
ز ي تمادر آرژنين متيل استر ـ ال ـ نيترو ـ  اننقش
مشتق از مغز استخوان موش  ميي مزانشيادي بنيها سلول

  ي استخوانيها سلول به ييصحرا
  :دهيچک

 

نيتريـك   کـه   نـشان داده اسـت  آزمايـشگاهي جديـد   هـاي  ه حاصل از برخي مطالع نتايج :هدف  و مقدمه
ط ي در مح ـ ي اسـتخوان  يهـا   سـلول به  مزانشيمال   يادي بن يها سلولز  يدر تما  مينقش مه   احتمالاً اكسايد

 ـ  نيترو ـ  ن انامه د بيک اکسايتريد نيک مهار کننده تولي ريثأ تيبررس پژوهش  اينهدف از.  درکشت دا
مشتق از  مغـز اسـتخوان    ميي مزانشيادي بنيها سلولز يتما ال آرژنين متيل استر با مقادير مختلف بر       

    .بود در محيط آزمايشگاه ي استخوانيها سلول به ييموش صحرا
   

 در دانـشگاه علـوم پزشـكي    ۱۳۸۸اين پژوهش يك مطالعه تجربي اسـت كـه در سـال        :ها مواد وروش 
ل جـدا  ي اسـتر ط کـاملاً ي در شرايي صحرايها موشاستخوان    مغز  بنيادي يها  سلول. همدان انجام شد  

ز بـه  ي تمـا ي بـرا  فوقيها سلولوم،  سپس از پاساژ     .ط کشت مناسب کشت داده شدند     يدر مح  شده و 
بـا  نـايم   ال ،زي تمـا  زمـان در هـا  تي ـ از پل  ي در برخ  .گرفتند قرار يزي تما ير فاکتورها يثأ تحت ت  استخوان

 هـا  سـلول ز ير آن بـر تمـا  يثأ تا ت اضافه شد  يزيط تما يبه مح ) کرو مولار ي م ۵۰۰و ۱۲۵،۲۵۰( يها غلظت
ز تـا   يعمـل تمـا   و ض شديبار تعو کي روز ۳ هر   يزيط تما ي مح زين تما يدر ح  .ردي قرار گ  يمورد بررس 

از روش  ،يز اسـتخوان ي وقـوع تمـا    يبررس ـز، بـه منظـور      يان دوره تمـا   ي ـپس از پا  . افتيادامه    روز ۲۸
آوري شـده بـا    هـاي جمـع   داده. دي ـ گرد شـده، اسـتفاده  يکس معـدن ي ماترين رد برايزاري آل يزيآم رنگ

ماري آناليز واريـانس يـك طرفـه و تـست تـوكي تجزيـه و       هاي آ  و آزمون  SPSSافزار    استفاده از نرم  
   .تحليل شدند

  

ي بنيـادي  هـا  سـلول ز يتمـا نايم  ال  در حضور  اين مطالعه نشان داد كه     دست آمده در  ه  ج ب ينتا :ها افتهي
زان ي ـ مختـل شـده و از م  ي اسـتخوان يهـا   سـلول  به   ييمشتق از مغز استخوان موش صحرا      ميمزانشي

                                 .)>۰۰۱/۰p(شود ميک روند وابسته به دز کاسته ي در يدار يطور معنه ه ب شديکس معدنيد ماتريتول
  

م موجـب اخـتلال   ينـا   با استفاده از  الديک اکسايترينمهار توليد    که   دادن مطالعه نشان    يا :يريگ جهينت
در يـك  ن مـوش صـحرايي    مشتق از مغـز اسـتخوا     ميي بنيادي مزانشي  ها  سلولدر تمايز به استخوان     

  .شود ميدر آزمايشگاه روند وابسته به دز 
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  مقدمه

 يهـستند کـه دارا   يها سلول يادي بن يها سلول

ز يم شدن و تمـا    ي تقس يي توانا يعني ؛ي اساس يژگيدو و 

  مـدت نـسبتاً   يتوانند برا  ميگر  يبه عبارت د  . مي باشند 

 داشـته باشـند و در       يدي ـمات خـود تجد   ي تقـس  يطولان

ز ي متمـا  ي اسـکلت  يها  سلول يها ط مناسب به رده   يشرا

 بـه دو    ء از لحـاظ منـشا     يادي ـ بن يهـا   سـلول  ).۱(شوند 

 يهـا  سـلول  و  ين ـي جن يادي ـ بن يهـا   سـلول دسته عمده   

 يهـا  سـلول ن  يتـر  از مهـم  . شوند ميم  ي بالغ تقس  ياديبن

ــبن ــالغيداي ــين ، ي ب ــه   م ــوان ب ــلولت ــا س ــ بنيه  يادي

 بـا   يهـا  بافـت   از ياري که در بـس    اشاره کرد  مييمزانش

چـه،  ي استخوان، غـضروف، ماه   ؛، مثل  ميي مزانش ءمنشا

شـرکت  م آنهـا   يوجود دارند و در ترم     يتاندون و چرب  

   .)۲ و۳(کنند مي

 ين منـابع بـرا    يتـر   از مهـم   يک ـيمغز استخوان   

ي هـا   سـلول  .)۴(باشـد  مـي   يمي مزانش يادي بن يها  سلول

ي چنـد تـواني هـستند       ها  سلولمزانشيم مغز استخوان    

كــه در مغــز اســتخوان يافــت شــده و تــوان تمــايز بــه 

ــلول ــا س ــتخوانه ــي، ي اس ــضروف  وچرب را دارا  غ

 )۱(و همکــاراناي پيتنگــر  در مطالعــه .)۴ـــ۶(باشــند مــي

ره ي جدا شده از آسـپ يها  نشان دادند که سلول )۱۹۹۹(

 يهـا  ن انـسان در صـورت اعمـال محـرک    مغز استخوا 

ا ي ـ ي، غـضروف  ي اسـتخوان  ي سـلول  يها ردهمناسب به   

ز بـه اسـتخوان     يل تمـا  يپتانـس  ).۲(ابندي مي زي تما يچرب

 ياديـــ بنيهـــا ســـلول بـــارز يهـــا يي از توانـــايکـــي

 يادي ـ ز يدهاي ـباشد کـه بـا کـشف آن ام         مي  مييمزانش

وجـود آمـده    ه   ب ـ يعات بافت استخوان  يم ضا ي ترم يبرا

  .)۷ـ۹(است

 داخـل  يهـا  گنالي که س ـاند نشان دادهها    همطالع

و رشـد بافـت      زي در تمـا   ي متعدد ين سلول ي و ب  يسلول

 يهـا   از مولکـول يک ـي ).۱۰ـ ـ۱۲( نقش دارنـد   ياستخوان

ز يدر تمـا    مـي توانـد نقـش مه     مـي   که احتمـالاً   يگناليس

 يهـــا ســـلولبـــه   ميي مزانـــشياديـــ بنيهـــا ســـلول

 .اسـت  )۲(ديکـسا ک اي ـتريسـاز داشـته باشـد ن      استخوان

ت يکال آزاد است که در اثر فعاليک راديد يک اکسايترين

هـا   د و در بافـت   يتول )۳(د سنتاز يک اکسا يتري ن يها ميآنز

 سـه ايـزوفـرم  .)۱۳(شود مي مختلف آزاد    يها  سلولو  

  ک نـوع ي؛ وجـوددارد نيتريک اکسايد سنتاز  ازمختلف

ــز ــا يمغ ــوع ،عــصبي ي ــه آن  ن ــه ب ــدوتليالي ك ــوع ان  ن

زوفـرم  ياشود و نوع سـوم آن      ميگفته  ـاختماني هم   س

   ـ ال اسـيدآمينه هـاي فـوق    آنـزيم . .)۱۴(باشد مي ييالقا

ــين ــه  آرژين ــك اكــسايدرا ب ــديل نيتري  و ســيترولين تب

جايگزين نمـودن آرژنـين    به وسيله    كه اين امر     دنكن مي

ال آرژنـين متيـل    ـ  نيتـرو  ـ   انهاي آن نظيـر  با آنالوگ

   .)۱۶(شود ميمهار  )۴()نايم ال( استر

          اسـيد آمينـه     هـاي مهـم     آنـالوگ  ي از يك ـ مينا ال

هـاي   باشد كه در واكـنش بـا ايزوفـرم    ميآرژينين  ـ  ال

 سنتاز موجب مهار توليـد  مختلف آنزيم نيتريك اكسايد  

 لـذا در  ،گـردد  مـي  هـا  سـلول به وسـيله  نيتريك اكسايد   

                                                

1-Pittenger  et al 
2-NO 
3-NOS 
4-NG-Nitro-L-Arginine Methyl Ester(L-NAME) 

 

 



  هاي بنيادي مزانشيمي سلولال نايم و تمايز                            
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يتريـك   آزمايشگاهي به منظور مهار توليد ن      هاي  همطالع

    .)۱۶(شود مياكسايد اين ماده به محيط كشت اضافه 

د يک اکـسا  ي ـتري متعـدد ن   يها تيبا توجه به قابل   

 از اعمــال بــدن  تحــت ياريامــروزه نقــش آن در بــس

نيتريك اكسايد   که نقشي از اعماليکي. باشد ميمطالعه 

 يسـاز   شناخته شده است اسـتخوان     يدر آن تا حدود   

تكامـل  ژي و   سايد در بيولـو   اهميت نيتريك اك  . باشد مي

 هــاي هاســتخوان هــم در محــيط بــدن و هــم در مطالعــ

  ).۱۷ و ۱۸(خوبي مشخص شده استه آزمايشگاهي ب

هــاي   ايزوفــرمکــه انــد  نــشان دادههــا بررســي

ــنتاز   ــسايد س ــك اك ــدوتليالي نيتري ــش مهان ــي نق در   م

هــاي  ايزوفــرم ويــژهه  و بــ اســتخوان دارنــديولــوژيب

.  در بدن دارديساز ر استخواند  مي نقش مهاندوتليالي

د مـداوم  ي ـشنهاد شـده اسـت کـه تول      ي ـکـه پ   يطـور ه  ب

 بـر رشـد و      ينيک اثـر اتـوکر    يد در بدن    يک اکسا يترين

 از بـين   وساز در بدن دارد  استخوانيها سلولت  يفعال

سـاز   ي اسـتخوان  ها  سلولبردن هدفمند آنزيم فوق در      

تحليـل رفـتن     و   هـا   سـلول  ايـن    موجب از كـار افتـادن       

 چنين بيـان آنـزيم    هم .)۱۸(شود ميدر بدن    ها استخوان

 در هــاي انــدوتليالي نيتريــك اكــسايد ســنتاز  ايزوفــرم

 گـزارش   مغز استخوان نيز اخيراً     ميي مزانشي ها  سلول

 هـر چنـد كـه نقـش آنـزيم فـوق در تمـايز           ،شده اسـت  

 .)۱۹ و ۲۰(باشـد  مـي ي فـوق هنـوز ناشـناخته    ها  سلول

 يهـا  سلولنه يرا که در زم يني نظر محقق  هاي فوق  يافته

 بـا    و خود جلب نموده است   ه  ند ب ينما ميق  ي تحق ياديبن

 نيتريك اكسايد تياهم هاي زيادي در مورد الؤجاد سيا

ساز  ي استخوانها سلولي بنيادي به   ها  سلولدر تمايز   

 کـه    شـده اسـت    ايـن زمينـه    در   يقـات يتحق موجب آغاز 

،  است ده منتشر ش  نهين زم يز در ا  ي ن يهاي  گزارش راًياخ

 بـسيار   هـا  ن گـزارش  ي ـ موضـوع ا   يل تـازگ  ي ـ بـه دل   اما

  . .باشند ميمحدود 
ــ ــوليس ةدر مطالعـ ــاران دامـ   )۲۰۰۷()۱(و همكـ

ي مزانشيمال مغز ها سلول دادند كه در طي تمايز ننشا

ي اسـتخواني در محـيط كـشت        هـا   سـلول استخوان به   

 هاي انـدوتليالي نيتريـك اكـسايد سـنتاز          ايزوفرم آنزيم

ن ياد و مهار فعاليت آنزيم فوق روند تمايز       شو ميبيان  

 چنـين   هـم .)۲۱(دهـد  مـي ثير قـرار   أ را تحـت ت ـ    ها  سلول
 يـك ارتبـاط مثبـت بـين       )۲۰۰۹()۲(و همكـاران  اُرسياني  

ي بنيـادي  هـا  سـلول بـه وسـيله     توليد نيتريـك اكـسايد      

مزانشيمال رباط دور دنداني با ميـزان تمـايز آنهـا بـه             

  ).  ۲۲(دند نشان دا راي استخوانيها سلول

 و محـدود بـودن    ت موضـوع  ي ـبا توجه بـه اهم    

د ي ـبـا مهـار تول  زمينه در ايـن مطالعـه    اطلاعات در اين    
 ياديــ بنيهــا ســلولز يد در هنگــام تمـا يک اکــساي ـترين

 يهـا   سلول به   ييمشتق از مغز استخوان موش صحرا     

ن يد در ايک اکسايترينقش ننايم   به وسيله ال   ياستخوان

  .گرفت قرار يروند مورد بررس

  

  ها مواد و روش

باشد كه  در  مي يک مطالعه تجربيپژوهش  اين  

ــال  ــولي    ۱۳۸۸س ــكي مولك ــات پزش ــز تحقيق  در مرك

مـواد مـورد   . شـد دانشگاه علوم پزشكي همدان انجـام       

                                                

1-Damoulis et al 
2-Orciani et al 
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ــيگما    ــژوهش همگــي از شــركت س ــن پ اســتفاده در اي

 مگر در مواردي كـه      ،ساخت كشور آمريكا تهيه گرديد    

  .به آن اشاره شده است

 اسپراگو ـ نژاد  از نر جوانييهاي صحرا موش

 شـده و بـه   بيهـوش ا کلروفرم ياتر به وسيله   )۱(داولي

هـا بـا   آنمنظور جلوگيري از انتقال آلودگي، تمـام بـدن       

ســپس .  آغــشته و ضــد عفــوني شــد  درصــد۷۰الكــل

جراحي و تحت   با عمل   هاي ران و ساق آنها         استخوان

 ي پتـر ك ي ـ خـارج و بـه داخـل     شرايط استريل از بـدن    

استريل منتقل شدند و پـس       )۲( بافر فسفات  يش حاو يد

 يانتهـا  دو  ،هـا  چـه ي نـرم و ماه     يها  بافت ياز جداساز 

ر ظريف قطـع شـد و     استخوان ب به وسيله   ها،   استخوان

ليتـري محتـوي      ميلي ۵سرنگ  به وسيله   مغز استخوان   

 سـرم جنينـي      درصد ۱۵ حاوي   DMEMمحيط كشت   

 ۱۰۰سـيلين و      تر بنزيلپنـي   واحد بر لي   ۱۰۰ و )۳(گوساله

 ۴۰بـه داخـل فلاسـك    گرم بر ليتر استرپتومايسين   ميلي

ــ ــسيون   . تخليــه شــديليتــر يميل بــراي تهيــه سوسپان

 فـوق چنـد مرتبـه       سـرنگ ها بـه وسـيله       سلولي، سلول 

سپس فلاسك به داخل يك انكوباتور بـا     . آسپيره شدند 

 گـاز دي   درصد ۵گراد و ميزان      درجه سانتي  ۳۷دماي  

.  منتقـل شـد   درصـد ۱۰۰ربن و رطوبت نسبي  اكسيد ك 

ي چسبيده به كف فلاسك با     ها  سلول ساعت   ۲۴پس از   

  .محيط كشت تازه اضافه شدبه بافر فسفات شسته و 

 يهـا   سـلول فـرد   ه   منحـصر ب ـ   يهـا  يژگياز و  

 فـوق   يهـا   سـلول  ي جداساز يکه از آن برا     مييمزانش

ک يدن به پلاسـت ي آنها در چسبييشود توانا  مياستفاده  

 مـورد   فـوق يژگ ـيز وي ـن مطالعـه ن ي که در ا   ،)۲۳(است

ي چسبيده بـه كـف    ها  سلولبه   لذا   ،قرار گرفت استفاده  

 و در  شـد  روز براي تكثيـر فرصـت داده  ۷ـ۱۰فلاسك  

 بـار مـورد   کي ـهر سـه روز  ط کشت  يمحطي اين مدت    

هـا در   که تـراکم سـلول   ني ااز بعد. قرار گرفتتعويض  

ه   بها سلول ،سيد ر درصد۸۰ـ۹۰ به حدود كف فلاسك

 از کـف    Trypsin-EDTA درصـد  ۰۵/۰ کمک محلول 

از آنها در يك فلاسك ديگر كـشت         مي و ني  فلاسک جدا   

 کـشت،  يساز  به منظور مضاعف  که عمل نيا .داده شد 

 تـا  ،گرفت ميمال انجام ي مزانشيها  سلول يساز خالص

  . .سه بار تكرار شد

 يهـا   سـلول  فـوق بـه  يهـا  ز سـلول ي تمـا يبـرا 

بهـره گرفتـه    ها  سلولني اساز از پاساژ سوم    ناستخوا

 ،ين صورت کـه پـس از انجـام پاسـاژ سـلول      يه ا ب. شد

 طور متوسطه ب به چهار قسمت تقسيم شده و    ها  سلول

 ۲۴هـاي    خانـه پليـت    هر داخل   سلول به  ۵  *۱۰ ۶ تعداد

خانه منتقل شدند و بعد از چسبيدن آنها به كف پليت و       

ط کـشت   يمح ـ  درصـد  ۷۰ تـا    ۶۰  به آنهارسيدن تراكم   

ط کـشت  ي کشت خارج شده و با محيها  از ظرف  يعاد

 ؛ شامليزيط کشت تمايمح .)۶(شد ميض ي تعويزيتما

DMEM بـه   درصـد سـرم جنينـي گوسـاله     ۱۰ ي حاو

ــافه ــرم در مي م۵۰ اض ــيکروگ  ــيل يل ــول اس ــر محل د يت

 و  نــانو مــولار محلــول دگزامتــازون۱۰ وکيآســکورب

              سرول يـ ـ گلتــا  بمحلــول  مــولار  يلـ ـي م۱۰چنــين  هــم 

  . بودفسفات

                                                

1-Sprague-Dawley (SD) 
2-PBS 
3-FBS 
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د بـر رونـد     يک اکـسا  ي ـترير ن يثأ ت يجهت بررس 

ط ي بـه مح ـ هـاي فـوق   سه عدد از پليت در يز سلول يتما

ــا  ــشت تم ــب   يزيک ــه ترتي ــادب  ۵۰۰و ۲۵۰ ،۱۲۵ ؛ريمق

ــايم الکرومــولار از يم عمــل تمــايز  .شــد مــي اضــافه ن

 بـار  کي ـ  روز ادامه يافت و هر سـه روز      ۲۸ تا   ها  سلول

 تعـويض   از همـان نـوع     هاي كشت با محيط تازه     حيطم
ک ي ـمورفولوژرات ي ـدر طي روند تمـايز تغي  . )۲۲(ندشد

 و ي اســتخوانيهــا ســلولبــه   مي مزانــشييهــا ســلول

طـور  ه ب ـ )۱(هاي مينراليزه شبه اسـتخواني   تشكيل ندول 

مــورد کروســکوپ معكــوس يروزانــه بــا اســتفاده از م

 مينراليزاسيون ميزاننيز  در پايان   . بررسي قرار گرفت  

آميـزي آليـزارين    و تشكيل ماتريكس استخواني با رنگ 
 بــار بــر روي ۵عمــل  تــا ايــن  .ارزيــابي شــد )۲(قرمــز

هـاي صـحرايي     يي كه از مغز استخوان مـوش      ها  سلول

  .دست آمده بود تكرار شده مختلف ب

ــآم  بــا رنــگيه ســلوليــون لايزاســينراليم  يزي

ن يزاري ـآل.  قـرار گرفـت    ي مـورد بررس ـ   آليزارين قرمز 

کس ي مـاتر  يطـور اختـصاص   ه   است که ب   يا  ماده قرمز
کـه شـدت رنـگ     يطوره کند، ب مي شده را رنگ     يمعدن

کس ي موجود در ماتريزان مواد معدني بافت با م   يريپذ

  . م دارديآن ارتباط مستق

با استفاده  ونيزاسينراليزان م ي م ن مطالعه يدر ا 

ــکاز  ــي کتي ــاز م ــ آليس ــرکت  ن رديزاري ــاخت ش  س

مـورد بررسـي قـرار گرفـت و طبـق       اپـور آمريك ـ   ميلي
  مـي ک يري ـگ انـدازه روش پيشنهادي در بروشور كيـت   

 بـه طـور    .نيـز انجـام پـذيرفت      ونيزا س ـ ي ـنراليزان م يم

شسته شده و  بافر فسفات     دو بار در   ها  سلولخلاصه،  

 اطـاق  يقه در دماي دق۱۵ به مدت    درصد ۱۰ن  يرمالفبا  

 بـه  قرمـز ن يارزي آليسپس با محلول رنگ    . شدند کسيف

شستشو بـا   پس از چنين هم .قه رنگ شدند ي دق ۱۰مدت  

 ۱۰ اسـيد اسـتيك    در کس قرمـز رنـگ    ي مـاتر  ،آب مقطر 

مواد مينراليزه شده از كف پليت جدا        حل شد و     درصد

  فـوق  يها گاه لوله  آن .ندشده و در يك لوله ريخته شد      

 ۱۰گـراد بـه مـدت      سانتيجه در ۸۵در يك بن ماري تا      

 و بلافاصله بر رو ي يخ سرد شدند   دهيددقيقه حرارت   
. شـدند سـانتريفوژ  دور بر دقيقه     ۱۸۰۰۰و بعد با دور     

ــه ــك   ۴۰۰ در ادام ــي در ي ــول روي ــر از محل  ميكروليت

با استفاده از محلول آمونياك   ميكروتيوب ريخته شد و

pH   يهـا  کـال محلـول  يدر انتها تراکم اپت .  آن خنثي شد 

شد و با تـراکم      نانومتر ثبت    ۴۰۵حاصل در طول موج     

ن رد که طبق روش     يزاري مشخص آل  يها کال غلظت ياپت
سه يــ مقا،ه شـده بـود  ي ـ شـرکت سـازنده ته  يشنهادي ـپ

 مـي پس از رسـم نمـودار اسـتاندارد مقـادير ك            .ديگرد

   . .)۶(دست آمده ميزان مينراليزاسيون در هر نمونه ب 

آوري شــده بــا اســتفاده از     هــاي جمــع   داده

هاي آماري آناليز واريانس  ونو آزم)SPSS )۳افزار  نرم

  .  تجزيه و تحليل شدند)۵( و تست توكي)۴(يك طرفه
  

  ها افتهي
از مغـز     مي مزانـشي  يهـا   سـلول ن مطالعه   يدر ا 

ت ي بـا اسـتفاده از خاص ـ  هاي صحرايي استخوان موش 

 يها ظاهر سلول .ک جدا شدند ي آنها به پلاست   يچسبندگ

 يطــ را در ين مورفولــوژيــ و ا داشــتنديبروبلاســتيف

  ).۱تصوير( پاساژها حفظ کردند

                                                

1-Bone Nodule Like 
2-Alizarian Red 
Statistical Package for Social Sciences 
2-One way ANOVA  
3-Tukey 
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ــ ــ مورفولوژيبررس ــلولز  يک تمــاي  يهــا س

 کمـــک ي اســـتخواني بـــاهــا  ســـلولبـــه   مييمزانــش 

 يهـا   انجام شـد و ظهـور نـدول        کروسکوپ معكوس يم

 حـضور   . مـشاهده شـد    يه سلول ي در لا  يشبه استخوان 

 مـشابه   يزه شده در سـاختارها    ي زنده ارگان  يها  سلول

 بررسـي   ).۲تـصوير (دمشخص ش  ي استخوان يها ندول
 قرمزآميزي آليزارين   هاي كشت پس از رنگ     كيفي پليت 

بــا اســتفاده از ميكروســكوپ معكــوس نــشان داد كــه  

هاي استخواني و مينراليزاسـيون آنهـا در     تشكيل ندول 

هاي تيماري در يك روند وابسته به دز به شـدت            گروه

  ). ۳تصوير(گردد ميمختل 

 نيـز   ينزان رسـوب مـواد معـد      ي ـم  مـي آناليز ك 

هـاي   در گـروه  ه  يفي رسوبات کلـس     ميزان   که نشان داد 

آنـاليز واريـانس يـك      .يابـد  ميتيماري به شدت كاهش     

گيـــري ميـــزان   از انـــدازهحاصـــلهـــاي  طرفـــه داده

 و مقايسه بين گروهي آنها بـا اسـتفاده           مينراليزاسيون

در يـك رونـد     نـايم     النشان داد كـه      نيز    توكي از تست 

 توليد ماتريكس   دار  معني هشز موجب كا  ووابسته به د  

كه ميزان مينراليزاسـيون     طوريه  ب ،شود مي مينراليزه

اخــتلاف   کــهکرومــولار بــودي م۵۶۱ در گــروه كنتــرل

 .)>۰۰۱/۰p(داشـت هـاي تيمـاري      با گـروه  داري    معني

 ،۱۲۳ميزان مينراليزاسيون در گروه تيماري برابـر بـا          

 ۵۰۰يم نـا    ال   و گروه   ۳۳/۶۶ برابر با    ۱۲۵نايم     ال گروه

كـه در يـك      طـوري ه   ميكرومولار بود ب ـ   ۲۴/۸برابر با   

كـه بـه محـيط كـشت     نايم    ال روند وابسته به غلظتي از    

اضافه شده بود از ميزان مينراليزاسيون كاسته شـد و       

هـاي تيمـاري مـشاهده       داري بـين گـروه     اختلاف معني 

  .)۱نمودار()>۰۰۱/۰p(گرديد

  
  

  ، پاساژ سومدر  ميي بنيادي مزانشيها سلول: ۱تصوير
داشتند و اين )دوكي شكل(ها ظاهري فيبروبلاستي سلول

ميكروسكوپ (مورفولوژي را در طي پاساژها حفظ کردند
   ).۱۰۰ بزرگ نمايي،معكوس

  

  
 روز ۲۱هاي شبه استخواني در لايه سلولي   ندول: ۲تصوير 

ي ارگانيزه شده در  ي زندهها سلولحضور ، پس از آغاز تمايز
اين ساختارهاي مشابه ندول هاي استخواني مشخص 

  ).۴۰۰ بزرگ نمايي،ميكروسكوپ معكوس(است

  

  
هاي استخواني   كه ندولقرمز،آميزي آليزارين  رنگ: ۳تصوير 

ميكروسكوپ معكوس (شوند ميدر آن به رنگ قرمز مشاهده 
   ).۴۰۰بزرگ نمايي
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    هاي تيمار با گروه كنترل  در گروهريكس مينراليزهمقايسه ميزان توليد مات: ۱نمودار

  گيري  و نتيجهبحث

ــ ــا گناليس ــلول يه ــل س ــي داخ ــلولي و ب  ين س

 . نقش دارنـد   يو رشد بافت استخوان    زي در تما  يمتعدد

ز ي در تمـا    آن  کـه نقـش    يگنالي س ـ يهـا   از مولکول  يکي

 يهـــا ســـلولبـــه   ميي مزانـــشياديـــ بنيهـــا ســـلول

 ديک اکـسا ي ـتري ن،باشد مي تحت بررسي  ساز   استخوان

تكامـل  ژي و    اهميـت نيتريـك اكـسايد در بيولـو         . است

 هــاي هاســتخوان هــم در محــيط بــدن و هــم در مطالعــ

و ) ۱۷و۱۸(خوبي مشخص شده اسـت    ه  آزمايشگاهي ب 

ــ ــاي همطالع ــالي آن  ه ــش احتم ــر نق ــايز    اخي را در تم

در . )۲۱و۲۲(انــد دهومطـرح نم ـ ي اســتخواني هـا  سـلول 

ز ي تمايد در طيک اکسايتريد نير توليق حاضر مس  يتحق

 بــا ي اســتخوانيهــا ســلولبــه  ميي مزانــشيهــا ســلول

ر آن بـر   يثأم مهار شـد و ت ـ     ياستفاده از مهار کننده آنز    

   .گرديد يز مورد نظر بررسيروند تما

 بـا مهـار    کهدهد مين مطالعه نشان   يا يها افتهي
ــتول ــتريد ني ــساي ــانيک اک ــهيد در زم ــلول  ک ــا س  يه

 در يي موش صـحرا  مغز استخوان  زمشتق ا   ميمزانشي

بـه  رند تا يگ ميط تمايزي قرار  يمحيط كشت  تحت شرا    

 فـوق   يزي، روند تمـا   ل شوند ي تبد يستخوان ا يها  سلول

 زودر يك رونـد وابـسته بـه د     عملاين   .شود ميمختل  

  كـاملاً نايم  ال ر بالاي يدا مق که در  يطوره  قرار داشته ب  
) ۲۰۰۷(راندر مطالعه داموس و همكا     .شود ميمتوقف  

 نـايم   ال ميكرومولار ۲۵۰  غلظت استفاده از ثابت شد كه    

مغز استخوان بـه      ميي مزانشي ها  سلولدر زمان تمايز    

ي استخواني موجـب اخـتلال در رونـد تمـايز           ها  سلول

    . ).۲۱(كاهد ميشده و از ميزان آن 

 )۲۰۰۸( )۱( و همکـاران    هانـگ  ن مطالعـه  يچن ـ هم
ط ين در محــيريسيــتروگلينــشان داد کــه اســتفاده از ن

                                                

1-Huang et al 
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 يادي ـ بنيهـا  سلولز ير و تمايش تکثيکشت موجب افزا 

 بـا اســتفاده از  ي اســتخوانيهـا  ســلولمال بـه  يمزانـش 

 مطالعــه .)۲۴(شــود مــيد يک اکــسايــتريد نيــر توليمــس

 ميي مزانـشي  هـا   سلول  بر    )۲۰۰۹(و همكاران  رسيانياُ

ي فـوق  هـا  سـلول ز نشان داد كه يليگامان دور دنداني ن  

ي اسـتخواني در محـيط      هـا   سـلول ايز بـه    در زمان تم ـ  
ن عمـل نقـش   ينمايند و ا  ميكشت نيتريك اكسايد توليد     

   ).۲۲(ز آنها دارديدر تما ميمه

ز يدر تمـا   ميي مزانـش  يادي بن يها  سلول ييتوانا

ن مـسئله  ي ـد بخـش ا ي ـ نو ي اسـتخوان  يها  سلولبه رده   

 در هـا  سـلول ن ي ـک بتـوان از ا ي ـنـده نزد ياست که در آ   

ــان ــيا ضــــيســــلول درمــ                    يع اســــتخوانيعات وســ
ن معتقدند که در    ي از محقق  يبرخ. )۴ و ۷ـ۹(کرد استفاده

ــا ــتخوانيض ــتراتژ يعات اس ــه از اس ــلول ي، چنانچ  س

 مـورد   يهـا   سـلول شـود بهتـر اسـت         استفاده   يدرمان

ن باشـد  ير از ايافته باشندو اگر غ  يز  ي تما استفاده کاملاً 

ر ي ـ ناخواسـته غ   يهـا   سلولوند  يممکن است در محل پ    

ونـد را  ي پ ييجـه کـارآ   يد و در نت   يوجود آ ه  ب ياستخوان
ت ي ـن مطلـب، اهم ي ـبا در نظر گرفتن ا    .)۷ـ۹(کاهش دهد 

ــه تمــا هــاي همطالعــ ــ بنيهــا ســلول زي مربــوط ب  يادي

ط ي در محـ ـي اســتخوان يهــا  ســلول بــه    مييمزانــش

لــذا آگــاهي از كليــه  ،گــردد مــي آشــکار يشگاهيــآزما

ي هـا   سـلول ي بنيادي بـه     ها  لسلوعواملي كه در تمايز     

هـاي   استخواني نقـش دارنـد و شـناختن كليـه سـيگنال       
دخيلنـد   ميمولكولي كه در روند تمايز سلوهاي مزانشي      

دهـد   اين مطالعه نشان مي   . باشد ميز اهميت   يبسيار حا 

كه نيتريك اكسايد يك مولكول سيگنالي بسيار مهـم در   

 در  ي اسـتخواني  هـا   سلولبه   ميتمايز سلوهاي مزانشي  

به باشد و هرگونه اختلال در توليد آن         ميمحيط كشت   

 توقـف آن   موجب كاهش تمايز و احياناً ها  سلولوسيله  

 هـاي   ه مطالع ـ کـه در گذشـته     ني ـ با توجه به ا    .گردد مي

سازي در   متعدد اهميت نيتريك اكسايد را در استخوان      

بدن و نقـش آن در بيولـوژي بافـت اسـتخواني نـشان             

آزمايــشگاهي هــاي  بررســي ،)۱۷، ۱۸ و ۲۰( اسـت هداد

ط يدر محــ مطالعـه حاضـر اهميـت ايـن نقـش را      ماننـد 
  .رساند ميز به اثبات يشگاه نيآزما

ک يتريدهد که ن مين مطالعه نشان   يادر مجموع   

 مغـز   يادي ـ بن يهـا   سـلول ز  يدر تما   مينقش مه  دياکسا

 در  ي اسـتخوان  يها  سلول به   يياستخوان موش صحرا  

در نـايم      ال که اسـتفاده از    يطوره   ب ،ط کشت دارد  يمح

 فـوق بـه   يهـا   سـلول ز  يجب مهار تما  و م يزيط تما يمح

رسـد کـه    مينظر ه لذا ب،  گردد مياستخواني   يها  سلول

ک ي ـتريد ن ي ـش تول ي کـه موجـب افـزا      يمواداز  استفاده  

 ،شـوند  مـي   ميي مزانـش  يهـا   سـلول  بـه وسـيله   د  ياکسا

 فـوق بـه     يهـا   سـلول ز  يع تمـا  يتوانـد موجـب تـسر      مي

  . شودي استخوانيها سلول

ــي  ــشنهاد م ــان پي ــه   در پاي ــود ك ــام  ش ــا انج ب

 نقش نيتريك اكـسايد   ،تر  آزمايشگاهي كامل  هاي  همطالع

ه هاي استخواني ب ـ هاي بنيادي به سلول در تمايز سلول 

تواند گام مهمـي    طور كامل روشن شود كه اين امر مي       

  . به شمار آيد استخوانيهاي هدر ترميم ضايع

  

  تقدير و تشكر

اثونـد  ي غطيبـه ن مراتب تشکر خـود را از   يلفؤم

ن طـرح   يکه در انجام ا     مييوشيشگاه ب يکارشناس آزما 

  .دارند مي ابراز ، را داشتنديکمال همکار
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ABSTRACT: 
 
Introduction & Objectives:  Recently, the findings of some studies have 
shown that, nitric oxide (NO) probably has an important role in 
differentiation of mesenchymal stem cells to osteoblasts. The aim of the 
present investigation was to study the effects of nitric oxide production 
inhibitor named, NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), on rat 
mesenchymal stem cells differentiation to osteoblasts in vitro. 
 
Materials & Methods:  This was an experimental study conducted at 
Hamedan University of Medical Sciences in 2009, in which rat bone 
marrow stem cells were isolated in an aseptic condition and cultured in 
vitro. After third passage, the cells were cultured in osteogenic 
differentiation medium. To study the effects of L-NAME on osteogenic 
differentiation, the L-NAME was added to the culture medium at a 
concentration of 125, 250, and 500 μM in some culture plates. During the 
culture procedure, the media were replaced with fresh ones, with a three 
days interval. After 28 days of culturing; the mineralized matrix was 
stained using Alizarian red staining method. The gathered data were 
analyzed by SPSS software version 12 using one way ANOVA. 
 
Results: The findings of this study showed that in the presence of L-
NAME, differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells to 
osteoblasts was disordered and matrix mineralization significantly 
decreased in a dose dependent manner. 
 
Conclusion: This study revealed that, inhibition of nitric oxide production 
using L-NAME can prevent the differentiation of rat bone marrow 
mesenchymal stem cells to osteoblast. The results imply that NO is an 
important constituent in differentiation of mesenchymal stem cell to 
osteoblasts. 
 
Key words: Mesenchymal stem cell, Nitric Oxide, Osteogenesis, L-NAME
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