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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 تأثير کاندیشن مدیوم سلول‌های بنیادی مزانشیمی بند ناف بر استرس اکسیداتیو ناشی از 
آسیب کبدی تجربی در موش‌های صحرایی 

زمینه تتراکلرايد کربن ‌به‌عنوان ماده شيميايي بينابيني در صنايع کاربرد دارد. اين ماده تحت‌تأثير آنزيم‌های سيتوکروم‌ پی450 به 
محصولات سمی واکنشگر تری کلرومتيل تبدیل شده و به‌عنوان سم محیطی باعث آسیب بافتی، از‌جمله آسیب کبدی از‌طریق 
استرس اکسیداتیو می‌شود. پیوند کبد، درمان مؤثر برای نارسایی و آسیب‌های کبدی است، اما با کمبود اندام‌های اهداکننده 

دردسترس محدود است. 
هدف در این مطالعه، اثر تزریق محیط کشت حاصل از سلول‌های بنیادی مزانشیمی بند ناف بر بهبود استرس اکسیداتیو ناشی از تزریق 

تتراکلرايد کربن در کبد ارزیابی شد.
روش‌ها 21 سر موش صحرایی نر نژاد ویستار بالغ هم‌وزن، به‌صورت تصادفی ساده به 3 گروه 7 تایی شامل گروه کنترل، گروه آزمایش 
A  )دریافت تتراکلرايد کربن( و گروه آزمایش B )دریافت تتراکلرايد کربن و سلول‌های بنیادی مزانشیمی انسانی( تقسیم شدند. به گروه 
کنترل به‌صورت تک دُز سالین نرمال تزریق شد. گروه آزمایش A و گروه آزمایش B به‌روش داخل صفاقي، تتراکلرید کربن را با نسبت 
1:1 به همراه روغـن زیتون دریافت کردند. پس از گذشت 24 ساعت  از تزریق تتراکلرايد کربن، در 3 روز متوالی موش‌های گروه B با 
تزریق کاندیشن مدیوم آزمایش شدند. 48 ساعت پس از تزریق اول کاندیشن مدیوم از همه موش‌ها خون‌گیری انجام شد. شاخص‌های 
 SPSS استرس اکسیداتیو شامل ظرفیت تام آنتی‌اکسیدانی و مالون‌دي‌آلدئید ارزیابی و با استفاده از تحلیل واریانس یک‌طرفه و نرم‌افزار

نسخه 25 بررسی شدند.
یافته‌ها براساس نتایج حاصل از مطالعه، بین میزان ظرفیت تام آنتی‌اکسیدانی در گروه‌های مختلف مطالعه‌شده اختلاف آماری معناداری 
وجود نداشت (P>0/05). با‌این‌حال، بیشترین میزان ظرفیت تام آنتی‌اکسیدانی در گروه B )آزمایش‌شده با تتراکلرايد کربن و سلول‌های 
بنیادی مزانشیمی انسانی( و بین میزان مالون‌دي‌آلدئید در گروه‌های مختلف، بیشترین میزان در گروه A )آزمایش‌شده با تتراکلرايد 

کربن( ملاحظه شد. 

نتیجه‌گیری مطالعه حاضر نشان می‌دهد سلول‌های بنیادی مزانشیمی انسانی در زمان مطالعه‌شده نتایج معناداری نداشته ‌است. شاید با 
افزایش زمان آزمایش بتوان به نتایج متفاوتی دست یافت.

کلیدواژه‌ها: 
سلول‌های بنیادی 

مزانشیمی، کاندیشن 
مدیوم، کبد، استرس 

اکسیداتیو، موش 
صحرایی
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مقدمه

در  یمهم  شقن  دبن  دایلخ  ادنام  زبرگ‌ترین  ونع‌هبان  دبک 
بسیاری از رفاینده‌ـای فیزیولوژیکی داشـهت و هب اوناع یفلتخم 
آسیب‌پذیر  آن‌ها  باقمــل  در  و  میکروباه اسحس  و  از ومسم 
اســت ]1[. مهچنـنی حمــل مسیلوباتم بیشتر داروهـا و سـومم 
یا داروهـا سوتـط سیتورکوم  از ومسم  در بکـد است. بسیاری 
پی4501 باتمولیزه دشه و ثعاب وتلید رادیکالاه‌ی آزاد دنوشیم. 
آیتنادیسکاین  یفرظـت  از  شیبـرت  راداکیلاه  انی  دقمار  ارگ 
اهدیپیلي اشغي  دننام  وکلومویبلییاه  هب  دشاب، بجوم آبیس 
اب  وتیمادنن  آزاد  راديكال‌هاي  مـشیـدنو.  بکـدي  ولسلهـاي 
به  رتسگدهرتي  آبیس  دی‌انِ‌ای2ِ،  و یتح  رپوتئاهنی  هب  ااصتل 

سلول وارد کنند ]2[. 

در یک مطالعه که بر روی بیماران مبتلابه آسیب‌های کبدی 
در اسپانیا انجام شد، عوامل مختلفی در ایجاد آن نقش داشتند. 
با ارتقای تکنیک‌های جراحی و درمان‌های ایمونولوژیک، پیوند 
کبد به‌عنوان یک روش درمانی اثبات‌شده در نارسایی‌های حاد 
پیوند کبد  با‌این‌حال،  استفاده می‌شود ]6-3[.  و مزمن کبدی 
با محدودیت‌هایی مانند کمبود اهداکننده مناسب، هزینه بالا و 
عوارض بعد از جراحی همراه است ]7-10[. باوجوداین، یافتن 

روش‌های جایگزین ضروری به‌نظر می‌رسد. 

بازسازی  و  تکثیر  قابلیت  با  بنیادی، سلول‌هایي  سلول‌های 
جمعیت‌های سلولی دیگر هستند ]11[. این سلول‌ها را می‌توان 
از منابع متفاوت جنینی و بالغ همانند خون بندناف استخراج 
کرد. استفاده مستقیم از سلول‌های بنیادی مزانشیمی در داخل 
بدن در‌راستای درمان با محدودیت‌هایی همراه است که از‌جمله 
آن‌ها می‌توان به تحریک سیستم ایمنی و وقوع پاسخ ایمنی 

اشاره کرد ]12[.

مطالعات مختلف بر روی فاکتورهای ترشح‌شده از سلول‌های 
بنیادی نشان داد اين فاکتورها ممكن است به تنهایی و بدون 
حضور خود سلول‌های بنیادی در شرایط مختلف آسیب بافت 
یا اندام، سبب ترميم بافت‎ شوند. فاکتورهای ترشح‌شده با عنوان 
 .]13[ می‌شوند  معرفی‌  اگزوزوم  یا  سکروتوم  میکرووزیکول، 
سعی  عمدتاً  عرصه  این  در  انجام‌شده  پژوهش‌های  از‌همین‌رو، 
در استفاده از محصولاتی دارند که شامل فاکتورهاي سلول‌هاي 
محدودیت‌های  شامل  تا  باشند  سلول‌ها  خود  فاقد  و  بنيادي 
کشت  محیط  به  می‌توان  محصولات  این  ازجمله‌  نشوند.  فوق 

شرایطی‌‌شده اشاره کرد.

1. Cytochrome P450
2. DNA

در  می‌توانند  بنیادی  سلول‌های  از  ترشح‌شده  فاکتورهای 
محیطی که سلول‌های بنیادی کشت شدند، شناسایی شوند که 
به این محیط، محیط کاندیشنال )محیط کشت شرطی‌شده(، 
کاندیشن مدیوم3 مي‌گویند. محیط کاندیشنال اثر آنتی‌اکسیدانی 
و حاوی فاکتورهای رشد متفاوت و سیتوکین‌ها دارد که به‌وسیله‌ 
انواع سلول‌های بنیادی ترشح می‌شوند ]13-15[. تولید، فریز، 
بسته‌بندی و قابليت انتقال از مزاياي اين محيط است. به همين 
می‌شود  استفاده  دارو  تولید  برای  کاندیشنال  محیط  از  دليل، 
و همچنین نیاز به حفاظت ویژه مانند آنچه درباره سلول‌های 
بنیادی باید رعایت کرد را ندارد ]14[. از مزاياي ديگر آن، استفاده 

بدون جداسازی سلول‌های بنیادی از بیمار است.

در اين پژوهش، هدف بررسي اثر محيط كانديشنال بر آسيب 
ناشي از تتراکلرید کربن4 است. تتراكلريد كربن یک سم قوی 
است و در مدل‌های حیوانی آسیب کبدی ناشی از تتراکلرید 
کربن به‌طور گسترده‌ای برای ارزیابی پتانسیل دارو یا غذا برای 
تتراکلرید  استفاده مي‌شود.  کبدی  برابر سمیت  در  محافظت 
کربن با تولید رادیکال‌های آزاد، با مولکول‌های مختلف مانند 
اسید  پروتیئن‌ها،  اسیدهای چرب،  نوکلئوتیدها،  آمینه،  اسید 
نوکلیئک و لیپید واکنش نشان می‌دهد و باعث تخریب شدید 

فرایند سلولی می‌شود. 

سیستم سیتوکروم پی450 باعث متابولیسم تتراکلرید کربن  
به رادیکال تری‌کلرو متیل5 واکنش‌پذیر می‌شود که می‌تواند با 
اکسیژن واکنش نشان دهد و رادیکال تری‌کلرومتیل پراکسیل6 
را تشکیل دهد و سپس به لیپیدها یا پروتیئن‌ها حمله کند. این 
واکنش می‌تواند پراکسیداسیون لیپید را آغاز کند و باعث آسیب 
به بافت کبد شود. رادیکـال‌هـاي آزاد باعـث تجمـع و افزایش 
نهــایی  محصــولات  از  یکــی  کــه  شده  مالون‌دي‌آلدئيد7 
پراکسیداسیون لیپیدهاست و این امر در‌نهایت، سبب غیـرفعال 
دیسـموتاز8،  اکسـید  سـوپر  آنتی‌اکسـیدانی  آنزیم‌هاي  شدن 
کاتــالاز9 و گلوتــاتیون پراکســیداز10 می‌شود و همچنین باعث 
از‌این‌رو،   .]16[ می‌شود  آنتی‌اکسیدانی11  تام  ظرفیت  کاهش 
پژوهش حاضر با هدف بررسی اثر بهبود بخشی محیط کشت 
از  ناشی  بر آسیب کبدی  بندناف  بنیادی  از سلول‌های  حاصل 

تزریق تتراکلرید 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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روش‌ها

روش‌شناسی تحقیق

مطالعه مورد‌نظر در 2 بخش انجام شد. بخش اول مربوط به 
تولید و تهیه محیط کشت شرایطی‌شده كه در این مطالعه از مرکز 
تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد واحد تبریز تهیه شد. بخش 
آنتی‌اکسیدانی  تام  بر ظرفیت  این محيط  تأثير  به  دوم مربوط 
از تحلیل  استفاده  با  مالون‌دی‌آلدئید است ]17[ كه  پلاسما و 

واریانس یک‌طرفه و نرم‌افزار SPSS نسخه بررسی شد.

روش کار مراحل کشت سلولی 

مرکز تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه آزاد تبریز این مرحله را 
انجام داد. در ادامه مطالعات زهری و همکاران به‌طور خلاصه بيان 
می‌شود. براي تهيه بندناف مورد‌نياز آماده‌سازي كانديشن مديوم 

ابتدا مراحل زير طي مي‌شود:

شرایط  تحت  سزارین  روش  با  به‌دنیا‌آمده  بندناف جنین   .1
استریل و داخل سرم فیزیولوژی از بیمارستان تهیه مي‌شود.

2. بندناف داخل الکل 70 درصد شست‌وشو داده مي‌شود.

شده  خرد   5mm2 کوچک  تکه‌های  به  هود  زیر  بندناف   .3
داده  شست‌وشو   HBSS13 داخل  و سپس   PBS12 بافر  توسط  و 
مي‌شود ]18، 19[. قسمت اعظم بندناف را بافت هم‌بند موکوسی 

به نام ژله وارتون تشکیل‌ می‌دهد.

مراحل کشت سلول

محیط کشت مورد‌استفاده در این مطالعه محیط کشت سرم 
جنین گاویDMEM ،14 با گلوکز کم15 و پن استرپ16 )0/25 
از  و  بوده  محلول  به‌صورت  که  است   FBS/DMEM و درصد( 
شرکت Gibco تهیه شده ‌است. این محیط حاوی ال-گلوتامین17 

و فاقد بی‌کربنات سدیم است ]19، 20[.

سرم جنین‌گاوی

سرم جنین‌گاوی به منظور تأمین فاکتورهای رشد، هورمون‌ها 
بدون وجود  استفاده می‌شود.  مورد‌نیاز سلول‌ها  میتوژن‌های  و 
این فاکتورهای رشد، سلول‌ها قادر به رشد و تکثیر نخواهند بود. 
تحریک  برای  استفاده‌شده  گاوی  استاندارد سرم جنین  میزان 
رشد سلول‌ها 10 درصد حجمی/حجمی )V/V( در محیط 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 محیط کشت، کمپلمان سرم 
خریداری شده  استوك سرم  منظور  بدین  شود.  غیرفعال  باید 
قبل از استفاده 30 دقیقه در بن‌ماری با دمای 56 تا 60 درجه 
سانتی‌گراد قرار داده مي‌شود. غیرفعال کردن کمپلمان می‌تواند 
خطر آلودگی‌های ویروسی را کاهش دهد، زیرا بعضی از ویروس‌ها 

در اثر افزایش دما غیرفعال می‌شوند]21[.

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

 T25 قطعات ژله وارتون بعد از جداسازی از بندناف به فلاسک
حاوی محیط کشت کامل منتقل مي‌شوند و هر روز با میکروسکوپ 
مطالعه مي‌شوند. بعد از گذشت 3 روز، محیط سلول‌ها تعویض 
شده و به آن‌ها 3 میلی‌لیتر محیط کشت کامل افزوده مي‌شود. 
بعد از حدود 1 هفته، در بافت‌ها حرکت و لغزشی مشاهده نشده 
و این ثابت شدن بافت‌ها در کف فلاسک، از رشد و تکثیر سلول‌ها 
در کنار بافت حکایت می‌کند. در روز ششم، در اطراف بافت ژله‌ 

وارتون اولین سلول‌های تکثیرشده مشاهده مي‌شوند. 

تعویض محیط سلول‌های مزانشیمی ژله وارتون بندناف انسانی

پیپت  از  استفاده  با  را  فلاسک  در  موجود  فعلی  محیط  ابتدا 
 ‌DMEM پاستور استریل خارج و به کمک سرنگ، 4 میلی‌لیتر از
و 1 میلی‌لیتر از سرم جنین‌گاوی را برداشته و به کمک فیلتر به 
داخل فلاسک منتقل شد. سپس 1 درصد حجم کل آنتی‌بیوتیک 
درجه  انکوباتور 37  در  فلاسک  و  افزوده  فلاسک  به  استرپ  پن 
سانتی‌گراد با رطوبت 96 درصد و CO2 5 درصد قرار مي‌گيرد ]22[.

پاساژ سلول‌های مزانشیمی ژله وارتون بندناف انسانی

زمانی که تراکم سلولی در فلاسک T25 به بیشتر از حدود 70 
درصد فضای کف فلاسک رسید، پاساژ سلولی انجام مي‌شود. ابتدا 
محیط فعلی دور ریخته‌شده و با 2/5 میلی‌لیتر سرم جنین‌گاوی 
کف  از  سلول‌ها  جداسازی  مي‌شود.  داده  ثانیه شست‌وشو   30
دقیقه  و 3  تریپسین  آنزیم  میلی‌لیتر  از 2  استفاده  با  فلاسک 
سلول‌ها،  کامل  جداسازی  از  پس  مي‌شود.  انجام  انکوباسیون 
تریپسین با استفاده از محیط DMEM حاوی 10 درصد سرم 

جنین‌گاوی به حجم 4 میلی‌لیتر رسانده شد تا خنثی شود. 

محلول حاوی سلول با استفاده از پیپت پاستور به یک فالکون 15 
میلی‌لیتری استریل منتقل و 5 دقیقه در دور 1500 سانتریفیوژ 
مي‌شود. پس از خارج کردن محیط رویی، رسوب سلولی توسط 
محیط DMEM به‌طور کامل سوسپانسیون شده و به‌طور مساوی 
به 2 فلاسک T25 انتقال داده مي‌شود. فلاسک‌ها در دمای 37 
درجه سانتی‌گراد با رطوبت‌ 96 درصد و CO2 5 درصد نگهداری 
مي‌شوند. فلاسک‌های حاوی سلول ژله وارتون روزانه بررسی شده 

و هر 3 روز 1 بار محیط آن‌ها تعویض مي‌شود ]22[.

سیده زهرا میری و همکاران. تاثیر محیط کشت سلول های بنیادی مزانشیمی انسان بر استرس اکسیداتیو

http://journal.gums.ac.ir/index.php?&slct_pg_id=38&sid=1&slc_lang=fa


356

زمستان 1401. دوره 31. شماره 4

تهیه محیط کشت شرایطی‌شده سلول‌های بنیادی ژله وارتون

محیط  جمع‌آوری  به‌منظور  انجام‌شده  مطالعات  طبق 
کاندیشنال سلول‌های بنیادی ژله وارتون، زمانی که سلول‌های 
بنیادی ژله وارتون کشت داده شد، به پاساژ دوم رسیدند، سلول‌ها 
را پاساژ داده و به داخل یک فلاسک کشت منتقل مي‌شود. پس 
از چسبیدن سلول‌ها به کف فلاسک کشت، محیط رویی کشت 
دور ریخته می‌شود و سلول‌های چسبیده به کف فلاسک را بار 
دیگر و هر بار با 1 میلی‌لیتر سرم جنین‌گاوی شست‌وشو داده 
مي‌شود. سپس حدود 1/5 تا 2 میلی‌لیتر محیط‌ DMEM تازه 
فاقد سرم، روی سلول‌ها ریخته و مجدداً فلاسک‌ها به انکوباتور 

منتقل مي‌شود. 

پس از گذشت 72 ساعت محیط رویی سلول‌ها‌ جمع‌آوری‌ 
و در لوله فالکون ریخته شده و 5 دقیقه با دور‌ 2000 در دقیقه 
از  سانتریفیوژ مي‌شود، بعد محیط کاندیشنال برای جلوگیری 
حضور هرگونه سلول مرده یا قطعات سلولی با فیلتر سرنگی 0/22 
میکرومتر فیلتر شده، محیط در لوله فالکون الیکوت شده و جهت 

نگهداری به فریزر 80- منتقل مي‌شود ]19، 20، 23[. 

شمارش تعداد سلول‌ها‌

بعد از اضافه کردن تریپسین و جدا کردن سلول‌ها، آن‌ها را به 
فالکون منتقل کرده و سانتریفیوژ انجام مي‌شود، سپس محیط 
بالایی را حذف و 1 میلی‌لیتر محیط کامل روی سلول‌ها ریخته 
مي‌شود و به آرامی پیپتاژ انجام مي‌شود. در مرحله بعد، مقدار 
10 میکرولیتر سوسپانسیون سلولی‌ روی لام هموسایتومتری‌ و 
لامل سنگی مخصوص لام‌ روی سلول‌ها قرار داده مي‌شود. در 
این حالت حجم محیط قرار گرفته بین لام و لامل سنگی 0/1 

میکرولیتر است. 

بنابراین بعد از شمارش سلول‌های موجود در هریک از 16 خانه 
بزرگ از لام، تعداد نهایی در عدد 10 هزار ضرب مي‌شود. در‌نتیجه، 
از سوسپانسیون  میلی‌لیتر  در 1  موجود  سلول‌های  کل  تعداد 
بین سلول‌های  تفاوت گذاشتن  برای  به ‌دست مي‌آيد.  سلولی 
مرده و زنده، نمونه معمولاً در یک رنگ خاص مانند تریپان بلو 
حل مي‌شود. )این روش رنگ‌آمیزی به نام رنگ‌آمیزی حذف با 
رنگ18 شناخته شده که با استفاده از 1 رنگ 2 ظرفیتی که از 
غشای سلول‌های مرده می‌گذرد و آن‌ها را آبی می‌کند، شناخته 
می‌شود(، در‌حالی‌که سلول‌های زنده این رنگ را جذب نمی‌کنند 
و در‌نتیجه، سلول‌های زنده از مرده تفکیک می‌شوند. هنگامی ‌‌که 
این نمونه در زیر میکروسکوپ مشاهده مي‌شود، سلول‌های مرده 

مانند نقطه‌های تاریک نمایان مي‌شوند ]19[.

18. Dye exclusion staining

مراحل ایجاد آسیب و تزریق محیط کشت

ویستار  نژاد  نر  صحرایی  موش  سر   21 از  مطالعه  این  در 
آزاد  دانشگاه  آزمایشگاهی  حیوانات  پرورش  مرکز  از  که  بالغ 
موش‌ها  شد.  استفاده  بودند،  شده  تهیه  تبریز  واحد  اسلامی 
تا 23  نرمال در دمای 22  تمیز و تحت شرایط  در قفس‌های 
دسترسی  و  ساعته   12 طبیعی  روشنایی  سیکل  و  درجه 
تصادفی  موش‌ها ‌به‌صورت  شدند.  نگهداری  غذا  و  آب  به  آزاد 
)دریافت   A آزمایش‌  گروه  کنترل،  گروه  تایی   7 گروه   3 به 
 تتراکلرید کربن( و گروه آزمایش‌ B )دریافت تتراکلرید کربن و

 سلول‌های بنیادی مزانشیمی انسانی19( تقسیم شدند. 

گروه کنترل به‌صورت تک دُز 2 سی‌سی بر کیلوگرم، به‌صورت 
 A نرمال دریافت کردند. گروه آزمایش داخل صفاقی20، سالین 
و گروه تیمار  B به‌روش داخل صفاقی تتراکلرید کربن با دُز 2 
میلی‌لیتر بر کیلوگرم با نسبت 1:1 با روغـن زیتون دریافت کردند 
]24، 25[. پس از گذشت 24 ساعت  از تزریق تتراکلرید کربن، در 
3 روز متوالی موش‌های گروه B با تزریق کاندیشن مدیوم آزمایش 
شدند ]20[. تمام مراحل انجام این تحقیق با رعايت اصول اخلاقی 

حاکم بر حیوانات آزمایشگاهی در تحقیقات انجام شده ‌است.

بعد از 48 ساعت از تزریق اول کاندیشن مدیوم و 24 ساعت از 
تزریق دوم کاندیشن مدیوم از همه موش‌ها خون‌گیری انجام شد و 
شاخص‌های استرس اکسیداتیو شامل ظرفیت تام آنتی‌اکسیدانی 
پلاسما با استفاده از روش FRAP21 و مالون‌دي‌آلدئید با روش 

TBARS22 توسط کیت‌های تشخیصی ارزیابی‌ شد. 

تحلیل آماری 

در مطالعه حاضر، مقادیر متغیرهای کمّی به‌صورت »‌‌انحراف 
معیار±میانگین« نشان داده شد. جهت مقایسه میانگین متغیرهای 
بررسی‌شده بین گروه‌ها از تحلیل واریانس یک‌طرفه استفاده شد. 
داده‌ها با استفاده از نرم‌افزار SPSS  نسخه 25 تجزیه‌و‌تحلیل شد 
و سطح معناداری 0/05 در‌نظر گرفته شد. همچنین برای رسم 
نمودارها از نرم‌افزار GraphPad Prism نسخه 8/0/1 استفاده شد.

یافته‌ها

و  آنتی‌اکسیدانی  تام  ظرفیت  میزان  مقایسه‌ای  بررسی 
مالون‌دي‌آلدئيد در گروه‌های مطالعه‌شده

نمونه  تهیه  و  تمام موش‌های هر 3 گروه  از  نمونه‌گیری  در 
و   FRAP به‌روش  آنتی‌اکسیدانی  تام  ظرفیت  میزان  سرمی، 
کیت‌های  توسط   TBARS روش  از  استفاده  با  مالون‌دي‌آلدئید 

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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تشخیصی اندازه‌گیری شد. همان‌طور که در جدول شماره 1 و 
همچنین در تصویر شماره 1 ارائه شده ‌است، بر‌اساس تحلیل 
واریانس یک‌طرفه، بین گروه‌های مطالعه‌شده از‌نظر ظرفیت تام 
آنتی‌اکسیدانی تفاوت آماری معناداری وجود نداشت )P=0/175(؛ 
 )P=0/478( نتیجه مشابهی برای مالون‌دي‌آلدئید نیز یافت شد

)تصویر شماره 2(. 

و  نشد  ديده  معناداری  آماری  اختلاف  هيچ  اساس،  اين  بر 
درنتيجه، محيط كانديشن مديوم تأثير معناداري بر درمان آسيب 
كبدي ناشي تزريق تتراكلرين كربن ندارد. با‌وجوداین، کمترین 
آزمایش‌شده  گروه  به  متعلق  آنتی‌اکسیدانی  تام  میزان ظرفیت 
با تتراکلرید کربن )A( به میزان 0/46 میلی‌مول بر لیتر است. 

همچنین بیشترین میزان ظرفیت آنتی‌اکسیدانی تام در گروه تیمار 
 )B(شده با تتراکلرید کربن و سلول‌های بنیادی مزانشیمی انسانی
به مقدار 0/65 میلی‌مول بر لیتر مشاهده شد. از‌سوي‌ديگر، كمترين 
ميزان مالون‌دي‌آلدئيد در گروه کنترل به مقدار 2/20 ميكرومول بر 
ليتر و بیشترین میزان آن درگروه آزمایش‌شده با تتراکلرید کربن 

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

بحث و نتیجه‌گیری

کربن تتراکلرايد ‌به‌عنوان ماده شيميايي بينابيني در صنايع 
کاربرد دارد. اين ماده تحت تأثير آنزيم‌هاي سيتوکروم پی450 به 
محصولات سمي واکنشگر تري کلرومتيل تبدیل شده و به‌عنوان 
سم محیطی، باعث آسیب بافتی، از‌جمله آسیب کبدی از طریق 

Control CCI4 CCI4 + hMSC-CM
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

TA
C

 )B و A ،تصویر 1. مقایسه میانگین ظرفیت تام آنتی‌اکسیدانی در گروه‌های )کنترل
مقادیر به‌صورت میانگین همراه با فاصله اطمینان 95 درصد نشان داده شده ‌است.

.)P=0/175( بر‌اساس نتایج تحلیل واریانس یک‌طرفه، تفاوت آماری معنا‌داری بین میانگین ظرفیت تام آنتی‌اکسیدانی گروه‌های مختلف وجود نداشت

Control CCI4 CCI4 + hMSC-CM
0

1
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3

4

M
DA

 )B و A ،تصویر 2. مقایسه میانگین مالون‌دی‌آلدئید در گروه‌های )کنترل
مقادیر به‌صورت میانگین همراه با فاصله اطمینان 95 درصد نشان داده شده ‌است.

.)P=0/478( بر‌اساس نتایج تحلیل واریانس یک‌طرفه، تفاوت آماری معنا‌داری بین میانگین مالون‌دی‌آلدئید گروه‌های مختلف وجود نداشت
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استرس اکسیداتیو می‌شود ]25، 26[. همچنین تزریق تتراکلرید 
کربن موجب استرس اکسیداتیو و پراکسیداسیون لیپیدی می‌شود 

و به غشای هپاتوسیت‌ها آسیب می‌رساند ]27[.

مزانشیمی  بنیادی  سلول‌های  آنتی‌اکسیدانی  اثرات  ازآنجاکه 
انسانی در مطالعات قبلی تأیید شده ‌است ]28[، مطالعه حاضر 
به‌منظور بررسی اثرات آن بر استرس اکسیداتیو ناشی از تتراکلرید 
کربن انجام شد. باتوجه‌به نتایج مطالعه اوگالی و همکاران، سمیت 
تام  قابل ‌توجه ظرفیت  باعث کاهش  تتراکلرید کربن  از  ناشی 
آنتی‌اکسیدانی  حیوانات در مقایسه با گروه‌هاي عادی می‌شود 
کربن  تتراکلرید  از  ناشی  اکسیداتیو  استرس  ازآنجاکه   .]29[
از‌طریق تولید گونه‌های اکسیژن فعال23 ایجاد می‌شود، بخشی از 
ظرفیت تام آنتی‌اکسیدان بافت برای مقابله با اکسیدهای ناشی از 
گونه‌های اکسیژن فعال استفاده می‌شود؛ بنابراین کاهش ظرفیت 
تام آنتی‌اکسیدانی در حیوانات آزمایش‌شده‌ با تتراکلرید کربن 

منطقی است ]30، 31[.

مالون‌دي‌آلدئيد یکی از رایج‌ترین نشانگرهای اکسیداتیو آسیب 
به بافت‌هاست ]32[. نتایج پژوهش این مطالعه همسو با مطالعات 
محمدعلی‌پور و همکاران ]33[ و اوکدا و همکاران ]34[، سطح 
افزایش یافته مالون‌دي‌آلدئيد را در گروه آزمایش‌شده‌ با تتراکلرید 
کربن‌ نشان داد. گونه‌های فعال مانند گونه‌های اکسیژن فعال با 
حمله به پیوندهای 2 گانه در داخل اسید‌های چرب غیراشباع24، 

رادیکال‌های لیپیدی تولید می‌کنند.

در مرحله بعد، رادیکال‌هاي ليپيدي به رادیکال‌های پروکسی 
سایر  و  لیپیدی  هیدروپراکسیدهای  می‌شوند.  تبدیل  لیپیدی 
چرب  اسید‌های  ديگر  با  واکنش  در  لیپیدی  رادیکال‌های 
به  و  هستند  ناپایداري  لیپیدی  هیدروپراکسیدهای  غیراشباع‌، 
تجزیه  4-هیدروکسی2-نونال25  و  مالون‌دي‌آلدئيد  به  سرعت 
می‌شوند ]32[. باتوجه‌به تأثير تتراکلرید کربن در تولید گونه‌های 
اکسیژن فعال، سطح بالای مالون‌دي‌آلدئيد طبیعی است. باتوجه‌به 
فعال  اکسیژن  گونه‌های  نهایی  محصول  مالون‌دي‌آلدئيد  اینکه 

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

است.در مطالعه جیانگ و همکاران ]35[ گزارش شده که درمان 
مزانشیمی26   بنیادی  سلول‌های  از  مشتق‌شده  اگزوزوم‌های  با 
)hMSC-EX(‌ در آسیب مزمن ناشی از تتراکلرید کربن، سطح 

مالون‌دي‌آلدئيد را به سطح نرمال برمی‌گرداند.

باتوجه‌به نقش آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی در مقابله با گونه‌های 
اکسیژن فعال و همچنین نتایج به‌دست‌آمده در مطالعه حاضر، 
می‌توان نتیجه گرفت که درمان با سلول‌های بنیادی مزانشیمی 
فعالیت  افزایش  با  را  اکسیداتیو  استرس  است  ممکن  انسانی 
آنزیم‌های آنتی‌اکسیدانی بهبود بخشد ]36[، اما زمان و فاصله‌ 

طول درمان تأثيرگذار است.

 استرس اکسیداتیو نقش کلیدی در ضایعات کبدی ناشی از 
تتراکلرید کربن ایفا می‌کند؛ بنابراین بهبود اکسیداتیو استرس 
و  بهمنی  مطالعه  طبق  دهد.  کاهش  را  ضایعات  این  می‌تواند 
انسانی  مزانشیمی  بنیادی  با سلول‌های  درمان  همکاران ]37[ 
ممکن است موجب بهبود شاخص‌های آنتی‌اکسیدانی شود، اما 
باتوجه‌به مطالعه‌ حاضر، زمان تزریق و فاصله‌ بین تزریقات، عاملی 

مؤثر بر معنادار بودن نتیجه و بهبود است.

بنیادی  سلول‌های  تزریق  می‌دهد  نشان  حاضر  مطالعه 
مزانشیمی انسانی در زمان 24 ساعت پس از ايجاد آسيب كبدي، 
میزان  بیشترین  با‌وجوداین،  نميك‌ند.  ایجاد  معناداری  نتایج 
کاندیشن  با  گروه ‌آزمایش‌شده  در  آنتی‌اکسیدانی  تام  ظرفیت 
مالون‌دي‌آلدئيد  مدیوم مشاهده شد. همچنين کمترین میزان 
در گروه ‌آزمایش‌شده با تتراکلرید کربن به ‌دست آمد. با افزایش 
زمان آزمایش یا افزایش تعداد سلول‌هایی که محیط رویی از آن‌ها 

جمع‌آوری شده ‌است، احتمال دارد نتایج متفاوتی حاصل شود.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

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

REC.1400.115 رعایت شد.

26. human Mesenchymal Stem Cells (hMSC)
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 )B و A ،جدول 1. مقایسه میانگین ظرفیت آنتی‌اکسیدانی تام و مالون‌دی‌آلدئید در گروه‌های )کنترل

متغیر

میانگین±انحراف معیار
P†

تتراکلرايد کربنکنترل
)A(

تتراکلرايد کربن و سلو ل‌های بنیادی
)B( مزانشیمی انسانی 

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

‌0/320/478±‌‌0/642/41±‌‌0/802/61±‌2/20مالون‌دی‌آلدئید

† تحلیل واریانس یک‌طرفه

http://journal.gums.ac.ir/index.php?&slct_pg_id=38&sid=1&slc_lang=fa


359

زمستان 1401. دوره 31. شماره 4

حامي مالي

دولتی،  سازمان‌های  از  مالی  کمک  هیچ‌گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتفاعی دریافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

مفهوم‌سازی، طراحی مطالعه و بازبینی نقادانه دست‌نوشته برای 
محتوای فکری مهم: جعفر رحمانی کهنموئی؛ کسب، تحلیل و 
تفسیر داده‌ها: جعفر رحمانی کهنموئی و سیده زهرا میری؛ تهیه 
بر مطالعه:  نظارت  میری؛  زهرا  پیش‌نویس دست‌نوشته: سیده 

جعفر رحمانی کهنموئی و سید اسماعیل صفوی خلخالی.

تعارض منافع

بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

از کادر آزمایشگاه پاتولوژی دانشگاه آزاد واحد تبریز و کمیته 
اخلاق در پژوهش دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز که در این 

پژوهش ما را همراهی کرده‌اند، سپاس‌گزاری می‌شود.
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