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Abstract 
 

Background and purpose: One of the common complications of diabetes is impairment of 
wound healing. The aim of the present study was to investigate the synergistic effect of hyperbaric 
oxygen (HBO) therapy and decellularized human amniotic membrane (dHAM) in healing of full-
thickness diabetic wounds in rats. 

Materials and methods: In this experimental study, 60 diabetic male rats were randomly 
divided into four groups (n=15) as follows: untreated diabetic wound, wound treated with HBO, wound 
treated with dHAM, and wound treated with HBO+dHAM. Sampling was performed after 7, 14, and 21 
days following wounding. Assessments included wound closure rate, histological (collagen density) and 
stereological examinations, expression of genes involved in repair and angiogenesis (TGF-β and VEGF), 
inflammatory genes (TNF-α and IL-1β), and wound tissue biomechanical properties. 

Results: Combined use of dHAM and HBO significantly increased wound closure rate, new 
epidermis and dermis volume, fibroblast cell and blood vessel density, collagen density, repair and 
angiogenesis genes, and wound biomechanical properties compared with those in the diabetic group 
(P<0.05). Also, the expression level of inflammatory genes and neutrophil density significantly decreased 
in all treatment groups, especially in HBO+dHAM group compared with the diabetic group (P<0.05). 

Conclusion: dHAM and HBO had a greater effect on the healing process of diabetic wounds 
when taken together than when each was taken separately. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عــه دانـــلــمج
  )1- 15(   1401سال    اردیبهشت    208سی و دوم   شماره دوره 

  1401، اردیبهشت  208دوره سی و دوم، شماره                  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                       2

 پژوهشـی
 

 سلول یانسان ونیپرده آمنو با فشار بالا  ژنیاکس یستینرژیاثر س
 ییدر موش صحرا یابتیزخم تمام ضخامت د میشده در ترم ییزدا

  
       1مصطفی ایزانلو

       2علیرضا خلعتبري
       3امین علی آبادي

  4سیما داودي
       5امیر رئوفی
       6فائزه مدانلو
  7داود نصیري

  چکیده
است.  یابتید مارانیب يهازخم میاختلال و نقص در ترم ابت،یعوارض حاصل از د نیترعیاز شا یکی و هدف: سابقه

) dHAM( زدایی شدهی سلولانسان ونیپرده آمنو ) HBOبا فشار بالا ( ژنیاکس یستینرژیاثر س یمطالعه حاضر با هدف بررس
  .انجام شد ییدر موش صحرا یابتیزخم تمام ضخامت د میدر ترم

عــددي  15 گــروه 4 بــه تصــادفی به صورت نر صحرایی دیابتی موش سر 60 حاضر مطالعه تجربیدر  ها:مواد و روش
و زخــم تیمــار  dHAM بــا شــده ، زخم تیمارHBO با شده )، زخم تیمارDiabeticبدون درمان ( شدند که شامل زخم تقسیم

 .شــد انجــام زخم ایجاد از پس 21و  14، 7 روزهاي در عهمطال مورد هايگروه از گیرينمونه. بودند HBO+ dHAMشده با 
رگ  و میژن موثر در تــرم انیبارزیابی  ها وحجم بافت، تعداد سلولن، تراکم کلاژ درصد بسته شدن زخم، ها شاملیابیارز

  .و مشخصه بیومکانیکی بافت زخم بود )IL-1βو  TNF-α( یالتهاب يهاژنو  )VEGFو  TGF-β( زایی
و درم  درمیــحجــم اپدار در سرعت بسته شــدن زخــم، یسبب افزایش معن dHAMو  HBOستفاده ترکیبی از ا ها:یافته

 یکیومکانیب اتیخصوص زایی و نیزهاي ترمیمی و رگ، ژنکلاژن ی، تراکمو رگ خون بروبلاستیف يها، تراکم سلولدیجد
ی، درمان يهاگروه یها در تماملیتراکم نوتروف زیو ن یالتهاب يهاژن انیب . هم چنین)>05/0P( بود Diabeticنسبت به گروه 

  .)>05/0Pدار کاهش یافته بود (صورت معنیبه Diabeticنسبت به گروه  به خصوص گروه ترکیبی
هــاي زخــم يدر روند بهبود يشتریب ریتأث استفاده جداگانه از هر کدام،با  سهیدر مقا dHAM و HBO بیترک استنتاج:

  .دیابتی داشته است
  

  زخم دیابتی، اکسیژن با فشار بالا، پرده آمنیون انسانی واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 حاصل از دیابــت، ترین عوارضترین وشایعازمهمیکی 

هــاي پوســتی اســت. طبــق اختلال و نقص در ترمیم زخم
درصد از بیماران دیــابتی از وجــود 15آمار جهانی حدود 

  رند.ـبج میـنها روص در اندامـخصه ی بـاي دیابتـهزخم
  

  E-mail: davood1990nasiry@gmail.com            دانشکده پیراپزشکی آمل: آمل - داود نصیري مولف مسئول:
 ایران مشهد، مشهد، پزشکی علوم دانشگاه بیمارستان امام رضا،گروه پاتولوژي، پاتولوژي،  دستیار .1
 رانیا ،يمازندران، سار یدانشگاه علوم پزشک ،یو مولکول یسلول قاتیمرکز تحقگروه علوم تشریح، استاد،  .2
 رانی، اتهران، شهید بهشتی ی، دانشگاه علوم پزشکفارماسیوتیکس، دانشکده داروسازي دانشجوي دکتراي .3
 ایران مشهد، مشهد، پزشکی علوم دانشگاه بیمارستان امام رضا، پوست، گروه پوست، دستیار. 4
  مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، سبزوار، ایرانگروه علوم تشریح، استادیار،  . 5
 کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایراندانشجوي کارشناسی پرستاري،  .6
   پزشکی آمل، دانشگاه علوم پزشکی مازندران، ساري، ایراندانشکده پیراگروه علوم تشریح، استادیار، . 7
 : 22/12/1400 تاریخ تصویب :             25/11/1400 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            9/11/1400 تاریخ دریافت  
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  و همکاران زانلویا یمصطف     

  3         1401، اردیبهشت  208دوره سی و دوم، شماره                   مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                        

 پژوهشـی
 

اي بــالغ بــر یــک در ایالات متحده آمریکا ســالانه هزینــه
ع عضــو انــدام هزار قطــ 73میلیارد دلار و همچنین بالغ بر 

 در .)1(کندتحتانی را بر نظام سلامت این کشور تحمیل می
مبتلا درصد از افراد،  3/16ایران نیز طبق جدیدترین آمار 

 ریمــدکــه از ایــن تعــداد بــه گفتــه  )2(به بیماري دیابت بــوده
 500دود ی، حــدانشــگاه زخــم جهــاد میترم جامع مرکز

هزار نفر در معرض زخم اندام تحتانی و قطع عضو قــرار 
هاي دیابتی به دلایلی هم چون التهــاب در زخم .)3(دارند

طولانی مدت، کاهش تکثیر سلولی، کاهش میزان تولید 
موضعی و ... شاهد تــاخیر  هايفاکتورهاي رشد از سلول

. بنابراین با توجــه بــه )4،5(و اخلال در روند ترمیم هستیم
فیزیوپاتولوژي زخم دیابتی، بایــد بتــوان از ترکیبــاتی در 
جهت ترمیم زخم اســتفاده نمــود کــه ضــمن ایمــن و در 

رهاي رشد دسترس بودن، بتوانند با تحریک ترشح فاکتو
) جهت تسریع ECMو تشکیل ماتریکس خارج سلولی (

در ترمیم از یک سو و تاثیر موثر بر بیان فاکتورهاي مهم 
 زایی به موضع زخــم از ســوي دیگــر،در جهت فرآیند رگ

اکســیژن بــا فشــار بــالا  موجب ترمیم بهینه زخم گردنــد.
)Hyperbaric Oxygen:HBO تجویز متناوب اکســیژن ،(

 فشار بالاتر از یک اتمسفر در مخزن تحت درصد در 100
باشد. ایــن تکنولــوژي جهــت درمــان انــواعی از فشار می

هــاي عصــبی، هاي مزمن، آســیبها همچون زخمبیماري
. )6،7(ترمیم استخوان و ... مورد استفاده قرار گرفته است

HBO  اثري مرکــزي در بیــان فــاکتورSDF-1α  داشــته و
هــاي اجــدادي موجب القاء ایــن لیگانــد و جــذب ســلول

ــاز (رگ ــت EPCsس ــم جه ــع زخ ــه موض ــده ب ) آزاد ش
. بــا توجــه )8،9(شــودرسانی میو برقراري خون زاییرگ

هــاي هاي دیــابتی، در ســالدر زخم HBOبه اثرات مفید 
عدم اثربخشی مناســب آن در هایی مبنی بر اخیر گزارش

 هاي اندامچنین عدم کاهش آمپوتاسیونترمیم زخم و هم
 پوستی، هاي تمام ضخامتزخمدر  .)10- 12(منتشر شده است

همچون  هترین و ایده آل ترین حالت در کنار تیمارهاییب
HBO ،ایجاد بســتري مناســب جهــت مهــاجرت، تکثیــر ،

باشد. بنابراین وجــود یــک زایی میها و رگتمایز سلول

هایی همچون مشــابهت داربست مناسب که بتواند ویژگی
التهابــات درمی، سازگاري زیستی، مقاومــت در   ECMبه

اشــکال  ژیکی، تراوایــی، پــردازش درهاي ایمونولــوو پاسخ
پــرده  .)13(باشــدمختلف و ... را داشته باشد، مطلوب مــی

 )Human Amniotic Membrane: HAM( آمنیون انسانی
 ECMآل با ساختار مشــابه یک داربست بیولوژیکی ایده

باشــد. ایــن ســاختار بــه دلیــل عــدم رد پیونــد، درمی مــی
خاصیت ضدالتهابی، ضد میکروبــی، ضــد فیبــروز، ضــد 

هزینه و بدون آسیب بــه ســایر اسکار، ضد درد و نیز بدون 
ــت ــیباف ــان م ــدن انس ــاي ب ــده ــرار  توان ــتفاده ق ــورد اس م

با توجــه بــه  مــوارد اشــاره شــده، بــه دلیــل . )14،15(دگیر
در ارتقــاء برخــی فرآینــدهاي  HBOاثرات موثر تجــویز 

ســو و هــاي دیــابتی از یــکترمیمی ذکــر شــده در زخــم
چنین اهمیت وجــود یــک داربســت طبیعــی از ســوي هم

ــرمیم  دیگــر، در مطالعــه حاضــر از ایــن دو ترکیــب در ت
  اده شد.هاي تمام ضخامت دیابتی استفزخم

  

  مواد و روش ها
  حیوانات مورد استفادهروش مطالعه و 

در مطالعــــه تجربــــی حاضــــر بــــا کــــد اخــــلاق 
)IR.MAZUMS.REC.1400-13722 سر موش  60)، از

هفتــه و بــا  8صحرایی نر بالغ، نژاد ویستار با ســن حــدود 
هــا از گــرم اســتفاده شــد. همــه مــوش 250میانگین وزنی 

ــات آزمایشــگا هی دانشــگاه علــوم مرکــز پــرورش حیوان
پزشکی مازندران تهیه شده و در شــرایط اســتاندارد نگــه 

عددي تقسیم شدند  15گروه  4موش ها در داري شدند. 
 هــا دیــابتی شــده (تزریــق استرپتوزوتوســینکه تمامی آن

)Streptozotocin: STZ(  بــا دوزmg/kg 55  بــه صــورت
داخل صفاقی) و به منظور تثبیت دیابت و ایجاد عوارض 

. )16،17(روز نگــه داري شــدند 30اصل از آن به مــدت ح
 )، زخم تیمارDiabeticبدون درمان ( زخم شامل هاگروه
 بــا شــده )، زخم تیمــارHBO( اکسیژن با فشار بالا با شده

 ) و زخــمdHAM( زدایی شــدهپرده آمنیون انسانی سلول
ــون ت ــرده آمنی ــالا و پ ــا فشــار ب ــا اکســیژن ب یمــار شــده ب
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  ... زخم میدر ترم ونیو پرده آمن ژنیاکس یستینرژیاثر س
 

  1401، اردیبهشت  208اه علوم پزشکی مازندران                                                                           دوره سی و دوم، شماره مجله دانشگ           4

پس از ایجــاد . ) بودندHBO+dHAMزدایی شده (سلول
ان ـود کــه در پایـــروز ب 21ه ــی مطالعـانـزمازه ـم، بـزخ

مــوش از هــر گــروه جهــت ارزیــابی،  5هــر هفتــه تعــداد 
  .)1(گیري شدندنمونه

  
  روش ایجاد زخم

به منظور ایجاد زخم، پس از بیهوشی بــا اســتفاده از 
 زایلازیــنو  )mg/kg 50( تزریق داخل عضلانی کتــامین

)mg/kg 5 موي پوست قسمت پشت گــردن مــوش هــا ،(
تراشیده شد و پس از ضدعفونی کردن ناحیه، با اســتفاده 

پوســت ناحیــه بــا  mm 15از پانچ استاندارد با قطر داخلی 
کامــل کــه شــامل اپیــدرم و درم بــود برداشــته ضــخامت 

  .)1(شد
  

  HBOتیمار با 
و روز  21صورت روزانه بــه مــدت ه ب HBOتجویز 

دقیقه بوده که حیوانــات در داخــل  90هر جلسه به مدت 
درصــد قــرار 100اتمســفر اکســیژن  4/2محفظه در فشــار 

بــه صــورت سیســتمیک بــود و کــل بــدن گرفتند. تجویز 
  .)6،18،19(حیوان در معرض اکسیژن قرار گرفت

  
  سلول زدایی پرده آمنیون و تیمار مربوطه

وســیله محلــول ســالین شستشــو هابتدا پرده آمنیون بــ
متر تقســیم سانتی 5×5داده شد. سپس به تعدادي قطعات 

گــرم میلی 20گرم از آن به همراه میلی 200 شده و مقدار
 1سی اضافه و به مدت سی 15هاي تریپسین به داخل لوله

گاما قــرار گرفــت. پــس از اشــعه و بــا  ساعت تحت اشعه
توجه به استریل شدن قطعات، ادامه مراحل تحت شرایط 

 استریل کیدریکلر دیاسسی سی 10استریل انجام شد. 

N01/0 ســاعت در  48مــدت هــا اضــافه شــد و بــهبه لولــه
درجه قرار داده شدند. پرده در ایــن مرحلــه بــه  37دماي 

ییــد مــاتریکس زدایی شد و جهت تاصورت کامل سلول
شناســی بــا و نیز بافــت DNA میزان محتوايآن، ارزیابی 

هــاي جهــت بررســی حضــور هســته H&Eآمیــزي رنــگ

آمیزي بــا تــري کــروم ماســون جهــت سلولی و نیز رنگ
ــلاژن  ــراکم ک ــابی ت ــدارزی ــور  .)20،21(انجــام ش ــه منظ ب

میلــی گــرم  30-50ابتــدا ، DNAارزیابی میزان محتــواي 
زدایــی و آمنیون سلول (HAM)بیعیبافت پرده آمنیون ط

جداگانه در محلول بافر لیزکننــده شــامل  (dHAM)شده 
Tris-HCl  و مــول میلــی 50بــا غلظــتpH 8، EDTA  بــا

 و مــولمیلــی 10بــا غلظــت  NaCl ،مــولمیلــی 50غلظت 
SDS  شــب قــرار داده  کمــدت یــدرصــد بــه 1با غلظت

 DNAشدند. پس از سانتریفیوژ، فــاز رویــی کــه حــاوي 
باشد به یک تیوب دیگر منتقل شده و سرانجام جذب می

DNA  ــوج ــول م ــا ط ــپکتروفتومتر ب ــتگاه اس  260در دس
  .)1(نانومتر خوانده شد

  
  بهبود زخم یماکروسکوپ یابیارز

ـــدگی زخـــم ـــع ش ـــد جم ـــري درص ـــدازه گی    ان
)Wound closure rate( پس از  21و  14، 7 روزهاي در

با تصــویربرداري از موضــع زخــم و محاســبه  زخم ایجاد
 ریزخم با فرمول ز ي. درصد بهبودانجام شد مساحت آن

  :)22(شدمحاسبه 
  

   = (درصد) جمع شدگی زخم

  

0A مساحت زخم در روز صفر؛ :nA مســاحت زخــم در :
  روزهاي مورد بررسی

  
  ارزیابی بافت شناسی

ــوم ــه اول، دوم و س ــانی هفت ــازه زم ــر ب ــان ه ، در پای
ــه ــدت  پوســتی جــدا شــده يهانمون ــه م در  ســاعت 72ب
ــال ــدند.  کسیدرصــد فــ 10 نیفرم ــس ازش  در ادامــه پ

و بــا اســتفاده از  يریگقالــب نیدر پــاراف ،یفتبــا پردازش
 5بــا ضــخامت  ،یالیبــه صــورت ســر کروتــومیدستگاه م

بــرش بــا فواصــل  10 برش داده شــدند. تعــداد کرومتریم
و هاي استریولوژیکی ارزیابیجهت  گریکدیاز  مشخص

  .شدتراکم کلاژن، انتخاب 
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  ارزیابی استریولوژیکی حجم اپیدرم و درم -
اپیــدرم و درم جدیــد تشــکیل جهت محاسبه حجــم 
اســتفاده شــد.  Cavalierروش شــده در موضــع زخــم از 

هاي مورد بررسی با اســتفاده حجم اپیدرم و درم در نمونه
  :)23(از فرمول زیر محاسبه شد

  

 

ΣP مقطــع مربــوط بــه  10: مجموع نقاط شمارش شده در
: t ;: مســاحت فــریم مــورد بررســیa/p ;هر نمونــه مــوش

  فاصله بین مقاطع بافتی مورد بررسی
  

  برآورد تراکم سلول هاي فیبروبلاست و نوتروفیل -
ــراکم ســلول هــاي فیبروبلاســت و جهــت ارزیــابی ت

 Optical Dissectorموضــع زخــم از روش نوتروفیل در 
هاي ) سلولNvاستفاده شد. فرمول محاسبه تراکم کمی (

  :)24(باشدمورد بررسی به شرح زیر می
  

 
ΣQهاي شمارش شده: تعداد سلول- hارتفاع دایسکتور :-  
a/fمساحت فریم مورد بررسی : - Σpهــاي: تعداد کلی فریم 

: عدد ثابت مربــوط بــه BA -شمارش شده در همه فیلدها
 : ضخامت حقیقی مقاطعt -باشدمی mµ20میکروتوم که 

  گیري شده در هر فیلد توسط میکروکیتوراندازه
  

 وق خونیبرآورد تراکم عر -

جهت ارزیابی تراکم عروق خونی در موضع زخــم 
، از فرمــول زیــر Optical Dissectorبا اســتفاده از روش 

  :)25(استفاده شد

 
ΣQوفایل هاي عروقــی شــمارش شــده بــه : تعداد کلی پر

هاي شمارش شده : تعداد کلی فریمΣp -ازاي هر پوست
  : مساحت فریم مورد بررسیa/f -در همه فیلدها

  ارزیابی تراکم کلاژن -
براي محاسبه تراکم کلاژن در درم ترمیم یافتــه، در 

آمیــزي تــري کــروم پایان هر بازه زمانی مطالعه، از رنگ
مقطع بافتی از هر مــوش بــا  10عداد ماسون استفاده شد. ت

آمیــزي، فواصل معین از یکدیگر انتخاب و پس از رنگ
افــزار تراکم رنگ در هر کدام از تصاویر به کمــک نــرم

Image J  ــرار ــل دانســیتومتري ق ــه و تحلی مــورد تجزی
  .)1،22(گرفت
  

 qRT-PCRارزیابی بیان ژن به روش 

مــوش از هــر  5هاي بافتی در پایان روز هفتم، نمونه
گروه (نصف پوست ناحیه زخم) به منظور ارزیــابی بیــان 

 ) وVEGFو  TGF-βزایی (اي موثر در ترمیم و رگهژن
) تهیه شدند. پــس از اســتخراج IL-1βو  TNF-αالتهاب (
mRNA  از آن میکروگــرم  2، مقــدار موضع زخــمبافت

،  MuLV reverse & forward transcriptaseبا کمــک
cDNA ــد ــت ســاخته ش ــت  و جه ــورد  qRT-PCRتس م

م پلــی مــراز سازي آنــزیمرحله فعال. گرفتاستفاده قرار 
دقیقه، در هــر  10گراد به مدت درجه سانتی 95در دماي 

گراد درجه سانتی 95چرخه، مرحله واسرشتگی در دماي 
دقیقه و مراحل اتصال و طویل شدن در دماي  10مدت به

در  .)26(شددقیقه انجام  60گراد به مدت درجه سانتی 60
پرایمرهاي مــورد اســتفاده قابــل مشــاهده  1جدول شماره 

  باشد.می
  

  مطالعه مورد يها ژن مریپرا یتوال و نام :1شماره  جدول
  

Gene Forward primer (5′→3′) Reverse primer (5′→3′) 
TGF-β GGCTGAACCAAGGAGACGGA CCATGAGGAGCAGGAAGGGT 
VEGF ATGCCAAGTGGTCCCAG CAATAGCTGCGCTGGTAG 
TNF-α AGCCTCTTCTCATTCCTGCTC GTTTGCTACGACGTGGGCTAC 
IL-1β GACAAGCAACGACAAAATCCC TGGGTATTGTTTGGGATCCAC 
β-actin CCCATCTATGAGGGTTACGC TTTAATGTCACGCACGATTTC 

  
  ارزیابی مشخصه هاي بیومکانیکی زخم

نمونــه بــاقی مانــده بــراي  5از هــر گــروه  21در روز 
هــا اســتفاده شــدند. بــراي زخم هاي بیومکانیکیآزمایش

ــن منظــور، ــه ای ــاينمون ــه پوســتی ه ــزار  یــک وســیلهب اب
 وســیلهبــه کــه بــوده جراحی تیغ دو شامل که مخصوص
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انــد، شــده متصــل هم کنار مترمیلی 5 فاصله با گیره یک
  متحرك و ثابت گیره دو به لبه نمونه انجام شد. سپس دو

 و متصل (Zwick/Roell, Germany)تنسیومتري  دستگاه
 بــا متحــرك گیــره دســتگاه، افزارينرم ریزيطبق برنامه

 تــا شــد دور ثابــت گیــره از دقیقه در مترمیلی 15 سرعت
 پــارگی دچــار کشــیدگی اثــر در ناحیــه زخــم که زمانی

   دســتگاه، بــه متصــل فرآینــد، رایانــه ایــن شــود. طــی
و جــذب انــرژي  (Maximum Force)نیــروي حــداکثر 

(Energy Absorption) افت مربوطه را براســاس واحــد ب
  .)1(نمایدمتر مربع محاسبه و گزارش مینیوتن بر میلی

  
  بررسی آماري

نســخه  SPSSافــزار توسط نرم یکم يهاداده تمامی
 هــا توســط آزمــونداده یعــیطب عیشد. ابتدا توز زیآنال 16

One sample Kolmogorov-Smirnov شــدند.  یبررســ
داشــتند، بــا روش  ینرمــال عیــهــا توزکه داده ییجااز آن

One way ANOVA یبیو تست تعق Dunn’s  گریکدیبا 
 انحــراف ± نیانگیــمصــورت ه هــا بــداده شدند و سهیمقا
به عنوان تفاوت  ياز نظر آمار P >05/0 ارائه شد و ارمعی
  .شددار محسوب یمعن

  

  یافته ها
 کسیو مــاتر پــرده آمنیــون یــیسلول زدا ندآیفر یابیارز

  حاصله یبرون سلول
اي نشان داد که ســلول یــا هســته H&Eآمیزي رنگ

بــاقی نمانــده  در ماتریکس حاصله پس از ســلول زدایــی
الف). بررسی مولکولی نیز نشان  -1است (تصویر شماره 

ـــدار  ـــه مق ـــاتریکس DNAداد ک ـــده در م ـــاقی مان ي ب
بــود (تصــویر  ng DNA/µg 3.5زدایی شده برابر با سلول

ب) که این مقدار در محــدوده قابــل قبــولی از  -1شماره 
هــاي ســلول زدایــی شــده موجــود در بافــت DNAمقدار 

کــروم آمیــزي تــري. عــلاوه بــر آن، رنــگ)27(باشــدمــی
ماسون نشان داد که طی فرآیند سلول زدایی، کــلاژن بــه 

  د).-1ج و  -1خوبی حفظ شده است (تصویر شماره 

  
  

 و ونیــآمن پــردهماتریکس سلول زدایــی شــده  هیته :1تصویر شماره 
هاي بافتی رشهاي حاصل از بمیکروگراف:  . (الف)آن يهایابیارز

ــرده آمنیــون طبیعــی  ــا  (dHAM)زدایــی شــده و ســلول (HAM)پ ب
 طــورهمــان ها.ها و هستهبراي بررسی حضور سلول H&Eآمیزي رنگ

اي در ماتریکس حاصله باقی نمانــده شود هیچ هستهکه مشاهده می
و مقایســه آن  dHAMموجود در ي DNAاست. (ب) نمودار میزان 

 DNAعی. نمودار حاکی از آن است که میــزان با بافت پرده آمنیون طبی
  هايصورت کامل از بین رفته است. (ج) میکروگراف سلولی تقریبا به
 کروممیزي تريآبا رنگ dHAMو  HAMهاي بافتی حاصل از برش

شود، که مشاهده می طورماسون براي بررسی حضور کلاژن. همان
 طبیعی تفــاوتی شدت رنگ کلاژن پس از سلول زدایی نسبت به حالت

و  HAMنداشته است. (د) نمودار میزان کــلاژن موجــود در بافــت 
dHAM زدایی پــرده آمنیــون مقــدار دهد پس از سلولکه نشان می
  طور موثري حفظ شده است.هکلاژن ب
  

  زخم میترم کیماکروسکوپ راتییتغارزیابی 
نتایج مطالعه نشان داد در هر سه بازه زمانی روزهاي 

در مقایســه بــا گــروه  HBO+dHAMروه گــ 21و  14، 7
Diabetic ه درصــد جمــع شــدگی زخــم معنــادار بــود (بــ

). مقایسه نتــایج P >01/0 و P ،01/0< P >001/0 ترتیب،
کننده تیمــار نیــز نشــان داد گــروه هاي دریافتبین گروه

HBO+dHAM  در مقایســـه بـــا هـــر دو گـــروهHBO  و
dHAM  05/0 (هر دو، 7در روز< P(ا گــروه، در مقایســه بــ 

HBO  05/0( 14در روز< P(  و در مقایسه با گــروهdHAM 
 سطح مساحت داريیصورت معنبه )P>05/0( 21در روز 

تري داشت. علاوه بر این مساحت ترمیم ترمیم یافته بیش
 نیز در مقایسه با گروه dHAMو  HBOیافته در هر دوگروه 

Diabetic ف تر بود ولی اخــتلادر هر سه بازه زمانی بیش
  ).1شماره  نمودار( )P <05/0( دار مشاهده نشدیمعن
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 شــدندرصد بسته تغییرات ماکروسکوپیک ترمیم زخم. :1 شماره نمودار
هــا دادهبا توجه به سطح زخم اولیــه.  21و  14، 7زخم در روزهاي 

در نمودارها:  گزارش شده است. اریمعانحراف ±نیانگیصورت مهب
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; .  

Diabeticبدون درمان؛  : زخمHBOاکسیژن بــا  با شده : زخم تیمار
پــرده آمنیــون انســانی ســلول  با شده : زخم تیمارdHAMفشار بالا؛ 

: زخم تیمار شده با اکسیژن با فشار بالا HBO+ dHAMزدایی شده؛ 
  و پرده آمنیون سلول زدایی شده.

  
 بافت شناسی يها افتهی

در  H&Eحاصــل از رنــگ آمیــزي تصــاویر بــافتی 
، 7هاي مورد مطالعه در هر سه بازه زمانی روزهــاي گروه

در نشــان داده شــده اســت.  2در تصــویر شــماره  21و  14
، تغییرات بــافتی در گــروه هــاي درمــانی بــه 7هاي روز زخم

 Diabeticنسبت به گــروه  HBO+dHAMخصوص گروه 
در فضــاي اي که بافــت گرانولــه مشخص بوده است به گونه

  ایجاد شده است. اپیدرم
، نتــایج حــاکی از تــرمیم بــه 14در مقاطع بافتی روز 

به خصــوص دار در گروه هاي درمانی ینسبت زیاد و معن
بــود. در  Diabeticنسبت بــه گــروه  HBO+dHAMگروه 

ــار  ــده تیم ــت کنن ــروه دریاف ــه  dHAMو  HBOدو گ ب
درصدي اپیدرم  50صورت جداگانه نیز، تشکیل بیش از 

نیــز  21در مقاطع بــافتی مشــاهده شــد. در مقــاطع بــافتی روز 
در  HBO+dHAMتغییرات در گروه دریافت کننده تیمــار 

ــا گــروه  ــود Diabeticمقایســه ب ــادار ب ــارز و معن ــهب  . کلی
ــه ــل از یافت ــایج حاص ــا نت ــو ب ــوق همس ــاي ف ــتغه  راتیی

نتایج آن در نمــودار بود که  زخم میترم کیماکروسکوپ
  ه است.گزارش شد 1شماره 

  
  

مقاطع بافتی  .تصاویر بافتی گروه هاي مورد مطالعه :2تصویر شماره 
. 21و  14، 7گروه هاي مورد مطالعه در سه بــازه زمــانی روزهــاي 

 : زخــمDiabetic). ×40بزرگنمــایی  ..(H&Eرنگ آمیزي شده بــا 
اکســیژن بــا فشــار بــالا؛  بــا شــده : زخــم تیمــارHBOبدون درمــان؛ 

dHAMپرده آمنیون انسانی سلول زدایی شــده؛  با هشد : زخم تیمار
HBO+ dHAM زخم تیمار شده با اکســیژن بــا فشــار بــالا و پــرده :

  آمنیون سلول زدایی شده.
  

  یافته هاي استریولوژیکی
و نیــز ارزیــابی  دیــو درم جد درمیــبرآورد حجــم اپ

نشــان  3ها و عروق خونی در تصویر شــماره تراکم سلول
ارزیــابی حجــم اپیــدرم و درم، داده شده است. به منظور 

مقاطع بافتی تهیه شده در دستگاه پروژکتور قرار گرفته و 
تابانــده شــد.  Grid Pointsها بر روي کاغذ تصویر نمونه

 دیــو درم جد درمیــاپ ينقــاط قــرار گرفتــه بــر روســپس 
 الف).-3محاسبه شد (تصویر شماره ΣPو حاصل شمارش 

در هــر نی نیز، ها و عروق خوجهت ارزیابی تراکم سلول
ــافتی ــناح 5، مقطــع ب ــط  هی ــتوس ــروب کی ــتاندارد  پ اس

 توریمترمربع متصل به مــان یلیم 01/0 با ابعاد يولوژیاستر
در فرمــول اســتاندارد محاســبه  a/f(مقــدار  کروسکوپیم

مــورد بررســی قــرار ، هــا و عــروق خــونی)تــراکم ســلول
 ΣQها و عروق خــونی شــمارش و مقــدار گرفت و سلول

  .ب) -3(تصویر شماره محاسبه شد 
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 هاي استریولوژیکی حجم اپیدرم و درم جدیدارزیابی: 3تصویر شماره 
 درمیبرآورد حجم اپهاي فیبروبلاست و نوتروفیل. (الف) و تراکم سلول

 Cavalierبــه روش  H&Eدر مقاطع رنگ آمیزي شــده بــا  دیو درم جد
)، Fست(هاي فیبروبلا(ب) برآورد تراکم سلول ).×40(بزرگنمایی؛

آمیــزي شــده بــا ) در مقاطع رنــگV) و عروق خونی (Nنوتروفیل (
H&E  به روشOptical Dissector  100(بزرگنمایی؛×.(  

  
  حجم اپیدرم و درم -

نتایج حاصل از برآورد حجم اپیــدرم و درم جدیــد 
در  21و  14، 7بازه زمانی روزهــاي  3در موضع زخم در 

ــودار ــماره  نم ــف و  -2ش ــان دادهال ــت.  ب نش ــده اس ش
در هر سه  7مقایسه آماري حجم اپیدرم نشان داد در روز 

نسبت به گــروه  HBO+dHAMو  HBO ،dHAMگروه 
Diabetic 05/0 ترتیــبه(ب< P ، 01/0< P  ،001/0< P( ،

نسبت  HBO+dHAMو  HBOتنها دو گروه  14در روز 
)، P >001/0 و P >05/0 ترتیــب؛ه (بــ Diabeticبه گروه 

 HBO+dHAMو  HBOز فقط دو گــروه نی 21و در روز 
ـــه گـــروه  ـــ Diabeticنســـبت ب ـــب؛ه(ب و  P >01/0 ترتی

0001/0< P( داري داشــتند. عــلاوه بــراین یافزایش معنــ
مقایسه آماري بین گروه هاي تحت تیمــار نیــز نشــان داد 

در مقایســه بــا گــروه  HBO+dHAMحجم اپیدرم گروه 
dHAM  01/0( 14در روزP<هــاي ) و در مقایسه با گروه

HBO  وdHAM  ــــب؛ 21در روز ــــه ترتی و  P >01/0 (ب
001/0< Pتر بود.) بیش  

در مقایسه حجــم درم بــین گــروه هــاي مطالعــه نیــز 
 HBO+dHAMو  HBOنتایج نشــان داد تنهــا دو گــروه 

 P >001/0 ترتیب؛ه(ب 7در روز  Diabeticنسبت به گروه 
ـــ 14)، روز P >0001/0و   >0001/0و  P >01/0 ترتیـــب؛ه(ب
P(  ــ 21و روز ــزایشP >0001/0 و P >01/0 ترتیــب؛ه(ب  ) اف

داري داشتند. همچنــین در مقایســه حجــم درم تــازه یمعن
 هاي تحت تیمار نیــز نتــایج حــاکی ازتشکیل شده بین گروه

نسبت بــه  HBO+dHAMو  HBOهاي آن بود که گروه
 )،>001/0Pو  >01/0P ترتیــب؛ه(ب 7در روز  dHAMگروه 

در روز  dHAMت بــه گــروه نســب HBO+dHAMگــروه 
14 )01/0< P( و گروه ،HBO+dHAM  نســبت بــه هــر دو

 P >05/0 ترتیــب؛ه(بــ 21در روز  dHAMو  HBOگروه 
  تري نشان دادند.) حجم درم بیشP >01/0 و
  
  تعداد سلول هاي فیبروبلاست، نوتروفیل و عروق خونی -

ــروه  ــاي  HBO+dHAMگ ــروه ه ــا گ ــه ب در مقایس
Diabetic ،HBO  وdHAM  7به طور معنــاداري در روز 

ترتیــب؛ ه (ب 14)، روز P ، 01/0< P >0001/0 ترتیب؛ه(ب
0001/0< P، 01/0< P ،001/0P< ( ب 21و روز)ترتیــب؛ه 
0001/0P< ،001/0< P ،001/0< P(  تعــــــداد ســــــلول

چنــین نتــایج نشــان داد هم تري داشت.بیش فیبروبلاست
ــروه  ــروه  HBOگ ــا گ ــه ب ــ Diabeticدر مقایس ــه ط ور ب

ــ ــاي  2داري در یمعن ــانی روزه ــازه زم داراي  21و  14ب
 )P >01/0 هاي فیبروبلاست بیشــتري بــود (هــر دو؛سلول

  و).-2 و ج-2 شمارهنمودار (
هــا نشــان داد هــر نتایج حاصل از شمارش نوتروفیــل

در  HBO+dHAMو  HBO ،dHAMسه گروه درمــانی 
 7داري در روز یطــور معنــه بــ Diabeticمقایسه با گروه 

ــ ــب؛ه(ب ــروه)P  ،01/0< P ، 0001/0< P >01/0 ترتی  ، دو گ
HBO  وHBO+dHAM  در مقایســه بــا گــروهDiabetic 

 21و روز  )P >001/0و  P >01/0 ترتیب؛ه (ب 14در روز 
ــ ــداد ســلولP >001/0و  P >05/0 ترتیــب؛ه (ب ــاي ) تع ه

همچنین مقایسه آماري بین گــروه هــاي  تري داشتند.کم
در  7در روز  HBO+dHAMد گــروه درمانی نیز نشان دا
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 پژوهشـی
 

 در مقایســه 14، در روز )dHAM 05/0< Pمقایسه بــا گــروه 
و  P >05/0ترتیــب؛ ه(بــ dHAMو  HBOبا هر دو گروه 

01/0< P(  نیز در مقایسه بــا گــروه  21و در روزdHAM 
)05/0< P( هاي نوتروفیــل داري داراي سلولیطور معنهب

 .و) -ج -2 شماره نمودارتري بود (کم
  

 
  

  
 

ی. حجــم اپیــدرم (الــف) و کیولوژیاســتر يها افتهی: 2شماره  نمودار
. شمارش 21و  14، 7هاي ترمیم شده در روزهاي درم (ب) در زخم

تعداد سلول هاي فیبروبلاست، نوتروفیل و عروق خونی در موضــع 
داده هـــا بصـــورت (و).  21(د) و  14(ج)،  7زخـــم در روزهـــاي 

ــم ــراف مع ±نیانگی ــانح ــ اری ــت.گ ــده اس ــا:  زارش ش در نموداره
*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001.  

Diabeticبدون درمان؛  : زخمHBOاکسیژن بــا  با شده : زخم تیمار
پــرده آمنیــون انســانی ســلول  با شده : زخم تیمارdHAMفشار بالا؛ 

: زخم تیمار شده با اکسیژن با فشار بالا HBO+ dHAMزدایی شده؛ 
  نیون سلول زدایی شده.و پرده آم

  
هاي عروق خــونی نتایج حاصل از شمارش پروفایل

 در مقایســه HBO+dHAMو  HBOهاي نیز نشان داد گروه
ترتیب؛ ه(ب 7داري در روز یطور معنهب Diabeticبا گروه 

01/0P<  001/0وP< ــ 14)، در روز ــب؛ه(ب  P >05/0 ترتی
 )P >01/0و  P >05/0 ترتیب؛ه (ب 21و روز  )P >01/0و 

علاوه بر این مقایســه  تر داشتند.بیش تعداد عروق خونی
کننده تیمار نیز نشــان داد در هاي دریافتنتایج بین گروه

 dHAMدر مقایســــه بــــا گــــروه  HBOگــــروه  7روز 
)05/0P< 05/0 (هر دو؛ 21و  14) و در روزهاي< P(  نیز

طور به dHAMدر مقایسه با گروه  HBO+dHAMگروه 
تصــویر تــري بــود (راي تراکم عروقی بیشداري دایمعن

  و).-2و  ج-2نمودار 
  

  یافته هاي تراکم کلاژن در درم ترمیم یافته -
نتایج حاصل از ارزیابی تراکم کــلاژن در ســه بــازه 

در گروه هــاي مــورد مطالعــه  21و  14، 7زمانی روزهاي 
الف نشان داده شــده اســت. مقایســه -3شماره نمودار در 

ي مورد مطالعه نشان داد گــروه هــاي آماري بین گروه ها
dHAM  وHBO+dHAM  در مقایسه با گروهDiabetic 

ــانی روز  ــازه زم ــه ب ــر س ــ 7در ه ــب؛ه(ب و  P >01/0 ترتی
0001/0P< 05/0 ترتیــب؛ه(ب 14)، روزP<  0001/0وP< (

) میزان تراکم P >001/0 و >05/0P ترتیب؛ه(ب 21و روز 
اي تحت بین گروهتري داشتند. مقایسه نتایج کلاژن بیش

 HBO+dHAMتیمار نیز نشان داد تراکم کلاژن در گروه 
ـــه 7در روز   14در روز  )،>HBO )01/0Pگـــروه نســـبت ب

 >01/0P ترتیب؛ه(ب dHAMو  HBOهاي نسبت به گروه
 )>01/0P( HBOنسبت بــه گــروه  21) و در روز P >05/0 و

  تر بود.بیش
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 يهــا زخــم موضــع در هــا ژن نایب و کلاژن تراکم: 3شماره  نمودار
کلاژن در  تراکم زانیاز م یکم لیو تحل هیتجز. (الف) افتهی میترم

هــاي هاي بهبود یافته. (ب) نمودار میزان بیــان نســبی ژندرم زخم 
هاي التهابی ) و نیز ژنVEGFو  TGF-βموثر در ترمیم و رگ زایی (

)TNF-α  وIL-1βتکنیک توسط 7هاي مورد مطالعه در روز ) درگروه  
qRT-PCR براي رسم نمودارها، مقادیر بیان ژن مربوط بــه گــروه .

Diabetic یک در نظر گرفته شده و بیان ژنی نسبی سایر گروه ها ،
انحراف  ±نیانگیها بصورت مدادهنسبت به آن گزارش شده است. 

 ;P<0.05; **P<0.01*در نمودارهــا:  گــزارش شــده اســت. اریــمع

***P<0.001; ****P<0.0001 .Diabeticــم ــان؛  : زخ ــدون درم ب
HBOاکسیژن با فشار بالا؛  با شده : زخم تیمارdHAMزخم تیمار : 

: زخم HBO+ dHAMپرده آمنیون انسانی سلول زدایی شده؛  با شده
  تیمار شده با اکسیژن با فشار بالا و پرده آمنیون سلول زدایی شده.

  
  هاي موثر در ترمیم زخمهاي بیان ژنیافته

هاي موثر در ترمیم اصل از مقایسه بیان ژننمودار ح
هــاي التهــابی ) و نیــز ژنVEGFو  TGF-βزایــی (و رگ

)TNF-α  وIL-1β7هاي مورد مطالعــه در روز ) در گروه 
ــایج -3شــماره نمــودار در  ب نشــان داده شــده اســت. نت

ــروه ــود کــه گ و  HBO ،dHAMهــاي حــاکی از آن ب
HBO+dHAM  در مقایسه با گروهDiabetic ر خصــوصد 

ــر دو ژن  ، P، 001/0< P >01/0 (بــه ترتیــب؛ TGF-βه
0001/0P<( وVEGF ــه ــب؛ (ب ، >001/0P< ،01/0 Pترتی

0001/0< P(  سطح بیان بالاتري داشتند. مقایسه بیان ایــن
دو ژن در بین گروه هاي تحــت تیمــار نیــز حــاکی از آن 

ــان ژن  ــود کــه بی در  HBO+dHAMدر گــروه  TGF-βب
 dHAM) و HBO )001/0< Pهـــاي مقایســـه بـــا گـــروه

)01/0< Pهمچنــین تــر بــود. داري بــیشی) به صورت معن
در مقایســه بــا  HBO+dHAMنیز در گروه  VEGFبیان ژن 

 تــر) بــیش>01/0P( dHAM ) و>HBO )001/0P هايگروه
بیــان ژن  نیز ســطح HBOبرآورد شد. علاوه براین در گروه 

VEGF  در مقایسه با گروهdHAM ري دایصورت معنهب
  ).>05/0Pتر بود (بیش

هاي التهابی نیز نتایج نشــان داد در خصوص بیان ژن
ــروه ــامی گ ــا تم ــار ب ــت تیم ــاي تح و  HBO ،dHAMه
HBO+dHAM  در مقایسه با گروهDiabetic در خصــوص 

) P، 01/0< P ،001/0< P >01/0 ترتیــب؛ه(ب TNF-αژن 
 )P ،01/0< P ،0001/0< P >001/0 ترتیــب؛ه(ب IL-1βو 

ــطح  ــان پــایینس ــین در گــروه بی تــري داشــتند. همچن
HBO+dHAM هــاي در مقایسه بــا گــروهHBO  وdHAM 

 IL-1β) و p >01/0 (هــر دو؛ TNF-αهــاي سطح بیان ژن
  تر بود.) پایینP >01/0 و P >05/0 ترتیب؛ه(ب
  

  
  

ــودار ــماره  نم ــارز :4ش ــهی میتــرم يهــازخــم یکیمکــان یابی  در افت
ارهــاي مقایســه پارامترهــاي مکــانیکی . نمودمطالعــه مــورد يهــاگــروه

)Maximum Force  وEnergy Absorption مــورد بررســی در روز (
در  گزارش شده است. اریانحراف مع ±نیانگیداده ها بصورت م. 21

. P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001; ****P<0.0001*نمودارهــا: 
Diabeticبدون درمان؛  : زخمHBOاکسیژن بــا با شده : زخم تیمار 

پــرده آمنیــون انســانی ســلول  با شده زخم تیمار :dHAMفشار بالا؛ 
: زخم تیمار شده با اکسیژن با فشار بالا HBO+ dHAMشده؛ زدایی 

  سلول زدایی شده. و پرده آمنیون
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  هاي بیومکانیکی زخم هاارزیابی
هــاي نمودار حاصل از ارزیابی استحکام بافت گروه

 نتــایجداده شده است.  نشان 7مورد مطالعه در تصویر شماره 
، HBOهاي تحت تیمــار بــا تمامی گروهمطالعه نشان داد 

dHAM  وHBO+dHAM  در مقایسه با گروهDiabetic هبــ 
نیــروي  هايتري از شاخصطور معناداري داراي سطح بیش

 >05/0P<، 01/0P ترتیب؛هب( )Maximum Forceحداکثر (
ه بــ( )Energy Absorption( جذب انــرژي ) و>0001/0P و

 ) بودند. علاوهP >0001/0 و P، 01/0< P >05/0 ترتیب؛
هاي دریافت کننده تیمــار مقایسه آماري بین گروهاین  بر

ـــز نشـــان داد گـــروه  ـــا  HBO+dHAMنی در مقایســـه ب
 Maximum Forceدر شــاخص  dHAMو  HBOهاي گروه

 Energy Absorption) وP >05/0 و P >01/0 ترتیب؛هب(
  ) در سطح بالاتري بود.P >01/0 و P >001/0 ترتیب؛ه ب(
  

  بحث
ــان ــه جیت ــه ب ــن مطالع ــیای ــور کل ــه  ط ــان داد ک نش

 )HBOاکسیژن با فشار بــالا (ی تیمار با درمان يهامداخله
، )dHAM( ی سلول زدایی شدهانسان ونیپرده آمنو پیوند 

 یقابل تــوجه زانیرا به م يو با هم، روند بهبود ییبه تنها
در ســه مرحلــه  جیالعــه حاضــر نتــا. در مطنددیبهبود بخش

ــرار گرفــتزخــم  میتــرم ــرا 7. روز مــورد بررســی ق  يب
 يبــرا 14، روز يریــتکث فــازو  یالتهاب فاز نیب یهمپوشان
بــه  21و روز  ي و بازســاز يریتکث فازهاي نیب یهمپوشان

در نظر گرفتــه زخم  بافتو بلوغ  بازسازي عنوان فازهاي
، التهــاب در مــوثر يهــاژن انیــحــال، ب نیبا ا .)28،29(شد
 قــرار یابیــمــورد ارز 7فقــط در روز  زایــیو رگ ریــتکث

، کــه نشــان دهنــده بلــوغ استحکام بــافتی زانیگرفت و م
از  شــد. یابیارز 21، در روز باشدمی بافت ترمیمیکامل 

 هــادر بهبود زخم یکه نقش مهم ینیتوکایسا نیچند نیب
هــاي فیبروبلاســت و ي ســلولو بازساز ریدر تکث ژهیبه و(

ایــن ژن . را نام برد TGF-βتوان می، کراتینوسیت) دارند
ماتریکس خارج  تحریک تولید ترکیباتند باعث توایم

افــزایش ، هاي فیبروبلاســتتوسط سلول) ECMسلولی (

 یدائم ECMبه  یموقت ECM آراییرسوب کلاژن و باز
 مطالعــه حاضــر جینتا .)26،30(ه زخم شوددر بافت گرانول

 يهــا در گــروهرا  TGF-β از ژن بــالایی انیــبه وضــوح ب
نســبت بــه گــروه  ، به ویژه در گروه ترکیبیتحت درمان

و همکاران گــزارش کردنــد کــه  Kangنشان داد.  یابتید
HBO بیان TGF-β هاي فیبروبلاست تحریکرا در سلول 

و همکــاران  Castellanos ،گــرید ياز ســو .)31(کنــدمی
 نیــاز ا يادیــمقــدار ز يحــاو HAMکه  کردندگزارش 

 میــزان، زدایــیحتــی پــس از ســلولکــه  بوده نیتوکایسا
 هــايبررســی، نیــعلاوه بــر ا .)32(ماندیم یدر آن باق يادیز

 بروبلاستیف يهاسلول یتعداد قابل توجهاستریولوژیکی 
 یبــیترک در گــروه ژهیــتحت درمان به و يهادر گروه را

بــا ها همســو نشان داد؛ که این یافته یابتینسبت به گروه د
بــوده و بــه نــوعی تاییــد  TGF-βنتایج حاصل از بیان ژن 

از  یکــاف رســانی و خون وژنزیآنژکننده یکدیگر بودند. 
 میطــور مســتقکه بــه روندکلیدي به شمار میعوامل مهم 

 ســایتوکین .)33(باشــندگزار مــیریدر روند بهبود زخم تأث
VEGF را  وژنزیــکــه آنژ بــودهرشــد  یاصــل فاکتور کی

ســلول  بــراي نتــوژیم کیــو بــه عنــوان  کــرده کیــتحر
 حاصل از مطالعه حاضر جینتا .)34(کندیعمل م الیاندوتل

 يهــا در گــروه VEGFژن  انیــدر ب يداریمعنــ شیافزا
 گــروهرا در مقایسه بــا گــروه دیــابتی و نیــز  تحت درمان

یــا  dHAMیی که تنهــا هانسبت به گروهی بیترکمداخله 
HBO ــی ــت م ــان داددریاف ــد را نش و  Gallagher .کردن

هاي سلول ،يکردند که در شرایط عاد گزارش همکاران
ها پس از قرار بروبلاستیو ف )EPCsاجدادي رگ ساز (

کننــد، در یرا ترشــح مــ VEGFگــرفتن در محــل زخــم 
بــه طــور قابــل  یابتیــد طیهــا در شــراسلول نیکه ای حال

 ترشح این فاکتور به میزان زیــاديی آسیب دیده و توجه
قــادر اســت بــا  HBO، گرید سوياز  .)18(ابدییکاهش م

مغـــز  الیانـــدوتل يهـــادر ســـلول eNOSفعـــال کـــردن 
دهــد و  شیگــزوژن افــزاطور اه را ب NO دیاستخوان، تول

بــه  .)9(خــون شــودها در گــردش  EPCباعث آزاد شدن 
 تــراکم، VEGFمنظــور تاییــد نتــایج حاصــل از بیــان ژن 
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نشــان داد کــه تــراکم  جی. نتانیز بررسی شد یخونعروق 
شــده  یابیــارزهــاي درم تمــامی گــروهدر  یخــون عــروق

ــا نتــا  نیتــراز مهــم ی دیگــرکــی .بــود VEGF جیمشــابه ب
مــدت  یالتهــاب طــولان یابتیــزخــم د میتــرم يهاچالش

ــی ــدم ــولان .)35(باش ــح ط ــدتترش ــ ی م ــانیتوکیس  يه
ـــدالتهاب ـــد م یض ـــت IL-1βو  TNF-αانن ـــا و از پلاک ه

منجر به زخــم  موضعی زخم در شرایط دیابتی يهاسلول
در مطالعــه حاضــر، بــه  .)36(شــودیمــ تــرمیم نیافتــه مزمن

در بافــت زخــم، تــراکم  یالتهــاب طیشــرا یمنظــور بررســ
و  TNF-α يهــاژن انیــب نیهــا و همچنــلیــنوتروف یسلول

IL-1β مورد ارزیابی قرار گرفتند.  
در تعــداد  ینشان داد که کــاهش قابــل تــوجه جینتا
 ߙ-TNF يهاژن انیب ریکاهش مقاد نیها و همچنلینوتروف

ی ، در حــالروي دادتحت درمــان  يهادر گروه ߚIL-1و 
 .تر بــودریگ چشممیزان کاهش در گروه ترکیبی  نیکه ا

و همکـــاران گـــزارش  Poyrazogluراســـتا،  نیدر همـــ
 IL-1βو  TNF-αتواند سطح یم HBOکه درمان  کردند

، نیــعــلاوه بــر ا .)37(کاهش دهــد یطور قابل توجهرا به
King کــه  افتندیو همکاران درHAM دو مهارکننــده يدارا 

است که  SLPI 3و  2نی، الاف1کم یالاستاز با جرم مولکول
 .)38(هســتند یکروبــیو ضــد م یخواص ضد التهاب يدارا

 dHAM بــاتیترک ی، با توجه به اثرات ضد التهابنیبنابرا
ــاHBOو  ــه  جی، نت ــرحامطالع ــتفاده  ض ــه اس ــان داد ک نش

باعث کــاهش  يطور موثرترتواند بهیهمزمان از هر دو م
  زخم شود. ضعالتهاب در مو

از  یکــیبــدن،  نیپروتئ نیترکلاژن به عنوان فراوان
و  دیــکــه تول هــا بــودهبروبلاســتیترشــحات ف نیتــرمهم
ــاز ــ آراییب ــا نقــش اساس ــدیدر فرآ یآنه ــرم ن ــم  میت زخ

هــاي گروهکلاژن در  تراکمنشان داد که  جینتا .)36(دارد
گیــري چشــم شیافــزادرمانی به خصوص گروه ترکیبی 

نشــان داده شــده اســت  یوانیــدر مطالعات حداشته است. 
در اکســیژن بــا فشــار بــالا  طیکــلاژن در محــ تــراکمکــه 

                                                
1. low-molecular-mass elastase inhibitors 
2. elafin 
3. secretory leukocyte protease inhibitor 

 شیسه برابر افزاتا  ن با فشار پاییناکسیژ طیبا مح سهیمقا
دیگــر  لیــدلبا این حال در مطالعه حاضــر، . )6،39(یابدمی

ــراکم کــلاژن در گــروه ــزایش ت ــا اف ــد شــده ب ــاي پیون ه
dHAM طــور باشــد کــه بــه این داربستتواند ساختار یم

نتایج این  ،نیبنابرا .)40(شده است لیعمده از کلاژن تشک
پــرده آمنیــون و  بیــاســتفاده از دو ترک مطالعه نشــان داد

 درمکلاژن  يبر محتوا ییهم افزا ریتأثبا فشار بالا  اکسیژن
 از سوي دیگر تراکم کلاژن تاثیر مستقیم در استحکام .دارد

ایــن درك بهتــر  يبــرا. )1،5(بافت زخم ترمیم یافته دارد
 و Maximum Forceشامل  یکشش ي، پارامترهاموضوع

Energy Absorption  جیشد. نتا يریگاندازه 21در روز 
بهبــود  يهــا اد کــه اســتحکام زخــمنشان د هااین بررسی

در  را دریافــت نمــوده بودنــد dHAM اي کــه پیونــدافتهی
بهتــر بــود.  یتــوجه ابــلبــه طــور ق یابتیبا گروه د سهیمقا

مداخلــه در گــروه  علاوه برآن، این پارامترهاي مکانیکی
بــه عنــوان بــالاتر بودنــد.  يریــگطــور چشــمبــهترکیبــی 

 ه ترکیبات بیوشیمیاییتوان بیان نمود کگیري کلی مینتیجه
 ،نفــوذ آن (به منظــورمناسب  و ساختار dHAMداربست 

 چنــین رگ زایــی)، همــراه بــاو هــمهــا مهــاجرت ســلول
ضــد هــاي (همچــون خاصــیت HBO هاي مثبــتویژگی

) رشــد هايو ترشح فاکتورسلولی تکثیر تاثیر بر ، یالتهاب
کــه ســبب شــد اســتفاده  بــودافزایــی هــماز جمله اثــرات 

هــاي گیري در ترمیم زخــمها اثرات چشمز آنترکیبی ا
نتیجه بــا عنایــت بــر نتــایج مطالعــه در دیابتی داشته باشد. 

شــود  يریگیپ قیطور دقهکار ب راه نیلازم است احاضر، 
و  مــنیصــورت ا انجام گــردد تــا در یلیو مطالعات تکم

  .استفاده شود نیموثر بودن از آن در بال
  

  سپاسگزاري
ح تحقیقــاتی بــه شــماره (کــد این مقاله، حاصل طــر

باشــد. بــدین وســیله از حمایــت مــالی ) مــی13722طــرح 
آوري دانشگاه علوم حوزه معاونت محترم تحقیقات و فن

  .گرددپزشکی مازندران تشکر می

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

09
 ]

 

                            12 / 15

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-17965-en.html


     
  و همکاران زانلویا یمصطف     

  13         1401، اردیبهشت  208دوره سی و دوم، شماره                   مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                        

 پژوهشـی
 

References 
1. Nasiry D, Khalatbary AR, Abdollahifar MA, 

Amini A, Bayat M, Noori A, et al. Engraftment 

of bioengineered three-dimensional scaffold 

from human amniotic membrane-derived 

extracellular matrix accelerates ischemic 

diabetic wound healing. Arch Dermatol Res 

2021; 313(7): 567-582. 

2. Lotfi MH, Saadati H, Afzali M. Prevalence 

of diabetes in people aged≥30 years: the 

results of screen-ing program of Yazd Province, 

Iran, in 2012. J Res Health Sci 2014; 14(1): 

87-91 (Persian). 

3. Esmaeili Javid Gh. Half a million Iranians 

with diabetes are at the site of a lower limb 

scarring and a member of the organs. 

Jabbarpour,editor. 2017. Availavle from: https:// 

irna.ir/xjm3kk. Accessed January 2, 2022. 

4. Siqueira MF, Li J, Chehab L, Desta T, Chino 

T, Krothpali N, et al. Impaired wound healing 

in mouse models of diabetes is mediated by 

TNF-α dysregulation and associated with 

enhanced activation of forkhead box O1 

(FOXO1). Diabetologia 2010; 53(2): 378-388. 

5. Nilforoushzadeh MA, Raoofi A, Afzali H, 

Gholami O, Zare S, Nasiry D, et al. Promotion 

of cutaneous diabetic wound healing by 

subcutaneous administration of Wharton's 

jelly mesenchymal stem cells derived from 

umbilical cord. Arch Dermatol Res 2022:  

1-13. 

6. van Neck JW, Tuk B, Fijneman EM, Redeker 

JJ, Talahatu EM, Tong M. Hyperbaric 

oxygen therapy for wound healing in diabetic 

rats: Varying efficacy after a clinically-based 

protocol. PloS One 2017; 12(5): e0177766. 

7. Ahmadi F, Zargari M, Nasiry D, Khalatbary 

AR. Synergistic neuroprotective effects of 

hyperbaric oxygen and methylprednisolone 

following contusive spinal cord injury in rat. 

J Spinal Cord Med 2021: 1-10. 

8. Peng Z, Ren P, Kang Z, Du J, Lian Q, Liu Y, 

etal. Up-regulated HIF-1α is involved in the 

hypoxic tolerance induced by hyperbaric 

oxygen preconditioning. Brain Res 2008; 

1212: 71-78. 

9. Thom SR. Hyperbaric oxygen–its mechanisms 

and efficacy. Plastic and reconstructive 

surgery 2011; 127(Suppl 1): 131S-141S. 

10. Fedorko L, Bowen JM, Jones W, Oreopoulos 

G, Goeree R, Hopkins RB, et al. Hyperbaric 

oxygen therapy does not reduce indications 

for amputation in patients with diabetes with 

nonhealing ulcers of the lower limb: a 

prospective,double-blind,randomized controlled 

clinical trial. Diabetes Care 2016; 39(3): 392-

399. 

11. Margolis DJ, Gupta J, Hoffstad O, 

Papdopoulos M, Glick HA, Thom SR, et al. 

Lack of effectiveness of hyperbaric oxygen 

therapy for the treatment of diabetic foot ulcer 

and the prevention of amputation: a cohort 

study. Diabetes Care 2013; 36(7): 1961-1966. 

12. Kranke P, Bennett MH, Martyn‐St James M, 

Schnabel A, Debus SE, Weibel S. Hyperbaric 

oxygen therapy for chronic wounds. Cochrane 

Database Syst Rev 2015; (6): CD004123. 

13. Niknejad H, Peirovi H, Jorjani M, Ahmadiani 

A, Ghanavi J, Seifalian AM. Properties of the 

amniotic membrane for potential use in tissue 

engineering. Eur Cells Mater 2008;15:88-99. 

14. Castellanos G, Bernabé-García Á, Moraleda JM, 

Nicolás FJ. Amniotic membrane application 

for the healing of chronic wounds and ulcers. 

Placenta 2017; 59: 146-153. 

15. Leal‐Marin S, Kern T, Hofmann N, Pogozhykh 

O, Framme C, Börgel M, Figueiredo C, 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

09
 ]

 

                            13 / 15

https://
https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-17965-en.html


  ... زخم میدر ترم ونیو پرده آمن ژنیاکس یستینرژیاثر س
 

  1401، اردیبهشت  208اه علوم پزشکی مازندران                                                                           دوره سی و دوم، شماره مجله دانشگ           14

Glasmacher B, Gryshkov O. Human Amniotic 

Membrane: A review on tissue engineering, 

application, and storage. J Biomed Mater Res 

Part B Appl Biomater 2021; 109(8): 1198-215. 

16. Khalatbary AR, Ghabaee DNZ, Ahmadvand 

H, Amiri FT, Lehi ST. Deltamethrin-induced 

hepatotoxicity and virgin olive oil consumption: 

an experimental study. Iran J Med Sci 2017; 

42(6): 586-592 (Persian). 

17. Nasiry D, Khalatbary AR, Ahmadvand H, Amiri 

FT. Juglans regia L. leaf extract attenuates 

diabetic nephropathy progression in experimental 

diabetes: an immunohistochemical study. 

Iran J Med Sci 2019; 44(1): 44-52 (Persian). 

18. Gallagher KA, Liu ZJ, Xiao M, Chen H, 

Goldstein LJ, Buerk DG, et al. Diabetic 

impairments in NO-mediated endothelial 

progenitor cell mobilization and homing are 

reversed by hyperoxia and SDF-1α. J Clin 

Invest 2007; 117(5): 1249-1259. 

19. Yümün G, Kahaman C, Kahaman N, Yalçınkaya 

U, Akçılar A, Akgül E, et al. Effects of 

hyperbaric oxygen therapy combined with 

platelet-rich plasma on diabetic wounds: an 

experimental rat model. Arch Med sci 2016; 

12(6): 1370-1376. 

20. Murphy SV, Skardal A, Song L, Sutton K, 

Haug R, Mack DL, et al. Solubilized Amnion 

Membrane Hyaluronic Acid Hydrogel 

Accelerates Full‐Thickness Wound Healing. 

Stem Cells Transl Med 2017; 6(11): 2020-

2032. 

21. Ryzhuk V, Zeng X, Wang X, Melnychuk V, 

Lankford L, Farmer D, et al. Human amnion 

extracellular matrix derived bioactive hydrogel 

for cell delivery and tissue engineering. Mater 

Sci Eng C, Mater Biol Appl 2018; 85: 191-202. 

22. Nasiry D, Khalatbary AR, Ebrahimzadeh 

MA. Anti-inflammatory and wound-healing 

potential of golden chanterelle mushroom, 

Cantharellus cibarius (Agaricomycetes). Int J 

Med Mushrooms 2017; 19(10): 893-903. 

23. Howard V, Reed M. Unbiased stereology: 

three-dimensional measurement in microscopy: 

Landon, 2nd ed, Garland Science; 2004. 

24. Amini A, Pouriran R, Abdollahifar MA, 

Abbaszadeh HA, Ghoreishi SK, Chien S, et 

al. Stereological and molecular studies on the 

combined effects of photobiomodulation and 

human bone marrow mesenchymal stem cell 

conditioned medium on wound healing in 

diabetic rats. J Photochem Photobiol B 2018; 

182: 42-51. 

25. Mühlfeld C, Nyengaard JR, Mayhew TM. A 

review of state-of-the-art stereology for 

better quantitative 3D morphology in cardiac 

research. Cardiovasc Pathol 2010; 19(2): 65-

82. 

26. Seyed Sharifi SH, Nasiry D, Mahmoudi F, 

Etezadpour M, Ebrahimzadeh MA. Evaluation 

of sambucus ebulus fruit extract in full-

thickness diabetic wound healing in rats. J 

Mazandaran Univ Med Sci 2021; 31(200): 

11-25 (Persian). 

27. Lee JS, Shin J, Park HM, Kim YG, Kim BG, 

Oh JW, et al. Liver extracellular matrix 

providing dual functions of two-dimensional 

substrate coating and three-dimensional 

injectable hydrogel platform for liver tissue 

engineering. Biomacromolecules 2014; 15(1): 

206-218. 

28. Han G, Ceilley R. Chronic wound healing: a 

review of current management and treatments. 

Adv Ther 2017; 34(3): 599-610. 

29. Milan PB, Lotfibakhshaiesh N, Joghataie M, 

Ai J, Pazouki A, Kaplan D, et al. Accelerated 

wound healing in a diabetic rat model using 

decellularized dermal matrix and human 

umbilical cord perivascular cells. Acta 

Biomater 2016; 45: 234-246. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

09
 ]

 

                            14 / 15

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-17965-en.html


     
  و همکاران زانلویا یمصطف     

  15         1401، اردیبهشت  208دوره سی و دوم، شماره                   مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                        

 پژوهشـی
 

30. Chong DL, Trinder S, Labelle M, Rodriguez 

Justo M, Hughes S, Holmes AM, et al. 

Platelet‐derived transforming growth 

factor‐β1 promotes keratinocyte proliferation 

in cutaneous wound healing. J Tissue Eng 

Regen Med 2020; 14(4): 645-649. 

31. Kang TS, Gorti GK, Quan SY, Ho M, Koch 

RJ. Effect of hyperbaric oxygen on the 

growth factor profile of fibroblasts. Arch 

Facial Plast Surg 2004; 6(1): 31-35. 

32. Castellanos G, Bernabe Garcia A, Moraleda 

JM, Nicolas FJ. Amniotic membrane 

application for the healing of chronic wounds 

and ulcers. Placenta 2017; 59: 146-153. 

33. Ebrahimpour-Malekshah R, Amini A, Zare F, 

Mostafavinia A, Davoody S, Deravi N, et al. 

Combined therapy of photobiomodulation and 

adipose-derived stem cells synergistically 

improve healing in an ischemic, infected and 

delayed healing wound model in rats with 

type 1 diabetes mellitus. BMJ Open Diab Res 

Care 2020; 8(1): e001033. 

34. Liu H, Liu H, Deng X, Chen M, Han X, Yan 

W, et al. CXCR4 antagonist delivery on 

decellularized skin scaffold facilitates 

impaired wound healing in diabetic mice by 

increasing expression of SDF‐1 and enhancing 

migration of CXCR4‐positive cells. Wound 

Repair Regen 2017; 25(4): 652-664. 

35. Bagheri M, Amini A, Abdollahifar MA, 

Ghoreishi SK, Piryaei A, Pouriran R, et al. 

Effects of photobiomodulation on degranulation 

and number of mast cells and wound strength 

in skin wound healing of streptozotocin-

induced diabetic rats. Photomed Laser Surg 

2018; 36(8): 415-423. 

36. Brem H, Tomic Canic M. Cellular and 

molecular basis of wound healing in diabetes. 

J Clin Inves 2007; 117(5): 1219-1222. 

37. Poyrazoglu Y, Topal T, Yuksel R, Bircan FS, 

Simsek K, Gocgeldi E, et al. Effects of 

hyperbaric oxygen and preconditioning on 

wound healing in colonic anastomoses. J 

Invest Surg 2015; 28(4): 188-195. 

38. King A, Paltoo A, Kelly R, Sallenave JM, 

Bocking A, Challis J. Expression of natural 

antimicrobials by human placenta and fetal 

membranes. Placenta 2007; 28(2-3): 161-169. 

39. Löndahl M, Landin‐Olsson M, Katzman P. 

Hyperbaric oxygen therapy improves health‐ 

related quality of life in patients with diabetes 

and chronic foot ulcer. Diabet Med 2011; 

28(2): 186-190. 

40. Parry S, Strauss JF 3rd. Premature rupture of 

the fetal membranes. N Engl J Med 1998; 

338(10): 663-670. 

 

 

  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jm

um
s.

m
az

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
2-

09
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            15 / 15

https://jmums.mazums.ac.ir/article-1-17965-en.html
http://www.tcpdf.org

