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  ده يچك

 يدرمـان  بالا در سـلول  ميو ترم زيتما ر،يتكث ييتوانا ليبه دل) MSCs( يميمزانش ياديبن يها سلول: سابقه و هدف
ظهور علائـم   ،يقبل از استفاده درمان ياديبن يها كشت سلول رياز مشكلات در مس يكي. كنند يم فايا يمهم يها نقش

 ـتول تيبا كاهش ظرف يريپ راتييتغ. كشت است طيسلول در شرا يريپ  ـ دي  ـ يهـا  ميزآن  ـ يآنت  ـو تغ دانتياكس  راتيي
 ـظرف سهيو مقا يهدف از مطالعه حاضر بررس. راه است هم) MMPs( نازيمتالوپروتئ كسيماتر يها نيپروتئ  ـتول تي  دي
 ـ MMP-2و ) GPx( دازيپراكس ونيگلوتات و) SOD( ددسموتازيسوپراكس يدانتياكس يآنت يها ميآنز  يـي رو طيدر مح

  .است ييموش صحرا) ADSCs( يو بافت چرب) BMSCs(مشتق از مغز استخوان  يميمزانش ياديسلول بن
جـدا   يرجلـد يز يو چرب ايبيفمور و ت يها مغز استخوان يها از بافت بيبه ترت ADSCsو  BMSCs: ها مواد و روش

 ـ. كشت شـدند  يپاساژ متوال 7تا ) FBS( يگاو نيسرم جن %10شده با  يغن α-MEMطيها در مح سلول. شدند  يبررس
 يمـوگراف يو زا يميسنجش آنز يها با روش بيفاقد سرم به ترت ييرو طيدر محMMPو يدانتياكس يآنت تيفعال زانيم

  . صورت گرفت
 يدر پاسـاژها  بيبه ترت كسان،يباًيطور تقر هب GPxو  SODيها ميآنز تياز لحاظ فعال ADSCsو  BMSCs:ها يافته

از . پاساژ اسـت  نيتر ، پاساژ چهارم مناسبMMPتياز لحاظ فعال ن،يچن هم. را نشان دادند تيفعال نيتر شيب 4-6و  5
  .داد نشانها را  سلول نيسلامت غشا در ا LDHو  MDAسنجش  گر،يد يطرف

 ـ هم. است ييبالا يدانتياكس يآنت تيظرف يدارا يبافت چرب:گيري نتيجه اسـت كـه    يزمـان  4-6 يپاسـاژها  نيچن
  .سطح خود قرار دارند نيدر بالاتر ADSCsو  BMSCsدر  MMPو  يدانتياكس يآنت يها ميآنز ديتول تيظرف

  
  يسلول يريپ ناز،يمتالوپروتئ كسيماتر دانت،ياكس يآنت يها ميآنز ،يميمزانش ياديبن يها سلول: هاي كليدي واژه

  

  مقدمه
 ريتكث ييتوانا ليبه دل (MSC)يميمزانش ياديبن يها سلول

 ييسزا نقش به يو سلول درمان يميترم يبالا در پزشك زيو تما
 دارد ياديزتيها اهم آن عيآسان و كشت سر يدسترس. ]1[دارند 

 يمتـوال  يهـا  و كشت in vitroطيها در شرا سلوليدار نگه]. 2[
 ـبروز پ ز،يو تما يمورفولوژ رييتغ ر،يموجب كاهش تكث و  يري

از  ياري، در بسBMSCs. ]3[ خواهد شد يمرگ سلول امهدر اد
 يمنـابع بـافت   رياستخراج شـده از سـا   يهاMSCبا  ها يژگيو

  :ghorbanian@du.ac.ir Email                                             0232 - 5247146:نمابر09125318732:تلفننويسنده مسئول،  *
 3/9/1392:تاريخ پذيرش 20/3/1392 :تاريخ دريافت

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 k

oo
m

es
hj

ou
rn

al
.s

em
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

24
-0

8-
21

 ]
 

                             1 / 10

https://koomeshjournal.semums.ac.ir/article-1-2090-en.html


 و همكاران ميرزائيانليلا ...                                                          كسيو ماتر دانتياكس يآنت يها ميآنز رييتغ يبررس

351 
 

 شان يزيتما تيظرف زيو ن ريتكث پ،يباشند اما در فنوت يمشابه م
وجـود   يگزارشات متعـدد . ]4[ دارند ييها تفاوت گريد كيبا 

و  BMSCsپاســخ  كســان،ييكشــت سلول طيدارد كــه در شــرا
ADSCs سـلول در مرحلـه    يدار كنتـرل و نگـه  . ستيمشابه ن

 يكييمتوال يدر پاساژها زيگسترش و عدم تما تيبا قابل ريتكث
روش  ،ينـوع سـلول انتخـاب   . كشت سـلول اسـت   يازهاياز ن

 ـسن و گونـه ح  ،ياستخراج و جداساز  ـدر پد يواني  ـپ دهي  يري
ــتند  ــوثر هس ــلول م ــرا. ]5[ س ــ in vitroطيدر ش ــم يعل  رغ

هـا منجـر    مدت آن ي، كشت طولانMSCsدر  اديز يريخودتكث
 ـتكث ييبه كاهش توانا  يكـاهش تعـداد واحـدها    ز،يو تمـا  ري

پهـن و بـزرگ،    يها تعداد سلول شيافزا ،يكلن ي دهنده ليتشك
ــات ليتشـــك شيافـــزا ــيرطبيغ نيهتروكرومـ ــزا ،يعـ  شيافـ

 ـآندوژن، توقف در چرخه سلول و بروز پ يدهايسوپراكس  يري
 MSCsبـه عنـوان مثـال    . ]6[ شـود  يم سلولكرد  عمل رييو تغ

 ـ ريبار تكث 40-50انسان حدود   شـود  يشده و سپس متوقف م
 يمـوش در پاسـاژها   يهاMSCيزيتما ييتوانا نيچن هم. ]7[

امل سـن و گونـه   ش ـ يعوامل خارج. ]8[ابدي يم رييتغ ييانتها
و نـوع   طيمح ـ باتيترك ه،يها در كشت اول جانور، تراكم سلول

شــامل طــول تلــومراز، اســترس  يعوامــل داخلــ و]9[ســرم 
و  DNAيدر تـوال  ريي، تغMMPيعيرطبيغ اني، ب]10[ويداتياكس
 سـلول  يريكه باعث پ  p53و  p16, p21يها ژن انيدر ب رييتغ

 ـ يها در مقاصـد درمـان   سلول نيو عدم استفاده از ا  شـوند  يم
 هـا  دانتياكس نيعدم تعادل ب جهيدر نت ويداتياسترس اكس. ]11[

گـر   واكـنش  يهـا  واسـط و در حضـور حد  ها دانتياكس يو آنت
 ـ جاديا ژنياكس  ـ   يم  ونيداس ـيباعـث پراكس  توانـد  يشـود كـه م
موجب  جهيو در نت يسلول يو غشاها ي، چربDNAها، نيپروتئ
 فياز وظـا  ياريدر سـلول شـود و بس ـ   ويداتياكس ـ يها بيآس

 ـيطب طيهـا در شـرا  MMP. ]12[ كنـد  وبيسلول را مع بـه   يع
سلول -كنش سلول ها وجود دارند و برهم در بافت زيچمقدار نا
ها بـا  MMP. كنند يم ميتنظ MSCsرا در  كسيماتر-و سلول
 يهـا  سـتم يرشـد و س  ي، فاكتورهاECMساختار  ياثر بر رو

 ،يمورفولـوژ  ز،يرشـد، تمـا   م،يترم يبر رو متعاقباً يرسان اميپ
 يريپ. ]13[ گذارند يم ريتأث يمهاجرت و آپوپتوز سلول ر،يتكث

 ـب شيبا افزا و كـاهش   MMP-14، 12، 9، 8، 7، 3، 2، 1 اني
 ـدر ب رييتغ. راه است هم TIMP-4، 3، 2، 1 انيب هـا  MMPاني

و  ECMيهـا  تجمع و رسوب مولكـول  ب،يتخر شيباعث افزا
ــف تكث ــتوق ــلول ري ــو پ يس ــ يري ــا روش]. 14[شــود يم  يه

 ـمنجر به تولها  كشت در انواع سلول طيو شرا يگاه شيآزما  دي
هـا   ژن انيسن ب شيبا افزا. ]15[ شوند يدر سلول م يريانواع پ

 ـ دايپ رييمدت تغ يدر طولان  ـو ا كنـد  يم  ـامـر باعـث پ   ني  يري
 يدفاع نديفرآ كيها دانتياكس يآنت انيب ،ياز طرف. ]16[شود يم

بـا  . باشـد  يم يريسلول و پ بيها، تخرMMPشيدر برابر افزا
 يا سهيتوان مقا يمin vitroفاكتورها در  نيا انيب زانيم يبررس

 ـاز ا. دو نوع سلول انجام داد نيب  ـهـدف از ا  رو ني مطالعـه   ني
 ـب سهيو مقا يابيارز  ـ يهـا  ميآنـز  اني  MMPو  دانتياكس ـ يآنت

 يدر كـدام پاسـاژ سـلول    كه نيو ا ADSCsو  BMSCsتوسط 
  .وجود دارد تيظرف نيتر مطلوب
 

  ها مواد و روش
از مغـز  ،از مغز اسـتخوان MSCsيو كشت سلول يجداساز

پوسـت   ريز يو بافت چرب ،]17،18[ايبيفمور و ت يها استخوان
بـر  BMSCs. اسـتخراج شـد   سـتار يبالغ نژاد و ييموش صحرا

 & ,Azizi, Stokes, Augelli, DiGirolamo) اسـاس روش 

Prockop, 1998)و ADSCs  و هضـم   يكيپس از هضم مكـان
 اسـتخراج ، (Gibco, 17100-017)%2/0توسط كلاژناز يميآنز

-α طيپـس از اسـتخراج در مح ـ  ADSCsوBMSCs ]3[شدند 

MEM (Gibco)شده بـا ده درصـد سـرم    يغن (Fetal bovine 

serum) (Gibco)نيس ـياسترپتوما-نيليس يو پن (Gibco)ـ   كي
كشـت داده شـده و بـه    cm2 (Falcon)25درصد در فلاسـك   

داده  انتقـال CO25% و گراد، يدرجه سانت 37 يانكوباتور با دما
شـناور از   يهـا  سلول ط،يمح ضيساعت با تعو 72 پس از. شد

پـس از  . دنـد يبـه كـف فلاسـك جـدا گرد     دهيچسب  يها سلول
 نيپس ـي، بـه كمـك تر  %90تـا   80ها بـه تـراكم    سلول دنيرس
هـا از كـف    سـلول EDTA02/0%(Merck) راه به هـم  25/0%

 ـارز. شـد  هيته5subculture×105كمافلاسك جدا و با تر  يابي
  ).پنج بار تكرار(انجام شد تومتريبه روش هموسا يسلول اتيح
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كـه   يمحلـول لـور   ابتدا. يبه روش لور نيپروتئ سنجش
 باشـد  يم 100:1:1با نسبت A, B, C سه محلول بيشامل ترك
 يهـا  سـنجش نمونـه  . ديگرد هياستاندارد ته يمنحن. آماده شد

نمونه با اسـتفاده از معادلـه    نيپروتئ زانيم. مورد نظر انجام شد
ــر ( نيمقــدار كــل پــروتئ. اســتاندارد محاســبه شــد يمنحنــ ب
جـذب در  . ها محاسبه شـد  سلول ييرو طيدر مح) mg/lحسب

  .]19[ثبت شدnm750 طول موج
  يميآنز سنجش

 ـمواد واكنش به ترت ابتدا. دسموتاز ديسوپراكس تيفعال  بي
 ـيمEDTA 50-سيبافر تـر   EDTA (Triplex)=8( مـولار  يل

(PH1/0مــــولار يلــــيم 3/14( نيونيــــ، مت)مــــولار، 
)NBT5/82كرومــولاريم 2/2( نيبــوفلاويو ر) كرومــولاريم (

 ـآمـاده گرد   ـفعال. دي  ـبـا اح  SOD تي  NBT ييايميفتوش ـ اي

(Nitroblue Tetrazolium) در طول موج nm650يريگ اندازه 
. به عنوان بلانـك اسـتفاده شـد    يكيواكنش تار ياز طرف. شد
به  SOD (U) واحد كيانجام شد و  ييواكنش روشنا ن،يچن هم

 ـمـانع از اح  %50كـه   مياز آنز يعنوان مقدار تحـت   NBT اءي
  .]20[شد نييتع شود، يسنجش م طيشرا

ــفعال ــات تي ــ ونيگلوت ــواد. دازيپراكس ــامل  م ــنش ش واك
 ردوكتـاز  ونيگلوتـات  مي، آنـز )مـولار  يليم 20( اياح ونيگلوتات

)u/ml 15/0(ــد ــآز مي، س ــيم 40( دي ــولار يل ــ، تترابوت)م  لي
 ـيمNADPH )10، مولار يليم 50( ديدروپراكسيه و ) مـولار  يل

 با استفاده از GPxتيفعال. باشد يم) مولار يليم 50( سيبافر تر

tert-butyl hydroperoxide     بـه عنـوان سوبسـترا و مصـرف 

NADPH در طول موج nm340 ،2و قهيدق°C 37يريگ اندازه 
 ـنيبنابرا. شد  ـبـه عنـوان    GPx واحـد  كي  از كرومـول يم كي

NADPH ـتعر قهيمصرف شده در دق   ـ في  ـو فعال شـود  يم  تي
 ـيبـر م  قـه يجـذب بـر دق   راتييبه شكل تغ ياختصاص  گـرم  يل

  .]21[گردد يم انيب نيپروتئ
 واكنش شـامل بـافر   مخلوط. دروژنازيلاكتات ده تيفعال

Tris Hcl )2/0 3/7) (مــولار=PH( ،ــپ  30( ميســد روواتي
شـدت  . آمـاده شـد  ) مـولار  يليم 6/6( NADH و )مولار يليم

 تيـــكروپليبـــا اســـتفاده از دســـتگاه م LDH تيـــفعال

 در طـول مـوج   NADH اسپكتروفوتومتر، بـا كـاهش جـذب   

nm34022[د شو يم نييتع گراد يدرجه سانت 25 يو دما[.  
 ـآلدئ يمالون د سنجش  ميواكـنش شـامل سـد    طيمح ـ. دي

% 20 كياســت دي، اســ1/8% (SDS) ســولفات ليدودســ
)5/3=PH(ـتوريوباربيمـولار، ت  1 ميسد كربناتي، ب   دياس ـ كي
بـه صـورت    TBARS.اسـت  كرومولاريمMDA 125 و 8/0%

 بــا MDA.محاســبه شــد نيپــروتئ گــرم يلــينــانومول بــر م

Thiobarbituric Acid Reactive Substances 
(TBARS)ـدارد و باعـث تغ  كـنش  برهم   طيرنـگ در مح ـ  ريي

  شـده در طـول مـوج    جاديرنگ ا راتييبا سنجش تغ. شود يم
 nm 532 يبـرا . برد يغشا پ ونيداسيپراكس زانيبه م توان يم 

 ــ ــم منحنـــــــــ ــتاندارد از يرســـــــــ -اســـــــــ

tetramethoxypropane1,1,3,3)اســتفاده ) ديــآلدئ يمــالون د
  .]23[شد

 پرسولفات وميواكنش شامل آمون مواد. يموگرافيزا نيژلات

mg/ml100،SDS  10%ني، ژلات mg/ml1ـ، آكر   ـآم لي % 29دي
، بـافر  )M pH5/1:8/8(سيتر ، تمد، بافر%8/0 ديآم لياكر سيب

ــر  M 8/6:pH( ،Running buffer ،Sample 5/0( سيتـ

buffer ،Developing buffer ،Renaturing buffer  محلـول ،
 ژل. باشد يم Protein Ladder و يبر محلول رنگ ،يزيآم رنگ

Resolving ــد و ژل ــته Stacking 5% ده درص ــد هي  3. ش
) برابر نمونه يحجم( sample buffer راه نمونه به هم تريكروليم

ولـت،   200در ولتاژ  نيالكتروفورز پروتئ. ژل لود شد يبر رو
سـاعت   1درجـه و بـه مـدت     4 يدما آمپر، يليم700 انيجر

ــد ــول لســپس ژ. انجــام ش ــا در محل  و Renaturing يه

Developing ـآم پس از انجام مراحل رنگ. رار گرفتق  و  يزي
ــگ ــر رنـ ــو يبـ ــردار ريتصـ ــتفاده از   يبـ ــا اسـ از ژل بـ
 Image jافـزار  انجام شد و دانسيته باند با نرمUVIdocدستگاه

  .]24[بررسي شد
  افزار ها با استفاده از نرم داده ليو تحل هيتجز. يآمار زيآنال

SPSS ,  version 16 يبـرا  يمحاسـبات آمـار  . ، انجام گرفـت 
ــ ــتلاف بـ ـ يبررس ــروه نياخ ــا  گ ــون  ه ــتفاده از آزم ــا اس ب

و به دنبال آن آزمون ) One Way ANOVA(طرفه  كيانسيوار
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ــيتكم ــد Tukeyيل ــام ش ــار . انج ــتنتاج آم ــرز اس ــا يم   جينت
05/0P≤ مربوطـه بـا    يها ستوگراميه تاًينها. شد گرفتهدر نظر

Excell ديگرد ميترس.  
  

  نتايج
مشـتق از   يميمزانش ـ ياديبن يها سلول يكيمورفولوژ يژگيو

 ـ يها بافت هـا بـه ظـرف كشـت     MSC. يمغز استخوان و چرب
بـه سـه    ها معمولاً سلول نيا. شدند ريو به سرعت تكث دهيچسب
و پهـن در   يبروبلاسـت يو شبه ف يو كوچك، دوك يكرو: شكل
بـا ظـاهر شـبه     يهـا  سـلول ). 1شـكل  (شـدند   انينما طيمح
 يمشـهودتر بـوده امـا در پاسـاژها     ADSCsدر  يبروبلاستيف

 يها ظهور سلول. افتنديشيپهن افزا توپلاسميها با س بالاتر سلول
. ها مرتبط بود سلول ريپهن با كاهش سرعت تكث يبا مورفولوژ

 ـح زانيم يابيارز از  %95 بـا ينشـان داد، كـه تقر   يسـلول  اتي
 شيپ. مختلف زنده بودند يهر دو گروه در پاساژها يها سلول
 يدارا BMSCsنســبت بــه  ADSCsنشــان داده شــد  نيــاز ا

 ـ يريتكث تيقابلبقا و  تيسرعت رشد، ظرف . اسـت  يتـر  شيب
 ـا تيهو ن،يچن هم  ـدو نـوع سـلول بن   ني بـا دو نشـانگر    يادي

و  ياسـتخوان  يها به سلول زيو تما CD90و  CD71ياختصاص
  .]25[ نشان داده شده است يچرب

  

  
). Dو  B(ADSCsو ) Cو  BMSCs )Aتصوير فازكنتراست . 1شكل 

مورفولوژي دوكي با زوائد سيتوپلاسمي باريك و كشيده، اشكال گرد 
. توده هاي زاياي قابل مشاهده است (B)سلولي در پاساژ دوم و در تصوير 

و  BMSCsبه ترتيب سلول هاي با مورفولوژي پهن  Dو  Cهاي شكل
ADSCs دهنددر پاساژ هفتم را نشان مي.  

  
  يخارج سلول ددسموتازيسوپراكس ميآنز. يميسنجش آنز

ــب ــز اني و  BMSCsيهــا ســلول يــيرو طيدر محــ SODميآن
ADSCs  با توجه بـه  . قرار گرفت يمورد بررس 1-7در پاساژ

 3 يدر پاسـاژها  يدار ي، كاهش معنADSCsدر  SODتيفعال
در ). A،2شـكل (مشـاهده شـد    پاسـاژها  رينسبت به سـا  6و 

BMSCs 3و  1نسـبت بـه پاسـاژ     5در پاسـاژ   انيب شيافزا 
  ).B،2شكل(بود  دار يمعن

  

  
 و ) ADSCs )Aدر كشت متوالي  SODنمودار ستوني بيان . 2شكل 

BMSCs )B .( با توجه به نمودار، فعاليتSOD  در گروهADSCs ،
نسبت به ساير پاساژها مشاهده شد،  6و  3داري در پاساژهاي كاهش معني
 1با  5بين پاساژ  SODدار بودن افزايش بيان معني، BMSCsاما در گروه 

  ).P≤0.05. (قابل مشاهده است 3و 
  

  دازيپراكس ونيگلوتات ميآنز
 ـب شيافـزا  BMSCs، در 3شـكل  توجه به  با در  GPxاني

 ـپاسـاژها بـه غ   رينسبت به سـا  6پاساژ   ـد 4از پاسـاژ   ري  دهي
 ـن ADSCsدر ). B, 3شـكل (شـود   يم  ـ زي  شيافـزا  يدار يمعن
نشان  3و  2 ينسبت به پاساژها 4-7 يدر پاساژها GPxانيب

ــد  ــكل (داده ش ــابرا). A, 3ش ــاژ  BMSCsن،يبن و  6در پاس
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ADSCs  تيــفعال نيتــر شيبــ يدارا 4-7در پاســاژGPx 
  ).≥05/0P(بودند

  

  
 و ) ADSCs )Aدر كشت متوالي  GPxنمودار ستوني بيان  .3شكل 

BMSCs )B .( درADSCs  افزايش ميزانGPx  7و  6، 4در پاساژ 
افزايش بيان  BMSCsدر .  دار استمعني 3و  2نسبت به پاساژهاي 

GPx  دار استمعني 4نسبت به ساير پاساژها به غير از پاساژ  6در پاساژ .
)P≤0.05.(  

  
ــ ــز يبررسـ ــات ده ميآنـ ــلاكتـ ــاكتور  دروژنازيـ و فـ

به دو نوع داخل و خارج  GPxو  SODيها ميدآنزيدآلدئ مالون
شده  ترشح يها ميمطالعه آنز نيكه ا شوند، يم يبند دسته يسلول

 طيدر مح LDHميفقدان آنز. نمود يريگ را اندازه يخارج سلول
 ـ هـم . از سلامت غشا سلول است يحاك ييرو  شيآزمـا  نيچن
مختلـف را بـه    يها در پاساژها كه سلامت غشا سلول يگريد
 ـ باتاث و  يـي رو طيدر مح ـ MDAرسـاند، فقـدان فـاكتور     يم

 ـب نانيبا اطم توان يم نيبنابرا. سلول بود زيمحلول ل داشـت   اني
  .اند بوده يشده خارج سلول يبررس دانتياكس يآنت يها ميكه آنز
  يموگرافيزا
 ـو پ MMPانيب نيمطالعه، ارتباط ب نيا در سـلول در   يري

BMSCs  وADSCs بيتخر يرو يريو اثرات پECM  توسط
2-MMP )نازيژلاتA (مـورد   1-7 يپاساژها ييرو طيدر مح

 ـبا فعال MMP-2. قرار گرفت يبررس و هضـم   يخورنـدگ  تي
ــ ــر اســاس وزن  MMP). 4شــكل (شــد  ييشناســا نيژلات ب
خود در طـول ژل مهـاجرت كـرده و بـا اسـتفاده از       يمولكول

ladderـفعال. شد نيينمونه تع ي، وزن مولكول  در  MMP-2 تي
مشـاهده  ) رفعـال يغ( kDa 72يقسمت مربوط به وزن مولكـول 

 kDa 62يو وزن مولكـول  تـر  فيبا شدت ضع يگريباند د. شد
  ).4شكل (است قابل مشاهده بود  ميكه شكل فعال آنز

  

 ـب. نمونـه  يحاو طيمح تريكروليم 3با  يموگرافيزا نيژلات. 4شكل  -2 اني
MMP  بصورت فعال)KD62 (رفعاليو غ )KD 72 ( درBMSCs(A ( و

ADSCs(B (1-7 يدر پاساژها) .P≤0.05.(  
  

ــال  ــ زيآن ــد ناشـ ـ تهيدانس ــاز فعال يبان در  MMP-2 تي
BMSCs در تمـام پاسـاژها    ميآنز رفعالينشان داد كه شكل غ
امـا در شـكل فعـال    ) A, 5شـكل  (نداشت  يدار يتفاوت معن

 ـ نيب ميآنز  ـد دار يپاساژها تفاوت معن ). B, 5شـكل  (شـد   دهي
 ـبـه   بـاً يدر تمام پاساژها تقر ميآنز رفعاليشكل غ  ـم كي  زاني

 ـ ليشده اما تبد ديتول  يشـكل فعـال آن در پاسـاژها    هشدن ب
از  يحاك ADSCsدر  ها يدر مقابل، بررس. است ريمتفاوت متغ

در  ميآنـز  رفعـال يشـكل غ  ديبود كه به همان نسبت كه تول نيا
 ـكرد، شكل فعـال ن  دايپ رييمختلف تغ يپاساژها  افـت يرييتغ زي

 ـيدر هـر م  نـاز يژلات تيفعال ).6A,Bشكل (  نيپـروتئ  گـرم  يل
و  ADSCsدر  MMP-2انيــمجمــوع ب در. محاســبه شــد 

BMSCs  دهــد  يمقــدار را نشــان مــ نيتــر شيبــ 4در پاســاژ
)05/0P≤.(  
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داري در شدت باند در بين پاساژهاي در شكل غيرفعال تفاوت معني)). B(و فعال ) A(شكل غيرفعال ( BMSCsدر  MMP-2مشاهده شدت باند . 5شكل 

  ).P≤0.05(دار استمعني 3و2و1نسبت به پاساژهاي  پاساژهاي چهارم و پنجم  درMMP-2در شكل فعال، افزايش شدت باند . شودمختلف مشاهده نمي
  

  
افزايش شدت باند در شكل فعال و غيرفعال، در پاساژ چهارم نسبت به  .))B(و فعال ) A(شكل غيرفعال ( ADSCs.در  MMP-2مشاهده شدت باند . 6شكل 

  ).P≤0.05(دار استشدت باند نسبت به پاساژ هفتم معنيساير پاساژها افزايش 
  

  گيري بحث و نتيجه

مـورد   يدرمـان  ها، روش سلول اغلب بافت ميبه منظور ترم
 ـدر ا. ]26[ اسـت  يميترم يتوجه علم پزشك از  يكيوهيش ـ ني

 ـنكات ا نيتر مهم اسـت كـه از كـدام نـوع سـلول، در چـه        ني
. استفاده شود ونديپ ياز كشت، برا يا و در چه مرحله يطيشرا

 عـداد به ت يدسترس آل دهيا ياديسلول بن كييها يژگياز جمله و
 ،يبـافت  بيدرد و آس ـ نيتر سلول، سهولت استخراج با كم اديز

 ـاز قابل يبرخوردار  ـتكث تي  ونـد يبـالا و امكـان پ   زيو تمـا  ري
درمـان   يبـرا  وندياز رد پ يبدون نگران كيآلوژن ايو  كياتوژن
 ـ   يهـا  گفته شده كه بافـت ]. 27[است  يمغـز اسـتخوان و چرب
 ـبن يهـا  منابع قابل دسترس از سـلول  نيتر يغن . هسـتند  يادي

BMSCs  وADSCs هسـتند  يبروبلاستيشكل و شبه ف يدوك .
بـوده و   پوتنـت  يمـولت  يزيتمـا  ييها از نظـر توانـا   سلول نيا

 ـ انيخود ب يها بر سطح سلول يخاص ينشانگرها از . كننـد  يم
 ـ يها ميآنز انيب يمتوال يپاساژها يط يطرف و  دانتياكس ـ يآنت

MMP ـهـدف از تحق  اقـع در و. كنـد  يم دايپ رييها تغ در آن   قي
 ـحاضر سنجش و ارز  ـظرف يابي  ـ تي  ـتول ،يدانتياكس ـ يآنت و  دي

 يبررس جينتا. است ADSCsو  BMSCsتوسط  MMPترشح 
حاضـر نشـان داد كـه در هـر دو گـروه       قيتحق يكيمورفولوژ

 ـ يبا مورفولوژ ييها سلول نييپا يدر پاساژها يسلول و  يدوك
) 1A,B شكل( دشون يمشاهده م ايزا يها راه با توده كوچك هم

 هـا بـه سـمت    ظـاهر سـلول   جيبالا بـه تـدر   ياما در پاساژها
 ـناپد ايزا يها رفته و توده شيپهن پ يمورفولوژ  ـ دي شـوند   يم

 ـكـه باعـث تغ   ياز عوامل يكي). C,D 1 شكل(  ـدر فعال ريي  تي
عدم  شود يم يمتوال يها در پاساژها سلول يو مورفولوژ ريتكث

. هـا اسـت  MMPو  ]28[ دانتياكس ـ يآنت يها ميآنز نيتعادل ب
-3نشـان دادنـد   ) 2008(و همكـاران   Nelsonكـه   يطور هب
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MMP انيب شيبا افزاROS ـ يهـا  در سلول   ـتل ياپ پسـتان   الي
شكل به  يدوك يمورفولوژ لياسكلت سلول و تبد رييباعث تغ
 ـسپس ا شود يپهن م ييها سلول  يهـا  هـا از سـلول   ل سـلو  ني

 MMPدهنده نقـش   خود جدا شده كه نشان هيمجاور و غشا پا
 نيمحقق. ]29[باشد  يم يسلول ينيگز مهاجرت و لانه نديدر فرآ

كشـت شـده و نسـبت بـه      يبـه سـادگ   ADSCsمعتقدند كـه  
BMSCز،ين يدر پژوهش قبل. ]30[ شوند يم ريتر تكث عيها سر 

در  BMSCsنسـبت بـه    ADSCsتـر  شيب يريتكث خود تيقابل
 ـ شيافـزا  نيچن هم. دوم و سوم گزارش شد يپاساژها  يياتوان

ــتكث ــه   ADSCsريـ ــبت بـ ــتفاده از   BMSCsنسـ ــا اسـ بـ
 ـ. مشاهده شـد  Brduو  MTTيها روش ا محاسـبه زمـان دو   ب

 ييانتها يدر پاساژها ريتكث ييها، كاهش توانا برابر شدن سلول
نشــان دادنــد ) 2006(و همكــاران Bonab. ]20[ را نشــان داد

 ـسـن تغ  شيراه با افـزا  هم و  يكـرد  عمـل  ،يولـوژ يزيف راتيي
 ـپ يها سلول ريتكث ييتوانا نيچن هم شود، يم جاديا يلمولكو  ري

از  نـان ياطم يبـرا  ،يدر پژوهش قبل. ]31[ كند يم دايكاهش پ
ــوص   ــه خلـ ــلول، از    MSCsدرجـ ــوع سـ ــر دو نـ در هـ

 ـ CD71و  CD90ينشانگرها  ـقابل ياستفاده شـد و از طرف  تي
 يزيتمـا  طيدر شرا ياستخوان و چرب يها ها به سلول آن زيتما
 ژنيگر اكس ـ واكنش يها گونه ديتول زمان با هم .]20[ شد انينما

)ROS(دانتياكس يآنت يها ميدر سلول، آنز ويداتياكس بي، و آس 
 ـ     ي از جملـه . كننـد  يفعال شده و در سـلامت سـلول تـلاش م

 ـفعال ليكه در تعد يدانتياكس يآنت يها ميآنز  يهـا  كـال يراد تي
 ـكه فعال باشند يم GPxو  SODآزاد نقش دارند  بـه   هـا  آن تي

خـاص در   طيفاكتورهـا و شـرا   ].32[وابسـته اسـت    گريد هم
از حالـت اسـتاندارد    تـر  شيب ميآنز نيباعث سنتز ا شگاهيآزما
نســبت  2O2Hدر اثــر تجمــع  يكشــت متــوال يطــ. شــود يمــ
 ـتغ GPxبه  SODيها ميآنز  ـپ ريي  ـ داي  يهـا  كـال يراد. كنـد  يم
بــه  بيباعــث آســ ROSكــرده و  دايــپ شيافــزا ليدروكســيه

 يمورفولـوژ  جهيدر نت. شود يداخل سلول م يها مولكولماكرو
قابل مشاهده اسـت   ياديبن يها در سلول ريو كاهش تكث يريپ
، عـدم  3و  2  شـكل با توجه بـه   زيحاضر ن ي در مطالعه. ]33[

 گـر يد نسبت بـه هـم   يدانتياكس يآنت يها ميآنز ديتول نيتعادل ب

 inدر  )Stefan L. Marklund )1990. قابـل مشـاهده اسـت   

vitro  3نشان دادSOD ها ترشـح   از سلول يتعداد كم لهيوس هب
عـدم تعـادل،    لياز دلا يكيممكن است  نيبنابرا. ]34[شود يم

 نيها باشد و هم از سلول يتعداد كم ي لهيها به وس ميترشح آنز
. شـود  يم نييپا يدر پاساژها يها حت سلول يريامر منجر به پ

 ـحاضر،  قيرو هدف از تحق نياز ا زمـان   نيتـر  مناسـب  افتني
 ـاز لحـاظ ب  ،ياديبن يها استفاده از سلول  ـ اني  يدانتياكس ـ يآنت

 ـتحق نيا يميسنجش آنز جينتا يطور كل هب. است نشـان داد   قي
در پاسـاژ   GPxدر پاساژ پـنجم و   SODتيفعال نيتر شيكه ب

 ـاز دلا يكيديشا). 3و  2شكل ( باشد يششم م  ـا لي رونـد،   ني
 يدر محـدوده پاسـاژها   يسلول تيط فعاليتر بودن شرا مناسب

زمان به منظور اسـتفاده از   نيتر مناسب نيبنابرا. ذكر شده باشد
 ـمحـدوده ا  يمقاصـد درمـان   يهـا بـرا   سلول نيا پاسـاژها   ني
راه  سلول هم يريبر پ يمبن يقبل يها افتهيبا توجه به . باشد يم

آزاد و  يهـا  كـال يراد شيغشا، افزا بيو آس ونيداسيبا پراكس
 يداخل سـلول، بـرا   نيچن و هم ييرو طيدر مح MDAشيفزاا

 ـ از سلامت غشا سلول و هـم  نانياطم  ـحضـور   نيچن عـدم   اي
در  يـي رو طيآزاد در داخل سلول و مح ـ يها كاليحضور راد
فاكتور  ديدر تول رييو تغ LDHميآنز زانيذكر شده، م يپاساژها
MDA شـد  يداخل سلول بررس ـ نيچن و هم ييرو طيدر مح .
و مربـوط   يغشا سالم سلول طيها در شرا ميآنز يرسن بريبنابرا
راه بـا   هـم  يدر مطالعات قبل. باشند يم يخارج سلول طيبه مح

 ـب رييتغ in vitroسلول در  يريپ مشـاهده شـده    MMP-2 اني
 ـكـه اثـرات پ   ييجا از آن. است در  MMP-2بـر ترشـح    يري

BMSCs  وADSCs     ناشناخته مانده است مطالعـه حاضـر بـر
 ـترشح شـده از ا  MMP-2 تيو فعال انيب رييتغ هـا   سـلول  ني
اشـكال   ،يموگرافيزا. متمركز شده است يراه با كشت متوال هم

). 4شــكل (را نشــان داده اســت  MMP-2 رفعــاليفعــال و غ
Zeng  هــا بروبلاســتيف يبــا مطالعــه رو) 1994(و همكــاران 

در . ]35[گزارش نكردند  MMP-2 نيپروتئ تيدر فعال يرييتغ
در  ميآنـز  رفعـال ي، شكل غBMSCsپژوهش حاضر، در مورد 
 ميندارد اما در شكل فعال آنـز  يدار يتمام پاساژها تفاوت معن

 ميآنـز  نيبنـابرا ). Bو  A،  5نمودار(شد  دهيد ريگ تفاوت چشم
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هـا بـه شـكل فعـال در      آن ليتبـد  يشده ول ديها تول در سلول
در  هـا  يبررس ـ كـه  يدر حـال . اسـت  ريمختلف، متغ يپاساژها

ADSCs ـاست كه به همـان نسـبت كـه تول    نيدهنده ا نشان   دي
 ـ دايپ رييمختلف تغ يدر پاساژها ميآنز رفعاليشكل غ  كنـد  يم

 ييجـا  از آن). Bو  A، 4نمـودار  ( ابدي يم رييتغ زيشكل فعال ن
 2COها، به طور معمول از انكوباتور  نوع سلول نيكشت ا يبرا

 ـا. راه اسـت  با نوسـان هـم   ژنياكس زانيگردد، م ياستفاده م  ني
 هـا  دانتياكس ـ يتواند، موجب برهم خوردن تعادل آنت يعامل م

 نيبنـابرا . شـود  يم داريها پد آن در رفتار سلول جهيگردد كه نت
 ـدر سلامت و طول عمر سلول  2COبه  2Oينسبت گازها  كي

 ـ. كننده اسـت  نييعامل تع و همكـاران   Fischerكـه   يطـور  هب
 ـكثبـر ت  2Oمختلف  يها غلظت ريتأث) 1994(  يهـا  سـلول  ري

قرار دادند  يمورد بررس Catو  SOD ،GPxتيو بر فعال ينيجن
 ـو مشاهده كردند كه كـاهش م   ـتكث شيباعـث افـزا   2Oزاني  ري

ــلول در محـ ـ ــت مـ ـ طيس ــود يكش ــانيب. ]36[ش ــز كي  ميآن
سـلول بـه محافظـت در برابـر      ازين SODمثل  يدانتياكس يآنت

 ـن SODشيزابه دنبال اف و لزوماً كنند يم نياسترس را تام  يازي
و بـه دنبـال آن    SODدار  يمعن شيافزا. ستين GPxشيبه افزا
 5است كه پاساژ  نيدهنده ا در همان گروه نشان MMPشيافزا

 بيمقابله با استرس و آس ـ يعني( يدانتياكس يآنت تياز نظر ظرف
 ونـد يپ يبرا يسلول ينيگز مهاجرت و لانه تيقابل زيو ن) يسلول
. مطلوب و هماهنگ قرار دارد تيوض درMMPشيافزا ليبه دل

مشـاهده  ) 4،3(و ) 2،1( يبا توجه به نمودارهـا  گر،ياز نگاه د
ــ يهــا ميآنــز تيــفعال شــود يمــ در  MMPو  دانتياكســ يآنت

را دارد  زانيم نيبالاتر يبيبه طور تقر) 4-6( يانيم يپاساژها
و  يريرپــذييدر مهــاجرت، تغ MMPsو بــا توجــه بــه نقــش 

در سلامت سـلول   يدانتياكس يآنت يها ميسلول و آنز ينيگز لانه
 ـفعال يهـا را بـر مبنـا    اگـر سـلول   رسـد  يبه نظر م خـوب   تي

را به  MMPsديتول ايو  رديقرار گ يمورد بررس يدانتياكس يآنت
 يسلول در نظر گرفته شـود، پاسـاژها   يبرا تيمز كيعنوان 

 ـ. انـد  را نشـان داده  طيشرا نيذكر شده بهتر مقـالات   ياز طرف
 يها زمان مناسـب پاساژ نيا ي دهد كه محدوده ينشان م ياديز
 ـو ب يعصـب  يها به سلول زيدر تما MSCsاستفاده از  يبرا  اني

 يطـور  هب. باشد يعصب م ميترم ايو  كينوروتروف يفاكتورها
 BMSCsاظهـار كردنـد   ) 2010(و همكاران  Ghorbanianكه 

 ها، مانلايفنوروي كننده انيب يعصب يها در پاساژ پنجم، به سلول
ــيس ــا و ژن نيناپســــ ــب يهــــ ــه يعصــــ   از جملــــ

BDNF, NGF, NT3 ـپ زيتما نيو نوروگل   ـ داي . ]37[ كننـد  يم
Kashani  ـنوروتورف يفاكتورهـا  انيب) 2010(و همكاران   كي

  Yan Jin.]38[ در پاساژ پنجم را مشاهده كردنـد  BMSCsدر 
 يپاسـاژ بـرا   نيتر اظهار كردند كه مناسب) 2010(ران و همكا
 ميو تــرم MSCsدر  كيــنوروتروف يفاكتورهــا انيــب يبررســ

طور كه مشاهده شـد،   همان. ]39[ باشد يعصب، پاساژ پنجم م
 ـم نيپاساژ بـالاتر  نيدر ا SODانيب  يا در مقالـه . را دارد زاني
 يها را در پاسـاژها  سلول) 2011(و همكاران  Colazzoگر،يد
  . ]40[مورد استفاده قرار دادند  6-3

BMSCs  وADSCs يهـا  ميآنـز  تياز لحاظ فعالSOD  و
GPx ـ 6تـا   4 يدر پاسـاژها  كسان،يباًيطور تقر هب   نيتـر  شيب
، پاساژ MMPتياز لحاظ فعال ن،يچن هم. را نشان دادند تيفعال

 ـ. پاسـاژ اسـت   نيتر چهارم مناسب سـنجش   گـر، يد ياز طرف
MDA  وLDH ـسلامت غشا در ا  . دهـا را نشـان دا   سـلول  ني
 يها بيمقابله در برابر آس تيپاساژ چهارم از نظر ظرف نيبنابرا

 تيدر وضـع  ينيگز مهاجرت و لانه تيو قابل ويداتياسترس اكس
 تيــظرف يدارا ADSCsنيچنــ هــم. قــرار دارد يتــر مطلــوب

  .است يبالاتر يدانتياكس يآنت
  

  تشكر و قدرداني
 يسـت يو پژوهشـكده علـوم ز   يشناس ـ سـت ياز دانشكده ز

پژوهش  نيا يشگاهيو امكانات آزما نهيدانشگاه دامغان كه هز
  .گردد يم يگزار را فراهم نمودند سپاس
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Introduction: Mesenchymal stem sells (MSCs) have an important role in cell therapy due to those high 
proliferation, differentiation and cell regeneration capacity. Advent signs of Replicative Cellular 
Senescence (R.C.S) in culture condition are one of the problems in stem cells culture pathway before 
treatment. R.C.S is associated with reducing the capacity of antioxidant enzymes and matrix 
metalloproteinase (MMPs) proteins changes. The aim of this study was to areinvestigate and compare the 
production capacity of antioxidant superoxiddismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx) enzymes 
and matrix metalloproteinases (MMP-2) in conditional medium of rat bone marrow mesenchymal stem 
cells (BMSCs) and adipose-derived stem cells (ADSCs). 

Materials and Methods: BMSCs and ADSCs were respectively isolated from the tibia and femur bones 
and subcutaneous adipose tissues. These cells were cultured for alternative 7 passages in α-MEM 
supplemented with 10% fetal bovine serum. Evaluation of antioxidant and MMP activity in the conditional 
medium without serum was respectively assayed by enzymatic assay and zymography. 

Results: Two types of cells studied almost identical have most activity in the expression of SOD and 
GPx, respectively, in 5 and 4-6 passages. Also, demonstrated MMP activity is highest in the fourth passage. 
On the other hand, in these cells, membrane health reported with measurement of MDA and LDH. 

Conclusion: Adipose tissue has a population of stem cells with high capacity of antioxidant. Also, 
BMSCs and ADSCs are at highest level of antioxidant and MMP expression capacity in 4-6 passages. 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Antioxidant enzymes, Matrix metalloproteinases, Replicative 
Cellular Senescence 
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