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  ده يچك
امـروزه  بـراي     . خارج  ميزان آسيب آن فراوان اسـت        با محيط    اليتل يبه علت تماس فراوان بافت اپ     : سابقه و هدف  

هاي شديد و عمقي امكان  درمـان         شود ولي در سوختگي    هاي متفاوتي استفاده مي    هاي اين بافت از روش     درمان آسيب 
 رشـد و تكثيـر      يرو  اثر فاكتورهاي  هورمون رشد و مشتق از پلاكـت  بـر             يهدف اين مطالعه بررس   . كامل وجود ندارد  

  . پوست رات استاليتل يپ ايها سلول
 .دست آمد  ه  ب  dulgos با روش استاندارد     ، روزه 1  از موش     اليتل يهاي اپ  در اين مطالعه تجربي سلول     :ها مواد و روش  
 روز در معرض دوزهـاي      6مدت    سپس    ، كشت داده  75 روز در داخل فلاسك      7هاي مجزا شده را به مدت        كراتينوسيت

افزارهاي    و نرم   MTT  با استفاده از تست       ي سلول ريدر نهايت  تكث   . ده شدند رار دا  ق GHو   PDGFمتفاوت فاكتورهاي     
  . قرار گرفتنديمورد بررساستاندارد 
هر دو فاكتور تكثيـر     . زمايشگاه قابليت تكثير را داشتند    هاي جدا شده از پوست حيوان در محيط آ         سلول :ها يافته
 100 خـود را در دوز       ري تـاث  ممي مـاكز   PDGFفاكتور  . م متفاوت بود  با ه ها   نآا افزايش داده اما اثرات تكثيري       سلولي ر 

 تر  كم PDGFتكثيري آن در مقايسه با       اما اثر .  داشته است  يگرم نانو 10 را در دوز     ري تاث ممي ماكز GHنانوگرم داشته اما    
توانند اثرات سمي نيـز بـر        رسد اين فاكتورها مي    نظر مي   هدر برخي از دوزها تعداد سلولي كاهش يافته و ب         . بوده است 
  .ها داشته باشند روي سلول
تليال پوست   هاي اپي   سلول ري باعث تكث  GHو   PDGFدهد كه فاكتورهاي     نتايج اين مطالعه نشان مي     :گيري نتيجه

تواند  ينم  GHو   است   GHتر از     قابل توجه  اري بر روي تكثير سلولي بس     PDGFچنين اثر    هم. شوند در محيط كشت مي   
  .دي عمل نمااليتل ي سلول اپري تكثي محرك قوكيان به عنو
  
  PDGF، GH ،تينوسي كرات،كشت سلول :هاي كليدي واژه 

  

  مقدمه
هدف اصلي اين پروژه بررسي فاكتورهايي است كه بتـوان          

تليـال را   هاي بنيادي اپي  ها تكثير و رشد سلول     با استفاده از آن   
در محيط آزمايشگاه افـزايش داده و در حـداقل مـدت زمـان              

 ـ        ر حـال   د .دسـت آورد   هلازم تعداد كافي سلول براي تـرميم ب
هـا   سـازي سـلول     حداقل مدت زمان لازم بـراي آمـاده        حاضر

اني كـه   باشد و اين زمان براي بيمار       هفته مي  4-3جهت ترميم   
انـد بـسيار     اي از پوسـت خـود را از دسـت داده           بخش عمـده  

     :kh_safari@yahoo.com      Email          0231 – 3354161 :نمابر       0231-3354172 :تلفننويسنده مسئول،  *
]   5/4/1387 :  تاريخ پذيرش22/12/1386: تاريخ دريافت
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در اين مدت احتمـال از دسـت دادن آب و           . باشد طولاني  مي  
. ]1 [تچنين ريسك عفونـت بـسيار بـالا اس ـ         ها هم  الكتروليت

 نمـودن   نيهاي محيطي فراوان جانـش     امروزه با توجه به آسيب    
 كي پلاست ي از مسائل مهم در جراح     يكي از دست رفته     پوست
 يا  سـابقه ،يخي پوسـت از نظـر تـار      ونـد يپ. باشد ي م يميو ترم 
 1974 پوست در سال     وندي روش كشت و پ    نياول.  دارد يطولان

 از پوست يسمتاو توانست ق.  شديگذار هي پاFreemanتوسط  
 ابـر،  بر50 ساپورت خوك كشت داده و تا        يخرگوش را بر رو   

 موفق شدند   ني محقق جيتدر هب. ]2 [ دهد شيدهنده را افزا    هيناح
 يها درم را از درم جدا نموده، سلول       ي اپ ن،يپسيبا استفاده از تر   

 ـ رشـد و تكث    ي كاف يي كشت با مواد غذا    طيدرم را در مح    ياپ  ري
 و  ندي نما هي آماده پيوند ته   يها  هفته، سلول  4 تا   3داده و بعد از     

 ـزماآ. ]3 [ بزننـد ونديرا پ  آن  حاصـل از  يهـا   اتوگرافـت شاتي
 توسـط   1981 كـشت داده شـده در سـال          اليتل ي اپ يها سلول

Oconnor2- 3هــا  آن. دي و همكــارانش بــه اوج خــود رســ 
 سالم را برداشته و بعـد از كـشت در           هيمتر از پوست ناح    يسانت
 ـ  1000 به ابعاد    ي وسعت ،ي مغذ طيمح  ـتل ي برابر اپ  ـ اول ومي  در  هي

 ماراني بي روش را برا   ني و ا  آوردنددست   ه هفته ب  3مدت زمان   
 ـ  95 تـا  40 يهـا  يبـا سـوختگ    .]4و2 [كـار بردنــد  هدرصـد ب
Compton را بـا    مـار ي ب 4 انجام داد كـه براسـاس آن         يقي تحق 

 روز  10او بعـد از     . كشت اتوگرافـت تحـت درمـان قـرار داد         
 رشد وميتل ي اپهي در ناح7 و 4 نوع يها اهده نمود كه كلاژنمش

 پوسـتي نـرم را      ،يكيني از لحاظ كل   مارانيب يكرده است و تمام   
 ماساچوسـت   مارسـتان ي ب يدر بخـش جراح ـ   . گزارش كردنـد  

 بـه   مـاران ي ب ي صورت گرفت و تمام    ماري ب 21 ي بر رو  يقيتحق
 ـگي سال تحت پ   5مدت     مـوارد  يدر تمـام  .  قـرار گرفتنـد    يري
 بـه بافـت     هي مختلف پوست و ضمائم آن كاملاً شـب        يها قسمت

 ـ استفاده از تكن   اب. ]6 و 5 [طبيعي بوده است    مختلـف   يهـا  كي
 وســعت تــوان ي مــExpansion mesh graft ماننــد يجراحــ

 اسـت كـه در      يهي برابر افزود و بـد     9دهنده را حداكثر تا      هيناح
 يها  روش  .]7 [ است ي ناكاف اري مقدار بس  نيموارد ا   از ياريبس
 in  خـارج طي كه پوسـت را در مح ـ دهي ارائه گردزي نيديجد

vitroبرابــر 1000دهنــده را تــا  هيــ ناحوســعت داده و ريــ تكث 
 بـا   ميمطالعات نشان داده كه تـرم      .]9 و 8[ داد   شيتوان افزا  يم

هـا   يهـا و سـوختگ      اتوگرافت در زخم   يها تينوسيكشت كرات 
 هي ناحگري و از طرف د   دارد ي از اتوگرافت بهبود   تر عي سر اريبس

 ـ را ن  يتـر   كم اريدنور بس   ي از ارزش و كـارائ     نيا دارد بنـابر   ازي
 ـ آزما طيامروزه در مح ـ   .]10[ برخوردار است    يتر شيب  شگاهي

 يهـا   انواع سلول  تر شي ب باًي تقر توان ي خاص م  طي شرا جاديبا ا 
 ـس, يعدس ـ, يي هوا ي از جمله مجار   اليتل ياپ  ,ي گوارش ـ ستمي

بـا توجـه بـه       .]12و11[ و كـشت داد      ريثپروستات را تك  , كبد
 ـ بن يهـا   سلول ي بالا اري بس ليپتانس  سـت،  موجـود در پو    يادي

 يها بـرا    سلول نيها قبل به فكر استفاده از ا       دانشمندان از مدت  
در حال حاضر قادر بـه      . اند  افتاده ي پوست عي وس عاتي ضا ميترم

. ]13 [انـد  دهي گرد شگاهيزماآ طيها در مح    و كشت آن   ييشناسا
 يهـا   سلول ني توانستند ا  FGE با استفاده از موادي مانند       يتح

 ندي نما لي ازجمله نورون تبد   ها  سلول گري بالا را به د    ليبا پتانس 
  را   Nestin كشت، ماركر    طيها در مح    گروه از سلول   نيا. ]14[
 ـ بن يهـا  گر سـلول    نشان كيكنند كه    ي م انيب  اسـت و در     يادي

 ـ ب راβIII Tubolin خـاص، مـاركر   طيشـرا   ـاني كننـد كـه    ي م
 ـا. ]15 [ دارند ي بالائ ي توانائ نيابنابر. ساز نورون است   شيپ  ني

 ـ د يادي ز اري اسكالپ به مقدار بس    هيها در پوست ناح    سلول  دهي
 ي، ماركرهــاEGF و FGF2شــده اســت و در پاســخ بــه    

 يهـا  البتـه سـلول   . ]16 [كننـد  ي م اني را ب  ني و نست  نيبرونكتيف
 دارند  گريد كي با   ييها وت، تفاوت  متفا ي نواح اليتل ي اپ ياديبن

كـه   ي دارد در صـورت    ي كم ـ ري پستان، رشد و تكث    اليتل ي اپ مثلاً
. ]17[ دارد يي بــالااري بــسريــ رشــد و تكثوده، ريهــا ســلول

Lachlan   ي همراه بـا اسـپر     ينيبري خود از چسب ف    قي  در تحق 
وي نـشان داد چـسب      .  زخـم اسـتفاده نمـود      ي بـر رو   يسلول

 ـ تـا در موقع    دينما يها كمك م   ل فقط به سلو   ينيبريف  خـود   تي
  .]18 [ ندارند ي نقشم،يبهتر مستقر گردند و در ترم

 
  ها مواد و روش

ــات س مـــوش يـــك روزه بـــزرگ   أ ر12از   .حيوانـ
 24نـوزادان   .  از نژاد اسـپراگواولي اسـتفاده شـد        آزمايشگاهي

ا كـردن   بعد از جـد   . عد از زايمان از مادران جدا شدند      ساعت ب 
 قـرار داده و      درصـد  70داخل الكل   را بلافاصله   سر، حيوانات   

متـر مربـع      سانتي 2ها پوستي به ابعاد      سپس از ناحيه پشتي آن    
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سرد قـرار داده شـد و بـه      HBSS برداشته و در داخل محلول
   .زير هود منتقل گرديد

 ـ    امروزه براي كشت سلول     .محيط كشت   ـتل يهاي اپ  از  الي
  ين محيط كـشت حـاوي     ا. شود يمحيط نمونه گاليكو استفاده م    

 Co2 5% ترانـسفرين ،nm 20 هيـدروكورتيزون ، ng/ml 5/0 ،
  ng/ml5،DMEM  ng/ml EGF10 ،FBS 10%  نيانـسول 

كشت نمونه در هـر دو گـروه شـاهد و             محيط عنوان است كه به  
  . استفاده قرار گرفتوردمورد م
 منظـور   ني ا ي  برا  .تليال هاي اپي  سازي و كشت سلول    جدا
 روزه كيها از رات  نمونه .استفاده گرديد ]dulgos ]6 از روش

 (1X) بلا فاصله داخـل محلـول     .   شد هي  ته  ينژاد اسپراگو داول  
HBSS Hanks Balance Salt olution (Gibco-BRL)  ار ر ق

 بـه قطعـات   را هـا  ن آسپس بـا اسـتفاده از اسـكالپل   . ه شد داد
 ي  كـه حـاو     15قطعات داخل فـالكون      نموده،   مي تقس يكوچك
كلـسيم و منيـزيم     بـدون   درصـد    1/0 نيپسي كشت و تر   طيمح

 درجـه    37 در انكوبـاتور       قهي دق 30مدت  . است قرار داده شد   
 (FBS)  سـرم يها، كم بعد از جدا شدن سلول. نگهداري شدند

Fetal Bovine Serum (Gibco-BRL)   اضـافه  ها به فالكون  
 پـت يسپس بـا اسـتفاده از پ      .  گردد ي خنث نيپسينموده تا اثر تر   

بعـد از انجـام     . پتاژ نمـوده   ي باريك محيط را كاملاٌ پ     يپاستور
ل و مواد ديگر     محيط داخل فالكون كه حاوي سلو      پتاژ تمام  پي

بـا دور   ) 1640اپنـدورف   ( فيوژياسـتفاده از سـانتر     است را با  
RPM  1200   كـرده، سـپس   فيوژيسـانتر  قـه ي دق10بـه مـدت 

 كـه شـامل    كامـل طيمح ـ cc2  سوپرناتانت را خارج نموده و
 با استفاده   اًمجدد. كشت گاليكو است به آن اضافه گرديد       محيط

هـاي   پتاژ نموده تـا سـلول      ي پ را كاملاً محيط   پت پاستور  ياز پ 
 و به صورت يكنواخت پراكنده گردنـد     چسبيده به كف فالكون     

 ـدر ا.  نگـردد اهدهدر عين حال توده سلولي مش    مرحلـه بـا   ني
 زنـده   يهـا  م نئوبـار، سـلول     بلـو و لا    پـان ياستفاده از رنگ تر   

 1×106بايـست حـداقل    شمارش شدند، در محـيط فـوق مـي      
 ml  50محلول فوق  به دو فلاسـك  . سلول وجود داشته باشد

هـا كـف هـر دو     ها بـه فلاسـك   قبل از انتقال سلول. منتقل شد 
هـا    داده شـد تـا سـلول   شپوش ـ   I  فلاسك  با كـلاژن نـوع  

 .ها را داشـته باشـند      سك به كف فلا   دني چسب يي توانا يراحت هب

 37   روز در داخـل انكوبـاتور بـا دمـاي    7ها  به مدت  سلول
. چنين رطوبت مناسب نگهداري شدند همو  Co25% گراد  سانتي

بعـد از مـدت     . محيط كشت  يك روز در ميان تعويض گرديد        
 پـر نمودنـد بـا       راهـا    ها تمام كف فلاسـك     يك هفته كه سلول   
هـا    سلولمجدداً  Trypsin-EDTA (sigma)استفاده از تركيب
اسـتفاده از سـانتريفيوژ      ها جدا نمـوده و بـا       را از كف فلاسك   

در ايـن مرحلـه نيـز بـا         .  روئي جدا كرده   ها را از محيط    سلول
 شمارش سلولي   مجدداً استفاده از رنگ تريپان بلو و لام نئوبار       

تعـداد  ( هـا را  بـه       آزمايش سـلول   هبراي انجام ادام  . انجام شد 
 خانه انتقال   96 تيكروپليبه م )  هر چاهك  يسلول برا  50000

 I  ، با كـلاژن نـوع  ها ها  كف چاهك قبل از انتقال سلول, داده

، عنـوان بلانـك حـاوي    يكروپليت را به  اول م  فيرد. كت شدند 
, محـيط (حاوي   ،عنوان كنترل    دوم را به   فيرد, )محيط و سرم  (

آزمـايش،  هـاي    عنوان گروه   به ي بعد يها فيرد و) لولس, سرم
هـاي   بـه گـروه   . بودنـد ) فـاكتور , سـلول , سـرم , محيط(شامل  

 - µg- 1ng - 10-50يآزمــايش در مرحلــه اول دوزهــا  
100-150-200-300- ng 400 از PDGF  اضــافه شــد ,
، سـپس   دوزها تحت درمان بودنـد   ني روز با ا   6ها مدت    سلول
ــست -MTT) 3-4 dimethylthyazol-2-5 tetrazolium ت

bromide(  هاي زنده داخل    كننده تعداد سلول   ت مشخص كه تس
انجـام   بعـد از  .  تمامي دوزها انجام  شـد      يها است، برا   چاهك

. نتايج ثبـت گرديـد   Elisa Reader تست با استفاده از دستگاه
 تست هورمون رشد  تمام مراحل انجام كار همانند روش           يبرا

  .فوق بود
 از   بـا اسـتفاده    شاتي پس از انجام تمام آزما     .روش آماري 
 زيهـاي آمـاري آنـال    روش وSPSS و Excel نـرم افزارهـاي  

 جيتمام نتـا . داستفاده ش  TUKEY test  وطرفه  كي انسيوار
 ـدر متن و جـداول بـه صـورت م           گـزارش شـده و بـا        نيانگي

  .دنديدار منظور گرد ياختلاف معن >50/0Pشرط
  

  نتايج
ها از پوست در      از جدا كردن سلول    بعد.  سلوها يمورفولوژ

 مـشاهده   توان يها را م    محيط كشت انواع متفاوت سلول     داخل
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اند كه    ها بوده   دو برابر ديگر سلول    باًيها تقر   از سلول  يبعض. كرد
 ـ بن يهـا  ممكن است جـزو سـلول      بـا توجـه بـه      .  باشـند  يادي

، انـدازه   مي ضـخ  يتوپلاسميچون غشاء س   هم ها  آن يمورفولوژ
 يوپلاسـم تي داخـل س   يها  فعال، گرانول  يا تهبزرگ سلول، هس  

صـورت   ها به  آن مي موارد مشاهده تقس   ي در بعض  يفراوان و حت  
  ). 1شكل  (باشند  ميياديهاي بن سلولتوان گفت  ينابرابر م

  
هـا در    سـلول ). 20بزگنمائي  (نه  يپسيال بعد از تر   يتل هاي اپي   سلول .1شكل  
 ـ  يار بـزرگ تقر   يهـاي بـس    هاي متفـاوت سـلول     اندازه ش از دو برابـر     يبـا ب
هـاي    سـلول  اًها، خـصوص   در داخل سلول  . شود يده م ي  ي كوچك د  ها سلول

 ـاي روشـن و فعـال، د       هاي فراوان، هسته   بزرگ گرانول  توپلاسـمي  يواره س ي
هـاي بـزرگ     نـشان دهنـده سـلول     ) ( فلـش بلنـد   . شـود  ده مي يخم د يض

  .باشد هاي كوچك مي نشان دهنده سلول )→(هاي كوتاه  وفلش
  

هـا   كه سـلول   يدر هنگام  بعد از كشت و      5 روز   ريدر تصاو 
 اهدهاند دو گروه  سلول قابل مش        كف فلاسك را پوشانده     كاملاً
 ـ    . انـد   بوده بروبلاستي ف هي، گروه اول شب   بود  يكـه ظـاهري دوك

 در اطـراف آن بـوده   ييهـا   در مركز و گرانول    يا شكل با هسته  
امـا   تـر   كه از لحاظ اندازه بزرگ     ييها  سلول گريگروه د .  است

در سيتوپلاسم   اند،  كوتاه بوده  اري بس ييها ا زائده ظاهري گرد و ب   
  .)2شكل (  استتههايي وجود داش ها گرانول اين سلول

 

 
ايـن  ). 20 يبزرگنمائ(  روزه 5ال كشت داده شده    يتل ي اپ يها سلول. 2شكل

ار يها بـس   سلول. دهد  را نشان مي   ي و كرو  يشكل وجود دو نوع سلول دوك     
عـدم    فـراوان، يارتباطات سـلول . اند پر كرده كف فلاسك را    فراوان و كاملاً  

  .ر فوق استيت از مشخصه تصوي و كامل شدن كف پليه سلوليلا وجود دو

 ي آمـار جينتـا . تليال هاي اپي   سلول ي بر رو  PDGF اثرات
 متفـاوت   ي فـوق نـشان داد، كـه دوزهـا         قـات يحاصل از تحق  

PDGF ـ يهـا   سلول ري تكث ي بر رو  توانند ي م   ـتل ي اپ  مـوثر   يالي
 بـوده    نـانوگرم  200 تـا      10 در محدوده  ري تاث نيتر شيب. دباشن

 دار بـوده اسـت     مـاري ايـن اخـتلاف معنـي       آاست و از لحاظ     
)100/0 p<.(دوزدر ها  ترين تعداد سلول بيش  دراين محدوده 

ng  100  تـر از     در دوزهاي بـيش   . بوده استng 100   تعـداد
 ng 300  كه در دوز يي تا جاافتهي ي نزولري سجاًيها تدر سلول

 ng10   بـا دوز يو تفـاوت  برابر با گروه كنترل بوده است باًيتقر
 ـ ا ي بـرا  نـه ي نـانوگرم دوز به    100اين  بنـابر  .نخواهد داشت   ني

  .)3شكل ( بود مجموعه خواهد
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هـاي    بـر روي سـلول     PDGFررسي اثر دوزهاي متفاوت فاكتور      ب. 3شكل  
 نـانوگرم معنـي     200 تا   10اختلاف  بين دوز هاي       .تليال با كت كلاژن    اپي

در . شـود  ترين تعداد سلولي ديده مـي       نانوگرم بيش  100وز    در د .  دار بود 
 1دوزهـاي   . تـر نيـست    هـا از گـروه كنتـرل كـم         مابقي دوزها تعداد سلول   

  .داري ندارند  نانوگرم با گروه كنترل  اختلاف معني400ميكروگرم و 
  

  در . تليـال  هـاي اپـي     سلول ي  هورمون رشد بر رو     اثرات
 در  ري تاث نيتر شيب. داوت بو  متف ي كم جيمورد هورمون رشد نتا   

 زنـده   يهـا  اما تعداد سـلول    .بوده است  نانوگرم     25 تا   1دوز  
در .  بـوده PDGFتـر از      كـم elisaشمارش شده با استفاده از    

هـاي   سلولگرم  تعداد     نانو 5 – 10تر از  نيي بالاتر و پا   يدوزها
ــده كــاهش يافتــه اســت ــين  دوزهــاي رد. زن ــا200ب  100 ت

ها مشاهده شـد      در تعداد سلول   ي كاهش قابل توجه   كروگرميم
 دوزها از گـروه كنتـرل       نيها در ا   تعداد سلول  يحت كه يطور هب

 شيگرم هـم افـزا     نانو يعنيتر    كم يدر دوزها .  كمتر بوده است  
توان مـشاهده كـرد و بـا     يها نم  را در تعداد سلوليقابل توجه 

 ـ فگروه كنتـرل اخـتلا     )   >001/0p(  وجـود نـدارد    يدار ي معن
 رشـد و    يبر رو  ي  قابل توجه   راتيها هم تاث   دوز ني، ا نيبنابرا
  ).4شكل ( ها نخواهند داشت  سلولريتكث
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 بر روي سلولهاي اپي  GHي مختلف  فاكتور بررسي اثر دوز ها. 4شكل 
بت بـه گـروه كنتـرل         نانوگرم است كه نس    10بيشترين تاثير در دوز     .  تليال
 ميكروگرم تعداد سلولها كمتر از 100  و 200در دوزهاي .   دار است معني  

در دوز هاي ديگر  اختلاف معني داري با گروه كنتـرل            . گروه كنترل  است     
  .مشاهده نمي شود

  
هـاي   بـر روي سـلول      با يكديگر  GH و   PDGF اثرات   مقايسه

 ، دوز   ng10ديگـر دوز      دو فاكتور با يـك     سهيدر مقا . تليال اپي
هاي گروه آزمايش بـا      كه تعداد سلول   هورمون رشد است     بهينه

 ـ     از لحـاظ   . )>001/0p(  دارد يدار يگروه كنترل اخـتلاف معن
 بـاً ي هورمـون رشـد تقر     ng10 يـا دوز     نهيدوز به تعداد سلولي،   
  . )5شكل ( .است  PDGF  فاكتوري نانوگرم150برابر با دوز
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 روي سلولهاي اپي     بر GH و   PDGFدو فاكتور   بررسي مقايسه اثر    . 5شكل  
  در رشـد و      PDGF همان گونه كه مشاهده مي شود اثرات فـاكتور           .تليال  

 100مـاگزيمم تـاثير آن   .  اسـت  GHتكثير سلولهاي اپي تليـال بيـشتر از       
  .  بسيار بيشتر استGHنانوگرم است كه از ماگزيمم دوز

  
 نكته قابل توجـه بـود   ني هر دو هورمون  ا   ي دوزها سهيدر مقا 
 ها  از لحاظ تعداد سلول    PDGF نيي بالا و پا   اري بس يهاكه دوز 
 ي انـدك  اري مقدار بـس   اي برابر با گروه نرمال بوده است و         تقريباً
 شي كـدام از مراحـل آزمـا       چيامـا در ه ـ   . باشد تر از آن مي    كم

ها از گروه نرمال كه همـان گـروه           سلول دنشد كه تعدا  مشاهده  
ــال ــمكويگ ــوده ك ــد  ب ــر باش ــابر. ت ــنيابن ــرات توا ي نم ــد اث ن
 ـ. ها داشته باشد    سلول ي برا يدي شد يتيسيتوتوكسيس تـوان   يم

اما بـا مـشاهده     .  موثر اي است و    ريتاث ي ب اي فاكتور   نيگفت كه ا  
تر   بالا كم  اري بس يها در دوزها    هورمون رشد تعداد سلول    جينتا

 فاكتور  نيتوان گفت كه ا    ي م نيا گروه نرمال بوده است  بنابر      زا
ــرات س ــتوكستوياث ــديتيسي ــر رويدي ش ــر ي ب ــد و تكثي  رش

  ).5شكل (داشت تليثال خواهد  هاي اپي سلول
  

  گيري بحث و نتيجه
نتايج حاصل از پژوهش حاضر نشان داد كه دوزهاي          - 1

خاصي از هر دو فاكتور قابليـت تحريـك رشـد و تكثيـر              
زمايشگاه خواهند داشت   آمحيط  تليال را در     هاي اپي  سلول

تر ازهورمـون    مـوثر  PDGFون  اما با توجه به نتايج هورم     
 بـا برخـي     نتـايج ايـن مطالعـه منطبـق        .رشد بـوده اسـت    

 ـ اول ميتـرم . باشـد  گزارشات محققان ديگر مـي      زخـم و    هي
كـه    ي برخوردار است اما زمـان ي خاص تي از اهم  يسوختگ

 ي مشكل است انواع متفاوت    مي باشد ترم  عي و وس  يزخم عمق 
 ـ بهبود ناحي براييها  پوششايها و از داروها مانند پماد   هي

 ـسوخته وجود دارد استفاده از ا      هـا   هـا و پوشـش     پماد ني
 ـ  ني ا وباشد   ي مكرر م  يها ضي تعو ازمندين توانـد   ي مسئله م

  داشته باشـد   تي اهم دهيد بي آس هي ناح ي و بازساز  ميدر ترم 
 يهـا   به علت داشتن سـلول     ياليتل ي اپ يها سلول .]4و19[
 زي تما ي و حت  ري تكث ييدار توانا  بازال و خار   هي در لا  ياديبن

 ي نا اليتل ي اپ يها  سلول يساز با جدا  نيمحقق.  دارند زيرا ن 
 EGF, FGF, HGF ماننـد شـد  ريدر حـضور فاكتورهـا  

cholera toxin, يهـا   را در سـلول يعي توانستند رشد سـر 
 زيها تما   سلول ني از ا  ي بعض ي داشته باشند حت   ينا اليتل ياپ
 .انـد   نمـوده  جـاد ي را ا  II نـوع    ياليتل ي اپ يها  و سلول  افتهي

 ـ    يادي بن يها  با وجود سلول   نيابنابر  ـتل ي فـراوان در اپ  الي
 ـ خاص تكث  يورهاتوان با اضافه كردن فاكت     يم هـا را     آن ري

 از  ي داده و انواع متفـاوت     زيها را تما    آن ي داد و حت   شيافزا
 ـ  اتيها با خصوص    سلول گريد امـا   . آورد دسـت  ه متفاوت ب
شدن فاكتور مناسـب     دوز فاكتور و زمان اضافه       ستيبا يم

.  صورت اثرات معكـوس خواهـد داشـت     ني ا ريباشد در غ  
 است ري قابل تكث  يها  و سلول  يادي بن يها  سلول نيوجود ا 

 ي انـدك  هي با استفاده از ناح    ميتا بتوان دهد   كه به ما اجازه مي    
 نيچون هدف از ا   .  را ترميم نمائيم   يعي وس هياز پوست، ناح  
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بـراي جلـوگيري از      بوده اسـت     ي سلول ري فقط تكث  قيتحق
 .تمايز سلولي از سرم در داخل محيط كشت اسـتفاده شـد           

 ـ درسـت شـده  كـه فاقـد           ييها امروزه سرم   از  يسـر  كي
.  هم استفاده كـرد    زيتوان از آن در تما     يفاكتورها است و م   

 كه فاكتور دي انجام شده مشخص گرد  شاتيبا توجه به آزما   
PDGFريــتوانــد در تكث ي فــوق مــي  هماننــد فاكتورهــا 
 ي نقـش داشـته باشـد امـا در دوزهـا           اليتل ي اپ يها سلول

 ـ       از انـدازه باشـد نـه تنهـا         شيخاص و اگر مقدار فاكتور ب
 ـ نخواهد شد بلكـه از تكث      ريموجب تكث   يري هـم جلـوگ    ري
  مشخص شد كه مقدار Chegini قاتيدر تحق. خواهد نمود

 نقـش   يسـلول  زي تما و ري  درتكث  PDGFفاكتور   خاصي از 
موجـب  تواند   نمي اين فاكتور  تر شي ب ايتر و    مقدار كم . دارد
  ng 75 تا 0  مقدارMarion قاتيدر تحق. ]14[ گردد ريتكث

 ـ  PDGF رازفاكتو  ـتوانـد موجـب تكث     ي  م  يهـا   سـلول  ري
 ـ   ني ما ا  قاتياما در تحق  .  گردد اليتل ياپ  تـا   50 ني مقـدار ب

تواند موجب   يتر نم  نيي پا ريگرم بوده است و مقاد     نانو 150
 وني مـار  ي آقـا  قـات يالبتـه در تحق   .  گـردد  يل سـلو  ريتكت

 استفاده شده بود EGF, TGF هم مانند يگري ديهافاكتور
هـا در    آن .نقش داشته باشـد     فاكتورها نيكه ممكن است  ا    

  ng0-10 تحقيقات خود نشان دادند كه اضـافه كـردن دوز  
 يتليال برا  هاي اپي   كشت سلول  طي  در مح   TGFاز فاكتور   

 ـباشد و مـا چـون از ا        مي ي ضرور ها رآنيتكث  گـروه از    ني
اين تحقيق متفاوت    ها با  نآ جي نتا ميفاكتورها استفاده نكرد  

  .]16[ رسد ينظر م هب
 دارند  ي متفاوت يها  خارجي هر كدام نقش    فاكتورهاي – 2

 خواهد شد اما    ياليتل ي اپ يها  سلول ري باعث تكث  EGF مثلاً
جـه بـه     مغز بـا تو    يادي بن يها  سلول ي فاكتور بر رو   نيهم
 ـ يهـا  با سـلول   يني منشا جن  كي كه نيا  ـتل ي اپ  دارنـد   يالي

ها نداشته و فقط در زنـده مانـدن          آن تاثيري بر روي تكثير   
 زي ما ن  قاتيدر تحق . ندينما ي م فاءي نقش ا  ها لولاين گونه س  

 ريــ در تكثي  نقــش مهمــGHمــشخص شــد كــه فــاكتور 
 زيمـا  ت اي در زنده ماندن و      دي ندارد شا  ياليتل ي اپ يها سلول
 ممكــن اســت ني بــنيــهــا نقــش داشــته باشــد و در ا آن

 داشته باشند كه    ي فوق العاده قو   تي اهم يگري د يفاكتورها
 ـ. افـت يها دسـت   گر به آن  ي د قاتي در تحق  ستيبا يم  يحت

 ـ ترك يگـر ي فاكتور را با فـاكتور د      نيممكن است اگر ا     بي
 در  يالعـاده قـو    ثـرات فـوق   ا زمان استفاده كرد   نمود و هم  

 يهـا بـه تنهـائ      بردن آن كار هب  داشته باشند اما   ليرسلويتكث
  ].21و16[ ندارند ري را در تكثينقش قابل قبول

تليال قرنيه نسبت به     هاي اپي   داده شده كه سلول    نشان - 3
هاي متفاوت برخي از فاكتورهـاي خـارجي از جملـه           دوز

PDGFتوان نتيجه گرفت كه اين  بنابراين مي. باشد  موثر مي
بـراي ايـن گـروه از       هـاي سـطحي       گيرنده ها داراي  سلول

كه در اين تحقيـق هـر دو         با توجه به اين   . فاكتورها هستند 
شــوند   باعـث تكثيـر سـلولي مـي    GH  و PDGFفـاكتور  

ي هـر دو    تليال بـرا   هاي اپي  توان نتيجه گرفت كه سلول     مي
تواند  باشند كه مي هاي سطحي مي فاكتور فوق داراي گيرنده

لي براي تحريـك تقـسيم را فعـال         هاي داخل سلو   مكانيزم
  ].23 [نمايد

    
  قدرداني تشكر و

 معاونت پژوهشي  106اين تحقيق بر اساس طرح پژوهشي       
 پزشكي سمنان به انجام رسيده      و با حمايت مالي دانشگاه علوم     

، ي، دكتـر سـمنان    پور، دكتر ملـك    يدي دكتر رش  انياز آقا  .است
 ـنها ييسركار خانم دكتر رهبر و سركار خانم دانا     تـشكر را  تي

   .دارم
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 The effects of GH and PDGF on the growth and 
proliferation of the epithelial cells 
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Introduction: Epithelial is an important tissue in our body. The human epithelium forms a barrier 
between the external and internal environment.    Natural process of wound healing e.g. ischemia, 
necrotic tissues and infection is a concept that has been in practice for a long time. Large full thickness 
wounds don’t heal spontaneously and are life treating. The closure of large wounds, when there is 
limited availability of autologous split skin grafts, has been a significant challenge to burns surgeons 
over the last century. 

Material & Methods: Rat keratinocytes were isolated from pups 1 DIV and cultured according to 
the to the protocol already described by Dulgos et al.  Keratinocytes Isolated and were cultured in 
flask 75cm for 7 days ,then different concentrations of PDGF or GH were added daily for 6 days . 
Finally MTT test were done for all of wells(Case and Control) . Results were analyzed by Excel & 
SPSS. 

Results: Results of current study showed that keratinocytes culture were successfully established. 
There were two kinds of cells after 7 days in vitro. Both of the factors could stimulate cells 
reproduction. Count of cells between concentrations of 10 – 200 ng of PDGF was significant 
(P<0.000). The concentration of 10ng of GH had the maximum effect in cells number and was 
significant (p<0.000). In comparison between two factors, the concentration of 100ng of PDGF was 
the best concentration for cells reproduction. 

Conclusion: These findings indicated that the extrinsic factors such as PDGF & GH could increase 
reproduction of keratinocyte cells in vitro 

 
Keywords: cell culture, PDGF, GH, keratinocyte. 
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