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استفاده از های مهندسی بافت، های درمانی نظیر ایجاد شرایط خاص فیزیکی، استفاده از روشای از مداخلهتواند نیازمند مجموعهمی ترمیم تاندون :زمینۀ مطالعه

 است.در ترمیم تاندون مؤثر بوده از پلاکت یغن یپلاسماداده که استفاده از  های گذشته نشانهای مکانیکی باشد. بررسیفاکتورهای رشد و نیز تحریک

 باشد.استخوان خرگوش می مغزشده از  های بنیادی مزانشیمال اخذبر سلول PRPترشحات لخته  ین مطالعه بررسی اثر تمایزدهندگیهدف از انجام ا :هدف

گرفتند.  های فلوسایتومتری و مورفولوژیک قرارشده و مورد بررسی سر خرگوش سفید نژاد نیوزیلندی اخذ 10استخوان  های بنیادی مزانشیمی از مغزسلول :کارروش

سلول ستفاده از سپس این  ستفاده از روش مارکرهای معرف تنوسیتر ظاهری و نیز ظتحت درمان قرارگرفته و از ن PRCRها با ا  بررسی Real-Time PCRها با ا

 شدند.

سی اختلاف بیان ژن: نتایج سین  I، کلاژن تیپ Scx ،Tnmdهای برر سلول Cو تنا سلول در یافته های تمایزدر  سه با  شانمقای داد که میزان بیان  های بنیادی ن

 است. افزایش یافته PRCRها با داری پس از درمان سلولها به صورت معنیی آنهمه

 شود.ها میهای بنیادی به تنوسیتهای مربوط به تاندون و تمایز سلولباعث بیان شدن ژن PRCRهای بنیادی با تحت درمان قرار دادن سلول :گیری نهایینتیجه

 ، خرگوشReal-Time PCR، تمایز، PRCRسلول بنیادی، : کلمات کلیدی
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مقدمه

جراحات تاندونی ناشی از فشار زیاد، یکی از عواقب بسیار رایج 

باشد که اغلب ها و نیز انسان میهای ورزشی در اسبفعالیت

با خطر روبرو  امکان بازگشت بیمار به فعالیت در سطوح قبلی را

کند. به عنوان مثال جراحات وارده به تاندون سطحی می

ای های ورزشی و مسابقه( در اسبSDFT) ی انگشتیکنندهخم

بسیار رایج است و بازسازی ضعیف تاندون در بسیاری از موارد 

ها منجر به ایجاد مجدد جراحت در ناحیه، پس از بازگشت آن

ت درمان در جراحات ناشی از شود. بهترین مدیریبه ورزش می

های ورزشی باید بتواند ی بیش از حد تاندون در اسباستفاده

مانع تشکیل بافت اسکار زیاد شده، ماتریکس تاندونی نرمال 
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 تولید نموده و احتمال جراحات مجدد را در ناحیه کاهش دهد

(16،26.) 

 رشد تحت شرایط فیزیولوژیکی طبیعی، یک تاندون کاملاا 

ی سلولی کم که فعالیت عروق با دانسیتهبافتی است کم ،و بالغیافته 

تواند توجیه دهد. این موضوع میمیتوزی بسیار کمی را بروز می

تاندون باشد و اینکه چرا حاصل همین  کنُدمناسبی برای ترمیم 

باشد که از نظر ترمیم نیز در اغلب موارد ماتریکس خارج سلولی می

ها در برابر ها و تاندونندارد. لیگامنت مکانیکی کارایی کافی را

های افتبها ستند. اینالعاده مقاوم هنیروهای کششی فوق

درصد کاملاا  4ویسکوالاستیکی هستند و در فشارهای کمتر از حدود 

کنند، این بدان معناست که با برطرف شدن فشار الاستیک عمل می

درصد درجاتی  4ز گردند. فشارهای بیشتر ابه طول اولیه خود بازمی

 کرد از مشکلات میکروسکوپیک یا ماکروسکوپیک را ایجاد خواهد

(12،13.)   

های نوینی مواد و فناوری مهندسی بافت افقاستفاده از زیست

هدف روند رو به رشد  را در درمان جراحات بافتی گشوده است.

های آسیب دیده است که این کار را مهندسی بافت، رژنراسیون بافت

( انجام اسکافولد) هایی از مواد زیستیها با چهارچوبترکیب سلول با

. شودمی دهند که در نهایت منجر به تشکیل و رشد بافت جدیدمی

کار مواد به با وجود این، در مورد نوع سلول مورد استفاده و زیست

که بتواند موجب بازیابی عملکرد طبیعی و ترمیم بافت  طوریه رفته ب

شماری های بینحوی مطلوب و مؤثر شود، پرسش دیده بهآسیب

ها نیازمند انجام مطالعات تجربی بیشتری وجود دارد که پاسخ به آن

 (.4،6،11) است

ای برای ی فزایندههای گذشته در دامپزشکی علاقهطی سال

 وجود آمده( بهMSCsهای بنیادی مزانشیمی )فهم بیولوژی سلول

ها خصوصاا در ترمیم ایی کاربرد این سلولاین علاقه ناشی از توان است.

های درمانی شامل جراحی زخم، مهندسی بافت و سایر زمینه

های توان مستقیماا از آسپیرهرا می MSCsباشد. ترمیمی می

های دیگر استخراج مغزاستخوان، بافت چربی، بند ناف و بعضی بافت

های چیدگیهای بنیادی از مغزاستخوان پیبا آنکه اخذ سلول نمود.

توان از آن اخذ نمود خاص خود را دارد و میزان محدودی سلول می

است.  سلولی در این زمینه برگزیده شده ولی به عنوان بهترین منبع

ها در شرایط کشت مناسب و یا در بدن توانایی تمایز به این سلول

های متعددی از جمله استخوان، غضروف، عضله، بافت چربی و بافت

های مشوق گسترش و تمایز د فاکتورهای رشد و سیتوکیننیز تولی

 (.4،11،12،13) سلولی را دارند

های بنیادی مزانشیمی اتولوگ به عنوان یک منبع سلول

ی های بنیادی در ناحیهاند. کاشت سلولشده سلولی مناسب شناخته

است که بیشتر مشابه  جراحت منجر به تولید ماتریکسی شده

ست تا بافت اسکار و بنابراین ظرفیت بازگشت به ماتریکس تاندون ا

ها منجر دهد. همچنین کاربرد این سلولعملکرد اولیه را افزایش می

های دوکی شکل که در یک راستا ی تعداد بیشتری سلولبه مشاهده

. (6،8،23) است های هیستوپاتولوژیک شدهاند در بررسیقرار گرفته

. را به همراه داردهای عملی ودیتها برخی محداما کاربرد این سلول

های غیر تاندونی نظیر ی سلولها احتمال مشاهدهترین آنمهم

ها علاوه ی کاشت این سلولهای استخوان و غضروف در ناحیهسلول

های استخوان و باشد. حضور سلولهای تنوسیتی میبر سلول

غضروف منجر به کاهش خاصیت الاستیکی و کاهش استحکام بافت 

 (.21) خواهد شد ل،یتشکاندونی تازه ت

های مهندسی بافت برای ترمیم تاندون به سمت ترمیم رهیافت

هایی که در شرایط های آن از طریق پیوند تنوسیتجراحات و پارگی

با  MSCsاند در حرکت است. تحریک یافته آزمایشگاهی رشد

مورد های خاص تواند تولید آزمایشگاهی سلولهای مناسب میروش

های مختلفی است که با روششده داده  نشان نیاز را فراهم کند.

، 16، 21، 23، 24، 25، 26) را به تنوسیت تمایز داد MSCsتوان می

12 ،1.) 

ی ترمیم تاندون شامل چندین مرحله و پیچیده است. پروسه

شود که در می ی بازسازیتاندون بعد از طی این مراحل وارد مرحله

ی یابد. در پروسهمی ه توان مکانیکی خود را تا حدودی بازاین مرحل

ترمیم تاندون بسیاری از فاکتورهای رشد دارای نقش مؤثر هستند. 

 ،1β-TGF(، فاکتور رشد اپیدرمی، PDGF) فاکتور رشد پلاکتی
)مثل  های خاصی( و گیرندهIGF-I) فاکتور رشد مشابه انسولینی

. با توجه به (20،7،5) شوندمی ( به تناسب ایجاد1β-TGFی گیرنده

ی کنندهمطالعات گذشته، محققان بر این باورند که اثر تحریک

مربوط  ،در ترمیم و درمان جراحات( PRP) از پلاکت یغن یپلاسما

باشد که ها میپلاکت αهای به فاکتورهای رشد موجود در گرانول

ها پلاکت (. بنابراین3) شودشدن پلاکت از آن ترشح میپس از فعال

ای طبیعی برای آزاد کردن توانند به عنوان یک منبع ذخیرهمی

های بنیادی فاکتورهای رشد مورد نیاز ترمیم تاندون و یا تمایز سلول

 .(10،15،22) کار روندها بهبه تنوسیت

)که ترکیبی از  PRCRکه کاربرد  هیفرض نیمطالعه، ا نیدر ا

تمایز  تواندیم است( PRPی فاکتورهای رشد مترشحه از لخته
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های بنیادی به تنوسیت را تحریک کند و نیز باعث تولید مقادیر سلول

 بالای کلاژن شود.

 مواد و روش کار

 با نیوزلندی نر سفید خرگوش سر 10 در این مطالعه تعداد

 هفته یک مدت حیوانات به .شدانتخاب کیلوگرم  3ن میانگی وزن

 آزمایشگاهی حیوانات نگهداری مرکز در مطالعه شروع از قبل

 حمل استرس تا شدند تهران نگهداری دانشگاه دامپزشکی دانشکده

 مدت این طی در .عادت کنند جدید محیط به و رفته بین از نقل و

 ی نگهداریهای انفرادزمان مطالعه، حیوانات در قفس کل طول در و

 دسترسی و شدند تغذیه مخصوص خرگوش یشده پلت غذای با و

 تحت حیوانات مطالعه شروع از قبل .داشتند آشامیدنی آب به آزادانه

 .شد تأیید هاآن سلامت و گرفته بالینی قرار معاینه

تحت بیهوشی : بنیادی هایسلول کشت و استخراج

، Alfasan) کتامین وزن بدن لوگرمیکگرم بر میلی 30)با عمومی 

، Interchemie)زایلازین  وزن بدنگرم بر کیلوگرم میلی 8هلند( و 

 استخوان مغز از لیترمیلی 5حدود  عضلانی به صورت داخلهلند(، 

ایلیوم تحت  کرست از جمشیدی سوزن از با استفاده خرگوش هر

 هپارین تریل یلیواحد برم 700 یحاو سرنگ در ک،یآسپتشرایط 

شد. نمونه اخذ شده در سرنگ،  )البرز دارو، ایران( مغز استخوان گرفته

و هم حجم آن )نسبت یک  شدمیلی لیتری استریل  15وارد فالکون 

( گرم بر لیتر 5/4دارای گلوکز بالا )DMEM به یک( محیط کشت 

(Gibco اضافه شد. این محتویات به آرامی و در مجاورت )انگلستان ،

و پایینی  نمغزاستخوادیواره فالکون، به نحوی که دو فاز مجزا )بالایی 

محلول فایکول شد، سپس به  لیترمیلی 3فایکول( ایجاد شود، وارد 

های سانتریفیوژ شد. سلول g400 دقیقه در دور 30مدت 

شستشو داده  DMEMای جدا شده و در دو مرحله بوسیله هستهتک

محیط کشت که  لیترمیلی 5. سپس رسوب حاصله همراه شدند

  سرم جنین گاو درصد DMEM ،20محیط کشت  درصد 80حاوی 

(FBS) (Gibco و )نیلیس ی)پنآنتی بیوتیک  درصد 1، انگلستان 

 تریل یلیبر م کروگرمیم 100و  تریل یلیم بر واحد 100

دار  شد متر مربعی فیلترسانتی 25بود، وارد فلاسک  (نیسیاسترپتوما

 درصد 5همراه  درصد 98با رطوبت  گراد یدرجه سانت 37و در دمای 

های حاوی سلول شد. فلاسک در انکوباتور نگهداری اکسیدکربندی

یر و محیط کشت پس از انتقال به داخل انکوباتور روزانه ز

روز  3حیط کشت هر شدند و م میکروسکوپ نوری معکوس بررسی

به محیط  درصد 10شد. پس از گذشت یک هفته یکبار تعویض 

 FBSقدار از م درصد 10افزوده شد و به تبع آن  DMEMکشت 

ها تشکیل کلونی دادند. زمانی که سلول ،روز 7تا  5بعد از شد و کم 

ها کف فلاسک را پوشاندند، پاساژ اول سلول درصد 80-90ها سلول

به صورت سریالی ادامه یافت. از  هاسپس پاساژ سلولانجام شد و 

ها توسط لام نئوبار و های پاساژ سوم پس از شمارش سلولسلول

ها با رنگ آمیزی تریپان بلو، تعداد پنج از زنده بودن سلولاطمینان 

 میلیون سلول، مورد استفاده قرار گرفت.

برای تهیه : PRP- Clot Releasate (PRCR)روش تهیه 

PRCR و  کتامین گرم بر کیلوگرممیلی 30) تحت بیهوشی عمومی

زایلازین، داخل عضلانی( و با استفاده از  گرم بر کیلوگرممیلی 8

( مول 1/0) سیترات سدیم لیترمیلی 1میلی لیتری حاوی  10سرنگ

خون از شریان گوشی هر خرگوش اخذ گردید.  لیترمیلی 7-9 حدود

ی سانتریفیوژ شده و لایه g 400با دوردقیقه  15سپس خون به مدت 

ها، سازی پلاکتشود، جدا شد. برای فعالنامیده می  PRPبالایی که 

لیتر از کلرید کلسیم به هر میلیمول  2/2از محلول  میکرولیتر 100

PRP درجه  37شده و به مدت یک ساعت در دمای  حاصل اضافه

 g 2000دقیقه در 10انکوبه گردید. ژل حاصل به مدت  گراد یسانت

( که حاوی فاکتورهای PRCR) سانتریفوژ شده و  محلول حاصل

اسیون جدا گردید. باشد به روش آسپیرها میرشد مترشحه از پلاکت

PRCR  ماه در  6و  گراد یدرجه سانت 4به مدت یک هفته در دمای

 (.    26) قابل نگهداری است گراد یدرجه سانت -20دمای 

های پاساژ سلول: PRCRبه همراه  BM-MSCsکشت 

 DMEMساعت در محیط کشت  24به مدت  BM-MSCsسوم 

قرار گرفتند، سپس این محیط با محیطی  FBS درصد 20حاوی 

تعویض شده  PRCR درصد 10ی به اضافه FBS درصد 10حاوی 

روز یکبار  3)محیط کشت هر  روز ادامه یافت 10و کشت به مدت 

 (. 26) تعویض شد(

استخراج و  BM-MSCsهای یید بنیادی بودن سلولأت

 عنوان یک روش مکمل و درروش فلوسایتومتری به: شدهکشت

های سطحی سلولی عین حال مطمئن برای تأیید و شناسایی شاخص

های بنیادی مزانشیمی مغزاستخوان خرگوش انجام مختص سلول

های پاساژ سوم  جهت آنالیز شد. برای این منظور از سلول

ها به شرح زیر سازی سلولفلوسایتومتری استفاده شد. مراحل آماده

 انجام شد:

از کف  BM-MSCsهای وشو و جداسازی سلولشست .1

 فلاسک با استفاده از آنزیم تریپسین 
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 میلی لیتر( 1سلول در حجم  610ها )شمارش سلول .2

 دقیقه 5به مدت   g400سانتریفیوژ در دور  .3

محلول  میکرولیتر 100حذف مایع فوقانی و افزودن  .4

ساعت برای خنثی کردن  5/0-1درصد سرم آلبومین گاوی به مدت 1

 های غیراختصاصیگیرنده

 حذف محلول فوقانی )سرم آلبومین گاوی( .5

بادی کنژوگه محیط کشت و آنتی میکرولیتر 100افزودن  .6

 ها برای یک ساعت در دمای اتاق به دور از نورو انکوبه کردن سلول

به مدت   g400 )سانتریفیوژ با دور PBSسه بار شستشو با  .7

 گراد(سانتی درجه 4ی دقیقه در دما 5

 PBS میکرولیتر 100فوقانی و افزودن  PBSحذف مایع  .8

 تازه

های ایزوتیپ کنترل با همان تمام مراحل برای پانل آنتی بادی

 های اصلی انجام شد.غلظت آنتی بادی

های مخصوص ها در لولهپس از انجام مراحل فوق، نمونه

 لوسایتومتریف توسط دستگاهفلوسایتومتری ریخته شد و سپس 

FACSCanto II (BD Bioscience, USA قرائت و توسط )

 آنالیز شد. 1.6.7نسخه  flowjoافزار نرم

یافته  های تمایزسلول: یافته های تمایزتأیید تمایز سلول

ی میکروسکوپ نوری مورد ارزیابی قرار گرفتند از نظر ظاهری بوسیله

، Scx ،Tnmdهای از نظر بیان ژن real-time PCRنیز با روش  و

Col I  و تناسینC .بررسی شدند 

 Quantitative real-time PCR با روش یابیارز

 1های مورد آزمایش ی سلولبه همه(: RNAاستخراج )

شده و کاملاا مخلوط  اضافه )سیناژن، ایران(  RNX plusلیتر،میلی

شد. مخلوط حاصل به مدت پنج دقیقه در دمای محیط قرار گرفت. 

ها اضافه شده و به مدت پنج کلروفرم به نمونه میکرولیتر 200سپس 

 قرار گرفت. گراد یدرجه سانت -20دقیقه در دمای 

 4/دقیقه g12000/15ها در شرایط در مرحله بعد نمونه

سانتریفیوژ شدند. بعد از اتمام سانتریفیوژ در هر میکروتیوب  درجه

وسط که حاوی ، فاز RNAسه فاز تشکیل شد؛ فاز رویی که حاوی 

DNA  بود. دیپیلو فاز زیرین که حاوی پروتئین و 

به میکروتیوب دیگری  هر نمونه به آرامی ییروسپس فاز 

شد. این  حجم آن کلروفرم به آن اضافهو همشد  انتقال داده

مخلوط مجدداا با شرایط قبلی سانتریفیوژ شد. پس از اتمام 

حجم شده و هم جدا سانتریفیوژ دو فاز تشکیل شد که فاز بالایی

شد. سپس  ( اضافهگراد یدرجه سانت -20) آن ایزوپروپانول

 قرار گراد یدرجه سانت -20ساعت در فریزر  24ها به مدت نمونه

شدند  ها از فریزر خارجساعت نمونه 24شدند. بعد از گذشت ه داد

سانتریفیوژ شدند. در  درجه 4/دقیقه g12000/15و در شرایط 

شد. ایزوپروپانول از  ایجاد RNAرنگ حاوی  انتها رسوب سفید

 ها خارج شد تا فقط رسوب بماند. داخل میکروتیوب

درصد  70)مرحله شستشوی اتانول( اتانول  ی بعددر مرحله

درجه  4و  g 7500دقیقه در 8شده و به مدت  به رسوب اضافه

شده و این  ها خارجمیکروتیوب تانول از داخلسانتریفیوژ شد. ا

مرحله یک بار دیگر تکرار شد. پس از حذف اتانول از روی رسوب، 

 شود. شدند تا رسوب کاملاا خشک داده رارها زیر هود قمیکروتیوب

شد و  ها اضافهبه رسوب DEPCآب میکرولیتر  35سپس 

قرارگرفت  گراد یدرجه سانت 55ماری به مدت سه دقیقه در بن

از محلول حاصل میکرولیتر  2شود.  به طور کامل حل تا رسوب

شد و مابقی  برای نانودراپ فرستاده RNAجهت کنترل کمی 

 گرفت. مورد استفاده قرار

 1از محلول حاصل با  میکرولیتر 15ی بعد در مرحله

 مخلوط DNase میکرولیتر 2بافر و  میکرولیتر 2آب،  میکرولیتر

در دستگاه  گراد یدرجه سانت 37 دقیقه با دمای 30شده و به مدت 

 میکرولیتر 2قرارگرفت. سپس به این محلول  PCRترموسایکلر 

EDTA درجه  65دقیقه با دمای  10شده و مجدداا به مدت  اضافه

در دستگاه ترموسایکلر قرارگرفت. محلول حاصل تا زمان ساخت 

cDNA  نگهداری شد. گراد یدرجه سانت -20در فریزر 

شده توسط دستگاه نانودراپ قرائت  استخراج RNAغلظت 

نرمال قرار  محدودهدر  230/260و  280/260های شد و نسبت

 داشت.

 RNAاز  میکرولیتر 5ابتدا : cDNAمراحل ساخت 

شده و  ریخته  PCRهای مخصوصهرنمونه به داخل میکروتیوب

)سیناژن، ایران(  Random Hexamer Primerاز  میکرولیتر 1

 PCRها داخل دستگاه شد. سپس میکروتیوب اضافه نمونهبه هر 

: مرحله شده و در دو مرحله تحت گرمایش قرارگرفتند داده قرار

و مرحله  گراد یدرجه سانت 65دقیقه و با دمای  5اول به مدت 

 .گراد یدرجه سانت 5دقیقه و با دمای  1دوم به مدت 

برای  میکرولیتر 14به میزان  2جدول ترکیب  یبعد گامدر 

 یبه طورشد  ها اضافهو به هر کدام از نمونه شد نمونه ساخته هر

 رسید. میکرولیتر 20ها به حجم نمونه که
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 هداد قرار PCRی زیر داخل دستگاه ها با برنامهسپس نمونه

 شدند: 

، مرحله گراد یدرجه سانت 25دقیقه با دمای  5مرحله اول 

یقه دق 5، مرحله سوم گراد یدرجه سانت 42دقیقه با دمای  60دوم 

 5 دقیقه با دمای 1، مرحله چهارم گراد یدرجه سانت 95با دمای 

ر دشدند و  ها از دستگاه خارجر انتها نمونهد گراد یدرجه سانت

 دند.ش داده قرار گراد یدرجه سانت -20فریزر 

تمامی پرایمرها توسط : سازی پرایمرهاطراحی و آماده

 شدند. داریدهی و خریو سفارش بررسی NCBI-BLASTسایت 

 است. بیان شده 3جدول ا برای هر ژن در های پرایمرهتوالی

 یبرا تریکرولیدر م کومولیپ 10ها در غلظت مریپرا یتمام

 شدند. یآماده ساز PCRواکنش

رای ب: Real-Time PCRو انجام  cDNAروش تست 

 Houseکه یک ژن  GAPDHاز ژن  cDNAبررسی کیفیت 

Keeping .کنترل داخلی( است، استفاده شد( 

شده از فریزر خارج شدند و بعد  های ساختهcDNAابتدا 

با آب مقطر  1به  1از ذوب شدن در دمای محیط به نسبت 

مطابق  Real-Time PCRاستریل رقیق شدند. سپس واکنش 

 دور از نور و در محیط تاریک تهیهبرای هر نمونه به  4جدول 

 Real-Timeهای مخصوص دستگاه شد و به داخل استریپ

PCR 10که حجم نهایی برای هر نمونه به طوریشد به ریخته 

 رسید. میکرولیتر

 قرار داده Rotor-Gene Qها داخل دستگاه سپس استریپ

 ند.شد آنالیز شد ای که به دستگاه دادهاس برنامهاسشدند و بر

، میزان GAPDHها توسط ژن نمونه TCپس از تأیید میزان 

ها ارزیابی ، تمامی نمونهCol Iو  Scx ،Tnmd ،TnCهای بیان ژن

 شد.

-Realابتدا واکنش  cDNAبرای این کار همانند تست 

Time PCR  برای هر نمونه به طور جداگانه داخل  4جدول مطابق

های مخصوص به دور از نور و در محیط تاریک تهیه شد استریپ

میکرولیتر بود. سپس  10که حجم نهایی برای هر نمونه به طوری

شده و  قرار داده Rotor-Gene Qها داخل دستگاه استریپ

 .شد ها دادهی آنالیز دادهشده اجازه ی دادهبراساس برنامه

-Realشده توسط دستگاه های رسمآنالیز گراف

Time PCR :ها، آنها در دستگاه و آنالیز بعد از قرار دادن نمونه

ها به روش زیر مورد ارائه داد که این گراف هایی رادستگاه گراف

 تجزیه و تحلیل قرار گرفتند:

  تعیین مقدار نسبی بیان ژن با استفاده از روشTC 

(Threshold cycle) ایمقایسه 

 افزار آمده توسط نرماعداد بدستExcel از  آنالیز شدند و

ت رصوها استفاده شد: بدینکردن دادهبرای نرمال GAPDHژن 

 TCن های مختلف از میزاژن مورد نظر در نمونه TCکه ابتدا میزان 

              داشت.    نام  TCΔشد. عدد حاصله تحت عنوان کاسته GAPDHژن 

             T= CTCΔ TC –(Target Gene)  )GAPDH( 

های )نمونه هاتمامی نمونه TCΔنمونه کنترل از  TCΔسپس 

 .گرفتنام  TCΔ Δ  تیمارشده( کاسته شد، عدد حاصله تحت عنوان

TCΔ= TCΔΔ TCΔ -(Control Sample)  )Treated Sample( 

های در مرحله بعد تغییرات میزان بیان ژن موردنظر در نمونه

 مختلف به شکل زیر محاسبه شد:

Relative Fold Change in Gene Expression= 2−𝛥𝛥𝐶𝑇 

آمده از های بدستداده: هاتحلیل آماری داده روش

ی آزمون بوسیله 23نسخه  spssافزار ها در نرمی بیان ژنمحاسبه

t ها در ن بیان ژنزوجی مورد بررسی قرارگرفت و نمودار میزا

ترسیم شد. Excelافزار های مختلف در نرمگروه

 

 .شده در فلوسایتومتری های استفادهبادیمشخصات آنتی. 1جدول 

 غلظت استفاده شده بادینوع آنتی بادینام آنتی
CD45 

(Biolegend, USA) 
PE-conjugated anti-mouse 1 میکروگرم به ازای هریک میلیون سلول 

CD34 

(Abcam, UK) PE-conjugated anti- human 1 میکروگرم به ازای هریک میلیون سلول 

CD90 

(eBioscience, USA) 
PE-conjugated anti-mouse 1 میکروگرم به ازای هریک میلیون سلول 

CD29 

(Abcam, UK) PE-conjugated anti-human 1 میکروگرم به ازای هریک میلیون سلول 
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 .برای یک نمونه cDNAسازی واکنش سنتز آماده .2جدول 
 )میکرولیتر( میزان ماده

5X Reaction Buffer 

(Thermo Scientific, USA) 
4 

Ribonuclease Inhibitor 

(Vivantis, Malaysia) 
25/0 

dNTP 2 

Reverse Transcriptase 5/0 

Distilled Water 25/7 
 

 .qRT-PCRتوالی پرایمرهای مورداستفاده در  .3جدول 
 توالی ژن نام ژن

GAPDH 
F: ATGGCCTCCAAGGAGTAAGA 

R: CTGGGATGGAAACTGTGAAGAG 

Col I 
F: CCCAACCAAGGATGCACTAT 

R: CTTGGCCTTGGAGCTCTTATAC 

TnC 
CAGAAGCCTTGGCCATGTGF:  

GCACTCTCTCCCCTGTGTAGGAR:  

Tnmd 
F: GTG GTC CCA CAA GTG AAG GT 
R: GTC TTC CTC GCT TGC TTG TC 

Scx 
F: CAGCGGCACACGGCGAAC 

R:CGTTGCCCAGGTGCGAGATG 
 

 .برای یک نمونه Real-Time PCRتهیه واکنش  .4جدول
 )میکرولیتر( میزان ماده

Master mix Syber green 

(Cinnagen, Iran) 
5 

Forward Primer 1 هر ژن 

Reverse Primer 1 هر ژن 

Distilled water 2 

cDNA 1 هر نمونه 
 

 .های دو گروهدر سلول GAPDHهای مورد بررسی نسبت به ژن داخلی ژن ΔCtمقایسه  .5جدول 

 های بنیادیسلول ΔCt ژن مورد بررسی

(Mean±SE) 
ΔCt یافته های تمایزسلول 

(Mean±SE) 
 داریسطح معنی

Scx 88/0±52/8 40/1±5/6 044/0 

Tnmd 30/1±85/9 09/1±08/6 028/0 

Tn-C 82/0±9 73/1±86/4 038/0 

Col I 30/0±13/5 52/0±19/3 041/0 

 

 

 نتایج

هایی که از مغز استخوان جدا سلول: نتایج سیتومورفولوژیک

ها و اجزای دیگر مغز شوند ابتدا کروی شکل و همراه با سلولمی

قرمز، های های هماتوپویتیک، گلبول)مانند سلول استخوان هستند

به دلیل دارا بودن خاصیت  BM-MSCsهای چربی و غیره(. سلول

چسبندگی به کف فلاسک چسبیده و با تعویض محیط کشت و پاساژ 

ها حذف ها بالا رفته و سایر سلولها درصد خلوص آندادن سلول

 شدند.

ها با گذشت زمان تغییرات محسوسی در مورفولوژی سلول

تدریج تعداد ه دار و پراکنده بودند و بزائدهها ابتدا شد. سلول همشاهد

شکل داشتند، ها ظاهری شبه فیبروبلاستی و دوکیبیشتری از آن

ها بیشتر به صورت که پس از سه پاساژ متوالی سلولطوریهب

شدند که زوائدی را می شکل و تعدادی نیز با ظاهر مثلثی دیدهدوکی
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الگوی گردابی و در جهات  ها بادر سطح سلول دارا بودند. این سلول

شکل و  ها بزرگ و بیضویبودند. هسته مختلف کنار هم قرار گرفته

 PRCRهای تحت درمان قرارگرفته با هستک بودند. سلول 2-4حاوی 

ها پاساژ سوم تفاوت داشتند. آن BM-MSCsاز نظر ظاهری با 

استا تر شده و زوائد بسیار کمتری داشتند، در یک رتر و باریککشیده

ها کاملاا دادند. هستهگیری کرده و ساختار متراکمی را نشان میجهت

 کشیده و حاوی هستک بودند.

اطلاعات بدست آمده از : BM-MSCsنتایج فلوسایتومتری 

تجزیه و تحلیل شد و به صورت   Flowjoفلوسایتومتری توسط نرم افزار

دهنده نشان Yهیستوگرام نمایش داده شدند. در هیستوگرام محور 

شدت بیان شاخص سلولی را  Xهای شمارش شده و محور تعداد سلول

های دهد. نتایج فلوسایتومتری سلولبه صورت لگاریتمی نشان می

های ها شاخصبنیادی مزانشیمی مغز استخوان نشان داد که این سلول

را بیان درصدCD90 (89  )و  (درصد 92) CD29سطحی سلولی 

)نشانگر  CD34های هماتوپویتیک( و گر سلول)نشان CD45کردند. 

 .(19) درصد منفی بودند 100های اندوتلیال( سلول

نتایج حاصل از : Quantitative real-time PCRنتایج 

همانطور که  Real-Time PCRآمده از ارزیابی  های بدستمنحنی

آمده  گرفته و مقادیر بدست د بررسی قرارشد مور قبلاا توضیح داده

، Scxهای مورد آنالیز آماری قرار گرفتند. بررسی اختلاف بیان ژن

Tnmd کلاژن تیپ ،I  و تناسینC در مقایسه  یافته های تمایزدر سلول

ها به صورت ی آنداد که میزان بیان همه های بنیادی نشانسلولبا 

جدول است.  افزایش یافته PRCRها با داری پس از درمان سلولمعنی

5 ΔCt های مورد بررسی را نسبت به ژن داخلی ژنGAPDH  در

نیز  1مودار ندهد. در دو گروه مورد مقایسه قرار می هر هایسلول

 است. گرفته آمده مورد مقایسه قرار نهایی بدست ژن انینسبن ب

 بحث

ها ها و تاندونی ترمیم و بازسازی جراحات لیگامنتپروسه

ود. این بدان شدر بدن بسیار ضعیف بوده و به کندی انجام می

 عضو تعیین کننده سیستم اسکلتی عضلانی -معناست که تاندون

دیدن از نظر بیولوژیک و بیومکانیکی به حالت  در صورت آسیب

گردد. بنابراین استفاده از یک راهکار درمانی نمی ی خود بازاولیه

های نرمال که بتواند باعث تسریع ترمیم، افزایش بازگشت به فعالیت

 ایجاد مجدد جراحت در ناحیه شود بسیار مفید خواهدو کاهش 

 بود.
 

 
های سلول Bساعت پس از کشت،  48های بنیادی خرگوش سلول A. 1 تصویر

های بنیادی پس از سه پاساژ متوالی، سلول Dو  Cروز پس از کشت،  7 بنیادی

E  وF های تمایز یافته.سلول 

 

 
 .دارمعنیاختلاف  *. هانسبت بیان ژن .1نمودار 

 

Fackelman  بطور کامل شرایط تورم تاندون 1973در سال ،

و التیام آن را شرح داده و عنوان نمود که در شرایط تجربی و بدون 

مصرف دارو، حداقل شش ماه زمان برای التیام تاندون آسیب دیده 

 .(9)باشد مورد نیاز می

های وجود سلولیک نکته مهم در التیام و بازسازی بافت، 

باشد. هنگامی که جراحتی در یک مناسب در محل جراحت می

های آسیب دیده ی از سلولیهادهد سیگنالاندام یا ارگان رخ می

های بنیادی به آن محل به خون رها شده که باعث جذب سلول

ها بخاطر پتانسیل تکثیر شود. حضور این سلولجهت التیام آن می

ها و ایجاد سلول به سلول، تولید بیومولکولهای ها، سیگنالآن

های بنیادی پس از باشد. سلولماتریکس خارج سلولی، مهم می

های آن بافت تبدیل شده و التیام آغاز رسیدن به موضع به سلول

ها در محل التیام رسد که حضور سلولنظر میهشود. بنابراین بمی

توان به التیام ه را میبرای ایجاد بافت طبیعی لازم باشد. این نظری

 .(17)ها نیز نسبت داد تاندون
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ها از انواع مختلف در تعداد زیادی از اسکافولدها و سلول

اند. دیده استفاده شده های آسیببافت برای ترمیم تاندونمهندسی 

بیشترین کاربرد را  یمیمزانش یادیبنهای ها و سلولفیبروبلاست

 اند.در این زمینه داشته

باعث  PRPکه استفاده از  فاصله تیرعادر مطالعات گذشته 

 شودها میها و تاندونبهبود پروسه ترمیم بافتی از جمله لیگامنت

 های سلولی نشان داده(. علاوه بر این مطالعه و بررسی کشت14)

باعث تمایز به  PRCRها با است که تحت درمان قراردادن سلول

 .(2،8) شودتولید کلاژن میها و تنوسیت و تزاید آن

های باعث تمایز سلول PRCRی حاضر استفاده از در مطالعه

 و این موضوع با توجه به تغییرات ایجاد شدها بنیادی به تنوسیت

های تنوسیتی و ها به سمت فنوتیپشده در سایز و شکل سلول

 اثبات شد.ها های مرتبط با تنوسیتبیان ژن

های مختلف برای تمایز وشدر مطالعات بسیاری از ر

و  Wangاست.  شده ها استفادههای بنیادی به تنوسیتسلول

را از طریق  BMP-12ژن  2005ای در سال همکاران در مطالعه

رزوس منتقل نموده و سپس  BM-MSCsالکتروپوراسیون به 

ی مورفولوژیک و آزمایشات های حاصل را با مشاهدهفنوتیپ سلول

ی مورد مطالعه قرار دادند. پس از انتقال ژن، بیولوژیکی مولکول

ای قرار گرفتند و تعداد تر شده و به صورت شبکهها کشیدهسلول

مادری بیشتر  MSCsها نسبت به های داخل سلولی در آنارگانل

یافته نشان داد که  های تمایزسلول RT-PCRبود. همچنین 

ی ست. نقطها ها بیان شدهدر این سلول Col Iو  BMP12های ژن

در  Col Iمشترک این مطالعه و مطالعه حاضر افزایش مقدار 

ز تمایز ها بعد ایافته و نیز تغییرات ظاهری سلول های تمایزسلول

(. در بعضی از مطالعات نیز 23) است به سمت تنوسیتی شدن بوده

ها بنیادی به تنوسیتهای های فیزیکی برای تمایز سلولاز روش

های ها شامل کشت سلولی در محیط. این روشاست استفاده شده

یکلیک و یا ها به صورت سبعدی و دینامیک و یا تحریک سلولسه

 .(1،12،24،25) است های مکانیکی بودهکشش

Lee  اثر مجاورت  2011و همکاران در سالBMP-12  را بر

را به  Tnmdو  Scxها آن های بنیادی رت بررسی نمودند.سلول

 های تاندونی بیان شده و قابلکه عمدتاا در سلولهایی عنوان ژن

های سلولی تاندونی اعتمادترین مارکرهای فنوتیپی در بررسی رده

ی کنندهیک تنظیم Scxکه باشند، ذکر نمودند. در حالیمی

شود، ساز تاندون بیان میهای پیشرونویسی است و اول در سلول

Tnmd تر بیان های بالغیک پروتئین غشایی است که در تنوسیت

کنندگی ها و ساختار ماتریکس نقش تنظیمشود و در تکثیر آنمی

های تمایز توان از این مارکرها جهت تست روشدارد. بنابراین می

ی ها استفاده کرد. در مطالعههای بنیادی به تنوسیتدادن سلول

از نظر  q Real time-PCRی یافته بوسیله های تمایزها سلولآن

مورد ارزیابی قرارگرفتند و بیان  Col Iو  Scx ،Tnmdهای ان ژنبی

نیافته بیشتر بود. در  های تمایزداری از سلولها به صورت معنیآن

ی ها سپس در یک نقیصهاین بررسی اسکافولدهای حاوی این سلول

کالکانئال در رت مورد استفاده قرار گرفت و پس از سه هفته بافت 

یافته مقادیر  های تمایزدر گروه حاوی سلولیافته نیز  ترمیم

ی حاضر (. نتایج مطالعه13) داشت های مذکور را بیانبالاتری از ژن

، Scxشده برای  گیریهمسو بوده و مقادیر اندازه با این بررسی

Tnmd  وCol I کردیافته افزایش پیدا  های تمایزدر سلول . 

 2008در سال و همکاران  de Mosای که توسط در مطالعه

های باعث تحریک تزاید سلول PRCRانجام شد استفاده از 

(. 8) ها شدتنوسیت انسان و افزایش تولید کلاژن توسط سلول

Zhang  وWang  به استفاده از  2010در سالPRP  در درمان

 PRCRدادند که  کردند و توضیحدیده اشاره های آسیبتاندون

های ها دریافتند که ژنشود. آنمیها به تنوسیت باعث تمایز سلول

( در مقادیر Cو تناسین  IIIو  I)کلاژن تیپ  هامربوط به تنوسیت

های اند در حالی که ژنشده یافته بیان های تمایزبالایی در سلول

( 2Runxو  ɣPPAR ،9-SOXهای غیرتنوسیتی) مرتبط با سلول

(. در 26) ندنشده و یا مقادیر بسیار ناچیزی داشت یا اصلاا بیان

های بنیادی برای تمایز سلول PRCRنیز از اثر  حاضری مطالعه

شده و افزایش  ها استفادهمغزاستخوان به تنوسیتشده از  مشتق

همچنین تغییرات  و Cو تناسین  Scx ،Tnmd ،Col Iهای بیان ژن

بنیادی به سمت  هایها نشانگر تمایز سلولمشهود ظاهری سلول

 .بودتنوسیتی شدن 

در ترمیم و درمان جراحات،  PRPی کنندهاثر تحریک 

ها پلاکت αهای مربوط به فاکتورهای رشد موجود در گرانول

شود. کاربرد شدن پلاکت از آن ترشح می باشد که پس از فعالمی

PRCR ی )که ترکیبی از فاکتورهای رشد مترشحه از لختهPRP 

های بنیادی به تنوسیت را تحریک کرده و باعث است( تمایز سلول

شود. این ی کلاژن میها و تولید مقادیر بالاافزایش تکثیر تنوسیت

به  PRCRها در مجاورت توجه است که سلول موضوع قابل

)شامل استئوسیت، ادیپوسیت و  های غیر تنوسیتیسلول

های سلول شدن به شوند. تبدیلکندروسیت( تبدیل نمی

های چربی، استخوانی غیرتنوسیتی مذکور منجر به تولید بافت
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شود که در کلسیفیه و غضروفی در اغلب ضایعات مزمن تاندونی می

بود. در  جهت ترمیم ساختار و عملکرد تاندون بسیار مضر خواهد

 استفاده یتیتنوس زیتمابرای القای  PRCRمطالعه حاضر نیز از 

بودن و هزینه کمتر بهره  آن نظیر در دسترس از همه مزایای تا شد

هایی که در سایر تواند پیچیدگیشود. استفاده از این روش می برده

های تمایز وجود دارد نظیر استفاده از مقادیر زیاد فاکتورهای روش

های های بالا، استفاده از وکتورهای حاوی ژن یا محیطرشد با هزینه

 بعدی را برطرف کند.کشت فیزیکی پیچیده و چند 

توان ی حاضر میهای مطالعهدر مجموع با توجه به یافته

های بنیادی گونه نتیجه گرفت که تحت درمان قرار دادن سلولاین

های مربوط به تاندون و تمایز باعث بیان شدن ژن PRCRبا 

 شود. ها میهای بنیادی به تنوسیتسلول

 سپاسگزاری

نامه دکترای تخصصی ایج پایاناین مقاله حاصل بخشی از نت

دانند که از معاونت محترم باشد و نویسندگان بر خود لازم میمی

پژوهشی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران به خاطر تأمین بخشی 

 نامه تشکر و قدردانی بعمل آورند.های مالی پایاناز هزینه

 تعارض منافع

.تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب

.
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Abstract 
BACKGROUND: Tendon repair requires a sequence of medical procedures such as physical modalities, tissue 

engineering, growth factors, and mechanical stimulation. Previous studies have shown that using of PRP is effective 

in tendon healing. 

OBJECTIVES: The purpose of this study was to investigate the differentiation effect of PRCR on mesenchymal stem 

cells extracted from rabbits’ bone marrow. 

METHODS: Mesenchymal stem cells were extracted from bone marrow (BM-MSCs) of 10 New Zealand white rabbits. 

The cells were then examined both flow cytometrically and morphologically. Afterwards, the cells received treatment 

using PRCR. Finally, the markers indicating tenocytes were analyzed through the method of Real-Time PCR. 

RESULTS: Investigating the differences between differentiated cells and undifferentiated stem cells (BM-MSCs) 

regarding the expression of four genes including Scx, Tnmd, Col I, and Tenascin C revealed that the level of expression 

in all the four genes was significantly enhanced after receiving PRCR- mediated treatment. 

CONCLUSIONS: BM-MSCs treated with PRCR express high levels of tendon-related genes and undergo differentiation 

into tenocyte-like cells. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Specifications of Antibodies Used in Flowcytometry. 

Table 2. cDNA Synthesis Reaction for Each Specimen. 

Table 3. Sequences of the Primers Used in qRT-PCR. 

Table 4. Real-Time PCR Reaction for Each Specimen. 

Table 5. Genes’ ΔCt in Comparison with GAPDH. 
Figure 1. Rabbit Stem Cells After 48 hours, B Stem Cells After 7 days, C&D, Stem Cells After Three Passages, E&F 

Differentiated Cells.  
Graph 1. Relative Gene Expression. *means significant difference.  
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