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 چکیده  
زمینه مطالعه: فیبروبلاست ها یکی از سلول های مهم در التیام زخم ها هستند. این سلول ها  بستر مناسب را جهت مهاجرت کراتینوسیت ها و 
انقباض زخم ایجاد می کنند. التیام زخم در ناحیه پایین اندام حرکتی اسب با تأخیر می باشد که یکی از دلایل آنرا رشد و تکثیر زیاد فیبروبلاست ها 
می دانند که منجر به ایجاد بافت جوانه ای اضافی در زخم های این ناحیه می شــوند. هدف: این مطالعه به منظور مقایســه منحنی رشــد و تکثیر 
فیبروبلاســت های جدا شــده از پوســت نواحی اندام حرکتی و گردن اســب صورت پذیرفت. روش کار: تعداد 5 رأس اسب با یافته های طبیعی 
آزمایشگاهی و بالینی انتخاب شدند. دو نمونه تمام ضخامت پوست به روش استریل از ناحیه جانبی گردن و دیگری از قسمت جانبی اندام حرکتی 
)ناحیه متاکارپ( در هر اسب برداشت شد، سپس نمونه ها با PBS شسته شده و با قیچی ریز شده و در داخل فلاسک 25 کشت سلولی برده شدند. 
بعد از چسبیدن نمونه ها به فلاسک،cc 5 محیط کشت اضافه شد. بعد خروج تعداد کافی سلول ها از بافت های چسبیده به کف فلاسک سلول ها 
پاساژ داده شدند و بعد از رشد وتکثیر کافی سلول ها مجددا پاساژ داده شده و به میزان 10هزار سلول در هر  گوده یک پلیت 24 تایی برده شدند. 
بعد از 48 ساعت تا 8 روز، روزانه سه گوده تریپسینه شده و  تعداد سلول های هر گوده شمارش و درصد قابلیت زیستی سلول ها تعیین شد و به این 
صورت تعداد سلول های زنده به دست آمد. نتایج: منحنی رشد  فیبروبلاست های جدا شده از نواحی اندام حرکتی و گردن کشیده شده و مقایسه 
آماری بین سلول ها صورت پذیرفت که تفاوت معنی داری در تعداد سلول های زنده مشاهده نگردید، ولی تفاوت در قابلیت زیستی این سلول ها 
معنی دار است. میانگین زمان دوبرابر شدن جمعیت سلولی در ناحیه گردن 31/73 ساعت و در ناحیه اندام حرکتی 26/4 ساعت است که البته از نظر 
آماری این تفاوت معنی دار نبوده است. نتیجه گیری نهایی: به نظر می رسد با توجه به تفاوت در درصد قابلیت زیستی، مرگ برنامه ریزی شده در 

فیبروبلاست های ناحیه گردن منظم تر از ناحیه اندام حرکتی است.

واژه های کلیدی: اندام حرکتی، تک سمی، فیبروبلاست

مقدمه
اسب ها غالباً از زخم های ضربه ای آسیب می بینند. التیام این زخم ها اغلب در 

مقایسه با سایر گونه ها با تأخیر و پیچیده است و تعداد زیادی از آنها به علت 

لنگش و ادِم اندام ها و اســکارهای وسیع قادر به ادامه فعالیت های ورزشی 

خود نیستند و حذف می شوند)4(. التیام ثانویه زمانبر و همراه پیچیدگی هایی 

 Exuberant( مثــل عفونــت زخم و تشــکیل بافــت جوانــه ا ی اضافــی

 Hypertophic( و اسکار هایپرتروفیک )granulation tissue, EGT

Scar( اســت. این مشکلات خصوصاً زخم های اندام حرکتی را تحت تأثیر 

قرار می دهند، در حالی که زخم های وسیع بدن نسبتاً خوب درمان می شوند 

)11( به طوری که طبقه بندی براساس محل زخم نیز در اسب مطرح است 

)3(. برخی از مشکلات حاضر در زخم های نواحی پایینی اندام های حرکتی 

اســب می تواند به علت خصوصیات آناتومیکــی و فیزیولوژیکی این ناحیه 

باشد. این موارد شامل کمی خون رسانی، حضور برجستگی های استخوانی، 

عدم حضور عضلات عمقی حمایت کننده، مفاصلی با حرکات زیاد و میزان 

بالای آلودگی )که نسبت به سایر نقاط بدن بیشتر است(، می باشد )14(.

بافت جوانه ای در زخم های بدن اسب آهسته تر تشکیل می شود، ولی 

زمان کوتاه تری موردنیاز اســت که ســطح آن منظم، صورتی و سالم شود 

)23(. این موضوع از نظر میکروســکوپی نیز مطابقت دارد و شــکاف هایی 

کــه حاوی ذخیــره   فیبرین و بافت هــای مرده هســتند، در زخم های بدن 

زودتر ناپدید می شــوند )23( و پاسخ ایمنی قوی تر وجود دارد. علاوه بر این 

تکثیر ســلول های فیبروبلاست زودتر در زخم های بدن متوقف می شود که 

 Transforming growth(رTGF-β احتمالًا در پاسخ به کاهش مقادیر

ECM ( می باشــد )20(. همچنین نحوه  قرار گرفتن سلول ها وfactor-β
ر)Extracellular matrix( در زخم هــای بــدن زودتر منظم می شــوند. 

برعکــس در زخم های اندام حرکتی مقادیــر TGF به صورت دایمی وجود 

داشــته و تشــکیل بافت جوانه ای را تشــویق می کند؛ زیــرا TGF نه تنها 

التهــاب و انقباض را تحریــک می کند، بلکه مدیاتوری بــرای مهاجرت و 

تکثیــر فیبروبلاســت ها و ســلول های اندوتلیال اســت )20(. اگرچه نقض 

آشــکار این مورد در تکثیر سریع تر فیبروبلاست های کفل اسب نسبت به 

فیبروبلاســت های اندام حرکتی قابل مشــاهده اســت)2( که ممکن است 

به اثرات محیط بر عملکرد ســلول ها بر گــردد. پژوهش ها تأکید بر انقباض 
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سریع تر و مشخص تر زخم های بدن نسبت به زخم های اندام حرکتی دارند 

)23(. در صورتی که مقادیر حداکثر TGF یک محرک مهم در انقباض زخم 

است که در زخم های اندام حرکتی کمتر از زخم های بدن نیست )20(. 

فیبروبلاســت ها مهمتریــن ســلول های موجــود در درم هســتند که 

پیش سازهای کلاژن، الاستین و پروتئوگلیکان را می سازند، درحقیقت ماده  

زمینه  بافت  درم  را  می سازند )12(  و در التیام زخم ها نقش بسیار مهم دارند. 

بعد از آن که ماده زمینه ذخیره شد، سنتز پروتئین متوقف و فیبروبلاست ها 

به سمت مرگ برنامه ریزی شــده )Apoptosis( می روند و یا خصوصیات 

 )Myofibroblast( عضلات صاف را کســب نموده و به میوفیبروبلاست

تبدیل شده که شروع به انقباض زخم می کنند )19(. در مقایسه با زخم های 

اندام حرکتی، زخم های بدن میوفیبروبلاست های منظم تر را نشان می دهند 

که می توانند باعث مؤثرتر شدن انقباض زخم و درنتیجه زیبایی بهتر شوند 

.)18(

فیبرو بلاست های پوست نواحی مختلف بدن با هم تفاوت دارند، مثلاًً 

سرعت رشد سلول های فیبروبلاست جدا شده از اندام های حرکتی اسب به 

صورت معنی داری کمتر از سرعت رشد سلول های فیبروبلاست بدن اسب 

)ناحیه کپل( بوده است )2( و فیبروبلاست هایی که در نواحی التیام یافته بدن 

قرار دارند خواص انقباضی بیشتری از فیبروبلاست های پوست سالم از خود 

نشان می دهند )8(. 

با توجــه به رفتارهای متفاوت فیبروبلاســت ها از جملــه ایجاد بافت 

جوانــه ای اضافی و انقبــاض ناقص زخم ها کــه در التیام زخم هــای اندام 

حرکتــی وجود دارد، این مطالعه به منظور مقایســه منحنی رشــد و تکثیر 

فیبروبلاست های جدا شده از پوست این نواحی انجام شد تا مشخص شود 

در شــرایط مساوی محیطی در آزمایشگاه میزان رشد و تکثیر این سلول ها 

به چه صورت است.

مواد و روش کار 
این مطالعه با استفاده ازپنج راس مادیان دو خون سالم وبالغ با یافته های 

بالینی طبیعی در طی آزمایشات بالینی و بیوشیمیایی وخون شناسی انجام 

گردید. 

نمونه هایی از پوست ناحیه گردن و اندام حرکتی در ناحیه جانبی متاکارپ 

اســب ها با اســتفاده از پانچ نمونه گیری mm 9، به صورت تمام ضخامت 

توســط بی حسی موضعی با لیدوکائین هیدروکلراید 2% و به صورت کاملاًً 

 )Explant culture( استریل گرفته شد تا به صورت کشت قطعات بافتی

فیبروبلاست ها جدا شوند. نمونه های بافتی  به  داخل cc 10 محیط   کشت  

 -Rose  well  park memorial Institute(رRPMI-1640ســلولی

10L, Germany-8005 sigma -Aldrich, R, 1640( همــراه پنــی 

سیلین )100IU/mL( استرپتومایسین )100mg/mL( و بی کربنات سدیم 

)2gm/lit( منتقل شده و در کنار یخ به محیط آزمایشگاه انتقال داده شدند ، 

پس از شستشوی نمونه ها با PBSر)Phosphate-buffered salin( در 

زیر هود کشــت سلولی، نمونه ها توسط قیچی به قطعات بسیار ریز تقسیم 

شــده و بداخل فلاســک کشت سلولی انتقال داده شــده و بعد از چسبیدن 

نمونه ها به کف فلاســک، cc 5 محیط کشــت ذکر شــده همــراه با %10 

FBSر)Fetal bovine serum( )جهاد دانشــگاهی دانشکده دامپزشکی 

دانشگاه تهران( به آنها اضافه شد، فلاسک های کشت سلولی در انکوباتور 

C°  37 و CO2 %5 نگهداری  شــدند و یک روز در میان محیط کشــت آنها 

تعویض گردید. زمانی که سلول های فیبروبلاست به اندازه کافی از بافت ها 

خارج شــدند ، قطعات بافتی از فلاسک خارج شده و سپس سلول ها توسط 

تریپســین )Germany, 4799-sigma, T, 250 :1 Tripsin( 0/25% و 

EDTAر)1mol )Ethylene Diamine Tetraacetic Acid تریپسینه 

شــده و به فلاسک کشت ســلولی دیگری انتقال داده شدند، فلاسک های 

کشــت ســلولی در انکوباتور C°37 و CO2 %5 به مدت 5 روز  نگهداری 

 شدند و یک روز در میان محیط کشت آنها که حاوی FBS %10 بود، تعویض 

گردید، بعد از این که سلول ها به تعداد کافی تکثیر شدند، مجدد تریپسینه 

شــده و سوسپانسیون ســلولی به ازای هر سی سی محیط کشت، 10 هزار 

سلول تهیه شده و به داخل پلیت 24 تایی به میزانcc 1 به هر گوده منتقل 

شدند. بعد از 48 ساعت که سلول ها در پلیت های 24 تایی قرار داشتند روزانه 

ســه گوده و به مدت 8 روز سلول های گوده ها تریپسینه شده و با استفاده از 

لام نئوبار شمارش شدند و درصد زنده بودن )قابلیت زیستی( آنها نیز با رنگ 

آمیزی متیلن بلو مشخص شد. تعداد سلول های زنده با حاصل ضرب تعداد 

سلول های شمارش شده در درصد قابلیت زیستی هر گوده مشخص شد)1(.

روش آماری استفاده شده در بررسی یافته ها: به جهت آنکه داده های 

مربوط به فیبروبلاســت های زنــده گردن و اندام حرکتــی و درصد قابلیت 

زیســتی آنها در مقاطع مختلف زمانی اندازه گیری شده بود. از روش آماری 

Repeated Measures ANOVA جهت مقایســه بین گروه ها استفاده 

شــد. همچنین داده های مربوطه به گردن و اندام حرکتی در هر اســب به 

صورتی جفتی )Paired( مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. سطح معنی داری 

IBM® PASW/( در نظر گرفته شد. از نرم افزار آماری  p-Vaule=0.05

SPSS® Statistics 18.0 – 2009(  جهت تجزیه و تحلیل داده ها استفاده 

شد.

در هر یک از نمونه ها، منحنی رشــد فیبروبلاســت ها رســم گردید و 

 )Population doubling time, PDT( زمان دو برابر شــدن جمعیــت

در فاز رشــد تصاعدی )Logarithmic growth phase( محاســبه شد 

)15(. ســپس میانگین، خطای معیار و حدود اطمینان 95% برای PDT در 

فیبروبلاست های گردن و فیبروبلاست های اندام حرکتی تعیین شد.

نتایج
تعداد کل فیبروبلاست های زنده: میانگین تعداد فیبروبلاست های زنده 
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گردن و اندام حرکتی در طول مدت شــمارش آنها )8 روز( در نمودار 1 آمده 

اســت. این الگو منطبق با منحنی رشــد سایر ســلول ها می باشد که دارای 

مراحل تأخیری، رشد تصاعدی، سکون و کاهشی می باشند.

آزمون آماری نشان داد که در طول مدت آزمایش تعداد فیبروبلاست های 

زنده جدا شده از گردن با تعداد فیبروبلاست های زنده جداشده از اندام حرکتی 

از نظــر آماری تفاوت معنــی داری نــدارد )p-Value=0.653(، همچنین 

مشخص شد که میانگین تعداد سلول های زنده در روز های مختلف در هر 

دوی ســلول ها، در طول آزمایش  دارای تفاوت آماری معنی داری می باشد 

)p-Value>0.001( که با توجه به رشد و تکثیر سلول ها طبیعی است. 

درصــد قابلیت زیســتی فیبروبلاســت ها )Viability(: درصد قابلیت 

زیســتی فیبروبلاســت های گردن و اندام حرکتی در طول مدت شــمارش 

ســلول ها )8 روز( با رنگ آمیزی متیلن بلو مشــخص شــد و این داده ها در 

دو گــروه فیبروبلاســت های گــردن و اندام حرکتی مقایســه شــد. آزمون 

آماری نشــان داد که درصد قابلیت زیستی فیبرو بلاست ها گردن با درصد 

قابلیت زیستی فیبرو بلاست ها اندام حرکتی تفاوت آماری معنی داری دارد 

)p-Value>0.001(، که نتیجه ای قابل توجه می باشد. آزمون آماری نشان 

داد میزان قابلیت زیستی سلول های فیبروبلاست در زمان های مختلف در 

)p-Value>0.001( طول آزمایش از نظر آمــاری تفاوت معنی داری دارد

که موارد ذکر شــده به صورت طبیعی در طی رشــد و تکثیر سلول ها ایجاد 

می شود.

میانگین زمان دو برابر شــدن جمعیت فیبروبلاست ها: میانگین زمان 

دو برابر شــدن جمعیت فیبروبلاست ها )PDT( در فاز رشد لگاریتمی برای 

 PDT همــه فیبروبلاســت ها در این مطالعه 29/1 ســاعت بــود. میانگین

بــرای فیبروبلاســت های جداشــده از ناحیه گردن 31.73 ســاعت و برای 

فیبروبلاســت های جدا شده از ناحیه اندام حرکتی 26.4 ساعت بوده است. 

  )PDT( نشــان داد که زمان دوبرابر شــدن جمعیت )t test( آزمــون آماری

فیبروبلاست های گردن با فیبروبلاست ها اندام حرکتی از نظر آماری تفاوت 

.)p-Value=0.199( معنی داری ندارد

بحث
زخم های نواحی پایینی اندام های حرکتی در اســب نه تنها یک مدل 

ایده آل زخم های مزمن در میان زخم های نواحی مختلف اسب است بلکه 

نمونه زخم های مزمن غیر قابل درمان در پستانداران می باشد )5(، همچنین 

زخم های نواحی پایینی اندام های حرکتی اسب شبیه زخم های مزمن در پای 

انســان می باشد )6(.  انسان و اسب تنها گونه هایی هستند که در آنها بافت 

جوانه ای اضافی در طی التیام زخم های باز رخ می دهد. تفاوت پاتولوژی در 

این دو گونه این است که در بافت جوانه ای اضافه دراسب افزایش مشخص 

میوفیبروبلاســت ها، عروق کوچک و سلول های التهابی حاد در مقایسه با 

کلوئید در انسان وجود دارد )21(.

زخم های باز در قســمت های پایینی اندام های حرکتی اســب مستعد 

تشــکیل بافت جوانه ای اضافی، روند طولانــی التیام و عقب افتادن ترمیم 

زخم و میزان آهســته تر و توقف زودتر انقباض زخم و میزان کمتر تشکیل 

بافت پوششی در مقایسه با زخم های سایر نقاط بدن می باشند )10،24(. در 

ناحیه تهیگاه اســب میزان تشکیل بافت پوششی mm 0/2 در روز است در 

حالــی که در نواحی پایینی اندام های حرکتــی این میزان به mm 0/09 در 

روز می رسد، همچنین انقباض زخم در ناحیه تهیگاه اسب mm 1-0/8  در 

 0/2  mm روز است که در مقایسه با نواحی پایینی اندام حرکتی در اسب که

در روز می باشد، به صورت قابل توجهی سریع تر رخ می دهد )9(. اکنون این 

نمودار 1. میانگین تعداد فیبروبلاست های زنده گردن و اندام حرکتی در طول مدت 
شمارش. گردن         اندام حرکتی

نمودار 2. درصد قابلیت زیستی فیبروبلاست های گردن و اندام حرکتی در طول مدت 
شمارش. گردن         اندام حرکتی

تعداد فیبروبلاست هازمان

حدود اطمینان 95٪ برای میانگینخطای معیارمیانگین

حد بالاحد پایین

95868/04538/6686875/2104860/7گردن

97697/92913/2991925/6103470/2اندام حرکتی

جــدول1. میانگیــن و حدود اطمینان تعداد فیبروبلاســت های زنــده در گردن و اندام 
حرکتی در طول مدت شمارش.

مطالعه مقایسه ای منحنی رشد فیبروبلاست ها
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سوال مطرح است که آیا این تفاوت ها در محیط های یکسان کشت سلولی 

نیز بین فیبروبلاســت های جدا شــده از ناحیه اندام حرکتی با سایر مناطق 

بدن وجود دارد. 

در یک مطالعه تفاوتی بین تکثیر سلول های فیبروبلاست جدا شده از 

ناحیه بدن و اندام حرکتی اسب در شرایط طبیعی اکسیژن و کمی اکسیژن 

مشاهده نشده است، در شرایط کمی اکسیژن تکثیر سلول های فیبروبلاست 

پوســت اســب به طور معنی داری افزایش می یابد ولی بر روی زنده ماندن 

ســلول ها اثری ندارد، و این گونه نتیجه گیری شــده اســت که ایجاد بافت 

جونه ای اضافه به علت خصوصیات درونی فیبربلاست های جدا شده از اندام 

حرکتی نمی باشد  )7(. 

 قطعات ژن های cDNA  شــامل CTNNB1 )کــه برای بتا-کاتین  

)beta-catein( کد می شود( وPECAM1  در روند ترمیم زخم در اسب با 

قدرت شرکت می کنند و ممکن است در تنظیم تکثیر سلول های اندوتلیال و 

فیبروبلاست نقش داشته باشند )16(. تبدیل فیبروبلاست به میوفیبروبلاست 

که مرحله ای ضروری برای انقباض زخم در طی روند ترمیم است با افزایش 

بیان OB-cadherin ایجاد می شــود. در مطالعه ای ذکر شــده اســت که 

کمبود بیان این ژن در مراحل اولیه ترمیم زخم در پاسخ تکثیری افزایشی 

TGF- مشاهده شده در زخم های اندام حرکتی تأثیر دارد )17(. بیان دائمی

beta1 در زخم های اندام حرکتی ممکن اســت به گسترش بافت جوانه ای 

اضافه منجر شود چون TGF-beta1 پروفیبروتیک )Profibrotic( است 

.) 20(

خاصیت انقباضی ســلول های فیبروبلاست جدا شــده از نواحی اندام 

حرکتی و کپل اسب و پونی در ژل کلاژن مورد بررسی قرار گرفته است. تنها 

تفاوت در فیبروبلاست های جدا شده از اندام حرکتی دیده شده است که در 

آن این سلول ها به طور معنی داری انقباض ژل را زودتر و با قدرت بیشتری 

انجام داده اند. با توجه به این نکته که انقباض زخم در اندام حرکتی کمتر از 

سایر نقاط بدن اسب است این موضوع این طور توجیه شده است که بعلت 

کم بودن میزان تکثیر و طولانی شدن کاشت سلول های فیبروبلاست جدا 

شده از اندام حرکتی اسب در محیط کشت سلول ها، این سلول ها بالغ تر شده 

و قدرت انقباضی آنها بیشــتر شده است)22(، در حالی که در مطالعه حاضر 

منحنی رشــد این سلول ها تفاوتی با ســلول های فیبروبلاست جدا شده از 

ناحیه گردن ندارد. ممکن است عوامل محیطی مثل پروفیل های سایتوکین 

)Cytokine profiles( در این موضع نقش داشته باشد. 

از نظر بافت شناســی التیام زخم در نواحی اندام حرکتی و روی عضله 

دوسر ران بررسی شده است. فعالیت میتوزی بافت جوانه ای ابتدا زیاد بوده 

ولی بعد از یک هفته کاهش می یابد البته با یک استثناء که در محل اندام 

حرکتی اسب که همچنان فعالیت میتوزی بالا بوده است)23(.

معمولا تکثیر سلول های طبیعی مطابق الگوی سیگموئید است که به 

عادت یافتن به محیط کشــت، شرایط محیطی و دسترسی به سوبسترای 

فیزیکــی و مواد غذایی بســتگی دارد تــا تولید ســلول های جدید حمایت 

 -2 )Lag phase( شــود. مراحل این تکثیر عبارتند از 1- مرحله تأخیــری

مرحله رشــد تصاعدی )Logarithmic)log( phase( 3- مرحله سکون 

)Plateau phase( 4- مرحله کاهشی )Decline phase( می باشد )15(.

فیبروبلاست ها بعد از کاشته شدن به  ظرف کشت سلولی اتصال یافته 

و از حالت گرد، شــکل طبیعی خود را که به شــکل دوکی است، می گیرند. 

ســلول ها در مرحله تأخیری  تکثیر نمی شوند، بدین دلیل 48 ساعت بعد از 

کاشــته شدن سلول ها )روز اول شــمارش( اقدام به شمارش آنها شد. طول 

مرحلــه تأخیری دســتکم به دو عامل یکی مرحله )فاز( رشــدی ســلول ها 

 Seeding( در زمان پاســاژ دادن و دیگری تعداد ســلول های کاشــته شده

density( بستگی دارد. کاشت سلول ها با تعداد سلول های کمتر منجر به 

طولانی شدن مرحله تأخیری خواهد شد)15(. 

در مرحله رشــد تصاعدی، رشــد و تکثیر ســلول ها فعال شده و تعداد 

سلول ها افزایش می یابد. در این فاز درصد سلول هایی که در چرخه سلولی 

) Cell cycle( قرار دارند ممکن است 90 تا 100 % باشد. معمولًا در مرحله 

رشد تصاعدی جمعیت سلول ها در سالم ترین مرحله خود هستند، بنابراین 

بهتر است برای بررسی عملکرد سلول ها، از سلول های این مرحله استفاده 

 Population(  گردد و در طی این مرحله  زمان دوبرابر شدن جمعیت سلولی

doubling time( محاســبه می گــردد. از جمله عواملی که بر روی طول 

تعداد فیبروبلاست های زندهزمان

حدود اطمینان 95٪ برای میانگینخطای معیارمیانگین

حد بالاحد پایین

14844/0956/6112884/416803/5روز اول

27061/22287/6922375/131747/3روز دوم

53941/84745/6144220/963662/7روز سوم

104031/07509/8188647/8119414/1روز چهارم

144456/89971/67124030/8164882/8روز پنجم

165321/810028/21144779/9185863/6روز ششم

138260/99845/20118094/0158427/9روز هفتم

126346/29131/95107640/2145052/1روز هشتم

جدول2.  میانگین و حدود اطمینان تعداد فیبروبلاست های زنده در روزهای مختلف در مجموع دو گروه )گردن و اندام حرکتی(.
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زمان مرحله رشــد تصاعدی اثر می گذارند شــامل تعداد سلول های کاشته 

شــده و میزان رشد سلول ها می باشند. فیبروبلاست های جدا شده از گردن 

و اندام حرکتی اســب در مطالعه حاضر مرحله رشــد تصاعدی تقریباًً از روز 

دوم شمارش شروع شده و تا روز پنجم شمارش فیبروبلاست ها ادامه یافته 

است ) نمودار 1( واین زمان جهت تعیین زمان دوبرابر شدن جمعیت سلولی 

محاسبه شد که میانگین آن در ناحیه گردن 31/73 ساعت و در ناحیه اندام 

حرکتی 26/4 ساعت است که البته از نظر آماری این تفاوت معنی دار نبوده 

است.

در مرحله سکون تکثیر سلول ها کاهش می یابد و جمعیت سلول ها به 

هم می رسند )Confluency(. در این مرحله برخی فیبروبلاست هایی که 

هنوز فعالیت میتوزی دارند، متراکم تر شــده و یا ممکن اســت سلول های 

دختر در محیط کشت آزاد شوند. در این مرحله تکثیر سلول ها با مرگ آنها 

به حالت تعادل می رسد و درصد سلول هایی که در چرخه سلولی قرار دارند 

به حدود صفر تا 10% می رسد و سلول ها در این زمان آسیب پذیرتر هستند 

)15(. مرحله سکون فیبروبلاست های پوست ناحیه گردن و اندام حرکتی  در 

روزهای پنجم تا هفتم اتفاق افتاده است. در مرحله کاهشی تعداد سلول ها 

کاهش می یابد که به علت مرگ غیرجبرانی سلول ها است. در مطالعه حاضر 

این مرحله از روز ششــم به بعد رخ داده است. از نظر آماری تفاوتی در تمام 

مراحل چرخه سلولی در تعداد سلول های فیبروبلاست جدا شده از گردن و 

اندام حرکتی در مطالعه حاضر وجود نداشت.

 مطالعات اخیر نشــان می دهند که زخم های پایین اندام های حرکتی 

افزایش ساخت کلاژن از خود نشان می دهند که به علت بیان طولانی مدت 

فاکتورهای رشد قبل از فیبروز )Profibrotic( است )20(. وجود تعداد زیاد 

فیبروبلاست ها به مدت طولانی و کاهش تجزیه کلاژن می تواند علت دیگر 

آن باشد)18(. 

Lepault و همــکاران در ســال 2005 نشــان دادنــد کــه تجمــع 

مــاده زمینــه ای خــارج ســلولی )Extracellular matrix, ECM( در 

زخم های اندام های حرکتی اســب ممکن اســت بعلت انســداد عروق ریز 

)Microvascular  occlusion( و کاهــش مــرگ برنامه ریزی شــده 

سلولی )Apoptosis( باشد. کاهش مرگ برنامه ریزی شده سلول ها باعث 

افزایش تعداد سلول های فیبروبلاست شده و تعادل بین تولید و از بین رفتن 

کلاژن را بهم می زند که نهایتاً باعث تشکیل بافت جوانه ای اضافی می شود 

بنابراین به نظر می رســد این بافت ها در اثر عدم تنظیم تکثیر ســلول های 

فیبروبلاســت )Dysregulated fibroplasia( تشــکیل می شــوند. در 

حقیقت کاهش طبیعی پاســخ ایمنی حاد بایســتی همراه با کاهش ساخت 

اجزاء ماتریکس خارج ســلولی باشد و باعث تمایز سلول های فیبروبلاست 

تکثیر یافته و سازنده ماتریکس خارج سلولی به سلول های میوفیبروبلاست 

منقبض شونده، شود )13(. برای محاسبه تعداد کل فیبروبلاست های زنده، 

تعداد کل فیبروبلاســت های شمارش شده در درصد قابلیت زیستی ضرب 

می شــود. درصدهای قابلیت زیستی بدســت آمده در مطالعه با روش های 

آمــاری، در دو گروه فیبروبلاســت های ناحیه گــردن و اندام حرکتی با هم 

مقایســه شــده اند )نمودار 2( و تفاوت معنی داری بین این درصد ها مشاهده 

شده است. در روز اول شمارش میزان قابلیت زیستی در ناحیه گردن بالاتر از 

اندام حرکتی است و این موضوع تا روز ششم ادامه می یابد ولی در روزهای 

هفتم و هشتم درصد قابلیت زیستی فیبروبلاست های ناحیه گردن از اندام 

حرکتی پایین تر اســت. در واقع قابلیت زیســتی فیبروبلاســت های اندام 

حرکتی در اســب نوســان کمتری از ناحیه گردن دارند و شاید بتوان گفت 

مرگ برنامه ریزی شــده در ســلول های ناحیه گردن منظم تر از سلول های 

ناحیه اندام حرکتی اســت، علاوه بر این تعداد کل فیبروبلاســت های زنده 

ناحیه گردن و اندام حرکتی تفاوت معنی داری ندارند ولی در روزهای پایانی 

شمارش تعداد فیبروبلاســت های ناحیه اندام حرکتی کمی بیشتر از ناحیه 

گردن است )نمودار 1(، و شاید این نکته  یکی از علل ایجاد بافت جوانه ای 

اضافی و تأخیر در التیام زخم های اندام حرکتی باشد.

میزان زنده بودن )قابلیت زیستی( فیبرو بلاست هازمان

حدود اطمینان 95٪ برای خطای معیارمیانگین
میانگین

حد بالاحد پایین

87/9٪84/7٪0/8٪86/3٪گردن

84/3٪81/1٪0/8٪82/7٪اندام حرکتی

جدول3. میانگین و حدود اطمینان درصد قابلیت زیستی فیبروبلاست ها در گردن و 
اندام حرکتی در طول مدت شمارش.

درصد زنده بودن )قابلیت زیستی( فیبروبلاست هازمان

حدود اطمینان 95٪ برای خطای معیارمیانگین
میانگین

حد بالاحد پایین

94/6٪91/8٪0/7٪93/2٪روز اول

92/6٪89/3٪0/8٪91/0٪روز دوم

87/7٪82/7٪1/2٪85/2٪روز سوم

88/6٪83/7٪1/2٪86/2٪روز چهارم

87/9٪80/8٪1/7٪84/4٪روز پنجم

87/7٪81/9٪1/4٪84/8٪روز ششم

81/7٪73/9٪1/9٪77/8٪روز هفتم

76/4٪67/6٪2/2٪71/9٪روز هشتم

جدول4. میانگین و حدود اطمینان درصد قابلیت زیستی فیبروبلاست ها در روزهای 
مختلف در مجموع دو گروه )گردن و اندام حرکتی(.

تعداد فیبروبلاست هازمان

حدود اطمینان 95٪ برای خطای معیارمیانگین
میانگین

حد بالاحد پایین

31/733/8223/340/1گردن

26/40/9524/328/4اندام حرکتی

جدول5. میانگین و حدود اطمینان زمان دو برابر شــدن جمعیت فیبروبلاســت ها بر 
حسب ساعت )PDT( در گردن و اندام حرکتی در فاز رشد لگاریتمی.

مطالعه مقایسه ای منحنی رشد فیبروبلاست ها
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مطالعات بیشتری برای فهم التیام در اندام حرکتی اسب مورد نیاز است. 

اسب هایی که در این مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند از نژادهای مختلفی 

بوده اند که این موضوع شاید بتواند علت تفاوت در نتایج گرفته شده در این 

مطالعه را با سایر مطالعات توجیه نماید.

تشکر و قدردانی
از همه همکاران محترم دانشــکده دامپزشکی دانشگاه تهران و زابل، 

نهایت تشکر و قدردانی شود.
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Abstract:
BACKGROUND: Fibroblasts are one of the important cells in wound healing. These cells 

create a proper bed for keratinocytes migration and wound contraction.Wound healing in 
distal limb of horses has complications, such as formation of exuberant granulation tissue 
(EGT). The main factor in this problem is overgrowing of fibroblasts. OBJECTIVES: The 
purpose of the present study was to compare fibroblast growth curve in isolated skin from 
horses’ neck and distal limb. METHODS: 5 horses with normal hematological and clinical 
signs were selected. Two samples of full thickness of skin were taken from the neck and 
lateral metacarpal region of each horse asseptically. Then the samples were washed with 
PBS minced and placed in ventilated flask 25 cm2. After attaching samples to flask, 5 ml 
culture medium(RPMI-1640 with 10% FBS) were added and the flask was placed in an in-
cubator at 37°c in 5% CO2. After leaving a sufficient number of cells from tissues adhered 
to the bottom of the flask, the cells were passaged to a new ventilated flask. After growth 
and proliferation of cells, they were passaged again and a suspension of cells in culture 
medium (10000 cells/ml) was maked. To each cell of a 24-well plate, one ml of this sus-
pension was added. After 48 hour, cells of 3 well were detached with tripsin daily, counted 
and viability determinted within 8 days. RESULTS: There was no significant difference 
between viable cells number but there was significant difference in viability percent of 
cells in neck and distal limb. The mean of population doubling time (PDT) for fibroblasts 
of neck is 31.73 hours and for fibroblasts of distal limb is 26.4 hours. This difference was 
not significant. CONCLUSIONS: With regard to different viability percentage, it seems that 
the appoptosis in fibroblasts of neck skin is more regular than distal limb skin.

Keyword: distal limb, equine, fibroblast

*Corresponding author’s email: mraghchelou@gmail.com, Tel: 054-31232253, Fax: 054-31232251

J. Vet. Res. 70, 4:403-410, 2015

Journal of Veterinary Research. 70,4:403-410,2015Original                
Article

410

Figure Legends and Table Captions
Graph 1. Mean of alive fibroblasts of neck and distal limb during the counting period.

Graph 2. Viabillity percent of fibroblasts of neck and distal limb during the counting period.

Table 1. Mean and confidence interval of alive fibroblasts of neck and distal limb during the counting perid.

Table 2. Mean and confidence interval of total alive fibroblasts of two groups (neck and distal limb) in different days.

Table 3. Mean and confidence interval of viabillity percentage of fibroblasts in neck and distal limb groups during the counting 
period.
Table 4. Mean and confidence interval of viabillity percent of total fibroblasts of two groups (neck and distal limb) during different 
days.
Table 5. Mean and confidence interval of population doubling time (PDT) of fibroblasts in two groups (neck and distal limb) ac-
cording to hour in logarithmic [log] phase.


