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  سلول زدایی شیمیایی بافت غضروف طبیعی به منظور استفاده در مهندسی بافت غضروف
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مهندسی بافت غضروف، ماتریکس خارج سلولی، سلول زدایی، سدیم دو دسیل سولفات :هاي کلیدي اژهو

  :چکیده
هاي سلو ل زدایی شده حذف و ها و اندامهاي بیولوژیکی گرفته شده از بافتهاي سلولی از داربستآنتی ژن :زمینه و هدف
لذا این داربست ها کارآرایی قابل توجهی . شوندهاي ساختاري و عملکردي ماتریکس خارج سلولی حفظ میبسیاري از پروتئین

باشد هاي سلول زدایی میهاي شیمیایی یکی از فنروش. براي استفاده در مهندسی بافت از جمله مهندسی بافت غضروف داراست
  .که در پژوهش حاضر مورد توجه قرار گرفته است

یونی شیمیایی و  ماده شویندههاي مختلف سدیم دو دسیل سولفات به عنوان یک براي این منظور از غلظت: ها شمواد و رو
براي بررسی . غیریونی شیمیایی براي سلول زدایی عضروف گرفته شده از گاو استفاده شد ماده شویندهبه عنوان یک   X-100تریتون

ها به ترتیب از میکروسکوپ موفقیت سلول زدایی بافت و مشاهده هسته سلول سازي بر ساختار بافت وثیر فرایندهاي آمادهأت
همچنین سمیت داربست و چسبندگی سلولی بر روي آن . ائوزین استفاده گردید -  آمیزي هماتوکسیلینالکترونی روبشی و رنگ
  .مورد بررسی قرار گرفت

اهده شده، حفظ کلاژن در داربست سلول زدایی شده را آمیزي اختصاصی تریکروم، رنگ آبی مشبا توجه به رنگ :ها یافته
%) 4(سولفات و  لیدو دس میسد%) 2(هاي فیبروبلاست کشت داده شده برروي نمونه سلول زدایی شده با محلول سلول. یید کردأت

  .تکثیر یافته و چسبندگی خوبی نشان داد X-100 تریتون

آن است که داربست تهیه شده به روش سلول زدایی شیمیایی بافت  نتایج حاصل از این مطالعه، حاکی از: گیـري نتیجه
  .تواند کاندید مناسبی براي استفاده در مهندسی بافت غضروف باشدغضروف طبیعی می
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  و هدف هزمین
ها، باید گفت امروزه هدف ا توجه به تاریخچه داربستب

هاي بدن ها بازسازي مجدد بافتاصلی استفاده از داربست
هاي بیولوژیکی و نیز فیزیکی مانند هر بافت ویژگی. است

بنابراین هر داربست درعمل . اندازه و شکل خاص خود را دارد
خاص را به باید توانایی وارد کردن آثار بیولوژیکی و مکانیکی 

بدین منظور هر . منظور بهبود و تغییر رفتار سلولی دارا باشد
  2و1.شودداربست براساس خواص بافت هدفش طراحی می

انتخاب نوع و جنس داربست مهمترین بخش کار است به 
. شودطوري که در نهایت جایگزین بافت آسیب دیده می

دهد، بلکه ها را به خود میداربست نه تنها اجازه اتصال سلول
ها، نقل و انتقال فاکتورهاي باعث مهاجرت سلول

بیوشیمیایی، انتشار مواد غذایی، مواد زاید و نیز مواد تولیدي 
 3. شودها میسلول

سري  براي رسیدن به این هدف، داربست باید داراي یک
ها شبیه هاي داربستویژگی 3.اري باشدـهاي ساختیـویژگ

علائم که نقش مهم در تکثیر  است به ماتریکس خارج سلولی
ماده زمینه یا  4.فیزیکی و شیمیایی دارند هايو پیام

هایی مثل ماتریکس خارج سلولی داراي پروتئین
مبناي این مواد  است که بر 8و ژلاتین 7و6کلاژن 5فیبرونکتین،

ها براي بیشتر استراتژي. هاي بسیاري ساخته شدداربست
ت مواد قابل جذب به مهندسی بافت غضروف بر پایه زیس

ها یا ت موقت براي نگهداري کندروسیتـوان داربسـعن
ها به صورت داربست 9و8.هاي بنیادي استوار استسلول

ها و تشکیل بافت در الگویی سه بعدي براي اتصال سلول
همچنین  10.شونداده میـگاه یا بدن استفـط آزمایشیـمح
کنترل شده  هایی براي رهایشتوانند به عنوان حاملمی

هاي مهندسی شده بکار مولکول هاي زیست فعال در بافت
کنند تا رشد کرده، آنها سلول ها را هدایت می 11.روندمی

هاي بیولوژیکی را ماتریکس خارج سلولی و سایر مولکول
تهیه کنند و تشکیل بافت عمل کننده و یا عضو خاص را 

رهمکنش ها بها باید با سلولداربست 12.ت بخشندـسهول
مثبت داشته باشند تا سبب افزایش عملکردهاي چسبندگی، 

همچنین داربست  13.د، مهاجرت و تقسیم سلولی شوندـرش
واص مکانیکی لازم را به خصوص در نواحی مفصلی ـباید خ

 14.دارا باشد

هاي بیولوژیکی در مهندسی امروزه استفاده از داربست
ها این داربست .بافت در سطح دنیا بسیار رواج یافته است

اي برون سلولی براي توانند محیطی مشابه با ماده زمینهمی
هاي مناسب ها فراهم کنند و به دلیل پاسخسلول

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

مواد سنتزي  این در حالی است که استفاده از 15.توجه هستند
دم رگ زایی در محل پیوند را ـدر ترمیم، مشکلاتی مانند ع

ن شده و اراوـدر بر دارد که باعث مشکلات پاتولوژیک ف
با این حال . شودمانعی مهم در موفقیت پیوند محسوب می

وزن : هایی دارند از جملههاي طبیعی نیز محدودیتداربست
یعنی تخریب سریع (مولوکلی بالا، زیست تخریب پذیري بالا 

  16و6.زا باشندو آلرژي )افتدتر از ترمیم اتفاق می

ها و یک ماتریکس خارج هر بافتی در بدن از سلول
سلولی تشکیل شده که ماتریکس نقش یک داربست سه 

گیرند و ها در سطح این داربست قرار میسلول. بعدي را دارد
ه دست براي ب 18و17.به طور مداوم با آن در تعامل هستند

هاي بدن موجودات زنده، هاي طبیعی از بافتآوردن داربست
. فرایند سلول زدایی از بافت یا ارگان مورد نظر ضروري است

هاي ول زدایی فرایندي است که طی آن تمامی سلولـسل
یک اندام یا بافت از آن جدا و فقط ماتریکس خارج سلولی 

 19.ماندباقی می

ها و یولوژیکی مشتق از بافتهاي باز آنجا که در داربست
هاي سلولی حذف شده و ژنزدایی شده، آنتیهاي سلولاندام

هاي ساختاري و عملکردي ماتریکس بسیاري از پروتئین
ور ـها به طوند، این داربستـشخارج سلولی حفظ می

ت مورد استفاده قرار ـدسی بافـآمیزي در مهنوفقیتـم
زدایی، برداشت مواد سلولی هدف از فرایند سلول 20.اندگرفته

اي و در عین حال حفظ یکپارچگی و به حداقل و هسته
رساندن هر گونه آسیب به ترکیب و فعالیت زیستی ماتریکس 

تاکنون مطالعات زیادي در زمینه . باشدخارج سلولی می
هاي ها صورت گرفته و بافتهاي آماده سازي داربستروش

هاي قلب، وقی، دریچهمختلفی از جمله مثانه، سیستم عر
ی ینها نغضروف زانو، رباط و تاندون به منظور تولید جایگزی

   21.دانبافتی، سلول زدایی شده
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 هاي فیزیکی،روش: هاي سلول زدایی عبارتند ازروش
ها، شویندهشیمیایی و آنزیمی است که در آن از انواعی از 

این .  گردده میها استفادها براي تجزیه سلولها و حلالآنزیم
هاي ایمنی در بافت ثري ایجاد پاسخؤها به طور مفرآوري

کنند که کاهند و فضاهاي آزادي را ایجاد میمیزبان را می
 23و22.توانند در آنها تکثیر شوندهاي میزبان میسلول

در روش شیمیایی سلول زدایی، از مواد شیمیایی 
هاي غیریونی همختلف مانند تیمارهاي اسیدي و بازي، شویند

تیمارهاي اسیدي و بازي براي  24.و یونی استفاده می گردد
حل نمودن اجزاي سیتوپلاسمی سلول ها و حذف اسیدهاي 

اسیدهایی از قبیل اسیداستیک، . روندنوکلئیک به کار می
اسیدهیدروکلریک، اسید سولفوریک و هیدروکسید 

سلولی هم پاشیدن غشاهاي  ثري باعث ازؤونیوم به طور مـآم
از جمله موادي که در  25.شوندهاي داخل سلولی میو اندامک

توان از آن بهره گرفت، زدایی میروش شیمیایی سلول
 26.باشدمی اتـو سدیم دودسیل سولف x-100تریتون 
هاي غیر یونی به دلیل اینکه اثرات نسبتاً ملایمی بر شوینده

هاي کلروي ساختار بافت دارند، به طور مؤثري در پروتو
ش ـها واکناین شوینده .شونداده میـول زدایی استفـسل

اري به ـی کـد ولـکنل میـرا مخت چربی -  چربیبین 
با فرمول  x-100تریتون  27.پروتئین ندارند-پروتئین

هاي غیر یونی یکی از شوینده C14H22O(C2H4O)nشیمیایی 
ن ای 28.است که به طور وسیعی مورد مطالعه قرار گرفته است

در ساختار خود یک زنجیره پلی اتیلن اکساید  ماده شوینده
به . آبدوست و یک حلقه هیدروکربن آبگریز آروماتیک دارد

. وز و شفاف موجود استـاً ویسکـصورت مایع نسبت
هاي غیر یونی بدین شکل است که این مکانیسم اثر شوینده

هاي اینگرال ها به صورت تک به تک به پروتئینشوینده
رال ـهاي اینتگدا شدن پروتیئنـث جـده و باعـل شـمتص
باشد، از  محیطیهاي اگر نیاز به جداسازي پروتئین. شودمی

ها با گردد چون این پروتئینمحلول نمکی غلیظ استفاده می
 29.شوندپیوندهاي سست یونی متصل می

اوتی را نشان ـنتایج متف x-100 سلول زدایی با تریتون
مثال سلول زدایی دریچه قلبی با این ماده  به عنوان. دهدمی

ها از بافت ر به حذف کامل هستهـت، منجـساع 24پس از 
هایی از قبیل مطالعات دیگر نشا ن داده؛ در بافت. شودمی

روز در معرض این  4هاي خونی، تاندون و لیگامنت که تا رگ
. اندها به طور کامل حذف نشدهاند؛ هستهماده قرار گرفته

اده و ـورد استفـاده بستگی به بافت مـرآرایی این ماـک
براي سلول  x-100هایی که به صورت ترکیبی با تریتون روش

هاي یونی از سوي دیگر، شوینده 30.روند داردزدایی به کار می
در حل کردن غشاء هسته سلول و غشاء سیتوپلاسم بسیار 

باعث پروتئین، - مؤثرند ولی به دلیل تخریب پیوند پروتئین
متداول ترین شوینده  27.شوندها میدناتوره شدن پروتئین

است و در بسیاري از مطالعات  یونی، سدیم دو دسیل سولفات
زدا در مرحله شیمیایی استفاده شده به عنوان ماده سلول

 C12H25NaO4S ت با فرمولسیل سولفادودسدیم . است
سطحی مواد فعال (ل آنیونی سطح فعاهاي  تسولفاترین رایج

طور ه ب و هاي سنتزي با قدرت زیاد از پاك کننده )آنیونی
ماده  24.باشدمی فعال سطحی یا مواد مؤثرمواد  تر جزودقیق
تواند با غشاهاي سلولی برهم کنش داده و یونی می ندهیشو

   32و31.سبب لیزشدن غشاء سلولی و غشاء هسته گردد
کردن و احاطه  ماده شویندهد از اضافه کردن این ـبع

ها بار نسبتاً همسان پیدا کرده و به ها، پروتئینپروتئین
بدین ترتیب جداسازي فقط بر . آیندصورت خطی در می

 میهاي سدتعداد مولکول 33.پذیرداساس اندازه صورت می
دهاي یک ـداد آمینواسیـمتناسب با تع سولفات لیدودس

سولفات دو بار  لیدودس میول سدـهر مولک. پروتئین است
شود که همچنین باعث می. دهدمنفی به پروتئین می

ها نیروهایی که در تا شدن و تغییر شکل دادن پروتئین
 لیدودس میسد" به هر حال. کنند، از بین بروندشرکت می

اده در ـورد استفـم ماده شویندهترین رایج "سولفات
 34.ستا هاسازي پروتئینمحلول

هاي بیولوژیکی بستتهیه دار هدف از انجام این تحقیق،
زدایی شده غضروف به روش شیمیایی ق از بافت سلولـمشت

  X-100دیم دو دسیل سولفات و تریتونـاده از سـبا استف
از میکروسکوپ الکترونی روبشی براي مشاهده . باشدمی

ساختار داربست استفاده شد و براي بررسی موفقیت سلول 
نگ آمیزي ها، از رزدایی بافت و مشاهده هسته سلول

در پایان به منظور . ائوزین بهره گرفته شد - هماتوکسیلین
اطمینان یافتن از عدم حضور مواد سمی در داربست، آزمون 

  .سمیت سلولی و چسبندگی سلولی انجام گرفت
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  ها واد و روشـم
 برش نمونه براي سلول زدایی. 2-1

ا باز زانو گاو تازه قربانی شده،  در ابتدا نمونه غضروفی
چاقو نسوج نرم آن را جدا کرده و سپس با مته تریفان به 

در این . متر برش داده شدمیلی 5هایی با قطر شکل استوانه
پژوهش سلول زدایی به روش شیمیایی با استفاده از سدیم 

نمونه  5و انجام گردید  X-100دو دسیل سولفات و تریتون 
ه شده زدایی شده آماده شد که در ذیل به آن اشارسلول
  .است

  
سلول زدایی به روش شیمیایی با استفاده  -2-2

 X -100تریتون و ازسدیم دو دسیل سولفات 
هاي معینی در شوینده یونی سدیم دو ها در ساعتنمونه

درصد در دماي  3و  5/2و  2هاي دسیل سولفات با غلظت
 نیها با بافر فسفات سالسپس نمونه. ور گردیدمحیط غوطه

براي استریل . مدت نیم ساعت شستشو داده شدمولار به  1/0
درصد شستشو داده  75ها را توسط الکل کردن، ابتدا نمونه

درصد، از آب مقطر  75شد، سپس براي از بین رفتن اثر الکل 
در انتها براي خنثی نمودن اثرات آب . استریل استفاده گردید

ها به مدت چند دقیقه در سرم ها، نمونهمقطر روي داربست
 .فیزیولوژي قرار گرفت

دت زمان مشخص ـها را در مونهـنم، ديـبعدر مرحله 
 3 و 4هاي با غلظت X-100در شوینده غیر یونی تریتون 

، S2T3هاي ونهـنمو  دـور شوطهـط غـاي محیـدرصد در دم
S2/5%T4  ،S3T4 ،T3S4 ،T4S2 ت آمد که در ـبه دس

ه شده ـتنمونه پرداخ 5ل به شرح این ـبه تفضی 1جدول 
  .)1جدول ( است

کنترلی نیز تهیه گردید که  هايبراي مقایسه، نمونه
. هیچگونه عملیات سلول زدایی بر روي آنها انجام نگرفت

در  نیآئوز -  نیلیهماتوکس يزیآمهاي کنترل براي رنگنمونه
ور شد و نمونه کنترل غوطه) در دماي محیط% (10 فرمالین

در دماي محیط  یروبش یونالکتر کروسکوپیبراي ارزیابی م
مراحل آبگیري توسط درجات صعودي اتانول و . قرار گرفت

  .خلاء براي خشک کردن نمونه انجام شد آونقرار دادن در 
  

 مراحل فرآیند سلول زدایی شیمیایی بافت غضروف ـ 1جدول 

 مرحله دوم مرحله اول شماره نمونه

S2T4  لیدودس میساعت در محلول سد 3نمونه غضروف به مدت 
 ور گردیدغوطه% 2سولفات 

غوطه % TritonX100 4ساعت در محلول  4ونه غضروف به مدت ـنم
 ور گردید

S2/5T3  لیدودس میساعت در محلول سد 3نمونه غضروف به مدت 
 ور گردیدغوطه% 5/2سولفات 

% TritonX100 3ساعت در محلول  3ونه غضروف به مدت ـنم
 ور گردیدغوطه

S3T4 لیدودس میساعت در محلول سد2وف به مدتنمونه غضر 
 ور گردیدغوطه% 3سولفات 

% TritonX100 4ساعت در محلول  2ونه غضروف به مدت ـنم
 ور گردیدغوطه

T3S4  ساعت در محلول  4نمونه غضروف به مدتTritonX100 3 %
 ور گردیدغوطه

سولفات  لیدودس میساعت در محلول سد 2 نمونه غضروف به مدت
 ر گردیدوغوطه% 4

T4S2  ساعت در محلول  3نمونه غضروف به مدتTritonX100 4 %
 ور گردیدغوطه

سولفات  لیدودس میساعت در محلول سد 4نمونه غضروف به مدت 
 ور گردیدغوطه% 2
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 هامشخصه یابی نمونه. 2-3
سازي بر ساختار مادهآثیر فرایندهاي أبراي بررسی ت

 کروسکوپیها از مکلاژن و بررسی میزان تخلخل نمونه
بررسی موفقیت سلول زدایی . استفاده شد یروبش یالکترون

آمیزي ها نیز از طریق از رنگبافت و مشاهده هسته سلول
به همین منظور ابتدا . ام شدـائوزین انج -  هماتوکسیلین

در  S2T3 ،S2/5% T4 ،S3T4 ،T3S4 ،T4S2 يهانمونه
ام ـاز انجبعد . درصد تثبیت شدند 10ول فرمالین ـمحل

مراحل آبگیري و قالب گیري با پارافین، با استفاده از 
د و ـها تهیه شونهـمیکرونی از نم 8هاي روتوم برشـمیک
هماتوکسیلین  - هاي بدست آمده توسط رنگ ائوزین لام
آمیزي گردید که در نتیجه آن، هسته هاي سلول ها به رنگ

رویت صورت رنگ بنفش در یک زمینه ي صورتی رنگ قابل 
  35.دباشمی

آمیزي تري کروم نیز به عنوان یک رنگ همچنین رنگ
اختصاصی براي تعیین محتواي کلاژن در بافت مورد استفاده 
قرار گرفت که در نتیجه آن، در صورت حفظ شدن و حضور 

براي انجام آزمون  36.باشدکلاژن، رنگ آبی کاملاً مشهود می
 طیاز قبیل مح هاسمیت سلولی، مواد شیمیایی و محلول

 ، گلوترآلدهید، سرم جنین گوساله1640-  يام آ یکشت آر پ
ادتا، پنیسیلین و استرپتومایسین خریداري /  نیپسی، تر11
 ت موشـهاي فیبروبلاسولـون از سلـدر این آزم. دندـش

L-929) ( تهیه شده از بانک سلولی انستیتو پاستور ایران
ت انبوه در محیط کشت ها به صورابتدا سلول. استفاده گردید

واحد پنیسیلین و  50داراي  1640-  يام آ یکشت آر پ طیمح
استرپتومایسین در میلی لیتر محیط کشت  میکروگرم 50

سرم جنین گوساله در فلاسک کشت در % 10تکمیل شده با 
% 85گاز کربنیک با رطوبت % 5و  c  37˚انکوباتور دماي

تشکیل لایه ( روز 4الی  3بعد از مدت . کشت داده شدند
از سطح ) %25/0( ها به وسیله آنزیم تریپسینسلول) سلولی

 فلاسک کنده شد و جهت استفاده سوسپانسیون با غلظت

ها به از طرفی نمونه. سلول در میلی لیتر تهیه گردید 4×   104
ها در ظرف نمونه. استریل شدند% 70وسیله شستشو با الکل 

و ) ونه جداگانه در یک خانههر نم(اي قرار داده شدند خانه 6
بعد . یک خانه بدون نمونه به عنوان شاهد در نظر گرفته شد

  S2T3 ،S2/5% T4 ،S3T4 ،T3S4 يهااز قرار دادن نمونه
T4S2 سوسپانسیون لیتر میلی 5 ها،در هر یک از خانه

ها بعد از نمونه. سلولی ریخته شد و در انکوباتور قرار داده شد
وباسیون در زیر میکروسکوپ اینورت ساعت انک 48و  24

  .مورد ارزیابی کیفی قرار گرفتند) 100 - ژاپن کونین(

  ها یافته
بر ساختار  يسازمادهآ يندهایفرا ریثأت یبررس يبرا

  S2T3 ،S2/5% T4 يهاتخلخل نمونه زانیم یکلاژن و بررس
S3T4 ،T3S4 ،T4S2 یروبش یالکترون کروسکوپیاز م 

   .دیاستفاده گرد
  د که ـباشید مـونه شاهـمربوط به نم 1 ریتصو

آن صورت نگرفته  يبر رو ییزداولـسل اتیگونه عمل چیه
  شود، یمشاهده م ریور که در تصوـهمانط. است

شده  جادینمونه ا یکیزیار فـدر ساخت یخلل و فرج مناسب
  .)1تصویر ( است

 يهامربوط به محلول بیکه به ترت ،1ویر ـتصدر 
S2/5T4 ،S3T4 ،T3S4  وT4S2 که  شودیملاحظه م باشد،یم
سولفات بر خلاف  لیدو دس میغلظت سد زانیم شیبا افزا

و با  شودیام نمـانج نهیبه صورت به ییانتظار، سلول زدا
ماده  کیسولفات  لـیدو دس میدـکه س هیرضـف نیبر ا هیتک
و  یت آن اثرات سمـغلظ شیزاـاف نیبنابرا. است یسم
 ماتریس خارجو  یکیزیار فـساخت يبر رورا  ياکننده بیتخر
که  ییدف پروژه سلول زداـداشته است که با ه یسلول
ض ـاست، در تناق یخارج سلول کسیبر حفظ ماتر یمبتن

 باشدیها مطلوب نمولـجهت رشد سل یداربست نیبوده و چن
  .)2تصویر (
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 و T4S2 و  S2T4، S2.5T3، S3T4، T3S4 یی شده با محلول نمونه سلول زدا یروبش یالکترون کروسکوپیتصویر م ـ1 تصویر 
  نمونه کنترل

 

 و نمونه کنترل T4S2و  S2T4 ، S2.5T3، S3T4، T3S4 نیائوز - نیلیهماتوکس يزیرنگ آم ـ2 تصویر
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 ،S2T4هاي نمونه میزي اختصاصی تریکروم از نمونه سلول زدایی شده توسطآتصویر میکروسکوپ نوري با رنگ  ـ3 تصویر 
S2 .5T3 ،S3T4، T3S 4 و T4S2 نمونه کنترل و 

  

  نیائوز - نیلیهماتوکس يزیرنگ آم جینتا
مطالعه  يبرا ينور کروسکوپیم ریتصاو، 2در تصویر 

، S2T3 ،S2/5% T4 ،S3T4 ،T3S4 يهانمونه کیستولوژیه
T4S2 نشان داده شده  نیائوز - نیلیهماتوکس يزیبا رنگ آم

  .)2تصویر ( گرفته شده است  400X ییاست که با بزرگنما
رات لاکونا ـشود، حفیملاحظه م ریهمانطور که در تصو

نشان دهنده حضور  نید و اـباشیش مـرنگ بنف يحاو
  .باشدیم مونهدر ن یسلول يهاهسته

حائز  اریظ استحکام در غضروف بسـاز آنجا که حف
 طیاز شرا یکیظ کلاژن ـحف نید، بنابراـباشیم تیاهم

از جنس  یعیآل طب دهیت اـداربس کین ـداشت يراب يضرور
 یاختصاص يزیمنظور رنگ آم نیبد. باشدیغضروف م

در ساختار  یکلاژن يهارشته ییبا هدف شناسا کرومیتر
رنگ ، 4- 6تصاویر  در .گرفت مانجا یخارج سلول کسیماتر
، S2T3 ،S2/5% T4 ،S3T4 ،T3S4 يهادر نمونه يزیآم

T4S2 کروسکوپیم ریکه از تصاو نطورهما .شودیمشاهده م 

 لیبه دل داست،یپ کرومیتر یاختصاص يزیمآبا رنگ ينور
گرفت که کلاژن در  جهیتوان نتی، م3 ریرنگ شدن تصو یآب

 ،S 2T3 ،S 2.5% T4شده  ییزداسلول يهانمونه یتمام
S3T4 T3S4 ،T4S2 3تصویر ( حفظ شده است(.  

  یسلول تیآزمون سم جینتا. 3- 4
 نیاز مهمتر یکیموضوع که  نیرفتن اـگدر نظر  با

بافت،  یمهندس يداربست جهت کاربردها کی يهایژگیو
 باشد،یم برون تن طیدر مح يسازگار ستیو ز تیعدم سم

 نیکه در ا زین يایعیطب يهالازم است که داربست نیبنابرا
 هیته ییایمیبه روش ش ییسلول زدا ندیپروژه به واسطه فرآ

تا از عدم  رندیقرار گ تیسم ین بررستحت آزمو ند،اشده
 تیسم نکهیا ژهیبه و. حاصل گردد نانیآنها اطم تیسم
پروژه به  نیسولفات که در ا لیدو دس میسد یونی ندهیشو

از خارج شدن  دیو با باشدیشده م دییکار گرفته شده، تأ
  .آن از نمونه مطمئن شد یاثرات سم
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قرار  یو چسبندگ یسلول تینمونه تحت آزمون سم
 جیداربست مذکور، نتا يها بر روپس از کشت سلول. گرفت
در  جینتا نیشد که ا یساعت بررس 48ساعت و  24 یدر ط

  .)6 -  4ویر اتص( باشدیکاملاً مشهود م 6و  5، 4تصویر 

 

هاي فیبروبلاست کشت داده شده وضعیت سلول ـ4 تصویر 
 ساعت نمونه کنترل 24روي بافت پس از  بر

 

هاي فیبروبلاست کشت داده ولـوضعیت سل ـ5 تصویر 
و % SDS2  توسطروي نمونه سلول زدایی شده  شده بر

Triton X100 4 % ساعت 24پس از 

 

 

هاي فیبروبلاست کشت داده ولـوضعیت سل ـ6 تصویر 
و % SDS2  روي نمونه سلول زدایی شده توسط شده بر

Triton X100 4 % ساعت 48پس از  

 

از  یروبش یالکترون کروسکوپیتصویر م ـ7 تصویر 
 چسبندگی سلولی 

  یروبش یالکترون کروسکوپیم ریتصو جینتا
 یسلول یاز چسبندگ افتنی نانیبه منظور اطم انیپا در

  کروسکوپینمونه عکس م نیشده از ا ییدر نمونه سلول زدا
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و طبق  مینمود هیته تیبعد از آزمون سم یروبش یالکترون
قابل  یسلول یچسبندگ داده،نشان  7 ریکه تصو یجینتا

  .)7تصویر ( ملاحظه است

  بحث
شده با  ییسلولزدا يهاها در نمونهحذف سلول زانیم
قابل  S2T3 ،S2/5% T4 ،S3T4 ،T3S4 ،T4S2 يهامحلول

 یها خالاز هسته سلول یقبول است و حفرات لاکونا به خوب
نمونه اما  ،شدن است کنولهیها در حال پاست و هسته سلول

ضمن حذف خوب  S2T3ول ـده با محلـش ییزداولـسل
که  یرا داراست در حال 3/7مناسب و حدود  PH ها،سلول

 نیبنابرا .کندیصدق نم گرید يهاموضوع در مورد نمونه نیا
 يبرا یمناسب نهیگز S2T4شده با محلول  ییزدانمونه سلول

   .رسدیبنظر م یعیداربست طب هیته
نصیري و همکارانش بر روي داربست اي که در مطالعه

ز بافت غضروف گاو با محلول متخلخل سلول زدایی شده ا
کیتوسان انجام دادند،  /سولفات  لیدودس میسد ییایمیش

نشان داده شد این داربست پتانسیل لازم براي رشد و 
همچنین در  37.باشدهاي غضروفی دارا میچسبندگی سلول

ش از داربست سلول زدایی شده اي دیگر، لو و همکارانمطالعه
در محیط درون تن بهره گرفتند و نتایج بسیار مطلوبی در 

  38.جهت بازسازي و ترمیم بافت صورت پذیرفت

 يزیآمرنگ ریتصاو جیبا توجه به نتاه نیز ـدر این مطالع
 نیرـکه بهت رسدیر مـ، به نظنیائوز -  نـیلیهماتوکس

 S2T4 ییایمیش شبه رو ییسلول زدا ندیرآـجهت ف نهیزـگ
   يهاولـسل زانـی، مایجـنته به ـبا توج. دـباشیم

 باشدیوب مـپاهک قابل ملاحظه و مطل يو دارا هـافتی ریتکث
 یوبـبه خ یاست که چسبندگ نیا انگریوضوع بـم نیو ا
  ده ـمشاه یتیونه سمـنم نیاق افتاده است و در اـاتف

  .نشده است

 گیرينتیجه

دایی از بافت غضروف گاو با در این پژوهش، سلول ز
ات و تریتون ـسولف لیدودس میایی سدـهاي شیمیمحلول

X-100 . با هدف ساخت یک داربست سه بعدي از
نتایج بدست . انجام گرفت یروبش یالکترون کروسکوپیم

آئوزین، تري -  هماتوکسیلین تصاویر رنگ آمیزيآمده از 
، S2T4 کروم، آزمون سمیت و چسبندگی سلولی داربست 

ر این است که داربست حاصل از ماتریکس خارج ـبیانگ
تواند بستر مناسبی براي سلولی با حفظ ترکیبات اصلی می

تواند به این داربست می. بررسی رفتارهاي سلولی باشد
عنوان یک داربست طبیعی مناسب جهت کاربرد در 

هاي می مورد ارزیابیـت و پزشکی ترمیـدسی بافـمهن
  .یردتري قرار گکامل
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Abstract: 

Chemical Decellularization of Natural Cartilage Tissue for Use in 
Cartilage Tissue Engineering 

Hassanzadeh Nemati N. PhD*, Ansari Nezhad Z. MS**, Movahedi M. PhD ***  

(Received: 2 June 2021 Accepted: 1 Sep 2021) 

 
Introduction & Objective: Nowadays, culturing cells on a three-dimensional scaffold in vitro in 

cartilage tissue engineering is of interest to researchers. Because in biological scaffolds derived from 
degenerated tissues and organs, cellular antigens are removed and many structural and functional proteins 
of the extracellular matrix are preserved, these scaffolds have been successful in tissue engineering. 

Materials & Methods: The aim of the present study was to prepare biological scaffolds derived 
from cartilage detoxified tissue using different concentrations of Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) as a 
chemical ionic detergent and Triton X-100 as a non- ionic detergent. In this regard, scanning electron 
microscopy was used to evaluate the effect of preparation processes on collagen structure and porosity of 
samples and hematoxylin-eosin staining was used to evaluate the success of tissue decellularization and cell 
nucleus observation. The toxicity of scaffold and cell adhesion on it was also investigated. 

Results: Due to the specific staining of the trichrome, the observed blue color confirmed the retention 
of collagen in the decellularized scaffold. The cultured fibroblasts were amplified on a decellularized 
sample with Sodium Dodecyl Sulfate (2%) and Triton X-100 (4%) solutions showed good adhesion.   

Conclusions: The results of this study indicate that scaffolds prepared by chemical detoxification of 
natural cartilage tissue can be a good candidate for use in cartilage tissue engineering. 

Key Words: Cartilage Tissue Engineering, Extracellular Matrix, Decellularization, Sodium Dodecyl 
Sulfate, Triton X-100 
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