
79-1393/90مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان /دوره نوزدهم/زمستان 

زیستیقدرت و مورفولوژيبر Aگالات و بیسفنولگالوکاتچینمطالعه اثر همزمان اپی
هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان موش صحرایی در شرایط آزمایشگاهیسلول

3، مجید مهدیه2، ملک سلیمانی مهرنجانی1بیان لطفی

،087-35537008تلفن ثابت:اراك، ایران (مولف مسوول)، ،دانشگاه اراكتکوینی، گروه زیست شناسی، -زیست شناسی سلولی. کارشناسی ارشد1
Bayanlotfi@yahoo.com

، اراك، ایران.گروه زیست شناسی، دانشگاه اراكدانشیار. 2
، اراك، ایران.زیست شناسی، دانشگاه اراك. استادیار گروه3

چکیده 
حیطی، سلامت انسان را نیز تحت تاثیر ، علاوه بر مشکلات زیست مAآلاینده هاي زیست محیطی مانند بیسفنولزمینه و هدف : 

شود. اما ها در محیط کشت سلولی میاکسیدان، موجب محافظت سلولگالات به عنوان یک آنتیکاتچینگالودهد. اپیقرار می
هاي بنیادي مزانشیم مشخص نشده است. هدف از انجام این مطالعه، بر سلولAبیسفنولهنوز اثر آن بر سمیت القاء شده توسط 

) بود.اکسیداتیو–القاء کننده استرس (Aها به دنبال تیمار با بیسفنولگالات بر این سلولگالوکاتچینبررسی نقش حفاظتی اپی
مغز استخوان رت در شرایط استریل با روش فلشینگ استخراج هاي بنیادي مزانشیم در این مطالعه تجربی، سلولها : مواد و روش

) کشت داده شد. پس از پایان پنی سیلین/ استرپتومایسینU/ml 100و FBS% 15حاوي DMEMو در محیط کشت کامل (
گالات تقسیم و گالوکاتچینو اپیAگالات + بیسفنولگالوکاتچین، اپیA، تیمار با بیسفنولگروه کنترل4ها به پاساژ سوم سلول

ساعت تیمار شد. در پایان قدرت حیات، مورفولوژي سلولی، کلسیم داخل سلولی، و میزان تخریب 48و 36، 24، 12براي مدت 
DNAها در سطح ها با روش آماري آنالیز واریانس یک طرفه تحلیل و تفاوت میانگینها مورد بررسی قرار گرفت. دادهسلول

05/0<Pگرفته شد.دار در نظر معنی
دار توانایی زیستی و کلسیم داخل سلولی شد. همچنین تغییرات مورفولوژیک مانند تخریب موجب کاهش معنیAبیسفنولنتایج : 
DNAو تغییر سیتوپلاسم در گروه تیمار شده با بیسفنولAگالات موجب تغییر این پارامترها در گالوکاتچینمشاهده گردید. اپی

گالات در حد گروه کنترل شد.گالوکاتچین+ اپیAگروه بیسفنول
هاي بنیادي مزانشیم در سلولAتواند نقش حفاظتی در مقابل آثار سمی کاربرد بیسفنولگالات میگالوکاتچیناپی: گیرينتیجه

داشته باشد.
.هاي بنیادي مزانشیمگالات، سلولگالوکاتچین، اپیAبیسفنولکلمات کلیدي : 

3/6/93پذیرش:22/4/93اصلاحیه نهایی:29/7/92وصول مقاله:
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مقدمه 
هاي به دو دسته عمده سلولهاي بنیادي از لحاظ منشاسلول

شوند. هاي بنیادي بالغین تقسیم میجنینی و سلولبنیادي 
هاي تمایز یافته بالغ و محدودیت موجود در کاربرد سلول

هاي بنیادي جنینی در پزشکی ترمیمی و مهندسی سلول
هاي بنیادي بالغ و القاي بافت، بررسی امکان استفاده از سلول

وان هاي تمایز یافته بالغ را به عنپرتوانی در آن و یا سلول
در مباحث سلول درمانی مطرح هاي مناسبجایگزین

هاي بنیادي بالغین که امروزه ترین سلول). از مهم1(ساخت
توان به توجه اکثر محققین را به خود جلب کرده است می

ترکیبی Aبیسفنول). 2(ي مزانشیم اشاره کردهاي بنیادسلول
جزئی ازباشد. این ماده گروه فنول میآلی بوده و حاوي دو

که با تولید Aبیسفنول).3(ساختار چندین پلیمر مهم است
کربنات میلیون تن، مونومري مهم در تولید پلی2-3سالیانه 

شناخته شد. این ماده از 1891است، براي اولین بار در سال 
آید و این واکنش توسط اسید تغلیظ استون بدست می

در صنایع پلاستیک سازي، Aبیسفنول).4(شودکاتالیز می
گردد، که بدنبال اغذسازي و غیره استفاده میچرم سازي، ک

هاي سطحی و آن پساب این صنایع موجب آلودگی آب
با Aپس بیسفنول).5(گردد میAزیرزمینی به بیسفنول

خاصیت استروژنیک به عنوان آلاینده زیست محیطی مطرح 
در درون سلول Aهدف اصلی بیسفنول.)6(استبوده

هاي آزاد گونه که مرکز تشکیل رادیکالباشدمیتوکندري می
باعث آسیب به میتوکندري Aاکسیژن فعال است، بیسفنول

بیشتري تولید ROSشده که در نتیجه آن انرژي کمتر و 
هاي آزاد و و به علت عدم توازن بین رادیکالشودمی

).7(کندها، استرس اکسیداتیو بروز میاکسیدانتآنتی
تواند میAدهد که بیسفنولهاي متعددي نشان میگزارش

ها، هم در ریزي شده در بسیاري از سلولموجب مرگ برنامه
ها اکسیدانآنتی).8(موجود زنده و هم در آزمایشگاه شود

هاي ترکیباتی هستند که در جلوگیري از بسیاري واکنش
شود، از میهاي آزاد ایجاد اکسایشی که بوسیله رادیکال

ها و انداختن زیان سلولتأخیرطریق جلوگیري کردن یا به 
،و از آنجایی که برگ سبز چاي)9(کنندها کمک میبافت

هاي متابولیکی و عناصر ساختاري که ها، واسطههمه آنزیم
یابند را در معمولا از طریق رشد و فتوسنتز در گیاه تجمع می

).10(باشدمهم مطرح میاکسیدانی بردارد به عنوان آنتی
، Eهاي چاي سبز حاوي کافئین، کاتچین، پلی فنول، ویتامین

B ،C فلانوئیدها، گلیکوپروتئین، فیبر، لیپید و ،
ها هستند ها در دسته پلی فنولکاتچین).11(کارتنوئیدهاست

نوع کاتچین اصلی در برگ چاي سبز شامل 4و تا کنون 
گالات کاتچیناپی)، EGCGگالات (گالوکاتچیناپی

)ECGگالوکاتچین ()، اپیEGCکاتچین () و اپیEC (
گالوکاتچین گالات یک ). اپی12(استشناسایی شده

ترکیب اصلی پلی فنولی چاي سبز است که خاصیت 
). 13(اکسیدانی، ضدسرطان و ضدموتاژن داردآنتی
اکسیدانی خود گالات به وسیله نقش آنتیگالوکاتچیناپی
هاي آزاد هاي آزاد براي مثال رادیکالتواند با رادیکالمی

دروژن به آنها داده و پروکسیدیل واکنش داده و یک هی
کند، در محیط کشت را به فرم پایدار تبدیل میهارادیکال

گالات در مقایسه با محیط کشت گالوکاتچینحاوي اپی
هاي بنیادي مزانشیم انسان فاقد آن افزایش تکثیر سلول

هاي سلولی مختلف از میان رده). 13زارش شده است (گ
هاي بنیادي زیرا سلول،هاي بنیادي مزانشیم انتخاب شدسلول

هایی با قدرت تکثیر بالا بوده که به راحتی مزانشیم سلول
ها در مجاورت خون شوند، از آنجا که این سلولتخلیص می
از جمله ها با آلایندهاحتمال تماس،)14باشند (محیطی می

توان همزمان از در مورد آنها زیاد است و میAبیسفنول
Aاکسیدانت براي خنثی کردن اثر سمی بیسفنولیک آنتی

Aاستفاده کرد. با توجه به اینکه تا کنون اثر همزمان بیسفنول

گالات بر قدرت زیستی، مورفولوژي گالوکاتچینو اپی
است، در هاي مزانشیم مغز استخوان مطالعه نشده سلول

و Aمطالعه حاضر اثرات همزمان بیسفنول
گالات بر پارامترهاي ذکر شده در گالوکاتچیناپی
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هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان موش صحرایی سلول
مورد بررسی قرار گرفت.

روش بررسی
سر 10در این مطالعه تجربی ازها:استخراج و تیمار سلول

گرم 140±20وزنوروز 50اد ویستار با سن ت نر نژر
مورد استفاده در این پژوهش پس از اتاستفاده شد. حیوان

خریداري از انستیتو پاستور در خانه حیوانات دانشگاه اراك 
درجه سانتیگراد و با دسترسی به غذا 27±3در شرایط دمائی 

اتیلن نگهداري شد، لازم بذکر است هاي پلیو آب در قفس
لازم جهت استفاده از این پیش از آغاز مطالعه مجوزهاي 

حیوان آزمایشگاهی از کمیته اخلاق کار با حیوانات 
آزمایشگاهی دانشگاه اراك اخذ شد. براي استخراج و 

ز استخوان ران و هاي بنیادي مزانشیم مغخالص سازي سلول
هوشی با دي اتیل اتر توسط جراحی جدا ساق رت پس از بی

لیتر میلی3و تحت شرایط استریل، مغز استخوان توسط
DMEM )Dulbecco,s Modifiedمحیط کشت 

Eagle Medium ) (Gibco, Germany 15)، حاوي
,FBS )Fetal Bovine Serum, Gibcoدرصد 

Germany ) و پنی سیلین/ استرپتومایسین (Gibco,

Germany میلی لیتري فلش اوت 15) در لوله فالکون
دقیقه سانتریفوژ و 5دور به مدت 2500شد، لوله فالکون با 

میلی لیتر محیط کشت هموژن رسوب سلولی حاصل با یک 
ساعت، 24میلی لیتري منتقل گردید. بعد از 25و به فلاسک 

حاوي ه به فلاسک با بافر فسفات مثبت (هاي چسبیدسلول
) شسته و محیط کشت تازه اضافه شد. به لسیم و منیزیومک

در طی روز فرصت براي تکثیر داده شد، 14تا 10ها سلول
این مدت هر سه روز یکبار محیط کشت تعویض شد، بعد از 

اتیلن دي –ها با تریپسین پر شدن کف فلاسک کشت سلول
Trypsinآمین تترا استیک اسید (  – EDTA solution ;

Sigma در یک فلاسک دیگر کشت ) جدا و نیمی از آن
کار تا پاساژ سوم تکرار گردید. براي اثبات داده شد و این 

هاي خالص شده، علاوه بر قابلیت مزانشیم بودن سلول

هاي استخوانی هاي استخراج شده به سلولچسبندگی، سلول
هاي بنیادي مزانشیم . سلول)15(و چربی نیز تمایز داده شد

خانه کشت و 6مغز استخوان رت پس از پاساژ سوم در پلیت 
DMEMیبدن به کف ظرف با محیط کشت بعد از چس

به همراه منیزیوم و کلسیم کلرید) و FBS+)FBSحاوي 
فات، گلیسرول فس-بتاترکیبات تمایزي استئوژنیک (

ابتدگزامتازون و آسکوربیک اسید) و آدیپوژنیک (
) به مدت ومتاسین و آسکوربیک اسیدگلیسرول فسفات، ایند

درصد 5و درجه سانتیگراد 37روز در دماي 21
ها توسط سلولاکسیدکربن تیمار شد. بعد از این مدتدي

رنگ آلیزارین رد (براي استئوبلاست) و اویل رد (براي 
) رنگ آمیزي شد.آدیپوسیت

:غلظت یابی
دهاي پاساژ سوم مورد شمارش قرار گرفت و تعداسلول
در تمام مراحل مطالعه همین تعداد سلول مورد سلول (5000

اي خانه12رار گرفت) به ازاي هر خانه یک پلیت استفاده ق
مختلف هايساعت در معرض تیمار با غلظت24به مدت 

)، 16-18) (کرومولارمی15و A)0،1 ،4 ،6 ،10بیسفنول
ساعت تیمار شد و براي 48و 36، 24، 12براي مدت زمان 

از Aهاي تیمار شده با بیسفنولسنجش توانایی حیات سلول
Methyl Thiazol Tetraتیازول تترازولیوم (روش متیل 

Zolium-MTT استفاده شد. در روش متیل تیازول (
سوکسینات دهیدروژناز در میتوکندري توانایی تترازولیوم، 

احیاي رنگ زرد دي متیل تیازول دي فنیل تترازولیوم را به 
هاي بلورهاي ارغوانی و نامحلول فورمازان دارد. پس از زمان

100میکرولیتر متیل تیازول تترازولیوم به ازاي 10مذکور، 
4ها اضافه و به مدت میکرولیتر از محیط کشت به چاهک

در سپس بلورهاي فورمازان حاصل ساعت انکوبه شد.
ن توسط دستگاه متیل سولفوکساید حل و جذب آدي

ELISA reader )diagnostic, Germany SCo در (
هاي تعداد سلول. گردیدگیري اندازهنانومتر 505طول موج 

زنده پس از رسم گراف استاندارد با استفاده از فرمول جذب 
R2= 0.996 وY=0.016X+0.037 در جائیکهY جذب
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باشد، محاسبه گردید. در زنده میهاي تعداد سلولXنمونه و 
انتخاب شد. با توجهAمیکرومولار بیسفنول6اینجا غلظت

20یابی، تیمار باغلظتغلظتبه مطالعه نتایج حاصل از
) Sigma Aldrichگالات (گالوکاتچینکرومولار اپیمی

اساس مطالعات گالات بر گالوکاتچیناپی(انتخاب غلظت
و زمان Aمیکرومولار بیسفنول6) و گذشته انتخاب گردید

ساعت، براي ادامه مطالعه انتخاب شد.24
24به پلیت اي چسبیدههسلولها :بررسی مورفولوژي سلول

6گالات و گالوکاتچینمیکرومولار اپی20خانه با غلظت
گروه 4ساعت در 24به مدت Aمیکرومولار بیسفنول 

و Aگالات + بیسفنولگالوکاتچین، اپیAکنترل، بیسفنول
گالات تیمار شد. سپس رنگ آمیزي گالوکاتچیناپی

کروماتین با هوخست براي مطالعه مورفولوژي هسته، 
پیدیوم آیوداید همراه با هوخست براي تمایز بین سلولپرو

مرده و زنده، اکریدین اورانژ براي بررسی مورفولوژي 
برداري توسط سیتوپلاسم انجام گردید و عکس 

) صورت Olympus IX70میکروسکوپ فلورسنس (
گرفت.

به منظور بررسی آسیب دیدگی :DNAبررسی میزان تخریب 
DNA ،در شرایط آزمون کامت یا میکروژل الکتروفورز

24هاي چسبیده به پلیت قلیایی، به شرح زیر انجام شد: سلول
میکرومولار 20نه تیمار شده با غلظتخا

مدت به Aمیکرومولار بیسفنول6گالات و گالوکاتچیناپی
گروه ذکر شده، تریپسین زنی و با محلول 4ساعت، در 24

ائین به سوسپانسیون سلولی اضافه شد. آگارز نقطه ذوب پ
هاي توسط لاملها ها روي لام ریخته و سطح لامسلولسپس 

دقیقه به منظور بسته 20ها به مدت بلند، روکش گردید. لام
درجه قرار داده شد. به منظور لیز کردن 4شدن ژل در دماي 

ها ها برداشته شده و لامها، بعد از جامد شدن ژل لاملسلول
ساعت در جار حاوي محلول لیز کننده ( محلول 2مدت به

) قرار داده NaSLSو Nacl ،Tris base،EDTAحاوي 
ها در تانک پس از شست و شو با بافر الکتروفورز، لامشدند. 

الکتروفورز، به طور افقی قرار داده شده، الکتروفورز تحت 
دقیقه انجام شد. پس از آن 15ولت و به مدت 20ولتاژ 

ها در اتانول قرار گرفته و در معرض هوا خشک شد. لام
میکروگرم در 2ماید با غلظت رنگ آمیزي با اتیدیوم برو

لیتر انجام گرفت و با استفاده از میکروسکوپ فلورسنت میلی
عکس برداري لازم انجام شد.

کلسیم با کرزول فتالئین :بررسی میزان کلسیم داخل سلولی
نماید که در محیط قلیایی، ارغوانی ایجاد کمپلکسی می

رنگ است و شدت رنگ حاصله متناسب با غلظت کلسیم 
. در این سنجش از کیت کلسیم شرکت درمان )19(باشدمی

هاي بنیادي مزانشیم پس از پاساژ کاو استفاده گردید. سلول
4ها در خانه قرار گرفت و تیمار سلول24هاي سوم در پلیت

هاي جداگانه ها در گروهردید. سلولگروه مذکور انجام گ
50به کمک اسکراپر و -PBSپس از شست و شو با 

) از کف نرمالHCL6/0میکرولیتر بافر استخراج کلسیم (
پلیت جدا شدند و به اپندورف منتقل شدند. پس از طی 

درجه سانتیگراد، به تعداد 4ساعت در دماي 24مدت زمان 
شاهد، ویال محلول بافر انتخاب ها و همچنین نمونه نمونه

میکرولیتر محلول 100هاي مورد نظر گردید و به همه ویال
میکرولیتر از نمونه 30رنگزا اضافه شد. سپس به هر ویال 

سلولی اضافه گردید و جذب توسط دستگاه اسپکتروفتومتر 
)England, T80 + PG instrument ltd در طول (

د.گیري شنانومتر اندازه575موج 
، از روش آماري SPSSبا استفاده از نرم افزار ها:آنالیز داده

استفاده Tukeyآنالیز واریانس دو طرفه و یک طرفه، تست 
دار در نظر معنیP>05/0ها در سطح شد و تفاوت میانگین

گرفته شد.

ها یافته
MTTهاي بنیادي مزانشیم بر پایه روش توانایی زیستی سلول

( رنگ سنجی ):
ن نشاMTTهاي به دست آمده از روش رنگ آمیزي داده

و Aمصرفی بیسفنولداد که اثر متقابل و همزمان غلظت
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هاي دار توانایی حیات سلولزمان تیمار باعث کاهش معنی
ول اجد) (P>001/0دي مزانشیم مغز استخوان رت شد. (بنیا

).2و1

هاي متفاوت با استفاده از روش متیل تیازول در زمانAهاي مختلف بیسفنولر با غلظتمزانشیم مغز استخوان رت پس از تیماهاي زندهمیانگین تعداد سلولیسه ) مقا1جدول 
باشد ( آزمون آنوواي دو طرفه ). تترازولیوم. مقادیر به صورت میانگین ( انحراف معیار ) می

زمان (ساعت)
)Mµدوز(

12243648p

0)86/1(17/72)04/2(04/72)76/1(11/72)32/3(31/66001/0
1)37/2(21/70)07/2(83/69)51/0(94/68)79/2(17/63
4)29/2(79/65)30/1(96/60)33/2(53/51)95/0(30/34
6)07/1(38/58)32/1(70/44)38/4(50/40)68/0(96/28

10)48/0(94/26)43/1(36/20)98/0(76/12)63/1(45/12
15)94/0(07/16)10/1(33/15)46/0(96/10)73/2(83/7

*اثر متقابل
دوز و زمان

001/0

سلولهامیگردد.حیاتتوانائیکاهشموجبp>001/0دزوزماندرسطحمیشوداثرمتقابلملاحظهچنانکه*

طرفه در غلظتوش آنالیز واریانس یک ها در رمقایسه داده
هاي مختلف نشان داد که میانگین قدرت حیات و زمان

ها با ي زمانمیکرومولار به بعد در همه6غلظتها درسلول
).2دار مشاهده شد ( جدول گروه کنترل تفاوت معنی

36، 24، 12هاي در هر یک از زمانAهاي مختلف بیسفنولخوان رت پس از تیمار با غلظتغز استمزانشیم مهاي زندهاد سلول) مقایسه میانگین تعد2جدول 
(باشند.دار میاند داراي تفاوت معنی) نامگذاري شده…,a,b,cهاي متفاوت(هایی که با کد حرفدر هر ستون میانگینساعت با روش متیل تترازولیوم.48و 

one way ANOVA Tukeys Test P˂ 0.05.(
زمان (ساعت)

)Mµدوز(
12243648

0)87/1 (a17/72)04/2(a04/72)76/1(a11/72)32/3(a32/66
1)37/2(a21/70)07/2(a83/69)51/0(a94/68)79/2(a17/63
4)29/2(b79/65)30/1(b96/60)33/2(b53/51)95/0(b30/34
6)07/1(c38/58)32/1 (c70/44)38/4(c50/40)68/0(c96/28

10)48/0(d94/26)43/1 (d36/20)98/0(d76/12)63/1(d45/12
15)49/0(e07/16)00/1(e34/15)46/0(de96/10)73/2(de83/7

توانایی زیستیبررسی
6ساعت، تیمار با غلظت24طی روند مقایسه نتایج نشان داد
دار توانایی زیستی سبب کاهش معنیAمیکرومولار بیسفنول

). در حالی که تیمار با P>05/0نسبت به گروه کنترل شد (

6( Aمیکرومولار ) + بیسفنول20گالات ( گالوکاتچیناپی
دار نبود اراي تفاوت معنیمیکرومولار ) با گروه کنترل د

)05/0<Pگالات باعث جبران اثر گالوکاتچین). بنابراین اپی
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ها شده است ( بر قدرت حیات سلولAتخریبی بیسفنول
).3جدول 

ساعت. مقادیر به صورت 24گالات طی زمان گالوکاتچینو اپیAهاي سلولی تیمار شده با بیسفنولهاي زنده در نمونه) مقایسه میانگین تعداد سلول3جدول 
sem±meanباشد.می )one way ANOVA Tukey,s Test P˂ 0.05()a,b,cدهند).میزان معنی دار بودن داده ها را نشان می.

هابررسی مورفولوژي سلول
آمیزي پروپودیوم آیوداید نشان داد که نتایج حاصل از رنگ

هاي آبی رنگ، هسته هاي زنده با هستهدر مقابل سلول
مرده قرمز رنگ شدند. بر طبق این رنگ آمیزي هاي سلول

هاي ها هستهدر گروه کنترل اکثریت قریب به اتفاق سلول
هاي سلولAآبی رنگ داشتند، اما در گروه تیمار با بیسفنول

) بسیار کمتر بود. هاي زندههاي آبی رنگ (سلولبا هسته
گالات گالوکاتچینهاي تیمار شده با اپیهمچنین در گروه

هاي ها هسته آبی رنگ داشتند و در گروهریت سلولاکث
گالات، تعداد گالوکاتچین+ اپیAتیمار شده با بیسفنول

ي هاي با هستههاي با هسته آبی رنگ بیشتر از سلولسلول
ثیر مثبت ي تاُز رنگ بود و این نشان دهندهقرم
هاي زنده گالات بر افزایش تعداد سلولگالوکاتچیناپی

.)1(شکلاست

هاي ) سلولAگالات. گالوکاتچینو اپیAساعت پس از تیمار با بیسفنول24هاي بنیادي مزانشیم میزي فلورسنس پروپودیوم آیوداید در سلولآ) رنگ1شکل
هاي ) سلولmµ6(ِِِ .D(A+ بیسفنول)µm20(گالاتگالوکاتچینهاي تیمار شده با اپی) سلولmµ6(.C(Aهاي تیمار شده با بیسفنول) سلولBکنترل. 

).x20(بزرگنمایی.)µm20(گالاتگالوکاتچینتیمار شده با اپی

تعداد سلول گروه ها

04/2±a04/72 کنترل
32/1±b70/44 )A)mµ6بیسفنول

39/1±a96/71
-گالوکاتچین)+اپیA)mµ6بیسفنول

)µm20(گالات
52/1±c67/93 )µm20گالات(گالوکاتچیناپی
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ها به پس از رنگ آمیزي با رنگ فلورسنس هوخست، هسته
هاي بنیادي مزانشیم با ر سلولرنگ آبی درآمدند. تیما

6گالات و گالوکاتچینمیکرومولار اپی20هاي غلظت
گروه کنترل، گروه تیمار با 4در Aمیکرومولار بیسفنول

)، گروه تیمار با میکرومولارA)6بیسفنول

+ A) و بیسفنولمیکرومولار20گالات (گالوکاتچیناپی
ساعت در مقایسه با گروه 24گالات در طی گالوکاتچیناپی

با ژیک بود. در گروه تیمارکنترل داراي تغییرات مورفولو
شامل تراکم و شکستگی تغییرات مورفولوژیکی Aبیسفنول
.)2(شکلها بود. در هسته

هاي کنترل. ) سلولA .Aگالات و بیسفنولگالوکاتچینساعت پس از تیمار با اپی24هاي بنیادي مزانشیم ) رنگ آمیزي فلورسنس هوخست در سلول2شکل 
Bسلول (هاي تیمار شده با بیسفنولA)mµ6(.C(گالاتگالوکاتچینهاي تیمار شده با اپی) سلولµm20(بیسفنول +A)mµ6(.Dهاي تیمار شده ) سلول

).x20(بزرگنمایی.)µm20(گالاتگالوکاتچینبا اپی

داده در میزي آکریدین اورانژ تغییرات رخرنگ آ
سیتوپلاسم و موقعیت هسته و سیتوپلاسم را نسبت به هم 

هاي کنترل، شکل نشان داد. که طبق نتایج حاصل در گروه
سلولی قابل تشخیص بود و سیتوپلاسم چندوجهی و زوائد

در موقعیت مرکزي نسبت به سیتوپلاسم قرار داشتند. هاهسته
شدن چروکیدگی و کوچک Aدر گروه تیمار با بیسفنول

هاي ها مشهود بود. در گروهسیتوپلاسم و گرد شدن سلول
-+ اپیAگالات و بیسفنولگالوکاتچینتیمار با اپی

گالات شکل سیتوپلاسم داراي زوائد بزرگتر و گالوکاتچین
ها در موقعیت تري بود و همچنین هستهسیتوپلاسم پهن

.)3(شکلمرکزي نسبت به سیتوپلاسم قرار داشتند

هاي ) سلولAگالات. گالوکاتچینو اپیAساعت پس از تیمار با بیسفنول24هاي بنیادي مزانشیم ) رنگ آمیزي فلورسنس آکریدین اورانژ در سلول3شکل
هاي تیمار ) سلولµm20( .D(گالاتگالوکاتچیناپی+ )mµ6(Aهاي تیمار شده با بیسفنول) سلولmµ6(.C(Aهاي تیمار شده با بیسفنول) سلولBکنترل. 

).x20(بزرگنمایی.)µm20(گالاتگالوکاتچینشده با اپی
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میزان کلسیم داخل سلولی
هاي بنیادي مزانشیم مقایسه نتایج نشان داد که تیمار سلول

24هاي ذکر شده در طی روند مغز استخوان بر طبق گروه
با گروه کنترل دارد. تیمار با داري اختلاف معنیساعت
دار معنیکاهشسبب Aمیکرومولار بیسفنول6هاي غلظت

میزان کلسیم داخل سلولی نسبت به گروه کنترل شد 

)05/0<Pدر گروه تیمار با بیسفنول .(A +
گالات میزان رسوب کلسیم داخل سلولی با گالوکاتچیناپی

)P<05/0داري نداشت (گروه کنترل تفاوت معنی
.)4(جدول

هاي با کد باشد. میانگینمیmean±semتگالات. مقادیر به صورگالوکاتچینو اپیAهاي تیمار شده با بیسفنول) مقایسه میانگین کلسیم در سلول4جدول
05/0p<one(باشددار میهاي متفاوت داراي تفاوت معنیحرف wey ANOVA Tukeys Test()a,b,cدار بودن داده ها را نشان میزان معنی

دهند).می
24زمان(ساعت)

گروه ها            
a72/0±051/0کنترل                                                            

A)mµ6(034/0±b52/0نولبیسف
µm20(062/0±a71/0(گالاتگالوکاتچین+اپی)A)mµ6بیسفنول

µm20(065/0±c86/0لات(گاگالوکاتچیناپی

آزمون کامت
نتایج بدست آمده از آزمون کامت نشان داد که در گروه 

دنباله یا کامت بیشتري نسبت به گروه Aتیمار با بیسفنول
هاي تیمار شده با کنترل وجود دارد و در سلول

+ Aگالات و بیسفنولگالوکاتچیناپی
گالات دنباله یا کامت کمتري نسبت به گالوکاتچیناپی

. به منظور ارزیابی میزان )4(شکلگروه کنترل دیده شد

بر اساس طول و اندازه ها سلولDNAآسیب وارده به 
ها حاکی از بندي شد. دادهگروه درجه5ها در کامت سلول

در میدان الکتریکی در اثر DNAافزایش میزان حرکت 
ضمناً مقایسه میانگین ).5(شکلبودAتیمار با بیسفنول

در سلول هاي مزانشیم مغز DNAرصد آسیب وارده به د
رائه شده است.ا5استخوان در گروه هاي مختلف در جدول 

هاي تیمار ) سلولBهاي کنترل. ) سلولA .Aگالات و بیسفنولگالوکاتچینساعت پس از تیمار با اپی24هاي بنیادي مزانشیم ) تست کامت در سلول4شکل
- گالوکاتچینهاي تیمار شده با اپی) سلولµm20(.D(گالاتگالوکاتچین+ اپی)mµ6(Aهاي تیمار شده با بیسفنول) سلولA)mµ6(.Cشده با بیسفنول

).x20.(بزرگنمایی )µm20(گالات
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) درجه چهار.e) درجه سه. d) درجه دو. c) درجه یک. b) درجه صفر ( بدون کامت ). aي کامت. ها بر اساس طول واندازه) درجه بندي سلول5شکل

-گالوکاتچینو اپیAهاي تیمار با بیسفنولهاي مزانشیم مغز استخوان رت در گروهدر سلولDNA) مقایسه میانگین درصد درجه آسیب وارد به 5جدول
one wayباشد (دار میهاي متفاوت داراي تفاوت معنیهاي با کد حرفباشد. میانگینمیmean±semصورت گالات با گروه کنترل. مقادیر به 

ANOVA, Tukeys Test.05/0<P()a,b,cدهند)دار بودن داده ها را نشان میمیزان معنی.

بحث
تا به امروز، بسیاري از اطلاعات در مورد مکانیسم عمل مواد 
سمی مختلف از آزمون بر روي حیوانات یا مطالعات در 

هاي بسیار تمایز یافته، با استفاده از سلولin vitroشرایط 
هاي سرطانی و دچار تومور شده بدست نامیرا و یا سلول

انشیم مغز هاي مزآمده است. اخیرا با توجه به مقاومت سلول
استخوان و استخراج آسان آنها پیشنهاد شده است که 

ها اکسیدانتتوان از آنها براي بررسی مواد سمی و آنتیمی
از طرفی در بررسی اثرات مواد سمی با ).20(استفاده کرد

هاي سلولی استفاده از انواع سلولی تمایز یافته یا دودمان
احل تمایز و تکوین را توان اثرات این مواد بر مرنامیرا نمی

هاي بنیادي نیز مطالعه نمود، لذا با توجه به اینکه سلول
تمایز به مزانشیم مغز استخوان داراي قابلیت زیادي در

مدل ،دنباشهایی مانند استخوان، عصب و غیره میبافت
آزمایشگاهی مناسبی در بررسی تاُثیر و سمیت مواد شیمیایی 

داروها در طی روند تمایز هستند ها و عملکرد بر روي سلول
داري وابسته به غلظت را نتایج این مطالعه کاهش معنی).21(

هاي مزانشیمی مغز استخوان رت در در توانایی زیستی سلول
ساعت نشان داد که با نتایج 24در طی Aاثر تیمار با بیسفنول

توانایی زیستی دیگر مطالعات سایر محققان مبنی بر کاهش 
).16و22(هم راستا استAدر طی تیمار با بیسفنولها سلول

گالات تاُثیر مثبتی بر گالوکاتچینمطالعه ما نشان داد که اپی

درصد سلول هاي دنباله دار

4درجه 3درجه 2درجه 1درجه 0درجه دوز

4/176a±0/013 1/33a±0/57 5/33a±0/57 21/00b±1/7 62/63c±0/277 کنترل

20/26b±3/11 19/10b±3/ .6 8/00b±2/64 26/33b±4/7 26/66b±1/52 )A)6µmلبیسفنو

1/00a±1/16 1/33a±1/15 3/00a±1/15 17/00a±2/64 7/766d±3/21
- +اپیAبیسفنول

- گالوکاتچین

)20µmگالات(

1/66a±0./57 3/00a±0/68 4/66a±0/57 15/33a±0/57 78/66d±3/05
-گالوکاتچیناپی

)20µmگالات(
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بر توانایی Aپیشگیري از آثار سمی حاصل از بیسفنول
هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان دارد. از زیستی سلول

هاي فنولگالات از پلیگالوکاتچینآنجایی که اپی
باشد سبب اکسیدانی قوي موجود در چاي سبز میآنتی

) در ROS(پذیرهاي واکنشجلوگیري از تشکیل اکسیژن
گردد. در ساختار داخل سلول میتوکندري می

شود که گالات سه حلقه فنول دیده میگالوکاتچیناپی
هاي ها، باعث احیا رادیکالهاي هیدروکسیل این حلقهگروه

و Costa).23(گرددمیآزاد و غیر فعالسازي آنها
نشان دادند که 2007در سال همکاران

گالات باعث افزایش توانایی زیستی و تکثیر گالوکاتچیناپی
و همکارانYea).24(شودهاي کلیه میسلولی در سلول

میکرومولار 10نشان دادند که غلظت 2011در سال 
ساعت48و 24هاي گالات در مدت زمانگالوکاتچیناپی

باعث Iهاي فیبروبلاست بیماري گوشه نوع بر روي سلول
کاهش مرگ سلولی و همچنین افزایش تکثیر سلولی 

اکسیدانی خود مانع از استرس شود و با خاصیت آنتیمی
بوسیله DNAآسیب ).25(شودشبکه آندوپلاسمی می

آسیب به Aتست کامت نشان داد که در گروه بیسفنول
DNAرل بود. تشکیل تبیشتر از گروه کنداري به طور معنی

هاي مذکور، حاکی از وقوع شکستگی در دنباله در سلول
DNAاست. طبق مطالعات گذشته سمیت با بیسفنولA

سبب کاهش توانایی زیستی، افزایش پراکسیداسیون لیپیدها، 
گردد، میDNAها و آسیب اکسیدانکاهش توانایی آنتی

هاي داد کروموزومباعث افزایش تعAهمچنین بیسفنول
شود که نشان دهنده ارتباط بین پراکسیداسیون غیرنرمال می

و Fen We).26(باشدمیgenotoxicitلیپیدي و 
نشان دادند که 2012در سال همکاران

گالات مانع از آپوپتوز و شکسته شدن گالوکاتچیناپی
DNAهاي بنیادي مزانشیمی موش صحرایی در سلول

نتایج این مطالعه نیز ).27(شوندو زمان میوابسته به غلظت 
بر Aگالات، تاثُیر بیسفنولگالوکاتچیننشان داد که اپی

هاي بنیادي مزانشیم را در سلولDNAوقوع شکستگی 
گالات با گالوکاتچینشود که اپیکاهش داد. پیشنهاد می

کاهش پراکسیداسیون لیپیدها و افزایش توانایی زیستی 
.دهندرا کاهش میDNAا میزان آسیب هاکسیدانآنتی

هاي بنیادي عصبی که توسط نتایج تحقیقات بر روي سلول
Ishidoانجام گرفته بود نشان داد 2010در سال و همکاران

کند. هاي اکتین تداخل ایجاد میبا فیلامنتAکه بیسفنول
موجب تغییرات Aبه این صورت که تیمار با بیسفنول

که تکه شدن سیتواسکلتون در مورفولوژیکی مانند ت
با تحریک تولید Aبیسفنول). 28(هاي عصبی شده بودسلول

هاي آزاد باعث غیر فعالسازي گروه تیول در رادیکال
پروتئین اکتین و در نتیجه تخریب آن و نهایتا تغییر شکل 

پلیمریزاسیون و دپلیمریزاسیون پروتئین ).28(گرددسلول می
باشد. اکتین، مکانیسم احتمالی در کنترل شکل می

Hinshow نشان دادند که گروه 1999و همکاران در سال
ي سیستئین در پروتئین اکتین، به تیول بر روي اسید آمینه

میزان تشکیل حالت فیبري و یا گلوبولار اکتین تاُثیر 
هاي اکتین، وه تیول در میکروفیلامنتگذارد. در واقع گرمی

اکسیداتیو است و حفظ آن در -یکی از اهداف استرس
عی ضروري هاي طبیحالت احیا شدن براي عملکرد سلول

ي گروه تیول غیر ترین دارندهباشد. گلوتاتیون مهممی
هاي تیول غیر پروتئینی پروتئینی است که براي احیا گروه

آمیزي هوخست نشان داد نگرنتایج ).29(ضروري است
هاي یري که بر روي هستهثگالات با تاُگالوکاتچینکه اپی

گذارد باعث افزایش قطر هاي بنیادي مزانشیم میسلول
شود که شود. پیشنهاد میها میها در این سلولهسته

هاي تیول گالات به عنوان محافظ گروهگالوکاتچیناپی
هاي غشا سلولی پروتئینهاي سلولی، به خصوص پروتئین

تیو هاي غشا را در برابر استرس اکسیدایناست، و پروتئ
گالات با گالوکاتچینکند. علاوه بر این اپیمحافظت می
اکسیدانی قوي که دارد باعث تقویت عملکرد خاصیت آنتی
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اکسیداتیو -هاي مرتبط با استرسگلوتاتیون و سایر آنزیم
گردد.می

تشکر وقدردانی
تشکر از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه اراك که با اب

پشتیبانی مالی انجام این پروژه تحقیقاتی را امکان پذیر نمود.
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