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Aim: Di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) is used as plasticizer to 

produce flexible polyvinyl chloride (PVC) which is used in food and 

medical industries. Due to temperature change and contact with 

biological fluids and other liquids, DEHP leaches out from PVC. 

Humans get exposed to DEHP in different way including food 

consumption and medical utilities such as blood bags, blood 

transfusion tubes, syringes. At 2002, 120000 tons of DEHP has been 

produced in United States of America and this production was raised 

up to 230000 tons at 2006. In Iran, only in one of the industries called 

as Farabi petrochemical industries, 55000 tons of phthalate per year is 

produced. It has been reported that the DEHP concentration in human 

blood might reach to 52 to 55 µg/ml when blood is stored in polyvinyl 

chloride bags for two weeks.  Previously, the effect of different 

concentration of DEHP on viability, proliferation and differentiation of 

rat bone marrow mesenchymal stem cells was investigated. In the 

present study, effect of 100 µM (39 µg/ml) of DEHP on the expression 

of genes related to osteogenic differentiation of rat bone marrow 

mesenchymal stem cells was investigated.  

Material and methods: In this experimental study, rat bone marrow 

mesenchymal stem cells were extracted from Wistar rats and after 3rd 
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passage the cells cultured was performed in osteogenic media in 

presence of 100 µM of DEHP for 21 days. The viability of the cells 

was studied using 3-[4, 5-dimethylthiazol-2yl]-2, 5-diphenyl-

tetrazolium bromide (MTT) assay. In addition, the osteogenic 

differentiation of the rat bone marrow mesenchymal stem cells was 

investigated using quantitative alizarin red test and calcium 

concentration determination. In addition, alkaline phosphatase enzyme 

activity as a marker of osteogenic differentiation was measured.  

Expression of the osteogenic related genes (osteonectin, SMAD1 ،

BMP2 ،BMP7 and RUNX2) were studied using reverse transcriptase-

PCR. Data was analyzed and the minimum level of significant was 

considered as p<0.05.  

Results: Data analysis revealed, rat bone marrow mesenchymal stem 

cells viability reduced significantly (p<0.05) following treatment with 

100 µM of DEHP when compared to control one. Also, we observed a 

significant (p<0.05) reduction in matrix production based on 

significant reduction in alizarin red concentration as well as calcium 

content and alkaline phosphatase enzyme activity. In addition, a 

significant (p<0.05) reduction in total protein also was observed in the 

samples extracted from BMSCs differentiated to osteoblasts in 

presence of DEHP. Meanwhile, a significant (p<0.05) down regulation 

of osteogenic related genes was confirmed while no change (p>0.05) 

was observed in the expression of GAPDH.  

Conclusion: based on this study, long term exposure to DEHP caused 

reduction in matrix production which strongly showed the osteogenic 

differentiation of rat bone marrow mesenchymal stem cells is affected 

by low concentration of this environmental pollutant. As it was 

observed, the concentration used in this study was lower than the 

concentration of this pollutant in blood bags. Therefore, if a patient 

gets exposed to the biological or non-biological fluids in a treatment 

procedure, large amount of DEHP would enter the blood circulation 

system. As DEHP is used in production of food containers and medical 

utilities such as blood tubing, blood bags, dialysis tubes in dialysis 

machines, we strongly suggest a legal restriction to be forced on the 

industrial which using this chemical as plasticizer.  
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عنللوان نللرم هننللده پدسللتیک در اللنای   لل ایي و  ( بلل DEHPاتیلله هگزیلله فتللا   -2-دی هللد  

پزشکي استفاده شده و انسانهلا بلا رو   هلای متفلاو  ماننلد تزری لا  پزشلکي در میلرآ ایلن آ ینلده         

قرار ميگیرند. قبد اثر  لظلت هلای متتللا ایلن آ ینلده بلر توانلایي حیلا ، تکمیلر و تملایز          سللول هلا ی 

بنیلادی مزانشللی  مسزاسللتتوان ر  ویسللتار   BMSCs( بررسللي شللده اسللت. در ایللن پللسوه  مکانیسلل  

اثلر  DEHP بللر  نهلای دییلله در تملایز   BMSCs بلل  استئوبدسللت بررسلي شللد.  مللواد و روه هللا  

در ایللن ملالیلل ی تجربللي  BMSCs در محللیا اسللتئو نیک بللا  لظللت هللای 0 و100 میکرومللو ر از 

DEHP  بللرای مللد   21 روز تیمللار و از آزمللون  MTT جهللت بررسللي توانللایي حیللا  و از آزمللون    

آلیللزارین رد، انللدازه گیللری فیالیللت آلکللالین فسللفاتاز و تییللین  لظللت هلسللی  مللاتریکس بللرای بررسللي  

میدني شدن استفاده شلد. بیلان  ن  هلای دییله در   تملایز بلا تکنیلک    RT-PCR ارزیلابي  شل د. نتلای:    

آنللالیز آمللاری نشللان داد هلل  توانللایي زیسللتي نیللز  بللا هللاه  مینلليدار  42 %( مواجلل  شللد. هم نللین 

هاه  تولید ملاتریکس بلر اسلاس هلاه  میلزان آلیلزارین رد،  لظلت هلسلی  و فیالیلت آنلزی  آلکلالین            

فسللفاتاز نشللان داد هلل  تمللایز BMSCs بلل  استئوبدسللت در حرللور DEHP هللاه  مینلليدار داشللت  

است.  رمنا هلاه  بیلان  ن  هلای رلروری مشلاهده  شلد.     نتیجله گیلری    DEHP در ملد  ولو ني   

باعل  هللاه  میللدني مللاتریکس تولیللد  شللده توسللا   سلللولهللا شللده اسللت و در نتیجلل  هللاه  تمللایز 

BMSCs بلل  استئوبدسللت ملليشللود. از آنجللا هلل  DEHP در تهیلل  وسللایه پزشللکي و ذللرو   لل ایي 

 استفاده ميشود، پیشنهاد ميشود در مصر  این ترهیب محدودیتهای قانوني اعمال شود. 

 26/10/1401  افتیدر خیتار

 03/01/1402  یبازنگر خیتار

 30/01/1402  رهیپذ خیتار
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 مقدمه -1

اور  هسترده در انای  متتلا استفاده ميشود  1(، و استفاده از این پلیمر  ب( PVC  هلرید ونیه پلي محصو   از

شیمیائي در انای  پزشکي ب یصوص تهی  سرنگ، لول های متصوص تزریق ماییا ، هیس های جم  آوری یون، هیس های 

 PVC متصوص نگ داری محصو   پا ی  یون و  یره استفاده ميشود  2 و 3(. از آنجا ه  محصو   تولید شده توسا

ستت و شکننده هستند، برای رف  این مشکه از نرم هنندههای شیمیائي استفاده ميشود  3(. در بین نرم هنندههای 

شیمیائي، استرفتا تها مه ترین یانواده از نرم هنندهها شیمیائي هستند ه  برای تهی  محصو   PVC ب  آن اراف  ميشوند 

 4(. سا ن  م ادیر زیادی از استرفتا  ها در دنیا تولید و مورد مصر  قرار ميگیرند، با توج  ب  ملالی  انجام گرفت  در ایران 

مشتص شده است ه  فتا  ها و متابولیتهای آن در ادرار یان های باردار ه  از لوازم آرای  استفاده هرده و هم نین برای 

حمه و نگ داری   ا از ذرو  پدستیکي استفاده ميهنند بیشتر دیده شده است  5(. از ورفي  در ایا   متحده آمریکا، در 

سال 2002 میزان 120000 تن دی اتیه هگزیه فتا   تولید شد و این م دار در سال 2006 ب  میزان 230000 تن رسید 

 6(.  درسال 2011 در هشور چین میزان 50 میلیون تن محصو   پدستیک از PVC تولید شده است ه  استرهای فتا   

90 دراد نرم هننده ها استفاده شده در این محصو   را تشکیه ميدهد  7(. در میان 25 نوع متتلا از استرهای فتا  ، 

دی اتیه هگزیه فتا    DEHP( بیشترین استفاده در تولید محصو   انیتي تولید شده از PVC را دارد  4(. اگرچ  

قوانین متیددی در توقا استفاده از DEHP در آمریکا و اروپا ور  شده است، ولي در حال حارر استفاده از این نرم هننده در 

 انیت پدستیک ب اور  روز افزوني در حال افزای  است  6(. 

ترین مشکه دریصوص استفاده از عمده( 8  آید مي بوجود متتلا انای  توسا ه  زیست محیا گسترده آلودگي از جدای

این ماده شیمیائي ب  آزاد سازی آن از محصو   انیتي تولید شده از PVC بر ميگردد. با توج  ب  عدم برقراری پیوند 

هووا نس این ترهیب با PVC، در اور  تسییر دما یا نگ داری ماییا  و مواد   ائي در ذرو  پدستیک، این ترهیب شیمیائي 

ب  راحتي از PVC جدا و وارد ماییا  و مواد   ائي ميشود. در ملالی  انجام شده توسا رحیمي و همکاران  9( مشتص شد 

ه  با تسییر دما DEHP ب  آب لیموهای دایه بلری پدستیکي انت ال پیدا ميهنند. هم نین موذن و همکاران  10( نشان 

دادند ه  DEHP بیشترین میزان مهاجر  ب  نوشاب های دایه بلری های تولید شده از پلي اتیلن تری فتا    PET( را در 

م ایس  با دیگر استرهای فتا   داشت  است.  از ورفي از آنجا ه  مصنوعا  متیددی در یصوص درمان، سدمت و بهداشت 

 سرنگهای تزریق، لول  های تزریق، هیس های نگ داری یون و فراوردهای یوني، ذرو  هشت سلولي، ذرو  نگ داری 

لوسیونها و لوازم آرایشي و بهداشتي( از PVC تولید ميشوند، حرور DEHP در یون، ادرار، شیر مادر و دیگر ماییا  

بیولو یک گزار  شده است  11(. ملالیا  متیددی وجود دارد ه  اثر سمي DEHP بر روی سلولهای متتلا را گ ار  

 DEHP  و همکاران  12( مشاهده شد ه Sumner  نموده اند، در ادام  ب  بریي از این ملالیا  اشاره ميشود. در ملالی

 DEHP در اسپرم انسان و  سگ ميشود. هم نین مشتص شده  است ه   تیمار با DNA باع  هاه  تحرك و شکستگي

باع  هاه  بیان گیرندههای  مینرالوهورتیکوئیدها درسلولهای لیدیگ ميشود  13(، رمنا نشان داده شده  است ه  تیمار 

48 ساعت  سلولهای HepG2  با DEHP باع  افزای  تولید رادیکالهای آزاد اهسیسِن  ROSs( و هاه  بیان پروتئین 

Nrf-2 در این سلولها ميشود  14(. حرور این ترهیب شیمیائي در یون و یاایت هیدروفوب آن موجب حرور DEHP در 

 مسز استتوان را فراه  نموده ب اورتي ه  ميتواند باع  مسمومیت سلولهای بنیادی مسز استتوان شود. 
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ساز و مزانشی  وجود دارد، ه  ب ترتیب مسئولیت تولید سلوهای یوني  رده ی یوندر مسز استتوان دو نوع سلول بنیاد

میلوئیدی و لنفوئیدی( و سلول استئوبدست ب عهده این سلولهای بنیادی ميباشد  15(. از آنجا ه  سلولهای استئوبدست 

مسئول تولید ماتریکس استتوان ميباشند، مسمومیت سلولهای بنیادی مزانشی  مسز استتوان ب  میني هاه  تمایز این 

سلولها ب  استئوبدست بوده و در نتیج  ميتواند در تولید ماتریکس استتوان ایتدل ایجاد نماید. تح ی ا  نشان داده است 

ه  DEHP در محیا آزمایشگاهي ميتواند توانائي زیستي این سلولها را هاه  داده و باع  توقا چری  سلولي و ال ای 

آپوپتوزیس در سلولهای بنیادی مزانشی  مسز استتوان ر   BMSCs( شوند. آبنوسي و علیاری  16( در ملالی  یود نشان 

دادند ه  تیمار BMSCs با  لظتهای 0/5 تا 2500 میکرومو ر DEHP در زمانهای 12، 24 و 48 ساعت باع  هاه  

مینيدار توانائي زیستي در زمانهای 24 و 48 ساعت از 500 میکرومو ر ب اور  وابست  ب   لظت شد. از ورفي  لظت 500 

میکرومو ر در 48  ساعت باع  هاه  قلر هست  و تراه  هروماتین و هوچک شدن سیتوپدس  این سلولها شد. البت  آنها 

مت هر شدند ه  تیمار وو ني مد  باع  شده است ه   لظت 100 میکرومو ر نیز باع  ایجاد مسمومیت شود ب اورتيه  در 

تیمار 7 و 14 روز این  لظت باع  هاه  تیداد و قلر هلونيها شد. رمنا تیمار 4 و 8 روز نیز باع  شد ه   لظت 100 

میکرومو ر موجب هاه  دوبرابر شدگي جمییت سلولهای بنیادی  مزانشی  مسز استتوان شود. از ورفي در ملالی  دیگری 

آبنوسي و همکاران  17( نشان دادند ه  تیمار BMSCs در مد  زمان 48 ساعت،  لظت 100 میکرومو ر باع  توقا چری  

 سیکه سلولي در مرحل  G1 شده و آپوپتوزیس وابست  با هاسپاز را نیز در این سلولها ال ا ميهند.

استرس اهسیداتیو و ایتدل در متابولیس  سلولي باع  هاه   یبا ال ا DEHPنشان دادند ه   (18 اییرا آبنوسي و علیاری 

های استئوبدست ميشود. در ادام  ملالی  آنها، برای اولین بار ب  بررسي بیشتر بیان  نهای دییه سلولب    BMSCsتمایز 

 در تمایز سلولهای BMSCs ب  استئوبدست پردایت  شده است تا بتوان مکانیزم این ایتدل را مورد بررسي قرار دهی . 

 هامواد و روه -2

تهران یریداری و در اتاق حیوانا  دانشگاه اراك تحت شرایا  -از انستیتو پاستور یستارملالی  تجربي ر  نر نساد و در این

داری شد. مدحظا  ایدقي: پس از هسب مجوز از همیت  ایدق دانشگاه علوم پزشکي اراك و ای  هد نگ استاندارد نور و دما 

ایدق  IR.ARAKMU.REC.1399.099( و رعایت ااول ایدقي، مو های احرائي نساد ویستار ب  همک دی اتیلن اتر 

بيهو  و بید از قرباني شدن، استتوانها ی ران و ساق پای آنها جدا و پس از جدا هردن بافتهای پیوندی، استتوانها در 

محیا هشت هامه شامه محیا دولباسکو ایگه مودیفاید میدی   DEME( حاوی 15 دراد سرم جنین گاوی  FBS( و 

پنيسیلین-استرپتومایسین  PEN-STRP( قرار داده شد و ب  زیر هود  مینار منت ه شد. سپس دو سر استتوان با قی ي 

استریه قل  و مسز استتوان با تزریق محیا هشت ب دایه استتوان  عمه فدشینگ( یارج و ب  در لول  فالکون حاوی محیا 

هشت تتلی  شد. سپس سلولهای استتراج شده در دور g 250 ب مد  5 دقی   سانتریفیو   و پس از تتلی  محیا رویي و 

رسوب سلولي مجددا در یک میلي لیتر محیا تازه میلق و ب  فدسک هشت T25 انت ال و در انکوباتور با دمای 37 درج  

سانتيگراد و سلح اشباع 5 دراد دی اهسید هربن نگ داری شد. پس از 24 ساعت محیا رویي یارج و سلولها با بافر فسفا  

نمکي  PBS(  شستشوی و در فدسک T25  قرار داده شد. محیا هشت سلولها ب مد  14 روز هر س  روز یکبار تیویض و 

زمانيه  ها فدسک با سلولهای تک  ی  پوشیده شد ب همک ترپسین-دی اتیه تترا استیک اسید  Trp-EDTA(، سلولها 
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جدا و مجددا در یک فدسک T25 دیگر هشت داده شد. عمه هشت مجدد س  بار تکرار و یلوص سلولها با استفاده از رو  

 فلوسایتومتری بررسي و برای آنالیزهای بیدی استفاده شد

 و هشت یان  12 پلیت در سلول 5000با تیداد  سوم پاسا  های سلول زیستي، توانایي بررسي برای بررسي توانائي زیستي 

ه  ب  تراه  70 دراد رسیدند  با  لظت 100 میکرومو ر DEHP ب مد  21 روز با تیویض هر س  روز یک بار از آن پس

محیا  هشت تیمار شدند. سپس با استفاده از رو  MTT فیالیت آنزی های دهیدرو ناز میتوهندریائي ب عنوان شایص 

متابولیک سلولي مورد ارزیابي  قرار گرفت. ب وور یدا :  محیا هشت هر چاهک تتلی  و پس از شستشو با PBS، 1 میلي 

لیتر محیا هشت فاقد سرم ب هر چاهک اراف  و ب هر چاهک میزان 100 میکرولیتر محلول تترازولیوم  5 میليگرم بر 

میليلیتر PBS( اراف  و پلیت برای مد  4 ساعت در دمای 37 درج  سانتيگراد نگ داری شد. بید از تتلی  محیا هشت 

مجددا هر چاهک با PBS شستشو و سپس برای استتراج هریستالهای فورمازان ب هر چاهک 1 میليلیتر دی متیه 

سولفوهساید  DMSO( اراف  و پلیت برای مد  30 دقی   در دمای اتاق نگ داری شد. 100 میکرولیتر از محلول استتراج 

Medical SCO GmbH;   شده ب  چاهک یک پلیت 96 یان  منت ه و ج ب نمون  ها توسا میکروپلیت ریدر مدل

 Germany( در وول موج 505 نانومتر قرائت شد  1(. 

یان  و با محیا هشت  6تمایز استئو نیک در پلیت   بررسي تمایز استئوژنیک و اندازه گیری میزان رنگ آلیزارین رد

لیتر( و دگزامتازون میکروگرم بر میلي 50آسکوربیک اسید  -میلي مو ر(، ال1حاوی سدی  گلیسروفسفا    DMEMهامه 

 10 نانومو ر( انجام شد. چاهکها با  لظت 100 میکرومو ر DEHP در حرور هنترل تیمار و در دمای 37 درج  سانتيگراد 

در محیا حاوی 5 دراد دی اهسید هربن ب مد  21 ر وز با تیویض محیا  برای هر س  روز یکبار نگ داری شد. بید از این 

مد ، محیا  هشت ح   و سلولها ب مد  15 دقی   با فرمالدئید 10 دراد فیکس شدند. ب هر چاهک 2 میليلیتر محلول 

آلیزارین رد  40 میليمو ر، pH 4/2( ارال  و پلیت ب مد  40 دقی   در دمای  اتاق نگ داری شد. بید از شستشوی رنگ 

ارافي، تصویر برداری توسا میکروسکوپ میکوس مجهز ب  دوربین انجام و سپس برای اندازه گیری همي رنگ الیزارین رد 

ج ب  شده توسا ماتریکس، 1 میليلیتر اسید اسیتیک 10 دراد ب هر چاهک اراق  شد. بید از 30 دقی   سلولها توسا 

اسکراپر جم  آوری و در یک میکروتیوپ قرار گرفت و ب مد  30 ثانی  ب شد  به  زده شد. م دار 200 میکرولیتر رو ن 

میدني ب هر میکروتیوب  اراف  و ب مد  10 دقی   در دمای 85 درج  سانتيگراد قرار داده شد. بدفاال  میکروتیوبها یارج و 

ب مد  5 دقی   بر روی یخ قرار داده شده و در دور g 10000 سانتریفو  شد. م دار 500 میکرولیتر از محلول روئي با 200 

میکرولیتر محلول آمونیوم سول ا  10 دراد ینمي سازی و ج ب 100 میکرولیتر از نمون ها در وول موج 405 نانومتر توسا 

 میکروپلیت ریدر  قرائت شد. 

میلي مو ر  40میلي مو ر با اراف  هردن محلول  2 لظت مشتص از محلول آلیزارین رد  محلول  5نمودار استاندارد با تهی  

عنوان محلول استاندارد ب  2ب    5دراد( ب  نسبت  10دراد( و آمونیوم سولفا    10آلیزارین رد ب  متلوط اسید استیک  

تهی  شد( رس  و سپس با استفاده از فرمول یلي Y=0.7572-0.0079 با R2=0.9994  لظت  µM/ml( رنگ آلیزارین 

 رد استتراج شده از نمون  محاسب  و گزار  شد.

های توسا سلولشستشو و  PBSروز تیمار با  21پلیت بید از   ده از ماتریکساندازه گیری غلظت کلسیم استخراج ش

اسکراپر جم  آوری و در یک میکروتیوب با وزن مشتص  برای تییین وزن سلولهای پس از تفاره اوزان( قرار گرفت. هلسی  

موجود در وزن مساوی از سلولهای با استفاده از 50 میکرو لیتر اسید هلریدریک  0/5 نرمال( در 4 درج  سانتيگراد ب مد  
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24 ساعت استتراج و سپس میزان هلسی  موجود در ماتریکس سلولي با همک هیت هلسی  شرهت پارس آزمون  هد محصول 

1400007( اندازهگیری شد. در این رو  20 میکرولیتر نمون  سلولي با یک میليلیتر محلول واهن  موجود در هیت متلوط و 

PG Instrument (ایتد  ج ب بین افر و 3 دقی   در وول موج 570 نانومتر با همک دستگاه اسپکتروفتومتر

Company, England ( اندازهگیری و  لظت هلسی  با  استفاده از نمودار استاندارد  تهی  شده از  لظتهای متتلا هلرید 

 هلسی ( با استفاده از فرمول یلي Y=0.0076X+0.0088 و  R2=0.9981 تییین بر اساس mg/dl گزار  شد.

های تیمار داده شده با  لظتهای 100 میکرومو ر DEHP ب مد  سلول اندازه گیری فعالیت آنزیم  آلکالین فسفاتاز 

 g  10000 شستشو و سپس بید از جم  آوری برو  انجماد و ذوب لیز و ب مد  10 دقی   با PBS 21 روز ابتدا با استفاده از

 )BSA  سانتریفیو  شدند. میزان پروتئین موجود در محلول رویي ب همک رو   وری و با استفاده از سرم آلبومین گاوی

ب عنوان استاندارد اندازهگیری شد. فیالیت آنزی  براساس میزان نمون  با م دار پروتئین مساوی  اندازه گیری شد. برای 

اندازهگیری فیالیت آنزی  آلکالین فسفاتاز  ALPs( از هیت پارس آزمون  هد محصول 1400002( استفاده شد و بر اساس 

رو  ارائ  شده توسا شرهت میزان 20 میکرولیتر از نمون  با یک میليلیتر از محلول واهن  موجود در هیت متلوط و 

PG Instrument Company, (ایتد  ج ب بین افر و 3 دقی   در وول موج 405 نانومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر

England( قرائت شد. فیالیت آنزی  بر حسب واحد بر میليگرم پروتئین محاسب  گردید. میزان فیالیت آنزی  براساس فرمول 

یلي Y=0.0015X+0.0004و R2=0.9993 ب دست آمده از نمودار استاندارد تییین و فیالیت آنزیمي بر حسب واحد 

بین المللي در لیتر بر گرم پروتئین   U/L(  میزان فیالیت آنزی  هر نمون  ب  م دار پروتئین تام آن نمون  ت سی  شد( گزار  

 شد. 

هللای دخیللل در تمللایز اسللتئوژنیک  بلل منظللور انجللام PCR-میکللوس  RNA ،)RT-PCR هلله بررسللي بیللان ژن

Super RNA extraction kit for tissue and      سللول هلا ی تملایز یافتل  بیلداز    21روز تیملار بلا اسلتفاده از هیلت

 BioFACT(BR631-096) هلللله توسللللا هیللللت )c-DNA  مکملللله DNA  اسللللتتراج و cells (YT9080)

سنتز گردید. واهلن   PCR بل  منظلور بررسلي بیلان     نهلای ملورد نظلر بلا اسلتفاده از پرایمرهلای ایتصاالي  جلدول         1( 

انجللام شللد. بللدین منظللور از دسللتگاه ترموسللایکلر مللدل       gradient Eppendorf mastercycler( و برناملل هللای 

دمایي: دمای95 درج ی سانتيگراد بل  ملد   5 دقی ل ، دملای   95 درجل  ی سلانتي گلراد  بل  ملد   1 دقی ل  ، دملای اتصلال    

پرایمر ایتصااي متناسب با نلوع پرایمرهلا   بل  ملد   1 دقی ل ، دملای   72 درجل  ی سلانتي گلراد  بل  ملد   1 دقی ل  و دملای   

 72 درج ی سانتيگراد ب مد  7 دقی   با تیداد 35 سیکه تکرار انجام شد. 
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 PCR  های ایتصااي مورد استفاده برای: پرایمر 1جدول

 دمای اتصال  توالی پرایمر ژن

 گراد()درجه سانتی

طول 

 محصول

ALP F: CATGTTTCCTGGGAGATGGTA 4/58 bp144 

 R: GTGTTGTACGTCTTGGAGAGA 4/59 

OC F: AACGGTGGTGCCATAGATGC 5/60 bp294 

R: AGGAGGCTCTCTGCTCAC 5/62 

ON F: AAACATGGCAAGGTGTGTGA 4/56 bp301 

R: AGGTGACCAGGACGTTTTTG 4/58 

RUNX2 F: CCGCACGACAACCGCACCAT 6/64 bp 289 

R: CGCTCCGGCCCACAAATCTC 6/64 

SMAD1 F: CCGCCTGCTTACCTGCCTCCTGAA 4/70 bp246 

R: GAACGCTTCGCCCACACGGTTGT 2/68 

BMP2 F: CGTCAAGCCAAACACAAACAGC 1/62 bp 106 

R: GAGCCACAATCCAGTCATTCCAC 7/64 

BMP7 F: AAGCCCAGATGGTACGG 8/54 bp136 

R: GCACCTCCAGGGAAAAC 8/54 

GAPDH F: TCGTCTCATAGACAAGATGG 4/56 bp136 

R: GTAGTTGAGGTCAATGAAGGG 4/59 

 

 هاآنالیز آماری داده -3

ورف   one way ANOVA( و تست Tukey دادههای ب دست آمده آنالیز و با استفاده از رو  آماری آنالیز واریانس یک

 تفاو  میانگینها در سلح p<0/05 مینيدار در نظر گرفت  شد.

 

 نتای:  -4

 توانائي زیستي

هلا ی بنیلادی مزانشلی  مسزاسلتتوان ر  تمایزیافتل  بل  استئوبدسلت از رو        MTT سللول جهت بررسلي توانلای زیسلتي    

اسللتفاده شللد. در ایللن ملالیلل  نتللای  تسللت  MTT نشللان داد هلل   لظللت 100 میکرومللو ر دی2-اتیلله هگزیلله فتللا   

بیداز 21 روز باعل  هلاه  توانلایي زیسلتي     سللول هلا ی تمایزیافتل   بل  الور   مینلي دار p<0/05( در م ایسل   بلا هنتلرل    

 شد  جدول2(.

مد  21 روز با : م ایس  میانگین توانایي زیستي سلول های بنیادی مزانشی  مسز استتوان ر  وي روند تمایز ب  استئوبدست پس از تیمار ب 2جدول

 دی2-اتیه هگزیه فتا   براساس میزان ج ب رنگ بنف  فورمازان

 روز( 21)زمان  (μM) غلظت

0 005/0 ± a507/0 

100 01/0 ± b335/0 

باشللد مللي دارهللای متفللاو  دریللک سللتون دارای تفللاو  مینلليهللا بللا هللد حللر مللي باشللد. میللانگین mean ±SDاللور  م للادیر بلل 

 05/0p<،Tukey test  ،one way ANOVA) 
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 میزان معدني شدن ماتریکس براساس آزمون آلیزارین رد

دار روز باعلل  هللاه  مینللي 21تللا   بیللداز اتیلله هگزیلله ف-2میکرومللو ر دی 100داد هلل   لظللت آنللالیز آمللاری نشللان 

 05/0p< ی ننللده(. مشللاهدا  میکروسللکوپي نیللز تاییللد ه3( میللدني شللدن مللاتریکس در م ایسلل  بللا هنتللرل شللد  جللدول

 ها بود  شکه 1(.سلولنتای  آنالیزهای همي در رابل  با میزان میدني شدن ماتریکس 

اتیه هگزیه فتا   با گروه -2های استئو نیک تیمار شده با دی( استتراج شده از نمون mMی میانگین میزان رنگ آلیزارین رد  : م ایس 3جدول 

 روز. 21هنترل در 

 روز( 21زمان ) (μM) غلظت

0 02/0 ± a261/0 

100 03/0 ± b126/0 

دار ملليباشللد هللای متفللاو  دریللک سللتون دارای تفللاو  مینلليبللا هللد حللر هللا باشللد. میللانگینمللي mean ±SDاللور  م للادیر بلل 

.)one way ANOVA ، Tukey test، p<0/05  

 

 

 

 

 

  

میکرومللو ر از 100( گللروه تیمللاری بللا   B( گللروه هنتللرل  X200 .)A: تصللاویر میکروسللکوپي  بزرگنمللایي    1شللکه

 اتیه هگزیه فتا  -2دی

 بیوشیمایئ دخیل در تمایزتعیین غلظت فاکتورهای 

هللا نشللان داد  لظللت پللروتئین هلله اسللتتراج شللده از  سلللولهللای بنیللادی مزانشللی  مسزاسللتتوان ر  آنللالیز آمللاری داده

تمللایز یافتلل  بلل  استئوبدسللت بیللد از تیمللار بللا  لظللت   هللای 0 و 100 میکرومللو ر از DEHP در مللد  21 بللا هللاه  

مینلي دار  p<0/05( در گلروه تیمللاری نسلبت   بل  هنتللرل روبلرو شلده بللود  جلدول     4(. هم نلین آنللالیز آملاری نشللان داد   

هلل   لظللت 100 میکرومللو ر دی 2-اتیلله هگزیلله فتللا   در  21 روز در م ایسلل  بللا هنتللرل، باعلل  هللاه  مینللي  دار 

 p<0/05( فیالیللت آنللزی  آلکللالین فسللفاتاز شللد جدول  4(. از ورفللي  لظللت 100 میکرومللو ر از DEHP باعلل  هللاه  

مینلليدار  p<0/05( میللزان هلسللی  در سلللولهللای مزانشللی  مسللز اسللتتوان ر  تمللایز یافتلل  بلل  استئوبدسللت نسللبت بلل  

 هنترل بید از 21روز شد  جدول4(. 
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( mg/dlاستتراج شده از ماتریکس  ( و میزان هلسی  IU/L(، فیالیت آنزی  آلکالین فسفاتاز  μg/ml: م ایس  میانگین میزان پروتئین هه  4جدول 

 های بنیادی مزانشی  مسز استتوان ر  وي روند تمایز ب  استئوبدست پس از21 روز تیمار با DEHPدایه سلولي سلول

 غلظت کلسیم ماتریکس آنزیم آلکالین فسفاتاز پروتئین کل (μM) غلظت

0 25/16 ± a50/157 05/36 ± a08/294 00/1 ± a59/25 

100 61/6 ± b25/121 03/24 ± b61/147 64/0 ± b36/16 

باشللد مللي دارهللای متفللاو  دریللک سللتون دارای تفللاو  مینلليهللا بللا هللد حللر باشللد. میللانگینمللي mean ±SDاللور  م للادیر بلل 

 05/0p<،Tukey test  ،one way ANOVA.) 

هللای بنیللادی مزانشللیم مغللز  اسللتخوان رت بلله سلللولهللای دخیللل در تمللایز  بررسللي میللزان بیللان ژن 

 : RT-PCR استئوبلاست بهکمک تکنیک 

هللای بنیللادی مزانشللی  مسللز اسللتتوان بلل  استئوبدسللت،  ن هللای متتلفللي شللامه  نهللای ALP، سلللولدر رونللد تمللایز 

BMP7 ،BMP2 ،SMAD1 ،ON ،RUNX2 ،OC و GAPD دییلللله هسللللتند. تکنیللللک   RT-PCR  شللللکه 

2( نشللان داد هلل  21 روز تیمللار سلللولهللای بنیللادی مزانشللی  مسللز اسللتتوان ر  در وللي رونللد تمللایز بللا DEHP باعلل  

هللاه  بیللان ایللن  نهللا شللد.  ن GAPDH بلل عنللوان هنتللرل در ایللن ملالیلل  اسللتفاده شللد و در هللیی یللک از گللروههللا 

 Imagejر شللد  رنللگ حاالله از بانللدها بللر روی  ل آگللارز توسللا نللرم افللزا    5دار نشللان نللداد. در جللدولتسییللر مینللي

  گیری و نشان داده شده است.اندازه

های بنیادی مزانشی  مسز استتوان ر  ب  استئوبدست پس از 20 روز تیمار با های دییه در روند تمایز سلول: م ایس  میانگین بیان  ن5جدول 

 100میکرومو ر دی2- اتیه هگزیه فتا  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

فللاو  تهللای متفللاو  دریللک سللتون دارای هللا بللا هللد حللر باشللد. میللانگینمللي mean ±SDاللور  م للادیر بلل 

 (.05/0p<،Tukey test  ،one way ANOVAباشد  دار ميمیني

 

 

 (μM غلظت)      

 ژن
0 100 

GAPDH 

 
03/0 ± a55/0 01/0 ± a55/0 

BMP7 

 
04/0 ± a49/0 08/0 ± b23/0 

BMP2 

 03/0 ± a62/0 03/0 ± b45/0 

SMAD1 

 08/0 ± a61/0 06/0 ± b41/0 

ON 
 

07/0 ± a59/0 02/0 ± b43/0 

RUNX2 

 05/0 ± a60/0 05/0 ± b46/0 

OC 

 01/0 ± a61/0 04/0 ± b40/0 

ALP 
 07/0 ± a51/0 04/0 ± a36/0 
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هللای بنیللادی مزانشللی  مسللز اسللتتوان ر  تیمللار شللده بللا  DEHP در مللد  در تمللایز اسللتئو نیک سلللول هللای دییلله: میللزان بیللان  ن2شللکه 

 زمان 21 روز. 

 

 بحث -5

های تمایز یافت  تیمار شده با  لظت 100میکرومو ر DEHP در م ایس  با گروه هنترل هاه  مینيدار سلولتوانایي زیستي 

داشت. بررسي انجام شده توسا آبنوسي و علیاری  18( نیز نشان داد ه  DEHP باع  ال ای استرس اهسیداتیو و ایتدل در 

 شا ميشود. با توج  ب  نتای  آزمون MTT، از آنجاه  استرس اهسیداتیو ميتواند فیالیت میتوهندری را متته هند، احتما  

ALP OC ON 

Runx2 BMP2 Smad

1 

GAPD

H 

BMP

7 
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دلیه هاه  توانائي زیستي سلولها، ایتدل در عملکرد میتوهندری و سایتار  شایي آن بوده است ه  باع  هاه  میزان 

 تولید هریستال فورمازان شده است.

سللاعت باعلل  هللاه  توانللایي     24در تیمللار  DEHPمیکرومللو ر  100 ،  لظللت (19  و همکللاران Bhatدر ملالیلل  

های استئوبدست جمجمل  ملو  شلد ایلن درحلالي     سلت هل  در تیملار    48 سلاعت تلاثیر ایلن  لظلت از نظلر      سلولزیستي 

آمللاری بللي مینللي گللزار  شللده اسللت. عللدوه بللرآن در ملالیللا    Chiu و همکللاران  20( توانللایي زیسللتي سلللولهللای 

اسللترومال مسزاسللتتوان در حرللور  لظللت   100میکرومللو ر DEHP بیللد از 7 روز بللدون تسییللر گللزار  شللد. ایللن    

درحالیسللت هلل  Sabbieti و همکللاران  21( نشللان دادنللد بنزیلله بوتیلله فتللا   و دی بوتیلله فتللا   حتللي در  لظللت 1 

میکرومللو ر در وللي 24 سللاعت توانللایي زیسللتي سلللولهللای MC3T3-E1 را بلل اللور  مینلليدار هللاه  ملليدهللد. از 

ورفللي ملالیللا  آبنوسللي و علیللاری    18( مویللد هللاه  توانللایي زیسللتي   سلللولهللای استئوبدسللت تمللایز یافتلل  از   

باشلد. علدم تللابق نتلای  ملالیلا  پیشلین در یصلوص مسلمومیت ناشلي           سلولهای بنیادی مزانشلی  مسلز اسلتتوان ملي    

از DEHP بللا ملالیلل  حارللر را نملليتللوان تفسللیر هللرد و تنهللا نکتلل  قابلله توجلل  تفللاو  در مللد  زمللان تیمللار در ایللن  

ملالیا  ميباشد. رمنا با توجل  بل  مسلمومیت ایلن آ ینلده و تلاثیر آن بلر        سللول هلا ی دیگلر از ورفلي و هلاه  فیالیلت     

متابولیللک و ال للات اسللترس اهسللیداتیو از ورفللي دیگللر نیللاز بیشللتری بلل  ملالیلل  تللاثیر ایللن ترهیللب شللیمیایي بللر توانللایي 

 حیا  سلولهای استئوبدست رروری ب نظر ميرسد.

عنللوان دو فللاهتور مهلل  بللرای بررسللي در ملالیلل  حارللر فیالیللت آنللزی  آلکللالین فسللفاتاز و  لظللت هلسللی  مللاتریکس بلل  

تمللایز سلللولهللای بنیللادی مزانشللی  بلل  استئوبدسللت بررسللي شللد. در واقلل  بللرای حرللور یللون هلسللی ، فیالیللت آنللزی    

آلکللالین فسللفاتاز رللروری  میباشللد و ایللن آنللزی  باعلل  تجزیلل  پیروفسللفا  در سلللول و تسللهیه ورود یللون هلسللی  بللرای  

تشللکیه مللاتریکس زمینلل  ای  هیدروهسللي آپاتیللت( ملليباشللد  22(. از ورفللي بللرای ایللنهلل  هیدروهسللي آپاتیللت بتوانللد 

تشکیه و رسوب نماید حرور پلروتئین هلد ن رلروری اسلت، در ایلن راسلتا ابتلدا سللول استئوبدسلت بلا ترشلح پلروتئین             

هللد ن و دیگللر پللروتئینهللا امکللان تشللکلیه مللاده میللدني مللاتریکس و رسللوب آنرا فللراه  ملليهنللد  23(. هللاه  میللزان 

پروتئین هه درسلوهای تملایز یافتل  تاییلد بلر تلاثیر      DEHP بل ر هلاه  میلزان ملاده آللي ملاتریکس تولیلد شلده توسلا         

سلللولهللای استئوبدسللت ملليباشللد، زیللرا 90 دراللد پللروتئینهللای مللاتریکس را هللد ن 1 تشللکیه ملليدهللد  23( هلل  

ایلن یلود مویلد علدم حرلور ملاده آللي ملاتریکس بلرای تشلکیه رسلوب یلا              بیشترین نوع پروتئین در ماتریکس است هل    

نودول هلسیمي است. در ملالیل  حارلر فیالیلت آلکلالین فسلفاتاز و  لظلت هلسلی  در        سللول هلا ی بنیلادی مزانشلی  مسلز    

استتوان تحت تیملار بلا  لظلت    100 میکروملو ر  DEHP بیلداز  21روز نسلبت بل  گلروه هنتلرل هلاه  مینلي      دار نشلان  

داد. هم نلین نتللای  همللي و هیفللي آزمللون آلیلزارین رد و هللاه  بیللان پللروتئین  هللد ن   1 نیلز  تاییللد هننللده ایللن نتللای  

بللود.   نتللای  نشللان داد هلل  تشللکیه نللودولهللای هلسللیمي در گللروه تیمللاری نسللبت بلل  هنتللرل هللاه  مینلليدار داشللت 

 است.

الورت ي هل   Bhat و همکلاران   19( نشلان دادنلد، تیملار    بل  باشلد  ملالیا  دیگلر نیلز در راسلتای نتلای  ایلن ملالیل  ملي       

سلللولهللای  استئوبدسللت جمجملل  مللو  بللا  لظللت  100 میکرومللو ر DEHP در 24  سللاعت باعلل  هللاه  فیالیللت  

آنللزی  آلکللالین فسللفاتاز، هللاه  میللزان هللد ن و هللاه  نللودولهللای اسللتتواني شللد. عللدوه بللر آن در ملالیللا  Chiu و 

همکللاران  20( نشللان داده شللد هلل  تیمللار مللو   هللای اورهتللومي شللده  بللا   DEHP باعلل  هللاه  میللزان پللروتئین   
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شده است هل  ایلن یلود نشلان دهنلده تلاثیر منفلي ایلن آ ینلده بلر سلدمت بافلت اسلتتوان               استئوهلسین و هد ن نوع 1 

ملليباشللد. هم نللین آنهللا نشللان دادنللد هلل  مللو هللا بیللد از تیمللار بللا  لظللتهللای 10 و 100 میللليگللرم بللر هیلللوگرم 

دار تلراه  اسلتتوان شلدند و فیالیلت آنلزی  آلکلالین فسلفاتاز و میلزان          DEHP ب مد  8 هفتل  دسلتتو  هلاه  مینلي    

 نودلهای استتواني در محیا هشت استئوبدست استتراج  شده نیز هاه  مینيدار نشان داده است.

هللای بنیلادی مزانشللی  مسزاسللتتوان در محلیا آزمایشللگاهي از روز هفللت    سللول س یلارج سلللولي توسللا  تشلکیه مللاتریک 

شللروع و تللا روز بیسللت  بلل  بللا ترین میللزان یللود ملليرسللد  24(.  نهللای متیللددی در فراینللد تمللایز سلللولهللای بنیللادی 

مزانشی  مسزاستتوان بل  استئوبدسلت ن ل  دارنلد هل  بریلي از ایلن  ن       هلا آ لازین    Early Genes ( ملي باشلند هل  در   

مرحل ی شروع فرایند استئو نز بیان و تا انتهلای مرحلل  تملایز نیلز بیلان آن     هلا ادامل  دارد، از ایلن  ن   هلا ملي  تلوان آلکلالین   

فسللفاتاز را نللام بللرد  25(. از ورفللي  ن استئوهلسللین بلل عنللوان یاتملل   Late Gene( در وللي فراینللد شللروع بلل  بیللان 

شدن هرده و در انتهای فرایند تمایز بل  بیشلترین م لدار یلود ملي     رسلد   26(. رلمنا بیلان  ن اسلتئونکتین بل     دنبلال بیلان   

 ن آلکللالین فسللفاتاز بلل عنللوان  ن میللاني  med gene( بیللد از بیللان هللد ن باعلل  اتصللال آن بلل  ایللن پللروتئین شللده و 

ن لل  مهمللي در تشللکیه مللاتریکس یللارج سلللولي دارد  27(.  بیللان ایللن  نهللا بلل دنبللال بیللان  نهللای دیگللر از قبیلله  

SMAD1 ،BMP7 و RUNX2 امکلان پلل یر اسلت. بللا توجل  بلل  ایلتدل در فراینللد اسلتئو نیک بررسللي بیلان  ن      هللای 

 ،BMP7 ،BMP2 ،ALP دییلله در ایللن فراینللد نیللز مللورد بررسللي قللرار گرفللت و مشللتص شللد بیللان  ن         هللای

OC ،RUNX2 ،SMAD1 و  ON در اثللر تیمللار بللا  لظللت    100میکرومللو ر بلل مللد  21 روز هللاه  مینللي دار 

 داشت  است. 

هللای تمللایز سلللول بلل  استئوبدسللت و مسللئول   ( یکللي از تنظللی  هننللده BMPsهللای مورفولو یللک اسللتتوان   پللروتئین

 TGF-β  TGF-β superی بللزر  هللا از  یللانواده (، ایللن پللروتئین 28باشللد  هللا مللي حفلله هموسللتاز اسللتتوان  

family   هللای (. پللروتئین29( میباشللند هلل  در تمللایز بلل  استئوبدسللت ن لل  حیللاتي دارنللدTGF-β  ماننللدBMP2 و 

BMP7 هللای ایتصااللي سللرین/ترئونین هینللاز متصلله شللده و بللا فسفوریدسللیون    در بتلل  سیتوپدسللمي بلل  گیرنللده

BMPІІR   باعللل  فسفوریدسلللیونBMPІR   و درنهایلللت فسفوریدسلللیونSMAD1 شلللود  30(. پلللروتئین ملللي

SMAD1 از االيترین گیرنلده هلا اسلت هل  توسلا گیرنلده     هلای  TGF-β فیلال شلده و    بل  الور   مسلت ی  در تنظلی    

رونویسللي  31( فاهتورهللای رونویسللي  RUNX2 ، Dlx5 و Osx  Osterix( در بیللان مللاتریکس سلللولي  سلللولهللای 

بنیللادی مزانشللی  در حللال تمللایز ن لل  دارد. از ورفللي بایللد متلل هر  شللوی  هلل  RUNX2 در تمللایز سلللولهللای بنیللادی 

مزانشللی  مسللز اسللتتوان بلل  پللری استئوبدسللت  هللا و استئوبدسللتهللای نابللال  وOsterix در تبللدیه استئوبدسللتهللای 

نابللال  بلل  بللال  و استئوسللیت هللا ن لل  دارنللد   32(.  ن RUNX2 بلل واسللل  همللپلکس  SMAD1,5,8,4 در هسللت  

بیللان ملليشللود و بلل  دنبللال بیللان   RUNX2 سللایر مارهرهللای اسللتتواني ماننللد    OC ،ON ، colI ،ALP و OP و 

سللیالوپروتئین اسللتتوان  BSP( نیللز هلل  بللرای تمللایز استئوبدسللت رللروری هسللتند بلل اللور  متللوالي بیللان ملليشللوند 

 33(. عللدوه بللر هللد ن نللوع 1، پللروتئین استئوهلسللین  OC( در تشللکیه هسللت ی هریسللتال هیدروهسللي آپاتیللت ن لل  

 مهمي را ایفا ميهند  26(.

و فیالیللت  1بللا اثللر بللر فنوتیللش میللدني شللدن  پللروتئین مللاتریکس از قبیلله هللد ن     DEHPمیکرومللو ر  100 لظللت 

هلا  گردیلد. ایلن تلاثیر بل  دلیله هلاه  بیلان  ن       هلای  دییله   سللول دار تملایز  آنزی  آلکالین فسفاتاز( باع  هلاه  مینلي  

 BMP7 ،BMP2 ،SMAD1 ،Runx2 ،OC ،ALP   بللل  استئوبدسلللت ماننلللد BMSCs در تملللایز سللللولهلللای
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 ALP     موجلب  هلاه  رسللوب هلسلی  در ملاتریکس میللدني شلده اسلت       22(. هم نللین علدوه بلر هللاه  فیالیلت آنللزی

هللاه  بیللان  ن هللای BMP7 ،BMP2 ،SMAD1 ،Runx2 بللر بیللان پللروتئین   COL-1A1 تللاثیر داشللت  اسللت   

 ه  این یود باع  هاه  میزان تشکیه نودولهای میدني ماتریکس شده است. 

 نتیجه گیری  -6

عنوان نتیج  گیلری بررسلي حارلر نشلان داد هل       DEHP میتوانلد بلا تلاثیر بلر مسلیر      BMP/SMAD باعل  هلاه    ب 

بیللان  نهللای دییلله در رونللد تمللایز استئوبدسللت شللود و در نتیجلل  بللا هللاه  بیللان پللروئین و هللاه  فیالیللت آنللزی     

آلکلالین فسلفاتاز تملایز    BMSCs را بل  استئوبدسلت هلاه  دهلد.     ایلن هلاه  ملي   توانلد در دراز ملد  امکلان ابلتد بلل      

 بیماریهای مربوط ب  استتوان مانند استئوپورزیس را در حیوانا  افزای  دهد.

 تشکر و قدرداني  -7

داننلد  از همل    دسلت  در  دانشلگاه اراك، گلروه زیسلت شناسلي انجلام شلد، لل ا نویسلندگان م الل    زم ملي           اررتح یق ح

 اندر هاران و مسئولین  دانشکده و گروه زیست شناسي ت دیر و تشکر نمایند.

 .ندارد وجود تیارآ منافیي نوع هیی ه میدارند اعدم  نویسندگان 

 نللین سلله  نویسللندگان: محمللد حسللین آبنوسللي در وللرا ایللده تح ی للاتي، متللدولو ی و تاییللد نتللای  آزمللای  و هم     

 لل  داشللت  ناسللت، جللواد سللرگلزائي در انجللام امللور تح ی للاتي و آنللالیز داده هللای تح یللق   نگللار  م اللل  ن لل  داشللت  

 ها و تستهای انجام شده و آنالیز داده ها ن   داشت  اشت.است. زهرا شایگان در انجام هلی  آزمون
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