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  چكيده
اين  رسدبه نظر مي .گزارش شده استها  برخي بافتدر فرايند ترميم  مزانشيمي هاي بنياديتاثير مثبت ترشحات سلول :سابقه و هدف

در اين مطالعه بر آن هستيم تا تاثير . در درمان زخم هاي ديابتي هم موثر باشد ،ها و فاكتورهاي ويژهبه علت دارا بودن متابوليت ترشحات
 . را بر استحكام زخم ديابتي بررسي نماييم مغز استخوان انسان هاي بنيادي مزانشيميسلول ترشحات

سر موش صحرايي به صورت تصادفي به چهار گروه كنترل سالم، كنترل ديابتي، ديابتي پلاسبو  24 ،مطالعه تجربيدر اين : بررسي شرو
 تجويز ها ازموش در ديابتبراي القاء  .تقسيم شدند )تحت درمان با محيط كشت بهينه( و ديابتي تجربي )تحت درمان با محيط كشت پايه(

ساعت پس از ايجاد  24طي . ها يك برش با ضخامت كامل پوست ايجاد گرديددر ناحيه پشت موشو  شد استفاده آلوكسان صفاقي داخل
ميكروليتر محيط كشت پايه را به صورت تزريق  200ميكروليتر محيط كشت بهينه، و گروه پلاسبو نيز  200زخم موش هاي گروه تجربي 
 زخم، از زخم ها نمونه برداري شد و آزمايش بيومكانيكي از نوع كشش پذيري روز بعد از ايجاد 15. داخل وريدي دريافت نمودند

)tensiometery ( با آزمون داده هاي به دست آمده روي آنها انجام شد وANOVA شد تجزيه و تحليل.  
گروه ديابتي  ار نيروي حداكثر مقد. )P>001/0( دار بودآماري معنيبا گروه سالم از نظر  بتيوزن و قندخون موش هاي ديا اختلاف :هايافته

 افزايش معني داري يافته بود )30/2±62/0(و  گروه ديابتي پلاسبو  )76/1±56/0(گروه ديابتي كنترل  نسبت به ) 45/3±05/1(تجربي 
)05/0<p .( ميزان استرس حداكثر گروه ديابتي تجربي علاوه برآن)و همچنين ميزان ، )18/0 ±05/0(نسبت به گروه ديابتي كنترل ) 34/0±1/0

  .)p>05/0(داشت  داري افزايش معني) 20/2±19/0(در مقايسه با گروه ديابتي پلاسبو ) 19/3±07/1(سفتي ارتجاعي گروه ديابتي تجربي 
هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان انسان موجب افزايش استحكام زخم رسد كه استفاده از ترشحات سلولبه نظر مي :گيرينتيجه
  . گرددهاي بافت شناسي و مولكولي توصيه ميمطالعات بيشتر با بررسي. شودميديابتي 

  .تنسيومتري ، محيط كشت بهينه، التيام زخم،سلول بنيادي مزانشيميديابت،  :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
ديابت يك اختلال مزمن متابوليكي است كه مشخصـه اصـلي آن   

از عوارض وخيمـي  يكي . است) هايپرگليسمي(افزايش قند خون 

                                                 
دانشگاه علوم پزشكي شـهيد بهشـتي، دانشـكده پزشـكي، گـروه      تهران، ولنجك، : نويسنده مسئولآدرس 
   )e-mail: piryae@sbmu.ac.ir(دكتر عباس پيريايي . ژي و علوم تشريحبيولو

  17/1/1393: تاريخ دريافت مقاله
  24/2/1393 :تاريخ پذيرش مقاله

هاي پوسـتي اسـت كـه در    زخم ،آوردوجود ميه كه اين بيماري ب
گـردد، و حتـي   اكثر موارد مزمن شده و درمـان آن طـولاني مـي   

بـه طـور كلـي توليـد نـاقص      . ممكن است به قطع عضو بيانجامد
هـا، و كـاهش   هاي التهابي و فيروبلاستها توسط سلوليناسيتوك

مي هستند كه باعث مزمن شـدن زخـم   آنژيوژنز از فاكتورهاي مه
هـاي كموتاكتيـك   فعاليـت  ،هاي ديابتيدر زخم). 1- 6(شوند مي

هاي التهابي ضعيف شـده و توليـد   در نتيجه پاسخ. يابدكاهش مي
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و روند ) به ويژه كلاژن(فاكتورهاي رشد و ماتريكس خارج سلولي 
يابد؛ و همين امر موجب مزمن شدن زايي به شدت كاهش ميرگ
 ).7- 12( گرددم ميزخ

ميليون نفر در جهان مبتلا  270بر اساس آمارهاي جهاني بيش از 
هـاي ديـابتي رنـج    درصـد آنهـا از زخـم    15به ديابت هستند كه 

درصـد قطـع    60حـدود   ،از طرفي صرف نظر از تروماهـا . برند مي
  ).11،12(افتد عضوهاي اندام تحتاني به خاطر ديابت اتفاق مي

هـاي  تسريع روند التيام زخم چـه در زخـم   جهت ،در حال حاضر
هاي ديـابتي تمهيـدات گونـاگوني بـه كـار      طبيعي و چه در زخم

توان بـه اسـتفاده از تركيبـات    شود كه از جمله آنها ميگرفته مي
هـاي  ها، پاكسازي بستر زخـم بـه روش  بيوتيكسپتيك، آنتيآنتي

امـواج   گوناگون، بانداژ مناسب، اسـتفاده از تحريكـات الكتريكـي،   
اولتراســوند، امــواج مغناطيســي، امــواج ليــزر، ذرات نــانو، برخــي 

ها و فاكتورهاي رشد و برخي تركيبات شيميايي اشـاره   يناسيتوك
ها بسـيار  لازم به ذكر است كه هزينه اين درمان).  13- 19( نمود

بنابراين همچنان به ابداع يك شيوه . بالا و كاربرد آنها مشكل است
  . ي ترميم اين زخم هاي مزمن نيازمنديمدرماني جديد برا
هاي بنيادي به صورت هاي درماني مبتني بر سلولبه تازگي روش

ها صورت گرفته، آميزي براي ترميم و بازسازي برخي بافتموفقيت
هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از هاي درماني فراوان سلولو قابليت

 Bone marrow derived mesenchymal stem)مغـز اسـتخوان    

cells, BM-MSCs)  اين سلول هاي . براي همه روشن شده است
ها بـه ويـژه   بنيادي چندتوان توانايي تمايز به انواع زيادي از سلول

هاي مزانشيمي مانند فيبروبلاست، ميوبلاست، عضله قلبـي،  سلول
هـاي غيرمزانشـيمي   غضروف و استخوان، و همچنين برخي سلول

تواننـد  دي را دارند و علاوه بر آن مـي هاي عصبي و كبنظير سلول
هايي را توليد نماينـد كـه در محـل    ينافاكتورهاي رشد و سيتوك

  . )20- 26(نمايند آسيب، روند ترميم را تسريع مي
هاي بنيادي مزانشيمي قابليت خود را در درمـان  سلول ،در ضمن

از . انـد هاي حيواني سالم و ديابتي نيـز نشـان داده  هاي مدلزخم
اند كه در افراد مبتلا بـه ديابـت   برخي مطالعات نشان داده ،يطرف

هاي بنيادي مزانشيمي نسبت به  افراد طبيعـي  هاي سلولقابليت
توان با پيوند سلولهاي مزانشيمي سـالم  پايين تر بوده، بنابراين مي

افزايش قابل توجهي در سرعت بسته شدن زخم، و توليد اپيتليوم 
هـر چنـد كـه بهـره     ). 27- 31( نمـود  و عروق خوني جديد ايجاد

هاي ديابتي هاي بنيادي مزانشيمي در درمان زخمگيري از سلول
موفقيت آميز بوده، و بسياري از مطالعات پيوند موفقيت آميز ايـن  

انـد و حتـي از ايـن    ها را در موارد مختلـف گـزارش نمـوده   سلول
وجود با اين  .شودها براي تعديل سيستم ايمني استفاده مي سلول

زايي دارند و در ها نيز خاصيت ايمنيرسد كه اين سلولبه نظر مي

از سركوب سيستم د ها بايعمل براي پايدار بودن پيوند اين سلول
از طرفـي در بسـياري از   ). 32(ايمني فرد گيرنده اسـتفاده نمـود   

هـاي  مطالعات نشـان داده شـده كـه بخـش عمـده تـاثير سـلول       
فتي به واسطه ترشحات پاراكراين آنهـا  مزانشيمي بر روند ترميم با

تـوان بـا   بنابراين در راهكارهاي درماني جديـد مـي  . دهدروي مي
حذف خود سلول و استفاده از توليـدات ترشـحي آن، نـه تنهـا از     
مزاياي اين سلول استفاده نمود، بلكه مشـكلات احتمـالي حضـور    

ن بـدي ). 34، 33(سلول در بدن فرد گيرنده را نيز مرتفع سـاخت  
هـاي ديـابتي از   ترتيب در مطالعه حاضر براي بهبود زخـم مـوش  

مشـتق از   (Conditioned Medium, CM)محيط كشـت بهينـه   
. هاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان انسان استفاده گرديدسلول

هـا، فاكتورهـاي   ها، سايتوكيندر واقع اين محيط شامل متابوليت
اسـت كـه توسـط     هاي مـاتريكس خـارج سـلولي   رشد و پروتئين

. شـوند هاي مزانشيمي به داخل محـيط كشـت ترشـح مـي    سلول
هايي مبني بر تاثير ايـن محـيط كشـت بهينـه در     تاكنون گزارش

هــاي پوســتي و تــرميم هــا، بــه ويــژه زخــمتــرميم برخــي بافــت
لـذا ايـن   ). 35- 37، 2(هاي استخواني ارائه شده اسـت   شكستگي

ها بر اسـتحكام  ن سلولتحقيق به منظور بررسي تاثير ترشحات اي
هاي ديابتي در گروه بيولوژي و علوم تشريح دانشكده پزشكي زخم

   . انجام گرديد 1392شهيدبهشتي در سال 
  

  مواد و روشها
ســر مــوش  24. ايــن تحقيــق بــه روش تجربــي انجــام گرفــت

از انستيتو پاستور ايران تهيه  Wistarصحرايي نر بالغ سالم نژاد 
 22دمـاي حـدود   (ي با شرايط استاندارد اخانهشد و در حيوان

 12سـاعت روشـنايي و    12گراد و سـيكل مـنظم   درجه سانتي
هاي پلي اتيلن با سقف توري فلزي درون قفس) ساعت تاريكي

. مشبك و دسترسي آزاد به آب و خوراك موش نگهداري شدند
گـروه كنتـرل سـالم، كنتـرل      4ها به صورت تصادفي بـه  موش

و ) تحت درمان با محـيط كشـت پايـه   (سبو ديابتي، ديابتي پلا
تقسـيم  ) تحت درمان با محـيط كشـت بهينـه   (ديابتي تجربي 

سر موش بود كه در روز پانزدهم پـس   6هر گروه شامل . شدند
همـه مراحـل نگهـداري و    . بـرداري شـدند  از ايجاد زخم نمونه

تيمارهاي انجام روي حيوانات مورد تاييد كميته اخلاق پزشكي 
 . م پزشكي شهيد بهشتي قرار گرفتدانشگاه علو

   نحوه ايجاد و تاييد ديابت
ها با حيوان خانه و قبل از القاي ديابت، پس از خو گرفتن موش
ها خون ناشتا گرفته شـد و قنـد خـون    از انتهاي دم همه موش

 ,Biomine)آنها به وسيله دستگاه پرتابل اندازه گيري قندخون 
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Rightesttm GM300, Switzerland) هـايي  و مـوش  ثبت شد
بـراي القـاي   . وارد مطالعه شدند ،كه قند خون طبيعي داشتند

ــان    ــده آلوكس ــه ش ــازه تهي ــول ت ــت از محل  Aalloxan)دياب

monohydrate, Sigma Aldrich, USA)    در سـرم فيزيولـوژي
 mg/kg 140هـاي ديـابتي   هـاي گـروه  استفاده شد و به مـوش 

 يك از گذشت بعد. شد تزريق صفاقي داخل صورت به آلوكسان

ثبـت   آنهـا  خـون  قند و شد گرفته ها خونموش  از دوباره هفته
 250كـه ميـزان قنـد خـون آنهـا بـالاي        صـورتي  در و گرديد
. )38(شـدند   محسـوب مـي   ديـابتي  ليتر بود، دسي بر گرم ميلي
 تـا  شـد  تامـل  ماه يك مدت آلوكسان به  تزريق زمان از سپس

لازم به ذكر است  .شود تثبيت هاموش در هيپرگليسمي شرايط
ها گيري قند خون، به صورت هفتگي براي همه موشكه اندازه

انجام شد و هر موشي كـه از نظـر ايـن    ) ديابتي و غير ديابتي(
  .گرديدحذف مي تحقيق برنامه از شد،پارامتر دچار اختلال مي

  
  نحوه ايجاد زخم پوستي 

 داخـل  هـا توسـط تزريـق   براي ايجاد زخم پوستي، ابتدا مـوش 
. شـدند  بيهوش ديازپام mg/kg5كتامين و  mg/kg50 عضلاني

 الكـل  و بتادين وسيله شد و پوست به تراشيده آنها پشت موي
پوسـت ناحيـه    در بـرش  سـپس يـك  . ضدعفوني گرديـد  طبي
به طـول   دمي،-سري موش، در طول محور فوقاني هر اي سينه

 15 كامل پوست با تيغ جراحي نمره ضخامت با و مترسانتي 2
 قسـمت  در يك بخيـه  بوسيله برش لبه دو فاصله ايجاد شده، و

) 1شـكل  (شـد    متـرحفظ  ميلي 3حدود  فاصله با زخم مياني
هاي ديابتي به طور تصادفي بـه  موش ،پس از ايجاد زخم). 38(
هـر گـروه   (هاي كنترل، پلاسبو و تجربـي تقسـيم شـدند    وهرگ

   .)سر موش 6شامل 
  

هاي بنيادي مزانشيمي مغز تهيه، تخليص و تكثير سلول
 استخوان انسان 

 هايسلول از استخوان انسان، مغز مزانشيمي بنيادي هايسلول

مركـز   سـلولي  بانـك  در كـه  ايكننـده  اهدا افراد استخوان مغز
 ايـن . شـد  تهيـه  بـود،  سلول درماني پژوهشگاه رويان موجـود 

 DMEMكشـت   هـاي حـاوي محـيط   فلاسـك  درون هـا سلول
 درصـد سـرم جنـين گـاوي     15همراه  به )تشركت ايده زيس(

(FBS, Gibco, UK)  ليتـر ميلـي  در المللـي  بـين  واحد 100و 
 در (Gibco, UK)سـيلين و يـك درصـد استرپتومايسـين      پني

 دي اكسـيد  درصـد  5 غلظـت  در و گرادسانتي درجه 37 دماي

 روز سـه  هـر  هـا فلاسك كشت محيط. شدند داده كشت كربن

 بـا  هـا فلاسـك  كف درصد 90تا  80آنكه  از پس و شد تعويض

مي شدند  داده پاساژ 3 به 1 نسبت به هاسلول، شدمي پر سلول
پاساژ سلولي كه سـلولهاي مزانشـيمي    4 از پس سرانجام). 22(

 مراحل انجام ها برايازدياد يافتند، از اين سلول شده و تخليص

 .شد استفاده تحقيق بعدي

  
 و) دمـي -خـط سـري  (شـها  محل ايجاد زخم پوستي در مو. 1شكل 

  ).مستطيل خط چين(براي آزمايش بيومكانيكي  بردارينحوه نمونه
  

  ها تاييد مزانشيمي بودن سلول
 4براي تاييد مزانشيمي بودن سلولها مورفولوژي آنها در پاسـاژ  

هــاي اي آنهــا بــه ســلولو همچنــين قابليــت تمــايز چنــد رده
نظـور بررسـي   بـه م . استخوان و چربي مورد بررسي قرار گرفت

 6هـاي كشـت   هـا در ظـرف  اي، سـلول قابليت تمايز چنـد رده 
اي كشت داده شدند و پس از رشد كافي، به طور جداگانه  خانه

 µg/mlحـاوي  DMEMشامل(تحت القاي محيط تمايز چربي 

 µg/ml  50دگزامتازون و  nM100فسفات،  2-آسكوربيك 50
و ) Sigma Aldrich, USAاندومتاسين، همگـي تهيـه شـده از    

  µg/ml 50حــاوي DMEMشــامل (محــيط تمــايز اســتخوان 
ــازون و  nM10فســفات،  2-آســكوربيك ــا mM10دگزامت  -بت

 ,Sigma Aldrichگليسـرول فسـفات، همگـي تهيـه شـده از      

USA (بـار تعـويض    محيط تمايز هر سه روز يـك . قرار گرفتند
هـاي مزانشـيمي بـه     روز، تمايز سلول 21شد و پس از گذشت 

و تمـايز بـه اسـتخوان بـا رنـگ       Oil redنگ آميزي چربي با ر
  . )22(بررسي گرديد  Alizarin red آميزي

  
  تهيه محيط كشت بهينه 

هـاي بنيـادي   به منظور تهيـه محـيط كشـت بهينـه از سـلول     
 90تـا   80حـدود   4هاي پاسـاژ  مزانشيمي، پس از آنكه سلول

د، دو پـر كردنـد  سانتي متـري را   75درصد بستر فلاسك هاي 
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 .شستشو داده شدند) PBS(تبه با محلول فسفات بافر سالين مر
 DMEMميلـي ليتـر محـيط كشـت      10سپس به هر فلاسك 

. شـدند ساعت انكوبـه مـي   48فاقد سرم افزوده شده و به مدت 
دقيقه با  5پس از آن محيط كشت جمع آوري شده و به مدت 

هاي سلولي موجود در آن شد، تا خردهسانتريفيوژ مي 500دور 
سرانجام محيط مربوطـه توسـط  دسـتگاه    . )37،2( حذف شود
به ميزان  (Christ Alpha1-2 LD plus, Germany)لايوفيلايزر 

 80برابر تغليظ شده، و تا  زمان اسـتفاده در دمـاي منفـي     50
   .گراد نگهداري گرديددرجه سانتي

  
  تيمار زخم هاي پوستي توسط محيط كشت بهينه

كنتـرل ديـابتي مداخلـه درمـاني     گروه كنتـرل سـالم و گـروه    
اما گروه ديابتي تجربـي تحـت تيمـار محـيط كشـت      . نداشتند

بهينه و گروه ديابتي پلاسبو تحت تيمار محيط كشت پايه قرار 
هـاي ايـن دو گـروه در فاصـله     براي اين منظور مـوش . گرفتند
ساعت پس از ايجاد زخـم، در هـر مرحلـه بـه      24و  12زماني 
محيط كشت تغليظ شده مورد نظر را از ميكروليتر  100ميزان 

  .طريق  وريد دمي دريافت نمودند
  

هـاي  نمونه برداري و آزمايش هـاي بيومكـانيكي زخـم   
  پوستي 

روز پس از ايجاد زخم توسط  15 ،هاي تحت مطالعههمه موش
و القـاي بيهوشـي عميـق     ديازپـام  /تزريق دوز بـالاي كتـامين  

 ابـزار  يـك  وسيله به ظرهاي پوستي مورد نقرباني شده و نمونه
 به بود كه  تيغ جراحي دو شامل ابزار اين. شد تهيه  مخصوص
 شـده  متصـل  هـم  ميلي متر كنـار  5با فاصله  گيره وسيله يك

هـاي پوسـتي بـه انـدازه     با استفاده از ايـن ابـزار  بـرش   . بودند
بـه نحـوي   ( متر سانتي 5طول  و متر ميلي 5يكسان، با عرض 

 شـد تهيـه مـي  ) داشت قرار آن يانيم قسمت در زخم كه بستر
ــه. )1شــكل ( ــا زمــان انجــام آزمايشــات  نمون هــاي پوســتي ت

 9/0نمكي  محلول به آغشته بندي زخم گاز درون بيومكانيكي،
بـراي  . شدند نگهداري درجه بيستفي من فريزر داخل و درصد

ــايش  ــام آزم ــانيكي از انج ــاي بيومك ــيومتري  ه ــتگاه تنس  دس
(Zwick/Roell, Germany) ستفاده شدا .  

 لبه دو ها در دماي اتاق ذوب شده،تدا نمونهبا ،براي اين منظور
و طبـق   شـد  متصـل  دستگاه و متحرك ثابت گيره دو به نمونه
 15 سـرعت  بـا  متحـرك  گيره ريزي نرم افزاري دستگاه،برنامه

شد، تـا زمـاني كـه ناحيـه      دور ثابت گيره از دقيقه در ميليمتر
طـي ايـن فراينـد،     .ارگي گرديـد زخم در اثر كشيدگي دچار پ ـ

رونـد تغييـر شـكل بـافتي را      منحنـي  ،به دستگاه متصل رايانه

از  رسـم نمـود، و    (Load-deformation)براساس نيـروي وارده 
 (Maximum Force) طريق آناليز اين منحني نيروي حـداكثر  

 Modulus of)بر اساس واحد نيوتن، سـفتي ارتجـاعي نمونـه    

Elasticity)   متـر و اسـترس   نيـوتن بـر ميلـي    واحـد بر اسـاس
نمونه بر اساس واحـد نيـوتن بـر     (Maximum Stress)حداكثر 

  .)1 نمودار(ميليمتر مربع محاسبه و گزارش گرديد 

  

 
هاي روند تغيير شكل بافتي براساس نيروي وارده،  منحني .1نمودار 

. تنسيومتري نمونه هاي زخم پوستي بيومكانيكي آزمايش مربوط به 
سفتي ارتجاعي نمونه را  (E.M)شيب نمودار فوق،  هر دو نموداردر 

دهد و منظور از آن بيشترين متر نشان ميبرحسب نيوتن بر ميلي
در نمودار . است) ز كشيدگي بافتفادر (قسمت خطي منحني شيب 
        حداكثر بالاترين نقطه نمودار، نيروي (a) تغيير شكل- نيرو

(F-max) دهد و منظور از آن بيشترينان ميرا برحسب نيوتن نش 

. نموده است پارگي ماكروسكوپي تحمل از قبل بافت كه است نيرويي
كه  (S-max)كثر احدس سترنيز ا (b) استرين- در نمودار استرس

 رتكثر قدايعني حدشود، بر حسب نيوتن بر ميليمتر مربع بيان مي
نمونه  كه اي تا نقطهه، ستگاد كشش ويبر نيرابر درتحمل نمونه 

  .هددست د را از دمقامت خوه و شدرگي پادچار 
  

  هاهداد تحليل روش
آنـاليز   16نسـخه   SPSSهاي كمي توسط نـرم افـزار   همه داده

 One-sampleتوسـط آزمـون  هـا  داده طبيعـي  توزيعابتدا . شد

Kolmogorov-Smirnov وزن بـه  مربوط هايداده. شد بررسي 
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 Paired student t-testروش  بـه  ديابتي هايموش خون و قند
. شـد  مقايسه يكديگر با زمان نمونه برداري و تحقيق ابتداي در

 هـا بـا روش  همه گـروه  بيومكانيكي آزمايش هايهمچنين داده
One way ANOVA    و پس آزمونTukey مقايسه يكديگر با 

 ارايـه  انحراف معيـار   ±ميانگين صورت به هاسرانجام داده. شد
  .گرديد محسوب دارمعني آماري از نظر p>05/0 و شد

  
  هايافته

نفـره   6سر موش صحرايي در چهار گروه  24اين تحقيق روي 
 . انجام شد

  ميزان قند خون و وزن
 مـوش  ها نشان داد كه تمـامي موش بررسي هفتگي قند خون 

ديـابتي   آلوكسـان تـك دوز   تزريـق  بـا  هاي گروه هاي ديـابتي 
كنترل سالم در طول  هايقندخون موشبا وجود آن كه . شدند

و در  92±84/12در بـدو تحقيـق    و مطالعه ثابـت مانـده بـود   
ميزان قند  بود، ميلي گرم بر دسي ليتر 92±09/6انتهاي دوره 

ها طي چهار هفته ابتـدايي بـه مـرور افـزايش     خون ساير گروه
بـه  . چشمگيري يافته و از آن پس تا پايان مطالعه ثابـت مانـد  

بـه   94±03/13كنترل ديابتي از  هايقندخون موشنحوي كه 
هـاي گـروه ديـابتي پلاسـبو از      قندخون مـوش ، 02/93±473
هاي گروه تجربي قندخون موشو  436±46/84به  49/9±91
و همه اين اختلاف  افزايش يافت 469±51/76به  96±14/8از 

  ). 2نمودار ( )p>0001/0( دار بودمعني ها از نظر آماري

  
هاي مورد بررسي برحسـب زمـان و   ون موشميزان قند خ .2نمودار 

گـروه  : NDC .طي انجـام تحقيـق  هاي مورد مطالعه به تفكيك گروه
گروه ديابتي پلاسبو، : DPگروه ديابتي كنترل، : DCكنترل سالم  

EX :گروه تجربي.  
  

هــاي مــورد مطالعــه در شــروع تحقيــق و  بررســي وزن مــوش
وزن ود آنكـه  وج ـ باهمچنين زمان نمونه برداري نشان داد كه، 

و هاي گروه كنترل سالم در طول تحقيق كـاهش انـدك   موش

و  310±5/19در بدو تحقيق ( را نشان مي دادداري غير معني
هـــاي ، كـــاهش وزن مـــوش)296±23/14در انتهـــاي دوره 

بـه شـكلي    .)p>0001/0( دار بودكاملا معني هاي ديابتي گروه
بـه   302±68/12هـاي گـروه كنتـرل ديـابتي از     وزن موشكه 
هـــاي گـــروه ديـــابتي پلاســـبو از وزن مـــوش، 13/23±194
هاي گروه تجربـي  وزن موشو  199±30/24به  39/15±298
  ).3نمودار ( كاهش يافت 201±21/22به  305±86/16از 
  

  
هـاي مـورد   وزن موش هاي مورد بررسي بـر حسـب گـروه    .3نمودار 

كنترل سـالم   گروه : NDC .مطالعه و به تفكيك ابتدا و انتهاي مطالعه
DC : ،گروه ديابتي كنترلDP :   ،گروه ديـابتي پلاسـبوEX :  گـروه

  .(P<0.05)دار است  علامت ستاره نشانه تفاوت معني .تجربي
  

  
 مغـز  مزانشيمى بنيادى هاى سلولتصاوير فازكنتراست ) a .2شكل 

سـلول هـاي اسـتخواني مشـتق از      )b 4،پاسـاژ   در استخوان انسـان 
سـلول هـاي    )c و ،رنگ آميزي شده اند Alizarin redمزانشيم كه با 

  .رنگ آميزي شده اند Oil redچربي مشتق از مزانشيم كه با 
  

  هاي بنيادي مزانشيمي انساني  خصوصيات سلول
ها در كشت هاي ابتـدايي حـاوي برخـي     هرچند كه اين سلول

هاي غير چسبنده نيز بودند، اما پس از انجـام پاسـاژهاي   سلول
هـا برطـرف شـده و     اكثر ناخالصي 4م در پاساژ سلولي، سرانجا



 15/  و همكاران رسول گنجي                                                                                                       93 بهار  1شماره    38 دوره 

طور كامل يـك دسـت، دوكـي شـكل و      هاي چسبنده به سلول
كشيده و داراي ظاهري شبه فيبروبلاستي بودند؛ و هنگامي كه 

كردند، نمايي مواج كه ويژگـي   درصد كف فلاسك را پر مي 80
. )2aشكل (ند ددا هاي مزانشيمي انسان است را نشان مي سلول
هـاي   هاي پاساژ چهارمي كه تحت القاي محيط ن سلولهمچني

 21آديپوژنيك و استئوژنيك قرار گرفته بودند، پس از گذشـت  
يافتـه   هـاي چربـي و اسـتخواني تمـايز      ترتيب به سلول  روز به

تمـايز   Alizarin-Redو   Oil-Redهـاي   آميـزي  بودند، و رنـگ 
  .)2cو  2b شكل(نمود  ها را تأييد مي آن

  ها زخم يآزمايش بيومكانيكيافته هاي 
در اين مطالعه به منظور بررسي روند ترميم زخم هاي پوستي، 
از تجزيــه و تحليــل معيارهــاي بيومكــانيكي نيــروي حــداكثر، 
استرس حداكثر و سفتي ارتجـاعي كـه نشـان دهنـده ميـزان      

طـور كلـي   ه ب. استحكام بافت ترميم يافته هستند استفاده شد
كه تمامي معيارهاي مورد بررسـي در  اين آزمايشات نشان داد 

هر سه گروه ديـابتي نسـبت بـه گـروه كنتـرل سـالم كـاهش        
با اين وجود همين معيارها در گروه ديـابتي   .انددار يافته معني

هاي كنترل ديابتي و ديابتي پلاسـبو  تجربي در مقايسه با گروه
بـه شـكلي كـه    . )4نمودار ( دادداري را نشان ميافزايش معني

بـود،   45/3±05/1گروه ديـابتي تجربـي   نيروي حداكثر  مقدار
و در  76/1±56/0درحالي كه اين معيار در گروه ديابتي كنترل 

ثبت گرديـد و ايـن اخـتلاف     30/2±62/0گروه ديابتي پلاسبو 
مقـدار اسـترس حـداكثر    علاوه بر آن . )p>05/0( دار بودمعني
ي كنترل نسبت به گروه ديابت) 34/0±1/0(ديابتي تجربي گروه 

گروه ديابتي سفتي ارتجاعي  ، و همچنين ميزان)18/0 05/0±(
ــابتي پلاســبو ) 19/3±07/1(تجربــي  ــا گــروه دي در مقايســه ب

بـدين   .)p>05/0(بود داري يافته افزايش معني) 19/0±20/2(
دار معيارهاي بيومكانيكي در گـروه  ترتيب شاهد افزايش معني

هـاي  سبت به گروهتجربي تحت درمان با محيط كشت بهينه ن
نشان دهنده بهبـود فراينـد التيـام    كه خود  بوديمديابتي ديگر 

  . زخم در اين گروه مي باشد

  بحث
پوسـتي    هـاي زخم بيومكانيكي آزمايش در مطالعه حاضر نتايج

ديابتي تحت  هايزخم داربهبود معني دهنده نشان ترميم يافته
هـاي بنيـادي   مشـتق از سـلول   درمان با محيط كشـت بهينـه  

دار معيارهاي اختلاف معني. مزانشيمي مغز استخوان انسان بود
نيروي حداكثر و استرس حداكثر بين گـروه ديـابتي تجربـي و    
گروه ديابتي كنترل نشان داد كه استفاده از اين محيط كشـت  
بهينه به صورت تزريق سيستميك طي دو مرحله در محـدوده  

اثير مثبتـي بـر افـزايش    ساعت پس از ايجاد زخم، ت 24زماني 
دار هـر دو  هاي معنيتفاوت ،از طرفي. گذارداستحكام زخم مي

معيار نيروي حداكثر و سفتي ارتجاعي بين گروه ديابتي تجربي 
و ديابتي پلاسبو نشان دهنده آن است كه بهبود مشاهده شده 

هـاي بنيـادي   در گروه ديابتي تجربي ناشي از ترشحات سـلول 
) شـود ن تحت عنوان سكرتوم سلولي ياد ميكه از آ(مزانشيمي 

 . باشدبه درون محيط كشت پايه مي

هاي سلول اثر خصوص در گذشته در كهطي مطالعات متعددي 
، بود شده انجام پوستي زخم التيام فرآيند بر بنيادي مزانشيمي 

 و سـالم  هايموش هايزخم ها رويسلول اين كه مشخص شد
امـا در مـوارد اسـتفاده از    ). 27-31(اثرات مثبتي دارند  ديابتي
زايـي و تومـورزايي   هاي بنيادي همچنان با مسئله ايمنيسلول

گـروه هـاي مـورد     (c)و سـفتي ارتجـاعي    (b)، اسـترس حـداكثر   (a)رهاي مقايسه معيارهاي بيومكانيكي نيروي حداكثر نمودا. 4نمودار 
علامت سـتاره نشـانه تفـاوت     .گروه ديابتي تجربي: EX، گروه ديابتي پلاسبو: DP، گروه ديابتي كنترل: DC  گروه كنترل سالم: NDC. مطالعه
كه مشاهده مي شود هر سه معيار مورد بررسي در گروه هاي ديـابتي نسـبت بـه گـروه كنتـرل سـالم       همانگونه . (P<0.05) دار است معني

با اين وجود، همين معيارها در گروه ديابتي تجربي در مقايسه با گـروه هـاي كنتـرل ديـابتي و ديـابتي پلاسـبو       . داري يافتندكاهش معني
  . دهد داري را نشان ميافزايش معني
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احتمالي روبرو هستيم، و به همين خاطر است كـه اسـتفاده از   
ها مورد توجه محققـان  محيط كشت بهينه مشتق از اين سلول

ضمن آن كه برخي مطالعـات نيـز   ). 34، 33(قرار گرفته است 
هـاي  فاده از محيط كشت بهينه مشتق از سـلول اثر مثبت است

). 2(انـد  بنيادي مزانشيمي را در فرايند ترميم زخم نشـان داده 
هاي تحقيق حاضر نيز بيانگر نقش موثر اين محيط كشت يافته

   .بهينه در درمان زخم پوستي موش هاي ديابتي است
Kwon     هـاي  و همكارانش براي درمـان زخـم فاسـيايي مـوش

هــاي اســترومايي مزانشــيمي مغــز تي از ســلولصــحرايي ديــاب
آنها نشان دادند كه تزريق سيستميك و . استخوان بهره گرفتند

معيارهاي بيومكانيكي، ميزان توليد  ،ها به حيوانموضعي سلول
كلاژن و ميزان بيان فاكتورهاي رشـد مهـم در فراينـد تـرميم     

وجـود آنكـه در روش تزريـق     و بـا  زخم را افـزايش مـي دهـد   
دار ها افزايش معيارهـاي بيومكـانيكي معنـي   تميك سلولسيس

نبود، اما ميزان بيان فاكتورهاي رشد نسبت بـه روش موضـعي   
لازم به ذكر است كه اين محققان در . يافتافزايش بيشتري مي

هـايي كـه از   سلول(هاي بنيادي سينژنيك شان از سلولمطالعه
، بنـابراين  اسـتفاده نمـوده بودنـد   ) دوقلوي همسان گرفته شده
چنين امكـاني در اكثـر مـوارد     اما، مشكل رد پيوند را نداشتند

و همكـاران نيـز بـراي     Kuo). 1(كاربردي باليني وجود نـدارد  
هـاي بنيـادي   هاي صحرايي ديابتي از سـلول درمان زخم موش

مزانشيمي آلوژن اسـتفاده نمودنـد و نشـان دادنـد كـه تزريـق       
تـري بـر   تواند تاثير افزونها مياي اين سلولوريدي دو مرحله

زايـي  اما همچنان مشكل ايمنـي . روند ترميم زخم داشته باشد
بـه همـين   ). 30(هاي آلوژن امري اجتنـاب ناپـذير بـود    سلول

هاي بنيادي و پيش ساز مغـز  خاطر در برخي مطالعات از سلول
بـراي پيونـد اسـتفاده    ) به صورت اتولوگ(استخوان خود بيمار 

و همكـارانش بـا اسـتفاده از     Fiorinaنين همچ). 40، 39(شد 
) SDF-1نظيـر  (تزريق فاكتورهاي فراخواننده سلولهاي بنيادي 

هـاي پـيش سـاز مغـز     تاثيرگـذاري سـلول   ،به موشهاي ديابتي
هرچنـد  ). 28(استخوان را بر روند ترميم زخم بررسي نمودنـد  

در چنين مواردي ديگر شاهد ايمني زايي و رد پيوند نخـواهيم  
اما با مشكل جديدي مواجه خواهيم شد و آن ناكارآمـدي  بود، 

سلولهاي بنيادي افراد ديابتي است، كه در گزارشات متعـددي  
  . شودبه آن اشاره مي

Stolzing   هـاي مشـتق از مغـز    و همكارانش با بررسـي سـلول
هـا  استخوان موش هاي ديابتي ثابـت كردنـد كـه ايـن سـلول     

تـري نسـبت بـه    ايز پـايين توانايي تكثير و همچنين توانايي تم
و  Jinهمچنــين ).  41(هــاي ســالم دارنــد هــاي مــوشســلول

ها دريافتند كه نـه تنهـا   همكارانش با بررسي بيشتر اين سلول

هاي ديـابتي  هاي بنيادي موشخصوصيات تكثير و تمايز سلول
داري كاهش يافته، بلكه ترشحات پـاراكراين آنهـا   به طور معني

). 42(داري مي يابد الم كاهش معنيهاي سنيز نسبت به موش
رسـد كـه بهتـرين راه بـراي اسـتفاده از      بنابراين بـه نظـر مـي   

هاي بنيادي مزانشيمي بدون مواجه شدن بـا  هاي سلول قابليت
خصوص بـراي  ه زايي يا تومورزايي احتمالي آنها بمسئله ايمني
هاي پوستي افراد ديـابتي، اسـتفاده از فاكتورهـاي    ترميم زخم

و  Yew. هاي آلولوگ و يـا هومولـوگ آن اسـت   ه سلولمترشح
هـاي  اين محيط بهينـه را از سـلول   2011همكارانش در سال 

بنيادي مزانشيمي انسان تهيه نموده و از آن براي ترميم زخـم  
هاي سالم استفاده نمودند و نشان دادند كه اين محيط بر موش

  . )2(اي دارد ها تاثير قابل ملاحظهروند التيام زخم
هاي در اين مطالعه  نيز اثر محيط كشت بهينه مشتق از سلول

هاي ديابتي در بنيادي مزانشيمي انسان بر استحكام زخم موش
هــاي بررســيمــورد مطالعــه قــرار گرفــت و  in vivoشــرايط 

هاي ترميم يافته، اثر مثبـت اسـتفاده از ايـن    بيومكانيكي زخم
ق اين محيط كشت در واقع با تزري. محيط كشت را اثبات نمود

تــوان مــدت زمــان بيشــتري بهينــه بــه صــورت وريــدي مــي
فاكتورهاي موثر موجود در ايـن محـيط را در گـردش خـون و     

كه تزريق در دو مرحله  مايعات بدن داشته باشيم و در صورتي
  ). 30(تواند اثر بهتري را داشته باشد انجام شود مي

يسـتميك  تزريـق س شـود كـه   از اين مطالعه نتيجه گيري مـي 
هـاي بنيـادي   اي محيط كشت بهينه مشتق از سـلول دومرحله

مزانشيمي انسان موجـب افـزايش اسـتحكام زخـم پوسـتي در      
هـاي صـحرايي ديـابتي شـده و معيارهـاي بيومكـانيكي       موش
بـراي پـي بـردن بـه     . دهدهاي ترميم يافته را افزايش مي زخم

تر با مكانيسم دقيق تاثير اين محيط كشت بهينه تحقيقات بيش
ــابي ســلولي و مولكــولي پيشــنهاد  اســتفاده از روش هــاي ارزي

  .شود مي
  

  تشكر و قدرداني
ــه حاضــر برگرفتــه از طــرح تحقيقــاتي مصــوب معاونــت   مقال

بهشتي  پژوهشي دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد
وسيله مراتب تقدير و تشكر خـود را از   نويسندگان بدين. است

 ـدارابراز مـي  عاونتممسئولين و همكاران اين  همچنـين از  . دن
هاي سلول مركز سلول درماني پژوهشگاه رويان به خاطر اهداي

   .شود قدرداني ميانساني  بنيادي مزانشيمي
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