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پره  يانسان يمشتق شده از چرب يميمزانش ياديبن يهاسلول قياثر تزر يبررس

از  ياستخوان ناش يبر پوک يپوکسيکبالت جهت القاء ه ديشده با کلر شنيکاند

 ياوارکتوم
 

*7و6نژاد فلاح هيسم، )DM.(5حامد خردمند  ،)Ph.D(4بابالو  دهيحم ،)Ph.D(3و2و1ولوکلا  يمحمود گرج
)Ph.D(  

 رانیا زد،ی ،یصدوق دیشه یدانشگاه علوم پزشک زد،یمعاونت غذا و دارو  -1

 رانیایزد،  زد،ی یصدوق دیشه یدانشگاه علوم پزشک زد،یمثل  دیپژوهشکده علوم تول ،يادیبن يهاسلول يولوژیب قاتیمرکز تحق -2

 رانیتهران، تهران، ا یدانشگاه علوم پزشک ،یو نخاع يمغز عاتیضا میترم قاتیمرکز تحق ،يگروه فارماکولوژ  -3

 رانیا زد،ی یصدوق دیشه یدانشگاه علوم پزشک زد،یمثل  دیپژوهشکده علوم تول الملل،نیب سیپرد ،يوتکنولوژیب قاتیقمرکز تح -4

 ، تهران، ایرانرانیا یدانشگاه علوم پزشک ،یحضرت رسول اکرم )ص(، دانشکده پزشک مارستانیمغز و اعصاب، ب یگروه جراح -5

 رانیسمنان، سمنان، ا یدانشگاه علوم پزشک ،یعصب ستمیس يادیبن يهاسلول قاتیمرکز تحق -6

  رانیسمنان، سمنان، ا یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،یحیگروه علوم تشر -7

 ده يچك
بر  ياثرات مطلوب (Cobalt (II) chloride; CoCl2) دکبالتيمزمن است. کلر کيمتابول يماريب کياستخوان  يپوک هدف:

 ;Human Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells) يانسان يمشتق شده از چرب يميمزانش ياديبن يهاعملکرد سلول

hAD-MSCs) قيتزر تاثرا يابيمطالعه با هدف ارز ني. اکنديم جاديا hAD-MSCs جهت القاء  دکبالتيشده با کلر شنيپره کاند
 .انجام شد ياز اوارکتوم ياستخوان  ناش يماده مبتلا به پوک ييصحرا يهاموش يبر رو يپوکسيه

 يپوک شرفتيماه، پ 5/3دو طرفه قرار گرفتند و بعد از  ياوارکتوم يماده تحت جراح ييسر موش صحرا 24 ها:مواد و روش
به سه گروه شم )کنترل(،  واناتيانجام شد. سپس، ح يتومتريدانس يابياسکن و با ارز يت يس استخوان با استفاده از روش

و  hAD-MSCs، (Phosphate Buffered Saline; PBS) نيلفسفات بافر سا بيشدند و به ترت ميتقس يپوکسيو ه ينورموکس
hAD-MSCs کردند. دو ماه  افتيدر يدم ديور قيساعت را از طر 48به مدت  دکبالتيکلر کروموليم 100شده با  شنيپره کاند

 Hypoxia-inducible) يپوکسيکننده هفاکتور القاء يسمت راست و چپ جهت بررس ايبيت يهااز استخوان يبرداربعد، نمونه

factor-1α; HIF-1α) رشد  يفاکتورها نيچنبا روش وسترن بلات و هم(Insulin-like Growth Factor; IGF1  وTransforming 

Growth Factor Beta; TGFβ) يالتهاب شيپ يهانيتوکيو س (Tumor Necrosis Factor Alpha; TNFα  وInterleukin-1beta; 

IL-1β)  به روشEnzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) انجام شد. 
کننده افتيدر يهابا گروه سهيدر مقا دکبالتيشده با کلر شنيپره کاند hAD-MSCsکننده افتيدر گروه در ها:يافته

( و P<001/0و >01/0 P)  IGF-Iانيب شي(، افزاP<001/0و  >01/0P)  HIF-1αانيب شيافزا بيبه ترت PBSو  ينورموکس يهاسلول
TGF-β  (05/0P<  01/0و>Pو کاهش ب )اني TNF-α وIL-1β  (001/0P<  01/0و>Pمشاهده شد ). 

 شيبر افزا دکبالتيشده با کلر شنيپره کاند hAD-MSCs يو اثربخش ييکارا شيمنجر به افزا دکبالتيکلر گيري:نتيجه
 .شد HIF-1α انيب شيافزا قياز طر يالتهاب شيپ يهانيتوکيس انيرشد و کاهش ب يترشح فاکتورها

  
 يانسان يمشتق شده از چرب يميمزانش ياديبن يهالکبالت، سلو ديکلر ،يپوکسياستخوان، ه يپوکهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
است که  ياسکلت ستميس کيمتابول يمارياستخوان ب يپوک

. [1] شوديساختار استخوان مشخص م زير بيتخر لهيوسهب
ها استئوبلاست تيفعال دهد،ياستخوان رخ م يپوک کهيزمان

 شيها افزااستئوکلاست تيفعال کهيدر حال افته،يکاهش 
و جذب استخوان از  يريگشکل نيتعادل ب جهيدر نت ابد،ييم
 شيو افزا يرفته و منجر به از دست رفتن توده استخوان نيب

 [.2] شودياستخوان م يشکستگ

 24/11/1402 تاريخ پذيرش: 1402 /23/6 تاريخ دريافت:                                   sfallahnejad@gmail.com                 91256479090 تلفن:نويسنده مسئول،  *
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استخوان  يپوک ينقص استروژن علت اصل ائسهيزنان  در
و  يدر رشد دستگاه اسکلت ياهياست. استروژن نقش پا

استروژن دارد.  رندهيگ قيهموستاز استخوان از طر
هاي ها همانند بسياري از سلولها و استئوسيتاستئوبلاست

؛ از [3]تروژن هستند هاي اختصاصي براي اسبدن داراي گيرنده
دليل کاهش  ها در زمان يائسگي بهعملکرد اين سلول واين ر

 [.4]شود استروژن مختل مي
استخوان  يسرعت بازساز عيدر تسر يمتعدد يهاسميمکان
 ديتول شيکمبود استروژن نقش دارند که شامل افزا طيدر شرا

 Tumor necrosisآلفا يفاکتور نکروز تومور يهانيتوکيس

factor alpha (TNFα)کي نينترلوکي، اInterleukin-1 (IL-1) 

 طيز محيدر ر Interleukin-beta (IL-β) بتا نينترلوکيو ا
در  يرشد موضع يآزاد شدن فاکتورها شيو افزا [5]استخوان 

 تيوجود، تقو نيپاسخ به جذب استخوان است. با ا
بوده و  ياستخوان در برابر جذب استخوان ناکاف يريگشکل

 [.6] شوديعدم تعادل منجر به از دست رفتن استخوان م نيا
 Mesenchymal Stem Cells يميمزانش ياديبن يهاسلول

(MSCs)خود  تيظرف يهستند که دارا يياستروما يها، سلول
ها سلول نيرا دارند. ا يرده سلول نيبه چند زيو تما ينوساز

 ت،يها مانند استئوبلاست، کندروساز سلول يبه انواع تواننديم
 [.7] ابندي زيو نورون تما تيپوسيآد

بافت  يمهندس يهاکياستفاده از تکن ر،ياخ يهادهه در
 يو استخوان يغضروف يهايماريبر سلول در درمان ب يمبتن
با  ياديبن يهاسلول ريو تکث دي. تول[8]شده است  شنهاديپ
با  ژهيبافت، به و يدرمان با سلول و بازساز يبالا برا تيفيک

و  مهاجرت ر،يتکث يبرا ياديبن يهاسلول تيتوجه به قابل
 يهااز چالش يکيحال،  نياست. با ا يضرور يامر ز،يتما

 يهااز بافت ياديبن يهااز سلول يتعداد کاف ريموجود، تکث
کشت  طيکشت دراز مدت در مح ريمحدود است. به علاوه، تاث

 ديمانند اختلالات تول ،ياديبن يهاسلول يبقا تيقابل يبر رو
 يبقاء سلول زاني. م[9]است  گريچالش بزرگ د کي ر،يو تکث

که  ياگونههب باشد،يکم م ياديبن يهاسلول ينيدر استفاده بال
ساعت اول  24 يدر ط ياديبن يهادرصد سلول 90از  شيب
 [.10] رنديگيآپوپتوز قرار م ايتحت نکروز  ونديپ

از پژوهشگران از  ياريتوجه به موارد فوق، بس با
 MSCs کشت طيشرا يسازنهيمختلف جهت به يهاياستراتژ

. [11]کشت استفاده کردند  طيدر مح يبهبود رفتار سلول يبرا
 طيها تحت شراسلول ينگهدار ها،ياستراتژ نيا انياز م

را به  نياز محقق ياريها توجه بسقبل از استفاده آن يپوکسيه
 [.12]خود جلب کرده است 

 ژنيکاهش غلظت اکس لهيبه وس اي يپوکسيه ،يطور کل به
 ،ييايميبا استفاده از عوامل ش اي يپوکسيه يهاجو در اتاق
 طيدر شرا Cobalt Chloride (CoCl2) دکبالتيمانند کلر

دو روش  ني. از بشوديم جاديا (in vitro) يشگاهيآزما
در  ييايمياستفاده از عوامل ش ،يپوکسيکننده هالقاء
 نيا رايتر است، زجذاب يروش يقاتيتحق يهاشگاهياآزم

و  کننديرا حفظ م ژنيدارند، فشار اکس يترکم نهيها هزروش
 يهاکه، اتاق يهستند. در حال يپوکسيه يهااز اتاق دارتريپا
در کنترل و حفظ  يگران و نامطلوب بوده و مشکلات يپوکسيه

 [.13]دارند  زيثابت را ن ژنيفشار اکس
و همکاران  Nowak-Stępniowskaکه توسط  يامطالعه
کردن  شنيانجام شد، نشان داد که پره کاند 2022در سال 

زنده ماندن  زانيم تيمنجر به تقو يپوکسيه طيمح ها درسلول
و  يزائو رگ شوديم کيسکميو ا يپوکسيه طيها در محسلول
 بودبه in vivoو  in vitro طيرا در مح يسازاستخوان تيظرف
 اني( ب2018و همکاران ) Zhang . در واقع،[14] بخشديم

منجر  يپوکسيه طيها در محکردن سلول شنيکردند که پره کاند
 تيو تقو زيمهاجرت و تما ميتنظ ب،يمقاومت به آس شيبه افزا

 طيمح که،ني. با توجه به ا[15] شوديرشد م يترشح فاکتورها
و نقش  باشديم کيپوکسيه طيمح کيمغز استخوان 

 س،يدر روند استئوژنز يالتهاب يهانيتوکيرشد و س يفاکتورها
مشابه مغز  يطيکه در مح ياديبن يهااستفاده از سلول نيبنابرا

 يدرمان ريتاث زانيم تواندياستخوان کشت داده شده باشند، م
 نيا ياساس، هدف اصل نيدهد. بر هم شيها را افزاسلول نيا

مشتق  يميمزانش ياديبن يهاسلول قيتزر ريتأث يمطالعه بررس
کبالت بر  ديشده با کلر شنيپره کاند يانسان يشده از چرب

ماده مبتلا  يهاو رشد در موش يالتهاب يترشح فاکتورها زانيم
 .باشديم ياز اوارکتوم ياستخوان ناش يبه پوک
 

 هامواد و روش
ماده  ييسر موش صحرا 24.(In vivo)  یوانیمرحله ح

شد.  هيگرم ته 220تا  160با وزن  ستاريماهه نژاد و 2بالغ 
در  يشگاهيآزما واناتيکار با ح يبرا ياصول اخلاق پزشک

 صورتني. به اديمراعات گرد قيتحق يمراحل کار عمل هيکل
آزاد به آب و خوراک استاندارد )شرکت بهپرور،  يکه، دسترس
 يدما طيمخصوص با شرا يهاقفس در( داشتند و رانيتهران، ا
درصد و چرخه  65-55رطوبت  گراد،يدرجه سانت 22حدود 

 هيشدند. کل يساعت، نگهدار 12 ييو روشنا يکيتار
اخلاق دانشگاه علوم  تهيکم دييمورد تا يشيآزما يهاروش
قرار  IR.MUMS.REC.971869 مشهد با کد اخلاق يپزشک
 .گرفت
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 یمدل پوک جادی( جهت ایها )اوارکتومتخمدان برداشتن
 ,Rotex) نيکتام بياز ترک يهوشيجهت ب ابتدا. استخوان

Germany) زانيبه م mg/kg 50 ان،ي)جابر بن ح ازپاميو د 
 يداخل عضلان قيصورت تزرهب mg/kg5 زاني( به مرانيا

ها به پهلو ها، موششدن موش هوشياستفاده شد. پس از ب
 2 يبيدو طرفه به طول تقر يخوابانده شده و برش پوست

شد و  جاديا لياستر طيتحت شرا يه کمريدر ناح متريسانت
لوله تخمدان به همراه تخمدان  ه،يپس از برش عضلات ناح

از لوله  ي. سپس، تخمدان به همراه بخش کوچکديخارج گرد
لوله تخمدان وارد حفره  يمابق تا  يتخمدان برداشته شد و نها

 کيوتيبيشدند. از آنت هيبخ هيشکم شده، عضلات و پوست ناح
به  mg/kg 50 زاني( به مرانيا ان،ي)جابر بن ح اکسونيسفتر

از  يريجهت جلوگ رانهيشگيصورت پهبساعت  48مدت 
 [.16]استفاده شد  يکروبيم يهايآلودگ
توسط  یاستخوان تهیدانس نییاستخوان با تع یپوک دییتأ

 دييجهت تأ يماه پس از اوارکتوم ميو ن سه. اسکن یت یس
هر دو سمت با  ايبيت يهااستخوان تهياستخوان، دانس يپوک

 بيها با استفاده از ترکشد. موش نيياسکن تع يت يروش س
( ازپاميد mg/kg 5 و نيکتام mg/kg50) ازپاميد/نيکتام

قرار  يعموم يهوشيتحت ب يداخل صفاق قيصورت تزرهب
 يت يهر دو سمت با دستگاه س ايبيت يهاگرفته و استخوان

( با ياز نوع انسان) (Toshiba Aquilion 16, Japan) اسکن
 KV=100, ma=50, sections=2 mm, and)طيشرا

FOU=240 mm) تهيو دانس يبررس ستيولوژيو توسط راد 
  (Hounsfield unit; HU) لديبا واحد هانسف ياستخوان

ها از گروه ستيولوژيراد ه. لازم بذکر است ک[17]گزارش شد 
و  لديواحد هانسف سهينداشت. پس از مقا ياطلاعات گونهچيه
انجام شد:  صورتنيبه ا يبنداستخوان، گروه يپوک دييتا

 نيکننده فسفات بافر سالافتيشده در ياوارکتوم يهاموش
(Phosphate Buffer Saline (PBS) (8  ،)سر: گروه شم

 ينورموکس يهاکننده سلولافتيشده در ياوارکتوم يهاموش
شده  ياوارکتوم يها( و موشيسر: گروه نورموکس 8)
  ي(.پوکسيسر: گروه ه 8) يپوکسيه يهاکننده سلولافتيدر

 (In vitro)  یشگاهیآزما مرحله
 یمشتق شده از چرب یمیمزانش يادیبن يهاسلول هیته
 يمشتق شده از چرب يميمزانش ياديبن يهاسلول. یانسان
 Human Adipose-Derived Mesenchymal Stem يانسان

Cells; (hAD-MSCs) ( ( با راني)کشور ا اختهياز شرکت بن
 .شد هيته IR.MUMS.REC.1398.126 کد

  نهیو انتخاب دوز به یسلول تیسم یبررس

 Dulbecco's modified Eagle's کشت طيمح در

medium (DMEM) (Gibco) درصد فسفات بافر  10 يحاو
درصد  Fetal Bovine Serum (Gibco)،1 (FBS) نيسال
 ;Penicillin-Streptomycin)نيسياسترپتوما/نيليسيپن

Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, 

) USA 37 يسلول در هر چاهک در دما 1×410با تراکم 
 يکشت داده شدند. برا CO2 درصد 5و  گراديدرجه سانت

پاساژ  يهاکبالت، از سلول ديدست آوردن دوز مناسب کلرهب
سلول در هر  5000حدود منظور در  نياستفاده شد. بد 4

ها در دو زمان خانه کاشته و سلول 24 يهاتيکروپليچاهک م
 کروموليم 400و  200، 100ساعت با سه دوز  48و  24
 Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa)کبالت ديکلر

Cruz, CA, USA) هر دوز  يشدند. لازم بذکر است برا ماريت
 (MTT)  صورت گرفت وبه همراه کنترل  کيولوژيتکرار ب 5

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (Sigma, St. Louis, MO)  دوز مناسب  نييتع يبرا
مطالعه  يبرا ماريزمان ت نيدوز و بهتر نيانجام شد تا بهتر

ها خارج سلول ييرو طيمح مار،ي. پس از تديدست آهب ياصل
ه هر چاهک ب PBS اشو بوبار شست 3-2شد و بعد از 

 30کشت و  طيمح رتيکروليم 270خانه  24 تيکروپليم
ساعت در  4اضافه شد و به مدت  MTT ولمحل رتيکروليم

مدت،  نيقرار داده شد. پس از سپري شدن ا  CO2انکوباتور
اي هو به منظور حل شدن بلور هيهر چاهک تخل ييرو طيمح

 Dimethylديسولفوکسا ليمت يد تريکروليم 300فورمازان 

Sulfoxide (DMSO) (Sigma, St. Louis, MO) ها به آن
قرار  يکياق و تاردر دماي ات قهيدق 20دت اضافه شد و به م

از محتوي  تريکروليم 100مدت،  نيداده شد. بعد از گذشت ا
هاي مشخص از ه چاهکخانه ب 24 تيکروپليک از مهر چاه

ها در محلول يجذب نورخانه منتقل شد.  96 تيکروپليم کي
 ELISA نانومتر با استفاده از دستگاه 570 ينور فيط

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) reader 

 Anthos 2020 ساخت کشور انگلستان و با مشخصات

Microplate Readers, Biochrom Ltd., UK  خوانده شد
 .بار تکرار شد 4 شيهر گروه آزما ي. برا[18]

 یمشتق شده از چرب یمیمزانش يادیبن يهاسلول قیتزر
، MTT با روش نهيدست آوردن دوز بههاز ب پس. یانسان
 ميتقس يپوکسيو ه يبه دو گروه نورموکس 4پاساژ  يهاسلول

 DMEM کشت طيها در محسلول يشدند. در گروه نورموکس

 نيسياسترپتوما/نيليسيدرصد پن 1و  FBS درصد 10 يحاو
علاوه بر موارد ذکر شده  يپوکسيکشت داده شدند و در گروه ه

. ديکشت اضافه گرد طيبه مح زيکبالت ن ديکلر کروموليم 100
ساعت کشت داده شدند و  48هر دو گروه به مدت  يهاسلول
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 ديور قيو از طر يستميساعت به روش س 48پس از گذشت 
و  يپوکسيو ه يگروه نورموکس يهابه موش سلول 106 ،يدم
شد. دو ماه پس از  قيبه گروه شم تزر PBS يسيس 5/0

ساق،  هيمداخله، با جدا کردن پوست و عضلات ناح
و  ديطور کامل خارج گردهچپ و راست ب ايبيت يهااستخوان

قرار داده شدند. سپس،  گراديدرجه سانت 70 يمنف خچاليدر 
-Hypoxia يپوکسيکننده هفاکتور القاء يابيجهت ارز

inducible factor-1α (HIF-1α) بلات و از روش وسترن
 Insulin-like Growth رشد يفاکتورها يابيجهت ارز

Factors (IGF-1) (Cat No: MG100, R&D, USA)  و 
(TGF-β) Transforming Growth Factor Beta  (Cat No: 

DB100C, R&D, USA)  يالتهاب شيپ يهانيتوکيو س 

(TNF-α) Tumor Necrosis Factor Alpha (Cat No: 

RTA00, R&D, USA)  و(IL-1β) Interleukin-1beta  

(Cat No: RLB00, R&D, USA)  استفاده  زاياز روش الا
 [.19]شد 

در ابتدا،  ن،يمنظور استخراج پروتئ به. وسترن بلات روش
 Pro-PRETM  (iNtRON يسلول زيمحلول ل تريکروليم 100

Biotechnology, Korea)  مشتق شده از  يهاسلول يرا رو
 زيشد و سپس عمل ل ختهيسمت راست ر ايبياستخوان ت

انجام شد. بعد از انجام  خي يبر رو زريها با کمک هموژناسلول
 -20 يدر دما قهيدق 20به مدت  يلولس قيتعل ،يسلول زيل

 ونيشدند. سرانجام، سوسپانس ينگهدار گراديسانتدرجه 
 زيل يهاو سلول يسلول زيمحلول ل يدست آمده حاوهب يسلول

 4 يدر دما قهيدق 15به مدت  قهيدور در دق 13000شده را با 
 ,Hettich universal 320R) وژيفيسانتر گراديسانتدرجه 

Germany) هموژن برداشته  دستکي ييکرده و محلول بالا
با  يسنجنيتوسط روش پروتئ ييشد. سپس، محلول بالا

 BCA (iNtRON يسنجنياستفاده از روش پروتئ

Biotechnology, Korea)  و دستگاه
 ,Smartspec Plus spectrophotometer)ياسپکتوفتومتر

Bio-Rad) محاسبه شد. 
 يعمود ستميمطالعه از س نيا در بلاتانجام وسترن  يبرا

TV100 (Scie-Plas Ltd, UK)   10×10 يژل يهاتيونيبا 
 (Consort-EV202 (Sigma)) دستگاه مولد برق و يمتريسانت

از  کروگرميم 15استفاده شد. به طور خلاصه، مقدار 
با استفاده  اءياح طيبرداشته و تحت شرا ينيپروتئ يهامحلول

( يژل فوقان) SDS-PAGE ژل يبر گود لتونياز سرنگ هم
-pre مارکر نيپروتئ هاياز گود يکيشدند. در  يبارگذار

stained (Fermentas, USA) شدند. در مرحله  يبارگذار زين
ژل  يران شده در طول ستون عمود يهانيپروتئ نگ،يترانسفر

 (PVDF) اف يد يو يکاغذ پ يکرومتريم 2/0 يبه غشاها

با  PVDF انتقال داده شدند. سپس، غشاء Bio-Rad کتشر
 20 نيتوئ يحاو نيبافر سال -سياستفاده از محلول تر

(TBST) Tris-buffered saline, 0.1% Tween 20   و
 Bovine Serum Albumin 5 (BSA)  يسرم گاو نيآلبوم

 يبرا شگاهيآزما يساعت در دما 1به مدت  (Sigma) درصد
 بلوک شدند. کاغذ يراختصاصيغ يهانيبلوکه کردن پروتئ

PVDF از محلول TBST کننده خارج شد و بابلوک TBST 

1X هياول يبادي. آنتشو شدوشست anti-HI1α (Cat No: 

orb216126; Biorbyt, UK) يشنهاديمطابق با رقت پ 
هر  يصورت که برا نيشد. به ا قيرق TBST 1X ( با1:2500)

 TBST 1X از ml 3 با هياول يباديآنت (µL) تريکروليم 3کاغذ 

کاملا  مخلوط و به کاغذ اضافه شد. پس از گذشت مدت زمان 
(، مجددا  کاغذها گراديدرجه سانت 4 يشب در دما کيلازم )

شو وشست TBST 1X با قهيدق 10بار و هر بار به مدت  3
به منظور حذف  PVDF غشاء ،يبعد يشد. در مرحله

بار هر کدام  TBST 1X 3 توسط محلول ياضاف يهايباديآنت
 هيثانو يهايباديشو و سرانجام آنتوشست قهيدق 10به مدت 

 :Horseradish Peroxidase (HRP) (Cat No  کونژوگه با

ab7074; Biotin, abcam)  ديآماده گرد 1:1000با رقت .
 از ml 3 با هيثانو يباديآنت  µL   1هر کاغذ يبرا ،يعني

TBST 1X  کاملا  مخلوط و به کاغذ PVDF شد. در  ختهير
 ميتنظ ميظرف روي راکر در حالت تکان ملا زياين مرحله ن

 يساعت در دما کيشد. پس از گذشت مدت زمان لازم )
 با قهيدق 10بار و هر بار به مدت  3اتاق(، مجددا  کاغذها 

TBST 1X شو شد. سپس، جهت ظاهر شدن باندها، به وشست
( تريليليم 500) 2O2H ( وتريليليم 500) ECL ها محلولبلات

بلات  يرا رو وگرافيراد لميزده شد و به محض مشاهده نور ف
را در محلول ظهور و سپس  وگرافيراد لميگذاشته و سپس ف
 Gel Analyser افزارتوسط نرم ت،ي. در نهاميثبوت قرار داد

سطح  ريشدند. سپس، مساحت ز زيباندها ظاهر شده را آنال
 ي)برا نياکت-بتا يعنيو کنترل آن  اکتورهر ف يبرا يمنحن

 Cat No: 4967; cell signaling)نرماليزه کردن پروتئين

technology, (USA) ميبا تقس يمحاسبه شده و شدت نسب 
سطح  ريهر فاکتور به مساحت ز يسطح منحن ريمساحت ز

هر  يرا با گروه کنترل برا جيبه دست آمد. نتا نياکت-بتا يمنحت
 [.20]شد  سهيمقا هالکدام از سلو

 يهانیتوکیرشد و س يترشح فاکتورها زانیم یبررس
 زایبه روش الا ایبیت یدر بافت استخوان یالتهابشیپ

 :Cat No) رشد يترشح فاکتورها زانيم يبررس جهت

MG100, R&D,USA) IGF-1   و (Cat No: DB100C, 

R&D,USA) TGF-β يالتهابشيپ يهانيتوکيو س (Cat No: 
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RTA00, R&D,USA) TNF-α  و(Cat No: RLB00, 

R&D,USA) IL-1β  سمت چپ، دو  ايبيت در بافت استخوان
و  زايبه روش الا فاکتورها نيترشح ا زانيماه پس از مداخله م
 يحاو تيشد. هر ک يريگاندازه تيطبق پروتکل ک

 براتور،ياستاندارد، کنترل، کونژوگه، کال يهامحلول ت،يکروپليم
 .بود B و A يرنگ يهاشو و معرفوکننده، بافر شستمتوقف

 تيک يها طبق راهنماها و محلولنمونه يسازآماده مراحل
رشد  يهاترشح فاکتور زانيم يانجام شد و سپس جهت بررس

 بيمراحل به ترت نيصورت گرفت. ا بيبه ترت ريمراحل ز
 تريکروليم 50بودند: در ابتدا، اضافه کردن  ريشامل موارد ز

که  تيکموجود در  تيکروپليبه هر چاهک م براتوريمحلول کال
فاکتور رشد  يمونوکلونال مخصوص برا يباديتوسط آنت

 يهااز محلول تريکروليم 50شده است و سپس  دهيپوش
استاندارد، کنترل و نمونه )بافت استخوان( به هر چاهک اضافه 

. بعد از دياتاق انکوبه گرد يدر دما قهيدق 20شد و به مدت 
 شووتشو با بافر شسوکردن هر چاهک و شست رهيآن، آسپ

محلول کونژوگه به هر چاهک  تريکروليم 100، انجام شد
. در دياتاق انکوبه گرد يساعت در دما 2اضافه شد و به مدت 

محلول سوبسترا به هر چاهک  تريکروليم 100ادامه کار، 
 د،ياتاق انکوبه گرد يدر دما قهيدق 30اضافه شد، به مدت 

شد و  ضافهکننده به هر چاهک امحلول متوقف تريکروليم 100
نانومتر با  570 ينور فيها در طمحلول يجذب نور تيدر نها

ساخت کشور انگلستان و  ELISA- reader استفاده از دستگاه
 ,Anthos 2020 Microplate Readers با مشخصات

Biochrom Ltd., UK  زانيم نييتع ي. برا[21]خوانده شد 
ر به طو يالتهابشيپ يهانيتوکيرشد و س يترشح فاکتورها

 .بار تکرار شد 4 شيهر گروه آزما يجداگانه برا
آماري با استفاده  ليو تحل هيتجز. يآمار لیو تحل هیتجز
 8( نسخه Pad Graph Prism) زميافزار گراف پد پراز نرم

کرامر  يطرفه و آزمون توک کي انسيوار زيانجام شد. از آنال
 يهاي تجربگروه نيب يداريهاي معنتفاوت يابيبراي ارز

ارائه شدند.  اريمع انحراف ± نيانگيورت ماستفاده شد و به ص
05/0P<  در نظر گرفته  داريتفاوت آماري معن کيبه عنوان
 .شد

 
 نتايج

 ميو ن سه. استخوان یپوک دییجهت تا يتومتریدانس جینتا
 تهياستخوان، دانس يپوک دييجهت تأ يماه پس از اوارکتوم

 نيياسکن تع يت يهر دو سمت با روش س ايبيت يهااستخوان
شده  ياوارکتوم يهاموش لديواحد هانسف سهيشد. پس از مقا

فوق قرار  يکه تحت جراح ييهاموش با( 54/0±16/508)

 دييتا اناستخو يپوک وقوع( 16/681±43/6نگرفته بودند )
 .(>001/0Pشد )

 يادیبن يهاکبالت بر زنده ماندن سلول دیکلر اثرات
 تيتست سم جينتا. یانسان یمشتق شده از چرب یمیمزانش
شدن  شنينشان داد که پره کاند MTTبا روش  يسلول
با  يانسان يمشتق شده از چرب يميمزانش ياديبن يهاسلول
( کروموليم 400و  200، 100کبالت ) ديمختلف کلر يدوزها

ها ساعت منجر به کاهش زنده ماندن سلول 48و  24به مدت 
پره  حال، ني(. با ا>001/0Pکنترل شد )نسبت به گروه 

کبالت به  ديکلر کروموليم 100ها با شدن سلول شنيکاند
با  سهيزنده ماندن را در مقا زانيم نيترشيساعت ب 48مدت 
(. دوز >001/0Pنشان داد ) کروموليم 400و  200 يدوزها
 نيترشيساعت ب 48کبالت به مدت  ديکلر کروموليم 400

 يمشتق شده از چرب يميمزانش ياديبن يهامرگ سلول زانيم
 (.1( )شکل >001/0P) دهديرا نشان م يانسان

 
ی مشتق شده از میمزانش یادیبن یهازنده ماندن سلول یابیارز .1شکل 

 400و  200، 100مختلف ) یدوزهااز مواجهه با پس بافت چربی انسانی 
، در ***p < 001/0ساعت.  48و  24به مدت  کلرید کبالت( کرومولیم

، 100های دریافت کننده کلرید کبالت با دوزهای مختلف با گروه سهیمقا
در  ،###p < 001/0و  ساعت 48و  24به مدت  کرومولیم 400و  200

 100های دریافت کننده کلرید کبالت با دوزهای مختلف گروه با سهیمقا
 . ساعت 48و  24به مدت  کرومولیم 200 و

 
 یبا روش س ایبیت یبافت استخوان تهیدانس یابیارز جینتا

اسکن  يت يماه پس از مداخله با استفاده از س دو. اسکن یت
و  يشم، نورموکس يهادر گروه يکال استخوان تهيدانس
 لديعدد هانسف سهيقرار گرفت و مقا يابيمورد ارز يپوکسيه

 يو گروه شم اختلاف آمار يپوکسيگروه ه نينشان داد که ب
و  يپوکسيگروه ه ني( اما ب>01/0Pوجود دارد ) يداريمعن
 (.2دار نبوده است )شکلياختلاف معن يوکسنورم

به روش  یپوکسیکننده هفاکتور القاء انیب یابیارز جینتا
 يپوکسيکننده هفاکتور القاء انيب يابيارز جينتا. وسترن بلات

(HIF-1αدر بافت استخوان ت )سمت راست به روش  ايبي
 يپوکسيفاکتور در گروه ه نيا انيوسترن بلات نشان داد که ب

ساعت(  48کبالت به مدت  ديکلر کروموليم 100)با دوز 
( >05/0P) ي( و نورموکس>001/0Pشم ) يهانسبت به گروه
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گروه  نيکه، ب ياست. در حال افتهي شيافزا يداريمعن ربه طو
مشاهده نشده است  يداريمعن يو شم تفاوت آمار ينورموکس
 (.3)شکل 
 

 
 100سلولهای مواجهه یافته در شرایط هیپوکسی )با دوز  اثرات .2لشک

عدد ی روبر  ساعت( و نورموکسی 48میکرومول کلریدکبالت به مدت 
با  سهی، در مقاp** < 01/0. استخوان تیبیا راست یا چپبافت  لدیهانسف
 شم. گروه 

 

 100سلولهای مواجهه یافته در شرایط هیپوکسی )با دوز  اثرات: ۳ل شک
بیان  یروبر  ساعت( و نورموکسی 48میکرومول کلرید کبالت به مدت 

 < 001/0. استخوان تیبیا سمت راستبافت در  HIF-1αپروتئین 
***p05/0شم و با گروه  سهی، در مقا > #p، گروه  با سهیدر مقا

برای مقایسه  #پوکسی با شم و نورموکسی. )* برای مقایسه گروه هی
  باشد(.گروه هیپوکسی و نورموکسی می

 
. زایرشد به روش الا يترشح فاکتورها یابیارز جینتا
فاکتور  انينشان داده شده است ب A4که در شکل  طورهمان
سمت چپ در گروه  ايبيدر بافت استخوان ت IGF-1رشد 

 48کبالت به مدت  ديکلر کروموليم 100)با دوز  يپوکسيه
 ي( و نورموکس>001/0Pشم ) يهاساعت( نسبت به گروه

(01/0P<به طور معن )است. علاوه بر  افتهي شيافزا يداري
در گروه  ايبيدر بافت استخوان ت TGF-βفاکتور رشد  انيب ن،يا
 48کبالت به مدت  ديکلر کروموليم 100)با دوز  يپوکسيه

 ي( و نورموکس>01/0Pشم ) يهاساعت( نسبت به گروه
(05/0P<به طور معن )شکل  افتهي شيافزا يداري( استB4 .)

رشد  يهااز فاکتور کدامچيو شم در ه يگروه نورموکس نياما، ب
و  A4مشاهده نشده است )شکل  يداريمعن يتفاوت آمار
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 100سلولهای مواجهه یافته در شرایط هیپوکسی )با دوز  اثرات: 4ل شک

 یروبر  ساعت( و نورموکسی 48میکرومول کلرید کبالت به مدت 
استخوان تیبیا بافت ( در B) TGF-β( و A) IGF-1فاکتورهای رشد 

شم و با گروه  سهیدر مقا ،p*** < 001/0و  p** < 01/0. سمت چپ
05/0 > #p  01/0و > ##p، گروه نورموکسی. )* برای  با سهیدر مقا

برای مقایسه گروه هیپوکسی و  #مقایسه گروه هیپوکسی با شم و 
 باشد(.نورموکسی می

 
به روش  یالتهاب شیپ يهانیتوکیترشح س یابیارز جینتا

 انينشان داده شده است ب A5که در شکل  طورهمان. زایالا
 ايبيدر بافت استخوان ت TNF-α يالتهاب شيپ نيتوکيترشح س

با  سهي( در مقا>001/0P) يسمت چپ در گروه نورموکس
گروه  نيب ن،يچننشان داد. هم يداريگروه شم تفاوت معن

 48کبالت به مدت  ديکلر کروموليم 100)با دوز  يپوکسيه
 ي( و نورموکس>001/0Pشم ) يهابا گروه سهيمقا رساعت( د

(05/0P<تفاوت معن )گر،يمشاهده شد. به عبارت د يداري 
 سهيدر مقا يپوکسيو ه ينورموکس يهادر گروه TNF-αمقدار 
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در  يپوکسيه در گروه TNF-αمقدار  نيچنبا گروه شم و هم
کاهش قابل توجه نشان داد. به  يبا گروه نورموکس سهيمقا
در  يپوکسيدر گروه ه TNF-αکه، کاهش ترشح  يطور
. باشديم ترشيب اريو شم بس ينورموکس يهابا گروه سهيمقا

ترشح  انينشان داده شده است که ب B5در شکل  ن،يعلاوه بر ا
سمت  ايبيدر بافت استخوان ت IL-1β يالتهاب شيپ نيتوکيس

 شمبا گروه  سهي( در مقا>01/0P) يچپ در گروه نورموکس
)با  يپوکسيگروه ه نيوجود دارد. بعلاوه، ب يداريتفاوت معن

ساعت( در  48به مدت  دکبالتيکلر کروموليم 100دوز 
( >05/0P) ي( و نورموکس>001/0Pشم ) يهابا گروه سهيمقا

 IL-1βمقدار  گر،يوجود دارد. به عبارت د يداريتفاوت معن
گروه شم و  با سهيدر مقا يپوکسيو ه ينورموکس يهادر گروه

با گروه  سهيدر مقا يپوکسيه در گروه IL-1βمقدار  نيچنهم
که، کاهش  يکاهش قابل توجه نشان داد. به طور ينورموکس
 يهابا گروه سهيدر مقا يپوکسيدر گروه ه IL-1βترشح 
 .باشديم ترشيب اريو شم بس ينورموکس
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 100سلولهای مواجهه یافته در شرایط هیپوکسی )با دوز  اثرات: 5 شکل

 یروبر  ساعت( و نورموکسی 48میکرومول کلرید کبالت به مدت 
بافت ( در B) IL-1β( و A) TNF-αی شامل التهاب شیپ یهانیتوکیس

 < 001/0و  p، 01/0 > ##p*** < 001/0. استخوان تیبیا سمت چپ
###p ،05/0شم و  با گروه سهیدر مقا > $p، با گروه  سهیدر مقا

برای مقایسه گروه نورموکسی  #( B( و )Aنورموکسی. )در هر دو شکل )
برای مقایسه گروه  $با شم، * برای مقایسه گروه هیپوکسی با شم و 

 باشد(.هیپوکسی و نورموکسی می
 

 گيریبحث و نتيجه
 يميمزانش ياديبن يهاسلول قيمطالعه اثر تزر نيدر ا

 Human Adipose-Derived) يانسان يمشتق شده از چرب

Mesenchymal Stem Cells; hAD-MSCs) شنيکاندپره 
 يهادر موش يپوکسيجهت القاء ه دکبالتيشده با کلر

دهنده نشان جيقرار گرفت و نتا يشده مورد بررس ياوارکتوم
کاهش  نيچنو هم HIF-1αو  TGFβ ،IGF1ترشح  شيافزا

IL-1β  وTNFα .بود 
کننده است که در اثر از ناتوان يماريب کياستخوان  يپوک

 يعضلان ياسکلت ستمياستخوان در س کيستميدست دادن س
 د،يروئيهورمون پارات ياز دارو ري. به غشوديم جاديا

سازمان غذا و دارو عمدتا  شامل  دييمورد تأ يفعل يهادرمان
 نياستخوان است. ا ليشان مهار تحلهستند که هدف يعوامل

 جهيهمراه هستند و در نت يجد يها با عوارض جانبنوع درمان
استخوان  يدرمان پوک يبرا نيگزيجا کرديرو کيبه  ازين
 .[23] باشديم

مغز استخوان،  MSCsعملکرد نادرست  کهنيتوجه به ا با
؛ [24]استخوان نقش دارد  يعارضه پوک شرفتيعمدتا  در پ

مغز استخوان  MSCs کياستئوژن زيبهبود تما نيبنابرا
 يمبتلا به پوک مارانيممکن است در درمان ب کياستئوپروت

 .[25]باشد  ياستخوان کاربرد
منبع  نيترو شناخته شده نيکه مغز استخوان، اول اگرچه

MSCs نمونه از مغز استخوان  يآوراست، اما روش جمع
 نيا زياو تم ريتعداد، توان تکث ن،يچناست. هم يتهاجم يروش
 نياول وستئوم،ي. پر[26] ابدييسن، کاهش م شيها با افزاسلول
شرکت  ،ياستخوان و شکستگ ميهستند که در ترم ييهاسلول

بافت  يدر مهندس توانيها نمسلول ني، اما از ا[27] کننديم
 يهيلا نيا يجداساز ياستفاده کرد. چرا که علاوه بر دشوار

بر هموستاز و  وستئومياستخوان، برداشت پر ياز رو يسلول
 نيدارد. وجود چن يبافت استخوان، اثر منف يعيبهبود طب

را جهت انجام  MSCs نيگزيبه منابع جا يدسترس ،يطيشرا
از نظر  ي. بافت چربکنديطلب م ،ينيو بال ياهيمطالعات پا
با  يتفاوت يزيکشت و قدرت تما طيدر مح يرفتار سلول

 ن،يچن. هم[28]مشتق شده از مغز استخوان ندارند  يهاسلول
MSCs برخوردار  يترشيب يريخودتکث يياز توانا ،يچرب
تر کم ميتقس زمانمدت،  يطولان يو در پاساژها [29]هستند 

 نيکه وجود چن [30]را دارند  يترشيب يمانو درصد زنده
منبع  ،يبافت چرب MSCsکه  شوديسبب م ييهايژگيو

 محسوب شوند.  کينيدر کل يسلول درمان يبرا يمناسب
 شرفتيمغز استخوان، عمدتا  در پ MSCs نادرست عملکرد
  AD-MSCs قي؛ تزر[31]استخوان نقش دارد  يعارضه پوک
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 شياستخوان را بهبود بخشد و باعث افزا يپوک طيشرا توانديم
را  ييزااستخوان نديشود که فرا يرشد يترشح فاکتورها

قادر به ترشح  AD-MSCs . در واقع،[32] کننديم ليتسه
رشد مانند فاکتور رشد مشتق از پلاکت، فاکتور  يکتورهافا

. [33] باشنديم TGF-β1رشد  يو فاکتورها نيرشد شبه انسول
 2022و همکاران در سال  Moدر مطالعه انجام شده توسط 

  MSCs ياستخوان زيبر تما يالتهاب طيمح زيمشاهده شد که ر
 يهانقش IL-1βو  TNF-αکه،  ي. به طورگذارديم ريتأث

 يرهايمس قياز طر MSCs يسازاستخوان زيدر تما يمتفاوت
شواهد نشان  ن،يچن. هم[34] کننديم فايمختلف ا گناليس
 بيتخر ميدر تنظ ينقش مهم يالتهاب يهانيتوکيکه س دهديم

 TGF-β. فاکتور رشد [35]استخوان و استئوبلاستوژنز دارند 
. کنديم فايا ياستخوان پس از تولد نقش مهم يدر بازساز

ها و استئوبلاست ريتکث TGF-βگزارش نشان دادند که  نيچند
 ن،يچن. هم[36] کنديم کيها را تحراستئوبلاست هياول زيتما

IGF1 هياول زيتما MSCs کنديم ميها را تنظبه استئوبلاست 
 يپوکسيه راتياساس، در مطالعه حاضر به تاث ني. بر هم[37]

 شده است. داختهفاکتورها پر نيا انيب زانيبر م
منحصر به فرد قرار  طيمح زير کيدر  ياديبن يهاسلول

 شونديم ميتنظ يرسلوليو غ يدارند که توسط عوامل سلول
 ياديبن يهاسلول يبر رو قاتيتحق يهااز چالش يکي. [38]

تعداد سلول با حفظ  شيافزا يبرا نهيبه طيشرا نييبالغ، تع
 يکشت معمول طي. شرا[39]است  ياديبن يهاسلول تيوضع
است.  يکيولوژيزيف طيبالاتر از شرا اريبس ژنيفشار اکس يحاو

 يريپ يدرصد( با القا 20 ژني)اکس ژنيطبق مطالعات فشار اکس
 راتييو تغ يکروموزوم يهاي، ناهنجارDNA بيزودرس، آس

 ياديبن يهاسلول يهايژگيمنجر به از دست دادن و يکيمتابول
 .[40] شوديم

 ريتکث شيمنجر به افزا يپوکسيکه ه دهدينشان م مطالعات
 يبرا يعامل ضرور کيو  شوديم يميمزانش يهادر سلول

 يپوکسي. اثرات ه[41]است  يميمزانش يهاو بلوغ سلول زيتما
-HIF يعني(، HIFs) يپوکسيکننده همعمولا  توسط عوامل القاء

1α  وHIF-2αميتنظ ،يسيرونو يفاکتور اصل کيعنوان ه، ب 
هستند که به طور  HIFژن، هدف  1000از  شي. بشوديم

 .[42] شونديم ميتوسط آن تنظ ميرمستقيغ اي ميمستق
وجود دارد  ژنياکس يغلظت انيگراد کيمغز استخوان،  در
 ياديو بن يياستروما يهاسلول يرا برا کيپوکسيه طيکه شرا

 يانجام شده بر رو قاتيتحق ن،ي. بنابرا[41] کنديم جاديا
تعادل  ،يريپ ز،يتما ر،ي، مانند تکث MSCs يهايژگيو

 طيادر شر ديبا ،يکيولوژيزيف يهايژگيو ريو سا يکيمتابول
 ها، انجام شود.سلول نيا يعيطب طيمح زيمشابه ر ک،يپوکسيه

و همکاران مشاهده  Wageggانجام شده توسط  مطالعه در
منجر  يپوکسيه طيها در شراکردن سلول شنيشد که پره کاند

. شوديانسان م يميمزانش يهاسلول زيو تما ريتکث شيبه افزا
، HIF-1α ييايميش يهاکنندهالقاء گر،يبه عبارت د

 که، ي. به طورکننديم ليانسان را تسه MSCs يسازاستخوان
نسبت به  يترکم زانيبه م کينورموکس طيدر شرا ليتسه نيا

 .[43]بود  کيپوکسيه طيشرا
 يميمزانش يهاسلول يبر رو دکبالتياثر کلر سميمکان

منجر  HIF-1α. فاکتور  شوديم ميتنظ HIF-1αعمدتا  توسط 
 ،يعروق اليسنتز کلاژن، فاکتور رشد اندوتل شيبه افزا
. در [44] شوديم يالتهاب يرشد و کاهش فاکتورها يفاکتورها

به  يپاسخ سلول يواسطه اصل کي HIF-1αواقع، فاکتور 
 ريمس يدرمان يکاردست ر،ياخ يهااست. در سال يپوکسيه

HIF-1α استخوان، مانند  کيدرمان اختلالات متابول يبرا
قرار گرفته است  ياستخوان، مورد توجه محققان ارتوپد يپوک
[45] . 

و همکارانش  Chenتوسط  2019که در سال  يامطالعه در
 کروموليم 100و  50 يبا دوزها دکبالتيانجام شد اثرات کلر

 زيمهاجرت، و تما ييآپوپتوز، توانا ر،يتکث زانيم يبر رو
 يريش يهامشتق شده از دندان ياديبن يهاسلول ياستخوان

 شنيدنشان داد که پره کان جيقرار گرفت. نتا يمورد بررس
به صورت  HIF-1αسطح  شيمنجر به افزا دکبالتيکردن با کلر

مطالعه بود.  نيراستا با ا. مطالعه ما هم[19]وابسته به دوز شد 
  hAD-MSCs کردن شنيکه، در مطالعه ما پره کاند يبه طور
ساعت منجر  48به مدت  دکبالتيکلر کروموليم 100با دوز 
چپ  ايراست  ايبيت اندر بافت استخو HIF-1α انيب شيبه افزا

شد. با  يشم و نورموکس يهانسبت به گروه يپوکسيدر گروه ه
فاکتور در  نيو نقش ا HIF-1αفاکتور  انيب شيتوجه به افزا

را گرفت که  جهينت نيا توانيساز ماستخوان يهاژن انيب
مغز استخوان در  طيمح زيمشابه ر طيشرا جاديبا ا دکبالتيکلر
پره  يروش کارامد برا کيبه عنوان  توانديم in vitro طيمح
 استفاده شود.  قيقبل از تزر  MSCs شنيکاند

و  يموضع يتوسط فاکتورها ياستئوبلاست زيو تما رشد
. [46] شوديکنترل م هانيتوکيرشد و س يفاکتورها ک،يستميس

 زيرشد و تما يندهايفرا يبرا زين TGF-β ،IGFsعلاوه بر 
 ريمس دهديدارد. مطالعات نشان م تيها اهمانواع بافت

 نترلک يبرا هاتيها و استئوسدر استئوبلاست IGF-I يگناليس
 . [47]لازم است  يسلول زيو تما ريتکث

 نگيگناليس ريرشد در مس يهافاکتور تيتوجه به اهم با
در مطالعه ما TGF-β و IGF-I دو فاکتور رشد س،ياستئوژنز

 نيترشح ا زانينشان داد که م جيقرار گرفت و نتا يمورد بررس
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کننده افتيدر گروه در ايبيفاکتور در بافت استخوان تدو 
و  يکسنورمو يهابا گروه سهيدر مقا يپوکسيه يهاسلول
 شياست. با توجه به افزا افتهي شيافزا يداريطور معنهکنترل ب

 انيب يفاکتور بر رو نيو اثر ا يپوکسيدر گروه ه HIF-1α انيب
را گرفت که  جهينت نيا توانيرشد م يو فاکتورها هانيتوکيس

مطالعه  نيدر اTGF-β و IGF-I رشد يترشح فاکتورها شيافزا
و  باشديم HIF-1αفاکتور  ياز اثر القائ يناش اديبه احتمال ز

ساز نقش استخوان يهاژن انيفاکتورها در ب نيا ياز طرف
 دکبالتيبا کلر MSCs کردن شنيپره کاند ن،يدارند. بنابرا

کرده و  ليبهبود بافت استخوان را تسه زانيممکن است م
 دهد.  شيرا افزا يسازاستخوان
سرعت از دست رفتن  عيدر تسر يمتعدد يهاسميمکان

کمبود استروژن نقش دارند که شامل  طياستخوان در شرا
استخوان  طيمح زيدر ر IL-1βو  TNFα ،IL-1 ديتول شيافزا

 يياستروما يهاو سلول T يهاتيلنفوس ها،تيتوسط منوس
به  RANKLنسبت  شياستئوبلاست همراه با افزا

 IL-1βاز حد  شيب انيب ن،يباشد. علاوه بر اياستئوپروتگرين م
اثبات شده  يالتهاب يهايماريب يولوژيزيدر پاتوف IL-6و 

در روند از دست  TNF-αکه  دهندياست. مطالعات نشان م
 يپوک شرفتيآن با پ شيرفتن استخوان موثر بوده و افزا

ترشح  زانيمطالعه م ني. در ا[48]استخوان ارتباط دارد 
در بافت استخوان  IL-1βو  TNF-α يالتهاب شيپ يهانيتوکيس
ترشح  زانينشان داد که م جيقرار گرفت و نتا يمورد بررس ايبيت
در  يپوکسيه يهاسلول کنندهافتيدر گروه در هانيتوکيس نيا

و شم  ينورموکس يهاسلول کنندهافتيدر يهابا گروه سهيمقا
در  ينورموکس وهدر گر هانيتوکيس نيا ن،يتر بود. علاوه بر اکم
طور که ذکر شد کاهش نشان داد. همان زيبا گروه شم ن سهيمقا

 يمنجر به کاهش ترشح فاکتورها HIF-1αاحتمالا  فاکتور 
 ،يپوکسيه يهاکننده سلولافتيخصوصا در گروه در ،يالتهاب
کرد که کاهش ترشح  انيب توانيم اديبه احتمال ز ن،ي. بنابراشد

از اثر فاکتور  يناش يپوکسيه روهدر گ يالتهاب يفاکتورها
HIF-1α .باشد 
 يپوکسيدهند که اثر هيمطالعات نشان م کهنيتوجه به ا با

نداشته و  يکساني حيمختلف نتا يميمزانش ياديبن يهادر سلول
باشد؛ از جمله يکبالت به نوع سلول وابسته م ديکلر ريتاث

نوع سلول  کيتوان به استفاده از هاي اين مطالعه ميمحدوديت
 يگناليآبشار س ريمس رد کهنيبا توجه به ا نيچناشاره کرد. هم

 يهانيتوکيرشد و س يعلاوه بر فاکتورها يسازاستخوان
-Plateletمانند کلاژن،  يسازاستخوان يمارکرها ،يالتهاب

Derived Growth Factor (PDGF)  ،basic Fibroblast 

Growth Factor (bFGF)  ،Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF) ،Runt-Related Transcription 

Factor 2 (RUNX2) ،Bone Morphogenetic Protein 2 

(BMP2) وReceptor Activator Of  Nfκ-B Ligand 

(RANKL) گريمارکرها از د نيا ينقش دارند عدم بررس زين 
 باشد.  يمطالعه م نيا يهاتيمحدود

-hAD شدن شنيحاضر نشان داد که پره کاند مطالعه

MSCs 48به مدت  کروموليم 100با دوز  دکبالتيبا کلر 
ترشح  شي، افزاHIF-1αفاکتور  انيب شيساعت منجر به افزا

 يترشح فاکتورهاو کاهش  TGF-β و  IGF-I رشد يفاکتورها
 توانيم جينتا نيشد. با توجه به ا IL-1βو  TNF-α يالتهاب

مغز  طيمح زيمشابه با ر طيمح کي دکبالتيکلر هگفت ک
 شيمنجر به افزا نيو ا کنديم جاديکشت ا طياستخوان در مح

 يفاکتورها انيب يشده بر رو قيتزر يهاو اثرات سلول ييکارا
شود. بر  HIF-1αفاکتور  انيب شيافزا قياز طر يرشد و التهاب

 يماريب يبرا يدر سلول درمان شوديم شنهادياساس، پ نيهم
مغز  طيمح زير طيکننده شراالقاء يهااستخوان از روش يپوک
  .استفاده شود دکبالتيخوان همانند کلرتاس

 
 تشكر و قدردانی

در گروه علوم  يقاتيپژوهش در قالب طرح تحق نيا
دانشگاه علوم  يو علوم اعصاب دانشکده پزشک حيتشر
وسيله بر خود لازم مشهد انجام شده است. بدين يپزشک

. مييو تشکر نما ريدو گروه تقد نياعضا ا ياز تمام ميدانيم
 يدانشگاه علوم پزشک يآورو فن قاتياز معاونت تحق نيچنهم

 .ميکنيم يقدردان زيحمايت مالي از اين تحقيق ن تمشهد، جه

 
 مشاركت و نقش نويسندگان

 هایانجام آزمایش، پردازی اولیه ایده: محمود گرجی ولوکلا

نهایی  بازنگری، مقالهاولیه وشتن متن ، نهاآنالیز داده، عملی

  .هاآنالیز داده، نوشتن متن اولیه مقاله: حمیده بابالو مقاله.
سمیه  .هاآنالیز داده، نوشتن متن اولیه مقاله: حامد خردمند
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Introduction: Osteoporosis (OP) is a chronic metabolic disease. Cobalt (II) chloride (CoCl2) induces favorable 

effects on hAD-MSCs (human Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells) function. This study aimed to assess the 

effects of CoCl2-preconditioned hAD-MSCs injection for hypoxia induction in female rats with ovariectomy-

induced OP. 

Materials and Methods: 24 adult female rats were subjected to bilateral ovariectomy. After 3.5 months, the OP 

progression was evaluated using CT scanning procedures with densitometric evaluation. Then, the animals were 

divided into 3 groups: sham (control), normoxia, and hypoxia groups receiving PBS (Phosphate Buffered Saline), 

hAD-MSCs, and 100 µM CoCl2-exposed hAD-MSCs for 48 h, respectively, via the tail vein. After 2 months, to 

investigate the hypoxia-inducing factor-1α (HIF-1α) by western blot analysis and to assess growth factors Insulin-

like Growth Factor (IGF1) and Transforming Growth Factor Beta (TGFβ) and pro-inflammatory cytokines Tumor 

Necrosis Factor Alpha (TNFα) and Interleukin-1beta (IL-1β) using the ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay) method, sampling of right and left tibia bone tissue markers was respectively done. 

Results: In the group receiving 100 µM CoCl2-pretreated hAD-MSCs for 48 h, compared to the groups 

receiving normoxia cells and PBS, an increase in the expression of HIF-1α (P> 0.01 and P> 0.001), IGF-I (P> 0.01 

and P>0.001), and TGF-β (P> 0.05 and P> 0.01), and a decrease in the expression of TNF-α and IL-1β (P> 0.001 

and P>0.01) were significantly observed in right and left tibia bone, respectively. 

Conclusion: CoCl2 led to increased efficiency and effectiveness of CoCl2-pretreated hAD-MSCs in reducing 

the expression of pro-inflammatory cytokines and increasing growth factors through increasing the expression of 

HIF-1α. 
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