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 چکیده 
-خطـر در تـرمیم شکسـتگی   میدان الکترومغناطیس با فرکانس بسیار پایین و بتـایین از عوامـل بـی    و هدف: زمینه

ي اثرات این دو محرك بر تمایز استئوژنیک سلول هاي بنیادي چربی اشند. هدف از این پژوهش مقایسهباستخوان می
 .بود )hADSCsانسانی (

 کشـت داده شـدند.    3هاي بنیادي از چربی شکم پس از کسب رضایت کتبـی، اسـتخراج و تـا پاسـاژ      سلول ها:روش
و سرم (کنترل)، در محیط تمایز استخوان حـاوي   α-MEM سلول هاي کشت شده در محیط ،هاي مورد مطالعهگروه

بـا   )، در محـیط تمـایز اسـتخوان و مـوج    BETحاوي بتـایین (  α-MEM)، در محیط 10mM )BET+ODبتایین 
تمـایز اسـتخوانی بـا مشـاهده      بـود.  )EMF) و در مـوج بـه تنهـایی (   mT1)OD+EMFو شـدت   HZ50فرکانس 

آلیـزارین رد و ارزیـابی میـزان فعالیـت آلکـالین فسـفاتاز بررسـی شـد.         آمیزي کمی و کیفی  ها، رنگمورفولوژي سلول
 .ارزیابی شد Real time PCR) با OCNو RUNX2هاي استئوژنیک (همچنین میزان بیان ژن

هـاي  داري در میزان رسـوبات کلسـیمی، فعالیـت آنـزیم آلکـالین فسـفاتاز و همچنـین بیـان ژن        افزایش معنی نتایج:
RUNX2  وOCN  در گروهOD+BET هاي نسبت به گروهBET وOD+ EMF    7مشاهده شد. در پایـان روز 

دیـده   BETو گروه  OD+EMFنسبت به گروه  EMFداري در فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز در گروه کاهش معنی
 .مشاهده گردید BETنسبت به گروه  EMFدر گروه  OCNداري در میزان بیان ژن شد. همچنین کاهش معنی

تأیید شد  hADSCsدر این تحقیق اثر سینرژیک بتایین و محیط تمایز استخوانی در تمایز استئوژنیک  یري:گنتیجه
 .تواند در ترمیم شکستگی و مهندسی بافت کاربرد داشته باشدو روش مناسبی است که می

 :  ها واژه دیکل
ــلول ــادي   سـ ــاي بنیـ هـ

 مزانشیمی چربی انسـانی، 
بتــــــایین، میــــــدان  

مــایز الکترومغنــاطیس، ت
 استئوژنیک

 

 يشـر بـرا  نحقوق  یتمام
 یدانشگاه علـوم پزشـک  

محفــوظ  تربــت حیدریــه
 است.

 مقدمه 

هاي بنیادي چربی انسـانی کـاربرد فراوانـی در مهندسـی     سلول

گزارشـات حـاکی از ایـن    . )2, 1( بافت و پزشکی ترمیمـی دارنـد  

کننده قادرنـد تکثیـر و تمـایز اسـتخوانی      است که عوامل تحریک

hADSCs    را بهبــود بخشـــند، از جملـــه ایــن عوامـــل میـــدان

ز د، کـه احتمـالاً تکثیـر و تمـای    نباش ـالکترومغناطیس و بتایین می

hADSCs هــاي بنیــادي  را بــه استئوبلاســت و یــا دیگــر ســلول

) از PEMF( پالسـی  الکترومغنـاطیس  دانی ـم نمایـد. تحریک مـی 

پـوکی  با تائیـد ایالـت متحـده آمریکـا بـراي درمـان        1979سال 

گزارش  .)7-3(شده است  استخوان، درمان آرتروز و ... استفاده

باعـث افـزایش    PEMFمعـرض   قـرار گـرفتن در  شده است کـه  

هـا، افـزایش سـرعت ایجـاد     و سرعت تمـایز استئوبلاسـت   تکثیر

ماتریکس خارج سلولی، معدنی شدن استخوان و کاهش تخریـب  

  .)10-8( گرددماتریکس می

 Beta به نـام  ي آلی جدیدیک ماده Scheibler 1860ي در دهه

vulgaris ــدر ــایین   را از چغن ــود او آن را بت ــتخراج نم ــد اس  قن

)BETاین ترکیـب  ) نامید. در حال حاضر “glycine betaine” 
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بر رشـد عضـله در    . بتایین اثرات تأثیرگذار)11(شود نامیده می

. شــواهد )13, 12(اي دارد شـرایط متابولیـک یــا اسـترس تغذیـه    

هـایی  اکی از این است که بتایین ممکن است در درمان بیماريح

هـا، اخـتلات   مانند نارسایی مزمن کلیه، اخـتلالات درمـانی لیپیـد   

چربی، هموسیستینوري ژنتیکی، سـندرم متابولیـک و اخـتلالات    

تحریـک تمـایز    باعث BET. )15, 14(استخوانی تاثیرگذار باشد 

 (IGF-I) انسـولینی ها از طریق عامـل رشـد شـبه    استئوبلاست

هـاي  گردد. بتایین موجب افزایش تولید و تمایز استئوبلاسـت می

ــین  ــد شــده و همچن ــان ژن و جدی ــروتئین  بی  در را IGF-Iپ

لـذا باتوجـه بـه     .)16(دهـد  هاي جدیـد افـزایش مـی   استئوبلاست

مشخص شدن اثرات میدان الکترومغنـاطیس و بتـایین در تمـایز    

ي اثـرات ایـن دو   ژوهش مقایسـه ها، هدف از این پ ـاستئوبلاست

 . باشدمی hADSCsمحرك در میزان تمایز استخوانی 

 هاروش 

لول  ــ ــت س ــازي و کش نی   جداس ــا نس ــی ا ــادي چرب نی ــاي ب ه

)hADSCs(:     (بافت چربی زیـر جلـدي شـکم) قطعات بافت چربی

پس از هضم مکـانیکی بـا اسـتفاده از تیـغ اسـکالپل، بـه قطعـات        

م آنزیمـی توسـط کلاژنـاز    شده و سـپس هض ـ  تري تبدیل کوچک

-αانجام شد. کلاژناز بـا حجمـی برابـر، از محـیط      )درصد 2/0(

MEM درصد سرم جنین گـاو غیرفعـال شـده و     10شده با  غنی

ــانتریفیوژ (  )c 37̊ دمـــاي و 1200rpm ،min 5ســـپس در سـ

 سپس بعد از دور ریخـتن دو فـاز بـالایی، مـواد      قرارداده شدند.

لیتر محیط کشت پیپتاژ کرده تا محلـول   میلی 2با  نشین زیر راته

 cm2یکدستی به دست آید. سوسپانسیون سلولی داخل فلاسـک  

درصـد سـرم جنـین گـاوي و در      10با  α-MEM در معرض 25

 %5% و 95گـراد و رطوبـت   درجـه سـانتی   37انکوباتور با دماي 

CO2 ســاعت محــیط رویــی  72شــد. پــس از گذشــت  قــرارداده

فلاسک را پر کردند،  % 80تا  70ها لولکه س تعویض شد. هنگامی

وشو شست PBSها با پاساژ داده شدند، بدین منظور ابتدا سلول

بـر روي   EDTAاز محلـول تریپسـین/   ml1در ادامه  داده شدند.

دقیقـه فلاسـک را در    5-3ها ریختـه شـد و سـپس حـدود     سلول

 EDTAداخل انکوباتور قرارداده، از آنجائی که محلول تریپسین/

رو تریپسـین/    ایـن  گـردد. از هـا مـی  موجب کشـته شـدن سـلول   

EDTA حجمی برابر از محـیط   باα-MEM   درصـد سـرم    10بـا

سوسپانسیون سـلولی بـه لولـه فـالکون      جنین گاو غیرفعال شد.

درجه و زمان  37، دماي 1000rpmاستریل منتقل و سانتریفیوژ (

هـا بـه   دقیقه) شد تا پلاك سلولی تشکیل گـردد. پاسـاژ سـلول    5

همین ترتیب ادامه داده شد و درنهایت پس از سه پاسـاژ مکـرر،   

 .)17(هاي استرومایی یکدست در کف فلاسک باقی ماندند  سلول

از آنجائی  :مولد میدان مغناطیسیطرز ساخت و کالیبراسیون 

که در این پروژه قصد بر این است که اثر میـدان مغناطیسـی بـا    

هـاي سـلولی   سـلا بـر نمونـه   میلـی ت  1هرتز و شـدت   50بسامد 

مطالعه شود، لازم اسـت کـه میـدان مغناطیسـی متمرکزشـده و      

حال خطوط شار آن موازي بماند. بـدین منظـوراز هسـته     درعین

دار) آلیـــاژ آهـــن سیلیســـیم(مغناطیســـی از جـــنس اســـتالوي 

 ترانسفورماتور تغذیه استفاده نمودیم.

بنیـادي  هـاي   گـروه کنتـرل: سـلول    -1 هاي موردمطالعه:گروه

و سـرم   α-MEMکه در محـیط کشـت    مزانشیمی چربی انسانی

هـاي بنیـادي    : سـلول BET + ODگـروه  -2 شوند.کشت داده می

مزانشیمی چربی انسانی که در محیط تمایز استخوانی و بتـایین  

هـاي   سلول BET:گروه  -3شوند. می  کشت داده mM 10با دوز 

و  α-MEMشـت  که در محیط ک بنیادي مزانشیمی چربی انسانی

ــایین کشــت داده مــی   : OD+EMFگــروه -4 شــوند.ســرم و بت

کـه در محـیط تمـایز     هاي بنیادي مزانشیمی چربی انسانی سلول

شـــده و ســـپس در معـــرض امـــواج   اســـتخوانی کشـــت داده

هـاي   : سـلول  EMFگـروه  -5الکترومغناطیس قـرار داده شـدند.   

و  α-MEMکه در محیط کشـت   بنیادي مزانشیمی چربی انسانی

شده و سپس در معرض امواج الکترومغناطیس   سرم کشت داده

 قرار داده شدند.

و  OD+EMFهاي گـروه  قابل ذکر است که در این مطالعه سلول

ساعت) در معرض امواج  8روز (روزانه  21به مدت  EMFگروه 

قـرار داده   mT1هرتـز و شـدت    50الکترومغناطیس با فرکـانس  

تخـاب شـده در ایـن پـژوهش     شدند. همچنین فرکانس و شدت ان

 .)18(باشد و همکارانش می Luoمطابق با تحقیقات 
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هاي  پس از کشت سلول :Alizarin Redکیفی و کمی  آمیزي رنگ

 9هـا در پلیـت   درصد، سلول 70پاساژ سوم و رسیدن به تراکم 

 ,technologyخانه حاوي محیط القاء کننده تمایز بـه اسـتخوان (  

BON 1008, Osteocyte Differentiontion Medium  کشــت (

آمیـزي  هـا توسـط رنـگ   روز تمایز سلول 21داده شدند. پس از 

) بررسـی   Alizarain Red S. Sigma A5533-23Gآلیزارین رد (

شسته و به مدت یـک سـاعت در    PBSها توسط شد. ابتدا سلول

ــول فیکســاتیو  درجــه ســانتی 4دمــاي  گــراد و در معــرض محل

 2ها را به مـدت  اده شدند. سپس سلولقرارد درصد 4فرمالدئید 

درصد) قرار داده  5دقیقه در معرض محلول رنگی آلیزارین رد (

ــا    ــس از خشــک شــدن ب ــا آب مقطــر شســته و پ ــت ب و در نهای

پـس از عکـس   . )19( شـد  برداري عکس و مشاهده میکروسکوپ

میکرولیتـر اسـید اسـتیک     300ابتـدا حـدود   ها، برداري از سلول

دقیقـه محتویـات    30ها ریخته شد. پـس از  % روي پتري دیش10

ها را  ها خالی نموده، میکروتیوپ ها را در میکروتیوپپتري دیش

طور کامل حل شوند.  ها بهمحتویات میکروتیوپ ورتکس کرده تا

دقیقه توسط دستگاه ترمـوبلاك   5ها را حدود  سپس میکروتیوپ

چـال  دقیقـه در یخ  5حدود  ها را میکروتیوپسپس گرم نموده و 

ــات       ــدن محتوی ــرد ش ــرم و س ــوند، گ ــرد ش ــا س ــرار داده ت ق

-نماید. در مرحلهها کمک میها به حل شدن کامل آن میکروتیوپ

 )دقیقـه  5هزار دور،  12ها را در سانتریفیوژ ( ي بعد میکروتیوپ

ــم  ــرارداده، ســپس ه ــوپ  ق ــات میکروتی ــا ســدیم حجــم محتوی ه

تاً میـزان دقیـق   نهای وهیدروکسید ریخته تا اثر اسید خنثی شود، 

نـانومتر توسـط دسـتگاه     504مـوج   رسوبات کلسـیمی در طـول  

)BioTek20( شدگیري خواهد ) اندازه(. 

ندازه در پایـان  آلکـالین فسـفاتاز:    گیري میزان فعالیت آنزیما

شسـته شـده و سـپس     PBSهـا توسـط   سـلول  14و  7هاي روز

داده، انتقال  ml2هاي توسط تریپسین جدا شده و به میکروتیوپ

دقیقـه و دمـاي    20دور،  2000(ها را در سانتریفیوژ  میکروتیوپ

 30ي بعــد حــدود قــرار داده، در مرحلــه گــراد)درجــه ســانتی 4

هــاي حــاوي ســلول % داخــل میکروتیــوپtriton 4/0میکرولیتــر 

هـا در یخچـال قـرار     دقیقه میکروتیـوپ  30اضافه نموده وحدود 

داخـل   ALPاز محلـول   ml1ي بعـد حـدود   داده شدند. در مرحله

هـا در  سـلول  ALPها ریختـه و میـزان بیـان آنـزیم      میکروتیوپ

  .)21(گیري خواهد شد نانومتر اندازه 405موج  طول

ندازه ها ابتدا محتویات پتري دیش گیري محتواي کلسیم:تست ا

مولار داخـل پتـري    lµ500 HCL 6/0شسته و حدود  PBSرا با 

را روي دسـتگاه شـیکرپلیت    هاها ریخته، سپس پتري دیشدیش

پس از  وقرار داده  )گراددرجه سانتی 4ساعت و  2دور، 12000(

هاي کلسیم (محلول بافر، معرف رنگزا، استاندارد افزودن معرف

-نانومتر انـدازه  575موج   ها در طولکلسیم)، میزان جذب نمونه

ها گیري خواهد شد و نهایتاً طبق فرمول زیر میزان کلسیم نمونه

 .)22, 21( نماییما محاسبه میر
Calcium (mg/dI) = A sample ÷ A Std. or cal × conc.or cal 
(mg/dI) 

و  RUNX2هــاي میـزان بیــان ژن  : Real Time PCRواکـنش  

OCN  با استفاده از تکنیکReal Time PCR  مورد ارزیابی قرار

بـه عنـوان کنتـرل داخلـی      RPL13aگرفت. در این تحقیـق از ژن  

ده شد. مشخصات پرایمرهاي مورد استفاده در این مطالعه استفا

  .)24, 23(  آورده شده است 1در جدول 

هاي مورداستفاده جهت انجام . مشخصات پرایمر1جدول 

 Real time PCRواکنش 

 
 

نالیز آماري:  SPSS.26افـزار  ها از نرموتحلیل داده براي تجزیه آ

داري . محاسبات آماري براي بررسی اختلاف معنـی استفاده شد

 طرفـه و بـه   ها با استفاده از آزمون آنالیز واریانس یکبین گروه

داري انجام گرفت و سطح معنـی  Tukeyدنبال آن آزمون تکمیلی 

05/0<P ر نظر گرفته شد. درنهایت نمودارهاي مربوطه توسط د
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 3ه از آزمـایش  رسم گردید. در هر مرحل Excel 2013افزار  نرم

 .مرتبه تکرار انجام شد

 نتایج 

 hADSCsهـاي مکـرر   به دنبـال پاسـاژ    :hADSCsفولوژي رمو

دهند کـه بـا   شکل و فیبروبلاست از خود نشان می ظاهري دوکی

. )A1: شـکل (انـد  کمک زوائد خود به کف فلاسک کشت چسبیده

توسط محـیط   hADSCsباشد. پس از تیمار گویاي این مطلب می

مــا شــاهد تغییــر مورفولــوژي  EMF,Betainیز اســتخوانی، تمــا

به مورفولـوژي مثلثـی و یـا چندضـلعی و      hADSCدوکی مانند 

همچنین شاهد تشـکیل رسـوبات کلسـیمی و مـواد گرانولـوزاي      

باشـیم، کـه البتـه ایـن رسـوبات معـدنی در گـروه        ماتریکس می

OD+BET شـکل  ( اي داشته استافزایش قابل ملاحظهB:1.(  در

ــل ملاحظــه حا ــاوت قاب ــزان تشــکیل رســوبات  لیکــه تف اي در می

 گردد.ها مشاهده نمیکلسیمی بین سایر گروه

 هاي گروه کنترل و گروه تیمار شده با محیط تمایز استخوانی و بتایین. مورفولوژي سلول1شکل 

A،اند، مشـاهده  مک زوائد خود به کف فلاسک کشت چسبیدههاي گروه کنترل که با کسلول : در این تصویر مورفولوژي دوکی و فیبروبلاست مانند

 باشد. همراه با رسوبات کلسیفیه در این تصویر قابل رؤیت می OD+BETهاي گروه : مورفولوژي مثلثی و چند ضلعی مانند سلولBگردد. می
 

میـزان تولیـد فسـفات کلسـیم      :Alizarin Redآمیزي کیفی  رنگ

روز توسـط   21ژوهش پـس از  هاي مورد مطالعه در این پگروه

مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان  Alizarin Redآمیزي  رنگ

آمیـزي شـده درگـروه     دهد که میزان رسـوبات معـدنی رنـگ   می

OD+BET ها افزایش قابـل تـوجهی داشـته    نسبت به سایر گروه

هـا تفـاوت قابـل    در حالی که بین سـایر گـروه   .)A:2شکل ( است

تشـکیل رسـوبات کلسـیمی مشـاهده نشـد      اي در میزان ملاحظه

 ).B:2شکل (

-گـروه  آمیـزي کمـی   نتایج رنگ :Alizarin Redکمی  آمیزي رنگ

در سـنجیده شـد، نتـایج     21پایان روز هاي موردمطالعه پس از 

آورده شده است. میزان تولید فسـفات کلسـیم در پایـان     3 شکل

ــروه  21روز  ــبت بــه  OD+BET )00353/0±1057/0در گ ) نس

ــروه    OD+EMF ) و گـــروهBET)00318/0±0447/0 گـ

، )p>05/0(داري را نشـان داد  ) افزایش معنـی 00473/0±053/0(

ــد فســفات کلســیم در  حــالی در  EMF گــروه کــه میــزان تولی

 BETو گـروه   OD+EMFنسبت به گـروه   )00384/0±0363/0(

 ).p<05/0داري را نشان نداد (تفاوت معنی

ندازه  ـ   ا  :hADSCsالین فسـفاتاز  گیري میـزان بیـان آنـزیم آلک

هاي موردمطالعه پـس از  گروهآلکالین فسفاتاز میزان بیان آنزیم 

آورده شده است.  4شکل گیري شد. نتایج در  روز اندازه 14و  7

میزان فعالیت آنزیم آلکـالین فسـفاتاز در گـروه     7در پایان روز 

OD+BET )00786/0±2487/1  نســــبت بـــــه گـــــروه (BET 

ــ00882/0±5733/0( ) 00033/0±5423/0( OD+EMFروه ) و گـ

ــی ــزایش معن ــاهش )p> 05/0(داري را نشــان داد اف ــین ک ، همچن
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داري در میزان فعالیـت آنـزیم آلکـالین فسـفاتاز در گـروه      معنی

EMF )00643/0±43/0(  نســبت بــه گــروهOD+EMF  و گــروه

BET ) 05/0مشاهده شد <p.( 

ز در گـروه  میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسـفاتا  14در پایان روز 

OD+BET )00176/0±4513/0  نســــبت بـــــه گـــــروه (BET 

) 00689/0±3353/0( OD+EMF) و گــــروه  0109/0±3297/0(

حـالی کـه میـزان     ، در)˂05/0p(داري را نشـان داد  افزایش معنی

ــروه    ــفاتاز درگـــ ــالین فســـ ــزیم آلکـــ ــت آنـــ  EMFفعالیـــ

 BETو گـروه   OD+EMFنسبت به گـروه   )01225/0±3267/0(

 ).p> 05/0ي را نشان نداد (دارتفاوت معنی

ندازه میـزان رسـوبات کلسـیمی     گیري محتواي کلسـیم: تست ا

 هـاي مـورد   هـاي بنیـادي بافـت چربـی انسـانی در گـروه       سلول

آورده  5شـکل  روز ارزیابی گردید. نتایج در  21بررسی پس از 

در  21میزان تولید رسوبات کلسـیمی در پایـان روز    شده است.

 BET) نســـبت بـــه گـــروه   OD+BET )12/0±33/23گـــروه 

ــروه 11333/0±173/1( ــزایش 12/0±9/1( OD+EMF) و گـ ) افـ

داري ، همچنـین کـاهش معنـی   )p> 05/0(داري را نشان داد معنی

ــروه    ــیمی در گــ ــوبات کلســ ــد رســ ــزان تولیــ  EMFدر میــ

 مشـاهده شـد   OD+EMFنسبت بـه گـروه    )01453/0±2767/0(

)05/0<p.( ــال در ــی  یح ــاوت معن ــه تف ــزاک ــد داري در می ن تولی

 مشـاهده نشـد     BETو گروه  EMFرسوبات کلسیمی بین گروه 

)05/0 >p(. 

ج  ــای ــان ژن  :Real Time PCRنت ــزان بی ــاي می  RUNX2 ه

 هاي مـورد  هاي بنیادي مزانشیمی چربی انسانی در گروه سلول

آورده شـده   6بررسـی شـد، نتـایج در شـکل      21مطالعه پس از 

ــت. ــان روز  اس ــان ژن   21در پای ــزان بی ــروه  RUNX2می در گ

OD+BET )26523/0±5767/2  نســــبت بـــــه گـــــروه (BET 

ــروه 16442/0±52/0( ) 40126/0±8833/0( OD+EMF) و گــــ

ــی ــزایش معن ــاوت  ،)p> 05/0(داري را نشــان داد اف ــین تف همچن

ــی ــان ژن  معنـ ــزان بیـ ــروه  RUNX2داري در میـ  EMFدر گـ

  BETو گـروه   OD+EMF) نسبت به گـروه  10269/0±3833/0(

هـاي   سـلول  OCNهـاي  میزان بیان ژن .)p< 05/0(شد مشاهده ن

مطالعه پـس   هاي مورد بنیادي مزانشیمی چربی انسانی در گروه

در پایـان   آورده شده است. 7در شکل  بررسی شد، نتایج 21از 

 OD+BETدر گــــــروه  OCNمیــــــزان بیــــــان ژن  21روز 

) و 16921/0±93/0( BET) نسبت به گـروه  18333/0±8633/2(

ــروه  ــی OD+EMF )10667/0±3167/0گ ــزایش معن داري را ) اف

داري در میزان بیـان  ، همچنین کاهش معنی)p> 05/0( نشان داد

نسبت بـه گـروه    )EMF )05044/0±2767/0در گروه  OCNژن 

BET  05/0(مشاهده شد <p داري کـه تفـاوت معنـی    ). در حـالی

 ).p< 05/0(مشاهده نشد  OD+EMFو گروه  EMFبین گروه 

 آمیزي با محلول آلیزارین رد هاي بنیادي چربی انسانی پس از رنگرزیابی میزان تمایز استخوانی سلول. ا2شکل 

هـاي ایـن   ، سلول OD+BETگروه  A:باشد.هاي تمایز استئوژنیک است، میمناطق قرمز رنگ معرف تشکیل رسوبات کلسیفیه که از جمله شاخص

  اند.   هاي این گروه در معرض محیط تمایز استخوانی قرار نگرفته: گروه کنترل، سلولBاند شدهگروه با محیط تمایز استخوانی و بتایین تیمار 
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 Alizarin Redآمیزي کمی  طریق رنگ از hADSCs . نمودار میزان تولید فسفات کلسیم3شکل 

شـده در محـیط تمـایز     هاي کشـت داده  سلول( OD+BETگروه  ،)٪10سرم و  α-MEMشده در محیط  هاي کشت داده سلول(ها: گروه کنترل گروه

هـاي کشـت    (سـلول  OD+EMFو بتـایین)، گـروه   ٪10سـرم  و  α-MEMشـده در محـیط    هاي کشت داده سلول( BET، گروه )استخوانی و بتایین

 ٪10سـرم  و  α-MEMشده در محیط  هاي کشت داده ل(سلو EMFشده در محیط تمایز استخوانی که در معرض امواج قرار داده شدند)، گروه  داده

دار علامت ** بیانگر کاهش معنـی  باشد،می OD+BETدار در مقایسه با گروه که در معرض امواج قرار داده شدند) . (علامت * بیانگر کاهش معنی

 ).است P>05/0و باشد می OD+BETدر مقایسه با گروه 

 
 روز 14و 7هاي موردمطالعه پس از گروه ALPنمودار میزان بیان آنزیم  .4شکل 

  OD+BETدار در مقایسـه بـا گـروه    باشـد، علامـت ** بیـانگر کـاهش معنـی     مـی  OD+BETدار در مقایسه با گروه (علامت * بیانگرکاهش معنی

 BETدار در مقایسـه بـا گـروه    بیانگر کاهش معنی $، علامت باشدمی OD+EMFدار در مقایسه با گروه باشد، علامت *** بیانگر کاهش معنیمی

 ).است P>05/0و باشد می
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 روز 21هاي بنیادي مزانشیمی بافت چربی انسانی پس از  . نمودار میزان رسوبات کلسیمی سلول5شکل 

 ـمـی  OD+BETدار در مقایسه با گروه (علامت * بیانگرکاهش معنی   OD+BETدار در مقایسـه بـا گـروه    د، علامـت ** بیـانگر کـاهش معنـی    باش

 ).است P>05/0و باشد، می OD+EMFدار در مقایسه با گروه باشد، علامت *** بیانگر کاهش معنیمی

                 

 روز 21هاي بنیادي مزانشیمی چربی انسانی پس از  سلول RUNX2. نمودار میزان بیان ژن 6شکل 

  OD+BETدار در مقایسـه بـا گـروه    باشـد، علامـت ** بیـانگر کـاهش معنـی     مـی  OD+BETدار در مقایسه با گروه مت * بیانگرکاهش معنی(علا

  ).است P>05/0و باشد، می
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 روز 21هاي بنیادي مزانشیمی چربی انسانی پس از  سلول OCN. نمودار میزان بیان ژن 7شکل 

  OD+BETدار در مقایسـه بـا گـروه    باشـد، علامـت ** بیـانگر کـاهش معنـی     مـی  OD+BETدار در مقایسه با گروه مت * بیانگرکاهش معنی(علا

  ).است P>05/0و باشد می BETدار در مقایسه با گروه باشد، علامت *** بیانگر کاهش معنیمی

 بحث 
میزان تشکیل دار در ي کاهش معنیدهندهنتایج این مطالعه نشان

رسوبات کلسیمی، میزان فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز و میـزان  

ــان ژن ــاي بیـ ــروه OCN و RUNX2هـ ــروه BET در گـ  و گـ

OD+EMF  نسبت به گروهOD+BET باشد. در واقـع یافتـه  می-

هاي این پژوهش حاکی از اثر مهاري میدان الکترومغنـاطیس بـر   

بـه مطالـب مـذکور     با توجه .باشدمی hADSCsتمایز استخوانی 

براي درمـان طیـف    PEMFباوجود موفقیت بالینی توان گفت می

اثـرات منفـی نیـز بـر روي      PEMFگسترده اختلالات استخوانی، 

تکثیر، تمایز و تشکیل استخوان در شرایط آزمایشـگاهی اعمـال   

هـاي  تـوان عنـوان کـرد کـه تـأثیر محـرك      نماید، در واقع میمی

گیري اسـتخوان ممکـن اسـت    شکل بیوفیزیکی و بیوشیمیایی در

ي بلــوغ کننــده یــا مهــاري باشــد و وابســته بــه مرحلــه  تحریــک

 .)25(باشد شده می هاي تحریک سلول

داخل سلولی    +ca2افزایش بر EMFتأثیر قرار گرفتن در معرض 

) L )Voltage-Gated Ca Channels نـوع   VGCC از طریق کانال

. همچنـین مطالعـات   شده اسـت  سال است که شناخته 20بیش از 

و همچنـین   /+ca2دهـد کـه تنظـیم اتصـال کـالمودولین      نشان می

ــیگنالینگ  ــیر س ــی MAPK/RASمس ــایز  م ــیم تم ــد در تنظ توانن

ها شرکت نموده و در واقـع نقـش مهمـی در تمـایز     استئوبلاست

. )26(دارنـد   BMSCsاستئوژنیک و کاهش تمـایز آدیپوژنیـک از   

سازي مسـیر   است که فعال همچنین شواهد و مدارك نشان داده

ــیگنالینگ  ــوده  Wnt/Bcateninسـ ــی در حفـــظ تـ ي نقـــش مهمـ

هاي استخوانی استخوانی و جلوگیري از تخریب میکروارگانیسم

هـاي پـیش    هایی از قبیل تحریک تکثیـر سـلول   از طریق مکانیسم

هـا  استئوبلاستی، القاء استئوژنزیز و مهار آپوپتوز استئوبلاست

  .)28, 27( ها داردو استئوسیت

مسیر سیگنالینگ ازجمله نفوذ  3گزارشات حاکی از این است که 

توسط  IGF-1و تولید  ERKکلسیم سیتوزول، فعال شدن مسیر 

اســت. ایــن  افتــهی شیافــزاهــاي انســان بتــایین در استئوبلاســت

هاي اسـتئوژنیک و  تواند اثرات سینرژیک بر بیان ژنمسیرها می

کلـی منجـر بـه افـزایش      طـور   بـه سنتز پروتئین داشته باشـد و  

 IGF-Iشده است کـه مسـیر     گزارش. )16(سازي شود استخوان

پاراکرین منجـر بـه تـرمیم و     اتوکرین/ در حالتصورت ذاتی  به

هـاي   بازسازي عضلات اسکلتی، افـزایش تکثیـر و تمـایز سـلول    
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 Apicella. )29(گـردد  اي و نهایتاً افزایش جرم عضله میماهیچه

 يمحتـوا  و IGF-Iتـوجهی   قابل طور نشان داد که مکمل بتایین به

AKT )AKT    ــه ــت ک ــونین اس ــرین/ ترئ ــک س ــعی ــدف  درواق ه

. )30( دهــدرا افــزایش مــی اســت) IGF-Iســیگنال  دســت نییپــا

بـه افـزایش کلسـیم     همچنین گزارش شده است که بتایین منجـر 

اي ه ـطریـق کانـال   وسیله جریان یون کلسـیم از  داخل سلولی به

 گـردد شود و باعث دپلاریزاسیون غشـاء مـی  می Lکلسیمی نوع 

تــوان گفــت کــه میــدان . بــا توجــه بــه مطالــب مــذکور مــی )16(

عنـوان دو    الکترومغناطیس با فرکانس بسیار پایین و بتـایین بـه  

اسـتخوان هـر دو از    هـاي خطر براي تـرمیم شکسـتگی  عامل بی

کلسـیم موجـب    هاي مشترکی همچون تأثیر بر نفوذطریق مسیر

بـا   گـردد. مـی  ADSCsو  BMSCs هـاي  استخوانی سـلول  تمایز

هاي مورد مطالعه در این پـژوهش و  توجه به مورفولوژي سلول

 تصاویر مربـوط بـه رنـگ آمیـزي کیفـی آلیـزارین رد مشـاهده        

نماییم که هم افزایی بتایین و محیط تمایز استخوانی منجر به می

گـردد.  انولوزاي ماتریکس میافزایش رسوبات معدنی و مواد گر

. )16(باشــد مــی Villaنتــایج ایــن مطالعــه در راســتاي پــژوهش 

هـا  دهد که بـین سـایر گـروه   همچنین بررسی تصاویر نشان می

باشـد.  اي در میزان تشکیل این رسوبات نمیتفاوت قابل ملاحظه

توان اظهار کرد که هم افزایی محیط تمایز اسـتخوانی  درواقع می

نداشـته   hADSCsکترومغناطیس تـأثیري روي تمـایز   و میدان ال

و همکـاران   Sunاست. نتایج مطالعه حاضر مشابه نتایج مطالعـه  

 PEMFرا در معـرض   BMSCsباشد. این محققان زمانی کـه  می

قرار دادنـد. افـزایش    )میلی تسلا 8/1 و شدت هرتز 15فرکانس (

ی در در میزان تکثیر سلولی، تـراکم سـلولی و همچنـین تغییرات ـ   

هـا هـیچ تـأثیري روي     ي سلول را مشاهده نمودند. اما آنچرخه

هـا  ي ایـن سـلول  گانـه فنوتایپ سـطحی یـا پتانسـیل تمـایز چنـد     

که نتـایج ایـن مطالعـه بـا نتـایج       حالی . در)31(مشاهده ننمودند 

و همکاران  Luoباشد. و همکارانش متفاوت می Luoهاي  گزارش

تغییراتـــی در  PEMFدر معـــرض BMSCsبعـــد از قـــرار دادن 

ــان    ــزایش در بیـ ــین افـ ــلول و همچنـ ــوژي سـ و  ALPمورفولـ

که البته ممکن است  )32(مارکرهاي استخوانی را مشاهده کردند 

علت این نتایج متنـاقض بـه نـوع سـلول مـورد اسـتفاده در ایـن        

هاي رنـگ آمیـزي کمـی    داده پژوهش ارتباط داشته باشد. آنالیز

 21پـس از   hADSCsواي کلسیم گیري محتآلیزارین رد و اندازه

افزایی محیط تمـایز اسـتخوانی   روز نیز حاکی از این است که هم

و بتایین منجر به افزایش رسوبات کلسیمی و در ادامـه افـزایش   

گـردد، ایـن نتـایج مشـابه نتـایج      می hADSCsتمایز استئوژنیک 

باشد وي نشان داد که بتـایین از طریـق محـور    می Villaمطالعه 

RUNX2-OSX  ــال ــه فع ــروتئینمنجــر ب ــازي پ ــارکر س ــاي م ه

و    BSP  (Bone SialoProtein) ،1استخوانی از قبیل کلاژن نوع 

OPN (osteopontin) ها سازي این پروتئینگردد. بیان و فعالمی

منجر به تشکیل استخوان، معدنی شـدن مـاتریکس و بازسـازي    

ی از ایـن  . در حالی که بررسی نتایج حاک)16(گردد استخوان می

به تنهایی توسط بتایین منجر به کاهش  hADSCsاست که تیمار 

گـردد. همچنـین آنـالیز نتـایج     ها مـی تمایز استئوژنیک این سلول

بـه صـورت همزمـان توسـط       hADSCsدهد که تیمـار  نشان می

محیط تمایز استخوانی و میدان الکترومغناطیسی منجر به کاهش 

ــایز اســتخوانی  ــه شــود. مــی hADSCsتم ــن مطالع ــایج ای در  نت

هـا گـزارش    باشـد. آن و همکـارانش مـی   Yanهاي راستاي یافته

ــد  ــم  ELF-EMFدادن ــد و متابولیس ــاهش داده و  MSCرش را ک

دهـد  را کـاهش مـی   MSCتمایز استئوژنیک  ELF-EMFهمچنین 

را در معــرض  BMSCsزمــانی کــه  Kaivosoja . همچنــین )33(

PEMF  تأثیر  قرارداد )ی تسلالیم 1/0هرتز و شدت  15(فرکانس

ها مشـاهده نکـرد   این سلول داري بر القاء تمایز استئوژنیکمعنی

به تنهایی توسط  hADSC. البته لازم به ذکر است که تیمار )34(

ها را باشـدت  میدان الکترومغناطیس اثرات استئوژنیک این سلول

دهـد پـس از   ما نشان می يدهد. نتایج مطالعهبیشتري کاهش می

-کـل پـروتئین سـلول    ALPمیزان بیان آنزیم  14و  7یان روز پا

هایی که به صورت همزمان توسـط محـیط تمـایز اسـتخوانی و     

هایی که به صورت همزمـان  اند نسبت به سلولبتایین تیمار شده

توسط محیط تمایز اسـتخوانی و میـدان الکترومغنـاطیس تیمـار     

م افزایی محـیط  توان گفت هباشد؛ در واقع میمی شده اند بیشتر

تمایز استخوانی و بتایین اثرات استئوژنیک بیشـتري نسـبت بـه    
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هم افزایی محیط تمـایز اسـتخوانی و میـدان الکترومغنـاطیس از     

 دهد. خود نشان می

ي اثـر  روز نیز نشـان دهنـده   21هاي ریل تایم پس از آنالیز داده

ري تحریکی هم افزایی محیط تمایز استخوانی و بتایین و اثر مها

 RUNX2هـاي  محیط تمایز استخوانی و میدان بر روي بیان ژن

 باشد. این نتـایج در تضـاد بـا نتـایج مطالعـات زیـر       می OCNو 

ــی ــد م ــر   Sunباش ــاران اث ــر  PEMFو همک ــاروي تکثی  زیو تم

hBMSCs     ــه ــد ک ــاهده کردن ــد و مش ــی نمودن  PEMFرا بررس

 ALPو  Runx2هاي استخوانی مانند توجهی بیان ژن طور قابل به

 Kaivosoja . )31(دهـد  را در مقایسه با گروه کنترل افزایش مـی 

هرتـز   15با فرکانس ( PEMFرا در معرض  hBMSCsزمانی که 

هـاي اسـتئوژنیک   بیـان مـارکر   قـرارداد  )میلـی تسـلا   1و شدت 

ALP،SMAD1 ،Runx2،Osteopontin  وOsteocalcin  در مقایسه

ایـن مطالـب    لی ـوتحل هیتجز. با )34(با گروه کنترل افزایش یافت 

تــوانیم احتمــال دهــیم کــه علــت نتــایج متنــاقض اثــر میــدان مــی

الکترومغناطیس در این پژوهش با مطالعات پیشین ممکـن اسـت   

در ایـن پـژوهش    شـده  اعمـال و شکل مـوج متفـاوت    با فرکانس 

 .ارتباط داشته باشد

 گیرينتیجه 
افـزایش   افزایـی بتـایین ومحـیط تمـایز اسـتخوانی منجـر بـه       هم

رســوبات کلســیمی مــاتریکس، افــزایش فعالیــت آنــزیم آلکــالین  

و در نهایـت   OCN و RUNX2هـاي  فسفاتاز، افـزایش بیـان ژن  

حـالی کـه هـم     گـردد در می hADSCsافزایش تمایز استئوژنیک 

افزایی میدان الکترومغناطیس و محیط تمایز استخوانی منجر بـه  

ت آنـزیم آلکـالین   کاهش رسوبات کلسیمی ماتریکس،کاهش فعالی

و نهایتـا کـاهش     OCNو RUNX2هـاي  فسفاتاز،کاهش بیان ژن

بـه   hADSCsشود. همچنین تیمار می hADSCsتمایز استخوانی 

میدان الکترومغناطیس اثرات اسـتئوژنیک   تنهایی توسط بتایین و

 دهـد. در نتیجـه   هـا را بـا شـدت بیشـتري کـاهش مـی      این سلول

تمـایز اسـتخوانی و بتـایین جهـت     توان از هم افزایـی محـیط   می

 ..درمان اختلالات استخوانی استفاده نمود

 و قدردانی تشکر 
از تمامی شرکت کنندگان در این پـژوهش و دانشـگاه دامغـان و    

مولکـولی، دانشـکده    -گـروه سـلولی   پژوهشکده علوم زیسـتی ( 

 .گرددمیزیست شناسی) به پاس تأمین هزینه این تحقیق تشکر 

 منافع تضاد 

ر این پژوهش هیچ گونه تعـارض منـافعی توسـط نویسـندگان     د

 .گزارش نشده است

 مشارکت نویسندگان:
یـا   هـا،  داده آوري جمـع  یـا  مطالعه طراحی و پردازي مفهوم )1(

مـریم حـاجی قاسـم کاشـانی،     هـا:   داده تفسیر و تحلیل و تجزیه

 طیبه سادات طباطبایی

 اییطیبه سادات طباطبمقاله:  نویس پیش ) تهیه2(

مریم حاجی قاسم  مجله: به ارسال از پیش نوشته دست ) تایید3(

 کاشانی
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   Abstract 

 Background & Aim: Extremely low-frequency electromagnetic field (ELF-EMF) and 
betaine are safe factors in bone fracture repair. This study aimed to compare the effects 
of these two stimuli on osteogenic differentiation of human adipose stem cells 
(hADSCs). 

Methods: After obtaining written informed consent, cells were extracted from 
abdominal adipose tissue and then cultured in vitro until the third passage. 
Experimental groups were as follows: cells cultured in α-MEM and serum (control), in 
osteogenesis differentiation medium containing 10 mM Betaine (BET + OD), in α-
MEM containing Betaine (BET), in OD and wave (50HZ and 1mT) (OD +EMF) and in 
the wave alone (EMF). Then, osteogenic differentiation was assessed by morphology, 
evaluating the qualitative and quantitative Alizarin red staining, alkaline phosphatase 
activity and real time PCR of RUNX2 and OCN genes. 

Results: There was a significant increase in the formation of calcium deposits, alkaline 
phosphatase activity and also the expression of RUNX2 and OCN genes in OD + BET 
group compared to BET and OD + EMF groups. At the end of day 7, a significant 
decrease in alkaline phosphatase activity was observed in the EMF group compared to 
the OD + EMF and the BET groups. There was also a significant decrease in the 
expression of OCN gene in the EMF compared to the BET group. 

Conclusion: In this study, synergistic effect of betaine and EMF on osteogenesis of 
hADSCs was demonstrated and this could be used for fracture repair and tissue 
engineering. 
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