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بهبودی علایم بالینی در مدل تجربی سندرم زجر تنفسی حاد در گوسفند  پس از 
پیوند اتولوگ با سلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان

جواد عباسی1 محمدرضا مخبر دزفولی1،3 سیروس صادقیان چالشتری1،3* محمد مهدی دهقان2،3 علیرضا وجهی2،3                                                    
حسین بهاروند4،5 مصطفی قانعی6 معصومه جباری فخر3،7

1( گروه بیماری های داخلی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران
2( گروه جراحی و رادیولوژی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

3( پژوهشکده تحقیقات زیست پزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران
4( گروه سلول های بنیادی و زیست شناسی تکوینی، پژوهشکده سلول های بنیادی، پژوهشگاه رویان، تهران، ایران

5( گروه زیست شناسی تکوینی، دانشگاه علم و فرهنگ، تهران، ایران
6( مرکز تحقیقات مدیریت سلامت، دانشگاه علوم پزشکی بقیه الله، تهران، ایران

7( فارغ التحصیل دکترای عمومی، دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، تهران، ایران

  )  دریافت مقاله: 8 آذر ماه 1396،   پذیرش نهایی: 7 اسفند ماه 1396(     

 چکیده  
زمینه مطالعه: سندرم زجر تنفسی حاد )ARDS( یکی از اختلالات ریوی است که سبب مرگ در انسان و دام می شود و بدلیل نبود درمان 
دارویی ویژه  برای آن، دســتیابی به رویکردهای درمانی جدید مثل درمان با ســلول های بنیادی، یک نیاز ضروری اســت. هدف: ارزیابی اثرات 
درمانی پیوند داخل نایی سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان )BM-MSCs( در بهبود علائم بالینی در مدل تجربی ARDS ایجاد شده با 
لیپوپلی ساکارید )LPS( ایکلای سویه-B5:O55 در گوسفند هدف مطالعه حاضر می باشد. روش کار: در این مطالعه از 10 رأس گوسفند نر نژاد شال 
با سن 4-3 ماه، بعد از قرار دادن تصادفی در دو گروه تیمار و کنترل استفاده شد. از گوسفندهای گروه تیمار بعد از بیهوشی با کتأمین و زایلازین 
 ،ARDS جداسازی، تکثیر و با ارزیابی مارکرهای سطحی شناسایی شدند. سپس مدل تجربی BM-MSCs نمونه مغز استخوان اخذ و در اتاق تمیز
از طریق تزریق داخل نایی LPS با دوز μg/kg 400، ایجاد شد. علائم بالینی و تهیه تصاویر رادیوگرافی قبل و 24 ساعت بعد از تزریق LPS انجام 
 BM-MSCs گرفت. بعد از تأیید التهاب، گوسفندها بیهوش و در موقعیت جناغی از طریق کاتتر لاواژ در محل دو شاخه شدن نای در گروه تیمار
پاساژ سوم به میزان 106×50 سلول بصورت پیوند اتولوگ و در گروه کنترل PBS انتقال داده شد. سپس علائم بالینی در ساعات 3،6،12و روزهای 
1،2، 3و7 در هر دو گروه ثبت و نهایتا بر اساس سیستم اسکوربندی مورد تجزیه وتحلیل آماری قرار گرفتند. نتایج: بررسی داده ها نشان داد پیوند 
BM-MSCs ســبب بهبودی معنی دار در علایم بالینی شــامل تعداد ضربان قلب، تعداد تنفس، دمای بدن، صداهای تنفسی، سرفه، وضعیت 
مخاطات، ترشحات بینی، اشتها و وضعیت جسمانی در مقایسه با گروه کنترل شد. کاهش معنی دار در تعداد تنفس و دمای بدن از ساعت 12 و در 
تعداد ضربان قلب از ساعت 24 به بعد آغاز شد. همچنین تغییرات صداهای تنفسی در روز اول بعد از پیوند، وضعیت جسمانی، مخاطات و اشتها 
در روز سوم، وقوع سرفه و ترشحات غیر طبیعی از بینی در روز هفتم به حالت قبل از ایجاد التهاب )زمان 24-( بازگشته بود و میانه اسکور برای 
آن ها  صفر بود. نتیجه گیری نهایی: این مطالعه نشان داد که پیوند BM-MSCs می تواند بصورت معنی داری سبب بهبودی و کاهش در شدت 

علایم بالینی ARDS شود.

واژه های کلیدی: ARDS، BM-MSCs، علائم بالینی، درمان با سلول های  بنیادی، گوسفند

مقدمه
بیماری های ریوی یک از عوامل اصلی مرگ در انســان و دام هســتند و به 

علت شیوع بالای بیماری های ریوی در سراسر جهان، توسعه استراتژی های 

پیشــگیرانه و روش های درمانی جدید به منظور کاهش بیماری های ریوی 

و افزایش کیفیت زندگی اهمیت بســیاری دارند. ســندرم زجر تنفسی حاد  

)ARDS( )Acute respiratory distress syndrome( بــرای اولین 

بار در سال 1967 به عنوان یک سندرم بالینی نارسایی حاد تنفسی شناخته 

شد. این سندرم نمایانگر یک اختلال تنفسی پیشرونده است )3( که اعتقاد بر 

این است که در ابتدا، یک آسیب مستقیم ریوی یا غیر مستقیم خارج ریوی، 

منجر به افزایش یا تکثیر واسطه های التهابی می شودکه این واسطه ها باعث 

تجمع نوتروفیل ها و ســپس مهاجرت آن ها   از ســطوح اندوتلیال عروق و 

اپیتلیوم آلوئول ها شده که سبب آزادسازی پروتئازها، سیتوکین ها و گونه های 

فعال اکســیژن می شــوند. این واســطه ها منجر به نفوذپذیری پاتولوژیک 

عروق، شــکاف در ســد اپیتلیوم آلوئول ها و نکروز سلول های آلوئولی تیپ 

I و II می شــوند که نهایتا منجر به ادم ریه، تشــکیل غشــای هیالینی و از 

دســت دادن سورفاکتانت می شــود که سبب کاهش کمپلیانس ریوی شده 

و تبادل هوا را دشــوار می کند )2(. بنابراین ARDS با علائم 1( شــروع حاد 

تنگی نفس، 2( فشار اکسیژن شریانی کاهش یافته )هیپوکسمی(، 3( عدم 

وجود شواهد کلینیکی نارسایی اولیه قلب چپ و 4( پیدایش ارتشاحات ریوی 

منتشر در کلیشه های رادیوگرافی مشخص می شود )22(. 
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درمــان دارویی ویژه ای بــرای ARDS وجود نــدارد و درمان های آن 

حمایتی هستند، که شامل تجویز اکسیژن، تهویه مکانیکی، مایع درمانی، 

حمایت تغذیه ای و اســتراحت اســت. علی رغم انجام تدابیر درمانی میزان 

مــرگ و میر ناشــی از  ARDS  در انســان حدود 50-30٪ اســت )19(. از 

طرفی با توجه به میزان شیوع بیماری های حاد ریوی در حیوانات، شناخت 

بهتــر نشــانه های بالینــی ARDS و روش های درمانی جدیــد می تواند به 

دامپزشــکان در تشــخیص و درمان بیماری کمک کند و از طرفی میتوان 

از آن به عنوان مدل حیوانی آزمایشــگاهی در توســعه و اصلاح روش های 

مدرن پیوند سلول های بنیادی استفاده کرد )24(. لذا دستیابی به رویکردهای 

درمانی جدید که نه تنها به تخفیف علائم بیماری کمک کنند بلکه بر دوره 

طبیعی بیماری مربوطه نیز تأثیر بگذارند، یک نیاز ضروری محسوب می شود 

)21(. یک استراتژی برای درمان ARDS، که می تواند جایگزین سلول های 

اپیتلیال و اندوتلیال آسیب دیده شود و از نشت مایعات و ماکرومولکول ها به 

داخل آلوئول ها جلوگیری کند، روش سلول درمانی است. سلول های بنیادی 

مزانشیمی )MSC( Mesenchymal Stem Cells((، سلول های بنیادی 

چندقوه با قدرت تکثیری بالا و توانایی تمایز به رده های ســلولی مختلف و 

خصوصا اثرات آن ها  در تعدیل ایمنی بدن)5(، باعث شده تا از این سلول ها 

به عنوان ابزاری کاربردی در جهت اهداف ســلول درمانی به منظور درمان 

بیماری های ریوی استفاده نمود. 

محققین خواص ســلول های بنیادی مزانشــیمی مغز استخوان را در 

 E.( باکتری اشیریشیاکلای )LPS( آســیب حاد ریه ناشی از لیپوپلی ساکارید

coli( را در مدل های حیوانی موش و رت بررسی کرده اند. نتایج آن ها  نشان 

داده که این سلول ها از طریق ترشح آنژیوپویتین و عامل رشد کراتینوسیت 

)10( و با کاهش میزان پروتئین تام، آلبومین و IgM در مایع شستشــوی 

برونشی-آلوئولی )BAL( Bronchoalveolar Lavage(( سبب بازیابی 

 IL-1 یکپارچگی غشــاء مویرگی-آلوئولی و با ترشــح آنتاگونیست گیرنده

)10(، کاهش میزان TNF-α و MIP-2 و افزایش میزان IL-10 در پلاسما 

و BAL )6( و بــا کاهش نوتروفیل ها در BAL )7( ســبب کاهش التهاب در 

ریه می شوند. 

لــذا هــدف از این مطالعــه ارزیابی اثــرات درمانی پیونــد داخل نایی 

)BM-MSCs((  ســلول های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز اســتخوان

اBone Marrow Mesenchymal Stem Cells( در بهبــود علائــم 

بالینی در مدل تجربی ARDS ایجاد شده با LPS باکتری ایشریشیا کُلای 

سویهB5:O55 در گوسفند است.

مواد و روش کار
نگهداری و آماده سازی گوسفندها: برای انجام این تحقیق از 10 رأس 

گوسفند نر نژاد شال در رده سنی 4-3 ماه با میانگین وزن kg 3/7±30 استفاده 

شد. گوسفندان به مدت 30 روز با شرایط یکسان محیطی و تغذیه ای در مرکز 

تحقیقاتی امین آباد دانشــکده دامپزشکی دانشگاه تهران نگهداری شدند و 

ســپس با انجام معاینات بالینی، آزمایشات خون شناسی و انگل شناسی از 

سلامت کامل آن ها  اطمینان حاصل شد. گوسفندان مورد نظر بطور تصادفی 

 )Phosphate Bapher Sulfate(اPBSدر دو گروه کنترل )دریافت کننده

به عنوان دارونما( و تیمار )دریافت کننده ســلول های بنیادی مزانشیمی مغز 

استخوان( قرار داده شدند. سپس از گوسفندان گروه تیمار نمونه مغز استخوان 

اخذ و جهت جداسازی سلول های بنیادی مزانشیمی به پژوهشکده تحقیقات 

زیست پزشکی دانشگاه تهران انتقال داده شد.

قبل از شــروع مطالعه، ابتدا گوســفندها از مرکــز تحقیقاتی امین آباد 

به پژوهشــکده تحقیقات زیست پزشــکی منتقل و تا 48 ساعت به منظور 

ســازگاری با محیط و رفع اســترس حمل و نقل نگهداری شــدند و سپس 

مطالعه آغاز شد. 

نمونه گیری مغز اســتخوان و کشت ســلول های بنیادی مزانشیمی: به 

منظور کاهش احتمال پس زدن پیوند سلول ها، مغز استخوان اخذ شده از هر 

گوسفند و سلول های بنیادی مزانشیمی به دست آمده از آن به همان گوسفند 

پیوند خودی زده شــد. بدین منظور گوســفندهای گروه تیمار پس از پرهیز 

غذایی 12 ساعته، ابتدا mg/kg 2.5 انروفلوکساسین 5٪ )ابوریحان-ایران( و 

mg/kg 5 ترامادول )شیمی دارو-ایران( به عنوان داروی ضد درد به صورت 

داخل عضلانی تزریق شــد. پس از گذشــت یک ساعت گوسفندها بوسیله 

تزریــق کتأمیــن Alfasan-Holland ،10 mg/kg( ٪10( و زایلازیــن 

)Interchemie-Holland ،0/1 mg/kg( بصــورت عضلانــی بیهوش 

شدند. سپس ناحیه بال استخوان ایلیوم لگن بصورت آسپسی جراحی آماده 

شــد، سپس پوست ناحیه به اندازه ml 20 برش داده شد و با رؤیت کرست 

استخوان ایلیوم، حدود ml 5 مغز استخوان با سرنگ حاوی ml 1 هپارین 

)IMAGEN ،700 U/ml( و سوزن جمشیدی نمره 13 اخذ  شد.

 Clean( نمونه های مغز اســتخوان اخذ شــده بلافاصله به اتاق تمیز

Room( پژوهشکده زیست پزشکی انتقال داده شدند. در اتاق تمیز کلاس 

B و در زیر هود لامینار کلاس II جداســازی سلول های بنیادی مزانشیمی 

انجام شــد. بطوریکه برای جداسازی سلول های بنیادی مزانشیمی، نمونه 

گرفته شــده به نسبت 1:1 با محیط کشــت DMEM )حاوی گلوکز بالا( 

حاوی Penicillin/ Streptomycin+٪20 FBS )محیط A( رقیق شــد. 

 3 ml 5 از نمونه بدســت آمده به آرامی و از دیواره فالکون بر روی ml هر

فایکول قرار گرفت؛ بطوری که دو لایه مجزا تشکیل و سپس به مدت 30 

دقیقه با دور  g 400 سانتریفیوژ شد که سه لایه مجزا تشکیل شد:

• لایه 1 )لایه بالایی(: حاوی محیط کشت اضافه شده به مغز استخوان 

و پلاسما

• لایــه 2 )لایه میانی(: لایه شــیری رنگ حاوی بافی کوت، فایکول و 

سلول های تک هسته ای

• لایه 3 )لایه پایینی(: حاوی گلبول های قرمز 
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19 BM-MSCs در گوسفند با ARDS بهبودی علائم بالینی

در مرحله بعد به آرامی توسط پیپت، محتویات لایه 2 جمع آوری شد و 

در یک فالکون استریل جدید منتقل و به نسبت 1:1 با محیط A مخلوط و 

به مدت 5 دقیقه با دور g 400 سانتریفیوژ گردید. مایع رویی خارج و رسوب 

تشــکیل شده مجدداً با محیط A به حالت تعلیق در آمد و در همان شرایط 

ســانتریفیوژ شد. ســپس مایع رویی داخل فالکون دور ریخته شد و رسوب 

بدست آمده با محیط A مخلوط و سپس محتویات به داخل فلاسک کشت 

ســلول انتقال داده شد و فلاسک ها در داخل انکوباتور 37 درجه سانتیگراد 

و با شــرایط رطوبت 95٪ و CO2 5٪ قرار داده شــدند. هر 3-2 روز محیط 

کشــت فلاســک ها با محیط A تازه تعویض، بطوریکه سرم جنینی گاوی 

))FBS( Fetal Bovine Serum( مورد استفاده در محیط کشت به تدریج 

به غلظت 10٪ تغییر داده شد. 

شناســایی ســلول های بنیادی مزانشیمی جدا شــده از مغز استخوان 

توسط فلوسایتومتری: برای شناسایی از سلول های پاساژ سوم جهت آنالیز 

sBM- فلوسایتومتری استفاده شد. ابتدا شست وشو و جداسازی سلول های

MSCsا)sheep Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells( از 

کف فلاســک با استفاده از آنزیم تریپسین و سپس شمارش سلول ها )106 

ســلول در حجم ml 1( انجام شد. در مرحله بعد سلول های جمع آوری و در 

دور g 400 به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ شدند. سپس مایع رویی خارج گردید 

و μl 100 محلول 1٪ ســرم آلبومین گاوی به سلول ها اضافه شد. 30-60 

دقیقه بعد محلول رویی )سرم آلبومین گاوی( خارج گردید و μl 100 محیط 

کشت و آنتی بادی کنژوگه )جدول 1( به سلول ها اضافه شد و سلول ها برای 

مدت یک ساعت در دمای اتاق به دور از نور قرار داده شدند. سپس سلول ها 

 cº 400 به مدت 5 دقیقــه در دمای g ســانتریفیوژ بــا دور( PBS ســه بار با

4( شستشــو داده شدند. تمام مراحل برای آنتی بادی های ایزوتیپ کنترل با 

همان غلظت آنتی بادی های اصلی انجام شد. نهایتاً نمونه ها توسط دستگاه 

فلوســایتومتری FACSCanto II )BD Bioscience, USA( قرائــت و 

توسط نرم افزار FlowJo نسخه 7.6.1 آنالیز شدند.

ایجاد مدل تجربی ســندرم زجر تنفسی حاد )ARDS(: قبل از ایجاد 

التهاب، علائم حیاتی شــامل تعداد ضربان قلب، تعداد تنفس، دمای بدن، 

صداهای تنفســی، وجود یا عدم وجود سرفه، وضعیت اشتها، وجود یا عدم 

وجود ترشحات بینی، وضعیت مخاطات و وضعیت جسمانی در نمونه فرمی 

که از قبل طراحی شده بود ثبت شد. پس از بیهوشی گوسفندها با کتأمین 

و زایلازین، دام ها در موقعیت جناغی قرار داده شــدند و لوله نایی به داخل 

نای هدایت که با رفلکس ســرفه ورود لوله به داخل نای تأیید می شــد. در 

ادامه کاتتر لاواژ )شرکت سوپا( از داخل لوله نایی به آرامی تا محل دو شاخه 

شدن نای هدایت شد. سپس لیپوپلی ساکارید )LPS( باکتری ایکلای سویه 

Sigma-Aldrich(  B5:O55( بــا دوز μg/kg 400 بــه آرامــی در داخل 

ریه تزریق شد. 24 ساعت بعد تمامی علائم حیاتی ذکر شده در بالا مجدداً 

ثبت شــد. همچنین برای بررسی وضعیت پارانشیم ریه و اطمینان از ایجاد 

التهاب حاد، تصاویر رادیوگرافی قبل و 24 ســاعت بعد از تزریق LPS تهیه 

شــد. لازم به ذکر است دوز LPS مورد استفاده در این مطالعه بعد از بررسی 

دوزهای مختلف )μg/kg 50، 100، 200، 400 و 800( در گوسفند بدست 

آمد. بطوریکه دوزهای کمتر از μg/kg 400 سبب ایجاد التهاب ریه معنی دار 

نشدند و دوز بالاتر از μg/kg 400 هم سبب مرگ شد.

پیوند ســلول های بنیادی مزانشیمی  مغز استخوان: 24 ساعت بعد از 

ایجاد التهاب حاد ریه، تدابیر آماده ســازی و بیهوشی گوسفندها با کتأمین 

10٪ و زایلازین در هر دو گروه انجام شــد. ســپس گوسفندها در موقعیت 

جناغــی قرار داده شــدند و لوله نایی به داخل نای هدایــت و کاتتر لاواژ از 

داخل لوله نایی تا محل دو شــاخه شــدن نای هدایت شــد. سپس در گروه 

تیمار سلول های بنیادی مزانشیمی پاساژ سوم به میزان 106×50 سلول که 

در محلول PBS رقیق شده بودند بصورت پیوند اتولوگ به گوسفندها پیوند 

زده شد. در مقابل در گروه کنترل تنها PBS به داخل ریه ها انتقال داده شد. 

 )ICU( تمامی گوسفندها تا زمان هوشیاری کامل در اتاق مراقب های ویژه

پژوهشکده تحقیقات زیست پزشکی تحت مراقبت کامل بودند و سپس به 

اتاق نگهداری منتقل می شدند. 

ثبت علائم بالینی: معاینات بالینی قبل و بعد از تزریق LPS و در ساعات 

3، 6، 12 و روزهای 1، 2، 3 و 7 پس از پیوند ســلول های بنیادی در گروه 

تیمار و پس از تزریق PBS در گروه شــاهد بررســی و همه اطلاعات شامل 

تعداد ضربان قلب، تعداد تنفس، دمای بدن، تغییرات در صداهای تنفسی، 

وجود یا عدم وجود سرفه، وضعیت اشتها، وجود یا عدم وجود ترشحات بینی، 

وضعیت مخاطات و وضعیت جسمانی در فرم های پیش بینی شده ثبت شد و 

سپس اسکورهای بالینی مربوطه برای هر گوسفند در هر زمان مطابق جدول 

2 محاسبه و ثبت شد )1(. این سیستم اسکوربندی بر پایه  معیارهای ارزیابی 

شده بالینی است که بصورت انفرادی و برای هر یک از دام ها سنجیده شده 

و برای بدست آوردن اسکور تام با هم جمع شدند. مؤلفه های اسکور بالینی 

طبق علائم اصلی ذکر شده در متون علمی و پژوهشهای منتشر شده در این 

زمینه تعیین گردید )13،16(. 

 SPSS آنالیــز آمــاری: نتایج بدســت آمده با بهــره گیری از نرم افــزار

نســخه 24 مورد تجزیــه و تحلیل آماری قرار گرفت. تعــداد ضربان قلب، 

تنفــس و میزان دما بصــورت میانگین± انحراف معیار بیان شــد و جهت 

مقایســه از آزمون های آمــاری  Independent Samples T-Test و 

Repeated measurement ANOVA استفاده شد. سایر علائم بالینی 

مطابق سیســتم اسکوربندی محاسبه و برای مقایسه آماری از آزمون های 

غیرپارامتریMann-Whitney  و  Friedman Test اســتفاده شــد. 

مقادیر p>0/05 از لحاظ آماری معنی دار در نظر گرفته شدند.

نتایج
جداسازی و تکثیر سلول های بنیادی مزانشیمی از مغز استخوان:  روند 
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رشد ســلول های بنیادی مزانشیمی جداشــده از مغز استخوان گوسفند در 

روزهای مختلف به صورت زیر بود:  سلول هایی که تازه از مغز استخوان جدا 

شده بودند کروی و همراه با دیگر سلول ها شامل سلول های هماتوپویتیک 

و گلبول های قرمز بودند. به دلیل خاصیت چســبندگی ســلول های بنیادی 

مزانشیمی، به تدریج و با تعویض محیط کشت و پاساژ دادن سلول، درصد 

خلوص آن ها  بالا رفت و ســایر سلول ها حذف شــدند. سلول های بنیادی 

مزانشــیمی در ابتدا زائده دار بودند و ســپس ظاهری شــبه فیبروبلاستی و 

دوکی شکل داشتند بطوریکه بعد از دو هفته، 90-80٪ کف ظرف کشت را 

سلول های دوکی شکل پوشانده بودند که در این مرحله سلول ها پاساژ داده 

می شدند. در مطالعه حاضر سلول ها بعد از سه پاساژ متوالی مورفولوژی پهن 

و کشیده و الگوی گردابی داشتند.

تأیید سلول های بنیادی مزانشیمی جدا شده از مغز استخوان توسط 

فلوســایتومتری: نتایج فلوسایتومتری ســلول های بنیادی مزانشیمی مغز 

استخوان نشان داد که این سلول ها شاخص های سطحی سلولی CD29 و 

CD44 را به ترتیب با فراوانی 91٪ و 89٪ بیان کردند و بیان شاخص های 

CD45 )نشانگر ســلول های هماتوپویتیک( و CD31 )نشانگر سلول های 

اندوتلیال( منفی بود )21(. این نتایج به خوبی مزانشــیمی بودن سلول های 

بنیادی را تأیید کردند.

مدل تجربی سندرم زجر تنفسی حاد )ARDS(: نتایج بررسی ها یک 

روز پس از تزریق LPS نسبت به حالت طبیعی نشان دهنده وقوع التهاب حاد 

بود. تغییر در صداهای تنفســی هنگام معاینات به صورت شنیدن صداهای 

کراکل و ویز یکطرفه یا دو طرفه، سختی تنفس، وقوع سرفه، افزایش تعداد 

تنفس )p=0/018(، افزایش تعداد ضربان قلب )p=0/014(، افزایش دمای 

بدن )p=0/001(، پرخونی مخاطات، ترشحات غیر طبیعی از بینی، کاهش 

اشتها و غیر طبیعی شدن وضعیت جسمانی همگی تأییدی بر درگیری حاد 

ریوی بودند. نتایج تصاویر رادیوگرافی نیز نشــان دادند ریه ها قبل از تزریق 

LPS کاملاًً طبیعی و کنتراست مناسب بین ریه های پر از هوا با سایه قلب، 

عروق منشعب از قلب و عروق ریوی وجود داشت اما 24 ساعت بعد از تزریق 

LPS الگــوی رادیوگرافی غیر طبیعی ریه )الگــوی مخلوط با غلبه الگوی 

آلوئولار( دیده شد و روند التهاب کاملاًً مشهود بود. افزایش دانسیته در قفسه 

ســینه و کاهش کنتراست به دلیل پر شــدن هوای آلوئول ها توسط مایعات 

یا بقایای ســلولی، کلاپس آلوئول ها و افزایش ضخامت دیواره برونش ها و 

برونشیول ها مشاهده گردید. غالب درگیری ها در نواحی خلفی و پشتی ریه 

که در هر دو نمای عمود بر هم جانبی و شکمی-پشتی مشاهده می شدند.

علائم بالینی: الف( بررســی تعداد ضربان قلب، تنفس و درجه حرارت 

راســت روده ای: همان طورکه در جدول 3 مشاهده می شود 24 ساعت پس 

از تزریــق LPS افزایش مشــخصی در تعداد ضربان قلــب، تعداد تنفس و 

درجه حرارت راســت روده ای در هر دو گــروه )زمان صفر( به وجود آمد که 

نشــان دهنده شکل گیری التهاب در ریه  است. پس از سلول درمانی در گروه 

تیمار از ساعت 6 روند کاهشی در تعداد ضربان قلب مشاهده شد. این کاهش 

در تعداد ضربان قلب در روزهای 1، 2 و 3 نسبت به زمان صفر و در مقایسه 

.)p>0/05( با زمان های مشابه در گروه شاهد معنی دار بود

تعداد تنفس در گروه تیمار از ساعت 3 پس از تجویز سلول های بنیادی 

روند کاهشــی را نشان داد. این کاهش در ساعت 12و روزهای 1، 2، 3 و 7 

جدول 1. آنتی بادی های کنژوگه استفاده شده در فلوسایتومتری برای تأیید سلول های بنیادی مزانشمی مشتق شده از مغز استخوان.

شرکتشماره کاتالوگنوع آنتی بادی

PE-conjugated CD45103121Biolegend, Inc

PE-conjugated CD31Ab46733Abcam, Inc

PE-conjugated CD44Ab46793Abcam, Inc

PE-conjugated CD29Ab36219Abcam, Inc

جدول 2. تشریح اسکوربندی علائم بالینی التهاب حاد ریه در گوسفند.

4 3 2 1 0 اسکوربندی

علائم بالینی

- صداهای غیر طبیعی )کراکل، ویز( - - طبیعی گوش کردن صداهای ریه

سرفه های تکرار شونده ارادی )بدون 
تحریک رفلکس سرفه(

سرفه های تکرار شونده غیرارادی 
)تحریک رفلکس سرفه(

سرفه تک ندارد سرفه

ترشح پرولنت ترشح موکوپرولنت ترشح سروموکوسی ترشح سروزی عدم وجود ترشح ترشحات بینی

- سیانوتیک شدیدا پرخون اندکی پرخون طبیعی وضعیت مخاطات

- بی اشتها کاهش اشتها )<%50( اندکی کاهش اشتها )>%50( اشتها طبیعی اشتها

- از پا افتاده )recumbent( )خوابیده( افسرده )depressed( )به طور 
واضحی به آهستگی واکنش نشان 

می دهد(

گنگ )dull( )به آهستگی 
واکنش نشان می دهد(

 طبیعی )هوشیار و سریع
(واکنش نشان می دهد

وضعیت جسمانی

Archive of SID

www.SID.ir



21 BM-MSCs در گوسفند با ARDS بهبودی علائم بالینی

نسبت به زمان صفر معنی دار بود که میزان )p>0/05( بود. همچنین نتایج 

مقایســه بین دو گروه در روزهای 1، 2، 3 و 7 اختلاف معنی داری را نشــان 

.)p>0/05( داد

همانطور که از جدول 2 مشــاهده می شــود 3 ســاعت پس از شــروع 

سلول درمانی کاهش دما آغاز شده است. بطوریکه این کاهش دما تا انتهای 

مطالعه ادامه داشته تا اینکه به سطح پایه برگشته است. این کاهش دمای 

راســت روده در ســاعت 12 و روزهای 1، 2، 3 و 7 در مقایسه با زمان صفر 

معنی دار بود )p>0/05(. بررسی آماری بین دو گروه نیز حاکی از معنی داری 

.)p>0/05( در روزهای 1، 2، 3 و 7 بود

بنابراین نتایج تعداد ضربان قلب، تعداد تنفس و درجه حرارت راســت 

روده ای در گروه تیمار نشــان دهنده تأثیری گذاری بســیار مناسب سلول-

های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان در کاهش این علائم در مدل تجربی 

ARDS است. همچنین لازم به ذکر است مقایسه آماری داده-های ضربان 

قلب، تنفس و دمای راســت روده ای در گروه شــاهد در زمان های مختلف 

 PBS اختــلاف معنی داری را نشــان نداد، که این بیان کننــده بی اثر بودن

در کاهش این سه علامت بالینی در گوسفندهای مبتلا به التهاب حاد ریه 

است.

ب( بررسی صداهای تنفسی، سرفه، اشتها، ترشحات بینی، مخاطات و 

وضعیت جسمانی: در معاینات بالینی گوسفندها، قبل از شروع مطالعه در هر 

دو گروه تیمار و شاهد، صداهای ریوی، اشتها، مخاطات و وضعیت جسمانی 

طبیعی بودند و سرفه و ترشحات بینی وجود نداشت و تمامی علائم دارای 

میانه اسکور صفر بودند اما پس از تزریق LPS )زمان صفر( صداهای ریوی 

غیرطبیعی شــدند که میانه اسکور در هر دو گروه 3 بود. همچنین در زمان 

صفر، تغییر در اشتها، خروج ترشحات از بینی و سرفه در هر دو گروه رخ داد. 

بطوریکه میانه اسکور برای آن ها  در هر دو گروه 2 بود. تغییر رنگ مخاطات 

و غیر طبیعی شدن وضعیت جســمانی در هر دو گروه در زمان صفر دارای 

میانه اسکور یک بودند.

24 ســاعت بعد از پیوند ســلول های بنیادی مزانشــیمی، تغییرات در 

صداهای ریوی به تدریج کاهش یافت بطوریکه دو روز بعد از پیوند سلول ها، 

صداهای ریوی طبیعی )همانند زمان 24-( و با میانه اســکور صفر بودند و 

مقایسه آماری نیز نشان داد در گروه تیمار در روزهای 3 و 7 نسبت به گروه 

 .)p>0/05( شاهد اختلاف معنی داری وجود دارد

بهبودی در اشتهای گوسفندها در گروه تیمار از ساعت 6 با میانه اسکور 

1 آغاز شد، بطوریکه در روز سه اشتها کاملًا طبیعی با میانه اسکور صفر بود. 

مقایسه نتایج بین دو گروه نیز حکایت از حضور ارتباطی معنی دار در ساعت 

.)p>0/05( 12 و روزهای 1، 2، 3 و 7 داشت

در گروه تیمار 24 ساعت پس از تزریق سلول های بنیادی روند کاهشی 

در ترشحات بینی با میانه اسکور 2 آغاز شد، بطوریکه پس از یک هفته از 

پیوند ســلول ها ترشحاتی از بینی وجود نداشت )همانند زمان 24-( و میانه 

اســکور صفر بود. مقایســه نتایج بین دو گروه نیز در روزهای 1، 2، 3 و 7 

.)p>0/05( تفاوت معنی داری را نشان داد

بررســی نتایج سرفه نیز نشــان داد در گروه تیمار از روز دوم کاهش در 

تعداد ســرفه با میانه اســکور 2 رخ داده است تا اینکه در روز هفتم سرفه ای 

حتی با تحریک رفلکس وجود نداشــت و میانه اســکور صفر بود. مقایســه 

آماری نیز نشــان داد در گروه تیمار در روزهای 1، 2، 3 و 7 نســبت به گروه 

.)p>0/05( شاهد اختلاف معنی داری وجود دارد

در گروه تیمار شــدت پرخونی ناشی از التهاب، 48ساعت پس از زمان 

پیوند ســلول های بنیادی با میانه اسکور 1 روند کاهشــی را نشان داد و در 

ســاعت 72 به حالت قبل از ایجاد التهاب )زمان 24-( با میانه اســکور صفر 

بازگشت و در ساعات 24 ، 48 ، 72  و 168  تفاوت معنی داری را در مقایسه 

.)p>0/05( با گروه شاهد نشان دادند

همچنین سلول درمانی در گروه تیمار سبب شد تا 48ساعت بعد از پیوند 

این سلول ها به تدریج رفتار عمومی و وضعیت جسمانی گوسفندها با میانه 

اسکور 1 به حالت طبیعی برگردد و در روز سوم درمان کاملًا هوشیاری اولیه 

خود را بدســت آوردند که میانه اسکور صفر بود. تجزیه و تحلیل داده ها نیز 

نشــانگر بازگشت معنی دار هوشیاری گوسفندها در روزهای 1، 2، 3 و 7 در 

جدول 3. تغییرات تعداد ضربان قلب، تعداد تنفس و دمای راست روده ای گوسفند )میانگین±انحراف معیار( در زمان های مختلف قبل و بعد از پیوند سلول های بنیادی مزانشمی 
مشتق شده از مغز استخوان/PBS در گروه های تیمار و شاهد. * تغییرات معنی دار نسبت به زمان صفر در همان گروه. # تغییرات معنی دار نسبت به گروه شاهد در همان زمان. 

168 )روز هفتم( 72 )روز سوم( 48 )روز دوم( 24 )روز اول( 12 6 3 0 -24 زمان 

)ساعت(

گروه

91.60±6.34 #*92.60±4.03 #*92.60±2.50 #*95.00±1.58 100.80±11.21 104.20±12.13 110.0±11.83 109.40±3.28 *86.40±4.3 تیمار تعداد ضربان  

در دقیقه قلب 

104.00±4.47 102.80±9.54 106.40±5.31 107.80±40.60 107.20±5.89 110.40±6.22 110.20±5.58 107.80±4.60 *85.80±2.16 شاهد

#*25.00 ±3.08 #*29.00±3.93 #*31.20±4.20 #*35.20±4.43 *36.0±4.84 38.20±9.09 41.0±5.09 42.60±5.68 *22.60±1.81 تیمار تعداد تنفس در 

دقیقه 

34.80±5.71 37.0±1.58 39.40±1.51 41.80±7.52 42.40±2.30 41.40±3.78 40.6±3.28 41.20±3.27 *22.20±2.16 شاهد

#*39.22±.22 #*39.28±.26 #*39.38±.20 #*39.48±.04 *39.64±.24 39.88±.25 40.06±.16 40.10±.14 *39.16±.2 تیمار دمای راست 

)oC( روده ای

39.80±.07 39.94±.08 40.08±.10 40.02±.51 40.08±.16 40.14±.16 40.08±.25 40.06±.20 *39.10±.15 شاهد
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.)p>0/05( مقایسه با گروه شاهد بود

این درحالی اســت که در گروه شــاهد صداهای ریه و ترشحات بینی 

تا روز هفتم غیر طبیعی بودند و میانه اســکور بــرای آن ها  3بود، وضعیت 

غیرطبیعی مخاطات و جسمانی گوسفندها و همچنین سرفه تا آخر مطالعه 

ادامه داشــت و از روز سوم به بعد کاهش مختصری در وضعیت این علائم 

مشاهده شد بطوریکه در پایان روز هفتم میانه اسکور 2 بود. در مورد وضعیت 

اشتهای گوسفندها در گروه کنترل نیز باید گفت اشتهای آن ها  هیچگاه به 

حالت قبل از التهاب )زمان 24-( برنگشت و در میانه اسکور 1 باقی ماند. 

این نتایج به خوبی نشــان داد که پیوند سلول های بنیادی مزانشیمی 

مغز استخوان )گروه تیمار( برخلاف PBS )گروه شاهد( تأثیر بسیار مثبتی در 

بهبود علائم بالینی مرتبط با ARDS داشته اند.

  

بحث
بیماری هــای ریــوی یــک از عوامل اصلــی مرگ و میر در انســان و 

دام هســتند و درمان هــای دارویی فعلی در بســیاری از بیماری های ریوی 

تأثیرگذاری لازم را ندارند )12(. در ســندرم زجر تنفس حاد )ARDS( درمان 

دارویی ویــژه ای وجود ندارد و درمان های موجود رویکرد حمایتی دارند. لذا 

دســتیابی به روش های درمانی جدید مانند درمان با سلول های بنیادی که 

مطالعه حاضر نیز بر همین اســاس پایه ریزی شد می تواند راه حل مناسبی 

برای درمان این سندرم و دیگر بیماری های ریوی باشد. نتایج مطالعه حاضر 

نشــان داد پیوند سلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان 

در مدل تجربی ARDS درگوسفند به خوبی تعداد ضربان قلب، تعداد تنفس 

و دمای بدن را بعد از التهاب کاهش می دهد و به ســطح پایه بر می گرداند. 

همچنین پیوند این سلول ها سبب شــد تغییراتی که در صداهای تنفسی، 

اشتها، مخاطات، وضعیت جسمانی، وقوع سرفه و خروج ترشحات بینی در 

اثر التهاب ریه ایجاد شده بود، بهبود یافته و به وضعیت قبل از التهاب )زمان 

24-( بازگردنــد. مطالعاتی که محققین در این ارتبــاط انجام داده اند، موید 

این مطلب است که اســتراتژی جدید درمانی به کمک سلول های بنیادی 

مزانشــیمی می تواند ســبب کاهش قابل توجه در التهاب حاد ریه ناشی از 

تزریق LPS شود )10(. 

تاکنون مطالعات کمی بر روی مدل حیوانی بزرگ مثل گوسفند صورت 

گرفته اســت )3( و مشابه مطالعه حاضر که بصورت بالینی و پیوند اتولوگ 

انجام گرفته اســت، تاکنون مطالعه ای گزارش نشده است. مطالعات پیش 

بالینی در مدل حیوانی بزرگ دارای کارایی بهتری در مقایســه با جوندگان 

کوچــک دارد )11(. تعدای از محققین بیان کرده اند با توجه به ویژگی های 

مدل حیوانی بزرگ )مانند گوســفند( از جملــه تبادلات گازی، مانیتورینگ 

همودینامیک و پذیرفتن تهویه با فشار مثبت مشابه بیماران مبتلا به سندرم 

دیسترس تنفسی حاد می توان از این مدل حیوانی برای مقایسه با بیماران 

سندرم دیسترس تنفسی حاد انسانی استفاده مناسب کرد که بسیاری از این 

ویژگی ها را نمی توان به سادگی در مدل حیوانی کوچک ایجاد کرد )3(. 

Rojas و همــکاران در ســال 2014 نشــان دادنــد که پیونــد آلوژن 

ســلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان انسان به روش 

داخــل نایی به مدل تجربی ARDS ایجاد شــده بــا LPS باکتری ایکلای 

در گوســفند شــدت التهاب را کاهش می دهد. آن ها  همچنین بیان کردند 

که پیوند سلول های بنیادی به روش داخل نایی، فاکتورهای همودینامیکی 

افزایــش یافته در نتیجه التهــاب را کاهش می دهند و در مطالعه حاضر که 

پیوند بصورت اتولوگ انجام گرفت سلول های بنیادی در روزهای 1، 2 و 3 

سبب کاهش معنی دار در تعداد ضربان قلب  نسبت به گروه شاهد شد )18(. 

در مطالعه دیگری محققین نشان دادند که سلول های بنیادی مزانشیمی 

مشتق شده از مغز استخوان انسان به روش داخل وریدی شدت التهاب حاد 

ریه در مدل گوســفندی که بصورت تجربی دچار پنومونی باکتریایی شــده 

بودند را کاهش می دهد. آن ها  همچنین بیان کردند که پیوند ســلول های 

بنیادی سبب کاهش معنی دار در تعداد ضربان قلب در مقایسه با گروه شاهد 

بعد از 24 ساعت می شود )3( که این نتایج با نتایج مطالعه حاضر که نشان 

داد 6 ســاعت پس از پیوند ســلول روند کاهشــی در تعداد ضربان قلب رخ 

می دهــد بطوریکــه این کاهــش در روزهای 1، 2 و 3 پس از پیوند ســلول 

معنی دار بوده است، همخوانی دارد.

با توجه به ماهیت چندقوه ای طبیعی ســلول های بنیادی مزانشیمی و 

توانایی آن ها  برای ترشــح عوامل پاراکرین مختلف از قبیل عوامل رشــد، 

فاکتورهای تنظیم کننده نفوذپذیری اندوتلیال و اپیتلیال و ســیتوکین های 

ضــد التهابی می توانند در درمــان اختلالات عمده ای که زمینه ســاز بروز 

ARDS هستند، مؤثر باشند )9(. حفظ یکپارچگی اندوتلیوم عروق کوچک 

ریوی برای جلوگیری از نشت مایعات غنی از پروتئین از پلاسما و همچنین 

سلول های التهابی ضروری است تا از وقوع ادم آلوئولی جلوگیری شود. یکی 

از مکانیسم های اصلی سلول های بنیادی مزانشیمی، اثرات مؤثر آن ها  بر 

روی اندوتلیوم آسیب دیده اســت. فاکتورهای متعدد پاراکرینی تولید شده 

)KGF(( توسط این سلول ها مثل آنژیوپویتین 1 و عامل رشد کراتینوسیت

اKeratinocyte Growth Factor( بصــورت بالقــوه بر روی اندوتلیوم 

 Tei2 آسیب دیده نقش دارند )8(. آنژیوپویتین 1 پیش ماده ای برای گیرنده

اندوتلیال اســت که به عنــوان محافظت کننده اندوتلیــوم و عامل تثبیت 

کننــده عروقی عمل کرده و نفوذپذیری اندوتلیال را کاهش می دهد و مانع 

چسبندگی لکوسیت ها به اندوتلیوم و فعل و انفعالات متعاقب آن می شوند 

.)15(

در مطالعــات دیگر به جهت اینکه بــر روی مدل های حیوانی کوچک 

انجام گرفته است وضعیت علایم بالینی مورد توجه قرار نگرفته بود. از این 

رو به ذکر مواردی که آن ها  بررسی کرده اند پرداخته می شود.

در مطالعه ای محققین بیان کردند تجویز هر دو نوع سیستمیک و داخل 

ریوی ســلول های بنیادی مزانشیمی جدا شــده  از مغز استخوان علی رغم 
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حداقل پیوند سلول های بنیادی در ریه منجر به کاهش مرگ ومیر، التهاب 

و بهبود کلیرانس مایع آلوئولی می شــود. در تجویز سیستمیک سلول ها در 

مویرگ های ریوی به دام می افتند و اثرات خود را نمایان می کنند )17(. اما با 

این حال تجویز داخل نایی سلول های مزانشیمی انسانی را در التهاب ریوی 

ایجاد شده با باکتری ایشریشیا کُلای در رت نسبت به تجویز داخل وریدی 

آن ارحج دانستند )4(.

Gupta و همکاران در ســال 2012، چهار ساعت بعد از ایجاد التهاب 

ریه توســط LPS باکتری E.Coli در موش، آن ها  را از طریق پیوند داخل 

نایی سلول های بنیادی مزانشیمی مغز اســتخوان تحت درمان قرار دادند. 

درصد بهبود گروه درمان در مقایســه با گروه شــاهد که تنها PBS دریافت 

کرده بودند به ترتیب 80٪ در مقابل 42٪ پس از 48 ساعت و 64٪ در مقابل 

18٪ بعد از 72 ســاعت گزارش شــد. آن ها  بیان کردند سلول های بنیادی 

مزانشیمی شدت آسیب ریه را از طریق کاهش نفوذ مایعات به ریه و کاهش 

غلظت پروتئین در مایعات برونکوآلوئولار محدود کرده است )6(.

در مطالعه ای پژوهشگران بیان کردند که استفاده از سلول های بنیادی 

مزانشــیمی مغز اســتخوان بصورت داخــل وریدی ســبب کاهش التهاب 

ریه و حفظ یکپارچگی غشــاء مویرگی-آلوئولی در موش می شــوند. آن ها  

نشــان دادند که میزان ســلول های التهابی )خصوصاً نوتروفیل ها(، میزان 

ســایتوکین ها )TNF-α، IFN-γ و IL6( و همچنیــن میزان پروتئین تام، 

آلبومین و IgM در مایعات لاواژ شده از ریه کاهش یافته است )10(. 

Xu و همکاران در سال LPS ،2011 را بصورت داخل صفاقی در موش 

تزریق کردند و یک ســاعت بعد سلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده 

از مغز استخوان را بصورت داخل وریدی پیوند زدند. نتایج آن ها  نشان داد 

که پیوند این ســلول ها سبب کاهش التهاب و ادم ریه می-شوند. بطوریکه 

سلول های التهابی هم بصورت سیستمیک و هم بصورت موضعی کاهش 

یافته بودند. آن ها  همچنین نشان دادند که غلظت سرمی IFN-γ، IL1β و 

MIP بعد از پیوند سلول های بنیادی کاهش می یابند. بررسی هیستولوژی 

نیز کاهش چشمگیر نوتروفیل های ریه را در 6، 24 و 48 ساعت پس از پیوند 

سلول نشان داد )24(.

همچنین Krasnodembskaya و همکاران در ســال 2010، نشان 

دادند که 4 ســاعت بعد از ایجاد مدل پنومونی ناشــی از E.Coli در موش، 

پیوند ســلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان انسان به 

روش داخل نایی ســبب کاهش قابل ملاحظــه ای در التهاب ریه )از طریق 

ارزیابی تعداد نوتروفیل های مایع برونکوآلوئولار ریه( می شود )7(.

محققیــن در مطالعــه ای، از طریــق تزریــق LPS  باکتــری ایکلای 

در موش، التهاب ریه ایجاد و نشــان دادند اســتفاده ازســلول های بنیادی 

مزانشیمی به روش داخل وریدی از طریق ترشح آنژیوپوئتین و عامل رشد 

کراتینوسیت، موجب بازیابی نفوذپذیری اندوتلیال عروق آلوئولی می شوند 

)10(. ســلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده از مغز استخوان همچنین 

با ترشح آنتاگونیســت گیرنده IL-1 سبب کاهش تجمع کلاژن، فیبروز و 

متالوپروتئیناز ماتریکس زمینه ای می شوند )14(.

بطور کلی نتایج مطالعات انجام گرفته بر روی حیوانات آزمایشــگاهی 

نشان دهنده تأثیر مناسب سلول های بنیادی مزانشیمی بر روی التهاب ریه 

بوده بطوریکه پیوند این سلول ها از پیشرفت التهاب جلوگیری کرده و سبب 

بهبودی در بافت ریه شده اند. در مطالعه حاضر نیز بررسی علائم بالینی بعد 

 ARDS از پیوند سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان در مدل تجربی

در گوســفند نشان داد که پیوند این ســلول ها سبب بهبودی قابل توجه در 

علائم بالینی می شوند که می توان گفت نتیجه کاهش التهاب ریه و بهبودی 

در بافت ریه است.

نتیجه گیــری: آنچه از مطالعــه حاضر می توان به آن اشــاره نمود آن 

است که در روند جلوگیری از پیشرفت التهاب تجربی بوسیله LPS باکتری 

ایکلای، استفاده از سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان نقش مؤثری 

 ARDS دارند، بطوریکه پیوند داخل نایی این سلول ها در گوسفند مبتلا به

تجربی ســبب بهبودی معنی دار در علایم بالینی شامل تعداد ضربان قلب، 

تعداد تنفس، دمای بدن، صداهای تنفسی، وقوع سرفه، پرخونی مخاطات، 

ترشــحات غیر طبیعی از بینی، اشتها و وضعیت جسمانی شد و این علائم 

همگی در گروه تیمار به حالت قبل از ایجاد التهاب بازگشتند. بنابراین این 

مطالعه نشــان می دهد که پیوند سلول های بنیادی مزانشیمی مشتق شده 

از مغز اســتخوان می توانند در روند درمان و بهبودی ARDS مؤثر باشــند، 

اگرچه مطالعات بیشتری در این زمینه باید انجام شود تا بتوان روش درمان 

با ســلول های بنیادی را به یک روش روتیــن در درمان بیماری های ریوی 

توصیه کرد.  

تشکر و قدردانی
نویسندگان از همکاری صمیمانه کارکنان موسسه تحقیقاتی امین آباد 

دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران تشکر و قدردانی می کنند.
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Abstract:
BACKGROUND: ARDS is a lung disorder that causes death in human and livestock and 

new therapeutic approaches such as stem cell therapy are essential because of lack of specific 
drug therapies for it. OBJECTIVES: Evaluation of the therapeutic effects of intrapulmonary 
transplantation of BM-MSCs to improve clinical signs in experimental model of ARDS cre-
ated by lipopolysaccharide(LPS) E.Coli strains-O55:B5 in sheep is the aim of this study. 
METHODS: In this study, 10 male sheep 3-4 months old were used after random placement 
into two groups, treatment and control. Of sheep in the treatment group, after anesthesia with 
ketamine and xylazine bone marrow samples were collected and in the clean room BM-
MSCs were isolated, amplified and were identified with the evaluation of surface markers. 
Then experimental model of ARDS was induced by endotracheal injection of LPS at dose of 
400 μg/kg. Clinical signs and radiograph images were performed before and 24 hours after 
injection of LPS. After confirming inflammation, the sheep were anesthetized and on sternal 
position 50×106 cells of BM-MSCs third passage were transferred in treatment group as 
autograft by the catheter lavage in the bifurcation of the trachea and PBS in control group. 
Then clinical signs were recorded at 3, 6 and 12h and on days 1, 2, 3 and 7 in both groups, 
and finally were analyzed based on the scored system. RESULTS: The data showed trans-
plantation of BM-MSCs caused significant improvement in clinical signs including heart 
rate, respiratory rate, body temperature, respiratory sounds, cough, mucosal status, nasal 
secretions, appetite and physical condition compared with control group. A significant de-
crease in respiratory rate and body temperature from 12 h and in heart rate from 24 h to next 
was begun. Also, changes in breathing sounds on the first day after transplantation, physical 
condition, mucous membranes and appetite on the third day, the occurrence of cough and 
abnormal discharge from the nose on the seventh day had returned to pre-inflammation (-24 
time) and the median score was zero for them. CONCLUSIONS: This study showed that 
transplantation of BM-MSCs can improve and cause reduction in the severity of the clinical 
signs of ARDS, significantly.
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Figure Legends and Table Captions
Table 1. Conjugated antibodies used in flow cytometry to confirm bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs).

Table 2. Explain score for clinical signs of acute inflammation of the lungs in sheep.

Table 3. Changes in heart rate, respiration rate and rectal temperature of sheep (mean±SD) at various times before and after trans-
plantation of bone marrow-derived mesenchymal stem cells/PBS in groups of treatment and control.
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