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 07/12/1395 :تاریخ پذیرش مقاله                                   22/06/1395 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک

مختلف مطالعات در وفیل از قبیل نوترسیستم ایمنی های سلولعملکرد  در ارتباط با المزانشیمبنیادی های سلول کنندگیتنظیم نقش :و هدف مقدمه

تیمار ل های مزانشیماتأثیر سلول بررسی مطالعه حاضر باهدف، است ایمونمودلاتوراستروژن نیز نوعی  از طرف دیگر هورمون است. مورد بررسی قرار گرفته

 .طراحی شدنوتروفیل های سلولبا استروژن، بر عملکرد  شده

 استروژن در با زبورم هایسلول تیمار به اقدام ها،استخوان رت مغز از مزانشیمال بنیادی هایسلول جداسازی از پس مطالعه این در :هامواد و روش

-قابلیت ادامه، در. دشدن ساعت مجاور یک مدت به نوتروفیل هایسلول با مزبور هایسلول سپس. گردید ساعت 72نانومولار به مدت  20و  10 هایغلظت

 (.≥P 05/0شد ) ارزیابی هانوتروفیلهای عملکردی 

تیمار  لبنیادی مزانشیما هایمجاور شده با سلول هایدر نوتروفیلانفجار تنفسی  و میزان درصد فاگوسیتوزی نشان داد که خوببهنتایج مطالعه ما  یج:نتا

 لظتداری در هر دو غطور معنیبه تیمار شده با استروژن هاینوتروفیلپوپتوز در آ میزانچنین هم یافته بود.شده با استروژن نسبت به گروه کنترل افزایش 

 (.P ˂ 05/0استروژن نسبت به گروه کنترل کاهش داشت )

 ؤثر باشد.های بنیادی مزانشیمی مسلولنوتروفیل با های سلولکنش برهمتواند بر روی رسد استروژن میبه نظر می گیری:نتیجه

 نوتروفیل، استروژن، المزانشیمبنیادی سلول  کلمات کلیدی:
 

 

 

 

 

 مقدمه 
 عملکرد تنظیم در بنیادی مزانشیمی هایسلول نقش

 گرفته قرار بررسی مورد مختلف هایزمینه در ایمنی سیستم

 و انسانی T هایلنفوسیت عملکرد و تکثیر مهار به توانمی که

 از ممانعت طریق از سلولی، چرخه در تداخل با موشی مدل

 مهار ،D2 یکلینس بیان مهار و G0-G1 مرحله در سلولی تقسیم

 و NK یعیطب کشنده هایسلول ،B یهالنفوسیت تکثیر

 بنیادی هایسلول  .(1کرد ) اشاره ((DCs دندریتیک هایسلول

 به ایمنی کنندهیلتعد هایویژگی بودن دارا دلیل به مزانشیمال

 هایپاسخ از ناشی هایبیماری تخفیف جهت در بالقوه صوت

 دیابت قبیل از هابیماری از برخی در ایمنی هایسلول التهابی

 قرار توجه مورد متعدد اسکلروز و روماتوئید آرتریت ،1نوع 

 این ایمنیکننده سرکوب فاکتورهای ترینمهم (.2اند )گفته

 سطح در شده بیان مهاری هایمولکول از برخی شامل هاسلول

 برخی ،(Galectins و PDL1 ،TGF-ß ،HLA-G:قبیل از)ها آن

 برخی ،(TGF-ß و IL-10:قبیل از) یضدالتهاب هایسایتوکاین

 برخی و( PAG 2و IDOاکساید،  یتریک: نقبیل ازها )متابولیت

( متالوپروتئینازها یکس: ماترقبیل ازمهارکننده ) هایآنزیم از

 به سلول مستقیم تماس یا و پاراکرین صورتبه که باشندمی

 ترینمهم هانوتروفیل (.3کنند )می ایجاد را خود اثرات سلول

منشأ  استخوان مغز از که هستند میلوئیدی سیستم هایسلول

 سیستم هایسلول ینترمهم و عنوان اولینگیرند که بهمی

 عنوانبه هاسلول باشند. اینمی عفونت مقابل در ذاتی ایمنی

 ذاتی ایمنی سیستم در ایچندهسته هایلکوسیت بیشترین

 و هاجمعیت لکوسیت %50-70چنین هم شوند ومی شناخته

های دخیل در فرآیند التهاب بیشترین فراوانی را در میان سلول

 نسیج هورمون یک استروژن .(4اند )به خود اختصاص داده

 میلویید یا متعهد غیر لنفوسیت بر عمل طریق از کهاست 

 راساز خون بنیادی سلول تمایز استخوان، مغز در پروژنیتور

پژوهشیمقاله 

  

، میکروبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، گروه *نویسنده مسئول: سید میثم ابطحی فروشانی

  Email: sm.abtahi@urmia.ac.ir                                     دانشگاه ارومیه، ارومیه، ایران
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-موجب مهار فعالیت سلول همچنین استروژن کند.می تنظیم

 (.5شود )می invivo و invitro در را ژنآنتی کننده عرضه های

 هایسلول وسیلهبه سیتوکین تولید روی بر استروژن اثر بررسی

 یا با سلولی کشت رویی محلول محیطی خون ایهستهتک

 اینترلوکین افزایش استروژن با تیمار که شد بررسی آن بدون

 ایهستهتک هایی سلولوسیلهبه ایملاحظهقابل طوربه را 10

 اینکه بر علاوه استروژن نیز داد و نشان( PBMC) یطیمح خون

 نقش ،است ایمنی سیستم روی بر تحریکی نقش دارای

، مطالعات ذکرشده(. با توجه به موارد 6دارد ) همکننده سرکوب

ی عملکرد دهشکلچندانی در ارتباط با نقش استروژن در 

ها صورت نگرفته های بنیادی مزانشیمال بر روی نوتروفیلسلول

های بنیادی بررسی تأثیر سلول ما به در مطالعه حاضر است.

ها انشیمال تیمار شده با استروژن بر عملکرد نوتروفیلمز

 پرداختیم.

 

 هاروشمواد و 
های بنیادی مزانشیمال مغز جداسازی و تکثیر سلول 

 استخوان

های تیبیا و های بنیادی مزانشیمال از مغز استخوانسلول

و همکاران  Zappiaهای نژاد ویستار مطابق روش فمور رت

های مزبور از حیوان خانه دانشکده . رت(7)جداسازی شد 

کلیه مراحل این تحقیق  دامپزشکی دانشگاه ارومیه تهیه گردید.

در کمیته اخلاق پژوهشی دانشگاه ارومیه مورد تأیید قرار گرفته 

های مزبور ، اقدام به فلاشینگ مغز استخوانطور خلاصهبه است.

شده،  DMEMانگلستان( - Gibcoبه کمک محیط کشت )

شستشو داده شده و با  دو بارهای استحصالی سپس سلول

های متر مربع به فلاسکسلول به ازای هر سانتی 4×510غلظت 

- Gibcoدرصد ) 10و DMEMحاوی محیط کشت  T25کشت 

ساعت در  24ها به مدت منتقل شدند. سلول FBSانگلستان( 

-خانهگرم 2COدرصد  5گراد و حضور درجه سانتی 37ای دم

های غیر چسبنده حذف گردید و گذاری شدند و سپس سلول

های چسبنده ادامه یافت. تعویض محیط کشت هر کشت سلول

 70بار انجام گرفته و پس از اولین تراکم بیش از روز یک 2

درصد  10های چسبنده با استفاده از تریپسین سلول ،درصد

(Sigma-Aldrich-American حاوی )درصد  2EDTA  از کف

های بعدی فلاسک جداسازی گردیده و جهت پاساژ به فلاسک

 (.7منتقل گردیدند )

ز یت ادرنهاهای بنیادی مزانشیمال با استروژن: تیمار سلول

های مجاورسازی با یشآزماها جهت انجام پاساژ سوم سلول

-سلول ،وز پس از پاساژ سومر 7-10 ها استفاده شدند.نوتروفیل

 20و  10های های بنیادی مزانشیمال مغز استخوان با غلظت

ساعت تیمار  72لمان( به مدت آ-Biomoleنانومولار استروژن )

عنوان های بنیادی مزانشیمال تیمار نشده بهشدند. از سلول

 گروه کنترل استفاده گردید.

ها با آنهای نوتروفیل و مجاورسازی جداسازی سلول  

 های بنیادی مزانشیمالسلول

ها به کمک های نوتروفیل از خون محیطی رتسلول

(. 9و  8) ندشدی جداساز (تهران -داروپخشکامپاند )مگلومین 

سی محیط سی 5سلول نوتروفیل به همراه  5×610سپس تعداد 

به داخل فلاسک حاوی  FBSدرصد  10و  DMEMکشت 

مدت  و بههای بنیادی مزانشیمال مغز استخوان اضافه سلول

یک ساعت انکوبه گردید. بعد از گذشت یک ساعت مایع رویی 

ی و به آورجمعهای نوتروفیل بود داخل فلاسک که حاوی سلول

ها جهت سانتریفیوژ گردید. سلول دور 1200دقیقه در  5مدت 

صورت به DMEMهای تکمیلی با محیط کشت انجام تست

 .آمد درسوسپانسیون 

 های نوتروفیلقابلیت انفجارتنفسی سلول  

های سلولاز  cell/ml 610 ×2تعداد  به سلولی سوسپانسیون

به خانه  96های کشت تیها در پلتهیه شد. این سلول نوتروفیل

درصد دی  5و گراد درجه سانتی 37مدت یک ساعت در دمای 

 100ید. آنگاه انکوبه گرددر حضور مخمر اپسونیزه  اکسید کربن

)نیترو بلو تترازولیوم( به  NBTمیکرولیتر محلول زیموزان و 

. انکوبه گردید ها اضافه و به مدت یک ساعت دیگرهریک از خانه

هر یک از  دی متیل فورماید به N-Nمیکرولیتر  400یت درنها

 10 به مدت دور در دقیقه 3000ها اضافه و با سرعت خانه

دار گراد در سانتریفیوژ یخچالیسانتدرجه  4دقیقه در دمای 

 میکرولیتر از مایع رویی از هر یک از 200سانتریفیوژ گردید. 

با الایزا نگار  ای ریخته و نتیجهخانه 96ها را در میکروپلیت خانه

 .(11و  10)قرائت گردید  nm540 موجطولدر 

 های نوتروفیلارزیابی قابلیت فاگوسیتوز سلول  

هر کاندیدا آلبیکنس( با غلظت مخمر )سوسپانسیون 
با سرم تازه رت نژاد ویستار  PBSلیتر یلیمدر هر  2×610

سی یک سی سلول نوتروفیل در 5×610و سپس با  اپسونیزه شد

به شیوه مرسوم انکوبه گردید. پس از  RPMIکشت  محیط
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 آسپیره تازه یهاسلول (الف .است مشهود کاملاً سوم پاساژ از پس هاسلول این شکل تغییر. استخوان مغز از شده آسپیره یهاسلول پاساژ -1 شکل

 .سوم پاساژ از پس هاسلول ب( شده؛

 

 

            
   

 یدید پروپیدیوم اورنج و آکریدن دوگانه یزیآمرنگسلول های نوتروفیل بعد از  -2شکل         

 

ها یزی آنآمرنگو  درصد 10ها با فرمالین فیکس کردن سلول

های نوتروفیل ائوزین اقدام به بررسی سلول-با هماتوکسیلن

شد.  40×یزی شده در زیر میکروسکوپ نوری با عدسی  آمرنگ

(. هر شان 12و  10)شد شان به ازای هر لام بررسی  5تعداد 

بدین ترتیب تعداد  .سلول نوتروفیل بود 70-100حدوداً حاوی 

های که فاگوسیتوز انجام داده بودند مشخص کل نوتروفیل

 گردید.

 های نوتروفیلارزیابی آپوپتوز سلول  

های نوتروفیل مجاور شده با سلولیزی سلولآمرنگپس از  

ار شده با استروژن های بنیادی مزانشیمال مغز استخوان تیم

 acridineی آکریدن اورنج و پروپیدیوم یدید )هابارنگ

orange/propidium iodide) (Sigma Aldrich به شیوه ،)

ها به کمک میکروسکوپ ی نوتروفیلمانزندهمرسوم، میزان 

شان میکروسکوپی بررسی  5در  40×فلورسانس و عدسی 

 (.13و  12) یدگرد

ها از آزمون آنالیز واریانس مقایسه دادهآنالیز آماری: جهت 

استفاده گردید. در تمام  Tukey’s test ( وANOVAطرفه )یک

دار در نظر گرفته شد. یمعنعنوان سطح به p<05/0ها بررسی

 21ویراست  SPSSی افزارنرمهای آماری در محیط کلیه بررسی

 Microsoft Excelافزار نرمانجام شد و برای ترسیم نمودارها از 

گزارش  Mean±SDصورت به هاداده( استفاده گردید. 2013)

 .شدند

 

 نتایج
های آسپیره شده از مغز پس از سه بار پاساژ سلول

شکلی کشیده پیدا نموده و به شکل  مزبورهای استخوان، سلول

 (.1شکل آمدند ) درهای بنیادی مزانشیمال تیپیک سلول

 کشیدن درون به -1: مرحله دو شامل فاگوسیتوز فرآیند
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 از استفاده با کشیده درون به عامل کشتن -2 مهاجم؛ عامل

است.  اکسیژن بهوابسته  یرغ و اکسیژن به ی وابستههاروش

 ارزیابی شد، استفاده مطالعه این در که ارزیابی فاگوسیتوز تست

 ارائه را نوتروفیل یهاسلول وسیلهبه قابلیت برداشت از کلی

 انفجار قابلیت از کلی ارزیابیNBT احیای  آزمون .دهدیم

-دهد. بر این اساس به نظر میمی ارائه را هاتنفسی نوتروفیل

های بنیادی مزانشیمال تیمار شده با استروژن در رسد که سلول

نانومولار موجب افزایش قابلیت  20و  10هر دو غلظت 

های نوتروفیل مجاور شده با فجار تنفسی سلولفاگوسیتوز، ان

 (.2و  1نمودار ) گرددها میآن

 آکریدن دوگانه یزیآمدرروش رنگ که است ذکر به لازم

-سلول تمامی داخل به اورنج آکریدین یدید؛ پروپیدیوم اورنج و

. گرددمی هاآن هسته شدنسبزرنگ  موجب و کردهنفوذ  ها

 هاآن غشای که شودمی هاییسلول وارد فقط پروپیدیوم یدید

 هاآن هسته در قرمز رنگ ایجاد باعث نباشد، همچنین سالم

 سبز رنگ به هایسلول سالم؛ سبز، رنگ به هایسلول .شودمی

 اولیه؛ آپوپتوز ،قطعهقطعه و متراکم کروماتین با روشن همراه

 ،قطعهقطعه و متراکم کروماتین با قرمز رنگ ی دارایهاسلول

 و متورم نرمال، هسته دارای که ییهاآن ثانویه و آپوپتوز

های انجام (. بررسی2باشند)شکلنکروز می هستندقرمزرنگ 

شده حاکی از آن است که استروژن در هر دو غلظت حداقل 

ی مزانشیمال در حفظ های بنیادمنجر به افزایش قابلیت سلول

 (.3نمودار ) گرددهای نوتروفیل میبقا سلول

 گیریو نتیجه حثب
-واکنش سلول، های بنیادیدانش سلولافزایش با توجه به 

توجه است که قابلامروز های ایمنی های بنیادی با سلول

ایمنی اکتسابی و تا حدی ایمنی ذاتی مطالعاتی  یینهدرزم

عنوان یک مدیاتور مهم در استروژن هم به صورت گرفته است.

سیستم ایمنی شناخته شده و نیز با توجه به اینکه نوتروفیل 

-عنوان اولین خط دفاعی بدن مطرح است و نیز نقش سلولبه

واکنش متقابل این دو گروه از ، هاهای بنیادی در درمان بیماری

مورد بررسی قرار  در این مطالعه های مغز استخوان رتسلول

آمده این مطالعه در درمان دستگرفته است تا بتوان از نتایج به

های مرتبط با استفاده از تکنیک سلول درمانی استفاده بیماری

 مغز داخلی محیط در نوتروفیل هایسلول نکهیباوجودا .کرد

 
ز ساعت بعد ا 72های مزانشیمال درصد فاگوسیتوز در سلول -1نمودار 

ا هداده استروژن در مقایسه با گروه کنترل. تیمار با دوزهای مختلف

 .ارائه شده استانحراف معیار   ±میانگین صورتبه

 

 
ی هامیزان انفجار تنفسی در نوتروفیل مجاور شده در سلول -2نمودار 

استروژن در  تیمار با دوزهای مختلفساعت بعد از  72مزانشیمال 

ارائه یار انحراف مع ± میانگین صورتبهها مقایسه با گروه کنترل. داده

 شده است.
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ساعت  72های مزانشیمال میزان آپوپتوز سلولی در سلول -3نمودار 

-داده. استروژن در مقایسه با گروه کنترل بعد از تیمار با دوزهای مختلف

 ارائه شده است.انحراف معیار  ± میانگین صورتبهها 
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 هاهای مزانشیمال تیمار شده بر نوتروفیلتأثیر سلول

 

 بین مستقیم ارتباط یک وجودنیباا شوندبالغ می استخوان

 محیط در بالغ هاینوتروفیل و مزانشیمی بنیادی هایسلول

 نظر به. است نشده داده شرح دقیق طوربه استخوان مغز داخلی

 از نوتروفیل هایسلول حفاظت در هاسلول این که رسدمی

مغز  داخلی محیط در هاآن یسازفعال مهار و زودرس مرگ

 مزانشیمی بنیادی های(. سلول14و  1دارند ) نقش استخوان

 برابر در اصلی دفاعی هایمکانیسم در ایمونومودلاتوری نقش

 و دهندمی نشان خود از را ایمنی سیستم مضر هایواکنش

 و استخوان مغز داخلی محیط بین رابط عنوانبه ترتیب بدین

 (. اثرات15کنند )می عمل زنده موجود در خون

 نیازمند مزانشیمی بنیادی هایسلول ایمونومودلاتوری

 قبیل از ایمنی سیستم هایسلول با هاآن اولیه یسازفعال

 هاسلول این التهابی پیش هایسایتوکاین تولید و هانوتروفیل

 بنیادی هایسلول ی،سازفعال از بعد .استIL-1 و TNFα مانند

 نیتریک قبیل از محلول فاکتورهای تولیدواسطه به مزانشیمی

 و IL-6 و ژنازیداکس 2،3 نیاندولام ،E2 نیپروستاگلاند اکساید،

 PDL1 ،TGFβ ها،گالکتین شامل کنندهمیتنظ هایمولکول

 بازی ایمنی سیستم روی را یاکنندهسرکوب نقش ،HLA-Gو

 بر استروژن که دهدمی نشان تحقیقات (.16-18 و 1کنند )می

 از یکی هورمون این مؤثر است. ایمنی سیستم عملکرد روی

 این اعضای همه .است استروییدی هایهورمون خانواده اعضای

 که شده مشخص .دارند نقش هاژن بیان تنظیم در خانواده

 بنیادی هایسلول روی بر ایمنی سیستم مدیاتوری عملکردهای

 محلول فاکتورهای یا و سلول-سلول ارتباط توسط مزانشیمی،

 افزایش سبب پروژسترون با همراه شود. استرادیولمی تنظیم

 اپوپتوز در تأخیر طریق از عمل این که شودمی نوتروفیل بقای

(. در 17-19) ردیگمی صورت 9و  3 کاسپاز فعالیت کاهش با

های جنسی و های هورمونمطالعات مختلف حضور گیرنده

های بیان گیرنده شیبرافزاها چنین تأثیر خود این هورمونهم

 شیبرافزاها علاوه (. این هورمون20است )خود ثابت شده 

این  بازگردشهای سیستم ایمنی باعث افزایش فعالیت سلول

 در نوتروفیل هایسلول (. هموئستاز21شوند )ها نیز میسلول

دو گیرنده  ER-βو  ER-α .گرددمی تنظیم آپوپتوز توسط بدن

های نوتروفیل هستند که تحت هورمون استروژن بر سطح سلول

در (. 22) ابدیافزایش میها تأثیر خود استروژن میزان بیان آن

های مطالعه اسمعیلی و همکاران مشاهده است که تیمار سلول

بنیادی مزانشیمال با کلسی تریول موجب افزایش فعالیت 

 مایع رویی حاصل از کهیدرحالهای نوتروفیل شده سلول

های بنیادی مزانشیمال تیمار شده با کلسی تریول موجب سلول

 (. حضور23است )های نوتروفیل شده مهار فعالیت سلول

 کنار در سالم افراد از استخوان مغز مزانشیمی بنیادی هایسلول

 داریمعنی صورتبه 500 به 1 نسبت به نوتروفیل هایسلول

 حال در نوتروفیل هایسلول در آپوپتوز کاهش موجب

 فعال هاینوتروفیل و IL-8 با شده فعال هایاستراحت، نوتروفیل

-N-formyl-L-methionin-L-leucyl-L دیپپتتری با شده

phenylalanine  مشخص بیشتر تحقیقات (.18و  1است )شده 

 بنیادی هایسلول توسط شده تولید IL-6 که است نموده

 هایدر سلول آپوپتوز مهار و بقا افزایش موجب مزانشیمی

 پیش پروتئین سطح کاهش موجب IL-6 گردد.می نوتروفیل

 در mcl-1 آپوپتوزی ضد پروتئین افزایش و Bax آپوپتوزی

 کاهش ما بررسی در (.19-24گردد )یم نوتروفیل هایسلول

 با که مزانشیمی سلول با شده مجاور نوتروفیل در آپوپتوز

 ممکن گفت توانمی که گردید مشاهده شده تیمار استروژن

 تولید که بیان شده دیگری منابع در .باشد علت همین به است

 در که گرددمی آپوپتوتیک آنتی اثرات ایجاد سبب 6 اینترلوکین

 مطالعه در .(13گذارد )می اثر نوتروفیل عملکرد تقویت و حفظ

 استروژن با مزانشیمی سلول تیمار که است شده مشاهده هم ما

با توجه به  است. گردیده نوتروفیل در فاگوسیتوز افزایش سبب

در این مطالعه  رسدیمنتایج مطالعات قبلی انجام شده به نظر 

ای دخیل بوده که نیاز به در ایجاد چنین نتیجه IL-6نیز 

 یسازفعال مزانشیمی با هایسلولبررسی و انجام آزمایش دارد. 

-می 6 اینترلوکین تولید سبب STAT-3 یبردارنسخه فاکتور

 صورتبه اکسیژن آزاد هایرادیکال گردند و به دنبال آن تولید

 تشدید موجب و داکردهیپ افزایش هانوتروفیل در ختهیگسلجام

 نوتروفیل هایسلول توسط شده ایجاد ایمونوپاتولوژیک ضایعات

مطالعه نشان داد این نتایج  یتوجهطور جالببه .(13شود )می

موجب افزایش استروژن مغز استخوان با  یهاMSCکه تیمار 

 یهاداری قابلیت فاگوسیتوز و انفجار تنفسی سلولمعنی

 مطالعات در زمینه این در که است لازمنوتروفیل شده است. 

 .پذیرد صورت بیشتری تحقیقات آینده
 

 تشکر و قدردانی
زهرا نکوئی  1627 نامه شمارهیانپااین مقاله مستخرج از  

نگارندگان از . استشناسی یمنیادانشجوی کارشناسی ارشد 
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Abstract 
 

Background & Objectives: The regulatory role of the mesenchymal stem cells on the cells of immune 

system such as neutrophil has been investigated in several studies. On the other hand, estrogen 

hormone is one kind of immunomodulatory agents. This study was designed to investigate the effect of 

mesenchymal cells treated with estrogen on the neutrophil function. 

Materials & Methods: Having isolated the mesenchymal stem cells from bone marrow of rats, the 

researchers treated the cells with 10 or 20 nM concentrations of estrogen for 72 hours. In the next stage, 

the MSC cells were co-cultured with neutrophil cells and incubated for one hour. Then, the neutrophil 

functions were assessed (P<0/05). 
Results: The results of the study clearly showed that the percentage of phagocytosis and the respiratory 

burst in co-cultured neutrophil with mesenchymal stem cells treated with estrogen had increased 

compared to that of the control group. Moreover, the rate of apoptosis in neutrophils treated with 

estrogen significantly decreased in both estrogen concentrations compared to that of the control group 

(P<0/05). 
Conclusion: It seems that estrogen can modify the interaction of the mesenchymal stem cells and 

neutrophil. 
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