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  چكيده

هدف اصلي اين پژوهش مطالعات تجربي رويدادهاي هيستولوژيكي حاصل از اعمال متقابل بين بافت بلاستما و مثانه سـلول زدايـي    :هدف
  .بودشده خرگوش نيوزيلندي در محيط كشت 

به مـدت   گراد درجه سانتي -4بر اساس روش فيزيكي با قرار دادن قطعات بافت مثانه در فريزر  خرگوش مثانهزدايي  سلول :ها مواد و روش
 درصد SDS (1(در سديم دودسيل سولفاترا مثانه  ,روش شيمياييادامه در در . ساعت و سپس قرار دادن مثانه در ازت مايع انجام شد 24

نـژاد   نـر  هاي گـوش خرگـوش   تهيه بافت بلاستما با پانچ لاله براي. مل انجام شدزدايي مثانه بطور كا و سلول گرفتساعت قرار  24به مدت 
زدايي شـده در شـرايط اسـتريل در مركـز      ساعت داربست سلول 72نيوزيلندي و برداشت حلقه بلاستمايي ايجاد شده با پانچ ديگري بعد از 

 ,هاي هماتوكسـيلين ائـوزين   بعد از انجام مراحل بافتي با رنگ هاي كشت نمونه. و به محيط كشت انتقال داده شد گرفتحلقه بلاستما قرار 
  . ميزي شدآ پيك انديگو و پيكروفوشين رنگ

هـاي سـلولي داراي اتصـال بطـور      كشت به صورت كلني 15هاي بلاستمايي در روز  مطالعات ميكروسكوپ نوري نشان داد كه سلول :نتايج
هـاي اپيتليـومي تمـايز     هاي بلاستمايي به سلول سلول همچنين دراين روز .اند رت كردهزدايي شده مثانه مهاج كامل به داخل داربست سلول

هايي از فرايند مچنين در روزهاي ديگر كشت رويداده. مورف مثانه در وسط داربست تشكيل شده است رسد اپيتليوم پلي نظر ميه ب يافته و
  . انژيوژنز در داربست مذكور مشاهده گرديد

هـاي بلاسـتمايي را در جهـت مهـاجرت بـه       قابليت القا سـلول  ،زدايي شده خرگوش نيوزلندي به عنوان داربست سلول مثانه :نتيجه گيري
  .هاي بلاستمايي و تمايز فراهم نموده است ايجاد اتصالات بين سلول ,داربست

  ماتريكس سه بعدي ,خرگوش نيوزيلندي ,مثانه ,بدون سلولداربست  :واژگان كليدي
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  مقدمه
زايـي تحـت كنتـرل كمپلكسـي از      زايي و انـدام  هاي ريختفرايند

هـاي   هاي تنظيمي هسـتند كـه تعيـين كننـده ويژگـي      مكانيسم
ح در يابي صـح ي ـ هاي مختلف بـه سـمت سـازمان    ها و بافت سلول

ن يــم كننــده ايهــاي تنظــ مولكــول. باشــد ا انــدام مــييــبافــت و 
مي هم مواد قابل انتشاري هستند كـه توسـط   يهاي تنظ سميمكان

شـوند و هـم اجـزاي     ي مييژه شناسايرسپتورهاي سطح سلولي و
سـلول و   -سـلول  انـد كـه اعمـال متقابـل     كس خارج سلولييماتر

نظـر   و رفتار سلول و بافت مورد كردهم يكس را تنظيماتر -سلول
عوامـل گونـاگوني باعـث القـاي تمـايز       . )1( كننـد  ن مـي ييرا تع
تـوان بـه تمـاس     مـي  آن شود كه از جملـه  هاي بنيادي مي سلول

يعني ارتباطات متقابـل  (هاي مجاور  ها با سلول فيزيكي اين سلول
هاي ويژه موجود در محـيط اطـراف اشـاره     و مولكول) بين سلولي

هاي مجـاور و فاكتورهـاي    بنابراين در هر مقطع زماني سلول. كرد
رشد و تركيبات ماتريكس خارج سـلولي باعـث تعـديل و تنظـيم     

 شـوند  هاي بنيـادي مـي   سيم و آپوپتوز سلولتق ,فرايندهاي تمايز
لانگر و واكانتي مهندسي بافت را مولد يـك   ,1993در سال  .)2(

حوزه مطالعاتي جديد تعريف كردند كه در آن اصول مهندسـي و  
شد و  بيولوژي جهت اصلاح بافت زنده آسيب ديده بكار گرفته مي

ل در خـلا ). 3( گشت موجب تجديد ترميم و حفظ عمل بافت مي
در اين دهـه  . مهندسي بافت به سرعت پيشرفت كرد ,1990دهه 

هاي بدن به منظور بازسازي  هاي بيولوژيكي بافت موضوع جانشين
اكنون نيز مهندسـي بافـت بـه عنـوان طراحـي      . بافت مطرح شد

مهندسـي بافـت   ). 4( باشد هاي بافت يا ارگان مطرح مي جايگزين
كي يعنـي مـاتريكس   هاي بيولـوژي  براساس سه تركيب اصلي بافت

هاي پيام رسان و سلول بنيـان نهـاده شـده     مولكول ,خارج سلولي
فاكتورهاي رشد و سلول شـبيه   ,است كه بترتيب توسط داربست

هـاي مهندسـي    هاي مهم داربسـت  يكي از ويژگي. شود سازي مي
بافت داشتن شبكه متخلخل مـرتبط بهـم جهـت تغذيـه رسـاني      

مـاتريكس خـارج سـلولي و    تشـكيل   ,دفع ضايعات سلولي ,سلول
هاي بيولوژيكي تشـكيل شـده از    اين داربست). 5,6( رگزايي است

ــلولي   ــارج س ــاتريكس خ ) Extracellular matrix=ECM( م
هـاي آسـيب ديـده يـا      هستند كه عموما براي تجديد بناي بافـت 

سيسـتم ادراري و  ). 7( شـود  هاي از دست رفته استفاده مـي  بافت
پاتولوژيكي از زمان تكـوين جنينـي تـا    مثانه مستعد انواع شرايط 

هـاي طبيعـي    تعدادي از مواد سنتزي و بافـت . باشد بزرگسالي مي

. هاي عملكردي مثانـه مـورد تحقيـق هسـتند     براي نوسازي نقص
, ايـي  قطعات معـدي روده  ,هاي مثانه مواد طبيعي شامل الوگرافت

لايـه زيـر    ,سـخت شـامه   ,جفـت  ,كـارديوم  پري ,ماهيچه ,پوست
 باشد زدايي شده مثانه مي روده كوچك و ماتريكس سلولمخاطي 

هـاي   ايـي شـكل و شـبيه بـه سـلول      هاي توده بلاستما سلول). 8(
ها جراحـت   مزانشيمي هستند كه بطور واضح در موضعي كه بافت

هاي اين بافت ويژگي چند تـواني   گردند و سلول اند ايجاد مي ديده
هـاي   ر سـيگنال هـا در محـل پيونـد تحـت تـاثي      دارند اين سـلول 
ها توانايي تبديل بـه   گيرند و در نتيجه اين سلول محيطي قرار مي

همچنين دو تـا سـه روز بعـد از پـانچ     . هاي مختلف را دارند بافت
هاي گوش خرگوش نيوزيلندي با تشـكيل بافـت بلاسـتما در     لاله

هـاي ايجـاد    حاشيه و اطراف زخم امكان ترميم و بازسازي سوراخ
هـدف اصـلي ايـن پـژوهش     بنـابراين  ). 9( دگـرد  شده فراهم مـي 
هـاي متقابـل    هاي هيستولوژيكي حاصـل از كـنش  گزارش رويداد

بين بافت بلاستما لاله گوش خرگوش نر نژاد نيوزيلندي و مثانـه  
زدايي شده خرگوش به عنـوان داربسـت در محـيط كشـت      سلول
  .است

  

  ها مواد و روش
ده در ايـن  هاي سفيد نـر نـژاد نيوزيلنـدي مـورد اسـتفا      خرگوش

ماهه از موسسه  6تا 4كيلوگرم و با سن  3پژوهش با وزن تقريبي 
تحقيقاتي انستيتو پاستور تهـران خريـداري شـدند و سـپس بـه      
حيوان خانه دانشكده علوم دانشـگاه آزاد اسـلامي مشـهد انتقـال     

سـاعت  12سـاعت روشـنايي و   12هـا در شـرايط    خرگوش. يافتند
گـراد قـرار گرفتـه و بـا      سانتيدرجه 21تاريكي در دماي ميانگين 

درتمامي مراحـل   .خوراك مخصوص خرگوش روزانه تغذيه شدند
كـار بـا حيوانـات     انجام اين پژوهش، مصوبات مربـوط بـه اصـول   

آب و غذا، كشتن بدون  آزمايشگاهي هم چون دسترسي آزادانه به
ــوگيري از درد ناشــي از ــردن درد، جل ــانچ ك ــتفاده از  پ ــل اس مث

زدايـي   براي تهيه داربست سـلول . گرديده استليدوكائين رعايت 
شده مثانه خرگوش ابتدا يك راس خرگوش بـا پنبـه آغشـته بـه     
غلظت بالايي از كلروفرم بيهوش و معدوم گرديد سپس با استفاده 
از ابزار تشريح ناحيه انتهاي شكمي شـكافته شـده و بافـت مثانـه     

 9/0ين پس از قرار دادن مثانه در محلـول نرمـال سـال   . خارج شد
دقيقه مثانه بطور كامل با قيچي نـوك تيـز بـاز     5درصد به مدت 

شده و به قطعات مساوي تقسيم و به داخل يك عدد لوله فالكون 
زدايي فيزيكي مثانه آغاز  سپس سريعا مرحله سلول. منتقل شدند
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زدايـي هـر    با توجه به اينكه عوامل موثر زيادي بـراي سـلول  . شد
كه اين عوامل بستگي بـه چنـد فـاكتور    بافت و ارگان وجود دارد 

محتواي ليپيـد و ضـخامت    ,چگالي ,هاي بافت شامل تعداد سلول
 و شـيميايي ) 11,12( از روش تركيبي فيزيكـي  ,)10( بافت دارد

به طوريكه قطعات مثانـه  . زدايي استفاده شد براي سلول) 13,14(
 گراد قرار گرفتنـد و  درجه سانتي -4ساعت در فريزر  24به مدت 

دقيقه درآب مقطـر اسـتريل قـرار     10ساعت يكبار به مدت  6هر 
سـاعت   1سـاعت و  2ساعت به مدت  24بعد از پايان . گرفتند مي

گراد قرار گرفته  درجه سانتي -40و  -20به ترتيب مثانه در فريزر 
هـا   به طوريكه مثانه ,و سپس آماده قرار گيري در ازت مايع شدند

كرايـو تيـوب در ازت مـايع قـرار      ايي توسط دقيقه 2مرحله  5در 
شستشـو  ) PBS( سـپس توسـط فسـفات بـافر سـالين      وگرفتند 
 زدايي به روش فيزيكي به پايـان رسـيد   بدين ترتيب سلول. شدند

تمامي قطعات مثانه به  ,زدايي شيميايي در روش سلول). 11,12(
 SDS (1(سـولفات  ساعت در محلول سديم دو دسـيل   24 مدت

هـا   آرام قـرار داده شـدند سـپس نمونـه     درصد همراه با چـرخش 
درصد  75 توسط آب مقطر استريل شستشو شده و بوسيله اتانول

درصد استريل شدند و در نهايت بـه مـدت    2/0و پراستيك اسيد 
بـدين ترتيـب داربسـت مثانـه     . قرار گرفتنـد  PBSساعت در  24

ايـن داربسـت را بـه مـدت     ). 13,14( خرگوش آماده استفاده شد
گراد نگهداري شد تا تهيه حلقـه   درجه سانتي -20ريزر روز در ف4

بدين منظور يـك راس خرگـوش انتخـاب    . بلاستمايي انجام شود
جهت ) مهاركننده(شده و در دستگاه مخصوص نگهداري خرگوش

ها با كـرم مـوبر    بعد از مو زدايي گوش. پانچ لاله گوش قرار گرفت
گوش بطـور   درصد تمامي سطح 10با استفاده اسپري ليدوكائين 

در ادامه با استفاده از . دقيقه بي حس شد 30كامل بعد از حدود 
سـوراخ در   5سوراخ در گوش راسـت و   5پانچور مخصوص تعداد 

 3خرگوش مذكور به مدت . متر زده شد ميلي 2گوش چپ با قطر
روز تحت شرايط كاملا استريل نگهداري شد و در پايان روز سـوم  

هـاي   سي براي گوش بر روي سـوراخ مجددا با ايجاد شرايط بي ح
متر سوراخ جديدي ايجـاد شـد و    ميلي 4قبلي با پانچوري به قطر

هاي بلاسـتمايي در   سپس حلقه. حلقه بلاستمايي برداشت گرديد
مرحله قرار گيري در سرم فيزيولوژي استريل و  6مرحله شامل  7

 . كاملا استريل شدند ,يك مرحله قرار گيري در محيط كشت

ــ ــيط كشـــ ــامل محـــ ــر ميلـــــي 85ت شـــ                             DMEM ليتـــ
 (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)  15و 

و )  (Fetal Bovine Serum=FBSسرم جنيني گاوي  ليتر ميلي
سـپس  ). 15(استرپتومايسـين بـود   -سـيلين  ميكروليتر پني  500

نار داربست مثانه آماده شده تحت شرايط استريل به زير هود لامي
منتقل شده و هر يك عدد داربست مثانه خرگوش در مركـز يـك   

هـا سـپس در داخـل     تمـامي نمونـه  . حلقه بلاستمايي قرار گرفت
 3ايـي مخصـوص كشـت قـرار گرفتـه و مقـدار        خانه 6هاي  پليت
ها بـه انكوبـاتور    ليتر محيط كشت به آنها افزوده شد و پليت ميلي
CO2    كبـار محـيط كشـت    روز ي 3 تـا  2دار منتقل شـدند و هـر

بعـد از   30 ,25 ,20 ,15 ,10 ,5ها در روزهاي  نمونه. تعويض شد
هــاي  خــروج از محــيط كشــت و انجــام عمليــات بــافتي بــا رنــگ

پيــــــك انــــــديگو و  ,)H&E(هماتوكســــــيلين ائــــــوزين
رنــگ آميــزي . رنــگ آميــزي شــدند) گيســون وان(پيكروفوشــين

اده شـد  هماتوكسيلين ائوزين به عنوان رنگ آميزي معمولي استف
ــته  ــيلين هس ــگ هماتوكس ــه رن ــوزين   بطوريك ــنفش و ائ ــا را ب ه

 100مخلـوط  (رنگ پيـك انـديگو   . كند سيتوپلاسم را صورتي مي
) گـرم پـودر انـديگوكارمين    1/0+ ليتر اسيد پيكريك اشـباع  ميلي

هـاي اسـيدوفيلي متفـاوت     بعنوان يك رنگ اختصاصي بـا شـدت  
ماتوكسـيلين  باشد بطوريكه در مسير معمـول رنـگ آميـزي ه    مي

بـا  . ائوزين به جاي رنگ ائوزين از رنگ پيك انديگو اسـتفاده شـد  
زمينه كه ماتريكس بافـت همبنـد و كـلاژن اسـت بـه       ,اين رنگ

ها بـا   آيد و هسته ايي در مي همراه اپيتليوم به رنگ سبز مغز پسته
رنگ پيكروفوشين . شوند ايي كم رنگ مي رنگ هماتوكسيلين قهوه

 1/0+ ليتر اسيد پيكريك اشباع  ميلي 100ط مخلو(گيسون  ياوان
بعنـوان يـك رنـگ اختصاصـي ديگـر      ) گرم پـودر فوشـين اسـيد   

بطوريكه در مسير معمول رنـگ آميـزي هماتوكسـيلين     ,باشد مي
ائوزين به جاي رنگ ائوزين از پيكروفوشين استفاده شـد بـا ايـن    

كلاژن قرمز آتشين و اپيتليوم زرد يـا كرمـي رنـگ شـده و      ,رنگ
  .شوند ايي رنگ مي ها با هماتوكسيلين قهوه ههست

تجزيه و تحليل اطلاعات بدست آمده با استفاده نرم افـزار آمـاري   
Minitab 16 هــاي تحليــل واريــانس يــك  انجــام شــد و آزمــون

. هـا انجـام گرفـت    و تست توكي بـر روي داده ) ANOVA(طرفه
P≤0.05 دار در نظر گرفته شد به عنوان سطح معني.  

هاي مهاجرت يافته به داربسـت   يانگين تعداد سلولشاخص اول م
بدين منظور براي شمارش تعداد . در روزهاي مختلف كشت است

هاي مهاجرت يافته به داربست از لنز چشمي ميكروسـكپي   سلول
 x40ها با درشـتنمايي   تمامي لام. مخصوص شمارش استفاده شد

ديـد در  ادي در ميـدان  دنقطه قرار 5بررسي قرار گرفتند و مورد 
هـاي   ضمنا تمامي سلول. ها مورد شمارش قرار گرفتتمامي تكرار

 موجــود در داخــل محوطــه مخصــوص لنــز مــورد شــمارش قــرار
  . گرفتند
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براي بررسي شـاخص دوم كـه ميـانگين تغييـرات انـدازه هسـته       
هاي مهاجرت يافته به داخل داربست است از لنـز چشـمي    سلول

ازه گيـري بـود   ميكروسكپي مخصوص كـه داراي خـط كـش انـد    
 x40هر يك واحد ايـن خـط كـش در درشـتنمايي     . استفاده شد

گيـري بـر حسـب     ضرب شـود واحـد انـدازه    2/3وقتيكه در عدد 
مـورد   .x40هـا در درشـتنمايي    تمـامي لام . ميكرون خواهد شـد 

ادي در ميدان ديد در تمـامي  دنقطه قرار 5بررسي قرار گرفتند و 
همچنين به دليل آنكه انواع . فتگيري قرار گر ها مورد اندازهتكرار

بيضـي و كشـيده در    ,هاي هسته اعـم از كـروي   مختلفي از شكل
جهـت يـك    ,شـود  هاي مهاجرت كرده به داربست ديده مي سلول
براي هر  ,هاي موجود در ميدان ديد گيري دقيق براي هسته اندازه

گيري جمـع شـده و    بعد از اندازه هسته قطر كوچك با قطر بزرگ
هـاي   تقسيم شد تا عدد دقيقي از انـدازه هسـته سـلول    2بر عدد 

  .مهاجرت يافته به داربست بدست آيد

 
  نتايج

مطالعات ميكروسكوپ نوري و رنگ آميزي هماتوكسيلين ائوزين 
نشان دادكه مناسب ترين داربست توليد شده با حفظ ساختار 

مثانه استفاده از روش تركيبي ) ECM(ماتريكس خارج سلولي 
بافت مثانه خرگوش . يميايي است كه بكار برده شدو شفيزيكي 

و بافت مثانه بعد از ) 1شكل (زدايي  نيوزيلندي قبل از سلول
 .نشان داده شده است 2و  1هاي  زدايي به ترتيب در شكل سلول

زدايي  نمونه كنترل در هر روز كشت يك قطعه داربست سلول
. رفتشده بدون بافت بلاستما است كه در محيط كشت قرار گ

هاي كنترل در روزهاي مختلف  هيچ سلولي در تمامي نمونه
  ).3شكل ( .كشت ديده نشد

  

  
  زدايي بافت مثانه خرگوش قبل از سلول: 1شكل 

  x400: درشتنمايي. ائوزين - هماتوكسيلين: رنگ آميزي

  
  زدايي بافت مثانه خرگوش بعد از سلول: 2شكل 

  x100: يدرشتنماي. ائوزين - هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  

  
شده بدون بافت  زدايي نمونه كنترل كه يك داربست سلول:  3شكل 

  .باشد بلاستما در محيط كشت است و فاقد سلول مي
  x100: درشتنمايي. ائوزين - هماتوكسيلين: نگ آميزير

  

زدايي  هايي كه داربست سلول نتايج شاخص هر روز كشت از نمونه
وسيله مطالعات دقيق شده در مركز حلقه بلاستما قرار گرفت ب

هاي رنگ آميزي شده با هماتوكسيلين  ميكروسكوپ نوري نمونه
  : پيك انديگو و پيكروفوشين بدست آمد ,ائوزين

هيچ گونه سلول بلاستمايي از حلقه بلاستمايي  ,كشت 5در روز 
  ).4,5شكل  (به درون داربست مثانه مهاجرت نكرده بود 

  

  
مهاجرت نكرده وجود  داربستهيچ سلولي به . كشت 5روز : 4شكل 

  . ندارد
  x100: درشتنمايي ائوزين - هماتوكسيلين: رنگ آميزي
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  .كشت 5روز : 5شكل 
  . فقط در حلقه بلاستما هاي بلاستما حضور سلول: پيكان

  x400: درشتنمايي .هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  

هاي بلاستمايي بـه درون   شروع مهاجرت سلول ,كشت 10در روز 
هـاي سـلولي    ها در قالب كلني اين سلول. نه ديده شدداربست مثا

  ).6,7,8,9شكل (مهاجرت كرده بودند  ,داراي اتصال به داربست
  

  
  .هاي بلاستمايي شروع مهاجرت سلول. كشت 10روز :  6 شكل

هاي بلاستمايي به صورت متصل بهم به داربست مهاجرت  سلول: پيكانها
  . اند ه كرد

  x100: درشتنمايي. ائوزين -هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  

  
  نمايي از چند كلني سلولي. كشت 10روز :  7شكل 
هاي بلاستمايي به صـورت كلنـي بـه داربسـت مهـاجرت       سلول: پيكانها
  . اند كرده

  x400: درشتنمايي. ائوزين -هماتوكسيلين: رنگ آميزي

  
  هاي بلاستما به داربست  مهاجرت سلول. كشت 10روز: 8شكل
هاي با هم مهاجرت كـرده   بلاستما در مجموعه سلول يك سلول: پيكان

  . بلاستمايي به داربست
  x400: درشتنمايي. پيكروفوشين: رنگ آميزي

  

  
  .  مهاجرت سلول هاي بلاستما به داربست. كشت 10روز: 9شكل
. نمايي از يك كلني سلولي بلاستمايي مهاجرت كرده به داربست: پيكان

  x400: اييدرشتنم. پيكروفوشين: رنگ آميزي
  

هـاي بلاسـتمايي بـه     كشت بيشترين مهاجرت سـلول  15در روز 
هـاي سـلولي داراي    رسد اين كلني داربست ديده شد و به نظر مي

اتصال با هدف تشكيل اپيتليوم به درون داربست مهـاجرت كـرده   
مورف مثانه در وسط داربسـت   بودند زيرا در اين روز اپيتليوم پلي

ده از رنـگ آميـزي اختصاصـي پيـك     بـا اسـتفا  . تشكيل شده بود
از بافت همبند تشخيص  اين امكان ايجاد شد كه اپيتليوم ,انديگو

  ).10,11,12,13شكل(داده شود 
ــه درون  مهــاجرت ســلول ,كشــت 20در روز  هــاي بلاســتمايي ب

داربست كاهش يافته بود اما در اين روز تشـكيل تعـدادي سـلول    
رسـد در   همچنين به نظر مـي . فيبروبلاست در داربست ديده شد

اين روز رويداد هايي از فرايند انژيوژنز در داربست صورت گرفتـه  
  ).14شكل (باشد 

شـته  هـا ادامـه دا   رسد مهاجرت سلول بنظر مي ,كشت 25در روز 
. شـود  هاي اپيتليومي سلول ديگري ديده نمي ولي به غير از سلول

هـاي سـلولي داراي    هـا بـه صـورت كلنـي     در اين روز هنوز سلول
  ).15شكل ( اتصال هستند
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. مورف در مركز داربسـت  تشكيل اپيتليوم پلي. كشت 15روز : 10شكل 
  . محدوده تشكيل اپيتليوم پلي مورف را نشان مي دهد: پيكانها

  . ائوزين -هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  x100: درشتنمايي

  

  
ــكل  ــت 15روز : 11شـ ــوم    . كشـ ــكيل اپيتليـ ــك تشـ ــاي نزديـ نمـ

  ) اپيتليوم زايي(مورف پلي
اي اپيتليومي را نشان  هاي بلاستمايي تمايز يافته به سلوله سلول: پيكانها

  دهد  مي
  . ائوزين -هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  x400: درشتنمايي

  

  
  . كشت 15روز: 12شكل
هاي  لهاي بلاستمايي مهاجرت كرده به داربست به سلو سلول :پيكان

  . اند اپيتليومي تمايز يافته
  . پيك انديگو : رنگ آميزي
  x400: درشتنمايي

  
  . كشت 15روز: 13شكل

  . سلول هاي بلاستمايي تمايز يافته به سلول اپيتليومي: پيكانها
  پيك انديگو : رنگ آميزي

  x400: ييدرشتنما
  

  
  . كشت 20روز : 14شكل 
  هاي بلاستمايي تمايز يافته سلول: پيكانها

  . به فيبروبلاست و حضور آنها در داربست 
   .ائوزين -هماتوكسيلين: رنگ اميزي
  x400 :درشتنمايي

  

  
  

  
  . كشت 25روز : 15 شكل

  .  هاي بلاستما در داربست حضور سلول: پيكانها 
  ائوزين - هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  x100: درشتنمايي
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هاي مهاجرت كرده به داربست به صورت  سلول ,كشت 30در روز 
هـا   گيري هسته سلول اندازه. شوند پراكنده و بدون اتصال ديده مي

هـاي  ها نسـبت بـه روز   دهد كه هسته سلول در اين روز نشان مي
قبل بسيار كوچك شده كه اين احتمالا نشـانه غيـر فعـال شـدن     

  ).16شكل (باشد  ها مي سلول

  
  . كشت 30روز:  16شكل 
هاي بلاستما مهاجرت كرده به داربست به صورت پراكنده  سلول: پيكانها

  . و بدون اتصال بهم
  ائوزين  - هماتوكسيلين: رنگ آميزي
  x400: درشتنمايي

  
  آناليز هاي آماري

شاخص اول ميـانگين  . دو شاخص مورد بررسي آماري قرار گرفت
هاجرت يافته بـه داخـل داربسـت در روزهـاي     هاي م تعداد سلول

دهد كه مهمترين اخـتلاف   آناليزها نشان مي. مختلف كشت است
 10همچنين بـين روز  . شود ديده مي 30با  15دار بين روز  معني

 10دار وجود دارد ولي بين روز  اختلاف معني 30و  25با روزهاي 
هايي كه وزبين ر. داري وجود ندارد ف معنياختلا 20و  15با روز 

  ).1نمودار( باشد مي p≤0.05دار وجود دارد  اختلاف معني
شاخص دوم ميانگين اندازه هسته سلول هاي مهاجرت يافتـه بـه   

آنـاليز هـا نشـان    . داخل داربست در روزهاي مختلف كشت اسـت 
بـا روزهـاي    15و  10دار بين روزهـاي   دهد كه اختلاف معني مي
ود بطوريكـه مهمتـرين   ديده مي ش 30و همچنين روز  25و  20

هـا درشـت هسـتند و     كـه هسـته  ( 15دار بين روز  اختلاف معني
مـورف   نشانه فعال بودن آنهـا اسـت و در ايـن روز اپيتليـوم پلـي     

ها به طور قابـل تـوجهي    كه هسته( 30با روز ) تشكيل شده است
ديـده  ) تواند نشانه غير فعال شدن آنها باشد اند و مي كوچك شده

دار  اختلاف معنـي  30با روز  25و  20بين روز همچنين . شود مي
ــين روز . وجــود دارد ــا  10ب ــا  20وبــين روز  15ب اخــتلاف  25ب

دار وجـود   هايي كه اخـتلاف معنـي  بين روز. دار وجود ندارد معني
  ).2نمودار (است p≤0.05دارد 

  هاي مهاجرت يافته به داربست ميانگين تعداد سلول: 1نمودار

  
باشند از نظر آماري  داقل يك حرف مشترك ميهايي كه داراي ح ستون

بـا شـند مهمتـرين     مـي  دار فاقـد اخـتلاف معنـي     p≤0.05و در سطح 
  .شود ديده مي 30باروز  15 دار بين روز اختلاف معني

  دار وجود ندارد اختلاف معني 20و  15 با روز 10بين روز 
  .دار وجود ندارد اختلاف معني 20و  15با روز  10بين روز 

  
  به داربست  ميانگين اندازه هسته سلولهاي مهاجرت يافته:  2دارنمو

  بر حسب ميكرون

  
ستون هايي كه داراي حداقل يك حـرف مشـترك مـي باشـند از نظـر      

مهمتـرين  . فاقد اختلاف معني دار هستند  p≤0.05آماري و در سطح 
ديـده   30و25 و20بـا روزهـاي    15 و10دار بين روزهاي  اختلاف معني

و 25با روزهـاي   10اختلاف بين روز  30با روز 25 و20ين روزب. شود مي
 25با  20و بين روز  15با 10بين روز. اختلاف معني دار وجود دارد 30

  .اختلاف معني دار وجود ندارد
 

  بحث 
زدايي شده خرگوش نيوزيلندي بـه   در پژوهش حاضر مثانه سلول

بين ايـن   عنوان داربست مورد استفاده قرار گرفت و اعمال متقابل
مـاتريكس  . بررسي شد in vitroبافت با بافت بلاستما در شرايط 

خارج سـلولي شـامل كمـپلكس متفـاوتي از سـاختار و عملكـرد       
ها است كه نقش مهمي در مورفوژنز و حفاظت از سـلول   پروتئين

هاي ماتريكس خارج  داربست). 16( كنند و ساختار بافت بازي مي
هـاي   شـامل مولكـول  (Extracellular matrix=ECM) سـلولي 
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هاي هر بافت بوده  ساختاري و عملكردي ترشح شده توسط سلول
و بنابراين تركيب بندي و توزيع تركيبات ماتريكس خارج سـلولي  

مـاتريكس خـارج سـلولي كـه مـاده      . به منبع بافت بسـتگي دارد 
هـا از جملـه    ها است از انواعي از بافت تشكيل دهنده اين داربست

لايه زير مخاطي روده كوچـك و مثانـه مشـتق     ,هاي قلبي دريچه
شرايط ارتبـاط   ECMهاي  ساختار و عملكرد مولكول .شده است

ها با محـيط خـارج را    هاي مجاور و ارتباط سلول ها با سلول سلول
هـاي مهندسـي بافـت بـا اسـتفاده از       روش). 17(كنـد   فراهم مي
شـود   هاي متخلخل سنتزي كه سلول روي آن كشت مـي  داربست

ها به ايجـاد ديـواره    تانسيل قابل توجهي براي القاي احياي بافتپ
بـا  ) 18(مثانه و عملكرد آن دارد بطـوري كـه درووا و همكـارانش   

بـا اسـتفاده از داربسـت     in vivoمطالعه القاي رشد اوروتليال در 
كشت شـده  ) Poly glycolic acid=PGA(اسيد  كوليك گلي پلي

ايـن نتيجـه رسـيدند كـه در      هاي فيبروبلاستي موش به با سلول
پيوند كشت شده با سلول ايجاد يك اپيتليوم چند لايه با حـداقل  

شود كـه   هاي اپيتليالي در مركز داربست ديده مي لايه از سلول 5
. ايـن اپيتليـوم بــا اپيتليـوم سيســتم ادراري مـوش شــباهت دارد    

رسد با توجه به اينكه در تحقيق حاضر در روز  بنابراين به نظر مي
مورف مثانه در مركز داربست تشكيل شـد   كشت اپيتليوم پلي 15

ا گـزارش  توان قرابت نتـايج ايـن دو تحقيـق ر    مي )10,11شكل (
پژوهش ما از داربسـت طبيعـي اسـتفاده    كرد با اين تفاوت كه در 

  . شد

بــا كشــت ) 19(در پــژوهش ديگــري كــامپودونيكو و همكــارانش
ر مخـاطي روده كوچـك   هاي مثانه روي داربستي از لايه زي سلول
منظور مطالعه به ) Small intestinal submucosa=SIS(خوك

هاي سيستم ادراري مشاهده كردند كـه در  تجربي مهندسي پيوند
افزايش ضخامت لايه اپيتليال سيسـتم ادراري   10هاي روز  نمونه

در همـه   20وز شود و در ر به صورت پيكر بندي دو لايه ديده مي
و شـبيه  اند  يشنال به صورت دو لايه مرتب شدهها لايه ترانزپيوند
انژيوژنز  20همچنين در روز . هاي اوروتليال طبيعي هستند سلول

بـا  . شـود  بوسيله تكوين چندين رگ جديد در ماتريكس ديده مي
توجه به نتايج تحقيق كامپودونيكو و با عنايت بـه نتـايج تحقيـق    

بلاستمايي به هاي  توان گفت كه مهاجرت سلول حاضر احتمالا مي
انجـام   15داربست با هدف تشكيل اپيتليـوم در داربسـت در روز   

بنــابراين تشــكيل شــدن اپيتليــوم ) 10,11شــكل ( شــده اســت
هاي حاصـل  توان يكي از رويداد مورف در مركز داربست را مي پلي

همچنـين  . هـاي متقابـل بـين دو بافـت مـذكور دانسـت       از كنش
ز فرايند انژيوژنز كه در هايي ادادبا روي 20ژنز رخ داده در روز انژيو

. توانــد داراي تطــابق باشــد رخ داده مــي 20مــا در روز داربســت 
بررســي مطالعــه ديگــري در راســتاي مطالعــه قبلــي كــه توســط 

انجام گرفت نيـز نشـان داد كـه آنهـا     ) 20( ساكسنا و همكارانش
هاي جوان گرفته و در شـرايط   هاي اپي تليال مري را از رت سلول

ــد و توانســتند ســلول  مصــنوعي ــا   كشــت دادن ــال ب ــاي اپيتلي ه
همچنين آنها قابليـت ادامـه   . مورفولوژي اپيتليوم بالغ ايجاد كنند

ها را بر روي داربست سه بعـدي كـلاژن بررسـي     حيات اين سلول
با توجه به مطالعات انجام شـده در پـژوهش حاضـر و بـا     . نمودند

ي بلاسـتمايي  هـا  رسد كه سلول به نظر مي 10,11توجه به شكل 
زدايـي شـده قابليـت تمـايز بـه       شبه جنينـي در داربسـت سـلول   

هاي اپيتليومي ترانزيشنال بافت مثانه را دارند با اين تفاوت  سلول
اين پژوهش از يك داربست طبيعي در كنار  بافت بلاستما  كه در

  . به عنوان منبع سلولي استفاده شد

اي اپيتليـال  ه ـ الگـوي رشـد سـلول   ) 21(ليند برگ و همكـارانش 
ها را كه روي ماتريكس خارج سـلولي منشـا    انسان و فيبروبلاست

اند را مورد بررسي قرار دادند ديده شـد   كشت شده SISگرفته از 
هـاي اپيـدرمي روي    ها معمولا وقتي كه با سلول كه فيبرو بلاست

SIS آورند همچنين توانايي  شوند به داربست هجوم مي كشت مي
هـاي   هـا و سـلول   دن اتصـال فيبروبلاسـت  داربست در حمايت كر

تكثير و تمايز با حضور تركيبات غشاي پايـه   ,اپيدرمي و مهاجرت
كرد كه اين مدل شـايد بـراي مطالعـات بـر هـم       ما را هدايت مي

ماتريكس و براي تحقيقات جانشـيني درم مناسـب    -كنش سلول
البتـه در تحقيـق لينـد بـرگ از سـلول اپيتليـال انسـان و        . باشد
استفاده شـد ولـي در    SISوبلاست براي كشت روي داربست فيبر

تلاش شد كه از بافت بلاسـتمايي بـه عنـوان يـك      پژوهش حاضر
تمايز سـلولي را بـه عنـوان     ,بافت پويا در مجاورت داربست مثانه

هـا در   يك مولفه مهم تحقيق دنبال كنيم كه تشكيل فيبروبلاست
در تحقيقـات   بطوريكـه ). 14شـكل  (مويد اين كار اسـت   20روز 

هــاي بافــت  نشــان داده شــده كــه ســلول 2003شــهري درســال 
  ).22(بلاستما قابليت تمايز در جهات مختلف را دارا هستند 

  

  گيري نتيجه
دهد كه بافـت بلاسـتما و داربسـت     نتايج پژوهش حاضر نشان مي

هـاي   خرگوش نيوزيلندي مدل مناسبي براي بررسي كـنش  مثانه
هـاي ايـن    يافتـه . ر سـه بعـدي اسـت   متقابل بافتي در يك ساختا

) 11 ,10شـكل (مورف مثانـه   پژوهش اعم از تشكيل اپيتليوم پلي
هايي از و رويــداد) 14شـكل  ( هـا  وهمچنـين ايجـاد فيبروبلاســت  

توان نقش تاثير ماتريكس خارج سلولي مثانـه   فرايند انژيوژنزرا مي
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ماتريكس خـارج   زيرا. هاي بافت بلاستمايي دانست بر تمايز سلول
در سـطح سـلول    موجـود  از طريق رسپتورهاي اختصاصي سلولي

 ,چسـبندگي  شـامل تواند اثر عميقي بر روي رفتارهاي سـلول   مي
هـايي كـه بقـاء     سـيگنال برو  گذاشـته  مهـاجرت  و قطبيت سلول

). 23( كننــد مــوثر باشــد ســلول، تمــايز و تكثيــر را تنظــيم مــي
 هـاي  هاي مهندسي بافـت و پزشـكي ترميمـي در پـژوهش     تلاش

هاي بدن انسـان در حـال انجـام     ها و ارگان امروزه براي انواع بافت
هاي مهندسـي   كند كه بافت هاي اخير پيشنهاد مي پيشرفت. است

ايي پيـدا   شده ممكن است در آينده كاربردهاي كلينيكي گسترده
ها در جهت ايجاد شرايط بهتـر بـراي حضـور    كنند كه اين كاربرد

). 24(باشــد د و تــرميم مــيهــاي بــافتي در طــب پيونــ جــايگزين
توان در آينده  همچنين اشاره به اين نكته قابل توجه است كه مي

دار در اين زمينـه شـرايطي را    هاي مشابه و هدف با ادامه پژوهش
هـا و بـه    جهت توجه هرچه بيشتر به صنعتي شدن ايـن داربسـت  

  .خصوص نوع هوشمند آن فراهم نمود
  

  تشكر و قدرداني
راوان از معاونـت محتـرم پـژوهش و فنـاوري     با تشكر و سپاس ف 

دانشگاه آزاد اسلامي واحـد مشـهد كـه پـژوهش حاضـر را مـورد       
  .حمايت قرار دادند
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Abstract 

Aim: The histological events in experimental studies of interaction between blastema tissue and 

decellularized bladder of New Zealand rabbit invitro was the aim of this investigation. 

Material and methods: In order to decellularization of  rabbit’s bladder, in physical way, the pieces 

of bladder tissue were frozen at -4°c for 24 hours, and kept in liquid nitrogen. In chemical Method, the 

bladder in 1% wt/vol solution of sodium dodecyl sulfate (SDS) for 24 hours to decellularization was 

kept. For blastema tissue preparation with the help of a special punch, New Zealand rabbit ear (pinna) 

was pierced, after 72 hours with the help of another puncher, a circular blastema from the edge of 

holes was separated and the decellularized samples were kept in to the middle of the blastema ring  

and then, transfered to the culture media in a sterile condition. The samples with hematoxylin & eosin, 

pick indigo and pickrofushin (van gaison) were stained. 

Results: In this study, the studies of light microscopy showed that, colonial cells that connected 

together were perfectly migrated inside the scaffold on the day 15. On the same day, the blastema cells 

were differentiated to epithelial demensional matrix cells and bladder transitional epithelium created in 

the center of scaffold. Angiogenesis was observed in scaffold on the next days. 

Conclusion: It appears, the decellularized bladder of New-Zealand rabbit as a bio-scaffold is capable 

to provide a proper environment, induce blastema cells to migrate into the scaffold and create 

connections between blastema cells and differentiation. 
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