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Abstract 

Background: Alpha-tocopherol, as a strong antioxidant, plays an important role in testraining 
free radicals. The aim of this study was to investigate the effect of Alpha-tocopherol on cell 
proliferation and restraining apoptosis in rat bone marrow mesenchymal stem cells. 

Materials and Methods: In this research study, the rat bone marrow mesenchymal stem cells 
were extracted under sterile conditions using flashing-out method. At the end of the third passage, 
cells were divided into groups of control and Alpha-tocopherol with doses of 15 and 25 µM and were 
treated in the osteogenic media cell medium containing 10% fetal bovine serum, 10 mM β-glycerol 
phosphate, 10 nM dexamethasone and 50 µg/ml ascorbic 3-phosphate] for a period of 21 days. Then, 
cell proliferation, DNA damage, expression of Bcl-2 and Bax genes and the morphologic changes of 
the cells were investigated during the procedure of osteogenesis. Data were analyzed using one-way 
ANOVA and means difference was considered significant at p<0.05. 

Results: Cell proliferation, the size of nuclei diameter and expression of anti-apoptotic Bcl-2 
gene showed a significant increase in mesenchymel stem cells treated with Alpha-tocopherol (p<0.05) 
in a dose dependent manner compared to the control cells. Also, cytoplasm extension was seen in the 
cells treated with Alpha-tocopherol, compared to the control group. Since Alpha-tocopherol causes a 
significant decrease in DNA damage and the expression of apoptotic Bax gene, compared to the 
control group, therefore it can suppress apoptosis in bone marrow mesenchymal stem cells, in a dose 
dependent manner.  
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 بنیادي هاي سلول در آپوپتوزیس و سلولی تکثیر بر آلفاتوکوفرول اثر مطالعه
  رت استخوان مغز زانشیمم

 
  3عظیمی آتناسادات ،2مهدیه مجید ،*1مهرنجانی سلیمانی ملک

  
 ایران اراك، ،اراك دانشگاه شناسی، زیست گروه شناسی، جنین و بافت دکتراي دانشیار، -1
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  چکیده
 .کند می ایفا آزاد هاي رادیکال مهار در را مهمی نقش قوي اکسیدانت آنتی یک عنوان به آلفاتوکوفرول :هدف و زمینه
 مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در آپوپتوزیس مهار و سلولی تکثیر بر آلفاتوکوفرول نقش بررسی پژوهش، این از هدف

  .است بالغ رت استخوان
تحت شرایط  فلشینگ روش با استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول ،پژوهشی مطالعه این در :ها روش و مواد

 به و شدند تقسیم آلفاتوکوفرول لارمیکرومو 25 و 15 دوزهاي و کنترل هاي گروه به سوم پاساژ از پس و استخراجاستریل 
 مولار میلی 10 گاوي، جنین سرم  درصد10 حاوي سلولی کشت محیط(  شدنداستئوژنیک محیط در روز 21 مدت

 میزان سپس .شدند تیمار )فسفات 3 آسکوربیک لیتر میلی در میکروگرم 50 و دگزامتازون نانومولار 10 فسفات، بتاگلیسرول
 تمایز روند طی ها، سلول موفولوژیک تغییراتچنین   همو Bcl-2 و Bax هاي ژن بیان سطح ،DNA آسیب تکثیرسلولی،
 تفاوت و  گردیدندتحلیل و تجزیه طرفه، یک واریانس تحلیل آماري روش با ها داده و ندگرفت قرار بررسی مورد استئوژنیک

 .شد گرفته نظر در دار معنی >05/0p سطح در ها میانگین
 شده تیمار مزانشیم بنیادي هاي سلول در Bcl-2 آپوپتوتیک آنتی ژن بیان و هسته قطر میزان سلولی، تکثیر :گیري نتیجه

داري برخوردار  از افزایش معنی کنترل گروه هاي سلول با مقایسه در و دوز به وابسته رفتاري در آلفاتوکوفرول، با
 کنترل گروه هاي سلول با مقایسه در آلفاتوکوفرول با شده تیمار هاي سلول در نیز سیتوپلاسم گسترش ).>05/0p(بودند

 با مقایسه در Bax آپوپتوتیک ژن بیان و DNA آسیب در داري معنی کاهش آلفاتوکوفرول، که جایی آن از .شد مشاهده
 ابستهو رفتاري در استخوان، مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در را آپوپتوزیس تواند می بنابراین ،کند می ایجاد کنترل گروه

  .کند مهار دوز به
  مزانشیم بنیادي هاي سلول سلولی، تکثیر ،آپوپتوزیس آلفاتوکوفرول، :کلیدي واژگان
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   مقدمه
 تشکیل از که هستند ترکیباتی ها انتاکسید آنتی

 نقش و کنند می جلوگیري ها سلول در آزاد هاي رادیکال
 لیپیدي پراکسیداسیون مقابل در سلول از محافظت در مهمی

 ایفا اکسیداتیو استرس از ناشی سلولی هاي آسیب و
  .)1(ندنک می

 و فنولیک قوي اکسیدانت آنتی یک E ویتامین
 در غیرآنزیمی اکسیدانت آنتی این .)2(است چربی در محلول

 تقسیم توکوترینول و توکوفرول ردهزیر دو به طبیعت،
 λ و α، β، δ ایزوفرم چهار داراي هرکدام که شود می
 آن ایزوفرم ترین فعال و ترین مهم آلفاتوکوفرول و باشند می
 جنس از ،آلفاتوکوفرول .)3، 2(شود می محسوب بدن در

 زیستی غشاي فسفولیپیدهاي غیراشباع چرب اسیدهاي
 گیرد می قرار سلول غشاء و رهدیوا چربی لایه در که )4(است

 از و کند می جلوگیري زیستی غشاهاي و دیواره تخریب از و
 و کبد چربی، بافت در است، چربی در محلول که جا آن

  .)5(گردد می ذخیرهنیز  جانوران دیگر و انسان بدن عضلات
 هاي سلول ،استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول

 نظیر سلولی هاي رده انواع به یزتما توانایی که هستند پرتوانی
 این .باشند می دارا را چربی و غضروف استخوانی، هاي سلول
چنین   همو تخلیص استخراج، راحتی به توان می را ها سلول
 ترمیم جهت اتولوگ پیوندهاي در ها آن از و کرد تکثیر

 مطالعات طبق .)6-8(نمود استفاده بافتی و سلولی ضایعات
 ،2011 سال در همکاران و اهن توسط گرفته صورت

 و ها ژن بیان الگوي در تغییر باعث تواند می آلفاتوکوفرول
 بنیادي هاي سلول در استئوژنیک تمایز القايچنین  هم

  .)9(گردد مزانشیم
 در ها سلول این بالاي پتانسیل به توجه با بنابراین

 ضایعات ترمیم در ها آن گسترده کاربرد و استخوان به تمایز
 به ها آن تمایز روند در که جایی آن از و )10(وانیاستخ

 آن بر ،)11(هستیم مواجه آپوپتوزیس پدیده با استئوبلاست
 و اکسیدانت آنتی یک عنوان به را آلفاتوکوفرول اثر تا شدیم

 مزانشیم بنیادي هاي سلول بر )12(قوي آپوپتوتیک آنتی یک

 مورد تاستئوبلاس به تمایز روند طی بالغ رت استخوان مغز
  .دهیم قرار بررسی و مطالعه

  
  ها روش و مواد

   استخوان مغز هاي سلول کشت و جداسازي
 با کار اخلاقی اصول کلیه پژوهش این در

 هاي رت از منظور بدین و شد رعایت آزمایشگاهی حیوانات
 استفاده گرم 140±20 وزن و روز 50 سن با ویستار نژاد

 از پس ژوهشپ این در استفاده مورد حیوان .گردید
 اراك دانشگاه حیوانات خانه در پاستور انستیتو از خریداري

 با و گراد سانتی درجه 27±3 ییدما استاندارد شرایط در
 نگهداري اتیلین پلی هاي قفس در وآب غذا به آزاد دسترسی

 و اراك دانشگاه اخلاق کمیته از مجوز کسب از پس .شد
 بیهوش اتر یلنات دي کمک به ها رت اخلاقی، اصول رعایت

 سپس و  شدندجدا ها آن پاي ساق و ران هاي استخوان ،ندشد
 پاك کامل طور به ها استخوان اطراف پیوندي هاي بافت

 DMEM کشت محیط در ها استخوان .ندگردید
)Dulbecco’s Modified Eagles Medium شرکت ،

سرم جنین ( FBS سرم  درصد15 حاوي )گیبکو، آلمان
 استرپتومایسین -سیلین پنی و ) آلمانگاوي، شرکت گیبکو،

 گراد سانتی درجه 4 دماي در ) گیبکو، آلمانشرکت ساخت(
 سر دو .ندشد منتقل لامینار هود زیر به ند وگرفت قرار

 عمل با استخوان مغز و  شدقطع استریل قیچی با استخوان
 محیط حاوي فالکون لوله داخل به و  گردیدخارج فلاشینگ

با دور  دقیقه 5 مدت به سپس و  شدهدایت کامل کشت
 رسوب و خارج رویی محیط .شد سانترفیوژ بر دقیقه 1200

 در و گردید معلق تازه کشت محیط لیتر میلی یک در سلولی
 37 دماي( دار CO2 انکوباتور در و T25 کشت فلاسک

 از پس .گردید انکوبه )CO2  درصد5 و گراد سانتی درجه
 بود غیرچسبنده هاي ولسل حاوي که رویی محیط ،ساعت 24

 انجامبافر فسفات سالین  با ها سلول شستشوي و  شدخارج
 محیط بار یک روز سه هر هفته، دو مدت به سپس .گردید
 به فلاسک کف که زمانی .گردید تعویض ها سلول کشت
 1xکمک با ها سلول رسید، سلول از بالایی تراکم
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Trypsin/EDTA 25/0شرکت از شده تهیه(  درصد 
 به و  گردیدندجدا فلاسک کف از ) آلدریچ-اسیگم

 آوردن دسته ب براي .شدند منتقل جدید هاي فلاسک
  .دش تکرار پاساژ مرحله سه ها سلول این از بالایی خلوص

  
 آلفاتوکوفرول مختلف دوزهاي در ها سلول کشت

  ها آن تکثیر قدرت بررسی و
 هر در سلول 5×103 تعداد به سوم پاساژ هاي سلول

داده  کشت ساعت 24 مدت به اي خانه 24 پلیت ي خانه
 حضور در کف به ها سلول این چسبیدن از پس وند دش

 10 حاوي DMEM محیط :استئوژنیک محیط( کنترل گروه
 10 فسفات، بتاگلیسرول مولار میلی 10 گاوي، سرم درصد

 لیتر میلی در میکروگرم 50 و دگزامتازون نانومولار
 100 ،50 ،25 ،15 ،10 ،5 دوزهاي و )فسفات-3 آسکوربیک

 )ساخت شرکت آلدریچ( آلفاتوکوفرول میکرومولار 150 و
 قدرت روز 21 از پس .ندشد کشت استئوژنیک محیط در

 میکرولیتر 30 منظور، بدین و گردید ارزیابی ها سلول تکثیر
 هر به (MTT) تترازولیوم تیازول متیل مولار 01/0 محلول

 از پس .گردید انکوبه ساعت 4 مدت به و شد اضافه چاهک
 در بلورها این ند،شد تشکیل فورمازون هاي کریستال که این

 شرکت ساخت( (DMSO) سولفوکسید متیل دي حلال
 حاصل محلول جذب میزان وشدند  حل ) آلدریچ-سیگما

-ELAISA دستگاهاز طریق  نانومتر 450 موج طول در

reader ) شرکتSCO diagnosticگیري اندازه) ، آلمان 
 با مختلف هاي گروه در زنده هاي سلول تعداد MTT و شد

 .)13(شد تعیین استاندارد منحنی از استفاده
 

  بیشتر هاي بررسی و موثر دوز انتخاب
 MTT، 15 تست از آمده دست به نتایج به توجه با

 موثر دوزهاي عنوان به آلفاتوکوفرول میکرمولار 25 و
 15 با تیمار کنترل، گروه سه با مطالعه و گردید انتخاب

 آلفاتوکوفرول میکرومولار 25 و آلفاتوکوفرول میکرومولار
  .یافت ادامه

  
  

  کامت آزمون
 عنوان با حساسی بسیار روش کامت تست

"Single-cell alkaline gel electrophoresis" یا 
"Comet assay" سلامت بررسی براي آن از که باشد می 

DNA در کوفرولآلفاتو با شده تیمار هاي سلول هسته 
 اساس بر تست این .شد استفاده کنترل گروه با مقایسه

 اگر .شود می انجام الکتریکی میدان در DNA حرکت
DNA شده شکست دچار مختلف محیطی عوامل اثر در 

 طول با DNA قطعات حرکت سرعت اختلاف دلیل به باشد،
 در اطراف هسته اي دنباله یا هاله الکتریکی، میدان در مختلف

 باشد، شدیدتر تخریب این هرچه و شود می دیده ها سلول
 .شد خواهد تشکیل هسته حول تري کشیده و تر بزرگ هاله

 گروه سلولی سوسپانسیون مخلوط ابتدا تست این انجام براي
 1 محلول لیتر میلی هر در 2×105 تراکم با تیمار و کنترل
 سوسپانسیون این .شد تهیه پایین ذوب دماي با آگارز درصد

  درصد1 با شده مفروش میکروسکوپی اسلایدهاي روي رب
 اسلایدها گذاري، لامل از پس و شد گذاشته نرمال 5 آگارز

 .شدند آنکوبه گراد سانتی درجه 4 دماي در دقیقه 20 مدت به
 اسلاید و شد برداشته اسلایدها روي از  به آرامیلامل سپس

 لیز بافر در pH =10 با دقیقه 60 مدت به میکروسکوپی
 Nacl ، 1 مولار میلیEDTA ، 5/2  میلی مولار1/0 حاوي
 .شد داده قرار Tris-base میلی مولار NaSLS، 10 درصد

 و جریان pH=13 دقیقه با 20 به مدت اسلایدها آن از پس
  وEDTA  میلی مولار1 حاوي الکتروفورز بافر در  آمپر300
 نهایت در .گردید الکتروفروز  NaOH میلی مولار300

 که Tris base  مولار4/0حاوي کننده خنثی بافر در مونهن
 از پس و شده داده شستشو بود، رسیده pH =5/7 به Hcl با

 میکروسکوپ کمک به بروماید اتیدیوم با آمیزي رنگ
  .)13(گردید برداري عکس و مشاهده الیمپوس

    RT-PCR آنالیز و RNA استخراج
 این در :RNA جداسازي و سلولی کشت

 کشت T25 هاي فلاسک در 5×102 تعداد به ها سلول مرحله
 دوزهاي و استئوژنیک محیط با روز 21 مدت به وداده شدند 

 .شدند تیمار و کشت آلفاتوکوفرول میکرومولار 25و 15
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 و تراشیده فلاسک کف از اسکالپر کمک با ها  سلولسپس
 فریزر به مایع ازت در ها سلول .گردیدند منتقل اپندورف به

 این RNA جداسازي .یافتند انتقالگراد  جه سانتیدر -80
 و) کیاژن( RNeasy mini kitکیت با استفاده از ها سلول
 از و صورت گرفت سازنده کارخانه دستوالعمل برطبق

 RNA میزان سنجش منظور به دستگاه اسپکتروفتومتر
از  دستگاه کردن صفر از پس .گردید استفاده شده استخراج

 با نمونه از میکرولیتر blank، 3 عنوان هب دیونیزه آب طریق
 کردن وارد از پس و  شدرقیق دیونیزه آب میکرولیتر 97

 بین نسبتچنین   همو گشت استخراج RNA مقدار رقت،
 لامینار هود زیر در مراحل تمامی .گردید ثبت 280تا 260

  .گرفت صورت
 :)واکنش رونویسی معکوس(C-DNA  سنتز

 میکروگرم RNA )5/0 حاوي لیسلو عصاره از میکرولیتر 2
 1 ها اپندورف از کدام هر به و برداشتهرا  )بر میکر و لیتر

 میکروگرم بر 2/0(پرایمر هگزامر تصادفی میکرولیتر
 اضافهپرایمر اختصاصی توالی  میکرولیتر 1 و )میکرولیتر

 سپس ،نماییم می ورتکس ثانیه 5 تا 3 حدودنمونه را  و نموده
 گراد سانتی درجه 70  دمايدر دقیقه 5 مدت به را ها نمونه
 4 ادامه در .می گذاریم یخ رويها را  بعد آن و داده قرار

 کننده ممانعت میکرولیتر 5x، 1بافر واکنش  میکرولیتر
RiboLock )20مخلوط میکرولیتر 1 ،) واحد بر میکرولیتر 

Dttp،dCTP   وdGTP میکرولیتر 4 و dATP ) 1/0 
 ورتکس یک از پس و  کردهاضافه ها نمونه به را )مولار میلی

 درجه 37 دماي در دقیقه 5 مدت به  راها اپندورف کوتاه،
 1 واکنش، کردن متوقف جهت و دهیم می قرار گراد سانتی

 M-MuLVآنزیم میکرولیتر 2 و dATP میکرولیتر
را  ها اپندورف و افزوده ها نمونه به را )واحد بر میکرولیتر20(

  .کنیم می داري نگه گراد یسانت درجه -20 دماي در
 واکنش :(PCR) مراز پلی زنجیره واکنش

RT-PCR آنیلینگ دماي تحت و میکرولیتر 25 حجم در 
 ژن از و گرفت صورت سیکل 35 در گراد، سانتی درجه 58

  .شد استفاده داخلی کنترل عنوان به بتا اکتین
  

   ها سلول مورفولوژیکی تغییرات بررسی
 استئوژنیک محیط یک در ها سلول تیمار دنبال به

 دقیقه 5 پس از ها سلول مورفولوژیک تغییرات روز، 21 براي
 هاي رنگ از استفاده با انکوبه کردن در دماي اتاق

 اورنژ آکریدین و آیوداید پروپیدیوم ،33342-هوخست
 افزار نرم وسیله به ها سلول هسته قطرچنین   هم.بررسی شد

 )2/1تیکال، نسخه شرکت گروه میکرو اپ( موتیک تصویري
 است یفلورسنت رنگ ،33342-هوخست .شد گیري اندازه

 DNA  وکرده نفوذ سلول در پلاسمایی غشاي طریق از که
 از هسته تغییراتتوان  می آن از استفاده با که کند می رنگ را

 .کرد بررسی را آن شدن قطعه قطعه و کروماتین تراکم قبیل
 هاي سلول هسته یزيآم رنگ براي نیز آیوداید پروپیدیوم

 به هم ها سلول سیتوپلاسم مورفولوژي .دارد کاربرد مرده
 هسته رنگ این ؛شد بررسی اورنژ، آکریدین رنگ ي وسیله

 از بعد ها سلول .کند می نارنجی را مستوپلایس و سبز را
 بررسی و شدند شستهبافر فسفات سالین  با بار 2 آمیزي رنگ

 ه از طریقبرداري بلافاصل صورت گرفت و عکس
  .)14(انجام شد )1X70الیمپوس، (فلورسنس میکروسکوپ

   ها داده آماري تحلیل
 آماري آزمون از استفاده با آمده دست به هاي داده

 و  شدندتحلیل و تجزیه آنوواي یک طرفه و تست توکی
 گرفته نظر در دار معنی >05/0p سطح در ها میانگین تفاوت

   .شد
 

   ها یافته
  موثر دوز انتخاب و سلولی یرتکث میزان بررسی

 در زنده هاي سلول تعداد مقایسه با توجه به
 دوزهاي با شده تیمار استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول

، افزایش دوز به وابسته صورته ب و آلفاتوکوفرول مختلف
 )>05/0p( شد مشاهده کنترل گروه به نسبت داري معنی

  ).1شکل و 1نمودار(
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 هاي سلول در زنده هاي سلول تعداد میانگین یسهمقا .1 نمودار
 با تیمار روز 21 از پس بالغ رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي

 کد با هاي میانگین ).میکرومولار( آلفاتوکوفرول مختلف دوزهاي
تست آنوواي (هستند دار معنی تفاوت داراي مختلف هاي حرف

 .)>05/0pیک طرفه، تست توکی، 
 

 و MTT تست از حاصل نتایج به توجه با
 25 و 15 آیودید، پروپیدیوم اب ها سلول آمیزي رنگ

 انتخاب موثر دوزهاي عنوان به آلفاتوکوفرول میکرومولار
 15 دوزهاي با تیمار و کنترل گروه سه با مطالعه و ندگردید

  .یافت ادامه آلفاتوکوفرول میکرومولار 25 و

 

 
 گـروه  .20x((A نمـایی  بـزرگ ( آیودایـد  پروپیـدیوم  فلورسـنت  رنگ با رت استخوان مغز ممزانشی بنیادي هاي سلول آمیزي رنگ .1شکل
  .آلفاتوکوفرول میکرومولار 25 با شده تیمار هاي سلول )C .آلفاتوکوفرول میکرومولار 15 با شده تیمار هاي سلول )B .کنترل هاي سلول

 ).دنده می نشان را مرده هاي سلول رنگ رتیصو هاي هسته ،آیوداید پروپیدیوم رنگ با ها سلول آمیزي رنگ در(
 

 بر آلفاتوکوفرول اثر بررسی در :کامت تست
 تکنیک از طریق مزانشیم بنیادي هاي سلول هسته سلامت
 با شده تیمار هاي گروه در که شد مشخص کامت

 با یکنواخت صورته ب ها سلول هسته ،آلفاتوکوفرول
 امر این که بود ههال بدون و شده آمیزي رنگ برماید اتیدیوم

 گروه در که درحالی .باشد می DNA سلامت گر بیان
 تاثیر تحت ها سلول از برخی در شده شکسته DNA کنترل،

 باقی همراه به کامت یا دنباله صورته ب الکتریکی میدان
 مرگ و DNA تخریب نشانه این و شد دیده ها هسته مانده

 گرفته تصور هاي بررسی طبقچنین   هم).2شکل(بود سلولی

 درجات کامت، آزمون از حاصل نتایج کمی مطالعات و
 گردید مشاهده تصاویر در کامت ي دنباله طول از مختلفی

 پنج به راها  آن ،)میکرومتر( کامت دنباله طول براساس که
 هاي داده ،طورکلیه ب ).3شکل(کردیم تقسیم متفاوت درجه

 DNA آسیب میزان دار معنی کاهش از حاکی حاصل
)001/0p<( کامت دنباله طول میانگینچنین   همو)01/0p<( 
 DNA شده شکسته قطعات حرکت میزان کاهش نتیجه در و

 شده تیمار مزانشیم بنیادي هاي سلول در الکتریکی میدان در
 بود کنترل گروه هاي سلول با مقایسه در آلفاتوکوفرول، با
  ).2نمودار(

  
  



   و همکارانملک سلیمانی مهرنجانی                                                                        ...    مطالعه اثر آلفاتو کوفرول بر تکثیر سلولی و آپوپتوزیس در 

  61                                                                                                       1394 مهر ،7 شماره ، هیجدهمسال اراك، پزشکی علوم دانشگاه پژوهشی علمی جلهم

 
 نمایی بزرگ( آلفاتوکوفرول با تیمار از پس روز 21 استئوبلاست، به یافته تمایز زانشیمم بنیادي هاي سلول در کامت تست .2 شکل
20X( .A(کنترل گروه.  B( آلفاتوکوفرول میگرومولارد 15 با شده تیمار هاي سلول گروه. C( 25 با شده تیمار هاي سلول گروه 

    .آلفاتوکوفرول رومولارکمی
  

  
 درجه .E سه درجه .D  دو درجه .C یک درجه .B )کامت بدون( صفر درجه .A کامت واندازه طول اساس بر ها سلول بندي درجه .3شکل
 .چهار

 

 
 کامت دنباله طول میانگین بر آلفاتوکوفرول اثر مقایسه .2 نمودار

 بنیادي هاي سلول در )درصد( DNA آسیب میزان و )میکرومتر(
 تیمار از پس روز 21 کنترل، گروه با رت استخوان مغز مزانشیم

 با هاي میانگین .آلفاتوکوفرول میکرومولار 25 و 15 دوزهاي با
تست (.هستند دار معنی تفاوت داراي مختلف هاي حرف کد

  )>05/0pآنوواي یک طرفه، تست توکی، 
  

  Bcl-2 و Bax هاي ژن بیان سطح کیفی تحلیل
 ژن و Bax آپوپتوتیک ژن بیان سطح میزان بررسی

 گروه در RT-PCR آنالیز  طریقاز Bcl-2 آپوپتوتیک آنتی
 و کاهش ترتیب به آلفاتوکوفرول با شده تیمار هاي سلول

 در مذکور هاي ژن بیان میزان در را توجهی قابل افزایش
 ).4شکل( داد نشان کنترل گروه با مقایسه

 
 در Bcl-2 و Bax هاي ژن بیان سطح کیفی تحلیل .4شکل
 از پس روز 21 ،رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول
   .آلفاتوکوفرول با تیمار

A( کنترل گروه. B( 15 با شده تیمار هاي سلول گروه 
 25 با شده تیمار هاي سلول گروه )C .آلفاتوکوفرول میکرومولار
 داخلی کنترل عنوان به  اکتین-بتا  ژن .آلفاتوکوفرول میکرومولار

  .است شده گرفته نظر در
  

   ها لولس مورفولوژیک تغییرات بررسی
 شده تیمار مزانشیم بنیادي هاي سلول هسته قطر

 افزایش کنترل، گروه به نسبت آلفاتوکوفرول با
 و A-C ،5شکل( داد نشان را )>05/0p(داري معنی

  ).3نمودار
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 رنگ با ها سلول سیتوپلاسم آمیزي رنگ
 قابل زوائد با چندوجهی سیتوپلاسم نیز اورنژ آکریدین
 با شده تیمار مزانشیم اديبنی هاي سلول در را تشخیص
 به نسبت آلفاتوکوفرول میکرومولار 25 و 15 دوزهاي

 در ها سلول سیتوپلاسم البته که داد نشان کنترل گروه

 نسبت آلفاتوکوفرول، میکرومولار 25 با شده تیمار گروه
 آلفاتوکوفرول میکرومولار 15 با شده تیمار هاي سلول به
ترش یافته بیشتر گس کنترل، گروه هاي سلول و

 ).D-F،5شکل(بود

 

 
 تمایز مزانشیم بنیادي هاي سلول در )40x بزرگنمایی( )D-F( اورنژ آکریدین و )20x بزرگنمایی( )A-C( هوخست آمیزي رنگ .5شکل
 15 با شده تیمار هاي سلول ) B,E .کنترل گروه) A,D.استئوژنیک محیط در آلفاتوکوفرول با تیمار از پس روز 21 ،استئوبلاست به یافته

 کروماتین فشردگی ،B و A شکل در ها پیکان( .آلفاتوکوفرول میکرومولار 25 با شده تیمار هاي سلول ) C,F .آلفاتوکوفرول میکرومولار
 ).دنده می نشان را سیتوپلاسم فشردگی و انقباض ،D شکل در و ها سلول هسته در را
 

  
 هسته طرق میانگین بر آلفاتوکوفرول اثر مقایسه .3 نمودار

 با رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در
 15 دوزهاي با تیمار از پس روز 21 کنترل، گروه هاي سلول

 کد با هاي میانگین .آلفاتوکوفرول میکرومولار 25 و
تست (.هستند دار معنی تفاوت داراي مختلف هاي حرف

  )>05/0pآنوواي یک طرفه، تست توکی، 

 بحث
 ،پژوهش این از حاصل نتایج بر طبق

 سطح کاهش باعث دوز، به وابسته رفتاري در آلفاتوکوفرول
 DNA شکستگی و آسیب میزان و Bax آپوپتوتیک ژن بیان

 میانگین و زنده هاي سلول تعداد دار معنی افزایش مقابل در و
 رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در هسته قطر
 قوي اکسیدانت تیآن اینچنین   هم).>05/0p(گردید بالغ

 ژن بیان سطح در توجهی قابل افزایش موجب
 در سیتوپلاسم گستردگی میزان و Bcl-2 آپوپتوتیک آنتی
 از حاصل نتایج راستاي در ها یافته این که دش ها سلول این

 سال در PC12 هاي سلول روي بر همکاران و وانگ مطالعه
  .)15(باشد می 2012

 و لیوچنین  م هو سوکولوا همکاران، و گوپتا
 ،2010 و 2011 ، 2011 هاي سال در ترتیب به نیز همکاران
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 موش هپاتوسیت هاي سلول بر را آلفاتوکوفرول اثر
 PCL2 ي رده انسانی میوبلاست هاي سلول ،)16(صحرایی

 دادند قرار بررسی مورد )18(انسانی تلیال اپی هاي سلول و )17(
 دوز به وابسته يرفتار در آلفاتوکوفرول که کردند مشاهده و
 گر واکنش اکسیژن گونه مهار باعث تواند می زمان و

(ROS)، کاهش آن متعاقب و لیپیدي پراکسیداسیون کاهش 
 احیاء گلوتاتیون سطح افزایش آلدئید، دي مالون تولید میزان

(GSH)، سوپراکسیددسموتاز فعالیت میزان (SOD)، 
 مختلف ايه رده در کاتالاز و (GPx) پراکسیداز گلوتاتیون

 قدرت افزایش سبب طریق بدین درنتیجه و گردد سلولی
 سطح کاهشچنین   همو زیستی توانایی و سلولی تکثیر

 .شود ها سلول در اکسیداتیو استرس

 قوي اکسیدانت آنتی یک عنوان به توکوفرول آلفا
 جا آن از و دارد آزاد هاي رادیکال حذف در موثري نقش

 و DNA تخریب موجب سلول در آزاد هاي رادیکال که
 با تواند می آلفاتوکوفرول شوند، می سلولی چرخه توقف

 زیستی توانایی تکثیر، قدرت افزایش موجب ها آن مهار
  .)19(گردد DNA هاي شکستگی و آسیب کاهش و ها سلول

 یک خود ساختمان در آلفاتوکوفرول، حقیقت در
 قرار هیدروکسیل گروه که دارد کرومانول قطبی ي حلقه

 آزاد هاي رادیکال احیاء باعث قطبی، حلقه این برروي فتهگر
 با آلفاتوکوفرول بنابراین .گردد می ها آن سازي غیرفعال و

 باعث خود، کرومانولی ي حلقه فنولیک هیدروژن اهداي
 پراکسیداسیون و شده آزاد هاي رادیکال زنجیره شکستن

 حداقل به را غشا فسفولیپیدهاي و سلول داخل لیپیدهاي
 دهد می افزایش را سلول بقاي امکان طریق بدین و رساند یم
 .)20، 1(گردد می ها سلول تکثیر قدرت افزایش باعث و

 میزان کاهش ،پژوهش این هاي یافته دیگر از
 با شده تیمار هاي سلول در DNA شکستگی و آسیب

  .است آلفاتوکوفرول
 آنزیم از طریق DNA شدن شکسته

 صورت CAD ) با کاسپاز فعال شوندهDNase(نوکلئازي
 طویل رشته و کند می عمل مرحله دو طی که گیرد می

DNA و شکسته بازي جفت 5000 تا200 قطعات به را 

 فاکتوراز طریق  ،CAD آنزیم فعالیت میزان .کند می تخریب
 تنظیم (ICAD) فعال شونده با کاسپازDNase  کننده مهار

 متصل CAD به که است چپرونی ،ICAD .شود می کنترل و
 مهار باعث که دهد می تشکیل را کمپلکسی آن با و شده

 شدن قطعه قطعه روند توقف نتیجه در و CAD فعالیت
DNA طبقبر  .)22، 21(گردد می آپوپتوزیس مهار و 

 میزان کاهش با آلفاتوکوفرول ،گرفته صورت هاي پژوهش
 ICAD فاکتور مخرب آنزیم ترین مهم که 3 کاسپاز فعالیت
 کمپلکس تشکیل احتمال و مهار را ICAD بتخری است،

CAD/ ICAD بنابراین .)23(دهد می افزایش را 
 و آسیب میزان ،3 کاسپاز فعالیت مهار با آلفاتوکوفرول

 و دهد می کاهش غیرمستقیم طور به را DNA هاي شکستگی
 مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در را آپوپتوزیس طریق بدین

  .کند می مهار استخوان
 تشخیص در بیشتر اطمینان جهت مطالعه این در

 شکستگی و آسیب میزان بررسی بر علاوه سلولی، مرگ نوع
DNA، هاي ژن بیان سطح Bax و Bcl-2 ارزیابی مورد نیز 

 به آلفاتوکوفرول که شد مشاهده و گرفت قرار سنجش و
 آنتی ژن بیان سطح کاهش باعث توجهی قابل طور

 Bax آپوپتیک ژن بیان سطح افزایش و Bcl-2 آپوپتوتیک
 با مقایسه در استخوان، مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در

 از جلوگیري طریق از آلفاتوکوفرول .گردد می کنترل گروه
 ،3 کاسپاز فعالیت مهار و میتوکندري غشاي پتانسیل کاهش

 ژن بیان افزایش و Bax آپوپتوتیک ژن بیان کاهش باعث
 مغز مزانشیم بنیادي يها سلول در Bcl-2 آپوپتیک آنتی

 ژن شدن فعال جاکه آن از و )15(گردد می بالغ رت استخوان
Bax ژنی آبشار شدن فعال سبب 3 کاسپاز فعالیت افزایش و 
 نتیجه در شود، می ها سلول در آپوپتوزیس القاي

 تغییر باعث خود اکسیدانتی آنتی خاصیت با آلفاتوکوفرول
 در آپوپتوتیک ژنی شارآب مهار و ها ژن برخی بیان الگوي در

  .گردد می سلول
 نیز مورفولوژیکی تغییرات ،حاضر ي مطالعه در

 با تیمار اثر در شده مشاهده تغییرات از دیگر یکی
 استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در آلفاتوکوفرول
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 و هسته قطر دار معنی افزایش شامل تغییرات این .است
 با شده تیمار هاي ولسل در سیتوپلاسم توجه قابل گسترش

 در .بود کنترل گروه هاي سلول با مقایسه در آلفاتوکوفرول،
 و فشردگی کنترل گروه هاي سلول برخی در که حالی

 سلول شدن خارج ها قسمت بعضی در و سیتوپلاسم انقباض
 مورفولوژیکی تغییرات این و شد دیده چندوجهی حالت از

 مرگ دراست  ممکن که است تغییراتی با منطبق شده ذکر
 اصلی مکانیسم .)25، 24(دهد رخ آپوپتوزیس نوع از سلولی

 پلیمریزاسیون سیتوپلاسم، گسترش و سلول شکل کنترل در
 گروه این ترین مهم از که است سلولی اسکلت هاي پروتئین
 با آلفاتوکوفرول .کرد اشاره اکتین به توان می ها پروتئین
 باعث شد، مطرح پیشتر که احیاء گلوتاتیون سطح افزایش
 ها میکروفیلامنت فشردگی و اکتین پلیمریزاسیون افزایش

 تیول گروه ترین مهم گلوتاتیون که چرا ،دگرد می
 هاي پروتئین دیگر و اکتین سنتز براي که است غیرپروتئینی

 تغییرات بنابراین )27، 26(باشد می ضروري سلولی اسکلت
 به تواند می حاضر مطالعه در شده مشاهده مورفولوژیکی

 آلفاتوکوفرول با تیمار از ناشی گلوتاتیون سطح افزایش دلیل
 که باشد بالغ رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول در

 ها سلول این در را آپوپتوزیس مهار و سیتوپلاسم گسترش
  .است شده موجب

 هدد می نشان مطالعه این از حاصل نتایج بنابراین
 افزایش ،ها ژن بیان الگوي در ییرتغ باعث آلفاتوکوفرول، که

 بیان سطح کاهش ،آپوپتوتیک آنتی هاي ژن بیان سطح
 تکثیر، قدرت و سلولی بقاي افزایش آپوتوتیک، هاي ژن

 مهار نتیجه در و DNA شکستگی و آسیب میزان کاهش
 بنیادي هاي سلول در آپوپتوزیس نوع از سلولی مرگ

  .گردد می بالغ رت استخوان مغز مزانشیم
 

   گیري نتیجه
 مشخص پژوهش این از حاصل نتایج به توجه با

 ايه لسلو تکثیر قدرت افزایش ضمن توکوفرول آلفا که شد
 در آپوپتوزیس مهار موجب استخوان، مغز مزانشیم بنیادي
 محیط در بالغ رت استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول

 نقش و اهمیت به توجه با بنابراین .گردد می نیز استئوژنیک

 در استخوان مغز مزانشیم بنیادي هاي سلول موثر
 پیشنهاد بافت، مهندسی و درمانی سلول پیشرفته هاي وريآ فن
 و ها بیماري بین ارتباط زمینه در بیشتري تحقیقات که شود می

 .گیرد صورت انسانی جوامع در آلفاتوکوفرول سرمی سطوح
 درمان در رموث اي ماده بتواند قوي اکسیدانت آنتی این شاید

  .باشد انسانی هاي بیماري برخی به ابتلا از گیري پیش حتی و
  

 قدردانی و تشکر
بدین وسیله محققان از معاونت محترم پژوهشی 

 آن معاونت در انجام این یدانشگاه اراك و حمایت مال
 .نمایند پروژه تحقیقاتی تشکر و سپاس گزاري می
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