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Background: Chronic wounds of diabetic patients, which resulted from some impairments including disruption in 
production and secretion of effective factors in the process of healing is highly regarded. In recent years, many studies 
have been reported the positive impact of low level laser therapy (LLLT) and mesenchymal stem cells (MSCs) and their 
conditioned media (CM) in diabetic wound healing. In the present study we evaluated the combined effect of LLLT and 
human-bone marrow (h-BM) MSCs-CM on the expression of an inflammatory factor and a growth factor, both involved 
in wound healing, in cultured fibroblasts at high glucose condition.
Materials and Methods: In this experimental study human dermal fibroblasts (HDFs) were cultured at culture media 
with normal and high glucose (as diabetic model) concentrations. Then the diabetic fibroblasts were treated by a laser 
beam with 0.5J/cm2 and h-BMMSCs-CM, separately and in combination with each other. Finally, the gene expression of 
bFGF and TGF-β2 were evaluated, using RT-PCR technique.
Result: The expression of bFGF, significantly and the expression of TGF-β2, non-significantly were increased in all three 
treated diabetic groups, compared to the untreated diabetic group. Despite the relative expression of bFGF in diabetic 
group was 0.47±0.11. It significantly (p<0.05) rose to 1.23±0.35 in laser treated group, 0.98±0.028 in CM treated group 
and 1.37±0.2 in Lasr+CM treated group.
Conclusion: Apparently, by their synergistically effects, using the LLLT and the h-BMMSCs-CM together, positively 
affect the expression of tropic factor involved in diabetic wound healing.
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محیط کشت بهینه سلول‌های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان و تابش لیزر 
کمتوان موجب افزایش بیان فاکتور رشد در فیبروبلاست‌های دیابتی می‌شوند
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چكيده

مقدمه
بروز تأخیر در التیام زخم‌های دیابتی، یکی از عوارض شایع بیماری مبتلا به دیابت 
شیرین است که به دنبال بالا بودن میزان قند خون ایجاد می‌شود)1 و 2(. متأسفانه 
نیز  به قطع عضو  این عارضه موجب مزمن شدن زخم شده و حتی ممکن است 
منجر شود )3(. به‌طور حتم قطع عضو بیماران دیابتی بار روانی و اقتصادی بسیاری 
را کاهش می‌دهد  بیمارانی  برفرد و جامعه تحمیل  کرده و کیفیت زندگی چنین 
)4 و 5(. التیام زخم فرآیند  پیچیدهای شامل برهمکنشهای شیمیایی و بیولوژیکی 
مختلف میان سلولها، فاکتورهای رشد و التهابی و ترکیبات ماتریکس خارج سلولی 
زخم  ترمیم  فرآیند  در  شرکت‌کننده  تأثیرگذار  فاکتورهای  جمله  از   .)6-7( است 
فاکتور‌های  خانواده  و   (FGFs) فیبروبلاستی  رشد  فاکتورهای  خانواده  به  میتوان 

تغییر شکل‌دهنده بتا TGF-βs اشاره کرد. 
ترمیم  مراحل  در  شرکت‌کننده  سیتوکین‌های  مؤثرترین  از   FGF خانواده 
و  )فیبروبلاست‌ها  پوستی  سلول‌های  توسط  عمده  به‌طور  که  هستند  زخم 

اندوتلیال  سلول‌های  )نظیر  دیگر  سلول‌های  برخی  همچنین  و  کراتینوسیت‌ها( 
تأثیرتحریکی  فاکتورها  این  نقش  مهم‌ترین  شاید  می‌شوند.  بیان  صاف(  عضله  و 
اجزای  بازسازی  و  تولید  تنظیم  برای  کلاژن،   سنتز‌کننده  سلولهای  بر  آنها 
مهاجرتی روند  بر  میتوانند  فاکتورها  این  همچنین  باشد.  سلولی  خارج   ماتریکس 
خانواده  این  میان  در  باشند.  مؤثر  زخم  لبه‌های  به  فیبروبلاست  سلول‌های 
زخم  ترمیم  مراحل  تمام  در  توجهی  قابل  عملکرد  دارای   bFGF عضوی،   23
خانواده   .)8( است  بافت  دوباره  قالب   تجدید  و  گرانوله  بافت  به‌ویژه شکل‌گیری 
اصلی  است که سه عضو  التهابی  فاکتورهای  از  ای  نیز شامل مجموعه   TGF-B
به‌ویژه  زخم  بهبود  روند  در  مؤثر  و  متقابل  عملکرد  دارای   3β و   1β، 2β آن 
رگ‌زایی، التهاب،  در   TGF-β2 بین  این  در  هستند.  دیابتی  مزمن   زخم‌های 
به  فاکتور  این  است.  اهمیت  دارای  همبند  بافت  ترمیم  و  مجدد  زایی  اپیتلیوم   
کارگیری سلول‌های التهابی را تسهیل کرده و عملکرد ماکروفاژها را در پاکسازی 
زخم  ترمیم  چندگانه  مراحل  در  فاکتور  این  آثار  دیگر   از  می‌کند،  تقویت   بافت 
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مقاله پژوهشی
   دور39، شماره 4، 1394، صفحات 156 تا 162

مقدمه: زخم‏های مزمن در افراد دیابتی به‏دلایل مختلف، از جمله اختلال در روند تولید و ترشح فاکتورهای مؤثر در فرآیند التیام زخم، بسیار مورد توجه 
قرار گرفته است. در سال‌های اخیر  مطالعه‌های زیادی تأثیر مثبت تابش لیزر کم‏توان و استفاده از سلول‏های بنیادی مزانشیمی ومحیط کشت بهینه آن‏ها 
را در التیام زخم‏های دیابتی گزارش کرده‏اند. در مطالعه حاضر ما تأثیر ترکیبی لیزر کم‏توان و محیط کشت بهینه سلول بنیادی مزانشیمی مغز استخوان را 
بر بیان یک فاکتور التهابی و یک فاکتور رشد که هر دو در روند ترمیم زخم شرکت دارند، در فیبروبلاست‏های کشت شده در غلظت بالای گلوکز را 

بررسی کردیم. 
روش بررسی: در این مطالعه تجربی، سلول‌های فیبروبلاست پوست انسان در محیط کشت حاوی غلظت طبیعی و غلظت بالای گلوکز )مدل دیابتی( 
کشت داده شدند. سپس از تابش لیزر با انرژی 0/5 ژول بر سانتی‌متر مربع و محیط کشت بهینه سلول‌های بنیادی مزانشیمی، به‌صورت جداگانه و توام با 
یکدیگر برای تیمار فیبروبلاست‏های دیابتی استفاده شد. سرانجام میزان بیان ژن فاکتورهای bFGF و TGF-β2 با استفاده از تکنیک RT-PCR بررسی شد. 
یافته‌ها: بیان ژن bFGF به‌طور  معنادار و بیان ژن TGF-β2 به‌طور غیر‌ معنادار در هر سه گروه دیابتی تیمار شده، نسبت به گروه دیابتی تیمار نشده افزایش 
یافته بود. به نحوی که میزان بیان نسبی ژن bFGF از 0/11±0/74 در گروه دیابتی به 0/35±1/32 در گروه تیمار شده با لیزر، 0/028±0/89 در گروه تیمار 
شده با محیط کشت بهینه و 0/2±1/73 در گروه تیمار همزمان با لیزر و محیط کشت بهینه افزایش یافت و همه این تغییرها در سطح P<0. 05  معنادار بود. 
نتیجه‌گیری: به ‏نظر می‌رسد که استفاده هم‏زمان از تابش لیزر کم توان و محیط کشت بهینه مشتق از سلول‌های بنیادی مزانشیمی انسان، با اثر هم‏افزایی 

که بر یکدیگر دارند، موجب می‌شود بیان فاکتور رشد مؤثر در ترمیم زخم پوستی دیابتی افزایش چشمگیری یابد. 

واژگان‌کلیدی: لیزر کم توان، سلول‌های بنیادی مزانشیمی، محیط کشت بهینه، ترمیم زخم، دیابت

تاریخ پذیرش مقاله: 1394/12/3 		 تاریخ دریافت مقاله: 1394/8/13
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میتوان به تأثیرتحریکی این فاکتور بر فیبروبلاستها  برای سنتز هرچه بیشتر کلاژن 
به‌عنوان یکی از اجزای ماتریکس خارج سلولی اشاره کرد )9(. 

التیام   باوجود پیشرفت‌های زیاد علوم پزشکی و  مطالعه‌های فراوان که در زمینه 
زخم‌های دیابتی و غیر‌دیابتی  انجام شده است هنوز درمان زخم‌های مزمن پوستی 
به‌ویژه در بیماران دیابتی از جمله مسائل مهمی است که به‌عنوان یکی از بحران‌های 
سلامت مطرح  می‌شود )10(. از جمله دلایل مزمن شدن زخم در بیماران دیابتی 
در  زایی  رگ  کاهش  و  رشد  فاکتورهای  برخی  ترشح  روند  در  تأخیر  به  می‌توان 
محل زخم اشاره کرد )13-11(. تأثیر دیابت و بالا بودن میزان قند خون  به طور 
کشت  محیط  در  فیبروبلاست‌ها  جمله  از  پوست  سلولهای  انواع  کشت  با  معمول 
حاوی غلظت بالای گلوکز بررسی  می شود )16-14(.  به تازگی گزارشهای بسیاری 
فیبروبلاست‌ها  نظیر  پوستی  سلول‌های  بر  کمتوان  لیزر  تابش  تأثیرمثبت  بر  مبنی 
زخم  التیام  روند  در  عمده‌ترین سلول‌های شرکت‌کننده  به‌عنوان  کراتینوسیت‌ها،  و 
ارائه   IL-6 و   bFGF همچون  رشد  فاکتورهای  ترشح  همچنین  و  کلاژن  سنتز  و 
شده‌است )20-18(. در کنار لیزر کم توان، یکی دیگر از روش‌های درمانی که به 
تازگی مورد توجه محققان قرار گرفته‌است، استفاده از سلوله‌ای بنیادی مزانشیمی یا 
ترشحات آنها در التیام زخم و سایر بیماری‌های صعبالعلاج است)22-21(. باوجود 
موفقیت‌هایی که پیوند سلول‌های بنیادی مزانشیمی در‌پی داشته،  گزارش‌هایی در  
باره خاصیت ایمنی‌زایی این سلولها و نیاز به سرکوب سیستم ایمنی فرد گیرنده ارائه 
شده است. این امر سبب شده که استفاده از ترشحات پاراکرین این سلول‌ها به جای 
خود سلول، به‌عنوان یک روش درمانی ایمن و کم خطر معرفی  شود)23(. محیط 
مزانشیمی  بنیادی  سلول‌های  از  مشتق   Conditioned Media, CM بهینه  کشت 
التیام  روند  بر  که  است  سیتوکین‌هایی  و  رشد  فاکتور‌های  از  مختلفی  انواع  شامل 
زخم تأثیر دارند )22(. ترشحات این سلول‌ها موجب کاهش زمان بسته شدن زخم 
و افزایش میزان رگزایی در موش‌های صحرایی دیابتی شده‌است )31-25(. به‌طور 
کلی، طی  مطالعه‌های انجام شده در هشت سال گذشته، مشخص شده که استفاده 
از این روش درمانی  آثار مثبتی بر زخم‌های دیابتی و غیردیابتی در محیط Invitro و 
Invivo دارد )17 و36-32(. اما تاکنون مطالعه‌ای در  باره بررسی اثر ترکیبی تابش 
لیزر کمتوان و ترشحات سلولهای بنیادی مزانشیمی در التیام زخمهای مزمن انجام  
نشده است.  برای همین، در مطالعه حاضر اثر ترکیبی این دو روش درمانی بر میزان 
بیان فاکتورهای bFGF و TGF-β2 در فیبروبلاست‌های کشت شده در غلظت بالای 
گلوکز )به‌عنوان مدل دیابت در Invitro( بررسی شد. امید آنکه نتایج حاصل از این 

تحقیق دریچه‏ تازه‏ای را در زمینه درمان زخم‌های دیابتی بگشاید. 
مواد و روش‌ها:

نوع مطالعه: در این مطالعه تجربی مراحل انجام  آزمایش‌هابه شرح  زیرطراحی شد. 
کشت سلول‌های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان:

سلول‌های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان، از مغز استخوان افراد اهداکنندهای 
که در بانک سلولی مرکز سلول درمانی پژوهشگاه رویان موجود بود، تهیه شد. برای 
تأییدیه  اهداکننده،  افراد  از  کتبی  رضایتنامه  اخذ  بر  این سلول‌ها علاوه  از  استفاده 
 IR. SBMU. SM. REC. :کمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی )کد
31 .1394( نیز دریافت شد. این سلول‌ها درون فلاسک‌های کشت 75 سانتیمتر مربع  
همراه  ایران(به  ایده‌زیست،  )شرکت   DMEM كشت  محیط  حاوی   (SPL,Korea)
15درصد سرم جنین گاوی (FBS, Gibco, UK) و 100 واحد بین‌المللی در میلیلیتر 
پنی‏سیلین و یک درصد استرپتومایسین (Gibco, UK) در دمای 37 درجه سانتی‌گراد 
 (Memert, انکوباتور   در  و  داده شده  دیاكسیدكربن كشت  در غلظت   5درصد  و 
(Germany نگهداری شدند. محیط كشت فلاس‌كها هرسه روز تعویض شد و پس از 
  (Gibco,آنكه 80 تا 90 درصدكف فلاس‌كها باسلول پر می‌شد، سلول‌ها  با تریپسین
این  پاساژ داده می‌شدند.  به 3  به نسبت 1  UK)/EDTAاز کف ظرف جدا شده و 

سلول‌ها تا پاساژ پنجم  برای خالص‌سازی و تکثیر، کشت داده شدند )21(. 
تأیید سلول‌های بنیادی مزانشیمی با تکنیک فلوسیتومتری

به مدت  از کف ظروف کشت  از جداسازی  پاساژ چهارم پس  سلولهای مزانشیمی 
10 دقیقه در فرمالدیید 4 درصد Merck, Germany فیکس و سپس توسط فسفات 
بافر‌سالین PBS, Gibco, UK حاوی 5 درصد Tween Merck, Germany شست و 

شو شدند. پس از آن سلول‌ها به مدت 20 دقیقه در محلول بلاک‌کننده سرم آلبومین 
گاوی 2درصد Sigma, USA انکوبه شده و سرانجام با آنتیبادیهای کونژوگه شده 
انکوبه شدند. برای  با FITC و PE به مدت 45 دقیقه در دمای 4درجه سانتیگراد 
  anti-CD105-PE :بررسی مارکرهای سطح سلولی، آنتی‌بادی‌های زیر استفاده شد
(R&D Systems, FAB10971p)، anti-CD90-PE  (Abcam, ab95698)، anti-

 CD73-PE  (BD Biosciences, BD550257)، anti-CD45-PE  (ab157309)
از  نیز  منفی  کنترل  نمونه  برای   .anti-CD34-FITC  (Abcam, ab18227)و
بررسی  برای  سرانجام  شد.  استفاده   Abcam, IgG1, kappa, ab18443 ایزوتایپ 
با دستگاه  بادی تعداد 104سلول   آنتی  درصد سلول‌های مثبت و منفی، برای هر 
فلوسیتومتری Becton Dickinson flow cytometer ارزیابی و داده‌ها با استفاده از 

نرم‌افزار WinMDI آنالیز شد. 
تهیه محیط کشت بهینه:

تهیه محیط کشت بهینه به صورت تک  مرحله‌ای و پس از اطمینان از سازگاری 
سلول‌ها انجام شد. پس از آنکه سلول‌های بنیادی مزانشیمی پاساژ پنجم حدود70 تا 80 
درصد کف فلاسکها را پر کردند، دو  باره با محلول PBS شسته شدند و به هر فلاسک 
محیط کشت DMEM فاقد سرم افزوده شد و انکوبه شدند. پس از گذشت 48 ساعت 
 انکوباسیون محیط کشت جمع‌آوری شده و به مدت  پنج دقیقه با دور 500 سانتریفیوژ 
Eppendorf, Germany شد، تا خرده‌های سلولی موجود در آن حذف شود )17-19(. 
 Christ Alpha1-2 LD لایوفیلایزر  دستگاه  با  آمده   دست  به  محیط  سرانجام 
درجه   80 منفی  دمای  در  استفاده  زمان  تا  و  تغلیظ   20برابر  تا   plus, Germany

سانتیگراد ذخیره  شد)17 و 37(. 
کشت سلول‌های فیبروبلاست و ایجاد مدل دیابتی:

مرکز  سلولی  بانک  در  که  انسان  پوست  فیبروبلاست  از سلول‌های  مرحله  این  در 
سلول درمانی پژوهشگاه رویان موجود بود، استفاده شد. برای استفاده از این سلول‌ها 
علاوه بر اخذ رضایتنامه کتبی از افراد اهداکننده، تأییدیه کمیته اخلاق دانشگاه علوم 
پزشکی شهید بهشتی )کد:IR. SBMU. SM. REC. 1394. 31( نیز دریافت شد. این 
سلول‌ها نیز مشابه سلول‌های مزانشیمی، در محیط كشت DMEM حاوی 15درصد 
FBS كشت و تکثیر داده شدند. برای گروه کنترل طبیعی NG سلول‌ها در غلظت 5 
Mm/l گلوکز و برای ایجاد مدل دیابتی سلولها در غلظت Mm/l15 گلوکز کشت داده 
شدند. لازم به ذکر است که برای تثبیت شرایط دیابتی در سلول‌ها، فیبروبلاست‌ها 
قرار  گلوکز  بالای  غلظت  این  تأثیر  تحت  هفته  مدت یک  به  تیمار  از شروع  قبل 

می‌گرفتند )37(. 
انتخاب دوز مناسب لیزر:

هلیوم-نئون  لیزر  مولد  دستگاه  از  کمتوان  لیزر  تابش  برای  مطالعه،  این  در 
با  پرتویی  که  شد  استفاده   )2000-IR مدل  ایران،  اتمی  انرژی  سازمان  )ساخت 
طول موج 632/8 نانومتر و قطر خروجی2 میلی‌متر و توان خروجی 10 میلی وات 
در   Beam Expander دستگاه  از  استفاده  با  نیز  خروجی  لیزر  قطر  می‌کرد.  ساطع 
چاهک  یک  سطح  کل  تا  می‌یافت  افزایش  میلیمتر   17 به  فاصله15سانتیمتری 
با 1/5  برابر  توان خروجی دستگاه  این حالت  )در  بر گیرد  را در  پلیت 24 چاهکی 
میلی وات بود(. برای تعیین دوز مناسب لیزر، سه زمان پرتودهی، به ترتیب 638، 
 1512 و 3024 ثانیه )که معادل با انرژی 0/5، 1 و 2 ژول بر سانتی‌متر مربع بود(
انتخاب  شد)24(. سپس فیبروبلاستهای گروه کنترل طبیعی )گروه NG( به تعداد 
5000 سلول درون هر چاهک پلیت 24 چاهکی (SPL,Korea) کشت داده شدند 
و سه بار به صورت یک روز در میان در معرض تابش لیزر قرار گرفتند. سرانجام 
سلول‌ها در روز چهارم  با تست MTT )شرکت ایده زیست، ایران( ارزیابی شدند تا 
با توجه  میزان تکثیر آن‌ها تحت این شرایط محاسبه شود. لازم به ذکر است که 
نتایج حاصل از این مرحله، دوز 0/5 ژول بر سانتیمتر به‌عنوان دوز مناسب برای ادامه 

مطالعه انتخاب شد. 
تیمار فیبروبلاست‌های دیابتی  با لیزر و محیط کشت بهینه برای این هدف در کنار 
فیبروبلاست‌های گروه کنترل طبیعی NG، فیبروبلاست‌هایی که به مدت یک هفته 
در شرایط غلظت گلوکز mM/l15 کشت داده شده بودند به چهار گروه تقسیم شدند 
و هر گروه نیز شامل سه تکرار بود. گروه کنترل دیابتی HG هیچگونه تیماری را 
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دریافت نمی‌کردند. گروه دیابتی تیمار شده با لیزر HG+L سه بار به صورت یک روز در 
میان پرتوی لیزر را به میزان 0/5 میلی ژول بر سانتیمتر در یافت می‌کردند. گروه دیابتی 
تیمار شده با محیط کشت بهینه HG+CM، سه بار به صورت یک روز درمیان، میزان 
10 درصد محیط کشت بهینه20 برابر تغلیظ شده را  )به صورت حجمی/حجمی( دریافت 
می‌کردند. گروه دیابتی تیمار شده با لیزر و محیط کشت بهینه HG+L+CM، سه بار به 
صورت یک روز درمیان، پرتوی لیزر را به میزان 0/5 میلی ژول بر سانتیمتر و همچنین 
 میزان 10 درصد محیط کشت بهینه را در یافت میکردند. سپس همه گروه‌ها در روز ششم 

نمونه‌برداری شدند. 
RT-PCR با آزمایش  TGF-β2 و bFGF بررسی بیان ژن‌های

 برای آماده‌سازی سلول‌ها جهت استخراج RNA، محیط کشت سلولها به وسیله پیپت 
سرولوژی تخلیه شده و سلولها دوبار با PBS شست و شو داده شدند. سپس سلولها  با 
 (SPL,Korea) از کف ظروف کشت جدا شده و در لوله فالکون EDTA/محلول تریپسین
به مدت  پنج دقیقه و با سرعت 1500 دور در دقیقه  سانتریفیوژ شدند. پس از آن، طبق 
دستورالعمل کیت استخراج RNA )سیناژن، ایران( سلولها در بافر RNX-PLUS )سیناژن، 
ایران( لیز شده و استخراج RNA از نمونهها در شرایط عاری از RNase و DNase، انجام 
شد. سپس RNAهای استخراج شده،  با آنزیم DNase Thermoscientific, USA تیمار  
شد و با استفاده از کیت سنتز cDNA  Thermoscientific, USA، مقدار  دو میکروگرم 

از آن به cDNA تبدیل شد. 
 10 شامل  که  گرفت  انجام  میکرولیتر  نهایی20  حجم  به  محلولی  در   PCR واکنش 
و یک  پیشرو  پرایمر  میکرولیتر  میکرولیترMastermix (Ampliqon, Denmark)، یک 
میکرولیترپرایمر پیرو )پیشگام، ایران(،  یک میکرولیتر cDNA و7 میکرولیترآب مقطر 
بود. شرایط حرارتی دستگاه ترموسایکلر Eppendorf, Genrmany برای انجام واکنش 
به مدت  سه دقیقه، در   cº 95 اولیه در دمای دناتوره شدن  بود.  این شرح  به    PCR
ادامه 30 چرخه که هر چرخه شامل مرحله دناتوره شدن در دمای cº 94 به مدت 30 
ثانیه، مرحله اتصال پرایمر در دمای cº 57 برای ژن GAPDH )به‌عنوان کنترل داخلی(، 
دمای cº 57 برای ژن bFGF و در دمای cº 62 برای ژن TGF-β2 به مدت 25 ثانیه، 
مرحله گسترش در دمای cº 72 به مدت 25 ثانیه ودر آخر، مرحله گسترش نهایی در 
دمای cº 72 به مدت  پنج دقیقه انجام شد. توالی پرایمرهای استفاده شده در جدول 1 

آورده شده است. 
پس از انجام واکنش، محصولات PCR روی ژلآگاروز 2 درصد به مدت 45 دقیقه و 

 DNA با ولتاژ85 ولت بارگذاری شد  )الکتروفورز پدیده نوژن، ایران(. ژل‌ها  با رنگ
Green Viewer )آریاتوس، ایران( رنگ‌آمیزی شده و با دستگاه ژل داک )آران تجهیز، 
با  نرم‌افزار  باندهای حاصله  ایران( عکسبرداری شدند )شکل A 3(. سرانجام دانسیته 
Image J(NIH) اندازه‌گیری شد. برای هر نمونه دانسیته باند ژن هدف به دانسیته باند 
GAPDH همان نمونه نرمال شده و دانسیته‌های نهایی به‌دست آمده گروههای مختلف 

با یکدیگر مقایسه شد. 
روش تحلیل داده‌ها:

 SPSS همه آزمایش‌های این مطالعه به صورت سه بارتکرار انجام  و دادهها  با نرم‌افزار
 One-sample نسخه 16 آنالیز شد.  به این صورت که ابتدا توزیع طبیعی داده‌ها  با آزمون

 Oneway-ANOVA روش  با  آن  تأیید  از  پس  و  بررسی    Kolmogorov-Smirnov
با پس آزمون LSD سنجیده شد و داده‌ها به صورت  ارزیابی شد. تفاوت‌های گروه‌ها 

میانگین± انحراف معیار ارائه شده و 5درصد >p از نظر آماری معنادار محسوب شد. 
یافته‌ها:

ویژگی‌های ظاهری و بیان شاخص‌های سطحی سلول‌های بنیادی مزانشیمی در کشت 
ناخالصی‌هایی  ابتدایی  پاساژهای  استخوان، در  از مغز  سلول‌های تک هسته جدا شده 
مشاهده می‌شد که سرانجام در پاساژ 4 این ناخالصیها برطرف شدند و همه سلول‌ها 
ویژگی‌های معمول سلول‌های مزانشیمی را نشان می‌دادند. به  گونه‌ای که سلولهای 
 چسبنده به ‌طور یکدست، دوکی شکل و کشیده و ظاهری شبیه فیبروبلاست داشتند 
)شکل A1(. همچنین نتایج حاصل از فلوسایتومتری نیز حاکی از آن بود که این سلولها 
  CD73 و CD105 (82. 64%)، CD90  (87. 53%)شاخصهای سطحی مزانشیمی شامل
خونساز   سلولهای  شاخصهای  درحالی‌که  می‌کنند،  بیان  بالا  درصد  با  را   (87. 38%)

 .)B1 را بیان نمیکنند )شکل (CD34, 45)

دوز تأثیر‌گذار لیزر بر فیبروبلاست
انرژی 0/5، 1 و 2  با  لیزر  تأثیر تابش  لیزر، فیبروبلاستها تحت  برای تعیین دوز مؤثر 
تعداد  بود که  آن  از  مرحله حاکی  این  یافته‌های  گرفتند.  قرار  مربع  بر سانتی‌متر  ژول 
بودند، نسبت به گروه  را دریافت کرده  بر سانتیمتر  فیبروبلاستهایی که دوز 0/5 ژول 
کنترل  )که تحت تابش لیزر قرار نگرفته بودند( افزایش  معناداری )5درصد>P( یافته 
دوز  به‌عنوان  مربع  سانتیمتر  بر  ژول   0/5 لیزر  دوز  ترتیب  این  به    .)2 )شکل  است  

مؤثربرای ادامه مطالعه انتخاب شد. 

توالی پرایمرنام ژن
طول محصول 

PCR
 )جفت باز(

FGF2F: 5´TGGCTTCTAAATGTGTTACGG 3´

R: 5´CGAATAAAGCAAATGCGTG 3´
476

TGF-β2
F: 5´GATTTGCAGGTATTGATGGC 3´

R: 5´TCATCGTTGTCGTCGTCATC 3´
560

GAPDH
F: 5´TTGGTATCGTGGAAGGACTC 3´

R: 5´TGGGTGTCGCTGTTGAAG 3´
450

R: پرایمر پیروF: پرایمر پیشرو

جدول 1، مشخصات پرایمرهای  استفاده شده در آزمایش‌های مولکولی. 

)A .شکل 1: ویژگی‌های سلول‌های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان در پاساژ چهارم
تصویر میکروسکوپی سلول‌های مزانشیمی که ظاهر یکدست، دوکی شکل و شبه فیبروبلاست 
آن‌ها را نشان می‌دهد. B( نمودارهای فلوسایتومتری نشان می‌دهد که این سلول‌ها شاخص‌های 
سطحی مزانشیمی شامل CD105، CD90 و CD73 را با درصد بالا بیان می‌کنند، درحالی‌که 

شاخص‌های سلول‌های خونساز  CD34, 45 را بیان نمی‌کنند.

لیزر کم‌توان هلیوم-نئون.  مناسب  دوز  تعیین  برای    MTT آزمایش  از  نمودار حاصل  شکل2: 
لیزر 0/5 ژول بر سانتیمتر مربع به‌طور  معناداری موجب  همان طور که مشاهده می‌شود دوز 
افزایش تکثیر فیبروبلاستها شده است. به‌ طوری که میزان جذب نوری این گروه 0/61±0/13 
بود، درحالی‌که جذب نوری گروه تیمار نشده با لیزر 0/11±0/35 است. نتایج مربوط به  سه  بار 
تکرار است، داده‌ها به صورت میانگین ± انحراف معیار ارائه شده و علامت ستاره نشانه اختلاف  

معنادار درسطح 5درصد >p است. 

کشت بهینه سلول‌های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان و تابش لیزر /  159  
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تأثیر تیمار لیزر و محیط کشت بهینه بر بیان ژن‌های bFGF و TGF-β2 در 
فیبروبلاست دیابتی

دادههای آزمایش مولکولی نشان داد که بیان هر دو ژن bFGF و TGF-β2 در گروه 
کنترل دیابتی، نسبت به گروه کنترل سالم کاهش می‌یابد. به نحوی که میزان بیان نسبی 
ژن bFGF در گروه کنترل سالم 0/25±0/92 و در گروه کنترل دیابتی 0/47±0/11 
بود، همچنین میزان بیان نسبی ژن TGF-β2 در گروه کنترل سالم 0/21±0/7 و در 
در سطح    bFGF ژن  برای  بیان  کاهش  این  و  بود   0/59±0/32 دیابتی  کنترل  گروه 

5درصد>p معنادار و برای ژن  TGF-β2 غیر  معنادار بود. 
بررسی میزان بیان ژن bFGF درسایر گروه‌ها نشان داد که بیان این ژن در هر سه گروه 
تیمار با لیزر، تیمار با محیط کشت بهینه و تیمار همزمان با لیزر و محیط کشت بهینه، 
نسبت به گروه کنترل دیابتی افزایش معناداری یافته است. به نحوی که میزان بیان 
نسبی ژن bFGF از 0/11±0/47 در گروه دیابتی به 0/35±1/23 در گروه تیمار شده 
با لیزر، 0/028±0/98 در گروه تیمار شده با محیط کشت بهینه و 0/2±1/37 در گروه 
تیمار هم‌زمان با لیزر و محیط کشت بهینه افزایش یافت و همه این تغییر ها در سطح 

5درصد  >P  معنادار بود. در این بین بیشترین میزان بیان این ژن در گروه تیمار همزمان 
با لیزر و محیط کشت بهینه مشاهده شد. به نحوی که بیان bFGF در این گروه حتی 
نسبت به گروه کنترل طبیعی و همچنین نسبت به گروه تیمار شده با محیط کشت بهینه 

 .)B3 نیز افزایش  معناداری یافته بود )شکل
برخلاف تفاوت‌های ذکر شده در میزان بیان ژنbFGF، نتایج حاصل از بررسی میزان 
بیان ژن TGF-β2 در گروههای تحت بررسی حاکی از  نبود اختلاف  معنادار بین گروه‌ها 
بود. با این وجود کمترین میزان بیان این ژن در گروه کنترل دیابتی  )0/32±0/59( و 
بیشترین میزان آن در گروه تیمار همزمان با لیزر و محیط کشت بهینه  )0/92±0/39( 
ثبت شد که از این لحاظ، روند تغییر های ژن TGF- β2 نیز با ژن bFGF همخوانی 

داشت. 
بحث:

بود که در  بیانگر آن  این مطالعه،  آزمایش‌های مولکولی  از   آمده  به دست  نتایج 
دیابتی(  فیبروبلاست  )مدل  گلوکز   بالای  غلظت  در  شده  کشت  فیبروبلاستهای 
bFGF کاهش   بیان ژن  فیبروبلاستهای کشت شده در شرایط طبیعی،  به  نسبت 
معنادار و بیان ژن TGF-β2 کاهش غیر  معنادار می‌یابد. درحالی‌که تیمار این سلولها 
با لیزر یا محیط کشت بهینه و همچنین هردوی این عوامل منجر به افزایش بیان  
معنادار ژن bFGF و افزایش بیان  غیر معنادار TGF-β2 شده بود. به نحوی که در 
هر دو ژن تحت بررسی بیشترین میزان بیان مربوط به گروهی بود که هر دو عامل 
لیزر و محیط کشت بهینه را به‌صورت همزمان دریافت  کرده بود. جالب  پرتوی 
آنکه این افزایش بیان برای ژن bFGF به حدی بود که اختلاف  معنادار با گروه 
کنترل طبیعی داشت.  بنابراین این یافته نشان می‌دهد که هرچند لیزر یا محیط 
کشت بهینه به تنهایی می‌توانند نقصان بیان ژن bFGF را در شرایط غلظت بالای 
گلوکز جبران  کرده و آن را به حد طبیعی برگردانند اما تأثیر توام آنها اثر هم‌افزایی 
داشته و میزان بیان را به سطحی بالاتر از حالت طبیعی افزایش می‌دهند. علاوه 
بر ژن bFGF، بیان ژن TGF-β2 نیز در همه گروههای مورد آزمایش نسبت به 
گروه کنترل دیابتی افزایش یافته بود، اما این افزایش از نظر آماری غیر‌ معنادار بود. 
Hawkins و همکاران در مطالعه خود نشان دادند که غلظت بالای گلوکز در 
محیط کشت نوعی شرایط استرس‌زا را برای سلولها فراهم می‌کند. چنین شرایطی 
موجب می‌شود تا سلولها نسبت به تحریکات ایجاد شده در پی تابش لیزر یا کاربرد 
محیط کشت بهینه سلولهای بنیادی مزانشیمی پاسخهای سریع‌تری را نشان دهند 
)35(. البته انتخاب پارامترهای مناسب نظیر طول موج، دوز و زمان تابش لیزر یا 
در مطالعه  است.  اهمیت  دارای  بهینه  مناسب محیط کشت  و  تغلیظ کافی  میزان 
حاضر با انجام آزمون دوزیابی و همچنین توجه به یافته‌های  مطالعه‌های پیشین 
)17 و 36(، سعی  کردیم با انتخاب دوزهای مؤثر، تعادل و کفایت  تحریک‌های 

ایجاد شده را مورد توجه قرار دهیم. 
نقش  فیبروبلاستی،  رشد  فاکتورهای  خانواده  اجزای  از  یکی  به‌عنوان   bFGF ژن 
نفوذ  با تحریک   bFGF  .)38( دارد  بر عهده  پوستی  ترمیم زخمهای  در  را  مهمی 
اندوتلیال مویرگی، به رگ‌زایی در بافت گرانوله کمک می‌کند.  و تکثیر سلولهای 
این ژن همچنین مهاجرت فیبروبلاستها را پیش برده و آنها را برای تولید کلاژن 
 bFGF .)39(به‌عنوان یکی از اجزای اصلی ماتریکس خارج سلولی تحریک  می‌کند
حتی در تبدیل سلولهای فیبروبلاست به سلول‌های میوفیبروبلاست  )که با قابلیت 
انقباض خویش در محل زخم نقش مؤثری در ترمیم زخم بر عهده دارند( مؤثر است 
)40(. اسماعیل‌نژاد و Saygun در مطالعه‌های جداگانه به ترتیب تأثیر تابش لیزر را 
بر بیان ژن bFGF درفیبروبلاست‌های کشت شده در غلظت‌های بالای گلوکز و 
زخم‌های پوستی ایجاد شده در مدلهای حیوانی آزمودند و نشان دادند که تابش لیزر 
کم توان توانست موجب افزایش  معناداری در بیان این ژن نسبت به گروههای 
کنترل  شود)24 و41(. این یافتهها با آنچه در مطالعه  حاضر حاصل شد، مشابه 
است. کاظمی‌خو و همکارانش نیز فیبروبلاستهای موش‌های دبایتی را تحت تابش 
لیزر قرار داده و بیان bFGF را اندازه گرفتند که نتایج به دست آمده همچون سایر  

تحقیق‌ها افزایش  معنادار بیان این ژن را در پی داشت )42(. 
التهابی باید در محیط  برای انجام موفقیتآمیز ترمیم زخم و بازسازی بافت، پاسخ 

واکنش  از  حاصل  باندهای  تصویر   )A مولکولی.  آزمایش‌های  از   حاصل  نتایج   :3 شکل 
RT-PCR که بیان  ژن‌های bFGF و TGF-β2 را در گروههای تحت بررسی نشان می‌دهد. 
B( نمودار بیان ژن C و bFGF( نمودار بیان ژن TGF-β2. نتایج مربوط به  سه بار تکرار 
است، داده‌ها به صورت میانگین± انحراف معیار ارائه شده و علامت یک، دو و سه ستاره به 
ترتیب نشانه اختلاف  معنادار در سطح P<0.05، P<0.01 و  P<0.00است. گروه کنترل 
طبیعی: NG، گروه کنترل دیابتی: HG، گروه دیابتی تیمار شده با لیزر: HG+L، گروه دیابتی 
تیمار شده با محیط کشت بهینه: HG+CM، گروه دیابتی تیمار شده با لیزر و محیط کشت 

 .HG+L+CM :بهینه
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ابتدایی  مراحل  در  لکوسیت‌ها  نفوذ  دیابتی،  زخم‌های  در   .)43( شود  تنظیم  بدن 
لکوسیتها  مداوم  نفوذ  التهاب،  شروع  از  پس  اما  می‌شود  اختلال  دچار  ترمیم، 
مانع  بالقوه  امربه‌طور  این  و  شده  مدت  طولانی  التهابی  پاسخ  ایجاد  باعث 
تکثیر  و  مهاجرت  بر  تأثیر  با   TGF-β2 ژن   .)44( می‌شود  زخم  طبیعی  التیام  از 
ترمیم  به   MMP خانواده  ژن‌های  از  گروهی  عملکرد  تنظیم  و   فیبروبلاستها 
زخم  ترمیم  گانه  سه  مراحل  در  ژن  این  بیان   .)45( می‌کند  کمک  زخم  سریعتر 
دارای فراز و فرودهایی است. به‌طوری که افزایش بیان آن در 24 ساعت نخست 
پس از ایجاد زخم علاوه بر تأثیر هایی که در بالا ذکر شد، میتواند موجب به راه 
افتادن سریعتر واکنشهای التهابی  شود و لیگاند کموتاکتیک بسیار نیرومندی برای 
مونوسیتهای خون محیطی انسان باشد )Badillo .)46 و همکارانش در مطالعه خود 
افزایش بیان این ژن را تا  سه روز اول بعد از ایجاد زخم در پی استفاده محیط کشت 
بهینه سلولهای بنیادی نشان دادند و سپس مشاهده  کردند که بیان این ژن از روز 
سوم تا پنجم کاهش و  دوباره از روز پنجم تا هفتم افزایش می‌یابد )25(. دادههای 
خیرجو و همکارانش نیز تأییدکننده این تغییر ها در بیان TGF-β2 است )37(. نتایج 
مطالعه ما نیز در  باره افزایش بیان این ژن با  مطالعه‌های پیشین دارای همخوانی 

است، هرچند که این افزایش بیان از نظر آماری غیر معنادار بود. 
به‌طور کلی با مقایسه دادههای مربوط به گروه کنترل دیابتی با گروه کنترل نرمال، 
می‌توان تأثیر کاهنده غلظت گلوکز را بر عملکرد سلولها تأیید کرد. همچنین مقایسه 
بنیادی را  یا محیط کشت بهینه سلول‌های  لیزر  با گروه‌هایی که تیمار  این گروه 

دریافت کرده بودند، اثر مثبت این روش‌های درمانی را نشان داد. نکته قابل توجه 
دیگر در این مطالعه واکنش بهتر گروهی بود که هر دو تیمار محیط کشت بهینه 
و تابش لیزر را به صورت همزمان دریافت کرده بودند، در مقایسه با گروه‌هایی که 
هر تیمار را به تنهایی دریافت  کرده بودند. با این وجود برای تأیید قطعی تأثیر این 
تیمارها لازم است سایر جنبه‌های عملکردی سلول‌ها در محیط کشت و همچنین 

درون بدن مطالعه  شده و آثار جانبی آن نیز مورد توجه قرار گیرد. 
نتیجه‌گیری:

مشتق  بهینه  کشت  محیط  از  استفاده  که  داد  نشان  مطالعه  این  از  حاصل  نتایج 
از سلول‌های بنیادی مزانشیمی انسان و تابش لیزر کمتوان به صورت جداگانه و 
 همزمان می‌تواند تأثیر مثبتی بر بیان فاکتور تروفیک دخیل در ترمیم زخم توسط 
سلول‌های فیبروبلاست پوست انسان که در غلظت بالای گلوکز کشت داده شده‌اند، 
داشته باشد. ضمن آنکه کاربرد این دو عامل به همراه همدیگر موجب می‌شود که 

آن دو اثر هم‌افزایی داشته باشند. 
تشکر و قدردانی:

دانشکده  پژوهشی  معاونت  اجرای طرح تحقیقاتی مصوب در  مقاله حاضر حاصل 
پزشکی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی با کد ثبت 6299 است. نویسندگان، 
از مسئولان این معاونت به دلیل حمایت مالی قدردانی به عمل می‌آورند. همچنین 
از مرکز سلول درمانی پژوهشگاه رویان برای اهدای سلول‌های بنیادی مزانشیمی 

انسان کمال تشکر را دارند. 
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