
مطالعه اثرات نانو دی اکسید تیتانیوم  بر رشد و  نمو جوانه اندام حرکتی جلویی جنین 
 in vitro در شرایط NMRI موش نژاد
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چکیده

سابقه و هدف : به منظور بررسی اثرات  نانو  دی اکسید تیتانیوم  بر روی مراحل تکوینی جوانه های اندام حرکتی جلویی، از روش  
in vitro استفاده شد. 

مواد و روش ها : در این روش، در روز 11/5 بارداری جوانه های اندام حرکتی جلویی از بدن جنینها جدا گردیده و با استفاده از 
تکنیک گرید در محیط کشت DMEM در فاز بین محیط کشت مایع و هوا و در دمای 1/∙ ± 37 درجه سانتیگراد به مدت 1 روز انکوبه 
شدند. بدین منظور، تکوین سه گروه از جوانه های اندام حرکتی )کنترل ، شم و تجربی( مورد بررسی قرار گرفتند. جوانه های مربوط به 
گروه شم بدون تاثیر  نانو دی اکسید تیتانیوم و جوانه های مربوط به گروه تجربی تحت تاثیر غلظت 7/5 میلی گرم/ میلی لیتر محیط 

کشت از دی اکسید تیتانیوم nm 10 انکوبه شدند. 
یافته ها : در بررسی های ماکروسکوپی در نمونه تجربی مشاهده شد که اشعه های انگشتی در حال شکل گرفتن می باشد. نتایج این 
تحقیق نشان دهنده تغییرات معنی داری در نمونه تجربی نسبت به گروههای کنترل و شم  در اندام حرکتی جلویی بودند، بطوریکه در 
تعداد سلولهای کندروسیتی  و آتروفیه شده در کف، مچ و انگشتان افزایش معنی داری )P< 0/0 , P<05/001( و در طول ساعد و بازو، 

طول کل اندام و تعداد سلولهای مزانشیمی ساعد و بازو کاهش معنی داری )P< 0/0, P<001/, 001 0P</01( دیده شد.
نتیجه گیری : این یافته ها نشان دهنده اثر تمایزی و رشد و نموی نانو ذرات دی اکسید تیتانیوم بر رشد جوانه های اندام حرکتی 

در شرایط in vitro است. 
کلمات کلیدی : نانو دی اکسید تیتانیوم، جوانه اندام حرکتی، کشت اندام، غضروف زایی

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره چهارم، شماره سیزدهم، زمستان 1392 

مقدمه
نانو  مقیاس  در  تکنولوژی  عنوان  به  میتوان  را  تکنولوژی  نانو 
متری یا یک میلیاردم متر تعریف نمود. این فناوری در جهت 
به کار بردن مواد،  طراحی، سنتز، توصیف صفات اختصاصی و 
در شکل و  کنترل  وسیله  به  سیستمهایی  و  ابزارها  ساختارها، 
اندازه در مقیاس نانو متری می باشد )11(. دی اکسید تیتانیوم، 
اشکال  در  که  است  غیر سیلیکاتی طبیعی  معدنی  اکسید  یک 
به  و  دارد  وجود  بروکایت(  و  روتیل   ، آناتاز  قبیل  )از  مختلف 
رنگ  صنایع  و  دارویی  آرایش ی،  محصولات  در  گسترده  طور 

استفاده می شود، زیرا پایداری بالا، خاصیت ضد زنگ زدگی و 
فوتوکاتالیزیس دارد )2(. تیتانیوم خالص یا آلیاژهای آن به دلیل 
ترکیب سودمندی از ویژگیهای بیولوژیکی و فیزیکی- شیمیایی، 
به طور گسترده برای ساخت بسیاری از ابزارهای پزشکی از قبیل 
ثابت کردن  ابزارهایی جهت  ایمپلنت دندان، تعویض مفاصل و 
کاربردهای   TiO2  .)3( گیرند  می  قرار  استفاده  مورد  ها  مهره 
در  ذره  نانو  این  شیمیایی  تولید  زمان  از  دارد،  وسیعی  بسیار 
بعنوان رنگدانه ای در رنگها، کرمهای  اوایل قرن بیستم بیشتر 
ضد آفتاب، پمادها و خمیردندانها استفاده می شود. رنگدانه های 
TiO2 محصولات شیمیایی معدنی هستند که جهت رنگ زدایی، 

درخشندگی و رفع کدری در کاربردهای متنوعی استفاده می 
شوند. این کاربردها شامل پوشش ها، پلاستیک ها، کاغذ و دیگر 
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محصولات صنعتی می باشد )7(. نانو ذرات دی اکسید تیتانیوم 
مختلف  مسیرهای  طریق  از  توانند  می  فراریز  مواد   عنوان  به 
از قبیل استنشاق کردن )مسیر تنفسی(، خوردن )مسیر معده 
ای – روده ای(، نفوذ پوستی و تزریق )جریان خون( وارد بدن 
انسان شود )5(. این نانو ذرات می توانند سبب شکل گیری گونه 
های اکسیژن واکنش پذیر )ROS( درون سلولی )6( ، اختلال در 
 PC12 عملکرد میتوکندریایی )8( ، القاء آپوپتوز در سلول های
در مدولا غده آدرنال )16( ، التهاب، فیبروز و آسیب ریوی )13( 
، القاء آپوپتوز در سلول های اسپلنوسیت طحال از طریق مسیر 
میتوکندریایی حدواسط )10( و آسیب توانایی تشخیص فضایی 

حافظه  )14( شوند.
مواد و روش ها

اتر  در این روش، در روز 11/5 حاملگی موشهای باردار توسط 
یا کلروفرم بیهوش شدند و پس از قرارگیری در تشتک تشریح 
به پشت خوابانده شده و جراحی شدند. سپس لوله های رحمی 
با دقت از بدن مادر جدا شدند و در محلول نمکی بالانس شده 
از  با دقت  )HBSS( قرار گرفتند و در زیر هود جنینها  هنکس 
لوله های رحمی و پرده آمونیون خارج شدند. سپس جوانه اندام 
حرکتی قدامی جدا شده و تعدادی از جوانه ها به ظروف مخصوص 
کشت اندام که با تکنیک گرید تهیه شده بود، منتقل شدند. این 
 FBS ، DMEM( جوانه ها در فاز بین محیط کشت مایع حاوی

 CO2 20 ٪ ، پنیسیلین و استرپتومایسین( و هوا درون انکوباتور
دار 5٪ و 95٪ هوا در دمای /1∙ ± 37 درجه سانتیگراد به مدت 
1 روز انکوبه شدند. گروه های مورد مطالعه در این تجربه شامل 

جوانه های اندام حرکتی به سه گروه تقسیم شدند :

گروه کنترل )بدون تأثیر نانو دی اکسید تیتانیوم در . 1
روز 11/5 حاملگی در شرایط کشت به مدت 1 روز(

گروه شم )تحت تاثیر آب مقطر دیونایز در روز 11/5 . 2
حاملگی در شرایط کشت به مدت 1روز(

گروه تجربی )تحت تاثیرغلظت 7/5 میلی گرم/ میلی . 3
  nmلیتر محیط  کشت از دی اکسید تیتانیوم با قطر
10 در روز 11/5 حاملگی در شرایط کشت به مدت 

1روز(

فیکس  بوئن  فیکساتور  در  ساعت   1 مدت  به  ها  نمونه  سپس 
)تولوئن(،  سازی  شفاف  )اتانول(،  آبگیری  مراحل  بعد  و  شدند 
انجام  پارافین  با  گیری  قالب  پارافین،  حمام  با  ساختن  آغشته 
گرفت. سپس از قالب های تهیه شده مقاطع سریال به ضخامت 
0/6 میکرومتر به صورت طولي )فرونتال( تهیه گردید و بعد با 
در  و  آمیزی صورت گرفت  رنگ  ائوزین   – رنگ هماتوکسیلین 
پایان مقاطع بعد از لامل گذاری آماده مطالعه شدند. بعد  لام 
و  ماکروسکوپی  میکروسکوپی،  مطالعات  تحت  شده  تهیه  های 
هیستولوژیکی قرار گرفتند. سپس در دو مقطع از 4 لام طول 
اندازه  خطی  گراتیکول  از  استفاده  با  ها  جوانه  مختلف  نواحی 
با  دید  میدان  در کل  یکسان  به طور  ها  تعداد سلول  و  گیری 
به صورت  بزرگنمایی 400 شمارش گردید. نتایج بدست آمده 
اعداد خام به کامپیوتر داده شد و آنگاه تحلیل و مقایسه میانگین 
 , P< 0/ ,01 P< 0/001 در SPSS با استفاده از نرم افزار ها 
از  استفاده  با   )SE( معیار  انحراف  گرفتن  نظر  در  با   0P< /05
توکی  )one-way ANOVA( و تست  واریانس یک طرفه  آنالیز 
 Excel افزار  نرم  از  استفاده  با  سپس  و  گردید  انجام   )Tukey(

هیستوگرام ها ترسیم شدند. 

یافته ها

جوانه های اندام حرکتی جلویی در روز 11/5رشد و نمو جنینی 
آنها در شکل  از بدن جنین جدا شدند. تصاویر فتومیکروگراف 
1 نشان داده شده است که نشان می دهد جوانه اندام حرکتی 
جلویی در مراحل اولیه تکوینی قرار دارد و تجمعات مزانشیمی 
حرکتی  اندام  های  جوانه  میباشند.  گرفتن  شکل  حال  در 
جلویی در سه گروه کنترل، شم و تجربی )دوز 7/5 میلی گرم/ 
و  ماکروسکوپی  میکروسکوپی،  بررسیهای  تحت  لیتر(  میلی 
هیستولوژیکی قرار گرفتند که هیچگونه ناهنجاری مورفولوژیکی 
سالم  ها  جوانه  تمام  و  نشد  مشاهده  آنها  در  هیستولوژیکی  و 
اندام حرکتی در نمونه  بودند. بررسی های ماکروسکوپی جوانه 
شکل  حال  در  انگشتی  های  اشعه  که  دهد  می  نشان  تجربی 

گرفتن می باشد )شکل 1(. 
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اندام حرکتی جلویی نمونه  شکل 1-  فتومیکروگراف مقطع فرونتال جوانه 

کنترل )a(، نمونه شم )b( و نمونه تجربی )c( در روز 11/5جنینی. تجمعات 

تجمعات   ،)2( کندروسیتی  سلولهای  تجمعات   ،)1( مزانشیمی  سلولهای 

سلولهای آتروفیه شده )3( مشخص میباشند. )بزرگنمایی میکروسکوپی 40×(

اندام  های  جوانه  های  فتومیکروگراف  هیستولوژیکی  بررسی  با 
قبیل  از  هایی  فاکتور  تجربی  و  شم  کنترل،  گروه  سه  حرکتی 
طول منطقه 1 )انگشت تا مچ(، طول منطقه 2 )ساعد و بازو(، 
کندروسیتی،  مزانشیمی،  های  سلول  تعداد  اندام،  کل  طول 
آتروفیه شده و گلبول های قرمز خون مشخص گردید )اشکال 
2، 3 و 4(. با مقایسه هیستوگرام های )اشکال 5، 6، 7، 8 و9( 
هر یک از این نمونه ها با یکدیگر، اختلاف معنی داری بین همه 
موارد بررسی شده، به جز تعداد گلبول های قرمز خون مشاهده 

.)0P</05 , P< 0/01 , P< 0/001( گردید

نمونه  جلویی  حرکتی  اندام  جوانه  فرونتال  مقطع  فتومیکروگراف   -2 شکل 

کنترل در روز 11/5جنینی. بخش پراکسیمال )شکل راست( و بخش دیستال 

)شکل چپ(. تجمعات سلولهای مزانشیمی )1(، تجمعات سلولهای آتروفیه 

شده )2( و مقاطع رگهای خونی )3( مشخص میباشند. )بزرگنمایی400×(

شکل 3- فتومیکروگراف مقطع فرونتال جوانه اندام حرکتی جلویی نمونه شم 

در روز 11/5جنینی. بخش پراکسیمال )شکل راست( و بخش دیستال )شکل 

چپ(. تجمعات سلولهای مزانشیمی )1(، تجمعات سلولهای آتروفیه شده )2( 

و مقاطع رگهای خونی )3( مشخص میباشند. )بزرگنمایی400×(
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اندام حرکتی جلویی نمونه  شکل 4-  فتومیکروگراف مقطع فرونتال جوانه 

بخش  و  راست(  )شکل  پراکسیمال  بخش  11/5جنینی.  روز  در  تجربی 

دیستال )شکل چپ(. تجمعات سلولهای مزانشیمی )1(، تجمعات سلولهای 

کندروسیتی )2(، تجمعات سلولهای آتروفیه شده )3( و مقاطع رگهای خونی 

)4( مشخص میباشند. )بزرگنمایی 400×(

 شکل 5-  مقایسه طول منطقه 1 )انگشت تا مچ( ، منطقه 2 )ساعد و بازو(

و طول کل اندام حرکتی جلویی در گروههای کنترل، شم و تجربی .

شکل 6-  مقایسه تعداد سلولهای مزانشیمی در اندام حرکتی جلویی در دو 

منطقه کف، مچ، انگشتان و ساعد و بازو در گروههای کنترل، شم و تجربی .

a : تعداد سلول های مزانشیمی در اندام حرکتی جلویی در منطقه کف، مچ 

و انگشتان در گروههای کنترل، شم و تجربی .

b : تعداد سلول های مزانشیمی در اندام حرکتی جلویی در منطقه ساعد و 

بازو در گروههای کنترل، شم و تجربی .

                                                                                    

                     

شکل 7-  مقایسه تعداد سلولهای کندروسیتی در اندام حرکتی جلویی در 

منطقه کف، مچ و انگشتان در گروههای کنترل، شم و تجربی .

شکل 8-  مقایسه تعداد گلبولهای قرمز خون در اندام حرکتی جلویی در دو 

منطقه کف، مچ، انگشتان و ساعد و بازو در گروههای کنترل، شم و تجربی .

a : تعداد گلبولهای قرمز خون در اندام حرکتی جلویی در منطقه کف، مچ و 

انگشتان در گروههای کنترل، شم و تجربی .

b : تعداد گلبولهای قرمز خون در اندام حرکتی جلویی در منطقه ساعد و بازو 

در گروههای کنترل، شم و تجربی .
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شکل 9- مقایسه تعداد سلولهای آتروفیه شده در اندام حرکتی جلویی در دو 

منطقه کف، مچ، انگشتان و ساعد و بازو در گروههای کنترل، شم  و تجربی .

در  جلویی  حرکتی  اندام  در  شده  آتروفیه  سلولهای  تعداد   :  a

. تجربی  و  شم   کنترل،  گروههای  در  انگشتان  و  مچ  کف،  منطقه 

b : تعداد سلولهای آتروفیه شده در اندام حرکتی جلویی در  منطقه ساعد و 

بازو در گروههای کنترل، شم و تجربی .

بحث

نانو مواد به دلیل اندازه های نانومتری شان خصوصیات فیزیکی 
زیرا  دارند،  ماکرومتری  مقیاس  به  نسبت  متفاوتی  شیمیایی  و 
افزایش  کند  می  تغییر  مقیاس  این  در  که  عاملی  مهمترین 
تغییر  باعث  عامل  این  است.  حجم  به  سطح  مساحت  نسبت 
رفتار اتمهای ذره و تغییر تعامل ماده با سایر مواد می شود )1(. 
افزایش سطح باعث می شود تا واکنش پذیری نانو مواد بسیار 
افزایش یابد. زیرا تعداد مولکول ها و اتمها ی موجود در سطح 
نسبت به اتمها و مولکولهای واقع در حجم بسیار بیشتر است. 
این امر باعث می گردد تا نانو ذرات فلزی به محض قرار گیری 
در هوا به سرعت اکسید شوند )4(. همچنین خواص کوانتومی 
مواد تغییر نموده و کوچکتر بودن ذرا ت نانو مواد از طول موج 
گردد  می  آنها  بودن  نامرئی  و  شدن  شفاف  باعث  نور،  بحرانی 

آرایشی  مواد  و همچنین  روکش  و  بندی  بسته  مصارف  در  که 
مواد  نانو  بیولوژیکی  پیدا می کند. خواص  فراوانی  کاربرد های 
هم با کوچکتر شدن اندازه آنها تغییر می یابد، زیرا در مقیاس 
غشاء،   مانند  بیولوژیکی  حصارهای  از  عبور  به  قادر  متری  نانو 
های  بررسی  نتایج   .)15( باشند  و جفت می  مغزی  سد خونی 
القاء  باعث  تیتانیوم  اکسید  دی  ذرات  نانو  که  داد  نشان  اخیر 
می  ریوی  اپیتلیال  سلولهای  در  اکسیداتیو  استرس  و  آپوپتوز 
شود )12(. همچنین در بررسی دیگر مشاهده شد که نانو ذرات 
 BEAS-2B دی اکسید تیتانیوم باعث بروز آپوپتوز در سلولهای
از طریق  انسانی(  برونشیال  اپیتلیالی  از سلولهای  )مشتق شده 
مسیر میتوکندریایی مستقل از caspase 8/Bid می شود. نتایج 
نشان دادند که سطوح گونه های اکسیژن واکنش پذیر)ROS( و 
مورفولوژیکی آپوپتوز در یک روش وابسته به دوز افزایش یافت 
اکسید  دی  ذرات  که  دریافتند  ای  مطالعه  در  محققان   .)18  (
تیتانیوم اصلاح شده به طور متفاوت بر فیبروبلاست های پوست 
انسانی که در معرض نور UVA قرار گرفته اند، اثر می گذارد. 
کرمهای ضد آفتاب بیشماری محتوی دی اکسید تیتانیوم می 
و  کردن  پراکنده  کردن،  منعکس  توانایی  ماده  این  زیرا  باشند 
جذب پرتو UV را دارد. از آنجائیکه TiO2 به منظور تولید گونه 
به  نوری  تحریک  پذیر)ROS( در شرایط  واکنش  اکسیژن  های 
خوبی شناخته شده می باشد، این ماده زمانیکه در کرمهای ضد 
آفتاب استفاده شد، به طور شیمیایی اصلاح گردید. در مطالعات 
اخیر 5 ذره دی اکسید تیتانیوم اصلاح شده، بویژه برای بهبود و 
فروش کرمهای ضد آفتاب و به منظور بررسی تاثیرات احتمالی 
فوتوکاتالیتیک هنگامیکه در معرض اشعه UVA قرار می گیرد 
از جمله کشت   in vitro متفاوت        الگوهای  از  استفاده  با 
سلولهای فیبروبلاست پوست انسانی )HuDe( مورد آزمایش قرار 
گرفت. نتایج حاصله حاکی از این است که این نوع فرم اصلاحی 

و کریستال توانائی شان را به شرح زیر تعیین می کند :

DPPH الف- القاء بیرنگ کردن نوری رادیکال

ب- تجزیه نوری دی اکسی ریبوز 

ج- کاهش زیست پذیری سلول

DNA د- افزایش و کاهش آسیب 
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 ه-  افزایش و کاهش ROS درون سلولی

با نتیجه گیری از این تحقیق برخی از ذرات TiO2 اصلاح شده 
فوتوکاتالیتیک  بکار رفته بصورت  آزمایشگاهی  هنوز در شرایط 
آناتاز  کریستال  نوع  که  آنهایی  در  بویژه  شود  می  حفظ  فعال 
TiO2 وجود دارد. نفوذ نانو ذرات TiO2 به درون اپیدرم پوست 

زنده هنوز در حال بررسی می باشد. بدین ترتیب، نتایجی که 
در در این تحقیق ارائه شد به منظور کسب دانش بیشتر در باره 
تاثیرات احتمالی ذرات TiO2 در سطح سلولی در بدترین شرایط 

ممکن که نفوذ می کنند، سهیم می باشد )17(. 

اصلاحی  گلیکول  اتیلن  پلی  اثر  بررسی  به  دیگر  ای  مطاله  در 
از نانو ذرات TiO2 بر روی سمیت زایی و بیان ژن در لاینهای 
بدون  ذرات  نانو  بررسی،  این  در  شد.  پرداخته  انسانی  سلولی 
پوشش TiO2  به انباشته شدن در محیط کشت آبی تمایل دارند 
و این انباشته شدنها موجب کاهش زیست پذیری سلولی و القاء 

بیان ژنهای مربوط به استرس می شود از قبیل :

 6 )IL-6( -1- به رمز در آوردن اینترلوکین

 )HSP70B,( 70B, 2- شوک حرارتی پروتئین

پاسخهای  تیتانیوم  اکسید  دی  ذرات  نانو  که  دهد  می  نشان 
کاهش  منظور  به  کند.  می  القاء  را  حرارتی  شوک  و  التهابی 
توکسیسیتی آنها، محققان جهت دفع تجمع، نانو ذرات TiO2 را 
به پلی اتیلن گلیکول )PEG( متصل کردند. یافته ها نشان دادند 
که تغییر شکل جزئی نانو ذرات TiO2 با PEG سمیت زایی آنها 
را کاهش می دهد. همچنین  استرس  به  مربوط  ژنهای  القاء  و 
این نتایج نشان می دهد که تاثیرات القائی نانو ذرات TiO2 بر 
روی سمیت زایی و تغییر بیان ژن به نوع سلول و سطح تغییر 
بستگی دارد )9(. در تحقیقات ما نیز در شرایط in vitro ، نانو 
دی اکسید تیتانیوم در محیط کشت مایع بصورت لایه ای سفید 
القائی این نانو  رنگ رسوب کرد. با این وجود به دلیل تاثیرات 
ذرات، بعد از یک روز در نمونه تجربی شاهد تشکیل اشعه های 
انگشتی در جوانه اندام حرکتی جلویی بودیم، در صورتیکه در 
نمونه های کنترل و شم هنوز اشعه های انگشتی تشکیل نشده 

بودند.

در بررسیهای صورت گرفته در ناحیه کف، مچ و انگشتان نمونه 
تجربی، مشاهده شد که برخلاف نمونه های کنترل و شم، تجمع 
سلولهای کندروسیتی در حال شکل گرفتن می باشند و تجمع 
سلولهای آتروفیه شده در ناحیه انگشتان باعث شکل گیری اشعه 
های انگشتی شد. شمارش سلولی در این ناحیه در نمونه تجربی 
افزایش معنی داری در مقایسه با گروههای کنترل و شم نشان 
داد. همچنین در شمارش سلولهای آتروفیه شده در این ناحیه 

در نمونه تجربی افزایش معنی داری مشاهده گردید.   

در  ذره  نانو  این  دوگانه  پتانسیل  به وجود  نتایج  ترتیب  این  به 
سمیت زایی و تحریک فرآیندهای رشد و نموی اشاره دارد. این 
ماده در دوز  پایین خاصیت سمیت زایی فراوانی داشته و با مهار 
آنزیمهای موثر در رشد و نمو و همچنین ایجاد رادیکالهای آزاد 
باعث القاء آپوپتوز و نکروزه شدن بافتها می شود. از این خاصیت 
و  درمان سرطان  در  میتوان  تیتانیوم  اکسید  نانو دی  بازدارنده 
تومورها بهره برد. از طرف دیگر از مقادیر مناسب نانو دی اکسید 
تیتانیوم میتوان به منظور تحریک یا کاهش فرآیندهای تقسیم 

سلولی استفاده نمود.

سپاس گزاری

بدین وسیله از همکاری مسئولان محترم گروه زیست شناسی و 
دانشکده علوم پایه دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات 
تهران در تامین امکانات اجرایی این طرح تشکر و قدردانی می 

شود.
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