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 چكیده
موجب افزایش حساسیت MSCs های بنیادی مزانشیمال نشان داد که القای اتوفاژی در مطالعه برروی سلول

افزایش میزان  های اکسیداتیو ونسبت به استرس MSCsاتوفاژی باعث مقاومت  دربرابر استرس اکسیداتیوو مهار
شود. هدف از این مطالعه بررسی تاثیر استرس اکسیداتیو بر مسیر های کنترل میدر مقایسه با سلول MSCsبقای 

باشد. مطالعه حاضر در مرکز تحقیقات ریز فناوری می مزانشیمال بنیادی  هایدر سلول Nrf2سیگنالینگ سلولی 
های بنیادی مزانشیمی انجام شده است. در این مطالعه تجربی، سلول 1311دارویی علوم پزشکی تبریز، در سال 

کشت داده شدند و بعد از تریپسینه کردن کشت مجدد انجام و پاساژ سلولی چهارم  DMEM-F12کشت در محیط
های تیمار از سلول DNAمورد بررسی قرار گرفت. استخراج  MTT assayسپس  با استفاده از روش  .انتخاب شد

-در سلولNrf2 های بیان ژنمیزان  cDNAصورت گرفت و پس از تهیه  DNA Ladder assayشده انجام و تست 

مورد سنجش قرار گرفت تجزیه و تحلیل داده ها با استفاده از  Real-time PCRهای بنیادی مزانشیمی به روش 
-Nrf2صورت گرفت. نتایج نشان دادند که استرس اکسیداتیو می تواند مسیر سیگنالینگ سلولی  SPSS افزارنرم

Nngoi توانند از طریق این مسیراسترس را مهار نمایند. بنابراین باید برای میهای بنیادی را فعال کند و سلول
  های غذایی و مکمل به منظور افزایش کارایی سلول درمانی اقدام نمود.تقویت این مسیر از طریق آنتی اکسیدانت

 

 .Nrf -2های بنیادی مزانشیمال، سترس اکسیداتیو،سلولا :ها کلیدواژه
 

 مقدمه
ی دهنده ( بازتابOxidative stressاسترس اکسیداتیو )

های فعال  گونه»عدم تعادل میان تظاهرات سیستماتیک 

سازی و توانایی یک سیستم زیستی در خنثی( ROS« )اکسیژن
های وارده است.  های سمی آن یا ترمیم آسیب و مهار میانجی

-هرگونه آشفتگی و اختلال در وضعیت طبیعی اکسیداسیون
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های آزاد،  احیا )ریداکس(، از طریق تولید پراکسید و رادیکال
منجر به تولید اثرات سمی و آسیب به تمامی اجزاء و 

 DNAها، لیپید و  سلولی، از جمله پروتئین درونساختارهای 
های  گردد. آسیب به بازها اغلب غیرمستقیم و توسط گونه می

 OH− )رادیکال سوپراکسید(، O2فعال اکسیژن همچون 
)هیدروژن پراکسید( ایجاد  H2O2)رادیکال هیدروکسیل( و 

های فعال اکسیژن در سیستم  [. برخی گونه01شود.] می
کنند  رسان سلولی عمل می اکس، به عنوان پیامسیگنالینگ رید

تواند سبب اختلال در  در نتیجه، استرس اکسیداتیو می
رسانی سلولی شود. در انسان، استرس اکسیداتیو در بروز  پیام

فعالی، سرطان، پارکینسون، بیماری  بیش -توجهی اختلال کم
لافورا، آلزایمر، تصلب شرایین، نارسایی قلب، سکته قلبی، و 

رسد  نظر می [ و به01اختلال افسردگی اساسی و... نقش دارد ]
[. 61های مبتلایان به نشانگان آسپرگر نیز باشد ] یکی از ویژگی

مدت ممکن است در  همچنین استرس اکسیداتیو کوتاه 
« میتوهورمسیس»جلوگیری از پیری از طریق فرایندی موسوم به 

 مزانشیمیبنیادي  یها[. سلول11،06نقش داشته باشد ]
Mesenchymal Cells Stem (MSCs) از مهمترین سلول-

مزانشیمي،  بنیادي یها[. سلول10بالغین هستند ] یبنیاد یها
استخواني از مغز استخوانی موش  یهاطي جداسازي سلول

بنیادي  یهاها، جمعیتي از سلول[. این سلول5شناسایي شدند ]
مغز استخوان، ماهیچه  هایي نظیرباشند که از بافتچند توانه مي

اسکلتي، مغز، بافت چربي، خون بندناف، خون محیطي 
[. علیرغم 13شوند ]پیوندي پوستي جدا مي یهاوبافت
های مختصر، توانایي تکثیر و خودنوسازي طولانی تفاوت

شناسي دوکي و فیبروبلاست و توانایي تمایز به مدت، ریخت
وصیات منحصر دودمان مزودرمي و حتي غیر مزودرمي از خص

بنیادي  یهاسلول [.3باشند ]ها ميبه فرد این سلول
مختلف سلولي  یها، توانایي تمایز به رده (MSCs)مزانشیمي

را داشته، در آزمایشگاه به آساني از بافتهاي مختلف جدا و تکثیر 
خاص مانند  یهاویژگي یها دارااین سلول[. 03]شوندداده مي

در انایي مهاجرت و جایگزیني خصوصیت تعدیل ایمني و تو
ها به عنوان [. امروزه از این سلول1محل آسیب دیده هستند ]

درماني، ژن درماني و نیز  آل در زمینه سلولیک منبع سلولي ایده
. از مهمترین عوامل [66]شود. مهندسي بافت استفاده مي

های رسان؛ کمبود اکسیژن، فقر غذایي و وجود رادیکالآسیب
اکسیداسیون و احیا یا همان  یهااکسیژن ناشي از واکنشآزاد 

 یهاافزایش مقاومت سلول[. 11] باشنداسترس اکسیداتیو مي
بنیادي مزانشیمي در برابر شرایط استرسزا جهت افزایش کارآیي 

[. مطالعه هاي 11]ها، بسیار حیاتي است سلولپیوند این 
ادي مزانشیمي با متعددي در زمینه افزایش بقا ي سلول هاي بنی

 یهاها با ژناستفاده از روش دست ورزي ژنتیکي سلول
[. از 61محافظت کننده سلولي مختلف انجام شده است ]

-Nuclear Factorمحافظت کننده ژن  یهاجمله ژن
Erythorid یا (NF-E2 Nrf2 Hypoxia Inducible 
(HIF-1α و -(Related Factor 2 1α-Factor) باشند مي

هایي عنوان دو فاکتور رونو یسي منجر به بیان مجموعه ژنکه به 
ها را مقابل شرایط گردند که افزایش مقاومت این سلولمي

استرس اکسیداتیو و کمبود اکسیژن به دنبال خواهد داشت 
مزانشیمي توانایي ترشح  یبنیاد یهااز طرفي سلول [.01]

باشند ا ميرا دار یفعال زیستي زیاد یهاها و مولکولسیتوکین
 یهااز سیتوکین یامجموعه Secretome)سکرتوم ) [.01]

بنیادي  یهامترشحه از سلول یتعدیل کننده ایمني و درمان
دست ورزي  یهامزانشیمي است سکرتوم در اصل از سلول

-از پروتئین یا، حاوی مجموعهα-HIF 1 و Nrf2 شده با ژن

ها در برابر سلولتوانند در افزایش مقاومت هایي باشد که مي
[. 16]استرس اکسیداتیو و شرایط کمبود اکسیژن مؤثر باشند 

ای است که نقش یک نوع فاکتور رونویسی هسته Nrf2 پروتئین
های هموئستازی و ردوکس ایفا اساسی در شبکه تنظیم کننده ژن

یکي از عوامل محافظت کننده سلولي فاکتور  [.01]کند. می
بقاي  یاین فاکتور نسخه بردارست. Nrf2 نسخه برداری 

دهد. مختلف افزایش مي یهاسلولي را در مواجهه با استرس
Nrf2  های سیتوپلاسمي پروتئینبه طور طبیعي بیان شده و به

گوناگون، به هسته سلول های شود و در اثر استرسمتصل مي
مؤثر در های  متعددي مانند آنزیم یهارفته و موجب بیان ژن

نقش  . Nrf 2شودزدایي سلول ي ميسماکسیدان و  فرآیند آنتي
مهمي در حفاظت علیه استرس اکسیداتیو و آسیب سلولي 

تحت شرایط استرس، بیان  [.62] ناشي از مواد شیمیایي دارد
Nrf2 گردد که هایي ميفزایش یافته و موجب رونویسي از ژن

 هااز جمله این ژن .شوندباعث افزا یش مقاومت سلولي مي
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TXNRD1 و GCLC و  GSTsو  UGTو NQO1  هستند
که اثرات سمیت زدایي و آنتي اکسیداني داشته و در نهایت منجر 

و همکاران در سال   Canella[.60] دشونبه دفاع سلولی مي
یک مسیر کلیدی است  Nrf2دریافتند که سیگنالینگ  6102

و سایر  ROSکه برای از بین بردن آنزیم آنتی اکسیدان و حذف 
مواد مضر و محافظت از بدن در برابر استرس اکسیداتیو 

 نشان6112سال  در همکارانش و  Xiang[.2]ضروری است 
باعث افزایش  H2O2 باMSCs  کردن d شرط پیش که دادند

 و جلوگیری از آپوپتوز  CXCR4بیان مولکول چسبندگی
MSCs هدف از این مطالعه بررسی تاثیر  .[11] شودمی

 در Nrf -2استرس اکسیداتیو بر مسیر سیگنالینگ سلولی 
 .باشدهای بنیادی مزانشیمال میسلول
 

 هامواد و روش
های این مطالعه تجربی بوده وجهت انجام آن از سلول

بنیادی مزانشیمال استفاده شده است مطالعه حاضر در مرکز 
تحقیقات ریز فناوری دارویی علوم پزشکی تبریز.، در سال 

از بانک سلولی  MSCSانجام شده است. رده سلولی  0121
 21ها در داخل فلاسک حاوی پاستور تهیه شد. سلول

( غنی Gipco،U.S) DMEM-F12سی محیط کشت  سی
ماکرولیتر  011(، FBSرصد سرم جنین گاوی )د 01شده با 

و استرپتومایسین  μg/μL 0/1سیلین بیوتیک )پنی آنتی
μg/μL 0/1 درجه  11( در انکوباتور در شرایط دماي

درصد کشت داده شد. سپس  5گراد و دي اکسیدکربن  سانتی
ها و با توجه به ها پاساژ داده شده و با شمارش سلولسلول

مورد نظر برای  Seedind densityمحاسبات مربوط به 
انجام آزمایشات، مقدار مورد نیاز از سوسپانسیون سلولی را 

و بعد توسط محیط کشت کامل به حجم مورد نظر رسانید و 
از بررسی فلاسک مورد نظر توسط میکروسکوپ، در 

  [.63]انکوباتور قرار گرفت 
 

MTT assay 
آن بر  ، آزموني کمي و رنگي است که اساس MTTآزمون

-4,5)-3  احیاء نمك زرد رنگ محلول در آب یپایه
dimethylthiazol-2-yl (-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide آبي رنگ تیره و نامحلول  یهاتشکیل کریستال و
، به وسیله آنزیم MTT باشد. احیاءفورمازان در آب مي

زنده  یهامیتوکندریایي سوکسینات دهیدروژناز وتنها در سلول
آلي چون  یهافورمازان در حلال یبلورها دهدرخ مي

قابل حل میباشند که با سنجش میزان  DMSO ایزوپروپانول و
توان تعداد سلول جذب نوري آن با دستگاه اسپکتروفتومتر مي

دارند تعیین نمود  یزنده را که فعالیت سوخت و ساز یها
[05]MTT .  زرد مینمک تترازولیوم محلول در آب به رنگ-

های زنده های دهیدوژناز که فقط در سلولباشد که در اثر آنزیم
محلول شکستی ایجاد شده و به  MTTفعال هستند در حلقه 

شود، لذا با بلورهای آبی رنگ فورمازان غیر محلول تبدیل می
نانومتر میزان  511استفاده از روش نورسنجی در طول موج 

های دیگر یدی یا حلالفورمازان که توسط ایزوپروپانول اس
و بافر سورنسون( به شکل محلول درامده اندازه  DMSO)نظیر

گردد. گیری شده و به این وسیله میزان سلول های زنده تعیین می
ها دور ریخته شده و پس از هر انکوباسیون محیط داخل چاهک

ماکرولیتر محلول  51ماکرولیتر محیط تازه و  051هر خانه با 
MTT میلی(لیتر حل شده در در میلی گرمPBS جایگزین )

شود. سلول های تیمار نشده به عنوان کنترل به کار برده می
ساعت دیگر انکوبه شدند.  3ها به مدت شدند. سپس پلیت
به همراه  DMSOماکرولیتر  611با  MTTپس از آن، محلول 

 NaCl مولار، 1.0ماکرولیتر بافر سورنسون )گلایسین  65
یک مولار(  NaOH بهینه شده با pH=10.5 یمولار دارا 0.0

دقیقه در دمای اتاق  01ها به مدت جایگزین گردید. سپس پلیت
 511( در طول موج ODشیک گردیدند. سرانجام تراکم نوری )

پذیری نانومتر توسط دستگاه الایزا ریدر خوانده شد. زیست
تقسیم بر کنترل  A570ها سلولی نسبی به صورت )نمونه

A570 ) 1محاسبه گردید.کل ازمایش بصورت  011ضربدر 
 excelافزار تکرار انجام شد. همچنین تمام نمودارها توسط نرم

 [.05] رسم شد. 6101ورژن 
 

  (Dapi staining) رنگ آمیزی سلولی دپی
-برای بررسی مستقیم استرس اکسیداتیو بر روی سلول

پلیت  ها درها و تکثیر سلولهای بنیادی، بعد از کشت سلول
ای، در ابتدای کار داخل هر چاهک یک لامل خانه 1
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ها ریخته شد، بعد از یک روز ها را بر روی آنگذاشته و سلول
 خانه ریخته شد و 1اب اکسیژنه را داخل هر چاهک پلیت 

مایع رویی محیط کشت سلول ها را کاملا خالی کرده و با 
 (paraformaldehyde)ماکرولیتر پارافرمالدهید  11افزودن 

درصد به هر چاهک، فیکس کرده سپس مایع رویی  3
های داخل هر چاهک را با ها را خالی کردیم، سلولسلول
PBS ،1 های داخل هر چاهک را بار شستشو داده، و سلول

به مدت  Triton x-100 0.1%با محلول نفوذپذیر کننده 
ها با میکروسکوپ دقیقه نفوذپذیر شد سپس سلول 01

 Olympusمجهز به Olympus IX81 invertفلورسانت 
DP70 camera (Olympus Corp., Tokyo, Japan) 

 مورد ارزیابی قرار گرفتند.
 

 با ترایزول RNAاستخراج 
ها ترایزول اضافه شد تا ، به سلولRNAبرای استخراج 

 6های های لیز شده به تیوبسلول ها لیز شوند سپس سلول
ماکرولیتر  611حدود سی منتقل شد. به تیوب ها سی

دقیقه در دمای اتاق قرار داده شد.  5کلروفرم اضافه شد و 
سانتریقیوژ شد و  rpm 06111دقیقه در 01سپس به مدت 

سی سی جدید منتقل  6های مایع رویی هر تیوب به تیوب
برابر حجم نمونه  6.5شدند، سپس به هر تیوب 

 -11در ساعت  63ایزوپروپانول سرد افزوده سر و ته کرده 
دقیقه در  01ها به مدت قرار گرفتند، سپس تیوب

rpm06111  سانتریفیوژ کرده و مایع رویی بیرون ریخته
ها در دمای اتاق کاملا خشک شده در انتها به شد، تیوب

دقیقه در دمای  01ریخته و  DEPCماکرولیتر 61ها تیوب
و غلظت آنها بر حسب نانو گرم  ODاتاق قرار داده شد سپس 

لیتر با دستگاه نانو دراپ سنجیده شد. به منظور میلی بر
نمونه به  5های استخراج شده، RNA بررسی کیفیت 

گارز   0درصد الکتروفورز شد ) 6صورت راندوم بر روی ژل آ
 (.V 80ساعت در ولتاژ 

 
  cDNAسنتز 
ماکرومولار  1.6که با  total RNAمیکروگرم از  0

و آب  01mM(dNTP(ماکرولیتر 0هگزامر پرایمر و 
DEPC  دقیقه  5درجه به مدت  15مخلوط کرده با حرارت

 RT (MMLV)یونیت آنزیم  5انکوبه شد، سپس 
(Thermo Fisher, U.S)0، بافرx) buffer for MMLV 

RT  یک یونیت بر ماکرولیتر مهارگر ،)RNase  را افزوده و
ماکرولیتر  61در واقع در انتها حجم کلی هر تیوب باید 

قرار داده و به دستگاه،  PCRعد تیوب ها را در دستگاه شود. ب
دقیقه  01درجه و  36دقیقه  11درجه، 65دقیقه  01برنامه: 

 [.61ها سنتز شوند ] cDNAدرجه داده شد تا  16
 

 طراحی پرایمر
طراحی  oligo 5افزار های مورد استفاده توسط نرم پرایمر

 NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)و توسط وب سایت
BLAST  موجود  0شدند که اطلاعات آنها در جدول شماره

است. پرایمرها توسط شرکت تکاپوزیست سنتز شدند. لازم 
 به ذکر است که از ژن  به عنوان ژن خانه گردان استفاده شد.

 
 مرجع و هدف های ژن پرایمرهای : توالی1 جدول

 پرایمرتوالی   ژن هدف
Nrf2 Forward GAGACAGGTGAATTTCTCCCAAT 
Nrf2 Reverse TTTGGGAATGTGGGCAAC 
HO1 Forward ACGGCTTCAAGCTGGTGATG 
HO1 Reverse TGCAGCTCTTCTGGGAAGTAG 

NQOI Forward ATGTATGACAAAGGACCCTTCC 
NQOI Reverse TCCCTTGCAGAGAGTACATGG 

GAPDH Forward GAGCCAAAAG GGTCATCATC 
GAPDH Reverse TAAGCAGTTGGTGGTGCAGG 
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Real-time RT- PCR 
 تایی 1 تکرارهای صورت به Real time PCR واکنش

 Realمخصوص های تیوب در که شکل بدین. گرفت صورت
time PCR 1 ماکرولیتر cDNA ماکرولیتر 02 و 

 فوروارد پرایمر ماکرولیتر 0 حاوی سایبرگرین مسترمیکس
 0 ،(مولار ماکرو 6/1)

 1 ،(مولار ماکرو 6/1) ریورز پرایمر ماکرولیتر
 Mastermix 1x Realماکرولیتر 01 و DEPC ماکرولیتر

time دستگاه در را ها تیوب بعد. شد ریختهReal time 
PCR دستگاه و داده قرار run که است ذکر به لازم. گردید 

 .گردید رسم منحنی ها،نمونه از یک سازی رقت با
 

 داده ها آماری آنالیز
 Melting)های ذوب ها منحنیقبل از آنالیز داده

curve)  بدست آمده از هر واکنشPCR  بررسی شد تا
صحت پیک مربوط به ژن مورد نظر وفقدان پرایمر دایمر 

ژن در هر نمونه از  ∆ Ctها ابتداتایید شود. برای آنالیز داده
فسفات 1ژن گلیسرآلدئید Ctژن مربوطه و Ctافتراق 

و U6-snRNAهای سوماتیک و دهیدروژناز در ژن
GAPDH .به عنوان رفرنس محاسبه شد 

 

 فرمول محاسبه تغییر بیان نسبی
Concentration = efficiency average CT 
(controls) – average CT (samples) 
Relative expression = Concentration of gene of  
 

interest / Concentration of reference gene 

 
 آماری محاسبه روش

 بردن کار به با آزمایشگاهی کارهای اتمام از پس
 مشاهده و انتظار مورد فراوانی میزان وینبرگ هاردی  قانون
 میانگین مقایسه برای. شد SPSS محیط وارد و محاسبه شده

 روش از مطالعه مورد جامعه در یافته  جهش های الل تعداد
 واریانس آنالیز در صفر فرض. شد استفاده واریانس آنالیز
 مستقل متغیر سطوح تمام در وابسته متغیر میانگین بودن برابر

 .است
 

 نتایج
 05به منظور یافتن حداقل میزان  MTT ASSAYانجام 

 H2O2   درصد کشندگی
درصد کشندگی غلظت انجام  51پیدا کردن این تست برای 

های مختلفی از آب اکسیژنه به منظور ایجاد استرس شد غلظت
-های بنیادی مزانشیمی  بکار برده شد. زماناکسیداتیو در سلول

ساعت بود. نتایج نشان  32ساعت و  63های مورد تیمار شامل 
میکرومولار اب  051های داد بیشترین کشندگی در غلظت

بود.  32میکرومولار در ساعت  011و  63اکسیژنه در ساعت 
های مختلف و برای را در ساعت IC50نمودار ذیل میزان 

 های مختلف اب اکسیژنه نشان داده است. غلظت

 
درصد سلول ها را کشته باشد. همانطور که در شکل نشان داده شده  05به منظور تعیین غلظتی از اب اکسیژنه که  MTT:  نتیجه آزمایش 1شکل 

ساعته را دارد که برای مطالعات مولکولی این غلظت مورد استفاده قرار  24و  42درصد در زمان های  05کشندگی  155و    105است غلظت 
 گرفت.
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 DNA Ladderنتایج تست 
 051های بنیادی با میزان غلظت پس از تیمار سلول

استرس اکسیداتیو و نیز میکرومولارآب اکسیژنه به منظور تایید 
لدر انجام شد. همانطور  DNAاپوپتوز ناشی از استرس تست 

یکی از  DNAدانیم در آپوپتوز سلول ها فراگمنتیشن که می
شود نتیجه ها محسوب میحوادث در پروسه اپوپتوز سلول
که در مراحل انتهایي DNA حاصل از الگوی شکست نردبانی 

-ال شدن آنزیمفع بر اثر رخ میدهد و در طی آن فرایند آپاپتوزیس

به  (CAD/CPAN/DFF40) مانند آندونوکلئاز دروني یها
کروموزومي از نواحي بین نوکلئوزومي  DNA وسیله کاسپازها،

گردیده و بریده و قطعات یك و یا چند نوکلئوزومي ایجاد 
قطعات حاصل پس از تفکیك به وسیلة الکتروفورز بر روي ژل 

مایند که به راحتي از نالگوي مشخص نردباني ایجاد می آگارز،
قابل تفکیک  در سلول هاي نکروزي DNA الگوي پیوسته ي

مشاهده گردید. UV داک و زیر نور است بخوبی دردستگاه ژل
حجم سلول کاهش یافته و در سلول  آپوپتوزدر هنگام 

متراکم  کروماتینشوند. سپس  متعددی ایجاد می های ویزیکول
از بین  هستهشوند. در مراحل بعد، غشا  شده و قطعه قطعه، می

های کوچکی، به  رود و در آخر، سلول بصورت وزیکول می
 های اندامکشود. در طول اپوپتوز،  چندین قسمت تقسیم می

مانند.  سالم می ها لیزوزومو  ها میتوکندریداخلی سلول، مانند، 
آیند، بوسیله  هایی که از قطعه قطعه شدن سلول پدید می وزیکول

 .شوند شوند و هضم می ، بلعیده میها فاگوسیت
 

 DAPI stainingبررسی آپوپتوز با روش 

قرار  DAPIآمیزی های تیمار شده تحت رنگسلول
های آپوپتوتیک قابلیت ورود رنگ به در واقع، در سلولگرفتند. 

 درون هسته افزایش میابد و تغییرات مورفولوژیک هسته
گردد. می صقابل تشخی)بصورت متراکم و تکه تکه شده( 

آمیزی های متراکم شده به خوبی رنگکروموزوموه بر اینکه لاع
شوند. در حالیکه در مدت زمان مشابه، هسته کروی می

 های نرمال به صورت یکنواخت رنگ آمیزیلسلو
-های آپوپتوز شده نسبت به نرمال رنگ آبی قویمیشود.سلول

 یرکند و زیرا رنگ م یهسته سلول DAPIرنگ تری رو دارند.
 یشده در هسته را بررس یجادا ییراتتغتوان یم یکروسکوپم

های های زنده و هم برای سلولرنگ دپی هم برای سلولکرد. 
آپوپتوزی استفاده میشود،دپی میتواند از غشای سلولی سالم 
عبور کند اما میزان نفوذ آن در سلول زنده به علت توانایی غشا 

تر از زنده است.این روش در در مهار ورود مواد خارجی کم
 است.  DNAآمیزی فلوروسنس رنگاقع یک نوع و

 
 از سلول های تیمار شده RNAاستخراج 

که از   نشان می دهد RNAشکل ذیل  نتیجه الکتروفورز 
 cDNAکمیت و کیفیت خوبی برخوردار بوده و برای سنتز 

مناسب می باشد. با وجود الکتروفورز به منظور اطمینان از 
نتایج الکتروفورز و همچنین به منظور محاسبه دقیق مقدار 

RNA  ی اولیه برای انجامRT-PCR  .نمونه نانودراپ شدند 
استخراج شده را نشان  rnaنتیجه نانودراپ و تعیین میزان 

نی استفاده باید از میزان یکسا cDNAدهد که برای تهیه می
 شد. می

 
 Real-time PCRنتایج 

خانه ای  1های ها در پلیتبرای انجام این آزمایش سلول
نمودارهای   .اب اکسیژنه تیمار گردیدند IC50های با غلظت

)نمودار استاندارد(  PCRذیل نشان دهنده صحت و راندمان 
باشد. و پرایمر )نمودار ذوب( می PCRهمچنین اختصاصیت 

افیشینتی واکنش بر اساس این منحنی بدست امد. شیب میزان 
دهد واکنش بدون هیچ نشان می – 1.32نمودار با مقدار 

های بدست امده قابل  ctای انجام شده است و همه مداخله
-سیکل در  بیشتر هایغلظت با های اطمینان می باشد. نمونه

 جز عوامل همه چون و اند رسیده آستانه حد به تریپایین های
 گرددمی مشخص است ثابت ها نمونه در ها cDNA مقدار

 بستگی ا  cDNAغلظت به فقط شده حاصل های CT که
 .باشدمی کار صحت دهنده نشان که داشته

و  61های بدست امده بین  ctهمچنین با توجه به اینکه 
می باشند به جز موارد استاندارد که رقت سازی  16چرخه 

ها قابل اطمینان بوده و ناشی از الودگی  ctاین  شده بودند
ها یک نمونه تواند باشد. در عین حال دی کنار سایر نمونهنمی

الگو هم قرار داده شده بود.  CDNAکنترل منفی و بدون 
این مطلب را کاملا نشان داده است.  نمودار تکثیر ذیل 

 

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%88%DB%8C%D8%B2%DB%8C%DA%A9%D9%88%D9%84
https://fa.wikipedia.org/wiki/%DA%A9%D8%B1%D9%88%D9%85%D8%A7%D8%AA%DB%8C%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%87%D8%B3%D8%AA%D9%87
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A7%D9%86%D8%AF%D8%A7%D9%85%DA%A9
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%85%DB%8C%D8%AA%D9%88%DA%A9%D9%86%D8%AF%D8%B1%DB%8C
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%84%DB%8C%D8%B2%D9%88%D8%B2%D9%88%D9%85
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D9%81%D8%A7%DA%AF%D9%88%D8%B3%DB%8C%D8%AA
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هایی بصورت نردبانی نشان داده های تیمار شده با آب اکسیژنه شکستگیسلول DNAدرصد برای تشخیص شکستگی  2: الکتروفورز 2شکل 

 است. 

 
 

های در حال نمونه های تیمار شده و کنترل همانطور که در شکل نشان داده شده است نمونه های تیمار شده سلول DAPI: رنگ آمیزی 3شکل
یز هستند. آپوپتوز را نشان می به قطعات با وزن مولکولی بالا و در مقیاس بالا،  DNA قطعه قطعه شدندهد که دارای هسته قطعه قطعه شده  و ر

ها ایده برای ردیابی این شکست DNA LADDER ASSAY ارکری برای مرگ سلولی از نوع آپوپتوزی است. تسته نوکلئوزومی، عموما مانداز 
یبآل است. با این حال، از آنجایی ر غیاب قطعه قطعه آپوپتوز د شود و همچنیندر اواخر مرگ سلولی ناشی از نکروز نیز دیده می DNA که تخر

 مهم می باشد dna Ladder assayبعنوان مکمل تست  DAPIمیزی آبنابراین استفاده از رنگ   شدن هسته می تواند رخ دهد
  

 
و نمونه تیمار شده با دو تکرار. چاهک اول لدر یک کیلو بازی برای تایید صحت  (Cnt)از نمونه های کنترل  RNA: نمونه استخراج 4شکل

 الکتروفورز

Ladder                      Cnt            
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نشان از کیفیت بالای  2بالای  OD 260/280استخرج شده از نمونه کنترل و تیمار شده. همونطور که دیده می شود میزان  RNA: میزان 2 جدول
RNA استخراجی می باشد 

Ng/µL OD 26/280 نام نمونه 

473 Ng/µL 3.4 سلول مزانشیمی بنیادی 

717 Ng/µL 3.17 سلول مزانشیمی بنیادی تیمار شده با آب اکسیژنه 

 

 
 Realtime PCRی نمونه کنترل به نسبت یک به ده و انجام  CDNA. با نجام رقت سازی بر روی  Realtime PCR:.منحنی استاندارد  0شکل

 این نمودار بدست امد.
 

 
ها بین  ctها با آب اکسیژنه و بدون تیمار با تکرار سه تایی. میزان پس از تیمار سلول GAPDH  برای ژن Real time PCR: منحنی تکثیر6شکل 

 باشند.های رقیق شده استاندارد می cDNAبه بالا مربوط به  20های  Ctباشد. های تیمار شده میبرای نمونه 24تا  42
 

بخصوص به منظور اطمینان از تکثیر اختصاصی پرایمرها 
هم خواهده  hous keepingنمونه ژن کنترل یا رفرنس که زن 

می بادش در اخرین  GAPDHمی شود که در اینجا ژن 
چرخه واکنش منحنی ذوب ترسیم شد. همانطور که در شکل 

ها شود وجود پیک قوی و شارپ مربوط به همه نمونهدیده می
 باشد. نشان دهنده تکثیر اختصاصی می

تعداد زیادی از سلول nrf2با وجود افزایش میزان بیان ژن 
ها اپوپتوز داده است. به منظور شناسایی کامل مسیر  قاومت 

 nrf2در پایین دست ژن ژن hoiدر برابر استرس اکسیداتیو ژن 
مطالعه شد. شکل ذیل نشان می دهد هیچ افزایش معناداری  

رد و بنابراین باید وجود ندا 0در افزایش بیان ژن هم اکسیژناز 
های بنیادی مسیر دیگری در مقاومت به استرس در این سلول

 وجود داشته باشد. 
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. وجود باند های تک نشان دهنده تکثیر اختصاصی و بدون مشکل Real Time PCRها و انجام :نمونه منحنی ذوب پس از تیمار سلول7شکل

دهد که به خاطر پرایمر دایمر و عدم تکثیر می باشد که بدلیل نمونه های کنترل باشد.  تعدادی کمی از نمونه ها باند کوچک اضافی را نشان میمی
 باشد.ی الگو می CDNAمنفی بدون 

 

 
 42و بدون تیمار . بصورت تکی بمدت  های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان تحت تاثیر آب اکسیزنهدر سلول nrf2 : نمودار میزان بیان ژن4شکل

 بار تکرار 2مورد سنجش قرار گرفت. ) اعداد بدست آمده میانگین  Real time PCRساعت تیمار شدند و میزان تغییرات بیان ژن  به روش 
برابر بیشتر از نمونه  2در تیمار با اب اکسیزنه و تحت شرایط استرسی به میزان  nrf2باشند(. همانطور که نشان داده شده است میزان بیان ژن می

 کنترل شده است.
 

 
ساعت تیمار شدند و میزان  42ها بمدت های بنیادی تحت تاثیر استرس اکسیداتیو القائئ. سلولدر سلول hoi: نمودار میزان بیان 9شکل

ها نسبت  CTباشند(. همه بار تکرار می 2مورد سنجش قرار گرفت. ) اعداد بدست آمده میانگین  Real time PCR  تغییرات بیان ژن  به روش
 نرمالایز شده است. GAPDHبه ژن 
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به منظور شناسایی مسیر دقیق مقاومت در برابر استرس 
های بنیادی مجبور به مطالعه ژن اکسیداتیو توسط سلول

های انتی اکسیدانتی شدیم که یکی از زن nqoiیگری بنام د
باشد. نتایج دخیل در مسیر استرس اکسیداتیو سلولی می

های حاصل از بیان این زن نشان داد استرس انالیز داده
را  nrf2\nqoiاکسیداتیو میتواند مسیر سیگنالینگ سلولی 

نرمالایز شده  GAPDHها نسبت به ژن  CTفعال کند. همه 
های تیمار شده نسبت در نمونه nqoiاست. نسبیت بیان ژن 

دهد این مسیر برابر بیشتر بوده که نشان می 81به نمونه کنترل 
ها مسیر مقاومت به استرس اکسیداتیو در این سلول

 محصوب 
 .گرددمی

 
 بحث 

های حاصل از بیان این مطالعه  نشان داد نتایج انالیز داده
تواند مسیر سیگنالینگ سلولی اکسیداتیو میاسترس 

nrf2\nqoi های بنیادی از طریق این را فعال کند و سلول
مزانشیمي به  یبنیاد یهامسیر استرس را مهار نمایند سلول

 یآسان و توانایي تمایز مناسب، کاربردها یدلیل جداساز
-جمع یدر پزشکي دارند. با این وجود طي فرآیندها یموثر

 یهامتعددي به سلول یهات و پردازش، آسیب، کشیآور
شود که بقا و عملکرد آن ها را مزانشیمي وارد مي یبنیاد

در زمینه افز  یمتعدد یدهد بنابراین مطالعه هاکاهش مي
 بنیادي مزانشیمي صورت رفته است یهاسلول یبقا -ایش

 یتمایز ظرفیت دیگري یها در همین راستا مطالعه [.81]

MSCs را در استخوان مغزin vivo وin vitro یهابه سلول 
ها نشان عضله اسکلتي و کاردیومیوسیتی هاعصبي، سلول

 یپیوند یبنیاد یها. با این وجود، وجود سلول[88] دادند
-توانند در محیط ایسکمیک پیوند که سرشار از رادیکالنمي

باشد، به مدت التهابي مي یهاآزاد اکسیژن و سایتوکاین یها
ابتدایي قسمت اعظم  ییادي دوام بیاورند و در همان روزها ز

شوند که کارایي شان دچار مرگ سلولي مي یبنیاد یهاسلول
. در مطالعه [52]کندرا در درمان سلولي بسیار محدود مي

 NRF2/ pIRESneo2 و همکاران از وکتور  Caoدیگري
یو ها در برابر استرس اکسـیداتمنظور توانمندسازي سلولبه

آقای  حامد بشیری نهنجی و  [.7] اسـتفاده کردند
در تحقیقی تحت عنوان پیش  8915همکارانش در سال 
های های بنیادی مزانشیمال  با غلظتشرطی کردن سلول

به منظور افزایش بقای سلولی و افزایش مقاومت  H2O2بهینه 
در برابر استرس اکسیداتیو انجام دادند به این نتیجه رسیدند 

موجب  H2O2های مزانشیمی با که  پیش شرطی کردن سلول
افزایش بقا و مقاومت آنها در برابر استرس اکسیداتیو کشنده 

شود در مقایسه با سلول های کنترل پیش  شرطی نشده می
که با  بدون اینکه تاثیر منفی در قابلیت تمایز آنها داشته باشند

حسینی و آقای علی  [.8مطالعه ما همخوانی دارد]
در مطالعه ای تحت عنوان  تاثیر  8915همکارانش در سال 
های بنیادی مزانشیمال پس از مواجهه با اتوفاژیبر بقای سلول

رسیدند که  استرس اکسیداتیو انجام دادند و به این نتیجه
 در  موجب افزایش حساسیت MSCsالقای اتوفاژی در 

 باعث و مهار اتوفاژی  برابر استرس اکسیداتیو 
 

 
 

ساعت تیمار شدند و میزان  42های بنیادی تحت تاثیر استرس اکسیداتیو القائئ. سلول ها بمدت در سلول nqoiنمودار میزان بیان  :15شکل 
 باشند(.بار تکرار می 2مورد سنجش قرار گرفت. )اعداد بدست آمده میانگین  Real time PCRتغییرات بیان ژن  به روش 
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نسب و به استرس اکسیداتیو و افزایش  MSCs مقاومت 
. با [5]ها کنترل شددر مقایسه باسلول  MSCsمیزان بقای 

هایی که برای سم در تنظیم باتری ژن Nrf2  توجه به عملکرد
زدایی از داروهای سرطانی ویا کاهش استرس اکسیداتیو 

ممکن  Nrf2ناشی از دارو عمل می کنند ، بیان بیش از حد 
. [81]است در افزایش مقاومت به درمان نقش داشته باشد 

آپوپتوز یک مکانیسم شناخته شده از مرگ سلولی است که 
های بنیادی مزانشیمی مؤثر است. از روی زنده بودن سلول

اثر ضد  Nrf2طرف دیگر ، یکی از عملکردهای مشهور 
بیان  آپوپتوز آن است. با توجه به این، ما پیشنهاد کردیم که

Nrf2  توسطMSC  ها ممکن است از فعال شدن مرگ
ریزی شده در سلولهای حساس جلوگیری کند. سلولی برنامه

در برابر  Nrf2-MSCsدو مکانیسم احتمالی برای مقاومت 
ممکن  Nrf2های مختلف وجود دارد. اول، سیگنالینگ تنش

های ضد آپوپتوز را تنظیم کند که با مطالعه است برخی از ژن
 Nrf2. مکانیسم محافظت کننده دیگر [1]ا همخوانی داردم

ممکن است با ترشح فاکتورهای رشد، اثرات پاراکرین را 
و همکاران در مطالعات خود  بیان   Kim[. 59]درگیر کند 
های اکسیداتیو در اکثر در پاسخ به استرس Nrf2کردند که 

انواع سلولی القا می شود و به سرعت به سطح پایه خود 
تواند برای سلول ها مضر رمی گردد و بیان مداوم آن میب

ها در به دلیل قرار گرفتن در معرض مداوم سلول[. 81]باشد 
پذیر، موجودات وابسته به برابر عوامل اکسید کننده آسیب

به  Nrf2اکسیژن برای جلوگیری از استرس اکسیداتیو با 
عنوان یک پروتئین کلیدی در پاسخ به استرس سلولی 

  Surh. [6]اند مکانیسم بسیار محافظت شده ای ایجاد کرده
در مطالعات خود بیان کردند  5001و همکارانش در سال 

 E2 (Nrf2)ای ای مربوط به فاکتور هستههسته 5که عامل 
های یك فاکتور رونویسی برای محافظت در برابر استرس

کتروفیلیك و اکسیداتیو است که با مطالعه ما همخوانی ال
-ها و آنزیمباعث رونویسی آنتی اکسیدانNrf2 [. 92] دارد

شود که در نهایت نقش مهمی در های سم زدایی متنوع می
ها ایفا تقویت صدمات ناشی از استرس اکسیداتیو در سلول

 عوامل[. 51]که با مطالعه حاضر همخوانی دارد  کنندمی
 محیط پیوندي ریز در MSCs زودرس مرگ در تعدديم

همکارانش در  و Robey رابطه همین در . دارند نقش
در طي آزمایشاتي به این نتیجه رسیدند که  5001سال

اکسیداتیو و آسیب ایسکمي فقر غذ ایي به همراه  یهااسترس
روزهاي  در MSCs آپوپتوز اصلي دلایل از هایپوکسي

 باشندکه با مطالعه ما همخوانی دارمي پیوند از پس ابتدایي
[90] Qiao  در مطالعه خود بیان 5001و همکاران در سال

 در مهم بسیار از عوامل HIF-1αو Nrf2کردند که
 اثر هاآن بیان افزایش که هستند فرآیندهاي حفاظت سلولي

 مزانشیمي بنیادي یهاسلول سلولي بر مقاومت مضاعفي
همکاران با مجاورت محیط و  Xiang. [51] دارد بندناف

 یهامزانشیمي با سلول یبنیاد یهاکشت حاصل از سلول
عضلاني قلب که در شر ایط کمبود اکسیژن تیمار شده 

بنیادي  یهابودند، نشان دادند که اثر ترشحي سلول
در  یعضله قلب  یهامزانشیمي منجر به محافظت از سلول

 [97]گرددز ميبرابر آپوپتوز ناشي از استرس اکسیداتیو نی
 Nrf ژن بیان که افزایش کردند گزارش همکاران و محمدزاده

 بیان باعث افزایش مزانشیمي یبنیاد یهاسلول در
SOD1&2  و سلولي مقاومت افزایش و هاسلول در این 

 و Cao دیگر . مطالعه[55]شود مي هاآپوپتوز آن کاهش
منظور  به Nrf 2بیان  افزایش از 5002همکاران در سال 

استفاده  یداتیو اکس استرس برابر در ها سلول توانمندسازي
نتایج نشان دادند  .[7]کردند که با مطالعه ما همخوانی دارد

که استرس اکسیداتیو می تواند مسیر سیگنالینگ سلولی 
Nrf2-Nngoi  را فعال کند و سلول های بنیادی میتوانند از

ن باید برای تقویت طریق مسیراسترس را مهار نمایند. بنابرای
های غذایی و مکمل به این مسیر از طریق آنتی اکسیدانت

 .منظور افزایش کارایی سلول درمانی اقدام نمود
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Abstract 
The study of mesenchymal stem cells showed that induction of autophagy in MSCs increased 

sensitivity to oxidative stress Maharatophagy induced resistance of MSCs to oxidative stress and 

increased survival of MSCs compared to control cells. The aim of this study was to investigate the 

effect of oxidative stress on the Nrf2 cell signaling pathway in mesenchymal stem cells. The present 

study was conducted at the Pharmaceutical Micro-Technology Research Center of Tabriz Medical 

Sciences in 2017. In this experimental study, mesenchymal stem cells were cultured in DMEM-F12 

medium and after trypsinization, re-culture was performed and the fourth cell passage was selected. 

Then it was examined using MTT assay method. DNA extraction was performed from treated cells 

and DNA Ladder assay was performed. After cDNA preparation, the expression of Nrf2 genes in 

mesenchymal stem cells was measured by real-time PCR. Data analysis was performed using SPSS 

software. done. The results showed that oxidative stress could activate the Nrf2-Nngoi cell signaling 

pathway and that stem cells could inhibit stress through this pathway. Therefore, it is necessary to 

strengthen this pathway through dietary antioxidants and supplements to increase the effectiveness of 

cell therapy. 
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