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چکیده

در . هاي استخوانی مـورد توجـه اسـت   بیواکتیو مانند کندروئیتین سولفات در درمان بیماريدلیل دارا بودن ترکیباتخیار دریایی به:هدف
. اسـت هـاي خـوبی انجـام شـده    هاي اخیر پیشرفتهاي استخوانی در سالهاي بنیادي مزانشیمی در ترمیم آسیبکارگیري سلولزمینه به

هاي بنیـادي  بنابراین پژوهش حاضر با هدف بررسی تمایز استئوژنیک و آدیپوژنیک عصاره الکلی خیار دریایی گونه خلیج فارس روي سلول
.مغز استخوان موش صحرایی نر نژاد ویستار صورت گرفت

یی نر توسط فلاشینگ جداسازي و توسط هاي بنیادي مغزاستخوان موش صحرادر این تحقیق تجربی آزمایشگاهی، سلول:هامواد و روش
، 100، 50، 25، 5/12، 25/6، 5/3گروه تجربی با دوزهاي مختلف عصاره الکلی خیار دریایی 9ها در سلول. ایمنوسیتوشیمی تایید گردیدند

بعـد، تمـایز   روز21. گردیـد سیتوتوکسیسـیته عصـاره مشـخص   MTTمیکروگرم بر میلی لیتر تیمار شده و بـا روش  800و 400، 200
داده هـاي کمـی توسـط نـرم افـزار      . آمیزي آلیزارین رد، اویل رد و کیت آلکالین فسفاتاز بررسی شداوستئوژنیک و آدیپوژنیک توسط رنگ

SPSS آزمون ،ANOVA05/0در سطحP<تحلیل شدند.

آمیزي اویـل رد نشـان داد   رنگ. لیتر تعیین شدمیکروگرم بر میلی50هاي کمتر از هاي بنیادي غلظتدوز مناسب براي تیمار سلول:نتایج
آمیزي آلیزارین رد و فعالیت آلکالین فسفاتاز نشان دادند دوز رنگ. هاي بنیادي به دودمان آدیپوژنیک نداردخیار دریایی قابلیت تمایز سلول

.دودمان استئوژنیک استبههاي بنیاديتمایز سلوللیتر عصاره الکلی خیار دریایی موثرترین دوزمیکروگرم بر میلی25

هـاي مزانشـیمی مغـز    گر پتانسیل تمایزي اوستئوژنیک عصاره خیار دریایی خلـیج فـارس بـر سـلول    نتایج این پژوهش بیان:گیرينتیجه
.باشداستخوان موش صحرایی می

، تمایز، اوستئوژنیک، موش صحرایی، آدیپوژنیکخیار دریایی:گان کلیديواژ
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مقدمه

غیـر  هومئوسـتازي توسـط شـده ایجـاد اسـتخوانی هـاي بیماري
اوستئوبلاسـتی کردعملالقاتوانند از طریقاستخوان میطبیعی

این رو شناسـایی داروهـایی کـه موجـب تسـریع      از. درمان شوند
هـاي  گیري استخوان شوند، ابزار کلیدي در درمان بیمـاري شکل

انشیمی چند هاي بنیادي مزسلول).1(رود شمار میاستخوانی به
دلیل دارا بودن ظرفیت بالاي تکثیر و تمایز منبع سـلولی  توان به

توانند به چنـد  شمار رفته و میارزشمندي در پزشکی ترمیمی به
اوستئوبلاست، آدیپوسیت و کندروسیت تمایز از جملهنوع سلول

عنـوان منبـع   هـا بـه  اند این سـلول مطالعات نشان داده).2(یابند 
باشند و تمـایز اوستئوبلاسـتی   ساز استخوانی میهاي پیش سلول

bone morphogenetic)توسط فاکتورهـاي مختلفـی از جملـه   

proteins)BMPs،(transforming growth factor ß)

TGFβ،(fibroblast growth factor-2)FGF-2،(insulin

growth factor-1)IGF-1شود و برخی عوامل دیگر تنظیم می
)3.(

گیري استخوان است تئوبلاستی رویداد کلیدي در شکلتمایز اوس
تواند به سه مرحله تکثیر، مرحلـه بلـوغ و سـنتز مـاتریکس     و می
هـاي  گـر سلولی و مرحله معدنی شدن تقسیم شود که نشانخارج

عنـوان  شـوند، بـه  طور متمایزي در هر مرحله بیان میفنوتیپی به
تمــایز هــاي فعــال، مارکرهــاي اولیــه   مثــال اوستئوبلاســت 

را ׀اوستئوبلاستی یعنی بیان فراوان آلکالین فسفاتاز و کلاژن نوع 
رسـد مـی نظـر بـه اسـت کـه  در حـالی دهنـد، ایـن  نشـان مـی  

اوستئوپونتین در مراحل دیرتر همزمان با معدنی واوستئوکلسین
).4(شوند شدن بیان می

هـاي اسـتخوانی   بیمـاري در درمـان تا به امروز داروهاي فراوانـی 
حال اکثر ایـن داروهـا متوقـف کننـده     اند که در هرارش شدهگز

بازجذب استخوان هستند و اثرات جانبی زیادي دارند، براي مثال 
درمان جایگزینی استروژن که از دژنره شـدن تـوده اسـتخوان در    

رغـم وجـود   نماید، علـی زنان، پس از دوره یائسگی پیشگیري می
تخمـدان و پسـتان   فواید بسـیار موجـب افـزایش بـروز سـرطان      

رو پژوهشگران سعی دارند ترکیبـاتی را شناسـایی   شود، از اینمی
گیـري  کنند که بتوانند بدون ایجاد عارضه جـانبی خـاص، شـکل   

). 5(استخوان را افزایش دهد

پتانسیل قابل توجه درمانی زیـادي  مزانشیمی بنیادي هايسلول
، از طرفی )6(هاي مختلف دارا هستند را در زمینه درمان بیماري

مشـتق از مغـز   هـاي مزانشـیمی   با توجه بـه تـوان بـالاي سـلول    
هاي سلولی متفـاوت و اسـتفاده از ایـن    در تمایز به ردهاستخوان 

نقـایص  هـا از جملـه  در درمان بسیاري از بیماريیسلوليهارده
و فراهم نمـودن شـرایطی کـه رونـد تمـایز      استخوانی و غضروف، 

از اهمیـت  یابدبهبود یا تسهیل کلتی هاي سخت و استرمیم بافت
تـرین منـابع حـاوي چنـین     یکی از غنی).7(ند اي برخوردارویژه

هاي مختلفـی  گونهدر آنها که استهاي آبی اکوسیستمترکیباتی
نماینـد، ایـن   مـی ها زیسـت  از جانوران، گیاهان و میکروارگانیسم

ي فعالیت دلیل وجود تنوع بالاي مواد طبیعی داراها بهاکوسیستم
فــرد هســتند و توجــه دانشــمندان را در  بیولوژیــک منحصــر بــه

عنـوان مثـال   انـد، بـه  شدت معطوف خود کـرده هاي اخیر بهدهه
هاي از جلبکهاي استخراج شدهعصارهنظیرهاي طبیعی فراورده

بـراي سـنتز  هـا را  توان آندریایی داراي ترکیباتی هستند که می
موجـودات دریـایی   ). 1(د اده نمـو تمـایز اسـتف  نیـز ها وداربست

تنـان  هـا، نـرم  هـاي دریـایی، تونیکـات   ها، مرجانهمچون اسفنج
هـاي دریـایی امـروزه بـراي مطالعـه و      دریایی و میکروارگانیسـم 

انـد و  جستجوي کاندیداهاي دارویی جدید مورد توجه قرار گرفته
بسیاري از ترکیبات مشتق شده از موجودات زنده دریـایی داراي  

هـا  هاي بیولوژیک امید بخشی در زمینـه درمـان بیمـاري   یتفعال
).8(هستند 

انـد  فراورده دریایی را جداسازي نمـوده 7000محققین در حدود 
18هـا،  درصـد اسـفنج  33ها، درصد آن مربوط به جلبک20که 

مهرگان از جملـه  سایر بیمربوط به درصد 24ودرصد مرجانیان
ور ایران از لحاظ دارا بـودن چنـین   کش).9(د باشنها میاکینودرم
).  10(آیـد شمار میغنی بههاي طبیعی در زمینه فراوردهمنابعی 

دهـد کـه ایـن    ها نشان مـی بررسی ترکیبات موجود در اکینودرم
باشـند  جانوران حاوي ترکیبات فعال زیستی با خواص دارویی می

. )11(کننـد هاي زیستی نقـش ایفـا مـی   که در بسیاري از فرایند
مختلـف  هـاي بیمـاري درمـان برايسنتیطبدردریاییخیار
بـا دریاییهايارگانیسمازقرار گرفته است و یکیاستفادهمورد

آندارویـی خواصکهآیدمیشماربهبالادرمانیوغذاییارزش
گانهچندبیولوژیکیفعالیتباکرديعملحضور ترکیباتدلیلبه

).12(شود میدادهنسبت

مهره دریازي داراي پروفایل با ارزش عنوان یک بیدریایی بهخیار
فـرد، از مـواد مغـذي داراي خاصـیت دارویـی هماننـد       منحصر به

تیامین، ریبوفلاوین، نیاسین و مواد معدنی از جمله کلسیم اسـت  
زایی، ضد سرطان، ضد که داراي خواص بیولوژیک نظیر مهار رگ
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حاوي ترکیبات جانور این همچنین. التهاب، آنتی اکسیدانت است
گلیکـان، کنـدروئیتین سـولفات،    نظیر گلیکوزآمینـو فعال زیستی 

ترپنــه، ترکیبــات فنلــی و اســیدهاي چــرب  گلیکوزیــدهاي تــري
هـا و تسـهیل و   رود در جهـت تمـایز سـلول   باشد و امید مـی می

هـاي سـلولی گونـاگون و    پیشبرد این فرایند با هـدف تولیـد رده  
ها مفید واقـع شـود   ر درمان بسیاري از بیماريها داستفاده از آن

هـاي  با توجه به رویکرد نو و اقبال جامعه جهانی به فراورده). 13(
که در طب سنتی از موجودات دریـایی نظیـر   طبیعی و از آنجایی

خیار دریایی براي التیام دردهاي مفصـلی و اسـتخوانی اسـتفاده    
ی غنی از ایـن گـروه   شود و کشور ایران نیز داراي ذخایر دریایمی

اي در زمینه اثرات ترکیبـات  باشد که تا کنون مطالعهجانوري می
هاي بنیادي و سلول درمانی انجام نشده است ها بر تمایز سلولآن

لذا در پژوهش حاضراثر عصاره تام الکلی خیار دریایی گونه خلیج 
مغز استخوان موش هاي مزانشیمیپیشبرد تمایز سلولفارس در 

هــاي اوســتئوژنیک و ســمت دودمــانی نــژاد ویســتار بــهصــحرای
.بررسی شده استآدیپوژنیک

هامواد و روش
:ز استخوانـهاي بنیادي مزانشیمی مغولـازي و کشت سلـجداس

هفتـه و بـا   6تا  4هاي صحرایی نژاد ویستار با سن تقریبی موش
گرم از انستیتو رازي مشهد خریداري و 130تا 100وزن تقریبی 

در اتاق حیوانات دانشگاه آزاد اسلامی مشهد، در شرایط طبیعی و 
داري ساعت روشنایی نگـه 12ساعت تاریکی و 12با پریود نوري 

ها با استفاده از کلروفرم کشـته  براي انجام تجربیات، موش. شدند
و داخـل  گردیـد جداهانی آنو درشترانهايشدند، استخوان

PBS (PAA, Germany)سازي پس از پاك.ر داده شدسرد قرا
مغز اسـتخوان بـا روش   هاي اطراف و قطع دو سر استخوان،بافت

Flushingپس از سانتریفیوژ، به . از درون استخوان تخلیه گردید
DMEM(Bio idea, Iran)لیتـر  میلـی 2پلیت سلولی حاصـل  

ــاوي  ــد15ح ــد  FBS(GIBCO, USA)درص ــک درص و ی
ــی ــین  اپن ــیلین استرپتومایس ــاتور  س ــده و درون انکوب ــافه ش ض

(Memmert, Germany) گــراد و  درجــه ســانتی37بــا دمــاي
CO2  روز محـیط رویـی   2بعـد از  . پنج درصد قـرار داده شـدند

کـه  زمـانی . روز یکبار تعویض محیط صورت گرفت3تخلیه و هر 
درصـد رسـید، پاسـاژ سـلولی انجـام و      80هـا بـه    تراکم سلول

در کلیـه  . م جهت کشت استفاده شـدند ها پس از پاساژ سوسلول

مراحل انجام تحقیق، موارد اخلاقی کار با حیوان مطابق مقـررات  
.کمیته اخلاق دانشگاه رعایت گردید

هـاي  تکنیک ایمنوسیتوشیمی جهت اثبات بنیادي بـودن سـلول  
براي این منظور دو هفته پس از : بنیادي مزانشیمی مغز استخوان
ــیص ســلول  ــايجداســازي و تخل ــایر  ه مزانشــیمی و حــذف س

هـاي مزانشـیمی در   هاي موجود در مغز اسـتخوان، سـلول  سلول
هـا بـه   اي کشت داده شد و پس از چسبیدن سلولخانه96پلیت 

سرد شستشو داده شده، PBSها سه مرتبه با کف فلاسک، سلول
درصـد قـرار گرفتـه و بـا     4سپس در معرض پارافرمالدئید سـرد  

ــی هــاي ه مــارکر ســطحی ســلول  بــادي اولیــه بــر علیـ ـ  آنت
,Abcam)بنیادي England) CD44مدت یک ساعت انکوبـه  به
بـادي  هـا در معـرض آنتـی   پس از طی زمان مذکور، سلول. شدند

ــا  ــه کونژوگــه ب ــراي نشــان دادن FITC(Sigma,USA)ثانوی ب
ــگ  ســلول ــین رن ــا و همچن ــت DAPI(Sigma, USA)ه جه
ــگ ــزي هســته ســلول رن ــرار داده شــدند آمی ــا ق ــا ه و ســپس ب

. بررسی انجام شد(Labomed, Korea)میکروسکوپ فلورسنت

هاي خیار دریایی از نمونه: آماده سازي عصاره الکلی خیار دریایی
مرکـز آوري و بـه  هاي خلیج فارس مجاور جزیره قشـم جمـع  آب

تحقیقات بیولوژي کاربردي تکوین جانوري، دانشگاه آزاد اسلامی 
هاي مورفومتریک اولیـه محتویـات   یمشهد منتقل و پس از بررس

هـا را خشـک   ها تخلیه و بخـش بیرونـی بـدن آن   داخلی بدن آن
لیتـر  میلـی 10کردیم، سپس به ازاي هر گرم وزن خشک بـدن،  

مـدت سـه شـبانه روز بـر روي شـیکر      متانول استفاده شـد و بـه  
پـس از طـی زمـان مـذکور، عصـاره بـا       . چرخشی قرار داده شـد 

صاف گردیده و توسط دستگاه وکیـوم  10من استفاده از کاغذ وات
عصاره گیري و تغلیظ انجـام  (Heidolph, Germany)تبخیري 

گــراد درجــه ســانتی40(Memmert, Germany)و درون آون 
.داري شدنددرجه نگه-20خشک و سپس در دماي 

تعیین سیتوتوکسیسیته عصاره الکلی خیار دریایی بـا اسـتفاده از   
رسی دوز مناسب عصاره خیار دریایی بـر  منظور بربه: MTTروش

هاي بنیادي مغز استخوان موش صحرایی نژاد ویستار، روي سلول
هـا  بـا   هـاي مـذکور، ایـن سـلول    ساعت پس از کشت سلول24

و 400، 200، 100، 50دوزهاي متفاوت میکروگرم بر میلی لیتر 
درصد عصاره تـام الکلـی خیـار    DMSO10رقیق شد، در 800

ساعت از تیمار، محـیط  72و 48، 24مار شد و پس از دریایی تی
لیتـر  گـرم در میلـی  میلـی 5میکرولیتر محلول 20رویی تخلیه و 

MTT)Sigma, USA (  4هـا اضـافه شـده و پـس از     بـه سـلول
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هـا افـزوده   به سـلول DMSOساعت انکوباسیون درون انکوباتور، 
ومتر نانومتر با اسـتفاده از اسـپکتروفت  560شده، سپس جذب در

(Epoch, USA)  اندازه گیري و طبق فرمول ذیل میزان سـمیت
:سلولی تحت تاثیر تیمار با عصاره خیار دریایی تعیین شد

درصد بقا سلولی= متوسط جذب نمونه–متوسط جذب کنترل × 100 متوسط جذب کنترل

جهـت القـا   : هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوانالقا تمایز سلول
هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان موش صحرایی لتمایز، سلو

96هـاي  درون پلیـت 104تـا  103پس از پاساژ سوم به تعـداد  
ساعت بـا دوزهـاي مختلـف    24اي کشت داده شد و پس از خانه

ــایی   ــار دری ــاره خی ــر  25و 5/12، 25/6، 5/3عص ــرم ب میکروگ
محـیط  روز، هر سه روز یک بار با 21لیتر تیمار گردید و تا میلی

.تیماري تازه تعویض انجام شد

تعیین تمایز به اوستئوسیت با استفاده از رنـگ آمیـزي آلیـزارین    
آمیزي آلیـزارین رد و انـدازه گیـري سـطح ذخـایر      براي رنگ: رد

هـاي بنیـادي مغـز    کلسیمی در ماتریکس خـارج سـلولی، سـلول   
، 25/6، 5/3روز بـا دوزهـاي   21مدت استخوان موش صحرایی به

میکروگرم بر میلـی لیتـر عصـاره تـام الکلـی خیـار       25و5/12
دریایی تیمار شد و پس از طی زمـان مـورد نظـر، محـیط رویـی      

دقیقه  با فرمـالین  5شستشو داده شد و پس از PBSتخلیه و با 
ــپس   4 ــد،  س ــام ش ــت انج ــد تثبی ــرض 30درص ــه در مع دقیق

. قرار داده شدند(Bio Idea, Iran)آمیزي آلیزارین ردرنگ

تعیین تمایز به اوستئوسیت با استفاده از سنجش فعالیت آلکالین 
هـاي  منظور سنجش فعالیت آلکالین فسـفاتاز، سـلول  به: فسفاتاز

96در پلیـت کشـت   2× 104بنیادي مغز اسـتخوان بـه تعـداد    
روز تحـت تـاثیر محـیط    14مـدت  اي کشت داده شده و بـه خانه

، 5/3ار دریـایی  هاي متفـاوت عصـاره خی ـ  با دوزDMEMکشت 

میکروگرم بـر میلـی لیتـر تحـت تیمـار قـرار       25و 5/12، 25/6
پس از طی زمان مـورد نظـر، محـیط رویـی خـارج و دو      . گرفتند

یـک درصـد   X-100شستشو شد و توسط تریتون PBSمرتبه با 
سپس با اسـتفاده از کیـت سـنجش آلکـالین فسـفاتاز      . لیز شدند

کمـک  نامتر به405موج فعالیت آنزیمی در طول) پارس آزمون(
. متر مورد بررسی قرار گرفتاسپکتروفتو

جهـت  : تعیین تمایز به آدیپوسیت توسط رنـگ آمیـزي اویـل رد   
ها تحـت تـاثیر محـیط القـایی     بررسی میزان تمایز به آدیپوسیت
هـاي بنیـادي مزانشـیمی مغـز     عصاره تام خیـار دریـایی، سـلول   

مدت ام خیار دریایی، بهروز پس از تیمار با عصاره ت21استخوان 
از پـس  در ادامـه وتثبیـت شـد  درصـد  4با فرمالین دقیقه 45

(Bio Idea, Iran)محلول اویل رد، بادرصد70با الکل شستشو 

تـا چهـار   سـه  هاسلولپس از طی این زمان،.رنگ آمیزي شدند
Bio)اینورت سکوپ ودرصد شستشو و با میکر70با الکل مرتبه 

Photonic, Brazil)ندشدبررسی .

، SPSSداده هاي کمی حاصل توسط نرم افزار : آنالیز آماري
تحلیل شد و >05/0Pدر سطح ANOVAآزمون آماري 

.گردیدندرسم EXCELافزارنرمتوسطنمودارها 

نتایج 
هاي مزانشیمی مغـز اسـتخوان مـوش    بنیادي بودن سلول

صحرایی نر نژاد ویستار
هـا توسـط میکروسـکوپ فلورسـانس     سـلول بررسی مورفولوژیک 

هـاي  بر سـطح سـلول  CD44نشان داد که وجود مارکر سطحی 
مزانشیمی مغز استخوان موش صـحرایی، دال بـر اثبـات بنیـادي     

هاي مزانشیمی مغز استخوان مـوش صـحرایی اسـت    بودن سلول
).1شکل (

هاي بنیادي مزانشیمی مغز بر سطح سلولCD44وجود آنتی ژن سطحی ) Bي، هاي بنیادجهت نشان دادن هسته سلولDAPIآمیزيرنگ) A: 1شکل
استخوان موش صحرایی

B AA
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تعیین دوز مناسب عصاره تام الکلی خیار دریایی بر تمایز 
هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان موش صحرایی سلول

نر نژاد ویستار

ی تام الکل ـنشان داد که عصاره MTTهاي حاصل از آزمون یافته
ــالاتر از    ــاي ب ــارس در دوزه ــیج ف ــه خل ــایی گون ــار دری 400خی

همچنـین  .شـوند میکروگرم بر میلی لیتر باعث تجزیه سلولی می

میکروگـرم بـر   200لیتـر تـا   میکروگرم بر میلـی 50در دوزهاي 
هـاي  صورت وابسته به دوز منجر به مهار تکثیر سلوللیتر بهمیلی

مـوش صـحرایی  تخوانمشتق شده از مغز اس ـبنیادي مزانشیمی
الکلی عصارهرو غلظت مناسب براي بررسی تمایز از این. دنشومی

لیتـر تعیـین شـد    میکروگرم بـر میلـی  50خیار دریایی کمتر از 
).1نمودار(

ساعت پس از 72و 48، 24هاي بنیادي مغز استخوان موش صحرایی در ظرف اثر عصاره الکلی خیار دریایی خلیج فارس بر روي بقاء سلول: 1نمودار 
میکروگرم بر 400نتایج نشان داد که دوزهاي بالاتر از  ). (MTT .ANOVA ،05/0<P*،01/0<P**،001/0<P***Mean±S.Eتیمار  توسط 

لیتر مهار تکثیر رم بر میلیمیکروگ200تا 50لیتر شود و عصاره الکلی خیار دریایی در دوز میکروگرم بر میلیها میلیتر عصاره منجر به تجزیه سلولمیلی
.ها را در پی داردسلول

اثر عصاره تام الکلی خیار دریایی بر تمـایز اوسـتئوژنیک   
هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از مغز استخوان موش سلول

صحرایی نر نژاد ویستار

هـاي  نتایج حاصل از تست آلکالین فسفاتاز نشـان داد کـه سـلول   
ایی نر تیمار شده با عصاره الکلی بنیادي مغز استخوان موش صحر

طـور چشـمگیري   روز از تمـایز، بـه  14خیار دریایی پس از طـی  
نسبت به گروه شاهد افزایش فعالیت آلکـالین فسـفاتاز و معـدنی    

روز از تمـایز نیـز   21آمیزي آلیزارین رد پس از رنگ. شدن دارند
طور چشـمگیري در دوزهـاي   نشان داد که عصاره خیار دریایی به

میکروگرم بر میلی لیتـر  25لیتر تا میکروگرم بر میلی25/6بین 
هاي مغز استخوان را معدنی شدن و میزان ذخایر کلسیمی سلول

).2و نمودار2شکل (تحریک نموده است 

روز پس از تیمار با 21حرایی هاي مغز استخوان موش صتصاویر میکروسکوپ معکوس از معدنی شدن سلول: 2شکل
.لیتر در مقایسه با گروه کنترلمیکروگرم بر میلی25تا  25/6هاي الکلی خیار دریایی خلیج فارس در غلظتعصاره

A ( ،کنترلB (25/6لیتر، میکروگرم بر میلیC (5/12لیتر، میکروگرم بر میلیD (25لیتر، میکروگرم بر میلیE(
)100×آمیزي آلیزارین رد، بزرگنمایی رنگ. ( لیتریلیمیکروگرم بر م50

A D

E

CB
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الکلی خیار دریایی خلیج فارس در عصارهنمودار فعالیت آلکالین فسفاتازي : 2مودارن
هاي بنیادي مزانشیمی مغز لیتر بر سلولمیکروگرم بر میلی50تا 25/6غلظت هاي 

**P*،01/0<P>05/0استخوان موش صحرایی نر در مقایسه با گروه کنترل
،001/0<P***Mean±SE)(

اثر عصاره تام الکلی خیار دریایی بر تمایز آدیپوژنیک 
هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از مغز استخوان موش سلول

صحرایی نر نژاد ویستار

اثر عصاره خیار دریایی بر تمایز آدیپوژنیـک بـا اسـتفاده از رنـگ     
. مایز مـورد ارزیـابی قـرار گرفـت    روز پس از ت21آمیزي اویل رد 

هـاي  سـلول نتایج حاصل از رنگ آمیزي اویـل رد نشـان داد کـه    
25تا 25/6هاي دوزتحت تیمار با هفته 3مدتمزانشیمی که به

رار گرفتهـقار دریاییـی خیـالکلارهـعصر ـلیتمیکروگرم بر میلی

. به سلول چربی تمایز نیافتندبودند 

بحث
پتانسیل تمایزي عصاره الکلی خیار دریایی بـه  در پژوهش حاضر، 

هــاي تنهــایی و بــدون اســتفاده از محــیط تمــایزي بــه دودمــان
نتایج حاصل از این تحقیق . اوستئوژنیک و آدیپوژنیک ارزیابی شد

عنـوان  که بیان بالاي آلکالین فسـفاتاز بـه  نشان داد که از آنجایی
یک و بیـان  هـاي تمـایز اولیـه دودمـان اوسـتئوژن     یکی از شاخص

اوستئوپونتین از علائم تمایز پایانی دودمان اوستئوژنیک در نظـر  
تنهـایی  شود، دوز مناسب عصاره الکلی خیار دریایی بـه گرفته می

هـاي  فعالیت آلکـالین فسـفاتاز و حضـور گرانـول    افزایشدلیل به
هـاي بنیـادي   معدنی نسبت به گروه کنترل موجب تمـایز سـلول  

شـود کـه بـا    به دودمان اوستئوژنیک میمزانشیمی مغز استخوان
دال بـر  ) 14(و همکـاران  Byunaنتایج سایر پژوهشگران مثـل  

وجود ترکیبات موثر در اکوسیستم دریـایی درگیـر در تمـایز بـه     
.دودمان اوستئوژنیک مطابقت دارد

دلیــل وجــود ترکیبــات فعــال زیســتی در منــابع دریــایی، در بــه
یـن ترکیبـات فعـال در حـوزه     هاي اخیر بحـث اسـتفاده از ا  سال

فارماکولوژیک و درمانی به دلیل دارا بودن عوارض جانبی کمتر 

بـا توجـه بـه اینکـه در     ). 15(مورد توجه فراوان قرار گرفته است 
دلیـل دارا بـودن ترکیبـات زیسـتی     طب سنتی خیار دریـایی بـه  

هاي مربـوط بـه   فراوان داراي خاصیت درمانی، در درمان بیماري
ها در طب سنتی مورد استفاده زیاد بوده ستخوان و مهرهمفاصل، ا

رو بررسی اثر خیـار دریـایی در پیشـبرد رونـد     از این). 13(است 
اي در درمـان  توانـد اهمیـت ویـژه   هـاي بنیـادي مـی   تمایز سلول

. هاي استخوانی داشته باشدبیماري

هـاي  محـرك متعددي نظیـر  عواملدهند که ها نشان میبررسی
با کشت توامواتصال سلول به ماتریکس خارج سلولی،شیمیایی

در شـرایط  هاي بنیـادي مزانشـیمی  ها بر تمایز سلولسلولسایر 
هـاي سـلول تمـایز  عنـوان مثـال   گذارنـد، بـه  اثـر مـی  آزمایشگاه

ــان ــه دودم  ــهــايمزانشــیمی ب ــی تحــت ت ثیر ااســتخوان و چرب
صـورت  و انسـولین دگزامتـازون از قبیـل  هاي شـیمیایی محرك

در بنیـادي مزانشـیمی  هـاي وقتـی سـلول  کهطوريبه. پذیردمی
و گلیسروفسـفات  –B,  فسـفات –2–اسکوربیک اسیدحضور

گرفته خودها فنوتیپ استخوانی بهسلولشونددگزامتازون کشت 
خـود ترشـح   از فسفات کلسیم جنسو ماتریکس خارج سلولی از

رسـوب اتیـت هاي هیدروکسی آپصورت کریستالبهکهکنندمی
).16(کند می

در بخش بیرونی بـدن خیـار دریـایی مـواد و ترکیبـاتی هماننـد       
ــه و    ــري ترپن ــدهاي ت ــیم، گلیکوزی ــان، کلس ــو گلیک گلیکوزآمین
کندروئیتین سولفات وجود دارند کـه در طـب سـنتی در درمـان     

هاي یافته). 13(دردهاي مفصلی، استخوانی و آرتریت نقش دارند 
توانـد  نشان داد که عصاره خیار دریایی میحاصل از تجربه حاضر

عنوان یک منبع ارزشمند حاوي مواد داراي ظرفیـت اسـتخوان   به
ســازي در عــدم حضــور فاکتورهــاي مغــذي موجــود در محــیط 

ــه  ــتئوژنیک از جمل ــازوناوس ــیددگزامت ــکوربیک اس –B،اس
هاي جـانوري بـه   در آینده پس از بررسی در مدلگلیسروفسفات
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هاي استخوانی از جمله اوستئوپورزیس موثر بیماريمنظور درمان
.مورد توجه قرار گیرد

Zhang اثرات فلاونوئیدها را بر تکثیر و تمـایز  ) 17(و همکارانش
هـا  هاي آنهاي اولیه مورد بررسی قرار دادند و یافتهاستئوبلاست

ها با بهبود فعالیـت آلکـالین فسـفاتاز سـبب     نشان داد، فلاونوئید
عنـوان  تواننـد بـه  شوند که مـی ها میکوین استئوبلاستپیشبرد ت

این نتایج . کار روندها بهتسهیل کننده در روند تمایز استئوبلاست
هاي حاصل پژوهش حاضـر کـه نشـان داد عصـاره خیـار      با یافته

عنوان منبعی از فراورده هاي طبیعی از طریـق افـزایش   دریایی به
ئوپونتین پیشـبرنده تمـایز   فعالیت آلکالین فسفاتاز و بیـان اوسـت  

) 18(و همکـارانش  Park. اوسـتئوژنیک اسـت، مطابقـت دارد   
عنـوان یـک نـوع    نشان دادند پلی ساکارید سولفاته فوکوئیدان به

هاي بنیادي مشتق شـده  فراورده طبیعی تمایز استئوژنیک سلول
و همکـاران  Song.  از بافت چربی انسـانی را تحریـک مـی کنـد    

صورت سینرژیسـت  بهD3ادند، حضور ویتامین نیز نشان د) 19(
هاي پایین موجب تسریع تمایز اوستئوژنیک در غلظتBMP2با 

دست آمده در این شود که با نتایج بههاي بنیادي چربی میسلول
کارگیري دوزهاي پایین عصاره متانولی خیـار  پژوهش مبنی بر به

شـیمی مغـز   هاي بنیـادي مزان دریایی بر تمایز اوستئوژنیک سلول
.استخوان همخوانی دارد

Kim)20 ( گزارش کرد کهQuercetinعنوان یک فلاونوئید به
بر روي متابولیسم استخوان تاثیر گذاشته و موجب تمایز و تکثیر 

هاي بنیادي استرومایی مشتق از بافت چربـی  اوستئوژنیک سلول
شـش  ) Lee)21همچنـین  . صورت وابسته بـه دوز مـی شـود   به

ــاه  بیفلاو ــد را از گی ــازي Cephalotaxus koreanaنوئی جداس
ها را بر روند تمایز اوستئوبلاسـت بررسـی   نموده و میزان تاثیر آن

هـاي متوکسـیل در   وي چنین گزارش نمود که وجود گـروه . کرد
بیفلاونوئیدها ممکن است در تمایز اوستئوبلاسـتی  Bحلقه هاي 

الی پپتیدي تحت نیز تو) 22(و همکاران Ryu. نقش داشته باشد
ــوان  LEDPFDKDDWDNWKعنــــ (1821Da)( را از

seahorse)جداسـازي و تخلـیص نمـود   ) نوعی ماهی استخوانی .
ها  نشان داد که پپتید استخراج شده از طریـق افـزایش   نتایج آن

فعالیت آلکالین فسفاتاز، معدنی شدن و سنتز کلاژن موجب القـا  
هــاي لولو ســMG-63هــاي اوستئوبلاســتی  تمــایز ســلول 

هـاي حاصـل از ایـن    یافتـه .  مـی شـود  SW-1353کندروسیتی 
صورت دهد که عصاره الکلی خیار دریایی بهپژوهش، نیز نشان می

وابســته بــه دوز در یــک محــدوده خــاص تســریع کننــده تمــایز 

) 23(و همکـاران  Jeongاوستئوژنیک است و با توجه بـه نتـایج   
د که از طریـق افـزایش   شوعنوان ترکیبی پیشنهاد میساپونین به

ــد تســریع کننــده پتانســیل فعالیــت آلکــالین فســفاتاز مــی توان
برخی مطالعات اثر عصاره خیار دریـایی را بـر   . اوستئوژنیک باشد

روي بارداري و اسپرم کشی بررسـی و گـزارش شـده اسـت کـه      
گلیکوزیدهاي تري ترپنوئید موجود در عصاره خیار دریایی تحت 

نام اثر ضد بارداري دارند و ترکیبی بهholotoxin A1,B1عنوان 
cucumariosid    استخراج شده از خیار دریـایی در لانـه گزینـی

تداخل نموده و اثر ضد بارداري دارد، همچنین یکـی از ترکیبـات   
Bivittosideاستخراج شده از خیار دریایی ترکیبی تحت عنوان 

D اســتخراج شــده از گونــهBohadschia vitiensis فعالیــت
اسپرم کشی قوي دارد که در استفاده از این عصـاره بایسـتی بـه    

).24(این موارد منع توجه نمود 

نتیجه گیري

هاي حاصل از پژوهش، ترکیبات موجود در بخش بر اساس یافته
بیرونی بدن خیار دریایی با مهار تمایز به دودمان آدیپوژنیک 

هاي لولموجب تسریع تمایز به دودمان اوستئوژنیک بر روي س
بنیادي مزانشیمی مغز استخوان موش صحرایی نژاد ویستار 

لذا جهت استفاده از این منبع طبیعی مفید در درمان . شوندمی
ها و اختلالات استخوانی در شرایط بالینی و پتانسیل بیماري

هاي ویژه بر روي مدلبایست مطالعات بیشتري بهدرمانی آن می
.جانوري صورت پذیرد

قدردانی تشکر و 

ز تحقیقاتـرم مرکـاران محتـاي همکـهاعدتـها و مساز تلاش
که ی مشهدبیولوژي کاربردي تکوین جانوري دانشگاه آزاد اسلام

.در اجراي این پروژه مشارکت داشتند، صمیمانه سپاسگزاریم
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Abstract

Aim: Sea cucumber has been paid attention in treatment of bone defects due to possessing bioactive
compound such as chondroitin sulfate. There were done successful researches in the field of
application of mesenchymal stem cells for treatment of bone injury recently. Therefore, this study
performed to define the osteogenic and adipogenic potency of Persian Gulf sea cucumber alcoholic
extract on differentiation rat bone marrow derived stem cells into osteogenic and adipogenic.

Material and Methods: In this experimental study, bone marrow stromal cells were isolated by
flushing from male Wistar rat and demonstrated stemness by immunocytochemistry. The cells in 9
experimental group were exposed to various concentration (3.5, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400, 800
µg/ml) of sea cucumber alcoholic extract and cytotoxicity of sea cucumber alcoholic extract
determined by MTT assay. Eventually, after 21 day, osteogenic and adipogenic differentiation were
evaluated with alizarin red, oil red staining and alkalin phosphatase kit. Data were analyzed by SPSS
software, ANOVA and the level of p ≤ 0.05 was considered significant.

Result: An appropriate dosage for treatment of mesenchymal stem cells was determined less than 50
µg/ml. Also, oil red staining showed that sea cucumber alcoholic extract does not have capacity of
adipogenic induction while alizarin red staining and alkaline phosphatase revealed that concentration
of 25 µg/ml sea cucumber alcoholic extract was most efficient concentration into osteogenic
differentiation.

Conclusion: Sea cucumber extract was able to differentiate rat bone marrow mesenchymal stem cells
into osteogenic lineage.

Keywords: Sea cucumber, Osteogenic, Rat, Adipogenic, Differentiation
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