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بافت گرانوله اضافه،  عیرشد سر ،کمبود بافت نرم رینظ یلیبه دلا که باشدمی هااسب در مشکلات ترینیعشا از یکی یحرکت اندام باز یهازخم :زمینۀ مطالعه

 ازها زخم میترم جهت یمیمزانش بنیادی یهاسلول از استفاده. استدامپزشکان  یبرا یبزرگ معضل هاآن میترم ج،یرا یهادرمان به فیضعپاسخ  و ادیز یآلودگ

 تعداد تهیه، سهولت رینظ یعلل به یچرب بافت از مشتق یادیبن یهاسلول انیم نیا در. است کرده جلب خود به را محققین توجه تازگی به کهاست  ییهاروش

 .اندیافتهفراوان  کاربرد سلولی مختلف یهارده به زیتما قابلیت و اولیه استحصال در حاصله بنیادی یهاسلول زیاد بسیار

 مشتق یخود یادیبن یهاسلول از استفاده با اسب یحرکت اندام باز زخم التیام روند در 3و  1 پیت یهاکلاژن یهاژن بیان یابیارزبه منظور  حاضر مطالعه :هدف

 .رفتگ صورت استخوان مغز از مشتق یادیبن یهاآن با سلول سهیمقا و یچرب بافت از

 Real-Timeروش  از ،یخود یمیمزانش یادیبن یهاها با استفاده از سلولچهار اسب و درمان آن یحرکت یهادر اندام یباز تجرب یهازخم یجادپس از ا :کارروش

PCR شد استفادهزخم  یامدر روند الت 3و  1 تیپکلاژن  یهاژن انیب یزانم یسهو مقا یابیارز یبرا. 

انواع کلاژن  یهاژن انیب زانیم نیشتریب که آن وجود با .دیمشاهده گرد یدرمان یهاگروه نیدر ب 3و  1 پیکلاژن ت یهاژن انیب رییدر تغ داریاختلاف معن :نتایج

 .نشدمشاهده  یداریاختلاف معن یچرب بافت از مشتق یهاسلول وها سلول نیا نیمشتق از مغز استخوان بود اما ب یادیبن یهابه سلول مربوط

 عنوانه ب توانندمیها سلول نیا قبول، قابل عملکرد و یچرب بافت از مشتق یمیمزانش یادیبن هایسلول یایمزا به توجه بااساس  نیبر ا: نهایی گیرینتیجه

 .رندیگ قرار نظر مد یحرکت اندام هایزخم امیالت ندیفرا عیتسر در نینو یروش

 یچرب بافت استخوان، مغز ،یمیمزانش یادیبن هایسلول اسب، زخم، میترم :کلیدی کلمات

 .است آزاد منبع ذکر با کامل استفاده یبرا نشر و عیتوز ،یبرداریکپ آزاد؛ یدسترس: یدامپزشک قاتیتحق © تیرایکپ

 رانیدانشگاه تهران، تهران، ا ،یدانشکده دامپزشک ،یولوژیو راد یگروه جراح ،یقمصر یدمهدیس: مسئول سندهینو
 ghamsari@ut.ac.ir : یکیپست الکترون

 

مقدمه
 ترینیعاز شا یکی یحرکت یهااندام ینییپا ینواح باز یهازخم

. کمبود بافت نرم و بالطبع انقباض باشدیها ممشکلات در اسب

 د،یاضافه و کلوئ گرانوله بافت عیسر رشد و جادیامحدودتر زخم، 

 یهادرمان به فیضع پاسخ و یطولان بهبود دوره اد،یز یآلودگ

 یهازخم هیثانو میترمها است. زخم نیا یهایژگیو از معمول

ها زخم ریسا از کندتر اریبس مشخص طورهبها اسب در هیناح نیا

 نی. همه ااست تیحرک اندام ییبالا یهاقسمت یهازخم لیقب از

به شکل  یگاه هیناح نیدر ا یمترم شده است که موجبعوامل 

 یبرا( یدرمان هاییچیدگیپ با همراهعمده ) معضل کی

 روند که ییهاروش از استفاده. لذا شود محسوب دامپزشکان

 مقاله پژوهشی

10.22059/jvr.2021.228666.2599    

 

20.1001.1.20082525.1400.76.4.8.2 

https://doi.org/10.22059/jvr.2021.228666.2599
https://doi.org/10.22059/jvr.2021.228666.2599
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20082525.1400.76.4.8.2
https://dorl.net/dor/20.1001.1.20082525.1400.76.4.8.2


 

1400، 4 شمارۀ 76 دورۀ▐مجلۀ تحقیقات دامپزشکی           

 

 
451 

 تواندیم نماید لیتسه شرایط این در را پوششی بافت تشکیل

ها و نوع از زخم نیا درمان یبرا یمتعدد یهاروش. باشد مفید

اند اما مطالعه قرار گرفته موردبافت گرانوله  جادیاز ا یریشگیپ

 از یکی. (9،14،16) است شدهها اثبات ناکثر آن یاثربخش

 کرده جلب خود به را محققین توجه تازگی به که ییهاروش

 .(3،6باشد )یم یمیمزانش بنیادی یهاسلول از استفادهاست، 

 یآگهشیپ بهبود جهت در یابزار توانیم را یدرمان سلول

 بدن مختلف یهاارگان یینارسا از یناش مختلف یهایماریب

 در متعدد یکینیکل و یشگاهیآزما مطالعات. کرد محسوب

 نیا کهاند داده نشان یادیبن یهاسلول لیپتانس خصوص

 قلب، مانند بدن مختلف یهاارگان میترم و یبازساز درها سلول

 هاسلول نیا .شوند استفاده توانندیم تاندون و غضروف چه،یماه

 سرعت را یمترم روند بافت یبازساز سرعت شیافزا لهیبوس

 یادیبن یهاسلول یبدن دارا یهاهمه بافت یباً. تقربخشندیم

 ب،یآس از بعد بافت، دوباره یت ترمیمظرف یدارا که هستند

 توانندیم یمیمزانش یادیبن یها. سلولهستند یریپ و یماریب

 ناف بند و یچرب بافت استخوان، مغز جمله از مختلف منابع از

 جنینی بنیادی هایسلول از استفاده اگرچه .گردد جدا

 احتمال ژنتیکی، راتییتغ وقوع امکان اما باشدیم سودمندتر

 در بخصوص و آنتر مشکل یجداساز تکنیک و تومورها جادیا

 زمینه، این در شده وضع اخلاقی قوانین و مقررات انسانی طب

 مغز منابع، نیا انیم از. است نمودهمحدودتر  را آن کاربرد

. هستند ینیبال شاتیآزما در یاصل منابع یچرب بافت و استخوان

 سادگی به غیرجنینی ای و بالغ بنیادی یهاسلول دیگر طرف از

 و اخلاقی قوانین و مشکلات نداشتن ضمن و بوده دسترس در

 مسائل گیرند قرار استفاده مورد خودی شکل به چنانچه ژنتیکی،

 داشت نخواهند دنبال به هم را موجود ایمنی سیستم تحریک

 مغز از مشتق بنیادی یهاسلول بکارگیری امروزه. (4،15،17)

 تعداد و آن دردناک استحصال ولی دارد فراوان کاربردی استخوان

 عمده معایب از آمده بدست هیاول بنیادی یهاسلول اندک بسیار

 یادیبن یهاسلول انیم نیا در. (6آید )یم حساب به روش این

 تهیه سهولت جمله از مختلف علل به که یمشتق از بافت چرب

 استحصال در آمده بدست بنیادی یهاسلول زیاد بسیار تعداد آن،

 سلول مثل) سلولی مختلف یهارده به هاآن تبدیل قابلیت و اولیه

 اندوتلیال، یهاسلول استئوبلاست، کندروسیت، چربی،

 اکتودرمی-عصبی یهاسلول قلب، اییچهماه و کبدی یهاسلول

 است کرده ممتاز محققین نظر در را آن( اندودرمی بافت و

(1،2،7،8،11،12). 

 در یدیکل نقشزخم که  یمترم مؤثر در یفاکتورهااز  یکی

 نیپروتئ کلاژن. است کلاژن کندیم فایا آن بهبود مختلف مراحل

 نیپروتئ ینترفراوان و( ECM) یسلول خارج کسیماتر یاصل

 نیپروتئ کل ازدرصد  25 شاملکه  است پستانداران در موجود

. دهدیم لی( را تشکخشک وزن) پوست ازدرصد  80 تا 70 و

 که هستند کلاژن انواع ترینیاز اصل 3و  2، 1 پیت یهاکلاژن

 نیا در. دارند وجودبدن  یهااز بافت درصد 90در بافت همبند و 

 زخم یمترم در را نقش ینمؤثرتر 3و  1 پیت یهاکلاژن انیم

 مرحله اول در که است کلاژنی ترینعمده 3 پیت کلاژن. دارند

 ترشح و تولید فیبروبلاست هایسلول توسط ساختاری یمترم

 و هاسلول گرفتن قرار برای اولیهشبکه  وسیله بدین تا شودمی

 کلاژن نی. همچنردیآن صورت گ لهیبوس بافت تشکیل همچنین

و نقش  است یپوست کسیماتر یساختار جزء ینترفراوان 1 نوع

. لازم به ذکر (9،14) زخم دارد یمترم در 3 پیمکمل بر کلاژن ت

 کاسته 3 پیت کلاژن زانیم از یتاًزخم نها امید التاست در رون

 کلاژن شتریب حضور و شودیم افزوده 1 پیت کلاژن بر و شده

 .باشدیم زخم بهتر میترمدهنده  نشان 1 پیت

 تیفیک درجه بهبود و یابیارز جهتحاضر  مطالعه در

در  3 و 1 پیت یهاکلاژن به مربوط یهاژن انیب زانیم ام،یالت

مشتق از  یمیمزانش یادیبن یهاشده با سلول درمانزخم باز 

 از مشتق یمیزانشم یادیبن یهاسلول نیهمچن و یبافت چرب

-Real Time روش به mRNA گیریاندازه با استخوان مغز

PCR قرار گرفت. سهیمقا و یمورد بررس 

 کارروش و مواد
 با سالم اسبس ار 4 تعداد از حاضر مطالعه در :واناتیح

 نژاد کی و جنس کی از و کیلوگرم 250-350 نیب یبیتقر وزن

 و ینیبال ناتیمعا انجام با مطالعه شروع از پیش. شد استفاده

 به مربوط شاتیآزما و خون تام شمارش شامل) یشگاهیآزما

 نانیاطم واناتیح سلامت از( یشناس انگل و هیکل کبد، کارکرد

 در مطالعه مدت طول در نظر مورد واناتیح. دیگرد حاصل

 و خشک ونجهی یکاف مقدار با و ینگهدار یانفراد هایاصطبل

 مطالعه مدت طول درها آن بدن وزن که یااندازه به کنسانتره

 .دندیگرد تغذیه نیابد، تغییر

 از شده مشتق یادیبن یهاسلول استحصال روش

 قاعده نیطرف از یچرب بافت آوردنبدست از پس :یچرب بافت

 و یبخش آرام کمک به و یجراح برداشت با کهها )اسب دم
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 حجم با ابتدا آمدهبدست بافت ،(شد انجام یموضع یحسیب

 PBS( phosphate buffered saline) فسفاته بافر از یمساو

 075/0 محلول با آمدهبدست بافت آنزیمی هضم. شد شسته

 مدت به وگراد درجه سانتی 37 حرارت در 1 تیپ کلاژنازدرصد 

 یهاتکه حذف منظور به آمدهبدست محلول. شد انجام دقیقه 30

 چربی بافت سلولی لایه جداسازی از پس. شد فیلتر پیوندی بافت

 دقیقه 10 تمد به rcf 200 قدرت با معلق یهاسلول بالغ،

. شد شسته و جدا آمدهبدست نازک سلولی لایه و سانتریفیوژ

 حذف 3/7برابر   pH با لیزکننده بافر با طیمح قرمز یهاگلبول

مرتبه  دو PBS محلول با آمدهبدست استرومال یها. سلولشدند

 DMEM (Dulbecco’s Modified محیط در و شسته

Eagle Medium) گاو جنین سرم ،(درصد 15) گلوکز یحاو 

 سیلین پنی و( fetal bovine serum( )گرم/لیتریلیم 4500)

 37 دمای در( لیتریلیمالمللی/ینواحدب 100) استرپتومایسین و

کربن دیاکسیددرصد  5ی حاو انکوباتور درگراد درجه سانتی

 لایه تک بنیادی یهاسلول روز 2-3 از پس. شدند داده کشت

 .شدند مشاهده یاهستهتک و فیبروبلاست شبیه

 مغز از مشتق یادیبن یهاسلول استحصال روش

 نیلازیزا یدیور قیتزر با یبخشآرام جادیا از پس :استخوان

 هیناح یموها ،هااز اسب کی( در هر گرم/کیلوگرمیلیم 5/0)

 الکل با و دهیتراش کاملاً  مترسانتی 5×20 مساحت به جناغ

 یاولتراسونوگراف دستگاه از استفاده با سپس. شد یضدعفون

 با و کرده مشخص را جناغ استخوان قطعات نیب یفضا

 و یضدعفون از. پس شد یگذارعلامت ثابت ینشانگرها

استفاده از  با ،یجراح معمول روش به هیناح یسازآماده

 یشکم سطح یانیم خط در یحسیب ن،یآدرنال یحاو نیدوکائیل

 قطعات یخلف و یقدام یانتها دو نیب فاصل حد در و جناغ

 با. شد جادیا یرجلدیز صورتهب( 5 و 4 قطعات) جناغ استخوان

قطعات استخوان جناغ  یسر سوزن به سمت سطوح شکم تیهدا

 تحت شد. متعاقباً جادیا زیاستخوان ن وستیدر سطح پر یحسیب

 اییزهسرن برش کی 11 شماره اسکالپل غیت با کیآسپت طیشرا

 شماره) یدیجمش سوزن از استفاده با و جادیا هیناح پوست در

لیتر یلیم 20 سرنگ( و با استفاده از متریسانت 10 طوله ب 11

 مغز لیتریلیم 1 هر یازا به نیهپار واحد 700) نیهپار یحاو

. شد رهیآسپ استخوان مغز لیتریلیم 10 حدود( استخوان

 به خی مجاورت در و لیاستر یهافالکون در شده اخذ یهانمونه

 یهاسلول کشت و یجداساز سپس. شدند منتقل شگاهیآزما

 :دیگرد انجام ریز مراحل یط شگاهیآزما در یادیبن

 یرو یبارگذار از پس ،آمدهبدست استخوان مغز از

 یاهسته تک یهاسلول یحاو محلول وژ،یفیسانتر و نفودکسیل

 صورت وژیفیسانتر مجدداً DMEM طیمح از استفاده باشد.  جدا

 در شده لیتشک یسلول پلت ،ییرو عیما هیتخل از پس و گرفته

 و یگاو نیجن سرمدرصد  15 و DMEM در مجدداً لوله کف

 وگراد درجه سانتی 37ی دما در انکوباتور داخل در کیوتیبیآنت

 روز چند از پس. شد داده کشت کربندیاکسید درصد 5

 طیمح. شدند داده پاساژ PBS محلول با شستشو و ینگهدار

 سطح تا دهیگرد ضیتعو بار کی روز 3-4 هر اول پاساژ کشت

 در و گرفته انجام یبعد پاساژ زمان نیا در. شود پرکشت  ظرف

 میترم جهت دند،یرس سوم پاساژ به هاسلول که یزمان تینها

 آماده و بکار گرفته شدند. زخم

 200 اسبس ار هر از :نیبریف چسب هیته روش

 وداج دیور از لیاستر کاملاً صورت به یطیمح خون لیتریلیم

: 1 نسبت با ودرصد  8/3 میسد تراتیس انعقاد ضد ماده با همراه

 سرعت با قهیدق 10 شده اخذ خون شگاهیآزما در. شد اخذ 9

rpm 3000 از. شد جدا آن یپلاسما و دهیگرد وژیفیسانتر 

. دیگرد استخراج نوژنیبریف ن،یسیگلا رسوب روش با پلاسما

 مولار/لیتریلیم 20 غلظت در آب بدون میبار و میزیمن سولفات

 هم به از پس. شد اضافه شده جدا یپلاسما بهگرم/لیتر  90 و

. شد جدا وژیفیسانتر ییرو عیما ساعت، کی یبرا محلول زدن

 حجم نییتع از بعد. رفتیپذ صورت زین گرید بار کی ندیفرا نیا

 2/2 یینها غلظت تا شد اضافه یآرام به نیسیگلا ،ییرو عیما

 زده همبه قهیدق 30 یبرا محلول نیا . مجدداًشود جادیا مولار

 ییرو عیما. دیگرد ژویفیسانتر قهیدق 20 مدته ب سپس وشد 

 تراتیس توسط هیاول یپلاسما اندازه در رسوب و شد ختهیر دور

 دادن رسوب شد، محلول 4/7معادل   pHدر مولار 055/0 میسد

 حل PBS در رسوب یتاً. نهادیگرد تکرار مجدداً نیسیگلا توسط

 از کی هر از. شد رسانده لیتریلیمگرم/یلیم 20 غلظت به و

 شد اخذ نژنویبریف لیتریلیم 22 متوسط طورهب خون یهانمونه

 توسط( نوژنیبریف) نیپروتئ سنجش متوسط زانیم)

 سپس(. باشدیم لیتریلیمگرم/ یلیم 20 اسپکتروفتومتر

 دیگرد لیاسترمیکرومتر  2/0 لتریف توسط شده اخذ نوژنیبریف

 گراددرجه سانتی 20 یمنف یدر دما زریفر در استفاده زمان تا و

 گلوکونات و یگاو نیترومب نوژن،یبریف بر علاوه. شد ینگهدار
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 مورد نوژنیبریف انعقاد یبرا و محلول ینمک سرم در میکلس

گرم/ یلیم 6/0 زانیم به کیترانگزام دیاس. گرفت قرار استفاده

 به نیبریف شدن زیل از کنندهممانعتعنوان ماده ه ب زین لیتریلیم

 .شد اضافه ینمک سرم

)با  عمومی بیهوشی تحت :تجربی زخم ایجاد روش

 مجموع درها اسب از یک هر در( کتامین و نیلازیزااستفاده از 

 و متاکارپ جانبی ناحیه در مترسانتی 2×3 ابعاد در زخم 8

 اندام هر درزخم  دو) شد ایجاد آسپتیک شرایط تحت متاتارس

 درها اسب تمام در یکل طورهب ترتیب بدین(. یجانب قسمت در

. شدند ایجاد آناتومیک مشابه نواحی در زخم 32 تعداد مجموع

 در مناسب ایجوانه بافت کهزمانی ،هازخم ایجاد از بعد روز 5

 وهگر 4 به لاتین مربع طرح باها زخم شد، تشکیل هاآن بستر

 دبو صورت بدینها زخم درمانی بندیگروه . نحوهشدند تقسیم

 سهولت یبرا که داشت وجود درمانی گروه چهار اسب هر در که

 :شدند میتقس ریشرح ز به د و ج ب، الف، یهاگروه به کار

 گونه هیچ هاآن در که شاهد گروه یها( زخمالف گروه

 ینمک سرم باها زخم فقط شاهد گروه در .نشد انجام درمانی

 مانند غیرچسبنده پانسمان از استفاده با و شده داده شستشو

 .شد انجام پانسمانها گروه سایر

 بنیادی یهاسلول سوسپانسیون توسطها ( زخمب گروه

 چسب همراه به دم قاعده یچرب بافت از مشتق یمیمزانش

 .شدند درمان فیبرین

 قرار درمان تحت فیبرین چسببا  تنهاها ( زخمج گروه

 .گرفتند

 بنیادی یهاسلول سوسپانسیون باها ( زخمد گروه

 درمان فیبرین چسب همراه به استخوان مغز از مشتق یمیمزانش

 .شدند

 انجام 4×4 لاتین مربع هشیو به و یتصادف ها کاملاًدرمان

 اسب 4 در را درمان 4 حرکتی اندام هر که طوریهب گرفت،

 اندام اسبس ار کی در چنانچه مثال طورهب) کرد دریافت

 بافت از مشتق یادیبن یهاسلول با درمان راست سمت یقدام

 اندام در درمان نیهم گرید اسب در کردیم افتیدر را یچرب

 نیهم قاًیدق باز گرید اسب در و شد انجام چپ سمت یقدام

 چهارم اسب در بالاخره و راست سمت یخلف اندام در درمان

 بیترت نیا و شد انجام چپ سمت یخلف اندام در درمان نیا

 درمان(. شد تکرار شکل نیهم به یدرمان یهاگروه گرید یبرا

. رفتیپذ صورت زخم ایجاد از بعد پنجم روز در و بار یک فقط

 و شدند بانداژ تعویض بار 3 ایهفته مطالعه انتهای تاها زخم

 از استفاده با وها زخم اسکار از( دوم هفته) چهاردهم روز در

 یمادر د شده اخذ نمونه و شد انجام یریگنمونه یجراح روش

 ینگهدار RNAتا زمان استخراج  گراددرجه سانتی -80

 .شدند

 از پس RNA استخراج :RNA استخراج روش

 و عیما ازت لهیوسه بها زخم از شده اخذ نمونه کردنزهیهموژن

 محلول از لیتریلیم 1 منظور نیبد. گرفت صورتها آن پودرکردن

 میکروگرم 50 حدود به  TriPure(Roche, Swiss) استخراج

 ونیسانکوبا قهیدق 5 از پس. دیگرد اضافه شده زهیهموژن بافت از

 هینثا 15 مدت به و اضافه کلروفرم تریکرولیم 200 اتاق یدما در

 یدما در ونیانکوباس قهیدق 15 از بعد. شد داده تکان شدته ب

 وژیفیرسانت rcf 12000 سرعت با قهیدق 15 مدت بهها نمونه اتاق

 و منتقل دیجد وبیت کی به یآب فاز وژیفیسانتر از بعد. شدند

 مخلوط به زوپروپانولیا میکرولیتر RNA 500 رسوب جهت

ها نهنمو اتاق یدما در ونیانکوباس قهیدق 15 از پس. دیگرداضافه 

 4ی دما در و rcf 12000 سرعت با قهیدق 10 مدت به مجدداً

 1 با آمده بدست رسوب. شدند وژیفیسانترگراد درجه سانتی

 و وژیفیسانتر از پس و شد شستهدرصد  75 اتانول لیترمیلی

 به. دیگرد حل DEPC Water در حاصله رسوب اتانول، ریتبخ

 DNAase میآنز از DNA یاحتمال یآلودگ بردن نیب از منظور

 دیگرد استفاده مربوطه پروتکل طبق( رانیا ناکلون،یس)

RNAرهیذخگراد درجه سانتی -70 یدما در شده استخراج یها 

 دند.ش

 روش از استفاده با ژن انیب یبررس و cDNA سنتز

Real Time – PCR: ساخت cDNA یآغازگرها از استفاده با 

Random Hexamer  سازنده شرکت پروتکل طبق و 

از  میکرولیتر 4 شامل واکنش هر. گرفت انجام( رانیا ناکلون،یس)

cDNA، 5/1  2مولار میلیMgCl، 20  نانو مولارdNTPs 20 و 

 Taq میآنز واحد 2 و مربوطه یمرهایپرا از کی هر ازپیکو مولار 

ها از ژن کی هر یبرا شده استفاده یمرهایپرا یتوال. بود مرازیپل

 بر مرهایپرا یتوال که ییآنجا از. است شده آورده 1 جدول در

 وجود نترونیا کی هاآن نیب در و هستند مختلف اگزون دو یرو

 صیتشخ قابلها واکنش در DNA به یاحتمال یآلودگ دارد

 .است
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 .PCR-RT انجام یبرا شده استفاده یمرهایپرا یتوال. 1 جدول

 PCR (bp) محصول اندازه یتوال مریپرا

 1آلفا  1 پیت کلاژن
5’-ACCTGCATACAGGACGGCCTC-3’ (Forward) 

5’-GCCAGGCACGGAAATTCCAGC-3’ (Reverse) 
420 

 1آلفا  3 پیت کلاژن
5’-CACAAAGAGTCTCATGTCTGA-3’ (Forward) 

5’-GGTCACCATTTCTCCCAGGA-3’ (Reverse) 
397 

 یدروژنازفسفات ده -3 دیسریگل

(GAPDH) 

5’-GACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ (Forward) 

5’-GTCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ (Reverse) 
454 

 
 ی.درمان یهاگروه از کی هر در 3 و 1 پیت کلاژن یهاژن ینسب انیب زانیم اریو انحراف مع نیانگیم. 2جدول 

 یدرمان روهگ

(4=N) 

 1آلفا  3 پیت کلاژن 1آلفا  1 پیت کلاژن

 اریمع انحراف نیانگیم اریمع انحراف نیانگیم

 39582/0 2886/1 49045/0 4230/1 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 65026/0 7811/1 67607/0 9059/1 مشتق از مغز استخوان یمیمزانش یادیبن سلول

 13837/0 0000/1 22863/0 8034/0 نیبریف چسب

 24971/0 6324/0 34210/0 7824/0 شاهد

 

 

 کلریترموسا دستگاهبا استفاده از  یحرارت برنامه

(Eppendorf, Germany )شد انجام شرح نیبد :

 قه،یدق 5 مدت بــه گراددرجه سانتی 95 ــهیاول ونیدناتوراســ

درجه  94 یدمــا در ونیدناتوراســ شــامل کلیس 30

درجه  53 یدما در مریپرا اتصــال ه،یثان 30 مدت به گرادسانتی

ی دما در ونیزاسیمریپلمرحله  ه،یثان 30 مدت بــه گرادسانتی

 نشواک انتها، در و قهیدق 5/2 مدت به گراددرجه سانتی 68

(extension )قهیدق 10 مدت به گراددرجه سانتی 72 یدما در. 

 PCR محصولاز  میکرولیتر PCR: 10 محصول یابیارز

. افتی انتقالدرصد  1 آگارز ژل یرو برموجود  چاهک درون به

 قهیدق 50 مدت به ولت 100 ولتاژ با TBE بافر در الکتروفورز

 ,UVitec) تورینیلومیا دستگاه یرو بر جینتا سپس. شد انجام

UK )نرم ازباندها  تهیدانس نییتع یبرا. شدند ثبت و مشاهده 

نسبت  یآمار لیتحل ی. براشد استفاده Photocaptureافزار 

( GPDH) یژن کنترل داخل انیژن کلاژن هر نمونه به ب انیب

 .گرفت قرار استفاده مورد و محاسبه

 یهاداده لیتحل و هیتجز :یآمار لیتحل و زیآنال

و نرم  GLMروش  از استفاده با یابیارز مورد یفاکتورها

 با. گرفت انجام (IBM, USA) 21شماره  نسخه  SPSSافزار

 داریمعن زین LSDو روش  POST HOCآزمون  از استفاده

قرار گرفت.  یصورت دو به دو مورد بررسهها بگروه نیبودن ب

05/0>P شد گرفته نظر در یداریمعن سطح عنوان به. 

 جینتا
 کلاژن یهاژن انیب رییتغ در که داد نشانها داده لیتحل

 .دارد وجود یداریمعن اختلافها گروه نیب در 3 و 1 پیت

مان مربوط به گروه در 3و  1 پیت یهاژن کلاژن انیب نیشتریب

به )مشتق از مغز استخوان  یمیمزانش یادیبن یهاشده با سلول

 زینها ژن انیب نیکمتر. است بوده( 7811/1 و 9059/1 بیترت

ست. مربوط به گروه کنترل بوده ا 6324/0و  7824/0با  بیبه ترت

 یهاکه با استفاده از سلول ییهازخم 1 پیت کلاژن خصوص در

 سهیدرمان شده بودند در مقا یمشتق از بافت چرب یخود یادیبن

خوان، مشتق از مغز است یادیدرمان شده با سلول بن یهابا گروه

. شدمشاهده ن یداریو گروه کنترل اختلاف معن نیبریچسب ف

استخوان با  مغزمشتق از  یخود یادیبن یهاسلول سهیدر مقا

دار وجود داشت )به یمعن ختلافو گروه کنترل ا نیبریچسب ف

 (.P=005/0 و P=006/0 بیترت

 یادیبنبا سلول  یگروه درمان سهیو در مقا 3 پیت کلاژن در

دار یگروه کنترل اختلاف معن با یمشتق از بافت چرب یخود

 درمان یهاآن با گروه سهیدر مقا ی(. ولP=041/0وجود داشت )

 گروه و استخوان مغز از مشتق یخود یادیبن یهاسلول با شده

 .نبود داریمعن اختلاف نیبریف چسب یدرمان
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 ی.درمان یهاگروه نیب 3 و 1 پیت کلاژن ژن انیب زانیم در اختلاف یداریمعن سطح سهیمقا. 3 جدول

 .(P<05/0) باشدیدو گروه م نیدار بیوجود اختلاف معن انگریب* 
 

 از مشتق یخود یادیبن سلول با یدرمان گروه سهیمقا در

و گروه کنترل  نیبریفچسب  با شده درمان گروه با استخوان مغز

 و P=019/0 بی)به ترت داشت وجوددار یاختلاف معن

002/0=P .) 

 آورده 3 و 2 جداول در بیترت به حاصله جینتا اتیجزئ

 .است شده

 بحث
 هایبافت بازسازی و التیام برای بنیادی هایسلول از استفاده

 بافت و بندناف استخوان، مغز مثل مختلفی مناطق از که مختلف

 همراه مشابهی و مثبت اثرات با معمولاً  کهاند شده استخراج چربی

 از استفاده با رابطه در یمعدود مطالعات تاکنون. است بوده

. است شده انجام هااسب یپوست هایبیماری در یادیبن هایسلول

 2013در سال  همکاران و Spaas توسط که مطالعات نیا از یکی در

 درمان جهت اسب یطیمح خون یادیبن هایسلول از شد، انجام

 هاروش ریسا با درمان به که بالغ اسب چهار کیترومات هایزخم

 است شده استفاده بودند، نداده یمناسب پاسخ ماه 3 مدت به حداقل

 روند از یمثبت یابیارز سندگانینو حاصله، جینتا اساس بر .(13)

 گر،ید ایمطالعه در. اندداشته ینیبال و یظاهر نظر از هازخم امیالت

 هایسلول عملکرد 2015در سال  همکاران و Broeckx توسط

 و اتولوگ( epithelial-like stem cells) الیتلیاپ شبه یادیبن

 جینتا اساس بر. کردند یابیارز را اسب در زخم امیالت روند در آلوژن

 اتولوگ حالت دو هر در الیتلیاپ شبه یادیبن هایسلول مطالعه نیا

 و ییزاعروق گرانوله، بافت لیتشک در یمشابه و مثبت تأثیر آلوژن و

 .(4اند )داشته یسلول یمنیا پاسخ

 از مختلف علل به یچرب بافت از مشتق یادیبن یهاسلول

 بدست بنیادی یهاسلول زیاد بسیار تعداد تهیه، سهولت جمله

 مختلف یهارده به شدن تبدیل قابلیت و اولیه استحصال در آمده

 یداریمعن یدرمان گروه یدرمان گروه مطالعه مورد ژن

 1 پیت کلاژن

 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 168/0 استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 084/0 نیبریف چسب

 075/0 شاهد

 استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 168/0 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 006/0* نیبریف چسب

 005/0* شاهد

 نیبریف چسب

 084/0 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 006/0* استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 950/0 شاهد

 شاهد

 075/0 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 005/0* استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 950/0 نیبریف چسب

 3 پیت کلاژن

 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 112/0 استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 335/0 نیبریف چسب

 041/0* شاهد

 استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 112/0 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 019/0* نیبریف چسب

 002/0* شاهد

 نیبریف چسب

 335/0 یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 019/0* استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 225/0 شاهد

 شاهد

 041/0* یچرب از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 002/0* استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن سلول

 225/0 نیبریف چسب
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 و De Ugarte. (1،10) است کرده جلب را محققین نظر سلولی

 آمده بدست بنیادی هایسلول مقایسه با 2003 در سال همکاران

 هایویژگی برشمردن ضمن چربی بافت و استخوان مغز از

 تمام هاسلول این که دادند نشان کامل جزئیات با الذکرفوق

 از را استخوان مغز از آمده بدست بنیادی هایسلول هایویژگی

 آن بکارگیری و بوده دارا سلولی، مختلف هایرده به تبدیل نظر

 gene delivery) ژن انتقال برای بستری و بافت مهندسی در را

vehicles )مطالعه در. (7اند )نموده توصیه De Villiers و 

 هایسلول ژهیو گاهیجا و نقش به زین 2009 در سال همکاران

 شده اشاره انسان در زخم امیالت در یچرب بافت از مشتق یادیبن

 در هاسلول نیا یریبکارگ مورد در مقالات حجم هرچند. است

 .(8) ستین ادیز اسب

 یادیبن یهاسلول منبع که داد نشان مطالعه نیا جینتا

 واجد یخارج سلول کسیماتر یهاکلاژن یهاژن انیدر ب یمیمزانش

 انیب زانیم نیشتریب آنکه وجود با حاضر مطالعه در. باشدیم تیاهم

 یهاگروه سلول یهازخم به مربوط 3 و 1 پیت یهانژکلا یهاژن

 وها سلول نیا نیب اما بود استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن

 دومرتبه  در که یچرب بافت از مشتق یمیمزانش یادیبن یهاسلول

 اختلاف داشت، قرار 3 و 1 پیت یهاکلاژن نژ انیب نظر از

که امروزه در  نیبریبا چسب ف سهی. در مقانشد مشاهده یداریمعن

 یهاسلول ،شوندیم برده بکار زینها زخم میترم ندآیفر عیتسر جهت

 کلاژن بالاتر یهاغلظت انیب سبب أمنش دو هر با یمیمزانش یادیبن

 یهااز سلول استفادهمطالعه حاضر،  جیاساس نتا بر نیاند. بنابراشده

را در روند  عملکرد نیبهتر استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن

 و نیبریف چسبگروه  با داریمعن)اختلاف  است داشتهزخم  امیالت

 زین یچرب بافت از مشتق یادیبن یهاسلول چند هر(، کنترل گروه

 یهاسلول زیاد بسیار تعداد تهیه، سهولت رینظ ییایمزا به توجه با

 داشته قبول قابل یعملکرد اولیه استحصال در آمده بدست بنیادی

 کلاژنی ترینعمده که 3 پیت کلاژن ژن انیب شیافزا با رابطه در و

 هایسلول توسط ساختاری یمترم اول مرحله در که است

 برای اولیهشبکه  وسیله بدین و شودمی ترشح و تولید فیبروبلاست

 زین، دهدیم لیتشک را بافت تشکیل همچنین و هاسلول گرفتن قرار

 .است داشته کنترل گروه با داریمعن یاختلاف

 هایسلول 2014در سال  همکاران و Burk مطالعه در

 یمارکرها نظر از مختلف هایبافت از مشتق یمیمزانش یادیبن

 مورد تاندون یسلول خارج کسیماتر هایپروتئین رینظ اسب یتاندون

 هایسلول دیگرد مشخص مطالعه نیا در. گرفتند قرار یابیارز

 پیت کلاژن غلظت نیشتریب یچرب بافت از مشتق یمیمزانش یادیبن

 هایسلول منابع ریسا با سهیمقا در را 1 آلفا 3 پیت کلاژن و 2 آلفا 1

 بافت و خون تاندون، بافت استخوان، مغز رینظ یمیمزانش یادیبن

 هایسلول نیبنابرا ،اندداشته تاندون افتهی زیتما بافت یحت و بندناف

 ریسا با سهیمقا در توانندمی یچرب بافت از مشتق یمیمزانش یادیبن

 داشته تاندون کسیماتر مجدد یسازمانده در یبهتر عملکرد منابع

 از که 2008در سال  همکاران و Nixon مطالعه در. (5) باشند

 انگشت یبندها یسطح کنندهخم تاندون در ترمیم فوق هایسلول

 یاولتراسونوگراف نظر نقطه از آنکه وجود با ،اندکرده استفاده اسب

 وجود بهبود تیفیک و زانیم در کنترل و درمان گروه نیب یتفاوت

 بافت از شده مشتق هایسلول ،یشناسبافت نظر نقطه از اما نداشت،

 از. اندداشته تاندون یبافت ساختار بهبود در یبالاتر ییکارا یچرب

 درمان گروه دو نیب 3 و 1 پیت کلاژن هایژن انیب اما گرید یسو

 مطالعه در حاصله جینتا اساس بر. (12) است نداشته یتفاوت کنترل و

 در استخوان مغز از مشتق یمیمزانش یادیبن هایسلول حاضر،

 in صورتهب ،اندشده مشتق یچرب بافت از که هاییآن با سهیمقا

vivo هازخم امیالت روند در 3 و 1 پیت هایکلاژن هایژن انیب در 

 دو نیا نیب یداریمعن اختلاف وجود نیا با. داشتند یبهتر عملکرد

 هایسلول کاربرد با رابطه در است ذکر به لازم. نشد مشاهده گروه

 امیالت روند بهبود در استخوان مغز از شده مشتق یمیمزانش یادیبن

 اما است، رفتهینپذ صورت ایمطالعه تاکنون هااسب در هازخم

 هاسلول نیا مثبت تأثیر انسان جمله از و هاگونه ریسا در مطالعات

 .(3،6) است ساخته مشخص زخم امیالت روند در را

 یمیمزانش یادیبن هایسلول یایمزا به توجه با تینها در

 زیاد بسیار تعداد تهیه، سهولت جمله از یچرب بافت از مشتق

 قابل عملکرد و اولیه استحصال در آمده بدست بنیادی یهاسلول

 حاصله هاییافته براساس زخم امیالت روند درها سلول نیا قبول

 مشتق یمیمزانش یادیبن هایسلولاستفاده از  ،حاضر مطالعه در

 ندیفراع یتسر در نینو یروش عنوانه ب توانمی را یچرب بافت از

 چند هر داد، قرار نظر مد اسب در یحرکت اندام هایزخم امیالت

 گرفتن نظر در با و تروسیع اسیمق در متعدد مطالعات یطراح

 هایسلول کاربرد شبردیپ در تواندمی متفاوت کیپاتولوژ حالات

 جمله آن از و مختلف هایبافت از شده مشتق یمیمزانش یادیبن

 .باشد گشاراه اریبس یچرب بافت

 یسپاسگزار
 از که دانندمی واجب برخود نویسندگان این مقاله

 دیدسعیس دکتر ان،یمتق پرهام دکتر انیآقا دریغبی هایهمکاری
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 جهتفر ی و دکتر حسین امینیاناشراف رجیا دکتر ،ییطباطبا

 .باشندکمال تشکر را داشته  ،امر نیا شبردیپ و یهمکار
 تعارض منافع

.تعارض در منافع گزارش نشده است سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: Open wounds affecting the distal part of limbs are commonly seen in horses. Due to certain factors, 

such as limited connective tissue available, potentiated growth of excessive granulation tissue, risk of contamination, 

and poor response to common treatments, healing of these wounds becomes a major problem for veterinarians on a 

number of occasions. Application of Mesenchymal Stem Cells (MSC) for enhancing wound healing has received a 

great deal of scientific attention. Among the MSCs, those derived from adipose tissue are frequently used owing to 

their availability, large number of cells after the primary harvest, and the capacity to differentiate to different cell lines. 

OBJECTIVES: The current study aimed to evaluate type 1 and 3 collagen genes expression in horse distal limb wounds 

treated via adipose-derived Mesenchymal Stem Cells and its comparison with bone marrow-derived stem cells. 

METHODS: After treatment of the experimental open wounds created in the distal limbs of four horses via autologous 

MSCs, real-time PCR was used for evaluating and comparing the expression of type I and III collagen genes in the 

healing wounds. 

RESULTS: Significant differences in the expression of type I and III collagen genes were observed between the 

treatment groups. Despite the fact that the greatest collagen genes expression belonged to bone marrow-derived MSCs, 

no significant differences were seen with adipose-derived MSCs. 

CONCLUSIONS: Owing to the advantages and an acceptable performance, adipose-derived MSCs could be considered 

as a novel approach to enhancing limb wound healing in horses. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Sequence of primers used for RT-PCR in the present study. 

Table 2. Mean and standard deviation of relative expression of collagen genes of type 1 and 3 in each of the treatment groups. 

Table 3. Comparison of the significant level of difference concerning the expression of collagen genes of type 1 and 3 between the 

treatment groups. *Indicates a significant difference between the two groups (P<0.05). 
 

Journal of Veterinary Research 

J Vet Res, Volume 76, Number 4, 2022 

10.22059/jvr.2021.228666.2599 

 

 

Original Article 

Malekshahinejad, M., Ghamsari, S., Dehghan, M., Nikbakhat-Brojeni, G., Izadi, S. (2022). Evaluation of Type 1 

and 3 Collagen Genes Expression in the Distal Limb Wounds Treated with Adipose-Derived Mesenchymal Stem 

Cells and its Comparison with Bone Marrow-Derived Stem Cells in Horses. J Vet Res, 76(4), 450-458. 

https://doi.org/10.22059/jvr.2021.228666.2599 

https://doi.org/0.22059/jvr.2021.228666.2599
https://doi.org/10.22059/jvr.2021.228666.2599

