترانسميتر  سنتز  در 
به  ناقل چربي  چنين در سنتز كارنيتين (مولكول كوچك 
Cميتوكندري) نقش دارد (2). ويتامين Cميتوكندري) نقش دارد (2). ويتامين C هم چنين يك آنتي 

مولكول هايي  مقادير كم آن  و  بوده  موثر  بسيار  اكسيدان 
نوكلئيك   اسيدهاى  و  پروتئين، چربي،كربوهيدرات   نظير 
به وسيله راديكال هاي  از تخريب  (DNA & RNA) را 
حفاظت  مي شوند،  ايجاد  نرمال  متابوليسم  طي  كه  آزاد 
آنتي  ديگر  مجدد  سنتز  باعث  ويتامين  اين  مي كند. 
اكسيدانت ها نظير ويتامين E مي گردد (3). ويتامين C در 
و  سرب  مسموميت  اسكوروي،  نظير  بيماري هايي  درمان 
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ديابت نقش موثرى دارد. در اسكوروي بافت هاي كلاژنى 
آسيب پذيري زيادي پيدا نموده و اين ويتامين مي تواند در 
سنتز  سنتز كلاژن،  اهميت آن در  به علت  بيماري  درمان 
نوراپي نفرين و كارنيتين در كاهش علائم خستگي حاصل 
از اين بيماري نقش ايفا نمايد. اين ويتامين با كاهش جذب 
سرب از روده باعث كاهش مسموميت سرب مي شود. هم 
LDLچنين با كاهش سطح LDLچنين با كاهش سطح LDL خون و نيز اتساع عروق باعث 

كاهش فشار خون و بيماري هاي كرونري قلبي ايجاد شده 
C ويتامين  نقش  به  توجه  با   .(1) مي گردد  ديابت  توسط 

به عنوان آنتي اكسيدان و نقش آن در توليد پروتئين هاي 
اثر  بررسى  تحقيق  اين  از  سلولي هدف  ماتريكس خارج 
آسكوربيك اسيد (ويتامين C) بر رشد و نمو جوانه اندام 

حركتى جنين موش تحت شرايط in vitro مى باشد. 
مواد و روش ها
تركيبات شيميايي 

ال-  صورت  به  استفاده  مورد  اسيد  آسكوربيك 
آسكوربيك اسيد با فرمول شيميايي C6H8O6 از شركت 
مرك به صورت بلورهاي ريز سفيد رنگي با وزن مولكولي  
تهيه  سانتى گراد  درجه   190-192 ذوب  نقطه  و   176/12

گرديد.
حيوانات 

به علت نزديك   NMRI نژاد  اين تحقيق از موش  در 
بودن ويژگى ها و مراحل تكويني اين پستاندار با انسان به 
عنوان مدل حيواني و نيز داشتن قدرت زاد و ولد سريع تر 
اين نژاد موش نسبت به ساير نژادها استفاده شد. به علت 
اين كه تجربيات ما بر روي جنين ها انجام شده است قدرت 
زاد و ولد، فاكتور مناسبي در انتخاب مدل حيواني مناسب 
از  استفاده در شرايط طبيعي  مي باشد. مدل حيواني مورد 
نظر درجه حرارت، تغذيه و نور قرار گرفتند. از آن جايى 
كه در اين تحقيق بررسي بر روي جنين موش ها صورت 
مي گيرد، موش هاي نر و ماده به نسبت 1به 3، جفت و هر 
روز ساعت 6 الي 8 صبح موش هاي ماده مورد بررسي قرار 
vaginal plugگرفتند. روز رويت vaginal plugگرفتند. روز رويت vaginal plug روز صفر حاملگي در 

نظر گرفته شد. بعد از رويت vaginal plug و تعيين روز 

صفر حاملگي، در روز11/5 حاملگي، موش هاي باردار به 
كشته و در شرايط استريل  cervical dislocation روشcervical dislocation روشcervical dislocation

جنين ها از رحم خارج و اندام هاي حركتي جلويي آن ها 
جدا شدند پس از جدا شدن، اندام هاي حركتي به سه گروه 
Trowell روش  با   EMEM كشت  محيط  در  و  تقسيم 

كشت داده شدند.
الف) گروه كنترل: ظروف كشت حاوي محيط كشت 

EMEM بود.

ليتر  ميلى  بر  ميكروگرم   50 تجربي1:  گروه  ب) 
آسكوربيك اسيد به محيط كشت افزوده شد.

ليتر  ميلى  بر  ميكروگرم   100 تجربي2:  گروه  ج) 
آسكوربيك اسيد به محيط كشت افزوده شد. 

بعد از گذشت دو روز از كشت اندام هاى حركتى، طول 
و عرض آن اندازه گيرى و براى بررسى هاى بافت شناسي 
و ريخت شناسى به تثبيت كننده بوئن منتقل و پس از تهيه 
ائوزين  هماتوكسيلين–  روش  به  رنگ آميزى  و  بافت 
ميكروسكوپ  استريو  و  نورى  ميكروسكوپ  توسط 

مشاهده گرديد. 
تحليل آمارى 

SPSSو  افزار  نرم  از  استفاده  با  آزمايش ها  نتايج 
آمارى  تحليل  و  تجزيه  مورد   ANOVA آزمون  روش 
افزار  نرم  توسط  نياز،  مورد  نمودارهاى  قرارگرفتند، 

Excell رسم گرديد. 

نتايج
در اين تحقيق شاخص هاى مختلفي از جمله: طول كل 
اندام حركتي، عرض كل اندام حركتي، تعداد سلول هاي 
گلبول هاي  تعداد  مزانشيمي ،  سلول هاي  تعداد  غضروفي، 
قرمز و تعداد سلول هاي دژنره از ديد آماري و هم چنين 
تغييرات فنوتيپي سلول هاي غضروفي به لحاظ ظاهري در 
دو منطقه جوانه ى اندام حركتي (منطقه 1: انگشتان تا مچ، 
طول  گرفت.  قرار  بررسي  مورد  بازو)  و  ساعد   :2 منطقه 
گروه هاي  در  جلويي  حركتي  اندام  جوانه  كل  عرض  و 
معني داري  افزايش  كنترل  گروه  به  نسبت   2 1و  تجربي 
را نشان داد ( به ترتيب p<0/05 وp<0/01) (نمودار 1و 

بررسى اثر آسكوربيك اسيد (ويتامين C) بر رشد و نمو جوانه اندام حركتى جنين موش ...12 ï
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و  هيستولوژيكي  مقاطع  تهيه  از  بعد  شمارش   .(1 شكل 
ائوزين انجام گرفت. – ائوزين انجام گرفت. – ائوزين انجام گرفت.  رنگ آميزي به روش هماتوكسيلين
بررسي هاي آماري نشان داد كه تعداد سلول هاي غضروفي 
در هر دو منطقه در گروه هاي تجربي1و2 نسبت به گروه 
p<0/05 ترتيب  (به  داشته  معني داري  افزايش  كنترل 

يك  منطقه  در  مزانشيمي  سلول هاي  تعداد  و   (p<0/01و
جوانه اندام حركتي در گروه تجربي 1و2 نسبت به گروه 
تعداد  دو  منطقه  در  و  نداشته  معني داري  تغيير  كنترل 
گروه  به  نسبت   1 تجربي  گروه  در  مزانشيمي  سلول هاي 
گروه  در  ولي  نمي دهد،  نشان  معني داري  تفاوت  كنترل 
تجربي2 نسبت به كنترل كاهش معني داري مشاهده شده 
است (p<0/05). تعداد سلول هاي دژنره در منطقه 1 و2 

جوانه اندام حركتي جلويى نسبت به گروه كنترل تفاوت 
معني  داري نشان نداد. بررسي آماري تعداد گلبول هاي قرمز 
مشخص نمود كه در منطقه 1 جوانه اندام حركتي در گروه 
تجربي 1و 2 نسبت به گروه كنترل افزايش معني داري نشان 
 2 منطقه  در   .(p>0/001 و   p<0/01 ترتيب  (به  مي دهد 
تعداد گلبول هاي قرمز در گروه هاي تجربي 1 و2 نسبت به 
گروه كنترل افزايش معني داري را نشان مي دهد (به ترتيب 

p<0/05 و p<0/01) (جدول1و شكل 2).
بررسي هاي فنوتيپي نشان داده كه سلول هاي غضروفي 
ابعاد  داراي  حركتي  اندام  جوانه  پروكسيمال  ناحيه  در 
بزرگتري بوده و هيپرتروفي شديدي در گروه هاي تجربي 

نسبت به كنترل مشاهده شده است. 

جدول 1- ميانگين و اختلاف از معيار شاخص سلولى جوانه حركتى

حراف از معيار طول اندام هاى حركتى جلويى و انحراف از معيار طول اندام هاى حركتى جلويى و انحراف از معيار طول اندام هاى حركتى جلويى ميانگينار 1- ميانگينار 1- ميانگين نمود
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بحث و نتيجه گيرى
از آن جا كه شروع تشكيل جوانه اندام حركتي جلويي 
جنين موش در روز 9/5 رشد و نمو جنيني و جوانه اندام 
حركتي عقبي در روز 10 رشد و نمو جنيني مي باشد (1)  به 
اين دليل روز 11/5 جنيني به عنوان روز جداسازي جوانه 
باسيون آن در محيط كشت  از بدن جنين و شروع آنكو 
انتخاب گرديد. در اين تحقيق تعداد سلول هاي غضروفي 
افزايش معني داري را نشان مي دهد. آسكوربيك اسيد به 
روش هاي مختلفي باعث افزايش تكثير سلول هاي مختلف 
از جمله كندروسيت ها، رسپتورهاي كلاژن يا اينتگرين ها 
مي گردد. اينتگرين ها باعث القاي سيگنال ها از ماتريكس 
خارج سلولي به اجزاي داخل سلولي شده و باعث تكثير 
مسيرهاي  طريق  از  سلولي  مختلف  دودمان هاي  تمايز  و 

signaling داخل سلولي مي شود (8).

افزودن 0/2 ميلي مول سديم آسكوربات باعث افزايش 

و  شده  مفصلي  كندروسيت هاي  وسيله  به   DNA سنتز 
3H-thy- 3 با اندازه گيري ميزان شركتH-thy- 3 با اندازه گيري ميزان شركتH-thy- DNA افزايش سنتزDNA افزايش سنتزDNA

midinne راديواكتيو در ساختار DNA كندروسيت هاي 

مفصلي خرگوش در شرايط كشت اندام و كشت سلولي 
قابل استناد است. اين تاثير با افزايش مدت زمان كشت به 
ميزان 8 روز كاهش پيدا مي كند. البته در شرايط كشت اندام 
قطعات جدا شده از مفاصل خرگوش هاي نابالغ (3 ماهه) 
بهتر از خرگوش هاي 2 الي 3 ساله به شرايط آزمايشگاهي 
پاسخ مي دهند(6). هم چنين اين ويتامين باعث افزايش سنتز

افزايش  باعث  و   1,2,5-dihydroxy vitamin D3

ويتامين  اين  مي گردد.   D3 ويتامين  رسپتورهاي  تعداد 
باعث بر هم كنش بين اينتگرين ها و پروتئين هاي ماتريكس 
غضروف كه حاوي RGD هستند، گشته و باعث پيشبرد 
اندام  طول  افزايش   .(3،4) مي گردد  كندروسيت ها  تمايز 
حركتي را نيز مي توان با افزايش تعداد سلول هاي غضروفي 

بررسى اثر آسكوربيك اسيد (ويتامين C) بر رشد و نمو جوانه اندام حركتى جنين موش ...14 ï

(1125x)شكل 2- مقاطع ميكروسكوپى بافت اندام حركتى 13/5 روز با بزرگنمايى ميكروسكوپى

الف) كنترل،    ب)تجربي 1،     ج) تجربي 2    (-1 سلول غضروفي، 2- سلول مزانشيمي، 3- گلبول  قرمز، 4-سلول  دژنره)

شكل 1- فتو ميكروگراف مقاطع مختلف جوانه اندام حركتى 13/5 روزه (بزرگنمايى ميكروسكوپى45 ×)شكل 1- فتو ميكروگراف مقاطع مختلف جوانه اندام حركتى 13/5 روزه (بزرگنمايى ميكروسكوپى45 ×)

الف) كنترل،     ب)   تجربي 1،    ج)تجربي 2
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و افزايش ابعاد آن ها توجيه كرد. هم چنين در اين تحقيق 
يافت.  افزايش  اندام  در  موجود  قرمز  گلبول هاي  تعداد 
Johnston و همكارانش درسال1993 مشخص  كارهاي 
گلوتاتيون  ميزان  افزايش  با  اسيد  آسكوربيك  كه  نموده 
گلبول هاي قرمز خون باعث افزايش ميزان آن ها مي گردد، 
اكسيدانت  آنتي  يك  عنوان  به  شده  احيا  گلوتاتيون 
حمايت  اكسيداسيون  برابر  در  را  سلولي  ساختارهاي 
مي كند. كاهش غلظت گلوتاتيون همراه با تخريب سلولي، 

موجب سركوب ايمني بدن و پيري مي گردد(5).
در   2005 سال  در  همكارانش  و   Zan بررسى هاى 
تاييد اين مطلب نشان داد كه افزودن آسكوربيك اسيد به 

افزايش غلظت شاخص هايي  باعث  ظروف محتوي خون 
چون ATP و كاهش يون پتاسيم (+K) موجود در محلول 
ميزان  به  را  اكسيد  سوپر  راديكال  غلظت  نيز  و  گشته 
تاثير  فوق  مشاهدات  همه   .(8) مي دهد  كاهش  زيادي 
قرمز  گلبول هاي  بر  اسيد  آسكوربيك  اكسيدانتي  آنتي 
مي كند. تاييد  را  آن ها  عمر  و  دوام  نتيجه،  افزايش  در  و 

كاهش سلول هاي مزانشيمي نيز بدين نحو توجيه مي شود 
كه اين سلول ها به سلول هاي غضروفي تمايز مي يابند در 
نتيجه تعداد آن ها در مقاطع بافتي كاهش معني داري پيدا 
مي كند. به طور خلاصه تاثيرات آسكوربيك اسيد بر روي 

مشخصه هاي مورد بررسي وابسته به دوز مي باشد. 
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