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                           )مجله پژوهشي دانشكده پزشكي(پژوهش درپزشكي              

                   دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني شهيد بهشتي      

  10 تا 4صفحات ، 1391 بهار، 1ه ، شمار36 دوره              

  

هاي ژلاتين در اتصال سلول -هاي كيتوزانبررسي تأثير سايز حفرات داربست
  به منظور كاربرد در مهندسي بافت اپيتليال پردة آمنيون

 2، دكتر حبيب االله پيروي1*، دكتر نريمان مصفا2، دكتر حسن نيك نژاد1، 2فاطمه خاتمي

 
 كدة پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيگروه ايمونولوژي، دانش 1
  مركز تحقيقات نانوتكنولوژي و مهندسي بافت، بيمارستان طالقاني، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي 2

  چكيده
ز سوي ديگر ا. به عنوان يك منبع با ارزش سلولي، كاربردهاي فراواني به ويژه در حيطة طب ترميمي دارد ،امروزه پردة آمنيون :سابقه و هدف

لذا اين  .اهميت زيادي پيدا كرده است ،باشدسته به نوع سلول  نيز ميبهاي مطلوب براي كشت سلول، كه ايجاد بسترهاي سه بعدي با ويژگي
  .هاي اپيتليال پردة آمنيون در تحقيقات مهندسي بافت انجام شدتحقيق با هدف طراحي بسترهاي مناسب براي به كارگيري سلول

 Freeze-Dryژلاتين با روش - هاي سه بعدي كيتوزان و كيتوزانابتدا داربست .تجربي انجام پذيرفتاين مطالعه به صورت  :سيبرر روش
همچنين با  .سازي و سايز حفرات با ميكروسكوپ الكتروني ارزيابي شداز مرحله پيش انجماد آماده) - 196، - 80، - 20(در دماهاي متفاوت 

هاي اپيتليالي جدا شده از پردة آمنيون روي سلول ،در مرحلة بعد. گيري شدها اندازهداربست (Porosity)تخلخل  استفاده از فرمول مناسب،
هاي مورد نظر به داربست نيز براي تاييد اتصال سلول MTTو تست  SEMاز تصاوير . هاي با سايز حفرات متفاوت كشت داده شدندداربست

   .استفاده گرديد
نتايج ميكروسكوپ الكتروني حاكي از . رفت كه حاصل انجام تكرارپذيري اين مطالعه بوديپذمورد هدف با موفقيت انجام طراحي  :هايافته

ها براي كشت داربست درصد 73تخلخل ). -20(بود تر از مرحلة پيش انجماد سايز حفرات بزرگتر در دماي بالاتر و در مدت زمان  طولاني
را در اتصال سلول به بستر ) ميكرون 100 ~(سايز حفرات  ها روي داربست، اهميتسلول MTTنتايج از سوي ديگر . سلول مطلوب بود

   .تاييد كرد
هاي تر، باعث افزايش شانس اتصال سلولژلاتين و كيتوزان با سايز حفرات بزرگ - رسد كه داربست هاي كيتوزاننظر ميه ب: گيرينتيجه

توانند به عنوان يك بستر ساخته شده از مواد طبيعي براي اهداف مهندسي بافت استفاده ز اين رو مياپيتليال پردة آمنيون به بستر شده و ا
  .شوند

  .هاي اپيتليال پردة آمنيونداربست، كيتوزان، سلول :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هـاي  طي چند سال اخير تحقيقـات در زمينـة تعيـين ويژگـي    

. سزايي يافته اسـت ساختاري و سلولي پردة آمنيون اهميت به 
                                                 

،  لوژي، دانشكدة پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيگروه ايمونوتهران، : مسئولآدرس نويسنده 
   )e-mail: mossafan@sbmu.ac.ir( دكتر نريمان مصفا

  27/2/1390: تاريخ دريافت مقاله
  23/11/1390 :تاريخ پذيرش مقاله

هاي اطراف جنـين و داراي يـك   غشاي آمنيوتيك يكي از لايه
ها داراي خصوصـياتي  اين سلول. باشدرديف سلول اپيتليال مي

بوده، برخي از ماركرهاي  )stem cell ( هاي بنياديمشابه سلول
سلولهاي بنيادي را در سطح خود بيان كرده و قابليت تمايز به 

را ) اكتـودرم، مـزودرم، انـدودرم   ( جنينـي  هر سه ردة سلولهاي
بـراي اهـداف    يمنبع با ارزش هااين سلول ،از اين رو ).1( دندار

درماني بوده و به ويژه كاربردهاي فراوانـي در مهندسـي بافـت    

 
  ليليمقاله اصمقاله اص

(Original Article) 
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هـاي بنيـادي و    از جمله مشكلاتي كه در رابطه با سلول .دارند
ال ايـن  بويژه سلولهاي اپيتليال پرده آمنيون مطرح است، اتص ـ

ها به بستر بـوده و فـراهم آوردن شـرايط مناسـب بـراي      سلول
 .باشـد مـي چالش پيش روي محققين  بهبود اتصال اين سلولها

 يكي از اهداف مهندسي بافت، توليد داربسـت هـاي متخلخـل   
(scaffold)     به منظور فراهم كردن ريز سـاختار مناسـب بـراي

گـويي بـراي   اتصال، مهاجرت و رشد سلول و نيـز بـه عنـوان ال   
هـا كـه در حكـم    ايـن داربسـت  . باشـد ايجاد بافت جديـد مـي  

ــتند  ــلولي هس ــارج س ــاتريكس خ     ، (extracellular matrix) م
توانند بسته به مواد سازنده خود بـه دو شـكل سـنتتيك و    مي

ــند ــي باشـ ــنتتيك،  . طبيعـ ــاي سـ ــا پليمرهـ ــه بـ در مقايسـ
ايت هاي طبيعي باعث تسهيل اتصال، بقاء و در نهماكرومولكول

  .شوندتمايز سلول مي

هــاي مـورد اســتفاده در مهندسـي بافــت بايــد داراي   داربسـت 
پـذيري  زيست سازگاري، تجزيه: از جمله ،چندين ويژگي باشند

هـاي  بدون توليد محصولات سمي براي سلول، پايداري، ويژگي
ــانيك ــرات مناســب  و دري مك ــدازة حف ــت ان ــذيري . نهاي نفوذپ

تفاده در مهندسـي بافـت بـراي    ساختارهاي سه بعدي مورد اس
د از اهميـت بسـياري   ي ـانتشار مـواد غـذايي و خـروج مـواد زا    

برخوردار است و عامل موثر در اين امر سايز و ارتبـاط حفـرات   
از سوي ديگر سـايز حفـره    ).3، 2( ساختار با يكديگر مي باشد

ميزان انتقال پيام توسط اجزاء ماتريكس خارج سلولي را تعيين 
سلولي  هايگيرندهنحوي كه تعيين كننده درگيري به  ،كندمي

 ).1( باشــــدبــــا مــــاتريكس خــــارج ســــلولي مــــي    

با توجه به موارد يـاد شـده انتخـاب مـاده سـازنده داربسـت و       
در . استفاده از تكنيك مناسب از اهميت زيادي برخوردار است

هـاي جالـب   هاي اخير استفاده از كيتوزان به دليل ويژگيسال
ايجاد  و زيست سازگاري از جمله ،ساختار قنديبيولوژيكي اين 

دليـل در  ه ب. گسترش يافته است الكتروليتهاي پليكمپلكس
هاي ذكـر شـده، از كيتـوزان در تهيـه     دسترس بودن و ويژگي

هـــاي مـــورد اســـتفاده در جـــايگزيني غضـــروف، داربســـت
ميكروپارتيكل براي رهايش كنترل شده دارو و در توليد بسـتر  

شـد سـلولهاي فيبروبلاسـت در تـرميم پوسـت      مناسب براي ر
  ).6، 5( شوداستفاده مي

همچنين مطالعاتي در زمينه اثر دما در شكل گيـري حفـرات بـا    
سايزهاي مختلف درسـاختارهاي متشـكل از كيتـوزان و كـلاژن     

 اي كه به طور ويژه براي ارزيـابي ولي مطالعه ،صورت گرفته است
هـاي  روي داربسـت  نهـاي اپيتليـال پـردة آمنيـو    اتصال سـلول 

   .تاكنون انجام نشده است ،كيتوزان و ژلاتين باشد
  

  مواد و روشها
اين تحقيق به صورت تجربي ودر شـرايط آزمايشـگاهي انجـام    

 .پذيرفت

   ژلاتين-هاي كيتوزاني، ژلاتيني و كيتوزانتهيه داربست
ژلاتـين،  -هاي سه بعدي كيتوزان و كيتوزانبراي تهيه داربست

. اسيد استيك حـل شـدند  % 1در آب مقطر حاوي مواد مذكور 
خانـه ريختـه    24هاي مورد نظـر در ظـروف كشـت    سپس ژل

 -80، -20ساعت و در دماهاي  4و  2، 1 هايو در زمان ندشد
در  .قـرار گرفتنـد   (Pre-freeze) از مرحلة پيش انجماد -196و 

ها توسط دستگاه اي، نمونهنهايت به منظور ايجاد ساختار حفره
Freeze-dryer  ساعت در شرايط خلاء قرار گرفتند 24به مدت 

)6(. 

ــا بررســي فراســاختاري داربســت هــاي مــورد نظــر ب
  ميكروسكوپ الكتروني

هــاي تهيــه شــده از نظــر ســايز و نيــز كيفيــت ســاختار بــا نمونــه
بررسي  (Scanning Electron Microscope)ميكروسكوپ الكتروني 

اطق مختلف داربست انـدازه  شدند، بدين صورت كه سايز حفرات من
 .گيري و ميانگين آن براي هر دما و زمان تعيين شد

  ژلاتين-هاي كيتوزانداربست (Porosity)تعيين تخلخل 
Porosity ژلاتين توسط روش جانشيني -هاي كيتوزانداربست

اتانول مطلـق  ). 7(اندازه گيري شد  )Liquid Exchange( مايع
زيـرا بـدون اينكـه     ،تخاب شدبه عنوان مايع جانشين شونده ان

راحتـي  ه داربست را حل و يا باعث تغيير در ساختار آن شود، ب
براي انجام تست ابتدا داربست . كنددر داخل داربست نفوذ مي

دقيقـه   5بـه مـدت    )Wd( اتـانول  در داخل حجم مشخصـي از 
به طور كامل خارج شود، سـپس   هاي هواور شد تا حبابغوطه

داربست به آرامي از . ثبت شد W1ه عنوان تغيير حجم اتانول ب
در نظر  Wwداخل اتانل خارج و حجم اتانول باقيمانده به عنوان 

با استفاده از رابطة زير به دست  porosityدر نهايت  .گرفته شد
  :آمد

ε(%) = (Ww – Wd)/ (Ww – W1)  ×  100%  
 

  هاخنثي سازي و افزايش پايداري داربست
ها اسـتفاده شـد   فزايش پايداري داربستمطلق براي ااز اتانول 

هـا  ل مطلـق روي داربسـت  واتانليتر ميلي 5/0بدين صورت كه 
استيك اسيد به كار ( دقيقه الكل و اسيد  30ريخته شد و پس 

از  PBSدر شستشوي داربست بـا  ) هارفته در تهيه ژل داربست
اين مرحلـه قبـل از كشـت سـلول روي     . داربست ها خارج شد

  .مي شود بستر انجام
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 هاي پردة آمنيونسلول وژلاتين - سايز حفرات داربست هاي كيتوزان                                                  پزشكي  مجله پژوهش در / 6

  هاي اپيتليال پردة آمنيونجداسازي سلول
هاي جنيني، از مـادران  با اخذ رضايت كتبي، جفت همراه با پرده

باردار سالم تحت عمل سزارين الكتيو اخذ شد و پـس از انتقـال   
پـردة   هـاي جنينـي از جفـت،   به آزمايشـگاه و جداسـازي پـرده   

. يـون جـدا شـد   از پردة كور (peeling) آمنيون به روش مكانيكي
تليال به روش هضم آنزيمي بـا   هاي اپيدر شرايط استريل سلول

. از پردة آمنيون جداسازي شـدند  درصد EDTA 15/0- تريپسين
  .)8( در نهايت حيات سلولي با تريپان بلو ارزيابي شد

هاي كيتـوزان و  تليالي روي داربستهاي اپيكشت سلول
   ژلاتين- كيتوزان

ها به مدت يك ساعت در سازي، داربستثيپس از انجام مرحلة خن
ها خارج قرار گرفتند و سپس محيط روي داربست DMEMمحيط 

بـراي جلـوگيري از   . سلول روي هر بستر قـرار داده شـد   5× 105و 
تجمع سلول در يك قسمت، سوسپانسيون سلولي در نقاط مختلفي 

به منظور اتصال سلول، داربست به مـدت يـك   . از سطح قرار گرفت
قرار گرفـت و  گراد سانتي درجه 37 با دماي CO2اعت در انكوباتور س

        همــراه بــا   DMEM/F12محــيط ليتــر ميلــي 5/0 پــس از آن
 و FBSدرصـد   10، )استرپتومايسـين  –سـيلين   پني(بيوتيك آنتي
، در هـر چاهـك ريختـه    EGFفاكتور رشد ليتر نانوگرم در ميلي 10
بسـترهاي ذكـر شـده در     سـاعت روي  24ها بـه مـدت   سلول. شد

  .كشت داده شدند CO2 انكوباتور 
  

 A B

a 

 

b 

 

c 

 
 

 c  4)و  a 1، (b 2)ودر زمانهاي  - 20ژلاتين ايجاد شده در دماي - ميكروگراف هاي الكتروني داربست هاي كيتوزان  -1شكل 
 .A 125 X ،(B 250 X)بزرگنمايي تصاوير ستون . ساعت از مرحلة پيش انجماد
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a 

 
b 

 
c 

  
ژلاتين -ميكروگراف هاي الكتروني داربست هاي كيتوزان  -2كل ش

سـاعت از   c 4)و  a 1، (b 2)ودر زمانهـاي   -80ايجاد شده در دماي 
 c 60 X)و  a 62 X ،(b 30 X)بزرگنمايي تصوير . مرحلة پيش انجماد

 
   MTTصالي سلول به بستر با تست بررسي توان ات

هـاي  تليـال بـه داربسـت   هـاي اپـي  براي بررسي اتصال سـلول 
كيتوزان و ژلاتين، از روش ماكروسكوپيك تغيير رنگ داربست 

سلول  5×105بدين منظور . واسطة اتصال سلول استفاده شده ب
هاي تيمار شده با محيط كشت ريختـه شـد و بـا    روي داربست
 24محيط كشت كامـل، بـه مـدت    ليتر ليمي 5/0 اضافه كردن

پس از طـي ايـن مـدت،    . انكوبه شددرجه  37ساعت در دماي 
شستشـه شـدند تـا     PBSها خـارج و  بـا    محيط روي داربست

هاي شـناور در ايجـاد رنـگ بـه حـداقل      احتمال شركت سلول

به هر MTT از مادة درصد  10همراه با  DMEMمحيط . برسد
پـس  . عت در انكوباتور قرار گرفتسا 4چاهك اضافه و به مدت 

متيـل  ، روي هر بستر ديMTTاز خارج كردن محيط همراه با 
داربست فاقد سـلول بـه   . اضافه گرديد (DMSO) سولفوكسايد

   .)9( عنوان كنترل در نظر گرفته شد
  آماري تحليل

) اطلاعات مربوط به سايز حفرات داربسـت (ها دادهتحليل براي 
. استفاده شـد  ANOVAآماري  آزمون و INSTATاز نرم افزار 

به  P>5/0و  شدانحراف معيار بيان  ±ميانگين  نتايج به صورت
  .شددر نظر گرفته دار عنوان اختلاف معني

  
  هايافته

  مشاهدات ميكروسكوپ الكتروني
ها و دماهاي مختلف، از لحاظ سايز هاي تهيه شده در زمانداربست

بطة مسقيم بين كـاهش دمـا و   نتايج بيانگر را. حفرات بررسي شدند
  بـدين صـورت كـه     .بـود كـوچكتر شـدن انـدازة حفـرات     زمان بـا  
 درجـه  - 196و  - 80هايي كه به مدت يك ساعت در دماي داربست

هايي كـه در  تري از داربستقرار گرفتند، حفرات كوچكگراد سانتي
و  2هـاي  و در مدت زمانگراد سانتي درجه - 20دماي پيش انجماد 

از سـوي ديگـر اخـتلاف    . تشكيل دادنـد  بودندقرار گرفته ساعت  4
نيز ) - 20در دماهاي بالا مثل (توان با تغيير زمان سايز حفرات را مي

نتايج بيانگر اختلاف معني دار سايز حفرات بين دماي . مشاهده كرد
 1در حالي كه اختلاف سايز بين زمان  ،)1نمودار (ساعت بود  4و  1
 porosityاز اين رو براي بررسـي  . دار نبوديمعن   ساعت خيلي  2و 

كـه داراي  گـراد  سانتي درجه - 20هاي تهيه شده در دماي داربست
  . سايز حفرات مطلوب بود ارزيابي شدند

 

ميــزان ســايز حفــرات داربســت برحســب مــدت زمــان  -1 نمــودار
عني دار سـايز حفـرات در مـدت    ها حاكي از احتلاف مداده). مرحله(

؛ p>05/0*(ساعت از مرحلـة پـيش انجمـاد مـي باشـد       4و  1زمان 
***001/0<p(<  
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در تخلخـل داربسـت    pre-freezeقابل ذكر است كه زمان مرحلة 
   . داردنداشـته بلكــه درصـد مــواد سـازنده اهميــت     مهمــينقـش  
ر ، تفاوت سايز و وجود ارتباط بين حفرات ساختا3تا  1هاي شكل

هاي متفاوت از مرحلة پيش ژلاتين را در دما و زمان- هاي كيتوزان
به دليل تشابه تصاوير داربست هاي كيتوزان . دهدانجماد نشان مي

  .تين ازتكرار آن خودداري شده استژلا- با كيتوزان
Porosit  

ها طبق روش ذكر شده و با سه بار تكرار اندازه تخلخل داربست
 يري در داربسـت كيتـوزان برابـر   ميزان تخلخل پـذ . گيري شد

15/13/72   31/2 و در داربست كيتوزان برابـر7/85   بـود و
آزمون نشان داد كه اين اختلاف بـه لحـاظ آمـاري معنـي دار     

  ). p>0001/0(است 
  

  
a 

 
b 

 
c 

ژلاتين -ميكروگراف هاي الكتروني داربست هاي كيتوزان  -3شكل 
ساعت  c  4)و  a 1، (b 2)ودر زمانهاي  -196ايجاد شده در دماي 
و  a 100 X ،(b 62 X)بزرگنمـايي تصـوير   . از مرحلة پيش انجماد

(c .200 X 

  MTTتست 
بررسي حيات و تأييد اتصال سلول بـه داربسـت بـا اسـتفاده از     

اخـتلاف رنـگ   . انجـام شـد   SEMو نيـز تصـاوير    MTTتست 
 4 نمونـة كنترل فاقد سلول و داربست حاوي سـلول در شـكل  

  .ده شده استنشان دا
 

  
a 
 

 
b 

ميكروگراف الكتروني سلولهاي اپيتليال پردة آمنيون  (A)  -4شكل 
در ايـن شـكل اتصـال سـلول هـاي اپيتليـال بـه         (B). روي داربست

ژلاتين كه در ايجاد رنـگ بيشـتر   -داربست هاي كيتوزاني و كيتوزان
نقش دارند تاييد شـده اسـت، در ضـمن اثـر سـايز بزرگتـر حفـرات        

در افزايش اتصـال سـلولها   )  -20هاي ايجاد شده در دماي  داربست(
 .به داربست به واسطة اختلاف رنگ مشهود است

 
  بحث
هاي موجود در بـدن و  هاي بيولوژيك رفتاري بين سلولتفاوت

تعدادي از محققين را  in vitroسلولهاي كشت شده در محيط 
ه هاي سه بعـدي، ك ـ بر آن داشت تا مطالعات خود را روي مدل

دهنـد  هـاي زنـده را بهتـر نشـان مـي     شرايط ريز محيط بافـت 
هاي سازي محيطهاي سه بعدي كه براي شبيهمدل. متمركز كنند

انـد، بـر   طراحـي شـده  ) ويژه ماتريكس خارج سـلولي ه ب(طبيعي 
بسياري از رفتارهاي سلولي همچون توانايي در اتصال، مهاجرت و 

غلظـت نسـبتاً پـايين     هـا از جملـه ايـن تفـاوت   . تمايز اثرگذارنـد 
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بـه ازاي واحـد   ) هاي سـلول اهداف اينتگرين(ليگاندهاي سطحي 
بعـدي  هـاي سـه  سطح در بستر دوبعدي است، در حالي كه مـدل 

چنـين  هـم . اغلب شامل دسته ليگاندهاي متراكم و فيبريلار است
-Dorsal( شـكمي  - بسترهاي دوبعدي نوعي پلاريزاسيون پشـتي 

ventral( كند كه در شرايط مي را به سلول تحميلin vivo نيـز   و
هاي سه بعـدي  زيرا محيط .شوده نميشاهدمهاي سه بعدي مدل

سلول از همة سـطوح خـود بـه بسـتر      دهند تابه سلول اجازه مي
   گـر فيزيكـي عمـل    متصل شده و نه تنها به عنوان يـك حمايـت  

هـا را وارد  كنند، بلكه با فراهم كردن اطلاعات مضاعف، سـلول مي
  .نمايندسيرهاي تمايزي معين ميم

هـاي  هاي سه بعدي، پراكنش اينتگـرين از مزاياي ديگر محيط
. مسيرهاي سيگنالينگ اثرگذار است سطحي سلول بوده كه در

ها يك نوع فعاليـت تطـابقي در پاسـخ بـه     براي مثال اينتگرين
دهند و سطح نشان مي) وابسته به ماهيت بستر(سختي محيط 
 Focal( هـاي اتصـال كـانوني   ي چون پروتئينهايبيان مولكول

Adhesion Proteins=FAP(  شامل تالين، پاكسيلين وP130  را
هاي سه بعدي با تقليـد شـرايط   از اين رو مدل. دهندتغيير مي
in vivo دهند تـا فاكتورهـاي اختصاصـي را در    به ما اجازه مي

اري شرايط نزديك به حالت فيزيولوژيك، با توجه به ابعاد، معم
  ).10( و نيز پلاريتي سلول بررسي كنيم

هـا و نيـز توانـايي    هـاي داربسـت  از فاكتورهاي مؤثر بر ويژگـي 
-اتصال و مهاجرت سلول در آن، اجزاء سازنده و غلظت آنها مي

در اين تحقيق نخست با اسـتفاده از كيتـوزان و ژلاتـين    . باشد
مزايـاي اسـتفاده از   . هاي مناسـب آمـاده سـازي شـد    داربست

يتوزان، زيست سازگاري، قابليت جذب زيستي و عـدم شـكل   ك
و در دسـترس  ) اهداف پيونـد (گيري پاسخهاي ايمني عليه آن 

علاوه بر ايـن، مولكـول قنـدي كيتـوزان بـا      . باشدبودن آن مي
موجـب پايـداري داربسـت     )Cross-link( ايجاد اتصال متقاطع

. كنـد شده و به ايجاد حفـرات همگـن در سـاختار كمـك مـي     
ليگانـد  (  RGDلاتين نيز به دليـل دارا بـودن سـكانس شـبه     ژ

، در بهبـود اتصـال سـلول بـه     )هاي سلوليبسياري از اينتگرين
داربســت مــؤثر بــوده و تركيــب آن بــا كيتــوزان بــه پــراكنش 

در ساختار و ايجاد بستر مناسـب   (RGD)ليگاندهاي اينتگرين 
مرحلــة اول . )11-13( نمايــدبــراي كشــت ســلول كمــك مــي

هـاي  ژلاتـين در دمـا و زمـان   -هـاي كيتـوزان  خت داربسـت سا
از آنجايي كه سايز حفـرات  . متفاوت از مرحلة پيش انجماد بود

داربست وابسته به تغييرات دمايي و مـدت زمـان ايـن مرحلـه     
وان داربسـتي بـا سـايز    است، با تغيير هر يـك از ايـن عوامـل    

توجه  با. )14 ،13( حفرات مناسب براي كشت سلول تهيه كرد
به اينكه اتصال و گسترش سـلول و حتـي حيـات آن متـاثر از     

باشد، انتخاب درست سـايز  اندازه و ارتباط حفرات داربست مي
محـدودة   ).16، 15( حفرات از اهميت زيادي برخـوردار اسـت  

آل اين سايز بسته به مواد مورد استفاده و نوع سلول متغير ايده
ميكرون براي  100-150است ولي در منابع گوناگون محدودة 

بـه عنـوان   . ها مناسب استحمايت رشد و مهاجرت اكثر سلول
اي كه روي بسترهاي كيتـوزان و ژلاتـين صـورت    مثال مطالعه

هــاي گرفــت حــاكي از كــاهش قابــل ملاحظــة حيــات ســلول
-80سايز حفـرة   هايي بافيبروبلاست و اندوتليال روي داربست

اني با انـدازه حفـرات   هاي كيتوزميكرون نسبت به داربست 50
نتـــايج مشـــاهدات تصـــاوير . )6( ميكـــرون بـــود 150-100

ميكروسكوپ الكتروني نشان داد كه با كاهش دما، سايز حفرات 
داري داشته و از سوي ديگر افزايش مـدت زمـان   كاهش معني

سـاعت اول در افـزايش    2-3مرحلة پيش انجماد بـه ويـژه در   
 1تفاوت بين مدت زمان ، به طوري كه اندازة حفرات نقش دارد

هاي ايجاد شـده  داربست). 1 نمودار( دارتر بودساعت معني 4و 
 100سـايز حفـرات حـدود    گـراد  درجه سـانتي  -20در دماي 

ميكرون را نشان دادند و براي مراحل بعـدي مطالعـه و كشـت    
اسـت  دومين عامل مهم، تخلخل داربست . سلول انتخاب شدند

دت زمـان مرحلـة پـيش انجمـاد     كه ارتباط چنداني با دما و م
تخلخـل  . و غلظـت اجـزاء سـازنده بـر آن مـؤثر اسـت      ه نداشت

درصد نتيجـة   70ها نيز محاسبه شد و ميانگين بالاي داربست
 .مورد قبولي بود

 inها علاوه بـر بـرآوردن اهـداف    از آنجايي كه كاربرد داربست

vitroتواند جايگزين تشكيلات از دسـت  آل مي، به صورت ايده
لازم است تا ابتدا عملكـرد آنهـا را    ،فته در طب ترميمي باشدر

مرحلـة دوم  . هـا بررسـي كنـيم   در حفظ حيات و كارايي سلول
اسـتفاده از   بررسي حيات و اتصال سلول به داربست با ،مطالعه
، تغييـر رنـگ   MTTنتـايج  . بـود  MTTو تسـت   SEMتصاوير 

. ان دادنش ـ شاهدهاي بسترهاي حاوي سلول را نسبت به نمونه
دليل جذب مقداري از رنگ فورمازان توسط داربست، تست ه ب

MTT بلكـه تاييـد اتصـال سـلول بـا       ،به شكل رايج انجام نشد
بـه  شـاهد  مشاهدة اختلاف رنگ بين داربست تحـت كشـت و   

  . دست آمد

-هاي كيتـوزان نتايج اين پژوهش بيانگر مناسب بودن داربست
ليال پردة آمنيون و بهره هاي اپيتژلاتين به منظور كشت سلول

ــژوهش ــري از آن در پ ــي گي ــت م ــي باف ــاي مهندس ــده . باش
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