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Abstract 
 

Background and purpose: Delayed wound healing is a common complication of diabetes 
mellitus. However, less is known about the cause of this pathology. Types of skin cells, extracellular 
matrix and variety of growth factors are involved in wound healing. The use of recombinant growth 
factors in researches and production of skin substitutes are still a challenge. Much research has been done 
on the effects of gene therapy and cell therapy in wound healing. This experimental study assessed the 
effect of insulin-like growth factor (IGF-1) over expression in combination with fibroblast cells therapy to 
diabetic wounds in rats. 

Material and methods: Diabetes was induced in rats using Streptozotocin. Fibroblasts were 
cultured and transfected with IGF-1. Lipofectamine 2000 was used as reagent transfection and transgene 
expression levels were measured by ELIZA. To study the in vivo, rats (weighing 170-200g) were 
randomly divided into three groups (5/group) and full-thickness wounds were created on the dorsum 
region. Suspensions of transfected fibroblast and native fibroblast cells were injected into the wound and 
were compared with the wounds treated with normal saline. For microscopic examination, biopsy was 
performed on day 8.  

Results: In in vitro, the maximum expression of IGF-1 in transfected fibroblast cells (96.95 pg/ml) 
was 24 h after gene transfer. In vivo, IGF-1 gene therapy increased the number of fibroblast and 
keratinocyte cells in wound healing process. Granulation tissue formation in transfected fibroblast and native 
fibroblast cells groups compared with the normal saline group were found to be more organized. 

Conclusion: The expression of IGF-1 increased by optimization of gene transfer. High 
concentrations of IGF-1, in combination with cell therapy, had a significant effect on delayed wound 
healing in diabetic rats. 
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 پژوهشي

در  يحاد پوست يزخم ها ميدر روند ترم ينياثر فاكتور رشد انسول يبررس
  نياسترپتوزوتوس لهيشده به وس يابتيد يرت ها

  
       1يريطالب پور ام گميفرشته ب

       2راد يمهناز محمود

       3ينيحس ريم يمهر

 4ييرزايمنصوره م

  چكيده
 .تـر شـناخته شـده اسـت     كه پاتولوژي آن كـم  تاخير در ترميم زخم افراد ديابتي يك پديده شايع است :و هدف سابقه
تحقيقات زيـادي در  . هاي پوستي، ماتريكس خارج سلولي و انواع فاكتورهاي رشد در ترميم زخم دخالت دارند انواع سلول

در ايـن مطالعـه تجربـي، اثـرات انتقـال سـلول        .شـده اسـت  خصوص اثرات ژن درماني و سلول درماني در بهبود زخم انجام 
  .در رت مورد بررسي قرار گرفتهاي ديابتيك  بر روي زخم IGF-1فيبروبلاست ترنسفكته شده با ژن 

هـا   فيبروبلاسـت . القـا شـد   استرپتوزوتوسينبا هاي صحرايي  موشديابت در در مطالعه تجربي حاضر،  :ها مواد و روش
 ميـزان بيـان  . به عنـوان معـرف ترنسفكشـن اسـتفاده شـد      2000از ليپوفكتامين . ترنسفكته شدند IGF-1كشت داده شدند و با 

IGF-1 در محيط جهت مطالعه . گيري شد وسيله الايزا اندازهه ژن شده ب ترنسIn Vivo ه ب) گرم 170-200با وزن ( حيوانات
. هايي با ضخامت كامل پوست در ناحيه پشت گردن ايجاد شد تقسيم شدند و زخم) گروه/رت 5(طور تصادفي به سه گروه 

هاي درمان شده با نرمـال   لبه زخم تزريق شد و با زخمهاي فيبروبلاست ترنسفكته و ترنسفكته نشده به  سوسپانسيوني از سلول
  .انجام شد 8براي آزمايشات ميكروسكوپي، بيوپسي در روز . سالين مقايسه گرديد

 /پيكــوگرم 95/96(هــاي فيبروبلاســت ترنســفكته  در ســلول IGF-1بيــان حــداكثردر محــيط آزمايشــگاهي،  :هــا يافتــه
هـا و   درمـاني باعـث افـزايش فيبروبلاسـت     ، ژنIn Vivoهمچنـين در محـيط   . ساعت بعد از ترنسفر ژن بـود  24، )ميكروليتر

هـاي تـرميم شـده بـا فيبروبلاسـت ترنسـفكته و        بافت گرانوله تشكيل شده در زخم. ترميم زخم شدفرايند ها در  كراتينوسيت
  .فيبروبلاست ترنسفكته نشده در مقايسه با گروه كنترل سازمان يافته تر بود

انتقـال سـلول فيبروبلاسـت     افـزايش يافـت و   IGF-1بيـان ، انتقـال ژن  سـازي  بـا بهينـه   مطالعه نشان داد كـه  اين :استنتاج
  .هاي صحرايي بود در موش هاي حاد ديابتي بهبود زخم قابل توجهي در داراي اثرات، ترنسفكته شده به محيط زخم

  

  زخمفاكتور رشد انسوليني، ژن درماني، ديابتي، ترميم : كليديواژه هاي 
  

  مقدمه
ديابت يك بيماري متابوليك مزمن است كه شـيوع  
آن به سرعت در سرتاسـر جهـان رو بـه افـزايش اسـت و      

نفـر در جهـان    ميليون 190شود كه اكنون  تخمين زده مي
  اين تعداد شود كه مي بيني باشند و پيش به ديابت مبتلا مي

  
كه توسط معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه علوم پزشكي مازندران تامين شده است است 91 -51 شماره اين مقاله حاصل طرح تحقيقاتي.  

  E-mail: mahnazrad@gmail.com                          يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشك :تهران - راد يمهناز محمود :مولف مسئول

  ايران، يسار ،مازندران يدانشگاه علوم پزشك ي،دانشكده پزشك ي،گروه آناتوم، استاديار .1
  ، ايرانتهران ي،بهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشك ،پوست قاتيمركز تحقدانشيار،  .2
  ، ايرانساري ،مازندران يدانشگاه علوم پزشك ،آمل و مامايي حضرت زينب پرستاريدانشكده ، استاديار .3
  ي، ايرانسار ،مازندران يدانشگاه علوم پزشك ،آناتومي كارشناسي ارشد .4
  17/6/1393: تاريخ تصويب            7/2/1393: تاريخ ارجاع جهت اصلاحات           30/11/1392: تاريخ دريافت   
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 پژوهشي

درايران هم حدود . ميليون نفر برسد 366به  2030تا سال 
ميليـون   درصد از جمعيت كشور يعني معادل پنج و نيم 8

هـا از   نفر مبـتلا بـه ديابـت هسـتند و بـيش از نيمـي از آن      
  .)3-1(بيماري خود اطلاع ندارند

يكي از عوارض جـدي و خطرنـاك ديابـت، زخـم     
درصد از بيماران ديابتي در  25 باشد كه پاي ديابتيك مي

 14-24در بـيش از  . )4(برنـد  مرشان از آن رنج ميطول ع
در صد از اين افراد، بيماري پيشرونده بـوده و در نهايـت   

مرگ و ميـر در بيمـاران   . )5(گردد قطع عضو ميمنجر به 
  .)6(باشد درصد مي 31هاي بزرگ  با قطع عضو اندام

هبود زخم يك فرايند پيچيده است كه شامل چهار ب
انعقاد، التهاب، تكثير و بازسازي است كـه بـا هـم    مرحله 

اخـتلال در تـرميم زخـم يـك موضـوع      . )7(تداخل دارند
هاي مناسب بـراي   درمان. )8(مهم در بيماران ديابتي است

هــا بــا توجــه بــه علــت زخــم شــامل دبريــدمان  ايــن زخــم
پيشرفته، درمان عفونت، درمان با اكسيژن پـر فشـار، بـاي    
پس جراحي براي عروق دار كـردن و پانسـمان موضـعي    

هاي آزاردهنده  براي بهبود و تسريع ترميم زخم. )9(باشد مي
ديابتي دارو و يـا درمـان مشخصـي وجـود نـدارد و      افراد 

هاي پوستي مشـكلات زيـادي    عوارض ناشي از اين زخم
بيـوتيكي،   هـاي آنتـي   هاي مكرر، مقاومت از قبيل عفونت

هاي سنگين درمان و جراحـي را بـراي    قطع عضو و هزينه
بنابراين پيـدا كـردن   . )10،11(كند بيماران ديابتي ايجاد مي

  .گردد راه درماني مناسب براي اين بيماران توصيه مي
هاي سطحي يك پروسه ديناميك اسـت   ترميم زخم
هاي خوني، سلول پارانشـيمال، مـاتريكس    كه انواع سلول

 ــ ــاي رشـ ــلولي و فاكتورهـ ــارج سـ د در آن دخالـــت خـ
در ترين سلول بافت همبنـد  فيبروبلاست فراوان. )12(دارند

 بـا  تكثيـر، در فـاز  خصـوص  ه ب ـتمام مراحل ترميم زخـم  
مورفولـوژي ايـن    .)13،14(توليد كلاژن نقش فعـالي دارد 

سلول در بيماران ديابتي تغيير يافته و كـاهش در فعاليـت   
-سـلول  .)15،16(شـود  آنها در حين ترميم زخم ديـده مـي  

هاي جديد كلينيكي است كه امـروزه   درماني يكي از راه
-سـلول . رود كـار مـي  ه براي ترميم بافت آسـيب ديـده ب ـ  

هاي فيبروبلاست اتولوگوس و  درماني با استفاده از سلول
ــم    ــرميم زخ ــراي ت ــاني ب ــك راه درم ــك ي ــاي  آلوژني   ه

Full-Thickness  فيبروبلاسـت  . )19-17(باشـد  پوست مـي
، فاكتورهاي )signaling cell(به عنوان سلول پيام دهنده 

لي در طي كند كه براي ارتباط بين سلو رشد را ترشح مي
  .)20،21(فرآيند التيام نقش موثري دارد

IGF-1 هـا و   سيتوكيني است كه توسط فيبروبلاست
شود و نشان داده شده كـه در   ميهاي اپيدرمي بيان  سلول

و تشـكيل بافـت گرانولـه در حـين      ه شدن مجدداپيتلياليز
در پوست نرمال ميزان . )22(مراحل ترميم زخم نقش دارد

هـاي   درم و سـلول  در لايه گرانولوزاي اپي IGF-1ترشح 
ح آن در پوست ضايعه ديـده بـه   اما ترش. درم ناچيز است

مهمـي در تـرميم   نقـش  كه  باشد، جايي مقدار بيشتري مي
در  IGF-1همچنين ميـزان  . درمال دارد زخم درمال و اپي

امـا  . )23(يابـد  داري افزايش مي طور معنيه مايع زخم نيز ب
در بيمـاران   IGF-1و ترشح پـروتئين   mRNAميزان بيان 

  . )15،24،25(يابــد ديــابتي كــاهش مــي   ديــابتي و مــوش 
Grazul-Bilska  نشان دادند  2002و همكارانش در سال

در افراد ديابتي تكثير سلول فيبروبلاست غير طبيعي بـوده  
وژنوس تكثير فيبروبلاست و بيان داشتند فاكتور رشد اگز

انــدوژنوس را تحريــك كــرده و تــرميم زخــم را تســهيل 
  .)26(كند مي

درمــاني  هــا از ژن هــم اكنــون بــراي درمــان بيمــاري
كنند و تاثير مثبت فاكتورهـاي رشـد بـر روي     استفاده مي

هـاي مـزمن و حـاد در افـراد      تسريع تمايز و بهبـود زخـم  
ديابتي و حتي غير ديابتي يك امر ثابت شده در پزشـكي  

ها  ندليل طول عمر پايين پروتئيه ب. )27،28(باشد مدرن مي
، تزريـق  )29(از جمله فاكتورهـاي رشـد در محـيط زخـم    

بنـابراين  . ها به محيط زخم تاثير زيادي نخواهد داشت آن
 هــاي هــدف مــا در تحقيــق حاضــر ترنســفر ژن بــه ســلول

ــ هــاي  دنبــال آن انتقــال ســلوله فيبروبلاســت درمــال و ب
صـورت   ه ايـن باشد تا ب حيط زخم ميترنسفكته شده به م

ديابتيـك  هاي حاد  را در ترميم زخم IGF-1افزايش بيان 
  .بررسي نماييم in vivoدر محيط 
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  ها روش مواد و
قبل از شروع مطالعه تمام آزمايشات حيواني توسـط  

دانشگاه علوم پزشكي مازندران تاييد شـده   اخلاقكميته 
صحرايي نـر  موش سر  15در اين مطالعه تجربي از . است

گرم استفاده  170-200با وزن حدود  Wistarبالغ از نژاد 
جهت خو گرفتن با محـيط آزمايشـگاه بـراي مـدت     . شد

و شــرايط تــاريكي و   C 1±21°يــك هفتــه بــا دمــاي    
شــدند و  خانــه نگهــداري  ســاعته در حيــوان 12روشــنايي 

  .دسترسي آزاد به آب و غذاي استاندارد داشتند
بـه سـه گـروه تقسـيم     تصـادفي  حيوانات به صورت 

سـلول فيبروبلاسـت    3× 105هـايي كـه بـا     زخم) 1: شدند
سلول  3× 105هايي كه با  زخم) 2. ترنسفكته درمان شدند

هـايي   زخـم ) 3 .فيبروبلاست غير ترنسفكته درمـان شـدند  
  .درمان شدند درصد 9/0كه با نرمال سالين 

ــراي القــاء   در مطالعــه حاضــر از استرپتوزوتوســين ب
استرپتوزوتوسين در آب مقطر . ديابت استفاده شده است

ــزان   ــه مي ســاعت  12پــس ازتحمــل  mg/Kg55حــل و ب
صـورت داخـل صـفاقي طـي يـك نوبـت       ه ، ب ـغـذايي  بي

از ،هفت روز پس از تزريـق استرپتوزوتوسـين  . تزريق شد
ميـزان قنـد خـون بـا     گيري انجـام و   خونناحيه دم حيوان 

ــت     ــنجش قرارگرفـ ــورد سـ ــه مـ ــتگاه مربوطـ و در دسـ
ايـن   بـود،  mg/dl 250هـا بـالاي    كه قند خون آن صورتي
در غيـر اينصـورت   . شـدند  ديابتي محسوب مـي  حيوانات

سـپس بـه مـدت    . شـد  تزريق فقط يكبار ديگر تكرار مـي 
ها تثبيـت   يك ماه تامل شد تا شرايط هيپرگليسمي در آن

كـه   شد، در صـورتي  قند خون آنها ثبت ميهر هفته . شود
بود، رت ها از برنامه  mg/dl 250تر از  ها كم قندخون آن

در مـدتي كـه حيوانـات ديـابتي      .شدند تحقيق حذف مي
، پــر نوشــيعلائــم مشــتركي نظيــر پرخــوري، پر  ،بودنــد

 .ادراري و كاهش وزن را نشان دادند

بعد از القـاء  ، تهيه و كشت سلول فيبروبلاستجهت 
 "رت تراشيده شد و پوسـت كـاملا   شكمبيهوشي، ناحيه 

از پوست بـا تمـام   يك نوار كوچك . ضد عفوني گرديد
  . شـد  هبا يك اسـكالپل برداشـت   cm2×2 به ابعاد ضخامت

  

  زخـــم ايجـــاد شـــده توســـط گـــاز وازلـــين و پانســـمان 
  نمونـــه در محـــيط كشـــت   . اســـتريل پوشـــيده شـــد  

DMEM (Invitrogen, UK)  ــي ــاوي آنت ــك  ح بيوتي
و سـرم قـرار داده    ضد قارچ، )، استرپتومايسين سيلين پني(

تمام مراحل جداسازي بافـت  . و به اطاق كشت منتقل شد
از پوست مورد نظر زير هود لامينار و با استفاده از مـواد،  

 .ها و وسايل استريل انجام گرفت معرف

  و  درصـد  70ابتدا نمونه پوست را يك بـار بـا اتانـل    
   اســــتفاده ازشستشــــو داده، ســــپس با PBS بــــار بــــا 3

Trypsin-EDTA (1X) (Gibco®) 25 ــد  درم  درصـ

 درم بـا قيچـي اسـتريل بـه قطعـات      . جـدا شـد  از اپي درم 

ــا روش   ميلــــي 1 ــه قطعــــه گرديــــد و بــ  متــــري قطعــ

explantation ليتــري  ميلــي 50هــاي كشــت  در فلاســك
گراد  درجة سانتي 37كشت داده و در انكيباتور در دماي 

ــا  ــرار داده شــد  ي اد درصــد 5ب  ســپس . كســيدكربن ق

  DMEMمحــيط كشــت كامــل شــامل محــيط كشــت   

(Gibco, Cat.No.31966021)  سـرم جنـين   درصد 10با
ــاوي  ، FBS (Invitrogen) ،L-gluamine (Sigma)گ

 100ليتر، استرپتومايسين  واحد در هر ميلي 100سيلين  پني
ميكروگـرم در   1ليتـر، فـونژيزون    ميكروگرم در هر ميلي

سپس  هر سـه روز  . ليتر به فلاسك اضافه گرديد هر ميلي
در زمـاني كـه بـه    . بار محيط كشت تعويض گرديد يك 

درصد رسيد، با تريپسينه  85-90ها به  هم پيوستگي كلني
ها از كف فلاسك جدا شـده و پـس    كردن، فيبروبلاست

هـا جهـت    از تهيه سوسپانسيون و سانتريفيوژ، فيبروبلاست
ها بعد از  سلول. پاساژ به فلاسك هاي جديد منتقل شدند

گـراد جهـت    درجـة سـانتي   -80مرحله پاساژ در فريزر  5
 .مصرف ذخيره گرديدند

ــراي  ــفر ژن بــ ــق از  IGF-1ترنســ ــن تحقيــ در ايــ
وان معـرف ترنسفكشـن اسـتفاده    به عن 2000ليپوفكتامين 

دست آوردن بالاترين بـازده ترنسفكشـن و   ه جهت ب .شد
ــميت  ــودن ســ ــايين بــ ــاي  روش (cytotoxicity) پــ هــ

و  cDNAترنسفكشــن بــا تغييــر دانســيته ســلولي، غلظــت 
Lipofectamine 2000 بــراي ايــن منظــور. بهينــه شــدند 
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1 
5/1  

ســلول در  4× 104بــا دانســيته  5هــاي پاســاژ  فيبروبلاســت
زماني كه بهم پيوستگي . كشت داده شدند خانه 96 پليت
درصـد   85-95هاي كشت داده شده بـه   هاي سلول كلني

مســتقيم و معكــوس و بــا متــد رســيد، ترنسفكشــن بــا دو 
)       ،      ،    ،     ،      ،،      ،           (هــاي مختلــف  نســبت

 Igf1 (NM_001082477) Rat cDNA Cloneغلظــت 

(Origene, Cat No. RN200508) ) بـه  ) در ميكروگـرم
 (Invitrogen-Cat. No. 11668-027) 2000ليپوفكتامين 

محلول ترنسفكشـن در محـيط   . انجام شد) در ميكروليتر(
. بيوتيك به سلول اضافه شـد  كشت فاقد سرم و فاقد آنتي

 درصـد  CO2 5درجـه و در   37ها در دمـاي   سپس سلول
هـــا زيـــر  اينكوبـــه شـــدند و هـــر يـــك ســـاعت ســـلول

در صورت مشاهده تغييـرات   .ميكروسكوپ چك شدند
ترنسفكشـن توسـط   محـيط  هـا،   مورفولـوژيكي سـلول  در 

محيط كشت سـلول  . شد حاوي سرم جايگزين مي محيط
ساعت جهت آنـاليز كمـي پـروتئين     72و  48، 24بعد از 
IGF-1 آوري شد جمع. 

توليــد شــده IGF-1 بــراي ســنجش ميــزان پــروتئين
 هـاي  و سـلول  ترنسفكته شدهفيبروبلاست هاي  توسط سلول

 ،In vitroدر محيط ) كنترل(فيبروبلاست ترنسفكته نشده 
براي . ارزيابي گرديد ELISAمايع رويي كشت با روش 

 Quantikine Eliza Mouse/Ratاز كيـت   ايـن منظـور  

IGF-1 Immunoassay (Cat. No.  MG100)  طبــق
 .دستور شركت سازنده استفاده شد

براي ايجاد مدل زخـم بـه ضـخامت كامـل پوسـت،      
داخـل   بـا تزريـق   Restrainerابتدا حيـوان مـورد نظـردر    

بـه   xylezineو  mg/kg 50به ميزان  Ketamineعضلاني 
پس از مهار نمودن حيوان . بيهوش شدند mg/kg 5ميزان 

احيه پشت حيوان بـا اسـتفاده از   ن ،به كمك تخته جراحي
وسيله بتادين و الكـل طبـي سـفيد    ه و بكليپرتراشيده شده 

و با رعايت شرايط استريل پس درصد ضدعفوني شد  70
كـش و   گذاري ناحيه برش بـا اسـتفاده از خـط    از علامت

يك برش پوستي مربع  ماژيك، به كمك اسكالپل برشي
 5/1در  5/1شــكل بــا ضــخامت كامــل پوســت بــه ابعــاد  

هـا بـا    بعـد از شـمارش سـلول   . داده شـد  متـر بـرش   سانتي
 يهــا ســلول، trypan blue exclusion test اســتفاده از

در دو  5پاسـاژ  ترنسفكته و ترنسـفكته نشـده   فيبروبلاست 
بيوتيـك   نتـي آسرنگ مجزا حاوي مديوم با سرم و بدون 

 كـه روز  صـفر در روز . ل گرديدنـد ق ـبه اتاق جراحي منت
حيوانات در اتاق جراحي بيهـوش شـدند و    راحي استج

هاي ترنسـفكته و غيـر    بعد از ايجاد مدل زخم حاد، سلول
 صـورت ه ترنسفكته مجددا سوسپانسيون شده و با سرنگ ب ـ

intradermaly  هاي ناحيه به گروه 4زخم در لبه اطراف در 
هم حجم آن نرمال سالين  3تزريق شد و در گروه  2و  1

ه ها ب بعد از عمل موش .)1 شماره تصوير( دريافت كردند
 .صورت جداگانه در قفس نگهداري شدند

 

  
 

 تزريق سوسپانسيون سلولي به داخل لبه زخم :1 شماره تصوير

 
ــات بافــت شناســي  ــا جهــت مطالع ــوار  برداشــتن ب ن

منطقـه   زخم و منطقه بخشي از حاوي كوچكي از پوست
 هـا را در بـافر   سـپس نمونـه  . تهيه شـد  (unwound)سالم 

پس از ثبوت بافت  كرده و فيكس درصد 4پارافرمالدهيد 
سـازي بـه وسـيله دسـتگاه اتوتكنيكـون بـه        مراحل آمـاده 

گيري با پـارافين   پس از قالب .صورت خودكار انجام شد
 15فاصـله  ميكرومتـر بـا   5هاي سـريال بـه ضـخامت     برش

هـا بـا اسـتفاده از     آميـزي لام  ميكرومتر تهيه شـد و رنـگ  
 هاي ملاك. هاي هماتوكسيلين و ائوزين انجام گرديد رنگ

تلياليزه شـدن، ميـانگين    ارزيابي ترميم بافت كه شامل اپي
 ،باشد ها و شدت التهاب مي ها و فيبروبلاست كراتينوسيت

 .بررسي گرديد Blindصورت ه توسط پاتولوژيست ب
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افـزار   هاي شاهد و تجربي با نرم هاي كمي گروه داده
SPSS هـاي   ها با تست ارزيابي شد و تمام داده 15، نسخه

ANOVA ،One-Way ANOVA وTukey ــان شــد . بي
. تجزيـه و تحليــل شــدند هــا  دار بـين گــروه  تفـاوت معنــي 

 >05/0p هــا تعيــين شــد و اخــتلاف ميــانگين بــين گــروه
  .معنادار محسوب شد

  

  يافته ها
  :هاي كشت سلول فيبروبلاست يافته -1

 و رت شـكم  ناحيـة  درم بخشـي از  جداسازي از بعد
 ،Explantationفلاسـك بـه روش    در آن كاشـت  سپس

كاشـته  م در اطـراف  در شعاعي صورت به ها فيبروبلاست
اوليـه بعـد از    سـاعت  72 در رشد اين و كردند رشد شده

هاي  سلول .)A-2 شماره تصوير( بود مشاهده قابل كشت
روز  19فيبروبلاست كشت داده شده تكثير يافته و بعد از 

رســيدند  درصــد 90-95 بــه هــا هــم پيوســتگي كلنــيبــه 
  .)B-2 شماره تصوير(

  

  
  

  
  

شـده    ها در اطراف درم كاشـته  رشد فيبروبلاست) A :2 شماره تصوير
 فيبروبلاسـت هـاي  ) B–) ×100بزرگنمـايي  (ساعت  72بعد از گذشت 

  )×100بزرگنمايي (روز  19كشت داده شده بعد از 

بـه سـلول     in vitroبهينه سازي ترنسفر ژن در محيط  -2
 Optimization of in vitro gene transferفيبروبلاست رت 

to rat fibroblast  
سازي روش ترنسفكشن  در تحقيق حاضر براي بهينه

 روشدو از هـاي مختلــف معـرف ترنسفكشــن    از غلظـت 
   نتــايج نشــان داد بيــان. مســتقيم و معكــوس اســتفاده شــد

IGF-1 در روش معكوس بيشتر از روش مستقيم بود.  
ميكروليتـر   1با  IGF-1 ميكروگرم از 2/0استفاده از 
خانــه و بــا اســتفاده از  96در پليــت  2000از ليپوفكتــامين 

دار در بيـان   ساعت افزايش معنـي  24متد معكوس بعد از 
  برابـــري  7/5هـــاي ترنســـفكته، تقريبـــا    فيبروبلاســـت

، در مقايسه با گـروه  )ليتر ميلي /پيكوگرم 95/96 12/1±(
ــرل  ــر ميلــي /پيكــوگرم 9/16±76/1(كنت در . داشــت) ليت
ســاعت بعــد از ترنسفكشــن، ايــن  72و  48كــه در  حــالي
برابـر و   4/3ترتيب ه ب( تدريج كاهش يافته استه ميزان ب

  .)3 شماره تصوير) (برابر در مقايسه با گروه كنترل 3/1
 Inدر محيط IGF1ميزان پروتيين آناليز كمي  :1شماره نمودار 

vitro  هـاي   ترنسفكته شده نسبت به سلول فيبروبلاست هاي در سلول
، 24به روش ترنسفكشن معكوس در ) گروه كنترل(ترنسفكته نشده 

 ساعت بعد از ترنسفكشن در محيط آزمايشگاهي 72و  48

 
 ماكروسكوپيك هاي يافته -3

 انسـيون ها، سوسپ ساعت بعد از ترنسفكشن سلول 24
ــه   Nativeهــاي  ســلول حــاوي  رويو ترنســفكته شــده ب
 لبة هم پيوستگيه ب. تمام ضخامت منتقل شدندهاي  زخم

زخـم از   خشـكي  و محتويـات  تغليظ و تراكم و بريدگي
 در .بـود  مشـاهده  قابـل  دوم در گـروه تجربـي   روز اواخر
 اواخـر روز  در ايـن مشخصـات   گروه كنترل در كه حالي

 هـاي  زخـم  محل از بيوپسي هنگام .بود مشاهده سوم قابل
 بـا   فيبروزه بافت شناسي، بافت بررسي منظور ترميم يافته به

 خـوبي  زخم گـروه شـاهد بـه    در سفت و غيرطبيعي قوام
  .بود مشاهده قابل

  

  ميكروسكوپي يافته -4
هــا  روز بعــد از عمــل، بيوپســي از محــل زخــم رت 8
 روي ســلول درمــاني و ژن درمــاني   تــأثير. شــد انجــام
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 هـاي  گـروه  تفكيـك  بـه  تـرميم زخـم   كمي هاي شاخص
ــه 1 شــماره جــدول در مطالعــه مــورد و  شــده اســت ارائ

لوژيكي از بيوپســي زخــم نشــان داده پاتوارزيــابي هيســتو
طـور   هاست اپيتلياليزيشن زخم در گروه تجربـي تقريبـا ب ـ  
تليـالي   كامل بدون علايم كلينيكي، التهابي يـا نقـص اپـي   

ميكروسـكوپ نـوري نشـان داد     ارزيابي. صورت گرفت
كه فيبروبلاسـت ترنسـفكته    در گروهي درم ضخامت اپي

 داري ميكرومتر افزايش معني 2/74±64/1 دريافت كردند با
 ميكرومتـر دارنـد   4/44±94/1 گـروه كنتـرل بـا   نسبت به 

)000/0(p= .ــ ــه،   ه ب ــت گرانول ــروه باف ــن گ ــلاوه در اي ع
 تصـوير (بـود  تـر   متراكم تر، فيبروزه تر و بـا التهـاب كـم   

دريافـت   Nativeهايي كـه سـلول    در زخم .)A. 3 شماره
ــي  ــد، اپ ــا     كردن ــه ب ــده در مقايس ــكيل ش ــازه تش ــوم ت تلي

تـر   كـم  ،هايي كه سلول ترنسـفكته دريافـت كردنـد    زخم
هـايي   در زخـم  .)B. 3 شـماره  تصوير( سازمان يافته است

 هاي لنفوسـيت  كه نرمال سالين دريافت كردند تعداد سلول
افزايش معني داري در مقايسه با گروهي كه فيبروبلاست 

 تصـوير ( =p)000/0( داشـتند  ترنسفكته دريافـت كردنـد  
همچنين در گـروه كنتـرل شـدت التهـاب      .)C.  3 شماره

  .تر بود نسبت به گروه تجربي بيش
  

  
  

  
  

  
  

تصويري از ناحيه زخم بـه همـراه بخشـي از پوسـت      :3 تصوير شماره
ساختمان بافتي زخم درمـان شـده بـا     A). روز بعد از جراحي 8سالم 

ــا   B)فيبروبلاســت ترنســفكته  ــافتي زخــم درمــان شــده ب ســاختمان ب
ساختمان بافتي زخم درمـان شـده بـا     C)فيبروبلاست ترنسفكته نشده

  )4×10، با بزرگنمايي  H&Eرنگ آميزي (نرمال سالين 
  
 ,One-way ANOVA)نتايج حاصل از آنـاليز آمـاري    : 1شماره  جدول

Tukey)  فاكتورهاي شمارش شده در ناحيه زخم رت هاي ديابتي بر
 زخم كمي هاي شاخص ميزان. در روز هشتم MEAN±SEMاساس 

زخم هاي درمان شـده بـا فيبروبلاسـت ترنسـفكته      A):  در سه گروه
(n=5) ،(B   بـا فيبروبلاسـت ترنسـفكته نشـده    زخم هاي درمان شـده 
(n=5) ،(C زخم هاي درمان شده با نرمال سالين  (n=5)  
  

 لنفوسيت

1000× 

 كراتينوسيت

1000× 

 فيبروبلاست

1000× 

  پهناي اپي درم
 )ميكرومتر(

 گروه ها

6/32 ± 51/1  8/37 ± 83/0  8/34 ± 78/1  2/74 ± 64/1  A 

6/35 ± 14/1  6/31 ± 96/2  4/30 ± 14/1  6/86 ± 39/4  B 

8/40 ± 56/3  8/24 ± 48/1  6/24 ± 51/1  4/44 ± 94/1  C 

496/0p= 005/0p= 016/0p= 976/0p= A & B 

000/0p= 000/0p= 000/0p= 000/0p= A & C 

011/0p= 001/0p= 000/0p= 000/0p= B & C 

  
  بحث
   تكثيـر  نقـش مهمـي درفـاز    هاي فيبروبلاسـت  وللس
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 زخم مهاجرت كرده،محل  به ها آن .دارند حاد بهبود زخم
مـاتريكس   ضـروري بـراي   هـاي  سـاير پـروتئين   كلاژن و

مطالعـه حاضـر    نتيجـه  .)16(كنند خارج سلولي را سنتز مي
هم نشان داد كه فيبروبلاست آلوژنيك كشت داده شـده  

  .درم دارد نقش مهمي در افزايش ضخامت اپي
ــلول  ــد سـ ــد پيونـ ــرات مفيـ ــاي اثـ  فيبروبلاســـت هـ
بهبود زخم اثبات  در وكراتينوسيت به شكل سوسپانسيون

 هـا و  سيتوكين فيبروبلاست بسياري ازي ها سلول .)18(شد
 تكثيـر و تمـايز  ، كـه  كننـد  فاكتورهاي رشد را توليـد مـي  

 فاكتورهـاي . )30(كنند تحريك مي زخم در بستررا  ها سلول
عـلاوه بـر   . رشد نقش مهمي در روند بهبود زخـم دارنـد  
هاي ديابتي  اين، كاهش غلظت فاكتورهاي رشد در زخم

 شـود غلظـت غيرطبيعـي    مشاهده شده است و تصـور مـي  
  .)24،31(گذارد فاكتورهاي رشد در روند بهبود زخم اثر مي

هاي زيادي در خصـوص   هاي اخير پيشرفت در سال
همچنان بـراي  انتقال ژن به بافت صورت گرفته است، اما 

هـاي بـالاي تـرانس ژن در داخـل بـدن       رسيدن به غلظت
اين مشكل به ويژه در پوست، . هايي وجود دارد دشواري

بـدون ايجـاد    -جهت به دسـت آوردن حـداكثر بيـان ژن   
. )28(باشــد بــه منظــور بهبــود زخــم مطــرح مــي  -عارضــه

ه طول عمر كوتاه فاكتورهاي رشـد در  همچنين با توجه ب
، ژن درماني به همـراه سـلول درمـاني    )29،32(زخممحيط 

  .اهميت دارد
 هاي در سلولرا  nonviral انتقال ژن در اين تحقيق،

 بيانسپس  .شد سازي آلوژنيك ارزيابي و بهينه فيبروبلاست
IGF-1 گرديــدگيــري  انــدازه در شــرايط آزمايشــگاهي. 

 بـا  ترانسفكشـن  يـك معـرف   به عنوان 2000ليپوفكتامين 
ليپوفكتـامين   /cDNA .مخلوط شد cDNA بالا با ژن بيان

ــه  1نســبتبا 2000 ــراكم و 5ب ــا ت ــلول ب  داراي 4 ×104س
پس  IGF-1 ژن بيان. در ترنسفكشن استيي بالا بازدهي

  .رسيد ميلي ليتر /پيكوگرم 95/96 هب ساعت 24از 
، بيـان  IGF-1بـا ترنسـفر ژن   مطالعات نشان داده كه 

يابــد و  افــزايش مــي 4فاكتورهــاي رشــد و كــلاژن نــوع 
برونـزاد   IGF-1ژن  .گـردد  تسـهيل مـي  ه شـدن  تلياليز اپي

. دارددرونـزاد  هماننـد ژن  اي  پاسخ داخـل سـلولي مشـابه   
IGF-1  نقشــي در بهبــود ) در گــردش خــون(در پلاســما

موضـعي نقـش بسـيار مـوثري در      IGF-1زخم ندارد، اما 
  .)33(روند بهبود زخم دارد

هـاي   در اين مطالعه نشان داده شـد كـه فيبروبلاسـت   
درم  ترانسفكته باعث افزايش معني داري در ضخامت اپي

 .انـد  ها نسبت به گـروه كنتـرل شـده    و تعداد كراتينوسيت
هاي غير ترنسفكته توانستند افزايش  همچنين فيبروبلاست

ها  بل توجهي در ضخامت اپي درم وتعداد كراتينوسيتقا
هـر چنـد ايـن ميـزان     . نسبت به گروه كنترل ايجـاد كننـد  

و  Jeschke مشــابه ايــن كــار. تــر از گــروه قبــل بــود كــم
ــال   ــارانش در س ــد  2005همك ــان دادن ــه نش ، IGF-1 ك

مـاتريكس خـارج   دررا  كراتينوسيت هاي سلول مهاجرت
  .)34(دهد افزايش مي سلولي

هـاي   سـلول  تعـداد  ترنسفكته يها يبروبلاستفپيوند 
را نسبت بـه هـر    يخارج سلول يكسماتر فيبروبلاست در

فيبوبلاسـت غيـر ترانسـفكته و كنتـرل بـه      پيوند دو گروه 
هم مطالعات در ديگر .داده است يشداري افزا طور معني
در افــراد ديــابتي باعــث  IGF-1كــاهش  شــد نشــان داده

-Grazul همچنـين . )18(شـود  اختلال در ترميم زخـم مـي  

Bilska   نشـان دادنـد تكثيـر     2002و همكارانش در سـال
سلول فيبروبلاست در افراد ديابتي غير طبيعي بوده و بيان 
داشتند فاكتور رشد برونزاد، تكثير فيبروبلاسـت درونـزاد   

. )23،26(كند را تحريك كرده و ترميم زخم را تسهيل مي
 IGF-1رسـد در مطالعـه حاضـرافزايش بيـان      به نظـر مـي  

يبروبلاست درونزاد شـده و باعـث   سبب تحريك تكثير ف
  .بهبود زخم شده است

ــت، هيپوكســي    ــه عفون ــادي از جمل ــاي زي فاكتوره
هــاي  بــافتي، نكــروز، اگــزودا و ســطوح بــالاي ســيتوكين

 هـاي  بـه ويـژه زخـم    هـا  توانند در تـرميم زخـم   التهابي مي
كـاهش  اسـاس تـرميم بـر     .)35(ديابتي اختلال ايجاد كنند

 التهاب، تشكيل بافـت گرانـولر حيـاتي و افـزايش تكثيـر     
ــلولي ــي س ــد م ــتوپاتولوژيك بررســي .باش ــاي  لام هيس ه

ــكوپي ــه   ميكروس ــن مطالع ــه  در اي ــت ك ــان داده اس  نش
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هـاي ترنسـفكته و    فيبروبلاسـت  تحت درمان بـا  هاي زخم
 داري در مقايسـه بـا گـروه    طـور معنـي   غير ترانسـفكته بـه  

  .دارند تري كم هاي التهابي كنترل سلول
و نتــايج  ضــايعه وســعتمطالعــه  در مطالعــه حاضــر،

ژن  اثرات مثبت يك ميكروسكوپ تمربوط به آزمايشا
. هـا نشـان داد   درمـان زخـم   دررا  سلول درماني و درماني

 ماننـد هـا، ه  فيبروبلاسـت  توان گفت كـه  علاوه بر اين مي
انتقـال   مـوثر در  يك حامل به عنوان ،)28(ها كراتينوسيت

 رسـد  بنـابراين بـه نظـر مـي     .باشـند  مـي  زخم به محيط ژن
IGF-1  را  درماني بهبود زخم به همراه سلولاگزوژنوس

زمـان بهبـودي زخـم     و باعث كوتـاه شـدن  تسهيل كرده 
  .شود مي

ــمندان روش  ــياري از دانش ــراي    بس ــف ب ــاي مختل ه
امـا  . )18،19،36(انـد  تسريع در ترميم زخـم بـه كـار گرفتـه    

طور گسـترده قابـل قبـول    ه ب آل كه هنوز يك روش ايده
ســلول درمــاني يــك روش درمــاني . باشــد وجــود نــدارد

امـا  . هـاي مـزمن اسـت    اميدواركننده بـراي درمـان زخـم   
اثرات سيستميك و طولاني مـدت سـلول درمـاني هنـوز     

تر ارزشـمند  بـراي دسـتيابي بـه نتـايج    . اثبات نشـده اسـت  
، لازم ژن درمـاني  و سـلول درمـاني   در ارتبـاط بـا   آماري

از  .انجــام شــود تــري بــيش حيوانــات دراســت مطالعــات 
انسـان   بـه  از لحاظ فيزيولوژيكي خوك پوست جا كه آن

ــيش ــباهت ب ــري دارد ش ــد و )37(ت ــين چن را  زخــم همچن
 در نتيجــه، ايجــاد كــرد حيــواني يــك مــدل تــوان در مــي

  .شود توصيه مي ها خوك بر روي تحقيق
  

  سپاسگزاري
فناوري دانشگاه علوم از معاونت محترم تحقيقات و 

ــرم مركــز تحقيقــات    ــدران و رياســت محت پزشــكي مازن
گاه علوم پزشكي شهيد بهشتي به دليل تـأمين  پوست دانش
نيـاز   مالي پروژه و امكانـات و تجهيـزات مـورد    اعتبارات
  .نماييم تشكر مي
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