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Abstract 

Background and Aim: Mesenchymal stem cells (MSCs) are characterized by self-renewal capacity and 
multilineage differentiation potential. Human placental extract, rich in growth factors and amino acids, has 
garnered increasing attention in regenerative medicine. This study aimed to evaluate the effect of human placental 
extract on the osteogenic differentiation of MSCs. 

Methods: In this experimental study, the cytotoxicity and proliferative effects of placental extract on MSCs 
were assessed using the MTT assay. Osteogenic differentiation was evaluated through biochemical and molecular 
analyses, including alkaline phosphatase (ALP) activity, calcium deposition measurement, and real-time PCR-
based gene expression analysis. All experiments were performed in triplicate. Data were expressed as mean ± 
standard deviation (SD) and analyzed using one-way ANOVA. Real-time PCR data were processed with 
LinRegPCR and REST-RGXL software, with statistical significance set at P<0.05. 

Results: The MTT assay revealed that placental extract was non-toxic and significantly enhanced cell viability 
and proliferation. Moreover, osteogenic differentiation was markedly improved in treated groups. After 14 days 
of culture, ALP activity and calcium deposition progressively increased compared to the control group. 
Osteocalcin gene expression also showed a significant upregulation at higher concentrations of the extract 
(P<0.05), confirming the osteoinductive effect. 

Conclusion: Findings of the present study demonstrate that human placental extract effectively enhances and 
accelerates the osteogenic differentiation of MSCs. The significant increases in ALP activity, calcium deposition, 
and osteocalcin expression support its potential as a promising biological supplement for bone tissue engineering 
and regenerative therapeutic strategies. 
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Extended Abstract 

Background and Objective 
Mesenchymal stem cells (MSCs) have 
attracted significant attention in 
regenerative medicine because of their 
ability to self-renew and differentiate into 
various cell types, including osteoblasts, 
chondrocytes, and adipocytes. Among 
these characteristics, osteogenic 
differentiation is particularly important for 
bone regeneration and tissue engineering 
applications. The development of safe and 
effective biological compounds that can 
enhance osteogenic differentiation remains 
an important objective in regenerative 
medicine. Human placental extract is a 
natural biological product rich in growth 
factors, cytokines, peptides, amino acids, 
vitamins, and antioxidants. Due to its 
regenerative properties, placental extract 
has been investigated in various therapeutic 
fields, including wound healing, tissue 
repair, and cellular regeneration. However, 
its effect on the osteogenic differentiation 
of mesenchymal stem cells has not been 
fully clarified. Therefore, this study was 
conducted to evaluate the influence of 
human placental extract on cell viability, 
proliferation, and osteogenic differentiation 
of mesenchymal stem cells under in vitro 
conditions. 
 
Methods 
This experimental study was performed 
using cultured mesenchymal stem cells. 
Cells were maintained under standard 
laboratory conditions and treated with 
different concentrations of human placental 
extract. The biological effects of the extract 
were evaluated through cellular, 
biochemical, and molecular analyses. To 
assess cytotoxicity and cell proliferation, 
the MTT assay was performed. This 
method is widely used to determine cell 
viability and metabolic activity. Osteogenic 
differentiation was investigated using 
several established markers. Alkaline 
phosphatase (ALP) activity was measured 
as an early indicator of osteoblast 
differentiation. Calcium deposition was 

evaluated as a marker of extracellular 
matrix mineralization and bone formation. 
In addition, osteocalcin gene expression 
was analyzed using real-time polymerase 
chain reaction (Real-Time PCR), since 
osteocalcin is considered a specific marker 
of mature osteoblasts. The collected data 
were analyzed statistically, and P>0.05 was 
considered statistically significant. 
 
Results 
The results of the MTT assay demonstrated 
that human placental extract did not exert 
any cytotoxic effects on mesenchymal stem 
cells. In contrast, treatment with placental 
extract improved cell viability and 
proliferation compared with untreated 
control cells. These findings indicate that 
the extract provides a favorable 
environment for cellular growth and 
survival. Evaluation of osteogenic 
differentiation revealed significant 
enhancement in treated groups. Alkaline 
phosphatase activity increased 
considerably following exposure to 
placental extract, suggesting stimulation of 
early osteogenic differentiation pathways. 
Furthermore, calcium deposition analysis 
showed progressive mineral accumulation 
in treated cultures. After 14 days of 
treatment, calcium content was 
significantly higher than that observed in 
the control group, indicating enhanced 
matrix mineralization and bone-forming 
potential. Gene expression analysis also 
supported these observations. Osteocalcin 
expression was significantly upregulated in 
cells treated with placental extract, 
particularly at higher concentrations. Since 
osteocalcin is a marker of mature osteoblast 
differentiation, its increased expression 
suggests that placental extract promotes not 
only early differentiation but also later 
stages of osteogenic maturation. Overall, all 
evaluated parameters demonstrated a 
positive effect of human placental extract 
on osteogenic differentiation, and 
statistically significant differences were 
observed between treated and control 
groups (P<0.05). 
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Conclusion 
The findings of the present study 
demonstrate that human placental extract 
can enhance both proliferation and 
osteogenic differentiation of mesenchymal 
stem cells. These effects may be attributed 
to the complex composition of placental 
extract, which contains numerous bioactive 
molecules involved in cell signaling, 
growth regulation, and tissue regeneration. 
The observed increase in ALP activity 
indicates activation of early osteogenic 
pathways, while enhanced calcium 
deposition reflects successful extracellular 
matrix mineralization. Furthermore, the 
upregulation of osteocalcin expression 
confirms progression toward mature 
osteoblast formation. Together, these 
findings suggest that placental extract 
influences multiple stages of the osteogenic 
differentiation process. Previous studies 
have reported beneficial effects of 
placental-derived products on tissue repair 
and regeneration. Growth factors present in 
placental extract may activate signaling 
pathways associated with bone formation 
and cellular differentiation. Therefore, the 
current results are consistent with existing  

evidence regarding the regenerative 
potential of placental-derived biological 
materials. The ability of placental extract to 
stimulate both cell proliferation and 
differentiation is particularly important in 
bone tissue engineering, where successful 
regeneration depends on sufficient cell 
expansion followed by efficient osteogenic 
maturation. Consequently, placental extract 
may represent a valuable supplement for 
stem cell-based therapeutic strategies. This 
study demonstrated that human placental 
extract promotes osteogenic differentiation 
of mesenchymal stem cells and enhances 
their proliferative capacity. Increased 
alkaline phosphatase activity, calcium 
deposition, and osteocalcin gene expression 
confirmed the positive influence of 
placental extract on bone-forming 
processes. These findings suggest that 
human placental extract may serve as a 
promising biological agent for bone tissue 
engineering and regenerative medicine 
applications. Further in vivo and clinical 
studies are recommended to better 
understand its mechanisms of action and 
therapeutic potential.  
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  jafary@iau.ac.ir-h :پست الکترونیک  یجعفر   ههانی :نویسنده مسئول* 
 ران ی، دانشگاه تهران، تهران، ا ی وتکنولوژیدانشکده ب آدرس: 

 پژوهشی  اصیل

 
 های بنیادی مزانشیمی مشتق از بندناف اثر عصاره جفت انسان بر تمایز استخوانی سلول 

 
 2یدجعفر ی ، احسان س*1ی جعفر  ههانی ،1فر ی نیفاطمه پرو

 
 ران ی، تهران، ا یدانشگاه آزاد اسلام ، قات یتحق واحد علوم و ، ی شناس ستیگروه ز 1

 ران ی، دانشگاه تهران، تهران، ا یوتکنولوژیدانشکده ب 2
 

 31/04/1405  پذیرش مقاله:       31/04/1405اصلاح مقاله:      03/1405/ 22 دریافت مقاله: 

    دهکیچ
های مختلف، نقشی کلیدی در پزشکی بودن قابلیت خودنوسازی و تمایز به بافتهای بنیادی مزانشیمی با دارا  سلول  ف:هدزمینه و  

ها و سایر ترکیبات زیستی مهم است. مطالعه حاضر با کنند. عصاره جفت انسانی نیز سرشار از فاکتورهای رشد، اسیدآمینهبازساختی ایفا می

سلول استخوانی  تمایز  بر  اثر عصاره جفت  بررسی  بههدف  مزانشیمی  بنیادی  ترمیم ضایعات  های  برای  درمانی  روشی  به  دستیابی  منظور 

 .استخوانی طراحی و اجرا شد

های بنیادی مزانشیمی پس از استخراج از بند ناف و کشت، با استفاده از عصاره جفت به سمت رده استخوانی تمایز داده سلول  ها:روش

های میکوپلاسما، باکتریایی، اندوتوکسین ، میزان پروتئین عصاره به روش بردفورد، و آلودگیMTTها با آزمونمانی سلولشدند. سمیت و زنده

ارزیابی شد. هموگلوبین عصاره با روش درابکین اندازهگیری   ICP و  PCR ،Pour plate،LALهای ترتیب با روشو فلزات سنگین به

سنجیده شد.   Real-time PCR آلکالین فسفاتاز و استئوکلسین با روشهای  گردید. تمایز استخوانی با رنگآمیزی الیزارین رد و بیان ژن

تحلیل شدند   REST-RGXL و LinRegPCR و نرمافزارهای ANOVA ها با استفاده ازها در سه تکرار انجام و دادههمه آزمایش

(05/0>P). 

کشت، میزان فعالیت آلکالین   14ها گردید. در روز  عصاره جفت فاقد سمیت بوده و باعث تسریع روند استخوانیسازی سلول ها:یافته 

طور معناداری افزایش یافت. بیان ژن استئوکلسین در بالاترین غلظت عصاره های تیمار شده با عصاره بهفسفاتاز و رسوبات کلسیمی در گروه

عصاره نیز عاری از هرگونه آلودگی و هموگلوبین  های کیفی  آزمون.  (P<05/0) لیتر( نسبت به گروه کنترل تفاوت معناداری نشان دادمیلی  1)

 .را تأیید کردند

های بنیادی مزانشیمی را ها و مواد معدنی، روند تمایز استخوانی سلولعصاره جفت با دارا بودن فاکتورهای رشد، ویتامین گیری:نتیجه

 .عنوان یک عامل مؤثر در پزشکی بازساختی استخوان مطرح باشدتواند بهکند و میطور معناداری تسریع میبه

 

ن های بنیادی مزانشیمی، تمایز، بند ناف، استخواعصاره جفت، سلول :هاکلیدواژه
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 و همکاران  فر ینیپرو / 270

 1405 مرداد و شهریور، 3، شماره 30مجله علوم پزشکی فیض           دوره  

 مقدمه
از سلول غنی  منبعی  انسان  ناف  مزانشیمی بند  بنیادی  های 

های  ها، با قابلیت خودتجدیدی و تمایز به ردهاین سلول.  [1]است  
غیرتهاجمی برداشت  مختلف سلولی، توانایی تکثیر نامحدود، روش  

های مناسب در برای دهنده و خطر پایین آلودگی ویروسی، گزین
  [. 2]  روندمی  شماربه   بازساختی  پزشکی   و  بافت  ترمیمزمینه  

سلول سلول بندناف،  از  مشتق  مزانشیمی  چندتوان های  هایی 
های با منشأ مزانشیمی نظیر ماهیچه، هستند و قابلیت تمایز به رده

ها این سلول.  [3]غضروف، تاندون، چربی و مغز استخوان را دارند  
برخوردارند   توان رشد سریعی  از  آزمایشگاهی  به  .  [4]در شرایط 

ریزمحیط سوی  به  مهاجرت  سیتوکیندلیل  ملتهب،  های های 
پنهان  ذاتی  ایمنی  سیستم  از  را  خود  و  کرده  تولید  ضدالتهابی 

د توجه قرار  های اخیر بسیار مورای که در دههسازند؛ ویژگی می
پتانسیل تمایزی همراه با خواص پاراکرین این   [.5،6] گرفته است

ای کلیدی برای ترمیم بافت تبدیل کرده  ها را به گزینه ها، آنسلول
سلول پاراکرین  عملکرد  طریق  است.  از  مزانشیمی  بنیادی  های 

وزیکول آزادسازی  و  محلول  فاکتورهای  خارجترشح  سلولی های 
شده از ها، ساختارهای غشایی مشتقشود. این وزیکول اعمال می

پروتئین که  هستند  لیپیدها،  سلول  متابولیتRNAها،  و  ،  ها 
های متمایز از دیگر ویژگی  [ 7] گیرندفاکتورهای رشد را در بر می 

های بنیادی، توانایی خودبازسازی بسیار سریع، تعدیل این سلول
تر به  که  است  ضدسرطانی  خواص  و  ایمنی  بافت  سیستم  میم 

ها منبع مهمی کند. به همین دلیل، این سلولدیده کمک میآسیب
آلوژنیک محسوب میبرای درمان پیوندی در محیط  شوند،  های 

جفت که از رشد و نمو    [.8]  بدون آنکه دچار پاسخ رد ایمنی گردند
کند، اندامی دورریختنی اما سرشار از ترکیبات جنین پشتیبانی می

هورمونارزشمند   پپتیدها،  آمینه،  اسیدهای  همچون  ها،  زیستی 
ویتامینگلیکوزآمینوگلیکان نوکلئیک،  اسیدهای  عناصر ها،  ها، 

کمیاب، فاکتورهای رشد و سایر مواد مغذی است. این اجزای فعال 
درمانی چشمگیری   بودن خواص  دارا  دلیل  به  جفت،  در  موجود 

آنتی اثرات  کاهشمانند  و  ضدالتهابی  ضدمیکروبی،  -اکسیدانی، 
  از   گستردهای  طیف  بهبود  و  بافتی  بازسازی  در   درد،دهنده  
  مزمن،   هایزخم  جراحی،  از   پس  هایزخم  جمله  از  هابیماری
  استفاده  مورد  آرتروز   و  استخوانی  هایبیماری  ها،سوختگی  درمان

میق عصاره    .[10،  ۹] گیرندرار  دیگر،    از   حاصل  جفتاز سوی 
 فاقد  که  –  حاضر  پژوهش  فرد  منحصربه  عصارهگیری  روش
 دارد   ساده  فرایندی  حال  عین  در  و  بوده  متعدد  شیمیایی  مواد  کاربرد

  سپس  و  فیلتراسیون،  و  بافر  طریق  از  هموگلوبین  حذف  با  صرفاً  –
  نتیجه،  در. آیدمی دست به مجدد فیلتراسیون با اضافی بافر حذف
  از  سرشار  فراوان  میزان  به  که  ماندمی  باقی  جفت  عصاره  تنها

،  TGF-β  و   EGF  ،FGF،VEGF  نظیر  رشد  فاکتورهای
سایتوکاین اینترلوکینهمچنین  همچون  (  IL- 1) 1-هایی 

Interleukin-1های گروه، عناصر کمیاب و مغذی، و ویتامین B 

بسزایی در تقسیم، تمایز، تکثیر و توسعه  است. این ترکیبات نقش  
  به   زیادی  شباهت   مذکور  عصاره  این،   بر   افزون .  دارند  سلولی

مهاجرت   3  نوع  فیبرونکتین  گلیکوپروتئین در  و  داشته  انسانی 
شناسی )مورفولوژی(، بهبود زخم و بازسازی  سلولی، تمایز، ریخت

بافت آسیبدیده بسیار مؤثر است؛ به همین دلیل، اساس استفاده از  
ا  .[10] آن در تمایز سلولی قرار گرفته است  ا  نیبا    نیحال، اثر 

مشاهده   کسانی به    یادیبن  هایسلول  انواع  ی بر همه  جفتیعصاره  
و  بیچون نوع سلول، ترک یها به عوامل نشده است و پاسخ سلول

مح عصاره،  ت  طیغلظت  زمان  مدت  و  دارد؛   یبستگ  ماریکشت 
  نوع  هر  به   جفت  انتظار داشت که افزودن عصاره  توان ی نم  نیبنابرا

 . نجامدیب  زیبه تما الزاماً ،یادبنی سلول
پ  با حوزه  قابل  یهاشرفتیوجود  در  بافت   مهندسیتوجه 

دست روش   یابیاستخوان،  تما  ییهابه  بتوانند    ی استخوان  زیکه 
به  یمیمزانش  یادیبن  یهاسلول مؤثرتررا  دهند،    شیافزا  یطور 

به شمار   یبازساخت  یپزشک  یاساس  یهااز چالش  یکیهمچنان  
عصاره  رودیم بودن    لدلی  به   انسان  جفت.    ی هامولکول دارا 
مطرح شده    دوارکنندهیام  یستزیماده    ک یبه عنوان    فعال،ستیز

سو.  [11]است   ش  گر،ید  یاز  به  توجه  اختلالات    یبالا  وعیبا 
کمر که در اغلب موارد    سکیو ستون فقرات، از جمله د  یاستخوان 

مداخله    ازین شناسا  جراحیبه  به   ییدارند،    ی هاروش  یریکارگو 
کمر و   سکی د  میجهت ترم  ،یبه جراح  ازیبدون ن  یسازاستخوان 
ا  ن،یبنابرا.  [12]  رسدیبه نظر م  یکاربرد  اریگردن بس   نیانجام 

برا عصاره    یبررس  ی پژوهش    ن یا  یاستخوان  زتمای  بر   جفتاثر 
ارزسلول و  تقو  تیظرف  یابیها  عامل  عنوان  به  در   کنندهت یآن 

 .رسدی به نظر م یبافت، ضرور یمهندس
 

 هاروش 
 جامعه و نمونه آماری 

 مطالعه و ملاحظات اخلاقی   نوع -
 از   پس  بلافاصله  مادر،  آگاهانه  رضایت  جلب  با  جفت،نمونه  

  به   استریل  شرایط  در  و  دریافت  اقبال  بیمارستان  در  سزارین  زایمان
 روش  به   بندناف   وارتون   ژل  از   ابتدا   .گردید  منتقل  آزمایشگاه

Explant  های بنیادی استفاده شد و بافت  برای جداسازی سلول
تهیه   برای  نیز  جداسازی  .  [13]  رفت  کار  به  عصارهجفت  برای 

آنزیمی حاوی سلول به محلول  بنیادی، قطعات ژل وارتون  های 
  25و   Gibco ساخت شرکت I گرم آنزیم کلاژناز نوعمیلی  50

اضافه شد   BioWest ساخت DMEM لیتر محیط کشتمیلی
دارای انکوباتور  در  دمای   Memmert ساخت CO₂ و   37در 

سوسپانسیون    24  از   پس.  گرفت   قرار  گرادسانتی درجه   ساعت، 
کشت داده  SPL ساخت لیتریمیلی   75حاصل در سه فلاسک  

 ساخت DMEM شامل شد و به هر فلاسک، محیط کشت کامل
BioWest  ،10٪ سرم جنین گاوی FBS ساختGibco  1، و٪  

افزوده گردید. طی چند  بیوتیک جنتامایسین ساخت داروپخشآنتی
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تعویض شد تر  شناسایی دقیقرای  ب  .[14]  مرحله، محیط کشت 
ها، از روش فلوسایتومتری استفاده شد. بدین منظور، نمونه  سلول
میلیون سلول   2 مایع  در  یکنواخت  سوسپانسیون   صورت به  سلولی

آماده شد و از  (  BioWest)  ساخت شرکت  PBS لیترمیلی  2در  
 .[15] مقابل پرتو نوری عبور داده شد

کروموزومی و نیز  های  برای تشخیص اختلالات و ناهنجاری 
ها، از روش کاریوتایپ استفاده گردید. در این شمارش کروموزوم

ماده   افزودن  با  شرکت کلشیسین  شیمیاییروش،   ساخت 
(Sigma  )  به محیط کشت، تقسیم سلولی متوقف شد. سپس با

و  گردید  پاره  سلولی  غشای  هیپرتونیک،  محلول  از  استفاده 
ها روی لام با رنگ ها آزاد شدند. در نهایت، کروموزومکروموزوم

 .آمیزی و مشاهده شدند آزما( رنگ گیمسا )ساخت طب
سلول از  استفاده  در  گام  برای  اولین  مزانشیمی  بنیادی  های 

بازسازی ضایعات استخوانی، تمایز آنها به استئوبلاست در شرایط  
به است.  استئوبلاستآزمایشگاهی  فعالیت  بررسی  های  منظور 

استخوانی )میزان  رنگ  تمایزیافته  از  ردشدن(،  آلیزارین   آمیزی 
شرکت  بافت،   (Sigma)  ساخت  رنگپذیری  شدت  شد.  استفاده 

ارتباط مستقیمی با میزان مواد معدنی موجود در ماتریکس آن دارد. 
سلول به  )بنابراین،  مناسب  تراکم  با  بنیادی  سلول(،    1000های 

  DMEM محیط تمایزی استخوان اضافه شد. این محیط شامل
شهید  میلی  5حاوی  (   (BioWestساخت )ساخت  سرم  لیتر 

ز اصلی  فاکتورهای  و  بود:  قاضی(  دگزامتازون،   50یر  میکرولیتر 

میکرولیتر آسکوربیک    500  و  فسفات  گلیسرول‐میکرولیتر بتا  500
در دمای  Memmert ساخت) ها در انکوباتوراسید. سپس سلول

انکوبه شدند و هر سه روز   CO₂ %5  با  و  گرادسانتیدرجه    37
 [.16] بار محیط آنها تعویض گردیدیک

تمایزی سلول محیط  با  تیمار  از  پس  مزانشیمی،  های 
  انجام   برای   بعد، آمیزی آماده شدند. در مرحله  استخوان، برای رنگ

  دو   لام،  روی  تمایزیافته  هایسلول  ابتدا  رد،  آلیزارین  آمیزیرنگ
-میلی 5/1شسته شدند. سپس  BioWest ساخت) PBS با بار

فرمالین  ل به  %10یتر  و  اضافه  هر چاهک  در    30مدت  به  دقیقه 
از آن، فرمالین انکوبه گردید. پس  اتاق   Merck ساخت دمای 

از معیارهای مزانشیمی بودن سلول بنیادی  خارج شد. یکی  های 
استخراجشده، توانایی تمایز آنها به بافت استخوانی است. به همین 

مرحله   این  در  ردمیلی  5/1دلیل،  آلیزارین  رنگ   ساخت لیتر 
Sigma های پلیت )ساخت طیف رویان( افزوده شد و  به چاهک
درجه انکوبه گردید؛ سپس رنگ    37دقیقه در دمای    20به مدت  

 BioWest ساخت) PBS ها باخارج شد. با گذشت زمان، سلول
هاله  فقط  که  یافت  ادامه  زمانی  تا  عمل  این  و  شدند  شسته 

  ها سلول  نهایت،  در.  بود  مشاهده  قابل  هاسلول  روی  بر  ارغوانیرنگ
تمایز  Labomed ساخت میکروسکوپ  زیر و  شدند  مشاهده 

 آمده تأیید گردید  دست  ها بر اساس رنگپذیری و تصاویر بهسلول
 [.17] (1-)شکل

 
 شده با آلیزارین رد آمیزیهای رنگسلول  . 1-شکل

  هایسلول استخوانی شدندهنده اسلاید، نشانهای قرمز روی لکه
 .است مزانشیمی بنیادی

 
فعال موجود  منظور بررسی اثر عوامل زیستدر این مطالعه، به 

سلول استخوانی  تمایز  بر  جفت  بافت  مزانشیمی در  بنیادی  های 
عصاره   انتخاب  شد.  استفاده  جفت  عصاره  از  ناف،  بند  از  مشتق 

ها ای از فاکتورهای رشد، پروتئینجفت به دلیل دارا بودن مجموعه 
توانند بدون انتقال سلول، بر رفتار و  هایی بود که میو سیتوکاین
سلول از  تمایز  استفاده  بنابراین،  بگذارند.  تأثیر  بنیادی  های 

های بنیادی مشتق از جفت در طراحی این مطالعه مدنظر  سلول
 .قرار نگرفت

برای تهیه عصاره جفت، ابتدا بافت جفت به قطعات کوچک  
هموژنایزر  دستگاه  از  استفاده  با  قطعات  این  سپس  شد.  تقسیم 

شده نرمال سالین )شرکت  همگن شدند. در ادامه، به بافت همگن
ساعت بدون    1شهید قاضی( اضافه شد و مخلوط حاصل به مدت  

حرکت انکوبه گردید. در مرحله بعد، عصاره با استفاده از فیلتر از  
بافری محلول  افزودن  با  سپس  و  شد  جدا  ،   (Neutron)بافت 

زدایی انجام گرفت. در نهایت، عصاره جفت با فرآیند هموگلوبین
 .استفاده از فیلتراسیون تحت خلأ تهیه شد

آمده از نظر آلودگی به مایکوپلاسما، باکتری، دستعصاره به 
برای   گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  سنگین  فلزات  و  اندوتوکسین 

هموگلوبین،  اندازه میزان  با    200گیری  عصاره  از    5میکرولیتر 
از  میلی و پس  مخلوط  بهارافشان(  )شرکت  درابکین  محلول  لیتر 

دستگاه   از  استفاده  با  کووت  در  نمونه  نوری  جذب  پیپتاژ، 
مجاز  اندازه (SevenEasy) اسپکتروفتومتر مقدار  شد.  گیری 

 .هموگلوبین در عصاره جفت باید صفر باشد
همچنین، میزان پروتئین موجود در عصاره جفت با استفاده از 

گیری شد. اندازه  (CIB Biotech) (Bradford) کیت برادفورد
با آب مقطر رقیق    4به    1برای این منظور، معرف برادفورد با نسبت  

 .[18] برسد X1شد تا به غلظت کاری 
ها مخلوط شد و به مدت  معرف برادفورد در سه تکرار با نمونه 

نوری    10 گردید. سپس جذب  نگهداری  دمای محیط  در  دقیقه 
اسپکتروفتومترنمونه  دستگاه  از  استفاده  با   (SevenEasy) ها 
با  اندازه و  محاسبه  تکرار  سه  نوری  جذب  میانگین  شد.  گیری 

برادفورد کیت  استاندارد  منحنی  از  ،  (CIB Biotech)  استفاده 
 .غلظت نهایی پروتئین موجود در عصاره تعیین شد

منظور بررسی آلودگی عصاره به مایکوپلاسما، که بر اساس  به 
ژنتیکی ماده  می (DNA) شناسایی  حاوی  انجام  ژل  شود، 
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داک قرار گرفت. پس از تابش نور  محصولات تکثیر در دستگاه ژل
یا عدم  (UV)فرابنفش و وجود  انجام شد  از ژل تصویربرداری   ،

 .وجود باندهای اختصاصی مورد بررسی قرار گرفت
ها، ها و قارچبرای ارزیابی آلودگی میکروبی عصاره به باکتری

پورپلیت به  (Pour Plate) آزمون  شد.  شمارش  انجام  منظور 
ها از محیط  و برای شمارش قارچ  TSA ها از محیط کشتباکتری
 های کشتاستفاده گردید. ابتدا محیط  SDA (Sigma) کشت

TSA و SDA   گراد درجه سانتی   45پس از ذوب شدن، در دمای
لیتر از عصاره میلی  1های استریل ریخته شدند. سپس  داخل پلیت

 های حاوی محیطآرامی مخلوط شد. پلیت به هر پلیت اضافه و به 
TSA   های حاوی  گراد و پلیتدرجه سانتی  5/2  ±  5/32در دمای

دمای   SDA محیط سانتی   5/2  ±  5/22در  انکوبه  درجه  گراد 
روز و محیط کشت    3باکتری پس از    شدند. در پایان، محیط کشت

 .روز از نظر رشد میکروبی بررسی شدند 5قارچ پس از 
آزمون از  اندوتوکسین،  میزان  سنجش  پایه   LAL برای  بر 

ابتدا (Gel Clot) کلاتژلروش   شد.  با   pH استفاده  عصاره 
  1000گیری شد. سپس  اندازه (Merck) استفاده از کاغذ تورنسل
با   عصاره  از  آزمون  3000میکرولیتر  مخصوص  آب   میکرولیتر 

LAL (LAL Reagent Water)  دقیقه   1مخلوط و به مدت
آن،   از  شد. پس  مثبت،    200ورتکس  کنترل  از    200میکرولیتر 

شده در  میکرولیتر از نمونه آماده  200میکرولیتر از کنترل منفی و  
تیوب تیوب شد.  ریخته  جداگانه  مدت  های  به  در    60ها  دقیقه 

دمای   (Memmert) ماریبن سانتی   37با  انکوبه  درجه  گراد 
تیوب  انکوباسیون،  زمان  پایان  از  بهشدند. پس  زاویه  ها  تا  آرامی 

نت  180 و  شدند  چرخانده  این  درجه  گردید.  بررسی  آزمون  یجه 
 .آزمایش دو بار تکرار شد

برای بررسی آلودگی عصاره به فلزات سنگین، میزان فلزات  
 ICP-OES بالقوه سمی موجود در عصاره با استفاده از دستگاه

(Agilent) کند، شده القایی عمل می که بر پایه پلاسمای جفت
 .سپاری انجام گرفتصورت برونگیری شد. این آزمون به اندازه

سلول  آنکه  از  مناسبپس  تراکم  به  فلاسک  کف  در   ها 
(Confluency)  .رسیدند، برای تیمار با عصاره جفت آماده شدند

 (Besat) در زیر هود لامینار (SPL) ابتدا محیط کشت فلاسک
شستشو داده  PBS (BioWest) ها با محلولتخلیه شد و سلول

سپس   تریپسینشدند.  فلاسک   (BioSera) 25/0محلول  به 
دقیقه در انکوباتور انکوبه شدند.    10ها به مدت  افزوده شد و سلول

 (Gibco ؛FBS) در ادامه، محیط کشت حاوی سرم جنین گاوی
سپس   گردد.  متوقف  تریپسین  فعالیت  تا  شد  اضافه  فلاسک  به 

دور در    1800دقیقه با سرعت    10سوسپانسیون سلولی به مدت  
 .انتریفیوژ شدس (Hettich) در سانتریفیوژ (rpm) دقیقه

از خارج کردن محلول رویی، رسوب سلولی در محیط   پس 
میکرولیتر از سوسپانسیون    12کشت تازه سوسپانسیون شد. سپس  

ها با قرار داده شد و تعداد سلول (HBG) سلولی روی لام نئوبار

نوری میکروسکوپ  از  در   (Leica) استفاده  گردید.  شمارش 
 خانه  ۹6سلول در هر چاهک از پلیت    10⁵×    8/4نهایت، تعداد  

(SPL) کشت محیط  افزودن  از  پس  و  شد  داده    کشت 
(BioWest) چاهک هر  به  جفت  عصاره  از  موردنظر  مقادیر   ،

در ردیف کنترل سلولی، تنها سلول و محیط کشت   .اضافه گردید
چاهک میکروپلیتدر  در  (SPL) های  پلیت  و  شده  ریخته 

 انکوباتور قرار داده شد.  
زندهبه  درصد  تعیین  سلولمنظور  مواد  مانی  تأثیر  تحت  ها 

میکرولیتر   50انجام گرفت. بدین منظور،   MTT مختلف، آزمون
به هر چاهک اضافه شد و پلیت به   MTT (Sigma) از محلول

با دمای  (Memmert) دارCO₂ ساعت در انکوباتور  4تا    3مدت  
این مدت،  درجه سانتی   37 قرار گرفت. طی  توسط   MTTگراد 

های زنده احیا شد. آنزیم سوکسینات دهیدروژناز موجود در سلول
رنگ  انجام  از  پیش   DMSO میکرولیتر  200سنجی،  سپس، 

(LifeBioLab) کریستال تا  شد  اضافه  چاهک  هر  های  به 
میکرولیتر از محتویات هر    100فورمازان حل شوند. پس از آن،  

سمپلر از  استفاده  با  چا (Corning) چاهک  های هکبه 
نمونه  (SPL) میکروپلیت نوری  ها در طول منتقل شد و جذب 

ریدر  570موج   الایزا  دستگاه  توسط   (BioTek) نانومتر 
 [. 1۹] گیری شداندازه

تام   RNA منظور بررسی میزان بیان ژن استئوکلسین، ابتدابه 
، پس  RNA ها استخراج شد. با توجه به حساسیت بالایاز سلول 

شست  سلولاز  سلول،  وشوی  میلیون  یک  هر  ازای  به    1ها، 
محلولمیلی تا   RNA-ZOL (Faziran) لیتر  شد  افزوده 
گراد درجه سانتی   -20ها در دمای  ها لیز شوند. سپس نمونه سلول

 .نگهداری شدند
ادامه،   کلروفرم  250در  نمونه   (Merck) میکرولیتر  هر  به 

دقیقه در دمای اتاق انکوبه شدند.   5ها به مدت اضافه شد و نمونه 
گراد و با سرعت  درجه سانتی   4دقیقه در دمای    20مدت  سپس به
12000 rpm توسط سانتریفیوژ (Hettich)   سانتریفیوژ شدند. در

اثر افزودن کلروفرم، سه فاز مجزا تشکیل شد. پس از سانتریفیوژ،  
حاوی که  آبی  جدا   RNA فاز  دقت  با  یک بود،  به  و  شده 

جدید منتقل گردید. سپس به اندازه   (GUNSTER) میکروتیوب
 میکرولیتر ایزوپروپانول سرد  800تا    600حجم فاز آبی، معادل  

(Merck) افزوده شد تا RNA رسوب کند. 
به  به مدت  مخلوط  و  زده شد  ساعت در دمای   2آرامی هم 

  15ها به مدت  گراد انکوبه گردید. سپس نمونه درجه سانتی  -20
دمای   در  سانتی   4دقیقه  با سرعت  درجه  و   rpm 15000گراد 

ها سانتریفیوژ شدند و مایع رویی دور ریخته شد. در ادامه، نمونه 
گراد و با سرعت  درجه سانتی  4دقیقه در دمای  20مدت مجدداً به
12000 rpm سفیدرنگ رسوب  تا  شدند   RNA سانتریفیوژ 

 .مشاهده شود
درصد سرد به رسوب اضافه   75لیتر اتانول  میلی   1پس از آن،  
خوبی مخلوط گردید تا رسوب از کف میکروتیوب  شد و نمونه به 
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  10ها به مدت  طور کامل شسته شود. سپس نمونه جدا شده و به 
دمای   در  سانتی   4دقیقه  با سرعت  درجه  و   rpm 12000گراد 

میکروتیوب  شدند.  بهسانتریفیوژ  اتانول  ها  تا  شدند  وارونه  آرامی 
دقیقه زیر    20تا    10به مدت   RNA اضافی خارج شود و رسوب

  20کاملاً خشک گردید. در نهایت، رسوب در   (BEASAT) هود
 .میکرولیتر آب تزریقی استریل )شهید قاضی( حل شد

نانودراپاستخراج RNA غلظت دستگاه  توسط   شده 
(Thermo Fisher Scientific) گیری شد. سپس به هر  اندازه

ژنومی   DNA افزوده شد تا DNase میکرولیتر آنزیم  1نمونه  
نمونه  شود.  حذف  مدت  احتمالی  به  اتاق    15ها  دمای  در  دقیقه 

غیرفعال یا از محیط   DNase انکوبه شدند و پس از آن، آنزیم
 .حذف گردید

سنتز از  cDNA  برای  شده  استخراج  RNA میکروگرم  2، 
با آب تزریقی استریل )شهید  RNA استفاده شد. حجم موردنیاز

به   مدت    10قاضی(  به  مخلوط  شد. سپس  رسانده    5میکرولیتر 
دمای   در  سانتی  65دقیقه  انکوبهدرجه  و   (Memmert) گراد 

باز   RNA بلافاصله روی یخ قرار داده شد تا ساختارهای ثانویه
 .ها جلوگیری شودشده و از تشکیل مجدد آن 

آن ،  1-در جدول   cDNAپس از تهیه مخلوط واکنش سنتز
حاوی تیوب  نمونه  RNA به  سپس  شد.  دستگاه  اضافه  در  ها 

ساعت در    1به مدت  (Applied Biosystems)   ترموسایکلر

دقیقه در دمای   10مدت  گراد و در ادامه بهدرجه سانتی   42دمای  
تکمیل   cDNA گراد قرار گرفتند تا فرآیند سنتزدرجه سانتی   72

 .شود
 cDNA مقادیر و غلظت مواد موردنیاز در واکنش سنتز . 1- جدول

 (µL)حجم ماده
First-Strand Buffer (5×) 4 

dNTPs Mix (10 mM) 2 
RT Enzyme (200 U) 1 

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/µL) 1 
Random Hexamer Primer (N6, 20 

pmol) 
1 

DEPC-treated Water 1 
جمع کل(   RNA) 10 بدون 

 
ژنبه  تکثیر  و   (Osteocalcin) استئوکلسین های  منظور 

فسفاتاز واکنش(ALP)  آلکالن   ،  PCR   از استفاده   Taqبا 
DNA Polymerase Master Mix   غلظت  5/1و 

. شرایط دمایی واکنش انجام شد  2-در جدول MgCl₂  مولارمیلی
با جفت تنظیم گردید. در  متناسب  اختصاصی هر ژن  پرایمرهای 

 (Merck) درصد  2بر روی ژل آگارز   PCR پایان، محصولات
ژل،   تهیه  برای  شدند.  در    2الکتروفورز  آگارز  پودر    100گرم 

نیز   (β-actin) اکتین-β حل شد. ژن TBE 1X لیتر بافرمیلی
 .[20] عنوان کنترل داخلی مورد استفاده قرار گرفتبه 

 

 در پژوهش  های مورد استفادهتوالی پرایمرهای ژن . 2- جدول
 (µL 20) حجم مصرفی در واکنش (′3→′5) توالی پرایمر (Gene) ژن

H-β-actin-F CTT CCT TCC TGG GCA T 1 µL 
H-β-actin-R GTC TTT GCG GAT GTC CA 1 µL 

Osteocalcin (OSC)-F GCAAAGGTGCAGCCTTTGTG 1 µL 
Osteocalcin (OSC)-R GGCTCCCAGCCATTGATACAG 1 µL 

ALP-F GCA CCT GCC TTA CTA ACT 1 µL 
ALP-R AGA CAC CCA TCC CAT CT 1 µL 

 (ALP) سنجش فعالیت آلکالین فسفاتاز
فسفاتازبه  آلکالین  فعالیت  ارزیابی  عنوان  به  (ALP) منظور 

های اولیه تمایز و معدنی شدن بافت استخوانی،  یکی از شاخص 
چاهک  رویی  محیط  سلولابتدا  و  شد  خارج  با  ها  لیتر  میلی  3ها 

  200وشو داده شدند. سپس  شست PBS (BioWest) محلول
 Triton X-100 درصد  2/0حاوی   RIPA میکرولیتر محلول

آرامی ها بهبه هر چاهک اضافه شد و سلول Tris-HCl در بافر
 12000دقیقه در سرعت  10ها به مدت خراش داده شدند. نمونه 

rpm  توسط سانتریفیوژ (Hettich) سانتریفیوژ شدند. 
سانتریفیوژ،   از  تیوب   20پس  به  نمونه  از   هایمیکرولیتر 

(GUNSTER)   لیتر محلول معرف میلی  1منتقل و به هر تیوب
پارس تجاری  نمونه،  کیت  هر  از  سپس  شد.  افزوده    100آزمون 
منتقل گردید و جذب نوری   (SPL) ایخانه   ۹6میکرولیتر به پلیت  

موج  آن طول  در  ریدر  405ها  الایزا  دستگاه  توسط   نانومتر 
(BioTek)  محلول اندازه کیت،  دستورالعمل  طبق  شد.  گیری 

  2لیتر، محلول معرف شماره  میلی   1000به حجم    1معرف شماره  
لیتر میلی   20لیتر و محلول استاندارد به حجم  میلی   250به حجم  

 .تهیه و مورد استفاده قرار گرفت
 سنجش میزان کلسیم 

اساس این آزمون بر تشکیل کمپلکس رنگی بنفش بین یون  
معرف   و   o-Cresolphthalein Complexoneکلسیم 

(OCPC)  است: 
Calcium + OCPC → Purple Colored 

Complex 
 گیری کلسیمدر اندازه مقادیر مورد استفاده . 3- جدول

 (µL) نمونه استاندارد (µL) بلانک مواد
 20 ـ نمونه استاندارد

 ـ 20 آب مقطر 

 1000 1000 1معرف شماره  محلول  
 250 250 2محلول معرف شماره  
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این   جدول  روش،در  از    3-مطابق  رویی  کشت  محیط  ابتدا 
 PBS میکرولیتر محلول  500ها با  ها خارج شد و سلولچاهک

(BioWest)  به هر چاهک  شست   250وشو داده شدند. سپس 
محلول و   HCl  میکرولیتر  شد  اضافه  مجللی(  ها سلول)دکتر 

میکرولیتر از    20آرامی از سطح چاهک جدا شدند. پس از آن،  به 
لیتر معرف کیت  میلی  1های آزمایش منتقل و  هر نمونه به تیوب 

دقیقه ورتکس و سپس    2ها به مدت  به هر تیوب افزوده شد. نمونه 
مدت   ادامه،    15به  در  گرفتند.  قرار  شیکر  روی    100دقیقه 

منتقل شد و   (SPL) ایخانه   ۹6میکرولیتر از هر نمونه به پلیت  
نانومتر توسط دستگاه الایزا    570ها در طول موج  جذب نوری آن 

 . دگیری شاندازه (BioTek) ریدر
 ها با عصاره جفتتیمار سلول

از  به  به غلظت عصاره جفت، پس  وابسته  اثر  بررسی  منظور 
 1و    0/5،  0/1،  0/01های مختلف آن شامل  تهیه عصاره، غلظت

نیز  کنترل  گروه  شد.  تهیه  مطالعه(  نظر  مورد  غلظت  اساس  )بر 
ها در محیط کشت بدون افزودن عصاره بود. سپس  شامل سلول

 .های مختلف عصاره تیمار شدندها با غلظتسلول
ها در دو بازه زمانی برای ارزیابی روند تمایز استئوژنیک، نمونه 

های زمانی روز مورد بررسی قرار گرفتند. انتخاب این بازه 14و  7
استخوانی   تمایز  طبیعی  روند  و  پیشین  مطالعات  اساس  بر 

ای که در روز هفتم،  گونه های بنیادی مزانشیمی انجام شد. به سلول
فسفاتاز،   آلکالین  جمله  از  استئوژنز،  اولیه  نشانگرهای  فعالیت 

خوبی قابل ارزیابی است، در حالی که در روز چهاردهم، رسوب  به 
بیان نشانگرهای مراحل پیشرفته افزایش  تر تمایز مواد معدنی و 

به استئوکلسین،  جمله  از  واضح استخوانی،  مشاهده  طور  تری 
عصاره جفت  رو، این دو بازه زمانی برای بررسی اثر شود. ازاین می

 .بر مراحل اولیه و میانی تمایز استئوژنیک انتخاب شدند
ها در سه تکرار مجزا برای  تمامی آزمایش  محاسبات آماری: 

به  نتایج  شدند.  انجام  تیمار  میانگین  هر   معیارانحراف   ± صورت 
سطح گردیدند.  آستانه  به (  P<05/0)  گزارش   داریمعنیعنوان 

  آزمون   از  استفاده  با  آماری  های تحلیل.  شد  گرفته  نظر  در  آماری
انجام  (One-way ANOVA) طرفهیک  واریانس  تحلیل

تجزیه  جهت  ازدادهوتحلیل  گرفت.  حاصل   Real-time  های 

PCR به نرم ،  از   و   LinRegPCRافزارهایترتیب 
REST-RG  (استفاده شد200۹ ویرایش ). 

اخلاقی:  در    ملاحظات  اخلاق  ملی  سامانه  در  مطالعه  این 
اسلامی ازاد  دانشگاه  ها  کد   پژوهش  با  تحقیقات  و  علوم  واحد 

قرار  تصویب    مورد   IR.IAU.SRB.REC.1401.266اخلاق  
 گرفته است. 

 

 نتایج
 های بنیادی مزانشیمی مورفولوژی سلول 

( 2  -شکلهای بنیادی مزانشیمی )تصاویر مورفولوژیک سلول
ها در پاساژهای اولیه دارای روز کشت نشان داد که سلول  3پس از  

شکل و مشابه فیبروبلاست هستند و با افزایش  مورفولوژی دوکی
 .شوندتر می تر و بزرگتدریج پهنتعداد پاساژها، به 

 ب                                      الف

 
 سلول های بنیادی در محیط اولیه )شکل الف(.   . 2-شکل

روز که مورفولوژی دوکی شکل مشابه  3سلول های بنیادی بعد از 
 )شکل ب(.   فیبروبلاست داشتند

برابر تهیه   100( و بزرگنمایی Laicaتصاویر با میکروسکوپ معکوس )
 میکرومتر است.  50برابر  Scale barشد. خط مقیاس  

 های بنیادی مزانشیمی تعیین فنوتیپ سلول
)نمودار فلوسایتومتری  سلول1-نتایج  که  داد  نشان  های  ( 

های بنیادی مزانشیمی  های فنوتیپی سلولجداشده دارای ویژگی 
 CD90 ها بیان بالایی از مارکرهای مزانشیمیهستند. این سلول

(99.3%) ،CD105 (99.6%)   و CD73 (93.8%)   داشته
خونساز مارکرهای  بیان  مقابل،  در  ،  CD34 (0.067%)و 

CD45 (0.134%)   و HLA-DR (0.34%)  ناچیز بسیار 
های مورد مطالعه را تأیید  بود. این نتایج، ماهیت مزانشیمی سلول

 .کندمی

 
 های بنیادی مزانشیمی به روش فلوسایتومتری تعیین فنوتیپ سلول . 1- نمودار

 بررسی کاریوتایپ 
سلول که  داد  نشان  کاریوتایپ  بررسی  بنیادی  نتایج  های 

و   بوده  طبیعی  کاریوتیپ  دارای  ناف  بند  از  مشتق  مزانشیمی 

کیفیت  هیچ نشد. همچنین  مشاهده  ناهنجاری کروموزومی  گونه 
 .(3-شکلشده مطلوب بود )متافازهای تهیه
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 های بنیادی مزانشیمی.کاریوتایپ سلول  . 3-شکل

صورت دو کروماتید متصل به یکدیگر از طریق سانترومر  ها بهکروموزوم
 .شوندمشاهده می

 بررسی کیفیت عصاره جفت 
اندازه  از  نتایج  استفاده  با  جفت  عصاره  هموگلوبین  گیری 

مقدار صفر را نشان داد   (Seven Easy) دستگاه اسپکتروفتومتر
 .بیانگر عدم وجود هموگلوبین در عصاره استکه 

نشان داد که    4-شکلنتایج آزمون مایکوپلاسما نیز مطابق  
هیچ باند اختصاصی مربوط به آلودگی مشاهده نشد. در این آزمون،  

DNA Ladder  قطعاتبه اندازه  نشانگر  و   DNA عنوان 
مثبتنمونه  کنترل  منفی (P.C) های  کنترل  برای   (N.C) و 

فاقد باند    0۹0۹اعتبارسنجی آزمایش استفاده شدند. نمونه با کد  
از آلودگی مایکوپلاسما   بنابراین عصاره عاری  بوده و  اختصاصی 

 .بود

 
 )N.Cو نمونه عصاره  که   DNA Ladderباند  . 4-شکل

negative control )    وP.C ( positive control)    و نمونه
 .0۹0۹عصاره با کد 

نیز پس از   Pour Plateمیکروبی به روشدر آزمون آلودگی  
هیچ  120و    72 انکوباسیون،  کلنیساعت  رشد     No) گونه 

Growth) مشاهده نشد. 
کنترل که  داد  نشان  اندوتوکسین  آزمون  منفی،  نتایج  های 

های مثبت، پاسخ مثبت داشتند. همچنین هر  پاسخ منفی و کنترل
میزان   و  دادند  نشان  منفی  نتیجه  نیز  عصاره  حاوی  تیوب  دو 

 .بود EU/mL 2/0اندوتوکسین نمونه کمتر از 
در محدوده   4-نتایج ارزیابی فلزات سنگین نیز مطابق جدول

 .قابل قبول قرار داشت
 گیری فلزات سنگین در عصاره جفت نتایج اندازه. 4- جدول

نام  فردی
 عنصر

شناسایی   حد مجاز  مقدار 
 شده

 نتیجه 

 قابل قبول ppm 0.01 ppm 1 > سرب  1
 قابل قبول ppm 0.01 ppm 0.4 > کادمیوم 2
 قابل قبول ppm 0.01 ppm 3 > آرسنیک  3
 قابل قبول ppm 0.01 ppm 0.6 > جیوه 4
 ppm 0.004 164 > زینک  5

ppm 
 قابل قبول

 

  525عصاره برابر با  (Total Protein) غلظت پروتئین کل 
میلی  بر  اندازهمیکروگرم  استاندارد  گیری شد که در  لیتر  محدوده 

 .لیتر( قرار داشتمیکروگرم بر میلی 700تا  300)
   MTTتست  جینتا
عصاره  یتیتوتوکسی)سا  یسلولتیسم  اثر   روی  بر  جفت( 
  7و    4،  1  یروزها  زمانیدر سه بازه    یمیمزانش  یادیبن  یهاسلول

 قرار گرفت.    ی پس از کشت مورد بررس
اول اول  تیسم  یابیارز  یبرا  :روز  با    هیحاد  عصاره  تماس 

  یبرا  :روز هفتم  ،یزمان با اوج رشد سلولهم:  ها،  روز چهارمسلول
بر اساس    یبندزمان  نیا  کهها،   سلول  مدتی طولان  یبقا یبررس

 معتبر انتخاب و انجام شد. یاستانداردها
 ت سمی  فاقد  تنهانه   جفتاز آن است که عصاره    یحاک  جینتا

  ماریبر ت  یتیاست، بلکه اثر تقو یمیمزانش یادیبن یهاسلول  یبرا
 (. 2-ها داشته است )نمودارسلول  نیا یمانو زنده

 

 
روز . که   7تیمار سلول های بنیادی با عصاره جفت در طی  . 2- نمودار

هر رنگ نمودار و اعداد کنار نمودار نشان دهنده غلظت عصاره جفت بر  
 حسب میکرولیتر می باشد.  

بین گروه هاست   (P<0/ 05) * که نشان دهنده اختلاف معنی داری 
 . وجود ندارددهد بین گروه ها اختلاف معنی داری وجودندارد که نشان می

 

 (  ALPفسفاتاز ) نیآلکال میآنز تیسنجش فعال جینتا
  ی اد یبن  یها سلول  زتمایدهنده  نشان  میآنز  نیا  تیفعال  شیافزا

مرتبط( است. بر    یسلول  ای)  ی استخوان  یهابه سمت رده  یمیمزانش
  مارشدهی(، در روز هفتم، گروه ت3-آمده )نموداردستبه   جیاساس نتا
نسبت   میآنز  تیدر فعال  یداری معن  ش افزای  جفت،عصاره    1با رقت  

  یدر روزها  یشیروند افزا  نی (. اP<05/0)  دادبه گروه کنترل نشان  
ها از  در تمام گروه میآنز تی وضوح مشاهده شد و فعالبه  زین یبعد

 .افتی شیافزا  وستهیطور پروز هفتم تا چهاردهم به
روزه بر اساس پروتکل    14  زمانیبه ذکر است که بازه    لازم

انتخاب گرد  نیآلکال  تیاستاندارد سنجش فعال چراکه    د، یفسفاتاز 
تغ ا  یمیآنز  راتییاوج  قابل  نیدر    .[21]  است  صیتشخدوره 
 ( 3-)نمودار
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نتایج فعالیت آلکالین فسفاتاز مارکر تمایز استخوانی است.   . 3- نمودار

روز انجام شده است و اعداد کنار نمودار نشان دهنده   14این تست طی  
غلظت عصاره جفت مورد استفاده بوده و علامت ستاره نشان دهنده اختلاف  

 بین گروه ها است.  (P< 0/ 05) معناداری اماری

 
سلولبه  سمت  به  تمایز  نهایی  تأیید  استخوانی،  منظور  های 

گیری شد. در هر  اندازه  14و    7میزان رسوب کلسیم در روزهای  
بازه    عصاره   مختلف  هایرقت  با  تیمارشده  هایگروه   زمانی،دو 

 دادند   نشان  کنترل  گروه  با  آماری   نظر  از  داریمعنی   تفاوت  جفت،

(05/0>P)    همچنین، روند افزایش رسوب کلسیم در طول دوره
 (. 4-نمودار ) گردید مشاهده صعودی و تدریجی صورتبه  تمایز

 

 
نتایج رسوب کلسیم )مارکر تمایز استخوانی( این تست در   . 4- نمودار

روز انجام شده و اعداد کنار نمودار غلظت عصاره جفت است و علامت   14

 بین گروه ها است.  (P< 05/0)اختلاف معناداری ستاره نشان دهنده 
 

های ، رقت7نتایج بیان ژن استئوکلسین نشان داد که در روز 
  استخوانی   تمایز  بر  داریمعنی  تأثیر  جفتعصاره    1/0و    01/0

 نبود   دارمعنی  کنترل  گروه  با  هاآن  آماری  تفاوت  و  نداشتند

(05/0>P)  .  داری با کنترل  عصاره تفاوت معنی   5/0در مقابل، رقت

 دار عصاره نیز باعث افزایش معنی   1رقت   (.P<05/0)نشان داد  
دلیل   به  احتمالاً  که  شد  کنترل  گروه  به  نسبت  استخوانی  تمایز 

قابل  پایانی  افزایش  روز  در  است.  گروه  این  در  مینراسیون  توجه 
رقت تفاوت    1و    5/0،  01/0های  آزمایش،  همگی  عصاره 

 (5-نمودار) .(P<0/ 05)داری با گروه کنترل داشتند معنی
 

 
روز انجام شد و  14این تست طی  بیان ژن استئوکلسین: . 5- نمودار

اعداد کنار نمودار غلظت عصاره جفت مورد استفاده می باشد و علامت ستاره 

 بین گروه ها است.  (P<0/ 05)نشان دهنده اختلاف معناداری 
 

  نسبی  بیان  جفت،نتایج نشان داد که با افزایش غلظت عصاره  
  میزان   بیشترین  و  یافت  افزایش  صعودی  صورتبه   استئوکلسین  ژن

که   1  غلظت  با  تیمارشده  گروه  در  بیان شد  مشاهده  میکرولیتر 
 .(5-جدول) حاکی از تقویت تمایز استخوانی در این گروه است

 
 بیان نسبی ژن استئوکلسین  . 5- جدول

Mean± SD  گروه 

001/1  ±  55/0 Control 
250/1  ± 2۹2/0 01/0 

477/1  ± 105/0 1/0 

831/1  ± 127/0 5/0 

144/3  ± 574/0 1 

 

بیان نسبی ژن آلکالین فسفاتاز نیز با افزایش غلظت عصاره  
  1  غلظت  در   آن  میزان   بیشترین  و   داشت  صعودی  روند  جفت

نشان نتایج  این  شد.  مشاهده    به  وابسته  تأثیردهنده  میکرولیتر 
  بنیادی   هایسلول  استخوانی  تمایز  فرایند  بر  جفت  عصاره  غلظت

 (6-جدول) .است مزانشیمی
 

 بیان نسبی ژن آلکالین فسفاتاز  .  6- جدول

Mean± SD  گروه 

046/1  ± 255/0 Control 
076/1  ± 067/0 01/0 

248/1  ± 258/0 1/0 

68۹/1  ± 576/0 5/0 

685/2  ± 774/0 1 

 
از آزمون تحلیل واریانس یک   طرفهبر اساس نتایج حاصل 

(One-way ANOVA)  آماری اختلاف  بین معنی،  داری 
های مورد مطالعه از لحاظ میزان بیان نسبی ژن استئوکلسین گروه

گردید نشان  .(P<05/0)  مشاهده  امر   دار معنی  تأثیردهنده  این 
 استئوکلسین  ژن  بیان  بر  انسانی  جفت  عصاره  مختلف  هایغلظت

، اختلاف معناداری ANOVAاساس نتایج آزمون    بر   .باشدمی

 ( 7-جدول). (P<05/0) مورد مطالعه مشاهده شدهای بین گروه
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 ( One-wayANOVA) تحلیل واریانس .  7- جدول

 شاخص  مقدار 

 تعداد گروه ها  5

 تعداد تکرار ها  در هر گروه  6

0۹/24 F 
۹0/2 ×10 P 

 

 بحث
با   ی ادیبن  یهاسلول  یشناس ختیر  یدر مطالعه حاضر، بررس

ها سلول  نیا  ریچشمگ  رتکثیدهنده  نشان  کروسکوپیاستفاده از م
مطلوب    ریاز تأث  یحاک  جینتا  ن،یپس از سه روز کشت بود. همچن

رده    افتهیزیتما  یاد یبن  یهاسلول  ماریت سمت  با    استخوانیبه 
به    هایغلظت  در  جفتعصاره   بود که  شاخص  شیافزامختلف 

فسفاتاز، رسوب   نیآلکال  میآنز  تیاز جمله فعال  ی استخوان  زیتما  یاه
م  می کلس ادیانجام  نیاستئوکلس  زانیو  داد که    هاافتهی  نی.  نشان 

کند.   ت ی( را تقویاستئوژنز )استخوانساز  ندیفرا  تواند می  جفتعصاره  
به دل مؤثر فراوان در    باتیوجود ترک  لیاثر مشاهدهشده احتمالاً 

 ی ضرور   یدهاینواسیاز انواع آم  یجفت است. جفت انسان منبع غن
 ن، یدیستیه  ن،یآرژن  ک،یآسپارت  دیاس  ن،یاز جمله آلان  یرضروریو غ
وال  پتوفانیتر  ن،یروزیت   ن،یپرول  ن،یلآلانیفن  ن،یزیل  ن،یلوس   ن یو 

اباشدیم   ش یافزا  بروبلاست،یف  دیتول  کیبه تحر  دهاینواسیآم  نی. 
 . [22]  کنند یکمک م  یپوست  یهاهساخت کلاژن و کاهش رنگدان

و ادامه،  مغذبه  زین  هانیتامیدر  مواد  مطرح   یاتیح  یعنوان 
فرآ   ی برا  ی و تخصص  یاواسطه   کیمتابول  یندهایهستند که در 

  جفت، دارند. در عصاره    یها نقش اساسحفظ سلامت و رشد اندام 
و    B1  ،B2  ،B5  ،B6  ،B7  ،B9از جمله    نی تامیو  یادزی  تعداد
B12  یسلول  میتقس  ،یسلول  سمیشده است که در متابول  ییشناسا ،  

 .[23] کنندینقش م یفایا یانرژ دیو تول سلولیتوسعه  
به    یجرم  ی سنج  فیمحققان با استفاده از روش ط  ن،یهمچن

معدن  یبررس ر  یعناصر  عصاره    یهایزمغذیو  در   جفت موجود 
  م، یزیمس، آهن، من  م،ی کلس  رینظ  یکه عناصر  افتنددری  و  پرداختند

 ن یعصاره وجود دارند. ا  نیدر ا  یو رو  میسد  م،یمنگنز، فسفر، پتاس
  یعیرشد طب  ی اما برا  ستند،ه   ازیکم مورد ن  ریمواد اگرچه در مقاد

 . [24] روندیشمار مبه  یو عملکرد بدن انسان ضرور
عصاره    باتیترک  گرید  از در  به    توان می   جفتموجود 

 ی ها نیرشد اشاره کرد که از جمله پروتئ  یو فاکتورها  ها نیتوکایسا
م  یترشح اشوندی محسوب  تحرمولکول  نی.  با  ارتباطات    کیها 
پاسخ    ،یاختصاص  یسطح سلول  یهارندهیگ  قیاز طر  یسلولدرون
م  یسلول آغاز  به کنندی را  آنها  پ.  و    رسان امیعنوان  کرده  عمل 

و غدد   نیپاراکر  ن،یاتوکر  یها را از راه   یسلولدرون  یهاگنالیس
م  زیردرون بس[25]  سازندی منتقل  سا  یاری.   رینظ  هانیتوکایاز 

کلن محرک  محرک G-CSF)   تیگرانولوس  یفاکتور  فاکتور  و   )
القاGM-CSFماکروفاژ )-تیگرانولوس  یکلن  زیرشد، تما  ی( در 

 .[ 27 ،26]دارند  نقشها سلول  ریو تکث

میان  د عصارهی   ترکیباتر  در  موجود  فعال  زیستی 

نقشی محوری در فرآیندهای بازساختی و   فاکتورهای رشد جفت،

عوامل، این  جملهی  از  میکنند.  ایفا  رشد   ترمیمی  فاکتور 
تکثیر  از      (EGF)اپیدرمی و  مهاجرت  تحریک  طریق 

های کلیدی  کراتینوسیتها و فیبروبلاستها، به عنوان یکی از محرک
طور  شود. به های پوستی شناخته می در ترمیم اپیدرم و بهبود زخم

ضمن تقویت جمعیت  (FGF) فاکتور رشد فیبروبلاستی موازی،
های اندوتلیال، زمینه را برای  فیبروبلاستی، با القای مهاجرت سلول

 .آوردآنژیوژنز و بازسازی استرومایی فراهم می
دیگر، سوی  پلاکت از  از  مشتق  رشد  به   (PDGF) فاکتور 
گر چندعملکرده، ضمن تسهیل تمایز، تکثیر و  عنوان یک میانجی

بافت از طریق  بقای سلولی در  را  بهبود زخم  های مختلف، روند 
ها تسریع میکند.  های التهابی و فعالسازی فیبروبلاستجذب سلول

ترانسفورمکننده همچنین تمایز   (TGF) فاکتور رشد  با تحریک 
برونیاخت ماتریکس  سنتز  افزایش  و  اپیتلیال  در سلولهای  های، 

این   در  دارد.  نقش  عملکردی  ترمیم  با  همسو  بافت  بازسازی 

با تنظیم رگزایی  (VEGF) فاکتور رشد اندوتلیال عروقی میان،
و محافظت عصبی، نه تنها به تأمین خونرسانی مؤثر در ناحیهی 

های مجاور کند، بلکه بقای نورونی را نیز در بافتترمیم کمک می
 .نمایدیتضمین م

های موجود در عصارهی سیتوکین علاوه بر فاکتورهای رشد،

پاسخ جفت تعدیل  در  عمدهای  سهم  التهابی  نیز  و  ایمنی  های 

به کهگونهدارند.  و   (IL-1) 1-اینترلوکین ای  تمایز  تحریک  با 
،  (NK)های کشندهی طبیعیو سلول   T،Bهایتکثیر لنفوسیت

کند. اندازی پاسخ ایمنی ذاتی و اکتسابی ایفا مینقش کلیدی در راه

ادامه، اصلی،  به -IL) 2)2-اینترلوکین در  سیتوکین  یک  عنوان 
سلول عملکردی  فعالیت  و  برای  T های رشد  و  کرده  تنظیم  را 

رسد. در همین  استقرار پاسخ ایمنی اختصاصی ضروری به نظر می

سلول (IL-4) 4-اینترلوکین راستا، تمایز  هدایت  با     هاینیز 
Th0 هایبه سمت زیرگروه Th1  وTh  2  در کنار نقش خود در ،

بادی، تعادل های خارجسلولی و تنظیم تولید آنتیکنی پاتوژنریشه
 . [2۹ ،28] سازدهای ایمنی هومورال و سلولی را برقرار میپاسخ
و همکارانش   Anwen Shao یتایج این پژوهش با مطالعهن

های بنیادی با تمایز اند که سلولدادههمخوانی دارد. آنان نشان  
نورون  به  مؤثر  و  سلولایمن  جایگزینی  طریق  از  های  ها، 

دیده، ترشح فاکتورهای نوروتروفیک و مهار پاسخ التهابی، آسیب
های احتمالی درمان با اثر درمانی دارند. در آن تحقیق، مکانیسم

های بنیادی برای آسیب نخاعی بررسی شد تا مرجعی برای  سلول
ی درمان بیماران مبتلا به آسیب نخاعی  مطالعات بالینی در زمینه

 .[ 30] های بنیادی فراهم گرددبا سلول
تزریق   Park همچنین اثربخشی  بررسی  به  همکارانش،  و 

عصارهنقطه  به  ای  مبتلا  بیماران  در  درد  کاهش  بر  جفت  ی 
روی   تحقیق  این  پرداختند.  زانو  به    52استئوآرتریت  مبتلا  بیمار 

  3سال و طول مدت علائم   64استئوآرتریت زانو با میانگین سنی 
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شد. عصاره  انجام  به ماه  و طی  ی جفت  هفتگی  هفته    5صورت 
به این دوره، درد  از  داری کاهش طور معنیتزریق گردید و پس 

یافته.  [31]یافت   با  مطالعه  این  نتایج  مطالعههمچنین   یهای 
Chen    استئوژنز و  رشد  فاکتورهای  وجود  بر  که  همکارانش  و 

متمرکز بود، مطابقت دارد و تمامی مواد ذکر شده در جفت را تأیید  
 .کندمی

ژن   بیان  میزان  بررسی  و  پژوهش  این  نتایج  مجموع،  در 
به ارزیابی استئوکلسین  ژن  تمایز  کنندهعنوان  مسیر  پایان  ی 

نمودارهای  و  نتایج  بررسی  شد.  انجام  استئوژنز  و  استخوانی 
های پایین  آمده نشان داد که در روزهای اول تمایز، در رقت دستبه 

معناداریعصاره تفاوت  جفت  ژن  (  P<0٫05)  ی  بیان  در 
عنوان مثال  های بیشتر، به استئوکلسین وجود نداشت ؛ اما در رقت

سلولمیلی   1رقت   استخوانی  تمایز  افزایش  عصاره،  های لیتر 
بنیادی نسبت به گروه کنترل مشاهده شد و در روز پایانی )روز  

رقت(14 سایر  در  شد  ،  دیده  معناداری  تفاوت  نیز  عصاره  های 

(0٫05>P  .)پ  نیا  سهی امق  ن،یهمچن مطالعات  با    ن یشی پژوهش 
اکثر تحق   ی هامنفردِ سلول  یِاثرگذار  یبر رو  قاتینشان داد که 

بس  یادیبن درمان  ب  یاریدر  ترم  هایماریاز  متمرکز    میو  بافت 
و  بوده بررس  ایاند،  عصاره    یبه   درمان   در  انسان  جفتاثرات 

تقو  ،یالتهاب  یهایماربی ب  تیبهبود زخم،  و    ی قلب  یهایماریمو 
از آن است که    حاکی  حاضرمطالعه    یهاافته ی. اما  [32]اند  پرداخته

تأث به  توجه    ی ادیبن  هایسلول  بر  انسان  جفتعصاره    ریبا 
تما  یمیمزانش رده  آن   زیو  به   ینشانگرها  ، استخوانیها 

استئوکلس  انیب  رینظ  یسازی استخوان  و   می کلس  زانیم  ن،یژن 
وضوح قابل مشاهده بود و تفاوت معنادار  به   زفسفاتا  نیآلکال  تیفعال

درصد در نظر گرفته شد.    ۹5از    شیبا احتمال ب  P<0٫05در سطح  
  در  جفتنشان داد که عصاره  MTTآزمون  جینتا گر،ید یاز سو

بررس  هایغلظت افزا  ، یمورد  تکث  یمانزنده   شیباعث    ریو 
ا  یادیبن  یهاسلول است.  شده  بندناف  از    با  افتهی  نیمشتق 

دارا بودن    لیبه دل  یجفت  یها اند فرآوردهکه نشان داده  یمطالعات
 ی میمزانش  یادیبن  یهاسلول  ر یتکث  شیسبب افزا  فعال،ستیمواد ز

(MSCsم )شده در  دارد؛ هرچند تفاوت مشاهده  یهمخوان  شوند،ی
سلول  زانیم غلظت   یناش  تواند ی م  یپاسخ  در  اختلاف   ی هااز 

 .[33]باشد  یادیبن یهاسلول منبععصاره و  هیعصاره، روش ته 
نتا  در با  م  نی زاریآل  یزیآمرنگ   جیرابطه  در    میکلس  زان یرد، 

افزا هفتم  روز  به  نسبت  چهاردهم  ا  افتی  شیروز  با    نیکه  امر 
در   یمعدن  یهاندول  لیتشک  انگریمطالعات متعدد همسو بوده و ب

بعد به  یاستخوان   زیتما  یمراحل  روز چهاردهم  از  و  وضوح است 
م مشاهده  همچنباشدیقابل  عنوان  به  نیاستئوکلس  انیب   ن،ی. 

از روز هفتم بود    شتریاستئوژنز، در روز چهاردهم ب  ررس ینشانگر د
نشان فنوتسلول  زیتما  شرفتپیدهنده  که  سمت  به    پیها 
پژوهشگران   ریشده توسط ساگزارش جیبوده و با نتا یاستئوبلاست

 . [34]دارد  یهمخوان

از عصاره    نقطه استفاده  پژوهش حاضر،    انسان  جفتعطف 
  ی مؤثر در بهبود مشکلات استخوان  باتیاز ترک  یغن  منبعی  عنوانبه 

مفصل اختلالات  جمله  استئوآرتر  یاز  به    تیو  توجه  با  زانوست. 
به فرد د  نیا  نکهیا به   یگریجفت متعلق  عنوان آلوگرافت  است، 

آلوگرافت شودی م  یتلق دارا.  و    یکیولوژیب  یهایژگیو  یها 
را تسه   یمهم  یک یومکانیب به   لیهستند که روند درمان  کرده و 

ها اتوگرافت   ن، ی. افزون بر اانجامدی م  ماریو بهتر ب  ترع یبهبود سر
  ی از بدن قابل دسترس  یخاص  یمحدود و از نواح  ریفقط در مقاد

در دسترس قرار دارند.    یراحتها بهکه آلوگرافت  یهستند، در حال
را در    یادیبن  یهاسلول  یاثرگذار  تواندمی   جفت عصاره    ن،یبرابنا

دهد و    شیچندبرابر افزا  یاگونه به   یاستخوان  یها یماریدرمان ب
مؤثرتر از    یکردیعنوان روروش به  نیا  نده،یآ  یهااحتمالاً در سال

بهبودروش   ریسا و  درد  کاهش  و  گرفته  قرار  توجه  مورد   یها 
 را به همراه خواهد داشت.  مارانیتر بو کامل ترعیسر

قابل   یهامطالعه، محدود بودن نمونه   نیا  یهاتیمحدود  از
  مانیکه تنها جفت و بندناف حاصل از زا  یاگونه استفاده بود؛ به 

اخذ رضا  ن،یسزار از  وارد مطالعه   نامهتیپس  مادران،  از  آگاهانه 
همچن بنمونه   نیشدند.  فاقد  و  سالم  مادران  از  صرفاً   ی ماریها 

با    ل یاستر  ط یو در شرا  دندیگرد  یآورجمع  یانه یزم  ای  ی عفون و 
جفت  از  آلودگ  یهااستفاده  و    یجداساز  ، یومیمکون  یفاقد 

 انجام شد.  یریگعصاره
 

 گیرینتیجه
سلول  هاییافته که  داد  نشان  حاضر  بنیادی پژوهش  های 

مزانشیمی مشتق از بندناف، ضمن دارا بودن قابلیت خودنوزایی و  
  مختلف   هایغلظت  با  مواجهه  در  استخوانی،پتانسیل تمایز به رده  

تنها میکرولیتر(، نه   1و    5/0)  بالاتر   دوزهای  در  ویژهبه   جفت،   عصاره
فاقد هرگونه اثر سیتوتوکسیک بودند، بلکه روند تمایز استخوانی  

طور چشمگیری بهبود یافت. این یافته با نتایج حاصل از  ها به آن
آلکالین سنجش  آنزیم  فعالیت  افزایش  جمله  از  تکمیلی  های 

به  و  کلسیم  رسوب  تقویت  ژن فسفاتاز،  بیان  افزایش  ویژه 
به اختصاصیاستئوکلسین  استئوژنز،  عنوان  دیررس  نشانگر  ترین 

این  به  گردید.  تأیید  بررسی،  مورد  غلظت  بالاترین  در  ویژه 
به غلظت عصاره   اثر مثبت و وابسته  از  مشاهدات همگی حاکی 

 .است  مزانشیمی  بنیادی  هایسلول   استخوانی   تمایز  القای  بر   جفت

قدردانی: و  در    تشکر  که  افرادی  تمامی  از  نویسندگان 

نمودند،   ارائه  ارزشمند  راهنمایی  و  همکاری  پژوهش  این  انجام 
. همچنین از شرکت سیناسل تشکر و  صمیمانه قدردانی می کنند

 قدردانی می نمایند. 
  مقاله  لیهاو  رش نگادر    ننویسندگا  همه   :نقش نویسندگان

مقاله  تایید  با  همه  وند  دبو  سهیمآن    ینگرزبا  یا   ، حاضر  نهایی 
 پذیرند. میدر آن را  رجمطالب مند صحتو  قتد مسئولیت
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