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                           )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي              

                   پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي دانشگاه علوم      

  28 تا 19صفحات ، 1391 بهار، 1، شماره 36 دوره              

  

زمان كراتينوسيت و  جانشين پوستي تهيه شده از كشت هم بررسي تأثير
  فيبروبلاست روي داربست كلاژني در ترميم زخم پوست موش صحرايي

  5، نريمان مصفا4، مريم قاسمي3*، منصوره ميرزايي2، فائزه دهقاني1مهناز محمودي راد

 
 مركز تحقيقات بيولوژي سلولي و مولكولي و مركز تحقيقات پوست، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي 1
  دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي  2
  بيمارستان بوعلي سينا ساري، دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،بخش پاتولوژي 3
  دانشكده پزشكي ساري، دانشگاه علوم پزشكي مازندران ،گروه پاتولوژي 4
  دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي ،گروه ايمونولوژي 5

  چكيده
هاي درماني متداول  ها و عدم درمان ناكافي روش عوارض شناخته شده آنها و  با توجه به شيوع و روند رو به افزايش انواع زخم :سابقه و هدف

زمان كراتينوسيت و فيبروبلاست روي داربست كلاژني و عدم  هاي پوستي تهيه شده از كشت هم هايي از موفقيت استفاده از جانشين و گزارش
  .ده روي زخم تجربي ايجاد شده در موش صحرايي انجام گرفتگزارشي از تجربة آن در ايران، اين تحقيق با انتقال جانشين پوستي ساخته ش

متر  سانتي 2×2اين تحقيق به روش تجربي روي پنج سر موش صحرايي سفيد نر نژاد ويستار با ايجاد ده زخم به ابعاد  :بررسي روش
ها پس از  زخم .اي صورت گرفت مداخلهها، در گروه تجربي با استفاده از جانشين پوستي و در گروه شاهد بدون هيچ  مربع روي پشت آن

هاي  هاي كيفي ميزان ترميم، واسكولاريزاسيون و شدت فيبروز و نكروز و نيز با شاخص ده روز پيگيري شدند و وضعيت ترميم با شاخص
ها  و وضعيت آن كمي ضخامت لاية اپيتليال، تعداد فوليكول مو و بررسي تعداد فيبروبلاست، كراتينوسيت، لنفوسيت و نوتروفيل بررسي

   .مورد قضاوت قرار گرفت Mann-Whitney U Testو  t-testهاي دقيق فيشر،  در دو گروه با آزمون
% 50وضعيت ترميم زخم گروه تجربي بهتر از گروه شاهد بود و از نظر شدت فيبروز بالاي  ،هاي مورد بررسي در تمامي شاخص :هايافته

و  )p>01/0( 5/180±8/73و در گروه تجربي  4/30±4/20ضخامت لاية اپيتليال در گروه شاهد و ) p>05/0(گروه تجربي بهتر بود 
   .)p>05/0(ها در گروه تجربي بيشتر از شاهد بود  ها و كراتينوسيت همينطور تعداد فيبروبلاست

ها روي داربست كلاژني و قرار دادن  كراتينوسيتها و  زمان فيبروبلاست رسد كه جانشين پوستي تهيه شده از كشت هم به نظر مي گيرينتيجه
  .كنيم مطالعات بيشتر را در اين زمينه توصيه مي ،هاي اين تحقيق با توجه به محدوديت. شود آن در محل زخم موجب بهبود روند ترميم زخم مي

  .فيبروبلاست، كراتينوسيت، داربست كلاژني، ترميم زخم :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هاي ديابتيك  ها، زخم نقايص و آسيب پوستي به وسيلة سوختگي

شود كه منجـر بـه از دسـت رفـتن آب،      يا صدمات حاد ايجاد مي
                                                 

 منصوره ميرزايـي  ،بلوار پاسداران، بيمارستان بوعلي سينا، بخش پاتولوژي ،يسار: آدرس نويسنده مسئول
)e-mail: mansoorehmirzaei@yahoo.com(   

  1/6/1390: تاريخ دريافت مقاله
  15/12/1390 :تاريخ پذيرش مقاله

نتيجه عفونت شود و در  ها از محل زخم مي ها و پروتئين الكتروليت
ها بـا پانسـمان مناسـب و يـا بـا       بعضي از اين آسيب. دهد رخ مي

هـدف از  . شـوند  استفاده از پوست جايگزين يا گرافت تـرميم مـي  
جــايگزيني پوســت، جلــوگيري از عفونــت و از دســت دادن آب و 

همچنين اين پيوند باعث كاهش درد و افـزايش  . هاست الكتروليت
 .)1( گردد سرعت التيام زخم مي
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(Original Article) 

 



Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir

 جانشين پوستي تهيه شده از كراتينوسيت و فيبروبلاست                                                                   پزشكي  مجله پژوهش در / 20

هاي پوستي آلوژنيك يا اتوژنيك براي ايـن منظـور    معمولاً گرافت
ها براي ترميم اپيـدرم و   شوند و انواع مختلفي از سلول استفاده مي

  ). 2(شوند  درم فعال مي
لاية غشا پايه نقش مهمي در شرايط طبيعـي و پاتولوژيـك بـازي    

بعـدي بـراي    هاي كشـت سـه   در چند تحقيق از سيستم. كند مي
هـاي اپيـدرمي    كراتينوسيت. ل غشا پايه استفاده شده استتشكي

هاي درم در تشكيل اين غشـا نقـش مهمـي     انسان و فيبروبلاست
ها روي بسترهاي فيبروبلاستي  براي اين منظور كراتينوسيت. دارند

ها در سطح محيط كشت و در تماس با هوا كشـت   يا در غياب آن
  ).3( اند داده شده

هاي وسـيع، كـاهش پوسـت     ر سوختگييكي از مشكلات بزرگ د
هـا   كشت كراتينوسـيت . باشد قابل دسترس براي پيوند پوست مي

آميز بوده و نمونة مناسبي براي جـايگزيني   در آزمايشگاه موفقيت
ها نيز بـه   دهد كه فيبروبلاست ها نشان مي بررسي. باشد پوست مي

  ).4(ها مورد نياز هستند  عنوان بستري براي كشت كراتينوسيت
تواند در ترميم نقايص غشاي مخـاطي   كشت غشا مخاطي نيز مي

ها از مخـاط   ها و فيبروبلاست كراتينوسيت. حفرة دهان به كار رود
هاي رشـد   هاي دولاية كراتينوسيت آيند و ورقه دهان به دست مي

هاي كشت داده شده بر روي يك داربست  يافته روي فيبروبلاست
 ـرو كـار مـي  كلاژني براي ترميم اپيتليوم به  د و در عـين حـال از   ن

  ).5(د نكن انقباض زخم جلوگيري مي
ها بر  ها و فيبروبلاست كراتينوسيت كشت توأم بازال بررسيدر اين 

 هـاي  روي يك ژل كلاژني انجام شد و مجموعة حاصل، روي زخم
و ميزان بهبودي زخم  شدايجاد شده در مدل حيواني انتقال داده 

بعد از انجام اين پيوند از نظـر زمـاني و كيفيـت تـرميم در گـروه      
اند از نظـر   تجربي پيگيري و با گروه شاهد كه پيوند دريافت نكرده

شناســي در  هــاي بافــت بررســي. شناســي مقايســه گرديــد بافــت
آزمايشگاه پاتولوژي بيمارسـتان بـوعلي سـيناي سـاري در سـال      

  . انجام گرفت 1389
  

  مواد و روشها
و تهية نمونة پوست  انتخاب حيوان مناسب آزمايشگاهي

   از حيوان
  از پــنج ســر مــوش ،)experimental(تجربــي در ايــن تحقيــق 

تـا   80ها بين  كه وزن آن WISTARصحرايي نر يك ماهه نژاد 
مشكلي از نظـر مسـائل    تحقيقاين  .گرم بود استفاده شد 120

المللـي و   هاي استاندارد بين زيرا بر طبق روش. شتاخلاقي ندا
ــل  ــا پروتك ــابق ب ــاي  مط ــات   NIHه ــا حيوان ــار ب ــار و ك ، رفت

  .آزمايشگاهي مد نظر قرار گرفت

گرم بـراي هـر    ميلي 50با تزريق كتامين به ميزان  ابتدا حيوان
گرم براي هر كيلوگرم  ميلي 5و ديازپام به ميزان  كيلوگرم وزن
روي ميـز جراحـي    ز بيهوشـي مـوش  پـس ا  .شدوزن، بيهوش 

به طور كامـل   ده و ناحية كشالة ران دو طرف و شكمشفيكس 
ده و بعد شبتادين كاملاً اسكراب -با الكل تراشيده، سپس ناحيه

متـر   سانتي 1×1برداري، نمونة پوست  از شستشوي محل نمونه
تحت شرايط استريل به وسـيلة قيچـي و پـنس ظريـف      مربعي

ــري ، DMEMديــش حــاوي محــيط كشــت   برداشــته و در پت
)Sigma, Cat No. D5796 (واحد در هر  1000سيلين  كه پني

ليتـر،   ميكروگرم در هر ميلـي  1000ليتر، استرپتومايسين  ميلي
ليتر به آن اضافه شده بود،  ميكروگرم در هر ميلي 10فونژيزون 
كليـة مراحـل   . شـد بـه اطـاق كشـت منتقـل     و ه شـد  قرار داد

سازي بـراي كشـت سـلول در     ان و آمادهبرداشت از پوست حيو
ها و وسايل استريل  زير هود لامينار و با استفاده از مواد، معرف

  ). 6(د شانجام 
  ها كشت فيبروبلاست و جداسازي

از محلـول   مـوش صـحرايي  ابتدا نمونـه پوسـت جـدا شـده از     
DMEM بيوتيك خارج و با محلـول  حاوي آنتي PBS   شستشـو

سپس  .دگرديشد و با تريپسينه كردن، اپيدرم از درم جدا داده 
  و در پليت شدتقسيم  متر يك ميليتر از  درم به قطعات كوچك

mm100 محيط كشت كامل شـامل  .كشت داده شد :DMEM 
 -بيوتيـك  محلـول آنتـي  % 1و  FBS، 1 %L-gluamine %10با 

 37در انكوبـاتور  و پليـت   دگرديمايكوتيك به پليت اضافه  آنتي
ــا   ــانتيگراد ب ــه س ــرار داده  CO2% 5درج ــق ــس از آن. دش   پ

در . دشـدن بار تغذيـه   روز يك 7هاي كشت داده شده هر  سلول
، با تريپسـينه  گرفتها صورت  زماني كه به هم پيوستگي كلني
ها از كف پليت جدا شده و پس  كردن كوتاه مدت، فيبروبلاست

 .)7(ها سوسپانسيون تهيه شد  از آناز سانتريفوژ، 

  ها  بازال كراتينوسيت جداسازي
وي اسـتريل  م ـ هاي بازال كراتينوسيت با ضربات نرم قلـم  سلول

و سـپس شسـته    )دقيقه 30تا  15به مدت (% 70شده با الكل 
كامـل   در محـيط كشـت  سطح زيرين اپيـدرم  ، از PBSشده با 

DMEM  شدندآزاد .  
  ها تأييد مرفولوژي كراتينوسيت

هـاي   ها از طريق مشـاهدة سـلول   سيتتأييد مرفولوژي كراتينو
و درخشــان در زيــر ) ميكرومتــر 13كمتــر از (نســبتاً كوچــك 

 .ميكروسكوپ انجام گرفت

  ژل كلاژنيتهية 
ليتـــر از سوسپانســـيون  ميلـــي 2افـــزودن كلاژنـــي بـــا  ژل

ليتـر   ميلـي  2هاي هر مـوش بـه    ها و كراتينوسيت فيبروبلاست
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ــلاژن   ــول ك ) Collagen, Type I solution rat tail(محل
)C3867 ،Sigma ( دقيقـه و   5ها به مـدت   مخلوط نمودن آنو

 37سـاعت در انكوبـاتور   يـك  به مدت آن انكوبه كردن سپس 
  .گرديدآماده  CO2% 5درجه سانتيگراد با 

  انجام پيوند
هـاي   موهاي ناحيـه دورسـال قـدامي هـر كـدام از مـوش      ابتدا 

غ تراشــيده و توسـط قيچــي نـوك تيــز، پـنس و تي ــ   صـحرايي 
ها كه هم درد كمتـري   موشدر محل پشت زخم بيستوري دو 

 شـد ايجـاد  باشـد،   دارد و هم حيوان قادر به دستكاري آن نمي
 ).مربع متر سانتي 22زخمي با تمام ضخامت پوست به ابعاد (

گرديـد  م يه تقسينجا منطقه در نظر گرفته شده به دو ناحيدر ا
عقبي بـه منزلـه   تجربي و بخش زخم ي به عنوان يبخش جلو و

م داربسـت كلاژنـي   يستم ترميبدون استفاده از س(زخم شاهد 
 شـد و سـپس ژل كلاژنـي   در نظر گرفتـه  ) حاوي اجزاء سلولي

هاي فيبروبلاست و كراتينوسـيت را در   حاوي سلول ،تهيه شده
هـر دو زخـم را   قـرار داده و  زخم بـالايي، زخـم تجربـي    محل 

بهبودي را از نظر طول طي روزهاي بعد ميزان  .كرديمپانسمان 
كـه  شـاهد  هـاي   زخـم مدت التيام و كيفيت ترميم بررسي و با 

هـا را قـرار نـداده بـوديم،      ها ژل كلاژني حـاوي سـلول   روي آن
بدين ترتيب كه با مطابقـت نتـايج حاصـله بـا     . نموديممقايسه 
هاي ترميم زخم نظير وجود بهم پيوسـتگي و خشـكي،    شاخص

دم واكنش حيوان به لمس محل عدم وجود التهاب و قرمزي، ع
بريدگي، مشاهدة قوام طبيعي بافت و طولاني نشدن زمان محو 

نمونة تهيه شـده  ، به اين سؤال پاسخ داديم كه آيا )8(بريدگي 
يك جايگزين مناسب پوستي خواهد بود و پروسة ترميم زخـم  

  . يا خير را تسريع خواهد كرد
  هاي نكروپسي و فيكس نمودن بافت تهية نمونه

هـاي صـحرايي    روز، پـس از كشـتن مـوش    10بعد از گذشـت  
، از نـواحي  )حداقل به مـدت پـنج دقيقـه   (توسط استنشاق اتر 

هاي تجربي و شـاهد نكروپسـي جهـت تهيـة      ترميم يافتة زخم
شناسي، انجام گرفـت و نمونـة    هاي بافت مقاطع بافتي و بررسي

  .قرار داده شد% 10بافت جدا شده در محلول فرمالين 
  آميزي آنها مقاطع بافتي و رنگ تهية

ها را به مدت  ها از محلول فرمالين، آن بعد از خارج كردن نمونه
هـا را   يك ساعت داخل آب جاري شستشو داده و سپس نمونـه 

مقاطع تهيـه شـده جهـت    . متر برش داديم به فواصل سه ميلي
فـرو  % 100و الكل % 90، الكل %70آبگيري به ترتيب در الكل 

محلـول متيـل    هـا در داخـل   بعد از آبگيري نمونـه . برده شدند
ساليسيلات شفاف گرديده و به داخـل ظـرف پـارافين منتقـل     

ها داخل بلوك پارافين محاط شده و بعد از  سپس نمونه. شدند
ميكرون توسط دستگاه  5هايي به ضخامت  ها برش آن، از بلوك

-آميـزي هماتوكسـيلين   ميكروتوم تهيه شد و به وسـيلة رنـگ  
  .شدند آميزيائوزين رنگ

ثير جانشـين پوسـتي سـاخته شـده بـر روي      جهت بررسي تـأ 
هاي كيفي ترميم زخم از آزمون دقيق فيشر و بـر روي   شاخص
-tهاي كمي ترميم، اگر توزيع نرمال داشـت از آزمـون    شاخص

test    و در غير اين صـورت از آزمـونMann-Whitney U Test 
  .استفاده شد

  
  هايافته
 هاي ماكروسكوپيك يافته

ها و كاشـت آنهـا در    ناحية شكم موشپس از جداسازي درم از 
هاي كاشته  ها به طور شعاعي در اطراف درم پليت، فيبروبلاست

ساعت اوليه قابل مشـاهده   72شده رشد كردند و اين رشد در 
  .)1 شكل(بود 

 

 
شده بعد از گذشت   ها در اطراف درم كاشته رشد فيبروبلاست - 1شكل 

 ساعت 72

 
ها كاملاً رشد كردنـد و بـه    فيبروبلاستروز كه  21پس از گذشت 

پديدار شد، جانشين پوستي تهيه شـده  % 80هم پيوستگي حدود 
هـاي جـدا    ها و بازال كراتينوسـيت  از ژل كلاژني حاوي اين سلول

موي نـرم از سـطح زيـرين اپيـدرم، روي يكـي از       شده توسط قلم
ر گذاشته شد و زخم پايين به عنوان شاهد د) زخم بالايي(ها  زخم

سـاعت   24ژل كلاژني پس از گذشـت   .)2 شكل(نظر گرفته شد 
و بهـم   به طور كامل جذب و وارد تشكيلات بافتي حيوان گرديـد 

پيوستگي لبة بريدگي و تراكم و تغليظ محتويات و خشكي زخـم  
در حالي كه در زخـم تجربـي ايـن    . از روز سوم قابل مشاهده بود

 . بودمشخصات در روز پنجم به بعد قابل مشاهده 
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 ها گذاشتن جانشين پوستي بر روي يكي زخم - 2 شكل

 
ها پس از گذشت ده روز نيز مورد بررسي قرار گرفت و  بهبود زخم

شـاهد و تجربـي از نظـر زمـاني       معلوم شد كه بهبود هر دو زخم
ها يكسان بوده و در برخي موارد ترميم زخـم   تقريباً در تمام موش

رشد مـو نيـز در   . صورت گرفته بودتر از زخم شاهد  تجربي سريع
  ).3 شكل(ها به خوبي قابل مشاهده بود  محل ترميم زخم
هـاي تـرميم يافتـه     شناسـي از زخـم   هاي بافـت  به منظور بررسي

هـاي تـرميم    هنگام نكروپسي از محـل زخـم  . نكروپسي تهيه شد
يافته، بافت فيبروزه با قوام غير طبيعي و سـفت در محـل تـرميمِ    

  ).4 شكل(خوبي قابل مشاهده بود زخم شاهد، به 
  شناسي هاي بافت يافته

تحقيق روي تعداد پنج سر موش صحرايي و ده زخم پوستي ايجاد 
تايي با و بدون قـرار دادن جانشـين پوسـتي     شده در دو گروه پنج

هاي كيفي ترميم  تأثير جانشين پوستي روي شاخص. انجام گرفت
ارائـه شـده    1ر جدول هاي مورد مطالعه د زخم و به تفكيك گروه

دهد كه ميزان ترميم و واسكولاريزاسيون، شدت  است و نشان مي
نكروز و وضعيت گرانولاسيون در گروه تجربي بهتر از شـاهد بـود   

اما شدت  ،)N.S(دار نبود  ها به لحاظ آماري معني ولي اختلاف آن
مـورد بـوده و در گـروه     3در گروه شاهد در % 50فيبروز بيش از 

دار اسـت   ود نداشت كه اين تأثير به لحاظ آماري معنيتجربي وج
)05/0<p.(  

ها  هاي كمي و به تفكيك گروه ميزان ترميم زخم بر اساس شاخص
دهد كه تعداد فوليكـول مـو در    ارائه شده و نشان مي 2در جدول 

گروه تجربي بيشـتر بـود و بـر عكـس تعـداد لنفوسـيت و تعـداد        
اما اين اختلاف به  ،از تجربي بودها در گروه شاهد بيشتر  نوتروفيل

ولي ضخامت لاية اپيتليـال   ،)p>1/0(دار نبود  لحاظ آماري معني
 5/180±8/73و در گروه تجربي  4/30±4/20در گروه شاهد برابر 

نشان داد كه ضخامت بيشـتر گـروه    t-testميكرومتر بود و آزمون 
داد ميانگين تع ـ). p>01/0(دار است  تجربي به لحاظ آماري معني

و در گـروه تجربـي    24±4/11ها در گروه شاهد برابر  فيبروبلاست
نشان داد كه اين اختلاف نيز از نظر  t-testبود و آزمون  5/15±38

هـا   و بالاخره تعداد كراتينوسـيت ) p>05/0(دار است  آماري معني
عـدد   41±8/4و در گـروه تجربـي برابـر     12±9/6در گروه شاهد 

نشان داد كه اين اختلاف به لحاظ آماري  t-testباشد و آزمون  مي
هـاي عصـبي در يـك     ضمناً سلول). p>0001(دار است  نيز معني

  .مورد در گروه شاهد مشاهده شد ولي در گروه تجربي ديده نشد

 

 

 

 
  هاي صحرايي روز در موش دهها بعد از  ترميم زخم- 3شكل 

 زخم تجربي

 زخم شاهد

1 

2

3

4 



Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir
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نكروپسي از محل ترميم دو زخم شاهد، كه نشان دهنـدة   -4 شكل

  .باشد فيبروز در محل ترميم مي
  

  بحث
داربست كلاژني به عنوان يك بستر حمـايتي بيولوژيـك، بـه    

هاي پوسـت كشـت داده    اي براي پيوند سلول صورت گسترده
هـا اسـتفاده    براي تـرميم زخـم  هاي پوستي  شده در جانشين

سـاخته   Iهايي كـه بـا كـلاژن نـوع      داربست). 9،10(شود  مي
هـاي مناسـبي بـراي جـايگزيني پوسـت و       جانشين ،شوند مي

زيرا از نظر  ،باشند هاي سوختگي مي ترميم زخم به ويژه زخم
مكانيكي داراي اسـتحكام بـالا و از زيسـت سـازگاري خـوبي      

هـاي آلوژنيـك    كلاژن به همراه سلول). 11(برخوردار هستند 
هاي ديابتيـك اسـتفاده شـده     فريز شده نيز براي ترميم زخم

باشد و باعث  كلاژن داراي خواص هموستاتيك مي). 10(است 
ش مهمي در روند شود كه اين خود نق كوآگولاسيون خون مي

 Iهـايي كـه بـا كـلاژن نـوع       داربسـت ). 12(ترميم زخم دارد 
شوند در بدن زيست تخريب پذير هستند و سـطح   ساخته مي

تواننـد   ها وجود دارد و مي زيادي براي چسبيدن سلول به آن
كـلاژن  ). 14، 13(واسكولاريزاسـيون حمايـت كننـد     از روند

خوبي قادر بـه اتصـال   باشد و به  ژنيسيتة كمي مي داراي آنتي
دهد كه  تحقيقات نشان مي). 16 ،15(به بافت اطرافش است 

هاي با منشا حيواني در محـل زخـم هـيچ     حتي پيوند كلاژن
بي يـا حساسـيت   گونه واكنش رد پيوند ايمني، واكنش التهـا 

هـا بـه    كلاژن به چسـبيدن سـلول  ). 18، 17(كند  ايجاد نمي
هـاي   ند و از فعاليـت ك ها كمك مي بافت، مهاجرت و رشد آن

كـلاژن مـانع از   ). 19(كنـد   بيولوژيكي سلول نيز حمايت مـي 
شـود و تـرميم زخـم     ايجاد اسكار در محل تـرميم زخـم مـي   

از مزاياي ديگر كـاربرد كـلاژن بـراي تـرميم     . كند تسريع مي
هـاي زنـده، عوامـل ضـد      ها قابليت تركيب آن با سـلول  زخم

منظــور ســرعت  ميكروبــي و فاكتورهــاي رشــد نوتركيــب بــه
بخشيدن به تشكيل بافت گرانولاسيون، ترميم بدون اسـكار و  

 ).16(باشد  اپيتلياليزه شدن مجدد مي

هـاي   هـاي اخيـر تـلاش زيـادي در توسـعة جانشـين       در دهه
ايــن . هــا صــورت گرفتــه اســت پوســتي جهــت تــرميم زخــم

توانند در محل زخم پيوند شده و به طور دائم  ها مي جانشين
هاي پوستي  امروزه جانشين. از بين رفته شوند جانشين بافت

). 20- 24(باشـند   متعددي به صورت تجاري در دسترس مـي 
اسـت كـه از دو    Biobraneهاي پوسـتي   يكي از اين جانشين

غشا نايلوني و سيليكوني تشكيل شده كه روي غشا نايلوني با 
خوكي پوشانيده شده  Iپپتيدهاي مشتق شده از كلاژن تايپ 

به بسـتر زخـم و نيـز     Biobraneپپتيدها به اتصال  اين. است
اين جانشين پوسـتي بـراي   . كند واسكولاريزاسيون كمك مي

 donor(هاي غير عمقـي و نـواحي دهنـدة پوسـت      سوختگي

sites (كـاهش  % 46باشد و طـول دورة درمـان را    مناسب مي
هاي عميـق تنهـا بـه عنـوان      اين جانشين براي زخم. دهد مي

يكـي ديگـر از    Transcyte). 25(برد دارد پوشش موقتي كـار 
هاي جدا  در اين محصول فيبربلاست. محصولات تجارتي است

شده از پوست نوزاد روي مش نايلوني پوشانيده شده با كلاژن 
ــده ــد كشــت داده ش ــايلوني زيســت   . ان ــش ن ــه م ــا ك از آنج

باشد لذا اين محصول يك جانشـين پوسـتي    پذير نمي تخريب
. د و تنها يـك پوشـش مـوقتي اسـت    شو درمال محسوب نمي

روز اسـت و   17ها روي غشا نايلوني  مدت كشت فيبروبلاست
، Iهــا فيبــرونكتين، كــلاژن تايــپ     طــي ايــن مــدت آن  

در بررسـي  . سـازند  پروتئوگلايكان و فاكتورهاي رشـد را مـي  
صورت گرفته براي ترميم زخم توسط اين محصول به همـراه  

ايج نشان داد كـه ايـن   بيمار نت 10مش پوستي اتوگرافت در 
محصول بـه چسـبيدن و گـرفتن پيونـد پوسـت مـش شـدة        

در . كند اتوگرافت كمك كرده و اپتلياليزه شدن را تحريك مي
اسـكار   Transcyteهاي ترميم يافته به كمـك   ضمن در زخم

  ). 26(شود  هايپر تروفيك كمتري مشاهده مي
Apligraft ول اين محص. نيز يك جانشين پوستي تجارتي است

هـاي آلوژنيـك    گاوي بـا فيبروبلاسـت   Iاز تركيب كلاژن تايپ 
هـاي آلوژنيـك بـه     نوزادي به عنوان پايه و كشت كراتينوسـيت 

اين . دست آمده از نوزاد بر روي پاية مذكور تشكيل شده است
باشـد   ترين جانشين پوستي در دنيا مي محصول بهترين و گران

 Apligraft. سـت هاي مـزمن بسـيار مفيـد ا    و براي درمان زخم
كنـد و تـاكنون هـيچ رد پيونـدي در      ترميم زخم را تسريع مي

  . بيماران تحت مداوا با آن مشاهده نشده است
گرافت بـه همـراه مـش     دهد زماني كه اپلي تحقيقات نشان مي

رود محـل   هاي عميق به كار مـي  پوستي براي ترميم سوختگي
 شاهدهاي  ترميم از نظر زيبايي و از نظر عمكرد نسبت به زخم

ــي  ــر م ــيار بهت ــد بس ــاف . باش ــيون، انعط ــذيري و  پيگمانتاس پ

 بافت فيبروزه
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گرافـت بـراي    واسكولاريزاسيون نيز در مـوارد اسـتفاده از اپلـي   
  ). 27(است  شاهدهاي  ترميم زخم خيلي بهتر از زخم

هـاي   دهـد كـه در مقايسـه بـا پيونـد ورقـه       ها نشان مي بررسي
تري در  اپيتليالي كشت داده شده، پيوند بافت درم نقش اساسي

  ). 28-30(گرفتن پيوند و كيفيت ترميم دارد 
هـا بـا توليـد تعـداد زيـادي از       هـا و كراتينوسـيت   وبلاستفيبر

ها و فاكتورهاي رشد، باعث تحريك تكثيـر و تمـايز    سايتوكاين
همچنـين بسـياري از   ). 31(شـوند   ها در بستر زخم مـي  سلول

هـاي   هـا بـا جانشـين    اند كـه تـرميم زخـم    محققان يادآور شده
بـروز  تـر و بهتـر و بـا في    هاي زنـده، سـريع   پوستي حاوي سلول
گرچه مكانيسم چنين اثري بـه طـور   . گيرد كمتري صورت مي

هـا و   كامل مشخص نيست، اما مشخص شده كـه فيبروبلاسـت  
هايي كه منشا نوزادي دارند محـرك خـوبي بـراي     كراتينوسيت

هـاي در حـال    رشد اوليه و شبه جنيني پوسـت در پايـة زخـم   
 ). 32(باشند  ترميم مي

هـــاي كشـــت داده شـــده در  در عـــين حـــال فيبروبلاســـت
هـا و   تواننـد بـا ترشـح سـايتوكاين     پوسـتي مـي    هـاي  جانشين

فاكتورهاي رشـد سـبب آنژيـوژنز و فعـل و انفعـالات سيسـتم       

هـا،   ها توسط فيبروبلاست كموكاين-CXCايمني شوند و القاي 
ــي  ــاد، م ــزان زي ــه مي ــذب    ب ــردن و ج ــال ك ــبب فع ــد س توان

ها، بـه ناحيـة آسـيب ديـده       بين برندة باكتري هاي از نوتروفيل
در نتيجه مهـاجرت  . شود اين امر مانع از عفونت زخم مي. شود

ها در محل زخم به راحتي و بـدون مـانع صـورت     كراتينوسيت
  ).34و  33(گيرد  گيرد و اپيتلياليزه شده مجدد صورت مي مي

آن  لذا با توجه به نتايج مطالعات قبلي، در اين تحقيـق مـا بـر   
شديم كه با استفاده از امكاناتي كه در دسترس بـود جانشـين   

هاي درم و هم اپيدرم  پوستي تهيه كنيم كه در آن هم از سلول
. اتولوگ استفاده شده باشد و در عين حال تهية آن آسان باشد

هـاي تجربـي، از    نتايج نشان داد كه نه تنها كيفيت ترميم زخم
هاي شاهد بود، بلكـه   زخم هاي ترميم زخم بهتر از نظر شاخص

هـاي شـاهد    تـر از زخـم   زمان ترميم نيز در برخي موارد سـريع 
هـايي كـه بـراي     ها و كراتينوسـيت  فيبروبلاست. صورت گرفت

تهية اين جانشـين پوسـتي اسـتفاده شـدند اتولـوگ بودنـد و       
گرچـه تحقيقـات نشـان داده    . مشكل رد پيوند وجـود نداشـت  

يز بسته به نوع زخـم، تنهـا   هاي آلوژنيك ن است كه حتي سلول
 4كمتـر از  (قادرند براي مدت كوتاهي روي ميزبان زنده باشند 

 هاي كيفي ي شاهد و تجربي بر اساس شاخصها ميزان ترميم زخم -1جدول 

 
         

گرانولاسيون در هر ترميم
hpf 

شدت نكروز در هر 
hpf 

شدت فيبروز ميزان 
ECM  در هرhpf 

واسكولاريزاسيون در 
 hpfهر 

 <%25 >%25 <%50 >%50 <%50 >%50 >%25 <%25 نسبي كامل

تــرميم زخــم بــدون جانشــين 
 )n1=5(پوستي 

1 4 2 3 4 1 2 3 3 2 

ترميم زخم با جانشين پوستي 
)5=n2( 

4 1 3 2 5 0 5 0 4 1 

 N.S N.S N.s 05/0<p N.S* نتيجه آزمون

 *Not significant 
 

  هاي كمي زخم بر حسب وجود و عدم وجود جانشين پوستي ميزان شاخص -2جدول 
ضخامت لاية  

اپيتليال 
  )ميكرومتر(

 ميانگين
  ها در هر  فيبروبلاست

Hpf )1000×( 

ميانگين
ها در  كراتينوسيت

)×hpf )1000هر 

تعداد فوليكول مو 
 با بزرگنمايي

)400×(  

ارتشاح آماسي ميانگين 
تعداد لنفوسيت با 

 )×400(بزرگنمايي 

ارتشاح آماسي ميانگين 
تعداد نوتروفيل با 

 )×400(بزرگنمايي 

ترميم زخم بـدون
ــتي جانشــين پوس

)5=n1(  

4/20±4/30 4/11±24 9/6±12 7/6±5 6/10±17  8/9±4/11  

ــا ــم ب ــرميم زخ ت
ــتي جانشــين پوس

)5=n2(  

8/73±5/1805/15±38 8/4±41 8/9±2/9 1/6±9/9  6/5±2/7  

 p 05/0<p 00/0<p 4/0<p 1/0<p 5/0<p>01/0  نتيجه آزمون
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هـاي   هاي پوستي كه از سـلول  بنابر اين، جانشين). 35) (هفته
آلوژنيك تهيه شـده باشـند نيـز از نظـر ايمونولـوژيكي خنثـي       

هـا هـم مشـاهده     گونه رد پيونـدي در مـورد آن   هستند و هيچ
ــي ــود  نم ــذا). 36(ش ــت و    ل ــك فيبروبلاس ــتفاده از بان ــا اس ب

تـري بـراي    توان در مدت زمان كوتاه كراتينوسيت آلوژنيك مي
هاي سوختگي كه سريعاً به جانشين پوستي  مواردي نظير زخم

  .نياز دارند، آن را تهيه كرد
ها  ها و كراتينوسيت در ترميم زخم واكنش متقابل فيبروبلاست

ها در تهية يك  وي اين سلوللذا به كار بردن هر د. اهميت دارد
در فـاز اول  . باشـد  جانشين پوسـتي بسـيار كمـك كننـده مـي     

ترميم، يك واكنش التهابي منجر به ايجاد بافـت گرانولاسـيون   
هاي مزانكايمال فعال شـده، تكثيـر    شود در اين بافت سلول مي

سـازند كـه    يافته و مقدار زيادي ماتريكس خـارج سـلولي مـي   
در جانشين پوستي اين نقـش را ايفـا    هاي موجود فيبروبلاست

هاي اپيتليال نيز تكثير يافته و روي مـاتريكس   سلول. كنند مي
كنند و سـبب   به وجود آمده در بافت گرانولاسيون مهاجرت مي

شواهد زيادي وجود دارد كه نشـان  . شوند بسته شدن زخم مي
هـا بـراي    ها سـبب تحريـك فيبروبلاسـت    دهد كراتينوسيت مي

شوند كه اين فاكتورها نيـز بـه نوبـة     رهاي رشد ميترشح فاكتو
ــلول  ــر س ــث تكثي ــود باع ــي  خ ــال م ــاي اپيتلي ــوند  ه ). 37(ش

شناسـي   ها و مطالعه بافـت  هاي انجام شده بر روي نمونه بررسي
ضايعات ترميم شده در اين پژوهش بـا توضـيحات ذكـر شـده     

دارتـرين اخـتلاف بـين     چشميگرترين و معني. همخواني دارند
دهنده تـرميم   نشان(ها  بي و شاهد، تعداد فيبروبلاستزخم تجر

) نشـان دهنـده بازسـازي بافـت    (ها  و تعداد كراتينوسيت) بافت
بوده كه از بين ساير متغيرها قابل تأكيدتر است و همان گونـه  

ترين شـاخص التيـام    شود اصلي كه در جدول مربوطه ديده مي
ن بـا  همچنـي . آيـد  زخم تجربي در اين تحقيق به حسـاب مـي  

شناسي در ارزيابي ميـزان   وجود كيفي بودن نتايج گزارش بافت
آميـزي   هاي تجربـي بـه طـور موفقيـت     اپيتلياليزه شدن، نمونه

داراي ضخامت بالاتري از تشكيل لاية اپيتليال در ضايعات بوده 
در تمامي مـوارد، شـاهد پسـرفت     شاهدهاي  اما درنمونه. است

  .باشيم يل آن ميتشكيلات اپيتليالي و در نتيجه تحل
Gingras  اي مشـابه   مطالعـه  2003در سال ) 38(و همكارانش

-هـا بـا اسـتفاده از اسـفنج كلاژنـي      آن. مطالعة ما انجام دادند
هاي فيبروبلاست و كراتينوسيت كشـت داده   كيتوزاني و سلول

شده بر روي آن يـك زخـم عميـق حاصـل از سـوختگي را در      
داد كـه ايـن    عه نشـان مـي  نتايج اين مطال. موش ترميم نمودند

. كنـد  جانشين پوستي قادر است به رشد اعصاب نيز كمك مـي 
هـاي عصـبي بـه طـور تخصصـي بـا        البته بررسي رشـد سـلول  

آميزي اختصاصي در مطالعة ما صورت نگرفـت و تنهـا در    رنگ
 آميـزي  هـا بـا رنـگ    بافت تـرميم يافتـة شـاهد يكـي از مـوش     

هـاي عصـبي مشـاهده     سـلول  )H & E( ائوزين -هماتوكسيلين
  .گرديد

با توجه به اهميت رشد مو پـس از تـرميم ضـايعات حاصـله از     
شناسـي ايـن تحقيـق در     زخم تجربي در بررسـي نتـايج بافـت   

هاي مو مشـاهده   و تجربي فوليكول شاهدهاي  تعدادي از نمونه
در سه نمونة زخم تجربي، اين پديده به وقـوع پيوسـته   . گرديد

باشد و تنها  هاي مو مي اربست بر بقاي فوليكولكه نشانه تأثير د
بـا ايـن   . هـاي مـو مشـاهده شـدند     فوليكول شاهددر دو نمونه 
  .توان اين يافته را مورد تاكيد و اهميت قرار داد اوصاف نمي

ابتــــدا ، )39( و همكــــارانش Wangمطالعــــة ديگــــري در 
هاي اپيتليال جـدا   روز سلول سهبعد از سپس ها و  فيبروبلاست

را به يك اسفنج كلاژني تلقيح كردنـد و ايـن    foreskinاز  شده
. جانشين پوستي را به زخم ايجاد شده در مـوش پيونـد زدنـد   

. پيونـد زدنـد   شـاهد اسفنج كلاژني فاقد سلول را نيز به عنوان 
ــه روش   آن ــه را ب ــرميم يافت ــت ت ــا باف ــتولوژي،   ه ــاي هيس ه

اين . دندايمونوهيستوشيمي و ميكروسكوپ الكتروني ارزيابي كر
غشـاء پايـة   . پوست به خوبي به بافت زيرين پيوند خـورده بـود  

كاملي تشكيل شده بود و سرعت بهبود زخم در گـروه تجربـي   
نتايج به دسـت آمـده از ايـن     .بود شاهدتر از گروه  خيلي سريع

هاي ما همخواني داشـت امـا در مطالعـة مـا از      تحقيق، با يافته
  .استفاده نگرديد شاهدكلاژن فاقد سلول به عنوان 

Xu  براي بازسازي پوست از نيز در تحقيقي ) 40(و همكارانش
هـاي   هاي انساني كشت داده شده بر روي اسـفنج  كراتينوسيت

زخـم عمقـي در مـوش    يـك  كلاژني استفاده كرده و آن را بـه  
روز اين پيوند را بـا پيونـدي كـه در آن     سهبعد از . پيوند زدند

ايي اسـتفاده شـده بـود مقايسـه     فقط از اسفنج كلاژني به تنه ـ
هـا باعـث    كردند و به ايـن نتيجـه رسـيدند كـه كراتينوسـيت     

شـوند و ميـزان انقبـاض زخـم را      تر پوسـت مـي   بهبودي سريع
هـاي كلاژنـي    همچنين در ايـن مـوارد رشـته   . دهند كاهش مي

در بررســي مــا از  .گــردد كمتــري در زيــر اپيــدرم ايجــاد مــي
يوند استفاده شد ولي نتايج هاي خود موش براي پ كراتينوسيت

  .مشابهي به دست آمد
ما در اين تحقيق بر آن بوديم تا جانشين پوستي بـراي تـرميم   

ها تهيه كنيم كه هم از نظر اقتصادي با صرفه باشد و هـم   زخم
نتايج به دست آمده بـر  . باشد در مدت زمان كوتاهي قابل تهيه 

  . ودبخش ب روي حيوان آزمايشگاهي نيز كاملاً رضايت
يكي از مزاياي اين روش داشـتن فرصـت كـافي بـراي كشـت      

هاي اتولوگوس است كه نه تنها عارضه رد پيوند را  فبيروبلاست
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ندارد بلكه خطر انتقال آلـودگي را حـذف نمـوده و نيـز بسـيار      
در ترميم ضايعات و جراحات پوستي . باشد مقرون به صرفه مي

لـوگ وجـود   هـاي اتو  مزمن كه فرصت كافي براي كشت سلول
  .باشد دارد اين روش داراي مزاياي فوق مي

تر در زمينه اثربخشي داربست كلاژنـي   دستيابي به نتايج ارزنده
به همراه فيبروبلاست و كراتينوسيت اخذ شده از حيوان، نيـاز  

تر به خصوص بر روي  تعداد بيشـتري حيـوان    به مطالعه وسيع
در ضـمن  . دارد تا نتـايج بهتـري از حيـث آمـاري اخـذ گـردد      

توان از داربست كلاژني بـه تنهـايي و فاقـد سـلول نيـز بـه        مي
عنوان يك بيوماتريال در مقايسـه بـا مـوارد همـراه بـا سـلول       

  .استفاده كرد
هم چنين با توجه به بي خطر بودن روش داربست كلاژني كـه  

شود اين روش براي  در اين تحقيق به اثبات رسيد پيشنهاد مي
در مـورد  . نيـز بـه كـار گرفتـه شـود      هـاي انسـاني   ترميم زخم

ــه ــي   نمون ــي م ــاني حت ــاي انس ــت  ه ــوان از فيبروبلاس ــا و  ت ه
ايـن امـر   . هاي بانك شدة آلوژنيك اسـتفاده كـرد   كراتينوسيت

دهد و  زمان مورد نياز براي تهية جانشين پوستي را كاهش مي
هاي سوختگي كه نياز به ترميم سريع  به خصوص در مورد زخم

  .يي خواهد كرددارند كمك به سزا
اين تحقيق نشان داد كه استفاده از جانشين پوسـتي ژل كلاژنـي   
حاوي فيبروبلاست و كراتينوسيت جهت ترميم زخم، از نظر تمام 

هــاي تــرميم بهتــر از گــروه شــاهد بــود و در بعضــي از   شــاخص
در بررسـي  . دار بـود  ها اين اختلاف به لحاظ آماري معنـي  شاخص

اي كـه   در مقدمة مقاله آمـده، يافتـه  پيشينة تحقيق همانطور كه 
دقيقاً مشابه اين جانشين پوستي را بررسي كرده باشـد و گـزارش   

  .كرده باشد مشاهده نشد و يا در دسترس قرار نگرفت
هايي از قبيل تعداد كم نمونه را داشـتيم   در اين تحقيق كاستي

كه اين تعداد كم نمونه به علت مشكلات تهية حيوان و پروسة 
كاري بود و در تمام مواردي كه ترميم گزارش نشد همگـي بـه   

ها بيشتر بود حتمـاً   علت تعداد كم نمونه بود و اگر تعداد نمونه
محدوديت ديگـر ايـن بـود    شد و  نتيجة بهتر آماري گزارش مي

كه در همة موارد جانشين پوستي روي زخم بالايي قرار گرفت 
هاي شـاهد و   ها را روي زخم ولي بهتر بود به صورت اتفاقي آن

هـا را   كاسـتي بعـدي ايـن بـود كـه زخـم      . گذاشتيم تجربي مي
خودمان ايجاد كرديم كه شايد در واقعيت اين طور نباشد ولـي  

و به دليل تأمين اعتبار دروني ايـن عمـل   اي جز اين نبود  چاره
اشـكال  . انجام شد تا هر دو زخم شاهد و تجربي يكسان باشند

هاي ترميم كيفي  نبودن همكاراني بود كه شاخص blindبعدي 
كردنــد و مــا از حمايـت مــالي خاصــي   و كمـي را بررســي مـي  

برخوردار نبوديم كه در جهت مثبت بودن اثر جانشين پوسـتي  
ام برداريم و بالاخره ضـعف عمـدة ايـن تحقيـق     ساخته شده گ

هاي متعارف زخـم   نداشتن گروه شاهد يعني استفاده از درمان
بود كه موجب شد ما اثر مثبت ايـن نـوع جانشـين پوسـتي را     

ولي در عوض ايـن  . هاي متداول نداشته باشيم نسبت به درمان
هاي مثبتي هم داشت از جملـه اسـتفاده از يـك     تحقيق جنبه

يوان و يكسان بودن شرايط دو زخم ايجاد شده كـه هـر   نژاد ح
همچنين مدت زمان پيگيـري نسـبتاً   . دو روي يك نمونه بودند

هاي آماري متناسب با  بالا بود و سعي شد كه از بهترين آزمون
هـاي كمـي و كيفـي تـرميم      ها استفاده شود و تمام شاخص آن

لعـات  زخم را وارد مطالعه كرديم و آن چيزي بـود كـه در مطا  
آيـد كـه ايـن     بندي بـه نظـر مـي    در جمع. قبلي وجود نداشت
تواند موجب بهبود ترميم زخم گردد اما بـا   جانشين پوستي مي
هاي مطروحه، تحقيقـات بيشـتر را توصـيه     توجه به محدوديت

  .نماييم مي
  

  تشكر و قدرداني
 ارزنده ايشان نظرات دليل به ولايي ناصر مهندس آقاي جناب از

همچنـين از جنـاب آقـاي رمضـان غفـاري       .شـود  مي قدرداني
 ،تكنسين آزمايشگاه پاتولوژي بيمارستان بوعلي سيناي سـاري 

دانشگاه علوم پزشكي مازندران به خـاطر تهيـة مقـاطع بـافتي     
  .سپاسگزاريمجهت انجام اين تحقيق 
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