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 1 ي شماره، 3 ي دوره، 1391، بهار ت و زيباييــپوس

 (ADSC-CM) چربي ي بنيادي حاصل از بافتها سلولفاكتورهاي مترشحه از  اثر
  ي فيبروبلاست پوست انسانها سلولدر   و تخريب اسيد هيالورونيكتوليد روي

    
  مقدمه

داران اسـت كـه       بدن مهـره   بافتترين    پوست بزرگ 
هــدايت ، عملكردهــاي زيــادي شــامل تنظــيم حــرارت

بـراي   (مكانيكي سد   عنوان  بهعمل   هاي فيزيكي و    حس
و هــا  حفاظــت بــدن در مقابــل هجــوم ميكروارگانيــسم

هـاي   آسـيب ، تابش اشـعه  عوامل مضر محيطي از قبيل
. دارد) هـاي گرمـايي و شـيميايي      مكانيكي و سـوختگي   

، خصوص پوست صورت   به،  حفظ ساختار طبيعي پوست   
 ي  هكننـد   ي تعيين    كه ظاهر و جلوه    چرابسيارمهم است   

ارزش بـالايي در      و مهمي براي ارتباط شكلي فرد است     
  هاي آرايـشي و     تا جايي كه درمان    ،روابط اجتماعي دارد  

  

  1يمحمد ملك منا
  1تهراني عبدل حسيندكتر 
 2اقدمي ناصردكتر 

 
 ي دانـشكده  پزشـكي،  بيوتكنولوژي گروه. 1

 مـدرس،  تربيـت  دانـشگاه  پزشكي، علوم
  .ايران تهران،

 پژوهــشگاه بنيــادي، يهــا ســلول گــروه. 2
 .ايران تهران، رويان،

  :ي مسئول نويسنده
  تهراني عبدل حسيندكتر 

  
احمــد، دانــشگاه   آل تهــران، بزرگــراه جــلال

ي علـوم پزشـكي،       ت مدرس، دانـشكده   تربي
ــستي   ــندوق پـ ــست ،14115-331صـ  پـ

  :الكترونيك
h.tehrani@modares.ac.ir 

  
  .اعلام نشده است :تعارض منافع

 بـراي  (extracellular matrix [ECM]) سـلولي  شدن ماتريكس خارج ساخته :زمينه و هدف
يـك  هيالوروناسـيد   تـرين عـضو ايـن مـاتريكس           اصلي. ترميم جراحت يك عامل كليدي است     

(hyaloronic acid [HA])اصـل از كـشت  حمطالعات اخير نشان داده است كه محيط .  است 
 ،I كلاژن   توليد باعث افزايش بيان و      (ADSC-CM)ي مزانشيم مشتق از بافت چربي       ها  سلول

III      و فيبرونكتين كه اجزاي ECM  سـي اثـر     رهدف اين تحقيـق بر     .شود   هستند، ميADSC-

CM   ي    كننده و تخريب كننده    هاي توليد    در بيان ژنHA   ي فيبروبلاسـت پوسـت     هـا   سـلول  در
  .انسان است

  
ي ليپوساكشن جدا شد و بعد از كشت محيط رويي  ي مزانشيم از سه نمونه    ها  سلول : اجرا روش

ي فيبروبلاسـت   ها  سلول نفر گرفته شد و      ششي بيوپسي پوست از       نمونه.  جمع آوري شد   ها  آن
بيـان سـه ژن      . كـشت داده شـدند     ADSC-CM %100 در   هـا   سـلول ايـن   .  جـدا شـد    ها  آناز  

 real time PCRهاي تيمارشده و كنترل بـا    در نمونهHA ي هندكن و دو ژن تخريبكننده توليد
   . شدگيري اندازه ELISA با كيت HAميزان نهايي ترشح و 

  
هاي تيمارشده نـسبت بـه        در نمونه  HAS2 و   HA، HAS1 ي  توليدكنندهبيان دو ژن     :ها  يافته

گيـري    زهاانـد .  كاهش يافتها آندر  HA ،HYAL2ي   كننده كنترل افزايش و بيان ژن تخريب     
هـاي    نشان داد كه ميزان ترشح آن در نمونـه   ELISAبه روش    توسط   HAميزان ترشح نهايي    

  .  نسبت به كنترل افزايش يافته استتيمارشده
  
آميـز   با اثـر تحريـك    هاي فيبروبلاست پوست انسان      سلول در   HA و ترشح    توليد :گيري  نتيجه

 بـا   ADSCترشـحات   بنـابراين    .ابـد ي  مـي  ، افـزايش  ADSC-CMفاكتورهاي رشد موجـود در      
  .تواند نقش اساسي در ترميم داشته باشد  ميECM و ترشح اجزاء توليدافزايش 
 
 ماتريكس خارج سلولي، فيبروبلاسـت، بافـت چربـي، هيالورونيـك اسـيد، تـرميم                :ها  واژهكليد

  جراحت
  

  24/11/90: پذيرش مقاله          06/09/90 :دريافت مقاله
  45-61): 1 (3ي  ، دوره1391 هاربپوست و زيبايي؛ 

  يپژوهشيمقاله

1 ي شماره، 3 ي دوره، 1391بهار ، ت و زيباييــپوس
www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

 بر متابوليسم اسيد هيالورونيكهاي بنيادي  سلولتأثير 

  1ي  ، شماره3ي  ، دوره1391، بهار ت و زيباييــپوس

46

هاي پلاستيك براي طراوت و يـا رفـع ضـايعات          جراحي
پوست يك صـنعت چنـد ميليـون دلاري را در سراسـر         

  . 1دنيا تشكيل داده است
درم و زير پوست تشكيل     ،  درم پوست از سه لايه اپي    

 extracellular)مـاتريكس خـارج سـلولي    . شده اسـت 

matrix [ECM]) ي هدهنـد  تـرين جـزء تـشكيل     بـزرگ 
 ـ           ي  هوسـيل  هپوست طبيعي است كه ژل مانند اسـت و ب

 ECMشـدن    سـاخته . شـود   مي ي پوست توليد  ها  سلول
 ضايعات پوستي از قبيـل      ترميميك عامل كليدي براي     

آبله مرغان و جاي جراحات و جـوش        ،  سالك،  سوختگي
ــت ــل  . اس ــارج س ــاتريكس خ ــزاء م ــد ازاج : ولي عبارتن

  .كلاژنيهاي  آب و پروتئين، مختلفهاي  ساكاريد پلي
دهنـده   ي تشكيل ها  سلولترين    اصليها    فيبروبلاست

 و ترشـح  توليـد  كـه بافت همبنـد هـستند   در مستقر و  
سـاز انـواع     هاي پيش   هاي بافت همبند و مولكول      تركيب

. مختلف كلاژن و فيبرهـاي الاسـتين را برعهـده دارنـد           
 ساختار  ي  هكنند  تعيينها    ترشحي فيبروبلاست  ي  برنامه
ECM    اسـاس سـاخت نـوع       ي  هكنند   و در نتيجه فراهم 

 هيالورونيك اسـيد    .باشد  خصوصي از بافت همبند مي     به
)hyaluronic acid [HA]( ،جزء ترين مهمو ترين  عمده 

يك گليكوزآمينوگليكان اسـت    ،  ECM ي  هدهند تشكيل
ــ  مــيكــه آب جــذب اد در بافــت كنــد و بــه مقــدار زي

  .2و3شود  ميا در حال رشد ديدهي ه ديد آسيب
ي بنيادي براي تـرميم جراحـت       ها  سلولاستفاده از   

هايي است كـه تحقيقـات زيـادي روي آن            يكي از روش  
 از بافـت    مـشتق بنيادي  ي  ها  سلول. 4و5انجام شده است  

، عـلاوه  )adipose derived stem cell [ADSC]( چربي
 ناحيـه   ي  ههـاي سـازند      واحـد  عنـوان   بر عملكرد خود به   

عمل كـرده و     ريز  دروني  ها  سلولصورت    ديده، به   آسيب
شان  سودمند خود را به محيط پيرامون      ي  همواد مترشح 

بنيـادي  ي  هـا   سـلول مشاهده شده است كـه      . ريزند مي
كردن   فعال ي  هوسيل  بهحاصل از بافت چربي به خصوص       

 ها آن ،بخشند مي را سرعت التيام جراحتها  فيبروبلاست
بـا   ارتباط بين سلول به سـلول بلكـه        ي  هوسيل  بهنه تنها   

 باعث  رشد فاكتورهاي   ريزي خود و ترشح     درون فعاليت
هـم   روي .شوند  مي فيبروبلاست پوست ي  ها  سلولتكثير  
 از  1 باعث بهبود ترشح كـلاژن نـوع         ADSC-CMرفته  

ي فيبروبلاســت پوســت و محــرك مهــاجرت هــا ســلول
  هـا    در التيـام جراحـت مـدل       و ي فيبروبلاسـت  ها  سلول

in vitro باشد مي. ADSC   تعداد زيـادي از فاكتورهـاي 
، PIGF فيبروبلاسـت    ي  هرشد مانند فـاكتور رشـد اولي ـ      

PDGF  ،VEGF  ،HGF  ،TGF-β  ،KGF  ،(bFGF)  را
  . 6كند  ميدر محيط خود ترشح

بررسي اثر محيط رويي كشت     از اين تحقيق،    هدف  
از بافت چربي روي    ي بنيادي مزانشيمي مشتق     ها  سلول

، ي فيبروبلاستي مشتق از پوست    ها  سلول از   HAترشح  
پوستي بـا   هاي    ترميم آسيب كارگيري آن در      با هدف به  

 بـــر روي ADSC-CM از اثـــر القـــاييگيـــري  بهـــره
اين تحقيق در پي پاسخ     . بود فيبروبلاست پوست انسان  

 كــه آيــا فاكتورهــاي موجــود در بــودبــه ايــن پرســش 
ADSC-CM فيبروبلاســت را بــه افــزايش يهــا ســلول 

 كنند؟  تحريك ميHA توليد
  

  روش اجرا

  بيوپسي پوست  وبافت چربيگيري  نمونه
ــد    ــده طــي فراين ــي جداش ــت چرب ــه باف ســه نمون

 از افراد مجزا     نمونه بيوپسي پوست   شش  و ليپوساكشن
  .نامه گرفته شد بعد از دريافت رضايت

  ن ليپوساكشي هنمون ي بنيادي ازها سلولجداسازي 
حجـم   هـم  ( PBS بافر نمكـي  سه بار با     بافت چربي 

ــت ــراه  ) باف ــه هم ــي %1ب ــك آنت ــي بيوتي ــيلين پن / س
بعـد از همـوژن     . شدداده   شويو  شست استرپتومايسين
كلاژناز نـوع   آنزيم   %2/0، بافت با    اسكالپركردن بافت با    

I   بافر   دركه PBS  حجـم  2/1به ميـزان   ( ه بود تهيه شد 
. هضم شد  C37°  در دماي   ساعت 2 تا   1به مدت   ) بافت

ــد از ــالبع ــاز   غيرفع ــردن كلاژن ــا ك ــيط  ب ــشتمح   ك
α-MEM  10حــاوي% FBS ،منظــور جداســازي   بــه

www.SID.ir
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 10بـه مـدت     آمـده،    دسـت   بـه سوسپانسيون  ي  ها  سلول
مـايع رويـي    .  سـانتريفوژ شـد    g400  سـرعت  دقيقه در 
 pellet صورت بهاي كه     هسته تكي  ها  سلول  و خارج شد 

 ـ باقي ماند در ته لوله      α-MEMمحـيط كـشت     در   وده ب
فقــط  روز 5-7  گذشــتكــشت داده شــد و بعــد از  

  .ي مزانشيم آن به كف فلاسك چسبيدندها سلول
ي بنيادي مزانشيمي مـشتق     ها  سلولكشت و پاساژ    
  از بافت چربي

 %5 بـا  C37° در    كامل α-MEM در محيط    ها  سلول
CO2    ي  جداشـده ي   ي اوليـه  هـا   سـلول . شدكشت داده 

هـا پاسـاژ داده       شـدن كلـوني    تـراكم مزانشيمي قبل از م   
 سلول به ازاي    4000 تا   3000 به ميزان    ها  سلول. نددش

به ظرف كـشت جديـد انتقـال داده         متر مربع    سانتيهر  
زمـاني  . دش ـ روز تعـويض   4 الي   3محيط آن هر    . شدند

، كردنـد   سطح فلاسـك را پـر        %80 حداقل   ها  سلولكه  
  .شدند پاساژ داده 
   از فلوسايتومتري با استفادهADSCشناسايي 
،  سـلول  000/100  تعـداد   انجام فلوسايتومتري  براي

ــه ــا اســتفاده از ، ســازندهي  براســاس پروتكــل كارخان ب
، CD73 ،CD105 ،CD90 ،CD45/34هــاي  بــادي آنتــي

CD44  ،IgG1 بعـد از    خلاصـه    طـور   بـه  . شدند دار نشان
ــلولجداســازي  ــا س ــال ه ــا آن و انتق ــهه ــه لول ــاي   ب ه

 10 ، مقـدار  بـادي   وجه به نـوع آنتـي     با ت فلوسايتومتري،  
 ريختـه  هـا  سلولمورد نظر روي    بادي    ميكروگرم از آنتي  

 دقيقــه انكوبــه 30مــستقيم بــه مــدت  طــور بــهشــد و 
هـاي   در تمـام آزمـايش  . شـد  و نتايج خوانـده   ندگرديد

 بـار   3مربوط به فلوسايتومتري تكرار آزمـايش حـداقل         
 9/2ي   نـسخه ز  هـا ا    براي آناليز داده  . براي هر نمونه بود   

  . استفاده شدWinMDIافزار  نرم
   به استخوانADSCي ها سلولتمايز 

 چهـارم  پاسـاژ  يهـا  سـلول سلول از  000/50 تعداد
ADSC تمام كه اين از پس و كشت خانه پليت شش در 
 محـيط  بـا  هـا  آن محـيط ، شـد  سلولاز  پر كشت سطح

 محـيط   . جـايگزين شـد    ي اسـتخوان  تمايزي    القاكننده
،  آب ديـونيزه   ليتـر  ميلـي  890خوان شامل   تمايزي است 

محلـول   ليتـر  ميلـي  DMEM (Gibco) ،10  گرم5/13
 (1X)ليتـر  ميلـي  10،  استرپتومايـسين /پنيـسيلين  1%

(Gibco) BME ،7/3  گــرمNaHCO3 5 تــا 3  بــاو 
 100رسانيده شـد،   7 آن به HCl (1N) ،pH ليتر ميلي
 ـ (اسـيد آسـكوربيك    گـرم    ميلـي  FCS  ،50ليتر   ميلي  اب

 با غلظـت نهـايي     دگزامتازون،  )µg/ml50 لظت نهايي غ
M 8-10 ،4016/2 ليتر در گرم β-glycerol phosphate 
از ، شـاهد  گروه عنوان به. بود) mM 10  غلظت نهاييبا(

در برخــي از  FBS %10 همــراه بــا α-MEM محــيط
 روز12 تا 10 مدت به سلول  كشت.ها استفاده شد خانه
 ويافـت   ادامه انكوبه CO2 %5 و C37°  دماي شرايط در
 در .گرديـد  تعـويض  هـا  آن بـار محـيط   يك روز سه هر

ــان ــايز ي هدور پاي ــايز، تم ــوع تم ــلول وق ــا س  روش ب

  .بررسي شد قرمز آليزارين آميزي رنگ
  
   Alizarin red S آميزي رنگ

 مـدت  به شسته و PBS با را ها سلول  روز10 از بعد
 پـودر  گـرم  2  مقـدار  .شدند تثبيت متانول با دقيقه 15

 و حـل  مقطـر  آب ليتـر  ميلـى  100 در S  قرمزآليزارين
 بــا 4/3 تــا 4/1ي  محــدوده در  آنpHو  گرديــد فيلتــر

 مدت به ها سلول روي و شدتنظيم  آمونيوم هيدروكسيد
 مقطـر  آب بـا  هـا  سلول ،پايان  در.گرفت قرار دقيقه 15

    .شدند خشك و شسته
    به چربيADSCي ها سلولتمايز 

 اسـتفاده  پاساژ چهارم يها سلول از ظورمن اين براي
 ـ پليـت شـش   هـاي  چاهـك   بهها سلول ابتدا .شد  ي هخان

   از ظرف كشت كف كه زماني و  داده شدندانتقال كشت
  محيط.گرديد آغاز تمايزشد،  پوشيده سلوليي  لايه تك

 روز يـك  3هر  ي چربيتمايز محيط با ها سلول معمولي
هماننـد محـيط    محيط تمايزي چربـي      .شد تعويضبار  

با اين تفاوت كه دگزامتازون آن است تمايز به استخوان    
 β-glycerolجـاي   بـوده و بـه  M 7-10با غلظت نهـايي  
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phosphate  گـرم 5/0از  indomethacine )   بـا غلظـت
 هـاي  خانـه  از برخـي  در. استفاده شد) µg/ml 50نهايي

 معمـولي  محـيط  از شاهد گروه عنوان به خانه پليت شش
. شـد  اسـتفاده  FBS %10 بـا  α-MEM يعنـي محـيط  

 C37 ،5 %CO2° در شـرايط  روز 21 مـدت  بـه  هـا  سلول
 آميزي رنگ روش مدت تمايز با اين پايان و در نگهداري
Oil Red گرفت قرار مورد ارزيابي.  

   Oil Red O  آميزي رنگ
 بـا  اتـاق  دمـاي  سـاعت در  يـك  مـدت  بـه  ها سلول

 بـه  و شـسته  %70الكـل   با سپس و تثبيت% 4 فرمالين
 Oil Red O رنـگ  محلـول  بـا  دقيقـه  15-10 مـدت 

 ليتـر   يميل ـ 100 در Oil Red Oرنگ  پودر گرم63/0(

 30 مدت به )گرديد فيلتر و حل شده% 60 ايزوپروپانول

 و خارج رنگي محلول پايان  در.ندشد آميزي رنگ دقيقه
  .شدند شستشو% 70 الكل با بار سه، ها سلول

  آوري محيط رويي ي جمع نحوه 
)  سـلول  8 ×105 ( پاساژ چهار  ي مزانشيمي ها  لولس

ــك  ــيط T75در فلاس ــشت داده α-MEM و در مح  ك
 100  بـا  سـپس . پـر كننـد    %80 تا ظرف خود را      شدند

،  محـيط  ليتـر  ميلي 10 به ازاي هر     ننانوگرم ميتومايسي 
، انكوبــه كــردن  دقيقــه  90تيمــار شــده و بعــد از   

يط  از مح ـPBS بـا شستـشو   بـار   3 تا   2با  ميتومايسين  
 ها سلول فاقد سرم به DMEM/F12  و محيط حذف شد 
 ساعت كـشت جمـع      72محيط رويي بعد از     . اضافه شد 

 دقيقه سانتريفوژ و    5به مدت    g 300 سرعت   در،  آوري
  .استريل شد µm 22/0 با استفاده از فيلتر سرنگي

نمونه بيوپـسي    ي فيبروبلاست از  ها  سلولجداسازي  
  پوست انسان

از  كـه متـر     سـانتي  1×2 ابعادبيوپسي به   هاي    نمونه
به لوله حاوي   بودند  شده   جداناحيه پشت گوش    پوست  

/ پنيـسيلين بيوتيـك    آنتـي  %1و   PBS بافر   ليتر ميلي 5
 از بـافر  هـا     نمونـه  سـپس  .ندمنتقل شد استرپتومايسين  

 30 مـدت  به %70به پتريديش حاوي اتانل     شده و    جدا

جهــت . نــديافت القــانت آلــودگي كــاهش جهــت ثانيــه
 PBS حـاوي  ديـش  پتـري  بـه ،  تشو و حـذف اتانـل     شس

بيوپسي با تيـغ بيـستوري      هاي    نمونه .ندانتقال داده شد  
قطعـات  . ندتكـه شـد    تكـه متـري      ميلـي  2×2 قطعاتبه  

  II (Dispase II) پـاز  بيوپسي به لوله حاوي آنزيم ديس

ml/µl 2/1    دماي  دقيقه در  15-18 به مدت °C4  منتقل
ديش حـاوي    ز به پتري  پا قطعات بيوپسي از ديس    .ندشد
 از درم بـا اسـتفاده از        درم  اپـي لايـه    .انتقال يافتنـد   بافر

لايه درم بـه قطعـات كـوچكتر تقـسيم           .پنس جدا شد  
  سـاعت در دمـاي     4 به مدت    I كلاژناز   %1/0 درشده و   

°C37  از درم   هـا   سلولمنظور رهاسازي   به  . ند انكوبه شد 
كلاژنـاز  آنزيم . ستور پيپتاژ شدنداقطعات درم با پيپت پ  

 g400 درسـرعت  سپس   ه و غيرفعال شد ،  با افزودن بافر  
 ي  تـوده  . شد  دقيقه در دماي اتاق سانتريفوژ     5به مدت   

 DMEM/F12در محيط حاصل ي فيبروبلاست ها سلول
  .كشت داده شدند

  در ي فيبروبلاسـت پوسـت انـسان      هـا   سلولكشت  
ADSC-CM  

 كـشت داده    T75 سلول در فلاسـك      1 ×106تعداد  
 روز كه كف فلاسك پر شد محيط كشت 3ز شد و بعد ا 

 ـ   هـا   سلولهر گروه از      محـيط  %100ا  ي فيبروبلاسـت ب
ي مزانــشيمي مــشتق از بافــت چربــي هــا ســلول رويــي

  در  ساعت 24 جداگانه تعويض شده و به مدت        صورت به
°C37 5 و در% CO2 ــه ــا  انكوب ــرل ب ــروه كنت ــد و گ  ش

DMED/F12  كشت داده شدكامل.  
ي فيبروبلاست پوسـت    ها  سلول تام   RNAاستخراج  

 ADSC-CMپس از كشت در  (HDF) انسان

 PBSبـا   فلاسـك   كف   ن از از جدا شد  پس   ها  سلول
 ®TRIzol از محلول شدند و با استفاده دادهشستشوي 

(Invitrigen) ،RNAاســتخراجتيمارشــدههــاي   نمونــه   
  واحـد  DNA 1جهت حذف آلودگي احتمـالي بـه         .شد

  DNAوگــرم از  بــراي حــذف يــك ميكرDNaseآنــزيم 
 حجـم از آن  10 و Rnase inhibitor آنـزيم  واحـد  1 و

buffer DNase  دقيقـه در   30 به مـدت اضافه گرديد و
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 DNaseبه ميزان آنزيم    ،  سپس. انكوبه شد  C37° دماي
 ـ و    شـد   اضـافه  به آن  EDTA،  اضافه شده   15مـدت   ه  ب

 DNase  قرار داده شـد تـا آنـزيم        C65° دقيقه در دماي  
قبل و بعـد از      RNA تعيين كميت  رايب. غير فعال شود  

ــودگي   ــار و حــذف آل ــپكتروفوتومتري   ازDNAتيم اس
 98  از نمونه را با ميكروليتر2 بدين منظور. استفاده شد
 280 و260هـاي    طـول مـوج   در   DEPC آب   ميكروليتر

 .  خوانده شدنانومتر
 ســاخته شـــد و  TAE بــا بـــافر  %2/1ژل آگــارز  

 بـرده  روي ژل    DNase هاي قبل و بعد از تيمار با       نمونه
 الكتروفورز شـد    100و به مدت نيم ساعت با ولتاژ        شد  

 cDNA مورد اسـتفاده بـراي سـاخت         RNA كيفيتتا  
 مبنـي   S28 rRNA  و S18 حضور بانـدهاي     .تائيد شود 

  .بودتام استخراج شده  RNAبر سالم بودن 
  cDNA توليد

. اسـتفاده شـد    Takara از كيت    cDNA توليدبراي  
cDNA ng/ml)50 ( ميكروگـرم   1 با استفاده ازRNA 

 µg/ µl2( random (  از پرايمرµl 1، تام استخراج شده

hexamer    و آب DEPC   حجم نهايي به  به µl 10رسيد. 
ــاي    ــه در دم ــنج دقيق ــدت پ ــه م ــه70ســپس ب    درج

 5x (reaction( چهار ميكروليتـر  .سانتيگراد انكوبه شد

buffer ،1 ــر  u/µl 20 (Ribonuclease( ميكروليتــ

inhibitor ،2  ميكروليتـــر)mM10 (dNTp mix ،1 
به آن اضافه    DEPCآب    و )u/µl200(ميكروگرم آنزيم   

 مخلـوط بـه   ايـن ، دي ميكروليتر رس ـ20تا به حجم   شد  
دقيقه در   10،   درجه سانتيگراد  37مدت پنج دقيقه در     

 42يـك سـاعت در دمـاي        ،   درجه سانتيگراد  25دماي  
  درجـه سـانتيگراد  70 دقيقـه در  10، درجه سانتيگراد

  .انكوبه شد
  

 Real-Time PCR  
ــان ژن  ــراي بررســي بي ــاي  ب ــدهتوليده  HA ي كنن

)HAS1  ،HAS2  ،HAS3(  كننـده آن     هاي تخريب    و ژن
)HYAL1 و  HYAL2(     استفاده 1 از پرايمرهاي جدول   

عنوان كنتـرل داخلـي نيـز          به GAPDHشد و بيان ژن     
  ليتـر  ميكرو ده،   هـر واكـنش    يبـه ازا  . گيري شـد    اندازه

 2X Power SYBR Green PCR master)Takara (
mix ،  يك ميكروليتـرpmol/µl) 5 (Forward primer ،

دو ، pmol/µl) 5 (Revers primerيـــك ميكروليتـــر 
 شــش ميكروليتــر آب ديــونيزه  ، cDNAميكروليتــر 

 و C95°در   ثانيهC95 ،15°ده دقيقه در استفاده شد و 
  چرخـه  40به تعداد    قرار داده شد و      C62° ثانيه در    60

 صـورت  بـه هـر واكـنش     ،  براي افزايش دقـت   . تكرار شد 
-Realهـاي      واكـنش  انجـام بـراي   . دوتايي انجام گرفت  

Time PCR از دســتگاه Corbett Real-Time PCR 
  . استفاده شدRG-6000مدل 

 وها    ي نمونه ها CT پس از پايان برنامه، با استفاده از      
 و بـه روش     Relative صـورت  بـه هاي نهـايي     آناليز داده 
ــسه  ــا  CTمقايـ ــت)CT- 2∆∆روش(هـ ــام گرفـ ژن .  انجـ
GAPDH سـازي    كنترل داخلي بـراي يكـسان      عنوان  به

 هر نمونـه از      CTبدين منظور   .  استفاده شد  RNAسطح  
CT  ژن GAPDH        آن كم شـد تـا ∆CT   آيـد  دسـت   بـه  .

 ـ  CT∆ منهاي   تيمارشدههاي     نمونه  CT∆سپس    ي  ه نمون
بيان هر ژن .  آيددست به نمونه هر ∆ CT∆كنترل شد تا 

از .  آن محاسـبه شـد   CT2∆∆-ي  هدر هر نمونه بـا محاسـب      
 مربوط به هر ژن ميانگين گرفته       ي  تيمارشدههاي    نمونه
  . نمودار ستوني نشان داده شدصورت بهشد و 
ميـزان ترشـح اسـيد هيالورونيـك بـا           گيـري   اندازه

  ELISAاستفاده از 
  در بروبلاسـت ي في ها  سلول ساعت كشت    24بعد از   

ADSC-CM  ،    بـراي بررسـي     ها  سلولمحيط رويي اين
 ELISA توســـط كيـــت HAنهـــايي توليـــد  ميـــزان

(Echelon Biosciences Inc.) استفاده شد. 

 آناليز آماري

شاهد هاي     يكي از گروه    بودن گيري برتر    نتيجه رايب
طبيعي از بررسي     بعد ، مقايسه و مزانشيمي يها  سلول يا

  .شداستفاده  tاي پيوسته از آزمون متغيرهبودن توزيع 

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

 بر متابوليسم اسيد هيالورونيكهاي بنيادي  سلولتأثير 

  1ي  ، شماره3ي  ، دوره1391، بهار ت و زيباييــپوس

50

  ها يافته

  از مشتق از بافت چربيي بنياديها سلولجداسازي 

  ليپوساكشنهاي  نمونه
هـاي    فـردي و تفـاوت    هاي    ثير ويژگي أبراي حذف ت  

ي بنيادي مزانـشيمي    ها  سلولژنتيكي افراد در عملكرد     
ز سـه فـرد بزرگـسال       اها    نمونه،  جداشده از بافت چربي   

 ساله با استفاده از روش ليپوساكشن       35 و   29،  30زن  
  طـور  آمده از هـر فـرد بـه        دست  هاي به    نمونه .گرفته شد 

 بود كه اين بافـت شـامل        ليتر ميلي 100 تا   50متوسط  
هاي  نمونه .مواد تزريقي در حين جراحي نيز بود   خون و 

روي يـخ   ،  چربي جمع آوري شده تحت شرايط استريل      
 زمـاني بـه آزمايـشگاه آورده        ي  هدر كوتاهترين فاصـل   و  

 ،ها حذف ناخالصي  منظور آن به  ياز شستشو  بعدو  شدند  
 آن (processed lipoaspirated [PLA])ي هــا ســلول

هـستند  يي  هـا   سلول اولين   PLAي  ها  سلول. جدا شدند 
كه بلافاصله بعد از هضم آنزيمي و بدون هيچ گسترشي         

 آيند كه تقريباً   دست مي   هبدر ظرف پلاستيكي يا كشت      
 ليتـر  ميلـي  سلول در هـر    2±5/1×106جمعيتي برابر با    

 بعـد از    ADSCي  ها  سلول. بافت چربي را تشكيل دادند    
 بـه كـف     PLAي  هـا   سـلول گذشت يك هفته از كشت      

ظرف كشت چسبيدند و قابل شناسـايي و تـشخيص از           

بعـد از يـك هفتـه بـا         . موجـود بودنـد   ي  ها  سلولساير  
از ظـرف كـشت     هـا     ناخالـصي ،  سلول ها تعويض محيط   

چسبيده به كف ظـرف كـه   ي ها سلولحذف شد و تنها   
ADSC    پس از پر    ها  سلولاين   .بودند به جاي ماندند   ها

كردن كف فلاسك خود پاساژ داده شدند تـا بـه تعـداد             
. لازم براي اسـتفاده در مراحـل بعـدي تحقيـق برسـند            

اده  نشان د  1 كه در شكل     طور  همان ADSCي  ها  سلول
ي هـا  سـلول نظر مورفولوژي شـبيه   شده است همگي از 

دوكـي شـكل و     يي  هـا   سـلول فيبروبلاست بودند يعنـي     
 مزانـشيم ي هـا  سلولكشيده كه اين خصوصيت معمول  

  .باشد مي
    

  ADSC يها سلول فلوسايتومتري شخصاتم
بنيـادي  هاي    هاي سلول   اين قسمت بيان گيرنده   در  

مربوطه هاي    بادي نتيساز با استفاده از آ     مزانشيم و خون  
تايج  ن . مورد بررسي قرار گرفت    3پاساژ  هاي    ADSCدر  
  ياـه لولـسه ـان داد كـري نشـايتومتـل از فلوسـحاص

، CD73 سـطحي    هـاي   شـاخص  از بافت چربي     جداشده
CD105 ،CD90 ،CD44   ي هـا  سـلول را كه مربوط بـه

 سـطحي   هاي  شاخص بيان كرده و     هستند را مزانشيمي  
CD45/34  ي بنيادي خون ساز    ها  سلول مربوط به   را كه

  .كنند هستند را بيان نمي

 real-time PCR مشخصات پرايمرهاي استفاده شده براي :1جدول 

  كد ژن  توالي پرايمر  سمت  نام ژن
Forward  5’-GGAATAACCTCTTGCAGCAGTTTC-3’  HAS1  
Reverse  5’-GCCGGTCATCCCCAAAAG-3’ 

NM_001523.2 

Forward  5’-TCGCAACACGTAACGCAAT-3’  HAS 2  
Reverse 5’-ACTTCTCTTTTTCCACCCCATTT-3’ NM_005328.2 

Forward 5’-AACAAGTACGACTCATGGATTTCCT-3’ HAS 3 
Reverse 5’-GCCCGCTCCACGTTGA-3’ 

NM_001199280.1 

Forward 5’-GATGTCAGTGTCTTCGATGTGGTA-3’ HYAL1 
Reverse 5’-GGGAGCTATAGAAAATTGTCATGTCA-3’ NM_007312.3 

Forward 5’-CTAATGAGGGTTTTGTGAACCAGAATAT-3’ HYAL2 
Reverse 5’-GCAGAATCGAAGCGTGGATAC-3’ 

NM_033158.4 

Forward 5’-CCCATGTTCGTCATGGGTGT-3’ GAPDH 
Reverse 5’-TGGTCATGAGTCCTTCCACGATA-3’ NM_002046 

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

  مكارانمحمدي و ه ملك
 

1 ي ، شماره3 ي دوره، 1391 بهار، ت و زيباييــپوس  

51

نتـايج فلوسـايتومتري نـشان      يك نمونـه از      2 در شكل 
هـاي    بـراي حـصول اطمينـان از داده        .داده شده اسـت   

 000/100 مقــدارســلول نمونــه فلوســايتومتري از هــر 
صورت تكرار سه تـايي       بهسلول براي هر ماركر سطحي      

 چـسبنده بـه     ماركرهايها     نمونه ي  هدر هم . بررسي شد 
 درصد بيـان شـده و ماركرهـاي سـطحي           99±1ميزان  

 فاقد بيان بـه     1±1خون ساز با دارا بودن بياني مساوي        
  .حساب آمدند

  
   به استخوان و چربيADSCي ها سلولتمايز 

ي ها  سلولدر بررسي   ،  هاي سطحي   علاوه بر شاخص  
 ـ هـا   سـلول بنيادي لازم است كه قـدرت تمـايز ايـن            ه  ب

هاي استخوان و چربي و يا غـضروف مـورد ارزيـابي              رده

 بـا  روز هـر تمـايز بـه اسـتخوان      كـشت .قـرار گيـرد  

هـاي   نـشانه  اولـين  .شـد  مشاهده معكوس ميكروسكوپ
 از پـس  روز 5 اسـتخوان  به وتمايز مورفولوژي تغييرات

  .گرديد مشاهده تمايز القاي
، سـلولي  لايـه  تـك  از منـاطقي  در كـه  ترتيـب  دينب
 در .شـد تـر   بـزرگ  تـدريج  به و تشكيل سلولي ايه توده

هاي  توده) كشت از پس روز 10(تمايز  كشت دوره پايان
   آليزارين روش با معدني ماتريكس ترشح نظر از سلولي

هـاي   تـوده  قرمزشـدن  آن حاصل كه شدند ارزيابي زمرق
 معـرض  در هـا  سـلول  كـه  كنتـرل  كشت در .بود مذكور
 استخوان به تمايز ي ندهالقاكن مواد فاقد معمولي محيط

 كـشت  اين و نشد تشكيل سلوليهاي  توده، داشتند قرار
 10 نتـايج كـشت   ،براين بنـا .نشد رنگ قرمز آليزارين با

 ب الف

 ج

 بيمـار ي نمونه)  ب، اولبيماري  نمونه) الف .3ي مزانشيم مشتق از بافت چربي در پاساژ ها سلولميكروسكوپي تصوير  : 1شكل  
 . سومبيمار ي نمونه) ج ،دوم
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 از جداشـده ي هـا  سلولروزه براي تمايز به استخوان در   
 قادرند يـون    ها  سلولدهد كه اين      بافت چربي نشان مي   

م بــا كلــسيم را در خــود ذخيــره نماينــد كــه ايــن مهــ
  . نشان داده شده است3آميزي آليزارين در شكل  رنگ

IS CD9
M2=99% (SD=1) 

CD7 CD4
M2=97% (SD=2) M2=98% (SD=1.5) 

CD34/4
M2=2% (SD=1)

CD1
M2=98% (SD=1.5) 

مقادير ذكرشده در خصوص درصد هـر.  هيستوگرام صورت  به جداشده از بافت چربي   ي  ها  سلولنتايج فلوسايتومتري   : 2شكل  
 . آورده شده استانحراف معيار ±صورت ميانگين بهها حاصل تكرارهاي صورت گرفته بوده و  يك از شاخص
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 در كـشت  از آغـاز  پس روز 10 چربي قطرات اولين

 تـدريج  قطـرات بـه   اين .شد مشاهده ها سلول از برخي

 20 پايان در كه يطور به، شد ظاهر نيز ها سلول درساير

 مقابل در بودند چربي قطرات حاوي ها سلول اغلب، روز

 محيط در روز 20 مدت به كه  شاهدگروهي ها سلول در
در . نـشد  تـشكيل  چربـي  قطـره ، بودند كننده القاء فاقد

 20 به بافت چربي نيـز       ها  سلول قدرت تمايز اين     نتيجه
روز بعد از كشت در محيط تمايزي با مـشاهده قطـرات         

  .)4شكل ( اثبات شد Oil Redآميزي  چربي توسط رنگ
  ي فيبروبلاست پوستها سلولجداسازي 

 ينمونـه بيوپـس   فرد  شش   از   نامه  رضايت از اخذ    بعد
پوسـت گرفتـه شـد و       متر از     سانتي 1×2 به ابعاد حدوداً  

 درم بـا آنـزيم      ي  هلاي ـدرم،    اپيپس از جداسازي درم از      
ي فيبروبلاست آن از    ها  سلول هضم شد تا     Iكلاژناز نوع   

ي هــا ســلول. دولايــه درم جــدا شــده و كــشت داده شــ
ز چند ساعت به كـف ظـرف         پس ا  فيبروبلاست معمولاً 

چسبند ولي در كشت اوليه تا        مي كشت پلاستيكي خود  
  .زمان داده شد ها سلولسه روز به 

از هـا      تعويض شـد تـا ناخالـصي       ها  آنسپس محيط   
كراتينوسيت نيز از جمله    ي  ها  سلول. محيط حذف شود  

چسبنده به ظرف كشت پلاستيكي هستند و       ي  ها  سلول
 در پاسـاژ اول ناخالـصي   يا تـا انـدازه  در كشت اوليـه و     
 صــورت هــا بــه كراتينوســيت. يــده شــدكراتينوســيت د

از ،  كوچـك اي    موزاييـك ماننـد بـا انـدازه       هـايي     كلوني
يـا  هـا     وبلاسـت ر فيب ي  هدوكي شكل و كشيد   ي  ها  سلول
 بـه بيـرون     ها  آنكه سلول از    ها    فيبروبلاستهاي    كلوني

  .قابل تفكيك بودند، كند  ميمهاجرت
به كف ظرف پلاسـتيكي     ها    وسيتكراتينهاي    اتصال

بنـابر  ،  باشـد  ها مي   بسيار محكمتر از اتصال فيبروبلاست    
ــن ــشدن    اي ــده ن ــل كن ــه دلي ــدي ب ــاژهاي بع  در پاس

هــا از ظــرف كــشت قبلــي و انتقــال      كراتينوســيت
هاي كنده شده به ظرف ديگر اين ناخالصي  فيبروبلاست

ي هــا سـلول  بـه دليـل توانــايي بـسيار زيـاد     .رفـع شـد  
حتي اگـر تعـداد بـسيار       ،  ست در رشد و تكثير    فيبروبلا

اين توانـايي را    ،  از درم جدا شوند    ها  سلولاندكي از اين    
دارند كه سريع كف ظرف كشت خود را پر كنند و نيـز             
هنگامي كه كف ظرف كـشت خـود را پـر كردنـد ايـن               

تصوير ميكروسـكوپي   .  پاساژ داده شدند   3 به   1 ها  سلول
)  سـن ـجـنس   (شخصات ها به همراه م هر يك از نمونه

  . آمده است5 در شكل ها آن
 ي فيبروبلاسـت پوسـت انـسان در       هـا   سلولتكثير  

ADSC-CM  
ي هـا   سـلول براي بررسي تاثير محيط كشت رويـي        
ي هـا   سـلول ،  بنيادي مزانشيمي مشتق از بافـت چربـي       

مزانشيمي ابتدا با ميتومايـسين تيمـار شـدند و سـپس      
 د يكـسان   تعـدا   بـه  هـا   سـلول براي گرفتن محيط رويي     

،  ساعت بعـد از كـشت      72 كشت داده شدند و      تقسيم و 
محيط رويي جمع شد پس از سانتريفيوژ كردن جهـت          

مرده و استريل كردن آن با فيلتـر        ي  ها  سلولجداسازي  
ــرون 2/0 ــلول ميك ــا س ــت ه ــدهي فيبروبلاس  از جداش

 دست  به محيط رويي    %100هاي انساني با غلظت       نمونه
 پوسـت   ي  هاز شش نمون  هريك   .آمده كشت داده شدند   

 حاصـل كـشت     ADSC-CMانسان در هر سـه محـيط        
.  آمـد  دسـت   به تيمارشده ي  ه نمون 18بنابراين  . داده شد 

فيبروبلاسـت يـك نمونـه      ي  هـا   سـلول براي هر يـك از      
 كامـل كـشت     DMEM/F12 كنترل در محيط     عنوان  به

 ـ 24ي  هـا   سـلول  سـاعت    24بعـد از    . داده شد   ي  ه نمون
 و  تيمارشـده هاي     بين نمونه  موجود براي بررسي تفاوت   
    .كنترل جمع آوري شدند

ي هـا   سـلول  هـاي هيالورونيـك در      ررسي بيان ژن  ب
پس از كشت در     (HDF)فيبروبلاست پوست انسان    

ADSC-CM  
RNAفوقي  دهـ ذكر شي ه نمون24هاي   تام سلول،  

استخراج شـده و خلـوص    RNAميزان . استخراج شدند 
شـد و در    گيـري     هآن به كمك اسپكتروفوتومتري انـداز     

  حـدوداً 280/260 جذب نور ها ميزان نسبت تمام نمونه
 RNA آمـد كـه نمايـانگر خلـوص بـالاي            دسـت   به 8/1

 تـام RNAجهت بررسـي كيفيـت    .استخراج شده است  
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 مــايكروگرم روي ژل 5/0بــه ميــزان ،  اســتخراج شــده
 روي ژل بــرده RNAمثــالي از . الكتروفــورز شــد 2/1%

 و S 18  كه كيفيـت بانـدها      آمده است  6شده در شكل    

S 28 خوب  كيفيت تأييدRNA هستند استخراج شده.  
 تـام   RNAاز يـك ميكروگـرم       cDNA توليـد براي  

 صـورت  بـه  هر نمونـه  Real-Time PCRاستفاده شد و 

تـصوير بعـد از) ب. آميـزي  تصوير قبل از رنـگ    ) الف . تمايزيافته به چربي   ADSC هاي  سلولميكروسكوپي   تصوير   :4شكل  
 .بيشترهاي  نمايي بزرگ باoil redآميزي باتصوير بعد از رنگ) ج و د.oil redآميزي با رنگ

 ب الف

 د ج

.آميزي با آليـزارين قرمـز      تصوير قبل از رنگ   ) الف. يافته به استخوان   تمايز ADSCهاي    لولسميكروسكوپي   تصوير   :3شكل  
 .آميزي با آليزارين قرمز تصوير بعد از رنگ) ب

 ب الف
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 ته شد و  ـگذاش ها براي هر يك از ژن    ،  تكرارهاي دوتايي 
 هـر   Ct دلتا   . مورد بررسي قرار گرفت    ها  آن Ctميانگين  

  از ميـانگين   هـا   آنبا كم كردن ميانگين     ها    از نمونه يك  
Ct GAPDH   آمد كه بـه اصـطلاح در ايـن          دست  بهآن 

  .ها نرمال شد نمونه Ctمرحله 

 ΔCt هـر نمونـه از       ΔCtكردن    با كم  ها  آن ΔΔCtسپس  
ها  ها در نمونه  بيان هر يك از ژن    . آمد دست  بهآن   كنترل

ميـانگين بيـان     .شـد گيـري     انـدازه  ΔΔCt-2 با استفاده از  
 Excel ي هبرنامــهــا محاســبه شــد و بــا اســتفاده از  ژن

 نـشان   7 خلاصه در شـكل      طور  به كهها    نمودار بيان ژن  

 .هاي فيبروبلاست جداشده از بيوپسي پوست انسان سلولتصوير ميكروسكوپي : 5شكل 

  ساله34 ـمرد   ساله22زن ـ 

  ساله22 ـمرد   ساله33مرد ـ 

  ساله39مرد ـ   ساله23مرد ـ 

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

 بر متابوليسم اسيد هيالورونيكهاي بنيادي  سلولتأثير 

  1ي  ، شماره3ي  ، دوره1391، بهار ت و زيباييــپوس

56

 ،SPSS افزار  نرمبا استفاده از    . رسم شد ،  داده شده است  
  . مشخص شودها آنداري   تا معنيانجام شد tآزمون 

از سـه ژن    .  نمايـان اسـت    7 طور كه در شكل    همان
ــدهتوليد ــان دوHAS3 و HAS1 ،HAS2 ي كننــ    بيــ
  هـــاي تيمارشـــده بـــا در نمونـــه HAS2 و HAS1ژن 

ADSC-CM  ترتيـب  ايـن افـزايش بـه    افزايش يافته كه 
  76/1±25/0 و   60/2±25/0 )انحـراف معيـار   ±ميانگين(

ــا  ــود و در  >001/0Pب ــي HAS3ب ــزايش معن داري   اف
 يـــك ژن عنـــوان بـــه HYAL2ژن . مـــشاهده نـــشد

هـاي تيمارشــده   الورونيـداز در نمونـه  هيي  كننـده  بيـان 
 برابـر گـروه كنتـرل و        82/0±08/0(كاهش يافته بـود     

02/0P=(.   هرچنــد كــه بيــان ژن HYAL1 تفــاوت 
محـسوسي بــين گــروه تيمـار شــده و كنتــرل نداشــت   

  ).<4/0P برابر گروه كنترل و 42/0±23/1(
  ميزان ترشح اسيد هيالورونيك

الورونيـك از   گيري ميزان ترشح اسيد هي      براي اندازه 
ــلول ــا س ــسان ه ــت ان ــزا ، ي پوس ــت الي  k-1200 از كي

(Echelon Bioscience Inc.)ايـن كيـت   .  استفاده شد

،HAي   كننـده   و دو ژن تخريـب     HAS3  و HAS1  ،HAS2 ي  كننـده توليدبيان سه ژن    نسبت   ي  دهنده نمودار نمايش : 7شكل  
HYAL1 و HYAL2 هاي تيمارشده و كنترل در نمونه.  

  . است>05/0Pمعناي داشتن   به٭  
 .است>01/0P معناي داشتن به٭٭

يها  سلول تام استخراج شده از      RNAالكتروفورز  : 6شكل  
%2/1الكتروفورز آن بر روي ژل      . فيبروبلاست پوست انسان  

 نـشانS 18  و S 28 ريبوزوميهاي    RNA محل. شد انجام
 .داده شده است

28 S 

18 S 

www.SID.ir



Arc
hive

 of
 S

ID

  مكارانمحمدي و ه ملك
 

1 ي ، شماره3 ي دوره، 1391 بهار، ت و زيباييــپوس  

57

 تا  1600ي     را فقط در بازه    HAتوانايي شناسايي غلظت    
براي حصول اطمينـان از   .  دارد ليتر ميلي نانوگرم در    50

ي غلظـت هـستند در ابتـدا          ها در اين بازه     اين كه نمونه  
ي فيبروبلاست كشت   ها  سلولي محيط رويي      هيك نمون 

، دوم يــك، 1هــاي   بــا رقــتADSC-CMداده شــده در 
، پنجاهم  يك،بيستم  يك،دهم  يك،هشتم  يك ،چهارم يك

ــك ــا اســتانداردهاي مخــصوص كيــت كــه  صــدم ي  و ب
 50 و 100، 200، 400، 800، 1600هــــاي  غلظــــت

سـپس  .  را داشتند سنجيده شدند    ليتر ميلينانوگرم در   
ي ها سلول از محيط رويي 20/1ص شد كه غلظت مشخ

 ng/ml400 فيبروبلاست با دارا بـودن غلظـت متوسـط        
HA  ،            داراي غلظت مناسبي بـراي سـنجش آن بـا ايـن

 برابـر رقيـق     20هـا     ي نمونـه    بنابر اين همه  . كيت است 
  . براي كيت قابل تشخيص باشدها آنشدند تا غلظت 

مونـه و   هـر ن  رقيق شـدن نمونـه هـا،         كه  اينبعد از   
هاي    تكرار دوتايي در خانه    صورت بهاستانداردهاي كيت   

  مربوطه در كيت گذاشته شده و در نهايـت بـا اسـتفاده            
نــام  بــه Thermo Scientific از دســتگاه اليــزا شــركت

micro plate reader و مـدل  multi scanner   غلظـت
  .شدگيري   اندازهها آن

س  در اين كيت بر اسا     HA شناسايي غلظت    ي  هنحو
در ها    نمونه. معكوس ميزان جذب نور خوانده شده است      

 HAمتصل شونده بـه     هاي    با پروتئين اي    پليت جداگانه 
اين مخلوط به پليتي كه در كـف آن         . شدند  مي مخلوط

HAهاي   از پروتئينچه آنهر .  متصل است انتقال يافت
اتصال نيافتـه بـه آن متـصل         متصل شونده كه به نمونه    

 ـ   HAبا شستشو   . شد  اضـافه شـده و      ي  هموجود در نمون
 چـه  آنمتصل به آن از پليت حذف شـد و         هاي    پروتئين

هـاي     متصل بـه كـف پليـت و پـروتئين          HAباقي ماند   
  .يافته به آن بود اتصال

ه به آلكالين فسفاتاز اضـافه      وگبادي كونژ  سپس آنتي 
 كف پليـت    HAمتصل به   هاي     به پروتئين  ها  آنشد كه   

 p-nitrophenyl)سترا اتــصال يافتنــد و بعــد سوبـ ـ  

phosphate)     ه بـه   وگبادي كونژ   آنتي اضافه شد كه آن با

آلكالين فسفاتاز واكـنش داد و ايجـاد رنـگ زرد رنگـي             
بنابراين .  نانومتر خوانده شد   405كرد كه در جذب نور      

بيـشتر بـود    هـا      موجود در نمونه   HAهر چه كه غلظت     
ت  متـصل بـه پلي ـ     HAپروتئين كمتري باقي ماند تا به       

اتصال يابد و در نهايت رنگ كمتري توليد كرد و جذب           
  .كمتري داشت

 شاهد و تيمارشدههاي   در نمونهHAميانگين ترشح 
 با اسـتفاده از     ).8شكل  (آن رسم شد     محاسبه و نمودار  

 هـا  آنداري   شد تا معنـي    انجام t  آزمون ،SPSS افزار  نرم
.  نمايـان اسـت    8 كه در شكل     طور  همان .مشخص شود 

در  ADSC-CM بـا    تيمارشـده هـاي      نمونـه  HAترشح  
  افزايش يافتـه    محسوسي طور  بهمقايسه با گروه كنترل     

 بــا برابــر گــروه كنتــرل 96/3±39/0 ايــن افــزايشكــه 
0001/0P< بود.    
  بحث

 ي  سـه نمونـه    از   ADSCي  هـا   سلولدر اين تحقيق    
بـا  . بافت چربي حاصل از جراحي ليپوساكشن جدا شـد        

 هـا   سـلول  شـد كـه ايـن        انجام فلوسايتومتري مشخص  
ي مزانـشيم كـه     هـا   سـلول مهـم    سـطحي    هاي  شاخص
كنند  را بيان مي  CD90  ،CD44  ،CD73  ،CD105شامل

ي خـون سـاز ماننـد       هـا   سـلول  سـطحي    هاي  شاخصو  
CD45/34 ـ. كنند  را بيان نمي  يـن وسـيله مزانـشيم    ه اب
با تمـايز يـافتن ايـن        . به اثبات رسيد   ها  سلولبودن اين   

و چربـي چنـد تـوان بـودن ايـن            به اسـتخوان     ها  سلول
  . به اثبات رسيد نيزها سلول
يي هـا   سلولمزانشيم انساني در حقيقت     ي  ها  سلول 

هستند كه بر اساس تعريف انجمن بين المللـي سـلول           
 International Society for Cellular)درمـــاني 

Therapy [ISCT]) هـا  آنكه ، داراي سه ويژگي باشند 
  :عبارتند از

ــرايط كـ ـ  .1 ــشت   در ش ــرف ك ــولي در ظ شت معم
  .پلاستيكي به كف ظرف بچسبند

، CD90  ،CD73  ،CD105سـطحي   هـاي     شاخص  .2
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CD44    هاي   را بيان كنند و نسبت به بيان شاخص
ــص   ــك بلاخ ــي CD34 ،CD45هماتوپويتي  منف

  .باشند
، چربـي ي  هـا   سـلول بايست توانايي تمـايز بـه        مي  .3

استخوان و يا غضروف را در شرايط آزمايـشگاهي         
  .7ته باشندداش

پاساژ چهـار  ي ها سلول از ADSC-CMبراي گرفتن  
اسـتفاده نـشد    تر    پاساژ پايين ي  ها  سلولاز  . استفاده شد 

به تعـداد مـورد نظـر نرسـيده بودنـد و از              ها  سلولزيرا  
پاساژ بالاتر استفاده نشد زيرا تحقيقات نشان    ي  ها  سلول

بنيـادي پـس از پاسـاژهاي    ي هـا  سـلول داده است كـه     
 كم كم خاصيت بنيادي بودن خود ماننـد چنـد           متوالي

بنيادي با شـرايط    ي  ها  سلولتوان بودن و بوجود آوردن      
 بنيـادي بعـد از    ي  ها  سلول. دهند  مي يكسان را از دست   

وارد شدن به پاساژ پنجم يا ششم سرعت بسيار كمتري 
ايـن  . دهند  مي براي رشد و تكثير و تمايز از خود نشان        

قبل و بعـد    ها     سري پروتئين  مهم با تفاوت در بيان يك     
  .8 به اثبات رسيده است4از پاساژ 

 مـستقل بـر     صورت ها به   ADSC-CMاثر هركدام از    
 ـ   دليـل  .  فيبروبلاسـت بررسـي شـد      ي  هروي شش نمون

 صـورت  بـه  هـا   آن و بررسي    متعددهاي    از نمونه استفاده  
فـردي در آزمـايش     هاي     تفاوت تأثيرمجزا اين است كه     

 quantitative realگيري از با بهره تأثيراين . حذف شود

time PCR  ـ18روي   ي ه نمونــ6 و تيمارشـده  ي ه نمون
 سـاعت   24بررسي شد و نـشان داد كـه بعـد از            كنترل  

داري در ايـن      به ميزان معني   HAS2 و   HAS1بيان ژن   
ــلول ــا س ــروه  ه ــه گ ــسبت ب ــاهد ن ــيط  ش ــه در مح  ك

DMEM/F12   كـشت داده شـده بودنـد افـزايش         كامل
 و  60/2±25/0 اين افزايش بـه ترتيـب        ستپيدا كرده ا  

تواند بـه    اين افزايش مي  . بود >001/0Pبا   25/0±76/1
دليل وجود فاكتورهاي رشد موجـود در محـيط رويـي           

ــلول ــا س ــد ADSCي ه ، PDGF ،PIGF ،FGF ،2 مانن
KGF ،TGF-β1 ،HGF ،VEGFباشد .   
داران  ژنـي در مهـره  ي    خانواده ي از  عضو HAS1 ژن

كند   را كد مي   HAمشهور  ي    كنندهليدتوآنزيم  است كه   
ــصول ژن   ــا محــ ــيدهاي آن بــ  در hasAو آمينواســ

 است بـا دارا بـودنشاهد برابر گروه 96/3 ±39/0،  در گروه تيمارشدهHAميانگين ترشح  . HA نمودار ميزان ترشح     :8شكل  
0001/0P=.  
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كننــــده توليديــــك ، اســــترپتوكوكوس پيــــوجنس
 و يك   زنوپوس لائويس  از   (DG42)گليكوزآمينوگليكان  

، موشـي ي    شـده  تـازگي مـشخص     به HAي   كنندهتوليد
  .9دهد هومولوژي زيادي نشان مي

 HAS1 mRNA    با شماره NM_001523 بانـك   در 
روي  جفت باز است كـه       2116 داراي   NCBIاطلاعاتي  
 اگزون اسـت    5 واقع است و داراي      19q13.4كروموزوم  

انتهاي   جفت باز از   9كه جايگاه شروع ترجمه به فاصله       
 HAS mRNAســطح . شــود  شــروع مــي1 اگــزون 3

بنابراين افزايش  .  است HA توليد معمولا مسئول سرعت  
 . در بافت كمك كند    HAتواند به تجمع      مي HASبيان  

ها نـشان داده شـده اسـت كـه           از آنجايي كه در تحقيق    
TGF-β تواند ميزان بيـان       ميHAS1    را افـزايش دهـد  ،

توانـد بـه دليـل وجـود         افزايش آن در اين آزمايش مـي      
  . 9باشد ADSC-CMدر  TGF-β مثل رشدي فاكتورهاي
 از بافـت چربـي      جداشـده ي  هـا   سلول كه   طور  همان

مختلـف  هـاي     سـن و ناحيـه    ،  ا جنـسيت  افراد مختلف ب  
 و ميـزان فاكتورهـاي      ها  آن روييمحيط  ،  متفاوت است 

 تـأثير تواند متفـاوت باشـد و         مي رشد موجود در آن نيز    
 ي  هكننـد توليدهـاي     متفاوتي بر ميزان افزايش بيان ژن     

HA ساعت بر روي بيـان      24اين محيط بعد از     .  بگذارد 
ي   ننـده كتوليدي ديگـر       كـه كدكننـده    HAS3ژن هاي 

HA ــب ــده  هــستند و يــك ژن تخري ــه كنن ــام ي آن ب  ن
HYAL1 ي نداشتدار معني اثر .  

 هيالورونيداز  ي  هكدكنندهاي    ميزان بيان يكي از ژن    
 است به مقدار    HA ي  هكنند  كه تخريب  HYAL2به نام   
 برابـر گـروه     82/0±08/0 (ي كاهش پيدا كـرد    دار  معني

تخريب تواند سرعت    مي اين كاهش . )=02/0Pكنترل و   
HA   گيـري     از سوي ديگر بـا انـدازه       . توليدشده را بكاهد

اين امر ثابت شد افـزايش       ها  سلول از   HAميزان ترشح   
كننده  تخريب كاهش در يك ژن كننده وتوليددو ژن  در

هـاي     در نمونـه   HAدر نهايت منجر به افـزايش ترشـح         
 نسبت به ) >0001/0P  برابر با  96/3±39/0( شدهتيمار
  . شدشاهد گروه

 در بانـك    NM_033158ي     با شـماره   mRNA اين  
 جفت بـاز اسـت كـه بـر     2413 داراي NCBIاطلاعاتي  

 اگــزون 4 واقــع شــده و داراي 3p21.3روي كرومــوزوم 
اينترون آن در موش و انسان  ـ  است كه ساختار اگزون

  .يكسان است
ي هـا   سـلول  در   HASهاي    گرچه هريك از پروتئين   ا

هـاي     را دارند ولي ويژگـي     HA توليديوكاريوتي توانايي   
ايـن ويژگـي متفـاوت      .  با يكديگر متفـاوت اسـت      ها  آن

آنزيمي ممكن است به دليـل عمـل كردهـاي متفـاوت            
 به خـودي خـود از نظـر       HAS3  ژن .فيزيولوژيكي باشد 

ت كه آن هـم از      استر     فعال HAS2واكنش كاتاليكي از    
HAS1 محـصول   ي  هبررسي انـداز  ،  بعلاوه. استتر     فعال 

HA هـاي    هر يك از پـروتئينHAS در in vivo  نـشان 
 بـه نـوعي بـا ميـزان         HA ي  ه كه طول زنجير   استداده  

ــي از    ــروتئين خاص ــان پ ــين HASبي ــيتعي ــود  م . ش
 با طول يكساني را     HAS2، HA و   HAS1هاي    پروتئين

در حـالي كـه     ،  ) دالتـون  2×106تـا   ( كننـد     مـي  پليمر
HAS3 كنـد   مـي   بسيار كوتاهتري را پليمره    ي  هريزنج ،

هاي   زنجيره.  دالتون 3×105 تا   2×105 < ي  هدر محدود 
HA        با طول متفاوت تاثيرهاي متفـاوتي بـر روي رفتـار 

 با وزن مولكولي بالا فضا پر كن اسـت          HA. سلول دارند 
. شـود   مـي شود و مانع رگزايي   مي كه باعث آبدهي بافت   

 ي  ه مانع التهاب هستند و كاهنـد      چنين  هماين پليمرها   
دليـل   ايـن تـا قـسمتي بـه       . باشـند   مـي  سيستم ايمنـي  

فاصــله پــركن اســت كــه مــانع دسترســي هــاي  پليمــر
  . 7شود  ميسطحي سلولهاي  ليگاندها به گيرنده

 ADSC-CMدر اين تحقيـق نـشان داده شـد كـه            
شود كه    مي HAS1  ،HAS2هاي    باعث افزايش بيان ژن   

 بـا وزن مولكـولي      HA توليددر نتيجه منجر به افزايش      
از . ذكـر شـده را دارد     هـاي     شوند كه خصوصيت    مي بالا

 هيالورونيـداز مـانع تخريـب       توليد با كاهش    طرف ديگر 
   .شود  ميكوچكترهاي   به رشتهها آن

كننده و كاهش بيـان     توليددر كل افزايش بيان ژن      
 در  HAيش تجمـع     باعث افـزا   HA ي  هكنند ژن تخريب 
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 كه اين به حفـظ رطوبـت پوسـت كمـك            شود  مي بافت
 كرده و نه تنها باعث بهبود تـرميم بافـت آسـيب ديـده             

شود بلكه به ترميم بدون برجـاي مانـدن اثـر جـاي              مي
  . كند  مينيز كمك (scar) زخم

HA ، ي التهــابي و هــا ســلولاز طريــق اثــر بــر روي
جرت و  مهـا ،   تـرميم يعنـي تكثيـر      ي  هقسمتي از مرحل ـ  

 چنـين   هـم . بخـشد   مـي  ترميم را بهبـود   ،  ها  سلولتمايز  
نقش اصلي آن كه حفظ رطوبت پوست است اثر مثبتي          

  .بر ترميم پوست دارد
از ترميم پوسـت جنـين   ، و تحقيقاتها    بنابر گزارش 
 ماند كه   نمي زخم در آن برجاي    جاي اثر    نوعي است كه  

تـوان نتيجـه گرفـت كـه ايـن تـرميم از نـوع شـبه                  مي
 ترميم در   اين نوع  .است (regenerative-like) سازيباز

در حـضور مقـدار زيـادي       ،  )چند هفتـه   (شتمام مراحل 
HAدر حــالي كــه در پوســت افــراد ، افتــد  مــي اتفــاق

 خـود   ي  ه روز بـه قل ـ    4 تـا    2 در   HAافزايش  ،  بزرگسال
نـشان  ها    تحقيق. كند  مي رسيده و سپس به شدت افت     

دوران جنينــي در   بــراي بازســازيHAداده اســت كــه 
بنابراين تلاش براي افزايش    . كند  مي نقش حياتي را ايفا   

HA7 در محل جراحت اثر سودمندي دارد.  
 كه در تحقيقات قبلي     ADSC-CMعلاوه بر مزاياي    
 Colاز قبيل افزايش بيان و ترشح  نشان داده شده است

I ،Col IIIو  Fn فيبروبلاســت پوســت ي هــا ســلول در
 نيز در ايـن تحقيـق بـه         HAايش   آن در افز   اثر،  6انسان

 بيـشتر اثـر     تأييـد اثبات رسيد كه اين مزيتـي ديگـر و          
  . باشد  مي در ترميم جراحتADSC-CMمفيد 
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Background and Aim: Synthesis of extracellular matrix 
(ECM) is a key factor in wound healing. The predominant 
component of ECM is hyaluronic acid (HA). Recent studies 
have shown that adipose derived stem cell-conditioned 
medium (ADSC-CM) can increase the expression and 
synthesis of collagen I, III and fibronectin which are the 
components of ECM. The purpose of this study was to 
investigate the effects of ADSC-CM on the expression of HA 
synthase and degrading genes in human dermal fibroblasts 
(HDF).  

Methods: ADSCs were isolated from three liposuction 
samples and their conditioned medium was collected. Skin 
biopsies were isolated from six patients and their fibroblasts 
were isolated. These cells were cultured in 100% of ADSC-
CM. Expression of three HA synthase and two hyaluronidase 
genes were assessed with the use of real time PCR, with 
ELISA and final amounts of secreted HA were measured in 
the treated and control groups.  

Results: Gene expression of two HA synthase genes HAS1 
and HAS2 were upregulated in treated samples compared to 
the control group. The expression of one hyaluronidase gene, 
HYAL2, was downregulated in them. Final amount of HA 
was increased in the treated samples. 

Conclusion: The expression and synthesis of HA can be 
increased by the stimulatory effect of growth factors present 
in ADSC-CM. Thus, secretomes of ADSCs could play a 
crucial role in wound healing by up-regulating the production 
of ECM’s components in HDFs.  

Keywords: exteracellular matrix, human dermal fibroblast, 
adipose derived stem cell-conditioned medium, hyaluronic 
acid, wound healing 
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