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  چكيده

هـا در بافـت    ميـزان توليـد گليكوزآمينوگليكـان    ت كه معمولا بـه اس اسكلتي هاي عوامل مهم بيماري  اختلالات غضروفي مفاصل از:زمينه و هدف  
 نجـه ايـن تحقيـق از گيـاه يو    در .شـود  اسيدهاي آمينه باعث افزايش روند بازسازي مي و ها ها، برخي كاني حضور ويتامين. غضروفي مرتبط هستند 

[Medicago Sativa(Alfalfa)] ، ارزيابي  ي گوش خرگوش و هت التيام غضروف لاله جينه،اسيدهاي آم و ها كاني ،ها نيتامي وبرخيسرشار از
  .استفاده شد (ECM)اي   زمينهي ماده) GAGs( هاي كانينوگليي توليد گليكوزآميهيستوشيميا

 ، درصد۱۰حسي با ليدوكايين  و بي ، پس از زدودن موها) گروه تصادفي۲در (  راس خرگوش نر۱۰ي گوش   در موقعيت مياني لاله :روش بررسي 
اه يونجه و گروه كنتـرل باسـرم فيزيولـوژي    يگ ي الکلي هاي گروه تجربي باعصاره    گوش .)سوراخ ۸۰ جمعاً( ايجاد شد  )متر   ميلي ۴قطر  ( وراخ س ۴

شـدت رنـگ   . ي انجام شديهاي هيستوشيميا ، براي بررسي۵۰برداري از بافت در حال ترميم در روزهاي صفر تا  نمونه. روزانه تيمار موضعي شدند  
 )سـولفاته GAGs  داراي واكنش متاكرومازي با(و همچنين آبي تولوئيدين )  سولفاته و كربوكسيلهGAGsبراي ( ۵/۲ و ۱برابر  pH بلو باآلسين 

  . در بافت غضروفي گزارش شد
هـاي   وراخهاي تيمار نـسبت بـه س ـ   ي، شدت رنگ غضروف و زمان شروع واكنش به رنگ در سوراخي در هر سه رنگ آميزي هيستوشيميا  :ها يافته

  . تر صورت گرفت كنترل بيشتر و بسته شدن سوراخ غضروفي گروه تجربي سريع
 GAGsباعـث افـزايش فعاليـت     هـا و يـا اسـيدهاي آمينـه خـود،      حـضور برخـي ويتـامين     يونجه باتوجه به   ي  عصاره رسد نظر مي  هب: گيري نتيجه

 و به تبع آن سرعت ترميم غضروف گرديده است يا نهي زمي ماده سولفاته در اسيدي كربوكسيله و يها کانينوگليکوزاميها و ترشح گل  كندروبلاست
   .ديک را فراهم نمايژ فارماکولويها مورد اثر التيام بخشي اين گياه و استفاده ي مطالعات آينده در تواند زمينه و از اين رو احتمالا گياه فوق مي

  كوز آمينوگليكان، خرگوشيونجه، ترميم و بازسازي، غضروف گوش، گلي : كليديگانواژ
  

  مقدمه 
ــم       ــرميم زخــ ــازيزباو ) Wound Healing(تــ  ســ

)Regeneration (  هـاي بـدن     طبيعي برخي بافتهايفراينداز
  شود يـك سـري وقـايع       هنگامي كه بدن زخمي مي     .باشند مي
  
  
  

  
بيولوژيكي پيچيده در يـك آبـشار هماهنـگ و مـوزون بـراي              

جـانوران   ).۱ (دهد ديده رخ مي  ي آسيب    ترميم و تعمير منطقه   
  هـاي   زيـرا دسـته    ،ساده توانايي بالايي بـراي بازسـازي دارنـد        
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٢

 را در بدن دارند كه )Stem Cell( هاي بنيادي سلولبزرگي از 
هـاي از    تـرميم بافـت     آسـيب ديـده،    هاي  بخش ا مهاجرت به  ب

توانـايي بازسـازي بـا    ). ۲( شـوند  را موجـب مـي    دست رفتـه    
 براي مثـال در بـسياري از     .بت عكس دارد  پيچيدگي جانور نس  

تر از  تـرميم بـسيار بـالا     ي  يتوانا سوسمارهاي آبي    و دوزيستان
هـاي   گوش خرگوش يكي از محدود بافـت      . استپستانداران  

بدن پستانداران است كه داراي قابليت ترميم و بازسازي كامل          
در تـشكيل بافـت   ). ۲و۳( باشـد  هـاي اوليـه مـي     بافـت ي  همه

يد و ترشـح تركيبـات قنـدي اسـيدي از جملـه             غضروفي، تول 
ــان ــك     گليكوزآمينوگليكـ ــيد هيالورونيـ ــد اسـ ــايي ماننـ هـ

ترين  از مهم ) ECM(سولفات در ماده بين سلولي       وكندروئيتين
  اسـت  ) كندروبلاسـت (هاي غـضروفي     هاي تمايز سلول   نشانه

 گـوش خرگـوش شـبيه بـه       ي  از آنجاكه غضروف لاله   ). ۴و۵(
هـا   انتهاي شكمي دنـده و صل، بيني  ي غضروفي سطح مفا    تيغه

 لذا احتمالاً نتايج حاصل از    ؛)۴(در انسان، از نوع هيالين است       
مدل مناسبي براي تعمـيم       غضروف گوش خرگوش،   ي  مطالعه

تاثير گياهان و داروهاي مختلف بـر رونـد    ).۶(به انسان است 
ترميم گوش خرگوش مطالعه شده است اما تـاكنون اثـر گيـاه          

در طـب  .  قرار نگرفته استيند ترميم مورد بررس  يونجه بر رو  
سنتي از يونجه براي درمـان آرتريـت و انباشـته شـدن آب در      

شود و همچنين اين گياه      استفاده مي ) مثل بيماري ادم  (ها   بافت
 است و كوبيـده آن زخـم   C و Aحاوي مقدار زيادي ويتامين    

). ۷(كنـد     از خونريزي جلوگيري مـي     ،را به سرعت اليتام داده    
هـا بـر رونـد تـرميم      لذا اگرچه تاثير بسياري داروها يا ويتامين  

غضروف بررسي شده است، اما با توجـه بـه محتويـات گيـاه             
يونجه و ارزان بودن آن، در صورت التيام بخـش بـودن رونـد              

عنوان داروي گياهي مناسب با عوارض جانبي كمتـر          ترميم، به 
 غـضروفي در  هاي با توجه به كثرت آسيب . معرفي خواهد شد  

دنياي امروز و از طرفي ترميم محدود اين بافت كه مـشكلات           
اقتصادي و روحي رواني براي بيماران به دنبال دارد، لذا هدف       
از پژوهش اخير بررسي هيستوشيميايي روند ترشـح تركيبـات    

GAG        اسيدي در مراحل ترميم بافت غضروف پـس از تيمـار
 گيـاه  ي  عـصاره هاي ايجاد شده در گوش خرگوش بـا          سوراخ

  .يونجه بود
  

    بررسيروش
 ـبراي انجام ا  :  آزمايشگاهي ي   نمونه ي  تهيه       ي  مطالعـه ن  ي
بـه وزن  ) راس ۱۰(  نر نـژاد نيوزيلنـدي    يها  خرگوش ،يتجرب

ي تحقيقـات واكـسن و     كيلـوگرم از موسـسه  ۳ تا   ۵/۲تقريبي  
ها در بخـش حيوانـات       سازي رازي مشهد تهيه و آزمايش      سرم

ــا رع ــات  موســسه ب ــت از حيوان ــي حماي ــت اصــول اخلاق اي
پيش از ايجاد سوراخ، ابتدا موهـاي    .آزمايشگاهي انجام گرفت  

ي گـوش توسـط كـرم مـوبر برداشـته شـد، بـا         اضافي در لاله 
 هر خرگوش در    ،ها را ضد عفوني كرده     استفاده از الكل گوش   

هـا   سپس گوش.  قرار داده شد  ،ي مخصوص نگهدارنده   محفظه
تگاه پانچ كه به همين منظور تهيه شده بود بـه           با استفاده از دس   

شكل دايـره در موقعيـت مـديال و در دو طـرف رگ اصـلي                
 گـوش شـامل پوسـت و        ي  کل ضـخامت لالـه    . سوراخ شدند 

 سوراخ هر يـك     ۴در هر گوش    .  شد ه برداشت ،يانيغضروف م 
موضـع بـراي    ۸۰ ميلي متر ايجاد شـد و لـذا جمعـاً    ۴به قطر  

از بافت پانچ شده به عنـوان نمونـه    . )=۵N( مطالعه فراهم آمد  
در مقايسه با بافت در حال تـرميم اسـتفاده       ) سالم اوليه (شاهد  

  ).۸(شد 
وم دانـشگاه آزاد  ياه يونجه درهرباريگ : گياهيي   عصاره ي  تهيه

 بـا شـماره     يوميهربـار با کـد     (IAUM)  واحد مشهد  ياسلام
ه ي گيا هاي هوايي برگ و ساقه  قسمت. دي گرد يي شناسا ٩٠٥٠
خرد شـده داخـل ظـرف     ي   يونجه گرم   ١٥٠ سپس    شده، خرد

  حـلال  سـي  سـي  ٧٥٠به آن   و   دشيخته  يك ليتري ر  اي    شيشه
اضـافه  ) بـراي حفـظ مانـدگاري عـصاره       ( ، درصـد  ٩٦اتانول  
 جهــت  وبــسته شــدمحكــم اي  شيــشه  ظــرف درب.گرديــد

جلوگيري از حـرارت مـستقيم، بـر روي سـه پايـه در ظـرف           
 .، قـرار داده شـد  )±۳۲  ٢ (c°آب گرمتر پر از  اي بزرگ شيشه



 زاده  دكتر جينا خياط وحسين رفيعي    
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٣

 ٥ تـا  ٤غيرروغنـي  هـاي    زمان اسـتخراج بـراي عـصاره      مدت  
 ،دست آمده هبي  براي صاف كردن عصاره  ).٧ (باشد  ساعت مي 

 ـ   بـا (هاي قديمي     گيري از آبميوه  . شـد  اسـتفاده    )ي طلـق ژلاتين
گيـري   مخلوط عصاره و گيـاه در چنـد مرحلـه داخـل آبميـوه       

دسـت آمـده     بـه ي   عـصاره . گرديـد جـدا   ي آن    و تفالـه  ريخته  
 صورت پودر هپس از حذف حلال، ب  وقرار گرفتر درانکوباتو

اي تيره رنـگ در يخچـال        داخل ظرف شيشه  خشک در آمد و     
فاصله قبـل   ، بلا يمار موضع ي ت ير لازم برا  يمقاد. شدنگهداري  

  ). ۷(حل شد ن يدر نرمال سال از کار،
اي تست دو بار در روز      ه روي سوراخ : ها  تيمار نمونه  ي  نحوه

هـاي كنتـرل بـا     ي يونجه و سوراخ   و در وقت معيني با عصاره     
 روز پس از ايجاد سوراخ تيمار موضعي ۵۰سرم فيزيولوژي تا    

  .شد) توسط سرنگ فيلتردار(
حـس كـردن      پس از ضـد عفـوني و بـي         :برداري بافتي  نمونه
. ي مخصوص قرار داده شـد  ها، حيوان مجدداً در محفظه   گوش

متر اسـتفاده    ميلي۶ي  دستگاه پانچي با قطر سوراخ به اندازه از  
هاي زماني مـشخص پـس از        ها در بازه   شد و گوش خرگوش   

 روز پـس از  ۵۰و  ۴۰ ،۳۰،  ۲۵،  ۲۰،  ۱۵،  ۱۰،  ۵(ايجاد سوراخ   
هاي در حال ترميم مجدداً سوراخ گرديـد         در موقعيت ) سوراخ

)۵N=.(  
 به فيكساتور بوئن ها  بافتي كليه: ي مقاطع ميكروسكوپي تهيه

 مراحـل مختلـف آبگيـري بـا درجـات صـعودي             ،انتقال يافته 
 ۷گيـري بـا ضـخامت        گيري، بـرش   دهي، قالب  اتانول، پارافين 

. انجام گرديـد  ) ۲/۱۵Leitzتوسط دستگاه ميكروتوم    ( ميكرون
قرارگيري مقـاطع روي لام تميـز، آبـدهي بـا درجـات        پس از 

  ئيـدين و آلـسين بلـو   آميـزي بـا آبـي تولو    نزولي اتانول، رنـگ  
۱pH ۵/۲ و pHآميزي آلسين بلو  به كمك رنگ. انجام پذيرفت

و آبي تولوئيدين حضور تركيبـات قنـدي اسـيدي سـولفاته و             
  كربوكــسيله طــي رونــد تــرميم و بازســازي غــضروف مــورد  

آبـي تولوئيـدين يـك مولكـول كـاتيوني           .بررسي قرار گرفت  
)S+۳N١۶H١٥C ( ــوا ــا انـ ــدن بـ ــب شـ ــت تركيـ ــا قابليـ ع بـ

هـاي   گـروه . هاي حاوي بـار منفـي اسـت        گليكوزآمينوگليكان
هاي رنگ مورد نظر را      ها مولكول  سولفات گليكوزآمينوگليكان 

اگر در مجاورت ايـن مولكـول در مـاتريكس          . كنند جذب مي 
هـاي    با بار منفي بيـشتر باشـد، جايگـاه         GAGخارج سلولي،   

جـه  بيشتري بر روي اين مولكول اشغال خواهند شـد و در نتي           
شدت رنگ مورد مشاهده در بافت بيشتر خواهد بود و به اين            

ــي     ــواني م ــگ ارغ ــضروف رن ــب غ ــرد  ترتي ــيت (گي خاص
پـذيري در مـاتريكس      تفـاوت در شـدت رنـگ      ). متاكرومازي

حـضور رنـگ   . هاست علت تفاوت در فراواني پروتئوگليكان  به
آبي تولوئيدين سبب اتصال اين تركيبات سـولفاته نزديـك بـه       

رنـگ   صورت نوعي پليمر درآورده كه بـه  ها را به آنهم شده و    
حالـت    بـه مولكـول آلـسين بلـو     ). ۹و۱۰(آينـد    مي ارغواني در 

اي  العاده محلول با بار مثبت است و قابليت تركيب پذيري فوق   
هـاي   لذا با ازدياد تعـداد مولكـول     . في دارد براي جذب يون من   

براي (و تركيبات كربوكسيله    ) pH=۱براي آلسين در    (سولفاته  
  پـذيري بيـشتر خواهـد بـود         ، شدت رنگ  )pH=۵/۲آلسين در   

  ). ۱۱و۱۲(
هـا، شـدت     ميكروسكوپي لامي  طي مطالعه :  مطالعه يرهايمتغ

 هـا،  رنگ غضروف تازه تشكيل شده در هر يك از رنگ آميزي 
بندي شدت رنـگ،   براي گروه تجربي و كنترل بررسي و درجه  

  گـزارش ) ۵ تـا    ۰بنـدي    درجـه ()Gong( گانـگ    مطابق روش 
 ي مورد بررس ـ  يها كه افزايش شدت رنگ    از آنجايي ). ۱۳( شد

در بافــت غـــضروفي بــه دليـــل ازديــاد ســـنتز تركيبـــات    
 در ماده بين سلولي بافت غضروف       يديگليكوزآمينوگليكان اس 

 ـ  مي   رنـگ مـشاهده شـده گويـاي پيـشرفت          شـدت ذا  باشد، ل
ب ي رونـد بهبـود آس ـ     ي  و لذا نشانه   روند سنتز بافت غضروفي   

با توجه به گسسته بـودن اطلاعـات   ). ۱۴و۱۵( است  يغضروف
  يآزمــون آمــار  ن شــد ويــيهــا تع  ميانــه،شــدت رنــگ 

Mann Whitney و  Wilcoxonيرسم نمودارهـا . جام شدان 
  .ز صورت گرفتيمربوطه ن
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٤

  اه يافته
 غضروفي جديد، زمان    ي  در مشاهدات ميكروسكوپي تيغه        

ــازي   ــنش متاكروم ــروع واك ــنفش در (ش ــگ ب ــه   رن ــخ ب پاس
 تجربي نسبت به كنترل     ي  در نمونه ) آميزي آبي تولوئيدين   رنگ
 مـشاهده بيـشتر بـود      تر و همچنين شـدت رنـگ مـورد         سريع

در غـضروف تـازه سـنتز، افـزايش          ).۱و نمودار    ۱و ۲شكل  (
 ـ  در گـروه تجربـي    )pH =۱ و ۵/۲(گ آلـسين بلـو   شـدت رن

لـذا   .مشاهده شـد  ) ۲و ۳نمودار   ،۳و۴ شكل(نسبت به كنترل    
تفاوت آشكاري در تغييرات هيستوشيميايي بافت غضروفي در   

. حال ترميم گروه تجربي نسبت به گروه كنتـرل مـشاهده شـد    
 روز پس از ايجـاد  ۳۴غضروف گروه تجربي،     مطابق نمودارها 

نهـد در    هاي غضروف شاهد را به نمـايش مـي         گيسوراخ ويژ 
  اين روند مشاهده نـشد     ۴۸ كنترل، تا روز     ي  كه در نمونه   حالي

از آنجا که شدت رنگ مورد مـشاهده در       ). ۳ تا ۱ نمودارهاي(
 يبـات غـضروف  ي، با غلظـت حـضور ترک      يکروسکوپيمقاطع م 

در )  زخـم  يبهبـود ( غـضروفي    ي  مرتبط است، لذا ترميم تيغه    
  .   تر بود ي سريعگروه تجرب

  
  

  
  
  
  
  
  
  

  

بدون پاسخ ) C(و گروه كنترل +) ۳(با شدت رنگ متوسط ) T( روز پس از ايجاد سوراخ، گروه تجربي ۱۵غضروف  ترميم ي برش ناحيه: ۱شكل 
  ) X۱۰۰ يي درشت نما- نيدي تولوئيآب ) (- (

  

        
با پاسخ ) C( و گروه كنترل+) ۴( با شدت پاسخ شديد) T( اخ، گروه تجربي روز بعد از ايجاد سور۲۷غضروف  ترميم ي برش ناحيه: ۲شكل 

  ) X۱۰۰ يي درشت نما- نيدي تولوئيآب (+)۳(تاخيري و شدت متوسط 
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با شدت ) C( و گروه كنترل+) ۵(با شدت پاسخ شديد )(T پس از ايجاد سوراخ، گروه تجربي ۳۴ ترميم غضروف روز ي برش ناحيه: ۳شكل 

  ) X۱۰۰ يي درشت نما-  pH ۱ آلسين بلو+) (۳(سخ متوسط پا
  

        
با شدت ) C(و گروه كنترل +) ۵(با شدت پاسخ شديد  )(T روز بعد از ايجاد سوراخ، گروه تجربي ۳۴ ترميم غضروف ي  برش ناحيه:۴شكل 

  ) X۱۰۰ يي، درشت نما ۵/۲pHآلسين بلو +) (۳(پاسخ متوسط 
  

  
  تولوئيدين در غضروف در حال ترميم   شدت رنگ آبيي انه ميي  مقايسه:۱ نمودار

  ) P ،۵=N=۰۰۴/۰(هاي تست و كنترل  روزهاي مختلف در بين نمونه
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   در غضروف در حال ترميم pH ۱ شدت رنگ آلسين بلو ي  ميانهي  مقايسه:۲نمودار 

  ) P، ۵=N=۰۰۴/۰( هاي تست و كنترل در روزهاي مختلف در نمونه
  

  
   در غضروف در حال ترميم pH ۵/۲ شدت رنگ آلسين بلو ي  ميانهي ايسه مق:۳نمودار 

  ) P ،۵=N=۰۰۴/۰( هاي تست و كنترل در روزهاي مختلف در نمونه
  

  بحث
نتايج تحقيق حاضر،گوياي افزايش سرعت و شدت توليد             

آميـزي   در پاسخ به رنگ (تركيبات قندي كربوكسيله و سولفاته      
ــسين ــدين آل ــو و تولوئي ــوب بل ــرم در) ل ــضروف يمراحــل ت م غ
 گيـاه   ي  ي گوش خرگوش تحت تاثير عـصاره        لاله يها سوراخ

افچينيكف نشان داد كـه بـا رشـد         ). ۳ تا   ۱نمودار  (يونجه بود   
ها، شدت رنگ آلسين بلو   غضروفي و تمايز كندروسيت  ي  تيغه

در . گردد  بيشتر مي  ECMها و همچنين     در اطراف كندروسيت  
علـت    ترميم غضروف، بـه ي ع كننده صورت افزودن مواد تسري   

ها، تعداد زيادي    افزايش مقدار ماتريكس و گليكوزآمينوگليكان    
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٧

 شـدت رنـگ   ،هاي آلسين به اين منطقه جذب شده      از مولكول 
 ECM هــا و پــس از مــدتي در ابتــدا در اطــراف كندروســيت

حضور تركيبات قندي اسيدي    با توجه به  ). ۱۶(يابد   افزايش مي 
رسـد پاسـخ شـديد و سـريع       نظر مـي    غضروفي به  ECMدر  

بلـو حـضور     بلو و تولوئيدين   غضروف در حال ترميم به آلسين     
 را در   ECMهـاي اسـيدي      زودتر و بيشتر گليكوزآمينوگليكان   

 يونجه ي  غضروفي در گروه تيمار با عصارهي جريان رشد تيغه
 A, C, E, K يها نيتاميسرشار از وگياه يونجه  .دهد نشان مي

 ـلاسيدهاي آمينـه   ون يپروتئ يران دايو همچن  ـ ن،يزي  ن،يآرژن

 ـ ين، فن ين، آدن يديستيه . اسـت ن يستي ـن و س  يآسـپاراژ  ن،يل آلان
ر او مقـد  آهن وم،يزين مني همچنوک يد فسفر ي اس يونجه دارا ي

نتايج تحقيقات متعدد تاثير  ).۷(است  سيليس و کيارسن ييجز
ها بر رشد غضروف را نـشان         و مشتقات آن   A  ،C  ،Eويتامين  

هاي  هاي كشت سلول در بيشتر محيط ).۵، ۸، ۱۳ و۱۷(دهد  مي
آسكوربيك يا يكي از مشتقات آن، اسيد غضروفي عدم حضور 

 ؛نـد ك ها را با شكـست مواجـه مـي         تكثير، رشد و تمايز سلول    
هرچند كه برخي از مشتقات به علت اثر بهتري كـه بـر رونـد         

در  ).۱۸(رشد فيبرهـاي كـلاژن دارنـد از سـايرين موثرترنـد             
 علاوه بر اينكـه  Cتحقيقات آلتاف و همكاران حضور ويتامين    

شود، به شدت فاز تكثيـر      سبب ثبات و رشد پري كندريوم مي      
)Proliferative Phase (  وف و را در رونــد تــرميم غــضر

كمتـري  هاي بيشتري را در مدت  استخوان كوتاه كرده و سلول    
فـارل و همكـاران دريافتنـد كـه داربـست      . )١٧(كند  توليد مي 

 جـز ضـروري آن      Cكه ويتامين   ( گليكوزآمينوگليكان   -كلاژن
هاي بنيادي را در طي كندروژنز و استئوژنز  يز سلول تما،)است

 بخـشي از  ي لذا شايد مشاهده). ۵(كند  پشتيباني و حمايت مي   
هـاي   نتايج التيام بخشي در تحقيق حاضر، هم راسـتا بـا يافتـه           

 . يونجـه باشـد  ي دليل حضور اين ويتـامين در عـصاره     فوق، به 
وئيـك   نشان دادنـد كـه رتين      ۲۰۰۸گالدونس و هالس در سال      
و فاكتور  ) Mgp( ماتريكس   GLAباعث تنظيم القاي پروتئين     

كنتـرل   شود كـه نقـش اساسـي در        مي) Gdf-10( تمايزي   ۱۰

در نتــايج مطالعــات ). ۱۹(مــرگ ســلولي دارنــد  و كنــدروژنز
ــال   ــارانش در س ــينگلتون و همك ــيد  ،۲۰۰۶ش ــنوئيرتاس ک ي

کس خـارج   ي بر بازسازي ماتر   يقي اثر عم  Oncostainهمراه   به
کس يزان مـاتر  ي ـب م ين دو ترک  يا.  از دست رفته داشت    يلولس

بارنهيل در سال  ).۲۰( کنند يم ميرا تنظ) MMPs(متالوپروتئاز 
 يها پيان فنوت ي از ب  Aن  يتامي نشان داد كه غلظت زياد و      ۲۰۰۶

 و يريط کشت جلـوگ ي در مح يا  دنده يها تيمتفاوت کندروس 
با وجود ايـن، يـو و زينـگ در    ). ۲۱( کند يکپارچه ميها را   آن

ــال  ــيگنالي   ۲۰۰۵س ــي س ــاهش تنظيم ــه ك ــد ك ــشان دادن    ن
TGF-β/Smad      اسـيد   تـرانس    ي   سبب نقش ممانعـت كننـده

رتينوئيـك  اسـيد  شود و لذا حـضور   رتينوئيك بر كندروژنز مي   
تواند نقش تخريبي موثري  بدون حضور فاكتورهاي تنظيمي مي

اسويلر و همكـاران در سـال       ر ).۲۲(بر كندروژنز داشته باشد     
رتينوئيك بر روي غـضروف بيـان       اسيد   اثر   ي   با مطالعه  ۲۰۰۹

كردند كه شدت كلسيم سيتوسلي تنظيم كننـده ميـزان خـروج      
اكسيدان قوي   يك آنتي Eويتامين   ).۲۳(مواد بين سلولي است     

ايـن  . قابل حل در چربي از ديگر تركيبات گياه يونجـه اسـت           
. هاي سـوختگي مـوثر اسـت        در زخم  ويتامين در دوزهاي بالا   

 بـراي بهبــود  Eكـيم و همكـاران اعـلام كردنـد كـه ويتـامين       
شوند، كاملا مـوثر اسـت    هايي كه پس از زخم ايجاد مي   اسكار

مكاران نشان دادند كه حضور    و ه  ولوكا،  ۲۰۰۲در سال   ). ۲۴(
هاي غذايي در بيمـاران بـا اسـتئوآرتريت           در مكمل  Eويتامين  

طور معمـول در ايـن       كه به (باعث كاهش حجم غضروف زانو      
ها نتيجه گرفتند كه حضور      شود آن  نمي) شود بيماران ايجاد مي  

 يك Eويتامين ). ۲۵(شود   مانع تحليل غضروف مي   Eويتامين  
، خوسـال و  ۲۰۰۶در سـال  . اسـت جـز ضـروري در پوسـت    

توانـد از حـضور       مـي  Eگلدمن اثبات كردند كه كرم ويتـامين        
بـه  ). ۲۶(اسكار جلوگيري كند يا آن را به شدت كاهش دهـد   

هاي فوق شايد حداقل قسمتي از  رسد در تطابق با يافته نظر مي
 Aهـاي   اثرات التيام بخشي گياه يونجه به دليل حضور ويتامين     

از آنجاكه نتايج تحقيـق     . در اين گياه وجود دارد     باشد كه    Eيا  
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 ي حاصل تاثير توام كليه تركيبـات موجـود در عـصاره       حاضر،
گياه است، براي درك مكانيسم دقيق تـاثيرات فـوق، پيـشنهاد            

هـاي   هاي آينده تاثير التيام بخـشي فراكـسيون      شود در طرح   مي
 طور جداگانه و خالص شده مورد مختلف موجود در عصاره به   

  .مطالعه قرار گيرد
  

  گيري  نتيجه
  ي گيـاه يونجـه در      با توجه بـه ايـن كـه احتمـالا عـصاره                

هاي  تحقيق حاضر سبب توليد مقادير بالاي گليكوزآمينوگليكان
ماتريكس خارج سلولي در بافت غضروفي در حال ترميم شده 

ي اين گياه بـر   رسد نقش التيام بخشي عصاره     است، به نظر مي   
وف از طريق افزايش توليد تركيبات قندي اسـيدي      ترميم غضر 

ها   و يا مشتقات آن    A  ،C  ،Eدليل حضور ويتامين     و احتمالاً به  
  همچنين افزايش شدت رنـگ در پاسـخ بـه      .باشد در اين گياه    

  

 برابر  pH  با و آلسين بلو  ) افزايش متاكرومازي (آبي تولوئيدين   
ها  نوگليكان احتمالا گوياي افزايش حضور گليكوزآمي     ۵/۲ و   ۱

 غــضروف و تــرميم و يا نــهيل مــاده زميو لــذا افــزايش تــشک
از آنجـا    .باشـد  غضروف گوش خرگوش مي   ) بهبود(بازسازي  

 ـ کامـل گ   ي  ر عصاره يق حاضر، تحت تاث   يکه مشاهدات تحق   اه ي
 ـاسـت، احتمـالا عوامـل متعـدد موجـود در گ            دست آمده  هب  اهي
 ـ اخ طور تـوام بـر مـشاهدات       هب) ها نيتاميعلاوه بر و  ( ر مـوثر   ي

نـده  يشتر در آ  ي ـرسد با انجام مطالعـات ب      نظر مي  هلذا ب . اند بوده
نـه  ي، زمياه پـس از خـالص سـاز   يبات گيک از ترکير هر  يتاث(

در ترميم زخم و     ي مناسب فارماكولوژيك از اين گياه،      استفاده
ــت    ــاتريكس باف ــاخت بيوم ــا در س ــضروف و ي ــازي غ بازس

 ـدر ا . غضروفي، فراهم شـود     ي درمـان  يهـا  بـه ن صـورت جن   ي
 ي، احتمـالا از عـوارض جـانب   يياهان دارويحاصل از کاربرد گ 

  . برخوردار خواهد بودي صنعتي نسبت به داروهايکمتر
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Background and Objective: Articular cartilage abnormalities are important factors of skeletal disorders and 

usually are related to glycosaminoglycans synthesis in the cartilage tissue.  Presence of some vitamins, 

amino acids, and minerals increases cartilage regeneration.  In this study, Medicago sativa (Alfalfa), which is 

high in some vitamins, amino acids and minerals, was used for cartilage healing of the pinna in rabbits, and 

glycoseaminoglycans (GAGs) of the extracellular matrix (ECM) were investigated histochemically. 

Materials and Methods: Four holes (4-mm in diameter each) were punched in the medial portion of each 

pinna of 10 New Zealand male rabbits (randomly divided into 2 groups), after shaving the hair and 

anesthetization by 10% lidocaine (total of 80 holes).  The ears of the experimental group were treated by 

alcoholic extract of M. sativa, while the control group was treated by normal saline daily.  Samples of 

regenerating tissue from day 0 through day 50 after the punch were prepared for microscopic studies.  A 

color intensity of Alcian blue in pH 1 for sulfated molecules and in pH 2.5 for carboxylated GAGs and 

toluidine blue (that has a metacromatic reaction with sulfated GAGs) were considered. 

Results: In all 3 histochemical staining methods, an early high-color intensity of cartilage was observed in 

the treated group compared with the control.  Furthermore, the closure of the cartilage hole in the treated 

group happened faster. 

Conclusion: It seems that the M. sativa extract, probably because of its vitamin and amino acid composition, 

increases chondroblasts activity for secretion of carboxylated and sulfated GAGs in ECM, which leads to a 

faster cartilage wound healing.  Therefore, the plant extract provides a good candidate for future studies on 

its potential role in wound healing and pharmacological applications. 

 

Keywords: Medicago sativa (Alfalfa), Wound healing, Pinna Cartilage, Glycosaminoglycan, Rabbit 

 


