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   بررسي اثر محلول پرده آمنيوتيك بر بقاي فلاپ پوستي ايسكميك
  در مدل حيواني رت

  
  

 25/8/1393: پذيرش تاريخ؛   22/6/1393 :مقاله دريافت تاريخ

  
. شود مي استفادهدر جراحي ترميمي و پلاستيك براي ترميم نقايص مادرزادي و اكتسابي بطور شايع از فلاپ پوستي : مقدمه

تاثير محلول پرده در اين مطالعه .باشد مي نكروز ناشي از خونرساني ناكافي به فلاپ ،شايعترين عارضه پس از جراحي فلاپ
  . ارزيابي شد آمنيوتيك در ترميم پوست دورسال رت به عنوان مدل ايسكميك فلاپ

در تمـام  . گـرم وارد مطالعـه شـدند    400تا  350وزن  عدد موش رت ويستار با 20اين مطالعه تجربي در  :ها مواد و روش
موشها بطور كاملا تصادفي به دو گروه . سانتي متر تهيه شد 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 . كنترل و تجربي تقسيم شدند
در گـروه  . تزريـق شـد  ) ميلي ليتر نرمـال سـالين   1جمعاً (ميلي ليتر نرمال سالين به هر نقطه  1/0فضاي ساب درمال مقدار 

روز پس از تزريق فلاپهاي پوستي از نظر  7. ميلي ليتر از محلول پرده آمينوتيك تزريق شد 1/0تجربي به همين نقاط مقدار 
         .ندبروز نكروز و نماي هيستولوژي بررسي شد

و سطح بقـاي  ) p=032/0(ي را نشان داد دار معنيمحلول پرده آمنيوتيك سطح نكروز فلاپ كاهش در گروه تزريق  :ها يافته
ي را دار معنيآناليز هيستولوژي فرآيند ترميم بين دو گروه تفاوت ). p=036/0(ي را نشان داد دار معنيفلاپ افزايش ) زنده(

   ).      p<05/0(نشان نداد 
محلول پرده آمنيوتيك روشي موثر و ايمن است كـه باعـث بهبـود بقـاي فـلاپ پوسـتي       رسد، تزريق  مي بنظر :گيري نتيجه

   .شود مي ايسكميك در مدل حيواني رت
  
  ، نكروزبقاء،  محلول پرده آمنيوتيك،  فلاپ پوستي ايسكميك: لمات كليديك
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  مقدمه 
پلاستيك و ترميمي به هاي  حيهاي پوستي در جرا اغلب فلاپ

منظور ترميم نقايص پـس از ترومـا، نقـايص مـادرزادي، اكسـيزيون      
نكـروز پارشـيال يـا    . دنشـو  مي هاي ديگر استفاده كانسر يا مكانيسم

فقـدان  . باشـد  مي كامل فلاپ پوستي از مشكلات شايع پس از عمل
خونرساني كافي، كنترل و تكنيك ضعيف جراحي، مصـرف سـيگار،   

 ت مليتـوس و بيمـاري عـروق محيطـي از علـل نكـروز فـلاپ       دياب
  .باشند مي

در دهه اخير روشهاي مختلفي براي كـاهش نكـروز ايسـكميك    
  .هاي پوستي توصيف شده است فلاپ

تجربيات نيز نشان داده اند كه افزايش خونرساني فلاپ توسـط  
د بروز نكروز توتال فلاپ با پيام 1-3.دارو با نتايج مشابه همراه نيست

  4-6.جدي براي بيمار همراه است

ايجاد نئوآنژيوژنز با اسـتفاده از فاكتورهـاي رشـد    رسد  مي بنظر
اميدواركننـده   I 8يا آنژيوپـويتين   7مانند فاكتور رشد اپيتليال عروقي، 

  .ترين روشها هستند
هاي  پرده آمنيوتيك داراي سيتوكيناز و فاكتورهاي رشد با ويژگي

 آنتي باكتريال و اثرات محـافظتي زخـم   كاهش درد، سركوب فيبروز،
، EGF ،TGF-alfaهـاي فاكتورهـاي رشـد ماننـد      پـروتئين . باشد مي

KGF ،HGF ،bFGF ،TGFbeta1 ،beta2 ،beta3 ،mRNA  و
پروتئيناز در پرده آمنيوتيك ديده شـده انـد و آن را مخـزن اپيتليـالي     

ريـك  اثرات مهم فاكتورهاي رشد در تح. فاكتورهاي رشد دانسته اند
بنابراين فرض بـراين  . و مداخلات اپيتلياليزاسيون شناخته شده است

 است كه محلول پرده آمنيوتيك داراي اثرات مشـابه پـرده آمنيوتيـك   
  . باشد مي

رانـدوم پوسـتي در   هـاي   علي رغم اسـتفاده گسـترده از فـلاپ   
جراحي پلاستيك، نكروز ايسكميك فلاپ، همچنان به عنـوان يـك   

پيـدايش  . اعمال جراحـي بـاقي مانـده اسـت     مشكل و عارضه عمده
هاي آزاد اكسيژن و افزايش تعداد نوتروفيل ها، نقش مهمي  راديكال

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

ي، و همچنـين اتسـاع   افزايش واسكولاريتي و كاهش ترومبوز عروق
مختلـف مـورد   هـاي   عروق موجـود در فـلاپ بـا اسـتفاده از روش    

در مطالعـات مختلـف و متعـدد بـه     ها  بررسي قرار گرفته و تأثير آن
  .اثبات رسيده است

هـاي   لذا با توجه به افـزايش روزافـزون پروسـيجرهاي فـلاپ    
پوستي، حفظ زيبايي ظاهري و عملكرد انـدام، كـاهش موربيـديتي،    

فلاپ، استفاده از روشي آسـان، ارزان و مناسـب    يايش ميزان بقاافز
بيمـار، كـاهش   هـاي   براي كاهش ميزان نكروز فلاپ، كاهش هزينـه 

مدت بستري، عدم انجام تحقيق ثبت شده در اين زمينه، مقـرون بـه   
پيشنهاد گرديد اين مطالعه ها  صرفه بودن طرح و كاربردي بودن يافته

پرده آمنيوتيك بـر بقـاي فـلاپ پوسـتي     بررسي اثر محلول با هدف 
ايسكميك در مـدل حيـواني رت دانشـكده پزشـكي تهـران، مركـز       

بيمارستان امام خميني در پرورش و نگهداري حيوانات آزمايشگاهي 
  .انجام شود 92-93سالهاي 

  
  ها روشمواد و 

هـاي   در بين موشاين مطالعه به روش كار آزمايي مداخله اي  
بـدين ترتيـب كـه    . انجام شد Sprague – Dawlayرت آزمايشگاهي 

هاي رت آزمايشگاهي تا تكميل حجم نمونه مورد نظر به  كليه موش
  . شرط دارا بودن معيارهاي پذيرش انتخاب شدند

از  Sprague - Dawlayسـر مـوش رت آزمايشـگاهي     20ابتـدا  
موسسـه رازي خريـداري شـدند و بـه محـل نگهـداري و پـرورش        

در اتـاق پـرورش   . ام خميني انتقال داده شدندحيوانات بيمارستان ام
درجه سانتيگراد نگهداري شدند كـه بعـداز    27 الي 25حيوانات بين 

گـروه مسـاوي    دوبه صورت تصـادفي،  بـه   سازش با محيط جديد 
مـوش بعنـوان    8(سـر   10هاي هر گـروه   تعداد موش. تقسيم شدند

. دبـو )موش بعنـوان رزرو جهـت تلفـات احتمـالي     2گروه اصلي و 
ها مذكر و سن تمام آنها يكسان بود و فاقد بيماري  جنس همه موش

  . گرم بود 400تا  350وزن آنها حدود . بودند
ها بعد از عمل جهت جلوگيري از خوردن زخم همـديگر   موش

  هاي جداگانـه نگهـداري و غـذا و آب بطـور      بطور مجزا و در قفس
  هــا بــه  مــوشزمــان انتقــال . گرفــت مــي آزاد در اختيــار آنهــا قــرار

آزمايشگاه و زمان اقامت آنها در آزمايشگاه حيوانات تا زمـان عمـل،   
  . يكسان بود

  



 37                        لول پرده آمنيوتيك بر بقاي فلاپ پوستي ايسكميك در مدل حيواني رتبررسي اثر مح         

 1393، زمستان 1، شماره 4نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز، دوره

  تكنيك تهيه فلاپ
و  Kg mg/ 90بـا دوز  % 10ها با دارو هـاي  كتـامين    تمام موش

 بصورت داخـل عضـلاني بيهـوش    Kg mg/ 9با دوز %  2 زايلازاين
سـپس  . رديـد گ شدند و در صورت نياز، دوز داروها تكـرار مـي   مي

موهاي قسمت خلف موش با دستگاه تراش برقي تراشيده شد و بـا  
پـس از آن آنتـي بيوتيـك    . محلول بتادين و الكل ضـد عفـوني شـد   

 Kg mg/ 60پروفيلاكســي بــا ســفازولين بصــورت داخــل عضــلاني 
  . تزريق شد

 Withdrawal Pinchبعد از اطمينان از عمق بيهوشي بـا تسـت   

Flexion / در . هاي استريل شروع شـد   رعايت روش عمل جراحي با
پوستي خلفي رانـدوم مطـابق روش    فلاپگروه اول يا گروه كنترل، 

تغيير يافته مك فارلين و با اسـتفاده از الگـوي پلاسـتيكي بـه ابعـاد      
متر آن جهت محل بخيه مشـخص   متر كه هر يك سانتي سانتي 3×10

نقطه مشـخص  شده بود بر پاية ديستال طراحي و مفصل لگن بعنوان 
 15برش پوستي با تيـغ جراحـي شـماره    . شد مي تعيين فلاپده عقا

د و ش ـ مـي  بلند panniculus carnosusتا حد زير لايه  فلاپانجام و 
 .شد مي هرگونه رگ پرفورال يا آگزيال قطع

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

در گـروه  . تزريـق شـد  ) ميلي ليتر نرمال سالين 1جمعاً (به هر نقطه 
ميلي ليتر از محلول پرده آمينوتيك  1/0آزمايش به همين نقاط مقدار 

از موسسـه رويـان در كشـور     پرده آمينوتيـك محلول  .شد مي تزريق
و  اين محلول اسـتريل بـوده و از دهنـدگان زنـده    . ايران تهيه گرديد

هـاي   ايـن محلـول بـدليل عـدم بيـان آنتـي ژن      . شـود  مي سالم تهيه
همچنـين  . سيستم ايمني را تحريك نمي كنـد  IIسازگاري بافتي نوع 

 .باشد مي امكان انتقال سلولهاي بنيادي به همراه آن

پوستي به محل اوليه برگردانده شد و با اسـتفاده از   فلاپسپس 
   .كات دوخته شد 0 - 4نخ نايلون 

 هاي مجزا نگهداري ها در شرايط يكسان و در محفظه ه موشكلي
  . شدند مي

گـاز  (درد  در انتهاي روز هفتم تمام حيوانات ابتدا بـا روش بـي  
CO2  (برداري با دوربين ديژيتـال انجـام    معدوم شده و سپس عكس
سطوح نكروز فلاپ ها، تيره رنگ و سفت بـوده و در صـورت   . شد

  .مي شدنرش يا تيغ خون از آن خارج تست با وارد كردن سوزن يا ب

ها، يك عدد شيشة شفاف تخـت كـه    بعد از معدوم كردن موش
چسبانده ) جهت كاليبره كردن كامپيوتر( كش مدرج  زير آن يك خط

روي مـوش  ) جهت يكنواخت كردن سطح خلفي موش(شده است، 
كـش   بـه همـراه خـط    فـلاپ گذاشته شد و سپس عكس تمام طـول  

نيكون با  mm 60و لنز ميكرو D300  ژيتال نيكون مدرج با دوربين دي
بعـد از آن  . شـد  مـي  متري گرفته سانتي 80و فاصله  1:10بزرگنمايي 

و مسـاحت سـطح    فـلاپ تصاوير به كامپيوتر منتقل و مساحت كـل  
پس  ImageJ V.1.40 g ( NIH , USA ) افزار  با نرم فلاپنكروز هر 

  .شد مي تعيين متر مربع از كاليبره كردن بر حسب سانتي

  
  تولوژيتكنيك هيس
به آزمايشـگاه پـاتولوژي منتقـل    % 10ها در داخل فرمالين فلاپ

پـس از پروسـس بـافتي    . هـا پـاس گرديـد   ابتدا تمـامي نمونـه  . شد
هاي پـارافيني،  توسط ميكروتوم از بلوك. هاي پارافيني تهيه شد بلوك

منتقل و  )لام(ميكرون تهيه و بر روي اسلايد  6مقاطعي به ضخامت 
   .آميزي شدندرنگ H&Eدر نهايت اسلايدها به روش 

  
  روش مطالعه ميكروسكوپيك

پشـت هـر   ) 3mm-2(ابتدا دو فيلـد از جنـب هـر دو مـارجين     
-يك نقطه در وسط هر اسـلايد علامـت  همچنين . اسلايد مارك شد

، X40نمائي در زير ميكروسكوپ نوري و در درشت. گرديدگذاري 
سـي شـده و سـپس در منـاطق مـارك شـده در       ابتدا كل نمونـه برر 

. ، 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 (++)

 .يش داده شدنما (–)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  (+)يفراســيون متوســط ،پرول(++)
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 . نمايش داده شد

. به وضعيت عروق زير اپيـدرم توجـه شـد   : وضعيت واسكولار
گونه بـود  نحوه شمارش بدين. هاي ريز شمارش شدندصرفا مويرگ

نقطه بصورت رندوم انتخـاب و در   4كه در زير اپيدرم هر سه فيلد، 
با (تا نقطه  4ميانگين هر . مارش شدندها شنمائي بالا مويرگدرشت

 8رگزائـي بـالاي   . بعنـوان تعـداد رگ آن تعيـين شـد    ) عدد صحيح
نشـان   (-)عدد بـا نمـاد    2و زير  (+)عدد 2-5،(++)عدد 8-5،(+++)
  .داده شد

ــدرم و ــر اپي ــدي زي ــت همبن ــه : ضــعيت باف پروليفراســيون ب
هـا   لاژنها و همچنين به نحوه آرايش كو فيبروسيت ها فيبروبلاست
 fibroplasiasو  granular tissueهـايي شـبيه   به بافـت . توجه گرديد

 (-)و به جزئي  (+)، به متوسط (++)، شديد (+++)خيلي شديد نمره 
  . داده شد

آنـاليز  هـاي   فـلاپ، يافتـه   يسپس اطلاعات بدست آمده از بقـا 
هيستولوژي فرآيند ترميم در فرمهاي اطلاعاتي از پـيش آمـاده شـده    

  .گرديد مي ثبت
 V.19  SPSSكليه اطلاعات كدگذاري شده، توسط برنامه آماري

با  كميمتغيرهاي تجزيه و تحليل  سپس .وارد حافظه رايانه گرديدند

دو صـورت  -و متغيرهاي كيفـي بـا كـاي    t testهاي  تست از استفاده
   .در نظر گرفته شد دار معنياز نظر آماري  P >05/0. پذيرفت

  
  ها يافته

 66/235±5/46 گـروه كنتـرل  مساحت فلاپ زنـده در  ميانگين 
ــل  ــلاپ   )170-304(پيكس ــروز ف ــاحت نك  11/173±29/40، مس

ــرده  و در ) 125-252(پيكســــل  ــول پــ ــق محلــ ــروه تزريــ   گــ
پيكسـل   57/285±98/36 ميانگين مساحت فـلاپ زنـده   ،آمنيوتيك

ــلاپ   و) 327-211( ــروز ف ــاحت نك ــل  57/122±58/44مس پيكس
  .بود) 193-57(

ساحت نكـروز فـلاپ در دو گـروه مـورد بررسـي در      مقايسه م
ي را دار معنـي نمودار شماره يك آمده است كه از نظر آماري تفاوت 

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

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

  

  
  )p=032/0(مقايسه مساحت نكروز فلاپ در دو گروه مورد بررسي : 1نمودار 
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  )p=036/0(در دو گروه مورد بررسي ) فلاپ يبقا(مقايسه مساحت زنده فلاپ : 2نمودار 

  
آناليز هيستولوژي پروسـه تـرميم فـلاپ پوسـتي ايسـكميك در      

قسمت مياني ، مارژين چپ و مارژين راست هاي قسمتهيچيك از 
ي را نشــان دار معنــيبــين دو گــروه از نظــر آمــاري تفــاوت  فــلاپ
    ).p < 0/05(نداد

  

  بحث
علي رغم اصلاح عوارض عروقي، آسيب ري پرفيوژن ناشـي از  

تـاكنون ميـزان   . تواند منجر به از دست دادن فلاپ شود مي ايسكمي
مـوارد بـاليني   بروز دقيق آسيب ري پرفيوژن ناشـي از ايسـكمي در   

ناشناخته مانده است و هنوز علت نهايي شكست فلاپ كه بـه دليـل   
آسيب ري پرفيوژن ناشي از ايسـكمي يـا ترومبـوز عروقـي اسـت،      

طراحـي فـلاپ نيـز در كـاهش خطـر نكـروز       . مشخص نشده است
آناتوميـك   يتـامين عـروق و اجـزا   . باشد مي پارشيال داراي اهميت

 10،9.شـود  مـي  فلاپ يمدت بقا ارد معنيفلاپ پوستي موجب بهبود 
هـاي پوسـتي    هاي اخير در مورد درمان فـلاپ  علاوه بر آن در سال

با فاكتورهاي آنژيوژنيك مطالعات گسترده اي صورت گرفته است و 
هاي مختلف موفقيـت   نشان دادند كه فاكتورهاي آنژيوژنيك با ميزان

  .درماني همراه هستند

ي در دار معنـي بطـور   در مطالعه حاضر، مساحت نكـروز فـلاپ  
گروه تزريق محلول پرده آمنيوتيـك كمتـر و مسـاحت زنـده فـلاپ      

. ي در گروه تزريق محلول پرده آمنيوتيك بيشـتر بـود  دار معنيبطور 
آناليز هيسـتولوژي فرآينـد تـرميم در هيچيـك از دو گـروه تفـاوت       

بدست آمده در مطالعه مـا بـا   هاي  يافتهاين . ي را نشان نداددار معني
رسـد تـرميم فـلاپ پوسـتي      مي بنظر .ر مطالعات همخواني داردديگ

 ايسكميك براساس فاكتور رشد موجود در محلـول پـرده آمنيوتيـك   
  .           باشد كه براي ترميم زخم ضروري است  مي

تليال پرده آمنيوتيك داراي برخي فاكتورهاي رشد  سلولهاي اپي
رانسـفورمينگ  ، فـاكتور رشـد ت  )EGF(شامل فـاكتور رشـد اپيـدرم    

)TGF( فاكتور رشد كراتينوسيت ،)KGF (  و فاكتور رشد هپاتوسـيت
)HGF(در مطالعــه اي نيــز گــزارش كردنــد  11-12. مــي باشــدHGF ،

EGF، KGF     و فاكتور رشد فيبروبلاسـت بـا غلظـت بـالايHGF  در
 مهـاجرت سـلول   دار معنـي محلول پرده آمنيوتيك منجر به افـزايش  

پروليفراسـيون شـده و افـزايش غلظـت      تليال بـه قرنيـه و   هاي اپي
 محلول پرده آمنيوتيك موجـب افـزايش پروليفراسـيون و مهـاجرت    

همچنـين برخـي پژوهشـگران در مطالعـه خـود گـزارش        11.شود مي
 β3  TGF-β1, β2 ,كردند كه محلول پرده آمنيوتيك منجر به كـاهش 
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هـا در تـرميم زخـم، جلـوگيري از      مرتبط با فعاليت كلاژنوبلاسـت 
ها، افزايش ترميم پروپريـاي   ها به كلاژنوبلاست ل فيبروبلاستتبدي

همچنين محلول پرده آمنيوتيـك   13-14. شود مي قرنيه و كاهش اسكار
در مطالعـاتي نيـز نشـان    . تمايل كمتري به ايجاد پاسخ التهـابي دارد 

دادنــد كــه اســتفاده از محلــول مــايع آمنيوتيــك در كــاهش التهــاب 
پرده آمنيوتيك داراي اثـرات   15. ثر استسوختگي شيميايي قرنيه مو

افزايش اپيتليوم، افـزايش ذخيـره اسـتروماي بافـت و مهـار تشـكيل       
هاي التهابي، مهار آنژيـوژنز، تـامين مـاتريكس     اسكار، كاهش پاسخ

در مطالعـه اي  . باشـد  مـي  رشد سلولي و حامل پيوند كشت سـلولي 
 ت پرده آمنيوتيكنشان دادند كه محلول پرده آمنيوتيك نيز داراي اثرا

باشد و استفاده از آن نياز به انجام پروسيجر جراحي نداشته و بـا   مي
  16. عوارض مربوط به پيوند پرده آمنيوتيك همراه نيست

بدسـت آمـده در مطالعـه حاضـر، تزريـق      هـاي   با توجه به يافته
محلول پرده آمنيوتيك روشي موثر، ايمن، بدون تروما، آسان، مقرون 

ون عارضه است كه در كاهش التهاب، كـاهش نكـروز   به صرفه و بد
فلاپ ايسكميك، ساپرس التهـاب، تـرميم اپيتليـال،افزايش سـرعت     
ترميم،بهبود پرفيوژن خون در نـواحي ايسـكميك در مـدل حيـواني     

گردد در مطالعـات آتـي    مي پيشنهاد. باشد مي موش رت كمك كننده
    .انساني انجام شودهاي  اين مطالعه، در نمونه
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