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 چکیده

ماتریکس بافت های سلول زدایی شده به دو دلیل به عنوان یک سیستم داربستی ایده آل در نظر گرفته می شوند، اولین دلیل  :زمینه و هدف

تئین های ماتریکس خارج سلولی است، که بعد از سلول زدایی باقی شباهت ساختاری و مکانیکی با بافت های طبیعی و دومین دلیل وجود پرو

می مانند و می توانند در تمایز سلول ها نقش ایفا کنند. هدف از این مطالعه بررسی رفتار سلول های چسبنده ی مغز استخوان رت کشت داده 

 شده بر روی ماتریکس سلول زدایی شده ی بافت پوست انسانی است. 

ذوب سریع(، آنزیمی  -در این پژوهش سلول زدایی بافت پوست انسانی با سه روش فیزیکی )انجماد آهسته، انجماد  :مواد و روش ها

 ازساعت انجام گرفت.  53یک درصد( به مدت  Sodium dodecyl sulfateیا  SDSساعت، و شیمیایی ) 51درصد( به مدت  31/0)تریپسین 

مقاطع میکروسکوپی تهیه و با رنگ آمیزی های مختلف مورد  ،سلول 4×501با تعداد  کشت از پس هفته 4 و 2 ،3 ،5 شده، تهیه هایداربست

 بررسی قرار گرفتند.

 بافت رشته های کلاژن حفظ وها و اجزای سلولی هسته زدایی نشان دهنده ی حذفها پس از سلولهیستولوژیک داربست مطالعه یافته ها:

را نشان داد. همچنین در هر چهار هفته شاهد نفوذ و  چسبندگی و تکثیر سلول ها هفته پس از کشت، 4و  2، 3، 5ها ی داربست . مطالعهبود

ماری اختلاف معناداری را  در درصد تراکم سلولی در هفته ی دوم در مقایسه با سایر درون داربست نبودیم. بررسی های آ مهاجرت سلول ها به

 (.P<0.001هفته ها نشان داد )

 مناسبی بستر انسانی پوست بافت زدایی سلول از مانده بجاECM (Extracellular Matrix ) که دهدمی نشان حاصل نتایج  :نتیجه گیری

 ( می باشد.Rat Adherent Bone Marrow Cells) RABMCsسلول های چسبنده مغز استخوان رت  رفتار بررسی جهت

 .ت، پوست انسان، سلول های چسبنده مغز استخوان رتماتریکس خارج سلولی، سلول زدایی، داربس واژگان کلیدی:
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 مقدمه
پوست از نظر بافت شناسی و جنین شناسی شامل 

دو قسمت مشخص با منشآ جنینی متفاوت می باشد: 

 اپیدرمیس یا روپوست مشتق از اکتودرم سطحی، درمیس

. اپیدرمیس لایه ی (1و2)یا میان پوست مشتق از مزودرم 

متر ضخامت  میلی 2/0تا  1/0بالایی و نسبتا نازکی است، 

. درمیس بافت همبندی است که مسئول ویژگی (5)دارد 

های مکانیکی پوست بوده و بسیار ضخیم تر از اپیدرم 

ء مزودرم، کلاژن است. این لایه از فیبروبلاست ها با منشا

ها، الاستین، پروتئوگلیکان ها، فیبرونکتین و ماده ی زمینه 

درم حاوی عروق خونی  ،تشکیل شده است. علاوه بر این

گیرنده های عصبی درد،  -و لنفاتیک با منشا مزودرم

غدد چربی،  -لمس، حرارت و فشار با منشا ستیغ عصبی

رم می ورواکتودغدد عرق و فولیکول های مو با منشا ن

اپیدرم و درم توسط غشا پایه به هم متصل شده اند  باشد.

. پروتئین های تشکیل دهنده ی غشاء پایه، کلاژن نوع ( 1)

IV ،VII  و لامینین هستند که به وسیله ی فیبروبلاست

در زیر درم قرار  هیپودرم. ( 3)های درم سنتز می شوند 

 ده استاز بافت چربی با منشاء مزودرم تشکیل ش و دارد

مهندسی بافت روش درمانی نوید بخشی است که  .(1)

سلول ها، داربست ها و فاکتورهای ریز محیطی را با هم 

ترکیب کرده تا سیگنال های مختلفی را برای ترمیم و 

. داربست ها (4)بازسازی بافت های آسیب دیده القاء کند 

به عنوان پشتیبان فیزیکی ساختار و تنظیم کننده ی فعالیت 

کنند. به طور برجسته ساختار داربست  سلول عمل می

)تخلخل، متوسط اندازه ی منافذ، شکل منافذ، ارتباط 

منافذ با یکدیگر( و ویژگی های مکانیکی آن  بر روی 

رفتارهای سلولی مثل چسبندگی، رشد و تمایز تآثیر می 

. بافت ها و اندام های سلول زدایی شده، (5) گذارند

ده آل برای مهندسی داربست های  سه بعدی بسیار ای

. سلول زدایی یک مرحله ی مهم در (6) بافت می باشند

تکوین این داربست های زیستی است که برای جلوگیری 

. تا کنون (7) از پاسخ ایمنی ناسازگار ایجاد می شود

تحقیقی دال بر سلول زدایی بافت پوست انسانی در ایران 

ح صورت نگرفته است. در مطالعات انجام شده در سط

جهانی نیز، عمل سلول زدایی پس از جدا کردن اپیدرم از 

درم صورت گرفته، که این امر به دلیل حذف ساختار 

متراکم و بسیار فشرده اپیدرم، سبب تسهیل فرآیند سلول 

(. در این مطالعه برای اولین بار سلول 8زدایی می شود )

زدایی کامل بافت پوست انسان )اپیدرم به همراه درم( 

گرفت که این محصول می تواند به منظور استفاده صورت 

های کلینیکی در درمان سوختگی های شدید مورد استفاده 

قرار گیرد. عدم جداسازی اپیدرم از درم با هدف حفظ 

بیشتر رطوبت بدن تا ترمیم کامل زخم های پوستی انجام 

 شد.

 

 مواد و روش ها
 40پوست با رعایت اصول اخلاقی از یک خانم  ه ینمون

بیماری خاص، طی عمل جراحی  ی ساله بدون سابقه

تهیه مشهد پلاستیک شکم از محل بیمارستان جوادالائمه 

 گردید و پس از قرار دادن در سرم فیزیولوژی به دمای 

⁰C4- چربی های اضافی  موها و انتقال داده شد. سپس

 سانتی متر 5×5جدا شده و پوست به قطعاتی با ابعاد 

حاوی سرم فیزیولوژی در  ن هایلکوتقسیم و درون فا

 .دذخیره ش -⁰C20دمای 

در این پژوهش از روش های مختلف فیزیکی، 

آنزیمی و شیمیایی جهت سلول زدایی بافت پوست 

به منظور انجام مرحله ی فیزیکی سلول استفاده گردید. 

یک زدایی که شامل انجماد و ذوب سریع می باشد، 

شده و در دمای اتاق  فالکون حاوی نمونه از فریز خارج

تقسیم شد و سانتی متر  5/0×5/0ذوب، سپس به قطعات 

به میلی لیتری  2ی پس از قرار گرفتن در کرایوتیوب ها

)انجماد سریع( و پس از آن  دقیقه در ازت مایع 2مدت 

 دقیقه 5به مدت  بلافاصله درون بوکال حاوی آب جاری

 6سریع  مرحله انجماد و ذوب )ذوب سریع(. قرار گرفتند

مرتبه تکرار گردید. سپس نمونه ها از کرایوتیوب ها 
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فسفات بافر سالین  دقیقه توسط 30خارج و به مدت 

((PBS به منظور انجام مرحله ی . (9) تشو داده شدندشس

 PBS در %25/0تریپسین ی از محلول آنزیمی سلول زدای

. (10)استفاده شد  ⁰C25دمای  ساعت و در 18به مدت 

دقیقهPBS (30  )پس از اتمام این مرحله نیز نمونه ها با 

و در نهایت به منظور انجام مرحله ی  شستشو داده شدند

به  PBSدر  % SDS 1 یی از محلولشیمیایی سلول زدا

استریل نمودن  برای .ساعت استفاده گردید 12مدت 

داربست ها ، نمونه ها پس از انتقال به زیر هود لامینار، به 

قرار گرفتند. پس از آن  % 70دقیقه در اتانول  30مدت 

 1چندین مرتبه با آب مقطر استریل شستشو، و به مدت 

ساعت در آب مقطر استریل قرار داده شدند. در آخرین 

 PBSمرحله نمونه ها پس از چندین مرتبه شستشو با 

قرار گرفتند ساعت نیز در این محلول  1استریل، به مدت 

(9.) 

راج مغز استخوان، رت های نر نژاد استخ به منظور

ویستار یک ماهه با کلروفرم بیهوش و استخوان های فمور 

با استفاده از انبر مخصوص دو انتهای  و تیبیا جدا شدند.

میلی لیتر محیط  5استخوان را شکسته و سرنگ حاوی 

 DMEM ((Dulbecco`s modified eagleکشت 

medium حاوی آماده( FBS (Fetal Bovine Serum ) و

( در gauge-23)سوزن  آنتی بیوتیک( را از ناحیه ی سوزن

لومن استخوان وارد می کنیم. با فشار پیستون سرنگ، 

محیط کشت و به همراه آن مغز استخوان به درون فلاسک 

شود. سپس درب فلاسک را سانتی متر مربع تخلیه می  25

با حرکات دورانی آرام سبب توزیع یکدست سلول  بسته،

 5با  ⁰C 37در کف فلاسک شده وآن را به انکوباتور ها

ساعت،  24. بعد از (11) منتقل می کنیم CO2درصد 

تعویض محیط کشت با هدف حذف سلول های 

غیرچسبنده صورت می گیرد. سلول های مغز استخوان 

قبل از پاساژ اول مورد استفاده قرار گرفتند و در طی این 

 روز یک بار محیط کشت آن ها تعویض شد. 3مدت هر 

پس از استریل کردن، داربست ها به مدت نیم ساعت در 

و آنتی  FBSدرصد  15حاوی  DEMEمحیط کشت 

بیوتیک درون انکوباتور قرار گرفتند و سپس محیط روی 

خانه  48داربست ها خارج و داربست ها درون پلیت های 

میکرولیتر  75سلول در  4×510قرار گرفتند. سپس تعداد 

 48محیط کشت روی هر داربست قرار داده شد و پلیت 

ش سلول ها توسط شمارخانه به انکوباتور انتقال یافت )

. برای جلوگیری از تجمع سلول (لام نئوبار صورت گرفت

در یک قسمت، سوسپانسیون سلولی در نقاط مختلفی از 

ساعت سلول های  5/2سطح قرار گرفت. پس از گذشت 

مورد نظر اتصالات لازم را با داربست های مذکور پیدا 

میلی لیتر محیط کشت به هر یک  1کرده و سپس حدود 

که حاوی داربست های  خانه 48هک های پلیت از چا

و  21، 14، 7فوق بود، ریخته و برای بررسی در روزهای 

در انکوباتور انکوبه شدند. طی این مدت فقط محیط  28

کشت سلولی تعویض شد )روز در میان(. این مدت 

فرصت لازم برای چسبندگی و تکثیر مناسب روی 

ها فراهم می  داربست های مورد مطالعه را برای سلول

. در پایان داربست ها خارج و در فیکساتور قرار (12) کرد

 گرفتند. 

زدایی، جهت مطالعه مورفولوژی و کنترل سلول

هفته پس از کشت با  4و  3، 2، 1ها قبل و داربست

استفاده از فیکساتور بوئن تثبیت و پس از مراحل پاساژ 

ها از قالبگیری شدند. بافتی و آغشتگی به پارافین، قالب

میکرون تهیه گردید و سپس با  5مقاطعی با ضخامت 

 -(، هماتوکسیلین وایگرت H&Eائوزین ) -هماتوکسیلین

(، پیکروفوشین، H&Pپیک ایندیگو کارمین )

 Diamidino-2-phenylindole پیکروسیروس رد و

(DAPI) آمیزی شدند.رنگ 

نمونه  10برای بررسی میزان تراکم سلولی 

انتخاب شد. به کمک نرم افزار  هفته از هر داربست

ImageJ،  مساحت هر داربست و سطح واجد سلول در هر

ضرب شدند.  100داربست محاسبه، بر هم تقسیم و در 

 Graph padمحاسبات آماری با استفاده از نرم افزار 
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InStat  و آنالیز یک طرفه یANOVA  .انجام گرفت

 Tukey’ s HSD post hoc testمقایسه ی میانگین ها با 

رسم گردید. سطح  Excelانجام و نمودارها با نرم افزار 

 در نظر گرفته شد. P< 0.05معناداری 

 

 یافته ها
گردد، مشاهده می 2و  1ویر اطور که در تص همان

آمیزی های ها با رنگمطالعه هیستولوژیک داربست

ها و اجزای سلولی از بافت مختلف نمایانگر حذف هسته

 . باشدل زدایی میفرآیند سلو پوست پس از

پس از  مطالعات بافت شناسی داربست ها در هفته ی اول

با سلول های چسبنده ی مغز استخوان رت  کشت

(RABMCs) ،با استفاده از رنگ آمیزی های انجام شده ،

استقرار و چسبندگی تعداد زیادی از سلول ها را در اکثر 

ی نقاط نواحی به صورت سطحی و یک لایه و در برخ

داربست به صورت چند لایه نشان دادند. نکته ی قابل 

توجه این است که سلول ها تنها در ناحیه ی بین درم و 

در هفته ی دوم، افزایش (. 3)تصویر  اپیدرم مستقر شدند

تراکم سلولی و چندلایه ای شدن سلول ها را در نقاط 

بیشتری از سطح داربست مشاهده کردیم. همچنین در 

سطوح داربست، سلول ها به صورت چندلایه و  برخی از

نیز  در این هفته .(4)تصویر  شبه اپیدرمی قرار گرفتند

شواهدی مبنی بر مهاجرت سلول ها به درون داربست 

در هفته ی سوم، کاهش تراکم سلولی  .قابل مشاهده نبود

و منقطع شدن تک لایه ی سلولی مشاهده شد. همچنین 

سلول ها آغاز  و قابل مشاهد  روند دژنره شدن در اکثریت

و دژنره شدن  کاهش قابل توجه تراکم (.5)تصویر  بود

د. نکته ی ش مشاهده در هفته ی چهارم اکثریت سلول ها

نشانه ای از  این بود که هیچر این هفته قابل توجه د

 .(6)تصویر  نشد تخریب داربست دیده

برای بررسی این که آیا نبود تخلخل در داربست و 

کم بسیار بالای فیبرهای کلاژن، می توانند عوامل ترا

ردارنده ی مهاجرت سلول ها باشند، بعد از فرآیند سلول با

زدایی بر روی سطح داربست شیارهایی به طریق مصنوعی 

ایجاد کردیم. سپس سلول های چسبنده ی مغز استخوان 

رت را بر روی آن ها کشت دادیم. همان طور که در 

شود در هفته ی دوم نتایج نشان  مشاهده می 7تصویر 

د زیادی از سلول ها به درون دهنده ی مهاجرت تعدا

 

A B C D 

E F G H 
 

ی آمیزی هازدایی با رنگ( از فرآیند سلولHو  E ،F ،G( و بعد )Dو  A ،B،Cزدایی؛ پوست قبل ): پوست انسان قبل و بعد از فرآیند سلول 1تصویر 

و  Bائوزین، ) -( رنگ آمیزی هماتوکسیلینEو  Aباشد. )ها میدهد و پیکان نمایانگر سلولحذف اجزای سلولی را نشان می 40X مختلف و درشتنمایی

F( ، رنگ آمیزی پیک ایندیگوکارمین )C  وG( رنگ آمیزی پیکروسیروس رد و )D  وH  .رنگ آمیزی پیکروفوشین ) 
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بررسی های آماری نشان داد که درصد تراکم  ها بود.شیار

سلول ها در هفته ی دوم بیشترین و در هفته ی چهارم 

 (.1کمترین مقدار بود )نمودار 

  بحث
مطالعات بافت شناسی انجام شده نشان داد که 

تنها دو ( 13ت های غضروف و استخوان )ف بافبرخلا

 

B A 
 

حذف اجزای سلولی  20X و درشتنمایی DAPIآمیزی زدایی با رنگ( از فرآیند سلولB( و بعد )Aزدایی؛ پوست قبل )قبل و بعد از فرآیند سلول : پوست انسان 2تصویر 

 دهد.را نشان می
 

A B 

C  
( رنگ آمیزی A؛ )40X . رفتار سلول های چسبنده ی مغز استخوان رت کشت داده شده بر روی داربست در هفته ی اول پس از کشت با درشتنمایی3تصویر 

 ( رنگ آمیزی پیک ایندیگوکارمین.C( رنگ آمیزی پیکروفوشین، )Bائوزین، ) -هماتوکسیلین
 

A B 

C  
( رنگ آمیزی A؛ )40X. رفتار سلول های چسبنده ی مغز استخوان رت کشت داده شده بر روی داربست در هفته ی دوم پس از کشت با درشتنمایی 4تصویر 

 ( رنگ آمیزی پیک ایندیگوکارمین. پیکان ها نشان دهنده ی ساختار شبه اپیدرمی می باشند.C( رنگ آمیزی پیکروفوشین، )Bائوزین، ) -هماتوکسیلین
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روش فیزیکی و شیمیایی برای سلول زدایی کامل بافت 

پوست خصوصآ در ناحیه ی اپیدرم کافی نیست. بنابراین 

روش آنزیمی )تریپسین( نیز به مراحل سلول زدایی اضافه 

. مدت زمان قرارگیری بافت پوست در (10) گردید

که کمترین آسیب به تریپسین به صورتی تعیین شد 

ساختار پوست وارد شده و اپیدرم از درم جدا نشود. از 

 37آنجا که تریپسین مشابه آنزیم های دیگر در دمای 

 درجه سانتی گراد دارای حداکثر فعالیت خود می باشد

درجه سانتی گراد، در آن قرار  25، نمونه ها در دمای (14)

گرفته تا آسیب وارده به ساختار پوست در حد ناچیز 

 باشد.

در انجماد سریع، کریستال های یخ درون سلولی 

ی گیرد که غشاهای سلولی را تخریب و منجر به شکل م

 توجه به ساختار با SDS .(15)می شود  لیز شدن سلول ها

 دارای یک سر آنیونی آب دوست و یک دم) دوگانه اش

می تواند با غشاهای سلولی ( ریزکربنه ی اشباع آب گ 12

 

A B 

C  
( رنگ آمیزی A؛ )40Xرفتار سلول های چسبنده ی مغز استخوان رت کشت داده شده بر روی داربست در هفته ی سوم پس از کشت با درشتنمایی  :5تصویر 

 ( رنگ آمیزی پیک ایندیگوکارمین.C( رنگ آمیزی پیکروفوشین، )Bائوزین، ) -هماتوکسیلین

 

A B 

C D 
 

( رنگ آمیزی A؛ )40Xرفتار سلول های چسبنده ی مغز استخوان رت کشت داده شده بر روی داربست در هفته ی چهارم پس از کشت با درشتنمایی  :6تصویر 

 ( رنگ آمیزی پیکروسیروس رد.Dآمیزی پیک ایندیگوکارمین، ) ( رنگC( رنگ آمیزی پیکروفوشین، )Bائوزین، ) -هماتوکسیلین
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بر هم کنش داده و سبب لیز شدن غشاء سلول و غشاء 

تریپسین یکی از رایج ترین آنزیم های  .(16) هسته گردد

پروتئولیتیک مورد استفاده در فرآیندهای سلول زدایی 

درجه  37است که حداکثر فعالیت آنزیماتیک آن در دمای 

قوی ترین و   .(15)د می باش 8برابر  PHسانتی گراد و 

از تیمارهای رترین روش های سلول زدایی ترکیبی موث

. بنابراین ترکیب (16)فیزیکی، شیمیایی و آنزیمی است 

سه روش ذکر شده بهترین نتیجه را در سلول زدایی بافت 

 پوست انسانی حاصل کرد که برای اولین بار در این

رنگ آمیزی های مختلف از جمله  استفاده شد. همطالع

پیک  -ائوزین، هماتوکسیلین وایگرت -هماتوکسیلین

ایندیگو کارمین، پیکروسیروس رد، پیکروفوشین و رنگ 

سلول زدایی کامل بافت پوست را تآیید  DAPIفلورسنت 

(. همه ی روش های سلول زدایی 2و  1نمودند )تصاویر 

ثر چشمگیر بر روی محتوای بافت ها و ارگان ها سبب ا

و از آنجا که  (17)می شوند  ECMبیوماکرومولکول های 

پوست است، بررسی تغییرات  ECMکلاژن، جزء اصلی 

تراکم کلاژن در روند سلول زدایی با استفاده از رنگ 

آمیزی های پیکروفوشین و پیکروسیروس رد صورت 

گرفت. در بررسی های میکروسکوپی مقاطع تهیه شده 

یر چشمگیری در میزان تراکم رشته های کلاژن مشاهده تغی

 نشد.

به منظور کشت سلول ها بر روی داربست، سلول 

ها هم از سمت درم و هم از سمت اپیدرم بر روی 

 

A B 
 

و   20X( درشتنمایی Aبه درون شیاری که به طریق مصنوعی در داربست ایجاد شده است. ) مهاجرت تعداد زیادی از سلول ها در هفته ی دوم :7تصویر

(Bدرشت )  40نماییX. 

 
 (.P<0.001ه های متفاوت کشت.  ***  نسبت به همه ی هفته ها، )درصد تراکم سلولی در واحد سطح در هفت :1نمودار 
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داربست ریخته شدند. نتایج بافت شناسی نشان داد در هر 

دو حالت سلول ها در فضای بین درم و اپیدرم مستقر می 

تمالآ به دلیل وجود غشای پایه بین شوند که این امر اح

 ECMدرم و اپیدرم می باشد. غشاء پایه یک جز مهم 

است که از گلیکوپروتئین ترایمریک لامینین، کلاژن نوع 

IVکتورهای رشد متفاوت ، پرلکان، انتاکتین، نیدوژن و فا

. از این میان لامینین مهم ترین (18تشکیل شده است )

به طور گسترده ای به عنوان جزء غشاء پایه می باشد که 

پوشش ظروف کشت سلول به کار می رود تا باعث 

 (.19)افزایش اتصالات سلولی و گسترش سلول ها شود 

 در هاداربست از شده تهیه مقاطع در که همانطور

 ،اول هفته هاینمونه در شد، دیده کشت مختلف هایهفته

 صورت به نواحی اکثر در ها سلول از زیادی تعداد

 صورت به داربست نقاط برخی در و لایه یک و طحیس

 دوم، ی هفته در (.3 تصویر) استقرار داشتند لایه چند

 در را ها سلول شدن ای چندلایه و سلولی تراکم افزایش

 همچنین. کردیم مشاهده داربست سطح از بیشتری نقاط

 چندلایه صورت به ها سلول داربست، سطوح از برخی در

، 2007در سال  (.4 تصویر) گرفتند رقرا اپیدرمی شبه و

Wu بنیادی هایسلول که دادند نشان همکارانش و 

 غیردیابتی و دیابتی هایموش در را زخم درمان ،مزانشیمی

 بهبود رگزایی و سلولی نفوذ اپیدرم، مجدد تشکیل با

 بنیادی هایسلول مستقیم مشارکت هاآن (.20) بخشیدند

 توانایی و پوست ازیبازس در استخوان مغز مزانشیمی

 .دادند نشان In vivo شرایط در را هاآن زاییاپیتلیوم

 ناف بند مزانشیمی بنیادی هایسلول تمایز اخیر مطالعه

داد  نشان In vitro شرایط در را کراتینوسیت به انسان

 در کراتینوسیت به BM-MSCs تمایز توانایی اما( 21)

 مطالعه این .است نشده بررسی هنوز In vitro شرایط

 توانایی استخوان مغز بنیادی هایسلول که کندمی پیشنهاد

 .باشندمی دارا را هاکراتینوسیت سمت به تمایز

نکته ی قابل توجه این است که در هر چهار هفته، 

شاهد نفوذ سلولی نبودیم یا میزان نفوذ سلولی بسیار اندک 

ر بالای بود، احتمال دارد این رویداد به دلیل تراکم بسیا

فیبرهای کلاژن و تخلخل بسیار پایین داربست های تهیه 

شده باشد. مهاجرت سلولی کمتر در داربست با شبکه ی 

کلاژن رشته ای متراکم در مقایسه با ساختار کلاژن رشته 

ای متخلخل دیده می شود. زیرا کلاژن به عنوان سد 

فیزیکی عمل کرده و از ورود سلول ها به درون داربست 

 (.22)گیری می کند جلو

 نشان همکارانش و Helary ، مطالعه2006در سال 

 کلاژن متراکم هایماتریکس با هافیبروبلاست که زمانی داد

 آن داخل به سست هایماتریکس از دیرتر شدند، روبرو

و  Prasertsung، 2008در سال  .(23کردند ) نفوذ

 ADM (Acellularهمکارانش به این نتیجه رسیدند که 

Dermal Matrix)  مشتق شده از پوست خوک یک ساختار

بسیار متراکم را فراهم می آورد که این امر از مهاجرت 

. در (24)سلول ها به داخل داربست جلوگیری می کند 

و همکارانش میزان نفوذ سلولی را در  Kuling، 2013سال 

پنج محصول تجاری مشتق از درمیس با هم مقایسه کرده 

و به این نتیجه رسیدند که میزان نفوذ سلولی در 

AlloDerm  که یک محصول تجاری مشتق از درمیس

براین تحقیقات . بنا(25)ر اندک بود بسیاانسانی است 

مختلف نشان می دهد که میزان نفوذ و مهاجرت سلول ها 

در داربست های طبیعی مشتق از درمیس )با منشآ انسانی 

بسیار  یا حیوانی(، بدلیل تراکم بسیار بالای فیبرهای کلاژن

اندک است. اندازه ی منافذ، تخلخل و ارتباط منافذ با 

ون داربست را یکدیگر میزان نفوذ سلولی و رشد سلول در

سبب می شود و بر روی تعداد زیادی از فرآیندهای 

سلولی اثر گذار است. همچنین تخلخل برای انتشار مواد 

غذایی، متابولیت ها و محصولات دفعی ضروری است 

(26.) 

و همکارانش از  Prasertsung، 2008در سال 

مولار برای ایجاد تخلخل در  5/0محلول اسید استیک 

ADM بدلیل عدم مشاهده ی  .(24) خوکی استفاده کردند

نفوذ و مهاجرت سلول ها به درون داربست در طی چهار 
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در هفته، تصمیم به ایجاد تخلخل در داربست گرفته شد. 

نیز به منظور ایجاد تخلخل، داربست ها به  این مطالعه

مولار غوطه  5/0ساعت در محلول اسید استیک  3مدت 

بر روی داربست های  RABMCsت ور شدند. پس از کش

درمی تیمار شده با اسید استیک، بررسی های 

هیستولوژیکی نشان داد که تعداد بسیار اندکی از سلول ها 

به صورت یک لایه در سطح داربست قرار گرفتند و 

تشکیل ساختارهای چند لایه مشاهده نشد. این امر می 

ی مراحل تواند احتمالآ بدین دلیل باشد که اسید استیک ط

شستشو و استریل کردن داربست به طور کامل حذف 

نشده و سبب تآثیر منفی بر روی رفتار سلولی شده است. 

دلیل دیگر شاید این باشد که به همراه حذف اپیدرم، 

ترکیبات غشاء پایه از جمله لامینین نیز حذف شده اند. 

علیرغم استفاده از اسید استیک به منظور ایجاد تخلخل در 

بست، باز هم شاهد نفوذ و مهاجرتی به درون داربست دار

در طی دو هفته پس از کشت نبودیم. این امر احتمالآ 

بدین دلیل است که میزان تخلخل ایجاد شده در داربست 

حد ایده آل بسیار پایین تر بود.  ها  با این روش باز هم از

درصد به  90یک داربست متخلخل با تخلخل بیش از 

ی ایده آل در مهندسی بافت محسوب می عنوان داربست

 .(27)گردد 

فوذ بافت پوست سد محافظتی بدن در برابر ن

عوامل بیماری زا بوده و سبب حفظ رطوبت بدن می 

عدم نفوذ و مهاجرت سلول ها به درون  پس شود،

داربست امری طبیعی است. بنابراین داربست تهیه شده 

پتانسیل این را دارد که به عنوان پوششی برای زخم های 

عمیق پوستی و آسیب های ناشی از سوختگی استفاده 

وذ عوامل بیماری زا و هم سبب شود، چون هم مانع از نف

 حفظ رطوبت می شود.

این بود که  در هفته ی چهارم نکته ی قابل توجه

ر روز از کشت سلول ها، شاهد تخریبی د 28با گذشت 

این رویداد به دلیل تراکم داربست نبودیم. احتمال دارد 

بالای فیبرهای کلاژن، در نتیجه ممانعت از مهاجرت سلول 

توسط سلول  MMPsت و عدم ترشح ها به درون داربس

 ها باشد. 

در طی مهاجرت سلول ها، آنزیم های 

( MMPsماتریکس متالوپروتئینازها ) پروتئولیتیک از قبیل

و پروتئازها فعال شده و یا بیان آن ها افزایش می یابد. 

MMPs  یک خانواده ی بزرگ از اندوپپتیدازهای شامل

Zn+2  ئول تخریب همه و وابسته به کلسیم هستند که مس

 GAGsشامل کلاژنازها، الاستین، ژلاتین،  ECMی اجزای 

 . ( 28)می باشند  PGsو 

و همکارانش به این  De Becker، 2007در سال 

 BM-MSCsدر مهاجرت  MMP-2نتیجه رسیدند که 

و همکارانش  Ries. در همان سال، (29)سانی نقش دارد ان

 BM-MSCsرا در مهاجرت  MMP-2و  MMP-1نقش 

. بنابراین این احتمال وجود دارد که به (30) تایید کردند

مهاجرت سلولی مشاهده نشد. از  MMPs دلیل عدم وجود

 MMPsطرفی احتمالآ به دلیل عدم مهاجرت، سلول ها 

 ترشح نکردند و تخریبی در داربست ایجاد نشد.

 

 نتیجه گیری
بر روی داربست تهیه شده سلول ها پس از کشت 

بجا مانده از سلول زدایی بافت  ECMمشخص شد که 

 و تمایز سلولپوست انسانی سبب القاء چسبندگی، تکثیر 

نفوذ و مهاجرت سلول ها  به درون  ها می شود. از طرفی

بالای فیبرهای کلاژن، مشاهده  داربست بدلیل تراکم بسیار

 نشد. 

 می تواند این محصول با توجه به نتایج حاصل،

پتانسیل این را داشته باشد که مشابه آلودرم به عنوان 

و  پوشش بسیار مناسبی برای زخم های عمیق پوستی

  .استفاده شود زخم های ناشی از سوختگی

 

 تشکر و قدردانی
تآمین بخشی از هزینه های این تحقیق توسط 

 معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد فراهم گردید
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. پژوهشگران بر خود لازم می دانند (26938: )شماره طرح

مراتب سپاس و امتنان خود را از حوزه ی معاونت 

برگرفته از . این طرح براز نماینداپژوهشی این دانشگاه 

 پایان نامه می باشد.
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Abstract 
Background: Decellularised tissues matrix is considered as an 
ultimate scaffolding system for two reasons: firstly it has 
mechanical and structural similarity with natural tissue, secondly 
extra cellular matrix proteins remain intact after decellularization, 
which are important for cell differentiation. The aim of this study is 
investigation behavior rat adherent bone marrow cells cultured in 
decellularised matrix of human skin. 
Materials and Methods: In this study, human skin tissues were 
decellularised by three methods: physical (slow freezing and 
snap freeze–thaw), enzymatic (trypsin 0.25%, 18 hours) and 
chemical (sodium dodecyl sulfate- SDS 1%, 12 hours). After 
washing and sterilization procedures, scaffolds cultivated with 
4×10⁵ rat adherent bone marrow cells. Finally, histological 
studies were performed after 1, 2, 3 and 4 weeks of culture and 
investigated with different staining. 
Results: Histological study of decellularised scaffolds revealed 
that nuclear and cellular components of the tissues were 
completely removed and collagen fibers remained intact. At 1, 2, 
3 and 4 weeks of culture, in vitro analysis showed adhesion and 
also proliferation of rat adherent bone marrow cells. Also, we did 
not observe any penetration and migration of the cells into 
scaffolds. Statistical analysis indicated significant difference in 
percentage of cell density in specimens cultured after 2 weeks 
versus the other specimens (P<0.001). 
Conclusion: the overall results showed that remnant ECM 
(Extracellular Matrix) of human skin can be a suitable scaffold for 
studying Rat Adherent Bone Marrow Cells behavior.  
Key words: Extracellular matrix, Decellularization, Scaffold, 
Human skin, Rat adherent bone marrow cells. 
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