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 .29-11 ، صفحات:1، شمارة 21، دورة 2931لیزرپزشكی؛ 

 

ثیر سینرژیک دگزامتازون و امواج فراصوت با شدت پایین در تمایز أبررسی ت

 های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان رت استئوژنیک سلول
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 خلاصه
بر ( SUIL)و فراصوت با شدت پایین ( axeD)تأثیر سینرژیک دگزامتازون  در این مطالعه :مقدمه

مورد ( sCLMr)شده از مغز استخوان رت  های بنیادی مزانشیمی جدا تمایز استئوژنیک سلول

امکان وجود اثر سینرژیک دو عامل فوق بر القای تمایز  ،تحقیق ۀبررسی قرار گرفت. فرضی

 یط آزمایشگاهی بود.های بنیادی در مح استئوژنیک سلول

های ران و  از استخوان sCLMrكالیبره شد.  CHM3فركانس  با فراصوت دستگاه روش بررسی:

برده  سازی تا پاساژ سوم پیشها با هدف خالص شده و كشت داده شدند. سلول  ساق پای رت جدا

مول و  میلی 01-8پاساژ سوم در دو گروه حاوی دگزامتازون با غلظت  ۀشد های خالص شدند. سلول

Wm/mWدگزامتازون و فراصوت با شدت 
صورت روزانه و  هدقیقه ب 3در مد پیوسته و در زمان  2333

كه گروه كنترل فقط دگزامتازون داشت و هیچ فراصوتی دریافت نکرد.  حالی روز قرار گرفتند در 01تا 

 آلکالین های ژن نبیا ی برایكمّ نیمه TR-RMTروش  و فسفاتاز آلکالین فعالیت سنجش آنالیزهای

اول، دوم، سوم، پنجم، هفتم، نهم، یازدهم  روزهای در ترتیب استئوپونتین به و فسفاتاز، استئوكلسین

  .گرفت انجام تحریک از بعد چهاردهم و

طور  هفراصوت و دگزامتازون ب گروه در فسفاتاز آلکالین فعالیت كه داد نتایج نشان ها: یافته

 را داری معنی تفاوت یكمّ نیمه RT-PCRو آنالیز  (≥113/1pارون بود )داری بیشتر از دگزامت معنی

 (.≥113/1pداد ) نشان گروه دو در تمایزی های ژن در بیان

توان در تمایز استئوژنیک  كند كه دگزامتازون و فراصوت كماین تحقیق بیان می :گیری نتیجه

MSC افزایش خواهد داد.و امکان بقای سلولی را نیز  باشد میها یک اثر سینرژیک 

های بنیادی مزانشیمی، تمایز استئوژنیک،  توان، سلول دگزامتازون، فراصوت كم های كلیدی: واژه

 اثر سینرژیک

 

 مقدمه
با هدف مهندسی بافت  (MSCs)های بنیادی مزانشیمی سلول

گیرند. موفقیت استفاده از این استخوان مورد استفاده قرار می

سازی مسیر تکوینی  ن هدف در گرو بهینهها برای نیل به ای سلول

ها برای پیوند  آن ۀها قبل از استفاد تمایزی و زیستی این سلول

شده در این  . بسیاری از تحقیقات بنیادی و كلینیکی انجام[0]است

 زمینه با استفاده از مواد، داروها، فاكتورهای رشد و دیگر 

 

 

 

ها  توانایی این سلول ۀدهند های فیزیکی و شیمیایی نشان میتك

ها  ترین آن جمله مهم های مختلف سلولی و ازبرای تمایز به رده

ها در پیشبرد و  بافت استخوانی و نقش هریک از كمیت

ن از ا. محقق[2-01]سازی مهندسی بافت استخوان بوده است بهینه

ها استفاده  MSCمواد شیمیایی زیادی برای القای تمایز در 

توان اسکوربیک اسید، گلیسرول جمله می اند كه از آننموده

. [06و 03 ،7،01، 6]فسفات، انسولین، دگزامتازون و ... را نام برد 

ثیر خود قرار أتحت ت در این میان مشکلی كه همواره تحقیقات را

 پژوهشیمقاله 
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و همکاران داریوش همراهی   

ها در اثر شوک شیمیایی ناشی از  میر سلول و داده است، مرگ

. [07-09و9]است   شده بوده  محیط القای تمایزی استفاده

دگزامتازون یک داروی شیمیایی  ،اساس تحقیقات دیگر بر سوی از

ارادوكسی بر تمایز و قدرت پ یكلیدی گزارش شده است كه تأثیر

 ۀاین ماد ،آن . علاوه بر[21-23و 3، 1]ها دارا بوده است لبقای سلو

های مختلف  سازی، سنتز پروتئین شیمیایی بر تحریک استخوان

تر القای گلیکوكورتیکوئیدها بسیار مؤثر  استخوانی و از همه مهم

شده  های ذكر توجه به محدودیت با .[21]گزارش شده است

و نیز  دهدهایی كه بازدهی تمایز را افزایش  یابی به روش دست

ها حفظ شود، از ارزش بالایی  توانایی حفظ جمعیت سلولی در آن

در مهندسی بافت و طب ترمیمی برخوردار خواهد بود. 

یت فیزیکی پركاربرد، عنوان یک كمّ فراصوت به ،دیگر سوی از

در القای مسیرهای زیستی، افزایش توان را های خاصی  ییتوانا

های مختلف سلولی، پیشبرد و القای تمایز در زیستی و تکثیر رده

 . این ابزار و[23-27 و01، 03]باشدمی  دارا  مختلف  های سلول

شده  دسترس و تقریباً ایمن گزارش یت فیزیکی ارزان، دركمّ

كه آن را به ابزاری مطمئن در مهندسی بافت تبدیل  [28]است

كند. این تحقیق با هدف بررسی اثر امواج فراصوت و می

 MSCsهای  دگزامتازون بر القای تمایز استئوژنیک در سلول

 ریزی شده است.   طرح

 

 روش بررسی
 حیوان آزمایشگاهی:

 ،Wistarاز نژاد  (Rat)سر موش بزرگ آزمایشگاهی  01اد تعد 

پاستور  ۀهفته، از پژوهشکد 02تا  8جنس نر، با سن تقریبی 

خریداری شد. حیوانات در شرایط آزمایشگاهی و در حیوانخانه با 

 داری شدند. شده نگه غذای دام و گرما و رطوبت كنترل

 :مزانشیمی های سلول جداسازی و كشت

و با استفاده از ست  شدند استفاده از كلروفرم كشتهحیوانات با 

گردید.  جدا تیبیا و فمور های استخوان جراحی مخصوص حیوانات،

سپس در شرایط استریل پاک شد.  ها آن اطراف بافت نرم

های مغز استخوان هر چهار استخوان با هم مخلوط شد و در  سلول

 DMEM (Dulbecco’Minimum Essentialكشت طیمح

Medium. Gibco. Germany)  سرم  درصد03محتوی

 واحد FBS (Gibco, Germany)، 011جنین گاوی 

 واحد011 و Gibco, Germany) (استرپتومایسین  المللی بین

 مغز .گرفت قرار (Gibco, Germany) سیلین پنی المللی بین

 Flashingروش  به فمور و تیبیا استخوان دراز چهار از استخوان

و  DMEMمحیط  لیتر میلی 03 حاوی ۀلول یک در و شد جدا

 با سانتریفوژ بار یک از پس فوق های بیوتیک قرار گرفت. سلول آنتی

سوسپانس شدند و در دقیقه  3مدت  هدور در دقیقه و ب 0211 دور

Cmفلاسک 
و  DMEMلیتر محیط  میلی 02حاوی   273

و در  ندمنتقل شد درصد سرم جنین گاوی 03بیوتیک و  آنتی

گراد و رطوبت  سانتی ۀدرج 37و دمای  CO2درصد  3شرایط 

های سلول كشت، آغاز از پس ساعت 18اشباع كشت داده شدند. 

ریخته  دور PBS با شستشو و محیط تعویض انجام با غیرچسبنده

بار با محیط تازه  روز یک 2ها هر  سلول محیط آن از پس و شدند

زمانی  ۀرها پس از این دو روز تعویض شد. سلول 01مدت  به

 منظور افزایش جمعیت سلولی پاساژ داده شدند. به

 

 ها: پاساژدهی سلول 

درصد از سطح ظرف  91تا  81ها به  پس از رسیدن جمعیت سلول

سپس با  شدند شستشو داده PBSمحلول  ۀلیوس هها ب كشت، آن

 استفاده از آنزیم تریپسین

(Trypsin/EDTA,Gibco,Germany) ها از كف  سلول

مجدداً كشت داده  3به  0ها به نسبت  شدند. سلول ظرف جدا

 شدند. 

 

 :فراصوت تابش

با  (Phyaction 190i, Germany)مدل  فراصوت دستگاه

 انتخاب سازی حفره پدیدۀ حذف و كاهش برای MHz3فركانس 

 فشار روش از استفاده با فراصوت منبع كالیبراسیون. [29]شد

برای انجام طرح  mW/cm2 333شدت . شد انجام تابشی

 .[01و03]ن انتخاب شدااساس تحقیقات قبلی محقق بر

 
 :ها سلول مزانشیمی بنیادی ماهیت بررسی

خاصی  ماركرمی رت یهای مزانش حال برای سلول به نکه تایعلت ا به

می یت مزانشینان از ماهیجه برای اطمینت در ،ی نشده استیشناسا

ن و چربی استفاده اها به استخو ز آنیت تمایها از قابل بودن سلول

 مزانشیمی بنیادی ماهیت یبررس برای سوم پاساژ های سلول شد.

 20مدت  به تمایزی القاء های محیط در چربی و استخوان ۀرد دو به

-RTتکنیک  و رد آلیزارین آمیزی رنگ .شدند تمایز داده روز

PCR استئوپونتین و استئوكلسین فسفاتاز، های آلکالین ژن برای 

 تکنیک  و رد اویل آمیزی رنگ و به استخوان تمایز بررسی برای

RT-PCR های  ژن برایC/EBP-α ،PPAR-γ ،PPAR-α 

 .[31و01]شد چربی استفاده به تمایز بررسی برای

 

 فراصوت و دگزامتازون:
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 ... ثیر سینرژیک دگزامتازونأبررسی ت                                                        2، شمارة11، دورة فصلنامة لیزر پزشکی
 

10 دگزامتازون ط حاوییهای با محسلولدر این تحقیق 
-8

 mM 

امواج فراصوت با  تحت تابش FCSسرم  درصد03شده با  كامل

در زمان تابش  MHz3و فركانس   mW.cm-2333  شدت

روز ادامه  01مدت  قرار گرفتند. این فرآیند بهقه یدق 3روزانه 

-RTنجش فعالیت آلکالین فسفاتاز و های س داشت و بررسی

PCR های تمایز به استخوان در روزهای  ی برای بیان ژنكمّ نیمه

 ۀمورد استفاده قرار گرفت. در مطالع 01و  00، 9، 7، 3، 3، 0

گونه تیماری )دگزامتازون و فراصوت(  هایی كه هیچ حاضر سلول

  نظر گرفته شدند. عنوان گروه كنترل در دریافت نکردند، به

 

 سنجش بیان آلکالین فسفاتاز:

 Product)فسفاتاز  آلکالین سنجش كیت از روش این در 

No.85 SIGMA–ALDRICH) این روش شد. در استفاده 

مدت  به استن -سیترات فیکساتیو محلول وسیلۀ هب ابتدا ها سلول

 معرض در دقیقه 31مدت  به سپس و ندشد فیکس ثانیه 31

 آب با بار دو ها سلول . سپسندرفتگ قرار دیازونیوم محلول نمک

 رنگ هماتوكسیلین محلول با دقیقه 3مدت  و به شسته مقطر

 مورد كنتراست فاز میکروسکوپ وسیلۀ هها ب سلول سپس .ندشد

. ندگرفت قرار Image J افزار  نرم وسیلۀ هب شمارش و بررسی

 مقایسه T-testآزمون آماری  وسیلۀ هب دیگرکی با نتایج میانگین

 شد

 

 ی:نیمه كمّ RT-PCRتست 

های  ژن پرایمر از استخوان به تمایز های ژن بیان بررسی برای

 شد. ژن استفاده استئوپونتین و استئوكلسین فسفاتاز، آلکالین

ها در روزهای مورد بررسی از  شد. سلول انتخاب GAPDHمرجع 

 استفاده با مورد نظر های سلول كل RNAكف ظرف جدا شدند و 

 این با پروتکل مطابق و RNX- Plus (Cinagen, Tehran)از 

-RTبرای  ای زنجیره تک cDNAسپس  .شد جداسازی شركت

PCR پرایمر  از استفاده باoligo (dt) كریپتاز  ترانس آنزیم و

 Revert Aid First Strand cDNA synthesis]معکوس

Kit(K1622, Fermentas, EU)] ادامه در شد و تهیه 

  . [01]فت انجام گر PCRواكنش 

 

 ها یافته
 :مزانشیمی هایسلول ماهیت بررسی

ردۀ  دو به ها آن تمایز از مزانشیمی های سلول ماهیت بررسی برای

 به احتیر به سوم پاساژ های سلول .شد استفاده چربی و استخوان

 این مؤید RT-PCRو  آمیزی رنگ یافتند. نتایج تمایز دو رده

 (.0مطلب است)شکل 

                                                                                                  
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 RT-PCنتایج  C)آمیزی اویل رد   رنگ B)آمیزی آلیزارین رد،  رنگ A) :0شکل

A B 

C 

15
www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

و همکاران داریوش همراهی   

 فراصوت امواج تأثیر از پس ناستخوا به تمایز های شاخص بررسی

 :فسفاتازسنجش بیان آلکالین
فسفاتاز در دو گروه نشان داد كه  آمیزی آلکالین مقایسۀ نتایج رنگ

فسفاتاز در گروه فراصوت در تمامی روزها  میزان بیان آلکالین

های  داری را با گروه كنترل دارد. تشکیل ندولاختلاف معنی

فراصوت زودتر، تقریباً در همان روز  فسفاتاز مثبت در گروه آلکالین

ها در  تشکیل این ندولكه است  صورتی شد و این در اول شروع می

دو گروه  ۀشود. مقایس گروه كنترل تقریباً از روز پنجم شروع می

 (.≥113/0pدهد ) نشان میرا داری اختلاف معنی

 
 و دگزامتازونفسفاتاز در اثر فراصوت  بیان آلکالین :0نمودار

 (113/1≥p =*) 

 

 یكمّ نیمه RT-PCRنتایج 

هرا   مقایسۀ نتایج در گروه فراصوت و كنتررل در مرورد تمرامی ژن   

 داری را میران دو گرروه فراصروت و كنتررل نشران      اختلاف معنری 

در مقایسره برا گرروه    فسفاتاز درگروه فراصوت  دهد. ژن آلکالینمی

داری در میرررزان بیررران اسرررت  دارای اخرررتلاف معنررریكنتررررل 

(113/1≥p     مقایسۀ میرزان بیران ژن استئوكلسرین در دو گرروه .)

داری در حاكی از این مطلب بود كه فراصوت باعث افرزایش معنری  

(. بیان ژن  p≤113/1بیان این ژن نسبت به گروه كنترل می شود)

داری را  راصوت افرزایش معنری  فاستئوپونتین نیز تحت تأثیر امواج 

مایشری از خرود نشران    نسبت بره گرروه كنتررل در ایرن گرروه آز     

 (.p≤113/1داد)
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هررای آزمایشرری فسررفاتاز در بررین گررروه میررزان بیرران آلکررالین: 2نمررودار

(113/1≥p =*) 
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 های آزمایشیمیزان بیان استئوكلسین در بین گروه :3نمودار

(113/1≥p =*) 

Osteopontin

0

50

100

150

200

250

300

350

1 3 5 7 9 11 14

Days

R
e

la
ti

v
e
 O

D

US+Dexa

 Control

*
* *

*
*

* *

 
ی رهای آزمایش: میزان بیان استئوپونتین در بین گروه1نمودار

(113/1≥p =*) 

 

 

 

16
www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 ... ثیر سینرژیک دگزامتازونأبررسی ت                                                        2، شمارة11، دورة فصلنامة لیزر پزشکی
 

 گیری ث و نتیجهبح
تواند تمایز دگزامتازون یک هورمون گلوكوكورتیکوئید است كه می

های بنیادی مزانشیمی انسان را تنظیم كند و  استئوژنیک سلول

گردد. مقادیر پایین فسفاتاز می سبب افزایش فعالیت آلکالین

كه مقادیر بالای آن  حالی كند دردگزامتازون، استئوژنزیز را القاء می

 سلولی . تغییرات[30]كندسازی را مهار می رد استخوانعملک

 تواندمی ترشح و سنتز تحریک و حركت در تغییراتی قبیل از

 غیر اثر یک اصل در كه با شدت پایین فراصوت امواج ۀوسیل هب

 با تتغییرا این كه رسدمی نظر به. شود القاء باشد،می حرارتی

 و ها یون انتقال و هاسلول پلاسمایی غشاء نفوذپذیری در تغییراتی

 نشان تحقیقاتی در همچنین. است همراه آن عرض در ها مولکول

 بلکه سلولی غشاء انتقال مسیرهای تنها نه كه است شده داده

. گیرندمی قرار امواج این ثیرأت تحت نیز سلولی خارج مسیرهای

 درمانی نظر از غشایی تغییرات چه اگر كه تداش نظر در باید البته

 دهند رخ تکوین طول در تغییرات این اگر ولی هستند، ارزشمند

 شدن تعیین معمولاً. باشند داشته معکوس های اثر است ممکن

 افزایش سبب كه دهدمی رخ تمایز و ها ژن انتخابی بیان دنبال به

زون و امواج اثر سینرژیک دگزامتا .گرددمی ساختار در پیچیدگی

های بنیادی  فراصوت با شدت پایین برای تمایز استئوژنیک سلول

 كنون مورد بررسی قرار نگرفته است.  مزانشیمی تا

فسفاتاز در هر دو گروه  بیان آلکالین ،در تحقیق حاضر   

تنهایی در پیشبرد تمایز  توانایی دگزامتازون به ۀدهند نشان

دهند كه با ج نشان میباشد. نتایها میMSCاستئوژنیک در 

فسفاتاز چه در  افزودن فراصوت در تمامی روزها بیان آلکالین

 درپیداری را  مقیاس سلولی و چه در سطح ژنی افزایش معنی

عنوان یک اثر سینرژیک  توان بهخواهد داشت. این فرآیند را می

انجام گرفته است، فراصوت كه در تحقیق دیگری  زیرا دانست

فسفاتاز را در سطح سلولی  یی برانگیزش بیان آلکالینتنهایی توانا به

های مسیر تمایزی  . بیان دیگر ژن[01]باشدو ژنی دارا می

عنوان  استئوژنیک در این طرح تأییدی بر توانایی دگزامتازون به

ت با آن را و نیز اثر سینرژیک فراصوباشد  میفاكتور كلیدی تمایز 

كند. جالب توجه است كه با افزایش در این فرآیند خاطر نشان می

ها از كف ظرف كنده  القای تمایز در اثر این سینرژیک، سلول

 میر سلولی در تمام طرح مشاهده نشد. و و مرگ ندنشد

و همکاران نشان دادند كه  BRUDER ،0998سال  در   

جمله  مزودرمی ازهای  قابلیت تمایز به رده MSCهای سلول

. [32]باشنداستخوان، غضروف، تاندون، عضله و چربی را دارا می

ای و همکاران در مقاله Kim، 0999یکسال پس از وی در سال 

ها در  وكاینیتاثر داروی دگزامتازون را بر تکثیر، فعالیت و ترشح سا

های استرومال استخوانی بررسی نمودند و نشان دادند كه  لسلو

و عامل  كند میتیکوئیدها را فعال ردگزامتازون مکانیسم گلوكوكو

. در [22]شد سلولی استخوانی خواهداساسی ساخت ماتریس خارج 

و همکاران توانایی دگزامتازون را در دیگر  Mori ،همان سال

دگزامتازون  ۀ. غلظت بهین[23]ها نشان دادند MSCتمایزهای 

انتشار یافت ولی  2110در سال  Walshبرای القای تمایز توسط 

تمایز عنوان  ۀكنند های اشباع این ماده را ممانعت غلظت

تأثیر كلیدی  ۀدهند . تحقیقات محققان دیگر نشان[03]نمود

باشند های بنیادی میولدگزامتازون در فرآیندهای تمایزی سل

های  . بنابراین بدون دگزامتازون تمایز سلول[33-33 و06 ،00-7]

سختی انجام  سمت دودمان استئوژنیک به بنیادی مزانشیمی به

نشان  ALPكاهش فعالیت  ۀوسیل هخواهد شد كه این نتیجه ب

كند دگزامتازون پیشنهاد می ها ههد(. این مشا2و0داده شد)نمودار

 باشد. های اصلی در تمایز استئوژنیک میكننده یکی از تنظیم

و همکاران نشان دادند كه  Chapman، 0981در سال    

. [36]باشدها را دارا می فراصوت توانایی افزایش ترشح سایتوكاین

Ryaby  و همکاران گزارش نمودند كه فراصوت در مد پالسی

و بسیاری از  باشد میسلولی را دارا  توانایی افزایش كلسیم درون

. تحقیقات [37-39]بردمسیرهای سیگنالینگ سلولی را پیش می

و پیشبرد  ءتوان در القا كم تدیگر محققان بیانگر توانایی فراصو

 .[11-11 و01]باشدهای بنیادی می تمایز در سلول

و دیگری  رسد این فرآیند كه با دو عامل یکی فیزیکینظر می به   

 MSCsشیمیایی رخ داده علاوه بر القای تمایز بر قابلیت بقای 

نیز مؤثر بوده است كه خود دستاورد بزرگی در مهندسی بافت 

كند كه اثر نهایت این تحقیق قویاً بیان می آید. درشمار می هب

توان در تمایز استئوژنیک  سینرژیک دگزامتازون و فراصوت كم

MSCs و امکان بقای سلولی را نیز  باشد می یک اثر سینرژستیک

 افزایش خواهد داد.
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