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Background Carbon tetrachloride (CCI4) is used as a chemical intermediate in industries. It can be con-
verted into toxic reactive products of trichloromethyl radical under the influence of cytochrome P450 
enzymes, and cause tissue damage, including liver damage, through oxidative stress. Liver transplanta-
tion is an effective treatment for liver failure but is limited due to the shortage of organ donors.
Objective This study aims to evaluate the effect of human mesenchymal stem cell-conditioned medium 
(hMSC-CM) on the oxidative stress induced by CCI4 in rats.
Methods Twenty-one adult male Wistar rats matched for weight were randomly allocated into three 
groups of 7: control, treatment A (receiving CCI4), and treatment B (receiving CCI4+hMSC-CM). A single 
dose of normal saline was injected into the rats in the control group. Treatment group A and B received 
intraperitoneal injection of CCI4 along with olive oil with a ratio of 1:1. Twenty-four hours after CCI4 
injection, the rats in group B were treated by injection of hMSC-CM for three consecutive days. Forty-
eight hours after the injection of hMSC-CM, blood samples were collected from all rats. Oxidative stress 
markers including total antioxidant capacity (TAC) and malondialdehyde (MDA) were measured and the 
data were analyzed using one-way analysis of variance in SPSS software, version 25.
Results There was no statistically significant difference in TAC and MDA levels between different groups 
(P>0.05). The highest levels of TAC was observed in treatment group B, and the highest level of MDA was 
observed in treatment group A. 
Conclusion The hMSC-CM has no significant effect on the oxidative stress in the liver. It is possible to 
achieve significant results by increasing the duration of treatment.
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A
Extended Abstract

Introduction

s the body’s largest internal organ, the liver 
plays an essential role in many physiologi-
cal processes. It is sensitive and vulnerable 
to various types of toxins and microbes 
[1]. Many drugs cause the production of 

free radicals. If the amount of these radicals be more than 
the antioxidant capacity, they can cause damage to bio-
molecules such as lipids of liver cell membrane [2]. Liver 
transplantation is a treatment method for liver failure [3]. 
However, liver transplantation has limitations such as the 
shortage of suitable donors [4-7]. Another method for 
treatment of liver failure is the use of stem cells [8]. How-
ever, the direct use of mesenchymal stem cells has some 
problems such as the stimulation of the immune system 
[9]. Therefore, it seems necessary to find alternative 
methods. In this study, we use product that include fac-
tors secreted from stem cells without the presence of stem 
cells themselves so that we can avoid limitations such as 
conditioned medium. We aim to investigate the healing 
effect of a conditioned medium obtained from umbilical 
cord stem cells on liver damage.

Methods

The study was conducted in two stages. The first stage 
included the preparation of human mesenchymal stem 
cell-conditioned medium (hMSC-CM) in the Biotechnol-
ogy Research Center of Tabriz Branch, Islamic Azad Uni-
versity. In the second stage, we assessed the effect of con-
ditioned medium on the total antioxidant capacity (TAC) 
and malondialdehyde (MDA). In this study, 21 adult 
male Wistar rats were used, which were obtained from 
the Laboratory Animal Breeding Center of Islamic Azad 
University, Tabriz branch. Rats were randomly divided 
into three groups of 7 including control group, treatment 
group A received carbon tetrachloride (CCI4), and treat-
ment group B received CCI4 and hMSC-CM under nor-
mal maintenance conditions. The control group received 

normal saline in a single dose of 2 cc/kg intraperitoneally. 
Treatment groups A and B received intraperitoneal CCI4 
at a dose of 2 ml/kg body weight and olive oil with a ratio 
of 1:1 [11, 12]. Twenty-four hours after CCI4 injection for 
three consecutive days, the rats in group B were treated 
by injection of hMSC-CM [13]. Twenty-four hours af-
ter the second injection of hMSC-CM, blood samples 
were collected from all rats, and oxidative stress indica-
tors (TAM and MDA) were evaluated by diagnostic kits; 
TAM was evaluated by the Ferric Reducing Ability of 
Plasma (FRAP) method and MDA by the ThioBarbituric 
Acid Reactive Substances (TBARS) method. One-way 
ANOVA followed by Tukey’s post hoc test was used to 
compare the means between different groups. Data anal-
ysis was carried out in SPSS version 25 software (IBM 
Corp., Armonk, NY, USA).

Results

As shown in Table 1 and Figure 1, there were no sig-
nificant differences between groups in TAC (P=0.175) and 
MDA level (P=0.478). As a result, hMSC-CM had no sig-
nificant effect on treating liver damage caused by CCI4 in-
jection. The lowest amount of TAC belonged to the group 
treated with CCI4 (0.46 mmol/L), while the highest TAC 
was observed in the group treated with CCI4 and hMSC-
CM (0.65 mmol/L). The lowest amount of MDA was 
seen in the control group (2.20 μmol/L), while the highest 
amount was in the group treated with CCI4 (2.61 μmol/L).

Discussion

Since the antioxidant effects of hMSC-CM have been 
confirmed in previous studies [14], this paper aimed to in-
vestigate its effects on CCI4-induced oxidative stress. In 
Ogali et al.’s study, the toxicity induced by CCI4 caused 
a significant reduction in TAC of animals [15]. Since the 
CCI4-induced oxidative stress is created through the pro-
duction of reactive oxygen species (ROS), a part of the 
TAC of the tissue is used to deal with the oxides caused by 
ROS. Therefore, reduced TAC in CCI4-treated animals is 
reasonable [16, 17].

Table 1. TAC and MDA levels (Mean±SD) in different study groups 

P*
Mean±SD

Variables
ControlCCI4CCI4+hMSC-CM

0.1750.14±0.570.05±0.460.26±0.65TAC

0.4780.80±2.200.64±2.610.32± 2.41MDA

*One-way ANOVA.
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MDA is one of the most common oxidative stress mark-
ers [18]. The results of our study, consistent with the stud-
ies by Mohammadalipour et al. [19] and Okda et al. [20], 
showed an increased level of MDA in the group treated 
with CCI4. Considering the effect of CCI4 on ROS pro-
duction, a high level of MDA was expected. Considering 
the role of antioxidant enzymes in dealing with ROS as 
well as the results obtained in the present study, it can be 
said that the use of hMSC-CM may treat oxidative stress 
by increasing the activity of antioxidant enzymes [21]. 
Amelioration of oxidative stress can reduce CCI4-induced 
liver lesions. According to the study by Bahmani et al. 
[22], treatment with hMSC-CM may lead to improve-
ment of antioxidant indices, but according to the present 
study, the duration of hMSC-CM injection and the inter-
val between injections are influential factors of the sig-
nificance of the result and recovery. It can be concluded 
that injection of hMSC-CM within 24 hours after causing 
liver damage does not have significant effects on TAC and 
MDA level. Different results may be obtained by increas-
ing the duration of treatment or increasing the number of 
stem cells from which the medium was prepared.
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Figure 1. Comparing TAC and MDA levels in the study groups

Data were presented as mean (95% CI).
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مقاله پژوهشی

ارزیابی تأثیر کاندیشن مدیوم سلول های بنیادی مزانشیمی بند ناف بر استرس اکسیداتیو ناشی از 
آسیب کبدی تجربی در موش های صحرایی 

زمینه تتراکلرايد کربن  به عنوان ماده شيميايي بينابيني در صنايع کاربرد دارد. اين ماده تحت تأثير آنزيم های سيتوکروم  پی450 به 
محصولات سمی واکنشگر تری کلرومتيل تبديل شده و به عنوان سم محيطی باعث آسيب بافتی، از جمله آسيب کبدی از طريق 
استرس اکسيداتيو می شود. پيوند کبد، درمان مؤثر برای نارسايی و آسيب های کبدی است، اما با کمبود اندام های اهداکننده 

دردسترس محدود است. 
هدف در اين مطالعه، اثر تزريق محيط کشت حاصل از سلول های بنيادی مزانشيمی بند ناف بر بهبود استرس اکسيداتيو ناشی از تزريق 

تتراکلرايد کربن در کبد ارزيابی شد.
روش ها 21 سر موش صحرايی نر نژاد ويستار بالغ هم وزن، به صورت تصادفی ساده به 3 گروه 7 تايی شامل گروه کنترل، گروه آزمايش 
A  )دريافت تتراکلرايد کربن( و گروه آزمايش B )دريافت تتراکلرايد کربن و سلول های بنيادی مزانشيمی انسانی( تقسيم شدند. به گروه 
کنترل به صورت تک دُز سالين نرمال تزريق شد. گروه آزمايش A و گروه آزمايش B به روش داخل صفاقي، تتراکلريد کربن را با نسبت 
1:1 به همراه روغـن زيتون دريافت کردند. پس از گذشت 24 ساعت  از تزريق تتراکلرايد کربن، در 3 روز متوالی موش های گروه B با 
تزريق کانديشن مديوم آزمايش شدند. 48 ساعت پس از تزريق اول کانديشن مديوم از همه موش ها خون گيری انجام شد. شاخص های 
 SPSS استرس اکسيداتيو شامل ظرفيت تام آنتی اکسيدانی و مالون دي آلدئيد ارزيابی و با استفاده از تحليل واريانس يک طرفه و نرم افزار

نسخه 25 بررسی شدند.
یافته ها براساس نتايج حاصل از مطالعه، بين ميزان ظرفيت تام آنتی اکسيدانی در گروه های مختلف مطالعه شده اختلاف آماری معناداری 
وجود نداشت )P>0/05(. با اين حال، بيشترين ميزان ظرفيت تام آنتی اکسيدانی در گروه B )آزمايش شده با تتراکلرايد کربن و سلول های 
بنيادی مزانشيمی انسانی( و بين ميزان مالون دي آلدئيد در گروه های مختلف، بيشترين ميزان در گروه A )آزمايش شده با تتراکلرايد 

کربن( ملاحظه شد. 

نتیجه گیری مطالعه حاضر نشان می دهد سلول های بنيادی مزانشيمی انسانی در زمان مطالعه شده نتايج معناداری نداشته  است. شايد با 
افزايش زمان آزمايش بتوان به نتايج متفاوتی دست يافت.

کلیدواژه ها: 
سلول های بنيادی 

مزانشيمی، کانديشن 
مديوم، کبد، استرس 

اکسيداتيو، موش 
صحرايی
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مقدمه

در  مهمي  نقش  بدن  داخلي  اندام  بزرگ ترين  به عنوان  کبد 
بسياری از فرايند هـای فيزيولوژيکی داشـته و به انواع مختلفي 
آسيب پذير  آن ها  مقابــل  در  و  ميکروبها حساس  و  از سموم 
اســت ]1[. همچنـين محــل متابوليسم بيشتر داروهـا و سـموم 
يا داروهـا توسـط سيتوکروم  از سموم  در کبـد است. بسياری 
پی4501 متابوليزه شده و باعث توليد راديکال های آزاد ميشوند. 
آنتياکسيداني  ظرفيـت  از  بيشـتر  راديکالها  اين  مقدار  اگر 
ليپيدهاي غشاي  مانند  بيومولکولهايي  به  باشد، موجب آسيب 
با  ميتوانند  آزاد  راديکال هاي  مـيشـوند.  کبـدي  سلولهـاي 
به  گستردهتري  آسيب  دی انِ ای2ِ،  و حتي  پروتئينها  به  اتصال 

سلول وارد کنند ]2[. 

در يک مطالعه که بر روی بيماران مبتلابه آسيب های کبدی 
در اسپانيا انجام شد، عوامل مختلفی در ايجاد آن نقش داشتند. 
با ارتقای تکنيک های جراحی و درمان های ايمونولوژيک، پيوند 
کبد به عنوان يک روش درمانی اثبات شده در نارسايی های حاد 
پيوند کبد  با اين حال،  استفاده می شود ]6-3[.  و مزمن کبدی 
با محدوديت هايی مانند کمبود اهداکننده مناسب، هزينه بالا و 
عوارض بعد از جراحی همراه است ]7-10[. باوجوداين، يافتن 

روش های جايگزين ضروری به نظر می رسد. 

بازسازی  و  تکثير  قابليت  با  بنيادی، سلول هايي  سلول های 
جمعيت های سلولی ديگر هستند ]11[. اين سلول ها را می توان 
از منابع متفاوت جنينی و بالغ همانند خون بندناف استخراج 
کرد. استفاده مستقيم از سلول های بنيادی مزانشيمی در داخل 
بدن در راستای درمان با محدوديت هايی همراه است که از جمله 
آن ها می توان به تحريک سيستم ايمنی و وقوع پاسخ ايمنی 

اشاره کرد ]12[.

مطالعات مختلف بر روی فاکتورهای ترشح شده از سلول های 
بنيادی نشان داد اين فاکتورها ممکن است به تنهايی و بدون 
حضور خود سلول های بنيادی در شرايط مختلف آسيب بافت 
يا اندام، سبب ترميم بافت  شوند. فاکتورهای ترشح شده با عنوان 
 .]13[ می شوند  معرفی   اگزوزوم  يا  سکروتوم  ميکرووزيکول، 
سعی  عمدتاً  عرصه  اين  در  انجام شده  پژوهش های  از همين رو، 
در استفاده از محصولاتی دارند که شامل فاکتورهاي سلول هاي 
محدوديت های  شامل  تا  باشند  سلول ها  خود  فاقد  و  بنيادي 
کشت  محيط  به  می توان  محصولات  اين  ازجمله   نشوند.  فوق 

شرايطی  شده اشاره کرد.

1. Cytochrome P450
2. DNA

در  می توانند  بنيادی  سلول های  از  ترشح شده  فاکتورهای 
محيطی که سلول های بنيادی کشت شدند، شناسايی شوند که 
به اين محيط، محيط کانديشنال )محيط کشت شرطی شده(، 
کانديشن مديوم3 مي گويند. محيط کانديشنال اثر آنتی اکسيدانی 
و حاوی فاکتورهای رشد متفاوت و سيتوکين ها دارد که به وسيله  
انواع سلول های بنيادی ترشح می شوند ]13-15[. توليد، فريز، 
بسته بندی و قابليت انتقال از مزاياي اين محيط است. به همين 
می شود  استفاده  دارو  توليد  برای  کانديشنال  محيط  از  دليل، 
و همچنين نياز به حفاظت ويژه مانند آنچه درباره سلول های 
بنيادی بايد رعايت کرد را ندارد ]14[. از مزاياي ديگر آن، استفاده 

بدون جداسازی سلول های بنيادی از بيمار است.

در اين پژوهش، هدف بررسي اثر محيط کانديشنال بر آسيب 
ناشي از تتراکلريد کربن4 است. تتراکلريد کربن يک سم قوی 
است و در مدل های حيوانی آسيب کبدی ناشی از تتراکلريد 
کربن به طور گسترده ای برای ارزيابی پتانسيل دارو يا غذا برای 
تتراکلريد  استفاده مي شود.  کبدی  برابر سميت  در  محافظت 
کربن با توليد راديکال های آزاد، با مولکول های مختلف مانند 
اسيد  پروتئين ها،  اسيدهای چرب،  نوکلئوتيدها،  آمينه،  اسيد 
نوکلئيک و ليپيد واکنش نشان می دهد و باعث تخريب شديد 

فرايند سلولی می شود. 

سيستم سيتوکروم پی450 باعث متابوليسم تتراکلريد کربن  
به راديکال تری کلرو متيل5 واکنش پذير می شود که می تواند با 
اکسيژن واکنش نشان دهد و راديکال تری کلرومتيل پراکسيل6 
را تشکيل دهد و سپس به ليپيدها يا پروتئين ها حمله کند. اين 
واکنش می تواند پراکسيداسيون ليپيد را آغاز کند و باعث آسيب 
به بافت کبد شود. راديکـال هـاي آزاد باعـث تجمـع و افزايش 
نهــايی  محصــولات  از  يکــی  کــه  شده  مالون دي آلدئيد7 
پراکسيداسيون ليپيدهاست و اين امر در نهايت، سبب غيـرفعال 
ديسـموتاز8،  اکسـيد  سـوپر  آنتی اکسـيدانی  آنزيم هاي  شدن 
کاتــالاز9 و گلوتــاتيون پراکســيداز10 می شود و همچنين باعث 
از اين رو،   .]16[ می شود  آنتی اکسيدانی11  تام  ظرفيت  کاهش 
پژوهش حاضر با هدف بررسی اثر بهبود بخشی محيط کشت 
از  ناشی  بر آسيب کبدی  بندناف  بنيادی  از سلول های  حاصل 

تزريق تتراکلريد کربن انجام شده  است.

3. Conditioned Medium (CM)
4. Carbon TetraChloride (CCI4)
5. Trichloromethyl (CCI3)
6. Trichloromethyl Peroxyl Radical (CCI3OO)
7. Malon Dialdehyde (MDA)
8. Superoxide Dismutase (SOD)
9. Catalse (CAT)
10. Glutathione Peroxidase (GPX)
11. Total Antioxidant Capacity (TAC)
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روش ها

روش شناسی تحقیق

مطالعه مورد نظر در 2 بخش انجام شد. بخش اول مربوط به 
توليد و تهيه محيط کشت شرايطی شده که در اين مطالعه از مرکز 
تحقيقات بيوتکنولوژی دانشگاه آزاد واحد تبريز تهيه شد. بخش 
آنتی اکسيدانی  تام  بر ظرفيت  اين محيط  تأثير  به  دوم مربوط 
از تحليل  استفاده  با  مالون دی آلدئيد است ]17[ که  پلاسما و 

واريانس يک طرفه و نرم افزار SPSS نسخه بررسی شد.

روش کار مراحل کشت سلولی 

مرکز تحقيقات بيوتکنولوژی دانشگاه آزاد تبريز اين مرحله را 
انجام داد. در ادامه مطالعات زهری و همکاران به طور خلاصه بيان 
می شود. براي تهيه بندناف مورد نياز آماده سازي کانديشن مديوم 

ابتدا مراحل زير طي مي شود:

شرايط  تحت  سزارين  روش  با  به دنيا آمده  بندناف جنين   .1
استريل و داخل سرم فيزيولوژی از بيمارستان تهيه مي شود.

2. بندناف داخل الکل 70 درصد شست وشو داده مي شود.

شده  خرد   5mm2 کوچک  تکه های  به  هود  زير  بندناف   .3
داده  شست وشو   HBSS13 داخل  و سپس   PBS12 بافر  توسط  و 
مي شود ]18، 19[. قسمت اعظم بندناف را بافت هم بند موکوسی 

به نام ژله وارتون تشکيل  می دهد.

مراحل کشت سلول

محيط کشت مورد استفاده در اين مطالعه محيط کشت سرم 
جنين گاویDMEM ،14 با گلوکز کم15 و پن استرپ16 )0/25 
از  و  بوده  محلول  به صورت  که  است   FBS/DMEM و درصد( 
شرکت Gibco تهيه شده  است. اين محيط حاوی ال-گلوتامين17 

و فاقد بی کربنات سديم است ]19، 20[.

سرم جنین گاوی

سرم جنين گاوی به منظور تأمين فاکتورهای رشد، هورمون ها 
بدون وجود  استفاده می شود.  مورد نياز سلول ها  ميتوژن های  و 
اين فاکتورهای رشد، سلول ها قادر به رشد و تکثير نخواهند بود. 
تحريک  برای  استفاده شده  گاوی  استاندارد سرم جنين  ميزان 
رشد سلول ها 10 درصد حجمی/حجمی )V/V( در محيط کشت 

12. Phosphate-Buffered Saline (PBS) 
13. Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)
14. Fetal Bovine Serum (FBS)
15. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), DMEM Low 
Glucose
16. Pen-Strip
17. L-Glutamine

است. قبل از اضافه شدن سرم به محيط کشت، کمپلمان سرم 
خريداری شده  استوك سرم  منظور  بدين  شود.  غيرفعال  بايد 
قبل از استفاده 30 دقيقه در بن ماری با دمای 56 تا 60 درجه 
سانتی گراد قرار داده مي شود. غيرفعال کردن کمپلمان می تواند 
خطر آلودگی های ويروسی را کاهش دهد، زيرا بعضی از ويروس ها 

در اثر افزايش دما غيرفعال می شوند]21[.

رشد و تکثیر سلول های مزانشیمی از قطعات بافتی ژله وارتون 
بند ناف انسانی

 T25 قطعات ژله وارتون بعد از جداسازی از بندناف به فلاسک
حاوی محيط کشت کامل منتقل مي شوند و هر روز با ميکروسکوپ 
مطالعه مي شوند. بعد از گذشت 3 روز، محيط سلول ها تعويض 
شده و به آن ها 3 ميلی ليتر محيط کشت کامل افزوده مي شود. 
بعد از حدود 1 هفته، در بافت ها حرکت و لغزشی مشاهده نشده 
و اين ثابت شدن بافت ها در کف فلاسک، از رشد و تکثير سلول ها 
در کنار بافت حکايت می کند. در روز ششم، در اطراف بافت ژله  

وارتون اولين سلول های تکثيرشده مشاهده مي شوند. 

تعویض محیط سلول های مزانشیمی ژله وارتون بندناف انسانی

پيپت  از  استفاده  با  را  فلاسک  در  موجود  فعلی  محيط  ابتدا 
  DMEM پاستور استريل خارج و به کمک سرنگ، 4 ميلی ليتر از
و 1 ميلی ليتر از سرم جنين گاوی را برداشته و به کمک فيلتر به 
داخل فلاسک منتقل شد. سپس 1 درصد حجم کل آنتی بيوتيک 
درجه  انکوباتور 37  در  فلاسک  و  افزوده  فلاسک  به  استرپ  پن 
سانتی گراد با رطوبت 96 درصد و CO2 5 درصد قرار مي گيرد ]22[.

پاساژ سلول های مزانشیمی ژله وارتون بندناف انسانی

زمانی که تراکم سلولی در فلاسک T25 به بيشتر از حدود 70 
درصد فضای کف فلاسک رسيد، پاساژ سلولی انجام مي شود. ابتدا 
محيط فعلی دور ريخته شده و با 2/5 ميلی ليتر سرم جنين گاوی 
کف  از  سلول ها  جداسازی  مي شود.  داده  ثانيه شست وشو   30
دقيقه  و 3  تريپسين  آنزيم  ميلی ليتر  از 2  استفاده  با  فلاسک 
سلول ها،  کامل  جداسازی  از  پس  مي شود.  انجام  انکوباسيون 
تريپسين با استفاده از محيط DMEM حاوی 10 درصد سرم 

جنين گاوی به حجم 4 ميلی ليتر رسانده شد تا خنثی شود. 

محلول حاوی سلول با استفاده از پيپت پاستور به يک فالکون 15 
ميلی ليتری استريل منتقل و 5 دقيقه در دور 1500 سانتريفيوژ 
مي شود. پس از خارج کردن محيط رويی، رسوب سلولی توسط 
محيط DMEM به طور کامل سوسپانسيون شده و به طور مساوی 
به 2 فلاسک T25 انتقال داده مي شود. فلاسک ها در دمای 37 
درجه سانتی گراد با رطوبت  96 درصد و CO2 5 درصد نگهداری 
مي شوند. فلاسک های حاوی سلول ژله وارتون روزانه بررسی شده 

و هر 3 روز 1 بار محيط آن ها تعويض مي شود ]22[.
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تهیه محیط کشت شرایطی شده سلول های بنیادی ژله وارتون

محيط  جمع آوری  به منظور  انجام شده  مطالعات  طبق 
کانديشنال سلول های بنيادی ژله وارتون، زمانی که سلول های 
بنيادی ژله وارتون کشت داده شد، به پاساژ دوم رسيدند، سلول ها 
را پاساژ داده و به داخل يک فلاسک کشت منتقل مي شود. پس 
از چسبيدن سلول ها به کف فلاسک کشت، محيط رويی کشت 
دور ريخته می شود و سلول های چسبيده به کف فلاسک را بار 
ديگر و هر بار با 1 ميلی ليتر سرم جنين گاوی شست وشو داده 
مي شود. سپس حدود 1/5 تا 2 ميلی ليتر محيط  DMEM تازه 
فاقد سرم، روی سلول ها ريخته و مجدداً فلاسک ها به انکوباتور 

منتقل مي شود. 

پس از گذشت 72 ساعت محيط رويی سلول ها  جمع آوری  
و در لوله فالکون ريخته شده و 5 دقيقه با دور  2000 در دقيقه 
از  سانتريفيوژ مي شود، بعد محيط کانديشنال برای جلوگيری 
حضور هرگونه سلول مرده يا قطعات سلولی با فيلتر سرنگی 0/22 
ميکرومتر فيلتر شده، محيط در لوله فالکون اليکوت شده و جهت 

نگهداری به فريزر 80- منتقل مي شود ]19، 20، 23[. 

شمارش تعداد سلول ها 

بعد از اضافه کردن تريپسين و جدا کردن سلول ها، آن ها را به 
فالکون منتقل کرده و سانتريفيوژ انجام مي شود، سپس محيط 
بالايی را حذف و 1 ميلی ليتر محيط کامل روی سلول ها ريخته 
مي شود و به آرامی پيپتاژ انجام مي شود. در مرحله بعد، مقدار 
10 ميکروليتر سوسپانسيون سلولی  روی لام هموسايتومتری  و 
لامل سنگی مخصوص لام  روی سلول ها قرار داده مي شود. در 
اين حالت حجم محيط قرار گرفته بين لام و لامل سنگی 0/1 

ميکروليتر است. 

بنابراين بعد از شمارش سلول های موجود در هريک از 16 خانه 
بزرگ از لام، تعداد نهايی در عدد 10 هزار ضرب مي شود. در نتيجه، 
از سوسپانسيون  ميلی ليتر  در 1  موجود  سلول های  کل  تعداد 
بين سلول های  تفاوت گذاشتن  برای  به  دست مي آيد.  سلولی 
مرده و زنده، نمونه معمولاً در يک رنگ خاص مانند تريپان بلو 
حل مي شود. )اين روش رنگ آميزی به نام رنگ آميزی حذف با 
رنگ18 شناخته شده که با استفاده از 1 رنگ 2 ظرفيتی که از 
غشای سلول های مرده می گذرد و آن ها را آبی می کند، شناخته 
می شود(، در حالی که سلول های زنده اين رنگ را جذب نمی کنند 
و در نتيجه، سلول های زنده از مرده تفکيک می شوند. هنگامی   که 
اين نمونه در زير ميکروسکوپ مشاهده مي شود، سلول های مرده 

مانند نقطه های تاريک نمايان مي شوند ]19[.

18. Dye exclusion staining

مراحل ایجاد آسیب و تزریق محیط کشت

ويستار  نژاد  نر  صحرايی  موش  سر   21 از  مطالعه  اين  در 
آزاد  دانشگاه  آزمايشگاهی  حيوانات  پرورش  مرکز  از  که  بالغ 
موش ها  شد.  استفاده  بودند،  شده  تهيه  تبريز  واحد  اسلامی 
تا 23  نرمال در دمای 22  تميز و تحت شرايط  در قفس های 
دسترسی  و  ساعته   12 طبيعی  روشنايی  سيکل  و  درجه 
تصادفی  موش ها  به صورت  شدند.  نگهداری  غذا  و  آب  به  آزاد 
)دريافت   A آزمايش   گروه  کنترل،  گروه  تايی   7 گروه   3 به 
 تتراکلريد کربن( و گروه آزمايش  B )دريافت تتراکلريد کربن و

 سلول های بنيادی مزانشيمی انسانی19( تقسيم شدند. 

گروه کنترل به صورت تک دُز 2 سی سی بر کيلوگرم، به صورت 
 A نرمال دريافت کردند. گروه آزمايش داخل صفاقی20، سالين 
و گروه تيمار  B به روش داخل صفاقی تتراکلريد کربن با دُز 2 
ميلی ليتر بر کيلوگرم با نسبت 1:1 با روغـن زيتون دريافت کردند 
]24، 25[. پس از گذشت 24 ساعت  از تزريق تتراکلريد کربن، در 
3 روز متوالی موش های گروه B با تزريق کانديشن مديوم آزمايش 
شدند ]20[. تمام مراحل انجام اين تحقيق با رعايت اصول اخلاقی 

حاکم بر حيوانات آزمايشگاهی در تحقيقات انجام شده  است.

بعد از 48 ساعت از تزريق اول کانديشن مديوم و 24 ساعت از 
تزريق دوم کانديشن مديوم از همه موش ها خون گيری انجام شد و 
شاخص های استرس اکسيداتيو شامل ظرفيت تام آنتی اکسيدانی 
پلاسما با استفاده از روش FRAP21 و مالون دي آلدئيد با روش 

TBARS22 توسط کيت های تشخيصی ارزيابی  شد. 

تحلیل آماری 

در مطالعه حاضر، مقادير متغيرهای کمّی به صورت »  انحراف 
معيار±ميانگين« نشان داده شد. جهت مقايسه ميانگين متغيرهای 
بررسی شده بين گروه ها از تحليل واريانس يک طرفه استفاده شد. 
داده ها با استفاده از نرم افزار SPSS  نسخه 25 تجزيه و تحليل شد 
و سطح معناداری 0/05 در نظر گرفته شد. همچنين برای رسم 
نمودارها از نرم افزار GraphPad Prism نسخه 8/0/1 استفاده شد.

یافته ها

و  آنتی اکسیدانی  تام  ظرفیت  میزان  مقایسه ای  بررسی 
مالون دي آلدئید در گروه های مطالعه شده

نمونه  تهيه  و  تمام موش های هر 3 گروه  از  نمونه گيری  در 
و   FRAP به روش  آنتی اکسيدانی  تام  ظرفيت  ميزان  سرمی، 
کيت های  توسط   TBARS روش  از  استفاده  با  مالون دي آلدئيد 

19. Human Mesenchymal Stem Cell-Conditioned Medium (hMSC-CM)
20. IntraPeritoneal (IP)
21. Ferric Reducing Ability of Plasma (FRAP)
22. ThioBarbituric Acid Reactive Substances (TBARS)
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تشخيصی اندازه گيری شد. همان طور که در جدول شماره 1 و 
همچنين در تصوير شماره 1 ارائه شده  است، بر اساس تحليل 
واريانس يک طرفه، بين گروه های مطالعه شده از نظر ظرفيت تام 
آنتی اکسيدانی تفاوت آماری معناداری وجود نداشت )P=0/175(؛ 
 )P=0/478( نتيجه مشابهی برای مالون دي آلدئيد نيز يافت شد

)تصوير شماره 2(. 

و  نشد  ديده  معناداری  آماری  اختلاف  هيچ  اساس،  اين  بر 
درنتيجه، محيط کانديشن مديوم تأثير معناداري بر درمان آسيب 
کبدي ناشي تزريق تتراکلرين کربن ندارد. با وجوداين، کمترين 
آزمايش شده  گروه  به  متعلق  آنتی اکسيدانی  تام  ميزان ظرفيت 
با تتراکلريد کربن )A( به ميزان 0/46 ميلی مول بر ليتر است. 

همچنين بيشترين ميزان ظرفيت آنتی اکسيدانی تام در گروه تيمار 
 )B(شده با تتراکلريد کربن و سلول های بنيادی مزانشيمی انسانی
به مقدار 0/65 ميلی مول بر ليتر مشاهده شد. از سوي ديگر، کمترين 
ميزان مالون دي آلدئيد در گروه کنترل به مقدار 2/20 ميکرومول بر 
ليتر و بيشترين ميزان آن درگروه آزمايش شده با تتراکلريد کربن 

)A( به مقدار 2/61 ميکرومول بر ليتر بود.

بحث و نتیجه گیری

کربن تتراکلرايد  به عنوان ماده شيميايي بينابيني در صنايع 
کاربرد دارد. اين ماده تحت تأثير آنزيم هاي سيتوکروم پی450 به 
محصولات سمي واکنشگر تري کلرومتيل تبديل شده و به عنوان 
سم محيطی، باعث آسيب بافتی، از جمله آسيب کبدی از طريق 

Control CCI4 CCI4 + hMSC-CM
0.0
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 )B و A ،تصویر 1. مقايسه ميانگين ظرفيت تام آنتی اکسيدانی در گروه های )کنترل
مقادير به صورت ميانگين همراه با فاصله اطمينان 95 درصد نشان داده شده  است.

.)P=0/175( بر اساس نتايج تحليل واريانس يک طرفه، تفاوت آماری معنا داری بين ميانگين ظرفيت تام آنتی اکسيدانی گروه های مختلف وجود نداشت

Control CCI4 CCI4 + hMSC-CM
0
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4

M
DA

 )B و A ،تصویر 2. مقايسه ميانگين مالون دی آلدئيد در گروه های )کنترل
مقادير به صورت ميانگين همراه با فاصله اطمينان 95 درصد نشان داده شده  است.

.)P=0/478( بر اساس نتايج تحليل واريانس يک طرفه، تفاوت آماری معنا داری بين ميانگين مالون دی آلدئيد گروه های مختلف وجود نداشت
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استرس اکسيداتيو می شود ]25، 26[. همچنين تزريق تتراکلريد 
کربن موجب استرس اکسيداتيو و پراکسيداسيون ليپيدی می شود 

و به غشای هپاتوسيت ها آسيب می رساند ]27[.

مزانشيمی  بنيادی  سلول های  آنتی اکسيدانی  اثرات  ازآنجاکه 
انسانی در مطالعات قبلی تأييد شده  است ]28[، مطالعه حاضر 
به منظور بررسی اثرات آن بر استرس اکسيداتيو ناشی از تتراکلريد 
کربن انجام شد. باتوجه به نتايج مطالعه اوگالی و همکاران، سميت 
تام  قابل  توجه ظرفيت  باعث کاهش  تتراکلريد کربن  از  ناشی 
آنتی اکسيدانی  حيوانات در مقايسه با گروه هاي عادی می شود 
کربن  تتراکلريد  از  ناشی  اکسيداتيو  استرس  ازآنجاکه   .]29[
از طريق توليد گونه های اکسيژن فعال23 ايجاد می شود، بخشی از 
ظرفيت تام آنتی اکسيدان بافت برای مقابله با اکسيدهای ناشی از 
گونه های اکسيژن فعال استفاده می شود؛ بنابراين کاهش ظرفيت 
تام آنتی اکسيدانی در حيوانات آزمايش شده  با تتراکلريد کربن 

منطقی است ]30، 31[.

مالون دي آلدئيد يکی از رايج ترين نشانگرهای اکسيداتيو آسيب 
به بافت هاست ]32[. نتايج پژوهش اين مطالعه همسو با مطالعات 
محمدعلی پور و همکاران ]33[ و اوکدا و همکاران ]34[، سطح 
افزايش يافته مالون دي آلدئيد را در گروه آزمايش شده  با تتراکلريد 
کربن  نشان داد. گونه های فعال مانند گونه های اکسيژن فعال با 
حمله به پيوندهای 2 گانه در داخل اسيد های چرب غيراشباع24، 

راديکال های ليپيدی توليد می کنند.

در مرحله بعد، راديکال هاي ليپيدي به راديکال های پروکسی 
ساير  و  ليپيدی  هيدروپراکسيدهای  می شوند.  تبديل  ليپيدی 
چرب  اسيد های  ديگر  با  واکنش  در  ليپيدی  راديکال های 
به  و  هستند  ناپايداري  ليپيدی  هيدروپراکسيدهای  غيراشباع ، 
تجزيه  4-هيدروکسی2-نونال25  و  مالون دي آلدئيد  به  سرعت 
می شوند ]32[. باتوجه به تأثير تتراکلريد کربن در توليد گونه های 
اکسيژن فعال، سطح بالای مالون دي آلدئيد طبيعی است. باتوجه به 
فعال  اکسيژن  گونه های  نهايی  محصول  مالون دي آلدئيد  اينکه 

23. Reactive Oxygen Spicies (ROS)
24. PolyUnsaturated Fatty Acids (PUFAs)
25. 4-Hydroxynonenal (4-HNE)

است.در مطالعه جيانگ و همکاران ]35[ گزارش شده که درمان 
مزانشيمی26   بنيادی  سلول های  از  مشتق شده  اگزوزوم های  با 
(hMSC-EX)  در آسيب مزمن ناشی از تتراکلريد کربن، سطح 

مالون دي آلدئيد را به سطح نرمال برمی گرداند.

باتوجه به نقش آنزيم های آنتی اکسيدانی در مقابله با گونه های 
اکسيژن فعال و همچنين نتايج به دست آمده در مطالعه حاضر، 
می توان نتيجه گرفت که درمان با سلول های بنيادی مزانشيمی 
فعاليت  افزايش  با  را  اکسيداتيو  استرس  است  ممکن  انسانی 
آنزيم های آنتی اکسيدانی بهبود بخشد ]36[، اما زمان و فاصله  

طول درمان تأثيرگذار است.

 استرس اکسيداتيو نقش کليدی در ضايعات کبدی ناشی از 
تتراکلريد کربن ايفا می کند؛ بنابراين بهبود اکسيداتيو استرس 
و  بهمنی  مطالعه  طبق  دهد.  کاهش  را  ضايعات  اين  می تواند 
انسانی  مزانشيمی  بنيادی  با سلول های  درمان  همکاران ]37[ 
ممکن است موجب بهبود شاخص های آنتی اکسيدانی شود، اما 
باتوجه به مطالعه  حاضر، زمان تزريق و فاصله  بين تزريقات، عاملی 

مؤثر بر معنادار بودن نتيجه و بهبود است.

بنيادی  سلول های  تزريق  می دهد  نشان  حاضر  مطالعه 
مزانشيمی انسانی در زمان 24 ساعت پس از ايجاد آسيب کبدي، 
ميزان  بيشترين  با وجوداين،  نمي کند.  ايجاد  معناداری  نتايج 
کانديشن  با  گروه  آزمايش شده  در  آنتی اکسيدانی  تام  ظرفيت 
مالون دي آلدئيد  مديوم مشاهده شد. همچنين کمترين ميزان 
در گروه  آزمايش شده با تتراکلريد کربن به  دست آمد. با افزايش 
زمان آزمايش يا افزايش تعداد سلول هايی که محيط رويی از آن ها 

جمع آوری شده  است، احتمال دارد نتايج متفاوتی حاصل شود.

ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

در  حيوانات«  بر  پژوهش  اخلاقی  »راهنمای  اصول  تمام   
IR.IAU.TABRIZ. اخلاق  کد  با  پژوهش  اين  اجرای  مراحل 

REC.1400.115 رعايت شد.

26. human Mesenchymal Stem Cells (hMSC)
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 )B و A ،جدول 1. مقايسه ميانگين ظرفيت آنتی اکسيدانی تام و مالون دی آلدئيد در گروه های )کنترل

متغیر

میانگین±انحراف معیار
P†

تتراکلراید کربنکنترل
)A(

تتراکلراید کربن و سلو ل های بنیادی
)B( مزانشیمی انسانی 

0/260/175 ± 0/050/65 ± 0/140/46 ± 0/57ظرفیت آنتی اکسیدانی تام

0/320/478 ± 0/642/41 ± 0/802/61 ± 2/20مالون دی آلدئید

† تحليل واريانس يک طرفه
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حامي مالي

دولتی،  سازمان های  از  مالی  کمک  هيچ گونه  پژوهش  اين 
خصوصی و غيرانتفاعی دريافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

مفهوم سازی، طراحی مطالعه و بازبينی نقادانه دست نوشته برای 
محتوای فکری مهم: جعفر رحمانی کهنموئی؛ کسب، تحليل و 
تفسير داده ها: جعفر رحمانی کهنموئی و سيده زهرا ميری؛ تهيه 
بر مطالعه:  نظارت  ميری؛  زهرا  پيش نويس دست نوشته: سيده 

جعفر رحمانی کهنموئی و سيد اسماعيل صفوی خلخالی.
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