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Abstract 

Aim: The aim was to investigate the interactions and cellular behavior of the blastema tissue and 
natural 3D elastic scaffold in vitro. 

Material and Methods: In this study cows aorta was used as a scaffold. To prepare a very porous 
elastic scaffold, the cells and collagen were removed by treating that with 50 mg/ml cyanogen bromide 
in 70% formic acid. The prepared scaffold were then placed inside the blastmea rings and kept in 
culture media for 40 days. The interaction between blastema tissues and elastic scaffolds were studied 
in 10 days intervals.  

Results: Microscopic studies in different day on blastema tissue and scaffold revealed that the cells 
and collagen fibers were omitted successfully from the elastic scaffold. Moreover, histological studies 
indicated that the cells had penetrated into the scaffold. In addition cell devision, probable 
differentiation of blastema cells to fibroblast and myocyte and also angiogenesis due to inductve effect 
of elastic scaffold were abserved.  

Conclusion: Our results indicated that, it is possible to prepare a natural elastic scaffold from aorta by 
treatment with cyanogen bromide. On the other hand, this scaffold may have inductive effects on cell 
behaviors such as migration, adhesion, cell division and probably differentiation. Further studies are 
required to confirm the indentity of cells and other properties of the scaffold and also its possible use 
in engineering of vascular tissue. 
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  چكيده

  .داربست آئورتي بود توردر مجابررسي  بر هم كنش و رفتارهاي سلولي بافت بلاستما  هدف از اين پژوهش :هدف

برميـد   سلول ها و كلاژن بافت آئورت با اسـتفاده از محلـول   ابتدا. در اين تحقيق آئورت گاو به عنوان داربست استفاده شد :ها مواد و روش
 هـايي از بافـت   تهيـه شـده درون حلقـه    هاي سپس داربست. ديربستي بسيار متخلخل به دست آدا تافرميك اسيد حذف گرديد و سيانوژن 

قـرار داده  ، باشـند  هاي بنيـادي جنينـي مـي    قابليت تقسيم و تمايز سلولي مشابه با سلول باهاي تمايز نيافته  كه تجمعي از سلول بلاستمايي
روز مـورد   10باط بين بافت بلاستما و داربست الاستيك بـه فاصـله هـر    ارتسپس . ندروز نگهداري شد 40شده و در محيط كشت به مدت 

  .بررسي قرار گرفت

هـاي   هـا و رشـته   علاوه بر تاييد حذف سلول ،در روزهاي مختلف كشتبلاستما و داربست همراه آن  در مورد مطالعات ميكروسكوپي :نتايج
تمـايز   وهمبنـد   گيـري بافـت   يك و تغييراتـي از قبيـل رگزايـي، شـكل    هاي بلاستمايي به داخل داربست الاست كلاژن، نفوذ تدريجي سلول

  . داددر اثر القاء داربست الاستيك را نشان  و ميوسيت لاستبفيبروبلاستمايي به هاي  سلول احتمالي

از . ن وجـود دارد نتايج نشان دادند كه امكان تهيه يك داربست طبيعي الاستيك از آئورت به وسيله تيمار بـا برميـد سـيانوژ    :نتيجه گيري
هرچنـد  . تواند داراي اثر القايي بر رفتارهاي سلولي از قبيل مهاجرت، چسبندگي، تقسيم و احتمالا تمايز باشـد  طرف ديگر، اين داربست مي

فـت  هاي مهندسـي با  هاي اين داربست و همچنين امكان استفاده از آن در روش ها و ساير ويژگي مطالعات بيشتري براي اثبات هويت سلول
  .عروقي مورد نياز است

  ، سلول زداييداربست سه بعدي ،بافت بلاستمايي، تمايز :واژگان كليدي
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  مقدمه
هاي  حل هاي پزشكي يكي از متداول ترين راه در بسياري از عرصه

ايـن اهـدا   . نقص عضو يا بافت، پيوند آن ها از اهدا كنندگان است
از نظر ايمنولوژيـك   تواند خود بيمار باشد يا افرادي كه كننده مي

حتي در مورد پيوند اعضا حيوانـات  . با فرد بيمار مشابه مي باشند
يكـي از   ).2و1( هـايي صـورت گرفتـه اسـت     به انسان نيـز تـلاش  

ترين مشكلات پيوند اندام، كمبـود بافـت يـا انـدام دهنـده       بزرگ
سازي تسـهيلات    آنچه در اين روند مورد نياز است فراهم. باشد مي

جهت القاء تـرميم و بازسـازي در بافـت آسـيب ديـده       يا تكنيكي
  .)3(است تا بتواند خود را ترميم كند 

هـاي   امروزه با توجه به تعداد كم اهدا كننـدگان بافـت و آلـودگي   
ــلول و       ــك س ــه كم ــت ب ــي باف ــعي در طراح ــي آن، س ويروس

اين امر . هاي گوناگون اعم از طبيعي يا سنتزي شده است داربست
فهومي جديد در علم شده كـه مهندسـي بافـت    منتهي به ايجاد م

هـدف از مهندسـي بافـت تقليـد از طبيعـت       .)4( شود خوانده مي
     هـاي معالجـات كلينيكـي و درمـاني اسـت        براي حل محـدوديت 

  .)5و  4(
ــف،      ــورهاي مختل ــتي در كش ــلي بهداش ــلات اص ــي از معض يك

هـاي اخيـر    عروقي است كه  عليرغم پيشـرفت  -هاي قلبي بيماري
ميزان بروز، بستري و مـرگ و ميـر    ،درمان بيماري هاي قلبيدر 

بهبود و افـزايش   به منظور. )6( تناشي از آن در حال افزايش اس
طول عمر اين بيماران و ارتقاء سلامت جامعه، محققان با توجه به 

عروقـي   -اصول مهندسي بافت سعي در ايجاد بافـت هـاي قلبـي   
ها  لبي، پري كارديوم و رگهاي قلبي، ماهيچه هاي ق مانند دريچه

هاي زيست سازگار بـا ابعـاد مناسـب بـه      ايجاد رگ .)8و  7(دارند
هاي محيطي و عروق كرونر آسيب ديـده   منظور جايگزيني با رگ

، 13، 12، 11، 10، 9( هدف اصلي مهندسي بافـت عروقـي اسـت   
 عروقـي  روشي كه امـروزه بيشـتر در مهندسـي بافـت    ). 15و  14

لول ها روي يـك داربسـت سـه بعـدي در     است، كشت سمتداول 
اين داربست ها به عنـوان يـك پشـتيبان    . است in vitroشرايط 

بـراي اتصـال سـلول هـا و تكـوين بافـت عمـل         فيزيكي و قـالبي 
اسـتخراج مـواد طبيعـي از تركيبـات مـاتريكس خـارج       . كنند مي

هـاي   هاي طبيعي با استفاده از پـروتئين  سلولي و ساخت داربست
روشي است كه به صورت  ماتريكس خارج سلوليز تخليص شده ا

الاسـتين،  . )16( شـود  اي در مهندسي بافت استفاده مـي  گسترده
داران  هاي ماتريكس خارج سلولي مهره ترين پروتئين يكي از عمده

هـا،   الاستين در آئورت، شـش . هاي الاستيك است و سازنده رشته
 درصـد  50تا شود كه  شده و تخمين زده مي  مثانه و پوست يافت

با توجه بـه گسـترش   . )17( دهد ها را تشكيل مي وزن خشك رگ
هاي خـوني بـه روش    هاي عروقي و تلاش براي ايجاد رگ بيماري

هاي الاستيني در سـطح دنيـا    مهندسي بافت، استفاده از داربست
در تحقيق حاضر، قابليت مهاجرت و . مورد توجه قرار گرفته است

كـه طـي پديـده تـرميم در     مايي تمايز سلول هـاي بافـت بلاسـت   
هايي از بدن برخي جانوران مثل خرگوش نيوزلنـدي ايجـاد    بخش
هـاي    از نظر قابليت تكثير و تمايز، بسيار مشابه سلول گردند و مي

جنيني بوده و قادرند تحـت تـأثير عوامـل مختلـف بـه انـواعي از       
، در مجـاورت  )19و  18(هاي تخصص يافتـه تمـايز يابنـد     سلول

سه بعدي طبيعي آئورت با توجه بـه خصوصـيات القـايي     داربست
بـه  . اين داربست بر روي سلول ها مورد بررسي قرار گرفته اسـت 

عبارت ديگر ديواره آئورت به عنـوان يـك داربسـت بـراي كشـت      
سلول هاي بلاستمايي استفاده شد تا بـر هـم كـنش بـين بافـت      

عـلاوه  . مشخص گردد بلاستما و داربست آئورتي به كار برده شده
در سير تكوين بافت بلاستما همـراه بـا ايـن داربسـت چـه       بر آن
ها و چه رفتارهاي سلولي احتمـالي مشـاهده خواهـد شـد و      بافت

هايي  سلول هاي بلاستمايي تحت تاثير القاء داربست به چه سلول
  .تمايز خواهند يافت مورد بررسي قرار گرفت

  
  مواد و روش ها

يعي سـه بعـدي الاسـتيك، بايـد     به منظور تهيه يك داربست طب
هـاي الاسـتيك يكـي از     بافتي از بدن انتخاب مي شد كـه رشـته  

علاوه بر اين، بافـت انتخـاب   . اجزاء اصلي تشكيل دهنده آن باشد
شده بايد از جهت تهيـه داربسـت در ابعـاد و تعـداد دلخـواه نيـز       

بـزرگ و قطـور    علتبه همين دليل آئورت گاو به . بود مناسب مي
 عنوان بافت منبع تهيه داربست الاستيك انتخاب گرديـد  بودن به

 5×5قطعاتي استوانه اي شكل از ايـن بافـت بـا ابعـاد تقريبـي      و 
سـپس بـا اسـتفاده از    . به عنـوان داربسـت جـدا شـدند    متر  ميلي

سـلول  % 70در اسيد فرميك  برميد سيانوژن  mg/ml50محلول 
ا عـلاوه بـر   گرديد ت ـحذف هاي آماده  و كلاژن موجود در داربست

تشكيل يك داربست متخلخـل، ماهيـت زيسـتي طبيعـي يعنـي      
پس از آنكه مطالعات بافت . گرددحفظ ها  الاستيك بودن داربست

 شناسي كارآيي روش فيزيكي به كار رفته را در حذف اجزاء بافت
ها، كلاژن، عضـله و بافـت همبنـد و بـاقي گذاشـتن       شامل سلول

، اقدام به تهيه بافت بلاستمايي هاي الاستين به اثبات رساند رشته
  .گرديد تا با داربست آماده شده الحاق گردد

نـژاد   نـر  به منظـور تهيـه حلقـه بلاسـتمايي، از گـوش خرگـوش      
ــا  و گرديــد اســتفاده (Oryctolagus cuniculus)نيوزلنــدي  ب
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در متـر   ميلـي  2سوراخ هـايي بـه قطـر     ،استفاده از انبرهاي ويژه
سـاعت   48. روق خوني ايجاد گرديدمناطق مياني گوش دور از ع

 5/4پس از پانچ اول، بافت اطراف سوراخ توسـط انبـري بـا قطـر     
بلافاصـله پـس از   . به صورت يـك حلقـه برداشـته شـد     ميلي متر

برداشــت حلقــه هــا، مراحــل شستشــوي بافــت روي آنهــا انجــام 
مراحل شستشو درحيوان خانه و آزمايشگاه توسط سـرم  . پذيرفت

ذيرفت و تنها در آخرين مرحلـه شستشـو در   فيزيولوژي صورت پ
خانـه، شستشـو    6زير هود و قبل از انتقال حلقه ها به پليت هاي 

يــك روز قبــل از جداســازي و  .محــيط كشــت انجــام گرفــت بــا
با سـرم   هاي آماده شده هاي بلاستمايي، داربست شستشوي حلقه

فيزيولوژي، محلول فسفات بافر سالين و در مرحله آخر با محـيط  
سـاعت در محـيط كشـت در     24شت شستشو و پس از اينكـه  ك

هـاي بلاسـتمايي شستشـو و     انكوباتور قرار داده شدند، بـه حلقـه  
روز در  40مـذكور تـا    هـاي  نمونـه . آماده شـده الحـاق گرديدنـد   

 نگهداري CO2درصد  5و  گراد درجه سانتي 37انكوباتور با دماي 
قرارگيـري   روز پـس از  10سلول هاي بلاسـتمايي حـدود   . شدند
 ،كنند ها ريزش مي هاي بلاستمايي در محيط كشت، از حلقه حلقه

بنابراين پس از طي اين مدت و در روزهاي دهم، بيستم، سـي ام  
و چهلم پس از كشت اقدام به برداشتن حلقه ها و داربست درون 

در ابتدا پـس از برداشـت هـر يـك از     . آن از محيط كشت گرديد
هـاي   اي مطالعـه اينكـه آيـا سـلول    ها از محـيط كشـت، بـر    نمونه

بلاستمايي در سطح داربست آئورت زنده مانده و حضور دارنـد، از  

پس از مراحل . رنگ آميزي با رنگ حياتي آبي متيلن استفاده شد
 -ها بـا روش هـاي هماتوكسـيلين    پاساژ بافتي و تهيه برش، نمونه

ان و آلسي هماتوكسيلين -پيك اينديگو كارمين -ائوزين، اورسئين
سـپس مطالعـات هيسـتولوژيكي    . رنگ آميـزي شـدند   پاس -بلو

  .صورت گرفتند
  

  نتايج
نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه يك داربست سلول زدايي شده، 
متشكل از يك پروتئين خالص ماتريكس خارج سلولي مـي توانـد   
از بافت آئورت تهيه شود، بدون اينكه ساختار طبيعي آن بـه هـم   

توسط  برميد سيانوژن تمام سـلول هـا و     ئورتآ  با تيمار .بخورد
؛ در نتيجـه  )2-1و 1-1شـكل  ( كلاژن از آئورت تازه حذف شـده 

كه از لايه هاي متعدد فيبرهـاي  گرديد داربست الاستيني حاصل 
هم مركز با ساختاري تقريبا مشابه با لايه الاستيك آئورت طبيعي 

سـتفاده در  هـاي مـورد نيـاز بـراي ا     تشكيل يافته و داراي ويژگي
   .مهندسي بافت است

  
  
  
  
  

  
  

  

  
الف و (در مقايسه با نمونه كنترل ) ب و د(مشاهده حذف سلول ها و در هم ريختن نظم رشته ها در نمونه تست و منفذ دار شدن آن ): راست(1-1شكل 

 X20الف و ب درشت نمايي . ائوزين -ماتوكسيلينرنگ آميزي ه. (برخي فضاهاي خالي ناشي از حذف سلول ها در تصاوير با پيكان مشخص شده اند). ج
  ) X40درشت نمايي   و ج و د

حذف كلاژن و سلول ها ). الف و ج(در مقايسه با نمونه كنترل ) ب و د(مشاهده حذف كلاژن و سلول هاي ماهيچه صاف از نمونه تست ): چپ(2-1شكل 
الف و ب درشت . هماتوكسيلين -پيك اينديگو كارمين -رنگ آميزي اورسئين. (ستاز فضاي بين رشته هاي الاستيك در تصاوير با پيكان مشخص شده ا

  )X40درشت نمايي   و ج و د X20نمايي   
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. اين داربست، داراي تخلخل مناسب بوده و سـميتي نشـان نـداد   
علاوه بر اين، سطح و تركيب داربست توانست موجب چسبندگي، 

ضمن اينكه تركيب  تكثير و نفوذ سلول ها به درون داربست شود،
داربست تا روز چهلم كشت هيچ گونه تغييـر و از هـم پاشـيدگي    

اين داربست مي تواند   رسد به همين دليل به نظر مي. نشان نداد
شده و به دليـل خاصـيت ارتجـاعي     گهدارين  براي مدت طولاني

  هايي كـه قابليـت   به عنوان جايگزيني براي بافت  بالايي كه دارد،
  .استفاده گردد انبساط دارند

ها با رنگ حيـاتي آبـي متـيلن، زنـده بـودن و       رنگ آميزي سلول
ها در سطح داربست را در روزهـاي دهـم، بيسـتم و     حضور سلول

ام پس از كشت تاييد كرد، در حالي كه در روز چهلم پـس از   سي
به نظر مي رسد . كشت، سلولي در سطح داربست مشاهده نگرديد

  .)2شكل ( اند تمايي از بين رفتههاي بلاس در اين روز سلول
طالعات بافت شناسي در روز دهم پس از كشت، نشـان داد كـه   م

هـاي ابتـدايي داربسـت كـه در      هاي بلاستمايي در قسـمت  سلول
. )1-3شكل ( اند مجاورت حلقه بلاستمايي قرار داشته، نفوذ كرده

هاي فيبروبلاستي مشـاهده   سلول ،علاوه بر اين در سطح داربست
ند كه به صورت نرمال فعاليـت داشـته و رفتارهـايي ماننـد     شو مي

همچنـين  . )2-3شـكل  ( ها مشاهده گرديـد  تقسيم سلولي در آن
ها، رشته هاي كلاژن را ساخته اند كـه بـه خـوبي در     فيبروبلاست

توان نتيجه گرفـت كـه القـاء     مي. شود سطح داربست مشاهده مي
ايي در روز هـاي بلاسـتم   داربست الاستيني موجـب تمـايز سـلول   

دهم پس از كشت به فيبروبلاست، هر چند به تعداد انـدك شـده   
  . است

هـاي   هاي بلاستمايي به لايه روز بيستم پس از كشت، نفوذ سلول
هـا در حاشـيه    دروني داربسـت افـزايش يافتـه و از تـراكم سـلول     

. شـود، كاسـته شـده بـود     داربست كه در روز دهـم مشـاهده مـي   
. داربست مشـاهده گرديـد   ليوم رگي درهمچنين در اين روز، اپيت

توان نتيجه گرفت داربست آماده شده توانسته زمينه  بنابراين، مي
زايـي توسـط    احتمالا القاي رگ .زايي را فراهم كند لازم براي رگ

فاكتورهاي رشد فيبروبلاستي صـورت گرفتـه كـه از فاكتورهـاي     
هـا   سـت علاوه بر مشاهده فيبروبلا. دباشن اصلي روند رگ زايي مي
هاي ميوسيت نيـز مشـاهده    هايي با ويژگي به تعداد فراوان، سلول

  .)4شكل( شد
هـا حاصـل شـده     هـا از ميـوفيبرو بلاسـت    ممكن است اين سلول

ها از تغيير شكل و ساختار فيبروبلاست ها  ميوفيبروبلاست. باشند
گردند و خصوصيات فيبروبلاست و عضله صـاف را دارا   حاصل مي

هـاي مورفولوژيـك يـك     وه بـر دارا بـودن ويژگـي   باشند؛ و علا مي
فيبروبلاست، حاوي مقدار زيادي ريز رشته اكتين و ميـوزين نيـز   

البتـه خـود    .كننـد  باشند كه مانند عضـلات صـاف عمـل مـي     مي
هـاي مزانشـيمي    هايي مشابه سـلول  هاي بلاستمايي، ويژگي سلول

 دارند و احتمال دارد كه به صورت مسـتقيم بـه ميوسـيت تمـايز    
هـاي كـلاژن و بافـت     در روز بيستم، تشـكيل رشـته  . يافته باشند

هـاي   همبند نسبت به روز دهم افزايش يافته و فواصل بين رشـته 
  .)4شكل( هاي كلاژن پر شده است الاستين، توسط رشته

  

 
) د(در روز چهلم . پس از كشت) ج(ي ام و س) ب(، بيستم )الف(مشاهده حضور سلول هاي بلاستمايي در سطح داربست آئورت در روزهاي دهم : 2شكل

رنگ آميزي آبي متيلن و . (سلول ها در سطح داربست الاستيك با پيكان مشخص شده اند. سلولي در سطح داربست مشاهده نمي شود ،پس از كشت
  .ستيك با دايره توپر مشخص شده انددر تصاوير، حلقه بلاستمايي با دايره توخالي و داربست الا )2، زوم 1عدسي : مشاهده با استرئو ميكروسكوپ
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هاي بلاستمايي در  سلول. هاي ابتدايي داربست ها از حلقه بلاستمايي به درون داربست و نفوذ آن ها در قسمت مشاهده مهاجرت سلول): راست(1-3شكل

 )X40و ج و د درشت نمايي  X20يي الف و ب درشت نما. ائوزين - رنگ آميزي هماتوكسيلين. (اند تصاوير ب، ج و د با پيكان مشخص شده
پيك اينديگو  - رنگ آميزي اورسئين. ( هاي بلاستمايي به فيبروبلاست و تشكيل بافت همبند مشاهده نفوذ، تقسيم وتمايز سلول): چپ(2-3شكل

  )X 100درشت نمايي . هماتوكسيلين -كارمين
هـا حاصـل شـده     هـا از ميـوفيبرو بلاسـت    ممكن است اين سلول

ها از تغيير شكل و ساختار فيبروبلاست ها  فيبروبلاستميو. باشند
گردند و خصوصيات فيبروبلاست و عضله صـاف را دارا   حاصل مي

هـاي مورفولوژيـك يـك     باشند؛ و علاوه بـر دارا بـودن ويژگـي    مي
فيبروبلاست، حاوي مقدار زيادي ريز رشته اكتين و ميـوزين نيـز   

البتـه خـود    .كننـد  باشند كه مانند عضـلات صـاف عمـل مـي     مي
هـاي مزانشـيمي    هاي بلاستمايي، ويژگي هايي مشابه سلول سلول

دارند و احتمال دارد كه به صورت مسـتقيم بـه ميوسـيت تمـايز     

هـاي كـلاژن و بافـت     هدر روز بيستم، تشـكيل رشـت  . يافته باشند
هـاي   همبند نسبت به روز دهم افزايش يافته و فواصل بين رشـته 

  .)4شكل( ژن پر شده استهاي كلا الاستين، توسط رشته
هـا   ام پس از كشت نيز ميوسـيت  مشابه با روز بيستم، در روز سي

در ايـن روز فيبروبلاسـتي در   . در سطح داربست مشـاهده شـدند  
سطح داربست مشاهده نگرديد و علاوه بر تشكيل اپيتليوم رگـي،  

هاي كلاژن و بافت همبند در تمام سطح داربست به صورت  رشته
  . )5شكل . (نددش واضحي مشاهده

  

 
هاي كلاژن درون داربست، وجود سلول هاي فيبروبلاسـتي درون داربسـت و تقسـيم آن هـا، تشـكيل رشـته هـاي بافـت          مشاهده تشكيل رشته: 4شكل

الـف درشـت    .هماتوكسـيلين  -پيـك اينـديگو كـارمين    -رنگ آميزي آميزي اورسئين). (الف و ب(ها و تشكيل اپي تليوم رگي  همبندتوسط فيبروبلاست
  .تصوير ج، طرحي شماتيك از يك سلول فيبروبلاستي در حال كلاژن زايي مي باشد). X40و ب درشت نمايي  X20نمايي 
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پيك اينديگو  -رنگ آميزي اورسئين. (مشاهده تشكيل بافت همبند، اپيتليوم رگي و ميوسيت درون داربست در روز سي ام پس از كشت: 5شكل

  )X40و ب درشت نمايي  X20الف درشت نمايي . هماتوكسيلين -كارمين
  

  

رسد تا روز سي ام پس از كشت، يك ماتريكس خـارج   به نظر مي
هاي كلاژن، رشته هاي الاستيك،  سلولي كاملا جديد شامل رشته

در ... هـاي پـيش سـاز عضـلات، مــويرگ و     بافـت همبنـد، سـلول   
كـه  به عبارتي بافت آئورت . داربست الاستيني تشكيل يافته است

تمام اجزاء آن بـه غيـر از الاسـتين حـذف شـده بودنـد، مجـددا        
ساختاري تقريبا مشابه با حالت طبيعي اوليه خود به دست آورده 

ها در سطح داربست افـزايش   ام، گسترش سلول در روز سي. است
هاي مياني و انتهايي داربست قابل  ها تا قسمت يافته و نفوذ سلول

ول ها بـه درون داربسـت از روز   نفوذ سل .)6شكل ( مشاهده است
ام بـه صـورت تـدريجي افـزايش يافتـه و سـطح        دهم تا روز سـي 
ها در هر مرحله نسبت به مرحله قبل بيشتر شـده   گسترش سلول

  .است

در روز چهلم، بر خلاف روزهاي قبـل، سـلول چنـداني در سـطح     
تـا   10رسد بازه زماني بين  به نظر مي. داربست قابل مشاهده نبود

ها بوده و  ترين زمان جهت نگهداري و تمايز سلول مناسب روز 30
در روز چهلم بنا به دلايلي از قبيل تخريب بافتي و مرگ سـلولي،  

  . )7شكل( اند ها از بين رفته سلول
به موازات اين رويدادها، حلقه بلاستمايي نيز از روز دهـم تـا روز   

 ـ    سي ه ام تغيير كرده و بافت غضروفي در آن تشـكيل شـده كـه ب
همچنـين   .ام گسـترش بيشـتري يافتـه اسـت     تدريج تا روز سـي 

ام  در روز سـي . شـود  اپيتليوم زايي در بافت بلاستما مشاهده مـي 
پس از كشت، از هم پاشيدگي نسبي بافت بلاستما قابل مشـاهده  

  .)8شكل(بود

  
پر شدن داربست . در روز سي ام پس از كشت، نفوذ سلول ها به درون داربست و گسترش آن ها تا قسمت هاي مياني و انتهايي آن مشاهده شد :6شكل

  )X20درشت نمايي . ائوزين - رنگ آميزي هماتوكسيلين. (الاستيك توسط سلول ها و رشته هاي كلاژن با پيكان مشخص شده است
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ائوزين،  - الف و ب رنگ آميزي هماتوكسيلين. (قه بلاستمايي و عدم حضور سلول ها درون داربست در روز چهلم پس از كشتاز هم پاشيدگي حل: 7شكل

  )X10درشت نمايي 
  

  
تشكيل اپي تليوم جديد و غضروف زايي در حلقه بلاستمايي بـه خـوبي قابـل    ). الف و ب(مشاهده تغييرات بلاستما در روز بيستم پس از كشت : 8شكل 

از هم پاشـيدگي نسـبي   . در تصوير الف، اپي تليوم جوان و در تصوير ب، بافت غضروفي و كندروسيت ها با پيكان مشخص شده اند). ب و ج(شاهده بودم
ت و ج درش X40، ب درشت نمايي X10الف درشت نمايي . پاس -رنگ آميزي آلسيان بلو. (بافت بلاستما در روز سي ام، در تصوير ج قابل مشاهده است

  )X20نمايي 
  

  

  بحث
رگ پيوندي جايگزين عروق آسيب ديـده   600000سالانه حدود 

هـاي   هـا عمومـا در اثـر تشـكيل پـلاك      شـريان ). 20( شـوند  مـي 
بينند كه باعث تنگ شـدن لـومن رگ و    آترواسكلروزي آسيب مي

هـا در   اين آسيب. در نتيجه صدمه ديدن لايه اندوتليال مي گردد
خــون و جلــوگيري از جريــان خــون نهايــت باعــث ايجــاد لختــه 

هرچند از مواد سـنتزي مختلفـي بـراي سـاخت عـروق      . شوند مي
شود، اما اغلـب ايـن مـواد بـراي جـايگزيني       مصنوعي استفاده مي

عروق با قطر كم چندان مناسـب نيسـتند، چـون احتمـال ايجـاد      
به همين دليل بـراي جـايگزيني   . دهند لخته خوني را افزايش مي

هـاي سـالم خـود فـرد بيمـار       عمومـا از رگ  عروق آسـيب ديـده،  
استفاده از عـروق سـاير افـراد بـراي      ).22و  21( شود استفاده مي

جايگزيني با عروق فرد بيمار، در شـرايطي كـه فـرد فاقـد عـروق      
امـا  . گيـرد  مناسب براي پيوند اسـت نيـز در مـواردي انجـام مـي     

ي از مشكلاتي از قبيل كمبود افراد دهنده و همچنين اتساع عروق
مواردي است كه استفاده از چنـين پيونـدهايي را محـدود كـرده     

با اينكه اسـتفاده از عـروق پيونـدي خـود فـرد      ). 24و  23(است 
كند، اما معايبي از قبيل نياز  بيمار معمولا نتايج بهتري حاصل مي

هاي مكرر با ريسك بالا و هزينه زياد بـراي بيمـار نيـز     به جراحي
ين، عروق پيوندي كه ضخامت ديـواره آنهـا   علاوه بر ا. وجود دارد

بيننـد و خـود فـرد     كم است معمولا در جريان پيوند آسـيب مـي  
بيمار نيز ممكن است به دلايلي از قبيل قطع عضـو و جـايگزيني   

  ).25( مكرر عروق فاقد عروق مناسب به منظور پيوند باشد
هـا اسـت كـه     هاي عروقـي، سـال   به دليل نياز فراوان به جايگزين

هاي مناسب بـه منظـور جـايگزيني بـا      ققان بر روي ايجاد رگمح
  ).26( اند عروق آسيب ديده متمركز شده

هـاي طبيعـي پتانسـيل بـالايي بـه عنـوان        رسد بافـت  به نظر مي
هـاي   اسـتفاده از بافـت  . عروقي داشته باشند -هاي قلبي جايگزين

طبيعــي انســان و حيوانــات مختلــف در تحقيقــات زيــادي مــورد 
دهـد كـه مـواد     نتـايج نشـان مـي   ). 27( ار گرفته استبررسي قر

زيستي طبيعي معمولا به يك تيمار قبلي فيزيكـي يـا شـيميايي    
نياز دارند تا آنها را از تجزيه زيستي حفظ كند، ايمني زايـي آنهـا   

هـاي   روش. را كاهش دهد و همچنـين بافـت را اسـتريليزه كنـد    
ا در نهايـت  مختلفي به اين منظور مـورد بررسـي قـرار گرفتـه ت ـ    

روشي بهينه كه در عين حفظ يكپارچگي مكانيكي بافت و حفـظ  
. ماهيت طبيعي آن، اهداف فوق را نيز برآورده سازد، يافـت شـود  
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هاي مختلف، سـلول زدايـي روشـي اسـت كـه بـه        در ميان روش
بـا اسـتفاده از ايـن روش،     .تر شده اسـت  اهداف مورد نظر نزديك

چنـين مـوادي بـا ماهيـت     هاي ايمنـي كـاهش يافتـه و هم    پاسخ
شــوند كــه بــراي كشــت ســلولي و   زيســتي طبيعــي ايجــاد مــي

مواد زيسـتي طبيعـي   . هاي مهندسي بافت مناسب هستند كاربرد
امتيازات مكانيكي، شيميايي و زيسـتي فراوانـي نسـبت بـه مـواد      
مصنوعي دارند و به همين دليل داراي پتانسـيل چشـمگيري بـه    

). 25(باشـند  مهندسي بافت مـي منظور كاربرد در درمان به روش 
ها، هضـم آنزيمـي و    هاي مختلفي از قبيل تيمار با دترجنت روش
. شـوند  ها از بافت استفاده مـي  هاي صوتي براي حذف سلول روش

تواند باعث وقـوع مشـكلاتي    ها از بافت مي عدم حذف كامل سلول
ها و موادي از قبيل  شود، به عنوان مثال باقيمانده محتويات سلول

شوند، زيرا اين مـواد   فوليپيدها، باعث كلسيفيه شدن بافت ميفس
، 29، 28(هاي كلسيمي پيوند برقـرار كننـد    توانند با كريستال مي
هـاي   هـا موجـب پاسـخ    همچنين باقيمانده سلول .)32و  31، 30

به عنوان مثال حضور موادي مانند ليپيـد هـا و   . گردند ايمني مي
 هاي ايمني شـوند  ند باعث پاسختوان هاي سلولي مي پروتئوگليكان

ها و باقيمانده آنهـا،   علاوه بر اين، حتي پس از حذف سلول .)33(
توانـد بـه    سـلول زدايـي شـده مـي     ،ماتريكس خارج سلولي بافت
در نتيجـه،   ).34( هـاي ايمنـي شـود    تنهايي باعـث ايجـاد پاسـخ   

ها باعث كاهش  كنند كه گرچه حذف سلول مطالعات پيشنهاد مي
شود، امـا ممكـن اسـت بـراي حـذف كامـل        ايمني ميهاي  پاسخ
هاي ايمني و التهابي كافي نباشد و بهتر است موادي ماننـد   پاسخ

بـه  ). 35( فيبرونكتين نيز از ماتريكس خارج سلولي حذف گردند
هاي مـاتريكس خـارج سـلولي از     توان گفت پروتئين طور كلي مي

سـت بـا   تواننـد بـه عنـوان يـك دارب     جمله موادي هستند كه مـي 
تركيب زيستي طبيعي و ساختار سه بعدي به صورت وسـيعي در  

اي  تواننـد شـبكه   ها مي اين داربست. مهندسي بافت استفاده شوند
چند منظوره جهت ايجاد محيط زيستي خاص به منظور به دست 

هاي بـافتي و سـلولي تحـت شـرايط فيزيولـوژيكي       آوردن ويژگي
ايمنولوژيـك را تحريـك   هـاي   علاوه بـر ايـن پاسـخ   . ايجاد نمايند

سـتازي  مئوهـا سـمي نيسـتند و خاصـيت هو     نكرده، براي سـلول 
هاي بلاستمايي تحـت   تحقيق حاضر نشان داد سلول. بالايي دارند

داربست سه بعدي طبيعي الاستيك، ساختاري مشابه با اثر القايي 
هاي بلاسـتمايي   با اينكه سلول  .بافت آئورت اوليه ايجاد كرده اند

هـاي تمـايزي    اند و قابليـت  ور كامل تعيين هويت نشدههنوز به ط
هـاي   ها به طوركامل روشن نيست، اما نتايج حاصل از پژوهش آن

هـاي نـوين در زمينـه اسـتخراج      مختلف، اميد بخش يافتن راهي

هايي با خاصيت بنيادي و قابليت تمايز بالا اسـت كـه    ساده سلول
چنانچـه بتـوان   . دها جهت سلول درماني استفاده كـر  بتوان از آن

هــايي را  هـاي دخيـل در ايجـاد چنـين سـلول      هـا و ژن  مكانيسـم 
شناسايي كرد تا بتوان منبع سلولي مشابهي را در انسان به دست 

هـايي نـوين بـراي     هايي راه توان با استخراج چنين سلول آورد، مي
عروقي در  -هاي قلبي ها از جمله بيماري درمان بسياري از بيماري

هنوز مسائل مهمي چون انتخاب منابع سلولي، البته  .آينده گشود
ساخت داربست، كشت سلولي، محيط كشـت، خـواص مكـانيكي    

ب در اين فرآيند مطرح مناس  هاي حيواني سلول و مدل -داربست
: ايـن چـالش هـاي عمـده در ايـن امـر عبارتنـد از        بر بنا. هستند

احـي  تكنولوژي سلول، تكنولوژي ساختار و الحاق ساختارهاي طر
  .شده در سيستم زنده

  

  نتيجه گيري
نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه يك داربست سلول زدايي شده، 

تواند از  متشكل از يك پروتئين خالص ماتريكس خارج سلولي مي
بافت آئورت تهيه شود، بدون اينكه سـاختار طبيعـي آن بـه هـم     

اي آئورت سلول زدايي شده گاو مي تواند زمينه مناسب بر. بخورد
تكثير سـلولي را فـراهم كـرده و بـه عنـوان يـك داربسـت بـراي         

هـاي قلبـي و    مهندسي بافـت عروقـي خصوصـا در مـورد دريچـه     
هرچند سلول زدايي با روش هاي . هاي عروقي استفاده شود پيوند

شود، اما در اين پژوهش با استفاده از يك روش  مختلفي انجام مي
مـاده شـد كـه درصـد     فيزيكي نسـبتا سـاده و ارزان، داربسـتي آ   

تخلخـل بــالايي داشـت و بنــابراين مهـاجرت و تكثيــر ســلولي را    
داربست الاستيني آماده شده از تيمـار آئـورت تـازه     .تسهيل نمود

. گاو با محلول برميد سيانوژن در فرميـك اسـيد بـه دسـت آمـد     
توانـد موجـب شكسـتگي در دنبالـه متيـونين       برميد سيانوژن مي

اي اسـت كـه در همـه     اسـيد آمينـه   متيـونين . هـا شـود   پروتئين
  ها از قبيـل كـلاژن وجـود دارد، امـا در الاسـتين حضـور       پروتئين

توان همه  مي  بنا بر اين با استفاده از برميد سيانوژن، .)36( ندارد
علاوه بر اين، مطالعات . نمود  اجزاء بافت به جز الاستين را حذف

داخـل داربسـت   هاي بلاستمايي به  نفوذ سلولبافتي در روز دهم 
در روز بيسـتم عـلاوه بـر نفـوذ، تقسـيم و      . را نشان داد الاستيك

هاي فيبروبلاستي و  هاي بلاستمايي به سلول تمايز احتمالي سلول
ام مشابه با روز بيستم  نتايج در روز سي. ميوسيت مشاهده گرديد

گيري بافت  شكل و زايي تغييراتي از قبيل رگبود و علاوه بر آن،  
هــاي  در روز چهلــم، داربســت و ســلول. ز ديــده شــدنيــ همبنــد

بنا بر ايـن  . بلاستمايي احتمالا به دليل مرگ سلولي از بين رفتند
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نتايج نشان دادند كه امكان تهيه يك داربست طبيعي الاستيك از 
اين داربسـت  . آئورت به وسيله تيمار با برميد سيانوژن وجود دارد

اي سـلولي از قبيـل مهـاجرت،    تواند داراي اثر القايي بر رفتاره مي
  .چسبندگي، تقسيم و احتمالا تمايز باشد

  

  تشكر و قدرداني
مولفين مراتب تشكر و امتنان خود را از حوزه معاونـت پژوهشـي   

هـاي ايـن    دانشگاه فردوسي مشهد بخاطر تامين بخشي از هزينـه 
مطالعـات   "پژوهش كه از محل گرانت پژوهشي مربوط به طـرح  

هـاي سـه    آماده سازي نيمه صـنعتي داربسـت  تجربي و مقدماتي 
منظــور كــاربرد در  بــه 3D matrix)يــا Bioscaffold (بعــدي 

  .دننماي فراهم گرديده ابراز مي "مهندسي بافت 
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