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Abstract 
Introduction: In diabetes mellitus, stem cells are exposed to inappropriate conditions 
such as an increase of glucose in extracellular space, oxidative stress, and 
deprivation from growth factors (following ischemia). This study was aimed to 
evaluate the effect of these conditions on stem cells. 
Methods: Stem cells were isolated from subcutaneous adipose tissue of rats. The cells 
were maintained for 24 h in culture medium containing 25-50 mM glucose to 
simulate hyperglycemic condition. For the induction of the ischemic model, the cells 
were incubated for 12-36 h with the medium deprived of glucose- and growth 
factors. To induce oxidative stress, H2O2 was added at concentrations of 100-800 
µM to the medium of the cells for 24 h. The cell viability was determined using the 
Thiazolyl blue Tetrazolium Bromide assay.  
Results: The increase in the glucose of culture medium from 25 mM to 50 mM did 
not affect the viability of stem cells. The percent of viable cells was significantly 
decreased after 12, 24, and 36 h incubation with glucose- and growth factors-free 
medium (P < 0.05). Concentrations of 400 and 800 µM of H2O2 significantly 
decreased the percent of viable cells (P < 0.01). The increase in the glucose of culture 
medium did not further enhance H2O2 cytotoxicity. 
Conclusions: In a short time, stem cells are more vulnerable to oxidative stress and 
deprivation from glucose and growth factors compared to glucotoxicity. Therefore, 
reactive oxygen radicals and blood flow disorders are of the main causes of stem cell 
damage and, as a result, reduced tissue regeneration in diabetes. 
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 چکیده

ر خارج گلوکز د یاز آنها عبارتند از غلظت بالا یمواجهه هستند که برخ ینامساعد بافت طیبا شرا یادیبن یهاسلول ابتیدر د :مقدمه

 یهار سلولب طیشرا نیا ریتأث یمطالعه بررس نی(. هدف از ایسکمیرشد )متعاقب ا یاز فاکتورها تیو محروم ویداتیسلول، استرس اکس

 است. یادیبن

ها سازی حالت هیپرگلیسمی، سلول های صحرایی جدا گردید. برای شبیههای بنیادی از بافت چربی زیرجلدی موشسلول :کارروش

ساعت در  36الی  12ها برای گلوکز نگهداری شدند. برای ایجاد مدل ایسکمی، سلول mM 50-25 ساعت در محیط کشت حاوی 24

ساعت  24برای  µM  800-100با غلظت 2O2Hمحیط فاقد گلوکز و فاکتورهای رشد تیمار شدند. به منظور القای استرس اکسیداتیو،

 د.ها با آزمون تیازولیل بلو تترازولیوم تعیین گردیمانی سلولها اضافه شد. زندهیط سلولبه مح

زنده پس از  یهانداشت. درصد سلول یادیبن یهاسلول یمانبر زنده یاثر mM 50 به mM 25 از طیگلوکز مح شیافزا :هایافته

 µM 800 و µM 400 یهاغلظت( P < 05/0) افتیرشد کاهش  یفاقد گلوکز و فاکتورها طیساعت مجاورت با مح 36و  24، 12
را  2O2H از یناش یسلول تیکشت سم طیغلظت گلوکز مح شیفزا(. اP < 05/0) ادزنده را کاهش د یهادرصد سلول 2O2H از

 .نداد شیافزا

 تیمتر از سرشد حساس یاز گلوکز و فاکتورها تیو محروم ویداتیدر کوتاه مدت به استرس اکس یادیبن یهاسلول :گیری نتیجه

و لذا  یادیبن یهاسلول بیآس یاز علل اصل یو اختلالات خونرسان ژنیآزاد اکس یهاکالیراد ن،یهستند. بنابرا ادیاز گلوکز ز یناش

 است. ابتیدر د یبافت میترمکاهش

 :کلیدی واژگان

 یادیسلول بن

 گلوکز

 ابتید

 ویداتیاسترس اکس

 یسکمیا

مقدمه

و عوارض  ابتیدرمان د یبرا یادیبن یهاسلول یرو قاتیتحق امروزه

و  یبقل یهاو سکته یاختلالات عصب ،یویکل بیآس ریاز آن نظ یناش

 یسمیپرگلی. ه[1]مورد توجه قرار گرفته است  شیاز پ شیب یمغز

. در شودیم عوارض محسوب نیساز ا نهیزم یمدت از علل اصل یطولان

داخل  دیشد راتییسبب تغ ادیها با گلوکز زمجاورت سلول ابت،ید

یی نها لهیکوزیگل باتیترک شیافزا تول،یتجمع سورب رینظ یسلول

(Advanced Glycation End-product)یالتهاب یفاکتورها انی، ب 

 راتییتغ نیا ی. مجموعه[2] گرددیم ژنیفعال اکس یهاو تجمع گونه

جهیکه نت شودیم یو ماکروسکپ یکروسکوپیم یموجب اختلالات عروق

 .[3, 2]ت اس یو مرگ سلول یبافت یسکمیآنها ا ی

درمان عوارض  یبرا یادیبن یهااستفاده از سلول یهاتیاز محدود یکی

ه از آنها ب یادیها، تعداد زسلول نیا وندیاست که پس از پ نیا ابتید

 ،یسمیپرگلی)مانند ه ینامساعد بافت طیعلت قرار گرفتن در شرا

 گردندیشده م یزی( دچار مرگ برنامه رویداتیو استرس اکس یپوکسیه

 ابتید. به عنوان مثال [5, 4] دهندیخود را از دست م زیتما ییتوانا ایو 

قلب  میرا کاهش داده و ترم یقلب یادیبن یهاسلول ییزارگ ییتوانا

گزارش شده است  نی. همچن[6] کندیم فیها را تضعسلول نیتوسط ا

 یدر محل شکستگ یمیمزانش یادیبن یهاسلول ابتیکه در اثر د

آنها  ریتکث ییو توانا گردندیشده م یزیاستخوان دچار مرگ برنامه ر

 یسکمیکه دچار ا ییهادر بافت ن،ی. علاوه بر ا[7] ابدییکاهش م

 وندیپ یادیبن یهااز سلول %99اند )مانند قلب( ممکن است تا شده

 یادیبن یهامرگ سلول نیا .[8]بروند  نیچند روز نخست از ب یشده ط

نندهالقاء ک یندهایدر اثر فرآ غلباست و ا یمنیا ستمیفارغ از واکنش س

 .[10-8] دهدیم یرو ویداتیاسترس اکس ریآپوپتوز نظ ی

 یابتید یهادر بافت یادیبن یهاعوامل مؤثر بر مرگ سلول ییشناسا

 کمک کند. با در نظر گرفتن رانهیشگیپ یهاراه حل افتنیبه  تواندیم

با  یادیبن یهاکرد که سلول ینیبشیپ توانیم ابت،ید یشناس بیآس

از آنها  یمواجهه هستند که برخ ینامساعد بافت طیاز شرا یامجموعه

استرس  ،یخارج سلول طیگلوکز در مح یغلظت بالا ازعبارتند 

شد ر یاز فاکتورها تیو محروم یالتهاب یفاکتورها شیافزا و،یداتیاکس
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 طیاز شرا کیهر  ریتأث یمطالعه بررس نی(. هدف از ایسکمی)متعاقب ا

 یهامرگ سلول زانیهمزمان با هم بر م ایمذکور به صورت جداگانه 

 .باشدیم ییموش صحرا یاز بافت چرب دهاستخراج ش یمیمزانش یادیبن

 کارروش

با محدوده  Wister صحرایی نر از نژاد یها: موششیمورد آزما حیوانات

 یشگاهیحیوانات آزما قاتیگرم از مرکز تحق 250الی  200وزنی 

مشهد تهیه شدند. حیوانات با رژیم غذایی  یدانشگاه علوم پزشک

شده از شرکت جوانه خراسان( و آب لوله کشی تغذیه  هیاستاندارد )ته

( ییساعت روشنا 12و  یکیساعت تار 12نور ) رمناسب از نظ طیو در مح

 مطالعه سراسر در. گردیدند نگهداری( C° 2 ± 22و درجه حرارت )

 ترعای آزمایشگاهی حیوانات با کار و نگهداری به مربوط اخلاقی نکات

 (IR.MUMS.fm.REC.1395.618 کد اخلاقگردید )با 

 mg/kg) نیبا استفاده از کتام واناتی: حیادیبن یهاسازی سلولجدا

 یاز بافت چرب یهوش شدند و مقداریب( mg/kg 6) نیلازیو زا( 60

 ها بهتباف ل،یاستر طیبرداشته شد. در شرا نالینگویا هیناح یجلد ریز

 نیالبافر س-بار با محلول فسفات نیقطعات کوچک برش داده شد و چند

 میبا آنز قهیدق 90به مدت  ی. سپس قطعات بافتدیگرد انجامشستشو 

هضم شده به  یهاشدند. بافت ماریت C° 37ی در دما 1کلاژناز نوع 

 هیشدند و لا وژیفیسانتر قهیدور در دق 3000با سرعت  قهیدق 5مدت 

که  یشد. رسوب سلول ختهیبود دور ر یچرب یهاسلول یکه حاو یفوقان

کشت  طیمح یحاو یبود در فلاسک ها یادیبن یهاسلول یحاو

 نیدرصد سرم جن 10گلوکز و  mM 25ی دارا)  DMEM استاندارد

 یمطالعه انجام شده رو شی. در پ[11]کشت داده شدند ی( گاو

 هاسلول نیکه ا دیروش مشخص گرد نیاستخراج شده با ا یهاسلول

مثبت و از نظر  CD29 و CD90 پس از پاساژ سوم از نظر مارکرهای

 به زیتما تیقابل نیبودند و همچن یمنف CD34 و CD45 مارکرهای

 تیبر ماه یدییرا داشتند که تا تیو اوستئوس تیپوسیآد یهارده

 .بودن آنها است یادیبن

سوم  پس از پاساژ یادیبن یها: سلولابتیمشابه د یسلول استرس یالقا

چاهک منتقل شدند  96 یو به پلیت ها یکشت جداساز یاز فلاسک ها

ها ها به بستر چاهکسلول در هر چاهک(. پس از اتصال سلول 5000)

( 1داده شد: ) رییتغ ریز یهاکشت آنها با روش طیساعت(، شرا 24)

ها کشت استاندارد از چاهک طیمح ،یسمیپرگلیهمدل  جادیا یبرا

وکز گل یاما حاو یژگیکشت با همان و طیآن مح یو به جا دیگرد هیتخل

ساعت  24 یها برا. سلولدیگرد نیگزیجا mM 50 ای 45، 40، 35، 30

 ،یسکمیمدل ا جادیا ی( برا2شدند. ) ماریگلوکز ت یهاغلظت نیبا ا

فاقد گلوکز و فاقد  DMEM کشت طیکشت استاندارد با مح طیمح

، 12مدت  یها برا. سلولدیگرد نیگزیرشد )فاقد سرم( جا یفاکتورها

استرس  یبه منظور القا .(3شدند ) ماریت طیشرا نیساعت در ا 36 ای 24

  µM ای 400، 200، 100 ریکشت استاندارد مقاد طیبه مح و،یداتیاکس

 باساعت  24 دتم یها برااضافه شد. سپس سلول  H2O2از 800

 2O2Hویداتیهمزمان استرس اکس طیشرا جادیا ی( برا4شدند. ) ماریت 

الی  30 ریها علاوه بر افزودن مقادکشت سلول طیبه مح اد،یو گلوکز ز

mM 50 ای 400، 200، 100 ریگلوکز، مقاد Mµ 800 2 ازO2H زین 

 ادیو گلوکز ز 2O2H ساعت با 24مدت  یها برا. سلولدیاضافه گرد

کشت  طیکنترل در مح یهامذکور، سلول شیآزما 4شدند. در هر  ماریت

درصد سرم  10گلوکز و  mM 25ی دارا DMEM یعنیاستاندارد 

 .کشت داده شدند یگاو نیجن

 یاسترس زا طیها در شراسلول ماری: پس از تیمرگ سلول بررسی

معروف به  ومینمک تترازول اءیزنده با روش اح یهامذکور، درصد سلول

 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylروش

tetrazolium )تست محلول نیانجام ا یتعیین شد. برا MTT  با

 یهااز چاهک کیاز آن به هر  µL 20 شد و هیهت mg/mL 5 غلظت

ساعت  4مذکور به مدت  یها تیکشت اضافه گردید. پل یپلیت ها

شدند و سپس محلول رویی هر  ینگهدار یدرون انکوباتور کشت سلول

 دیسولفوکسا لیمت یمیکرو لیتر محلول د 200چاهک برداشته شد و با 

در  چاهکگردید. میزان جذب نوری محلول رنگی درون هر  نیگزیجا

درون هر  یزنده یهاثبت شد و درصد سلول nm 545 طول موج

 .[12] دیکنترل محاسبه گرد یهاچاهک یهاچاهک نسبت به سلول

 زیمنتقل و با روش آنال SPSS ها به نرم افزارآماری: داده لیو تحل هیتجز

ند چ یهاسهیشدند. از آزمون توکی برای مقا سهیاواریانس یک طرفه مق

ان بی ارمعی انحراف ± نیانگیگانه استفاده شد و نتایج به صورت م

 هدار در نظر گرفتاز لحاظ آماری معنی 05/0کمتر از  p اند. مقدارشده

 .شد

 نتایج

کل ش: همان گونه که در یادیبن یهابر سلول طیگلوکز مح شیافزا اثر

 زانیکشت از م طیغلظت گلوکز در مح شینشان داده شده است، افزا 1

mM 25 و 45، 40، 35، 30 زانی)کنترل( به م mM50 24 یدر ط 

 .نداشت یادیبن یهاسلول یمانبر زنده یدار یساعت اثر معن

 

 
 یمیشمزان یادیبن یهاسلول یمانکشت بر زنده طیغلظت گلوکز مح شیاثر افزا .1 شکل

نشان داده شده  ارمعی انحراف ± نیانگیساعت. مقادیر بر حسب م 24 یط یبافت چرب

 (.n=  6) است

 

د : درصیادیبن یهارشد بر سلول یاز گلوکز و فاکتورها تیمحروم ثرا

فاقد  طیساعت مجاورت با مح 36و  24، 12زنده پس از  یهاسلول

ده کشت داده ش یهادر مقایسه با سلول یگاو نیگلوکز و فاقد سرم جن

 نیا (P < 05/0) افتیکاهش  یدار یاستاندارد به طور معن طیدر مح

 نیشتریکه ب یها وابسته به زمان بود، به طورسلول یمانکاهش زنده

شکل ساعت اتفاق افتاد ) 36زنده در زمان  یهاکاهش درصد سلول

2). 
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 یقربان

 
 یهاسلول یمانرشد بر زنده یگلوکز و فاکتورها تیاز محروم یاثر استرس ناش .2 شکل

ه شده نشان داد ارمعی انحراف ± نیانگی. مقادیر بر حسب میبافت چرب یمیمزانش یادیبن

کشت استاندارد در  طینسبت به مح P < 05/0 علامت * نشان دهنده(. n=  6) است

 .زمان مربوطه است

 

 3شکل : یادیبن یهابر سلول 2O2H از یناش ویداتیاسترس اکس اثر
. همان گونه که دهدیها را نشان مسلول یمانبر زنده 2O2H ریتأث

 یهازنده پس از مجاورت با غلظت یهادرصد سلول شودیمشاهده م

از این ماده استرس زا به طور معنی داری کاهش  µM 800 و 400

 (.P > 01/0) ابدییم

 

 
 یادیبن یهاسلول یمانبر زنده 2O2H القاء شده با ویداتیاثر استرس اکس .3 شکل

 نشان داده شده است ارمعی انحراف ± نیانگی. مقادیر بر حسب میبافت چرب یمیمزانش

(6  =n .)001/0ه علامت * نشان دهند > P ت.نسبت به غلظت صفر )کنترل( اس 

 

 
بر  2O2H القاء شده با ویداتیغلظت گلوکز واسترس اکس شیاثر همزمان افزا .4 شکل

 نحرافا ± نیانگی. مقادیر بر حسب میبافت چرب یمیمزانش یادیبن یهاسلول یمانزنده

نسبت به  P > 001/0 علامت * نشان دهنده(. n=  6) نشان داده شده است ارمعی

 .( است%100 یمان)زنده 2O2H فاقداستاندارد  طیکشت شده در مح یهاسلول

 

: یادیبن یهابر سلول طیگلوکز مح شیو افزا ویداتیتوام استرس اکس اثر

گلوکز  شینشان داده شده است، علارقم افزا 4شکل همان گونه که در 

 400 یهاتنها در غلظت یادیبن یهاکشت، درصد مرگ سلول طیمح

غلظت گلوکز از  شیافزا نیداشت. همچن شیافزا 2O2H از Mµ 800و

 یسلول تیبر سم یریتاث mM 50 زانی)کنترل( تا م mM 25 زانیم

 2O2Hنداشت. 

 بحث

شده به  وندیپ ایمستقر در بافت و  یادیبن یهاسلول یابتید مارانیب در

 بیگلوکز، آس ادیغلظت ز ریاسترس زا نظ طیدر مواجهه با شرا ماریب

( یسکمیرشد )در صورت بروز ا یاز فاکتورها تیو محروم ویداتیاکس

کور مذ طیاز شرا کیهر  ریتأث یمطالعه بررس نی. هدف از ارندیگیقرار م

استخراج شده از بافت  یمیمزانش یادیبن یهامرگ سلول زانیبر م

 یهامطالعه حاضر نشان داد که سلول جیبود. نتا ییموش صحرا یچرب

ماده  نیهستند و احساس  2O2H از یناش ویداتیاکس بیبه آس یادیبن

یها را کاهش مسلول یمانبه بالا به شدت زنده µM 400 از غلظت

 یبا الگو تواندیم 2O2H شده است که گزارش. به طور مشابه، دهد

شده در  یزیوابسته به غلظت و وابسته به زمان موجب مرگ برنامه ر

گردد  PI3k-Akt نگیگنالیس ریاز مس ینیجن یعصب یادیبن یهاسلول

ناخته ش یبه خوب ابتیعوارض د جادیدر ا ویداتی. نقش استرس اکس[13]

 یهایچرب ونیداسیپراکسآزاد سبب  یهاکالیشده است. تجمع راد

 ریو سا ونیگلوتات سمیاختلال متابول ،یمیآنز راتییتغ ،یسلول

و مرگ برنامه  DNA بیآس تیکه در نها شودیم یسلول یهابیآس

 .[15, 14] شودیرا موجب م یشده سلول یزیر

 بیآس جادیا لیاز دلا یابتید مارانیمزمن قند خون در ب شیافزا

است. از جمله اختلالات داخل  ابتیساز عوارض د نهیو زم ویداتیاکس

 لهیکوزیگل باتیترک شیبه افزا توانیم یسمیپرگلیاز ه یناش یسلول

 ریمس کیتحر ،یالتهاب یفاکتورها انیب تول،یتجمع سورب ،یینها

 نیا یجهیاشاره کرد. نت ژنیفعال اکس یهاو تجمع گونه نیهگزوزآم

. [16, 2]است  یو مرگ سلول DNA بیها، آسژن انیدر ب رییاثرات تغ

ها لولکشت بر س طیغلظت گلوکز مح شیاثر افزا یمطالعه، بررس نیدر ا

 25ز ار )دو براب زانیگلوکز به م شیف انتظار ما افزانشان داد که برخلا

 زانیم نیا نینشد. همچن یادیبن یهاموجب مرگ سلول( mM 50 تا

غلظت تست  4)در  2O2H از یناش تیبر سم یریگلوکز تاث شیاز افزا

 بود که طول نیپژوهش ا نیا یهاتیاز محدود یکیشده( نداشت. البته 

 یساعت بود، در حال 24تنها  ادیگلوکز ز یدارا طیمدت مجاورت با مح

 یرو مدت یدر طولان یسمیپرگلیاز ه یناش بیمعمولاً آس ابتیکه در د

در  یادینب یهاگلوکز بر سلول شیافزا ریبهتر است تأث نی. بنابرادهدیم

 .ردیقرار گ یمورد بررس یمطالعات آت

 یها از گلوکز و فاکتورهاسلول تیمطالعه، محروم نیا جیاساس نتا بر

 یاها را کاهش داد، به گونهسلول یمانرشد به طور وابسته به زمان زنده

رفتند. کشت  نیها از بدرصد از سلول 85ساعت حدود  36که پس از 

 هیشب یبرا یمدل برون تن کیفاقد گلوکز و سرم  طیها در محسلول

گرفت  جهینت توانیم نی. بنابرا[18, 17]است  یسکمیا طیاشر یساز

 یاز عوامل اصل نییتصلب شرا یجهیدر نت یکه اختلالات خونرسان

کاهش  لیاز دلا یکی تواندیم نیاست و ا یادیبن یهابه سلول بیآس

 .باشد ابتیدر د یبافت میترم تیبلقا
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 یریگجهینت

گفت که در کوتاه مدت  توانیبه طور خلاصه م جینتا نیاساس ا بر

از استرس  یناش بینسبت به آس یمیمزانش یادیبن یهاسلول

رشد،  یگلوکز و فاکتورها تیاز محروم یناش بیو آس ویداتیاکس

 رسدیبه نظر م ن،یهستند. بنابرا ادیاز گلوکز ز یناش بیتر از آسحساس

رفتن  از دست یاز علل اصل یخونرسان تلالاتو اخ ویداتیکه استرس اکس

 .است ابتیدر د یبافت میترمو لذا کاهش قدرت یادیبن یهاسلول

 یارزگسپاس

وسیله از معاونت محترم پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی مشهد به  بدین

کد طرح: ) گرددیمطالعه تشکر و قدردانی م نیا نهیهز نیخاطر تأم
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