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 چکیده

. بدن بافت هایی با ویژگی هاي مشابه بافت هاي طبیعی بسازندتکنیک هاي مهندسی بافت تلاش دارند تا در شرایط خارج  :زمینه و هدف
با وجود تمام پیشرفت هاي صورت گرفته در زمینه مهندسی بافت به خصوص در ارتباط با طراحی و ساخت داربست هاي مناسب، 

  .است فتحصول اهداف نهایی در مهندسی بابارگذاري سلول ها درون داربست هنوز به عنوان یک مشکل جدي مانع از 
هدف از این مطالعه تهیه داربست هایی از بافت مري سلول زدایی شده رت با ابعاد و هندسه مشابه بافت طبیعی مري جهت بررسی قابلیت 

  .چیدمان مناسب سلول هاي بنیادي مزانشیمی چربی کشت داده شده روي آن می باشد
روش هاي فیزیکی و شیمیایی سلول زدایی شامل انجماد و ذوب مکرر، و  پس از جداسازي مري،در این مطالعه تجربی،  :مواد و روش کار

هاي بنیادي مزانشیمی چربی انسانی به  س سلولپس. و سدیم دودسیل سولفات انجام گرفت Triton X-100تیمار با شوینده هاي 
از گذشت دو هفته از کشت، مقاطع  هاي تهیه شده قبل و پس از داربست. بر روي داربست ها انتقال یافت cells /cm2  105×5میزان

  .میکروسکوپی تهیه و بررسی گردید
بررسی هاي بافت شناسی نشان داد که مهاجرت و گسترش مناسب سلول هاي بنیادي مزانشیمی چربی در ماتریکس بافت مري  :یافته ها

  . منجر به چیدمان این سلول ها در قسمت هاي مختلف داربست تهیه شده گردید
با توجه به ساختار لایه اي ماتریکس مري، داربست حاصل می تواند بستر مناسبی جهت بررسی رفتار هاي سلولی و  :نتیجه گیري

  .مطالعات مقدماتی در زمینه مهندسی بافت مري باشد
  مري، چیدمان سه بعدي، سلول هاي بنیادي مزانشیمی چربی، مهندسی بافت :ه هاي کلیديژوا

  مقدمه
ري اعم از مشکلات مادرزادي و شرایط پاتولوژیکی بسیا

هاي اکتسابی وجود دارند که براي درمان  ناهنجاري
. سازي آن دارند  اي نیاز به برداشت مري و جایگزین ریشه

در درمان ضایعات بافتی مهندسی بافت  هاي اخیر، در سال
و اندامی و حتی جایگزینی کامل یک اندام، بسیار مورد 

فاکتورهاي رشد سلول و  و داربست، توجه قرار گرفته است
به  داربست ها .تشکیل می دهند سه رکن اصلی آن را

و غیره وجود دارند و  اشکال مختلف همچون ژل، فوم، فیبر
جهت بازسازي بافت ها یا اندام هاي بدن موجود زنده و 

سلول ها در آزمایشگاه  همچنین افزایش تکثیر و تمایز
 را ها بستدار کلی طور به .]1- 4[ استفاده می شوند

 پژوهشی مقاله
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 دسته سنتزي و طبیعی کلی گروه دو منشا به براساس
هر دو نوع داربست داراي مزایا و معایب  .کنند می بندي

 هاي مصنوعی باشند، براي مثال، داربست مربوط به خود می
پلی گلیکولیک اسید قابل  واسید  لاکتیک  از قبیل پلی

صیاتی هاي بالا و قابل کنترل از نظر خصو در مقیاس تولید
سرعت تجزیه، مقدار تخلخل و نظیر میزان استحکام، 
از موادي که تاکنون  .]5 [باشند ساختار میکروسکوپی می

هاي طبیعی به کار برده شده است  در ساخت داربست
پذیر طبیعی و یا ماتریکس  توان به پلیمرهاي تخریب  می

خارج سلولی مشتق از بافت ها و اندام هاي سلول زدایی 
توانند محیطی  ها می این داربست. ]6،7[ ره کردشده اشا

ها فراهم  اي برون سلولی براي سلول مشابه با ماده زمینه
هاي مناسب  کنند و به دلیل خصوصیاتی از قبیل پاسخ

توانایی  ژنیک ملایم، رگ زایی، خواص آنتی ایمنولوژیک،
بهبود چسبندگی سلولی و خاصیت هموستازي بسیار مورد 

معمول  روش هاي سلول زدایی .]8،9[ توجه می باشند
 جهت تهیه ماتریکس خارج سلولی مشتق از بافت ها، 
ترکیبی از روش هاي فیزیکی، شیمیایی و آنزیمی بوده که 
در آن از انواعی از دترجنت ها، آنزیم ها و حلال ها براي 

این تیمار ها به . تجزیه کردن سلول ها استفاده می گردد
هاي ایمنی در بافت میزبان را  پاسخ طور موثري ایجاد

ند که می دهند و فضاهاي آزادي را ایجاد می کن کاهش 
  . ]10[می توانند در آن ها تکثیر شوند  سلول هاي میزبان

اي در زمینه مهندسی بافت  تاکنون تحقیقات گسترده
مري، با این هدف که ساختاري ابداع گردد که بیشترین 

 د، انجام گرفته استشباهت را به مري طبیعی دارا باش
اي از مواد پروتزي  در این مسیر حوزه گسترده. ]11[

سنتزي و مواد زیستی مورد آزمایش قرار گرفته است که از 
هاي سیلیکونی  توان به استفاده از لوله موارد قابل ذکر می

هاي سیلیکونی پوشیده شده از کلاژن  پلاستیکی، لوله
، کلاژن س ویکریلهاي قابل جذب از جن ژنیک، توري آنتی

شده  زدایی هاي سلول شده انسان و ماتریکس زدایی سلول
  .]12-16[ اشاره نمودمري 

 ،از میان انواع سلول هاي مورد استفاده در مهندسی بافت
که از ) MSCsبه عنوان مثال (سلول هاي بنیادي بالغ 

از جمله مغز استخوان، چربی، بند  (بافت هاي مختلفی 
شده اند، آینده خوبی را در پزشکی مشتق ) غیرهناف و 

ترمیمی و تمایز  ترمیمی به دلیل توانایی بالا براي خود
سلول هاي بنیادي مشتق از . ]17,18[نوید می دهند 

) (AD-MSCsیا  Adipose-derived stem cellsچربی 
به دلیل سهولت در دستیابی از طریق لیپوساکشن یا 

یداهاي ارزشمند اعمال جراحی معمولی دیگر یکی از کاند
از ویژگی هاي . در مهندسی بافت محسوب می شوند

عدم بیان آنتی ژن  AD-MSCs ارزشمند سلول هاي
است و این ویژگی، این سلول ها را  DRلکوسیت انسانی 

رد اي پیوند آلوژنیک به دلیل عدم خطر جهت روش ه
  .]19-21[می سازد  پیوند مناسب

ی از بافت مري هدف از این مطالعه تهیه داربست های
سلول زدایی شده رت با ابعاد و هندسه مشابه بافت طبیعی 

جهت بررسی قابلیت چیدمان مناسب سلول هاي  ،مري
  .می باشد بنیادي مزانشیمی کشت داده شده روي آن

   کارروش 
 ویستار نژاد رت ماده سر 6 تعداد از ،تجربیدر این مطالعه 

استفاده  گرم 180- 200 وزنی محدوده با وماه  2-3 سن با
مصوبات  ،در تمامی مراحل انجام این پژوهش. گردید

چون ول کار با حیوانات آزمایشگاهی هممربوط به اص
 به .دسترسی آزادانه به آب و غذا رعایت گردیده است

ژاد ویستار، ترکیبی از نمنظور انجام سلول زدایی مري رت 
 روش هاي فیزیکی و شیمیایی سلول زدایی انجام گرفت

 نآ و برش، )یک سوم میانی(مري  پس از برداشت. ]22[
در نرمال سالین ، نمونه ها میلی متري 10به قطعات 

شستشو داده شدند و به مدت یک هفته در دماي صفر 
پس از ذوب و شستشوي . درجه سانتیگراد نگهداري شدند

انجماد و ذوب مکرر روش مجدد نمونه ها در نرمال سالین، 
در مرحله بعدي از شوینده . گرفتدر ازت مایع انجام 

 SDS( (CinnaGen, Iran)( سدیم دودسیل سولفات
 ساعت  48به مدت هر یک  ،% X-100 1و تریتون  % 0.5

به منظور  .جهت هضم غشا و اجزاي سلولی استفاده گردید
دقیقه در  30استریلیزاسیون داربست ها، نمونه ها به مدت 

شو با آب مقطر قرار گرفتند و پس از شست% 70اتانل 
 PBS (BioGene, UK)ساعت در  1استریل، به مدت 

سلول هاي بنیادي  .]23[ استریل قرار داده شدند
مزانشیمی از بافت چربی انسانی گرفته شده و پس از 

 کشت براي. ]24[ تعیین هویت مورد استفاده قرار گرفتند
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 مشتق ازبافت چربی انسانی یمزانشیم بنیادي ل هاي سلو
(AD- MSCs) داربست هاي سلول زدایی شده روي بر ،

 پس .ها را تریپسینه نموده تا از فلاسک جدا گردندابتدا آن
 نئوبار، لام با یل سلو راکمت تعیین و سانتریفیوژ از

 تهیه μl50 در سلول 5×105سلولی با تراکم  سوسپانسیون
 راراي ق  خانه 24ها در ظروف کشت  سپس داربست .گردید

تقسیم  آزمایش موردو  کنترل ،دوگروه به داده شد و
ها  در گروه کنترل تنها محیط کشت به داربست .شدند

  cells /cm2 105×5 مورد آزمایش در گروه و. اضافه گردید
تا یک ساعت پس از کشت  .بر روي هر داربست کشت شد

ها  سپس به آن ،ها بدون حرکت ماندند ها، داربست سلول
 DMEM (Dulbecco’s محیط کشت ml 1مقدار 

modified Eagle medium, Gibco)  سرم % 15حاوي
 /سیلین پنی و) FBS( اوگجنینی 

 روز یک 2-3هر . افزوده شد  (1μg/ml)استرپتومایسین
 داربست هاي تهیه. ها تعویض گردید بار محیط کشت آن 

محلول از با استفاده  هفته از کشت، 2شده پس از گذشت 
 مقاطع  ،بافت احل پاساژمرپس از . تثبیت شدند بوئن

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  -هماتوکسیلین آمیزي  میکروسکوپی تهیه و با رنگ
ها با  سلول H&Eآمیزي  در رنگ .ندائوزین بررسی گردید

می رنگ آبی و زمینه با رنگ صورتی تا بنفش مشخص 
  .دنردگ

  یافته ها
یند قبل و بعد از فرا کروسکوپی از بافت مري رتیتصویر م

طبق . نشان داده شده است 1در شکل  سلول زدایی
با  بعد از فرایند سلول زدایی مطالعات بافت شناسی،

استفاده از روش بکاربرده شده در این بررسی، حذف سلول 
شکل ( از بافت مري به طور کامل صورت گرفته است ها
1- C,D(. هاي بنیادي  هاي تهیه شده که با سلول داربست

از دو هفته شده بودند پس از گذشت  مزانشیمی کشت
محیط کشت خارج شدند و به منظور بررسی رفتارهاي 

شناسی قرار  هاي کشت شده، مورد مطالعات بافت سلول
و  نفوذ، یپبر اساس مشاهدات میکروسکو مطالعه. گرفتند

در  را چربی مزانشیمی هاي بنیادي سلول مهاجرت
شکل ( دنشان می دهداربست سلول زدایی شده ي مري 

  . )2 و 3هاي
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
با توجه به ). C,D( از فرایند سلول زدایی و بعد) A,B( بافت مري رت قبل ائوزین - رنگ آمیزي هماتوکسیلین) A,B (:1شکل 
  .از بافت مري به طور کامل صورت گرفته است بعد از فرایند سلول زدایی حذف سلول ها ،تصاویر
CEP تلیوم سنگفرشی مطبق شاخی اپی، LP  ،آستر مخاطMM  ،عضله مخاطیSM مخاط زیر،  ML هاي عضلانی خارجی و  لایه
AD بزرگنمایی ( . باشد ها می و پیکان نمایانگر سلول دهند آدوانتیس را نشان میX40 A) وC( ، بزرگنماییX200 )B وD( (. 

A B 

C D 
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با استفاده از  پس از کشت)  B(زمایش آو مورد ) A(مقایسه داربست در دوگروه کنترل  :2شکل 

هاي بنیادي کشت شده در داربست در  پیکان نمایانگر سلول .ائوزین - رنگ آمیزي هماتوکسیلین
  .باشد می زمایشآمورد  گروه

A B 

 

 
  .هاي بنیادي مزانشیمی در هفته دوم پس از کشت مطالعه رفتار سلول :3شکل 

نفوذ و مهاجرت سلول هاي بنیادي مزانشیمی چربی در داربست، که منجر به چیدمان این سلول ها در قسمت هاي مختلف 
  .باشد ها می ر سلولپیکان نمایانگ .داده شده استنشان  ائوزین -رنگ آمیزي هماتوکسیلینبا  ،استگردیده 
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  بحث
ماتریکس خارج هاي زیستی مشتق از  داربستآنجا که از 

یک ابزار مناسبی جهت فراهم نمودن  ECM)(سلولی 
هاي  کنش تر برهم به منظور بررسی دقیق سه بعدي، محیط

در این پژوهش تلاش گردید ، باشند میسلولی و بافتی 
فیزیکی و شیمیایی  هاي مري رت را با استفاده از روش

زدایی نموده، سپس از آن به عنوان داربستی جهت  سلول
استفاده چربی انسانی هاي بنیادي مزانشیمی  کشت سلول

شناسی رفتار سلول ها در  هاي بافت ششود و با کمک رو
  .داربست تهیه شده مورد بررسی و مطالعه قرار گیرد

سلول زدایی به عنوان روشی مناسب جهت دستیابی به 
داربست طبیعی مشتق از ماتریکس خارج سلولی بکار می 

هدف نهایی فرآیند سلول زدایی حذف مواد سلولی و . رود
هاي موجود در  هسته اي و در عین حال حفظ مولکول

تفاوت  ]. 25[ماتریکس خارج سلولی بافت مورد نظر است 
داربست هاي مشتق از در چگالی، ترکیب و معماري 

می تواند رفتار هاي ) ECM(خارج سلولی  ماتریکس
مولکول هاي متنوع  و دهد سلولی را تحت تاثیر قرار

می توانند اثرات متفاوتی بر روي چسبندگی ن موجود در آ
ه ب. مهاجرت در انواع مختلف سلولی داشته باشند و سرعت

کلاژن، از قبیل  همین منظور تاکنون مولکول هایی
و لامینین براي تهیه یک ) HA(فیبرین، هیالورونیک اسید 

   .]26[ ماتریکس مناسب استفاده شده اند
 شوینده با استفاده از 2006و همکارانش در سال  1بهرانی

روشی براي تولید مري  ،)SDS(سدیم دودسیل سولفات 
ي ها شده موش صحرایی به منظور کاربرد زدایی سلول

هاي  با کاشت سلولمهندسی بافت مري ارائه دادند و 
 سلول زدایی شده ي تلیال مري بر روي داربست مري اپی

مري، داراي قدرت  ECMموش صحرایی نشان دادند که 
ا مري تلیال با الگویی مشابه ب هاي اپی القاء تکثیر سلول

  .]27[باشد  طبیعی می
در اولین قدم  2005و همکارانش در سال  2بک استید

هاي مهندسی بافت، برهم کنش سلول هاي اپی تلیال 
مري را با داربست هاي سنتزي کلاژن به عنوان داربست 
مصنوعی و آلودرم پوست انسان به عنوان داربست طبیعی 

                                                             
1 - Bhrany 
2- Beckstead 

هر دو که  نتایج این آزمایشات نشان داد. ندبررسی نمود
زدایی شده انسان  داربست طبیعی پوست سلول نوع

جذب،  یتاستري قابل مصنوعی پلی  داربستو ) آلودرم(
کنند اما  تلیال مري را القاء می اتصال و تکثیر سلول اپی

هاي مصنوعی از  هاي طبیعی نسبت به داربست داربست
  ].28[ ي برخوردارندتر مناسببندي  یابی و لایه سازمان

داربست هاي استفاده شده در مهندسی  مهم صوصیاتاز خ
ویژگی هاي سطح داربست براي بافت این است که 

چسبندگی، تکثیر، مهاجرت و رشد سلولی مناسب باشد و 
شرایط مناسب جهت تشکیل و جایگزین شدن ماتریکس 

در مطالعه اي که  .]29-30[توسط سلول ها را فراهم کند
انجام گرفت  2008ل و همکارانش در سا 3آلتمنتوسط 

در آلودرم ) AD- MSCs(سلول هاي بنیادي چربی 
توسط میکروسکوپ  نهاآنتایج مطالعات . جایگزین شد

داربست  به AD-MSCsگی سبندچحاکی از  الکترونی
   .]31[ بود درمی فاقد سلول

هاي موجود در ماتریکس خارج  مولکولنجا که آاز بنابراین 
و لامینین  ،ستینالا ،از قبیل کلاژن سلولی مري

نقش بسزایی در القاء  ،موجود در لایه بازال فیبرونکتین
چسبندگی و قطبیت و ایجاد مسیرهایی براي مهاجرت 

طبیعی  با توجه به ساختارنین همچ ،کنند ها ایفا می سلول
از بافتی جوندگان که شامل چندین لایه  لایه اي مري

ط، قبیل اپی تلیوم سنگفرشی مطبق شاخی، آستر مخا
عضله مخاطی، زیرمخاط، لایه هاي عضلانی حلقوي و 

به  در مطالعه حاضر .]33,32[ طولی و آدوانتیس می باشد
در بافت  متنوع لایه بندي و ECM نظر می رسد وجود

توانسته فضاي سه بعدي مناسبی را جهت گسترش مري 
در داربست فراهم  بنیادي مزانشیمی چربیي سلول ها

  .نماید
گسترش مناسب سلول  ونفوذ از آنجا که  ،ایجبا توجه به نت

هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از بافت چربی انسانی در 
ماتریکس بافت مري رت منجر به چیدمان این سلول ها 
در داربست تهیه شده گردید و همچنین با توجه به 
ساختار لوله اي شکل متفاوت ماتریکس مري، احتمالا 

سبی جهت بررسی رفتار داربست حاصل می تواند بستر منا
مطالعات مقدماتی در زمینه مهندسی بافت  ،هاي سلولی

                                                             
3- Altman 
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 علاوه بر این .باشد زشکی ترمیمیپنین چو هم مري
فیبرونکتین و   ،از قبیل فاکتورهاي رشداستفاده از موادي 

وهش ژپشم اندازي در جهت توسعه چمی تواند  لامینین
هاي  داربستونه گ در جهت هدفمند سازي این تیآهاي 

  .باشدطبیعی 
  نتیجه گیري

تجربیات با توجه به اهمیت معماري و ترکیب داربست ها، 
که داربست سلول زدایی شده مري  این پژوهش نشان داد

ع بافتی می تواند بعنوان به دلیل داشتن لا یه هاي متنو

هاي  هاي مناسبی را براي پذیرش سلولبستر داربست
مدل لذا  .م نمایدبنیادي مزانشیمی در محیط کشت فراه

می مناسبی براي تحقیقات مقدماتی مهندسی بافت مري 
  .باشد

  تشکر و قدردانی
شماره وهشی ژپ رحطبه  طمربو از بودجه مصوبهرح طاین 

اه فردوسی گوهشی دانشژپمعاونت محترم  2/21102
که بدین وسیله مراتب قدردانی از  مشهد انجام شده است

 .رددگآنها اعلام می 
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Abstract 
Background & objectives: Tissue engineering techniques try to 
produce artificial tissues with properties like normal tissues. 
Regardless of progress in tissue engineering techniques 
especially in design and synthesis of suitable scaffolds, loading of 
cells into scaffolds is a serious obstacle in obtaining proper 
results in tissue engineering. Aim of this study was to prepare 
scaffolds from decellularized esophagus tissue with dimensions 
like normal tissue to study arrangement capability of cultured 
human adipose derived mesenchymal stem cells (AD-MSCs). 
Methods: After  removing the esophagus, physical and chemical 
decellularization methods including snap freeze-thaw and 
treatment with Triton X-100 and sodium dodecyl sulfate (SDS), 
as detergents, were performed. The scaffolds, were then 
cultivated with human AD-MSCs at a density of 5×105  cells /cm2. 
Microscopic sections were prepared from the scaffolds before 
and after 2 weeks of culture with cells  and were studied. 
Results: Histological studies showed that proper migration and 
extension of mesenchymal stem cells in esophagus matrix led to 
arrangement of these cells in different layers of the prepared 
scaffold.  
Conclusion: considering layers structure of esophagus matrix, 
prepared scaffold might be a suitable scaffold for studying cell 
behaviors and preliminary studies in esophagus tissue 
engineering. 
Key words: esophagus, 3D arrangement, mesenchymal stem 
cells, tissue engineering 
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