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Abstract: 
 
Background: Knee osteoarthritis is associated with damage to ligaments and skeletal 
muscles around the knee joint. Since inhibiting of atrophy can help to improve this disease; 
therefore, this study aimed to determine the effect of mesenchymal stem cell (MSCs), 
hyaluronic acid (HA) and aerobic exercise on the expression of myonectin and myogenin 
genes and the production of CD44 protein in the quadriceps muscle tissue of osteoarthritis 
rats. 
Materials and Methods: Forty-five adult male rats aged 6-8 weeks were placed in 9 groups 
of 5 including: healthy control, patient control, MSCs, HA, aerobic exercise, MSCs+HA, 
exercise+HA, exercise+MSCs and exercise+MSCs+HA. Osteoarthritis was induced 
surgically. Aerobic exercise was done for 8 weeks, 3 sessions a week and at a speed of 
16m/min. MSCs were injected at the rate of 1×106cells/kg and HA at a concentration of 
10mg/ml. Forty-eight hours after completing the protocol, the quadriceps muscle tissue was 
isolated and the expression of myonectin and myogenin genes was measured by Real-Time 
PCR and the expression of CD44 protein was measured by immunohistochemistry method. 
Results: The gene expression of myonectin, myogenin, and CD44 protein expression was 
significantly increased in aerobic exercise, HA and MSCs groups alone (P=0.001) and CD44 
in exercise+HA (P=0.024). Also, myogenin in exercise+MSCs group (P=0.037) and 
myonectin in exercise+MSCs, exercise+HA (P=0.001) and MSCs+HA (P=0.012) groups 
increased significantly. 
Conclusion: Aerobic exercise, HA and MSCs alone and exercise+MSCs synergistically led 
to the inhibition of muscle atrophy by increasing the activity of myokines; but exercise+HA 
play a role in muscle building in osteoarthritis rats. 
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  مقدمه
 )Knee osteoarthritis-KOA( استئوآرتريت زانو

هاي اطراف مفصل بافتها و رباطاست كه ترين بيماري مفصلي شايع
اين در . ]1[ دهدقرار مي تأثيرتحتعضلات اسكلتي را زانو از جمله 

كاهش توانايي حركتي و عدم تحرك افزايش التهاب، بيماران، 
و افزايش  ]2-4[ هاي عضلانيبه آتروفي سلولد، دنبال بروز دربه

 1-آتروژين نظير هاي مرتبط با آتروفي عضلانيها و پروتئينژن بيان
)Atrogina-1( ،MuRF-1 )Muscle RING-finger 

protein-1( ، ،1-اينترلوكينميوستاتين) بتاIL-1β ،( عامل
، ميوژنين و MyoD و كاهش )TNF-αآلفا ( ينكروزدهنده تومور

 .]6،5[ گرددمي منجرهاي صحرايي موشعضله ر بافت ميونكتين د
با آتروفي تارهاي استئوآرتريتي بيماران  دراز طرفي، ضعف عضله 

  .]7[عضلاني همراه است 
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 MRF )myogenicميوژنين عضوي از خانواده بر پايه تحقيقات، 

helix regulatory factors-loop-helixbasic (  و يك فاكتور
 اي استهاي ماهوارهلبيانگر تمايز سلو وبرداري ويژه عضله نسخه

ها اشاره اط بين ميوژنين و بقاي ميوفيبريلمطالعات اخير به ارتبو 
كه در افزايش توده است فاكتور ديگري ميونكتين،  .]8[اند كرده

تحليل عضلاني با  ممكن استبنابراين ؛ ]9[عضلاني نقش دارد 
چندين عامل  .]6[ اختلال در بازسازي عضلات همراه باشد

در نظر گرفته شده استئوآرتريت بيوشيميايي براي پاتوژنز 
عنوان پروتئين باندشونده با اسيدهيالورونيك در به  CD44.است

 پيشرونده مفصلبا آسيب آن بيان كه  شودسطح سلول شناخته مي

چندين عامل  ،عوامل بيوشيمياييبر علاوه .]10[زانو همراه است 
 رنددانقش  استئوآرتريتر دهم نظير ضعف عضلاني  بيومكانيكي

بافت عضلاني مولكولي  - هاي سلوليبررسي مكانيسمو  ]11[
 چراكهي ايفا كند. تواند در راستاي درمان اين بيماري نقش مهمّمي

 - با كاهش فعاليت و مهار عصبي KOAدرد و التهاب ناشي از 
كاهش عملكرد در توانند عوامل مياين كه  استهمراه عضلاني 

، ضعف و كاهش تحركبه تبع آن و بهباشند  نقش داشتهعضله 
به  KOA يالتهاب هاييژگيو .]12[د نگردمنجر  افراداين ناتواني 

شدن سيناپسي، كاهش فعالمانند مهار رفلكس پيش ،تغييرات عصبي

  خلاصه:
تواند به كه مهار آتروفي مي جاييآن همراه است. ازو عضلات اسكلتي اطراف مفصل زانو  ليگامانيآسيب با استئوآرتريت زانو  سابقه و هدف:

و تمرين  )HA( اسيد، هيالورونيك)MSCs( هاي بنيادي مزانشيميسلولهدف تعيين اثر  ، مطالعه حاضر بابنابراينبهبود اين بيماري كمك كند؛ 
  .   گرفت شده انجاماستئوآرتريتيهاي در بافت عضله چهارسر موش CD44و ساخت پروتئين  هاي ميونكتين و ميوژنينژن بيانهوازي بر 

، MSCs ي شامل: كنترل سالم، كنترل بيمار،تايه گروه پنجاي در نُ هفته 6-8سر موش صحرايي نر بالغ  45تعداد در اين پژوهش،  :هامواد و روش
HA ،تمرين هوازي ، MSCs+ HAتمرين ، + HAتمرين ، +  MSCsو تمرين + MSCs + HA روش جراحي قرار گرفتند. استئوآرتريت به

سلول بر  610ميزان به MSCs. تزريق صورت گرفتمتر بر دقيقه  16مدت هشت هفته، سه جلسه در هفته و با سرعت القا شد. تمرين هوازي به
هاي فت عضله چهارسر جدا گرديد و بيان ژنساعت پس از اتمام پروتكل، با 48. انجام شدليتر گرم بر ميليميلي 10با غلظت  HAكيلوگرم و 

  گيري شد.روش ايمونوهيستوشيمي اندازهبه CD44و بيان پروتئين  Real-Time PCRميونكتين و ميوژنين با روش 
 CD44) و P=001/0تنهايي (به MSCsو  HAهاي تمرين هوازي، در گروه CD44ميونكتين، ميوژنين و بيان پروتئين  هايبيان ژن نتايج:

) و ميونكتين در 037/0=P(MSCs  + در گروه تمرينميوژنين  همچنين .)P=024/0داري داشت (افزايش معني HA + در گروه تمرين
  يافت.  يدارافزايش معنينيز ) 012/0=P( MSCs+HAو ) HA )001/0=P + تمرين، MSCs+  هاي تمرينگروه
ها به مهار آتروفي طور سينرژيستي با افزايش فعاليت مايوكينبه MSCs + تنهايي و تمرينبه MSCsو  HAتمرين هوازي،  گيري:نتيجه

  نقش دارند.   شدهياستئوآرتريتهاي سازي موشدر عضله HA + ؛ ولي تمرينندعضله منجر شد
  ميونكتين و ميوژنين، استئوآرتريت ، هيالورونيك اسيد،مزانشيميهاي بنيادي سلولتمرين هوازي،  واژگان كليدي:
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. شودمينجر منورون حركتي آلفا، آتروفي و كاهش قدرت عضلاني 
  KOA كه بيشترين آسيب را دراست از عضلاتي چهارسر ران  لهعض
 .]11[ كندتخريب غضروف را تسريع مي و ضعف آن ]1[د دار

مكانيسم اصلي سلولي مولكولي كه اند ن عنوان نمودهاهمچنين، محقق
به كاهش سنتز پروتئين، افزايش  KOAآتروفي عضلاني متعاقب 

پروتئوليز و نقص بازسازي بافت عضلاني با اختلال در عملكرد 
هاي از سويي، سلول. ]6[ اي وابسته استهاي ماهوارهسلول
كه در  هايي نظير قابليت نوسازي و تمايز دارندويژگياي هستهتك

هاي اي هومئوستازي سلول عضلاني، سلولهپاسخ به سيگنال
با تكثير و تمايز مايوژنيك  د وونش فعالتوانند اي ميماهواره
 ،مطالعات .]13[ وجود آورندعضلاني را بههاي ي، هستهاهسته

هاي شدن سلولعنوان شاخص فعالبه را كاهش بيان ژن ميوژنين
با تحليل  .]14[ اندكردهگزارش اي در استئوآرتريت ماهواره
نياز مبرم اين بيماران به ، هاي بنيادي در استئوآرتريتسلول
هاي ترميم و يا مهار تخريب بافت جهتهاي درماني بهتر روش

هاي بنيادي سلولراستا، شود. درايناحساس مي اطراف مفصل
بر علاوه )MSCs-Mesenchymal stem cell(مزانشيمي 

توانند منبع مي ،]15[ يند ترميمآتسريع فرو  خاصيت ضدآپوپتوزي
اي براي توليد بافت عضلاني جديد ارائه دهند سلولي اميدواركننده

با افزايش  MSCsاست كه از اين نتايج مطالعات پيشين حاكي  .]16[
بهبود  واكسيداني موجب تعديل ردوكس سلولي هاي آنتيبيان آنزيم

است گزارش شده  همچنين، .]17[د گردمتابوليسم بافت عضلاني مي
 استبازسازي عضله پس از آسيب  هحلترين مرتكثير سلولي مهم كه
براي جداشدن  )Hyaluronic acid-HA( هيالورونيكاسيد و

 .ت دارداز ماتريكس خارج سلولي و ميتوز ضرور هافيبروبلاست
در التهابي و پروتئازها هاي پيشسيتوكينافزايش سطوح طرفي، از

 تمرين .]18[ گرددمي HAكاهش سطوح استئوآرتريت موجب 
تواند با مي، ]3،2[ و توانايي حركتيآستانه درد  افزايشبا نيز هوازي 

راستا، دراين .]19[د شومنجر حفظ توده عضلاني به افزايش قدرت 
-MuRFبا مهار بيان ژن  هوازي مطالعات نشان دادند كه تمرينات

نتايج  .]20[كند هش حجم عضلات جوندگان جلوگيري مياز كا 1
 HAو هوازي  تمريننشان داد كه  رسولي و همكارانمطالعه 

هاي در عضله دوقلوي موش MuRF-1 ژن تواند با كاهش بيانمي
 HAحال، . بااينشود منجرعضله مهار آتروفي به شده استئوآرتريتي

ن ااين محقق .]21[ داري نداشتسازي اثر معنيتنهايي روي عضلهبه
بر بيان  MSCsهوازي و  تمريناثرات  با بررسيدر مطالعه ديگري 

گزارش شده استئوآرتريتي هايميوژنين در عضله دوقلوي موش ژن
در مقايسه ثرات مثبت بيشتري ا MSCs + هوازي تمرينكردند كه 

اين بنابراين،  .]14[تنهايي داشت به MSCsهوازي و  تمرين با

عديل به تقويت، كاهش يا تعوامل احتمال وجود دارد كه تعامل اين 
بروز و و متناقض به مطالعات اندك  باتوجه. گرددمنجر  هاآن اثرات
در اهميت توده عضلاني و  و تغييرات عضلاني مرتبطKOA  بالاي

هوازي، تزريق  تمريناثر  بررسيبا هدف  پژوهش حاضر، اين بيماري
HA  وMSCs  همراه ونكتين و ميوژنين بهيهاي متغييرات بيان ژنبر

 صحراييهاي موشدر بافت عضله چهارسر  CD44پروتئين  ساخت
  .شدانجام  OAمبتلا به 

  
  هامواد و روش
 .1398.33IR.IAU.RECكد اخلاق مطالعه داراي  اين

 .انجام شدساري  نظر كميته اخلاق واحد دانشگاهيتحتو باشد مي
بالغ سالم نر سر موش صحرايي  45 تعداد حاضر،ي تجرب پژوهشدر 

گرم خريداري  250-300 يبا ميانگين وزننژاد ويستار، اي هفته 8-6
دانشگاه آزاد اسلامي واحد ساري انتقال داده  خانهوانيحو به گرديد 

مدت هاي صحرايي بهموش ،منظور سازگاري با محيط جديدبهشد. 
مطابق با مطالعات  .يك هفته در محيط آزمايشگاه نگهداري شدند

تايي گروه پنج 8صورت تصادفي در حيوانات به ،]2[ شدهانجام
 بيمار) MSCs ،3 + بيمار )2) كنترل بيمار استئوآرتريتي، 1 :شامل

+ HA، 4بيمار5هوازي،  تمرين + ) بيمار ( + HA + MSCs ،6 (
 MSCs + هوازي تمرين + ) بيمارHA ،7 + هوازي تمرين + بيمار

براي گرفتند.  رارق  HA + MSCs + هوازي تمرين + بيمار )8و 
سر موش صحرايي  5رتريت بر متغيرهاي تحقيق آبررسي اثرات استئو

 ،پژوهشمراحل طي انجام  سالم قرار گرفت.كنترل در گروه نيز 
دليل بهكه رعايت گرديد اصول اخلاقي كار با حيوانات آزمايشگاهي 

كه ياگونهبه انجام شد. صورت تيميبه مطالعه، گستردگي كار
گراد، چرخه درجه سانتي 22±2 ر دمايهاي صحرايي دموش

همراه به، درصد 50±5ساعته، رطوبت نسبي 12تاريكي  - روشنايي
آب . هايي با قابليت اتوكلاو نگهداري شدنددر قفستهويه مناسب و 

   .گرفت آزادانه در اختيار آنان قرارو غذاي استاندارد 
يك هفته سازگاري با محيط متعاقب : استئوآرتريت زانو يالقا

مورد القاي روش جراحي بهسر موش صحرايي  40 ،آزمايشگاه
هاي صحرايي ابتدا موش، براي القاي مدل. رتريت قرار گرفتندآاستئو

 زينو زايلا )لوگرميبر ك گرميليم 30-50(ن يكتامتركيب وسيله به
 70 ك الكلمكزانو به .بيهوش شدند )لوگرميبر ك گرميليم 5-3(

تيغ تراشيده شد و  مفصل با موهاي ناحيه گرديد و درصد ضدعفوني
مفصل زانو داخلي تري در قسمت مسانتي 1 ناحيهيك  ،تيغ وسيلهبه

كنار زده  ،زدن پوست، ليگامان داخلي جانبي شد. پس از كنار ايجاد
صورت با يك برش به ،شد تا مينيسك داخلي مشاهده شود. سپس
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ناحيه . درنهايت، شدايجاد آسيب در مينيسك پارگي و  ،ناقص
   .]22[ روش استريل بخيه زده شدبهكپسول مفصلي 

برنامه اصلي تمرين هوازي هفته پس از جراحي،  3ي: تمرين پروتكل
متر بر  16بدون شيب با سرعت  نوارگردانبر دويدن دقيقه  30 اب
دقيقه  50در هفته هشتم به  تدريجبه و شدل آغاز در هفته اوّ يقهقد

 گفتني. شده است ارائه 1 شماره كه جزئيات آن در جدول رسيد
در ابتدا و انتهاي هر جلسه  سردكردنو  كردنگرمبرنامه  است كه
اين زمان به پروتكل اصلي  و گرديد لحاظدقيقه  5مدت بهتمرين 

  . ]23[ شدتمرين افزوده 

  
  هفته 8پروتكل تمريني در طول  -1 شماره لجدو

  8 ههفت  7 ههفت  6ه هفت  5 ههفت  4 ههفت  3 ههفت  2 ههفت  1 ههفت  سازگاري  يتمرينعوامل 
  16  16  16  16  16  16  16  16  5-8  دقيقه) / سرعت (متر

 50 50 50 50 30 30 30 30 10  (دقيقه) مدت تمرين در هر جلسه
  3  3  3  3  3  3  3  3  3  تكرار (روز در هفته)

  
مشتق از مغز استخوان از شركت  MSCs: MSCs قيتزر
 يهاز موشا MSCs. شد يداري) خرراني(تهران، ا تكستوژنويه

گرم  250-300 يبا محدوده وزن ستارينر سالم نژاد و ييصحرا
درصد  90از  شيكه به ب شد يداريخر يزمان MSCsاستخراج شد. 

سلول بر  1×610غلظت  اب MSCs. بود دهيرس 4خلوص در پاساژ 
 يهاشده موشيجراح يبه زانو يمفصلصورت داخلبه لوگرميك

 هايگروه: HAتزريق ]. 19شد [ قيتزر، درمانيسلول يهاگروه
HA، ميكروليتر 10 ،متوالي هفته 3مدت به HA )Hyalgan® 

sodium hyaluronate; Fidia Farmaceutici S.p.A., 
AbanoTerme, Italy (صورت تزريق و به را در دوره ريكاوري

  .  ]24[ مفصلي دريافت نمودندروند
با رعايت  پس از اتمام پژوهش، تمامي حيوانات :استخراج بافت

ساعت پس از  48 ساعت ناشتايي و 12-14دنبال شرايط مشابه و به
 60كتامين ( بيترك، با استفاده از ي و تزريقاتآخرين جلسه تمرين

) بيهوش لوگرميبر ك گرميليم 5زين () و زايلالوگرميبر ك گرميليم
 دقتبه شدهزانوي جراحي سرچهارعضله سپس، شدند. و قرباني 
فريز درجه  -70دماي پس از شستشو با آب مقطر در و  شد استخراج
در بافر شدن در نيتروژن مايع، بافت فريزشده پس از پودر. گرديد

دقيقه  20مدت و بهشد هموژنيزه ) PBS, PH=7.4( فسفات سالين
بعدي  استفاده در مرحله منظوربهو درجه  -80و در دماي سانتريفيوژ 

 .شدمنجمد پژوهش، 

  هاي ميونكتين و ميوژنين عضلانيگيري بيان ژناندازه
يك روز قبل از : cDNAو سنتز  RNAاستخراج 

كل از  RNA، پروتكل تمريني پايان يافت. استخراج بردارينمونه
 QIAzolهاي صحرايي با استفاده از كيتموش چهارسرعضله 

Lysis Reagent )Qiagen, Germanyروش دستي و طبق ) به
گرم بافت ميلي 50منظور، بدين پروتكل شركت سازنده انجام شد.

در  10به  1كل به نسبت  RNAبراي استخراج  چهارسرعضله 

QIAzol Lysis Reagent .سپس، به مخلوط  هموژن شد
ثانيه تكان  15مدت و به افزودهميكروليتر كلروفرم  200 شدههموژن

 15مدت گراد بهسانتي درجه 4، محصول در دماي در ادامه داده شد.
) Eppendorff(شركت  وژيفيسانتردور در دقيقه  12000 دقيقه و با

و با ايزوپروپانول به نسبت برداشته شد  RNAشد. قسمت محتوي 
دقيقه رها  10مدت بهدر دماي اتاق سپس و گرديد مخلوط  5/0به  1

دقيقه و با دور  10 رايگراد بدرجه سانتي 4در دماي مجدداً و  شد
و  ه شددر اتانول شست RNA. پلت حاوي شد وژيفيسانتر 12000

مورد  RNAغلظت  د.گرديحل  RNAs-Freeآب ميكروليتر  20در 
عنوان تخليص به 8/1-2بين  280 به 260و نسبت  سنجش قرار گرفت

 Thermo fisherبا استفاده از cDNAمطلوب تعريف شد. سنتز 

Reverse Transcription )Qiagen, Germany و طبق (
كه براي سنتز ييجاآن از پروتكل شركت سازنده انجام يافت.

cDNA بايد مقدار RNA ها برابر و يكسان باشديك از نمونه هر ،
 RNA مشخصي از نمونه با توجه به غلظت محلولحجم  براينابن

 پس از افزودن حجم معيني از ،مطابق با پروتكل كيت شد.برداشت 
RNA كه عاري از DNA پرايمر هگزامر تصادفي به هر است ،

مولار، آنزيم ميلي 1با غلظت  dNTP براي .گشتنمونه اضافه 
استفاده شد. در نهايت،  5x و بافرواحد  200ترانس كريپتاز معكوس 

سپس  قرار گرفتند. PCRدر دستگاه  cDNAها براي سنتز نمونه
cDNA واكنش  براي عنوان الگوييشده بهسنتزReal Time-

PCR استفاده شد. هاو بررسي ميزان بيان ژن  
Real Time-PCR : و گيري سطوح بيان ژن ميونكتين اندازهجهت

استفاده  Real Time-PCRاز روش  چهارسربافت عضله  ميوژنين
 SYBER Green PCRزبا استفاده ا PCRهر واكنش شد. 

master mix  در دستگاهReal Time-PCR )Applied 

Biosystems Step One, USA ( طبق پروتكل شركت سازنده
 ميكروليتر كه شامل 20مخلوط واكنش در حجم نهايي در . شدانجام 
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ميكروليتر  1ميكروليتر آغازگر جلويي،  cDNA ،1ميكروليتر  1
Depc ) Diethylpyroآب  تريكروليم 7آغازگر برگشتي، 

carbonate(  صورت هر واكنش به ،بود نيگربريميكروليتر سا 10و
طراحي آغازگرها مطابق با گرفت.  صورت )Duplicate( يتكرار

) صورت Iran( گامشيپتوسط شركت و  NBCIاطلاعات بانك ژني 
ارائه شده توالي و طول محصول استفاده 2گرفت. در جدول شماره 

برنامه عنوان ژن مرجع استفاده شد. هب GAPDHشده است. از 

 95دقيقه،  15گراد براي درجه سانتي 95شامل شده دمايي استفاده
ثانيه  30گراد براي درجه سانتي 60 و ثانيه 20گراد براي درجه سانتي

 هاصحت واكنشجهت بررسي  ،ذوبچرخه بود. نمودار  40با تكرار 
و با  دش سازي شرايط آزمايش رسمو نمودار استاندارد براي بهينه

هاي ميونكتين و ميوژنين به ژن مرجع استفاده از نسبت بيان ژن
 از فرمولهاي مذكور بيان ژنسازي مقادير براي كميّمحاسبه گرديد. 

CT∆∆-2 شد. ستفادها
  

 استفاده مورد آغازگرهاي توالي و طول محصول -2 شماره جدول

 طول محصول (جفت باز) )’3-’5( توالي آغازگر                                                  نام ژن
GAPDH 5 :جلويي’- GGATGAGAGCAAGAGAGAGG -3’ 151 

 ’ATGGTATTGGAGAGAGAAGGAGGG -3 -’5 :برگشتي

 GGC AAG CTC TGG AAA GCA AGG -3’ 159 -’5 :جلويي ميونكتين

 ’AGA GCA ACC CAG GAG TCA TTC AG -3 -’5 :برگشتي 

 CGCAGGCTCAAGAAAGTGAA -3’ 120 -’5 :جلويي  ميوژنين

 ’GTGCTCAATGTACTGGATGG-3 -’5 :برگشتي

  
 ميزان بيانگيري جهت اندازه: CD44گيري بيان پروتئين اندازه

در ابتدا  روش ايمونوهيستوشيمي استفاده شد.از  CD44پروتئين 
، تثبيت شدند. پس از دپارافينه كردنها با قرارگيري در فرمالين نمونه
سپس و  شدند انكوبهدقيقه  20مدت به TBSها در محلول بافت

اضافه شد و تريتون  PBSلاندا  997به  x100لاندا تريتون  3مقدار 
مرحله و به فاصله  4در  PBSها با و نمونه دست آمدبهدرصد  3/0
 هابر روي نمونه ژنبازيابي آنتي منظوربه شدند. شو دادهدقيقه شست 5

 سازي اسيددقيقه و براي خنثي 30 مدتنرمال به 2اسيدكلريدريك 
 PBSها با نمونه مجدداًو  دقيقه اضافه گرديد 5مدت بافر بورات به
دقيقه  30مدت درصد به 3/0. پس از استفاده از تريتون شسته شدند

 PBS، محلول دوباره با هاسلول يغشاكردن نفوذپذير منظوربه
دقيقه اضافه  30مدت درصد به 10در ادامه، سرم بز  شستشو داده شد.
به نمونه  PBS) با 100به  1شده (ليه رقيقبادي اوّگرديد. سپس آنتي

 گرفت. سپسقرار  گرادسانتي درجه 4در دماي شب و يك شداضافه 
بادي ثانويه آنتيبه نمونه ند و شستشو داده شد PBSدر بار  4 هابافت
سپس در انكوباتور با  .نداضافه گرديد 150به  1با رقت  موش ضدّ

از  هانمونه انتقالاز  پسانكوبه شدند. گراد سانتيدرجه  37دماي 
 زده DAPIها به آنبار،  3براي شستشو و انكوباتور به اتاق تاريك 

 فلورسنتها توسط ميكروسكوپ شد. در مرحله آخر، نمونه
)Labomed, USA ماركرها مورد بررسي  دييتأبراي  400) و با لنز

حسب درصد در بافت بر CD44است كه سطوح  گفتني. ندقرار گرفت
  گيري شد.عضله و توسط متخصص پاتولوژي اندازه

ماري آهاي آزمونها از يافته ليوتحلهيتجز برايآماري:  هايروش
Wilk-Shapiro )هابودن توزيع دادهجهت تعيين نرمال،( 

test-Independent samples t ) جهت تعيين اثر القايOA  بر
بيمار استئوآرتريتي و كنترل  گروهدر دو مطالعه  پيامدهاي مورد

براي تعيين اثر ( of variance analyze way-Three )،سالم
هاي بنيادي هوازي، هيالورونيك اسيد و سلول تعاملي تمرين

و  )مطالعه هاي موردجداگانه هر يك بر شاخص ريتأثمزانشيمي و 
 اختلاف بين جهت تعيين محلّ( Bonferroniآزمون تعقيبي 

شد ن بيا Mean± SEMصورت نتايج بهكليه استفاده شد. ) گروهي
نسخه  SPSSافزار نرماستفاده از  با P≥05/0داري سطح معني درو 
  .وتحليل قرار گرفتمورد تجزيه 22
  

  نتايج
نتايج آزمون : و ميوژنين ميونكتينهاي نتايج بيان ژن

Wilk-Shapiro  نتايج آزمون ها بود. داده طبيعيتوزيع حاكي ازt 
 اي استئوآرتريت زانو،القد كه هدمينشان  3در جدول شماره مستقل 

 طوربهرا  چهارسرو ميوژنين بافت عضله  ميونكتينهاي ژنبيان 
 هاينمودار ،جهت درك بهتر .)P=001/0( داري كاهش دادمعني
Three- نتايج آزمونعلاوه، به ارائه شده است. 2و  1 هايشماره

way analyze of variance 723/0( نشان داد كه تمرين=µ ،
001/0P= ،368/104F=،( MSCs )643/0µ= ،001/0P= ،
939/71F= و (HA )477/0µ= ،001/0P= ،546/36F=(  بر

، =620/0µ= ،001/0P( تمرينو  ميونكتينبيان ژني  افزايش
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394/65F= ،(MSCs )546/0µ= ،001/0P= ،109/48F=(  و
HA )210/0µ= ،002/0P= ،651/10F= ( بيان ژني افزايشبر 

در دو سطح  عامل تمرين كهبه اين باتوجه .بودند دارمعنيميوژنين 
نيز در دو  يدرمانسلولو  HAتزريق ، تمرين و عدم تمرين انجام

تايج آزمون ن ،براينابن ؛در نظر گرفته شدسطح تزريق و عدم تزريق 
Bonferroni داري درطور معنيبه ميونكتين ژنكه بيان  نشان داد 

ن همچنيو ) =001/0P(تنهايي به HA ،MSCs ،هاي تمرينگروه
 HA و )=001/0P( تمرين، MSCsهاي ن در گروهبيان ژن ميوژني

)002/0P=( هاي در گروه بيمار بود. كنترل بيشتر از گروه تنهاييبه
، =HA )291/0µ + عامل تمرين، تتيمار تركيبي

001/0P=،410/16F=(تمرين ، + MSCs )410/0µ= ،001/0P= ،

808/27F= ( وHA+MSCs )147/0µ= ،012/0P= ،913/6F=(، 
. شد منجر ميونكتينبيان ژن  دارافزايش معنيسينرژيستي به  طوربه

 + تنها در گروه تمرين ميوژنينبيان ژني سطوح  افزايش كهدرحالي
MSCs )104/0µ= ،037/0P= ،648/4F=( با .بود دارمعني 

، =HA +  MSCs)028/0µ= ،293/0P + تمرين ،حالاين
133/1F=( تمرينتعامل همچنين و  ميونكتينبيان ژن  بر + HA 

)030/0µ= ،271/0P= ،246/1F=(، HA + MSCs )022/0µ= ،
351/0P= ،892/0F=و تمرين (  HA+MSCs  )087/0µ= ،
057/0P= ،835/3F=( چهارسرميوژنين در بافت عضله بيان ژن ر ب 
هاي نمودار( دار نبودمعني KOAهاي صحرايي مبتلا به شمو

   .)4و  3 هايشماره
  

  هاي ميونكتين، ميوژنينبر بيان ژن مستقل tنتايج آزمون  -3شماره جدول 
𝑋ത  گروه شاخص േ 𝑆𝐷df t  P 

Myonectin  
  001/0 ± ٠٠۴/٠  استئوآرتريت

10  48/5  001/0  
  043/0 ٠± /102  سالم

Myogenin  
  003/0 ± 006/0  استئوآرتريت

10  81/12  001/0  
  015/0  ± 091/0  سالم

  
  در گروه كنترل سالم و بيمارميونكتين مقايسه بيان ژن  -1نمودار شماره 

  دار بيان ژن مذكور نسبت به گروه كنترل سالم* نشانه كاهش معني

 
  بيمارگروه كنترل سالم و  در ميوژنين مقايسه بيان ژن -2 شماره نمودار

  نسبت به گروه كنترل سالم ذكورژن مدار بيان معني كاهش* نشانه 

*0
0,02
0,04
0,06
0,08
0,1

0,12
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اساس هاي صحرايي. اطلاعات برموش سرچهارمختلف موردمطالعه در بافت عضله  هايهدر گرو تغييرات بيان ژني ميونكتين -3نمودار شماره 
   .ميانگين و انحراف استاندارد گزارش شده است

  ژن ميونكتين بياندار بر افزايش اثر تعاملي معني نهنشا ¥و  KOAنسبت به گروه دار نشانه افزايش معني *

  
اساس ميانگين اطلاعات برهاي صحرايي. موش سرچهارمختلف موردمطالعه در بافت عضله  هايهدر گرو تغييرات بيان ژني ميوژنين -4ه رشما نمودار

   .گزارش شده است استانداردو انحراف 
  ژن ميوژنين بياندار بر افزايش اثر تعاملي معني هنشان ¥و  KOAنسبت به گروه دار نشانه افزايش معني *

 
در جدول شماره مستقل  tنتايج آزمون : 44CDنتايج بيان پروتئين 

بافت در  44CDبيان  اي استئوآرتريت،القنشان داد كه در اثر  4
جهت . )P=001/0( يافتداري كاهش معني طوربه چهارسرعضله 

Three-نتايج آزمون ارائه شده است.  5شماره  نموداردرك بهتر 

way analyze of variance شان داد كه اثر تمرينيز نن 
)971/0µ= ،001/0P= ،970/1356F=،( MSCs )958/0µ= ،

001/0P= ،749/913F=(  وHA )862/0µ=، 001/0P= ،
757/250F=(  باتوجه .بود دارمعني اين پروتئينسطوح افزايش بر 

 تزريق ،در دو سطح انجام تمرين و عدم تمرين عامل تمرين كهبه اين
HA  در نظر نيز در دو سطح تزريق و عدم تزريق  يدرمانسلولو

كه بيان  نشان داد Bonferroniتايج آزمون ؛ بنابراين، نگرفته شد
CD44 هاي تمرين، گروه داري درطور معنيبهMSCs  وHA 
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 تعامل تمرين .)=001/0P(بيمار بود  كنترل گروهبيشتر از تنهايي به
+HA  )121/0µ= ،024/0P= ،518/5F= موجب افزايش (CD44 

در مقايسه با گروه كنترل  HAهم تمرين و هم  كهيوجودباشد، 
زماني هم براينابن؛ توجه بيان اين پروتئين شدندموجب افزايش قابل

را  CD44هر يك بيان  تكتكتوانست بيشتر از اثر  HAو  تمرين
 CD44بر ميزان بيان  HAو  كه اثر تمرينايگونهافزايش دهد. به

 تمريندر گروه  CD44 بيان كهيوجودبا اثر آگونيستي داشت.
+MSCs  نيز و بيشتر از گروه تمرين MSCs تنهايي بود، اما به

اثر تعاملي  )=MSCs )017/0µ= ،417/0P= ،672/0F + تمرين
 MSCs + HAتعامل  نداشتند. 44CDبيان  داري برمعني

)019/0µ= ،383/0P= ،778/7F= تمرين) و +MSCs +HA 
)010/0µ= ،535/0P= ،391/0F=( بيان داري برنيز اثر معني 

CD44 پروتئين با اين تغييرات بيان  .)6 شماره نمودار( نداشت
در  فلورسنت پسكووميكر توسط يميستوشيمونوهياآميزي رنگ
  ست.ا هشد ئهارا 1 شماره شكل در موردمطالعههاي مختلف گروه

  
  در گروه كنترل سالم و بيمار  CD44 پروتئينمقايسه بيان  -5 شماره نمودار

  نسبت به گروه كنترل سالم CD44دار بيان * نشانه كاهش معني
  

  CD44بر بيان پروتئين  مستقل tنتايج آزمون  -4 شماره جدول
 df t P  انحراف استادارد  ميانگين  گروه شاخص

CD44  
  66/0  77/10  استئوآرتريت

10  21/42  001/0  
  75/0  15/28  سالم

  

  
اساس اطلاعات بر هاي صحرايي.موش سرچهارمختلف موردمطالعه در بافت عضله  هايهدر گرو 44CD پروتئينتغييرات بيان  -6 شماره نمودار

   .گزارش شده است استانداردميانگين و انحراف 
  .)CD44بيان دار بر افزايش اثر تعاملي معني نهنشا ¥و  KOAنسبت به گروه دار افزايش معني نشانه* (
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هاي مختلف در گروه  400Xيي نمابزرگو  ايمونوهيستوشيميميزي آرنگبا  چهارسردر بافت عضله  44CDبيان پروتئين  -1 شماره شكل

گروه  :D يدرمانسلول + هيالورونيك اسيد + گروه تمرين هوازي :C يدرمانسلول + گروه تمرين هوازي: Bگروه كنترل بيمار  :A .موردمطالعه
 :I هيالورونيك اسيد + گروه تمرين هوازي :H كنترل سالمگروه  :Gگروه تمرين هوازي  :F يدرمانسلول + گروه هيالورونيك اسيد :E يدرمانسلول

  .هيالورونيك اسيدگروه 
 

   ثبح
هوازي همراه با  نتمريجهت بررسي اثرات ر مطالعه حاض

، هاي ميونكتينبيان ژنبر  MSCsو  HAمفصلي تزريق داخل
 چهارسربافت عضله در  44CD ميزان بيان پروتئينميوژنين و 

نتايج مطالعه حاضر نشان . شدانجام  KOAهاي صحرايي مدل موش
ميونكتين، هاي بيان ژنبا كاهش  استئوآرتريتي ايجاد مدلداد كه 
همراه شد. در بافت عضله چهارسر  44CD بيان پروتئين وميوژنين 
 ،دردستئوآرتريت ميزان ادر اثر بروز شده، مطالعات انجام به باتوجه

، فشار مكانيكي لازم براي ]3[ دليل كاهش حركتو به ]2[ شيافزا
اين . ]25[يابد تحريك مسيرهاي سنتز پروتئين در عضله كاهش مي

ممكن  همسو است. ]6،10،14[زمينه يافته با مطالعات قبلي در اين
 شدهيميوژنين در عضله حيوانات استئوآرتريت كاهش بياناست 

هاي دخيل در آتروفي عضلاني ناشي از حدودي مكانيسمتا
آتروفي عضلاني با افزايش  ،براينعلاوه. استئوآرتريت را توضيح دهد

و ضعف عضله در  استهاي التهابي همراه مزمن سيتوكين
پروتئين ميوفيبريلار و در سنتز بيانگر عدم تعادل  استئوآرتريت

هاي بنيادي ميوژنيك در سلولدر شرايط طبيعي  است. پروتئوليز
اسكلتي بالغ  عضلاتبه توانايي بازسازي را  ،هپاسخ به آسيب عضل

هاي ثر ژنؤسازي مفعال منظوربهميوژنين حضور  .]26[ هنددميارائه 
به  هاآنا و سنتز بيشتر هتمايز نهايي ميوبلاست جهتنياز مورد

چراكه در غياب رد. رت داترميم عضله ضرو برايميوفيبرهاي موجود 
دليل اختلال در تمايز به MyoDاين مايوكين، عوامل تنظيمي نظير 

به  باتوجه .]6[نيستند سازي قادر به عضله ،ايماهوارههاي سلول
، استئوآرتريتضعف عضلاني در  پاتولوژي اين پژوهش و نيزنتايج 

. درماني در نظر گرفتعنوان اهداف وان بهترا ميها يناين مايوك
 و HA، تزريق نتايج پژوهش حاضر نشان داد كه تمرين هوازي

MSCs و بيان پروتئينميونكتين، ميوژنين  هايبيان ژنتنهايي به 
44CD هاي صحرايي موشدر عضله چهارسر داري طور معنيرا به

همسو با نتايج پژوهش اي در مطالعه د.هدميافزايش  KOAمدل 
متعاقب تمرينات  ،ميونكتين عضلانيبيان ژن و پروتئين حاضر، 

اي در مطالعه .]27[ افزايش يافت ي صحراييهاهوازي در موش
ازسازي مينيسك به ب CD44از طريق گيرنده  HAديگر، تزريق 

رسولي و همكاران . ]28[ شدمنجر بيماران مبتلا به استئوآرتريت زانو 
 8مدت با شدت متوسط به هوازييك دوره تمرين با بررسي اثر نيز 

سلول بر كيلوگرم  610با غلظت  MSCsمفصلي هفته و تزريق درون
 دوقلوي و ميوژنين در عضله  Pax7هايبيان كردند كه بيان ژن

در ن امحقق. ]14[يافت افزايش  KOAمبتلا به  هاي صحراييِ موش
تواند با ميتنهايي بهتمرين هوازي پژوهش ديگري بيان كردند كه 

و درنتيجه مهار آتروفي،  MuRF-1 و MyoDهاي كاهش بيان ژن
ي را ايفا نقش مهمّ  KOAهاي مبتلا به سازي موشعضلهدر بهبود 

داشتن پتانسيل مهار آتروفي با رغم به HAتزريق حال، اين با ؛كند
زايي و عضله MyoDن تغييري در بيا، MuRF-1ن كاهش بيان ژ
 + تعامل تمرين هوازيدر مطالعه حاضر،  همچنين. ]21[ ايجاد نكرد

HA  بر افزايش بيان پروتئينCD44 اي در مطالعهدار بود. معني
 HAكه  كردندجو و همكاران گزارش حقهمسو با پژوهش حاضر، 

بافت داري بر استئوكلسين و آلكالين فسفاتاز تنهايي اثر معنيبه
تمرين تعامل  ولي، ؛نداشت KOAهاي مبتلا به استخوان در موش

كه در تضاد با  گرديدمنجر به افزايش اين دو متغير  HA + هوازي
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وابسته به دوز مصرفي  HAرسد كه به نظر مي .]29[ اين يافته است
هاي اينتگريني در ماتريكس خارج است و از طريق افزايش گيرنده

منجر هاي بيولوژيكي و فعاليت به سنتز پروتئين CD44سلولي نظير 
و  باشدميشود. اين گيرنده اينتگريني وابسته به فشارهاي مكانيكي 

سازي مسيرهاي بيولوژيكي و سنتز پروتئين در سلول موجب فعال
كردن سيستم فعال، ممكن است از مسيرهاي بيشحالنيا باگردد. مي

در مسير  HAهرچند نقش ايمني اثرات متفاوتي را اعمال كند. 
در استئوآرتريت مورد بررسي قرار نگرفته سازي سيگنالينگ عضله

با مهار آپوپتوز،  HAق تزريكه دهد ها نشان ميبررسي ولي، ؛است
بالقوه از  تورصت سلولي و تسريع تكثير سلولي، بهترويج مهاجر
بازسازي مينيسك به ، CD44ه گيرندو  PI3K/MAPK طريق مسير

ها، در تضاد با اين يافته .]28[ شودميمنجر در بيماران استئوآرتريتي 
Zhang ه ك ندنشان داد و همكارانHA ن ژنتواند بر بيامين 
CD44 در اين ژن بيان بالايممكن است و  تأثير بگذارد 

 .]30[ دنباشOA  تسينووي HAح نتيجه افزايش سطاستئوآرتريت 
محيط غني از گليكوزآمينوگليكان كه دهد ها نشان ميبررسي همچنين

هايي كه به سنتز پروتئين منجر و مداخله MSCsدر تعامل با 
 HAكه تزريق درحالي بينجامند؛توانند به تمايز سلولي مي ،شوندمي

همسو گرديد. منجر  MSCsدر مطالعه حاضر به تعديل اثر تمرين و 
اين مطالعه اثر  ، يافته مهمّ]14[با نتايج مطالعه رسولي و همكاران 

بافت . ر مسيرهاي ميوژنيك بودب MSCs + سينرژيستي تمرين
براي بازسازي در پاسخ به آسيب  يفردمنحصربهتوانايي  ،عضلاني

توان اي تكهاي ماهوارهيا بيماري دارد و ترميم آن بر روي سلول
هاي بنيادي سلول دهد كهمتكي است. شواهد متعددي نشان مي

حمايت بازسازي عضلات اسكلتي  ازتوانند موجود در عضله مي
داراي پتانسيل شركت در ميوژنز و  هاي بنياديسلولچراكه  .كنند

 ،نيبراعلاوهها هستند. هاي مزودرمي نظير ميوبلاستتمايز به سلول
MSCs  هاي كه با تمايز مستقيم به سلول دارند ييزارگپتانسيل
 عروقي دمثليتولهاي عصبي براي ا حمايت از سلولو ي اندوتليال

كمك  ييزارگبه ؛ حياتي هستند عضلاتكه براي عملكرد مناسب 
كننده سيستم ايمني سركوب ويژگي است ممكن علاوه،به. دنكنمي

هاي بنيادي مهار انتشار سلول در محلّرا روند التهابي  هااين سلول
التهاب  ،مشخص شده است كه دژنراسيون عضلانياز طرفي، . كند

در  نفوذ با TNF-αل كه با توليد فعارا در پي دارد مزمن 
پتانسيل تبديل ماكروفاژهاي  MSCs. همراه است M1 ماكروفاژهاي
دارند كه براي بهبود و بازسازي  M2 ه فنوتيپب را M1 التهابي نوع

از مطالعات نشان . برخي است ازيموردنعضلات و اعصاب اسكلتي 
، يك حمايت محيطي هبه عضل MSCsدهند كه انتشار موضعي مي

هاي بنيادي ميوژنيك، تمايل به تقويت سلول يسازهاشيپبراي 

هاي ديده و تحريك مهاجرت سلولميوژنيك در عضلات آسيب
ها رسد تغييرات مايوكيننظر ميبه. ]31[ كنداي را فراهم ميماهواره

متعاقب تمرينات استقامتي وابسته به طول دوره تمرين باشد؛ 
موجب افزايش  تمرين ورزشيماه  12ماه و  3هفته،  6كه ياگونهبه

شدن مسيرهاي هايپرتروفي و بهبود فعال، هاي عضلانيسنتز پروتئين
. ]32[ شد OAمتابوليسم استخوان در بيماران پس از تشخيص 

از مسيرهاي سينرژيستي طور به MSCsتمرينات ورزشي و همچنين، 
به  mTOR/PI3K/AMPK ،MRFs ،AKT ،FGFمشترك 

 كنندهميتنظهاي سازي سنتز پروتئين و افزايش بيان پروتئينفعال
و  MRF4، ميوژنين، MYF5 ،MyoD) مانند MRFsميوژنيك (

سازي موجب فعال PAX7از مسير افزايش بيان پروتئين 
شود مي سلول يسطح غشا CD34و  CD44هايي همچون اينتگرين

 .]34،33[ گرددميو اين امر به تمايز ميوژنيك در سلول منجر 
موجب  MSCs + هوازي تمرين ،كه در مطالعات پيشينطوريبه

در بافت  mTORو  Mir-155، تعديل Beclin-1افزايش 
ممكن  .]35[يد گرد KOAهاي صحرايي مبتلا به غضروف موش

ها كمتر از در سيتوكين MSCs + هوازي تعامل تمريناست 
مطالعه اسدي و كه طوريبه بگيرد.قرار  ريتأثتحتها مايوكين

يي موجب تنهابه MSCsهوازي و  تمرين همكاران نشان داد كه
ولي اين دو مداخله اثر  ؛گرديد TNF-αو كاهش  IL-10افزايش 

در  MSCs + HA + هوازي تمرينتعامل . ]36[ ندتعاملي نداشت
 .بودندار معني CD44 ن و پروتئينميوژني، افزايش بيان ژني ميونكتين

حال، مطالعات اين در اين زمينه مطالعات محدودي وجود دارد. با
سازي استئوبلاست پيشين اثر سينرژيستي اين سه مداخله را در فعال

كه در  اندنشان داده KOAهاي صحرايي مبتلا به در موش غضروف
توان ها را ميتعاملي آن ريتأثدار نبودن معني. است يافتهتضاد با اين 

دوز ، هاي كشتها، روشتعداد سلول نوع و، MSCsزمان تزريق به 
نوع و طول دوره تمرين تداخلات دارويي، ، MSCsو طول دوره 

 حاصل هايسازگاري بين تعاملممكن است چراكه  .]29[نسبت داد 
 با مرتبط عضلاني آسيب به سلولي هايپاسخ و تمرينات نوع از

 ميوژنين تغييرات مقدار و جهت كنندهتعيين انقباضي، هايمحرك
براي جداشدن  HAجه به ضرورت باتوممكن است از طرفي، . باشد

افزايش ، ]18[ ها از ماتريكس خارج سلولي و ميتوزفيبروبلاست
 بهالتهابي و پروتئازها در استئوآرتريت هاي پيشسطوح سيتوكين
وجود نقش هر يك از مداخلات با .گرددمنجر  HAكاهش سطوح 

دردي اين مذكور در درد و التهاب، احتمال همپوشاني دوز ضد
، علاوهبه. وجود داردنيز ثر بر عملكرد حركتي مداخلات با دوز مؤ
بودن دليل محدود هاي زياد بهل و سلولمحلو تزريق بيش از حدّ

تواند اثرات نامطلوبي مانند درد مفصل و فضاي مفصل زانو، مي
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هاي متعدد به كاهش تزريقممكن است  براينابنالتهاب ايجاد كند؛ 
 .تواند مشوقي براي مطالعات آتي باشدكه مي گرددمنجر اين اثرات 

نقش آن در مسير مشخص نبودن  و HA كنندهليتعداثر  به باتوجه
اين رات متفاوت يتأثو نيز  سازي در استئوآرتريتسيگنالينگ عضله

هاي التهابي و گيري سيتوكينمداخله بر سيستم ايمني، عدم اندازه
هاي مطالعه حاضر محدوديتبررسي تغييرات سيستم ايمني از 

. كمبود بودجه پژوهش بوده است ،كه علت عدم بررسي باشدمي
هاي شيميايي بين نورون حركتي و فيبرهاي سيناپس، علاوهبه

ممكن است ، براينابن؛ دهدرخ مي نيكولليواسطه است عضلاني با
هاي نيكوتين گيرنده اي عضلاني - اتصالات عصبي رتغييرات د

، با ضعف عضلاني هستندكه با انقباض عضلاني مرتبط  نيكوللياست
د در شو، پيشنهاد ميبنابراين ؛همراه باشد KOAر دو آتروفي 

مسير سيگنالينگ سنتز پروتئين در همراه ت بهتغييرامطالعات آتي اين 
     بافت عضلاني بررسي گردد.

  گيرينتيجه
تنهايي و به MSCs ،HAرسد تمرين هوازي، نظر ميبه

با افزايش فعاليت طور سينرژيستي به MSCs + تعامل تمرين هوازي
هاي صحرايي مبتلا موش چهارسرها به مهار آتروفي عضله مايوكين

 موجب تعديل اثر تمرين HAهرچند ند. شوميمنجر  KOAبه 
 HA + تمرين هوازيممكن است  ، وليگرديد MSCsهوازي و 

ز تزريقي ودوره، زمان و دطول گردند. بنابراين، سازي باعث عضله
HA هاي بيشتري نياز دارد. در كنار اين دو مداخله به پژوهش  

  
 و قدرداني تشكر

هاي معنوي معاونت پژوهش و از حمايت لهيوسنيبد
و قدرداني تشكر فناوري دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران مركزي 

  شود. مي
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