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خلاصه
زمینه و هدف: دیابــت یکی از مهمترین عوامل زمینه ســاز برای ایجــاد زخم های مزمن 
اســت. یکی از چالش های اصلی ترمیــم در زخم های مزمن، اختلال در ســنتز کلاژن همراه 
 اســت. این مطالعه با هدف بررســی اثر تزریق همزمان سلول بنیادی مزانشیمی مغز استخوان

)BM-MSCs( و فیبروبلاســت پوستی اتولوگ )به عنوان ســلول های اصلی ترشح کننده ی 
کلاژن(، بر میزان سنتز و ذخیره ی کلاژن در مدل زخم پوستی موش های مبتلا به دیابت انجام شد.

 STZ روش بررســی: در این مطالعه تجربی، موش هــای مدل دیابتی به کمــک تزریق
ایجاد شــده و ســپس به چهار گروه تقسیم شــدند: گروه تزریق BM-MSCs، گروه تزریق 
فیبروبلاست، گروه تیمار همزمان با BM-MSCs  و فیبروبلاست، کنترل )گروه بدون تیمار( 

میزان سنتز و ذخیره ی کلاژن با استفاده از رنگ آمیزی ماسون تری کروم ارزیابی شد. 

یافته  ها: نتایج نشان داد که گروه تزریق همزمان BM-MSCs و فیبروبلاست بیشترین میزان 
ســنتز و ذخیره ی کلاژن را داشت. پس از آن به ترتیب، گروه تزریق BM-MSCs به تنهایی، 
گروه تزریق فیبروبلاست به تنهایی و در نهایت گروه کنترل کمترین میزان کلاژن را نشان دادند.

نتیجه گیری: تزریق همزمان BM-MSCs  و فیبروبلاست پوستی اتولوگ می تواند به عنوان 
یک روش مؤثر در بهبود ترمیم زخم های پوستی در بیماران دیابتی مورد توجه قرار گیرد.
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مقدمه
زخم های پوســتی به ویژه در بیماران مبتلا به دیابت، یکی از چالش های 
مهم در حوزه ی پزشــکی و ســلامت هســتند. دیابت با ایجاد اختلال در 
فرآیندهای التهابی، آنژیوژنز و بازســازی بافتی، منجر به تأخیر در بهبود 
زخــم و افزایش خطر عفونت می شــود )1(. یکی از مکانیســم های اصلی 
ایــن اختلال، کاهش ســنتز و تجمع کلاژن در ماتریکس خارج ســلولی 
اســت. کلاژن به عنوان یکی از اجزای کلیدی بافت همبند، نقش اساسی 
در حفظ ســاختار و عملکــرد بافت های آســیب دیده ایفــا می کند. در 
بیماران دیابتی، اختلال در تولید کلاژن و تجزیه ی بیش ازحد آن توســط 
آنزیم هــای ماتریکس متالوپروتئیناز )MMPs(، منجر به تشــکیل بافت 
گرانولاســیون ضعیف و بهبود ناقص زخم می شود )2(. در سال های اخیر، 
سلول درمانی به ویژه استفاده از سلول های بنیادی مزانشیمی )MSCs( و 
فیبروبلاســت ها، به عنوان یک راهکار نویدبخش در بهبود زخم های مزمن 
مطرح شــده است )3,4(. سلول های بنیادی مزانشــیمی با توانایی تمایز 
به انواع ســلول های بافتی و ترشــح فاکتورهای رشــد و سایتوکاین های 
ضدالتهابی، نقش مهمی در تعدیل پاسخ التهابی و تحریک بازسازی بافت 
ایفا می کنند )5(. ازســوی دیگر، فیبروبلاست ها به عنوان سلول های اصلی 
تولید کننده ی کلاژن و ســایر اجزای ماتریکس خارج ســلولی، در فرآیند 

ترمیم زخم نقش کلیدی دارند )6(.

MSCs به عنــوان ســلول های چندتــوان1 بــا توانایی تمایــز به انواع 
ســلول های مزانشیمی )مانند استئوبلاست ها2، کندروسیت ها3، سلول های 
چربی( و همچنین توانایی تعدیل پاسخ های ایمنی و التهابی، نقش مهمی 
 MSCs ،در ترمیم بافت ها و بهبود زخم ایفا می کنند. در ســاختار پوست
حضور دارند که با ترشــح مجموعه ای از فاکتورهای رشــد، نقش مهمی 
ایفا می کنند. این سلول ها می توانند در فرآیندهایی نظیر تکثیر، مهاجرت 
و آنژیوژنز )رگ زایی( شــرکت کرده و ممکن اســت به سلول هایی مانند 
فیبروبلاست تمایز یابند. علاوه بر این، یکی از قابلیت های کلیدی آن ها در 

ترمیم زخم، تنظیم فعالیت و عملکرد فیبروبلاست ها است )7(.

MSCs با ترشــح طیف وســیعی از فاکتورهای رشــد و سایتوکین ها، 
عملکرد فیبروبلاســت ها را تنظیم می کنند. این فاکتورها شــامل فاکتور 
 ،)FGF5( فاکتور رشد فیبروبلاست ،)TGF-β4( رشد تبدیل کننده ی بتا
)IL-6, IL-10( و اینترلوکین ها )VEGF6( فاکتور رشد  اندوتلیال عروقی 

می باشــند. TGF-β یکی از مهم ترین فاکتورهای رشد ترشح شده توسط 
MSCs است که نقش کلیدی در تحریک فیبروبلاست ها برای تولید کلاژن 
و سایر اجزای ماتریکس خارج سلولی )ECM( دارد. این فاکتور همچنین 

1. Multipotent cell
2. Osteoblasts
3. Chondrocytes
4. Transforming growth factor beta
5. Fibroblast growth factor
6. Vascular endothelial growth factor

باعث تمایز فیبروبلاســت ها به میوفیبروبلاست ها شده و در انقباض زخم 
و بازســازی بافت نقش مؤثری ایفا می کند. یکی دیگر از فاکتورهای مهم، 
فاکتور رشــد فیبروبلاست )FGF( اســت که توسط MSCs ترشح شده 
و باعث افزایش تکثیر و مهاجرت فیبروبلاســت ها به محل زخم می شود. 
این فاکتور همچنین تولید کلاژن و ســایر اجزای ماتریکس خارج سلولی 
)ECM( را تحریک کرده و در روند ترمیم زخم نقش مهمی ایفا می کند. 
فاکتور رشــد  اندوتلیال عروقی )VEGF( نیز با افزایش آنژیوژنز و بهبود 
خون رسانی به بافت آســیب دیده، تأمین اکسیژن و مواد مغذی موردنیاز 
فیبروبلاســت ها را تســهیل می کند که برای عملکرد آن ها ضروری است 
 IL-10 با ترشح فاکتورهای ضدالتهابی مانند MSCs ،8(. علاوه بر این(
و TGF-β، التهاب مزمن را کاهش داده و از تأثیرات منفی آن بر عملکرد 
فیبروبلاســت ها جلوگیری می کنند. التهاب مزمن می تواند فرآیند ترمیم 
زخــم را مختل کرده و بهبود زخم را به تأخیر بیندازد، بنابراین کنترل آن 

نقش کلیدی در ترمیم دارد )9( .

MSCs ها با تعدیل مســیرهای سیگنالینگ سلولی نیز نقش مهمی در 
تنظیم عملکرد فیبروبلاست ها ایفا می کنند. این مسیرها بر تکثیر، تمایز و 
فعالیت فیبروبلاست ها تأثیر گذاشته و در فرآیند ترمیم بافتی نقش حیاتی 
دارند. یکی از مسیرهای مهم، مسیر TGF-β/Smad است که نقش کلیدی 
 MSCs .در تولید کلاژن و تمایز فیبروبلاست ها به میوفیبروبلاست ها دارد
با فعال ســازی این مسیر، تولید اجزای ماتریکس خارج سلولی )ECM( را 
تقویت کرده و فرآیند بازســازی بافت را بهبود می بخشــند. علاوه براین، 
مســیر Wnt/β-catenin نیز در تنظیم تکثیر و تمایز فیبروبلاســت ها 
نقش دارد. MSCs با تعدیل این مســیر، تکثیر سلولی را کنترل کرده و 
موجب تنظیم عملکرد فیبروبلاست ها در روند ترمیم زخم می شوند )10(.

ترکیب این دو نوع سلول می تواند اثرات سینرژیک در بهبود زخم ایجاد 
کند. با این حال، تا کنون مطالعه ای که مستقیما به بررسی اثرات همزمان 
تزریق ســلول های بنیادی مزانشیمی و فیبروبلاست ها بر ترمیم زخم های 
پوستی در شرایط دیابتی پرداخته  باشد، وجود ندارد. این مطالعه با هدف 
ارزیابی اثر تزریق همزمان ســلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان و 
فیبروبلاست های پوستی اتولوگ بر میزان سنتز و ذخیره ی کلاژن در مدل 
زخم پوســتی موش های مبتلا به دیابت طراحی شــد. نتایج این مطالعه 
می تواند به درک بهتر مکانیســم های ســلولی و مولکولی مؤثر در ترمیم 
زخم و توسعه ی روش های درمانی نوین برای بیماران دیابتی کمک کند. 

مواد و روش ها
حیوانات آزمایشگاهی

 در این مطالعه از 25 موش نر نژاد ســوری )NMRI( با سن 8-6 هفته
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از 10-7 روز، ســلول های چسبنده به عنوان سلول های بنیادی مزانشیمی 
شناسایی و برای تزریق آماده شدند. 

فیبروبلاست های پوستی اتولوگ

 نمونه های پوســتی از ناحیه ی پشــتی موش ها برداشــته شد و پس از 
هضم آنزیمی با کلاژناز نوع IV، فیبروبلاســت ها جدا و در محیط کشت 

DMEM حاوی FBS ٪10 کشت داده شدند. 

ایجاد زخم پوستی

پس از القای دیابت و اطمینان از پایداری ســطح گلوکز خون، موش ها 
تحت بیهوشــی با تزریق داخل صفاقی کتامین )50 میلی گرم به ازای هر 
کیلوگرم وزن بدن( و زایلازین )10 میلی گرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن( 
قرار گرفتند. ناحیه ی پشــتی موش ها تراشیده و ضدعفونی شد. سپس با 
استفاده از قیچی استریل، یک زخم پوستی با قطر 8 میلی متر ایجاد گردید.

گروه  بندی و تیمار

موش ها به طور تصادفی به 5 گروه تقسیم شدند:

MSC گروه  •
)تزریق سلول بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان به تنهایی(: 
هرموش 106 ×4 ســلول بنیادی مزانشیمی به صورت تزریق موضعی در 

اطراف زخم دریافت کرد.

AF گروه  •
)تزریق فیبروبلاست پوستی اتولوگ به تنهایی(: 

هرموش 106 ×4 سلول فیبروبلاست پوستی به صورت تزریق موضعی در 
اطراف زخم دریافت کرد. 

MSC+AF گروه  •

)گروه تزریق همزمان ســلول بنیادی مزانشــیمی و سلول فیبروبلاست 
پوستی اتولوگ(: 

هر موش تعداد 106 ×2 سلول بنیادی مزانشیمی و تعداد 106 × 2 سلول 
فیبروبلاست پوستی به صورت تزریق موضعی در اطراف زخم دریافت کرد. 

Untreated گروه  •
)گروه کنترل تحت تیمار با نرمالین سالین(:

 هیچ تیمار ســلولی دریافت نکرد و تنها نرمال ســالین به عنوان کنترل 
منفی تزریق شد.

گروه کنترل مثبت  •
)Ctrl+(

موش هــای دیابتی و بدون ایجاد زخم، نمونه ی دســت نخورده یا همان 
Intact که هیچ گونه زخمی در آنها ایجاد نشد. شکل 1: مدل سازی دیابت 
با اســتفاده از تزریق درون صفاقی استرپتوزوتوســین )STZ( در موش ها 

اســتفاده شــد. موش ها در شــرایط اســتاندارد )دمــای 22 ± 2 درجه 
سانتی گراد، رطوبت 60-50٪ و چرخه ی نوری 12 ساعت روشنایی و 12 
ساعت تاریکی( نگهداری شــدند. به تمام موش ها دسترسی آزاد به آب و 

غذای استاندارد داده شد.

جداسازی و کشت سلول ها

ســلول های بنیادی مزانشــیمی مغــز اســتخوان )BM-MSCs( و 
فیبروبلاســت های پوســتی اتولوگ از موش ها جداســازی و در شــرایط 

استاندارد کشت شدند.

برای اســتخراج سلول های فیبروبلاست پوستی اتولوگ از موش، ابتدا از 
پماد لیدوکائین-پریلوکائین به عنوان بی حس کننده موضعی و ســپس از 
ترکیب کتامین و زایلازین به صورت درون صفاقی برای بیهوشــی استفاده 
شــد. پس از بیهوشی، موی ناحیه پشــت گردن موش تراشیده و با الکل 
ضدعفونی شــد. ســپس، قطعه ای از پوســت )قطر حدود 5 میلی متر( از 
ناحیه پشــتی- قدامی نزدیک گردن برداشته شــد و پس از ضدعفونی با 
الکل، به فالکون حاوی محیط کشــت منتقل گردید و به آزمایشگاه کشت 
 ســلول انتقال یافت. موش ها تا زمان به هوش آمدن کامل روی هات استیج
)37 درجه ســانتی گراد( گرم نگه داشــته شــدند و پــس از ریکاوری به 

حیوان خانه منتقل شده و آب و غذا در اختیار آنها قرار گرفت.

برای جداســازی سلول های بنیادی مزانشــیمی از مغز استخوان موش، 
موش ها با استنشــاق CO2 کشــته شدند و پوســت آن ها با الکل %70 
ضدعفونی شــد. اســتخوان های فمور و تیبیا با ابزار اســتریل جدا شده، 
بافت های نرم اطراف آن ها حذف و با الکل شســته شد. سپس استخوان ها 
در فالکــون حاوی محیط کشــت قرار گرفته و برای کشــت ســلولی به 

آزمایشگاه منتقل شدند.

القای دیابت

بــرای القای دیابت در موش هــا، استرپتوزوتوســین )STZ( به میزان 
100 میلی گــرم به ازای هــر کیلوگرم وزن بدن به صــورت درون صفاقی 
)Intraperitoneal( تزریق شــد.STZ در بافر سیترات )pH 4.5( حل 
شــد. 72 ساعت پس از تزریق، سطح گلوکز خون از طریق نمونه گیری از 
ورید دمی اندازه گیری شد. موش هایی که سطح گلوکز خون ناشتای آن ها 
بالای 250 میلی گرم در دســی لیتر بود، به عنوان موش های دیابتی درنظر 

گرفته شدند و وارد مطالعه شدند.

جداسازی و کشت سلول ها

 )BM-MSCs( سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان

 مغز استخوان از استخوان ران و درشت نی موش ها استخراج شد. سلول ها 
 )FBS( حاوی 10٪ سرم جنین گاوی DMEM/F12 در محیط کشت
و 1٪ آنتی بیوتیک )پنی سیلین-استرپتومایســین( کشت داده شدند. پس 
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انجام شــد. پس از تزریق، ســطح گلوکز خون موش ها با استفاده از روش 
گلوکومتری اندازه گیــری گردید. موش هایی که ســطح گلوکز خون آن ها 
بــالای 250 میلی گرم بر دســی لیتر بود، به عنــوان موش های دیابتی در 
نظر گرفته شــده و وارد مطالعه شدند. ســپس، بر اساس گروه بندی های 
تعیین شده، تیمارهای مورد نظر انجام شد. در ادامه، نمونه های بیوپسی با 

استفاده از روش رنگ آمیزی ماسون تری کروم مورد بررسی قرار گرفتند.

ارزیابی بافت شناسی

پــس از 14 روز، موش هــا با تزریق بیش ازحد کتامین بیهوش شــده و 
نمونه های بافتی از ناحیه ی زخم جمع آوری شد. نمونه ها در فرمالین ٪10 
فیکس شــده و پس از پردازش بافتی، برش هایی به ضخامت 5 میکرومتر 
تهیه شــد. برای ارزیابی میزان ســنتز و ذخیــره ی کلاژن، از رنگ آمیزی 
ماســون تری کروم استفاده شد. تصاویر با میکروســکوپ نوری بررسی و 

میزان کلاژن با استفاده از نرم افزار ImageJ کمی سازی شد. 

تحلیل آماری

داده ها با اســتفاده از نرم افــزار SPSS و آزمون ANOVA یک طرفه 
تحلیل شدند. مقادیر p کمتر از 0٫05 به عنوان معنی دار در نظر گرفته شدند. 

یافته ها
نتایج رنگ آمیزی ماســون تری کروم نشان داد که گروه تزریق همزمان 
MSC و فیبروبلاســت بیشترین میزان سنتز و ذخیره ی کلاژن را داشت. 
در گــروه تزریق MSC به تنهایی، میزان کلاژن نســبت به گروه تزریق 
همزمــان کمتر بود اما همچنان بیشــتر از گروه تزریق فیبروبلاســت به 

تنهایی و گروه Untreated و گروه کنترل مثبت بود.

گروه کنترل مثبت، کمترین میزان کلاژن را نشان داد. این نتایج حاکی 
از اثر ســینرژیک تزریق همزمان ســلول بنیادی و فیبروبلاست در بهبود 

ترمیم زخم است.

بحث
یافته های این مطالعه نشــان داد که تزریق همزمان سلول های بنیادی 
مزانشیمی مغز استخوان و فیبروبلاست های پوستی اتولوگ به طور معناداری 
باعث افزایش ســنتز و ذخیره ی کلاژن در مدل زخم پوســتی موش های 
مبتــلا به دیابت می شــود. این نتایج حاکی از اثر ســینرژیک این دو نوع 
سلول در بهبود فرآیند ترمیم زخم است. در ادامه، مکانیسم های احتمالی 
این اثرات و نقش جداگانه ی هر یک از سلول ها مورد بررسی قرار می گیرد. 

شکل 1 : مدل سازی دیابت با استفاده از تزریق درون صفاقی استرپتوزوتوسین )STZ( در 
موش ها انجام شد. پس از تزریق، سطح گلوکز خون موش ها با استفاده از روش گلوکومتری 
اندازه گیری گردید. موش هایی که سطح گلوکز خون آن ها بالای 250 میلی گرم بر دسی لیتر 
بود، به عنوان موش های دیابتی درنظرگرفته شــده و وارد مطالعه شــدند. سپس براساس 
گروه بندی های تعیین شــده، تیمارهای موردنظر انجام شد. در ادامه، نمونه های بیوپسی با 

استفاده از روش رنگ آمیزی ماسون تری کروم مورد بررسی قرار گرفتند.

نمودار 1 : نتایج میزان کلاژن در گروه های مختلف درمان با MSC، درمان با AF ، درمان با 
MSC + AF ، گروه کنترل مثبت )گروه بدون زخم( و گروه Untreated. نمودار بر اساس 
میانگین داده ها ± انحراف معیار رسم شده اســت. * نشان دهنده ی اختلاف آماری بین 

)P < 0.01 **  و  P < 0.05 *( .گروه ها است
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اثرات همزمانی تزریق سلول های بنیادی و فیبروبلاست ها

تزریق همزمان سلول های بنیادی مزانشیمی و فیبروبلاست های پوستی 
به نظر می رســد که مکانیسم های مکملی را برای بهبود ترمیم زخم فعال 
می کند. ســلول های بنیادی مزانشیمی با ترشــح فاکتورهای رشد مانند 
VEGF، TGF-β و FGF، باعــث تحریــک آنژیوژنز )تشــکیل عروق 
جدید(، کاهش التهاب و افزایش تکثیر سلول های پوستی می شوند)11(. از 
سوی دیگر، فیبروبلاست ها به عنوان سلول های اصلی تولید کننده ی کلاژن 
و ســایر اجزای ماتریکس خارج سلولی، نقش مستقیمی در بازسازی بافت 

آسیب دیده ایفا می کنند )12(.

ترکیب این دو نوع ســلول نه تنها باعث افزایش تولید کلاژن می شــود، 
بلکه کیفیت و سازمان دهی ماتریکس خارج سلولی را نیز بهبود می بخشد. 

نقش جداگانه ی سلول های بنیادی مزانشیمی

در گروهی که تنها سلول های بنیادی مزانشیمی دریافت کردند، افزایش 
قابل توجهی در میزان کلاژن مشاهده شد. این اثر احتمالاً ناشی از توانایی 
ســلول های بنیادی در تعدیل پاســخ التهابی و ترشــح فاکتورهای رشد 
اســت که باعث تحریک فیبروبلاســت های اندوژن و افزایش تولید کلاژن 
می شود)13(. علاوه بر این، سلول های بنیادی ممکن است به طور مستقیم 
به سلول های مشــابه فیبروبلاست تمایز یافته و در تولید ماتریکس خارج 

سلولی مشارکت کنند )14(.

نقش جداگانه ی فیبروبلاست های پوستی

در گروهی که تنها فیبروبلاست های پوستی دریافت کردند، به نسب دو 
گروه قبل، به میزان کمتری افزایش در میزان کلاژن مشــاهده شــد. این 
نتایج نشان می دهد که فیبروبلاست ها به تنهایی نیز قادر به بهبود ترمیم 
زخم هســتند، اما اثر آن ها در مقایســه با گروه تزریق همزمان سلول های 
بنیادی و فیبروبلاســت ها کمتر است. این ممکن است به دلیل عدم وجود 
فاکتورهای رشد و ســیتوکین های ضدالتهابی باشد که توسط سلول های 
بنیادی ترشح می شوند و برای تحریک کامل فرآیند ترمیم ضروری هستند. 

گروه کنترل که هیچ تیمار سلولی دریافت نکرد، کمترین میزان سنتز و 
ذخیره ی کلاژن را نشان داد. این نتایج تأیید می کند که در شرایط دیابتی، 
فرآیند ترمیم زخم به طور طبیعی مختل شــده و نیاز به مداخلات درمانی 

مانند سلول درمانی دارد )15(.

اگرچه نتایج این مطالعه امیدوارکننده اســت، امــا محدودیت هایی نیز 
وجــود دارد. اولاً، مدت زمان مطالعه کوتاه بــود و اثرات بلندمدت تزریق 
سلول ها بررسی نشــد. ثانیاً، مکانیســم های دقیق تعامل بین سلول های 
بنیادی و فیبروبلاست ها نیاز به بررسی های بیشتر در سطح مولکولی دارد. 
ثالثاً، اســتفاده از مدل حیوانی ممکن است به طور کامل شرایط بالینی در 

انسان را منعکس نکند. 

بههرحال برای توســعه ی این روش درمانی، مطالعات آینده باید برروی 
بهینه ســازی دوز و زمان تزریق سلول ها، بررسی اثرات بلندمدت و ارزیابی 
ایمنی این روش متمرکز شوند. همچنین، استفاده از روش های پیشرفته تر 
مانند مهندســی ژنتیک برای افزایش پتانســیل درمانی سلول ها می تواند 

مورد توجه قرار گیرد. 

نتیجه گیری 
این مطالعه نشــان داد که تزریق همزمان سلول بنیادی مزانشیمی مغز 
اســتخوان و فیبروبلاست پوستی اتولوگ می تواند به عنوان یک روش مؤثر 
در بهبود ترمیم زخم های پوستی در بیماران دیابتی مورد توجه قرار گیرد. 
این یافته ها می تواند زمینه ســاز تحقیقات بیشتر در زمینه ی سلول درمانی 

و کاربردهای بالینی آن باشد.

تشکر و قدردانی
از تمامی همکاران پژوهشــکده ی ترمیم زخــم و بافت یارا و همچنین 
مرکز تحقیقات طب تجربی وابسته به دانشگاه علوم پزشکی تهران که در 

انجام این مطالعه همکاری کردند، تشکر می شود.

 ) MSC . AF . MSC+AF . Untreated . Ctrl +( از میزان کلاژن در برش های پوســتی پس از ترمیم زخم در گروه های آزمایشــی Masson›s Trichrome شــکل 2 : تصاویر رنگ آمیزی
بابزرگنمایی 40X تحت میکروسکوپ نوری بررسی شد و مقیاس اندازه گیری در تمامی تصاویر 500 میکرومتر است.
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