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Introduction: Extracellular matrix of natural tissues can be used as a scaffold for reconstructing biological tissues and 

organs. In this study, decellularized human gingival matrix was used as a scaffold for investigating the interactions of rat’s 

bone marrow mesenchymal stem cells with human gingival matrix.  

Materials & Methods: To reach this goal, human gingival tissues were decellularized by two detergents sodium dodecyl 

sulfate (SDS) and Triton X-100. After washing and sterilization procedures, scaffolds were divided into 3 groups. Low 

density (LD) group was cultivated with 8×104 cells /cm2, high density (HD) group was cultivated with 8×105 cells/cm2, and 

control (C) group, was maintained in culture medium without any cells. Microscopic sections were prepared from the 

scaffoldsbefore and after 1, 2 and 4 weeks of culture with mesenchymal cells and were stained with Hematoxylin-Eosin. 

Repeated measure ANOVA was used to study the cell density alteration significance within the matrixes and post tests of 

means comparisons were performed within and between the groups. Also, gingival samples before and after decellularization 

procedure were investigated by scanning electron microscopy.  

Results: Histological study of decellularized scaffolds revealed that nuclear and cellular components of the tissues were 

completely removed. Scanning electron microscopy of the scaffolds indicated that collagen fibers of connective tissue 

remained intact. Study of the scaffolds 1, 2 and 4 weeks after culture, revealed penetration of mesenchymal stem cells in 

scaffold, migration of cells towards connective tissue’s papilla, and moreover epithelium-like structures. Statistical analysis 

indicated that cell density in HD group was significantly (P<0.05) higher than LD group. Cell density in both LD and HD 

groups significantly increased at 2nd week and decreased after4 weeks of culture. 

Conclusion: According to the results, scaffolds prepared from human gingival matrix can be a suitable scaffold for 

studying In vitro cell behaviors during oral wound healing. 

Key words: Extracellular matrix, epithelium, interaction, scaffold, human gingiva, mesenchymal stem cells.  

#### Corresponding Author: mahdavin@um.ac.ir 

J Mash Dent Sch 2012; 36(1): 79-90 . 

 ------------------------------------------------------   

  09153114338، 0511-8762227: تلفن، زيست شناسي، گروه علومدانشكده دانشگاه فردوسي، ميدان آزادي، مشهد، : مسؤول،نشاني مولف  #

  E-mail:  mahdavin@um.ac.ir  



     
              

  

 )و همكاران زهرا يارجانلي(                                                                        ...      بررسي هيستولوژيك برهم كنش ميان سلول هاي بنيادي                80

  چكيده

در . ها بكار برد ها و اندام بازسازي بافتتوان برداشت و به عنوان داربست زيستي براي  را ميهاي طبيعي  بافتماتريكس خارج سلولي  :مقدمه

 يهاسلولهاي هيستولوژيك ميان  كنشبرهم بررسيزدايي شده بافت لثه انسان، به عنوان داربستي جهت  از ماتريكس سلول اين مطالعه

  . انسان، استفاده گرديد بافت لثهخارج سلولي ماتريكس  و رت ويستارمغز استخوان گرفته شده از ي ميمزانش ياديبن

 X-100و تريتون  )SDS(سديم دودسيل سولفات   هاي لثه انسان با استفاده از دو شويندهبراي وصول به اين هدف، ابتدا بافت :ها مواد و روش

 cells /cm2 با كه) LD(تراكم  گروه كم: ها به سه گروه تقسيم شدند پس از مراحل شستشو و استريليزاسيون، داربست. زدايي شدندسلول

نگه داشته بدون سلول در محيط كشت كه ) C(و گروه كنترل  ندسلول كشت شد cells /cm2105×8 كه با) HD(گروه پرتراكم  سلول و 8×104

استفاده از تهيه و با  مقاطع ميكروسكوپي ،مزانشيميهاي  هفته از كشت با سلول 4و  2، 1پس از گذشت  قبل و هاي تهيه شده داربستاز . شد

و  Repeated measure ANOVAسلولي به روش هاي  داربست اكم سلوليتر غييراتي تدار معني. ددنآميزي ش رنگائوزين - هماتوكسيلين

زدايي  هاي لثه قبل و پس از فرآيند سلول همچنين تعدادي از نمونهشد و  بررسيطور درون و برون گروهي ه بها  ميانگين مقايسهپس آزمون 

  .قرار گرفتندنگاره مطالعات ميكروسكوپ الكتروني  مورد

بررسي . ندا هاز بافت حذف شدكامل  طوره بها و اجزاي سلولي  كه هسته نشان دادزدايي  ها پس از سلول هيستولوژيك داربست  مطالعه :ها يافته

 ها داربست  مطالعه. بافت همبند سالم مانده استدر هاي كلاژن  رشتهزدايي،  مشخص كرد كه طي فرآيند سلول نگارهبا ميكروسكوپ الكتروني 

تشكيل  پاپيلاهاي بافت همبند وت به سم ها مهاجرت سلول داربست،در  هاي بنيادي مزانشيمي نفوذ سلولهفته پس از كشت  4و  2، 1

) >05/0P(ي دار معني طوره ب HDگروه  هاي داربستآناليزهاي آماري مشخص كرد كه تراكم سلولي در . را نشان داد ه اپيتليومساختارهاي شب

  . ي يافتدار معنيچهارم كاهش   و در هفته دار معنيدوم افزايش   در هفته HDو  LDتراكم سلولي در هر دو گروه  .بود LDاز گروه بيشتر 

رفتارهاي سلولي طي تواند بستر مناسبي جهت بررسي  كه داربست حاصل از ماتريكس لثه انسان ميدهد  نشان مينتايج حاصل  :گيري نتيجه

  .باشدآزمايشگاهي در شرايط  هاي دهاني ترميم زخم

  .هاي بنيادي مزانشيمي داربست، لثه انسان، سلول كنش،م اپيتليوم، برهماتريكس خارج سلولي،  :هاي كليدي واژه
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   مقدمه

لثه بخشي از مخاط جونده است كه زوايد آلوئولي 

در . كند ها را احاطه مي گردن دندانپوشاند و  ها را مي فك

اغلب لثه ها،  ها و گونه لب  مقايسه با بافت نرم پوشاننده

دهد كه به  اتصال محكمي به استخوان زيرين تشكيل مي

لثه . كند مقاومت در برابر سايش با مواد غذايي كمك مي

 چسبنده، )زاد آ(مارژينال   از نظر آناتوميكي به سه ناحيه

 چسبندهآزاد و   لثه )1(.گردد دنداني تقسيم مي و بين) متصل(

. گردند لثه از هم جدا مي  توسط خطي به موازات حاشيه

  لثه از نظر ميكروسكوپي از اپيتليوم مكعبي مطبق، تيغه

فيبرهاي  )2(.ي و آستر مخاط زيرين تشكيل شده استميان

كند،  لثه كه به نگهداري لثه در مجاورت دندان كمك مي

تشكيل  IIIو تاحدي كلاژن نوع  Iاساساً از كلاژن نوع 

  قابل آماس ـافت را در مـاين ب ،ود كلاژنـوج )3(.اند دهـش

)4(.كند تر از مخاط آلوئولي مي مقاوم
 

به دليل تراكم بالاي كلاژن در مخاط دهان، در چندين 

از تركيبات متفاوت كلاژن براي تهيه داربست مطالعه 

 .استفاده شده است هاي حفره دهان جهت درمان زخم

Butler هاي متخلخل كلاژنماتريكس، نشاو همكار-

گليكان پوشيده با الاستومر سيليكان را با  ومينآ  گليكوز

هاي اپيتليال مخاط دهان انسان كشت دادند و به  سلول

هاي كلاژني ممكن  ماتريكس )5(.پشت موش پيوند زدند

دهان   است در مهندسي بافت كام و هر جاي ديگر حفره

محيط  با طور كامله بمناسب باشند، اما محيط دهاني 

علاوه، نشان داده شده كه درمان ه ب. تفاوت داردپوست 

از  )6(.باشد دهان كاملاً متفاوت مي  زخم در پوست و حفره

محدود، مقاومت  هاي كلاژني طول عمر معايب ماتريكس

ضعيف اپيدرم به  ندك در برابر انقباض، همچنين اتصالا
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همچنين بعضي از اين . توان ذكر نمود آن را مي

هاي كلاژن منجر به بروز عوارض ايمني  ماتريكس

  )7(.گردند مي

هاي طبيعي  از ماتريكس، كلاژنيهاي  علاوه بر داربست

اده شده استف )8(دهان لپيوند در داخ جهتمانند آلودرم 

و از طريق فرآيند انسان از پوست جسد  آلودرم .است

كه عناصر ضروري ساخته شده است خشك - فريز

ساختمان بافت شامل توزيع و معماري دستجات كلاژن را 

 )9(.زند نمي آسيب
Clark  و همكارانش از آلودرم براي

درمان شكاف كام استفاده نمودند و پيشنهاد كردند كه 

هاي وسيعي كه  شكاف  آلودرم براي استفاده در بستن اوليه

گردد، يك داربست سالم و  در كام سخت و نرم ايجاد مي

درم به عنوان حال، استفاده از آلو با اين )10(.باشد مؤثر مي

مقرون به صرفه  آزمايشگاهي شرايط يك مدل تست در

بافت همبند گرفته شده از پوست به  علاوه،ه ب. باشد نمي

تواند مورفولوژي اپيتليوم و  دليل تفاوت در منشأ آن مي

درنتيجه تكوين مدل مخاط دهان را تحت تأثير قرار 

  )11(.دهد

حال، تاكنون داربستي از لثه انسان به منظور  اين با 

ها با مخاط دهان طي ترميم زخم  كنش سلول بررسي برهم

رو در اين مطالعه تلاش شد بافت  ناز اي. تهيه نشده است

هاي مختلف فيزيكي و شيميايي  لثه با استفاده از روش

رفتار   جهت مطالعهزدايي گردد و به عنوان داربستي  سلول

بكار  رت ويستارهاي بنيادي مزانشيمي مغز استخوان  سلول

  .رود

   ها مواد و روش

هاي لثه انسان با كمك متخصص و جراح لثه در نمونه

كلينيك تخصصي دندانپزشكي و با رعايت اصول اخلاقي 

  ها متعلق به مردان و زنان  نمونه. مربوطه تهيه گرديد

هاي سيستميك و غيرسيگاري  ، فاقد بيماري ساله 45-20

دندان   پروتز و جراحي-هاي ترميمي بود كه جهت درمان

  قطعات لثه. عقل نهفته به كلينيك مراجعه كرده بودند

در سرم فيزيولوژي در دماي صفر   ها حاصل از جراحي

پس از جدا نمودن . درجه در يخچال نگهداري شدند

به . رسيد mm5×mm5ها به  بافت  زهقطعات اضافي، اندا

در فسفات  SDS %1، از محلول ها زدايي بافت منظور سلول

% 1ساعت و سپس محلول  24به مدت ) PBS(بافر سالين 

همراه با (ساعت  12به مدت  PBSدر  X-100تريتون 

به منظور . استفاده گرديد) همزدن دستي و در دماي اتاق

ساعت در  2ها به مدت  ها از بافت، نمونه خروج شوينده

PBS  اين . ور شدند غوطه% 75قرار گرفتند، سپس در اتانل

از بافت،  SDSبار تكرار شد تا از خروج  8مرحله از كار 

ها  به منظور استريليزاسيون، داربست. اطمينان حاصل گردد

از اين مرحله (قرار گرفتند % 70دقيقه در اتانل 30به مدت 

براي حذف الكل، ). جام گرفتبه بعد زير هود لامينار ان

ساعت  1ها با آب مقطر استريل شسته و به مدت  داربست

  .استريل قرار داده شدندPBS  در

هاي بنيادي مزانشيمي مغز  سازي سلول براي آماده

استخوان، رت نر بالغ نژاد ويستار با استفاده از كلروفرم 

بيهوش و استخوان فمور آن در شرايط كاملاً استريل جدا 

ابتدا دو سر استخوان جدا و محتويات آن با تزريق . گرديد

DMEMمحيط كشت 
) FBS(سرم جنيني گاو % 10حاوي  1

استرپتومايسين به داخل آن استخراج / سيلينپني µl10و 

شد و سوسپانسيون حاصل به فلاسك انتقال يافت و در 

پس  .نگهداري گرديد CO2 %5و  c 37°انكوباتور با دماي 

ساعت از كشت اوليه محيط كشت آن تعويض  24از 

. به كف فلاسك باقي ماندند چسبندههاي  گرديد و سلول

بار تعويض گرديد  يك روز 3- 4ها هر  محيط كشت سلول

  .ها پس از پاساژ چهارم مورد استفاده قرار گرفتند و سلول

                                                 
1. Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) 
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لثه، ابتدا هاي  ها بر روي داربست براي كشت سلول

پس از . ها را تريپسينه نموده تا از فلاسك جدا گردند آن

ها از ظرف، محتويات آن در فالكون  جدا شدن سلول

ml20 تعيين تعداد پس از سانتريفيوژ و  .ريخته شد

هاي  ها با لام نئوبار، دو سوسپانسيون سلولي با ميزان سلول

  .تهيه گرديد µl50 سلول در 2×105و  2×104

ساعت نگهداري در محيط  24ها پس از  داربست

. اي قرار گرفتند خانه 24كشت، در ظروف كشت 

تراكم، پرتراكم و  تايي كم 12ها به سه گروه  داربست

 cells /50µl گروه كم تراكم با ميزان. كنترل تقسيم گرديدند

بر روي هر  cells /50µl 105×2 با وگروه پرتراكم 2×104

داربست كشت شدند و در گروه كنترل تنها محيط كشت 

پس از افزودن سوسپانسيون . ها اضافه گرديد به داربست

محيط كشت  ml1، به هر چاهك ها سلولي به داربست

  ها تعويض حيط كشت آنبار م روز يك 3- 4افزوده و هر 

  .گرديد

زدايي،  جهت مطالعه مورفولوژي و كنترل سلول

هفته پس از كشت با استفاده از  4و  2، 1ها قبل و  داربست

فيكساتور بوئن تثبيت و پس از مراحل پاساژ بافتي و 

ها مقاطعي  از قالب. گيري شدند آغشتگي به پارافين، قالب

سپس با ميكرون تهيه گرديد و  5با ضخامت 

 -هماتوكسيلين وايگرت  و )H&E(ائوزين  -هماتوكسيلين

  . آميزي شدند رنگ) H&P(پيك اينديگو كارمين 

پس از مراحل  H&E آميزي رنگمقاطع تهيه شده در 

دقيقه با  5-7دهي، به مدت  پارافين زدايي و آب

شده و پس از  آميزي رنگ (Art 4302) هماتوكسيلين

  به مدت 70ري در الكل شستشو با آب جاري و قرارگي

. آميزي شدند رنگ (C.I.Nr. 45380) دقيقه با ائوزين 1- 2

  .، شفاف سازي و مونتاژ انجام گرفتدهي آبسپس مراحل 

  از ا ـه ستهـهتر هـشخيص بـجهت تژوهش ـن پـدر اي

بدين . استفاده گرديد H&P آميزي رنگكلاژن از هاي  رشته

، به دهي آبصورت كه مقاطع پس از پارافين زدايي و 

 آميزي رنگدقيقه با هماتوكسيلين وايگرت  5-7مدت 

 4-10به مدت ها  پس از شستشو با آب مقطر لام. شدند

مشابه قبل . ندشد آميزي رنگثانيه با پيك اينديگوكارمين 

سپس . سازي و مونتاژ انجام گرفت، شفاف دهي آبمراحل 

ساخت  Olympus IX70(نوري  كروسكوپيها با م لام

متصل  Canon يعكاس نيبا دورب ريمشاهده و تصاو) ژاپن

  .ندشد تهيه كروسكوپيمبه 

 Leoتهيه مقاطع ميكروسكوپ الكتروني نگارهبه منظور 

-VP1450) ها پس از شستشو با سرم  نمونه) ساخت آلمان

 ديگلوترآلدئ كساتوريساعت در ف 24به مدت  ،يولوژيزيف

. شدند تثبيتمولار  1/0 ميسد لاتيبا بافر كاكود% 5/2

با % 1 ديتتراكسا مياسم كساتوريبا ف پس از شستشو با بافر،

 تثبيتساعت  1مولار به مدت  1/0 ميسد لاتيبافر كاكود

ها با درجات  پس از شستشو با بافر، نمونه. ندگرديد

 يريآبگ%) 100و % 90، %70، %50، %30(اتانل  صعودي

 قرار ديگر يها رو شدن، نمونه  خشك زپس ا. شدند

ها با  نمونه .شدند اندهپوش وميپالاد-گرفتند و با پوشش طلا

ساخت  Leo-VP1450(ميكروسكوپ الكتروني نگاره 

  .مشاهده و تصويربرداري شدند) آلمان

نمونه داربست از هر  3 ،يتراكم سلول يبررس يبرا

با ها در مقاطع تهيه شده  سلول. ديغلظت آماده گرد

شده و شمارش  100X ييو با بزرگنما H&E يزيآم رنگ

cmدر مساحت 
براي  يمحاسبات آمار. محاسبه گرديد 21

اي  برنامه رايانه بكارگيريبا بررسي اثربخشي تيمارها 

Graph Pad Prism هاي  آناليز متغير ازRepeated measure 

در ها  ي تفاوت ميانگيندار معنيبراي بررسي . استفاده شد

 .استفاده شد Tukeyهر گروه تيمار از پس آزمون آماري 

 . ديرسم گرد Excelافزار  نمودار با استفاده از نرم
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   ها يافته

در اين مطالعه به منظور تهيه داربست از لثه انسان 

ثه ابتدا با استفاده از تركيبي از هاي ل ، بافت)1 تصوير(

. زدايي گرديدند هاي فيزيكي و شيميايي سلول روش

گردد، مطالعه  مشاهده مي 2تصوير همانطور كه در 

نمايانگر  H&Eآميزي ها با رنگ هيستولوژيك داربست

پس از فرآيند  ها و اجزاي سلولي از بافت لثه حذف هسته

 . باشد مي ل زداييسلو

سازي بر ساختار  جهت بررسي تأثير فرآيندهاي آماده

هاي كلاژن بافت از ميكروسكوپ الكتروني نگاره  رشته

شود كه اپيتليوم  مشاهده مي 3تصوير در . استفاده گرديد

هاي كلاژن بافت سالم  بافت همبند حفظ گرديده و رشته

  .اند باقي مانده

هفته پس از  4و  2، 1هاي تهيه شده قبل و  داربست

هاي بنيادي مزانشيمي گرفته شده از مغز  كشت با سلول

مطالعات . استخوان رت مورد بررسي قرار گرفتند

ها بر روي  ت سلولشناسي يك هفته پس از كش بافت

ها در سطح  نمايانگر استقرار سلول) 4تصوير (داربست لثه 

ها به  نفوذ سلول ،)A-4تصوير ( داربست از جمله اپيتليوم

ها به مجاورت پاپيلاهاي  مهاجرت سلولو  بافت همبند

 .باشد مي )B-4تصوير (بافت همبند 

هايي كه  مشخص است، سلول 5همانطور كه در شكل 

اول به صورت يك لايه روي اپيتليوم قرار داشتند   در هفته

در هفته دوم تقسيم شده و ساختاري چند لايه شبيه 

  . را تشكيل دادند )A-5تصوير (اپيتليوم 

از نتايج جالب هفته چهارم تشكيل ساختارهايي شبيه 

. توان ذكر نمود هاي خوني در بافت همبند را مي حوضچه

تر و  م به شكل منظمهاي سلولي بر روي اپيتليو لايه

  علاوه بر اين، در هفته. تري قرار گرفته بودند گسترده

هايي از ماتريكس در حال  چهارم در اطراف داربست بخش

مشاهده گرديد كه  )B-5تصوير (تخريب و جدايي از آن 

ها نيز وجود  ها آثار سلولي و گاهي خود سلول در ميان آن

  .داشتند

ها با دو ميزان سلولي متفاوت  در اين مطالعه داربست

cells/cm
هاي  بررسي. كشت شدند 8×104 و 8×105 2

نشان داد كه تراكم سلولي ) 1و نمودار  1جدول ( آماري

ه بتراكم  هاي كم هاي پرتراكم نسبت به داربست در داربست

ها در  علاوه بر اين، تعداد سلول. ي بيشتر بوددار معني طور

در  و دار معنيدوم افزايش   هر دو نوع داربست، در هفته

  . ي را نشان داددار معنيچهارم كاهش   هفته

  

  

  

  

  
نماي كلي لثه انسان؛ ساختار كلي بافت لثه انسان شامل :  1تصوير 

و با  10Xنمايي  را با درشت) B(و اپيتليوم ) A(بافت همبند 

 .دهد نشان مي H&Pآميزي  رنگ
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 40X نمايي و درشت H&Eآميزي  زدايي با رنگ از فرآيند سلول (B)و بعد (A) لثه قبل  زدايي؛لثه انسان قبل و بعد از فرآيند سلول:  2تصوير 

  .باشد ها مي دهد و پيكان نمايانگر سلول حذف اجزاي سلولي را نشان مي

  

  

  

  

  
 Bزدايي، شكل  حفظ ساختار كلي لثه انسان پس از سلول Aزدايي با ميكروسكوپ الكتروني نگاره؛ شكل  بررسي لثه انسان پس از سلول:  3تصوير 

نشانگر   پيكان. دهد زدايي شده نشان مي هاي كلاژن را در لثه سالم و لثه سلول رشته Dو  Cاپيتليوم را به صورت يك توري خالي از سلول و شكل 

  .باشد ي بافت همبند ميپاپيلاها
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ها به مجاورت  و مهاجرت سلول (A)ها روي اپيتليوم  هاي بنيادي مزانشيمي در هفته اول پس از كشت؛ استقرار سلول مطالعه رفتار سلول:  4تصوير 

  .باشد ميها  دهد و پيكان نمايانگر سلول نشان مي 40Xنمايي  و درشت H&Pآميزي  را با رنگ (B)پاپيلاهاي بافت همبند 

  

  

  
تشكيل اپيتليوم جديد بر روي اپيتليوم  Aشكل  هاي بنيادي مزانشيمي با داربست لثه در هفته دوم و چهارم پس از كشت؛ كنش سلول برهم:  5تصوير 

  .دهد نشان مي H&Pآميزي  و رنگ 10Xنمايي  تخريب داربست در هفته چهارم با درشت Bو شكل  100Xنمايي  قبلي در هفته دوم را با درشت

  

 هاي كم تراكم و پرتراكم بين گروه هاها و انحراف معيار مقايسه ميانگين:  1جدول 

SEM Mean ها گروه  

24/15  22/158 اول  تراكم هفته كم   

64/17  44/244 دوم  تراكم هفته كم   

25/9  88/152 چهارم  تراكم هفته كم   

50/30  55/255 اول  تراكم هفتهپر   

35/31  44/376 دوم  تراكم هفتهپر   

34/19  18/199 چهارم  تراكم هفتهپر   

 ج ب
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  تراكم و پرتراكم؛  هاي كم مقايسه ميانگين تراكم سلولي در داربست:  1نمودار 

  

   بحث

در اين مطالعه تلاش شد تا با استفاده از دو شوينده 

SDS  و تريتونX-100  زدايي گردد سلولانسان بافت لثه .

SDS ها، حذف  با انحلال غشا، دناتوره كردن پروتئين

زدايي  اي موجب سلول هاي سيتوپلاسمي و هسته پروتئين

بافت و كاهش پاسخ ايمنوژنيك پس از پيوند داربست 

به آسيب به ساختار  SDSحال تمايل  با اين. گردد مي

و ) GAG(گليكان  طبيعي بافت، برداشت گليكوزامين

 تونيتر. باشد تفاده از آن ميتخريب كلاژن از معايب اس

 بيرا تخر نيپروتئ-ديپيو ل ديپيل-ديپيل يها كنش برهم

 بيآس نيپروتئ-نيپروتئ يها كنشاما به برهم كند يم

و موجب حذف  بودهبه بافت  هآن بست ييكارآ. زند ينم

GAG 12(.گردد يم(  

تواند  هاي كلاژن آن مي آسيب به ساختار بافت و رشته

ها را تحت  استحكام مكانيكي بافت، رفتار سلولبا اثر بر 

 با كمك ميكروسكوپ نوري وها  بررسي. تأثير قرار دهد

تخريبي در ساختار كلي بافت ، )3تصوير (الكتروني نگاره 

 نشان نداد وبافت همبند  هاي كلاژن رشتهلثه و همچنين 

زدايي موجب آسيب به بافت  روش سلولمشخص كرد كه 

  .استمكانيكي آن نگرديده هاي  يژگيلثه و تغيير در و

هاي اول، دوم و چهارم پس  هاي لثه در هفته داربست

. مطالعات هيستولوژيك قرار گرفتند مورد از كشت

هاي  مشخص است، سلول B-4تصوير همانطور كه در 

بنيادي مزانشيمي در هفته اول پس از كشت، به فاصله ميان 

اپيتليوم و بافت همبندي لثه كه غشاي پايه قرار دارد، 

مهاجرت كردند و در مجاورت پاپيلاهاي بافت همبند 

  . استقرار يافتند

غشاي پايه كه زير اپيتليوم دهاني قرار دارد، سدي بين 

هاي  مولكول. دهد بندي تشكيل مياپيتليوم و بافت هم

هاي اپيتليال  كه توسط سلول IVلامينين و كلاژن نوع 

+++ 

+ 
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سد  شوند در تشكيل اپيتليوم اهميت دارند و توليد مي

دهان از محيط ميان بافتي را تثبيت   حفره  اتصالي جداكننده

بيماري   شكست اين سد عامل مهمي در توسعه. كنند مي

ح آن براي درمان موفق باشد و اصلا پريودونتال مي

  )7(.پريودونتال يا بازسازي آن ضروري است

غشاي پايه در ها اجزاي گليكوپروتئيني مهم  لامينين

عصبي،  هاي نقش مهمي در مهاجرت سلولباشند و  مي

هاي  گليكوپروتئين )13(.دنكن ايفا مي ها تمايز و رشد آكسون

را به  ECMچسبنده از جمله فيبرونكتين و لامينين، اجزاي 

ها به  گليكوپروتئين. كنند ها متصل مي يكديگر و به سلول

هاي اختصاصي روي سلول و اجزاي غشاي پايه  گيرنده

شوند و اتصال سلول  متصل مي IVژن نوع  مانند كلا

با توجه به موارد مذكور  )14(.بخشند ياپيتليالي را سرعت م

لامينين موجب تحريك  رسد كه احتمالاً به نظر مي

ها در ناحيه غشاي پايه شده  مهاجرت و اتصال سلول

  . است

هايي كه به مجاورت پاپيلاها مهاجرت كرده  ميان سلول

محققين . درحال تقسيم مشاهده شد  بودند، تعدادي سلول

توجهي داراي بعضي  قابل طوره ب لامينيناند كه  نشان داده

باشد كه تنها زمان  هاي مشابه فاكتور رشد مي از توالي

ها  سلول احتمالاً )15(.گيرد قرار ميتجزيه در دسترس سلول 

در حين مهاجرت، لامينين را تجزيه نموده و موجب رهايي 

هاي  توالي. اند هاي مشابه فاكتور رشد گرديده اين توالي

كن است تقسيم مآزاد شده از لامينين م مشابه فاكتور رشد

اين ناحيه را تحريك نموده باشند كه تأييد اين سلولي در 

  .تري دارد دقيقهاي  مطلب نياز به بررسي

ا در ه همانطور كه در مقاطع تهيه شده از داربست

هاي هفته اول  هاي مختلف كشت ديده شد، در نمونه هفته

يافته و يك لايه بر روي ها بر روي اپيتليوم استقرار  سلول

، در هفته دوم )A-4تصوير (آن تشكيل داده بودند 

را افزايش داده   ها تكثير يافته و ضخامت اين لايه سلول

تازه تشكيل در هفته  هاي هاين لاي). A-5تصوير (بودند 

ساختارهاي  اين .تر شده بودند تر و منظم چهارم گسترده

قبلي توانستند باقي بمانند مشابه اپيتليوم تنها روي اپيتليوم 

اجزاي  احتمالاً. و اتصالشان را به داربست حفظ كنند

كراتيني موجود در اپيتليوم قبلي جايگاه مناسبي براي 

نموده هاي بنيادي مزانشيمي فراهم  اتصال و تكثير سلول

هاي  تچنانچه در قبل ذكر گرديد از معايب داربس. است

كه اين  )7(باشد مي ها به آن كلاژني اتصال ضعيف اپيدرم

كند كه با افزودن اجزاي كراتيني بر  مي مطالعه پيشنهاد

  .توان اين ضعف را برطرف نمود مي ها سطح آن

Wu هاي بنيادي  و همكارانش نشان دادند كه سلول

هاي ديابتي و غيرديابتي  مزانشيمي درمان زخم را در موش

بهبود ذ سلولي و رگزايي با تشكيل مجدد اپيدرم، نفو

بنيادي هاي  سلول ها مشاركت مستقيم آن )16(.بخشيدند

در بازسازي پوست و توانايي مزانشيمي مغز استخوان 

 مطالعه. دادند نشان  In vivoرا در شرايط ها  زايي آن اپيتليوم

هاي بنيادي مزانشيمي بند ناف انسان به  تمايز سلول اخير

اما توانايي  )17(نشان داد In vitroكراتينوسيت را در شرايط 

هنوز  In vitroبه كراتينوسيت در شرايط  BM-MSCsتمايز 

كند كه  مي اين مطالعه پيشنهاد .بررسي نشده است

بنيادي مزانشيمي مغز استخوان توانايي تمايز به هاي  سلول

  .دنباش مي را داراها  سمت كراتينوسيت

، In vivoسلول در شرايط -هاي ماتريكس كنش برهم

ها  ها در بافت سلول. باشد دوجهتي و پويا مييك فرآيند 

هاي  پيوسته اطلاعات محيط اطرافشان را از سيگنال
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زمان  ها هم پذيرند؛ سلولماتريكس خارج سلولي مي

كنند و مكرراً آن را تغيير شكل  ماتريكسشان را توليد مي

  ) 13(.دهند مي

ها زماني كه روي بافت همبندي لثه ساكن شدند،  سلول

هاي متراكم كلاژن  با ساختاري مشابه داربست درحقيقت

ر زيادي كلاژن يدازيرا بافت لثه شامل مق. روبرو گرديدند

تراكم  )1(.باشد مي IIIو ميزان كمتري كلاژن نوع  Iنوع 

. ها را ممانعت كند تواند مهاجرت سلول بالاي كلاژن مي

كه   و همكارانش نشان داد زماني Helary  مطالعه

هاي متراكم كلاژن روبرو شدند،  با ماتريكس ها فيبروبلاست

 )18(.هاي سست به داخل آن نفوذ كردند ديرتر از ماتريكس

مشاهده ها  در اين مطالعه نيز تأخير در مهاجرت سلول

ها  اول و دوم، سلول  در هفتهبدين صورت كه . گرديد

استقرار داشتند اما در  بيشتر در سطح و حاشيه داربست

اين . به داخل آن نفوذ كرده بودند هفته چهارم بيشتر

تواند  مي كند كه تراكم بالاي ماتريكس مي مطالعه پيشنهاد

  . مهاجرت سلولي را به تأخير اندازد

 2×105و 2×104 دو ميزان متفاوت در اين مطالعه از

نتايج . استفاده گرديدها  بر روي داربستكشت براي سلول 

دست ه بمشابهي در مورد دو گروه كم تراكم و پرتراكم 

و در  دار معنيبدين صورت كه در هفته دوم افزايش . آمد

مشاهده ي در تراكم سلول دار معنيهارم كاهش هفته چ

كند  مي پيشنهادافزايش تراكم سلولي در هفته دوم . گرديد

داشته مزانشيمي اثر ميتوژنيك هاي  لثه بر سلول كه داربست

مطالعات نيز نشان داده كه تراكم بالاي كلاژن  .است

 )18(.گردد مي ها موجب القاي تقسيم سلولي در فيبروبلاست

در هفته چهارم ممكن است به دليل  دار معنياما كاهش 

. خريب داربست بر اثر نفوذ سلولي ايجاد شده باشدت

 )B-5تصوير (همانطور كه در تصاوير هفته چهارم 

شروع به  براي نفوذ به داخل بافتها  سلولمشخص است 

بالاي تجزيه  ميزان احتمالاً .اند تجزيه و تخريب آن نموده

كه موجب هايي از داربست گرديده  باعث جدا شدن بخش

تراكم سلولي  دار معنيكاهش  وها از سطح  سلول جدايي

  .)1نمودار (در داربست گرديده است 

 Seedهاي  افزايش تعداد سلولدر برخي از مطالعات 

ها در داخل  شده بر روي داربست، تأثيري بر تراكم سلول

باعث ها  و افزايش تعداد سلول داربست نداشته است

به يكديگر و جدا شدنشان از سطح داربست ها  چسبيدن آن

تفاوت ) 1نمودار (ي آناليز آمار اما )19(.است گرديده

تراكم و پرتراكم در  هاي كم بين گروهي را دار معني

در هفته  نشان داد كههاي اول و دوم پس از كشت  هفته

تواند به  مي اين. ديده نشد دار معنيچهارم اين تفاوت 

پرتراكم ايجاد شده هاي  علت تخريب بيشتر در داربست

كند افزايش و يا كاهش  مي اين مطالعه پيشنهاد. باشد

از جمله نوع داربست و لفي تراكم سلولي به عوامل مخت

بستگي دارد و بر روي داربست ها  كردن سلول Seedروش 

توان تراكم سلولي  نمي ها تنها با افزودن تعداد اوليه سلول

  .افزايش دادصورت طولاني مدت ه بدر داربست را 

   گيري نتيجه

مجاورت ها به  مطالعات هيستولوژيك مهاجرت سلول

، تقسيم سلولي و نفوذ به بافت پاپيلاهاي بافت همبند

همبند در هفته اول، تشكيل ساختارهاي مشابه اپيتليوم در 

هاي خوني و  حوضچه ها به مهاجرت سلولهفته دوم، 

  .تخريب داربست در هفته چهارم را نشان داد

  از لثه  داربست تهيه شده ،با توجه به نتايج حاصل

رهاي تواند بستر مناسبي جهت بررسي رفتا انسان مي
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اميد . هاي داخل دهاني باشد سلولي در طي درمان زخم

هاي قابل پيوند با منشأ لثه  است در آينده با تهيه داربست

هاي آزاد لثه حل  انساني، مشكلات مربوط به جراحي

  .گردد

  

  

  

   تشكر و قدرداني

اين طرح به پشتيباني مالي پژوهشكده فناوري زيستي 

مربوط به طرح مصوبه  بودجه دانشگاه فردوسي مشهد و از

، همچنين معاونت محترم پژوهشي 2944 شمارهكاربردي 

مرواريد ساعي   دانشگاه فردوسي مشهد و با همكاري خانم

نسب انجام شده است كه بدين وسيله مراتب قدرداني از 

 . گردد ايشان اعلام مي
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