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Responsive Culture Dishes for Tissue Engineering 
Applications

[1] Biomimetic materials for tissue ... [2] Cell sheet ... [3] Measurement of Centripetal 
Migration of Normal Corneal ... [4] Sex chromatin of donor corneal epithelium ... [5] The X, 
Y, Z hypothesis of corneal epithelial ... [6] Fyodorov-Zuevkeratoprosthesis implantation: 
Long-term ... [7] Novel materials to enhance corneal epithelial cell ... [8] Simultaneous graft 
copolymerization of 2-hydroxyethyl methacrylate ... [9] A self-crosslinking tri-component 
hydrogel based on ... [10] Bone marrow ... [11] Replacement of an avulsed phalanx with ... 
[12] The restoration of full-thickness cartilage defects with mesenchymal stem ... [13] Blood 
vessels engineered from ... [14] Tissue-engineered autologous bladders for ... [15] Ocular 
surface reconstruction using autologous rabbit oral mucosal epithelial sheets fabricated ... 
[16] Application of the cell sheet technique in ... [17] Regenerative medicine of cornea by 
cell sheet engineering using ... [18] Cell delivery in regenerative medicine: The cell ... [19] 
Temperature-responsive polymer modified surface ... [20] Responsive systems for cell ... 
[21] Three-dimensional cardiac tissue fabrication ... [22] Rapid cell sheet detachment from 
Poly  ... [23] Thermo-Responsive Culture Dishes Allow the Intact Harvest of Multilayered ... 
[24] Functional bioengineered corneal epithelial sheet ... [25] Urothelium regeneration 
using viable cultured ... [26] Human periodontal ligament cell sheets can regenerate ...[27] 
Fabrication of pulsatile cardiac tissue grafts ... [28] Novel approach for achieving double... 
[29] The use of patterned dual thermoresponsive surfaces ... [30] Cell sheet engineering: 
Recreating tissues without ... [31] Latest status of the clinical and industrial applications of 
cell sheet ... [32] The effect of scaffold degradation rate on three-dimensional ... [33] 
Development of PLGA-coated β-TCP ... [34] Cell-Sheet Engineering Using  ... [35] Construction 
of three-dimensional vascularized cardiac ... [36] Nanostructured designs of biomedical 
materials: Applications of cell sheet ... [37] Recent development of temperature-responsive 
cell culture surface using ... [38] Fabrication of thermoresponsive polymer ... [39] Comb-
type grafted hydrogels of PNIPAM and PDMAEMA with ... [40] Rapid Deswelling Response 
of Poly ... [41] Fabrication of functional three-dimensional ... [42] Corneal reconstruction 
with tissue-engineered  ... [43] Cultured Autologous Oral Mucosal Epithelial ... [44] Ultrathin 
poly(N-isopropylacrylamide) grafted ... [45] Polysurgery of cell sheet grafts overcomes 
diffusion ... [46] Dynamic sealing of lung air leaks by the transplantation ... [47] Bladder 
reconstruction using scaffold-less autologous smooth ... [48] Cementum-periodontal 
ligament complex ... [49] Periodontal regeneration with multi-layered ... 

Functional disorder in different tissues is a consequence of cell damage in a part of a tissue that 
can occur because of diseases, traumas, or accidents. Organ transplantation has so far been 
the only treatment approach for these damages; however, transplantation therapies have been 
greatly limited by the serious shortage of donors or immune rejection. One of the alternative 
approaches is tissue engineering that recently has attracted the tremendous attentions of many 
researchers. Cell sheet engineering is a technology that can construct bioengineered sheet-like 
tissues without the need of using scaffolds and it is called “scaffold-free tissue engineering”. 
Cells are cultured at 370C on the surfaces grafted with the temperature responsive polymer 
“poly (N-isopropylacrylamide)”. Then, the cell sheet is harvested with a simple reduced-
temperature treatment up to 200C and transplanted directly onto the injured surface without 
sutures or glues. In the present article, researches and experiments in the field of cell sheet 
engineering have been paid attention. Moreover, the advantages and challenges of this method 
have been discussed.
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مروری بر روش مهندسی لایه سلولی با استفاده از 
منظور کاربردهای  ظروف کشت حساس به دما به

  مهندسی بافت
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  چكيده

های یک قسمت از  سلولهای مختلف در نتیجه آسیب  اختلال عملکرد در بافت
های شدید یا تصادفات به وجود  ، ضربه ها دلیل بیماری تواند به بافت است که می

حال آن که  ،بوده است عضوپیوند  ها، گونه آسیب ایننون تنها راه درمان کتاآید. 
با  های اهدایی عمدتاً  شدن بافت پیوندی یا کمبود بافت زده دلیل پس این راه به
های جایگزین، مهندسی بافت است که  . یکی از روشاه استهایی همر سختی

امروزه بسیار مورد توجه محققان قرار گرفته است. مهندسی لایه سلولی روشی 
و شکل بدون نیاز به داربست است  ای که قادر به ایجاد بافت مهندسی لایهاست 

ی ها رو سلول شود. در اصطلاح به آن "مهندسی بافت فاقد داربست" گفته می
آمید  اکریل ایزوپروپیل ان ظروف حساس به دما که پایه اصلی آنها پلیمر پلی (PNIPAM)  شوند. سپس با کاهش دما تا  کشت داده می ۳۷℃است در دمای شود و بدون نیاز به بخیه یا چسب در  ، لایه سلولی از روی سطح جدا می۲۰℃

شده در  آزمایشات انجامدر این مقاله مطالعات و گیرد.  ناحیه بافت هدف قرار می
ها و مشکلات این روش  حوزه مهندسی لایه سلولی بررسی شد. همچنین مزیت

  مورد ارزیابی قرار گرفت.
  ایزو پروپیل اکریل آمید، پلیمر حساس به دما ان مهندسی لایه سلولی، پلیها:  کلیدواژه
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  مقدمه
سال اخیر پزشکی ترمیمی و مهندسی بافت بسیار مورد  ۱۵تا  ۱۰در 

توجه بوده است. محصولاتی با استفاده از روش مهندسی بافت 
شونده است،  های تخریب  ها درون داربست سنتی که قرارگیری سلول

کنند. این محصولات اند به مرحله کلینیکی راه پیدا  توانسته
های  های استخوان، غضروف، مثانه و رگ کاربردهای زیادی در حوزه

بودن پزشکی ترمیمی با  اند. بنابراین این نتایج، ضروری خونی داشته
  .[1]دنده استفاده از رویکردهایی برای انتقال سلولی را نشان می

 صورت شده به داده های کشت مهندسی لایه سلولی که در آن سلول
آیند، با استفاده از  تولیدشده به دست می ECMسالم به همراه 

تواند در  ظروف کشت حساس به دما گسترش یافته است و می
حوزه مهندسی بافت بسیار مفید واقع شود. مهندسی لایه سلولی 

هایی مانند قرنیه، عضله صاف اسکلتی و لیگامان  تاکنون برای بافت
فت دوبعدی تلقی شوند، نتایج صورت یک با توانند به لثه که می
  .[2]آمیزی را در برداشته است موفقیت

هایی از قبیل  دلیل آسیب اختلال عملکرد در اپیتلیوم قرنیه به
های مختلفی مانند  های شیمیایی و گرمایی، بیماری سوختگی

گونه  آید. این جانسون و ضربه شدید به وجود می - سندروم استونس
های بنیادی  رفتن کامل سلول ازبین ها موجب ها و بیماری آسیب

 نهایتاً شود که  اپیتلیوم قرنیه که در قسمت لیمبال قرار دارد، می

ها، منجر به کدری قرنیه و کمبود حدت بینایی  کمبود این سلول
  .[5-3]شود می

توان به پیوند قرنیه در  ها می های درمان این آسیب از اولین روش
طور کلی دو مشکل اساسی برای  ا بهکاربردهای بالینی اشاره کرد. ام

پیوند اعضا وجود دارد که شامل تعداد کم اهداکننده و احتمال 
  .[6]زدن از طرف بافت میزبان و واکنش سیستم ایمنی هستند پس

های  های دیگر ترمیمی بافت قرنیه، استفاده از کاشتنی از روش
مختلف های  عنوان جایگزین در لایه تواند به پزشکی است که می

ها از مواد و  گونه کاشتنی چشم استفاده شود. برای ساخت این
دلیل خواص مشابه با  اند. پلیمرها به های مختلفی بهره برده روش

گونه  ها برای ساخت این های بدن از بهترین گزینه اکثر بافت
های پلیمریزاسیون متفاوتی  شوند. روش ها محسوب می کاشتنی

های عظیمی در  ن استفاده شده و پیشرفتنیز برای سنتز آنها تاکنو
  .[9-7]های چشمی داشته است حوزه جایگزین

بعد از آن در حوزه پزشکی ترمیمی، مهندسی بافت مطرح شد که با 
عنوان داربست توانست برای بازسازی  استفاده از بیومواد جدید به
. [14-10]های خونی و مثانه موثر باشد بافت استخوان، غضروف، رگ

ها و  ها، چالش امه به معرفی روش مهندسی لایه سلولی، مزیتدر اد
  شده در این حوزه خواهیم پرداخت. مطالعات انجام

  
  مهندسی لایه سلولی

 ۱۹۹۳"مهندسی لایه سلولی" روشی است که برای اولین بار در سال 
های مهم آن نسبت به مهندسی بافت  مطرح شد که از مزیت

گونه حامل یا داربست بیولوژیکی  یچمرسوم، این است که در آن از ه
شود و در اصطلاح به آن "مهندسی بافت فاقد داربست"  استفاده نمی
  .[15]شود گفته می

شود و روی ظروف  در این روش معمولاً از خود فرد سلول گرفته می
شود. سپس با  کشت داده می ۳۷℃کشت حساس به دما در دمای 

ه سلولی به همراه دقیقه، لای۳۰مدت  به ۲۰℃کاهش دما تا 
ماتریکس خارج سلولی از روی سطح جدا شده و در محل آسیب 

  .[16]شود قرار داده می
در خصوص مهندسی لایه سلولی برای بافت قرنیه، برای کسانی که 

های بنیادی موجود  شان مربوط به یک چشم است از سلول بیماری
عنوان منبع سلولی استفاده  در قسمت لیمبوس چشم سالم به

های  های مربوط به هر دو چشم، از سلول شود و برای بیماری می
عنوان منبع سلولی  شده از مخاط فرد، به بنیادی اپیتلیال گرفته

شود. لایه سلولی بعد از جدایش از روی سطح ظرف  استفاده می
دقیقه روی سطح استروما کاملاً ۵کشت حساس به دما بعد از 

زدن داشته باشد، یک سطح صاف  چسبد بدون اینکه نیاز به بخیه می
آورد. نتایج روی بیماران نشان داده است که  و تمیز را به وجود می

بهبودی شفافیت قرنیه و حصول حدت بینایی پس از تقریباً یک 
شده  شود. این روش نسبت به بافت مهندسی سال حاصل می

های فیبرینی و غشای آمنیوتیک برای قرنیه شفافیت  وسیله ژل به
  .[17]کند ی را ایجاد میبیشتر

رفتن اپیتلیوم قرنیه  هایی که موجب ازبین علاوه بر درمان بیماری
های انعکاسی چشم نیز  توان بعد از عمل شود، از این روش می می

دیده  استفاده کرد تا کدری روی قرنیه ایجاد نشود و بافت آسیب
 مراحل روش مهندسی لایه سلولی ۱. شکل [18]تر ترمیم شود سریع
  دهد. منظور ترمیم لایه اپیتلیوم قرنیه را نشان می به

  ظروف کشت حساس به دما
پایه اصلی روش مهندسی لایه سلولی، پلیمر 

که یک پلیمر  است (PNIPAm)اکریل آمید  ایزوپروپیل ان پلی
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وسیله پیوندهای کووالانسی روی ظرف  حساس به دما است و به
یک پلیمر هوشمند  PNIPAmشود. پلیمر  کشت پیوند داده می

تر و بالاتر از دمای  است که تغییرات حلالیت/غیرحلالیت را پایین
های  دهد. زنجیره است نشان می ۳۲℃حلالیت بحرانی خود که 

یافته را در  شوند تا یک ساختار بسط هیدراته می PNIPAmپلیمری 
ها یک ساختار  کمتر از دمای بحرانی تشکیل دهند. همچنین زنجیره

دهند که  وسته و فشرده را بالاتر از دمای بحرانی تشکیل میپی هم به
افتد. این پدیده گذار در  ها اتفاق می شدن زنجیره واسطه دهیدراته به

بیشتر به تغییرات تطبیقی زنجیره پلیمری  PNIPAmمحلول آبی 
های جانبی ایزوپروپیل بستگی  از تغییرات هیدراسیونی گروه

شدن این لایه پلیمری را  هیدراته و دهیدراتهروند  ۲. شکل [19]دارد
  دهد. نشان می

  

  
های مخاط دهان  مراحل روش مهندسی لایه سلولی با استفاده از سلول )١ شکل
  منظور بازسازی لایه اپیتلیوم قرنیه به
  

  
با کاهش و افزایش  PNIPAAmشدن لایه پلیمری  هیدراته و دهیدراته )٢شکل 
  دما
  

کنند  را ترشح می ECMهای  ها مولکول در طول کشت سلولی، سلول
آورند. در جداسازی  سلول را به وجود می - و ارتباطات سلول

سلول  -و ارتباطات سلول ECMوسیله آنزیم تریپسین،  ها به سلول
شوند، در مقابل، در ظروف حساس به دما، با  کاملاً تخریب می
کاملاً بدون آسیب از  ECMه های سلولی به همرا کاهش دما لایه
، سطح ظروف آبگریز است و ٣٧℃شوند. در دمای  سطح جدا می

یابند  شوند و تکثیر می چسبند، پخش می راحتی می ها بهسلول
استایرنی هستند. هنگامی که دما  مانند زمانی که روی ظروف پلی

یابد سطح پلیمر آبدوست و متورم  کاهش می ٣٢℃به کمتر از 
لایه آبی بین سطح ظرف و لایه سلولی به وجود  شود و یک می
دهد که لایه سلولی بدون نیاز به آنزیم جدا  آید و این اجازه را می می

موجب  یی مانند پروتئاز و تریپسینها شود. عدم استفاده از آنزیم
های یونی،  های سطح سلولی مانند کانال شود پروتئین می

سلول سالم  -ارتباطی سلولهای  فاکتور رشد و پروتئین های گیرنده
  .[20 ,17]بمانند
طور کلی هنگام جداسازی لایه سلولی از سطح، این لایه ابتدا از  به
شود و به تدریج این جدایش به قسمت میانی منتقل  ها جدا می لبه

شود و احتمالاً دلیل آن این است که آب بین لایه سلولی و  می
یه سلولی از سطح جدا کند. هنگامی که لا ها نفوذ می ظرف از لبه

دلیل ارتباطات قوی بین سلولی، این لایه بسیار تمایل  شود به می
کند. استفاده از یک  دارد که جمع شود و حالت انقباضی پیدا می

غشای متخلخل یا غشای کیتین از این امر جلوگیری خواهد کرد. 
بعد از جدایش لازم است که سریعاً لایه سلولی به یک ظرف کشت 

  .[22 ,21]شدگی آن جلوگیری شود انتقال پیدا کند تا از جمع دیگر
  

  انواع مهندسی لایه سلولی
های مختلفی را با استفاده از مهندسی  ها و ارگان طور کلی بافت به

  توان بازسازی کرد: لایه سلولی با سه روش مختلف می
طور مستقیم روی بافت  ) یک لایه سلولی از یک نوع سلول به١

گیرد (مانند ترمیم پوست، قرنیه، لیگامان لثه و  میزبان قرار می
  .[26-23]مثانه) 

بعدی روی  صورت سه چند لایه سلولی از یک نوع سلول به) ۲
  .[27]گیرد (مانند ترمیم بافت قلب)  قسمت بافت میزبان قرار می

ای روی یکدیگر  صورت لایه لولی از چند نوع سلول بهچند لایه س) ۳
  .[28]گیرند (مانند ترمیم بافت کبد و کلیه)  قرار می

توان دو نوع سلول مختلف را در ظروف دارای  همچنین می
های مشخص که حساس به دما هستند کشت داد که برای  قسمت

  .[29]شود های کبد و کلیه استفاده می ترمیم بافت
  

  هندسی لایه سلولی بر پایه ظروف کشت حساس به دماهای م مزیت
  ها ماندن سلول ) سالم۱

هایی مانند تریپسین و دیسپاز برای جداسازی لایه  استفاده از آنزیم
های ماتریس خارج سلولی تخریب  شود مولکول سلولی موجب می

شود. همچنین  شوند و اجازه جدایش بدون آسیب سلول داده نمی
شوند که موجب کاهش شکل  لولی تخریب میهای سطح س پروتئین

شود. به همین  ها برای تزریق می تمایزی سلول و عملکرد سلول
های تزریقی مشکل است.  دلیل کنترل اندازه، شکل و محل سلول

های سلولی  شود ورقه استفاده از ظروف حساس به دما باعث می
از سطح جدا شوند و بدون نیاز به چسب  ECMسالم به همراه 
طور مستقیم روی بافت میزبان قرار گیرند.  زدن، به فیبرین یا بخیه
سلول و  -وسیله این ظروف، ارتباطات سلول ها به برداشت سلول

کند که برای بازسازی بافت عملکردی نیاز  را حفظ می ECM - سلول
  .[31 ,30]است

ندسی لایه سلولی نسبت به یک مثال مناسب برای اثبات مزیت مه
تزریق سلولی مستقیم، بازسازی عضله صاف است، زیرا عضله صاف 

دهد و نکته مهم در بازسازی  های توخالی بدن را پوشش می اندام
طور دقیق با یکدیگر ارتباط  ها باید به این بافت این است که سلول

. پیوسته را تشکیل دهند هم داشته باشند و یک بافت یکدست و به
های عضلانی صاف با استفاده از ظروف کشت حساس  کشت سلول

انجامد که با  پیوسته می هم به دما به تشکیل یک لایه سلول به
توان به ساختار بافت عضله صاف  قراردادن دو یا پنج لایه سلول می

های سلولی به همراه  رسید. بعد از پیوند زیرجلدی، ساختار لایه ECM  ،صورت  دقیقه به محل کاشت به۵بعد از روی سطح لایه بازال
چسبد. یک هفته بعد از پیوند، در محل قسمتی از بافت  پایدار می

صورت کاملاً  های عضله صاف به که برداشته شده بود لایه
های  پیوسته حضور دارند. این در حالی است که وقتی سلول هم به

شوند  صورت سوسپانسیون به محل تزریق می صاف عضلانی به
های بدون ارتباط با یکدیگر دیده  ها و سلول اطقی با کمبود سلولمن
ها کاملاً با  شوند. در روش مهندسی لایه سلولی این سلول می
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یکدیگر در ارتباط هستند و یک بافت یکپارچه را تشکیل 
ماندن اجزای سلولی را در روش مهندسی  سالم ۳. شکل [30]دهند می

شت حساس به دما نسبت به لایه سلولی با استفاده از ظروف ک
  دهد. خوبی نشان می اصلاح آنزیمی به

  

  
با کاهش  PNIPAAmجداسازی سالم لایه سلولی از روی سطح پلیمر  )٣ شکل

  دما در مقایسه با اصلاح آنزیمی
  
  شونده های تخریب ) عدم استفاده از داربست۲

عنوان داربست  ها به پلیمرها با ساختارهای مختلف برای انواع سلول
ها  شوند. اما استفاده از این داربست برای کشت سلولی استفاده می

عوارضی نیز دارند که شامل این موارد هستند: الف) به محض 
تخریب، فضاهایی که قبلاً با داربست پلیمری پر شده بود اغلب با 

شود، بنابرین برای  شده پر می تشکیل ECMمقادیر زیادی از 
بازساخت ساختارهای سلولی پراکنده مانند غضروف یا استخوان، 

های طبیعی شبیه  ساختارهای تولیدشده ممکن است به بافت
باشند، اما در شرایطی که به ساختارهای متراکم سلولی مانند قلب 

صلی شده شبیه به بافت ا یا کلیه نیاز داریم، اغلب بافت تشکیل
نیست و ممکن است موجب تصلب بافت شود، ب) در ساختارهای 

های داربست سالم  ها در حاشیه بزرگ اغلب مشاهده شده که سلول
ها در مرکز ساختار یک  اند اما سلول هستند و به بافت محلی شبیه
ترین مشکل  دهند، پ) هنوز بزرگ هسته نکروتیک را تشکیل می

های التهابی قوی است  ربست، پاسخهای بر پایه دا استفاده از روش
افتد و دیده شده که  که به محض تخریب داربست اتفاق می

کنند. درواقع  شده به سطح داربست حمله می ماکروفاژهای فعال
عنوان داربست استفاده  شونده که به حتی اگر پلیمرهای تخریب

شوند غیرسمی و از نظر مکانیکی غیرتهاجمی باشند، تاثیرات  می
  .[30]کند از تخریب آنها عملکردشان را با محدودیت مواجه میناشی 

دلیل حضور  ها به در طول فرآیند ترمیم زخم، ماکروفاژها و نوتروفیل
کنند و این پاسخ التهابی  داربست به محل کاشت مهاجرت می

های پیوندشده آسیب وارد کند و بافت  تواند به سلول میزبان می
شکست مواجه کند. در خصوص  شده را با شده کاشته مهندسی

عنوان داربست، مانند کلاژن یا ژل  استفاده از پلیمرهای طبیعی به
های ترمیم زخم است و در  فیبرین، روند تخریب آنها شبیه به پاسخ

های التهابی به محل کاشت و داخل  نتیجه آن مهاجرت سلول
و  (PLA)اسید  لاکتیک افتد. پلی  داربست اتفاق می

که پلیمرهای سنتزی هستند نیز اغلب  (PGA)اسید  یکگلایکول پلی
توانند طبق  دلیل این که می شوند به عنوان داربست استفاده می به

فرآیندهای متابولیکی طبیعی از بدن حذف شوند. اما استفاده از 
تواند آسیب قابل  دلیل ساختار اسیدی آنها می این پلیمرها نیز به

مشاهده شده است که تخریب توجهی در محل کاشت ایجاد کند. 
دلیل ایجاد محیط  به (PLGA)اسید  گلایکولیک لاکتیک سریع پلی

اسیدی، اثرات منفی در محل کاشت داربست به وجود آورده است. 
شدن آنها  ها به داربست و یکپارچه این محیط اسیدی از ورود سلول

ها را کاهش  مانی سلول کند و میزان زنده با داربست جلوگیری می
های  به همراه سلول PLGAروز بعد از کاشت داربست  ۱۴دهد.  می

ها، مهاجرت و فعالیت  مانی سلول صاف عضلانی، کاهش میزان زنده
مدت در طول فرآیند تخریب مشاهده  ماکروفاژها و التهاب طولانی

تواند برای مهاجرت و رشد سلولی در داربست اختلال  شود که می می
  .[33 ,32 ,30]ایجاد کند

  ) حفظ ارتباطات سلولی۳
ها در حالت سوسپانسیونی  صورت مرسوم، سلول در تزریق سلولی به

 ECMقرار دارند که بدون ارتباطات مناسب با یکدیگر و ساختار 
های تزریقی  دیده است سلول هستند، هنگامی که بافت آسیب

دیده میزبان بچسبند اما در مقابل  خوبی به محل آسیب توانند به نمی
تواند به محل مورد نظر و حتی  می ECMدلیل تولید  سلولی به لایه

دادن  خوبی بچسبد و سطح را با کمترین میزان ازدست محل زخم به
  .[16]سلول بپوشاند

  ه) عدم استفاده از نخ بخی۴
در برخی  PGAو  PLAاستری مانند  های بخیه پلی استفاده از نخ

های جراحی مانند قرنیه به سبب ایجاد پاسخ التهابی قابل  عمل
توجه ممنوع شده است. در روش مهندسی لایه سلولی نیاز به 

  .[30]استفاده از نخ بخیه یا چسب بافتی نیست
  ) سهولت پیوند لایه سلولی۵
راحتی قابل حمل، غیرشکننده و قابل  های سلولی جداشده به لایه

نیاز به حامل هستند. در مطالعات زیادی برای ترمیم پیوند بدون 
های لیمبال قرنیه سالم خود فرد  بافت اپیتلیوم قرنیه، از سلول

استفاده شده است. بعد از کشت مناسب روی ظروف کشت حساس 
شده از روی سطح جدا  به دما، با کاهش دما لایه سلولی تشکیل

جی یا نخ بخیه روی راحتی و بدون نیاز به حامل خار شود و به می
  .[34 ,2]چسبد گیرد و می سطح استرومای قرنیه قرار می

  ) امکان استفاده برای تعداد زیادی بیمار۶
های بنیادی از یک اهداکننده و روش کشت مناسب  با گرفتن سلول

بیمار  ۲۰توان برای بیش از  روی ظروف کشت حساس به دما می
  .[19]دیده تهیه کرد آسیبهای  منظور بازسازی بافت لایه سلولی به

  
  یهای روش مهندسی لایه سلول چالش

در روش مهندسی لایه سلولی مانند مهندسی بافت محدودیت  )۱
های خود  ها استفاده از سلول منابع سلولی وجود دارد. یکی از روش

فرد است که سیستم ایمنی را نیز تحریک نخواهد کرد که تا به حال 
فرد برای ترمیم قرنیه استفاده شده های مخاطی دهانی  از سلول

های بنیادی جنینی به  ها، تمایز سلول است. همچنین از دیگر روش
گرفته  های سلولی دیگر است. در اکثر مطالعات صورت انواع رده

های مخاطی دهان استفاده شده است زیرا نحوه  کلینیکی از سلول
که از این  ها نسبتاً غیرتهاجمی و آسان است برداشت این نوع سلول

ها برای بازسازی بافت اپیتلیوم قرنیه استفاده شده اما  سلول
بودن استخراج  دلیل کمبود منابع سلولی و چالش برانگیز تاکنون به

های بدن انسان، مهندسی لایه سلولی با  سلولی از دیگر بافت
های دیگر بدن  های خود فرد برای بازسازی بافت استفاده از سلول

کلینیکی صورت نگرفته و در مرحله حیوانی متوقف  صورت انسان به
  .[30]شده است

 شده با روش مهندسی لایه سلولی بسیار ) یک لایه سلولی تهیه۲
های با ضخامت بیشتر، آنها  نازک است بنابراین برای تولید لایه

گیرند. بنابراین نکروز بافت  معمولاً لایه به لایه روی هم قرار می
ا بر اثر کمبود تغذیه و هیپوکسی اتفاق بیفتد و ه تواند بین لایه می

مانی  تواند مانع زنده همچنین بعد از کاشت داخل بدن ایسکمی می
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، محققان توانستند با ۲۰۱۵ای در سال  ها شود. طبق مطالعه سلول
های قلبی، اندوتلیال و ظروف کشت حساس به  استفاده از سلول

ها  زایی بین لایه ه رگبعدی برسند ک دما، به بافت چندلایه و سه
ها حل  افتد و مشکل هیپوکسی و غذارسانی برای سلول اتفاق می

توان گفت برای رفع این چالش بزرگ،  رو می شود. ازاین می
  .[35 ,16]تحقیقات در حال انجام است

شدن لایه سلولی بعد از  ) یکی از مشکلات این روش، جمع۳
های  برای بافتجداشدن از روی سطح پلیمر است. این موضوع 

نسبتاً دوبعدی مانند بافت اپیتلیوم قرنیه بسیار حائز اهمیت است 
زیرا لازم است که یک سطح صاف روی استرومای قرنیه قرار بگیرد 

هایی برای  و بچسبد تا بتواند شفافیت قرنیه را بازسازی کند. روش
ها استفاده از  حل این مشکل ارایه شده است. یکی از این روش

گلایکول  اتیلن کننده سخت از جنس کیتین، پلی حمایت غشاهای (PEG) فلورید  وینیلیدن و پلی(PVDF)  ،است که بعد از جداسازی
لایه سلولی به این غشاها منتقل شده و سپس در محل آسیب قرار 

عنوان  کننده مکانیکی به گیرد. همچنین استفاده از یک کنترل می
  .[36]تواند موثر باشد یکننده و جداکننده لایه سلولی م حمل

  

  یعوامل موثر روی کارآمدبودن لایه سلول
) ضخامت لایه پلیمر: ضخامت لایه پلیمری که روی سطح پیوند ۱

خورد از اهمیت بسیاری برخوردار است. اگر این میزان کمتر از  می
ها از  متر مربع) باشد سلول میکروگرم بر سانتی۴/۱نانومتر (۲۰

های عاملی به  برخوردار هستند زیرا گروهچسبندگی بسیارخوبی 
شود اما با  شوند و سطح پلیمر آبگریز می طرف سطح کشیده می

شوند زیرا پلیمر میزان  ها از روی سطح جدا نمی کاهش دما سلول
کند. همچنین اگر ضخامت لایه  آبدوستی مناسب را پیدا نمی

بع) باشد متر مر میکروگرم بر سانتی۲نانومتر (۳۰پلیمری بیشتر از 
شود، چسبندگی مناسب  دلیل اینکه سطح به شدت آبدوست می به

شود و درواقع اگر لایه پلیمری ضخیم باشد، در  سلولی مشاهده نمی
های پلیمر تحرک زیادی خواهند  ترین قسمت، زنجیره بیرونی

تواند روی  داشت. بنابرین بهترین ضخامتی که لایه پلیمری می
  .[37 ,36 ,17]نانومتر است۳۰ تا ۲۰سطح داشته باشد بین 

طور کلی گفته  ها: به منظور جداسازی سلول ) میزان کاهش دما به۲
شد برای جداسازی لایه سلولی لازم است دما به زیر دمای حلالیت 

های متفاوت،  بحرانی برسد، اما باید توجه داشت که سلول
عنوان  دهند، به های یکسانی به این کاهش دما نشان نمی واکنش

 ۱۰℃های هپاتوسیت در  و سلول ۲۰℃های اندوتلیال در  مثال سلول
  .[36]دهند حداکثر میزان جداسازی را از خود نشان می

های  روی سطح: روش PNIPAm) نحوه پلیمریزاسیون ۳
روی سطح وجود  PNIPAmپلیمریزاسیون متفاوتی برای پیوند 

، UVدارد که شامل تابش باریکه الکترونی، تابش پلاسما، تابش 
پلیمریزاسیون رادیکالی انتقال اتمی و پلیمریزاسیون انتقال به 

ها و  پذیر، که با توجه به نوع سلول جدایشی برگشت - زنجیر افزایشی
شرایط آزمایشگاهی مطلوب است که موثرترین روش انتخاب 

  .[38 ,37]شود
) زمان جداسازی کامل لایه سلولی از سطح: این زمان بسیار قابل ۴

کشد که  دقیقه طول می۳۰- ۲۰اهمیت است و در حالت معمول بین 
ممکن است در این زمان لایه سلولی عملکرد بیولوژیکی خود را از 

بخشیدن به  هایی برای سرعت دست بدهد. در ادامه به روش
  .[19]دشو جداسازی لایه سلولی پرداخته می

  هایی برای تسریع عمل برداشت لایه سلولی روش
روی غشای متخلخل: در این روش یک  PNIPAm) پیوند پلیمر ۱

شود تا  زیرلایه با قابلیت نفوذپذیری بالای آب به کار برده می
های آب به مرز میان لایه سلولی و پلیمر نفوذ کنند و عمل  مولکول

 PNIPAAmهیدراسیون لایه پلیمری را سرعت بخشند. پلیمر 
وسیله تابش تفنگ الکترونی روی غشای  صورت کووالانسی به به

ها بدون هیچ  سلول ٣٧℃شود. در دمای  متخلخل پیوند می
شوند (در صورتی که قطر  چسبند و تکثیر می مشکلی روی غشا می

، لایه سلولی ٢٠℃ها کمتر از سلول باشد). با کاهش دما تا  تخلخل
تر از  شود و درواقع این جداشدن سریع راحتی از سطح جدا می به

دلیل  استایرن پیوند شده و این به حالتی است که پلیمر روی پلی
تر انجام  ها است که هیدراسیون سریع ذ آب به درون تخلخلنفو
توان گفت در این روش، نفوذ آب علاوه بر  درواقع میشود.  می

افتد و به همین دلیل هیدراسیون زودتر  اطراف از زیر نیز اتفاق می
  .[22]گیرد انجام می

  

روی غشای متخلخل: این  PEGبا  PNIPAmپیوند کوپلیمر ) ۲
تر نسبت به دما واکنش نشان دهد،  روش موجب شد تا پلیمر سریع

های آب  هایی را برای عبور مولکول کانال PEGهای  درواقع زنجیره
تر  ایجاد کردند تا هیدراسیون و در نتیجه جداشدن لایه سلولی سریع

  .[40 ,39]اتفاق بیفتد
  

ه سلولی ممکن است حین کننده: لای ) استفاده از یک کنترل۳
بودن خودش را از دست بدهد.  برداشت جمع شود و حالت صاف

بعدی از  برای برداشت یک لایه سلولی صاف یا ساخت یک بافت سه
کننده شامل یک  شود. این کنترل کننده استفاده می یک کنترل

کننده، یک قالب سیلیکونی و یک پیستون است  هیدروژل حمایت
گیرد و از روی  ولی در تماس با هیدروژل قرار میکه درواقع لایه سل
و استفاده از این  ۲۰℃شود. با کاهش دما تا  سطح بلند می

شدگی به دست  کننده یک لایه سلولی صاف و بدون جمع کنترل
های  نازک است و سطح بیشتری نسبت به لایه آید که بسیار می

لایه سلولی شوند. این  سلولی دارد که خودشان از روی سطح بلند می
تواند روی یک ظرف کشت دیگری قرار بگیرد یا برای ساخت  می

  .[41 ,19]های سلولی مرتباً روی یکدیگر قرار گیرند بعدی لایه بافت سه
  

  یمروری بر مطالعات تجرب
های دستیابی به روش مهندسی لایه سلولی  محققان از اولین سال

نحوه جدایش  با استفاده از ظروف کشت حساس به دما، به بررسی
های سلولی از روی سطح پلیمر، ضخامت بهینه پلیمر و  لایه

اند و اکثر مطالعات در مرحله  چگونگی تسریع این عمل پرداخته
  .تنی انجام شده است برون

  

شده  در مطالعات متعددی نشان داده شد که لایه سلولی کشت داده
راحتی از  به ۲۰℃تا  ۳۷℃با کاهش دما از  PNIPAmروی پلیمر 

و ارتباطات بین  ECMشود و با حفظ ساختار  روی سطح جدا می
دیده بسیار مناسب است.  سلولی برای کاشت در محل بافت آسیب
های بنیادی لیمبال قرنیه و  برای بازسازی بافت قرنیه از سلول

آمیزی  های مخاط دهان استفاده شده است که نتایج موفقیت سلول
  .[42 ,24]ترا در بر داشته اس

  

و استفاده از روش لایه سلولی  ۲۰۱۲شده در سال  طی مطالعه انجام
منظور ترمیم بافت اپیتلیوم قرنیه، بعد از پیوند لایه روی قرنیه  به
آمیز شامل بازگشت شفافیت  صورت کلینیکی، نتایج موفقیت به

قرنیه، بازگشت حدت بینایی، عدم ایجاد زخم، عدم ایجاد التهاب و 
  .[43]قرنیه مشاهده شد ۲۶از به بخیه روی عدم نی

  

همچنین در مطالعاتی دیگر نشان داده شده است که برای تسریع 
های  توان از روش عمل برداشت لایه سلولی از روی سطح پلیمر می



لهام محسنی ۱۰۸  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران وادقانی ا

   ۱۳۹۸ بهار، ۲، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                                         زیستی شناسی آسیب های پژوهش

ها موجب  اکساید استفاده کرد. این روش اتیلن با پلی PNIPAmمتعددی مانند استفاده از یک غشای متخلخل یا کوپلیمرکردن 
تر به داخل پلیمر نفوذ کنند و  های آب سریع شود تا مولکول می

  .[40 ,22]متورم شوند
و همکاران به این مهم دست یافتند که  آکیاما ۲۰۰۴در سال 

تواند در نحوه جدایش لایه سلولی از سطح  ضخامت لایه پلیمری می
نانومتر ۳۰تا  ۲۰بسیار موثر باشد و ضخامت بهینه لایه پلیمری را 

  .[44]اعلام کردند
هایی است که  علاوه بر بافت قرنیه، بافت قلب از جمله بافت

ای بازسازی آن بسیار موفق عمل مهندسی لایه سلولی توانسته بر
کند. محققان توانستند با استفاده از ظروف کشت حساس به دما و 

های اندوتلیال به یک  های کاردیومایوسیت موش و سلول سلول
بافت چهار لایه قلبی دست پیدا کنند که بعد از کاشت توانایی تپش 

 برای رفع ۲۰۱۴کند. همچنین در سال  خودی را پیدا می خودبه
شده با  رسانی به بافت قلبی ساخته مشکل هیپوکسی و تغذیه

هایی در زمینه  استفاده از روش مهندسی لایه سلولی آزمایش
آمیزی را در پی  ها انجام شد که نتایج موفقیت زایی بین لایه رگ

  .[45 ,35 ,27]داشت
های  عنوان سطح حساس به دما و سلول به PNIPAmاز پلیمر 

ای کبد  منظور ساخت بافت چندلایه ال بههپاتوسیت و اندوتلی
بودن  استفاده شده است که توانسته بعد از کاشت، عملکردی

. همچنین مهندسی لایه [28]عنوان بافت کبد را از خود نشان دهد به
منظور بازسازی بافت ریه و جلوگیری از نشت هوا از ریه  سلولی به

شت هوا از ریه مورد آزمایش قرار گرفته است. برای جلوگیری از ن
شود که نتایج،  های فیبرینی استفاده می صورت مرسوم از چسب به

بودن آن را نشان  بودن بافت نهایی به بافت ریه و عملکردی شبیه
  .[46]های فیبرینی است دهد که جایگزینی مناسب برای چسب می

های صاف  آزمایشی صورت گرفت که در آن از سلول ۲۰۱۴در سال 
گوش برای کشت روی پلیمر حساس به دمای عضلانی مثانه خر PNIPAm  استفاده شد و بعد از جدایش سلولی در همان محل
بودن به بافت  ماه پیگیری، عملکردی و شبیه ۱۲کاشته شد. بعد از 

  .[47]شده مشاهده شد اصلی برای بافت کاشته
هایی که روش مهندسی لایه سلولی برای آن  یکی دیگر از بافت

ده است، بافت لیگامان لثه است که در تحقیقات آمیز بو موفقیت
های لیگامان لثه برای کشت روی ظروف حساس  متعددی از سلول

به دما استفاده شده است. بافت ایجادشده بعد از کاشت در محل 
شدن استخوان و سیمان لثه که با  پیوسته هم توانسته موجب به

ت اصلی عمل های کلاژن در ارتباط است، شود و شبیه به باف لیف
  .[49 ,48]کند

صورت خلاصه با تفکیک رویکرد،  شده به مطالعات تجربی انجام
ذکر شده  ۱بافت هدف، نوع سلول مورد آزمایش و نتایج در جدول 

  است.
  

  PNIPAAmشده با استفاده از روش مهندسی لایه سلولی و ظروف کشت حساس به دما بر پایه  مطالعات تجربی انجام )١جدول 
  نتایج  نوع سلول بافت هدف  رویکرد

استفاده از ظروف کشت حساس به دما برای دستیابی به لایه
های بنیادی لیمبال  سلول  قرنیه  سلولی اپیتلیال قرنیه

  قرنیه
صورت سالم بدون نیاز به آنزیم، قرارگرفتن جدایش لایه سلولی به

 [24]زدن لایه سلولی روی استرومای قرنیه بدون نیاز به حامل و بخیه
های خود فرد و ظروف کشت حساس به دما استفاده از سلول

دهان اپیتلیال مخاط   قرنیه  منظور بازسازی قرنیه به
  انسانی

بیمار، بازگشت شفافیت قرنیه ۴آمیز کلینیکی روی  نتایج موفقیت
  [42]و حدت بینایی برای آنها

های خود فرد و ظروف کشت حساس به دما استفاده از سلول
اپیتلیال مخاط دهان   قرنیه  عنوان جایگزینی برای پیوند قرنیه به

  انسانی
بازگشت شفافیت قرنیه بیمار، ۲۶آمیز کلینیکی روی  نتایج موفقیت

 [43]و حدت بینایی برای آنها، بدون ایجاد جای زخم و التهاب
های خود حیوان استفاده از ظروف کشت حساس به دما و سلول

اپیتلیال مخاط دهان   قرنیه  برای بازسازی سطح قرنیه
  خرگوش

جداسازی لایه سلولی از سطح پلیمر و قرارگیری مناسب آن روی
  [15]شفافیت قرنیهقرنیه و بازگشت 

مقایسه دو ضخامت مختلف برای پلیمر پیوندشده روی سطح
بودن ضخامت پلیمر در چسبندگی مناسب سلولی و اهمیت بهینه  اندوتلیال سرخرگ گاوی  -   استایرن پلی

  [44]آمیز لایه سلولی برداشت موفقیت

منظور  اکساید به اتیلن و پلی PNIPAAmاستفاده از کوپلیمر 
  -   -   و جدایش لایه سلولی deswellingتسریع عملیات 

های دلیل حضور زنجیره هنگام کاهش دما به deswellingتسریع 
هایی برای حضور  عنوان کانال اکساید آبدوست به اتیلن پلی

  [40]های آب مولکول
منظور  روی یک غشای متخلخل به PNIPAAmپیوند پلیمر 

های آب دلیل نفوذ مولکول تسریع عمل آبدارشدن لایه پلیمری به  اندوتلیال سرخرگ گاوی  -   تسریع در عمل جدایش لایه سلولی
  [22]به مرز میان لایه سلولی و پلیمر

استفاده از چندین لایه سلولی متفاوت برای دستیابی به یک
  قلب  بعدی دارای عروق  بافت سه

فیبروبلاست، مایوبلاست، 
کاردیومایوسیت و 

  اندوتلیال

بعدی با استفاده از چندین لایه سلولی و ساخت بافت قلبی سه
  [35]ها آمیز بین لایه زایی موفقیت رگ

منظور ساخت بافت استفاده از روش مهندسی لایه سلولی به
متری دارای عروق، دارای میلی ساخت یک بافت سه لایه ضخیم یک  کاردیومایوسیت موش  قلب  قلبی دارای عروق و جلوگیری از هیپوکسی

  [45]آمیز بعد از کاشت برای جلوگیری از هیپوکسی نتایج موفقیت
منظور ساخت بافت استفاده از ظروف کشت حساس به دما به
های الکتریکی در این قلبی چهار لایه دارای تپش و بررسی تپش

  بافت
کاردیومایوسیت جنینی   قلب

  موش

خودی در بافت چهار لایه ایجادشده در  وجود تپش خودبه
خودی بعد از سه هفته کاشت در  آزمایشگاه، مشاهده تپش خودبه

  [27]بدن موش
استفاده از ظروف کشت حساس به دما و کشت دو لایه سلولی

هپاتوسیت موش و   کبد  منظور مهندسی بافت کبد مختلف به
 اندوتلیال سرخرگی انسان

شده بودن بافت تشکیل آمیز کشت دو لایه، عملکردی موفقیتنتایج 
   [28]عنوان بافت کبد به

استفاده از ظروف کشت حساس به دما برای ساخت بافت ریه
های ریه و  سلول  ریه  منظور جلوگیری از نشت هوا از ریه به

  فیبروبلاست پوست
آمیز یک محافظ برای جلوگیری از نشت هوا از ریه، ساخت موفقیت

 [46]جایگزینی مناسب برای چسب فیبرینی
استفاده از ظروف کشت حساس به دما برای بازسازی بافت

های صاف عضلانی  سلول  مثانه  های خود فرد مثانه با استفاده از سلول
  مثانه خرگوش

بودن به بافت مثانه بعد از  بودن بافت پیوندشده و شبیه عملکردی
  [47]خرگوشهفته پیگیری بعد از کاشت در بدن  ۱۲

های لیگامان لثه  سلوللیگامان لثه  منظور بازسازی لیگامان لثه استفاده از چندین لایه سلولی به
  انسان

شده و جدایش مناسب از  دستیابی به بافت چندین لایه و معدنی
  [48]سطح با استفاده از روش مهندسی لایه سلولی

بافتمنظور ساخت  استفاده از روش مهندسی لایه سلولی به
های لیگامان لثه  سلوللیگامان لثه  چندلایه و بازسازی بافت لیگامان لثه

  سگ
های شدن استخوان و سیمان جدید در ارتباط با لیف پیوسته هم به

  [49]کلاژن بعد از کاشت بافت ایجادشده در محل بدن حیوان
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  بحث
های  ترین مشکلات مهندسی بافت مرسوم، چالش یکی از اصلی

چگونگی عنوان یک ماده خارجی است.  مربوط به حضور داربست به
های اطراف،  شدن داربست با بافت هچسرکوب سیستم ایمنی، یکپار

مانی  نحوه تخریب داربست، مواد حاصل از تخریب داربست و زنده
بعدی از جمله مواردی  سهها در تمامی نواحی یک داربست  سلول

های  هاست محققان برای ورود مهندسی بافت به حوزه است که سال
رو  درمان کلینیکی در حال تحقیق و بررسی روی آنها هستند. ازاین

دلیل عدم نیاز به یک داربست  توان گفت مهندسی لایه سلولی به می
  ها را دارد. خارجی پتانسیل غلبه بر تمامی این چالش

های  تواند بر برخی از کاستی که مهندسی لایه سلولی می در حالی
مهندسی بافت مرسوم غلبه کند اما همچنان مشکلاتی وجود دارد 
که نیاز به مطالعات بیشتر دارد. یکی از ارکان اصلی برای ساخت 

ها هستند که دستیابی به یک  آمیز، سلول های سلولی موفقیت لایه
های اساسی در این حوزه و  منبع سلولی مناسب از جمله چالش

های مخاطی دهان،  طور کلی مهندسی بافت است. سلول به
های اسکلتی از  های لیمبال قرنیه و همچنین مایوبلاست سلول

های مهندسی  اند که در مطالعات و آزمایش هایی بوده جمله سلول
اند اما برای ورود این روش به  لایه سلولی مورد استفاده قرار گرفته

تری راه پیدا  کلینیکی لازم است به منابع سلولی در دسترسمرحله 
  شود.

تواند در  از سوی دیگر روش مهندسی لایه سلولی در صورتی می
مانی  بعدی موفق عمل کند که بتوان برای زنده های سه ساخت بافت

های  زایی در روش لایه به لایه سلولی و ساخت بافت ها و رگ سلول
  وجهی رسید.بعدی به نتایج قابل ت سه

توان گفت مهندسی لایه سلولی یکی از بهترین  در انتها می
های دوبعدی از  منظور بازسازی بافت هایی است که تاکنون به روش

لثه مطرح و  قبیل اپیتلیوم قرنیه، عضله صاف اسکلتی و لیگامان
ه بافت دوبعدی فاقد عروق است و به نظر نیپیگیری شده است. قر

شده با رویکرد مهندسی لایه سلولی  ولی تهیههای سل رسد لایه می
دیده  رفته یا آسیب بتوانند جایگزین مناسبی برای اپیتلیوم ازدست

قرینه باشد. تغییر پلیمر مصرفی برای تهیه زیرلایه سلولی، روش 
های  ساخت زیرلایه سلولی، اصلاح سطحی زیرلایه و بهبود روش

بب افزایش کارآیی و تواند س جداسازی لایه سلولی از زیرلایه می
  شده، شود. بازده درمانی لایه سلولی مهندسی

توان به کمبود منابع سلولی،  های مطالعه حاضر می از محدودیت
بعدی و کمبود اکسیژن و  های سه زایی مناسب در بافت عدم رگ

های سلولی قرار  هایی که در مرکز لایه غذارسانی کافی به سلول
  اند، اشاره کرد. گرفته
شود از رویکردهایی مانند اصلاح سطح زیرلایه، استفاده  هاد میپیشن

کننده برای برداشت سریع لایه سلولی و استفاده از  از یک کنترل
پلیمرهای حساس به دمای دیگر نیز برای مطالعات آینده استفاده 

  شود.
  

  گیری نتیجه
توان گفت تا به امروز مهندسی بافت توانسته  طور کلی می به

منظور ترمیم و  های زیادی در حوزه پزشکی ترمیمی به پیشرفت
دیده داشته باشد. مهندسی  رفته و آسیب های ازدست بازسازی بافت

شود و با  لایه سلولی، مهندسی بافت فاقد داربست نامیده می
حضور یک داربست خارجی، توان بدون  استفاده از این روش می

دیده را ترمیم کرد. این روش تاکنون برای  های دوبعدی آسیب بافت
های اپیتلیوم قرنیه، لیگامان لثه و عضله صاف اسکلتی  ترمیم بافت

آمیز بوده است و امید به آن است که این روش  بسیار موفقیت
 های با ضخامت بیشتر نیز کارآمد واقع شود. بتواند برای بافت
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