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 62/2/6932تاریخ دریافت:  مجله دانشکده پزشکی اصفهان
 4/3/6932تاریخ پذیرش:  6431اول دی ماه  ی /هفته354 ی /شمارهمو پنج  سال سی

 
 

 ی غضروف در روند کندروژنز  ، نشانگر ویژهIIی انار در بيان پروتئين کلاژن نوع  عصاره بررسي تأثير

 های بنيادی سلول

 
 4یبن یهاشم بتول، 3، علی والیانی3، میترا سلیمانی2، بهزاد ذوالفقاری1مهری کتانی

 
 

‌چکیده

شود. در این  های بنیادی و عوامل رشد استفاده می بافت غضروف، فاقد عروق و اعصاب است و قابلیت ترمیم ندارد. در مهندسی بافت غضروف، از سلول مقدمه:

 .گردید های بنیادی مشتق از بافت چربی بررسی ساز سلول انار به عنوان عامل غضروف ی مطالعه، تأثیر عصاره

 انار ی عصاره تأثیر تحت هفته 6 مدت به فیبرین داربست در کندروژنیک القای کشت محیط در سلولی، پاساژ سومین یانسان یچرب از مشتق یادیبن یها سلول ها: روش

 تمایز های سلول بررسی برای Western blot و2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT )-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3) های روش. شدند داده کشت
 .رفت کاره ب یافته

 .رسید اثبات به شده متمایز های سلول توسط II نوع کلاژن تولید و یافتند تمایز کندروسیت به انار ی عصاره ثیرتأ تحت بنیادی های سلول ها: یافته

 .چربی است های بنیادی مشتق از در سلول IIپروتئین کلاژن نوع ی مناسب جهت بیان  ی انار، یک القا کننده عصاره گیری: نتیجه

 IIنوع  های بنیادی، انار، کلاژن کندروژنز، سلول واژگان کلیدی:

 
، نشانگر IIی انار در بیان پروتئین کلاژن نوع  عصاره بررسي تأثیر .بتول یبن یهاشمکتانی مهری. ذوالفقاری بهزاد، سلیمانی میترا، والیانی علی،  ارجاع:

 6541-6545(: 459) 95؛ 6932مجله دانشکده پزشکی اصفهان . بنیادیهای  ی غضروف در روند کندروژنز سلول ویژه

 

 مقدمه

اختصاصی فاقدد عدروو و   از آن جایی که غضروف نوعی بافت همبند 

 های بافت غضدروف  اعصاب است، قابلیت ترمیم مناسبی ندارد. آسیب

 (.1) جهانی است ی نظیر استئوآرتریت یکی از معضلات گسترده

بخشدی   روش مناسدب و نتیهده   با وجود تحقیقات متعدد، همچندان 

غضروف ارایه نشدده   ی آسیب دیده ی برای ترمیم و بازسازی کامل ناحیه

های متداول، تحقیقات را به سمت مهندسدی   است. این ناکارآمدی درمان

ساز، مواد داربستی و عوامل رشدد   های غضروف بافت با استفاده از سلول

 (. 2مایند )سوو داده است تا بتوانند غضروف هیالن تولید ن

داربست مناسب برای مهندسی بافت غضروف، باید از نظر زیسدتی  

پذیر، سازگار و متخلخل باشد و بر فرایندهای چسبندگی، تکثیدر،   تخریب

 (.  2ها تأثیر مثبتی داشته باشد ) تمایز و مهاجرت سلول

های طبیعدی اسدت کده از     داربست فیبرین، یکی از انواع داربست

چسددبندگی بهتددر  تشددکیل شددده اسددت و باعدد  پددروتئین فیبرینددو ن

(. مطالعدات صدورت گرفتده بدر روی بافدت      3شود ) ها می کندروسیت

هدای بده داا افتداده در  ل     دهدد کده کندروسدیت    غضروف، نشان مدی 

(. 4باشدند )  فیبرین، دارای تدوان تولیدد کدلا ن و ایسدتین بداییی مدی      

یددا  Mesenchymal stem cellsهددای بنیددادی مزانشددیمی )  سددلول

MSCsتوانندد در شدرای     های چندد ررفیتدی هسدتند کده مدی      ( سلول

هددای تخصصددی ماننددد کندروسددیت،   آزمایشددهاهی بدده انددواع سددلول 

 ادیپوسیت تبدیل شوند. استئوسیت یا

توان از مغز اسدتخوان و یدا    های مزانشیمی بنیادی بالغ را می سلول
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 بافت چربی جدا کرد و بده عندوان یدن منبدا مناسدب سدلولی بدرای       

هدای مهمدی در مهندسدی     (. بیومولکول2مهندسی بافت استفاده نمود )

، القدای غضدروف و حفد     هدا  روندد و نقدآ آن   بافت غضروف به کار می

های غضروف است. سه خانواده از عوامل رشد که در تمدایز   فنوتیپ سلول

Transforming growth factor (TGF ،)غضددروف اثددر دارنددد شددامل 

Fibroblast growth factor (FGF و )Insulin-like growth factor 

(IGFمی ) ( 2باشند.) 

Transforming growth factor-beta (TGF-β  باعدددد ،)

و  IIهدا نظیدر کدلا ن     سدازی و بیدان برخدی از  ن    تحرین غضدروف 

شدوند و بدا توجده بده معدایبی مانندد        ساخت گلیکوزامینوگلیکدان مدی  

هدای   هایپرتروفده کدردن سدلول    بای و نیمه عمر پایین و تدأثیر   ی هزینه

 (. 5تمایز یافته، دستیابی به ترکیب مناسب ضرورت دارد )

ی اندار بدر غضدروف تدأثیر دارندد.       ترکیبات طبیعی مانند عصداره 

کده   اسدت  Punicaceae ی هخدانواد  از کدوچکی  درخدت  انار، درخت

هدای   اندار، مدانا آسدیب سدلول     ی عصداره باشد.  می زمین مشرو بومی

هددای مدداتریک  در مفاصددل    غضددروفی و تغییددرات پروتئوگلیکددان  

اندددار شدددامل  ی ترکیبدددات عصددداره (.6شدددود ) اسدددتئوآرتریت مدددی

Prodelphinidin anthocyanins ،Ellagic acid ،Gallic acid  و

، Oestrone acid punicic ellagic acidانار نیز شدامل   ی روغن دانه

Steroidal oestrogen  وNon-steroidal phytoestrogens 

 (.7باشند ) می

Anthocyanins  هدا هسدتند کده     فندول  ، گروهی از ترکیبدات پلدی

ی انددار، مددانا تخریددب  عصدداره دارای فعالیددت ضددد التهددابی هسددتند.

از طرید   ماتریک  و التهداب و باعد  حفد  یکپدارچهی غضدروف      

دهد مصرف انار،  می مطالعات نشان(. 8)شود  های مختلف می مکانیسم

شدود و   های التهابی )عامل تخریدب غضدروف( مدی    باع  مهار محرک

 (. 9ترکیب مناسبی برای جلوگیری از استئوآرتریت است )

 هدای پدیآ التهدابی و    ی انار دارای اثر مهاری بر سیتوکاین عصاره

Mitogen-activated protein kinase (MAPK) کددده  اسدددت

MAPK شدن  منهر به فعالMMP (. مطالعات نشان داده 8گردد ) می

تولیدد   و Prostaglandins E2منهر به مهار  Prodelphinidinاست 

هدای   (. از آن جایی که جهت القای تمایز سدلول 11شود ) می IIکلا ن نوع 

انار گزارشدی بده دسدت نیامدده      ی بنیادی به کندروسیت تحت تأثیر عصاره

 ی ده اسدت کده تدأثیر عصداره    سعی ش ی حاضر است. از این رو، در مطالعه

هدای بنیدادی    انار به عنوان ین عامل القا کننده بر روند کندرو نز در سدلول 

 .مورد بررسی قرار گیرد IIمشت  از چربی و تولید پروتئین کلا ن نوع 

 

 ها روش

جهدت   :یاز ب ف   ررب    ی دی  بن یه    س ول   ری  جدا کردن و تکث

با کسدب  های بنیادی، بافت چربی زیر جلدی انسانی  جداسازی سلول

اتاو عمل تحدت شدرای     نفر( در 3)به تعداد  کتبی از بیماران ی اجازه

ثیر أتحدت تد   ،نکوبداتور ا دقیقده در  41و به مدت مد دست آه استریل ب

گرا بده ازای هدر گدرا     میلی 1 به میزان I (Sigma)نوع  آنزیم کلا ناز

 محددی  کشددت  آنددزیم بددا   ، . سددپگردیدددبافددت چربددی تهزیدده  

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) (Gibco )

و محلدول   شدد غیر فعال درصد  Fetal bovine serum (FBS )11 و

دقیقده   8دور در قیقده بده مددت     1411به دست آمده با شدتاب  بافتی 

 محدددی  کشدددت   و رسدددوب سدددلولی در    گردیدددد و  یسدددانتریف 

DMEM  +FBS 11  بیوتیدددن  درصدددد آنتدددی  1حددداوی درصدددد

و درصددد  CO2 5 در شددرای  (Gibco) استرپتومایسددین/سددیلین پنددی

 .(11داده شد )کشت گراد  سانتی ی درجه 37حرارت 

Fresh frozen plasma (FFP )لیتدر   میلدی  15 :نیت روب   ی هیته

لیتددری  میلددی11تهیدده شددده از مرکددز بانددن خددون اصددفهان همددراه بددا 

شدتاب  بدا   ،سدپ   گردید.دقیقه انکوبه  61به مدت گلوکونات کلسیم 

محلدول  انهاا گرفت. دقیقه سانتریفیو   8به مدت دور در دقیقه  2211

 .(12بود )رویی حاوی ترومبین 

آبداد   ی نهدف  ی انار از منطقه کیلوگرا میوه 3حدود  :یریگ عص ره

ی اندار بده    کیلدوگرا دانده   5/1آوری شد و حددود   استان اصفهان جما

های انار خشن  ها به مدت چند روز خشن شدند. دانه دست آمد. دانه

درصدد   71به صورت پودر درآمد و در مقدار کدافی از حدلال اتدانول    

 رار داده شددد. پدد  از  قدد Shakerسدداعت روی  4خیسددانده شددد و  

ی گیداه روی   ساعت، عصاره با قیف بوخنر صاف شد. باقی ماندده  24

( بازگردانده و با حدلال تدازه   Macerationقیف به ررف ماسراسیون )

گیری، سه  خیسانده شد. این عمل، جهت اطمینان از کامل شدن عصاره

ی مددایا بدده دسددت آمددده از روش  (. عصدداره13بددار تکددرار گردیددد )

 اسیون، در چند مرحله بدا اسدتفاده از دسدتهاه روتداری در دمدای      ماسر

دور در دقیقه، به میزان حددود   61گراد و با سرعت  ی سانتی درجه 45

ین چهارا حهم اولیه، تدا تبخیدر کامدل اتدانول تغلدی  شدد. سدپ ،        

تدا بده   Freeze-drying ی تغلی  شده فریز گردید و با دستهاه  عصاره

 (.14را خشن گردید )دست آمدن کامل پودر ن

  پاسدا  سدوا بده تعدداد    ی هدا  سدلول  :کیکن درون   زیتم    یالق 

چاهدن  موجود در میکرولیتر ترومبین  511به لیتر  سلول/میلی 1×  116

)تهیه  Cryocipitateز محلول امیکرولیتر  511منتقل و خانه  24پلیت 

 گردیداضافه  به آنحاوی فیبرینو ن شده از مرکز بانن خون اصفهان( 

هدای بنیدادی    سدلول  ،سدپ   تشکیل شدود.  سلول -تا داربست فیبرین

 کنددرو نین حداوی   یالقدا ثیر مدیوا أتحت ت ،کاشته شده در داربست

DMEM high glucose (Gibco) ،Penicillin/streptomycin 

(Gibco )111 لیتر میکروگرا/میلی ( دگزامتدازون ،Dexamethasone )
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(Sigma )111  ،ندددانومولinsulin ،transferrin ،selenium (ITS )

(Sigma بددددده ترتیدددددب )لیتدددددر میکروگرا/میلدددددی 5و  5/5، 11 ، 

Bovine serum albumin (BSA( )Sigma )5/1  و لیتدر   گرا/میلدی  میلدی

Ascorbate 2 phosphate (ASP) (Sigma )51 لیتددر میکروگرا/میلددی، 

در  .نددداده شد  روز کشدت  14بده مددت   به کندروسدیت  جهت تمایز 

لیتدر   میکروگرا/میلدی  111غلظت  باکندرو نین  محی  مورد، ازگروه 

اندار اضدافه    ی انار استفاده گردید و در گروه شداهد، عصداره   ی عصاره

 (.12نشد )

  سدددلول توسددد  116در ایدددن روش،  :Western blot روش

Tris-Sodium dodecyl sulfate (Tris-SDS) 2   درصددد بدداpH 

های پروتئیندی بدا    تهزیه شد و نمونه )سیتومتین  ن، ایران( 5/7معادل 

 Sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gelاستفاده از روش 

electrophoresis (SDS-PAGE)  ولدت   71دقیقه با ولتا   121برای

هددا بدده کاغددذ نیتروسددلولز    آن گدداه، پددروتیئن  الکتروفددورز گردیددد. 

(Whatmanبا )  دقیقده منتقدل    121و مددت زمدان   آمپر  میلی 4جریان

روز در  ین شدبانه  Blocking ی شدند. غشای نیتروسلولز برای مرحله

درصد قدرار گرفدت. سدپ ، سده      4 شیر خشن )سیتومتین  ن، ایران(

شسدته شدد. غشدا، یدن      Tris-Buffered saline (TBS) مرتبه با محلول

 Mouse anti-human collagen type II بادی اولیده  شب در محلول آنتی

(Abcam)  در دمای آزمایشهاه انکوبه شد و بعدد از   101111با غلظت

بدرای   105111با غلظدت   Secondary antibodyشستشو، در محلول 

سداعت قدرار گرفدت و پد  از شستشدوی نهدایی، بانددهای         3مدت 

Diaminobenzidine (DAB( )Abcam )-′3,3 پروتینددی بددا محلددول

افدزار   بدا اسدتفاده از ندرا    Western blotوش مشخص گردید. نتایج ر

Image J (15های نیمه کمی تبدیل گردید ) به داده. 

 

 ها افتهی

مورفولددو ی 0 مورفولددو ی سددلولهای بنیددادی مشددت  از بافددت چربددی

میکروسکوپی سلولهای بنیدادی در پاسدا  سدوا، شدبه فیبروبلاسدت و      

هدای مختلفدی    ها شدکل  ( سلولP0کشیده هستند ولی در کشت اولیه )

 (.1دارند) شکل

 

 
ه ی بنی دی ا س  ی بشتق  تصلیر بیکروسکلپ اینلرت از سول  .1شکل 

 ×( b( )04( و در پ س ن سلم )a)بعد از سه روز از رربی در کش  اولیه 

پد  از   Western blotبر اسدا  نتدایج    :Western blot جی ت 

در گدروه دارای   IIالقای تمایز کندرو نین، وجود پروتئین کلا ن نوع 

انار بر روی کاغذ نیتروسدلولز بده صدورت کیفدی مشدخص       ی عصاره

انار( باند مربوط به  ی گردید. در حالی که در گروه شاهد )فاقد عصاره

  (.2این پروتئین بسیار ضعیف بود )شکل 

 

 
 ه ی  در گروه II.  ت یج کیفی تللید پروتئین کلانن  لع 2شکل 

 ا  ر( و ش هد ی بلرد )عص ره

 

در  شاهد و مورد یها در گروه IIکلا ن  نیپروتئ دیتول یکم جینتا

 شود. دیده می 3شکل 

 

 
 بلرد و ش هد یه  در گروه IIکلانن  نیپروتئ دیتلل یکم جی ت . 3 شکل

 ه  نآ ی سهیبق  ا  ر( و ی )عص ره
***
 .(P < 111/1) داشت وجود گروه دو نیب یدار یمعن ارتباط 

 

 بحث

آن جایی که غضروف نوعی بافت همبند اختصاصی فاقدد عدروو و    از

 ی اعصاب است و قابلیت ترمیم مناسبی نیز ندارد، دسترسدی بده شدیوه   

 (.16مناسب برای ترمیم بافت غضروف ضروری است )

های طبیعدی اسدت کده از     داربست فیبرین، یکی از انواع داربست
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طالعدات صدورت   (. م3، 17پروتئین فیبریندو ن تشدکیل شدده اسدت )    

هدای بده    دهد که کندروسیت بافت غضروف نشان می ی گرفته در زمینه

داا افتاده در  ل فیبرین، دارای توان تولیدد کدلا ن و ایسدتین بداییی     

و همکاران، اثر داربست فیبرین بدر   Hendrickson(. 4، 18باشند ) می

ی بنیادی مشت  از مغز استخوان خرگوش را بررس های کندرو نز سلول

(. برای 19را گزارش نموده است ) IIو افزایآ اگریکان و کلا ن نوع 

های بنیادی بافت چربدی بده    سلول ی حاضر، تولید غضروف در مطالعه

تدر و قابلیدت تکثیدر بیشدتر      دلیل تعداد بیشتر، در دستر  بودن راحت

 (.21-21های بنیادی مغز استخوان به کار رفت ) نسبت به سلول

اندددار ی  ؤثر بدددر غضدددروف، عصددداره یکدددی از ترکیبدددات مددد 

(Pomegranate .اسددت )انددار، دارای اثددر مهدداری روی   ی  عصدداره

 Matrix metalloproteinasesالتهدددابی و  هدددای پدددیآ سدددیتوکاین

(MMPs ) در مطالعات انهاا شده، مشخص گردیدده   (.22-23)است

)ترکیبی که در انار موجود اسدت(، منهدر    Prodelphinidinاست که 

توسدد   IIتولیددد کددلا ن نددوع  و  Prostaglandins E2بدده مهددار  

. همچندین، دارای ترکیبدات   (24شدود )  های غضدروف مدی   کندروسیت

ها هستند و  فنول است که از ترکیبات پلی Anthocyaninsمهمی مانند 

 ها تأثیر مثبتی دارد. بر تولید کلا ن و اگریکان در کندروسیت

Garbacki  هدای   ر کندروسدیت اندار بد   ی و همکاران، اثر عصداره

بدر   Anthocyaninsانسانی را بررسی کردند و مشدخص گردیدد کده    

 .(25و پروتئوگلیکان تأثیر مثبتی دارد ) IIتولید کلا ن 

جهدت   In vivoپور جهرمی و مظفری کرمدانی، در شدرای     هادی

اندار را   ی انار بر مفصل تیبوفمورال موش، عصارهی  بررسی اثر عصاره

هدا دادندد و تغییدرات     به صورت خوراکی در دزهای معدین بده مدوش   

ی  هیسددتوپاتولو ین در مفاصددل زانددو دو هفتدده بعددد مددورد مطالعدده  

اندار  ی  مطالعه نشدان داد کده عصداره   نتایج  میکروسکوپی قرار گرفت.

های زانو و حفاردت از   و باقی ماندن پروتئوگلیکان MMPباع  مهار 

 (.24)غضروف زانو گردید 

Shukla   و همکدداران در شددرایIn vitro  انددار در   ی عصددارهاز

 (.26)راگزارش کردند  IIتولید کلا ن کندروسیت موش استفاده و 

Rasheed موش دارای  برای کندروسیت ،و همکارانOA    در شدرای

In vitro انار استفاده کردند که منهر به کاهآ التهاب مفاصدل  ی از عصاره، 

 (.27گردید ) IIتولید کلا ن ( و NO) Nitric oxideکاهآ 

اندار بده    ی موجود از تحقیقات پیشین، از عصداره  های در گزارش

های استئوآرتریت جهدت کداهآ التهداب اسدتفاده      طور عمده در مدل

هدای بنیدادی بده کندروسدیت      شده است و در مورد القای تمایز سلول

تحت تأثیر این ترکیب اطلاعاتی به دست نیامده است. در این مطالعه، 

انددار در رونددد القددای کندددرو نز از  ی بددرای اولددین مرتبدده، از عصدداره

نیادی در داربست فیبرین استفاده گردید و تولیدد پدروتئین   های ب سلول

 باشد، به اثبات رسید. که نشانهر مهم غضروف می IIکلا ن نوع 

ی اندار بده محدی      گیدری نهدایی ایدن کده افدزودن عصداره       نتیهه

را که نشانهر مهم غضدروف   IIتواند تولید کلا ن نوع  کندرو نین، می

رود در روندد مهندسدی بافدت     میشود، القا کند و احتمال  محسوب می

 .غضروف، عامل مهم و ارزشمندی باشد

 

 تشکر و قدردانی

کارشناسدی ارشدد اسدت کده بدا       ی نامده  ی حاضر، حاصدل پایدان   مقاله

معاونت پژوهشی دانشهاه علوا پزشکی  ی در حوزه 395265 ی شماره

های این معاونت به انهاا رسدید. از ایدن    اصفهان تصویب و با حمایت

 .نمایند رو، نویسندگان مقاله از زحمات ایشان تشکر و قدردانی می
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Abstract 

Background: Cartilage tissue is avascular and has no repairing capacity. For cartilage tissue engineering, stem 

cells and growth factors are used. In this study, the effect of pomegranate as inducer for chondrogenesis of 

adipose-derived stem cells (ADSCs) was evaluated.  

Methods: Human adipose-derived stem cells in third passage seeded in fibrin were cultured in chondrogenic 

medium with pomegranate for 2 weeks. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT 

assay) and western blot technique were applied for evaluation of differentiated cells. 

Findings: Adipose-derived stem cells differentiated into chondrocytes; and type II collagen production by 

differentiated cells was proved. 

Conclusion: Pomegranate extract is an appropriate inducer for production of type II collagen in adipose-derived 

stem cells. 
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