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Abstract*

Introduction: Previous investigations have indicated that the presence of BIO (6-Bromoindirubin-3-Oxime) in the 

culture medium of some cell types enhances both cell proliferation and viability. The aim of the present study was to 

investigate the effect of BIO on rat marrow-derived mesenchymal stem cells (MSCs) expansion in culture. 

Methods: In the present experimental study, bone marrow cells from 7 rats were plated in the presence of 0.05, 

0.01, 0.1, 1 and 1.5 µM of BIO and expanded through 3 successive subcultures. During the cultivation period, the 

cultures were statistically compared in terms of indices of cell growth including the diameter and number of colonies, 

population doubling number (PDN) and the number of viable cells. Passaged-3 cells from all groups were examined for 

their differentiation capacity into bone and adipose cells.  

Results: According to our results, the largest colonies were formed in the cultures with 0.1 and 1 µm BIO with 

diameters of 1262.27 ± 43.96 and 1335.71 ± 19.16 micrometer, respectively (P<0.05). These 2 groups were also 

superior over other experimental and control groups in terms of colonies numbers. During 3 successive passages, 

significantly more PDN was occurred in 0.1 and 1 µM BIO-treated cultures compared with other experimental and 

control groups (P<0.05). Additionally, in these two BIO-treated cultures, the number of viable cells was significantly 

higher than that in other BIO-treated cultures as well as the control group (P<0.05). Alizarin red staining for bone and 

oil red for adipose cells indicated that the cells from all studied groups maintained the differentiation potential into bone 

and adipose cells.  

Conclusion: Our findings indicate that the presence of BIO in marrow cell cultures enhances the in vitro cell 

expansion and viability. 
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و فارماكولوژي 57�67،)1(13فيزيولوژي

 1388 بهار

و فارماكولوژي 1388بهار،1، شمارة13جلدفيزيولوژي

و توان زيستي سلول BIOتيمار با  هاي بنيادي سبب افزايش ميزان تكثير

.شود مزانشيمي مشتق از مغز استخوان موش صحرايي در محيط كشت مي
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87 بهمن30: پذيرش87 بهمن23: بازبيني87 شهريور4: دريافت

BIOو همكاراننژاداسلاميو سلولهاي بنيادي

 چكيده

و ها سبب در محيط كشت برخي سلول BIO  (6-Bromoindirubin-3΄-Oxime)پيشين، حضوربر اساس مطالعات:مقدمه هـدف. شـود آن مـي تكثيـر افـزايش بقـا

.هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز استخوان موش صحرايي است تكثير سلولبر اين مادهاثرات بررسي تحقيق حاضر

سه BIOميكرومولار5/1و01/0،05/0،1/0،1هاي سر موش صحرايي در حضور غلظت7هاي مغز استخوان در اين مطالعه تجربي، سلول:ها روش و با انجام كشت شد

و تعداد كلوني هاي مختلف، در طول مدت كشت از لحاظ برخي شاخص كشت سلول در گروه. پاساژ متوالي تكثير گرديد ي تشـكيل شـده، ميـزان دو برابـر هـا هاي رشد شامل قطر

و تعداد سلول شد شدگي جمعيت سلولي شد در گروه3هاي پاساژ در پايان سلول. هاي زنده مقايسه و چربي ارزيابي .هاي مختلف از لحاظ حفظ توان تمايز به استخوان

كلبر اساس نتايج،:ها يافته و1و1/0هاي ها در گروهنيوبزرگترين شدميكرومترو 71/1335±16/19و 27/1262±96/43 با قطر به ترتيب ميكرومولار از لحـاظ. تشكيل

و كنترل برتري داشتند تعداد كلوني نيز اين دو گروه به گروه هاي ميكرومولار جمعيت سلولي نسبت به گروه1و1/0پاساژ متوالي درگروه3در طي ). P<0.05( هاي آزمايشي ديگر

و كنترل دو بر و اويل ). P<0.05(هاي ديگر بود هاي زنده بيش از گروه همچنين، در اين دو گروه، تعداد سلول). P<0.05(ابر شد آزمايشي رنگ آميزي آليزارين رد براي استخوان

.اند هاي مختلف توان تمايزي خود را حفظ كرده هاي گروه رد براي چربي نشان داد كه سلول

مي:گيري نتيجه كه در مجموع با تيمار كشت سلولتوان گفت ميكرومولار سبب افزايش سرعت رشـد1/0و1هاي بويژه با غلظت BIOهاي مغز استخوان موش صحرايي

ميو نيز توان زيستي سلول .شود ها

.، تكثيرBIOسلول بنيادي مزانشيمي، موش صحرايي،:هاي كليدي واژه

*مقدمه

خونساز سـاكن سلول غيري بنيادي مزانشيمي نوعيها سلول
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و ساير بافت . شـود هـاي اسـكلتي توصـيف مـي در مغز استخوان

، Cohnheimهـا در مغـز اسـتخوان توسـط حضور ايـن سـلول

پيشـتر حـدس) 1867(سـال 140پاتولوژيست آلماني، در حدود

، ولــي اولــين شــواهد قطعــي توســط]17[زده شــده بــود 

Friedenstein 3[ ارائه شـد 1970و همكاران در اواسط سال.[

هاي مغز استخوان را در يك ظرف پلاستيكي اين محققين نمونه
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هاي غير چسـبنده   ساعت يا بيشتر سلول 4كشت دادند و پس از 
هـاي   هاي دور ريخته شـده سـلول   در اصل سلول. را دور ريختند

هـاي   هـا گـزارش كردنـد كـه سـلول      آن. بنيادي رده خونساز بود
ظاهر هتروژن بـوده و تعـدادي از    چسبنده مغز استخوان از لحاظ

ها كه مورفولوژي دوكي شكل داشته و تجمعات دو تـا چهـار    آن
كنند، اتصالات محكمي با سـطح ديـش كشـت     سلولي ايجاد مي
بر اساس گزارش اين محققين، اين تجمعـات بـه   . برقرار ميكنند

روز خاموش باقي ماندند، پس از آن به سرعت تكثيـر   4-2مدت 
مهمترين ويژگـي  . ورت يكدست دوكي ظاهر شدنديافتند و به ص
هـايي شـبيه بافـت     ها، داشـتن توانـايي ايجـاد كلـون     اين سلول

، Friedensteinمشـاهدات ابتـدايي   . استخوان و غضـروف بـود  
و  Owen و همكـاران و  Piersmaتوسط چندين محقق به ويزه 

  .]15،12[توسعه پيدا كرد  1980همكاران در طول سال 
دليل راحتي دسترسي و نيـز  به  بنيادي مزانشيميهاي  سلول
كانديـد   يـك به عنوان هم اكنون  خود تجديديپتانسيل  داشتن

ژن درماني، سلول درمـاني و  هاي  استفاده در راهبردمناسب براي 
از مشـكلات  يكـي  ]. 14، 6-7[شود  محسوب ميمهندسي بافت 
نسـيل  ها براي اهداف فوق، كاهش پتا اين سلولاز اصلي استفاده 

سلول در طول دوره كشت اسـت كـه بـه ايـن موضـوع       تكثيري
Yeon  مطالعات اين . اشاره كرده است 2006در سال و همكاران

هاي بنيادي مزانشـيمي   تكثير سلولمحققين نشان داده است كه 
كـاهش ظرفيـت    يابـد ايـن   با افزايش دوره كشـت كـاهش مـي   

ــه   ــدت ب ــولاني م ــت ط ــالا و در كش ــاژهاي ب ــري در پاس  تكثي
  .]25[ ها نسبت داده شد آپوپتوزيس خودبخودي اين سلول

  )BIO(اي موسـوم بـه    تحقيقات نشان داده اسـت كـه مـاده   
6-Bromoindirubin-3΄-Oxime    قادر است تكثيـر سـلولي را

يكـي از مشـتقات اينـديروبين    بايو . در محيط كشت بهبود بخشد
بـه  Trypan purple  است كه از يك نرم تـن دريـايي بـه نـام    

بـه   ATPدر فرورفتگـي اتصـال    ايـن مـاده  ]. 1[ آيـد  ت مـي دس
در فعـال   GSK3-βمهـار   گرفتـه و بـا  قرار  GSK3-βمولكول 

ــال   ــي كانونيك ــيگنال ده ــير س ــردن مس ــت Wnt ك ــوثر اس   م
)Meijer-Chen .(مسير Wnt signaling  از مسيرهاي مهم در

هـاي   كنترل تكثير، تمايز، قطبيت و آپوپتـوزيس در تمـام سـلول   
در بهبود  BIOتا به حال تاثيرات مثبت ]. 21-22[ جانوري است
 ،]8[ عصــبي هيپوكامــپهــاي  ســلولهــايي نظيــر  رشــد ســلول

هـاي بنيـادي    سـلول  و] 20[ هاي لولـه پروكسـيمال كليـه    سلول

گزارشـي   گونـه  اما هيچ، ]19[ جنيني انسان و موش بررسي شده
. وجود نداردهاي بنيادي مزانشيمي  مبني بر اثر اين ماده بر سلول

هاي بنيـادي   بر كشت و تكثير سلول Bio اثرلذا درتحقيق حاضر 
هدف ايـن مطالعـه   . مزانشيمي موش صحرايي بررسي شده است

هـاي   بـر برخـي شـاخص    BIOهاي مختلف  غلظت بررسي تاثير
قبيل كلون زايـي و ميـزان    بنيادي مزانشيمي از هاي تكثير سلول

دوبله شدن جمعيت سلولي و همچنين تاثير آن بر زيسـتايي ايـن   
مطالعاتي نظير تحقيق حاضر كـه  . ها در شرايط كشت است سلول

ــر و    ــزايش تكثي ــراي اف ــي ب ــافتن راه ــال ي ــه دنب  Viabilityب
در هاي بنيادي مزانشيمي است ضرورت فراواني دارد، زيـرا   سلول
هاي سلول درماني و مهندسي بافت، بـه تعـداد زيـادي از     راهبرد

.سلول بنيادي نياز است

  ها مواد و روش
ســن  ابــ Wistar رت نــر نــژاد ســر 7 در تحقيــق حاضــر از

و  يحيوان مورد نظـر از موسسـه راز   .ماهه استفاده شد 3يتقريب
آب معمـولي بـدون هـيچ    آب مورد اسـتفاده، . پاستور تهيه گرديد

هاي آماده تهيه شـده   غذاي حيوان، پليت. ماده افزودني بود گونه
ها داراي كربوهيدرات، پروتئين،  اين پليت. از شركت به پخش بود
  .ويتامين و فيبراست

پس از قرباني كردن حيوان با كلروفرم، بافتهاي نرم اطـراف  
هاي درشت ني و ران با اسكالپل وقيچي جدا شد، آنگاه  استخوان

   DMEM  )Gibco, Germanyر محـــيطهـــا د اســـتخوان
 ( Dulbecco’s Modified Eagle Medium,  15حـاوي %

در ) Fetal Bovin Serum, Gibco, Germany(سـرم گـاوي   
قرار گرفتند و بـاقي مراحـل اسـتخراج در زيـر هـود       15فالكون 

ابتدا دو سر استخوان توسـط قيچـي اسـتريل    . استريل انجام شد
از ايجاد سوراخ در هر دو سر با سـر  بريده شده و پس از اطمينان 
% 15حـاوي   DMEMمحـيط   ml 2سوزن متصل بـه سـرنگ   

سرم از يك سر استخوان وارد شده و با فشار پيستون از سر ديگر 
بار تكـرار ايـن عمـل، همـه محتويـات كانـال        3با . خارج گرديد

مغز اسـتخوان داخـل   . استخواني به داخل لوله استريل منتقل شد
آنگاه محـيط  . دقيقه سانتريفوژ شد 5به مدت  g 1200لوله تحت 

% 15واجـد   DMEMمحيط  ml 10رويي تخليه و پلت سلولي با
ســلين  بيوتيــك پنــي المللــي آنتــي واحــد بــين 100و FBSســرم 
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تازه  (Gibco; Germany) المللي استرپتومايسين واحد بين100و
سـلول در سـانتيمتر    105معلق گرديد و پس از شمارش با تراكم 

هـاي   سـلول . سانتيمتر مربعي كشت شد 25بع در فلاسكهاي مر
هـاي   مغز استخوان در چندين فلاسك و تحت تيمـار بـا غلظـت   

 5/1و 1، 05/0،1/0، 01/0هـاي   شـامل غلظـت   BIOمختلـف  
به عنوان گـروه كنتـرل    Bioگروه بدون . ميكرو مولاركشت شد

 CO2% 5و در  C°37هـا در دمـاي    فلاسك. در نظر گرفته شد
كـه   +PBSهـا بـا    دو روز پس از آغاز كشت، سـلول . انكوبه شد
ميلي گـرم در ليتـر    100و  CaCl2ميلي گرم در ليتر 132حاوي 

MgCl2 هـا اضـافه    بود، شستشو شدند و محيط تازه بر روي آن
كشت اوليه سلول تا زمان پر شدن كف فلاسك ادامه يافت، . شد

سـلول در   105اكم ها تريپسينه شـدند وبـا تـر    در اين زمان سلول
ادامـه   3كشت سلولي تـا پاسـاژ   . سانتيمتر مربع پاساژ داده شدند

و كنتـرل   BIOدر مطالعه حاضر، براي هر گروه تيمـار بـا   . يافت
هـا جهـت    برخي از ايـن كشـت  . چندين فلاسك كشت تهيه شد

اين گروه (ها در كشت اوليه استفاده شد  بررسي و شمارش كلوني
برخـي ديگـر در   ). نتيمتري كشت شـد سا 10هاي  در پتري ديش

پاساژ اول تا سوم مورد استفاده قرار گرفت تا ميزان دو برابر شدن 
و كنتـرل محاسـبه    BIOهاي مختلـف   جمعيت سلولي در غلظت

هاي  گردد و برخي ديگر در پاساژ سوم استفاده شد تا تعداد سلول
بـالاخره برخـي از   . زنده در هر گـروه محاسـبه و مقايسـه شـود    

هاي تهيه شده جهت بررسي پتانسيل تمايز به اسـتخوان   سكفلا
  .ها مصرف گرديد و چربي سلول
 CFU-F  (Colony Forming Unit- Fibroblast)شـمارش 

هاي  در تحريك به رشد سلول BIOبه منظور بررسي اثر تيمار با 
بـراي هـر   . فيبروبلاستي مغز استخوان در كشت اوليه انجام شـد 

در ايـن  . ش مورد بررسي قـرار گرفـت  موش حداقل سه پتري دي
روز در پتــري  5اوليــه كــه بــه مــدت  كشــتهــاي  ســلولروش 
هـاي مختلـف    سانتيمتري، تحت تيمار بـا غلظـت   10هاي  ديش
BIO ،دو بار با محلولدر كشت اوليه قرار داشتندPBS¯   شسـته

كريسـتال  %  5/0( دقيقه با رنگ كريسـتال ويولـت   1 و به مدت
هاي تشكيل شـده در   كلون. شدندآميزي  رنگ) ويولت در متانول

هاي تيمار و كنترل در زيـر ميكروسـكوپ نـوري مشـاهده      گروه
بـراي  ها  ميانگين تعداد كلون. ندمورد شمارش قرار گرفته، گرديد
ها از اين نظر مقايسـه   گرديد و گروههاي هر گروه محاسبه  سلول

و  BIOبعلاوه در تحقيق حاضر، براي هـر غلظـت   .. آماري شدند

تعيـين   Image ها با استفاده از نرم افزار گروه كنترل، قطر كلوني
هاي مختلـف از لحـاظ    گروه. ها محاسبه گرديد شد و ميانگين آن

براي هر مـوش حـداقل   . ها نيز مقايسه آماري شدند اين ميانگين
  .سه پتري ديش مورد بررسي قرار گرفت

ــر دووزمــان  محاســبه تعــداد   ســلولي جمعيــت شــدگي براب
Population Doubling Number (PDN) و  

Doubling time (DT)  براي تعيـين پاسـخ   به عنوان شاخصي
ها به شرايط كشتي محرك يا بازدارنـده از قبيـل تغييـر در     سلول

غلظت مواد غذايي، اثرات هورموني يا داروهـاي سـمي اسـتفاده    
 سـلولي  تعداد دو برابـر شـدگي جمعيـت   در اين مطالعه،  .شود مي

 5بدين ترتيب كـه  . اساژهاي اول، دوم و سوم بررسي شدبراي پ
هاي تيمار بـا   روز پس از آغاز پاساژ سلولي، كشت سلول در گروه

BIO   هـا مـورد شـمارش قـرار      و كنترل تريپسينه شـد و سـلول
 ميــزان  PDN=(logN/N0 ×3.31)طبــق فرمــولگرفتنــد و 

ل در اين فورمـو  .]4[ دوبرابر شدن جمعيت سلولي محاسبه گرديد
N ها در پايان دوره و  تعداد سلولN0   هـا در آغـاز    تعـداد سـلول

بـراي  ) PDN(دو برابـر شـدن جمعيـت سـلولي     . باشد كشت مي
هاي پاساژ دوم و سوم نيـز بـه روش بـالا محاسـبه شـد و       سلول
PDN كل با فرمول زير محاسبه گرديد:  

 Total population doubling = PDp1+PDp2+PDp3  
  دو برابـــر شـــدن جمعيـــت  زمـــان بـــراي محاســـبه  

Doubling time (DT) مدت زمان لازم بـراي   و يا به عبارتي
 ،دوبرابـر شـود  مغز استخوان در هر گـروه  هاي  اينكه تعداد سلول

  .طبق فرمول زير محاسبه گرديد
Doubling Time   Total Time of cellculture

 Total Population Doubling
از   BIOتيمـار شـده بـا    هاي زنـده  براي ارزيابي تعداد سلول

اساس ايـن روش فعاليـت متـابوليكي    . استفاده شد MTTروش 
ــلول ــي   سـ ــده مـ ــاي زنـ ــدكه هـ ــوم زرد باشـ   درآن تترازوليـ

,2 dimethylthiazolyl) -2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) 5 3- (  ــينات  –توســط سيســتم سوكس
يي كه تنها تترازوليوم ردوكتاز متعلق به زنجيره تنفسي ميتوكندريا

هاي زنده فعال است به كريسـتالهاي فورمـازان بـنفش     در سلول
ايـن  شـود كـه در ضـمن     رنگ غير قابل حل در آب تبـديل مـي  

در . شـوند  آزاد مـي  NADPH و NADHهاي  واكنش، كوفاكتور
اين روش ابتدا يك منحني استاندارد رسـم شـد تـا رابطـه بـين      



1388، بهار 1، شمارة 13جلد   

61

)NPar Test )Mann-Whitney Testهاي زنده و آزمون 
هـا در   ي ارزيابي ساير نتايج شامل مقايسه تعداد و قطر كلـوني 

نتـايج  . اسـتفاده شـد   DTو  PDNهاي مختلـف، مقايسـه   
بــار تكــرار آزمــايش بــر روي  7بدســت آمــده حاصــل ميــانگين 

هـا بـه    داده. سر موش صحرايي بـود  7هاي مغز استخوان 
ــان شــد) SD( انحــراف از اســتاندارد ± . ندبي

P< معني دار در نظر گرفته شد.  
هـاي مـورد    سـلول  براي تعيين ماهيـت بنيـادي مزانشـيمي   

بـدين  . بررسي از روش تمايز به استخوان و چربـي اسـتفاده شـد   
هاي مختلف مورد مطالعـه   از گرو ه 3هاي پاساژ 

ي تك لايـه سـلول   پس از آنكهكشت شد و چاهكي 
سطح كشت را پـر كـرد محـيط كشـت بـا محـيط اسـتئوژنيك        

 DMEMمحيط اين محيط شامل. جايگزين محيط معمولي شد
 108ميلـي مـولار، دگزامتـازون     10بتاگليسـرول فسـفات   

. ميكروگرم در ميلي ليتـر بـود   50فسفات  -3
سه هفته پس از آغـاز   .تعويض شديكبار روز  

  .بررسي شدرنگ آميزي اختصاصي آليزارين رد 
هـاي   براي تمايز به چربي به اين ترتيب عمل شد كه سـلول 

ــه   6در ظــروف  ــس از مرحل چــاهكي كشــت شــد و پ
 50حـــاوي  DMEMمحـــيط تمـــايز شـــامل 
مولار دگزامتـازون   107ميكروگرم در ميلي ليتر اسكوربيك اسيد، 

يكروگرم در ميلي ليتر ايندومتاسين جايگزين محيط كشـت  
روز پس از  21. روز يكبار عوض شد 3-4محيط تمايز هر 

آغاز كشت تمايز، به منظور بررسي وقوع تمايز، كشت سـلولي بـا   
Oil Red مورد ارزيابي قرار گرفت .  

CFU :هاي رنگ آميزي شده با كريستال  لونيك
 1و گـروه كنتـرل در شـكل     BIOهاي تيمار بـا  

ها در  ميانگين تعداد و قطر كلوني همچنين. نشان داده شده است
ميكــرو مــولار و گــروه  5/1، 1، 1/0، 05/0 ،0

تفاوت ميانگين كلـوني  . نشان داده شده است
ــا   ــار شــده ب ــاي تيم ــا غلظــت  Bioه  5/1و  1/0، 1ب

و  01/0بـا غلظـت    Bioميكرومولار در مقايسه با گروه كنترل و 
هاي  از اين نظر گروه. )p>0.05(دار بود  ميكرو مولار معني

  

و تعـداد  ) ومترنـان  540-630در طول مـوج  

 Viabilityدر حفظ  BIOدر مطالعه حاضر براي اينكه تاثير 
هـاي   گـروه  3هـاي پاسـاژ    ها بهتر ارزيابي شود ابتدا سلول

چاهكي به تعداد هـر چاهـك    24هاي 
قرار داشتند، بـه   Confluencyكشت شده بودند ودر مرحله 

ساعت در معرض محيط فاقد سرم قرار گرفتند و پـس از  
 FBS% 10 و BIO مناســـب هـــاي
سـاعت بـا اسـتفاده از     24بعـد از   

MTT   هـا   ميزان زيسـتايي سـلول
ــه ايــن منظــور محــيط رويــي پ  ــا ب  60ليــت ب

تعـويض  ) ميلي گـرم در ميلـي ليتـر   
 CO2% 5و  C° 37ساعت انكوباسيون در

ها  پس از حل كردن كريستال. كريستالهاي فورمازون تشكيل شد
Sigma/Germany (  ميزان جـذب

 ELISA-readerنانومتر توسط دستگاه 
ها از طريق منحني اسـتانداردي كـه   

  .براي تعداد مشخصي سلول رسم گرديده بود، تعيين گرديد
براي ارزيابي تعـداد    ANOVAدر مطالعه حاضر آزمون آماري

هاي زنده و آزمون  سلول
ي ارزيابي ساير نتايج شامل مقايسه تعداد و قطر كلـوني برا

هاي مختلـف، مقايسـه    گروه
بدســت آمــده حاصــل ميــانگين 

هاي مغز استخوان  سلول
ــانگين  ±صــورت مي

0.05>هاي با  تفاوت

براي تعيين ماهيـت بنيـادي مزانشـيمي   
بررسي از روش تمايز به استخوان و چربـي اسـتفاده شـد   

هاي پاساژ  سلولترتيب كه 
چاهكي  6در ظروف 

سطح كشت را پـر كـرد محـيط كشـت بـا محـيط اسـتئوژنيك        
جايگزين محيط معمولي شد

بتاگليسـرول فسـفات    حاوي
3مولار، اسكوربيك 
 3محيط كشت هر 

رنگ آميزي اختصاصي آليزارين رد مايز، وقوع آن با ت
براي تمايز به چربي به اين ترتيب عمل شد كه سـلول 

در ظــروف  3پاســاژ 
Confluency  محـــيط تمـــايز شـــامل

ميكروگرم در ميلي ليتر اسكوربيك اسيد، 
يكروگرم در ميلي ليتر ايندومتاسين جايگزين محيط كشـت  م 50،

محيط تمايز هر . گرديد
آغاز كشت تمايز، به منظور بررسي وقوع تمايز، كشت سـلولي بـا   

Oil Red رنگ آميزي

  ها يافته

CFU-Fشمارش 

هاي تيمار بـا   ويولت در گروه
نشان داده شده است

01/0هــاي  غلظــت
 1 جدولكنترل در 

ــ ــا   روهدر گ ــار شــده ب ــاي تيم ه
ميكرومولار در مقايسه با گروه كنترل و 

ميكرو مولار معني 05/0
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در طول مـوج   OD( سيگنال بهينه
  .ها يافت شود سلول

در مطالعه حاضر براي اينكه تاثير 
ها بهتر ارزيابي شود ابتدا سلول سلول

هاي  تيمار و كنترل كه در پليت
كشت شده بودند ودر مرحله  104

ساعت در معرض محيط فاقد سرم قرار گرفتند و پـس از   9مدت 
هـــاي محـــيط داراي غلظـــتآن 

 .جايگزين محيط فاقد سرم شد
MTTبر پايه colorimetry تكنيك

ــه ايــن منظــور محــيط رويــي پ . بررســي گرديــد ب
ميلي گـرم در ميلـي ليتـر    MTT )5ميكروليترمحلول 

ساعت انكوباسيون در 1-5/1پس از . گرديد
كريستالهاي فورمازون تشكيل شد

DMSO )Sigma ميكروليتر 300در 

نانومتر توسط دستگاه (630-540)  طول موج
ها از طريق منحني اسـتانداردي كـه    تعداد سلول. گيري شد اندازه

براي تعداد مشخصي سلول رسم گرديده بود، تعيين گرديد
در مطالعه حاضر آزمون آماري
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ميكرمولار تفـاوت معنـي داري    05/0و  BIO 01/0تيمار شده با 
و  1هاي  شده با غلظتهاي تيمار  در گروه. با گروه كنترل نداشت

 5/1ميكرو مولار تعداد كلوني بيشتري در مقايسه با غلظـت   1/0
، بـا  ) 1/0و  1(ولي تفاوت بين آن دو ) p>0.05(ايجاد شده بود 

بـود، از   1/0بيش از غلظـت   1وجوديكه تعداد كلونيها در غلظت 
بررسـي قطـر   ). رديـف بـالا   2 شكل( لحاظ آماري معني دار نبود

هـاي   تفـاوت  كـه  نشـان داد ليه جاد شده در كشت اوهاي اي كلني
هـا ذكـر شـد در بـين      تقريبا مشابه با آنچه كه براي تعداد كلوني

رديف  2شكل (ها از لحاظ ميانگين قطر كلوني برقرار است  گروه
 1/0بـا   1، با اين تفـاوت كـه اخـتلاف بـين گـروه تيمـار       )پايين

ميكرومولار بـا   1ه دار بود و نيز تفاوت بين گرو ميكرومولار معني
  .دار نبود كنترل معني
ــابي ــايج، در حضــور  : DTو  PDN ارزي ــر اســاس نت  BIOب

 درجـدول . سرعت تكثير سلولي بطور قابل توجهي افزايش يافـت 
) PDN(، ميانگين مقادير تعداد دو برابر شدگي جمعيت سـلولي  2

در طي سه پاساژ متوالي و مـدت زمـان هـر دو برابـر شـدن آن      
)DT (بر اساس اين اطلاعـات،  . بر حسب ساعت درج شده است

بـوده و تفـاوت    1/0و  1هـاي   مربوط به غلظـت  PDNبيشترين
، 5/1هـاي   ههاي ديگر ازجمله گروه كنتـرل و گـرو   ها با گروه آن
دار بـود   از لحـاظ آمـاري معنـي    BIOميكرومولار  05/0و  01/0

  و كنترل BIOهاي مختلف  هها در گرو ميانگين مقادير مربوط به تعداد و قطر كلوني -1جدول 
تعداد كلوني CFU-Fقطر

5/1  ،82/2 ±57/117 13/10± 183/1046
1 59/4± 142/144 16/19± 71/1335
1/0 08/5±258/135 96/43± 27/1262
01/0 2.878 ±87.428 00/8± 63/906
05/0 2.478±91.857 44/11± 18/924

كنترل 207/3 ± 87.428 3/14± 11/878
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بـا   BIOدر حضـور  . هـاي مختلـف   هـا در گـرو   مقايسه تعداد كلوني:. بالا -2شكل
هـاي بيشـتري در كشـت اوليـه      داري كلوني ميكرو مولار بطور معني 1/0و  1غلظت 

ميكرو مولار 1/0و  1هاي تشكيل شده در تيمار با غلظت  كلوني: پايين .تشكيل شد 
BIO هـا و گـروه    هاي سـاير غلظـت   ري بزرگتر از كلونيدا از لحاظ اندازه بطور معني

.P<0.05با گروه كنترل با  BIOتفاوت گروه تيمار با : a. كنترل بود

 1/0و  1بـا غلظـت    BIOدر حضور . هاي مختلف در گروه PDNمقايسه : بالا -3شكل
بيشتري در طول دوره كشـت از پاسـاژ اول تـا پاسـاژ      PDNداري  ميكرو مولار بطور معني

و  1بـا غلظـت    BIOدر حضور . هاي مختلف در گروه DTمقايسه : پايين. سوم اتفاق افتاد
متـر از   داري ك ميكرو مـولار زمـان هـر دوبرابـر شـدن جمعيـت سـلولي بطـور معنـي          1/0

.P<0.05 با گروه كنترل با BIOتفاوت گروه تيمار با : a .گر بودديهاي  گروه
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)P<0.05 .( در مقايسه با همديگر  1/0و  1از اين نظر دو غلظت
همچنـين  ). رديـف بـالا   3 شـكل ( تفاوت بسـيار انـدكي داشـتند   

تفاوتي با گروه كنترل نداشت ولي  BIO 05/0و  01/0هاي  گروه
دار بــود  معنــي BIOرومــولار ميك 5/1هــا بــا غلظـت   تفـاوت آن 

)P<0.05(.  
از لحاظ مـدت زمـان لازم بـراي دو برابـر شـدگي جمعيـت       

ميكرومولار كمترين زمان را داشتند كه  1/0و  1سلولي، دو گروه 
. اي از سرعت بالاي تكثيـر سـلولي در ايـن دو گـروه بـود      نشانه

و نيز گروه كنتـرل   BIOهاي  تفاوت اين دو گروه با ساير غلظت
 01/0از اين نظر دو گروه ). P<0.05(ظر آماري معني دار بود از ن
داري  بـا گـروه كنتـرل تفـاوت معنـي      BIOميكرومولار  05/0و 

دار بـود   ميكرومولار معني 5/1ها با غلظت  نداشت ولي تفاوت آن
  .)رديف پايين 3شكل (

هـاي زنـده در    تعـداد سـلول  : هـاي زنـده   لارزيابي تعداد سلو
. نشان داده شده است 3 جدولهاي مختلف مورد مطالعه در  گروه

 BIO ميكرومـولار  1/0و  1هـاي   درگروه MTTبراساس آزمون 
 هـاي ديگـر   هاي زنده بطور معني داري بيش از گروه تعداد سلول

BIO ميكرومـولار اگرچـه تعـداد     1در گـروه  . و گروه كنترل بود

ميكرومولار بـود ولـي تفـاوت     1/0هاي زنده بيش از گروه  لسلو
، 01/0، 5/1هاي  از اين نظر بين گروه. ها نبود داري بين آن معني
  .)4 شكل( داري وجود نداشت و كنترل تفاوت معني 05/0

رنگ آميزي آليزارين رد نشان داد كه در كشت پاسـاژ  : تمايز
و گـروه   BIO هاي مختلـف  هاي تيمار شده با غلظت سوم سلول

كنترل ماتريكس معدني ايجاد شده و در نتيجه تمـايز اسـتخواني   
 Bioهاي مختلـف   شدت رنگ پذيري در گروه. اتفاق افتاده است

همچنين در اثر رنگ آميزي . در مقايسه با گروه كنترل كمتر بود
در مقايسه  BIOهاي مختلف  اويل رد مناطق رنگ شده در گروه

  .)5 شكل( با گروه كنترل كمتر بود

  بحث

هاي مغز استخوان مـوش صـحرايي در    در اين مطالعه، سلول
به مدت سه پاساژ متوالي كشـت   BIOهاي  حضور برخي غلظت

هـاي مختلـف مـورد مطالعـه از      شد و در طي دوره كشت، گـروه 
هاي رشد و تكثير مـورد ارزيـابي و مقايسـه     لحاظ برخي شاخص

 1/0و  1هـاي   حضـور غلظـت  نتايج ما نشان داد كه . قرار گرفتند
در كشت، بطـور معنـي داري سـبب افـزايش      BIOميكرومولار 
افزايش . شود هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان مي تكثيرسلول
هاي بنيادي مزانشيمي، يكي از اهداف اصلي در اكثر  تكثير سلول

ها به تعـداد   باشد، زيرا اين سلول آزمايشگاههاي كشت سلول مي
و از طرفـي در  ] 16[مغز استخوان وجـود داشـته   خيلي اندك در 

مهندسي بافت و اسـتراتژيهاي سـلول درمـاني بـه تعـداد بسـيار       
بـر كشـت برخـي     BIOتا به حال اثر . ها نياز است فراواني از آن

هـاي لولـه پروكسـيمال     سلول هاي عصبي، سلول از جمله سلول
، 8[ هاي بنيادي جنيني انسان و موش بررسي شـده  و سلول كليه
ولي در ارتباط با اثر اين مـاده بـر تكثيـر آزمايشـگاهي     ] 20-19

  .هاي بنيادي مزانشيمي گزارشي در دست نيست سلول

  .و كنترل وسط BIOهاي مختلف  در گروه DTو  PDNميانگين مقادير مربوط به  -2جدول
 PDN DT

5/1  939/0±767/9 85/1±922/36
1 037/0±827/13  062/2600/1±
1/0 25/1±151/13 275/1±414/27
01/0 06/718/0± 304/1±97/50
05/0 420/0±507/7 836/1±07/48

كنترل 304/1±127/7 05/1±575/50
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پاسـاژ   confluentهاي زنـده در كشـت    پايين مقايسه تعداد سلول: بالا  -4شكل
ميكـرو مـولار بطـور     1/0و  1با غلظـت   BIOدر حضور . هاي مختلف سوم از گروه

تفاوت گـروه تيمـار بـا    : a. ها بود هاي زنده بيش از ساير گروه داري تعداد سلول معني
BIO  با گروه كنترل باP<0.05.
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عمل كرد  1/0ميكرومولار بهتر از  1تكثيري مورد مطالعه غلظت 
ميكرومـولار تفـاوت    1/0ها با غلظـت   و تنها از لحاظ قطر كلوني

و همكاران مبني  Sinhaاين يافته ما با نتايج 
دليـل  . تفـاوت دارد  BIOميكرومـولار   1/0بر بهتر بودن غلظت 

هـاي مـورد مطالعـه مـا      توانـد تفـاوت سـلول   
و  Sinhaهـاي مطالعـه    و سـلول ) هاي بنيادي مزانشـيمي 

هـا   هاي متفـاوت آن  و پاسخ) هاي بنيادي جنيني
  .در محيط كشت باشد

هـا   هاي بنيادي مزانشيمي از مـدت  افزايش توان تكثير سلول
پيشتر مورد توجه پژوهشگران بوده است بطوريكـه تـا بـه حـال     

هاي مختلفـي از جملـه افـزودن برخـي      براي اين منظور از روش
به محيط  Fibroblast Growth Factorفاكتورهاي رشد نظير 

مطالعـه حاضـر نيـز    ]. 10[ها استفاده شده است 
سعي بر ايـن داشـت    BIOتلاشي در اين راستا بوده و با افزودن 

هاي بنيادي مزانشيمي را افزايش  كه ميزان و سرعت تكثير سلول

در كشت اوليـه  بر اساس نتايج بدست آمده در تحقيق حاضر، 
BIO هـاي ايجـاد شـده     تعداد كلوني ،و كنترل

ميكـرو   1/0و  1در غلظـت   كلـوني  بيشترين تعـداد 
ــرين تعــداد آن  05/0و  01/0هــاي  غلظــتهــا در  كمت

هـا در   اد كلـوني با توجه به اينكـه تعـد   .ميكرومولار وجود داشت
هاي بنيادي مزانشيمي با خاصيت  كشت اوليه نماينده تعداد سلول

رســد كــه در  كلــونزايي در مغــز اســتخوان اســت بــه نظــر مــي 
ــولار  1/0و  ــتري از   BIOميكروم ــداد بيش تع

هاي بنيادي مزانشيمي موجود در مغز استخوان تحريك به 
اي  نتيجـه  BIOيرات تكثيري تاث. تكثير و تشكيل كلوني شده اند

است كـه سـبب فعـال شـدن     GSK-3β مهار 
تـاثيرات  . شود شده، متعاقبا تكثير سلولي تحريك مي

هاي ايجـاد شـده نيـز بـه خـوبي       در اندازه كلوني

5/1  
1
1/0
01/0
05/0

كنترل

  

هاي  غلظتكه گزارش كرد و همكاران 
BIO  هـاي   سبب افزايش تكثير سـلول
ــي    ــوش م ــي م ــادي جنين ــردد بني ــر،  ]. 19[ گ ــي ديگ از طرف
مويد اين نكته بود  2004در سال و همكاران 
ميكرومـولار   1/0 و05/0، 01/0 
را بـه  مال مـوش  يلوله پروكس ـپوششي 
زان ي ـن ميشتريبميكرومولار  1/0غلظت 

ن موارد در اين تحقيق با توجه به اي
كه در دو دامنه بـالاي يـك ميكـرو    
مولار و زير يك ميكرو مولار قرار داشـتند انتخـاب شـد و تـاثير     
هـاي بنيـادي مزانشـيمي مـوش صـحرايي      

 1/0و  1نتايج ما نشان داد كه در حضـور دو غلظـت   
داري  هاي بنيادي مزانشيمي بطور معني
هـاي   در مطالعـه حاضـر، از لحـاظ تمـام شـاخص     

تكثيري مورد مطالعه غلظت 
و تنها از لحاظ قطر كلوني

اين يافته ما با نتايج . معني داري داشت
بر بهتر بودن غلظت 
توانـد تفـاوت سـلول    اين اخـتلاف مـي  

هاي بنيادي مزانشـيمي  سلول(
هاي بنيادي جنيني سلول(همكاران 
در محيط كشت باشد BIOبه حضور 

افزايش توان تكثير سلول
پيشتر مورد توجه پژوهشگران بوده است بطوريكـه تـا بـه حـال     

براي اين منظور از روش
فاكتورهاي رشد نظير 

ها استفاده شده است  كشت اين سلول
تلاشي در اين راستا بوده و با افزودن 

كه ميزان و سرعت تكثير سلول
  .دهد

بر اساس نتايج بدست آمده در تحقيق حاضر، 
BIOبا هاي تيمار  گروه

بيشترين تعـداد  .متفاوت بود
ــرين تعــداد آنمــولار و  كمت

ميكرومولار وجود داشت
كشت اوليه نماينده تعداد سلول

كلــونزايي در مغــز اســتخوان اســت بــه نظــر مــي 
ــت ــاي  غلظ و  1ه
هاي بنيادي مزانشيمي موجود در مغز استخوان تحريك به  سلول

تكثير و تشكيل كلوني شده اند
مهار از خاصيت آن در 

شده، متعاقبا تكثير سلولي تحريك مي Wntمسير 
در اندازه كلوني BIOتكثيري 

OD هاي مختلف  اي زنده در گروه و تعداد سلولBIO و كنترل  
Cell Number

103×87/3±103×7/70
103×5/2±103×2/90
103×02/3±103×1/80
103×12/3±103×5/56
103×76/3±103×2/67
103×77/7±103×5/55  

هـاي مختلـف    هاي پاساژ سـوم از گـرو ه   تمايز به استخوان و چربي سلول
كمتر  BIOهاي شدت رنگ آميزي با آليزارين رد و اويل رد در گروه
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و همكاران  Sato 2004در سال 
BIOيك ميكرو مولار كمتر از 

ــي    ــوش م ــي م ــادي جنين بني
و همكاران   Sinhaهاي بررسي

 هـاي  غلظتبا  BIOكه حضور 
پوششي  هاي سلولافزايش تكثير 

غلظت همراه دارد و از اين نظر 
با توجه به اي]. 20[را به دنبال دارد ر يتكث

كه در دو دامنه بـالاي يـك ميكـرو     BIOهاي  اثر برخي غلظت
مولار و زير يك ميكرو مولار قرار داشـتند انتخـاب شـد و تـاثير     

هـاي بنيـادي مزانشـيمي مـوش صـحرايي       ها بر كشت سلول آن
نتايج ما نشان داد كه در حضـور دو غلظـت   . بررسي شد

هاي بنيادي مزانشيمي بطور معني ميكرو مولار تكثير سلول
در مطالعـه حاضـر، از لحـاظ تمـام شـاخص     . يابد ميبهبود 

ODميانگين مقادير مربوط به   - 3جدول

تمايز به استخوان و چربي سلول -5شكل
BIO شدت رنگ آميزي با آليزارين رد و اويل رد در گروه. و كنترل

.از كنترل است
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نشـان   DTو  PDNهـاي   از طـرف ديگـر شـاخص   . مشهود بود
هاي مغز استخوان  تكثير سلولدهنده اين واقعيت بود كه سرعت 

ميكـرو   1/0و  1هـاي   بـويژه غلظـت   BIOهاي تيمار با  در گروه
 مهارتوان به  مولار نيز افزايش يافته است كه اين پديده را نيز مي

در مطالعـات  . نسبت داد Wntو فعال سازي مسير  GSK3آنزيم 
هاي ديگر نيز گـزارش   در كشت سلول BIOپيشين اين خاصيت 

  .]19-20، 8[شده است 
بقا و تـوان زيسـتي را در    BIOمطالعات نشان داده است كه 

هاي اپيتليال كليـه، بـه وسـيله فعـال كـردن مسـير آنتـي         سلول
 Wntكه به موازات فعال سـازي مسـير    PI3K/Aktآپوپتوتيك 
نتـايج  در گـزارش حاضـر،   ]. 11[بخشد  شود، بهبود مي انجام مي

نشـان داد تعـداد   Viability براي بررسي ) MTT(رنگ سنجي 
بطــور  ميكرومــولار 1/0و  1هــاي غلظــتدر هــاي زنــده  ســلول
داري افزايش يافته است ولي اينكه اين افـزايش بـه دنبـال     معني

اتفاق افتاده اسـت   PI3K/Aktفعال شدن مسير آنتي آپوپتوتيك 
اين موضوع به مطالعـه بيشـتري نيـاز    . مورد بررسي قرار نگرفت

  .دارد
هـاي   زيـادي در جهـت شناسـايي مـاركر    هاي  اگر چه تلاش

هاي بنيادي مزانشيمي انجام شده اسـت، بـا ايـن     سطحي سلول
در ايـن ارتبـاط   . وجود ماركر ويژه منفردي معرفـي نشـده اسـت   

 CD133 ،LNGFR (Low affinityچندين مـاركر از جملـه   

nerve growth factor receptor)  وSTRO-1  ــراي بـ
هاي بنيادي مزانشيمي انساني پيشـنهاد شـده اسـت ولـي      سلول

هاي بنيادي مزانشيمي حيواني ماركر اختصاصي ذكـر   براي سلول
به همـين دليـل در مطالعـات پيشـين از     ]. 18، 9، 5[نشده است 

توان تمايز سلولي براي ارزيابي بنيادي مزانشيمي اسـتفاده شـده   
هـاي جـدا    نيز با تمايز سلولدر اين مطالعه ]. 23-24، 13[است 

هاي استخوان و چربـي ماهيـت بنيـادي مزانشـينمي      شده به رده
بر اساس نتايج رنگ آميزي به نظـر رسـيد   . ها به اثبات رسيد آن

در مقايسـه بـا گـروه كنتـرل مـاتريكس       BIOهاي  كه در گروه
هاي چربـي كمـي    معدني كمي تشكيل شده و نيز تمايز به سلول

البتـه روش كيفـي بكارگرفتـه شـده در     . سـت به وقوع پيوسـته ا 
مطالعه حاضر، روش مناسب و كافي براي اثبات اين ادعا نيسـت  

هاي كمي نياز است تا ميـزان تمـايز    و مطالعات بيشتري با روش
  .هاي تيمار و كنترل مقايسه نمايد به استخوان و چربي را در گروه

 PDNهاي مطالعـه حاضـر ايـن بـود كـه       يكي از محدوديت
اي كشت اوليه قابل محاسبه نبود زيرا معمولا، در كشت اوليـه  بر

به منظور استخراج سلول بنيادي مزانشـيمي، تعـداد معـدودي از    
هاي كشت شده به سطح كشـت چسـبيده و منشـا كشـت      سلول

هـا بـا تعـويض محـيط كشـت دور ريختـه        شـوند و اكثـر آن   مي
بـل  بدرسـتي قا ) NO(لذا تعداد سلول در آغـاز كشـت   . شوند مي

از آنجايي كه يكي از خواص مهم سلول بنيـادي  . محاسبه نيست
تـوان از ايـن    مزانشيمي خاصيت كلـوني زايـي آن هاسـت، مـي    

لذا در . ها استفاده كرد خاصيت به عنوان شاخص تكثير اين سلول
  و) تعـداد دو برابـر شـدن جمعيـت سـلولي     (PDN  مطالعه حاضر

DT ) بـا در نظـر   ) ليزمان لازم براي دوبرابر شدن جمعيت سـلو
گرفتن شمارش سلولي در پاساژ اول تا سـوم محاسـبه شـد و در    

در عـوض بـراي بررسـي اثـرات     ]. 4[ كشت اوليه منظور نگرديد
BIO   شـمارش تعـداد و    (در كشت اوليه از سنجش كلونوژنيـك

  .استفاده شد) ها قطر كلوني
تـوان گفـت    هاي مطالعه حاضر مي در مجموع بر اساس يافته

 BIOهاي مغز استخوان موش صحرايي با  كشت سلولكه تيمار 
ميكرومولار سـبب افـزايش سـرعت     1/0و  1هاي  بويژ با غلظت

رسد سلول هايي كه با استفاده از  به نظر مي. شود رشد سلولي مي
ــتمي   ــين سيس ــت  (چن ــور غلظ ــت در حض ــاي  كش  1و  1/0ه

گردنـد از تـوان زيسـتي     استخراج و تكثير مي) BIO ميكرومولار
  .ي برخوردار هستندبالاي
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