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Abstract

Introduction: In this study, the effect of para-nonylphenol as an environmental pollutant on viability, morphology 

and proliferation of bone marrow mesenchymal stem cells was investigated.

Methods: Bone marrow mesenchymal stem cells of rat were treated with the 0.5, 1, 2.5, 3.5 and 5 μM of para-

nonylphenol for a period of 21 days, then the viability of the  cells were estimated using trypan blue and MTT methods. 

After choosing the effective dose, the integration of the DNA was investigated using comet assay and agarose gel 

electrophoresis. Mechanisms of cell death were also investigated by TUNEL assay and presence of caspase activity.

Results: The results showed that para-nonylphenol caused significant dose dependent reduction of viability and 

proliferation of the cells. Comet assay, agarose gel electrophoresis and TUNEL test showed that the DNA of the cells 

were damaged and broken after treatment with 0.5 and 2.5 μM of para-nonylphenol. In addition, activated caspase-3

was observed in the cytoplasm of treated cells.

Conclusion: This study showed that a very low concentration of para-nonylphenol has drastic effects on bone 

marrow mesenchymal stem cells. This chemical is used in formulation of cosmetics and detergents and therfore may 

have detrimental effects on the viability and proliferation of stem cells.
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  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

 ی،ستیز ییتوانابر  فنل لینونا-پارا موثر دوز نیکمتر طولانی مدتاثر

 تر استخوان مغز میمزانش يادیبن يها سلول مورفولوژي و تکثیر

  سلیمانی مهرنجانی، سید محمد علی شریعت زاده، مجید مهدیه نجف آبادي، لیلا دهدهی ، ملک*محمد حسین آبنوسی

  گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه اراك، اراك

  90 مرداد 16: پذیرش    90 اردیبهشت 11: دریافت
  کارانهمو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

 ـم و مرفولوژيی، ستیز ییتوانا بر یطیمح ستیز يها ندهیآلا از یکی عنوان به فنل لیپارانونا اثر پژوهش نیا در: مقدمه  ـتکث زانی  ـبن يهـا  سـلول  ری  مغـز  یمیمزانش ـ يادی

  .گرفت قرار یبررس ردوم استخوان

 رنـگ  تسـت  بـا  هـا  سـلول  یستیز ییتوانا و بقا زانیم و داده کشت روز 21 مدت به فنل لیارانوناپاز  کرومولاریم 5 و 5/3 ،5/2 ،1 ،5/0 يها غلظت با ها سلول :روش ها 

 یسـلول  مرگ و یابیارز الکتروفورز و کامت تست با DNA سلامتمرفولوژي سلولها توسط رنگ آمیزي فلورسنت،  ،موثر دوز افتنی از پس. شد یبررس MTT و بلو پانیتر يزیمآ

  .دیگرد یبررس  کاسپاز و TUNEL تست با

 کامـت  تست انجامبررسیهاي مورفولوژیک، . شد دوز به وابسته و تکثیر آنها بصورت ها سلول یستیز توان معنی دار کاهش باعث فنل لیپارانونا که داد نشان جینتا :یافته ها

ی سـلول  مـرگ  نـوع بیان گر  فعال، 3-کاسپاز تست شدن مثبت نیهمچن. داد نشان را DNA شدن قطعه قطعه و بیتخر ،TUNEL تست شدن مثبت و DNA الکتروفورز ژل و

  .بود کاسپاز بهی وابستگ برنامه ریزي شده

 برسمی  اثرات ،یطولان زمان مدت در کم اریبس ریمقاد در یحت گزنواستروژن، آلاینده زیست محیطی و کی عنوان به فنل لیپارانونا که داد نشان مطالعه نیا :جه گیريینت

ی و مـواد  ش ـیآرا مـواد  ونیفرمولاس ـ در سـورفاکتانت  بعنـوان  یطیمح ستیز ندهیآلا نیا کم مصرف مقادیر به توجه با نیبنابرا .دارد استخوان مغز میمزانش يادیبن يها سلول يرو

  .قرار دهد خطر معرض دررا  يادیبن يسلولها یستیز یتوانائ مدت یطولان و مداوم استفاده صورت در است ممکن شوینده

  

  فنل لیپارانونا کاسپاز، تانل، م،یمزانش يادیبن يها سلولآپوپتوز  :لیديهاي ک واژه

  *مقدمه

 موش صحرائی سلول هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان

و شـده  سلول هاي پرتوانی بوده که به راحتی تخلیص و تکثیـر  

توانایی تمـایز بـه انـواعی از سـلول هـا را نظیـر سـلول هـاي         

باشند و می تـوان از آنهـا    را می، غضروفی و چربی دایاستخوان

  

  

 abnosi2002@yahoo.com                 :مسئول مکاتبات نویسندة **

  www.phypha.ir/ppj                                         :        وبگاه مجله

این سلول ها علاوه بـر مغـز   . در پیوندهاي اتولوگ استفاده کرد

استخوان در بافت هایی نظیـر بافـت چربـی، پـرده سـینویال و      

    از آنجـا کــه   .]11,6,5[ عضـله اســکلتی نیـز یافــت مـی شــوند   

سلول هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان در تماس مستقیم با 

ی بوده و همچنین پتانسیل تمایز و توان تکثیر براي خون محیط

ک ی ـسبب شده است که این سلول بنیـادي   آنها مدت طولانی

انتخاب مناسب براي بررسی اثـر مـواد سـمی بـر روي خـواص      

  . ]11[ بنیادین، تکثیر و تمایز آنها باشند

با خاصیت استروژنیک بعنوان آلاینده زیست پارانونایل فنل 
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و مهمترین متابولیـت دترژنـت هـاي     ]16[ه محیطی مطرح بود

آلکیل فنل پلی اتوکسیلات هـا مـی باشـد کـه در پلـی وینیـل       

کلراید و پلی استیرن هایی که در صـنایع بسـته بنـدي غـذایی     

به پارا نونایل فنل این  علاوه بر .کاربرد دارند، موجود می باشند

نـد  مان یعنوان سورفکتانت غیریونی کاربرد وسیعی را در صـنایع 

نونایـل  -از پـارا  همچنـین  ].14[شوینده ها و مواد آرایشی دارد 

فنل در صنایع رنگ سـازي، ذوب فلـزات، چـرم سـازي، کاغـذ      

 ب این صنایعپساکه بدنبال آن سازي و غیره استفاده می گردد 

به پارا نونایـل فنـل   آبهاي سطحی و زیر زمینی  موجب آلودگی

که  ن جانوران دریائیخود باعث آلوده شد ، که این]3[ گرددمی 

غذاي بخش عظیمی از انسانها را تشکیل می دهند مـی گـردد   

]9[ .  

این ترکیب شیمیائی به دلیل خاصیت آبگریزي می تواند در 

بافت هاي چربی ماهی ها جذب شده و سپس از طریق زنجیـره  

غذایی به عنوان تهدیدي بزرگ در سلامت انسان و حیوانات به 

سی و همکاران در مطالعه پیشـین نشـان   آبنو. ]12,9[ شمار آید

نونایل فنل باعث کاهش توانائی حیـات بصـورت    -دادند که پارا

میکرومـولار آن در مـدت زمـان     100وابسته به دوز شده و دوز 

ساعت باعث تغییرات موفولوژیک در هسته و سیتوپلاسـم و   24

همچنــین تغییــر در نمایــه پروتئینــی ســلولهاي مزانشــیم مغــز 

نونایـل فنـل در نمونـه    -اخیـراً حضـور پـارا    ].1[د استخوان ش ـ

 نانو مـولار  1200و 26به ترتیب شیر مادران  و پلاسماي انسانی

لذا در این مطالعه به اثر دوزهاي بسیار ، ]15[ گزارش شده است

این آلاینده براي مدت زمـان طـولانی   ) مولارنانو در حد (پایین 

م مغـز اسـتخوان و   بر توانایی زیستی سلول هاي بنیادي مزانشی

  .مکانیزم مرگ سلولی پرداخته شده است

  هاروشومواد

ــه اخــلاق دانشــگاه اراك و   پــس از کســب مجــوز از کمیت

 رعایـت اصـول اخلاقــی، مـوش هـاي صــحرائی نـژاد ویســتار     

 و ران يهـا  اسـتخوان  شـده،  هـوش یب اتـر  لنیات يد کمک به

 اطـراف  يونـد یپ يهـا  بافـت  سـپس  و جـدا  هـا  آن يپا ساق

 ـگرد پـاك  کامـل  طـور  بـه  هـا  واناسـتخ   در هــا اسـتخوان . دی

ــ ــت طیمح ــل کش ــاو DMEM( کام ــرم%  15 يح ) FBS س

ــا در ــه 4 يدم ــانت درج ــرار گرادیس ــه، ق ــه گرفت ــز ب ــود ری  ه

ــاریلام ــل ن ــا اســتخوان ســر دو. شــد منتق ــاستر یچــیق ب  لـی

 داخـل  بـه  و خـارج  نگیفلاش ـ عمـل  بـا  اسـتخوان  مغز وقطع

 بـه  سـپس  و تیهـدا  لکام ـ کشـت  طیمح ـ يحاو فالکون لوله

 یــیرو طیمحــ. شــد وژیفیســانتر rpm1200 در قــهیدق 5 مــدت

 ـ در یسلول رسوب و خارج  ـیم کی  معلـق  تـازه  طیمح ـ تـر یل یل

ــگرد ــک در و دی ــت T25 فلاس ــاتور در و کش  دار CO2 انکوب

 ـگرد آنکوبـه ) CO2 %5 ، گرادیسـانت  درجـه  37 يدما(  بعـد . دی

ــاعت 24 از ــ سـ ــیرو طیمحـ ــه یـ ــلول يدارا کـ ــا سـ  يهـ

ــبندهریغ ــود، چس ــارج ب ــده خ ــو و ش ــلول يشستش ــا س ــا ه  ب

PBS+   روز ســه هــر روز 14 مـدت  بــه سـپس  .دیــگرد انجـام 

 کــف کــه یزمــان. دیــگرد ضیتعــو هــا ســلولطیمحــ کبــاری

ــه فلاســک ــراکم ب ــالا ت ــا هــا ســلول د،یرســ ســلول از ییب  ب

ــک ــتفاده در   (  Trypsin/EDTA  کم ــورد اس ــواد م ــه م کلی

تهیــه شــده اســت  Sigma-Aldrichایــن تحقیــق از شــرکت 

 فلاسـک  بـه  و جـدا  فلاسـک  کـف  از) مگر در موارد ذکر شده

ــا ــجد يه ــل دی ــدند منتق ــرا. ش ــت يب ــوص آوردن بدس  خل

  .شد تکرار پاساژ مرحله سه ها سلول نیا از ییبالا

براي بررسی تاثیر پارانونایل فنل بر بقـا و توانـایی زیسـتی    

 ـ   موثرسلول ها و یافتن دوز  راکم ، سلول هاي پاسـاژ سـوم بـا ت

سلول در  1000خانه و با تراکم  6سلول در هرخانه پلیت  5000

سـاعت  تحـت    24خانه کشـت داده شـدند و پـس از     12پلیت 

 از کرومـــولاریم 5 و 5/3 ،5/2 ،1 ،5/0 يغلظتهـــاتیمـــار بـــا 

 طیمح ـ ضیتعـو  و گرفتـه  قـرار  روز 21 مدت به فنل لیپارانونا

 ـپا در و گرفتـه  انجام بار کی روز سه هر کشت  ـا نای  مـدت  نی

 مــورد MTT و بلــو پــانیتر روش دو بــا یســلول يبقــا درصــد

در روش تریپان بلو، سلول ها پس از دو بار  .گرفت قرار یررسـب

، تریپسین زنی شده و با افزودن محیط کشت  -PBSشستشو با 

درصد به هـر خانـه اضـافه     4/0تریپان بلو  1:1کامل، به نسبت 

 تعـداد سـلول هـاي آبـی رنـگ      گردید و با استفاده از لام نئوبار

 )سـلول هـاي زنـده   (و سلول هاي بی رنگ ) سلول هاي مرده(

درصـد توانـایی    ]11[شمارش شد و بـا اسـتفاده از رابطـه زیـر     

  .زیستی سلول هاي هر دوز معلوم گردید

 ـت لیمت تست در  ـتترازول ازولی  ـفعال) MTT( ومی  میآنـز  تی

تعداد سلول هاي زنده

کلتعداد سلول هاي 
درصد توانایی زیستی=  ١٠٠×
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 ـم تـا ینها و یسـلول  يتوکنـدر یم دروژنازیده  ـاح زانی  نمـک  يای

 یبررس مورد است یسلول يبقا و رشد از یشاخص که ومیتترازول

 ـت يهـا  سلول تست نیا انجام يبرا. ردیگ یم قرار  شـده  مارـی
شستشـو داده شـده و بـه آنهـا      ¯PBS با  دوبار روز 21 از پس

در تاریکی اضافه گردید و به مـدت   MTTمحیط کشت حاوي 

پـس از  . انکوبه شـد درجه سانتیگراد،  37ساعت در آنکوباتور  4

آن محیط رویی به آرامی حذف گردیـده و بـه کریسـتال هـاي     

اضـافه شـد و جـذب نـوري      DMSOفورمازان حاصل، محلول 

 550محلول حاصله با دسـتگاه اسـپکتروفتومتر در طـول مـوج     

لازم به ذکر است که هـر آزمـایش سـه بـار     . نانومتر قرائت شد

 بـا  یـستیز ییتوانا و ابق زانیم یبررس از پس . ]2[تکرار گردید

 ـدوز مرحله( فنل لیپارانونا متفاوت يها غلظت  و 5/0 دوز) یابی

 انجـام  هـا  آن بـا  هـا  تسـت  یمـابق  و انتخاب کرومولاریم 5/2

  .دیگرد

 بـا  سـوم  پاسـاژ  يهـا  سلول یی،زا یکلن توان براي بررسی

 و 7،14 مـدت  به ه،ـخان تک يها تیپل در cell/cm2 40تراکم

 بـا  بار دو ها سلول کشت مدت، نیا انیپا رد. شد کشت روز 21

PBS 5 مـدت  به مدت به ولتیو ستالیکر رنگ با و شد شسته 

 گـروه  در شـده  لیتشـک  يهـا  یکلن. دیگرد يزیآم رنگ قهیدق

 و دیگرد شمارش و مشاهده کروسکوپیم ریز در ماریت و کنترل

  .شد يریگ اندازه زین ها یکلن قطر

 population(معیـت  بررسی میزان دوبرابرشـدگی ج براي 

doubling number(، هر دوره انیپا و آغاز در ها سلول تعداد 

 استفاده با و شد محاسبه)  21 و15 ،10،  5 روز( کشت از مرحله

 و کشت آغاز در سلول تعداد logN1/N2 )N1×3.31:  فرمول از

N2 7[ دیگرد محاسبه ،)کشت انیپا در سلول تعداد[.  

ــار   ــت و تیم ــس از کش ــايروز 21پ ــا دوزه  5/2 و 5/0 ه ب

جهت ) μg/ml1(میکرومولار رنگ آمیزي کروماتین با هوخست 

بررسی مورفولوژي هسته و همچنین براي بررسی تغییـرات رخ  

داده در مورفولـوژي سیتوپلاسـم از رنــگ فلورسـنس اکریــدین    

ــژ ــد ) gr/ml01/0( اوران ــتفاده ش ــی   . اس ــت بررس ــپس جه س

 Olympus)ترسـن مورفولوژي سلول هـا از میکروسـکوپ فلو  

IX70) استفاده گردید.  

 شـده  مـار یت يها سلول هسته DNA سلامت یبررس يبرا

 ـا. شـد  اسـتفاده  کامت تست از فنل، لیپارانونا با  بـر  تسـت  نی

 اگـر . شـود  یم انجام یکیالکتر دانیم در DNA حرکت اساس

DNA قطعـه  و شکسـت  دچـار  مختلـف  یطیمح عوامل اثر در 

 قطعـات  حرکـت  سرعت ختلافا لیدل به باشد شده شدن قطعه

DNA سلول هسته اطراف ،یکیالکتر دانیم در مختلف طول با 

 دتریشد بیتخر نیا هرچه و شود یم دهید يا دنباله ای هاله ها

 خواهـد  لیتشـک  هسته حول يتر دهیکش و تر بزرگ هاله ،باشد

 یسـلول  ونیسوسپانس ـ مخلـوط  ابتـدا  تست نیا انجام يبرا. شد

 تـر یل یلیم هر در سلول هزار 200 تراکم با ماریت و کنترل گروه

 ـته نییپـا  ذوب يدمـا  بـا  آگـارز  درصد 1 محلول  ـا. شـد  هی  نی

 با شده مفروش یکروسکوپیم يدهایاسلا يرو بر ونیسوسپانس

 يگـذار  لامـل  از پـس  و شـد  گذاشـته  درصد 5/1 نرمال آگارز

 آنکوبـه  گرادیسانت درجه 4 يدما در قهیدق 20 مدت به دهایاسلا

 و شـد  برداشـته  یآرام ـ بـه  دهایاسلا يرو از لامل سپس. شدند

 Nacl 2.5 M, EDTAيحاو زیل بافر در یکروسکوپیم دیاسلا

0.1 mM, Tris-base 10 Mm, NaSLS 1%  10 بـاPH= 

 بـافر  در دهایاسـلا  آن از پـس . شد داده قرار قهیدق 60 مدت به

,NaOH 300 mM يحاو الکتروفورز EDTA 1Mm 13 با= 

PH در. دیگرد الکتروفورز قهیدق 20 مدت به مپرآ 300 انیجر با 

 با که Tris base0.4Mيحاو کننده یخنث بافر در نمونه تینها

Hcl 5/7 به= PH رنگ از پس و شده داده شستشو بود، دهیرس 

 Olympus کروسـکوپ یم کمـک  بـه  دیبروما ومیدیات با يزیام

  .دیگرد يعکسبردار و مشاهده

 سلول از ژنوم راجاستخ از پس DNAبراي بررسی سلامت 

       طبــق بــر شــده مــاریت اســتخوان مغــز میمزانشــ يهــا
ــک دســتورالعمل ــارز ژل از ناژن،یســ تی ــرا درصــد 5/1 آگ  يب

ــورز ــتفاده الکتروف ــد اس ــس و ش ــذار از پ ــه يبارگ ــا، نمون     ه
 لیپتانس ـ اخـتلاف  و آمپر یلیم 400 انیجر شدت با الکتروفورز

 ,Fermentas(کر در حضـور مـار   قهیدق  60 مدت در ولت  70

#SM1153( نظــر، مــورد زمــان گذشــت از بعــد. شــد انجــام       

 و ژل داك اسـتفاده  دسـتگاه  از ژل ها بر رويباند مشاهده يبرا

 DNA نردبـان  بـا  شـده  شکسـته  DNA بـه  مربـوط  يباندها

ــاهده ــگرد مش ــا. دی ــتفاده ب ــک از اس ــق و TUNEL تی  طب

 # Roche, Germany, Lot( سـازنده  شـرکت  دسـتورالعمل 

مرگ سلولی در سلولهاي تمیار شده مورد بررسی ) 13965100

 به طور خلاصه، سلول هاي تیمار شده با فرمالدئیـد . قرار گرفت

ساعت فیکس شدند  1در دماي اتاق به مدت  -PBSدرصد در 4

درصـد در متـانول    3در آب اکسیژنه  -PBSو پس از شستشو با 
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قـرار گرفتنـد و   درجه سانتیگراد  37ساعت در دماي  1به مدت 

-Xدقیقه در محلول تریتون 5به مدت   -PBSپس از شستشو با 

سـاعت در   1درجه سانتیگراد و سپس به مدت  4در دماي  100

درجه در محلول تانل آنکوبه شدند و سپس بـه مـدت    37دماي 

پـس از آن  . در تاریکی قرار گرفتند DABدقیقه در محلول  10

در این رنـگ  . ه گردیدندسلول ها با میکروسکوپ نوري مشاهد

آمیزي سلول هاي آپوپتـوزي بـا هسـته هـاي قهـوه اي رنـگ       

جهــت یــافتن وابســتگی مســیر  همچنــین  .مشــخص گردیدنــد

 ,Chemicon(فعال  -3آپوپتوزیس به کاسپازها از کیت کاسپاز 

Germany, Lot # 0605029945 (    بـر طبـق دسـتورالعمل

هـا بـا رنـگ     شرکت سازنده استفاده گردید و در پایـان سـلول  

بـا اسـتفاده از روش آمـاري     .هماتوکسیلین رنگ آمیزي شـدند 

و تسـت  ) one way ANOVA(آنـالیز واریـانس یـک طرفـه     

Tukey     داده هاي بدست آمده تجزیه و تحلیـل شـد و تفـاوت

  .معنی دار در نظر گرفته شد p<0.05میانگینها در سطح 

  یافته ها

 موجب لیپارانونا با ماریت که شد داده نشان مطالعه نیا در

 ها سلول یستیز ییتوانا در) p<0.05(معنی دار  کاهش

  دوز به وابسته بصورت موش صحرائی استخوان مغز میمزانش

 است، آمده 1 جدول در که گونه همان. )1جدول ( گردد یم

 لیپارانونا کرومولاریم 5 تا 5/0 يها غلظت با روزه 21 ماریت

 یستیز ییتوانا در )p<0.05( معنی دار کاهش موجب فنل

 رنگ روش دو هر در استخوان مغز میمزانش يادیبن يها سلول

  . دیگرد MTT و بلو پانیتر يزیآم

 نشان) 3 جدول( آنها قطر و) 2 جدول( یکلون تعداد جینتا

 کنترل و ماریت يگروها نیب يدار یمعن تفاوت 7 روز تا که داد

 در هایکلون تعداد نیانگیم که است یدرحال نیا. ندارد وجود

 کنترل گروه با سهیمقا در 14 روز در شده ماریت يها نمونه

 نشان را) >05/0p( يدار یمعن کاهش دوز به وابسته بصورت

  . است مشخص یبخوب 21 روز در زین کاهش نیا که داد

 يزیمآ رنگ روش با فنل لیپارانونا مختلف يدوزها با روزه 21 ماریت از پس هاي مزانشیم زنده و تعداد سلول ها سلول یستیز ییتوانا درصد نیانگیم سهیمقا -1 جدول

با کد  ين هایانگیم. معنی دار در نظر گرفته شد p<0.05ها در سطح  تفاوت میانگین. می باشد sd means±مقادیر به صورت . MTTزمون و آ بلو پانیتر

  .(one way ANOVA, Tukey test, p<0.05)باشد  یدار م یتفاوت معن يدارا در یک ستون متفاوت يحرفها

Doses (µM)    

Trypan blue staining
(percent of the viable cells)

MTT assay
(Number of the viable cells)

0 94.25a ± 1.25 22137.50a ± 1307.74

0.5 83.00b ± 1.41 12031.25b ± 1107.62

1 82.00b ± 0.81 11306.25c ± 634.22

2.5 71.75c ± 3.59 10118.75c ± 94.37

3.5 58.25d ± 2.21 7012.50d ± 225.35

5 45.75e ± 6.39 6268.75e ± 1123.49

و  5/0(پس از تیمار با پارانونایل فنل  21و 14، 7تشکیل شده توسط سلول هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت در روزهاي  يمقایسه میانگین تعداد کلونی ها -2 جدول

 one way)باشد یم دار یمعن تفاوت يدارا در یک ستون متفاوت يحرفها کد با يها نیانگیم. باشد می sd means± صورت به مقادیر. )میکرومولار 5/2

ANOVA, Tukey test, p<0.05).

Doses (µM)    

Number of the 
colonies 
(day 7)

Number of the colonies 
(day 14)

Number of the colonies 
(day 21)

0 6.67a ± 0.57 50.33a ± 2.51 63.33a ± 5.68

0.5 6.67a ± 0.57 43.67b ± 2.30 50.00b ± 4.35

2.5 6.00a ± 0.00 35.00c ± 1.00 32.00c ± 2.00
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 ـپارانونا بـا  مـار یت از پس 21 و14 ،7 يروزها در رت استخوان مغز میمزانش يادیبن يها سلول توسط شده لیتشک) میلی متر(يها یکلون قطر نیانگیم سهیمقا -3 جدول  لی

 ـ تفـاوت  يادار در یک ستون متفاوت يحرفها کد با يها نیانگیم. باشد می sd means± صورت به مقادیر). میکرومولار 5/2و  5/0( فنل  one way) باشـد  یم ـ دار یمعن

ANOVA, Tukey test, p<0.05).  

Doses
(µM)

Diameter (mm) of the 
colonies (day 7)

Diameter (mm) of the 
colonies (day 14)

Diameter (mm) of the 
colonies (day 21)

0 1.120a ± 0.127 2.170a ± 0.063 2.224a ± 0.066

0.5 1.018a ± 0.127 2.157a ± 0.089 2.084b ± 0.052

2.5 1.120a ± 0.071 2.221a ± 0.093 1.843c ± 0.043

 5/2و  5/0( پس از تیمار با پارانونایل فنل 21و  15، 10، 5مقایسه میانگین تعداد دوبرابرشدگی جمعیت سلول هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت در روزهاي  -4 جدول

 ,one way ANOVA) باشد یم دار یمعن تفاوت يدارا در یک ستون متفاوت يحرفها کد با يها نیانگیم. باشد می sd means± صورت به یرمقاد). میکرومولار

Tukey test, p<0.05).

Doses 
(µM)    

Population doubling 
number
(day 5)

Population 
doubling number

(day 10)

Population 
doubling number

(day 15)

Population 
doubling number

(day 21)

0 1.08a ± 0.06 1.55a ± 0.12 1.91a ± 0.05 2.11a ± 0.10

0.5 0.93a ± 0.08 1.49a ± 0.08 1.63a ± 0.09 1.44b ± 0.04

2.5 1.07a ± 0.13 0.99b ± 0.07 0.90b ± 0.07 0.79c ± 0.15

 

 
میکرومـولار   5/0دوز ) bهاي کنتـرل   سلول )a. روز تیمار با پارانونایل فنل 21مزانشیم مغز استخوان رت با رنگ هوخست پس از رنگ آمیزي فلورسنس سلول بنیادي  -1شکل 

c(  میکرومولار از پارانونایل فنل  5/2دوز) بزرگ نماییx20( )شده نشان می دهد پیکان ها، فشردگی کروماتین را در هسته سلولهاي تیمار.(  

 

   
  

 5/2 دوز) c کرومولاریم 5/0 دوز) b کنترل هاي سلول) a فنل لیپارانونا با ماریت روز 21 از پس رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي سلول اورنژ نیدیآکر آمیزي رنگ -2 شکل

).دهد یم شانن را ها سلول شدن گرد ای شدن کوچک و توپلاسمیس یدگیچروک ها کانیپ) (x20 نمایی بزرگ( فنل لیپارانونا از کرومولاریم
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 يها گرو در ها یکلون قطر جینتا در که است یحال در نیا

 مشاهده) >05/0p( ردا یمعن کاهش 21 روز در تنها شده ماریت

 دارد نشان) 4 شماره جدول(جمعیت  یبرابرشدگ دو جینتا .شد

  14 ،10 يروزها در فنل لینونا پارا از مولار کرویم 5/2 دوز که

 است شده سلولها ریتکث کاهش باعث کنترل گروه به نسبت 21

 کنترل گروه به نسبت 21 روز در تنها کرومولاریم 5/0 دوز یول

 جدول( کرد جادیا سلولها ریتکث یتوانائ در يدار یمعن کاهش

4.(  

 سهیمقا در شده ماریت يسلولها فلوروسنت يها يزیآم رنگ

 ـتغ دچـار  سـلولها  هسـته  کـه  داد نشـان  کنتـرل  گروه با  راتیی

  
 5/2دوز ) cمیکرومـولار   5/0دوز ) bسـلول هـاي کنتـرل    )  aروز تیمـار بـا پارانونایـل فنـل     21تست تانل در سلول هاي بنیادي مزانشیم مغـز اسـتخوان رت پـس از     -3شکل 

  ).x20بزرگ نمایی ) (ا هسته سلول هاي تانل مثبت را نشان می دهدپیکان ه(میکرومولار از پارانونایل فنل 
  

 
  

میکرومـولار   5/2دوز ) c میکرومـولار  5/0دوز ) bگروه کنتـرل  ) aروز پس از تیمار  با پارانونایل فنل  21تست کامت در سلول هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت  -4 شکل

  ).پیکان ها کامت را نشان می دهد(

 

 
 

 يادیبن يها سلول الکتروفورز ژل در ینردبان طرح - 5 شکل

 لیپارانونا با  ماریت روز 21 از پس رت استخوان مغز میمزانش

 c (5/2 کرومولاریم b (5/0 کنترل نمونه) a مارکر) M فنل

  .کرومولاریم
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 اسـت  شده یشکستگ و نیکرمات یفشردگ لیقب از مورفولوژیک

 چشـمگیري  بصـورت  کرومـولار یم 5/2 دوز در راتییتغ نیا که

 5/2 دوز بـا  شـده  مـار یت يسـلولها ). 1 شکل( بود اهدهمش قابل

 مورفولوژیـک  راتییتغ دچار زین یتوپلاسمیس نظر از کرومولاریم

 ماریت يسلولها به نسبت شدن گرد و یدگیچروک لیقب ازبارزي 

  ). 2 شکل( بودند شده کنترل و کرومولاریم 5/0 دوز با شده

ــرا ــدن روشـــن يبـ ــان شـ ــلولها در مـــرگ زمیمکـ  يسـ

 ـنونا پـارا  بـا  شـده  مـار یت استخوان مغز میمزانش  ابتـدا  فنـل  لی

ــگ ــآم رن ــه يزی ــه شــد، انجــام TUNEL روش ب ــلول ک  س

 بــا مــاریت گــروه در را رنــگ يا قهــوه کیــآپوپتوت يهــا

 شینمـا  معـرض  بـه  شـاهد  گـروه با  سهیمقا در فنل لیپارانونا

 DNA یشکســتگ شــتریب مطالعــه يبــرا). 3 شــکل( گذاشــت

ــلولها در ــاریت يس ــده م ــات و ش ــل تســت دیی ــا از تان  يآزمونه

  . شد استفاده زین آگارز ژل يرو بر الکتروفورز و کامت

 يها سلول هسته سلامت بر فنل لیپارانونا اثر یبررس در

 در که شد مشخص کامت کیتکن توسط یمیمزانش يادیبن

 دیبرما دمیات با کنواختی بصورت ها سلول هسته شاهد، گروه

 DNA سلامت انگریب که دبو هاله بدون و شده يزیآم رنگ

 فنل لیپارانونا با ماریت گروه در که ستیحال در نیا. باشد یم

DNA دنباله بصورت یکیالکتر دانیم ریتاث تحت شده شکسته 

 خود نیا که شد دهید ها هسته مانده یباق همراه به کامت ای

 بود فنل لینونا ارپا با سلولها ماریت بدنبال DNA بیتخر نشانه

 زین آگارز ژل يرو بر DNA الکتروفورز نیمچنه). 4 شکل(

 امر نیا که داد نشان ماریت گروه در را DNA ینردبان طرح

 نوکلئاز يمهایآنز تیعالف بدنبال DNA شدن شکسته از یحاک

  ).5 شکل(  بود

 توسـط  شـده  القـا  یسـلول  مرگ تیماه شدن روشن جهت

 بــه یوابســتگ عــدم ایــی وابســتگ یبررســ و فنــل، لیــپارانونا

 نـیا. گرفت رارـق یابیارز مورد فعال 3 – کاسپاز انیب اسپازها،ک

 در و باشـد  یم آپوپتوز ندیفرا در مهم ییاجرا عامل کی کاسپاز

 داد نشـان  حاضـر  مطالعه. دارد حضور يآپوپتوز يرهایمس هیکل

 ـپارانوا با ماریت گروه در 3-کاسپاز تیفعال که  طـور  بـه  فنـل  لی

 یسلول مرگ یوابستگ از یکحا که ابدی یم شیافزا يریچشمگ

  ).6 شکل( بود کاسپازها به فنل لیپارانونا توسط شده القا

  بحث

ا به امروز، بسیاري از اطلاعـات در مـورد مکانیسـم عمـل     ت

مواد سمی مختلف از آزمون بـر روي حیوانـات یـا مطالعـات در     

با استفاده از سلول هاي بسیار تمـایز یافتـه،     in vitroشرایط 

سلول هاي سرطانی و دچار تومور شده بدسـت آمـده   و یا  نامیرا

 مغـز  میـ ـمزانش يسـلولها  مقاومـت  بـه  توجـه  بـا  اخیـراً . است

        کـه  اسـت  شـده  پیشـنهاد  آنهـا  آسـان  راجـاستخ ـ  و خوانـاست

 ـ یـبررس يراـب آنها از توان یم  فادهـاست ـ سـمی  مـواد  راتـاث

بـا اسـتفاده از    یسم مواد اثرات یبررس در یطرف از. ]11[     ردـک

 تـوان انواع سلولی تمایز یافته یا دودمان هاي سلولی نامیرا نمی 

لذا  نمود، مطالعه زین را نیتکو و زیتما مراحل بر مواد نیا اثرات

 ـبن ياه ـ لسلو نکهیا به توجه با  اسـتخوان  مغـز  میمزانش ـ يادی

 عصب استخوان، مانند یبافتهائ به زیتما در يادیز تیقابل يدارا

 و ریتـاث  یبررس ـ در یمناسـب  یشگاهیآزما مدل باشد یمه ریغ و

 در داروهـا  عملکـرد  و هـا  سـلول  يرو بر ییایمیش مواد تیسم

نتایج این مطالعه کاهش معنی . ]12[ باشند یم زیتما روند یـط

را در توانایی زیستی سلول هاي مزانشـیمی   وابسته به دوز داري

ونایل فنـل در طـی   بنیادي مغز استخوان رت در اثر تیمار با پاران

 
فعال را در سیتوپلاسم سلول  3-پیکان ها کاسپاز) (x20ی بزرگ نمای. (میکرومولار  5/2دوز ) cمیکرومولار 5/0دوز )  bسلول هاي کنترل) a. فعال  3 - تست کاسپاز -6شکل 

  )ها نشان می دهد
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سایر محققـان مبنـی بـر    نتایج مطالعات روز نشان داد که با  21

کاهش توانایی زیستی دیگر سلولها در طی تیمار با نونایل فنـل  

اهمیت این مطالعه از ایـن جهـت   . هم راستا است ]17,13,8,1[

می باشد که اولا نشان داده شـد کـه کـاهش توانـائی زیسـتی      

ده و ثانیا تاکنون تاثیر دوز کم پارا نونایـل  وابسته به دوز تیمار بو

طی یک دوره تیمار بلند مدتی بر سلول ) مولار نانودر حد (فنل 

  . هاي بنیادي مغز استخوان گزارش نشده بود

در این مطالعه علاوه بر توانایی زیستی سـلول هـا، کـاهش    

معنی داري نیز در تعـداد و قطـر کلنـی هـاي تشـکیل شـده و       

وبرابر شدگی سلول ها مشاهده شد که نشـان  همچنین میزان د

. داد این آلاینده میزان تکثیر سلول ها را نیز کـاهش مـی دهـد   

و  5/0نکته قابل اهمیت در این مطالعه این است کـه دوزهـاي   

روز هـیچ یـک از    7تـا   5کرومولار در مدت زمان کوتاه یم 5/2

فاکتورهاي رشد و تکثیر نامبرده در فوق را کـاهش نمـی دهـد    

لی با ادامه زمان تیمار اثر مسمومیت آشکار شده تا اینکه ایـن  و

-بـا توجـه بـه اسـتفاده پـارا     . روز کاملا مشهود است 21اثر در 

نونایل فنل به عنوان یـک سـورفاکتنت در فرمولاسـیون لـوازم     

ایـن  می توان گفت که استفاده مکرر و طولانی مدت از  آرایشی

 ـ    ترکیب شیمیائی ر توانـائی زیسـتی و   میتوانـد تـاثیر مخربـی ب

. قابلیتهاي تکثیر و تمایز سلولهاي بنیادي پوست بر جاي بگذارد

Kudo  نشان دادند که پارا نونایل فنـل بـا    )2004(و همکاران

توقف سلول در فـاز   سیکلین وعث کاهش سطح پروتئین هاي 

G2/M    چرخه سلولی در سلول هاي بنیادي عصبی مـی گـردد

پـژوهش حاضـر بـوده و مـی توانـد      این مطالعه در تایید . ]13[

کاهش تکثیر و رشد سلولهاي مزانشیم مغز استخوان را توضـیح  

البته در ادامه مکانیزم مرگ سلولی در سـلولهاي مزانشـیم   . دهد

نیز مورد بررسی قـرار گرفـت کـه     موش صحرائیمغز استخوان 

نکته مهم در سـلولهاي تیمـار شـده بـا پارانونایـل فنـل وقـوع        

کـه توسـط تسـت تانـل، کامـت و الکتروفـورز       آپوپتوزیس بود 

DNA همچنین نشان داده شـد کـه در   . مورد تایید قرار گرفت

افـزایش تعـداد    5/2و   5/0سلولهاي تیمار شـده بـا دوز هـاي    

سلول هاي آپوپتوتیک در کشت سلول ها با دوز تیمار وابستگی 

 DNAتایید تـاثیر پارانونایـل فنـل بـر     . را نشان داد یمستقیم

و همچنین تسـت   DNAبا تست کامت، ژل الکتروفورز سلول 

TUNEL      مشخص کرد که این ترکیـب شـیمیائی مـی توانـد

باعث فعال شدن نوکلئازهاي داخل سلول شود، لذا براي روشـن  

شدن اینکه آیا آپوپتوزیس حاصل وابسته به کاسپاز است یـا نـه   

فعال در سیتوپلاسـم سـلولهاي تیمـار     3در ادامه حضور کاسپاز 

فعال یک کاسـپاز عمـل    3کاسپاز . مورد بررسی قرار گرفت شد

کننده است که می تواند تحت تاثیر مسـیر داخلـی یـا خـارجی     

فعال شده و در نهایت منجر به  فعال شدن نوکلئازها شـده کـه   

لـذا تخریـب   . ]18[سـلول مـی گـردد     DNAباعث صدمه به 

DNA       و قطعه قطعه شـدن آن در نتیجـه فعـال شـدن آبشـار

زها می باشد که می توان گفت کاهش توانائی زیسـتی در  کاسپا

مطالعـات  . نتیجه مرگ برنامه ریزي شده وابسته به کاسپار است

دیگر نشان داده است که پارانونایل فنل اثرات مختلفی بر اجـزا  

ایـن  . ]13,12[سلولی از جمله ماده ژنتیکی سـلول مـی گـذارد    

ه شـده در بـالا   ترکیب شیمیائی علاوه بر مکـانیزم توضـیح داد  

همچنین باعث افزایش کلسیم داخل سلولی شده که منجـر بـه   

فعال شدن آندونوکلئازهاي وابسته به کلسیم و منیزیم می گردد 

سلول را باعث  DNAو در نهایت می تواند ایجاد شکستگی در 

ــود  ــلاوه . ]4[شـــ ــاران Hughesبعـــ و ) 2000( و همکـــ

Mishelangeli  د که پارانونایل نشان دادن) 2008(و همکاران

فنل با مهار پمپ هـاي کلسـیمی شـبکه اندوپلاسـمی موجـب      

اختلال در هومئوستازي کلسیم گردیده که این نیز میتواند دلیل 

البته ممکن اسـت  . ]15,10[دیگري در وقوع مرگ سلولی باشد 

مکانیزمهاي دیگري نیـز در کـاهش توانـائی زیسـتی و تکثیـر      

ایل فنل دخیل باشند که یـافتن  نون-سلولها بنیادي در حضور پارا

  .باشد آنها نیازمند بررسی و پژوهش بیشتر می

 ـ و یطیمح ستیز ندهیآلا کی عنوان به فنل لیپارانونا  کی

 اسـت  قـادر  کرومـولار یم يها غلظت در یونی ریغ سورفاکتانت

 ـتکث و یسـت یز ییتوانـا   ـبن يهـا  سـلول  ری  مغــز میمزانش ـ يادی

 ـ توجـه  بـا  لـذا . دـده کاهش را استخوان  ـا از اسـتفاده  هـب  نـی

 اطیاحت جانب دیبا یشیآرا مواد ونیفرمولاس در یائیمیش بیترک

 و یـائیمیش ماده نیا از ادهـاستف اـب آنها ونیفرمولاس در اولا را

 ـرعا یشیآرا مواد مدت یطولان مصرف ایثان ، البتـه بـا   نمـود  تی

توجه به تفاوت سلولهاي بنیادي پوست و مزانشیم مغز استخوان 

مبرم به بررسی میزان صدمات وارده بـه سـلولهاي بنیـادي     نیاز

  .پوست در تحقیات جداگانه ضروري می باشد

  سپاسگزاري

 یمال یبانیپشت با که اراك دانشگاه یپژوهش محترم معاونت از تشکر با

.نمود ریپذ امکان را یقاتیتحق پروژه نیا انجام
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