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Abstract 
 
Background and Objective: Many of traditional infertility treatment 
methods due to lack of gamete are ineffective.  Differentiation of stem 
cells to gamete germ cells may be a good choice for producing gametes 
for treatment of infertility in clinique. 
 
Materials and Methods: Bone marrow mesenchymal stem cells 
(BMMSc) were obtained from femoral bone of adult NMRI mice by 
flushing method. Nano tube particles of titanium (TNT), retinoic acid 
and UV beam 254 ± 20 nm frequencies were used for differentiation of 
MSc to gamete germ cells. Ultrastructure of TNT was studied with 
FEM SE electron microscope. Fibrin coating of Nano tubes was 
evaluated by SEM. Nature and character of stem cells were measured 
using cluster– differentiation (CD) by flow cytometry confirmed by 
CD90, and CD31 markers.  Finally, MVH marker was used for 
assessment of differentiation of MSc to gamete germ cells with 
immunohistochemistry assay. Statistical data was analyzed by ANOVA 
and Mann-Whitney tests. 
 
Results: Electron microscopic pictures by FE SEM showed 
homogenous ultrastructure of titanium nanotubes in 10-15 nm 
diameters. Coating of TNT by fibrin was confirmed by SEM. MTT 
assay showed most survival rate of MSc cells in 50 µg/ml concentration 
of TNT. By CD90 and CD31 markers, nature of the stem cells was 
controlled by flow cytometry. Finally MVH marker expression showed 
differentiation of MSc to gamete germ cells in treated as compared to 
control groups and was confirmed by immunohistochemistry. 
 
Conclusion: Application of TNT fibrin coated and UV beam can 
increase differentiation rate of BMMSc to gamete germ cells 
significantly as a clinical protocol. 
 
Keywords: Mesenchymal stem cells, Differentiation, Titanium 

nanotube, Ultraviolet, gamete germ cells 
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 .  باشد ناباروری درمان برای کلینیک  کاربرد و گام  تولید
 موشهاای  ران اسهتووان  از فلاشینگ روش ب  مزانشیمال بنیادین های سلول ها: روش و مواد
 ،titanium nanotube particles (TNT) تیتانیوم تیوب نانو ذرات از. گردید تای  NMRI نژاد بالغ
 ساختاری ویژگ . شد استفاده تمایز برای اسید رتینوییک و(  20nm ± 254) فرکانس با UV پرتو
TNTمیکروسکوب با فیبرین و FE- SEM و SEM  های مارکر از. شد ارزیاب  CD90,CD31 برای 
.  شد استفاده MVH مارکر از س جن یافت  تمایز سلولاای زایای  بیان برای و ها سلول ماهی  تایید
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 لولس بقای میزان بیشترین MTT در. داد نشان را فیبرین روی TNT شدن پوشیده SEM تصاویر

 اختصاصه   های مارکر بیان با بنیادین های سلول ماهی . شد دیده TNT 50 µg/ml غلظ  در ها
 Oil و  کلسهیوم  رسوب  Alizarin red های آمیزی رنگ. گردید مشو  فلوسایتومتری روش با

red روش بها . کهرد  اثبات را مزانشیم  بنیادی های سلول توان  چند ماهی  چرب  قطرات تایید با 
 به   نسهب   درمهان   ههای  گهروه  در یافت  تمایز سلولاای در MVH  مارکر بیان هیستوشیم ایمنو
 .گردید تایید کنترل
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 جنسی های سلول به فرابنفش اشعه و  تیتانیوم تیوب نانو  ذرات القای با مزانشیمال بنیادی های سلول تمایز

 مقدمه
تعریف به معنی عدم بارداری پس از یک سال  در ناباروری

       آمیزش جنسی بدون جلوگیری است و این عارضه 
را گرفتار کند. به  زوج می تواند از هر شش زوج یک

عبارتی عوامل گسترده و متفاوتی مانند تاثیر فاکتورهای 
    از جمله کمبود و یا فقدان ناباروری مردانه و زنانه 

از  %15گامت های جنسی می تواند منجر به ناباروری در 
. امروزه انجام تکنیک های کمک (2،1)زوج ها گردد 

کلینیک های ناباروری موجب کمک  در 1(ARTباروری )
 از زوج ها ی نابارور گردیده است% 80به درمان حدود 

  درمان . در سال های اخیر تحقیقات متعددی برای(3)
با   (GCs) 2زایا های تمامی عوامل ناباروری و تولید سلول

کمک تمایز سلول های بنیادی انجام شده است. سلول های 
GCs باشند زیرا تنها  از مهمترین رده سلول های بدن می

که قادر به تقسیم میوزی بوده و  هستند بدن سلول هایی در
ستند. با تشکیل گامت ها قادر به انتقال اطلاعات وراثتی ه

بعلاوه این سلول ها  قادر به بیان مارکرهای اختصاصی 
 POU5F1/OCT4, GAGE, MAGEA4سلولی مانند 

KIT, Dppa3/Stella, Ifitm3/Fragilis 
Tnap/Alpl/Ap (4) می باشند .Hubner  و همکاران در

به  را جنینی بنیادی های سلول بار اولین برای 2003سال 
GCs سلول های بنیادی در واقع سلول . (5) تمایز دادند

های تمایز نیافته ای هستند که توانایی فراوانی در نوسازی، 
کلونی و تکثیر دارند و از بافت هایی با منشا جنینی و یا 
     بزرگسال مانند بافت مزانشیمی قابل استخراج هستند

. به علت محدویت اخلاقی در تهیه سلول ها ی (7،6)
 و منابع اندک سلول ها، توجه محققین به نینیبنیادی ج

 3بزرگسال با مبدا مزانشیمال بنیادی های استفاده از سلول

(MSCs)   برای القا و تمایز بهGCs  افزایش یافته است
دارای قابلیت چسبندگی به  MSCsهای  رده سلول. (8)

ظروف کشت سلولی می باشند و از بافتهای متفاوت مانند 
ریشه مو، چربی و مغز استخوان قابل استخراج هستند. این 
سلول های بنیادی با روش های متفاوتی از جمله بیان 

 CD105 ،CD73، CD44مارکرهای خاص سطحی مانند 

 .  (9)قابل شناسایی اند 
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در منابع گزارش های اندکی برای تمایز خود به خود سلول 
های بنیادی به سلول های زایا وجود دارد. از جمله می 

به  2007و همکاران در سال   Dannerتوان به مطالعات
یادی ناشی از پانکراس به تمایز خودبخودی سلول های بن

  Antonucci. (10)سلول های تخمک مانند اشاره نمود 
 مارکر نمایش بیان نیز با 2014و همکاران در سال 

 های خود بخودی سلول اختصاصی این سلولها تمایز
را  4 (PGCs)ناشی مایع آمنیون به اجسام جنینی  بنیادی

انی در باره فراو . در مقابل مطالعات(11)گزارش نمود 
 انجام فاکتور های گوناگون شیمیایی در نقش القایی و اثر 

و  Hauوجود دارد.  بنیادی های انواع رده های سلول تمایز
 ها ی بنیادی موفق شدند سلول 2009همکاران در سال 

را با استفاده از  BMMSCs 5استخوان  مزانشیمال مغز
. (12)هند به سلول های زایا تمایز دRA  6رتینوییک اسید

برخی از محققین با استفاده ی همزمان از فاکتور های 
تمایزی مختلف سلول های بنیادین را به  سلول های زایا 

و همکاران با کاربرد  Hajian Monfaredتمایز داده اند. 
و هم کشتی با سلول های سرتولی برای تمایز  RAهمزمان 
MSCs استفاده کردند   کشت محیط به سلول های زایا در

(13) .RA  باعث بیان ژن های زایا مانندStra8   از طریق
. (14-17)اتصال با گیرنده های هسته ای سلول می شود 

در غلظت یک میکرو مولار موجب تمایز و  RAاستفاده  
در سایر مقادیر موجب مرگ سلولی درسلول های سرطانی 

و فیزیکی  تغییر ویژگی های .(18)می شود  F9جنینی رده 
به رشد و تمایز نیز می تواند  کشت در محیط شیمیایی

در خصوص نقش . (19) سلول های بنیادی کمک کند
 از ویژگی های فیزیکی محیط کشت، بررسی تعدادی

تحقیقات در زمینه مهندسی بافت نشان داده که هنگام 
کشت رده های سلولی، شکل های  متفاوت فیزیکی و یا 

سلولها  بروز تمایز و در تکثیر رفته نوع داربست های بکار
جالبی در زمان استفاده از  است. نتایج موثر در محیط

 در هیدروژل، فیبرین ای از ذرات شبکه بست با ساختاردار
در کشت های  بنیادی های سلول تمایز و بقا افزایش رشد،

وه  برتاثیر علا .(20)متوالی سلولی گزارش شده است 
                                                                    
4
 primordial germ cells 
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 ابراهیمی و همکاران

 سایر عوامل نقش بر شکل و نوع داربست ها شواهد اندکی
 UV مانند تابش دوز های اختصاصی پرتو فیزیکی القایی

 غیراز به دیگر هایی سلول به بنیادی های سلول تمایز در
 فیزیکی فاکتور موثر یک عنوان به زایا جنسی های سلول

در بعضی از تحقیقات ازماده . (21)است  شده گزارش
فیبرین هیدروژل به عنوان یک داربست در هنگام کشت 

در   UVو پرتو TNTs 1 تیتانیوم ی لوله سلولی، ذرات نانو
     کشت و تمایز سلول های بنیادی استفاده شده است

. پیشرفت های صورت گرفته در نانو تکنولوژی (22-20)
نقش این نانو مواد در تمایز رده های مختلف سلول های 

در مطالعه ای نقش و تاثیر . (23)بنیادی نشان میدهد 
TNTs ابعاد  درnm 15 تمایز سلول های و تکثیر بقا، در 

MSCs به علت اثر  سلولی و آپوپتوز فرایند بروز مرگ و
در مرگ سلولی و آپوپتوز  nm 100ابعاد  با TNTsذرات

با وجود  کاربرد گسترده مواد نانو  .(23)گزارش شده است 
تحقیقات  بر روی تاثیر آن بر  کشت  سلول های بنیادی، در

اخیر نتایج  مشخصی از میزان غلظت این نانو مواد بر تمایز 
 . (24)سلول های بنیادی وجود ندارد 

در این مطالعه برای کاهش مرگ سلولی و افزایش میزان 
به سلول های زاینده جنسی اثر تمایزی  BMMSCsتمایز 

جهت دست یابی به یک   UVواشعه  TNTsفاکتور های 
پروتکل درمانی جهت درمان ناباروری های ناشی از نبود 

 لول های زایای جنسی مورد بررسی قرار گرفت. س

 

 ها روش و مواد
، با شرایط NMRI از نژاد هفته 6-8 عدد موش 7

 کتامین mg/ kg60استریل به وسیله ی تزریق 
گزیلازین به صورت درون  mg/kg 10هیدروکلراید و 

 های سلول عمیق قرار گرفتند. بیهوشیتحت  صفاقی
BMMSCs 2با تکنیک فلاشینگران موش،   استخوان از 

استخراج  PBS حاوی   تزریق انسولین سرنگ  به کمک
شدند.  محیط اختصاصی برای این سلول ها شامل محیط 

آنتی  DMEM high glucose   3 ،FBS  10%  4کشت  

                                                                    
1
 Titanium Nanotubes TNTs 

2
 Flushing 

3
 REF:32500-035 Gibco company  

4
 Sigma-Aldrich, USA)Fetal bouvin serum  

، اسید های آمینه ضروری  Pen- Strep  1%5بیوتیک 
 g/lit به ازای gr 25/2و همچنین گلوتامات پیرووات  1%

بود. سلول های  DMEMدر پودر محیط کشت  5/4
 37استخراج شده در  فلاسک و در انکوباتور در دمای 

شدند.  انکوبه نگاهداری 95%و رطوبت   CO2 5%درجه،
 96و  48محیط کشت سلول ها در زمان های متوالی 

ها ی چسبیده به  ساعت بعد تعویض گردید. سپس سلول
شدند.  تریپسینه %80پس از رسیدن به تراکم حدود  فلاسک

 M  5-10غلظت با 6RAها از   سلول برای تمایز شیمیایی
استفاده شد. جهت بررسی نقش عوامل  تمایزی در سلولها، 

 :نمونه ها به دو گروه کنترل و گروه های تیمار شامل
 RAگروه سلولی تیمار شده با (RA  ،2(گروه تیمارشده با1

غلظت  با TNTsبا  7و داربست پوشده شده فیبرین
g/mlµ50 ،3) گروهRA  و پرتوUV با شدتnm  365  بر

 UVو پرتو  TNTsو فیبرین کوت شده با  RAگروه (4و
 تقسیم گردید.

 به با تمایز BMMSCs بنیادین سلول های ماهیت تعیین
 چربی و استخوانی  و فلوسایتومتری  سلول رده دو

 BMMSCs جهت اثبات ماهیت مزانشیمی سلول های
ه روش فلوسایتومتری و تمایز به دو رده استخراج شد

سلول های چربی و استخوانی انجام گردید. برای ارزیابی 
توانایی تمایزی این سلول ها از کیت تمایزی سلول های 
بنیادی  استفاده شد. به طور خلاصه پس از کشت سلول ها 
درمحیط تمایز به سلول های تمایز یافته چربی شامل محیط 

 ایزو  FBS 10% ، Molμ 0.5م، سرMEM  α-کشت 
  Molμ1 ایندومتاسین و  Molμ 10 ، زانتین متیل بوتیل

دگزامتازون کشت شدند. برای تمایز سلولها به سلول های 
 ،  FBS 10%سرم ، MEM  α-استخوانی از محیط کشت 

Molμ10 بتاگلیسرول وg/mlμ 50  اسکوربیک فسفات
 وارد زرو 21 مدت به ها سلول به محیط اضافه گردید.

 از وسپس شدند لیپوبلاست و استئوبلاست کشت محیط
 برای Oil Red و  Alizarin Red آمیزی های رنگ

شده  استخراج های سلول 8بودن توان خاصیت چند بررسی
 .شد استفاده

                                                                    
5
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 جنسی های سلول به فرابنفش اشعه و  تیتانیوم تیوب نانو  ذرات القای با مزانشیمال بنیادی های سلول تمایز

 به CD90 سطحی های ژن آنتی فلوسایتومتری روش در
 نمونه منفی در مارکر عنوان به CD31 و مثبت مارکر عنوان

 از Cyflow Spaceفلوسایتومتری دستگاه از استفاده با ها
 ابتدا بدین صورت که  .شدند آنالیز آلمان  Partec شرکت
. شدند آلدئید فیکس پارافرم 4%محلول   توسط ها سلول
کلریدریک  محلول اسید ها نمونه به ژن آنتی بازیابی برای

 ی غشا پذیری نفوذ افزایش برای و شد دو نرمال اضافه
به نمونه   % Triton X 0.3 ( Invitrogen)ها سلول

 غیر های پروتئین کردن بلوک منظور به سلولی اضافه شد.
 در. استفاده گردید 1Goat serum 10%ضروری از  

 و CD31 ( AB28364) های بادی آنتی بعد مرحله
(AB92574 ) CD90 با  100 به 1 نسبت با شده رقیق 

PBSها نمونه به هدرج 8-2دمای در مرطوب محیط در 
 آنتی و گرفت صورت PBS با شستشو سپس. گردید اضافه
 با 100 به 1 غلظت با( AB6785و AB6717) ثانویه بادی
PBS سانتی درجه 37 دمای در و شد اضافه ها نمونه به 
 آخر در. شدند انکوبه تاریکی در دقیقه 90 مدت به گراد
 و دهمشاه فلوسایتومتری دستگاه با PBS با شستشو از پس

  .شد برداری تصویر
  Mبا غلظت RAاز  GCsجهت ارزیابی تمایزی سلولها  به 

 nmبا شدت UVو پرتو  TNTs، فیبرین کوت شده با 5-10

استفاده گردید. در نهایت داده ها با نرم افزار   254 20±
SPSS  (13)مورد بررسی قرار گرفتند . 

  TNT coated by fibrinتعیین مشخصات ساختاری 

 به وسیله یک میکروسکوپ  TNTsمشخصات ساختاری  

FE-SEM   مدلTESCAN   دتکتوربا EDS و 

Mapping از شرکت Oxford Instrument انگلستان 
بررسی شد. جهت انجام این کار برای ثابت کردن نمونه 

با ایجاد برقراری  TNTs ذرات اربست ها وشامل د
رسانایی الکتریکی با پوشش طلا پوشش داده شدند. در 

 nm 15-10دارای اندازه  TNTsتصاویر تهیه شده ذرات 
بودند که جهت استفاده به عنوان فاکتور تمایزی ابتدا 

در غلظت های مختلف این  BMMSCsبالاترین میان بقا 
از  ʎ30ه گیری شد. سپس انداز MTTنانوتیوب با روش 

به ژل فیبرین تهیه  g/mlµ50با غلظت  TNTsمحلول 
اضافه  1به  1شده از فیبرینوژن انسانی و ترومبین با نسبت 

                                                                    
1
 Sigma-Aldrich company, USA 

با ذرات  TNTsگردید و راستی آزمایی پوشیده شدن 
 ارزیابی شد.  SEM فیبرین توسط

Cell Viability and Proliferation Assay 

 بروی شده کشت BMMSCs هایمتابولیک سلول  فعالیت
 کوت شده به TNTsذرات  و فیبرین حاوی های داربست

 dimethyl (thiazol-2-yl)-2, 5-diphenylوسیله

tetrazolium bromide tetrazolium salt کمک با 
 BMMSCs  های سلول. شد بررسی MTT assayارزیابی

  10-4 تعداد به کشت های پلیت در هر یک از چاهک های
 انکوبه روز 5 و 1،3 مدت به استاندارد شرایط در عدد 5×

از  mg/ml40 با غلضت lµ5میزان  به شدند. سپس
 شد ریخته چاهک 12 پلیت های به MTT محلول استوک

 و خارج مدیوم آن از پس شد انکوبه ساعت 4 مدت و به
 ها نمونه نهایت شد در حل DMSO در فورمازان محلول
 ,Spectra Max 190) اسپکترومتر مدل یک توسط

Molecular Devices, Sunnyvale, CA )طول در 
 .شد مطالعه nm 590 موج

 روش با  BMMSCsروش ارزیابی تمایز سلولهای 
  IHC 2ایمنوهیستوشیمی

-Antiبیان مارکر زایای GCsسلولهای  برای بررسی تمایز

DDX4 / MVH (antibody - Primordial Germ 
Cell Marker)    با روشIHC ام شد که یک بلوک انج

 DDX4 / MVH  3کننده پپتیدی برای رشته های پپتیدی 
است که در تکامل سلول های زایای ژرم سل  DDX4ژن 

سیتو  و نیز در تحرک اسپرم ها نقش دارد. این پپتید در
قرار دارد. ابتدا سلول های  پلاسم و ناحیه دور هسته 

BMMSCs  با تعویض محیط و پاساژ وارد محیط های
مایزی شیمیایی و فیزیکی شدند. پس از دو هفته از هر ت

سلول برداشته وارد چاهک های پلیت  105گروه تیمار شده 
خانه شد . نمونه ها ی سلولی ابتدا باکمک  محلول پارا  24

 دقیقه در دمای یخچال فیکس 20به مدت  4%فرم آلدئید
  HCLشد. سپس  سه بار شستشو PBSبا  ها و نمونه شدند
اضافه شد. برای  خارج کردن  دقیقه  20به مدت مال دو نر
HCL  از محیط نمونه ها سه بار با PBS  .شسته شد 

محلول   Goat serum %10و BSA 4  %5نمونه ها با

                                                                    
2
 Immunohistochemical analysis 

3
  Cat No. ab13840, Abcam company 

4
 bovine serum albumin 
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 ابراهیمی و همکاران

در دمای اتاق برای   Triton_X  %0.1با  همراه PBS 1در 
دقیقه فیکس  30آنالیز های  ایمونوهیستو شیمی  به مدت 

شستشو گردید.  PBSمونه ها شستشو با شدند. در ادامه ن
 30اضافه شد. بعد از goat serum %10در مرجله بعد 

دقیقه با شستشو سرم از محیط خارج شد و آنتی  45تا 
با   MVH DDX4 antibody, (1 µg/ml)بادی اولیه 

 درمحیط مرطوب و شب طول ( اضافه و در100:1نسبت )
پس دو بار سانتیگراد انکوبه گردید. س درجه 4 دمای

صورت گرفت. اتصال آنتی بادی  PBSشستشو با محلول 
 2ثانویه کانژوکه   بادی اولیه به سلول ها با استفاده آنتی

( 1:1000شناسایی شد. محلول آنتی بادی ثانویه با نسبت )
هسته سلولهای با استفاده  .ساعت اضافه گردید 2به مدت 

.برای  رنگ امیزی مضاعف به رنگ آبی شد DAPI  3از  
پودر رنگ آمیزی هسته سلول  mg 1رنگ آمیزی به میزان 

DAPI   در دمای محیط درʎ1000   بوفرPBS  .حل شد
به حجم  ʎ1000 PBSاز محلول فوق را با  ʎ5سپس 

رسانده و محلول رنگ اضافه شد. در آخر پس از رنگ 
آمیزی سیتوپلاسم سلولها اسلاید های تهیه شده  با کاور 

پوشانیده شده و در تاریکی   gold Anti fade  4اسلیپ
میکروسکوپ فلورسنس نگاهداری شدند. در نهایت با 
 .(24)تصاویر ایمنوهیستوشیمی تهیه شد 

 

  آماری بررسی
 حاضر تحقیق در آمده بدست اطلاعات و نتایج آماری آنالیز
 بنیادی های سلول در سطحی های مارکر درصد بیان شامل

 زنده میزان زایا، های سلول های مارکر صد در و مزانشیمال
 طرفه یک واریانس آماری آزمون توسط سلولها بقا و ماندن

(ANOVA )و Tukey test نان زمونآ همچنین و 
 میان تفاوت سنجش برای Mann-Whitney پارامتریک

 Kruskal–Wallis آزمون و بندی رتبه انجام و ها نمونه

test نرم کمک با نمونه گروه دو ی مقایسه توانایی جهت 
 دار معنی سطح و شد انجام SPSS version 23 افزار

P<0.05 شد گرفته نظر در. 
 

                                                                    
1 phosphate buffered solution 
2 secondary antibodies conjugated to Alexa 
 donkey anti-rabbit IgG red, A11055 

Invitrogen_ 
3 4,6-diamidino-2-phenylindole 
4 Cat No. P36934, Invitrogen 

 نتایج
 کشت محیط در تخراجاس از بعد BMMSCs های سلول

 محیط تعویض مرحله اولین شدند کشت DMEM مناسب
 96 محیط تعویض بعدی مراحل و کشت از بعد ساعت 48

تراکم  به رسیدن از پس و گرفت صورت بعد ساعت
 بعدی پاساژهای برای ها سلول 80حدود % 5سلولی

 ماهیت فلوسایتومتریک آنالیز بررسی. شدند تریپسینه
 و وجود BMMSCs شده کشت ی ها سلول  بنیادین

 بنیادی های سلول به و مربوط CD90 سطحی، مارکرهای
 و سطحی نشانگرهای شدن منفی بعلاوه. کرد تایید را

CD31 سلول که داد نشان خونی سلولهای رده به مربوط 
 .هستند بنیادی های سلول فقط شده داده پاساژ های

 ژپاسا در BMMSCs های سلول تجمع تعداد و افزایش
 دوکی های متفاوت کشتی و همچنین  تشکیل ساختار

روز بعد از  21پس از  شد دیده انجام تیمار از قبل ها سلول
 استخوانی های کشت در محیط تمایز اختصاصی سلول

 با کلسیوم اکسالات رسوب و تجمع علت تمایز یافته به
. آمدند در قرمز رنگ به Alizarin Redرنگ آمیزی 
 به آدیپوژنیک تمایز تایید برای بنیادی  های همچنین سلول

 آمیزی رنگ  Oil Red با روز 14 تا 7 از پس چربی سلول
 به یافته تمایز های سلول درون های گلیسرید تری. شدند
 تشخیص قابل نوری میکروسکوپ با و درآمده قرمز رنگ

سلول های  6بودند. این یافته ها خاصیت چند توان بودن
 (. 1تایید کرد )شکل و نمودار  بنیادی استخراج شده را

 

                                                                    
5
 confluency 
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و همکاران ابراهیمی  

 

 
 

 
CD90                                                                                   CD31 

 میدهد نشان شده خراجاست های سلول بودن بنیادی بر مبنی فلوسایتومتری هیستوگرام نمودار در( FL1-H) فلوروکروم کانال تک ورودی های سلول سنجش. 1 نمودار

 99.5%   مقدار با CD90 بنیادی سلولهای مثبت مارکر با شده استخراج های سلول بودن بنیادی  و کمترین. 2300%  مقدار با CD31 منفی سطحی مارکر بیان که

 .است داشته را بیان بیشترین

   
       به یافته تمایز های سلول( . a)تیمار از قبل  ها سلول دوکی ساختار پییدایش و  4و3 های ساژپا در بنیادی های سلول تعداد و تجمع  افزایش تصویر. 1 شکل

 تمایز تایید برای بنیادی  های سلول(.  b)بودند آمده در قرمز رنگ به Alizarin Red رنگ با کلسیوم اکسالات رسوب و تجمع علت به استخوانی های سلول

 میکروسکوپ با و درآمده قرمز رنگ به یافته تمایز های سلول درون های گلیسرید تری. شدند آمیزی رنگ  Oil Red با روز 14 تا 7 زا پس چربی سلول به آدیپوژنیک

 (.c)بودند تشخیص قابل نوری

 
 TNTs ذرات ساختاری های ویژگی

 

 برای FE-SEM برداری تصویر از آمده دست به نتایج
TNTs میانگین همچنین و دکر اثبات را آن ای لوله ساختار 

. داد نشان nm 15-10 محدوده در را ذرات این قطر

 پوشیده SEM تصاویر  مطالعه از  حاصل نتایج مطالعه
 بستر روی بر ذرات TNTs پراکنده و یکنواخت شدن

 (.2،3 شکل) کرد تائید را فیبرینی

 

Osteogeni
c Alizarin 

Red 

Adipogenic 
Oil Red 

m       µ____100 m       µ____100 

c b a 

7 



 

 

و همکاران ابراهیمی  

    

 با تیتانیوم های لوله نانو در 15nm-10 ابعاد با ای لوله ساختاریکنواخت نتایج: FE-SEM رونیالکت میکروسکوپ ی وسیله به TNT ساختاری ویژگی بررسی. 2 شکل

 (.B) داد نشان را 3000nm نمایی بزرگ با TNT کریستالی ساختار و nm scale bar 300  (A)  نمایی و بزرگ

                 
نمایی و   بزرگ با SEM الکترونی میکروسکوپ ی وسیله به فیبرین ی شبکه روی بر  تیتانیوم های هلول نانو ذرات شدن پوشیده و یکنواخت گسترش مشاهده. 3 شکل

nm scale bar 200   (A) نمایی و  بزرگ ومیکرو گراف باscale bar  B) 1000nm). 

بررسی میزان بقا سلول ها و مقدار سمیت مواد باکمک 

 MTT روش

 به TNTs با هشد تیمار BMMSCsبقا در سلولهای  میزان

ارزیابی گردید. بدین ترتیب که میزان  MTT سنجش وسیله

بقا سلول های بنیادی مزانشیمال استخراج شده در غلظت 

با سه  TNTs g/mlµ 100 , 50 , 25, 5 ,1های متفاوت 

تکرار در هر گروه سنجیده شد. برای هر غلظت از  

TNTs در نظر گرفته شد.  5و3و1، سه گروه در روزهای

میانگین درصد بقا سلول ها در غلظت های مختلف  سپس

 در روز 5 از پس سلولها بقا میزان گردید.  بیشترین مقایسه

 4832/239 با میانگین تعداد  بود که µg/ml  50 گروه

 با ها گروه بقیه به نسبتStd 28.29449 وانحراف معیار

 هم ها گروه  سایر. شد دیده P<0.0001 دار معنی تفاوت

 نسبت ها روز تمام در  P<0.01 دار معنی اوتتف دارای

 معنی افزایش. بودند µg/ml 1 گروه و کنترل گروه به

با  کنترل گروه در ها سلول ی بقا درصد درمیانگین داری

 Std 18.73392و انحراف معیار   100میانگین 

 Std 18.73392و  0356/121با میانگین µg/ml  1گروه

 (.2نمودار) دنش دیده کشت مختلف روزهای در 

A B 
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 در روز 5 از پس بقا میزان بیشترین تیتانیوم: ذره نانو مختلف های غلظت با. 5 و3و1 روزهای در ها گروه بین ها سلول ماندن زنده درصد میانگین مقایسه. 2 نمودار

 > P دار معنی تفاوت دارای ها روز تمام تیمار در های گروه  سایر. شد دیده)***( P < 0.0001 دار معنی تفاوت با ها گروه بقیه به نسبت که بود  µg/ml 50 گروه

 گروه و کنترل های گروه در کشت مختلف روزهای بین در ها سلول ی بقا درصد میانگین در افزایشی. بودند  1µg/ml گروه و کنترل با مقایسه در)*(  0.01

µg/ml  1 نشد دیده. 

 
   GCsسلول های بنیادی به  BMMSCsلقا نتایج تمایز و ا

 GCsسیتوپلاسم سلول های زایای   MVHدر مطالعه کیفی
هسته سلول ها با رنگ آمیزی  را نشاندار کرده بود و

( 4 )شکل به رنگ آبی قابل مشاهده بودند  DAPIمضاعف 
توسط  GCs های پیشروی و بیرون زدگی های سلول

MVH ید مشخص و رنگ آمیزی شده بود. زوا
سیتوپلاسمی سلول ها  به محیط اطراف گسترده شده و 
قابل مشاهده بود. وجود حفرات تیره داخل سلول ها قبل 

نشان دهنده موقعیت  DAPIمضاعف با  آمیزی رنگ از
 MVHهسته سلول ها بود. تعدادی از سلول ها که بیان  

منفی داشند از طریق مقایسه با تصاویری که فقط با  رنگ 
  تعداد ابل مشاهده بود. بدین طریق نسبتق DAPIشده 
 کل تعداد به را بود مثبت MVH به نسبت که های سلول
 تعداد آنها شمرده و میانگین نمونه ها  در ها سلول

  IHCمشخص گردید. در بررسی سه سری از اسلاید های

گروه کنترل با  شده شمارش های سلول تعداد میانگین
 Std. Deviation انجراف معیار  و 73/17میانگین 

، گروه Std 992/6و  43/32 با میانگین RA، گروه 872/1
RA+TNT 850/3 و 13/59میانگین   با Std  گروه ،
RA+UV 862/2 و 40/50 با میانگینStd.   و در گروه

RA+UV+TNT 250/2 و 23/67 میانگینStd  ود. درصدب 
  تیمار های گروه در MVH با شده لیبل ها سلول میانگین

 مقایسه در P < 0.0001( )*** با داری معنی تفاوت با
 RA در گروه (.3داد )نمودار نشان افزایش کنترل گروه با

             دار معنی تفاوت کنترل دارای در مقایسه با گروه
P < 0.05  )**( با Mean Diff وهمچنین 70/14 برابر 

confidence interval for difference دامنه  در
 Tukey's Multipleبا  تست   25/33تا  4.070

Comparison Test .بود 
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 جنسی های سلول به فرابنفش اشعه و  تیتانیوم تیوب نانو  ذرات القای با مزانشیمال بنیادی های سلول تمایز

 
 آمیزی نقاط آبی رنگ هسته سلولها با رنگ :  MVHبرای بررسی میزان بیان مارکر   کنترل تیمار و مختلف های گروه . ارزیابی کیفی ایمنوهستوشیمی در4شکل 

 برروی  MVH مارکر بیانرا درنمونه های ایمونو بافتی در گروه های مختلف نمایش می دهد. بر سیتو پلاسم سلولی    MVHو نقاط سبزرنگ بیان  DAPI مضاعف
 بود. DAPI با مضاعف آمیزی رنگ نیز و سلولهای منفی به صورت معنی عدم وجود رنگ و وجود سلول های زایا و مثبت شده رنگ سلولهای

 
های  گروه در  MVH فتی ایمنوهستوشیمی: افزایش معنی دار درصد میانگین سلول های نشان دارشده باشمارش میانگین سلول ها در نمونه های با نتیجه ی .3نمودار

 > P دار معنی تفاوت دارای کنترل گروه با هم به تنهایی در مقایسه RA گروه. در مقایسه با گروه کنترل نشان داد )*** P < 0.0001(  با دار معنی تفاوت تیمار با

0.05  (**)  
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و همکاران ابراهیمی  

  بحث
که برای درمان ناباروری استفاده  ARTروش های معمول 

، تزریق درون سیتوپلاسمیک اسپرم  1IVF می شود شامل
ICSI2 3و تلقیح درون رحمیIUI  این روش  .(25)است

بیشتر برای بهبود توانایی گامت ها و براساس  های درمانی
درمان  فاکتور های زنانه و مردانه در ناباروری است.  اما 
این متد های کلینیکال نمی توانند  درمان ناباروری ناشی از 
عواملی همچون آزواسپرمی یا نبود تخمک را شامل شوند 

(26) . 
،  BMMSCs مطالعه پس از کشت سلول های  این در

با  جنسی ی زایای ها سلول نتایج  مثبتی بر بروز تمایز  به
پیدایش و مثبت شدن مارکر های اختصاصی دیده شد. در 

 تمایز سلولهای همکاران، و Latifpour M یک تحقیق 
MSCs مانند را زایا های سلول را به انسانی ناف بند 

 استخراج های بنیادی سلول نها ماهیتگزارش کردند. آ
 برای با کمک روش فلوسایتومتری ارزیابی با شده را

 و CD73, CD105 , CD90 بنیادی سطحی مارکرهای
 CD34 CD45سلول های رده خونی سطحی مارکرهای

 را ازMSCs های سلول خاصیت چندتوانی و دادند انجام
با رنگ  غضروفی و یا استخوانیطریق تمایز به سلول های  

 در .(27)گزارش کردند   Oil redو  Alizarin redآمیزی
 و CD31مطالعه حاضر نیز از مارکر های سلولی های 

CD90 سلول ها صورت گرفت و بیان  تمایز جهت تعیین
در سلولهای استخراج شده در این  BMMSCsمارکرهای 

 همکاران و Latifpour M فته های  تحقیق مشابه یا
  . است

 و همکاران و Jung D جمله از محققین از دیگر تعدادی
Shah SM تولید و تمایز زمینه در مطالعاتی ، همکاران و 

. دادند انجام بنیادی های سلول از جنسی زایای های سلول
Geijsen N بنیادی های سلول تمایز نیز همکاران و 

 را جنسی های گامت و مانند زایا ایه سلول به را جنینی
 احتمال و اخلاقی مسائل دلیل به(. 28-30) کردند گزارش
 از تعدادی جنینی بنیادی های سلول زایی سرطان

 به مزانشیمال بنیادی های سلول تمایز روی پژوهشگران
 همین به(. 31،32) اند شده متمرکز جنسی های سلول

                                                                    
1
 In vitro fertilization 

2 Intra cytoplasmic spermatic injection  
3
 Intra Uterine Insemination 

 و بالغ بنیادی ولیسل های رده از نیز تحقیق این در علت
 استفاده مانند گامت زایای جنسی های سلول به آن تمایز

 تمایز برای ای مطالعه در همکاران و Task. شد
BMMSCs غدد زاینده لایه در چندتوان های سلول به 

 استفاده mg 25/1،2،5،10 های نسبت با فیبرین از جنسی
 ، sox17 ،brachyury T, nestinهای ژن بیان. کردند
rex1 روش به RT-PCR در تمایز بیشترین که داد نشان 
 و قطر بیشترین دارای های فیبرین حاوی کشت محیط
 مطالعه این در(. 20) است گرفته صورت رشته و طول
 ساخته فیبرین از همزمان طور به BMMSCs تمایز برای
 و TNTs و 1:1 نسبت با ترومبین و فیبرینوژن از شده
 تولید و تمایز بیشترین موجب که شد استفاده  UVپرتو

 تحقیق نتایج. بود کنترل گروه به نسبت GCs های سلول
 پوشش و UV پرتو و TNTs والقایی تمایزی اثر بر حاضر
 دوز مقادیر اما است همکاران و Task نتایج مشابه فیبرین

 مانند گامت زایای های سلول به BMMSCs تمایز القا
 . باشد می متفاوت

 های سلول از مختلفی انواع میدهد اننش مقالات مرور
 مناسب شرایط در GCs های سلول به میتوانند بالغ بنیادی
 سطوح در اختصاصی های مارکر میتوانند آنها. شوند تبدیل

mRNA به تا کدام هیچ اما. نمایند بیان را پروتیین یا و 
 ناباروری درمان در فعال و عملی GCs تولید به قادر حال
 تولید در اساسی نقش که مهمی های فاکتور وزهن. اند نبوده
GCs کننده هدایت عوامل یا و دارند GCs چگونگی یا و 
 . نیست معلوم میوز تقسیمات به ورود

  سلول زایایی اختصاصی مارکر بیان حاضر تحقیق در
MVHاستفاده آزمایشی گروه در پروتئین این میزان و 
 مرئی رتوپ و TNTs با شده کوت فیبرین و RA همزمان

UV با تیمار گروه کنترل، گروه به نسبت RA تیمار گروه و 
 مطالعه کنون تا. داد نشان را دار معنی افزایش UV و RA با

 های سلول تمایز در را TNTs اثر مولکولی مکانیسم ای
  Lv. Lتحقیقات. است نداده نشان زایا های سلول به بنیادی

 بنیادی های لولس تمایز TNTs که دادند نشان همکاران و
 را ساز استخوان های سلول به چربی بافت از شده مشتق

 لیزین در H3 هیستون متیلاسیون بردن بالا ی وسیله به
 و Runx 2 ژن پروموتور ی ناحیه در 4 شماره
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osteocalcin مهار با demethylase 

retinoblastoma binding protein 2 افزایش     
 مطالعه در همکاران و Braydich-Stolle(. 33) دهد می
 های غلظت با نقره و مولبیدوم و آلومینیوم مواد نانو اثر ای

TNTs g/mlµ 100, 50, 25, 5, 1 از شده تهیه PBS را 
 بررسی C18–4 ی رده جنسی بنیادی های سلول روی بر

 مانند محلول نانوهای اثر مقایسه، برای محققین این. کردند
 این روی بر آلومینیوم کلرید و سدیم مولیبد  نقره، کربنات

 بالاترین که داد نشان نتایج. گرفتند کار به را سلولی ی رده
 صورت  μg/ml  50-10 های غلظت در آپوپتوز میزان
 کاهش آپوپتوز میزان بالا های غلظت در و است گرفته
 عنوان به مواد نانو گیری کار به رغم علی(. 34) است یافته
 شناسی زیست علم و یوتکنولوژیب نانو در جدید ابزار یک

 مواد نانو این غلظت مورد در کافی اطلاعات نبود علت به
 برای غلظت به وابسته سمیت انسان سلامت بر آن اثر و

 گزارشی آنها. شود بررسی باید ذرات نانو انواع ی همه
 القای اثر بر ها سلول این تکامل و تمایز یا و تکثیر بر مبتنی

 حاضرویژگی مطالعه در(. 34،35) دندنکر ارایه نانوذرات
 ابعاد با ذرات ی اندازه ، شده استفاده TNTs اختصاصی

nm 15-10 غلظت و µg/ml50 ی دامنه با مشابه که بود 
-Braydichمطالعات در رفته کار به ذرات نانو غلظت

Stolle کم به رسیدن برای همچنین. است همکاران و 
 از متعاقب تمایز و ولیسل بقا میزان بالاترین و سمیت ترین
 بر TNTs مختلف های غلظت در MTT سنجش بقا، این

 دارای غلظت این از سپس و شد انجام BMMSCs روی
 تحقیق.  شد استفاده تمایزی فاکتور عنوان به بقا بیشترین

Wu تیمار همکاران و TNTs پرتو با UV زیست خاصیت 
 تاتیکالکترواس دفع کاهش با را تییوب نانو این سازگاری

 باعث و دهد می افزایش ها مولکول بیو و زیستی مواد بین
 شود می سلولی تکثیر مثل زیستی های فعالیت افزایش

 نقش افزایش حاضر تحقیق در میتواند موضوع این(. 36)
 زایای های سلول در UV تابش با همراه TNTs تمایزی
 .دهد توضیح را جنسی
 تولید در UV تمایزی نقش مورد در ای مطالعه تاکنون
 تمایز ای مطالعه در. ندارد وجود GCs زایای های سلول
 شد بررسی UV اثر تحت ملانوسیت  به بنیادی های سلول

 ایجاد در را UV پرتو نقش درمطالعاتی همچنین(. 21)

 و بنیادی های سلول کشت محیط در فعال های رادیکال
 ها رادیکال این ی واسطه به ها سلول این DNA به اسیب

 این تمایز عدم و P53 مولکولی مکانیسم شدن فعال و
 همکاران و Wong مقابل در. است داده نشان را ها سلول
 بیان تفییر در نقشی UV پایین دوز کاربرد که کردند اظهار
 کاهش موجب ها هیدروژل و ندارد BMMSCs ژنی

 رادیکال کاهش  علت به BMMSCs های سلول به آسیب
 در(. 37)  شود می بنیادی های سلول تمایز باعث آزاد های

 280UVC (nm) or400-320-320تاثیراشعه ای مطالعه

UVA(nm)  با نقره نانوذرات حلالیت و تحرک روی بر 
 میتواند UV داد نشان و گرفت صورت nm11 ابعاد

 در نانوذرات بیشتر انحلال و نگهداری افزایش موجب
 (.  38) گردد محیط

و همکاران   Shbahangfar M Rدر تخقیقی که توسط 
 UVاشعه  1فانکشنال انجام دادند نقش فوتو 2019در سال 

را بر روی افزایش  2بر روی تیتانیوم  و تاثیر بیوراکتیو
 بنیادی های ساعت در کشت سلول 24وتمایز پس از 

  روی سطوح تیتانیوم را گزارش کردند.بر  MSCsانسانی 
سلولها را  نشان  آنها تغییر رفتار سلولی و عملکرد این

 تیتانیوم روی بر  UV اشعه  تاثیر که داشتند دادند و اظهار
می تواند موجب افزایش تمایز سلولی بر اساس بیان روش 
افزایش فعالیت آنزیم های آلکالین فسفاتاز شود. همچنین 

UV سلول هدایت و فعالیت بیوراکتیو روی بر می تواند 
 Aita H. مطالعات (39) بگذارد زیادی تاثیر استخوانی های

و سایر مطالعات در این زمینه نشان می  (40) و همکاران
بر روی سطوح تیتانیوم می تواند بر   UVدهد که تاثیراشعه 

روی  مهاجرت سلولی اتصال سلولها بر روی سطوح 
 تیتانیوم و گسترش سلولهای بنیادی نقش داشته باشد. 

Minamikawa H که در و همکاران نیز گزارش کردند 
افزایش خاصی در تعداد  MSCs انسانی های سلول کشت

روی نمی دهد. اما تعداد  سطوح عادی روی سلول ها بر
ثر اشعه  سطوح تیتانیومی و تحت ا روی سلول هایی که  بر

UVC  در(. 41) برابر افزایش یافته است 8قرار دارند به 
نیز مطابق یافته های محققین فوق، نقش  حاضر تحقیق

می تواند بر این نانوذرات موثر  UVCفانکشنال اشعه  فوتو

                                                                    
1
 Photo functional 

2
 Bio reactivity 
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بر افزایش قعالیت بیوراکتیو UV باشدو تاثیر اشعه  
محلول کشت سلول های  محیط در نانوذرات تیتانیوم را

 نقش را بیان نماید که می تواند احتمالا افزایش بنیادی
به  UV تابش با در سلولهای بنیادی همراه TNTs تمایزی

 را جنسی زایای های از ویژگی های سلول بیان بعضی
 .دهد توضیح

 

 نتیجه گیری

 درمان یک عنوان به بنیادی های سلول از استفاده امروزه
 چند هر. شود می استفاده ها بیماری از بسیاری برای بالقوه

 علت به درمان در هایی روش چنین از استفاده نتایج که
 نیست، موثر چندان سلولی مرگ وقوع یا تمایزو عدم

 تمایز برای شیمیایی و فیزیکی عوامل از همزمان ی استفاده
 یک عنوان به زایا های سلول به بنیادی های سلول بیشتر

 در  زایا های سلول تولید در تواند می پیشنهادی  متد
 .گردد معرفی ها گامت فقدان از ناشی های ناباروری درمان

 تقدیر و تشکر
 علوم واحد اسلامی آزاد هدانشگا توسط تحقیقاتی طرح این

 کاربری نام با و است شده تایید ایران تهران، تحقیقات
 قابل دانشگاه پروپوزال ثبت ی سامانه از 4199822984

 ارسالی 63360 کد شماره دارای همچنین. باشد می پیگیری
 مورخ دانشگاه اخلاق کمیته و فناوری و پژوهشی معاونت

 قدر و تشکر نهایت وسیله بدین. باشد می 28/08/1398
 پایه علوم دانشکده پژوهشی و آموزشی معاونت از دانی

 علوم دانشگاه پزشکی ی دانشکده و تحقیقات علوم واحد
 مظاهری زهره دکتر خانم از. گردد می اعلام البرز پژشکی

 .گردد می تشکر تجهیزات و مواد تهیه به کمک جهت نیز
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