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 چکیده

 شود. در این میان، اکسولوتلمیپزشکی محسوب برانگیزترین مسائل زیستداران بالغ، یکی از چالشهای پیچیده در مهرهبازسازی اندام

(Ambystoma mexicanum) های حرکتی، نخاع، قلب و مغز، بستری ارزشمند برای فرد با توانایی بازسازی کامل اندامبهعنوان مدلی منحصربه

ی اندام در اکسولوتل طراحی های زیستی بازسازی فراهم کرده است. این پژوهش با هدف تحلیل جامع و چندلایه فرآیند بازسازمطالعه مکانیسم

برداری در فازهای مختلف ژنتیکی تمرکز داشت. نمونهدهی، و تنظیمات ژنتیکی و اپیشد و بر بررسی دینامیک سلولی، فعالیت مسیرهای سیگنال

های رای تحلیل بیان ژنب RNA-seq و qRT-PCR( انجام شد. مطالعات هیستولوژیک، ایمونوهیستوشیمی، 28، 21، 14، 7، 3، 0بازسازی )روزهای 

نقش محوری در تشکیل بلاستما و  Notch ، وFGF ،Wnt کار رفت. نتایج نشان داد مسیرهایبه notch1و  fgf8, msx1, wnt5aکلیدی مانند 

عامل بین ها تحت تأثیر تساز دارند. همچنین، آنالیز ترنسکریپتومی آشکار ساخت که تنظیم بیان ژنهای بنیادی و پیشسازی سلولفعال

ی هماهنگی پیچیده بین ماتریکس دهندهها نشانژنتیکی قرار دارد. یافتههای اپیهای محیطی و مکانیسمزاد، سیگنالفاکتورهای درون

ستی های زیدهی در بازسازی موفق اندام هستند. این مطالعه با ترسیم نمایی دقیق از مکانیسمهای ایمنی و مسیرهای سیگنالسلولی، پاسخخارج

 سازد و گامی مؤثر در جهت کاربردهایهای بازساختی در انسان فراهم میای برای توسعه درمانانداز تازهبازسازی در اکسولوتل، چشم

translational شودشناسی بازسازی محسوب میزیست. 
 

 های بنیادیسلول ،بازسازی اندام ،اکسولوتل :کلمات کلیدی

 

 مقدمه -1
رود. این شمار میهای نویدبخش در علوم زیستی و پزشکی بازساختی بهدیده یکی از حوزههای آسیباندامها و بازسازی بافت

های گسترده از ها و سوختگیهای شدید مانند ضایعات نخاعی، نارسایی اندامبرنده، آسیبهای تحلیلویژه در درمان بیماریتوانایی به

که انسان و بیشتر ها بسیار متفاوت است. در حالیتوانایی طبیعی موجودات در بازسازی اندام اهمیت بالایی برخوردار است. با این حال،

های ، دوزیستی با ویژگی(Ambystoma mexicanum) ها دارند، اکسولوتلداران فقط قابلیت محدودی در ترمیم بافتمهره

طور کامل بازسازی هایی از مغز را بهخاع، قلب و حتی بخشهای حرکتی، نفرد، قادر است ساختارهایی پیچیده مانند انداممنحصربه

داران تبدیل کرده های بازسازی در مهرهانگیز اکسولوتل را به مدلی بسیار مهم برای بررسی مکانیزماین توانایی حیرت [.2-1]کند

در تنظیم عملکرد  Notch و Wnt/β-catenin ،FGF ،BMP اند که مسیرهای مولکولی مهمی مانندتحقیقات گذشته نشان داده .است

-TGFمسیرهایی مانند  .[4-3].دارند  های بنیادی و تشکیل بلاستما، که یک توده سلولی اولیه در فرآیند بازسازی است، نقشسلول

β ،VEGF و Akt این، علاوه بر  [.5].کننددر فرآیندهایی نظیر رگزایی، تنظیم چرخه سلولی و کنترل التهاب نقش مهمی ایفا می

های غیرکدکننده نقش مهمی در RNA ، تغییرات هیستونی وDNA ژنتیکی مانند متیلاسیوناند که عوامل اپیمطالعات نشان داده
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سلولی و های ایمنی، ماتریکس خارجبا این حال، تعاملات پیچیده میان سلول .[7-6]های مرتبط با بازسازی دارندتنظیم بیان ژن

 .اندطور کامل درک نشدهبههای محیطی همچنان سیگنال

مهره، این گونه به عنوان یک های بیبا توجه به ژنوم بزرگ و پیچیده اکسولوتل و شباهت بیشتر آن به انسان نسبت به مدل

پژوهش حاضر با هدفی چندلایه و سیستماتیک،  [8].شده استسامانه مدل مناسب برای تحقیقات مربوط به بازسازی بافتی مطرح 

گیرد تا فهم دقیقی از ژنومی بهره میهای ژنومی، ترنسکریپتومی و اپیپردازد و از دادهبه بررسی فرآیند بازسازی در اکسولوتل می

برای انتقال این دانش به حوزه پزشکی های عملی حلسازوکارهای زیربنایی بازسازی ارائه کند. هدف نهایی این تحقیق، کشف راه

 .های نوین بازسازی استتوسعه درمانانسانی و 

 
 : اکسلوتل برگرفته از سایت اتحاد زیست شناسان ایران1شکل      

 

 هامواد و روش -2

 حیوانات و شرایط نگهداری 2-1

 حیوانات پرورش مرکز از مترسانتی 12–9با طول بدن  (Ambystoma mexicanum) های بالغدر این مطالعه، اکسولوتل

نگهداری شدند. نوردهی  7.5تا  7.0بین  pH و گرادسانتی درجه 0.5±18 دمای در آب گردش سیستم در و تهیه مکزیک تحقیقاتی

 بار در هفته انجام شد. کلیه مراحل با تاییدیه کمیته اخلاق دانشگاهساعت تاریکی/روشنایی و تغذیه با لارو آرتمیا سه 12:12صورت به

 .انجام شد (AEC2025-AXL02) :کد

 

 تصویربرداری قطع اندام و 2-2

، 3، 0برداری در روزهای ، اندام جلویی راست از ناحیه میانی استخوان بازو قطع شد. نمونهMS-222 (0.1%) پس از بیهوشی با

 .انجام شد ImageJ گیری بلاستما باانجام شد و با میکروسکوپ استریو تصویربرداری و اندازه 28و  21، 14، 7

 

 شناسیبافتبرداری مولکولی و نمونه 2-3

 آمیزیهای پارافینه برای رنگفیکس شدند. نمونه %10یا در نیتروژن مایع فریز و یا در فرمالین  (n=5) ها در هر زماننمونه

H&E و Masson’s Trichrome هایبادیهای هدف از آنتیآماده شدند. برای بررسی پروتئین Sox2 ،Pax7 و PCNA همراه به

 .استفاده شد DAPI وهای فلورسنت بادیآنتی

 



 

 qRT-PCR و RNA استخراج 4-2

، fgf8 ،msx1 هایانجام شد. بیان ژن Thermo Fisher با کیت cDNA و سنتز Qiagen با کیت RNA استخراج

wnt5a و notch1 با qRT-PCR ارزیابی و نسبت به ژن gapdh سازی شدنرمال. 

 

 و آنالیز مسیرها RNA یابیتوالی 5-2

RNA برای 14و  7روزهای  هاینمونه RNA-seq یابی بااستفاده شد. توالی Illumina NovaSeq ها باو آنالیز داده STAR ،

DESeq2 ،GSEA و KEGG انجام گرفت. 

 

 تحلیل آماری 6-2

 در Tukey طرفه و آزمون تعقیبییک ANOVA با آماری آنالیز. شدند گزارش معیار انحراف ±صورت میانگین ها بهداده

GraphPad Prism 9 انجام شد (p<0.05) معنادار تلقی شد. 

 :مارکرهای سلولی   :1-1تحلیل جدول  .1

نیز برای ارزیابی تکثیر  PCNA .بیانگر تمرکز بر منشأ سلولی بازسازی است Pax7 و Sox2های بادیاستفاده از آنتی

 .کار رفته استسلولی بلاستما به

 :qRT-PCR های هدف درژن .2

عنوان کنترل داخلی به gapdh .نقش کلیدی در مسیرهای بازسازی دارند fgf8 ،wnt5a ،msx1 ،notch1های ژن

 .موجب دقت نتایج شده است

 :بردارینمونه برنامه .3

گیرد و امکان پایش زمانی فراهم ، کل مراحل بازسازی )از التهاب تا ساختار نهایی( را در بر می28تا  0برداری از روز نمونه

 .کندمی

 :های ترکیبیروش .4

ها ارائه مع از بیان ژن، ساختار بافت و حضور پروتئینو هیستولوژی تحلیلی جا qRT-PCR ،RNA-seq ،IHC ادغام

 .دهدمی

  نتایج -3

 تشکیل بلاستما و مراحل مورفولوژیکی بازسازی اندام -1

های ساعت اولیه شامل مهاجرت سلول 48تا  24های مورفولوژیکی بازسازی طی در پی قطع اندام قدامی در اکسولوتل، اولین نشانه

های مزانشیمی مشاهده شد. از روز سوم، تجمع سلول (wound epithelium )دیده و تشکیل اپیدرم زخمآسیباپیدرمال به ناحیه 

توجه و بیان فعال مارکرهای در زیر اپیدرم زخم، منجر به تشکیل بلاستما اولیه گردید. در روز هفتم، بلاستما میانی با رشد حجمی قابل

تار بلاستما بالغ با تقسیمات سلولی شدید و تمایز نسبی شکل گرفت. بازسازی کامل ساخساز مشاهده شد و تا روز چهاردهم پیش

 .وهشتم به پایان رسیدگیری اندام در حدود روز بیستشکل

 
 

 

 

 



 

 ی بازسازی اندام در اکسولوتلشناسی مطالعهاطلاعات روش خلاصه: 1جدول 

 جزئیات شرح داده نوع اصلی بخش ردیف

 ،Abcam خرگوش، کلونالپلی :Sox2 اولیه بادیآنتی هابادیآنتی 1

 بنیادی هایسلول ؛1:200 رقت

Pax7: موش، مونوکلونال DSHB، 

 عضلانی سازپیش ؛1:100 رقت

PCNA: خرگوش، مونوکلونال CST، 

 سلولی تقسیم ؛1:500 رقت

 خرگوش، ضد :Alexa Fluor 488 ثانویه بادیآنتی  

Thermo، برای ؛1:500 رقت Sox2 

 PCNA و

Alexa Fluor 594: موش، ضد 

Thermo، برای ؛1:500 رقت Pax7 

 ،fgf8، msx1، wnt5a، notch1 هدف هایژن qRT-PCR پرایمرهای 2

gapdh (داخلی کنترل) 

 ریورس و فوروارد پرایمر ژن هر برای پرایمرها توالی  

 :fgf8، F :مثال) است شده طراحی

TGCACCTTCAGTGGAAGTGA، 
R: 
AGTGGTGTTGATGGCGTTGT) 

 باز جفت 165 تا 130 بین PCR محصول اندازه  

 از پس 28 و 21 ،14 ،7 ،3 ،0 روزهای بردارینمونه زمان بردارینمونه مراحل 3

 اندام قطع

 ،RNA، IHC استخراج تصویربرداری، استفاده مورد هایروش  

qRT-PCR، RNA-seq، آمیزیرنگ 
Masson 

 شدهبازسازی اندام تا اولیه بلاستمای از هانمونه نوع  

 (اندام قطع از پس هفته چهار)

 

 

 های کلیدی در مراحل مختلف بازسازیافزایش بیان ژن -2

داری در طور معنیکلیدی بهدهی های مربوط به مسیرهای سیگنالنشان داد که بیان ژن RNA-seq و qRT-PCR تحلیل

 :اندبلاستما نسبت به بافت نرمال افزایش یافته

ساز همزمان بود که نقش کلیدی در القای رشد بلاستما ایفا های پیشبا آغاز تکثیر سلول wnt5aو  fgf8ویژه، افزایش بیان به

 .کندمی

 



 

 شوندهساز در بافت بازسازیهای بنیادی و پیششناسایی سلول -3

طور به بعد به 3های ناحیه بلاستما از روز در سلول Pax7 و Sox2 العه با ایمونوهیستوشیمی نشان داد که نشانگرهایمط

 :شوند. تصاویر فلورسانس دوگانه نشان داد کهگسترده بیان می

 هایدرصد سلول Sox2+  بود 3.4 ± %32در بلاستما میانی حدود. 

 هایسلول Pax7+ (2.1 ± %24) افزایش داشتند 14و  7تمایز عضلانی در روز ویژه در ناحیه به. 

 مارکر تکثیر PCNA  بیان شده بود که نشانگر فعال بودن چرخه سلولی در این  7ها در روز سلول %45نیز در بیش از

 .مرحله است

 

 شناسی و بازسازی ساختارهای اختصاصیتحلیل بافت-4

 :نشان داد Masson’s Trichrome و H&E شده باآمیزیبررسی مقاطع رنگ

  حضور ساختارهای اولیه عضله، عروق خونی و عصب قابل تشخیص بود14در روز ،. 

 گرفته، بیانگر بازسازیبافت پیوندی منظم و الیاف کلاژنی تازه شکل ECM (فعال بودند )ماتریکس خارج سلولی. 

  معماری بافتی اندام تقریباً مشابه اندام سالم بود28تا روز ،. 

 

 ژنتیکیدهی و تنظیم اپیالگوی زمانی مسیرهای سیگنال -5

سازی را آشکار ساخت. این فعال PI3K/Akt و TGF-β ،VEGF سازی پویا در مسیرهایدر مراحل مختلف، فعال RNA-seq تحلیل

 7در روز  msx1داشت. همچنین، بررسی سطح متیلاسیون پروموتر  nanogو  sox2 ،klf4های همبستگی بالایی با افزایش بیان ژن

 .ژنتیک در القای بازسازی استدهنده نقش تنظیم اپی، که نشان(p < 0.05) داری نشان دادکاهش معنی

 

 خلاصه نتایج -6

 گیردتفکیک شامل بلاستمای اولیه، میانی و بالغ انجام میبلاستما در اکسولوتل طی سه مرحله قابل تشکیل. 

 دهیمسیرهای سیگنال FGF ،Wnt و Notch کنندنقش کلیدی در آغاز و پیشرفت بازسازی ایفا می. 

 هایسلول Sox2+ و Pax7+ یی شدندساز فعال شناساهای بنیادی و پیشعنوان نشانگرهای سلولبه. 

 ECM طور مؤثری بازسازی شدندو ساختارهای عملکردی مانند عروق و عصب به. 

 های کلیدی در بازسازی مرتبط هستندژنتیکی با تنظیم بیان ژنتغییرات اپی. 

 

 بحث -4

مولکولی است که دهد که فرآیند بازسازی اندام در اکسولوتل یک سلسله رخدادهای سلولی و های این مطالعه نشان مییافته

های بنیادی و سازی سلولدهی سیستماتیک، فعالاین فرآیند تحت کنترل سیگنال .شودای و هماهنگ انجام میصورت مرحلهبه

های اپیدرمی و عنوان ساختار اصلی بازسازی با مهاجرت سلولدر مراحل اولیه، تشکیل بلاستما به .ژنتیکی قرار داردتنظیمات اپی

و همکاران  Sandoval-Guzmán و همکاران و Kawakami این نتایج با مشاهدات مطالعات .ی مزانشیمی همراه استهاتجمع سلول

را  Wnt و FGF در منطقه بلاستما، فعال شدن مسیرهای wnt5a و fgf8 ،msx1هایی مانند افزایش بیان ژن [3-1].همخوانی دارد

این نتایج از نظر الگوی زمانی  .کنندو حفظ توانایی بازسازی نقش اساسی ایفا میدهد که در فرآیندهایی مثل تمایز، تکثیر نشان می

شناسایی  [9].هماهنگ است Xenopus و Notophthalmus viridescensهایی مثل و میزان بیان با تحقیقات قبلی روی گونه

ها با این یافته .سازهای عضلانی استپیشهای بنیادی عصبی و دهنده حضور سلولدر بلاستما نشان Pax7+ و Sox2+ هایسلول



 

های بلاستما با حفظ هویت بافتی اولیه خود، از طریق اند که سلولمطالعات نشان داده [10].و همکاران همخوانی دارد Kragl گزارش

دهنده فعالیت قوی شاندر این ناحیه ن PCNA علاوه بر این، بیان بالای مارکر تکثیر .گردندساز بازمیفرآیند تبدیل به حالت پیش

طی مرحله  msx1 ژنتیکی، کاهش متیلاسیون در ناحیه پروموتر ژندر سطح تنظیم اپی .ها استچرخه سلولی و تقسیم سریع سلول

ریزی فرایند رشد و تمایز به شمار ژنتیکی در بازبرنامهدهنده اهمیت تغییرات اپیسازی بلاستما مشاهده شده است که نشانفعال

ژنومی در بیان بر نقش دینامیک اپی [7].همخوانی دارد ]Burgos-Aceves ]7 و Abo-Al-Elaاین یافته با نتایج پژوهش  .رودمی

های تواند منجر به طراحی استراتژیها میاز نظر بالینی، فهم عمیق این مسیرها و مکانیزم .های مربوط به بازسازی تأکید شده استژن

، و استفاده از in vitro یا in vivoهای های بنیادی در محیط، تحریک سلولWnt و FGF مسیرهای سازیدرمانی جدید شود. شبیه

های با وجود تفاوت .های نخاعی، نارسایی قلبی یا تحلیل عضلانی مؤثر باشندتوانند در درمان آسیبژنتیکی میهای اپیکنندهتعدیل

ی همولوگ در هر دو گروه، استفاده از مدل اکسولوتل را در توسعه پزشکی تکاملی میان دوزیستان و پستانداران، شباهت مسیرها

 .سازدبازساختی ممکن می

 

 ها و پیشنهادهامحدودیت -5

 های عملکردی ژنهای این پژوهش، تمرکز بر سطوح ژنی و بافتی است که نیازمند مکمل شدن با تحلیلاز جمله محدودیت

باشد. همچنین بررسی نقش تر عملکرد مسیرهای خاص میبرای درک دقیق knockdown) هایو مدل (CRISPR/Cas9 مانند

تواند به تکمیل دیدگاه ما در این حوزه سیستم ایمنی در فرآیند بازسازی، که اخیراً در برخی مطالعات مورد توجه قرار گرفته، می

 .کمک کند

 

 گیری نهایینتیجه -6

دهی کلیدی، دهد و نقش حیاتی مسیرهای سیگنالبازسازی اندام در اکسولوتل ارائه میمطالعه حاضر تصویری جامع از فرآیند 

های مولکولی و بافتی های حاصل از تحلیلنماید. دادهنظیر تبیین میژنتیکی را در این پدیده بیهای بنیادی، و تنظیمات اپیسلول

های همراه کاهش متیلاسیون نواحی تنظیمی ژنتمایز سلولی، بهبا هدایت تکثیر و  Notch و FGF ،Wnt دهند که مسیرهاینشان می

 .کنندگیری و عملکرد بلاستما ایفا میای در شکلکنندهبازسازی، نقش هماهنگ

دهد که بازسازی در اکسولوتل نه ها نشان میساز متعدد در نواحی بازسازی و الگوی زمانی بیان ژنهای پیششناسایی سلول

یافته است. از سوی دیگر، شباهت بسیاری از این مسیرها تکاملی فعال و سازمان-به آسیب، بلکه یک برنامه ژنتیکییک پاسخ غیرفعال 

 .با انسان، اکسولوتل را به مدلی ارزشمند برای کشف اهداف درمانی جدید در حوزه پزشکی بازساختی تبدیل کرده است

های عصبی برنده، آسیبهای تحلیلرهای درمانی نوآورانه در درمان بیماریای علمی برای توسعه راهکاهای این پژوهش پایهیافته

ی پژوهش در این سازی عملکردی، آیندهآورد. با توسعه ابزارهای ژنومیکی، تصویربرداری پیشرفته و مدلها فراهم میو نارسایی اندام

 .زندگی انسان گام بردارد ها برای ارتقاء کیفیتتواند به سمت ترجمه بالینی این مکانیسمحوزه می

 

 تشکر و قدردانی -7

های آبزیان،  ی مسئولین و کارکنان مرکز تحقیقات بیماریدانند از همکاری و حمایت صمیمانهنگارندگان این مقاله بر خود لازم می

 تشکر مینماید.

 تضاد منافع -8
 غیرمالی، در رابطه با این پژوهش وجود ندارد. نویسندگان مقاله اعلام میدارند که هیچگونه تضاد منافعی، اعم از مالی یا
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