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Abstract 
Objectives: This study investigated the possible synergistic effect of simultaneous 
treatment of bone morphogenic protein (BMP)-4 as a chemical stimulator and static 
magnetic field (SMF) as a physical stimulator on viability percent and proliferation rate in 
rat bone marrow stem cells. 
Methods: Passage 5 cells were trypsinized, and a cell suspension prepared after which the 
cells were counted and cultured in 25 cm2 flasks. Cells were incubated for one day and 
washed with phosphate-buffered saline. We added BMP-4 at the optimum concentration 
of 25 ng/ml at different times (24, 48 and 96 h) into the medium. The cells were exposed 
at an optimum intensity of 4 mT of the SMF at different exposure times (24, 48, and 96 
h). Subsequently cells were washed with phosphate-buffered saline, trypsinized, and 
separate cell suspensions were prepared from each flask. We investigated the viability and 
proliferation rates of treated cells by staining them with Trypan blue and performed cell 
counts with an optical microscope. The mean numbers of whole cells and living cells 
were considered to be the proliferation and survival rates, respectively. 
Results: Increased SMF exposure and BMP-4 increased the viability percent and change 
in proliferation rate in the treated groups compared with their corresponding controls. The 
maximum increased viability was observed in the group that was treated with BMP-4 for 
96 h.  
Conclusion: Our results have supported the hypothesis that SMF alters the viability and 
proliferation rate of treated BMSCs, which was enhanced when the cells were treated 
simultaneously with SMF and BMP-4. 
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  تاهكومقاله 
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 و ميزان بقا و ميدان مغناطيسي ايستا بر BMP-4بررسي آثار همزمان 
 هاي بنيادي مغز استخوان موش صحرايي تكثير سلول
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  17/06/92 :پذيرش مقاله  20/01/92 :دريافت مقاله
  چكيده

 و ميدان مغناطيسي ايستا به عنوان محرك فيزيكي بـر           به عنوان محرك شيميايي    BMP-4 همزمان    در اين تحقيق آثار    :هدف
 .صحرايي بررسي شدهاي بنيادي مغز استخوان موش  هاي زنده و ميزان تكثير سلول درصد سلول

هـا   سـپس سـلول   . هاي مزانشيمي در واكشت پنجم تريپسينه شده و سوسپانسيون سلولي تهيـه شـد               سلول :ها مواد و روش  
بـا  BMP-4 متعاقـب افـزودن   .  شسته شـدند نمكي فسفاتبافر با  α-MEM ساعت كشت در محيط 24شمارش و پس از 

 ميدان مغناطيسي ها با به محيط كشت، اين سلول)  ساعت96 و 48، 24(ت هاي متفاو ليتردر زمان گرم در ميلي  نانو25غلظت 
  فـسفات  نمكيبافر  ا با   ه تيمار شدند؛ سپس سلول   )  ساعت 48 و   24(هاي تابشي متفاوت     زمانتسلا و     ميلي 4ايستا با شدت    

. پ نوري شـمارش شـدند  آميزي و به كمك ميكروسكو     هاي تريپسينه شده با تريپان بلو رنگ       سلول. شسته و تريپسينه شدند   
 . و تكثير سنجش و گزارش شدهاي زنده سلولها تحت عنوان نسبت  ميانگين تعداد و افزايش سلول

 باعث افزايش ميانگين درصد BMP-4دهد كه افزايش مدت زمان ميدان مغناطيسي ايستا و   نتايج اين تحقيق نشان مي:نتايج
تجزيه و تحليل آماري نتايج حاصل از شـمارش  . شود بت به گروه كنترل ميها نس هاي زنده و تغيير ميزان تكثير سلول     سلول

و تكثيـر   هـاي زنـده       سـلول  بـراي ارزيـابي      توكيسلولي با استفاده از آزمون آناليز واريانس يك طرفه و به دنبال آن آزمون               
ر گروهي مشاهده شـد كـه       هاي زنده د   بيشترين افزايش در ميانگين درصد سلول     . هاي مختلف انجام گرفت    سلولي در گروه  

  . تيمار شده بودندBMP-4 ساعت با 96مدت  به
. كنـد   و تكثير توسط ميدان مغناطيسي ايـستا را تأييـد مـي            هاي زنده   سلول نتايج اين تحقيق فرضيه تغيير نسبت        :گيري نتيجه

  .يافت غييرات افزايش ميشدند، اين ت  تيمار ميBMP-4طور همزمان با ميدان مغناطيسي ايستا و  ها به هنگامي كه سلول
  

  ، نرخ تكثير، سلول بنيادي مغز استخوانهاي زنده سلولصد   ميدان مغناطيسي ايستا، در:واژگان كليد
  

  

 مقدمه
  هـا و گياهـان در معـرض         وامع پيشرفته امروزي انسان   در ج 

  
هستند، كـه معمـولاً   ) Magnetic Field(هاي مغناطيسي  ميدان

 108-95: ، صفحات1392 ، پاييز3، شماره 16، دوره آسيب شناسي زيستي:مجله علوم پزشكي مدرس
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   و ميدان مغناطيسي ايستاBMP-4 همزمان اثرات
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هـاي   ار قوي و بسياري از دسـتگاه      توسط خطوط انتقال برق فش    
يكي از مسائل امروز اين است كه آيـا         . شود الكتريكي ايجاد مي  
باشـد   هاي زيستي اثر داشته تواند بر سيستم ميدان مغناطيسي مي

هـاي الكتريكـي، الكترومغناطيـسي و     مطالعه تأثير ميدان .]2، 1[
هـاي گياهـان و      هـا، بافـت    هاي مغناطيسي ايستا بر سـلول      ميدان

هـاي شـغلي و آزمايـشگاهي اخيـراً      ويژه بر انـسان در محـيط       به
طور  به. ]2[اي مورد توجه قرار گرفته است        طور قابل ملاحظه   به

: وان به دو دسته تقـسيم كـرد       ت  كلي منابع ميدان مغناطيسي را مي     
عنـوان   هاي مغناطيسي طبيعي شامل دو ميدان يكي بـه          ميدان -1

صـورت يـك     ميدان مغناطيسي طبيعـي زمـين كـه زمـين را بـه            
آورد و ديگري ميدان مغناطيسي كيهـاني         رباي دايمي در مي    آهن

هـاي    ميـدان  -2. آيـد   وجود مـي   هاي خورشيدي به   كه از فعاليت  
ها ساخته دست بـشر بـوده و در    اين ميدان مغناطيسي مصنوعي؛   

هـاي   ها و با شدت    ها و در گستره وسيعي از فركانس        همه محيط 
با پيشرفت علم و تكنولوژي هر روز       . ميدان مختلف وجود دارد   
وسـايل خـانگي،    . شـود   ها افزوده مي    بر تعداد و تنوع اين ميدان     

تـرين منـابع ايـن نـوع          هاي پزشكي از اصـلي      صنعتي و دستگاه  
  .]3[ها است  ميدان

با وجود تحقيقات و مطالعات انجام شده، ساز و كار دقيـق            
تأثيرات ميدان مغناطيسي روي موجودات زنده هنوز به روشـني          
مشخص نشده و مطالعات بيـشتر در ايـن خـصوص ضـروري             

، تمـايز   ]4[تأثير ميدان مغناطيسي بر بقاي سلول       . رسد نظر مي  به
) Apoptosis(ريـزي شـده     ، مرگ سلولي برنامـه    ]6[، تكثير   ]5[
فنـوتيپي در جنـين مـوش    هـاي    ، ناهنجـاري  ]9[، بيان ژن    ]7-10[
 ]14،  13[ و كلسيم    ]12[هاي سديم    ، بر هم زدن غلظت يون     ]11[

 و فعاليت آنزيمي    ]15[در دو طرف غشا، تحريك سنتز پروتئين        
هـا از ميـدان      در برخـي گـزارش    .  بررسي شده اسـت    ]17،  16[

مغناطيسي براي درمان و تسكين درد نيـز اسـتفاده شـده اسـت              
]18 ،19[.  

هاي مختلـف    هاي پشتيبان موجود در بافت     استفاده از سلول  
صـورت وسـيع     هـا امـروزه بـه      بدن، براي درمان انـواع بيمـاري      

هـاي روشـني را در پـيش روي محققـين،            ارزيابي شـده و افـق     

هـاي   از جملـه سـلول    . ]20[پزشكان و بيماران قرار داده اسـت        
تـوان بـه سـلول بنيـادي         هـا مـي    پشتيبان موجود در انواع بافـت     

هـاي بنيـادي بـه ايـن دليـل سـلول          سلول. بزرگسالي اشاره كرد  
اد يـك انـدام يـا       شوند كه هنوز متعهد به ايج      نامتمايز ناميده مي  
اين روند تغييـر كـردن سـلول بـه انـواع            . اند بافت خاص نشده  

از ميـان   . ]20[شـود    هاي تخصصي، روند تمايز ناميده مي      سلول
هاي بنيـادي مغـز اسـتخوان        ، سلول بزرگساليهاي بنيادي    سلول

ها  اند، زيرا دسترسي آسان به اين سلول       بيش از همه مطالعه شده    
هـاي   ها در تمايز به انواع مختلفـي از سـلول          و توانايي بالاي آن   

 .]21[شـود    هـا محـسوب مـي       مزاياي ايـن سـلول     بالغ از جمله  
هـاي   هاي بنيادي جنيني به منظور توليد سـلول        استفاده از سلول  

ظيــر احتمــال زايــا در محــيط كــشت همچنــان بــا مــشكلاتي ن
ها، مسايل اخلاقـي و كمبـود منـابع          زايي بالاي اين سلول    تومور

در مطالعات مربوط   . ]22[ها مواجه است     دسترسي به اين سلول   
هاي شيميايي خاصـي     هاي بنيادي اغلب از مكمل      به تمايز سلول  

 جـه بـه مطالعـات     براي محيط كشت استفاده شده است كه با تو        
توانند در مرحله  ي تنها م)In vivo( انجام شده در شرايط طبيعي

هاي زايا نقـش داشـته باشـند         مشخصي از مراحل تمايزي سلول    
هاي تمايزي شـيميايي آثـار       علاوه؛ استفاده از اين القاگر     به. ]23[

اخيراً . ها دارد  جانبي مخربي بر ميزان تكثير و درصد بقاي سلول        
هاي فيزيكي با كـاركرد مكمـل        مطالعاتي براي استفاده از محرك    

ها مستلزم شناسايي دقيق پاسخ      اين تلاش . ]24[آغاز شده است    
. هـاي شـيميايي و فيزيكـي اسـت         هاي بنيادي به محـرك     سلول

بنابراين انجام مطالعاتي براي تشخيص شـرايط صـحيح كـشت،          
ــه شــامل مكمــل ــدان   هــاي تغذي ــر مي اي، عوامــل فيزيكــي نظي

شكيل گامـت از سـلول      مغناطيسي يا ايجاد راهي براي تقويت ت      
هاي زايـا    بنيادي مزانشيمي مغز استخوان به تكامل مؤثرتر سلول       

يابي بـه    تر براي دست   فراهم آوردن مسيري ساده   . ضروري است 
هاي زايا از طريق منبع سلولي قابـل دسـترس و مطمـئن،              سلول

شانس تمايز سـلولي را بـالا بـرده و احتمـال ايجـاد تومـور از                  
  .رساند به حداقل ميهاي پرتوان را  سلول

هـاي جنـسي در بـدن بـه          هاي تمايز سلول   آگاهي از روش  
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  و همكارانفاطمه جواني جوني
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هاي بنيادي بـه     تمايز سلول  هاي دستورالعمل محققان براي ايجاد  
كنـد   هاي جنسي در محيط كشت آزمايشگاهي كمك مـي         سلول

تواند در درمان ناباروري مـردان مفيـد          مي ها دستورالعملكه اين   
هـاي   زان تكثير و تمايز بـه سـلول       درصد بقاي سلولي، مي   . باشد

 )BMP-4) Bone Morphogenic Proteinزاياي بـدوي بـه   
 TGFb) Transformingبستگي دارد كه عـضوي از خـانوادة         

Growth Factor beta (     است و توسـط بافـت خـارج جنينـي
هاي بنيـادي    در مطالعات انجام شده روي سلول     . شود ترشح مي 

 BMP-4يـادي جنينـي،     هـاي بن   مغز اسـتخوان مـوش و سـلول       
هاي بنيـادي و     كليد كنترل خود نوزايي و پرتواني سلول      عنوان   به

  معرفـي شـده  )PGC) Primordial Germ Cellهـاي   سـلول 
هاي بنيادي جنينـي و      سلول در تمايز    BMP-4دوز بهينه   . است

 و در   ]28-25[ليتـر    گـرم در ميلـي      نانو Piwil2 5با ارزيابي ژن    
تـر  لي گرم در ميلـي    نانو 25هاي بنيادي مغز استخوان موش       سلول

 . است معرفي شده]29[

 هـايي  استفاده از ميدان مغناطيسي و الكترومغناطيسي با شدت       
هـا   ها و پروتئين   تسلا روي بيان برخي ژن     در محدوده چند ميلي   

و همكـارانش نـشان     ) Coletti(كـولتي   . ]30[تأثير داشته است    
تقويـت  تـسلا باعـث       ميلـي  80دادند كه تابش ميدان مغناطيسي      

در ايـن   . ]31[شود   هاي عضلاني مي   تمايز و رشد حجمي سلول    
هـاي چنـد     ها تجمع اكتين و ميوزين و تشكيل ميوتيـوب         سلول
. يابـد  بزرگ افزايش مي) Multinucleated Myotube(اي  هسته
 و همكـارانش تـأثير ميـدان مغناطيـسي بـر تمـايز            ) Yuge(يوگه  
) Human Osteoblast Cells(هاي استئوبلاست انساني  سلول

ها دريافتند كه ميدان مغناطيسي باعـث        آن. ]5[را بررسي كردند    
و ) Payne(پاينــه . شــود هــا مــي تــسريع تمــايز در ايــن ســلول

هاي بنيادي و پيونـد       درماني با سلول   -همكارانش كارآيي سلول  
چــن . ]32[هــا را توســط ميــدان مغناطيــسي افــزايش دادنــد  آن
)Chen (           و همكارانش براي ترميم اعـصاب محيطـي از كاشـت

يـادي مغـز اسـتخوان اسـتفاده كردنـد و بـه نتـايج               هاي بن  سلول
  .]33[مطلوبي رسيدند 

هـاي   با مشاهده روند انجام تحقيقات در زمينه توليد سـلول         

توان اين نكته را اسـتنباط كـرد كـه           هاي بنيادي مي   زايا از سلول  
 2007مطالعاتي كه در ابتدا در اين زمينـه انجـام شـده تـا سـال             

همگي به دنبال دسترسي به يك منبع سلولي مناسب براي تمايز           
كه مطالعات بعدي به منظور      حال آن . است هاي زايا بوده   به سلول 

تر سلول تمايز يافته يشدست آوردن تعداد ب   بالا بردن كارآيي و به    
هاي اخير نيز بـا توجـه بـه تغييـر            تلاش. ]34[انجام شده است    

هـا   ايط محيط كشت و ايجاد شرايط بهينه براي كشت سـلول         شر
طور خلاصه درمان بيماران نابـارور مـستلزم         به. ]34[تأكيد دارد   

ر، غير تهـاجمي بـا تعـداد        ت دستيابي به منبع سلولي بيشتر، آسان     
  .هاي زاياي كارآمد بيشتر است سلول

گـرم   نـانو  25با غلظـت  BMP-4 در اين تحقيق آثار همزمان 
عنـوان   بـه )  ساعت 96 و   48،  24(هاي متفاوت    ليتر و زمان   در ميلي 

 و  تـسلا   ميلي 4و ميدان مغناطيسي ايستا با شدت       محرك شيميايي   
عنـوان محـرك      بـه  )عت سـا  48 و   24(هاي تابشي متفاوت     زمان

هـاي   هاي زنـده و ميـزان تكثيـر سـلول           فيزيكي بر درصد سلول   
ــحرايي    ــوش ص ــتخوان م ــز اس ــادي مغ ــشت  بني ــيط ك در مح

لازم بـه توضـيح اسـت كـه ميـدان           . آزمايشگاهي بررسـي شـد    
مغناطيسي زمين بر هـر دو گـروه تـأثير دارد، بنـابراين شـرايط               

  . ها از اين بابت يكسان است گروه
  

  ها وشمواد و ر
  هاي مزانشيمي مغز استخوان جداسازي سلول

منظور رعايت اصول اخلاقي، كار با حيوانات طبق اصول          به
منظورجداسـازي    انجام گرفـت و بـه      ]35[ 1975هلسينكي سال   

اي   هفتـه  8-6هاي نر    هاي استرومايي مغز استخوان از رت      سلول
 له آسپيراسـيون  بـه وسـي   هاي مغـز اسـتخوان       سلول. استفاده شد 

مـوش بـه همـراه      ) Tibia(و تيبيـاي    ) Femur(استخوان فمور   
 )α-MEM )α-Minimal Essential Mediumشت محيط ك ـ

، Fetal Bovine Serum: FBS) (Gibco(و سرم جنين گاوي 
  .]36[ جدا شدند 22 درصد با سرنگ شماره 15) آمريكا
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  هاي مزانشيمي مغز استخوان كشت سلول
 α-MEMسلول هاي مزانشيمي جدا شـده در محـيط كـشت            

)Sigma درصد سرم    20شامل  ) ، آلمان FBS         غيـر فعـال شـده بـا 
ــرارت،  ــرم2/2ح ــديم  /  گ ــات س ــر بيكربن ــانSigma(ليت ، )، آلم

ــيلين  پنـــي ــرم در ميلـــيPenicillin (100(سـ ليتـــر و   ميكروگـ
ليتــر   ميكروگــرم در ميلــيStreptomycin (100(استرپتومايــسين 

)Gibco سـاعت در    72مدت   ها به  سلول. كشت داده شدند  ) ، آلمان 
 درصـد و نيـز دي       95گـراد و رطوبـت        درجه سانتي  37انكوباتور  

هاي غير چسبنده از بقيـه        درصد قرار گرفته تا سلول     5اكسيد كربن   
بعـد از ايـن مـدت محـيط كـشت      . ها جدا و حـذف شـوند     سلول
هـا    هفته سلول  3 با محيط كشت تازه جايگزين شد بعد از          ها سلول

شكل (رسيدند )  درصد90 -80(در واكشت پنجم به تراكم مناسب 
هاي كشت داده شـده، از       منظور تأييد هويت مزانشيمي سلول     به). 1

هـاي مزانـشيمي بـا       روش فلوسايتومتري براي تعيين درصد سلول     
عنـوان نـشانگر     بـه ) ، آمريكا CD29  ،CD90) Chemiconرديابي  
) ، آمريكـا  CD45  ،CD11b) Chemiconهاي مزانشيمي و     سلول

 Hematopoietic(هـاي هموتوپوئيتيـك      عنـوان نـشانگر سـلول      به

Cells ( ها توسط دسـتگاه فلوسـايتومتري مـدل         سلول. استفاده شد
Bectin Dekensonتجزيه و تحليل اطلاعات نيـز  .  بررسي شدند

هاي مزانـشيمي   تمايز سلول. نجام شد اWin MDI 2.8افزار  با نرم
هاي استخواني و چربي براي تأييد ماهيت مزانـشيمي          به رده سلول  

  .]29[هاي كشت داده شده انجام شد  سلول

  

                      
  

  )ب( پاساژ 5و بعد از گذشت ) الف( ساعت 4هاي استرومايي مغز استخوان موش صحرايي، بعد از گذشت  كشت سلول 1شكل 
  

هاي واكـشت پـنجم بعـد از تريپـسينه شـدن بـراي         سلول
اي   خانـه 48ها به كف پليت در ظروف كـشت    چسبيدن سلول 

در هر خانه از ايـن ظـروف        .  روز كشت داده شدند    1مدت   به
 درصـد   FBS 20 و سـرم     α-MEM سلول همـراه بـا       3×104

 بـا   BMP-4هـا مـادة      متعاقب چـسبيدن سـلول    . وجود داشت 
. ليتـر بـه هـر خانـه اضـافه شـد             نـانوگرم در ميلـي     25غلظت  
 سـاعت   96 و   48،  24ها با مـادة مـؤثره        هاي تيمار سلول    زمان
در BMP-4 هـا همزمـان بـا افـزودن      در تعدادي از گروه. بود
ها با ميدان مغناطيـسي ايـستا         شده اين سلول   هاي تعريف  زمان

 48 و   24(هـاي تابـشي متفـاوت        تسلا و زمان    ميلي 4با شدت   
صورت زير   هاي آزمايش به   بنابراين گروه . تيمار شدند ) ساعت

  ):1جدول (تعريف شدند 

 دريافت نكردنـد    BMP-4هاي كنترل كه ميدان و        گروه -1
هـا بعـد از    ها در آن  و نرخ تكثير سلولهاي زنده   سلولو درصد   
 3-1هـاي     گـروه ( سـاعت محاسـبه شـد        96 و   48،  24گذشت  
  ).1جدول 
 دريافـت كردنـد و درصـد        BMP-4هايي كه فقط      گروه -2
هـا بعـد از گذشـت     ها در آن  و نرخ تكثير سلول هاي زنده   سلول

ــبه شــد   96 و 48، 24 ــؤثره محاس ــاده م ــت م  ســاعت از درياف
  ).1 جدول 6-4هاي  گروه(

 24يي كـه ميـدان مغناطيـسي ايـستا بـه مـدت              ها  گروه -3
كردند   ساعت دريافت    96 و   48،  24مدت    به BMP-4ساعت و   
هـا بعـد از    ها در آن  و نرخ تكثير سلولهاي زنده   سلولو درصد   
ها تيمار   در اين گروه  . شد  ساعت محاسبه    96 و   48،  24گذشت  
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 ساعت آغازين از زمـان دريافـت مـاده          24ميدان مغناطيسي در    
  ).1 جدول 9-7هاي  گروه(ره انجام شد مؤث

 ساعت  48مدت   هايي كه ميدان مغناطيسي ايستا به       گروه -4
كردنـد و درصـد     ساعت دريافـت  96 و   48مدت    به BMP-4و  

هـا بعـد از گذشـت     ها در آن  و نرخ تكثير سلول هاي زنده   سلول
هـا تيمـار ميـدان       در ايـن گـروه    .  ساعت محاسبه شـد    96 و   48

 ساعت آغازين از زمـان دريافـت مـاده مـؤثره      48مغناطيسي در   
  ).1 جدول 12-10هاي  گروه(انجام شد 

  
 هاي آزمايش  گروهچگونگي طراحي 1جدول 

  

 گروه
  BMP-4مدت زمان دريافت 

 )ساعت(
 4 زمان ميدان دهي با شدت

 )ساعت(تسلا  ميلي
هاي زنده بعد از  شمارش سلول

 هاي مختلف گذشت ساعت
1 0 0 24 
2 0 0 48 
3 0 0 96 
4 24 0 24 
5 48 0 48 
6 96 0 96 
7 24 24 24 
8 48 24 48 
9 96 24 96 
10 24 48 48 
11 48 48 48 
12 96 48 96 

  
ــافر  ســپس ســلول ــا ب ــسفاتهــا ب   Phosphate (نمكــي ف

Buffered Saline: PBS (هاي  سلول. شسته و تريپسينه شدند
آميـزي و   نـگ ر) Trypan Blue(تريپسينه شده بـا تريپـان بلـو    

ها تحـت عنـوان      ميانگين تعداد و افزايش سلول    . شمارش شدند 
  .و تكثير سنجش و گزارش شدهاي زنده  سلولصد  در

  
  دستگاه مولد ميدان مغناطيسي ايستا

دستگاه مولد ميدان مغناطيسي استفاده شده در اين تحقيق، 
همان دستگاه مورد استفاده در مطالعة قبلي محققان حاضر بود      

  ايــن دســتگاه بــه شــكل ســيم لولــه و داراي انكوبــاتور . ]36[
دار درون خود و مجهز به حسگرهاي دمـايي          دي اكسيد كربن  

، رطوبـت   )گـراد   درجه سـانتي   1/0 با حساسيت    pt100مدل  (
و دي اكـسيد    )  درصـد  1/0 بـا حـساسيت      HiH-3610مدل  (

همچنـين دسـتگاه داراي يـك       . است) NAP21Aمدل  (كربن  

سيـستم خنــك كننـدة گــازي بـوده كــه از افـزايش دمــاي آن     
  . كند جلوگيري مي

  

  هاي زنده سلولبررسي ميزان تكثير و درصد 
 هـاي زنـده،     هـا و درصـد سـلول       براي تعيين تعداد كل سلول    

 سوسپانسيون سلولي در شـرايط اسـتريل برداشـته           ميكروليتر از  10
پس از گذشت چند دقيقه . شد و هم حجم آن تريپان بلو اضافه شد

  .شمارش سلولي انجام گرفت) Neobar Lam(توسط لام نئوبار 
  

  ها تجزيه و تحليل داده
تجزيه و تحليل آماري نتايج حاصـل از شـمارش سـلولي بـا              

ــانس    ــاليز واري ــون آن ــتفاده از آزم ــه  اس ــك طرف   One-Way(ي
Analysis of Varience: ANOVA (    و بـه دنبـال آن آزمـون

 و تكثيـر    هـاي زنـده     سـلول براي ارزيابي درصد    ) Tukey(توكي  
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 انحـراف  ±ميـانگين  . هاي مختلف انجـام گرفـت     سلولي در گروه  
 موش مختلف است كـه  3دست آمده از  به) Mean ± SD(معيار 

است و بر اين اسـاس تعـداد         مرتبه   5تعداد تكرار براي هر موش      

افـزار   تجزيه و تحليل آماري با نـرم      .  مرتبه خواهد بود   15تكرارها  
SPSS)   ها با   دار مابين گروه   تفاوت معني . انجام گرفت ) 19نسخه

  .گزارش شد) ≥05/0P( درصد 95حدود اطمينان 
  

  
  

و ميدان مغناطيـسي ايـستا   ) ساعت 96 و 48، 24(اي متفاوت ه زمان در ليتر ميلي/  نانوگرم25 غلظت باBMP-4  حضور درهاي زنده  سلول درصد نيانگيم) الف و ب (2 شكل
هـا   گـروه . خطوط عمودي نشان دهنده انحراف معيار است    . استها حاصل ميانگين حداقل سه تكرار مستقل         داده ؛ ساعت 48 و   24دهي   هاي ميدان  زمانتسلا و     ميلي 4با شدت   

  .است P>05/0بودن تفاوت در سطح  دار ر يكسان نماينده معنيحروف غيبودن و  دار حروف يكسان نماينده عدم معني، ستا دو به دو مقايسه شده
  

  نتايج
  ها تأييد ماهيت مزانشيمي سلول
ــلول  ــايز س ــايج حاصــل از تم ــه رده   نت ــشيمي ب ــاي مزان ه

هاي استخواني و چربي تأييد كنندة ماهيت مزانشيمي ايـن    سلول
هـا حـاوي     ج فلوسايتومتري نشان داد كه سلول     نتاي. ها بود   سلول

  پوئيتيــك نيــستند و حــدود توهــاي همو دار ســلول تعــداد معنــي
 و  CD90(هـا از نظـر نـشانگرهاي مزانـشيمي            درصد سلول  90

CD29 (          مثبت و از نظـر نـشانگرهاي هموپوئيتيـك)CD45  و 
CD11b ( 36[منفي بودند[.  

  هاي زنده سلولارزيابي درصد 
 BMP-4افزايش مـدت زمـان ميـدان مغناطيـسي ايـستا و             

هاي زنده نـسبت بـه گـروه         باعث افزايش ميانگين درصد سلول    
با غلظت BMP-4  نشان دهندة آثار همزمان 2شكل . كنترل شد

 96 و   48،  24(هـاي متفـاوت      ليتر در زمـان     نانوگرم در ميلي   25
تـسلا و     ميلـي  4ايـستا بـا شـدت       و ميـدان مغناطيـسي      ) ساعت
 بـر درصـد     ) سـاعت  48 و   24(دهـي متفـاوت      هاي ميـدان   زمان
هـا بـا     با افزايش مدت زمان تيمار سـلول      . استهاي زنده     سلول

BMP-4  ساعت در معـرض ميـدان       48 و   24هايي كه     در گروه 
هاي زنـده افـزايش        سلول صد اند، در  مغناطيسي ايستا قرار گرفته   
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 تيمـار   BMP-4با   ساعت   96ر گروهي كه    اين افزايش د  . يافت
هـا   دار با ساير گروه     بيشتر بوده و داراي تفاوت معني      شده بودند 

 و 24هايي كـه    اين افزايش نسبت به گروه كنترل در گروه .است
انـد نيـز     ساعت در معرض ميدان مغناطيسي ايستا قرار گرفته      48

  .دار بود معني
  

  ها ارزيابي ميزان تكثير سلول
 باعـث   BMP-4دهـي و تيمـار       مدت زمـان ميـدان    افزايش  

 3شكل  . ها نسبت به گروه كنترل شد      افزايش ميزان تكثير سلول   

 نـانوگرم در    25 بـا غلظـت      BMP-4نشان دهندة آثار همزمـان      
و ميـدان   )  سـاعت  96 و   48،  24(هاي متفاوت    ليتر در زمان   ميلي

هـاي تابـشي     زمـان تـسلا و      ميلـي  4مغناطيسي ايستا بـا شـدت       
. هـا اسـت    ميـزان تكثيـر سـلول      بـر    ) ساعت 48 و   24(وت  متفا

هايي كـه بـا     ها در گروه   داري در ميزان تكثير سلول     افزايش معني 
BMP-4           تيمار شده بودند نسبت به گروه كنترل مـشاهده شـد  .

 و ميدان مغناطيسي باعث     BMP-4همزمان  ها تأثير    در اين گروه  
بود كه فقـط    ها نسبت به گروهي شده       ميزان تكثير سلول  كاهش  

BMP-4دريافت نموده بودند .  

  

  
  

  
  

و ميدان مغناطيسي ايستا بـا  ) ساعت 96 و 48، 24(هاي متفاوت   در زمانليتر ميلي/  نانوگرم25 با غلظتBMP-4 ها در حضور  ميانگين تكثير سلول) الف و ب( 3شكل 
. خطوط عمودي نـشان دهنـده انحـراف معيـار اسـت     . استيانگين حداقل سه تكرار مستقل    ها حاصل م   داده ؛ ساعت 48 و   24هاي ميدان دهي     زمانتسلا و     ميلي 4شدت  
  .است P>05/0بودن تفاوت در سطح  دار بودن و حروف غير يكسان نماينده معني دار ، حروف يكسان نماينده عدم معنيستا ها دو به دو مقايسه شده گروه
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  بحث
ه در اخـتلالات    هـاي بنيـادي بـراي اسـتفاد        ايده استفاده از سـلول    

مربوط به سيستم باروري و به دنبال آن مشكلات ناباروري ايجـاد       
ها براي اولين بار بـراي       جا به ذهن رسيد كه اين سلول       شده، از آن  

سلول درمـاني  . هاي مربوط به نر و ماده استفاده شدند ايجاد گامت 
در درمـان نابــاروري بـا علــل مردانـه در مطالعــات بـاليني هنــوز     

از .  مشكل بيماران درگير با اين موضوع را برطـرف كنـد           نتوانسته
دلايل عدم استفاده از روش سلول درمـاني در درمـان اخـتلالات             

تـوان انتخـاب منبـع     ناباروري با وجـود گذشـت يـك دهـه، مـي          
تـاكنون  . هاي بنيادي استفاده شده براي اين هدف را نام برد          سلول

 ســوماتيكي هــاي بنيــادي هــاي بنيــادي جنينــي، ســلول از ســلول
)Somatic Stem Cells (هاي بنيادي مزانشيمي مغـز   نظير سلول

استخوان براي اين منظور استفاده شده است ولي به دليل احتمـال            
ها حتي پس از تمايز همچنان اسـتفاده از          تومورزا بودن اين سلول   

از طرفـي   . ها در موارد باليني مورد شك و ترديد اسـت          اين سلول 
هـاي بنيـادي بـه       رد استفاده براي تمايز سلول    هاي مو  لدستورالعم

هاي زايا نيز به دليل مقطعي بودن و بررسي تنها يك مرحله             سلول
تمايزي نتوانسته به سوالات متنوع موجـود در ايـن مـسير شـامل              

بنـابراين  . هاي زاياي كارآمـد جـواب دهـد        عدم دستيابي به سلول   
 همچنـين   چنانچه منبع سـلولي مـورد اسـتفاده نامحـدود باشـد و            

هاي مطابق با استانداردهاي سلول درماني توليد        سلول نيز با روش   
تواند در كاربرد باليني آن براي انتخاب منبع سلولي          شده باشد، مي  

 .مورد نياز در آينده مفيد باشد

هـاي اسـترومايي،      هفته از كشت سـلول     4با گذشت تقريباً    
 آمـد كـه     دست هاي مزانشيمي به    از سلول  همگنجمعيت تقريباً   

ــاهش    ــشيمي و ك ــشانگرهاي مزان ــالاي ن ــان ب ــه بي ــا توجــه ب ب
. تـوان ايـن مـورد را تأييـد كـرد      يهموتوپوئيتيكي منشانگرهاي  

هاي بنيادي مـشتق شـده از        منظور بررسي قابليت تمايز سلول     به
هاي مغز اسـتخوان بـه       مغز استخوان، در اين مطالعه تمايز سلول      

سـاز در محـيط تمـايزي        سـاز و اسـتخوان     هاي چربي  رده سلول 
دست آمده بعـد از كـشت طـولاني          نتايج به . مناسب بررسي شد  

هاي بنيادي غيـر خونـساز مغـز اسـتخوان            روزه سلول  21مدت  

  .هاي ديگر هستند ها قادر به تمايز به رده نشان داد كه اين سلول
 در يك مقاله مروري بـه       ]37[و همكارانش   ) Heng(هنگ  

كارها براي ايجاد تمايز هدفمنـد اشـاره         ها و راه   انواعي از روش  
ميدان مغناطيسي در مقايسه بـا مـواد شـيميايي القـاگر            . اند كرده

طـور   توان از آن بـه     كه مي  تمايز آثار جانبي كمي دارد؛ ضمن اين      
ــدان مغناطيــسي . ]39، 38[مــستمر اســتفاده نمــود  ــابراين مي بن

در . عنوان يك محرك فيزيكي براي القاي تمايز مطـرح اسـت           به
 نـانوگرم در    25 بـا غلظـت      BMP-4اين مطالعه آثـار همزمـان       

عنـوان   بـه )  سـاعت  96 و   48،  24(هاي متفاوت    ليتر و زمان   ميلي
تـسلا    ميلي 4و ميدان مغناطيسي ايستا با شدت       محرك شيميايي   

عنـوان محـرك      به ) ساعت 48 و   24(هاي تابشي متفاوت     نزماو  
هـاي   هاي زنـده و ميـزان تكثيـر سـلول           فيزيكي بر درصد سلول   

ــحرايي    ــوش ص ــتخوان م ــز اس ــادي مغ ــشت  بني ــيط ك در مح
نتـايج نـشان دهنـدة ايـن اسـت كـه            . آزمايشگاهي بررسي شـد   

 باعـث   BMP-4افزايش مدت زمان ميدان مغناطيـسي ايـستا و          
هـا   هاي زنده و ميزان تكثير سـلول       درصد سلول افزايش ميانگين   

با افزايش مـدت زمـان تيمـار        . نسبت به گروه كنترل شده است     
 سـاعت در    48 و   24هـايي كـه       در گـروه   BMP-4ها بـا     سلول

هـاي    سلولصد   اند، در  معرض ميدان مغناطيسي ايستا قرار گرفته     
بـا   سـاعت    96اين افزايش در گروهـي كـه        . زنده افزايش يافت  

BMP-4   دار   بيشتر بوده و داراي تفاوت معنـي        تيمار شده بودند
 اين افـزايش نـسبت بـه گـروه كنتـرل در       .ها است  با ساير گروه  

 سـاعت در معـرض ميـدان مغناطيـسي          48 و   24هايي كه    گروه
داري در    افـزايش معنـي    .دار بـود   اند نيـز معنـي     ايستا قرار گرفته  

 تيمـار شـده     BMP-4هايي كه بـا      ها در گروه   ميزان تكثير سلول  
هـا تـأثير     در اين گروه  . بودند نسبت به گروه كنترل مشاهده شد      

ميزان تكثيـر    و ميدان مغناطيسي باعث كاهش       BMP-4همزمان  
 دريافـت   BMP-4ها نسبت به گروهي شده بود كه فقـط           سلول

هـاي بنيـادي     در مطالعات انجام شده روي سـلول       .نموده بودند 
 بـه  BMP-4ادي جنينـي،    هـاي بني ـ   مغز استخوان موش و سلول    

هـاي بنيـادي و    كليد كنترل خود نوزايي و پرتواني سـلول   عنوان  
 معرفـي شـده  ) PGC) Primordial Germ Cellsهـاي   سلول
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هاي بنيادي جنينـي و      سلول در تمايز    BMP-4دوز بهينه   . است
 و در   ]28-25[ليتـر     نـانوگرم در ميلـي     Piwil2 5با ارزيابي ژن    

ليتـر    نانوگرم در ميلـي    25هاي بنيادي مغز استخوان موش       سلول
همچنـين گـروه تحقيقـاتي حاضـر در         .  معرفي شده است   ]29[

هاي مزانشيمي مغز استخوان رت      مطالعة ديگري كه روي سلول    
ها در معـرض     صد حيات و نرخ تكثير سلول      انجام شده بود، در   

هاي  هاي مختلف ميدان مغناطيسي ايستا را بررسي و زمان         شدت
نتـايج نـشان   . ]40[گيـري نمودنـد      دهي را انـدازه    متفاوت ميدان 

دهنده اين بود كـه افـزايش شـدت و مـدت در معـرض بـودن                 
صـد حيـات و نـرخ تكثيـر          دار در  ميدان، باعـث كـاهش معنـي      

شود و شدت بهينه با توجه به        ها نسبت به گروه كنترل مي      سلول
بنابراين آثار همزمـان    . ]40[تسلا انتخاب شد      ميلي 4اين تحقيق   

BMP-4    هاي متفاوت   ليتر و زمان    نانوگرم در ميلي   25با غلظت
و ميــدان عنــوان محــرك شــيميايي  بــه)  ســاعت96 و 48، 24(

هـاي تابـشي     زمـان تـسلا و      ميلـي  4مغناطيسي ايستا بـا شـدت       
عنوان محرك فيزيكـي بـر درصـد      به) ساعت48 و   24(متفاوت  
هاي بنيادي مغـز اسـتخوان       ر سلول هاي زنده و ميزان تكثي      سلول

. بررسـي شـد   در محـيط كـشت آزمايـشگاهي        موش صـحرايي    
دهد كه ميدان    هاي محققان پيشين نشان مي     ها و گزارش   پژوهش

مغناطيسي ممكن است بـا تـأثير بـر جريانـات يـون كلـسيم از                
هـاي آزاد    گيـري راديكـال    هاي ميدان ديده و شكل     غشاي سلول 
صد حيات، نرخ تكثيـر و       ه، روي در  هاي ميدان ديد   درون سلول 
هـا   بعضي از گزارش  . ريزي شده سلول تأثير بگذارد     مرگ برنامه 

دهد كه ميدان مغناطيـسي احتمـالاً بـا ايجـاد تغييـر در               نشان مي 
هاي اختصاص يـون      يا كانال  ATPase -عمل پمپ يون كلسيم   

هاي پيوند شونده به يون كلسيم، باعث كاهش         كلسيم يا پروتئين  
شوند و اين امر منجر به تغيير فرآيند تكثير          دار اين يون مي    معني
اند كه ميـدان     ها نيز بيان كرده    بعضي از گزارش  . شود ها مي  سلول

اتم آهـن   ) Homeostasis(مغناطيسي ممكن است هوموستازي     
هـا تحـت تـأثير قـرار داده و موجـب             را درون بعضي از سـلول     

افـزايش  . ول شـود  افزايش آهن آزاد در سيتوپلاسم و هستة سـل        
) Fenton Reaction(تواند از طريق واكنش فنتـون   آهن نيز مي

حـضور  . هـاي آزاد هيدروكـسيل شـود       باعث افـزايش راديكـال    
هاي هيدروكسيل درون سلول موجب آسـيب رسـاني بـه            راديكال
آســيب . شــود هــا مــي ، ليپيــدها و پــروتئينDNAهــاي  مولكــول

زايش خـروج يـون     ليپيدهاي غشاي سلولي ممكن است باعث اف ـ      
كلسيم از ذخاير درون سلولي شود و از اين طريق موجب كاهش            

از . ]41،  40[شـود    ميـدان  تيمار شده با     هاي يون كلسيم در سلول   
تواند بـر ميـزان حفـظ         با استفاده از دو فرضيه مي      BMP-4طرفي  

 ممكـن   BMP-4اولاً پـروتئين    . بقا و تكثير سلولي اثر داشته باشد      
ــروتئين ــادي جنينــي   را در ســلولSmadهــاي  اســت پ هــاي بني

 و  5،  1 هاي   Smadكند و در نتيجه سبب القاي فعاليت        فسفوريله  
نظـر   ؛ بنـابراين بـه    ]42[ شـود    BMP-4هـاي هـدف       و بيان ژن   8

هاي درگيـر در فرآينـد تكثيـر و          هاي مختلف ژن   رسد كه گروه   مي
 BMP-4ثانياً تحريكات   .  القا شوند  BMP-4حفظ بقا در حضور     

 سـبب افـزايش بيـان       Smadممكن است از طريق مسيرهاي غير       
  p38هاي درگيـر در فرآينـد تجديـد خـود بـه خـودي نظيـر                  ژن

بيان اين ژن وابسته به فعال شدن پروتئين كينازهاي موجـود           . شود
ــسير   MAPK/ERK) .Mitogen-Activated Proteinدر مـ

Kinase/Extracellular Signal-Regulated kinase (ســتا 
  .]43[كه در فرآيند ميتوز شركت دارد 

دهد كه افزايش مدت     طور كلي نتايج اين تحقيق نشان مي       به
  باعث افزايش ميـانگين    BMP-4زمان ميدان مغناطيسي ايستا و      

ها نـسبت بـه گـروه      هاي زنده و ميزان تكثير سلول      درصد سلول 
شود؛ هرچند يافتن مكانيسم دقيـق ايـن تغييـرات بـه             كنترل مي 

  .تحقيقات بيشتري نياز دارد
  

  تشكر و قدرداني
اين مقاله حاصـل بخـشي از نتـايج رسـاله دكتـري اسـت و                

داننـد تـا از حمايـت مـالي صـندوق            نويسندگان بر خود لازم مي    
ت از پژوهشگران نهاد رياسـت جمهـوري، در قالـب طـرح             حماي

همچنين از  .  تشكر و قدرداني نمايند    92000773پژوهشي شماره   
خانم دكتر زهره مظاهري و آقاي شهرام پـور بيرانونـد كارشـناس             
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  .شود تشكر مي تربيت مدرس پزشـكي دانـشگاه      علـوم  محترم آزمايشگاه علوم تشريح دانشكده    
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