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Abstract 
 

Background and purpose: Endothelial progenitor cells (EPCs) and mesenchymal stem cells 
(MSCs) have useful effects in treatment of sepsis, but the effects of co-injection of EPC and MSC for the 
treatment of sepsis have not yet been investigated. This study investigated the therapeutic effect of 
MSC+EPC in reducing the systemic inflammatory response in lipopolysaccharide (LPS) induced sepsis in mice. 

Materials and methods: In this experimental study, mouse bone marrow MSCs and EPCs were 
isolated and their surface markers were investigated using flow cytometry. Four groups of mice (n= 12 
per group) were included in the study. The control group had no treatment, group II received LPS 
intraperitoneally, group III received PBS buffer after LPS inoculation, and group IV received 
EPCs+MSCs after LPS inoculation. The serum and tissue levels of IL-1β, TNF-α, IL-6, and IL-10, and 
the serum levels of CRP and hepatic enzymes were determined by commercial kits. One-way ANOVA 
and post hoc test were used for comparison between groups. 

Results: The surface markers of MSCs and EPCs were confirmed by flow cytometry. The co-injection 
of MSC+EPC significantly decreased the levels of pro-inflammatory cytokines (P<0.001), increased the 
concentration of anti-inflammatory cytokines (P<0.001), and increased the survival rate (P<0.01). Mice treated 
with MSC+EPC represented a significant decrease in liver enzymes (P<0.05), pulmonary edema (P<0.01), and 
CRP level (P<0.05) compared to the mice with LPS-induced sepsis. 

Conclusion: Co-injection of MSC and EPC leads to a reduction of the inflammatory response. 
This study provides promising results for the treatment of sepsis. 
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  ـدرانــازنــی مـکـــزشـــوم پــلــع شـــگاهــه دانـــلــمج
  )1- 14(    1402سال    تیر     222سی و سوم    شماره دوره 

  

  1402 تیر،  222دوره سی و سوم، شماره                                   دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                  مجله             2

 پژوهشـی
 

هاي هاي اجدادي اندوتلیال و سلولبررسی اثر تزریق هم زمان سلول
بنیادي مزانشیمی در کاهش پاسخ التهابی سیستمیک ناشی از 

 اشریشیاکولی در مدل موشی سپسیس القا شده با  لیپوپلی ساکارید
  

         1صدف حسین نیا
         32،مریم قانع

         4جمیله نوروزي
  2فرزانه حسینی

  چکیده
درمان  ) اثرات مفیدي درMSCهاي بنیادي مزانشیمی (سلولو ) EPCهاي پیش ساز اندوتلیال (سلول و هدف: سابقه

 این مطالعه با هدف بررسیدرمان سپسیس بررسی نشده است. در  EPCو  MSCتزریق همزمان دارند، اما هنوز اثرات  سپسیس
  .انجام پذیرفت ،)LPSساکارید(ا لیپوپلیب ییالقا سیمدل سپس درسیستمیک بر کاهش پاسخ التهابی  EPC+MSC درمانیاثر 

جداسازي و با استفاده از فلوســیتومتري،  مغز استخوان موش EPCو MSCهاي سلول در این مطالعه تجربی، ها:مواد و روش
 کنترل که هیچتایی) وارد مطالعه شدند. گروه 12هاي گروه موش (گروه 4شد. در مجموع بررسی ها نشانگرهاي سطحی آن

و گروه چهــارم پــس از  PBS، بافر LPSگروه سوم پس از تلقیح  ،به صورت درون صفاقی LPSگروه دوم  ،ندتیماري نداشت
 CRPو سطوح سرمی  IL-10و  IL-1β ،TNF-α ،IL-6سطح سرمی و بافتی  دریافت کردند. MSCو  EPC، سلول LPSتلقیح 

  شد.استفاده ها گروهمقایسه براي  post hoc و آنالیز واریانس یک طرفه از تعیین شد. هاي کبدي توسط کیتو آنزیم
ســطح  EPC+MSCتزریــق فلوســایتومتري تاییــد شــد.  توســط EPCو  MSCهاي هاي سطحی سلولشاخص ها:یافته

هاي ي موشمیزان بقاو  )>001/0P( را افزایش ضد التهابی سیتوکینغلظت  )،>001/0P(هاي پیش التهابی را کاهش سیتوکین
هــاي کبــدي ، کاهش قابل توجهی در آنزیمEPC+MSCهاي تحت درمان با . موش)>01/0P(را افزایش داد  LPSناشی از 

)05/0P< ،(ادم ریوي )01/0P<(  و سطحCRP )05/0P< ( با  ییالقا سیسپسمقایسه با گروه درLPS  دادند.نشان  
اي بــراي این مطالعه نتــایج امیدوارکننــده شود.التهابی می منجر به کاهش پاسخ MSCو  EPCتزریق همزمان  استنتاج:

  .دهدارائه می درمان سپسیس
  

  هاي بنیادي مزانشیمیسلول ،ساز اندوتلیالهاي پیشسلولسپسیس، ، لیپوپلی ساکارید واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
) در غشـــاي خــــارجی LPSلیپـــوپلی ســـاکارید (

وجود دارد و  لیواشریشیا ک هاي گرم منفی مانندباکتري
شــود. ایــن مولکــول به عنــوان اندوتوکســین شــناخته مــی

  باعث ایجاد پاسخ ایمنی در انسان و حیوانات شده و در 
  

  E-mail: ghane@iiau.ac.ir                  تهران شمال اسلامی واحد دانشگاه آزاد ،بلوار شهید عباسپور ی،خیابان شهید صدوق :تهران - مریم قانع مولف مسئول:
  دانشجوي دکتري میکروبیولوژي، گروه میکروبیولوژي، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران .1
  گروه میکروبیولوژي، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران. استادیار، 2
  لامشهر، ایرانگروه زیست شناسی واحد اسلامشهر، دانشگاه آزاد اسلامی، اساستادیار، . 3
   ، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایرانگروه میکروبیولوژياستاد،  .4
 : 21/3/1402 تاریخ تصویب :           11/10/1401 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            28/9/1401 تاریخ دریافت  
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  و همکاران این نیصدف حس     

  3        1402 یرت،  222دوره سی و سوم، شماره                          مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                           

 پژوهشـی
 

هــاي التهــابی قــوي شــود. منجر به پاســختواند مینهایت 
LPS  باکتریایی از سه جــزء آنتــی ژنO الیگوســاکارید ،

 تشکیل شده است. هنگامی که باکتريA مرکزي و لیپید 
هاي مختلفی شود، قسمتتوسط سیستم ایمنی تجزیه می

ارد جریــان خــون و Aاز غشــاي بــاکتري از جملــه لیپیــد 
شود. شود که منجر به افزایش دماي بدن و التهاب میمی

به علاوه، انتشار لیپیدها در خون ممکن است باعث ایجاد 
عوارض پاتوبیولولوژیک متعــدد ماننــد شــوك ســپتیک، 

  .)1(دآسیب و مرگ شو
 دخالت که باکشنده بالقوه استسپسیس نوعی سندرم

به بــر هــم خــوردن یک عامل عفونی شروع شده و منجر 
ــیش التهــابی و ضــدالتهابیهمئوســتازي مکانســیم  هــاي پ

و در این حالت سیســتم ایمنــی از تنظــیم طبیعــی  شودمی
 تواند جریــان خــون وروديسپسیس می. )2(برخوردار نیست

هاي بدن از قبیل مغز، قلب و کلیه را کاهش دهد. به اندام
علائم سپسیس شامل سندرم زجــر تنفســی حــاد، شــوك 

دنبــال عفونــت پتیک (کاهش خطرناك فشار خــون بــهس
ها است. حتی در مــوارد شــدید، ) و آسیب به اندام شدید

توانــد منجــر بــه اخــتلال در چنــدین بیماري سپســیس می
هــاي کبــدي ها و نارساییها، کلیهعضو بدن همچون ریه

رغم پیشرفت قابل تــوجهی کــه اخیــراً در علی .)3،4(شود
 هاي ویــژه مــدرن بیمارســتانیها و مراقبتکبیوتیزمینه آنتی

صورت گرفته، مرگ ناشی از این بیماري به شــدت بــالا 
براي  درصد 50براي سپسیس و  درصد 30بوده و حدود 

ایــن،  . علاوه بــر)5(است شوك سپتیک تخمین زده شده
میلیون مورد جدید مبتلا به سپسیس در  19سالانه بیش از 

دســتورالعمل درمــانی  .)6(شــودسراسر جهان گزارش می
بیوتیک درمانی، مایع درمانی و رایج سپسیس شامل آنتی

 تزریق محصولات خونی در ساعات اولیه تشخیص بیمــاري
هاي موجود، کارکرد قابــل باشد که با توجه به چالشمی

 که ها این استترین چالشیکی ازمهم است. توجهی نداشته
 هاياشد وگروهگسترده بخیلی سپسیس ممکن اســتتعریف 

ناهمگنی از بیماران را در برگیرد که ممکن اســت همــان 
ها . چالش)7(اختلال بالینی ایمونولوژیک را نداشته باشند

در ارائه درمان با کیفیــت ممکــن اســت شــامل داروهــاي 
ــدود و  ــداخلات جراحــی مح ــی، م ــی تقلب ضــد میکروب

 هاي ویژه باشد که ممکن است مــداخلات حمــایتیمراقبت
هایی براي مدیریت بیماران مبتلا به اختلالات وتکلیا پر

  .)8(داشته یا نداشته باشدرا فیزیولوژیک 
بیــوتیکی و پیــري دلیــل افــزایش مقاومــت آنتــیبــه

جوامع، سپسیس در آینده به عنــوان یــک مشــکل بــالینی 
مهم باقی خواهد ماند. بنــابراین معرفــی ابزارهــاي جدیــد 

ضــروري بــه نظــر  درمانی جهت مقابله با ایــن مشــکلات
رسد. سلول درمانی که شامل اســتفاده از ســلول زنــده می

توانــد در گزینه درمانی نسبتا جدیدي بــوده و مــی ،است
را ـاخیــ .دـونی امیــد بخــش باشـــاي عفـــهدرمان بیماري
 هاي بنیادي مزانشیمیسلول کنندگی ایمنیخواص تعدیل

)Mesenchymal stem cells: MSCs( دهــــد شـاییـــت 
در افــزایش بقــا در مــدل  MSCم تــاثیر یس. مکان)9(ستا

 ایمنی و ضد میکروبــی خصوصیات تعدیلوابسته به ،سپسیس
در موش سپتیک منجر MSC تیمار با  .ستا هااین سلول

ریــزي ماکروفاژهــا بــه فنوتیــپ ضــدالتهابی به بــاز برنامــه
و کــاهش ســطح  )IL-10( 10اینترلــوکین  يتولیدکننــده
چنــین ش التهابی در خون و اعضا و همهاي پیسایتوکاین

هــا و ویــژه مونوســیتهــاي ایمنــی بــهکاهش نفوذ ســلول
. تــاکنون نتــایج )10(شــودها در بافت عفونی مینوتروفیل

هاي کوچــک بــه در مدل MSCاي از تاثیر امیدوارکننده
 تواندکه این سلول می گردیددست آمده است و پیشنهاد 

  .)10(ي سپسیس باشدگزینه درمانی موثري در بیمار
هاي اندوتلیال در سیر بیماري سپسیس، آسیب سلول

هــاي پیشــرفت بیمــاري بــه ســمت ترین نشانهیکی از مهم
رد سد اندوتلیال ـلال عملکـاخت وي است.ـهاي ریآسیب

ــت ــویرگ و نش ــر م ــک نظی ــونی کوچ ــروق خ ــااز ع    ه
ــدام در سپســیس و  ــاتوژنز نارســایی ان نقــش مهمــی در پ

  ا سپســیس ماننــد ســندرم زجــر تنفســی عوارض مرتبط بــ
ــــدوتلیالی ســــلول .)11(حــــاد دارد هــــاي اجــــدادي ان

)Endothelial progenitor cells) (EPCs ،(هــاي ســلول
توانایی بازسازي اندوتلیال را دارند و ساز هستند که پیش
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توانند در ترمیم اندوتلیوم آســیب دیــده، نقــش قــاطع می
ها بقا EPCش شد که گزاراي در مطالعه .)12(داشته باشد

بخشد و نارسایی اندام را در سپسیس تجربــی را بهبود می
  .)13(دهدکاهش می

پتانســیل درمــانی براي اولــین بــار در مطالعه حاضر، 
هاي و سلول هاي اجدادي اندوتلیالسلولزمان تزریق هم

 شده از مغز استخوان موش در مــدل حیــوانی جدا یمزانشیم
این مطالعه بررســی اثــرات  از هدف. سپسیس بررسی شد

هــاي هاي مزانشیمی و سلولسلولتزریق همزمان درمانی 
  هــاي بــافتی در کاهش التهاب، آسیب لاجدادي اندوتلیا

 و تنظیم سیستم ایمنــی در مــوش مــدل بیمــاري سپســیس
  .ه استبود

  

  هاروش و مواد
  مطالعه مورد واناتیح

 C57/BL6هــاي از مــوش تجربــی، در ایــن مطالعــه
مــوش نــر از دانشــکده  48ه شد. براي ایــن منظــور استفاد

دامپزشکی دانشگاه تهران خریداري شد و تمــام مراحــل 
ها با تأیید انجمن حمایت از حیوانات عملی و تیمار موش

ایــن اجــرا گردیــد.  ،دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران
مطالعه با کد اخلاق از دانشگاه آزاد واحد تهــران شــمال 

)IAU.TNB.REC.1400.009 (تایید شد.  
  

 يهــاو سلول یمیمزانش يادیبن يهاو کشت سلول يجداساز
  از مغز استخوان موش ياجداد الیاندوتل

اي مغــز اســتخوان از اســتخوان هاي تک هستهسلول
 موش در مرکز تحقیقــاتی آزمــا طــب گســتر ســورناران 

از بیهوشــی پــس هــا استخراج شد. براي این منظور موش
 و جا به جاي گــردن یوتانــایز شــدند با کلروفرم، با روش

صورت استریل جــدا شــد. ســپس ها بهاستخوان فمور آن
 متصل به سرنگ که حاوي محــیط کشــت 18سوزن شماره 

DMEM )Dulbecco’s Modified EagleMedium بــا (
) بــود، از یــک Gibco-Invitrogen, USAگلــوکز کــم (

 35پلیــت و ســر دیگــر آن درون  شــدسر اســتخوان وارد 

 داده شد و محتویات مدولاي استخوان با متري قراریمیل
 DMEMکشــت محیط کشت شستشو داده شد. سپسمحیط 

بر روي حجــم مســاوي از فــایکول  ن،حاوي مغز استخوا
)Sigma-aldrich,USA لیتــريمیلی 15) درون یک فالکون 

ــدت  ــه م ــه و ب ــا دور 30ریخت ــه ب ــانتریفوژ g 400 دقیق  س
)Eppendrof, Germany(  .ـــانتریفیوژشـــد ـــد از س  ،بع

هاي تک هسته اي مغز استخوان که در محل تلاقی سلول
دو فاز به صــورت لایــه شــیري رنــگ متمــایز بودنــد، بــه 

فســفات بــافر  آرامی توسط سمپلر برداشته شد و دو بار با
 هــايشستشو داده شد. براي جداســازي ســلول )PBS(سالین

 هــاي تــک هســته اي جــدا شــدهبنیادي مزانشیمی، سلول
بــا گلــوکز  DMEMاي حــاوي خانــه 24هاي روي پلیت

 )FBS) (Gibco(درصد سرم جنین گاوي  10کم همراه با 
ــی μg/ml 50و  ــیلین/پن ــاي  س ــین در دم  37استرپتومایس

درصــد رطوبــت  95و  CO2درصــد  5گراد، درجه سانتی
ساعت کشت شدند. در نهایــت، بــراي  72نسبی به مدت 

شســته  PBSهــا بــا تچســبیده، پلی هاي غیــرحذف سلول
شدند و محیط جایگزین شد. بــراي جداســازي و کشــت 

 24هاي پلیت هاي اندوتلیال اجدادي، کف چاهکسلول
) پوشانده Sigma-Aldrish, USAاي با فیبرونکتین (خانه
گرماگذاري  گرادسانتی درجه 37 دقیقه در 45مدت و به

محــیط کشــت  اي درهاي تک هستهشدند و سپس سلول
ــد ســلول ــل رش ــا عام ــراه ب ــدوتلیال هم ــاي ان  EGM-2ه

)Endothelial growth edium ()Lonza, USA ( ــه ب
سرم جنــین  درصد 5سیلین و استرپتومایسین و همراه پنی

و گــراد درجــه ســانتی 37 گــاوي در انکوبــاتور بــا دمــاي
ــت نســبی   درصــد 5اکســیدکربن و دي درصــد 95رطوب

 تعــویض ،تســاع 24. محیط کشت بعد از ندکشت داده شد
ــت ــد. در نهای ــتم  ،ش ــوم و هف ــت در روز س ــیط کش مح

 مــورد اســتفاده قــرار ،ها براي مطالعهتعویض شد و سلول
هــاي هاي اجدادي انــدوتلیال و ســلولسلول .)14(گرفتند

 به وسیله تریپسین جداسازي شدندپس از تایید، مزانشیمی 
، ســرم DMEMهاي حاوي محــیط کشــت و در فلاسک

ســیلین/ استرپتومایســین بیوتیک پنیتیجنین گوساله و آن
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 گراد و رطوبــتدرجه سانتی 37ساعت در دماي  48مدت به
شــدند و ســپس گرماگــذاري  2CO درصد 5 درجه و 96

 ده و براي اهداف بعدي کــار مــورد اســتفادهشها جدا سلول
هــاي هــاي مزانشــیمی و ســلول. مقدار ســلولگرفتند قرار

  .)9(انتخاب شدند) 5×401( اجدادي اندوتلیال به یک نسبت
  

  يتومتریفلوس
هــاي انــدوتلیال هاي بنیادي مزانشیمی و سلولسلول

اجدادي جدا شده با استفاده از فلوسیتومتري و با استفاده 
هــاي بــاديها تأیید شدند. آنتیاز نشانگرهاي سطحی آن

بــراي ایــن  آمده اســت. 1 شماره مورد استفاده در جدول
 MSCهاي و شستشوي سلول کار پس از تریپسینه کردن

بــادي هاي اولیه و سپس آنتــیبادي، آنتیPBSبا  EPCو 
) goat anti- rabbit IgG H&L( )Abcam,USAثانویــه (

ــپس ــد. س ــه اضــافه ش ــهنمون ــا در لول ــوص ه ــاي مخص ه
   فلوســـیتومتري ریختـــه و ســـپس توســـط فلوســـیتومتري

)BD FACSCalibur, BD Biosciences(  ــط و توس
  .)15(آنالیز شدند 7و  6نسخه FlowJo افزار نرم

  
ــماره  ــدول ش ــ :1ج ــاد یآنت ــرا يهــايب ــورد اســتفاده ب ــال يم  زیآن

  )15(يتومتریفلوس
  

 يباد یآنت نام يباد یآنت نوع کاتالوگ شماره

123309,Biolegend, Inc PE-conjugated anti-mouse CD14 

12-0112-81; eBioscience, Inc PE-conjugated anti-mouse CD11b 
120407,Biolegend, Inc PE-conjugated anti-mouse CD105 

17-1331, eBioscience, Inc APC-conjugated rat anti-mouse CD133 

12-5987-81; eBioscience, Inc PE-conjugated rat anti-mouse Tie-2 

121914; Biolegend, Inc Pacific Blue-conjugated rat anti-mouse VEGF-R2 

ab187284, Abcam, Inc PE-conjugated anti-mouse CD34 

12-0451-81, eBioscience, Inc PE-conjugated anti-mouse CD45 

ab24904, Abcam, Inc PE‐conjugated anti‐mouse CD90 

  
  شیآزما یطراح و سیسپس یوانیح مدل جادیا

ــاد مــدل ــراي ایج  هــاي نــر مــوشسپســیس،  ب

C57BL/6 گرم اســتفاده  20-25هفته و وزن  8-12با سن
درجــه  37 هــا تحــت شــرایط اســتاندارد دمــايشد. موش

رطوبت، تهویــه و تغذیــه مناســب نگهــداري  گراد،سانتی
هاي مورد نیــاز بــراي ایــن مطالعــه، بــا تعداد موش. شدند

ــد ــین ش ــین تعی ــابه پیش ــات مش در . )16(اســتفاده از مطالع

طــور بــه مــوش در ایــن مطالعــه وارد شــدند و 48مجموع 
گــروه  در چهار گروه مساوي طبقه بندي شدند. تصادفی

، گــروه دوم کنترل هیچ تیماري دریافــت نکــرده بودنــد،
ـــ )LPS )Sigma-Aldrish میکروگـــرم 400 ه صـــورت ب

 دریافــت کــرده بودنــد.(به ازاي هر موش) درون صفاقی 
میکرولیتــر  LPS ،200 ساعت پس از تلقیح 4گروه سوم 

PBS  ســاعت پــس از تلقــیح  4و گروه چهــارم نیــزLPS 
 200در  MSCســلول  5×510و  EPCسلول  5×510تعداد 

دریافت کردنــد. از طریق سیاهرگ دمی  PBS میکرولیتر
ــس از  ــوش 48پ ــاعت، م ــب س ــده، از قل ــوش ش ــا بیه ه

هــاي انجــام و نمونــه صورت تصادفی سادهبه  گیريخون
اي حــاوي هــخونی براي انجام تست کامل خونی در لوله

پارامترهــاي هماتولوژیــک  .ماده ضد انعقــاد ریختــه شــد
هــا )، نوتروفیلWBCsهاي سفید خون (شامل کل گلبول

ــا اســتفاده از دســتگband cell(بانــد هــاي و ســلول اه ) ب
 )MEK‐6400, Nihon Kohden(شمارنده سلولی خودکــار 

نمونه خونی براي بررسی عوامل بیوشیمیایی  .آنالیز شدند
ســانتریفوژ شــدند.  g 450 و سایتوکاین التهابی با ســرعت

  ذخیره شدند. - C80˚ آوري و درنمونه سرمی با دقت جمع
  

  ها نیتوکیسا سنجش جهت زایروش الا
هــاي نیاز ســایتوک ســطح ســرمی و بــافتی هــر یــک

 1β )IL-1β) (Cat No: MLB00C, R&D-اینترلــوکین

Syste( فاکتور نکروز دهنده تومــور ،α )TNF-α( )Cat 

No: DY410, R&D System(6-، اینترلــوکین )IL-6( 
)Cat No: M6000B, R&D System (و اینترلــوکین-

10 )IL-10 ()Cat No: DY417, R&D System (
بق دســتور کــار ســازنده کیــت وسیله کیــت الایــزا مطــابه

موجود در هر نمونــه هاي سنجیده شد و میزان سایتوکاین
  دست آمد.به

  

  خون ییایمیوشیب زیآنال
، آلانــین )C )CRPسطوح سرمی پروتئین واکنشــی 

ـــفراز ( ـــالین فســـفاتاز (ALTآمینوترانس ) و ALP)، آلک
 هــاي تجــاري) توسط کیتASTآسپارتات آمینوترانسفراز (
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) و طبق دستورالعمل Alpha-Classic AT Plusموجود (
  سازنده تجزیه و تحلیل شد.

  
  هینسبت وزن مرطوب به وزن خشک ر شیآزما

نسبت وزن مرطوب به خشک ریه، شاخصی جهــت 
هاي برداشــت شــده از ارزیابی میزان ادم بررسی شد. ریه

هر چهار گروه در یک میکروتیوب از قبل توزین شــده، 
ها بــه زن مرطوب). میکروتیوبقرار داده و وزن شدند (و

قــرار داده و  C˚ 85ساعت) در آون  16مدت یک شب (
). بــا تقســیم ایــن دو  دوباره توزین شــدند (وزن خشــک

  .)17(دست آمدنسبت وزن تر به خشک به ،عدد
  

  مدل يهاموش یمان زنده زانیم یبررس
 و LPS ،LPS+PBS، در سه گــروه مــورد آزمــایش

LPS+EPC+ MSC  بــه ازاي هــر گــروه  مــوش 5تعــداد
ســاعت یکبــار  6روز و هــر  10مدت وارد مطالعه شد و به

هاي مــرده و زنــده تعداد موش .مورد بررسی قرار گرفت
) در Meier–Kaplanمــایر( -شمارش و بــا روش کــاپلان

  .)18(گیري شدهاي هر گروه اندازهصد زنده مانی موش
  

  يآمار زیآنال
 ±میــانگین  صــورتهاي این مطالعــه، بــهتمامی داده

ها و اند. جهت تحلیل آماري دادهانحراف معیار بیان شده

 9نســخه GraphPad Prism افــزار رسم نمودارهــا از نــرم
براي آنــالیز بــین دو  T-testاستفاده شد. در این مطالعه از 

 )one-way ANOVAطرفــه (آنالیز واریانس یک گروه و از
. شدتفاده براي اختلاف بیش از دو گروه اس post hoc و

 دار در نظر گرفته شــد.از لحاظ آماري معنی P≥05/0مقادیر 
 وسیلهها بهچنین در نمودارها، تفاوت آماري بین گروههم

آنالیز براي یر اافزار کاپلان مبراکت نشان داده شد. از نرم
  .ها در هر گروه استفاده شددرصد زنده ماندن موش

  

  هاافتهی
 EPCو  MSC يهاسلول  یسطح يمارکرها یبررس

  در  EPCو  MSC هــايســلول فلوســیتومتري نتــایج
  

 طور که مشــاهدههمان نشان داده شده است. 1 شماره تصویر
 ،CD133ســلولی  ســطح هــايشاخص EPCشود، سلول می

VEGF-R2  و Tie-2دیگــر  ســوي انــد. ازکــرده را بیــان
 CD14و  CD11bها بــراي مارکرهــاي این سلول بیان میزان
 هــايســلول کــه دهــدمــی نشان است. این امر بوده منفی
EPC اســت  بــوده منفــی همــاتوپویتیکی مارکرهاي براي

 MSCهــاي نتایج فلوسیتومتري ســلول. )1 شماره تصویر(
هاي سطح سلولی از ها شاخصنیز نشان داد که این سلول

اند. از ســوي دیگــر را بیان کرده CD105 و CD90قبیل 
ــارکر ــراي م ــد CD34و CD45 ب ــتند در ح ــی هس ود منف

  ).1 شماره تصویر(
  

  
 EPC يتومتریفلوس ستوگرامی: هMSC  .(A( یمیمزانش يادیبن يها) و سلولEPC( الیاندوتل ساز شیپ يهاسلول يتومتریفلوس زیآنال :1شماره  تصویر

  MSC يتومتریفلوس ستوگرامی: هBو 
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 مورد مطالعه يهادر گروه یشناسخون يپارامترها یبررس

 هايشناسی از جمله گلبولپارامترهاي خون برخی از
هــاي هاي بانــد در گــروهها و سلولسفید خون، نوتروفیل

). نتایج نشــان 2 تصویر شمارهمورد مطالعه بررسی شدند (
هــاي ها و سلولهاي سفید، نوتروفیلداد که تعداد گلبول

تــوجهی در مقایســه بــا طور قابــلباند در گروه سپسیس به
 تصــویراســت ( ول و کنترل افزایش یافتهگروه تزریق سل

باعــث کــاهش  MSCو  EPC). تزریق همزمــان 2شماره 
در بانــد هاي ها و سلولهاي سفید، نوتروفیلتعداد گلبول

). 2تصــویر شــماره بــه سپســیس شــد (هــاي مبــتلا مــوش
مــدل سپســیس القــایی  در MSCو  EPCهمچنین تزریق 

در مقایســه را  CRPتــوجهی غلظــت  به طور قابل LPSبا 
  دهد.کاهش می LPSبا گروه 

بــر  MSC و EPC نتایج حاصــل از تزریــق همزمــان
تصــویر در مبتلا به سپســیس  هايموشهاي کبدي آنزیم
 شــود،مــی طورکه مشاهدهاست. همان شدهنشان داده  3شماره

بــا  مدل سپسیس القاییدر  MSC و EPC تزریق همزمان
LPSکند. ســطح ل میهاي کبدي را متعاد، فعالیت آنزیم

 ALPو  ALT ،ASTهاي کبدي در سرم، از جمله آنزیم
کــرده  هاي سپتیک که پیوند ســلول را دریافــتدر موش

داري طور معنــیههاي سپتیک ب، در مقایسه با موشبودند

 ادم ریــوي ،چنین). هم3تصویر شماره ( دادنشان می کاهش
 ها مورد ارزیــابی قــراربا نسبت وزن مرطوب/ خشک ریه

 کاهش MSCو  EPCگرفت. در این مطالعه تزریق همزمان 
 هاي/ خشک نسبت به گروهترتوجهی در نسبت وزن قابل

LPS  وLPS + PBS ) 3تصویر شماره نشان داد.(  
  

 همزمان  قیتوسط تزر کیستمیس یکاهش پاسخ التهاب

EPCو MSC  بامدل سپسیس القایی در LPS   
نتــــایج حاصــــل از بررســـــی ســــطح ســـــرمی  

التهابی در موش هاي  التهابی و پیش هاي ضدوکاینسایت
بــا و بــدون ســلول درمــانی در  LPSسپتیک القا شــده بــا 

به طور قابــل LPS است.  نشان داده شده 4 تصویر شماره
را  IL-1β و TNF-α ،IL-6توجهی غلظت سرمی و بافتی 

را در مقایسه با گروه کنتــرل  IL-10 افزایش داده و سطح
بــه طــور قابــل  MSC و  EPCز همزمانکاهش داد. تجوی

هاي توجهی باعث کاهش سطح سرمی و بافتی سایتوکین
TNF-α،IL-6  و IL-1β  مرتبط با افزایش سطح ســرمی و

شود. این نتــایج می LPS در مقایسه با گروه IL-10بافتی 
توانــد می  MSCو EPC دهد که تجویز همزماننشان می

را  LPSاشــی از به طور موثري پاسخ ایمنی سیســتمیک ن
  .تعدیل کند

  

 
) Bهاي سفید، (گلبول)  A(با و بدون سلول درمانی.  LPSهاي سپتیک القا شده با ها در موشو تعداد لکوسیت CRPتجزیه و تحلیل  :2شماره  تصویر

 انحــراف ±ها بــه صــورت میــانگینداده .EPCو  MSCهاي سپتیک تزریق شده با در موش CRP) کاهش سطح سرمی Dهاي باند. () سلولCها و (نوتروفیل
، پــروتئین Post hoc  .(CRP یــک طرفــه، ANOVA( >P<:** ، 01/0 P<:*** ، 001/0 P 05/0 اســت. *: براي هر گروه) بیــان شــده =n 7معیار (

  .ر فسفات، سالین بافPBS ،، سلول بنیادي مزانشیمیMSC ،ساکارید، لیپوپلیLPSساز اندوتلیال. ، سلول پیشC، EPCواکنشی 
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 يومارکرهایب ی. سطح سرمیبا و بدون سلول درمان کیسپت يهادر موش يویو کاهش ادم ر يکبد يهامیآنز یکاهش سطح سرم :3شماره  تصویر

 هاداده. شد يری) اندازه گ D/ خشک (تر وزن نسبت با هیر ادم. شد یبررس یشیدر هر گروه آزما  ALP) Cو A (ALT ) ،B (AST )شامل ( يکبد
 Post طرفه، کیANOVA ( >P< :** ،01/0 P< :*** ،001/0 P 05/0است. *:  شده انیهر گروه) ب يبرا =n 7( اریانحراف مع± نیانگیبه صورت م

hoc  .(ALPفسفاتاز، نی، آلکال ALTنوترانسفراز،یآم نی، آلان ASTنوترانسفراز،ی، آسپارتات آم EPCالیساز اندوتلشی، سلول پ .LPS ،
  فسفات بافر نی، سالPBS ،یمیمزانش يادیبن يها، سلولMSC دها،یاکارسیپوپلیل

  

 
 :هاي سرمیبا و بدون سیتوتراپی. غلظت LPSهاي سپتیک القا شده با التهابی در موش هاي التهابی و ضدسیتوکین یسطح سرمی و بافت :4 تصویر شماره

A فاکتور نکروز دهنده تومور (α ،B6- ) اینترلوکین ،C1- لوکین) اینترβ ،Dهاي بافتیو غلظت 10- ) اینترلوکین: E فاکتور نکروز دهنده تومور (α، 
F6–) اینترلوکین ،G1-) اینترلوکینβ ،Hبا  مدل سپسیس القاییدر  10-) اینترلوکینLPS، ها به صورت میانگینبا و بدون سلول درمانی. داده± 

 ،Post hoc(، EPC یک طرفه، ANOVA( >P<:** ،01/0 P< :*** ،001/0 P 05/0است. *:  براي هر گروه) بیان شده =n 7انحراف معیار (
  .α-، فاکتور نکروز تومورTNF-α ،، سالین بافر فسفاتPBS ،، سلول بنیادي مزانشیمیMSC ،ساکارید، لیپوپلیLPSسلول پیش ساز اندوتلیال. 
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 پژوهشـی
 

مــدل  در MSC و EPC قیــبــا تزر وانیــح يبقــا شیافزا
   LPS با سپسیس القایی

مایر نشان داد که میزان بقا در گروه -نمودار کاپلان
 LPS و در این گــروه، یــک  است بوده درصد 20حدود

بــاقی آزمــایش موش وارد شده در  5موش زنده به ازاي 
ها بقاي موش ،است که تزریق سلول ماند و این در حالی

 موش 5موش زنده به ازاي  4افزایش داد ( درصد 80را تا 
نیــز میــزان بقــا  LPS+PBSمورد مطالعه). در مورد گروه 

 5مــوش از  2بــوده و در مجمــوع  LPSنزدیک به گــروه 
 تصــویرزنــده ماندنــد ( درصــد 40مــوش بــا میــزان بقــاي 

ــق -). نمــودار کــاپلان5شــماره  مــایر نشــان داد کــه تزری
 طور قابل تــوجهیطور همزمان بهبه MSCو EPCهاي سلول

مدل سپسیس را در مقایسه با گروه هاي میزان بقاي موش
LPS درصد). 20در مقابل  80است ( افزایش داده  

  

  
  

 کیســپت ياـهدر موش رـیما کاپلان ياـودار بقـنم :5شماره  تصویر
  هــر گــروه).  يبــرا n=5. (یتوتراپیبــا و بــدون ســ LPSالقا شده با 

 :**01/0P<) ، ANOVAطرفه، کی Post hoc .(EPCسلول ، 
 يادی، سلول بنMSC د،یساکاریپوپلی، لLPS. الیندوتلساز اشیپ

  .فسفات بافر نی، سالPBS ،یمیمزانش
  

  بحث
 صورت پاسخ خارج از تنظیم سیستم ایمنــیسپسیس به

به التهاب شدید و سیستمیک ناشــی از عفونــت خــارجی 
تعریف شده است کــه بــا مــرگ و میــر بــالا بــه ویــژه در 

 . افزایش)19(باشدیبخش مراقبت ویژه بیمارستان همراه م
هــاي میزان بقا، کنترل عفونت سیستمیک و بهبود آســیب

بافتی، مهم ترین اهداف درمــان سپســیس اســت. توســعه 
هــاي هــدف تــیمتــرین هــاي جدیــد و مــوثر، مهــمدرمان

باشد. اخیراً سلول درمانی به درمانی در زمینه سپسیس می
  .مورد توجه قرار گرفته است عنوان گزینه جدید

با موفقیــت از مغــز MSCs و  EPCsین مطالعه، در ا
مارکرهــاي  پــس از بررســی جداسازي و استخوان موش

براي درمان موش مدل سپسیس اســتفاده شــدند. سطحی، 
 در واقع در این مطالعــه، رویکــرد جدیــدي بــراي درمــان

در  MSCو  EPCاز تجــویز همزمــان با اســتفاده سپسیس 
نشان داد که تزریق مدل موش ارائه شد. نتایج این مطالعه 

ساعت پس از اندوتوکســمی  MSC ،48و  EPCهمزمان 
دهد، میزان بقا را افزایش می ،طور خاصبهLPS ناشی از 

کنــد، برخــی از پارامترهــاي عملکرد کبد را متعــادل مــی
هــاي التهــابی بخشــد و پاســخشناســی را بهبــود مــیخــون

در ایــن  بخشد.سیستمیک و ریوي را به وضوح بهبود می
 جدا شده از مغز اســتخوان MSCو  EPCهاي حقیق، سلولت

موش بر اساس بیان نشانگرهاي ســطحی، مــورد ارزیــابی 
هــاي فــوق از نظــر قرار گرفتند. نتایج نشان داد که ســلول

رسد شرایط نظر میسازهاي خونساز منفی هستند. بهپیش
 کشت و ترکیب محیط مورد استفاده در این مطالعه، رشد

ونساز را مهــار کــرده اســت. بــراي مثــال، سازهاي خپیش
 هپارین مورد استفاده در این تحقیق یکی ازعواملی است که

. )20(سازهاي خونســاز داردنقش مهارکنندگی براي پیش
 برخــی mRNAثباتی به علاوه گزارش شده این ماده در بی

هاي از نشانگرهاي خونساز در طول رشد و تمایز دودمان
هاي در ســال .)21(نقــش دارد زهاي خونســامختلف سلول

هاي التهابی ســلولاخیر، مطالعات پیش بالینی، اثرات ضد
هاي مختلــف حیوانــات مبــتلا بــه بنیادي را بر روي گونه

 هاي بنیــادي،. برخی از انواع ســلولستاکردهثابت سپسیس 
هاي بنیــادي هاي بنیادي مزانشیمی و سلولاز جمله سلول

زینــه درمــانی جدیــد در عنــوان یــک گخون بنــدناف بــه
ـــرار آزمایش ـــالینی سپســـیس مـــورد اســـتفاده ق هـــاي ب

  .)12،22(اندگرفته
   هــايدر مطالعــه حاضــر، اســتفاده همزمــان از ســلول
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MSC  وEPC  براي اولین بار به عنوان منبع سلولی بــراي
 EPC درمان عارضه سپسیس استفاده شد. ظرفیــت تمــایز

 بــا EPC هــايلولکشتی سها و همبه انواع مختلف سلول
MSC  هم در داخل آزمایشگاه و هم در مطالعات داخــل

. اگرچه، توانایی بازســازي )23(است بدن به اثبات رسیده
در چندین  MSCو  EPC هايو درمانی هم کشتی سلول

 هاي نخــاعیمدل پیش بالینی مانند سکته قلبی، ترمیم آسیب
تاثیر اما و ترمیم استخوان مورد استفاده قرار گرفته است، 

هاي بــالینی در ها در کارآزماییاین سلولتزریق همزمان 
 درمان مــوارد عفــونی هنــوز مــورد بررســی قــرار نگرفتــه

. بنابراین با توجه بــه توانــایی بازســازي ایــن )23-25(است
هاي آسیب دیده، تزریق همزمــان ها در ترمیم بافتسلول

 ی بر سلولعنوان گزینه جدید مبتنتواند بهمیها این سلول
هاي یکی از مدیریت براي مدیریت سپسیس معرفی شود.

هــاي عفــونی، حفــظ تعــادل بــین مهم در درمــان بیمــاري
 التهاب است. سندرم پاســخالتهابی و ضد هاي پیشسیتوکین

 هــا و آســیبالتهابی سیستمیک یا سپسیس با ترشح سیتوکین
 ،TNF-αمطالعات نشان داده که  شدید بافتی همراه است.

IL-1β  وIL-6 هــاي التهــابی ترشــح تــرین ســیتوکینبیش
ساعت پــس  48. بنابراین )26(شده در طی سپسیس هستند

هاي پیش سطح سرمی و بافتی سایتوکیناز تزریق سلول، 
در ایــن  التهابی و ضد التهابی مورد مطالعه قــرار گرفــت.

 ،LPSبــا  گروه سپســیس القــاییدر پژوهش مشاهده شد که 
 IL-6و  TNF-α ،IL-1βالتهابی مانند  یشهاي پسایتوکین

 داري نسبت به گــروه کنتــرل افــزایش یافــتطور معنیبه
)001/0P<(التهــابی  هاي ضــدچنین سطح سایتوکین. هم

 در مقایســه بــا LPSبــا  سپسیس القــایی در گروه IL-10مانند 
  .)>001/0P(داري کاهش یافتطور معنیگروه کنترل به

تواننــد هاي بنیادي مــیلولمطالعات نشان داده که س
عفونت یا هر عامل  هاي التهابی آزاد شده به واسطهسلول

التهــابی متعــادل خارجی را از طریــق ترشــح عوامــل ضــد
هــاي مطالعــه حاضــر یافتــه، همسو با این نتــایج. )22(کنند

هــاي رغم افزایش بیش از حد سیتوکیننشان داد که علی
ناشی از سپســیس،  هايالتهابی در سرم و بافت موشپیش

داري باعــث طــور معنــیبــه MSCو EPC تجویز همزمان
 )>IL1-β )001/0P و TNF-α ،IL-6کاهش سطح سرمی 

 شــود.) مــی>IL-10 )001/0Pو افزایش سطح سرمی و بافتی 
 ،)>TNF-α )001/0Pهاي بافتی سایتوکینچنین سطح هم

IL-6 )05/0P<( و IL-1β )01/0P<( هاي تحتدر موش 
طــور بــه LPSدر مقایسه با گــروه  MSC و EPC درمان با

دهــد . این نتایج نشان مــیدادداري کاهش نشان میمعنی
طور موثري تواند بهمی MSC و EPC که تجویز همزمان

  .را تعدیل کند LPSپاسخ ایمنی سیستمیک ناشی از 
 هاي سفید همراه با تعــداد زیــاديافزایش تعداد گلبول

حیطــی، یکــی از چهــار معیــار نوتروفیل نابالغ در خــون م
 MSCو  EPC. تزریق همزمان )27(تشخیص سپسیس است

هــاي ســفید بــه خصــوص تعداد گلبولداري معنیطور به
هــاي مبــتلا بــه هاي بانــد را در مــوشها و سلولنوتروفیل

. در تائید این یافته دیده )>001/0P( سپسیس کاهش داد
یتوز هاي بنیادي ممکن اســت فاگوســشده است که سلول

ها افزایش داده و منجر به از باکتریایی را توسط نوتروفیل
 .)28(بین رفتن باکتري شوند و سپسیس را بهبــود ببخشــند

کبد عضو حساس در بقاي بیمــاران مبــتلا بــه سپســیس و 
اختلالات مرتبط است. آســیب کبــدي در مراحــل اولیــه 

 هــاسپسیس در نتیجه اثر اندوتوکسین و رهاسازي ســایتوکین
 افتد که همراه با تغییرات قابل توجه سرولوژیکاق میاتف

هــاي کبــدي، شناسی از قبیل افزایش سطح آنزیمو بافت
هاي کبدي، نکــروز بــافتی و تجمــع مرگ با برنامه سلول

 . در مطالعه حاضر، تزریق ســلول)29(باشدمیها نوتروفیل
EPC  وMSC  توانست آسیب کبدي را از طریق کاهش

 عنوان مارکرهايبه ALTو  AST هايسطح سرمی آنزیم
هــاي مــورد مطالعــه آسیب کبدي جبران کند. تاثیر سلول

در بهبود آسیب کبدي با مطالعات حاصــل از اثرگــذاري 
 MSCمشتق از مغــز اســتخوان مــوش و  MSC هايسلول

  .)30،31(مشتق از ژله وارتون انسان مطابقت دارد
ي ، آســیب ریــومبــتلا بــه سپســیسدر مورد بیماران 

شود. علائــم هاي دیگر مشاهده میتر از آسیب اندامبیش
بد عملکردي ریه به صــورت تخریــب اتصــالات ســلولی 
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ادم  صورتبهاست که افزایش تراوش رگی و  اندوتلیوم
هــا بــا کند. نوتروفیــلهاي التهابی بروز میو ترشح سلول

هاي گرانولی ها، آنزیمنیهایی چون سایتوکهتولید واسط
. )32(دهندهاي بافتی را افزایش میفعال آسیب و اکسیژن

 تجزیه و تحلیل نسبت وزن مرطوب به خشک در بسیاري
 استفاده شــده LPS تزریق ها براي ارزیابی پس ازاز گزارش

گیــري . در این مطالعه ادم ریــوي کــه بــا انــدازه)22(است
دهنــده نفــوذ نسبت وزن تر به خشک سنجیده شد، نشــان

باشد کــه دنبال تخریب سد اندوتلیال می مایع در بافت به
در مــوش مــدل بــوده و  LPS این تخریب ناشی از تلقیح

 .)33(شــودمــی جراحت حاد ریه وضعیت منجر بهاین تداوم 
نسبت وزن تر بــه داري طور معنیبهتیمار سلولی توانست 

 )>01/0P( کاهش دهد LPSخشک را در مقایسه با گروه 
 MSCs هایی که سلولزارشکه این فعالیت ضد ادم با گ

 MSCsمشتق از بند ناف و ماکروفاژهاي القا شده توسط 
  .)34(را تزریق کرده بودند، مطابقت داشت

تزریــق نتایج آزمایشات این پژوهش نشــان داد کــه 
 هاي، میزان بقاي موشMSCو  EPCهاي سلول هم زمان

است  افزایش داده درصد 80 حدود مبتلا به سپسیس را تا
ن امر احتمالا به دلیــل فعالیــت ســرکوب ایمنــی در که ای

مرحله حاد بیماري، جلوگیري از گسترش آسیب بافتی و 
باشــد. تــاثیر تزریــق ســلول بــر کننده مــیاثرات بازسازي

با مطالعــاتی کــه در ایــن زمینــه انجــام  ،افزایش میزان بقا
 90مغــز اســتخوان مــوش   MSCمطابقت دارد؛ست اشده

 MSC، درصــد 87ند ناف انسان مشتق از بMSC ، درصد
مشــتق از MSC و  درصد 75مشتق از مغز استخوان انسان 

هــاي مــدل را ، میــزان بقــاي مــوشدرصد 87ژله وارتون 
  .)28،31،34،35(بودندافزایش داده

تــوان بــه یمطالعه م نیا يهاتیمحدود نیترمهم از
 اشــاره کــرد واستفاده از مدل موشی به جاي مدل انسانی 

زمان پیشرفت بیماري بــه ســمت نارســایی جایی که از آن
هاي حیــوانی در طــی چنــد روز چند عضو در اغلب مدل
انســانی ایــن  و در سپســیس افتــدتا چند ساعت اتفاق می

تعمــیم  بنــابراین ،دهــداتفاق در چند روز تا هفتــه رخ می
آمده در این مطالعــه بــر سپســیس دستنتایج اثربخشی به

هــاي . از محــدودیت)12(ط انجام شوداحتیا با انسانی باید
تــوان بــه تزریــق تنهــا یــک دوز از دیگر این تحقیق مــی

  ها به مدل سپسیس اشاره نمود.سلول
  هــاي ایــن پــژوهش شــواهدي را ارائــه داد یافتــه

ــه  ــه MSC و EPC زمانـق همـــتزریــک    لـقابــ ورـطــب
  را  LPSهـــاي ناشـــی از ی میـــزان بقـــاي مـــوشـتوجهـــ

التهــابی را کــاهش و  هــاي پــیشکینســیتوافزایش، غلظت 
دهــد. مــیالتهــابی را افــزایش  ضــد هــايســطح ســیتوکین

   MSC و EPCتحــت درمــان بــا کــه ســپتیک هــاي موش
ــل ــاهش قاب ــرار گرفتنــد، ک تــوجهی در ادم ریــوي،  ق

در مقایســه بــا گــروه  CRPکبــدي و ســطح  هــايآنــزیم
ــایج  ــت نت ــه ممکــن اس ــن مطالع ــد. ای ــرل نشــان دادن کنت

هــاي ســلولتزریق همزمان اي براي معرفی ندهامیدوارکن
ــی  ــدیریت بیمــاريایمن ــراي م ــدیل ب ــونی و تع ــاي عف   ه

کننده سیستم ایمنــی د تنظیمرپاسخ ایمنی از طریق عملک
  .ارائه دهد

  

 يسپاسگزار
 تحــت دکتــري نامــه پایــان از برگرفتــه مطالعــه ایــن

ــگاه ــت دانش ــد اســلامی آزاد حمای ــران واح شــمال  ته
  .باشدمی
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