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     چكيده
 

. كنـدهـاي آزاد ايفـا مينقـش مهمـي در مهـار راديكال قوي تاكسيدانعنوان يك آنتيگالات بهگالوكاتچيناپيزمينه و هدف: 
هـاي لولسـاسـتئوژنيك يز زيسـتي، مورفولـوژي و تمـا اييبر توان گالاتگالوكاتچيناپيبنابراين هدف از اين پژوهش، بررسي اثر 

    موش صحرايي است.  مغز استخوان يبنيادي مزانشيم
شـدند. در  سـتخراجا فلشـينگ روش از استفاده با استخوان مغز مزانشيمي بنيادي هايسلول تجربي، مطالعه اين در :كار روش

-اپـيمختلـف هـاي تغلظـهاي آزمايشي با هاي گروهسلول گروه كنترل و آزمايشي تقسيم شدند. 9به  هاسلولپايان پاساژ سوم 
 10حـاوي سـتئوژنيك ادر محـيط روزه  21براي يـك دوره  )ميكرومولار 50و  30، 25، 20، 15، 10، 5، 1، 0(گالات گالوكاتچين

رج يم داخـل و خـاسطح كلس ، ميزان معدني شدن ماتريكس استخواني ،زيستي سپس تواناييشدند. درصد سرم جنين گاوي تيمار 
مورد بررسي قرار  ستئوژنزيسهاي آلكالين فسفاتاز و استئوكلسين طي روند اسلولي، ميزان فعاليت آلكالين فسفاتاز و سطح بيان ژن

 ˂P 05/0در سـطح  هـانيانگيـقرار گرفت و تفاوت م ليو تحل هيمورد تجز طرفهيك انسيوار زيآنال يارها با روش آمدادهگرفت. 
  در نظر گرفته شد. داريمعن

ح بيـان سـفاتاز و سـطف، سطح كلسيم، ميزان فعاليـت آلكـالين ميزان معدني شدن ماتريكس استخواني ،زيستي توانايي ها:يافته
داري در طور معنـيگـالات بـهگالوكاتچينهاي بنيادي مزانشيمي تيمار شده با اپيدر سلول استئوكلسينهاي آلكالين فسفاتاز و ژن

هاي تيمار سم نيز در سلول. همچنين گستردگي سيتوپلا)˂P 05/0رفتاري وابسته به دوز، در مقايسه با گروه كنترل افزايش يافت (
  گالات مشاهده شد. گالوكاتچينشده با اپي

هاي بنيـادي سـلول داري در توانـايي زيسـتي و تمـايز اسـتئوژنيكگالات افزايش معنـيگالوكاتچيناز آنجاكه اپي گيري:نتيجه
  تواند براي افزايش تمايز و بقاي سلولي استفاده شود.كند، بنابراين ميمزانشيمي ايجاد مي
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Abstract   

 
Background: Epigallocatechin gallat as a strong antioxidant plays an important 
role in inhibiting free radicals. Therefore, this study aimed to investigate the effect 
of Epigallocatechin gallat on the viability, morphology and osteogenic 
differentiation in bone marrow mesenchymal stem cells of rat. 
Methods: In this experimental study, the bone marrow mesenchymal stem cells 
were extracted using flashing-out method. At the end of the third passage, cells 
were divided into 9 groups of control and experimental. The cells of experimental 
groups were treated with the different doses of epigallocatechin gallat (0, 1, 5, 10, 
15, 20, 25, 30 and 50 µm) for a period of 21 days in the osteogenic media 
containing 10% of fetal bovine serum. Then, cell proliferation, bone matrix 
mineralization, intracellular and extracellular calcium deposition, alkaline 
phosphatase activity and expression of alkaline phosphatase and osteocalcin genes 
were investigated during the procedure of osteogenesis. Data was analyzed using 
one-way ANOVA and the means difference was considered significant at p<0.05. 
Results: The cell viability, mean bone matrix mineralization, calcium deposition, 
alkaline phosphatase activity, expression of alkaline phosphatase and osteocalcin of 
the mesenchymal stem cells treated with epigallocatechin gallat significantly 
increased, compared to the control group in a dose dependent manner (p<0.05). 
Also cytoplasm extensions were observed in the cells treated with epigallocatechin 
gallat. 
Conclusion: Since epigallocatechin gallat caused a significant increase in cell 
viability and osteogenic differentiation in the mesenchymal stem cells, therefore, it 
can be utilized in order to increase cell differentiation and survival. 
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  مقدمه
هاي بنيادي از لحاظ منشأ بـه دو دسـته عمـده سلول
هـاي بنيـادي بـالغ هاي بنيادي جنينـي و سـلولسلول

هــاي ســلولاســتفاده از شــوند. محــدوديت تقســيم مــي
بنيادي جنيني در پزشكي ترميمـي و مهندسـي بافـت، 

هاي بنيـادي بـالغ را بـه عنـوان امكان استفاده از سلول
 در مباحــث ســلول درمــاني مطــرح يمناســب جــايگزين

هـاي بنيـادي بـالغ كـه ترين سلول. از مهم)1(سازد مي
امروزه توجه اكثر محققين را به خود جلب كـرده اسـت 

اشـاره كـرد.  يهـاي بنيـادي مزانشـيمتوان به سلولمي
 MSCs Mesenchymal( هاي بنيادي مزانشـيميسلول

Stem Cells-( در تحقيقـات و  1966 اولين بـار درسـال
موفــق بــه هــا . آنمطــرح شــدفردانشــتاين و  پتراكــووا

مغــز اســتخوان مــوش  بنيــاديهــاي جداســازي ســلول
هـا جمعيتـي از . اين سـلول)2(ه بودند آزمايشگاهي شد

باشـند كـه هاي بنيادي سوماتيك چند تـوان مـيسلول
هـايي نظيـر مغـز اسـتخوان، ماهيچـه تاكنون در بافـت
افت چربي، خون بند ناف، خون محيطي اسكلتي، مغز، ب

هاي اند. سلولهاي پيوندي پوستي شناسايي شدهو بافت
، CD29ماركرهـاي سـطحي از جملـه  دارايمزانشيمي، 

CD44، CD37 ،CD90، CD105 ،CD106  وCD166 
 – HLAماركرهاي سطحي هماتوپويتيك و لي و هستند

DR  هـا صـرف نظـر از منبـع . ايـن سـلول)3(را ندارند
خصوصيات نظير توانـايي تكثيـر و  برخي، در شانبافتي

شرايط كنترل شـده  البته درخودنوسازي طولاني مدت 
و پتانسـيل تمـايز  كشت سلول، مورفولوژي دوكي شكل

هـاي . سـلول)4( هسـتندبه دودمان مزودرمي مشترك 
ــايي،  ــزودرم احش ــه م ــايز ب ــيل تم ــيمي، پتانس مزانش

و مايوسيت را دارا استئوبلاست، آديپوسيت، كندروسيت 
شـده  باشند. همچنين در مطالعات اخير نشـان دادهمي

هـاي مناسـب، سـلولهـاي تمـايزي محيطكه در است 
تواننـد بـه كارديوميوسـيت و يـا مزانشيمي، ميبنيادي 

هــايي از مشــتقات غيــر مزودرمــي نظيــر حتــي ســلول
طبـق مطالعـات هـا، تمـايز يابنـد. ها و نورونهپاتوسيت

در محـيط هاي بنيـادي مزانشـيمي سلولصورت گرفته 
 .)5(توانند به استئوبلاسـت تمـايز يابنـد استئوژنيك مي

توانـد هاي بنيادي مزانشيمي ميتمايز استئوژنيك سلول
هــاي تــرميم بافــتراهكــار درمــاني مهمــي در راســتاي 

مربـوط بـه هـاي درمـان بيمـاريهمچنين استخواني و 
  .)6(محسوب شود  استخوان

هاي صورت گرفته مشخص شده ق بررسيعلاوه طببه
اســت كــه اضــافه شــدن برخــي تركيبــات ماننــد آنتــي 

تواند تمايز را افزايش ها به محيط تمايزي، مياكسيدانت
هاي تمـايزي را بـالا ببـرد. از جملـه دهد و بروز شاخص

اكسيدانت هـاي توان به آنتيمهم ترين اين تركيبات مي
هـاي سبز از بـرگ چايموجود در چاي سبز اشاره كرد. 

و يكـي از  شـوداستخراج مـي Camellia Sinensisگياه 
ها است كـه خـواص سـودمندي ترين آشاميدنيمتداول

. در )7( ي داردتاكسـيدانمثل آثار ضد سـرطاني و آنتـي
چين باستان و آسياي شـرقي از چـاي سـبز بـه عنـوان 

. )8( شـودگياهي دارويي در درمان ديابت اسـتفاده مـي
دارد و موجب  يضد سرطاني و اثر ضد انعقادچاي سبز 

. )9( شـودختصاصي بـدن مـياايمني غيرسطح افزايش 
ايــن گيــاه خــواص ي در زمينــهگــزارش  150بــيش از 
هــا بــر ويژگــي اغلــب آنوجــود دارد كــه دارويــي 

چـاي سـبز انـد. اكسيدانتي ايـن مـاده تاكيـد كردهآنتي
،  B ،C،Eهــاي كــافئين، ويتــامينهــا، كاتچينحــاوي 

 فلانوئيدها، گليكوپروتئين، فيبـر، ليپيـد و كارتنوئيـدها
 اكسـيدانتتـرين آنتيكه مهمها نيكاتچ .)11-9( ستا

قـرار ها فنولدر دسته پليشوند، چاي سبز محسوب مي
كاتچين در برگ چاي  چهار نوع اصليتاكنون گيرند. مي

ـــبز  ـــد از: س ـــه عبارتن ـــت ك ـــده اس ـــايي ش شناس
ـــالات گالوكاتچيناپي Epigallocatechin gallate-(گ

EGCG،( گـــالاتكـــاتچيناپـــي )EpicatechinECG 
-gallate( گالوكـاتچين)، اپي-EpigallocatechinEGC (
  ).EC-Epicatechin( )12( نيكاتچاپي و

فنـولي گالات يك تركيـب اصـلي پلـيگالوكاتچيناپي
اكسيداني، ضد سرطان چاي سبز است كه خاصيت آنتي

ــاژن ــد موت ــي)13( دارد و ض ــوژي و . بررس ــاي بيول ه
-اپيــدميولوژي در ده ســال اخيــر نشــان داده كــه اپــي

توانـد بازدارنـده رشـد تومـور در گالات مـيگالوكاتچين
سينه، ريه، كبـد، لوزالمعـده، معـده، پـانكراس، پوسـت، 
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گالات مهار گالوكاتچين. اپي)14( مثانه و پروستات باشد
ابي نكروزدهنده تومـور فاكتور التهكننده كموتريپسين، 

 6)، گلوكز Tumour Necrosis Factor α -TNF-α(آلفا 
. )15(باشـــد ميو ليپيدپراكســـيداز  فســـفاتاز كبـــدي

 داده اسـتنشـان  صورت گرفته مطالعات اپيدميولوژيك
ــتخوان ــدني اس ــاده مع ــه غلظــت م  BMD-Bone( ك

Marrow Density در زنان يائسه كه عادت به نوشيدن (
د بيشـتر از زنـاني اسـت كـه چـاي سـبز چاي سبز دارن

اي . پـوكي اسـتخوان بيمـاري پيچيـده)16( خورندنمي
وسيله ژنتيك و فاكتورهاي محيطـي ماننـد ه است كه ب

 رديـگرژيم غذايي و شيوه زندگي تحت تـأثير قـرار مـي
طبق مطالعه صورت گرفته مشخص شده است كه  .)17(

باعـث تحريـك مـرگ سـلولي در  گالاتگالوكاتچيناپي
كشـت  محيطدر  آنگيري استئوكلاست و مانع از شكل

شـود. مينيز مغز استخوان  يمزانشيمبنيادي هاي سلول
 توان چنـين برداشـت كـرد كـهبراساس اين مطالعه مي

توانـد وضـعيت پـوكي گالات ميگالوكاتچيناپياحتمالا 
مـوثر در  عنوان داروييو به بهبود بخشدنيز استخوان را 

  .)16(كار رود بهبود استئوپروزيس به
ــــه كاربردهــــاي گســــترده  ــــا توجــــه ب ــــذا، ب ل

 گالات و ورود آن به زنجيـره غـذايي و ازگالوكاتچيناپي
هاي بنيـادي سوي ديگر با توجه به پتانسيل بالاي سلول

ــر  ــوان تكثي ــايز و ت ــتخوان در تم ــز اس ــيمي مغ مزانش
رميم و بازسازي ها در تمدت و همچنين نقش آنطولاني

ـــا هـــدف بررســـي اثـــر  اســـتخوان، ايـــن مطالعـــه ب
، گالات بر توانايي زيستيگالوكاتچيناكسيدانتي اپيآنتي

هاي تمايز اسـتئوژنيك و تغييـرات مورفولوژيـك سـلول
عنوان به بنيادي مزانشيمي مغز استخوان موش صحرايي

  يك مدل آزمايشگاهي طراحي شد.
 

  كار روش
پـس از  هاي مغـز اسـتخوان:جداسازي و كشت سلول

كسب مجوز از كميتـه اخـلاق دانشـگاه اراك و رعايـت 
هاي صحرايي نژاد ويستار به كمـك اصول اخلاقي، موش

هاي ران و ساق پـاي اتر بيهوش شده، استخواناتيلندي
هـا هاي پيوندي اطراف استخوانها جدا و سپس بافتآن

كشـت  ها در محـيطبه طور كامل پاك گرديد. استخوان
 4در دمــاي  )FBSســرم  %15حــاوي  DMEM(كامــل 

گراد قرار گرفته، به زير هود لامينار منتقل  درجه سانتي

شد. دو سـر اسـتخوان بـا قيچـي اسـتريل قطـع و مغـز 
استخوان با عمل فلاشينگ خارج و به داخل لوله فالكون 

 5حاوي محيط كشت كامل هدايت و سـپس بـه مـدت 
سانتريفيوژ شـد. محـيط  دور در دقيقه 1200 دقيقه در

ليتـر محـيط رويي خارج و رسوب سلولي در يك ميلـي
كشت و در انكوباتور  T25تازه معلق گرديد و در فلاسك 

2CO ) ــاي دار ــانتي 37دم ــه س ــراد،  درج  )2CO %5گ
ساعت محيط رويـي كـه داراي  24آنكوبه گرديد. بعد از 

هاي غير چسبنده بود، خـارج شـده و شستشـوي سلول
روز  14انجام گرديد. سپس بـه مـدت  PBS-ها با سلول

ها تعويض گرديد. زماني بار محيط سلول هر سه روز يك
ها كه كف فلاسك به تراكم بالايي از سلول رسيد، سلول

(كليه مواد مورد اسـتفاده در  Trypsin/EDTAبا كمك 
تهيـه شـده  Sigma – Aldrichاين تحقيـق از شـركت 

از كف فلاسك جـدا و بـه  است مگر در موارد ذكر شده)
دسـت آوردن ه هاي جديد منتقل شدند. براي بـفلاسك

ها سه مرحله پاساژ تكرار شد. خلوص بالايي از اين سلول
سـلول در هـر  5×310هاي پاساژ سـوم بـه تعـداد سلول
هاي مختلـف اي در حضور غلظتخانه 24ي پليت خانه
، 20، 15، 10، 5، 1گالات شـامل صـفر، گالوكاتچيناپي
(محيط  ميكرومولار در محيط استئوژنيك 50و  30، 25

DMEM  ــاوي ــاوي،  %15ح ــرم گ ــي 10س ــولار ميل م
ــازون و  10فســفات، بتاگليســرول ــانومولار دگزامت  50ن

به مـدت  )فسفات 3ليتر آسكوربيك ميكروگرم در ميلي
  روز تيمار شد. 21

 در: MTTهـا بـا روش ارزيابي قـدرت زيسـتي سـلول
آنـزيم  فعاليـت )MTT( تترازوليـومتيـازولمتيـل آزمون

 احيـاي ميـزان�ً نهايتـا و سلولي ميتوكندري دهيدروژناز
 است سلولي بقاي و رشد از شاخصي كه نمك تترازوليوم

 آزمـون گيـرد. بـراي انجـام ايـن بررسي قـرار مـي مورد
 21گالات پـس از گالوكاتچينهاي تيمار شده با اپيلول

ها محيط  شستشو داده شده و به آن PBS-روز دو بار با 
در تاريكي اضافه گرديد و بـه مـدت  MTTكشت حاوي 

 درجه سانتيگراد، انكوبـه شـد. 37ساعت در انكوباتور  3
پس از آن محيط رويي به آرامـي حـذف گرديـده و بـه 

اضـافه  DMSOهاي فورمازان حاصل، محصول كريستال
ــا دســتگاه  ــول حاصــله ب ــذب نــوري محل ــد و ج ش

نـانومتر قرائـت شـد.  550وفتومتر در طول موج اسپكتر
  لازم به ذكر است كه هر آزمايش سه بار تكرار گرديد.
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 گيري ميزان معدني شدن ماتريكس اسـتخواني:اندازه
سـلول در هـر  5×103تعـداد هاي پاساژ سوم بـه سلول
سـاعت كشـت و  24خانه اي به مدت  24ي پليت خانه

ــن ســلول ــه كــف پــس از چســبيدن اي در حضــور ها ب
ــرل (محــيط اســتئوژنيك: محــيط گروه  DMEMكنت

)Dulbeccos modified eagle medium ( 10حـاوي% 
 10ميلـي مـولار بتاگليسـرول فسـفات، 10سرم گاوي، 

ــازون و  ــانومولار دگزامت ــرم در ميلي 50ن ــر ميكروگ ليت
-اپــيمختلــف هــاي غلظــتفســفات) و -3آســكوربيك 
ــاتچين ــالات گالوك و  30، 25، 20، 15، 10، 5، 1، 0(گ

) Sigma-Aldrich(تهيه شده از شركت  )ميكرومولار 50
روز، ميزان  21در محيط استئوژنيك كشت شد. پس از 
ها با روش كمي معدني شدن ماتريكس استخواني سلول

وش رد ارزيابي گرديد. براي انجام اين رو كيفي آليزارين
 %10ها بـا فرمـالين محيط كشت رويي برداشته و سلول

ــيكس ــزارين ف ــول رنگــي آلي ــا محل رد شــد و ســپس ب
)Sigma, St. Louis, MO, USA (شــد.  آميزيرنــگ

ها با آب مقطر شستشـو و سـپس اسـيد اسـتيك سلول
ها افــزوده و بــدين ترتيــب رنــگ قرمــز بــه ســلول 10%

رد از ماتريكس اسـتخواني اسـتخراج شـد و بـا آليزارين
ا هبـرداري نمونـهاستفاده از ميكروسـكوپ نـوري عكس

هاي قرمز رنگ حاصـل انجام شد. در پايان جذب محلول
نانومتر بـا دسـتگاه اسـپكتروفوتومتر  405در طول موج 

)PGplus-Germanyثبت شد (. 
و  يكشـت سـلول: RT-PCR زيو آنـال RNAاستخراج 

ها بــه تعــداد ســلول مرحلــه نيــ: در اRNA يجداســاز
متـر مربـع  سـانتي 25شـكل T يهادر فلاسك 5×210

 غلظـت و كياستئوژن طيروز با مح 21مدت  كشت و به
شدند و سـپس  ماريكشت و ت Aسفنوليب نانومولار 250

و بـه  دهيها از كف فلاسك تراشـبا كمك اسكالپر، سلول
 زريبه فر عيها در ازت ما. سلولدندياپندورف منتقل گرد

 ي. جهـت جداسـازافتنـديانتقال گراد درجه سانتي -80
RNA ــاز ا ــها از كســلول ني  RNeasy mini kit تي

(Qiagen)   ــازنده ــه س ــتوالعمل كارخان ــق دس و برطب
اسـتخراج  RNA زانياستفاده شد و به منظور سنجش م

و پـس از  ديشده از دستگاه اسپكتروفتومتر استفاده گرد
، blankبه عنوان  زهيونيصفر كردن دستگاه توسط آب د

 قيرق زهيونيآب د تريكروليم 97 با نمونه از تريكروليم 3
استخراج   RNAرقت، مقدار  بيضرو پس از وارد كردن 

 يجـذب در طولمـوج هـا نينسـبت بـ نيشده و همچن
 هـود ريـز در مراحـل يتمـام. ديثبت گرد 280 و 260
  .گرفت صورت ناريلام

 : c-DNA (Reverse transcription reaction)سـنتز 
 بـا( RNA يحـاو ياز عصـاره سـلول تـريكروليم 2ابتدا 

بـه  شـد.) برداشـته ميكروگرم بر ميكرو ليتر 5/0غلظت 
 18oligo dT مـريپرا تـريكروليم 1ها هركدام از اپندورف

 سـپسشـد.  ورتكـس را نمونه هيثان 5-3اضافه و حدود 
 قـرار گراديسانت درجه 70 در قهيدق 5 مدت به هانمونه
. در ادامـه شـد داشته نگه خي يرو آن از پس وشد  داده

ـــريكروليم 4 ـــريكروليم 5x reaction buffer ،1 ت  ت
 تريكروليم RNase RiboLock (20u/μl)  ،1 مهاركننده
 كيـپـس از  شـد.ها اضـافه به نمونـه dNTPاز مخلوط 

-Mمعكوس  يسيرونو ميآنز تريكروليم 2ورتكس كوتاه، 
MuLV (20u/μl) 5و بـه مـدت  اضـافهها به اپنـدورف 

قرار داشته شـد و  گراديدرجه سانت 37 يدر دما قهيدق
درجه  70 يدما درها جهت متوقف كردن واكنش، نمونه

 يها در دمااپندورف نيز انيدر پا شد. انكوبه گرادي سانت
  .شد ينگهدار گراديدرجه سانت -20

 RT-PCR : واكـنش (PCR) مـرازيپل رهيواكنش زنج
 58برابـر بـا  نگيليآن يو با دما تريكروليم 25در حجم 
صـورت گرفـت و از ژن  كليس 35در  گراد،يدرجه سانت
GAPDH )Glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase) اسـتفاده  يبه عنوان كنتـرل داخلـ
 آورده 1نظر در جـدول  مورد يژن ها مريپرا يشد. توال

  .است شده
ــزان كلســيم داخــل ســلولي:  ــا  كلســيمبررســي مي ب

محـيط نمايد كـه در فتالئين ايجاد كمپلكسي ميكرزول
قليايي، ارغواني رنگ است و شدت رنگ حاصله متناسب 

باشـد. در ايـن سـنجش از كيـت با غلظت كلسـيم مـي
هـاي كلسيم شركت درمان كاو اسـتفاده گرديـد. سـلول

 24هـاي پس از پاساژ سوم در پليـت يبنيادي مزانشيم
ها بـا دوزهـاي مختلـف و تيمار سلول ندخانه قرار گرفت

هـاي ها در گـروه. سلولشدانجام گالات گالوكاتچيناپي
بـه كمـك اسـكراپر و   PBS-جداگانه پس از شستشو با 

نرمـال) از  Hcl 6/0ميكروليتر بافر استخراج كلسيم( 50
پس از  .كف پليت جدا شدند و به اپندورف منتقل شدند

 درجـه سـانتي 4سـاعت در دمـاي  24طي مدت زمان 
هد، ويـال ها و همچنين نمونـه شـاگراد، به تعداد نمونه
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هاي مورد نظر محلول بافر انتخاب گرديد و به همه ويال
ميكروليتر محلول رنگزا اضافه شد. سپس  بـه هـر  100
ميكروليتر از نمونه سلولي اضافه گرديد و جذب   30ويال

 T80+ PG instrumentتوسط دسـتگاه اسـپكتروفتومتر
Ltd) ،England (  ــــوج ــــول م ــــانومتر  575در ط ن
  گيري شد.اندازه

فسـفاتاز: جهـت بررسي ميزان فعاليت آنـزيم آلكـالين
از كيـت شـركت  فسـفاتازبررسي ميزان فعاليت آلكالين

درمان كاو استفاده گرديد. اين كيت حاوي محلول بـافر، 
سوبسترا، سـود سـه نرمـال و محلـول ذخيـره  هايويال

پايان پاساژ  درسلول  5000باشد. به تعداد استاندارد مي
و  نداي كشـت داده شـدخانه 24سوم در هر خانه پليت 

گـالات گالوكاتچينها با دوزهاي مختلف اپيتيمار سلول
 پس از پايـان تيمـار .گرفتانجام در محيط استئوژنيك 

شسته و به كمك اسكراپر و بـافر  PBS-بار با  2ها سلول
فســفاتاز از كــف پليــت جــدا شــدند. اســتخراج آلكــالين

 آزمـونها به اپندورف انتقال يافت. در زمان انجـام نمونه
روش لاوري به منظـور تعيـين مقـادير پـروتئين انجـام 

سوبســترا  –ميكروليتــر از محلــول بــافر  500گرفــت و 
درجـه  37دقيقـه در بـن مـاري  5اضافه شد و به مدت 

هـاي گـراد قـرار گرفـت. در مرحلـه بعـد حجـم سانتي
هـاي آزمـايش اضـافه ها، بـه لولـهمحاسبه شده از نمونه

درجـه  37دقيقـه در بـن مـاري  30گرديده و به مدت 
ميلـي  5لولـه، گراد قرار گرفت. پس از آن به هر  سانتي

نرمال افزوده شده و پـس از مخلـوط  02/0ليتر از سود 
ها در مقابل لوله بلانك در طول نمودن، جذب لوله نمونه

  نانومتر خوانده شد. 410موج 
 21از كشت و تيمار  ها: پسبررسي مورفولوژي سلول

-ميكرومـولار اپـي 50و  10ها با دوز صـفر، روزه سلول

-به همراه محـيط اسـتئوژنيك رنـگ گالاتگالوكاتچين
ميكروگـرم بـر ميلـي   1آميزي كروماتين با هوخسـت (

جهت بررسي مورفولوژي هسته و همچنين  بـراي  )ليتر
بررسي تغييرات رخ داده در مورفولـوژي سيتوپلاسـم از 

گـرم بـر ميلـي  01/0رنگ فلورسنس آكريـدين اورانـژ (
استفاده شـد. سـپس جهـت بررسـي مورفولـوژي  )ليتر
 )Olympus IX70(نساها از ميكروسـكوپ فلورسـلولس

  استفاده گرديد.  
وش ر، از SPSSاستفاده از نـرم افـزار  ها: باآناليز داده

استفاده  Tukey آزمونآماري آناليز واريانس يك طرفه، 
دار در معنـي ˂05/0P ها در سطحشد و تفاوت ميانگين

  نظر گرفته شد.
  

  ها يافته
در طـي كشـت  مغز استخوان هايكشت سلول: سلول

ر اغلب ظاهر فيبروبلاستي داشتند و اين مورفولوژي را د
  ).1(شكل طي پاساژها حفظ كردند
بـر پايـه  يهاي بنيادي مزانشيمتوانايي زيستي سلول

طرفــه يكواريــانس : آنــاليز )ســنجي(رنــگ MTTروش 
نشان  MTTآميزي هاي به دست آمده از روش رنگداده

گـالات باعـث گالوكـاتچينداد كه اثر دوز مصـرفي اپـي
هـاي بنيـادي سـلول زيسـتيدار توانـايي افزايش معنـي

طـي تمـايز  صـحرايي مـوشمغـز اسـتخوان  يمزانشيم
  ).2(جدولگرديد  استئوژنيك

آميزي رنـگ ميزان معدني شدن ماتريكس اسـتخواني:
با  هاي تيمار شدهآليزارين رد ماتريكس استخواني سلول

گـالات نشـان داد كـه گالوكـاتچيندوزهاي مختلف اپـي
ها نسـبت بـه گـروه رنگ قرمز ايجاد شده در اين سلول

طوريكه شـدت هكنترل داراي افزايش قابل توجهي بود ب

  مطالعه نيا در شده استفاده يمرهايپرا يتوال -1جدول
 ژن
 

Primer sequences (5′-3′)  
 مرهايپرا يتوال

 اندازه محصول
(bp) 

GAPDH Forward     TGATTCTACCCACGGCAAGTT 
Reverse      TGATGGGTTTCCCATTGATGA 

162 bp 

  
Alkaline 

Phophatase 
(ALP) 

 

 
Forward       CAGTGGGACGACCACGAGGT 

Reverse      GAGGCCGATCGGCATGTCG 

 
150 bp 

Osteocalcin 
 

Forward      CGCCTGGGTCTCTTCACTAC 
Reverse      CTCACACTCCTCGCCCTATT 

143 bp 
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 50هـاي تيمـار شـده بـا دوز اين رنگ در گـروه سـلول
هـاي ميكرومولار نسبت به گـروه كنتـرل و سـاير گـروه

). علاوه 2 (شكل قابل توجهي بودتيماري داراي افزايش 
گيـري رنـگ اسـتخراج هاي حاصل از انـدازهبر اين داده

هاي تيمـار شـده بـا اسـتفاده از شده از ماتريكس سلول
نشـان داد كـه ميـزان معـدني  ELISA-readerدستگاه 

هاي تيمـار شـده بـا شدن ماتريكس استخواني در سلول
ا گـروه گالات نسـبت بـگالوكاتچيندوزهاي مختلف اپي

  ).2(جدول دار بودكنترل داراي تفاوت معني
ــوزا  ــه روش وان ك  VAN(بررســي رســوب كلســيم ب

KOSSA(:  مقايســه تصــاوير حاصــل از رســوب كلســيم
روز  21كوزا پـس از آميزي وانسلولي توسط رنگ خارج

گالات، افـزايش گالوكاتچينتيمار با دوزهاي مختلف اپي
ميزان رسوب كلسيم را نسبت به گروه كنترل نشان داد. 

هـاي تـوان نمـكدر واقع با استفاده از اين تكنيـك مـي
ــيم  ــالات(كلس ــولفات و اكس ــات، س ــفات، كربن را  )فس

تكنيـك  هاي فسفات كلسيم با اينمشخص كرد، رسوب

 ).3 (شكل آيندهاي تيره رنگ در ميبه شكل ندول
نشـان داد   مقايسه نتـايج ميزان كلسيم داخل سلولي:

مغز استخوان با دوزهـاي  يهاي مزانشيمكه تيمار سلول
گــالات در طــي رونــد تمــايز گالوكــاتچينمختلــف اپــي

در ميـزان كلسـيم داخـل  يدارتفاوت معني استئوژنيك
. در واقـع مشـاهده شـدكنتـرل  سلولي نسبت به گـروه

 گـالاتگالوكاتچينها با دوزهاي مختلف اپيتيمار سلول
در  كلسـيم داخـل سـلولي سطحدار باعث افزايش معني

 وابســته بــه دوز نســبت بــه گــروه كنتــرل شــد شــرايط
)05/0P˂( ) 3جدول.(  

از در اين آزمون  ميزان فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز:
فسفات به عنوان سوبستراي آنزيم استفاده  پارانيتروفنول

در اسـت ولـي شود. پـارانيتروفنول فسـفات بيرنـگ مي
ـــفاتاز و در  ـــالين فس ـــور آلك ـــه  PHحض ـــايي ب قلي

شدت رنگ  وشود پارانيتروفنوكسايد زرد رنگ تبديل مي
حاصل با فعاليت آنـزيم نسـبت مسـتقيم دارد. مقايسـه 

هــاي نشــان داد كــه تيمــار ســلولايــن آزمــون نتــايج 

  
  جدا شده از مغز استخوان موش صحرايي عمدتا مورفولوژي فيبروبلاستي داشتند. يهاي بنيادي مزانشيمسلول -1 شكل

  

  
 10) گروه تيمار با دوز B) گروه كنترل. Aروزه.  21در يك دوره تيمار  گالاتگالوكاتچينتشديد ميزان معدني شدن ماتريكس استخواني در حضور اپي -2 شكل

  گالات.گالوكاتچينميكرومولار اپي 50) گروه تيمار با دوز Cگالات. گالوكاتچينميكرومولار اپي
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مغـــز اســـتخوان بـــا دوزهـــاي مختلـــف  يمزانشـــيم
 اسـتئوژنيكگالات در طـي رونـد تمـايز گالوكاتچيناپي

ــي ــزايش معن ــث اف ــزيم باع ــت آن ــزان فعالي دار در مي
) ˂P 05/0( فسفاتاز نسبت به گروه كنتـرل شـدآلكالين
 .)3 (جدول

هاي بنيادي از سلول RNAهمچنين پس از استخراج 
 RT-PCRآناليز و  تمايز يافته به استئوبلاست يمزانشيم

گـالات گالوكاتچينكه اپي به صورت كيفي، مشاهده شد
، فسـفاتازآلكالينبر افزايش ميـزان فعاليـت آنـزيم علاوه

ــث ــزايش  باع ــه اف ــل توج ــان قاب ــطح بي ــاي ژنس ه
هاي مهـم و استئوكلسين كه از شـاخص فسفاتازآلكالين

اين نتـايج مويـد  شود.مي، نيز هستندتمايز استئوژنيك 
تمايز برد روندگالات در پيشگالوكاتچيناپينقش مثبت 
 ).4 باشد (شكلمي استئوژنيك

آميزي با رنگ از رنگ پسها: بررسي مورفولوژي سلول
ها به رنگ آبي درآمدند. تيمار فلورسنت هوخست، هسته

ــا دوزهــاي مختلــف  يهــاي بنيــادي مزانشــيمســلول ب
روزه نشـان  21گالات در طي روند تمايز گالوكاتچيناپي

ــي ــاتچينداد كــه اپ ــزايش قطــر گالوك گــالات باعــث اف
نسبت به گـروه  يهاي بنيادي مزانشيمهاي سلولهسته

  ).5 كنترل شد (شكل
ــگ ــرات رخ داده در رن ــژ تغيي ــدين اوران ــزي آكري آمي

سيتوپلاسم و موقعيت هسته و سيتوپلاسم را نسبت بـه 
هـاي كنتـرل، هم نشان داد. طبق نتايج حاصل در گروه

ــد ســلولي قابــل  شــكل سيتوپلاســم چنــدوجهي و زوائ
ها در موقعيت مركـزي نسـبت بـه تشخيص بود و هسته

ــروهس ــتند. در گ ــرار داش ــم ق ــا يتوپلاس ــار ب ــاي تيم ه
هـاي گالات در طـي رونـد تمـايز سـلولگالوكاتچيناپي

 مـوشمغـز اسـتخوان  يمزانشـيمهاي بنيـادي سلول يزان معدني شدن ماتريكس استخوانيمهاي زنده (قابليت حيات) و مقايسه ميانگين تعداد سلول -2جدول
آميزي آليزارين رد. روز با روش متيل تترازوليوم و رنگ 21گالات در مدت زمان گالوكاتچينتمايز يافته به استئوبلاست پس از تيمار با دوزهاي مختلف اپي صحرايي

 one way باشـند (دار مـيانـد داراي تفـاوت معنـيهاي متفاوت نامگذاري شـدهها با كدهاي حرفباشد. ميانگينمعيار) مي(انحراف  مقادير به صورت ميانگين
ANOVA Tukeys Test P˂0.05( ) 05/0 طرفه.آناليز واريانس يك-توكي آزمون P˂.(  

 آزمون
  دوز (ميكرومولار)

  ردآليزارين استخواني برحسب غلظتماتريكسميزان معدني شدن
  مولار)(ميلي

  هاي زندهتعداد سلول
)1000(×  

0  
1  
5  
10 
15 
20 
25 
30 
50  

)2/20(f2/404  
)5/29(ef5/432  
)8/18(e2/494  
)8/21(d2/614  
)1/20(d3/678  
)3/31(c5/807  
)7/22(b6/876  

)4/16(b935  
)7/22(a1058 

)5/7(i45/171  
)7/3(h91/217  
)7/9(g16/249  
)1/9(f00/305  
)6/7(e45/361  
)1/5(d20/385  
)1/7(c66/416  
)3/5(b29/442  
)5/6(a12/553  

  

  
) گروه كنتـرل. Aگالات. گالوكاتچينروز تيمار با اپي 21تمايزيافته به استئوبلاست،  يهاي بنيادي مزانشيمكوزا با نيترات نقره در سلولآميزي وانرنگ -3 شكل

B گالات. گالوكاتچينميكرومولار اپي 10) گروه تيمار با دوزC گالات.گالوكاتچينميكرومولار اپي 50) گروه تيمار با دوز  
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به استئوبلاسـت، شـكل سيتوپلاسـم  يبنيادي مزانشيم
تـر تر و پهن تغيير كرده و سيتوپلاسم داراي زوائد بزرگ

  ).6 (شكل تر بودها نسبت به گروه كنترل بزرگو هسته

  گيريو نتيجه بحث
در رفتــاري  گــالاتگالوكاتچيناپيدر مطالعــه حاضــر 

توانـايي زيسـتي و ميـزان وابسته به دوز، باعث افـزايش 

گالات بـا گـروه گالوكاتچينهاي استئوژنيك تيمار شده با اپيفسفاتاز در نمونهليتر) و ميانگين ميزان فعاليت آنزيم آلكالينگرم بر دسي(ميلي ميانگين ميزان كلسيممقايسه  -3 جدول
)s test ,one way ANOVA,Tukeyباشـد مـي دارهاي متفاوت داراي تفـاوت معنـيهاي با كد حرفباشد. ميانگينمي means±sdروز. مقادير به صورت  21كنترل در 

p<0.05).  
  )ميلي گرم بر دسي ليتر( ميزان كلسيم (واحد بر ليتر) فسفاتازآلكالين ميزان فعاليت آنزيم زماندوز                            

0  
1  
5  

10 
15 
20 
25 
30 
50  

)2/2(h25/63  
)9/0(gh17/67  
)2/1(fg74/71  
)1/1(ef06/77  
)2/1(de88/81  
)3/1(cd70/86  
)8/1(bc87/90  
)7/1(b10/96  
)8/3(a81/106  

)7/0(g3/38  

)4/0(fg5/39  
)5/0(f2/41  
)5/0(e3/45  
)1/1(de4/47  
)8/0(cd8/49  
)1/1(bc1/52  
)3/1(b7/54  
)6/1(a1/61  

  

  
و بـا  گـالاتگالوكـاتچيناپيبـا  پس از تيمـار صحرايي موشن مغز استخوا يهاي بنيادي مزانشيمهاي استئوكلسين و آلكالين فسفاتاز در سلولبررسي سطح بيان پروتئين -4شكل

 گالات.گالوكاتچينميكرومولار اپي 50) گروه تيمار با دوز cگالات. گالوكاتچينميكرومولار اپي 10) گروه تيمار با دوز b) گروه كنترل. RT-PCR  .aكمك آناليز 

  
) گروه تيمار B) گروه كنترل. Aگالات. گالوكاتچينروز تيمار با اپي 21تمايز يافته به استئوبلاست پس از  يهاي بنيادي مزانشيمهوخست در سلول ترنگ آميزي فلورسن -5 شكل
  گالات.گالوكاتچينميكرومولار اپي 50) گروه تيمار با دوز Cگالات. گالوكاتچينميكرومولار اپي 10با دوز 

  
-گالوكاتچينروز تيمار با اپي 21تمايز يافته به استئوبلاست پس از  يهاي بنيادي مزانشيماورانژ در سلولرنگ آميزي فلورسنت آكريدين  -6 شكل

  گالات.گالوكاتچينميكرومولار اپي 50) گروه تيمار با دوز Cگالات. گالوكاتچينميكرومولار اپي 10) گروه تيمار با دوز B) گروه كنترل. Aگالات. 
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هاي بنيـادي معدني شدن ماتريكس استخواني در سلول
ايـن گرديـد.  صـحرايي مـوشمزانشيمي مغز اسـتخوان 

ها در راستاي نتايج تحقيقات ديگـر محققـين نيـز يافته
 2011و همكـاران در سـال  ييعنوان مثال . بهباشدمي

گـالات گالوكـاتچينميكرومولار  اپي 10نشان دادند كه 
هـاي فيبروبلاسـت باعث افزايش تكثير سلولي در سلول

و همكـاران نيـز درسـال  كوستا. همچنين )18(شود مي
ــــه دوز  2007 ــــد ك ــــان دادن ــــولار  30نش ميكروم

هـاي كليـه باعـث گالات بـر روي سـلولگالوكاتچيناپي
هـا يش توانايي زيستي و تكثير سلولي در اين سـلولافزا
  . )19(شود مي

 هاي موجود درفنولگالات يكي از پليگالوكاتچيناپي
هاي آزاد چاي سبز است كه سبب مهار تشكيل راديكال

ـــيژن ) در ROS-Reactive Oxygen Species( اكس
ــــي ــــلول م ــــدري س ــــاختار ميتوكن ــــردد. در س گ

شود كه ي فنول ديده ميحلقهگالات سه گالوكاتچيناپي
هــا، باعــث احيــاء هــاي هيدروكســيل ايــن حلقــهگــروه

در گـردد. ها مـي هاي آزاد و غيرفعال سازي آنراديكال
بــا اهــداي هيــدروژن  گــالاتگالوكــاتچيناپــيحقيقــت 

هـاي آزاد فنوليك خود، باعث شكستن زنجيـره راديكال
ــــلول و  ــــدهاي س ــــيون ليپي ــــده و پراكسيداس ش

بــدين رســاند و اي غشــا را بــه حــداقل ميفســفوليپيده
دهـد توانايي حيات و بقاي سلولي را افـزايش ميطريق 

)9(.  
بــا خاصــيت  گــالاتگالوكــاتچيناپــيعــلاوه بــر ايــن 

اكسـيدانتي خـود و بـا برقـراري تعـادل در قابليــت آنتي
ها، باعث ورود كلسيم و نفوذپذيري انتخابي غشاي سلول

شـود و بـه هاي كلسيمي در سلول ميفعال شدن كانال
برقراري و حفظ همئوستاز كلسـيم و در نتيجـه تعـادل 

چرا كه كاهش يا فقـدان كلسـيم  ;كندسلولي كمك مي
پتاسـيمي وابسـته -هاي سديمث مهار پمپدر سلول باع

گيرد و سـلول را در مسـير مـرگ سـلولي به كلسيم مي
از سـوي ديگـر كلسـيم دهـد. ريزي شده قرار ميبرنامه

براي تشكيل بلورهاي هيدروكسـي آپاتيـت، كـه بخـش 
ي ســلول اســتخواني را عمــده مــاتريكس معــدني شــده

-اپـيدهد، لازم و ضـروري اسـت، بنـابراين تشكيل مي
با افزايش ورود كلسيم بـه سـلول بـه  گالاتگالوكاتچين

معدني شدن مـاتريكس و القـاي تمـايز اسـتئوژنيك در 
  . )20( كندسلول كمك مي

باعـث  گـالاتگالوكـاتچيناپـيدر مطالعه حاضر نيـز 
رسـوبات فسـفات  ،افزايش سطح كلسيم داخـل سـلولي

ــايز  ــاي تم ــلولي و الق ــارج س ــاتريكس خ ــيمي م كلس
هاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان ر سلولاستئوژنيك د

هاي ايـن پـژوهش افـزايش ميـزان از ديگر يافته گرديد.
فسفاتاز و همچنين افزايش سـطح فعاليت آنزيم آلكالين

-اپي هاي تيمار شده بافسفاتاز در سلولبيان ژن آلكالين
 ;ود، در مسير القاي تمايز استئوژنيك بگالاتگالوكاتچين

و  لـين يـنراسـتاي نتـايج تحقيقـات  كه اين يافتـه در
ر بـرا  گالاتگالوكاتچيناپيباشد. ايشان اثر همكاران مي

هاي دخيـل در فرآينـد اسـتئوژنزيس در سطح بيان ژن
هاي بنيادي مزانشيمي مورد بررسي قرار دادنـد و سلول

اكسـيدانتي باعـث مشاهده كردند كه ايـن تركيـب آنتي
  .)21(شود ها ميدار سطح بيان اين ژنافزايش معني

فسفاتاز، سـطح بيـان در اين پژوهش علاوه بر آلكالين
ــي ژن ــت. استئوكلس ــرار گرف ــي ق ــورد بررس ــز م ن ني

و بـراي  استئوكلسين در تمـايز اسـتئوژنيك نقـش دارد
ضـروري اسـت. آلكـالين  معدني شدن بافـت اسـتخوان

فسفاتاز و استئوكلسين نقش مهمـي در ميـزان معـدني 
ها و تشـكيل اسـتخوان شدن ماتريكس استخواني سلول

 يـتها، ميزان فعالتوان سطح بيان آندارند، بنابراين مي
فسفاتاز و همچنين ميزان رسوب كلسيم را يكي آلكالين
آنزيم هاي تمايز استئوژنيك دانست. ترين شاخصاز مهم

هـاي فسـفات از طريق آماده كردن يونآلكالين فسفاتاز 
كنـد. هاي معدني شدن، نقش مهمي ايفا مـيدر جايگاه

ــدن  ــفريله ش ــفاتاز دفس ــالين فس ــن آلك ــر اي ــلاوه ب ع
متصل به انتهاي كـلاژن را بـر عهـده هاي فسفوپروتئين

ــه پيروفســفات و رشــد كريســتال هــاي دارد و در تجزي
  . )22(هيدروكسي آپاتيت نقش دارد 

ي واســطهفســفاتاز بههــاي استئوكلســين و آلكالينژن
شــوند و از طبــق مطالعــات بيــان مي Runx-2پــروتئين 

باعث افزايش سـطح  گالاتگالوكاتچيناپي صورت گرفته
گالات گالوكاتچيناپي .)21(گردد ، ميRunx-2 بيان ژن

و  BMP2 ،MMP2هـاي باعث افزايش سـطح بيـان ژن
MSX2 شـود كـه بـراي حفـظ شـبكه اسـتخواني و مي

معــدني شــدن مــاتريكس اســتخوان ضــروري هســتند. 
اكسـيدانتي باعـث افـزايش همچنين ايـن تركيـب آنتي

شــود و از ايــن طريــق موجــب مي FGFRســطح بيــان 
هاي مرتبط با تمـايز اسـتئوژنيك نظيـر ان ژنافزايش بي
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BMP2 ،Runx2  و كلاژن در سطح رونويسـي و ترجمـه
طور بـه گـالاتگالوكـاتچيناپـيبنابراين  .)23(گردد مي

 و Runx-2 هـايژنغيرمستقيم با افزايش سـطح بيـان 
FGFR ــان ژن ــزايش بي هــاي استئوكلســين و باعــث اف

، افزايش ميزان فعاليـت آنـزيم آلكـالين آلكالين فسفاتاز
فسفاتاز و همچنين ميزان رسوب كلسـيم در مـاتريكس 

 .)21(شود خارج سلولي مي
از طرف ديگر بر طبق نتـايج حاصـل از ايـن مطالعـه، 

ز هاي بنيادي مزانشيم مغدر سلول گالاتگالوكاتچيناپي
 استخوان، باعث ايجاد تغييرات مورفولوژيكي در راسـتاي

نتايج رنـگ آميـزي هوخسـت ز استئوژنيك گرديد. تماي
روي  گالات با تاًثيري كه برگالوكاتچيننشان داد كه اپي

گذارد باعـث هاي بنيادي مزانشيمي ميهاي سلولهسته
نتـايج  شـود.هـا مـيها در اين سلولافزايش قطر هسته

ناحيـه رنگ آميزي آكريـدين اورنـژ نيـز نشـان داد كـه 
هـاي بنيـادي مزانشـيم حالـت لسيتوپلاسم كه در سلو

هـاي تمـايز دوكي شكل يا چند وجهي داشت در سـلول
يافته گرد شده بود و هسته سلول از حالـت مركـزي در 

هـاي استئوبلاسـت هاي بنيادي مزانشيم در سلولسلول
-اپـياز آنجاكـه  .اي از سلول قرار گرفتـه بـوددر گوشه

 يـك آنتـي اكسـيدانت قـوي اسـت و گالاتگالوكاتچين
باعث مهار پراكسيداسيون ليپيدي ها نيز اكسيدانتآنتي

ــب پروتئين ــين و تخري ــل اكت ــكلتون مث ــاي سايتواس ه
توانـد نيـز مي گـالاتگالوكاتچيناپيگردند، بنابراين مي

ها شـود هاي مورفولوژيكي در سلولباعث كاهش آسيب
فنولي نيـز از رود كه اين تركيب پليو احتمال مي )24(

ميـزان سـنتز پـروتئين اكتـين، توانسـته  طريق افزايش
سبب گسترش سيتوپلاسـم، كـاهش زوائـد چنـدوجهي 
سلول و خارج كـردن هسـته از موقعيـت مركـزي خـود 

عنوان تغييـرات مورفولـوژيكي در راسـتاي گردد كـه بـه
ــادي مزانشــيمي تمــايز اســتئوژنيك در ســلول هاي بني

  . )25( شود، گرديده استشناخته مي
اين تحقيـق مشـخص شـد حاصل از با توجه به نتايج 

زيستي و  اييگالات ضمن افزايش توانگالوكاتچينكه اپي
 موشمغز استخوان  يهاي  بنيادي مزانشيمتكثير سلول

ميزان معـدني شـدن  دارمعني، موجب افزايش صحرايي
ها در محيط اسـتئوژنيك ماتريكس استخواني اين سلول

تـوان از ايـن آنتـي اكسـيدانت بنـابراين مـي .نيز گرديد
مهار مرگ سلولي، افـزايش تكثيـر و بقـاي ارزشمند در 

هــاي پيشــرفته ســلول فنــاوريســلولي و در نتيجــه در 
 درماني و مهندسي بافت استفاده كرد.
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