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Purpose: Dormant corneal ulcers do not respond to common treatments. Today, several therapies are used to treat 
epithelial corneal ulcers, including artificial tear, ocular droplets derived from platelet-rich plasma, amniotic 
membrane transplantation, and limbal stem cell transplantation. The aim of this study was to evaluate the effect of 
platelet growth factors on the recovery of amniotic membrane epithelial cells and limbal stem cells grown on 
amniotic membrane. 
Methods: In this experimental study, 5 amniotic membranes were prepared and after freezing and treatment with 
platelet lysate, the viability of the cells was evaluated. The limbal stem cells obtained from the human cornea were 
immune characterized for P63 and vimentin markers. The limbal stem cells seeded on the surface of amniotic 
membrane and after treatment with platelet lysates, the viability of the cells was evaluated. 
Results: The viability rate was significantly increased at 24 hours, 72 hours, and 1 week intervals in the amniotic 
membrane treated with platelet lysate after the freezing process. The results of viability in Limbal stem cells 
indicated a significant increase at 24 hours and 72 hours after culture on the amniotic membrane fortified by 
platelet lysate. However, this increase was not significant during one week. 
Conclusion: The results of this study showed that platelet lysates could increase the viability amniotic membrane 
cells and limbal stem cells; thus, using the cultured limbal cell on amniotic membrane fortified by platelet lysates 
will be helpful to limbal cell defects cases. 
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هاي بنيادي  غشا آمنيوتيك و بر سلول انجماد فرآيندهاي غشاي آمنيوتيك بعد از  رشد پلاكتي بر احياي سلولفاكتورهاي اثر 

  ليمبال كشت داده شده روي غشا
  

  ، ٦، بهاره خيري٥رسول دباغي ،٤شعبان عليزادهدكتر ، ٣مژگان رضايي كنويدكتر  . ٢سحر بالاقليدكتر  ،١سميرا كرمي
  ٨مژده نخلستانيدكتر و  ٧مهين نيكوگفتارر دكت

  
درمـاني  هـاي   دهنـد. امـروزه روش   رايج پاسـخ نمـي  هاي  هايي هستند كه به درمان زخم ،هاي مقاوم به درمان قرنيه زخمهدف: 

چشـمي حاصـل از   هـاي   رود از جملـه قطـره اشـك مصـنوعي، قطـره      مـي  تليال قرنيه به كار اپيهاي  متعددي براي درمان زخم
عوامـل  بررسـي تـاثير    ،اين مطالعهبنيادي ليمبال. هدف از هاي  سماي غني از پلاكت، پيوند غشاي آمنيوتيك و پيوند سلولپلا

بنيادي ليمبـال كشـت داده شـده بـر روي     هاي  سازي سلول تليال غشاي آمنيوتيك و غني اپيهاي  رشد پلاكتي بر احياي سلول
  باشد. مي رشدعوامل ي از غشاي آمنيوتيك توسط ليزات پلاكتي انساني غن

، انجماد و تيمـار بـا ليـزات پلاكتـي    فرآيند پس از  غشاي آمنيوتيك تهيه شد و ٥مطالعه تجربي، تعداد اين در روش پژوهش: 
بنيادي ليمبال به دست آمده از قرنيه انسان پس هاي  . به علاوه سلولگرديد آن ارزيابيهاي  سلول(زنده بودن)  Viability ميزان
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 ٣٣

، توسط روش ايمونوسايتوشيمي، بر Vimentinو  ٦٣Pبنيادي ليمبال، هاي  اختصاصي سلولهاي  با بررسي ماركر ،ييد ماهيتاز تا
بررسـي  هـا)   (زنده بودن سلول Viability و بعد از تيمار با ليزات پلاكتي، از نظر ميزان ندسطح غشاي آمنيوتيك كشت داده شد

  .گرديدند
ساعت و يك هفته در  ٧٢ساعت،  ٢٤افزايش معناداري در فواصل زماني   ها سلول )(زنده بودن Viability بررسي ميزان: ها يافته

و هـاي مـورد آزمـايش و شـاهد، آزمـايش       ميان گروه )فريزانجماد (فرآيند غشاي آمنيوتيك تيمار شده با ليزات پلاكتي پس از 
Fresh  و شاهد و Fresh  ٦٣بنيـادي ليمبـال،   هاي  اختصاصي سلولماركرهاي نشان داد. بررسيP  ٧٥وP   تاييدكننـده ماهيـت ،
هـاي   دار در زمـان  دهنده افزايش معنـي  بنيادي ليمبال نشانهاي  سلولارزيابي زنده بودن بنيادي ليمبال است. نتايج هاي  سلول

ر مدت زمان يك اما اين افزايش د ،باشد ميساعت پس از كشت روي غشاي امنيوتيك و تيمار با ليزات پلاكتي  ٧٢ساعت و ٢٤
  .دار نيست هفته معني

هـاي   تليال غشاي آمنيوتيك و سلول اپيهاي  سلولزنده بودن  رشد قادر است ميزانعوامل ليزات پلاكتي غني از  :گيري نتيجه
به اين ترتيب استفاده از سلول ليمبال كشت داده شده روي غشـاي آمنيوتيـك و تيمـار آن بـا      .بنيادي ليمبال را افزايش دهد

كننـده   بسيار كمكهاي بنيادي  سلولمبتلا به نقص ليمبال هاي  يزات پلاكتي در پيوند اتولوگ و آلوژن سلول ليمبال به چشمل
 خواهد بود.

  بنيادي ليمبال هاي  سلول -غشاي آمنيوتيك -ليزات پلاكتي :كلمات كليدي
 ٣٢-٤٠ :١، شماره ٢٣؛ دوره ١٣٩٦پزشكي بينا  مجله چشم.    

 شعبان عليزاده تر دك گو: پاسخ(e-mail: alizadeh1982@gmail.com)  
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      ايران -تهران -شگاه علوم پزشكي تهراندان -دانشكده پيراپزشكي -گروه هماتولوژي -شناسي آزمايشگاهي و بانك خون دكتراي خون -٢
       ايران -تهران -دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي -مركز تحقيقات مهندسي بافت چشم -پزشك چشم -دانشيار -٣
  ايران -نتهرا -دانشگاه علوم پزشكي تهران -دانشكده پيراپزشكي -گروه هماتولوژي -شناسي آزمايشگاهي و بانك خون دكتراي خون -دانشيار -٤
  ايران -تهران -دانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس -گروه هماتولوژي -شناسي آزمايشگاهي و بانك خون كارشناس ارشد خون -٥
  ايران -تهران -دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي -مركز تحقيقات چشم -كارشناس ارشد آمار -٦
  ايران -تهران -موسسه عالي آموزشي و پژوهشي علوم انتقال خون -مركز تحقيقات انتقال خون -خون شناسي آزمايشگاهي و بانك دكتراي خون -دانشيار -٧
  ايران -تهران -موسسه عالي آموزشي و پژوهشي علوم انتقال خون -مركز تحقيقات انتقال خون -پزشك -٨
 مركز تحقيقات مهندسي بافت چشم -٢٣پلاك  -خيابان پايدارفرد (خيابان امير ابراهيمي) -بوستان نهم -پاسداران -تهران 
  

 مقدمه
احياكننـده رو بـه   هـاي   استفاده از غشاي آمنيوتيك در درمـان      

مـاتريكس  هـاي   غشـاي آمنيوتيـك شـامل پـروتئين    افزايش است. 
كـه   باشـد  مـي  سلولي نظير كـلاژن، لامينـين و فيبـرونكتين    خارج

ه تركيب كلاژني با توجه ب .١كند ضدالتهابي آزاد ميهاي  نترلوكيناي
اين غشا شباهت زيادي به قرنيه و ملتحمه چشم دارد.  ،غشاي پايه

غشـاي آمنيوتيـك بـه عنـوان يـك داربسـت بـراي رشـد         بنابراين 
برسـطح  در موارد خـاص  كند و  مي عمل قرنيه تليال اپيهاي  سلول

ماد و انج تازهشود. از غشاي آمنيوتيك به دو صورت  مي قرنيه بخيه
ند بر سطح چشم هر دو حالت هنگام پيوكه شود  مي دهيافته استفا

داري غشـاي   تهيـه و نگـه  هـاي   انجماد و ديگر روش .٢هستند موثر
آمنيوتيك با گذشت زمان  باعث كاهش و يا از بـين رفـتن كامـل    

غشاي آمنيوتيـك  هاي  بسياري از خواص بيولوژيك و كارايي سلول

  . ٣كند مي دودآن را محاز باليني شده و در نتيجه استفاده 
پـروتئين هسـتند كـه نقـش      نـوع  ٣٠بيش از  دارايها  پلاكت     

. طي ترميم زخم، ٤دارندبه عهده اساسي در هموستاز و ترميم زخم 
درون سـلولي   )مـدياتورهاي هاي ( واسطهها و  سايتوكايين ،ها پلاكت

تجمـع  هـا هـم بعـد از     آن αهـاي   را ترشح كرده و محتواي گرانول
اجزا حيـاتي آن كـه باعـث عملكـرد      .٥دنشو مي آزاد )اگريگاسيون(

رشـد مشـتق از پلاكـت    عامـل  شـوند شـامل:    مي بازسازي و ترميم
)PDGF ،(transformation growth factor-beta (TGF-BETA),  ، 

 ، )FGFرشـد فيبروبلاسـتي (  عامـل   ، )IGFرشد شبه انسولين (عامل 
) EGFشد اپيـدرمال ( رعامل ) و VEGF(عروقي رشد اندوتليال عامل 

رشد آزاد شده مسئول افزايش ميـزان مهـاجرت   عوامل . ٦باشند مي
سلولي، ميتوز، تشكيل ماتريكس خـارج سـلولي و آنژيـوژنز بـوده و     

شـوند. اسـتفاده از    مـي  قرنيههاي  باعث تقويت تكثير و تمايز سلول
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باعث كـاهش   (PRP)پلاسماي غني از پلاكت انساني قطره چشمي 
قرنيه، كاهش درد، ترس از نـور و نـاراحتي   هاي  مق زخمو عاندازه 

  . ٧شود مي بيماران
تليال قرنيه، توانـايي بـالاي بازسـازي و قـدرت      بارز اپيويژگي      

هـاي   ترميم سريع سطح چشم از طريق تكثير و مهاجرت جمعيـت 
سازي است كه در حاشيه قرنيه و صلبيه حضور دارنـد   سلولي پيش

جمعيـت   ،بنيـادي ليمبـال  هاي  سلولشوند.  يم و ليمبوس خوانده
ــالا   (quiescent) ســلولي ســاكن و خــاموش ــر ب ــدرت تكثي ــا ق ب

  .٨دنساز ميپذير  امكانسازي موثر قرنيه را كه ترميم و باز باشند مي
انجماد با ليـزات   فرآينددر اين مطالعه غشاي آمنيوتيك بعد از      

موجـود بـر آن   ي هـا  پلاكتي تيمار شد و ميزان زنده بـودن سـلول  
بنيادي ليمبال بدست آمده از چشـم  هاي  سپس سلول شد.ارزيابي 

بر روي غشا آمنيوتيك كاشته شد و تحت تيمـار بـا ليـزات     ،انسان
بررسي از نظر ميزان زنده بودن  نيز ها اين سلول .پلاكتي قرار گرفت

  .  شدند
  

 روش پژوهش

 تاييدي هاي آزمايشغشاي آمنيوتيك و تهيه 

و اي آمنيوتيك از مادراني كه خون بنـدناف را اهـدا كـرده    غش     
هـاي   آزمـايش . شـد  تهيـه  ،داده بودندرضايت  ،براي انجام پژوهش

 ٢و  ١نـوع   يويروس نقص ايمني انسـان هاي  فونتعتاييدي از نظر 
)HIV(،  ويروس هپاتيتB ،   ويروس هپاتيـتC ريپونمـا پاليـدوم   و ت

بـرش خـورده و   كوچـك   بـه قطعـات   غشاي آمنيوتيـك شد.  انجام
 باو  گرفتندقرار  PBSحاوي محلول هاي  درون پليت ،تقسيم شدند

سـيلين و   پني ، Bآمفوتريسين هاي  بيوتيك حاوي آنتي PBSمحلول 
   . شدند استرپتومايسين شستشو داده

  

  كردن غشاهاي آمنيوتيك )فريزمنجمد (
 ٢هــاي  غشـاهاي آمنيوتيـك بـرش خـورده درون كرايـو ويـال           

ور  غوطــهدرصــد  ١٠ DMSOحــاوي  ١٢DMEM/Fليتــري، در  ميلــي
 .Mr، )فريـز انجمـاد ( هـا درون ظـرف مخصـوص     شدند. كرايو ويال

Frosty . دمـاي آن در هـر    ،قرار گرفتند تا تحت شرايط كنترل شده
دقيقه يك درجه كاهش يابد. سپس به مـدت يـك مـاه در دمـاي     

  .٩- ١١گراد قرار گرفتند درجه سانتي  -٧٠
  

  ه پلاسماي غني از پلاكت تهي
خـون از   cc٢٤ ميزان ابتدا ،پلاسماي غني از پلاكتبراي تهيه      

محلول رويي  .سانتريفيوژ شد g١٢٠ تهيه و با دور طبيعيپنج فرد 

هـاي   نمونـه آوري شد و  جمع ،نام دارد پلاسماي غني از پلاكتكه 
  . گرديد فرد داوطلب با هم مخلوط ٥هر 

  

  ورده خوني پلاسمافرآتهيه ترومبين از 
  (Sina darou, Iran)ترومبين با اضافه كردن كلسيم گلوكونات     

(يـك حجـم كلسـيم     ٤:١ به پلاسـما بـا نسـبت    ١ g/mlبا غلظت 
 ٣٧ ساعت انكوبه در دماي ١ حجم پلاسما ) بعد از ٤گلوكونات به 
  .١٢حاصل شدگراد  درجه سانتي

  

  تهيه ليزات پلاكتي 
ايـن   ،دن ترومبين و پلاسماي غني از پلاكـت از بدست آمپس      

حجم پلاسماي  ٥( يك حجم ترومبين به  ١:٥دو فراورده با نسبت 
دمـاي  و به مدت يك ساعت در  شدند اضافهبه هم غني از پلاكت) 

لختـه حاصـل    ،ز اين مدتبعد ا .گرفتندگراد قرار  درجه سانتي ٣٧
 ٤٠٠ gشدن با دور باقي مانده بعد از سانتريفيوژ  ليزاتجدا شده و 

 ٢٢/٠ umو عبـور از فيلتـر   پلاكتـي)  هـاي   (به منظور رسوب لاشه
  . گرديد ذخيره -٢٠ دماي بندي و در تقسيم

  

  تيمار غشاي آمنيوتيك با ليزات پلاكتي
غشـاي آمنيوتيـك    ،تـر  پس از دفريز و شستشو قطعات كوچك     

 ٢٤اي ه ـ بـه پليـت   (Viability) هـا  زنده بـودن سـلول   براي ارزيابي
و ليـزات   DMEM ،تست محـيط كشـت  هاي  منتقل شدند. به نمونه

 FBSو  DMEM  ،گـروه شـاهد  هاي  و به نمونه ١/١پلاكتي با نسبت 
ها درون انكوبـاتور قـرار    ها و فلاسك اضافه شدند و پليتدرصد  ١٠

از نظـر ميـزان زنـده    روز  ٧و٣و١ها در فواصل زماني  گرفتند. نمونه
  ند.دشها ارزيابي  بودن سلول

  

   هاي بنيادي ليمبال سلولتهيه 
قرنيه انسان از بانك چشـم جمهـوري اسـلامي ايـران تهيـه و           

. سـطح  گرديدقسمت ليمبوس آن با ابزار تشريح استريل شده جدا 
قـرار  درصـد   ١٠ FBSو  DMEMشفاف ليمبوس درون پليت حـاوي  

شـد تـا   گذاشـته  داده شد و پليت حاوي ليمبوس درون انكوبـاتور  
  ليمبال رشد كنند.هاي  ولسل

  

  كاشت سلول بر غشاي آمنيوتيك و تيمار با ليزات پلاكتي: 
درجـه   ٣٧غشاي آمنيوتيك و ليزات پلاكتي درون بـن مـاري        

بار  ٣ PBSگراد ذوب شدند. سپس قطعات غشا درون پليت با  سانتي
قــرار  ٢٥Tخانــه و فلاســك  ٢٤شستشــو داده شــد و درون پليــت 

بـه ترتيـب بـا    و شـاهد  آزمايش مورد  هاي گروهاي ه گرفتند. پليت
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 ٣٥

هـاي   . سـلول شـدند  coatبه مدت يـك شـب    FBSليزات پلاكتي و 
از كف فلاسك جـدا   Trypsin (Invitrogen,USA)ليمبال با بنيادي 

سلول به هر فلاسك و تعـداد   ٥٠٠٠٠شد و پس از شمارش، تعداد 
هـا و   كتمـام فلاس ـ گرديـد.  سلول به هر خانه پليت اضـافه   ٥٠٠٠
 ٧٢ساعت،  ٢٤ها در انكوباتور قرار گرفتند تا در فواصل زماني  پليت

  .گيرندهفته مورد ارزيابي قرار  ١ساعت و 
  

  Immunocytochemistry (ICC) تست ايمنوسايتوشيمي
ليمبال به دست آمده از چشم انسان به منظور تاييد  يها سلول      

مـورد ارزيـابي     Vimentin و  ٦٣P هاي نييماهيت از نظر بيان پروت
 PBSميكروليتـر   ٥٠٠قرار گرفتند. براي اين كار ابتدا هر چاهك با 

 (fix)ثابـت  دقيقـه   ٥به مـدت   -١٠با استفاده از متانولو شستشو 
 ٣٠٠شستشو داده شد. ميـزان   PBSبار با  ٣. سپس هر چاهك دش

به مـدت  و شد ميكروليتر از محلول بلاكينگ در هر چاهك ريخته 
. محلول بلاكينگ تخليه شده و يك بـار بـا   گرديده انكوبه دقيق ٢٠

PBS  .شستشو داده شد  
به  ,Texas , USA)(Santa Cruz Biothecnology بادي اوليه آنتي      

ها انكوبه شد.  گراد با سلول درجه سانتي ٤مدت يك شب در دماي 
دقيقـه بـا    ٣هر بار بـه مـدت    بعد از اين زمان هر چاهك سه بار و

 Santa Cruz)بـادي ثانويـه    شستشو داده شـد. آنتـي    PBS محلول

Texas , USA) Biothecnology,  هـا   دقيقـه بـا سـلول    ٤٥ به مـدت
شستشـو   PBSها سه بـار بـا    چاهك ،. بعد از اين زمانگرديدمجاور 

 ,DAPITexas , USA) (Santa Cruz Biothecnologyو از  ندداده شد
ميكروسـكوپ   ،در انتهـا  .هـا اسـتفاده شـد    براي رنگ كردن هسـته 

٧١Olympus IX مورد استفاده قرار گرفتها  براي مشاهده سلول .  
  

   Viabilityآزمايش 
ــن        ــام اي ــراي انج ــايش،ب ــت   آزم ــدا غلظ ــك  ٥/٠ g/ccابت نم

MTT(Sigma-Aldrich, Munich, Germany)   .درصـد   ١٠ تهيـه شـد
ت و به مـد  گرديدبه هر چاهك اضافه   MTTحجم اوليه از محلول 

 MTTچهار ساعت انكوبه شد. بعـد از ايـن زمـان محـيط كشـت و      
 ,DMSO (Merckميكروليتـر  ١٠٠ تخليه و بـه هـر چاهـك ميـزان    

Germany)  ها  با دستگاه الايزا در طـول   جذب ،اضافه شد. در انتها
  .نانومتر خوانده شد ٥٤٠ موج

  

  آماريتحليل 
با توجه   (Viability)ها به منظور بررسي ميزان زنده بودن سلول     

. كليـه  اسـتفاده شـد   T-testآزمـون  از  طبيعـي به پيروي از توزيـع  
هـا توسـط    تمـامي آنـاليز  تايي انجـام شـد و    به صورت سه ها آزمون

 كـوچكتر از  Pصـورت گرفـت.    ٢٢ويـرايش   SPSSافزار آمـاري   نرم
  شد.دار در نظر گرفته  معني ٠٥/٠
  

 ها يافته

  ليمبالهاي  كشت سلول
ها  ليمبال نشان داد اين سلولهاي  حاصل از كشت سلولنتايج      
از  ،ساعت پس از قرار دادن ناحيه ليمبـوس در محـيط كشـت    ٢٤

 در اين زمان .چسبند مي ناحيه ليمبوس خارج شده و به كف پليت
ها كوچك است و نسـبت   سلولاندازه مكعبي دارند، شكل ها  سلول

از گذشـت يـك    هـا پـس   اين سـلول  .هسته به سيتوپلاسم بالاست
آورند كه بر سطح غشاي  مي يدي به دستيتليو اپي شبهشكل  ،هفته

  .)١تصوير ( شود مي يدي حفظيتليو اپيشكل آمنيوتيك نيز اين 
  

  

 

 
 ٢٤) تصـوير سـلول ليمبـال    aتصاوير ميكروسكوپ معكوس. ( -١تصوير 

) تصوير سـلول  bساعت پس از كاشت ناحيه ليمبوس قرنيه در فلاسك. (
) cليمبال يك هفته پس از كاشت ناحيـه ليمبـوس قرنيـه در فلاسـك. (    

 تصوير سلول ليمبال رشد كرده بر سطح غشاي آمنيوتيك.
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 ٣٦

  هاي ليمبال تاييد ماهيت سلول
دهنـده بيـان    نتايج حاصل از آزمايش ايمونوسايتوشيمي نشـان      

باشـد   مـي  هـا  و تاييد ماهيت ايـن سـلول    Vimentinو   ٦٣Pماركر 
   ).٢وير (تص

  

  
تاييـــد ماهيـــت ســـلول ليمبـــال بـــا اســـتفاده از تســـت  -٢تصـــوير 

اي  را به صـورت هسـته   ٦٣Pهاي ليمبال ماركر  ايمونوسايتوشيمي. سلول
 هـاي ليمبـال مـاركر    )). سـلول B= DAPI) و (A= FITCكننـد. ((  مي بيان

Vimentin  كننـد (  مـي  را به صورت سيتوپلاسمي بيانC= FITC) و (D= 

DAPI(() .٢٠٠نمايي  بزرگx.( 
  
  

غشاي آمنيوتيك تيمـار شـده پـس از     MTTنتايج آزمايش 
  انجماد (فريز)

در  Viabilityدهنـده افـزايش ميـزان     نشان MTTنتايج آزمايش      
ــاني  ســاعت و يــك هفتــه در غشــاي   ٧٢ســاعت،  ٢٤فواصــل زم

آمنيوتيك تيمار شده با ليزات پلاكتي (گروه تيمار) پس از انجمـاد  
باشد. اين افزايش در  قايسه با غشاي آمنيوتيك گروه شاهد ميدر م

Viability  داري در مقايسه نمونـه   ساعت اختلاف معني ٢٤در مدت
و شاهد  Fresh، نمونه غشاي آمنيوتيك )=٠٠١/٠Pتيمار و شاهد (

)٠٠٠١/٠P=(  ــك ــه غشــاي آمنيوتي ــه تيمــار  Freshو نمون و نمون
)٠٠٠١/٠P=(  تصوير) ٣نشان داد .(  

ساعت اختلاف معنـاداري در   ٧٢در مدت  Viabilityافزايش در      
 Freshشـــاهد و )، =٠٠٢/٠Pمقايســـه نمونـــه بيمـــار و شـــاهد (

)٠٠٠١/٠P=(   و نيز تيمار و Fresh )٠٠٢/٠P=(   تصـوير) نشان داد
٤.(  

در مدت يك هفته اخـتلاف معنـاداري در    Viabilityافزايش در      
  نشان نـداد. در صـورتي   )=٠٥/٠Pد (مقايسه نمونه آزمايش و شاه

 Freshو آزمايش و  )=٠٠٠١/٠P( Fresh كه مقايسه نمونه شاهد و 
)٠٠٥/٠P= ( تصوير) ٥اختلاف معناداري نشان دادند.(  

  
ه با ليزات پلاكتي پـس از انجمـاد و مقايسـه بـا     هاي تيمار و شاهد غشاي آمنيوتيك تيمار شد ساعت در نمونه ٢٤به مدت  MTTنتايج آزمايش  -٣تصوير 
هاي تيمارشده  ) مقايسه نمونه٠٠١/٠P= .(bهاي تيمار و شاهد اختلاف معناداري نشان دادند ( مقايسه نمونه )aغشاي آمنيوتيك.  Freshنمونه  MTTنتيجه 

  ).=٠٠٠١/٠Pدادند ( اختلاف معناداري نشان Freshهاي شاهد و  مقايسه نمونه )٠٠٠١/٠P=( .cدادند ( اختلاف معناداري نشان Freshو 
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 ٣٧

  
و مقايسـه بـا   انجماد غشاي آمنيوتيك تيمار شده با ليزات پلاكتي پس از آزمايش و شاهد هاي  ساعت در نمونه ٧٢به مدت  MTTآزمايش نتايج  -٤تصوير 
آزمايش هاي  ) مقايسه نمونه٠٠٢/٠P=( .b( دادند اختلاف معناداري نشانآزمايش و شاهد هاي  ونهمقايسه نم )aغشاي آمنيوتيك.  Freshنمونه  MTTنتيجه 

  ).=٠٠٠١/٠P( دادند اختلاف معناداري نشان Freshو شاهد هاي  ) مقايسه نمونه٠٠٢/٠P=( .c( دادند اختلاف معناداري نشان Freshو 
  

  
و مقايسـه بـا   انجماد غشاي آمنيوتيك تيمار شده با ليزات پلاكتي پس از آزمايش و شاهد هاي  به مدت يك هفته در نمونه MTTش آزماينتايج  -٥تصوير 
) مقايسه ٠٥/٠P=( .b( ندادند و كنترل اختلاف معناداري نشانمورد آزمايش و گروه شاهد هاي  ) مقايسه نمونهaغشاي آمنيوتيك.  Freshنمونه  MTTنتيجه 
  .)=٠٠٠١/٠P( دادند اختلاف معناداري نشان Freshو شاهد هاي  ) مقايسه نمونه٠٠٥/٠P=( .c( دادند اختلاف معناداري نشان Freshآزمايش و هاي  نمونه

a b 

c 

a b 

c 
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 ٣٨

سلول ليمبال كشـت داده شـده روي    MTTآزمايش نتايج 
  تيك و تيمار شده با ليزات پلاكتيغشاي آمنيو

لول ليمبـال كشـت داده   س ـهـاي   در نمونه MTTآزمايش نتايج      
تيمــار شــده بــا ليــزات پلاكتــي،  شــده روي غشــاي آمنيوتيــك و

(تسـت) در   تيمار شـده هاي  در نمونه Viabilityدهنده افزايش  نشان

باشد. به اين صورت كـه افـزايش در    مي شاهد هاي مقايسه با نمونه
از  )=٠١/٠١P( سـاعت  ٧٢و ) =٠٠١/٠P(سـاعت   ٢٤مدت زمـان  
معني  بي) =٠٥٨/٠P(در مدت زمان يك هفته و ر معنادانظر آماري 

  .)٦تصوير ( بود

  

  
در شاهد و تيمارشده سلول ليمبال كشت داده شده روي غشاي آمنيوتيك و تيمار شده با ليزات پلاكتي و مقايسه دو نمونه  MTTآزمايش نتايج  -٦تصوير 

) مقايسه ٠٠١/٠P=( .b(د اد ساعت تفاوت معناداري نشان ٢٤در  شاهدو  تيمارشده) مقايسه نمونه aيك هفته. ساعت و  ٧٢ساعت،  ٢٤سه فاصله زماني 
 دادر يك هفته تفاوت معناداري نشان ندتيمارشده و شاهد ) مقايسه نمونه ٠١/٠P=( .c( داد ساعت تفاوت معناداري نشان ٧٢در  شاهد تيمارشده ونمونه 

)٠٥٨/٠P=.(  
  

 بحث
) و ليزات پلاكتي به دليل PRP( پلاسماي غني از پلاكت انساني      

هـاي   داشتن منبع اتولوگ و مشخصات غيرايمونـوژنيكي، جـايگزين  
هستند و به همين منظور به عنوان يك مكمـل   FBSمناسبي براي 

مغـز  هاي بنيادي  سلولچون مزانشيم، هاي بنيادي  سلولدر كشت 
ز بافـت چربـي اسـتفاده    مشـتق ا هـاي بنيـادي    سـلول استخوان و 

رشـد پلاكتـي موجـب    عوامل مزانشيم هاي  در كشت .١٣- ١٥اند شده
كاهش زمان رسيدن به تراكم، افزايش تكثير و اندازه واحد تشكيل 

   .١٦شوند مي كلني
      Freira غني از  ،ها اي نشان دادند پلاكت در مطالعه ١٧و همكاران

بيولوژيكي مورد نياز ي فرآيندهاتوانند  مي رشدي هستند كهعوامل 
تليال قرنيه را تقويت كنند، ماننـد تكثيـر و تمـايز     براي ساخت اپي

   . In vitroتليال قرنيه در سلولي اپيهاي  رده
پلاسماي غني از پلاكت و ليزات پلاكتـي تـاكنون بـه صـورت          

تليـال پـس از    آميزي براي ترميم سطح چشم و ساخت اپي موفقيت
، چشـم  ١٩كتيـو فر، كراتكتـومي فتور ١٨ميزبـان بيماري پيوند عليـه  

  اند. مورد استفاده قرار گرفته ٢١شيمياييهاي  و آسيب ٢٠خشك
موجود بر هاي  سلول Viabilityنتايج مطالعه حاضر نشان داد كه       

داري نسبت به  انجماد كاهش معنيفرآيند غشاي آمنيوتيك بعد از 
دهنـده   له نشـان ادهد كه اين مسنشان مي Freshغشاي آمنيوتيك 

a b 
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 ٣٩

پـس از تيمـار غشـاي     .باشـد  مـي  ها طي فرايند انجماد مرگ سلول
داري  افـزايش معنـي   ،درصد ليزات پلاكتي ٥٠آمنيوتيك با غلظت 

 ٧٢ ،سـاعته  ٢٤هـاي   غشاي آمنيوتيك در زمانهاي  در رشد سلول
درصـد   ١٠ FBSشاهد گروه نمونه ساعته و يك هفته در مقايسه با 

 ها تحت تاثير ليزات پلاكتي دهنده احيا سلول مشاهده شد كه نشان
كـاهش   Freshگرچه ايـن ميـزان در مقايسـه بـا غشـاي       .باشد مي

 ،در ادامـه  ،هـا نشـان داد   داري را در ميزان زنده بودن سـلول  معني
بنيادي ليمبال كاشته شده بر غشاي آمنيوتيك با غلظت هاي  سلول

 ٢٤هـاي   ها در زمان درصد ليزات پلاكتي مجاور شده و ارزيابي ٥٠
دهنـده افـزايش  رشـد ايـن      ساعته و يك هفتـه نشـان   ٧٢ ،ساعته
ايـن افـزايش در    .بـود درصـد   ١٠ FBSشاهد ها در مقايسه با  سلول
ولي در زمان يـك هفتـه    دار ساعته معني ٧٢ ،ساعته ٢٤هاي  زمان

  معني بودند.  بي
رت صـو  ٢٢و همكـاران  A. C. Riestraاي كـه توسـط    در مطالعه     

ــت،  ــلول  ٩گرف ــت س ــس از كش ــاي  روز پ ــال در  ه ــادي ليمب بني
اخـتلاف   ،درصـد  ١٠ FBSو درصـد   ١٠ PRGFحـاوي  هـاي   محيط
هـاي   ) در تعـداد كلـي سـلول   >٠٥/٠P( داري از لحاظ آماري معني

چنـين واحـدهاي    بنيادي ليمبال كشت داده شده مشاهده شد. هم
از د بالاتري نيز درص (Colony-forming units)دهنده كلني  تشكيل

ــاوي    ــت ح ــيط كش ــلولي در مح ــي س ــا   PRGFكلن ــه ب در مقايس
نشان داد. اين اختلاف از لحاظ آماري هم را  FBSحاوي هاي  محيط
 Viabilityميزان بررسي ). اين نتايج با نتيجه >٠١/٠P( دار بود معني

 Viabilityدر مطالعه حاضر همخواني دارد. به اين صورت كه ميـزان  

در شـاهد  شده با ليزات پلاكتي در مقايسه بـا گـروه   در گروه تيمار 
) اخـتلاف  =٠١/٠Pساعت ( ٧٢) و =٠٠١/٠Pساعت ( ٢٤هاي  زمان

و  Kunal Suriمطالعـــه در از طرفـــي  .٢٢داد داري نشـــان معنـــي
 شـده  مخلـوط درصد  ليزات پلاكت و پلاكت  ١٠غلظت  ٢٣همكاران

بـال،  بنيـادي ليم هـاي   به عنوان مكمل جايگزين براي كشت سلول
بعد از  FBSها در مقايسه با كنترل  داري در رشد سلول تفاوت معني

كه از اين نظر  ) =٢٥/٠P( ندادگذشت مدت زمان يك هفته نشان 
با اين تفـاوت   .خواني دارد دست آمده در اين مطالعه همه با نتايج ب

هـاي   هـا در روز  كه در اين مطالعه سنجش ميزان زنده بودن سـلول 
 ٢٤هـاي   با ليزات پلاكتي نيز سنجيده شد و در زمان ابتدايي تيمار

هـا   داري در رشـد ايـن سـلول    سـاعته افـزايش معنـي    ٧٢ساعته و 
رشد پلاكتـي از نظـر احيـا و القـاي حالـت      عوامل  .گرديد مشاهده

ليمبـال بـر غشـاي    هـاي   نخست كشت سـلول هاي  ميتوژني در روز
  نمودند. تر عمل موفق FBSآمنيوتيك از 

  
  گيري نتيجه

زنده بـودن  رشد قادر است ميزان عوامل ليزات پلاكتي غني از      
(Viability) هـاي   تليـال غشـاي آمنيوتيـك و سـلول     اپيهاي  سلول

بـه ايـن ترتيـب اسـتفاده از سـلول       .بنيادي ليمبال را افزايش دهد
ليمبال كشت داده شده روي غشاي آمنيوتيك و تيمار آن با ليزات 

مبـتلا  هاي  و آلوژن سلول ليمبال به چشمپلاكتي در پيوند اتولوگ 
  كننده خواهد بود. بسيار كمكهاي بنيادي  سلولبه نقص ليمبال 
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