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Abstract 

Background: This study investigated the effect of para-nonylphenol as an environmental 
pollutant on the viability and morphology of the rat bone marrow mesenchymal stem cells.  

Materials and Methods: In this Experimental study, Under sterilized conditions, rat bone 
marrow mesenchymal stem cells were extracted in DMEM containing 15% FBS and Pen/Strep up to 
the third passage and then treated with 0, 10, 50, 100, 150, 200, and 250 µM of para-nonylphenol for 
12, 24, 36, and 48 hrs. Viability of the cells was measured through trypan blue and MTT staining. 
Eventually, 100 µM dosage and 24 hrs of treatment were selected for carrying out the investigations. 
The cells morphology was studied using fluorescent dye (Hochest, propidium iodide, acridine orange, 
and monodensyl cadaverine) and the protein profile of the cells were studied using SDS-PAGE. Data 
were analyzed using one and two way ANOVA.    

Results: Based on the two-way ANOVA, cumulative effect of treatment time and dosage 
caused a highly significant reduction (P<0.001) in the viability of rat bone marrow mesenchymal stem 
cells. One way ANOVA indicated a significant difference in the viability of the cells from 100 µM of 
para-nonylphenol onwards through all treatment times in comparison to the control group (P<0.05). 
Condensation and deformation of the nuclei, membrane disruption, and presence of several vacuoles in 
the cytoplasm were also observed.   

Conclusion: Para-nonylphenol toxicity resulted in morphological changes in rat bone marrow 
mesenchymal stem cells. This reduction in the viability of the cells was dependent on dose and time.  
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                                                                                                  مجله علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی اراكمقاله پژوهشی               
  1-11، 1390 فروردین و اردیبهشت، )54شماره پیاپی  (1، شماره14                                          سال                                                                

  

اثر پارا نونیل فنل بر توانائی حیات و مورفولوژي سلول هاي بنیادي مزانشیمی مغز 
  استخوان رت

  
  ، 4مجید مهدیه نجف آباديدکتر ، 3 رضا مومنیحمیددکتر ، 2ملک سلیمانی مهرنجانیدکتر ، *1محمد حسین آبنوسیدکتر 

  6، الهام شجاع فر5مژگان براتی
  

 استادیار، دکتراي بیوشیمی، گروه زیست شناسی، دانشگاه اراك، اراك، ایران -1

 دانشیار، دکتراي بافت و جنین، گروه زیست شناسی، دانشگاه اراك، اراك، ایران -2

  گروه زیست شناسی، دانشگاه اراك، اراك، ایراناستادیار، دکتراي فیزیولوژي جانوري، -3

 استادیار، دکتراي فیزیولوژي گیاهی، گروه زیست شناسی، دانشگاه اراك، اراك، ایران -4

 دانشگاه اراك، اراك، ایران تکوین، گروه زیست شناسی،-، کارشناس ارشد زیست شناسی جانوري گرایش سلولیيدانشجو -5
  تکوین، گروه زیست شناسی، دانشگاه اراك، اراك، ایران-ست شناسی جانوري گرایش سلولی، کارشناس ارشد زیيدانشجو -6
  

 27/5/89 ، تاریخ پذیرش 13/2/89تاریخ دریافت 
  

 چکیده
عنوان یک آلاینده زیست محیطی بر توانایی حیات و مرفولوژي سلول ه  اثر پارانونیل فنل بتحقیق در این :زمینه و هدف

  . استخوان بررسی شدبنیادي مزانشیم مغز 
و در  هاي بنیادي مزاشیم مغز استخوان رت تحت شرایط استریل استخراج سلولدر این مطالعه تجربی  :ها مواد و روش

هـاي   استرپتومایسین تا سه پاساژ کشت و سپس با غلظـت / و پنی سیلینFBS  درصد15 حاوي  DMEM کشتمحیط
 ساعت 12 و 24، 36، 48هاي مختلف  در زمان) ، صفر میکرومولار10، 50، 100، 150، 200 و 250(مختلف پارانونیل فنل 

 100ز و بررسـی و در نهایـت د   MTT  متیل تیازول تترازولیوم   ها با روش تریپان بلو و      توانایی حیات این سلول   . تیمار شد 
وخـست، پروپیـدیم   ها با رنـگ آمیـزي ه      مورفولوژي سلول .  ساعت براي ادامه مطالعه انتخاب شد      24میکرومولار و زمان    

مورد مطالعه قرار  SDS-PAGE، و پروفیل پروتئین آنها توسط   بررسی شدآیوداید، اکریدین اورانژ و منو دنسیل کاداورین
 .هاي آماري آنالیز واریانس دو طرفه و یک طرفه تجزیه و تحلیل شد ها با روش داده. گرفت
ز مصرفی پارا نونیل فنل و زمان تیمار باعث کـاهش    ول و همزمان د    بر اساس آنالیز واریانس دوطرفه، اثر متقاب       :ها یافته
ها با آنالیز واریانس یک   توانائی حیات سلول  ). >001/0p(هاي مزانشیم مغز استخوان رت شد       دار توانائی حیات سلول    معنی

). >05/0p(دار بود عنیهاي تیمار نسبت به گروه کنترل داراي تفاوت م  میکرومولار به بعد در همه زمان   100ز  وطرفه در د  
  .هاي متعدد در سیتوپلاسم مشاهده شد متراکم شدن و تغییر شکل هسته، تخریب غشاء، حضور واکوئل

هاي مزانشیم مغز استخوان رت شد و کـاهش    مسمومیت با پارانونیل فنل موجب تغییر در مرفولوژي سلول         :گیري نتیجه
 . و زمان بودزوهاي وابسته به د دار قدرت زیستی این سلول معنی

  هاي بنیادي مزانشیم، قابلیت حیات سلول، مورفولوژي   پارا نونیل فنل، رت، سلول:واژگان کلیدي
  
  
  اراك، دانشگاه اراك، دانشکده علوم پایه، گروه زیست شناسی :نویسنده مسئول*

 m-abnosi@araku.ac.irEmail:     
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  مقدمه 
ونیل فنل اتوکسیلات یک سورفاکتانت غیر یونی       ن

است که به طور گسترده استفاده شده و در محـیط بـه وسـیله        
 تـر از قبیـل پـارا نونایـل فنـل      ها بـه ترکیبـات سـمی       ارگانیسم

(Para-NONylphenol)  پارانونیـل فنـل    . )1(شود   تبدیل می
ها، لوازم آرایشی، صـنایع چـرم سـازي،      در ساخت پلاستیک  

کـار رفتـه و از طریـق غـذا و آب وارد           ه  ا و غیره ب ـ   ه دترژنت
تحقیقـات نـشان داده    . )2(شـود   زنجیره غذایی انـسان نیـز مـی       

است که پارا نونیل فنل منجر به فعال سازي آبـشار کاسـپازي         
علاوه بـر  . )3(گردد  میG2/Mو توقف چرخه سلولی در فاز       

 آن پارانونیل فنل با تغییر در سطح کلسیم نیز باعث مـرگ در   
ــسانیرده ســلولی استئوســارکوما ــق (MG63) ي ان  و از طری

تولید رادیکال آزاد اکسیژن در نوتروفیل خون انـسان باعـث           
 سـلول بنیـادي مزانـشیم،     . )5،  4(شـود  هـا مـی    مرگ این سلول  
 است که در مغز اسـتخوان و   با توانایی متعدد  سلول پیش ساز    

یی بـا  هاي بالغ جایگیري کرده و قادر به خودنـوزا  دیگر بافت 
هـاي بنیـادي     توانـائی سـلول   . )6(باشد  ظرفیت تکثیري بالا می   

مزانشیم براي تشکیل استخوان، چربی و غضروف در هـر دو       
. )7(یـد شـده اسـت     أی ت  محیط آزمایشگاه  و  داخل بدن   محیط  

هـاي   اگر چه اثـر سیتوتوکسیـسیتی پارانونیـل فنـل بـر سـلول             
 اهمیـت   ولـی بـا توجـه بـه     ، بنیادي جنینی انسان بررسی شـده     

هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان به عنوان یک ذخیـره    سلول
هنگـام صـدمات   ه هـا ب ـ  با اهمیت در جایگزینی دیگـر سـلول     

هـا گـزارش نـشده      بافتی تاکنون اثر این مـاده بـر ایـن سـلول           
در پارانونیـل فنـل   لذا با توجـه بـه حـضور گـسترده           . )8(است

د سـلامت  محیط زیست و ورود آن به زنجیره غذائی و تهدی ـ  
 ایــن مطالعــه بــا هـدف بررســی اثــر سیتوتوکسیــسیتی   انـسان، 

 بر توانایی حیـات و مورفولـوژي سـلول بنیـادي     پارانونیل فنل 
عنوان یک مـدل آزمایـشگاهی     ه  مزانشیم مغز استخوان رت ب    

  .طراحی گردید

  ها مواد و روش
 موش صحرائی نـر نـژاد   7در این مطالعه تجربی از  

ــا ســن  .  گــرم اســتفاده شــد140±20زن  روز و و50ویــستار ب
حیوان مورد اسـتفاده در ایـن پـژوهش پـس از خریـداري از            
انستیتو پاستور در خانـه حیوانـات دانـشگاه اراك در شـرایط        

گراد و با دسترسی مناسب به غذا و        درجه سانتی  27±3دمائی  
هاي پلی اتیلین نگهداري شد، لازم بذکر اسـت       آب در قفس  

هـاي لازم جهـت اسـتفاده از ایـن     پیش از آغاز مطالعـه مجوز  
تعداد حیوان آزمایشگاهی از کمیته اخلاق کار بـا حیوانـات            

ــشگاه اراك اخــذ شــد ــراي اســتخراج و . آزمایــشگاهی دان ب
هاي مزانشیم مغز اسـتخوان رت از روش         خالص سازي سلول  

 ـ .)9(ارائه شده توسط اسلامی نژاد و همکاران استفاده شـد          ه  ب
هوشی با    ساق رت پس از بی     صورت خلاصه استخوان ران و    

دي اتیل اتر توسط جراحی جدا و تحت شرایط استریل، مغز    
  اصلاح شده دابلکـو  محیط کشتلیتر میلی 3استخوان توسط   

(DMEM) ــاوي ــد15 حــ ــیلینFBS  درصــ ــی ســ  / و پنــ
. ي فلش اوت شـد لیتر میلی 15استرپتومایسین در لوله فالکون     

 دقیقـه سـانتریفوژ و   5به مدت  دور دقیقه 2500 با  لوله فالکون 
 محیط کـشت همـوژن   لیتر میلیرسوب سلولی حاصل با یک      

 سـاعت،  24بعد از . ي منتقل گردیدلیتر میلی 25و به فلاسک    
حـاوي  (هاي چسبیده به فلاسک با بـافر فـسفات مثبـت       سلول

بـه  . شسته و محیط کشت تـازه اضـافه شـد    )  منیزیوم وکلسیم  
اي تکثیـر داده و      روز فرصـت بـر     10 -14هاي چسبیده    سلول

بعـد   .در طی این مدت هر سه روز محیط کشت تعویض شـد    
 اتـیلن   - تریپلـسین  ها با  از پر شدن کف فلاسک کشت سلول      

از    جدا و نیمی   Trypsin-EDTA دي آمین تترااستیک اسید   
آن در یک فلاسک دیگر کشت داده شد و این کار تا پاساژ        

  .)1شکل (سوم تکرار گردید
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  بعد از دومـین پاسـاژ   ) c .ژ پس از اولین پاسا) bدو روز بعد از استخراج ) aهاي مزانشیم مغز استخوان رت  د و خالص سازي سلولمراحل رش .1شکل

d (پس از سومین پاساژ  
  

هاي خالص شـده،     براي اثبات مزانشیم بودن سلول    
هـاي اسـتخراج شـده بـه         علاوه بر قابلیت چـسبندگی، سـلول      

هـاي   سـلول .  نیز تمایز داده شـد   هاي استخوانی و چربی     سلول
بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت پس از پاساژ سوم در پلیت            
شش خانه کشت و بعد از چسبیدن به کف ظـرف بـا محـیط               

 و ترکیبات تمایزي    +FBS حاوي   اصلاح شده دابلکو  کشت  
ــتئورژنیک  ــا(اسـ ــازون و  -بتـ ــسفات، دگزامتـ ــسرول فـ گلیـ

یـسرول فـسفات،     گل -بتـا (و آدیپوژنیـک    ) آسکوربیک اسید 
 21به مـدت    )  دگزامتازون، ایندومتاسین و آسکوربیک اسید    

 درصـد دي اکـسید      5گـراد و      درجه سـانتی   37روز در دماي    
هـا توسـط رنـگ       بعد از این مدت سلول    . )10(کربن تیمار شد  
ــزارین رد  ــراي استئوبلاســـت (آلیـ ــل رد ) بـ ــراي (و اویـ بـ

  ). 3و  2شکل(رنگ آمیزي شد ) آدیپوسیت

 

  
نماي ماکروسکوپی، رنگ صورتی نشان دهنده ) aهاي مغز استخوان رت بعد از تیمار با ترکیبات استئوژنیک   تشکیل ماتریکس استخوانی در سلول.2شکل

 رنگ آمیزي آلیزارین رد، میکروسکوپ اینورت، ( ها در محیط کشت نماي میکروسکوپی از سلول)  b.باشد هاي کلسیم در ماتریکس سلول می تشکیل ندول
  .)X 20بزرگنمائی 
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هـاي تمـایز    نماي میکروسکوپی از سلول) aهاي چربی بعد از تیمار با ترکیبات آدیپوژنیک  هاي مزانشیم مغز استخوان رت به سلول       تمایز سلول  3شکل
نشان دهنده تمایز سلولی  نماي میکروسکوپی از یک سلول تمایز یافته به سلول چربی در محیط کشت رنگ صورتی و وجود واکوئلهاي چري ) bنیافته

  )X 20رنگ آمیزي اویل رد، میکروسکوپ اینورت، بزرگنمائی  (باشد می
  

ــروز    ــرکت آک ــل از ش ــل فن ــی، (پارانونی نیوجرس
ــا ــا   )آمریکـ ــتوك بـ ــول اسـ ــداري و محلـ ــل  خریـ دي متیـ

دي متیـل   غلظت نهـایی    ( آماده شد    (DMSO)سولفوکساید  
 ایــن در)  بــوددرصــد01/0در محــیط کمتــر از  سولفوکـساید 

، تاثیري بر رشـد نرمـال سـلول         دي متیل سولفوکساید  غلظت  
لازم بذکر است کلیه مـواد مـورد اسـتفاده در ایـن              ()8(ندارد

پژوهش همگی از شرکت سیگما ساخت کشور آمریکا تهیه         
ها  سلول).  مگر در مواردي که به آن اشاره شده است    ،گردید

 خانــه در 12 ســاعت کــشت در پلیــت پلاســتیکی 24پـس از  
میکرومـولار  (زهاي مختلف پارانونیل فنل     ومعرض تیمار با د   

 48براي مدت زمـان     ) ، صفر 10،  50،  100،  150،  200 و   250
  . ساعت قرار گرفت12، 24، 36و 

هاي تیمار شـده     براي سنجش توانایی حیات سلول    
ــا ــل  ب ــل فن ــو و  پارانونی ــان بل ــازول  از دو روش تریپ ــل تی  متی

 (Methyl Thiazol Tetra Zolium- MTT) تترازولیـوم 
ــد ــتفاده ش ــلول. اس ــدا س ــس از    ابت ــدا و پ ــسین ج ــا تریپ ــا ب ه

سانتریفوژ، رسوب سلولی با محیط کشت تازه به حجم یـک           
 میکرولیتر از سوسپانـسیون   300لیتر رسید و سپس مقدار       میلی

سلولی حاصل با حجـم مـساوي از تریپـان بلـو مخلـوط و بـه           
هـاي   تعـداد سـلول  .  دقیقه در انکوباتور قرار داده شـد  2مدت  

صـورت درصـد    ه  زنده و مرده با لام هموسایتومتر بررسی و ب        
هاي مرده به علت نفوذ پـذیري        در این روش، سلول   . بیان شد 

در این پژوهش درصـد     . به تریپان بلو، به رنگ آبی دیده شد       
هـاي زنـده و مـرده بـا پـنج بـار تکـرار         میانگین تعـداد سـلول   

  .محاسبه شد

ــازولدر روش ــوم متیــل تی ــزیم MTT  تترازولی  آن
سوکسینات دهیدروژناز در میتوکندري توانایی احیاي رنـگ      
ــه بلورهــاي   ــوم را ب ــازول دي فنیــل تترازولی زرد دي متیــل تی

هـاي بنیـادي    سـلول . )11(ارغـوانی و نـامحلول فورمـازان دارد   
 خانه کشت و پس از 96 ساعت در پلیت   24مزانشیم به مدت    

هـاي    خانـه بـا غلظـت   96یـت  ها به کف پل چسبیدن این سلول 
 24، 36، 48هاي  مذکور از پارانونیل فنل تیمار و پس از زمان        

 بـه ازاي   میتـل تیـازول تترازولیـوم    میکرولیتر10 ساعت   12و  
ها اضافه و به مدت   میکرولیتر از محیط کشت به چاهک      100

دي سپس بلورهاي فورمازان حاصـل در  .  ساعت انکوبه شد 4
ــتگاه  جـــذب آن توســـط حـــل ومتیـــل سولفوکـــساید  دسـ

) خوانشگرالیزا متل اسکودیاگنوستیک، ساخت کشور آلمان     
تعداد سلول هـاي   .  شد گیري اندازه نانومتر   505در طول موج    

زنــده پــس از رســم گــراف اســتاندارد بــا اســتفاده از فرمــول 
037/0+X016/0 =Y 996/0 و=R2 ــه ــذب و Y در جائیک  ج

Xگردیدهاي زنده می باشد، محاسبه  تعداد سلول .  
 100ز  و خانـه بـا د     24هاي چسبیده بـه پلیـت        سلول

بـا  ( سـاعت تیمـار شـد    24میکرومولار پارانونیل فنل به مدت    
متیـل تیـازول   هاي تریپـان بلـو و    توجه به نتایج آماري آزمون  

ــوم ــه دتترازولی ــابی، دو در مرحل ــولار و 100ز وز ی  میکروم
خـاب  هاي بعـدي انت   ساعت براي بررسی   24مدت زمان تیمار    

ــاتین بــا هوخــست بــراي مطالعــه  ). شــد رنــگ آمیــزي کروم
مورفولوژي هسته، پروپیدیم آیوداید همراه با هوخست بـراي   
تمایز بین سلول مرده و زنده، آکریدین اورانژ بـراي بررسـی            

نسیل کـاداورین بـراي رنـگ       اسیتوپلاسم و منود   مورفولوژي
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آمیزي واکوئلهاي داخل سیتوپلاسمی توسط میکروسـکوپ        
  .)12، 3(انجام گردید)  70IXاولیمپوس مدل (رسنس فلو

 100پس از استخراج پروتئین توسـط بـافر حـاوي        
 درصد سدیم دو دسـیل سـولفات و بتـا           1میلی مولار تریس،    

ــروتئین  ــین غلظــت پ ــانول و تعی هــا توســط روش  مرکــاپتو ات
 میلـی  100هاي تیمـار شـده بـا       لاوري، پروفیل پروتئین سلول   

 ــمــولار    ســـاعت بــا اســـتفاده از  36 بعــد از  لپارانونیــل فنـ
الکتروفورز در ژل پلی آکریـل آمیـد در حـضور سـدیم دود       

 درصـد بـا ولتـاژ ثابـت تعیـین و      12 بر روي ژل  سیل سولفات 
. اسی بلو رنگ آمیـزي شـد    ومسپس ژل الکتروفورز توسط ک    

شــرکت (ژن تــولز بانــدهاي پلــی پپتیــدي توســط نــرم افــزار 
  . آنالیز گردید)انگلستانسینژن، 

اثـر    بـراي تعیـین  SPSSبـا اسـتفاده از نـرم افـزار     

هـا از روش     ز و زمان تیمار بر قابلیت حیـات سـلول         ومتقابل د 
ــالیز واریــانس دوطرفــه   و بــراي آزمــون آنــوواي دو طرفــهآن

زهـا و  وهـا در د  مقایسه تفاوت میانگین قابلیـت حیـات سـلول     
ــالیز واریــانس یــک طرفــه زمــان  آزمــون هــاي مختلــف از آن

هـا در سـطح    استفاده شد و تفاوت میانگینیک طرفه آنوواي  
05/0p<دار در نظر گرفته شد  معنی.  
  

  یافته ها
 آمده از   به دست هاي   آنالیز واریانس دو طرفه داده    

روش رنگ آمیـزي تریپـان بلـو نـشان داد کـه اثـر متقابـل و               
ــل و زمــان تیمــار باعــث  وهمزمــان د ز مــصرفی پارانونیــل فن

ــات ســلول توانــائی دار معنــیکــاهش  هــاي مزانــشیم مغــز  حی
  ).1جدول ) (>001/0p(استخوان رت شد 

   
هاي متفاوت  هاي مزانشیم مغز استخوان رت پس از تیمار با دوزهاي مختلف پارا نونیل فنل و در زمان حیات سلولمقایسه میانگین درصد توانائی . 1جدول

  آزمون آنوواي دو طرفه. باشد  می)انحراف معیار(انگینمیمقادیر به صورت . با استفاده از روش رنگ آمیزي تریپان بلو
  )ساعت(زمان 

  (µM) ز ود
12  24  36  48  P  

0 )52/2(33/93 )15/1(33/95  )52/2(67/93 )78/3(67/93 
10  )00/3(00/93 )00/0(00/93 )00/2(00/93 )00/0(00/84 
50 )46/3(00/88 )58/0(33/87 )00/1(00/71 )64/2(00/48 

100 )53/1(33/76 )55/7(00/68 )08/2(33/52 )62/4(67/27 
150 )00/1(00/40 )46/3(00/23 )65/2(00/22 )15/1(67/11 
200 )08/2(33/20 )58/0(33/15 )08/2(33/14 )31/2(67/9 
250 )53/1(67/5 )53/1(67/5 )58/0(67/5 )00/1(00/3 

001/0  

اثر متقابل * 
 ز و زمانود

        001/0  

  .گردد ها می  موجب کاهش درصد توانائی حیات  سلول>001/0p  زمان در سطحز وواثر متقابل د
  

ها در روش آنالیز واریانس یک طرفـه         مقایسه داده 
هــاي مختلـف نـشان داد کـه میــانگین     زهـا بـراي زمـان   ودر د

 میکرومـولار بـراي مـدت       10ز  وهـا در د    قدرت حیات سلول  
داراي ) صـفر میکرومـولار   ( ساعت با گروه کنترول      48زمان  

ــاوت  ــیتف ــد دار معن ــولار در 60ز ود). >05/0p( ش  میکروم
ــان  ــرول    48 و 36زم ــروه کنت ــا گ ــی ســاعت ب ــود دار معن  ب

)05/0p< (ســاعت 12 میکرومــولار و از زمــان 100ز وو از د 

). 2جدول ( بود دار معنیبه بعد با گروه کنترول داراي تفاوت        
ا اسـتفاده    آمده ب  به دست هاي   علاوه بر این آنالیز آماري داده     

 تترازولیم نشان داد که کـاهش توانـائی      متیل تیازول  از روش 
ز و وهاي مزانشیم مغز استخوان نیـز وابـسته بـه د           حیات سلول 

زمان تیمار بوده و نتایج حاصل از رنگ آمیزي تریپان بلـو را       
  ). 4و  3جداول (تایید کرد 
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هاي   در هر یک از زمان پارانونیل فنلزهاي مختلفوانشیم مغز استخوان رت پس از تیمار با دهاي مز مقایسه میانگین درصد توانائی حیات سلول. 2جدول
در هر ستون میانگین هـائی کـه بـا کـد     . باشد  می)انحراف معیار(میانگینمقادیر به صورت .  ساعت با روش رنگ آمیزي تریپان بلو 48 و  36،  24،  12

  )آزمون توکی، آزمون آنوواي یک طرفه  >05/0p( باشند دار می ت معنیاند داراي تفاو هاي متفاوت نامگذاري شده حرف
  )ساعت(زمان 

   )میکرومولی(زود
12  24  36  48  

0 )52/2(a 33/93 )15/1(a 33/95  )52/2(a ±67/93 )79/3(a 67/93 
10  )00/3(a 00/93  )00/0(a 00/93  ) 00/2(a 00/93  )00/0( b 00/84  
50 )46/3(a00/88  )58/0(a 33/87  )00/1( b 00/71  )64/2(c 00/48  
100 )53/1(b33/76  )55/7(b00/68  )08/2(c 33/52  )62/4(d 67/27  
150 )00/1(c 00/40  )46/3(c00/23  )65/2(d 00/22  )15/1(e 67/11  
200 )08/2(d33/20  )58/0(c33/15  )08/2(e 33/14  )31/2(ef 67/9  
250 )53/1(e 67/5 )53/1(d67/5 )58/0(f 67/5 )00/1(f 00/3 

  
هاي   و در زمانپارانونیل فنلزهاي مختلف ومزانشیم مغز استخوان رت پس از تیمار با د  ) قابلیت حیات (هاي زنده    مقایسه میانگین تعداد سلول   . 3جدول

  ) آزمون آنوواي یک طرفه>05/0p(باشد  می)انحراف معیار(میانگینمقادیر به صورت .  متیل تیازول تترازولیوممتفاوت با استفاده از روش
  )ساعت(زمان 

  )میکرو مول(ز ود
12  24  36  48  P  

0 )86/1(16/72  )04/2(04/72  )76/1(11/72  )32/3(31/66  
10  )37/2(21/70  )07/2(83/69  )51/0(94/68  )79/2(17/63  
50 )29/2(79/65  )30/1(96/60  )33/2(53/51  )95/0(30/34  
100 )07/1(38/58  )32/1(70/44  )38/4(50/40  )68/0(96/28  
150 )48/0(94/26  )43/1(36/20  )98/0(76/12  )63/1(45/12  
200 )49/0(07/16  )10/1(33/15  )46/0(96/10  )73/2(83/7  
250 )68/0(15/14 )95/1(74/8 )02/1(46/6 )06/1(93/2 

001/0  

اثر متقابل دز و * 
  زمان

        001/0  

  .گردد ها می موجب کاهش توانائی حیات  سلول >001/0pشود اثر متقابل دز و زمان در سطح  چنانکه ملاحظه می*
  

 در هر یـک از  پارانونیل فنلزهاي مختلف ومزانشیم مغز استخوان رت پس از تیمار با د) قابلیت حیات(هاي زنده  مقایسه میانگین تعداد سلول .4جدول
هائی که با  در هر ستون میانگین. باشد می) انحراف معیار(گینمیان مقادیر به صورت  . متیل تیازول تترازولیوم ساعت با روش48 و 36، 24، 12هاي  زمان

   ) آزمون آنوواي یک طرفه>05/0p(باشند می دار معنیاند داراي تفاوت  هاي متفاوت نامگذاري شده کد حرف
  )ساعت(زمان 

   )میکرو مول(زود
12  24  36  48  

0 )87/1(a 17/72 )04/2(a 04/72  )76/1(a 11/72 )32/3(a 32/66 
10  )37/2(a 21/70  )07/2(a83/69  )51/0(a 94/68  )79/2(a 17/63  
50 )29/2(b 79/65  )30/1(b96/60  )33/2(b 53/51  ) 95/0(b 30/34  
100 )07/1(c 38/58  )32/1(c 70/44  )38/4(c 50/40 )68/0(c 96/28  
150 )48/0(d94/26  )43/1(d 36/20  )98/0(d 76/12  )63/1( d 45/12  
200 )9449/0(e 07/16  )00/1( e 34/15  )46/0(de 96/10  )73/2(de 83/7  
250 )68/0(e15/14 )95/1(f74/8 )02/1(e 46/6 )06/1(e 93/2 
  

ز وها پس از تیمار با د  تغییرات مورفولوژیک سلول  
 سـاعت بـا    24 در مدت زمـان       پارانونیل فنل   میکرومولار 100

استفاده از رنگ فلوروسنت هوخست شامل متـراکم شـدن و           
). b-4شکل  (تغییر شکل هسته در مقایسه با گروه کنترل بود          

رنـگ آمیـزي پروپیــدیم آیودیـد افــزایش تخریـب غــشاء و     

). c-4شـکل   (ا در مقایسه با کنترل را نـشان داد        ه  مرگ سلول 
علاوه بـر ایـن رنـگ آمیـزي آکریـدین اورانـژ و منودنـسیل           

شـکل  (هاي متعـدد در سیتوپلاسـم    کاداورین حضور واکوئل 
d-4 ( را در مقایسه با گروه کنترل نشان داد) شکلd-4 .(  
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). a.  ساعت24براي مدت زمان   پارانونیل فنل میکرومولار100رت تیمار شده با هاي بنیادي مزانشیم مغز اسخوان   سلولسرنگ آمیزي فلورسن. 4شکل
 و  تغییـر شـکل  رنگ آمیزي شده با هوخست نشاند دهنده) تیمار شده (هاي    سلول) b. رنگ آمیزي شده با هوخست    ) صفر میکرومولار (هاي کنترل   سلول

و ) آبـی (هـاي زنـده    ي سـلول  یزي همزمان هوخست و پروپیدیم آیوداید نشان دهندهرنگ آم) تیمار شده(هاي    سلول) c. )ها  پیکان( هسته   متراکم شدن 
رنگ آمیزي شده با اکریـدین اورانـژ و   ) تیمار شده(هاي  سلول) f و e اکریدین اورانژ و شده با رنگ آمیزي هاي کنترل  سلول)d). قرمز(هاي مرده  سلول

   )ها  بزرگ شده براي مشخص کردن واکوئلf و eهاي  هاي داخلی شکل بخش(ل سیتوپلاسم هاي داخ ئلنسیل کاداورین براي نشان دادن واکوانودوم
  

ها با   آنالیز ژل الکتروفورز نشان داد که تیمار سلول       
 ساعت باعث   24 به مدت    پارانونیل فنل  میکرومولار   100ز  ود

ــد  ــد پلــی پپتیــدي گردی ــا وزن . تغییــر در چنــد بان بانــدهاي ب
ــا (کیلــو دالتــون 06/21 و 47/55 ، 95/77، 71/243ملکــولی  ب

دچار کاهش قابـل تـوجهی   ) رنگ قرمز نشان داده شده است  
در حالی کـه بانـد پلـی        . هاي کنترل شد   نسبت به گروه سلول   

 کیلو دالتون دستخوش افزایش 96/12پپتیدي با وزن ملکولی   
 پارانونیـل فنـل    میکرومـولار    100علاوه بر این تیمار     . گردید

انــد پلـی پپتیـدي جدیـد بــا وزن    موجـب ظـاهر شـدن یـک ب    
هاي تیمـار شـده        کیلو دالتون در سلول    07/12ملکولی حدود   

  ).5شکل (گردید 

  
هـاي   هاي مزانشیمی در گـروه      آنالیز پروفایل پروتئینی سلول   . 5شکل

 24 در مدت زمان پارانونیل فنل  میکرومولار100کنترل و تیمار شده با 
ها معرف بانـدهاي    پیکان.Gene toolsساعت به وسیله نرم افزار 

، )باندهاي کاهش یافته در گروه تیمار(پیکان قرمز . باشد میتغییر یافته 
نـشان  ( و پیکان سیاه    ) باند افزایش یافته در گروه تیمار     (پیکان آبی   

وزن ملکولی مارکرها بـه   ).  باند جدید ظاهر شده در گروه تیمار        دهنده
ار داده شده بر روي هر چاهک    مقدار پروتئین قر  . باشد میکیلو دالتون   

 .باشد  میکرو گرم می150
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  بحث
ها نشان داد کـاهش میـانگین تعـداد و        چنانکه داده 

هاي مزانـشیم مغـز اسـتخوان رت      درصد توانایی حیات سلول   
 150 سـاعت   12در زمـان    . ز و زمـان تیمـار بـود       ووابسته بـه د   

 از  درصــد50 از پارانونیــل فنــل باعــث کــاهش میکرومــولار
که این مقدار کاهش توانـایی در   ی حیات شد در حالی   توانای

ــان  ــط  36زم ــاعت توس ــان  100 س ــولار و در زم  48 میکروم
.  میکرومولار از پارانونیل فنل مـشاهده شـد        50ساعت توسط   

 وابــستگی کــاهش توانــایی 2006 و همکــاران در ســال مکــی
ــه د ــات ب ــز در   وحی ــل را نی ــل فن ــا پارانونی ــار ب ــان تیم ز و زم

بـا توجـه بـه      . )8(ادي جنینـی گـزارش کردنـد      هـاي بنی ـ   سلول
، حـضور ایـن مـاده     پارانونیل فنل استفاده روز افزون انسان از      

شیمیائی در شیر و خون انسان گزارش شده اسـت، از طرفـی          
این آلاینده زیست محیطی با خاصـیت آبگریـزي تمایـل بـه            

 لذا بر اساس نتایج )14، 13، 1(انباشته شدن در بافتها را نیز دارد  
اصل از این تحقیق در صـورت تمـاس دراز مـدت بـا ایـن            ح

عنوان یک ذخیره ه هاي مزانشیم مغز استخوان ب آلاینده سلول
 ـ. توانند مورد تحدید جدي قرار بگیرند   حیاتی می  ه همچنین ب

 میکرومولار پارانونیل فنل در مـدت زمـان         100دنبال تیمار با    
 تـراکم   ساعت تغییرات مرفولوژیک از قبیل تغییر شکل و 24

هــسته، واکوئــل دار شــدن سیتوپلاســم از شــواهد وقــوع      
 و میـر  گها و همچنین افزایش مـر      آپوپتوزیس در این سلول   

کـه سـایر تحقیقـات انجـام شـده       از آنجـائی  . نیز مشاهده شد  
هـاي    دهد که پارانونیل فنـل، آپوپتـوزیس را در رده           نشان می 

ــل تیموســیت،   ــاگون مث ــا PC12ســلولی گون  و ســرتولی الق
بنابراین تغییرات مورفولوژیک مشاهده شـده   . )15-17(کند  می

 ـ  در تحقیـق حاضـر مـی    آپوپتـوزیس در    دلیـل القـاء  ه توانـد ب
هاي بنیادي مزانشیم مغز استخوان رت توسط پارا نونیل         سلول

ها موجب   فنل باشد که افزایش مرگ سلولی را در این سلول         
ل علاوه  تحقیقات نشان داده است که پارانونیل فن      . شده است 

هاي آزاد اکسیژن   بر القاء آپوپتوزیس، توانایی تولید رادیکال  
تواند با اکسید کردن اسیدهاي چـرب غیـر           را نیز داشته و می    

اشباع در غشاي سلول، باعث بهم ریختگی در تمامیـت غـشا             
ــود     ــلول ش ــرگ س ــه م ــر ب ــده و منج ــد  . )18، 5(ش ــذا تولی ل

عنوان دلیل دیگري تواند به  هاي آزاد اکسیژن نیز می رادیکال
هاي مزانـشیم مغـز اسـتخوان     بر افزایش مرگ و میر در سلول   

عـلاوه بـر ایـن    . رت توسط پارا نونیل فنل در نظر گرفته شود     
 بلکه غـشاي    ،شود  تخریب غشا تنها به غشاء سلول منتهی نمی       

ــل ــدري، رتیک    ارگان ــد میتوکن ــلول مانن ــل س ــاي داخ ــو وه ل
ــز در حــضور راد ــره نی هــاي آزاد  یکــالآندوپلاســمیک و غی

هـا   بینـد و صـدمات وارده بـه ایـن ارگانـل       اکسیژن صدمه می  
از . )20،  19(تواند خود عامل بروز مرگ سـلولی نیـز باشـد           می

هـاي   هاي متعدد در سیتوپلاسـم سـلول        طرفی حضور واکوئل  
تیمار شده با پارانونیل فنل ممکن است دلیلی بر وقوع مـرگ           

ــد  ــاژي باش ــوع اتوف ــایج  الب. )21(ســلولی از ن ــاس نت ــر اس ــه ب ت
ــوزیس و       ــان آپوپت ــوع همزم ــین وق ــایر محقق تحقیقــات س
آتوفاژي به عنوان عامل مرگ سلولی مورد تایید قرار گرفتـه        

هـاي   لذا می توان در ادامه این تحقیق، مکانیزم    . )22،  21(است
نونیل فنل پاراهاي را در اثر تیمار با  دخیل در مرگ این سلول 

  .مورد بررسی بیشتر قرار داد
مطالعات نشان داده است که تیمار با پارانونیل فنـل    

هاي بنیادي عصبی  ها در سلول   باعث تغییر در پروفیل پروتئین    
هــاي  عــلاوه بــر ایــن کــاهش فعالیــت آنــزیم. )3(شــده اســت

سموتاز، گلوتاتیون پراکـسیداز     یمتعددي مانند سوپر اکسید د    
در . )23(نونیل فنل نیز گـزارش شـده اسـت     پارادر اثر تیمار با     

مطالعه حاضر تغییرات متعددي از قبیل کاهش، افزایش و یـا          
حتی بـروز و ظهـور یـک بانـد جدیـد در پروفیـل پروتئینـی                 

نونیل فنل مشاهده شد که    پاراهاي مزانشیم تیمار شده با        سلول
تشخیص نوع، فعالیت و جایگاه سلولی این باندهاي پروتئینی      

 ایـن کـه  در تاییـد  . تتغییر یافته نیازمند مطالعات بیشتري اس ـ 
پارانونیل فنل می تواند باعث تغییراتی در بانـدهاي پروتئینـی        

هـاي دخیـل در      توان بـه گـزارش تغییـر در پـروتئین          شود می 
از طرفی سایر تحقیقات    . )3(حیات و چرخه سلول اشاره کرد     

نونیـل فنـل باعـت ظهـور     پاراهـا بـا    نشان داده که تیمار مـاهی   
ــالوجنین در گو ــروتئین ویت ــر مــیپ ــه ن ــروتئین . )24(گــردد ن پ

ویتالوجنین یک پروتئین وابسته به جنس مـاده بـوده و داراي      
هـاي مختلـف     کیلو دالتون در گونه    700 تا   200وزن ملکولی   

کـاهش   در مطالعه حاضر افـزایش و . )25(باشد  مهره داران می  
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در تراکم باندهاي پلی پپتیدي موجود در پروفیل پروتئینی بـا    
علاوه بر این، بیـان یـک   . ختلف مشاهده شد  اوزان ملکولی م  

 کیلو دالتون کـه شـاید       07/12پروتئین جدید با وزن ملکولی      
 نیـز   ،بتوان از آن به عنوان پروتئین وابسته بـه مـرگ نـام بـرد              

  . بسیار مشهود بوده است
این تحقیق نشان داد که آلودگی با پارا نونیل فنـل           

یکی از قبیـل  باعث کاهش توانائی حیات، تغییـرات مرفولـوژ   
ها در سیتوپلاسم و تغییـر     متراکم شدن هسته، حضور واکوئل    

هـاي مزانـشیم مغـز اسـتخوان رت          در پروفیل پروتئینی سلول   
با توجه به کاربردهاي متنوع پارا نونیل فنل و اهمیت           . گردید

گـردد تحقیقـات بیـشتري بـراي مطالعـه          موضوع پیشنهاد مـی   
زیـست محیطـی بـر      اثرات مختلف توکسیسیته ایـن آلاینـده        

  .هاي بنیادي صورت پذیرد سلول
  

  تشکر و قدردانی
مطالعه حاضر نتیجه طرح پژوهشی در قالـب پایـان        
ــشگاه اراك   نامــه دانــشجوئی مــصوب شــوراي پژوهــشی دان

بدینوسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه اراك . باشد می
  .نماید جهت پشتیبانی مالی از این طرح پژوهشی تشکر می
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