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و پاسخ  یدانیاکسیآنت تیبقا، وضع ر،یبر تکث کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس یهامکمل ریتاث

 یمغز استخوان جوجه تحت تنش حرارت یمیمزانش ادییهای بنسلول یمنیا

 1ینظر محمودو  2یزی، الهام حو*1ئیآقا ی، عل1ییرزایم ثیحد

 علوم دامی گروه ،ییغذا عیو صنا یدانشکده علوم دام ستان،خوز یعیو منابع طب یدانشگاه علوم کشاورز ،یملاثان، رانیا 1

 یشناس ستیدانشکده علوم، گروه ز چمران اهواز، دیدانشگاه شه اهواز،، رانیا 2

 24/07/1402تاریخ پذیرش:  06/10/1401تاریخ دریافت: 

 چکیده

جدا شده از مغز استخوان  یمیمزانش ادییهای بنبر سلول کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس یهاهمزمان مکمل ریو هدف: تاث نهیزم

(BMSCsتاکنون مشخص نشده است. ا )و بقاء  ریبر تکث کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس یهامکمل ریتاث یمطالعه با هدف بررس نی

BMSCs شده است.  یطراح یکشت شده تحت تنش حرارت یهاسلول یمنیو پاسخ ا یدانیاکسیآنت تیوضع ،یجوجه گوشت

BMSCs یهاشدند. گروه دییتا یتومتریبا استفاده از فلوسا یسطح ینشانگرها انیجدا و با ب 308نژاد راس  روزهکیجه از جو 

 ماریت یتحت تنش حرارت یهاشدند، سلول یکه دچار تنش حرارت ییهاسلول ،یماریگونه ت چیبدون ه هایشامل: سلول یشیآزما

زمان. سـپس، صورت جداگانه و همب کیپوئیآلفا ل دیاس کرومولاریم 100کروم و  وناتیپروپ کرومولاریم 100شده با غلطت 

BMSCs شـدند.  ـسهیمقا یمنیمرتبط با ا یهاژن انیب زانیو م دانیاکسیآنت یاز لحاظ مورفولوژی، بقا، سنجش فاکتورها

شدند.  تیهو نییتع یزیتما لیو پتانس یتومتریبودند و با استفاده از فلوسا یبروبلاستیف ،شناسیختیجدا شده از نظر ر یهاسلول

مشاهده شد و  یتحت تنش حرارت کیپوئیآلفا ل دیدر گروه اس TACو  SOD ،CAT ،GPX یهامیآنز تیفعال زانیم نیشتریب

شد که  یابیارز گرمیلیواحد بر م 45/0و  22/37، 64/11 تر،یلیلیواحد بر م 58/45شده همزمان  ماریت یهادر گروه سلول بترتیب

زمان هم ماریت در گروه بترتیب INF-γو  IL-2 ،IL-6 انیداشت. ب ریی( تغP≤05/0) یداریطور معنها بگروه ریبا سا سهیر مقاد

نشان داد که استفاده از  جی( مشاهده شد. نتاP≤05/0) یداریمعن رییها تغگروه ریسابا  سهیشد که در مقا یابیارز 2و  67/0، 97/0

 .شودیم یمنیو ا یدانیاکسیآنت یهاسبب بهبود پاسخ یتنش حرارت طیدر شرا دانیاکسیآنت یهامکمل

 .یدانیاکسیآنت تیوضع ،یمنیکروم، پاسخ ا ک،یپوئیآلفا ل دیاس ،یمیمزانش یادیبن یهاسلول های کلیدی:واژه

 aghaei@asnrukh.ac.irالکترونیکی:  پستمسئول،  * نویسنده

 مقدمه

 یادیبن یهاشامل سلول یادهیچیمغز استخوان بافت پ

 یهااست. سلول یمیمزانش یادیبن یهاساز و سلولخون

 جادیرا ا یهای خونانواع سلول توانندیساز مخون یادیبن

ع انوا دیتول ییتوانا زین یمیمزانش یادیبن یهاکنند و سلول

: غضروف، استخوان و لیبافت همبند از قب یهادودمان

 یمیمزانش یادیبن یها(. سلول15، 30را دارند ) یربچ

و  1992و همکاران در سال  نیدنستیفر لهیوسبار به نیاول

 ی( بر اساس چسبندگ14) گرید نیمحقق لهیوسسپس به

ها به سطح کشت بافت جدا شدند. با توجه به آن

 یمیمزانش یادیبن یهاسلول نیمحقق ،مطلوب یهایژگیو

 یاتیح هایاستفاده در پژوهش یبرا یناسبم منبع عنوانرا به

(. از جمله عوامل مهم و 4) دانندیم یدرمان یهانهیو در زم

 طبعبه و هاسلول یمانو زنده نیبر روند تکو رگذاریتاث

اشاره کرد. تنش  ییدما یهابه تنش توانمی زنده موجودات
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است، که  یطیمح یزاعوامل تنش نیتراز مهم یکی ییگرما

 دانیاکس ستمیعدم تعادل س ف،یضع عملکردباعث 

 و هادر سلول یو سلامت یمنیا تیوضع دان،یاکسیآنت/

باعث  ییتنش گرما ن،ی. همچنشودیم وریط هایبافت

و آغاز  هانیکول آمو کاته کواسترونیترشح کورت

(. 33) شودیم یسلول یدر غشا دیپیل ونیداسیپراکس

 ینشانگرها ترشح قیاز طر ییتنش گرما ن،یبر اعلاوه

 C ریواکنش پذ نی(، پروتئIL-6) 6 نینترلوکیمانند ا یالتهاب

(CRP) یهاو فاکتور غده بافت ( مرده آلفاTNF-alpha )

(. 18) شودیم دانیاکسیآنت تیباعث برهم خوردن وضع

کشف اثرات  ،یوتکنولوژیب نهیدر زم ریاخ یهاشرفتیپ

است  هرا ممکن ساخت یبر سطوح مولکول ییتنش گرما

 یدر مورد چگونگ ینشیژن ب انیب یابی(. ارز18، 35)

 رو،نی. از ادهدیارائه م ییها به تنش گرماواکنش سلول

بر  ییبهبود اثرات تنش گرما یبرا یکردهایرو ییشناسا

 مورد توجه قرار گرفته است رایاخ وریط دیسلامت و تول

کاهش اثرات مضر تنش  یبرا یمختلف یها(. روش24)

در دسترس است،  وریسلامت بافت ط تیبر وضع ییگرما

 یهااز جمله روش یخوراک یهایمانند استفاده از افزودن

آلفا  دیاس انیم نی(. در ا1، 11) باشندیم یو اقتصاد جیرا

، dithiolane-3-pentanoic acid-1،2 ای( α-LA) کیپوئیل

در  یمیصورت آنزاست که ب یعیطب ولیتید بیترک کی

 یو نقش مهم شودیسنتز م کیاکتانوئ دیاس زا یتوکندریم

ها به دارد. در داخل سلول یتوکندریم یانرژ سمیدر متابول

 یشده )د ای( و احα-LAشده ) دیدو شکل مختلف اکس

محلول  α-LA( وجود دارد. (DHLA) د،یاس کیپوئیدرولیه

 اهانیدر گ یاطور گستردهب نیبنابرااست،  یدر آب و چرب

و  یسلول یغشا قیجذب شده و از طر واناتیو ح

 α-LAتنش  طی(. در شرا13) شودیمنتقل م توزولیس

باند با  لیآزاد، تشک یهاکالیرفع راد قیاز طر مایمستق

 ریسا افتیباز قیاز طر میرمستقیطور غفلزات و ب

آسکوربات و  ون،یمانند گلوتات یسلول یهادانیاکسیآنت

(. در 29) کندیم لعم دانیاکسیعنوان آنتهب E نیتامیو

 یکیولوژیب یهاتیاز فعال یامجموعه α-LAبالا،  یدوزها

 اریبس فیبالقوه در برابر ط ییخاص را با ارزش دارو

 کیولوژیزیو پاتوف کیپاتولوژ شیپ طیاز شرا یاگسترده

 (. 29) دهدینشان م

و کاهش  SOD تیفعال شیاباعث افز α-LAاز  استفاده

(. 23شد ) ییدر بافت معده موش صحرا CAT تیفعال

-α(، مولاریلیتا م کرومولاری)م نییپا یهااستفاده از غلظت

LA کشت شده نشان داد که  یسرطان یهاسلول یبرا

 H2O2آزاد شدن  دان،یاکسیآنت تیباعث القا آپوپتوز، فعال

 نی. همچنودشیپاسخ به تنش م یهاسمیمکان کیو تحر

عمل کرده و  دانیاکسیآنت کیعنوان ب α-LAمکمل 

 تنیو برون تنیدرون طیرا در شرا ویداتیتنش اکس تیوضع

خواص  یدارا α-LA ن،یبر ا. علاوهبخشدیبهبود م

 یهاجوجه ییغذا رهیاست و افزودن آن به ج یضدالتهاب

طحال را بهبود  تهابمرتبط با ال یهاژن انیب یگوشت

 α-LAنشان داده شده است که  نی(. همچن27) دبخشیم

و  TNFαمختلف از جمله  یهانیتوکیس یآزادساز تواندیم

IL-6 ( گزارش 2017(. کوبان و همکاران )27را مهار کند ،)

قادر به کاهش زنده ماندن  DHLAو  α-LAکردند که 

هستند  توابسته به غلظ یبه روش نهیسرطان س یهاسلول

 دی(، نشان دادند که اس2011کاران )و هم روی(. جور26)

 کیکافئ-لیپویل-S-2 دیو اس دیاس کیکافئ ک،یپوئیآلفا ل

-TNF-α ،ILمانند  یالتهاب شیپ یهانیتوکیباعث کاهش س

1β  وIL-8 مانند  یضدالتهاب یهانیتوکیس شیو افزاIL-10 

 دیاس هک دهندیمختلف نشان م یها(. گزارش16) شوندیم

وابسته به دوز  یبه روش دیاس کیئو کاف کیپوئیآلفا ل

 یهارا هم در سلول TNF-αاز  یناش NF-kB یسازفعال

آئورت  الیاندوتل یهاانسان و هم در سلول U937 یبافت

پس از درمان  IL-8(. کاهش 40) کنندیانسان مهار م

 دیاس کیکافئ د،یاس کیپوئیبا ل Huh7و  HepG2 یهاسلول

 دهدیدست آمد، نشان مبه  کیکافئ-لیپوئیل-S-2 دیو اس

کند. گزارش شده  یریاز تهاجم تومور جلوگ تواندیکه م
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 یهااز مس را در کشت یناش یعصب تیسم α-LAاست 

 (.36) دهدیکاهش م یسلول

به کروم  توانیم وریط رهیج یخوراک یهایافزودن گرید از

(Cr اشاره کرد که )نیاست، ا یضرور یعنصر معدن کی 

و  هیدر تغذ یاگسترده یکاربردها آن یهاعنصر و نمک

 Cr (III) یتی(. کروم سه ظرف32مختلف دارد ) عیصنا

و در داخل بدن  ییشکل در عرضه مواد غذا نیدارتریپا

و  دهایپیل ها،دراتیکربوه سمیمتابول یبرا وم(. کر32است )

جز فعال  کی رایز باشد،یم یدر پرندگان ضرور هانیپروتئ

 ریکه باعث تأث دهد،یم لیتشکفاکتور تحمل گلوکز را 

(. استفاده از کروم در اثر 32) شودیم نیانسول یکیمتابول

در  ژهیوبه شوند،یم دهیزا نامکه معمولا عامل تنش یعوامل

در  یو جسم یکیمتابول ،یاهیمختلف تغذ یفشارها نگامه

اند که مختلف نشان داده شاتیاست. آزما شیحال افزا

در  ییاثرات مخرب تنش گرما واندتیکروم م ییمکمل غذا

 تیفعال قیاز طر تواندی(. کروم م34را کاهش دهد ) وریط

از تنش  یناش دیپیل ونیداسیخود از پراکس یدانیاکسیآنت

 ییغذا رهیکه به ج یهنگام ژهیوکند، به یریجلوگ ییگرما

کروم،  یعملکرد هایسمیمکان گریاضافه شود. از د وریط

(. 6) باشدیدر زمان تنش م ینمیا ستمیکاهش سرکوب س

در  یمنیپاسخ ا ها،نیتوکیانتشار س یالقا قیکروم از طر

. مکمل دهدیقرار م ریرا تحت تاث وریاز جمله ط وانات،یح

در بافت طحال  IFN-γژن  انیبر ب ریتاث قیطر زکروم ا

(. 5نقش دارد ) یمنیا ستمیس لیدر تعد ،یگوشت یهاجوجه

، سطوح TNF-αح ترش شیمکمل کروم از افزا

 H2O2از  یناش ویداتیو استرس اکس یدیپیل ونیداسیپراکس

کشت شده  U937 یهاگلوکز در سلول یو سطوح بالا

 یدانیاکسیرسد با اثر آنتی( که به نظر م21کرد ) یریجلوگ

( نشان 2008مطالعه ژا و همکاران ) جیآن مرتبط باشد. نتا

کروم  ناتیکولی(، پCrNanoداد که انتقال نانوکروم )

(CrPicو کلر )دکرومی (CrCl3در سلول )یها Caco-2 

 شودیانجام م رفعالیانتقال غ یرهایمس قیعمدتا از طر

 یبالاتر اریجذب بس نراندما CrNano ن،یبر ا(. علاوه39)

نشان داد.  Caco-2 یهادر سلول CrCl3و  CrPicنسبت به 

 یگزارش شده که جذب کروم کمپلکس شده با برخ

 (. 11) ابدییم شیافزا یآل یدهاگانیل

و  یتوجه به مطالب مورد اشاره در ارتباط با تنش حرارت با

 جهیو در نت یمنیا تیاز آن، که وضع یناش ویداتیتنش اکس

 زیو ن دهدیقرار م ریو عملکرد پرنده را تحت تاث یسلامت

و نقش کروم در  کیپوئیآلفا ل دیاس یدانیاکسیخواص آنت

از تنش  یکه با کاهش اثرات ناش گلوکز سمیمتابول

 ،یادیبن یهاکاربرد سلول نیهمراه است، همچن ویداتیکسا

 کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس یهاهمزمان مکمل ریتاکنون تاث

مغز استخوان  یمیمزانش ادییهای بنو بقاء سلول ریبر تکث

مشخص نشده است. لذا مطالعه حاضر، با  یجوجه گوشت

بر  کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس یهامکمل ریتاث یهدف بررس

جدا شده از مغز  یمیمزانش ادییهای بنو بقاء سلول ریتکث

و پاسخ  یدانیاکسیآنت تیوضع ،یاستخوان جوجه گوشت

 یابیو دست یکشت شده تحت تنش حرارت یهاسلول یمنیا

منظور ب ،یمیمزانش یادیبن یهامنبع با ارزش سلول کیبه 

 ایانتقال ژن و  ،یسازهیون؛ شبچهم ییهااستفاده در روش

شده  یدر پرندگان طراح یروسیو یهایماریمطالعه ب

 قاتیجهت استفاده در تحق توانیها ماز آن نیاست. همچن

 ،یژن درمان ،یشناس روسیو یصیتشخ یهاواکسن، تست

با ارزش پرندگان در حال انقراض، درمان  یهاحفظ گونه

مشترک انسان و  یهایماریپرندگان و درمان ب یهایماریب

 بهره جست. وریط

 مواد و روشها

 یمیمزانش یادیبن یهاسلول تیهو نییو تع یجداساز

 روزهکیمطالعه حاضر از جوجه  در: مغز استخوان جوجه

ها توسط کلروفرم استفاده شد. جوجه 308نژاد راس 

( کایآمر گما،ی)س PBSبیهوش و استخوان پا جدا شدند و با 

 طیشسته و به مح نیسیاسترپتوما /نیلیسیپن %3 یمحتو
(Dulbecos Modified Eagle Medium) DMEM 

(Gibcoمنتقل شدند. قسمت اپکای، آمر )قطع و با  زهایفی
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مغز استخوان خارج شد و از  نیاستفاده از سرنگ انسول

 یعبور داده شد و رسوب سلول یکرومتریم 70و  40مش 

( کایآمر ،Gibco) FBS %10 ی، محتوDMEM طیبا مح

، کرهT25 (SPL 70025 )و در فلاسک کشت  ونیسوسپانس

 گرادیدرجه سانت 38کربن و  دیاکسید %5 طیدر شرا

با  یپاساژ سلول نیاول ،یسلول ریمنظور تکثبانکوبه شد. 

 ( انجام گرفت. کای، آمرGibco) EDTA/نیاستفاده از ترپس

مغز استخوان به  یمیمزانش یادیبن یهاسلول زیتما

در  cell/well 104×4به تعداد  هاسلول: تیپوسایآد

 طیهفته با مح 3، کره( به مدت SPLخانه ) 24 یهاتیپل

 طیشامل مح کیپوژنیآد طیشدند. مح ماریت کیپوژنیآد

DMEM ،50 7 د،یاس کیاسکورب تریلیلیدر م کروگرمیم- 

 تریلیلیدر م کروگرمیم 50مولار دگزامتازون،  10

 صیمنظور تشخ. بدبو FBSد درص 10و  نیندومتاسیا

رد استفاده شد.  لیاو یزیاز رنگ آم یهای چربواکوئل

به  4% نیها با فرمالدر ابتدا سلول زییرنگ آم نیبرای ا

شستشو شدند  %70و سپس با اتانول  تیساعت تثب 1مدت 

 %99 لیزوپروپیدر الکل ا 5/0رد % لیاو یو با محلول رنگ

 شدند.  یزیآمق رنگ اتا یدر دما قهیدق 15-10به مدت 

مغز استخوان به  یمیمزانش یادیبن یهاسلول زیتما

در  cell/well 104×4به تعداد  هاسلول: استئوبلاست

استئوژنیک  طیهفته با مح 3خانه به مدت  24 یهاتیپل

به سمت استئوبلاست شامل  زیتما طیشدند. مح ماریت

DMEM درصد 10یحاو FBS ،50 تریلیلیدر م کروگرمیم 

مولار و بتا  10 -8فسفات، دگزامتازون -3 کیسکوربا

 ز،یتما یابیمنظور ارزببود.  مولاریلیم 10فسفات  سرولیگل

صورت  یمیرسوب کلس صیبرای تشخ زییرنگ آم

 یزآمی از رنگ ک،یاستئوژن زیتما یابیارز یگرفت. برا

 زییرنگ آم نیرد استفاده شد. برای ا نیزاریآل یاختصاص

و  تیاتاق تثب یبا متانول در دما قهیدق 10ها به مدت سلول

 2به مدت  25% یاکیدر آب آمون %1رد  نیزاریبا رنگ آل

 شدند.  یزیرنگ آم قهیدق

استفاده  3های پاساژ منظور از سلول نیا به: یتومتریفلوسا

، غلظت مناسب از PBS با هاشد. پس از شستشو سلول

-Clini Sciences, MBS8582781)کنژوگه  یهایباد یآنت

0) CD29 ،(Clini Sciences, 8400-02) CD44،(Clini 

Sciences, E3451) CD34 ،(Clini Sciences) CD31  را

ها در شد. سپس نمونه فهبه آن اضا کیتار طیدر مح

و جهت  دیگرد یو دور از نور نگهدار خچالی

 ارسال شدند. شگاهیبه آزما یتومتریفلوسا

 یشیآزما یهاگروه: شیمورد آزما یهاگروه یبند میتقس

که با غلظت  یتحت تنش حرارت یها)سلول 1شامل: گروه 

 2شدند(، گروه  ماریت کیپوئیآلفا ل دیاس کرومولاریم 100

 100که با غلظت  یتحت تنش حرارت یها)سلول

 3شدند(، گروه  ماریکروم ت وناتیپروپ کرومولاریم

 100که همزمان با غلظت  یتحت تنش حرارت یها)سلول

 وناتیپروپ کرومولاریم 100و کیپوئیآلفا ل دیاس کرومولاریم

تحت تنش  یها) سلول 4شدند(، گروه  ماریکروم ت

 بدون ها)گروه کنترل که سلول 5( و گروه  (HS) یحرارت

 (.شوندیم یدارنگه یماریگونه ت چهی

 تعداد هااز پاساژ سوم سلول پس: یتنش حرارت اعمال

خانه کشت شدند و  24 تیپل هایچاهک در 4 × 104

درجه  42تا  39 یساعت در دما 1به مدت  یتنش حرارت

 .دیاعمال گرد گرادیسانت

 یبقا ت،یسنجش سم منظورب: یسلول تیسم یبررس

مورد استفاده قرار  MTTتست  ریسلول و مطالعات تکث

 MTTاضافه کردن  یگرفت. لازم به ذکر است که از مرحله

انجام شد و هر  یکیتار طیا(، کار در شرکایآمر گما،ی)س

هر  گرید یچاهک تکرار شد. از سو 5در  بیغلظت از ترک

 یتست برا نی. اتدر سه تکرار مجزا صورت گرف ش،یآزما

 1000و  500، 250، 100 یهابا غلظت کیپوئیآلفا ل دیاس

و  50، 10، 1 یهاکروم با غلظت وناتیو پروپ کرومولاریم

مغز استخوان  یمیانشمز یهاسلول یرو کرومولاریم 100

 جوجه انجام شد. 

https://doi.org/10.22034/jar.2023.2316


 1403، 3، شماره 37جلد                                                                                مجله پژوهشهای جانوری )مجله زیست شناسی ایران(       

162023.23JAR./10.22034DOI:                      216-232مقاله پژوهشی، صفحات 

 نیا به: یدانیاکسیآنت یو سنجش فاکتورها یبررس

مغز  یادیبن هایمختلف، سلول هایمنظور در گروه

ستفاده دوره با ا انیو در پا ماریخانه ت 24 تیاستخوان در پل

ز ا یریجلوگ یمراحل برا یشدند. تمام زیل پا،یاز بافر ر

ام شد. انج خی یبر رو ها،نیپروتئشدن  زیدناتوره شدن و ل

 نیئدر ابتدا با استفاده از روش برادفورد مقدار کل پروت

 تیموجود در نمونه محاسبه و سپس سطح ظرف

(، GPx) دازیپراکس ونی(، گلوتاتTACکل ) یدانیاکسیآنت

(، کاتالاز SOD) سموتازید دیسوپراکس اء،یاح ونیگلوتات

(CAT .مورد سنجش قرار گرفت )TAC، ییبر اساس توانا 

 دجایبه فروس و ا کیفر ونی اینمونه در اح یدانیاکسیآنت

قابل  کیشده که با روش فتومتر یطراح یآب لکسکمپ

به کمک سنجش مهار  SOD میآنز تیاست. فعال یابیارز

در طوح  SOD( درحضور NBT) ومیترولوتترازولین یایاح

براساس  CAT تینانومتر انجام گرفت. فعال 560موج 

 دروژنیه دیبر واکنش پراکس یمبتن یسنجروش رنگ

که  رنگ زرد، دیتول یبرا ومیآمون بداتینشده با مول هیتجز

نانومتر را دارد،  374حداکثر جذب در طول موج 

 ونیداسیاکس داز،یپراکس ونیشد. گلوتات یریگاندازه

. در کندیم زیرا کاتال دیدروپراکسیتوسط ه ونیگلوتات

 دیاکس ونی، گلوتاتNADPHوکتاز و رد ونیحضور گلوتات

 به NADP+به  NADPH ونیداسیشده بلافاصله با اکس

. کاهش جذب در طول موج شودیم لیشده تبد ایشکل اح

 شد. یریگنانومتر اندازه 340

 نییتع منظورب: به روش برادفورد نیمقدار پروتئ یابیارز

 .شد استفاده برادفورد روش از هادر نمونه نیمقدار پروتئ

 زیحاصل از ل ینمونه تریکرولیم 20منظور مقدار  نبدی

صورت دو بار آب مقطر )بلانک( ب تریکرولیم 20و  یسلول

خانه اضافه شد. سپس به  96 تیپل هایتکرار در چاهک

برادفورد و  عرفم تریکرولمی 40 مقدار بلانک و هانمونه

آب مقطر اضافه شد و پس از مخلوط  تریکرولیم 140

(، کای، آمرBioteck) درریتیستفاده از دستگاه پلنمودن با ا

. دینانومتر قرائت گرد 495 موج طول در هاجذب نمونه

 منحنی از هادر نمونه نیغلظت پروتئ نتعیی منظورب

، 5، 2 هایبا غلظت یگاو نیسرم آلبوم نیاستاندارد پروتئ

استفاده شد. پس  ترلییلیبر م کروگرمیم 100و  50، 20، 10

 هایجذب نمونه راتییاستاندارد تغ یمنحناز رسم 

، فرمول خط، استخراج شد هااستاندارد در برابر غلظت آن

مجهول  هایو با استفاده از فرمول خط، غلظت نمونه

 . دیمحاسبه گرد

: مختلف هایدر گروه یمنیمرتبط با ا هایژن انیب یبررس

-IFN و 6 نینترلوکی، ا2 نینترلوکیژن ا mRNA انیب یالگو

γ با استفاده از  یمنیدر ا لیدخqRT-PCR (ABIکای، آمر ،)

 از استفاده با هاسلول RNAاستخراج  یانجام شد. برا

شدند و بعد از استخراج با استفاده از دستگاه  زیل ازولتری

(، بررسی غلظت و خلوص کای، آمرThermoنانودراپ )

 TaqMan Reverseاز  cDNAسنتز  یشد. برا امانج

Transcription نانوگرم از  40هر نمونه  یاستفاده شد. برا

cDNA  از تریکرولیم 10سنتز شده باPower SYBER 

Green master mix   مخلوط  مریاز هر پرا تریکرولیم 5/0و

محاسبه و  StepOneافزار هر نمونه با استفاده از نرم Ctو 

انجام گرفت و هر  GAPDHبا استفاده از ژن  ونیزاسینرمال

طراحی پرایمر  ی. برادیبار تکرار گرد سه شیآزما

مورد نظر ابتدا با استفاده از سایت  یهاژن یاختصاصی برا

NCBIیهاژن یهامربوط به رونوشت یدی، توالی نوکلئوت 

مناطق مختلف  یمورد مطالعه بدست آمد. پس از بررس

محل مناسب  نترون،یو ا گزونرونوشت از جمله محل ا

شد.  یابیمحل Olig7 افزارنرم یلهیوسو ب نیصورت آنلاب

 طیشرا NCBI تیاز سا Primer BLASTبا کمک نرم افزار

 یشد .پرایمرها یبررس مریپرا یکینامیبودن و د یاختصاص

ذکرشده در  اتیخصوص یبکار رفته در این مطالعه دارا

 باشند.می 1جدول 
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 مرازیپل یارهیواکنش زنجرفت و برگشت استفاده شده در  یآغازگرها اتیو خصوص یتوال -1جدول 

 باز( )جفت محصول طول (5′-3′)توالی  آغازگرها شماره دسترسی ژن

γ IFN- NM_205149.1 F: 5'- AACAACCTTCCTGATGGCGTGA -3' 

R: 5'- GCTTTGCGCTGGATTCTCAAGT -3' 
89 

IL-6 NM_204628.2 F: 5'- TTATTACGTAGTCAACGCCA -3' 

R: 5'- GTGGAGTTCTTCAGCCTTAT -3' 
193 

IL-2 NM_204153.1 F: 5'- TTGGCTGTATTTCGGTAGCA -3' 
R: 5'-  GTGCACTCCTGGGTCTCAGT -3' 

169 

GAPDH NM_204305.2 F: 5'- GCCGTTGACGTGCAG -3' 

R: 5'- TTCTCAGCCTTGACAGTG -3' 
221 

 

 هاداده لیو تحل هیتجز یروش آمار

 یدر قالب طرح کاملا تصادف قیتحق نیحاصل از ا جینتا

با  هانیانگیم سهیقرار گرفتند. مقا انسیوار هیورد تجزم

صدم  5 یداریانجام و سطح معن Tukeyاستفاده از آزمون 

زار ها از نرم افداده لیو تحل هیتجز یدرنظر گرفته شد. برا

 Excelافزار رسم نمودارها از نرم یو برا SAS یآمار

 استفاده شد.

 نتایج

مشتق  یمیمزانش یادیبن یهاسلول یمورفولوژ یبررس

 یمیمزانش یادیبن یهاسلول: شده از مغز استخوان جوجه

روند استحصال و پس از  یمغز استخوان جوجه در ط

صورت ب یمتوال یپاساژها یکشت )پاساژ صفر( و در ط

معکوس مورد مشاهده و  کروسکوپیروزانه توسط م

ها از لحاظ سلول نیقرار گرفتند. ا یبردارعکس

قرار گرفتند.  یمورد بررس زیاکم نو تر یمورفولوژ

و  دهیشکل کش شودیمشاهده م 1ریکه در تصو ههمانگون

 ییتوانا ،یبروبلاستیف یهاسلول یها با مورفولوژآن یدوک

اتصالات محکم به کف فلاسک و  یبرقرار ،یچسبندگ

 هیقابل مشاهده بود. در مراحل اول یعیطب یمورفولوژ

کمتر و با  یدگیا کشها نامنظم، باستحصال، شکل سلول

همراه بود که  یراختصاصیغ یهاسلول یتعداد کم

 ریغ یهاسلول یمنجر به جداساز یبعد یسلول یهاپاساژ

ها سلول هیکه در پاساژ سوم کل یبه نحو د،یگرد یاختصاص

ها سلول نیبودند. همچن یدوک یبا مورفولوژ یاختصاص

 یهاسلول اتصال با یو برقرار ریرا جهت تکث ییبالا لیتما

ها که سلول یبالا کمدادند. بعلاوه ترامجاور نشان 

 نیها است، قابل توجه بود. ادهنده رشد نرمال آننشان

با  یکنتراست کم نیهستند؛ بنابرا یزیآمها بدون رنگسلول

 (.Bو  A 1دارند )شکل نهیبستر زم

مغز استخوان به  یمیمزانش یادیبن یهاسلول زیتما

به  یادیبن یهاسلول زیتما قدرت: تیاپوسیآد یهاسلول

 دییمنظور تامهم ب یپیفنوت یهایژگیاز و یکی تیپوسایآد

شده  یجداساز یادیبن یهاو چندتوان بودن سلول یادیبن

 یمیمزانش یادی. در سلول بنباشدیم یشگاهیآزما طیدر شرا

مشتق شده از مغز استخوان جوجه بعد از قرار گرفتن در 

شد  لیتشک یواکوئل چرب ک،یپوژنیآد زیتما طیمعرض مح

 یچرب یها. واکوئلافتی شیافزا جیها به تدرواکوئل نیو ا

 یزیآمبا رنگ یراحتکه به باشندیم دیریسیگلیتر یحاو

Oil red یهااز سلول تیپوسایآد زیهستند. تما دییقابل تا 

و مشاهده  یزیآمرنگ نیا قیمغز استخوان از طر یادیبن

 کروسکوپیرنگ قرمز به کمک م هب یچرب یهاکولیوز

 1شد )شکل دییتا کیپوژنیآد زیتما 21معکوس در روز 

C.) 
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ها را که در پاساژ اول بعد از کشت، اتصال و رشد سلول A. BMSCsمعکوس.  کروسکوپیتوسط م BMSCs یمورفولوژ یبررس یبررس -1 شکل

 BMSCs زیتما ی. بررسDرد.  لیاو یزیبا رنگ آم تیپوسایآد یهابه سلول BMSCs زیتما ی. بررسCدر پاساژ سوم.  B. BMSCs. دهدینشان م

 رد. نیزاریآل یزیبا رنگ آم بلاستاستئو یهابه سلول

 

مغز استخوان به  یمیمزانش یادیبن یهاسلول زیتما

ر د یمیمزانش یادیبن یهاسلول: استئوبلاست یهاسلول

 یهاروز به سلول 21در مدت  کیاستئوژن طیمح

 یهاسلول ز،یداده شدند. بعد از تما زیاستئوبلاست تما

که با  کنند؛یم دیفسفات تول-میاستئوبلاست کلس

 لی. تشکباشندیم ییرد قابل شناسا نیزاریال یزیآمرنگ

ه و مشاهد یزیآمرنگ نیا قیاستئوبلاست از طر یهاسلول

به رنگ قرمز به کمک  یمیکلس رهیرسوبات ذخ

 1شد )شکل دییتا زیتما 21وز معکوس در ر کروسکوپیم

D.) 

مشتق  یمیمزانش یادیبن یهاسلول ینشانگرها یبررس

 ای انیب: یتومتریشده از مغز استخوان با استفاده از فلوسا

 نیتراز مهم یکی یسطح ینیپروتئ ینشانگرها انیعدم ب

پس از  یمیمزانش یادیبن یهاسلول پیفنوت دییتا یهاروش

 یهاده است که سلول. مشخص شباشدیم یجداساز

 یسطح ینشانگرها انیمشتق شده از مغز استخوان، ب یادیبن

CD29  وCD44 خونساز  ینشانگرها انیو عدم بCD34  و

CD31 انیو عدم ب انیمطالعه ب نی. در ادهندینشان م ار 

و  یاختصاص یهایبادیبا استفاده از آنت یسطح ینشانگرها

 جیساس نتاشد. بر ا یابیارز یتومتریروش فلوسا

را در  CD29پاساژ سوم نشانگر  یهاسلول یتومتریفلوسا

 5/95در حدود  CD44درصد و نشانگر  5/98حدود 

عنوان نشانگرمثبت نشانگرها به نیداشتند، که ا انیدرصد ب

مغز استخوان در نظر گرفته  یمیمزانش یهاسلول یبرا

است در  ینشانگر منف کیکه  CD34. نشانگر شوندیم

 25/0در حدود  CD31 یدرصد و نشانگر منف 03/1حدود 

  (.2داشتند )شکل انیدرصد ب
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 انیب زانیدرصد بود. م 5/98در حدود  CD29نشانگر  انیب زانیبعد از پاساژ سوم. م یتومتریبا استفاده از فلوسا BMSCs ینشانگرها یبررس -2 شکل

 انیدرصد ب 03/1در حدود  CD34داشت. نشانگر  انیدرصد ب 25/0ر حدود د CD31داشت. نشانگر  انیدرصد ب 5/95در حدود  CD44نشانگر 

 داشت.

 

بخش در این : MTTها به روش سلول یمانزنده یبررس

بر بقاء  کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیاثرات پروپ

در  MTTمغز استخوان جوجه با تست  یادیبن یهاسلول

 ش،یآزما نیهای کنترل بررسی شد. در امقایسه با گروه

که  ییهادست آمده از سلولبه یسلول یدرصد بقا نیانگیم

 آلفا دیکروم و اس وناتیمختلف پروپ یهاغلظت ریتحت تاث

 یهاسلول یماندرصد زنده نیانگیقرار گرفتند، با م کیپوئیل

 یهادر غلظت جیشدند. بر اساس نتا سهینمونه کنترل مقا

 یمانزنده کروم، وناتیپروپ کرومولاریم 50و  10، 1

ماده  نیبوده است و ا %100مغز استخوان  یادیبن یهاسلول

در  ینداشت ول کیذکر شده اثر توکس یهادر غلظت

درصد  92ها به سلول یمانزنده کرومولاریم 100 غلضت

 1000و  500، 250، 100 یهادر غلظت نی. همچندیرس

 یادیبن یهاسلول یمانزنده ک،یپوئیآلفا ل دیاس کرومولاریم

گونه اثرات  چیبود و ه %100از  شتریمغز استخوان ب

 (.3ها مشاهده نشد )شکل غلظت نیدر ا کیتوکس
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. Aمختلف  یهابا غلظت ماریساعت بعد از ت 24در  MTTمغز استخوان جوجه با استفاده از  یادیبن یهاسلول یبقا یمربوط به بررس جینتا -3 شکل

 .Cr-Proکروم=  وناتیو پروپ LA= کیپوئیآلفا ل .**(P ،01/0≥*= P ،*001/0≥*= P =*≤05/0). کیپوئیلآلفا  دی. اسBکروم و  وناتیپروپ
 

 SOD میآنز تیفعال زانیم راتییتغ یحاصل از بررس جینتا

 یهاشده در گروه ماریمغز استخوان جوجه ت یهاسلول

 شیمورد آزما

در گروه کنترل،  SOD میآنز تیفعال زانیاز محاسبه م پس

ساعته با غلظت  24 ماریاستخوان تحت تمغز  یهالولس

 کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100

 تیفعال زانیزمان قرار گرفتند. مصورت جداگانه و همب

 22/9 یتحت تنش حرارت یهادر گروه سلول SOD میآنز

کنترل  هایشد که نسبت به سلول یابیارز تریلیلیواحد بر م

 میآنز تیفعال زانی(. مP≤05/0نشان داد ) دارییمعن شیافزا

SOD کروم  وناتیشده با پروپ ماریت یهاسلول در گروه

 یداریصورت معنب HSنسبت به گروه  یتحت تنش حرارت

(001/0≥Pافزا )زانیم نی(. همچن4است )شکل افتهی شی 

آلفا  دیشده با اس ماریت یهادر سلول میآنز نیا تیفعال

 ریو سا HSنسبت به گروه  یت تنش حرارتتح کیپوئیل

نشان داد.  شی( افزاP≤001/0) یداریطور معنبها گروه

گروه مشاهده شد.  نیدر ا تیفعال زانیم نیشتریب کهیطورب

شده هم زمان  ماریت یهادر گروه سلول SOD تیفعال زانیم

 یتحت تنش حرارت کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیوپبا پر

با گروه  سهیشد، که در مقا یابیارز تریلیلیر مواحد ب 58/45

HS یداریطور معنکروم ب وناتیشده با پروپ ماریو گروه ت 

شده با  ماریبا گروه ت سهی( و در مقاP≤001/0) شیافزا

بود  متر( کP≤001/0) یداریطور معنب کیپوئیآلفا ل دیاس

 (.4)شکل 

 

 یهادر سلول کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100با غلظت  ماریکنترل و ت در گروه SOD میآنز تیمقدار فعال سهیمقا -4 شکل

، تنش Cr-Proکروم=  وناتی، پروپLA= کیپوئیآلفا ل دیاس .**(P ،01/0≥*= P ،*001/0≥*= P =*≤05/0)ساعت  24مغز استخوان بعد از  یادیبن

 .مختلف( هایگروه سهیبا کنترل، += مقا سهی)*= مقاHS=  یحرارت
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 CAT میآنز تیفعال زانیم راتییتغ یحاصل از بررس جینتا

 یهاشده در گروه ماریمغز استخوان جوجه ت یهاسلول

 شیمورد آزما

، HSدر گروه  CAT میآنز تیفعال زانیاز محاسبه م پس

ساعته با غلظت  24 ماریاستخوان تحت تمغز  یهاسلول

 کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100

 تیفعال زانیزمان قرار گرفتند. مصورت جداگانه و همب

 61/2 یتحت تنش حرارت یهادر گروه سلول CAT میآنز

شد، که نسبت به  یابیارز نیپروتئ گرمیلیواحد بر م

(. P≤05/0نشان داد ) دارییمعن شیکنترل افزا هایسلول

شده با  ارمیت یهاسلول در گروه CAT میآنز تیفعال زانیم

 HS نسبت به گروه یکروم تحت شوک حرارت وناتیپروپ

است )شکل  افتهی شی( افزاP≤001/0) یداریصورت معنب

 یهاسلول در گروه میآنز نیا تیفعال زانیم نی(. همچن5

نسبت  یتحت تنش حرارت کیپوئیآلفا ل دیاس شده با ماریت

( P≤001/0) یداریطور معنها بگروه ریو سا HSبه گروه 

 نیدر ا تیفعال زانیم نیشتریب کهیطورنشان داد ب شیافزا

شده هم زمان  ماریت یهاسلول گروه مشاهده شد. در گروه

 یتحت تنش حرارت کیپوئیآلفا ل دیونات کروم و اسیبا پروپ

 نیپروتئ گرمیلیواحد بر م CAT ،11/64 تیفعال زانیم

شده  ماریو گروه ت HSبا گروه  سهیشد؛ که در مقا یابیارز

( و P≤001/0) شیافزا یداریطور معنکروم ب وناتیبا پروپ

طور ب کیپوئیآلفا ل دیشده با اس ماریبا گروه ت سهیدر مقا

 (.5( کمتر بود )شکل P≤001/0) یداریمعن

 

 

 یهادر سلول کیپوئیآلفا ل دیاسکروم و  وناتیپروپ کرومولاریم 100با غلظت  ماریکنترل و ت در گروه CAT میآنز تیمقدار فعال سهیمقا -5 شکل

، تنش Cr-Proکروم=  وناتی، پروپLA= کیپوئیآلفا ل دیاس .**(P ،01/0≥*= P ،*001/0≥*= P =*≤05/0)ساعت  24مغز استخوان بعد از  یادیبن

 مختلف(. هایگروه سهیبا کنترل، += مقا سهی)*= مقا HS =یحرارت

 

 GPX میآنز تیفعال زانیم راتییتغ یحاصل از بررس جینتا

 یهاشده در گروه ماریمغز استخوان جوجه ت یهاسلول

 شیمورد آزما

در گروه کنترل،  GPX میآنز تیفعال زانیاز محاسبه م پس

ساعته با غلظت  24 ماریاستخوان تحت تمغز  یهاسلول

 کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100

 تیفعال زانیم زمان قرار گرفتند.صورت جداگانه و همب

 23/8 یتحت تنش حرارت یهادر گروه سلول GPX میآنز

 میآنز تیفعال زانیشد. م یابیارز نیپروتئ گرمیلیواحد بر م

GPX کروم  وناتیشده با پروپ ماریت یهاسلول در گروه

 یداریصورت معنب HSنسبت به گروه  یتحت تنش حرارت

(001/0≥Pافزا )زانیم نی(. همچن6است )شکل  افتهی شی 

آلفا  دیشده با اس ماریت یهادر سلول میآنز نیا تیفعال

 ریو سا HSنسبت به گروه  یتحت تنش حرارت کیپوئیل

نشان داد  شی( افزاP≤001/0) یداریطور معنها بگروه

گروه مشاهده شد.  نیدر ا تیفعال زانیم نیشتریب کهیطورب
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کروم  وناتیشده هم زمان با پروپ ماریت یهاسلول در گروه

 تیفعال زانیم یتحت تنش حرارت کیپوئیآلفا ل دیو اس

GPX ،37/22 شد که در  یابیارز نیپروتئ گرمیلیبر م واحد

کروم  وناتیشده با پروپ ماریو گروه ت HSبا گروه  سهیمقا

با گروه  سهیو در مقا شی( افزاP≤001/0) یداریطور معنب

 یداریطور معنب کیپوئیآلفا ل دیشده با اس ماریت

(001/0≥P 6( کمتر بود )شکل.) 

 

 

 یهادر سلول کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100با غلظت  ماریکنترل و ت در گروه GPX میآنز تیمقدار فعال سهیمقا - 6 شکل

، تنش Cr-Proکروم=  وناتی، پروپLA =کیپوئیآلفا ل دیاس .**(P ،01/0≥*= P ،*001/0≥*= P =*≤05/0)ساعت  24مغز استخوان بعد از  یادیبن

 مختلف(. هایگروه سهیبا کنترل، += مقا سهی)*= مقا HS= یحرارت

 

 TAC میآنز تیفعال زانیم راتییتغ یحاصل از بررس جینتا

 یهاشده در گروه ماریمغز استخوان جوجه ت یهاسلول

 شیمورد آزما

در گروه کنترل،  TAC میآنز تیفعال زانیاز محاسبه م پس

ساعته با غلظت  24 ماریاستخوان تحت تمغز  یهاسلول

 کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100

 تیفعال زانیزمان قرار گرفتند. مصورت جداگانه و همب

 22/0 یتحت تنش حرارت یهادر گروه سلول TAC میآنز

 میآنز تیفعال زانیشد. م یابیارز نیپروتئ گرمیلیواحد بر م

TAC کروم  وناتیشده با پروپ ماریت یهاسلول در گروه

صورت ب HSنسبت به گروه  یتحت شوک حرارت

(. 7است )شکل  افتهی شی( افزاP≤001/0) یداریمعن

شده با  ماریت یهادر سلول میآنز نیا تیفعال زانیم نیهمچن

 HSنسبت به گروه  یتحت شوک حرارت کیپوئیآلفا ل دیاس

نشان  شی( افزاP≤001/0) یداریمعنطور ها بهگروه ریو سا

گروه مشاهده  نیدر ا تیفعال زانیم نیشتریب کهیطورداد؛ به

 وناتیشده هم زمان با پروپ ماریت یهاسلول شد. در گروه

 تیفعال زانیم یتحت تنش حرارت کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس

TAC ،45 شد؛ که در  یابیارز نیپروتئ گرمیلیواحد بر م

کروم  وناتیشده با پروپ ماریو گروه ت HSروه با گ سهیمقا

با گروه  سهیو در مقا شی( افزاP≤001/0) یداریطور معنب

 یداریطور معنب کیپوئیآلفا ل دیشده با اس ماریت

(001/0≥P 7( کمتر بود )شکل.) 
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 یهادر سلول کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100با غلظت  ماریکنترل و ت در گروه TAC میآنز تیمقدار فعال سهیمقا -7 شکل

، تنش Cr-Proکروم=  وناتی، پروپLA= کیپوئیآلفا ل دیاس .**(P ،01/0≥*= P ،*001/0≥*= P =*≤05/0)ساعت  24مغز استخوان بعد از  یادیبن

 مختلف(. هایگروه سهیبا کنترل، += مقا سهی)*= مقا HS= یحرارت

 

مغز  یهادر سلول IL-2ژن  انیب زیحاصل آنال جینتا

 شیمورد آزما یهاشده در گروه ماریاستخوان جوجه ت

ساعته با غلظت  24 ماریاستخوان تحت تمغز  یهاسلول

 کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100

-ILژن  انیب زانیزمان قرار گرفتند. مصورت جداگانه و همب

ژن در  نیا انیشد و بدر نظر گرفته  1در گروه کنترل،  2

محاسبه شد که  1/5 یتحت تنش حرارت یهاگروه سلول

 شی( افزاP≤001/0) یداریطور معنبه گروه کنترل ب تنسب

 ماریت یهاسلول در گروه IL-2ژن  انیب زانینشان داد. م

نسبت به گروه  یکروم تحت تنش حرارت وناتیشده با پروپ

HS ،3/7  یداریصورت معنببرآورد شد که (001/0≥P )

ژن در  نیا انیب زانیم نی(. همچن8است )شکل  افتهیکاهش 

تحت تنش  کیپوئیآلفا ل دیشده با اس ماریت یهالولس

و  HSبرآورد شد که نسبت به گروه  8/1حدود  یحرارت

کاهش  یداریطور معنکروم ب وناتیشده با پروپ ماریگروه ت

(001/0≥Pنشان داد. م )ژن  انیب زانیIL-2 وهدر گر 

 دیکروم و اس وناتیزمان با پروپشده هم ماریت یهاسلول

شد که در  یابیارز 97/0 یتحت تنش حرارت کیپوئیآلفا ل

ها کاهش گروه ریژن در سا نیا انیب زانیبا م سهیمقا

 نیکمتر کهیطور( مشاهده شد. بP≤001/0) یداریمعن

 (.8گروه مشاهده شد )شکل  نیدر ا IL-2ژن  انیب زانیم

 

 

 qRT-PCRبا استفاده از روش  IL-2ژن  انیب زانیم سهیمقا -8 کلش

کروم و  وناتیپروپ کرومولاریم 100با غلظت  ماریکنترل و ت در گروه

 24مغز استخوان جوجه بعد از  یادیبن یهادر سلول کیپوئیآلفا ل دیاس

استفاده  زریو نرمالا یبه عنوان کنترل داخل GAPDHساعت. از ژن 

 یحروف مختلف تفاوت آمار یدارا یهانیانگیم ون،تشد. در هر س

 وناتی، پروپLA= کیپوئیآلفا ل دی(. اسP≤05/0دارند ) یداریمعن

 .HS= ی، تنش حرارتCr-Proکروم= 

 

مغز  یهادر سلول IL-6ژن  انیب زیحاصل آنال جینتا

 شیمورد آزما یهاشده در گروه ماریاستخوان جوجه ت

ساعته با غلظت  24 ماریاستخوان تحت تمغز  یهاسلول

 کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100

-ILژن  انیب زانیزمان قرار گرفتند. مصورت جداگانه و همب
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ژن در  نیا انیدر نظر گرفته شد و ب 1در گروه کنترل،  6

محاسبه شد که  9/3 یتحت تنش حرارت یهاگروه سلول

( P≤001/0) شیافزا یداریطور معنبه گروه کنترل ب تنسب

شده با  ماریت یهادر سلول IL-6ژن  انیب زانینشان داد. م

برآورد شد که  7/1 یکروم تحت تنش حرارت وناتیپروپ

( کاهش P≤001/0) یداریصورت معنب HSنسبت به گروه 

ژن در  نیا انیب زانیم نی(. همچن9است )شکل  افتهی

حت تنش ت کیپوئیآلفا ل دیشده با اس ماریت یهاسلول

و  HSبرآورد شد که نسبت به نمونه  2/0حدود  یحرارت

( کاهش نشان داد. P≤001/0) یداریطور معنبها گروه ریسا

گروه  نیدر ا IL-6ژن  انیب زانیم نیترکم کهیطورب

 ماریت یهاسلول در گروه IL-6ژن  انیب زانیمشاهده شد. م

تحت  کیئپویآلفا ل دیکروم و اس وناتیبا پروپ انزمشده هم

 HSبا گروه  سهیشد که در مقا یابیارز 67/0 یتنش حرارت

( و P≤001/0) یداریکروم کاهش معن وناتیو گروه پروپ

 یداریمعن شیافزا کیپوئیآلفا ل دیبا گروه اس سهیدر مقا

(001/0≥P 9( مشاهده شد )شکل .) 
 

 

-qRTبا استفاده از روش   IL-6ژن  انیب زانیم سهیمقا -9 شکل

PCR وناتیپروپ کرومولاریم 100با غلظت  ماریکنترل و ت گروه در 

مغز استخوان جوجه  یادیبن یهادر سلول کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس

 زریو نرمالا یعنوان کنترل داخلبه GAPDHساعت. از ژن  24بعد از 

حروف مختلف تفاوت  یدارا یهانیانگیم تون،استفاده شد. در هر س

، LA= کیپوئیآلفا ل دی(. اسP≤05/0) دارند یداریمعن یآمار

 .HS= ی، تنش حرارتCr-Proکروم=  وناتیپروپ

 

مغز  یهادر سلول INF-γژن  انیب زیحاصل آنال جینتا

 شیمورد آزما یهاشده در گروه ماریاستخوان جوجه ت

ساعته با غلظت  24 ماریاستخوان تحت تمغز  یهاسلول

به  کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ کرومولاریم 100

ژن  انیب زانیزمان قرار گرفتند. مصورت جداگانه و هم

INF-γ  ،ژن  نیا انیدر نظر گرفته شد و ب 1در گروه کنترل

محاسبه شد  2/4 یتحت شوک حرارت ییهادر گروه سلول

نشان  شیافزا یداریطور معنها بگروه ریبه سا سبتکه ن

شده با  ماریت یهادر سلول INF-γژن  انیب زانیداد. م

برآورد شد که  1/3 یکروم تحت تنش حرارت وناتیپروپ

( P≤05/0کاهش ) یداریصورت معنب HSنسبت به گروه 

ژن در  نیا انیب زانیم نی(. همچن10است )شکل  افتهی

تحت شوک  کیپوئیآلفا ل دیشده با اس ماریت یهاسلول

و  HSبرآورد شد که نسبت به نمونه  2/1حدود  یحرارت

 انیب زانیکاهش نشان داد. م یداریطور معنها بوهگر ریسا

زمان با شده هم ماریت یهاسلول در گروه INF-γژن 

 یتحت شوک حرارت کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس وناتیپروپ

و گروه  یبا گروه شوک حرارت سهیمقاشد که در  یابیارز 2

 سهیو در مقا یداری( معنP≤01/0کروم کاهش) وناتیپروپ

( P≤05/0) یداریمعن شیافزا کیپوئیآلفا ل دیسبا گروه ا

 (. 10مشاهده شد )شکل 
 

 

-qRTبا استفاده از روش   INF-γژن  انیب زانیم سهیمقا -10 شکل

PCR وناتیپروپ کرومولاریم 100با غلظت  ماریکنترل و ت در گروه 

مغز استخوان جوجه  یادیبن یهادر سلول کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس

 زریو نرمالا یعنوان کنترل داخلبه GAPDHساعت. از ژن  24بعد از 

حروف مختلف تفاوت  یدارا یهانیانگیاستفاده شد. در هر ستون، م

، LA= کیپوئیآلفا ل دی(. اسP≤05/0دارند ) یداریمعن یآمار

 .HS= ی، تنش حرارتCr-Proکروم=  وناتیپروپ
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 گیریحث و نتیجهب

مغز استخوان  یمیشمزان یادیبن هایمطالعه سلول نیدر ا

شدند. سپس  تیهو نییو تع ییجوجه استحصال، شناسا

قرار داده شده و با  یتنش حرارت رتاثی تحت هاسلول نیا

و  کیپوئیآلفا ل دیمناسب اس هایاستفاده از غلظت

. دندیگرد ماریصورت مستقل و همزمان تکروم ب وناتیپروپ

در  ریدرگ هایو ژن هامیآنز انبی ها،سلول یمانسپس زنده

 یمختلف بررس هایدر گروه ویداتیاسترس اکس یندهایفرا

 شد. سهیو مقا

 یبرا یدیممکن است ابزار مف هادانیاکسیاز آنت استفاده

 هاسلول یمتعادل کردن مراحل رشد و نمو ای یهومئوستاز

 یهایدر استراتژ یمنبع موثر توانندیها مآن نبنابرای باشد،

 یعیطب دانیاکسیو مولکول آنتمحسوب گردند. د یدرمان

 یخوب لی(، پتانسکیکافئ دیو اس کیپوئیآلفا ل دیاس یعنی)

 طیتومور در شرا یهارشد سلول یهاعنوان مهارکنندهبه

 جیوابسته به دوز و زمان دارند. نتا یبا اثر سم یشگاهیآزما

 ریدر تکث یکرد که کاهش قابل توجه دییتا یمطالعات قبل

 دیبا اس ونیساعت انکوباس 72از  پس HepG2 یهاسلول

(. 37) ددا( نشان کرومولاریم 500-100) کیپوئیآلفا ل

باند شدن با  قیاز طر α-LAگزارش شده است  نیهمچن

 یسلول یهااز مس را در کشت یناش یعصب تیمس سم

کروم و  ناتیکولی(. انتقال نانوکروم، پ36) دهدیکاهش م

بسته به غلظت، زمان ، واCaco-2 هایکروم در سلول دیکلر

انتقال  یندهایدهنده فرآو مستقل از دما بود، که نشان

 نیبر ااست. علاوه Caco-2 یسلول یهاهیلادر تک رفعالیغ

 یکروم معدن دیکروم بهتر از کلر ناتیکولیکروم به شکل پ

(. کوبان و 39) شودیمنتقل م Caco-2 یهادر سلول

قادر  DHLAو  α-LA( گزارش کردند که 2017همکاران )

وابسته به  یسرطان به روش یهابه کاهش زنده ماندن سلول

 500و  100ساعت درمان با  24. پس از ندغلظت هست

ها )سرطان ، زنده ماندن سلولDHLAو  α-LA کرومولاریم

 (.26) افتیکاهش  یداریطور معن( بMCF-7 نهیس

از حد  شیآزاد ب یهاکالیراد دیبا تول ویداتیاکس تنش

موثر در  یدانیاکسیآنت ستمیس نی(. چند7) شودیص ممشخ

. کنندیکار م ویداتیاکس بیاز آس یریجلوگ یکنار هم برا

، SODشامل یمیآنز ریو غ یمیآنز یدانیاکسیدفاع آنت

GST ،CAT ،GSH ،GPX ،α-نیتامیتوکوفرول، و C ،

 (.25است ) A نیتامیوبتاکاروتن و 

SOD یهاکالیراد لیتبداست که  یدفاع میآنز نیتریاصل 

(. 17) کندیم زیرا کاتال دروژنیه دیبه پراکس دیسوپراکس

CAT همراه بSOD است و  یدانیاکسیآنت ستمیاز س یبخش

شده در  دیاز حد تول شیآزاد ب یهاکالیراد دیتول تیدر تثب

 دیکسپرا هینقش دارد. کاتالاز تجز ییپاسخ به تنش گرما

 ژنیآب و اکسبه  SODشده توسط  دیتول دروژنیه

اند که نشان داده ی. مطالعات قبلکندیم زیرا کاتال یمولکول

 جادیا لیبه دل طیمح یبالا یقرار گرفتن در معرض دما

 تیفعال شیها باعث افزادر سلول عاتیو ضا یبافت بیآس

SOD ،GSH-Px  وCAT چهیدر سرم، کبد و ماه 

 نیا شیافزا سمی(. مکان3) شودیم یگوشت یهاجوجه

مهم است. قرار گرفتن در معرض  اریبس یمیآنز یهاتمسیس

از حد  شیآزاد ب یهاکالیراد دیدما باعث تول شیافزا

کوتاه  یآن، اقدام محافظت یمقابله با ضررها یو برا شودیم

 ییهامیآنز یبا آزادساز یدانیاکسیآنت ستمیس قیمدت از طر

 (. 28) شودیانجام م CATو  SOD ،GSH-Pxمانند 

 300 زی( با تجوGSTترانسفراز )-S ونیگلوتات تیفعال

در بافت معده در معرض α-LA  لوگرمیدر ک گرمیلیم

تحت درمان  یها. برخلاف بافتافتی شیافزا نیندومتاسیا

باعث  نیدیتی، لانزوپرازول و رانα-LA ن،یندومتاسیبا ا

(. 23شدند ) CAT تیو کاهش فعال SOD تیفعال شیافزا

α-LA در نظر  رانهیشگیعامل پ کینوان عممکن است به

متصل  یهامی. آنزکندیرا فعال م GST میگرفته شود که آنز

، GSTو  GPx ژهیوها، بهدر بافت GSH، و GSHبه 

 یدانیاکسیخواص آنت یبالقوه برا رانهیشگیعنوان عوامل پبه

(. کاپلان و همکاران 25اند )شده شنهادیها پآن ییزداو سم
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بر  یاثر بهبود بخش α-LAردند ک ارش(، گز2012)

 یهابیدر برابر آس یدانیاکسیدفاع آنت یهاستمیس

اثرات  نیا نیدارد. همچن در بافت معده موش ویداتیاکس

متناسب با دوز  α-LA یدانیاکسیو آنت یگوارش یمحافظت

اثرات خود را  α-LA دهدیکه نشان م ابدییم شیافزا

 .کندیصورت وابسته به دوز اعمال مب

با تمرکز بر اثر  قاتیاز تحق یاندهیدهه گذشته، تعداد فزا در

ها در جوجه یدانیاکسیدفاع آنت ستمیبر س α-LAمکمل 

 α-LA (500انجام شده است. گزارش شده است استفاده از 

باعث  یگوشت یها( جوجهرهیدر ج لوگرمیک/گرمیلیم

 تیو کاهش فعال SOD ،GPx یهامیآنز تیفعال شیافزا

MDA نشان داده شده  ن،یبر ا(. علاوه12) شودیم سماپلا

 تیقابل α-LA لوگرمیبر ک گرمیلیم 300است که استفاده از 

در  ویداتیو استرس اکس دهدیم شیرا افزا یدانیاکسیآنت

نر نژاد راس را مهار  یگوشت جوجه یهاچهیکبد و ماه

داخل  زیاند که تجونشان داده ی(. مطالعات قبل9) کندیم

در روز( به  لوگرمیبر ک گرمیلیم 16-5) α-LA یاقصف

در  هیکل ونیسطح گلوتات شیروز منجر به افزا 11مدت 

باعث  α-LA(. استفاده از 8) شودیم ییموش صحرا

و کبد و کاهش  هیکل GPx تیدر فعال یقابل توجه شیافزا

کبد و قلب موش، در  ه،یکل SODقابل توجه در سطوح 

 نی(. با ا31حت تنش و کنترل شد )ت یهابا گروه سهیمقا

 یهامیآنز تیدر فعال α-LAاز  یناش راتییحال تغ

، در SODو کاهش  GPx شیمانند افزا ،یدانیاکسیآنت

کاره موش ممکن است به اثرات همه یطیمح یهابافت

 شودیمختلف مشاهده م یهااندام ستمیها که در سآن

نه تنها  α-LA دانتیپرواکس ایاثر سودمند  یعنیکمک کند. 

که  یبلکه به بافت و،یداتیمدل مرتبط با تنش اکس طیبه شرا

 دارد. یبستگ زیمحافظت در نظر گرفته شده است ن یبرا

 میارتباط مستق لیبه دل وریمهم ط یهااز جنبه یکی یمنیا

اند نشان داده یقبل یهااست. گزارش دیآن با عملکرد تول

(. 10) شودیب مسرکو طیمح یبالا یتحت دما یمنیکه ا

 ی( نشانگرهاTLRsمانند ) Toll یهارندهیو گ هانیتوکیس

 قیاز طر یمنیا میبر تنظ هانیتوکیهستند. س یمنیمهم ا

و  زبانیدفاع م نیساز نقش دارند. همچنخون یهاسلول

ها عمدتا شامل (. آن22) کنندیم لیهموستاز را تسه

، (TGFs)شد ر یفاکتورها ها،نینترلوکیا ها،نترفرونیا

TNFs کوچک هستند. یدیپپت یهانیو کموک 

هستند  یضرور یمنیکد کننده ژن ا یهانیپروتئ هانیتوکیس

زا شناخته درون یدهگنالیس یهاعنوان مولکولکه به

 یدر برابر پاسخ التهاب یاند؛ که با چارچوب دفاع سلولشده

 ها جزء گروهIL(. 20دما تداخل دارند ) شیاز افزا یناش

 یاهپاسخ کیدر تحر یاهستند که نقش عمده هانیتوکیس

 یبندطبقه IL-17تا  IL-1ها از و التهاب دارند. آن یمنیا

 ن،یبر ادارند. علاوه یهر نوع نقش خاص یاند و براشده

IL1 ،IL-2 ،IL-6 ،IL-8  وTNFα  متعلق به خانواده

در  یها نقش فعالهستند. آن یالتهاب شیپ یهانیتوکیس

 نیا انی(. ب19دارند ) طیمح یبالا یتحت دما یسخ التهابپا

احتمالا از  ،ییتحت تنش گرما یالتهاب شیپ یهانیتوکیس

 ریتکث شیافزا قیاز طر یمنیا یفعال کردن عملکردها قیطر

 شیافزا ط،یمح یبالا یو ماکروفاژها در دما هاتیلنفوس

ست ممکن ا ریتکث شیاز حد و افزا شیب انی(. ب18) ابدییم

شناخته شده است که  یبافت شود. به خوب بیمنجر به آس

 یمنیبر عملکرد رشد و ا یبه کاهش اثرات منف هانیتامیو

عملکرد سرکوب کننده  لیبه دل ییدر پاسخ به تنش گرما

 کنندیکمک م یالتهاب شیپ یهانیتوکیس انیها در برابر بآن

 یهانیمتایو نیمکمل ا ،یریدر مناطق گرمس ن،ی(. بنابرا38)

 کی. در شودیم هیتوص اریبس ییغذا رهیدر ج یدانیاکسیآنت

حاد در  ییگزارش شده است که تنش گرما ر،یمطالعه اخ

 شیساعت باعث افزا 7به مدت  گرادیدرجه سانت 40 یدما

نشان  نی(. ا35) شودیطحال در مرغ م IL-15ژن  انیب

 واکنش نشان ییبه سرعت به تنش گرما IL-15که  دهدیم

تا  ندبه جوجه کمک ک یمنیا یهاسلول ریتا با تکث دهدیم

 هومئوستاز را حفظ کند.
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 دانیاکس یهاستمیس نیکه از عدم تعادل ب و،یداتیاکس تنش

ها و به سلول بیباعث آس شود،یم یناش دانیاکسیو آنت

ه حال، نشان داد نی(. در ع7) شودیم واناتیها در حبافت

سطوح  ویداتیحالت تنش اکس شده است که عدم تعادل در

 ثو باع دهدیم شیمرتبط با آپوپتوز را افزا یهاژن انیب

 (. 2) شودیم نگیگنالیس یرهایمس یسر کی جادیا

 ( نشان دادند که استفاده از کروم2001و کانان ) نیجا

توسط  TNF-αترشح  کی( از تحرترینانومول در ل 1000)

 یتیمونوس یهادر سلول H2O2شناخته شده  دانیاکس

طور مشابه، مکمل کروم از . بکندیم یریکشت شده جلوگ

شده با  ماریت یهاتیدر مونوس ویداتیتنش اکس شیافزا

که  دهدینشان م نیکرد. ا یریجلوگ H2O2گلوکز بالا و 

 ماریت یهاتیدر مونوس TNF-αکروم بر ترشح  یاثر مهار

ر ب کروم یشده با گلوکز بالا ممکن است با اثر بازدارندگ

 یها برامطالعه آن جه،یمرتبط باشد. در نت ویداتیتنش اکس

ر مدل درا  TNF-αبار نشان دادند که کروم ترشح  نیاول

تحت درمان با گلوکز بالا  U937 تینوسمو یکشت سلول

شان نپژوهش حاضر  جیفوق نتا جی. مطابق با نتاکندیمهار م

 آن از یناش ویداتیو تنش اکس ییتنش گرما طیداد که شرا

ه ک ی. در حالشودیم یالتهاب ینشانگرها انیب شیسبب افزا

و  کیپوئیآلفا ل دی)اس دانیاکسیآنت یهایاستفاده از افزودن

 یالتهاب شیپ یهاژن انیکاهش ب قیکروم( از طر وناتیپروپ

 گردد. یمنیسبب بهبود پاسخ ا تواندیم

 یهاحاضر استحصال موفق سلول یبررس جینتا یطورکلب

 یمورفولوژ ،یو دوک دهیبا شکل کش یمیمزانش یادیبن

را  ریها جهت اتصال و تکثسلول یبالا لیتما ،یبروبلاستیف

به  یزیتما طشرای در هاسلول نیعلاوه اداد. بهنشان 

. این شوندیم لیتبد تیپوسایاستئوبلاست و آد یهاسلول

در  دانیاکسیآنت باتیاولین گزارش استفاده از ترک جنتای

را ارائه  ییتنش گرما طیتحت شرا یادیبن یهاولکشت سل

مطالعه نشان داد استفاده همزمان از  نیا جی. نتاکندیم

 هایسلول ماریدر ت کیپوئیآلفا ل دیکروم و اس یهامکمل

BMSCs تیبهبود وضع قیاز طر یتحت تنش حرارت 

 ییایمیوشیعملکرد ب ،یمانبر زنده یاثرات مثبت یدانیاکسیآنت

 مکمل افزودن. است داشته هاسلول نیا یمنیو پاسخ ا

در کشت  کرومولاریم 100کروم با غلظت  وناتپروپی

باعث کاهش  یتحت تنش حرارت BMSCs هایسلول

و  6و 2 هاینینترلوکیگاما، ا نترفرونیا انیب داریمعن

 یداناکسییآنت هایمیآنز حسط داریمعن شیافزا نیهمچن

 نیکه ا د؛یتالاز گردو کا سموتازید دیمانند سوپراکس

 راتییتغ کیپوئیآلفا ل دیبا افزودن همزمان اس راتیتاث

 هایمیآنز تیرا در جهت بهبود فعال دارییمعن

 نشان داد. یو خواص ضدالتهاب یداناکسییآنت

روم ک وناتیو پروپ کیپوئیآلفا ل دینقش اس لیبه دل نیبنابرا

 پاسخ شیو افزا دانیاکسیآنت یهامیآنز تیدر بهبود فعال

 هایجوجه رهجی به هامکمل نیبا افزودن ا توانیم یمنیا

 یاز تنش حرارت یناش ویداتیسبب کاهش تنش اکس یگوشت

ت جه در باتیترک نیاستفاده از ا نی. همچندیها گرددر آن

ر رابپرورش پرندگان مقاوم در ب نهیدر زم یکاربرد قاتیتحق

 .دگردیم شنهادیپ هایماریو ب یطیمح یهاتنش

 سپاسگزاری

 یعیو منابع طب یاز مسئولان دانشگاه کشاورز لهوسینیبد

 نیانجام ا پژوهشی امکانات کردن فراهم سببخوزستان ب

 .دآیمی عملب یقدردان ق،یتحق
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Abstract 

Background and Objective: The simultaneous effect of chromium and alpha lipoic acid 

supplements on mesenchymal stem cells derived from the bone marrow of broilers 

(BMSCs) has not been determined yet. This study was aims to investigate the effects of 

chromium and alpha lipoic acid supplements on the proliferation and viability of 

BMSCs, the antioxidant status and the immune response of cultured cells under heat 

stress. Materials and Methods: BMSCs were isolated from day-old Ras 308 breed 
chicks and confirmed by assessing the expression of surface markers using 

flowcytometry. The experimental groups include cells without any treatment, heat-

shocked cells, and heat-shocked cells treated with 100 μM chromium propionate and 

100 μM alpha-lipoic acid separately and simultaneously. The BMSCs were then 

evaluated based on their morphology, cell survival, measurement of antioxidant factors, 

and the expression level of genes associated with immunity. Results: The isolated 

BMSCs displayed a fibroblastic morphology and were confirmed through 

flowcytometry and differentiation potential assays. The highest activity levels of SOD, 

CAT, GPX, and TAC enzymes were observed in the alpha-lipoic group under heat 

shock and respectively, in the simultaneous group 45.58 units/ml, 11.64, 37.22, and 0.45 

units/mg were evaluated, which compared to the other groups was significantly 

(P≤0.05) changed. The expression of IL-2, IL-6, and INF-γ was evaluated as 0.67, 0.97, 

and 2.0 in the simultaneous group, respectively, and a significant change (P≤0.05) was 

observed in comparison with other groups. Conclusion: The results showed that the 

utilization of antioxidant supplements in heat shock conditions resulted in improved 

antioxidant and immune responses. 

Key words: Mesenchymal Stem Cells, alpha-lipoic acid, chromium, immune response, 

antioxidant status. 
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