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Abstract 

Background: According to application of Retinoic acid in differentiation of the stem cells to 
different cells and its role in apoptotic of cancer cells, the selection of appropriate dose for differentiation 
of stem cells is important. Thus in this study the effects of Retinoic acid in different concentrations on 
viability stem cells to select the appropriate dose for differentiation was investigated. 

Materials and Methods: In this study, bone marrow mesenchymal stem cells were affected by 
different concentrations of Retinoic acid. Survival of cells was investigated after 3, 10 and 15 days of 
culture by MTT assay. DAPI staining was used to evaluate the number of apoplectic nuclei in treated cells 
after 10 and 15 days. 

Results: After three days of culture, the results showed that a large number of cells are destroyed 
at concentrations of 10-4, 10-3 and 10-2M of Retinoic acid, while in 10-5 and 10-6 M of Retinoic acid, it is 
not observed many apoptosis. Amount of 10-5M Retinoic acid after 10 days showed significant apoptosis, 
while the concentration of 10-6 M Retinoic acid after 15 days showed significant apoptosis compared to 
the control group (p<0.05).  

Conclusion: It looks that 10-6 M Retinoic acid is an appropriate concentration for differentiation 
of mesenchymal stem cells. 
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  چکیده
هاي مختلف سلولی و نقش آن در آپوپتوز  ادي به ردههاي بنی با توجه به اهمیت رتینوئیک اسید در تمایز سلول هدف:زمینه و 

هاي  اثرات غلظت ،هاي بنیادي ضروري است. بنابراین در این مطالعه هاي سرطانی، تعیین دوز مناسب براي تمایز سلول سلول
  هاي بنیادي بررسی شد تا دوز مناسب جهت تمایز انتخاب شود.  مختلف رتینوئیک اسید بر حیات سلول

هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان تحت تاثیر غلظت هاي مختلف رتینوئیک اسید  سلول ،در این مطالعه :ها مواد و روش
بررسی شده و جهت بررسی تعداد  MTTروز از کشت با تست  15و 10، 3ها پس از گذشت  قرار گرفتند. بقاي سلول

  استفاده شد.  DAPIآمیزي  رنگروز از  15و  10هاي تیمار شده پس از گذشت  هاي آپوپتیک در سلول هسته
مولار رتینوئیک اسید جمعیت  10-4و  10- 3 ، 10-2هاي  روز از کشت، غلظت 3که پس از گذشت  نتایج نشان داد ها: یافته

مولار رتینوئیک اسید آپوپتوز چندانی نشان  10-6و  10-5هاي  در حالی که غلظت ،برد ها را از بین می تعداد زیادي از سلول
مولار  10- 6حالی که غلظت در ،داري رانشان داد روز آپوپتوز معنی 10مولار رتینوئیک اسید بعد از  10-5دهد. غلظت  مین

 ). p>0/0 5د(ادنسبت به گروه کنترل نشان  داري وز معنیروز آپوپت 15رتینوئیک اسید بعد از 
هاي بنیادي مزانشیمی  غلظت مناسبی براي تمایز سلول مولار رتینوئیک اسید، 10-6غلظت  رسد که به نظر می گیري: نتیجه

  .باشد
  سلول بنیادي مزانشیمی مغز استخوان، رتینوئیک اسید، آپوپتوز کلیدي: واژگان
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  مقدمه 
بین در  نیافته یزسلول تما نوعی یاديبنسلول 

 ینو ا استارگان  یابافت  یک ي یافته هاي تخصص سلول
 .)1(دکن یحفظ م خودطول عمر  یرا در تمام ییتوانا

دو  يها در بدن بوده و دارا منشأ انواع سلول یاديبن يها سلول
 يو خودنوساز )ها به انواع سلول یلتبد( یمهم پرتوان یژگیو
 ییتوانا. )2(ندباش یم )مشابه خود یافتهن یزسلول تمابه  یلتبد(

 یزيتما یلها را پتاس سلول یگرها به انواع د سلول یزتما
 یگربه د یزيبر اساس توان تما یاديبن يها سلول .یندگو یم

 یمتوان تقس توان وپر چند ،توان همه يها ها به انواع سلول سلول
اساس منشا به هاي بنیادي بر  چنین سلول. هم)3(شوند یم

بالغ  یاديبن يها دوصورت جنینی و بالغ هستند. سلول
 این. آیند یبالغ به دست م يها هستند که از بافت ییها سلول
 مغز مغز، شامل ها ها و اندام بافت از بسیاري درها  سلول

دندان و  پالپ چشم، قرنیه شبکیه، اسکلتی، ماهیچه استخوان،
 پتانسیل به نسبت ها آن ایزيتم ). پتانسیل2دارند( غیره وجود

 تولید براي. باشد می محدود جنینی بنیادي هاي سلول تمایزي
 به نیازي جنینی بنیادي هاي سلول همانند بالغ بنیادي هاي سلول

 توان می را بالغ بنیادي هاي سلول طرفی از. نیست بافت تخریب
 حالت این در .کرد نیز جداسازي درمان تحت فرد خود از

 کاهش پیوند رد خطر و بوده گرافت اتو صورت به پیوند
یا  یمیمزانشتوانند به صورت  می یاديبن يها سلول .)4(یابد می

 یقتدر حقهاي مزانشیمی  غیر مزانشیمی باشند. سلول
 در اول،باشند:  می یژگیسه و يهستند که دارا ییها سلول

 کف به پلاستیکی کشت ظروف در معمولی کشت شرایط
 CD90 ،CD73 سطحی هاي شاخص دوم، .می چسبند ظرف

 يها شاخص یانکنند و نسبت به ب می بیانرا  CD105و 
، CD79 ،CD19 ،CD45 ،CD34 مثل یتیکهماتوپو
CD14  وCD11b  به تمایز سوم، توانایی. دباشن می یمنف 

 شرایط در را استخوان و غضروف چربی، هاي سلول
   .)5(آزمایشگاهی دارند

 1976 سال در بار اولین میمزانشی بنیادي هاي سلول
 معمولاً ها سلول این که چند هرکشف شد. توسط فردنشتاین 

 ها مثل بافت سایر در اما شوند، می استخراج استخوان مغز از
 اسکلتی، ماهیچه سینوویال، مایع سینوویال، غشاء چربی،

 یافت نیز تیموس و طحال کبد، جفت، ناف، بند خون پوست،
مغز استخوان  یاديبن يها که سلول ییاج نآاز . )6(دگردن می

 یلپتانس ینچنهستند و هم یطیبا خون مح یمدر تماس مستق
باشند، باعث  یرا دارا م یمدت طولان يبرا یرو توان تکث یزتما

 يانتخاب مناسب برا یک یاديبن سلول ینشده است که ا
 پیوند طرفی از. باشد ها آن روي براثرات مواد مختلف  یبررس

باعث شده  استخوان، مغز مزانشیمی هاي سلول فتگرا اتو
داشته  ینیجن يها نسبت به بافت يکمتر یوندخطرات رد پ

 يها به بافت یوندبافت در موارد پ ینتوان از ا یم یناباشد. بنابر
 به مزانشیمی بنیادي هاي  . سلول)7(کردمختلف بدن استفاده 

 به تمایز توان و خودتجدیدي خاصیت بودن دارا دلیل
 از تعدادي درمان براي مناسبی منبع مختلف هاي بافت

 درمان در ها سلول این کارآیی. شوند می تلقی ها بیماري
 تحت سرطانی بیماران سازي،خون بهبود و ژنتیکی هاي بیماري
 بیماران شده، نکروز بافت ترمیم استخوان، بازسازي درمان،

 نشان یخوب به مفصلی هاي بیماري درمان و قلبی انفارکتوس
. گزارشات متعددي در زمینه توان تمایز )8(است شده داده

هاي تمایز یافته مانند  هاي بنیادي به انواع مختلف سلول سلول
هاي مشابه اسپرم  ها و سلول هاي عصبی، آدیپوسیت ساز پیش

گیري فاکتورهاي تمایزي مناسب مانند  وجود دارد که با به کار
  .)9(گیرد صورت می رتینوئیک اسید

(رتینول) شامل گروهی از مواد شیمیایی  Aویتامین 
است که در شرایط طبیعی در لومن روده هیدرولیز و پس از 

شود و در اثر  جذب توسط شیلو میکرون وارد جریان خون می
شود.  اکسیداسیون در روده به رتینوئیک اسید تبدیل می

 در که است یکوچک لیپوفیلیکی مولکول اسید رتینوئیک
 عصبی، سیستم اسکلت، بینایی، گوناگون هاي اندام تکامل

 از و شده هسته وارد RA. دارند نقش جنینی تکوین و روده
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 نقش ها ژن بیان در مستقیم طور به اي هسته هاي رسپتور طریق
 از خانواده دو طریق از اسید رتینوئیک عملکرد .)10(دارند

که  )RAR  )Retinoic Acid Receptoreهاي رسپتور
 RXRsکند و  می شناسایی را اسیدها رتینوئیک ترانس ي همه

)Rrtinoic Acid X Receptoreسیس-9 ) که فقط 
به  ،گیرد می کنند صورت می شناسایی را ها اسید   رتینوئیک

  γو  α،β نوع شامل ها نیز رسپتور از خانواده طوري که هر
 رتینوئیک. تحقیقات مختلف نشان دادند که )11(باشند می

 و نرمال هاي سلول در آپوپتوز و تمایز القاي عثبا اسید
تعیین غلظت و زمان مناسب  ،. از طرفی)12(شود می سرطانی

تواند باعث کاهش درصد  هاي بنیادي می براي تمایز سلول
هاي آپوپتیک باشد. در اغلب تحقیقات، بررسی تاثیر  سلول

هاي بنیادي  اسید بر حیات سلول رتینوئیکهاي مختلف  غلظت
است، در صورتی که مدت زمان کمتري بررسی شده در 

اسید به  سلول هاي بنیادي با تیمار طولانی مدتی با رتینوئیک
جا که در اغلب یابند. از آن هاي مختلف تمایز می سلول

تحقیقات مدت زمان تیمار با رتینوئیک اسید براي تمایز سلولی 
وئیک اسید روز است، بنابراین در مطالعه ما تاثیر رتین 15و  10

روز  15و  10، 3هاي بنیادي مزانشیمی بعد از  بر حیات سلول
هاي مختلف رتینوئیک اسید بر حیات  بررسی شد. تاثیر غلطت

هاي بنیادي در مطالعات مختلف بررسی شده است.  سلول
هاي بنیادي مغز  کاروالهو و همکاران با بررسی حیات سلول

که حیات  دادند ساعت از تیمار، نشان 72استخوان بعد از 
میکرو مولار  5و  5/0هاي  هاي بنیادي در غلظت سلول

و  50در حالی که در غلظت  ،کند رتینوئیک اسید تغییري نمی
. )13(یابند داري کاهش می میکرومولار به طور معنی 100

هاي بنیادي فولیکول  تحقیقات دیگري که بر روي حیات سلول
د انجام شد، نشان موي موش سوري تحت تاثیر رتینوئیک اسی

رتینوئیک اسید  میکرومولار 10هاي بالاتر از  داد که غلظت
. وي و )14(شود ها می باعث مرگ آپوپتوز یا نکروز این سلول

ناف با  هاي بنیادي مزانشیمی بند همکاران نیز با تیمار سلول
ساعت نشان  24هاي مختلف رتینوئیک اسید به مدت  غلظت

میکرومولار چندان تاثیري  5/0و  25/0دادند که دوزهاي 
میکرومولار باعث  4و  2، 1ها ندارد، اما دوز  درآپوپتوز سلول

از . هدف )15(شود آپوپتوز سلول ها نسبت به گروه کنترل می
هاي مختلف رتینوئیک اسید  بررسی تاثیر غلظت نیز این مطالعه

هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان پس از  بر روي بقاي سلول
  باشد.  روز از کشت می 15و  10 ،3گذشت 

  
  ها مواد و روش

  حیوانات

در  1394این مطالعه از نوع تجربی بوده و در سال 
هاي بنیادي علوم آزمایشگاه تحقیقاتی جنین شناسی و سلول

 استخراج براي مطالعه این درپزشکی اردبیل انجام شد. 

 نژاد صحرایی هاي موش از استخوان مغز بنیادي هاي سلول

بر  اخلاقی موازین، حیوانات با کار در .شد استفاده یستارو
 و گردید رعایت اساس پروتکل دانشگاه علوم پزشکی اردبیل

 اتاقد. شدن نگهداري استاندارد هاي قفس در ها موش

 12 و روشنایی ساعت 12 نوري شرایط داراي نگهداري

 .بود گرادسانتی درجه 37 دماي و تاریکی ساعت

 استخوان مغز بنیادي ايه سلول استخراج

به  تعداد یک عدد به ویستار نژاد صحرایی موش
 جدا کاملاً پاها پوست احتیاط با. شد بیهوش کلروفرم کمک

 حذف نی درشت و ران اطراف هاي ماهیچه و بافت و گردید
 سپس .گردیدند نمایان ها استخوان که طوري به شدند،

 بعد و شدند جدا اي درشت نیتیبی و ران فمور هاي استخوان

د. موش پس از نمونه برداري حذف شد. شدن شستشو PBS با
 با پا درشت نی ساق و ران استخوان سر یک هود زیر در

 کشت محیط حاوي سرنگ با و شدند قطع استریل قیچی
(Biowest) DMEM جنین سرم درصد 20که حاوي 

 پنی سیلین درصد 1 و  FBS (Biowest)گاوي
 مغز از ي بنیاديها سلول بود، (Biowest) استرپتومایسین

 محتویات سپسد. شدن کشیده بیرون آرامی به استخوان

 بهگردید.  سانتریفوژ و شده ریخته فالکون داخل سرنگ
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 در و شده اضافه کشت محیط لیتر میلی 4 سلولی رسوب

 ساعت 48 از بعد. شدند تخلیه لیترمیلی 25 فلاسک به نهایت

 رویی محیط .گرفت صورت محیط تعویض کشت، از

 با ظرف کف به چسبیده هاي سلول و شده خارج فلاسک
PBS به جدید کشت محیط سپس و شدند داده شستشو 
 درصد 80 تقریباً ها سلول که زمانی د.گردی اضافه ها سلول

 داده پاساژ ي جدید ها فلاسک داخل به کردند پر را فلاسک

 کامل طور فلاسک به کشت محیط کار این برايد. شدن

 25 فلاسک هر بهد. ش داده شستشو PBS با و شده جخار

 اضافه 1X درصد 25 تریپسین میکرولیتر 500 ،متري سانتی

 .شدند داده قرار انکوباتور داخل در دقیقه 3 مدت به و شده
 خارج فلاسک از آرامی به پاستور پیپت با ها سلول سپس

 به ها سلول .شدند منتقل استریل فالکون لوله یک به و شده

 د.شدن سانتریفیوژدور در دقیقه  1800 با سرعت دقیقه 5 دتم

 میلی چند سلولی رسوب به و شده خارج رویی محلول سپس

 تا شد اضافه )ها سلول تعداد به سته(ب کشت محیط لیتر

 سپس د.آیرد سلولی تک سوسپانسیون صورت به مخلوط

  د. گردی منتقل فلاسک چند یا دو به سلولی سوسپاسیون
 بندي گروه

 مغز مزانشیمی بنیادي هاي سلول از مطالعه این در
 از پس د.ش استفاده بودند سوم پاساژ مرحله در که استخوان

 80 به تقریبی طور به کشت محیط در ها آن تراکم که آن

 تریپسین از استفاده با ها سلول حاوي پلیت ،رسید درصد
EDTA - یتومتراهموس لام از استقاده باد. ش تریپسینه 

 بودن زنده و سلامت کنترل برايد. ش انجام سلولی ششمار

. شد استفاده شمارش براي 1:1 نسبت به بلو تریپان ازا، ه سلول
 10با سلولی سوسپانسیون از میکرولیتر 10 منظور بدین

 دقیقه 5 مدت به و شد مخلوط بلو تریپان محلول از میکرولیتر

 يرو بر سوسپانسیون از قطره یک. گرفت قرار یخچال در
 شمارش از پسد. ش داده قرار هموسایتومتر لام مشبک صفحه

 طور به ها سلول، زنده ي اه ل سلو درصد تعیین و سلولی

 شش پلیت یک هاي خانهدر  7× 10- 4 غلظت با یکنواخت

 سرم درصد 15 وDMEM حضور  در و شدند توزیع خانه

 به ها سلول چسبیدن از پس روز دو د.شدن کشت گاوي جنین

 بندي گروه اساس بر و شد خارج کشت محیط پلیت، کف

  .شد اضافه جدید هاي تکش محیط پایین در شده ذکر
 استخوان مغز مزانشیمی بنیادي هاي سلولگروه اول: 

 سرم درصد 9 همراه به  DMEMکشت محیط حضور در
  )کنترل گروه( بیوتیک آنتی درصد 1 و )FBSجنین گاوي (

 مغز مزانشیمی بنیادي هاي سلولگروه دوم: 

 9 همراه به DMEMکشت  محیط حضور در استخوان
 و بیوتیک آنتی درصد 1 و )FBSجنین گاوي ( سرم درصد

 هاي مختلف رتینوئیک اسید ایجاد پنج زیر گروه با غلظت

  مولار) 10- 6، 10- 5، 10- 4، 10- 3، 10- 2(
 محیط با ها سلول کشت محیط یکبار روز سه هر

ج گروه تیمار شده با ي پنها و حیات سلول شده تعویض جدید
، 10- 5، 10- 4، 10- 3، 10- 2( هاي مختلف رتینوئیک اسید غلظت

روز، دو گروه تیمار شده  3مولار) و گروه کنترل بعد از 10- 6
مولار رتینوئیک اسید و گروه کنترل بعد 10- 6، 10- 5با غلظت 

مولار رتینوئیک اسید و 10 - 6روز و گروه تیمار با غلظت 10از 
  MTTروز با استفاده از تست  15از گروه کنترل بعد 

(SiGma-ALDRich) .بررسی شد  
به این ترتیب  MTTمراحل انجام روش سنجش 

هاي پاساژ سوم مغز استخوان توسط محلول  است که ابتدا سلول
از کف فلاسک جدا شده  Trypsin (EDTA1X)حاوي 

 96سلول در داخل پلیت  1000شستشو و به تعداد PBSو با 
ساعت انکوبه شدند  24ها به مدت ده شد. پلیتخانه کشت دا

خانه  96ها به کف بچسبند. سپس یک ردیف از پلیت  تا سلول
هاي بعدي به عنوان گروه کنترل و  به عنوان بلانک و ردیف

هاي تحت تیمار بودند. بعد از سپري شدن زمان تیمار به  گروه
میکرو لیتر محیط کشت اضافه شده و  200هر چاهک مقدار 

مرحله بعد، به هر  ساعت انکوبه گردید. در 24مدت  به
 20لیتر محیط کشت کامل به همراه میکرو 180چاهک، 

ساعت  4اضافه شد و به مدت  MTTمکرولیتر محلول غلیظ 
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انکوبه گردید. در نهایت پس از چهار ساعت، محیط کشت هر 
چاهک تخلیه و براي انحلال رنگ ایجاد شده در هر چاهک 

دقیقه  10ها به مدت  اضافه و پلیت DMSOر میکرولیت 200
ها در  شیکر شدند و جذب سلولدور در دقیقه  150با سرعت 
   .توسط الایزا ریدر اندازه گیري شد 570طول موج 

آسیب  تعیین جهت سیتوپلاسم و هسته مورفولوژي
DNA انجام با کشت 15 و 10 روزهاي پایان در 

رنگ  .دش بررسی DAPI  (SiGma-9542)آمیزي رنگ
هاي معمول  یکی از روش DAPIها با رنگ  آمیزي سلول

باشد. این رنگ با  ها می براي بررسی وضعیت هسته در آن
، DNAدر  Tو  Aهاي  اتصال به نواحی غنی از نوکلئوتید

هایی با رنگ براق کند. هسته رنگ آبی فلورسنس منعکس می
ا آمیزي بهاي مرده دارد. جهت رنگ وروشن اشاره به سلول

DAPI 15اي حاوي سلول به مدت  خانه 12هاي  ابتدا پلیت 
سانتریفوژ شدند. سپس گراد درجه سانتی 4دقیقه در دماي 

شستشو  PBSها با  ها برداشته شده و سلول محیط کشت سلول
دقیقه در  15تا  10به مدت  درصد 4با پارافرمالدهید  یافتند و
افرمالدهید ثابت شدند. سپس پارگراد درجه سانتی 4دماي 

 DAPIو رنگ  ندشستشو شد PBSها با  لسلو ،خارج شد
و در این  گردیدافزوده ها لیتر) به آنواحدگرم بر میلی 10(

دقیقه در محیط تاریک قرار گرفتند و بعد  3حالت به مدت 
DAPI  خارج شده و باPBS  شستشو شد. در ادامه به منظور

کروسکوپ هاي آپوپتیک با استفاده از می شمارش هسته
هاي هر چاهک  از سلول (OLYMPUS 1X71)فلورسنت 

عکس گرفته شد و  X 20میدان دید با بزرگنمایی  15در 
صد از تعداد هاي آپوپتیک به صورت در داد هستهمیانگین تع
  گرفته گزارش شد.هاي رنگ کل هسته

 آماري تحلیل

 شکل به پژوهش این در کمی اطلاعات تمامی
 آماري ستت کمک به و ارائه رمعیا نحرافا  ±میانگین

 در داريمعنی سطح د.شدن تحلیل و تجزیهآنوواي یک طرفه 

  . شد گرفته نظر در>p  05/0 هاگروه بین مقایسه

 ها یافته
  استخوان مغز بنیادي هاي سلول کشت
 در نیز استخوان مغز از شده استخراج هاي سلول

 به هتروژن و ناهمگن سلولی هاي گروه شکل به اولیه کشت

 تعویض طی. )1A(شکلشدند مشاهده خونی هاي لخته همراه

 تقریباً ها سلول بعدي، پاساژهاي در و کشت محیط

 و دوکی شکل به و کرده پیدا یکنواختی کنفورماسیون

 پی در پی تعویض واقع در .)1B(شکلشدند ظاهر کشیده

 و مزانشیمی غیر هاي سلول چسبیدن از مانع کشت محیط

 کف به که ییها سلول .شود می کشت فلاسک کف به خونی
 مختلف ياه اندازه با هایی کلونی تدریج به چسبیدند فلاسک

 .)1Cشکل( کردند ظاهر کشت محیط در
 

  
روز دوم  A:هاي بنیادي مغز استخوان.  . کشت سلول1شکل

B روز هشتم :Cها با پیکان مشخص شده  ( کلنی : روز دهم
 .)100×است. درشت نمایی

 
هاي بنیادي مزانشیمی با  از تیمارسلولروز  3پس از 

 پسسهاي مختلف رتینوئیک اسید تیمار شدند.  غلظت
سه روز از تیمار پس از  MTTانجام تست نتایج حاصل از 

مولار  10–2و 10–3و  10–4نشان داد که غلظت هاي 
ها را ازبین می برد  رتینوئیک اسید جمعیت زیادي از سلول

ها در  ات سلول). به طوري که درصد حی2(شکل 
 10–2و 10–3و  10–4هاي  هاي تیمار شده با غلظت گروه

 10±1و  21±1، 37±5/7مولار رتینوئیک اسید به ترتیب 
داري را  بودند که با گروه کنترل اختلاف آماري معنی

  ).p>0/0 5دهند( نشان می

مولار  10–6و  10–5هاي  هاي تیمار شده با غلظت در سلول
). 1وز چندانی مشاهده نشد(نموداررتینوئیک اسید آپوپت
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 10–6و  10–5ها در حضور دوزهاي  بنابراین کشت سلول
روز دیگر ادامه یافت تا پس از  7رتینوئیک اسید براي 

ها  سلول يروز تاثیر این دوزها بر روي بقا 10گذشت 
  سنجیده شود.

 

  
هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان پس ار گذشت  بر بقا سلول . تغییرات مورفولوژي پس از تاثیر دوزهاي مختلف رتینوئیک اسید2شکل

  ).100×روز از کشت(درشت نمایی  3
  

  
هاي بنیادي  ها در سلول . بررسی درصد حیات سلول1نمودار

هاي مختلف رتینوئیک اسید  مزانشیمی تیمار شده با غلظت
  روز از تیمار  3پس از گذشت 

می به مدت هاي بنیادي مزانشی در مرحله اول سلول
مولار رتینوئیک  10- 6و  10–5هاي ت تیمار با غلظتروز تح 10

روز از  10نتایج حاصل نشان داد پس از  اسید قرار گرفتند.
مولار رتینوئیک اسید، حیات  10- 5ها با غلظت  تیمار سلول

اختلاف  75 ±7/1ها کاهش یافت که با درصد حیات  سلول
). در p>0/0 5شان داد(داري را با گروه کنترل ن آماري معنی

مولار رتینوئیک اسید با درصد حیات  10- 6حالی که غلظت 
هاي بنیادي نداشت و  تاثیر زیادي بر آپوپتوز سلول 85 ± 0/6

 .)2داري را با گروه کنترل نشان نداد (نمودار  اختلاف معنی

که معنی دار بودن کاهش سلول ها با بعد از این
روز از  10اسید بعد از گذشت  مولار رتینوئیک 10تا  5  غلظت

هاي بنیادي مزانشیمی  کشت مشخص شد، در مرحله بعد سلول
مولار رتینوئیک  10- 6  روز تحت تیمار با غلظت 15به مدت 

نتایج حاصل نشان داد که پس از گذشت  اسید قرار گرفتند.
مولار  10- 6ي با غلظت هاي بیشتر روز از تیمار، سلول 15

 51 ± 05/3ز شدند و با درصد حیات رتینوئیک دچار آپوپتو
 داري را با گروه کنترل نشان دادند اختلاف آماري معنی

)5 0/0<p.( هاي کم  غلظت که توان نتیجه گرفت بنابراین می
 15مولار) با افزایش زمان تیمار به مدت  10-  6رتینوئیک اسید(

در  ،شود هاي بنیادي مزانشیمی می روز، باعث آپوپتوز سلول
روز از تیمار چندان تغییري در  3بعد از گذشت حالی که 

  شود ها نسبت به گروه کنترل مشاهده نمی کاهش سلول
   ).2(نمودار 
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هاي بنیادي مزانشیمی  . بررسی درصد حیات سلول2نمودار 

 10-6و  10- 5تیمار با غلظت A: ، تیمار شده با رتینوئیک اسید
 ار با غلظت: تیمB ،روز 10مولار رتینوئیک اسید به مدت 

  روز.  15به مدت  10- 6 

ها در دو  براي بررسی هسته و سیتوپلاسم سلول
مولار رتینوئیک اسید و گروه کنترل  10- 6گروه تیمار شده با 

آمیزي  روز از کشت، از رنگ 15و  10پس از گذشت 
DAPI هاي روشن و براق نشان دهنده استفاده شد. هسته

باشد. با توجه به  یم DAPIهاي مرده در رنگ آمیزي  سلول
) RAها در گروه رتینوئیک اسید ( تعداد این نوع هسته 3شکل 

 15و  10بیشتر از گروه کنترل مشاهده شد. پس از گذشت 
هاي آپوپتیک در گروه تیمار شده با غلظت  روز درصد سلول

 و 29/14 ± 9/7مولار رتینوئیک اسید به ترتیب  10- 6

 ،ا گروه کنترل بیشتر بودبودند که در مقایسه ب 46/17 ± 9/7 
 اما این اختلاف به صورت معنی دار مشاهده نشد. 

  

  
روز از تیمار با استفاده از  15و  10هاي تیمار شده با غلظت رتینوئیک اسید و کنترل پس از گذشت  : مقایسه میزان آپوپتوز در گروه3شکل

 )200×( درشت نمایی  DAPIرنگ آمیزي 

  
  بحث

هاي  سلولی ناشی از غلظت مرگ ،در این مطالعه
هاي  هاي مختلف روي سلول مختلف رتینوئیک اسید در زمان

ي ما نشان  بنیادي مزانشیمی مغز استخوان بررسی شد. مطالعه
هاي بنیادي مغز  داد که اثرات رتینوئیک اسید روي سلول

استخوان وابسته به غلظت و زمان است و با افزایش غلظت و 
دي مهار شده و دچار آپوپتوز هاي بنیا زمان رشد سلول

هاي مزانشیمی مغز استخوان،  سلول ،شوند. در این مطالعه می
 چسبندگی مشابه روش فردنشتاین با استفاده از خاصیت

. سپس دوزهاي مختلف رتینوئیک )16(استخراج شد ها سلول
هاي  مولار) بر روي سلول10- 6، 10- 5، 10- 4، 10- 3، 10- 2( اسید

ن تاثیر داده شد. نتایج نشان داد مزانشیمی مغز استخوا
 3مولار رتینوئیک اسید پس از 10–2 ،10–3 ،10–4هاي  غلظت

هاي بنیادي مزانشیمی  روز از کشت باعث کاهش حیات سلول
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دهد. در صورتی که  شده و مرگ سلولی را افزایش می
مولار چندان تاثیري در کاهش حیات 10- 6، 10- 5هاي  غلظت
اساس نتایج مطالعات گذشته به نظر  ها نشان ندادند. بر سلول

- رسد که رتینوئیک اسید با کاهش سطح بیان تنظیم می

 cdk2 ،cyclinE ، cyclinهاي چرخه سلولی مانند  کننده

A  هاي ضد تکثیري مانند  و القاي بیان ژنp27Kip1  و
p16INK4A  رشد سلولی را مهار کرده و عبور از مرحله ي

G1  بهS تحقیقات )17(می کند چرخه سلولی را متوقف .
هاي  ل مختلف نشان داده است که تاثیررتینوئیک اسید در سلو

هاي بنیادي مزانشیمی  مختلف سرطانی و در انواع سلول
  متفاوت است. 

اولین گروه از تحقیقات نشان داده است که 
هاي  هاي مختلف رتینوئیک اسید باعث آپوپتوز سلول غلظت

که وي و رغم این. علی)18(شوند بنیادي جنینی یا مزانشیمی می
ناف با غلظت  هاي بنیادي مزانشیمی بند همکاران با تیمار سلول

 میکرومولار) 25/5و  5/0، 4، 2، 1(صفر، هاي مختلف 
ساعت نشان دادند که دوزهاي  24رتینوئیک اسید به مدت 

ها  میکرومولار چندان تاثیري درکاهش حیات سلول 5/0و25/0
دار  میکرومولار باعث کاهش معنی 4و  2، 1ندارد، اما دوز 

شود. بدین صورت  حیات سلول ها نسبت به گروه کنترل می
مولار را به عنوان دوز مناسب براي تمایز میکرو 5/0دوز 
. )15(هاي بنیادي مزانشیمی بند ناف معرفی کردند سلول

و  5، 1هاي  غلظت 2005زینگلی و همکاران نیز در سال 
ساعت روي  72یک اسید را به مدت مولار رتینوئمیکرو10

هاي حاصل نشان  هاي بنیاي جنینی اثر دادند و نتایج داده سلول
هاي  ها باعث کاهش قابل توجهی در بیان ژن داد که این غلظت

Cyclin E و Cyclin D  و نیز باعث کاهش فسفریله شدن
زاناتو و همکاران در سال  ،. از طرفی)19(شود می PRBژن 

و RA )001/0 ،01 /0 ،1/0 ،5/0 ،1مختلف  هاي غلطت 2008
هاي  ساعت روي سلول 24میکرو مولار) را به مدت  10

سرتولی تاثیر دادند و نشان دادند که کاهش وابسته به دوزي 
میکرومولار وجود  10تا  5/0هاي زنده در دوزهاي  در سلول

هاي مختلف  . تحقیقات دیگري اثرات غلظت)20(دارد
هاي بنیادي  ساعت بر روي سلول 72ه مدت رتینوئیک اسید را ب

ها  که حیات سلول ندمغز استخوان بررسی کرده و نشان داده ا
در حالی  ،کند مولارتغییري نمیمیکرو 5و  5/0هاي  در غلظت

داري کاهش  ر به طور معنیمیکرومولا 100و  50که در غلظت 
زاده و همکارن نیز تاثیر  . در تحقیقات نجف)21(دیاب می
هاي بنیادي فولیکول مو نشان داد  وئیک اسید بر روي سلولرتین

هاي بنیادي فولیکول موي موش سوري در صورتی  که سلول
د، نگیرمیکرومولار قرار  10ي بالاتر از ها که تحت تاثیر غلظت

هاي  . نتایج داده)14(با مرگ آپوپتوز یا نکروز از بین می روند
ه و نشان داده که مطالعه ما نیز همسو با این تحقیقات بود

مولار) رتینوئیک اسید بعد از  10–2 ،10–3 ،10–4هاي  غلظت
شود، البته این بررسی از نظر  ها می سه روز باعث آپوپتوز سلول

مدت تیمار، نوع غلظت و نوع سلول بنیادي با برخی تحقیقات 
  متفاوت است. 

دومین گروه تحقیقات در مورد اثرات رتینوئیک 
هاي  سرطانی نشان داده است که غلظت هاي اسید روي سلول

هاي بنیادي  مختلف رتینوئیک اسید باعث آپوپتوز سلول
هاي سرطانی پستان و معده شده و  سرطانی یا انواع دیگر سلول

. تحقیقات )23، 22(در درمان افراد مبتلا به سرطان موثر است
 20مشخص کرد که غلظت  2012 لیم و همکاران در سال

وئیک اسید روي سلول هاي بنیادي سرطانی مولار رتینمیکرو
ها و  ساعت باعث کاهش رشد این سلول 48سر و گردن بعد از 

ي چرخه سلولی مانند  هاي تنظیم کننده کاهش بیان ژن
  . )24(شود می Eو  A ،B ،D سایکلین

سومین گروه تحقیقات نشان داده است که 
هاي  تینرتینوئیک اسید باعث افزایش تکثیر و افزایش بیان پرو

هاي  واع مختلف سلولي تکثیر سلولی در ان تحریک کننده
با  2016هوي و همکاران در سال  چنین،همد. شو بنیادي می

ي  هاي بنیادي جننیی بر روي لایه تغذیه کننده کشت سلول
میکرو مولار رتینوئیک  10فیبروبلاستی تحت تاثیر غلظت 

روز از  8، و 6، 4ي سلولی پس از  ها نشان دادند که تعداد کلنی
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 تحقیقات). 16یابد( تیمار، به طور قابل توجهی افزایش می

نیز نشان داد که دکستروبیسین  2017خفاقا و همکاران در سال 
ي قلبی  هاي بافت ماهیچه باعث آپوپتوز و نکروز در سلول

اما اضافه کردن رتینوئیک اسید باعث افزایش  ،شود می
وپتوزي در مقابل اثرات آپ اکسیدانی و آنتی خاصیت آنتی

. )25(شود ها می آپوپتوزي دکستروبیسین بر روي این سلول
نتایج حاصل از این پژوهش با گروه سوم مطالعات غیر همسو 

هاي  باشد و افزایش تکثیر سلولی در هیچ کدام از گروه می
ي ما مشاهده نشد. برخی از مطالعات به بررسی  مورد مطالعه

چنان  .مهاجرت سلولی پرداخته است تاثیر رتینوئیک اسید در
تیمار  ،چه تحقیقات پورجعفر و همکاران نشان داده است

ساعت تحت اثر  48هاي بنیادي مغز استخوان به مدت  سلول
باعث   میکرو مولار رتینوئیک اسید 100و  10هاي  غلظت

  .)26(شود افزایش بقاي سلول و مهاجرت سلولی می
است که تیمار  برخی از مطالعات نیز نشان داده

هاي بالاي رتینوئیک اسید باعث آپوپتوز  سلول ها با غلظت
هاي پایین رتینوئیک اسید باعث  سلولی و تیمار با برخی غلظت

تحقیقات فریرا و  . براي مثال،شود افزایش تکثیر سلولی می
هاي اندوتلیال  نشان داد که تیمار سلول 2015همکاران در سال 

میکرومولار  10هاي بالاي ساعت با غلظت 24به مدت 
و  5/0هاي پایین  رتینوئیک اسید باعث آپوپتوز سلولی و غلظت

داري در  میکرومولار رتینوئیک اسید باعث افزایش معنی 1
. اکثر مطالعاتی که در )27(شود هاي اندوتلیال می رشد سلول

هاي بنیادي  ي تاثیر رتینوئیک اسید بر روي حیات سلول زمینه
 ،24ها را بعد از  گرفته است، حیات سلول مزانشیمی صورت

که در ولی از آن جایی ،ساعت بررسی کرده است 72و  48
اکثر مطالعات گذشته، تمایز سلول هاي بنیادي به سلول هاي 

، روز با رتینوئیک اسید تیمار شده اند 15و  10مختلف بعد از 
مولار  10–2و  10–3، 10–4دوزهاي  ،بنابراین در مطالعه ما

ها با  ینوئیک اسید حذف شده و این بار تیمار سلولرت
روز  7رتینوئیک اسید براي ) مولار 10–6و  10– 5هاي  غلظت

روز تاثیر این دوزها بر  10دیگر ادامه یافت تا پس از گذشت 

ها سنجیده شود. نتایج نشان داد که حیات در  سلول يروي بقا
بودند  رمولا 10-  6 ها که تحت تاثیر دوز گروهی از سلول

مولار به  10 - 6مولار بیشتر است. بنابراین دوز 10- 5نسبت به دوز
هاي مزانشیمی مغز  عنوان دوز مناسب براي تمایز سلول

  هاي تیمار شده با غلظت استخوان انتخاب شد. حیات سلول
 15یک اسید نسبت به گروه کنترل پس از ئرتینو مولار 10- 6

هاي زنده در  اد سلولروز از کشت نیز بررسی شد که نشان د
اسید نسبت به گروه  رتینوئیک مولار 10 - 6گروه تیمار شده با 

چنین مورفولوژي هم .شود کنترل به طور معنی داري کمتر می
نیز  DAPIروز با رنگ آمیزي  15هسته و سیتوپلاسم بعد از 

  بررسی شد.
هاي ما نشان داد که هم در روز دهم و هم در  یافته

هاي آپوپتیک افزایش یافته  صد سلولیز، درروز پانزدهم تما
هاي   ي آپوپتوز شده بین گروهاه درصد سلولکه با ایناست. 

اما  ،ي را نشان ندادو گروه کنترل اختلاف معنی دارآزمایشی 
انتظار می رود که با افزایش مدت زمان تیمار، درصد 

هاي آپوپتوز شده افزایش یابد. در واقع با توجه به  سلول
ها در  ده فراوان از رتینوئیک اسید براي تمایز سلولاستفا

 10- 6 غلظت مطالعات گذشته، این مطالعه نشان داد که تاثیر
ترین غلظت براي ایجاد تمایز می مولار رتینوئیک اسید مناسب

هاي  باشد و علت این مطلب این است که کمترین سلول
اد هاي رتینوئیک اسید ایج آپوپتیک را نسبت به سایر غلظت

هاي تحت تاثیر  کرد. از طرفی با افزایش زمان تیمارسلول
رود  ها کاهش می یابد و انتظار می رتینوئیک اسید حیات سلول

هاي  هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان به سلول تمایزسلول
روز  15مختلف تحت تاثیر رتینوئیک اسید، به مدت بیش از 

  فته را افزایش دهد. هاي تمایزیا بتواند درصد آپوپتوز در سلول
 

  گیري نتیجه
 اثرات که دهد می نشان تحقیق این از حاصل نتایج

 بنیادي ي ها سلول بقاي و تکثیر روي اسید رتینوئیک
 نظر به .است زمان غلظت و به وابسته استخوان مغزمزانشیمی 
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 در اسید رتینوئیک میکرومولار 1 اندك که غلظت رسد می

ها  تاثیري در آپوپتوز سلولروز) چندان  3( کم زمانمدت 
 همین روز)15( زمان افزایش با که حالی در ،نداشته باشد

کاهش  باعث اسید رتینوئیک مولاررومیک 1 اندك غلظت
جایی  . از آنگردد می ها سلول آپوپتوز شروع ها و حیات سلول

مولار رتینوئیک اسید  10 - 6هاي تیمار شده با غلظت  که سلول
ها را  داري در حیات سلول ار کاهش معنیروز از تیم 15پس از 

روز، اثرات  15بنابراین افزایش زمان تمایز بیش از  ،نشان دادند
 ها دارد.  آپوپتوزي بیشتري بر روي حیات سلول
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