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 مقدمه. 1

وزایی فرد خودنهایی با توانایی منحصربههای بنیادی سلولسلول
 دنهای باندام ها وای در بافتطور گستردهو تمایز هستند که به

های بدن را  اند و وظیفة حفظ و حمایت از بافتپراکنده شده
طور مرتب به بازسازی هایی که به[. یکی از اندام4برعهده دارند ]
ترین اندام بدن ز دارد، پوست است. پوست بزرگو نوسازی نیا

است و هرگونه تغییر و تخریب در ساختار و عملکرد آن منجر 

شود و همچنین کاهش عملکرد صحیح به عفونت در بدن می
های فیبروبلاست . درعین حال، سلول[2دنبال دارد ]بدن را به

 لازم ایتوانند در هنگام نیاز، مواد زمینهطور اختصاصی میبه
ای هها سلولبرای ترمیم را تولید کنند. درواقع فیبروبلاست

سلولی هستند. این کلیدی درگیر در تولید ماتریکس خارج
ها به همین دلیل نقش بسیار مهمی در ترمیم پوست سلول
[. اندکی پس 5کنند ]دیده و بهبود زخم در پوست ایفا میآسیب

 61/61/6931تاریخ دریافت:  

 11/93/6931تاریخ پذیرش: 

 ها:کلیدواژه
ترمیم زخم، سلول بنیادی، 

 .کلاژن، فیبروبلاست
 

 چکیده
 

چراکه  ؛زخم نقش دارد بهینة  میدر ترم میطور مستقهب بروبلاستیف یهاسنتز کلاژن توسط سلول  و هدف زمینه
 نینابراب ؛دارد تیاهم اریها بسسلول گرید یریگیجهت جا یبستر مناسبعنوان به یسلولخارج کسیماتر نیا جادیا

 طیاثر محدر این پژوهش،  .خواهد بود مورد توجه میدر مبحث ترم ،کند دیژن کلاژن را تشد انیکه ب یهرگونه عامل
 .بررسی شد موش بروبلاستیکلاژن سلول ف دیتول یهاژن انیبر ب یمیمزانش یادیسلول بن ییرو

در این پژوهش، های مزانشیمی انسان جهت تهیة فاکتورهای مؤثر استفاده شد. از کشت سلول هاروشمواد و 
ی ها و واکاوی مولکولهای فیبروبلاستی موش انجام گرفت و درنهایت با بررسی رشد سلولبر روی سلول هاآزمایش
 .های مؤثر، تأثیرات تأیید شدبیان ژن

گیری شد. براساس منحنی استاندارد تام محلول رویی توسط روش برد ـ فورد اندازهابتدا مقدار پروتئین  هایافته
لیتر برآورد شد. در تست میکروگرم بر میلی 10این مقدار  (BSA) یسرم گاو نیآلبومحاصل از پروتئین معین 

فزایش رشد تر اهای رقیقهای بالا منجر به سمیت نبود؛ اما در غلطتدر غلظت ODسمیت  MTTسمیت با روش 
 .لیتر نسبت به گروه کنترل کاملا معنادار بودمیکروگرم بر میلی 20و  10بیشتری را نشان داد. این مقدار در غلظت 

ده و های بنیادی انسانی تأییدکنندة اثربخشی ترمیمی این مایع بوبررسی نتایج تأثیر مایع رویی سلول گیرینتیجه
م کند و ههای فیبروبلاست را تحریک میین مایع رویی هم رشد سلولپژوهش حاضر، ا هایبرطبق نتایج آزمایش

وان با تهای تولیدکنندة کلاژن را به مقدار زیادی افزایش دهد. از این خاصیت میطور اثربخشی بیان ژنتواند بهمی
یشتر مدیریت بالینی بتری که نیازمند های گستردهخصوص زخمها بهره برد؛ بهرعایت نکات کلینیکی در درمان زخم

 .هستند
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شود که هایی میفیبروبلاستاز ایجاد زخم، محل زخم غنی از 
افت کنند که منجر به تشکیل بتولید کلاژن و فیبرونکتین می

شود. این بافت حاوی انواع مختلفی از پروتئین فیبروزی می
کلاژن است که به مرور زمان، تغییر آرایش ماتریکس 

های کلاژن ترمیم ملایم زخم سلولی و  تولید مناسب رشتهخارج
[. در این مرحله از ترمیم، مقدار کلاژن 3ـ1]همراه دارد را به
ای هغالب است و باعث استحکام کششی بافت Ιبر نوع   ΙΙΙنوع
گیری فضایی تصادفی شود که دارای جهتشده میتشکیلتازه

نیز مورد نیاز است. وجود این کلاژن  V[. کلاژن نوع 0است ]
[. 7] کندهای اصلی کلاژن را تشدید و تنظیم میتشکیل فیبریل

، شکلایهرگونه مشکل در این روند منجر به ایجاد بافت توده
ماند. جای میاسکار و فیبروز خواهد بود که در محل به

های بنیادی مزانشیمی نیز پس از ایجاد زخم تحت تأثیر سلول
های پاراکرین از جانب ماکروفاژها به محل زخم سیگنال

تهایی ترمیم در توانند در مراحل انکنند و میمهاجرت می
های کراتینوسیت و بازسازی هرچه بهتر محل با تمایز به سلول
های مؤثری که هنوز همچنین توسط رها کردن مواد و سیگنال

رو با توجه  [. از این1، 4اند، مؤثر باشند ]خوبی شناخته نشدهبه
ترین مراحل در تشکیل به اینکه سنتز کلاژن یکی از مهم

ا توان بمناسب در ترمیم زخم است و میسلولی ماتریکس خارج
القای بهتر و کنترل این فرایند ترمیم زخم را تسریع و بهبود 

های بخشید، در این پژوهش تأثیر مایع رویی محیط کشت سلول
ر های کلاژن دبنیادی مزانشیمی انسانی بر بیان تعدادی از ژن

 سلول فیبروبلاست موشی بررسی شد.

 هامواد و روش. 2

ها در ین سلولا های بنیادی مزانشیمی انسان:ستلولکشتت 
های چربی حاصل  لیپوساکشن جهاد دانشگاهی مشهد از نمونه

دست آمد و پس از احراز هویت در این آزمایش مورد استفاده به

در شرایط  DMEMها در محیط کشـت قرار گرفت. این سـلول
اری دکربن نگهاکســـیددی %3گراد و درجه ســـانتی 57دمایی 
 شدند.

 NIH 3T3ردة سلولی  های فیبروبلاست موش:کشتت ستلول
 DMEMکشت  طیدر محعنوان سـلول فیبروبلاسـت موشی به

 کربناکسیددی %3گراد و یدرجه سانت 57 ییدما طیتحت شرا
 شدند. یدارنگهرشد داده و 

 استتصاتال مایر رویی کشت سلول بنیادی و تییین ظل:ت:
محیط بدون ســرم استفاده شد و  جهت برداشـت مایع رویی از

های بنیادی مزانشیمی، ساعت پس از تعویض محیط سلول 21
لیتر محیط رویی آن برداشــت میلی 3مقدار  T25فلاســک  5از 

سـانتریفیوژ شد تا دبریدمان و  420000شـد و در ابتدا در دور 
ــلول ــپس مایع رویی جمعس ــوی یابند؛ س آوری و جهت ها رس

میکرمتر  13/0ریدمان توسـط فیلتر سرنگی اطمینان از نبودِ دب
آوری و در دمای لیتری جمعمیلی 3/4های فیلتر شد و در ویال

گراد فریز شـد. مقداری از این عصاره توسط درجه سـانتی -70
ـــ فورد و با اسـتفاده از آلبومین سرم گاوی ) ( BSAروش برد ـ

 سنجی شد.عنوان استاندارد غلظتبه
هت ج ی بر رشد سلول فیبروبلاستی:بررسی عملکرد مایر روی

با دوزهای متفاوت  MTTچاهکه، آزمون  30بررســـی در پلیت 
ـــد. بـه  10و  20، 1، 1های ترتیب غلظتمـایع رویی انجـام ش

عنوان تیمــارهــا و همچنین بــدون لیتر بــهمیکروگرم بر میلی
ـــتفاده از مایع رویی به کار گرفته و  بر روی عنوان کنترل بهاس

اعمال و بین روزهای اول تا ســوم بررســی  3T3کشــت ســلول 
 شدند.

ـــی ژن طراحی پرایمر: پرایمرها  4هـا طبق جـدول برای بررس
ـــی انفورماتیکی و تطبیقی به  ـــدنـد و پس از بررس طراحی ش

 شرکت ماکروژن کره سفارش ساخت داده شد.

 . توالی پرایمرها6جدول 
target gene target organism Sequence primer name Series 

  Actb  Mus musculus TTCTTTGCAGCTCCTTCGTT m.b-actin/F 4 

 Actb  Mus musculus ATGGAGGGGAATACAGCCC m.b-actin/R 2 
Col1a1 Mus musculus ACATGTTCAGCTTTGTGGACC m.Col1a1/F 5 
Col1a1 Mus musculus GGTTTCCACGTCTCACCATT m.Col1a1R 1 
Col3a1  Mus musculus GCTTTGTGCAAAGTGGAACC m.Col3a1/F 3 

Col3a1  Mus musculus TGGTTCTGGCTTCCAGACAT m.Col3a1/R 0 

Col5a1 Mus musculus CTGTCTTCGCCGCTACTCCT m.Col5a1/F 7 

Col5a1 Mus musculus AACCTGTGGTTTTCGTTACCC m.Col5a1/F 1 

 
ها پس از استخراج های کلاژن: برای بیان ژنبررسی بیان ژن

RNA ها )با استفاده از محلول  کل از سلولtripure  

Bioneer سنتز ،)cDNA  توسط پرایمرoligodT انجام شد 
و در ابتدا بهرة پرایمرها  (TAKARA)کیت سنتز شرکت 
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)کیت   real-time PCRمحاسبه شد و سپس آزمایش 
 .ها اجرا گردیدبرای نمونه سایبرگرین تکاپوزیست(

 های پژوهش  یافته. 3

ابتدا مقدار پروتئین تام محلول رویی توســـط روش برد ــــــ فورد 
ــل از پروتئین اندازه ــتاندارد حاص ــاس منحنی اس ــد. براس گیری ش
میکروگرم بر  10، این مقدار (BSA) یســـرم گـاو نیآلبوممعین 
 OD، سمیت MTTلیتر برآورد شد. در تست سمیت با روش میلی

ــمیت نبود؛ اما در غلطتدر غلظت ر تهای رقیقهای بالا منجر به س
و  10قدار در غلظت القا افزایش رشـد بیشـتری را نشان داد. این م

ــه با گروه کنترل کاملام معنادار میکروگرم بر میلی 20 لیتر در مقایس
بود؛ اما خود این دو غلظت از نظر بررســـی آماری تفاوت معناداری 

لیتر اندکی میکروگرم بر میلی 10را نشـــان ندادند؛ گرچه در گروه 
م میکروگر 1ترین غلظت، یعنی رشد بیشتر بود. همچنین در رقیق

برابری مایع رویی بود، در مقایســـه با در لیتر کـه حـاوی رقت  ده
میکروگرم  1گروه کنترل تفاوت معناداری مشــاهده نشــد. در گروه 

لیتر در مقایســـه با گروه کنترل تفاوت کاملام معنادار ر یت بر میلی
ی تر، یعنطور معناداری با دو گروه غلیظشــد. همچنین این گروه به

(. 2و  4لیتر، تفاوت نشــان داد )شــکل رم بر میلیمیکروگ 10و  20
شده نسبت هر سـه ژن کلاژن انتخای ،هاژن انیب یدر بحث بررسـ

   (.5)شکل  را نشان دادند انیب شیبه گروه کنترل افزا

 

  MTTهای بنیادی بر روی فیبروبلاست با روش . نتایج بررسی روز اول  اثر مایر رویی کشت سلول6شکل 

و  هعاملکی انسیوار لیتصلها مقدار مینادار بودن نتایج برحسب ها؛ ستارهمصور عمودی مقدار جذب دستگاه اسپکتروفتومتر؛ مصور افقی ظل:ت
 آزمون توکی

 

 MTTروش  با بروبلاستیف یبر رو یادیبن یهاکشت سلول ییرو ریاثر ما  سومروز  یبررس جی. نتا1شکل 

له و عامکی انسیوار لیبرحسب تصل جینتا ها مقدار مینادار بودنستاره ؛هاظل:ت یمصور افق ؛مقدار جذب دستگاه اسپکتروفتومتر یمصور عمود 
 یآزمون توک
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 Vو   I ،IIIهای کلاژن . نتایج بررسی کمّی بیان ژن9شکل 

های کلاژن نشان لیتر را درمورد ژنمیکروگرم بر میلی 19و مصور افقی تیمارهای  relative gene expressionمصور عمودی میزان تغییرات برحسب   
نسبت به دو  6همچنین کلاژن نوع  اند؛طور میناداری افزایش یافتهها نسبت به گروه کنترل بهدهد. در این بررسی مشخص شد که این کلاژنمی

 های مختلف نمایش داده شده است.. میناداری با ستاره(p<0.05)کلاژن دیگر افزایش میناداری داشته است 

ــط نرم ــورت گرفت و گرا آنالیزها توس ها بر افزار پریزم ص
 همین اساس و ارزش معناداری رسم شد.

 گیری . بحث و نتیجه4

م در طور مستقیهای فیبروبلاست بهسـنتز کلاژن توسـط سلول
ـــلولی زخم نقش دارد؛ زیرا ایجاد این ماتریکس خارجترمیم  س

ها بســیار عنوان بســتر مناســب جهت جایگیری دیگر ســلولبه
ـــدید کنندة بیان ژن اهمیـت دارد. بنـابراین هرگونـه عامل تش

ـــد. در این کلـاژن می توانـد در مبحـث ترمیم مورد توجـه باش
 کشـت سـلول بنیادی مزانشیمی استفاده تحقیق، از مایع رویی
ـــد که در پژوهش ـــد و های متعددی بهش عنوان القاکنندة رش

ــلول ــده بود ]تکثیر س ــــ3ها مورد آزمایش واقع ش این  [.44ـ
معنای ایجاد القای رشــد و همچنین القای مهاجرت موضــوع به
های توانند در محل زخم بر ســلولهاســت که هر دو میســلول

ابرین در بنفیبروبلاســتی اثر القاکنندة ترمیم را داشــته باشــند. 
 20، با توجه به معنادار بودن غلظت MTTگام اول نتایج تست 
ـــبت به گروه کنترل میکروگرم بر میلی لیتر این مایع رویی نس

دهندة تأثیر مثبت مایع بعد از تیمار، نشان 11و  21در ساعات 
ـــلول ـــلولرویی س ـــد س ـــیمی بر رش های های بنیادی مزانش

 فیبروبلاستی است.
ـــی بیان ژن در بخش مولکولی های کلاژن نیز نتـایج بررس

طور کلی نمودار اثر مثبـت این مـایع رویی بر تولیـد کلاژن بـه
در ترمیم بســیاری از  4توســط فیبروبلاســت اســت. کلاژن نوع 

[. در این پژوهش نیز، با توجه 1انواع زخم شناخته شده است ]
، مایع رویی محیط کشــت اثر مطلوبی بر رشــد 2و  4به شــکل 
ــلول ــته و مقدار بیان کلاژن نوع هس ، با توجه به آزمون 4ا داش

ـــبت به گروه p<0.05ریـل تایم، دارای افزایش معناداری ) ( نس
 .کنترل است

ـــی قرار  5همچنین در این تحقیق، ژن کلاژن   مورد بررس
و نقص آن  گرفـت. این ژن در بـافـت همبنـد بیان بالایی دارد

[. بیان این 45-42های مختلفی شـــود ]تواند موجدِ بیماریمی
ــان داد ــبت به گروه کنترل نش  ژن نیز افزایش معناداری را نس

(p<0.05)ـــبت به افزایش بیان کلاژن ؛ امـا بـه ، 4طور کلی نس
 دهدمی طور معناداری کمتر بود که نشــانمقدار این افزایش به
 است. 5بیشتر از کلاژن نوع  4اهمیت کلاژن نوع 
ـــد کـه رفتار نیز در این پژوهش  3کلـاژن نوع  ارزیـابی ش

ـــابهی بـا کلاژن نوع  ـــته و در گروه تیمار با  5و  4مش  20داش
لیتر افزایش بیان را نشان داده است. با توجه میکروگرم بر میلی

هایی که بیشــتر نیاز به مقاومت به حضــور این کلاژن در بافت
 [. 41هایی بهره برد ]توان از این مورد در چنین بخشدارند، می

 های بنیادی انســانینتایج تأثیر مایع رویی ســلولبررســی 
تأییدکنندة اثربخشـی ترمیمی این مایع بوده است. برپایة نتایج 
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های های این پژوهش، این مایع رویی هم رشــد ســلولآزمایش
ی طور اثربخشتواند بهکند و هم میفیبروبلاسـت را تحریک می

ی افزایش دهد. های تولیدکنندة کلاژن را به مقدار زیادبیان ژن
ـــیـت می توان با رعایت نکات کلینیکی در درمان از این خـاص

تر که نیازمند های گستردهخصـوص زخمها بهره گرفت؛ بهزخم
 مدیریت بالینی بیشتر هستند.
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Abstract 

Introduction: The synthesis of collagen by fibroblast cells is directly 

involved in optimal wound healing because it is important to create this 

extracellular matrix as a suitable substrate for the incorporation of other 

cells, so any factor that may enhance collagen gene expression may be 

of interest in the healing context. In this study, we evaluated the effect 

of mesenchymal stem cell conditioned media on expression of mouse 

fibroblast cell collagen genes.. 

Methods: Cultures of human mesenchymal cells were used to produce 

effective factors. This effect was also performed on mouse NIH 3T3 

fibroblast cells and finally confirmed by cell growth and molecular 

analysis of expression of effector genes. 

 Results: In this study, the amount of total protein of supernatant was 

measured by the Brad-Ford method, based on the standard curve of 

bovine serum albumin (BSA) protein of 40 µg / ml. In the MTT toxicity 

test, OD toxicity at high concentrations did not lead to toxicity, but 

showed a higher growth than the diluted ones, this value being 

significantly higher at 40 and 20 μg / ml than in the control group. 

Conclusion: Evaluation of the effects of human stem cell supernatant 

confirms the restorative efficacy of this fluid. According to the results, 

this conditioned media stimulates both the growth of fibroblast cells and 

can effectively express the expression of collagen genes this property 

can be exploited by clinical observations in the treatment of wounds, 

especially wounds that require more clinical management.   
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