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Abstract 
 

Background and purpose: Human gingival fibroblasts cultured on collagen membrane is an 

alternative treatment method in guided regeneration. This in vitro study aimed at evaluating and 

comparing the human gingival fibroblasts viability on two types of collagen-rich membranes. 

Materials and methods: Human gingival fibroblast cells (HGF1-RT1) were cultured on two 

types of collagen-rich membranes, including Regen and CenoMembrane. After 24 and 72 hours, the MTT 

test was performed. ANOVA test and Post Hoc Tukey were applied to compare MTT mean values in 

different groups and times. 

Results: After 24 and 72 hours, the highest rates of viability of fibroblast cells were observed in 

the control group and the Regen membrane, and the lowest viability was seen in the CenoMembrane 

group. Cell viability in control group was significantly higher than the CenoMembrane and in Regan 

membrane was significantly higher than the CenoMembrane (P<0.05). There were no significant differences 

between the Regen membrane and the control group (P>0.05). 

Conclusion: Based on MTT assay, the viability of fibroblasts after 24 and 72 hours was higher 

in the Regen membrane compared with the CenoMembrane. 
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 گزارش کوتاه
 

ي انسانی بر هاي فیبروبلاست لثهسلولآزمایشگاهی حیات مقایسه 
 هاي حاوي کلاژنداربست

  
       1آسیه مظفري

       3و2منا اکبري
       4زهره یزدي

  5آزاده زینب تی تی دژ
  چکیده

 رروش درمانی جایگزین دیک غشاي کلاژنی به عنوان ي انسانی بررو لثه يهاکشت فیبروبلاست هدف:و  سابقه
اي را روي دو نوع غشاي هاي لثهمطالعه آزمایشگاهی حاضر، حیات فیبروبلاستشونده به کاررفته است. یت رژنراسیون هدا

  .غنی از کلاژن ارزیابی و مقایسه کرده است
روي دو نوع غشاي غنــی از کــلاژن قابــل جــذب  (HGF1-RT1) اي انسانهاي فیبروبلاست لثهسلول ها:مواد و روش

Regen  وCenoMembrane ساعت بعد تست  72و  24. ندکشت داده شدMTT براي مقایســه میــانگین  نجام شد.اMTT  در
  استفاده شد. Tukey و تست تعقیبی ANOVA آزمون هاي مختلف اززمان ها وگروه

 تــرینو کــم بــود Regenهاي کنترل و غشا در گروه هاي فیبروبلاستحیات سلول ترینساعت بیش 72و  24پس از  ها:یافته
 درو  CenoMembraneغشــاي تر از داري بیشیطور معنبهگروه کنترل ها در حیات سلولبود.  CenoMembrane در میزان

ین گــروه کنتــرل و داري بــتفاوت آماري معنــی) >05/0P(بود CenoMembrane تر ازداري بیشطور معنیبه Regenغشاي 
  .)P<05/0( وجود نداشت Regenغشاي 

ــات فیبروبلاســت :اســتنتاج ــس از  Regenهــا روي غشــا حی ــا MTTســاعت براســاس تســت  72و  24پ ، در مقایســه ب
CenoMembrane تر بود.بیش  

  

  Regen ،CenoMembrane، کشت سلول، فیبروبلاست واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 رژنریشــن در را مهمــی نقش لثه فیبروبلاست هايسلول

 در مطالعــات )1(کننــدمــی ایفــا دهــان داخل در نرم بافت
 انتقــال و تکثیــر نیازمند نرم، تشکیل بافت و ترمیم جهت

 بیولوژیــک مناسب داربست یک نیزحضور و هافیبروبلاست
تــوان بــه از جملــه محصــولات داربســتی مــی. باشــندمــی

 و آلوگرافــت مــاتریکس )chitosan()3( چیتوسان )2(کلاژن

) Acellular Dermal Matrix;ADMپوســتی آســلولار (
 تواند با موفقیت در کسب پوشــشمی ADM. )4(اشاره کرد

به  ،)6(ان پس از کشیدن دندانحفظ ساکت دند ،)5(ریشه
 )guided bone regeneration )7د در فراینــ داربســتعنوان 

 )8(دانـراف دنـــزه در اطـراتینیـو افزایش عرض بافت ک
  استفاده مورد )10(بافت مارژینال امتـو ضخ )9(لنتـایمپ

  
   :Mona_akbari91@yahoo.com   E-mail                    قزوین: بلوار شهید با هنر، دانشگاه علوم پزشکی قزوین، کمیته تحقیقات دانشجویی   - منا اکبري مولف مسئول:

 شکی قزوین، قزوین، ایراناستادیار، گروه پریودانتیکس، مرکز تحقیقات پیشگیري از پوسیدگی دندان، دانشگاه علوم پز .1
  دانشجویی، دانشگاه علوم پزشکی قزوین، قزوین، ایراندستیار تخصصی پریودانتیکس، کمیته تحقیقات . 2
 پزشکی زنجان، زنجان، ایران استادیار، گروه پریودانتیکس، دانشکده دندانپزشکی، دانشگاه علوم .3
 مت، دانشگاه علوم پزشکی قزوین، قزوین، ایراندانشیار، مرکز تحقیقات عوامل اجتماعی موثر بر سلا .4
 استادیار، گروه پاتولوژي دهان و دندان، مرکز تحقیقات پیشگیري از پوسیدگی دندان، دانشگاه علوم پزشکی قزوین، قزوین، ایران .5
 : 10/7/1401 یب :تاریخ تصو             28/9/1400 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            8/9/1400 تاریخ دریافت  
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 گزارش کوتاه
 

 انجــام حال در مطالعات بالاي به دلیل حجم .قرار گیرد

 و ايلثــه پیونــدهاي و موکوژنژیــوال هايدرمان حوزه در
 تر به اســتفاده از محصــولاتو تمایل بیش آن هايجایگزین

کمبود مطالعات بــر روي ایــن دو داربســت، ساخت ایران و 
 خت ایــرانسا ماتریکس پوستی آسلولار آلوگرافتاز دو 

Regen و CenoMembrane .در این مطالعه استفاده شد  
  

  مواد و روش ها
 پــژوهش توسط کمیته اخــلاق دري تجربی مطالعهاین 

 پزشــکی علــوم دانشگاه )IR.QUMS.REC.1398.205کد:(
هاي فیبروبلاســت سلول است. حیات تصویب رسیدهبه قزوین

 )RT1 )HGF1-RT1 Pasteur,Tehran,Iranانســانی رده  لثه
 CenoMembrane (Aellular Dermalغشــاي بــر روي 

Allograft, tissue regeneration corporation)  قابــل
و  میکــرون 600تــا  200جــذب هیــدروفیل بــا ضــخامت 

 -Regen)Acellular Dermis  قابـــل جــذب غشــاي
تــا  300فرآورده بافت ایرانیان، تهران، ایران) با ضخامت 

بــار  4جایی کــه حــداقل نبررسی شد. از آ میکرون 400
تکرار تست جهت حداکثر دقت نتایج حاصل مورد نیــاز 

نمونه از هریک از ایــن دو غشــا درهــر کــدام از  4است، 
 هــاکــل نمونــه تعــداد تهیه شد و 72و  24هاي زمانی بازه

  .)11،12(محاسبه شد نمونه 8گروه،  هر براي
  

  هاکشت سلولی فیبروبلاست
  DMEMهــا در محــیط کشــت کامــل (حــاويسلول

ـــتریل،  ـــی IU/ml 100اس ـــیلین (پن )، Gibco, USAس
mg/ml 100 ) استرپتومایسینGibco(  درصــد 10و FBS 

)Fetal bovine serum ()Gibco درجــه،  37)) در دمــاي
کشــت داده شــدند.  CO2 درصــد 5و  درصد 98رطوبت 
ها شد و پس از رسیدن سلول بار در هفته عوض 3محیط 

 محیط کشت خالی شد و فلاسک با ،درصد 80تراکم  به
Phosphate buffered saline) PBS ( .شستشو داده شــد

 EDTAتریپسین/ محلولبا استفاده ازها فیبروبلاستسپس 
از کــف پلیــت جداســازي شــدند و پــس از  درصد 25/0

لیتري منتقل شــدند میلی 15ها، به فالکن شدن سلولکنده
 ، با استفاده از محیط کشــت کامــل،و سپس محلول تریپسین

 rpmدقیقــه و در دور  3مدت بهها سپس سلول خنثی شد.
سانتریفیوژ شدند و مایع رویی دور ریخته شد و بــه  1300
 بــراي اضافه شد. کشت جدیدهاي کف فالکن، محیطسلول

 خانه در نظــر گرفتــه شــد. در 24هر مقطع زمانی، یک پلیت 
 هايبراي هریک از گروهعدد چاهک  12هر پلیت تعداد 

  .گانه (دو نوع غشا و یک گروه کنترل) تهیه شد 3
  

  کلاژنی غشاهاي ها بر روي کشت سلول
تکــه تکــه شــده و در  متريمیلی 6×6ابعاد  در هاغشا

 دقیقــه 10براي  لیتريمیلی 50هاي سالین استریل در فلاسک
ند و شسته شدند. سپس به یک محلول جدید منتقــل شــد

 هايفیبروبلاست دیگر تکرار شد. همرتب 2براي این روند 
سلول در هــر خانــه بــر روي  6 × 410آماده شده با تراکم

هــا ها جایگذاري شدند. براي گروه کنتــرل ســلول غشاها
  .کشت داده شدند غشاییبدون هیچ 

  

  MTT assayسلولی توسط  حیات ارزیابی
زنــده  تعیین )12،13(کشت سلولیساعت بعد از  72و  24

بــا اســتفاده  MTTست توسط تها روي غشاها بودن سلول
 2,5-diphenyl-(dimethylthiazol-2-yl-4,5)-3از 

(tetrazolium bromide, Sigma) تشــکیل . انجــام شــد
رنگ بنفش فرمــازان کــه بــه دلیــل فعالیــت دهیــدروژناز 

 هاي زنــده صــورت گرفــت، توســطمیتوکندریایی سلول
(Anthos, Austria) microplate reader  در طول مــوج

  .نانومتر خوانده شد 570
  

  هاتجزیه و تحلیل داده
مختلــف  هايو زماندر گروه  MTTمقایسه میانگین 

 تعقیبــیآزمــون و  One-way ANOVAهــاي آزمون توسط
Tukey  آزمــونTwo-way ANOVA  و آزمــون تعقیبــی
Tukey فاده براي درنظر گرفتن توام گــروه و زمــان، اســت

با در  SPSS vs.0/22 افزارنرم توسطها . آنالیز دادهندشد
  انجام شد. 05/0تر از داري کمنظر گرفتن سطح معنی
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  یافته ها و بحث
 MTTها براساس تست حیات سلولترین میزان بیش

 Regenهاي کنترل و غشــا در گروه ساعت، 72و  24پس از 
ن بــود. ترین میزاکم CenoMembraneو در غشاي  هبود

تفــاوت بــین گــروه ) 1 شــماره و نمودار 1 شماره (جدول
چنین بین غشاي و هم CenoMembraneکنترل و غشاي 

Regen  وCenoMembrane ــی دار از لحــاظ آمــاري معن
 تفــاوت Regenگروه کنترل و غشاي ) ولی بین>05/0Pبود(

هــا . حیــات فیبروبلاســت)<05/0Pداري دیده نشد (معنی
ســاعت  72ســاعت بــه  24مقطع زمــانی  در هر دو غشا از

طــور بــه Regenافزایش یافت که این افــزایش در گــروه 
 .)P>05/0بــود( CenoMembraneتــر از داري بیشمعنی

ــه ــه دو مقایس ــط  ب ــالیزدو توس ــان Tukey آن ــه  داد نش ک
 CenoMembraneهر دو زمان در غشــاي  در MTT مقادیر

ــه ــورب ــ ط ــم داريیمعن ــرک ــایر از ت ــروه س ــاگ ــ ه  ودهب
بین گروه کنتــرل  داريیمعن تفاوتاما  )>001/0P(است

    .)2 شماره جدول()<05/0Pنشد ( یافت Regenو غشاي 
  

هاي فیبروبلاست معیار حیات سلولانحراف و میانگین :1جدول شماره 
  ساعت 72و  24هاي گروه در زمان 3در هر  MTTتوسط تست 

 

  انحراف معیار  میانگین  گروه  زمان
  012/0 08/0  ترلکن  ساعت 24

CenoMembrane  03/0 004/0  
Regen  

  
08/0 006/0  

  274/0  29/0  کنترل  ساعت72
CenoMembrane  05/0 043/0  

Regen  29/0  277/0  

  
و  24هاي زمان هاي مختلف در دوگروه به دو مقایسه :2جدول شماره 

  )CenoMembraneغشاي  2و Regen: غشاي Tukey )1آنالیز  ساعت در  72
  

  * A_B( P valueاختلاف میانگین(  Bگروه   Aگروه   زمان

  000/0                                 050/0                                          2  1  ساعت 24
  985/0                                - 001/0کنترل                                  

  

2  1                                        050/0-                                 000/0  
  000/0                                 -051/0کنترل                                 

  
  000/0                                 2380/0                                        2  1  ساعت 72

  904/0                                  -004/0کنترل                                
  

2  1                                       238/0 -                                   000/0  
  000/0                                   -242/0کنترل                                

  

*  :05/0P<  شوددار بودن از لحاظ آماري در نظر گرفته میبه عنوان معنی  

  
  

هاي فیبروبلاست توسط تســت درصد حیات سلول :1نمودار شماره 
MTT  ساعت 72و  24هاي گروه در زمان 3در هر  

  
در فــراهم  Regenغشــاي مشخص شــد کــه  بنابراین

ي لاســت لثــههاي فیبروبسلول حیاتکردن شرایط براي 
 CenoMembraneمشابه گروه کنتــرل بــود ولــی  انسانی،

تر از دو گــروه دیگــر اجــازه زنــده داري کمطور معنیبه
نژاد و همکــاران در اسماعیل .داد ها راماندن فیبروبلاست

هاي لثه انســانی در بررسی حیات فیبروبلاست 2021سال 
، Mucoderm، Suredermشــامل  ADMنــوع  4بر روي 
Regen  با ضخامت متوسط وRegen هــاي ضخیم در بــاز

روز مشاهده کردند کــه حیــات  7ساعت و  72و  48 ،24
ضخیم در مقایسه با سه گــروه دیگــر  Regenها در سلول

اي که در روز هفــتم تر بود به گونهداري کمطور معنیبه
بــا  Regenهیچ سلولی بر روي این غشــا وجــود نداشــت. 

ا غشــاي مــورد اســتفاده در ضخامت متوسط که مشــابه بــ
نشان  Mucodermباشد نتایج مشابهی با مطالعه حاضر می

ها بر روي ساختار کلاژنی منحصر بــه داد و حیات سلول
ـــرد  ـــواع  Suredermف ـــه ان ـــبت ب ـــه نس ـــن مطالع   در ای

دیگر برتري داشت. باتوجــه بــه تشــابه ضــخامت غشــاي 
Regen ام مورد استفاده در این مطالعه و تشابه روش انجــ

تــوان برتــري ي حاضر مــیها با مطالعهکار و تعداد نمونه
Regen  بهCenomembrane مقــدس  )13(را توجیه کــرد

 ADMدو نــوع در بررسی اثــر  2020و همکاران در سال 
چســبندگی و زنــده  بر Regenو  Cenomembraneرایج 

 هــاي فیبروبلاســت لثــه انســانیماندن و مورفولوژي سلول
و  چسبندگی بر رويداربست، دو مشاهده کردند که اثر 
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 داريتفــاوت معنــیهاي فیبروبلاست لثه انسانی سلول حیات
ــات ســلول ــابی حی هــاي فیبروبلاســت در نداشــت و ارزی

روز نشــان داد کــه حیــات  7ســاعت و 48و  24هاي زمان
ــزایش ســلول ــان اف ــا گذشــت زم ــروه ب ــر دو گ ــا در ه ه

 ADMنتیجه گرفــت کــه کیفیــت این مطالعه  )14(یابدمی
ها را ي رفتار سلولی و بلوغ بافتدارطور معنیتواند بهمی

ي حاضر با مطالعــه مقــدس را . اختلاف مطالعهمتاثر کند
هــاي زمــانی و روش اجــراي توان بــه تفــاوت در بــازهمی

مطالعــه و احتمــالا تفــاوت در ضــخامت غشــاهاي مــورد 
ــرتبط دانســت ــه م ــاوت اســتفاده در دو مطالع ــایج متف . نت

طالعــات هاي مختلــف در م ADMحیات سلولی بر روي 
زیادي عنوان شده است. باید در نظر داشــت کــه فراینــد 

بسیار پیچیده و حساس بــه  ADMهاي ساخت ماتریکس
ها باشد. حین ساخت این ماتریکستکنیک انجام کار می

هاي لایه درم حــذف ي اپیدرم پوست و تمامی سلوللایه
شوند و فایبرهاي کلاژن و الاستین که اجزاي سازنده می

 گیري طبیعی خود نسبتپوستی هستند درجهتماتریکس 
شــوند و به غشاي پایه جدا شده و خشــک و منجمــد مــی

شوند. به دلیل نبــود پروتکــل اســتاندارد سپس استریل می
جهــت فـــرآوري غشـــاها و حساســیت ایـــن تکنیـــک، 

هــا روي انــواع مختلــف هاي متفاوت فیبروبلاسترفتاري
ADM هــا آوري آنتواند مرتبط با تفاوت در روند فرمی

هاي سطحی باشد. بنــابراین و در نتیجه تفاوت در ویژگی
الگوي کلاژنی منحصــر بــه فــرد فایبرهــا در غشــاهاي بــا 

هــا باشــد تواند عامل برتري آننتایج برتر در مطالعات می
نتــایج بهتــري نشــان  Regenکه در مطالعه حاضر غشــاي 

  .)13(داده است
Rodrigues  ـــال ـــاران در س ـــع و  2010و همک توزی

اي انسانی بــر هاي لثهو زیست پذیري فیبروبلاست تکثیر

و  صورت آزمایشگاهی بررسی کردنده را ب ADMروي 
هــاي ســلولی، افــزایش تعــداد مشاهده شد که در کشــت

 سلول به ثبات تعاملات سلول با ســلول وابســته اســت کــه
هاي فیبروبلاست را محدود کرده و موجــب تکثیر سلول

شــود. بنــابراین کل ســلولی مــیها از ســیالقاي خروج آن
توان تفاوت در نتایج دو غشــاي مطالعــه حاضــر را بــه می

ــایی آن ــت توان ــات جه ــتر باثب ــردن بس ــراهم ک ــا در ف ه
ــاي  ــا ســلول دانســت کــه غش ــاملات ســلول ب  Regenتع

  .)12(تري داشته استعملکرد موفق
Maia مشاهده کردند کــه  2011 سال در همکاران و

هــاي فیبروبلاســت روي ســطح زیع و چسبندگی سلولتو
هاي ها در لایه، یکنواخت و تعداد سلولADMداربست 

تر کم بود و گفته شد که انتخاب یک داربست بــا عمقی
 تر موجب توزیع و چســبندگیفیبرهاي کلاژن با تراکم کم

 ها خواهد شد. بنابراین تفاوت در دانســیتهتر سلولیکنواخت
ممکــن اســت یکــی از در مطالعه حاضــر،  کلاژنی دو غشا

بــا  )15(شــده باشــد ي تفــاوت مشــاهدهکننــدهعوامل توجیه
توجه به نتایج متناقض در مطالعات، بهتر اســت مطالعــات 

  تر انجام گیرد.گیري دقیقتري در این زمینه براي نتیجهبیش
 نتایج مطالعه حاضر نشان داد که غشاي غنــی از کــلاژن

Regen هــاي فیبروبلاســت حیــات روه کنتــرل ازمشابه گ
اي در هاي لثهفیبروبلاست حیات و دکناي حمایت میلثه

ـــلاژن  ـــی از ک ـــاي غن ـــه CenoMembraneغش ـــور ب ط
  تر از دو گروه دیگر بود.داري کممعنی
  

  سپاسگزاري
نویسندگان مقاله از انستیتو پاســتور تهــران بــه جهــت 

ز کمــال همکاري بــا انجــام مطالعــه حاضــر در ایــن مرکــ
  تشکر را دارند.
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