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ارزیابی اثر پلاسمای سرد آرگون و ژل پلاکتی بر فاکتورهای 
بیوشیمیایی در روند ترمیم زخم موش‌های صحرایی

bb

چكيد‌ه 

بهبود زخم یک فرآیند پیچیده است که در آن مجموعه ای از وقایع به صورت هماهنگ انجام می شود که در نهایت منجر به بازسازی بافت 
می گردد. از روش های نوین درمان در پزشکی و دامپزشکی، استفاده از پلاسمای غنی از پلاکت )PRP( و پزشکی پلاسما می باشد. مطالعه 
حاضر به منظور ارزیابی مقایسه ای اثر پلاسمای سرد آرگون و ژل پلاکتی بر مقادیر هگزوزآمین، کلاژن و پروتئین تام موجود در بافت، در 
روند ترمیم زخم موش های صحرایی انجام گرفت و بدین جهت از 48 سر موش صحرایی نژاد ویستار استفاده شد. موش ها پس از گذراندن 
دوره سازگاری، در یک گروه کنترل و چهار گروه تیمار طبقه بندی شدند. تیمارها شامل: تیمارپماد نیتروفورازون، تیمار ژل پلاسمایی غنی از 
پلاکت، تیمار پلاسما سرد آرگون و تیمار ژل پلاکتی به همراه پلاسما سرد آرگون بودند و در گروه کنترل هیچ گونه تیماری انجام نشد. بعد 
از تیمار بندی و ایجاد زخم پوستی تمام ضخامت بین دو کتف موش ها، در روز های سه، هفت، 14 و 21، از محل زخم ها نمونه برداری شد 
و فاکتور‎های کلاژن )هیدروکسی پرولین(، هگزوزآمین و پروتئین تام، مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاصل از اندازه گیری این سه فاکتور، 
اختلاف معناداری را بین گروه کنترل با گروه پلاسما و پلاسما+PRP نشان داد)P>0/05(. این در حالی است که بین گروه کنترل و گروه پماد 
نیتروفورازون، اختلاف معناداری مشاهده نشد)P<0/05(. در نتیجه به نظر می رسد استفاده از پلاسما و پلاسما+PRP به طور معناداری 

نسبت به گروه کنترل، سبب تسریع در روند ترمیم زخم می شوند. 

کلمات کلیدی: کلاژن، هگزوزآمین، پروتئین بافتی، ترمیم زخم

DOI:10.22092/VJ.2022.360020.2009

• پریسا روشن مرام کندری
گروه علوم بالینی، دانشکده دامپزشکی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد 
اسلامی، تهران، ایران.
• مهدی مرجانی

گروه علوم بالینی، دانشکده دامپزشکی، واحد کرج، دانشگاه آزاد اسلامی، کرج، 
ایران.
• علیرضا جهاندیده)نويسنده مسئول(

گروه علوم بالینی، دانشکده دامپزشکی، واحد علوم و تحقیقات، دانشگاه آزاد 
اسلامی، تهران، ایران.
 • میثم تهرانی شریف

گروه کلینیکال پاتولوژی، دانشکده دامپزشکی، واحد گرمسار، دانشگاه آزاد 
اسلامی، گرمسار، ایران. 
تاريخ دريافت: 11-07-1401      تاريخ پذيرش:1401-08-22
تاريخ بازنگری: 19-08-1401       تاريخ انتشار:1402-04-01
Email: dr.jahandideh@gmail.com

شماره 139 تابستان 1402



شماره 139، نشريه د‌امپزشكی، تابستان 1402

113

• Veterinary Researches & Biological Products No 139 pp: 112-121
Evaluation of the Effect of Cold Argon Plasma and Platelet Gel on Biochemical Factors in the Wound Healing 
Process of Rats
By: Roshanmaramkondori, P., Department of Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine, Science and Re-
search Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran. Marjani, M., Department of Clinical Sciences, College of 
Veterinary Medicine, Karaj Branch, Islamic Azad University, Karaj, Iran. Jahandideh, A., (Corresponding Author) 
Department of Clinical Sciences, College of Veterinary Medicine, Science and Research Branch, Islamic Azad Uni-
versity, Tehran, Iran. and Tehrani Sharif, M., Department of Clinical Pathology, College of Veterinary Medicine, 
Garmsar Branch, Islamic Azad University, Garmsar, Iran.
Received:2022-10-03          Accepted: 2022-11-13
Revised:2022-11-10           Publisheed: 2023-07-22
 Email: dr.jahandideh@gmail.com  
Wound healing is a complex process in which a series of events takes place in a coordinated manner, which ultimately 
leads to tissue regeneration. One of the new treatment methods in medicine and veterinary medicine is the use of 
platelet-rich plasma (PRP) and plasma medicine.  The present study was conducted in order to compare the effect 
of cold argon plasma and platelet gel on the amounts of hexosamine, collagen and total protein in the tissue, in 
the wound healing process of rats; accordingly, 48 Wistar rats were used. After the adaptation period, the mice 
were classified into one control group and four treatment groups. The treatments included: nitrofurazone ointment 
treatment, platelet-rich plasma gel treatment, cold argon plasma treatment, and platelet gel treatment with cold 
argon plasma, and no treatment was performed in the control group. After the treatment and creation of skin 
wound, samples from the wounds were taken from the entire thickness between the shoulders of the rats, on days 
three, seven, 14 and 21 and collagen factors (hydroxyproline), hexosamine and total protein were measured. The 
results of measuring these three factors showed a significant difference between the control group and the plasma 
and plasma + PRP group (P<0/05). Meanwhile, no significant difference was observed between the control group 
and the nitrofurazone ointment group (P>0.05). As a result, it seems that the use of plasma and plasma + PRP 
accelerates the wound healing process significantly compared to the control group.
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مقدمه
پوست به عنوان بزرگترین ارگان بدن، تاثیر قابل توجهی را بر فعالیت‌های 
متنوع و عملکرد‌های موجود زنده دارد که از جمله وظایف آن‌، حفاظت 
بدن در برابر پاتوژن‌ها، آسیب‌های ناشی از محیط خارجی و تنظیم درجه 
حرارت بدن می‌باشد. پوست به دلیل ماهیت الاستیک و نرم آن، بسیار 
حساس بوده و ممکن است که در مواجهه با درگیری‌های مختلف دچار 

آسیب گردد که به آنها زخم گفته می‌شود.)25(
آسیب‌های پوستی و به ویژه زخم‌های مزمن، یکی از مهم‌ترین مشکلات 
پزشكی در سراسر جهان است. بنابراین، درمان پزشکی در فرایند بهبود 
زخم ضروری است. بهبود زخم یک فرآیند فیزیولوژیک پویا و مهم است 
که پس از آسیب‌های مختلف، توسط شبکه‌ی پیچیده‌ای از عوامل رشد، 
پوست  یکپارچگی  پروتئیناز‌ها  و  سلولی  خارج  ماتریس  اجزای  سلول‌ها، 
را حفظ می‌کند و سعی بر این دارد که با ایجاد حداقل اسکار بازسازی 
پوست را انجام دهد. با این حال، در اغلب موارد، فرایند بهبودی توسط 

و  ناحیه زخم  باکتریایی، حساسیت  قبیل عفونت‌های  از  عوامل مختلفی 
کافی نبودن رگ‌زایی در ناحیه‌ی آسیب دیده، به خوبی انجام نمی‌گیرد و 

باعث آسیب بافتی گسترده می‌شود. )15,14(
ترمیم زخم یک فرآیند چند مرحله‌ای است که شامل هموستاز یا فرآیند 
لخته شدن، التهاب، سنتز کلاژن و ماکرومولکول‌های دیگر، مراحل تکثیر، 
و  بیوشیمیایی  ایمونولوژیک،  ارتباطات  که شامل  است  بلوغ  و  بازسازی 

فیزیولوژیکی می‌باشد.)24(
زیادی  تعداد  آن  در  که  می‌گردد  تنظیم  وقایع  از  الگویی  با  فرآیند  این 
فیبروبلاست‌ها،  کراتینوسیت‌ها،  شامل  نفوذی  و  ساکن  سلول‌های  از 
هستند.  درگیر  سل‌ها  مست  و  لنفوسیت‌ها  ماکروفاژها،  نوتروفیل‌ها، 
گلیکوزآمینوگلیکان‌ها اجزای مهم ماتریس خارج سلولی موجود در سطوح 
سلولی هستند و اولین مولفه ماتریس خارج سلولی هستند که در طول 

فرآیند ترمیم زخم سنتز می‌شوند.)21(
بهبود  اسکار فیبری  بافت همبند و تشکیل یک  تعمیر  فرآیند  با  زخم‌ها 
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می‌یابند. این فرآیند شامل سنتز و تشکیل بافت همبند متراکم است که 
عمدتا از کلاژن تشکیل شده است. عوامل مختلف از جمله چند اسیدآمینه، 

فرآیند ترمیم را تسریع می‌کنند.)7(
به  فیزیک و علوم زیستی‌،  میان علم  رابطی  به صورت   پزشكی پلاسما 
ایجاد رشته  به  پیدا کرده و منجر  نوین درمانی ظهور  عنوان یک شیوه 
با  جدید و مستقلی در پزشكی شده است. پلاسمای فیزیكی را می‌توان 
تا  خنثی،  گاز  الكترومغناطیس( ‌به  میدان‌های  یا  )حرارت  انرژی‌  افزودن 
الكتریكی  رسانای  فزاینده‌ای  طور  به  شده  یونیزه  گازی  ماده  که  زمانی 
شود، تولید کرد. در واقع پلاسما علاوه بر جامد، مایع و گاز، حالت چهارم 
اشعه  عمدتاً  الكترومغناطیسی،  تشعشعات  و  می‌دهد  تشكیل  را  ماده 
ماوراء بنفش و نور مرئی ساطع می‌کنند و از مخلوطی از عوامل مختلف 
بیولوژیكی بسیار فعال از جمله اکسیژن و نیتروژن واکنش‌پذیر رادیكال و 

غیر رادیكال، الكترون‌ها و یون‌ها تشكیل شده است. )6(
در سال‌های اخیر، تلاش زیادی برای توسعه منابع پلاسمایی با دمای کمتر 
است  شده  انجام  اتمسفری سرد  پلاسمای  یعنی  سانتی‌گراد  درجه   40 از 
پلاسمای  شود.  اعمال  بیولوژیكی  بافت‌های  روی  مستقیما  می‌تواند  که 
دارد  حاد  و  مزمن  زخم‌های  بهبود  روند  بر  مثبتی  تأثیر  سرد  اتمسفری 
مرسوم  درمان‌های  به  نیاز  حذف  با  می‌تواند  پلاسما  آینده،  در  حتی  و 
طولانی، هزینه‌های درمان را کاهش دهد. بنابراین ترکیبی از عوامل فعال 
مختلف و طیف گسترده‌ای از اثرات مثبت آنها بر بیماری‌های مختلف، به 
ویژه بیماری‌های پوستی، پلاسما را برای کاربرد در پزشكی حائز اهمیت 

کرده است.)20,9(
پلاسمای اتمسفری سرد با گاز‌های مختلف از جمله آرگون و هلیوم تولید 
اتمسفری سرد  اثرات مفید پلاسمای  که  به ذکر است  می‌شود.)13( لازم 
آرگون )CAAP( بر بهبود زخم و ظرفیت آن برای ضدعفونی باکتریایی 

اخیراً مستند شده است.)22(
استفاده  دامپزشكی،  و  پزشكی  علم  در  درمان  نوین  روش‌های  دیگر  از 
 ،Platelet-Rich Plasma (PRP) Injection پلاکت،  از  غنی  پلاسمای  از 
می‌باشد. پلاسمای غنی از پلاکت )PRP( یک فرآورده خونی اتولوگ است 
که پس از سانتریفیوژ خون به دست می‌آید. PRP غنی از فاکتورهای رشد 
است که باعث بهبودی بافت، تغییر رگ‌زایی و دارای اثرات تعدیل کننده 
سال‌های  در  می‌شود.  جانبی  عوارض  گونه  هر  نسبی  غیاب  در  ایمنی، 
اخیر تأثیر مثبت پلاسمای غنی از پلاکت)PRP( برای بهبود انواع مختلفی 
و  بستر  )زخم  پوستی  زخم‌های  جمله  از  بشری  پزشكی  کاربرد‌های  از 
زخم‌های دیابتی(، جراحی‌های پلاستیک و زیبایی، جراحی فک و صورت، 
)مانند  استخوان  بازسازی  و  ارتوپدی  تاندون، جراحی  و  ترمیم غضروف 
یا عدم جوش خوردن، درمان استِئولیزدر اطراف  جوش خوردن تاخیری 
مفاصل و چشم پزشكی )زخم قرنیه(، استفاده شده است. علی‌رغم کارآمد 
بودن این روش درمانی، کاربرد آن در دامپزشكی محدود می‌باشد. )12,2(

از پلاکت )PRP(، هر دو در  از پلاسمای غنی  پلاسما درمانی و استفاده 
حوزه طب پزشكی و دامپزشكی، به عنوان شاخه‌های علمی نوین مطرح 
استریل‌سازی  باکتری‌زدایی،  امر  در  پلاسما  بالای  بسیار  قابلیت  می‌باشند. 
بافت و وسایل پزشكی، تخریب باند‌های شیمیایی، از بین بردن سلول‌های 
درمان  و  انكولوژی  دندانپزشكی،  درماتولوژی،  خون،  انعقاد  سرطانی، 
عفونت پوستی و مزایای بسیار دیگر، منجر به بكارگیری این فناوری در 

زمینه‌های مختلف پزشكی و دامپزشكی شده است. با توجه به اهمیت 
تسریع ترمیم زخم در پزشکی و دامپزشکی، مطالعه‌ی حاضر، به منظور 
بررسی اثر پلاسمای سرد آرگون و پلاسمای غنی از پلاکت  بر روی مقادیر 
موش‌های  زخم  ترمیم  روند  در  پروتئین  و  کلاژن  هگزوزآمین،  بافتی 

صحرایی صورت گرفت.

مواد و روش‌ها
تهیه و آماده‌سازی موش‌ها

موش  سر   48 تنی،  درون  شرایط  در  تجربی  پژوهش  این  انجام  جهت 
آزمایشگاهی  حیوانات  نگهداری  مرکز  از  ویستار  نژاد  بالغ  صحرایی 
دانشگاه تهران تهیه شده و به مدت یک هفته به جهت آداپتاسیون در 
محل جدید نگهداری خواهند شد. موش‌ها قبل از انتقال به محل جدید 
به مدت شش ساعت قبل از حرکت قطع غذا شده و تا شش ساعت بعد 
از آن نیز ناشتا خواهند بود. شرایط نگهداری جدید شامل درجه حرارت 
ثابت 23.5 درجه سلسیوس و دوره نوری 12ساعت تاریکی و 12 ساعت 
روشنایی نگهداری شده و در کل مدت )21 روز( آزمایش، آب به صورت 
آزادنه و غذا به صورت سه وعده در روز به میزان پنج درصد وزن کلی 

بدن در اختیارشان قرار خواهد گرفت )1(.

تیماربندی
در این پژوهش 48 سر موش صحرایی سالم بدون عارضه پوستی در چهار 

گروه 12 تایی قرار خواهند گرفت. تیمار‌ها به ترتیب زیر هستند:
 الف: تیمار روزانه با پماد نیتروفورازون دو دهم درصد شرکت بهوزان به 

مدت 21 روز و هر روز.
ب: تیمار ژل پلاسمایی غنی از پلاکت که روز صفر، سه، هفت و 14 این ژل 

تعویض می‌شود)هر دو روز در میان تعویض ژل پلاکتی انجام می‌گیرد(
ج: تیمار پلاسما سرد آرگون که در روز صفر، سه، هفت و 14 به مدت 30 

ثانیه تحت تابش قرار خواهد گرفت.
تعویض  ژل‌ها   14 و  هفت  سه،  صفر،  روز  در  که  پلاکتی  ژل  تیمار  د: 
می‌شوند و هم زمان با آن بعد از برداشت ژل قدیمی و قبل از گذاشتن ژل 

جدید، به مدت 30 ثانیه تحت تابش قرار خواهد گرفت.

القا بیهوشی و ایجاد زخم 
به  درصد   2 هیدروکلراید  زایلازین  ترکیب  از  بیهوشی  القای  جهت  به 
صورت پنج میلی‌گرم در کیلوگرم و کتامین هیدروکلراید ده درصد با دوز 
پنج میلی‌گرم در کیلو گرم و به صورت داخل صفاقی تزریق انجام شد. 
خوابیده   ventral recumbancy صورت  به  موش‌ها  بیهوشی  القا  از  بعد 
و موهاي ناحيه پشت حيوان را با ماشين اصلاح تراشيده و پوست محل 
تراشيده شده و اطراف آن، با الكل و محلول ده درصد بتادين ضدعفوني 
شد. اين عمل در محيط استريل و ضدعفوني شده انجام گرفته و به کمک 
پانچ بیوبسی زخمی یک و نیم در یک و نیم طوری ایجاد خواهد شد که 
تمام لایه‌های اپیدرم و درم به صورت کامل برداشته شود. در اين حيوانات 
پوست به آساني از فاسیا جدا مي‌گردد و زخم مورد نظر ايجاد می‌شود. 
بعد از ايجاد زخم، محل زخم توسط نرمال سالين شستشو داده و هر گونه 
چربي اضافي و باقي‌مانده تارهاي بافت پيوندي از زخم برداشته شد. عمق 

ارزیابی اثر پلاسما سرد آرگون و ژل پلاکتی بر  ...
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زخم‌هاي ايجاد شده به اندازه ضخامت پوست بوده؛ به طوري كه اپيدرم، 
درم و چربي زير پوستي را شامل مي‌شد و ماهيچه قابل مشاهده بود. در 
تمام مدت ايجاد زخم و حتي مدتي بعد از آن حيوان بيهوش بود. بعد از 
پایان مطالعه، موش‌ها در قفس‌هاي جداگانه  تا  به هوش آمدن كامل و 
يا  فوم  با  قفس  ايجاد زخم، كف  از  پس  اول  روز  دو  و  نگهداري شدند 
تنظيف پوشيده مي‌شد؛ تا زماني كه پوسته اوليه زخم تشكيل گردد. بعد 

از آن با پوشال جايگزين می‌گردید.

PRP تهیه
اکثر روش‌های قابل انجام جهت تهیه PRP دارای نقاط مشترکی هستند. 
تحت  بلافاصله  و  می‌شود  گرفته  انعقاد(  )ضد  آنتی‌کواگولانت  با  خون 
سانتریفیوژ قرار می‌گیرد. زمان آماده شدن کنسانتره پلاکتی متغیر است 
سانتریفیوژ  اول  مرحله  می‌گردد.  کامل  ساعت  یک  طی  در  همیشه  اما 
برای تفکیک خون به سه لایه طراحی شده است، گلبول‌های قرمز در لایه 
تحتانی، پلاسمای بدون سلول )PPP, Platelet Poor Plasma( لایه فوقانی 
فوقانی مشاهده می‌شود که  و  تحتانی  بین دو لایه   Buffy coat و لایه 
حاوی کنسانتره پلاکتی می‌باشد. مرحله بعدی سانتریفیوژ بین پروتکل‌های 
 PRP متعدد متفاوت است. سعی بر این است که لایه گلبول‌های قرمز و
سرانجام  گردد.  جمع‌آوری   Buffy coat لایه  اطراف  فقط  و  جدا‌شده 

کنسانتره پلاکتی در محل آسیب استفاده می‌شود.

خون‌گیری
مقدار 15سی‌سی خون از یک مرد بالغ به وسیله‌ی لوله‌های وکیوم حاوی 
سدیم سیترات هشت درصد گرفته شد. این لوله‌ها مخصوص خون‌گیری 

جهت تهیه فرآورده‌های خونی می‌باشد.

PRP نحوه سانتریفیوژ خون گرفته شده جهت تهیه
انجام سانتریفیوژ، لوله‌های خون را دو نوبت و هر نوبت به  به منظور 
مدت 15 دقیقه بر روی 1500 دور در دقیقه، در دستگاه سانتریفیوژ قرار 
می‌دهیم و هر بار دو سوم پلاسمای رویی را دور ریخته و یک سوم  باقی 

مانده که قسمت نزدیک به RBC می‌باشد، جدا می‌کنیم.

تهیه ترومبین از پلاسمای انسان
10 میلی‌لیتر نمونه خون سیتراته از یک فرد اهداکننده خون تهیه شد. به 
منظور جداسازی پلاسما، نمونه با دور  3000 در دقیقه، به مدت 10 دقیقه 
سانتریفیوژ شد. محلول رویی)پلاسمای شفاف( در لوله جداگانه جمع‌آوری 
شد. در نهایت، به ازای هر دو میلی‌لیتر پلاسما، یک و نیم میلی‌لیتر کلسیم 
تا در بن ماری در دمای 37  گلوکونات 10% اضافه شد و منتظر ماندیم 
از  لخته  سانتریفیوژکردن  با  سپس  و  شود  ایجاد  لخته  سانتی‌گراد  درجه 

محلول رویی که حاوی ترومبین بود، جدا شد.

طرز تهیه ژل پلاکتی
به منظور تهیه ژل پلاکتی، محتویات کیسه پلاکتی به لوله فالکون منتقل 
شمارش  دستگاه  توسط   PRP این  در  موجود  پلاکت‌های  تعداد  شد. 
نیم  با  شده  تغلیظ   PRP میلی‌لیتر  دو  شد.  شمارش  خونی  سلول‌های 

میلی‌لیتر ترومبین در درون یک پتری دیش ریخته شد و به آرامی مخلوط 
گردید تا لخته ایجاد شد و ژل پلاکتی تشکیل گردید. تمام مراحل تهیه ژل 

پلاکتی در زیر هود و در شرایط استریل انجام شد.

پلاسما سرد آرگون
در این پژوهش با کمک مرکز فیزیک پلاسما دانشگاه علوم و تحقیقات از 
پلاسمای آرگون در ولتاژ متناوب پنج کیلووات و فرکانس 25 کیلوهرتز و 

در فاصله هفت سانتی‌متری از زخم استفاده شد.
روز‌های  در  زیرگروه‌ها  از  یک  هر  در  بافتی،  نمونه  برداشت  منظور  به 
سه، هفت، 14 و 21، یک موش به طور تصادفی با استفاده از کلروفرم 
کشته شد. جهت برداشت نمونه بافتی، ناحیه زخم به همراه دو میلی‌متر 
از نواحی پوست سالم مجاور، جدا گردید. سپس نمونه‌ها را وزن کردیم 
داخل  را  نمونه‌ها  آن،  از  پس  پیچیدیم.  آلومینیومی  فویل‌های  درون  و 
میکروتیوپ گذاشته و تا زمان انجام تست‌های بیوشیمیایی در فریزر 70- 

درجه سانتی‌گراد قرار دادیم.
بعد از تمام شدن نمونه‌گیری‌ها، نمونه‌ها را به سه قسمت مساوی تقسیم 
آزمایش‌های  انجام  برای  را  کدام  هر  تا  گذاشتیم  پلیت  داخل  و  کرده 
آماده  پروتئین  و  هگزوزآمین  پرولین(،  کلاژن)‌هیدروکسی  اندازه‌گیری 

کنیم.

اندازه‌گیری هیدروکسی پرولین بافتی
محتوای  می‌باشد.)18(  کلاژن  اساسی  ترکیب  یک  پرولین  هیدروکسی 
شد،  تعیین  پرولین  هیدروکسی  محتوای  تخمین  با  گرانوله  بافت  کلاژن 
همانطور که توسط )23( شرح داده شده است. نمونه‌های مورد نظر را 
در لوله گذاشته، به وسیله نرمال سالین و NaOH )ساخت شرکت مرک( 
هموژنیزه کردیم و آنها را در داخل اتوکلاو قرار دادیم. این محلول باعث 
شرکت  )ساخت   T کلرآمین  سپس  می‌گردد.  نمونه‌ها  شدن  هیدرولیزه 
معرف  ادامه،  در  دادیم.  قرار  اتاق  دمای  در  و  نموده  اضافه  را  سیگما( 
ارلیش یا دی متیل آمینو بنزآلدئید)ساخت شرکت مرک( را اضافه کرده و 
آنرا در دمای 60 درجه سانتی‌گراد حرارت دادیم. محلول به دست آمده 
را با دستگاه اسپکتروفوتومتر و در طول موج 550 نانومتر قرائت نموده و 

با استاندارد هیدروکسی پرولین مقایسه کردیم.)16(

اندازه‌گیری هگزوزآمین بافتی
سطح هگزوزآمین با انباشته شدن کلاژن کاهش می‌یابد. بنابراین از این 
می‌شود.  استفاده  بافت  در  کلاژن  غلظت  افزایش  استنباط  برای  عامل 
که  مورگان  السون  واکنش  توسط  گرانوله  بافت  هگزوزآمین  محتوای 
 )1959(Levy توسط  و  ایجاد   )17(  )1955(Rondle&Morgan توسط 
قرار  لوله  داخل  را  نمونه‌ها  شد.  برآورد  شده،  اصلاح   )13(  &McAllan
دادیم و توسط سمپلر به میزان 50 میکرولیتر نرمال سالین و 50 میکرولیتر 
سپس  نمودیم.  اضافه  آن  به  مرک(  شرکت  سدیم)ساخت  هیدروکسید 
اتوکلاو  را به مدت 20 دقیقه و در دمای 120 درجه سانتی‌گراد در  آن 
قرار دادیم. در ادامه، 100 میکرولیتر از محلول را جدا کرده و به داخل 
لوله‌ای دیگر انتقال دادیم و به هر کدام به میزان 20 میکرولیتر تترا بورات 
پتاسیم )ساخت شرکت سیگما( اضافه نمودیم. این محلول را به مدت سه  
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دقیقه حرارت داده و در دمای محیط سرد نمودیم. سپس 600 میکرولیتر 
 37 دمای  در  دقیقه   20 مدت  به  آنرا  و  کردیم  اضافه  ارلیش  محلول  از 
درجه سانتی‌گراد در داخل انکوباتور قرار دادیم. در ادامه آنرا با استفاده 
نمودیم.  قرائت  نانومتر   550 موج  طول  در  و  اسپکتوفوتومتر  دستگاه  از 
)ساخت  گلوکزآمین  استیل   -N از  استفاده  با  را  تخمین  این  استاندارد 

شرکت سیگما( بدست آوردیم.)16(

اندازه‌گیری پروتئین بافتی
از روش لوری برای این اندازه‌گیری استفاده شد. بدین منظور، نمونه‌ها را 
به لوله‌های آزمایش منتقل کردیم و میزان پنج میکرولیتر از بافر هموژنیزه 
با DTT )ساخت شرکت مرک( و پروتئاز اینهیبیتور)ساخت شرکت سیگما( 
به آن اضافه کردیم. محلول را به مدت 20 دقیقه در دمای چهار درجه 
دادیم.  قرار  دقیقه  در  با دور 12000  سانتی‌گراد در دستگاه سانتریفیوژ 
ترکیب  مرک(  شرکت  فولین)ساخت  معرف  با  را  شده  تشکیل  رسوب 
کردیم که کمپلکس ایجاد شده رنگی زرد متمایل به آبی داشت.)11( در 
ادامه، کربنات سدیم)ساخت شرکت مرک(، سولفات مس)ساخت شرکت 
کردیم  اضافه  را  مرک(  شرکت  تارتارات)ساخت  پتاسیم  سدیم  و  مرک( 
و به مدت 10 دقیقه روی شیکر قرار دادیم. به محلول به دست آمده 
معرف فولین)ساخت شرکت مرک( افزودیم و آن را به مدت 10 دقیقه در 
انکوباتور قرار دادیم و در نهایت آن را با استفاده از دستگاه اسپکتوفتومتر 
و در طول موج 590 نانومتر قرائت نمودیم. استاندارد تخمین پروتئین را 

با سرم گاوی بدست آوردیم.)16(

نتایج
بررسی مقادیرهیدروکسی پرولین)کلاژن(

میزان هیدروکسی پرولین بافت همبند کلیه نمونه‌ها در گروه‌های درمانی 
و کنترل در روز‌های سه، هفت، 14 و 21 در جدول شماره یک و میانگین 
و انحراف معیار آنها در بین گروه‌های مختلف در جدول دو و مقایسه‌ی 
میانگین آنها در بین گروه‌های مختلف، در نمودار یک آورده شده است. 
بر این اساس میزان هیدروکسی پرولین بافتی)‌کلاژن( یک روند افزایش را 
در هر گروه درمانی و کنترل با افزایش زمان نشان می‌دهد و نیز بر اساس 

نتایج حاصله اختلاف آماری معناداری بین گروه کنترل با گروه‌های پلاسما 
و پلاسما +PRP مشاهده شد.)P>0/05( این در حالی است که بین گروه 
کنترل با گروه پماد نیتروفروزان و گروه PRP اختلاف معناداری مشاهده 

نشد.)P<0/05(س

بررسی مقادیر هگزوزآمین
میزان هگزوزآمین کلیه نمونه‌ها، در گروه‌های درمانی و کنترل در روزهای 
سه، هفت، 14 و 21 در جدول شماره سه و میانگین و انحراف معیار آنها 
آنها در  بین گروه‌های مختلف در جدول چهار و مقایسه‌ی میانگین  در 
بین گروه‌های مختلف در نمودار دو آورده شده است. بر این اساس میزان 
هگزوزآمین یک روند کاهشی را در هر گروه درمانی و کنترل با افزایش 
معنا‌داری  آماری  اختلاف  حاصله،  نتایج  اساس  بر  می‌دهد.  نشان  زمان 
مشاهده  پلاسما   +PRP و  پلاسما   ،PRP گروه‌های  با  کنترل  گروه  بین 
 PRP + و این اختلاف معنادار بین گروه کنترل با گروه )P>0/05(می‌شود
پلاسما، از همه بیشتر می‌باشد. همچنین در میان گروه کنترل با گروه پماد 

)P<0/05(.نیتروفروزان اختلاف معناداری مشاهده نشد

بررسی مقادیر پروتئین بافتی
در  کنترل  و  درمان  گروه‌های  در  نمونه‌ها،  کلیه  بافتی  پروتئین  میزان 
روزهای سه، هفت، 14و 21 در جدول شماره پنج و میانگین و انحراف 
معیار آنها در بین گروه‌های مختلف در جدول شش و مقایسه‌ی میانگین 
این  بر  است.  آورده شده  در نمودار سه  گروه‌های مختلف  بین  در  آنها 
اساس میزان پروتئین بافتی روند افزایشی را تا روز هفت  طی کرده و 
سپس کاهش یافته است. بر اساس نتایج حاصله اختلاف آماری معنی‌داری 
مشاهده  پلاسما   PRP + و   ،PRP ،پلاسما گروه‌های  با  کنترل  گروه  بین 
می‌شود.)P>0/05( و این اختلاف بین گروه + PRP پلاسما و کنترل نسبت 
پماد  گروه  با  کنترل  گروه  بین  در  همچنین  می‌باشد.  بیشتر  سایرین  به 

)P<0/05(.نیتروفروزان اختلاف معناداری مشاهده نشد

بحث
حفظ و يكپارچگي پوست در انسان و حيوانات، براي محافظت در برابر از 

جدول 1- مقادیر هیدروکسی پرولین بافت همبند در گروه های درمانی و کنترل در روز های مورد مطالعه.

بیست و یکمچهادهمهفتمسوم

0.264±0.20816.4±0.24016.1±0.17314.4±13.8کنترل

0.693±0.17617.8±0.35216.8±0.54515.7±14.2پماد نیتروفروزان

PRP15.1±0.28416.5±0.23018.3±0.26418.7±0.290

0.458±0.45024.2±0.69822.7±0.45017.4±15.9پلاسما

PRP+ 0.321±1.78524.8±0.18519.9±0.34819.1±15.6پلاسما

روزگروه

ارزیابی اثر پلاسما سرد آرگون و ژل پلاکتی بر  ...
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دست دادن آب، خونريزي و مقابله با ورود ميكروارگانيسم‌ها، امری حياتي 
است. به اين منظور، بهبود و ترميم زخم در انسان و حيوانات تكامل‌يافته 
جمله  از  زخم  ترمیم  فرآیند  می‌باشد.  برخوردار  بالایی  اهمیت  از 
روندهای پیچیده و حساس فیزیولوژیکی بوده که در طی آن مجموعه‌ای 
از سلول‌ها و ترشحات آنان به ویژه فاکتور‌های رشد و سایتوکاین‌ها وارد 
امروزه  کنند)10(.  ترمیم  را  آسیب‌دیده  بافت  بتوانند  تا  می‌شوند  عمل 
می‌شود.  استفاده  زخم‌ها  ترمیم  برای  متعددی  پماد‌های  و  دارو‌ها  از 
تلاش بر این است که در کنار روش‌های معمول ترمیم زخم، از روش‌ایی 
استفاده گردد که روند بهبود و ترمیم زخم را تسریع بخشد و عفونت‌های 
استفاده  و  برساند. پلاسما درمانی  به حداقل  را  باکتریایی متعاقب زخم 
در  نوین  علمی  عنوان شاخه‌های  به   ،)PRP( پلاکت  از  غنی  پلاسمای  از 
پزشکی و دامپزشکی مطرح می‌باشند. در مطالعه ی حاضر‌، که به منظور 
از  آرگون و پلاسمای غنی  از پلاسمای سرد  استفاده  نوین  مقایسه روش 
پلاکت بر روی مقادیر بافتی هگزوزآمین، کلاژن و پروتئین در روند ترمیم 
زخم موش‌های صحرایی، نسبت به سایر روش‌های درمانی انجام گرفت، 

مشخص شد که استفاده از پلاسمای سرد آرگون و پلاسمای غنی از پلاکت، 
باعث افزایش سرعت بهبود زخم می‌شوند و اگر این دو عامل به صورت 
بهتری  نتیجه‌ی  و  داشته  سینرژیکی  اثر  گردند  استفاده  یکدیگر  با  توام 
حاصل خواهد شد و نسبت به گروه کنترل و گروهی که پماد نیتروفروزان 

را دریافت کرده بود، اختلاف معنادارخواهد بود. 
در مطالعه‌ای که توسط امینی و همکاران در سال 2020 به‌منظور مقایسه 
اثرات داروی اکسید روی، مادون قرمز، اشعه ماورا بنفش و پلاسمای سرد 
بر زخم‌های عفونی با ضخامت کامل در موش‌های صحرایی دیابتی انجام 
گرفت، مشخص شد که درمان با پلاسما باعث افزایش نئووسکولاریزاسیون 
و تولید کلاژن در لایه‌ی درم شد و درمان مادون قرمز و فرابنفش، تشکیل 
اما  بخشید  بهبود  را  کلاژن  تشکیل  و  فیبروبلاست  نئووسکولار،  اپیتلیال، 
اثر این درمان کمتر از درمان با پلاسما بود. نتایج حاصل از این پژوهش 
با پژوهش حاضر همسو می‌باشد چرا که در مطالعه‌ی ما نیز استفاده از 
پلاسما و ترکیب پلاسما +PRP باعث افزایش بیشتر و معناداری در مقادیر 

کلاژن شد.)3(

جدول 2- مقادیر میانگین و انحراف معیار هیدروکسی پرولین در گروه های درمانی و کنترل در روز های مورد مطالعه.

نمودار 1- مقایسه میانگین کلاژن در روزهای مختلف در بین گروه‌های آزمایش.

میانگینگروه

2.478±15.175کنترل

2.633±16.125پماد نیتروفروزان

PRP20.05±2.100

2.946±17.15پلاسما

PRP+ 3.241±19.85پلاسما
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جدول 4- مقادیر میانگین و انحراف معیار هگزوزآمین در گروه های درمانی و کنترل در روز های مورد مطالعه.

میانگینگروه

7.279±61.735کنترل

5.552±58.187پماد نیتروفروزان

PRP49.743±7.269

6.745±45.9پلاسما

PRP+ 7.319±44.825پلاسما

جدول 3- مقادیر هگزوزآمین در گروه های درمانی و کنترل در روز‌های مورد مطالعه.

بیست و یکمچهادهمهفتمسوم

2.122±1.25851.3±1.56958.3±1.39362.8±74.5کنترل

0.404±3.18850.2±1.15955.7±2.58659.4±67.3پماد نیتروفروزان

PRP59.4±1.10049.8±2.08141.2±0.25139.9±0.472

1.792±0.85038.1±2.38641.9±1.8547.3±56.3پلاسما

PRP+ 0.264±0.62436.3±1.18941.1±2.45845.3±56.6پلاسما

گروه

روز

توسط  پروتئوگليکان‌ها  و  گليکوزآمينوگليکان‌ها  زخم،  حاشيه  در 
اين ترکيبات تشکيل يک ماده زمينه‌ای  فيبروبلاست‌ها ساخته می‌شوند. 
)ماتريکس( ژل مانند را می‌دهند که کلاژن روی آن قرار می‌گيرد. زماني که 
ميزان کلاژن افزايش می‌يابد، سطح هگزوزآمين کاهش می‌يابد. محاسبه 
هگزوزآمين، نشان‌دهنده مقدار مواد زمينه‌ای در زخم می‌باشد.)8( براين 
داد.  نشان  را  روند  همين  نيز  حاضر  مطالعه  در  ماده  اين  ميزان  اساس 
بطوري‌که با گذشت زمان و با افزايش ميزان هيدروکسی پرولين، ميزان 
هگزوز آمين موجود در بافت کاهش يافت. همچنين در اين مطالعه ميزان 
PRP و  با  پروتئين بافتی نيز اختلاف معناداری را بين گروه درمان شده 
در گروه  آن  ميزان  که  بطوري  داد.  نشان  کنترل  به گروه  پلاسما نسبت 
درمانی بالاتر از گروه کنترل می‌باشد که اين نشان از تاثير مثبت این دو 
روش درمانی دارد. چيترا و همکاران در مطالعه خود بيان داشتند زماني‌که 
ميزان پروتئين تام در زخم‌های درمان شده در مقايسه با زخم‌های درمان 
تزايد  در  گرفته  صورت  درمان  که  است  اين  بيانگر  باشد،  بالاتر  نشده 

سلولی نقش مثبتی دارد.) 8(
بخشی  اثر   ،  2020 سال  در  همکارانش  و  تانگاول  دیگری  مطالعه‌ی  در 
ژل پولولان بر ترمیم زخم با انجام تحقیقات بیوشیمیایی، بیوفیزیکی و 
بافت‌شناسی مورد بررسی قرار دادند. تجزیه و تحلیل بیوشیمیایی نشان 
هگزوزامین،  کلاژن،  محتوای  معنی‌داری  طور  به  پولولان‌،  ژل  که  داد 
دارد. نقش  ترمیم زخم  بهبود  در  و  تغییر می‌دهد  را   DNA و  پروتئین 

تجزیه و تحلیل‌های بیوفیزیکی، افزایش میزان انقباض زخم را نشان داده 
سایر  از  کمتر  ژل  با  درمان  تحت  گروه  در  اپیتلیزاسیون  دوره  و  است 
با ژل  اثبات کرد که درمان  بافت‌شناسی  ارزیابی  بود. همچنین  گروه‌ها 
اپیتلیزاسیون زخم، بازسازی پوستی، تشکیل عروق  پولولان باعث بهبود 
خونی و سنتز کلاژن شد. بنابراین نتایج مطالعه‌ی آنها به شدت ثابت کرد 
که ژل پولولان می‌تواند یک عامل ترمیم بالقوه برای زخم باشد.)19( که 

این مطالعه نیز با مطالعه‌ی حاظر همسو بود.
در سال 2013، آرندت و همكاران با بررسی اثر پلاسمای سرد اتمسفریک 
بر روی سلول‌های فیبروبلاست پوست نشان دادند که یک درمان کوتاه 
و  سایتوکین‌ها  تولید  افزایش  باعث  پلاسمای سرد  با  دقیقه‌ای  دو  مدت 
فاکتورهای رشد می‌شود. همچنین این درمان اثری بر فرایند آپوپتوزیس 
القای  با  پلاسما  با  درمان  که  داد  نشان  آنها  مطالعات  نتایج  نداشت. 
صورت  سلولی،  پرولیفریشن  در  تغییر  بدون  فیبروبلاست  مهاجرت 
تایپ یک و  داد که سنتز کلاژن  آنها نشان  می‌گیرد. همچنین تحقیقات 
بسیار  اثر  ترمیم  فرایند  در  که   Alpha-smooth muscle actin همچنین 

مهمی دارند، سرعت می‌گیرد )5(.
در  کردند  گزارش  همکاران  و  آنیتوآ  دیگر  مشابه  پژوهش  در  همچنین 
معرض بودن تنوسیت ها با PRP موجب افزایش تکثیر سلولی همچنین 
افزایش تولید عوامل رشد درونزاد )VEGF,HGF( که در ترمیم سلول‌های 
حاضر  پژوهش  با  نیز  تحقیق  این  نتایج  می‌گردد،  دارند  نقش  عضلانی 

ارزیابی اثر پلاسما سرد آرگون و ژل پلاکتی بر  ...
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از  اثر مثبت پلاسمای غنی  واقع در هر دو مطالعه  در  دارد.  همخوانی 
پلاکت در تسریع روند ترمیم اثبات شده. البته در پژوهش ما اثر پلاسمای 
آرگون و پلاسمای غنی از پلاکت به تنهایی نیز مورد بررسی قرار گرفته 
می‌شوند  التیام  روند  تسریع  باعث  عامل  دو  هر  است  شده  مشخص  و 
جراحت  بهبود  در  سینرژیسم  یک  ایجاد  باعث  آنها  از  توام  استفاده  و 

می‌گردد )4(.
در مطالعه‌ی دیگری که توسط آل ابراهیم و همکارانش در سال 2018، به 
منظور مطالعه‌ی تاثیر پلاسمای سرد آرگون در فشار اتمسفری بر افزایش 
موش‌های  در  پوست  ضخامت  تمام  زخم  التیام  و  خون  انعقاد  سرعت 
که  داشت چرا  پژوهش حاضر  با  مشابهی  نتیجه  گرفت،  انجام  صحرایی 
در این مطالعه بر اساس یافته‌های آسیب‌شناسی بافتی، موش‌های گروه 
تمام  زخم  التیام  در  را  بهتری  روند  معناداری  طور  به  پلاسما  با  درمان 
ضخامت پوستی نشان دادند و آنان اظهار کردند که پلاسمای سرد آرگون 
در  ترمیم  روند  بهبود  و  خون  انعقاد  سرعت  افزایش  جهت  می‌تواند 

زخم‌های پوستی مورد استفاده قرار گیرند.)1(
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