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   كيسكميك بر بقاي فلاپ پوستي ايوتيبررسي اثر محلول پرده آمن
  واني رتيدر مدل ح

  
  

  15/10/1394: پذيرش تاريخ؛ 31/5/1394: مقاله دريافت تاريخ

  

. شود مي ع از فلاپ پوستي استفادهيص مادرزادي و اكتسابي بطور شايم نقايك براي ترميمي و پلاستيدر جراحي ترم: مقدمه
ر محلول پرده يتاثن مطالعه يدر ا.باشد مي ن عارضه پس از جراحي فلاپ نكروز ناشي از خونرساني ناكافي به فلاپيعتريشا
  . ابي شديارز ك فلاپيسكميم پوست دورسال رت به عنوان مدل ايك در ترميوتيآمن

در تمـام  . وارد مطالعـه شـدند  گـرم   400تا  350ستار با وزن يعدد موش رت و 20ن مطالعه تجربي يادر  :ها مواد و روش
موشها بطور كاملا تصادفي به دو گروه . ه شديسانتي متر ته 10در  3موشها فلاپ پوستي دورسال با ضخامت كامل به ابعاد 

نقطه از پيش مشخص شده با فواصل مساوي در روي فلاپ، در  10سپس در گروه كنترل به . م شدنديكنترل و تجربي تقس
در گـروه  . تزريـق شـد  ) تر نرمـال سـالين  يلي ليم 1جمعاً (تر نرمال سالين به هر نقطه يلي ليم 1/0ر فضاي ساب درمال مقدا

ق فلاپهاي پوستي از نظر يروز پس از تزر 7. تر از محلول پرده آمينوتيك تزريق شديلي ليم 1/0تجربي به همين نقاط مقدار 
      .ستولوژي بررسي شدنديبروز نكروز و نماي ه

و سطح بقـاي  ) p=032/0(ي را نشان داد دار معنيوتيك سطح نكروز فلاپ كاهش يمحلول پرده آمنق يگروه تزر در :ها افتهي
ي را دار معنين دو گروه تفاوت يم بيند ترميستولوژي فرآيز هيآنال). p=036/0(ي را نشان داد دار معنيش يفلاپ افزا) زنده(

      ).p<05/0(نشان نداد 
من است كـه باعـث بهبـود بقـاي فـلاپ پوسـتي       يوتيك روشي موثر و ايمحلول پرده آمنق يتزر رسد، مي بنظر :يريگ جهينت
   .شود مي واني رتيك در مدل حيسكميا

  
  .، نكروزبقاء، وتيكيمحلول پرده آمن، كيسكميفلاپ پوستي ا: كلمات كليدي
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  مقدمه 
مـي بـه   يك و ترميپلاسـت هاي  اغلب فلاپهاي پوستي در جراحي

ون يزيص مـادرزادي، اكس ـ يص پـس از ترومـا، نقـا   يم نقاينظور ترمم
 ـال ينكـروز پارش ـ . دنشـو  مـي  گر استفادهيي دها مكانيسما يكانسر  ا ي

فقـدان  . باشـد  مي ع پس از عمليكامل فلاپ پوستي از مشكلات شا
گار، يف جراحي، مصـرف س ـ يك ضعيخونرساني كافي، كنترل و تكن

 از علـل نكـروز فـلاپ    طـي يمـاري عـروق مح  يتـوس و ب يابت مليد
  .باشند مي

ك يسـكم ير روشهاي مختلفي براي كـاهش نكـروز ا  يدر دهه اخ
  .ف شده استيفلاپهاي پوستي توص

ش خونرساني فلاپ توسـط  يز نشان داده اند كه افزايات نيتجرب
امد يبروز نكروز توتال فلاپ با پ 1-3.ستيج مشابه همراه نيدارو با نتا

  4-6.مار همراه استيجدي براي ب

وژنز با استفاده از فاكتورهـاي رشـد ماننـد فـاكتور     يجاد نئوآنژيا
دواركننـده  يرسد ام مي بنظر I 8ن يتيوپويا آنژي 7ال عروقي، يتليرشد اپ

  .ن روشها هستنديتر
هاي  ژگييناز و فاكتورهاي رشد با ويتوكيك داراي سيوتيپرده آمن

 ي زخـم ال و اثرات محـافظت يبروز، آنتي باكتريكاهش درد، سركوب ف
، EGF ،TGF-alfa ،KGFنهاي فاكتورهاي رشد مانند يپروتئ. باشد مي

HGF ،bFGF ،TGFbeta1 ،beta2 ،beta3 ،mRNA ــاز در يو پروتئ نـ
الي فاكتورهاي رشد يتليده شده اند و آن را مخزن اپيك ديوتيپرده آمن

 ـاثرات مهـم فاكتورهـاي رشـد در تحر   . دانسته اند ك و مـداخلات  ي
ن اسـت كـه   ين فـرض بـرا  يبنابرا. شناخته شده استون يزاسياليتلياپ

  . باشد مي كيوتيك داراي اثرات مشابه پرده آمنيوتيمحلول پرده آمن
رانـدوم پوسـتي در   هـاي   علي رغم اسـتفاده گسـترده از فـلاپ   

جراحي پلاستيك، نكروز ايسكميك فلاپ، همچنان به عنـوان يـك   
يـدايش  پ. مشكل و عارضه عمده اعمال جراحـي بـاقي مانـده اسـت    

راديكالهاي آزاد اكسيژن و افزايش تعداد نوتروفيل ها، نقـش مهمـي   
تواند منجر  مي و جدار اندوتليال عروق داشته وها  در آسيب به بافت

از طرفي بهبود خونرساني به بافـت فـلاپ بـا    . به نكروز فلاپ شود
افزايش واسكولاريتي و كاهش ترومبوز عروقي، و همچنـين اتسـاع   

مختلـف مـورد   هـاي   فـلاپ بـا اسـتفاده از روش    عروق موجـود در 
در مطالعـات مختلـف و متعـدد بـه     ها  بررسي قرار گرفته و تأثير آن

  .اثبات رسيده است
جرهاي فلاپهاي پوستي، يش روزافزون پروسيلذا با توجه به افزا

 ـي ظاهري و عملكرد انـدام، كـاهش مورب  يبايحفظ ز ش يتي، افـزا يدي
روشـي آسـان، ارزان و مناسـب بـراي     زان بقاء فلاپ، اسـتفاده از  يم

مـار، كـاهش مـدت    يبهـاي   نهيزان نكروز فلاپ، كاهش هزيكاهش م
نه، مقرون بـه صـرفه   ين زميق ثبت شده در ايبستري، عدم انجام تحق

 ـشنهاد گرديپها  افتهيبودن طرح و كاربردي بودن   ـد اي ن مطالعـه بـا   ي
 ـوتيبررسي اثر محلول پـرده آمن هدف   ك بـر بقـاي فـلاپ پوسـتي    ي

 ـك در مـدل ح يسكميا واني رت دانشـكده پزشـكي تهـران، مركـز     ي
ني در يمارستان امام خميبشگاهي يوانات آزمايپرورش و نگهداري ح

  .انجام شود 92-93سالهاي 
  

  ها روشمواد و 
ن موشهاي رت يدر ب ي مداخله ايين مطالعه به روش كار آزمايا
 ـه كلب ك ـين ترتيبد. انجام شد Sprague – Dawlay يشگاهيآزما ه ي

ل حجم نمونه مورد نظر به شـرط  يشگاهي تا تكميموشهاي رت آزما
  . رش انتخاب شدنديپذ يارهايدارا بودن مع

از  Sprague - Dawlay يشـگاه يسـر مـوش رت آزما   20ابتـدا  
 ـخر يموسسـه راز  شـدند و بـه محـل نگهـداري و پـرورش       يداري

پـرورش  در اتـاق  . ني انتقال داده شدنديمارستان امام خميوانات بيح
شدند كه بعـداز   يگراد نگهداريسانت يدرجه 27يال25ن يوانات بيح

 يگـروه مسـاو   دوبـه   ،يبه صـورت تصـادف  د يط جديسازش با مح
مـوش بعنـوان    8(سـر   10هر گـروه   يها تعداد موش. م شدنديتقس

. بـود )يموش بعنـوان رزرو جهـت تلفـات احتمـال     2و  يگروه اصل
 يماريكسان بود و فاقد بي ها مذكر و سن تمام آنها جنس همه موش

  . گرم بود 400تا  350وزن آنها حدود . بودند
گر ياز خوردن زخم همـد  يريها بعد از عمل جهت جلوگ موش

و غذا و آب بطور آزاد  يجداگانه نگهدار يها بطور مجزا و در قفس
شـگاه و  يهـا بـه آزما   زمان انتقال موش. گرفت مي ار آنها قراريدر اخت

  . كسان بوديوانات تا زمان عمل، يشگاه حيدر آزمازمان اقامت آنها 
  
  ه فلاپيك تهيتكن

و  Kg mg/ 90بـا دوز  % 10ن يكتـام ي ها بـا دارو هـا   تمام موش
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 هـوش يب يبصـورت داخـل عضـلان    Kg mg/ 9با دوز  %2 نيلازايزا
 ـشدند و در صـورت ن  مي  ـگردياز، دوز داروهـا تكـرار م  ي سـپس  . دي

ده شد و بـا  يتراش يش برققسمت خلف موش با دستگاه ترا يموها
 ـ . شـد  ين و الكل ضـد عفـون  يمحلول بتاد ك ي ـوتيب يپـس از آن آنت

 Kg mg/ 60ي ن بصــورت داخــل عضــلانيبــا ســفازول يلاكســيپروف
  . ق شديتزر

 Withdrawal Pinchبـا تسـت    يهوشينان از عمق بيبعد از اطم

Flexion / در . ل شروع شـد ياستر يها  ت روشيبا رعا يعمل جراح
رانـدوم مطـابق روش    يخلف ـ يا گروه كنترل، فلپ پوستيل گروه او

بـه ابعـاد    يكيپلاسـت  ين و با اسـتفاده از الگـو  يافته مك فارلير ييتغ
ه مشـخص  يمتر آن جهت محل بخ يك سانتيمتر كه هر  يسانت 3×10

و مفصل لگن بعنوان نقطه مشـخص   يستال طراحية ديشده بود بر پا
 ـبـا ت  يبرش پوسـت . شد مي نييقائده فلپ تع  15شـماره   يغ جراح ـي

د و ش ـ مي بلند  Panisiculus carnosusه ير لايانجام و فلپ تا حد ز
 .شد مي ال قطعيا آگزيهرگونه رگ پرفورال 

نقطه از پيش مشخص شده با فواصـل مسـاوي در    10سپس به 
تر نرمال سالين يلي ليم 1/0روي فلاپ، در فضاي ساب درمال مقدار 

در گـروه  . تزريـق شـد  ) تر نرمال سالينيل لييم 1جمعاً (به هر نقطه 
تر از محلول پرده آمينوتيك يلي ليم 1/0آزمايش به همين نقاط مقدار 

از موسسـه رويـان در كشـور     پرده آمينوتيـك محلول  .شد مي تزريق
اين محلول اسـتريل بـوده و از دهنـدگان زنـده و     . ديه گرديايران ته

ان آنتي ژنهاي سازگاري اين محلول بدليل عدم بي. شود مي سالم تهيه
همچنـين امكـان   . سيستم ايمني را تحريـك نمـي كنـد    IIبافتي نوع 

 .باشد مي انتقال سلولهاي بنيادي به همراه آن

ه برگردانده شد و بـا اسـتفاده از   يبه محل اول يسپس فلپ پوست
   .كات دوخته شد 0 - 4لون ينخ نا
ي گهدارمجزا ن يها كسان و در محفظهيط يها در شرا ه موشيكل

  . شدند مي
 ـ يروز هفتم تمام ح يدر انتها گـاز  (درد  يوانات ابتدا بـا روش ب

CO2 (ـ يبردار معدوم شده و سپس عكس  تـال انجـام   يژين ديبا دورب
سطوح نكروز فلاپ ها، تيره رنگ و سفت بـوده و در صـورت   . شد

  .مي شدنا تيغ خون از آن خارج يا برش يتست با وارد كردن سوزن 
شة شفاف تخـت كـه   يك عدد شيها،  كردن موشبعد از معدوم 

چسـبانده  ) وتريبره كردن كامپيجهت كال(كش مدرج  ك خطير آن يز

مـوش   يرو) موش يكنواخت كردن سطح خلفيجهت (شده است، 
كش مدرج  گذاشته شد و سپس عكس تمام طول فلپ به همراه خط

 ـ كـون بـا   ين mm 60كـرو  يو لنـز م D300  كـون يتـال ن يژين ديبا دورب
بعـد از آن  . شـد  مـي  گرفته يمتر يسانت 80و فاصله  1:10 ييرگنمابز

وتر منتقل و مسـاحت كـل فلـپ و مسـاحت سـطح      ير به كامپيتصاو
پس از  ImageJ V.1.40 g ( NIH , USA ) افزار نكروز هر فلپ با نرم

  .شد مي نييمتر مربع تع يبره كردن بر حسب سانتيكال

  

  ستولوژييك هيتكن
. به آزمايشگاه پاتولوژي منتقل شد% 10الين ها در داخل فرمفلپ

هـاي  پس از پروسس بـافتي بلـوك  . ها پاس گرديدابتدا تمامي نمونه
هاي پارافيني، مقاطعي به توسط ميكروتوم از بلوك. پارافيني تهيه شد

منتقل و در نهايـت  ) لام(ميكرون تهيه و بر روي اسلايد  6ضخامت 
   .دآميزي شدنرنگ H&Eاسلايدها به روش 

  

  كروسكوپيكيروش مطالعه م
پشـت هـر    (3mm-2)ابتدا دو فيلـد از جنـب هـر دو مـارجين     

يــك نقطــه در وســط هــر اســلايد همچنــين . اســلايد مــارك شــد
نمائي در زير ميكروسكوپ نوري و در درشت. گرديدگذاري  علامت

X40  ابتدا كل نمونه بررسي شده و سپس در مناطق مارك شـده در ،
. مطالعـه ميكروسـكوپيك دقيـق انجـام گرفـت     ، X400نمائي درشت

  .پارامترهايي زير مطالعه گرديد
با نمـاد   %40-20، آسيب ديده از +++) (نرمال: وضعيت اپيدرم

و بيشتر از آن و يا نداشتن  (+)با نماد  %70-40، تخريب شديد (++)
 .نمايش داده شد (–)اپيدرم با نماد 

بـا نمـاد    %40-20، نكـروز خفيـف   (+++)بدون نكروز : نكروز
 (–)و بيشتر از آن بـا نمـاد    (+)با نماد  %70-40، نكروز شديد (++)

 .نمايش داده شد

 ها در زيـر اپيـدرم مطالعـه   حضور اين سلول: هاي التهابيسلول
ــد ــديد  . ش ــي ش ــيون خيل ــديد  (+++)پروليفراس ــيون ش ،پروليفراس
 (–)و پروليفراســيون جزئــي نمــاد  (+)،پروليفراســيون متوســط (++)
 . يش داده شدنما

. به وضعيت عروق زير اپيـدرم توجـه شـد   : وضعيت واسكولار
گونه بـود  نحوه شمارش بدين. هاي ريز شمارش شدندمويرگ صرفاً
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نقطه بصورت رندوم انتخـاب و در   4كه در زير اپيدرم هر سه فيلد، 
با (تا نقطه  4ميانگين هر . ها شمارش شدندنمائي بالا مويرگدرشت

 8رگزائـي بـالاي   . ن تعـداد رگ آن تعيـين شـد   بعنـوا ) عدد صحيح
نشـان   (-)عدد با نماد  2و زير  (+)عدد  5-2، (++)عدد  5-8، (+++)
  .داده شد

پروليفراسيون فيبروبلاسـت  : ضعيت بافت همبندي زير اپيدرمو
بـه  . توجه گرديدها  ها و همچنين به نحوه آرايش كلاژنو فيبروسيت

خيلي شـديد نمـره    fibroplasiasو  granular tissueهايي شبيه بافت
  . داده شد (-)و به جزئي  (+)، به متوسط (++)، شديد (+++)

ز يآنـال هـاي   افتـه يسپس اطلاعات بدست آمـده از بقـاء فـلاپ،    
 ـيند ترميستولوژي فرآيه ش آمـاده شـده   يم در فرمهاي اطلاعاتي از پ

  .ديگرد مي ثبت
 V.19 SPSSيشده، توسط برنامه آمـار  يه اطلاعات كدگذاريكل

با  كميرهاي يمتغل يه و تحليتجز سپس .دنديانه گرديوارد حافظه را
دو صـورت  -فـي بـا كـاي   يرهاي كيو متغ t testهاي  تست از استفاده

   .در نظر گرفته شد دار معنياز نظر آماري  P >05/0. رفتيپذ
  

  ها افتهي
 66/235±5/46 گـروه كنتـرل  ن مساحت فلاپ زنـده در  يانگيم

ــل يپ ــلاپ   )170-304(كس ــروز ف ــاحت نك  11/173±29/40، مس
 ،كيــوتيق محلــول پــرده آمنيــگــروه تزرو در ) 125-252(كســل يپ
) 211-327(كسـل  يپ 57/285±98/36 ن مساحت فلاپ زندهيانگيم
  .بود) 57-193(كسل يپ 57/122±58/44مساحت نكروز فلاپ  و

سه مساحت نكـروز فـلاپ در دو گـروه مـورد بررسـي در      يمقا
ي را دار معنـي آمده است كه از نظر آماري تفاوت  كينمودار شماره 

  ).1نمودار ( )p=032/0(نشان داد
در دو گـروه مـورد   ) بقـاء فـلاپ  (مقايسه مساحت زنده فـلاپ  

بررسي در نمودار شماره دو آمده است كـه از نظـر آمـاري تفـاوت     
  ).2نمودار ) (p=036/0(داري را نشان داد  معني

  
  

  
  )p=032/0(روز فلاپ در دو گروه مورد بررسي سه مساحت نكيمقا: 1نمودار 
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  )p=036/0(در دو گروه مورد بررسي ) بقاء فلاپ(سه مساحت زنده فلاپ يمقا: 2نمودار 

  
ك در يسـكم يم فـلاپ پوسـتي ا  يستولوژي پروسـه تـرم  يز هيآنال

 ـقسـمت م ن چـپ و  ين راست، مارژيمارژ قسمتهايك از يچيه اني ي
 ي را نشـان نـداد  دار معنـي ي تفاوت ن دو گروه از نظر آماريب فلاپ

)0/05 > p.(   
  
  بحث

وژن ناشـي از  يب ري پرفيعلي رغم اصلاح عوارض عروقي، آس
 ـتاكنون م. تواند منجر به از دست دادن فلاپ شود مي كيسكميا زان ي

ني يك در مـوارد بـال  يسـكم يوژن ناشي از ايب ري پرفيق آسيبروز دق
 ـي شكست فلاپ كه بـه دل يناشناخته مانده است و هنوز علت نها ل ي

 ـك يسكميوژن ناشي از ايب ري پرفيآس ا ترومبـوز عروقـي اسـت،    ي
 ـطراحـي فـلاپ ن  . مشخص نشده است ز در كـاهش خطـر نكـروز    ي

 ـن عـروق و اجـزاء آناتوم  يتـام . باشـد  مي تيال داراي اهميپارش ك ي
 9-10. شـود  مـي  مدت بقاء فلاپ دار معنيفلاپ پوستي موجب بهبود 

ر در مـورد درمـان فلاپهـاي پوسـتي بـا      يالهاي اخعلاوه بر آن در س
ك مطالعات گسترده اي صورت گرفتـه اسـت و   يوژنيفاكتورهاي آنژ

 ـزانهـاي مختلـف موفق  يك با ميوژنينشان دادند كه فاكتورهاي آنژ ت ي
  .درماني همراه هستند

ي در دار معنـي در مطالعه حاضر، مساحت نكـروز فـلاپ بطـور    
 ـوتيق محلول پرده آمنيگروه تزر ك كمتـر و مسـاحت زنـده فـلاپ     ي

. شـتر بـود  يك بيوتيق محلول پرده آمنيي در گروه تزردار معنيبطور 
 ـچيم در هينـد تـرم  يسـتولوژي فرآ يز هيآنال ك از دو گـروه تفـاوت   ي

بدست آمده در مطالعه مـا بـا   هاي  افتهين يا. ي را نشان نداددار معني
وسـتي  م فـلاپ پ يرسـد تـرم   مي بنظر .گر مطالعات همخواني دارديد
 ـوتيك براساس فاكتور رشد موجود در محلـول پـرده آمن  يسكميا  كي

        .م زخم ضروري است يباشد كه براي ترم مي
ك داراي برخي فاكتورهـاي رشـد   يوتيال پرده آمنيتليسلولهاي اپ

 ـشامل فـاكتور رشـد اپ   نگ ي، فـاكتور رشـد ترانسـفورم   )EGF(درم ي
)TGF(ت ينوسي، فاكتور رشد كرات)KGF (ت ير رشد هپاتوس ـو فاكتو
)HGF(ز گــزارش كردنــد يــدر مطالعــه اي ن 11-12. مــي باشــدHGF ،

EGF، KGFبروبلاسـت بـا غلظـت بـالاي     يو فاكتور رشد فHGF  در
مهاجرت سـلولهاي   دار معنيش يك منجر به افزايوتيمحلول پرده آمن

ش غلظت محلول پـرده  يون شده و افزايفراسيه و پروليال به قرنيتلياپ
 11.شـود  مـي  ون و مهـاجرت يفراس ـيش پروليافـزا  ك موجـب يوتيآمن

ن برخي پژوهشـگران در مطالعـه خـود گـزارش كردنـد كـه       يهمچن
مـرتبط بـا    β3 TGF-β1, β2 ,ك منجر به كـاهش يوتيمحلول پرده آمن
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ــفعال ــرم ي ــتها در ت ــوگ يت كلاژنوبلاس ــم، جل ــديم زخ ل يري از تب
 ـم پروپريش تـرم يبروبلاستها به كلاژنوبلاسـتها، افـزا  يف  ـاي قرني ه و ي

 ـوتين محلول پرده آمنيهمچن 13-14. شود مي كاهش اسكار  ـك تماي ل ي
ز نشان دادنـد كـه   يدر مطالعاتي ن. جاد پاسخ التهابي دارديكمتري به ا

ك در كــاهش التهــاب ســوختگي يــوتيع آمنياســتفاده از محلــول مــا
 ـوتيپـرده آمن  15. ه موثر استيي قرنيايميش ش يك داراي اثـرات افـزا  ي
 ـذخ شيوم، افزايتلياپ ل اسـكار،  يره اسـتروماي بافـت و مهـار تشـك    ي

 ـكاهش پاسخهاي التهـابي، مهـار آنژ   كس رشـد  ين مـاتر يوژنز، تـام ي
در مطالعـه اي نشـان   . باشـد  مـي  وند كشت سلولييسلولي و حامل پ

 ـوتيدادند كه محلول پرده آمن  ـك ني  ـوتيز داراي اثـرات پـرده آمن  ي  كي

جراحي نداشته و بـا   جرياز به انجام پروسيباشد و استفاده از آن ن مي
  16. ستيك همراه نيوتيوند پرده آمنيعوارض مربوط به پ

 ـبدسـت آمـده در مطالعـه حاضـر، تزر    هـاي   افتهيبا توجه به  ق ي
من، بدون تروما، آسان، مقرون يك روشي موثر، ايوتيمحلول پرده آمن

به صرفه و بدون عارضه است كه در كاهش التهاب، كـاهش نكـروز   
 ـتليم اپيس التهـاب، تـرم  ك، ساپريسكميفلاپ ا ش سـرعت  يال،افزاي

 ـك در مـدل ح يسـكم يوژن خون در نـواحي ا يم،بهبود پرفيترم واني ي
گردد در مطالعـات آتـي    مي شنهاديپ. باشد مي كمك كننده موش رت

   .انساني انجام شودهاي  ن مطالعه، در نمونهيا
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