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 استخوان:  نیگزیاستفاده در جا جهتگاو  یحذف سلول از استخوان اسفنج
 TritonX-100و  )SDS( سدیم دودسیل سولفات با استفاده از ییایمیدو روش ش سهیمقا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ضمیر ستاره نیک** ،نژاد زهره انصاري**، زاده نعمتی ناهید حسن *

  
 اسـتخوان  . پیونـد )1(دهـد  مـی  اختصاص خود به براي درمان دنیا در را زیادي هزینه ساله استخوانی هرترمیم عیوب 

و  درد مـزمن  منـابع،  تیمحـدود رغـم مشـکلاتی ماننـد     هاي ترمیمی است. پیوند اتوگرافت به ترین روش رایج از یکی
 بـراي  یـی روش استاندارد طلا همچنان يادیز لیدلا هبو  )2،3(ترین جایگزین بافتی است مناسب ی،زمان جراح شیافزا

، بافـت  ةتحویـل دهنـد  عوارض در محـل  ایجاد  :مانند یبیمعا يروش دارا نیحال، ا نی. با ا)4(پر کردن استخوان است
 کـه در آن نیـز مشـکلاتی نظیـر     است يگرید ۀنیآلوگرافت گز .)5(و درد مداوم پس از عمل است یدر جراح يدشوار

 تشابه فیزیولوژیکی. )6(پیوند وجود دارد ةدریافت کننداز جسد به  سمیکروارگانیو انتقال م تحریک واکنش دفاعی بدن
اسـتفاده از   ۀزمین ،به استخوان انسان ،و گاو هاي حیوانی بزرگ مانند سگ،گوسفند و بیومکانیکی بافت استخوان مدل

خـواص  بـا دارا بـودن   تخوان اسـفنجی گـاو   اس ـ ،در این میان .)7،8(آنها را براي پیوندهاي زنوگرافت مساعد کرده است
بیومتریـال اخیـر    .)9(شـود  هاي ارتوپدي محسـوب مـی   نزدیک به استخوان انسان، یک بیومتریال مناسب براي جراحی

هاي مربوط به پیونـدهاي   تواند به عنوان داربست، بستري مساعد براي کشت سلول خود شخص باشد و محدودیت می
 گرفتـه انجام  یکیولوژیداربست ب ECM ينگهدار بر روي يادیز قاتی، تحقاخیر هاي سال استخوان را نداشته باشد. در

 .)10(است
 مـورد  ارگان یا بافت از زدایی سلول فرآیند زنده، بدن موجودات هاي بافت از طبیعی هاي داربست آوردن دست به براي

 بـاقی  خـارج سـلولی   مـاتریکس  فقـط  و جـدا  آن از بافت یا اندام یک هاي تمامی سلول آن است که طی نظر ضروري
 اط، ارتب ـجدید اتصـال یافتـه   يها سلول که در آنکند  عمل می یطیبه عنوان مح ECM، بیترت نیبه ا. )11،12(ماند می

 يعملکردهـا هـا و   پی ـو بـه حفـظ فنوت   میو رفتار سلول را تنظ ـ ییایپو ،جهیکنند، در نت یکنش م و برهمکرده  برقرار
با هدف بازگردانـدن   ترمیمی یپزشک قاتیبافت و تحق یدر مهندس ECMخواص  از .دکن میکمک  بافتخاص  یسلول

 ه ب يبرا جیرا یبافت به عنوان روش ییزدا سلول. )13(ناکارآمد کاملاً استفاده شده است ای دهید بیآس يها عملکرد بافت

 مقدمه

 چکیده
موفق  بافت استخوان یمهندس يداربست مناسب برایک  يتواند آن را برایم یاستخوان اسفنج یۀاول ذاتی یکیولوژیحفظ ساختار ب و هدف: نهیزم

 است. یاتیح یکیمونولوژیا يهاو کاهش پاسخ يسازگار ستیز شیافزا يمتعلق به بستر آن برا يهاسلول حذف، نی. علاوه بر امهیا سازد
استخوان لگن گوساله استفاده  بافت اسفنجی شده از تهیه يسه بعد يهاداربست ییزدا سلول يبرا ییایمیش يهامطالعه از روش نیدر ا ها:روش

آنها با استفاده از  يهاشدند و سپس سلول ییزدا یشده بودند چرب دهیکه از استخوان لگن گوساله بر یاستخوان يهامنظور، نمونه نیا يشد. برا
ها . نمونهحذف شدندمختلف  يهابا غلظت TritonX-100و  )sodium dodecyl sulfate )SDS/  سولفات لیدودس میسدو کاربرد  ییایمیش روش

از عدم وجود  نانیاطمبه منظور ، انیشدند. در پایابی  مشخصه ينور کروسکوپیو م کروميتر يزیآم، رنگنیو ائوز نیلیهماتوکس يزیآمبا رنگ
 .شدانجام  یسلول تیسم آزموندر داربست،  یمواد سم

با  SDSو  %3با غلظت  TritonX-100محلول  بیو ترک %2با غلظت  TritonX-100شده با  داییزسلول يهادهد که نمونهینشان م جینتا :هایافته
لگن گوساله، به  یاسفنج ینشان داد که بافت استخوان جیشوند. نتا دهید بیآس یاسفنج یبافت استخوان نیگزیتوانند جایم)، T3S4( %2غلظت

 يداربست مناسب برا کیتواند یقرار گرفته است، م Tritonx-100و  SDS ییایمیش يهابا محلول زداییسلولزنوگرافت که تحت  کین عنوا
 يبرا یمناسب طیتواند محیکلاژن و وجود تخلخل در ساختار آن م افیاستخوان با حفظ ال یعیکند. بافت طب ایجادبافت استخوان  یمهندس
  .کندبافت فراهم  يبازساز

 جهتمناسب  یعیداربست طب کیعنوان  هتوان بیرا م T3S4 زدایی شده با ترکیب سلول یدهد که بافت استخوانینشان م جینتا :يریگجهینت
 .هاي تکمیلی قرار دادیابیارزمورد  ی،میترم پزشکیبافت استخوان و  یاستفاده در مهندس

 هاي استخوان،مهندسی سلولیزنوگرافت، داربست بافتی، جایگزینبافت استخوانی، : واژگان کلیدي
 قبل از چاپ ماه 1 پذیرش مقاله:بار؛  3 مراحل اصلاح و بازنگري:ماه قبل از چاپ؛  8 دریافت مقاله:

استادیار، دکتراي تخصصی، گروه  *
علـوم و  دانشکده ، مهندسی پزشکی

زاد آ دانشـگاه  ،هاي پزشـکی  فناوري
، قــاتیواحــد علــوم و تحق ،یاســلام

 .رانیتهران، ا
مهندسی ، گروه ارشد کارشناس **

هاي علوم و فناوريشکده پزشکی،دان
واحد  ،یزاد اسلامآدانشگاه  ،پزشکی

 .رانیتهران، ا ،قاتیعلوم و تحق
 
 
 
 
 
 
 

  مسئول: نویسنده
  زاده نعمتی ناهید حسن

Email:  
nahid hasanzadeh@ 

 



 ایران مفاصل و استخوان جراحی مجله
 ...استخوان: ینیگزیاستفاده در جا جهتگاو  یحذف سلول از استخوان اسفنج 83 -90 هاي صفحه ،1400 بهار )،73 مسلسل (شماره 2 شماره ،نوزدهم دوره

84 

در  DCEM(1(شـده   یـی زدا سـلول  یخارج سلول سیدست آوردن ماتر
، باعث )biomimetic( کیمیومتیب یمعدن سیماتر. )14(است ریاخ ۀده

 تیــو قابل Osteoinductivity / خاصــیت القــاي اســتخوانی شیافــزا
 يبـرا و درنتیجـه  شـود   یم Osteoconductivity  / یاستخوان تیهدا
 تیهـدا خاصـیت   .)15(اسـت  يضـرور  هـا  استئوبلاسـت  زیو تمـا  ریتکث

 دی ـسلول و تول شیافزا يبرا یچارچوب ۀها با ارائ سیماتر نیا یاستخوان
 نیشـود. همچن ـ  یم ـ حذف مواد معدنی، فراهمپس از  دیاستخوان جد

هــا بــه طــور عمــده توســط  سیمــاتر نیــا القــاي اســتخوانی تیخاص ـ
 يازس ـ آماده يها شود که با روش یم نییمانده تع یرشد باق يفاکتورها

مختلف مـورد اسـتفاده    يها پروتکل انیدر م. )16(دارند میارتباط مستق
 یم ـیو آنز ییایمیش ـ يهـا  کیبافت، تکن ییزدا به سلول یابیدست يبرا

 سیتوانند به مـاتر  یم یکیزیف يها کیهستند. تکن زیآم تیموفق عمدتاً
 بی ـتواننـد ترک  یم ـ ییایمیش يها کیکه تکن یبرسانند، در حال بیآس
پروتکـل   می، تنظ ـلیدل نیبه هم .)19تا17(دهند رییرا تغ ECM ییایمیش

برخـوردار   يا فـوق العـاده   تی ـخاص از اهم کردیدر هر رو زادیی، سلول
 است.

 يغشـا  کـردن حـل   بـه منظـور  هستند که  ییایمیمواد ش ها دترجنت
 ـرو به کار مـی  سلول یساختار داخل کیو تفک یسلول ، بـین آنهـا  د. در ن

TritonX-100 اسـت  ییزدا سلول يها ندیدر فرآ دترجنت نیتر متداول 
را هـدف قـرار    نیپـروتئ  بـا  یو چرب با چربی چربیفعل و انفعالات  که
 یرا دست نخورده بـاق  نیپروتئ با نیدهد، اما فعل و انفعالات پروتئ یم
هایی کـه جـزء اصـلی آنهـا      دترجنت براي ماتریس نیا. )20،21(گذارد یم

ه است ک ها هستند، بسیار مفید و کاربردي است، این در حالی پروتئین
جزء اصلی به عنوان  GAG(2(ها  کانیگل نویکوزآمیکه گل ییها بافتبراي 

ــی   ــوب مـ ــاتریس محسـ ــوند مـ ــب ن، شـ ــتمناسـ ــاریسـ   . در کنـ
TritonX-100ــ می، ســـد ــولفات لیدودسـ ــی )SDS( سـ ــرید یکـ از  گـ

 فرمـول  و اسـت  یونی است که زدایی سلولهاي رایج به منظور  ندهیشو
بـه   لی ـتما دترجنـت ایـن  . باشـد  مـی  C12H25NaO4S شیمیایی آن

 ریی ـتغ سـبب  هاي بالا در غلظت ها دارد و ممکن است نیپروتئ تخریب
 .)22،23(شود سیساختار ماتر

قـبلاً  هـا   زدایی برخی از بافت براي سلول TritonX-100و / یا  SDSاثر 
 )28(همکارانش و Seddon ۀ. مطالع)27تـا 25(مورد مطالعه قرار گرفته است

انفعـالات   و فعـل  در اخـتلال  طریـق  از یونی هاي که دترجنت داد نشان
 ،مقابـل  شوند. در می ها پروتئین ماهیت تغییر پروتئین، سبب-پروتئین

Schaner رسـیدند کـه   نتیجـه  این به )29(همکارانش و SDS میـان  در 

 بافت مهندسی براي مناسب ۀگزین یک مورد مطالعه، دترجنت ینچند

 هـا  سلول و استخراج عروق بافت از زدایی سلول آن توسط و استعروق 

 خـارج  ماتریکس مقاومت و در مورفولوژي توجه قابل تغییر ایجاد بدون

 و Lumpkins مطالعـات  د. همچنـین شـو  مـی  بافـت حاصـل   سـلولی 
 استون و TritonX-100با  مقایسه در SDS که داد نشان )30(همکارانش

1. Decellularized Extracellular Matrix (DCEM). 
2. Glycosaminoglycans. 

 مفصـل گیجگـاهی   دیسـک  بافت زدایی سلولبراي  تري مناسب ۀگزین

است. در پژوهش حاضـر بافـت اسـفنجی اسـتخوان لگـن گوسـاله بـا        
و TritonX-100  و غیریـونی  SDS هاي شیمیایی یونی استفاده از روش

زدایـی شـده    . ایـن بافـت سـلول   شدزدایی  ترکیب این دو روش، سلول
تواند به عنوان بستر مطلوبی براي کشت سلولی در مهندسی بافـت   می

 استخوان مورد استفاده قرار گیرد.
 

 
 5اي شـکل، بـا قطـر     هـاي اسـتخوانی اسـتوانه    نمونهزدایی:  چربی .1

بریده شده از بخش اسفنجی اسـتخوان   متر میلی 10 و ارتفاع متر میلی
 45لگن گوساله با آب مقطرشستشـو داده شـدند و سـپس بـه مـدت      

 ۀور شـدند. در مرحل ـ  درصد غوطـه  5دقیقه درون محلول آب اکسیژنه 
ساعت قرار داده شدند.  48اتر به مدت  اتیل ها در محلول دي نمونه ،بعد

اعت شستشو داده درصد به مدت یک س 70ها با الکل  نمونه ،پس از آن
مرتبـه بـا آب مقطـر     5هـا   زدایـی، نمونـه   چربی ۀشدند. در پایان مرحل

بـه مـدت   هـا   زدایی، نمونه سلول ۀو تا شروع مرحل ندشستشو داده شد
 .ندقرار داده شد در آب مقطریک ساعت 

به سه دسـته   ،زدایی شده چربی هاي استخوانیِ نمونه زدایی: سلول .2
سـولفات بـا    سـیل  دو هـا در سـدیم   نمونـه  ،تقسیم شـدند: در گـروه اول  

 1به مـدت   )S3و  S2.5و  S2هاي  با نام(% 3% و 5/2% و 2هاي  غلظت
هـا در   نمونـه  ،ور شـدند. در گـروه دوم   در دماي محـیط غوطـه   ،ساعت

TritonX-100 هـاي   با نام، هاي مشابه گروه اول با غلظتT2  وT2.5  و
T3  در دماي محیط قرار داده شـدند. درگـروه سـوم     ساعت 8به مدت

 1بـه شـرح جـدول     TritonX-100و  SDS ةها با هر دو مـاد  نیز، نمونه
 PBSزدایی با محلول بافر  بعد از سلول ،نمونه 9تمام  زدایی شدند. سلول

هـا از   از نمونـه  SDSدند. بـراي زدودن  ش ـبه مدت نیم ساعت شستشو 
ب مقطـر  آن رفـتن اثـر الکـل از    و سپس بـراي از بـی   درصد75اتانول 

ها با سرم فیزیولوژي استریل شـدند.   استریل استفاده شد. سپس نمونه
 ـ  سازي و سـلول  مراحل آماده ورت بـه ص ـ  1 شـکل هـا در   هزدایـی نمون

 شماتیک مشخص شده است.

 هامواد و روش

 زدایی شدههاي سلول سازي نمونه. خلاصه تصویري مراحل آماده1شکل
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 TritonX-100و  SDSزدایی شده با هاي سلول. نمونه1جدول

Type  3مرحله  2مرحله  1مرحله 

S3T2  قرار دادن درSDS* 3 قرار دادن در  شستشو و استریل ساعت 3% به مدتTriton X-100 2%  ساعت 5به مدت 

S2.5T4  قرار دادن در SDS5/2قرار دادن در  " ساعت 3مدت  % به Triton X-1004%   ساعت 3به مدت 

T3S4  قرار دادن درTriton X-100  3 قرار دادن در  " ساعت 4% به مدتSDS 4%  ساعت 2به مدت 

*. SDS: sodium dodecyl sulfate 

 

 )40Xزدایی (با بزرگنمایی تري کروم از نمونه استخوانی قبل از فرآیند سلول  (B) و  H&Eرنگ آمیزي  (A).تصویر  2شکل

     
 

 هاياز نمونه  H&Eآمیزي . تصویر رنگ 3شکل
(A) S2 ،  (B) S2.5 ،  (C)  S3،  (D) T2 ،  T2.5 (E) ،  (F) T3 ،  (G) S3T2 ،  (H) S2.5T4  و  (I) T3S4   40(با بزرگنماییX( 
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 هـاي  رنـگ  بـا  سـازي  آماده از بعد ها نمونه ها: نمونه یابی مشخصه .3
 از .نددش ـ آمیـزي  رنـگ  کـروم  تـري  و) H&E( ائوزین – هماتوکسیلین

 اسـتخوان  بافـت  از زدایـی  سـلول  دادن نشـان  بـراي  H&E آمیزي رنگ
 اختصاصـی  رنـگ  عنوان به کروم تري همچنین و شد استفاده اسفنجی

 قـرار  اسـتفاده  مـورد  ECM هـاي  داربسـت  کلاژن محتواي تعیین براي
 آزمـون  ها، نمونه در یتسم نبود از اطمینان منظور به انتها، در .گرفت

الکل توسط ها نمونه مذکور آزمون براي که گرفت انجام سلولی یتسم 
 هرکه  شدند داده قرار اي خانه 6 ظرف در ها نمونه شدند. استریل 70%

 عنـوان  بـه  نمونـه  بـدون  خانـه  یـک  و بود خانه یک در جداگانه نمونه
 از یـک  هـر  در ،هـا  نمونـه  دادن قـرار  از بعد شد. گرفته نظر در کنترل

 شـد.  داده قرار انکوباتور در و ریخته سلولی سوسپانسیون mL5 ها خانه
 میکروسـکوپ  زیـر  در هـا  نمونـه  انکوباسـیون،  سـاعت  48 و 24 از بعد

 گرفتند. قرار کیفی ارزیابی مورد (Nikon TE-100) اینورت
 

 
 گوساله لگن اسفنجی استخوان بافت کروم تري و هیستوپاتولوژي نماي
 مطالعـات  بـه  توجه با است. شده آورده 2 شکل در زدایی سلول از قبل
 حـذف کـه   شـد  مشـخص  ،)3 (شـکل  زدایی سلول از بعد شناسی بافت

 و %5/2 هـاي  غلظت در SDS با شده زدایی سلول هاي نمونه در ها سلول
 حـذف  و پاکسـازي  این ولی است بوده بیشتر %2 غلظت به نسبت 3%

 مطلـوب  داربسـت ۀ تهی ـ بـراي  که بود همراه ساختار تخریب با سلولی
 بـا  شـده  زدایـی  سـلول  هـاي  نمونه ۀمقایس ).A,B,C – 3 (شکلیست ن

 را نتیجـه  بهتـرین  %2 غلظت هدد می نشان نیز TritonX-100 محلول

 محلــول دو از تلفیقــی روشۀ مقایســ ).D,E,F – 3 (شــکل اســت هداد
 T3S4ۀ نمون در که داد ننشا )G,F,I( 3 شکل به توجه با نیز شیمیایی

 بـه  ها سلول دیگر، هاي غلظت در اما است. نداشته وجود سلولی بقایاي
 چشـم  بـه  بیشـتر  سـلولی  هـاي  هسـته  تـراکم  و اند نشده حذف خوبی

 اثـرات  داراي کـلاژن  هاي رشته که است داده نشان مطالعات خورد. می
 مـؤثر  سـلولی  رفتارهـاي  بـر  آنهـا  تراکم و ندهست ها سلول روي القایی
 ،رو ایـن  از .اسـت  اهمیـت  حـائز  داربسـت  در آنها حفظ بنابراین است،

 قبیـل  از اختصاصـی  آمیـزي  رنـگ  بـا  شـده  تهیه هاي داربست ساختار
 حفـظ  گرفتنـد.  قـرار  مطالعـه  مـورد  نـوري  میکروسـکوپ  و کروم تري

 محـیط  شـده،  زدایی سلول داربست در تخلل وجود و کلاژن هاي رشته
 د.کن می فراهم بنیادي هاي سلول جایگزینی براي مناسبی

 از نتایج کلاژن هاي رشته حفظ و حضور بررسی براي و راستا همین در
 بـه  کـلاژن  هـاي  رشته ها گروه تمام در داد نشان کروم تري آمیزي رنگ

 ).4شکل ( است شده حفظ کنترل ۀمونن به نسبت زیادي میزان
 است. شده آورده 5 شکل در نیز مذکور هاي نمونه یتسم آزمون نتایج

 یتیسـم  هیچگونـه  که است آن از حاکی ساعت، 24 از پس مشاهدات
 از پـس  وجـود  ایـن  بـا  ).A,B,C,D - 5 شکل( ندارد وجود ها نمونه در

 24 زمـان  بـه  نسـبت  تکثیـر  اثـر  در ها سلول تعداد ساعت 48 گذشت
 نشــان )E,F,G,H - 5 شــکل( تصــاویر و اســت یافتــه افــزایش ســاعت

 )E - 5شکل ( کنترل ۀنمون با مقایسه در ،نمونه سه هر در که دهد می
ـ در زمان افزایش با اما ندارد. وجود یتیسم   یتسـم  انـدکی  S2 ۀنمون

 بـین  از که است آن بیانگر کلی مشاهدات ).F - 5 شکلشود( می دیده
 اي گزینه T3S4 ۀنمون اند، گرفته قرار یتسم آزمون مورد که اي نمونه 3

 نتایج

 :. تصویر رنگ آمیزي تري کروم از نمونه هاي4شکل
(A) S2 ،   (B) S2.5 ،   (C)  S3،   (D) T2 ،   T2.5 (E) ،   (F) T3 ،   (G) S3T2 ،   (H) S2.5T4   و   (I) T3S4 
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 نمونـه  ایـن  زیرااست،  استخوانی طبیعی داربست ساخت براي مناسب
 یتسـم  آزمـون  در مشـکوك  ۀنتیج ـ فاقـد  S2 محلـول  بـا  مقایسه در

 خـود  از بهتري سلولی حذف T2 محلول به نسبت همچنین و باشد می
 است. داده نشان

 

 
 هـاي  مکانیسم توسط ترمیم براي خوبی بسیار توانایی استخوان اگرچه
 گسـترده،  هـاي  آسـیب  ماننـد  بالینی خاص شرایط در اما دارد، طبیعی

 ممکـن  اسـتخوان  طبیعی ترمیم ها، بیماري یا مادرزادي هاي ناهنجاري
 بازسـازي  مـواردي،  چنین در بنابراین .باشد ناکافی یا کند خیلی است

 منحصراً اسفنجی استخوان .)5،31(شود می توصیه پیوند انواع اب استخوان
 .شـود  مـی  اسـتفاده  اسـتخوان  تقویـت  منظور به عیوب کردن پر براي

 در ۀ آنهـا جمل ـ ازاسـت کـه    مزایایی داراي اتولوگ اسفنجی استخوان
 ـا بـا  .است بالینی استفاده براي ایمنی و بودن دسترس  ـا حـال،  نی  نی

 ،بافـت  ةدهند تحویل محل در عوارض ایجاد مانند یبیمعا يدارا روش
 راسـتا،  ایـن  در .)5(اسـت  عمل از پس مداوم درد و یجراح در يدشوار

 توانـایی  ،متخلخـل  هـاي  داربست از استفاده و استخوان بافت مهندسی
  بازسازي در آلوگرافت و اتوگرافت پیوندي بافت تقاضاي افزایش بر غلبه

 بـه  آلوژنیـک  هـاي  بافت از زدایی سلول .)32،33(دارد را یاستخوان واقصن
 حداقل به رايب مهم ۀمرحل یک ،داربست یک عنوان به استفاده منظور

 بحث

  هاهاي فیبروبلاست کشت داده شده بر روي نمونه. وضعیت سلول5شکل

 
(A) کنترل   

 
(B) S2 

پس 
 از

 24 
 ساعت

 
(C) T2 

 
(D) T3S4 

 
 (E) کنترل   

 
(F) S2 

پس 
 از

 48 
 ساعت

 
(G) T2 

 
(H) T3S4 
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 در که آنجا از .است بیماري انتقال خطر کاهش و ایمنی پاسخ رساندن
 حیـوانی  بافت چندین پیوند از اي کننده امیدوار نتایج مختلف مطالعات

 استخوان بافت زدایی سلول پژوهش، این در ما هدف ،)37تـا 34(دارد وجود
 براي زنوگرافت بالقوه داربست یک عنوانبه  استفادهبراي  گاو اسفنجی

 منـابع  سـایر  بـا  مقایسـه  در .اسـت  اسـتخوان  بافـت  مهندسی ۀمطالع
 ســاختار بــه شــباهت دلیــل بــه گــاو اســفنجی اســتخوان ،اســتخوانی

Haversian بـه  نسـبت  بیشـتر  متـابولیکی  فعالیـت  انسـان،  استخوان 
 اسـتخوان  فیـز یاپ از يزیاد مقادیر بودن دسترس در ،متراکم استخوان

 عنـوان  بـه  استخوانی، هدایت و استخوانی القاي ویژگی همچنین و گاو
 .)38(اسـت  شـده  گرفتـه  نظـر  در بافت مهندسی براي مناسب مدل یک

 صـورتی  بـه  هـا،  سلول یتمام حذف مناسب، داربست به دستیابی براي
 ،دنگیر قرار تأثیر تحت شده زدایی سلول ماتریس عملکرد و ساختار که

  .)39(است الزامی
 بـین  از شـیمیایی  ةشویند مواد توسط ها سلول غشاي پژوهش، این در

 یــونی غیــر ةشــویند مــواد جملـه  از شــیمیایی، مــواد انــواع از و رفتـه 
)TritonX-100( یونی و )SDS (است شده استفاده.  

 ،استاندارد الزامات داشتن نظر در با SDS محلول ،تحقیقات از برخی در
 میزبان بافت هاي سلول DNA از %90 حداقل یا و کامل حذف به منجر

 ،)40(مـوش  يبـازو  :جملـه  از ،است شده مختلف هاي اندام و ها تباف در
 ةرود ،)43(خـوك  قلـب  ۀدریچ ،)42(خوك قلبی ۀماهیچ ،)41(خوك ۀقرنی

 مـوش  هـاي  ریـه  ،)46(انسـان  رگ ،)45(خـوك  هکلی ـ ،)44(خـوك  کوچک
 .)49(انسان قلب و )47،48(انسان و خوك صحرایی،

 را بافـت  ۀناخواست ةدهند تشکیل مواد موفقیت با تواند می SDS اگرچه
 و سـاختاري  هـاي  پـروتئین  بـه  تواند می ،حال عین در اما ببرد، بین از

 در موجـود  کـلاژن  مثـال،  عنـوان  بـه  .برسـاند  آسیب نیز سیگنالینگ
 شـده  فشـره  انـد،  شده زدایی سلول SDS محلول با که قلبی هاي دریچه
 به نسبت ك،خو و انسان ةشد زدایی سلول هاي ریه ECM یا و )43(است

 SDS .)48(دنرس ـ مـی  نظـر  بـه  تـر  اي رشـته  بافـت،  ۀاولی ـ صـاف  ساختار
 شـده  زدایی سلول بافت کامل شستشوي نابراینب ،است یسم همچنین

 بستر این در دوباره که ییها سلول ماندن زنده از تا است ضروري آن با
 اکثـر  کـه  حـالی  در .)44(شـود  حاصـل  اطمینـان  شوند، می داده کشت
 بـافر  نمک مانند هایی محلول با باید معمولاً شده زدایی سلول هاي بافت

 یـونی  ماهیت دلیل به SDS حذف ولی ،شوند می شسته )PBS( فسفات
 دنبـال  بـه  نیـاز  مـورد  ةگسـترد  شستشـوي  فرآینـد  .است دشوارتر آن

 عامــل یــک عنــوان بــه SDS اســتفاده معایــب دیگــر از زدایــی، ســلول
 حذف براي اغلب X-100 تریتون یونی غیر عامل .)52(است زدایی سلول
SDS زدایـی  سـلول  در ویـژه  بـه  عمـل  این .شود می استفاده مانده باقی 

 TritonX-100 .)51تـا 49و40،44،47(اسـت  بوده رایج بدن اعضاي کل تزریقی
 عنوان به تنهایی به معمولاً بلکه است، مفید شستشو فرآیند در تنها نه

 آنجا از محلول این .گیرد می قرار استفاده مورد زدایی سلول محلول یک
 و بـوده  برخـوردار  SDS به نسبت کمتري سختی از است، یونی غیر که
 .)52(آورد می وارد کمتري آسیب بافت ساختاري یکپارچگی به نهایت در

 بـا  زدایـی  سـلول  شـرایط  ترین مناسب تعیین منظور به پژوهش این در
 و هـا  محلول آنها، ترکیبی محلول و TritonX-100 و SDS هاي محلول

 هـاي  نمونه ،ابتدا ،کار این براي شدند. ارزیابی مختلفی زمانی هاي دوره
 محلـول  یـک  در ،سـپس  شـدند،  داده شـو شست مقطر آب با استخوانی
 بـا  سـپس،  گرفتند. قرار اتر اتیل دي در ،سپس و %5 هیدروژن پراکسید

 .دشدن هداد شستشو مقطر آب با مرتبه 5 آن از بعد و %70اتانول
 و TritonX-100 و SDS مختلـف  هاي محلول با ها نمونه ۀهم سرانجام،
 زدایـی  سلول تحت مختلف زمانی هاي دوره در آنها از ترکیبی همچنین

 انجـام  زدایی سلول کیفیت ارزیابی براي H&E آمیزي رنگ .گرفتند قرار
 .گرفت
 بـا  شده زدایی سلول هاي نمونه در ها سلول حذف که داد نشان ما نتایج
SDS است بوده بیشتر %2 غلظت به نسبت %3 و %5/2 هاي غلظت در، 
 کـه  اسـت  همـراه  ساختار تخریب با سلولی حذف و پاکسازي این ولی
 محلول با زدایی سلول ،دیگر سوي از .یستن مطلوب داربست ۀتهی براي

TritonX-100 3 و %5/2 هـاي  غلظـت  بـه  نسـبت  نیـز  %2 غلظت با،% 
 ـ نیـز  تلفیقـی  هـاي  روش در داد. نشـان  را نتیجـه  بهترین  T3S4ۀ نمون
 تأییـد  منظـور  بـه  همچنـین  داشـت.  را سـلول  حـذف  ۀنتیج ـ بهترین

 توسـط  هـا  نمونـه  سـاختار  در هـا  کـلاژن  حضور زدایی، سلول اثربخشی
 ۀهم ـ در که بود آن از حاکی نتایج و شد ارزیابی کروم تري آمیزي رنگ
 شدند. حفظ شاهد ۀنمون از يبالاتر مقدار در کلاژن هاي افیال ها، گروه

 ساعت 48 و ساعت 24 طی ها نمونه ،یسلول تیسم ةمشاهد منظور به
 بـا  سـه یمقا در هـا  نمونـه  در یتیسم چیه که گرفتند قرار ارزیابی مورد
 تیسـم  زمـان،  گذشت با اما )،E - 5 (شکل نشد مشاهده شاهد ۀنمون
 آن بیـانگر  کلـی  مشاهدات .)F - 5 (شکل شد دیده S2 ۀنمون در یکم

 ۀنمون اند، گرفته قرار یتسم آزمون مورد که اي نمونه 3 بین از که است
T3S4 اسـت  استخوانی طبیعی داربست ساخت براي مناسب اي گزینه. 

 آزمون در مشکوك ۀنتیج فاقد S2 محلول با مقایسه در نمونه این زیرا
محلول به نسبت همچنین و است یتسم T2 از بهتـري  سـلولی  حذف 

 است. داده نشان خود
 

 
 بــا زدایـی  سـلول  شـرایط  تـرین  مناســب تعیـین  منظـور  بـه  پـژوهش  ایـن  در

 و هــا محلــول آنهــا، ترکیبــی محلــول و TritonX-100 و SDS هــاي محلــول
 اسـتخوانی  هاي نمونه منظور، این براي شدند. ارزیابی مختلفی زمانی هاي دوره

 مـدت  در آنهـا  ترکیب و SDS، TritonX-100 از مختلفی هاي محلول توسط
 ارزیـابی  منظـور  بـه  H&E يزآمی ـ رنـگ  شدند. زدایی سلول مختلف هاي زمان

 در هـا  سـلول  حـذف  کـه  داد نشان ما نتایج و گرفت انجام زدایی سلول کیفیت
 بـه  نسـبت  %3 و %5/2 هـاي  غلظـت  در SDS بـا  شـده  زدایی سلول هاي نمونه

 تخریـب  بـا  سـلولی  حـذف  و پاکسـازي  ایـن  ولی است بوده بیشتر %2 غلظت
 دیگـر  سـوي  از .یسـت ن مطلـوب  داربسـت  ۀتهی ـ براي که است همراه ساختار
 هـاي  غلظـت  به نسبت نیز %2 غلظت با TritonX-100 محلول با زدایی سلول

 T3S4ۀ نمون نیز تلفیقی هاي روش در داد. نشان را نتیجه بهترین %،3 و 5/2%
 اثربخشـی  تأییـد  منظـور  بـه  همچنـین  داشـت.  را سلول حذف ۀنتیج بهترین

 گیرينتیجه
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 کـروم  تـري  آمیزي رنگ توسط ها نمونه ساختار در ها کلاژن حضور زدایی، سلول
 در کـلاژن  هـاي  افیال ها، گروه ۀهم در که بود آن از حاکی نتایج و شد ارزیابی
 ،یسـلول  تیسـم  مشـاهده  منظور به شدند. حفظ شاهد ۀنمون از يبالاتر مقدار
 چیه ـ کـه  گرفتنـد  قـرار  ارزیـابی  مـورد  سـاعت  48 و سـاعت  24 طی ها نمونه

گذشـت  بـا  امـا  نشـد،  مشـاهده  شـاهد  ۀنمون با سهیمقا در ها نمونه در یتیسم 
 کـه  دهـد  یم نشان یکل مشاهدات .شد دیده S2 ۀنمون در یکم تیسم زمان،

 اسـتخوان  داربسـت  ساخت يبرا یمناسب ۀنیگز T3S4 ۀنمون ها، نمونه نیب در
 داربسـت  سـاخت  در تواند می پژوهش این در آمده دست به نتایج بود. یعیطب

 مـورد  اسـتخوان  ترمیمـی  پزشـکی  و بافـت  مهندسـی  بـراي  مناسـب  طبیعی
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