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Abstract 
Introduction: Cannabis is psychoactive substance that is abused by millions of 
people the world. Due to the high consumption of this substance among young 
people of reproductive age, the present study was performed to investigate the effect 
of cannabis on the growth of endometrial mesenchymal stem cells(msc) derived 
from rats. 
Materials and Methods: In this experimental study, msc were extracted from the 
endometrium of rats and after culturing and confirming the mesenchymal nature of 
the cells by flowcytometry and by expressingCD34 and CD90 and not 
expressingCD105 markers,in the third passage of cell culture, the effects of cannabis 
in concentration of100and1000ng/ml were calculated on the growth of these cells 
within1to8days by the  
PDT=T× 𝑙𝑙𝑙𝑙2

lnXeXb
 formula and the results were analyzed using ANOVA and Tuki tests. 

Results: Cells isolated from the endometrium adhered to the floor of the cell culture 
flask24hours after transfer. The mesenchymal nature of these cells was confirmed 
by the expression of CD90, CD105and non-expression of CD34markers.The results 
ofcell counts also showed the growth of cells treated with cannabis until the third 
day of treatment similar to the control group. From the fourth day in the treatment 
group with a dose of100ng/ml cannabis increased significantly top<0.05and in the 
treatment group with a dose of1000ng/ml. Third, there was significant decrease 
compared to the control group and from the fourth day, significant increase was 
observed atp<0.05. 
Conclusion: The results showed that the cells isolated from the endometrium were 
of the msc, and that cannabis probably stimulated the growth of these cells through 
cannabinoid receptors. 
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Introduction  
Stem cells are capable cells that have a great 

ability to produce cells that are similar to or 
slightly different from themselves. Stem cells 
function is the recovery and repair of body 
tissues during life and their special role in cell 
therapy. Mature mesenchymal stem cells are 
used to repair damaged tissue. The ability to 
differentiate these cells depends on the source 
of their formation and is different from each 
other. Stem cells are divided into three 
categories: embryonic, induced pluripotent and 
adult. Embryonic stem cells are able to 
differentiate into cells of all three germinal 
layers. So far, they have been able to isolate 
mesenchymal stem cells from the endometrium 
of sheep and cattle. Cannabis, scientifically 
named Cannabis sativa, is an annual, 
herbaceous, flowering plant of the cannabis 
family that has more than 104 types of 
cannabinoid compounds. Cannabis is a 
concentrated gum from the flowering branches 
of cannabis, which is produced with high levels 
of delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) and 
strong psychoactive properties, and has many 
therapeutic effects. Cannabis is a drug that is 
widely used in the world Cannabis has anti-
tumor and anti-nausea properties and affects 
behavioral properties, heat sensitivity, mood 
regulation, appetite and sexual activity. With 
cannabinoids, especially THC, it also has 
strengthening and addictive properties. 
Cannabinoids affect both types of cannabinoid 
receptors, CB1 and CB2, which are mainly 
found in the central nervous system, immune 
cells, and reproductive tissues, and proliferate 
or stop growing in various cells, including 
lymphocytes, neurons. And induce non-neural 
derived from stem cells. THC induces apoptosis 
through DNA breakdown and loss of plasma 
membrane symmetry. TCH has a negative effect 
on the survival of mesenchymal stem cells, 
which are one of the most important cells in cell 
regeneration strategies in tissue engineering. 
The endometrium is a unique tissue and source 
of mesenchymal stem cells that are tested in a 
wide range of clinical applications. 
Endometrial-derived mesenchymal stem cells 
can grow extensively in vitro and in vivo. 
Endometrial stem cells, which include 
hematopoietic stem cells, mesenchymal cells, 
and endothelial progenitor cells, may be derived 

from embryonic stem cells or bone marrow. 
Because infertility is one of the problems of 
human beings all over the world, and 
considering that cannabis use is increasing, 
especially among young people of reproductive 
age, and according to studies, cannabis can be 
used in Different individuals caused changes in 
stem cell function, so this study was performed 
to investigate the effect of cannabis on 
endometrial stem cell growth in adult rats. 

 
Methodology 

The present experimental study was 
performed to evaluate how differentiated 
mesenchymal stem cells derived from 
endometrial tissue of adult rats under the 
influence of cannabis plant extract and in 
accordance with the rules and principles of 
working with laboratory animals. The animals 
were kept under standard conditions with an 
ambient temperature of 25-20 ° C, relative 
humidity of 70% and a light cycle of 12 hours 
of darkness and 12 hours of light. In this study, 
percolation method was used to prepare the 
hydroalcoholic extract of this plant. For this 
purpose, sufficient flowering cannabis branches 
were prepared in coordination with the Anti-
Narcotics Center of Shiraz University of 
Medical Sciences and dried away from light. 
Then the extract in the dried flowering branches 
of cannabis plant was extracted as a solvent 
using 70% ethanol produced by the German 
company Merck. Then, in order to completely 
remove the solvent from the extract, the 
solution was placed in a rotary apparatus 
manufactured by Ikar Company, Germany at a 
temperature of 45 degrees and a rotation of 50 
revolutions per minute. The extract was then 
completely concentrated using a vacuum pump. 
In the present study, to separate stem cells from 
the uterine tissue of adult rats, after 
anesthetizing the mice, the endometrial tissue of 
the animals was separated and placed in Hanks 
buffer solution and then with Hanks buffer 
containing penicillin antibiotic (Penicillin). 2% 
was washed and then the samples were placed 
in type I collagenase solution at a concentration 
of 1 mg / ml for 1 hour at 37 ° C for tissue 
digestion. 

Filtration was performed by 0.7 μm and 0.4 
μm filters to remove undigested tissue 
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fragments and impurities. Isolated cells were 
transferred to DMEM / F12 medium containing 
10% serum and 1% penicillin-streptomycin. 
After the cells covered the surface of the culture 
dish with a complete layer, after one week, the 
culture medium was removed and the cells were 
washed with 1 ml of phosphate buffered saline 
(PBS). Then 5 ml of complete culture medium 
was added to the flask and returned to the 
incubator. This stage was considered as the zero 
passage of cells. After about 14 days, when 
more than 75% of the plate bottom was filled 
with mesenchymal stem cells and the cells 
reached their maximum growth rate, the cells 
were ready for cell passage. The living cells 
attached to the bottom of the flask were then 
washed with saline phosphate buffer. Were 
located, Then, to separate these cells from the 
bottom of the dish, a combination of trypsin and 
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was 
used and Using a few gentle strokes, the still 
adherent cells were isolated. Using saline 
phosphate buffer, in addition to diluting trypsin, 
the isolated cells were transferred into a falcon 
and centrifuged at 1500 rpm. For 5 to 10 
minutes, a cell precipitate formed at the base of 
the falcon. The supernatant containing saline 
phosphate buffer and trypsin was then removed. 
At this stage, by adding a small amount of 
culture medium on the cells and pipetting them, 
the cells were dispersed in the culture medium. 
The cells were then placed in a larger flask and 
cultured in a larger amount of medium, after 
which they were kept in an incubator at 37 ° C 
and 5% CO2 and continued until the third 
passage. In this study, expressingCD34 and 
CD90 and not expressingCD105 markers,in the 
third passage of cell culture, the effects of 
cannabis in concentration of100and1000ng/ml 
were calculated on the growth of these cells 
within1to8days by the  

PDT=T× 𝑙𝑙𝑙𝑙2

lnXeXb
 formula and the results were 

analyzed using ANOVA and Tuki tests. 

Results 

The results of flow cytometric observations 
in this study showed that stem cells derived 
from uterine endometrial tissue have adhesion 
to the bottom of the cell culture vessel and 
considering that from the fourth passage 
onwards they are able to express high non-
hematopoietic surface markers CD105 and 

CD90. They also did not have the ability to 
express the CD34 hematopoietic surface 
marker, which indicates that mesenchymal cells 
derived from endometrial tissue. In addition to 
the cell growth curve diagram and analysis of 
the data obtained in this study, showed that stem 
cells derived from uterine endometrial tissue, as 
a result of treatment with a dose of 100 ng / ml 
of cannabis extract, from day 0 to day 3, as 
control cells It has exponential growth and from 
the fourth day onwards, the growth of cannabis 
extract treated cells compared to the control 
group shows a significant increase at the level 
of P <0.05. Also, the results of data analysis 
showed that stem cells derived from 
endometrial tissue treated with a dose of 1000 
ng / ml of cannabis extract, like cells in the 
control group, had an upward growth process 
until the third day and entered the exponential 
phase, while From the third to the fourth day, a 
significant decrease in the growth rate of these 
cells compared to the cells of the control group 
was observed at the level of P <0.01 and from 
the fourth day onwards, the growth trend of 
these cells again showed a significant increase 
at the level of P <0.01. 

Conclusion 
The results of this study showed that stem cells 

derived from uterine endometrial tissue, in addition 
to their adhesion to the culture vessel from the 
fourth passage onwards, these cells did not express 
the CD34 marker, but expressed the CD105 and 
CD90 markers to a high extent, which confirms 
mesenchymal In addition, cannabis extract has 
been shown to increase the growth of these cells. 
Stem cells isolated from uterine endometrial tissue 
have a heterogeneous population of cells and have 
a high level of expression of stem cell-specific 
surface markers. Flow cytometric analysis has 
shown that endometrial stem cells are positive for 
CD90, CD105 and CD146 and for CD31, CD34 are 
negative. Endogenous and exogenous cannabinoid 
compounds have the ability to control cells in 
adults in a dose-dependent manner. Short-term 
induction of cannabinoids has no effect on cell 
proliferation and neurogenesis in the hippocampus, 
whereas long-term induction of exogenous 
cannabinoids affects these growth stages. 
Cannabinoids, with their antioxidant properties, 
enhance the chemical protective effects in living 
organisms. CBD, a non-psychoactive cannabinoid 
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compound, has antitumor and therapeutic effects 
on human neuroblastoma cells. THC stimulates the 
modulation of mesenchymal stem cells by 
activating the CB2 receptor in inflammation with 
the release of cytokines from stimulated 
lipopolysaccharide microglia. In addition, 
pretreatment with THC enhances the 
immunomodulatory effects of mesenchymal stem 
cells. Bone marrow derivative induces chronic 
hyperglycemia and chronic contraction injury 
models. In this way, it reduces the release of 
proinflammatory cytokines. Using hematopoietic 
anti-marker antibodies such as CD45, CD14, 
CD56, CD34 and CD38, it was shown that 
endometrial tissue-derived mesenchymal cells do 
not express these markers, while mesenchymal 
markers do not express CD90, CD73, CD105 and 
CD29. Cannabis has a positive effect on 
differentiation of bone marrow mesenchymal stem 
cells into fat cells in rats. Human fat mesenchymal 
cells maintain their osteoblastic differentiation in 
the presence of hydroalcoholic extract of cannabis. 

In transgenic mice lacking CB1 receptors, the 
lack of these receptors in stem cells reduces stem 
cell proliferation and reduces the number of new 
cells. Therefore, in the present study, cannabis 
extract probably induced the growth of endometrial 
tissue-derived mesenchymal cells by binding to 
CB1 receptors. Cannabinoids, as one of the active 
components of cannabis through cannabinoid 
receptors CB1 and CB2 and stimulation of 
metabolic enzymes regulate cell proliferation, 
differentiation and cell survival. Endocannabinoid 
systems affect the cell growth of this important 

tissue by acting on specific mechanisms that are 
important for the formation and maintenance of the 
endometrium. Consumption of cannabis extract by 
DNA fragmentation as well as free radicals and fat 
peroxidation leads to cell death. Depending on the 
dose of cannabis and also the type of cells studied 
and the density of cannabinoid receptors in them, 
this substance increases or decreases cell growth. 
Therefore, in the present study, the effect of 
increasing cell growth can be attributed to the dose. 
Attributed the drug and the type of cells studied. 
Cannabinoid receptors are expressed at the very 
beginning of development and are considered as an 
important factor for the survival and growth of 
mesenchymal stem cells. Since activation of ERK1 
/ 2, PI 3-k and Akt pathways are involved in 
inhibiting the process of apoptosis and stimulating 
cell growth and cannabinoid systems also stimulate 
these cellular signaling pathways (14), in the 
present study, cannabis extract is probably from By 
binding to cannabinoid receptors and activating 
these pathways, it has increased the growth of 
endometrial uterine mesenchymal stem cells in 
rats. 
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 مقدمه
هاي توانمندي هسـتند که توانایی زیادي  هاي بنیادي، سـلول سـلول 

).  1تر از خود را دارند ( هاي شــبیه خود یا متفاوت در تولید ســلول 
افـت عملکرد ســـلول  ابی و ترمیم بـ ازیـ ادي، بـ هـاي بـدن در  هـاي بنیـ

 درمانی است. از  و نقش ویژه آنها در سلول   باشد می دوران زندگی  
 

الغ ســـلول  ادي بـ اي بنیـ ت مزانشـــیمی،    هـ افـ ا براي ترمیم بـ   ي هـ
ها بستگی  ). توان تمایزي این سلول 2شود ( می استفاده    دیده آسیب 

ت   لول   ). 3( به منبع ایجاد آنها دارد و با یکدیگر متفاوت اسـ هاي  سـ
شـوند.  می بنیادي به سـه دسـته جنینی، پرتوان القایی و بالغ تقسـیم  

هاي هر ســـه لایه  هاي بنیـادي جنینی، قادرند به ســـلول ســـلول 
لول 4( ژرمینال متمایز گردند   ازي سـ هاي  ). تاکنون موفق به جداسـ
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 ها:کلیدواژه
کانابیس، اندومتر، سلول بنیادي،  

 رشد سلولی، موش صحرایی 

 چکیده
 

با توجه به  گیرد.  ها نفر در دنیا قرار می گردانی است که مورد سوءمصرف میلیون کانابیس، ماده روان :  زمینه و هدف
زیاد   و مصرف  ناباروي  بر رشد  شیوع  تأثیر عصاره کانابیس  بررسی  با هدف  مطالعه حاضر  بین جوانان،  ماده در  این 

 نجام گردید.هاي صحرایی بالغ اهاي بنیادي مزانشیمی مشتق از آندومتر موش سلول 
هاي صحرایی استخراج  در این مطالعه تجربی، سلولهاي بنیادي مزانشیمی از آندومتر رحم موش  :هامواد و روش

 و    CD34ها با روش فلوسایتومتري و براساس بیان مارکرهاي  گردید و پس از کشت و تأیید مزانشیمی بودن سلول 

CD90  و بیان نشدن مارکرCD105 هاي  لولی، تأثیر کانابیس در غلظت، در پاساژ سوم کشت سng/ml  1000    در    100و
×PDT= Tها توسط فرمول   روز بر میزان رشد این سلول  8الی   1طول مدت   𝑙𝑙𝑙𝑙2

lnXeXb
محاسبه گردید و نتایج با استفاده از   

 و توکی آنالیز شدند. ANOVAهاي آزمون 
ساعت پس از انتقال، کاملاً به کف فلاسک کشت سلولی چسبیدند.    24هاي جدا شده از آندومتر،  : سلول هایافته

 گردید. نتایج تأیید  CD34و بیان نشدن مارکر    CD90  ،CD105ها با بیان مارکرهاي سطحی  مزانشیمی بودن این سلول 

ز سوم تیمار مشابه با گروه کنترل بود و از روز  با کانابیس تا روهاي تیمار شده  شمارش سلولی نیز حاکی از رشد سلول 
 ng/ml1000در گروه تیمار با دوز  و    >0p/ 05کانابیس افزایش معناداري در سطح  ng/ml100چهارم درگروه تیمار با دوز  

 مشاهده گردید.  >0p/ 01و از روز چهارم افزایش معناداري در سطح در روز سوم نسبت به گروه کنترل کاهش معنادار 
داد سلول گیرينتیجه  نتایج نشان  بودند و عصاره کانابیس  :  مزانشیمی  بنیادي  نوع  از  آندومتر،  از  هاي جدا شده 

 گردد. ها میهاي کانابینوئیدي باعث تحریک رشد این سلول احتمالاً از طریق گیرنده
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ده بنیادي مزانشـ فند و گاو شـ اهدانه  ).  5اند ( یمی از اندومتر گوسـ شـ
دار و از  ساله، علفی، گل ، گیاهی یک Cannabis sativa با نام علمی  

ــه می  ــدکـه داراي بیش از خـانواده کـانـابـاسـ نوع ترکیـب    104بـاشـ
هاي  سرشاخه صمغ متراکم شده از  حشیش  ). 6کانابینوئیدي است ( 

ه    دار گلـ ابیس اســـت کـ انـ ا کـ الاي میزان    داشـــتن   بـ ا   بـ - 9- دلتـ
ابینول  ت  انـ دروکـ د  ی قوي،  گردان روان و خواص    ) THC( تراهیـ تولیـ

انی فراوانی نیز دارد ( می  اده ). حشـــیش  7شـــود و اثرات درمـ   مـ
ت که ب  ترده در جهان  ه مخدري اسـ ورت گسـ تفاده قرار  صـ مورد اسـ

بر  سـت و  ا خواص ضـدتومور و ضـدتهوع  داراي    ).کانابیس 8گیرد ( می 
ــتها و  ي رفتار هاي  ویژگی  ــیت حرارتی، تنظیم خلق، اش ــاس ، حس

  THCویژه  ها، به کانابینوئید تأثیر دارد و با داشــتن    فعالیت جنســی 
تقویــت داراي   اعتیــادآور خواص  و  ــد می نیز   کننــده    ). 9(   بــاشــ

  CB2 و   CB1   ، ي کانابینوئید رســپتورهاي  دو نوع  هر  ها  کانابینوئید 
هاي ایمنی و  سـلول ،  عصـبی مرکزي طور عمده در سـیسـتم  به که  

ت  افـ دمثل بـ اي تولیـ د ی  هـ أثیر قرار می   وجود دارنـ ت تـ د و را تحـ   دهـ
د در ،  تکثیر  لول   یا توقف رشـ   ، ها ، از جمله، لنفوسـیت ي مختلف ها سـ
را  هاي بنیادي  سـلول مشـتق شـده از  غیرعصـبی    عصـبی و   هاي سـلول 

رفتن  و از دسـت   DNA تجزیه از طریق     THC).  10(   کنند القا می 
مایی باعث القا  اي پلاسـ و آپوپتوز می   ي تقارن غشـ    TCH.  ) 11( د  شـ

ــلول   ي ثیر منفی بر بقا أ ت  ــیمال دارد در حالی س   هاي بنیادي مزانش
هاي  ها در اســـتراتژي ترین ســـلول ها یکی از مهم که این ســـلول 

ت بـ افـ دســـی بـ ار می ه مهنـ ــمـ د ( شـ دومتریوم  ). 12رونـ افت   ، انـ   ی بـ
ربه  لول منحصـ ت  هاي ب فرد و منبع سـ یمی اسـ این    که نیادي مزانشـ

لول  یل تمایز به    ها قادر به خودتجدیدي سـ ترده و داراي پتانسـ گسـ
باشــند  غضــروف، اســتخوان، چربی، نورون و الیگودندروســیت می 

  ي شـرایط فیزیولوژیکی، سـیسـتم کانابینوئید   در   از طرف دیگر   ). 13( 
 ERK1/(Extracellular signal  2ســازي مســیر  از طریق فعال 

regulated kinase)  ،phosphoinositide 3 -kinase (PI 3-k)  و
Akt (protein kinase B)    هــاجـرت مـ م  یـ ظـ نـ تـ در  مـی  هـ مـ قـش  نـ

لول  لول   . ) 14(   هاي آندومتر دارد سـ ده  سـ ازي شـ هاي بنیادي جداسـ
هاي بنیادي  ها دارند و سلول از اندومتر، جمعیت ناهمگونی از سلول 

جداســازي شــده داراي ســطوح بالایی از بیان مارکرهاي ســطحی  
لول  اًویژه سـ وصـ أ مزودرم می   با   هاي بنیادي، خصـ ند منشـ ).  15(   باشـ

لول  لول که    هاي بنیادي آندومتر سـ امل سـ از،  ي خون بنیاد   هاي شـ سـ
ممکن اسـت مشـتق از    هسـتند   اندوتلیال   سـاز و پیش   مزانشـیمی 

از آنجا که  ).  16(   هاي بنیادي جنینی یا مغز اسـتخوان باشـند سـلول 
و با توجه به    باشــد می ها در دنیا  انســان ناباروري یکی از معضــلات  

ــتفـاده از کـانـابیس بـه  ویژه در بین جوانـان کـه در ســـنین  آنکـه اسـ

 
 

ــت و   اروري قرار دارنـد رو بـه افزایش اسـ ا بـ ایـت بـ   ، بـه مطـالعـات   عنـ
ث  توا مصـــرف حشـــیش می  اعـ بـ د در افراد  در عملکرد    تغییر نـ

، این مطالعه با هدف بررسی تأثیر حشیش  هاي بنیادي گردد سلول 
هاي  ي مشـــتق از اندومتر رحم موش هاي بنیاد بر رشـــد ســـلول 

 صحرایی بالغ انجام گردید. 

 ها مواد و روش .  2

هاي  بررســی چگونگی تمایز ســلول   مطالعه تجربی حاضــر با هدف 
هاي صحرایی  بنیادي مزانشیمی مشتق از بافت آندومتر رحم موش 

با رعایت مقررات و اصــول  بالغ تحت تأثیر عصــاره گیاه کانابیس و  
انجام گردید و پروتکل آن در کمیته    زمایشـــگاهی کار با حیوانات آ 

به تصــویب    IR.Miau.1396.806اخلاق دانشــگاه تحت شــماره  
حیوانات در شــرایط اســتاندارد و با درجه حرارت محیطی    رســید. 

درصـد و چرخه نوري    70درجه سـلسـیوس، رطوبت نسـبی    25- 20
اعت تاریکی و    12 نایی نگه   12سـ اعت روشـ دند. سـ در این    داري شـ

بررســـی براي تهیـه عصــــاره هیـدروالکلی این گیـاه، از روش  
افی   ه میزان کـ دین منظور بـ د. بـ اده گردیـ ــتفـ پرکولاســـیون اسـ

ــاخـه  هـاي گلـدار کـانـابیس بـا همـاهنگی مرکز مبـارزه بـا مواد  ســـرشـ
مخدر دانشــگاه علوم پزشــکی شــیراز تهیه و به دور از نور خشــک  

اخه  رشـ اره موجود در سـ گلدار خشـک شـده    هاي گردید. سـپس عصـ
درصــد تولید شــده توســط    70گیاه کانابیس با اســتفاده از اتانول 

عنوان حلال اســـتخراج گردیـد. ســـپس  شـــرکـت مرك آلمـان بـه 
منظور حذف کامل حلال از عصــاره، محلول در دســتگاه روتاري  به 

درجه و گردش    45ســاخت شــرکت ایکار، کشــور آلمان در دماي  
گاه عصـاره با اسـتفاده از پمپ  آن دور در دقیقه قرار داده شـد.    50

براي جداســازي  مطالعه حاضــر  ). در  17خلأ کاملاً تغلیظ گردید ( 
، پس از  هاي صــحرایی بالغ موش  رحم  بنیادي از بافت  هاي ل ســلو 

ــافت آندومتر رحم حیوانات جــدا و در    ها، هوش کردن موش بی  ــ ب
ــافر   1محلول بافر هنکس  ــا بـ ــپس بـ   Hanksقرار داده شد و سـ

(دو درصد)    استرپتومایسین  سیلین، پنی   هاي بیوتیـک اوي آنتـی ح ـ
ــد و آن  ــ و داده شـ تشـ سـ  با  I نوع  کلاژناز  محلول  در  ها نمونه   گاه شـ

 هضم  براي  درجه    37دماي   در  ساعت  1 مدت  به    mg/ml 1غلظت 
 و  نشــده  هضــم  بافتی  قطعات  حذف  براي   . شــدند  داده  قرار  بافتی 

 0.4 و  μm 0.7 فیلترهاي  توسـط  ، فیلتراسـیون موجود   هاي ی ناخالصـ
μm  د  انجام پس   .شـ لول  حذف  براي  سـ  از ها  نمونه  از  خونی  هاي سـ

کشــت   محیط  به  شــده  جدا  هاي ســلول  . گردید  فایکول اســتفاده 
DMEM/F12   ســیلین پنی درصــد    1  و  ســرم درصــد   10 حاوي -  

ها، سـطح  سـلول بعد از اینکه  شـدند.   انتقال داده   اسـترپتومایسـین 

1 Hanks 
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پس از یک    پوشـش دادند، لایه کامل  صـورت یک  ظرف کشـت را به 
 Phosphateلیتر  میلی   1ها با  هفته، محیط کشـت، خارج و سـلول 

buffered saline  (PBS)    لیتر  میلی   5شـسـتشـو شـدند. سپس دوباره
محیط کشـــت کامل به فلاســـک افزوده و به انکوباتور بازگردانده  

ها در نظر گرفته شـد و  اسـاژ صـفر سـلول عنوان پ شـدند. این مرحله به 
درصــد از محیط کشــت،    70در مدت هر ســه روز یک بار حدود  

روز کـه    14خـارج و بـا محیط جـدیـد جـایگزین گردیـد. پس از حـدود  
هاي بنیادي مزانشـیمی پر  درصـد کف پلیت از سـلول   75بیش از  

ها آماده  ها به حداکثر میزان رشـد خود رسـیدند، سـلول شـد و سـلول 
دند.  پا  لولی شـ اژ سـ پس سـ لول   سـ ک   کف   به   که   زنده   هاي سـ   فلاسـ

بیده  فات   بافر   با   اند، چسـ الین   فسـ دند و   سـ و شـ تشـ سـ   گاه براي آن   شـ
  ماده تریپسـین و   ها از کف ظرف از ترکیب دو ین سـلول ا   کردن   جدا 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)    گردید و  اســتفاده
ــک EDTA/ تریپســـین   افزودن   از   پس    5الی    2بـه مـدت  هـا  ، فلاسـ

از چند ضربه ملایم،    استفاده   گرفتند و با دقیقه داخل انکوباتور قرار  
لول  بیده  سـ تفاده   و با   ند ید جدا گرد   بودند نیز هایی که هنوز چسـ   اسـ

فات   بافر   از  الین، فسـ ین،   کردن   رقیق   بر   علاوه   سـ لول   تریپسـ   هاي سـ
ــده   جـدا  ه  شـ الکون   یـک   داخـل   بـ ال  فـ د و پس   انتقـ ــدنـ   از   داده شـ

ــان  ا   تریفیوژ کردن سـ ه   1500   بـ ه مـدت  دور در دقیقـ   10الی    5بـ
  رویی   مایع   سـپس   د. ی دقیقه، رسـوب سـلولی ته فالکون تشـکیل گرد 

  این   گردید. در   خارج   اسـت   تریپسـین   و   سـالین فسـفات   بافر   شـامل   که 
  پیپتاژ   و   ها سـلول   روي   کشـت   محیط   کمی   مقدار   افزودن   با   مرحله 
  ســـپس   . گردیدند   پخش   کشـــت   محیط   ها در ســـلول   آنها،   کردن 

  بیشــتري   مقدار   در   و   شــدند   تر بزرگ   فلاســک   یک   وارد   ها ســلول 
درجه    37  دماي   با   انکوباتور   شـدند و در داده    محیط مناسـب، کشـت 

تا ســومین پاســاژ  و    د شــدن نگهداري  درصــد    co2 5گراد و  ســانتی 
ها  سـلول   ، از سـومین پاسـاژ   پس   مراحل به همین ترتیب ادامه یافت. 

و مارکرهاي ســطح ســلولی بررســی    مورفولوژي هاي  ویژگی از نظر  
لول به در این بررسـی    . ) 18(   ند شـد  ایی سـ ناسـ هاي بنیادي  منظور شـ

مــارکـرهــاي    ، انــدومـتـریــال رحـم  بـراي  ــیـتـومـتـري  فـلـوسـ روش  از 
یمی مزان  لول به  CD105 و CD90   شـ هاي اندوتلیالی  عنوان مارکر سـ

ــلول    CD34و  ــد.  مارکر س ــتفاده ش در این  هاي هماتوپوئیتیک اس
از تریپســینه و    پس   ، هاي حاصــل از پاســاژ چهارم ســلول   مطالعه، 

شــســته شــدند،     PBSســانتریفیوژ کردن در اپندورف ریخته و با  
  در دقیقه سانتریفیوژ شدند  2000دقیقه با دور    10سپس به مدت  

 کونژوگه  CD90 و   CD105اولیه   هاي بادي آنتی   ها و سپس به نمونه 
ا  ا  CD34 فیکواریترین) و  (PE بـ ه بـ فلورســـنس   (FITC کونژوگـ

ــه مدت  گردی ایزوتیوســیانات) اضــافه   دقیقه در یخچــال    30د و ب
ــرار   ــد داده شدند قـ ــه بعـ  از شستشو با   ها پس سلول   ، . در مرحلـ
PBS   دور در دقیقه سـانتریفیوژ شـدند.    2000دقیقه با    10به مدت

درصد اضافه شد و    1کننده فرمالین  ها بـافر فیکس سپس به سلول 
در این بررسـی براي سـنجش    .با دسـتگاه فلوسـیتومتري آنالیز شـدند 

ــاره هیـدروالکلی کـانـابیس و تعیین دوز قـابـل   میزان ســـمیـت عصـ
اده از روش (  ــتفـ -MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5اسـ

diphenyltetrazolium bromide    ــد. بدین ترتیب که ــتفاده ش اس
پـلـیــت    10000حــدود   چــاهــک  هـر  در  ــلـول  چــاهـکــه    96سـ

 )Invitrogen-USA (   24حاوي محیط کشـت قرار داده شـد. پس از  
ساعت محیط کشت قبلی دور ریخته شد و به محیط کشت جدید  

ــا غلظـت  ،  ng/ml20  ،30  ،40  ،50ره کـانـابیس از  هـاي مختلف عصـ
روز  اضـافه گردید و به مدت یک شـبانه   ng/ml 6000، ..... تا 70،  60

) قرار داده شـد. سـپس محیط  CO2% 5و    37℃در انکوباتور (دماي  
  mg/ml 5با غلظت   MTTمحلول تازه    l 20µها با کشـــت ســـلول 

د. پس از   یون در دماي    4تعویض شـ اعت انکوباسـ محلول    Co37سـ
لیتر محلول  میلی   ml200هـا تخلیـه و بـه هر چـاهـک رویی ســـلول 

ــید  دي  ــولفوکس   ) (DMSO   Sigma-Aldrich-Germanyمتیل س
هاي فورمازون تشکیل شده در اثر واکنش  اضافه گردید تا کریستال 

ســط دســتگاه الایزا  از بین برود. در نهایت جذب نوري تو   MTTبا  
 ) ــدر  در  polarstar omega-BMG LABTECH-Germanyری  (

ــبه گردید. و   nm570طول موج   ــل از    محاس ــاس نتایج حاص براس
و مقایســه درصــد بقاي ســلولی، در مطالعه حاضــر،    MTTآزمون  

کار گرفته شـد  ها به تیمار سـلول   براي  1000و    ng/ml100دوزهاي  
لولی  منظور  به   و  د سـ رعت رشـ اي حاوي  حفره   24پلیت    6پایش سـ

لول  ه گروه  هاي بنیادي مزانشـیمی رحم، دو پلیت به سـ ازاي هر سـ
ــده بـا    هـاي تیمـار و گروه کنترل     ng/ml و   ng/ml  100دوزهـاي  شـ
ــاره کانابیس   1000 ــاژ چهارم تهیه    عصـ د (هر حفره  گردی در پاسـ

لول در یک میلی   10000 ت کامل) سـ   6. هر  ) 19(   لیتر محیط کشـ
انکوباتور قرار داده شدند. از روز بعد، سه حفره از هر پلیت  پلیت در  

ــت آنها خارج  ــد، محیط کش ــلول گردید   در نظر گرفته ش ها با  ، س
PBS    شــســته و باTrypsin/EDTA    از کف فلاســک کشــت جدا

شــدند. پس از ســانتریفیوژ، مایع رویی را دور ریخته و به رســوب  
گردید  فزوده  محیط کشـت کامل ا حدود یک میلی    سـلولی حاصـله، 

میکرولیتر از    7معلق شـدند. سـپس    ها کاملاًو با پیپت کردن سـلول 
  گردید میکرولیتر رنگ تریپان بلو مخلوط    7این مخلوط ســلولی با  

هاي  و این مخلوط بین لامل و لام نئوبار قرار داده شد. تعداد سلول 
ــمـارش و طبق فرمول زیر تعـداد    ، مربع اطراف چهـار  موجود در  شـ

 گردید: لیتر محاسبه  ر هر میلی ها د سلول 
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𝑁𝑁 =
𝑛𝑛1 + 𝑛𝑛2 + 𝑛𝑛3 + 𝑛𝑛4

4
× 2 × 𝑣𝑣1 × 10000 

 
ترتیب فوق تا هشـت روز متوالی تکرار شـد.  ها به شـمارش سـلول 

گاه، زمان موردنیاز براي   لولی در آزمایشـ د سـ براي ارزیابی روند رشـ
ها نیز با استفاده از فرمول زیر محاسبه  دوبرابر شدن جمعیت سلول 

پس   د و سـ لولی در گروه شـ د سـ هاي تجربی و کنترل با  منحنی رشـ
 ). 19هم مقایسه گردید ( 

 PDT= T× 𝑙𝑙𝑙𝑙2

lnXeXb
                            

 e = neperian number                             
 T: incubation time in hours                                                                                         
Xb: cell number at the beginning of the incubation time         
Xe: cell number at the end of the incubation time 
 

ــی براي تعیین   ــلول در این بررس ــد زنده بودن س   50ها،  درص
میکرولیتر رنگ تریپان    50میکرولیتر از سـوسـپانسـیون سـلولی را با  

ــد) مخلوط می   0/ 4بلو (  د از  درصـ دار    5کنیم، بعـ ه، مقـ   20دقیقـ

تفاده از لام نئوبار در  میکرولیتر از این مخلوط را برمی  داریم و با اسـ
ي زنده  ها هاي ســفید، ســلول هاي مربوط به شــمارش گلبول خانه 

و با    SPSS-20افزار  شــمارش شــدند و در پایان، نتایج با کمک نرم 
)  ANOVAطرفه ( هاي آماري تحلیل واریانس یک استفاده از آزمون 

دند و اختلاف داده و توکی تجزیه  طح  وتحلیل شـ   >P  0/ 05ها در سـ
 معنادار در نظر گرفته شد. 

 ها یافته .  3

در این بررسـی نشـان داده   نتایج حاصـل از مشـاهدات فلوسـایتومتري 
  هاي بنیادي مشــتق از بافت اندومتر رحم داراي شــد که ســلول 

ــشـت   کف   خاصـیت چسـبندگی به  باشـند و با  سـلولی می   ظرف کــ
ان  ه بیـ ادر بـ د نیز قـ ه بعـ ارم بـ ــاژ چهـ اسـ ه از پـ ه اینکـ الاي   توجـه بـ بـ

طحی غیرهماتوپویتیک   ند  می   CD90  و    CD105مارکرهاي سـ باشـ
ــون   چنین توانایی بیان مارکر سطحی و هم  ــاز  خـ نیز  را    CD34سـ

هاي مشـتق شـده از بافت  که بیانگر مزانشـیمی بودن سـلول   نداشـتند 
) 2و    1باشد (اشکال  آندومتر رحم می 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

دهنده  باشد که این نشان ) می CD34) و بیان نشدن مارکر هماتوپویتیک ( CD90 و  CD105دهنده بیان مارکرهاي سطحی غیرهماتوپویتیک ( نشان .  1شکل  
ها است. مزانشیمی بودن سلول 

  

 و ویژگی مزانشیمی بودن آنها است   3و    1ها در پاساژهاي صفر،  شکل شدن سلول دهنده دوکی . اشکال نشان 2شکل  
 100نمایی  بزرگ 

 
1 volume 
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آمده در  دست هاي به نمودار منحنی رشد سلولی و آنالیز داده 
هاي بنیادي مشتق از بافت آندومتر  این بررسی نشان داد که سلول 

عصاره کانابیس، از روز صفر    ng/ml100 رحم، در اثر تیمار با دوز  
هاي گروه کنترل رشد تصاعدي دارد و از  تا روز سوم، همانند سلول 
هاي تحت تیمار با عصاره کانابیس  سلول   روز چهارم به بعد رشد 

نشان    >P  0/ 05نسبت به گروه کنترل، افزایش معناداري در سطح  
 هاي این بررسی نشان  دهد. همچنین نتایج حاصل از آنالیز داده می 

 
 

هاي بنیادي مشتق از بافت آندومتر رحم تحت تیمار با  داد سلول 
همانند    ng/ml  1000 دوز   نیز  کانابیس  گروه  سلول عصاره  هاي 

کنترل، تا روز سوم روند رشد افزایشی داشته و وارد فاز تصاعدي  
اند در حالی که از روز سوم تا روز چهارم، در میزان رشد این  گردیده 
سلول سلول  به  نسبت  در  ها  معناداري  کاهش  کنترل،  گروه  هاي 
مشاهده گردید و از روز چهارم به بعد روند رشد    >P  0/ 01سطح  

نشان    >P  0/ 01ها مجدداً افزایش معناداري را در سطح  این سلول 
 ).  1داد (نمودار  

با عصاره کانابیس    تیمار   هاي تحت و گروه   ) فاقد تیمار (   اندومتر رحم در گروه کنترل   از بافت   شده   جدا   مزانشیمی   بنیادي   هاي سلول   رشد   . 1نمودار  
هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از اندومتر رحم و همچنین اثر مهاري عصاره  بر رشد سلول   ng/ml  100دهنده اثر تحریکی عصاره کانابیس با دوز  نشان 

باشد. رم به بعد می ها از روز چها در روز سوم تیمار و اثر تحریکی آن بر رشد این سلول   ng/ml  1000کانابیس با دوز 
 

 گیري بحث و نتیجه .  4
لول   نتایج این مطالعه نشـان داد که  هاي بنیادي مشـتق از بافت  سـ

ــشت اندومتر رحم،   از    علاوه بر خاصیت چسبندگی آنها به ظرف ک
  نکردند   را بیــان   CD34مارکر    ها، پاساژ چهارم به بعد نیز این سلول 

کردند که  را به میزان بالایی بیان    CD90و     CD105مارکرهاي  اما  
موید مزانشــیمی بودن آنها اســت، همچنین نشــان داده شــد که  

گردد.  ها می عصــاره کانابیس باعث افزایش روند رشــد این ســلول 
لول  ا سـ ده از بافت آندومتر رحم، جمعیت  هاي بنیادي جداسـ زي شـ

ها دارد و داراي میزان بالایی از بیان مارکرهاي  ناهمگونی از ســلول 
ادي می ســـطحی ویژه ســـلول  اي بنیـ د و  هـ ــنـ اشـ الیز بـ اي آنـ   هـ

ــان داد  ــایتومتري نش ــلول   اند ه فلوس هاي بنیادي اندومتریال  که س
براي    CD146 و  CD90, CD105 براي     CD31, CD34 مثبـت و 

ترکیبـات کـانـابینوئیـدي انـدوژن و اگزوژن، بـه  ).  20(   هســـتنـد منفی  

ها را در بالغین دارند؛  ل شــکل وابســته به دوز، توانایی کنترل ســلو 
مـدت کـانـابینوئیـدهـا تـأثیري بر تکثیر  بـدین صـــورت کـه القـاي کوتـاه 

ــلولی و نورون  الی سـ دارد، در حـ پ نـ امـ اي  زایی در هیپوکـ ه القـ کـ
ــد را تحـت تـأثیر  درازمـدت کـانـابینوئیـدهـاي اگزو  ژن این مراحـل رشـ

اکســیدانی  ). کانابینوئیدها با داشــتن خواص آنتی 21دهد ( قرار می 
بـاعـث تقویـت اثرات محـافظتی شـــیمیـایی در بـدن موجودات زنـده  

وند ( می  گردان  که یک ترکیب کانابینوئیدي غیرروان   CBD).  22شـ
انی بر ســـلول  هـاي  اســــت، داراي اثرات ضــــدتوموري و درمـ

ســازي  از طریق فعال   THC).  23وماي انســانی اســت ( نوروبلاســت 
هاي بنیادي مزانشــیمی  باعث افزایش تعدیل ســلول   CB2گیرنده  

ــازي ســـیتوکنین  ا رهـاسـ ابـات توأم بـ اهـاي  در التهـ هـا از میکروگلیـ
تیمار با  شــود، به علاوه پیش ســاکاریدي تحریک شــده می لیپوپلی 

THC    اعـث افزایش اثرات ا ایمونومـدولاتوري ســـلول بـ ادي هـ   ي بنیـ
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مزانشــیمی مشــتق از مغز اســتخوان بر هیپرگلیســمی حرارتی و  
شــود. به این ترتیب که باعث  هاي جراحتی انقباض مزمن می مدل 

ــیتوکنین  ــازي س با    ). 24گردد ( التهابی می هاي پیش کاهش رهاس
ــتفاده از آنتی  ــدمارکرهاي هماتوپوئیتیک ازجمله بادي اس    هاي ض

CD45   ،CD14 ،  CD56    ،CD34   و CD38  ــان داده شـــد که    نشـ
لول  تق از بافت آندومتر رحم،    ي ها سـ یمی مشـ مارکرهاي یاد  مزانشـ

  CD90  که مارکرهاي مزانشــیمی   کنند در حالی شــده را بیان نمی 
 ،CD73   ،CD105    وCD29    حشـــیش بر    ). 25(   د کننـرا بیـان می

هاي  هاي بنیادي مزانشـیمی مغز اسـتخوان به سـلول تمایز سـلول 
هاي  ســلول   ). 26دارد ( ثیر مثبت  أ ت   صــحرایی، هاي  در موش چربی  

مزانشـــیمی چربی انســـان در حضـــور عصـــاره هیدروالکلی گیاه  
تی خود را حفظ می  تئوبلاسـ ).  17کنند ( کانابیس، قابلیت تمایز اسـ

اقـموش   در  ک فـ اي ترانس ژنیـ ده هـ اي د گیرنـ دان این    ،  CB1هـ فقـ
ي  ها هاي بنیادي منجر به کاهش تکثیر سـلول در سـلول   ها گیرنده 

). بنابراین در  27(   شـود جدید می   هاي تعداد سـلول بنیادي و کاهش  
ــال بـه   ابیس از طریق اتصـ انـ ــاره کـ مطـالعـه حـاضـــر احتمـالاً عصـ

لول CB1 هاي گیرنده  د سـ تق از بافت  باعث رشـ یمی مشـ هاي مزانشـ
عنوان یکی از اجزاي فعال  متر شـــده اســـت. کانابینوئیدها، به آندو 

ده  دي  حشـــیش از طریق گیرنـ ابینوئیـ انـ اي کـ و    CB2و    CB1هـ
ــلولی، تمـایز و  تحریـک آنزیم  هـاي متـابولیـک بـاعـث تنظیم تکثیر سـ
هاي اندوکانابینوئیدي از  ). ســیســتم 28شــود ( ها می بقاي ســلول 

ــازوکـارهـاي خـاصـــی کـه براي ا  یجـاد و نگهـداري  طریق تـأثیر بر سـ
گذارند  اندومتر مهم هسـتند بر رشـد سـلولی این بافت مهم تأثیر می 

ــاره گیـاه کـانـابیس از طریق  .  ) 29(  قطعـه کردن  قطعـه مصـــرف عصـ
DNA   هاي آزاد و پراکسـیداسـیون چربی،  و همچنین ایجاد رادیکال

ــتـه بـه دوز مصـــرفی  30گردد ( منجر بـه مرگ ســـلولی می  ). بسـ
تراکم  کــانــابیس و همچنین نوع ســـلول  هــاي موردمطــالعــه و 

هـاي کـانـابینوئیـدي در آنهـا، این مـاده بـاعـث افزایش یـا کـاهش  گیرنـده 
بنابراین در بررسـی حاضـر نیز علت اثر  )؛  31شـود ( رشـد سـلولی می 

ــلولی را می  ــد سـ ه دوز مصـــرفی دارو و نوع  افزایش رشـ توان بـ
ــلول  ــبت داد. گیرنده س هاي کانابینوئیدي در  هاي موردمطالعه نس

هاي  شوند و براي بقا و رشد سلول همان ابتداي رشد و نمو بیان می 
یمی، عاملی مهم به  اب می بنیادي مزانشـ آنجا که    ). از 32آیند ( حسـ

ــیر فعال  ــازي مس در مهار روند    Aktو    ERK1/  ،PI 3-k  2  هاي س
ــیســتم  ــلولی نقش دارند و س ــد س هاي  آپوپتوزیس و تحریک رش

لولی   یگنالینگ سـ یرهاي سـ کانابینوئیدي نیز باعث تحریک این مسـ
)؛ بنابراین در پژوهش حاضــر، عصــاره کانابیس نیز  14شــوند ( می 

سـازي  هاي کانابینوئیدي و فعال ه احتمالاً از طریق اتصـال به گیرند 
هاي بنیادي مزانشــیمی  این مســیرها باعث افزایش رشــد ســلول 

 هاي صحرایی شده است. آندومتر رحم موش 
ترکیبات   داشتن  با  که حشیش  داد  نشان  مطالعه  این  نتایج 

گیرنده  به  اتصال  طریق  از  احتمالاً  و  هاي  کانابینوئیدي 
هاي بنیادي مشتق از  لول باعث رشد س   CB2و    CB1 کانابینوئیدي  

 گردد. بافت آندومتر می 

 قدردانی  و  تشکر 

حوزه معاونت پژوهشـی دانشـگاه   هاي ت د مسـاع گان مقاله از  نویسـند 
  داشـتند،  همکاري  پروژه  این  اجراي  در  که آزاد اسـلامی واحد شـیراز  

.  آورند عمل می به   سپاسگزاري 
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