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  چكيده 
مهندسي جهت استفاده در  مناسبي پتانسيل هاي بالقوه و بالفعل، بيومتريالفرد و ه با داشتن خصوصيات منحصرب پرده آمنيون :زمينه و هدف

 با روش هاي مختلف نگهداري شد و  آمنيون پرده،طالعهدر اين م. وجود داردروش هاي مختلفي براي نگهداري پرده آمنيون .  مي باشدبافت
  . مقايسه گرديدتازه تهيه شدههاي ه بافتي و خواص فيزيكي و مكانيكي آن با نمونساختار اثرات روش هاي نگهداري بر روي 

انجماد يا )  ماه6 مدت  به-C°80در دماي (كرايوپرزرويشن با روش هاي   جداسازي از جفتپرده آمنيون انساني پس از :هاروشمواد و 
استحكام  . قرار گرفتتوسط ميكروسكوپ نوري و ميكروسكوپ الكتروني مورد ارزيابي بافت شناسي نگهداري شد و )ليوفليزاسيون(خشك 

  . اندازه گيري ضخامت بررسي گرديد وآزمون تحمل بخيهآزمون هاي مقاومت كششي يك جهته،  با استفاده از پرده نيزمكانيكي 
بافت هاي از  ،كرايوپرزرو شده و ليوفليزه پرده آمنيونو ازدياد طول در نقطه پاره شدن در نيروي اعمال شده نتايج نشان داد ميزان  :ايافته ه

 اما مقاومت نمونه هاي مختلف ،داشتند ضخامت كمتري نسبت به ساير نمونه ها ،با اينكه نمونه هاي ليوفليز شده . كمتر مي باشد،تازه تهيه شده
   .نبودمختلف يكسان تليوم و لايه هاي بافتي در نمونه هاي هاي اپي بافتي از نظر سلولارساخت. بود آزمون تحمل بخيه يكسان در

بافتي، خواص فيزيكي و ساختار كرايوپرزرويشن و انجماد خشك به عنوان روش هاي نگهداري پرده آمنيون، مي توانند  :نتيجه گيري
  رابنابراين مي توان با توجه به كاربرد نهايي پرده آمنيون به عنوان يك بيومتريال، نوع روش نگهداري آن .ر دهندمكانيكي آن را تغييخواص 
  .كردانتخاب 
  .انيكيخواص مكبافتي، ساختار ، نگهداريآمنيون،  پرده : كليديهايواژه

  
  مقدمه
پرده آمنيون داخلي ترين لايه جفت است كه با   

، )1(گيري از رشد باكتري ها مانند جلوداشتن خواصي 

مهار و جلوگيري از ايجاد واكنش هاي التهابي سيستم 
و كمك به ترميم ) 3( ، جلوگيري از ايجاد زخم)2( ايمني

استفاده وسيعي در پزشكي ) 4(زاسيون يآن و تسريع اپيتليال

 مقاله پژوهشي
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مي شناخته ل براي مهندسي بافت آيك بافت ايده  و دارد
بافتي و ساختار ل همه اين خواص بدلي). 5( شود

  ).7,6(خصوصيات مكانيكي پرده آمنيون مي باشد 
 و نگهداري  تازه تهيه شدهاز پرده آمنيون به اشكال  

از . شده براي مصارف درماني و تحقيقاتي استفاده مي شود
 كه مورد توجه نگهداري پرده آمنيونرايج روش هاي 

به روش كرايوپرزرويشن و   مي توان،بيشتري مي باشد
). 9,8( اشاره كرد ليوفليزاسيون  انجماد خشك ياشرو

  مزايا و،هاي نگهداري  روش از اينيك  هراستفاده از
 )fresh(پرده آمنيون تازه تهيه شده . معايبي به همراه دارد

 نياز به و بيومتريال آماده براي مصرف است ينوع
به  .سازي ندارد  براي آماده و امكانات خاصتجهيزات

 ،مانند بيمارستانهاو تحقيقاتي راكز درماني م ،همين دليل
بافت را تهيه و به راحتي  ،مي توانند در صورت نياز

باره  در جامعياطلاعات مي بايست استفاده نمايند؛ اما 
قبل از تهيه بافت ). 5( داشته باشند تهيه و استفاده از آن

  بافت مادران اهدا كنندهروي آزمون هاي سرولوژيكي بر
انتقال و ود و شرايط استريل براي تهيه، انجام مي ش

هاي بافري  محلولجمله استفاده از  از ،بافتنگهداري 
عليرغم تمام اين . رعايت مي شودحاوي آنتي بيوتيك، 

عوامل عفوني كه در آن دسته از خطر انتقال  ،پيش بيني ها
زمان ابتلا به ميكروب  - )window period(دوره نهفته 

 . وجود دارد، هستند- سرولوژيكيتا زمان ظهور علايم
 بدون نگهداري آمنيونمناسب براي بنابراين ايجاد شرايط 

به  ، قبل از مصارف درماني و تحقيقاتي،آسيب قابل توجه
 پس از ،كنندگان در اهدا منظور كنترل مجدد عوامل عفوني

. )10,7(ضرورت پيدا مي كند   مناسبگذشت زمان
 روش نگهداري طولاني  يك،كرايوپرزرويشن پرده آمنيون
 - 80آمينون در دماي پرده  ،مدت است كه در اين روش

 در محيط كشت حاوي مواد ،ين ترئدرجه سانتي گراد يا پا
 و ساير DMSO يامحافظ انجماد مانند گليسرول 

 يا ليوفليزاسيون). 11,8(نگهداري مي شود ها افزودني
 است كه در اين يروش نگهداري ديگر، انجماد خشك

ش آب موجود در بافت با مكانيسم تصعيد از آن خارج رو
 مي ، شدهليوفليزهپرده آمنيون از مزيت هاي . مي شود

به مدت در دماي اتاق   آنبه توانايي نگهداريتوان 
 اشاره كردن آسانقل و انتقال و در نتيجه امكان ، طولاني

)9.(  
ممكن است روش هاي نگهداري در ساختمان   

. باشدگذار ثيرأت آمنيون  پردهكيبافتي و خواص مكاني
خواص مكانيكي يك بافت به عوامل مختلفي وابسته 

ماتريكس خارج سلولي  ، يكي از اين عوامل،است
)ECM(  و تركيب و ساختمان فيزيكي آن مي باشد)6 .(

همچنين نشان داده شده است كه نگهداري بافت ها بر 
وجه با ت ).11(ثر است ؤروي خواص مكانيكي آنها نيز م

استفاده از پرده آمنيون در مصارف به موارد فوق و اهميت 
 بررسي جامع اثرات ،، هدف اصلي ما در اين مطالعهباليني

  بافتي و مشخصات بر روي مختلفروش هاي نگهداري
  .  آمنيون است پرده بيومكانيكيخواص 

  
  مواد و روش ها

  تهيه و نگهداري پرده آمنيون
)  عدد10 تعدادبه (و اجزاي آن  نمونه هاي جفت  

كه در هفته مادراني  )Elective(از سزارين هاي انتخابي 
 و عرفان از بيمارستانهاي ،شتند بارداري قرار دا38 و 37
 ،كه جفت  اينرغميعل .االله طالقاني تهران تهيه گرديد آيت

اطلاعات ، پس از زايمان استدور انداختني يك عضو 
 به والدين ن مطالعه در اياستفاده از جفتدر مورد لازم 

نتايج  .ارائه شد و فرم رضايت كتبي نيز از آنها اخذ گرديد
، HIV I ،HIV IIآزمون هاي سرولوژيكي براي تشخيص 

HBV ،HCV و سيفليس در همه مادران اهدا كننده بافت 
 در ظروفاستريل و بافت ها در شرايط . منفي بود
 كه حاوي )PBS(بافر فسفات سالين در  مخصوص

µg/ml50 پني سيلين و µg/ml50قرار ، بود استرپتومايسين 
 به آزمايشگاه منتقل به سرعت C°4در دماي گرفته و 

كليه مراحل در محيط آزمايشگاه در زير هود . گرديد



 نيك نژاد و همكاران
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سپس پرده . شدصورت استريل انجام ه كشت سلولي و ب
 از كوريون جفت )Peeling(آمنيون با روش مكانيكي 
ار توسط بافر فسفات سالين جداسازي شده و چندين ب

 تا لكه هاي خون كاملا از شدشستشو داده ) C°4(سرد 
بافت به قطعات در مرحله بعد  .روي آن شسته شود

كوچكتر تقسيم شد و روي غشاء نيتروسلولزي طوري 
 .قرار گرفت كه سطح اپي تليال به سمت بالا قرار بگيرد

ند به بافتهايي كه با اين روش تهيه شددر اين مطالعه 
 Fresh Amniotic)عنوان آمنيون تازه تهيه شده 

Membrane = FAM) مورد استفاده قرار گرفتند.  
هاي كرايوپرزرو شده  تهيه نمونهمنظور به  

(Cryopreserved Amniotic Membrane = CAM)، 
 در محيط حاوي )FAM(  تازه تهيه شده آمنيوننمونه هاي

 10  همراه بهDMEM/F12  سلوليمحيط كشتدرصد  40
ليسرول در دماي درصد گ 50بافر فسفات سالين و درصد 

.  ماه نگهداري شدند6گراد به مدت  درجه سانتي-80
 پرده آمنيون كرايوپرزرو شده در دماي ،براي استفاده مجدد

اتاق ذوب شد و چندين بار با بافر فسفات سالين شستشو 
  .گرديد

 ايآمنيون و تهيه نمونه ه ليوفليزاسيونبراي   
 = Lyophilized Amniotic Membrane( ليوفليزه

LAM( ،دقيقه در 30 به مدت تازه تهيه شده پرده آمنيون 
-pre(  درجه سانتي گراد پيش فريز-20فريزر با دماي 

freeze( شد و سپس توسط دستگاه فريز دراير 
)ModulyoD, Thermo Electron Corporation, USA( 

 ليوفليزه پرده آمنيون ، مجددقبل از مصرف.  گرديدليوفليزه

  . دقيقه در بافر فسفات سالين قرار گرفت30به مدت 
  هيستولوژي

قطعات  ،هاشناسي نمونهمنظور بررسي بافتبه  
 24همه گروه ها به مدت از كوچكي از پرده آمنيون 

پس از انجام . فيكس شددرصد  10ساعت در فرمالين 
ايي با ضخامت برش ه، و تهيه بلوك پارافينمراحل رايج 

. وسيله ميكروتوم تهيه شده بنمونه ها  ميكرومتر از 4

 )H&E(ائوزين - آميزي هماتوكسيليننمونه ها پس از رنگ
  .مطالعه شدند

  ميكروسكوپ الكتروني
براي مطالعه سطوح نمونه ها از ميكروسكوپ   

نمونه ها با استفاده از .  استفاده شدSEMالكتروني 
به مدت يك شبانه روز در درصد  5/2گلوتارآلدئيد 

 سپس . شدند فيكس گراد درجه سانتي4 در دماي ،يخچال
 محلول با  در مجاورت ساعت2در دماي اتاق و به مدت 

قرار  Osmium tetraoxide (Sigma-Aldrich)از  درصد  1
هاي صعودي آبگيري نمونه ها توسط سري الكل. گرفتند

 ودرصد  95،  درصد75،  درصد50،  درصد25ترتيب به
پس از . شد دقيقه انجام 10، هر كدام به مدت  درصد100

رگيري  و قراcritical point dryerخشك كردن با دستگاه 
يك لايه با ها ، سطح نمونهها در محفظه مربوطهنمونه

 با استفاده ازها نمونهنازك طلا پوشانده شد و در نهايت 
 ,SEM (JSM-5600; JEOL, Tokyoميكروسكوپ 

Japan)بررسي شدند .  
  اندازه گيري ضخامت 

- گيري ضخامت پرده آمنيون با روش بافتاندازه  

هاي ها مانند آزموننمونه. شناسي صورت گرفت
پس از تهيه بلوك پارافيني . ميكروسكوپ نوري تهيه شدند
ائوزين، -آميزي هماتوكسيلين و برش با ميكروتوم و رنگ

افت در ضخامت ب. ضخامت پرده آمنيون بررسي گرديد
مقطع عرضي با استفاده از ميكروسكوپ كاليبره شده با 

 (Zeiss, Jena, Germany; Axioskop 2)دوربين ديجيتال 
 قابل تكرارداده هاي دست آوردن  هبراي ب. مشخص گرديد

يك نمونه اندازه  مقطع مختلف در 5از ضخامت بافت، از 
 آنها به عنوان  ضخامت صورت گرفت و ميانگينگيري

  . گرفته شد بافت در نظرضخامت
  آزمون هاي مكانيكي

 براي آزمون هاي مكانيكي، نمونه هايي با ابعاد   
شد و از هر دو انتها به گيره هاي   ميلي متر تهيه50× 20

، )uniaxial test machine(  كشش يك جهتهدستگاه
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براي .  و آزمون هاي مكانيكي انجام گرديدهمتصل شد
 در يك انتهاي ،)suture retention(آزمون تحمل بخيه 

زن و سو) 5- 0( با شماره Nylon با نخ اي بخيه،نمونه
 ميلي متر از لبه بافت، 2 با فاصله )non-cutting(غيربرشي 
يكي از گيره هاي دستگاه آزمون مكانيكي به  .زده شد

 انتهاي به  مستقيماًبخيه و گيره ديگر دستگاهانتهاي نخ 
نجام همه تست هاي در طول ا. متصل شدبافت سالم 

مرطوب مكانيكي پرده آمنيون توسط بافر فسفات سالين 
 تحت كشش عمودي با نمونه ها. نگه داشته مي شد

 ميلي متر در دقيقه قرار گرفتند و نيروي كشش 10سرعت 
نمونه ها تا .  اندازه گيري شدN load cell 50توسط 

-ه براي ب. تحت كشش قرار مي گرفتندلحظه پاره شدن
 نمونه مستقل از 5هاي ارزشمند آماري، آوردن دادهدست 

همه گروه ها تهيه شد و آزمون هاي مكانيكي انجام 
  .گرديد

  آناليز آماري
دست هب SEM±Mean كمي به شكل هايهمه داده  

با طرفه   يك ANOVA آناليز آماري با روش  وآمد
Tukey post-testافزار   از نرم. انجام گرفتgraphpad 

prism version 3.02  براي تحليل هاي آماري استفاده 
  . بررسي گرديد>01/0P و >05/0Pدر دو سطح نتايج . شد
  

  هايافته
  مشاهدات ماكروسكوپي

اكروسكوپي تفاوت مشخصي در بررسي هاي م  
 با )CAM( پرده آمنيون  شدههاي كرايوپرزرو بين نمونه

 1شكل  (نشد ديده )FAM(هاي تازه تهيه شده  نمونه
راحتي و   به توان را ميFAM و CAMهاي  نمونه). الف

 ،)LAM( ليوفليزهپرده آمنيون . بخيه زدبدون آسيب بافتي 
با اينكه حمل و   داشت بسيار شكننده و ظريفيساختار

زدن به شدت  و نقل اين نوع راحت است اما در برابر بخيه
نتايج همچنين نشان داد كه ).  ب1شكل  (بودآسيب پذير 

بيش از ده برابر وزن خود مي تواند  ،ليوفليزهيون پرده آمن
 ،)هيدراتاسيون(آب جذب كند  و پس از جذب آب 

پرده آمنيون كرايوپرزرو :  و ج(LAM)پرده آمنيون ليوفليزه شده :  آن؛ ب به همراه جفت و ضمائم(FAM)پرده آمنيون تازه تهيه شده : الف) 1 -شكل
  .PBS پس از شستشو در (CAM)شده 

 
در پرده آمنيون تازه تهيه شده )  ائوزين؛ الف-آميزي با هماتوكسيلين تصاوير ميكروسكوپ نوري از انواع مختلف پرده آمنيون پس از رنگ) 2 -شكل

(FAM) 5در پرده آمنيون كرايوپرزرو شده ) تليوم، غشاء پايه، لايه متراكم، لايه فيبروبلاستي و لايه اسفنجي قابل رؤيت مي باشد؛ ب  لايه شامل لايه اپي
(CAM)هاي   لايه ديگر مشابه نمونه4تليال مكعبي شكل به همراه  هاي اپي  نيز سلولFAMدر پرده آمنيون ليوفليز شده )  ديده مي شوند؛ ج(LAM) 

خط (ها حفرات واكوئلي ديده مي شود  شوند، غشاء پايه ساختار خود را حفظ كرده است اما در ساير لايه تليالي در برخي از مناطق ديده نمي يهاي اپ سلول
 ).ميكرومتر50: ميكرومتر؛ ج 100: الف و ب:مقياس
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دست آورد و در اين  هپذيري خود را دوباره ب انعطاف
 CAM و FAMهمانند زدن رفتاري  در برابر بخيهشرايط 

  ). ج1شكل ( نشان دهد را از خود
  ميكروسكوپ نوري

هاي در نمونهزين ائو- آميزي هماتوكسيلينرنگ  
 پرده ،كه داد  نشان )FAM(پرده آمنيون تازه تهيه شده 

  لايه تشكيل شده است5آمنيون در حالت طبيعي از 
 مكعبي سلول هايتليوم كه در آن  لايه اپي).  الف2شكل (

غشاء لايه روي با پيوستگي كامل، تليال آمنيون   اپيشكل
 متراكم  لايه در زير غشاء پايه،.پايه قرار دارند

)compact layer( قرار اي رتيكولار   ساختار شبكهبا
 fibroblastic(لايه زيرين آن لايه فيبروبلاستي و دارد 

layer(سلول هاي فيبروبلاستي در درون  است كه در آن 
قرار  كم،ا نسبت به لايه مترشبكه رتيكولار با تراكم كمتر

 لايهترين   داخلي)spongy layer( لايه اسفنجي .دارند
. ديده مي شود FAM در مقاطع بافت شناسي است كه

 ، نشان داد كهCAMبررسي هاي ميكروسكوپي بر روي 
 در بافت هايي كه دقيقاً لايه اي فوق 5ساختمان 

 ). ب2شكل (اند نيز حفظ شده است  كرايوپرزرو شده
 ساختار LAMنمونه هاي در نتايج همچنين نشان داد كه 
تليوم   اما سلول هاي اپي،ه استغشاء پايه كاملا حفظ شد

لايه . شوندبا تعداد بسيار كم در برخي از مناطق ديده مي
 پيدا كرده و  حفره حفرهنماييمتراكم و لايه فيبروبلاستي 

 2شكل  (. نيز از بين رفته استها اي اين لايه نظم شبكه
  ).ج

 CAMهاي  بر روي نمونه،آميزي تريپان بلورنگ  
تليال زنده پس از  هاي اپي سلولدرصد  ،نشان داد كه

است در حالي كه در درصد  50كمتر از كرايوپرزرويشن 
تليال  هاي اپي سلولدرصد  90بيش از  FAMهاي نمونه

گليسرول به عنوان ماده با اينكه . شتندقدرت حيات دا
 در  استفاده شده بود امامحافظ انجماد در كرايوپرزرويشن

 آسيب هاي زرو شده،وپريمورد از نمونه هاي كرادو 
و تاخوردگي قسمت هايي از سلولي ناشي از چروكيدگي 

  . وجود داشتبافت در طول كرايوپرزرويشن
  ميكروسكوپ الكتروني

ارزيابي به توان  ميتوسط ميكروسكوپ الكتروني   
هاي  اثرات روش پرداخت وفراساختاري پرده آمنيون

 اين  بر روي كيفيت مورفولوژيكي مختلف رانگهداري
هاي   سلولFAM از SEMتصاوير در . پرده بررسي نمود

نامنظم ضلعي موزائيكي شش به شكل يك ساختار اپيتليال 
مرزهاي بين شيارها و  و)  الف3شكل  (مي شدندديده 
 چنين ساختار .قابل مشاهده بودها به وضوح  سلولاين 

يكنواختي در همه نقاط ديده مي شد و آسيب هاي 
 FAMسه تهيه پرده آمنيون به شكل احتمالي ناشي از پرو

بررسي هاي . مزبور ديده نشددر هيچ يك از نمونه هاي 
ميكروسكوپ الكتروني نمونه هاي كرايوپرزرو شده نشان 

مانند در نمونه هاي ضلعي داد ساختمان موزائيكي شش 
CAMاما كرايوپرزرويشن ،ح ديده مي شودووض  نيز به 

 هاي سلول به سلول دگاه در پيون راهايي آسيبپرده آمنيون 
)cell-cell junction(  به همراه دارد  بافتبرخي از نقاط 
 اپيتليالهاي   سلولLAMهاي  در نمونه ).جب و  3شكل (

اين محتويات حاصل از تخريب  اما ،شدند نميديده 
 همچنين .) د3شكل  (شد مشاهده مي ها سلول

كه هايي  در محل ،كه هاي بالاتر نشان داد بزرگنمايي
، فيبرهاي ماتريكس بودندها از بستر كنده شده  سلول

 بودندطبيعي خود را حفظ كرده خارج سلولي آرايش 
  ). ه 3شكل (

   مكانيكي استحكاموضخامت 
اندازه گيري ضخامت و مقاومت كششي بر روي   

نمونه هايي كه با روشهاي مختلف نگهداري شده بودند، 
 و FAMه هاي ضخامت پرده آمنيون در نمون. انجام شد

CAMداري بيشتر از نمونه هاي   به شكل معنيLAM بود، 
هاي   در ضخامت نمونهداري  معنيكه تفاوت درحالي

FAM با CAMدر آزمون . )الف 4 - شكل (شد  ديده نمي
از يك قطعه مستطيل شكل ، )uniaxial(  تك جهتهكشش

تا زمان پاره شدن تحت كشش يكنواخت قرار پرده آمنيون 
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هاي  افزايش طول نمونهآزمون شامل اين غيرهاي مت. گرفت
 )تنش ( نيروي وارد شدهو ميزان) كرنش(تحت كشش 

)F( در طول انجام   پرده آمنيون،نتايج نشان داد كه. بود
كه   غيرخطي نشان مي دهديفتاركرنش، ر-آزمون تنش

  
هاي   سلول(FAM)در پرده آمنيون تازه تهيه شده )  الف از سطوح انواع مختلف پرده آمنيون؛SEMتصاوير ميكروسكوپ الكتروني ) 3 -شكل
هاي  در نمونه) ها قابل رؤيت مي باشد؛ ب اند و نماي موزائيكي شش وجهي اين سلول تليالي آمنيون به شكل منظمي در كنار هم قرار گرفته اپي

، در برخي از نقاط CAMهاي  هاي بيشتر از نمونه اييدر بزرگنم) ها حفظ شده است؛ ج  تقريبا ساختمان موزائيكي سلول(CAM)كرايوپرزرو شده 
تليالي از بين  هاي اپي  سلول(LAM)هاي ليوفليزه  در نمونه) شود؛ د  ديده مي(cell-cell junctions)ها  هايي در ساختارهاي بين سلول تليوم، آسيب اپي
دهد كه فيبرهايي با آرايش نامنظم كه  هاي ليوفليزه نشان مي ر از نمونهبزرگنمايي بالات) ها در سطح ديده مي شود؛ ه اند و محتويات تخريب آن رفته

  .اند در سطح نمونه قابل رؤيت مي باشد ها از بين رفته تشكيل دهنده غشاء پايه هستند در برخي از نقاطي كه سلول

  
 و ليوفليزه (CAM)هاي كرايوپرزرو شده  مونه با ن(FAM)هاي مكانيكي پرده آمنيون تازه تهيه شده  مقايسه نتايج حاصل از آزمون) 4 -شكل

(LAM)بيشينه نيروي اعمال شده ) ضخامت پرده آمنيون؛ ب) ؛ الف(Fmax)ميزان ازدياد طول در نقطه )  مورد نياز براي پاره شدن پرده آمنيون؛ ج
). نشان داده شده اند mean ± SEMداده ها به صورت . مقدار نيروي لازم براي پاره شدن بخيه) پارگي پرده آمنيون؛ د P<0.05 , P<0.01). 
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  بنابراين،نبودپذير  يانگ امكان محاسبه مدولدر نتيجه 
 . غيرخطي آناليز شددر منطقه آمنيون رفتار مكانيكي پرده

 4 -شكل( نشان داده شده است 4  شكلطور كه در همان
بيشينه نيروي اعمال مقدار  كه بيانگر ،Fmax، مقدار )ب

هاي   نمونه در، مي باشد در طول آزمونشده بر بافت
FAMهاي  داري بيشتر از نمونه  به طور معنيCAM و 
LAM01/0(باشد   ميP<( .زان اگرچه ميFmax  در
ولي اختلاف ،  استCAM كمتر از LAMهاي  نمونه
 ديده اين دو گروهبين داري در مقدار نيروي بيشينه  معني
 elongation(ميزان ازدياد طول در نقطه پارگي  .شود نمي

at break(هاي  ، نيز در نمونهFAMهاي   بيشتر از نمونه
CAM و LAM05/0(  استP<(، اختلافي بين  ولي
 .) ج4 - شكل( وجود ندارد هاي نگهداري شده نمونه

همچنين نتايج حاصل از آزمون تحمل بخيه نيز نشان داد 
و داري بين پرده آمنيون تازه تهيه شده اكه تفاوت معن

    ). د4 -شكل(وجود ندارد هاي نگهداري شده آن  نمونه
  

  بحث
ال استفاده يعنوان يك بيومتر پرده آمنيون انساني به  

از كاربردهاي آمنيون  .)5(دسي بافت دارد وسيعي در مهن
در پزشكي مي توان به استفاده از آن در سوختگي هاي 

 يهاي چشمي بيمار و)13(، ترميم زخم ها )12(پوستي 
روز اين كاربردها در حال  روزبهاشاره كرد كه  )14(

رغم امكان ي عل).16,15(پيشرفت و توسعه مي باشد 
 بافت هاي عنوان جايگزين ه ب تازهپرده آمنيوناستفاده از 

خصوصيات مكانيكي لازم است اين پرده همواره  ،مختلف
 از خود نشان  راهامناسب و كافي براي اين كاربردو بافتي 

توجه به پتانسيل هاي بالقوه و بالفعل با   از طرفي،.دهد
پرده آمنيون در مصارف كلينيكي و غيره، ضروري است 

قع مصرف آن در شرايط كه بتوان پرده آمينون را تا مو
 اين مطالعه ارزيابي  در اصليهدف. مناسبي نگهداري كرد

ساختمان بافتي و خواص مكانيكي پرده آمنيون پس از 
در اين مطالعه  .بودنگهداري آن با روش هاي مختلف 

مكانيكي پرده آمنيون فيزيكي و  بافتي و خواص ارساخت
 و يشنرودست آمده از جفت، كه با روش هاي كرايوپرز هب

 نگهداري شده بود با نمونه )ليوفليزاسيون(انجماد خشك 
  . مقايسه شدآن   تازه تهيه شدههاي

مشاهدات ماكروسكوپي نشان داد كه نمونه هاي   
تري نسبت به نمونه  تر و شكننده  ساختار نازكليوفليزه

يكي از . هاي تازه تهيه شده و كرايوپرزرو شده دارد
مهمترين مشخصه هايي كه از بيومتريال هاي استفاده شده 

 در برابر هاآنمقاومت  ،در مهندسي بافت انتظار مي رود
 پس از LAM  نمونه هاي).17(بخيه زدن مي باشد 

زدن  آبگيري مجدد خواص انعطاف پذيري و تحمل بخيه
اين مسئله با نتايج تست تحمل بخيه . يافتندخود را باز 

هاي  داري بين نمونه كه اختلاف معني طوري ه ب،يد شدأيت
CAM و LAMحال هر  بااين.  در اين تست مشاهده نشد

 ليوفليزاسيوندو روش نگهداري كرايوپرزرويشن و 
 در مقايسه با  رازدن پرده آمنيون در برابر بخيهمقاومت 

FAMكه در  طوري همانهرحال،  به. دادند  كاهش مي
از  (محل بخيه ،ه استمطالعه هاپكينسون نشان داده شد
، ضخامت بخيه و يا )نظر فاصله بخيه از انتهاي بافت

  در برابربافتمقاومت  آن مي تواند و نوع سوزن شماره
بنابراين ضروري است كه ). 18( تغيير دهد زدن را بخيه

 بيشتري در اين زمينه با توجه به تست هاي اختصاصي
  . انجام گيردثيرگذاري كه اشاره شد،أعوامل ت
 ،طوركلي استفاده از پرده آمنيون در دو شكل به  

پرده آمنيون بدون (تليوم  شامل پرده آمنيون حاوي اپي
و پرده آمنيون فاقد ) تليال هاي اپي جداسازي سلول

 2008 هاپكينسون و همكاران در سال .تليوم رايج است اپي
روش هاي مختلفي  ،2006و ويلشاو و همكاران در سال 

 اند كار گرفته هبتليال  هاي اپي لولبراي جداسازي س
كه كدام شكل از پرده  اينگيري براي  تصميم). 19و18(

 براي مصارف) تليوم  فاقد اپيياتليوم  حاوي اپي(آمنيون 
 كاربرد  به، بستگي مهندسي بافت مناسب استكلينيكي و
 در مطالعه ائوزين- آميزي هماتوكسيلين رنگ. آن دارد
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 پرده آمنيون ، نشان داد كهFAM از ساختار طبيعي حاضر
تليوم آمنيون، غشاء پايه، لايه متراكم، لايه  شامل اپي

برخي از نقاط در فيبروبلاستي و لايه اسفنجي است كه 
هاي  در نمونه.  لايه اسفنجي وجود ندارد،پرده آمنيون

LAMرفته بود و   پرده آمنيون ازبين،تليال هاي اپي  سلول
با توجه . يه عاري از سلول بودبرخي از نقاط غشاء پادر 

يك از روش هاي نگهداري   هر،دست آمده ه ببه نتايج
 تغييرات مورفولوژيكي و ،استفاده شده در اين مطالعه

 با بنابراين. كند فراساختاري در پرده آمنيون ايجاد مي
  رامي توان نحوه نگهداري آمنيونتوجه به نوع كاربري 

لي و همكاران در مطالعات به عنوان مثال در . انتخاب كرد
 نشان داده شده بود كه غشاء پايه پرده آمنيون 2009سال 

  كلاژن هاي مانند، ماتريكس خارج سلولييحاوي اجزا
، لامينين، فيبرونكتين و پرلكان مي باشد IV و I ،IIIتيپ 

هاي مختلف  كه مي تواند چسبندگي و پروليفراسيون سلول
هاي  ايد استفاده از نمونهبنابراين ش .)20( را القاء كند

LAMهاي ديگر بر روي پرده آمنيون   براي كشت سلول
از اين مطالعه  زيرا نتايج حاصل ،ارجحيت داشته باشد

 ليوفليز شده، غشاء پايهپرده آمنيون در  ،كهدهد  نشان مي
هاي كشت داده شده قرار  سلول تماس آمنيون با در سطح

  .خواهد گرفت
رسي ها نشان داد كه ضخامت نتايج برآن، بر علاوه  

 با داري هاي مختلف با اختلاف معني پرده آمنيون در گروه
ترين و نمونه  ضخيم، CAMهاي  نمونه.  متفاوت استهم

براي توضيح .  ضخامت را داشتندترين  نازك،LAMهاي 
 به دليل LAMهاي   نمونه،توان گفت كه اين نتايج مي

 و شوند مي نازك ليوفليزاسيونحذف آب در روند 
 به دليل جذب ماده ،CAMهاي  ضخامت بالاي نمونه

 متعاقب آنكه   استگليسرول در روند كرايوپرزرويشن
وارد مي  به داخل بافت ي آب بيشتر،به دليل پديده اسمز

  ). 7 (شود
هاي بيومكانيكي نشان  آناليز نتايج حاصل از تست  

ر  دتا لحظه پاره شدن، طول  ميزان ازديادو Fmax كه داد

هايي كه نگهداري  با نمونهدر مقايسه  FAMهاي  نمونه
بطور كلي . داري متفاوت است  معنيشده بودند به شكل

 در نمونه هاي نگهداري شده با هر دو روش
 مقاومت مكانيكي پرده ليوفليزاسيونكرايوپرزرويشن و 

كاهش خواص مكانيكي در . آمنيون كاهش مي يابد
 شدن و واكوئلهبه توان هاي نگهداري شده را مي  نمونه

 كه با اعمال  بافتماتريكس خارج سلولي آسيب هاي
البته توجه .  نگهداري ايجاد مي شود، نسبت دادهاي روش

 تغييراتي كه در ضخامت ،به اين نكته ضروري است كه
 در تليال هاي اپي بين رفتن سلول  از،بافت ايجاد مي شود

ه در هاي زند و حتي ميزان سلول LAMهاي  نمونه
تواند در كاهش  نيز مياند  هايي كه كرايوپرزرو شده بافت

   .ثيرگذار باشدأخواص مكانيكي ت
 دو روش رايج ليوفليزاسيونكرايوپرزرويشن و   

 اي  هر كدام به شيوهبراي نگهداري پرده آمنيون هستند كه
مي توانند ساختمان بافتي و خواص فيزيكي و مكانيكي 

از كمتر بودن  به غيركه  طوري  به؛پرده آمنيون را تغيير دهند
كرايوپرزرو هاي   از نمونههاي ليوفيليزه نمونهضخامت 

 تفاوت ديگري از نظر خواص فيزيكي و مكانيكي شده،
هاي  كه نمونه بين دو نوع نگهداري ديده نشد، درحالي

شامل از بين رفتن لايه (شناسي  بافت از نظر ليوفيليزه
يه متراكم و لايه تليال و حفره حفره شدن لا اپي

 با )ها  اين لايهاي فيبروبلاستي و از بين رفتن نظم شبكه
با توجه به اين . ند تفاوت داشتكرايوپرزرو شدههاي  پرده

را براي استفاده از مناسب  مي توان روش نگهداري ،مسئله
 انتخاب  مورد نيازكاربري خاصبر حسب پرده آمنيون 

 از پرده آمنيون در براي استفادههنوز حال   بااين.كرد
 . مهندسي بافت، مطالعات بيشتري لازم به نظر مي رسد

  
 تقدير و تشكر

وسيله از پرسنل محترم اتاق عمل بدين  
خصوص سركار  هاالله طالقاني ب هاي عرفان و آيت بيمارستان

خانم دكتر نيرومنش و  سركار خانم يوسفي كمال قدرداني 



 نيك نژاد و همكاران
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ا حمايت مالي مركز اين مطالعه ب. عمل مي آيد هو تشكر ب
تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكي و مهندسي بافت دانشگاه 

 اين مقاله برگرفته .علوم پزشكي شهيد بهشتي انجام گرديد
  . مي باشدكارشناسي ارشداز پايان نامه 

  
References 
1. Ganatra MA. Amniotic membrane in surgery. J Pak Med Assoc. 2003; 53(1):29-32. 
2. Gomes JA, Romano A, Santos MS, Dua HS. Amniotic membrane use in ophthalmology. Curr Opin 

Ophthalmol. 2005; 16(4):233-40. 
3. Dua HS, Gomes JA,King AJ, Maharajan VS. The Amniotic membrane use in ophthalmology.Surv 

Ophthalmol. 2004;49(1):51-77. 
4. Hao Y, Ma DH, Hwang DG, Kim WS, Zhang F. Identification of antiangiogenic and antiinflammatory 

proteins in human amniotic membrane. Cornea. 2000; 19(3):348-52. 
5. Niknejad H, Peirovi H, Jorjani M, Ahmadiani A , Ghanavi J,Seifalian AM. Properties of the amniotic 

membrane for potential use in tissue engineering. Eur Cell Mater. 2008; 15:88-99. 
6. Nakamura T, Sekiyama E, Takaoka M, Bentley AJ, Yokoi N, Fullwood NJ, Kinoshita S. The use of 

trehalose-treated freeze-dried amniotic membrane for ocular surface reconstruction. Biomaterials. 2008; 
29(27):3729-37. 

7. von Versen-Hoeynck F, Steinfeld AP,Becker J, Hermel M, Rath W, Hesselbarth U. Sterilization and 
preservation influence the biophysical properties of human amnion grafts. Biologicals. 2008; 36(4):248-55. 

8. Ahn JI, Jang IK, Lee DH, Seo YK, Yoon HH, Shin YH, Kim JC, Song KY, Lee HG, Yang EK, et al. A 
comparison of lyophilized amniotic membrane with cryopreserved amniotic membrane for the reconstruction 
of rabbit corneal epithelium, Biotechnol Bioproc E. 2005; 10(3):262-9. 

9. Rodríguez-Ares MT, López-Valladares MJ,  Touriño R, Vieites B, Gude F, Silva MT, Couceiro J. Effects of 
lyophilization on human amniotic membrane. Acta Ophthalmol. 2009; 87(4):396-403. 

10. Simonds RJ, Holmberg SD, Hurwitz RL, Coleman TR, Bottenfield S, Conley LJ, Kohlenberg SH, Castro KJ, 
Dahan BA, Schable CA. Transmission of human immunodeficiency virus type 1 from a seronegative organ 
and tissue donor. N Engl J Med. 1992; 326:726-32. 

11. Nakamura T, Yoshitani M, Rigby H, Fullwood NJ, Ito W, Inatomi T, Sotozono CH, Nakamura T, Shimizu 
Y, Kinoshita SH. Sterilized, freeze-dried amniotic membrane: a useful substrate for ocular surface 
reconstruction. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2004; 45(1):93-9. 

12. Rao TV, Chandrasekharam V. Use of dry human and bovine amnion as a biological dressing. Arch Surg. 
1981; 116(7):891–6. 

13. Tosi GM, Massaro-Giordano M, Caporossi A, Toti P. Amniotic membrane transplantation in ocular surface 
disorders. J Cell   Physiol. 2005; 202(3):849–51. 

14. Uludag M, Citgez B, Ozkaya O, Yetkin G, Ozcan O, Polat N, Isgor A. Effects of the amniotic membrane on 
healing of  normal and high-risk colonic anastomoses inrats. Int J Colorectal Dis.2009; 24(7):809-17. 

15. Koziak A, Salagierski M, Marcheluk A, Szcześniewski R, Sosnowski M. Early experience in reconstruction 
of long ureteral strictures with allogenic amniotic membrane, Int J Urol. 2007; 14(7):607-10. 

16. Iijima K, Igawa Y, Imamura T, Moriizumi T, Nikaido T, Konishi I, Nishizawa O. Transplantation of 
preserved human amniotic membrane for bladder augmentation in rats. Tissue Eng. 2007; 13(3):513-24. 

17. Konig G,  McAllister TN,  Dusserre N,  Garrido SA,  Iyican C,  Marini A, Fiorillo A, Avila H, 
Wystrychowski W, Zagalski K,  Maruszewski M,  Jones AL,  Cierpka L,  de la Fuente LM ,L'Heureux N . 
Mechanical properties of completely autologous human tissue engineered blood vessels compared to human 
saphenous vein and mammary artery, Biomaterials. 2009; 30(8):1542-50. 

18.  Hopkinson A , Shanmuganathan VA ,  Gray T,  Yeung AM ,  Lowe J ,  James DK,  Dua HS. Optimization 
of amniotic membrane (AM) denuding for tissue engineering. Tissue Eng Part C Methods. 2008; 14(4):371-
81. 

19.  Wilshaw SP , Kearney JN , Fisher J , Ingham E. Production of an acellular amniotic membrane matrix for 
use in tissue engineering. Tissue Eng. 2006; 12(8):2117-29. 

20.  Lee EJ , Vunjak-Novakovic G, Wang Y ,  Niklason LE. A biocompatible endothelial cell delivery system for 
in vitro tissue engineering. Cell Transplant.2009; 18(7):731-43. 

 



Quarterly Journal of Sabzevar University of Medical Sciences, Volume 20, Number 3, Autumn 2013 

 1392پاييز/3شماره /20دوره                                                                                                         مجله دانشگاه علوم پزشكي سبزوار         258

The effect of cryopreservation and lyophilization on 
histological and mechanical properties of human amniotic 
membrane 
 
Hassan Niknejad., PhD  
Nanomedicine and Tissue Engineering Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 
 
Ghasem Yazdanpanah., MD  
Nanomedicine and Tissue Engineering Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 
 
Fatemeh  A. Tehrani., MSc  
Nanomedicine and Tissue Engineering Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 
 
Ghodsieh Paeini-Vayghan., MSc  
Nanomedicine and Tissue Engineering Research Center, Shahid Beheshti University of Medical Sciences, Tehran, Iran. 
 

Received:01/09/2011, Revised:10/11/2011, Accepted:13/02/2012   

Abstract 
Introduction & Objective: The amniotic membrane (AM) has 
distinctive characteristics and potentials that make it a proper 
biomaterial for tissue engineering. There are varieties of methods 
for preserving the AM. In this study, the AM was preserved using 
different methods. The effect of preservation on tissue 
composition and physical and mechanical properties was 
compared between preserved and fresh samples of the AM. 
Materials & Methods: The human AM was preserved after being 
detached from the placenta. It was preserved using either 
cryopreservation methods (in temperature of -80 ºC, for 6 
months) or lyophilization. The preserved AM was histologically 
assessed using light and electronic microscopy. Mechanical 
tolerance of the preserved AM was also measured using uniaxial 
tension test, suture retention test and thickness calculation.   
Results: This study showed that the value of Fmax and 
elongation at break in the cryopreserved and lyophilaized AM 
was smaller than the same value in the fresh AM samples. All of 
the samples had same tolerance in suture retention test, although 
lyophilaized samples of the AM were thinner than other types of 
the samples. Tissue composition (histological properties) 
regarding epithelial cells and tissue layers of the AM were not the 
same in different samples.    
Conclusion: Cryopreservation and lyophilization as two 
preservation methods of the AM, can affect the tissue 
composition and physical and mechanical features of the AM. 
Thus the preservation method for the AM can be chosen 
regarding the final usage of the AM as a biomaterial. 
Keywords: amnion, preservation, histological structure, 
mechanical properties. 
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