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هاي بنیادي مزانشیم گالات بر تمایز آزمایشگاهی سلولوکاتچینگالو اپی Aول اثر همزمان بیسفن
  مغز استخوان موش صحرایی نر به استئوبلاست در محیط کشت

 1مجید مهدیه ؛1ملک سلیمانی مهرنجانی ؛*1بیان لطفی

  
  چکیده

تواند باعث افزایش ماده  اکسیدانتی فراوانی دارد که می گالات است و خاصیت آنتی گالوکاتچینچاي سبز غنی از اپی زمینه:
 A هاي مختلفی مثل بیسفنول ها در تماس مستقیم با آلاینده از سوي دیگر در جوامع صنعتی امروزي انسان .شودمعدنی استخوان 

  باشند.  قرار دارند، که علاوه بر مشکلات زیست محیطی، براي سلامتی انسان نیز مضر می
 13هاي پاساژ سوم به هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت، سلول این مطالعه پس از استخراج و کشت سلول در ها: روش
و  20، 15، 10، 5گالات ( گالوکاتچیننانومولار) و دوزهاي مختلف اپی 1000و  A )250 کنترل، دوزهاي مختلف بیسفنول گروه

سپس توانایی زیستی و شدند.  یمارروز ت 21مدت  يبرا یکستئوژنا یطدر محتقسیم شدند و  A میکرومولار)+ بیسفنول 30
میکرومولار  30و  A نانومولار بیسفنول 250میزان معدنی شدن ماتریکس استخوانی ارزیابی شد. براي ادامه مطالعه دوز 

ها از طریق  استئوژنیک سلول گالات بر میزان تمایزگالوکاتچینو اپی A گالات انتخاب شد. تأثیر همزمان بیسفنولگالوکاتچین اپی
 و رد، سنجش میزان رسوب کلسیم داخل سلولی و خارج سلولی، میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز، آلیزارینMTTهاي تست

  هاي فلورسنت بررسی گردید.هاي تمایزیافته توسط رنگمورفولوژي سلول
باعث کاهش توانایی  A نانومولار بیسفنول 1000 و 250ا دوزهاي براساس آنالیز واریانس نشان داده شد که تیمار ب :هایافته

میکرومولار  30همچنین تیمار با  ).>05/0P( شودهاي مغز استخوان میزیستی و تمایز به استئوبلاست سلول
  هاي مغز استخوان شد.بر روي سلول A گالات باعث خنثی شدن اثرات مخرب بیسفنول گالوکاتچین اپی

  هاي مزانشیم جبران کند.را بر سلول A تواند اثرات مخرب بیسفنولگالات میگالوکاتچینالعه ما نشان داد که اپیمط گیري:نتیجه
 گالات،استئوبلاست،رتگالوکاتچین، اپیAسلول بنیادي مزانشیم، بیسفنول :ها واژهکلید
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  مقدمه 
امروزه در جوامع صنعتی، انسان و دیگر موجودات 

هاي طور مستقیم و غیرمستقیم در معرض آلاینده زنده به
قرار دارند که ورود آن به  A محیطی مثل بیسفنول زیست
اي بالا طور فزاینده سال اخیر به 30هاي غذایی در  چرخه

عنوان  با خاصیت استروژنیک به A رفته است. بیسفنول
ترین متابولیت ) و مهم1زنواستروژن محیطی مطرح بوده (

باشد که در اتوکسیلات میپلیهاي آلکیل فنولژنتدتر
بندي  هایی که در صنایع بستهاسترینو پلی کلرایدوینیلپلی

 غذایی کاربرد دارند، وجود دارد. علاوه بر این، بیسفنول
A سازي و  پلاستیک ی مانندعنوان سورفکتانت صنایع به

ه ک جایی آنز ا ).2گردد ( پزشکی استفاده می مواد دندان
تواند به رسپتورهاي استروژن متصل شود، می Aبیسفنول 

). 3توانایی تغییر و تخریب سیستم اندوکرین را نیز دارد (
در درون سلول، میتوکندري  Aهدف اصلی بیسفنول 

هاي آزاد گونه فعال که مرکز تشکیل رادیکال باشد می
هاي آزاد، باعث  با تولید رادیکال Aبیسفنول .اکسیژن است

تري  در نتیجه آن انرژي کم و دوش میبه میتوکندري آسیب 

شی
ژوه
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). 4( آیدوجود می و استرس اکسیداتیو به گردد تولید می
 A بیسفنولنشان داد که و همکارانش  Suzukiمطالعه 

و مانع از ترشح شده باعث کاهش سطح کلسیم پلاسما 
شود تونین می کلسی کننده کلسیم مانند هاي ترشحهورمون

هایی هستند که  یادي مزانشیم، سلول). سلول بن5(
طولانی تقسیمات خودتجدیدي  توانند براي مدت نسبتاً می

هاي را ادامه داده و با فراهم شدن شرایط لازم به رده
بار  ها پس از چندین). این سلول6د (ناسکلتی متمایز شو

صورت یکدست و با مورفولوژي دوکی شکل در  پاساژ به
اساس مطالعات بر .)7(شوند  محیط کشت ظاهر می

هاي مغز هاي بنیادي مزانشیمی در نمونهپیشین، سلول
ي وجود دارند. تعداد این استخوان به تعداد بسیار معدود

دار سلول هسته 106سلول به ازاي  10-15درحدودهاسلول
شود. لذا تکثیر در مغز استخوان تخمین زده می

تجربی یا  ها قبل از هرگونه کارآزمایشگاهی این سلول
ز طرفی پتانسیل تمایز به ). ا6ناپذیر است ( بالینی اجتناب

هاي بنیادي هاي مشخصه سلول توانایی از استخوان
مزانشیمی بوده و با معرفی آن امیدهاي زیادي براي درمان 

 وجود آمده است. هضایعات بافت استخوان ب
 Camellia Sinesisهاي گیاه برگ ،چاي سبز اکسیدانت آنتی

ها محسوب ترین آشامیدنیعنوان یکی از متداول ست و بها
شود که خواص سودمندي مثل اثرات ضدسرطانی و  می

). چاي سبز حاوي کافئین، انواع 8اکسیدانتی دارد (آنتی
، فلانوئید، B ،C ،Eهاي فنول، ویتامینها، پلیکاتچین

). آنتی 9گلیکوپروتئین، فیبر، لیپید و کارتنوئیدهاست (
ها که یکی از ترکیبات موجود در چاي کاتچین انتاکسید

 4تاکنون . ها قرار دارندفنول هستند، در  گروه پلی سبز
گالات گالوکاتچیننوع کاتچین اصلی شامل اپی

)EGCG( گالاتکاتچین)، اپیECGگالوکاتچین )، اپی
)EGC( اپی و) کاتچینEC در برگ چاي سبز شناسایی (

ترین گالات که مهمکاتچینگالو ). اپی10است( شده
اکسیدانتی، فنولی چاي سبز است خاصیت آنتیترکیب پلی

هاي ). بررسی11ضدسرطانی و ضدموتاژنی دارد (
بیولوژي و اپیدمیولوژي در ده سال اخیر نشان داده که 

تواند رشد تومور را در برخی گالات میگالوکاتچیناپی
گالات  نگالوکاتچی ). اپی12اعضاي بدن کاهش دهد (

فسفاتاز کبدي و  6مهارکننده کموتریپسین، گلوکز 
لیپیدپراکسیداز است و احتمال نپذیرفتن عضو پیوندي در 

). مطالعات 13دهد ( بدن انسان را نیز کاهش می
دهد که غلظت ماده معدنی اپیدمیولوژیکال نشان می

اي که عادت به نوشیدن ) در زنان یائسهBMDاستخوان (
-بیشتر از زنانی است که چاي سبز نمیچاي سبز دارند 

گالات گالوکاتچین). نشان داده شده که اپی14خورند (
هاي استئوکلاست و  باعث تحریک مرگ سلولی در سلول

مهار تمایز استئوکلاستوژنزیس در کشت آزمایشگاهی 
شود. این  هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان میسلول
تواند  گالات میالوکاتچینگکند که اپیها پیشنهاد مییافته

شرایط مناسبی را در جهت ترمیم استخوان و بهبود 
هاي استخوانی مثل پوکی استخوان فراهم کند  بیماري

در  Aاثرات مخرب بیسفنول بنابراین با توجه به ).14(
-اکسیدانتی قوي اپی اثرات آنتی ،مطالعه حاضر

هاي تیمار شده با گالات بر روي سلولگالوکاتچین
-از میان ردهبررسی شده است. به این منظور  A سفنولبی

هاي بنیادي مزانشیم مغز سلول ،هاي سلولی مختلف
استخوان رت انتخاب گردید و اثر آنتی اکسیدانتی 

گالات چاي سبز در القاي تمایز کاتچینگالو اپی
استئوژنیک و همچنین در مهار اثرات توکسیک ناشی از 

ها مورد  در این سلول A مدت بیسفنول تیمار طولانی
  بررسی قرار گرفت.

 
  هاروش مواد و

در این مطالعه پس از ها: استخراج و تیمار سلول
 ،هاي مورد نیاز براي پژوهشمحاسبه تقریبی تعداد سلول

  50 سن تقریبی با ژاد ویستارنر نراس موش  15 تعداد
 مورد هاي حیوانانتخاب شد.  گرم 140±20وزن و روز

 خانه در رازي یتوانست از خریداري از پس استفاده
 درجه 27±3 ییشرایط دما در اراك دانشگاه حیوانات

 هايقفس در و آب غذا به مناسب دسترسی با و گرادسانتی
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اتر  اتیلدي هوشی با  بی از پسند. شد داري نگه اتیلینپلی
 شرایط تحت و جدا هاي ران و ساق پاي رت،استخوان

 کشت لیتر محیطمیلی 3 وسطت استخوان مغز استریل،
(Gibco,Germany) (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 

DMEM   درصد 15حاوي FBS (Fetal Bovin Serum, 

Gibco, Germany) استرپتومایسین /سیلین و پنی  
(Gibco ;Germany) فلش لیتريمیلی 15 فالکون لوله در 

 هدقیق 5 مدت به rpm2500 با فالکون شد. لوله اوت
 محیط لیترمیلی یک با حاصل سلولی و رسوب سانتریفوژ

گردید.  منتقل لیتريمیلی 25 فلاسک به هموژن و کشت
 بافر با فلاسک به چسبیده هايساعت، سلول 24 از بعد

 10-14. شد اضافه تازه کشت محیط وشده  شسته فسفات
 مدت این طی در داده شد،ها  سلول تکثیر فرصت براي روز

 پر بعد از. گردید تعویض کشت بار محیط یک روز سه هر
 آمین اتیلن دي – تریپسین با هاسلول فلاسک کف شدن

) از Trypsin-EDTA solution; sigma( اسید تترااستیک
 داده کشت دیگر فلاسک یک در آن از نیمی و کف جدا

 پاساژ هايپاساژ سوم تکرارگردید. سلول تا کار این و شد

 کف به چسبیدن از بعد و شتک خانه شش در پلیت سوم
 A کنترل، دوزهاي مختلف بیسفنول  گروه 13 ظرف به 

نانومولار) و دوزهاي مختلف  1000و  250(
 میکرومولار) 30و  20، 15، 10، 5گالات ( گالوکاتچین اپی

 گلیسرول-(بتاتقسیم و در محیط استئوژنیک  A + بیسفنول

 ژنیکو آدیپو اسید) آسکوربیک و دگزامتازون فسفات،
 و دگزامتازون، ایندومتاسین فسفات، گلیسرول -(بتا

سرم جنین گاوي براي  درصد 15حاوي ) اسید آسکوربیک
  روز تیمار شدند. 21مدت 

هاي بنیادي مزانشیم  بررسی توانایی زیستی سلول
 هايسلول حیات توانایی سنجش برايمغز استخوان: 

 روش ازگالات گالوکاتچینو اپی A بیسفنول تیمارشده با
 -Methyl Thiazol Tetra Zolium)تیازول تترازولیوم  متیل

MTT)  .مواد مورد بیشتر لازم به ذکر است که استفاده شد
استفاده در این پژوهش از شرکت سیگما ساخت کشور 

تترازولیوم،  تیازول متیل روش در. آمریکا تهیه گردید

گ رن احیاي توانایی میتوکندري در دهیدروژناز سوکسینات
بلورهاي  به را تترازولیوم فنیل ديتیازول متیل دي زرد

هاي زمان از ). پس3دارد ( فورمازان نامحلول و ارغوانی
 به تترازولیوم تیازول میتل میکرولیتر 10 ،انجام مراحل فوق

 و اضافه هاچاهک به کشت محیط از میکرولیتر 100ازاي 
 نفورمازا بلورهاي سپس. شد انکوبه ساعت 4مدت  به

 توسط آن جذب و حل متیل سولفوکساید دي در حاصل
 در ELISA reader )(SCO diagnostic, Germany  دستگاه

 هايلسلو تعداد. شد گیري اندازه نانومتر 505  موج طول
فرمول  از استفاده با استاندارد گراف رسم از پس زنده

جذب نمونه  X016/Y = )Y+037/0 و =996/0R2جذب 
   گردید. محاسبه) زنده هايلسلو تعدادX و 

 ماتریکس شدن معدنی میزان گیري اندازه
 رویی کشت محیط، روش این انجام براي :استخوانی

 و سپس شد فیکسدرصد  10 فرمالین با هاسلول و برداشته

 با هاسلولگردید.  آمیزيرنگ ردآلیزارین رنگی محلول با

 بهدرصد  10 اسیداستیک سپسشد.  شستشو مقطر آب
 از ردآلیزارین قرمز ترتیب رنگ بدین و افزوده هالولس

 جذب پایان در. شد استخراج استخوانی ماتریکس
 نانومتر 405 موج طول در حاصل قرمزرنگ هاي محلول

 ردآلیزارین مشخص هايغلظت نوري با جذب و ثبت
 با توجه به مطالعه نتایج حاصل، نهایت در. گردید مقایسه

-گالوکاتچیناپیمیکرومولار  30دوز  از دوزیابی، تیمار با

براي  ،روز 21طی  A بیسفنولنانومولار  250و گالات 
  شد.ادامه مطالعه انتخاب 

 آمده دست به نتایج به توجه با: ثرؤم دوز انتخاب
آمیزي تیازول تترازولیوم و رنگ متیل تست از حاصل

 30و  A نانومولار بیسفنول 250رد دوزهاي آلیزارین
 و هاتست ادامه گالات جهتگالوکاتچینر  اپیمیکرومولا

در این مطالعه براي  .گردید انتخاب بیشتر هايبررسی
گالات گالوکاتچینو اپی Aثر بیسفنول ؤانتخاب دوز م
و  250ابتدا دو دوز  .دشیابی را انجام  مرحله غلظت

دوز  2انتخاب و سپس این  A نانومولار بیسفنول 1000
 ،5گالات (گالوکاتچینانتخابی اپی با دوزهاي A بیسفنول
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 بعد از مرحله شد.میکرومولار) ترکیب  30و  20 ،15 ،10
 و A نانومولار بیسفنول 250دوزیابی ترکیبی، در آخر دوز 

ها  بررسی گالات براي ادامهگالوکاتچینمیکرومولار اپی30
فقط در مرحله  ). بر این اساس1جدول گردید (انتخاب 

ولی در بقیه مراحل  داشتوجود روه گ 13دوزفایندینگ 
نانومولار  250گروه (کنترل،  4ها فقط  و براي دیگر تست

 250گالوکاتچین گالات+میکرومولار اپی A ،30بیسفنول
-گالوکاتچینمیکرومولار اپی A ،30 نانومولار بیسفنول

  .بررسی شدگالات)  
 به چسبیده هايسلول ها:بررسی مورفولوژي سلول 

و  A دوزهاي انتخابی بیسفنول با نهخا 24 پلیت
گروه کنترل،  4روز و در  21گالات در گالوکاتچین اپی

گالوکاتچین و اپی A ، تیمار همزمان بیسفنولA بیسفنول
شد. سپس  تیمار گالاتگالوکاتچینگالات و اپی

و  هسته مطالعه مورفولوژي براي هوخست با آمیزي رنگ
 انجام سیتوپلاسم لوژيبررسی مورفو براي اورانژ آکریدین

میکروسکوپ فلورسنس  برداري توسط گردید و عکس
)olympus IX 70.صورت گرفت (   

کلسـیم بـا    بررسی میزان کلسـیم داخـل سـلولی:   
نمایـد کـه در محـیط    کرزول فتالئین ایجاد کمپلکسی می

قلیایی، ارغوانی رنگ است و شدت رنگ حاصله متناسب 
این سـنجش از کیـت   ). در 16باشد (با غلظت کلسیم می

هاي کلسیم شرکت درمان کاو ایران استفاده گردید. سلول
خانـه   24هاي بنیادي مزانشیم پس از پاساژ سوم در پلیت

گـروه مـذکور انجـام     4 هـا در قرار گرفت و تیمار سلول
هاي جداگانه پس از شستشـو بـا   ها در گروهگردید. سلول

PBS-   اسـتخراج   میکرولیتـر بـافر   50به کمک اسکراپر و
نرمال) از کف پلیت جدا و به اپندورف  Hcl 6/0کلسیم (

 4ساعت در دماي  24زمان  پس از طی مدت .منتقل شدند
هـا و همچنـین نمونـه    گراد، به تعداد نمونـه  درجه سانتی

شاهد، ویـال محلـول بـافر انتخـاب گردیـد و بـه همـه        
زا اضـافه   میکرولیتر محلول رنـگ  100هاي موردنظر  ویال

میکرولیتـر از نمونـه سـلولی     30پس  به هـر ویـال  شد. س
 اضافه گردیـد و جـذب توسـط دسـتگاه اسـپکتروفتومتر     

T80+ PG instrument Ltd)، England(    در طـول مـوج
  گیري شد.نانومتر اندازه 575

: آنـزیم  بررسی میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز
هـاي مختلـف بـدن بـه     آلکالین فسفاتاز قلیایی در بافـت 

 هـاي هـاي متفـاوت منتشـر اسـت ولـی در بافـت      سبتن
ها این آنزیم بسیار غنی است. استخوان، کبد، روده و کلیه

 ـ عنـوان سوبسـتراي    هاز انواع مختلف استرهاي فسفریک ب
از پـارانیتروفنول   آنزیم استفاده شده اسـت، ولـی عمومـاً   

شـود.  عنـوان سوبسـتراي آنـزیم اسـتفاده مـی      فسفات به
فات بیرنگ در حضور آلکـالین فسـفاتاز   پارانیتروفنول فس

ــایی و در  ــه پارانیتروفنوکســاید   PHقلی ــایی شــدید ب قلی
شود که شدت رنگ حاصل با فعالیـت  زردرنگ تبدیل می

). جهت بررسی میزان 18و  17آنزیم نسبت مستقیم دارد (
فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز از کیت شرکت درمان کـاو  

هـاي  محلول بـافر، ویـال   استفاده گردید. این کیت حاوي
سوبسترا، سود سـه نرمـال و محلـول ذخیـره اسـتاندارد      

هاي بنیادي مزانشیم پس از پاساژ سوم بـه  باشد. سلول می
خانه قـرار گرفـت و    24هاي سلول در پلیت 5000تعداد 

روز انجـام   21مـدت   گروه مذکور بـه  4ها درتیمار سلول
ز شستشـو بـا   هاي جداگانه پس اها در گروهگردید. سلول

PBS-  کمک اسکراپر و بافر استخراج آلکالین فسـفاتاز   به
از کف پلیت جدا و به اپندورف منتقـل شـدند. در زمـان    

منظور تعیین مقـادیر پـروتئین    انجام تست روش لاوري به
میکرولیتـر از   500انجام گرفـت. پـس از اضـافه کـردن     

 02/0 لیتر از سود میلی 5 ،محلول بافر استخراج به هر لوله
هـا در مقابـل لولـه    و جذب لوله نمونـه  شدنرمال اضافه 

  نانومتر خوانده شد. 410بلانک در طول موج 
از روش آماري آنالیز ، SPSSبا استفاده از نرم افزار 

جهت   Tukeyتست و طرفه یکدو طرفه و واریانس 
  .ها استفاده شد تحلیل داده

  
  ها یافته
بر توانایی ) EGCGگالات (گالوکاتچیناثر اپی 

زیستی و میزان معدنی شدن ماتریکس استخوانی 
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ها افزایش توانایی زیستی و میزان آنالیز داده: هاسلول
هاي بنیادي معدنی شدن ماتریکس استخوانی را در سلول

مزانشیم، طی روند تمایز به استئوبلاست، در حضور 
نشان داد گالات گالوکاتچیندوزهاي مختلف اپی

)05/0P<( آمده از تست  دست توجه به نتایج  به. باMTT 
و  250رد مشخص گردید که دوز آمیزي آلیزارینو رنگ
صورت وابسته به دوز،  به Aنانومولار بیسفنول  1000

باعث کاهش توانایی زیستی و میزان معدنی شدن 
هاي بنیادي مزانشیم مغز ماتریکس استخوانی سلول

توانایی زیستی و در مقابل  .)>001/0P(شود استخوان می
ها در میزان معدنی شدن ماتریکس استخوانی سلول

گالات و بیسفنول گالوکاتچینهاي تیمار همزمان اپی گروه
A ) 05/0افزایش یافتهP< ( و به حد گروه کنترل نزدیک

 30که در گروه مربوط به دوز  طوري شده بود به
نانومولار  250گالات و گالوکاتچینمیکرومولار اپی

داري نسبت به گروه کنترل مشاهده اتفاوت معن Aفنول بیس

 30دوزهاي  ،. بنابراین براي ادامه مطالعه)<05/0Pنشد (
نانومولار  250گالات و گالوکاتچینمیکرومولار اپی

  ). 1 انتخاب گردید (جدول Aبیسفنول 
: و آلیزارین رد MTTنتایج حاصل از آزمون 

ادي مزانشیم به هاي بنیدر طی تمایز سلول Aبیسفنول 
استئوبلاست باعث کاهش توانایی حیات و میزان معدنی 

شد ها شدن ماتریکس استخوانی در این سلول
)001/0P< (گالات باعث جبران اثرات گالوکاتچینو اپی

داري ااي که تفاوت معنگونه گردید، به Aتخریبی بیسفنول 
در گروه تیمار همزمان نسبت به گروه کنترل مشاهده 

  ).1تصویر ( )2دید (جدول نگر
در گروه کنترل و : هابررسی مورفولوژي سلول

آمیزي با رنگ فلورسنس هوخست،  تیمار پس از رنگ
هاي مزانشیم با ها به رنگ آبی درآمدند. تیمار سلولهسته
 250گالات و گالوکاتچینمیکرومولار اپی 30هاي دوز

نانومولار
  

هاي  در گروه روزه 21هاي بنیادي مزانشیم پس از تیمار  میزان معدنی ماتریکس استخوانی سلول و ایی زیستیتوان (SD±) مقایسه میانگین -1 جدول
در واقع این حروف  باشند.دار میااند داراي تفاوت معننامگذاري شده )…,a,b,cهاي متفاوت(هایی که با کد حرف(در هر ستون میانگینمختلف 
 دهند).نشان می ها رادار بودن دادهامیزان معن

  دوز
  تست

  میزان معدنی شدن ماتریکس استخوانی  تعداد سلول زنده
  کنترل

  )A)250nmبیسفنول
  )A)1µmبیسفنول
  )5µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)250nmبیسفنول
  )10µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)250nmبیسفنول
  )15µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)250nmبیسفنول
  )20µmگالات(گالوکاتچیناپی)+A)250nmبیسفنول
  )30µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)50nm2بیسفنول
  )5µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)1µmبیسفنول
  )10µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)1µmبیسفنول
  )15µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)1µmبیسفنول
  )20µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)1µmبیسفنول
  )30µmگالات(اتچینگالوک)+اپیA)1µmبیسفنول

18291ab± 6/485  
10345g± 2/416  

5/7812 h± 8/572  
11875efg± 3/390  
13333cde± 2/344  
14750c± 5/687  
17354b± 4/893  
196657a± 3/477  
8687h± 5/615  

5/1187 ± 5/615  
12562def± 8/471  
13729cd± 2/366  
14500c±125 

6/406 ± 3/16  
3/233 hi± 9/12  
8/195 i± 4/18  
6/256 gh± 1/16  

300efg± 5/22  
8/350 cde± 3/21  
5/392 abc± 6/15  
6/441 a± 5/22  
3/218 hi± 4/18  
5/252 gh± 1/18  
3/298 fg± 3/11  
8/335 def± 8/12  
3/373 bcd± 5/17  
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هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان موش صحرایی پس  میزان معدنی ماتریکس استخوانی سلول توانایی زیستی و (SD±)مقایسه میانگین  -2جدول 
  روزه 21از تیمار 

  دوز
  تست

  میزان معدنی شدن ماتریکس استخوانی  هاي زندهتعدادسلول
  کنترل

  )A)250nmبیسفنول
  )30µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)250nmبیسفنول

  )30µmگالات(گالوکاتچیناپی

8/17145 b± 5/753  
10354c± 1/416  

7/18166 b± 4/443  
41770a± 2/344  

6/404 b± 2/16  
3/233 c± 8/12  

435b± 2/13  
2/926 a± 8/8  

 

  

هاي مزانشیم مغز استخوان رت هاي سلولآمیزي شده با آلیزارین رد در نمونههاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت رنگماتریکس سلول -1ر تصوی
هاي تیمار شده با ) سلولC نانومولار). 250( Aهاي تیمار شده با بیسفنول ) سلولBکنترل.  گروه )Aروز.  21در محیط استئوژنیک پس از 

 ).20Xمیکرومولار)(30( گالاتگالوکاتچینهاي تیمار شده با اپی) سلولDمیکرومولار). 30گالات(گالوکاتچین+ اپی نانومولار)A )250ل بیسفنو

  
 A گروه کنترل، گروه تیمار با بیسفنول 4در  A بیسفنول

گالات گالوکاتچیننانومولار)، گروه تیمار با اپی 250(
 A گالات+ بیسفنولاتچینگالوکمیکرومولار) و اپی 30(

روز در مقایسه با گروه کنترل داراي تغییرات  21در طی 
  ).2تصویر مورفولوژیک بود (

آمیزي آکریدین اورنژ تغییرات رخ داده در  رنگ
سیتوپلاسم و موقعیت هسته و سیتوپلاسم را نسبت به هم 

هاي کنترل، شکل نشان داد که طبق نتایج حاصل در گروه

وجهی و زوائد سلولی قابل تشخیص بود و سیتوپلاسم چند
ها در موقعیت مرکزي نسبت به سیتوپلاسم هاي آنهسته

چروکیدگی و  Aقرار داشتند. در گروه تیمار با بیسفنول 
ها مشهود بود. کوچک شدن سیتوپلاسم و گرد شدن سلول

+  Aگالات و بیسفنول گالوکاتچینهاي تیمار با اپیدر گروه
الات شکل سیتوپلاسم داراي زوائد گگالوکاتچیناپی

ها در چنین هستهتري بودند و همتر و سیتوپلاسم پهن بزرگ
  ).3موقعیت مرکزي نسبت به سیتوپلاسم قرار داشتند(تصویر
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میزان کلسیم داخل سلولی: مقایسه نتایج نشان داد که 
هاي  هاي مزانشیم مغز استخوان بر طبق گروهتیمار سلول

روزه اختلاف معناداري با  21تمایز ذکرشده در طی روند 

نانومولار بیسفنول  250هاي گروه کنترل دارد. تیمار با دوز
A دار میزان کلسیم داخل سلولی نسبت سبب کاهش معنا

میکرومولار 30با دوز  ). تیمار>05/0Pبه گروه کنترل شد (
 

  

و A روز پس از تیمار با بیسفنول 21ایزیافته به استئوبلاست مزانشیم تم هاي بنیاديآمیزي فلورسنس هوخست در سلول رنگ -2تصویر 
-گالوکاتچینهاي تیمارشده با اپیسلول )Cنانومولار).  250( A بیسفنول هاي تیمارشده باسلول )B. هاي کنترل) سلولAگالات. گالوکاتچین اپی

  ).20X( میکرومولار) 30( گالاتگالوکاتچیناپی هاي تیمارشده با) سلولC نانومولار).250( Aمیکرومولار) + بیسفنول 30( گالات

  

-و اپیA  روز پس از تیمار با بیسفنول 21مزانشیم تمایز یافته به استئوبلاست  هاي بنیاديآمیزي فلورسنس آکریدین اورانژ در سلول رنگ -3تصویر 

 گالاتگالوکاتچینهاي تیمار شده با اپیسلول )Cنانومولار). 250( A بیسفنول اهاي تیمار شده بسلول )B هاي کنترل) سلولAگالات. گالوکاتچین
  ).20X( میکرومولار)30( گالاتگالوکاتچیناپی هاي تیمارشده با) سلولC نانومولار).250( Aمیکرومولار) + بیسفنول 30(
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هاي استئوژنیک لیتر) در نمونه و میزان کلسیم ( میلی گرم بر دسی (U/L)میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز  (SD±)مقایسه میانگین  -3 جدول
 250( Aمیکرومولار)+ بیسفنول 30گالات (گالوکاتچینمیکرومولار) و اپی 30گالات (گالوکاتچیننانومولار)، اپی A )250تیمار شده با بیسفنول

  روز 21نانومولار) با گروه کنترل در

  دوز
  تست

  U/Lیزان فعالیت آنزیم م  )Mg/dlمیزان کلسیم (
  کنترل

  )A)250nmبیسفنول
  )30µmگالات(گالوکاتچین)+اپیA)250nmبیسفنول

  )30µmگالات(گالوکاتچیناپی

1/39 b± 2/2  
4/23 c± 7/0  
5/42 b± 5/1  
6/51 a± 5/4  

37/66 b± 8/0  
1/34 c±3 

7/68 b± 1/2  
5/99 a± 7/0  

  
دار میزان رسوب گالات موجب افزایش معناگالوکاتچیناپی

داخل سلولی نسبت به گروه کنترل گردید کلسیم 
)05/0P<گالوکاتچین). همچنین در گروه تیمار شده با اپی -

نانومولار) 250( Aمیکرومولار) + بیسفنول  30گالات (
میزان رسوب کلسیم داخل سلولی با گروه کنترل تفاوت 

 ).3). (جدول ˂05/0Pداري نداشت (معنا

مقایسه نتایج : میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز
برطبق  هاي مزانشیم مغز استخواننشان داد که تیمار سلول

روزه اختلاف  21هاي ذکرشده در طی روند تمایز گروه
 250هاي داري با گروه کنترل دارد. تیمار با دوزامعن

میزان فعالیت دار ناسبب کاهش مع A نانومولار بیسفنول
شد  آنزیم آلکالین فسفاتاز نسبت به گروه کنترل

)05/0P< گالوکاتچینمیکرومولار اپی 30). تیمار با دوز-

دار بر میزان فعالیت آنزیم اگالات موجب افزایش معن
). >05/0P( آلکالین فسفاتاز  نسبت به گروه کنترل گردید

 30گالات (گالوکاتچینکه گروه تیمارشده با اپی درحالی
نانومولار)، از نظر  250( A میکرومولار) + بیسفنول

 فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز با گروه کنترل تفاوت
  .)3 (جدول دار نداشتامعن
 

  بحث
 همیشگیم در معرض یطور دا به هاي انسانیجمعیت

در مواد غذایی،  A قرار دارند. بیسفنول A بیسفنول
شود و غلظت سرمی آن ها و دیگر منابع یافت مینوشیدنی

زارش شده گ ng/ml20-2/0هاي عادي حدود در جمعیت
داري اطور معن به A ، بیسفنولgoldfish). در 19است (

). نتایج مطالعه 20شود (اتاز میمانع فعالیت آلکالین فسف
هاي زنده و توانایی تمایز  حاضر نشان داد که تعداد سلول

هاي بنیادي مزانشیم پس از تیمار با به استخوان در سلول
داري یافت. ان، نسبت به گروه کنترل کاهش معA بیسفنول

 دهد که بیسفنولهمچنین مطالعات دیگر محققین نشان می
A طور مستقیم به روي استئوبلاستوژنزیس و  به

 گذارد استئوکلاستوژنزیس در طول پروسه تمایز اثر می
مانع از  و متعاقباً RANKمانع از بیان  A ). بیسفنول21(

 سفنولشود. بیتمایز و بیان فاکتورهاي وابسته به حیات می
A  مانع بیانRunx2  وosterix  شده و در طی تمایز

مانع از  wnt/β-cateninاستئوبلاست با دخالت در مسیر 
شود. گیري استخوان میها و شکلتمایز استئوبلاست

بتاکاتنین پروتئینی ضروري براي تمایز استخوان و تنظیم 
باشد. در این راستا نتایج دیگر توده استخوانی می

را بر کاهش توانایی معدنی  A ثیر بیسفنولأنیز  تمطالعات 
). 22کند (یید میأهاي استئوبلاست تشدن سلول

طور که گفته شد، سطوح استرس اکسیداتیو با میزان  همان
تراکم ماتریکس استخوانی رابطه عکس دارد و میزان 

 استها در بیماران استئوپورزیس پائین اکسیدانتآنتی
)23 .(  

تایج مطالعه حاضر نشان داد که از سوي دیگر ن
بر  A گالات در کاهش آثار سمی بیسفنولگالوکاتچین اپی
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ثري را ایفا ؤفاکتورهاي تمایزي استئوژنیک نقش م
هاي بنیادي مزانشیم مطالعات ما بر روي سلول کند. می

گالات باعث افزایش گالوکاتچیننشان داده است که اپی
مثل میزان فعالیت آنزیم  بیان مارکرهاي تمایز  استئوژنیک،

). آنزیم آلکالین فسفاتاز 24شود (آلکالین فسفاتاز می
نقش مهمی در معدنی شدن سیستم اسکلتی و تشکیل 

، MMP2هاي ). علاوه بر این آنزیم، ژن25استخوان دارد (
MSX2 و BMP1  ،نیز در تشکیل و حفظ شبکه استخوانی

ز افزایش معدنی شدن ماتریکس استخوانی و تمای
و  BGN). همچنین 26ها  دخالت دارند (استئوبلاست

TGF-β1 سازي انسان فاکتورهاي ضروري در استخوان
ها  دارند باشند و نقش مهمی در تشکیل استئوبلاستمی

هایی هستند که هم از جمله ژن RunX-2و  1). کلاژن27(
هاي بنیادي مزانشیمی به استئوبلاست در تمایز سلول

و لازم به ذکر است که طبق مطالعات باشند ضروري می
گالات در افزایش بیان گالوکاتچینثیر اپیأگرفته ت صورت

ترین فاکتورهاي تمایز به  فاکتورهاي مذکور که جزو مهم
). 29 و 28استخوان بودند، به اثبات رسیده است (

استئوکلسین پروتئینی است که براي معدنی شدن استخوان 
) بیان Runx-2 )cbfa-1تئین ضروري است و به واسطه پرو

هاي بنیادي ). مطالعات بر روي سلول30گردد (می
، استئوکلسین 1 هاي کلاژنمزانشیم نشان داد که پروتئین

و استئوپونتین در تشکیل و حفظ ماتریکس خارج سلولی 
-گالوکاتچین). اپی31باشند (بافت استخوانی ضروري می

که دارد با احیاء  اکسیدانتی بالایی گالات با قدرت آنتی
هاي آزاد گروه اکسیژن باعث برقراري تعادل رادیکال

گردد. فرآیند هاي بنیادي مزانشیم میکلسیم در سلول
باشد که می wntتمایز استئوژنیک وابسته به مسیر سیگنالی 

-TCFاین مسیر سیگنالی در حضور بتاکاتنین و فاکتور 

LEF گردد. باعث فعالسازي ژن آلکالین فسفاتاز می
هاي آزاد اکسیژن تحقیقات نشان داده است که رادیکال

تواند باعث مهار بیان ژن آلکالین فسفاتاز توسط مسیر می
wnt  ) کند که ). نتایج این پژوهش پیشنهاد می32شوند

اکسیدانتی که دارد با گالات با قدرت آنتیگالوکاتچیناپی
ال شدن هاي آزادگونه اکسیژن، باعث فعاحیاء رادیکال

افزایش بیان ژن آلکالین فسفاتاز و در  و متعاقباً wntمسیر 
گردد. علاوه بر نتیجه افزایش میزان فعالیت این آنزیم می

هاي نتایج ما که شبیه نتایج قبلی بر روي سلول ،این
دهد که ی بود نشان مییجنینی مغز میانی موش صحرا

ا هباعث تحریک آپوپتوز در استئوبلاست A بیسفنول
). بر اساس نتایج 33شود (صورت وابسته به دوز می به

بر پایه  A نشانه اولیه در سمیت با بیسفنول MTTآزمون 
باشد که باعث اختلال در زنجیره تنفسی میتوکندري می

گردد. این آزاد شدن فاکتورهاي القاءکننده آپاپتوزیس می
در  DNAفاکتورها ممکن است باعث قطعه قطعه شدن 

هاي فعال اکسیژن ل شود. افزایش تولید گونههسته سلو
خصوص در  همنجر به تغییرات مختلفی در سلول ب

). مطالعات نشان داده است 34گردد (متابولیسم سلول می
 A که حتی در دوزهاي پایین و در حد نانومولار  بیسفنول

صورت قطعه قطعه شدن  هم اثرات آپوپتوتیک خود را به
DNA  از طریق تولیدH2O2 کند و از طرفی آسیب القاء می
DNA  و تولیدROS  وقایعی به موازات هم هستند که

- شوند و در نهایت میایجاد می A وسیله سمیت بیسفنول به

   ).35ها گردند (توانند باعث کاهش توانایی زیستی سلول
گالوکاتچین گالات سه حلقه فنول اما در ساختار اپی

ها، سیل این حلقههاي هیدروکشود که گروهدیده می
ها  هاي آزاد و غیرفعالسازي آنباعث احیاء رادیکال

تواند از کاهش توانایی زیستی  طریق می گردد و بدین می
 ثیر حضور بیسفنولأهاي بنیادي مزانشیم که تحت ت سلول

A  ایجاد شده است جلوگیري کند و آثار توکسیک این
  آلاینده را کاهش دهد.

  
  و قدردانی تشکر

از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه اراك که  با تشکر
پذیر  با پشتیبانی مالی انجام این پروژه تحقیقاتی را امکان

  نمود.
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