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  مقدمه
هاي اساسي در پيشبرد تكثير، رشـد و  نوسانات مكانيكي يكي از فاكتور

هـاي  روش. ]1[آينـد  شمار ميها در پيوند سلولي و بافت بهتمايز سلول
آن انـد كـه از  مختلفي براي نيل به اين هدف مورد استفاده قـرار گرفتـه  

مـوج  هـا و  كـانيكي، اسـتفاده از لرزاننـده   توان به اعمال بـار م جمله مي
هندسي توان در مامواج فراصوت كم. ]2و1[ اشاره نمودتوان كم فراصوت
. دن ـكنعنوان يك عامل مؤثر كاربردي نقش مهمي را ايفـاء مـي  بافت به

  هـاي خـاص وابسـته بـه تكثيـر،      اين امـواج توانـايي افـزايش بيـان ژن    
در . ]4و3 ،1[باشند هاي مختلف را دارا ميزيستي و تمايزي سلولتوان

ها نيز امواج فراصوت قابليت خـود را در  گانيسمبرخورد با ديگر ميكروار
عنـوان  از امـواج فراصـوت بـه   . ]5[انـد افزايش تكثير و رشد نشـان داده 

شـود  كميت فيزيكي غيرتهاجمي در مصارف پزشكي نيـز اسـتفاده مـي   
كه امواج فراصوت كم تـوان توانـايي تـرميم     است نشان داده شده. ]6[

. ]7[د ن ـدهداري افزايش ميصورت معنيههاي استخواني را بشكستگي
هـاي سـلولي مختلـف    بـرهمكنش فراصـوت بـا رده    ةآنچه كه از مطالع

هاي مختلف نظيـر  توانايي افزايش بيان ژن ،امواجاست كه آيد اين برمي
باشـند  را دارا مـي ... ها، انواع مختلـف كـلاژن و   TGFها، پروتئوگليكان

نشـان   Chapmanدر اين زمينه توسط تحقيقات انجام شده . ]12-8[
داده است كه فراصوت توانايي افزايش ورود و خروج يون پتاسيم را بـه  

نـد كـه   اهو همكاران نشان داد Ryaby. ]13[باشددرون سلول دارا مي
  فراصوت باعـث افـزايش ميـزان كلسـيم در فرآينـدهاي رشـد و تمـايز        

غضروف و استخوان و نيز افزايش نرخ متابوليسـم   ةشدهاي كشتسلول
ش اين پيامبر ثانويـه در  يافزا .]14-16[ شوددر محيط كشت مي هاآن

و ســنتز  TGF-βســلول باعــث افــزايش فعاليــت آدنــيلات ســيكلاز و 
و همكاران با اثر دادن فراصـوت   Wu. ]16[ ها خواهد شداستئوبلاست

افزايش بيان و تنظـيم ژن  موجب هاي غضروف نشان دادند كه بر سلول
از طرفـي بـا   . ]17[ وگليكان و افزايش نرخ ترميم آن خواهـد شـد  ئتوپر

هـاي  شناسي و پزشكي و كشف سـلول پيشرفت روز افزون دانش زيست
  وجود آمـده اسـت  هرميمي باتقلابي در مهندسي بافت و طب ت ،بنيادي

بودن، در دسترس هاي بنيادي بالغين با توجه به سلول. ]22و 21-18[
منبع مناسبي در طب عنوان قابليت كشت بالا و توان تمايزي مناسب به

هاي مزانشيمي در اين ميان سلول. ]22 و 21[روند شمار ميترميمي به
هـا  تقريباً در تمام گونه زيراند، راي برخوردامغز استخوان از اهميت ويژه

  پژوهشيمقاله 

  صهخلا
هاي بنيادي جداشده از مغز هاي رشد در سلولتوان بر تكثير و انديكسهدف از اين مطالعه بررسي اثر فراصوت كم :مقدمه

 .شگاهي استياستخوان رت در محيط آزما
مغز . تابانيده شد =mW/cm2 355IP/IAveو با شدت  MHz3موج فراصوت در مد پيوسته با فركانس  :روش بررسي

هاي سلول. هاي فمور و تيباي رت گرفته شد و در محيط حاوي سرم جنين گاوي كشت داده شدخواناستخوان از است
 ها هاي رشد آنو انديكس شد كشت تكثير ةروزهفت ةپاساژ سوم تحت تابش فراصوت قرار گرفت و در طي دور ةشدخالص

هر آزمايش سه بار و براي . ررسي قرار گرفتو نيز رسم منحني رشد مورد ب  (PDN)شدگي جمعيتيردوبراب ةمحاسب ةوسيلهب
  .مورد ارزيابي قرار گرفت 16نسخة   SPSSنرم افزار ةوسيلهده نمونه تكرار شد و ميانگين نتايج ب

هاي داده) >004/0p( دهدداري را در گروه فراصوت نسبت به كنترل نشان ميافزايش معني ،هاي منحني رشدداده :هايافته
هاي مورد سلول .بود >005/0p با 08/14±69/4و در گروه كنترل  79/5±39/17يتي در گروه فراصوت دوبرابر شدگي جمع

  .ها بودهاي استخواني و چربي تمايز داشتند كه نمايانگر ماهيت بنيادي آنراحتي به ردهاستفاده به
هاي هاي رشد سلولو انديكستوانايي بهبود و پيشبرد تكثير  LIUSكه  شودپيشنهاد مي ،دركل :بحث و نتيجه گيري

MSc را درشرايط آزمايشگاهي دارد.  
  

  هاي رشدتوان، سلول بنيادي مزانشيمي، تكثير، انديكسفراصوت كم :هاي كليديواژه
گروه فيزيك و مهندس پزشكي ،محمدباقر شيران:نويسندة مسئول

،  88622647 :لفنت، خدمات درماني تهران دانشگاه علوم پزشكي و
  mshiran@tums.ac.ir: لكترونيكپست ا
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   داريوش همراهي و همكاران 

٣٠ 

و اولـين كانديـد بـراي جداسـازي و اسـتفاده در       شوندميوفور يافت به
توجـه خـاص بـه كوتـاه     . ]23[باشـند  پيوند به ويژه بافت استخوان مي

ن بـوده  امحقق ـدغدغـة  ديربـاز   ازهـا  كشت در اين سلول ةنمودن پروس
ه در اين مورد از مواد شيميايي بسياري كمك گرفته شـده  كچنان. است

هـدف از انجـام ايـن تحقيـق     در اين راسـتا   ]25-33و  24، 23[است 
  دسـترس   عنوان يك كميـت فيزيكـي ارزان و در  استفاده از فراصوت به

تكثير بـا هـدف كـاهش مـدت      ةرشد و افزايند ةعنوان عامل پيشبرندبه
 . باشدكشت مي ةزمان دور

  روش بررسي
  :هاي مزانشيمياسازي سلولكشت و جد

 ـ 8-10، با سن تقريبي Wistarسر رت، نژاد 10تعداد  وسـيلة  ههفته ب
بافـت  . جدا گرديـد  هاي فمور و تيبيااستخوان ند وكلروفرم بيهوش شد

 DMEM (Dulbecco’sها پاك شد و داخل محـيط نرم اطراف آن
Minimum Essential Medium. Gibco. USA)    محتـوي

واحد بـين المللـي استرپتومايسـين     100و  FBS (Gibco) درصد15
(Gibco, Germany)  ســيلينواحــد بــين الملــل پنــي    100و  
(Gibco, Germany) مغز اسـتخوان از چهـار اسـتخوان    . قرار گرفت

 ـ    Flashingروش دراز تيبيا و فمور به  ةجدا شـد و در داخـل يـك لول
. بيوتيـك قـرار گرفـت   و آنتـي  DMEMليتـر محـيط   ميلي 13حاوي 
در دقيقـه و بـه    1200بار سانتريفوژ بـا دور  هاي فوق پس از يكسلول
ليتـر  ميلي 12متر مربع حاوي سانتي 75دقيقه به يك فلاسك  5مدت 

 ندمنتقل شد FBS درصد15بيوتيك و محتوي آنتي DMEMمحيط 
و رطوبـت   گـراد سـانتي  ةدرج ـ35و دمـاي   CO2 درصد5و در شرايط 

هـاي  عت پـس از آغـاز كشـت، سـلول    سـا  48. اشباع كشت داده شدند
دور ريختـه   +PBSغيرچسبنده با انجام تعويض محيط و شستشـو بـا   

روز  10. بـار تعـويض شـد   روز يـك 2ها شدند و پس از آن محيط سلول
درصد كف ظرف پر از سلول شد كه در اين 80 - 90پس از آغاز كشت، 

بـا هـدف   ها تا سـه پاسـاژ   سلول. زمان اولين پاساژ سلولي انجام گرفت
پيش بـرده شـدند و از     rMSCsرسيدن به جمعيتي تقريباً خالص از 

   .هاي پاساژ سوم براي انجام طرح استفاده شدسلول
  :تابش فراصوت

با فركانس  (Phyaction 190i, Germany)دستگاه فراصوت مدل 
MHz3     6[سـازي انتخـاب شـد   براي كـاهش و حـذف پديـدة حفـره[ .

. كاليبراسيون منبع فراصوت با استفاده از روش فشار تابشي انجـام شـد  
) گـرم  001/0حدود (در اين روش با استفاده از يك ترازوي با دقت بالا 

تـرين فاصـلة   رناحيـة دو . گرديـد گيري فشار تابشي موج فراصوت اندازه
دست آمـده  هدست آمد و از شكل بهه از كاغذ و رنگ بمحوري با استفاد

  بـــراي ميـــدان فراصـــوت بـــراي محاســـبة بيشـــترين شـــدت      
)PeakIntensity (براي يافتن منطقة دقيق آن از . ]33[ استفاده شد

بعـد از  . متـر اسـتفاده شـد   ميلي5/0با ضخامت حدود  Tترموكوپل نوع 
شـدت و زمـان مناسـب     LAM (Last Axial Maximum)يافتن 

براي آزمايش بر مبناي ثابت بودن دماي درون ظرف كشـت در ناحيـة   
LAM  ــت ــ 12و در پلي ــد هچــاهكي ب ــر از (دســت آم ــة  1كمت   درج
 12سـتفاده از ظـرف كشـت    اعلـت  ). گراد افزايش دما مجاز بـود سانتي

اطمينان از صـحت  براي . چاهكي انطباق آن با ابعاد ميدان فراصوت بود
متـري  ميلي 2دما در دو طرف درون و بيرون چاهك و نيز در  ،آزمايش

) mW.cm-2 355(كف آن در محيط آب براي شـدت انتخـاب شـده    
  .]9[دست آمدهب

  :(Growth Curve) رسم منحني رشد
  محـيط رويـي دوبـار     ةهاي تقريباً خـالص از پاسـاژ دوم بـا تخلي ـ   سلول

حت اثر آنـزيم تريپسـين   تو سپس  ندشسته شد PBSمحلول  ةوسيلهب
تعداد  ،پس از شمارش سلولي توسط لام نئوبار. از كف ظرف جدا شدند

محيط  چاهكي محتوي 12سلول در هر چاهك از ظرف كشت  20000
كشـت داده شـدند و در شـرايط      DMEM +FCSدرصـد 15 كشـت 
در  درصـد 80و رطوبـت   CO2 درصـد 5گراد و سانتي ةدرج 37دماي 

ساعت فرصـت داده شـد    24ها مدت به سلول. انكوباتور نگهداري شدند
 ـنمونـه،   براي هر. تا به كف ظرف كشت خود بچسبند روزكنتـرل   ةنمون

تحت تـابش امـواج فراصـوت قـرار      مورد آزمايش ةنيز لحاظ شد و نمون
هـر دو   بار تـا پايـان آزمـايش در   ها هر دو روز يكمحيط سلول. گرفت

هـا قـرار   ض شد و محيط تازه در اختيار سلولگروه كنترل و شاهد تعوي
هـا مجـدداً   درپـي سـلول  روز پـي  7مـدت  در اتمام هر روز و بـه . گرفت

  .شدندلام نئوبار شمارش مي ةوسيلهب و ندتريپسينه شد
  دوبرابر شدگي جمعيتي و دوبرابر شدگي جمعيتي كل

(Population Doubling and Total Population 
Doubling Number): 

تعـداد دفعـات    ةدهنـد دوبرابر شدگي جمعيتي كميتي است كـه نشـان  
  بـراي  . ]35[ باشـد كشـت مـي   ةيـك سـلول در يـك دور    دوبرابر شدن

كشت محدود  ةهاي يك دوردست آوردن مقدار آن با استفاده از دادههب
  :ها در انتهاي دوره با فرمول رياضيو دانستن تعداد اوليه و تعداد سلول

31.3
0

×=
N
NLnPD

 
 ةبتـداي دور هـا در ا سـلول  ةولي ـتعـداد ا  N0كه در آن . آيددست ميهب

هـا در هـر روز شـمارش كشـت     سـلول  ةتعداد شمارش شد Nو  كشت
دوبرابر شدگي جمعيتي كل با استفاده از فرمول فوق و تنها . خواهد بود

  .دست خواهد آمدها بهعنوان تعداد كل نهايي سلولبه Nبا جايگذاري 
  :هابررسي ماهيت بنيادي مزانشيمي سلول

سي ماهيت بنيادي مزانشيمي به دو ردة هاي پاساژ سوم براي بررسلول
روز تمـايز   21مـدت   هاي القاء تمـايزي بـه  محيط استخوان و چربي در

هاي براي ژن RT-PCRآميزي آليزارين رد و تكنيك رنگ. داده شدند
آلكالين فسفاتاز، استئوكلسين و استئوپونتين بـراي بررسـي تمـايز بـه     
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  ...هايفراصوت كم توان، تكثير و انديكس                1 ة، شمار8 ةدورفصلنامة ليزر پزشكي، 

٣١ 

 
Primers of Osteogenic 

genes 

Osteopontin 
Forward 5´-GATTATAGTGACACAGAC-3   287 bp 
Reverse 5´-AGCAGGAATACTAACTGC -3´ 

Osteocalcin 
Forward   5´-GTCCCACACAGCAACTCG -3´ 381bp 
Reverse 5´-CCAAAGCTGAAGCTGCCG-3´   

Alkaline 
phosphatase 

Forward 
5´-
CGGACCCTGCCTTACCAACTCATTTGTG
CC-3´ 

Reverse 5´- CGCACGCGATGCAACACCACTCAGG -
3´ 396 bp 

Primers of adipogenic 
genes 

PPAR-alpha 
Forward 5´-CCCTGCCTTCCCTGTGAACTGAC-3´ 

363 bp 
Reverse 5´-GGGACTCATCTGTACTGGTGGGG-3´ 

PPAR- 
gamma2 

Forward 5´-GGTGAAACTCTGGGAGATCCC -3´  400 
bp 

Reverse 5´-CTCCATCTCTGCCACGGGCT-3´  

C/EBP-alpha
Forward 5´-ACGTGGAGACGCAGCAGAA-3´  340 bp 
Reverse 5´-AGGCGGTCATTGTCACTGG-3´   

Housekeeping gene GAPDH 
Forward 5'-TCGGTGTGAACGGATTTG-3'    
Reverse 5'ACTCCACGACATACTCAGCAC-3'  612 bp

 توالي پرايمرهاي مورد استفاده در طرح :1جدول 
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 ةهاي بنيادي تحت تأثير فراصوت در دورمنحني رشد سلول: 1شكل
  كشت ةروز 7

(I=355mW/cm2, Frequency=3MHz)  

هـاي  بـراي ژن  RT-PCRآميزي اويل رد و تكنيـك   استخوان و رنگ
PPAR-α, PPAR-γ, C/EBP-α     براي بررسـي تمـايز بـه چربـي ،

 1 توالي پرايمرهاي مورد استفاده در طرح در جدول .]35[ استفاده شد
  .آمده است

  :آزمون آماري و حجم نمونه
در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفت و هر  نمونه در سلول 10تعداد 

ها با استفاده از آزمون ايت ميانگين دادهدرنه. نمونه داراي سه تكرار بود
  افزار مـورد اسـتفاده  نرم. مورد بررسي و آناليز قرار گرفت t-testآماري 
SPSS بود 16 ةنسخ.  

  نتايج
  :منحني رشد
هـا در دو گـروه فراصـوت و    داري ميان ميزان رشد سلولاختلاف معني

ه فراصوت هاي گرودر اين پاساژ سلول). ≥p 005/0( كنترل وجود دارد
گروه فراصوت با شيب  رد logفاز . تقريباً مشابهي بودند lagي فاز ادار

تندتري نسبت به گروه كنترل نشان داده شد و تقريباً از روز ششـم بـه   
از  logرسيد، اين درصورتي بود كه در گـروه كنتـرل فـاز     platueفاز 

  .)1لشك( رسيد platueشيب كمتري برخوردار بود و نيز ديرتر به فاز 
  :دوبرابر شدگي جمعيتي

و بـراي نمونـة فراصـوت     63/5±006/0براي نمونة كنتـرل   PDمقدار 
 .)2شـكل ) (p≥ 005/0(دار بود ها نيز معنياختلاف آن ،71/6 ± 16/0

و بـراي نمونـة   3924/17± 79/5كل در نمونـة فراصـوت    PDو مقدار 
  ).3شكل ( )p≥004/0(بود  07819/14±69/4كنترل مقدار آن برابر 

 :هاي بنياديبررسي ماهيت تمايزي سلول
آميـزي  براي نمايش تمـايز بـه چربـي و رنـگ     Oil-Redرنگ آميزي 

Alizarin-Red   براي بررسي تمايز به استخوان مؤيد ماهيت بنيـادي
  نتــايج). 4شــكل الــف و ب( هــاي مــورد اســتفاده در طــرح بــودســلول

RT-PCR    ـ  ةمكمل قطعيـت تمـايز بـه دو رد   ي بـود اسـتخوان و چرب
  ).5شكل(
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هاي بنيادي تحت تأثير دوبرابر شدگي جمعيتي سلول: 2شكل
 كشت ةروز 7 ةدر دور فراصوت

(I=355mW/cm2, Frequency=3MHz)  
  

 

هاي بنيادي تحت تأثير دوبرابر شدگي جمعيتي كل سلول: 3شكل 
 كشت ةروز 7 ةفراصوت در دور

(I=355mW/cm2, Frequency=3MHz)  
 =*P<0.004 

 
  Alizarin-Redآميزي و رنگ Osteogenicتمايز  )الف :4شكل

 

 
 Oil-Redآميزي و رنگ Adipogenicتمايز  )ب: 4شكل

 

 
  

  نمايانگر تمايز به استخوان RT-PCRنتايج  )الف: 5شكل
 

 
 

 نمايانگر تمايز به چربي RT-PCRنتايج  )ب: 5شكل

  

  بحث و نتيجه گيري
مـورد   استفاده از امواج فراصوت در شرايط آزمايشگاهي و تحقيقـات در 

 هـاي ثرا ةدهنـد هـاي حيـواني مختلـف نشـان    دلها برروي مشكستگي
هـاي درون سـلولي، آزاد شـدن    برانگيزشي انرژي اين امواج بر فعاليـت 

 و 36[باشـد مـي  هـا ها و افزايش سرعت بهبـود در شكسـتگي  سايتوكان
سلولي اثر مستقيم توان با افزايش مقدار كلسيم درونفراصوت كم. ]37

 ةخود را بر فرآيندهاي فيزيولوژيك سلول خواهد گذاشت كـه اثـر ويـژ   
هاي اندازي مسيرهاي سيگنالي بيان ژنافزايش كلسيم درون سلولي راه

در اين تحقيق با توجـه بـه حـذف اثـر     . ]39 و 38 ،6،7[ تكثيري است
هـا  ، سعي بر بررسي اثر خالص موج فراصوت بـر سـلول  LIUSحرارتي 

و  40 ،33 ،6[ گويند micro streamingاين اثر را به نام . بوده است
ر محيط د LIUS ةوسيلهاين اثر باتوجه به توانايي انتقال انرژي ب .]41
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هـاي  و ايجاد تغيير در ساختارهاي فضايي مولكول in vitroبيولوژي و 
بـرد و  سلولي، افـزايش مقـدار درون  حياتي، افزايش ميزان كلسيم درون

  هــاي ديگــر در نهايــت باعــث افــزايش تــوان تكثيــر و ريــز يــونبــرون
در مطالعـات قبلـي   . هاي بنيادي شده استهاي رشد در سلولانديكس
LIUS ــ كــه توانــايي برانگيــزش  اســت رايط مشــابه نشــان دادهشــ اب
محيط كشت بدون حضـور  شرايط تمايزي به استخوان را در  يمسيرها

در  LIUSرسد با استفاده از نظر ميبه. ]9[ باشدشيميايي دارا مي دموا
توان علاوه بر كوتاه نمودن مي ،كشت و مهندسي بافت استخوان پروسة

 mRNAشده در مقيـاس  هاي بيانهاي داراي ژنكشت به سلول ةدور
  .و افزايش بهره در مهندسي بافت استخوان دست يافت

  هاپيشنهاد
هاي پيونـد شـده   ستخوان معضل توان زيستي سلولدر مهندسي بافت ا

. وري پيوند شده استدر محل همواره باعث القاي آپپتوز و كاهش بهره
 MSCsبر تـوان زيسـتي    LIUSرسد در صورت بررسي اثر نظر ميبه

وري از ميزان بهـره  ةدهندبتوان به نتايجي دست يافت كه شايد افزايش
  .پيوند باشد
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