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Abstract 
 

Background and purpose: Inflammation plays an important role in the development of 

neuropathic pain (NP). Considering the anti-inflammatory effects of mesenchymal stem cells (MSCs) and 

their conditioned medium (CM), we aimed to investigate the effect of MSC-CM on the expression of 

CCL3 and CCL4 genes in the spinal cord of rats with NP. 

Materials and methods: In this experimental-interventional study, 28 male Wistar rats weighing 

200-300 grams were included. NP was induced in male rats using the chronic constriction injury (CCI) 

model of the sciatic nerve. MSCs-CM was injected intraperitoneally (1ml) into each rat in the 

experimental group one day before surgery (-1), and 7 and 11 days after the surgery, while the rats of 

control group received DMEM. At the end of the study (day 15), the expression level of CCL3 and CCL4 

genes in the animals’ spinal cord was measured using Real time PCR.  
Results: Molecular studies showed a significant decrease in CCL3 gene expression (P<0.05) in 

CM treated animals compared to the control group, but in term of CCL4 gene expression, there was no 

significant difference between the groups. 

Conclusion: Anti-NP effects of MSCs-CM seem to be partly mediated through downregulation 

of CCL3 chemokine in the spinal cord. 
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 ی بر بیان ژنمیمزانش يادیبن يهاکشت سلول ییرو عیمااثر 
 هاي مبتلا به درد نوروپاتیکدر نخاع رت CCL4 و CCL3هاي کموکاین

  
       1حمدشفیع مجدديم

       2کیمیا شهرآزاد
       3صمد ناظمی

	4شبیريسادات سعیده  	

  چکیده
هــاي بنیــادي د. نظــر بــه اثــرات ضــدالتهابی ســلولدار کیــدرد نوروپاتالتهاب، نقش مهمــی در ایجــاد  و هدف: سابقه
ژن  بــر میــزان بیــان MSCs-CM، هدف این مطالعه بررســی اثــر (MSCs-CM)ها رویی کشت آنو مایع (MSCs)مزانشیمی 
  هاي نوروپاتیک بود.در نخاع رت CCL4و  CCL3هاي کموکاین

 .وارد مطالعــه شــدند گــرم 200-300با وزن  ستاریونژاد رت نر  28 اي،مداخله -در این مطالعه تجربی ها:مواد و روش
رساندن به عصب سیاتیک، از طریق گــره زدن عصــب مــذکور بــا  ها با عمل جراحی و تکنیک آسیبدرد نوروپاتی در رت

روز قبــل ( ســه روز متفــاوت در) لیتــریلــیم صــفاقی(یک صورت داخــلبه MSCs-CMهاي مخصوص، القاء شد. سپس، نخ
 هاي گروهکه رتهاي گروه آزمایش تزریق شد، درحالیبه هر کدام از رت ی)جراح از بعد 11و 7 ياروزه) و -1ی (جراح

در نخــاع  CCL4و  CCL3ي هــاژن انیــب زانیــم)، 15 کردند. در پایان مطالعه (روز را دریافت DMEMکشت  کنترل محیط
  شد. سنجش Real-time-PCRبا  واناتیح

نسبت به  MSCs-CMکننده درحیوانات دریافت CCL3 ژنداري را در بیانمعنی کاهش هاي مولکولیبررسی. ها:یافته
  تفاوت معنی داري بین گروه ها مشاهده نشد. CCL4 ، اما از نظر بیان ژن)>05/0P(گروه کنترل نشان داد

 طریــق کــاهش بیــان کموکــاین ، تــا حــدي ازMSCs-CMاثرات ضددردي هاي مطالعه حاضر، براساس یافته استنتاج:
CCL3 شود.گري میدر نخاع میانجی  
  

  ، هایپرآلژزیا، آلودینیاCCL3 ،CCL4هاي بنیادي مزانشیمی، کموکاین، رویی کشت سلولدرد نوروپاتیک، مایع واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 یا مرکزي به اعصاب آسیب اثر در درد نوروپاتیک

ــ محیطــی ــدوجــود مــیهب ــارز درد  .)1،2(آی ــت ب دو علام
هاي نوروپاتیک، هایپرآلژزیا (حساسیت شدید به محرك

هــاي به محرك دردناك) و آلودینیا (احساس درد نسبت

 هــاهــاي آنها و گیرندهکموکاین .)3(باشندغیردردناك) می
)CXCL ،CCL، CX3CL وXCLهــاي ) علاوه بر ســلول

هاي ها نیز بیان شده و فعالیتها و گلیالایمنی، در نورون
  .)4،5(کنندها را تنظیم میآن

  
  :Saeideshobeiri@gmail.com E-mail                 مرکز تحقیقات سلولی و مولکولیسبزوار،  یدانشگاه علوم پزشک :سبزوار -سعیده سادات شبیري مولف مسئول:

  رانیسبزوار، سبزوار، ا یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،يمونولوژیگروه ا ار،یدانش .1
  رانیسبزوار، سبزوار، ا یدانشگاه علوم پزشک ،ییدانشجو قاتیتحق تهیکم ،یپزشک يدانشجو .2
  رانیسبزوار، سبزوار، ا یدانشگاه علوم پزشک ،یدانشکده پزشک ،یو مولکول یسلول قاتیمرکز تحق ار،یدانش .3
 ی سبزوار، سبزوار، ایرانمرکز تحقیقات سلولی و مولکولی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکدکتري تخصصی پژوهشی ایمونولوژي،  .4

 : 17/7/1402 : تاریخ تصویب             5/6/1402 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            17/5/1402 تاریخ دریافت  
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 CCL3عصبی، بیان  براساس مطالعات متعاقب آسیب
در سیستم عصبی مرکــزي و محیطــی افــزایش  CCL4و 

ــی ــاد درد نم ــه ایج ــت منجرب ــه درنهای ــد ک ــاتی یاب وروپ
 داروهــاي دردهــاي نوروپاتیــک نظیــر ضــد .)6(دشــومــی

ها و ...، اثربخشی کم و عــوارض ها، ضدافسردگیتشنج
هــاي بنیــادي درمقابــل، ســلول .)7(جانبی نامطلوب دارنــد

ــیمی مز ــه (MSCs)انش ــدي و ب ــایی خودتجدی ــل توان دلی
 هــابرخی بیماري منبعی بالقوه براي درمانایمونومدولاتوري، 

ها روند بهبودي عملکرد مغز، . این سلول)8(شوندتلقی می
پیونــد  .)9(نماینــدنخاع و اعصاب محیطــی را تســریع مــی

MSCs هــاي هــا و کموکــاینبا کاهش سطح ســایتوکاین
التهــابی مختلــف، موجــب تخفیــف درد در حیوانــات بــا 

  .)9،10(شودآسیب نخاعی می
  کننــده سیســتم ایمنــی هــاي تعــدیلترشــح مولکــول

هــا و نبــود آن (CM)کشــت روییدر مایع MSCsتوسط 
ــدودیت ــلولمح ــه س ــوط ب ــرات مرب ــا و خط ــانی، ه   درم
ـــرار MSCs-CMاســـتفاده از     را در مرکـــز توجهـــات ق

 CCL3هاي نظر به نقش مهم کموکاین .)11،12(است داده
ـــرات  CCL4و  ـــک و اث ـــد ایجـــاد درد نوروپاتی در رون

ــددردي  ــالMSCsض ــرات MSCs-CMدارد  ، احتم ، اث
 الهاي مذکور اعمخود را از طریق کاهش بیان کموکاین

نماید. لذا جهت آزمایش ایــن فرضــیه، ایــن پــژوهش بــا 
ــا  ــار ب ــر تیم ــین اث ــدف تعی ــان MSCs-CMه ــر بی ژن  ب

مبتلا به درد  هايرتدر  CCL4و  CCL3هاي کموکاین
  شد. نوروپاتی انجام

  

  هامواد و روش
  حیوانات

رت نر ویستار  28اي، مداخله - در این مطالعه تجربی
م پزشـــکی مشـــهد گـــرم) از دانشـــگاه علـــو 300-200(

در شرایط مناسب دمایی و نور، بــا  هارت .شد خریداري
ــداري ــذا نگه ــه آب و غ ــی آزاد ب ــام  دسترس ــدند. تم ش

ها توسط کمیته اخلاق دانشــگاه علــوم پزشــکی آزمایش
  .شد تایید IR.MEDSAB.REC.1398.070)سبزوار (

  MSCsجداسازي و شناسایی 
MSCs ت شده در مطالعا داده براساس روش توضیح

هــاي ران دو رت، جــدا و بــا اســتفاده از قبلی از استخوان
 ،CD34 سطحی ژنیآنتی هايشاخص فلوسایتومتري از نظر

CD44 ،CD45  وCD90 )eBioscience,Inc.,CA,USA (
  .)13(شدند بررسی
  

   MSCs-CMآوريجمع
MSCs-CM هنگامی آوري شد.جمع دوم پاساژ در 

- محیط درصد کف فلاسک را پر کردند، 80 هاسلول که

 و تعویض شد FBS بدون DMEM با هاکشت رویی آن
 .گرفتنــد قرار CO2 انکوباتور در ساعت 48 مدتبه هاسلول

 فیلترشــدن، تــا و پــس از آوريجمع MSCs-CM سپس،
  .)13(شد نگهداري گرادسانتی درجه -80 در استفاده زمان

  

  وروپاتیکن درد القاي
  رســاندن  تکنیــک آســیب نوروپاتیک از طریق درد

ـــره ـــق گ ـــیاتیک، از طری ـــب س ـــه عص ـــب  ب   زدن عص
یا CCI(در اصطلاح تکنیک  هاي مخصوصمذکور با نخ

chronic constriction injuryاز پــس .)13(شــد )، القــاء 
 بــا ،)mg/kg 10/60( کتــامین/زایلازین بــا هارت بیهوشی

 عصــب بــه دسترســی ران، سر دو عضله در شکاف ایجاد
 محل از قبل سیاتیک گردید. سپس عصب فراهم سیاتیک

یــک  فواصــل در شــل گــره شــدن، بــا چهــار شــاخه ســه
 کرومیک گات، طــوري گــره بخیه نخ متري بوسیلهمیلی
ــ در اختلالــی شــد کــه زده  بوجــود عصــب خــون انجری

  شد. عفونی ضده و پایان، محل جراحی بخی در .)13(نیاید
  

  و تیمار آزمایش هايگروه
 )رت 7هرگــروه، ( گــروه چهــار بــه تصــادفا هارت

: حیوانات تحت عمل (Sham))گروه شم 1: شدند تقسیم
CCI زده هــا گــرهگرفتنــد امــا عصــب ســیاتیک آن قرار   
): حیوانــات تحــت عمــل CCI)گــروه نوروپــاتی (2 .نشد

ــد،  جراحــی قــرار  .شــد عصــب ســیاتیک گــره زدهگرفتن
 DMEMکشــت  طیکننده محــافتیدر ینوروپاتگروه )3
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)CCI+DMEM:(  حیوانات تحت عملCCI  ،قرار گرفتنــد
لیتر محــیط کشــت عصب سیاتیک گره زده شد و یک میلی

DMEM .کننــده افــتیدر یگروه نوروپات) 4دریافت نمودند
): حیوانــات تحــت CCI+CM( کشــت طیمح ییمحلول رو

یاتیک گــره زده شــد و قرار گرفتنــد، عصــب ســ CCIعمل 
ــر یــک میلــی  محــیط .)13(دریافــت نمودنــد MSCs-CMلیت

 و 7 و در روزهــاي قبل روز یک DMEMیا  CM کشت
 بــه صــفاقی داخــل صــورتبــه CCI عمل جراحی از بعد 11

 در sham و CCI هــايگــروه. شــد تزریق مربوطه هايگروه
  .کردند دریافت سالین نرمال مذکور هايزمان

  
در نخاع  CCL4و  CCL3هاي ژن کموکاین ارزیابی بیان

  هارت
- تزریق داخلبا  )، حیوانات15روز ( در پایان مطالعه

عمیقا بیهوش  )mg/kg 10/100( نیزیلازا/نیکتامصفاقی 
هــاي در ادامــه، بیــان نســبی ژن .)13(شدند و سپس قربانی

CCL3 و CCL4 در نخاع بــا اســتفاده از Real-Time PCR، 
نخاعی هر موش با  طور خلاصه، طنابشد. به گیرياندازه
با اســتفاده از کیــت  RNAشد و  سالین سرد خارج نرمال

RNX-Plus  ــت ــل کی ــق پروتک ــران) طب ــیناکلون، ای (س
 Takara تیبا استفاده از ک cDNAشد. ساخت  استخراج

(Bio Inc. Japan)  گرفت. در نهایــت صورتطبق پروتکل 
 با روش سایبرگرین و در CCL4و CCL3هايمیزان بیان ژن

) در شرایط (Bio-Rad Philadelphia, PA USAدستگاه 
گراد و سپس سانتی درجه 95دقیقه  15دناتوراسیون اولیه 

ــا شــرایط دناتوراســیون  40 ــه  10ســیکل ب  درجــه 95ثانی
گراد سانتی درجه 60ثانیه  20گراد، اتصال پرایمرها سانتی

 72ثانیــه در دمــاي  30مــدت شدن محصــول بــه و ساخته
ژن بــا  شد. میزان تغییرات بیــان گراد ارزیابیسانتی درجه

عنــوان بــه GAPDHدر مقایسه با  ΔΔCt-2استفاده از روش 
شــد. تــوالی  محاســبه Shamبه گــروه  ژن مرجع و نسبت

ی در جــدول دسترســ و شــماره محصــول طــولپرایمرها، 
  است. آمده 1شماره 
  

  آنالیزهاي آماري
شــد. در  انجــام SPSS-16 افــزارها در نرمآنالیز داده

طرفــه و یــک ANOVAهــا، از بــودن داده صورت نرمال
ــونفرونی اســتفاده شــد و در ایــن  غیــر آزمــون تکمیلــی ب

گردید. تمام  والیس استفاده صورت، از آزمون کروسکال
شــد.  معیــار ارائــهانحــراف ± ها به صــورت میــانگینهداد
05/0<P شــد.  داري در نظرگرفتــهعنــوان ســطح معنــیبــه

  شدند. افزار اکسل طراحیبا استفاده از نرم نمودارها
  

  ها و بحثیافته
  استخوان هاي جداشده از مغزایمونوفنوتایپینگ سلول

آمیــز نتایج فلوسایتومتري بیانگر جداسازي موفقیــت
MSCs هــا در محــیط ها و کشت آناستخوان رت از مغز

). براســاس مطالعــات، 1 شــماره تصــویرآزمایشگاه بــود (
MSCs ژنی هاي آنتیرتی واجد شاخصCD44  وCD90 

 هاي(شاخص CD45و CD34ژنی هاي آنتیو فاقد شاخص
  .)13(باشندساز) میهاي خونسلول

  

  
  

ــویر شــماره  ــگ  :1تص ــالیز فلوســایتومتري MSCsایمونوفنوتیپین   . آن
هــاي جدا شــده از مغــز اســتخوان از نظــر شــاخص MSCsنشان داد 

CD90 (A)  وCD44  (B)هاي مثبت و از نظر شاخصCD34  (C) و
CD45 (D) منفی بودند  
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  GAPDH وCCL4 ,CCL3 توالی پرایمرهاي :1شماره  جدول
  

  پرایمر  توالی اتصال دماي  باز) ل(جفتطول محصو  شماره دسترسی

NM_013025 
 

81 
 

°C 63 
 

CATGGCGCTCTGGAACGAA 
TGCCGTCCATAGGAGAAGCA 

 رو به جلو
  معکوس

 

CCL3 

NM_053858 
 

100 
 

°C 59 
 

CCAATAGGCTCTGACCCTCC 
AAAGGCTGCTGGTCTCATAGT 

 رو به جلو
  معکوس

 

CCL4 

NM_017008.4 74 °C 59 
GCATCTTCTTGTGCAGTGCC 
TACGGCCAAATCCGTTCACA 

 رو به جلو
 معکوس

GAPDH 

  
  CCL4و CCL3 هاي ژن بر بیان MSCs-CMاثر 

 CCL3، میــزان بیــان نســبی ژن CCI-CMدر گــروه 
 ).P<05/0نداشــت( داريیتفاوت معن shamبه گروه  نسبت

، CCI-DMEMو  CCIهاي که بیان آن در گروهدرحالی
داشــت  ايملاحظــه افــزایش قابــل shamنسبت به گــروه 

)05/0<P) (شــماره  تصــویرA2ــانگر آن ــایج بی ــن نت  ). ای
ها، با افزایش بیان است که القاي درد نوروپاتیک در رت

 است و تیمار حیوانات نوروپاتیــک همراه CCL3کموکاین 
توانــد مــانع از بیــان زیــاد کموکــاین مــی MSCs-CMبــا 

CCL3 .اي در ملاحظــهاز طرفی، هیچ تفــاوت قابــل شود
هــاي مختلــف مطالعــه ، بــین گــروهCCL4ی ژن بیان نسب

  ).B2شماره  تصویر( )P<05/0(نداشت  وجود
  

  

  
  

هــاي ژن بــر میــزان نســبی بیــان MSCs-CMتــاثیر  :2تصویر شــماره 
 توانست بــه Real time-PCR .(A (MSCs-CMکموکاینی(تکنیک 

هــاي در رت CCL3ژن  داري سبب کــاهش بیــان نســبیطور معنی
-CCIو CCIهاي ژن در گروه که بیان این حالی نوروپاتیک شود. در

DMEM بود. یافته افزایش B( ژن  داري در میزان بیانتفاوت معنیCCL4 
  نداشت.  هاي مختلف وجودهاي نوروپاتیک بین گروهدر نخاع رت

* : 05/0P< هاي در مقایسه با گروهCCI  وCCI-DMEM   
# : 05/0P<  در مقایسه با گروهSham  در آزمونANOVA   

  است شده داده معیار نمایش انحراف ±صورت میانگین نتایج به

  
 هايمکانیسم برخی از ساختن مطالعه روشن هدف این

ژن ن بیا تأثیر بر ، از طریقMSCs-CM ضددردي احتمالی
 نوروپاتیک هايرت در ،CCL4 و CCL3 هايکموکاین

 در هاآستروسیت عصبی، میکروگلیاها و آسیب بود. متعاقب
التهابی، هاي پیشیتوکایناشده و با رهاسازي س اع فعالنخ

ها و سایر ترکیبات، منجر به تسهیل انتقال درد و کموکاین
ــک و در ــروع درد نوروپاتی ــاي  ش ــروز آلودینی ــه، ب نتیج

رو در ایــن از .)14(شــوندمکــانیکی و هایپرآلژزیــا مــی
عصبی، التهاب نقــش مهمــی در رونــد ایجــاد  هايآسیب

هــاي که کموکاین خصوصهدردهاي نوروپاتیک دارد. ب
 هــايعصبی، در جذب سلول هايتولید شده متعاقب آسیب

نتیجه توسعه درد و بروز  عصبی و در وند التهابایمنی، ر
 .)4،15،16(علائم رفتاري درد نوروپاتیک نقش مهمی دارند

افــزایش درد نوروپاتیــک،  حیــوانیهاي مختلف در مدل
با بــروز علائــم درد  CCL4و  CCL3هاي کموکاینبیان 

ها در روند ایجاد نوروپاتیک همراه بوده و این کموکاین
  .)6،17(باشنددرد نوروپاتیک بسیار موثر می

، CCIپــس از جراحــی  15در روز ، در این پژوهش
بود، کــه  در نخاع حیوانات افزایش یافته CCL3ژن  بیان

نشان از نقــش مهــم ایــن کموکــاین در رونــد ایجــاد درد 
ارد. لذا جلوگیري از بیان و یا کــاهش بیــان نوروپاتیک د
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تواند از ایجاد درد نوروپاتی میاحتمالا  CCL3کموکاین 
مطالعه ما نیز کرده و یا باعث تخفیف درد شود.  جلوگیري

 شــد کــه اثــرات ضــد با هدف آزمایش این فرضیه انجام
 ، احتمالا ازطریق جلوگیري و یا کاهشMSCs-CMدردي 

شــود. نتــایج هاي مهم اعمال مــیبیان برخی از کموکاین
، بیان MSCs-CMداد که در حیوانات تیمار شده با  نشان

CCL3 اي کمتر از حیوانات دریافتطور قابل ملاحظهبه 
عــلاوه، از هو سالین بــود. بــ DMEMکشت  کننده محیط

شــدت آلودینیــا و هایپرآلژزیــا نیــز در گــروه مــذکور بــه 
هــاي یج تســتبــود (نتــا شــده داري کاســتهصورت معنی

 ایــن . بــر)13(اســت رفتاري در مطالعه قبلی ما آورده شده
هــاي گیري کرد که مکانیسمتوان چنین نتیجهاساس، می
، تا قسمتی از طریق کاهش سطح MSCs-CMضددردي 

  .شوداعمال می CCL3 بیان کموکاین
کنــد تایید مــی 2020و همکاران در  Pawlikمطالعه 

ــق CCR1گیرنــده  آنتاگونیســتکــه اســتفاده از  ، از طری
تواند سبب می CCL4و  CCL3کاهش اتصال لیگاندهاي 

ها و شدن میکروگلیاها، ماکروفاژها، نوتروفیلکاهش فعال
هــا و ها و متعاقبا کاهش تولیــد ســایر کموکــاینلنفوسیت

نتیجه باعث بهبــود  التهابی شده و درهاي پیشسایتوکاین
درد نوروپاتی و نیز افزایش خواص ضددردي مــورفین و 

 بــا ایــن .)18(شود CCI عصبی مدل بوپرنورفین در آسیب
تــاثیري بــر میــزان بیــان  MSCs-CMحال، در مطالعه مــا 

 رسد اثرات ضــدنظر مینداشت. لذا به CCL4کموکاین 
 CCL3کاهش بیان طریق تا حدودي از MSCs-CMدردي 

 هــايشــود. البتــه مکانیســمگــري مــیی، میــانجCCL4 و نــه

 CCL3، محدود به کــاهش بیــان MSCs-CMضددردي 
هــاي هایی نظیر کاهش بیان گیرندهنیست، بلکه مکانیسم

نیز متعاقب تیمار حیوانــات  P2X7و  P2X4پورینرژیک 
 شــده گــزارش MSCs-CMمبتلا به درد نوروپاتیــک بــا 

هاي که سایتوکایناین، با توجه به این علاوه بر .)13(است
نقــش مهمــی  نیز IL-6و  IL-1 ،TNF-αالتهابی نظیر پیش

ــــک  ــــد ایجــــاد و توســــعه دردهــــاي نوروپاتی در رون
 روییدردي مایع بخشی دیگر از اثرات ضد ،)19،20(دارند
واص ضدالتهابی ایــن خ توان بهمزانشیمی را میهاي سلول

  داد. مایع نسبت
هاي ، عدم انجام تکنیکمطالعه نیا هايتیازمحدود

هــاي بلات بود. انجام تکنیک ایمونوفلورسانس و وسترن
ــهمــذکور مــی هــاي ایــن مطالعــه را از نظــر توانســت یافت

و  CCL3هاي بیان/عدم بیان و همچنین میزان بیان پروتئین
CCL4 نماید. لذا در مطالعات  یدر نخاع حیوانات پشتیبان

  شود.می ها پیشنهادآتی، انجام همزمان این تکنیک
دردي  داد که اثــرات ضــد نتایج مطالعه حاضر نشان

MSCs-CM  ــاتی ــدل درد نوروپ ــدودي  CCIدر م ــا ح ت
و بــه  CCL3بواسطه جلوگیري از افزایش بیان کموکاین

شود. هرچنــد، مطالعــات می تبع آن کاهش التهاب اعمال
ها در ایجــاد و توســعه ي در رابطه با نقش کموکاینبیشتر

  درد نوروپاتی لازم است.
  

  سپاسگزاري
پزشــکی  نامه دانشــجوییاین مقاله مستخرج از پایان
  باشد.دانشگاه علوم پزشکی سبزوارمی
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