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 ________________________________ _____________________________
چکیده
کـه اسـت همراهسیپوپتوزآوبدنبهتزریقازبعدآنهايبقابودنپایینهمچونمشکلاتیبايادیبنيهاسلولکاربرد:هدفوزمینه

ییفقرغـذا واکسـیداتیو استرسدمایی،تغییرات،یپوکسیهامانندتوکسیکواملعبامواجههدرشدهقیتزريهاسلولنبودنمادهآآنعلت
صـحرایی مـوش درکلریدکبالتتوسطشدهالقاءهایپوکسیبایافتهمواجههبنیاديهايسلولریتکثزانیمتعیینمنظوربهمطالعهاینت.اس

شد.انجام
.سـتار جـدا شـد   یاز نژاد وياهفته6سر موش صحرایی 2استخوانقرمزغزمازي ادیبني هاسلولیتجربمطالعهنیدر ا:بررسیروش

 ـکلربـا سـاعت 48و6،12،24يهازماندرومختلفریمقادباياخانه96يهاتیپلدر،پاساژبار4ازپس  ـمبـه دکبالتی صـفر زانی
 ـتکثیابیارزيبراشدند.ماریتلتکلریدکبامیکرومولار200و5،10،20،50،70،90،100،120،150(کنترل) MTTروشازیسـلول ری

[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide]گردید.استفاده
ریمقـاد بـا هـا سـلول کشتنیهمچنافتند.یگسترشکشتطیمحدراستخوانقرمزمغزازاستحصالازپسيادیبنيهاسلول:هاهیافت
سـاعت 12،کرومولاریم120دوزباساعت6ازپسهاسلولکردنیشرطشیپنکرد.جادیاآنهايمورفولوژدريرییتغکبالتدیکلرمختلف

 ـتکثزانیمکرومولاریم5دوزباساعت48دروکرومولاریم20دوزباساعت24و  ـیهابـا مواجهـه ازبعـد رایسـلول ری طـور بـه یپوکس
.)>05/0P(دادشیافزايداریمعن

گردد.یممالیمزانشيادیبنيهاسلولدریسلولریتکثزانیمش یسبب افزایپوکسیها:گیرينتیجه
ییصحراموش،یسلولریتکث،يادیبنيهاسلول،کبالتدیکلر،یپوکسیها:هاواژهکلید

 ________________________________ _____________________________
a.mohammadiroshandeh@umsha.ac.irالکترونیکیپست،روشندهيمحمدآمنهدکتر:مسؤولنویسنده*

38380208نمابر ، 081-38380462تلفن ،یحی، گروه علوم تشریهمدان، دانشکده پزشکیهمدان، دانشگاه علوم پزشک:ینشان
7/2/1394:مقالهپذیرش،6/2/1394:نهاییاصلاح،25/3/1393:مقالهوصول

مقدمه
،رخونسـاز یغيادی ـبنيهـا سـلول ای ـیمیمزانش ـيادیبنيهاسلول

يهـا دودمـان انـواع بـه زیتمـا ییتواناکههستندچندتوانییهاسلول
داراراتیاستئوس ـوتیکندروس ـ،تیپوس ـیآدجملـه ازهمبندبافت

inطیمحــدروهســتند vitroــن ــظرفزی حفــظراخــوديزیتمــاتی
طیشـرا جـاد یاوخـاص رشـد عوامـل توسـط هـا سلولنیا.کنندیم

يهــاسـلول سـاز، غضــروف،سـاز اسـتخوان يهــاسـلول بـه مناسـب 
نی ـا).1-4(ندشـو یم ـزیمتمـا یقلب ـيهـا سلولایوعروقالیاندوتل
عوامـل دی ـتولبـه شـروع وکـرده سـرکوب رامنطقهالتهابهاسلول
).5(دکنن ـیم ـيبازسـاز يبراازینمورديهانیتوکیساویمحلرشد

هـا يارمیبازياریبسدرماندرهاسلولنیاازاستفادهجهتنیهمبه

ویمفصـل يهـا يمـار یب،MSنسون،یپارک،یقلبيهايماریبجملهاز
نی ـاازاسـتفاده بـودن دی ـمفرغـم یعل ـ).7و6(داردکـاربرد مـر یآلزا

ازپسيادیزيهاچالشبانیمحققمختلف،يهايماریبدرهاسلول
بـه قی ـتزرازپـس هـا سلولهستند.مواجهبدنبههاسلولنیاقیتزر
،ییگرمـا يهـا اسـترس ،یپوکس ـیهاهماننـد یعـوامل بـا یسـت یبابدن

یط ـیمحیپوکس ـیهابـر غلبـه کنند.مبارزهییغذافقروهیناحالتهاب
.اسـت مالیمزانش ـيادی ـبنيهـا سـلول يهـا چـالش نیترمهمازیکی

فــراهمشــدهقیــتزريهــاسـلول مــرگيبــراراطیشــرایپوکس ـیها
نیب ـازآنهـا ازياریبس ـقی ـتزرازپـس ساعتچنددرتنهاوکندیم

يبـرا يمتعـدد يهـا روشدهنـد. یمدستازراخودییکاراورفته
سـلول طـه یحدراسـتفاده منظوربهيادیبنيهاسلولییکاراشیافزا
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بـا مقابلـه يهاراهبهتوانیمآنهاانیمازکهاسترفتهکاربهیدرمان
).8(نمـود اشـاره کـردن یشـرط شیپروشازاستفادهبایپوکسیها

ییهـا ژنانی ـببـه قـادر شـدن یشرطشیپقیطرازمذکوريهاسلول
کنـد. یم ـآمـاده طیمح ـآندريری ـگقراريبراراآنهاکهشوندیم

کـه ردیپـذ یمصورتییهاژنانیبقیطرازروندنیارسدیمنظربه
بـالا ژنیاکس ـکمبـود طیشـرا درمانـدن زنـده يبـرا راسـلول تحمل

دریپوکسیهاطیشراکنندهالقاءيهاروشازیکی).10و9(ندبریم
بـه دکبالتیکلراز).11(استدکبالتیکلرازاستفادهکشتطیمح

hypoxic)یپوکس ـیهايدیتقلطیشراکهیعاملعنوان mimetic)را
زانی ـمتعیـین منظـور بـه مطالعـه ایـن د.شویماستفاده؛کندیمجادیا

توسـط شـده القاءهایپوکسیبایافتهمواجههبنیاديهايسلولریتکث
شد.انجامصحراییموشدرکلریدکبالت
بررسیروش

بـا ویسـتار نـژاد ازصـحرایی موشسر2رويتجربیمطالعهاین
شد.انجامرانیتو پاستور ایشده از انستيداریخرههفت6سن

يهـا موشیقربانازپسمال:یمزانشيادیبنيهاسلوليجداساز
آنهاستالیدومالیپروکسيانتهاوشدخارجفموروایبیت،ییصحرا

وشـدند فـلاش کشـت طیمح ـتوسـط استخوانيمجراد.یگردجدا
DMEMکشتطیمحدرحاصلهيهاسلول Low glucoseبـا همراه

Fetal Bovine Serum10ند.دش ـدادهکشتکیوتیبیآنتودرصد
تند.گرفقراراستفادهموردپاساژبارچهارازپسهاسلول
منظـور به:یچربواستخوانبهمالیمزانشيادیبنيهاسلولزیتما

تیـــکازمالیمزانشـــيادیـــبنيهـــاســـلولزیتمـــاتیـــقابلاثبـــات
Stem pro®osteogenesis, adipogenesis differentiation media

(invitrogen)کشـت ياخانـه 24يهاتیپلدرهاسلولشد.استفاده
يبـرا وروز12مـدت بـه یچرب ـيزیتمـا ياهطیمحباوندشدداده
روزسـه هـر شـدند. مـار یتروز21مـدت بهاستخوانيزیتماطیمح
د.یگردضیتعويزیتماطیمح
دادهکشـت ياخانـه 96تی ـپلدرهـا سلولکبالت:دیکلرباماریت
،6،12يهازمانیطت،یپلکفبههاسلولدنیچسبازپسوندشد
،5،10،20،50(کنتـرل)، صفرریمقادبامواجههدرساعت48و24
ــولاریم200و70،90،100،120،150 ــکلرکرومـ ــراردکبالتیـ قـ

تکش ـيهـا طیمح ـمـذکور يهـا زمانگذشتازپس).11(گرفتند
دکبالتیکلرکرومولاریم300معرضدرهاگروهتماموشدضیتعو

پسگردد.یبایارزهاسلولمقاومتزانیمتاگرفتندقرار)لتالدوز(
بـا هـا سـلول ،لتـال دوزبـا هـا سـلول مواجههازساعت24گذشتاز

DMEMشاملیمعمولطیمح Lgدرصـد 10بـا همراهFBS،مـار یت
ری ـتکثطیمح ـنیهم ـبـا سـاعت 24تاشددادهاجازهآنهابهوشدند

شد.یابیارزآنهاریتکثزانیمزماننیاگذشتازپسابند.ی
ــ ــتکثیبررســ ــلولریــ ــرا:یســ ــتهيبــ ــولهیــ MTTمحلــ

[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide]

لتـر یفازوحـل PBSتـر یلیل ـیم10درراMTTگـرم یل ـیم50زانیم
m22/0يدمادرلیفوباشدهدهیچیپ5/1يهاالیودروهکردرد
.میکردينگهدارگرادیسانتدرجه20یمنف

کـل سـاعت 48و6،12،24ازگذشـت پـس :MTTکارروش
DMEMطیمح ـوکـرده هاخـارج سـلول يروازراطیمح I راتـازه

ــافه ــرداضـ ــپس.میکـ ــریکرولیم100سـ ــازتـ ــارجراطیمحـ وخـ
محلـول همراهبهراهاسلولونمودهاضافهراMTTازتریکرولیم15
ازارتیــپلســپس.میقــراردادانکوبــاتوردرســاعت2مــدتبــهآن

وکـرده خـارج راطیمح ـازتریکرولیم100وکردهخارجانکوباتور
توسـط هـا تی ـپلوهکـرد اضـافه آنبهراDMSOازتریکرولیم200

.شدخوانده570موجلوطبادریزاریالادستگاه
وSPSS-20يآمـار افـزار نـرم ازاسـتفاده باهاداده:يآمارزیآنال

one-wayآزمـــون ANOVAســـطح وشـــدندلیـــتحلوهیـــتجر
در نظر گرفته شد.05/0ازکمتريداریمعن

هایافته
ندشـد گستردهیدوکصورتبهکشتازپسيادیبنيهاسلول

يرییتغدکبالتیکلرمختلفریمقادباهاسلولکشت.)A-1شکل(
یدوک ـصورتبههاسلولونکردجادیاآنهاکیمورفولوژظاهردر

.)B-1(شکلشدندگستردهفلاسکسطحدرشکل
اسـتخوان ویچربيزیتماطیمحبايادیبنيهاسلولکشتجینتا
ورنددارایچربواستخوانبهزیتماتیقابلهاسلولنیاکهدادنشان
اسـتخوان و)A2-(شـکل یچرب ـيهاسلولهفتهدوگذشتازپس

).B-2(شکلشدمشاهده
ریمقادبامالیمزانشيهاسلولکردنیشرطشیپازحاصلجینتا

درری ـتکثزانی ـمکهدادنشانساعت6ازپسکبالتدیکلرمختلف
واسـت افتـه یشیافزاکنترلگروهبهنسبترفتهکاربهيدوزهاتمام

زانی ـم).>05/0P(بودداریمعنکرومولاریم120دوزدرشیافزانیا
کنتــرلگــروهبــهنســبتبــود؛دوزنیبــالاترکــه200دوزدرری ـتکث

.)A-3(شکل)>05/0P(افتیيداریمعنيمارآکاهش
ریمقـاد بـا مالیمزانش ـي هـا سـلول کردنی شرطشیپازحاصلجینتا

درری ـتکثزانی ـمدادنشـان سـاعت 12ازپـس کبالتدیکلرمختلف
واسـت افتهیشیافزاکنترلگروهبهنسبترفتهکاربهي دوزهاتمام

زانی ـم).>05/0P(بـود داریمعن ـکرومولاریم20دوزدرشیافزانیا
کنتــرلگــروهبــهنســبتبــود؛دوزنیبــالاترکــه200دوزدرری ـتکث

.)B-3(شکل) >05/0Pداري یافت(آماري معنیکاهش
ریمقادبامالیمزانشي هاسلولکردنی شرطشیپازحاصلجینتا

درری ـتکثزانی ـمدادنشـان سـاعت 24ازپـس کبالتدیکلرمختلف
اسـت افتـه یشیافـزا کنتـرل گروهبهنسبتتهرفکاربهي دوزهاتمام

بــودداریمعنــکرومــولاریم20دوزدرشیافــزانیــاو)B-1(شــکل
)05/0P< .(بـه نسـبت بـود دوزنیبالاترکه200دوزدرریتکثزانیم
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71/همکارانوپولاديمرضیه

)55پیدر(پی3شماره/17دوره/1394پاییز/گرگانشکیپزعلومدانشگاهعلمیمجله

؛ ط کشتیمحدریو گسترده شده به آسانبروبلاست یهمانند فيظاهربا مال یمزانشيادیبنيهاسلول: A- 1شکل 
B :؛ ير در مورفولوژییتغو عدم دکبالت یبا کلرافته یمال مواجهه یمزانشيادیبنياهسلولCیمالیمزانشيهاول: سل

هافتیبا تعداد کاهشنشده یشرطشیپ

)B) و استخوان (A(یمال به چربیمزانشيادیبنيهاز سلولی: تما2شکل 

؛ یپوکسیساعت مواجهه با ها12پس از يادیبنيهار سلولیزان تکثی: مB؛ یپوکسیاعت مواجهه با هاس6پس از يادیبنيهار سلولیزان تکثیم: A- 3شکل 
C :؛ یپوکسیساعت مواجهه با ها24پس از يادیبنيهار سلولیزان تکثیمD :یپوکسیاجهه با هاساعت مو48پس از يادیبنيهار سلولیزان تکثیم
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)>05/0Pداري نشـــان داد (آمــاري معنـــی کـــاهشتـــرلکنگــروه 
.)C-3ل (شک

ریمقادبامالیمزانشيهاسلولکردنیشرطشیپازحاصلجینتا
درری ـتکثزانی ـمدادنشـان سـاعت 48ازپـس کبالتدیکلرمختلف

واسـت افتـه یشیافزاکنترلگروهبهنسبترفتهکاربهيدوزهاتمام
زانی ـم).>05/0P(بـود داریمعن ـلارکرومـو یم5دوزدرشیافـزا نیا

يآمـار کـاهش کنترلگروهبهنسبتکرومولاریم70دوزدرریتکث
.)D-3(شکل)>05/0P(افتیيداریمعن

بحث
يهـا سـلول کـردن یشـرط شیپ ـحاضـر مطالعـه جینتابهتوجهبا

شیافـزا رایسـلول ری ـتکثزانیمیپوکسیهاعاملبامالیمزانشيادیبن
کبالـت دی ـکلرازیمتفـاوت يهاتظغلبهمتفاوتيهازماندروداد

ازیمناسـب طیشـرا درمالیمزانشيهاسلولکشتداد.واکنش نشان
دی ـباهـا سـلول نی ـاکهیحالدرشود.یمانجامدرصد)20(ژنیاکس
يبـرا یعاملخودکهرندیگقراریپوکسیهاطیشرادرقیتزرازپس

درهـا سـلول کشـت عکسبـر شـود. یم ـمحسـوب آنهـا رفتننیباز
،سیآپوپتـوز کـاهش موجـب درصد)5/0-1(ژنیاکسنییپاطیشرا
شـود یم ـهـا سـلول ویرژنراتخواصبهبودونیپاراکراثراتشیافزا

وریــتکثبــرمالیمزانشــيادیــبنيهــاســلولنیپــاراکراثــرات).12(
دراثراتنیااست.شدهاثباتدهیدبیآسيهابافتمیترمنیهمچن
؛باشـند گرفتـه قـرار شدنیشرطشیپتحتهاسلولنیاکهیمواقع

يهاسلولریتکثشدهدادهنشانیمطالعاتدرشوند.یممشخصشتریب
يادی ـبنيهـا سـلول بـا همزمـان کهیصورتدرکیتیهماتوپويادیبن

دادهکشـت ،یپوکس ـیهاتوسـط قبـل ازشدهیشرطشیپمالیمزانش
شــتریبترشــحلیــدلبـه نآعلــتودهــدیم ـشیافــزاراباشــندشـده 

يهـا سـلول توسـط )HIF-a(یپوکسیهايالقاعواملوهانینترلوکیا
).14و13(استشدهیشرطشیپ

يبقـا زانی ـمیپوکس ـیهاازاسـتفاده کـه دادنشـان حاضـر قیتحق
وTheusمطالعـه دردهـد. یم ـشیافـزا کشـت طیمحدرراهاسلول

يدرصـد 40تا30کاهش،یپوکسیهابایشرطشیپانجامهمکاران
داشـت دنبـال بـه را3کاسپازتیفعالکاهشوسیآپوپتوزوقوعدر

يهــاســلولکــردنیشــرطشیپــهمکــارانوHuمطالعــهدر).15(
وPro-survivalعوامـــلانیـــبیپوکســـیهابـــامالیمزانشـــيادیـــبن

Pro-angiogenicــامل Hypoxia-inducedشــــــــ factor1،
Angiopoitin1،Vascular endothelial growth factorرسـپتور و

تی ـفعالمقابـل درداد.شیافـزا راBcl-xlوBcl-2ن،یتیتروپویارآن
کـه عوامـل نیاانیب).12(افتیکاهشيداریمعنطوربه3کاسپاز

موجـب ؛اسـت دادهرخبدنداخلنیهمچنوبدنخارجطیشرادر
شـده قی ـتزرازپـس آنهـا ییکـارا شیافزاوهاسلوليبالامقاومت

درمالیمزانش ـيادی ـبنيهـا سـلول دادنقـرار بـا نیهمچن).12(است
مهـاجرت وmotilityزانی ـميدرصـد 1-3یپوکس ـیهاطیشـرا برابر

يبـالا انی ـبشـود یم ـتصـور است.افتهیشیافزاآنهايبقاوهاسلول
دريادی ـزنقـش توانـد یم ـنـد یفرانی ـاتوسطتیهپاتوسرشدعامل

و همکـاران Yuدر مطالعه ).10(باشدداشتههاسلولییکاراشیافزا
زانی ـمیپوکس ـیهابـا یمیمزانشيادیبنيهاسلولکردنیشرطشیپ

رايادی ـبنيهـا سـلول بـا درمـان زانی ـموشـتر یبرایسـلول مهاجرت
کبالترکرومولایم200معرضدریمیمزانشيهاسلولداد. شیافزا

د. ی ـگردسهیمقاکنترلگروهباوشدنددادهقرارساعت24مدتبه
والفـا HIF-1يهـا ژنانی ـبيداریمعن ـطـور بـه یپوکسیهاواقعدر

CXCR4ط یمحدریسلولمهاجرتوin vitro11ش داد (یرا افزا.(
پـس هاسلولییکاراشیافزاباارتباطدرمامطالعه جینتاهرچند

)؛11و همکـاران ( Yuمطالعـه  جینتايراستادرکردنیشرطشیپاز
است.متفاوتمامطالعهدردکبالتیکلررفته کاربهغلظتزانیماما
پاسـاژ شـماره ای ـوشـده اسـتفاده کبالـت دی ـکلرنـوع رسدیمنظربه

باشد.متفاوتمطالعهدودرشدهگرفتهکاربهيادیبنيهاسلول
مختلـف يهـا يمـار یبدریدرمـان سلولازاستفادهکهییآنجااز

ذهـن آلزایمروپارکینسوندیابت،عروقی،–بیقلاختلالاتماننده
ــهرانیمحققــ يهــاروشازاســتفاده؛ اســتســاختهمشــغولخــودب
نظـر هب ـ).7و6است (اتیضرورازمنظورنیايبراسلوليسازآماده

کیعنوانبهتواندیمهاسلولکردنیشرطشیپازاستفادهرسدیم
مـورد بـدن داخـل بـه هـا سـلول قی ـتزرازقبـل مناسباریبسحلراه

، يسـاز آمـاده روشنیبهتـر انتخـاب حـال نیابارد.یگقراراستفاده
یشـرط شیپ ـاثريهاسمیمکاننیهمچنوعواملنیابامواجههزمان

ازمنـد ینودهینرس ـتی ـقطعنقطـه بـه هنـوز کهاستیلیمساازکردن
يهـا تیمحدودبهتوجهبالازم به ذکر است است.يشتریمطالعات ب

يمورفولـوژ روشازاسـتفاده بـا يادی ـبنيهاسلولییشناساجودمو
در مطالعـه حاضـر انجـام    هـا سـلول نی ـازیتمـا تی ـقابلروشوسلول
نبود.مقدوريتومتریفلوساانجامودیگرد

گیرينتیجه
هایپوکسی میـزان تکثیـر سـلولی را    ن مطالعه نشان داد که یج اینتا

تکثیـر  افـزایش  .دهـد یم ـش هـاي بنیـادي مزانشـیمال افـزای    در سلول
ها بعد از مواجهـه بـا مقـادیر مختلـف     در اثر آماده شدن سلولسلولی 

کلرید کبالت به عنوان ماده ایجادکننده هایپوکسی حاصـل شـد کـه    
.استها نشان از اثرگذاري و دخالت برخی عوامل در سلول

قدردانیوتشکر
اخـذ درجـه   يبرايه پولادیمرضنامه خانم انین مقاله حاصل پایا

ــک ــدیارشناس ــته ارش ــردر رش ــوم تش ــکاز یحیعل ــکده پزش یدانش
بود.همدانیدانشگاه علوم پزشک
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________________________________________________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Some problems such as low viability and apoptosis after injection to the
body because of exposure to toxic factors such as hypoxia, thermal stress, oxidative stress and food
deprivation are encountered with stem cell application. It is suggested that preconditioning of the cells
with cytotoxic factors before injection could enhance their efficiency. This study was done to determine
the mesenchymal stem cell proliferation exposed to hypoxia by cobalt chloride.

Methods: In this experimental study, Mesenchymal stem cells were isolated from rat bone marrow and
cultured at least for four times. The cells were cultured in 96 well plates and treated with different
concentration (0, 5, 10, 20, 50, 70, 90, 100, 120, 150 and 200 µM) of cobalt chloride for 6, 12, 24 and 46
hours. Cell proliferation was detected by MTT assay [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-Yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide].

Results: The cells isolated from bone marrow were propagated easily in culture condition. The cells
morphology was not altered after exposure to cobalt chloride. Preconditioning of mesenchymal stem cells
with 120 µM for 6 hours, 20µM for 12 and 24 hours and 5µM for 48 hours significantly improved cell
proliferation after hypoxia in cell culture (P<0.05).

Conclusion: Hypoxia preconditioning increases proliferation of mesenchymal stem cell.

Keywords: Hypoxia, Cobalt chloride, Stem cells, Cell proliferation, Rat
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