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Abstract 
Background: The aim of the present study was to determine the effect of Titanium carbide nanoparticles on 

stemness and senescence markers of mouse bone marrow derived mesenchymal stem cells. 

Methods: After isolation of mesenchymal stem cells from mouse’s bone marrow, their surface markers were 

studied using flowcytometry. MTT assay, cell cycle analysis; colony forming assay, and senescent beta galactosidase 

staining were performed for cells treated with titanium carbide nanoparticles. Then, the expression of OCT-4 and 

Nanog genes were studied by qRT-PCR in titanium carbide treated mouse’s bone marrow mesenchymal stem cells 

(mBMSCs). 

Results: All mBMSCs showed spindle shaped morphology. Their identity was confirmed by flow cytometry of 

stained cells for CD11b, CD90, CD45, and CD44 markers. The MTT assay results showed that titanium carbide 

effect is time-dependent and no cytotoxic effects were observed in short treatment times. But toxic effects were 

observed after 72 or 144 hours of post treatment with doses range from 0.1 to 1 mM (P<0.05). Besides, cell cycle 

study detected more cell populations in G0/G1 and less percentage in S phase. The colony forming assay in treated 

cells exhibited smaller size of colonies. The beta galactosidase staining of treated cells demonstrated more positive 

cells (more aged cells). Finally, qRT-PCR showed significant down regulation of OCT-4 and Nanog (p<0.05). 

Conclusion: Titanium carbide as an implant material could affect the viability, stemness and senescence of 

mBMSCs in negative manner. 
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 مقاله پژوهشی
 

بر نشانگرهای بیانی بنیادینگی و پیری ها  تیتانیوم کربید مورد استفاده در ایمپلنتمطالعه اثر 
 موشهای بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان  سلول

 
 *4عفت علیزاده، 4، اکرم فرزندی4رویا ولیزاده، 9رویا صالحی

 
 دانشکده علوم نوین پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تبریزنانوتکنولوژی پزشکی،  گروه1
 ، دانشکده علوم نوین پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی تبریزگروه بیوتکنولوژی پزشکی2

 alizadehe@tbzmed.ac.ir    ؛مسؤولنویسنده 

 
 11/11/1399انتشار برخط:      22/11/1398پذیرش:      9/11/1398دریافت: 

 522-535(:5)22 ؛1399درمانی تبریز.  -مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی
 

 چکیده
نشیمی مشتق شده از مغز های بنیادی مزا پیری سلولو تعیین اثر نانوذرات تیتانیوم کربید بر نشانگرهای بیانی بنیادینگی  هدف از این کار پژوهشی زمینه:
 باشد. می موشاستخوان 

های  برای سلول  MTT. آزمون سمیتشد مطالعه فلوسایتومتری کمک به آنها مارکرهای استخوان، مغز بنیادی های سلول استخراج از پس :کار روش
ک تست بررسی فلوسایتومتری، تشکیل کلنی به کم سلولی به کمک چرخهیتانیوم کربید انجام شد. سپس کشت شده در مجاورت ت مغز استخوان موش بنیادی

 ,Nanog های بنیادینگی ها با تیتانیوم کربید انجام شد. در نهایت بیان ژن آمیزی بتاگالاکتوزیداز پس از مجاورت دادن سلول پیری از طریق رنگ وتشکیل کلنی 

OCT4  به کمک QRT-PCR مطالعه شد. 
 هویت فلوسایتومتری، تکنیک کمک با سطحی مارکرهای مطالعه. بودند دوکی شکل به و استخراج خوبی به موش استخوان مغز بنیادی های سلول :ها یافته
داد که تیتانیوم کربید در  نشان MTTنتایج آزمون (. 54CD ،55CD،09CD،11CD سطح سلول )مارکرهای قرارداد تایید مورد را مطالعه این بنیادی های سلول
سمیت  ،مولار میلی 1الی  1/9با دوزهای  های مغز استخوان موش پس از انکوباسیون سلول روز 6و  3دهد اما در مدت زمان  مدت سمیت نشان نمی کوتاه

و  شده G0/G1 های بیشتری وارد فاز سلول ،کنترلگروه به  سلولی نشان داد که نسبت چرخه(. همچنین نتایج >94/9p) وابسته به دوز و زمان نشان داد
های با اندازه  کنترل کلونیگروه های در معرض تیتانیوم کربید نسبت به  نتایج تشکیل کلونی نشان داد که سلول .دنده کاهش نشان می S ها در فاز سلول جمعیت
میزی مثبت آ های بیشتری رنگ های در معرض تیتانیوم کربید تعداد سلول میزی بتاگالاکتوزیداز نشان داد که درسلولآ رنگدهند. همچنین  تری تشکیل می کوچک
 نسبت به کنترل بود. Nanog ،5- OCT های بنیادینگی شامل همچنین نشان دهنده کاهش بیان ژن  qPCRدهند. نتایج نشان می
مطالعه  بنابراین ،گیرند میآزاد شده از آنها قرار   موادها و  نتایمپلدر معرض مواد  یادهستند که به احتمال ز ییها مغز استخوان جزو سلول بنیادی های سلول

این مطالعه  در باشد. یدمواد مف ینا یخطرات احتمال یریتمد یبرا تواند یمغز استخوان م بنیادی های سلول پیریو  بنیادینگی برویمدت  لانیمواد در طو ایناثر 
مورد مطالعه قرار گرفت و نتایج این مطالعه با مطالعات قبلی که روی مشتقات دیگر تیتانیوم انجام شده است  های بنیادی موش تیتانیوم کربید بر سلول اثر

 سازگار و نزدیک بود.
تواند اثرات منفی بر زنده مانی  در طولانی مدت می های این تحقیق تیتانیوم کربید به عنوان یک ماده مورد استفاده در ایمپلنت : با توجه به یافتهگیری هنتیج
 ها ی بنیادی مغز استخوان رت و بنیادینگی آنها داشته همچنین پیری درآنها را افزایش دهد. سلول
 

 بنیادینگی های بنیادی مزانشیمی، تیتانیوم کربید، ایمپلنت، سالخوردگی بیولوژیکی، سلول :های واژهکلید 
 

بر نشانگرهای بیانی بنیادینگی و پیری سلولهای بنیادی ها  تیتانیوم کربید مورد استفاده در ایمپلنتمطالعه اثر . ع علیزادهر، ولیزاده ر، فرزندی ا،  صالحی مقاله:نحوه استناد به این 
  456-435:(4)54 ؛1300درمانی تبریز.  -مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی. موشنشیمی مشتق شده از مغز استخوان مزا
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 مقدمه
های بنیادی نویدبخش درمان انواع  اخیرا درمان با سلول

و همکاران رایو  ،رود حتی نادر به شمار می های رایج و بیماری
بیماریهای قلبی و رتروز، ضایعات نخاعی، آ. دردرمان دیابت، (1)

مارکرهای  نبوددان کاربرد دارد ولی به دلیل حتی رشد دن
تشخیص و شناسایی این  ،های بنیادی بالغین اختصاصی در سلول

ها احتمال  ها دشوار است. از طرفی استفاده از این سلول سلول
ایمنی و حتی مرگ را به مسمومیت، کمبود  ایجاد عفونت، سرطان،

های  . حفظ و نگهداری سلول(4)همکاران  و د، باکشدنبال دار
های بالغ برای هموستاز بافتی و شروع بازسازی  بنیادی در ارگانیسم

باشد. بنیادینگی به عنوان  بافتی و پاسخ به جراحت ضروری می
 های بنیادی مطرح شده الگوی بیان ژنی مشترک در همه سلول
 (Stemness)بنیادینگی است و هدف پژوهشگران از بیان واژه

های بنیادی در شرایط غیرتمایزی و  بیشتر برای نگهداری سلول
های بنیادی اغلب  . سلول(3)و همکاران  جکسون ،باشد پرتوانی می

بیرونی و درونی از محیط اند و فاکتورهای  فعالبه حالت غیر
 و همکاران ، الیسونشوند اطراف سبب شروع تکثیر یا تمایز آنها می

های بنیادی مزانشیمی، بعد از پاساژ از لحاظ تکثیری  سلول .(5)
های  ها احتمالا به روش که دلیل این تفاوت پتانسیل متغیری دارند

 سن و دهنده سلول، تفاوت در مختلف جداسازی، شرایط فرد
آوری شده  های جمع های بنیادی در نمونه پایین بودن تعداد سلول

ها  رغم پتانسیل تکثیری بالا، این سلول شود. علی مربوط می
و فعالیت تلومرازی خود را از دست  داشته کاریوتیپ نرمال

پدیده  شوند. دچار پیری میولی با انجام پاساژهای متعدد  دهند. نمی
، توان تکثیری و تمایز نشان داده ریخت شناسی پیری با اثر بر

ها و کاهش توان تمایز  CFU-Uشود. پیری سبب کاهش تعداد  می
های بنیادی مزانشیمی  سلول. (4) همکاران وباکستر   ،شود می

منحصربه فرد در ترمیم استخوان و تولید غضروف در بدن پتانسیل 
خوش تغییراتی  ها در بدن دست دارند اما به هنگام کاشت ایمپلنت

ها به  بد و سلولیا یشان کاهش م های بنیادینگی شوند. بیان ژن می
ز یکه این موارد در پزشکی بسیار حا شود دچار پیری می مرور

اختلالات ارتوپدی یکی . (4) همکاران و، باکستر باشد اهمیت می
ارتوپدی به  تروما باشند. های جسمی می ترین ناتوانی از شایع
آسیب  ها، اسکلتی شامل شکستگی استخوان -های عضلانی آسیب

 شود. اهداف درمان تروما مفاصل و آسیب بافت نرم گفته می
ارتوپدی، ترمیم آناتومی نرمال، ثابت کردن انتهاهای آسیب دیده 
برای کمک به تسکین درد بدن و اجازه به التیام و احیا آسیب و 

حرکتی  تواند با بی ها می باشد. اکثریت شکستگی ترمیم عملکرد می
های استخوان در  منجر به تثبیت شکل که این امر زخم التیام یابند

های مختلفی از جمله  . شکستگی در مکانشود محل شکستگی می
ترین  افتد که یکی از شایع اتفاق می غیره لا ووپااسک تیبیا، گردن،

 افتد.  آنها در گردن اتفاق می

 نکات کاربردی
در این مطالعه مشخص می گردد که تیتانیوم کربید مورد 
استفاده در مصارف مختلف می تواند بر بنیادینگی سلولهای بنیلدی 

 منفی داشته همچنین آنها را به سمت پیری سوق دهد.اثر 
 

 ها هستند و های شکستگی ایمپلنت ترین ابزار برای مراقبت رایج
کنند  در واقع به عنوان جایگزینی برای ساختار آسیب دیده عمل می

که به ایجاد یک ساختار پایدار جهت کمک به درمان از آنها استفاده 
و تنگی کانل  رتروزآ اسکولیوز،ها در درمان  ایمپلنت شود. می

توان از فلزات با جنس  ترین آنها می نخاعی کاربرد دارد. از مهم
. (6)و همکاران برونیکاردی  )پلاتین( و تیتانیوم نام برد پلاتینیوم

تولید کنند و را ( (ROSهای فعال اکسیژن  ذرات قادرند گونهنانو
بنابراین روی غلظت کلسیم درون سلولی، فعال نمودن فاکتورهای 

 توانند نقش داشته باشند. ها می رونویسی و ایجاد تغییر در سایتوکین
آسیب رساندن  های مختلف نظیر از روش گونه های فعال اکسیژن

، تداخل با مسیرهای سیگنالینگ سلولی، تغییرات در روند DNAبه 
زو  ها آسیب وارد کنند توانند به سلول می غیرهها و  نرونویسی ژ

و تیتانیوم کربید اثرات تیتانیوم اکسید  . نانوذرات(5)و همکاران  سی
را به  MSCمنفی بر روی زنده بودن سلول، تکثیر و سلول سلولی 

و همکاران هو وای  ،اندازه داردصورت وابسته به دوز و وابسته به 
ها در استخوان با اهداف درمانی، در  با توجه به کاشت ایمپلنت. (8)

های  این مطالعه بر آن شدیم که تاثیر تیتانیوم کربید به عنوان ایمپلنت
در پیری و بنیادینگی  را های مختلف کاشته شده در شکستگی

های بنیادی مزانشیمی مطالعه کنیم. با توجه به اینکه تا به  سلول
اکنون کار تحقیقاتی در این زمینه صورت نگرفته است امید است با 
انجام این طرح گام کوچکی در رفع مشکلات احتمالی 

 .های ارتوپدی صورت گیرد جراحی
 
 کار روش 

 . نانوذرات تیتانیوم کربید1.2
خریداری شد. نانوذرات تیتانیوم کربید از شرکت نانوسانی 

بر اساس   %00 آننانومتر و خلوص  69تا  59سایز نانوذرات بین 
 گزارش شرکت بود.

 های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان سلولکشت . 2.2
 موش

کل به کمک پروت های بنیادی مغز استخوان موش سلول
های کشت  فلاسک ها در این سلول .(0) استخراج شدفلاشینگ 
 199و  FBSو ده درصد  DMEMبه کمک محیط کشت سلولی 

 19 همراه هاسترپتومایسین، ب و سیلین های پنی بیوتیک واحد آنتی
محض رسیدن به   هکشت گردید. بbFGF از لیتر  نانوگرم بر میلی

به فلاسک جدید منتقل   Triple Eبه کمک هشتاد درصد الحاق،
 تعویض محیط کشت دو بار در هفته انجام گردید.شد و 
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 . بررسی سمیت سلولی2.3
باشد که برای ارزیابی  سنجی می یک روش رنگ MTTتست 

 رود. برای بررسی میزان تکثیر فعالیت متابولیک سلول به کار می
(proliferation) بقا ،(viability) و سیتوتوکسیسیته (cytotoxicity) 

تیازول(  -)تترازولیوم پودر زردرنگ MTT .شود سلولی انجام می
اکسیدوردوکتاز  های محلول در آب است که توسط آنزیم

های سیاه رنگ و نامحلول فورمازان داخل  میتوکندریایی به کریستال
 DMSO یابد. سپس از طریق های زنده کاهش می سلول

در  لامحلول سیاه به رنگ ارغوانی محلوهای فورمازان ن کریستال
 آیند.  می

سلولی  برای انجام این تکنیک نیاز به شمارش و پاساژ
 4999، خانه 06بعد از شمارش در هر چاهک از پلیت . باشد می

های اطراف فقط  به چاهکشدند.  کاشته برابر تعداد سلول و به
محیط خالی به منظور جلوگیری از اثر لبه و تامین رطوبت افزوده 

ساعت در انکوباتور قرار  45خانه به مدت  06شد. سپس پلیت 
ها برداشته  میکرولیتر محیط رویی چاهک 499روز دوم  داده شد.

های مختلف  از غلظت میکرولیتر از 499شده و به هر چاهک 
 ،به صورت سه تکرار مولار میلی 1 الی 1/9 دوزهای با تیتایوم

روز  6روز و  3بازه زمانی   درها  مانی سلول سپس زنده .اضافه شد
ها را بیرون  میکرولیتر محیط رویی سلول 499بعد  شد. بررسی

میکرولیتر محیط کشت جدید به هر چاهک افزوده  499ریخته و 
گرم  میلی 4)که با غلظت  MTTمیکرولیتر از محلول  49سپس  .شد

وزن شد و با محیط کامل به حجم رساندیم و در  گردید،محاسبه 
)زیر هود و در  نهایت فیلتر کردیم( به هر چاهک اضافه شد

 5خانه در داخل فویل قرارگرفته و  06سپس پلیت  ،تاریکی(
میکرولیتر محیط داخل  499 ساعت، 5ساعت انکوبه گردید. بعد از 

های سیاه  ها دور ریخته شده و زیر میکروسکوپ کریستال چاهک
به داخل  MTTمعنی که   مازان مشاهده شد. بدینررنگ فو
سپس به هر چاهک  کشد. آنها را میهای زنده نفوذ کرده و  سلول
که  انکوبه گردید هدقیق 49افزوده شد و  DMSO میکرولیتر 499

مازان و ایجاد رنگ رهای نامحلول فو سبب حل کردن کریستال
 خواندن ارغوانی شد. بعد از این مرحله پلیت داخل فویل به محل

جهت محاسبه درصد  شد. خوانده ODالایزا منتقل شده و 
 :s: sample, b)استفاده گردید. از فرمول زیر (viability)مانی  زنده

blank, c: control)  
Viability: ODs-ODb/ODc-ODb ×100 

 سایتومتری. فلو2.4
 899و 399، 199های  ها با غلظت پس از تیمار کردن سلول
مزانشیمی  به ترتیب برای رده سلولیمایکرومولار تیتانیوم کربید 
ساعت از مجاورت  58و گذشت  موشمشتق از مغز استخوان 

سپیره آها )داخل چاهک(  ها با این مواد، محیط روی سلول سلول
شستشو داده شد.  PBSها توسط حجم معینی از  شده سپس سلول

دقیقه  4سپس محلول تریپسین به هر چاهک افزوده شد و به مدت 

قرار گرفت. پس از خروج  گراد سانتی درجه 35در انکوباتور 
آنزیم با محیط کامل خنثی شده و محتویات  ها از انکوباتور، پلیت

سه شده و بار دیگر سانتریوفیوژ سوسپان PBSطور  هر چاهک را به
بار تکرار شد(. در نهایت پس از دو بار  4)در این مرحله  گردید

به هر فالکون حاوی سلول اضافه  PBSماکرولیتر  399 شستشو،
سرد به هر  %59ماکرولیتر الکل اتانول  599سپس ده و پیپتاز شد. کر

فقط به آرامی  ) در اینجا پیپتاز نباید انجام شود هشدفالکون اضافه 
ها به  بعد از نگهداری سلول توان تکان داد(. ها را می اندکی فالکون

های  ، فالکونگراد سانتی درجه 5روز در یخچال  4تا  3مدت 
دقیقه  4به مدت  دور در دقیقه 4499 را باها  حاوی سلول
 هسرد شستشو شدPBS ها مجددا توسط  . سلولیمسانتریفیوژ کرد

دقیقه در  54بعد به مدت  .ندشد پخش میکرولیتر 399و در  بار(4)
ماکرولیتر  14قرار گرفت. سپس  گراد سانتی درجه 35انکوباتور 
در تاریکی افزوده شد و به دستگاه فلوسایتومتری منتقل  PIمحلول 

نتایج فلوسایتومتری با کمک  .گرفتندقرار شده و مورد ارزیابی 
 آنالیز شد. Flow Joافزار  نرم
 

 یداززآمیزی بتاگالاکتو . بررسی پیری با استفاده از رنگ2.5
تانیوم لیتر تی میکروگرم در میلی 399 غلظتمطالعه  ینا در
ها اثر داده شد.  ساعت به سلول 54بیش از  انتخاب و زمانکربید 

رنگ آمیزی بتاگالاکتوزیداز جهت مطالعه  سپس طبق پروتکل زیر
 ها انجام گرفت. میزان پیری در سلول

% 49محلول حاوی  یدبا کننده تثبیتجهت تهیه محلول 
% فرمالدهید تهیه گردد. جهت تهیه بافر 35گلوتارآلدهید و 

در ابتدا محلول سیتریک اسید/سدیم ی پیرسازی، براآمیزی  رنگ
 4/1 گردد. سپس سدیم کلراید تهیه میمولار  میلی 599 فسفات
شود.  آن اضافه میمولار به  میلی 49 تهیه شده و منیزیم کلرایدمولار 

خانه  برای هر نظر گرفته شد. درلیتر  میلی 14 حاسبات برای حجمم
 499 ابتداانجام شد: زیر به صورت مراحل از پلیت شش خانه 

 49ل محلو .شداز محلول پتاسیم فروسیانید تهیه مولار  میلی
د )این ینیز تهیه گرد DMSO در X-gal ازلیتر  گرم بر میلی میلی

و در تاریکی  گراد درجه سانتی 49منفی  در دما دمحلول بای
از بافر سیترات/سدیم میکرولیتر  039 نگهداری گردد(. سپس

از میکرولیتر  49 از پتاسیم فرو سیانید ومیکرولیتر  19، فسفات
الی  0/4محلول نهایی بین  pH نموده ورا ترکیب  X-galمحلول 

های کشت رویی، شستشو با  . پس از خروج محیطتنطیم شد 1/6
PBS  ها را  کل سطح خانه دبای کننده تثبیت. محلول گرفتانجام

دقیقه در دمای اتاق قرار گرفته و با  14پوشش دهد. سپس به مدت 
PBS  آمیزی که آماده شده بود  . سپس محلول رنگداده شدشستشو

ساعت در تاریکی تحت  4ها اضافه شده و به مدت  بر روی سلول
 4 . پس ازشددر انکوباتور خشک انکوبه گراد  درجه سانتی 35 دما
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ساعت، محلول فوق را خارج نموده و پس از چندین مرتبه 
 .قرار گرفتبررسی  موردها  سلول ،ستشوش

 . تست بررسی تشکیل کلونی2.2
 در ،شـدن  داده اژپاس بار سه از بعد مزانشیمی بنیادی های سلول

 بـه  سـلولی  499 هـای  چاهـک  حـاوی  متری، میلی 199 دیش پتری
 تـازه  بـا محـیط   کشـت  محیط سپس. شدند کاشته ساعت 45 مدت
. شـد  ضیتعـو  تیتـانیم کربیـد  لیتـر   گرم بـر میلـی   میلی 44/1 حاوی
ــونی ــای کل ــلولی ه ــد س ــا 15 از بع ــول روز ب ــت محل ــده تثبی  کنن

 بـا  میـزی آ رنـگ . شـد  تثبیـت  دقیقـه  14 بـرای  %4/4 یدگلوتارآلده
 سـپس  و گرفت صورت دقیقه 39 مدت به درصد 4 ویوله کریستال

 انـدازه  و تعـداد  نظـر  از ها کلونی. شد انجام PBS شستشو با محلول
ها با روش شـمارش   تعداد کلونی .شدند شمارش میکروسکوپ زیر

ها در ده میدان دید متفـاوت انجـام شـد.     و میانگین گرفتن از کلونی
هــا بــه وســیله مطالعــه چشــمی و مقایســه بــا انــدازه  سـایز کلــونی 

 های پتری کنترل مورد بررسی قرار گرفت. کلونی

 RNA. استخراج 2.7
ــادی در معــرض غلظــت  ســلول میکروگــرم در  599 هــای بنی

 تیمـاری ها بـدون هـی     سلول. نداز تیتانیوم کربید قرار گرفت لیتر میلی
هـای   هـا در زمـان   به عنوان گروه کنترل در نظر گرفته شدند. نمونـه 

روز( استخراج شدند. برای استخراج کامـل   0 و 1،3،4مختلفی )بعد 
ر های بنیادی تریپسینه شده و رسوب سلولی با بـاف  ها، سلول از سلول

ای  کارخانـه  کـل د. اسـتخراج مطـابق پروت  سه بار شستشو داده شدن
 ,EZ-10 Total RNA Mini-Preps kit, Bio Basicکیت انجـام شـد  

Toronto, Canada) هـای   طـور خلاصـه سوسپانسـیون سـلول     (. بـه
سپس نصف حجـم آن اتـانول    .لیز شد RLTاستخراج شده در بافر 

 4منتقل شـده و بـه مـدت    ها  % اضافه شد. این مخلوط به ستون08
سانتریفیوژ شد. بعد از شستشو بـا  دور در دقیقه  14999دقیقه با دور 

شسته شـده و   RNA بدونبا آب  RPE،RNA  و RW های محلول
 RNA  .سـانتریفیوژ شـد  دور در دقیقه  14999 با دقیقه و 4به مدت 

 گراد زیر صفر نگهداری شد. درجه سانتی 59استخراج شده در 
 استخراج شده RNA. کنترل کیفی 2.2

بردن به درجه خلوص و غلظت  جهت کنترل کیفی و پی
 Aهای ها در طول موج آن (OD)، جذب نوری RNAهای  نمونه

به کمک دستگاه نانودراپ بررسی شد.  A 469/439و 469/489
اشد. ب می دنیز به کمک همین دستگاه قابل خوانها ن غلظت نمونه

ها در طول  و پروتئیننانومتر  469 طول موج اسیدهای نوکلئیک در
جذب نوری دارند. جذب نوری بالا در طول  نانومتر 489موج 
 RNAدهنده آلودگی با بافرهای استخراج  نشان نانومتر 439موج 
نشانه درجه نانومتر،  469/489در  4تا  5/1بین  ODباشد.  می

دهنده ن بودن این نسبت نشان هاست. پایی خلوص بالای نمونه
 آلودگی به پروتئین است.

 استخراج شده RNAاز  cDNA. تهیه سنتز 2.2

RNA ، ار است. کیفیت نمونه حتی در دماای و ناپاید تک رشته 
یابد و مقادیر  با گذشت زمان کاهش می گراد درجه سانتی 59منفی 

 RNAشود. برای رفع این مشکل نمونه  تجزیه می RNAزیادی از 
ای و  که دو رشته cDNAاستخراج شده در حداقل زمان ممکن به 

شود. در فرایند رونویسی معکوس ابتدا  پایدارتر است تبدیل می
مکمل   به عنوان الگو، تک رشته  RNAازبا استفاده  RTآنزیم 
RNA  کند. رشته حاصل  می تولیدراDNA  بوده وcDNA  نام دارد

متناسب با تعداد  cDNAسنس است. مقدار  و یک رشته آنتی
  cDNAبرای تولید اولیه در نمونه خواهد بود. RNAهای  کپی

ه را محاسبه کرده و مطابق هر نمون  RNAازحدود یک میکروگرم 
 Revert Aid cDNAموجود در راهنمای کیت دستورهای

synthesis (hermoscientific) انجام گردید. تولید 

2..2. qRT-PCR 
های  در میکروتیوب qRT-PCRجهت انجام آزمون 

رقیق شده به  cDNAمقدار دو میکرولیتر از نمونه  ،اختصاصی
میکرولیتر پرایمر  4/9صورت تریپلیکت اضافه شد و مقدار 

میکرولیتر پرایمر ریورس رقیق شده اضافه گردید و  4/9 فوروارد و
 و میکرولیتر از سایبر گرین مستر میکس اضافه شد 5نهایتا به میزان 
 : که برنامه آن واکنش ریل تایم انجام شد،  mic PCRدر دستگاه 

 04 ثانیه 14) چهل چرخه وگراد  درجه سانتی 04 دمادقیقه در  19
 بود و  (گراد سانتی درجه 54ثانیه  39 درجه و 69ثانیه  39، درجه

  استفاده شد. CT∆∆نالیزهای ریل تایم از فرمول جهت انجام آ
 آمار آنالیز و . محاسبات...2

 کلیـه شـود.   این مطالعـه جـزو مطالعـات پایـه محسـوب مـی      

 ± (SD)صـورت   بـه  اطلاعـات  .شـد  انجـام  تکرار 3ا با ه آزمایش

mean standard deviation  آمـاری  محاسـبات  بـرای شد.  گزارش 

 تفـاوت بیـان   و شـد  استفاده 16نسخه   SPSSافزار نرم از مطالعه این

 تـی  آمـاری  روش بـا  شـده  تیمار و کنترل نمونه بین هدف های ژن

 .شد نظرگرفته در دار معنی >94/9P .شد محاسبه
 از آمـده  دست به های داده آماری آنالیز شامل کار پایانی مرحله

ــی QRT-PCR روش ــرم  م ــد. ن ــای باش  ABI Applied افزاره

Biosystem  5499 ،(91/4)نســخه  Softwareو LinReg PCR 

 .گردید استفاده ها داده آماری جهت آنالیز
 

 ها  افتهی
 بنیادی  های سلول مورفولوژی -.و3

 استخراج موش استخوان مغز از مزانشیمی، بنیادی های سلول
شدند.  استفاده نامه پایان این تحقیقات انجام برای و شده

های بنیادی استفاده شده به صورت دوکی شکل  مورفولوژی سلول
 شود. دیده می 1 تصویرباشد که در  می
های بنیادی مزانشیمی  های اختصاصی سلول بیان شاخص -2و3

 از مغز استخوان
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دهد که درصد بیان  نتایج آنالیز فلوسایتومتری نشان می
باشد. این  می %4/00% و 5/00ترتیب  به 09CDو 55CD مارکرهای
 های هماتوپویتیک از جمله ست که مارکرهای ویژه سلول ا در حالی

54CD 11 وCD ها بیان قابل توجهی نشان ندادند. این  در این سلول
های  یک سو نشان دهنده ویژگی منحصر به فرد سلول نتایج از

های بنیادی  بنیادی و از سوی دیگر موید کیفیت جداسازی سلول
های هماتوپویتیک در طی جداسازی  مزانشیمی و حذف سلول

باشد  های استرومال از بافت چربی و مغز استخوان می سلول
 (.A4 تصویر)
 نتایج تست سمیت سلولی -.3

تیتانیوم کربید روی  توجه به نمودار اثر سمیت سلولیبا 
شود که اثر این ماده  مشخص می ،های بنیادی مغز استخوان سلول

های تیمار شده با  سلول باشد. ها وابسته به دوز و زمان می بر سلول
 54در و لیتر  میکروگرم بر میلی 1999تیتانیوم کربید در غلظت 

ساعت نزدیک به  155و در  %09به  نزدیک ساعت رشد و تکثیر،
 (.B4و  C4تصویر % کاهش یافته است )39

 ذرات روی چرخه سلولیبررسی اثر نانو-3.4

اند و  G0ها در فاز استراحت  های بنیادی بیشتر سلول در سلول
 شوند. می (S-G1G-4) درصد کمی از آنها وارد چرخه تقسیم

ها به چرخـه رشـد و    ورود این سلول ،فاکتورهای رشدعواملی مثل 
مقایسـه سـلول کنتـرل     دهنـد.  تکثیر را تسهیل کرده و افـزایش مـی  

هایی که با تیتـانیوم کربیـد تیمـار شـدند، نشـان       با سلول (45/54%)
نشـدند    Sتیتـانیوم کربیـد وارد فـاز    سلول های تیمارشده با دهد می
موجـب مهـار رشـد و تکثیـر      تیتـانیوم کربیـد   %(. در نتیجه35/10)

 G0ها بیشـتر در حالـت سـکون و غیرفعـال )     سلول ها شده و سلول
هـای بنیـادی مزانشـیمی مغـز      اند. بنابراین تیمـار سـلول   ( ماندهG1و

هـا،   استخوان با تیتانیوم کربید، موجـب مهـار رشـد و تکثیـر سـلول     
 گـردد  سـازی و تقسـیم سـلولی مـی      ، هماننـد DNAکاهش سـنتز  

 .(B 3و A3)نمودار
 تشکیل کلونیذرات روی بررسی اثر نانو -3.5

 به آنها سایز فقط و ثابت ها کلنی تعداد ،آمده دست به نتایج طبق
 C3)نمودار است شده تر کوچک و کرده تغییر داری معنی صورت

 بنیادینگی قدرت کاهش دهنده نشان خود نوبه به که (D 3و
 (P*<4/9باشد.) می

 سنجی پیری . نتایج6.3
 آنزیم فعالیت سنجش براساس پیری میزان بررسی

 از استفاده با آنزیم این یتلفعا میزان سنجش. است بتاگالاکتوزیداز
 گالاکتوزیداز –بتا ایندوئیل –کلرو -5-برومو نام به آن سوبسترای

(x-gel) شده انباشته لیزوزومی میزان هرچه. گیرد می صورت 
 و میزان. یابد می افزایش نیز گالاکتوزیداز-بتا سطح ،یابد افزایش
 آنزیم این فعالیت میزان نشانگر ها سلول آبی - سبز رنگ شدت
 مشتق بنیادی های سلول از آمده بدست تصاویر به توجه با. باشد می
 شده گرفته معکوس میکروسکوپ بوسیله که استخوان مغز از

 با مقایسه در کربید تیتانیوم با شده تیمار های سلول است،
و  A5تصویر داشتند ) بیشتری پذیری رنگ کنترل گروه های سلول

B5،) این تاثیر از نشان آبی، - سبز زیاد پذیری رنگ این که 
 آنزیم فعالیت میزان نشانگر آن متعاقب و ها سلول روی بر نانوذرات

 القا بر نانوذرات این ثیرتا کننده بیان نتیجه در و بتاگالاکتوزیداز
 .باشد می ها سلول در پیری
 Real time- PCRنتایج  -.3.7
و  یادینگیدر روند بن یلبه عنوان ژن دخ Nanog ژن یانب یبررس
 یمارمشتق از مغز استخوان ت یادیبن یها سلول های  در گروه یریپ

 58 یط یدکرب یتانیومتلیتر  میکروگرم بر میلی 599 غلظت شده با
ژن در  ینا یانب یزانم که با گروه کنترل، نشان داد یسهساعت در مقا

به گروه کنترل به صورت  نسبت یدکرب یتانیومشده با ت یمارگروه ت
روند  یشحالت نشان دهنده افزا یناست. ا یافتهکاهش  یدار یمعن
به  Oct4ژن  یانب بررسی .(C5 تصویرهاست ) سلول یندر ا یریپ

 یادیبن یها سلول یها در گروه یریدر روند پ یلعنوان ژن دخ
میکروگرم بر  599 شده با غلظت یمارمشتق از مغز استخوان ت

با گروه سلول  یسهساعت در مقا 58 یط یدکرب یتانیومتلیتر  میلی
 یتانیومشده با ت یمارژن در گروه ت ینا یانب یزانکنترل نشان داد م

 یافتهکاهش  یدار یبه صورت معن کنترلنسبت به گروه  یدکرب
 یندر ا یریروند پ یشنشان دهنده افزا نیز حالت یناست. ا
 (.D5 تصویر) هاست سلول

 

 
 

 باشد. می مشاهده قابل شکل دوکی های سلولسوم.  پاساژ،  BM-MSC های سلول :1تصویر 
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 استخوان. مغز بنیادی های سلول تیمار از بنیادی و نمودارهای حاصل های سلول تصاویر فلوسایتومتری : 4تصویر
 هماتوپویتیک غیر مارکرهای( 4) و هماتوپویتیک مارکرهایA4 .(1 )بنیادی  های سلول فلوسایتومتری نتایج

 MTTبررسی تیمار به روش از بعد (C)6و  (B)3 روز در کربید تیتانیوم مختلف های غلظت با استخوان مغز بنیادی های سلول تیمار از مانی حاصل نمودارهای بررسی زنده

 

 
 

 های بنیادی مزانشیمی با تیتانیوم کربید : نتایج فلوسایتومتری تاثیر تیتانیوم کربید و نمودارهای تاثیر تیمار سلول3تصویر 
های بنیادی  نمودارهای تاثیر تیمار سلول (B)های تیمار شده با تیتانیوم کربید  ل  و سلو (A)های تیمار نشده کنترل  نتایج فلوسایتومتری تاثیر تیتانیوم کربید بر سیکل سلولی، در سلول

 >991/9***P< ،94/9*P .(D)ها  و سایز کلونی (C)ها  مزانشیمی با تیتانیوم کربید بر تشکیل کلونی
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کنترل  (A)استخوان:  مغز از مشتق مزانشیمی بنیادی های سلول در Nanog استخوان و نمودارهای بیانهای بنیادی مغز  آمیزی بتاگالاکتوزیداز سلول تصاویر رنگ :4تصویر 
 کنترل گروه در استخوان مغز از مشتق مزانشیمی بنیادی های سلول در Nanog بیان . نمودارC4 تصویر-های تیمارشده با تیتانیوم کربید سلول (B)های بنیادی مغز استخوان.  سلول

 مغز بنیادی های سلول در Oct4 ژن بیان نمودار D4 تصویر -*(*:  P value<10/1) 2 روز طی در کربید تیتانیوملیتر  میکروگرم بر میلی 599 غلظت با شده تیمار های گروه و
 **( : P value<10/1)روز  2 طی در کربید تیتانیوم لیتر میکروگرم بر میلی 599غلظت با شده با تیمارشده گروه و کنترل گروه در استخوان

 
 بحث

رین فلزات ت تیتانیوم جزو پراستفاده ،ها در میان فلزات و آلیاژهای آن
باشد که این  های ارتوپدی و دندانپزشکی می ایمپلنت و آلیاژها در

های فیزیکی آن مثل وزن مخصوص کم،  موضوع به علت ویژگی
سازگاری بالای آن نسبت به  بویژه زیستمدول الاستیک کم آن و 

با این حال رهش بعضی عناصر از این  (19باشد ) سایر فلزات می
تواند باعث ایجاد  فلز و مشتقات آن در اطراف ایمپلنت می

 همچنین .های مضر گردد های سلولی، التهاب و رهایش آنزیم پاسخ
ل های استخوانی و ش تواند باعث آسیب  و تخریب در سلول می

ذرات در نشان داد که نانوای  مطالعه .(14و  11) شودشدن ایمپلنت 
را در طی فعل  ((ROSهای فعال اکسیژن  بدن قادرند برخی از گونه

و انفعالات شیمیایی تولید کنند و بنابراین باعث تغییر غلظت کلسیم 
همچنین در فعال نمودن فاکتورهای  شوند. درون سلولی می

ها و فاکتورهای  ایجاد تغییر در هورمون آنبه دنبال  رونویسی و
از  ROS توانند نقش داشته باشند. ها می سلول دهی علامت
، تداخل با DNAآسیب رساندن به  های مختلف نظیر روش

ها و  سلولی، تغییرات در روند رونویسی ژن دهی علامتمسیرهای 
و کولکارنی  .(13کنند ) ها آسیب وارد توانند به سلول می غیره
نانوذرات تیتانیوم اکسید و تیتانیوم کربید  گزارش دادند که مکارانه

را  MSCتکثیر و سلولی روی زنده بودن سلول،  اثرات منفی
تیتانیوم ( 14 و 15)دارد صورت وابسته به دوز و وابسته به اندازه  به

سطح  پوشانندهکربید یکی از مشتقات تیتانیوم است و به عنوان 
های مختلف  های کاشته شده در شکستگی سایر آلیاژها در ایمپلنت
ها را بهبود  تواند خصوصیات سطح ایمپلنت کاربرد دارد و می

ها در استخوان با اهداف درمانی،  توجه به کاشت ایمپلنت با .بخشد
در این مطالعه بر آن شدیم که تاثیر تیتانیوم کربید را در پیری و 

های بنیادی مزانشیمی مطالعه کنیم. مطالعه حاضر  بنیادینگی سلول
تیتانیوم  وقتی که در معرضهای بنیادی مزانشیمی  سلول نشان که
در توانند  گیرند می قرار میها  مورد استفاده در ایمپلنتکربید 
 گردند که در مطالعه مدت باعث ایجاد سمیت سلولی طولانی
توانند  میمشخص گردید. همچنین این ترکیبات   MTTبررسی

ها را به سمت  های بنیادی را تغییر داده و آن سلولچرخه سلولی 
های بنیادی تیمار شده با  علاوه سلول هب سوق دهند. G0/G1فازهای 

ی شدند. همچنین های بنیادینگ دچار کاهش بیان ژن تیتانیوم کربید
های  در سلول فاکتورهای پیری مانند بتاگالاکتوزیداز که معمولا

در آنها شناسایی شدند. به این ترتیب  ،یابد سالخورده افزایش می
 نیست و احتمالا  ایمن تیتانیوم کربید کاملاتوان گفت که  می
سری مشکلات مربوط به بنیادینگی و  باعث ایجاد یک تواند می

ند در مورد اثرات منفی . هر چتسریع بخشیدن به روند پیری شود
نیست اما کارهای قبلی انجام شده در  تیتانیوم کربید مطالعات زیاد

(. 16و  14) منطبق بر نتایج این مطالعه است سایر مشتقات تیتانیوم
کنون کار تحقیقاتی در این زمینه صورت نگرفته با توجه به اینکه تا
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است امید است با انجام این طرح گام کوچکی در رفع مشکلات 
 .های ارتوپدی صورت گیرد احتمالی جراحی

 

 گیری نتیجه
توان  ها و نتایج به دست آمده در این طرح می با توجه به داده

منجر به تواند  کربید میکاربردن نانوذرات تیتانیوم ه ادعا کرد که ب
شود  های بنیادینیگی می های بنیادی و کاهش بیان ژن کاهش سلول

نتایج ما  شود. های مزانشیمی می چنین منجر به پیری سلول و هم
های به کار برده در  کوچکی جهت بهبود ایمپلنت تواند گام می

 .های ارتوپدی و کاهش عوارض احتمالی در بیماران شود جراحی
 

 قدردانی
با تشکر از گروه بیوتکنولوژی پزشکی دانشکده علوم نوین 

 پزشکی که با نویسندگان همکاری نزدیک داشتند.
 

 ملاحظات اخلاقی
موش انجام گردیده، با توجه به اینکه کار استخراج سلول از 

 کلیه اصول اخلاقی در مورد حیوان رعایت شده است. با تقدیر و
ونت محترم تحقیقات و فناوری دانشکده و دپارتمان اتشکر از مع

بیوتکنولوژی پزشکی دانشگاه علوم پزشکی تبریز. کد اخلاق 
 می باشد. (IR.TBZMED.REC.1395.967) مربوط به پایان نامه

 
 منابع مالی

 ندارد
 

 منافع متقابل
 هی  تعارض منافعی وجود ندارد.

 
 مشارکت مولفان

مقاله را تالیف نموده و نسخه نهایی آن را خوانده و تایید  ر ص
 ا ف اجرا و تحلیل نتایج مطالعه را بر عهده داشت. ر و .کرده است
 ع ع نتایج مطالعه را بر عهده داشت.ترسیم نمودارهای اجرا و 
، تدوین و ویرایش نسخه نهایی مطالعه یجنتا یلتحل، اجرا ی،طراح
 انجام داده است.را 
 
 

References 
1. Ryu S, Yoo J, Jang Y, Han J, Yu SJ, Park J, Jet al. 

Nanothin Coculture Membranes with Tunable Pore 

Architecture and Thermoresponsive Functionality for 

Transfer-Printable Stem Cell-Derived Cardiac Sheets. 

ACS Nano. 2015 Oct 27;9(10):10186-202. doi: 

10.1021/acsnano.5b0 3823 

2. Baksh D, Song L, Tuan RS. Adult mesenchymal stem 

cells: characterization, differentiation, and application 

in cell and gene therapy. J Cell Mol Med. 2004 Jul-

Sep;8(3):301-16. doi: 10.1111/j1582-4934.2004.tb0 

0320.x 

3. Jackson KA, Mi T, Goodell MA. Hematopoietic 

potential of stem cells isolated from murine skeletal 

muscle. Proc Natl Acad Sci U S A. 1999 Dec 

7;96(25):14482-6. doi: 10.1073/pnas.96.25. 14482. 

4. Alison MR, Islam S. Attributes of adult stem cells. J 

Pathol. 2009 Jan;217(2):144-60. doi: 10.1002/path. 

2498 

5. Baxter MA, Wynn RF, Jowitt SN, Wraith JE, 

Fairbairn LJ, Bellantuono I. Study of telomere length 

reveals rapid aging of human marrow stromal cells 

following in vitro expansion. Stem Cells. 

2004;22(5):675-82. doi: 10.1634/stemcells.22-5-675 

6. Working Group IAP/APA Acute Pancreatitis 

Guidelines. IAP/APA evidence-based guidelines for 

the management of acute pancreatitis. Pancreatology. 

2013 Jul-Aug;13(4 Suppl 2):e1-15. doi: 10.1016/j.pan. 

2013.07.063. 

7. Xue C, Wu J, Lan F, Liu W, Yang X, Zeng F, et al. 

Nano titanium dioxide induces the generation of ROS 

and potential damage in HaCaT cells under UVA 

irradiation. J Nanosci Nanotechnol. 2010 Dec;10(12): 

8500-7. doi: 10.1166/jnn. 2010.2682 

8. Hou Y, Cai K, Li J, Chen X, Lai M, Hu Y, et al. 

Effects of titanium nanoparticles on adhesion, 

migration, proliferation, and differentiation of 

mesenchymal stem cells. Int J Nanomedicine. 

2013;8:3619-30. doi: 10.2147/IJN.S38992. 

9. Li J, Huang Y, Song J, Li X, Zhang X, Zhou Z, et al. 

Cartilage regeneration using arthroscopic flushing 

fluid-derived mesenchymal stem cells encapsulated in 

a one-step rapid cross-linked hydrogel. Acta Biomater. 

2018 Oct 1;79:202-215. doi: 10.1016/j.actbio.2018. 

08.029 

10. Brama M, Rhodes N, Hunt J, Ricci A, Teghil R, 

Migliaccio S, et al. Effect of titanium carbide coating 

on the osseointegration response in vitro and in vivo. 

Biomaterials. 2007 Feb;28(4):595-608. doi: 

10.1016/j.biomaterials.2006.08.018 

11. Kurella A, Dahotre NB. Review paper: surface 

modification for bioimplants: the role of laser surface 

engineering. J Biomater Appl. 2005 Jul;20(1):5-50. 

doi: 10.1177/0885328205052974 

12. Pourbaix M. Theoretical and experimental 

considerations in corrosion testing. Corrosion Science. 

1972 Jan 1;12(2):161-90. 

https://doi.org/10.1021/acsnano.5b03823
https://doi.org/10.1021/acsnano.5b03823
https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2004.tb00320.x
https://doi.org/10.1111/j.1582-4934.2004.tb00320.x
https://doi.org/10.1634/stemcells.22-5-675
https://doi.org/10.1166/jnn.2010.2682
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2018.08.029
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2018.08.029
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2006.08.018
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2006.08.018
https://doi.org/10.1177/0885328205052974


 9311 دی وآذر  8شماره   24مجله پزشکی دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی ـ درمانی تبریز دوره /  825

13. Brunicardi F, Andersen D, Billiar T, Dunn D, Hunter 

J, Matthews J, et al. Schwartz's principles of surgery, 

10e. McGraw-hill; 2014.  

14. Kulkarni M, Mazare A, Gongadze E, Perutkova Š, 

Kralj-Iglič V, Milošev I, et al. Titanium nanostructures 

for biomedical applications. Nanotechnology. 2015 

Jan 22;26(6):062002. doi: 10.1088/0957-4484/26/6/ 

062002 

15. Hou Y, Cai K, Li J, Chen X, Lai M, Hu Y, et al. 

Effects of titanium nanoparticles on adhesion, 

migration, proliferation, and differentiation of 

mesenchymal stem cells. International journal of 

nanomedicine. 2013;8:3619-3630. doi: 10.2147/ ijn.s 

38992 

16. Xue C, Wu J, Lan F, Liu W, Yang X, Zeng F, et al. 

Nano titanium dioxide induces the generation of ROS 

and potential damage in HaCaT cells under UVA 

irradiation. Journal of nanoscience and 

nanotechnology. 2010 Dec 1;10(12):8500-7. doi: 

10.1166/jnn.2010.2682 
  

 
 

https://doi.org/10.1088/0957-4484/26/6/062002
https://doi.org/10.1088/0957-4484/26/6/062002
https://doi.org/10.2147/ijn.s38992
https://doi.org/10.2147/ijn.s38992
https://doi.org/10.1166/jnn.2010.2682
https://doi.org/10.1166/jnn.2010.2682

