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Abstract: 
 
Background: Mesenchymal stem cells (MSCs) contribute to tissue repair in vivo and form 
an attractive cell source for tissue engineering. The regenerative potential of MSCs is 
impaired by oxidative stress-induced cellular senescence. Alpha-lipoic acid (ALA) is well-
known for its antioxidant properties. The Ki-67 antigen is expressed during all phases of cell 
cycle (G1, S, G2 and M phase) except for G0 phase and is commonly used as a proliferation 
marker. Herein, the aim of the present study was to investigate the impact of ALA on rat 
MSCs survival and proliferative potential in vitro. 
Materials and Methods: Isolated rat bone marrow and derived mesenchymal stem cells 
were synchronized by serum starvation for 24h and the addition of hydroxyurea (2µM). 
Afterwards, the cells were cultured in the presence of ALA (1µM) for 48h. An MTT assay 
was used to investigate cell survival and proliferation. The expression of Ki-67, a 
proliferation marker, was also evaluated.  
Results: The MMT assay showed a statistically significant increase in proliferation of MSCs 
in ALA-treated groups for 48 hours. Immunoctytochemistry of Ki-67 revealed significant 
differences between ALA- treated and Control groups. 
Conclusion: In conclusion, ALA is effective in increasing the survival and cell proliferation 
of isolated rat bone marrow and derived mesenchymal stem cells. 
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   هاي بنيادي مزانشيميسلولبقا و تكثير يك اسيد بر ئبررسي اثر آلفاليپو
  

طاهره بشيري
1

محمدتقي قربانيان، 
2*

، سعيد زواره
2

  

  

  مقدمه
هاي بدن داراي جمعيت ها و اندامبافت بسياري از
- سلول. ساز هستندهاي پيشهاي بنيادي و سلولكوچكي از سلول

- طرز شگفتاي هستند كه بهفتههاي تخصص نياسلول ،هاي بنيادي

چنين تمايز به يك يا چند نوع و هم تكثيريآوري توانايي خود
ها نقش بسيار مهمي در اين سلول. سلول تخصص يافته را دارند

ها در دوران اين سلول .كنندو ترميم بافت ايفا مي يهموستاز
و در هاي جنين هستند نداما جنيني مسئول توليد و تكوين بافت و
بعد از جراحت نقش  ترميمبزرگسالان در نگهداري از بافت و 

هاي سلول) MSCs(هاي بنيادي مزانشيمي سلول. ]1- 3[ دارند
و  شتهبنيادي بزرگسالي هستند كه به دودمان مزودرمي تعلق دا

- صورت سنتي در مغز استخوان يافت شده و سلولبار بهبراي اولين

 Bone marrow mesenchymal( هاي مزانشيمي مغز استخوان

stem cells( دناميده شدن.  
  

گروه سلولي و مولكولي دانشكده  ،كارشناسي ارشد بافت شناسي و جنين شناسي 1
  زيست شناسي، دانشگاه دامغان

دانشكده زيست شناسي و پژوهشكده علوم  ،گروه سلولي و مولكولي ،استاديار 2
  زيستي، دانشگاه دامغان

  :نشاني نويسنده مسئول*
ي و پژوهشكده علوم زيستي، گروه دانشگاه دامغان، دانشكده زيست شناسدامغان، 

  سلولي و مولكولي
  02335220112  :دورنويس                                    09125318732: تلفن

 ghorbanian@du.ac.ir  :پست الكترونيك

  25/12/94 :اريخ پذيرش نهاييت                                     8/4/94 :تاريخ دريافت

هاي مزانشيمي مثل بند هاي بنيادي مزانشيمي از ساير بافتسلول
ناف، درميس، بافت چربي، خون محيطي، جفت و ناف، خون بند 

آمنيوتيك،  پالپ دندان، بافت همبند، تاندون، غشاي سينوويال، مايع
 برخلاف ساير .]4- 8[ اندبافت ليمبال جدا شدهو  خون قاعدگي

هاي بنيادي هاي بنيادي جنيني و سلولهاي بنيادي مثل سلولسلول
 از خود بيمار توانرا ميهاي بنيادي مزانشيمي عصبي، سلول

)Autocell-transplantation( و يا از دهنده سالم )Allo-

transplantation (هاي مزانشيمي مثل چربي، مغز و از بافت
هاي بنيادي سلول ،بنابراين. دتامين نمواستخوان و بند ناف 

 .]8[ ندشومحسوب ميمزانشيمي منبع مناسبي براي پزشكي ترميمي 
رغم عليتني تني و درونهاي برونمحيط هاي بنيادي درسلول
سوي پيري سوق بهعوامل داخلي و خارجي دليل بهتكثيري خود
 ها درMSCها وHSCهاي بنيادي، از انواع سلول. دنشومي داده

- تحت تأثير عوامل خارجي دچار فرآيند پيري ميتني محيط برون

 پير خودخودبه طوربهتني ونمحيط در در بنيادي هايسلول. ندگرد
 زياد، خودتكثيري باوجود تنيمحيط برون در ،چنينهم. شوندمي

 كاهش توانايي شامل پيري علائم بروز با هاآن مدتطولاني كشت
 پهن هايسلول تعداد افزايش ها،CFU تعداد كاهش تمايز، و تكثير

- پرسو افزايش غيرطبيعي، هتروكروماتين افزايش تشكيل بزرگ، و

 .]9- 11[دباشمي سلولي هچرخ در توقف و زادرون اكسيدهاي
 گروهي بخشند،مي سرعت را پيري عوامل برخي كه گونههمان
ها شوند كه يكي از آنمي پيري از موجب ممانعت عوامل از ديگر

  : خلاصه
بافت  هاي بدن دخيل هستند و منبع سلولي جذابي را براي مهندسيدر ترميم بافت )MSCs( هاي بنيادي مزانشيميسلول :سابقه و هدف

دليل به) ALA(آلفا ليپوئيك اسيد . شودها توسط پيري سلولي ناشي از استرس اكسيداتيو مختل ميپتانسيل تجديدي آن. دهندتشكيل مي
بيان  G0جز هب (G1, S, G2 & M)در تمامي مراحل چرخه سلولي  Ki-67پروتئين . خوبي شناخته شده استخواص آنتي اكسيداني به

بر بقا و تكثير  ALAهدف از مطالعه حاضر بررسي اثر  ،رواز اين. شودگر تكثير سلولي شناخته ميعنوان نشانول بهطور معمشده و به
MSCs در شرايط كشت آزمايشگاهي است .  

ساعت در شرايط فقر سرم  24مدت هاي بنيادي جدا شده از مغز استخوان موش صحرايي در پاساژ چهارم بهسلول :هامواد و روش
  ALAساعت در حضور 48مدت پس از آن به. همزماني سلولي انجام شد µM  2رداده شد و با افزودن هيدروكسي اوره به غلظتقرا
Mµ 1 هاي منظور ارزيابي ميزان بقا و تكثير سلولي از روشبه. كشت داده شدندMTT گر و ايمنوسيتوشيمي براي نشان Ki-67  استفاده
  . شد

ارزيابي . تيمار شده بودند، مشاهده شد ALAساعت با  48مدت هايي كه بهيش ميزان تكثير در گروهافزا MTTدر بخش  :نتايج
  . داري را در گروه تيمار نسبت به گروه كنترل نشان دادافزايش معني Ki-67گر ايمنوسيتوشيمي براي نشان

  .دي جدا شده از مغز استخوان موش صحرايي موثر استهاي بنيادر افزايش ميزان بقا و تكثير سلول ALA توان گفتمي :گيرينتيجه
  Ki-67هاي بنيادي مزانشيمي، تكثير سلولي، آلفا ليپوييك اسيد، پروتئين سلول :كليديواژگان

 133- 140 ، صفحات1395و تير ، خرداد 2پژوهشي فيض، دوره بيستم، شماره –نامه علميدو ماه                                                                 
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اكسيدان درماني، آنتي اكسيداني آنتي. اكسيدان هستندتركيبات آنتي
ها و به سادگي در بافتو  شودمياست كه از طريق غذا جذب 

 آلفا ليپوييك اسيد .شودميه تبديل قابل استفاد صورتها بهسلول

 اكسيدان درماني بالقوه استها را داشته و يك آنتيهمه اين ويژگي
]12[. ALA ها تا انسان ضروري است براي متابوليسم در ميكروب
عنوان يك كوفاكتور ضروري براي آلفاكتواسيددهيدروژناز به و

-در آب و چربي حل ميALA . ]13-16[ باشدميتوكندريايي مي

 ياحتي از غشا عبور كرده و خود را به تمام اجزاي سلولربهو  شود
بر  ALA اثرهدف اين مطالعه بررسي  ،بنابراين. ]17،18[ رساندمي

   .استتني برون در شرايط بنيادي مزانشيميهاي سلول تكثيربقا و 
  

  مواد و روش ها
جداسازي  :ترتيب عبارت بودند ازبهمراحل انجام آزمايش 

و كشت آن نژاد ويستار  از موش صحرايي بالغ BMSCsو كشت 
 كشت: ها با روش تركيبيزمان كردن سلولهم ؛تا پاساژ چهارم

ساعت و سپس اضافه  24مدت ها در محيط فاقد سرم بهسلول
 18مدت به mM2 با غلظت  HU)( كردن ماده هيدروكسي اوره

و  (PBS) سالين بافر فسفات ها با محلولشستن سلول؛ ساعت
 48مدت به Mµ 1با غلظت  ALAدر محيط حاوي سلولي  تيمار
كه  ههاي كشت داده شدبر سلول ALAاثر آنتي اكسيدان  ؛ساعت

با استفاده از سلولي تكثير بقا و بررسي : شد بررسيبخش  دودر 
 ;Methylthiazoldiphenyl Tetrazolium Bromide( روش

MTT(گرنشانها با تكثير سلول و بررسي ؛Ki-67    
 

  ها استخراج و كشت سلول
 حيوانات، روى بر كار اخلاقى اصول رعايت منظوربه

 اخلاقي كميته كار دستور براساسكليه مراحل تحقيق حاضر 
 مطالعه اين در. شد انجام دامغان دانشگاه شناسي زيست دانشكده
 حيوانات. گرديد استفادهويستار  نژاد بالغ صحرايي موش از تجربي
 با رعايت و شده صورت عميق بيهوشبه (Merck) كلروفرم توسط
استخراج  فمور و تيبياهاي مغز استخواناز MSCs  استريل شرايط

 α-MEMدر محيط پس از استخراج BMSCs. ]19،20[ شد

(Gibco)  درصد سرم 10غني شده با  (Fetal bovine serum-

Gibco) استرپتومايسين -و پني سيلين)Gibco ( يك درصد در
و به انكوباتور با  هكشت داده شد )25cm2 )Falcon فلاسك
پس . درصد انتقال داده شد CO2 5گراد و درجه سانتي 37دماي 

هاي سلولشناور از هاي سلولساعت با تعويض محيط   72  از
به ها سلولپس از رسيدن . جدا گرديدند چسبيده به كف فلاسك  

با  همراهدرصد  25/0كمك تريپسين بهدرصد،  90تا  80تراكم 

EDTA 02/0  درصد (Merck)از كف فلاسك جدا ها سلول
 ارزيابي حيات .شدتهيه  subculture 5×105 با تراكمو شده 

هاي گروه ).پنج بار تكرار( انجام شدروش هموسايتومتر بهسلولي 
): اول(گروه كنترل : عبارت بودند ازبخش اين د بررسي در مور

ها از ابتدا تا پايان آزمايش در شرايط بدون تيمار كشت سلول
- ساعت بعد از هم 48مدت ها بهسلول): دوم( گروه تيمار؛ شدند

ها پس سلول): سوم( گروه تيمار؛ تيمار شدند ALAزمان شدن با 
- سلول): چهارم( گروه تيمار؛ تيمار شدند ALAاز پاساژ چهارم با 

 گروه تيمار؛ تيمار شدند ALAها از ابتدا كشت تا زمان بررسي با 
تيمار  ALAساعت آخر با  48ها از ابتدا تا قبل از سلول): پنجم(

زماني ها از ابتدا تا قبل از همسلول): ششم( گروه تيمار؛ و شدند
  .تيمار شدند ALAبا 
  

   MTTه روش ارزيابي بقا و تكثير سلولي ب
 MTTبه روش  BMSCsمقايسه ارزيابي حيات 

(Sigma) به اين ). بيش از پنج نمونه در هر گروه( انجام شد
 چاهكسلول در هر  2×104با تراكم  2هاي پاساژ سلول منظور
ساعت در محيط  24مدت ها بهسلول .خانه كشت شد 96 پليت

ساعت  18مدت فاقد سرم قرار گرفته و بعد از گذشت اين زمان به
مولار از هيدروكسي اوره قرار داده ميلي 2در محيط حاوي سرم و 

شسته شده و  PBSها با پس از سپري شدن اين زمان سلول. شدند
 ALAميكرومولار از ماده  1ساعت در محيط حاوي  48مدت به

هاي گروه چهارم در تمام اين مراحل ماده سلولتنها . تيمار شدند
ALA محيط قبلي را خارج كرده و به  ،سپس .كردندرا دريافت مي

- MEMميكروليتر محيط كشت  100ها خانهچاهك يا هر كدام از 
α  ميكروليتر محلول  10فاقد سرم به همراهMTT  mg/ml5  را

 4 پس از. انكوبه شد گراددرجه سانتي 37افزوده و در شرايط 
وليتر ميكر 50ميكروليتر از محيط رويي را برداشته و  85 ساعت

دقيقه  10مدت . اضافه گرديد )DMSO(سولفوكسايد متيلدي
با  nm540ها در طول موج انكوبه شده و سپس جذب نمونه

پس از  .اندازه گيري شد ELISA reader (BioTek)دستگاه 
كه بيشترين ) دوم و چهارم ،اول( ييهاهگرو MTTبررسي نتايج 

  .انتخاب شدندم در بخش دو سلولي را نشان دادند تكثيرميزان 
  

  Ki-67 گرنشانايمنوسيتوشيمي براي 
ابتدا  Ki-67 ژنآنتيبراي انجام ايمنوسيتوشيمي عليه 

و سپس توسط پارافرمالدئيد شده وشو داده شست PBSها با سلول
محلول حاوي ها در سلول اسيونانكوب. ثبوت انجام شد درصد 4

  اوليه باديو آنتي درصد 3/0تريتون  با درصد 10سرم بز 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
08

 ]
 

                               3 / 8

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3035-fa.html


 و همكاران بشيري

              136                                                                                                   2شماره  |20دوره  |1395|خرداد و تير |ضنامه فيدوماه

(Abcam, ab16667) Ki-67 مدت يك شب در دماي بهC°4 
بادي آنتي در PBSها با وشوي سلولشستپس از . انجام گرديد

 FITC (Goat anti rabbit IgG- IP132F)كونژوگه با  ثانويه
. انكوبه شدندمدت يك ساعت به C°37در شرايط تاريكي و دماي 

 DAPI (diamidino-2-phenylindole-6,'4) اضافه كردنبا 
ها با ميكروسكوپ فلورسنت سلول، آميزي هستهبراي رنگ

(Nikon Eclipse, E 600, Japan)  كمك سيستم تصوير و به
، مشاهده,DXM 120, USA)  (Nikonبرداري دوربين ديجيتال 

و تصوير برداري  )در بيست ميدان ديد ميكروسكوپي( شمارش
-توسط نرم تصاوير تهيه شده تاييد شمارش سلولي منظوربه. ندشد

يك نوع رنگ فلورسنت  DAPI .ارزيابي كمي شد Image j افزار
-متصل مي DNAتيميدين در -است كه به نواحي غني از آدنوزين

هاي سالم عبور كرده و تواند از غشاي سلولميDAPI . شود
هاي زنده و ثابت شده مورد استفاده آميزي سلولبنابراين براي رنگ

ها از اين براي بررسي ميزان تكثير و شمارش كل سلول. ردقرار گي
  .آميزي استفاده شدرنگ

  
  آناليز آماري

ويرايش  SPSSافزار ها از نرمبراي تجزيه و تحليل داده
ها با دار بين گروهبراي بررسي اختلاف معني. استفاده شد 16
 دنبالو به) ANOVA(طرفه فاده از آزمون آناليز واريانس يكاست

داري انجام گرفت و سطح معني Tukeyآن آزمون تكميلي 
05/0P< در نهايت نمودارهاي مربوطه توسط . در نظر گرفته شد

  .رسم گرديد Excel 2013نرم افزار 
  

   نتايج
هاي مورفولوژيكي، ماهيت و نيز توان تمايزي ويژگي

است و از تكرار آن ها در مقالات قبلي گزارش شده سلول اين
تكثير سلولي از نظر  بررسي معمولي. ]21،22[ شودميخودداري 

 روش هموسايتومترزمان به پاساژ رسيدن و نيز شمارش سلولي به
تري نسبت به رشد سريع ALAبا دهد كه گروه تيمار نشان مي

  .خواني داردهم MTTكه با نتايج  ستگروه كنترل داشته ا
  

  MTT ا روشنتايج بررسي بقا و تكثير سلولي ب
 گروه مورد بررسي قرار گرفت 6ها در تكثير سلولبقا و 

از نظر بقا و تكثير نتايج اين بخش نشان داد كه ). 1 شماره نمودار(
 نسبت به جز گروه تيمار دوم،تيمار شده بههاي همه گروهسلولي 

 دارمعنياز نظر آماري اختلاف افزايش داشته كه اين گروه كنترل 
هاي تيمار اول و تيمار پنجم از نظر آماري گروه ،چنينهم. است

هاي تيمار اول، سوم و چهارم گروه. دار بودندداراي اختلاف معني
 شماره ولاجد: >05/0P( ندادندداري نشان با يكديگر تفاوت معني

طرفه نتايج حاصل از آناليز واريانس يك). 1شماره  نمودارو  2 و 1
هاي مختلف آزمايشي از گروهنشان داد كه بين   MTTآزمايش 

 67/151؛ P=0001/0 :داري وجود داردلحاظ آماري تفاوت معني
= )5;30 (F  

هاي درصد بقا در گروه ميانگين و انحراف معيار - 1جدول شماره 
 مطالعه

 انحراف از معيار  ميانگين  گروهاي آزمايش

02/0  2982/0    كنترل
04/0  5433/0   1تيمار 
01/0  3007/0   2تيمار 
02/0  5283/0    3تيمار 
02/0  5517/0   4تيمار 
01/0  5/0   5تيمار 

  
  Tukey  :(Pتست تكميلي ( هاي مختلف مقايسه بين گروهاي آزمايشيحالت - 2جدول شماره 

  5تيمار   4تيمار   3تيمار   2تيمار   1تيمار   كنترل  گروه

  >0001/0  >0001/0  >0001/0  1  >0001/0    كنترل

 0/ 0 1387/ 0 1387/ 0 1387/ 1387    >0001/0  1تيمار 

 0/ 0 1387/ 0 1387/ 1387   0/ 1387  1  2تيمار 

 0/ 0 1387/ 1387   0/ 1387    >0001/0  3تيمار 

 0/ 1387   0/ 0 1387/ 1387    >0001/0  4تيمار 

   0/ 0 1387/ 0 1387/ 0 1387/ 1387  >0001/0  5تيمار 
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دار دارند با يكديگر اختلاف معني Cو  A ،Bهاي ستون .مطالعههاي در گروه MTTروشهب BMSCهاي مقايسه تكثير سلول -1شماره  نمودار

)05/0P<(.  
  

  Ki-67 گر  نشاننتايج ايمنوسيتوشيمي براي 
هسته ) 3و  2، 1تصاوير (شود گونه كه در تصاوير ديده ميهمان
- به FITCبادي ثانويه كونژوگه با هاي رنگ شده با آنتيسلول

فيلد (ميدان ديد  20در هر گروه . شمارش هستندسادگي قابل 
 .صورت تصادفي مورد شمارش قرار گرفتندبه) ميكروسكوپي

 هاي رنگهستهدر هر ميدان ديد با شمارش ها تعداد كل سلول
مثبت  Ki-67هاي ميزان سلول. باشندميمشخص  DAPIشده با 

اد تعدباتوجه به نتايج حاصل . ها سنجيده شدنسبت به كل سلول

-به( هاي تيمار اولگروهBMSCs در مثبت  Ki-67هاي سلول

 دومتيمار و  )بودند ALA معرض تيمار باساعت در  48مدت 
 )تيمار شدند ALAها از ابتدا كشت تا زمان بررسي با ماده سلول(

ر آماري بيشتر بود كه اين افزايش از نظ با گروه كنترلدر مقايسه 
هاي تيمار اول و گروه ،لاوه بر اينع. دداري نشان دااختلاف معني

 نمودار: >05/0P( ندبوددوم نيز باهم داراي اختلاف معني دار 
   .)1تصوير 

  

  
سلول در : G0 .Bها در فاز سلول: BMSCs .A درKi-67  دار شده باهاي نشاننماي ميكروسكوپ فلورسنت از مورفولوژي هسته سلول - 1شماره  تصوير

سلول در ابتداي ميتوز كه رنگ : D .ها كمتر شده استها بيشتر و تعداد آنقطر دانه كه Sسلول در فاز : C. ريز درخشان در هسته نقطه 50تا  10 كه G1فاز 
  .)40Xبزرگنمايي با عدسي ( دهدهسته سلول را در ميتوز نشان ميهاي كروموزم: F و E .دهدآميزي يكنواختي را نشان مي
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 هايگروهمربوط به  C و A ،B تصاوير .ميكروسكوپ فلورسنتتوسط  Ki-67 گرنشانبراي  FITCرنگ شده با  BMSCsه مشاهد  - 2شماره  تصوير
. اندرنگ گرفته Ki-67گر نشانكه با ) ALAدر تمام طول مدت آزمايش تيمار با ( 2 و گروه تيمار) ALAبا تيمار  ساعت 48( 1كنترل، گروه تيمار سلولي 

كنترل  هايمربوط به گروهمثبت يا تكثير شده  Ki-67هاي نمودار مقايسه درصد سلول .دنشومشاهده مي DAPI رنگ ابكه تصاوير بالا پايين همان وير اتص
  ).>05/0P( با يكديگر اختلاف معني دار دارندكه  Cو  A  ،Bهايستونترتيب به 2 تيمار و گروه 1 و تيمار

  

  

  
 گروه تيمار دوم:  C،گروه تيمار اول .BMSCs، Bگروه كنترل . DAPI A.رنگ شده با  BMSCsفلورسانس ايمنونماي ميكروسكپ  - 3شماره  ويرتص
 48 مدتبه هاي تيماردر گروه. DAPI رنگ شده با BMSCs مقايسهنمودار  .شودديده مي ALAهاي تيمار شده با ها در گروهافزايش در تراكم سلولكه 

اختلاف  يكديگرها با تمامي گروهشود كه اين افزايش در ها ديده ميافزايش تعداد سلول .زمايش تيمار شده بودنددر تمام طول آكه ساعت و گروه دوم 
  ).>05/0P( دهنددار را نشان ميمعني

 
  بحث

 ي بنيادي براي مقاصد درمانيهامدت سلولكشت طولاني
. ها پيري سلولي استبا مشكلاتي همراه است كه يكي از آن

-نشانه از رشد سلولي مراحل طولاني شدن و تكثير سرعت كاهش

- آنتي خاصيتمتعدد  هايگزارشدليل به. است سلولي پيري هاي

موش  BMSCsبقا و تكثير به بررسي  مطالعهاين  ALAاكسيداني 
 ALA  با تيمار چرخه سلولي زمان سازيصحرايي پس از هم

مطالعه نيازمند  هاي بنيادي مزانشيميكشت سلول. پرداخته است
اين شرايط بايد مانع از پيري و . باشدميشرايط كشت  بهبودبراي 

براي حمايت . شودها در پاساژهاي بالاترغيرفعال شدن اين سلول
 تنيبرون ها در شرايطها و بالا بردن رشد و فعاليت آناز سلول

اين امر . دكرها و فاكتورها مكمل استفاده توان از پروتئينمي
-شود كه در آن سلولآمدن محيط فيزيولوژيكي مي دستهموجب ب

 چراكه سلول ؛]23[ دست آورندهها بالاترين تكثير و تمايز را ب
در محيط آزمايشگاه بنيادي  تعداد زيادي سلول تهيه نيازمند درماني
يك  وسازتخموجود زنده سو بدندر محيط داخلي . ]24[ است

 اهو انواع مختلف سلول هاكنش با متابوليتسلول توسط برهم
شده وقتي سلول از محيط و بافت اصلي خود جدا . شودكنترل مي
يكي از . ]23[ كندهاي غذايي آن تغيير ميشود نيازده ميو كشت دا

هاي تكثيري و مورفولوژي عواملي كه موجب تغيير در فعاليت
هاي عدم تعادل بين آنزيم ،شودهاي مختلف ميها در پاساژسلول

منظور در اين پژوهش همينبه. ]25[ تي اكسيداني آن استآن
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ي هاي بنيادي مزانشيمي در حضور آنتتكثير سلول بقا وهاي ويژگي
در  MSCs .اسيد مورد بررسي قرار گرفت آلفا ليپوييك اكسيدان

-با تغييرات مورفولوژي، بيان آنتي ژنمدت شرايط كشت طولاني

بهبود شرايط . ]26[ شودرو ميههاي سطحي و نيز توان تمايزي روب
هاي سلولهاي بنيادي يكي از اهداف پژوهشكنترل سلول كشت و

در  .هاي بنيادي است كه در اين مطالعه به آن پرداخته شده است
مزانشيمي بنيادي ها گام نخست بايد مورفولوژي و ماهيت سلول

ه دمورد بررسي و تاييد قرار گيرد كه در مقالات پيشين گزارش ش
دست آمده تفاوت در ميزان تكثير هبراساس نتايج ب. ]21،22[ است
نسبت به گروه كنترل  ALAتيمار شده با  BMSCsهاي سلول

هاي تيمار در زمان رسيدن به پاساژ در سلول كاهش. مشاهده شد
علاوه بر مشاهدات روزانه با  .هده شدوضوح مشابه ALAشده با 

ايتومتر نيز ميكروسكوپ اينورت، شمارش سلولي با روش هموس
 .نشان داد ALAسلولي را در گروه تيمار با  اين افزايش در تعداد

ساعت در شرايط فقر سرم و  24مدت به BMSCsدر اين پژوهش 
 G0 ها را به فازسلول فقر سرم. بودند HUساعت در معرض  18

فقر سرم موجب ايجاد . كندمتوقف مي Sها را در فاز آن HUبرده و 
بررسي نتايج  .]27[ شودها ميهماهنگي در چرخه سلول درصد 95
در محيط  ALAنشان داد كه تيمار با  MTTدست آمده از روش هب

ها نسبت به باعث افزايش ميزان بقا و تكثير سلولBMSCs كشت 
موجب افزايش نرخ تكثير  ALAماده  ،بنابراين. دوشميگروه كنترل 

 ه شده استدست آمده نشان دادهسو با نتايج بهم .دشوميها سلول
ALA نسبت  درصد 40ميزانهاي مزانشيمي خوك را بهلولتكثير س

پروتئيني است كه در  Ki-67 .]28[ دهدبه گروه كنترل افزايش مي
ها به نشان پاسخ مثبت سلول. شودتمام مراحل چرخه سلولي بيان مي

ها است و براي مقايسه سلولسلولي نشان دهنده تكثير  Ki-67گر 
استفاده از . ]29[ شوداده ميدر فاز خاموشي و در حال تكثير استف

 Ki-67و  Brduكمي تكثير سلولي نظير  گيرياندازه هايشاخص
در مطالعات اخير . متداول استتني تني و درونهاي برونمحيط در

براي  )سيتوشيميوش ايمنوبا ر(صورت گسترده گر بهاز اين نشان

 ،چنينهم. ]30-33[ است هدشارزيابي كمي تكثير سلولي استفاده 
Stein تعيين مراحل چرخه سلولي  گر برايو همكاران از اين نشان

حاضر نيز مطالعه  .]30[ نداهاستفاده نمودنيز تقسيم ميتوز  و مراحل
دادن گزارش مذكور مراحل چرخه سلولي را در  الگو قرار با

دهد كه در گروه نتايج حاصل نشان مي .نشان داد 1شماره  تصوير
BMSCs  تيمار با مادهALA تكثير بيشتري را نسبت به  هاسلول

و  MTTپوشاني نتايج هم. گروه فاقد تيمار نشان دادند
 ها باو شمارش كل سلول Ki-67 گرنشانايمنوسيتوشيمي براي 

DAPI  بر نقش و بوده مهمALA  ها تاكيد اين سلولبر بقا و تكثير
موجب جلوگيري از آپوپتوز   ALAدهدها نشان ميبررسي .نمايدمي
- تيمار شده ALAاستئوبلاست كه با هاي شبهسلول در. ]28[ شودمي

هاي و بيان ژنيافته ي افزايش اكسيدانهاي آنتيهاي آنزيمبيان ژن ،اند
  .]15[ يابدميكاهش  3 و كاسپاز P53ثل دخيل در مسير آپوپتوز م

ALA ي قوي سلول را در برابر استرس اكسيدانآنتيبا خاصيت
موجب  ALAنشان داد كه نيز اين مطالعه . ]34[ كندحافظت ميم

  .شودانشيمي ميهاي بنيادي مزسلول افزايش بقا و تكثير
  

  گيرينتيجه
هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از مغز بقا و تكثير سلول

 يك اسيدئپويآلفا لاستخوان موش صحرايي در محيط كشت حاوي 
-توان اين آنتي، ميبنابراين. يابدافزايش ميميكرومولار  1با غلظت 

هاي بنيادي مزانشيمي را براي بهبود شرايط كشت سلول اكسيدان
   .اد كردپيشنه

  
  و قدرداني تشكر

-نامه خانم طاهره بشيري دانشبرگرفته از پاياناين مطالعه 

از دانشكده و . باشدآموخته كارشناسي ارشد دانشگاه دامغان مي
-پژوهشكده علوم زيستي دانشگاه دامغان بابت پرداخت همه هزينه

و خانم مريم ها و از آقاي ابوطالب كوشا كارشناس آزمايشگاه 
  . گرددسپاسگزاري ميي رمضان

References: 
 
[1] Rossi DJ, Jamieson CH, Weissman IL. Stems 
cells and the pathways to aging and cancer. Cell 
2008; 132(4): 681-96. 
[2] Nadig RR. Stem cell therapy. Hype or hope? A 
review. J Conserv Dent 2009; 12(4): 131-8. 
[3] Rao MS, Mattson MP. Stem cells and aging: 
expanding the possibilities. Mech Ageing Dev 
2001; 122(7): 713-34. 
[4] Kitada M, Dezawa M. Parkinson's disease and 
mesenchymal stem cells: potential for cell-based 
therapy. Parkinsons Dis 2012; 2012: 873706. 

[5] Sethe S, Scutt A, Stolzing A. Aging of 
mesenchymal stem cells. Ageing Res Rev 2006; 
5(1):  91-116. 
[6] Vishnubalaji  R, Al-Nbaheen M, Kadalmani  B, 
Aldahmash A, Ramesh T. Comparative 
investigation of the differentiation capability of 
bone-marrow- and adipose-derived mesenchymal 
stem cells by qualitative and quantitative analysis.  
Cell Tissue Res 2012 ; 347(2):  419-27. 
[7] Bellantuono I, Aldahmash A, Kassem  M. Aging 
of marrow stromal (skeletal) stem cells and their 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
08

 ]
 

                               7 / 8

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3035-fa.html


 و همكاران بشيري

              140                                                                                                   2شماره  |20دوره  |1395|خرداد و تير |ضنامه فيدوماه

contribution to age-related bone loss. Biochim 
Biophys Acta 2009; 1792(4): 364-70. 
[8] Dvorakova J, Hruba A, Velebny V, Kubala L. 
Isolation and characterization of mesenchymal stem 
cell population entrapped in bone marrow collection 
sets. Cell Biol Int 2008; 32(9): 1116-25. 
[9] Shay JW, Wright WE. Hayflick, his limit, 
and cellular ageing. Nat Rev Mol Cell Biol 2000; 
1(1): 72-6. 
[10] Maslov AY, Vijg J. Genome instability, cancer 
and aging. Biochem Biophys Acta 2009; 1790(10): 
963-9.  
[11] Campisi J. Cellular senescence as a tumor-
suppressor mechanism. Trends Cell Biol 2001; 
11(11): S27-31. 
[12] Packer L, Witt EH, Tritschler  HJ. alpha-Lipoic 
acid as a biological antioxidant. Free Radic Biol 
Med 1995 ; 19(2): 227-50. 
[13] Lee WJ, Kim SH, Kim GH, Han SM, Won JC, 
Jung CH, et al. Alpha-lipoic acid activates 
dimethylarginine dimethylaminohydrolase in 
cultured endothelial cells. Biochem Biophys Res 
Commun 2010; 398(4): 653-58. 
[14] Smith JR, Thiagaraj HV, Seaver B, Parker KK. 
Differential activity of lipoic acid enantiomers in 
cell culture. J Herb Pharmacothe 2005; 5(3):43-54. 
[15] Xiao Y, Cui J, Shi Y, Le G. Alpha-lipoic acid 
protects against hydrogen peroxide-induced 
oxidative stress in MC3T3-E1 osteoblast-like cells.  
J Funct Foods 2012; 4(3): 642-49. 
[16] Petersen Shay K, Moreau RF, Smith EJ, Hagen 
TM. Is alpha-lipoic acid a scavenger of  reactive 
oxygen species in vivo? Evidence for its initiation 
of stress signaling pathways that promote 
endogenous antioxidant capacity. IUBMB Life 
2008; 60(6): 362-7. 
[17] Packer L. alpha-Lipoic acid: a metabolic 
antioxidant which regulates NF-κB signal 
transduction and protects against oxidative injury. 
Drug Metab Rev 1998; 30(2): 245-75. 
[18] Goraca A, Huk-Kolega H, Piechota A, 
Kleniewska P, Ciejka E, Skibska B. Lipoic acid - 
biological activity and therapeutic potential.  
Pharmacol Rep 2011; 63(4): 849-58. 
[19]  Azizi SA, Stokes D, Augelli BJ, DiGirolamo 
C, Prockop DJ. Engraftment and migration  of 
human bone marrow stromal cells implanted in the 
brains of albino rats--similarities to astrocyte grafts. 
Proc Natl Acad Sci USA 1998; 95(7): 3908-13. 
[20] Ferreira A. Abnormal synaps formation in 
agrin-depleted hippocampal neurons. J Cell Sci 
1999; 112 (Pt 24): 4729-38. 
[21] Nikoozad Z, Ghorbanian MT, Rezaei A. 
Comparison of the liver function and hepatic 
specific genes expression in cultured mesenchymal 
stem cells and hepatocytes. Iran J Basic Med Sci 
2014; 17(1): 27-33. 
[22] Ghorbanian MT, Haji Ghasem Kashani M, 
Lashkarbolouki T, Hosseinpour L, Mirzaeiyan L. 

Characterization ofin vitro cultured bone marrow 
and adipose tissue-derived mesenchymal stem cells 
and their ability to express neurotrophic factors. 
Cell Biol Int 2012: 36(12): 1239–49. 
[23] Choi KM, Seo YK, Yoon HH, Song KY, 
Kwon SY, Lee HS, et al. Effect of ascorbic acid on 
bone marrow-derived mesenchymal stem cell 
proliferation and differentiation. J Biosci Bioeng  
2008; 105(6): 586-94. 
[24] Choi JS, Kim BS, Kim JD, Choi YC, Lee EK, 
Park K, et al.  In vitro expansion of human adipose-
derived stem cells in a spinner culture system using 
human extracellular matrix powders. Cell Tissue 
Res 2011; 345(3): 415-23. 
[25] Lindenau A, Fischer B. Effect of oxygen 
concentration in the incubator's gas phase on the 
development of cultured preimplantation rabbit 
embryos. Theriogenology  1994; 41(4): 889-98. 
[26] Baker N, Boyette LB, Tuan RS. 
Characterization of bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells in aging. Bone 2015; 70: 
37-47. 
[27] Chen M, Huang J, Yang X, Liu B, Zhang W, 
Huang L, et al. Serum starvation induced cell cycle 
synchronization facilitates human somatic cells 
reprogramming.  PloS one 2012; 7(4): e28203. 
[28]  Ferrari C, Olmos E, Balandras F, Tran N, 
Chevalot I, Guedon E, et al. Investigation of growth 
conditions for the expansion of porcine 
mesenchymal stem cells on microcarriers in stirred 
cultures.  Appl Biochem Biotechnol  2014; 172( 2): 
1004-17. 
[29] Davis PK, Ho A, Dowdy SF. Biological 
methods for cell-cycle synchronization of 
mammalian cells. Biotechniques 2001; 30(6): 
1322-31. 
[30] Becker KA, Ghule PN, Therrien JA, Lian 
JB, Stein JL, van Wijnen AJ, et al. Self-
renewal of human embryonic stem cells is supporte
d by a shortened G1 cell cycle phase. J Cell Physiol 
2006; 209(3): 883-93. 
[31] Bullwinkel J, Baron-Lühr B, Lüdemann 
A, Wohlenberg C, Gerdes J, Scholzen T. 
Ki67 protein is associated with ribosomal RNA tran
scription in quiescent and proliferating cells. J Cell 
Physiol 2006; 206(3): 624-35. 
[32] Urruticoechea A, Smith IE, Dowsett M. 
Proliferation marker Ki-67 in early breast cancer. J 
Clin Oncol 2005; 23(28): 7212-20. 
[33] Krawczyk A, Jaworska-Adamu J, Rycerz K. 
Immunohistochemical evaluation of hippocampal 
CA1 region astrocytes in 10-day-old rats after 
monosodium glutamate treatment. Pol J Vet Sci 
2015; 18(4): 767-74.  
[34] Hiller S, DeKroon R, Hamlett ED, Xu L, 
Osorio C, Robinette J, et al. Alpha-lipoic acid 
supplementation protects enzymes from damage by 
nitrosative and oxidative stress. Biochim Biophys 
Acta 2016; 1860(1 Pt A): 36-45. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 f

ey
z.

ka
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

6-
08

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                               8 / 8

http://feyz.kaums.ac.ir/article-1-3035-fa.html
http://www.tcpdf.org

