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 17/7/1397سبسیخ دزیشؽ:     23/3/1397سبسیخ دسیبفز: 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چکیدٌ

غضشٍفی گبٍ ثش سٍی داسثؼز ًبًَالیبف فیجشٍئیي اثشیـن ٍ ویشَصاى ّبی  ّذف ایي هغبلقِ ثشسػی اسصبل ٍ سؿذ ػلَل  َدف:

       عشاحی ٍ ػبخشِ ؿذُ سَػظ هَلفیي خْز اػشفبدُ دس هٌْذػی ثبفز غضشٍف هفصلی ثَد.

سٍص وـز  30هزوَس هٌشمل ؿذُ ٍ ثشای  گَػبلِ ثِ داسثؼز  3ی وٌذسٍػیز خذاؿذُ اص غضشٍف ّب ػلَل َا: مًاد ي ريش

 -ّبی سًگ آهیضی ّوبسَوؼیلیي ثب سصَیش ثشداسی هیىشٍػىَح الىششًٍی ٍ سٍؽ ّب ػلَلدادُ ؿذًذ. چؼجٌگی ٍ هیضاى سؿذ 

 اُ يیػبفشاً یضیآه سًگ ٍخْز اسصیبثی سَلیذ ولاطى  هبػَى وشٍم یسش یضیآه سًگاسصیبثی ٍ غضشٍف صایی ثب  DAPIائَصیي ٍ 

                         .ؿذٍ سقییي همذاس گلیىَصآهیٌَگلیىبى ػَلفبسِ سَػظ دی هشیل هشیلي ثلَ ثشسػی  ّب ىبگیدشٍسئَگلسصیبثی سَلیذ خْز ا

ی ّب ػلَلخَثی ثش سٍی داسثؼز هشصل ؿذُ ٍ سىثیش یبفشِ ثَدًذ. سقذاد  ی وٌذسٍػیز ثِّب ػلَلًشبیح ًـبى دادًذ وِ  وتایج:

ثشاثش ؿذُ ثَدًذ. ّوچٌیي ثشػی سَلیذ ولاطى، دشٍسئَگلیىبى ٍگلیىَصآهیٌَگلیىبى  ًـبى  5سب  4یه هبُ  وـز دادُ ؿذُ دغ اص

                 خَثی ثشسٍی داسثؼز سـىیل ؿذُ ثَد. داد وِ ثبفز غضشٍفی ثِ

ّبی هٌْذػی ثبفز  داسثؼز فٌَاى وبًذیذ هٌبػجی ثشایِ سَاًذ ثداسثؼز ًبًَالیبف ویشَصاى/ فیجشٍئیي اثشیـن هی گیری:وتیجٍ

خبعش هبّیز دشٍسئیٌی )فیجشٍئیي اثشیـن( ٍ دلی ػبوبسیذی )ویشَصاى(   ّبیی ثشای اسصبل ػلَلی ثِلحبػ ایدبد دهیي ثبؿذ، ّن ثِ

                             ّبی هبسشیىغ خبسج ػلَلی ثبفز اػز. آى ٍ ّن ثِ لحبػ لغش ًبًَالیبف وِ ًضدیه ثِ لغش دشٍسئیي

  هٌْذػی ثبفز، وٌذسٍػیز، داسثؼز، فیجشٍئیي اثشیـن، ویشَصاى ياشگان کلیدی:

mailto:pajooh@irost.ir
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 مقدمه

اص دلیوشّبی صیؼز  هیلادی اػشفبدُ 2000اص ػبل 

سخشیت دزیش عجیقی ٍ هصٌَفی، ثشای ػبخز ًبًَالیبف 

. ٍاسد فشصِ ؽَْس ؿذ وبسثشدّبی صیؼز دضؿىی هٌؾَس ثِ

اػشفبدُ دس ٍیظُ ِ وبسثشدی ثّبی ثشًبهِایي دلیوشّب ثشای 

. (1)دس حبل سؼز ّؼشٌذ  سػبًی داسٍهٌْذػی ثبفز ٍ 

وِ سَػظ آى اػز الىششٍسیؼی یه سٍؽ ػبدُ ٍ وبسآهذ 

هشـىل اص الیبف دس همیبع ًبًَ سب ّبی داسثؼز سَاىهی

اخضای  الیبفوِ لبثل همبیؼِ ثب لغش  سَلیذ وشد هششهیىشٍ

 ECM یب ػلَلی ضشٍسی هبسشیىغ خبسج ػلَلی

(Extracellular Matrix) دس ایي فشآیٌذ اص (2) اػز .

یه ٍلشبط ثبلا ثشای سـىیل ًبًَ الیبف اص دلیوش هحلَل دس 

                   ؿَد.  حلال آلی فشاس اػشفبدُ هی

ّبی  اص خولِ دلیوشّبی هَسد اػشفبدُ دس ػبخز داسثؼز

 یًَیوبسثبفشی، دلیوش ویشَصاى اػز. ویشَصاى یه دلیوش 

سا ثشای  آثذٍػز ػغح هی وِ اػز شیدزتیسخش ؼزیص

ّب فشاّن  آى ضیسوب ٍ شیسىث ،یػلَل یچؼجٌذگسَػقِ 

ّبی ػَلفبسِ وِ اص خولِ گلیىَصآهیٌَگلیىبى .وٌذ هی

ّبی فشاٍاى دس هبسشیىغ خبسج ػلَلی ّؼشٌذ  هَلىَل

ثشاحشی ثِ ایي دلیوش وِ داسای ثبس هثجز اػز هشصل 

 فٌَاى یه ثِ ویشیي ویشَصاى ٍ الیبف. (4, 3)ؿًَذ  هی

ثشای  دٌّذُ دَؿؾ ٍ یب هَاد ػبصگبسصیؼز دبًؼوبى

 ؿذُ اػز آصهبیؾحیَاًبر  اًؼبى ٍ سشهین صخن سؼشیـ

 یػبصگبسؼزیص ٍ یبییضذثبوشش زیفقبل ایي دلیوش اص .(5)

. ثٌبثشایي اػز ثشخَسداس ضثبىیه دبػخ دس ثشاثش خَة

ّبی ایوٌی ّبی حبصل اص آى ثب حذالل ٍاوٌؾایوذلٌز

. ویشَصاى ػبخشبسی ؿجیِ ثِ گلیىَص (3)سٍثشٍػز 

( داسد ٍ ECMػبوبسیذّبی هَخَد دس )دلی ّبآهیٌَگلیىبى

ٍ  (6) ّب ػلَلّبی صیبدی ثشای اسصبل  داسای دهیي

ثبؿذ. ایي دلیوش دس ثذى سَػظ آًضین فبوشَسّبی سؿذ هی

ؿَد. هـىل فوذُ ویشَصاى لیضٍصین ثشاحشی سدضیِ هی

خَاف هىبًیىی ضقیف آى اػز وِ هـىل فوذُ 

دلیوشّبی عجیقی اػز وِ ثشای غلجِ ثش آى ثْشش اػز ثب 

                                                 . (7)دلیوش دیگشی ثب خَاف هىبًیىی ثْشش، ّوشاُ ثبؿذ 

ّب، دلیوش  دلیوش دیگش هَسد اػشفبدُ ػبخز داسثؼز

ای  اػز. اثشیـن هبدُ (Silk fibroin)فیجشٍئیي اثشیـن 

 فٌَاى ًخ ثخیِ ػبصگبس اػز ٍ  ػبلْبػز وِ ثِصیؼز

 يیدشٍسئ هی اثشیـنفیجشٍئیي . (8)ؿَد اػشفبدُ هی

ٍ دّذ سا سـىیل هی ـنیاثش یّبسؿشِ وِ اػز یجشیف

 ٍ دّذٍصى اثشیـن سا سـىیل هی دسصذ 75سب  70حذٍد 

هبًٌذی اػز وٌبس ّن سَػظ ػشیؼیي وِ دشٍسئیي چؼت 

 ییبیویؿ ٍ یىیضیف خَاففیجشٍئیي ؿًَذ.  ًگِ داؿشِ هی

ػشیؼیي خَاف هىبًیىی  .ی سا داساػزفشد ثِ هٌحصش

سشی ًؼجز ثِ فیجشٍئیي داؿشِ ٍ ًؼجز ثِ سغییشار ضقیف

pH گیشی صوغ اص دغ اثشیـن. (9)ثبؿذ ٍ دهب حؼبع هی

اص  وِ فیشٍئیي اػز حبٍی سٌْب )خذاػبصی ػشیؼیي(

 وِ ؿذُ ػشیي سـىیل ٍ آلاًیي اػیذّبی آهیٌِ گلایؼیي،

فیجشٍئیي ؿشوز  وشیؼشبلی ٍ دس سـىیل ػبخشبس هٌؾن

                         . (10)داسًذ 

ّبیی خْز  سشهین ثبفز غضشٍف هفصلی ثشسػی هٌؾَس ثِ

ػبخز یه داسثؼز هٌبػت اص ًبًَفیجش فیجشٍئیي اثشیـن ٍ 

سٍؽ الىششٍسیؼی سَػظ هَلفیي اًدبم ؿذ. ثب  ویشَصاى ثِ

ّبی هغلَة ثِ دػز آهذُ اص داسثؼز سَخِ ثِ ٍیظگی

ًبًَفیجش فیجشٍئیي اثشیـن ٍ ویشَصاى ػبخشِ ؿذُ ثب ًؼجز 

، ایي سحمیك خْز ثشسػی وـز 30 – 70ٍ   50- 50

ی وٌذسٍػیز گَػبلِ ثش سٍی ایي ّب ػلَلثشٍى سٌی 

ّب  ٍ اسصیبثی صیؼز ػبصگبسی، سَاًبیی سىثیش ٍ  داسثؼز

ّب  ٍ دس ًْبیز وبسایی ایي داسثؼز ّب ػلَلچؼجٌذگی 

                                          خْز اػشفبدُ دس سشهین ثبفز غضشٍف هفصلی اًدبم ؿذ.  

 
               ها مواد و روش

دس ایي هغبلقِ اص داسثؼز  :داربست مًرد استفادٌ

ًبًَفبیجش ػِ ثقذی هشخلخل فیجشٍییي اثشیـن/ویشَصاى ثب 

سٍؽ الىششٍسیؼی  سْیِ ؿذُ ثِ  30-70  50-50ًؼجز 

ّبی فلوی  وِ دس دظٍّـىذُ ثیَسىٌَلَطی ػبصهبى دظٍّؾ

. ایي ؿذٍ صٌقشی ایشاى عشاحی ٍ ػبخشِ ؿذ اػشفبدُ 

داسثؼز داسای ػبخشبس هشخلخل یىٌَاخز، سخلخلی حذٍد 

سب  50ای اص ٍ لغش فیجشّبی آى ًیض داسای گؼششُ دسصذ 85

سشسیت ثب هیبًگیي لغش  ثبؿذ )ثًِبًَهشش هی 170

(. خَاف  ًبًَهشش 32/52±8/148ٍ  51/24±138.5

 صیشسشسیت ثِ ؿشح  ّبی هَسد اػشفبدُ ثِ زهىبًیىی داسثؼ

(   Breaking tenacityاػز: همبٍر وــی )

اصدیبد عَل سب دبسگی هگبدبػىبل،  2/0±2/2ٍ  03/0±14/1

(Elongation at break) 04/0±8/2  دسصذ ٍ

یب هذٍل یبًگ  هذٍل الاػشیؼیشٍِ  03/0±94/4

(Young´s Module )02/0±80/0  ٍ08/0±51/0 
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 2/0هگبدبػىبل. هیضاى سخشیت دزیشی ایي داسثؼز ّب ًیض 

                              ّفشِ ثَد .   12دسصذ اص ول ٍصى داسثؼز دغ اص  12/6 

ّبی غضشٍف  ّبی وٌذسٍػیز: ًوًَِ خذاػبصی ػلَل

ی  گَػبلِ 3اص  هشش هىقت ػبًشی 1هفصلی ثب اًذاصُ سمشیجی 

هٌؾَس  ِ ؿذ. ثذیيسبصُ رثح ؿذُ دس وـشبسگبُ  سْی

-DMEM Lّبی خذا ؿذُ دس داخل هحیظ وـز   ًوًَِ

Glucose  (1% Pen/Step,Gibco  سب آصهبیـگبُ حول )

، دس ؿشایظ  PBSّب دغ اص ؿؼشـَی دس  ؿذ. ًوًَِ

سمؼین ؿذًذ. لغقبر  1mm3اػششیل ثِ لغقبر حذٍد 

ّش  ّبی خذا سیخشِ ؿذ. ثِ ّش ًوًَِ دس فبلىَى هشثَط ثِ

آًضین دسصذ  w/v، 25/0حبٍی  DMEMًوًَِ هحیظ 

دلیمِ دس  30هذر  افضٍدُ ٍ ثِ (Gibco)سشیذؼیي 

گشاد لشاس دادُ  دسخِ ػبًشی 37ؿیىشاًىَثبسَس ثب دهبی 

دلیمِ سشیذؼیي ثب هحیظ حبٍی ػشم  30ؿذًذ. دغ اص 

. دغ اص دٍس سیخشي (12, 11)خٌثی ٍ  ػبًششیفیَط ؿذ 

حبٍی آًضین  DMEMّب هحیظ  هبیـ سٍیی، ثِ ًوًَِ

گشم ثش  هیلی 1( ثب غلؾز Gibco-17100017) Iولاطًبص

 16اضبفِ ؿذ ٍ هدذدا دس ؿیىش اًىَثبسَس ثشای  لیشش هیلی

. دغ اص گزؿز ایي صهبى (14, 13)ػبفز اًىَثِ ؿذًذ 

ػبًششیفیَط ؿذُ ٍ هبیـ سٍیی دٍس سیخشِ  ّب ػلَلهدذدا 

دسصذ  FBS ،10 حبٍی 5ml DMEMّش فبلىَى  ؿذ. ثِ

  ٍU/mL100 ٍ لیشش هیىشٍگشٍ ثش هیلی 100 دٌیؼیلیي 

 اػششدشَهبیؼیي )هحیظ وبهل( اضبفِ ؿذُ ٍ دس

دس اًىَثبسَس ٍ دس ؿشایظ  هشش هىقت ػبًشی 25ّبی  فلاػه

CO2، 5 وـز دادُ  گشاد ػبًشی دسخِ 37ٍ دهبی  دسصذ

سٍص هحیظ آى سقَیض ؿذ وِ دغ اص حذٍد  3سب  2ؿذ. ّش 

                                                                                                                    ّب دش ؿذًذ.  سٍص فلاػه 7

َای کىدريسیت بر ريی داربست  کشت سلًل
دس اثشذا ًبًَالیبف ػبخشِ ؿذُ دس یه هحلَل ثب  : واوًالیاف

سحز  دسصذ 70ٍ  7سشویت اسبًَل/ آهًَیبن ثب غلؾز 

. ایي فول ثبفث (15, 6)سیوبس ؿیویبیی لشاس گشفشٌذ 

لیبف ٍ ًبهحلَل ؿذى ًبًَالیبف سغییشار ؿیویبیی دس ًبًَا

صَسر  ّب ػذغ سَػظ دبًچ ثِ . ایي داسثؼز(6) ؿَد هی

ًچ ؿذًذ. دیؾ اص وـز دب هشش ػبًشی 5/0ّبیی ثب لغش  دایشُ

 هذر ثِ  دسصذ  70ّبی دبًچ ؿذُ ثب اسبًَل  ػلَل داسثؼز

                                              ؿذًذ.دلیمِ اػششیل  30

ٍ   70:30ٍ  50:50ّبی دبًچ ؿذُ دس دٍ گشٍُ  داسثؼز

 لشاس خبًِ 48 ّبی ثشای ّش سىشاس چْبس داسثؼز دس دلیز

، ّب ّبی وٌذسٍػیز دغ اص دش ؿذى فلاػه گشفشٌذ. ػلَل

ّش  ، اص فلاػه خذا ؿذ ٍ ثِثب اػشفبدُ اص آًضین سشیذؼیي

سٍص دس  30سب ػلَل اضبفِ ؿذ ٍ  3×104داسثؼز سقذاد 

لشاس  گشاد ػبًشی دسخِ 37ٍ دهبی  دسصذ CO2، 5ؿشایظ 

 ، DMEM L-Glucose گشفشٌذ. هحیظ وـز ؿبهل:

FBS 10% ،Pen/Strep  ،L-proline 0.4 mM  ،

Sodium Pyrovate 0.1mM  ٍDexamethasone 0.1 

μM سٍص سقَیض  3سب  2ّش  . هحیظ وـز(17, 16) ثَد

ّبی صیش لشاس  ّبی وـز ؿذُ هَسد ثشسػی ؿذ. داسثؼز

                                         گشفشٌذ.

ایي  (: H&Eروگ آمیسی َماتًکسیلیه / ائًزیه ) 

 ّب ػلَلهٌؾَس ثشسػی سًٍذ سؿذ ٍ گؼششؽ  سًگ آهیضی ثِ

وـز اص ّش دٍ داسثؼز )ّش  30ٍ  10،20دس سٍصّبی 

وذام ػِ سىشاس( اًدبم گشفز. ثقذ اص خبسج وشدى هحیظ 

ؿؼشـَ دادُ  PBSّب ثب  ّب ًوًَِ وـز اص سٍی داسثؼز

 ّب ثشای ثب اػشي ًوًَِ،  ّب وشدى ػلَلهٌؾَس فیىغ  ؿذ. ثِ

لشاسگشفشٌذ   گشاد دسخِ ػبًشی- 20 ثشای یه ؿت دس دهبی

اص سًگ  .ًذؿؼشـَ دادُ ؿذ PBS ثب ٍ ػذغ

دلیمِ ثشای سًگ آهیضی ّؼشِ  5ّوبسَوؼیلیي ثشای 

ّب اػشفبدُ ؿذ. ثشای دبن وشدى سًگ اضبفی  ػلَل

آة همغش ّب ؿؼشـَ ثب  ّوبسَوؼیلیي اص ػیشَدلاػن ػلَل

 ٍPBS  دلیمِ  5 هذر ثِاًدبم ؿذ. دغ اص آى سًگ ائَصیي

اػشفبدُ ؿذ. هدذدا  ّب ػلَلثشای سًگ آهیضی ػیشَدلاػن 

ثشای حزف سًگ اضبفی  PBSؿؼشـَ ثب آة همغش ٍ 

ّب سَػظ هیىشٍػىَح ًَسی  ائَصیي اًدبم ؿذ. آًبلیض ًوًَِ

(Olympus BX51, Tokyo, Japan)  هشصل ثِ دٍسثیي

اًدبم گشفز. دس  سًگ  (Olympus DP71)دیدیشبل 

سًگ آثی ٍ  آهیضی ّوبسَوؼیلیي/ ائَصیي ّؼشِ ػلَل سا ثِ

                                                                                       ؿًَذ. سًگ صَسسی دیذُ هی ػیشَدلاػن ثِ

ّبی ثبفشی  ّب ثشؽ اص داسثؼز،  سٍص وـز 30دس دبیبى 

ّوبسَوؼیلیي سَػظ دػشگبُ هیىشٍسَم صَسر گشفز ٍ ثب 

ّبی ثبفشی اص  سًگ آهیضی ؿذ. ثشای سْیِ ثشؽ ٍ ائَصیي

، دس  ّب دیؾ اص ثلَن گیشی ثب دبسافیي ، ًوًَِ ّب ایي داسثؼز

 5ثَئي فیىغ ؿذًذ. ػذغ ثب دػشگبُ هیىشٍسَم همبعـ 

بسافیٌِ وشدى دغ اص دد ّب سْیِ ؿذ. اص آى هیىشٍهشش

آهیضی  ّب سحز سًگ ، ًوًَِ ّبی سْیِ ؿذُ لام

لشاس گشفشٌذ. سًگ آهیضی همبعـ  ّوبسَوؼیلیي ٍ ائَصیي
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سْیِ ؿذُ اص داسثؼز ثشای ثشسػی دلیك سش ػبخشبس ثبفشی 

                                                                    ّب صَسر گشفز. سـىیل ؿذُ ثش سٍی داسثؼز

آمیسی َستٍ سلًل زودٌ با روگ فلًرسىت  روگ

DAPI: آهیضی ّؼشِ ػلَل صًذُ ٍ ؿوبسؽ  ثشای سًگ

سٍص وـز  30ٍ  20، 10ّبی  ّب دس صهبى ّب دس داسثؼز آى

 DAPIآهیضی ثب سًگ فلَسػٌز  سىشاس( سًگ 3)ّش وذام 

(Diaminophenylindole)  صَسر گشفز. ایي سًگ لبدس

ػلَل  DNAػلَل صًذُ فجَس وشدُ ٍ ثِ  یاػز اص غـب

ثذٍى فیىغ  DAPIصًذُ هشصل ؿَد. دس ایي ثشسػی سًگ 

ثِ  TBSّب دس ثبفش  ّب ٍ سٌْب ثب ؿؼشـَی آى وشدى ًوًَِ

ّب ثقذ اص خبسج وشدى  آى اضبفِ ؿذ. ثشای ایي هٌؾَس ًوًَِ

 BSA/PBS دسصذ، 1هحیظ وـز اص ًوًَِ، ثب ثبفش

 DAPIسًگ دلیمِ ثب  5 ذره ثِّب  ًوًَِ ؿؼشـَ ؿذًذ. 

. ػذغ دس سبسیىی اًىَثِ ؿذًذ لیشش( هیىشٍگشم ثش هیلی 1)

ّب  ؿؼشِ ؿذًذ ٍ ثقذ اص گزاؿشي داسثؼز PBSهدذدا ثب 

 PBSسٍی لام ٍ سیخشي یه لغشُ گلیؼشٍل سلیك ؿذُ ثب 

ّب  ّب، لاهل گزاسی ثش سٍی ثبفز  سٍی ثبفز 1ثِ  1ثب ًؼجز 

سْییح ًبًَهشش  365ایي سًگ دس هحذٍدُ  اًدبم گشفز.

ّب  ًـش داسد. آًبلیض ًوًًَِبًَهشش  461ؿذُ ٍ دس هحذٍدُ 

 ,Olympus BX51)بًغسَػظ هیىشٍػىَح فلَسػ

Tokyo, Japan)  هشصل ثِ دٍسثیي دیدیشبل(Olympus 

DP71) .اًدبم ؿذ                                                                             

 یثشا َای اختصاصی بافت غضريفی: یسیآم روگ

 ثخؾ  يیـششیث فٌَاى ثِ ولاطى یّب سؿشِ یضیآه سًگ

 دس)  هبػَى وشٍم یسش یضیآه سًگ اص غضشٍف ىغیهبسش

  لشهض،  سًگ ثِ یفضلاً یّب سؿشِ ٍ يیوشاس یضیآه سًگ يیا

 یصَسس سًگ ثِ دلاػن شَیػ ٍ  یآث بی ػجض سًگ ثِ ولاطى

 اص ّب ىبگیسئَگل دشٍ لیسـى یثشسػ  یثشا ٍ( ؿَد یه ذُید

 ّب ىبگیسئَگل دشٍ ثِ سَاًذ یه  وِ  اُ يیػبفشاً  یضیه آ سًگ

 یاخشصبص یضیآه سًگ یثشا خْز يیّو ثِ ٍ ؿَد هشصل

 ثشلشاس اسصبل ولاطى ثب ٌىِیا ضوي) سٍد یه وبس ثِ  ف غصشٍ

 يیػبفشاً ثب یضیآه سًگ دس. ؿذ اػشفبدُ( وٌذ یًو

 شَدلاػنیػ ٍ لشهض سب یًبسًد سًگ ثِ ّب ىبگیدشٍسئَگل

 سًگ  هـبّذُ يیا ثٌبثش. ؿَد یه ذُید  یآث بی ػجض سًگ ثِ

 یغضشٍف ثبفز لیسـى دٌّذ ًـبى لشهض بی یًبسًد

                                                                                   .ثبؿذ یه

 DMMBگلیکًزآمیىًگلیکان سًلفاتٍ )تعییه مقدار 
Assay:) ُگیشی همذاس گلیىَصآهیٌَگلیىبى  ثشای اًذاص

( GAG ث ) ًَِِاص سًگ اخشصبصی  ّب عَس هؼشمین دس ًو ،

DMMB (sigma-341088 )دی هشیل هشیلي ثلَ  

ػَلفبسِ  GAGعَس اخشصبصی ثِ ِ اػشفبدُ ؿذ. ایي سًگ ث

ًبًَهشش  630سب  530ؿَد ٍ دس عَل هَج  ثبفز هشصل هی

. ثشای ایي هٌؾَس (16) ثیـششیي خزة ًَسی سا داسد

 K( اثشذا ثب آًضین دشٍسئیٌبص  30ٍ  20، 10ّب )سٍصّبی  ًوًَِ

 خبًِ 96ػبفز ّضن ؿذُ ٍ ػذغ ثِ دلیز  24عی 

اص سًگ  هیىشٍلیشش 200ّش ًوًَِ  اًشمبل یبفشٌذ. ػذغ ثِ

DMMB راضبفِ ؿذ. وٌذسٍئیشیي ػَلفبA ( sigma-

C9819ِفٌَاى وٌششل خْز سْیِ ًوَداس اػشبًذاسد  ( ث

 ّبی ثب غلؾز غلؾز گلیىَصآهیٌَگلیىبى اػشفبدُ ؿذ )

. ثب (19, 18) لیشش( هیىشٍگشم ثش هیلی 20ٍ  15، 10، 5/0

گیشی هیضاى خزة وٌذسٍئیشیي ػَلفبر ٍ سػن  اًذاصُ

دس ثبفز سَلیذ ؿذُ دس  GAG، غلؾز  ًوَداس اػشبًذاسد

ٍ  50:50سٍص ثشای ّش دٍ داسثؼز  30ٍ  20،  10ّبی  صهبى

گیشی ٍ هیضاى غضشٍف صایی ایي دٍ همبیؼِ  اًذاصُ 30: 70

                                                                                                  ؿذ. 

 
 آنالیز آماری

 سٍؽ ثِ ٍ spss  افضاس ًشم اص اػشفبدُ ثب یآهبس برهحبػج

           . ؿذ اًدبم >05/0p  یداس یهقٌ ػغح ثب آًَا آصهَى

 
 نتایج

مًرفًلًشی ي اتصال سلًل کىدريسیت بٍ سطح 

 داربست

ثش سٍی ػغح داسثؼز اص  ّب ػلَلثشای ثشسػی هَسفَلَطی  

  ،1اػشفبدُ ؿذ. دس ؿىل  SEMسصبٍیش هیىشٍػىَح 

سصَیش  2لجل اص وـز ٍ دس ؿىل 50-50سصَیش داسثؼز 

سٍصُ هـبّذُ  20ثؼز دغ اص وـز سْیِ ؿذُ اص داس

ػلَلی  ECMؿَد. هَسفَلَطی وشٍی ػلَل ٍ سـىیل  هی

           ثش سٍی ػغح داسثؼز وبهلا لبثل هـبّذُ اػز.
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A B 

 10روز 

 20روز 

 30روز 

  

 

 
 
 

 

 

 

 
 بدٍى کشت سلَل  55-55کیتَزاى بب ًسبت –از ًبًَالیبف فیبرٍئیي ابریشن  SEMتصَیر   :1شکل  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
( سلَل کرٍی شکل کٌدرٍسیت بر رٍی سطح Aپس از کشت سلَل  55-55کیتَزاى بب ًسبت –از ًبًَالیبف فیبرٍئیي ابریشن  SEMتصَیر  :2شکل 

 تشکیل شدُ بر رٍی سطح داربست B  )ECM  ،داربست

  

  (H&Eائًزیه) -روگ آمیسی َماتًکسیلیه 

ائَصیي ًـبى اص اسصبل ٍ دش  -سًگ آهیضی ّوبسَوؼیلیي 

ی وٌذسٍػیز ثَد. همبیؼِ ّب ػلَلؿذى ػغح داسثؼز ثب 

ویشَصاى ثب ًؼجز -دٍ داسثؼز ًبًَالیبف فیجشٍئیي اثشیـن

ًـبى داد وِ اسصبل ػلَل ٍ دشؿذگی  50- 50ٍ  30 -70

ثیؾ اص داسثؼز   50 - 50سٍص اٍل ثشای داسثؼز  10دس 

سٍص سَصیـ  30ٍ  20ثَدُ اػز. اهب دغ اص گزؿز   30: 70

اػز ٍ ػغح ػلَلی دس ّش دٍ داسثؼز یىؼبى ثَدُ 

      (.3داسثؼز وبهلا اص ػلَل دش ؿذُ اػز )ؿىل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
کشت در   35ٍ  15،25ر  رٍز د H&Eرًگ آهیسی  :3شکل 

( داربست Bٍ  75:35داربست  (A ّبی بدٍى برش ببفتی. ًوًَِ

      ( 255×ًقبط تیرُ رًگ ّستِ سلَل هی ببشد )بسرگٌوبیی  . 55:55
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ّبی ثبفشی اص  سش ٍ سْیِ سصبٍیش ثْشش ثشؽ ثشای ثشسػی دلیك

آهیضی  . دس ایي سًگ (4صُ سْیِ ؿذ )ؿىل سٍ 30ّبی  ًوًَِ

ّبی ثشؽ خَسدُ اًدبم گشفز ػبخشبس  وِ ثش سٍی ًوًَِ

ّب سـىیل ؿذُ  وٌذسٍػیزثبفشی یىٌَاخشی وِ سَػظ 

                                 لبثل هـبّذُ اػز.

 

 

 

 

 

 

 

 
 رٍزُ 35پس از کشت  75:35از برش تْیِ شدُ از داربست ائَزیي -ّوبتَکسیلیيرًگ آهیسی   :4شکل 

 

       اَ سلًلبرای شمارش  DAPIروگ آمیسی 

اص  DNAدػز آٍسدى هحشَی ِ ٍ ث ّب ػلَلثشای ؿوبسؽ 

        اػشفبدُ ؿذ. ًشبیح ؿوبسؽ ػلَلی  DAPIسًگ فلَسػٌز 

 

اص داسثؼز وـز دادُ ؿذُ دس  هیىشٍهشش هىقت 200دس 

ٍ سصَیش داسثؼز  5دس ؿىل  30 ٍ 20، 10سٍصّبی 

      آهذُ اػز.   6آهیضی ؿذُ دس ؿىل  سًگ

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 75:35ٍ   55:55کیتَزاى  -ّب در دٍ داربست فیبرٍئیي ابریشن رٍز کشت ٍ هقبیسِ رشد آى 35ٍ 15،25ّبی  در زهبى ّب سلَلًوَدار رشد   :5شکل 

                (هیکرٍهتر هکعب 255)شوبرش در 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
           عٌَاى کٌترل ( داربست بدٍى سلَل بِ Bتصَیر  ،DAPIی زًدُ بر رٍی داربست  بب رًگ فلَرسٌت ّب سلَل( رًگ آهیسی ّستِ  Aتصَیر   :6شکل 
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 آمیسی تری کريم ماسًن ي سافراویه اُ روگ

گیشی  ثشؽّبی  آهیضی سشی وشٍم هبػَى داسثؼز دس سًگ 

همذاس فشاٍاى هـبّذُ  سًگ آثی ثِ ّبی ولاطى ثِ سؿشِ ؿذُ

وِ ًـبًِ سـىیل همذاس صیبد ولاطى دس  هبسشیىغ ٍ ؿذ 

                     (. 7ایدبد ثبفز غضشٍفی ثَد )ؿىل 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                (25×شًَد) بسرگٌوبیی  رًگ آبی  دیدُ هی ّبی کلاشى بِ رشتِ .آهیسی تری کرٍم هبسَى رًگ :7شکل

آهیضی ػبفشاًیي اُ  ذ دس سًگگفشِ ؿ ّوبى عَس وِ

سًگ ًبسًدی سب لشهض سًگ  ّبی دشٍسئَگلیىبى ثِ سؿشِ

 . ؿَد سًگ آثی یب ػجض دیذُ هی ؿًَذ ٍ ػیشَدلاػن ثِ هی

آهیضی  ّبی وـز ؿذُ ثب ایي سًگ آهیضی داسثؼز دس سًگ

سًگ لشهض وِ ًـبى دٌّذُ سشاون ثبلای دشٍسئَگلیىبى ثَدُ 

ی دیگش ثش سـىیل ثبفز غضشٍفی اػز دیذُ ؿذ وِ سبییذ

آهیضی یه  (. ثب سَخِ ثِ آى وِ ایي سًگ8ؿىل  ثَد )

-50اسصیبثی ویفی اػز ٍ سفبٍر هـخصی ثیي داسثؼز 

ّب ٍخَد ًذاؿز سٌْب  دس ایي سًگ آهیضی 70-30ٍ  50

                                 دس ایٌدب آٍسدُ ؿذُ اػز. 50-50سصبٍیش داسثؼز 

 

 

 

 

 

 

 
                (25×) بسرگٌوبیی  شًَد ّبی پرٍتئَگلیکبى بِ رًگ قرهس دیدُ هی رٍش سبفراًیي اُ.  رشتِ آهیسی  داربست  کشت شدُ بِ رًگ :8شکل 

 
 (GAGتعییه مقدار گلیکًزآمیىًگلیکان ) 

 
گلیىَصآهیٌَگلیىبى هٌحٌی اػشبًذاسد سْیِ ؿذُ اص غلؾز 

آهذُ اػز. همبدیش خزة ًَسی ثجز ؿذُ اص  9دس ؿىل 

      ّبی هَسد ثشسػی ثب ًوَداس هٌحٌی اػشبًذاسد همبیؼِ  ًوًَِ

 

 

ثشای ثشای ّش دٍ ًَؿ  GAGؿذ. همبیؼِ سغییشار غلغز 

 ًـبى دادُ ؿذُ اػز. 10داسثؼز دس ؿىل 
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 هٌحٌی استبًدارد گلیکَزآهیًََگلیکبى :9شکل 

 

 

 

 

 

 
 

 
      رٍز پس از کشت 35ٍ  25، 15ّبی  در زهبى 75:35ٍ  55:55هیساى تَلید گلیکَزآهیٌَگلیکبى در دٍ داربست   :15شکل 

 
 بحث

ّب ثذٍى اػشفبدُ اص  دس ایي هغبلقِ وـز وٌذسٍػیز

دلی  –ثشسػی اثش ػبخشبس دشٍسیي ، ثشای  فبوشَس سؿذ

فٌَاى یه خبیگضیي  ػبوبسیذی ًبًَالیبف ثىبس سفشِ ثِ

ّب صَسر  ثبفز غضشٍف ثش سٍی داسثؼز ECMثشای 

گشفز. داسثؼز ػبخشِ ؿذُ دس ّش دٍ ًؼجز ویشَصاى 

دلیل ٍخَد ویشَصاى ٍ داؿشي ػبخشبسی ِ ٍ فیجشٍئیي ث

ّبیی  ( ٍ دهیيGAGهـبثِ گلیىَصآهیٌَگلیىبى )

، ثؼشش هٌبػجی سا ثشای اسصبل  خْز اسصبل ػلَل

یی ثب ّب ػلَلعَس عجیقی خض ِ ّب وِ ث وٌذٍػیز

 ؿًَذ فشاّن وشدُ هیضاى سؿذ دبییٌی هحؼَة هی

سٍص وبهلا  10دس  ّب ػلَلاػز ٍ ایي سًٍذ دس اسصبل 

                                                   هـَْد اػز. 

ّب دس دٍ داسثؼز  ٍ همبیؼِ آى ّب ػلَلًوَداس سؿذ 

سٍص اص  30ٍ  20،  10ّبی  دس صهبى 70:30ٍ  50: 50

: 50ثش سٍی داسثؼز  ّب ػلَلثیبًگش سؿذ ثْشش  وـز 

                     عَس وِ گفشِ ؿذ ٍخَد دلیوش ویشَصاى  ثَد. ّوبى 50

 

ثیـشش دس ایي داسثؼز صهیٌِ ػبص ایي سؿذ ثشای 

       ثَدُ اػز.   ّب ػلَل

 یدس ػبخشبسّب یاثجبر ٍخَد ثبفز غضشٍف یثشا

سٍد.  وبس هی هخشلف ثِ یّب سٍؽ ض،یسوب یحبصل اص المب

دس سحمیمبر دیگش ثیبى ؿذُ اػز،  وِگًَِ  ّوبى

دشٍسئَگلیىبى آگشیىبى ًـبى  ٍ IIٍخَد ولاطى ًَؿ 

 ّبی ثب سٍؽ . ثٌبثشایيدٌّذُ ثبفز غضشٍفی اػز

ّبی هشثَط  ثبدی ص آًشیًَّیؼشَؿیوی ثب اػشفبدُ اَایو

ٍخَد ثبفز  RT-PCRسشویجبر فَق ٍ ًیض سٍؽ  ثِ

ؿَد. دس  ثشسػی سَاًذ هی وٌذسٍطًیه یالمبٍ غضشٍف 

آهیضی سشیىشٍم هبػَى ٍخَد  گایي هغبلقِ سً

خَثی ًـبى داد.  ّبی ولاطى سا دس داثؼز ثِ سؿشِ

سشاون سًگ ًـبى اص سشاون ثبلای ولاطى سـىیل ؿذُ ٍ 

ی هضاؿیوی ثِ ّب ػلَلای اص سوبیض  هٌبػت  ًـبًِ

                        .ثبفز غضشٍف ثَد
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فٌَاى ؿبخصی ثشای  ًیض ثِ GAGاص سقییي هیضاى 

ؿَد. گلیىَصآهیٌَگلیىبى  صایی اػشفبدُ هی غضشٍف

ؿَد ٍ  یىی اص سشویجبر غضشٍف هفصلی هحؼَة هی

فٌَاى ؿبخصی ثشای غضشٍف صایی  سَلیذ آى ثِ

ؿَد ٍ  ّبی وـز دادُ ؿذُ فٌَاى هی وٌذسٍػیز

ثیبًگش دَیبیی ثبفز سـىیل ؿذُ ٍ فذم اص دػز دادى 

 GAGاػز. دس ایي ثشسػی ًیض غلؾز  ّب ػلَلسوبیض 

ثَد وِ  70:30ثیؾ اص داسثؼز  50:50دس داسثؼز 

ایي سًٍذ ثب سَخِ ثِ سؿذ ثیـشش ػلَلی ثش سٍی ایي 

دلیل ِ سَاًذ ث داسثؼز لبثل سَخیِ اػز. ایي اهش هی

حضَس ثیـشش دلیوش ویشَصاى دس آى ثبؿذ. دلیوش 

،  ّب ویشَصاى ثب داؿشي خَاصی هـبثِ دشٍسئَگلیىبى

ٍ حفؼ فٌَسیخ  ّب ػلَلثؼشش هٌبػجی سا خْز اسصبل 

گشفشِ  SEMوٌذ. سصبٍیش  ّب فشاّن هی ٍ گؼششؽ آى

ی وشٍی ّب ػلَلسٍصُ حضَس  20ؿذُ دغ اص وـز 

وشد وِ ایي اهش حفؼ ؿىل ثش سٍی داسثؼز سا سبییذ 

ّب ثش سٍی داسثؼز  فٌَسیخ عجیقی وٌذسٍػیز

وٌذ.  ویشَصاى سا سبییذ هی –ًبًَالیبف فیجشٍئیي اثشیـن 

همبیؼِ همذاس گلیىَصآهیٌَگلیىبى سَلیذ ؿذُ سَػظ 

ّب ثب ػبیش سحمیمبر صَسر گشفشِ ًـبى اص  وٌذسٍػیز

ثش سٍی  ّب ػلَلصایی هغلَة ایي  فقبلیز غضشٍف

ویشَصاى داؿشِ  –ًَالیبف فیجشٍئیي اثشیـن داسثؼز ًب

ٍ حشی دس هَاسدی اص سحمیمبسی وِ دس آى اص 

هٌؾَس افضایؾ  ثِ TGF-β3  ٍITSفبوشَسّبی سؿذ 

، ثیـشش  ّب اػشفبدُ ؿذُ صایی وٌذسٍػیز سَاى غضشٍف

                                                                                                     ثَدُ اػز.

 (17) ٍ ّوىبساًؾ Nevesدس سحمیمی وِ سَػظ 

ثشای سَلیذ ثبفز غضشٍف ثش سٍی داسثؼشی اص خٌغ 

، دلی وبدشٍلاوشَى صَسر گشفز –صاى دلیوشّبی ویشَ

هیىشٍ  7دغ اص ػِ ّفشِ سٌْب  GAGهیضاى سَلیذ 

ثَد ٍ ایي دسحبلی ثَد وِ دس سحمیك  لیشش گشم ثش هیلی

وِ اثش  ITS  ٍTGF-β3هزوَس اص دٍ فبوشَس سؿذ 

         ، اػشفبدُ ؿذُ ثَد. هؼشمیوی دس غضشٍفضایی داسد

Levorson  هٌؾَس سَلیذ ثبفز  ثِ (20)ٍ ّوىبساًؾ

دلی ًٍیل الىل  -غضشٍف اص داسثؼز دلی وبدشٍلاوشَى

دغ اص ػِ  GAGاػشفبدُ وشدًذ وِ هیضاى سَلیذ 

ثَد. دس ایي سحمیك ًیض  1μg/scaffoldّفشِ سٌْب 

ٍ  Nevesّوبًٌذ سحمیك صَسر گشفشِ سَػظ 

اػشفبدُ ؿذُ  ITS، اص فبوشَس سؿذ (17) ّوىبساًؾ

     ثَد.     

 ٍ ّوىبساى Jeongدس سحمیك دیگش اًدبم ؿذُ سَػظ 

سَلیذ ؿذُ دس ّش داسثؼز دغ اص  GAGهیضاى  (21)

گضاسؽ ؿذُ اػز ٍ ایي دس  هیىشٍلیشش 2ّفشِ سٌْب  4

ی اٍلیِ لَد ؿذُ دس ّش ّب ػلَلحبلی اػز وِ سقذاد 

106داسثؼز 
      ػلَل ثَدُ اػز. 20×

Li صایی  دس ثشسػی هیضاى غضشٍف (22) ٍ ّوىبساًؾ

( ٍ  PLCLوبدشٍلاوشَى ) -دس داسثؼز دلی لاوشیه

ّیذسٍوؼی ٍالشار  –دلی ّیذسٍوؼی ثَسیشار 

(PHBV  هیضاى سَلیذ )GAG  ،سا دس ثیـششیي هیضاى

گضاسؽ وشد دس حبلی وِ  لیشش ش هیلیهیىشٍگشم ث 8

ػلَل ثَد ٍ دس همبیؼِ  1×107سقذاد ػلَل اٍلیِ 

سقذاد ػلَل گزاؿشِ ؿذُ ثش سٍی داسثؼز دس سحمیك 

             ػلَل ثَد. 3×104حبضش سٌْب 

 (19) ٍ ّوىبساًؾ Correiaدس سحمیمی وِ سَػظ 

ثشای سـىیل ثبفز غضشٍف دس داسثؼز دلیوشی 

ّیبلَسًٍیه اػیذ اًدبم ؿذ، هیضاى سَلیذ  –ویشَصاى 

GAG  لیشش  هیىشٍگشم ثش هیلی 8،  سٍص 35دغ اص

-TGFگضاسؽ ؿذ. دس ایي سحمیك ًیض اص فبوشَس سؿذ 

β3  ٍITS صایی  هٌؾَس افضایؾ لذسر غضشٍفِ ث

               اػشفبدُ ؿذُ ثَد.

Silva ًبًَالیبفی اص خٌغ دلی  (23) ٍ ّوىبساى

ًـبػشِ سا ثشای وـز وٌذسٍػیز  –وبدشٍلاوشَى 

هٌؾَس سـىیل ثبفز غضشٍف ثش سٍی آى ػبخشٌذ.  ثِ

ثش سٍی ایي داسثؼز دغ اص یه  GAGهیضاى سَلیذ 

ثَد. دس ایي سحمیك اص  لیشش هیىشٍگشم ثش هیلی 2هبُ 

ثشای افضایؾ لذسر  bFGFاًؼَلیي ٍ فبوشَس سؿذ 

         غضشٍفضایی اػشفبدُ ؿذُ ثَد.

همبیؼِ هیضاى گلیىَصآهیٌَگلیىبى سَلیذ ؿذُ دس 

حمیك حبضش دس همبیؼِ ثب ػبیش سحمیمبر حشی ثب س

ّب اص فبوشَس سؿذ ثیـشش ثَدُ ٍ ایي  ٍخَد اػشفبدُ آى
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ًـبى اص هٌبػت ثَدى ثؼشش دشٍسیئٌی فیجشٍئیي 

اثشیـن ٍ گلیىَ دلی ػبوبسیذی ویشَصاى ثشای اسصبل ٍ 

ّب داسد. ثؼششی وِ ؿجیِ ثِ  گؼششؽ وٌذسٍػیز

ػبوبسیذ(  لید –هبسشیىغ خبسج ػلَلی )دشٍسئیي 

عشاحی ؿذُ ٍ ًشبیح حبصل گَیبی ایي ٍالقیز اػز 

سغن فذم اػشفبدُ اص فبوشَسّبی سؿذ،  وِ فلی

صایی خَد سا ثش  ّب فٌَسیخ ٍ لذسر غضشٍف وٌذٍسػیز

خَثی ِ سٍص اص وـز ث 30سٍی آى دغ اص گزؿز 

                           حفؼ وشدُ اًذ.  

ایي اػز وِ  ًشبیح حبصل دس ایي سحمیك ثیبًگش

ویشَصاى سَلیذ  –داسثؼز ًبًَالیبف فیجشٍئیي اثشیـن 

ّبی ثشسشی ًؼجز ثِ ػبیش  ؿذُ داسای ٍیظگی

ّبی دلیوشی عجیقی اػز. سشویت دلیوش  داسثؼز

فیجشٍئیي اثشیـن ثب ویشَصاى،  خَاف سخشیت دزیشی 

،  دلیوش ویشَصاى سا وِ ػشفز سخشیت ثبلایی داسد

 12ػشفز سخشیت آى سا عی ثؼیبس ثْجَد ثخـیذُ ٍ 

اص ٍصى ول داسثؼز  دسصذ 5ّفشِ ثشسػی سٌْب ثِ 

           وبّؾ دادُ اػز.. 

 
         گیری نتیجه

 70:30ٍ  50:50عَس ولی همبیؼِ دٍ داسثؼز ِ ث

دّذ وِ خَاف هىبًیىی ٍ سخشیت دزیشی  ًـبى  هی

سش  اهب دس همبثل  هغلَة 50:50اص  70:30داسثؼز 

صایی ثش سٍی  گؼششؽ ػلَلی ٍ غضشٍفهیضاى سؿذ ٍ 

                 اػز.  70:30ثیـشش اص  50:50داسثؼز 

سش  ثشسػی  دسٍى سٌی ایي داسثؼز ثشای ثشسػی دلیك

ّب دس سشهین غضشٍف هفصلی دس  فولىشد ایي داسثؼز

          حیَاًبر هذل دس حبل اًدبم اػز.

 
 تشکر و قدر دانی 

اػشبد ثخؾ ثبفز ؿٌبػی اص آلبی دوشش حؼي هشٍسی 

داًـىذُ داهذضؿىی سْشاى وِ ثخـی اص سًگ آهیضیی 

   ؿَد. هیداًی  ثبفشی ثب ووه ایـبى اًدبم ؿذ لذس
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Abstract 

Aim: The aim of this study was to investigate the bovine chondrocytes growth on new 

polymeric nanofibers silk fibroin/kitosan  scaffolds, designed by authors,  to form the cartilage 

tissue. 

Material and Methods: The chondrocyte cells isolated from three calf articular cartilage 

were loaded on the   scaffold. After a month fo  incubation, cells morphology was studied by 

SEM and the rate of cell growth by H&E and DAPI staining. To assay chondrosesegeg in the 

culture, production of collagene sag assayed by masson’s trichrom staining and formation of 

Glycosaminoglycans (GAGs) asa  Proteoglycan was assayed by DMMB and “safranin O” 

staining.  

Results: The results showed that the cells attached and proliferated to scaffolds very well. The 

number of cultured cells after one month proliferated by 4 to 5 times. Masson’s trichrom, 

safranin O staining and GAG assay showed cartilage tissue production in the scaffolds. 

Conclusion: According to the results, the scaffold of nanofibers Fibroin silk / chitosan could 

be a good scaffold candidate for cartilage tissue engineering. This is due to the nature of the 

proteins in silk fibroin and polysaccharides in chitosan for cellular attachment and also the 

diameter close to the diameter of extracellular matrix proteins in these scaffolds. 

Keywords: Tissue engineering, Nanofibers, Electrospinning, Chitosan, Fibroin silk 
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