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 چکیذٌ

اص ست ثبِغ  ٔؼتخشجٔغض اػتخٛاٖ  ٓیٔضا٘ـ یبدیثٙ یٞب دس ػَّٛ هیاػتئٛط٘ ضیثش تٕب A ؼفَٙٛیث اثشی ثشسػ ٌٔبِؼٝ، ٗیا اص ٞذف :َذف

 ثٛد.

 ٞب ػَّٛ ػْٛ، پبػبطی ا٘تٟب دس. ؿذ٘ذ اػتخشاج ًٙیفّـ سٚؽ اص اػتفبدٜ ثب ست، اػتخٛاٖ ٔغض ٓیٔضا٘ـی بدیثٙی ٞب ػَّٛ َب: مًاد ي ريش

٘ب٘ٛٔٛلاسA (1 ،5 ،10 ،50 ،100 ،250 ،500 ،1000 ،2000  ٚ4000  ) ؼفَٙٛیث ٔختّفی ٞب غّظت ثب ؿذٜ ٕبسیت ٚ وٙتشَی ٞب ٌشٜٚ ثٝ

 ،یاػتخٛا٘ ىغیؿذٖ ٔبتش یؿذ٘ذ. ػپغ ٘ؼجت ٔؼذ٘ ٓیتمؼ ،یٌبٚ ٗیػشْ خٙ دسكذ 10 یحبٚ هیاػتئٛط٘ يیسٚص، دس ٔح 21ی ٔذت ثشا

لشاس ٌشفت.  یٔٛسد ثشسػ هیاػتئٛط٘ ضیسٚ٘ذ تٕب یً ٗ،یٚ اػتئٛوّؼ ٗیاػتئٛپٛ٘ت یٞبٗ یپشٚتئ بٖیػٌح ث ،یخبسج ػِّٛ ٓیوّؼ ضاٖیٔ

دس ٘ظش  داس یٔؼٙ p<05/0دس ػٌح  ٞبٗ یبٍ٘یلشاس ٌشفت ٚ تفبٚت ٔ ُیٚ تحّ ٝیٔٛسد تدض ًشفٝ هی ب٘غیٚاس ضیآ٘بِ یٞب ثب سٚؽ آٔبس دادٜ

 ٌشفتٝ ؿذ.

دس ٌشٜٚ  ٗیٚ اػتئٛپٛ٘ت ٗیٚ ػٙتض اػتئٛوّؼ بٖیػٌح ث ٓ،یػٌح وّؼ ،یاػتخٛا٘ ىغیؿذٖ ٔبتش یٔؼذ٘ ضاٖیدس ٔ داس یٔؼٙ وبٞؾ وتبیج:

 (.  p<05/0) ٔـبٞذٜ ؿذسفتبس ٚاثؼتٝ ثٝ غّظت یه ثب ٌشٜٚ وٙتشَ، دس  ؼٝیدس  ٔمب A ؼفَٙٛیؿذٜ ثب ث ٕبسیت یٞب ػَّٛ
دس  هیاػتئٛط٘ ضیدس تٕب داس یوبٞؾ ٔؼٙ هی ،یٌیٔح ؼتیص ٙذٜیآلا هیػٙٛاٖ  ثٝ ،Aؼفَٙٛیث٘ـبٖ داد وٝ  حی٘تب ٗیا گیری: وتیجٍ

ی ػِّٛ ضیتٕب دس دٞٙذٜ وبٞؾ ػبُٔ هی ػٙٛاٖ ثٝ تٛا٘ذ یٔ Aؼفَٙٛیث ٗ،یوشد؛ ثٙبثشا دبدیٔغض اػتخٛاٖ ست ا یٕیٔضا٘ـ یبدیثٙ یٞب ػَّٛ

 .ؿٛد ٌشفتٝ ٘ظش دس

 یٕیتٛؿیٕٙٛػیا، هیاػتئٛط٘ ضیتٕب ،ٓیٔضا٘ـ یبدیثٙ یٞب ػَّٛ، Aَؼفٙٛیث کلیذی:  گبنياش
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 مقدمه

 ٞبی ػَّٛ اػتخٛاٖ ٔغض ٓیٔضا٘ـ بدییثٙ ٞبی ػَّٛ

 ؿذٜ شیتىث ٚ قیتخّ اػتخشاج، یساحت ثٝ وٝی اػت پشتٛا٘

ٞبی  ػَّٛ شی٘ظ ٞب اصػَّٛی ا٘ٛاػ ثٝ ضیتٕبیی ٚ تٛا٘ب

 اص تٛاٖ یٔ ٚ ثبؿٙذ یٔ داسا سای چشث ٚی غوشٚف ،یاػتخٛا٘

 ػلاٜٚ ٞبَ  ػّٛ ٗیوشد. ا اػتفبدٜ اتِٛٛي ٛ٘ذٞبییٞب دسپ آٖ

 پشدٜ ،یچشث ثبفت شی٘ظیی ٞب ثبفت دس اػتخٛاٖ ٔغض ثش

 (.1-2ؿٛ٘ذ ) یٔ بفتی ضی٘ی اػىّت ٚ ػوّٝ بَٚیٙٛیػ

 دس اػتخٛاٖ ٔغض ٓیٔضا٘ـ بدییثٙ ٞبی وٝ ػَّٛییاصآ٘دب

ػّت  ثٝ ٗیٕٞچٙ ٚ ثٛدٜی ٌیٔح ثب خٖٛ ٓیٔؼتم تٕبع

 ثشای ٔذت شیتىث تٛاٖ ٚی ضیتٕبی ثبلا ُیداؿتٗ پتب٘ؼ

 هی تٛا٘ذ ی، ٔبدییثٙی ٞب سدٜ اص ػَّٛ ٗیا ،یًٛلا٘

 ٞب  ٙذٜیٚ آلا یػٕ اثشٔٛادی ثشسػ ثشای ٔٙبػت ا٘تخبة

 یػِّٛ ضیتٕب ٚ شیتىث ضاٖیٔ ٗ،یبدیخٛاف ثٙ ثشسٚی

 (.3ٔحؼٛة ؿٛد )

 ٍشید ٚ ا٘ؼبٖ ،یكٙؼت خٛأغ دس أشٚصٜ ٍشید یاص ػٛ

 ٔؼشم دس ٓیشٔؼتمیغ ٚ ٓیًٛسٔؼتم ثٝ ٔٛخٛدات ص٘ذٜ

اص  یىیلشاس داس٘ذ.  یبسیثؼی ٌیٔح ؼتیص ٞبی ٙذٜیآلا

 ثبؿذ یٔ A ؼفَٙٛیث ،یٌیٔح یٞب ٙذٜیآلا ٗیا ٗیتش ٟٔٓ

 ًٛس ثٝ شیاخ ػبَ 30یًیی غزا ٞبی وٝ ٚسٚد آٖ ثٝ چشخٝ

 .(4) اػت بفتٝی ؾیافضا ای ٙذٜیفضا

 ٗیتش پشٚپبٖ، ٟٔٓ فُٙ یؼذسٚویٞ غی، ث2-2 بیA  ؼفَٙٛیث

یی غزای ثٙذ ثؼتٝ غیكٙب دس أشٚصٜ وٝ اػتی فُّٙ یاِ

 هی ػٙٛاٖ ثٝی كٙؼت ٙذٜیآلا ٗیا (.5) داسد وبسثشد

داؿتٗ  ُیدِ ثٝ ٚ ؿٛد یٔ ؿٙبختٝی ٌیٔح ص٘ٛاػتشٚطٖ

ی ٞب خضء ٔخشة ٔثُ،ذیتِٛ ؼتٓیػی سٚ هیاثشات اػتشٚط٘

 ًٛس ثٝ Aؼفَٙٛی(. ث6) ذؿ یٔ یثٙذ ًجمٝ ضی٘ یٙیا٘ذٚوش

 اص خّٕٝی پضؿى ُیٚػب ٔٛاد ٚ ا٘ٛاع ذیتِٛ دس غیٚػ

 ٗیٕٞچٙ ٚی د٘ذا٘پضؿىی ٞب تیٚ وبٔپٛصی چـٕ یِٙضٞب

وٙؼشٚ، ی ٞب یلًٛ یداخّ ٔلشف،پٛؿؾ ثبس هی ظشٚف

 اًفبَ، ٝیتغز  ـٝیؿ ،یٔؼذ٘ آة  یثٌش

،  PVC (polyvinyl chloride)یٞب هیپلاػت

اص  تٛا٘ذ ی( ٚ 7ٔ-8) ؿٛد یاػتفبدٜ ٔ شٜیٚ غ ٞب وشثٙبت یپّ

-12ذ )ؿ ا٘ؼبٖ  ییغزا شٜیآة، ٞٛا ٚ غزا ٚاسد ص٘د كیًش

9 .) 

 ،ٚ ٕٞىبسا٘ؾ Yangًجك ٌٔبِؼبت كٛست ٌشفتٝ تٛػي 

 بدییٞبی ثٙ ػَّٛضیثش تٕب Aؼفَٙٛیثی تیؼیتٛتٛوؼیاثشػ

 (13) ذٜی ؿثشسػ بَیتّ یاپی ٞب ػَّٛ ثٝ ا٘ؼبٖی ٙیخٙ

 ٔغض ٓیٔضا٘ـ بدییثٙ ٞبی ػَّٛ تیثبٚخٛد إٞی ِٚ

ی ٙیٍضیخب دس اسصؽ ثب شٜیرخ هی ػٙٛاٖ ثٝ اػتخٛاٖ

 اثش تبوٖٙٛ ،یكذٔبت ثبفت ٍٞٙبْ ثٝی اػتخٛا٘ یٞب ػَّٛ

ٞب ثٝ  ػَّٛ ٗیا ضیثش تٕبی ٌیٔح ؼتیص ٙذٜیآلا ٗیا

 ٌضاسؽ ٘ـذٜ اػت. اػتئٛثلاػت

 يیدس ٔح Aؼفَٙٛیٌؼتشدٜ ث وبسثشد  ثٝ تٛخٝ ثب ٗیثٙبثشا

 ٚ شیػبَ اخ 30 یًی غزائ شٜیآٖ ثٝ ص٘د ٚسٚد ٚ ؼتیص

 اثشی ثشسػ ٞذف ثب ٌٔبِؼٝ ٗیا ػلأت ا٘ؼبٖ، ذیتٟذ

 دس هیاػتئٛط٘ ضیتٕب ضاٖیثش ٔ A ؼفَٙٛیث تیػٕ

 ػٙٛاٖ ثٝ اػتخٛاٖ ست ثبِغ ٔغض ٓیٔضا٘ـ بدییثٙی ٞب ػَّٛ

 .ی ؿذًشاحی ـٍبٞیٔذَ آصٔب هی

 

 ها مواد و روش

 ٗیا دس: استخًان مغس َبی سلًل يکطت جذاسبزی

 ٚ سٚص 50 ػٗ ثب Wistar ٘ظادی ٞب ست اصی تدشث ٌٔبِؼٝ

 دس اػتفبدٜ ٔٛسدبت ٛا٘یح. ؿذ اػتفبدٜ ٌشْ 140±20 ٚصٖ

 دسایشاٖ  پبػتٛس تٛیاص ا٘ؼت ذاسییخش اص پغ پظٚٞؾ ٗیا

ی دٔبئ اػتب٘ذاسد يیؿشا دس اسان دا٘ـٍبٜ ٛا٘بتیح خب٘ٝ

 آة ٚ غزا  ثٝ آصادی دػتشػ ثب ٚ ٌشاد یػب٘ت دسخٝ 3±27

دس ایٗ پظٚٞؾ وّیٝ ؿذ.  داسی ٍ٘ٝ ٗیّیات یپّ ٞبی دس لفغ

اكَٛ اخلالی وبس ثب حیٛا٘بت آصٔبیـٍبٞی سػبیت ؿذٜ 

 ؿذٜ، ٞٛؽ یث اتش ّٗیات دی وٕه ٞب ثٝستاػت. 

 ٞبی ثبفت ػپغ ٚ خذا ٞب آٖ پبی ٚ ػبق ساٖ ٞبی اػتخٛاٖ

ؿذ. پبن  ًٛسوبُٔ ثٝ ٞب اًشاف اػتخٛاٖ ٛ٘ذییپ

 DMEM (Dulbecco’s وـت  يیدس ٔح ٞب اػتخٛاٖ

Modified Eagles Medium  ،Gibco ،

Germanyػشْ دسكذ 15 ( حبٚیFBS  (Fetal 

Bovine Serum ،Gibco ،Germany ٚ )
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، Gibcoؿذٜ اص ؿشوت  ٝی)تٟ ٗیؼیاػتشپتٛٔب-ٗیّیػ یپٙ

Germanyلشاس ٌشفتٝ ٚ  ٌشاد یػب٘ت دسخٝ 4 دٔبی ( دس

ی چیل ثب اػتخٛاٖ ػش ؿذ. دٚ ٔٙتمُ ٙبسیلأ ٞٛد شیص ثٝ

ثٝ  ٚ خبسج ًٙیػُٕ فلاؿ ثب ٔغض اػتخٛاٖ ٚ لٌغ ُیاػتش

 ٚ تیٞذا وبُٔ وـت يیٔح حبٚی فبِىٖٛ داخُ ِِٛٝ

. ؿذ ٛطیفیػب٘تش rpm1200 دس  مٝیدل 5ٔذت  ثٝ ػپغ

 تشیِ یّیٔ هی دسی ػِّٛ سػٛة ٚ خبسجیی سٚ يیٔح

ٚ  T25ٚ دس فلاػه وـت  ذؿوـت تبصٜ ٔؼّك  يیٔح

 5ٚ  ٌشاد یدسخٝ ػب٘ت 37 ی)دٔب داس CO2دس ا٘ىٛثبتٛس 

وٝ یی سٚ يیٔح ػبػت24 اص پغ. ذؿ( ا٘ىٛثٝ CO2 دسكذ

 ؿؼتـٛی ٚ ثٛد، خبسج شچؼجٙذٜیٞبی غ ػَّٛی حبٚ

 ػٝ ٞش ٔذت دٚ ٞفتٝ، ثٝ ػپغ.ذؿ ا٘دبْ PBSثب  ٞب ػَّٛ

 وٝ یصٔب٘ .ذؿ نیتؼٛ ٞب ػَّٛ وـت يیٔح ثبس هیسٚص 

ثب  ٞب ػَّٛ ذ،یسػ اصػَّٛیی ثبلا تشاوٓ ثٝ وف فلاػه

ؿذٜ اص ؿشوت  ٝی)تٟ Trypsin/EDTAوٕه 

Sigma-Aldrichٞبی ثٝ فلاػه ٚ خذا فلاػه ( اصوف 

 اصیی خّٛف ثبلا آٚسدٖ دػت ٝ ث ثشای. ؿذ٘ذ ٔٙتمُ ذیخذ

                ؿذ پبػبط تىشاس ٔشحّٝ ػٝ ٞب ػَّٛ ٗیا

ي  A سفىًلیمختلف ب یَب َب در غلظت کطت سلًل

ی: استخًاو کسیمبتر ضذنی معذو سانیمی ریگ اوذازٌ

ی  ػَّٛ دس ٞش خب٘ٝ 5×103تؼذاد ٞبی پبػبط ػْٛ ثٝ ػَّٛ

ػبػت وـت ٚ پغ اص  24ٔذت  خب٘ٝ ای ثٝ 24پّیت 

وٙتشَ  ٞب ثٝ وف دس حوٛس ٌشٜٚ ػَّٛ ٗیا ذٖیچؼج

 دسكذ 10 حبٚی DMEM: ٔحیي هیاػتئٛط٘ يی)ٔح

 10ٔٛلاس ثتبٌّیؼشَٚ فؼفبت، ٔیّی 10ػشْ ٌبٚی، 

ِیتش  ٔیىشٌٚشْ دس ٔیّی 50٘ب٘ٛٔٛلاس دٌضأتبصٖٚ ٚ 

، 100، 50، 10، 5، 1 یٞب فؼفبت( ٚ غّظت-3آػىٛسثیه 

 A ؼفَٙٛی٘ب٘ٛٔٛلاس ث 4000ٚ  2000، 1000، 500، 250

 يی( دس ٔحSigma-Aldrichؿذٜ اص ؿشوت  ٝی)تٟ

 یٔؼذ٘ ضاٖیسٚص، ٔ 21اص (. پغ 14وـت ؿذ ) هیاػتئٛط٘

 یفیٚ و یٞب ثب سٚؽ وٕ ػَّٛ یاػتخٛا٘ ىغیؿذٖ ٔبتش

 ٔحیي سٚؽ ٗیا٘دبْ ا یذ.  ثشاؿاسصیبثی  سدٗ یضاسیآِ

دسكذ  10 فشٔبِیٗ ثب ٞب ػَّٛ ٚ ثشداؿتٝ سٚیی وـت

 ,Sigma)سد آِیضاسیٗ سٍ٘ی ٔحَّٛ ثب ػپغ ٚ ؿذ فیىغ

St. Louis, MO, USA)  ً٘ٞب ثب  ؿذ. ػَّٛ یضیآٔ س

ثٝ  دسكذ 10ٔمٌش ؿؼتـٛ ٚ ػپغ اػیذاػتیه  آة

اص  سدٗ یضاسیسً٘ لشٔض آِ تیتشت ٗیٞب افضٚدٜ ٚ ثذ ػَّٛ

ٚ ثب اػتفبدٜ اص  اػتخشاج ؿذ یاػتخٛا٘ ىغیٔبتش

دس ٞب ا٘دبْ ؿذ.  ثشداسی ٕ٘ٛ٘ٝ ٔیىشٚػىٛح ٘ٛسی ػىغ

ٞبی لشٔض سً٘ حبكُ دس ًَٛ ٔٛج  خزة ٔحَّٛ بٖیپب

-PGplusثب دػتٍبٜ اػپىتشٚفٛتٛٔتش)ش ٘ب٘ٛٔت 405

Germany )( 14ثجت ؿذ).   

ثب تٛخٝ : طتریبی َب یاوتخبة غلظت مًثر ي بررس

 سد،ٗ یضاسیآِ یضیآٔ سً٘ هیدػت آٔذٜ اص تىٙ ثٝ حی٘تب ثٝ

ػٙٛاٖ غّظت ٔٛثش ا٘تخبة  ثٝ  Aؼفَٙٛی٘ب٘ٛٔٛلاس ث 250

 A ؼفَٙٛیث ثب ٕبسیت َٚ وٙتش ٌشٜٚ دٚ ثب ٌٔبِؼٝ ٚ ذؿ

 .بفتی٘ب٘ٛٔٛلاس( ادأٝ  250)

)يان  یسلًل خبرج میسًة کلسر سانیم یبررس

 ضاٖیٔ ٘مشٜ تشاتی٘ اص اػتفبدٜ ثب ا٘ىٛصا ٚی ضیآٔ سً٘: (کًزا

. دٞذ یٔ ٘ـبٖ سای ػِّٛ خبسج ىغیٔبتش ٓیوّؼ سػٛثبت

 خبسج ىغیٔبتش دس ٔٛخٛد ٓیوّؼ ضاٖیٔی شیٌ ا٘ذاصٜ خٟت

 پبػبطی  بفتٝی٘ ضیتٕب ٓیٔضا٘ـی بدیثٙی ٞب ػَّٛ ،یػِّٛ

خب٘ٝ، ثب وٕه  24 تیپّ بَیدس ٞش ٚ 1×104 تؼذاد ثٝ ػْٛ

ؿذ٘ذ ٚ  ىغیف مٝیدل 10ٔذت  ثٝ دسكذ 10 ذیفشٔبِذئ

٘مشٜ  تشاتی٘ تشیىشِٚیٔ PBS ،500پغ اص ؿؼتـٛ ثب 

(Sigma Chemical) 1/0  ٞب اهبفٝ ؿذ  ثٝ ػَّٛدسكذ

 سػب٘غفّٛ ىشٚػىٛحیٞب ثب ٔ ػَّٛ یٚ دس ا٘تٟب، ثشسػ

(Olympus, IX70) (15) ا٘دبْ ؿذ.  

 ي هیاستئًکلسی َب هیسىتس پريتئ یبررس
 1×104اثتذا  ی:میتًضیمًوًسیا ريش بٍ هیاستئًپًوت

 21 ٔذت ثٝٚ  ختٝیس خب٘ٝ 12 تیپّاص ػَّٛ دس ٞش خب٘ٝ 

سٚص  21. پغ اص ؿذ ٕبسیٔزوٛس، ت یٞبٌشٜٚ دس ٞب ػَّٛ سٚص

ٚ پغ اص ؿؼتـٛ ثب  ىغیف ذیٞب دس پبسافشٔبِذٞ ػَّٛ

PBSثب  مٝیدل 10 ٞب ثب ػَّٛ ،یشی٘فٛرپز ؾی، خٟت افضا

Triton-x100 (T8532, Sigma) 25ا٘ىٛثٝ دسكذ 

 یٌبٚ ٗیآِجٛٔ ػشْ ثب ٞب ػَّٛ ػپغ. ؿذ

(BSABovine Serum Albumin )1 دس  دسكذ

PBST (1/0  دسكذPBS-Tween) ( Phosphate 

Buffered Saline Tween) ٝا٘ىٛثٝ  مٝیدل 30ٔذت  ث
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 BSA 1ؿذٜ دس  كیسل ٝیاِٚ یثبد یدس ادأٝ آ٘ت. ذؿ

اص  ٗیاػتئٛپٛ٘ت ّٛ٘بَو   یپّیثبد ی)آ٘ت PBSTدسكذ ٚ 

ٚ  1:250ثب سلت   ab8448, ABCAM)وت ؿش

ؿشوت ) ٗیاػتئٛوّؼ یٔٛ٘ٛوّٛ٘بَ ٔٛؿ یثبد یآ٘ت

ab13418, ABCAM  4ٔذت  ( ث1:1000ٝٚ ثب سلت 

 یثبد یٚ پغ اص آٖ آ٘ت ؿذدادٜ ٞب لشاس  ػَّٛ یػبػت، سٚ

 555Alexaی ثبد ی)ٞش دٚ ٘ٛع آ٘تخشٌٛؽ  ٝیثب٘ٛ

Fluor®-United Kingdom  دس ( 1:500ٚ ثب سلت

 ٞب سیختٝ ؿذ. ػپغ ٌشاد سٚی ػَّٛ دسخٝ ػب٘تی 4دٔبی 

( 16كٛست ٌشفت ) (u/μl) 1-1/0 ٞٛخؼتی ضیآٔسً٘

 .ؿذی ا٘دبْ ثشداس ػىغػب٘غ فّٛس ىشٚػىٛحیٚ ثب ٔ
 

  RT-PCRسیي آوبل RNAاستخراج 

 ٔشحّٝ ٗیدس ا :RNAیي جذاسبز یکطت سلًل

Cm  ؿىُ Tی ٞب دس فلاػه 5×102تؼذاد  ٞب ثٝ ػَّٛ
225 

 غّظت ٚ هیاػتئٛط٘ يیسٚص ثب ٔح 21ٔذت  وـت ٚ ثٝ

ؿذ٘ذ ٚ ػپغ ثب  ٕبسیوـت ٚ ت Aؼفَٙٛیث ٘ب٘ٛٔٛلاس 250

ٚ ثٝ  ذٜیٞب اص وف فلاػه تشاؿ وٕه اػىبِپش، ػَّٛ

 -80ضسیثٝ فش غیٞب دس اصت ٔب . ػَّٛذ٘ذؿاپٙذٚسف ٔٙتمُ 

اص RNA ی. خٟت خذاػبصبفتٙذیا٘تمبَ ٌشاد  دسخٝ ػب٘تی

ٚ   RNeasy mini kit (Qiagen)تیٞب اص و ػَّٛ ٗیا

ًجك دػتٛاِؼُٕ وبسخب٘ٝ ػبص٘ذٜ اػتفبدٜ ؿذ ٚ  ثش

اػتخشاج ؿذٜ اص دػتٍبٜ  RNA ضاٖیٔٙظٛس ػٙدؾ ٔ ثٝ

ٚ پغ اص كفش وشدٖ دػتٍبٜ  ذؿاػپىتشٚفتٛٔتش اػتفبدٜ 

 ٕ٘ٛ٘ٝ تشاصیىشِٚیٔ blank ،3ػٙٛاٖ  ثٝ ضٜیٛ٘یتٛػي آة د

ٚ پغ اص ٚاسد وشدٖ  كیسل ضٜیٛ٘یآة د تشیىشِٚیٔ 97 ثب

 ٗیاػتخشاج ؿذٜ ٚ ٕٞچٙ  RNAسلت، ٔمذاس  تیهش

. ذؿت ثج 280 ٚ 260 یٞب ٔٛج خزة دس ًَٛ ٗی٘ؼجت ث

   .ٌشفت كٛست ٙبسیلأ ٞٛد شیص دس ٔشاحُی تٕبٔ

-c (reverse transcription reaction)سىتس 

DNA : ی حبٚ یاص ػلبسٜ ػِّٛ تشیىشِٚیٔ 2اثتذاRNA 

ٞشوذاْ اص  ثٝ ؿذ.( ثشداؿتٝ μg/μl  5/0غّظت ثب)

اهبفٝ ٚ  oligo dT18 ٕشیپشا تشیىشِٚیٔ 1ٞب  اپٙذٚسف

 ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ ػپغؿذ.  ٚستىغ سا ٕ٘ٛ٘ٝ ٝیثب٘ 5-3حذٚد 

 ٚؿذ  دادٜ لشاس ٌشاد یػب٘ت دسخٝ 70 دس مٝیدل 5 ٔذت ثٝ

 تشیىشِٚیٔ 4. دس ادأٝ ؿذ داؿتٝ ٍ٘ٝ خی یسٚ آٖ اص پغ

5x reaction buffer ،1 ٟٔٔبسوٙٙذٜ تشیىشِٚیu/μl) 

20) RNase Ribo Lock ،1 ٔاص ٔخّٛى  تشیىشِٚی

dNTP ٝ2ٚستىغ وٛتبٜ،  هیپغ اص  ؿذ.ٞب اهبفٝ  ٕ٘ٛ٘ٝ ث 

-u/μl) 20) M ٔؼىٛع یؼیسٚ٘ٛ ٓیآ٘ض تشیىشِٚیٔ

MuLV یدس دٔب مٝیدل 5ٔذت  ٚ ثٝ اهبفٝٞب  ثٝ اپٙذٚسف 

لشاس داؿتٝ ؿذ ٚ خٟت ٔتٛلف  ٌشاد یدسخٝ ػب٘ت 37

 ٌشاد یدسخٝ ػب٘ت 70 یدٔب دسٞب  وشدٖ ٚاوٙؾ، ٕ٘ٛ٘ٝ

دسخٝ  -20 یٞب دس دٔب اپٙذٚسف ٘یض بٖیدس پب ؿذ. ا٘ىٛثٝ

 .ؿذی داس ٍ٘ٝ ٌشاد یتػب٘
 RT-PCRٚاوٙؾ  :(PCR) مراز یپل رٌیياکىص زوج

 58ثشاثش ثب  ًٙیّیآ٘ یٚ ثب دٔب تشیىشِٚیٔ 25دس حدٓ 

كٛست ٌشفت ٚ اص  ىُیػ 35دس  ٌشاد، یدسخٝ ػب٘ت

 GAPDH  (Glyceraldehyde 3-phosphateطٖ

dehydrogenase) ٝاػتفبدٜ ؿذ.  یػٙٛاٖ وٙتشَ داخّ ث

 ؿذٜ آٚسدٜ 1٘ظش دس خذَٚ  ٔٛسدی ٞب طٖ ٕشیپشا یتٛاِ

 .اػت

 

 ٌٔبِؼٝ ٗیا دس ؿذٜ اػتفبدٜی ٕشٞبیپشای تٛاِ :1 خذَٚ

Gene 

 

Primer sequences (5′-3′) Product size 

(bp) 

 

GAPDH 

 

Forward     TGATTCTACCCACGGCAAGTT 

Reverse      TGATGGGTTTCCCATTGATGA 

 

162 bp 

 

Osteocalcin 

 

 

Forward      CGCCTGGGTCTCTTCACTAC  

Reverse      CTCACACTCCTCGCCCTATT  

 

143 bp 

 

Osteopontin 

 

 

Forward       TTGCAGCCTTCTCAGCCAA  

Reverse      GGAGGCAAAAGCAAATCACTG 

 

74 bp 
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 یآمبر سیآوبل

-Oneی ثب اػتفبدٜ اص آصٖٔٛ آٔبس دػت آٔذٜ ثٝ یٞبدادٜ

Way ANOVA ، تؼتTukey ٙٗیٚ ٕٞچT-Test  ،

 p<05/0دس ػٌح  ٞبٗ یبٍ٘یٚ تفبٚت ٔ ُیٚ تحّ ٝیتدض

 دس ٘ظش ٌشفتٝ ؿذ. داس یٔؼٙ

 

 نتایج

 

 

ی استخًاو کسیمبتر ضذنی معذو سانیم یبررس

 مًثرغلظت  َب ي اوتخبةسلًل

دس ی اػتخٛا٘ ىغیٔبتش ؿذٖی ٔؼذ٘ ضاٖیٔسٚ٘ذ  ؼٝیاص ٔمب

 ثب ٕبسؿذٜیت ٔغضاػتخٛاٖ ٓیٔضا٘ـی بدیثٙ یٞب ػَّٛ

سٚص، دس  21  ، پغ اصA ؼفَٙٛیث ٔختّفی ٞب‌غّظت

ٚاثؼتٝ ثٝ غّظت، ٘ؼجت ثٝ ٌشٜٚ وٙتشَ، وبٞؾ  يیؿشا

 ،1( )ؿى1ُٕ٘ٛداس ( )p<05/0ٔـبٞذٜ ؿذ ) یداس یٔؼٙ

C-D.) 

 
 .21دس سٚص  A ؼفَٙٛیث ٔختّفی ٞب‌غّظت ثب ٕبسیاصت پغ ست اػتخٛاٖ ٔغض ٓیٔضا٘ـی بدیثٙی ٞب ػَّٛی اػتخٛا٘ ىغیٔبتش ؿذٖی ٔؼذ٘ ضاٖیٔ ٗیبٍ٘یٔ: 1ٕ٘ٛداس 

 .test, p<0.05) s,(one way ANOVA,Tukeyٞؼتٙذ  داس یتفبٚت ٔؼٙ یٔختّف داسا یٞب حشف وذ ثبی ٞبٗ یبٍ٘یٔ

 

 ىغیٔبتش ؿذٖی ٔؼذ٘ ضاٖیٔ اص حبكُ حیثب تٛخٝ ثٝ ٘تب

 یً Aؼفَٙٛیث ٘ب٘ٛٔٛلاس 250 غّظت ٞب، ػَّٛی اػتخٛا٘

 دٚ ثب ٌٔبِؼٝ ٚ ذؿػٙٛاٖ غّظت ٔٛثش ا٘تخبة سٚص، ثٝ 21

٘ب٘ٛٔٛلاس( ادأٝ  250) A ؼفَٙٛیث ثب ٕبسیت ٚ وٙتشَ ٌشٜٚ

  .بفتی

 Von) کًزا يان ريش بٍ میرسًة کلس یبررس

Kossa) 
 ٓیوّؼ سػٛة ضاٖیٔی ثشسػ اص حبكُ شیتلبٚ ؼٝیٔمب

  Von Kossaیضیآٔسً٘ تٛػيی ػِّٛ خبسج ىغیٔبتش

 250ؿذٜ ثب  ٕبسیت یٞب سٚص دس ٌشٜٚ ػَّٛ 21پغ اص 

، وبٞؾ لبثُ تٛخٝ ػٌح سػٛة Aؼفَٙٛی٘ب٘ٛٔٛلاس ث

(.  A-B،1)ؿىُ داد ٘ـبٖ وٙتشَ ٌشٜٚ ثٝ ٘ؼجت سا ٓیوّؼ

ی ٔؼذ٘ دٞٙذٜ ٘ـبٖ لشٔض سً٘ سد،  ٗیضاسیآِی ضیآٔ )دس سً٘

 ثٝ بفتٝی ضیتٕبی ٞب ػَّٛ دسی اػتخٛا٘ ىغیٔبتش ؿذٖ

ی ا لٟٜٛی ٞب ٘ذَٚ وٛصا، ٚاٖی ضیآٔ سً٘ دس ٚ اػتئٛثلاػت

ی ٔؼذ٘ اص حبكُ ٓیوّؼ فؼفبت سػٛثبت دٞٙذٜ ٘ـبٖ سً٘،

 بفتٝی ضیتٕبی ٞب دسػَّٛی ػِّٛ خبسج ىغیٔبتش ؿذٖ

(.ثبؿٙذ یٔ

a 
ab bc bc 

c 

d 

e 
e 

f 
f 

g 
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 (وبوًمًلار) Aغلظت بیسفىًل 

Alizarin Red 
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 ,A(.10xیی( )ثضسٌٕٙبC, D) سدٗ یضاسی( ٚ سً٘ آx200ِیی( )ثضسٌٕٙبAٚB) وٛصا( )ٚاٖ ٘مشٜ تشاتی٘ ثب ست اػتخٛاٖ ٔغض ٓیٔضا٘ـی بدیثٙی ٞب ػَّٛی ضیآٔ سً٘ :1ؿىُ

Cَّٛوٙتشَ.  یٞب ( ٌشٜٚ ػB, Dَّٛؼفَٙٛیث ٘ب٘ٛٔٛلاس 250 ثب ٕبسؿذٜیت یٞب ( ػ A . 

 

 یمیتًضیمىًسیا
 لبثُ ،وبٞؾیٕیتٛؿیٕٙٛػیای ضیآٔ سً٘ ؼٝیاص ٔمب

 ٚ   ٗیاػتئٛوّؼی ٞبٗ یپشٚتئ ػٙتض ضاٖیٔ دسی تٛخٟ

 

 

  Aؼفَٙٛیثبث ٕبسؿذٜیتی ٞب ػَّٛ دسٌشٜٚ ٗیاػتئٛپٛ٘ت

 (.2٘ؼجت ثٝ ٌشٜٚ وٙتشَ ٔـبٞذٜ ؿذ )ؿىُ

 

 
 ](x400یی، )ثضسٌٕٙبسٚص 21ٔذت  ثٝ.  Aؼفَٙٛیث ٘ب٘ٛٔٛلاس 250 ثب ٕبسؿذٜیت یٞب ٌشٜٚ ػَّٛ .(Bٌشٜٚ وٙتشَ  .(A ٗیاػتئٛوّؼ یٞبٗ یپشٚتئ[ ،یٕیتٛؿیٕٙٛػیا :2ؿىُ

 ٔزوٛسی ٞبٗ یپشٚتئ ػٙتض ضاٖیٔ ؼٝیٔمب اص ؿٛد یبٞذٜ ٔچٙب٘چٝ ٔـ] (x200یی، )ثضسٌٕٙبAؼفَٙٛیث ثب ٕبسؿذٜیت یٞب ( ٌشٜٚ ػDَّٛ( ٌشٜٚ وٙتشَ  Cٗیاػتئٛپٛ٘ت[ٚ 

 ؿذ. ذٜید ی٘ؼجت ثٝ ٌشٜٚ وٙتشَ، وبٞؾ لبثُ تٛخٟ A ؼفَٙٛیث ثب ٕبسؿذٜیتی ٞب ػَّٛ ٌشٜٚ دس

 

 ي هیاستئًکلس یَب شن بنیسطح ب یفیک سیآوبل

 هیاستئًپًوت

ٚ  ٗیاػتئٛوّؼ یٞب طٖ بٖیػٌح ث ضاٖیٔ یثشسػ

 ی  ٞب دس ٌشٜٚ ػَّٛ RT-PCRضیتٛػي آ٘بِ ٗیاػتئٛپٛ٘ت
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٘ؼجت ثٝ ٌشٜٚ وٙتشَ، وبٞؾ  Aؼفَٙٛیؿذٜ ثب ث ٕبسیت

 (.3سا ٘ـبٖ داد )ؿىُ یلبثُ تٛخٟ

 

ثب اػتفبدٜ اص  A ؼفَٙٛیث ثب ٕبسیت اص پغ سٚص 21 ست، اػتخٛاٖ ٔغض ٓیٔضا٘ـی بدیثٙی ٞب ػَّٛ دس ٗیاػتئٛپٛ٘ت ٚ ٗیاػتئٛوّؼی ٞب   طٖ بٖیث ػٌحی فیضویآ٘بِ :3ؿىُ

ٔزوٛس ٘ؼجت ثٝ  یٞب طٖ بٖیدٞٙذٜ وبٞؾ لبثُ تٛخٝ ػٌح ث ٘ب٘ٛٔٛلاس(، ٘ـبٖ 250) A ؼفَٙٛیث ثب ٕبسؿذٜیت یٞب (ٌشٜٚ ػBٌَّٛشٜٚ وٙتشَ.  (RT-PCR .Aتىٙیه 

 دس ٘ظش ٌشفتٝ ؿذٜ اػت. یػٙٛاٖ وٙتشَ داخّ ثٝ GAPDH. طٖ ثبؿذ یٌشٜٚ وٙتشَ ٔ

 

 بحث

ثبػث وبٞؾ ػٌح سػٛثبت  Aؼفَٙٛیدس ٌٔبِؼٝ حبهش ث

ٟٔبس  دٝیٚ دس٘ت یخبسج ػِّٛ ىغیٔبتش یٕیفؼفبت وّؼ

ٔغض  ٓیٔضا٘ـ یبدیثٙ یٞب دس ػَّٛ هیاػتئٛط٘ ضیتٕب

دیٍش  مبتیتحم حی٘تب یدس ساػتب ٞب بفتٝی ٗی. اذؿاػتخٛاٖ 

 .ثبؿذ یٔٔحممیٗ ٘یض 

 اثش 2013ٚ ٕٞىبساٖ دس ػبَ  Hwangػٙٛاٖ ٔثبَ  ثٝ

 یٞب ثش ػَّٛسا ( ىشٚٔٛلاسیٔ 5/12-5/0) A ؼفَٙٛیث

-MC3T3سدٜ  یٞب ٚ ػَّٛ  RAW264.7ٔبوشٚفبط سدٜ

E1 ٔـبٞذٜ وشد٘ذ وٝ  لشاس داد٘ذ یٔٛؽ ٔٛسد ثشسػ ٚ

اػتئٛثلاػت ٚ  ضیتٕب ی دس پشٚػٝ  Aؼفَٙٛیث

ٚ   Runx2یٞب طٖ بٖیٞب ثبػث وبٞؾ ث اػتئٛولاػت

osterix ٕٝٞشاٜ  ث Wnt/β-cateninٔ(.17) دؿٛ ی 

 ٙذیفشآ یثشا یهشٚس وٙٙذٜٓ یتٙظ هیRunx2ٗیپشٚتئ

 ثبؿذ یٔ یتٛدٜ اػتخٛا٘ ٓیٚ تٙظ غیاػتئٛثلاػتٛط٘ض

ی دٞ ٍٙبَیػ شیٟٔبس ٔؼ كیٞٓ اص ًش A ؼفَٙٛی. ث(18)

wnt/β–Catenin ی ٞب طٖ بٖیثبػث ٟٔبس ثRunx2 ،

osterix،ِفؼفبتبص ٗیآِىب (ALP )ٚ ٓیسػٛة وّؼ 

ٚاثؼتٝ ثٝ  یٙذیفشآ ه،یاػتئٛط٘ ضیتٕب ٙذی. فشادؿٛ یٔ

  هیٞٓ  β–Cateninثبؿذ ٚ  یٔ wnt ًٙیٍٙبِیػ شیٔؼ

 

 ی تٛدٜ ٓیاػتئٛثلاػت ٚ تٙظ ضیتٕب یثشا یهشٚس ٗیپشٚتئ

 دبدیثبػث اwnt وٕپّىغ  ش،یٔؼ ٗیاػت. دس ا یاػتخٛا٘

دس ػَّٛ ؿذٜ ٚ  Tcf/Lefٚ فبوتٛس  ٗیوٕپّىغ ثتبوبتٙ

. أب دؿٛ یٔ ٓیػٌح وّؼ ؾیوٕپّىغ ثبػث افضا ٗیا

آصاد ٚ اثش ثش فبوتٛس  یٞب ىبَیساد ذیثب تِٛ Aؼفَٙٛیث

ٚ  ٗیوٕپّىغ ثتبوبتٙ تیثبػث تخش FoxOیؼیسٚ٘ٛ

د٘جبَ آٖ ثب آصاد  ثٝ ؿٛد یٔ Tcf/Lefی ؼیفبوتٛس سٚ٘ٛ

 FoxO/β – Cateninوٕپّىغ  ٗ،یؿذٖ ثتبوبتٙ

وٕپّىغ، ػجت ٟٔبس  ٗیا ُیوٝ تـى ،ؿٛد یٔ ُیتـى

طٖ  بٖیثبػث  ٟٔبس ث دٝیؿذٜ ٚ دس ٘ت wnt شیٔؼ

Runx2 (. 19) دؿٛ یٔ ٓیوّؼ ُیٚ تـى 

 شیٚ ثب ٟٔبس ٔؼ كیًش ٗیثذ A ؼفَٙٛیث ٗیثٙبثشا

ی ٕیسػٛثبت فؼفبت وّؼ ضاٖی، wntٔی دٞ ٍٙبَیػ

سا دس  هیاػتئٛط٘ ضیتٕب دٝیٚ دس ٘ت یػِّٛ خبسج ىغیٔبتش

 .وٙذ یٔغض اػتخٛاٖ ٟٔبس ٔ ٓیٔضا٘ـ یبدیثٙ یٞب ػَّٛ

 ٗ،یاػتئٛوّؼی ٞب طٖ بٖیث ػٌح پظٚٞؾ ٗیا دس

ی ٞبٗ یپشٚتئ ػٙتض ضاٖیٔ ٗیٕٞچٙ ٚ ٗیاػتئٛپٛ٘ت

 ؿجىٝ حفظ ٚ ُیتـى دس وٝ ٗیاػتئٛپٛ٘ت ٚ ٗیاػتئٛوّؼ

ٚ  یاػتخٛا٘ ىغیؿذٖ ٔبتش یٔؼذ٘ ؾیافضا ی،اػتخٛا٘

ؿذٖ  یٔؼذ٘ یداس٘ذ ٚ ثشا ی٘مؾ اػبػ هیاػتئٛط٘ ضیتٕب

ٔٛسد  ضی(، 21٘-20) ثبؿٙذ یٔ یثبفت اػتخٛاٖ هشٚس
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 ،یٙیپشٚتئ یفبوتٛسٞب ٗیلشاس ٌشفت. اص آ٘دبوٝ ا یثشسػ

ٚ ًجك  ؿٛ٘ذ یٔ بٖیث Runx-2ٗیپشٚتئ ی ٚاػٌٝ خٛد ثٝ

ٟٔبس  كیٞٓ اص ًش Aؼفَٙٛیٌٔبِؼبت كٛست ٌشفتٝ ث

-Runxطٖ  بٖیثبػث وبٞؾ ػٌح ث یدٞ ٍٙبَیػ شیٔؼ

ًٛس  ثٝ A ؼفَٙٛیث ٗی(، ثٙبثشا22، 20 ) دؿٛ ی، 2ٔ

ٚ وبٞؾ ػٌح  Runx2  طٖ بٖیٚ ثب ٟٔبس ث ٓیشٔؼتمیغ

 ػٙتض ضاٖیٔ ٚ بٖی، ثبػث وبٞؾ ػٌح ثٓیسػٛة وّؼ

 ٗیتش اصٟٔٓ وٝ ٗیاػتئٛوّؼ ٚ ٗیاػتئٛپٛ٘تی ٞبٗ یپشٚتئ

، 23) دؿٛ یٔ ضی٘ ٞؼتٙذ هیاػتئٛط٘ ضیتٕبی ٞب ؿبخق

24.) 

ثبػث  A ؼفَٙٛیث وٝ وٙذ یٔ ـٟٙبدیپ ٔب حی٘تب ٗیثٙبثشا

 ٓیٔضا٘ـ یبدیثٙ یٞب دس ػَّٛ هیاػتئٛط٘ ضیػشوٛة تٕب

 .دؿٛ یٔـتك اص ٔغض اػتخٛاٖ ست ثبِغ ٔ

 

 گیرینتیجه

ٚ  یٌیحٔ ؼتیص ٙذٜیآلا هیػٙٛاٖ  ، ثAٝؼفَٙٛیث

لبدس اػت ٔٛخت ٟٔبس  ،یٙیٔخشة ا٘ذٚوش هی ٗیٕٞچٙ

 دس اػتخٛاٖ ُیتـى دٝی٘ت دس ؼٛیاػتئٛثلاػتٛط٘ض

 ثش ٗیثٙبثشا. ؿٛد اػتخٛاٖ ٔغض ٓیٔضا٘ـی بدیثٙی ٞب ػَّٛ

 ٙٝیصٔ دس وٝ ؿٛد یٔ ـٟٙبدیپ ٌٔبِؼٝ، ٗیا حی٘تب اػبع

 ٚ غیاػتئٛپشٚص اصخّٕٝی اػتخٛا٘ی ٞب یٕبسیث ٗیث استجبى

دس خٛأغ  یـتشیث مبتیٌٔبِؼٝ ٚ تحم Aؼفَٙٛیث تیػٕ

 .شدیكٛست ٌ یا٘ؼب٘

 

 تشکر و قدردانی

 دا٘ـٍبٜ ٚ فٙبٚسی پظٚٞؾ ٔحتشْ ٔؼبٚ٘تحٛصٜ  اص تـىش ثب

 سای مبتیپشٚطٜ تحم ٗیا ا٘دبْ ،یجب٘یپـت وٝ ثب اسان

 .ٕ٘ٛد٘ذ شیپز أىبٖ
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Abstract 

Aim :The aim of this study was to investigate the effect of Bisphenoln A on osteogenic differentiation 

in bone marrow mesenchymal stem cells obtained from adult rat. 

Material and Methods: Rat bone marrow mesenchymal stem cells were extracted using the flashing-

out method. At the end of the third passage, cells were divided into groups of control and Bisphenol A 

treated with different doses of 1, 5, 10, 50, 100, 250, 500, 1000, 2000 and 4000 nM for period of 21 

days in the osteogenic media containing 10% of fetal bovine serum. Then rate of Bone matrix 

mineralization, extracellular calcium deposition, expression of osteopontin and osteocalcin proteins 

was investigated during the procedure of osteogenesis. Data was analyzed using one-way ANOVA 

and the means difference was considered significant at p<0.05. 

Results: A significant reduction in mean bone matrix mineralization, calcium deposition, expression 

and synthesis of osteopontin and osteocalcin was seen in the group of cells treated with Bisphenol¬ A 

when compared to control group (p<0.05) in a dose and time dependent manner. 

Conclusion: These results showed that Bisphenol A ,as an environmental pollutant, cased a significant 

reduction in osteogenic differentiation in rat bone marrow mesenchymal stem cells; therefore, 

Bisphenol A can be considered as a reducing agent in cell differentiation. 

Keywords: Bisphenol A, mesenchymal stem cells, Osteogenic differentiation, Immunocytochemistry 
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