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چکیده
ها و انسانی ابزار مفیدي جهت انجام مطالعات سلول درمانی به منظور بهبود سوختگیکراتینوسایت هاي سلولزمینه و هدف:

در این مطالعه شوند. هاي پرتوان القائی تبدیل میها با کارائی بالا به سلولهمچنین کراتینوسایتشوند.هاي مزمن محسوب میزخم
.توصیف شده است،انسانگاهختنهیپوستکراتینوسایت از نمونه هاي هاي جداسازي، کشت و تکثیر سلولشجزئیات مربوط به رو

تازگی ه گاه نوزادانی که بهختنپوستنمونه مربوط به .اي بوددر این مطالعه که از نوع آزمایشگاهی، و مشاهدهروش بررسی:
تریپسین از آنزیم دیسپاز جهت جداسازي اپیدرم از درم و از آنزیم قل شد.منتبه آزمایشگاه ختنه شده بودند تحت شرایط استریل 

پوشش داده شده با کلاژن نوع ظروف کشت ها در سلول.استفاده شداپیدرمموجود در لایه هاي کراتینوسیت سلولبراي جداسازي 
I لوژیک و ایمونوسیتوشیمی جهت تایید هاي مورفوارزیابی. کشت داده شدند،عاري از سرملایف اپیانسانی و محیط کشت

انجام شد. ي جداسازي شده هاسلولماهیت 
و ه بودهاکراتینوسایتتیپیکداراي مورفولوژيي جداسازي شده هاسلولهاي انجام شده نشان داد که نتایج ارزیابیها:یافته
بعد . پاساژ داده شدند2به 1ها به نسبت یکبار سلولروز5الی 4هر کنند.بیان میهمراCK14هاژن اختصاصی کراتینوسایتآنتی

پیدا کردند.ي پهن و نازكظاهربه شدت کاهش یافته و  از نظر مورفولوژیک ها تکثیر سلول10از پاساژ 
مایشگاه در آزگاه انسانمشتق از نمونه پوستی ختنههاي انسانی جداسازي و تکثیر کراتینوسایتنحوه در این مطالعه گیري:نتیجه

روش معرفی شده در این ،توان نتیجه گرفت میبا موفقیت جداسازي شدند ها سلولکه بیش از بیست بار از آنجاییشد. سازي بهینه
دیگر نیز يهاتري توصیف شده است در آزمایشگاهزییبصورت جو هاي پیشین همراه با مقداري تعدیل که نسبت به روشمقاله

تکرار پذیر است. 
، محیط عاري از سرم14سایتوکراتین ، گاه انساننمونه پوست ختنه، هاي انسانیکراتینوسایتها:واژهکلید

17/10/92پذیرش:14/10/92اصلاحیه نهایی:18/3/92وصول مقاله :
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مقدمه
هاي کراتینوسایت به عنوان یکی ازطی سالیان متوالی سلول

وبافتجهت مهندسیتحقیقاتیهايمدلترینمناسب
هاي امروزه از کشت سلول.اندشناخته شدهترمیمیپزشکی

هاي پوستی نظیر کراتینوسایت براي کمک به ترمیم آسیب
هاي مزمن، جراحی پلاستیک، ها، ترمیم زخمسوختگی

ییالقاپرتوان هاي مهندسی بافت، ژن درمانی و نیز تولید سلول
)induced Pluripotent Cells1-5(شود ) استفاده می(.
اسکار معضلات جلدي در بیمارانی که دچارعنوان مثال ه ب

ترین مرحله ترمیم زخم تامین سلول و اند مشکلشده
باشد. چرا که بسته شدن سطح ماتریکس کافی براي ترمیم می

تلیالی یک مرحله مهم در هاي اپیتزاید سلولدر نتیجهزخم 
هاي زي روشساه منظور بهینهبترمیم است و به همین دلیل 

هايتلاش،هاتلیالی در آزمایشگاههاي اپیتولید و تکثیر سلول
هاي استفاده شده سلول.)6و7(است صورت گرفته بسیاري 

توانند منشاء اتوژنیک، آلوژنیک یا زنوژنیک داشته باشند. می
هاي سوماتیک هاي مهندسی بافت پوست از سلولدر تکنیک

یا ترکیبی از هات، فیبروبلاستهاي کراتینوسیکه شامل سلول
هاي سلولاستفاده از.شودباشند استفاده میاین دو سلول می

تواند موجب افزایش کراتینوسیت به روش اتولوگ می
هاي وخیم یا هاي پوستی مثل سوختگیسرعت ترمیم آسیب

.)8-11(هاي درمان نشده گرددزخم
ا بکارگیري هیکی دیگر از کاربردهاي جدید کراتینوسایت

لقایی است. اخیراًهاي پرتوان اتولید سلولیند آفرها در آن
فاکتور یا چند دواند از طریق بیان موقت محققین توانسته
Oct4،Nanog،Sox2،c-Myc،Klf4رونویسی نظیر 

Lineو  هاهاي سوماتیکی نظیر فیبروبلاستدر سلول28
هاي را بنام سلولهایی سلول)15(هاو کراتینوسایت)14-12(

هاي پرتوان پرتوان القایی ایجاد کنند که کاملا مشابه سلول
هاي مختلف سازنده بنیادي جنینی هستند و قادرند به سلول

هاي تمایز یافته با این تفاوت که چنانچه سلول،بدن تمایز یابند

هاي پرتوان القایی به همان فردي که منشا حاصل از سلول
بوده پیوند زده شوند مشکل پس زدن هاي سوماتیک سلول

. تولید )15(ها وجود نخواهد داشتپیوند هم در مورد آن
یک منبع سلولی مناسب است هاي پرتوان القایی نیازمند سلول

از و که گرفتن نمونه از بیمار را با محدودیت مواجه نکند
بایست بالا ها میریزي در این سلولسوي دیگر بازده بازبرنامه

هاي هم بتوان سلولسلول سوماتیکی تا با مقادیر کمباشد
رسد دست آورد. چنین به نظر میبهرا القایی پرتوان 

هایی هستند که داراي هر دوي این ها سلولکراتینوسایت
ریزي . اخیرا گزارش شده است که بازده برنامهشرایط هستند

ز انسانی بسیار بالاتر اکراتینوسایتهاي مجدد در سلول
سه صورت گرفته، هاي فیبروبلاستی است. در یک مقایسلول

هاي القایی از سلولپرتوان هاي بازده تولید سلول
تر از برابر بیشتر و تا دو برابر سریع100تا کراتینوسایت

هاي فیبروبلاست ارزیابی شده است. بنابراین سلول
مبتنی بر تولید وهاي بالینی براي کاربردها کراتینوسایت

بنظر یمناسبهاي هاي پرتوان القایی سلولبکارگیري سلول
.)15(رسند می

ها به طور کلی دو روش کلی جهت کشت کراتینوسایت
ها بر ها کشت کراتینوسایتیکی از این روشوجود دارد.

روي لایه سلولی تغذیه کننده و محیط کشت حاوي سرم 
ه کننده ها بدون لایه تغذیاست و دیگري کشت کراتینوسایت

رینولد و 1975فاقد سرم است. در سال کشتو در محیط
توان جداسازي هاي اپیدرمی را مینشان دادند که سلولگرین

که رشد 3T3موشی ی فیبروبلاستهاي رده سلولو  بر روي 
هنگامی. )16(ها به وسیله اشعه متوقف شده بود کشت داد آن

نده و در محیط ها بر روي لایه تغذیه کنکه کراتینوسایت
عداد بیشتري کراتینوسایت شوند اگرچه تحاوي سرم تکثیر می

شود اما عواملی همچون احتمال بالاي آلوده شدن حاصل می
بات ز ناشناخته بودن ترکیهاي فیبروبلاستی و نیها با سلولآن

ایجاد سلولییند پیوندآتوانند مداخلاتی را در فرسرمی می
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ها در محیط کنند. در حالیکه در هنگام کشت کراتینوسایت
فاقد سرم و بدون استفاده از لایه تغذیه کننده، به دلیل عدم 

هاي فیبروبلاستی در محیط ها نظیر سلولرشد سایر سلول
ت کمتر اما هاي کراتینوسیکشت عاري از کلسیم، سلول

.)17(شونداهم میتري براي پیوند فرتر و مستعدخالص
هاي شده است که کشت سلولکه همواره تاکید از آنجایی

انجام تحقیقات بیشتر )18(کراتینوسایت کار مشکلی است
هر چه بیشتر نمودن و تکرارپذیر کردن جهت ساده 

هاي سلولو تکثیرکشت،جداسازيهاي مربوط به یندآفر
رسد. در مطالعه حاضر با ذکر اتینوسیت ضروري بنظر میکر

هاي تکثیر سلولویند جداسازي، کشت آجزئیات فر
کراتینوسایت توصیف شده بطوریکه براحتی توسط سایر 

قابل انجام باشد. هاي دیگردر آزمایشگاهمحققین

روش بررسی
گیرينمونه
،بوداي مشاهدهواین مطالعه که از نوع آزمایشگاهیدر 

انجام بعد از)Foreskinگاه انسانی (پوستی ختنههاينمونه
به روش استریل از در فواصل زمانی مختلفعمل ختنه،

طور جداگانه به ه نه بنوزادان تازه متولد شده تهیه شد. هر نمو
که داراي HBSSلیتر بافرمیلی5لیتري حاوي میلی50لوله 

3 %)vol/vol (سیلین و پنیک بیوتیضد قارچ و آنتی
به ظرف حاوي یخبود منتقل و بلافاصله در استرپتومایسین

آزمایشگاه کشت سلول انتقال یافت. 
هاي کراتینوسایتمحیط کشت سلولسازي آماده

محیط کشت از یکهاي کراتینوسایت جهت کشت سلول
قبل از استفاده شد.(گیبکو)Epilifeبه نام تجاري فاقد سرم 

جهت شد.اضافههاي آنمحیط، مکملاین به استفاده 
طی روند لوده شدن محیط کشت درآجلوگیري از 

لیتري میلی50هاي در لولهآن جداسازي، استوك اصلی 
درجه نگهداري شد. به هر ظرف به 4دمايو درتقسیم شده 

به سیلین و استرپتومایسین پنیبیوتیک آنتیهنگام استفاده 
% اضافه شد. 1میزان 

هاي جهت پوشش دادن به کف ظرفردن ماتریکسآماده ک
کشت

هاي بستر مناسب جهت کشت سلول،قبل از جداسازي
ها در محیط کراتینوسایت فراهم شد. جهت کشت این سلول

Iنوع کلاژنظروف کشت پوشش داده شده با فاقد سرم از 

یک ساعت قبل از شروع استفاده شد.)گیبکوانسانی (
متري بطور میلی35ف کشت ظروجداسازي، هر یک از 

با مطابق روش توصیه شده توسط کمپانی سازنده جداگانه
در کلاژن حاوي ظرف پوشانده شدند. Iنوعکلاژن انسانی 

کلاژن اضافیانکوبه شد. سپس دقیقه30مدتدماي اتاق به
دقیقه بصورت در باز 20به مدت ظروف مذکور تخلیه شده و 

تا خشک شوند.ندددر زیر هود قرار داده ش
استریلیزاسیون نمونه

پوست نمونه لامینار،هودزیردرواستریلشرایطتحت
پتري دیشدراستریل،پنسوقیچیکمکبهگاه انسانیختنه

حجمی% 3و PBSحاويمتريمیلی60باکتریولوژیک
نمونه شد.بازوفانگیزون بریدهوسیلین، استرپتومایسین پنی

10تا 5حاويیا پلیت لوله درثانیه30-40مدتبهپوست 
لولهدرمرتبهو سپس سهشدورغوطه%70الکللیترمیلی

واسترپتومایسینسیلین،پنیحجمی % 3وPBSحاوي
.شددادهشستشوفانگیزون

از درمیدرمجداسازي اپ
حجمی % 3و PBSحاويجدیددیشپتريبهنمونه پوست

هیپودرم آن که منتقل وفانگیزونواسترپتومایسینسیلین،پنی
توسطدرمازقسمتیمراه هبود بههارگوچربیبافتشامل
مجموعه اپیدرم و درم بهم . سپس شدبرداشتهو پنس قیچی

مربعمترسانتی5/0-1قطعاتبهقیچیبوسیلهمتصل باقیمانده 
لیتريمیلی15فالکون لولهبهمذکورقطعات. ندشددادهبرش

HBSS) وmg/ml1(میلی لیتر محلول دیسپاز4حاوي

)vol/vol1 %PS(شبیکبرايبافتحاويلولهو منتقل
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. شددادهقراریخچالدرافقیصورتبه) ساعت16-14(
،هشدمنتقلجدیدپتري دیشبهلولهداخلمحتویاتبعدروز

، باشدپایینسمتبهدرماپیدرم به سمت بالا و گونه اي که ه ب
جدااز درماپیدرمباریک،نوكپنسدوازاستفاهباپسس

منتقلPBSبافرلیترمیلی5/2حاويپتري دیشبهوشده
.شد

لایه اپیدرم ها از کراتینوسیتجداسازي 
به پوستی گرفته شده از یک نوزادهر نمونهمربوط به اپیدرم

متري میلی1تا 5/0به قطعات جراحی،تیغ طور جداگانه با
دیشپتري به%25/0تریپسینلیترمیلی5/2وهشدتبدیل

دردقیقه15مدت بهپتري دیش شد. اضافهحاوي نمونه 
پتري دیش مذکور مدت،اینطیدر. شددادهقرارانکوباتور

معرضدریبافتقطعات تمام سطوح تاشددادهتکانبارچند
سطوح و یکنواختی تاثیر آنزیم نسبت بهدنگیرقرارآنزیم

) شدهخرداپیدرم(دیشپتري هرمحتویات.بافتی حفظ شود
لیترمیلی5حاويلیتريمیلی50لولهبه طور جداگانه به

DMEM10داراي%FBSبار20-30حدودوشدهمنتقل
که داراي )Mesh Filter(فیلتریکاز. سپسشدپیپتاژ
50لهلویکهببود عبور داده شده و میکرومتري70منافذ
که ییهاسلول. به این ترتیبندشدمنتقل لیتري استریلمیلی

بههاسلول.دندشجدابزرگ بافتیقطعاتازبودند کوچکتر
سانتریفوژگرادسانتیدرجه4درg200دوربادقیقه5مدت 

به سرم)(فاقدDMEMسلولی درنشستته نهایتاًشدند و 
g200دقیقه در5براي صورت سوسپانسیون درآمد و دوباره 

لیتر محیطمیلی1نشست سلولی درتهمجددا .شدسانتریفوژ
به صورت سوسپانسیون کراتینوسایتهايمخصوص سلول

هايسلولانجام شد.هابر روي آنو شمارش سلولی هدرآمد
حاويبا کلاژن و شدهپوشش دادههايپلیتبهکراتینوسایت

CO2%5فشاربادرجه37تورو در انکوباشده منتقلمحیط

ساعت محیط 24بعد از .کشت داده شدندرطوبت %95و
ضبار تعویساعت یک48در ادامه هر .شدتعویضها آن

و با استفاده از میکروسکوپ اینورت محیط صورت گرفت
ها انجام شد.ارزیابی مورفولوژیک بر روي سلول

تراکمکههنگامیاولیه،کشتازبعدروز4-5هاسلول
کهصورتبدینپاساژ داده شدند.رسید% 80-90بههاسلول
معرضدردقیقه10مدتبه،PBSباشستشوازپساهسلول

Trypsin LE Selectقرارتهیه شده از شرکت گیبکو
کشتمحیطدرسلولینشستتهسازي،خنثیازپس. گرفتند

جدیديهادیشپتريبهوهدرآمدسوسپانسیونبصورتتازه
. شدندمنتقل
مدت،طولانینگهداريجهتکراتینوسایتهايسلول

به. شدندمنجمدبودندنماییفازدرپاساژهردرهنگامیکه
% 90شاملانجمادمحیطدرسلولینشستتهکهصورتاین

FBS10و%DMSOودرآمدسوسپانسیونصورتبه
ها ر روي آنبانجمادمراحلسلولیانجمادمعمولروالطبق

جهت.شدندنگهداريمایعنیتروژندرنهایتاوشدهانجام
دردرجه،37درکرایوتیوبمحتویات،هاکراتینوسیتذوب

بصورتملایمتبهجدید ذوب شده،محیطلیترمیلی1
.شدندمنتقلظرف کشت بهودرآمدهسوسپانسیون

ایمونوسیتوشیمی ارزیابی 
ي جداسازي شده هاسلولی،به منظور بررسی ماهیت سلول

ها به ازاي سلولبررسی ایمونوسیتوشیمی قرار گرفتند. تحت
منتقل و چاهکی 4به ظرفسلول در یک چاهک 5000هر

شستشو و بهPBSها با کشت داده شدند. روز بعد سلول
در دماي اتاق ،%4در معرض پارافرمالدئید دقیقه20مدت

دقیقه) 7ها سه مرتبه (هر بار قرار گرفتند تا ثابت شوند. سلول
45شستشو داده شدند. محلول مسدود کننده براي PBSبا 

بر بادي اولیهها اضافه شد. آنتیاتاق) به سلولدقیقه (در دماي
ظرف ها اضافه و به سلول1:100با غلظت 14علیه سیتوکراتین 

. نددرجه قرار داده شد4یک شب  در ه مدت بحاوي سلول 
دقیقه 45ه مدتها بسلول،ايدقیقه7يبار شستشوپس از سه

با غلظت FITCکونژوگه با بادي ثانویهدر معرض آنتی
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3در تاریکی و دماي اتاق قرار گرفتند. عمل شستشو ،1:100
ها با میکروسکوپ اینورت بار تکرار شد. در نهایت سلول

فلورسنت مورد بررسی قرار گرفتند. از یک چاهک که تمام 
اولیه بادي ام شد به جز اینکه در آن از آنتیحل در آن انجمرا

استفاده نشده بود به عنوان کنترل منفی استفاده شد. براي 
بار تکرار شد. 2اطمینان، این آزمایش 

هایافته
مدت به%70استفاده از الکل یند جداسازيآقبل از شروع فر

ساژ اول هاي مربوط به پاباعث حذف آلودگیثانیه40الی 30
پس از تهیه سوسپانسیون سلولی و ها شد. سلولدر 
بلو و شمارش سلولی، به ازاي هر آمیزي با تریپانرنگ
5/2×106گاه، تقریبا متر مربع از نمونه پوست ختنهسانتی

جهت کشت بهها سلول. سلول کراتینوسایت به دست آمد
پس از ساعت 24متري منتقل شدند. میلی35ظروف کشت 

). A1ها به کف پلیت چسبیدند (شکلسلولاکثرکشت، 
ظروف کشت هاي کراتینوسایت به مشاهده شد که سلول

چسبیده و در بخوبی انسانی Iنوع شده با کلاژن پوشش داده
برسند. در % 90الی 80روز قادرند به تراکم 5الی 4طی 

یا در هاي شاخی شده وپاساژهاي اولیه علاوه بر کراتینوسایت
هاي شبه فیبروبلاستی هم حال شاخی شدن تعداد کمی سلول

)، اما با بالا B1در محیط کشت قابل مشاهده بودند (شکل 
هاي رفتن تعداد پاساژها و استفاده از محیط اختصاصی سلول

هاي فیبروبلاستی از محیط کراتینوسایت، به تدریج سلول
).D1و C1هاي(شکلکشت حذف شدند 

هاي کراتینوسایت در پاساژ دوم مونوسیتوشیمی سلولنتایج ای
نشان CK14بادي بر علیه ها با آنتینشان داد که این سلول

هاي موجود در کشت، کراتینوسایت ند و تقریبا تمام سلولددا
نتایج ارزیابی مجدد ایمونوسیتوشیمی این ).2(شکلبودند
تایید هارا در آنCK14، وجود مارکر 9ها در پاساژ سلول
تا ها از چه فردي گرفته شده باشند اینکه سلولبستگی به کرد. 
از معمولا ). A3(شکل تکثیر شدند 13الی10هاي پاساژ
بزرگ و پهن هاي کراتینوسایت سلولبه بعد 13الی10پاساژ

).B3شکل (شده و قادر به رشد نبودند
عدي هاي بهاي کراتینوسایت در هر پاساژ براي استفادهسلول

ذوب  نشان داد که ها پس از. ارزیابی رشد سلولمنجمد شدند
و پس بوده یند ذوب، زنده و سالم آها بعد از فر% آن50تقریبا 

(شکل برسند% 80-90به تراکم سلولی قادرند روز 5الی 4از 
C3.( نتایج یکسانی از تکرار مطالعه به تعداد سه بار بدست

آمد. 
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ساعت پس از هضم آنزیمی لایه اپیدرم با آنزیم تریپسین با غلظت A :24. گاه انسانیوسایت انسانی از نمونه پوست ختنههاي کراتینلول: جداسازي س1شکل 
روز 5الی 4: در طی Bتدریج شروع به رشد و تکثیر نمودند.ه انسانی چسبیده و بIهاي پوشش داده شده با کلاژن نوع ها به کف ظرفاکثر سلول% 125/0

هاي فیبروبلاستی مشاهده شدند که در هایی با مورفولوژي شبیه به سلولهاي کراتینوسایت سلولرسیدند و در لابلاي سلول%90تا 80ها به تراکم سلول
نی مشاهده شدندهاي انساتري با مورفولوژي کراتینوسایتهاي یکدست و خالص) بتدریج حذف شدند و سلول3: پاساژ Dو 2: پاساژCپاساژهاي بعدي (

). 200ی ی(بزرگنما

به ترتیب تصاویر فاز کنتراست و Bو A. گاه انسانیجداسازي شده از نمونه پوست ختنههاي انسانیکراتینوسایتشیمیایمونوسیتونتیجه ارزیابی : 2شکل 
ی ای(بزرگنممثبت بود14بادي بر علیه سیتوکراتین ها به آنتیولیبا پاسخ تمام سلقردهد. تنشان می9یت انسانی را در پاساژ هاي کراتینوسافلورسنت سلول

200.(
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) C) و بعد از انجماد (B(13و پاساژ )A(10گاه انسانی در پاساژ جداسازي شده از نمونه پوست ختنههاي انسانی: تصاویر مربوط به کراتینوسایت3شکل 
ها در ی از نمونهبعضاند در حالیکه در مورفولوژي طبیعی خود را حفظ کردههاي انسانی تینوسایتشود در پاساژ دهم هنوز کراهمانطوریکه ملاحظه می

5الی 4داشتند و در طی یها مورفولوژي طبیعپهن و بزرگ شده و قادر به تکثیر نبودند. همچنین بعد از ذوب سلولها سلولبه تدریج )13(پاساژهاي بعدي
.)200ی یزرگنما(بروز به تراکم بالا رسیدند

بحث
پوست  از نمونه هاي کراتینوسایت انسانی در این تحقیق سلول

جداسازي و کشت با استفاده از روش هضم آنزیمی گاه ختنه
تکثیر 13تا پاساژ در محیط کشت عاري از سرم و هداده شد

جداسازي شده با انجام ارزیابی هاي. ماهیت سلولشدند
اگرچه در ابتداي کار بر اساس .ایمونوسیتوشیمی تایید شد

هاي مقالات موجود در این زمینه اقدام به جداسازي سلول
ه گونه اي ساده و مذکور شد اما حدود یکسال طول کشید تا ب

هاي کراتینوسایت جدا سازي شوند. پذیر سلولتکرار
هاي اپیدرمی از پوست تا بحال جدا سازي و کشت سلول

یکی از .و روش صورت گرفته استحیوان و انسان بیشتر به د
ی از بافت پوست در محیط یهاها قرار دادن مستقیم تکهآن

هاي کراتینوسایت به کشت است که متعاقب آن سلول
کنند و ن از حاشیه تکه هاي بافتی رشد میصورت بیرون زد

دیگري جدا کردن اپیدرم از درم و پس از آن اعمال هضم 
ي اپیدرمی از همدیگر است هاآنزیمی جهت جدا کردن سلول

در روش اخیر .تا بعد از آن بتوانند در محیط کشت رشد کنند
اوي سرم یا فاقد ها در یکی از دو نوع محیط کشت حسلول

این روش توسط رینولد و گرین شوند.سرم کشت داده می

محققینبرايانتخابیروشیکهموارهتاکنونارائه شد و
پوستازبویژهینوسایتکراتهايسلولجداسازيجهت

قبل از آنکه رینولد و .)16و19(استبودهانسانیگاهختنه
هاي کراتینوسایت را جداسازي گرین براي اولین بار سلول

و همکاران Medwarکرده و در محیط کشت تکثیر کنند
را با استفاده از کاملیک لایه سلول اپیدرمی1941در سال 

که امکان ندو نشان دادهتریپسین از پوست جدا کرد
ها هاي کراتینوسایت انسانی و آماده کردن آنجداکردن سلول

ها بعد در . سال)20(براي رشد در محیط کشت وجود دارد
ی که در زمینه جداسازي و کشت اولیه ینتیجه پیشرفتها

دادندنشانگرینورینولد1975سالها بوجود آمد درسلول
کشتکرده وجداسازيتوانمیاراپیدرمیهايسلولکه
کشتباراهاکراتینوسایتکلنیتشکیلورشدهاآن. داد
وسیلهبههاآنرشدکهموشیهايفیبروبلاسترويبرهاآن

و Kitano.)16(کردندپذیرامکانبودشدهمتوقفاشعه
Okadaآنزیم با استفاده از تنی بر هضم بروش جداسازي م

کرده و بجاي تریپسین از آنزیم دیسپاز براي تریپسین را تعدیل 
در پس از آن.)21(جدا کردن درم از اپیدرم استفاده کردند

عاري از سرم یک محیط کشتHamو 1983Boyceسال 
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ها طراحی کردند که با استفاده از براي کشت کراتینوسایت
آن نیاز به لایه تغذیه کننده مرتفع شد و لذا این روش در 

فواید زیادي در هنگام استفاده بالینی از برگیرنده
ي دهاي تجاري متعداز بین محیط.)22(بوداهکراتینوسایت

است که Epilifeبحال بدین منظور تهیه شده محیط که تا
.)19(در این مطالعه هم از آن استفاده شد

Guo و همکاران بجاي استفاده از روش هضم آنزیمی
هاي کشت قرار داده ما در ظرفقطعات بافتی پوست را مستقی

ها نسبت به و با توجه به رشد و تکثیر زودتر کراتینوسایت
سازي هاي کراتینوسایت را جدا سلولندها توانستفیبروبلاست

و و همکاران با استفاده از هضم آنزیمی Aasen.)19(دنکن
هاي انسانی را کراتینوسایت،استفاده از محیط کشت فاقد سرم

ها از دیسپاز براي جدا آن.)17(کردندو تکثیر جدا سازي
کردن اپیدرم از درم و از یک نوع تریپسین با نام تجاري 

Trypsin LE Selectهاي براي جداسازي سلول
کراتینوسایت لایه اپیدرم از همدیگر استفاده کردند که در 

جداسازي و این تحقیق با وجود اینکه بارها از آن استفاده شد 
ها موفقیت آمیز نبود. در این تحقیق از تینوسایتکشت کرا

ساعت در 16الی 14هاي زمانتمددرانکوباسیون ادیسپاز ب
درجه براي جدا کردن درم 37ساعت در 3الی 2درجه و 4

%125/0هاي با غلظتنیزاز اپیدرم استفاده شد و از تریپسین
از مهاي کراتینوسایت موجود در اپیدرجهت جداسازي سلول
نتایج این تحقیق نشان داد که اعمال همدیگر استفاده شد.

عث جدا اب،ساعت هم3تا 2آنزیم دیسپاز در مدت زمان 
م بجاي شود اما لایه جدا شده اپیدررم میکردن اپیدرم از د

د و نشوهاي کوچکی تبدیل میحفظ قوام نسبی خود به تکه
.پایین تر بودهای تولید کراتینوسایت از آنیدر مجموع کارا

، اما باید توجه داشت که ممکن است گاهی به دلایلی
16درجه و براي مدت زمان 4انکوباسیون سلولی در محیط 

تر توان از انکوباسیون کوتاهنباشد و لذا میپذیر امکانساعت 
همچنین با استفاده از آنزیم اما دماي بالاتر استفاده کرد.

ی بالا قابل یها با کارانوسایتکراتی%125/0تریپسین با غلظت 
Trypsinدر حالیکه در مطالعات قبلی یا از جداسازي بودند.

LE Selectاستفاده شده %25/0تریپسین با غلظت و یا
. یکی از مشکلاتی که در ابتداي این تحقیق وجود )23(است

4تا 2هاي جداسازي شده در طی داشت آلودگی سریع سلول
الکل بهها نمونهآغشته کردن بود که با روز اول کشت سلولی

ازي، خطر آلودگی بطور یند جداسآقبل از شروع فر%،70
مورد داري مرتفع شد. در هیچکدام از مقالات کاملا معنی

و نحوه مقابله با آن مشکلبه این استفاده در این تحقیق 
. بوداي نشده اشاره

گیرينتیجه
ها از بیشتر از بیست بار سلولاینکه در این مطالعه نظر به 

احتمالا این روش در ،هاي مختلف جداسازي شدندنمونه
هاي کشت سلول نیز تکرار پذیر خواهد بود.سایر آزمایشگاه

در بنظر می رسد این مسئله از آن جهت حائز اهمیت است که 
هاي مقالاتی که تاکنون در زمینه جداسازي سلول

به جزئیات یل اینکه به دلاندکراتینوسایت  منتشر شده
میزان  هاي انجام کار کمتر اشاره شده است. روش

نیز کمتر بوده است.توسط سایر محققین ها تکرارپذیري روش

تقدیر و تشکر
که حاصل بخشی از یک پایان نامه بودجه این تحقیق 

دانشگاه ات پژوهشیاز محل اعتبارکارشناسی ارشد است 
تأمین که پزشکی مولکولی کشور و شبعلوم پزشکی کردستان 

شود.که بدینوسیله قدردانی میشده است 
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