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. كننـد  صورت نابجا رشد مـي    ه  غدد و عروق رحمي در بيرون از حفرة رحمي ب         طي آن   ندومتريوز بيماري است كه     ا: زمينه و هدف  

هاي  عمل جراحي يكي از درمان    . شود از زنان نابارور ديده مي    % 50سن باروري و در حدود      در  از زنان   % 10حدود  اين بيماري در    
از  ،)VEGF(فـاكتور رشـد انـدوتليال رگـي      .تواند دوبـاره عـود كنـد    بيماري مي بعد از عمل جراحي،  البته كهاين بيماري است رايج  

) VEGF( تعيين ميزان ترشح فاكتور رشد اندوتليال رگي ،هدف از تحقيق حاضر .آيد شمار ميه ثر در ايجاد بيماري بؤفاكتورهاي م 
  .باشد با ماتريكس فيبريني مي در اندومتريوم كشت شده در محيط كشت سه بعدي

نابـاروري،  درمـان    سـيكل رحمـي بودنـد و جهـت           19-24زن كه در روزهـاي       10رحم   ها از اندومتريوم تنة     نمونه : بررسي روش
بافـت   هـر نمونـه      . تهيـه شـد    ،مركز تكنولوژي توليدمثل نوين تورنتـو     ساير علل غير رحمي مراجعه كننده به        هاي تخمداني و     كيست

هـا بـا اسـتفاده از روش كـشت      نمونه). چاهك 100 جمعاً( م شديتقسپليت كشت هاي  چاهك قطعه جهت كشت در  10به  آندومتريوم  
هاي  نمونه  سپس؛آوري شد  جمعVEGFگيري سطح  سه بعدي بافت، كشت داده شدند و مايع بالايي هر نمونه از كشت، جهت اندازه             

آميـزي    رنـگ  Anti-Cox2بـادي  بوسـيله آنتـي  به روش ايمونوهيـستوشيميايي  اندومتريوم كشت داده شده جهت شناسايي رگزايي 
هـاي    و دادهχ2هاي مربوط به درصد تكثير سلولها و درصد رگزايي، با اسـتفاده از آنـاليز آمـاري          لازم به ذكر است كه داده      .شدند

 .پردازي شدند  دادهt، با استفاده از آزمون VEGFمربوط به ميزان ترشح 

، )492±11/3(زايـي در آنهـا ديـده شـده بـود       هـايي كـه رگ    بعدي موجود در چاهـك    مايع رويي كشت سه       در VEGFسطح   :نتايج
% 91دهندة تكثير سـلولها در        نتايج نشان  .نشان داد ) 183±13/2(زايي    هاي فاقد رگ    را نسبت به چاهك   ) >05/0p(داري    افزايش معني 

 . ير سلولي مشاهده گرديدتكثداراي هاي   چاهكاز  %)56(چاهك  51زايي در   بود و همچنين رگچاهكهااز 

لـذا   ؛باشـد  هاي بافت اندومتريوم مـي     و تكثير سلول    رشد و احتمالاً   داراي نقش مهمي در ايجاد رگزايي      ،VEGF ترشح   :گيري نتيجه
ا ين تكثير سـلوله   گردد رابطه ب   در ضمن پيشنهاد مي   . تواند در ايجاد بيماري اندومتريوز تأثير داشته باشد         مي VEGF ترشح   احتمالاً

 . ديگر مورد بررسي قرار گيرد  نيز توسط محققانVEGFو ميزان ترشح 
  

  .بعدي، كشت بافت، ناباروري زنان اندومتريوز، اندومتريوم، رگزايي، فاكتور رشد اندوتليال رگي، كشت سه :گانكليد واژ
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  زمينه و هدف 
بيماري اندومتريوز كه رشد نابجاي غدد و عروق بافـت          

 اغلـب بـا     ،)1(اندومتريوم در خارج از حفره رحمي است        
اولـين اقـدام   . )2،3(باشـد     همـراه مـي    دردهاي ناحيه لگن  

باشـد كـه در        عمـل جراحـي مـي      ،در اين بيماري  درماني  
بيمـاري دوبـاره عـود      درمـان،   موارد بعد از    % 47حدود  

 ،)نـوعي پـستاندار   (  مثـل بـابون    يدر حيوانات ). 3(كند   مي
بيماري انـدومتريوز در مرحلـة ترشـحي سـيكل رحمـي            

اخيراً مطالعـات نـشان داده اسـت كـه          ). 4(شود   ديده مي 
ي صـورت پيونـد در حيوانـات      ه  توان اندومتريوز را ب ـ    مي

انـدومتريوز شـبيه بـه      بيماري  ). 5( ايجاد كرد    مثل موش 
گزينـي و رگزايـي      حلة اساسي لانه  تومورها داراي دو مر   

  ).6(باشد  مي
 يـك پديـدة     ،هـاي رحـم     برگشت خـون قاعـدگي در لولـه       

شـود    فيزيولوژي است كه در بعضي از زنـان ديـده مـي           
 انـدومتريوم بـه     هاي سلولتواند باعث انتقال     ميو   )7،8(

 ه آنها در آن منطقه شدجايگزينيمنطقه پريتونئوم لگن و 
ولـي در همـة   . ندومتريوز گـردد و موجب ايجاد بيماري ا    

، دهد  در لوله رحم رخ ميزناني كه برگشت خون قاعدگي
دخالـت   رگاين بيـان   شود و  بيماري اندومتريوز ديده نمي   

). 9(باشـد     فاكتورهاي ديگـر در بـروز ايـن بيمـاري مـي           
ــدومتريوم  ســلول ــت ان ــاي باف ــي ،ه ــد م ــتوانن   شت  در ك

 يافتـه و     تكثيـر و رشـد     ،نـي يريبسه بعدي با ماتريكس ف    
 ي شبيه به بيماري اندومتريوز از جمله رگزايـي        مكانيسم
 بـدن بـه نمـايش بگـذارد      از را در خـارج   سلولها و تكثير 

)11،10.(  
تــرين عامــل ايجــاد بيمــاري  عنــوان اصــليه رگزايــي بــ

ــي  ــدومتريوز شــمرده م ــي از  VEGF1). 12(شــود  ان يك
باشـد كـه باعـث       مهمترين فاكتورها در انـدومتريوم مـي      

 بعنوان عامـل    VEGF سطح بالاي    .)13(شود    ي مي رگزاي
اصلي در رگزايي پـاتولوژي از جملـه رشـد تومورهـاي            

 ).14( بدخيم و تخريب عضلات شناخته شده است

                                           
1- Vascular Endothelial Growth Factor 

Yoo همكاران اظهار نمودند كه      وVEGF   بهترين فاكتور 
-Anti و فاكتورهــاي باشــد جهــت تنظــيم آنژيــوژنز مــي

VEGF يـوژنز مطـرح    هـاي آنژ   عنوان مهـار كننـده    ه  ب را
و همكـاران نـشان دادنـد كـه       Liebهمچنين. )15 (كردند

 در وژنز يباعث افزايش سطح آنژ ،VEGF افزايش سطح

  .)16( شود ميمفاصل 
 كــشت بافــت انــدومتريوم در ،هــدف از مطالعــة حاضــر

محيط كشت سه بعدي با ماتريكس فيبريني جهت تكثيـر          
عنـوان   ههاي بافت اندومتريوم و ايجاد رگزايي، ب ـ       سلول
گيـري سـطح      اندومتريوز در خارج از بدن و انـدازه       مدل  

VEGF   ايـن فـاكتور در ايجـاد بيمـاري          شق ـ و بررسي ن 
  .باشد اندمتريوز مي

  
  روش بررسي

جهـت  مراجعه كننـده   بيمار  10 از   ،هاي اندومتريوم   نمونه
ميــوم و  ، كيـست تخمــداني، فيبريـوم  ،درمـان نابــاروري 

لوژي نـوين توليـدمثل     به مركز تكنو  ساير علل ناباروري    
 قبيـل هـايي از     اين بيماران فاقد بيمـاري    . تهيه شد  تورنتو

در سـه مـاه قبـل از        و   هحـم و يـا پوليـپ بـود        سرطان ر 
 از داروهـاي هورمـوني اسـتفاده نكـرده          ،بـرداري  نمونه
رم مربـوط بـه     ف ـ از بيمـاران     برداري قبل از نمونه  . بودند

يحات  اخلاق پزشكي اخذ شد كه در آن فـرم توض ـ          ميتهك
 . حاضـر بـه اطـلاع آنهـا رسـيده بـود       تحقيـق لازم جهت   

 19-24در روزهـاي    شركت كننـده در پـژوهش       بيماران  
 و تاريخ سيكل رحمي بيماران      قرار داشتند سيكل رحمي   

  .بر اساس آخرين روز خونروش آنها محاسبه گرديد
 10هر نمونه بافت انـدومتريوم بـه        : بافتكشت سه بعدي    
 و بـا    ) قطعـه  100 جمعـاً (يم  متـري تقـس    قطعه يـك ميلـي    

ــول  ــاوي Hanksمحل ــيح ــك   آنت ) Sigma, USA(بيوتي
ف كـشت   ودر ظر قطعات بافتي   سپس  .  شد داده شستشو

. ندكـشت داده شـد  ) Nunclon, USA (چاهـك  24داراي 
يـك لايـه ژل     هـا،    ذكر است كه جهت كشت نمونه     ه  زم ب لا

فيبريني در زير و يك لايه ژل فيبريني در روي آن قـرار             
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 از ،جهـت تهيـه ژل فيبـرين   ). مـدل سـاندويچي  (ه شد   داد
ml5/0 محلول فيبرينوژن )Sigma, USA ( واستفاده شد 

 M199براي تهيـه محلـول فيبرينـوژن از محـيط كـشت             
ــاوي  ــوژن mg/ml3ح  μl10و ) GIBCO, USA( فيبرين
اســتفاده ) M15/0 )Sigma, USA تغلظــ بــا تــرومبين

 در  تـه بـراي مـدت چهـار هف       پس ظروف كشت  س .گرديد
 و C37°بـا حـرارت   ) Memmert Company(انكوبـانور  

ــربن   ــسيد ك ــت % 5دي اك ــد % 95و رطوب ــرار داده ش  .ق
معكـوس  هر سه روز يكبار توسط ميكروسـكوپ        كشتها  

Olympus, USA)( ــد و قــرار مــيورد مطالعــه مــ  گرفتن
 )چاهــك 100 جمعــاً( چاهــك هــر رويــي مــايع همچنــين

ــدازه  ــت ان ــويض و جه ــزان   تع ــري مي ــورد  VEGFگي م
  .استفاده قرار گرفت

 VEGF گيـري ميـزان    جهت اندازه  :VEGFگيري   اندازه -1
 از الايـزا    ي سـاندويچ  چاهك بـه روش   هر  رويي  در مايع   

 R&D(يـزا  دسـتگاه الا  و) VEGF) RayBio, USA كيت

System, USA( در ايـــن آزمـــايش از .اســـتفاده شـــد 
بـادي   توسـط آنتـي  پوشيده شـده   هاي ميكروپليت     چاهك
ي هـر   روي مايع   μl200 در ابتدا . استفاده شد  VEGF ضد

 هــاي ميكروپليــت   كــشت بــه هــر كـدام از چاهــك چاهـك 
  در دماي اتاق نگهداري شد     min20اضافه شد و به مدت      

بـادي اختـصاصي آن        به آنتـي   VEGFاتصال  تا واكنش   
هاي ميكروپليـت بـا اسـتفاده از         سپس حفره . انجام شود 

، 201 تـووين  اويح) PBS) Sigma, USAبافر شستشو  
  آنتـي  μl100سه بار شستشو گرديدند و به هـر حفـره             

 نشاندار بـا پراكـسيداز اضـافه    VEGFبادي اختصاصي  
گرديد و به مدت يكساعت در دماي اتاق نگهداري شـد و            

هاي ميكروپليت با استفاده از بافر شستشو،        حفرهسپس  
 بـه هـر حفـره بـه ميـزان           وسه بـار شستـشو گرديدنـد        

μl100 ل سوبـسترا حــاوي ارتوفنيـل دي آمــين و    محلـو
H2O2              اضافه گرديد و در درجه حـرارت اتـاق بـه مـدت   

 Microplate بـا بكـار بـردن    قـرارداده شـد و   دقيقـه 10

                                           
1- Tween 20 

Reader )Berthold, USA ( جذب نوري چاهكها در طول
  .خوانده شدند nm450 موج
 ،پـس از پايـان آزمـايش      : نوهيستوشيميوآميزي ايم  رنگ
 خـارج   چاهكهامتريوم كشت داده شده از      هاي اندو  نمونه

 پس از انجام    ،شدندتثبيت  % 4و در فرمالين بافر     گرديده  
هـايي بـه     بـرش  گيـري،  سازي بافت و قالـب     مراحل آماده 

   بـــادي آنتـــياســـتفاده از  تهيـــه و بـــا μm5ضـــخامت 
Anti-Cox22 )ــي ــي    آنت ــايي رگزاي ــت شناس ــادي جه  )ب

)Sigma, USA( ــا روش ايم ــستوشيميوب ــنوهي ابق  مط
 مـورد   )10(روش ارائه شده در مطالعة قبلي ايـن گـروه           

  .بررسي قرار گرفت
ي مربوط به درصد تكثير سـلولها و        ها داده :آناليز آماري 

مطابق  و   SPSSافزاري   نرم با استفاده از     ،درصد رگزايي 
 آزمــونروش ارائــه شــده در مطالعــه قبلــي ايــن گــروه 

 با  ،VEGFميزان ترشح    هاي مربوط به   داده و   χ2آماري  
  .پردازي شدند  دادهtزمون استفاده از آ

 
  نتايج

بافت انـدومتريوم در    سه بعدي   در طول هفتة اول كشت      
  هاي اسـتروما در زمينـة       تهاجم سلول  ،ماتريكس فيبريني 

 بعد از هفتة دوم     .)الف -1شكل  (فيبريني مشاهده گرديد    
رگ ماننـد كـه حـاكي از پديـدة          ي ساختارهاي مو  ،و سوم 

كـشت مـشاهده گرديـد      پليت  هاي    چاهكد در   رگزايي بو 
  ).الف وب -2،ب -1شكل (

ــلولها در  ــر سـ ــا 91تكثيـ ــي در%) 91( چاهكهـ    و رگزايـ
  تكثيـر سـلولها مـشاهده گرديـد        چاهكها نشان دهنده   51

ي رويــ در مــايع VEGFميــزان ســطح ). 2 شــكل (%)56(
زايـي در    هايي كـه رگ     چاهككشت سه بعدي موجود در      

داري  افـزايش معنـي    ،)492±11/3 (دآنها ديـده شـده بـو      
)05/0p<(   ــه ــسبت ب ــكرا ن ــاي چاه ــد ي ه ــي  رگفاق زاي
  .نشان داد) 13/2±183(
  

                                           
2- Anti-Cyelooxygenase-2 
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  بحث
هـاي   سـلول   و تكثيـر VEGFدر اين تحقيق ميزان ترشح  

 در كـشت سـه      ،استروماي اندومتريوم و ايجاد رگزايـي     
 بررسـي   موردفيبريني  بعدي بافت اندومتريوم در زمينه      

ن مطالعــه ايجــاد و بازســازي بيمــاري ايــ. قــرار گرفــت
  .پذير ساخت  امكاننيز  رااندومتريوز در خارج از بدن

 از سـلولها و   آزاد شـده    رگزايي وابسته بـه فاكتورهـاي       
-FGF-a، FGF-b، PDچندين فاكتور رشد پپتيدي شامل      

ECGE   و VEGF،     هـاي انـدوتليال      تحريك كننـده سـلول
ــي   ــي م ــت رگزاي ــين     جه ــن ب ــه در اي ــند ك  VEGFباش

ــرين  اساســي ــم   ت ــدومتريوم رح ــي در ان ــاكتور رگزاي ف
  ).17(باشد  مي

اســت كــه پــاتوژنز شــده  اثبــات ،در مطالعــات محققــين
 ــ   ــه ش ــسته ب ــدومتريوز واب ــاري ان ــي آن دبيم ت رگزاي

 بطوريكـــه در درجـــات مختلـــف بيمـــاري ؛باشـــد مـــي
ــدومتريوز ــت،ان ــاوتي از   غلظ ــاي متف ــحه    VEGF  ترش

  . )18(شود  ديده مي
Cosin    هاي انـدومتريوم    بافت  كه  و همكاران اعلام كردند

ريتونتال در بيمـاران انـدومتريوز داراي مقـدار         و مايع پ  
تواند در تكامـل و        مي VEGF هستند و    VEGFبالايي از   

كه نتـايج تحقيـق     پيشروي اندومتريوز نقش داشته باشد      
در  VEGF با نتايج تحقيق حاضر مبتنـي بـر تـاثير         فوق  

  مطابقـت دارد ،جه پيشروي انـدومتريوز   نتي رگزايي و در  
)19(.  

 در ماتريكس فيبريني در )نوك فلش(هاي استروما   رشد و تكثير سلول: الف،ير كشت سه بعدي بافت اندومتريوم در ماتريكس فيبرينياو تص-1شكل
 )10×بزرگنمايي( در محيط كشت در هفته دوم و سوم )نوك فلش( رشد زوائد مويرگ مانند :ب) 10×بزرگنمايي(هفته اول 

 Positive(ودن نتايج ايمونوهيستوشيمي ـب مثبت :، الفAnti-Cox2بادي  يـ آنتوسيلهـوشيمي بـوهيستـزي ايمنـآمي وط به رنگـربـر مـاويـ تص-2كل ش

Imunostaining(،اند  هايي كه رگزايي داشته روهـربوط به گـ م)(بودن نتايج ايمونوهيستوشيمي  منفي :، ب)100×بزرگنماييNegative Imunostaining(،   
 )100×بزرگنمايي(اند  نداشته هايي كه رگزايي مـربـوط به گروه
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گزارشاتي دال بر وجود رابطه بين بيمـاري انـدومتريوز          
ارائه شـده اسـت كـه      1افزايش سطح سرمي پرولاكتين   و  

 ،تواند ترشح زيـاد پـرولاكتين و متعاقـب آن           علت آن مي  
 و در نتيجه افزايش رگزايي و ايجـاد         VEGFترشح زياد   

نيـز بـا نتـايج      گزارشـات    اين    كه نتايج  اندومتريوز باشد 
در ضــمن بررســي ). 20 (حاضــر مطابقــت داردمطالعــه 

 يكـي از    VEGFرابطه بين ميزان تكثير سلولها و ترشـح         
شود كه انجام آن      هاي اين تحقيق محسوب مي      محدوديت

. تـر شـدن نتـايج كمـك كننـده باشـد             تواند در روشن    مي
هاي  هاي ترشح پرولاكتين كه منجر به نارسايي       نارسايي

 لعنوان يكي از عل ـ   ه  توان ب  شود را مي    مي VEGFترشح  
  و Ferté ).21(ناباروري در بيماران اندومتريوز دانـست       

شود   باعث رگزايي مي   VEGF  كه همكاران اظهار نمودند  
 ؛)22(باشد  ثر  ؤتواند در بهبود زخمها م     و اين رگزايي مي   

اسفندياري و همكاران ثابت كردند علت رگزايي        نهمچني
  ).23( ما هستندوهاي استر  سلول،در اندومتريوز

Fujii           و همكاران نشان دادند، افرادي كـه داراي بيمـاري 
اندومتريوز هستند، نسبت به افـرادي كـه مبـتلا بـه ايـن              

در سـرم    VEGF بيماري نيستند داراي سطح بالاتري از     
كه ) 24(باشند   ريتونتال مي مايع پ مايع فوليكولي و     خون،

 با نتايج تحقيـق حاضـر مبتنـي بـر           نيزمطالعه  نتايج اين   
  .در رگزايي مطابقت داردVEGF  ثيرأت

   هـاي   از سـلول   VEGF در تحقيق حاضر، ميـزان ترشـح      
  
  

4- Rogers PA, Abberton KM, Susil B. Endothelial cell 
migratory signal produced by human endometrium 
during the menstrual cycle. Hum Reprod. 1992;7(8): 
1061-6. 

 

5- Lebovic DI, Bentzien F, Chao VA, Garrett EN, Meng 
YG, Taylor RN. Induction of an angiogenic phenotype 
in endometriotic stromal cell cultures by interleukin-
1beta. Mol Hum Reprod. 2000;6(3):269-75. 

 

6- Fasciani A, Bocci G, Xu J, Bielecki R, Greenblatt E, 
 

                                           
1- Hyperprolactimia 

  ت داده هاي اندومتريوم كـش     استروماي موجود در بافت   
هـايي كـه رگزايـي در آنهـا ديـده شـده،                 شده در چاهـك   

 نــسبت بــه ميــزان )>05/0p(داري  افــزايش معنــيداراي 
 هــاي اســتروماي موجــود در  از ســلولVEGFترشــح 

هـايي    چاهـك هاي اندومتريوم كـشت داده شـده در          بافت
  .بود كه رگزايي در آنها ديده نشد

  
  گيري نتيجه

 مـدل انـدومتريوز در      مبـين ايجـاد يـك      ،مطالعه حاضـر  
محيط كشت سه بعدي بـا مـاتريكس فيبرينـي در خـارج             

ــدن  ــوده؛ب ــين ب ــين مب ــاد ترشــح  همچن  در VEGFازدي
بـه طوريكـه     ؛باشد رگزايي مي هاي كشت همراه با       چاهك

 ، يكـي از دلايـل اصـلي ايجـاد انـدومتريوز           توان گفت،  مي
دليل ترشح  هزايي ب  هاي استروما و ايجاد رگ     تكثير سلول 

VEGF بـا مهـار     نتيجـه   در  . استVEGF،     شـايد بتـوان 
 در ضـمن پيـشنهاد      .بيماري اندومتريوز را كنتـرل كـرد      

 VEGFگردد رابطه بين تكثير سلولها و ميزان ترشح          مي
 . نيز توسط محققان ديگر مورد بررسي قرار گيرد
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نويسندگان اين مقالـه نهايـت تـشكر خـود را از سـركار              
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