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Abstract 

Background: Obtaining cells from the patient, expanding cell population on a scaffold, and, 
eventually, grafting the tissue to the patient is one of the tissue engineering techniques to create 
replacement tissue structures. Blastema tissue is one of the cellular sources in this regard. This study 
investigated the use of human gum tissue to prepare a scaffold and the interaction between the three-
dimensional tissue scaffold and blastema tissue.  

Materials and Methods: In this experimental study, human gingiva was prepared and through 
snap freezing method and the use of sodium dodecyl sulfate (SDS) and Triton X-100, went through 
cell bleaching. Then the provided scaffoldings were placed in 2-day-old blastema rings and stored in 
culture media for 25 days. Sampling of the blastema and scaffolding tissues was done once every five 
days.  

Results: The results confirmed the removal of the cells from the prepared scaffolds. Also, 
histological studies in the fifth and tenth days indicated cell penetration into the blastema scaffolds. In 
the fifteenth day, in addition to penetration, blastema cells division and differentiation as well as 
epidermis genesis were observed. In the twentieth and twenty-fifth days, infiltration, cell division, and 
differentiation processes continued. 

Conclusion: The findings of this study indicated the possibility of creating a natural scaffold 
of human gingiva through this method. This scaffold can have an inductive effect on cell behaviors 
such as such as migration, adhesion, division, and probable differentiation. However, further studies 
for demonstrating the identity of the cells and other properties of such a scaffold as well as the 
possibility of using it in gingiva tissue engineering are recommended. 

Keywords: Blastema tissue, cell bleaching, cell matrix interactions, differentiation, gingiva 
three dimensional scaffolds  
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 چکیده
 

ها از فرد بیمار،  کردن سلول هاي مهندسی بافت براي ایجاد ساختارهاي بافتی جایگزین، جدا یکی از روش: زمینه و هدف
یکی از منـابع  . باشد گسترش دادن جمعیت سلولی روي یک داربست و در نهایت پیوند زدن بافت حاصل به فرد بیمار می         

هاي بین  در این مطالعه سعی شد از بافت لثه انسان در تهیه داربست استفاده شود و اینترکشن. سلولی، بافت بلاستما است  
  .داین داربست سه بعدي با بافت بلاستما بررسی شو

 و استفاده از دترژنت Snap freezingابتدا لثه انسان تهیه شد و سپس با روش در این مطالعه تجربی،  :ها مواد و روش
. زدایـی گردیـد    بافت حاصل سلولTriton X-100و Sodium Dodecyl Sulfate  (SDS)سدیم دودسیل سولفات 

 2هاي بلاستمایی  هاي تهیه شده درون حلقه سپس داربست. هاي مربوطه انجام شد شناسی با رنگ آمیزي هاي بافت بررسی
برداري از بافت بلاسـتما و داربـست    نمونه.  روز نگهداري شدند25در محیط کشت به مدت     و   روزه خرگوش قرار داده شد    

  . روز یک بار صورت گرفت5همراه آن هر 
 بافتی در روز پنجم و دهم، نفوذ نتایجوه بر این علا. ها از داربست آماده شده را تایید نمود ، حذف سلولنتایج :ها یافته
هاي  در روز پانزدهم علاوه بر نفوذ، تقسیم و تمایز احتمالی سلول. هاي بلاستمایی به داخل داربست را نشان داد سلول

ذ، تقسیم و در روز بیستم و بیست و پنجم، روند نفو. چنین اپیدرم زایی نیز قابل مشاهده بود  هم.بلاستمایی مشاهده گردید
  .چنان ادامه داشت ها هم تمایز سلول

این داربست .  نتایج نشان دادند که امکان تهیه یک داربست طبیعی از لثه انسان به این روش وجود دارد:گیري نتیجه
طالعات هر چند م.  تمایز باشدتواند داراي اثر القایی بر رفتارهاي سلولی از قبیل مهاجرت، چسبندگی، تقسیم و احتمالاً می

هاي مهندسی  چنین امکان استفاده از آن در روش هاي این داربست و هم ها و سایر ویژگی بیشتري براي اثبات هویت سلول
  .اي مورد نیاز است بافت لثه
  اي  داربست سه بعدي لثه،زدایی، برهم کنش سلول ماتریکس، تمایز سلول  بافت بلاستمایی،:کلیدي واژگان
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 قدمهم
هاي پستانداران، نه تنها با یکدیگر بلکه با  سلول

 (Extracellular matrix-ECM) خارج سلولی ماتریکس
 و  ماتریکس خارج سلولیبرهم کنش بین. در ارتباط هستند

.  نقش اساسی داردها سلولگیري و رفتار  ت در جهها سلول
اما بیشتر تحقیقات در مهندسی بافت، بیولوژي سرطان و 

. )1(بعدي انجام شده است هاي دو ي بنیادي در مدلها سلول
 اتصال و به صورت ها سلولعدي حرکت ب در مطالعات دو

شرایط داخل  و عملاً سدهاي فضایی که در بودهجدا شدن 
بنابراین استفاده از . تند، وجود ندارندهس (in vivo)بدن 
ي ها بافتهاي   ریز محیطتواند میهاي سه بعدي بهتر  مدل

تا کنون . زنده را جهت بررسی رفتارهاي سلولی تداعی کند
 در شرایط ها سلولهاي مختلفی جهت بررسی رفتار  داربست

 به توان میاند که از آن جمله  سه بعدي ساخته شده
.  اشاره نمودها ماتریژل  وفی کلاژن سنتزيهاي الیا ماتریکس

ها داراي نقایصی مانند عدم اجازه  اما هر یک از این داربست
 از توان می. )2(باشند غیره می وها سلولکنترل چسبندگی 

ي موجودات زنده جهت ها بافتماتریکس خارج سلولی 
براي این کار از .  استفاده کردها سلولبررسی رفتار مهاجرتی 

ي بافت از ها سلولي سلول زدایی جهت حذف تاثیر ها روش
 بهره برد تا در نهایت تنها توان میماتریکس خارج سلولی 

ماتریکس خارج سلولی از بافت باقی بماند و بتوان از آن به 
   .عنوان داربست استفاده نمود

ي دهانی ها بافتهاي پزشکی براي ضایعات  درمان
  لثهکلاژن .گیرد را در بر میها انسان  و دندانی سالیانه میلیون

به عنوان داربست طبیعی داراي سازش پذیري زیستی بالایی 
 )3(هاي داربست طبیعی بوده که این یکی از ویژگیباشد  می

و امکان جایگزینی آسان سلول و فاکتور رشد را فراهم 
  .)5، 4(کند می

اي  ي تمایز نیافتهها سلولبافت بلاستما گروهی از 
هایی از بدن یک موجود زنده قادر به  خشهستند که در ب

توانند در پیدایش و   میها سلولاین . باشند تقسیم و تمایز می
سیب آي ها بافتتکامل اعضاء و یا فرایند ترمیم و بازسازي 

هاي ترمیم در  یکی از بهترین مثال. دیده مشارکت نمایند

 پس از ایجاد سوراخ در ها بافتپستانداران، جایگزینی همه 
 . است)6(له گوش خرگوش نژاد نیوزلنديلا

 تهیه داربست سه بعدي مشتق این مطالعههدف از 
براي این کار از سلول . شده از ماتریکس خارج سلولی بود

، بر شیهودر بخش دوم پر. زدایی لثه انسان استفاده گردید
هم کنش بین داربست سه بعدي مشتق شده از لثه با بافت 

گوش خرگوش نر نژاد نیوزلندي بلاستماي حاصل از لاله 
  . مورد بررسی قرار گرفت

 ها مواد و روش
لاله گوش خرگوش نر نژاد  در این مطالعه تجربی،

قبل . نیوزلندي به عنوان منبع تهیه بافت بلاستمایی انتخاب شد
هاي گوش، موهاي این قسمت حذف  از سوراخ کردن لاله

 موضعی گردید و از محلول لیدوکائین جهت ایجاد بی حسی
هایی به قطر  به کمک انبرهاي مخصوص سوراخ .شداستفاده 

پس . گشتهاي فاقد رگ گوش ایجاد  در قسمتمتر  میلی 2
 روز از پانچ اولیه، حلقه کامل بافت بلاستمایی 2از گذشت 

ها یک بار به  نمونه .شدتشکیل شده از لاله گوش جدا 
محض خارج کردن حلقه بلاستمایی، دو بار در محیط 

ها با  زمایشگاه و دو بار زیر هود به منظور حذف آلودگیآ
  .ندنرمال سالین شست و شو داده شد

سط سرم بلافاصله پس از جدا شدن از دندان تو لثه
  هفته در دماي1-2د و به مدت گردیشستشو فیزیولوژي 

گراد نگهداري شد، سپس به قطعات   درجه سانتی4منهاي 
متر   میلی2 متر طول و لی می8 یا 7(اي شکل  کوچک استوانه

 و استفاده از Snap freezing بار 5 با  وتقسیم گردید) قطر
 Sodiam Dodecyl)دترژنت سدیم دودسیل سولفات 

Sulfate-SDS) تریتون  ساعت و24 به مدت x100 
(Triton 100X)  ساعت بافت حاصل سلول 12به مدت 

  . گشتزدایی 
 داربست تهیه شده در زیر هود و در شرایط
استریل داخل حلقه بلاستمایی قرار داده شد و در محیط 

به منظور . گردیدروز نگهداري  25کشت به مدت 
، محیط ها سلولهاي میکروبی و تغذیه  جلوگیري از آلودگی

 5 هر. ها هر دو روز یک بار تعویض گردید کشت نمونه
ها به منظور انجام مطالعات بافتی از محیط  روز، یکی از نمونه
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هاي هیستولوژي  سپس با اجراي روش. ارج گردیدکشت خ
 ائوزین، رنگ -هماتوکسیلین هاي  و استفاده از رنگ آمیزي

 هماتوکسیلین وایگرت، رنگ آمیزي -آمیزي آبی آنیلین
 پیک ایندیگو، رنگ آمیزي -هماتوکسیلین وایگرت 
 پیک ایندیگو کارمین و رنگ -هماتوکسیلین وایگرت 

ها   نمونه پیکروفوشین، -ت آمیزي هماتوکسیلین وایگر
  . ند شدرنگ آمیزي

ي بافـت بلاسـتما   ها سلولجهت بررسی میزان نفوذ   
ــه  ــست لثــ ــه داربــ ــزار    بــ ــرم افــ ــتفاده از نــ ــا اســ اي ، بــ

CorelDRAW12، یکسان بـر روي     درجه بندي اي با    دایره 
برداري شـده بـا میکروسـکوپ     تصاویر میکروسکوپی عکس 

 مونتـاژ   10Xگنمایی   بزر بادر روزهاي مختلف بعد از کشت       
بـین بافـت بلاسـتما بـا     ) برهم کنش(گردید و از ناحیه تماس  

 بـه  هـا  سـلول اي سلول زدایـی شـده، میـزان نفـوذ       داربست لثه 
داربست با شمارش تعداد گریدها تا مرز آخرین سـلول نفـوذ    

 30فاصـله هـر گریـد از بعـدي حـدود             (کرده، محاسـبه شـد    
رده، با چشم شمارش ي نفوذ کها سلولتعداد  . )میکرون است 

  . )1شکل (گردید 
  

 
  چگونگی گرید بندي نمونه ده روز کشت داده شده. 1شکل 

  
براي تجزیه و تحلیل آماري داده نرم افزار آمـاري      

SPSS آنالیز واریانس   و (ANOVA)    مـورد اسـتفاده قـرار
به عنوان سطح معنی دار در نظر  05/0کوچکتر از  p  .گرفت

  .گرفته شد
 یافته ها

ها،  طالعات میکروسکوپی و آماده سازي نمونهم
شکل (دهد مینشان  از داربست آماده شده را ها سلولحذف 

 علاوه بر این مطالعات بافتی در روز پنجم، نفوذ .)2
در . ي بلاستمایی به داخل داربست لثه را نشان دادها سلول

 دیده ها سلولروز دهم، افزایش در تعداد و عمق نفوذ 
ر روز پانزدهم علاوه بر نفوذ، تقسیم و تمایز د). 3شکل (شد

ي فیبروبلاستی و ها سلولي بلاستمایی به ها سلولاحتمالی 
 اپیدرم زایی چنین همو ) 4شکل (فیبروسیتی مشاهده گردید

در روز بیستم و بیست و پنجم ). 5شکل(نیز قابل مشاهده بود
ي بلاستمایی به داربست لثه و تقسیم و ها سلولروند نفوذ 

. ادامه داشتي لثه انسان ها سلولمایز احتمالی آنها به ت
هاي نفوذ کرده به داربست  چنین میزان نفوذ متوسط سلول هم
 2 و 1اي در روزهاي مختلف بعد از کشت در نمودارهاي  لثه

  .آمده است
 

 
  

  
 نمایش سلول زدایی از بافت لثه با رنـگ آمیـزي       :الف-2شکل  

 در ماتریکس لثه فیبروبلاست هالثه در . هماتوکسیلین ـ ائوزین
نمونه تیمار   : ب ).20Xبزرگنمایی( پراکنده وجو دارند     به صورت 

شده جهت سلول زدایی که نقاط خالی نشان دهنده مناطق خالی 
   .)20Xبزرگنمایی ( هستند فیبروبلاست هاشده از 

  الف

  ب
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برش عرضی از نمونه روز دهم بعد از کشت رنگ آمیزي . 3شکل

در این شـکل تـراکم      .   پیکروفوشین  - وایگرت   هماتوکسیلین
سلولی در مناطق نزدیک به حاشیه داربست به خوبی دیده مـی    

فلش یک سلول نفوذ کرده به داخل داربست را نشان می         . شود
  ).20Xبزرگنمایی ( دهد

  

  
 يهـا  سـلول ي بلاسـتمایی بـه      ها  سلولمشاهده تمایز   . 4شکل

ونـه پـانزده روز بعـد از        فیبروبلاستی و فیبروبلاستی لثه در نم     
فلش یک سلول تمایز یافته به فیبروبلاست را نشان می . کشت

  پیکروفوشـین -هماتوکـسیلین وایگـرت   رنـگ آمیـزي   . دهد
  ).20Xبزرگنمایی(

  

  
مشاهده اپیدرم زایی در نمونه پانزده روز بعد از کشت          . 5شکل

فلـش هـا   . رنگ آمیزي هماتوکسیلین وایگرت ـ پیک ایندیگو  
اپیدرم باقی مانده و اپیدرم تازه تشکیل شده را نشان می بافت 

  .)40Xبزرگنمایی(دهد

  
ي نفوذ کرده به داربست لثه اي   ها  سلولتعداد  متوسط   .1نمودار

نسبت به روز *** p>0001/0. در روزهاي مختلف بعد از کشت
  .نسبت به روز دهم ###p>0001/0 پنجم و

 

 
 بـه داربـست لثـه اي در    ها سلول میزان نفوذ   متوسط. 2نمودار  

ــشت    ــد از ک ــف بع ــاي مختل ــورت داده هــا . روزه ــه ص  ب
 نسبت  ***p>0001/0 . ارائه شده اند   انحراف معیار ±میانگین

  .به روز پنجم
  

 بحث 

ــشان داده ــات ن ــوش  مطالع ــه خرگ ــد ک  ــ ان ــا و ب ه ه
هاي گوش آنها مدل هاي تجربی زنده مناسـبی         خصوص لاله 

یز و تکـوین سـلولی      به منظـور مطالعـات فراینـد تـرمیم، تمـا          
 در  1980همکـاران در سـال       وویلیـام بـویس     . )7-9(باشند  می

هـاي گـوش      که بعـد از پـانچ لالـه        ندتجربیات خود نشان داد   
 ،خرگوش با تشکیل بافت بلاستما در حاشیه و اطـراف زخـم    

بـا بازسـازي   هاي ایجاد شـده     امکان ترمیم و بازسازي سوراخ    
ــراهم ي تــشکیهــا بافــتتمــامی انــواع  تقریبــاً ــده آن ف ل دهن

لذا با قرار دادن حلقه بلاسـتمایی ایجـاد شـده      .)8 ،7(گردد می
بایستی   اطراف داربست تهیه شده می     دردر گوش خرگوش،    

ي بلاسـتمایی  هـا  سلولانتظار داشت که در اثر القاي داربست      
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بـه سـمت داربـست مهـاجرت کـرده و          با ایجاد پاي کـاذب،      
ر آینده بتوان از این طریق که د طوريه  تمایز یابند ب   تقسیم و 

در ایـن  . بافت لثه ساخت و بدون رد پیوند به بیماران پیوند زد 
ــی      ــایج کیف ــت نت ــده اس ــلاش گردی ــژوهش ت ــات (پ مطالع

.  گیـرد  هـاي کمـی مـورد توجـه قـرار          و بررسی ) هیستولوژي
 20 ،15 ،10 ،5ها از محیط کشت در روزهـاي         برداشت نمونه 

ــه و ت  25و  ــرار گرفت ــی ق ــورد بررس ــوذ    م ــزان نف ــداد و می ع
ي بلاستما به صورت کمی مـورد ارزیـابی قـرار داده            ها  سلول

 در بـرهم کـنش بـا داربـست         هـا   سـلول مشاهده گردید    و   شد
ي نفـوذ کـرده و میـزان       هـا   سـلول روند خوبی از لحاظ تعداد      

 کلی مشخص نمـوده     به صورت نتایج این تحقیق    . نفوذ دارند 
بـه ایـن روش     است که داربست سلول زدایـی شـده مناسـبی           

 و داراي اثر القایی خـوبی بـر روي مهـاجرت            شود میساخته  
زایـی    تقـسیم و تمـایز و اپیـدرم   چنین همي بلاستما و ها  سلول

 و همکاران   بوهلهاي   چنین تحقیقاتی در پژوهش   . آنها است 
 نیز مورد ارزیابی قرارگرفته و نـشان داده شـده          1998در سال   

نیادي بر روي داربست   ي ب ها  سلول با کشت    توان  میاست که   
 بـه دسـت   و تولیـد بافـت   هـا  سـلول یجی از تمایز وتکـوین    انت

 .)10(آورد

  
  گیرينتیجه

که داربست نشان داد نتایج حاصل از این تحقیق  
 به تواند میاي  لثهماتریکس خارج سلولی مشتق شده از 

 چنین همکار رود، ه عنوان داربست در مهندسی بافت لثه ب
 سوبستراي سه بعدي مناسبی را براي ندتوا میاین داربست 

از طرفی مونتاژ .  فراهم نمایدها سلولحرکت و مهاجرت 
داربست سلول زدایی شده لثه با بافت بلاستما، مدل مناسبی 

 خارج  و ماتریکسها سلولبراي بررسی برهم کنش بین 
 .کند سلولی در شرایط آزمایشگاهی فراهم می

  
  تشکر و قدر دانی

 جناب آقاي دکتر علی بنی هاشم، بدین وسیله از
فهیمه  ها زهرا یارجانلی، به خاطر تامین لثه انسان و خانم

 در طول انجام این  راشهابی پور و آقاي امین توسلی که ما
 .نماییم میاند تشکر و قدر دانی  پروژه یاري نموده

  
  عمناب

1. Even-Ram S, Yamada KM. Cell migration in 
3D matrix. Current opinion in cell biology. 
2005; 17(5):524-32. 
2. Friedl P, Wolf K. Tumour-cell invasion and 
migration: diversity and escape mechanisms. 
Nature Reviews Cancer. 2003;3(5):362-74. 
3. Sharma B, Elisseeff JH. Engineering 
structurally organized cartilage and bone 
tissues. Annals of biomedical engineering. 
2004; 32(1): 148-59. 
4. Feng Z, Yamato M, Akutsu T, Nakamura T, 
Okano T, Umezu M. Investigation on the 
mechanical properties of contracted collagen 
gels as a scaffold for tissue engineering. 
Artificial organs. 2003;27(1):84-91. 
5. Thibodeau B, Teixeira F, Yamauchi M, 
Caplan DJ, Trope M. Pulp revascularization of 
immature dog teeth with apical periodontitis. 
Journal of Endodontics. 2007;33(6):680-9. 
6. Goss RJ, Grimes LN. Epidermal 
downgrowths in regenerating rabbit ear holes. 
Journal of morphology. 1975;146(4):533-42. 
7. Gronthos S, Mankani M, Brahim J, Robey 
PG, Shi S. Postnatal human dental pulp stem 
cells (DPSCs) in vitro and in vivo. Proceedings 
of the National Academy of Sciences. 2000; 
97(25): 13625-30. 
8. Gronthos S, Zannettino ACW, Hay SJ, Shi S, 
Graves SE, Kortesidis A, et al. Molecular and 
cellular characterisation of highly purified 
stromal stem cells derived from human bone 
marrow. Journal of cell science. 2003; 116(9): 
1827-35. 
9. Batouli S, Miura M, Brahim J, Tsutsui T, 
Fisher L, Gronthos S, et al. Comparison of 
stem-cell-mediated osteogenesis and 
dentinogenesis. Journal of dental research. 
2003; 82(12):976-81. 
10. Bohl KS, Shon J, Rutherford B, Mooney 
DJ. Role of synthetic extracellular matrix in 
development of engineered dental pulp. Journal 
of Biomaterials Science, Polymer Edition. 
1998; 9(7):749-64. 

 


