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 هاي بنيادي مزانشيمي سلول در Cox-1 و iNosهاي  بررسي اثر تيموكوئينون بر بيان ژن
  مشتق شده از مغز استخوان موش

  حسن اكرمي و *الهام عليمرادي، سجاد سي سخت نژاد
  گروه زيست شناسي كرمانشاه، دانشگاه رازي، دانشكده علوم، 

 10/4/97: تاريخ پذيرش  16/10/96: تاريخ دريافت

  هچكيد

و  زيستي اثرات رغم مطالعات گسترده در زمينه علي. باشدمي دارويي برخي از گياهان ماده فعال) Thymoquinone(تيموكوئينون 
هدف از اين بنابراين، . هاي بنيادي انجام نشده است در رابطه با اثر اين تركيب بر سلول پژوهشيدرماني تيموكوئينون، هيچ گونه 

بنيادي  هاي سلول كنندگي سيستم ايمنيتنظيم پتانسيلدخيل در  Cox-1 و iNos هاي وئينون بر بيان ژنمطالعه بررسي اثر تيموك
 هاي سلول .باشد مي رونويسيدر سطح  مشتق شده از مغز استخوان موش )Mesenchymal stem cells=MSCs(مزانشيمي 

MSC هاي نژاد  موش از مغز استخوانNMRI  هاي سلول به سمت هاي تمايزي آنها توسط تست يپتانسيل بنيادينگجدا شدند و 
نشان  2,5-diphenyltetrazolium bromide=MTT-(Dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3حاصل از آزمون  نتايج .تاييد شد استخوان و چربي

هاي  ليتر و در بازهميكروگرم بر ميلي 8ساعت  24در بازه زماني  )IC50 )Half-maximal inhibitory concentrationغلظت  كه داد
ليتر بيش از ميكروگرم بر ميلي 2كمتر از  مساوي و هاي غلظتدر  بعلاوه،. استليتر ميكروگرم بر ميلي 4ساعت  72و  48زماني 

به مدت  تيموكوئينونليتر از ميكروگرم بر ميلي 2ها با غلظت  سلول ،هاي بيان ژن بررسي ها زنده ماندند، بنابراين درصد سلول 90
 655/0 كاهش حدودنشان دهنده  Real-time PCRهاي توسط  بيان ژن مطالعهاز  نتايج بدست آمده. ساعت تيمار داده شدند 24
 هاي تيمار شده نسبت به كنترل بود ، در نمونهCox-1 و iNos هايي ترتيب براي ژنب )درصدي 5/34و  5/38( برابري 615/0و 
)P<0.05(. هاي  كنندگي سيستم ايمني سلول تنظيم پتانسيلقابليت اثر بر   تيموكوئينونهد كه دنشان مي در نتيجه، اين مطالعه

MSC اثر برانداز خوبي را براي مطالعات بيشتر در اين زمينه و استفاده از اين تركيب براي  اين مطالعه چشم همچنين .را دارد 
  . كرده استفراهم را در سلول درماني  MSCهاي  سلولهاي  قابليت

  ، بيان ژن تنظيم سيستم ايمني، هاي بنيادي مزانشيمي، تيموكوئينون سلول: كليدي ايه هواژ

  ssisakhtnezhad@gmail.comو  s.sisakhtnezhad@razi.ac.ir :، پست الكترونيكي 08334274545: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
هاي منحصر به فردي كه بدليل ويژگي MSCهاي  سلول

هاي بنيادي  دارند به عنوان يكي از پركاربردترين سلول
صورت گسترده ده سال است به بيش ازباشند كه  بافتي مي

امكان  آوردنجهت مطالعات و كاربرد در زمينه فراهم 
ند اختلالات سيستم عصبي هاي مختلفي ماندرمان بيماري

هاي مركزي، كبد، كليه، انفاركتوس ميوكارد، بيماري
 .)2( شوندها بكار برده ميخودايمني و خيلي از سرطان

هاي  شناسي شبيه سلوللحاظ ريختاز  MSCهاي  سلول
 پذير و، داراي اتصالات انعطافهستند فيبروبلاست

، CD73 ،CD106 ،CD105 از قبيل هاي سطحينشانگر
CD44 وCD29 هاي نشانگرهمچنين  .كنند را بيان مي

 CD45 ،CD31 ،CD11b شامل هاي خوني مربوط به سلول
ترين  از مهم. )16( شوندها بيان نمي در اين سلول CD34و 

ها كه باعث شده امروزه طرفداران  هاي اين سلولويژگي
توان به حالت زيادي را به خود اختصاص دهند، مي
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 مزودرميهاي ، تمايز به رده)1( توانيخودنوزايي، چند
توزيع  ، اندودرمي و اكتودرم،)چربي، غضروف استخوان،(

 ماهيچه، چربي، ها ازجمله استخوان،گسترده در بيشتر بافت

 ،)4( تنظيم سيستم ايمني دندان،شش و پالپ بندناف،
هاي ها و بافت ، ترميم و احياي سلول)18( مهاجرت
 سعه در محيط كشت اشاره كردديده و توانايي توآسيب

داراي توانايي مهاجرت به سمت  MSCهاي  سلول. )27(
باشند، كه به كمك انواع هاي آسيب ديده ميبافت

ها و فاكتورهاي التهابي آزاد شده از بافت آسيب سايتوكين
توانند به محل آسيب هدايت شده و با ديده يا تومور مي

بهبود آسيب يا  ترشح فاكتورهاي مختلف موجب ترميم و
 MSCهاي  سلولعلاوه بر نقش . )26و  10( شوند بيماري 

در توليد انواع مختلف فاكتورها جهت القاء ترميم و 
 MSCهاي  سلولترين اثر درماني ها، اصلي بازسازي بافت

ايمني و حفظ  ناشي از عملكردهاي تنظيم سيستم
ط باشد، كه اين عمل تحت تاثير شرايهموستازي ايمني مي
هاي متفاوت تركيبات التهابي در جهت  محيطي و اثر غلظت

  . )11(گيرد صورت ميايمني سازي سيستمسركوب يا فعال

 كاربردهاي برايكه  هستند قبلي حاكي از آنمطالعات 
اما  ؛نياز است MSCهاي  سلولتعداد زيادي از  ي،درمان

باشد، بنابراين در بافت كم مي MSCهاي  سلولتعداد 
 آزمايشگاهها در شرايط  ج و گسترش اين سلولاستخرا

 ،بطوركلي. است جهت بكارگيري در زمينه درمان ضروري
هاي  سلول ،تازه جدا شده MSCهاي  سلولدر مقايسه با 

 تري دارندل كاربردي پايينيحفظ شده در كشت پتانس
در اين ارتباط نشان داده شده است كه فاكتورهاي . )23(

سطحي و ديگر  هاي گيرندهيان ب برتوانند خارجي مي
نقش داشته باشند،  MSCهاي  سلولفاكتورهاي داخلي در 

ها و عملكردهاي آن اثر بر روي ويژگي در نتيجه آن كه
بنابراين ارزيابي دقيق و كنترل شديد  .)24( دنگذارمي

كشت شده براي حفظ توان  MSCهاي  سلولهاي ويژگي
- ساختي مهم ميكاربردي در سلول درماني و پزشكي باز

   .باشد

اخيرا محققان از  فاكتورهاي خارجي براي بهبود عملكرد 
بنابراين تاثير تركيبات . كننداستفاده مي MSCهاي  سلول

 MSCهاي  سلولهاي طبيعي و شيميايي مختلف بر ويژگي
 در داخل بدن موجود زندهو  آزمايشگاهيشرايط   تحت

 يكي از نتيموكوئينو .مورد بررسي قرار گرفته است

، به ويژه در سياه دانه موجود در گياه فعال زيست  اتتركيب
اولين بار توسط  اين تركيب .باشدمي هاي آن، دانه

كروماتوگرافي بر روي لايه نازك ژل سيليكا از اين گياه 
 زيستي خواص روي بر شده انجام مطالعات. استخراج شد
وجود نيز در داخل بدن م و آزمايشگاه در تيموكوئينون،

 اين درماني و دارويي گسترده اثرات دهنده نشانزنده، 
 كه دهندمي نشان مختلف مطالعات .باشدمي تركيب

ايمني، ضدالتهاب،  تنظيم سيستمداراي خواص  تيموكوئينون
هيستامين، ضد توموري ميكروب، آنتياكسيدان، ضد آنتي
 ماندر براي اي بالقوه درماني هاي پتانسيلبنابراين . باشدمي

هاي التهابي و هاي انسان مانند بيماريخيلي از بيماري
با اين وجود، نياز به مطالعات باليني در  .)6( سرطان است

  .اين زمينه وجود دارد

رغم مطالعات مختلفي كه بر روي اثرات  علي
هاي مختلف انجام  در حيطه تيموكوئينون شناختي زيست

بر رفتارهاي  شده است، اما تاكنون در رابطه با اثر آن
و اثر آن بر  MSCهاي  سلولهاي بنيادي به ويژه  سلول

گونه ها، هيچ ايمني اين سلولكنندگي سيستم  تنظيم خاصيت
هدف از اين مطالعه بنابراين   .اي انجام نشده است مطالعه

 كنندگي سيستم بررسي اثر تيموكوئينون بر پتانسيل تنظيم
استخوان موش، از  جدا شده از مغز MSCهاي  ايمني سلول

تنظيم سيستم پتانسيل طريق بررسي اثر آن بر بيان موثر در 
در  ،Cox-1 و iNosهايي  ، شامل ژنMSC هاي سلول ايمني
 .باشدمي رونويسيسطح 

  مواد و روشها
سازي  جهت آماده :سازي محلول تيموكوئينون آماده
، 1، 5/0، 25/0، 125/0(هاي مختلف تيموكوئينون  غلظت
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 10مقدار ) ليتر ميكروگرم بر ميلي 64، 32، 16، 8، 4، 2
 200در ) سيگما، آلمان(گرم از تيموكوئينون خالص  ميلي

ميكروليتر دي متيل سولفوكسايد 
)Dimethylsulfoxide=DMSO) (به شكل ) مرك، آلمان

ها با محيط كشت  تازه حل شد و قبل از آنجام آزمايش
سازي  قهاي مناسب رقي كامل جهت فراهم كردن غلطت

در اين مطالعه جهت بررسي اثر تيمارهاي مختلف، . شد
كه ) فاقد تيموكوئينون(بقاء هر گروه با كنترل مربوطه 

حاوي مقادير يكساني از دي متيل سولفوكسايد بود مقايسه 
هاي تيموكوئينون  همچنين، در اين پژوهش، محلول. شد

ايط براي هر بار استفاده به شكل كاملا تازه تهيه و در شر
  .دور از نور مورد استفاده قرار گرفتند

هاي جوان در اين تحقيق از موش :حيوانات آزمايشگاهي
جهت جداسازي و كشت  NMRIاي نژاد هفته) 4- 8(

ها از  اين موش. هاي بنيادي مرانشيمي استفاده شد سلول
مركز نگهداري و پرورش حيوانات آزمايشگاهي گروه 

اخذ تاييديه از  و نشاهشناسي دانشگاه رازي كرما زيست
) 395-1- 010(كميته اخلاق كار با حيوانات با كد تصويب 

  . تهيه شدند
هاي بنيادي مزانشيمي از مغز  استخراج و كشت سلول

هاي جايي مهرهها با استفاده از جابهموش :استخوان موش
، MSCهاي  جهت جداسازي سلول. گردني اتونازي شدند

دا و مغز استخوان آنها از هاي فمور و تيبيا جاستخوان
طريق آسپيراسيون بطور كامل استخراج شد و در محيط 

 Dulbecco’s modified Eagle’s medium-High كشت

glucose=DMEM-HG  درصد 15اوي ح Fetal bovine 

serum=FBS )1 محلول ،)گيبكو، اسكاتلند x سيلينپني /
تر بيكربنات گرم بر لي 7/3 ،)بايو ايده، ايران(استرپتومايسين 

در  ) سيگما، آلمان(گلوتامين-مولار ال و دو ميلي سديم
-ينتدرجه سا 37كشت داده و در دماي   T25هاي فلاسك
درصد به  90و رطوبت  اكسيدكربن درصد دي 5گراد، 
ساعت پس از انكوباسيون  72. روز انكوبه شدند 3مدت 

ها به كف فلاسك چسبيده و محيط كشت آنها جهت  سلول
بعد از انجام اولين   .هاي شناور تعويض شد لولحذف س

ها كاملا كف  كه سلولتا زماني ،تعويض محيط كشت
فلاسك را پر كنند، هر دو روز يكبار محيط كشت آنها 

 80- 90ها به تراكم  روز سلول 7- 10بعد از . تعويض شد
 25/0( تريپسين محلول درصد رسيده، با استفاده از

پاساژ ) بايو ايده، ايران) (رمولا ميلي 1( EDTA -)درصد
كشت داده شده هر روز با  MSCهاي  سلول  .داده شدند

براي  .استفاده از ميكروسكوپ فاز معكوس بررسي شدند
جدا شده از  MSCهاي  تاييد هويت و خلوص سلول

 CD44 ،CD90( هاي اختصاصي مثبتنشانگربررسي بيان 
  .)25(استفاده شد  )CD45و  CD34( و منفي )CD105و 

هاي  سلولهاي بنيادي مزانشيمي به  تمايز سلول
هاي بنيادي مزانشيمي  جهت تاييد هويت سلول :ياستخوان

تمايز آنها به  تست از از مغز استخوان موش، استخراج شده
براي اين كار . استفاده شد يهاي استخوان سمت سلول

بعد از . كشت داده شد اي خانه 6ي اهسلول در پليت 2000
محيط  ،رسيدند درصد 90 حدودها به تراكم  ولاينكه سل

شامل (با محيط القايي تمايز استخواني  ها سلول كشت
DMEM-HG ،10ميكرومول بر ميلي 1×10-3سرم،  درصد -

ليتر ميكروگرم بر ميلي 50، )اسوه، ايران( ليتر دگزامتازون
پني  x 1/0و  ) سيگما، آلمان( فسفات-2آسكوربيك اسيد 

 21ها به مدت سلول .شد تعويض )ايسيناسترپتوم/ سيلين
در اين  روز با محيط كشت تمايز استخوان تيمار شدند و 

مدت محيط القايي تمايز استخوان  هر سه روز يكبار 
هاي تمايز يافته با  سلول ،سه هفتهبعد از . شد ميتعويض 
 Sبا آليزارين رد  در ادامه وتثبيت  درصد 10متانول 

)Alizarin-red S (رسوبدر نهايت . آميزي شدندرنگ 
بوسيله ميكروسكوپ فاز  ها استئوبلاست توسطكلسيم 
تست  .مورد بررسي قرار گرفت )، انگليسCETI( معكوس

  .تكرار مستقل انجام شد 3تمايز استخوان حداقل در 
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 :چربيهاي سلولهاي بنيادي مزانشيمي به  تمايز سلول
ستخراج هاي بنيادي مزانشيمي ا جهت تاييد هويت سلول

. هاي چربي استفاده شد از تمايز آنها به سمت سلول ،شده
 90 حدودبا تراكم  3پاساژ  MSCهاي  براي اينكار سلول

 10حاوي  DMEMهفته در محيط كشت  3درصد به مدت 
 50ليتر دگزامتازون، ميكرومول بر ميلي 1×10-3سرم،  درصد

 50فسفات، -2ليتر آسكوربيك اسيد ميكروگرم بر ميلي
 x 1/0و ) سيگما، آلمان( ليتر ايندومتاسينيكروگرم بر ميليم

در اين مدت  .استرپتومايسين كشت داده شدند/ سيلينپني
 .هر سه روز يكبار تعويض شد  ،محيط القايي تمايز چربي

 درصد 10هاي تمايز يافته با فرمالين  روز سلول 21بعد از 
-O )Oilد اويل ر رنگ با استفاده از ها سپس سلول و تثبيت

red O( هاي ليپيدي جهت مشخص شدن واكوئل
هاي واكوئل وجود آميزي بعد از رنگ. آميزي شدند رنگ

با استفاده از ميكروسكوپ فاز معكوس  ها در سلول ليپيدي
تست تمايز استخوان حداقل در  .مورد بررسي قرار گرفت

  .تكرار مستقل انجام شد 3

جهت  :MSCهاي  بقاء سلول تيموكوئينون براثر  بررسي
هاي مختلف تيموكوئينون بر بقاء  بررسي اثر غلظت

هاي  مشتق شده از مغز استخوان در بازه MSCهاي  سلول
سيگما، ( MTTساعت  از آزمون  72و  48، 24زماني 
-سنجي مي اين آزمون يك روش رنگ. استفاده شد) آلمان

هاي زرد باشد كه بر اساس احياء و شكسته شدن كريستال
رنگ ارغواني هاي رازوليوم و تشكيل كرسيتالرنگ تت

منظور انجام اين ب. گيرد نامحلول فورمازان صورت مي
 96هاي هاي پليتدر خانه MSCهزار سلول  11 آزمون
ها به  هاي حامل سلول اي كشت داده شد و  پليت خانه

درصد  5گراد، ينتدرجه سا 37در دماي ساعت  24مدت 
پس از . رصد انكوبه شدندد 90و رطوبت  دي اكسيدكربن

هاي مختلف  ها با غلظت گذشت اين مدت، سلول
و  25/0، 5/0، 1، 2، 4، 8، 16، 32، 64(تيموكوئينون 

تيمار و براي هر غلظت ) ليتر ميكروگرم بر ميلي 125/0
بر بقاء  تيموكوئينوناثر . حداقل سه تكرار گذاشته شد

در  ومسنجي تترازولي با استفاده از رنگ MSCهاي  سلول
ارزيابي  تيمارپس از ساعت  72و  48، 24هاي زماني  بازه
هاي تيمار شده  به كليه نمونهجهت انجام اين آزمون،  .شد

كه تنها حاوي دي متيل  كنترل هاي نمونه و با تيموكوئينون
 هاي تيمار بودند هاي مشابه نمونه سولفوكسيد با غلظت

متر از يك ك ي تيمار و كنترلها در نمونه DMSOغلظت (
 ليترگرم در يك ميليميلي 5(  MTT محلول ،)درصد بود
پس از  .اضافه و تحت شرايط قبلي انكوبه شد) بافر فسفات

هاي ارغواني از انكوباسيون، كريستال ساعت 4گذشت 
رنگ فورمازان كه از نمك تترازوليوم زرد رنگ توسط 

د هاي فعال متابوليك ايجا هاي ميتوكندريايي سلولآنزيم
. ليتر دي متيل سولفوكسيد حل شدندميلي 150اند، با شده

هاي شامل نمونه(هاي پليت نهايتا جذب نوري كليه خانه
در  ريدر االايز توسط دستگاه) تيمار شده و بدون تيمار

ها نيز عكس شد و از پليت خوانده نانومتر  570 طول موج
هاي  براي هر كدام از غلظت MTTآزمون . گرفته شد

تايي و حداقل در شش تكرار  موكوئينون در تكرارهاي سهتي
هاي زنده در مقايسه با نهايتا درصد سلو .مستقل انجام شد

هاي كنترل در تيمارهاي مختلف از فرمول زير  سلول
 :استفاده شد

 هاي ميانگين جذب سلول( = MSCهاي  بقاء سلولدرصد 
MSC ن ميانگي/ تيمار شده با تيموكوئينون در هر خانه

  100 × )هاي كنترل جذب سلول

هاي دخيل در پتانسيل  اثر تيموكوئينون بر بيان ژنبررسي 
در اين مطالعه،  :MSC هاي سلولتنظيم سيستم ايمني 

ليتر از ميكروگرم بر ميلي 2با غلظت  MSCهاي  سلول
منظور سپس ب. ساعت تيمار شدند 24مدت  تيموكوئينون به

 هاي دخيل در يان ژنبررسي كمي اثر تيموكوئينون بر ب
شامل دو ژن ( MSCهاي  سلول ايمنيتنظيم سيستم  پتانسيل

iNos و Cox-1(  كمي از تكنيك  Real-time PCR  استفاده
 تام RNA ،رونويسيها در سطح  جهت آناليز بيان ژن .شد

با  و كنترل تيموكوئينونتيمار شده با  MSCهاي  سلول
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استخراج ) ايرانسينا كلون، ( RNX-Plusاستفاده از كيت 
هاي DNA ،RNAهاي احتمالي جهت حذف آلودگي. شد
كياژن، (  RNase-free DNase Iاستخراج شده با آنزيم  تام

هر  در مرحله بعد يك ميكروگرم از. تيمار شدند) آمريكا
با استفاده از آنزيم  ،DNaseتيمار شده با  هايRNA كدام از
 العملدستور طبقو  )فرمنتاز، آلمان(كريپتاز معكوس ترانس
 Real-timeتكنيك در ادامه . ندتبديل شد cDNAبه  كيت

PCR  منظور ب )تاكارا، ژاپن(با استفاده از كيت سايبرگرين
 MSCهاي  سلولهاي مورد بررسي در  بررسي كمي بيان ژن

هاي كنترل  تيمار شده با تيموكوئينون در مقايسه با سلول
 غازگرهايآسنجش كمي با استفاده از . استفاده شد
. انجام گرفت مورد مطالعه هاي  ژن) 1جدول (  اختصاصي

 iNOSهاي  آغازگرهاي مورد استفاده براي بررسي بيان ژن
پس از . ندطراحي شد Allele IDتوسط نرم افزار  Cox-1و 

 NCBI-Primerتوسط اختصاصيت آغازگرها  تاييد

BLAST از طريق شركت دنازيست ، هاي هدف براي ژن
. ميكروژن كره سفارش داده شد به شركتنتز جهت سآسيا 

تايي براي  دوبه شكل تكرارهاي  Real-time PCRواكنش 
شاتل  هاي ده ميكروليتر با استفاده از برنامههر ژن در حجم

-درجه سانتي 95ثانيه در دماي  10 صورتبه  اي دو مرحله

سيكل   40گراد در درجه سانتي 60ثانيه در دماي  30گراد و 
به عنوان استاندارد و  β-actinدر اين مطالعه، ژن . شدانجام 
هاي  ژن رونويسيجهت نرمالايز كردن سطح بيان  ،كنترل

) Ct )15در پايان روش آستانه نسبي . مربوطه، استفاده شد
تيمار  MSCهاي  سلولدر  ها بيان ژن براي ارزيابي كمي

ده هاي كنترل استفا شده با تيموكوئينون در مقايسه با نمونه
  .شد

  .Real-time PCRبا استفاده از روش  Cox-1و  iNos  هاي ژن بيان بررسي جهتمورد استفاده  آغازگرهاي -1جدول 
 منبع توالي آغازگر نام آغازگر كد دسترسي به توالي  رديف

1 NM_007393 B-actin 

5′-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-
3′

)5(  5′-
CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

-3′

2 NM_010927 iNos 

5′-
CTCAGCCAAGCCCTCACCTAC-

3′ 
- 

5′-
CTCCAATCTCTGCCTATCCGTCT

C-3′ 

3 NM_008969 Cox-1 

5′-
TGTTCCGAGCCCAGTTCCAATA

TC-3′ - 
5′-

CAACCCCATAGTCCACCAGCAT
AG-3′

 

، SPSSناليز آماري از نرم افزار جهت انجام آ :آماري آناليز
هاي بياني و بررسي جهت آناليز داده. استفاده شد 20نسخه 

هاي مورد بررسي در  ژن رونويسيمعنادار بودن تغييرات 
هاي تيموكوئينون در مقايسه با نمونههاي تيمار شده با نمونه

ها به  كليه داده.استفاده شد Student’s t-testكنترل از روش 
 > Pانحراف معيار بيان شدند و مقدار  ±يانگين صورت م

هاي  به عنوان سطح معني دار جهت يافتن تفاوت 0.05
   .دار در نظر گرفته شد معني

  نتايج
در اين مطالعه،  :MSC هاي سلول استخراج و گسترش

از مغز استخوان موش استخراج و در  MSCهاي  سلول
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شده  هاي مشتق سلول. كشت داده شدند T25هاي فلاسك
از مغز استخوان به كف فلاسك چسبيدند و در شرايط 

بعد  MSCهاي  سلول .) 1aشكل(مناسب كشت داده شدند 

درصد رسيدند، كه  80- 100روز به تراكم  7-10از گذشت 
 3پاساژ  MSCهاي  سلول در نهايت از .پاساژ داده شدند

 . استفاده شد مطالعات بعديبراي  )1bشكل (

 
كشت و  از ساعت پس 72كشت اوليه حاصل از مغز استخوان موش، . حاصل از مغز استخوان موش MSCهاي  و سلول كشت اوليه -1شكل 

  .)b( 3مشتق شده از مغز استخوان موش در پاساژ  MSCهاي  سلول. )a(تعويض محيط كشت 

 :ياستخوان هاي سلولبه  MSC هاي سلول پتانسيل تمايز
بوسيله ارزيابي  MSC هاي سلول زايي توانايي استخوان

 . شد بررسي ياستخوان هاي سلول تمايز آنها به سمت

زايي  با استفاده از محيط القايي استخوان MSCهاي  سلول
آميزي با  پس از رنگ. به سمت استخوان تمايز يافتند

هاي  سلولي استخواني حاصل از تمايز ها آليزارين رد سلول
MSC رسوبنده به رنگ قرمز مشاهده شدند، كه نشان ده 

، اما در  )2aشكل (باشد ميها  توسط اين سلولكلسيم 
مشاهده نشد  رسوب كلسيميگونه  هاي كنترل هيچ سلول

  ).2bشكل (

 
رنگ قرمز نشان دهنده رسوب كلسيم توسط . هاي استخواني جدا شده از مغز استخوان موش به سلول MSCهاي  سلولتمايز  -2شكل 

  ). b(شود  كشت داده شده در محيط كشت نرمال مشاهده نمي MSCهاي  رسوب كلسيمي در سلول. )a(باشد  ها مي استئوبلاست

 جنتاي :چربي هاي سلولبه  MSC هاي سلول پتانسيل تمايز
 MSCهاي  سلولچربي نشان داد كه  حاصل از تست تمايز

كشت شده در محيط القايي تمايز چربي به سمت چربي 

ه هفته از كشت پس از گذشت س. تمايز پيدا كردند
با ها  سلولدر محيط القايي تمايز چربي،  MSCهاي  سلول

Oil-red O نتايج حاصل از مشاهدات. آميزي شدند رنگ 
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هاي ليپيد در واكوئل ي حاكي از وجودميكروسكوپ
ها اما اين واكوئل ،بودند) 3aشكل ( ي تمايز يافتهها سلول

  .)3bشكل ( هاي كنترل مشاهده نشدنددر نمونه

  
 MSCهاي  هاي قرمز رنگ چربي در سلول واكوئل. هاي چربي جدا شده از مغز استخوان موش به سلول MSCهاي  تمايز سلول -3شكل 

  ).b(كنترل قابل مشاهده نيستند  MSCهاي  ها در سلول ، اما اين واكوئل)a(باشند  هاي چربي قابل مشاهده مي تمايزيافته به سلول

در اين  :MSCهاي  ر سلولتيموكوئينون ب تسمي بررسي
هاي  جهت بررسي اثر غلظت MTT آزموناز مطالعه، 

هاي در بازه MSCهاي  سلولمختلف تيموكوئينون بر بقاء 
 نتايج حاصل از. ساعت استفاده شد 72و  48، 24زماني 

در بازه  MSCهاي  سلول IC50نشان داد كه  آزمون اين
هاي ر بازهليتر و دميكروگرم بر ميلي 8ساعت  24زماني 

. استليتر ميكروگرم بر ميلي 4ساعت  72و  48زماني 
ميكروگرم بر  2هاي كمتر يا مساوي  همچنين در غلظت

). 4شكل (ها زنده بودند  درصد سلول 90ليتر  بيش از  ميلي
ليتر  براي ميكروگرم بر ميلي 2غلظت از  در ادامه، بنابراين

مورد بررسي در هاي  ارزيابي اثر تيموكوئينون بر بيان ژن
 .استفاده شد MSCهاي  سلول

 
  .P<0.05هاي مختلف تيموكوئينون با سطح معناداري  هاي بنيادي مزانشيمي در حضور غلظت بررسي ميزان بقاء سلول -4شكل 
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 :MSCهاي  سلولهاي  اثر تيموكوئينون بر بيان ژنبررسي 
درصد  90غلظتي كه بيش از  و IC50 بعد از تعيين 

 2با غلظت  MSC هاي سلول زنده بودند، MSCهاي  سلول
ساعت  24ليتر از تيموكوئينون به مدت  ميكروگرم بر ميلي

هاي  از سلول cDNAو سنتز  RNAاستخراج . تيمار شدند
 و iNosهاي  در ادامه بيان ژن. تيمار و كنترل صورت گرفت

Cox-1 هاي تيمار شده با تيموكوئينون و نمونه در نمونه-

منحني نمودار ذوب و . گرفت رد بررسيموهاي كنترل 
هاي  ها مورد بررسي براي ژن مربوط به يكي از نمونه تكثير

iNos ) 5شكلa-b ( وCox-1 ) 5شكلc-d ( 5در شكل 
ها در سطح  آناليز بيان ژننتايج حاصل از . ارائه شده است

 هندهنشان د Real-time PCRبا استفاده از روش  رونويسي
 iNosبيان ژن  برايترتيب ، ببرابري 615/0 و 655/0 كاهش

 هاي تيمار شده نسبت به كنترل بود ، در نمونهCox-1  و
)P<0.05( ) 5شكلe(.  دهنده كاهش  نشانترتيب باين نتايج
، در Cox-1 و iNos هاي بيان ژندرصدي  5/34و  5/38

  .استهاي تيمار شده نسبت به كنترل  نمونه

  

  
 و) a(نمودار ذوب . هاي كنترل بدون تيمار هاي تيمار شده يا تيموكوئينون نسبت به سلول در سلول Cox-1و  iNosهاي  آناليز بيان ژن - 5شكل 

به عنوان  B-actin و نيز Cox-1ژن ) d( تكثير منحني و) c(نمودار ذوب . به عنوان ژن استاندارد B-actinدر مقايسه با  iNosژن ) b( تكثير منحني
نتايج به صورت ). e(هاي كنترل  هاي تيمار شده يا تيموكوئينون نسبت به سلول در سلول Cox-1و  iNosهاي  يز بيان ژننمودار آنال. ژن استاندارد

هاي كنترل بدون  سلولهاي تيمار شده با تيموكوئينون در مقايسه با  ها در سلول تفاوت معني دار بين بيان ژن. انحراف از معيار بيان شده اند ±ميانگين 
  ).P < 0.05(نشان داده شده است (*) تيمار با 
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  بحث
بر بيان  تيموكوئينوندر اين مطالعه براي اولين بار اثر 

هاي  سلولهاي دخيل در پتانسيل تنظيم سيستم ايمني  ژن
MSC نتايج  .مورد بررسي قرار گرفت در شرايط آزمايشگاه

هاي اخير صورت گرفته حاصل از مطالعاتي كه در سال
هاي بنيادي  ترين اثر درماني سلول اصليدهند كه  نشان مي

مزانشيمي ناشي از توانايي آنها در تنظيم سيستم ايمني بدن 
ها و با توجه به قابليتبنابراين  .)30( باشد موجود زنده مي

به ويژه پتانسيل تنظيم  MSCهاي  هاي سلول توانايي
كنندگي سيستم ايمني توسط آنها و نيز اثرات زيستي متنوع 

در اين مطالعه بررسي اثر اين تركيب بر  ينون،تيموكوئ
مورد  MSCهاي  خواص تنظيم كنندگي سيستم ايمني سلول

براي اين منظور، اثر تيمار تيموكوئينون . بررسي قرار گرفت
دخيل در پتانسيل تنظيم كه  Cox-1 و iNos  بر بيان دو ژن

مورد  باشند، مي MSCهاي  سلولكنندگي سيستم ايمني 
 .گرفت بررسي قرار

،  MSCهاي  سلولتنظيم كنندگي سيستم ايمني  پتانسيل
هاي ها و كموكاينهمانند سايتوكاين هاييمولكولبوسيله 

سلول - همچنين ارتباطات سلول. ودش التهابي تحريك مي
ها و كموكاين. )26و  10( نقش مهمي در اين فرآيند دارند

ه، هاي آسيب ديدهاي ترشح شده بوسيله بافتسايتوكاين
به سمت محل آسيب و  MSCها  منجر به جذب سلول

تنظيم سيستم  عملكردعلاوه بر اين، . )7( شوندترميم آن مي
تحت تاثير شرايط محيطي و اثر  MSCهاي  سلول ايمني
اين  .)11( دگيرميهاي متفاوت تركيبات التهابي قرار  غلظت

باليني  هايپيامدهاي مهمي براي كاربرد ،تغيير مفهومي
در اين  .باشد داشتههمراه ب تواندمي MSCهاي  سلول
 جهت جديد هاياستراتژي به زيادي توجه امروزه ،ارتباط
 و يا) MSC1(التهابي  پيش هايفنوتيپ دست يك القاء

 بينيپيش. شود مي MSC هاي از سلول) MSC2(ضدالتهابي 

درماني به سلول توانند مي MSC2و  MSC1كه  شود مي

 هاي انسان كمك كنند بيماريدرمان جهت ايمن و موثر 
)4(. 

، iNOSهاي مختلفي نظير گزارش شده است كه مولكول
IDO=dioxygenase-ndoleamine 2,3I ،β-TGF ،PGE2  و

گالكتين در عملكرد سركوب سيستم ايمني توسط 
 MSCهاي  سلولدر  iNos .نقش دارند MSCهاي  سلول
در  نقش مهميانسان  MSCهاي  سلول در IDOو  موش

به ها  همچنين اين سلول. دارندسركوب سيستم ايمني 
 در بلكه ،باشند داراي توانايي مهار سيستم ايمني نمي تنهايي

-TNF-α ،IFN-ϒ ،ILهاي التهابي مانند تركيب با سايتوكين

1b  و ياIL-1α 11( شوندفعال مي( .TGF-β  با مهارiNos 
 در انسان موجب مهار سركوب سيستم IDOدر موش و 

اي كه در در مطالعه .شودمي MSCهاي  ايمني توسط سلول
از طريق  TGF-βاين زمينه صورت گرفت مشخص شد كه 

موجب مهار رونويسي  SMADمسير سيگنالينگ وابسته به 
iNos  هاي  سلولدرMSC  موش و در نتيجه مهار سركوب

فاكتورهاي  .)29( شودمي MSCهاي  سيستم ايمني سلول
كنترل نقش مهمي در  AP-1و  NF-κBاي مانند هسته

-NFدر اين رابطه  .دارند در سطح رونويسي iNos فعاليت 

κB هاي التهابي  رونويسي تعداد زيادي از ژن اءالق موجب
 مقادير موجب توليدنيز  iNos .شودمي iNosاز جمله 

داراي اثر   NO .شوددر طولاني مدت مي NO ي اززياد
باشد  ميمي سيستم ايمني هاي تهاج سمي در مقابل پاتوژن

با اين حال در مطالعات . شود ميالتهاب القاء  و باعث
در  iNosمختلف گزارش شده است كه بيان بالاي 

 NOآن توليد بيش از حد  به دنبالو  MSCهاي  سلول
-اثرات پاتوژنيك مي التهابي و فنوتيپ پيش موجب ايجاد

هاي موجب توليدگونه  NOفعاليت بيش از حد . )4( شود
در پي آن شود كه  اكسيد مي نيتروژن فعال و آنيون سوپر

هاي اكسيداتيو در تركيبات بيولوژيك و تنظيم آسيبباعث 
ممكن است  iNosبنابراين مهار فعاليت يا بيان . شودژن مي

 .)20( هاي التهابي داشته باشدنقش مهمي در درمان بيماري
دهد كه  از مطالعه ما نشان مي در اين ارتباط نتايج حاصل
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هاي  در سلول iNosتيموكوئينون باعث كاهش بيان ژن 
MSC بنابراين  از . شود تيمار شده با اين تركيب مي

نتيجه گرفت كه  توان ، ميمطالعات قبلي و نيز مطالعه حاضر
مانع از  iNosشايد تيموكوئينون از طريق افزايش بيان ژن 

هاي  توليدگونه مهارتيجه و در ن NOتوليد بيش از حد 
، هرچند كه اين شود نيتروژن فعال و آنيون سوپر اكسيد مي

. احتمال بايد در مطالعات بعدي مورد بررسي قرار گيرد
توان بيان كرد كه ممكن است تيموكوئينون از  همچنين مي

و در نتيجه  NOباعث كاهش توليد  iNosطريق كاهش بيان 
و فعال شدن سيستم ) MSC1(التهابي  القاء فنوتيپ پيش
هر چند كه در اين شود؛  MSCهاي  ايمني توسط سلول

  .باشد تري ميارتباط نياز به انجام مطالعات بيشتر و دقيق

اصلي در تبديل آراشيدونيك  هايآنزيم هاسيكلواكسيژناز
هاي اخير دو در سال. دنباشاسيد به پروستاگلاندين مي

 COX-2و  COX-1 ايهنام به هاايزوفرم از اين آنزيم
طي مطالعات مختلف، بيان هر دو . شناسايي شده است
و نقش آنها در توليد  MSCهاي  ايزوفرم در سلول

. )21و  14( ها نشان داده شده استپروستوگلاندين
التهابي و در  يپ پيشها نه تنها در القاء فنوتوگلاندينپروست

 MSCهاي  سلولسيستم ايمني توسط  فعال شدننتيجه 
ها نيز نقش  اين سلولدارد، همچنين در القاء تكثير  نقش
كه  وه بر اين، مطالعات حاكي از آن هستندعلا .)14( دارند

COX-1 رغم مشاهده  علي. داردزايي نقش مهمي در سرطان
، )17( پروستاتها مانند  در بسياري از سرطان COX-1بيان 
 گردنسر و ، )28( تخمدان، )22( ، سرويكس)12( سينه

 در تنها افزايش سطح بيان اين آنزيم ،)13( و كبد )8(
 ،)28( ، تخمدان)22( سرويكس مانند هايسرطان برخي از
برخي  همچنين. شده است گزارش )8( گردنسر و 

هاي افزايش بيان اين آنزيم در موش گزارشات در رابطه با
 .)3( گزارش شده است ريهآزمايشگاهي مبتلا به سرطان 

منجر به كاهش خطر سرطان شده  COX-1يان بعلاوه مهار ب
هاي اندوتليال  افزايش تومورزايي در سلول .)19( است

 Cox-1پيوند زده به موش اغلب در ارتباط با افزايش بيان 

در سرطان سلولي فلسي  Cox-1افزايش بيان . باشدمي
)Squamous cell carcinoma ( و آدنوكارسينوماي

يا  COXكه هر دو آنزيم  كندسرويكس انسان پيشنهاد مي
محصولات آنها ممكن است تنظيم كننده تومورزايي و بيان 

در اين . باشند ها سلولفاكتورهايي مرتبط با نئوپلازي 
هاي انتخابي مختلف جهت ارتباط استفاده از مهار كننده

موجب تضعيف و مهار سرطان در مسير  Cox-1 مهار
حاصل از مطالعه ما  نتايج. )9( شودوابسته به اين آنزيم مي

را  Cox-1تواند بيان ژن  دهد كه تيموكوئينون مي نشان مي
مشتق شده از مغز استخوان موش  MSCهاي  در سلول

بنابراين با توجه به اينكه محصول اين ژن در . كاهش دهد
ارتباط با فنوتيپ ضدالتهابي و القاء پتانسيل فعال كنندگي 

، بنابراين است MSCهاي  سيستم ايمني توسط سلول
توان نتيجه گرفت كه ممكن است تيموكوئينون از طريق  مي

التهابي و در  ضد، باعث القاء فنوتيپ Cox-1كاهش بيان ژن 
 MSCهاي  شدن سيستم ايمني توسط سلول مهارنتيجه  

  . شود

  نتيجه گيري

هاي دخيل در  بر بيان ژن تيموكوئينوندر اين مطالعه تاثير 
مورد بررسي  MSCهاي  سلولني پتانسل تنظيم سيستم ايم

نتايج حاصل از اين بررسي بيانگر كاهش بيان . قرار گرفت
تيمار شده با  MSCهاي  در سلول Cox-1 و iNosهاي  ژن

جهت  تيموكوئينون  توان ازبنابراين مي. تيموكوئينون است
هاي  هاي سيستم ايمني توسط سلول القاء ويژگي پاسخ

MSC ط با سيستم ايمني استفاده هاي مرتبو درمان بيماري
بعلاوه با توجه به مطالعات قبلي و نيز مطالعه حاضر، . كرد

توان پيشنهاد كرد كه تيموكوئينون  از نظر مكانيسمي مي
و در نتيجه كاهش  iNosممكن است از طريق كاهش بيان 

و  Cox-1و همچنين از طريق كاهش بيان  NOتوليد 
باعث القاء فنوتيپ  اهمتعاقبا كاهش بيان پروستوگلاندين

شدن سيستم ايمني  مهارو در نتيجه ) MSC-2(التهابي  ضد
با اين وجود، جهت تاييد . شود MSCهاي  توسط سلول
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تر مكانيسم اثر تيموكوئينون بر رفتارها و عملكرد  دقيق
، به ويژه بر پتانسيل تنظيم سيستم ايمني  MSCهاي  سلول

 .تها، مطالعات بيشتري لازم اس اين سلول

 تشكر و قدرداني

هاي اين پروژه تحقيقاتي بوسيله گرنت ستاد توسعه فناوري
) REP208: شماره گرنت(بنيادي حمايت شده است   سلول

دانند از مسولين  و نويسندگان اين مقاله بر خود لازم مي
محترم آن ستاد به خاطر فراهم آوردن اين حمايت تشكر و 

ها  اين مقاله از خانمهمچنين نويسندگان . قدرداني نمايند
هايي كه  مژده حيدري و مريم يزداني به خاطر كمك

 .نمايند اند تشكر و قدرداني مي كرده
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Studying the effect of Thymoquinone on the expression of 
iNos and Cox-1 genes in mouse bone marrow-derived 

mesenchymal stem cells  
Alimoradi E., Sisakhtnezhad S. and Akrami H. 

Biology Dept., Faculty of Sciences, Razi University, Kermanshah, I.R. of Iran 

Abstract 

Thymoquinone (TQ) is an active compound of some medicinal plants. Although 
different biological and pharmaceutical activities of TQ are well known, its effect on 
stem cells has not been clarified yet. Therefore, this study was aimed to investigate the 
effect of TQ on the expression of iNos and Cox-1 genes, which are involved in 
immunomodulatory potential of mouse mesenchymal stem cells (MSCs), at transcript 
level. MSCs were isolated from young NMRI mice and their potency was confirmed 
using the differentiation assay into osteoblasts and adipocytes. The results of MTT 
assay indicated that the median inhibition concentration (IC50) values of TQ on the 
MSCs were 8 μg/ml at 24h and 4 μg/ml at 48 and 72h after treatment. In addition, more 
than 90% of TQ-treated MSCs were alive after treatment with concentrations ≤2 μg/ml 
of TQ for 24h. The results of gene expression analysis by real-time PCR showed that 
iNos and Cox-1 down-regulated 0.655 and 0.615 fold (38.5 and 34.5%), respectively, in 
the TQ-treated MSCs compared to the untreated MSCs (P < 0.05). In conclusion, this 

study demonstrates that TQ influences immunomodulatory potential of MSCs. 
Furthermore, this study provides a good perspective for further efforts in the field and 
for the use of this compound to affect MSCs capabilities in cell therapy.  

Key words: Mesenchymal stem cells, Thymoquinone, Immunomodulation, Gene 
expression 

 


