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چکیده
هـاي  هدف از این مطالعه بررسی زیست سازگاري و تمایز سلول بنیادي مزانشیمی بند ناف انسانی به استئوبلاست بر روي داربسـت :هدف

.کاپرولاکتون تهیه شده با روش الکتروریسندگی بوده که تحت اصلاح سطحی با پلاسماي اکسیژن قرار گرفته استپلی
زیسـت سـازگاري   . نیادي مزانشیمی از بند ناف انسانی آنالیز فلوسـایتومتري صـورت گرفـت   هاي بپس از جداسازي سلول:هامواد و روش

وسـیلۀ تصـاویر   مورفولـوژي و نحـوة اتصـال سـلول هـا بـر سـطح داربسـت بـه         . مورد بررسی قرار گرفـت MTTوسیله سنجش داربست به
. داربست با استفاده از روش کاهش وزن محاسبه شدهمچنین زیست تخریب پذیري. میکروسکوپ الکترونی نگاره مورد مطالعه قرار گرفت

-RTها در سطح داربست، از محیط تمایز استئوژنی استفاده شد و تمایز با رنگ آمیزي آلیزارین قرمـز و  در نهایت براي بررسی تمایز سلول

PCRبررسی گردید..
شناسی نیز از تري را روي نانوداربست داشتند، بلکه به لحاظ ریختها نه تنها توانایی اتصال و تکثیر مناسبنتایج نشان داد که سلول: نتایج

کاپرولاکتون از زیست سازگاري بـالایی برخـوردار اسـت و زیسـت تخریـب پـذیري آن تـا روز        داربست پلی. شرایط طبیعی برخوردار بودند
میـزان بـالاي   RT-PCRیزي آلیـزارین قرمـز و   آمهمچنین نتایج رنگ. روز بعدي انجام گرفت15پانزدهم با سرعت بیشتري در مقایسه با 

.کاپرولاکتون را نشان دادندتمایز سلول بر روي داربست پلی
عنوان یک بیومتریال کاپرولاکتون، پتانسیل استفاده بههاي پلیکند که داربستدست آمده از این تحقیق پیشنهاد مینتایج به: گیرينتیجه

.باشندبافت و تمایز استخوان دارا میزیست سازگار را در کاربردهاي مهندسی
.هاي بنیادي، مهندسی بافت، بند نافکاپرولاکتون، سلولتمایز سلولی، پلی:واژگان کلیدي
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مقدمه
هاي جدید علم بیومواد است که با مهندسی بافت یکی از شاخه

ایجاد ارتباط بین علوم مهندسی و بیولوژي، باعث ترمیم یک 
بافت آسیب دیده و یا باز گرداندن عملکرد یک بافت به آن 

در این رویکرد، نخست یک داربست متخلخل و ). 1(د شومی
هاي بافت شود و سپس سلولزیست تخریب پذیر ساخته می

با کنترل شرایط . شودمورد نظر روي آن کشت داده می
فیزیولوژیکی در خارج از بدن، بافت اولیه بر روي داربست 

شکیل شده و پس از کاشت در داخل بدن، با تشکیل بافت ت
هاي از میان سلول). 3و2(شود جدید، داربست تخریب می

هاي بنیادي مزانشیمی حاصل از بند ناف براي بنیادي، سلول
ها بیشتر مورد هاي سلول درمانی در مقایسه با سایر سلولبرنامه

ها داشتن ن سلولدلیل توجه به ای. اندتوجه محققین قرار گرفته
هاي عملکردي فعالیت خود نوزایی و تمایز به انواع سلول

هایی که براي ساخت داربست مورد از جمله پلیمر). 4(باشد می
کلاژن، (توان به پلیمرهاي طبیعی گیرند میاستفاده قرار می

Polyیا مصنوعی  ) کایتوزان، هیالورونان، نشاسته و غیره

(Lactic-co-Glycoltic) Acid)PLGA( ،poly capro

lacton)PCL( ،
, poly lactic acid (PLA)ها، کربوناتاوتواسترها، پلیپلی

هاي متعددي تکنیک). 5(اشاره کرد ) ها و غیرههیدروژل
از جمله این . ها ایجاد شده استمنظور ساخت داربستبه

ها، گیري حلال و فروشویی ذرهتوان به  قالبها میتکنیک
اي، خشک کردن انجمادي، تکنیک جدایی فازي، اتصال رشته

گیري ذوبی، اکتروریسی و تکنولوژي تولید بدون زا، قالبگاز کف
با . اشاره نمود) Solid Freeform Fabrication)SFFقالب 

ها در مطالعات هاي مختلفی که در تهیه داربستتوجه به روش
الکتروریسی توان گفت تکنیکپیشین انجام شده است، می

(ECMدلیل فراهم آوري محیط ي سه بعدي و مشابهبه

Extracellular matrix ( در تهیه داربست بیشتر مورد استفاده
پلیمري زیست سازگار و ) PCL(کاپرولاکتون پلی.گیردقرار می

باشد که  تاکنون استرهاي آلیفاتیک میي پلیمتعلق به خانواده
نوان داربست در مهندسی بافت عمتعددي بههايدر آزمایش

). 7و6(بکار گرفته شده است 
با ) هیدروفوب(گریز پلی کاپرولاکتون یک پلیمر نیمه بلوري آب

همچنین خصوصیات . باشدمیn(C6H10O2)فرمول مولکولی
سازگاري ، زیست)پذیري مکانیکیانعطاف(العاده مکانیکی فوق

خوب، آنتی ژنیسیته پایین، فرآیندپذیري ساده و آسان، نقطه 
و غیرسمی بودن محصول حاصل از (Tm=60 °C)ذوب پایین

علت داشتن ساختار این پلیمر به. تخریب آن، را داراست
سازگاري و ها و زیستپذیر در بهبود الاستیسیته لاستیکانعطاف

سازمان . پذیري پایین در پزشکی، کاربرد داردنرخ زیست تخریب
عنوان را به) PCL(کاپرولاکتون پلی) FDA(غذا و داروي آمریکا 

.)8(کرده استپذیر تاییدتخریباستر زیستپلی
هاي نوین در اصلاح سطح با استفاده از پلاسما یکی از روش

پلاسمایک . باشدهاي سطحی داربست میجهت بهبود ویژگی
گاز بسیار داغ است یونیده است، گازي چنان داغ که 

را به هاي آنبرخوردهاي شدید گرمایی همه یا بیشتر اتم
دانشمندان . کندها تفکیک میهاي مثبت و الکترونیون

در واقع با افزایش انرژي . نامندپلاسما را حالت چهارم ماده می
با ). 9(گیرد جنبشی در حالت گازي ماده پلاسما شکل می

عنوان چنان بهوجود این که پیوند استخوان اتوژن هم
استاندارد طلایی ترمیم برخی ضایعات استخوانی محسوب 

ن، دردناك بودن جراحی، شود، معایب آن مانند محدود بودمی
ریسک عفونت، خونریزي، آسیب به اعصاب و از دست دادن 

دنبال روشی براي فانکشن، موجب شده تا محققان به
).10(جایگزینی آن باشند 

هاي صورت گرفتـه مشـاهده شـد کـه بیشـتر      باتوجه به بررسی
سـازگاري و یـا روش سـاخت    تحقیقات، تنها بر روي اثر زیسـت 

گرفته است و تاکنون مطالعات محدودي در رابطه داربست انجام 
هاي بنیادي مختلـف بـر روي   با بررسی توان رشد و تمایز سلول

پذیر پلی کـاپرولاکتون انجـام گرفتـه    نانوداربست زیست تخریب
طـور قطعـی بـه تمـایز     هـا را بـه  تـوان نتـایج آن  است کـه نمـی  

لـی  هاي بنیادي بند ناف انسـانی بـر روي نـانو داربسـت پ    سلول
کاپرو لاکتون نسبت داد و از طرف دیگر تکنیک تهیـه داربسـت   

لـذا ایـن   . در تمام تحقیقات انجام گرفتـه یکسـان نبـوده اسـت    
هـاي بنیـادي ژلـه    تحقیق با هدف بررسی رشـد وتمـایز سـلول   

منظور ارتقاي هرچند ناچیز در سطح وارتون به استئوبلاست و به
کار مـوثر  ارائه راهدانش کشور در این زمینه و همچنین کمک به

.و کاربردي در این زمینه بررسی شد
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هامواد و روش
basic(مطالعه در این تحقیق، از نوع بنیادي  research (

باشد و ابزارهایی که جهت گردآوري اطلاعات در این تحقیق می
، PCRدستگاه فلوسایتومتري، : استفاده شده است عبارتند از

، میکروسکوپ )FTIR(الکتروفورز، طیف سنجی مادون قرمز 
، دستگاه اسپکتروفوتومتري، میکروسکوپ )SEM(الکترونی نگاره 

تجزیه و تحلیل آماري توسط نرم افزار  . باشدنوري معکوس می
EXCELLو ایمیچ چی(ImageJ) انجام شده است و تمام

صورت حداقل سه تکرار انجام شده هاي کشت سلولی بهآزمایش
. است

هاي استروماي بند ناف کشت و جداسازي اولیه سلول
روش سزارین بدین منظور بند ناف نوزاد سالمی که به:انسان

بود، با کسب رضایت از مادر در شرایط استریل به متولد شده
مدت درصد به70آزمایشگاه منتقل شد و پس از شستشو با الکل 

.داري شدثانیه، تا پایان کشت در داخل بافر نرمال سالین نگه30
پس از رسیدن تراکم :پاساژ دادن کشت اولیه و تولید رده سلولی

یري از توقف رشد درصد درون فلاسک، جهت جلوگ80سلول به 
هاي دلیل کمبود مواد غذایی، فضا و افزایش متابولیتبه(ها سلول
-Trypsinها توسط محلول سلول) سمی EDTA از کف فلاسک

جدا و رده سلولی ایجاد شده به دو یا چند فلاسک، انتقال و 
.مجددا کشت داده شدند

: بلومحاسبه تراکم سلولی با استفاده از رنگ آمیزي تریپان
میکرولیتر از سوسپانسیون سلولی با 100بدین منظور مقدار 

بلو ترکیب و توسط لام هموسایتومتر مورد حجم برابري از تریپان
.بررسی قرار داده شد

آنالیز فلوسایتومتري بر :هاي بنیاديتایید استخراج سلول
هاي بنیادي مزانشیمی بند ناف، براي نشان دادن بیان روي سلول

CDاي مارکره 105 ،CD CDو 90 .انجام گرفت45
براي تهیه داربست مورد استفاده در این مطالعه : ساخت داربست

PCL درصد در حلال حاوي اسید فرمیک و اسید 13در غلظت
ي وسیلهمحلول حاصله به. صورت محلول تهیه شداستیک به

متر با میلی4/0لیتري با سر سرنگی داراي قطر میلی5سرنگ 
ي متر از ورقهمیلی150با فاصله ml/h1/0عت تزریق سر

.آلومینیوم تزریق شد
منظور بررسی خصوصیات به:تعیین خصوصیات داربست

شیمی سطح داربست تهیه شده، از طیف سنجی مادون قرمز

(FTIR)ي عدد موج استفاده شد نمونه داربست در گسترهcm -

cmبا وضوح 14000-400 همچنین . گیري شداندازه14-
هاي مورفولوژي سطح و تراکم نانوفیبرها توسط ویژگی

.مورد بررسی قرار گرفت) SEM(میکروسکوپ الکترونی نگاره 
براي بهبود ویژگی آبدوستی سطح : اصلاح سطحی پلاسمایی

داربست از اصلاح سطحی داربست با پلاسماي گاز اکسیژن 
درصد، بر روي 10بار و قدرت میلی4/0دقیقه با فشار 5مدت به

.استفاده گردیدPCLداربست 
هاي بنیادي مزانشیمی بندناف بر روي کشت سلول

متر مربع سانتی1×1ها به ابعاد ابتدا داربست: PCLداربست
ور درصد غوطه70ساعت در اتانول 24مدت بریده شده و به

ها در دماي اتاق، دو طرف پس از خشک شدن داربست. شدند
UVمدت یک ساعت با قرار گرفتن تحت اشعه ها هر کدام بهآن

خانه 24هاي پلیت ها درون چاهکسپس داربست. استریل شد
. استریل شستشو داده شدندPBSدنبال آن با قرار داده و به

لیتر با روش چکاندن و در هر میلی2×105ها با تراکم سلول
داربست قرار داده میکرولیتر بر روي هر دو نوع 20مقدار به

.شدند
در ابتدا باید :PCLبررسی زیست سازگاري داربست 

تهیه شده داراي مشخصه زیست مشخص شود که داربست
منظور سازگاري براي استفاده در مهندسی بافت باشد بدین

درصد استریل شد، پس از 70و الکل UVتوسط PCLداربست 
از 2×105خشک کردن داربست در شرایط استریل، مقدار 

روش چکاندن بر روي سطح داربست قرار سوسپانسیون سلولی به
ها به درون منافذ داربست، پس از اطمینان از نفوذ سلول. گرفت
.در روزهاي متفاوت کشت انجام شدMTTتست 

بدین منظور، :پذیريارزیابی رفتار زیست تخریب
Phosphateهاي پلی کاپرولاکتون در بافر داربست buffered

saline)(PBSروز در 30مدت هر نمونه به. قرار داده شدند
ها از محلول بار، نمونهروز یک5هر . قرار گرفتPBSمحلول 

خارج شده و پس از این که در خلا، کاملا خشک شدند، کاهش 
. گیري شدها اندازهوزن آن

هاي بنیادي مزانشیمی بند ناف به استئوبلاست بر تمایز سلول
هاي بنیادي جهت بررسی تمایز سلول:PCLروي داربست 

هاي پاساژ سوم مزانشیمی بندناف به استئوبلاست از سلول
24ها و در پلیت ها بر روي داربستابتدا سلول. استفاده شد
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هاي اي کشت داده شدند، روز بعد محیط کشت چاهکخانه
سلول با -حاوي داربست خارج شده و پس از شستشوي داربست

مدت تیمار . ، محیط تمایزي استئوبلاستی اضافه شدPBSافر ب
. بار انجام شدروز بود و تعویض محیط هر دو روز یک21

هاي بنیادي مزانشیمی بررسی تمایز  استئوبلاستی سلول
بندناف

آمیزي آلیزارین قرمزرنگ-1
ها در محیط تمایز، روز پس از کشت سلول21براي این منظور 
PBSها با ها برداشته شد و سلولیی سلولمحیط کشت رو

درصد و 4ها با فرمالدهید شستشو داده شدند، سپس سلول
. شستشو داده شدندPBSدقیقه تثبیت و مجددا با 20مدت به

8مدت در نهایت رنگ آلیزارین قرمز یک درصد اضافه شده و به
.دقیقه انکوبه شدند

2-RT-PCR

از کیت RNAبراي استخراج : cDNAو سنتز RNAاستخراج 
Rima Zol ،)با توجه به پروتکل . استفاده شد) طیف آریا فرایند

بر اساس پروتکل cDNAها انجام شد براي تهیه کیت لیز سلول
درجه 65را در RNAمیکرولیتر از محلول 10شرکت سیناژن

دقیقه انکوبه و سپس مخلوطی شامل 10تا 5مدت گراد بهسانتی

میکرولیتر پرایمراولیگودي 3X  PCR( ،2/0(تر بافر میکرولی3
5/0و dNTPمولار میلیMgCl2 ،10مولار میلی25تی، 

. میکرولیتر از آنزیم ترانس کریپتاز معکوس به آن اضافه شد
گراد قرار داده و درجه سانتی25دقیقه در 10محلول حاصله را 

به شد و گراد انکودرجه سانتی42مدت یک ساعت در سپس به
گراد درجه سانتی70سپس براي توقف واکنش، نمونه را در 

.دقیقه قرار گرفت10مدت به
:RT-PCR این تست براي بررسی بیانmRNA ي آلکالین

هاي استئوبلاستی تمایز داده فسفاتاز و استئوکلسین در سلول
RNAتهیه شده از cDNAدر این آزمایش . شده صورت گرفت

عنوان نمونه تست و هاي استئوبلاستی بهولاستخراج شده از سل
cDNA تهیه شده ازRNAهاي بنیادي استخراج شده از سلول

.عنوان شاهد مورد آزمایش قرار گرفتندمزانشیمی به

نتایج
هاي بنیادي مزانشیمیاستخراج سلول

دو هفته پس از قرار دادن قطعات ژله وارتون در محیط کشت، 
هاي این قطعات شروع به جوانه زنی و کنارهتدریج از ها بهسلول

ها کف یک هفته بعد از جوانه زنی و رشد سلول. رشد نمودند
).1شکل . (ها پوشیده از سلول شدپلیت

ها از بافت ژله وارتون جوانه زنی سلول) Bهاي بنیادي مزانشیمی بندناف انسانی، رده سلولی سلول) Aهاي بنیادي حاصل از بندناف انسانی سلول: 1شکل
x10هاي بندناف انسانی با بزرگنمایی سلول

مزانشیمی از ماتریکس هاي بنیادي تایید استخراج سلول
بند ناف

گرهاي نتایج حاصل از فلوسایتومتري نشان دهنده بیان نشان
هاي نتایج نشان داد شاخص. مزانشیمی ماتریکس بندناف بود

CDبنیادینگی  CDو 90 درصد و 95ترتیب داراي بیان به105
CDکه شاخص غیربنیادینگی درصد بودند درحالی93 داراي 45

).2شکل (درصد بود 3بیان کمتر از
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1395183تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

CDبیان ) Aگرهاي سلول بنیادي مزانشیمی ماتریکس بندناف بیان نشان: 2شکل  45 ،B( بیانCD 90 ،C( بیانCD 105.

-بررسی خصوصیات نانوالیاف الکتروریسی شده پلی

)PCL(کاپرولاکتون 
و توزیع قطري ) SEM(نگارهتصاویر میکروسکوپ الکترونی 

. نشان داده شده است3کاپرولاکتون در شکلپلینانوالیاف 

شود که نانوالیاف بدون عیوب طور واضح ملاحظه میهمچنین به
نانومتر تولید شده 102و 99، 92با قطر متوسط ) بید(ساختاري 

.است

).PCL(کاپرولاکتون و توزیع قطري نانوالیاف پلی) SEM(نگارهتصاویر میکروسکوپ الکترونی :3شکل

نانوالیاف ) FTIR(طیف سنجی مادون قرمز نتایج 
. نشان داده شده است4در شکل) PCL(کاپرولاکتون پلی

کشش (cm-12937پیک ظاهر شده شامل

-CH2(،cmنامتقارنکششCH2(،cm-12865)متقارن

–Cهايکشش باند(cm-11294،)کربونیلکشش(11729

OوC–C(،cm-11241)کشش متقارنC-O-C (است.

).PCL(کاپرولاکتون نانوالیاف پلی) FTIR(سنجی مادون قرمز طیف طیف : 4شکل
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)PCL(کاپرولاکتون 
و توزیع قطري ) SEM(نگارهتصاویر میکروسکوپ الکترونی 

. نشان داده شده است3کاپرولاکتون در شکلپلینانوالیاف 

شود که نانوالیاف بدون عیوب طور واضح ملاحظه میهمچنین به
نانومتر تولید شده 102و 99، 92با قطر متوسط ) بید(ساختاري 

.است

).PCL(کاپرولاکتون و توزیع قطري نانوالیاف پلی) SEM(نگارهتصاویر میکروسکوپ الکترونی :3شکل
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OوC–C(،cm-11241)کشش متقارنC-O-C (است.

).PCL(کاپرولاکتون نانوالیاف پلی) FTIR(سنجی مادون قرمز طیف طیف : 4شکل
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نانومتر تولید شده 102و 99، 92با قطر متوسط ) بید(ساختاري 

.است

).PCL(کاپرولاکتون و توزیع قطري نانوالیاف پلی) SEM(نگارهتصاویر میکروسکوپ الکترونی :3شکل

نانوالیاف ) FTIR(طیف سنجی مادون قرمز نتایج 
. نشان داده شده است4در شکل) PCL(کاپرولاکتون پلی

کشش (cm-12937پیک ظاهر شده شامل
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چ

1395تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت  184

PCLتوزیع اندازه منافذ داربست 

و SEM، گرافیکی SEMترتیب تصاویر به6و 5هاي شکل
را PCLنمودار ستونی چگونگی توزیع منافذ در سطح داربست 

آورده شده 1که نتایج خلاصه شده آن در جدول دهد نشان می
.است

تصویر گرافیکی ) PCL ،Bتصویر میکروسکوپ الکترونی نگاره از داربست )PCL ،Aتصویر گرافیکی چگونگی توزیع منافذ در سطح داربست : 5شکل 
ImageJتوزیع منافذ پس از تعیین تعداد و مساحت منافذ توسط نرم افزار

PCLنمودار ستونی تعداد و توزیع مساحت منافذ در سطح داربست : 6شکل 

نتایج حاصل از تجریه و تحلیل نرم افزار ایمیچ چی نشان داد 
حاصل از PCLدرصد سطح داربست 39طور متوسط به

همچنین این نتایج نشان . دهدالکتروریسی را منافذ تشکیل می

نانومتر مربع 25559داد که میانگین مساحت این منافذ 
).1جدول (باشد می

تعداد، مساحت و درصد منافذ موجود در سطح داربست:1جدول 
درصد منافذمیانگین مساحت منافذمجموع مساحت کل منافذدهگیري شمساحت اندازهتعداد منافذ

1116nm272431064nm228524523nm22555939%
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و SEM، گرافیکی SEMترتیب تصاویر به6و 5هاي شکل
را PCLنمودار ستونی چگونگی توزیع منافذ در سطح داربست 
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را PCLنمودار ستونی چگونگی توزیع منافذ در سطح داربست 

آورده شده 1که نتایج خلاصه شده آن در جدول دهد نشان می
.است

تصویر گرافیکی ) PCL ،Bتصویر میکروسکوپ الکترونی نگاره از داربست )PCL ،Aتصویر گرافیکی چگونگی توزیع منافذ در سطح داربست : 5شکل 
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PCLنمودار ستونی تعداد و توزیع مساحت منافذ در سطح داربست : 6شکل 

نتایج حاصل از تجریه و تحلیل نرم افزار ایمیچ چی نشان داد 
حاصل از PCLدرصد سطح داربست 39طور متوسط به

همچنین این نتایج نشان . دهدالکتروریسی را منافذ تشکیل می

نانومتر مربع 25559داد که میانگین مساحت این منافذ 
).1جدول (باشد می

تعداد، مساحت و درصد منافذ موجود در سطح داربست:1جدول 
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هاشم یعقوبی و همکاران...هاي بنیادي مزانشیمی ژله وارتون بررسی رشد و تمایز سلول
چ

1395185تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

کشت سلول بر روي داربست
ها ها بر روي سطح داربستي اتصال سلولمورفولوژي و نحوه

ي تصاویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی مورد مطالعه وسیلهبه

ها بر روي ي اتصال موفق سلولتصاویر نشان دهنده. قرار گرفت
).7شکل (داربست است 

PCLهاي بنیادي بر روي داربست اتصال سلولSEMتصویر : 7شکل 

PCLزیست سازگاري داربست 

نتایج مقایسه میانگین حاصل از بررسی زیست سازگاري 
هاي کشت نشان داد در تمامی تیمارها سلولPCLداربست 

در مقایسه با گروه کنترل رشد PCLشده بر روي داربست

توان چنین بیان که با توجه به این نتایج می. اندبیشتري داشته
ایسه با در مقPCLها رشد یافته بر روي داربست داشت سلول

)8شکل(اند گروه کنترل از شرایط رشدي بهتري برخوردار بوده

روزه7و 3، 1در تیمار PCLنمودار زیست سازگاري داربست :  8شکل 

نتایج حاصل از تست کاهش : پذیريارزیابی رفتار زیست تخریب
با شدت 15وزن نشان داد روند کاهش وزن داربست تا روز 

این روند با سرعت بسیار 15زیادي صورت گرفت اما پس از روز 
).9شکل (پایینی صورت گرفت 
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ها بر روي ي اتصال موفق سلولتصاویر نشان دهنده. قرار گرفت
).7شکل (داربست است 

PCLهاي بنیادي بر روي داربست اتصال سلولSEMتصویر : 7شکل 

PCLزیست سازگاري داربست 
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در مقایسه با گروه کنترل رشد PCLشده بر روي داربست
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هاي کشت نشان داد در تمامی تیمارها سلولPCLداربست 

در مقایسه با گروه کنترل رشد PCLشده بر روي داربست
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نمودار ستونی کاهش وزن داربست: 9شکل 

هاي بنیادي مزانشیمی بررسی تمایز استئوبلاستی سلول
بندناف

رنگ آمیزي آلیزارین قرمز
هاي کلسیمی، تاییدي بر تمایز استئوبلاستی مشاهده رسوب توده

هاي آمیزي سلولدر رنگ. هاي بنیادي حاصل از بندناف بودسلول
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1395187تابستان، 2، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

هاي بندناف دست آمده از سلولبهRNAاز RT-PCR، چاهک دوم bp100مارکر آلکالین فسفاتاز، چاهک اول لدر RT-PCRنتیجه ) A: 11شکل
RT-PCRنتیجه ) Bهاي استخوان؛ هاي تمایز یافته به سلولدست آمده از سلولبهRNAاز PCR-RTسومانسانی بدون اعمال تیمار تمایز، چاهک 

هاي بندناف انسانی بدون اعمال تیمار تمایز، چاهک دست آمده از سلولبهRNAاز RT-PCR، چاهک دوم bp100مارکر استئوکلسین، چاهک اول لدر 
هاي استخوانهاي تمایز یافته به سلولدست آمده از سلولبهRNAاز PCR-RTسوم 

بحث
ترین گام در مهندسی بافت، انتخاب بیومـواد مناسـب بـراي    مهم

داربست مطلـوب الگـویی بـراي بازسـازي     . ساخت داربست است
گیـري سـاختار نهـایی بافـت     بافت است و نقش کلیدي در شکل

بیومـواد مـورد   . مهندسی شده و عملکرد نهایی آن بر عهـده دارد 
لولی هـم  استفاده در داربست باید از چسبندگی، رشد و تکثیر س ـ

. عمـل آورنـد  حمایـت بـه  in vitroو هـم در  in vivoدر شرایط 
ها باید چندین ویژگی ضروري نظیر زیست سـازگاري، زیسـت   آن

).10(پذیري و فعالیت زیستی را داشته باشند تخریب
همراه غضروف اسـکلت  باشد که بهاستخوان یک بافت پیوندي می

هـاي استئوبلاسـتی و   سـلول این بافت از . دهدبدن را تشکیل می
هـاي  بر خلاف سایر بافت. ماتریکس استخوانی تشکیل شده است

فـرد  پیوندي ماتریکس استخوانی داراي این توانـایی منحصـر بـه   
براي تـرمیم ضـایعات و نقـایص    . تواند کلسیفیه شوداست که می

در ایـن  . توان از امکانات مهندسی بافـت بهـره بـرد   استخوانی می
وان از پیوند بافت استخوان اتولوگ استفاده کرد یا با تارتباط، می

هـاي داراي پتانسـیل   طراحی داربست مناسب و گذاشتن سـلول 
ها و پیوند در محل ضایعه، آن را ترمیم تولید استخوان بر روي آن

با توجه به محدودیت بافت استخوانی اتولوگ و لزوم عمـل  . نمود
 ـ راي تهیـه ایـن بافـت،    جراحی و ایجاد ضایعه در ناحیه دیگري ب

هاي سلولی براي تـرمیم ضـایعات اسـتخوانی    استفاده از داربست
مهندسـی بافـت بـر    ). 11(اي قرار گرفتـه اسـت   مورد توجه ویژه

داري و بهبود بافت و هاي زیستی براي ترمیم، نگهتوسعه جانشین
ي پاسـخ  رفتار سلولی در نتیجـه . عملکرد عضو تمرکز یافته است

کـنش  م رسـانی متعـددي بـوده کـه در اثـر بـرهم      ترکیبی از پیا
هاي محلول و با ماتریکس هاي مجاور با یکدیگر، با مولکولسلول

داربست در مهندسی بافـت در واقـع   . افتدخارج سلولی اتفاق می
باید تقلیدي از ماتریکس خارج سلولی طبیعـی موجـود در بـدن    

هـاي شـاخص و مهـم در مـاتریکس خـارج     یکی از ویژگی. باشد
ســلولی فــراهم آوري شــرایطی مناســب جهــت تبــادل و تعامــل 

هـاي  باشد که ویژگیها با یکدیگر و با محیط اطرافشان میسلول
توانـد در تحقیـق ایـن راسـتا     آبدوستی نانوتوپوگرافی مناسب می

سـزایی در  وجود ویژگی نـانوتوپوگرافی تـاثیر بـه   . مفید واقع شود
گیـري فنوتیـپ و   شکلالقاي مسیرهاي دخیل در پیام رسانی در

).12(سرنوشت سلول دارد 
جهت تامین نانوتوپوگرافی براي تسهیل و تعدیل تبادلات سـلول  

ها در مقیاس نانو تهیـه  با محیط اطراف مناسب است که داربست
هـاي اخیـر مـورد توجـه     ها در سـال شوند که تولید این داربست
یـه  هـاي متفـاوتی جهـت ته   از روش. محققین قرار گرفتـه اسـت  

هـا شـامل   شود که پرکاربردترین ایـن روش نانوالیاف استفاده می
). 13(روش الکتروریسندگی، خود سامانی و جدایی فـازي اسـت   

در مهندسی بافت از مواد طبیعی و مصنوعی متفاوتی براي تولید 
هاي برتـري  پلیمرهاي مصنوعی ویژگی. شودداربست استفاده می

ي طبیعی دارند و بـه آسـانی   از لحاظ مکانیکی نسبت به پلیمرها
در ایـن مطالعـه پلیمـر    ). 14(باشـند  داراي قابلیت پـردازش مـی  
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یـه  هـاي متفـاوتی جهـت ته   از روش. محققین قرار گرفتـه اسـت  

هـا شـامل   شود که پرکاربردترین ایـن روش نانوالیاف استفاده می
). 13(روش الکتروریسندگی، خود سامانی و جدایی فـازي اسـت   

در مهندسی بافت از مواد طبیعی و مصنوعی متفاوتی براي تولید 
هاي برتـري  پلیمرهاي مصنوعی ویژگی. شودداربست استفاده می

ي طبیعی دارند و بـه آسـانی   از لحاظ مکانیکی نسبت به پلیمرها
در ایـن مطالعـه پلیمـر    ). 14(باشـند  داراي قابلیت پـردازش مـی  
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کاپرولاکتون به عنـوان مـاده سـازنده داربسـت بـراي تولیـد       پلی
.روش الکتروریسندگی انتخاب شدنانوالیاف به

بـا  ) هیدروفوب(گریز پلی کاپرولاکتون یک پلیمر نیمه بلوري آب
همچنین خصوصـیات  . باشدمیn(C6H10O2)فرمول مولکولی

سـازگاري  ، زیسـت )مکـانیکی پذیري انعطاف(العاده مکانیکی فوق
خوب، آنتی ژنیسیته پایین، فرآیندپـذیري سـاده و آسـان، نقطـه     

و غیرسمی بودن محصـول حاصـل از   (Tm=60 °C)ذوب پایین
علــت داشــتن ســاختار ایــن پلیمــر بــه. تخریــب آن، را داراســت

سازگاري و ها و زیستپذیر در بهبود الاستیسیته لاستیکانعطاف
سازمان . ي پایین در پزشکی، کاربرد داردپذیرنرخ زیست تخریب

عنـوان  را به) PCL(کاپرولاکتون پلی) FDA(غذا و داروي آمریکا 
).8(پذیر تایید کرده استتخریباستر زیستپلی

سـازگار، نانوالیــاف  از میـان نانوالیـاف الکتروریسـی شـده زیسـت     
تواند خصوصـیاتی را کـه مـورد علاقـه بـراي      لاکتون میکاپروپلی

همچنـین در تحقیقـات   . اربردهاي پزشکی اسـت، فـراهم کنـد   ک
کـاپرولاکتون قـادر   نشان داده شده است که نانوالیاف پلیگذشته

کـه از ایـن   ها را حمایت کنـد است گستره وسیعی از انواع سلول
هـا  آن. اشاره کرد) 15(توان به نتایج پارك و همکاران  جمله می
پلـی اتـیلن   (PEGاوت با درصد متفPEG/PCLهاي از داربست

هـاي غضـروفی اسـتفاده    جهـت تمـایز سـلول   PCLبه ) گلیکون
هاي داراي ها نشان داد داربستنتایج حاصل از تحقیق آن. کردند

هـاي  تـري بـا سـلول   داراي تعاملات مناسـب PEGنسبت بالاي 
PEGهاي با نسـبت کـم   که داربستدر حالی. باشندغضروف می

-RTهمچنـین نتـایج   . تري را نشـان دادنـد  تمایز غضروفی پایین

PCR14هاي غضروفی حاصل نشان داد کـه نسـبت   براي سلول
PEG 6بــــهPCL داراي بیــــان ژن بــــالایی در ژنCOMP

 )cartilage oligomeric matrix protein (باشدمی.
در مهندسی بافـت آبگریـز   PCLیکی از معایب استفاده از پلیمر 

هـاي  ل نامناسب سلول به سـطح داربسـت  بودن و در نتیجه اتصا
منظور تعـدیل ویژگـی نـامطلوب    به. باشدحاصل از این پلیمر می

آبگریزي این پلیمر گروه هاي اکسیژنی بـر روي سـطح داربسـت    
اصلاح داربست توسط پلاسما  . اصلاح شده با پلاسما اضافه گردید

سبب بهبود ویژگی آبدوستی، اتصال سـلولی و درنتیجـه رشـد و    
د کـه در  شـو کاپرولاکتون میها بر روي داربست پلیثیر سلولتک

). 16(مطالعات متعددي نیز این مـورد بـه اثبـات رسـیده اسـت      
، بـه منظـور بررسـی و    )16(عنوان مثـال یلـدیریم و همکـاران    به

مقایسه رفتار سلولی و تعیین بهترین مورد براي اصـلاح سـطحی   
ــی ــت پل  ــداربس ــماي اکس ــاپرولاکتون از پلاس ــروتئین ک یژن و پ
کاپرولاکتون هاي پلیطور جداگانه بر روي داربستفیبرونکتین به

. پروتیئن بـود اسـتفاده نمودنـد   -و داربستی که تلفیقی از پلاسما
داد کـه بـا اعمـال پلاسـما ویژگـی      دسـت آمـده نشـان    نتایج بـه 

اتصـال سـلولی بـر    . داري بهبود یافته استطور معنیآبدوستی به
ح شده با پلاسما تقریبا دو برابر داربست اصلاح روي داربست اصلا

اما نکته قابل ذکر این است که داربست اصلاح شده بـا  . نشده بود
پـروتئین داراي بیشـترین   -پلاسما بعد از داربست تلفیقی پلاسما

.نرخ رشد و تکثیر سلولی بودند
بسترهایی که تحت عنوان داربست در مهندسی بافت اسـتفاده  

ها در ابعاد سه بعدي و یا توانایی واکنش با سلولشوند باید می
هـا بـا یکـدیگر و محـیط     گر ارتباط سـه بعـدي سـلول   تسهیل
توان گفت که فـراهم آوري  پس می. شان را داشته باشنداطراف

کننده ها فاکتور تعییناین مشخصه توسط نانوالیاف براي سلول
آمـده  دستنتایج به. باشدبراي موفقیت یا شکست داربست می

و زیست سازگاري در ایـن مطالعـه بـه خـوبی     MTTاز تست 
هـا بـرروي   بعد از انتقال سلول. باشدي این مهم میکنندهتایید

دهـد البتـه   اي است که رخ میداربست چسبندگی اولین واقعه
در کنار آن تعیین زیست سازگاري داربست تهیـه شـده نیـز از    

منظـور پـس از   بـدین ). 17(اي برخـوردار اسـت   اهمیت ویـژه 
هاي بنیادي حاصل از بندناف ساعت از انتقال سلول24گذشت 

UVي انسانی بر روي داربست استریل شده با استفاده از اشعه

هـاي مـورد   زیست سازگاري و عدم سمیت داربست براي سلول
. بررسی قرار گرفت

هـاي  نشان داده اند کـه فیبروبلاسـت  ) 18(کاکریرمن و همکارن 
هـاي  صورت سه بعـدي در مقایسـه بـا کشـت    شده بهکشت داده 

هـا  رسد ایـن تفـاوت  نظر میبه. شونددوبعدي سریع تر تکثیر می
کشـت بـر روي   (علت نزدیکی فضاي سلول در کشت سه بعدي به

نتـایج تسـت   . نسـبت بـه محـیط موجـود زنـده باشـد      ) داربست
هایی که بر روي داربست مانی در این تحقیق نشان داد سلولزنده

هـاي شـاهد جـذب بیشـتري را     اند در مقایسه با سلولرشد کرده
اند شاید دلیل این امر را بتوان به ایـن نسـبت داد کـه    نشان داده

هـاي بنیـادي بـر روي داربسـت از سـرعت      رشد و تکثیـر سـلول  
بیشتري برخوردار بوده است که در این صورت با نتایج کاکریرمن 

لعه انجام شـده توسـط   همچنین در مطا). 8شکل (مطابقت دارد 
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با استفاده از پلاسماي اتمسفري PCLفیلم ) 19(لی و همکاران 
مورد اصـلاح  Arو Ar+O2 ،Ar+N2 ،Ar+H2به چهار صورت 

هاي انجـام شـده بیـانگر کـاهش     نتایج تست. سطحی قرار گرفت
ــورد     ــه م ــی در س ــه تماس ــه Arو Ar+O2 ،Ar+N2زاوی البت

از سـوي  . اهده شـد مش ـAr+O2بیشترین کاهش در پلاسـماي  
دنبال آن بـالاترین نـرخ اتصـال    دیگر بیشترین زبري سطحی و به

اصلاح PCLسلولی و در نهایت رشد و تکثیر سلولی بر روي فیلم 
دسـت  که با توجه به نتایج بـه . دیده شدAr+O2شده با پلاسما 
هـاي تحقیقـی انجـام شـده، از اصـلاح پلاسـما بـا        آمده در پروژه

.م این تحقیق استفاده گردیداکسیژن براي انجا
هاي بنیادي مزانشیمی بندناف به در این مطالعه روند تمایز سلول

. مورد مطالعـه قـرار گرفـت   ساز روي داربستهاي استخوانسلول
هـاي تمـایز یافتـه بـه     یکی از تغییـرات قابـل بررسـی در سـلول    

در . هاسـت استئوبلاست، بررسی میزان رسوب کلسـیم در سـلول  
آمیزي آلیزارین قرمز که رسوبات کلسیمی را بـه  ی رنگاین بررس

21هـا را در روز  آورد، تمایز استئوبلاستی سلولرنگ قرمز در می
همچنین نتـایج  . تمایز تحت محیط تمایز استئوبلاستی تایید کرد

ــفاتاز و  RT-PCRحاصـــل از  ــالین فسـ ــارکر آلکـ ــراي دو مـ بـ
بلاستی پـس از  هاي استئواستئوکلسین نشان دهنده بیان این ژن

هاي استئوبلاست هاي بنیادي بندناف انسانی به سلولتمایز سلول
.بودند

ــا اســتفاده از  همــان طــور کــه در ایــن تحقیــق مشــخص شــد ب
هـاي بنیـادي   تـوان بـا کـارایی بـالا سـلول     فاکتورهاي تمایز مـی 
در تحقیقـات  . هاي استئوبلاست تمـایز داد مزانشیمی را به سلول

هاي بنیادي به که پروسه تمایز سلولگذشته مشخص شده است
.کندهاي تمایز یافته از تقسیم سلولی خاصی پیروي میسلول

هـا  ها کاهش وزن آنکارهاي تشخیص تخریب داربستیکی از راه
صورت که پلیمر پس از تجزیه به واحدهاي سازنده باشد بدینمی

خــود از ســطح داربســت جــدا شــده و بــا توجــه بــه مشخصــات 
حل شده و یا در سطح آن قـرار  PBSیک خود یا درون هیدروفوب

گیرد از جملـه فاکتورهـاي مـوثر در زیسـت تخریـب پـذیري       می
توان به نوع ماده تشکیل دهنده داربست، وزن ملکـولی، روش  می

نتایج حاصل از درصد کاهش . ساخت داربست و غیره اشاره نمود
کاهش وزن داربسـت تـا   ) 9شکل (داد وزن در این تحقیق نشان

تـا روز  15با سرعت زیادي صورت گرفت اما پـس از روز  15روز 
شـاید دلیـل ایـن نـوع     . شدت کاهش یافتسرعت تخریب به30

تخریب پذیري را بتوان به اصـلاح سـطح داربسـت بـا پلاسـماي      
صورت که احتمالا پلاسمایی اکسیژن با اکسیژن نسبت داد به این

هاي قطبی در سطح داربست سـبب افـزایش سـطح    وهافزایش گر
با داربست شـده کـه ایـن امـر سـبب افـزایش       PBSتماس بافر 

سرعت زیست تخریب پذیري داربست شده باشد و پس از حـذف  
هاي قطبی داربست، سرعت تخریب داربست کـاهش یافتـه   بخش
.باشد

گیرينتیجه
ایش دلیل اصلاح سطحی داربست با پلاسماي اکسیژن، افزبه

هاي اکسیژنی ناشی از اصلاح بر روي سطح داربست گروه
الکتروریسی شده که داراي نانوتوپوگرافی، با بهبود ویژگی 
آبدوستی سطحی داربست این مشخصه ذاتی تعدیل و شرایط 
براي اتصال اولیه سلول بر سطح داربست بهبود یافته که در پی 

ر روي داربست آن مهاجرت، رشد و تکثیر مناسب و بهتر سلولی ب
. فراهم گردید

ها نشان هاي کشت شده بر روي داربستتصاویر حاصل از  سلول
تیمار شده با پلاسماي PCLدهنده این است که داربست 

ها فراهم کردهاکسیژن محیطی مناسب براي رشد درونی سلول
شود، ها تعیین میدر واقع خواص مواد به وسیله ساختار آن. است

هاي بهتري را نشان ها ویژگیدلیل اینکه داربستبنابر این 
با توجه به . گردددهد، به ایجاد تغییر در ساختار آن بر میمی

توان به این نکته پی برد، تصاویر میکروسکوپ الکترونی می
شناسی طبیعی بوده ها داراي زوائد سیتوپلاسمی و ریختسلول

نتایج حاصل از همچنین. اندهاي سلولی درآمدهکه به شکل کلنی
نشان داد این نوع RT-PCRرنگ آمیزي آلیزارین قرمز و 

هاي بنیادي حاصل از داربست از توانایی بالایی در تمایز سلول
.هاي استئوبلاستی برخوردار هستندبندناف انسانی به سلول

قدردانیوتشکر
خاطر بهلیواحد اردبیمحترم دانشگاه آزاد اسلامنیمسئولاز

که يافرادهیاز کلزیو نقیتحقنیکردن امکانات انجام افراهم 
در این تحقیق کمک شایانی کردند از کارشناسان آزمایشگاه 

یتشکر و قدردادنهاي بنیادي و  دکتر حسین اکبري کمالسلول
.را داریم
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Abstract

Aim: The aim of this study was to evaluate the biocompatibility and differentiation of human
umbilical cord mesenchymal stem cells to osteoblast on prepared polycaprolactone scaffolds by
electrospinning method, which is located under the surface modification by oxygen plasma.

Material and methods: After isolation of mesenchymal stem cells from human umbilical cord, flow
cytometry analysis was performed. Biocompatibility of scaffold was examined using MTT assay.
Cells morphology and their adhesion characteristics on the scaffold surface were studied using
Scanning Electron Microscopic (SEM) images. Also biodegradability of scaffold calculated using
weight loss method. Finally, for study the differentiation of cells on the scaffold surface, osteogenic
differentiation medium was used and differentiation was performed by red alizarin staining and RT-
PCR.

Results: Results showed that the cells not only had more suitable connection and reproduction
abilities on the scaffold, but also were morphologically in a natural condition. Polycaprolacton
scaffold is enjoyment of high biocompatibility and its biodegradability up to 15th day done with more
rates in comparison with 15 next days. Also red alizarin staining and RT-PCR results showed high rate
cell differentiation on polycaprolactone scaffold.

Conclusion: The obtained results of this research suggested that polycaprolactone scaffolds have
potential usage as biocompatible biomaterials in tissue engineering and osteogenic differentiation
applications.

Keywords: Cell differentiation, polycaprolactone, stems cell, tissue engineering, umbilical cord.
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