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  گزارش کوتاه      

  
  
  ازنــــــدرانـکــــــی مــــــــوم پـزشـلـشـــــگاه عـــه دانـلــــمج

   )67-71    ( 1388 سال     خرداد و تیر    70 شماره     نوزدهمدوره 

67  1388خرداد و تیر  ، 70 ، شماره نوزدهم دوره                                                                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

  های موش صحرایی در محیط کشت  کشت کراتینوسایت
  بدون سرم به روش کاشت اپیدرم

 
  5مائده آهنگری         4 نریمان مصف        3 منصوره میرزایی        2 مهناز محمودی راد        1 شکرزاده محمد

  

  چکیده
هـای مـزمن دیابتیـک یـا      ، زخـم هـا  هـای پوسـتی نظیـر سـوختگی     امروزه برای کمک به ترمیم آسـیب  :سابقه و هدف    

 بایـد   در ایـن روش   . شود  ها به محل ضایعه استفاده می       ها و پیوند آن     های مزمن ناشی از جراحی، از کشت کراتینوسایت         زخم
به این منظور در این تحقیـق از روش سـادۀ     . های اپیدرمال در شرایط آزمایشگاه ایجاد شود        پیوستگی لازم برای کشت سلول    

  . وجود ندارد، استفاده شد3T3های  ه همراه محیط کشت بدون سرم که در آن نیازی به فیبروبلاستکاشت اپیدرم ب
. قطعۀ کوچکی از پوست موش صحرایی را در تریپسین قـرار داده و درم را از اپیـدرم جـدا نمـودیم                     : روش ها  و مواد

 روی قطعـات    ،نیم ساعت  پس از گذشت     .متری تقسیم کرده و در یک فلاسک کاشتیم         سپس اپیدرم را به قطعات یک میلی      
  درصـد  70 روز تقریبـاً     21پـس از    . بار محیط کشت را تعویض کردیم       اپیدرم، محیط کشت بدون سرم افزوده و هر دو روز یک          

  .ها پس از دو بار پاساژ در تانک ازت ذخیره شدند این کراتینوسایت. ها پوشانیده شد سطح فلاسک توسط کراتینوسایت
 وهـای بـا منـشا حیـوانی      ت خالص کراتینوسایت به آسانی به روش کاشت اپیدرم و بدون استفاده از سرم   کش : یافته ها 

  . به دست آمدنیز لایه تغذیه کننده
هـای اتولـوگ از    کاشت اپیدرم در محیط کشت بدون سرم یک روش ساده بـرای جداسـازی کراتینوسـایت               : استنتاج

هـا   های انسانی جهت ترمیم زخـم  توان از این روش برای کشت کراتینوسایت باشد که در آینده می قطعۀ کوچکی پوست می 
  .استفاده کرد

  

  کراتینوسایت، کشت سلول، کاشت اپیدرم :های کلیدی هواژ
  

  مقدمه
سـت کـه در      ا هـا   اپیدرم طبیعی شامل کراتینوسـایت    

بـر  . شوند   چند لایه و منظم دیده می      تورصبالای درم به    
 نـوع  3ای،   انتـشار منطقـه    اساس میـزان رشـد، عملکـرد و       

  نـوع:  در اپیدرم انسان شناسـایـی شـده است کراتینوسیت
  
  

  تهران، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی، دانشکده پزشکی، مرکز تحقیقات بیولوژی سلولی و مولکولی -مهناز محمودی راددکتر  :مولف مسئول
                            mahnazrad@gmail.com E-mail:   

   دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیHSE و دانشکده گروه سم شناسی دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی مازندراناستادیار . 1
  استادیار مرکز تحقیقات علوم سلولی و مولکولی، دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی. 2
  نشگاه علوم پزشکی مازندرانکارشناس ارشد آناتومی، گروه سم شناسی دانشکده داروسازی، دا. 3
  دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتیاستاد گروه ایمونولوژی دانشکده پزشکی، . 4
  دانشگاه علوم پزشکی مازندراندانشجو داروسازی . 5

  16/2/88:              تاریخ تصویب21/12/87: تاریخ ارجاع جهت اصلاحات           21/11/87: ریافت تاریخ د
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 کشت کراتینوسایت در محیط کشت بدون سرم به روش کاشت اپیدرم
 

68  1388خرداد و تیر  ، 70 ، شماره نوزدهم دوره                                                                ندران                      مجله دانشگاه علوم پزشکی ماز

 که محکم به بـازال لامینـا        استهای پایه     سلولشامل  اول  
های تکثیر شـونده و گـذرایی         نوع دوم سلول  . اند  چسبیده

های پایه به میزان بیشتری تکثیر        هستند که نسبت به سلول    
شوند و به یک یا چند نوع سلول تخصص یافته تمـایز         می
هـای تمـایز یافتـۀ نهـایی          نوع سوم کراتینوسـیت   . یابند  می

 ایـن نـوع از کراتینوسـایت،      . میرنـد   عاقباً مـی  هستند که مت  
ایـن  . دهنـد   های شاخی لایۀ خارجی را تشکیل مـی         سلول
هـای    ها مواد غذایی و فاکتورهای رشد را از سـلول           سلول

هـای    کراتینوسـایت . آورنـد   استروما در درم به دست مـی      
هـای    کنند که سـاختمان     ای را تولید می     پایه مواد چسبنده  

دهند و همچنین مواد غـذایی   کیل می لنگری اپیدرم را تش   
ها را    کننده شامل سایتوکاین   های تنظیم   مختلف ومولکول 

کنندکه اعمال اتوکرین، پاراکرین و اندوکرین        ترشح می 
 و وارد جریـان     کننـد   میرا انجام داده و از غشا پایه عبور         

هـای کـشت داده شـدۀ     کراتینوسـایت .)1(شـوند   خون مـی  
مهندسـی بافـت، جراحـی       زیادی در  کاربردهایاتولوگ  

ــد، ژن   ــواع پیون ــرمیم زخــم، ان ــانی و پلاســتیک، ت ... درم
، رینولـد و گـرین نـشان دادندکـه     1975در سال   . )2(دارد

تــوان جداســازی و بــه طــور  هــای اپیــدرمی را مــی ســلول
های اپیتلیال زندۀ ایجاد شده بـه         متوالی کشت داد و ورقه    

تلفـی  هـای مخ    تـا کنـون روش    . )3(این روش را پیونـد زد     
در اوایـل   . ها به کار رفته اسـت       برای کشت کراتینوسایت  

 بـه همـراه سـرم       NCTC168 یا   199های کشت     از محیط 
در سال  . )4،5(شد  ها استفاده می    برای کشت کراتینوسایت  

هـا بـا کاشـت         رشد و تشکیل کلنـی کراتینوسـایت       1975
ها به     که رشد آن   3T3های موشی   ها روی فیبروبلاست    آن

توقـف شــده بـود و افـزودن فـاکتور رشــد     وسـیلۀ اشـعه م  
و هیدروکورتیزون بـه محـیط کـشت بـه        ) EGF(اپیدرمی

 یکی ازاولـین    1982درسال  . )6(پذیر شد   جای سرم امکان  
 به  199های کشت بدون سرم بر پایۀ محیط کشت           محیط

همراه مخلوطی از فاکتورهای رشد و نیز عصارۀ مغز گاو          
 MCDB-153بـا عرضـۀ محـیط کـشت         . )7(تهیه گردیـد  

هـا بـدون اسـتفاده از سـرم بـه طـور               کشت کراتینوسـایت  
  .)8(ای پذیرفته شد گسترده

در ایــن تحقیــق یــک روش ســاده و کارآمــد بــرای  
هـای خـالص از یـک نمونـۀ بـسیار             کشت کراتینوسـایت  

کوچک پوسـت مـوش ارائـه شـده کـه در آن از محـیط                
شـده  کشتی بدون نیاز به سرم و لایۀ تغذیه کننده استفاده           

 است که تنها بـا اسـتفاده از         آن از مزایای این روش      تاس
تـوان مقـادیر زیـادی        قطعۀ کوچکی از پوست بیمـار مـی       

کراتینوسایت اتولوگ به دست آورد و نیز بدون نیـاز بـه            
توانـد منـشا انتقـال عفونـت          های حیوانی که خود می      سرم

باشد، کراتینوسایت را بـدون نیـاز بـه لایـۀ تغذیـه کننـده               
ــانو ) 3T3هــای موشــی  فیبروبلاســت( ــداخل در درم ، ت

  .کشت داد
  

  مواد و روش ها
 Keratinocyte Growth، (DMEM)کشت  های محیط

Medium،Keratinocyte Growth supplement، تریپسین
هــای اســتفاده شــده همگــی از شــرکت   بیوتیــک و آنتــی

  .شدند سیگما تهیه
ــژاد   در ایــن تحقیــق از مــوش ــر یــک ماهــه ن هــای ن

WISTAR  اسـتفاده   ، گـرم بـود    120 تا   80ها    ن آن  که وز 
گرم    میلی 50ابتدا حیوان را با تزریق کتامین به میزان         . شد

گـرم    میلـی 5برای هر کیلوگرم وزن، و دیازپام بـه میـزان    
ــز     ــوده و روی می ــوش نم ــوگرم وزن، بیه ــر کیل ــرای ه ب
جراحی فیکس کرده و ناحیـۀ کـشالۀ ران و شـکم را بـه               

بتـادین   - بـا الکـل    ناحیـه سـپس   ،   شـد  طور کامل تراشیده  
 1×1 بعـد از شستـشو، نمونـۀ پوسـت      شد،کاملاً اسکراب   

متر مربعی را تحـت شـرایط اسـتریل برداشـته و در               سانتی
سـیلین    ،که پنـی  DMEMدیش حاوی محیط کشت       پتری
میکروگرم 100لیتر، استرپتومایسین   میلی  واحد در هر   100

لیتر به  ی میکروگرم در هر میل1لیتر، فونژیزون  در هر میلی 
 سـاعت نمونـۀ     16بعـد از     .آن اضافه شده بود، قرار دادیم     

بیوتیک خـارج      حاوی آنتی  DMEMپوست را از محلول     
 و بعـد از تریپـسینه       یم شستشو داد  PBSکرده و با محلول     

گـراد،     درجۀ سانتی  4 ساعت در دمای     16کردن به مدت    
سـپس  . اپیدرم را طـی چنـد مرحلـه از درم جـدا نمـودیم             
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                               محمد شکرزاده و همکاران              کوتاه    گزارش  
  

69  1388خرداد و تیر  ، 70 ، شماره نوزدهم دوره                                                                مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                      

متـر تقـسیم      تر از یـک میلـی       ا به قطعات کوچک   اپیدرم ر 
 های کـشت     در فلاسک  )explantation )9کرده و با روش     

mL50  ــزودن  محــیط mL10 کــشت دادیــم و پــس از اف
 1 بــه همــراه    Keratinocyte Growth Mediumکشت

    Keratinocyte Growth supplement مکمـل درصـد 
  درصــــد5 درجــــۀ ســــانتیگراد بــــا 37در انکوبــــاتور 

ها هـر       محیط کشت سلول  . اُکسیدکربن انکوبه کردیم    ید
ــک ــویض  دو روز ی ــار تع ــدب ــم  . ش ــه ه ــانی کــه ب در زم

هـا صـورت گرفـت، بـا تریپـسینه کـردن              پیوستگی کلنی 
 25/0 دقیقــه توســط تریپــسین 5کوتــاه مــدت بــه مــدت 

 1×105هـا جـدا شـده و بـا تـراکم       ، کراتینوسـیت درصـد 
سـک جدیـد    متـر مربـع در یـک فلا         سلول در هـر سـانتی     

ها با این روش تا       کشت مجدد این سلول   . شد  کشت داده   
ها از نظر زمـان    بعد از بررسی سلول   .پاساژ دوم ادامه یافت   

ــده  دو برابــر شــدن و نیــز ســنجش میــزان ســلول  هــای زن
بــه روش ) لیتــر  ســلول در هــر میلــی107حــداقل تعــداد (

ــگ ــلول   رن ــو، س ــان بل ــزی تریپ ــاژ دوم در   آمی ــای پاس ه
لیتری قـرار داده شـد و بـرای حفـظ              میلی 5/1کرایوویال  

  .طولانی مدت، به تانک ازت منتقل گردید
  

   و بحثیافته ها
های   ها به طور شعاعی دراطراف اپیدرم       کراتینوسایت

 سـاعت اولیـه     24کاشته شده رشد کردند وایـن رشـد در          
ســــپس ). 1تــــصویر شــــمارۀ (قابــــل مــــشاهده بــــود 

هـای جدیـد را      ها مهـاجرت کـرده و کلنـی         کراتینوسایت
 فلاسـک    درصـد  70 روز تقریباً    21تشکیل داده و بعد از      

به علت عدم اسـتفاده     ). 2تصویر شمارۀ   (را پوشش دادند    
ازســـرم و فاکتورهـــای اختـــصاصی رشـــد ملانوســـیت، 

ــا ملانوســیت در   هــیچ ــا فیبروبلاســت ی ــودگی ب ــه آل گون
هـای زنـده توسـط         ومیـزان سـلول    نـشد فلاسکها مشاهده   

  .دشبلو تعیین  یپانآمیزی با تر رنگ
نتایج بـه دسـت آمـده از کاشـت قطعـۀ کـوچکی از               
پوست به همراه محیط کـشت بـدون سـرم بـرای کـشت              

   انـق نشـن تحقیـوش صحرایی در ایـهای م کراتینوسایت

  
  

هـای رشـد یافتـه در اطـراف اپیـدرم              کراتینوسـایت  : 1  شماره تصویر
  ×200ی نمای درشتکشت داده شده بعد از گذشت هشت روز با 

  

 
  

هـای رشـد یافتـه در اطـراف اپیـدرم             کراتینوسـایت  : 2  شماره تصویر
  ×200نمایی  درشتکشت داده شده بعد از بیست و یک روز با 

  
تواند روش مطمئنی بـرای کـشت و          داد که این روش می    

هـا   ها به منظور اسـتفاده از ایـن سـلول      تکثیر کراتینوسایت 
وژیکی پایــه و درمــانی و دیگــر تحقیقــات بیولــ در ســلول

هـا از قطعـات کوچـک         رشـد کراتینوسـایت   . بالینی باشد 
امـا  . )11،10(پوست توسط چند محقق گزارش شده است      

ــب شــدن رشــد    اغلــب کــشت کراتینوســایت  ــا غال ــا ب ه
بـرای سـرکوب    . انجامـد   ها بـه شکـست مـی        فیبروبلاست

 از )6(هــا رینولــد و گــرین   کــردن رشــد فیبروبلاســت  
هـا     توسط اشعه رشـد آن      موش که  3T3های    فیبروبلاست

متوقف شده بود، به عنوان لایۀ تغذیه کننـده بـه صـورت             
بـویس  . ها استفاده کردنـد  زمان با کراتینوسایت کشت هم 

هـا را در       نیز برای رفع این مـشکل کراتینوسـایت        )8(و هَم 
یک محیط کشت بدون سرم که غلظت کلـسیم آن کـم            

ت هـای کراتینوسـایت کـش       این سـلول  .  کشت دادند  ،بود
هـای بعـدی      درمانی  ای برای سلول    داده شده به عنوان پایه    

هـای عمیـق و       هـا، سـوختگی     به خصوص در ترمیم زخـم     
  .)13،12(های وریدی پا قرار گرفت زخم
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 منظورجلوگیری از رد ایمونولوژیکی پیوند وخطر      به
هـا از     انتقال یک بیماری عفونی، بهتر است کراتینوسایت      

بـا اسـتفاده از روش      . شـوند  نمونۀ بیوپسی خود بیمار تهیـه     
تـوان بـرای      ها مـی    کاشت پوست برای تهیۀ کراتینوسایت    

ریـزی،    کاهش عوارض در ناحیۀ دهنـده، همچـون خـون         
درد، عفونت یا اسکار، تنها ازقسمت کوچکی از پوسـت          

سـرم حیـوانی از     همچنـین بـا حـذف       . بیمار نمونه گرفت  
ها به جای تمایز یافتن، تکثیر        محیط کشت، کراتینوسایت  

ــی ــی    م ــیله م ــدین وس ــوند و ب ــشتری    ش ــدار بی ــوان مق ت
ــایت زنــده و فعــال بــه دســت آورد     کــشت . کراتینوس

کراتینوسایت بدون استفاده از سرم حیوانی احتمال انتقال        
عوامــل پــاتوژن موجــود درایــن فــرآورده را نیــز کــاهش 

در ضـمن ایـن روش نیـاز بـه جداسـازی            . )15،14(دهد  می
 از بیوپسی پوسـت توسـط آنـزیم را مرتفـع             کراتینوسایت

سازد و این یـک برتـری مهـم روش کاشـت پوسـت                می
هـای   باشد، زیرا هضم آنزیمی باعـث تخریـب فیبریـل           می
ها شده و به اجزای دیگر سـلول          گاهی کراتینوسایت   تکیه

هـای زنـده را      رسـاند و همچنـین میـزان سـلول          آسیب می 

ــوژیکی آن  ــواص بیولـ ــاهش داده و خـ ــر  کـ ــا را تغییـ هـ
هـای پیـشنهادی      مشکل دیگری کـه در روش      .)8(دهد  می

، )3T3 )6هـای موشـی       فیبروبلاسـت  قبلی، نظیراستفاده از  
هــا در  بــرای ممانعــت از غالــب شــدن رشــد فیبروبلاســت

هــا وجــود دارد، نیــاز بــه تریپــسینه   کــشت کراتینوســایت
ها در دو مرحله بـه منظـور حـذف لایـۀ              نمودن این نمونه  

هـا بـه      تغذیه کننده و سپس برای جداسازی کراتینوسایت      
ــا اهــداف تحقیقــاتی دیگــر    ــه بیمــاران ی ــد ب منظــور پیون

ــی ــد م ــزان    . باش ــا می ــه تنه ــردن ن ــسینه ک ــه تریپ دو مرحل
دهـد، بلکـه بـه خـواص          هـای زنـده را کـاهش مـی          سلول

ر تحقیـق   د. رسـاند   هـا نیـز آسـیب مـی         بیولوژیکی سـلول  
حاضر نـشان داده شـد کـه بـدون اسـتفاده از لایـه تغذیـه           

های کراتینوسایت را به طور خالص        توان سلول   کننده می 
ها برای کشت مجـدد نیـازی         کشت داد و حتی این سلول     

به لایه تغذیه کننده نداشتند زیرا به دلیل تریپـسینه کـردن           
ثیـر  هـا از توانـایی تک       ها تنها در یک مرحله، این سلول        آن

  .باشند بالایی برخوردار می
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