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Abstract 

Aim: Extracellular matrix (ECM), in addition to physical role can control the cellular behavior such as 

proliferation, differentiation and migration.  With respect to dimension, architecture, cell polarity and 

microenvironment similar to in vivo, it is important to study cellular behavior in the three dimensional 

culture compare to two dimensions. In this study, ECM derived from bovine articular cartilage and 

cancellous bone were used as a three dimensional environments to study the movement and polarity of 

cells from blastema tissues. 

Material and Methods: In order to remove cells from the cancellous bone and articular cartilage, 

physicochemical methods including  snap freeze–thaw and  sodium dodecyl sulfate (SDS) as an ionic 

detergent were used.  Then the prepared  decellulized matrix  were assembled with  the rings of the 

blastema  tissues originated from pinnas of male New Zealand white rabbits and cultured in different 

days in vitro.   

Results:  The removals of the cells have been confirmed by histotechniques. In addition adhesion, 

polarity and migration of the blastema cells around the trabeculae of bone and articular cartilage ECM 

took place. 

Conclusion: This study showed that the co-culture of blastema tissue with dynamic cells and 3D 

scaffolds might be a suitable model to study cell behavior such as migration and polarity in vitro.  
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  چكيده

تواند كنترل كننده رفتارهاي سلولي از قبيل تكثير، تمايز و مهاجرت سـلولي نيـز    س خارج سلولي علاوه بر نقش فيزيكي، ميماتريك :هدف
 in vivoتواند از نظر بعد، معماري و قطبيت سلولي ريز محيطي مشابه با شرايط  مطالعه رفتار سلولي در ماتريكس هاي سه بعدي مي .باشد

عـدي بـراي   بمشتق شده از استخوان اسفنجي و غضروف مفصلي گاو به عنوان بسـتري سـه   ماتريكس خارج سلولي ز در اينجا ا. فراهم كند
  . هاي بافت بلاستمايي استفاده گرديد مطالعه مهاجرت و قطبيت سلول

ذوب  سـريع و   -از روش فيزيكـي و شـيميايي سـلول زدايـي شـامل فريـز       ،ماتريكس خارج سلوليها از  براي حذف سلول :ها مواد و روش
سپس ماتريكس هاي سه بعدي تهيه شده با حلقه بافت بلاستمايي حاصل از  .استفاده گرديد )SDS(شوينده يوني سديم دودسيل سولفات 

  .در روز هاي مختلف كشت داده شد ،in vitroپانچ لاله گوش خرگوش نر نژاد نيوزلندي در شرايط 
آنچه كه بعد از كشت بافت بلاستما در كنار مـاتريكس خـارج   . ها از بافت تائيد شد ي، حذف سلولهاي بافت با استفاده از رنگ آميزي: نتايج

  .هاي بافت بلاستما در اين ماتريكس بود سلولي استخوان اسفنجي و غضروف مفصلي اتفاق افتاد، چسبندگي، قطبيت و مهاجرت سلول
هـاي پويـايي اسـت، در كنـار داربسـت مشـتق شـده از         كه داراي سلول دهد كشت بافت بلاستما نتايج اين تحقيق نشان مي :نتيجه گيري

تواند مدل مناسبي جهت بررسـي رفتارهـايي همچـون قطبيـت و حركـت سـلولي در        ماتريكس خارج سلولي كه ويژگي سه بعدي دارد، مي
  . فراهم نمايد in vitroشرايط 

  قطبيت سلولي ،سولفاتغضروف مفصلي، سديم دودسيل ماتريكس خارج سلولي، : واژگان كليدي
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  مقدمه
هاي پستانداران، سلول هـا فقـط بـا يكـديگر در ارتبـاط       در بافت

نيستند، بلكه با يك ساختار حامي بنام مـاتريكس خـارج سـلولي    
)Extracellular matrix (  باشـند  نيز در ارتبـاط مـي)1( .ECM 

ــات مختل  ــامل تركيب ــروتئين  ش ــه پ ــي از جمل ــلاژن،   ف ــاي ك           ه
هاي  ها و همچنين پروتئين پلي ساكاريد هيالورونان، پروتئوگليكان

سـلولي و   هاي گيرنـده سـطح   باشد كه به پروتئين اي مي چسبنده
ده و به ماتريكس قدرت و اسـتحكام  ساير اجزاي ماتريكس چسبي

 ECM هاي هر بافت قـادر بـه بـرهم كـنش بـا      سلول. بخشند مي
هاي  و سلول ECMاطراف خود مي باشند و اين برهم كنش بين 

يك بافت در جهت گيري و رفتار سلول هـا نقـش اساسـي بـازي     
، علاوه بـر فـراهم   ECMبر هم كنش سلول هاي بافت با . كند مي

مناسب، مسيرهاي پيام رساني را  (3D)نمودن ساختار سه بعدي 
مهـاجرت، تمـايز و   براي رفتارهاي سـلولي از قبيـل چسـبندگي،    

تكثير سلولي فراهم مي سازد كه اين براي فرآينـدهايي از قبيـل،   
تكوين بافت، ترميم زخم، پاسخ هـاي ايمنـي و پيشـبرد سـرطان     

براي مطالعه فرآيندهاي بيولوژيكي فـوق نيـاز بـه    . )2(مهم است 
هـا بـر    است اما رشد سـلول  in vitroبررسي سلول ها در شرايط 

ظرف كشت از نظـر مورفولـوژي، بـر    ) 2D(روي محيط دو بعدي 
كي يهم كنش سلول ـ سلول و سلول ـ ماتريكس و رشد فيزيولوژ  

 سه بعـدي بافـت تفـاوت هـايي دارد     in vivoو طبيعي با محيط 
هاي  تواند ريز محيط بهتر مي 3Dبنابراين استفاده از مدل . )3-4(

تـا  . بافت هاي زنده را جهت بررسي رفتارهاي سلولي تداعي كنـد 
 ECMهاي  شماري به عنوان جانشين بي 3Dكنون داربست هاي 

ده قـرار  جهت مطالعه رفتار و بـرهم كـنش سـلولي مـورد اسـتفا     
هـاي طبيعـي و يـا     ها متشـكل از مولكـول   اين داربست. اند گرفته

هـايي از جملـه    هـا نقـص   مـي باشـند، امـا آن    پليمرهاي سـنتزي 
عـدم اجـازه كنتـرل چسـبندگي     خاصيت هيدروفيليسيته پائين، 

ها، معماري مصنوعي بافت داربستي و عدم كنتـرل سـختي    سلول
   .)5( مكانيكي دارند
هـاي   دانيم بافـت هـاي موجـودات زنـده از سـلول      همانطوركه مي

از  3Dفشـرده كـه تشـكيل شـبكه اي      ECMدار در يـك   هسته
لـذا  . )7و6(هاي اليـافي را داده انـد تشـكيل شـده اسـت       مولكول

هاي موجودات زنده جهـت بررسـي رفتـار     بافت ECMتوان از  مي
اسـتفاده   in vitroها در هنگام برهم كنش با آن در شرايط  سلول
براي اين كار از روش هاي سلول زدايي جهت حـذف تـاثير   . كرد

توان بهـره بـرد، تـا در نهايـت تنهـا       مي ECMهاي بافت از  سلول
ECM  از بافــت بــاقي بمانــد و بتــوان از آن بــه عنــوان داربســت

  )11و 10، 9، 8(استفاده نمود 
تعيين نوع منبع سلولي نيز نقش مهمي در مطالعه  بجز سوبسترا،
ها در هنگام برهم كنش بـا سوبسـترا دارد، و معمـولاً     رفتار سلول
هايي كـه جهـت بررسـي رفتارهـاي سـلولي اسـتفاده        منبع سلول

باشـند   هاي فيبروبلاستي، بنيادي و يا سرطاني مـي  شود سلول مي
اما براي شبيه سازي هر چـه بيشـتر شـرايط حـاكم بـر      . )8-11(

هاي پويا مانند  توان از كشت بافت مي in vivoها در شرايط  سلول
هايي كه در پديده ترميم در جانوران پرسلولي نقـش دارنـد،    بافت

مطالعات نشان داده است، طي روند تـرميم، بـافتي   . استفاده نمود
 ،هـايي بـا قابليـت تكثيـر و تمـايز      به نام بلاستما كه داراي سلول

   شـود و قادرنـد در شـرايط    مشابه سلول هاي جنيني تشكيل مـي 
in vivo    هـاي تخصـص يافتـه تمـايز يابنـد      بـه انـواعي از سـلول    

هـاي تشـكيل بافـت بلاسـتما در      يكي از بهترين مثال. )12-14(
ها پس از ايجاد سـوراخ در لالـه    همه بافت پستانداران، جايگزيني

  . )17-15(گوش خرگوش نر نژاد نيوزلندي است 
 3Dهـاي   هدف از انجام اين تحقيق در مرحله اول، تهيه داربست

اســتخوان اســفنجي و غضــروف مفصــلي  ECMمشــتق شــده از 
زدايـي اسـتخوان    از سـلول  بـراي ايـن كـار   . استخوان ران گاو بود

فيـز ران گـاو بـه منظـور تهيـه       اسفنجي و غضروف مفصـلي اپـي  
در بخش دوم اين تحقيق، بر هم . استفاده گرديد ECMداربست 

تهيه شده، با بافت بلاستماي حاصـل   3Dهاي  ECMكنش بين 
  . از لاله گوش خرگوش نر نژاد نيوزلندي مورد بررسي قرار گرفت

  
  مواد و روش ها

ابتـدا  : ECMمشتق شده از  سه بعديه سازي داربست آماد
. استخوان طويل ران گاو بلافاصله پس از قرباني شدن تهيـه شـد  

سپس از غضروف مفصلي و استخوان اسفنجي اپـي فيـز ران گـاو    
نمونـه  . جدا گرديـد  متر ميلي 2قطعات استوانه اي شكلي به قطر 

 هاي حاصل توسط سرم فيزيولـوژي شستشـو شـده و سـپس در    
نگهداري شـدند، تـا مرحلـه فيزيكـي     گراد  درجه سانتي -4دماي 

سپس نمونه ها از فريـزر خـارج گشـته و    . سلول زدايي آغاز گردد
ها  بعد از ذوب شدن در دماي آزمايشگاه، با سرم فيزيولوژي نمونه

ــدند  ــو داده شـ ــار شستشـ ــه بعـــد جهـــت. چنـــد بـ               در مرحلـ
snap freezing )دقيقه در ازت مايع  2به مدت ) فريز كردن آني

دقيقه در سرم فيزيولوژي با دمـاي   10قرار گرفت و سپس بمدت 
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مرتبه تكرار شـد   5اين مرحله . ذوب گرديد گراد درجه سانتي 37
مرحلـه بعـد، روش   . شستشـو داده شـد  ) PBS(و با بافر فسـفات  

 3بطوريكـه ابتـدا نمونـه هـا بمـدت      . شيميايي سلول زدايي بـود 
 (SDS, Merck)نده يوني سديم دودسيل سولفات ساعت با شوي

 PBSها با بـافر   در انتها نمونه. به آرامي هم زده شدنددرصد  5/2
  . بمدت نيم ساعت شستشو گرديد

از روي نمونــه هــا،  SDSجهــت اســتريل كــردن و پــاك كــردن 
داربست ها آماده شده توسط قيف مولي پر استريل در سه مرحله 

 75براي اين كار ابتـدا توسـط الكـل    . داستريل و سم زدايي گردي
نمونه ها شستشو داده شدند، سپس براي از بين رفتن اثـر   درصد
هـا در   نمونـه . از آب مقطر استريل استفاده گرديد درصد 75الكل 

مرحله بعد توسط سرم فيزيولوژي نيز اسـتريل شـدند تـا اثـر آب     
             ها بـه   نهدر آخرين مرحله نمو. ها باقي نماند مقطر بر روي داربست

ــدت  ــه در  10مــــ ــت  دقيقــــ ــيط كشــــ                         DMEMمحــــ
(Dulbecco’s modified Eagle medium, Gibco)      

                                    FBSســـــرم جنينـــــي گـــــاو  درصـــــد15همـــــراه بـــــا 
 (Fetal bovine serum, biosera)  ــاتور درجــه  37در انكوب

  . قرار گرفتند درصد CO2 5 با گراد سانتي
  

در اجراي اين پژوهش جهـت تهيـه حلقـه     :تهيه بافت بلاستما
   بلاستما از لاله گوش خرگوش سـفيد نـژاد نيوزلنـدي جـنس نـر     

كه از موسسه واكسـن و  كيلوگرم  5/2ماهه و با وزن تقريبي  8-6
جهـت  . اسـتفاده گرديـد  سرم سازي رازي مشهد تهيه گشته بود، 

ابتـدا بـا اسـتفاده از كـرم مـوبر      از بافت بلاسـتما،   تهيه حلقه ايي
و بعـد از  . موهاي سطح پشتي و شكمي لاله گوش حـذف گرديـد  
، درصـد 10بي حسي موضعي لاله گوش توسط محلول ليدوكائين 

با پانچر مخصـوص انجـام گرفـت،     متر ميلي 2هايي با قطر  سوراخ
لالـه   موقعيت سوراخ ها با توجه به سيستم عروقي موجود بر روي

گوش، بين شريان مركـزي و وريـدهاي محيطـي قسـمت ميـاني      
ــدند   ــاب ش ــوش انتخ ــراف   . گ ــانچ دوم در اط ــد از دو روز، پ بع

انجام گرفت تا حلقـه   متر ميلي 4هاي پانچ شده اول با قطر  سوراخ
بعد از جداسازي حلقه بلاسـتما،  . بلاستما از لاله گوش جدا گردد

يولوژي استريل در زير هـود  بار با سرم فيز 7جهت آلودگي زدايي 
  .لامينار شستشو داده شد تا آماده ورود به محيط كشت گردد

  

بعـد از تهيـه و    :بـا بافـت بلاسـتما    ECM داربسـت   مونتاژ
با بافت  ECMهاي  و بافت بلاستما، داربست ECMزدايي  آلودگي

براي اين كار هر يـك از  . بلاستما مونتاژ شده و كشت داده شدند
غضروفي و استخوان اسفنجي در ميان حلقه  ECMداربست هاي 

بافت بلاستما در شرايط استريل مونتاژ گشت و در ظـروف شـش   
 2اي كشت قرار گرفتند و در هر خانه ظـرف كشـت ميـزان     خانه
 µlو  FBS درصـد  15همراه با  DMEMحيط كشت مليتر  ميلي
ريخته شد، سـپس   استرپتومايسين/ سيلين بيوتيك پني آنتي 100

. دگرديمنتقل  درصد CO2 5با گراد  درجه سانتي 37 كوباتوران به
روز بعد از كشت مورد بررسي قـرار   30و  20، 10، 4نمونه ها در 

  .  گرفتند
  

بعد از فيكس كردن، آب گيري و قالـب  : مطالعات بافت شناسي
جهت . ميكرون صورت گرفت 7هايي با قطر  گيري با پارافين برش
 سـپس بـا  . دهـي شـد   پارافينـه و آب هـا د  رنگ آميزي ابتدا برش

ــوزين  -هــاي هماتوكســيلين رنــگ ــدين، (H&E)ائ ــي تولوئي ، آب
از رنـگ  . پيكروفوشين و پيكروسـيروس رِد رنـگ آميـزي گرديـد    

هــاي  جهــت نشــان دادن ســلول زدايــي از بافــت H&Eآميــزي 
غضروف مفصلي و استخوان اسـفنجي و همچنـين بررسـي بـرهم     

رنگ آبي تولوئيـدين بـراي   . گرديدكنش با بافت بلاستما استفاده 
غضـروف مفصـلي    ECMهـاي   نشان دادن محتوي پروتئوگليكان

همچنين پيكروسيروس رِد بعنوان رنـگ اختصاصـي   . استفاده شد
مـورد اسـتفاده    ECMهـاي   براي تعيين محتواي كلاژن داربست

  . قرار گرفت
  

  نتايج
نتايج حاصل از اين تحقيـق، در دو بخـش نتـايج تهيـه داربسـت      

ECM و اســتخوان اســفنجي ، مشــتق شــده از غضــروف مفصــلي
ــاو  ــتخوان ران گ ــي   اس ــين بررس ــنش و همچن ــرهم ك ــين  ب ب

 in vitroهاي تهيه شده با بافت بلاستمايي در شـرايط   ماتريكس
  .ارائه مي گردد

  

   :سلول زدايي از بافت غضروف مفصلي و استخوان اسفنجي
كوپي وجود خلل پس از انجام فرايند سلول زدايي، تصوير ماكروس

دهد، همچنين  و فرج در ماتريكس استخوان اسفنجي را نشان مي
 1شكل  Bبافت سلول زدايي شده غضروف مفصلي نيز در تصوير 

  ).1شكل (نشان داده شده است 
مطالعه سلول زدايي غضروف مفصلي و استخوان اسفنجي توسـط  

تحـت تيمـار    هـاي  دهـد كـه نمونـه    نشان مي H&Eرنگ آميزي 
دايي نسبت به نمونه كنترل كاملاً فاقد سلول شـده اسـت   سلول ز

رنـگ آميـزي پيكروسـيروس رِد كـه جهـت      ). 3و  2هـاي   شكل(
رود و توسـط ميكروسـكوپ    ها بكار مـي  ارزيابي كيفي كلاژن بافت

هاي كـلاژن در   دهد فيبريل برداري شده، نشان مي پلاريزان عكس
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و استخوان غضروف مفصلي  ECMبعد از فرآيند سلول زدايي در 
  .اسفنجي حفظ شده است

ــان     ــزي پروتئوگليك ــگ آمي ــا رن ــدين ب ــي تولوئي ــگ آب ــا و  رن ه
بافــت غضــروف مفصــلي نشــان  ECMهــاي  گليكوزآمينوگليكــان

دهد در قبل و بعد از سلول زدايي اين تركيبـات حفـظ شـده     مي
  ).Dو  C، 3شكل (است 

  :با بافت بلاستما ECM داربست بررسي برهم كنش بين
در  غضـروف مفصـلي و اسـتخوان اسـفنجي     ECM ونتـاژ بعد از م

ــيط كشــت در    ــري در مح ــرار گي ــتمايي  و ق ــه بلاس درون حلق
بعـد از كشـت، ناحيـه داراي هـم بافـت       30و  20، 10، 4روزهاي

كه ايجاد بـر  هـم كـنش در آن فسـمت      ECMبلاستمايي و هم 
  ).7و  6، 5، 4هاي  شكل(پذير بود، مورد بررسي قرار گرفت  امكان

  

  
پس از فرايند سـلول  ) A. استخوان اسفنجي و غضروف مفصلي سلول زدايي شده ECMتصوير ماكروسكوپي از ماتريكس سه بعدي تهيه شده از . 1شكل 

ديـد استرميكروسـكوپ،   . (بافـت غضـروف مفصـلي پـس از سـلول زدايـي      ) B. زدايي، خلل و فرج فراوان در داربست استخواني كاملا مشخص مي باشند
  )10Xي درشتنماي

  
  
  

  
بافت سلول دار استخوان اسفنجي به همراه سلول هـاي استئوبلاسـت پراكنـده شـده در     ) A. نمونه استخوان اسفنجي كنترل و سلول زدايي شده. 2شكل

اسفنجي بـا رنـگ   بافت سلول زدايي شده استخوان  40X .( (Bدرشتنمايي (سطح ترابكولا و سلول هاي مغز استخوان در فضاهاي بين تيغه هاي ترابكولا 
درشـتنمايي  (بافت سلول دار استخوان اسفنجي به همراه رشته هاي كلاژن در رنگ آميـزي بـا پيكروسـيروس رِد    ) 40X .(Cدرشتنمايي ( H&Eآميزي 
(100X . (D بافت سلول زدايي شده كه داراي رشته هاي كلاژن باقي مانده پس از فرايند سلول زدايي مي باشد) 100)درشتنماييX.  
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نشان مي دهد در غضروف مفصلي كندروسـيت هـا در مـاتريكس     H&Eرنگ آميزي ) A. نمونه هاي غضروف مفصلي كنترل و سلول زدايي شده. 3شكل

نمايي كلي از بافت غضـروف مفصـلي بـا رنـگ     ) C. نمونه سلول زدايي شده، خالي كندروسيت ها مشخص است) B. غضروف بصورت پراكنده وجود دارند
تصـوير  ) E. عدم تغيير رنگ ماتريكس لاجوردي نشان دهنده عدم از دست رفتن پروتئوگليكان هاي ماتريكس غضـروف اسـت  ) D. لوئيدينآميزي آبي تو

رنگ قرمز آجري و درخشنده نشان دهنده پيكروسيروس رد كه توسط ميكروسـكوپ پلاريـزان گرفنـه شـده     ) F. بافت غضروفي با ميكروسكوپ پلاريزان
  .)100Xدرشتنمايي ( اي كلاژن در ماتريكس غضروف بعد از سلول زدايي مي باشداست، وجود فيبريل ه

  
  
  
  

 
، چسـبندگي برخـي از   H&Eرنگ آميـزي  ) A. مطالعه برهم كنش بين بافت بلاستمايي و داربست استخوان اسفنجي در روز دهم پس از كشت.  4شكل

ها نشان  پيكان100X . (B)درشتنمايي (مشاهده است كه با فلش ها نشان داده شده اند  سلول هاي بافت بلاستمايي را در اطراف تيغه هاي ترابكولا قابل
 .100X)درشتنمايي (دهنده شروع هجوم سلول ها از بافت بلاستمايي به داربست استخواني مي باشد 
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نفوذ بيشتر سلول هـا بـه داخـل داربسـت     ) A. استخوان اسفنجي در روز بيستم پس از كشت ECMمطالعه برهم كنش بين بافت بلاستمايي و .  5شكل

چسبندگي تعدادي از سلول ها در حاشيه ترابكولاي اسـتخواني قابـل مشـاهده اسـت      100X.  (B)درشتنمايي (استخوان اسفنجي نشان داده شده است 
كه داراي قطبيت هستند را نشان مي دهند ، فلش ها دو سلول چسبيده به تيغه ترابكولاي بافت استخواني Bتصوير بزرگ شده ). 400X .C)درشتنمايي (
  1000X).درشتنمايي (

 
درشـتنمايي  ( با فلش مشخص شـده اسـت   ECMتخريب بافت  Aدر شكل ). 40Xبزرگنمايي (غضروفي  ECMمقطع عرضي از حلقه بلاستما با . 6شكل 
200X .( در شكلB  عده ايي از سلول ها نفوذ كرده اند در حالي كه يك سلول به حاشيهECM متصل شده است ) 400درشتنماييX .( شكلC  تشكيل

 ).1000Xدرشتنمايي (غضروفي نشان مي دهد  ECMاستطاله هاي سيتوپلاسمي و هجوم سلول ها را از بافت بلاستما به داخل 
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نمايي كلي از توده سلول  B و Aدر شكل . بعد از كشت 30و  20در روز هاي غضروفي  ECMنمايش نفوذ سلول هاي بلاستمايي به درون بافت . 7شكل 

مسير  Cدر شكل ). 200Xدرشتنمايي  Bو  A 40Xدرشتننمايي (بعد از كشت قابل مشاهده مي باشد  20غضروفي در روز  ECMهاي در حال نفوذ به 
در بزرگ ). 100Xشتنمايي در(بعد از كشت قابل مشاهده مي باشد  30غضروفي و شكاف ايجاد شده در روز  ECMنفوذ سلول ها از بافت بلاستمايي در 

  ).    200Xنمايي درشت، Dتصوير (نمايي بيشتر آثار سلول هاي تخريب شده در ميان شكاف ايجاد شده مشاهده مي شود 
 

  بحث  
 ECMدانيم هر بافت شامل دو جزء سـلول هـا و    همانطوريكه مي

، عمـل  ECMاست، پس در تهيه ماتريكس هاي مشـتق شـده از   
. اسـت  ECMهـا از بافـت و بـاقي مانـدن      اصلي برداشتن سـلول 

هاي عملكـردي و سـاختاري    شامل مولكول ECMهاي  ماتريكس
هـاي هـر بافـت و انـدام اسـت، بنـابراين        ترشح شده توسط سلول

بـه منبـع بافـت بسـتگي      ECMتركيب بندي و توزيع تركيبـات  
هاست از انواعي  كه ماده تشكيل دهنده اين داربست ECM. دارد

هـاي خـوني، پوسـت،     هاي قلبـي، رگ  جمله دريچهها من  از بافت
مثانه، تاندون و ليگامندها  ،(SIS) لايه زير موكوسي روده كوچك

  .)18(مشتق شده است 
زدايـي داربسـتي    در اين پژوهش ابتدا لازم بود با عمليـات سـلول  

گـاو   غضروف مفصلي و استخوان اسـفنجي  ECMمشتق شده از 
لذا از دو روش فيزيكـي و شـيميايي بـراي ايـن كـار      . بدست آيد

لـه فيزيكـي سـلول زدايـي، ابتـدا      بـراي انجـام مرح   .استفاده شد
اسـتلال ايـن   . قرار گرفـت گراد  درجه سانتي -4ها در فريزر  نهنمو

ها از آب تشكيل شده اسـت و   كار اين بود كه بيشتر حجم سلول
هاي يخ در ايـن دمـا    به اين دليل كه تشكيل بزرگترين كريستال

سـمي و چـه   چـه غشـاء سيتوپلا  (ها  گيرد، غشاء سلول صورت مي
هـاي حجـيم يـخ     بر اثر ايجاد ايـن كريسـتال  ) غشاء هاي داخلي

توان انتظار داشت كه در ايـن دمـا، تمـامي     بنابراين مي. تركد مي
ها با قرار گرفتن متناوب، دچار تغييـر و تخريـب در غشـاء     سلول

  .  هايشان مي شوند
يع، باعث تخريـب هـر چـه    ها در ازت ما سپس با قرار دادن نمونه

هـاي سـلولي و    ها و خـارج شـدن محتويـات انـدامك    ر غشاءبيشت
البتـه بـدليل   . گـردد  هاي سلولي مـي  همچنين آسيب به پروتئين

تـوان انتظـار    مـي  ECMهـاي   ساختار فيبري و محكـم پـروتئين  
بسيار ناچيز باشد  ECMداشت كه تاثير اين تغييرات دماي روي 

)8(.  

ــر از  ــروژه حاض ــه   SDSدر پ ــلول زدا در مرحل ــاده س ــوان م بعن
از ايـن رو  مطالعـات انجـام    . شيميايي سلول زدايي استفاده شـد 

بهتـرين مـاده    SDSدهـد كـه شـوينده يـوني      گرفته نشـان مـي  
مطالعـات  . باشـد  هاي مختلـف مـي   شيميايي سلول زدا براي بافت

است كه  هاي مكانيكي مشخص كرده شناسي و ارزيابي تست بافت
از ايـن مـاده، بهتـرين نتـايج      درصـد  3تا  درصد 2هاي  در غلظت

 SDSهاي بيشـتر   از طرفي غلظت. گردد سلول زدايي مشاهده مي
 SDS. شود ها از ماتريكس غضروفي مي باعث حذف پروتئوگليكان

داراي يـك سـر آنيـوني آب    (با توجه به ساختار دوگانه دوسـتش  
توانـد بـا    مـي ) ع آب گريـز دوست و يـك دم دوازده كربنـه اشـبا   

هاي سلولي بر هم كنش داده و سبب ليز شدن غشاء سلولي  غشاء
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هـا باعـث    در سـلول  SDSهمچنـين  . )19(و غشاء هسته گـردد  
unfold هاي سلولي و بدين ترتيـب از بـين رفـتن     شدن پروتيئن

در تحقيــق حاضــر رنــگ آميــزي هــاي  . )20(گــردد  هــا مــي آن
ــل آ  ــي از قبي ــظ    اختصاص ــده حف ــان دهن ــدين، نش ــي تولوئي ب

و پيكروسيروس رِد كه جهـت  غضروف  ECMپروتئوگليكان هاي 
غضروف و استخوان اسـفنجي اسـت،    ECMارزيابي كيفي كلاژن 

در قبـل و بعـد از فرآينـد سـلول      ECMتركيـب  حاكي از حفظ 
  ). 3و  2شكل هاي (زدايي است 

يـوم  در حالت طبيعي بعد از پانچ گـوش خرگـوش، رشـد اپـي تل    
گوش خرگوش نژاد نيوزلندي بصورت رشد بطرف مركز مي باشد 

و اين باعث ترميم سوراخ ايجاد شده در گوش خرگـوش در   )16(
در اينجا از اين خاصيت در لاله گوش . مي گردد in vivoشرايط 

خرگوش استفاده شد و بعـد از قـرار دادن در مجـاورت داربسـت     
ECM    غضروف مفصلي و استخوان اسفنجي در بين حلقـه بافـت

ستمايي، برهم كنش آن ها در روزهاي مختلـف بررسـي   حلقه بلا
  .گشت

مطالعه در روز چهارم بعد از كشت نشان داد كه در آن روز هـيچ  
غضروف مفصلي و اسـتخوان اسـفنجي    ECMسلولي به داربست 

امـا در روز دهـم   ). شكل نشان داده نشده است(نفوذ نكرده است 
بافت بلاستما و  بعد از كشت، قرار گرفتن سلول هايي در مرز بين

غضروف مفصلي و استخوان اسفنجي نفوذ سـلول   ECMداربست 
همچنين در اين روز سلول هـاي  . هاي بافت بلاستما، مشهود بود

بافت بلاستما با ايجاد استطاله هـايي سـعي در تخريـب داربسـت     
ECM  امـا  ). 6شـكل  . (غضروف مفصلي و نفوذ به آن را داشـتند

بب تخريـب داربسـت در هنگـام    سوال اين است كه چه عاملي س
طبق مطالعات انجام شده بـر روي  . نفوذ سلول ها به آن مي شود

 ECMسلول هاي توموري در حال تهاجم، يكي از دلايل تخريب 
ــلول  ــاجرت س ــام مه ــا در هنگ ــاتريكسه ــاي م  ، متالوپروتئينازه

(MMPs) جالب اين جاست كه يكي از فاكتورهـاي لازم   . هستند
 (invadopodia)، پاهاي كاذب تهاجمي MMPsدر فعال كردن 

ــلول ــوري اســت  در س ــاي توم ــان . ه ــت بي در  MMPsدر حقيق
هاي استرومايي اطراف تومور  هاي توموري و همچنين سلول سلول

عـلاوه بـر ايـن    . )21(براي متاستاز و تهاجم توموري لازم هستند 
استخوان اسـفنجي    ECMهاي بافت بلاستما در داربست   سلول

  ). 4شكل (بيشتر به حاشيه ترابكولارها متصلند 
هـاي   م بعد از كشت با تخريب و نفـوذ بيشـتري از سـلول   ا20روز 

غضروف مفصلي همراه   ECMبافت بلاستمايي در درون داربست
هـاي سـلولي در    نكته قابل توجه در اين روز تشـكيل تـوده  . است

كه اشـاره شـد بـر اثـر      همانطوري). 7شكل (درون داربست است 
شـده  هاي بافت بلاسـتما داربسـت غضـروفي تخريـب      تاثير سلول

نشــان  2009و همكــاران در ســال  Reingاســت امــا مطالعــات 
دهــد كــه محصــولات تخريــب داربســت نيــز داراي فعاليــت  مــي

كموتاكتيكي و ميتوژنيك براي سلول هاي پيش ساز چنـد تـوان   
بنابراين همانطوريكه بافت بلاستما باعث تخريب داربست . هستند

ملي بـراي  گردد، تجزيه داربسـت نيـز مـي توانـد عـا      غضروفي مي
در ايـن روز تغييـر   . )22(هاي بافـت بلاسـتما گـردد     تكثير سلول
هـا در حالـت    هاي بافت بلاستما و كشـيده شـدن آن   شكل سلول

شـكل  (خوان اسفنجي نيز اهميـت دارد  هاي است چسبيده به تيغه
ها توسط گرادياني  تحقيقات نشان داده است كه حركت سلول). 5

شـود و از طرفـي ديگـر بـرهم      هاي شيميايي هـدايت مـي   از پيام
هاي فيزيكي بين سلول و سوبسترا نيز در اين نـوع حركـت    كنش
از طرفي طي فرايند استخوان سازي . توانند نقش داشته باشند مي
هاي استئوبلاست با آرايشي رديفي و منظم  ل غضروفي، سلولداخ

در ايـن   .)23(گيرنـد   در اطراف تيغـه هـاي اسـتخواني قـرار مـي     
پـس از كشـت آرايـش رديفـي      20و  10تحقيق هم در روزهـاي  
هده گرديد كه شـروع  هاي استخواني مشا سلول ها در اطراف تيغه

 ) .   5و  4شكل هاي (باشد  فرايند احتمالي استخوان سازي مي
هـا وارد شـده بـه داربسـت      ام بعد از كشت عملاً سلول30در روز 

ها كاملاً مورفولوژي روزهـاي   بسيار كم هستند و يا حداقل سلول
ايـن امكـان   . )Dو  C، 7شـكل  (اند  ام را از دست داده20ام و 10

هاي بافت بلاستمايي توانايي زيست  در اين روز، سلولوجود دارد 
هاي بافـت بلاسـتما    اما حركت سلول. خود را از دست داده باشند

ام پس از كشت به داربست استخوان اسفنجي بيشـتر   در روز سي
هـاي   هـا چسـبندگي بـه اطـراف تيغـه      بوده و همزمان اين سلول
  ).ده استشكل نشان داده نش(ترابكولا را نيز نشان دادند 

  

  نتيجه گيري
نتايج حاصل از بخش اول اين تحقيق، يعني بحث سلول زدايي و 

غضــروف مفصــلي و اســتخوان  ECMاز  3Dتشــكيل داربســت 
جهت بررسي رفتار  3Dتواند سوبسترايي  اسفنجي گاو نه تنها مي
هـاي   توانـد آغـازي در جهـت خلـق بافـت      سلولي باشد، بلكه مي

همچنـين در  . هندسي بافـت باشـد  جايگزين غير ايمنوژنيك در م
بخش دوم اين تحقيق نشان داده شد، استفاده از بافـت بلاسـتما   

گـردد و   كه در هنگام زخم در برخـي از موجـودات تشـكيل مـي    
توانـد در بررسـي    هاي جنيني است، مي داراي ويژگي هاي سلول

. مـدل مناسـبي باشـد    ،ها در شـرايط مختلـف بـافتي    رفتار سلول
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تحقيق رفتارهايي همچـون چسـبندگي، تكثيـر،    بطوريكه در اين 
  . قطبيت و حتي مرگ سلولي قابل مشاهده بود

  

  تشكر و قدرداني 
دانند مراتب سپاس و امتنان خـود را   پژوهشگران بر خود لازم مي

از حوزه معاونت پژوهشي دانشگاه فردوسي مشهد بخـاطر تـامين   
ي هاي اين تحقيـق كـه از محـل گرانـت پژوهش ـ     بخشي از هزينه

مطالعات تجربي و مقـدماتي آمـاده   "بنام  2مربوط به فرم شماره 
يـا  Bioscaffold (هـاي سـه بعـدي     سازي نيمه صنعتي داربست

(3D matrix فراهم گرديده  "منظور كاربرد در مهندسي بافت به
  .ابراز نمايد
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