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 چکیده

سلولی، سلول میزان مرگ بررسی به منظور پوست می باشد.  فیبروبلاست های سلول در فلوسایتومتری روش نکروزبه –بررسی سنجش چرخه سلولی آپوپتوزپژوهش حاضر هدف از 

توسط کیت (PI)و پروپیدیوم یدید V-Annexin های تیمار شده با نانودارو و قیاس آن با جمعیت سلولی گروه کنترل )منفی( شاهد، رنگ آمیزی سلول ها با دو رنگ

(Biolegend ) سمایی انتقال می یابد. به منظور تعیین اثرات لای پصورت گرفت. در طی فرآیند آپوپتوز، فسفاتیدیل سرین سطح داخلی غشا سیتوپالسمی، به خارج سطح غشا

نتایج به وضوح می شود. در هر بار تکرار محاسبه flowjo نانودارو در جهت القا آپوپتوز و یا نکروز، درصد سلول های مستقر در هر ناحیه توسط نرم افزار دستگاه فلوسایتومتری

-)آپوپتوز اولیه .بررسی مقایسه ای مرگ سلولیهای تیمار شده با نانودارو نسبت به گروه کنترل افزایش داشته است نشان می دهند که درصد سلول های آپوپتوز شده در سلول

 24 واع مرگ سلولی است.درنکروز(در گروه تیمار و کنترل. میزان و نوع مرگ سلولی در گروه تیمار و کنترل نشان داده که نشان دهنده،عدم اختلاف سطح معناداربین ان-ثانویه

ساعت 48نکروز( در گروه تیمار و کنترل نشان داده که عدم اختلاف سطح معناداربین انواع مرگ سلولی است.در -ثانویه-)آپوپتوز اولیه ساعت است.بررسی مقایسه ای مرگ سلولی

 . است

 .فلوسایتومتری نکروز، –چرخه سلولی آپوپتوز ،فیبروبلاست پوست کلمات کلیدی:
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Abstract 

The aim of the present study is to study the measurement of the apoptosis-necrosis cell cycle by flow cytometry in skin fibroblast cells. In 
order to investigate the rate of cell death, cells treated with nanodrug and compare it with the cell population of the control (negative) group, 
the cells were stained with two dyes: V-Annexin and propidium iodide (PI) by the Biolegend kit. During the apoptosis process, 
phosphatidylserine on the inner surface of the cytoplasmic membrane is transferred to the outer surface of the plasma membrane. In order 
to determine the effects of nanomedicines in inducing apoptosis or necrosis, the percentage of cells located in each area is calculated by the 
flowjo flow cytometry software at each repetition. The results clearly show that the percentage of apoptotic cells in cells treated with 
nanomedicines has increased compared to the control group. Comparative study of cell death (primary-secondary apoptosis-necrosis) in the 
treatment and control groups. The rate and type of cell death in the treatment and control groups showed that there is no significant 
difference between the types of cell death. At 24 hours. Comparative study of cell death (primary-secondary apoptosis-necrosis) in the 

treatment and control groups showed that there is no significant difference between the types of cell death. At 48 hours. 

Keywords: Skin fibroblasts, cell cycle apoptosis-necrosis, flow cytometry. 
 

 

 

 مقدمه
توسط ساختار شبکه ای آنجا که فیبرو بلاست ها در بافت سالم  از

گیرند، در هنگام جراحت  ماتریس خارج سلولی تحت محافظت تنش قرار می

این حفاظت تنش از دست میرود که ممکن است در فراخوانی و تمایز فیبرو 

ساختار و عملکرد فیبوبلاست ها  بلاست ها به میو فیبرو بلاست ها مؤثر باشد.

مترشحه از ماکروفاژها  TGF (TGF-β1، TGF-β2، TGF-β3)در حضور فاکتور 

  TGF-β2و TGF-β1گیرند. در ابتدا  تغییر یافته و تحت تمایز فنو تیپ قرار می

فیبرو بلاست ها را از طریق گیرنده های اینتگرینی شان تحریک به اتصال به 
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mailto:melika.dehghany7172@gmail.com
mailto:Email:%20melika.dehghany@gmail.com


 53-47، ص ص 3، دوره 1404، آینده یو علوم پزشک یهعلوم پاعلمی مطالعات پژوهشی در  مجله                                                             جیسن یدهقان

 

48 

این اتصال سبب  وسپسدپروتئین های فیبری ماتریس خارج سلولی میکنن

وع به ترشح فیلامنت های اکتین در فیبروبلاست ها شر شود که می

 نامیده می کنند. این فنوتایپ به نام پروتو میوفیبروبلاست سیتوپلاسم می

اما مقدار قابل   (Hyper-Proliferative)شوند و در حالت فوق تکثیری هستند

کنند که نهایتاً تحت تأثیر عوامل  را ترشح نمی ECMتوجهی از پروتئین های 

یابند.یک از  لایه صلب به میوفیبرو بلاست ها تمایز مییاد شده و یک زیر 

عملکردهای کلیدی فیبرو بلاست ها و میو فیبرو بلاست ها فراهم کردن 

 .باشد نیروهای انقباضی برای جمع کردن لبه های زخم به سمت یکدیگر می

در فرایند ترمیم زخم به منظور مهاجرت های سلولی و بازآرایی های 

ا با سنتز و ترشح فاکتورهای رشد و سایتوکاین ها، بافتی لازم است ت

ماتریکس خارج سلولی نیز ترمیم شده و وارد عمل شوند. در همین ارتباط 

فیبروبلاست ها در پاسخ به فاکتورهای رشد اقدام به ترشح و سنتز هر چه 

 ,Babula) بیش تر ماتریکس خارج سلولی به ویژه فیبرهای کلاژن می کنند

در فرایند روند ترمیم زخم مجموعه ای از  (.QiushengWang, 2021؛ 2012

فاکتور های رشد در محل آسیب بافتی افزایش تولید و ترشح یافته که از آن 

  (FGF-R)و رسپتور آن (FGF) جمله می توان به فاکتور رشد فیبروبلاستی

با استفاده از  FGF عضو خانواده 22اشاره نمود. بررسی ها نشان داده که 

ه های پروتئین کینازی موجب القای روند میتوز در سلول هدف خود واسط

از پلاکت و ماکروفاژ ترشح شده و موجب فعال  FGF1 برای مثال .می شوند

سازی لوکوسیت ها و نیز تحریک اپی تلیزاسیون و پیشبرد روند آنژیوژنز و 

نیز از فیبروبلاست  FGF7 .سنتز رشته های کلاژن در موضع زخم شده است

ا ترشح و موجب تحریک و بازسازی اپی تلیوم در طی روند ترمیم خواهد ه

در محل زخم پلاکت ها باعث افزایش بیان فاکتور  (.Zhang et al., 2006) شد

گردیده که این فاکتورها به نوبه خود   EGF و PDGF های رشد مختلف از جمله

ا می شوند. در فیبروبلاست ه FGF7 موجب تحریک میتوزی و افزایش بیان ژن

-FGF-R1) رده 4از نوع تیروزین کینازی بوده و دارای    FGFرسپتورهای

بیش تر در غشای سلول های اپی  R3 هستند. برای مثال رسپتور نوع(4

 FGF1&2 تلیومی و کراتیـنوسایـت ها مستقر بوده و کشش زیادی نسبت به

ین رسپتورها ا .Hajhashemi et al., 2012 ؛Ferguson et al., 2021)  دارد

 و   PKB ،PLC موجب فعال سازی چندین مسیر سیگنال رسانی نظیر

MAPK   در درون سلول هدف می شوند. بررسی ها نشان داده که فعال شدن

موجب پیشبرد روند آنژیوژنز و تکثیر سیستم اندوتلیوم می  MAPK مسیر

 گردد

با هدف بررسی اثر نانوذره مس  ی را ژوهشپ( 1397و همکارن )  علیزاده

در این مطالعه تجربی  .دادندبر زندمانی و مهاجرت سلول کراتینوسیت انجام 

انجام شد، نانوذره  139۶که در پژوهشگاه رویان )شهر تهران( در مهر و آبان 

را بر ( nm 8۰و  4۰های )و اندازه( µmol 1۰۰، 1۰، 1های )مس با غلظت

روز تا یک  1۰گاه نوزادان )که از ناحیه ختنه های کراتینوسیتروی سلول

و  48، 24ها در بازه زمانی آوری شد( اثر داده، سپس زندمانی سلولماهه جمع

  Scratchو مهاجرت سلولی با تست   MTSساعت با استفاده از تست  72

، 1۰، 1های با غلظت nm 8۰و  4۰های نانوذره مس در اندازه .بررسی شد

µmol 1۰۰ ساعت غیرتوکسیک بوده و سبب افزایش مهاجرت  24 پس از

 µmol 1و غلظت  nm 8۰ساعت در اندازه  72سلولی شد. همچنین پس از 

های حاصل از این افته ی.های کراتینوسیت شدسبب افزایش تکثیر سلول

سبب  nm 8۰و اندازه  µmol 1مطالعه نشان داد، نانوذره مس در غلظت 

  .های کراتینوسیت شده استافزایش مهاجرت و تکثیر سلول

بررسی اثر آنتی باکتریال ( در مطالعه ای به 1392یوسفی و همکاران )

 نانوذرات مس بر سوش های باکتریایی شایع در عفونت های بیمارستانی

نانوذرات مس با موفقیت با روش قوس الکتریکی سنتز شدند. در  پرداختند.

، Transmission electron microscope (TEM)  آمپر، آنالیزهای 5۰جریان 

XRD (X ray diffraction) و SEM (Scanning electron microscope)  نشان

دهنده ی شکل گیری ذرات به نسبت خالص، به شدت پراکنده و قهوه ای 

نانومتر بود. این نانوذرات سپس در  2۰رنگ نانوذرات مس با متوسط اندازه ی 

ه کار گرفته شدند. نتایج این تست نشان داد که اشرشیا تست انتشار دیسکی ب

کلی و استافیلوکوکوس مقاوم به متی سیلین نسبت به نانوذرات مس حساس 

می باشند. اثر نانوذرات مس بر اشرشیا کلی از سفالکسین بیشتر ولی از 

سیپروفلوکساسین کمتر است. اثر نانوذرات مس بر استافیلوکوکوس مقاوم به 

از وانکومایسین بیشتر ولی از لینزولید کمتر بود. دیگر سوش های  متی سیلین

باکتریایی به طور کامل به نانوذرات مس مقاوم بودند به طوریکه هاله ی مهار 

رشد در اطراف چاهک های حاوی نانوذرات مس در هیچ کدام از پلیت های 

از  توانبطور کلی نتاج نشان داد، می  .کشت این باکتری ها مشاهده نشد

نانوذرات مس در درمان و یا پیشگیری از عفونت های حاصله از اشرشیا کلی و 

  .استافیلوکوکوس مقاوم به متی سیلین استفاده کرد

Schultz (2۰11 در مطالعه ای مروری به نقش نانوذرات مس در ترمیم )

زخم های مزمن پرداختند.. نانوذراتی مانند نقره، طلا و مس از طریق مهار 

روتئین، پراکسیداسیون غشای سلولی و از بین بردن اسیدهای سنتز پ

نوکلئیک باکتری ها و ویروس ها با فرآیندهای عفونی مبارزه می کنند. در 

های مختلف ایفا ای در سلولمیان نانوذرات زیست فعال، مس نقش پیچیده

کند های عمل فاکتور رشد را تعدیل میکند، چندین سیتوکین و مکانیسممی

ساساً در تمام مراحل فرآیند بهبود زخم نقش دارد. مهمتر از آن، مس نقش و ا

کلیدی در بازسازی و رگ زایی پوست دارد و از طریق القای فاکتور رشد 

 (HIF-1α) آلفا-1و رگ زایی توسط عملکرد فاکتور  (VEGF) اندوتلیال عروقی

ا تسریع می را تقویت می کند، روند بهبود ر  -HIF ناشی از هیپوکسی که مس

اثـر بـر رگزایـی  انـد کـه مـس بـانشان داده(2۰۰2)و همکاران  Sen کند 

میکرومولار از  25 موضعی با سـبب تسـریع تـرمیم زخـم مـیشـود. درمـان

به طور چشمگیری سبب افزایش   روز 5 یون مس هرروز بـه مـدت

فت بازسازی در فرآیند ترمیم و بهبود کیفیت با شـده و تسـریعVEGFبیـان

 نشان دادهاند که مس نه تنهـاin  vivo مطالعات .خواهد شد شده را موجـب

یک عنصر رگ  به عنوان فاکتور شرکت کننده در رگزایی بوده بلکه به عنوان

یکی  . ترمیم زخم به عنـوان(Bogdanovi et al., 2014) باشد زا نیز مطرح می

گرفته است. از میان  ررسـی قـراراز چالشهـای مهـم امـروزی در دنیـا مـورد ب

زخمها وجود دارند تاکنون روشی  شیوههای درمانی متعددی که جهت بهبـود

ترمیم زخم یعنی مسئله رگزایی و حضور  پاسخگوی دو چالش اصلی

در سطح زخم نبوده است. با توجه بـه خصوصـیات  باکتریهای موجود

 خاصیت ضد میکروبی وفرد نانوذره مس یعنی القاء رگزایی،  منحصـر بـه

های  روش مقرون به صرفه بودن آن نسبت بـه سـایر فاکتورهـای معـدنی و

 قرار گرفته اسـت درمانی موجود، نانوذره مـس مـورد توجـه محققـان

Alizadeh ( در مطالعه ای اثر درمانی بالقوه 2۰19و همکاران )

و  1۰mMو  CuNPs  ،1μM ،1۰μM ،1۰۰M ،1  mM های مختلفغلظت

را در بهبود زخم بررسی کردند. نتایج  (  2۰nm ،4۰nm ،8۰nmهای )اندازه

 1نانومتری و غلظت  CuNPs 40 میکرومولار 1۰نشان داد که غلظت 

های فیبروبلاست، اندوتلیال و برای سلول نانومتر CuNPs 80 میکرومولار

 CuNPs میکرومولار 1شده سمی نبود و همچنین غلظت کراتینوسیت کشت

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0006291X19314780#!
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های اندوتلیال شد. . ارزیابی نانومتری باعث افزایش مهاجرت و تکثیر سلول 80

 CuNPs میکرومولار 1گسترده ترمیم زخم در داخل بدن نشان داد که غلظت 

های خونی جدید بالاتر، بندی و رگتشکیل بافت دانه نانومتری از طریق 80

کند. نکته مهم، تجزیه و تری تسریع میبهبود زخم را در مدت زمان کوتاه

 CuNP و (1۰μMنانومتری ) CuNP 40 تحلیل بیوشیمیایی سرم تایید کرد که

هیچ تجمعی در کبد در طول بهبود زخم نشان ندادند.  (1μMنانومتری ) 80

نانومتری  CuNPs 80 میکرومولار 1، نتایج نشان داد که غلظت به طور کلی

 .امیدوارکننده برای کاربردهای بهبود زخم بدون عوارض جانبی است NP یک

Cardona ( نیزترکیب و خاصیت ضدباکتری 2۰15و همکاران درسال )

اسانس کاکوتی را برروی چندین گونه از باکتری ها مورد بررسی  

رشد همه ارگانیسم های گرم مثبت و گرم منفی مورد قراردادند.اسانس از 

آزمایش جلوگیری کرد که بیشترین اثر را بر روی باکتری سالمونلاتیفی 

 داشت.  MIC255میکروگرم در میلی لیتر با  1موریوم 

Schlief  پوست تازه پسته ) یاثر عصاره متانول  2۰۰۶در سالPistacia 

atlanticaو  یوژنزاورئوس، استرپتوکوکوس پا یلوکوکوس( بر رشد استاف

یشگاهی مورد مطالعه قرار دادند. نتایج این آزما یطدر شرا راسرئوس  یلوسباس

نسبت به  ایوژنزاسترپتوکوک پ یبر رو یعصاره با اثرگذار یناگروه نشان داد 

؛ یندامایسین؛ کلیکاسینآم هایبیوتیکیبا آنت یسهو در مقا یگرد هاییباکتر

. با توجه به اندازه قطر هاله عدم رشد، به ردرا دا یرتأث رینیشتب یکسیمسف

 یلوسو باس وساورئ یوژن، استافیلوکوک: استرپتوکوک پایتحساس یبترت

مورد  هاییباکتر یعصاره بر رو MIC یجرا دارد. نتا یرتأث یشترینسرئوس ب

 µl/mlآن   MBC یزانو م µl/ml 1/16معادل  یلوشننظر در روش ماکرودا

 .گزارش شد 2/32

( تاثیراسانس وعصاره 2۰17و همکاران)  Zarrintajدر یک مطالعه 

کاکوتی کوهی را برفعالیت باکتریهای آغازگرماست بررسی کردند.نتایج این 

پژوهش نشان دادکه تعداد باکتری های آغازگر در همه نمونه های ماست در 

 طول نگهداری کاهش معناداری داشت. 

متوجه شدند، تشکیل اسکار یک مشکل پزشکی  (2۰2۰)و و همکارانشیل

غیرقابل حل است که پس از بهبود زخم های پوستی ظاهر می شود. 

 31تحقیقات اخیر نشان داده است که اگزوزوم های ترشح شده توسط سلول 

می تواند به بهبود زخم (Exos-ASC) های بنیادی مزانشیمی چربی انسان

،اثرات آنها بر  Exos-ASC درمانیکمک کند. برای بررسی بیشتر پتانسیل 

کاهش تشکیل اسکار، و مکانیسم های اساسی این اثرات را بررسی کردند. آنها 

اندازه اسکارها را کاهش داد و  Exos-ASC کشف کردند که تزریق داخل وریدی

در زخم های برش موش را افزایش داد. درمان  I به کالژن III نسبت کالژن

یبروبالست ها به میوفیبروبالست ها و افزایش نسبت اگزوزوم نیز از تمایز ف

در داخل بدن جلوگیری کرد.  β-1TGF به3β β-TGF(3 )تبدیل فاکتور رشد 

-ماتریکس متالوپروتئیناز Exos-ASC عالوه بر این، ما دریافتیم که

3( 3MMP )بیان فیبروبالست های پوستی با فعال کردن مسیر MAPK/ERK 

به مهارکننده  MMp 3ال ه نسبت با،را افزایش داد. منجر ب

،که برای آن بازسازی 1TIMP )1-متالوپروتئینازهای ماتریکس(بافتی 

نیز مفید است. در نتیجه، نتایج آنها نشان داد ECM).  (ماتریکس خارج سلولی

را در ترمیم  ECM ،بازسازی  IIIبا تنظیم نسبت های کالژن نوع Exos-ASC  که

و با   TIMP1:MMP3 و I  ،β1-TGF:β3-TGF نوع .زخم پوستی تقویت می کند

 تنظیم تمایز فیبروبالست برای کاهش اسکار تشکیل شد. بنابراین، استفاده از

Exos-ASC   ممکن است یک رویکرد درمانی جدید برای ترمیم زخم بدون

 .اسکار باشد

 زخم دارد. به در مراحل ترمیم متعددی نانوذرات، مس نقش ز میانا

 رگزایی و افزایش اندوتلیال سلولهای تکثیر نانوذره مس درتحریکعنوان مثال 

 مس نیزدر باکتریال آنتی خاصیت همچنین. نقش دارد تنی برون در شرایط

 ت.گزارش شده اس مقالات متعددی

میکروگرم در میلی لیتر می توانند  2۰۰علاوه بر این، نانوذرات با غلظت 

افزایش  in vivo و in vitro دل هایبه طور قابل توجهی تکثیر سلولی را در م

در فرایند  عنصــر مــس بــه عنــوان یــک کــاتیون بســیار مــوثر.دهند

فاکتورهای شرکت کننده بهبود ترمیم زخم می باشد و عملکرد بسیاری از 

درمسیر پیام رسانی تـرمیم زخـم نیـزوابسته به تعامل بـا عنصـر مـس بـوده 

 ,Xie  and Kangزخم دارد ) تکثیـر و بازسـازی ـهو نقـش مهمـی در مرحل

در واکــنشهــای  مــس شــرکتر از دیگـر کاربردهـای عنص(. 2009

هی آلی می باشد که برای تنفس ولکول انتقــال الکتــرون و اتصــال بــه

ای سنتز کلاژن و متابولیسم مواد تغذیه، نوروترانسمیترسلولی، تنظیم 

ز کــلاژن و الاســتین در بافــت پیونــدی وابســته ســنت است. ضـروری

(. Lin et al., 2014) آنزیمهای حاوی مس از جمله لیزیل اکسـیداز اسـت بــه

مس در  امروزه به آن توجه بیشتری شده اسـت نقـش چشـمگیرعنصـر آنچـه

 دارایهای کوچکتر نانومتر( می باشد، زیرا مواد در اندازه 1۰۰-1اندازه ننو )

افی برای جذب و واکنشپذیری بیشتری ک نسبت سطح بـه حجـم بـالا، سـطح

اند که پیوند  در مطالعات خود نشان داده (2۰15 و همکاران zhao )د. هسـتن

قابل  میکروفیبرهای زیستی بورات حـاوی مـس در رت بـه صـورت زیرجلدی

مقایسه با  توجهی سبب رشد مویرگها و عروق خونی کوچـک در

و  Sen) ای دیگرر مطالعه. دمیکروفیبرهای سیلیکات و گروه کنترل شده است

اثـر بـر رگزایـی سـبب تسـریع  انـد کـه مـس بـانشان داده(2۰۰2همکاران 

میکرومولار از یون مس هرروز  25 موضعی با تـرمیم زخـم مـیشـود. درمـان

ـده و شVEGFبه طور چشمگیری سبب افزایش بیـان  روز 5 بـه مـدت

 در فرآیند ترمیم و بهبود کیفیت بافت بازسازی شده را موجـب تسـریع

به عنوان فاکتور  نشان دادهاند که مس نه تنهـاin vivoمطالعات .خواهد شد

یک عنصر رگ زا نیز مطرح  شرکت کننده در رگزایی بوده بلکه به عنوان

از چالشهـای  یکی . ترمیم زخم به عنـوان(Bogdanovi et al., 2014) میباشد

گرفته است. از میان شیوههای  مهـم امـروزی در دنیـا مـورد بررسـی قـرار

زخمها وجود دارند تاکنون روشی پاسخگوی  درمانی متعددی که جهت بهبـود

 ترمیم زخم یعنی مسئله رگزایی و حضور باکتریهای موجود دو چالش اصلی

فرد نانوذره  صـر بـهدر سطح زخم نبوده است. با توجه بـه خصوصـیات منح

مقرون به صرفه بودن آن  مس یعنی القاء رگزایی، خاصیت ضد میکروبی و

روشهای درمانی موجود، نانوذره مـس  نسبت بـه سـایر فاکتورهـای معـدنی و

 ,.Mroczek-Sosnowska et al) قرار گرفته اسـت مـورد توجـه محققـان

2015). 

 در که است، عفونت زخم، میمتر برای پیشگیری قابل چالش ترینرایج

 زخم عفونت از جلوگیری برای موضعی صورت به میکروبی ضد داروهای از آن

 زخم مدیریت برای کلاسیک روش موضعی های درمان. است شده استفاده

 یا/و باکتری ضد عوامل ها، کننده عفونی ضد از تکنیک این در. هستند

 برای حال، این با. شود می استفاده عفونت از جلوگیری برای کلوئیدی

 جدید هایاستراتژی دنبال به دانشمندان عفونت، هایچالش با رویارویی

 جدیدی فصل نانومواد، کاربرد طریق از نانوتکنولوژی. هستند زخم از مراقبت

 همچنین و بهبودی تسریع برای را هایی حل راه و گشوده زخم درمان در را

است  کرده ارائه کش باکتری عوامل عنوان به متمایز خواص ارائه

(Kalashnikova et al., 2015.) به فعال زیست نانوذرات نانومواد، میان در 
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 کلینیک برای بالا ایمنی و پایداری بالا، حجم به سطح نسبت کم، هزینه دلیل

 برای را روش نوع چندین اخیراً دانشمندان واقع، در. اندشده گرفته نظر در

 ,.Barroso et al) اندکرده بررسی معدنی هایNP سنتز یا آلی هایNP تولید

 مشخصات و باکتریایی ضد خواص دلیل به. (Wang et al., 2018؛ 2020

 آلیایده کاندیدای روی و طلا نقره، مس، مانند فلزی نانوذرات کم، سمیت

 های NP میان در. (Negut et al., 2018) هستند زخم پانسمان در ادغام برای

 کند، می ایفا مختلف های سلول در ای پیچیده نقش (Cu) مس فعال، زیست

 و کند می تعدیل را رشد فاکتور عمل های مکانیسم و سیتوکین چندین

 ضد خواص دلیل به .دارد نقش زخم بهبود فرآیند مراحل تمام در اساساً 

 روی و طلا نقره، مس، مانند فلزی نانوذرات کم، سمیت مشخصات و باکتریایی

. (Negut et al., 2018هستند ) زخم پانسمان در ادغام برای آلیایده کاندیدای

 های سلول در ای پیچیده نقش (Cuمس) فعال، زیست های NP میان در

 را رشد فاکتور عمل های مکانیسم و سیتوکین چندین کند، می ایفا مختلف

با توجه .دارد نقش زخم بهبود فرآیند مراحل تمام در اساساً و کند می تعدیل

بررسی سنجش چرخه سلولی به مطالب ذکر شده هدف از پژوهش حاضر 

پوست می  فیبروبلاست های سلول در فلوسایتومتری روش نکروزبه –آپوپتوز

 باشد.

 

 مواد و روش ها

میزان مرگ سلولی، سلول های تیمار شده با نانودارو و بررسی به منظور 

شاهد، رنگ آمیزی سلول ها  قیاس آن با جمعیت سلولی گروه کنترل )منفی(

 ( Biolegend)توسط کیت (PI)و پروپیدیوم یدید V-Annexin با دو رنگ

صورت گرفت. در طی فرآیند آپوپتوز، فسفاتیدیل سرین سطح داخلی غشا 

 Annexin سمایی انتقال می یابد. رنگلاسیتوپالسمی، به خارج سطح غشای پ

سمی متصل لاسیتوپ به فسفاتیدیل سرین موجود در سطح خارجی غشای

هم به توالی  PI شده و توسط دستگاه فلوسایتومتری قرائت می شود. رنگ

DNA   قطعه قطعه شده موجود در هسته سلول های مرده و سلول های نکروز

شده، متصل و طول موج آن توسط دستگاه فلوسایتومتری خوانده می شود. 

یه و تحلیل نرم افزار تجز .رنگ نمی شوند PI در این روش سلول های زنده با

 Q4 تا Q1 دستگاه فلوسایتومتری به صورت منحنی دو بعدی به چهار ناحیه

 نمایانگر سلول های نکروزی با ویژگی Q1 صورت می گیرد به نحوی که ناحیه

V_ Annexin –و PI ،+ناحیه Q2  نمایانگر سلول های آپوپتوز شده دیررس یا

نمایانگر سلول های آپوپتوز  Q3 ناحیه- PI و+ V_Annexinنکروزی با ویژگی

نمایانگر  Q4 و ناحیه ی– PI و+ V_Annexin شده جوان یا زودرس با ویژگی

می باشد. به منظور تعیین – PI و- V_Annexin سلول های سالم با ویژگی

اثرات نانودارو در جهت القا آپوپتوز و یا نکروز، درصد سلول های مستقر در هر 

 در هر بار تکرار محاسبه flowjo ار دستگاه فلوسایتومتریناحیه توسط نرم افز

 می شود.

Real Time PCR 3-10 و بررسی بیان کلاژن 

ازسلول ابتدا آن هادریک لوله فالکن  RNAبه منظورجداسازی

میکرولیترازواکنشگر ترایزول 5۰سانتریفیوژشدند؛سپس به پالت حاصله میزان 

.سلول های لیزشده به فالکن انتقال اضافه گردید وبعد انکوباسیون انجام شد

یافتند؛سپس کلروفرم به مخلوط اضافه وهمگن سازی انجام شد.در 

فاز میانی RNAسانتریفیوژانجام شد. درفاز بالایی  1۰به مدت  12۰۰۰rpmدور

و پروتئین حضوردارد.به منظورجلوگیری DNAو پایینی 

به اندازه حجم مایع  فازبالایی به میکروتیوب دیگر منقل و%9۰ازپروتئین،حدود

دقیقه سانتریفیوژانجام  1۰به مدت  0rpm12۰۰ایزوپروپانول افزوده ودر دور

سنتزشده در RNAرقیق شد .نمونه DEPCشد.فاز رویی تخلیه شد؛رسوب با

با روش تعیین RNAدرجه برای مراحل بعدنگهداری شد.مقدار-8۰فریزر

-2۶۰طول موج و میزان جذب درNano dropتوسط دستگاهODدانسیته نوری

نانومتراندازه گیری شد.محلول نهایی تخلیص شده باید دارای جذب 28۰

 باشد نسبت های کمتر بیانگرآلودگی با پروتئین است.1.8

Real Time PCR3-10-5: 

مرحله صورت می گیرد که شامل دناتوراسیون، جفت  3در  DNA تکثیر

است. هر یک ( Elongation) و طویل شدنPrimer (annealing )شدن پرایمر

 DNA از مراحل در شرایط دمایی خاص خود رخ داده و در نهایت به سنتز

در  DNA مرحله اول دناتوراسیون: در این مرحله دو رشته .منجر می شود

مرحله  .ثانیه ازهم واسرشت می گردد 5درجه سانتی گراد به مدت  95دمای 

 این مرحله برای اتصال پرایمر بهبه طور معمول دما را در : Annealing دوم

DNA تک رشته کاهش می دهند. دمای Annelin  درجه  ۶۰ما در این مرحله

در این : Extention مرحله سوم افزایش .سانتی گراد به مدت یک دقیقه بود

 (1)جدول.دوباره افزایش دما داریم DNA pol مرحله برای اتصال آنزیم

 
میکرولیتر با افزودن  12جم نهایی : مخلوط واکنش های زیر به ح1جدول

 مواد به ازای هر نمونه

 حجم مواد تشکیل دهنده

Sybir Grean ۶ میکرولیتر 

 میکرولیتر 1 پرایمر

cDNA 2 نانوگرم 

 میکرولیتر 3 آب دیونیزه

 

تایی 8به درون هریک از چاهک های  12مخلوط واکنشی به حجم نهایی 

مخصوص پوشانده شد.سپس  استریپ ریخته شد ودرب آن ها بادرپوش

استریپ ها در دستگاه قرار گرفت و برنامه داده ایی و زمانی مطابق جدول 

 (.2اجرا گردید)جدول

 
 (COL1A1 و (MMP3برای ژن های Real Time PCR: شرایط دمایی 2جدول

 مراحل تکثیر مدت زمان دما

95˚ 5S دناتوراسیون 
60˚ 60S Annealing 
95˚ 120S Elongation 

 

 یافته ها

روش  بهروزنک –آپوپتوز بررسی سنجش چرخه سلولی  

 فلوسایتومتری

تیمار شده با  HFF آنالیز نتایج میزان آپوپتوز/ نکروز سلول های.1

 ساعت 48و24در  نانودارو

،تحلیل راندمان و مرگ سلولی  aنمودارهای(1شکل)در هیستوگرام  

دستگاه فلوسایتومتری می  Flowjo سلول های مورد بررسی توسط نرم افزار

سمت چپ بالامربع  (Q1)،نقاط رنگی موجود در ناحیه a باشد. در نمودارهای

 سمت راست بالا(Q2 )نشان دهنده سلول های نکروز شده است. ناحیه ی

یا تاخیری است و  Apoptosis Late نقاط رنگی موجود نشان دهنده آپوپتوز

 هنده آپوپتوز زودرس یامربع پایین سمت راست نشان د((Q3 در ناحیه

apoptosis Early  است. بدین معنا که، سلول زنده است و هنوز غشاء سلولی

نشان دهنده سلول  (Q4 ) گسسته نشده است. نقاط رنگی موجود در ناحیه ی
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تحت تاثیر  HFF های زنده است. درصد سلول های آپوپتوز و نکروز شده

بدون تیمار )و سلول های گروه کنترل (  1شکل)نانو دارو در  IC50 1۰غلظت 

در نمودارنشان داده شده است. نتایج به وضوح نشان می دهند که  (دارویی

درصد سلول های آپوپتوز شده در سلول های تیمار شده با نانودارو نسبت به 

 .گروه کنترل افزایش داشته است

 
 Annexin-V نتایج آزمون فلوسایتومتری آپوپتوز :1شکل

 

معرف  Q1ساعت.ناحیه  24در  HFFهیستوگرامی گروه تیمار  (2شکل)

آپوپتوز Q311.8%آپوپتوز تاخیری،ناحیهQ2 13.7% نکروز،ناحیه%19.1میزان 

 هیستوگرامی گروه (3شکل)سلول های زنده می باشد. Q455.4%اولیه وناحیه

نکروز، %۰.۶38معرف میزانQ1 ساعت.ناحیه 24در HFFکنترل 

آپوپتوزاولیه، Q31.48%آپوپتوزتاخیری، ناحیهQ2۰.52۶% ناحیه

 سلول های زنده می باشد. Q497.4%وناحیه

 
نکروز(در گروه -ثانویه-)آپوپتوز اولیه :مقایسه ای مرگ سلولی2شکل

تیمار و کنترل.دراین نمودار میزان و نوع مرگ سلولی در گروه تیمار و کنترل 

،عدم اختلاف سطح نشان داده شده است.وجود حروف مشابه نشان دهنده

 ساعت 24معناداربین انواع مرگ سلولی است.در 

 
معرف  Q1 ناحیه .ساعت48هیستوگرامی گروه تیمار در:3شکل

آپوپتوزتاخیری،ناحیه  Q20.914% نکروز، ناحیه %16.0میزان

Q31.37%آپوپتوزاولیه، وناحیهQ481.7% .سلول های زنده می باشد 
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معرف  Q1 ناحیه .ساعت 48در HFFکنترل  هیستوگرامی گروه:4شکل

 Q30.211%آپوپتوزتاخیری،ناحیه  Q20.864% نکروز، ناحیه %25.6میزان

 سلول های زنده می باشد. Q473.4%آپوپتوزاولیه، وناحیه

 

 
نکروز(در گروه -ثانویه-)آپوپتوز اولیه مقایسه ای مرگ سلولی :5شکل

گروه تیمار و کنترل تیمار و کنترل.دراین نمودار میزان و نوع مرگ سلولی در 

نشان داده شده است.وجود حروف مشابه نشان دهنده،عدم اختلاف سطح 

 ساعت48معناداربین انواع مرگ سلولی است.در 

 

 نتیجه گیری

 نکروزبه –آپوپتوز سلولی چرخه سنجش هدف از پژوهش حاضر بررسی

و  Armulikپوست می باشد.  فیبروبلاست های سلول در فلوسایتومتری روش

( تاثیر نانوذرات نقره بر زنده مانی سلول های نرمال 2۰11همکاران)

باغلظت های MHFB-1 (بررسی کردند.تیماررده  سلولی نرمالMHFB-1پوست)

میکروگرم برمیلی لیتر(نانوذرات 1.55،3.125،۶.25،12.5،25،5۰،1۰۰مختلف 

ساعت انجام شد.در 24،48،72طی مدت زمان MTTنقره با استفاده از تست 

میکروگرم بر میلی لیترکاهش معنی دار زنده مانی 25،5۰،1۰۰ظت های غل

سلول های تیمارشده درمقایسه با گروه کنترل نشان داده شد.نانوذرات نفره 

میکروگرم بر میلی لیتر بیش ترین تاثیر رابردرصدبقا سلول ها  1۰۰درغلظت

کم ( p<0.001داشته ونسبت به گروه کنترل نتایج معناداری مشاهده شد)

ترین میزان کشندگی معنادارسلول های تیمار شده بانانوذرات نقره در غلطت 

میکروگرم بر میلی لیتر نشان داده شد.نتایج حاصل از این مطالعه نشان  25

می دهد نانوذرات نقره به صورت وابسته به غلظت،درصد زنده مانی را درسلول 

 کاهش می دهند.MHFB-1 های نرمال  پوست

Buzea (بررسی اثر سیتوتوکسیک عصاره هیدروالکلی 2۰۰7ران)و همکا

(برسلول های سرطانی پستان رده سلولی Artemisiasi ebriگیاه درمنه)

SKBR3 مورد مطالعه قرار دادند.دراین پژوهش عصاره هیدروالکلی گیاه درمنه

با غلظت های مختلف SKBR3استخراج شد و سلول های 

ساعت  24،48ی لیتر(به مدت میکروگرم بر میل1،1۰،1۰۰،1۰۰۰عصاره)

و فلوسایتومتری،به ترتیب اثر ضدسرطانی MTTتیمارشدند.سپس توسط روش 

و تاثیر عصاره بر چرخه سلولی مورد سنجش قرار گرفت.براساس داده های به 

بیش ترین سمیت عصاره برای سلول ها تعیین MTTدست آمده ازتست 

ساعت به ترتیب برابر  24،48مربوط به عصاره هیدروالکلی درIC50شد.میزان

میکروگرم بر میلی لیتر اندازه گیری شد.از طرف دیگر ،نتایج  5۰و 15۰با 

حاصل از دستگاه فلوسایتومتری نشان داد این عصاره قابلیت توقف چرخه 

 ساعت را نیز دارد. 24،48سلولی در گروه های تیمار

Mihai ( در مطالعه ای به بررسی کلاژن پرداخ2۰19و همکاران ).تند 

در بافت ها می باشد و از دو زنجیره کلاژن فراوان ترین شکل  1ژن نوع کلا

که در یک ساختار مارپیچ سه گانه  1نوع  α-2 و یک زنجیره 1نوع  α-1 یکسان

نوع  α-2 انسانیکلاژن سازمان یافته است. مطالعات قبلی نشان داده است که 

( ( 1A 2COL1  بلاست در فیبروالاستین لید را در التیام زخم و توکلاژن سنتز

ن کلاژکند. با این حال، اثرات بیولوژیکی  های پوستی انسان تقویت می

بر روی خواص مختلف پوست مورد بررسی قرار ( 1A 1COL )1نوع  α-1 انسانی

 1نوع  ز کلاژندر سنت 1A 1COLگرفته است. شناسایی کارایی دامنه های 

با سنتز و تکثیر سلول های  1نوع ژن کلامطالعات قبلی نشان داده اند که 

برای حفظ استحکام و خاصیت ارتجاعی پوست مورد نیاز لاست فیبروب

است .گزارش های پیشین حاکی از آن است که پروتئین های مشتق شده از 

1A 2COL  و تکثیر سلول های  الاستین،تولید 1باعث تقویت سنتز نوع

در مجموع با توجه به ژن می شود.لاهای معمولی ک HDF درلاست فیبروب

 COL1A1 ژن PCR time real مستخرجه و داده های حاصله تست قالاتم

 با توجه به عملکردهای بیولوژیکی گسترده .باعث افزایش بیان می شود

MMP3  و دخالت آن در انواع بیماری ها این مولکول می تواند به عنوان

قان همچنین شاخص و هدف درمانی بیماری ها استفاده گردد. این محق

 .را بیان می کند MMP3 دریافتند که اکثر سلول های بنیادی به طور مداوم

MMP3  دارای سوبستراهای زیادی است، همچنین در بروز و توسعه بیماری

 .یک عامل التهابی شایع می باشد MMP3 .های مختلف نقش دارند
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