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زتهيه ويسه دو روش كشت سه بعديمقا:ي جهت كاربرد در چاپ سلوليستيمركب  قطره معلق
زيلوله مخروط يستي در چاپ

2مشتاق رهنما، پريسا2، شهريار حجتي امامي3، حسين فخر زاده2*ايماني رعنا،1شريفي محمد علي

 چكيده
و ساخت بافت هدف نهايي مهندسي: مقدمه و جايگزيني بافتو هاي بدن بافت، طراحي به ترميم ديده بـدن هاي آسيب كمك

و چه نوين تكنيك. است به صورت سنتي هـاي هـاي مـشابه بافـت هايي با ويژگي تلاش دارند تا بافت،هاي مهندسي بافت چه

يكي از زمينه شبيه طبيعي بسازند؛ از اين رو زيست  به عنوان  درك آنچـه.بافت، مورد توجه است هاي مطرح در مهندسي سازي

و تكامل بافت درون بدن در هنگام شكل و اندام گيري مي ها به خصوص در مرحله جنيني اتفاق توانـد در مطالعـاتمي،افتد ها

توانـد مـي،بعـدي هـاي سـلولي سـه خـود مجتمـع شـوندگي تـوده نـديفرآكـه داده مطالعات نشان. مهندسي بافت مفيد باشد 

و ساختاري بافت  هـاي سـلولي، بـه رو استفاده از تـوده از اين. سازي كندي طبيعي بدن را بيشتر شبيهها خصوصيات عملكردي

به جاي سلول عنوان واحدهاي ساختاري بافت  از.اسـت بافت پيـشنهاد شـده در تحقيقات مهندسي،هاي مجزا ها، ايـن هـدف

. جهت كاربرد در مهندسي بافت بودمطلوبهاي سلولي مطالعه تهيه توده

د:ها روش سه بعدياز هاي سلولي بهره گرفتـه جهت توليد تودهConical Tube (CT)و  Hanging Drop (HD)و روش كشت

و زمان پيش كشت، ابعاد تودهيبا تغيير چگال. شد و قابليـت گـسترش بـافتي ها، زيست اوليه سلولي و قابليـت تكثيـر پـذيري

.ها مورد ارزيابي قرار گرفت توده

به عنوان روش بر طبق نتايج،:ها يافته هـاي سـلولي مناسـب هـاي آزمايـشگاهي در دسـترس، جهـت تهيـه تـوده هر دو روش

و ميزان زنده بودن سلول ابعاد توده. باشند مي و زمان پيشيها توسط چگال ها هر- اوليه سلولي چنـد كشت قابل كنترل است،

و همچنين شـكلآ هاي به دست ابعاد توده يكنواختي،HDدر روش. است CTتر از روش خطي،HDتغيير ابعاد در روش  مده

 سلولي كمتر، خواص همچـسبييهاي با چگال توده،در هر دو روش. قابل توجه بوده است CTكروي آنها در مقايسه با روش 

و در نتيجه تكثير سلولي دارند به چسبندگي، گسترش و در برهمكنش با محيط تمايل بيشتري .كمتري را نشان داده

به توليد توده HDروش:ريگي نتيجه در هاي مطلـوب هايي با ويژگي قادر تـر جهـت كـاربرد بـه عنـوان واحـدهاي سـاختاري

.مطالعات مهندسي بافت است

سه مهندسي بافت، توده:واژگان كليدي  بعدي، خود مجتمع شوندگي، گسترش بافتي هاي سلولي، كشت

و دانشكده فارماكولوژي، دانشگاه علوم پزشكي ايران-1  مركز تحقيقات علوم داروئي رازي، مركز تحقيقات سلولي ملكولي

 دانشكده مهندسي پزشكي، دانشگاه صنعتي اميركبير،آزمايشگاه مهندسي بافت-2

دا مركز تحقيقات غدد درون-3 و متابوليسم،  نشگاه علوم پزشكي تهرانريز
: تلفـن،خيابان حافظ، روبروي سميه، دانشگاه صنعتي اميركبير، دانشكده مهندسي پزشكي، آزمايشگاه مهندسـي بافـت،تهران: نشاني∗
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304  ...مقايسه دو روش: تهيه مركب زيستي جهت كاربرد در چاپ سلولي:و همكارانايماني

 مقدمه
و سـاخت بافـ هدف نهايي مهندسي هـايتبافت، طراحي

و جـايگزيني بافـت شبه به ترميم هـاي طبيعي، جهت كمك

 آنچـه در مراحـل اوليـه توسـعه ].1[ ديده بدن است آسيب

و استفاده از مهندسي بافت مورد توجه قرار گرفت، طراحي

به عنوان مواد مختلف جهت ساخت داربست  هاي مورد نياز

و رشد آنها بود؛ در نتيجـه بستري جهت قرارگيري سلول   ها

هاي طبيعي بدن هاي چنداني جهت شبيه سازي بافت تلاش

هاي نويني از مهندسـي در ادامه، جنبه ].2[ صورت نگرفت 

 طبيعـي بـدن بـراي سـاخت نـديفرآبافت با هدف تقليد از 

بر" بدن در قالب از ها در محيط خارج بافت مهندسي بافت

 از ايـن جهـت ].3[ مـورد توجـه قـرار گرفـت"پايه سلول 

به سـمت فهـم دقيـق مطالعات تـر از زيـست شناسـي اخير

هـا در بـدن پـيش رفتـه گيري بافـت شكلنديفرآويتكامل

با اثبات ضرورت همراهي علـوم مهندسـي بافـت بـا. است

، تـلاش مهندسـان بافـت بـه سـمتيزيست شناسي تكامل 

و شبه سازي طبيعي براي زيست شبيه ايجاد محيطي مناسب

و سـلول-هـاي سـلول هـر چـه بيـشتر بـرهمكنش   سـلول

 -Self نـديفرآ ].3،4[ اسـت ماتريس خـارج سـلولي بـوده

Assembling خــود مجتمــع" كــه از آن تحــت عنــوان

مي"شوندگي  در سـازوكارها تـرين شـود، از بنيـادي نيز ياد

و انـدام گيـري بافـت شكل و بـه هـا  هـاي پيچيـده در بـدن

 در نـديفرآايـن. باشـد خصوص در مراحل رشد جنيني مي

هــاي جنينــي، در نتيجــه گيــري بافــت احــل شــكلطــول مر

آن سلول، اتفاق مـي-هاي سلول برهمكنش و در پـي افتـد

و بافتي با فنوتيپ توده مي هاي سلولي كه معين ايجاد شوند

به بافت  مي ها در ابعاد بزرگ در مراحل بعد تبديل . گردند تر

مي از اين جهت توده نـد رفتارهـاي طبيعـينتوا هاي سلولي

شكله سلول و عملكرد آنها را در طول ها چـه گيري بافتا

و چه عملكردي شـبيه  كبه لحاظ ساختاري  ].6[ نـدنسـازي

هـاي استفاده از تـوده،پژوهشگران مطالعات اخير،در نتيجه

به جاي سلول  بـه عنـوان واحـدهاي را هـاي مجـزا سلولي

و ساختماني بافت نهايي توصيه نموده   ].7،4[ انـد ساختاري

مهندسـي نوين هاي سلولي در مطالعات فاده از توده است فكر

و ارگـان چاپ زيـستي انـدام فناوري"بافت مانند  هـاي هـا

 ].6[)1شكل( بيشتر مورد توجه قرار گرفته است"بدن

ــاوري ــاپفن ــستي چ ــه،زي ــر مجموع ــوان زي ــه عن از ب اي

كه با كمك چاپگرهاي2هاي نمونه سازي سريع روش است

و در معمول تجـاري، قابليـت   ايجـاد سـاختارهاي سـلولي

و اندام نهايت ارگان شكل ها زمـان دهـي هـم ها، به صورت

سه بعـدي را داراسـت  و سلول در قالب در ايـن. داربست

ــه كمــك،روش ــه ب و چــاپگر اصــلاح شــده جهــت رايان

و همچنين بستر رشد هاي مناسب كاربردهاي سلولي، سلول

ط يا همان داربست و از پيش راحي شـده بـه در مكان دقيق

مي صورت لايه  -1شـكل(گيرند هاي متوالي روي هم قرار

و هدف چشم). بالا ، چـاپ زيـستي آتي فنـاوري انداز آينده

و ساخت بافت هاي عروقي هاي پيچيده داراي شاخه اندام ها

و  مانند كليه، قلب، كبد از طريق چينش لايه به لايـه سـلول

مي  اوليه مطالعـات بـه هاي باشد، اما گام بستر كشت سلولي

و ابتـدا  نـد الگـوينتواي كـه مـييايجاد ساختارهاي سـاده

 ].6[ اندد پرداختهنتر باش هاي پيچيده ساخت بافت

 معمول چاپ، هاي فناوري مانند ساير،زيستي چاپ فناوري

، جوهر3چاپگر زيستي: باشد نيازمند مشاركت سه بخش مي

 بـه عنـوان6هاي سـلولي توده.]7[5 كاغذ زيستيو4زيستي

مزايـاي. رونـد مـي بكـار فنـاوري در ايـن"جوهرزيستي"

هاي سلولي به عنوان جـوهر زيـستي شـامل استفاده از توده 

و كاهش زمان شكل  گيري ساختار نهايي، تسريع بلوغ بافتي

 سلولي، امكـان ايجـاد سـاختارهاييچگال موضعي افزايش

و هاي چند تر با استفاده از توده پيچيده ب كمتـر آسي سلولي

براي؛گردديم انتقال سلول بر بسترنديفرآها در طول سلول

و دماي بالا در اثر مثال  ازيفشار  چـاپ در نـديفرآ ناشـي

و در نهايـت ) nozzle(ها از نـازل عبور سلول حين چـاپگر

و عملكـردي سازي هرچه بيشتر جنبه شبيه هـاي سـاختاري

رواز ].7،8،5[ باشـد گيـري بافــت، مـي شـكل نـديفرآ ايــن

از،هاي سلولي به عنوان جوهر زيستي ساخت توده   بخـشي

و ارگان تحقيقات روش چاپ زيستي اندام مي ها .باشد ها

1- Rapid Prototyping 
2- Bioprinter 
3- Bioink 
4- Biopaper 
5- Cell Aggregate 
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و ليپيد ايران 305)4شماره(9؛ دوره 1389 تابستان. مجله ديابت

 هيدروژل-هاي متوالي سلول مراحل ايجاد ساختارهاي بافتي سه بعدي بر مبناي چاپ زيستي لايه: بالا-1شكل

 هاي متفاوت هاي سلولي در چيدمان اتصال تودهايجاد ساختارهاي بافتي مختلف در نتيجه:ينيپا

 كـشت سـه هـاي نياز بـه روش،هاي زيستي جهت تهيه توده

هاي متفـاوتي بـراي ايـن منظـور تا كنون روش. بعدي است

اند به طوري كه بكـار بـردن روشـي مورد استفاده قرار گرفته 

هاي سلولي با ابعاد يكنواخـت مناسب جهت توليد انبوه توده 

 بالاي سلولي، با حداقل آسيب سـلولي چگالي شده،و كنترل 

كه در شرايط آزمايشگاهي قابل دسترس باشد، بخـش قابـل

به خود اختصاص داده است  ].9[ توجهي از مطالعات را

به عنـوان جـوهر هدف از اين مطالعه، تهيه توده هاي سلولي

زيستي مناسب جهت كاربرد در چـاپ زيـستي بـا تكيـه بـر 

دو. باشدمي هاي سلولي جنبه جهـت نيـل بـه ايـن هـدف از

و آزمايـشگاهي،   Hanging روش كشت سـه بعـدي سـاده

Drop (HD) وConical Tube(CT)و توده هاي استفاده شده

آمده جهت انتخاب نمونه بهينه مورد ارزيـابي قـرار دست به

.گرفتند

ها روش

 كشت سلول

ــ(CHO)7رده ســلولي تخمــدان مــوش چينــي از تهي ه شــده

 حـاوي RPMI1640 درون محيط كشت،ستيتو پاستور ايران ان

و% 10 استرپتومايـسين بـه/ پنـسيلين%1سرم جنـين گـاوي

از. روش استاندارد كشت داده شد  در2پس  روز قرارگيـري

هـا سلول،C°37 در دمايCO2%5شرايط انكوباتور حاوي

ازيتوسط آنزيم تر  و پـس پـسين از كـف پليـت جـدا شـده

 تهيـهيبافر فسفات، سوسپانسيون سلولي يكنواخت شستشو با 

هــا در سوسپانــسيون بــا روش شــمارش تعــداد ســلول. شــد

هر سلول. فلوسايتومتري انجام شد   ساعت يك بـار48ها در

سه( پاساژ داده شدند به در() يك تمام مـواد مـورد اسـتفاده

و پاساژ سلول شد Gibcoها از كمپاني كار كشت ).تهيه

7- Chinese Hamster Ovary(CHO) 
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306  ...يسه دو روشمقا: تهيه مركب زيستي جهت كاربرد در چاپ سلولي:و همكارانايماني

 هاي سلولي تودهسازي آماده

ــاده شــده توســط،HDدر روش ــسيون ســلولي آم  سوسپان

ــه حجــم8پايپتورهــاي ــه صــورت قطراتــي ب ــه ب 20 كانال

به درون درب پليت  سـانتيمتري15هـاي كـشت ميكروليتر

،5ها بـه ترتيـب تعـداد به طوري كه درون قطره؛منتقل شد

درب پليت).2شكل( هزار سلول قرار گرفت250،50، 10

و در نهايت پليتبه  هـا بـه آرامي به روي آن برگردانده شد

به ترتيب نمونه. انكوباتور با شرايط ياد شده منتقل شدند  ها

.گذاري شدند نامHD50و  HD5 ،HD10،HD25كد با

 بـهlµ200، سوسپانسيون سـلولي بـه حجـم CTدر روش

 ظرفيـت پلي پـروپيلن بـه هايي از جنس درون ميكرو تيوب

lµ200بــا پــس از ســانتريفيوژ،كــرو ليتــر منتقــل شــدهمي 

هـا بـه انكوبـاتور دقيقه، ميكروتيـوب5به مدت 2000دور

و جهت فراهم  سازي شرايط تـنفس درب آنهـا منتقل شدند

هـا درون تعـداد سـلول. نـدبه حالـت نيمـه بـاز قـرار گرفت 

 هزار بـوده50و5،10،25ها مشابه روش قبل ميكروتيوب

 CT5 ،CT10 ،CT25يـب تحـت عنـوان هـا بـه ترتو نمونه

 جهت تشكيل،كشت در مرحله پيش. ناميده شدند CT50و

هاي هـر دو روش بـه مـدت معـين هاي سلولي، نمونه توده

).2شكل( روز درون انكوباتور قرار گرفتند5حداكثر تا 

 هاي سلولي بررسي ابعاد توده

به چگـاليها جهت بررسي ابعاد توده ي تشكيل شده وابسته

و زمان پيش به كشت، توده سلولي اوليه از هاي دست آمده

به طور مداوم، توسـط روز5هر دو روش در فاصله زماني 

به دوربـين ) Olympus(ميكروسكوپ نوري معكوس مجهز

مورد مشاهده قرار ) Sony Digital Camera(عكس برداري 

و تصاوير گرفتـه شـده بـا نـرم افـزار آنـاليز   Motic(گرفته

Image Proplus(،و ابعاد تـوده هـا مورد بررسي قرار گرفته

.محاسبه شد

 هاي سلولي بررسي ميزان زنده بودن توده

در دسـت هـاي بـه در طول مرحله پيش كشت، توده آمـده

. روز، از محيط خود خارج شـدند5و1،2،3،4هاي زمان

هـاي تـشكيل دهنـده سلول،پس از شستشو با بافر فسفات

تريپــسين%1/0 محلــول رقيــقml 1 تــوده ســلولي توســط

و توسـط رنـگ با همراه  ميـزيآ عمل پيپتاژ از هم جدا شده

هاي تشكيل دهند ميزان درصد زنده بودن سلول،تريپان بلو 

. توده معين شد

 بستر-هاي سلولي بررسي برهمكنش توده

و ميـزان توانـايي گـسترش بـافتي تـوده،اين بخـش در هـا

بنهمچ رهمكنش بـا بـسترهاي مناسـب ين تكثير سلولي در

هـاي ماننـد داربـست- با قابليت چـسبندگي سـلولي كشت

. رد ارزيابي قرار گرفـتوم-مورد استفاده در مهندسي بافت 

-سـلول در مقابـل سـلول-جهت مقايسه برهمكنش سلول

ــي ــرف ويژگ ــه مع ــطح ك ــسبي"س ــم چ ــل"8ه  در مقاب

 بـه هـاي سـلولي سـت، تـودهها توده"9به بستر ندگيچسب"

 از هــر دو روش، در روز ســوم مرحلــه پــيش آمــدهدســت

و پس از شستشو بـا بـافر كشت از محيط خود خارج شده

از. قرار گرفتنـدcm 3ديش فسفات روي سطح پتري  پـس

روز3هـا بـه مـدت محيط كشت كامل، پليتmL2افزودن 

ــد  ــرار گرفتن ــاتور ق ــين. درون انكوب ــرهمكنش ب در طــي ب

به سلول و سطح، توده شروع و جـدا ها به سـطح چسبيدن

هـا از تـوده بـه سـمت چـسبيدن روي سـطح شدن سـلول 

هاي مرزي شروع شـده اين عمل در ابتدا از سلول. نمايد مي

ميـزان توسـعه. گـرددو سبب توسعه توده روي سـطح مـي 

ها در طول مـدت كـشت روي بـستر از طريـق سلولي توده 

 بـه شـعاع(Re) گيري نسبت شعاع گـسترش سـلولي اندازه

از)Ri( ده اوليه تو  روز از طريق تصاوير گرفته شـده3پس

پـارامتر. با ميكروسكوپ نوري مورد ارزيابي قررار گرفـت

گيـري شـعاع از طريق اندازه(Re/Ri)"توسعه توده سلولي"

به  ها آمده براي هريك از توده دست گسترش روي تصاوير

.محاسبه شد

8- Cohesivity 
9- Adhesivity 
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)استر(CTو)چپ(HDي از روشي شما-2شكل

دهنده هاي تشكيل تر ميزان توانايي سلول جهت بررسي دقيق

و همچنين تخمين ميزان  توده در برهمكنش با سطح كشت

و تكثير سـلول  در رشد و حفـظ عملكـرد هـا ايـن مرحلـه

بـه. مورد استفاده قـرار گرفـت MTTسلولي، اصول آزمون 

به ميـزان  lµطور خلاصه سوسپانسيون سلولي پس از تهيه
 چاهكي منتقـل شـد بـه طـوري كـه96به يك پليت، 200

هـاي تعداد سلول. هرچاهك شامل تعداد معيني سلول باشد

 هـزار متغيـر50-5قرار گرفته درون هر رديف پليـت بـين 

از. بود در2پس ون انكوبـاتور، ساعت قرارگيري پليـت در

 محلـولlµ20ها به سطح چاهـك، پس از چسبيدن سلول 

 ســاعت درون2،هــا اضــافه شــده بــه چاهــكMTTمــاده

و افـزودن. انكوباتور نگهداري شد با خروج محـيط كـشت

 ميزان جذب رنـگ در هـر چاهـك حـاوي،DMSOحلال 

nm 590ريدر تحت طـول مـوج توده توسط دستگاه الايزا

و ميزان عـدد جـذب بـر حـسب تعـداد معـين خوانده شد

به ها درون چاهك سلول دنمـودار اسـتاندار. آمـد دسـت ها

هاي ميزان جذب بر حسب تعداد سلول زنده بر حسب داده

به دسـت در ادامه توده. به دست آمده رسم شد   هاي سلولي

روز مرحله پيش كـشت3آمده از هر دو روش پس از طي

به مـدت. چاهكي منتقل شدند96به پليت   روز بـه3پليت

به هرچاهك. انكوباتور منتقل شد  MTT رنگlµ20سپس

 سـاعت انكوباسـيون، ميـزان عـدد4و پـس از افزوده شـد

 بـا اسـتفاده نمـودار. ريدر به دست آمد جذب توسط الايزا

هاي موجود در هر چاهك تهيه شده، تعداد سلولداستاندار

در مقايسه تعداد نهايي سلول. تخمين زده شد  هاي موجـود

هاي اوليه سازنده توده سلولي پـس ها با تعداد سلول چاهك

م  و كـشت، تحـت عنـوان رحلـه پـيش از گذراندن كـشت

و فاكتور تكثير سلولي بين نمونه  هاي مختلف مورد مقايـسه

 دلالت بر ميـزان توانـايي،فاكتور تكثير. بررسي قرار گرفت 

در توده و تكثيـر سـلولي هاي سلولي در چسبندگي، توسعه

.بر همكنش با سطح كشت دارد

ها يافته

 هاي سلولي سازي توده آماده

كه از ديـر بـاز در تحقيقـات،HDروش  روشي ساده است

هـاي هاي بنيادي جهت تشكيل جسم جنيني از سلول سلول

در ايـن روش. بنيادي جنينـي مـورد اسـتفاده بـوده اسـت 

اي با حجم معـين بـه صـورت آويختـه ها درون قطره سلول

مي  بر اثر نيروي كـشش سـطحي، قطـره شـكل. گيرند قرار

و سـلول مي خود را درحالت آويخته حفظ  هـا بـر اثـر كنـد

ب  و در مرز نيروي وزن  قطـره بـاه انتهاي قطره رسوب كرده

به دليل اينكه سطحي بـراي).2شكل( گردند هوا مجتمع مي

به مرور چس هـا سلول، زمان بيدن سلول در دسترس نيست،

و به  را چسبيده، تودههم با هم برهمكنش داشته اي فـشرده

مي  و. دهند تشكيل آويخته قطره سبب تـسهيل شكل كروي

مي گيري توده شكل با تغيير تعـداد سـلول. گردد هاي كروي

توان تعداد سـلول مجتمـعمي،قرار گرفته درون قطره اوليه 

.شونده به صورت توده را كنترل نمود

شكلكه زير مجموعه روش CTدر روش دهـي تـوده هاي

ا تح هـاي قـرار سـلول،]9[ عمال نيروهاي خارجي استت
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 نيروي سانتريفيوژ بـه با بكارگيري ته درون ميكروتيوب گرف

بـه دليـل. يابنـد تجمع مـي،انتهاي ميكروتيوب فشرده شده

بيدن ها قادر بـه چـس سلول،جنس ماده سازنده ميكروتيوب 

به؛به سطح نيستند  و تـشكيل تـوده ازاين رو هم چـسبيده

 سـبب ايجـاد،فضاي كروي انتهـاي ميكروتيـوب. دهند مي

مي اسب براي تشكيل توده شرايط من تـوده. گردد هاي كروي

 مانـد تشكيل شده در فضاي انتهاي ميكروتيـوب معلـق مـي 

).2شكل(

 در هـر دو روش وابـسته بـهيسرعت تشكيل تـوده سـلول

و مجتمع ميزان برهمكنش سلول شوندگي آنهاست ها با هم

،در اين مطالعه. سلولي اوليه استيكه خود تابعي از چگال 

ددهاولين تو از،HDروشر هـاي مجـزاي قابـل تـشخيص

 در روز اول تجمعات،CTروز دوم مشاهده شد؛ در روش

،ههـاي مجتمـع شـوند امـا سـلول؛سلولي قابل مشاهده بود

كه از روزيتشكيل ذرات ريز پر سلول غير واحد  را دادند

به عنوان به بعد تبديل به ساختار واحد قابل تشخيص سوم

هـاي شكل تـوده،CTر مقايسه با روشد. توده مجزا شدند 

و مـنظم كروي HDبه دست آمده در روش   بـا،تـر بـوده تر

و منظم گذشت زمان مرزهاي توده متراكم شكل. تر شدند تر

 كـاملاً كـروي CTآمـده از روش دسـت به هاي نهايي توده

و گاه زوايد سلولي در مرز آن قابل مشاهده بود شكل نبوده

 از نيروي سانتريفيوژ CTكه در روش از آنجايي.)3شكل(

ها استفاده شده اسـت، تجمعـات براي مجتمع سازي سلول

مي  و سلولي زودتر مشاهده كه شـكل تـوده شود اما از آنجا

ــاربرد،  ــت ك ــاد جه ــواختي ابع ــاهميكن وي ــژهت ،داي دار ي

سه روز قابل استفاده نيـستند CTهاي توده  از ايـن؛ پيش از

و نيروهـاييري فـضاآو با فراهم،HDرو روش ي محـدود

و ها به هم را ترغيـب مـي بين سطحي چسبيدن سلول كنـد

.شودميتري قابل استفاده توده واحد در زمان كوتاه

و زيست  هاي سلولي پذيري توده ابعاد

 ابعـاد،هاي سـلولي مهم در مورد توده هاي شاخصيكي از

به جهت تغذيه سلول. آنهاست ري ها ضرو كنترل ابعاد توده

دري معمـولاً مـواد غـذا،هاي بـزرگ در توده. است ي كـافي

و سـلول دسترس سلول هـا در ايـن هاي دروني قرار نگرفته

مي  بنـابراين ابعـاد تـوده توسـط. شـوند بخش دچار نكروز

زايقابليت نفـوذ مـواد غـذا  و همچنـين خـروج مـواد ديـي

مي ابعاد بهينه توده. شود محدود مي نـ ها وع تواند نـسبت بـه

ر باشد اما در مطالعات انجـام شـده عمومـاً ول كمي متغي سل

 ميكـرون گـزارش شـده 500بيشينه شعاع نفـوذ در حـدود

 ].11[ است
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HD5-روز دوم 

HD5-م
 روز �

CT10-م
 روز �
 توده هاي سلولي به دست آمده از دو روش در زمان هاي پيش كشت مختلف-3شكل

و زنده مان دن آنها، ابعاد توده جهـت علاوه بر تغذيه سلولي

هـا بـر بـستر بر پايه انتقـال تـوده هاي فناوريكاربرد آن در 

) nozzle(يهـا توسط ابزارهاي انتقـال دهنـده ماننـد نـازل 

ازايـن رو در تهيـه. گـردد نيـز محـدود مـي دستگاه چاپگر 

و يكنـوا،هاي سلولي توده ختي آنهـا كنترل ابعاد نهايي توده

كه با افزايش چگال. حائز اهميت است   اوليـهيواضح است

مي،ها سلول يابـد امـا ايـن ابعاد توده نهايي حاصل افزايش

.باشد افزايش خطي نمي

به توده  در HD در مقايسه بـا CTآمده از روش دست هاي

و چگـال شرايط يكسان زمان پيش  سـلولي اوليـه،يكـشت
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كه قادر بـه متمركـز چرا. تري دارند ابعاد كوچك  كه روشي

 بــالاي ســلولي باشــد، بــالقوهيهــا در چگــال كــردن ســلول

ــوده شــكل ــري ت ــا را آســان مــي گي در ه ــد، بخــصوص كن

. هــايي كــه نوعــاً تمــايلي بــه تجمــع يــافتن ندارنــد ســلول

 عمـل تجمـع،CTسانتريفيوژ تحت دور مناسـب در روش

و در نتيجـه سـرعت شـكل سلول گيـري ها را تسريع نموده

ها با زمان روند تغييرات ابعاد توده.توده افزايش يافته است 

ا و سپس افزايشي دارددر ).4شكل(بتدا روندي كاهشي

 هاي سلولي با زمان روند تغييرات شعاع توده-4شكل

در روز HD25و HD50 هـاي حداقل شعاع توده براي نمونـه

و بــراي نمونــه و CT5 ،CT25 ،CT10 ،HD10 هــاي ســوم

HD5 ،نمونـه. در روز چهارم قابل مشاهده اسـتCT5 تـا 

روند افـزايش. روز پنجم روند كاهشي را حفظ نموده است

تـر سلولي اوليه خطيي با افزايش چگال HDهاي ابعاد توده 

كــاهش ابعــاد تــوده تــشكيل شــونده در نتيجــه. باشــد مــي

و ايجـاد اتـصالات قـوي برهمكنش بيشتر سلول  تـر بـين ها

يي روند كاهش ابعاد توده تـشكيل شـونده تـا جـا.آنهاست

مي در يابـد كـه تـوده ادامه و ايـن  اي منـسجم ايجـاد شـود

و تنفس سلول كه شرايط تغذيه ها نيز فـراهم صورتي است

و سـلول  در. هـاي تـشكيل دهنـده تـوده زنـده باشـند بوده

به مـواد غـذا ويصورت عدم دسترسي و اكـسيژن كـافي ي

 توده سلولي، اتـصالاتش مركزيبخبروز مرگ سلولي در

و سلول از ها در بخش ايجاد شده ضعيف شده هاي مركزي

مي  اين امر سبب از دست رفتن انسجام توده. شوند هم جدا

مي  د. گرددو در نتيجه افزايش مجدد ابعاد توده كهومعامل
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در مي و،پي داشـته باشـد تواند افزايش ابعاد توده را  رشـد

لا تكثير سلول  ].10[يه مرزي خارجي توده استها در

هاي سلولي بر حسب زمـان با بررسي ميزان زنده بودن توده

 مشاهده شد افزايش ابعـاد تـوده بـا،)1جدول(پيش كشت 

و ايـن كاهش چشم گير ميزان زنده بودن همراه بوده اسـت

كه  و اكسيژن در دلالت بر اين دارد نقش كمبود مواد غذايي

و افـزايش آن بـارزتر از عامـل از دست رفتن انسجام تود  ه

مي تكثير سلول بررسـي. باشـد ها در لايه مرزي خارج توده

هاي سلول همچنين نـشان داد كـه بـا ميزان زنده بودن توده 

و در نتيجـه آن ابعـاد تـوده تـشكيليكاهش چگال   سلولي

 زيـرا دسترسـي؛ابـدي شده، ميزان زنده بـودن افـزايش مـي

و كم سلول به مواد غـذات هاي كوچك ها در توده سلول يير

،تر اسـت بـه طـوري كـه در هـر دو روشو اكسيژن آسان

 سلول در 5000 سلولييهايي با چگال ميزان زنده بودن توده

.هر قطره، تا روز پنجم بسيار قابل قبول است

 ميزان متوسط درصد زنده بودن سلول ها در توده-1جدول

ز پنجمرو روز چهارم روز سوم روز دوم كد نمونه

5HD
10HD
25HD
50HD
5CT

10CT
25CT
50CT

100 

100 

98 

93 

100 

100 

70 

65 

100 

97 

93 

82 

100 

92 

66 

50 

100 

88 

67 

56 

90 

80 

60 

45 

90 

70 

55 

30 

88 

76 

50 

23 

 مـشاهده شـد كـه تحـت شـرايط،در مقايسه بين دو روش

و زمـاي چگال،يكسان ن پـيش كـشت، ميـزان زنـده سلولي

. كمتراستCT به دست آمده از روش هاي بودن توده

سه بعدي در روش هاي براي تهيه توده،هاي مختلف كشت

و همچنــيني مــواد غــذاو كــشتمحــيطميــزان،سـلولي  ي

 HDدر روش. ها متفـاوت اسـت دسترس سلول اكسيژن در

هـا محـدود بـه حجـمي در دسترس سلوليميزان ماده غذا

µL15-30 قطراتـي در حـدود روش ايـندر. قطره اسـت 

كه حجـم قطـره كمتـر از ايـن مقـدار معمول تر هستند چرا

ــه  ــر دچــار خــشكي در طــول مرحل ــر تبخي ــولاً در اث معم

و از طرفـي ايـن حجـم بـراي تغذيـه انكوباسيون مي  گردد

قطراتـي بـا حجـم. نيز كافي نيـستيها با اين چگال سلول

 دچـار آسـيب، درب پليتن نيز هنگام برگرداند30بيش از 

ا شوند مي و يا بر اثـر نيـرويو شكل خود را ز دست داده

مي شوند .وزن، از سطح آويخته جدا

درذ سلولي بارگين چگالزامي به،هر قطره اري شده  وابسته

لهأ عـلاوه بـر مـس.حجم محدود آن بايد كنترل شده باشـد

. هاسـت نكته ديگر تامين اكسيژن كافي بـراي سـلول،تغذيه

ق توده،HDدر روش مي ها در مرز و هوا شكل ونگير طره د

شود كـه دسترسـي كـافي بـه اكـسيژن وجـود اين سبب مي

و CTداشته باشد اما در روش   توده در انتهاي فضاي بـسته

مي و شكل و مسلماً محدود ميكرو تيوب مجتمع شده گيرد

ب  است، گرچـه محـيط كـشت اكسيژن محدودترهدسترسي

ــلول  ــترس سـ ــشتري در دسـ ــا اســـت بيـ از. هـ ــتفاده اسـ

حـدي توانـد تـامي،ي بازتريهايي با زاويه انتها ميكروتيوب

هـايي بـا اما اسـتفاده از ميكروتيـوب؛مشكل را مرتفع سازد 

و فـضاي انتهـايي محـدود زاويه بـسته   خـود عامـل،تـر تـر

و برهمكنش بيشتر سلول مساعدي براي نزديك در سازي ها

به تشكيل سريعافضاي محدودتر  و منجر هـاي تر توده ست

مي با ابعاد كوچك  هـا مقايسه ميزان زنده بودن توده. گردد تر

مس،در دو روش  له دسترسي بـه اكـسيژنأ حاكي از اهميت

 هيپوكـسي ناشـي از هـا مرگ بيـشتر سـلولو احتمالاً بوده

.دباش مي
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312  ...يسه دو روشمقا: تهيه مركب زيستي جهت كاربرد در چاپ سلولي:و همكارانايماني

 بستر-هاي سلولي برهمكنش توده

هـاي چه بـر پايـه داربـست،در روند توسعه مهندسي بافت

چه بر  و  پايه سلول، آنچه همواره مورد توجه محققان جامد

و كـافي سـلو هـا بـالبوده است، نيازبه برهمكنش مناسـب

بستر كشت يا همان داربست سلولي است كه خود گام اول 

و تشكيل بافت نهـايي در  در تشكيل ماتريس خارج سلولي

له چسبندگي سـلوليأ از اين رو مس ].12[ مراحل بعد است 

و اصلاح سطو  همواره،ح جهت تسريع چسبندگي به سطح

هاي تشكيل دهنده توده، وقتي سلول. است مورد بحث بوده

گيرنـد، هـا قـرار مـي در تماس با بسترهايي مانند داربـست 

و- رقـابتي بـين بـرهم كـنش سـلول نـديفرآدرگير   سـلول

مي-سلول گردند كه در نتيجه غلبه تمايـل سـلول بـه بستر

به  مي ل، سلولسلول به سلوتمايل سطح نسبت د بـهنتوان ها

د يا در نقطه مقابل هيچ چسبندگي اتفاق نيفتـدنبستر بچسب

كه چسبندگي بين ].12[ كه در صورتي  مطالعات نشان داده

هـا بـه سـطح هـاي تـوده بـسيار زيـاد باشـد، سـلول سلول

و در نتيجه نمي نمي و يا در فضاي چسبند توانند روي بستر

و در اين صور. بعدي پخش شوند سه ت يـا هـيچ حركـت

و يـا سـرعت ايـن مهاجرت سلولي اتفاق نمي  نـديفرآافتـد

و كاهش مي  ].5،13[ يابد تحت تاثير قرار گرفته

اســت كــه در بررســي در ايــن مطالعــه ســعي بــرآن بــوده

هاي سـلولي هاي سلولي، ميزان توانايي توده برهمكنش توده 

به روش  و هاي تهيه شده د هاي مختلف ويژگيبا مختلف ر،

و و همچنين توسعه به سطح بستر در مرحله اوليه چسبيدن

و مقايسه  و تكثير سلولي در مراحل بعد مورد ارزيابي رشد

 سرعت گسترش سلولي نيـز يكـي،علاوه بر اين. قرار گيرد 

طبق مـشاهدات. هاي مورد بررسي بوده است ديگر از جنبه

هاي سلولي قرار گرفته بـر توسط ميكروسكوپ نوري، توده 

و ســپس  روي بــستر كــشت در ابتــدا بــه ســطح چــسبيده

 تـوده از مـرز شـروع بـه گـسترش روي سـطحيها سلول

كه مورفولوژي اين سلول به طوري ها از حالت گرد نمودند

با گذشت زمـان كـشت، شـعاع.به حالت دوكي تغيير نمود 

و تـراكم تـوده در بخـش مركـزي  گسترش سلول افـزايش

آمـده از آنـاليز تـصاوير هـاي بـه دسـت داده. كاهش يافت 

از گرفته شده از تـوده   روي، كـشتاز روز4و1هـا پـس

. خلاصه شده است2 بستر در جدول

 پارامتر توسعه براي توده هاي سلولي در زمان هاي مختلف كشت-2جدول

 روز چهارم روز اول كد نمونه

5HD

10HD
25HD
50HD
5CT

10CT
25CT
50CT

00/3

73/2

03/2

00/1

10/1

00/1

00/1

00/1

77/6

40/3

40/2

00/1

70/3

20/1

00/1

00/1

نتايج دلالت بر اين دارند كه پارامتر گسترش محاسبه شـده

 هـا بـسيار چـشم نسبت به ساير نمونـه،CT5و HD5براي 

هـاي بـه در مقايسه بين دو روش، تـوده. گيرتر بوده است

 داراي توانــايي بيــشتري جهــت HDآمــده از روش دســت

و گـسترش چسبيدن به سطح بستر توسعه سـلولي هـستند

نيـز بـا سـرعت بيـشتري HD هاي سلولي براي اكثر نمونه

مي  و ابعاد تـوده، ايـنيبا افزايش چگال. افتد اتفاق  سلولي

كه همان طور توانايي كاهش مي به طوري هـا كـه داده يابد

 50000 سـلولي اوليـهيهايي با چگال نمونه،دهند نشان مي 

و4ر دو روش در زمــان مطالعـه تــا در هـ  روز چــسبندگي

و CT25 CT50(توســعه چنــداني از خــود نــشان ندادنــد

(HD50.

ايـن. كمـك گرفتـه شـد MTTبراي مطالعه بيشتر از آزمون

آزمون عموماً براي مطالعه ميزان سميت سلولي مورد اسـتفاده 
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و ليپيد ايران 313)4شماره(9؛ دوره 1389 تابستان. مجله ديابت

 در حقيقت ايـن آزمـون تخمينـي بـراي تعـداد.گيرد قرار مي 

و در نتيجه ميزان زنده بـودن، توسـطها سلول و فعال ي زنده

. گيري ميزان جذب نور نسبت بـه نمونـه شـاهد اسـت اندازه

 رابطـه،)5شـكل(استاندار بـه دسـت آمـده باتوجه به نمودار

و ميـزان جـذب وجـود خطي با دقت بالا بين تعداد سلول ها

هاي سلولي در مرحله بعد هاي آزمون بر روي توده داده. دارد

. نيز آورده شده است5آزمون، به صورت نمودار در شكل

و مقايسه آنهـا بـا نمـودار از داده هاي حاصل از اين آزمون

مي  هاي زنده موجـود در هـر توان تعداد نهايي سلول مرجع

و با مقايسه آن با چگـال   سـلولي اوليـه،يچاهك را محاسبه

وكـ ها در مجموع زمان پـيش ميزان تكثير تعداد سلول شت

زد) روز6(كشت  .را تخمين

مي5همان طور كه درنمودار شكل شود، ميزان تكثيـر مشاهده

 اوليـه سـلولي كمتـريهايي با چگالهو توسعه سلولي در تود 

از ها با داده مقايسه اين داده. بارز است هـاي بـه دسـت آمـده

و ميـزان گـسترش سـلولي روي  بررسي ميـزان زنـده بـودن

هايي را تصديق كند چرا كه توده تواند روند كاهشمي،سطح

 ميزان زنده بودن كمتـري را در زمـان، سلولي بالاتريبا چگال 

و هم چنـين توانـايي چـسبندگي ايـن يكسان نشان مي دهند

ــر روي ســطح كــشت تــوده و گــسترش ســلولي آنهــا ب هــا

ــلول. كمتراســت ــداد س ــزايش تع ــه اف در مرتب ــايي ــاي نه ه

در44/12و9به ترتيـب HD5و CT5 هاي نمونه  اسـت كـه

از ها بسيار چشم مقايسه با ساير نمونه و ايـن نـشان گير است

و تكثيـر سـلولي  و رشد . داردتوانايي در برهمكنش با سطح

 كمتـر،HD50وCT50 هـاي مقادير به دست آمده براي نمونه

و اين1از و مير بالاي سلولگرنشانامر بوده ها درصد مرگ

و كشت استها در مراحل اين توده در .پيش كشت

 ها در طول مرحله كشت تخمين مرتبه تكثير سلولي توده) پايين(نمودار استاندارد) بالا(-5شكل
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314  ...مقايسه دو روش: تهيه مركب زيستي جهت كاربرد در چاپ سلولي:و همكارانايماني

 بحث
هـاي سـلولي در مطالعـات اخيـر با توجـه بـه اهميـت تـوده

مهندسي بافت به عنوان واحدهاي ساختاري تـشكيل دهنـده 

يشگاهي كه بتوانـد ها، استفاده از يك روش مناسب آزما بافت

هاي بهينـه بـراي كـاربرد هاي سلولي مورد نياز با ويژگي توده

در اين زمينه را فراهم كند، در مطالعات مـرتبط بـا مهندسـي 

هـاي نـوين فنـاوري رسد؛ چنانچـه بافت ضروري به نظر مي 

هـاي سـلولي بـه مهندسي بافت مانند چاپ زيـستي از تـوده 

و در مقايسه بـا هاي سلولي استفاد جاي سوسپانسيون  ه نموده

شب موفقيت،آن و شـرايطيههاي بيشتري را در سازي عملكرد

.اند هاي طبيعي بدن گزارش نموده بافت

و در در اين مطالعه با مقايسه دو روش آزمايشگاهي سـاده

هـا در توانـايي روش، سعي بر ارزيابي)HDو CT(دسترس

پذهتهيه تود  و با قابليت كنترل يري ابعـادي، هايي يكنواخت

و برهمكنش مناسب بـا بـسترهاي زيست پذيري قابل قبول

سـازي پارامترهـاي بهينـه،علاوه بـر ايـن. كشت شده است 

و زمان پيش كـشتيموثر مانند چگال   عـلاوه، سلولي اوليه

بـا توجـه بـه. مورد توجه قرار گرفتـه اسـت،بر نوع روش

اي بـههـ تـوده مناسب هاي حاصل از اين مطالعه، ابعاد داده

توسـط ذكر شده محدوده در همان مطالعه ما دست آمده در 

پـذيري بهتـري كنتـرل HD روشو باشدميساير مطالعات 

مي نسبت به لحاظ ابعاد توده  . كنـد هاي به دست آمده فراهم

ر ي وش نيازمنــد دقــت بيــشتر در جابــه جــايهرچنــد ايــن

و انتقـال بـه انكوبـ هاي كشت حين قطره پليت اتور گـذاري

به توده.است هاي نهـايي در روش لولـه همچنين دسترسي

نتايج. تر است ها آسان آوري توده در مرحله جمع،مخروطي

كه توده  در،CTهاي بـه دسـت آمـده از روش حاكي است

ــال و چگ ــان ــسان زم ــرايط يك ــهيش ــلولي اولي ــاد، س  ابع

هم كوچك و بر و فشردگي ،سـلول-كنش سلولتري دارند

و در نتيجه  سرعت توسعه سلولي بر روي بستر بيشتر است

پـذيري ابعـاد تـوده در روش امـا كنتـرل. كشت كمتر است

هاي سلولي سـه تودهبه طور كلي،. بيشتر است،قطره معلق 

و سـطوح مناسـب چـسبنده بعدي در  برهمكنش با محـيط

و توسـعه سلولي مانند داربست  و تكثير ها قادر به چسبيدن

و اين امر در توده  و هايي با ابعاد كوچـك سلولي هستند تـر

به طور چشميچگال گيري قابل مشاهده سلولي اوليه كمتر،

هـاي كـاربردي جهـت در نهايت هر دو روش، روش. است

مي تهيه توده   قـادر،باشند اما روش قطره معلـق هاي سلولي

. تر است هاي مطلوب هايي با ويژگيبه توليد توده

 سپاسگزاري
و متابولي مركز تحقيحمايت مالبا حاضر پژوهش سم ي ـقات غدد

پژوهـشگران.انجـام شـده اسـت تهـرانيدانشگاه علوم پزشـك 

م  ازن دانيمطالعه حاضر بر خود لازم جنـاب آقـاي دكتـر بـاقرد

.دنيتشكر نمالاريجاني رياست محترم اين مركز 
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