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  چکیده
داربست ایده آل براي مهندسی بافت، باید از ماتریکس خارج سلولی تقلید کند تا سبب تسهیل رشد و تمایز سلول  :زمینه و هدف

ریکس خارج سلولی بافت هاي طبیعی مات داربست هاي زیستی از سلول زدایی بافت هاي حیوانی یا انسانی حاصل می شوند. ها شود
 بافت کامل زدایی سلول بار اولین براي تحقیق این در .می توان براي کاربردهاي ترمیمی حتی به صورت زنوژنیک، استفاده نمود را

 هـاي  سوختگی درمان در کلینیکی هاي استفاده منظور به تواند می محصول این .گرفت صورت) درم همراه به اپیدرم( انسان پوست
 پوسـتی  هـاي  زخم کامل ترمیم تا بدن رطوبت بیشتر حفظ در تواندمی  درم از اپیدرم جداسازي عدم. گیرد قرار استفاده مورد شدید

 .باشد داشته مشارکت

 25/0تریپسین (، آنزیمی )ذوب سریع -انجماد آهسته، انجماد(بافت هاي پوست انسانی با ترکیب سه روش فیزیکی  :روش بررسی
. سـلول زدایـی شـدند    ) ساعت 12درصد به مدت  sodium dodecyl sulfate (SDS 1(و شیمیایی ) ساعت 18درصد به مدت 

بعـد از   4و  3، 2،1نمونه ها در هفتـه هـاي   سرانجام، . داده شدند سلول کشت 5×105سپس داربست هاي سه بعدي تهیه شده با تعداد 
  .مورد بررسی هاي هیستولوژیکی قرار گرفتند با رنگ آمیزي هاي مختلفکشت 

در بافـت  کـلاژن را   مطالعات میکروسکوپی داربست با رنگ آمیزي هاي مختلف، حذف سـلول هـا و حفـظ رشـته هـاي      :یافته ها
ي  ا در هفته هاي مختلف کشت،  چسـبندگی و تکثیـر سـلول هـا    رفتار سلول هآزمایشگاهی با مطالعه ي . یید نمودنداتپوست انسان 

L929 درصد تراکم سلولی در هفته ي دوم در مقایسه با سایر هفتـه هـا اخـتلاف معنـاداري را     در آنالیز هاي آماري . مشاهده گردید
  .کردنداز هفته سوم تعداد سلولها کاهش پیدا P>001/0نشان داد 

به جا مانده از پوست انسانی، داربست مناسـبی بـراي اسـتقرار، رشـد و تمـایز سـلول هـاي         ECMنتایج نشان داد که  :گیري نتیجه
L929 از طرف دیگر، به دلیل تراکم بالاي فیبرهاي کلاژن و تخلخل پایین داربست هاي تهیه شده، هیچ نفوذ و مهـاجرتی  .می باشد

  .به درون درم روي نداد
 .، داربستL929ماتریکس خارج سلولی، پوست انسان، سلول زدایی، سلول هاي فیبروبلاستی  :ید واژه هاکل

  24/11/94:پذیرش 4/11/94:اصلاحیه نهایی 8/2/94:وصول مقاله
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 مقدمه
پوست انسان بزرگترین اندام بدن و جزء بافت هاي نرم می 

% 16مترمربع از سطح بدن را پوشانده و  6/1که ) 1( باشد
پوست ). 2(وزن بدن یک انسان بالغ را تشکیل می دهد 

رطوبت، تنظیم دماي بدن، وظایف متعددي از جمله حفظ 
حفظ بدن از نفوذ میکروب ها و عوامل مضر خارجی و 

این بافت شامل سه ). 1(انتقال احساسات را انجام می دهد 
ضخامت . لایه ي اپیدرمیس، درمیس و هیپودرمیس می باشد

سلول هایش % 95میلی متر بوده و  2/0تا  1/0اپیدرم 
ي پوست  درمیس ضخیم ترین لایه .کراتینوسیت است

 .جمعیت سلولی عمده ي درم فیبروبلاست ها هستند. است
و رشته هاي الاستیک  عمده ي فیبرهاي  l   ،lllکلاژن نوع 

ماتریکس بین سلولی درم . موجود در این لایه می باشند
، گلیکوپروتئین )GAGs(متشکل از گلیکوزآمینوگلیکان ها

رین، ، فیبرونکتین، فیب)PGs( ، پروتئوگلیکان)GPs( ها
داربست به ). 2( هپارین و رسپتورهاي اینتگرینی می باشد

عنوان الگو براي سازماندهی سلول و تکوین بافت در فرآیند 
یکی از کاربردهاي عمده ). 3( مهندسی بافت عمل می کند

ي بافت پوست مهندسی شده جانشین شدن آن براي التیام 
ان داربست ها بر اساس منبع ش ).4(زخم هاي جلدي است 

) براي مثال کلاژن( طبیعی: به دو گروه طبقه بندي می شوند
ماتریکس هاي ). 5( )براي مثال پلی گلیکولید( و سنتزي

طبیعی سلول زدایی شده از سلول زدایی بافت هاي حیوانی یا 
با روش انسانی حاصل می شوند که حذف سلول هاي آن ها 

تاکنون، از ). 6(هاي متنوع سلول زدایی صورت می گیرد 
 Extracellularیا ECM(ماتریکس خارج سلولی 

matrix ( سلول زدایی شده به عنوان یک اسکفولد در
مهندسی بافت بسیاري از ارگان ها مثل قلب، شش، کبد، 

  ). 7(کلیه، پانکراس و روده استفاده شده است 
 در انسانی پوست بافت زدایی سلول بر دال تحقیقی کنون تا

 سطح در شده انجام مطالعات در. است نگرفته صورت ایران
 از اپیدرم کردن جدا از پس زدایی سلول عمل نیز، جهانی

 ساختار حذف دلیل به امر این که گرفته، صورت درم

 سلول فرآیند تسهیل سبب اپیدرم، فشرده بسیار و متراکم
 سلول بار اولین براي مطالعه این در). 8( شود می زدایی
) درم همراه به اپیدرم( انسان پوست بافت کامل زدایی

 استفاده منظور به تواند می محصول این که گرفت صورت
 استفاده مورد شدید هاي سوختگی درمان در کلینیکی هاي
 حفظ هدف با درم از اپیدرم جداسازي عدم. گیرد قرار

 انجام پوستی هاي زخم کامل ترمیم تا بدن رطوبت بیشتر
  .شد

فیبروبلاست ها سلول هاي غیررگی و غیر اپی تلیالی از بافت 
از جمله وظایف مهم فیبروبلاست ها می . همبند می باشند

، تنظیم تمایز )ECM(ایجاد ماتریکس خارج سلولی : توان به
اپی تلیالی، تنظیم التهاب، نقش در تشکیل غشاء پایه از طریق 

. و لامینین و ترمیم زخم اشاره کرد IVترشح کلاژن 
فیبروبلاست ها همچنین منبع مهمی از پروتئازهاي تخریب 

از قبیل ماتریکس متالوپروتئینازها  ECMکننده ي 
)MMPs ( حفظ می باشند که نقش حیاتی در نوسازي و

در این تحقیق از رده ي سلولی  ). 9(دارند ECMهموستاز 
L929   که منشاء فیبروبلاستی موشی دارند و پتانسیل

تمایزي آنها در تحقیقات قبلی نشان داده شده است استفاده 
هدف این مطالعه شناخت بر هم کنش لاین سلولی  ).10( شد

L929 با داربست سه بعدي پوست انسانی بود.  
  

  بررسیروش 
نمونه هاي پوست در یک مطالعه مداخله اي آزمایشگاهی ،  

انسان با همکاري متخصص مربوطه در بیمارستان جوادالائمه 
نمونه متعلق . ي مشهد و با رعایت اصول اخلاقی تهیه گردید

ساله بدون سابقه ي بیماري خاص بود که  40به یک خانم 
جهت انجام جراحی زیبایی شکم به بیمارستان مراجعه کرده 

 -⁰C 4وژي در دماي بود و پس از دریافت به سرم فیزیول
پس از جدا نمودن چربی هاي اضافی نمونه . منتقل شد

سانتی متر تقسیم و درون  5×5پوست به قطعاتی با ابعاد 
ذخیره  -⁰C 20فالکون حاوي سرم فیزیولوژي در دماي 

در این مطالعه به منظور سلول زدایی بافت پوست، سه . شدند

 [
 D

O
I:

 1
0.

22
10

2/
21

.2
.2

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 s

jk
u.

m
uk

.a
c.

ir
 o

n 
20

26
-0

7-
10

 ]
 

                             2 / 12

http://dx.doi.org/10.22102/21.2.22
http://sjku.muk.ac.ir/article-1-2311-fa.html


 ...کنش لاین سلولیبررسی بر هم    24

1395خرداد و تیر / دوره بسیت و یکم / مجله علمی دانشگاه علوم پزشکی کردستان   

به منظور . ه شدروش فیزیکی، آنزیمی وشیمیایی به کار گرفت
انجام مرحله ي فیزیکی سلول زدایی که شامل انجماد و 
ذوب سریع می باشد، یک فالکون حاوي نمونه از فریز 

 5/0×5/0خارج شده و در دماي اتاق ذوب، سپس به قطعات 
سانتی متر تقسیم شد و پس از قرار گرفتن در کرایوتیوب 

انجماد (دقیقه در ازت مایع  2میلی لیتري به مدت  2هاي 
و پس از آن بلافاصله درون بوکال حاوي آب جاري ) سریع

مرحله انجماد و ). ذوب سریع(دقیقه قرار گرفتند  5به مدت 
سپس نمونه ها از . مرتبه تکرار گردید 6ذوب سریع 

دقیقه توسط فسفات بافر  30کرایوتیوب ها خارج و به مدت 
به منظور انجام مرحله ). 11(شستشو داده شدند ) PBS(سالین

 PBSدر % 25/0ي آنزیمی سلول زدایی از محلول تریپسین 
پس ). 12(استفاده شد  ⁰C25ساعت و در دماي  18به مدت 

شستشو ) دقیقه PBS)30از اتمام این مرحله نیز نمونه ها با 
داده شدند و در نهایت به منظور انجام مرحله ي شیمیایی 

%  SDS (1(ایی از محلول سدیم دودسیل سولفات سلول زد
به منظور استریل . ساعت استفاده شد 12به مدت  PBSدر 

نمودن داربست ها، نمونه ها پس از انتقال به زیر هود لامینار، 
پس از آن . قرار گرفتند%  70دقیقه در اتانول  30به مدت 

 1چندین مرتبه با آب مقطر استریل شستشو، و به مدت 
در آخرین . در آب مقطر استریل قرار داده شدند ساعت

استریل،  PBSمرحله نمونه ها پس از چندین مرتبه شستشو با 
  .ساعت نیز در این محلول قرار گرفتند 1به مدت 

از محل  L929هاي فیبروبلاستی  کرایوتیوب حاوي سلول
آزمایشگاه سلولی مولکولی دانشکده علوم دانشگاه فردوسی 

به زیر   C⁰ 37س از باز شدن در بن ماري مشهد، تهیه و پ
سپس یک میلی لیتر محیط کشت به . هود لامینار منتقل شد

دست حاصله را  سوسپانسیون سلولی یک. آن اضافه گردید
میلی لیتر محیط  4سانتی متر مربع منتقل و  25به فلاسک 

  . کشت به آن اضافه شد
ست براي کشت سلول ها بر روي داربست هاي پوست، دارب

 DMEMها به مدت نیم ساعت در محیط کشت 
)Dulbecco͗ s Modified Eagle͗ s Medium (

 FBS= Fetal bovine(حاوي سرم جنینی گاوي 

serum  (15 %انکوباتور قرار گرفتند و پس از  ، درون
 5× 105تخلیه ي محیط کشت، سوسپانسیون سلولی با غلظت 

میکرولیتر محیط  75در ) شمارش توسط لام نئوبار(سلول 
، روي هر داربست کشت % FBS 15حاوي  DMEMکشت 

ساعت سلول ها اتصالات لازم  5/2پس از گذشت . داده شد
سپس داربست ها به . را با داربست هاي مذکور پیدا کردند

داربست هاي فاقد سلول با محیط : دو گروه تقسیم شدند
و داربست هاي واجد سلول با ) گروه کنترل(یکشت معمول

در مرحله ي بعد یک میلی لیتر محیط . محیط کشت معمولی
خانه ریخته و  48کشت  در هر یک از چاهک هاي پلیت 

در انکوباتور  28و  21، 14، 7براي بررسی در روزهاي 
در طول این مدت محیط کشت سلولی هر . نگهداري شدند

جهت مطالعه مورفولوژي و  .شد خانه، روز در میان تعویض
هفته پس  4و  3، 2، 1ها قبل و  زدایی، داربست کنترل سلول

از کشت با استفاده از فیکساتور بوئن تثبیت و پس از مراحل 
از . گیري شدند پاساژ بافتی و آغشتگی به پارافین، قالب

میکرون تهیه گردید و سپس با  5ها مقاطعی با ضخامت  قالب
 -، هماتوکسیلین وایگرت )H&E(ئوزین ا -هماتوکسیلین

، پیکروفوشین، پیکروسیروس )H&P(پیک ایندیگو کارمین 
  .آمیزي شدند رنگ DAPIرد و 

نمونه  10در هر هفته  براي بررسی میزان تراکم سلولی
. نمونه ي مختص به هر هفنه انتخاب شد 50داربست از بین 

 ، مساحت هر داربست و سطحImageJبه کمک نرم افزار 
 100واجد سلول در هر داربست محاسبه، بر هم تقسیم و در 

محاسبات آماري با استفاده از نرم ). 1فرمول (ضرب شدند
و آنالیز یک طرفه ي  Graph pad InStatافزار 

ANOVA مقایسه ي میانگین ها با . انجام گرفتTukey’ s 

HSD post hoc test  انجام و نمودارها با نرم افزار
Excel 05/0سطح معناداري . دیدرسم گر<P  در نظر

 .گرفته شد
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  اندازه گیري میزان تراکم سلولی. 1فرمول 

  
  یافته ها

هاي  به منظور تهیه داربست طبیعی از پوست انسان، بافت
فیزیکی، آنزیمی   پوست با به کار گیري ترکیبی از سه روش

 1همان طور که در تصاویر . زدایی گردیدند شیمیایی سلولو 
ها با  گردد، مطالعه هیستولوژیک داربست مشاهده می 2و 

ها و  آمیزي هاي مختلف نشان دهنده حذف کامل هستهرنگ
اجزاي سلولی از بافت پوست پس از انجام فرآیند سلول 

  . باشد زدایی می
اي اول، دوم، مطالعات بافت شناسی داربست ها در هفته ه

 L929سوم وچهارم پس از کشت با سلول هاي لاین سلولی 
هاي کنترل جهت اطمینان از عدم  نمونه. انجام گرفت

. آلودگی و سلول زدایی کامل داربست ها بکار گرفته شدند
در هفته ي اول پس از کشت، با استفاده از رنگ آمیزي هاي 

ز سلول ها در انجام شده، استقرار و چسبندگی تعداد زیادي ا
اکثر نواحی به صورت سطحی و تک لایه و در برخی نقاط 

شایان ذکر است . داربست به صورت چند لایه نشان داده شد
که استقرار سلول ها تنها در نواحی بین درم و اپیدرم صورت 

در هفته ي دوم، افزایش تراکم سلولی و ). 3تصویر (گرفت 
یشتري از سطح چندلایه اي شدن سلول ها را در نقاط ب

همچنین در برخی از سطوح . داربست مشاهده گردید
. داربست، سلول ها تشکیل ساختارهاي شبه اپیدرمی را دادند

در این هفته نیز شواهدي مبنی بر مهاجرت سلول ها به درون 
در هفته ي سوم،تراکم ). 4تصویر (داربست مشاهده نشد 

د و از سلولی کاهش یافت و تک لایه سلولی منقطع گردی
طرفی در اکثریت سلول ها روند دژنره شدن آغاز شد که به 

در هفته ي چهارم، ). 5تصویر (وضوح قابل مشاهده بود 

کاهش قابل توجه تراکم سلول و دژنره شدن اکثریت سلول 
جالب توجه است که حتی در این هفته نیز . ها مشاهده شد

 تصویر(شواهدي دال بر تخریب داربست مشاهده نگردید 
هفته هیچ تخریبی در  4در نمونه هاي کنترل نیز پس از ). 6

  .داربست ها دیده نشد
که آیا نبود تخلخل در با این هدف در مرحله ي بعد، 

داربست به دلیل تراکم بالاي فیبرهاي کلاژن، می تواند مانع 
مهاجرت سلول ها به درون داربست شود، بعد از انجام 

صورت مصنوعی بر سطح  فرآیند سلول زدایی شیارهایی به
روي  بر L929سپس سلول هاي . گردیدداربست ایجاد 

پس از انجام مطالعات .  ه شدداربست ها شیاردار کشت داد
هیستولوژیکی در هفته ي دوم پس از کشت، نتایج نشان 

به درون  L929دهنده مهاجرت تعداد بسیاري از سلول هاي 
  ). 7تصویر (داربست در محل شیارها بود 

سی هاي آماري نشان داد که درصد تراکم سلول ها، در برر
هفته ي دوم بیشترین و در هفته ي چهارم کمترین مقدار بود 

 ).1نمودار (

 سطح واجد سلول

 مساحت هر داربست
١٠٠ 
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 آمیزي هاي مختلف و درشت نمایی زدایی با رنگ سلولاز فرآیند ) Hو  E ،F ،G(و بعد ) Dو  A ،B،C(زدایی؛ پوست قبل پوست انسان قبل و بعد از فرآیند سلول: 1تصویر 

40X  تصاویر . دهد حذف اجزاي سلولی را نشان می )A وE ( رنگ آمیزيH&E تصاویر ،)B  وF ( رنگ آمیزي پیکروفوشین، تصاویر )C  وG ( رنگ آمیزي پیک ایندیگو
 .باشد ها می سلول پیکان ها نمایانگر. رنگ آمیزي پیکروسیروس رد) Hو  D( کارمین و تصاویر 

  

  
حذف کامل اجزاي   20X و درشت نمایی  DAPIآمیزي  زدایی با رنگ از فرآیند سلول) B(و بعد ) A(زدایی؛ پوست قبل پوست انسان قبل و بعد از فرآیند سلول: 2تصویر 

  .دهد سلولی را نشان می

  
رنگ ) B(، تصویر H&Eرنگ آمیزي ) A(تصویر . 40Xکشت داده شده بر روي داربست در هفته ي اول  پس از کشت با درشت نمایی  L929رفتار سلول هاي  .3تصویر 

 .رنگ آمیزي پیک ایندیگو کارمین) C(آمیزي پیکروفوشین و تصویر 
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رنگ ) B(، تصویر H&Eرنگ آمیزي ) A(تصویر . . 40Xکشت داده شده بر روي داربست در هفته ي دوم پس از کشت با درشت نمایی  L929رفتار سلول هاي  .4تصویر 

  .پیکان ها نشان دهنده ي ساختار شبه اپیدرمی می باشند. رنگ آمیزي پیک ایندیگو کارمین) C(آمیزي پیکروفوشین و تصویر 
  

 
 

رنگ ) B(، تصویر H&Eرنگ آمیزي ) A(تصویر . 40Xکشت داده شده بر روي داربست در هفته ي سوم پس از کشت با درشت نمایی  L929رفتار سلول هاي  .5تصویر
 .رنگ آمیزي پیک ایندیگو کارمین) C(آمیزي پیکروفوشین و تصویر 

  

  
رنگ ) B(، تصویر H&Eرنگ آمیزي ) A(تصویر . 40Xدرشت نمایی کشت داده شده بر روي داربست در هفته ي چهارم پس از کشت با  L929رفتار سلول هاي  .6تصویر

  .رنگ آمیزي پیکروسیروس رد) D(رنگ آمیزي پیک ایندیگو کارمین و ) C(آمیزي پیکروفوشین، تصویر 
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که به روش مصنوعی در داربست ایجاد شده  به درون شیارهایی) B( 40Xو ) 20X )Aدر هفته ي دوم با درشت نمایی  L929مهاجرت تعداد زیادي از سلول هاي  .7تصویر

  .اند

 

  
  )P>001/0( به همه ي هفته ها، نسبت       .               درصد تراکم سلولی در واحد سطح در هفته هاي متفاوت کشت. 1نمودار 
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  بحث 
در این مطالعه براي اولین بار سلول زدایی بافت کامل پوست 

 بافت زدایی سلول منظور به ابتدا در . انجام شده است

 انجماد آهسته، انجماد( فیزیکی  روش دو از انسانی پوست

) SDSو  TritonX-100(شیمیایی  و  )ذوب سریع –
 زمان و درصدها در TritonX-100 و SDS .شد استفاده

 کامل زدایی سلول درکنار تا گردید آزمایش مختلف هاي

مطالعات . شود وارد ECM به آسیب کمترین پوست، بافت
بافت شناسی انجام شده نشان داد که برخلاف بافت هاي 

تنها دو روش فیزیکی و شیمیایی ) 13(غضروف و استخوان 
براي سلول زدایی کامل بافت پوست خصوصآ در ناحیه ي 

نیز به ) تریپسین(براین روش آنزیمی بنا. اپیدرم کافی نیست
 پوستی هاي نمونه ).14(مراحل سلول زدایی اضافه گردید 

کمترین  تا گرفتند قرار تریپسین در مختلف هاي زمان در
 از قبل و ECM ساختار به آسیب کمترین همراه به زمان

 آنجایی که از. گردد تعیین شود، جدا درم از اپیدرم که این

 سانتی ي درجه 37 دماي در تریپسین آنزیم فعالیت حداکثر

 در ها نمونه ،)15(ها  آنزیم دیگر همانند باشد، می گراد

 آسیب تا گرفتند قرار آن در گراد سانتی درجه 25 دماي

در انجماد سریع،  .شود وارد  ECMساختار به کمتري
کریستال هاي یخ درون سلولی شکل می گیرد که غشاهاي 

می شود  به لیز شدن سلول ها سلولی را تخریب و منجر
)16(. SDS حل سبب که است یونی هاي شوینده جمله از 

 برداشت بقایاي اي، هسته و سیتوپلاسمی غشاهاي کردن

 ).17( شود می سیتوپلاسمی هاي پروتئین و اي هسته

 رشته شکستن سبب که است سرین پروتئاز یک تریپسین

 بهتر را GAGs محتواي ولی شده، الاستین و کلاژن هاي

 فیزیکی، روش سه ترکیب بنابراین). 18(کند  می حفظ

 زدایی بافت سلول در را نتیجه بهترین شیمیایی و آنزیمی

 پروژه این در بار اولین براي که کرد حاصل انسانی پوست

  . است رفته کار به
 تا ها ارگان و ها بافت زدایی سلول هاي روش ي همه 

 رفتن از دست و سه بعدي ساختار شکستن سبب حدودي

 کلاژن اینکه به توجه با )19(شوند  می سطحی ترکیبات

 بررسی دهد، می تشکیل را پوست ECM عمده ي بخش

 اهمیت حائز زدایی سلول روند در آن، تراکم تغییرات

 روش آسیب میزان تعیین منظور به این پروژه در .است

 رنگ کلاژن، هاي رشته به استفاده مورد زدایی سلول

 پیکروسیروس و پیکروفوشین جمله از هاي مختلفی آمیزي

 بافت کلاژن تراکم بافتی، نتایج طبق بر .گرفت صورت رد

 تفاوت طبیعی پوست بافت با مقایسه در شده زدایی  سلول

  ).6تصویر (نداد  نشان توجهی قابل
 روي بر  L929 فیبروبلاستی    هاي سلول کشت از پس

روزه  7 زمانی فواصل در شناسی بافت مطالعات داربست،
 بین ها سلول هفته چهار هر در. گرفت صورت ها آن روي

 دلیل به احتمالآ امر این که بودند شده مستقر اپیدرم و درم

 از اطمینان براي. باشد می ناحیه این در غشاء پایه حضور

 اپیدرم، و درم بین ها سلول استقرار در پایه غشاء بودن مؤثر

 ریختن: شدند ریخته داربست روي بر روش دو به سلول ها

ریختن  و داربست درمی سمت از سلولی سوسپانسیون
 نتایج طبق .داربست اپیدرمی سمت از سلولی سوسپانسیون

 مورد سلول دو هر در که شد مشخص حاصله شناسی بافت

 غشاء .شدند مستقر اپیدرم و درم ي لایه بین در بازهم ها

 سبب که است ECM با شده دهی سازمان ساختاري پایه

 درم و اپیدرم مرزي بین عنوان به و شده ها سلول چسبیدن

 پایه، غشاء و ECM متفاوت ساختار وجود با. کند می عمل

 ، GPsشامل، ها از پروتئین مشابهی انواع داراي دو این

 می کربوهیدرات از غنی هاي پروتئوگلیکان و ها کلاژن

 بند هم بافت در و فیبرونکتین پایه غشاء در لامینین  .باشند

 حیاتی ECM و ها سلول بین مستقیم اتصالات ایجاد براي

لامینین مهم ترین جزء غشاء پایه می باشد که ). 19(هستند 
ظروف کشت  به طور گسترده و معمول به عنوان پوشش

سلول به کار می رود تا باعث افزایش اتصالات سلولی به 
 می بنابراین ).20(کف ظروف و گسترش سلول ها شود 

 و تجمع باعث ECM ترکیبات حضور احتمالا گفت توان
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 شده اپیدرم و درم ي لایه دو بین در ها سلول چسبندگی
  .است

 رگ رشد و سلولی مهاجرت تسهیل سبب داربست تخلخل 

 سبب تخلخل همچنین .شود داربست می در خونی يها

 ها سلول بین دفعی محصولات و غذایی مواد مؤثر تعویض

 رنگ با هاي بافتی بررسی. می شود اطرافشان محیط و

ي عدم نفوذ و  کننده ییدات هفته چهار هر در H & Eآمیزي 
 .N. بود مهاجرت سلول ها به درون داربست

Kulpreechanan سه ،2013 سال در همکاران و 
 روش به polycaprolactone (PCL) داربست

 4.6µm و 440nm، 960nm فیبر سایز با الکترواسپینیگ
 بر را L929 هاي سلول تکثیر و چسبندگی میزان و تولید
 سایز که داد نشان نتایج. نمودند بررسی ها داربست این روي

 هایی داربست اما نداشت اثري ها سلول چسبندگی بر فیبرها
 هاي سلول از بیشتري تکثیر بزرگ و متوسط فیبرهاي با

L929 مطالعه 2006در سال  ).10( دادند نشان را ،Helary 
نشان داد فیبروبلاست ها بسیار دیرتر به درون  و همکاران

ماتریکس هاي متراکم کلاژن در مقایسه با ماتریکس هاي 
 فیبرهاي بالاي تراکم دهد می نشان کهسست نفوذ کردند 

 می داربست درون به ها سلول نفوذ راه سر بر مانعی اریستد
به  و همکاران Prasertsung، 2008در سال ). 21(باشد

 ADM )Acellular Dermalاین نتیجه رسیدند که 

Matrix ( مشتق شده از پوست خوك یک ساختار بسیار
متراکم را فراهم می آورد که این امر از مهاجرت سلول ها 

، 2013در سال  .)22(به داخل داربست جلوگیري می کند 
Kuling میزان نفوذ سلولی را در پنج محصول  و همکاران

تجاري مشتق از درمیس با هم مقایسه کرده و به این نتیجه 
 یک که AlloDerm دررسیدند که میزان نفوذ سلولی 

 اندك بسیار است انسانی درمیس از مشتق تجاري محصول
 کلاژن فیبرهاي بالاي تراکم دلیل به تواند می امر این که بود

ADM علت به تواند می رویدادها این احتمالآ )23( باشد 

 پایین بسیار تخلخل و کلاژنی فیبرهاي بالاي بسیار تراکم

 نیز پوست داربست سختی طرفی از و باشد داربست پوست

به  .)20( شود می L929 هاي سلول تکثیر نرخ کاهش سبب
از  پایین، تخلخل و کلاژن فیبرهاي بالاي تراکمهر حال، 

 شود می سبب که باشد می پوست بافت ذاتی هاي ویژگی

برابر  در منعطف و محافظتی سد یک عنوان به پوست
 د وکن عمل خارجی فشارهاي و پاتولوژیکی عوامل

 عدم بنابراین .شود می بدن رطوبت حفظ سبب همچنین

 انسانی پوست داربست درون به ها سلول و مهاجرت نفوذ

انسانی  پوست داربست نتیجه، در .باشد می طبیعی امري
 زخم براي پوششی عنوان به تا دارد خوبی بسیار پتانسیل

 تا از رود کار به شدید هاي سوختگی و پوستی عمیق هاي

 طی در بدن رطوبت رفتن دست از و زا بیماري عوامل نفوذ

  .کند جلوگیري ترمیم، روند
chung سلول ها ي  2013در سال  و همکارانL929  را بر

با ) PLGA(روي داربست هاي پلیمري واجد ساختار نانو
سایز منافذ متفاوت کشت دادند و میزان تکثیر سلول ها را 

  l929نتایج نشان داد که تکثیر سلول هاي . بررسی کردند
). 24(افزایش می یابد  118nmبا سایز منافد  PLGAدر 

Prasersung مولاربراي  0.5 اسید استیک  از و همکاران
 سبب که کردند استفاده خوکی ADMایجاد تخلخل در 

 با را آن و شد ADM در میکرونی 100 منافذي ایجاد

تا میزان نفوذ سلول نمودند  سنتزي مقایسه کلاژنی داربست
نتایج نشان داد که . ها را در دو نوع داربست را بررسی کنند

متخلخل شده به میزان قابل  میزان نفوذ سلولی در داربست
 اسید از ،در این تحقیق نیز  ).22( توجهی افزایش یافته بود

 کردن متخلخل براي ساعت 3 مدت به مولار 5/0 استیک

 مطالعات. )نتایج نشان داده نشده(نمودیم  ها استفاده داربست

 روي بر L929 هاي سلول کشت از پس بافت شناسی

 که داد نشان تهیه شده استیکی اسید درمی هاي داربست

 تک صورت به تنها هم آن و ها سلول از اندکی بسیار میزان

 به تواند می امر این .گرفتند قرار داربست سطح در لایه

 مراحل طی داربست از استیک اسید کامل حذف عدم دلیل

 غشاء ترکیبات حذف یا داربست و کردن استریل و شستشو

 شاید. باشد داده روي درم، از اپیدرم حذف همراه به پایه
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 از بعد( زدایی  سلول طی مراحل در استیک اسید ي استفاده

 در آن کامل حذف سبب توانست می ) فیزیکی ي مرحله

پیشنهاد می شود که از  .شود سلول زدایی بعدي مراحل طی
کمترین غلظت ممکن اسید استیک، با کمترین زمان اثر و 
بعد از مرحله فیزیکی استفاده شود تا در طی مراحل بعدي 

از  .شاهد حذف کامل اسید استیک از بافت پوست باشیم
 و نفوذ هم باز استیک اسید از استفاده وجود باطرفی 

 این امر .نشد شاهدهم داربست درون به ها سلول از مهاجرتی

 ایجاد تخلخل میزان که باشد علت این به تواند می احتمالا

 از مولار بسیار کمتر 5/0استیک   اسید از استفاده با شده

 10 از کمتر تخلخل(است  بوده آل ایده تخلخل درصد

 90از تخلخل بیش مقابل در شده تهیه درمی داربست درصد

نتایج مربوط به آزمون () ها داربست در آل ایده درصدي
  ).اسید استیک نشان داده نشده است

 کرد، می توجه جلب چهارم ي هفته در که مهمی ي نکته

 تخلخل عدم به امر، این احتمالا  بود داربست تخریب عدم

 باز آن، کلاژن فیبرهاي بالاي بسیار تراکم دلیلی به داربست

داربست، این احتمال می رود که نبود تخلخل در . گردد می
مانع مهاجرت سلول ها و در نتیجه عدم ترشح 

 (MMPsماتریکس متالوپروتئیناز  ي خانواده هاي نزیمآ

(Matrix metalloproteinases  می گردد و به
علت عدم ترشح این آنزیم ها، تخریبی در داربست روي 

 Zn+2به  وابسته اندوپپتیدازهایی MMPs  . نمی دهد
 تا ).25( باشند می فعال طبیعی PH در که هستند Ca+2و

 این .است شده شناخته ها آن از عضو 26 حداقل کنون

 ).26(کنند  تجزیه را ECM اجزاء توانند می ها آنزیم

Maryam G Rohani  نقش ،2003سال  در همکاران و 

MMP-1  درم داخل ها به کراتینوسیت مهاجرت در را 

 هاي کراتینوسیت مهاجرت براي MMP-1 .کردند تآیید

 بنابراین ).27(است  ضروري درم کلاژن روي بر انسانی

 می سلولی، مهاجرت عدم دلیل به MMPs ترشح نبود

 از پس حتی هیچ تخریبی نشدن مشاهده احتمالی دلیل تواند

  .باشد داربست در روز 28

محرك هاي مختلفی از جمله آسیب هاي بافتی، تراکم 
بالاي سلولی، استرس هاي حرارتی می توانند سبب آغاز 

 مشاهده وقایع از دیگر یکی). 28(روند آپوپتوز گردند 

 .بود چهارم و سوم هاي در هفته سلولی تراکم کاهش شده،
در این بازه زمانی تصاویري نشان دهنده حالت قطعه قطعه 

بود واین احتمال می رود که آغاز روند آپوپتوز،  شدن سلول
عامل از بین رفتن سلول ها باشد که البته نیاز به تحقیق و 

  .مطالعه بیشتر دارد
  

   نتیجه گیري
 و درصدها آزمودن طریق از تا شد تلاش پروژه این در

 و SDS ، Triton X-100 اثر متفاوت هاي زمان

Trypsin  بعدي سه ساختار به آسیب کمترین ECM وارد 

 رنگ آمیزي با زدایی سلول روش بهترین ییدات از پس. شود

 داربست با L929 هاي سلول کنش هم بر مختلف، هاي

 به  ECMکه  داد نشان تایجن. شد بررسی شده، تهیه پوست

 استقرار، براي مناسبی داربست انسانی، پوست از مانده جا

 دلیل به طرفیاز . دباش می L929 هاي سلول تمایز و رشد

 داربست درون به ها سلول مهاجرت و نفوذ ي مشاهده عدم

 ،)پایین تخلخل کلاژن و فیبرهاي بالاي تراکم علت به(

 مشابه تواند می انسانی ي شده زدایی سلول کامل پوست

 پوستی عمیق زخم هاي براي مناسبی بسیار پوشش آلودرم،

 .باشد شدید هاي سوختگی از ناشی هاي زخم و

 
  تشکر و قدردانی

تهیه داربست سـه   "با عنوان  طرح تحقیقاتیاین مقاله حاصل 
 بعدي پوسـت انسـانی و بررسـی بـرهم کـنش لایـن سـلولی       

L929  دانشگاه فردوسی مشـهد در   مصوب "با این داربست
ــال  ــا 1392س ــد  ب ــأمین بخشــی از    مــی 26966ک ــد و ت باش
 هاي آن توسط معاونت پژوهشی این دانشـگاه صـورت   هزینه
داننـد مراتـب سـپاس و     نویسندگان بر خـود لازم مـی  . گرفته

ي معاونت پژوهشی این دانشگاه ابـراز   امتنان خود را از حوزه
  .نمایند
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