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  مقاله پژوهشي 

    

   H2O2نه يبه يها مال با غلظتيمزانش ياديبن يها کردن سلول يش شرطيپ
  ويداتياکس يها ش مقاومت در برابر استرسيو افزا يسلول يش بقايمنظور افزابه 

 
  ۵يليجل ي، محمدعل۴يليجل ي، مهد۳اني، راحله حلب۲رودکنار يبيارحبي، مهر۱نهنجي يريحامدبش

  
  
  

  هچكيد
  سابقه و هدف 

بافت از جملـه حضـور   ط يط نامساعد محياند که شرا نشان داده يونديمال پيمزانش يها سلول يبر رو ها همطالع
ونـد از  يپـس از پ  ييابتدا يها را در روزها قسمت اعظم آن ،يالتهاب يها نيتوکايژن و سايآزاد اکس يها کاليراد
بـه   H2O2مال بـا  يمزانش ـ يهـا  کردن سلول يشرط شين مطالعه اثر پين مشکل، در ايبه منظور رفع ا. بردين ميب

  . شد يو کشنده بررسيداتياکس طيها در برابر شرا نآش مقاومت يمنظور افزا
  ها روش مواد و

و پاسـاژ چهـارم    يکول جداسـاز يفا مغز استخوان با استفاده از يميمزانش ياديسلول بندر يك مطالعه تجربي، 
. ، مجاور و انکوبه شدندمتفاوت يها زمان يط H2O2مختلف  يها پاساژ چهارم با غلظت يها سلول. انتخاب شد
 ـ يهـا  ت سلوليدر نها. ط معمول کشت سلول قرار گرفتنديو در شرا کاور شدهيها ر سپس سلول  يش شـرط يپ

 ـآم زنده با استفاده از رنـگ  يها زان سلوليم ،ن مراحليپس از انجام ا. ط کشنده قرارگرفتنديشده تحت شرا  يزي
آپوپتوز، به منظـور   يو القا يش شرطيپس از انجام مراحل پ. قرار گرفت يمورد بررس MTTبلو و روش  پانيتر

 ـ يها ها، سلول بودن آن ياديو بن ياديبن يها ز سلوليت تمايکردن در قابل  يشرط شير پيتاث يبررس  يش شـرط يپ
  .    ز داده شدنديت تماياستئوس يشده، به رده سلول

  ها يافته
هـا در   مقاومـت آن و  ش بقـا يموجب افزا H2O2با  يميمزانش يها کردن سلول يش شرطيج نشان دادند که پينتا

ر يکه تاث نيشود بدون ا ينشده، م يش شرطيکنترل پ يها سه با سلوليو کشنده در مقايداتياکس يها برابر استرس
  . ها داشته باشد ز آنيت تمايدر قابل يمنف

  ينتيجه گير 
و يداتياکس يها ها را در برابر استرس آن ي، بقاH2O2نه يبه يها مال با غلظتيمزانش يها کردن سلول يش شرطيپ

 .شود يدرمان سلول يياشبرد کاريش داده و ممکن است منجر به پيافزا

  هاي استرومال مزانشيمي چند قوه سلولآپوپتوز، يك، م، پيش شرطي كردن ايسك H2O2 :ات كليديكلم
  
  
  
  
  

  ۹۱/  ۱۹/۶  :تاريخ دريافت 
  ۲۳/۱۱/۹۱: تاريخ پذيرش 

  
  كارشناس ارشد هماتولوژي ـ مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران  -۱
۲- PhD  بيوتكنولوژي پزشكي ـ دانشيار مركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران  
  ـ تهران ـ ايران) عج(اله لوژي ـ مربي مركز تحقيقات ميكروبيولوژي كاربردي دانشگاه علوم پزشكي بقيهدانشجوي دكتراي بيوتكنو -۳
  دكتراي عمومي دامپزشكي ـ دانشگاه آزاد اسلامي واحد كرج ـ كرج ـ ايران  -۴
: پژوهشي طب انتقال خون ـ تهران ـ ايران ـ صندوق پستيمركز تحقيقات انتقال خون ـ مؤسسه عالي آموزشي و استاديار دارويي ـ  شيمي PhD: مؤلف مسؤول -۵
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 انهاي بنيادي مزانشيمال و افزايش بقاي سلولي                                                             حامد بشيري نهنجي و همكار شرطي كردن سلول پيش
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   مقدمه 
ــبن يهــا ســلول      يهــا ســلول ،)MSCs(ماليمزانشــ يادي

ز و يقـادر بـه تمـا    ک هستند کـه ير هماتوپوئتيغ يياستروما
ل استخوان، يمال از قبيمزانش يها بافت يشرکت در بازساز

 يهـا  امروزه سـلول  .)۱(باشند يم يغضروف، عضله و چرب
د بخـش در خصـوص   ي ـک هـدف ام يمال به يمزانش ياديبن

ز يمختلف و ن يها يماريب يبرا يو ژن درمان يسلول درمان
وند ينه پيزم عنوان مثال دره ب. اند شده تعديلبافت  يمهندس
 يادي ـبن يهـا  ، سلول(HSC)کيهماتوپوئت ياديبن يها سلول
ع يو تسـر  HSCsوند يشرفت و بهبود پيمال موجب پيمزانش

ن با توجـه بـه   يچن هم .شوند يبافت خونساز م يدر بازساز
 GVHDموجب درمان  ،يمنيستم ايس يکنندگ ليت تعديقابل

ط يبار مح انيط زين وجود به علت شرايبا ا. گردند  يحاد م
و نبـود   ييژن، فقـر غـذا  يوند از جمله نبـود اکس ـ يرنده پيگ

ش يژن، افزايآزاد اکس يها کاليکننده، وجود راد هيعروق تغذ
باعـث مـرگ    يگر، همگيو عوامل د يالتهاب يها نيتوکايسا

پس  ييابتدا يها در روزها ن سلوليزودرس قسمت اعظم ا
درمـان   ييازان کـار ي ـشوند که بـه موجـب آن م   يوند مياز پ
ن لازم يبنـابرا  .)۲(تر از حد انتظار اسـت  نييار پايبس يسلول

ه شـود  يارا يکار راه ،ثرؤدرمان م يياش کاريافزا ياست برا
ط سـخت مقـاوم   ين شـرا يرا در برابر ا ياديبن يها تا سلول

ش يوند افـزا يط پيها را در مح ن سلوليا يکرده و مدت بقا
 ـل بـه ا ي ـن يبـرا  .دهـد   ـز هـاي  همطالع ـ ،ن هـدف ي در  يادي

بقـا   يها له ژنيوسه ب MSCs يکيژنت يورز خصوص دست
 ـيو د يآپوپتوز و ضد بـه علـت    يگر عوامل انجام شده ول

 ـمـن بـودن ا  يدگاه اي، از دييزا خطر جهش ن روش هنـوز  ي
از  يک ـي. دا نکرده استيپ ينيد است و کاربرد باليمورد ترد

 ـار وير توجه بس ـيچند سال اخ يکه در ط ييها روش  يا ژهي
ــتفاده از پـ ـ    ــت، اس ــده اس ــه آن ش ــرطيب ــردن  يش ش ک

)preconditioning (در  يار سـودمند يباشد که اثرات بس ـ يم
   .)۳(دارد يمحافظت سلول

توان استفاده  يم يکردن از عوامل مختلف يش شرطيدر پ    
، H2O2 زا مانند رشد، عوامل استرس يل فاکتورهايکرد، از قب

، انـواع  يو شوک حرارت) LPS(د يساکار يپوپلي، ليپوکسيه
گر موارد کـه  يو د ييها، مواد دارو نيها و کموکا نيتوکايسا

  ه ـف بـمختل يسلول يها ها در رده هر کدام از آن يسودمند

 ـدر ا. ده اسـت يرس به اثبات يمنظور سلول درمان ن روش ي
 ـ H2O2نه عوامل مختلف ماننـد  يبه يها سلول را با غلظت ا ي

 ـييفقر غذا کننـد کـه باعـث     يمواجـه م ـ  يا طـور دوره ه ، ب
در سـلول   يکننده سلول و محافظت بقا يها ان ژنيشود ب يم

ط يانبـار در مح ـ يسـلول را در برابـر عوامـل ز    ،ابديش يافزا
 ـزان زي ـبـه م  يونـد يسـلول پ  يوند حفظ کنند و بقايپ  يادي

بـه   يادي ـوند سلول بنيپ يياجه آن کاريابد که در نتيش يافزا
مهـم   يها تياز مز يکي. ابدي يم شيافزا ياديار زيزان بسيم
از  يادي ـمن بودن آن است که در آن سـلول بن يا ،ن روشيا

 ـتـوان ا  يکـه م ـ  نيشود و ا ينم يورز دست يکينظر ژنت ن ي
با توجه . ز استفاده کردين ينيروش را بدون خطر در طب بال

 يش شرطين مطالعه از پيصورت گرفته، در ا يها يبه بررس
نـه  يبه يهـا  مال بـا غلظـت  يمزانش ـ ياديبن يها کردن سلول

H2O2 ـجد يدرمـان  يک اسـتراتژ ي، به عنوان  مـن بـا   يد و اي
 يهـا  پس از مواجهه با اسـترس  MSCs يش بقايهدف افزا

  .ديو کشنده استفاده گرديداتياکس
  

   ها روشمواد و 
  .بود يمطالعه انجام شده از نوع تجرب    

 
ــ ــاد يآنت ــا يب  ــ  يه ــت بررس ــتفاده جه ــورد اس ــا يم  يه

  ؛شامل کيتومتريفلوسا
CD 44-FITC  ، CD 73 (ALCAM)-PE  ، CD 105-PE   ،
CD 90-FITC  ، CD 34-FITC و CD 271-FITC )   داكـو ـ

  . بودند) دانمارك
  
  : H2O2مختلف  يها ه غلظتيته

مختلـف   يهـا  ه غلظـت ي ـته يکه بـرا  يته استوکيمولار    
H2O2   ــر ــت، براب ــرار گرف ــتفاده ق ــورد اس ــود M ۸/۸ م . ب
از بودند بـه  يکردن مورد ن يش شرطيپ يکه برا ييها غلظت

 ـن ايبنـابرا . کرومولار بودنديصورت م  ـن اسـتوک با ي د بـا  ي
 يهـا  شد تا به غلظت يق ميرق) يبافر نمک( PBSاستفاده از 
  . ديرس يمورد نظر م

  
  % :۴/۰ پان بلويتهيه محلول تر

  مقطر ر آبـتيل يليم ۱و را در ـپان بليگرم پودر تر يليم ۴    
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 شد وول تهيه شده از صافي عبور داده ـمحل. نموديـمل ـح
 ـم آزايچند قطره سد ،ها براي ممانعت از رشد قارچ  ـي ه ـد ب

   .گرديدمحلول اضافه 
  
  : MTTه محلول يته

ــيم ۵     ــودر يل ــرم از پ  Thiazolyl blue tetrazolium گ

bromide  تر يل يليم ۱در راPBS ل نموديمح.  
  

  :يکشت سلول
 ـون مغز استخوان يراسيتر نمونه آسپيل يليم ۱۰مقدار      ک ي

له متخصـص  ي، بـه وس ـ )تيبا کسـب رضـا  (اهداکننده سالم
مارسـتان  يونـد مغـز اسـتخوان ب   يمربوطه در مرکز خون و پ

 يحاو يها گرفته شد و بعد از انتقال نمونه به لوله يعتيشر
ل در درجه حـرارت  يط استرين، تحت شرايضد انعقاد هپار

قـات انتقـال   يشگاه مرکز تحقيگراد به آزما يه سانتدرج ۸-۲
تـک   يهـا  به طـور خلاصـه، سـلول   . ران منتقل شديخون ا
 ـا وز جـز ي ـن يميمزانش ـ يها که سلول يا هسته ن دسـته از  ي
آمرشـام   ،سـوئد (کوليهـا هسـتند، بـا اسـتفاده از فـا      سلول

ــاينس ــاز يو روش گراد) بيوس ــت جداس ــت غلظ و در  يان
آمريكـا،  ( DMEM-Low Glucose يط کشت اختصاص ـيمح

ن و يليس يپن% ۱، )آمريكا، اينويتروژن( FBS% ۱۰با ) سيگما
ــران، ســيناژن(نيســياسترپتوما% ۱ ــا )اي درجــه  ۳۷ يدر دم

 .انکوبه شدند CO2% ۵گراد و  يسانت

 ـ يغ يها ه، سلوليدو روز پس از کشت اول     ه ر چسـبنده ب
 يهـا  ط کشت حذف شـدند امـا سـلول   يض محيله تعويوس

 ـدر نها. دنديبـه کـف فلاسـک چسـب     يميمزانش  MSCsت ي
حاصل از پاساژ چهارم جهـت مطالعـه مـورد نظـر فـراهم      

مال جـدا  يمزانش ـ يادي ـبن يهـا  د سلولييبه منظور تا. شدند
ط کشـت  يها در مح شده در مراحل قبل، پس از رشد سلول

) يشــکل ظــاهر(يکيات مورفولــوژي، خصوصــياختصاصــ
ن يچن ـ وسکوپ معکـوس و هـم  کريها با استفاده از م سلول

 يادي ـبن يهـا  سـلول  ياختصاص ـ يسطح يحضور مارکرها
 ـ ماليمزانش قـرار   يمـورد بررس ـ  يتومتريله فلوسـا يوس ـه ب
  .گرفت

  :يتومتريله فلوسايوسه ب MSCs يسطح يها ن شاخصييتع
  دادهشستشو ) آمريكا، اينويتروژن( PBSرا با  MSCsابتدا    

 ۵منتقل شدند و به مدت نه کردن به فالکن يپسيو پس از تر
ع يفوژ کـردن، مـا  يپس از سـانتر . فوژ انجام شديقه سانتريدق
سلول در هـر   ۱۰۳-۱۰۴هر  يخته و به ازايرا دور ر ييرو
مونوکلونـال   يها يباد يتر از آنتيکروليم ۵ط، يتر محيکروليم

درجـه   ۴ يقه در دمايدق ۳۰مربوطه افزوده شده و به مدت 
ــانت ــار  يس ــراد در ت ــدند  يکيگ ــه ش ــا . انکوب  ۱۰۰در انته

سـلول و   يد به محلول حـاو يتر محلول پارافرمالدئيکروليم
 يتومتريج توسط دسـتگاه فلوسـا  ياضافه شد و نتا يباد يآنت
  . ديز گرديآنال
 

مال بـا  يمزانش ـ يادي ـبن يها کردن سلول يش شرطيمراحل پ
H2O2 :  

 سلول در هر ۱۲۰۰۰، تعداد يا خانه ۹۶ت يپل ۲ابتدا در     
 DMEM Low Glucoseط کشت يمح به خته ويت ريخانه پل
ت بـه  يسپس پل. ک اضافه شديوتيب يو آنت FBS% ۱۰ يحاو

دار منتقل و بـه مـدت    CO2 گراد درجه سانتي ۳۷ انکوباتور
 ـساعت انکوبه گرد ۲۴  ـپـس از ا . دي از  ين مـدت تعـداد  ي

,  ۴۰,  ۳۰,  ۲۵,  ۲۰,  ۱۵,  ۱۰,  ۵ يهـا  ها با غلظت سلول
۵۰  ,۶۰  ,۸۰  ,µM ۱۰۰  از مادهH2O2 يمجاور شده و مابق 

ها بـه انکوبـاتور    تيپل. ماندند يها به عنوان کنترل باق سلول
از  يک ـي. کننـد  يون را ط ـيمنتقل شدند تـا زمـان انکوباس ـ  

 ۲۴گـر بـه مـدت    يت دي ـسـاعت و پل  ۱۲ها به مدت  تيپل
بعـد از  . گراد انکوبه شدند يدرجه سانت ۳۷ يساعت در دما

 ـکاور شـده و در نها يها ر ون، سلوليزمان انکوباساتمام  ت ي
از  µM ۳۰۰ و µM ۵۰۰هاي  غلظت(يط کشندگيتحت شرا

  .قرار گرفتند) H2O2ماده 
  

  : MTTبا استفاده از آزمون  يسلول يسنجش درصد بقا
پوپتوز، آ يکردن و القا يش شرطيپس از اتمام مراحل پ    
آمريكـا،  ( MTTتر يکروليم ۱۵ها خارج شد و  ط چاهکيمح

 DMEM Lowط يتـر ار مح ـ يکروليم ۹۰بـه همـراه    )سيگما

Glucose موجود در هر چاهک اضافه و  يها سلول يبر رو
ســاعت در  ۲بــه مــدت  MTTهــا و  ســلول يت حــاويــپل

و دور از نـور   CO2% ۵ گـراد و  يدرجه سانت ۳۷ون يانکوباس
هـا   ط چاهـک يمح ـاز تـر  يکروليم ۹۰سـپس  . شد ينگهدار

 ۲۵به همراه  )آلمان، مرك( DMSOتر يکروليم ۱۰۰خارج و 
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زانين مييظور تع
،يط کشندگيشرا

  ).۱جدول 
طور کـه در ج ن

که با محدود يي
،شده بودند يط
در) يش شرطي

تق،  H2O2از  ۵۰
لازم .افتيش يا
دست آمده ه  ب

ون سيبا انکوباس
ج حاصل از کشي

، م H2O2از  ۵۰
H2O2   ،به بـالا

يها شده و سلول
 دچار مرگ شد

کرد يشرطش يپ
درصد ب .)۱دار 
۱۰،  ۵ ياـه ت
به ،کنترل ياـه
ن و انحرافيانگي

 ۰۴/۱ حدودده 

                      

٢٥٨ 

    

  

(باشد يم
  
  
  
  
  
  
  
 

١شکل

  
ک يابيارز

2شده با 

منظبه     
تحت شر

ج(شدند
همان    

يها سلول
شرط شيپ
يبدون پ(

µM۰و 
برابر افزا

جيدر نتا
ساعت با

ن نتايچن
µM ۰و 

µM۵۰۰
ش يشرط
ها سلول

يپس از پ
نمود(شد
ا غلظتـب

ه با سلول
ايم. است

شد ماريت

ش بقاي سلولي     

در . ضـافه شـد    
نــانومتر  ۵۷۰ج 

افـزار   ده از نرم
،  >p ۰۰۱/۰و 

ــل   ــام مراحـ
 .انجام شـد ) ت

بـا   يش شـرط 
اسـتخوان   يول 
کـردن بـر    يط

 يهـا  تيه از ک
ــر رو يصــ  يب
کـردن قـرار    ي
  .انجام شد )ي

بـا   يش شـرط 
     :)تيپوسيآد
 ـا MSCsر   ن ي

 بـا اسـتفاده از   
ز داده شدند، ي

HCS LipidTO

 يهـا  سـلول  ي
و  ياختصاص ـ 

ط کشـت  يمح ـ 
 يظ مورفولـوژ    

نشـان داد   يوپ
مشــابه  يلــوژ
پــس از  ).۱کل
موجـود در   ي

 يود مارکرهـا  
 يضور مارکرها

 ال ـميمزانش ي

مزانشيمال و افزايش

هـر چاهـک اض
در طــول مــوج 

ها با استفاد نينگ
و) SEM(اري ـمع 

ــ گرد تمــ. ديـ
تيکيداپل(ييدوتا

 ـ  شيت مراحـل پ
سـلو يهـا  رده     
ش شرطير پيثا ت

MSC با استفاده
اختصاص يهــا ي

يش شرطيحل پ
يمعمول MSC(ل

 ـ   شيت مراحـل پ
آ(يچرب ي سلول

کـردن در يـرط 
MSC  يمعمـول ،
تما يچرب يلول
 OXTM% ۱ ــا

  .  گرفت

ياختصاص ـ يح 
ا يبـاد  ي از آنت ـ  

کشـت در م و  
 کـرده از لحـاظ

کروسکويهده م
ز لحــاظ مورفو

شــک(ال بودنــد
يها يباد يور آنت

وجـو. ار گرفت
CD و عدم حض

ياـه کننده سلول

هاي بنيادي م سلول

ر سورنسن به ه
 يجــذب نــور

 .  
انگيسه ميو مقا ي

ير گرفتن خطا
/۰ p< ــام انجـ

ق به صورت د
که تحت MSC ي

فتـه بودنـد، بـه    
زانيم يبررس ،
C يها سلولز يا

ــآم و رنــگ  يزي
M که تحت مراح

کنترل يها سلول

که تحـت MSC ي
ته بودند، به رده 

ش شـيمراحل پ
C يها راه سلول

 شده، به رده سل
بــ يزيــآم  رنــگ
Green  صورت

سـطح يرکرهـا 
مال بـا اسـتفاده 

  :يومتر
هـا  سلول يساز
رشـد ک يهـا  ول

مشاه. رار گرفتند
جــدا شــده از ي
مايمزانشــ ياديــ

، حضويوسکوپ
قر يمورد بررس

C  ،CD29  وD73

دکييتا CD34و  

  
  
  
  

شرطي كردن س پيش

تر از بافريکروليم
زان جيــت ميــنها

.شد يريگ ندازه
يل آماريتحل    

SPSS با در نظر
۰۱/۰ p<   ۰۵و
فوهاي  شيآزما
يها ز سلوليتما

H2O2 قـرار گرف
)اوستئوبلاست(

قدرت تما يرو
يز ســلوليتمــا
MSC يها سلول

گرفته بودند و س
  

يها سلول زيتما
H2O2 قرار گرفته

م يپس از ط    
ها به همر سلول
ذکر  يها روش

روز  ۷پــس از 
n Neutral Lipid

  
  ها يافته

د حضور مارييتا
مايمزانش ـ ياديبن

تويدستگاه فلوسا
پس از جداس    

، سلويختصاص
قر يمورد بررس
يهــا کــه ســلول

يـبن يهــا ســلول
کريمشاهدات م
ها م سطح سلول

CD105 يسطح

CD45  ،CD31 

پ

م
ن
ا
 
S

آ
ت
2

)
ر
ت
س
گ
 
ت
2

 
س
ر
پ
d

 
ي
تا
بن
د
 
ا
م
ک
س
م
س
س
5

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  
  
  
  
  ۹۲پاييز ، ۳شماره  ،۱۰ هدور                                                                     

٢٥٩ 

 

 

  
 يعدم حضور مارکرهاو  CD73و  CD105  ،CD29 يسطح يوجود مارکرها. ماليمزانش ياديبن يها سلول ياختصاص يمارکرها يبررس: ٢شکل 

CD45 ،CD31  وCD34 باشد يمال ميمزانش يها دکننده سلولييتا.  
  

  بلو با استفاده از تريپان H2O2بررسي ميزان مرگ سلول پس از تيمار با : ۱جدول 
  

  

شرطي  هاي پيش غلظت
H2O2   

  )µMبر حسب (
۰  ۵  ۱۰  ۱۵  ۲۰  

۲۵ ،۳۰ ،۴۰ ،
۵۰ ،۶۰ ،۸۰  

هاي مرده  درصد سلول
هاي  در سلول

 *شرطي شده پيش

۵/۰ ± ۲  ۸۹/۰ ± ۱۵%  ۵/۰ ± ۱۲%  ۵/۱ ± ۱۸%  ۵/۲ ± ۶۸  ۳/۲ ± ۸۵%  

هاي مرده  درصد سلول
 *هاي كنترل در سلول

۵/۰ ± ۲  ۳۴/۰ ± ۷۹%  ۳۷/۰ ± ۷۸%  ۲۵/۰ ± ۷۹%  ۳۰/۰ ± ۷۸%  ۴۵/۰ ± ۸۰%  

پيش شـرطي شـده بودنـد در     H2O2از  µM۱۵-۵ هايي که با محدوده غلظت بين  سلول يبقا ،شود مشاهده مي ۱طور که در جدول  همان
به طور متوسـط بـه ميـزان     تقريباً H2O2از  µM۵۰۰و  µM ۳۰۰کشندگي  در مواجهه با دوز) بدون پيش شرطي(هاي کنترل مقايسه با سلول

  .چهار برابر افزايش يافت

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  
  
  
  

 انهاي بنيادي مزانشيمال و افزايش بقاي سلولي                                                             حامد بشيري نهنجي و همكار شرطي كردن سلول پيش
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. سلول است يدرصد بقا يو محور عمود H2O2 يشرط شيپ يها دهنده غلظت نشان يمحور افق: MTT سلول با استفاده از  يزان بقايم: ۱نمودار
طور که در نمودار مشخص است  همان) ***:  >SD ± Mean  ،)۰۰۱/۰ p .ساعت ۲۴کرومولار به مدت يم ۵۰۰و  ۳۰۰ يکشندگ زان دوزيم

زان يبه م) ها در همان غلظت(کنترل يها  سه با سلوليدر مقا H2O2کرومولار يم ۱۵و  ۱۰ ،۵ يها شده با غلظت يشرط شيپ يها سلول يدرصد بقا
  .بود ۹۸ ± ۰۴/۱ مارشده حدوديت MSCکنترل و  يها سلول ارين و انحراف معيانگيم. استافته يش يافزا يا قابل ملاحظه

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 يابيمورد ارز يز به رده استخوانيت تمايشده از نظر قابل يش شرطيپ يها ، سلول H2O2با  يش شرطيمراحل پ يپس از ط. يز سلوليتما: ۳شکل 
به  ها ن سلولينداشته و ا يز سلوليدر روند تما يرييتغ MSCsکردن  يش شرطيپ ،ر مشخص استيگونه که در تصو قرار گرفتند که همان

  . دا کردنديز پيمورد نظر تما رده يها سلول
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  )ميكرومول( H2O2هاي پيش شرطي  غلظت

 B: تمايز به رده استخواني                                       A: كنترل             

 C: تمايز به رده چربي

  كنترل
 كنترل  پيش
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 يشرط شيپ MSC يها و سلول MSC يها ز سلوليج تماينتا
  :)اوستئوبلاست(استخوان  ي، به رده سلول H2O2شده با 

 يهـا  کـردن در سـلول   يش شـرط يمراحل پ يپس از ط    
MSC يها ها به همراه سلول ن سلولي، ا MSC بـا  يمعمول ،

 ياسـتخوان  يذکر شده، بـه رده سـلول   يها استفاده از روش
آليـزارين   يزي ـآم رنگ ،روز ۲۱د و پس از ـز داده شدنـيتما
 انگر آن اسـت کـه سـلول   يج بينتا .صورت گرفت% S ۲ رد
 ـ  MSC يها قـرار گرفتنـد،    يش شـرط يکه تحت مراحـل پ

 ياسـتخوان  يتوانند به رده سلول يکنترل م يها همانند سلول
ت يدر خاصــ يرييــکــردن تغ يش شــرطيابنــد و پــيز يتمــا
ــا ــلول يزيتم ــا س ــتخوان  MSC يه ــه رده اس ــاد يا يب ج
ــ ــد ينم ــکل (کن ــا .)۳ش ــاينت ــلوليج تم ــا ز س و  MSC يه

 يهـا  ، بـه رده  H2O2شده بـا   يشرط  شيپ MSC يها سلول
مراحـل   يو غضروف پس از ط ـ) تيپوسيآد( يچرب يسلول
هــا بــه همــراه  ن ســلوليــا MSCsکــردن در  يش شــرطيپــ

ذکر شده،  يها ، با استفاده از روشيمعمول MSC يها سلول
ــ يبــه رده ســلول روز  ۷ز داده شــدند، پــس از يتمــا يچرب

  HCS ۱%LipidTOXTM Green Neutral Lipid يزي ـآم رنگ
 MSC يهـا  انگر آن است که سـلول يج بينتا. صورت گرفت

ــ هماننــد  ،قــرار گرفتنــد يش شــرطيکــه تحــت مراحــل پ
 ـتوانند بـه رده   يکنترل م يها سلول بـه  . ابنـد يز يتمـا  يچرب

ت چنـد  يدر خاص ـ يريکردن تـاث  يش شرطيگر پيعبارت د
بـودن   يانگر کـاربرد يب ندارد و احتمالاً MSCبودن  يتيظرف

  .باشد يم in vivo هاي همطالع يها برا ن سلوليا
      

  بحث
ک هدف يمال به عنوان يمزانش ياديبن يها امروزه سلول    
 يبـرا  يو ژن درمـان  ينـه سـلول درمـان   يد بخـش در زم يام
انـد و   بافت مطرح شـده  يز مهندسيمختلف و ن يها يماريب

 ينيبال يکاربردها ،وندياز موارد از جمله پ يدر تعداد راًياخ
 يوقت ۱۹۹۹که در سال  يطوره ب. از آن گزارش شده است

 in vitro هاي شيو همکارانش در آزما ماكينو ن بارياول يبرا
ــظرف ــاي ــلول  MSCs يزيت تم ــه س ــا ب  ــ يه ــله قلب  يعض

قات يک باره تحقيرا گزارش کردند، به ) ها تيوسيوميکارد(
ــان يدر زم ــلول درم ــه س ــ ين ــرز    يو مهندس ــه ط ــت ب باف

ــانگ شــگفت ــتوســعه پ يزي ــردي ــ. )۴(دا ک ن راســتا يدر هم

مغز استخوان را  MSCs يزيت تمايظرف يگريد هاي همطالع
 يهـا  ، سـلول يعصـب  يهـا  به سـلول  in vivoو  in vitroدر 

ن يبا ا .)۵-۸(ها نشان دادند تيوسيوميو کارد يعضله اسکلت
ط يتواننـد در مح ـ  ينم ـ يونـد يپ يادي ـبن يهـا  وجود سلول

ژن و يآزاد اکس ـ يهـا  کاليوند که سرشار از راديک پيسکميا
 ـ ،باشـد  يم ـ يالتهـاب  يهـا  نيتوکايسا  ـمـدت ز ه ب دوام  يادي
ــا  يب ــان روزه ــد و در هم ــدا ياورن ــم   ييابت ــمت اعظ قس

شــوند کــه  يمــ يدچــار مــرگ ســلول ياديــبن يهــا ســلول
در . )۹(کند يار محدود ميبس يشان را در درمان سلول ييکارا

و همکـارانش گـزارش کردنـد، کمتـر از     تومـا  ن رابطـه،  يا
ــ MSCsاز  ۴۴/۰% ــد از پ ۴ يدر ط ــب  يروز بع ــه قل ــد ب ون

ن يچن ـ هم). ۱۰(مطلوب را داشتند يبقا،  SCID يها موش
ــو  ــاره  ك ــارانش اش ــه بـ ـ و همک ــتند ک از % ۹۳ ش ازيداش

ونـد دچـار   يروز بعـد از پ  ۲ ،يعضله اسکلت يها وبلاستيم
 يبر رو يا ن در مطالعهيچن هم .)۱۱(شوند يم يمرگ سلول

وند اتولوگ يو همکارانش گزارش کردند در پپاگاني انسان، 
 ،مـاران يک بيسـکم يبه قلب ا يعضله اسکلت يها وبلاستيم

  .                                )۱۲(زنده بودند يونديپ يها سلول %۱کمتر از 
ط يز مح ـيدر ر MSCsدر مرگ زودرس  يعوامل متعدد    
و همکـارانش در  ژو ن رابطـه  يدر هم ـ. نقش دارند يونديپ
 ـبـه ا  يشاتيآزما يط  يهـا  دند کـه اسـترس  يجـه رس ـ ين نتي

ــ ــيداتياکس ــکميب ايو و آس ــذا (يس ــر غ ــراه   ييفق ــه هم ب
 ـاز دلا) يپوکسيها  يدر روزهـا  MSCsآپوپتـوز   يل اصـل ي

 ـبـا ا . )۱۳(باشند يوند ميپس از پ ييابتدا هـاگتز  ن وجـود  ي
ــر اســترس ، يســکميب ايو و آســيداتياکســ يهــا عــلاوه ب

 ـز از دلاي ـرا ن يموضع يمنيو ا يالتهاب يها پاسخ  يل اصـل ي
با توجـه  . )۱۴(دانست يم يونديپ يها مرگ زودرس سلول

ــبـــه اهم ــدر پاژانـــگ و روبـــي  Mت موضـــوع، يـ ان يـ
ت در ي ـدند که عامـل موفق يجه رسين نتيشان به ا هاي همطالع
 يت بقـا ي ـدر ارتباط بـا ظرف ،  MSCsوند يپ يياش کاريافزا

MSCs رسان موجـود در   بيشان به عوامل آس ز مقاومتيو ن
 ـدر ا ).۱۵(باشـد  يم ـ يونـد يط پيز محير  هايـدر   ن رابطـه ي

 نييپـا  يرا بقـا  MSCsونـد  يت پين عامل عدم موفقيتر مهم
و  يياش کــاريافـزا  يدانـد و بـرا   يم ـ يونـد يپ يهـا  سـلول 
له عوامــل يبــه وســ MSCs يش بقــايونــد، افــزايت پيــموفق

 ين برايبنابرا .)۸(داند يم يرا ضرور يکننده سلول محافظت
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 يادي ـبن يها از است تا سلوليثر نؤدرمان م ،يياش کاريافزا
ن يا يط سخت مقاوم کرده و مدت بقاين شرايرا در برابر ا

 ـل بـه ا ين يبرا. ميش دهيوند افزايط پيها را در مح سلول ن ي
 يک ـيژنت يورز در خصوص دست ياديز هاي همطالع ،هدف

MSCs گر عوامل يو د يو ضد آپوپتوز بقا يها له ژنيوسه ب
، از يـي زا به علـت خطـر جهـش    يشود ول يانجام شده و م

 ـمن بودن ايدگاه ايد  ـن روش هنـوز مـورد ترد  ي د اسـت و  ي
کـه در   ييهـا  از روش يک ـي. دا نکرده استيپ ينيکاربرد بال

 ،به آن شـده اسـت   يا ژهيار وير توجه بسيچند سال اخ يط
بـا عوامـل مختلـف از     کـردن  يش شرطياستفاده از روش پ

باشد که  يگر عوامل ميرشد و د ي، فاکتورهايپوکسيل هيقب
 ـدارد و بـه ا  يدر محافظت سلول يار سودمندياثرات بس ن ي

ونـد  يپ يش اثـر بخش ـ يبه افزا ياديا حد زتوان ت يب ميترت
ونـد  يبـه منظـور پ   کردن يش شرطياستفاده از پ. کمک کرد

ثر اسـت و اثـرات   ؤار م ـيک روش بس ـي ،ياديبن يها سلول
ــ ــويبس ــلول  يار ق ــت س ــوري ).۱۶(دارد يدر محافظ و  م

ن روش بودند يشگامان اين پياول ۱۹۸۶همکارانش در سال 
 ـکه نشان دادند مواجهـه کوتـاه مـدت     بـا   يا طـور دوره ه ب

 ـمنجـر بـه ا   ،يسـکم يکردن بـا ا  يش شرطياستفاده از پ ن ي
کشـنده   يسـکم يدر برابر ا ياديشود که قلب مقاومت ز يم

 ـکردن بـه عنـوان    يش شرطيو بعد از آن پ داشته باشد ک ي
مطـرح   يبه منظور محافظت سلول يار قويثر و بسؤروش م
و كـــوي ،  ۲۰۰۷و همکـــارانش در ســـال افضـــل  .شـــد

و همکـارانش در  سـوزوكي  ، و  ۲۰۰۷همکارانش در سـال  
 ـ ينشان دادند که اثـرات محافظـت سـلول    ۲۰۰۰سال  ش يپ
 ـ  يرا م يسکميکردن با ا يشرط  يهـا  له روشيوس ـه تـوان ب

، شـوک  يـي ل اسـتفاده از عوامـل دارو  ي ـگر از قبيمختلف د
ش يها به منظور افزا سلول يکيل و اصلاح ژنتي، تعديحرارت

و  يسـلول  ير بقـا يمس يها رشد و مولکول يان فاکتورهايب
ز ين) Ultrasound(صوت ها با فرا در معرض قرار دادن سلول

،  ۱۹۹۶و همکـارانش در سـال   گورك  .)۱۷-۱۹(انجام داد
و يلـــون ز يـــو ن ۱۹۹۸و همکـــارانش در ســـال موليـــك 

 ـ يجه رس ـين نتيبه ا ۲۰۰۳همکارانش در سال  ش يدند کـه پ
 يهـا  تحمل بافت ،فيخف يا دوره يسکميکردن با ا يشرط

 يسـکم يرا در برابـر ا  يو قلب ـ يبدن مانند عضلات اسـکلت 
 يهــا در روش. )۲۰-۲۲(دهــد يش مــيار افــزايکشــنده بســ

و همکـارانش  داس به منظور محافظت قلـب،   يشگاهيآزما
، ۲۰۰۴و همکارانش در سال سوزوكي ز يو ن ۲۰۰۶در سال 

 يش شرطيکه انجام دادند مشاهده کردند پ هايي همطالع يط
ه ياندازه ناح ،يا مختصر و دوره يسکميکردن با استفاده از ا

 ـ يده شده عضـله قلب ـ يسکته د له کـاهش مـرگ   يوس ـه را ب
 ـها به مقدار ز تيوسيک ميک و نکروتيآپوپتوت کـاهش   يادي

 يط ـ ۲۰۰۸و همکارانش در سـال  روسوا . )۲۳-۲۵(دهد يم
 يش شرطيمشاهده کردند که پ ،که انجام دادند هايي همطالع

بــا ) MSCs(مال انســانيمزانشــ ياديــبن يهــا کــردن ســلول
ل يز بهبـود پتانس ـ ي ـش تحـرک و ن يمنجر به افـزا  يپوکسيها

و همکـارانش در  زيشان پاشـا   ).۲۶(شود يم MSCs يدرمان
 ـکه انجام دادند بـه ا  هايي شيدر آزما ۲۰۰۸سال  جـه  ين نتي
ــ ــه پـ ـيرس ــرطيدند ک ــردن  يش ش ــا MSCsک  SDF-1α ب

)Stromal-derived factor-1α(، يسـلول  يش بقايباعث افزا 
 يها در ط ـ تيوسيمال به ميمزانش ياديبن يها ز سلوليو تما

در  ).۱۷(شـوند  يکه دچار انفارکتوس شده م ـ يوند به قلبيپ
 يهـا  ونـد سـلول  يو همکارانش بـا پ  ون ولتون ،۲۰۱۲سال 

کـه دچـار    يوانينوزاد ح يها مال به مغز مدليمزانش ياديبن
ه ي ـموفق شـدند تـا انـدازه ناح    ،شده بودند يسکميب ايآس
ده را کاهش داده و موجـب بهبـود عملکـرد مغـز     يب ديآس

 ـها ا آن. شوند  يهـا  انـد کـه سـلول    جـه گرفتـه  يطـور نت  ني
ک مغـز بـا   يسـکم يط ايمح ـ يازهايمال در پاسخ به نيمزانش

ر يهــا و ســا نيتوکايرشــد متعــدد، ســا يترشــح فاکتورهــا
ــول ــا مولک ــواکتيب يه ــدهايو، فرآي ــيترم ين ــ يم م يرا تنظ

                                                               .)۲۷(کنند يم
از  يحـاک  هـا  هاز مطالع ياريج بسيکه نتا نيبا توجه به ا    
با استفاده  ياديبن يها کردن سلول يش شرطين است که پيا

 و ييايمي، عوامل شيپوکسي، ه H2O2ر ياز عوامل مختلف نظ
 يها سلول يش مقاومت و بقايرشد موجب افزا يفاکتورها

و عـلاوه بـر    شـود  يک بافـت م ـ يسکميط ايدر مح يونديپ
 يورز از دسـت  يها، خطرات ناش ـ جاد مقاومت در سلوليا

رات يتاث يز به بررسين مطالعه ما نيز ندارد، در ايرا ن يکيژنت
.                                  )۲۸-۳۰(ميپرداخت H2O2ها با  کردن سلول يش شرطيپ

 در مال رايمزانش ـ يادـي ـبن ياـه سلول ،هـن مطالعـير اد    
in vitro ن ييپا يها با غلظتH2O2 کوتـاه   يدر فواصل زمان

 ـ يهـا  م، سپس سلوليمواجه کرد شـده را در   يش شـرط يپ

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  
  
  
  
  ۹۲پاييز ، ۳شماره  ،۱۰ هدور                                                                     

٢٦٣ 

 

 

م يقرار داد) H2O2کشنده  يها غلظت(معرض عوامل کشنده
بلو و  پانيبا تر يفيطور که را ب يسلول يزان بقايو در ادامه م

  .نموديم يريگ اندازه MTT assayش يبا آزما يطور کمه ب
 ـکـه انجـام داد   يمتعـدد  هاي شيآزما يدر ط     ج يم، نتـا ي
، H2O2هـا بـا    کردن سلول يش شرطين بود که پياز ا يحاک

در پاســخ بــه  MSCsش مقاومــت يتوانــد موجــب افــزا يم ـ
زان قابـل  ي ـرا بـه م  يسلول يکشنده شده و بقا يها استرس
 چيکه تحت ه ـ يمعمول MSCs(سه با کنترليدر مقا يتوجه

  . بهبود دهد) کردن قرار نگرفته يش شرطيند پيآگونه فر
 ـ ينشان ممطالعه حاضر  هاي شيج آزماينتا     ش يدهد که پ
 ـتوانـد   يم ـ ،دانيبـا عوامـل اکس ـ   MSCsکردن  يشرط ک ي
ــرا يقــو يســتم دفــاعيس ــا  MSCs يب در جهــت مقابلــه ب
  .فراهم کند in vivoو  in vitroط يوارده در شرا يها بيآس

و همکـارانش در سـال   تانگ  ،د مطالب ذکر شدهييدر تا    
ش يکه پ که انجام دادند ثابت کردند يقاتيتحق يدر ط ۲۰۰۵
اثـرات   ، PC12 يدر رده سلول H2O2له يوسه کردن ب يشرط

و دارد و باعـث  يداتياکس ـ يهـا  در برابـر اسـترس   يمحافظت
-Bclو  ROS  ،MMP يها سميق مکانيکاهش آپوپتوز از طر

 ۲۰۰۹و همکارانش در سال شي يانگ ن يچن هم .شود يم 2
باعـث   H2O2بـا   MSCsکـردن   يش شرطينشان دادند که پ

از  يريو جلـوگ  CXCR4 يان مولکـول چسـبندگ  يش بيافزا
  ).۳۱(شود يم MSCsآپوپتوز 

نشان دادند کشت  ۲۰۰۵همکارانش در سال و اشمل كو     
ــاکتور رشــد  VEGFدر حضــور  +CD133 يهــا ســلول و ف
 ـ) b NGF(مشتق شده از مغـز  يعصب يها سلول صـورت  ه ب

 يهـا  سـلول ميوانـدوتليال  ز ير دو با هـم، تمـا  ـا هـي يـتک
CD133+ کنند يت ميرا تقو .  

   MSCs يار مهم کاهش بقايل بسـاز عوام يـکيآپوپتوز      
 يش شـرط يدهند که پ ينشان م ها هطالعم .باشد يوند ميپ در

ک ي ـپوپتوتآ ينت ـآ يرهايها، سبب فعال شدن مس کردن سلول
د يي ـدر تا. دهـد  يش ميرا افزا MSCs يجه بقايشده و در نت

و همکارانش اشاره پاريزاس العه طتوان به م ين موضوع ميا
-IGF-1/IGFنشان دادند که واکـنش   ۱۹۹۷کرد که در سال 

1R    يگناليانتقـال س ـ  يرهايمس ـ يباعث فعـال شـدن متـوال 
  . کنند يم يريشود که از آپوپتوز سلول جلوگ يم
  در معرض  يها را به صورت موقت سلول ،ن مطالعهيدر ا     

 ـم تا از ايدان قرار دادينه شده عوامل اکسيبه يها غلظت ن ي
 يتنها برام که نه يها وارد کرده باش به سلول يق استرسيطر
 ـبلکه از طر ،باشد يرسان و کشنده نم بيسآها  نآ  يق القـا ي

ــميمکان ــا س ــاگون نظ يه ــگون ــردن ژن ي ــال ک ــا ر فع  يه
 يهـا  مهار ژن و رشد يان فاکتورهايب يک، القايپوپتوتآ ينتآ
هـا و   نآجـاد مقاومـت در   يهـا سـبب ا   در سلول کيپوپتوتآ

انتقــال  يرهايتــاکنون مســ. شــود يهــا مــ نآ يش بقــايافــزا
ک شـروع  يسکميکردن ا يش شرطيله پيوسه که ب يگناليس
 يهـا  نيمختلـف پـروتئ   يرهايمس يساز شود و در فعال يم

و  گــورك .نقــش دارد گــزارش شــده اســت يســلول يبقــا
 ۲۰۰۱و همکارانش در سال ژو ،  ۱۹۹۶همکارانش در سال 

 ييهـا را شناسـا   آن ۲۰۰۶و همکارانش در سال هازنلوي  و
 وکه جز Gو  C  ،A ينازهاين کيکردند که عبارتند از پروتئ

ــانواده ، ) Erk1/2و  BMK1 )JNK  ،P38و  MAPK خـــــ
و  P13k-Aktآبشـار  ) P13K(كيناز -۳فسفاتيديل اينوزيتول 

  .)۲۲، ۳۱، ۳۲(باشند يم JAK-STATمسير 
 يورز ق دسـت يها از طر سه با مقاوم کردن سلوليدر مقا    
 ـن مزيها ا کردن سلول يش شرطي، پيکيژنت ت را دارد کـه  ي

 ـرات پاييرا نداشته و تغ ييخطر تومورزا هـا   دار در سـلول ي
 ـدر ا نيـز  ياز طرف. کند يجاد نميا هـا بـا    نـد، سـلول  يآن فري

ها رو به رو  نآبا  يعيشوند که به طور طب يمواجه م يعوامل
ط ناشـناخته  يهـا در معـرض شـرا    ن سـلول يشوند، بنابرا يم

از . رنـد يگ يها مضر باشد قرار نم نآ يتواند برا يد که ميجد
 ـکـردن ا  يش شرطيپ يايگر مزايد ن اسـت کـه مقاومـت    ي

 ـ. دن ـکن يجـاد م ـ يهـا ا  را در سلول ييبالا کـه در   يطـور ه ب
از  µM ۵که غلظت  گرديدمشاهده  شد،که انجام  يا مطالعه
H2O2 هـا در برابـر    از سـلول % ۸۵شود تا حدود  يموجب م
  . ط کشنده القا شده، زنده بماننديشرا

  
  گيري نتيجه

ها به  ن سلولآ ياست که ط ينديآکردن فر يش شرطيپ    
 ـتحر يطور مـوقت  هـم فعـال    يک شـده و بـه طـور مـوقت    ي

ثر در ؤم ـ يکـار  ن به عنوان راهآتوان از  ين ميشوند بنابرا يم
ش اثـر  يونـد و افـزا  يها پـس از پ  سلول يش بقايجهت افزا

، بهـره  يـي زا بـدون داشـتن خطـرات سـرطان    وند، يپ يبخش
  . گرفت
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  تشكر و قدرداني 
ــان       ــل پاي ــق حاص ــن تحقي ــد   اي ــي ارش ــه كارشناس نام

هماتولوژي مصوب مركز تحقيقات مؤسسه عالي آموزشـي  

     . باشد و پژوهشي طب انتقال خون مي
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Abstract 
Background and Objectives 
About 70% of MSCs die in the early stages of transplantation into the infarcted myocardium. 
Several solutions have been made to address this problem. In the last decade, preconditioning 
of MSCs with oxidative stresses has gained a lot of attention. In this study, we have 
investigated the effects of preconditioning with hydrogen peroxide (H2O2) on the survival of 
MSCs and their resistance against oxidative stresses. 
 
Materials and Methods 
Mesenchymal stem cells from bone marrow have been cultured. Cells from the passage four 
were treated with 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80, and 100µm concentrations of H2O2, and 
were then recovered with the fresh medium. Finally, the treated cells were exposed to 500 µM 
H2O2 as the killing condition. The percentage of survived cells was analyzed by the MTT assay 
kit. 
 
Results 
Preconditioning with 5 and 10 µM H2O2 significantly increased the resistance of MSCs against 
the apoptosis induced by 500 µM H2O2. 
 
Conclusions   
Preconditioning of MSCs with oxidative stresses enhances their survival; therefore, it can 
increase the efficacy of transplantation. 
 
Key words: Hydrogen Peroxide (H2O2), Ischemic Preconditioning, Apoptosis, Multipotent 
Mesenchymal Stromal Cells 
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