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Abstract 

Purpose: Bone defects caused by injuries, trauma, cancer, surgical operation or joint dislocation 

have great impacts on general health. Considering that Wnt signalling is one of the important 

regulators of the stem cell control, we sought to examine if Wnt activation affects the osteogenic 

differentiation of the USSCs. 

Materials and Methods: In this study, we have treated USSCs cultured in osteo genic media with a 

specific GSK3β inhibitor, BIO, at days 4, 7, 14 and 21 in culture. They were then assayed for MTT, 

bone formation matrix and RT-PCR.  

Result: Our results showed that up to it day 14, BIO increases the gene expression of alkaline 

phosphatase and Runx2; however decreases their expression as of day 14 on. The result of bone 

matrix assay showed that BIO decreases the synthesis of bone matrix as well that of the viability of 

the differentiating USSCs. 

Conclusion: In general these results indicate that BIO as a GSK-3β inhibitor, and therefore Wnt 

pathway activator, decreases the osteogenic differentiation of USSCs. 
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  چكيده
 هـاي     طـور آسـيب    دهـد و همـين      هايي مثل تروما، سرطان يا جراحي رخ مـي            نقص بافت اسكلتي كه به دليل جراحت يا بيماري        : هدف

از آن جا كه مسير     . دهد مياز مشكلات مربوط به سلامت جامعه را تشكيل          ميبخش مه شود،   ميجايي مفاصل    هاستخواني كه باعث جاب   
Wnt   فعال سازي    استي بنيادي چند توان     ها    ي تنظيم كننده در كنترل سلول     ها  ترين مسير   از جمله اصلي ،Wnt تواند موجـب ايجـاد       مي
  .ي مختلف سلولي شودها  پاسخ

 و بنـابراين فعـال    (GSK-3β) بتـا 3-گليكوژن سـنتاز كينـاز   كننده اختصاصيمهاره عنوان ب BIOدر پژوهش حاضر اثر  :ها روشمواد و 
، MTTي هـا   اسـتفاده از روش   بـا 21 و14 و7 و 4ي ها  در حال تمايز به استخوان در روزUSSCي ها  بر سلول، Wntكننده مسير اصلي 

  . بررسي شدRT-PCRسنجش ماتريكس استخواني و 
 Alkaline)ژنهـاي اختـصاصي تمـايز اسـتخواني      روز پـس از كـشت بيـان    14تـا   BIOنـشان داد كـه   بيان ژني بررسي ج ينتا :ها يافته

phosphatase , Runx2) نتايج بررسي سنتز ماتريكس استخواني نشان داد كه .  آنها را كاهش مي دهد21پس از  را افزايش وBIO پس 
 USSC توانايي زيستي  BIO كه همچنين نتايج نشان داد .اني شده است روز كشت باعث كاهش معني دار سنتز ماتريكس استخو         21از  

  .دهد مي را كاهش ياستخوانسلولهاي  در حال تمايز به هاي
 ، بطور كلي باعث     Wnt و فعال كننده مسير      GSK-3β به عنوان مهار كننده      BIOدر مجموع نتايج حاضر نشان مي دهد كه          :نتيجه گيري 

  .لهاي استخواني مي شود ها به سلوUSSCكاهش تمايز 
  

  Wnt، BIO  ،GSK-3β استخواني، تمايزي بنيادي، ها  سلول: ها كليد واژه
  

  مقدمه
هـايي مثـل     نقص بافت اسكلتي كه به دليل جراحت يا بيمـاري  

هـاي      طـور آسـيب    دهـد و همـين      تروما، سرطان يا جراحي رخ مي     
 از  شـود، بخـش مهمـي         جايي مفاصل مـي    استخواني كه باعث جابه   

بـه همـين    . دهـد   مشكلات مربوط به سلامت جامعه را تشكيل مي       

هاي درماني  كه باعث توليد غضروف و استخوان             دليل ابداع روش  
تـوان يـك      سلول بنيـادي را مـي     . رسد شود، ضروري به نظر مي     مي

توانـد    سلول مادر ناميد، يعني سلولي كه علاوه بر خودتجديدي مي         
نـاف انـسان حـاوي     خون بند    .]1[ هاي ديگر نيز باشد       مولد سلول 
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تواند منبـع     ساز نابالغ بسياري است كه مي       هاي بنيادي و پيش       سلول
يـابي بـه      جايگزين خـوبي بـراي مغـز اسـتخوان در بحـث دسـت             

نامحـدود   هـاي بنيـادي سـوماتيكي         سلول. هاي بنيادي باشد      لسلو
(USSCs)        منبـع سـلولي     شـوند،  مـي  كه از خون بند ناف مشتق

 ]3و2[كننـد  ميي سلول درماني فراهم ها  خوبي را براي كاربرد
با منشاء  مي  به عنوان يك سلول استرومايي مزانشي     ها ل  اين سلو 

ر سـه لايـه جنينـي       ي ه ـ هـا     توانند به سـلول    ميخون بند ناف    
ي هـا     از يافتـه   .يابنـد  تمايز  ) و اكتودرمي   ميمزودر اندودرمي،(

 عـدم وجـود خاصـيت تومـورزايي         ها    مهم در مورد اين سلول    
ي مختلـف،  هـا    به مدل ها    كه با پيوند اين سلول      به طوري  ،است

ي ميكروسـكوپيك يـا     هـا   تاكنون هيچ موردي از ايجاد تومـور      
هـاي      استئوبلاسـت . ]4[ اسـت    ماكروسكوپيك گـزارش نـشده    
منــشا  مي  ســلول بنيــادي مزانــشيتــشكيل دهنــده اســتخوان از

ي عمـده اسـتخواني     هـا   رنـشانگ تمايز بيان   در روند   . گيرند مي
 و استريكس باعث توليد Runx2برداري    ي نسخه ها  يعني فاكتور 

عـضوي از خـانواده     Runx2.شـود  مـي ي اسـتخواني  هـا   سلول
 اسـت و نقـش      runtواحد    داراي زير  برداري ي نسخه ها  فاكتور

 Runx2حـذف   . كنـد  مي بازي   ها    حياتي در تكوين استئوبلاست   
 اسـكلت  ها  شود كه در آن ميدر موش منجر به ايجاد حيواناتي      

ي غـضروفي و مفاصـل اسـت و         هـا      متـشكل از سـلول     هـا   تن
 به عنوان  Runx2.]3[شود مياي از استخوان در آن ديده ن نشانه

ر تمـايزي استئوبلاسـت     نشانگاولين  برداري    خهيك فاكتور نس  
است كه تا كنون شناخته شده است و بيان آن طـي تكـوين و               

ايـن فـاكتور   .  بـسيار بالاسـت  هـا   بعد از تولد در استئوبلاسـت     
ي آلكالاين فسفاتاز و ها  طور مستقيم بر بيان ژن برداري به  نسخه

  .گذارد مياستئوكلسين اثر مثبت 
 دخيـل در مـسير تمـايز بـه اسـتخوان            يها    از مهمترين ژن  

آلكالاين فـسفاتاز    ،(ON osteonectin)  استئونكتين توان مي
(ALP alkaline phosphatase) ،  سيالوپروتئين اسـتخواني (Bone 

sialo protein) و استئوكلسين (osteocalcin)  اغلب را نام برد كه
ان  در سـلول بي ـ    هـا      روزه تمايز بـه استئوبلاسـت      21 در فاصله 

  .]5[شود  مي
 -يك سرين ،  )3β )GSK-3β-گليكوژن سنتاز كيناز  پروتئين  

ترئونين كيناز است كه براي اولين بار در اواخر دهة هفتـاد بـه              
عنوان آنزيمي كه سنتز گليكوژن را تنظيم مـي كنـد، شناسـايي             

 ايـن آنـزيم باعـث       مهـار امروزه مشخص شده است كـه       . دش
بـه ايـن    ؛  شـود   مـي  Wntرسـاني اصـلي      سازي مسير پيـام    فعال

 روي كمك گيرنـدة   Wntصورت كه پس از قرار گرفتن ليگاند        
LRP5/6      ي سيتوپلاسـمي  هـا   ، اين آنزيم با فسفريله كردن انـت
LRP5/6     و در نتيجه افزايش تمايل  Axin        براي اتـصال بـه ايـن 

 بـدين    و شـود  ميناحيه، باعث جدا شدن از كمپلكس تخريبي        
 .]6[كنـد   مي بازي Wnt مسير   سازي ترتيب نقش مثبتي در فعال    

ي تنظـيم  هـا  ترين مـسير   از جمله اصليWntاز آن جا كه مسير  
 Wntسـازي    ، فعـال  استي بنيادي چند توان     ها    كننده در سلول  

 .]7[ ي مختلـف سـلولي شـود      هـا     تواند موجب ايجاد پاسخ    مي
نشان داده است كه   ميي بنيادي مزانشيها    تحقيقات روي سلول  

بـراي   مي   در متعهد كردن اجداد مزانـشي      Wntفعال شدن مسير    
كنـد و    مـي را بازي    مي  ي استئوبلاستي نقش مه   ها    تمايز به رده  

  بيـان ژن اختـصاصي تمـايز چربـي،         مهاربا   Wntعلاوه بر اين    
PPARγ،     مطالعـات روي   . ]5[دهد  تمايز استخوان را افزايش مي
ه مشتق از بافت چربـي نـشان داد        مي  ي بنيادي مزانشي  ها    سلول

 در ايـن    Wntدهـي اصـلي      است كه فعال شدن مـسير سـيگنال       
سـت و    بـه چربـي جلـوگيري كـرده ا         هـا      از تمايز آن   ها    سلول

 به سلول چربـي بـه سـمت تبـديل           ها را از تمايز       سرنوشت آن 
 همچنــين .]8[شــدن بــه ســلول اســتخواني تغييــر داده اســت 

 انـساني نـشان داده     ميي بنيادي مزانشي  ها    مطالعات روي سلول  
 تمــايز بــه ، نوتركيــبWnt3a يــااســت كــه در حــضور ليتــيم 

  در شرايط  مطالعات. ]9[شود مي مهار ها    استخوان در اين سلول   
in vivo دهـي اصـلي     كه مسير سيگنالكند تاييد مي نيزWnt  بـا 

ي اسـتخواني  هـا   گيـري سـلول     در شـكل   RUNX2افزايش بيان   
 .]10[ نقش مثبت دارد

و اطلاعات محدود و البته ضـد       با توجه به موارد ياد شده       
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 بـه  ها   در تمايز سلول Wntو نقيض در مورد نقش مسير اصلي
ي اسـتخواني، بررسـي نقـش ايـن مـسير بـر            هـا     سمت سـلول  

 در پـژوهش  . رسـد  مـي ي سلولي ديگر ضروري به نظر       ها    مدل
ــر ــر حاضـ ــوان مBIO اثـ ــه عنـ ــصاصي و ها بـ ــده اختـ ركننـ

ال كننده مسير اصـلي   فعبنابراينو  ]GSK-3β]7 فارماكولوژيك 
Wntــايز ســلول ــاي   ، در تم ــه ســمت ســلول USSCه ــاي    ب ه

 بـر  BIOنتايج اين پژوهش نشان داد كه   . شدبررسي  استخواني  
ي اسـتخواني اثـر دوگانـه       هـا    به سلول  USSCي  ها    تمايز سلول 

ي ابتـدايي باعـث افـزايش و        هـا   دارد، بدين ترتيب كه در روز     
  .شود ميخوان سپس باعث كاهش تمايز به سمت است

  

  ها روشمواد و 
 جدا شـده از خـون بنـد نـاف از شـركت              USSCهاي      سلول

ها قبلاً   هاي سطحي اين سلول  نشانگر. آوري بن ياخته تهيه شد فن
به كمك روش فلوسايتومتري بررسي شده و نتايج نشان داده بود           

 درصـد  80 را بـه ميـزان    CD105ها نشانگر سطحي  كه اين سلول
 CD14 و CD49،CD146 ، CD29 هـاي  ولي براي نشانگربيان كرده 

ها به منظور رشد و تكثيـر بـه كـف               اين سلول  .]11[ منفي بودند 
ــي ــري ديــش م ــن  .چــسبند پت ــر اي ــراي تكثي  محــيط مناســب ب

 درصد 10 است كه حاوي  DMEM (L-Glucose) (Gibco)ها  سلول
نـسبت    سرعت تكثير بـه    USSCهاي      سلول. سرم جنيني گاو است   

بي دارند به اين شكل كه در شرايط كشت استاندارد و در يك         خو
بار بايـد پاسـاژ      طور متوسط هر روز يك     متري به   ميلي 25فلاسك  

هاي اسـتخواني        به سلول  USSCهاي      براي تمايز سلول  . داده شوند 
 10 حـاوي  DMEM(L-Glucose) روز از محيط كشت      21به مدت   
ــي ــسفات    ميل ــسرول ف ــا گلي ــولار50، (Sigma)مولاربت   ميكروم

 ميكرومــولار 1/0 و  (Sigma)فــسفات-2آســكوربيك اســيد  
  .، استفاده شد(Sigma)دگزامتازون 

  
 MTTآزمون 

 بـا غلظـت   MTT (Sigma) پـودر    ، انجام اين آزمـايش    براي

 PBS( Phosphate Buffer Saline) در بـافر  ميليگرم در ميليليتـر 5
 22/0افـذ  وسيله فيلتر سر سرنگي با قطر من     حل شد و سپس به    

تعيـين جـذب محلـول فورمـازان     .  شدو استريل ميكرون فيلتر
 Elisa خانه به وسيله دسـتگاه  96تشكيل شده در پليت كشت 

reader  ساخت شركت Ratioانجام شد .  
  

  هاي استخواني  آميزي سلول رنگ
آليزارين ي استخواني از رنگ     ها    آميزي سلول  منظور رنگ  به

ــد  (Alizarin red) (Sigma)رد  ــتفاده ش ــه   . اس ــگ ب ــن رن اي
شـود و در     مـي ي استخواني متصل    ها    ي كلسيم سلول  ها    رسوب

بـه   .آيد ميي دوظرفيتي كلسيم به رنگ قرمز در ها  حضور يون
 شـسته    PBSر لايه سلولي در كف ظرف بـا محلـول           اين منظو 

در ) Merck( دقيقه بـا متـانول       10 به مدت    ها    سپس سلول . شد
 بـا رنـگ     هـا      سلول ، رنگ آميزي  براي. دماي اتاق تثبيت شدند   

ي هـا      دقيقه انكوبه شدند و سپس رنـگ       2آليزارين رد به مدت     
.  با آب مقطـر خـارج شـد        ها    اضافي به وسيله شستشوي سلول    

منظــور ســنجش مــاتريكس اســتخواني ابتــدا محــيط روي  بــه
سـپس   طي زمان انكوباسـيون برداشـته شـد و            پس از  ها    سلول
 10بـه مـدت     سـپس    ها    سلول. شدند شستشو   PBS با   ها    سلول

 دقيقـه تحـت     10 بـه مـدت      وتثبيت  ) Merck(دقيقه با متانول    
  PBSشستـشو بـا     دو بار ازبعد. رنگ آليزارين رد قرار گرفتند

 به هر چاهك    درصدMerck (10( ميكروليتر اسيد استيك     400،
گـراد    درجـه سـانتي    37 دقيقـه در دمـاي       30اضافه و به مدت     

توسط نوك سمپلر جدا     مي  لايه سلولي به آرا    سپس. انكوبه شد 
.  منتقــل شــد5/1 ميكروتيــوبو بــه همــراه مــايع رويــي بــه 

بـراي جلـوگيري از تبخيـر بـا پـارافيلم           5/1ي  هـا     ميكروتيوب
حـرارت  گـراد     درجه سـانتي   85 دقيقه در دماي     10پوشانده و   

 دقيقه در يخ قـرار  5 مدت   بلافاصله به  ها    ميكروتيوب. داده شد 
 دور در دقيقـه     20000 دقيقـه در     15بـه مـدت      و سپس    گرفته

 ميكروليتر از محـيط رويـي برداشـته و بـه            400.سانتريفوژ شد 
 ميكروليتـر هيدروكـسيد     150. جديد وارد شد   5/1 ميكروتيوب
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 pH به محلول فوق اضافه شد  تـا           درصد Merck (10(آمونيوم  
 96 ميكروليتر از اين محلول بـه پليـت          100.اسيدي خنثي شود  

 نانومتر به وسيله دسـتگاه  405انه منتقل شد  و جذب آن در       خ
Elisa reader  خوانده شد.  

  
هـاي تمـايزي بـا اسـتفاده از            بررسي بيان ژن  

  semi-quantitative RT-PCR  روش 
ــتخراج   ــراي اس ــول RNAب ــصول RNX-Plus از محل  مح

 ها    سلول،  RNAبه منظور استخراج    . شركت سيناژن استفاده شد   
پس از طي زمـان     . متري كشت داده شدند     ميلي 25در فلاسك   
 1 خـارج و   هـا      سـلول  كـشت محـيط   مـورد نظـر     انكوباسيون  

پـس  .  ريخته شـد   ها     روي سلول  RNX-Plusليتر از محلول     ميلي
هـا بـه طـور كامـل از كـف               سلول دقيقه در دماي اتاق      6-7 از

 شد پيپتاژ و همگن     ها    محلول حاوي سلول  . ندفلاسك جدا شد  
 200. ديافتن تميز انتقال داده     5/1 ميكروتيوبه درون    ب  سپس و

 ثانيـه   15 وبـه محلـول اضـافه       ) Merck(ميكروليتر كلروفـورم    
 ميكروتيوب سپس . شود  شد تا محلول درون آن كدر      ورتكس

دور در دقيقه    13000گراد در     درجه سانتي  4دقيقه در دماي    15
(rpm)  به يـك    فاز رويي .  تا دو فاز تشكيل شود      سانتريفوژ شد 

  و هم حجـم آن ايزوپروپـانول        منتقل RNase فاقد   ميكروتيوب
 درجـه   -20 يك شب در دمـاي        ميكروتيوب . اضافه شد  به آن 
 دقيقـه   15 ميكروتيـوب  و پس از آن       گراد نگهداري شد   سانتي

  (rpm) دور در دقيقـه 13000گـراد در    درجه سانتي4در دماي 
. كنـد   در كـف ميكروتيـوپ رسـوب    RNAسانتريفوژ شـد تـا  

 سـپس بـراي شستـشوي     . محلول روي رسوب دور ريخته شد     
پـس  . و تخليه شد   اضافه    درصد 75ليتر اتانول     ميلي 1 ،رسوب

 ها شد تـا      در دماي اتاق ر     RNAدقيقه رسوب   15 حدود   از آن 
 ميكروليتر آب فاقد    30-50رسوب در   . رنگ شود  خشك و بي  

RNase  2 ،تمنظور تعيين غلظ به.  حل شد و در يخ قرار گرفت 
   برداشــته شــد و بــا دســتگاه   RNAميكروليتــر از محلــول  

 Nano drop (Thermo)   ميزانRNA ميكروگرم بـر   آن بر حسب

  .دست آمد  بهميكروليتر
ــه ــنتز  ب ــور س ــنتز cDNAمنظ ــت س ــركت cDNA از كي  ش

Fermentase    با شمارهk1622    بـراي انجـام ايـن      . اسـتفاده شـد
  :بخش مراحل زير انجام گرفت

 ميكروتيـوب  وارد يـك  RNAكروگرم از محلول  مي2 ابتدا
 Random ميكروليتـر از  5/1.  شـد RNaseليتري فاقد   ميلي2/0

Hexamer) µg/µl 2/0 (    دقيقـه در   5 به مدت    به آن اضافه شد و 
  سـاخت  گـراد در دسـتگاه ترموسـايكلر        درجه سانتي  70دماي  

 مـوارد زيـر     ميكروتيوبسپس به   .  قرار گرفت  Corbettشركت  
 مهار، پروتئين   )X5(دهنده   بافر واكنش   ميكروليتر 4: اضافه شد 

 ميكروليتر، دي نوكلئوتيـد     unit/µl20 (5/0 (كننده ريبو نوكلئاز  
 ميكروليتـر، آنـزيم تـرانس كريپتـاز         mM 10( 1 (تري فسفات 
ــوس ــد  unit/µl200 (1 (معك ــر، آب فاق ــا RNase ميكروليت  ت

ه  داخـل دسـتگا   ميكروتيـوب  . ميكروليتـر  20رسيدن به حجـم     
 با استفاده از چرخـه      cDNAساخت   قرار گرفت و     ترموسايكلر

  .انجام شد زماني
 در ايـن   (PCR)مـرازي   منظور انجام واكنش زنجيره پلـي  به

 ي مـراز دي نوكلئوتيـد تـري فـسفات          پل كپژوهش از آنزيم ت   
  .شركت سيناژن استفاده شد

مراحـل انجـام    ايـن   مرازي    براي انجام واكنش زنجيره پلي    
 بـا يكـديگر   2/0مواد زير داخل يك ميكروتيـوب       ا  ابتد: گرفت

 1،  )سولفات آمـونيم   (X10 PCR  ميكروليتر بافر  2:مخلوط شد 
ــر  ــوط ميكروليت ــسفات  4مخل ــري ف ــد ت  2/0 ( دي نوكلئوتي

 50 ميكروليتر كلريد منيـزيم   1،  )سيناژن( )مولار از هركدام    ميلي
ميكروليتـر  cDNA، 9/0 ميكروليتـر    2/3،  )سـيناژن (مـولار     ميلي

 ميكروليتـر  9/0  آمـده اسـت،  1 كه در جـدول      Forwardرايمر  پ
مـولار     ميكـرو  5/0 ( آمده است  1 كه در جدول     Reverseپرايمر  

ــزيم 2/0، )هــا از هركــدام از پرايمــر ــر آن   DNA Tag ميكروليت
 8/11، )سـيناژن  ( ) ميكروليتر100 واحد در هر 5/2( پلي مراز

ميـزان  ). وليتر ميكر20يي هاحجم ن (RNaseميكروليتر آب فاقد  
محــصول شــركت  (Mineral oil) ميكروليتــر مينــرال اويــل 10
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 ريخته شد و خـوب فيـوژ         ميكروتيوبروي محتويات   سيناژن  
ــرد و ســپس     ــرار گي ــي ق ــاز آب ــي روي ف ــاز روغن ــا ف شــد ت

 و بعد از طي مراحل    گرفت در ترموسايكلر قرار     ها    ميكروتيوپ
 95يقـه دمـاي      دق 5: روي ژل الكتروفورز شـد    راندن  زير آماده   

 درجـه   95 دقيقـه دمـاي      1:  سيكل شامل  35گراد،   درجه سانتي 
 72دقيقـه دمـاي     1 پرايمر،   ™ اتصال دقيقه دماي    1گراد،   سانتي

ــانتي  ــه س ــپس   درج ــراد و س ــاي  10گ ــه دم ــه 72 دقيق  درج
 روي ژل، از ژل آگـارز       هـا      نمونـه  رانـدن به منظور   . گراد سانتي

ل به مدت يك ساعت  ژ.استفاده شد TAE   در بافردرصد 5/1
 فراهم شده توسط دستگاه قـدرت       80 و آمپر    100تحت ولتاژ   

 در دستگاه تـرانس لومينـاتور       پاياپژوهش قرار گرفت و سپس    
(UV-TEC) با استفاده از نرم افزار . از آن تصوير تهيه شدTotal 

Lab   كنتـرل داخلـي    ي مورد نظر نسبت به ژن       ها     ميزان بيان ژن
 بـه صـورت كمـي       RT-PCRسيله نتايج   و به اين و   ارزيابي شد   

)Semi-Quantitative RT-PCR ( در آمد.  
  

   آماري  بررسي 
 و بـا اسـتفاده از       16 نـسخه  SPSSنتايج توسط نـرم افـزار       

 نيـز  هـا   و نمـودار تجزيه و تحليـل   يك طرفه  ANOVAآزمون
  .توسط اين نرم افزار رسم شد

  
   مورد استفادهيهامريپرا ها و  ژن.1جدول 

 نام ژن
مورد 
 توالي پرايمر  استفاده

دماي 
 اتصال

طول 
  قطعه

ALP 
سلول 
 استخواني

F: GCA CCT GCC 
TTA CTA ACT C 

R: AGA CAC CCA 
TCC CAT CTC 

57 161  

RUNX2 
سلول 
  استخواني

F: CTC TTC CCA 
AAG CCA GAG TG 
R: CAG CGT CAA 
CAC CAT CAT TC 

57  270  

GAPDH 
كنترل 
 داخلي

F: AGG GTC TCT 
CTC TTC CTC TTG 

TGC TCT 
R: CCA GGT GGT 

CTC CTC TGA CTT 
CAA CAG 

59  186  

 

  ها يافته
ي بنيـادي پرتـواني هـستند كـه         ها     سلول USSCي  ها    سلول

ي هـا    نظيـر سـلول   ها     به انواع مختلف سلول    ها    آن قابليت تمايز 
. )2( چربي و عصبي مشخص شده است      ،يان استخو ،غضروفي

 و درشـت  هـسته  بـا  شكل دوكي ييها  سلول ،USSCيها  سلول
  ).1شكل ( هستند مشخص

 
 در محــيط كــشت  USSCهــاي   فتــوميكروگراف از ســلول .1شــكل

  ) ميكرومتر500: ، بارH&E: آميزي رنگ(
  

ــر ــوان BIOاث ــه عن ــار ب ــده مه در GSK-3β  كنن
  هاي استخواني  به سلولUSSC هاي  تمايزسلول

ز  يكـي ا   Wntدهـي    طور كه اشاره شد مسير سـيگنال       همان
رسـاني طـي دوران تكـويني جنـين        ي پيـام  هـا     ترين مـسير   مهم
نقيـضي در خـصوص       ضد و  هاي  به علاوه گزارش  . ]12[است

ي بنيـادي   هـا     نقش اين مسير در كنترل تكثير يـا تمـايز سـلول           
به  BIO  در اين پژوهش با استفاده از      بنابراين. ]13[ وجود دارد 

يام رسـاني  ، نقش مسير پ GSK-3β كننده اختصاصيمهارعنوان 
Wnt    بـه منظـور   .شـد  ارزيـابي    ها     تمايز اين سلول   مراحل طي 

، اثـر   USSCهـاي    روي سـلول  BIO بررسي احتمال اثـر سـمي  
 و  (DMEM)هاي مختلف آن در حـضور محـيط كنتـرل               غلظت

 ارزيـابي شـد     MTTمحيط تمايز استخواني با استفاده از روش        
هـا در هـر دو         نتايج نشان دادند كه در كليه غلظـت       ). 2شكل  (

داري در توانـايي      محيط كنترل و تمايز استخواني تفاوت معنـي       
اين نتايج و   با توجه به    . ي مختلف وجود ندارد   ها    زيستي گروه 
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 كه بر اسـاس     ]14[دست آمده قبلي در اين آزمايشگاه         نتايج به 
 2و 1هـاي     را در غلظت GSK-3β آنزيم مهار بيشترين BIOآن 

، بنابراين در پـژوهش حاضـر ايـن دو          ميكرومولار داشته است  
 انتخـاب شـد     USSCهاي       براي تيمار كردن سلول    BIOغلظت  

 نيز  قبلاًها      لازم به ذكر است كه استفاده از اين دوز        ). 2جدول  (
  .]15[گزارش شده است 

  
هـاي تحـت محـيط كنتـرل           نمونـه  MTT نتايج مربوط به آزمون      .2شكل  

(DMEM)       1،  5/0هاي صفر،     همراه غلظت  و محيط تمايزي استخواني به ،
شود بـين   طور كه مشاهده مي   همان.  ساعت پس از كشت    BIO   ، 24 5 و   2

دهـد   داري وجـود نـدارد كـه ايـن نـشان مـي       هـا تفـاوت معنـي       كليه گروه 
داري در توانـايي       سـاعت كـاهش معنـي      24 طي   BIOهاي مختلف     غلظت

  (P<0.05).كند  هاي مختلف ايجاد نمي زيستي گروه
  

  
  

  هاي تيماري مورد استفاده  گروه.2جدول

  نام گروه ها
محيط 
تمايز 
  استخوان

غلظت 
 ميكرومولار1

BIO 

غلظت 
 ميكرومولار2

BIO  
Cont) كنترل( -  -  -  
Os T) تيمار(  X -  -  

Os T+B1  
(BIO )1ميكرومولار   X  X  -  

Os T+B2  
(BIO )2ميكرومولار   X  -  X  

 مـشخص شـده   Xلامـت  نوع تيماري كه هر گروه دريافت كرده است با ع        
  .است

 

2-3-BIO ســـبب كـــاهش ســـنتز مـــاتريكس 
  شود  روز مي21استخواني پس از 

هـاي       به سلول  USSCهاي       در تمايز سلول   BIOبراي بررسي اثر    
عنـوان يـك      استخواني، ابتدا ميزان سـنتز مـاتريكس اسـتخواني بـه          

 آميـزي اختـصاصي   شاخص تمايز استخواني بـا اسـتفاده از رنـگ   

آميـزي نـشان داد       نتايج حاصل از اين رنگ    . بررسي شد  آليزارين رد 
 در حـضور تيمـار      14 و   7،  4هـاي     ها در روز      ميزان تمايز سلول  كه  

 تقريبــا بــه يــك ميــزان اســت، BIOاســتخواني و هــر دو غلظــت 
 تمايزي مشاهده نشد، Alizarin redآميزي با  كه پس از رنگ طوري به

ايي كـه فقـط محـيط       ه ـ     روز پس از كشت، ماتريكس سلول      21اما  
تمــايزي را دريافــت كــرده بودنــد، بــه طــرز چــشمگيري پــس از 

دهنـده    به رنگ قرمز در آمده بود كـه ايـن نـشان            آميزي كاملاً  رنگ
امـا در محـيط    . هاي استخواني بود       به سلول  USSCهاي      تمايز سلول 

 نيز دريافت كـرده     BIOهايي كه همراه محيط تمايزي،          كشت سلول 
 قرمز رنگ مشاهده نشد كه اين بيانگر عدم تمـايز           بودند، ماتريكس 

توان نتيجه گرفت كه      بدين ترتيب مي  .  هاي استخواني بود      به سلول 
BIO   هـاي    عنـوان يكـي از شـاخص       سنتز ماتريكس، بـه    مهار سبب

  ).3شكل (ها شده است   تمايز استخواني در اين سلول

  
پس از كـشت     USSCسلول هاي   ) فازكنتراست( فتوميكروگراف   .3شكل  

بـا رنـگ    ) Aجـز     بـه (هـا     نمونه. BIOدر حضور محيط تمايز استخواني و       
Alizarin redاسـت  آميزي شـده   رنگ . A و B روز (هـاي كنتـرل     سـلول

، D  ،G. انـد   هايي كه با محيط تمايزي تيمار شده         سلول L و   C، F  ،I،  )صفر
Jو M ميكرومـولار  1هايي كه علاوه بر محيط تمايزي غلظت   سلول BIO 

هـايي كـه عـلاوه بـر محـيط             سلول N  و E  ،H  ،K. اند  را نيز دريافت كرده   
 و  Aبزرگنمـايي    (.اند   را دريافت كرده   BIO تمايزي غلظت دو ميكرومولار   

B:800×400: ، بزرگنمايي ساير تصاوير×(  
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 روز پـس از كـشت تعـداد         4شـود     طور كه مشاهده مي     همان
 (A)هـاي كنتـرل       نسبت به سـلول    (C)ها در محيط تمايزي       سلول

دهنده تمايز    افزايش يافته است ولي ماتريكس قرمز رنگ كه نشان        
 روز پـس از كـشت تعـداد    7. شـود  استخواني است مشاهده نمي   

هاي كنترل و تيمار       نسبت به سلول   (F)ها در محيط تمايزي       سلول
 روز افزايش يافته است ولي همچنان ماتريكس قرمز رنگ ديده      4

ها در محيط تمـايزي       ز كشت تعداد سلول   روز پس ا  14. شود  نمي
(I)       هـا افـزايش يافتـه اسـت و همچنـين              نسبت بـه سـاير گـروه

روز پـس از    21. شـود   ماتريكس قرمز رنگ محـدودي ديـده مـي        
 نـسبت بـه سـاير       (L)هـا در محـيط تمـايزي          كشت تعداد سلول  

ها افزايش بسيار زيادي يافتـه اسـت و همچنـين مـاتريكس         گروه
اضـافه كـردن    . شمگيري افزايش يافته اسـت    طور چ   قرمز رنگ به  

BIO) 1   به محيط تمـايزي     )  ميكرومولار 2 و(D,E,G,H,J,K,N,M) 
مـشاهده  (هـا شـده و تغييـر تمـايزي            باعث كاهش تعداد سـلول    

  .ايجاد نكرده است) ريكس قرمز رنگمات
هـاي      تر تمـايز اسـتخواني در گـروه         به منظور مقايسه دقيق   

 Alizarinتريكس، ميزان رنـگ  مختلف سلولي از نظر ترشح ما

redآميزي ارزيابي شد ها پس از رنگ   جذب شده توسط سلول .
 روز و   21 و   14 ،   7،  4 بازه زماني    4ها در       در اين روش سلول   

 2 و 1هــاي    بــا غلظــتBIOدر ســه گــروه تيمــار اســتخواني، 
هـايي      همچنين يك گروه از سـلول     . ميكرومولار بررسي شدند  

عنـوان    پايه را دريافـت كـرده بودنـد بـه       ها محيط كشت    كه تن 
  ).2جدول (كنترل در نظر گرفته شدند 

 7، 4هاي  شود در روز ميمشاهده  4طور كه در شكل  همان
ــتلاف معنـ ـ14و  ــذب   ي اخ ــزان ج  Alizarin redداري در مي

اگرچـه   21امـا در روز     . شـود  مـي ي مختلـف ديـده ن     هـا     گروه
در گـروه   Alizarin red افزايش بسيار بالاي ميزان جذب رنـگ 

 كاهش شـديد    BIOي هردو گروه    ها     مشاهده شد، سلول   تيمار  
.  را نسبت به گـروه تيمـار نـشان دادنـد           (p<0.05) داري يو معن 

 BIOتوان نتيجه گرفت كـه در حـضور          ميطور كلي     به بنابراين
 بـراي ايجـاد     ها    به همراه محيط تمايز استخواني توانايي سلول      

  .بسيار كم شده است  تيمارنهس نسبت به نموماتريك

  
 

ــه ســنجش ميــزان رنــگ  .4شــكل   در Alizarin red نمــودار مربــوط ب
طـور كـه      همـان . BIOهاي كشت يافته در حضور تيمار استخواني و           سلول

داري در ميزان جذب       تفاوت معني  14 و   7،  4شود در روزهاي      مشاهده مي 
 21 روز هـاي مختلـف وجـود نـدارد، امـا در       گـروه Alizarin redرنـگ  
اند، كاهش  تيمار شده. BIOهايي كه با محيط تمايزي و هر دو غلظت  گروه
 را نسبت بـه گـروه تيمـار اسـتخواني     Alizarin redدار جذب رنگ  معني

 ).P<0.05(*: دهند  خود نشان مي
  

 BIOحـضور     در هاي استخواني     كاهش بيان ژن  
   روز21 پس از
ايز اسـتخواني در    هاي اختصاصي تم      منظور بررسي بيان ژن     به

 RUNX2 و Alkaline phosphataseهاي   بيان ژنبرداري  سطح نسخه
هاي روز       روز پس از كشت در سلول      21 و   14،  7،  4هاي    در روز 
 BIO  ميكرومـولار 2 و 1 و (Os T)، تيمـار  )گـروه كنتـرل  (صـفر  

 تـا  5هاي   شكل( بررسي شد RT-PCRاز طريق روش    ) 2جدول  (
 باعث افزايش 14 و 7، 4هاي   در روزBIOكه نتايج نشان داد  ). 7

  .دار بيان اين دو ژن شده است  باعث كاهش معني21و در روز 

  
هــاي اختــصاصي تمــايز اســتخواني در    ژنRT-PCR بررســي .5شــكل 
، غلظـــت (Ost T)، تيمـــار اســـتخواني (day0)هـــاي كنتـــرل  گـــروه

ــولار1 ــار اســتخواني BIOميكروم ــراه تيم ــه هم  2، غلظــت (OsT+B1) ب
 روز  21و4،7،14 در   (OsT+B2) به همراه تيمار استخواني    BIOميكرومولار
(day4-21)   شـود     طور كـه مـشاهده مـي         همان . پس از كشتBIO   سـبب 

 بـه   GAPDHاز ژن   .  شده اسـت   21 ژن تمايزي در روز      2كاهش بيان هر    
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  .عنوان ژن مرجع استفاده شده است

  
  

 فـسفاتاز در گـروه كنتـرل        نمودار ميانگين ميزان بيان ژن آلكالاين     . 6شكل  
 و تيمـار اسـتخواني و   (4d-21d)و گروه هاي تيمار استخواني   ) روز صفر (

 21، 14،  7، 4 در BIO (21dB1,4-21dB2-4) ميكرومولار 2و 1غلظت 
شود ميزان بيـان ژن آلكـالاين    طور كه مشاهده مي همان .روز پس از كشت
 نسبت به گـروه     BIOهاي داري در گروه     به ميزان معني   21فسفاتاز در روز    

 دريافت BIOهايي كه   نمونه7 و 4البته در روز هاي .تيماري كم شده است
دار بيان اين ژن را نـسبت بـه گـروه تيمـاري نـشان                 اند، افزايش معني    كرده
ميزان بيان ژن الكالاين فسفاتاز در روز صفر مساوي ميـزان بيـان             . دهند  مي

 بـه وسـيله   RT-PCR نتايج.( بود پس از تيمار استخواني4اين ژن در روز 
انــد و نــسبت بــه ژن كنتــرل داخلــي   كمــي شــدهTotal Labنــرم افــزار 

  ).P<0.05.) (*:سازي صورت گرفته است يكسان
  

  

  
روز (  در گـروه كنتـرل        RUNX2نمودار ميانگين ميزان بيـان ژن       . 7شكل  
 و تيمار استخواني و غلظـت       (4d-21d)هاي تيمار استخواني      و گروه ) صفر

 روز پس 21، 14، 7، 4 در BIO (21dB1,4-21dB2-4) ميكرومولار 2و 1
 در روز   RUNX2شود ميـزان بيـان ژن         طور كه مشاهده مي     همان .از كشت 

 نسبت به گروه تيماري كم شـده        BIOهاي  داري در گروه     به ميزان معني   21
 2 بـا هـر دو غلظـت و بـا غلظـت              7 و   4 در روز هـاي      BIOالبتـه   . است

دار ميزان بيان اين ژن نسبت به         ، سبب افزايش معني   14 روز ميكرومولار در 
 Total به وسيله نرم افزار RT-PCR نتايج. (شود نمونه تيمار همان روز مي

Lab  اند و نسبت به ژن كنترل داخلـي يكـسان سـازي صـورت                 كمي شده
  ).P<0.05.) (*:گرفته است

  

   روز21پس از  BIOكاهش بقاي سلولي درحضور 
 علاوه بـر اثـر      BIOحققان حاضر نشان داد كه      نتايج قبلي م  

هـاي در حـال         هاي استخواني، تعداد سلول       كاهشي در شاخص  
هاي     تر سلول   منظور بررسي دقيق    به. دهد  تمايز را نيز كاهش مي    

USSC   21، به مـدت     2بندي ذكر شده در جدول         با همان گروه 
 و  14 ،   7 ، 4هاي    روز تيمار شدند و ميزان بقاي سلولي در روز        

طـور كـه در      همـان .  بررسي شـد   MTT با استفاده از روش      21
 ميزان بقاي سلولي    7و 4 يها   در روز  ،شود ميمشاهده   8شكل  

) گـروه تيمـار  (هايي كه تنها محيط تمايزي استخواني   در سلول 
ي گـروه   هـا     داري بـا سـلول      تفاوت معنـي   اند،  را دريافت كرده  
ــشان ن  بقــاي 21و  14ي هــا دهــد، ولــي در روز مــيكنتــرل ن

داري را نـسبت بـه گـروه         ي گروه تيمار افزايش معني    ها    سلول
 محـيط    نه تنها  دهد كه  مياين نتايج نشان     .دهد ميكنترل نشان   

 بلكـه باعـث     دهـد  ميتمايز استخواني بقاي سلولي را كاهش ن      
هـايي كـه        در مـورد سـلول    . شود  ها نيز مي      افزايش تعداد سلول  

يز دريافت كرده بودنـد، نتـايج        ن BIOعلاوه بر محيط تمايزي،     
زان بقـاي   ، مي ـ هـا      روز پس از كشت سلول     7 و   4نشان داد كه    

را  BIO ميكرومــولار2هــايي كــه غلظــت   هــا در ســلول  ســلول
گـروه تيمـار كـاهش      هـاي       سـلول نسبت بـه    اند،    دريافت كرده 

ميزان بقـا در    اين در حالي بود كه      . دهد ميداري را نشان     معني
 تغييري را نسبت به گـروه   BIO ميكرومولار1ي گروه ها  سلول

دو  ي هـر  هـا     ميـزان بقـاي سـلول     14در روز    .داد تيمار نشان ن  
داد  داري را نسبت به گروه تيمار نشان          كاهش معني  BIOگروه  

 نسبت  BIOميكرومولار2 در گروه    ها   ميزان بقا تن   21و در روز    
نتيجـه  تـوان    مـي به اين ترتيب     .به گروه تيمار كاهش يافته بود     

 سـبب كـاهش توانـايي       BIO ميكرومـولار    2گرفت كه غلظت    
ي تيمار اسـتخواني شـده      ها     در مقايسه با گروه    ها    زيستي سلول 

ي هـا    سـلول  درصـد 50البته اين ميزان كاهش هرگز بـه     . است
  .محسوب شود  وز سميگروه تيمار نرسيد كه به عنوان د
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كه تحت تيمار استخواني هايي   گروهMTT نتايج مربوط به آزمون .8شكل 
 21 و   7،  4شـود در روز       طـور كـه مـشاهده مـي         همـان . قرار گرفته بودنـد   

 BIO ميكرومـولار    2داري بين گروه تيمار استخواني و گروه          اختلاف معني 
 اين اختلاف بين گروه تيمار اسـتخواني و هـردو           14در روز   . شود  ديده مي 
  ).p<0.05(*: شود   مشاهده ميBIOغلظت 
  

  بحث
هاي ضد و نقيض در  ه كمبود اطلاعات و گزارش توجه ببا

 در تمــايز Wntخــصوص نقــش مــسير اصــلي ســيگنال دهــي 
هاي استخواني، در پژوهش حاضـر          هاي بنيادي به سلول       سلول

و درنتيجـه    GSK3-β كننـده  مهـار عنـوان    بهBIOبا استفاده از 
، نقش ايـن مـسير بـراي اولـين بـار در             Wntتقليد كننده مسير    

  . بررسي شدUSSCهاي   ولسل
 BIOنـشان داد كـه      نتايج به دست آمده در ايـن پـژوهش          

هـاي    سـلول  در حال تمايز به    USSCي  ها    توانايي زيستي سلول  
دهـد و     صورت وابسته به غلظـت كـاهش مـي         را به    ياستخوان
ي هـا      بـه سـلول    USSCي  هـا      در تمـايز سـلول     BIOاثـر   اينكه  

  . متفاوت استها  سلولاستخواني، بسته به مرحله تمايزي 
 

 در حـال  USSCهـاي      توانايي زيستي سلول  كاهش  
به صورت وابسته به     BIOتوسط  تمايز به استخوان    

 غلظت
ــون   ــل از آزم ــايج حاص ــت MTTنت ــه غلظ ــشان داد ك    ن

 به همراه محيط تمايزي اسـتخوان در كليـه      BIO ميكرومولار   2
ن نتايج  اي. شود مي ها     سبب كاهش توانايي زيستي سلول     ها  روز

در كاهش توانايي زيستي     BIO  قبلي مبني بر نقش    هاي  گزارش

 هـا  تن BIO ميكرومـولار    1غلظت   .]15[كند ميييد  أ را ت  ها    سلول
 USSCي  هـا      اثر كاهندگي بر توانايي زيستي سـلول       14در روز   

 تفـاوت   هـا   در حال تمايز به استخوان را دارد و در سـاير روز           
ايـن  . كند مي ايجاد ن  ها    ن سلول داري در توانايي زيستي اي     معني

 در  BIOي قبلي مبني بر اثر وابسته به غلظـت          ها    نتايج نيز يافته  
  .]15[ كند ميييد أ را تها  ميزان اثر بر توانايي زيستي سلول

-GSK ركننـده  هاعنوان م  بهBIOرسد كه  مينظر  بهبنابراين 

3β  دهـي    ساز مـسير سـيگنال     و شبيهWnt        بـا پايـدار كـردن β-

catenin ي مربوط بـه آن     ها    و رونويسي بيشتر ژن    مي   سيتوپلاس
ر حـال تمـايز بـه       ي د هـا     سبب كاهش توانايي زيـستي سـلول      

) Olmeda(مطالعات انجام شده توسط اولمدا . شود  استخوان مي 
  .]16[كند گيري را تأييد مي  اين نتيجهو همكارانش نيز

  
 بـه   USSCي  هـا      در تمايز سـلول    BIOاثر   تفاوت

ي استخواني، بسته بـه مرحلـه تمـايزي         ها  سلول
 ها  سلول

 نـشان داد كـه در   Alizarin redنتايج حاصل از جـذب رنـگ   
 كـاهش  21، ميزان توليد مـاتريكس معـدني در روز   BIO حضور
يابد و اين به اين  داري نسبت به نمونه تيماري همان روز مي        معني

 در نهايـت سـبب كـاهش توليـد      GSK-3βمعني است كـه مهـار  
 بـه سـمت     USSCهـاي       تريكس معدني و در نتيجه تمايز سلول      ما

در تأييد نتايج فـوق، بررسـي بيـان      . شود  هاي استخواني مي      سلول
   پـس از   BIOهاي اختصاصي تمايز به استخوان نـشان داد كـه               ژن
. شود  ها مي     دار بيان اين ژن     طور كلي سبب كاهش معني       روز به  21

 تمـايز   BIOن نتيجه گرفـت كـه       توا  بنابراين براساس اين نتايج مي    
 روز  21هـاي اسـتخواني را پـس از              بـه سـلول    USSCهاي      سلول

و ) Boer(در تأييـد ايـن نتـايج بـوئر          . كشت كـاهش داده اسـت     
هاركننـده  منشان دادند كه در حضور ليتيم به عنوان         ] 9 [همكاران
GSK3-β       و همچنين در حضور مولكول Wnt3a)     القاكننـده مـسير

هـاي بنيـادي مزانـشيمي          ، تمايز سـلول   )Wntهي  اصلي سيگنال د  
  . شود هاي استخواني مهار مي  انساني به سلول 
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اي در ترشح مـاتريكس       اثر قابل ملاحظه   BIOكه    درحالي
 پــس از كــشت 14  و7، 4هــاي   در روزUSSCهــاي   ســلول

 نـشان داد كـه بيـان     RT-PCR نداشت ولـي بررسـي نتـايج   
 افـزايش يافتـه     BIO هاي اختـصاصي اسـتخواني توسـط          ژن

وابسته (اي     اثر دوگانه  BIOدهد كه     اين نتايج نشان مي   . است
به ايـن ترتيـب     . در تمايز استخواني دارد   ) به مرحله تمايزي  

هاي تمـايزي اوليـه و        كه در ابتدا سبب افزايش بيان نشانگر      
هـاي    گـزارش . شود  ها سبب كاهش تمايز سلولي مي       در انت 

هـاي       بر تمايز سـلول    Wnt مسير   متعددي مبني بر اثر دوگانه    
بنيادي به استخوان وجود دارد به اين ترتيب كه فعال شـدن            
اين مسير ابتدا نقش افزاينده و سپس نقش كاهنده بر تمـايز            

 14تر تـا حـدود روز          به صورت دقيق   .]17[ استخواني دارد 
افزاينـده و پـس از      هاي استخواني        بر تمايز سلول   Wntنقش  

  .آن كاهنده است

و در واقـع فعـال   GSK3-β كننـده  مهار BIOكـه   ز آنجـايي ا
نتـايج ايـن پـژوهش      بنـابراين   ،  اسـت  Wntكننده مسير اصـلي     

تواند نقـش دوگانـه در    مي Wntكند كه مسير اصلي    مي نهادپيش
 .ي استخواني داشته باشدها   به سلولUSSCي ها  تمايز سلول

 BIOكه  گيري كرد    توان نتيجه  ميبا توجه به موارد ياد شده       
 و  USSCي  هـا     طور كلي نقش كاهنده بر ميزان بقـاي سـلول          به

طـور   ي استخواني دارد و همان    ها     به سلول  ها    همچنين تمايز آن  
ييـد  أكه گفته شد اين نتايج مطالعات قبلـي در ايـن زمينـه را ت              

دست آمده در ايـن      ييد بيشتر نتايج به   أالبته براي ت  . ]15[ كند مي
ي مولكـولي   هـا     روشعـات آينـده از      توان در مطال   ميپژوهش  

  استفاده كرد و همچنين با اثـر  Real-time PCR مانندتري  دقيق
 Wntدهي اصلي   نقش مسير سيگنالWntي نوتركيب ها    پروتئين

ي استخواني و چربي را     ها     به سلول  USSCي  ها    در تمايز سلول  
  .بررسي نمودتر   دقيقطور به
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