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  مقاله پژوهشي

  

هاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان   بر تمايز آزمايشگاهي سلولEبررسي تاثير ويتامين 
  رت بالغ به استئوبلاست طي تيمار همزمان با  سديم آرسنيت

    
   ***آتناسادات عظيمي ،  ***حسيني صديقه ، **مجيد مهديه ، دكتر *ملك سليماني مهرنجانيدكتر 

  
                                                                                                14/9/94 : پذيرش   25/3/94  :دريافت

  

  :چكيده
هاي بنيادي مزانشيم مغـز اسـتخوان    سلولاكسيداتيو باعث اختلال در تمايز    آرسنيت از طريق القاي استرس    سديم   :و هدف مقدمه  

 بـر تمـايز     Eهمزمان سديم آرسنيت و ويتامين    در مطالعه حاضر، هدف بررسي اثر تيمار        . گردد   مي بلاستبه استئو ) (rMSCsرت  
 . به استئوبلاست بودrMSCsآزمايشگاهي 

، تيمار بـا    ) نانومولار 20(تيمار با سديم آرسنيت     .  كشت داده شد   rMSCsسرم جنين گاوي،    % 15 حاوي   در محيط كشت    : كار  روش
كنترل، تيمـار بـا سـديم آرسـنيت،     :  گروه4ها به  بدين ترتيب كه در پايان پاساژ سوم سلول. انجام شد) مولارميكرو E) 50ويتامين

سـرم جنـين گـاوي      % 10وژنيك حاوي   ئ روز، در محيط است    21 تقسيم و براي مدت      Eويتامين+  و سديم آرسنيت     Eتيمار با ويتامين  
فسفاتاز، آسـيب     استخواني، كلسيم داخل و خارج سلولي، فعاليت آلكالين       توانايي زيستي ، معدني شدن ماتريكس       . كشت داده شدند  

DNAطرفـه   آناليز واريانس يك آماري با روش ها  داده.ها بررسي شد  و تغييرات مورفولوژيكي سلول)Anova(    تجزيـه و تفـاوت
  .شد دار درنظر گرفته  معنيP<0.05ها در سطح   ميانگين

فـسفاتاز و قطـر هـسته در گـروه سـديم               ماتريكس استخواني، رسوب كلسيم، فعاليـت آلكـالين        توانايي زيستي، معدني شدن   : نتايج
 ، در حد گـروه كنتـرل بهبـود          Eويتامين+ پارامترهاي فوق، در گروه سديم آرسنيت       . (P<0.05)داري يافت     آرسنيت كاهش معني  

  .(P<0.05)يافت 
هاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان را افـزايش   ز استئوژنيك در سلولسديم آرسنيت ، تمايبا كاهش سميت  E ويتامين: نهايي نتيجه

  .مي دهد
 

 Eويتامين/ هاي بنيادي مزانشيم  سلول /سديم آرسنيت / توانايي زيستي / تمايز استئوژنيك  :كليد واژه ها
  

  :مقدمه
آرسنيك يك آلاينده زيـست محيطـي اسـت كـه در                   

ي كاربرد دارد و به     ويژه در صنايع شيمياي     صنايع مختلف به  
باشد   همين دليل ميزان آن در شهرهاي صنعتي بيشتر مي        

هـاي    آزادسازي آرسنيك در طبيعت از طريـق سـنگ        ). 1(
معدني صورت گرفته و موجب انتشار در محـيط و ورود آن        
به بدن از طريق مواد غذايي، هـوا، خـاك و آب آشـاميدني              

شـكل  اين تركيب در كـشاورزي نيـز بـه          ). 2-4(گردد    مي
گيرد و با نفـوذ        مورد استفاده قرار مي     كش   و علف   كش  آفت

  به محيط آبي و خاكي، در درون گياهان و جانوران انباشته          
  
  

داروهـاي حـاوي آرسـنيك       علاوه بر اين، مـصرف    . شود  مي
، نيز راه ديگري است كه ممكن است انسان        Trisenoxمثل  

نـده  ايـن آلاي  ). 5(را در معرض اين ماده سمي قـرار دهـد           
هاي مختلف بـدن      زيست محيطي اثرات نامطلوبي بر ارگان     

دارد و طبق تحقيقات مشخص شده است كه آرسـنيك در           
تـرين فاكتورهـاي القاكننـده        عنوان يكـي از مهـم       انسان به 

 ).6(كند  استرس اكسيداتيو عمل مي

ــبه      ــصر ش ــك عن ــنيك ي ــرم   آرس ــه در ف ــز اســت ك فل
هــا   از بــين آناكــسيداتيوهاي متعــددي وجــود دارد ولــي

  )7( ظرفيتي اين عنصر اثرات سمي بيشتري دارد         3اكسيد  
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و طبق تحقيقات صورت گرفته، مـشاهده شـده اسـت كـه             
هـاي    آپوپتـوزيس در سـلول     سديم آرسـنيت باعـث القـاي      

شـود    تليال مغز مياني موش مي      و نورواپي ) 8 ( فيبروبلاست
ســديم آرســنيت باعــث بــرهم زدن هموســتاز يــوني، ). 9(
و ) ROS(هـاي آزاد گـروه اكـسيژن        فزايش توليد راديكـال   ا

هــا   ســازي مــسيرهاي وابــسته بــه كاســپاز در ســلول فعــال
  ).7(گردد  مي
هستند كـه از    ها تركيباتي     اكسيدانتاز سوي ديگر آنتي       

كننـد و   جلـوگيري مـي    سلولدر   آزاد هاي راديكالتشكيل 
هـاي    حفاظـت از سـلول در مقابـل آسـيب         نقش مهمي در    

 Eويتـامين ). 10(كننـد     ناشي از استرس اكسيداتيو ايفا مي     
كـه در  ) 11( اكسيدانت قـوي فنوليـك اسـت    آنتي يكهم 

گيـرد و از تخريـب ديـواره و غـشاهاي       غشاء سلول قرار مي   
كند و از آنجاييكه محلـول در چربـي           زيستي جلوگيري مي  

 در بدن انسان و ديگر جانوران نيـز در بافـت چربـي،              است،
در ويتـامين،  ايـن  ). 12(گـردد     كبد و عضلات ذخيـره مـي      

باشد كه روي     گروه هيدروكسيلي مي  تمان خود داراي    ساخ
ي كرومانولي قـرار گرفتـه اسـت و همـين گـروه             يك حلقه 

اكسيدانتي ايـن تركيـب و       هيدروكسيل باعث خاصيت آنتي   
. گـردد   هـا مـي     سـازي آن  هاي آزاد و غيرفعال     احياء راديكال 

 آزاد با ايجاد اسـترس اكـسيداتيو باعـث تغييـر در              راديكال
 و پراكـسيداسيون    DNAي داخل سلولي، تخريب     ها  ارگانل

 بـا اهـداي     E و در مقابل ويتامين    شود  ليپيدي در سلول مي   
ي كرومانولي خود، باعث شكـستن      هيدروژن فنوليك حلقه  

ــنش  ــره واكـ ــال  زنجيـ ــاي راديكـ ــده و   هـ ــاي آزاد شـ هـ
پراكسيداسيون ليپيدهاي سلول و فـسفوليپيدهاي غـشا را         

توانـايي حيـات و بقـاي       ق  بدين طري رساند و     به حداقل مي  
   ).  10(دهد  سلولي را افزايش مي

 )(MSCsاسـتخوان   مغـز  مزانـشيم  بنيـادي  هاي سلول    
از  انـواعي  بـه  تمـايز  توانـايي  كـه  هستند پرتواني هاي سلول
چربي  و غضروف هاي استخواني، سلول سلولي نظير هاي رده
 مغـز  ها را مي توان از مزانـشيم  اين سلول .باشند مي دارا را

 استخوان استخراج، تخليص و همچنـين تكثيـر كـرد و از   

  ).7،13(نمود  استفاده اتولوگ پيوندهاي ها در آن
هـاي   از آنجاييكه مطالعات نشان داده است كـه آلاينـده          

دليـل ايجـاد      زيست محيطي از جمله سـديم آرسـنيت، بـه         
 به استئوبلاست را    MSCsاسترس اكسيداتيو، فرآيند تمايز     

اثـر   بر آن شـديم تـا        مطالعه، لذا در اين     )7(كنند    مهار مي 
   بر آثار مخرب سديم آرسنيت در تمايز Eحفاظتي ويتامين

  
هاي بنيادي مزانشيم مغز اسـتخوان رت         آزمايشگاهي سلول 

 به استئوبلاست، را مورد مطالعه و بررسي قرار         rMSCsبالغ  
  .دهيم

  :روش كار
در ايـن  :  ناسـتخوا  مغـز  هـاي  سـلول  كشت و جداسازي     

پس از كسب مجوز از كميته اخلاق دانشگاه      مطالعه تجربي   
هاي نژاد ويستار با سـن        اراك، با رعايت اصول اخلاقي، رت     

اتــر بيهــوش شــده، اتــيلن روز، بــه كمــك دي35تقريبــي 
ها جدا و سپس    آن) درشت ني (هاي ران و ساق پا      استخوان

پـاك  هاي پيوندي اطراف اسـتخوانها بـه طـور كامـل            بافت
 MEM ) Dulbecco’sها در محيط كشتاستخوان. گرديد

Modified Eagles Medium ، Gibco ،Germany ( در
و به زير هـود لامينـار        سانتيگراد قرار گرفته    درجه 4دماي  
مغز  و قطع استريل استخوان با قيچي  هر سردو. شدند منتقل

استخوان با عمل فلاشينگ خارج و به داخل لولـه فـالكون            
 FBS سـرم  %15 حـاوي  DMEM محـيط كـشت   حـاوي 

)Fetal Bovine Serum ،Gibco ،Germany ( هدايت شد و
 (round per minutes)  دقيقــه در5ســپس بــه مــدت 

rpm1200  محيط رويي خارج و رسوب     .  سانتريفيوژ گرديد
ليتر محيط تازه معلق گرديد، سپس سلولي درون يك ميلي 

 7دمــاي( دار CO2 كــشت و در انكوبــاتور T25در فلاســك 
 ساعت 24بعد از . انكوبه گرديد) CO2% 5درجه سانتيگراد، 

هاي غير چسبنده بود، خـارج      محيط رويي كه داراي سلول    
سپس بـه  .  انجام گرديد  PBS-ها با   شده و شستشوي سلول   

. ها تعويض شد روز هر سه روز يكبار محيط سلول14مدت  
يد، زماني كه كف فلاسك بـه تـراكم بـالايي از سـلول رس ـ             

-1x Trypsin/EDTA 25/0%) Sigmaهـا بـا كمـك       سلول

Aldrich (         هـاي جديـد    از كف فلاسك جـدا و بـه فلاسـك
دست آوردن  سه مرحله پاساژ سلولي، براي به  . منتقل شدند 

هـاي  سـلول . ها صـورت گرفـت    خلوص بالايي از اين سلول    
 سـلول در هـر      5×103(  چاهـك    12پاساژ سوم بـه تعـداد       

كنترل، محـيط    ( :گروهچاهكي در چهار     12از پليت   ) خانه
 10سـرم گـاوي،     % 10 حاوي   DMEMمحيط  : استئوژنيك

 نانومولار دگزامتازون و    10ميلي مولار بتاگليسرول فسفات،   
و ) 13) (فسفات-3-ليتر آسكوربيك    ميكروگرم در ميلي   50

 نانومولار سديم   20حاوي  محيط استئوژنيك (1تيماريگروه
محــيط  (2و گــروه تيمـاري   )Sigma-Aldrich() آرسـنيت 

و نيز گـروه    ) Eويتامين   ميكرومولار   50استئوژنيك حاوي   
  ولار ـــــ نانوم20دوزهاي  با محيط استئوژنيك (3تيماري
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-E ) Sigmaويتــامين  ميكرومــولار 50ســديم آرســنيت و 

Aldrich (روز بررســي 21، ، بــه مــدت بــه طــور همزمــان   
 .شد

تترازوليوم تيازولمتيل تست: ها  بررسي توانايي زيستي سلول   
)MTT( و اسـت  هـا  ميزان تونايي زيستي سلول از شاخصي 

 سـلول  ميتوكندري آنزيم دهيدروژناز فعاليتدر آن ميزان 

هـاي گـروه كنتـرل و    سـلول . گيـرد ارزيابي قـرار مـي   مورد
 -PBS دو بـار بـا       2و1هـاي گـروه تيمـاري         همچنين سلول 

تيازول   متيل ميكروليتر محلول    30سپس. شستشو داده شد  
 مولار، به هر چاهك اضـافه و بـه          MTT (01/0 (تترازوليوم

ــه شــد4مــدت  ــشكيل بلورهــاي .  ســاعت انكوب پــس از ت
سولفوكــسيد  متيــل فورمــازون، ايــن بلورهــا در حــلال دي

)DMSO) (Sigma-Aldrich ( حــل شــده و ســپس ميــزان
 نـانومتر توسـط     450جذب محلول حاصل در طـول مـوج         

 ELAISA-reader (SCO diagnostic, Germany)دستگاه 
 MTTاندازه گيري شد و با اسـتفاده از منحنـي اسـتاندارد             

هاي مختلف تعيـين گرديـد        هاي زنده در گروه     تعداد سلول 
لازم به ذكر است براي اطمينـان از نتـايج، آزمـايش            . )13(

  .سه بار براي هر گروه، تكرار شد
بـراي  : اندازه گيري ميزان معدني شدن مـاتريكس اسـتخواني        

 در 5×103هاي پاساژ سوم به تعـداد         انجام اين روش، سلول   
اي در حــضور محــيط هــاي   خانــه12هــر چاهــك پليــت 

 2و1 كنتـرل و  تيمـاري           استئوژنيك مخصوص گروههـاي   
 روز، ميــزان معــدني شــدن 21پــس از . كــشت داده شــد

ــلول  ــتخواني س ــاتريكس اس ــگ  م ــا روش رن ــا ب ــزي  ه آمي
ها دو بار     بدين منظور ابتدا سلول   . رد ارزيابي گرديد    آليزارين

 دقيقـه بـا     10شستـشو شـده و سـپس بـه مـدت             PBSبا  
فــيكس گرديــد و ســپس بــا محلــول رنــگ % 10فرمــالين 

آميـزي    رنگ (Sigma, St. Louis, MO, USA)آليزارين رد
ــد ــيد     . ش ــپس اس ــشو و س ــر شست ــا آب مقط ــلولها ب س

مز محلولهاي رنگ قر  .  به سلولها افزوده گرديد   % 10استيك
رد از ماتريكس استخواني بـدين ترتيـب اسـتخراج            آليزارين

 نـانومتر   405شدو سپس جذب نوري آنهـا در طـول مـوج            
 .و در سه گروه مطالعه مقايسه گرديد) 14(ثبت شد 

جهـت  : )وان كـوزا  (بررسي ميزان رسوب كلسيم خارج سلولي       
بررسي ميزان رسوب كلسيم در ماتريكس خارج سلولي، از          

آميـزي،    در اين نوع رنگ   . ن كوزا استفاده شد   آميزي وا   رنگ
به طور خاص ميزان رسـوبات فـسفات كلـسيم مـاتريكس            

  . شود خارج سلولي، با استفاده از نيترات نقره نشان داده مي

  
هاي بنيادي مزانشيم مغز اسـتخوان رت         بدين منظور سلول  

 در هـر ويـال   10×103بالغ، پس از پاساژ سـوم، بـه تعـداد           
انتخابي  دوزهاي با روز 21به مدت  و شد يختهر  خانه 12پليت

 گروه هاي مطالعه كـشت داده       Eسديم آرسنيت و ويتامين   
 10بـه مـدت     % 10 با كمك فرمالدئيـد    ها  سپس سلول . شد

، -PBSدقيقه فيكس گرديده و پس از دو بـار شستـشو بـا              
% 1/0  (Sigma Chemical) ميكروليتر نيتـرات نقـره   500

هـا بـا       و در انتها، بررسي سلول     ها اضافه شد    به سلول ) 13(
 .انجام گرديد )Olympus, IX70(ميكروسكوپ فلورسنت 

 گيري اندازه جهت: بررسي ميزان رسوب كلسيم داخل سلولي

داخل سلولي، ابتدا محيط كشت رويي       كلسيم ميزان رسوب 
  شستشو PBS- مرتبه با 3 تا  2سلولها   و شد برداشته هاسلول

 ميكروليتـر   50ل سـلول بـا      سپس كلسيم داخ  . داده شدند 
 24 استخراج گرديد و به مدت  نرمال05/0اسيدكلريدريك 
پـس از ايـن مـدت       .  نگهـداري شـد    C 4 ساعت در دماي  

 Darman)زمان، مقـدار كلـسيم بـا كمـك كيـت تجـاري       

Kave, Iran)    تعيين شد و رنگ حاصل بـا كمـك دسـتگاه 
    . نانومتر اندازه گيري گرديد575اسپكتروفتومتر در 

براي انجام ايـن    : بررسي ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز     
 شستـشو داده شـدند و   -PBSها ابتدا دو بار بـا        روش سلول 

-Triton X-100, pH  Tris=5/7( سپس در بافر ليز كننده 

HCl, 25/0   در   سپس هر نمونه  . هموژنيزه گرديدند )  مولار 
rpm 12000     10دت  گراد، به م     درجه سانتي  4 و در دماي 

ميـزان پـروتئين موجـود در محلـول         . دقيقه سانتريفوژ شد  
و بـا اسـتفاده از سـرم        ) 15(رويي با كمك روش برادفـورد       

. شد گيري به عنوان استاندارد اندازه) BSA(آلبومين گاوي 
 بـر  شده سلولي ليز نمونه در فسفاتاز آلكالين آنزيم فعاليت

ل نيتروفني ـ حـضور  در از پـروتئين  مـساوي  غلظـت  حـسب 
 گيـري  انـدازه  كيت از استفاده با سوبسترا عنوان به فسفات

. شـد   بررسـي  (Darman Kave, Iran) آلكـالين فـسفاتاز  
 و آنزيم متوقـف  واكنش  نرمال02/0افزودن سود  با سپس
 .شد گيري نانومتر اندازه 410 موج طول در جذب ميزان

حركـت   بـر اسـاس   تست اين: )Commet assay(آزمون كامت 
DNAاگـر   .گـردد  مـي  ارزيـابي  الكتريكي يدان در مDNA 

 شـده  شكـست  دچـار  مختلف محيطي عوامل اثر هسته در

 طول  باDNAقطعات  حركت سرعت اختلاف دليلبه باشد،
 يـا  ها هاله سلول هسته اطراف الكتريكي، ميدان در مختلف

  شـديدتر   تخريـب  ايـن  هرچـه  و شـود    مـي  ديـده  اي دنبالـه 
  لـــهسته تشكي دنبال به تري ه دكشي و تر بزرگ هاله باشد،
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 مخلــوط ابتــدا تــست، ايــن انجــام بـراي . خواهـد شــد 

 بـا  تيمـاري  هـاي  وگـروه  كنترل گروه سلولي سوسپانسيون

 دمـاي  بـا  آگـارز  %1 ليتر محلول ميلي هر در 2× 10تراكم 

 روي اسلايدهاي بر اين سوسپانسيون .شد تهيه پايين ذوب

 پس و شد  گذاشتهآگارز% 1با  شده مفروش ميكروسكوپي

 20 مـدت  نرمـال بـه   5گذاري، اسلايدها بـا آگـارز    از لامل

 لامل سپس. انكوبه شد گراد سانتي درجه 4 دماي در دقيقه

 و اســلايد شــد برداشــته بــه آرامــي اســلايدها روي از

 EDTA 1/0حـــاوي  ليـــز بـــافر در ميكروســـكوپي
 NaSL  1% ،Tris-base  10،  مـولار Nacl  5/2مولار، ميلي
 پس .شد داده قرار دقيقه 60 مدت بهpH =10، با مولار يميل

 EDTA  1بــافر الكتروفــورز حــاوي  در اســلايدها آن از
 با جريان pH =13، با مولار  ميليNaOH   300مولار، ميلي
در نهايـت   .  دقيقه الكتروفروز گرديد   20 آمپر به مدت     300

 مولار كه Tris base  4/0نمونه در بافر خنثي كننده حاوي
از  پس و داده شده شستشو بود،  رسيدهpH =5/7 به Hclبا 

ميكروسـكوپ   كمـك  بـه  برومايـد  اتيـديوم  بـا  آميـزي  رنگ
Olympus7(گرديد  برداري عكس و  مشاهده.(  

بـه دنبـال تيمـار      : هـا   بررسي تغييرات مورفولـوژيكي سـلول     
ــلول ــتئوزنيك  س ــيط اس ــا در مح ــدت  ه ــراي م  روز، 21ب

-Hoechst(از رنگ هوخـست     مورفولوژي هسته با استفاده     

 دقيقه انكوبه كردن در دماي اتاق مورد 5 و پس از )33342
ها   بدين منظور ابتدا محيط رويي سلول     . مطالعه قرار گرفت  

 10سـپس   .  انجـام گرفـت    -PBSكشيده شد و شستشو بـا       
ــول   ــر محلــ  ، در g/mlµ 1 ،Hoechst-33342ميكروليتــ

 دقيقـه   5تاريكي به هر خانه پليـت اضـافه شـد و پـس از               
  بـرداري بـا      شسته شدند و عكـس     PBS–با  ها مجددا     سلول

  .  صورت گرفتOlympus IX) 70( فلورسنس ميكروسكوپ
 ها با كمك نرم افـزار تـصويري موتيـك    در ادامه قطر سلول  

company version 1.2) (Micro optical group  انـدازه 
، Hoechst-33342. گيري شد و مورد ارزيـابي قـرار گرفـت         

 در سلول نفـوذ     ،گ فلورسنت است كه از طريق غشا      يك رن 
 را رنگ مي كند و تغييرات هـسته از قبيـل            DNAكرده و   

. دهـد   تراكم كروماتين و قطعه قطعه شدن آن را نشان مـي          
هـا نيـز بـا رنـگ فلورسـنت            مورفولوژي سيتوپلاسم سـلول   

  آكريدين اورنژ، هسته سلول را . آكريدين اورنژ بررسي شد
بدين منظور نيز پس .  را نارنجي مي كندسبز و سيتوپلاسم

 g/ml 01/0ها در تاريكي و بـا محلـول     آميزي سلول   از رنگ 
  د وــــــشسته شدن -PBS بار با 2ها  آكريدين اورنژ، سلول

  
 Olympus IX70)( فلورسنسبلافاصله توسط ميكروسكوپ

 ).14(عكس برداري از آنها صورت گرفت 

با استفاده از    هاي حاصل   ن داده در پايا : آناليز آماري داده ها     
تــست  ، One-Way ANOVAطرفــه  آزمــون آمــاري يــك

Tukey   ،        هـا در   تجزيه و تحليل گرديـد و تفـاوت ميـانگين
  .دار در نظر گرفته شد   معني P<0.05سطح 
  :نتايج
بررسي توانايي زيستي و ميزان معـدني شـدن مـاتريكس                

انگين تعـداد   داري در مي ـ    كاهش معنـي  : ها  استخواني سلول 
معدني شدن ماتريكس   ميزان ،)زيستيتوانايي( زندهسلولهاي

وان (ميزان رسوب فسفات كلسيم      و) رد  آليزارين(استخواني  
گروه ( تيمار شده با سديم آرسنيت       rMSCsدر گروه   ) كوزا

). P<0.05( شد مشاهده كنترل گروه با مقايسه ، در )1تيماري
  rMSCsتر فوق در گروه     داري نيز در سه پارام      معنيافزايش

نـسبت بـه گـروه      ،  Eويتامين+تيمار شده با سديم آرسنيت    
از ). P<0.05( و در حد گروه كنتـرل ديـده شـد            1تيماري  

 مقايسه ميانگين پارامترهـاي يادشـده در گـروه سـلولهاي          
rMSCs    تيمار شده با ويتامين E)   نـسبت   ،)3گروه تيمـاري

ــزايش معنــي  ــه گــروه كنتــرل اف ــد داري مــشاهده ب  گردي
)P<0.05) ( 1جدول.(  

  

هـاي  ميانگين تعـداد سـلول  (توانايي زيستي   مقايسه:1جدول
هـاي   ميزان معدني شدن ماتريكس استخواني در سلول  و   )زنده

 روز  21 پـس از   rMSCsرت بـالغ    بنيادي مزانشيم مغز استخوان     
ــامين و كــشت در محــيط اســتئوژنيك  ــا ويت ــار ب  E) 50تيم

 همچنين تيمـار    و)   نانومولار 20(نيت   سديم آرس  ،) ميكرومولار
  و سديم آرسنيت Eويتامين همزمان 

 آليزارين ردغلظت 
     ) ميكرومولار(

هاي  تعداد سلول
   زنده

  
  

20/1 b±25/381  62/0 b±03/19  كنترل  
49/2 a±50/192  33/0 a±81/9  سديم آرسنيت  
35/0 b ±50/393  70 /0 b±71/21  ويتامين  + آرسنيت سديمE  
77/0 c±50/487  41/1 c±09/38   ويتامينE  

  
، c و a ،bهاي هـاي بـا كـد    ميـانگين  باشـد و   ميmeans±SD مقادير به صورت 

 one way ANOVA tukey,s)هـستند  نسبت به يكـديگر  دار  داراي تفاوت معني

test,P<0.05).  
  

ت آنـزيم   يگيري سطح كلسيم داخل سلولي و ميزان فعال       اندازه
  كلسيم داخل  سطحداري در   معنيكاهش: آلكالين فسفاتاز

گـروه   در   فـسفاتاز   سلولي و ميانگين فعاليت آنزيم آلكـالين      
، ) نـانومولار  20(هاي تيمار شده بـا سـديم آرسـنيت            سلول

 همچنين  .)P<0.05(نسبت به گروه كنترل مشاهده گرديد       
   گروهدرفاكتورهاي مذكور در سطح نيز داري  افزايش معني
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، )  ميكرومـولار  E) 50ويتـامين    هاي تيمار شـده بـا       سلول
درحاليكـه  ). P<0.05( شـد نسبت به گروه كنترل مشاهده      

 ســديم آرســنيت وگــروه تيمــار همزمــان هــاي  ســلولدر 
در ســطح كلــسيم داخــل داري  تغييــر معنــي،  Eويتــامين

نـسبت بـه    سلولي و ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فـسفاتاز،         
  ).2جدول(نشد گروه كنترل مشاهده 

  

و )  نانومولار20(سديم آرسنيت اثر همزمان مقايسه   :2جدول 
و بر ميزان كلسيم داخل سلولي )  ميكرومولارE) 50ويتامين 

هاي بنيادي مزانشيم  فسفاتاز در سلول  آلكالين فعاليت آنزيم
  . روز21 پس ازبا گروه كنترل،  rMSCs بالغ  رتمغز استخوان 

  

 ميزان كلسيم
(mg/dl)   

زيم ميزان فعاليت آن
   (U/L)آلكالين سفاتاز

  

00/0 b±88/30  00/0 b±99/71  كنترل  
31/0 a±34/10  46/0 a±33/27  سديم آرسنيت  
62/0 b ±44/31  00/0 b ±38/74  ويتامين  + آرسنيت سديمE  
00/0 c±17/49  79/0 c±50/87   ويتامينE  

، c و a ،bهاي هـاي بـا كـد    ميـانگين  باشـد و   ميmeans±SD مقادير به صورت 
 one way ANOVA tukey,s)هـستند  نسبت به يكـديگر  دار  اراي تفاوت معنيد

test,P<0.05).  
  

قطـر هـسته    ميانگين  : ها  بررسي تغييرات مورفولوژيك سلول   
 نـانومولار   20هاي بنيادي مزانـشيم تيمـار شـده بـا             سلول

دار  و      نسبت به گروه كنترل، كاهش معنـي       سديم آرسنيت 
 نسبت به ، Eويتامينرومولار  ميك50تيمار شده با در گروه 

اما . (P<0.05)داري را نشان داد      گروه كنترل، افزايش معني   
هـاي تيمـار      داري در ميانگين قطر هسته سلول       تغيير معني 

 بـه صـورت همزمـان،       Eشده با سديم آرسنيت و ويتامين       
 ).3 و جـدول   1شـكل (نسبت به گروه كنترل مشاهده نشد       

اورنژ نيز،    رنگ آكريدينها با آميزي سيتوپلاسم سلول رنگ
ــشخيص را در    ــل ت ــد قاب ــا زوائ ــدوجهي ب سيتوپلاســم چن

ــي سيتوپلاســم    ســلول ــشان داد ول ــرل ن ــروه كنت ــاي گ ه
تيمار شده با سديم آرسنيت، منقبض و از حالت      ي  ها  سلول

  هـا  سيتوپلاسم سـلول  در مقابل   . چندوجهي خارج شده بود   
ــروه ــامين  در گ ــا ويت ــده ب ــار ش ــاديE تيم ــسترش زي   ، گ

  
  
  
  
  
  
  

  
 از موقعيت مركزي    ها  سلولهسته نيز در برخي      و   يافته بود 

خود خارج و به حاشيه سيتوپلاسمي سلول كـشيده شـده           
هـاي گـروه      گستردگي سيتوپلاسم سلول  ميزان  در  اما  . بود

، تغييـر قابـل     Eتيمار همزمان سديم آرسـنيت و ويتـامين         
  ).1شكل (مشاهده نشد نسبت به گروه كنترل، توجهي 

  

  

  

  
  

بزرگنمـايي  (آكريـدين اورنـژ     و  آميزي هوخـست       رنگ :1شكل
400x (رت بـالغ  هاي بنيادي مزانشيم تمـايز يافتـه   در سلول  

rMSCs  روز پس از تيمار با سديم آرسـنيت         21 ، به استئوبلاست 
  . در محيط استئوژنيكEويتامين و 
a وe( گروه كنترل.b وf( يم آرسنيت نانومولار سد20هاي تيمار شده با  سلول .c 

 50 (Eو ويتـامين  )  نـانومولار 20(هاي تيمار شده با سديم آرسنيت  سلول )gو
 ميكرومـولار  50هاي تيمار شده بـا   سلول )hوd. صورت همزمان  به) ميكرومولار

ها و در    ، فشردگي كروماتين را در هسته سلول      b ها در شكل    پيكان( .Eويتامين  
  ).دهد را نشان مي، انقباض و فشردگي سيتوپلاسم fشكل 

  
  
  
  
  
  
  
  
  

هاي بنيادي مزانشيم مغز  ميانگين قطر هسته در سلولو ) درصد (DNA بر ميزان آسيبEسنيت و ويتامينسديم آرهمزمانمقايسه اثر : 3جدول 
  .E ميكرومولار ويتامين50 نانومولار سديم آرسنيت و 20 روز پس از تيمار با دوزهاي 21با گروه كنترل، بالغ  رتاستخوان 

  

 قطرهسته ميانگين   كامتي لهدنباداراي هاي  درصد سلول
  0درجه   1درجه  2درجه  3درجه 4درجه   )µm(ها سلول

  

00/0b±48/12  33/3a±00/0  66/3a±00/0  00/6b±00/0     0/24bc±70/0  66/62 b±08/0  كنترل  
08/0a±06/10  00/20b±70/0  00/18b±60/3  00/12c±70/0  3/25 c±003/0  66/24a±00/0  سديم آرسنيت  
04/0b±54/12  00/3a±00/0  16/3a±70/0  72/4ab±00/0  80/23b±00/0  50/65c±00/0  ويتامين + سديم آرسنيتE  
94/13c±00/0  00/2a±00/0  66/2a±00/0  33/4a±00/0  33/16a± 043/0  6/72d± 006/0   ويتامينE  

  .(one way ANOVA tukey,s test,P<0.05)هستند نسبت به يكديگر دار  داراي تفاوت معني، c و a ،bهاي هاي با كد ميانگين باشد و  ميmeans±SD مقادير به صورت 
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 و سـديم آرسـنيت   اثـر  بررسـي  در: نتـايج آزمـون كامـت   
مغز  مزانشيم هاي بنيادي سلول هسته سلامت  برEويتامين
 مـشخص  ،كامـت  آزمون  توسطrMSCs  رت بالغاستخوان

 و همچنـين گـروه تيمـار همزمـان     كنترل در گروه كه شد
  هب ها سلول تقريبا هسته اغلب ،Eسديم آرسنيت و ويتامين 

 بدون و شده آميزي برمايد رنگ اتيديوم با يكنواخت صورت

گـروه   اما در. باشد  ميDNAسلامت  كه بيانگر ندبود دنباله
  شكـسته DNAسـديم آرسـنيت،    با تيمار شده هاي سلول

 كامت دنباله يا صورت  هب الكتريكي ميدان تحت تاثير شده

تخريـب   نشانه ين او شد ديده ها هسته مانده باقي همراه به
DNAنانومولار20با  ها سلول تيمار  و مرگ سلولي، بدنبال  

هـاي تيمـار      سـلول  در حاليكه در گروه   . سديم آرسنيت بود  
 ـ ها ، تقريبا هسته تمام سلولEشده با ويتامين   صـورت  ه ب

كامتي  و دنباله شده آميزي برمايد رنگ اتيديوم با يكنواخت
  ).2شكل(د هاي اين گروه مشاهده نش در سلول

  

  
  

هاي بنيادي مزانشيم تمايز يافته        تست كامت در سلول    :2شكل  
سـديم   روز پس از تيمار با       21 به استئوبلاست،    rMSCsرت بالغ   

  ).200Xبزرگنمايي  (  Eآرسنيت و ويتامين
a ( گروه كنترل .b (  هـاي تيمـار شـده بـا سـديم آرسـنيت        گـروه سـلول)20 

 Eيمـار شـده بـا سـديم آرسـنيت و ويتـامين              هاي ت   گروه سلول ) c . )نانومولار
  ). ميكرومولار50 (Eهاي تيمار شده با ويتامين  سلول) d. طور همزمان به
  

همچنين طبق مطالعات كمي نتايج حاصـل از آزمـون               
ي كامت در تـصاوير     كامت، درجات مختلفي از طول دنباله     

تـر،    جهـت بررسـي و مقايـسه دقيـق        مشاهده گرديـد كـه      
به ،  )ميكرومتر(كامت  براساس طول دنباله    هاي حاصل     داده

 افـزايش   بـراين اسـاس   پنج درجه متفـاوت تقـسيم شـد و          
ــي ــزاني دردار معن ــيب   مي ــات DNAآس ــت قطع  و حرك

هـاي    در ميـدان الكتريكـي در سـلول   DNAشكسته شـده    
  ين بنيادي مزانشيم تيمار شده با سديم آرسنيت و همچن

  
هـاي     در سـلول   DNA ميزان آسـيب     ي در دار  كاهش معني 

 در  Eويتـامين   تيمار شده با    ن  ابنيادي مزانشيم مغز استخو   
ــا ســلول ــد هــاي گــروه كنتــرل  مقايــسه ب مــشاهده گردي

)P<0.05( .          اما در گروه تيمـار همزمـان سـديم آرسـنيت و
داري نسبت بـه گـروه كنتـرل، در           تفاوت معني  Eويتامين  

  ).3جدول( ي داراي دنباله كامتي ديده نشدها درصد سلول
  :بحث
، باعث كاهش توانـايي  سديم آرسنيتدر مطالعه حاضر         

رت هاي بنيادي مزانـشيم مغـز اسـتخوان           زيستي در سلول  
گرديد، اين يافته در راستاي نتايج حاصـل از           rMSCs بالغ

هاي فيبروبلاسـت      و همكاران بر روي سلول     گرونگمطالعه  
  ).16(باشد   مي2010 موش در سال

   و همكــاران و همچنــين كنــده و همكــاران، ويلاســنور    
 و  2007،  2006هـاي     ترتيـب در سـال       و همكاران بـه    چاي

 پـانكراس   βهـاي     سـلول سديم آرسـنيت را بـر       اثر  ،  2007
تليـال   هاي اپـي  سلولو ) 18( موش Tهاي   ، لنفوسيت )17(

رد بررسـي   مو) 19 (انسان) uroepithelial(دستگاه ادراري   
در رفتـاري   قرار دادند و مشاهده كردند كه سديم آرسنيت         

وابــسته بــه دوز و زمــان، باعــث كــاهش توانــايي زيــستي، 
هـاي آزاد     ، توليـد راديكـال     پراكسيداسيون ليپيدي  افزايش

و افزايش سطح اسـترس اكـسيداتيو       ) ROS(گروه اكسيژن   
  .گردد ها مي در اين سلول

سديم آرسنيت بـه خـوبي      هرچند كه مكانيسم سميت          
كـه  انـد     ، اما برخي مطالعات نشان داده     مشخص نشده است  

سديم آرسنيت با دپلاريزه كردن غشاي ميتوكندري، باعث        
، افــزايش ســطح )20 (ايجــاد اخــتلال در زنجيــره تنفــسي

 طـي گليكـوليز و   ATP، مهار تشكيل )7 (هاي آزاد  راديكال
  .)21 (دگرد ها مي درنتيجه كاهش سطح انرژي در سلول

هـاي    از سوي ديگر سديم آرسنيت با واكـنش بـا گـروه               
 كننـده   هاي ميتوكندريايي تـرميم     تيول و سولفيدريل آنزيم   

DNA     قطعـه    و ها، موجب آسـيب      و مهار فعاليت اين آنزيم 
  .)20(شود   و در نتيجه مرگ سلولي ميDNAقطعه شدن 

 مـشاهده  نيـز    2010طبق مطالعات صورت گرفته در سال       
 ميكرومـولار سـديم آرسـنيت طـي مـدت      1/0 دوز   شد كه 
ــان  ــرات   36زم ــوزيس، تغيي ــاي آپوپت ــث الق ــاعت، باع  س

هــاي  مورفولوژيــك و تغييــر در پروفايــل پروتئينــي ســلول
  ).7(گردد  بنيادي مزانشيم مي

 ROSبا توجه به اينكه سديم آرسنيت موجـب تـشكيل          
    افزايش سطح استرس اكسيداتيو و القاي آپوپتوزيس،)7(
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 ويتامين   به نظر مي رسد    ، بنابراين شود ها مي    در سلول  )7(
E اثـرات مخـرب    بتوانـد     قوي اكسيدانت  عنوان يك آنتي     به

همانگونه كه در اين بررسـي    . سديم آرسنيت را تعديل كند    
هـا بـا سـديم     نيز نـشان داده شـد، تيمـار همزمـان سـلول          

افـزايش  ، كـاهش توانـايي زيـستي،        Eآرسنيت و ويتـامين     
تمـــايز مهـــار  و همچنـــين DNAگي و آســـيب شكـــست

را ها با سديم آرسـنيت   تحت تاثير تيمار سلول   ،استئوژنيك
داري و تا حد گروه كنترل جبران نمـود و در             به طور معني  

 توانست آثار سمي اين آلاينـده زيـست         Eحقيقت ويتامين   
هاي بنيادي مزانـشيم مغـز اسـتخوان          محيطي را در سلول   

  . كاهش دهدرت بالغ
تواند باعث تغييـر در الگـوي          مي Eعلاوه بر اين ويتامين       

طبـق مطالعـات صـورت      . ها نيـز شـود      ها در سلول    بيان ژن 
ــط  ــه توس ــال آنگرفت ــاران در س ــر 2011 و همك ــه اث  ك

ــامين ــان ژن  Eويتـ ــطح بيـ ــر و سـ ــدرت تكثيـ ــر قـ  را بـ
هاي مزانشيم انساني مورد بررسي       فسفاتاز در سلول    آلكالين
 ميكرومـولار   100شد كـه دوز     شان داده   ن ;ه بودند قرار داد 
دار   روز تيمـار، باعـث افـزايش معنـي    3 پـس از  E ويتامين

  . )22 (گردد  ميRunx-2سطح بيان ژن آلكالين فسفاتاز و 
همچنـين  ميزان معدني شدن مـاتريكس اسـتخواني و              

فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز كه به ميزان بيـان ژن          سطح  
Runx-2   هـاي تمـايز      ترين شـاخص     از مهم  ،هستند وابسته

و ســطح بيــان ژن ) 22(د نشــو اســتئوژنيك محــسوب مــي
Runx-2، به مسير سيگنالي wntويتامين.  وابسته استE با 

 در ســلول باعــث  β–Cateninافــزايش ميــزان فعاليــت   
  افـزايش بيـان ژن    ،  wntجلوگيري از مهار مسير سـيگنالي       

Runx-2     يم آلكـالين    فعاليت آنـز   ميزان و درنتيجه افزايش
ــاتريكس خــارج ســلولي    ــسيم در م ــسفاتاز و رســوب كل ف

  ).22،23(شود  مي
اما سديم آرسنيت با القاي اسـترس اكـسيداتيو، مـسير               

هاي   و درنتيجه تمايز استئوژنيك را در سلولwntسيگنالي 
علاوه اين آلاينـده زيـست       هكند، ب   بنيادي مزانشيم مهار مي   

ــدروژن  ــد هي ــا تولي ــس محيطــي ب ــار ) H2O2(يد پراك و مه
 باعث برهم زدن هموستاز كلسيم شده       ي كلسيم هاي  كانال

. و و از ورود كلسيم به داخـل سـلول جلـوگيري مـي كنـد               
 هيدروكسي آپاتيت   سنتزورود كلسيم به داخل سلول براي       

، لازم  دهـد   تشكيل مي كه بخش معدني سلول استخواني را       
  .)21،24 (باشد و ضروري مي

  برقرارياكسيدانتي خود و با  صيت آنتي با خاEويتامين     

  
ها، باعث    تعادل در قابليت نفوذپذيري انتخابي غشاي سلول      

هـاي كلـسيمي در سـلول         ورود كلسيم و فعال شدن كانال     
شود و به برقراري و حفظ همئوستاز كلسيم و در نتيجه            مي

 چـرا كـه كـاهش يـا فقـدان         ;كنـد   تعادل سلولي كمك مي   
پتاسـيمي  -هـاي سـديم     ر پمـپ  كلسيم در سلول باعث مها    

 و سـلول را در مـسير مـرگ          دگـرد   وابسته به كلـسيم مـي     
 بـا  Eبنابراين ويتامين. دهد ريزي شده قرار مي سلولي برنامه 

 به معدني شدن ماتريكس و      ،افزايش ورود كلسيم به سلول    
در ) 10،24(كنـد     القاي تمايز استئوژنيك نيـز كمـك مـي        

يش سـطح كلـسيم      باعث افـزا   Eمطالعه حاضر هم ويتامين   
 رسوبات فسفات كلـسيمي مـاتريكس خـارج         ،داخل سلولي 

هـاي بنيـادي       در سـلول   ،سلولي و القاي تمايز اسـتئوژنيك     
  .مزانشيم مغز استخوان گرديد

مطالعه حاضر بررسي تغييرات مورفولوژيك      طبق نتايج      
انقبـاض شـديد    هاي بنيادي مزانشيم مغز اسـتخوان         سلول

در سلولهاي تيمار    دار قطر هسته    كاهش معني و سيتوپلاسم
گـستردگي سيتوپلاسـم    درمقابل  شده با سديم آرسنيت و      

هـاي تيمـار      دار قطر هسته در سلول      همراه افزايش معني    به
از آنجاييكه سديم آرسنيت،     . مشاهده شد  Eويتامينشده با   

سـولفيدريل اسـت، تمايـل بـه تركيـب شـدن بـا               يك آنتي 
هـاي   سيـستئين پـروتئين  هاي سولفيدريل و تيول در      گروه

هاي اسكلت سلولي مثل      به پروتئين  بنابراين. داردرا  سلولي  
هـاي     و بـا توليـد راديكـال       شود  مياكتين و توبولين متصل     

بـدين   و   كند  را مهار مي  ها    آزاد، پليمريزاسيون اين پروتئين   
سيتواسكلتون و انقبـاض    هاي    پروتئينسبب تخريب   طريق  

  .)25،26(گردد  سيتوپلاسم مي
 باعث كـاهش پراكـسيداسيون      Eويتاميناز سوي ديگر         

هاي سايتواسكلتون    ليپيدي و جلوگيري از تخريب پروتئين     
توانـد باعـث سـنتز        ، بنابراين مي  )13 (گردد  مثل اكتين مي  
هاي اكتـين در اسـكلت سـلولي          اي از رشته    شبكه گسترده 

گستردگي سيتوپلاسم و خارج كردن     هم   همين امر     و شود
عنــوان  ول از موقعيـت مركــزي، كـه هـر دو بـه    هـسته سـل  

ــتئوژنيك     ــايز اس ــتاي تم ــوژيكي در راس ــرات مورفول تغيي
  ).14 (شود  را موجب مي،هستند
 : نهايي  نتيجه

، ، به عنوان يك آلاينده زيست محيطـي  سديم آرسنيت      
تـشكيل  مهـار   در نتيجـه    باعث مهار تمـايز اسـتئوژنيك و        

هـاي    ي در سـلول   استخوان و همچنين كاهش بقـاي سـلول       
  هــ هم بEويتامين. گردد ميبنيادي مزانشيم مغز استخوان 
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، قادر اسـت توانـايي      اكسيدانت قوي و موثر     عنوان يك آنتي  
ــتخواني     ــاتريكس اس ــدن م ــدني ش ــزان مع ــستي و مي زي

هــاي بنيــادي مزانــشيم مغــز اســتخوان رت بــالغ را  ســلول
شنهاد بنابراين براساس نتايج اين مطالعه، پي ـ     . افزايش دهد 

هـاي اسـتخواني      شود كه در زمينه ارتباط بين بيمـاري         مي
 و سـطوح سـرمي سـديم آرسـنيت و           مثل  اسـتئوپروزيس   

تحقيقـات بيـشتري در جوامـع انـساني صـورت            Eويتامين
  ردنـاي موثر در خنثي ك  بتواند مادهEويتامينشايد . گيرد

  

  
هـاي زيـست محيطـي در انـسان نيـز            اثرات سمي آلاينـده   

   .محسوب گردد
  : سپاسگزاري

 كه با اراك دانشگاه پژوهشي محترم معاونت از تشكر با     

 پـذير  امكـان  را تحقيقـاتي  پـروژه  اين انجام پشتيباني مالي
 ايـن   نتـايج   بـا   نويـسندگان   شخـصي   منـافع   ضمناً .نمودند
   .است نداشته ارتباطي مطالعه
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Abstract 
 
Introduction & Objective: Sodium arsenite disturbs the differentiation of adult rat bone marrow 
mesenchymal stem cells (rMSCs) to Osteoblast through oxidative stress. We aimed to inves-
tigate the preventive effect of vitamin E, a strong antioxidant, in sodium arsenite toxicity on 
rMSCs differentiation to osteoblast. 
Materials & Methods: rMSCs were cultured in Dulbecco’s Modified Eagles Medium containing 
15% Fetal Bovine Serum and divided into: control, sodium arsenite (20 nM), vitamin E (50 
µM) and sodium arsenite + vitamin E for 21 days in the osteogenic media containing 10% of 
fetal bovine serum. Cell viability, bone matrix mineralization, intercellular and extracellular 
calcium, alkaline phosphatase activity, DNA damage and cell morphological changes were 
evaluated. Data were analyzed using one-way ANOVA and Tukey's test and means were 
considered significantly different at P<0.05.  
Results:  Cell viability, bone matrix mineralization, calcium deposition, alkaline phosphatase 
activity and nuclei diameter decreased significantly in the sodium arsenite group. The men-
tioned parameters increased significantly in cells treated with sodium arsenite + vitamin E to 
the control level (P<0.05). Cytoplasmic extensions were also observed in the vitamin E group. 
Conclusions: Vitamin E reduces sodium arsenite toxicity, increasing osteogenic differentiation 
in rMSCs. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2015; 22 (4):276-285) 
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