
522 

 
 مقاله پژوهشي

 

 
 (122-162) 49پاييز  3شماره  21دوره 

 

 

 پس از افزايش  GCLCو   TXNRD1هاي حفاظت سلولي  بيان ژنبررسي 
 اف نهاي بنيادي مزانشيمي مشتق از بند  در سلول Nrf2 بيان

 
 2يليجل ي، محمد عل9رودكنار يبيار حبي، مهر3الهام مسلمي، 1يري، فاطمه ام2آبادي حسين مهرابي حبيب

 
 

 هديچك
 سابقه و هدف 

 سلول يها نهيآل در زم دهيهايي ا سلول ،فرده ات منحصر بيبه علت خصوص( MSCs)يميمزانش ياديبن يها سلول
ن يهدف ا .ها را محدود کرده است از آن استفاده ،ونديها پس از پ کم آن ياما بقا .باشند يم يدرمان  و ژن يدرمان 

ان يز ش بيپس از افززا  NQO1  ،TXNRD1 ،HO-1  ،GCLCشامل  يحفاظت سلول يها ان ژنيب يبررس، مطالعه
Nrf2 بودنشيمي مزا ياديبن يها در سلول. 

 ها روش مواد و
فاقد د يو پلاسم Nrf2ژن  يب حاويد نوترکيپلاسم ند وناف کشت داده شد بند MSCsمطالعه تجربي،  ايندر 
پس از اعمزال اسزترب بزه    . ها ترانسفکت شدند ن سلوليا داخل به  FuGENE HDبا استفاده از ماده Nrf2ژن 
،  Nrf2  ،NQO1 يهزا  ژن يبزرا  ياختصاصز آغازگرهزاي  . ساخته شد cDNAاستخراج شده و  RNA ،ها سلول

TXNRD1  ،HO-1  ،GCLC 3 افزار با استفاده از نرمPrimer  هزا بزا رو    ن ژنيز ان ايز و ب يطراح RT-PCR 
 . ديگرد يآمار يو بررس يساز يکم ANOVAو  Image J2xافزار  ج با استفاده از نرمينتا. شد يبررس

 ها افتهي
  GCLCو  TXNRD1 يها ان ژنيافزايش ب.  > p)12/1) ش داشتيمتعاقب ترانسفکشن افزا MSCsدر  Nrf2ان يب
ن يز در ا NQO1و  HO-1 يها ان ژنيب يول  >p)12/1و  >p 12/1)ترانسفکت شده مشاهده شد يها ز در سلولين

 .نداشت يرييها نسبت به کنترل تغ سلول
 يريجه گينت
رسزد   ينظزر مز   بزه شده و  يميمزانش ياديبن يهادر سلول TXNRD1و  GCLCان يموجب ب Nrf2ان يش بيافزا
 .ها باشد ن ژنيان اير بيثاتحت ت Nrf2شناخته شده  ياز اثرات حفاظت يبخش
 انساني TXNRD1، پروتئين انساني Nrf2پروتئين  ،يميمزانش ياديبن يها  سلول :يديات كلكلم
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  مقدمه 
ــدود     ــتلات و مح ــا تيمش ــت اده از   يه ــود در اس موج

 ـبن يها سلول ن بـه اسـت اده از   ي، توجـه محقق ـ ين ـيجن يادي
 يهـا  سـلول (. 0)ش داده استيبالغ را افزا ياديبن يها سلول

 ـبن يهـا  ن سـلول يتـر  از مهم (MSCs)يميمزانش ياديبن  يادي
 (.0)ن هستنديبالغ
 ـ يبـرا  ،يميمزانش ياديبن يها سلول     ن بـار در سـال   ياول

 يجداســـاز يطـــ فرايدانشـــتين وپراكـــوا  توســـ  0311
 يياز مغـز اسـتووان مـوش شناســا    ياسـتووان  يهـا  سـلول 
 ـبن يها از سلول يتيجمع ها، ن سلوليا (.2)شدند چنـد   يادي
چـه  يماه ر مغز استووان،ينظ ييها باشند که از بافت يتوانه م
و  يط ـيخون بنـدناف، خـون مح   ،يبافت چرب مغز، ،ياستلت
رغـم   يعل ـ(. 0)شـوند  يم ـجـدا   يپوسـت  يونـد يپ يها بافت

 يطـونن  ير و خودنوسـاز يتتث ييموتصر، توانا يها ت اوت
بروبلاست مانند و توانـايي  يف و يشناسي دوک مدت، ريوت

ــيتمــا ــان مزودرم ــه دودم ــ يز ب ــغ يو حت ــي از  ير مزودرم
از (. 9)باشـند  يهـا م ـ  ن سلوليفرد اه ات منحصر بيخصوص

ستم يفرار از س ييبا توانا يميمزانش ياديبن يها سلول يطرف
ر در ي ـو سـهولت تتث  يمن ـيل ايت تعديزبان، خاصيم يمنيا

. هسـتند  يسلول درمـان  يبرا يآل دهيا يها ، سلولشگاهيآزما
 ـبن يها وند سلوليکه امروزه پ يبه طور در  يميمزانش ـ يادي

ب حـاد  يوکـارد، آس ـ ي، ان ارکتوس ميبافت يها بيدرمان آس
 يط يول(. 5-1)باشد يمها مؤثر  يمارير انواع بيو سا يويکل

 يهــا بيآســ، ، کشــت و پــردازشيآور جمــ  ينــدهايفرآ
 شود که بقا يوارد م يميمزانش ياديبن يها به سلول يمتعدد

مـوارد   يدر برخ. دهد يها را در بدن کاهش م و عملترد آن
ونـد شـده   يپ يهـا  سلول% 0کمتر از  ،ونديک روز پس از پي

مناسـب   يکارهـا  راه يريکـار  ه ب(. 8، 3)مانند يم يزنده باق
 يهـا  در برابـر اسـترس   ها ن سلولياش مقاومت يجهت افزا
 ـبن يها وند سلوليت پيدرصد موفقموجود،   يميمزانش ـ يادي

ت ي ـرسـد شـناخت و تقو   يبـه نظـر م ـ  . دهـد  يش ميرا افزا
شـتر  يب يبقـا ها، منجـر بـه    ن سلوليا يح اظت يها سميمتان
 يورز ، دسـت يمـؤثر و قـو   يکارهـا  از راه يتي .ها شود آن
بـــا عوامـــل  يميمزانشـــ ياديـــبن يهـــا ســـلول يتـــيژنت

 (.3)باشد يشناخته شده م يسلول  کننده محافظت

  ،(Cytoprotective)يکننده سلول از عوامل مح اظت يـتي    

like 2 Nrf2 - (erythroid-derived 2 ) يبـردار  فاکتور نسوه
Nuclear factor يسلول يبقا يبردار ن فاکتور نسوهيا. است 

 Nrf2 .دهد يش ميافزاموتلف  يها استرسدر مواجهه با  را

 يتوپلاسـم يس يهـا  نيو بـه پـروتئ   شده انيب يعيبه طور طب
   ونـا ون، بـه هسـته    يهـا  در اثر اسـترس  شود و يمتصل م

 يهـا  ميمانند آنز يمتعدد يها ان ژنيسلول رفته و موجب ب
. شـود  يم ـ يسـلول  ييزدا اكسيدان و سم آنتيند يمؤثر در فرآ

Nrf2 و ويداتياکس ـ  ه اسـترس ي ـدر ح اظت عل ي، نقش مهم 
تحـت  (. 03-00)دارد ييايمياز مواد ش ـ يناش يب سلوليآس

 يسيافته و موجب رونويش يافزا Nrf2 انيب ،  استرسيشرا
 يش مقاومـت سـلول  ي ـردد کـه باعـف افـزا     يم ييها از ژن

،  TXNRD1  ،GCLC  ،GSTs هـا  ن ژنياز جمله ا. شوند يم
UGT  ،HO-1  وNQO1   و  يـي زدا تيهستند که اثـرات سـم

 يدفـاع سـلول   منجـر بـه   تي ـو در نها داشـته  يدانياکس يآنت
 (.09-08)شوند يم

    NQO1 (1 [quinone] (P) H dehydrogenase NAD)، 
دو ردوکتـاز اسـت کـه نقـش     يم اکسيک آنزي  کننده انيژن ب
 بـر عهـده   نـون و مشـتقات آن  ياز کوئ يـي زدا در سـم  يمهم
 P53 يداري ـم باعف ثبات و پاين آنزين ايچن هم(. 03)دارد
و يداتياکســ يهــا بيهــا در برابــر آســ ســلول شــود و از يمــ

 (.23) کند يمحافظت م
 ييم القـا يموجب بيان آنـز  ،(0-ژنازيهم اکس) HO-1 ژن    

مولتــول  مين آنــزيــشــده و ا ي  اســترس ســلوليدر شــرا
ه نمــوده و محصــونت يــرا تجز( Heme)هــم  دکنندهياکســ

ــانب ــون   يج ــم چ ــي، ب COه ــ يل Feن و يروب
ــرا تول +2 د ي

تـوان بـه    يم HO-1 ين عملتردهايتر از مهم(. 20)دينما يم
 يالتهـاب  ک و ضـد ي ـآپوپتوت يدان، آنت ـياکس ـ يآنت يها تيفعال

 (.22، 20)اشاره نمود
ــمن  ،TXNRD1 (Thioredoxin reductase 1) ژن    ضــ

ک بـه اسـترس   يولوژيدر پاسخ ب ياتيدار بودن نقش ح عهده
در کنتـرل    نيوردوکس ـيت تي ـق کنترل فعاليو، از طريداتياکس
ــتتث ــلولي ــاير س ــل     ي، بق ــز دخي ــوز ني ــلولي و آپوپت س
 (.29)باشد مي
 GCLC (Glutamate-Cysteine Ligase Catalytic)ژن     

 ـا. کنـد  يم يرمز ذارگاز را يل سيستئينم  لوتامات يآنز ن ي
 و در بوده  وني لوتات ساخت  ن عامل محدودکنندهياول ميآنز
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 (.25)ل استيدخ يسلول يها پاسخ به استرس
ف شده از عوامل شناخته شده محافظت ـهاي توصي ژن     

مطـر    Nrf2هـاي فرودسـت    عنـوان ژن  سلولي بـوده و بـه  
در  Nrf2ديگـر اثـر افـزايش بيـان      هـاي  هدر مطالع ـ. هستند

افزايش مقاومت سلولي به شراي  استرس محيطـي بررسـي   
بـه شـناخت بهتـر     ها كه احتمانً اما تغيير بيان اين ژن ،شده

كمتـر مـورد    ،كند كمك مي Nrf2مكانيسم ح اظت كنند ي 
 . (21-28)بررسي قرار  رفته است

 ـبا توجه به اطلاعـات موجـود و اهم       هـا در   ن ژني ـت اي
 يهـا  از ژن يان برخين مطالعه بي، در اليمقاومت سلو يالقا

 NQO1 ،TXNRD1 ،HO-1 ،GCLCماننــد  يح اظــت ســلول
 ـبن يهـا  در سلول Nrf2ان يش بيپس از افزا  يميمزانش ـ يادي

ن ييپـا  يهـا  ان ژني ـب يگر با بررسيبه عبارت د. شد يبررس
 يسلولح اظت  ياحتمال يها سمياز متان يبرخ Nrf2دست 

Nrf2 دين  ردييتع. 
 

 ها مواد و روش
  :يميمزانش ياديبن يها سلول يساز آماده
 ه وجهـت انجـاآ آن از  بـود  تجربـي ن مطالعـه از نـوع   يا    

 ـبن يهـا  سلول ايـن  . بنـدناف اسـت اده شـد    يميمزانش ـ يادي
ران از ي ـقات سـازمان انتقـال خـون ا   يدر مرکز تحق ها سلول

نمونه بندناف جداسازي و تعيين خصوصـيت شـده بودنـد    
بنـد   يميمزانش ـ ياديبن يها پاساژ سوآ تا پنجم سلول(. 23)

ناف از تانـک ازت خـارش شـده و پـس از شون شـدن در      
تروژن، ينـو يا) DMEM-Low Glucose ي  کشت سـلول يمح

ن و يليس ـ يپن ـ% 0، (تروژن، آلمـان ينويا)  FBS%03با ( آلمان
درجــه  01 يدر دمــا( تروژن، آلمــانينــويا)ن يســياسترپتوما

جــا كــه  از آن . کشــت داده شــدند Co2% 5 ــراد و  يســانت
،  اسـتووان   هـا بـه سـه رده    خصوصيت تمايزي ايـن سـلول  
ييد ات ها قبلًا هاي سطحي آنچربي و غضروف همانند ماركر

ر ي ـتتث يها MSC شناسي تنها خصوصيات ريوت ،شده بود
 ن منظـور يبد. قرار  رفت يشگاه، مورد بررسيافته در آزماي

MSC  کشـت مـذکور کشـت داده    يناف در مح ـ بندهاي  
 ـ  نيروز بعد و پس از ا 5. شدند ه ي ـک ني ـصـورت  ه کـه ب

 بـا  هـا  آن يات شـتل يخصوص ـ ،سطح فلاسک را پوشاندند
 و مشاهده قرار  يبررسمعتوس مورد  يوپ نورـتروستيم

 . رفت
 

 :يميمزانش ياديبن يها ترانس تشن سلول
 Nrf2 ژن يب حـاو ي ـد نوترکين مطالعـه از پلاسـم  يدر ا    

(pcDNA3.1-Nrf2 )قـات سـازمان انتقـال    يکه در مرکز تحق
د شـده بـود اسـت اده    يي ـاد و صـحت آن ت ي ـران تولي ـخون ا

هـزار   033حـدود  ، Nrf2 ان ي ـش بيبه منظور افـزا (. 21)شد
کشـت داده   يا خانـه  1ت ي ـدر پل يميمزانش ـ يادي ـسلول بن

 هـاي  جهت انجاآ ترانس كشن و طي سري آزمـايش  .شدند
پلاسـميدي و   DNAهاي موتلـف از غلظـت    نسبت ،متعدد
بــا يكــديگر مولــو  ( وش، آلمــانرُ) FuGENE HDمــاده 
پلاسميدي   DNAميكرو رآ از  2در نهايت مولو  . شدند

تـا   033ميكروليتر از ماده ترانس كشن شكر شده به ازاء  9با 
عنـوان مقـدار بهينـه      هزار سلول بنيادي مزانشيمي بـه  933

ــال  ــت انتق ــردن )جه ــ تت ک ــم( ترانس ــد نوترکيپلاس ب ي
pcDNA3.1-Nrf2 ن فاقد ژد يو پلاسمNrf2 (عنوان  روه   به

جـا كـه پلاسـميد     از آن. هـا انتوـان شـد    سلول به (كنترل
 (GFP)است اده شده داراي نشانگر پـروتئين سـبز فلورسـنت   

نبود تا درصد و يا موفقيت ترانس كت شـدن بـا اسـت اده از    
ها در زير ميكروسـكوپ فلورسـنت بررسـي     مشاهده سلول

موتلـف پـس از   هاي  شود، طبق دستورالعمل كيت در زمان
در هـر دو   Nrf2 بيـان  ،(سـاعت  12و  98‚ 29)ترانس كشـن 

 ــروه ســلولي ترانســ كت شــده بــا پلاســميد نوتركيــب و 
از طرفي . بررسي شد RT-PCRبا روش   Nrf2فاقدپلاسميد 
به مدت  ترانس تت شده يها ، سلول Nrf2 ان يب يجهت القا

پـس از تعيـين   . قرار  رفتند UVساعت در معرض اشعه  0
شـده   Nrf2شتر يان بيکه منجر به ب بهترين زمان ترانس كشن

نيز بـا   NQO1 TXNRD1  ،GCLC  ،HO-1 يها بيان ژن بود،
 . قرار  رفت يمورد بررس RT-PCRبا روش 

 
PCR پتاز معتوسيکر ترانس(RT-PCR) : 

ها در زمـان مناسـب و اعمـال     پس از ترانس تشن سلول    
ــعه   ــترس اش ــدار ، UVاس ــلول  RNAمق ــر از س ــا براب  يه

ــم  ــا پلاس ــده ب ــ تت ش ــد نوترکيترانس  و (MSC-Nrf2)بي
بـا  Nrf2 (MSC-V )فاقـد ژن  د يپلاسـم  ترانس كت شده بـا 

 و ( انـتروژن، آلميوـنيا) RNAراش ـت استوـياده از کـاست 
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 هاي مورد مطالعه جهت تكثير ژن Primer3افزار  و نرم NCBIمشخصات آغازگرهاي اختصاصي طراحي شده با استفاده از وبگاه : 2جدول 
 

 اندازه محصول (R)آغازگر معكوب (F)آغازگر جلوبرنده ژن
β-actin GTGTTGAAGGTCTCAAACATGAT TTCTTACAATGAGCTGCGTGTGG bp 233 
Nrf2 GTTGGCAGATCCACTGGTTTCTG GCGACGGAAAGAGTATGAGCTGG bp 085 

NQO1 TCTCCAGGCCTTTCTTCCAT CAGTATCCTGCCGAGTCTGT bp 221 
TXNRD1 ACTCGGTAGCCCCAATTCAA GGTCTCGGAGGAACATGTGT bp 039 

HO-1 TTGTTGCGCTCAATCTCCTCCTC ATGGAGCGTCCGCAACCCGAC bp 203 
GCLC GCGATAAACTCCCTCATCCA ACCATCATCAATGGGAAGGA bp 082 

 
استوراش  RNAت يکم د ويطبق دستورالعمل استوراش  رد

 يررسـب( اـتيا، آمرـاسپتت)له دستگاه نانودراپ يشده به وس
 RNA ازهاي برابـر   غلظتر و ــا مقاديـس از آن بـپ. دـش

بـا   cDNAاستوراش شده از هر كداآ از دو  روه شكر شـده،  
سـاخته  ( تـا ير، آمريونيبـا ) cDNAت سـاخت  ياست اده از ک

مربـو  بـه    ياختصاص ـ آغاز رهـاي  يپـس از طراح ـ . شد
افزارهـاي موجـود    هاي مورد مطالعه بـا اسـت اده از نـرآ    ژن

بلاسـت   آغاز رهـا ايـن  ،  NCBIو يا سايت   Primer3مانند
افــزار  شــده و از نظــر وجــود ســاختار ثانويــه نيــز در نــرآ 

Genrunner جـاد  يبـا ا . (0جدول )مورد بررسي قرار  رفتند
تلر يمناسب توس  دسـتگاه ترموسـا   يو زمان يي  دمايشرا

 يهـا  ان ژني ـب يجهـت بررس ـ  PCR، واکنش (تاکارا، ژاپن)
Nrf2 ، TXNRD1 ، NQO1 ، GCLC  وHO-1 بـه  . انجاآ شد

هـا،   ان ژني ـب يساز طبيعي ندها ويصحت فرآ يبررس منظور
پس . شد يز بررسين به عنوان ژن استاندارد نيان ژن بتااکتيب

 ي، مقدار برابر از محصـونت بـر رو   PCRان واکنش ياز پا
ــارز  ــا ات  % 2ژل آ  ــده و ب ــورز ش ــالتترف ــوآ برومايدي د ي

جاد شـده توسـ  دسـتگاه ژل    يا يباندها. شدند يزيآم رنگ
 . ناتور تصويربرداري شدنديلوم ترانس داک

 
 :سازي نتايج بررسي آماري و كمي

سازي شراي  ترانس كشـن و يـا بررسـي     به منظور بهينه    
متعدد   هاي آزمايش،  RT-PCRهاي مذكور با روش  بيان ژن

 ـ  پس از بهينه. با ايجاد شراي  موتلف انجاآ شد ه سـازي و ب
اعـم از   ها آزمايش كليهدست آوردن بهترين شراي  ممكن، 
 ، RT-PCRهـا بـه روش    ترانس كشن و يا بررسـي بيـان ژن  

 ـ آزمايشـگاهي  کارسري  هر تايي در صورت سه تا پنج به ه ب

يك تصوير از بررسي بيان هركداآ . مستقل انجاآ شدند طور
  سـازي نتـايج   ه شـده امـا كمـي   يعنوان نمونه ارا  ها به از ژن

RT-PCR ــرآ ــا اســت اده از ن ــزار  ب ــين  Image J 2xاف و تعي
ميانگين و انحراف معيار شدت بانـدهاي مشـاهده شـده در    

صورت ( سه تا پنج تصوير)تصاوير  رفته شده از ژل آ ارز
انجاآ شده و  ANOVAمقايسه آماري با است اده از . پذيرفت

 . زارش  رديد 35/3كمتر از  pاختلاف معنادار با ارزش 
 

 ها افتهي
بروبلاسـت  يکشت داده شـده ف  يميمزانش ياديبن يها سلول

 :شتل بودند
بند ناف موجود در سـازمان   يميمزانش ياديبن يها سلول    

مشـــاهدات . ران کشـــت داده شـــدنديـــانتقـــال خـــون ا
شـتل و   يها دوک ن سلوليمشوص کرد که ا يتروستوپيم

ها بـه   ز سلوليت تمايقابل(. 0شكل)هستند يبروبلاستيشبه ف
چنـين بيـان    غضـروف و هـم  ، استووان و يچرب ي ردهسه 

 هاي بنيـادي مزانشـيمي ماننـد    ماركرهاي سطحي مهم سلول
CD90, CD105, CD29  و عــدآ بيــان ماركرهــاي ســطحي

د يي ـات قبلًا CD45و  CD34 هاي بنيادي خونساز مانند سلول
 (.23)شده بود

 ـبن يها در سلول Nrf2ان يب     ترانسـ تت   يميمزانش ـ يادي
 .ش داشـت يافـزا  Nrf2 ژن يب حاويد نوترکيشده با پلاسم

و Nrf2 (pcDNA3.1-Nrf2 )ژن  يب حـاو ي ـد نوترکيپلاسم
به درون  FuGENE HDبا است اده از  Nrf2فاقد ژن د يپلاسم
پس از انجاآ . ترانس تت شدند يميمزانش ياديبن يها سلول

،  RT-PCRبا روش Nrf2 ان يب متعدد و بررسي هاي آزمايش
  Nrf2ه منجر به افزايش بيان ـن كـان ترانس كشـن زمـبهتري
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می بند ناف يادی مزانشيهای بن کروسکوپی سلوليمشاهده م :2شکل
بروبلاست يها ظاهر دوکی و شبه ف سلول. ها  روز پس از کشت آن 2

 (111 ×ی يبزرگنما)داشتند
 

 افـزار  سـازي بـا نـرآ    يج كم ـينتا. ساعت تعيين شد 12شود 
Image J 2x  ،ـب   12در زمـان   Nrf2ان ژن ي ـش بيانگر افـزا ي

 در UVاسترس  يت پس از ترانس تشن و بعد از القاـساع
-MSC)بي ـد نوترکيترانس تت شده با پلاسـم  ي روه سلول

Nrf2 )د يترانس تت شده بـا پلاسـم   ينسبت به  روه سلول
ن بـه  يژن بتـااکت (. 2A شـكل )  >p)30/3) بود Nrf2فاقد ژن 

ــور اطم   ــه منظ ــتاندارد و ب ــوان ژن اس ــت يعن ــان از درس  ين
نتايج نشان داد كـه هـر    ،انجاآ شده انتوان شد يندهايفرآ

دو  روه اين ژن را يكسان بيان كرده و اخـتلاف معنـاداري   
وجـود نـدارد   تحـت مطالعـه    روه دو  بين بيان بتااكتين در

 (.2B شكل)
ــب     ــا ان ژنيـ ــلول TXNRD1و  GCLC يهـ ــا در سـ  يهـ

 Nrf2 ژن يحــاوب يــد نوترکيترانســ تت شــده بــا پلاســم
 .داشت شيافزا
در  Nrf2 يسـلول  تان ژن محافظ ـي ـب يان با بررسمز هم    

از  يبرخ ـ اني ـده، بيترانس تت شده و استرس د يها سلول
ــا ژن ــا يه ــت ييپ ــد Nrf2ن دس ،  TXNRD1  ،NQO1 مانن

GCLC  ،HO-1 مـورد مطالعـه قـرار     هـا  ن سـلول ي ـز در اين
سـازي   و كمـي   PCRپس از التتروفـورز محصـول  .  رفت

 ـبنتايج، مشوص شد که  -MSCدر  ـروه   TXNRD1ژن ان ي

Nrf2 (  ــم ــا پلاس ــده ب ــ تت ش  pcDNA3.1-Nrf2) ديترانس
فاقـد   ديترانس تت شده با پلاسـم ) MSC-Vنسبت به  روه 

 ياز طرف ـ (.0A شـكل ) >p)35/3) ش داشتيافزا( Nrf2 ژن
ان ژن ي ـب شـود،  يمشـاهده م ـ  2نمـودار  طـور کـه در    همان

GCLC ــزا ــلول Nrf2ان يـــش بيمتعاقـــب افـ ــا در سـ  يهـ
داشـته و  ـروه    شيب افـزا ي ـد نوترکيکننده پلاسـم  افتيدر

MSC-Nrf2 شتر از  روه ين ژن را بياMSC-V ـب   کردنـد  ان ي
(30/3(p<( 0شكلB) .هـاي   ژن جـا كـه بيـان تمـامي     از آن

از هـر كـداآ از دو    cDNAمورد مطالعه با اسـت اده از يـك   
 Nrf2ژن  يحاو روه ترانس كت شده با پلاسميد نوتركيب 

بررسي بيان  بررسي شد، تصوير Nrf2فاقد ژن و يا پلاسميد 
ه يها در يك بار آزمايش ارا cDNAروي اين  ژن بتااكتين بر

، بتااكتين بـه عنـوان    PCRانجاآ  يسراما در هر . شده است
كنترل داخلي جهت پايش درست عمل كـردن كـل سيسـتم    

 . در حين انجاآ واكنش مورد است اده قرار  رفت
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 MSC-V  :MSCsف ي، رد DNA( bp 211)مارکر   RT-PCR  .Mدر دو گروه سلولی تحت مطالعه با رو   Nrf2ان ژن يبررسی ب:  A -1شكل 
شتر ين ژن را بيا MSC-Nrf2گروه . pcDNA3.1-Nrf2 د يترانسفکت شده با پلاسم MSC-Nrf2   :MSCsفيد خالی، رديترانسفکت شده با پلاسم

بتااكتين در دو گروه اختلاف معنادار بيان . سلولی تحت مطالعه  در دو گروه( β-actin)نيان ژن بتااکتيررسی بزب:  p<  .B)12/1)ردزان کزيب
  .نداشت

A B
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 MSC-V : MSCsف يرد،  DNA( bp 211)مارکر  RT-PCR .Mدر دو گروه سلولي تحت مطالعه با رو  TXNRD1ان ژن يبررسی ب A: -3 شكل
شتر ين ژن را بيا  MSC-Nrf2گروه.  pcDNA3.1-Nrf2د يترانسفکت شده با پلاسم MSC-Nrf2  :MSCs فيد خالی، رديترانسفکت شده با پلاسم

ف يرد،  DNA( bp 211)مارکر  RT-PCR .Mدر دو گروه سلولي تحت مطالعه با رو  GCLC ان ژنيررسی بزب:  p<   .B)12/1) ان کرديب
MSC-V  :MSCs فيد خالی، رديترانسفکت شده با پلاسم MSC-Nrf2  :MSCs د يترانسفکت شده با پلاسم.pcDNA3.1-Nrf2  گروهMSC-Nrf2  

 . >p)12/1) ان کرديشتر بين ژن را بيا
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 MSC-V  :MSCsف يرد،  DNA( bp 211)مارکر  RT-PCR  .Mدر دو گروه سلولي تحت مطالعه با رو  HO-1 ان ژنيبررسی ب:  A -9شكل 
. ان نکردندين ژن را بيهر دو گروه ا.  pcDNA3.1-Nrf2د يترانسفکت شده با پلاسم MSC-Nrf2  :MSCs فيد خالی، رديترانسفکت شده با پلاسم

:B ان ژنيبررسی ب NQO1  در دو گروه سلولي تحت مطالعه با روRT-PCR  .M   مارکر(bp 211 )DNA  ،ف يردMSC-V  :MSCs  ترانسفکت
 .ان نکردندين ژن را بيهر دو گروه ا.  pcDNA3.1-Nrf2د يترانسفکت شده با پلاسم MSC-Nrf2  :MSCs  فيد خالی، رديشده با پلاسم

 
 ـNQO1 و HO-1  يهـا  ان ژنيبر ب Nrf2ان يش بيافزا  يريثات

 :نداشت
 NQO1و  HO-1 يها ان ژنيب،  Nrf2ان يش بيپس از افزا    

و  HO-1ان ژن ي ـب يس ـربـا بر . قرار  رفت يز مورد بررسين
 ونـه   چيسازي نتـايج، ه ـ  و كمي PCRالتتروفورز محصول 

 ـبن يها در هر دو  روه سلول يباند -MSC)يميمزانش ـ يادي

Nrf2  وMSC-V )  مشاهده نشد و بيـان ژنHO-1  درMSC 
بـا   Nrf2ژن  يحـاو  ترانس كت شده با پلاسـميد نوتركيـب  

 Nrf2فاقد ژن ترانس كت شده با پلاسميد  MSCبيان آن در 
 ـن NQO1ژن . ت اوتي نداشـت   يهـا  ز در دو  ـروه سـلول  ي

در دو  ـروه   NQO1ان نشد و بيـان ژن  يب يميمزانش ياديبن
و  A 9شـكل  )تحت مطالعه اختلاف معناداري را نشان نداد

B .)دست آمده مشوص شد کـه  ه ج بيل با توجه به نتادر ک
دسـت آن   ري ـز يها از ژن يبرخ Nfr2ان يش بيمتعافب افزا

 ان ـيب يـداشته ول يشتريان بيز بـين GCLC , TXNRD1مانند 
 .ندارد يرييتغ  HO-1, NQO1مانند ييها ژن

BA

BA
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 ين مطالعهاستفاده شده در ا pcDNA3.1د ينقشه پلاسم:  2شكل 
 

 بحث
آسـان و   يل جداسـاز يبه دل يميمزانش ياديبن يها سلول    
 دارند يدر پزشت يموتل  ي، کاربردهامناسبز يتما ييتوانا

، کشـت و  يآور جمـ   يندهايفرآ ين وجود طيبا ا(. 1، 1)
ــه ســلول يمتعــدد يهــا بيآســ ،پــردازش ــبن يهــا ب  يادي

هـا را کـاهش    و عملتـرد آن  شود که بقا يوارد م يميمزانش
ش ينـه افـزا  يدر زم يمتعدد هاي عهن مطاليبنابرا(. 8)دهد يم

-02)صورت  رفته است يميمزانش ياديبن يها سلول يبقا
 ـبن يهـا  در سـلول  Nrf2ژن ان ي ـبن مطالعـه  يدر ا (.03  يادي

اد ي ـت زي ـل اهمي ـبه دل. ش داده شديناف افزا بند يميمزانش
هـا در   ل در ح ـ  سـلول  ي ـدخ ياصل يها ن ژن که از ژنيا

ــب ،  اســترس اســتيشــرا ــبن يهــا ان آن در ســلولي  يادي
 نـپروتئي کننده انـيب Nrf2ژن . دـش داده شيـافزا مزانشيمي

Nrf2 حسـاس بـه    يبـردار  ک فـاکتور نسـوه  ي ـباشد که  يم
بـه   يس ـيعنوان فـاکتور رونو   است و بها يون و احيداسياکس

 ياــ ـه از ژن يارـيت بسـرادسـه در فــک يـمير تنظـعناص

متصل شـده و منجـر بـه     ،قرار دارند يکننده سلول محافظت
گـر  يسـه بـا د  يدر مقا Nrf2ن يپروتئ. شود يها م ن ژنيان ايب

ت را دارد کـه  ي ـن مزي ـثر در ح اظت از سـلول ا ؤم يها ژن
 يهـا  از ژن يا مجموعـه زمـان   هـم ان ي ـش بيمنجر بـه افـزا  

 (.03، 02، 09-08) ردد يم يکننده سلول محافظت
 بند  نمونه. بند ناف است اده شد MSCsن مطالعه از يدر ا    

ر ي ـو غآسـان   يري ـ  ک نمونه قابل دسترس با نمونـه يناف 
از (. 00)ندارد يز مشتلين ينظر اخلاق  است که از يتهاجم

جدا شـده از بافـت بنـد     يميمزانش ياديبن يها سلول يطرف
ــوده و يب يــيزا ير و کلــونيــقــدرت تتث ينــاف دارا شــتر ب

ر ياخ  در مطالعه(. 09، 05)دارند يشتريب يت چندتوانيخاص
 يميمزانش ياديبن يها در سلول Nrf2ان ژن يش بيجهت افزا

  و مـــاده (pcDNA3.1)يدياز حامـــل پلاســم  ،بنــد نــاف  
(FuGENE HD) است اده شد .pcDNA3.1   يك شاتل وكتـور

ســتم ينــگ آن در سيکــه امتــان کلون ين معنــيــاســت بــه ا
وجـود دارد   يوتيوکـار يسـتم  يان آن در سي ـو ب يوتيپروکار
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 ـارا 5در شـكل   pcDNA3.1نقشه پلاسـميد  (. 01) ه شـده  ي
( يروسيحامل و يجاه ب)يدياست اده از حامل پلاسم. است
 ييزا ا جهشيو  ياختصاص ريغ يمنيا يها از واکنش ينگران

ش يباعـف افـزا   FuGENE HDماده (. 01)را به همراه ندارد
ر و ي ـتتث يبه داخل سلول شده و بر رو DNAدرصد انتقال 

 (.08)ندارد ياثر من  يز سلوليتما
و  TXNRD1 يهـا  ان ژني ـش بيانگر افـزا يج مطالعه بينتا    

GCLC (ن دسـت  ييپـا  يهـا  از مجموعه ژنNrf2 )  متعاقـب
امـا  . ترانس تت شـده بـود   يها در سلول Nrf2ان يش بيافزا
 ياثـر NQO1 و HO-1 ان دو ژن ي ـبـر ب  Nrf2ان ي ـش بيافـزا 

-RTها فق  بـه روش   در اين مطالعه تغيير بيان ژن. نداشت

PCR افـزار   بررسي شد و در نهايت با است اده از نرآImage 

J2x چند به منظور بررسـي ميـزان   هر. سازي شد نتايج كمي 
 Real Timeهاي كمـي ماننـد    هتر است از روشها ب بيان ژن

PCR      با است اده از رنگ فلورسـنت سـايبر رين و يـا مـواد
هاي زماني و مالي موجـب   ديگر است اده شود اما محدوديت

ن ياييدي بيشتر در بررسي بيان اهاي ت عدآ است اده از روش
هـاي ايـن    تـرين محـدوديت   ها شد كه اين مورد از مهـم  ژن

 .باشد ميمطالعه 
 زارش کردند کـه   2302محمدزاده و همتاران در سال     
باعف  يميمزانش ياديبن يها در سلول Nrf2ان ژن يش بيافزا
در   SOD1&2 (Superoxide desmutase1& 2)ان ي ـش بيافزا

و کـاهش آپوپتـوز    يش مقاومت سـلول يها و افزا ن سلوليا
انتقـال  جهـت   يروس ـيها از وکتـور و  آن(. 21)شود يها م آن

 ـبن يهـا  به سـلول Nrf2 ژن  مغـز اسـتووان    يميمزانش ـ يادي
رسـد در مطالعـه وي اسـت اده از     به نظر مـي . است اده کردند

وكتور ويروسي باعف افزايش درصد انتقـال ژن و افـزايش   
هـاي تحـت مطالعـه نسـبت بـه       در سـلول  Nrf2بيان بيشتر 

ــت  ــده اس ــر ش ــق اخي ــ. تحقي ــاي هدر مطالع ــف از  ه موتل
ويروسي و غيـر ويروسـي جهـت آلـوده كـردن      وكتورهاي 

. شـود  هاي هـدف بـه سـازه حـاوي ژن اسـت اده مـي       سلول
ــد رتروويــروس  هــا،  اســت اده از وكتورهــاي ويروســي مانن

اما كاربرد . باشد ها مرسوآ مي ها و لنتي ويروس آدنوويروس
ها هميشه با نگراني از ورود ژن به ژنوآ، ايجاد ع ونـت،   آن

بت به وكتور ويروسي و ايجاد سرطان ايجاد پاسخ ايمني نس
 (.08-93)همراه بوده است

ان ي ـب يروسيبا است اده از وکتور و 2331لوونن در سال     
Nrf2 ش داد و يافـزا  يعضله صـاف عروق ـ  يها را در سلول

که بـا   يعروق  يماريها در ب ن سلولين  زارش کرد که ايچن
مقاومـت   اسـت، همـراه   ياديو زيداتيالتهان و استرس اکس

در (. 21)ننـد يب يم ـب يآس ـ داشـته و کمتـر   يشـتر يب يسلول
به منظور  Nrf2ان يش بيگر کائو و همتاران از افزايمطالعه د

و اسـت اده  يداتيها در برابر اسـترس اکس ـ  سلول يتوانمندساز
 يينروبلاسـتوما  يها از رده سـلول  در مطالعه آن(. 28)کردند

ن ي ـدر ا Nrf2ان ي ـش بياست اده شـده بـود کـه بعـد از افـزا     
ــلول ــا، س ــت آن ه ــترس نا  مقاوم ــر اس ــا در براب ــيه از  ش

در مطالعـه اخيـر از   . افـت ي ژن ارتقـا يآزاد اکس يها تاليراد
 هاي اوليـه چنـد   عنوان سلول هاي بنيادي مزانشيمي به سلول

بردهاي بيشتري داشته باشـند اسـت اده   ركا توانند مي توان كه
سـري   نبـوده و يـك  هاي اوليـه   هاي سلولي، سلول رده. شد

 .ها اعمال شده است بر آن هاي موتلف ورزي دست
موجـب   Nrf2ان شـده اسـت کـه    يگر بيد هاي هدر مطالع    
له باعـف  ين وس ـيشـده و بـد   ARE يبـردار  ش نسـوه يافزا
دان ياکس ـ يو آنت يکننده سلول ح اظت يها ميان آنزيت بيتقو

ــه   ــته ب ــه از AREوابس ،  HO-1  ،SOD1&2  ،GCLC جمل
GPx  ،NQO1 در مقابـل نتـايج مطالعـه    (. 90-90)شـود  يم

اثـري   NQO1بـر بيـان    Nrf2كه افزايش بيان  اخير نشان داد
جدا شده هاي بنيادي موتلف  است اده از سلول. نداشته است

 ـ  ونا ون و يها از بافت هـاي موتلـف    روش يريکـار  ه ب
ت يحساس با درصد اختصاصيت و Nrf2افزايش بيان  جهت

تواند از دنيل احتمالي ت اوت در نتايج  زارش  ميمت اوت، 
 .شده باشد

 يدر راســتا ير تــا حــدوديــج مطالعــه اخينتــا ،در كــل    
 يهـا  ژن يان برخ ـي ـش بيبا افـزا  موجود بوده و هاي همطالع

ت ي ـدر نها رسـد  همراه بود که به نظر مـي  يسلول محافظت
 يهـا  و کاهش مـر  سـلول   يش مقاومت سلوليباعف افزا

البته انجـاآ  . شود يدر مراحل سلول درمان يميمزانش ياديبن
هـا بـا    بيشـتر، بررسـي كمـي تغييـرات بيـان ژن      هاي همطالع
هـا   ، بررسي بيان اين ژن Real Time PCRهايي مانند  روش

و مقاومـت سـلولي    ين و بررسي ميـزان بقـا  ئدر سطح پروت
 روه ترانس كت شده بـا وكتـور نوتركيـب در مواجهـه بـا      

 ها ييد افزايش مقاومت آنامنظور ت  ف بهـموتل هاي رسـاست
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 .تواند تكميل كننده اين مطالعه باشند مي
 
 يريگ جهينت

 يميمزانشــ ياديــبن يهــا در ســلول Nrf2ان يــش بيافــزا    
ن يــدر ا TXNRD1و  GCLC يهــا شــتر ژنيان بيــموجــب ب

از نقـش ح اظـت    يرسد بوش ـ يبه نظر مها شده و  سلول
ازمنـد  يهـا باشـد کـه ن    ن ژنيان اير بيثاتحت ت Nrf2 يسلول

 .و جام  است يقات آتيو تحق ها همطالع
 

 يتشكر و قدردان
ارشـد مصـون    يان نامـه کارشناس ـ ين مقاله حاصل پايا    

باشد که در مرکز  يواحد تهران شرق م يدانشگاه آزاد اسلام
، مؤسسـه عـالي آموزشـي و    قات سازمان انتقال خـون يتحق

 .رفته استيانجاآ پذ پژوهشي طب انتقال خون
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Abstract 
Background and Objectives 

Due to the unique criteria, mesenchymal stem cells (MSCs) are the ideal cells for cell therapy 

and gene therapy. However, the low survival of MSCs after transplantation has limited their 

application. This study aimed to evaluate the expression of cytoprotective genes including 

NQO1, TXNRD1, HO-1, GCLC following the overexpression of Nrf2 in MSCs. 

 

Materials and Methods 

In this experimental study, umbilical cord-derived MSCs were cultured and recombinant 

vectors containing Nrf2 and empty vectors were transfected into MSCs using FuGENE HD. 

After exposure of the cells to stress, RNA extraction and cDNA generation were performed. 

Using Primer3 software, specific primers were designed for Nrf2, NQO1 TXNRD1 HO-1 and 

GCLC genes and the expression of these mentioned genes was evaluated by RT-PCR. The 

results were quantified and analyzed statistically utilizing Image J software and ANOVA. 

 

Results 

The expression of Nrf2 was up-regulated in MSCs after transfection (p< 0.01). Overexpression 

of TXNRD1 and GCLC was observed in transfected cells (p <0.05 and p <0.01); however, the 

expression of NQO1 and HO-1 did not change in the transfected group in comparison to the 

control (p > 0.05). 

 

Conclusions 

Overexpression of Nrf2 resulted in the overexpression of TXNRD1 and GCLC in MSCs and 

might be explained by the fact that a part of the known Nrf2 cytoprotective mechanisms is 

controlled by the expression of these genes. 
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