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Abstract 

Aim: Recently, the use of decellularized tissue as a natural scaffold has been considered in tissue 

engineering. The purpose of this study was to prepare a natural scaffold by decellularization of sciatic 

nerve and investigate the viability of seeded rat bone marrow Mesenchymal stem cells on that. 

Material and Methods: In this experimental study, the rat sciatic nerve was decellularized using three 

detergents namely Triton X-100, Sodium dodecyl sulfate and sodium desoxy cholate, then rat bone 

marrow mesenchymal stem cells were seeded on the scaffold by centrifugation method in DMEM 

medium (Dulbecco Modified Eagle Medium) containing 15% FBS (Fetal Bovine Serum). The 

viability of cells was evaluated using MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-

bromide) test on days 1, 5, 10, 15 and 20. The morphology of the decellulized sciatic nerve and the 

cells seeded on that were studied using hematoxilin and eosin (H&E) and acridin orange. The data was 

analyzed using one-way ANOVA and Tukey test and the means difference was considered significant 

at P<0.05.  

Results: Histological studies showed complete removal of the cells from detergent-treated sciatic 

nerve. The number of viable cells on the scaffold showed a significant increase (P<0.05) 20 days after 

seeding compared to day 1 and 5, however, the number of viable cells did not increase significantly 

during days 10, 15 and 20.  

Conclusion: The results of this study showed that the prepared scaffold provided a suitable 

environment for the seeding, growth and proliferation of rat bone marrow mesenchymal stem cells. 

Keywords: Decellularized matrix, Scaffold, Mesenchymal Stem Cell, Sciatic Nerve  

 

 



 1389، پاييز 1، شماره 1جلد مجله علمي پژوهشي سلول و بافت،                                                                                                                          44

  مجله علمي پژوهشي سلول و بافت              مقاله پژوهشي                                                                                                               
43- 52، 1389، پاييز 1، شماره 1جلد         

  

  هاي بنيادي مزانشيم  زيستي سلول ساخت داربست طبيعي از عصب سياتيك و ارزيابي توانايي
  مغز استخوان موش صحرايي كاشته شده بر روي آن 

  
  ، Ph.D.1 ، ملك سليماني مهرنجانيPh.D.1 آبادي ، مجيد مهديه نجف*Ph.D.1 محمد حسين آبنوسي

  M.Sc2 .، فخرالسادات صفرآباديPh.D 1.حميد رضامومني

  

  38156-8-8349اسي، كد پستي دانشگاه اراك، دانشكده علوم، گروه زيست شن  -1

   ، گروه زيست شناسيدانشكده علومدانش آموخته كارشناسي ارشد زيست شناسي تكويني، دانشگاه اراك،   -2

  m-abnosi@araku.ac.ir: پست الكترونيك نويسنده مسئول* 

  23/1/1390: تاريخ پذيرش                               1389/ 2/11: تاريخ دريافت
 

  چكيده

هدف تهيـه  . اخيرا استفاده از بافت بدون سلول به عنوان داربست طبيعي در مهندسي بافت مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته است :هدف
سـتخوان مـوش صـحرايي كاشـته     هاي بنيادي مزانشيم مغـز ا  داربست طبيعي از عصب سياتيك بدون سلول و ارزيابي توانايي زيستي سلول

  . شده برروي آن بود

، سديم دودسيل سولفات و سـديم دزوكسـي   X-100هاي عصب سياتيك با استفاده از تريتون در اين مطالعه تجربي سلول :ها مواد و روش
 DMEM  )Dulbecco Modifiedهاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان در محـيط كشـت    سلول. كولات حذف و داربست طبيعي تهيه شد

Eagle Medium(  15حاوي %FBS )Fetal Bovine Serum (هـا   توانايي زيستي سـلول . با روش سانتريفيوژ بر روي داربست كاشته شد
) MTT )3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-bromideروز پس از كاشت با آزمـون   20و  15، 10، 5، 1در 

ائوزين و آكريـدين  -هاي مزانشيم كاشته شده بر روي آن توسط رنگ آميزي هاي هماتوكسيلين ي داربست و سلولمورفولوژ. ارزيابي گرديد
  .بررسي شد P<0.05در سطح  Tukeyها با روش آناليز واريانس يك طرفه و تست داده. اورنج بررسي شد

هاي زنـده بـر    تعداد سلول. هاي فوق را نشان داد دترجنتها از عصب سياتيك تيمار شده با  شناسي حذف كامل سلول مطالعات بافت :نتايج
را نشان داد اما افزايش معنـي داري بـين تعـداد    ) P<0.05(داري افزايش معني 5و  1روز بعد از كاشت نسبت به روزهاي  20روي داربست 

  ).P>0.05(مشاهده نشد  20و  15، 10ها بر روي داربست طي روزهاي  سلول

ان داد كه داربست طبيعي تهيه شده از عصب سياتيك فاقد سلول داراي شرايط لازم بـراي كاشـت، رشـد و تكثيـر     نتايج نش: نتيجه گيري
  .باشد هاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان مي سلول

 ماتريكس فاقد سلول، داربست، سلول بنيادي مزانشيم، عصب سياتيك  :يواژگان كليد
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  مقدمه
صصي هسـتند كـه قـادر بـه     هاي غير تخهاي بنيادي سلولسلول

اي در تكامـل بـه انـواع    خود تكثيري بوده، توانايي قابل ملاحظـه 
مختلف سلول هاي بدن را داشته و به عنوان منبعي بـراي تـرميم   

بر اسـاس منشـا، دو   ). 2و1(باشند  هاي صدمه ديده بدن ميبافت
نوع سلول بنيادي جنيني و بالغ تشخيص داده شده است، سـلول  

هـاي بنيـادي بـالغ     شيمي مغز استخوان كه جز سلولبنيادي مزان
هاي مزانشيمي و غير مزانشيمي تمـايز   توانند به رده هستند و مي

وه بـر توانـايي خـود    هاي بنيـادي مزانشـيم عـلا    سلول). 2(يابند 
به سـهولت از مغـز اسـتخوان بـه دسـت آمـده و بـه         تكثيري بالا

چنـد   هـا  ايـن سـلول  . يابنـد  سرعت در محيط كشت گسترش مي
ظرفيتي هستند و تحت شرايط آزمايشگاهي خاص داراي قـدرت  

ــدين   ــه چن ــايز ب ــف  ردهتم ــلولي مختل ــت، س ــد استئوبلاس مانن
اخيـراً توانـايي تمـايز ايـن     . آديپوسيت و كندروسيت مـي باشـند  

هاي عصبي نظير نورون، آستروسيت، اليگوسسيت  ها به رده سلول
گـزارش  نيـز   in vivo و in vitroهاي شـوآن در محـيط    و سلول

  ).5و 4، 3(شده است 
ترميم ضايعات در سيستم عصبي محيطي يك چـالش بـزرگ در   

امروزه از گرافت عصـبي اتولـوگ بـراي    . آيد پزشكي به حساب مي
شـود كـه داربسـتي را بـراي تـرميم       حل اين مشكل استفاده مـي 

هـا بـه مقـدار     به هر حـال اتوگرافـت  . نمايد آكسون نيز فراهم مي
هـاي   روش ديگـر اسـتفاده از داربسـت   . ترس استمحدود در دس

هاي توخالي تهيه  طبيعي و يا مصنوعي است مثلا بكار گيري لوله
شده از مواد مصنوعي و يا مواد طبيعي نظير كـلاژن كـه محـيط    

آورد،  ن در فواصل كوتـاه فـراهم مـي   مناسبي را براي ترميم آكسو
ني موجـب  د نيز ترميم عصب را در فواصل طـولا رهر چند اين موا

لــذا امــروزه توجــه محققــان بــر اســتفاده از ). 7و 6(شــوند  نمــي
مشـكل اسـتفاده از ايـن    امـا  ). 8(ها متمركز شده است  افتآلوگر
  . ها رد پيوند توسط سيستم ايمني بدن است گرافت

هاي تهيه شده از عصب آلوژنيك بدون سـلول   بكار گيري داربست
دين محقق گزارش ايمني توسط چن  براي كاهش و يا حذف پاسخ

دهـد   اين فرايند پاسخ ايمني را كاهش مـي ). 10و  9(شده است 
زيرا اجزاء سلول كه منبع اصلي آنتي ژنـي در بافـت پيونـد شـده     

هاي بيولوژيـك فاقـد    اين بافت. شوند است در اين روش حذف مي
سلول به عنوان مـواد زيسـتي طبيعـي بـراي تـرميم بافـت قابـل        

هـاي مـاتريكس    اد مركـب از پـروتئين  اين مـو ). 9(استفاده است 
توانـد   خارج سلولي بوده كه در موجودات مختلف حفظ شده و مي

داربستي مناسب براي اتصال، مهاجرت و تكثير سلول فراهم آورد 

كشت مجدد سلول از خود فرد پيونـد گيرنـده بـر روي ايـن     ). 9(
از ايـن  . سـازد  داربست، مشكلات مربوط به رد پيوند را مرتفع مي

و هدف از انجام ايـن تحقيـق تهيـه داربسـت طبيعـي از عصـب       ر
هاي بنيادي مزانشـيم   سياتيك بدون سلول و سپس كاشت سلول

مغز استخوان موش صحرايي بر روي آن و ارزيابي قدرت زيسـتي  
-2در ادامـه سـلولهاي كاشـته شـده بـا      . و تكثير اين سلولها بود

لولهاي شبه نورون مركاپتواتانول به عنوان ماده تمايز دهنده به س
تيمار و مورفولوژي آنها در دو محيط كشت دو بعدي و سه بعدي 

  .  بررسي شد) داربست(
  

  ها مواد و روش
هـاي بنيـادي مزانشـيم مغـز      جداسازي و كشـت سـلول  

در اين مطالعـه پژوهشـي اسـتخوان     :استخوان موش صحرايي
پـس از بـي هوشـي بـا دي     ) رت(ران و ساق پاي موش صحرايي 

تر توسط جراحي جدا و تحت شرايط استريل مغز استخوان اتيل ا
) DMEM( ميلي ليتر محيط كشت تغيير يافتـه ايگـل    3توسط 

-ســيلين و پنــي) FBS(ســرم جنــين گــاوي  درصــد15حــاوي 
. ليتـري فلـش اوت شـد    ميلي 15استرپتومايسين در لوله فالكون 

دقيقـه سـانتريفوژ و    5به مدت  rpm 2500 لوله فالكون در دور 
سوب سلولي حاصل را با يك ميلي ليتر محيط كشت همـوژن و  ر

سـاعت،   24بعـد از  . ليتـري منتقـل گرديـد    ميلـي  25به فلاسك 
 Ca+2حاوي (هاي چسبيده به فلاسك با بافر فسفات مثبت  سلول

بــه . شســته و بــه آن محــيط كشــت تــازه اضــافه شــد)  Mg+2و 
در طي روز فرصت براي تكثير داده و  14-10هاي چسبيده  سلول

بعد از پـر شـدن   . اين مدت هر سه روز محيط كشت تعويض شد
ــا ترپســين كــف فلاســك كشــت ســلول اتــيلن دي آمــين -هــا ب

جدا و نيمي از آن در يـك  ) Trypsin-EDTA(تترااستيك اسيد 
فلاسك ديگر كشت داده شـد و ايـن كـار تـا پاسـاژ سـوم تكـرار        

  .گرديد
  

ــايز  ــه     تم ــتخوان رت ب ــز اس ــيم مغ ــلولهاي مزانش س
هاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان رت بعـد   سلول :استئوبلاست

از پاساژ سوم را در پليت شش خانه كشت و بعد از چسـبيدن بـه   
حـاوي تركيبـات    FBS  +DMEMكف ظرف بـا محـيط كشـت    

ــا(تمــايزي اســتئورژنيك  ــازون و -بت گليســرول فســفات، دگزامت
راد گ درجه سانتي 37روز در دماي  21به مدت ) آسكوربيك اسيد

بعــد از ايـن مــدت  . درصـد دي اكســيد كـربن قــرار گرفتنـد    5و 
رنگ آميزي ) براي استئوبلاست(ها توسط رنگ آلازارين رد  سلول
  . شدند
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حذف سلول از عصب سياتيك  :حذف سلول از عصب سياتيك
به طور خلاصه . انجام شد) 11(و همكاران  Sondellتوسط روش 

اي موش صحرايي به قطعات عصب سياتيك پس از جداسازي از پ
گرم سـديم   EDTA 5/0گرم  I )3/7ساعت در محلول  72مدت 
  ميلي ليتـر كلـرور سـديم    200ميلي ليتر گليسرول،  800آزيد، 

گـرم   25( IIها به محلول  سپس نمونه. قرار داده شد) درصد 9/0
ميلـي ليتـر    600گرم سديم آزيد و 26/0سديم دزوكسي كولات، 

عت منتقل شدند و مجددا به محلول سا 72براي زمان ) آب مقطر
I  هـا بـه    در مراحل بعدي نمونه. ساعت بازگردانده شدند 48براي

گرم سديم دو دسيل سولفات  III )10ساعت به محلول  48مدت 
)SDS (،52/0  ميلـي ليتـر آب مقطـر    1000گرم سديم آزيد و (

 X100ميلـي ليتـر تريتـون     IV )15وارد و پس از آن به محلول 
انتقـال داده  ) ميلي ليتر آب مقطـر  485م سديم آزيد و گر 25/0،

بازگردانده شـدند   IIIساعت مجددا به محلول  48شدند و بعد از 
  .   ساعت در اين محلول قرار گرفتند 48و به مدت 

  

به منظور اطمينان از حذف سـلولها در عصـب    :مطالعه داربست
وسـيله   هاي پـارافيني از داربسـت تهيـه و بـه     سياتيك ابتدا قالب

سـپس بـراي مشـاهده    . ميكروني تهيه شد 7هاي  ميكروتوم برش
ــم ــلول  سيتوپلاس ــته س ــا از روش و هس ــزي    ه ــگ آمي ــاي رن ه

ــيلين ــوزين  -هماتوكس ــدائ ــتفاده ش ــين . اس ــوژي همچن مورفول
سيتوپلاسم سلولهاي تمايز يافته به شبه نورون با استفاده از رنگ 

گرم در  ميلي1حلول ميكروليتر از م 10(فلورسنس اكريدين اورانژ 
 (Olympus IX70)توسـط ميكروسـكوپ فلورسـنس    ) ليتر ميلي

 .بررسي گرديد
  

هـاي بنيـادي مزانشـيم بـر روي      سلول) Seeding(كاشت 
بـراي كاشـت سـلول در داربسـت، پـس از جداسـازي        : داربست

هاي رشد يافته در كف فلاسـك كشـت توسـط تريپسـين،      سلول
در داربسـت  ) 12(مختلـف  روش  4سلول زنده بـا   25000تعداد 

سرنگ ) كاشته شد كه عبارتند از  تزريق سلول به داربست با الف
  ســانتريفوژ داربســت) ســمپلر د) پيپــت پاســتور ج) انســولين، ب

 5بـه مـدت    rpm2000همراه بـا سوسپانسـيون سـلولي در دور    
  .دقيقه

  

هـا بـر روي داربسـت توسـط      بررسي رشد و تكثير سلول
) قـدرت زيسـتي  (سـي رشـد و تكثيـر    بـراي برر :  MTTآزمون 
دي -5و  4(-3هاي كاشته شده بر روي داربسـت از آزمـون    سلول

        ) دي فنيــل تترازوليــوم بروميــد -5و 2-)ايــل-2-متيــل تيــازول

)MTT ( اســتفاده شــد)ــزيم سوكســينات ). 13 ــن روش آن در اي
هاي زنـده توانـايي احيـاي رنـگ      دهيدروژناز در ميتوكندي سلول

ل تيازول دي فنيل تترازوليوم را به بلورهاي ارغـواني  زرد دي متي
پس از كاشت سلول بـر روي داربسـت،   . و نامحلول فورمازان دارد

ــدت   داربســت ــه م ــا ب در داخــل  DMEMروز در محــيط  20ه
درجـه   37با دمـاي   CO2خانه در انكوباتور  24هاي پليت  چاهك
، 10، 5، 1(گراد نگهداري شد و در فواصل زمـاني مختلـف    سانتي

هـا   بـر روي داربسـت   MTTآزمون رنـگ سـنجي   ) روز 20و  15
ميكروليتـر از   MTT  )10بدين طريق كـه محلـول   . انجام گرديد

به داخل چاهك اضافه شـد و بـه   ) ميلي ليتر/ميكروگرم 1محلول 
ــدت  ــاتور   20م ــه در انكوب ــاي   CO2دقيق ــا دم ــه  37دار ب درج
خانـه   96ليـت  گراد نگهداري و سپس درون هر چاهك از پ سانتي
ريختـه شـد و   ) DMSO(ميكروليتر دي متيل سولفوكسيد  100
قطعه عصب سياتيك رنـگ آميـزي شـده در يـك خانـه از       3هر 

هـا   دقيقه نمونه 30بعد از . دقيقه قرار گرفت 30پليت براي مدت 
خارج و ميـزان جـذب هـر چاهـك بـه       DMSOبه طور كامل از 
نانومتر انـدازه   505در طول موج  Eliza Readerوسيله دستگاه 

هاي زنده در داربست با استفاده از منحني  تعداد سلول. گيري شد
بـراي تهيـه منحنـي اسـتاندارد ابتـدا      ). 14(استاندارد تعيين شد 

سـلول بـه   10× 104،  75× 103، 50× 103، 25× 103، 0تعداد 
ساعت جهت چسـبيدن   24خانه به مدت  96ازاي هر خانه پليت 

هـا در شـرايط اسـتاندارد در انكوباتوركشـت      ها به كف خانه سلول
ساعت، مراحـل سـنجش تتـرازوليم مشـابه روش      24بعد از . شد

هـا و   فوق انجام شد و منحني استاندارد با توجه بـه تعـداد سـلول   
  ).1نمودار(ميزان جذب هر خانه ترسيم شد 

  

y = 0.0112x + 0.0184
R2 = 0.9989
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كشت داده شده بـر روي   هاي بنيادي مزانشيم تمايز سلول
ها به شبه  براي تمايز سلول :هاي شبه نورون داربست به سلول

در مرحله پيش . نورون از دو مرحله پيش القاء و القاء استفاده شد
القا از ماده تمايزي مركاپتواتانول با غلظـت يـك ميلـي مـولار در     

ــرم و DMEMمحــيط  ــس از   FBS 15 س ــتفاده و پ درصــد اس
حله القا با شستشـوي محـيط توسـط بـافر     ساعت مر 24گذشت 

PBS-   و اضافه كردن محيط القايي شامل مركاپتواتانول با غلظت
  .بدون سرم انجام شد DMEMده ميلي مولار در محيط 

  

  تجزيه و تحليل آماري
   داده هــاي حاصــل بــا روش آمــاري آنــاليز واريــانس يــك طرفــه

)One-way ANOVA (   و اسـتفاده از آزمـونTUKEY  مـورد 
هـا در سـطح    تجزيه و تحليل آماري قرار گرفت و تفاوت ميانگين

P<0.05 دار در نظر گرفته شد معني.  
  

  نتايج
  ويژگي بافتي داربست تهيه شده 

هاي تهيه شده از داربست فاقد سلول و رنگ آميـزي   بررسي برش
ائوزين نشان داد كه داربست تهيه شـده در  -آنها با هماتوكسيلين
تيك كنترل به طور كامل فاقد سلول و داراي مقايسه با عصب سيا
  ).1شكل(ساختار طبيعي بود 

  
هاي بنيادي مزانشيم جدا شده از مغـز   خالص سازي سلول

  استخوان موش صحرايي
هـاي مزانشـيم مغـز     بر اسـاس مشـاهدات ميكروسـكوپي، سـلول    

سـاعت پـس از اسـتخراج بـه كـف       24استخوان موش صحرايي، 
ا دوكي شكل و داراي زوائد سلولي ه اين سلول. فلاسك چسبيدند

روز تراكم يافته و كف ظرف  14كمي بودند و به تدريج و در طي 
  ).2شكل (را پر كردند 

  
  هاي استخراج شده بررسي مزانشيمي بودن سلول

براي اثبات قابليت مزانشيمي سلول هاي خالص شـده عـلاوه بـر    
 ، اين سـلول هـا بـه   به ظروف پلاستيكي كشت قابليت چسبندگي

هـاي بنيــادي   ســلول. سـلول هــاي اسـتخواني تمــايز داده شـدند   
مزانشيم استخراج شـده در حضـور محـيط تمـايزي اسـتئوژنيك      
توليد ماتريكس اسـتخواني كردنـد كـه پـس از رنـگ آميـزي بـا        

  ).3شكل (آليزارين رد به رنگ قرمز در آمد 

  

هـاي بنيـادي مزانشـيم مغـز      بررسي كاشت و نفوذ سلول
  يي بر روي داربستاستخوان موش صحرا

نتايج حاصل از بررسي ميكروسكوپي مقاطع بافتي تهيـه شـده از   
روش مختلـف نشـان داد كـه     4داربست، پس از كاشت سلولها با 

هـا بـر روي داربسـت در روش سـانتريفوژ      استقرار و نفـوذ سـلول  
  ).4شكل (ها بيشتر و مناسبتر بود  نسبت به ساير روش

  

هاي مزانشم كشت شده  ولبررسي نمودار رشد و تكثير سل
  بر روي داربست

هاي زنده بر روي داربست در طي  از مقايسه ميانگين تعداد سلول
ــاي  روز ــد     15و  10، 5، 1ه ــاهده نش ــي داري مش ــاوت معن تف

)P>0.05 .(روز بعـد   20ها در  در حالي كه ميانگين تعداد سلول
 )P<0.05(داراي تفاوت معني دار بود  5و  1از كشت با روزهاي 

  ). 2نمودار (

  
با (هاي زنده كاشت شده بر روي داربست  ارزيابي تعداد سلول) 2نمودار 

 15، 10، 5، 1هاي  طي روز) بعدي 3استفاده از عمل سانتريفيوژ، كشت 
دار در ميـانگين تعـداد    افـزايش معنـي  . MTTروز به كمك روش  20و 

و پنجم روز پس از كاشت نسبت به روزهاي اول  20هاي زنده در  سلول
انحـراف معيـار   ±مقادير بـه صـورت ميـانگين    ). P<0.05(مشاهده شد 

دار  هاي متفـاوت داراي تفـاوت معنـي    هاي با كد حرف ميانگين. باشد مي
  ).one-way ANOVA, Tukey test, P<0.05(باشد  مي

  

  

هاي بنيادي مزانشيم بـه   بررسي تمايز مورفولوژيكي سلول
  تهاي شبه نورون بر روي داربس سلول

هـاي عصـبي را در    رنگ آميزي با آكريدين اورنج تشكيل استطاله
هاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان تمـايز يافتـه بـه سـلول      سلول

شكل (شبه نورون در كشت دو بعدي و بر روي داربست نشان داد 
5.(
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فلش ها حضور هسته در ). × 40( فاقد سلول )ب(شاهد و  )الف(ائوزين برش عرضي تهيه شده از عصب سياتيك  –رنگ آميزي هماتوكسيلين) 1شكل

 .دهد هاي عصب سياتيك شاهد را نشان مي سلول

  

  
 2(كشت اوليه ) الف. هاي مختلف هاي بنيادي مزانشيم مستخرج از مغز استخوان موش صحرايي طي پاساژ مراحل استخراج، رشد و تكثير سلول) 2شكل

  .سومين پاساژ) دومين پاساژ، د) د از اولين پاساژ، جهاي مزانشيم بع سلول) ، ب)روز پس از استخراج
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عـدم حضـور مـواد تمـايزي     (هـاي كنتـرل    نماي ماكروسكوپي از عدم تشكيل ماتريكس استخواني در سلول) الف:  تشكيل ماتريكس استخواني) 3شكل 

هاي تحت شـرايط تمـايزي و    در سلول) رنگ قرمز(ستخواني تشكيل ماتريكس انماي ماكروسكوپي از  )، ب)استئوژنيك و رنگ آميزي شده با اليزارين رد
  . آميزي با آليزارين رد نماي ميكروسكوپي ماتريكس استخواني شده و رنگ )ج. رنگ آميزي شده با اليزارين رد 

  
  

  
بافت عصب سياتيك بدون سلول قبل از كاشت ) الف. روش كاشت سلول بر روي داربست تهيه شده از عصب سياتيك موش صحرايي 4مقايسه ) 4شكل 

شود استقرار و نفوذ سلولها بر روي داربست و رشد و تكثيـر آنهـا قابـل     چنانچه مشاهده مي. كاشت سلول به روش سانتريفيوژ) ب و ج. سلول بر روي آن
ميكرونـي، رنـگ    7هـاي   بـرش (سلول به داربست  افزودن مستقيم سوسپانسيون) كاشت با سوزن انسولين ه) و. كاشت با پيپت پاستور) د. لاحظه استم

  ).40× ائوزين،-اميزي هماتوكسيلين



 محمدحسين آبنوسي و همكاران                                                           ...ارزيابي تواناييساخت داربست طبيعي از عصب سياتيك و 

    1389، پاييز 1، شماره 1جلد مجله علمي پژوهشي سلول و بافت،                                                                                                                          50

  
) ب(و ) بعـدي  3كشت (بست عصب سياتيك دار) الف(هاي بنيادي مزانشيم رشد يافته بر روي  ل سلو) با آكريدين اورانژ(رنگ آميزي فلورسنت ) 5شكل 

در كشـت  ) د(داربست عصب سياتيك و ) ج(هاي شبه نورون بر روي  و سلول) دهد ها حضور سلول را در اين دو محيط نشان مي فلش(بعدي  2در كشت 
ها بـا   سلول. )40×). (باشد هاي شبه نورون مي هاي سيتوپلاسميكي سلول ها نشان دهنده استطاله فلش(مركاپتواتانول -2ساعت تيمار با  3دو بعدي بعد از 

  .اند روش سانتريفيوژ برروي داربست كاشته شده
  

  

  بحث
بر اساس نتايج حاصل از اين تحقيق، مورفولـوژي داربسـت تهيـه    
شده نشان داد كـه عصـب سـياتيك كـاملا فاقـد سـلول شـده و        
توانست محيط مناسبي را بـراي اسـتقرار، رشـد، تكثيـر و تمـايز      

هاي بنيادي مزانشيم اسـتخراج شـده از مغـز     لوژيكي سلولمورفو
هاي شبه نورون كه تحت تيمار  استخوان موش صحرايي به سلول

قـرار گرفتنـد را فـراهم    مركاپتواتانول به عنوان ماده تمايزي -2با 
دهد كه ماتريكس خارج سـلولي باقيمانـده در    اين نشان مي. آورد

ايط لازم بـراي ايجـاد   داربست عصب سياتيك داراي اجـزاء و شـر  
هـاي كاشـته شـده و محـيط      هاي مورد نياز بين سلول برهمكنش

اين امر نقش استراتژيك مـاتريكس خـارج   . باشد خارج سلولي مي
سلولي را به عنوان يـك داربسـت بيولوژيـك در مهندسـي بافـت      

  . دهد نشان مي
، سـديم  TritonX-100براي تهيه اين داربست از سـه دترجنـت   

ات و سديم دزوكسي كـولات اسـتفاده گرديـد كـه     دودسيل سولف
ــه داربســت   ــاير پژوهشــگران در تهي ــي از  توســط س ــاي طبيع ه

، )16(هـاي خـوني    ، رگ)15(هـاي قلـب    هايي نظير دريچـه  بافت
، تانـدون  )20(، عضلات اسـكلتي  )19و  18(، عصب )17(پوست 

در مهندسي بافت نيز مـورد  ) 24(و كبد ) 23و  22(، مثانه )21(
هـاي   در بررسي عملكرد ايـن دترجنـت  . ه قرار گرفته استاستفاد

هاي طبيعي مشخص شده است كه تريتـون   مهم در تهيه داربست
X-100 هاي غير يـوني اسـت كـه اثـرات نسـبتا       يكي از دترجنت

هـاي   ملايم بر روي ساختار بافت داشته و ضمن اينكه بـرهمكنش 
ــاثيري -ليپيــد و ليپيــد-ليپيــد ــروتئين را تخريــب كــرده ت ــر  پ ب

هـاي   پروتئين نداشته به نحوي كـه پـروتئين  -برهمكنش پروتئين
داخل بافت پس از تيمار با اين دترجنت شكل فعال خود را حفظ 

، X-100مطالعات نشان داده كه كـاربرد تريتـون   ).  25(كنند  مي
سديم دودسيل سولفات و سديم دزوكسي كولات در حذف سلول 

به طور عمده بـه نـوع بافـت    از بافت داراي نتايج متفاوتي است و 
  ).27و 26 ،25(مورد استفاده براي تهيه داربست بستگي دارد 

نتايج بررسي هيسـتولوژيك داربسـت تهيـه شـده بـا روش رنـگ       
دهد كـه داربسـت حاصـله     آميزي هماتوكسيلين ائوزين نشان مي

كاملا فاقد سلول شده اسـت و نتيجـه حاصـل از ايـن مرحلـه بـا       
و همكـاران همراسـتا بـود     Thomas مطالعه انجام شـده توسـط  

هـايي كـه مطـرح     بر روي داربست عصب سياتيك با ويژگي). 28(
 4هاي بنيادي مزانشيم مغز استخوان موش صحرايي با  شد سلول

مطالعات مورفولوژيك از مقاطع بافتي تهيه . روش رايج كاشته شد
هاي كاشته شده بر روي آن نشـان   شده از داربست همراه با سلول

ها بـا روش سـانتريفيوژ داراي نتـايج بهتـر و      كه كاشت سلول داد
ها نسبت بـه سـه    تري از نظر استقرار، رشد و تكثير سلول مناسب

اين يافته پژوهش حاضر با نتايج بدسـت آمـده از   . روش ديگر بود
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هـاي بنيـادي بـر روي     مطالعه ديگر محققان بر روي كاشت سلول
توسـط روش مـذكور    گليكوليك اسـيد -داربست مصنوعي پلي ال

با توجه به اينكه يك داربست مناسـب بـراي   ). 12(مطابقت دارد 
هـا بـر روي    استفاده در مهندسي بافت بايد از رشد و تكثير سلول

هاي اين مطالعه نشان داد ايـن   خود حمايت كند لذا چنانچه داده
ويژگي در داربست تهيه شده وجود دارد بـه طـوري كـه افـزايش     

هاي بنيـادي مزانشـيم بدسـت     د و تكثير سلولداري در رش معني
آمده از مغز استخوان رت بر روي داربسـت تهيـه شـده از عصـب     

روز بعــد از كاشــت بــر روي داربســت  20ســياتيك فاقــد ســلول 
اين امر نشان داد كه داربست عصب سـياتيك فاقـد   . مشاهده شد

هـاي   سلول داراي شرايط لازم براي مهار مرگ سـلولي در سـلول  
اند كـه كشـت سـه     اخيرا دانشمندان دريافته. باشد ه ميكشت شد

ها تغييرات چشمگيري را در ساختار و عملكـرد آنهـا    بعدي سلول
آورد بــه طــوري كــه ســرعت تكثيــر و مهــاجرت  بــه وجــود مــي

تـر از    هاي كشت شده بـه صـورت سـه بعـدي سـريع      فيبروبلاست
ت علاوه بر اين مطالعات نشـان داده اس ـ . كشت دو بعدي آنهاست

ها نقـش دارنـد    هايي كه در رشد، تكثير و تمايز سلول كه بيان ژن
در كشت سه بعدي نسبت به دو بعدي افزايش قابل توجهي پيـدا  

هـاي حاصـل از مـاتريكس     قابل ذكر است كه پيـام ). 29(كند  مي
شوند در بيـان   هاي داخلي تبديل مي خارج سلولي كه به سيگنال

ايــن فراينــد . عهــده داردهــا نقــش بســيار مهمــي را بــه  ايــن ژن
چسبندگي، مهاجرت، تقسيم سلولي و تمايز سلول را تحت تـاثير  

  ). 29(دهد  خود قرار مي
هاي  مركاپتواتانول به منظور القاء تمايز سلول-2در اين مطالعه از 

بنيادي مزانشيم بدست امده از مغز استخوان موش صـحرايي بـه   
هـاي شـبه نـورون     اين سـلول . هاي شبه نورون استفاده شد سلول

هاي سيتوپلاسمي مشخص  داراي جسم سلولي كوچك و استطاله
بود كه هم در كشت دو بعدي و هم در كشت سه بعدي مشـاهده  

استفاده از مركاپتواتـانول جهـت القـاء    . و مورد بررسي قرار گرفت
هـاي شـبه    هاي بنيادي مزانشيم و جنيني بـه سـلول   تمايز سلول

ساير محققان نيز مورد اسـتفاده   نورون در كشت دو بعدي توسط
) 30(و همكـاران   Woodbury). 32و 31 ،30(قرار گرفته است 

پيشنهاد كردند كه القـاء نـورون بـا افـزودن تركيبـات شـيميايي       
مخصوص به محيط كشت از جملـه بتامركاپتواتـانول، دي متيـل    
سولفوكسيد و هيدروكسي آنيزول بوتيله قابل اجرا است به طوري 

سـلولهاي   درصـد  80سـاعت پـس از القـاء تقريبـا      كه طي چنـد 
هايي بـا ظـاهر شـبه نـورون      بنيادي مزانشيم تيمار شده به سلول

اگرچـه  .. دهند يابند و مورفولوژي اين سلولها را نشان مي تمايز مي

هـاي   هاي بنيادي مزانشيم بـه سـلول   در زمينه تمايز سريع سلول
تغييـرات   شبه نورون در محيط كشت بيان شـده اسـت كـه ايـن    

شـود در واقـع    مورفولوژيكي كه به عنوان علائم تمايز گزارش مـي 
تغييرات سايتوتوكسيكي هستند و بوسـيله محـيط و روش رنـگ    

ــاء مــي  ــزي الق ــم  ) 30(شــوند  آمي ــه حاضــر علائ ــي در مطالع ول
هاي شـبه نـورون قبـل از رنـگ آميـزي نيـز        مورفولوژيكي سلول

  . مشاهده شد
  

  نتيجه گيري
توان نتيجه گرفت كه داربست تهيه  مطالعه حاضر ميهاي  از يافته

شــده از عصــب ســياتيك فاقــد ســلول داراي شــرايط لازم بــراي 
پذيرش و سپس رشد و تكثير سلول بنيادي مزانشيم بدست آمده 

هـاي رشـد    گرچه سلول. باشد از مغز استخوان موش صحرايي مي
نول تواننـد تحـت تيمـار بـا مركاپتواتـا      يافته بر روي داربست مـي 

هاي شبه نورون تمايز يابند ولـي   همانند كشت دو بعدي به سلول
جهت تاييد نتايج مورفولوژيك لازم است بيان ماركرهـاي عصـبي   

به هر حـال  . ها در آينده مورد مطالعه قرار گيرد نيز در اين سلول
با توجه به اينكه داربست عصب سـياتيك يـك داربسـت طبيعـي     

بتوان در كابردهاي پزشـكي از آن  رود كه در آينده  است اميد مي
  .استفاده كرد

  

  تشكر و قدرداني
دانند از معاونت محترم پژوهشي دانشگاه اراك به  مولفين لازم مي

. جهــت حمايــت مــالي از ايــن تحقيــق كمــال تشــكر را بنماينــد
همچنين از همكاري آقاي فراهاني و خانم شجاع فر در انجام اين 

  .شود تحقيق تشكر مي
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