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Abstract 

Purpose: Effects of TGF-β and b-FGF on the Potential of Peripheral Blood-Borne Stem Cells and 

Bone Marrow-Derived Stem Cells In Wound Healing in a Murine Model 

Materials and Methods: Peripheral blood mesenchymal stem cells (PBMSCs) and bone marrow 

stem cells (BMSCs) cultured in media with transforming growth factor-beta (TGF-β) and basic 

fibroblast growth factor (b-FGF). Stem cells labeled with PKH26-GL, red fluorescent cell linker 

compound (Sigma, USA) and injected into tail vein of Models, Migration of cells histologically 

assayed, RT-PCR assay of collagen type I (COL1A1) transcripts. 

Results: Our results show that the synergistic effects of transforming growth factor-beta (TGF-β-

sigma) and basic fibroblast growth factor (b-FGF-sigma) lead to a significant increase in migration 

and recruitment of both PBMSCs and BMSCs to the wound site, with more potent effects on 

PBMSCs as compared with BMSCs. Reverse transcription polymerase chain reaction of collagen 

type I (COL1A1) transcripts (348 bp) confirmed that TGF-β and b-FGF activate collagen I 

(production in marrow stem cells at higher transcription levels), with more vigorous effects of TGF-

β on PBMSCs as compared with the same condition on BMSCs. 
Conclusion: The growth factors have positive effect in wound healing potential of PBMSCs and 

BMSCs. 

Key Words: PBMSCs, BMSCs, Transforming growth factor; Fibroblast growth factor; Wound 
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ي هـا     فرايند ترميم زخم يكي از عملكـرد       .ممكن برطرف شود  
هـا،      عي بدن اسـت كـه در شـرايطي ماننـد برخـي بيمـاري              طبي

تـصادفات    و ها    صدمات وسيع ناشي از سوختگي      و ها    جراحي
 مـشكل   عنوان  كه به قادر به ترميم پوست نيست      بدن به راحتي    

ي هــا  اســتفاده از روش .شــناخته شــده پزشــكي مــدرن اســت
م ترميم بافت را فراه     يا مطالعه تجديد  پيشرفته امكان بررسي و   

ي فيبروبلاست در محـل     ها    فرايند ترميم سلول   در. نموده است 
نقش مهمي در فرايند ترميم بـه عهـده          و كنند سيب تجمع مي  آ

ــد ــرا اطلاعــات جديــدي درمــورد نقــش   .دارن   والتهــاباخي
سيب ديده و تغييرات سلولي     آي ايمونولوژيك عضو    ها    واكنش

مات در صـد  ]. 1[ مـده اسـت   آدسـت    در فرايند ترميم زخم به    
 ـ   ها    وسيع پوست كاهش شديد تعداد فيبروبلاست      خير أ عامـل ت

از اين رو مطالعات زيادي توجه  .يا شكست فرايند ترميم است
ي بنيادي در فراينـد تـرميم زخـم         ها    خود را به استفاده ازسلول    

ي بنيادي كه منابع قابـل      ها    اي از سلول   دسته .معطوف داشته اند  
 خـون   هـاي اسـترومايي      سـلول دهنـد    دسترسي را تشكيل مـي    

ايـن  .  هـستند  ي اسـترومايي مغـز اسـتخوان      ها    سلول محيطي و 
آيـد نقـش      نظـر مـي  تواني هستند كه بـه   پري  ها    سلولها      سلول

 تشكيل بافت همبند داشته باشند چـرا       مهمي در ترميم زخم و    
هـاي مـاتريكس خـارج          سيب تجمـع و پـروتئين     آكه در محل    

  ].2-7[كنند  سلولي را ترشح مي
 هاي بنيادي بالغ پرتـوان را          و همكارانش سلول   (Zhao)ايوز

از خون محيطـي جداسـازي كردنـد و نـشان دادنـد كـه ايـن                 
هـا،      و قادرنـد بـه ماكروفـاژ       ها شـبه فيبروبلاسـت بـوده          سلول

هـاي عـصبي تبـديل          هاي اندوتليال وسلول      ها، سلول     لنفوسيت
ني بـراي   صـورت منبـع جـايگزي       ها را بـه       اين قابليت آن  . شوند
 ].8[هاي استرومايي مغز استخوان درآورده است   سلول

. هاي رشد مختلفي در فرايند ترميم زخم نقـش دارد        فاكتور
دهنده بتا اسـت   ها فاكتور رشد تغيير شكل     ترين آن   شناخته شده 

ــت اســت   ــرميم باف ــا ت ــد ي ــه محــرك تجدي ــاكتور . ك ــن ف اي

كتور يـك   همچنين اين فـا   . قدرتمندترين عامل در ترميم است    
مهـم در بـدن     ) تشكيل بافـت همبنـد    (كننده فيبروژنيك     تعديل

 نيـز ديگـر     فاكتور بازي رشـد فيبروبلاسـتي     . شود  محسوب مي 
اين فاكتور در تنظيم    ]. 9-11[فاكتور مهم در ترميم زخم است       

 هـا و      در ترميم زخم سـيتوكين     .]12-14[  نيز نقش دارد   التهاب
ها مثـل       روي برخي سلول  كموتاكسي و ميتوژنيك با اثر       عوامل
]. 15[ هـا عمـل مـي كننـد           هاي اندوتليال و فيبروبلاست       سلول

نشان داده شده اسـت كـه فـاكتور رشـد فيبروبلاسـتي باعـث               
هـا و عوامـل         هاي سفيد خون به سيتوكين        افزايش پاسخ گلبول  

البته اين اثر   . كموتاكسي و حضورشان در درم ملتهب مي شود       
 در موش صحرايي نيز گزارش شـده        محدود به انسان نيست و    

  .]16[است 
همچنين گزارش شده است كه توليد بيش از حـد فـاكتور            
رشد فيبروبلاستي در مفاصل مبتلا به آرتريـت باعـث تـشديد            

  ].17[شود  التهاب مي
هـاي    با توجه به مطالب ذكر شده در تحقيق حاضر فـاكتور     

يطي هاي بنيادي خون مح       رشد ياد شده در محيط كشت سلول      
ها در ترميم زخم        و مغز استخوان اضافه و سپس اثر اين سلول        

موش ارزيابي ومقايسه شد و تا كنون مطالعـه مـشابهي انجـام             
  .نشده است

  

  ها  مواد و روش
 هاي بنيادي خون محيطي  جداسازي و كشت سلول

دمـي   از خـون وريـد    هـاي بنيـادي خـون محيطـي             سلول
همـراه بـا هيـستوپك      وسـيله سـانتريفوژ        بـه  ي سوري ها    موش

 خانـه   24پس از يك شب كشت در ظروف        . جداسازي شدند 
ميليون سلول در هر خانه، در محيط كـشت          3 با تراكم سلولي  

DMEM و FBS    هاي نچسبيده شـسته     درصد، سلول  20 به ميزان
درصـد  .  روز كـشت داده شـدند      7ها بـه مـدت          و ساير سلول  

  ]18. [ شدآميزي تريپان بلو بررسي حيات سلولي با رنگ
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  هاي بنيادي مغز استخوان  جداسازي و كشت سلول
هاي     هاي سوري به دقت از بافت         استخوان تيبيا و فمور موش    

اطراف جدا شد و سپس مغز اسـتخوان بـه كمـك يـك سـرنگ                
حاوي محيط كشت به داخل ظرف ريختـه شـد و بـا اسـتفاده از            

دا هاي بنيادي طبق پروتكل مغز اسـتخوان ج ـ           هيستوپك و سلول  
 خانـه بـا تـراكم    24پس از يك شـب كـشت در ظـروف         . شدند

 DMEM ميليون سلول در هر خانـه، در محـيط كـشت             3سلولي  
هـاي نچـسبيده شـسته و سـاير              درصد، سلول  20 به ميزان    FBSو

درصد حيات سـلولي    .  روز كشت داده شدند    7ها به مدت        سلول
  .]18[آميزي تريپان بلو بررسي شد  با رنگ
  

  هاي رشد  فاكتوراستفاده از 
 گـروه   4 خانـه بـه      24هـاي كـشت شـده در ظـروف              سلول

بنـدي شـدند و هـر گـروه بـه صـورت زيـر تحـت تـاثير                     دسته
هاي رشد قرار گرفتنـد؛گروه كنتـرل بـدون افـزودن هـيچ                 فاكتور

، گـروه سـوم بـا اسـتفاده     TGF-βفاكتوري،گروه دوم با استفاده از      
محيط كـشت  . ر دو فاكتور وگروه چهارم با استفاده از ه FGF-bاز

هاي     تعداد سلول .  ساعت يك بار تعويض شد     72هر گروه در هر     
  .]2-7[ شمارش شدند 7 و 3دوكي شكل هر گروه در روز 

  
  گذاري، تزريق و بررسي مهاجرت سلولي علامت
هاي بنيادي استخراج شده از خـون محيطـي و مغـز                سلول

 و  sigma) (PKH26-GLازرنـگ فلورسـنت     استخوان با استفاده    
هـاي رنـگ شـده      سپس سلول. آميزي شدند طبق پروتكل رنگ  

 ميكروليتر از طريق وريـد      20 سلول در حجم     10000با تراكم   
هاي مدل زخـم پوسـت گـروه آزمـايش كـه در                 دمي به موش  

. ناحيه پشت و توسط پانچ داراي زخم بودنـد، تزريـق شـدند            
 5(ايش  هاي كنتـرل و آزم ـ         روز حيوانات گروه   7 و   1،3پس از 

روش نخاعي كشته شـدند و محـل زخـم     به) عدد در هر گروه  
هـاي      جداسازي و پس از تهيه برش از نظـر مهـاجرت سـلول            

 5در هـر نمونـه حـداقل       .رنگ شده به محل زخم بررسي شد      

زيـر  × 400ميدان ديد با بزرگنمـايي     3در هر لام حداقل      لام و 
زار اف ـ  و توسط نرمبررسي(Olympus) ميكروسكوپ فلورسنت 

  .شمارش شد ميكروسكوپ فلورسنت مربوط به
  

  col-1بررسي رونويسي ژن 
 كـه از مهمتـرين      1ژن نوع       در فرايند ترميم زخم توليد كلا     

هـا صـورت        عوامل خارج سلولي اسـت توسـط فيبروبلاسـت        
هـاي بنيـادي قبـل از           بررسي توليد آن توسـط سـلول      . گيرد  مي

ز پـس از    در هفتمـين روز پـس از كـشت و هفـت رو             تزريق
تزريق به حيوان و در محل زخم مشخصه خوبي از مـشاركت            

 پـس از اسـتخراج       بنابراين .ها در فرايند ترميم است        اين سلول 
RNA Totalي كشت شـده و محـل زخـم    ها   از هر دسته سلول

 بــا اســتفاده از RT-PCR ســاخته شــد و  cDNAروهگــهــر دو 
   شدانجام) نوكلئوتيد  جفتcol-1 ) 21ژني ها  پرايمر
  

  استفاده مورد هاي  پرايمر
: 1  ژن كلاژن نوع   

جلوييپرايمر   5'-CGA TGG ATT CCA GTT CGA GTA-3'  

برگشتيپرايمر  5'-GTT TAC AGG AAG CAG ACA GG- 3' 

:GAPDH كنترل داخلي ژن 
جلوييپرايمر   5'-CCC CCA TGC CAT CCT GCG TCT G-3'  

پرايمربرگشتي  5'-CAT GAT GGA GTT GAA GGT AGT TT-3' 

  و روش  SPSS 2010افـزار     ها با اسـتفاده از نـرم          آناليز داده 
ANOVAيك طرفه انجام شد .  

  

  ها يافته
هـاي      نتايج حاصل از جداسازي و كشت سلول      

  بنيادي خون محيطي
 سـاعت   48تـا    24ي استخراج شده پس از حدود       ها    سلول

به كف فلاسك چسبيدند و به تدريج ظـاهري دوكـي و شـبه              
  .ستي پيدا كردندفيبروبلا
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هـاي      نتايج حاصل از جداسازي و كشت سلول      
  بنيادي مغز استخوان

ي بنيـادي  ها   مشابه با سلول هاي بنيادي مغز استخوان       سلول
ي استخراج شده از مغز استخوان پس از        ها    خون محيطي سلول  

 ساعت به كف فلاسك چسبيدند و به تـدريج          48تا   24حدود  
  .لاستي پيدا كردندظاهري دوكي و شبه فيبروب

  
  هاي رشد  نتايج حاصل از استفاده از فاكتور

ي رشد ياد شده پس از افزودن به محـيط كـشت            ها    فاكتور
  . ايجاد نكردندها  تغييري در ظاهر سلول

  
گذاري، تزريق و بررسي      نتايج حاصل از علامت   

  مهاجرت سلولي
ميــزي و قبــل از تزريــق توســط آ  پــس از رنــگهــا  ســلول

بررسـي  و   فلورسـنت بـه رنـگ قرمـز مـشاهده            ميكروسكوپ
هـاي       از بررسي مهـاجرت سـلولي سـلول        نتايج حاصل . شدند

استخراج شده از خون محيطي و مغز استخوان به محـل زخـم            
ــا هريــك از    نــشان داد مهــاجرت ســلول هــا پــس از تيمــار ب

هاي رشد به تنهايي و هر دو فـاكتور نـسبت بـه گـروه                   فاكتور
هاي بنيادي خون       اين افزايش در سلول   . دكنترل افزايش مي ياب   

دهنــده و  محيطــي تيمــار شــده بــا فــاكتور رشــد تغييــر شــكل
هاي بنيادي خون محيطي و مغز استخوان تيمار شـده بـا                سلول

داري  طـور معنـي   هر دو فاكتور رشد نسبت به گروه كنتـرل بـه    
  .)(p<0.05 بيشتر است

ادي خون هاي بني  در مقايسه ميزان مهاجرت سلول   همچنين  
هـاي بنيـادي مغـز اسـتخوان            محيطي با ميزان مهاجرت سـلول     

هاي بنيادي خون محيطي تيمـار شـده بـا              سلولنشان داده شد    
هاي بنيادي مغـز        سلولدهنده نسبت به      فاكتور رشد تغيير شكل   

استخوان با همان تيمـار، مهـاجرت بيـشتري بـه محـل زخـم               
هاي بنيادي خون       ول و سل  بوددار   داشتند كه از نظر آماري معني     

هـاي     سـلول  محيطي تيمار شده با هر دو فاكتور رشد نسبت به         
بنيادي مغز استخوان با همان تيمار مهاجرت بيشتري به محـل           

ــي   ــاري معن ــر آم ــه از نظ ــتند ك ــم داش ــود زخ ) (p<0.05 دار ب
 .)2و1هاي شكل(

  
هـا بـه محـل           نتايج حاصل ازشمارش و بررسي مهـاجرت سـلول         .1شكل  
در   p<0.05:‡ .نتـرل  كدر مقايسه هر گروه با گـروه p<0.05  :* .زخم

  .هاي استخراج شده از مغز استخوان با تيمار يكسان  مقايسه با گروه سلول

 نــشان داد كــه اســتفاده از   RT-PCRنتــايج حاصــل از  
 به تنهايي يا با هم، اثر مثبتي        FGF-b و   TGF-βهاي رشد       فاكتور

ــادي   در ســلول 1در افــزايش رونويــسي ژن كــلاژن  هــاي بني
البتـه اثـر    . استخراج شده از خون محيطي و مغز استخوان دارد        

 1همراهي ايـن دو فـاكتور در افـزايش رونويـسي ژن كـلاژن               
  ).3شكل(مشهودتر است 

  

  
 را بـه    مهـاجر ي بنيـادي    هـا     تصوير برشي از محل زخم كه سلول      . 2شكل  

   .دهد رنگ قرمز فلورسنت نشان مي
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  بـه روش  1بررسـي رونويـسي ژن كـلاژن نـوع          حاصـل از    نتايج   .3شكل  

RT-PCR           هـا     كه در هر گروه و دو هفته پس از تزريق در محل زخم بانـد
  .دهد طور كيفي ميزان بيان ژن راپس از الكتروفورز نشان مي به

  

  بحث
 ي بنيـادي  هـا      سـلول   دهنـده توانـايي    مطالعات قبلي نـشان   

ت مهـاجر ن در   حاصل از خون محيطي و همچنين مغز استخوا       
  فراينــد تــرميم زخــم اســت بــه محــل زخــم و مــشاركت در

هـاي      در مطالعه حاضر نيـز مهـاجرت سـلول        ]. 24و23،  7-2[
بنيادي خون محيطي و مغز استخوان پس از تزريق وريدي بـه            
محل زخم نشان داده شده اسـت و در تأييـد مطالعـات قبلـي               

هاي   تهمكارانش نشان دادند فيبروبلاس  و(Quan)كوان . است
خون محيطي كه در فرايند ترميم زخم مـؤثر اسـت توانـايي و              

 چنـسي . ]7[داردنقش توليد كلاژن را در محل زخم به عهـده           
)(Chesney          هـاي       و همكارانش نيـز نـشان دادنـد فيبروبلاسـت

ــوع    ــد تنظــيم شــده كــلاژن ن  و 1خــون محيطــي نقــش تولي
 ـ            سيتوكين در . ]5[ دهاي التهابي را در ترميم زخم به عهده دارن

هـاي بنيـادي تزريـق          مطالعه حاضر نيز علاوه بر حضور سلول      
هـا       توسط اين سلول   1كلاژن نوع     بيان ژن  ،شده در محل زخم   

  .شود در محل زخم تائيد مي

از طرفي مطالعات انجام شـده روي عوامـل رشـد نـشان             
دهنـده بتـا و فـاكتور رشـد      اند فاكتور رشد تغييـر شـكل       داده

 در 1 مهمي در افزايش رونويسي ژن كلاژنفيبروبلاستي نقش
طـور    بـه ].19- 22[ دارندها و فرايند ترميم زخم    فيبروبلاست

ــا   و همكــاران نقــش مثبــت برخــي (Di vita)مثــال دي ويت
هاي رشد را در فرايند ترميم زخم تأكيد            ها و فاكتور      سيتوكين
در واقــع نقــش مثبــت ايــن عوامــل از طريــق ]. 19[كردنــد 

تحقيق حاضر اين   ]. 20[ د كلاژن نوع يك است    تحريك تولي 
نتايج تحقيق حاضر اثر افزايشي دو      . كند  مطالعات را تأييد مي   

هـاي      فاكتوررشد را در رونويسي ژن كـلاژن يـك در سـلول           
بنيادي خون محيطي و مغز استخوان در محـيط كـشت و در             

اگر چه تاكنون مطالعات مشابهي در      .دهد  محل زخم نشان مي   
هاي بنيادي در ترميم زخم انجـام شـده             مثبت سلول زمينه اثر   

هاي بنيادي   اي كه همزمان اثر سلول اما مطالعه] 24و23[است 
هاي     استخراج شده از خون محيطي و مغز استخوان و فاكتور         

. رشد را در تـرميم زخـم بررسـي كنـد انجـام نـشده اسـت                
هـاي بنيـادي        گيري نهايي اين مطالعه نقش مثبت سلول        نتيجه

هاي رشد در تـرميم زخـم           اد شده را پس از تيمار با فاكتور       ي
نظر به اينكـه مطالعـه حاضـر در         . دهد  بيش از پيش نشان مي    

تركيب نتايج حاصل از مطالعات مختلف شكل گرفته اسـت،          
توانـد راهگـشاي مطالعـات بيـشتري باشـد كـه              بنابراين مـي  

هــاي مختلــف مــؤثر در تــرميم زخــم و   همزمــان از فــاكتور
  .گيرند هاي بنيادي بهره مي  سلول
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