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چکیده

بنیـادي  هـاي ولـوژي و خصوصـیات بیوشـیمیایی سـلول    ، مورفدر این پژوهش تاثیر دوزهاي مختلف اسید بوریک بر توانایی زیستی:هدف
. بررسی شد) MSCs(مزانشیم مغز استخوان رت 

لیتر اسید بوریـک در  گرم بر میلیو میلینانوگرم، میکروگرم6و 3، 6/0تا سه پاساژ کشت و سپس با غلظت هاي MSCs:هامواد و روش
و نـانوگرم، میکروگـرم  6بررسـی و دوزهـاي   تست متیـل تیـازول تترازولیـوم   اتوانایی زیستی ب. ساعت تیمار شد36و 24، 12هاي زمان
تکثیر سلولی بر اساس توانایی تشکیل کلونی و دو برابـر شـدگی   . ساعت براي ادامه مطالعه انتخاب گردید36لیتر و زمان گرم بر میلیمیلی

هـاي همچنین میزان کلسیم تام و فعالیت آنزیم. بررسی شدها توسط رنگ آمیزي فلوروسنتارزیابی و مورفولوژي سلول) PDN(جمعیتی
ANOVAهـا بـا روش  داده. مورد مطالعه قـرار گرفـت  آلکالین فسفاتاز، لاکتات دهیدروژناز، آسپارتات ترانس آمیناز و آلانین ترانس آمیناز

. آنالیز شد

مورفولوژي هسته و درهاي تیماري باعث تغییردوز. ر داشتداها کاهش معنیساعت توسط همه غلظت36ی زیستی در زمان یتوانا:نتایج
باعث کـاهش  لیتر گرم بر میلیمیلی6تیمار با دوز . صورت وابسته به دوز شددار تعداد و قطر کلونی بهسیتوپلاسم و همچنین کاهش معنی

آسپارتات ترانس آمیناز و آلانین ترانس آمیناز نیز روز و کاهش فعالیت آنزیمهاي لاکتات دهیدروژناز،6و 3، 1در روزهاي PDNدار معنی
مشـاهده  نانوگرم و میکروگرم6افزایش فعالیت آلکالین فسفاتاز و میزان کلسیم تام در اثر تیمار با دوزهاي . توسط همه دوزها مشاهده شد

. الین فسفاتاز نداشتگونه اثري بر میزان کلسیم تام و آلکلیتر هیچگرم بر میلیمیلی6که دوز در حالی.  شد

گرم با توجه به تاثیر مثبـت  هاي نانو و میکرودارد ولی در مورد غلظتMSCsگرم اسید بوریک اثر سمی بر هاي میلیغلظت:نتیجه گیري
. شودبر برخی فاکتورها تحقیقات بیشتر پیشنهاد می

ترانس آمیناز، آلکالین فسفاتاز،بلیت حیاتهاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان، اسید بوریک، قاسلول:واژگان کلیدي
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مقدمه

IIIAتنها نـافلز در میـان عناصـر گـروه     ، 5با عدد اتمی ) B(بور 

بـور ریـز   . باشدداراي خواص بین فلز و نافلز میجدول تناوبی و
مغذي ضروري براي گیاهان است و نتایج مطالعات نشان داده که 

ک ریزمغذي اساسی براي حیوانات و عنوان یتواند بهاین عنصر می
غذاها با منشا گیاهی نظیر خشکبار، ). 1(انسان نیز محسوب شود 

هاي خشک و تازه، بقولات، سبزي ها منبع اصلی این عنصـر  میوه
بور در حالت طبیعی از مواد غذایی مختلـف در روده  ). 2(هستند 

ید آمیگردش درشکل اسید بوریک در خون بهو معده جذب و به
ــا). 3( ــه(Dویتــامینوفســفرکلســیم،ازکــهایــنوجــودب کل

شـدن معدنیفراینددراصلیهايریزمغذيعنوانبه) کلسیفرول
دارايبـور عناصـر، ایـن بـر علاوهاماشود،میبردهناماستخوان

خـود بـه رازیـادي توجـه بـالینی نظرازکهاستمهمیخواص
کلسیم،کردعملازمل،مکعنصرعنوانبهواستداشتهمعطوف
ــزیم ــامینومنی ــتDویت ــیحمای ــد م ــور).  4(کن ــقازب طری

رامنیـزیم وکلسـیم ادراريدفـع کلیـه، کردعملبرتاثیرگذاري
دهـد  مـی افزایشراخوندریونیزهکلسیممیزانودادهکاهش

آنمشـتقات وبورتاثیررويبرمطالعاتیاخیرهايسالدر). 5(
جملـه از. اسـت گرفتهانجاممختلفيهاسلولیستیزتواناییبر

اثرگـذاري رويبـر ) 6(همکـاران وهاآکیمطالعهتحقیقاتاین
MC3T3-E1استئوبلاسـت پـیش يهـا سـلول بـر بوریکاسید

بـر نـانوگرم 1000دوزدرهـا سلولاینزیستیتوانایی. باشدمی
نیطولادرولیداشتکاهشساعت24زمانمدتدرلیترمیلی
عـلاوه . نـداد نشانکنترلگروهباتفاوتی) روز14و2،5(مدت

کاهشمدتطولانیدرهاسلولتکثیرمیزانی زیستی،یتوانابر
تفـاوت دارايکنتـرل بـه نسـبت کـاهش ایـن امـا داشـت کمی
ویینـگ توسـط کـه ايمطالعـه درکـه حـالی در. نبـود دارمعنی

اسـتخوان مغـز مزانشـیم يهـا سلولتمایزرويبر)7(همکاران
)BMSCs  (اسـید لیترمیلیبرنانوگرم1000غلظتشد،انجام

درراهــاســلولتکثیــرمیــزانروز،14و4،7تیمــاردربوریــک
رويبـر ) 8(همکـاران ودیمرسـی . دادکاهشکنترلبامقایسه

بـا ) hTGSCs(انسـان دنـدان مزانشیمبنیادييهاسلولتیمار
تحقیـق ایـن در. پرداختند) NaB(تاهیدراتپنپنتابوراتسدیم

تمـایزي وزیسـتی هايشاخصبرNaBاثربررسیجهتدرکه
حضوردرنمودنانجماد و ذوبازپسدندانمزانشیميهاسلول

Me2SOلیتـر میلیبرمیکروگرم20دوزگرفت،انجامNaB بـا
راهـا سـلول حیاتبرظتیافمحنقشMe2SOدرصد5غلظت

سـمی اثرلیترمیلیبرمیکروگرم700تا200دوزولیددانشان
. داشتهاسلولبر

ي پرتـوانی  هـا سـلول ي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان هاسلول
یر شده و توانایی تمـایز بـه انـواع   راحتی تخلیص و تکثبوده که به

توان باشند و میي استخوانی، غضروفی و چربی را دارا میهاسلول
علاوه هاسلولاین ). 9(یوندهاي اتولوگ استفاده کرد ها در پاز آن

بر مغز استخوان در بافت هایی نظیر بافت چربی، پرده سینویال و 
دلیل اهمیت سلول بنیادي به). 10(شوند عضله اسکلتی یافت می

یند تشکیل و ترمیم بافت اسـتخوان  آمزانشیم مغز استخوان در فر
ثـر مثبـت بـور بـر سـلامت      و با توجه وجود گزارشاتی مبنی بـر ا 

استخوان از یـک طـرف و وجـود برخـی از تناقضـات موجـود در       
مطالعات پیشین در رابطه با میزان دوز و زمان تاثیر عنصر بور بر 

ي مزانشیم از طرف دیگر، هدف از ایـن مطالعـه بررسـی    هاسلول
هـاي متفـاوت از عنصـر بـور بـر      تاثیر دوزهاي متفـاوت در زمـان  

کثیر،  مورفولوژي و برخی خـواص بیوشـیمیائی   توانایی زیستی، ت
سلول بنیادي مزانشیم مغز استخوان بود تا بتوان درك بهتـري از  

.دست آورداثرات مثبت یا منفی دوزهاي متفاوت از این عنصر به

هامواد و روش

-Sigmaکلیـه مـواد مــورد اسـتفاده در ایــن تحقیـق از شــرکت     

Aldrichدر ایـن  . ر شـده اسـت  ذکي کهتهیه شد مگر در موارد
روز و 50مطالعه تجربی از موش صحرائی نر نژاد ویستار بـا سـن   

حیوان مورد اسـتفاده در ایـن   . گرم استفاده شد140±20وزن 
پژوهش پس از خریـداري از انسـیتو پاسـتور در خانـه حیوانـات      

گـراد و بـا   درجه سـانتی 27±3ی یدانشگاه اراك در شرایط دما
داري هاي پلی اتـیلن نگـه  ذا و آب در قفسدسترسی مناسب به غ

ها ، موشکار با حیوانات آزمایشگاهیرعایت اصول اخلاقیبا . شد
هـاي ران و سـاق   هوش شده، اسـتخوان کمک دي اتیلن اتر بیبه

هـا بـه   هاي پیوندي اطراف استخوانها جدا و سپس بافتپاي آن
DMEMهـا در محـیط کشـت    استخوان. طور کامل پاك گردید

)Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Gibco

Company ( ــاوي ــد15ح ــاوي   درص ــین گ ــرم جن ) FBS(س
)Gibco Company (استرپتومایسـین  -سـیلین و پنی)Gibco

Company ( گراد قـرار گرفتـه، بـه زیـر     درجه سانتی4در دماي
دو سر استخوان با قیچی استریل قطـع و  . هود لامینار منتقل شد

داخـل لولـه فـاکون    ن با عمل فلاشـینگ خـارج و بـه   مغز استخوا
دقیقـه در  5مـدت بـه حاوي محیط کشت کامل هدایت و سپس 
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rpm2500محیط رویی خارج و رسـوب سـلولی   . سانتریفیوژ شد
T25لیتر محیط تـازه معلـق گردیـد و در فلاسـک     میلیپنجدر 

5گـراد،  درجـه سـانتی  37دماي (دار CO2کشت و در انکوباتور 
سـاعت محـیط رویـی کـه     24بعد از . انکوبه گردید) CO2درصد
مـدت  ي غیرچسبنده بود، خارج شده و سـپس بـه  هاسلولداراي 

که زمانی. تعویض گردیدهاسلولروز هر سه روز یکبار محیط 14
بـا کمـک  هاسلولکف فلاسک به تراکم بالایی از سلول رسید، 

Trypsin/EDTA)Gibco Company ( و به از کف فلاسک جدا
دست آوردن خلوص بالا هبراي ب. هاي جدید منتقل شدندفلاسک
.سه مرحله پاساژ تکرار شدهاسلولاز این 

بـراي بررسـی تـاثیر اسـید بوریـک      :سنجش توانایی زیسـتی 
و یافتن دوز مـوثر،  هاسلولبر توان زیستی ) شرکت مرك آلمان(

انـه  خ96سلول در پلیـت  15000ي پاساژ سوم با تراکم هاسلول
هـاي  ساعت تحت تیمار بـا غلظـت  24کشت داده شدند،  پس از 

لیتر اسید بوریـک در  گرم بر میلینانو،  میکرو و میلی6و 3، 6/0
ساعت قرار گرفته و تعویض محیط کشت 36و 24، 12هاي زمان

هـا درصـد بقـاي    زمـان بار انجام و در پایـان ایـن  هر سه روز یک
. قرار گرفتمورد بررسی MTTسلولی با روش 

ي تیمار شـده  هاسلول) MTT(در تست متیل تیازول تترازولیوم 
شستشـو داده شـد و بـه    PBSپس از زمان هاي تیمار دو بار بـا  

میکرولیتـر 10میکرولیتر محیط کشت فاقـد سـرم و   100ها آن
MTT)54مـدت  اضافه و در انکوباتور به) لیترلیتر بر میلیمیلی

پـس از آن  . گـراد، انکوبـه شـد   سـانتی درجه 37ساعت در دماي 
هـاي فورمـازان   آرامی حذف گردیده و به کریستالمحیط رویی به

اضافه و جـذب  ) DMSO(حاصل، محلول دي متیل سولفوکسید 
Elisaمـدل  (ELISA-readerنوري محلول حاصله با دسـتگاه  

Reader Medical ساخت شرکتSCO GmbHکشور آلمان  (
ي زنده هاسلولتعداد . ر اندازه گیري شدنانومت505در طول موج 

ــول   ــتفاده از فرمـ ــا اسـ ــتاندارد بـ ــراف اسـ ــم گـ ــس از رسـ پـ
Y=0.016X+0.037وR2=0.996  ــد، لازم ــبه گردی محاس

ي زنـده  هـا سلولتعداد Xجذب و Yاین فرمول ذکر است درهب
). 11(می باشد 

ساعت همگی دوزها باعث کـاهش  36که در مدت زمان یاز آنجائ
گـرم بـر   نـانو، میکـرو و میلـی   6توانائی حیات بود، لذا دوزهـاي  

ساعت براي ادامـه  36لیتر اسید بوریک و مدت زمان تیمار میلی
.ها با این دوزها و زمان انجام گردیدمطالعه انتخاب و مابقی تست

، مورفولوژي هسته بـا  هاسلولپس از تیمار :بررسی مورفولوژي
و مورفولـوژي  ) میکروگرم1(استفاده از رنگ فلورسنت هوخست 

ــژ    ــدین اورن ــنس آکری ــگ فلورس ــتفاده از رن ــا اس ــم ب سیتوپلاس
)0.01gr/ml (  ــانس ــکوپ فلورسـ ــط میکروسـ ــی و توسـ بررسـ
)Olympus IX70-Japan (    مجهـز بـه دوربـین)  مـدلDP71 (

ت سیتوپلاسـم  ها و مسـاح سپس قطر هسته. شدندبرداريعکس
گیري و مقایسه گردیـد  اندازه) Motic(کمک نرم افزار موتیک به
)12 .(

زایـی،  نیوبـراي بررسـی تـوان کل ـ   :بررسی میزان توان تکثیر
خانـه،  هـاي تـک  در پلیت50000ي پاساژ سوم با تراکم هاسلول

شسـته  PBSدو بار با هاسلولدر پایان . روز کشت شد7مدت به
. دقیقه رنگ آمیـزي گردیـد  5مدتبهل ویولت و با رنگ کریستا

ــونی ــاکل ــر  ه ــار در زی ــرل و تیم ي تشــکیل شــده در گــروه کنت
هـا کلونیمیکروسکوپ مشاهده و شمارش گردید، همچنین قطر 

).13(گیري شد نیز  با کمک نرم افزار موتیک اندازه

20، تعـداد  )PDN(براي بررسی میزان دوبرابرشـدگی جمعیـت   
خانـه کشـت داده شـد و سـپس محـیط      یت تکهزار سلول در پل

اسید لیترگرم بر میلینانو، میکرو و میلی6ي هاغلظتبا هاسلول
هـا سـلول . روز جـایگزین گردیـد  6و 3، 1هـاي  بوریک در زمان

بـا اسـتفاده از   PDNتریپسینه و مورد شـمارش قـرار گرفتنـد و    
Nتعداد سلول در آغاز کشـت و  logN/N0×3.31 ،)N0فرمول 

).13(محاسبه گردید ) تعداد سلول در پایان کشت

ي تیمـار داده  هـا سلول:اندازه گیري فاکتورهاي بیوشیمیایی
مـدت بهلیتر گرم بر میلینانو، میکرو و میلی6ي هاغلظتشده با 

،  =4/7pH(ساعت، پس از تریپسینه شدن و شستشو با  بافر 36
Tris-Hcl(س از لیز شـدن در  کمک نیتروژن مایع سائیده و پ، به

rpm12000میــزان . دقیقــه ســانتریفیوژ گردیــد10مــدتبــه
کمــک روش لاوري و بــا پــروتئین موجــود در محلــول رویــی بــه

عنوان استاندارد انـدازه  به) BSA(استفاده از سرم آلبومین گاوي 
دسـت آوردن فعالیـت آنزیمـی بـر حسـب      همنظور ببه. گیري شد

میـزان فعالیـت   ) U/L(رم پروتئینواحد بین المللی در لیتر بر گ
.مقدار پروتئین تام آن نمونه تقسیم شدآنزیم هر نمونه به

کد ) (LDH(هاي لاکتات دهیدروژناز جهت بررسی فعالیت آنزیم
کد محصول ) (ALT(، آلانین ترانس آمیناز )1400022محصول 

کــد محصــول ) (AST(و آســپارتات تــرانس آمینــاز ) 1400019
) ایـران -تهـران (هاي شرکت پـارس آزمـون   از کیت) 1400018
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میکرولیتـر از نمونـه را بـا    10ها طبق پروتکل کیت. استفاده شد
لیتـر از محلـول واکـنش موجـود در کیـت مخلـوط و       یک میلـی 

نانومتر بـا  340دقیقه در طول موج 3اختلاف جذب بین صفر و 
ــپکتروفتومتر  ــتگاه اسـ ــتفاده از دسـ PG Instrument)اسـ

Company, England)قرائت شد .

) ALPs(همچنین در بررسی فعالیت آنزیم آلکالین فسـفاتاز تـام   
استفاده شد و بـر  ) 1400002کد محصول (از کیت پارس آزمون 

میکرولیتـر از  20اساس روش ارائه شده توسـط شـرکت میـزان    
لیتر از محلول واکنش موجود در کیت مخلـوط  نمونه با یک میلی

نـانومتر  405دقیقه در طول مـوج  3و اختلاف جذب بین صفر و
ــا دســتگاه اســپکتروفتومتر ,PG Instrument Company)ب

England)گـرم  فعالیت آنزیم بر حسب واحد بر میلی. قرائت شد
.پروتئین محاسبه گردید

میزان کلسیم تام داخل سلولی بـا کمـک کیـت کلسـیم شـرکت      
ایـن  در . گیري شداندازه) 1400007کد محصول ( پارس آزمون 

لیتر محلول واکنش میکرولیتر نمونه سلولی با یک میلی20روش 
دقیقـه در  3موجود در کیت مخلوط و اختلاف جذب بین صفر و 

ــوج  ــا کمــک دســتگاه  اســپکتروفتومتر 570طــول م ــانومتر ب ن
(PG Instrument Company, England)گیري شداندازه.

آنـالیز واریـانس یـک    با اسـتفاده از روش آمـاري  :آنالیز آماري
دست آمده آنـالیز  ههاي بدادهTukeyو تست ) one way(طرفه 

دار در نظـر گرفتـه   معنـی >05/0pها در سطح و تفاوت میانگین
.شد

نتایج

توانـایی  کـاهش  نشـان داد کـه   MTTدر این مطالعه نتایج تست 
ر داکاهش معنی). 1جدول (زمان است وابسته بههاسلولزیستی 

میکروگـرم  6سـاعته از دوز  12در تیمار هاسلولی زیستی یتوانا
در ) >05/0p(کـه ایـن کـاهش معنـی دار    شروع شد، در صورتی

ــانوگرم و در 6دوز ســاعته از 24تیمــار  6/0ســاعته از دوز 36ن
گرم نیز نسـبت  ساعت دوزهاي میلی36در . نانوگرم مشاهده شد

از طرفی با توجه . >p)001/0(دار بودند به هم داراي تفاوت معنی
سـاعت  36گـرم در زمـان   نانو، میکرو و میلی6به اینکه دوزهاي 

هـا  دار داشتند براي ادامه بررسـی نسبت به یکدیگر اختلاف معنی
.ساعت انجام شد36با این دوزها در زمان هاسلولتیمار 

مقـادیر بـه   .MTTساعته با دوزهاي مختلـف اسـید بوریـک توسـط تسـت      36و 24، 12پس از تیمار اهسلولمیانگین توانایی زیستی همقایس:1جدول 
05/0p<( ،Tukey,s(باشـد دار مـی هاي متفاوت در یک ستون داراي تفاوت معنـی میانگین ها با کد حرف. باشدمیmean±SDصورت  test ،one way

ANOVA.(

)ساعت(زمان 
122436دوز

068/32 a ± 59/056/34 a ± 10/093/34 a ± 31/0
ng/ml6/006/32 a ± 68/006/34 a ± 22/006/28 b ± 34/0
ng/ml343/31 a ± 43/003/34 a ± 06/081/27 b ± 22/0
ng/ml631/31 a ± 56/012/33 b ± 25/075/27 b ± 25/0
µg/ml6/020/31 a ± 78/012/33 b ± 43/070/27 b ± 34/0

µg/ml312/31 a ± 81/012/33 b ± 43/068/27 b ± 25/0
µg/ml662/30 b ± 43/077/29 c ± 15/050/26 c ± 16/0
mg/ml6/037/30 b ± 59/075/29 c ± 16/037/26 c ± 40/0

mg/ml375/30 b ± 37/068/29 c ± 12/093/23 d ± 22/0
mg/ml606/30 b ± 66/056/29 c ± 06/075/22 e ± 22/0
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) >05/0p(باعـث کـاهش معنـی دار   لیترگرم بر میلیمیلی6دوز 
PDN) در مقایسه با کنترل شد ولی 3و 1در روزهاي ) 2جدول

در . نـانو و میکـرو گـرم مشـاهده نشـد     6این تغییر در دوزهـاي  
داري روزه، تمــام دوزهـا کـاهش معنــی  6کـه در تیمـار   صـورتی 

)05/0p< ( طرفـی مشـاهدات   از. را نسبت به کنترل نشان دادنـد
روز باعـث کـاهش   7ها در مدت زمـان  نشان داد که تیمار سلول

ها نسـبت بـه کنتـرل    در تعداد و قطر کلونی) >05/0p(دار معنی
لیتـر مـانع   میلی گرم بر میلـی 6این در حالی است که دوز .  شد

روز شـد لـذا در   7ها در مدت زمـان  تشکیل کلونی توسط سلول
مشـاهدات  ). 3جدول (ارش نشده است نتایج هیچگونه کلونی گز

نیز تایید کننـده نتـایج   1میکروسکوپی و ماکروسکوپی در شکل 
.باشدکمی موجود در رابطه با تعداد و قطر کلونی می

نـانو، میکـرو و   6روز تیمار با دوزهاي 7هاي مزانشیم مغز استخوان رت پس از هاي تشکیل شده توسط سلولمقایسه میانگین تعداد و قطر کلونی: 2جدول
دار هـاي متفـاوت در یـک سـتون داراي تفـاوت معنـی      ها با کـد حـرف  میانگین. باشدمیmean±SDصورت مقادیر به.لیتر اسید بوریکگرم بر میلیمیلی

).05/0p<(،Tukey,s test ،one way ANOVA(باشدمی

)روز7(زمان 
میانگین تعداددوز

میانگین قطر
)میلی متر(

033/86 a ± 51/395/2 a ± 11/0
ng/ml667/80 b ± 30/283/1 b ± 05/0
µg/ml666/75 c ± 50/600/1 c ± 04/0
mg/ml600/0 d ± 00/000/0 d ± 00/0

روز پـس از تیمـار بـا اسـید     6و 3، 1هاي بنیادي مزانشیم مغـز اسـتخوان رت در روزهـاي    مقایسه میانگین تعداد دوبرابرشدگی جمعیت سلول: 3جدول 
دار هـاي متفـاوت در یـک سـتون داراي تفـاوت معنـی      ها با کد حـرف میانگین. باشدمیmean±SDصورت مقادیر به). نانو، میکرو و میلی گرم6(یک بور
).05/0p<( ،Tukey,s test ،one way ANOVA(باشد می

زمان

دوز

میانگین
logN/N0 × 3.31

روز1

میانگین
logN/N0 × 3.31

روز3

میانگین
logN/N0 × 3.31

روز6
010/2 a ± 38/031/3 a ± 04/095/3 a ± 02/0

ng/ml608/2 a ± 10/027/3 a ± 02/075/2 b ± 04/0
µg/ml605/2 a ± 07/025/3 a ± 07/042/1 c ± 03/0
mg/ml625/1 b ± 30/011/2 b ± 17/000/1 d ± 03/0
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ي بنیادي مزانشیم مغز استخوان تیمار شـده بـا   هاسلولهاي تشکیل شده توسط و ماکروسکوپی کلونی) 200×نمایی بزرگ(روسکوپی تصاویر میک: 1شکل 
.روز7سید بوریک پس از مدت زمان لیتر انانو، میکرو و میلی گرم بر میلی6دوزهاي 

هـا سـلول ساعت تغییرات مورفولوژیک هسـته  36در مدت زمان 
شدن و تغییر شکل هسـته در مقایسـه بـا کنتـرل     شامل متراکم
در آنـالیز آمـاري داده هـا نیـز کـاهش      ). 2شـکل  (مشاهده شـد  

صورت وابسته به هب) 4جدول (قطر هسته ها ) >05/0p(دار معنی
رنگ آمیزي آکریدین اورنژ . دوز نسبت به گروه کنترل  دیده شد

6هـاي  و کوچـک شـدن سیتوپلاسـم را در دوز   نیز چروکیـدگی 
در مقایسه بـا کنتـرل نشـان داد،    لیترمیلی گرم بر میلیمیکرو و

نانو گـرم نسـبت بـه کنتـرل     6که این تغییرات در دوز درصورتی
ها نیز مویـد نتـایج   آنالیز آماري داده). 3شکل (شود مشاهده نمی

ــی   ــاهش معن ــوده و ک ــکوپی ب ــاحت ) >05/0p(دار میکوس مس
گـرم بـر   میلـی کـرو و می6را در دوزهاي ) 4جدول (سیتوپلاسم 

. دهدنسبت به گروه کنترل نشان میلیترمیلی

هاي آسپارتات ترانس آمیناز، آلانین ترانس آمیناز و فعالیت آنزیم
لیتـر  گرم بر میلینانو، میکرو و میلی6لاکتات دهیدروژناز در دوز 

علاوه بر این . )>05/0p(دار داشتندنسبت به کنترل کاهش معنی
گـرم بـر   میلـی 6هـا در تیمـار   عالیـت ایـن آنـزیم   میزان کاهش ف

لیتـر نیـز   روگرم بر میلینانو و میک6هاي لیتر نسبت به دوزمیلی
هـاي  میزان فعالیـت آنـزیم  ). 5جدول (بود>p)001/0(دارمعنی

لیتر نسبت گرم بر میلینانو و میکرو6آلکالین فسفاتاز در دوزهاي 
نشان )>05/0p(معنی دارگرم افزایش میلی6به کنترل و تیمار 

گرم بـر  میلی6با دوز هاسلولکه مشاهده شد تیمار در حالی. داد
جدول (ت به کنترل نداشت است داري نسبلیتر تفاوت معنیمیلی

نانو و میکروگرم 6از طرفی نیز غلظت کلسیم تام در دوزهاي ). 5
لیتـر میلـی میلـی گـرم بـر    6لیتر نسبت به کنترل و دوز یبر میل

 ـ )>05/0p(افزایش معنـی دار  ذکـر اسـت میـزان    هداشـت، لازم ب
لیتر نسـبت بـه   گرم بر میلینانو و میکرو6دوزهاي کلسیم تام در

).6جدول ()>05/0p(دار بودند یکدیگر نیز داراي تفاوت معنی

نـانو،  6سـاعت تیمـار بـا دوزهـاي     36پـس از  خوان رتي بنیادي مزانشیم مغز استهامقایسه میانگین قطر هسته و  مساحت سیتوپلاسم سلول:4جدول
هـاي متفـاوت در یـک سـتون داراي تفـاوت      ها بـا کـد حـرف   میانگین. باشدمیmean±SDصورت مقادیر به. لیتر اسید بوریکگرم بر میلیمیکرو و میلی

05/0p<( ،Tukey,s(دار می باشد معنی test ،one way ANOVA.(

)روز7(زمان 
دوز

میانگین قطر هسته
)µm(

مساحت سیتوپلاسممیانگین 
)sqµm(

093/11 a ± 15/083/4001 a ± 52/35
ng/ml623/11 a ± 11/056/3998 a ± 40/28
µg/ml663/9 b ± 15/096/2752 b ± 05/20
mg/ml683/6 c ± 11/033/1550 c ± 52/12
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میکرو و c (6(نانو، 6) b(کنترل،  ) a. ساعت36ي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت با رنگ هوخست پس از هاسلولي فلورسنت آمیزرنگ:2شکل 
)d (6لیتر اسید بوریک یگرم بر میلمیلی)200×نمایی بزرگ.(

c (6(نانو، 6) b(ساعت تیمار با دوزهاي 36نژ پس از آکریدین اورفلوروسنترنگ آمیزي سلول بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت بار رنگ :3شکل 
).200×بزرگ نمایی ) (a(رلمیلی گرم بر میل لیتر اسید بوریک در مقایسه با گروه کنت6) d(میکرو و 

و آلکـالین  ) LDH(هیـدروژناز  ، لاکتات د)ALT(آلانین ترانس آمیناز ،)AST(هاي آسپارتات ترانس آمیناز آنزیم) U/L(مقایسه میانگین فعالیت :5جدول 
. اسید بوریـک لیترمیلینانو، میکرو و میلی گرم بر 6ساعت تیمار با دوزهاي 36ي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت پس از هاسلول) ALPs(فسفاتاز تام 

05/0p<( ،Tukey,s ،one way(باشـد  دار میک ستون داراي تفاوت معنیهاي متفاوت در یها با کد حرفمیانگین. باشدمیmean±SDصورت مقادیر به

ANOVA.(

آنزیم
دوز

ASTALTLDHALP

034/0 a ± 00/039/0 a ± 00/051/0 a ± 10/004/0 a ± 00/0
ng/ml629/0 b ± 00/033/0 b ± 01/043/0 b ± 01/008/0 b ± 00/0
µg/ml628/0 b ± 01/034/0 b ± 01/039/0 b ± 02/015/0 b ± 01/0
mg/ml611/0 c ± 10/012/0 c ± 1/017/0 c ± 00/003/0 a ± 01/0
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ساعت تیمار با 36ي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت پس از هاسلول) لیترگرم بر دسیمیلی(مقایسه میانگین میزان کلسیم تام داخل سلولی :6جدول 
هاي متفاوت در یک ستون ها با کد حرفمیانگین. باشدمیmean±SDمقادیر به صورت. اسید بوریکلیترمیلینانو، میکرو و میلی گرم بر 6دوزهاي 

).05/0p<( ،Tukey,s ،one way ANOVA(دار می باشد داراي تفاوت معنی

)لیترگرم بر دسیمیلی(غلظت کلسیم  )ساعت36(زمان 
دوز

01/1 a ± 10/0 0
03/2 b ± 05/0 ng/ml6
60/3 c ± 11/0 µg/ml6
03/1 a ± 01/0 mg/ml6

بحث
رغم بدیهی بودن ضرورت بور براي گیاهان، تـاکنون اهمیـت   علی

. طـور کامـل مشـخص نشـده اسـت     آن براي انسان و جانوران بـه 
دلیـل وجـود کنتـرل هموسـتاتیکی     گزارش شده است که بور بـه 

، بـراي انسـان و جـانوران    )ادرار و عرق(مانند سیستم دفعی بدن 
از طرفــی نیــز تحقیقــات در ). 14(باشــد فاقــد مســمومیت مــی

هاي گوناگون تاثیرات مثبت بـور را بـر تشـکیل، ترکیـب و     زمینه
لذا این ). 16و 15(دهد شاخصه هاي فیزیکی استخوان نشان می

مطالعه سلولی در جهت مشخص نمودن نقش بور بر روي برخـی  
ــیمیایی، م  ــاي بیوش ــه ه ــات  واز شاخص ــائی حی ــوژي و توان رفول

اي در عنوان پشـتوانه ي مزانشیم مغز استخوان بهي بنیادهاسلول
) in vitro(ترمیم و بازسازي استخوان، در شـرایط آزمایشـگاهی   

.انجام گرفت

ي مزانیشمی مغز استخوان نشان داد هاسلولاین تحقیق بر روي 
تواند باعث کاهش توانائی حیات و که عنصر بور در هر غلظتی می

در قطـر هسـته و مسـاحت    کـاهش  ورفولوژیک شامل تغییرات م
ــالا بــ ـ  ــمی، احتمـ ــکیل   هسیتوپلاسـ ــتلال در تشـ ــل اخـ دلیـ

هاي سیتواسـکلتون سـلولی، پـس از    ها و پروتئینوپروتئینئنوکل
چندین ساعت شود، این کاهش اگر چه وابسته به زمان است ولی 

و هــاآکی اي کــه توســط در مطالعـه . باشــدوابسـته بــه دوز نمــی 
شخص گردید که اسـید بوریـک   انجام شده است، م) 6(همکاران 

) سـاعت 24(کوتاه مـدت  در لیتر میکروگرم بر میلی1در غلظت 
ي پـیش استئوبلاسـت   هـا سـلول موجب کاهش توانـایی زیسـتی   

MC3T3-E1ي هـا سلولدر مطالعه فوق الذکر اگرچه . گرددمی
ي مزانشیم مشابه نیستند ولی تیمار کوتـاه  هاسلولاز نظر رده با 

.ان موید نتایح حاضر استو همکارهاکیمدت 

، کـاهش تعـداد   )PDN(نتایج دوبرابر شـدگی جمعیـت سـلولی    
. روز در تیمار با همه دوزها نشان داد6جمعیت سلولی را پس از 

لیتـر باعـث کـاهش    میلی گرم بر میلـی 6که تنها دوز در صورتی
از طرفـی تسـت توانـایی    . روز شد3و 1تعداد جمعیت سلولی در 

روز نیز نشان داد که با افـزایش  7پس از ) CFA(تشکیل کلونی 
اي که در دوز به گونه.ها کاهش یافتدوز، تعداد کلونی و قطر آن

در مطالعه . هیچگونه کلونی تشکیل نشدلیترمیلیمیلی گرم بر 6
) روز14و 5(در تیمــار طــولانی مــدت ) 6(و همکــارانهــاآکی

ر توانائی تکثیـر و  گرم هیچگونه کاهشی دمیکرو1با دوز هاسلول
)  7(و همکـاران  یینگ در صورتی که . حیات سلولی مشاهده نشد

ي مزانشیم مغز استخوان هاسلولدر مطالعه اي که بر روي تمایز 
1انسان به استئوبلاست انجام دادند اعلام نمودند که تیمار با دوز 

اسید بوریـک  ) نانوگرم گرم1000معادل (لیتر میکروگرم بر میلی
کاهش توانائی تکثیر و توانـائی  ) روز14و 7، 4(ولانی مدت در ط

.دنبال داردهزیستی را ب

اند در مطالعات فوق الذکر که اثر طولانی مدت بور را بررسی کرده
علاوه بر اینکه نوع مطالعه و رده سلولی متفاوت است نتـایج نیـز   

مطالعــه حاضـر نیــز بــر روي  . کـاملا بــا یکــدیگر مغـایرت دارنــد  
ي هـا سلولي مزانشیم مغز استخوان به عنوان پیش ساز هاسلول

استئوبلاست انجام شده است ولی بهر حال  مشخص می کند که 
3و 1اگرچـه در  ) لیتـر میلیگرم بر نانو و میکرو( ي کم هاغلظت

روز تاثیري ندارند ولی در طـولانی مـدت داراي اثـر مسـمومیت     
گـرم  میلـی (ي زیاد هاغلظتباشد و حتی اثرات مسمومیت در می
ایـن مطالعـه تاییـد    . صورت بارزتر دیـده میشـود  هب) لیترمیلیبر 

صورتی که با گذشـت  هب.باشدو همکاران مییینگکننده مطالعه 
ي مزانشیم نسبت بـه  هاسلولزمان احتمالا تحمل مسمومیت در 

دوزهاي کم از بین رفته و لذا این تحمل در رابطه با دوزهاي نانو 
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دیمرسیدر تحقیقی که توسط . شودرم از بور دیده نمیو میکروگ
) NaB(بر روي تاثیر سدیم پنتابورات پنتاهیدرات ) 8(و همکاران 

ینـد  آي مزانشـیم دنـدان انسـان در فر   هاسلولبر توانایی زیستی 
روز صورت گرفت، مشخص شد که 3و 2، 1هاي انجماد در زمان

گونه اثر منفی بـر  هیچلیتر میکروگرم بر میلی100تا 20غلظت 
میکروگـرم بـر   20نداشته است و حتی در غلظـت  هاسلولروي 
ی در سلول شده است، امـا  یباعث افزایش مقاومت غشالیترمیلی

القـا  ) لیتـر میکروگرم بر میلـی 700تا 200(ي بالاتر هاغلظتدر 
توانـد تاییـدي   که می، همراه داشت استبههاسلولسمیت را در 

هاي بیولوژیک و حیات سلولی که عنصر بور بر سیستمباشد بر این
.در صورت استفاده مداوم داراي اثر سوء است

در مطالعه حاضر میـزان سـطح   ،براي بررسی بیشتر اثر عنصر بور
. هاي آلکالین فسفاتاز و غلظـت کلسـیم تـام سـنجیده شـد     آنزیم

و باعـث  ) 18و 17(آنزیم آلکالین فسفاتاز، آنـزیم غشـایی بـوده    
شود که متعاقبـا ورود کلسـیم را   جزیه پیروفسفات در سلول میت

میزان فعالیت این آنـزیم و غلظـت   ). 19(سازد پذیر مینیز امکان
اسید ) لیترمیلیبرنانو و میکروگرم(ي کم هاغلظتکلسیم تام در 

دار را نشـان داد  بوریک نسبت بـه گـروه کنتـرل افـزایش معنـی     
لکالین فسفاتاز و کلسـیم تـام، در   هاي آکه سطح  آنزیمصورتیدر

اسـید بوریـک تفـاوتی بـا کنتـرل      لیترمیلیگرم بر میلی6تیمار 
نانوگرم اسید بوریک 100و 10غلظت یینگدر مطالعه . داشتن

روز منجر به افزایش فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز و افزایش 7در 
از هاي این آنزیم نسبت به گروه کنتـرل شـد، همچنـین   بیان ژن

نانوگرم اسید بوریـک در  10و 1طرفی رسوب کلسیم تام در دوز 
ــار  ــزایش و در دوز 21تیم ــید  1000و 100روز اف ــانوگرم اس ن

با توجه به هم راستا بودن نتایج مـا بـا   ). 7(بوریک کاهش داشت 
مطالعات قبلی در زمینه تاثیرگذار بودن مقادیر کم بور بر میـزان  

فسفاتاز و همچنین میزان کلسـیم تـام   هاي آلکالین فعالیت آنزیم
گفت که توان می، به عنوان فاکتورهاي کلیدي در استخوان سازي

کند، ولی از طرف دیگر ممکن این عنصر  نقش مثبتی را بازي می
وجود آمده از تـاثیر  هدلیل اختلال باست افزایش میزان کلسیم به

هاي هـاي کلسـیم در غشـا سـلولی یـا رسـپتور      بور بر روي کانال
شـبکه آندوپلاسـمی  باشـد کـه در     ATPaseکلسیم وابسته بـه  

در مطالعـه حاضـر   . وجود آمده اسـت هي کم این عنصر بهاغلظت
غلظت کلسیم تام در دوز بالا اسید بوریک در سطح کنتـرل قـرار   

دلیل آن باشد که در این دوز عنصر بور هگرفت، این ممکن است ب
توانـد  د مسمومیت شده که میباعث ایجابا تاثیر بر پتانسیل غشا

داخـل  جایگزین کلسیم در سلول شـده و از ورود کلسـیم بـه   ) 1

) 2سلول ممانعت کند و حتی باعث خروج کلسیم از سلول شـود  
هـاي کلسـیم   ي بالا، بور باعث غیر فعال شدن کانـال هاغلظتدر 

نتایج مطالعه هیندرسون . ها داردشده و نقش مهار کنندگی بر آن
ــا مهــار  نشــان مــی) 20(و همکــاران دهــد کــه اســید بوریــک ب

از مـانع آزادسـازي کلسـیم   ) ryanodine(یانودینرسپتورهاي ر
لـذا ایـن امکـان وجـود     . شودشبکه آندوپلاسمی به سیتوزول می

دارد که دوزهاي پایین تر بور بتواند اثر مثبت را بـر رسـپتورهاي   
را ناشـی  دهـد  کلسیم بگذارد و افزایشی که در میزان آن رخ مـی 

.رودي بالا تر این اثر مثبت از بین میهاغلظتشود ولی در 

هاي دخیل در ادامه مطالعه حاضر تاثیر عنصر بور بر فعالیت آنزیم
در متابولیزم سلولی مانند فعالیت آسپارتات ترانس آمیناز، آلانین 
ترانس آمیناز و لاکتات دهیدروژناز مورد بررسی قرار گرفت که با 

. ها  را شاهد بـودیم ز تیماري، کاهش فعالیت این آنزیمافزایش دو
کییـو ي سرتولی که توسط هاسلولدر مطالعه انجام شده بر روي 

معـادل  (مـولار  میلـی 10تا 3انجام گرفت، دوز ) 21(و همکاران 
اسید بوریـک باعـث کـاهش    ) لیترمیلیگرم بر میلی6/0تا 18/0

، 30میـزان  ترتیب بـه هب(ATPدار سطح لاکتات، پیروات و معنی
از ). 21(ســاعت شــد  24در مــدت زمــان  ) درصــد17و 60

ها شامل دسته که بور مهارکننده رقابتی دو دسته از آنزیمآنجایی
هایی که وابسته آنزیم: اکسیدوردوکتاز و دسته دومهاي آنزیم: اول

، )22(باشد میFADو NADهاي نوکلئوتیددار چون به کوآنزیم
هاي کلیدي متابولیسـم  عالیت مشاهده شده در آنزیملذا کاهش ف

و مطالعه حاضر نشـان داد کـه   کییومطالعه . دور از انتظار نیست
شـود  عنصر بـور باعـث تغییـر در متـابولیزم عمـومی سـلول مـی       

که متابولیزم اسیدهاي آمینه و تولید لاکتات را کـاهش  صورتیهب
ــروات ا   ــوکز و پی ــزایش مصــرف گل ــث اف ــی باع ــق داده ول ز طری

وجود آمـده در  هبATPگردد تا بتواند فقر هاي هوازي میواکنش
.سلول را جبران نماید

نتیجه گیري

دست آمده، اسید بوریک در دوزهاي بالا باعث هبا توجه به نتایج ب
ــت   ــتلال در فعالی ــلولی و اخ ــا س ــب غش ــابولیکی تخری ــاي مت ه

گرچـه  همچنـین ا . شودي مزانشیم مغز استخوان رت میهاسلول
همراه دارد دوز پایین این عنصر در برخی از جهات اثرات مثبت به

ی حیـات، تغییـر در   یولی بـا افـزایش زمـان باعـث کـاهش توانـا      
و کـاهش فعالیـت   ) سیتوپلاسـم و هسـته  (سیتواسکلتون سلولی 

تی رف این تیم تحقیقـا هاي متابولیکی شد لذا از طبرخی از آنزیم
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ي مزانشـیم  هـا سـلول با تمایز خصوص در رابطه هادامه پژوهش ب
مغز استخوان به استئوبلاست و ضـرورت حضـور ایـن عنصـر بـه      

.  گرددمقدار کم در رژیم غذائی روزانه پیشنهاد می

تشکر و قدردانی

ی مصـوب  یپروژه تحقیقاتی حاضر در غالب پایـان نامـه دانشـجو   
با حمایت مالی معاونت محترم 13499/92به شماره 17/12/92

وسـیله از  دانشـگاه اراك انجـام شـده اسـت، لـذا بـدین      پژوهشی 
.شوددانشگاه اراك تشکر و قدردانی می
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Abstract

Aim: In the present study, the effect of different dose of boric acid (B) on viability, morphology and
some biochemical characteristic of rat bone marrow mesenchymal stem cells (MSCs) were
investigated.

Material and Methods: MSCs after 3rd passage was treated with 0.6,3 and 6 nano,micro and
milligram/ml of B for 12,24 and 36hrs. The viability was estimated using 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-
yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and the dose of 6 Nano, micro and milligram/ml
and 36hrs was chosen to continue the investigation. The cell proliferation base on colony forming
assay and population doubling number (PDN) was studied; also the morphology of the cells was
investigated using florescent dye. The concentration of total calcium and the activity of the enzymes
Alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase, lactate dehydrogenase and alkaline phosphatase
was estimated. Data was analyzed using ANOVA.

Results: Treatment of the cells with all the doses caused the viability to decrease significantly after
36hrs. Morphology of the nuclei and cytoplasm as well as number and diameter of the colonies
showed significant reduction due to the treatments. Whereas treatment with 6mg/ml caused significant
decrease of the PDN after 1, 3 and 6days. In addition significant decrease of the activity of Alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase and lactate dehydrogenase were observed in response to
treatment with all the doses. Treatment with 6ng and µg/ml caused significant increase in the alkaline
phosphatase activity and total calcium concentration, whereas 6mg/ml left no effect on total calcium
level and alkaline phosphatase activity.

Conclusion: Treatment of MSCs with mg dosage of B showed toxicity, but regarding some factors we
observed positive results with respect to nano and microgram dosage, therefore more research is
recommended.

Keywords: Alkaline phosphatase, Bone marrow mesenchymal stem cells, Boric acid, Viability,
Transaminase
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