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Aim: Cartilage defects of the knee such as osteoarthritis disease (OA) are one of the most 

debilitating and public diseases that are related to high individual and socioeconomic problems. 

Many recent studies have applied mesenchymal stem cells (MSCs) incorporated with tissue 

engineering to repair articular cartilage defects or regeneration of OA.  So, the choice of the best 

cell type in this regard is one of the challenging issues of tissue engineering and OA cell therapy. 

This study aims to find the best cell source for the regeneration of critical size defects of cartilage 

knee using autologous chondrocytes and bone marrow-derived MSCs (Bm-MSCs), and adipose-

derived MSCs (Ad-MSCs) that were isolated, cultured, and expanded in similar in vitro 

conditions. 

Materials and Methods: In the current study, Najdi sheep were used at 12 months of age. After 

standard anesthesia, cartilage was isolated from the hyaline cartilage at the end of the ribs. The 

Bm-MSCs and Ad-MSCs were isolated from bone marrow and tails' adipose tissue, respectively. 

Following the enzymatic digestion of cartilage and adipose tissues, using collagenase I enzymes, 

the chondrocyte, Ad-MSCs, and Bm-MSCs were cultured in growth media at 37º C with similar 

conditions. Then, MSCs were identified by morphology analysis and also 

osteogenic/adipose/chondrogenic differentiation, in vitro. In addition, chondrocytes were 

identified by morphology and analysis of cartilage-related gene expression such as Aggrecan, Col 

II, and SOX9 genes by Real-time PCR technique. After that, an amount of 5×106 cells/ml from 

each cell source was seeded in the type I collagen gel and transplanted into an experimentally 

created articular cartilage defect in the knee’s sheep model. Two months after transplantation, the 
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animals were sacrificed in the standard ways and the implanted tissue was removed. The range of 

regeneration was investigated by macroscopic scoring and histological staining such as H&E and 

safranin o/fast green. 

Results: MSCs showed spindle shape of morphology, and skeletal differentiation were  confirmed 

the identity of MSCs and chondrocytes. The macroscopic observation showed that the defects in 

cell-treated groups of chondrocytes, Bm-MSCs, and Ad-MSCs were filled with hyaline cartilage-

like tissue in contrast to the control groups of untreated and sham (without cell) groups. In addition, 

the surface of new cartilage formed in Bm-MSCs and chondrocyte groups appeared to be smoother 

than in the Ad-MSCs group and the hyaline cartilage of Bm-MSCs is more clearly than that of the 

Ad-MSCs group. Although histological scores (ranging from 1 to 4) were evaluated, there was no 

significant difference among the three experimental groups regarding newly formed cartilage 

repair tissues. Furthermore, the histological analysis of H&E and safranin O revealed that all 

defects were filled by chondrocyte-like cells that were enclosed in the secreted matrix (*P<0.05).  

Conclusion: We used three prevalent and main autologous cell sources such as chondrocyte, BM-

MSCs, and AD-MSCs cells in exactly equal conditions to find the most significant cell sources 

for critical size defect of cartilage in sheep’s knees. The results demonstrated that three cell sources 

are suitable for this purpose; Although the Ad-MSCs due to ease and more accessibility are further 

recommended. 
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 دانشکده علوم زیستی، تهران، ایراندانشگاه الزهرا،  2
 ایران ،دانشگاه تهران ی،دانشکده دامپزشک 3

 

 چکیده  واژگان کلیدی

س   ض  روف بی آ ب ا  یغ

ن   زی  س   ا ح  را  ،یب  

 یادی ب ن  یه اس  ل ول

ش   ص  ل از  یمیمزان حا

ت   وان،  س    ز ز ا م 

 یادی ب ن  یه ال ولس  

ش   ص  ل از  یمیمزان حا

ب   چ  ر ف  ت   ،یب  ا

 وندیپ،  تیکندروس

 

مروزه  استفاده از . ااست  یو اقتصاد یبا بار روان ناتوان کننده یماریب کی( OA) تیاستئوآرتر: هدف 

از  یکیمناسب  یمورد توجه است. لذا انتخاب منبع سلول اری( بسMSCs) یمیمزانش  یادیبن یهاسلول

گوسفند  ی(  در زانوی) اندازه بحران  یروفغض عهیضا یمطالعه بازساز نیاست. هدف از ا OAدرمان  یهاچالش

 MSCsو (Bm-MSCs)بافت مغز استخوان   حاصل از MSCs، تیاتولوگ کندروس یهابا استفاده از سلول

مواد و   و کشت  شده است. یجداساز کسانیکاملا  طیکه در شرا (Ad-MSCsمشتق از بافت چربی )

-Bmدنده،  یز انتهاا هاتیکندروسماهه استفاده شد.  Najdi 12در مطالعه حاضر از گوسفند نژاد  ها:روش

MSC  از مغز استخوان  وAd-MSCs  در  سپس سلولهای جدا شدهگوسفند  جدا شدند.  یچرببافت از

های کشت و شرایط دمای 37 درجه سانتیگراد یکسان کشت شدند. پس از بررسی هوییت  MSCs طیمح

عه غضروف  یکاشته شد. سپس به ضا Iژل کلاژن نوع   تریلیلیسلول در هر م 5×610مقدار  ها،تیو کندروس

در زانوی گوسفند پیوند شد. دو ماه پس از پیوند، میزان ترمیم با روش ماکروسکوپی و رنگآمیزی 

بافتشناسی H&E و fast green/O  Safranin بررسی شد. نتایج: هوییت سلولهای MSCs کندروسیت 

تایید شد. بر اساس مشاهدات در گروههای درمانی، آسیب توسط بافت غضروف شبه هیالین در مقایسه با 

 Bm-MSCs پر شده است. همچنین، سطح بافت تشکیل شده در sham و )untreated( گروههای کنترل

تر از گروه واضح MSCs-Bm نیالیغضروف ه(. * (0.05p>بود  MSCs-Adتر از گروه صاف تیو کندروس

Ad-MSCs است. ولی تفاوت معنیداری نشان داده نشد. نتیجهگیری: نتایج نشان داد که سه منبع سلولی 

 برای این منظور مناسب هستند. Ad-MSCs بهدلیل سهولت دسترسی توصیه میشوند. 
 

17/08/1402: افتیدر خیتار  

08/11/1402:یبازنگر خیتار  
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mailto:eslami@royaninstitute.org
mailto:leilataghiyar@royaninstitute.org


 گوسفنددر  زانو   مفاصل یاندازه بحران با صینقا یبازساز یسلول اتولوگ برا منبع نیبهتر
 

356 

 

 6 شماره /4دوره  /14/ جلد  1402 سالسلول و بافت/ 

 

 مقدمه -1

بافت  بیاست که با تخر یاسکلت ستمیکننده و مزمن سناتوان رونده،شیپ یماریب کی ویدژنرات تیآرتر ای (OA) تیاستئوآرتر

 یسالگ 65تا  1۸ یعنیکار  نیافراد در سن یناتوان یو علت اصل تینوع آرتر نتریعیشا (.1) غضروف و استخوان مفاصل همراه است

(. 2) شودیها مبه دولت و خانواده یادیز یو اقتصاد یروان ،یاجتماع هاینهیهز لیتحم هدر سراسر جهان است که منجر ب

 ی. براابدی شیجامعه افزا یسن نیانگیو م ینرخ رو به رشد چاق لیبه دل ندهیسال آ 10آمار آرتروز زانو در  شودیم ینیبشیپ

سال و شاخص توده  50 یبا متوسط سن مارانیدر ب مفصلی از آن است که ضخامت و حجم غضروف یحاک ریمثال، مطالعات اخ

 (.3) آرتروز در افراد است یشیدهنده روند افزا رابطه عکس دارد که نشان یبالاتر، به طور قابل توجه ای 25 (BMI) یبدن

نظر میرسد ولی چالشهای زیادی برای ترمیم دارد. بافت غضروف هیالین، به یابافت ساده نکهیرغم ا یعل ،یغضروف مفصل بافت

بدون عروق خونی و لنف بوده و کندروسیتها تنها سلولهای موجود در این بافت است که دارای تراکم اندک و پتانسیل پایینی 

برای ترمیم و تکثیر است. در مواقع آسیب این خصوصیات منحصر به فرد و از طرفی تحمل وزن بالای بدن باعث عدم انتقال 

 مواد مغذی و فاکتورهای ترمیمی به محل مورد نظر شده و باعث تحلیل پیشرونده بافت میشود )7-4(.

 یهادرمان. شوندیم هیتوص ییدارو ریو غ ییدارو یهااز درمان یبیگزارش نشده است و اغلب ترک OA یبرا یکنون درمان قطع تا

شدت تخریب مفاصل، شامل انواع تسکین دهندههای علائم درد کاربرد دارند و اصولا بسته به یماریب هیدر مراحل اول ییدارو

بوده که مزایای بالینی و ترمیمی اندکی دارند. درمانهای غیردارویی نیز منجر به کاهش درد، سفتی مفاصل و همچنین حفظ 

عملکرد مفاصل میشوند )11-۸(. در موارد شدیدتر، روشهای تهاجمیتر مانند انواع عملهای جراحی مانند میکروفرکچر، 

کندروپلاستی و یا آرتروپلاستی زانو )TKA (است که علاوه بر هزینههای بالا، در بسیاری موارد بعد از چندسال برگشتپذیر بوده 

 و به جراحی مجدد نیاز دارد )1و2و12(.

رغم روشهای درمانی نامبرده، آسیب غیرقابل بازگشت بافت غضروف و بهدنبال آن تخریب بافت استخوان زیرغضروفی، از یعل

معضلات پزشکی بازساختی است. اخیرا، نقش ارزنده پیوند سلول و یا به عبارتی سلول درمانی در ترمیم و بازسازی ساختار و 

عملکرد بافتهای مختلف از جمله غضروف مفصلی مشخص شده است. درمانهای مبتنی بر سلول علاوه بر شرایط محیطی، 

 عوامل رشد، محرکهای شیمیایی و مکانیکی، به منبع و نوع سلولهای استفاده شده نیز بستگی دارد )15-13(.

(. 15) است (ACI) اتولوگ تیاستفاده از سلول کندروس ده،یدبیغضروف آس یبرا یمنابع سلول نیترشدهو شناخته نیاز بهتر یکی

 یدرمان کردیرو نیدر رابطه با ا یمتعدد یهامشکلات و چالش یموفق بوده است، ول یادیتا حد ز مارانیدر بهبود ب ACI اگرچه

 یو از طرف هاتیکندروس یجداساز یبرا ماریدر مقدار بافت غضروف ب تیبه محدود توانیمها چالش نیمطرح است. از جمله ا

تر سلولهای کندروسیت، است، اشاره کرد. از همه مهم یروش تهاجم کیکه  ازیبرداشت بافت مورد ن یبرا یعمل جراح

سلولهای بالغ و تخصص یافته بوده لذا تکثیر آنها در آزمایشگاه با چالشهای زیادی همراه است. این سلولها قادر به کشت 

 ACI نبوده و پس از چند پاساژ سلولی دچار تمایززدایی یا آپوپتوزیس ناخواسته شده که بر اثربخشی  ex vivo طولانی مدت

 تاثیر بهسزایی دارد )16(.
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 دیآن را به کاند یادیبن هایبر سلول از جمله سلول یمبتن هایدرمان ریاخ هایشرفتی، پACIهایتیتوجه به محدود با

عنوان به (MSCs) یمیمزانش یادیبن یهاسلول ،یادیبن یهاانواع سلول نیکرده است. از ب لیتبد OA درمان یبرا یارزشمند

یکی از بهترین منابع سلولی جایگزین در درمان مبتنی بر سلول OA به شمار میرود. سلولهای MSCs بهطور گسترده در 

آزمایشگاه تکثیر شده و ویژگیهای بنیادی خود را حفظ کرده، قادر به تمایز به یک فنوتیپ غضروفی و یا استخوانی بوده و از 

همه مهمتر تعدیلکنندهی سیستم ایمنی هستند. لذا بهدلیل بیان سطحی کم آنتیژنهای کمپلکس اصلی سازگاری بافتی 

)MHC(، رد ایمونولوژیک نداشته و پیوند کارآمد و همزیستی طولانی مدت در بدن میزبان از ویژگیهای اصلی این سلولها است 

)17, 1۸(. منابع اولیه سلولی و دوز سلول نیز بهطور قابل توجهی بر اثر بخشی سلول پیوند شده و درمان تاثیرگذار است. 

 ،MSCs ( هستند )16, 19(. علاوه بر منبع اولیهAT( و چربی )BM( بافت مغز استخوان ،MSCs شایعترین منبع سلولهای

اطلاعاتی مانند روش جداسازی سلولی، حجم بافت برداشت شده و پتانسیل تمایز نیز باید در نظر گرفته شود. بهطور مثال حجم 

سلولهای بنیادی در مغز استخوان تنها 0/01 درصد است و عواملی مثل سن اهداکننده و حجم بافت استخراج شده نیز بر تعداد 

سلولهای MSCs بهدست آمده تاثیر بهسزایی دارد. بنابراین دستیابی به تعداد کافی سلول، به ویژه در بین اهداکنندگان مسن، 

دشوار است. در مقابل، بافت چربی را میتوان به راحتی با روشهای لیپکتومی و لیپوساکشن بهدست آورد که در مقایسه با 

 آسپیراسیون مغز استخوان خطر کمتری داشته و تعداد سلول تک هسته بیشتری را میتوان از آن بهدست آورد  )20(. 

 ،یچون مغز استخوان، بافت چرب یجدا شده از منابع مختلف بافت یادیبن هاینشان داده که سلول ینیبال شیو پ ینیبال مطالعات

در مطالعات  ینشان داده و از طرف شگاهیبه غضروف و استخوان را در آزما زیتما لیپتانس یپالپ دندان همگ ایخون بند ناف و 

را نشان داده  یقابل قبول می.... ترمرهیرت، خرگوش و غ یوانیدر زانو مدل ح یبحران زیبا سا ییهابیانجام شده در آس ینیبال شیپ

 یمفصل بیآس میاز ترم ایسهیمقا ی(. اما تا کنون اثربخش25-21دارند ) هاییتیمحدود یمنابع سلول نیاست، اگرچه هر کدام از ا

انتقال و  سمیمکان وند،یکشت، پ ،یجداساز کسانیکاملا استاندارد و  طیرااتولوگ بدست آمده در ش هایبا استفاده از منابع سلول

 یبتوان منبع سلول شیاز آزما ریعوامل متغ ینشده است تا با حذف حداکثر یابیو ارز یتری، طراحو خطر ریسک کم یدوز سلول

جدا شده از  یمیمزانش یادیبن یهاسلول ت،یکندروس یحاضر سه منبع سلول ی(. لذا در مطالعه20) را مشخص کرد نهیکاملا به

کشت  طیو در شرا یگوسفند جداساز یوانیاز مدل ح کسانیکاملا   طیبطور همزمان، در شرا ،یمغز استخوان و بافت چرب

صورت تجربی در زانوی گوسفند که به یبحران زیبا سا یغضروف تجرب عهیشده و در ضا ریکشت و تکث کسانیکاملا  یشگاهیآزما

 ایجاد شد، پیوند و اثرات درمانی آن با هم مقایسه و بهترین منبع سلولی انتخاب شد.

 هامواد و روش-2

مطالعه حاضر یک مطالعه آزمایشگاهی : حیوانات آزمایشگاهی و جداسازی نمونه مزز است وان، بافت چربی و غضروف

و با سن تقریبی  Najdiراس گوسفند نژاد  ۸بوده و به تصویت کمیته اخلاق پژوهشگاه رویان رسیده است. در مطالعه حاضر تعداد 

ط . حیوانات در مزرعه حیوانات بزرگ پژوهشگاه رویان در منطقه هلیجرد استان کرج در شرایماه مورد استفاده قرار گرفت 12

گرم به ازای میلی 22ای ابتدا حیوانات با های چربی، مغز استخوان و غضروف دندهبرای جداسازی بافتداری شدند. استاندارد، نگه

هوش شدند، سپس محل مورد نظر ابتدا به روش گرم به ازای هر کیلوگرم وزن زایلزین بیمیلی 2/0هر کیلوگرم وزن کتامین و 

استریلاسیون عمومی با بتادین به طور کامل استریل و شیو شد. پس از استریلاسیون مجدد، بیوپسی مغز استخوان تحت بیهوشی 

کامل از استخوان تیبیا انجام شده و حدود 4-5 میلیلیتر مغز استخوان در سرنگ حاوی 15000 واحد هپارین )750 واحد به 
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ازاء هر میلیلیتر مغز استخوان( جمع آوری شد. برای بافت غضروف مشابه جداسازی مغز استخوان محل استریل و سپس نمونه 

غضروف از انتهای دنده حیوان به حجم 10-5 گرم جداسازی شد. مشابه موارد قبل پس از استریل کردن محل مورد نظر، 10 

میلیلیتر چربی از بافت چربی زیر پوستی در ناحیه شکم جداسازی و نمونهها بهطور جداگانه در ظروف استریل و بر روی یخ 

 نگهداری و بلافاصله به آزمایشگاه کشت سلولهای بنیادی پژوهشگاه رویان ارسال شدند.  

 

نمونه مغز از  MSCsهای کشت و جداسازی سلول: مشتق از مزز است وان MSCsهای جداسازی، کشت و تکثیر سلول

طور خلاصه، هر 1 میلیلیتر از خون مغز استخوان به ظروف . به(27, 26)مشابه تحقیقات پیشین گروه حاضر انجام شداستخوان 

 Dubleco’s Modified sigma ؛UAD( DMEM کشت 150 سانتی متر مربع منتقل شده و 10 میلی لیتر محیط کشت

Eagles Medium,( حاوی 15 درصد FBS)USA؛ Fetal Bovine Serum, Gibco( و 10 واحد آنتی بیوتیک پنیسیلین و 

COگراد و 5 درصد 
2
استرپتومایسین اضافه گردید و به انکوباتور با دمای 37 درجه سانتی منتقل گردید. 3 تا 4 روز پس از آغاز 

محیط کشت تازه میلی لیتر  10 (Gibco؛ USA) -PBSپس از یکبار شستشو با محلول محیط رویی به آرامی تخلیه و ، کشت

اضافه شد. با این عمل سلولهای خونی و غیرچسبنده از محیط کشت حذف شدند. محیط کشت هر 3-4 روز یکبار تعویض شد 

تا زمانی که سلولها 60  الی 70 درصد ظرف کشت را پر کردند. سپس پاساژ اول صورت گرفت به این ترتیب که محیط رویی 

  Trypsin/ EDTAآنزیم   لیترمیلی 5 (،Gibco)آمریکا؛  -PBS بافربا های چسبیده سلولشستشو و پس از  ها تخلیهسلول

)USA؛ Gibco(  2 درصد به سلولها اضافه و بهمدت 4-3 دقیقه درانکوباتور قرار داده شده تا سلولها از کف ظرف جدا گردد. 

سپس آنزیم با 3 میلیلیتر محیط DMEM خنثی شد. سلولها به لوله 15 میلیلیتر منتقل و با دور  g1200 بهمدت 5 دقیقه 

سانتریفوژ شد. سپس محیط رویی سلولها تخلیه و پلت سلولی در 1 میلیلیتر محیط  DMEM سوسپانس گردید و به نسبت 

1 به 3 به فلاسک کشت 150 سانتیمتر مربع منتقل شدند. در ادامه با انجام چند پاساژ سلولی، تعداد کافی سلول MSCs تکثیر 

 و برای انجام آزمایشات بعدی در تانک ازت دارای دمای منهای 195 منجمد و نگهداری شدند.

 

های AD-MSCs مطابق روش Ejaz و همکاران سلول: های بنیادی مزانشیمی از بافت چربیتکثیر سلولجداسازی و 

جداسازی و کشت شد )35(. به این ترتیب که نمونه چربی تحت شرایط استریل و در محلول سرم فیزیولوژی حاوی 1 درصد 

های احتمالی از شستشو شد تا خون و آلودگی -PBSبار با محلول  4-3بافت چربی . بیوتیک به پژوهشگاه رویان منتقل شدآنتی

نمونه جدا شود. سپس بافت چربی به کمک تیغ اسکالپل تا حد امکان تکه تکه شد. سپس ترکیب بهدست آمده به محلول کلاژناز 

)USA؛ sigma( 0/2 درصد منتقل و بهمدت 20 دقیقه در دمای 37 درجه سانتیگراد در انکوباتور نگهداری شد. در طی این 

مدت هر 5 دقیقه یکبار نمونهها بر روی ورتکس بهمدت 10-20 ثانیه لیز شد تا زمانی که بافت به حالت محلول کاملا بیشکل 

و یکدست تبدیل شد. سپس آنزیم کلاژناز با 4 میلیلیتر محیط کشت حاوی سرم خنثی شد و سپس در دور g1500 بهمدت 5 

دقیقه سانتریفوژ شد. سلولهای تک هسته که بهصورت پلت سلولی در کف لوله سانتریفیوژ تهنشین شده بودند، به آهستگی و 

بهکمک پیپت 5 میلیلیتر جمع آوری شدند. سپس به لوله 15 میلیلیتر منتقل و بهکمک 5 میلیلیتر محیط کشت سوسپانس 

شدند. سلولها در نهایت بهکمک سانتریفیوژ جداسازی و به ظرف کشت 75 سانتیمتر مربع منتقل شدند و محیط کشت 

 DMEM حاوی 15 درصد سرم گاوی به سلولها اضافه و به انکوباتور با دمای 37 درجه سانتیگراد منتقل شد.
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به منظور اثبات : های اسکلتیودمانبه د Ad-MSCsو   Bm-MSCsهای بررسی مورفولوژی و پتانسیل تمایز سلول

ها به ها بررسی و سپس پتانسیل تمایز آنهای جدا شده از مغز استخوان و بافت چربی، ابتدا مورفولوژی آنمزانشیمی بودن سلول

هر دو مورفولوژی دوکی شکل و فیبروبلاستی کشیده  Ad-MSCsو Bm-MSCs های های اسکلتی بررسی شد. سلولدودمان

ها به های سلولی تکثیر شده و جمعیت همگن و یکدست را تولید کردند. برای بررسی تمایز این سلولداشته و با ایجاد کلنی

یله لام نئوبار بوس 3 از پاساژ حاصل سلول 2-3×510 به این ترتیب استفاده شد که (Micro mass) پلت کشت از روش غضروف

تمایز و محیط  شده تخلیه محیط رویی پس، سدش تشکیلسلولی  ا پلتت شدسانتریفوژ لیتر میلی 15 لوله درشمارش شد و 

 نانوگرم فاکتور 10، (SUPAگرم انسولین )ایران؛ میلی 25/6میکروگرم پیرووات،  100حاوی  DMEMشامل محیط  کندروژنیک

گرم میلی 25/6، (sigmaمولار دگزامتازون )آمریکا؛  TGF-𝛽3 (Transforming Growth Factor Beta 3) ،10 رشد

نانوگرم  10و  لینولئیک اسیدگرم میلی 35/3، فسفات-2اسکوربیک میکروگرم  50، سلنیوس اسیدگرم میلی 25/6، ترانسفرین

BMP-6  مدت 3 هفته تعویض شد. برای ارزیابی تمایز به بهروز یکبار  3-4 هر تمایز محیط شد. ضافهاسرم گاوی  درصد 1و

غضروف از روش رنگآمیزی اختصاصی تولوئیدین بلو استفاده شد. برای این منظور، نمونهها بهروش روتین بافتی پردازش و 

برشهای 5 میکرومتری از آنها تهیه شد. بهطور خلاصه، سلولها به مدت 2 ساعت در پارا فرمالدهید 4 درصد فیکس شدند. 

سپس بهترتیب با استفاده از الکل و زایلول آبگیری و شفافسازی و در انتها در پارافین قالبگیری شدند و با استفاده از میکروتوم، 

برشهای 5 میکرومتری تهیه شد. بهمنظور رنگآمیزی، رنگ تولوئیدین بلو بهمدت 30 ثانیه در دمای اتاق به سلولها اضافه و 

 در انتها رنگ اضافی با آب مقطر شسته شد. بـرشهای رنگ شده با استفاده از میکروسکوپ نوری مشاهده شدند.

پس  ند.کشت شد ایخانه 6در ظرف کشت دوم، پس از ذوب،  های حاصل از پاساژسلولبررسی تمایز به استخوان و چربی  برای

محیط کشت، محیط تمایز استخوان و چربی، به صورت مجزا جایگزین محیط کشت سلولی شد.  ظرف درصد  70-۸0 از پر شدن

میکرولیتر دگزامتازون  1960و  گلیسرول فسفات-6گرم در لیتر  FBS ،16/2سرم درصد  DMEM ،10 شامل محیط استئوژنیک

 تریکرولیم 1960اسکوربیک اسید،   گرمیلیم 050/0 رم گاوی ودرصد س 10حاوی  DMEM طیمحیط آدیپوژنیک شامل محو 

مدت 21 روز تعویض شد. در پایان هفته روز یکبار به 3-4محیط هر استفاده شد. ایندومتاسین  گرمیلیم 050/0دگزامتازون، 

سوم، تمایز سلولها به استخوان با استفاده از رنگآمیزی اختصاصی آلیزارین رد )Alizarin red( و تمایز به چربی با رنگآمیزی 

اویل رد )Oil red( ارزیابی شد. به این ترتیب که ابتدا سلولها بهمدت 20 دقیقه با فرمالین 10 درصد در دمای اتاق فیکس 

شدند. سپس سلولها بهمدت 20 دقیقه با رنگ آلیزارین رد، برای بررسی تمایز به استخوان و با رنگ 0/5 درصد اویل رد در 

متانل، برای بررسی تمایز به چربی رنگآمیزی شدند. در آخر نیز شستشو با آب مقطر انجام شد تا رنگ اضافی خارج شد. تشکیل 

 مواد معدنی استخوانی و یا قطرات چربی با استفاده از میکروسکوپ نوری بررسی شد.

های استخوانی، چربی و غضروفی های اختصاصی بافتبررسی بیان ژن: RT-PCRبررسی بیان ژنی با استفاده از تکنیک 

-Nucleospin RNA II kit (740955; Machereyکیت  از با استفاده در ابتدا. (26)مشابه مطالعه پیشین گروه حاضر انجام شد

Nagel, Germany) کلRNA  های. نمونهشد های تمایز یافته به استخوان، چربی و غضروف استخراجسلولRNA  استخراج 

  RNAهایاز نمونه ژنومیکDNA  مربوط به احتمالی هایتیمار قرار گرفتند تا آلودگی تحت Dnase I (Roch.104132)ا ب شده

 RNA از میکروگرمیک در ادامه شد.  تعیین اسپکتروفوتومتری با روش شده استخراج RNA غلظت خلوص و . سپسشود حذف

 K (Fermentas) Revert AidTMH Minus First Strand)کیتو Random Hexamer از پرایمر استفاده شده با استخراج

cDNA Synthesis  از د. سپسش معکوس بردارینسخهcDNA  استفاده شد. برای این به تولیدشده  PCRعنوان الگو برای
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 0/5dNTPmix 50( وmM( μlMgC𝑙
2
 0/75 ،μl(10x) PCR Buffer (AMS) 2/5 ،μl cDNA(100ng/μl) 2 منظور حجم

μl(10mM) از هر پرایمر μl (5unit/1 μl) 0/5Smar Taq ،μl (5 μM) 1 )سیناژن، TA8110C( در یک لوله PCR با هم 

ترکیب شده و  در نهایت با استفاده از آب دوبار تقطیر به حجم 25 میکرولیتر رسانده شد. برای پیبردن به بیان ژنهای مورد 

 مطالعه در این تحقیق از پرایمرهای جدول 1 استفاده شد.

 

 

 

گوسفند  حسی موضعی از انتهای دنده آخربافت غضروف هیالین تحت بی: های کندروسیتجداسازی، کشت و تکثیر سلول

حاوی یک درصد آنتی بیوتیک به  پژوهشگاه رویان منتقل شد. پس از  PBS-سپس در محلول  در شرایط استریل جداسازی شد

طور کامل جدا به اطراف غضروفهای همبند موجود در بافت IIدر زیر هود لامینار کلاس  PBS-ها با بار شستشوی نمونه 4تا  3

و لایه غضروف به تکههای کوچک تقسیم شد. کشت و تکثیر سلولهای کندروسیت مشابه روشی که مطالعه پیشین گروه حاضر 

ارائه شده است، انجام شد )2۸(. به اینترتیب که بافت غضروف ابتدا  به تکههای 3-2 میلیمتری برش شده و  سپس یک 

میلیلیتر محلول 0/2 درصد کلاژناز تیپ I و 0/1 درصد پروناز )حل شده در محیط بدون سرم( بهمدت 24 ساعت در انکوباتور 

در دمای 37 درجه سانتی گراد نگهداری شد. سپس کندروسیتهای رها شده از غضروف بهکمک فیلتر مش 0/2 میکرومتری 

جدا شده و در فلاسکهای کشت 75 سانتیمتری کشت شد و 10 میلی لیتر محیط کشت حاوی 15% سرم گاوی اضافه و سپس 

به انکوباتور منتقل شد. کندروسیتها پس از 24 ساعت به کف ظرف چسبیده و شروع به تکثیر کردند. پس از یک هفته 

کندروسیتها بهکمک Trypsin-EDTA  0/2 درصد از کف ظرف کنده شدند و به ظرف جدید انتقال یافتند. یک هفته پس از 

 پاساژ اول، پاساژ دوم انجام شد.

 

ها بود. بنابراین سلولهای برای انجام پیوند سلولی نیاز به کشت سه بعدی آن : ها برای انجام پیوندسازی سلولآماده

کندروسیتها، Bm-MSCs و Ad-MSCs بهروش سه بعدی در ژل کلاژن I مشابه مطالعه قبلی گروه حاضر کشت شدند )29(. 

لیست پرایمرهای استفاده شده در مطالعه حاضر  :1جدول   

Aannealing 

Time 
Sequence Gene Name Primer Accession Number 

59 
F: 5' ttg gac ttt ggc aga ata cc 3' 
R: 5'ctt cca cca atg tcg tat cc 3' 

Aggrecan FJ200438 

58 
F: 5' gcg gag act act gga ttg 
R: 5' ttt ctt gtc ctt gct ctt gc 3' 

Collagen II FJ200439 

60 
F: 5' agaacaaggaagcggaagtc 3' 
R: 5' atcccgtctttgttcatcac 3' 

PPAR alpha FJ200440 

60 
F: 5' aagagcagagcaaagaggtg3' 
R: 5' gggcttcacattcaacaaac 3' 

PPAR gama FJ200441 

59 
F: 5’ ccc aga aca tca cct acc ac 3’ 
R: 5’ gga ggg agt tta cag gaa gc 3’ 

Coll I FJ200442 

60 
F: 5' tct ctt ggg ata cag cct tg 3' 
R: 5' atg ccc tac tgg ttt ctg 3' 

LPL FJ200435 

58 
F: 5' act gag cga tac caa aca cc 3' 
R: 5'ggt cca ttt agt cct ctc tcc 3' 

Coll X XM001504101.1 

60 
F: 5' gga gaa acc tgc caa gta tg 3' 
R: 5' tga gtg tcg ctg ttg aa gtc 3' 

GAPDH DQ152956.1 

59 
F: 5'agc gag gtg gtg aag aga c 3' 
R:5'gct cat cac agt cag ggt tg 3' 

Osteocalcin NM-001040009.1 

60 
F: 5' ttg atg gtg cta ctt tga a 3' 
R: 5' aac atc ctc ctt caa cag c 3' 

Collagen type III XM-001917620.1 
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ابتدا سلولهای حاصل از پاساژ 2-3 بهکمک محلول Trypsin-EDTA  0/2 درصد از کف ظرف کنده شد و پس از رنگآمیزی 

 1در  2-3×610 با تراکمها کمک لام نئوبار شمارش سلولی انجام گرفت و سلول( بهSigma, USA) PKHبا رنگ حیاتی 

میلیلیتر محلول کلاژن Japan، Koken( I( شناور شده و سپس با توجه به اندازه آسیب تجربی ایجاد شده در غضروف مفصلی 

زانوی گوسفند، 2 میلیلیتر کلاژن حاوی سلول در محلول ژلکننده کلاژن )ایجاد شده بر اساس دستورعمل شرکت تولید کننده( 

منتقل شده و به فرم ژل در آمد. این مراحل بهطور کامل بر روی یخ انجام شد و سپس ژل حاوی سلول به انکوباتور در دمای 37 

سرم گاوی به سازه  درصد 1حاوی -PBSدقیقه منتقل شد و پس از اطمینان از بسته شدن ژل، بافر  20مدت گراد بهدرجه سانتی

مورد نظر اضافه شد و سپس در شرایط آسپتیک با استفاده از انکوباتور پورتابل دستی به محل نگهداری حیوانات، جهت انجام 

 عمل جراحی منتقل شد.

برای این منظور تحت شرایط استریل و توسط جراح دامپزشک ابتدا : های سلولیایجاد مدل کندگی غضروف و پیوند سازه

هوشی کامل حیوانات مشابه روش قبلی انجام شد. همزمان  با ایجاد کندگی غضروف، پیوند سازه سلولی آماده شده از قبل در بی

محل پیوند مورد نظر انجام شد. به اینترتیب که ابتدا حیوانات تحت بیهوشی عمومی بیهوش شده و سپس زانوی حیوان پس از 

انجام استریل سازی با محلول بتادین و شیو محل، از قسمت میانی کشکک باز شد. تمام بافتهای پوشاننده زانو در ناحیه فمور 

برداشته شدند. سپس بهکمک دستگاه میکروموتور دندانپزشکی و سر مته مخصوص دفکتی با ابعاد 4×4×2 میلیمتر بر روی دو 

کندیل جانبی و میانی فمورال ایجاد شد. در مرحله بعد سازه سلولی در محل دفکت مورد نظر قرار داده شد. سپس توسط  بافت 

پریوستئال  که از سطح قدامی تیبیای خود حیوان برداشته شده بود، کاور شده و با سوچورهای قابل جذب به غضروف سالم 

اطراف فیکس شد. حیوانات تحت نگهداری در شرایط استریل و آب و غذای در دسترس تا  6 ماه برای التیام بافت نگهداری 

 شدند. سپس نمونهها پس از انجام مرگ استاندارد جمعآوری و برای آنالیزهای بافتی، پاتولوژی و مولکولی استفاده شدند.

 
ها در ژل کلاژن و کندروسیت Bm-MSCs ،Ad-MSCsهای سازی و کشت سلول( آمادهAی سلولی. عمل جراحی قبل و بعد از پیوند سازه :1شکل 

I ،Bآمیزی ( رنگH&E دهد.ها در ژل کلاژن را نشان میمانی سلولزندهC  ،ایجاد آسیب مدل کندگی غضروف با سایز بحرانی )D وE پیوند سازه )

 هفته از زمان پیوند سازه سلولی. ۸( نمونه غضروف مفصلی پس از Fسلولی در محل آسیب ایجاد شده و بخیه لایه بافت پرییوست بر محل پیوند، 
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ماکروسکوپی و سیستم امتیاز دهی پاتولوژی و همچنین میزان ترمیم غضروف مفصلی به دو روش : بررسی ترمیم بافت غضروف

ها از نظر نوع بافت تشکیل شده در محل یعنی بافت غضروف نمونه بررسی بررسی میکروسکوپی و تهیه نمونه بافتی انجام شد.

 هیالین و یا غضروف فیبرو انجام شد.

ها تمام گروه یهاشد و نمونه فیتعر بافتی score پاتولوژیست حاذق چهارتوسط ، بافتی میترم یبررس یبرا :بررسی ماکروسکوپی

گیری شدند. نمونه بافت شناسی اندازه 32متغیر اصلی در هر یک از  چهار شد. دهیو شماره scoreفرد،  5بر اساس مشاهدات 

صورت درصد بیان شد. این متغیر توسط که به بوددر هر ضایعه  "تازه تشکیل شده غضروف"میزان ( Score 1)متغیر اول 

عکسبرداری از مناطق مختلف ضایعه و سپس محاسبه میانگین درصد سطح غضروف تشکیل شده نسبت به کل سطح بهدست 

آمد. متغیر دوم )Score 2( "میزان داربست باقیمانده" در هر ضایعه است. ماده کلاژن که بهعنوان داربست بههمراه سلولهای 

بنیادی استفاده شد، به مرور تحلیل میرود تا غضروف جدید جایگزین آن شود. این متغیر نیز بهوسیله عکس برداری از مناطق 

مختلف هر ضایعه و محاسبه میانگین درصد سطحی کلاژن بهدست آمد. همچنین Score 3 "صاف و صیقلی بودن سطح بافت 

 ترمیم شده" یکی از شاخصهای اصلی در نظر گرفته شد و در نهایت Score 4  "پر شدن کامل دفکت" مد نظر بود )جدول 2(.

 

 
  Score-4. بررسی ماکروسکوپی ترمیم غضروف مفصلی به صورت ماکروسکوپی براساس امتیاز دهی در 2جدول 

groups Score 1 Score 2 Score 2 Score 4 

BmMSCs 0 2 2 4 
AdMSCs 0 3 2 2 

Chondrocyte 0 1 2 5 
Control 6 2 0 0 

 

ترتیب که به این ی انجام شد.لام بافت یهیو ته ییزدامیکلسی، بافت یهانمونه یسازآمادهابتدا  ها:بررسی هیستوپاتولوژی نمونه

نمونههای جدا شده به محلول تثبیتکنندهی فرمالین 10 درصذ انتقال یافت. بهدلیل وجود کلسیم در نمونهها، قبل از تهیهی 

نمونهی بافتی، نیاز به عمل کلسیمزدایی است. لذا بر اساس مطالعات و بررسیهای بهعمل آمده برای این منظور از محلول 

 کلسیمزدای اسید نیتریک 5 درصد استفاده شد.

ها اضافه در اطراف بافت نیپاراف و ندشد یسازشفاف نیلیبا زا قهیدق 10مدت به های بافتیبرش ابتداآمیزی برای انجام رنگ

مدت 3 دقیقه آبدهی شدند. پس از آن نمونهها بهمدت 4 درصد و آب به 70تا  100غلظت الکل  بیسپس در ش شد.برداشته 

دقیقه در هماتوکسیلین قرار داده شدند تا هستهی سلولی نمایان شده و سپس بهمدت 2 دقیقه در ائوزین شناور شد تا سیتوپلاسم 

سلول نمایان شد. رنگآمیزی فست گرین-سافرانین O بهطور اختصاصی برای رنگ آمیزی بافتهای حاوی کلاژن همانند 

استخوان )رنگ سبز و بافت غضروف )رنگ قرمز( استفاده شد. برای این منظور پس از غوطهورسازی در رنگ هماتوکسیلین، 

بهمدت 3 دقیقه شستشو با آب انجام شد. سپس نمونهها بهمدت 9-۸ دقیقه در رنگ فست گرین غوطهور شدند تا رشتههای 

 O کلاژن بهطور اختصاصی به رنگ سبز درآمدند. سپس شستشو با آب مقطر صورت گرفت و لامها 20-10 ثانیه در سافرانین

قرار داده شدند تا بافت غضروف قرمز رنگ شد. در نهایت شستشو با آب مقطر بهمدت 3 دقیقه انجام شده و نمونهها به ترتیب 

داخل الکل 70 تا 100 درصد آبگیری و برای شفافتر شدن، 10 دقیقه در زایلین قرار داده شد و سپس در زیر میکروسکوپ 

 نوری مشاهده و بررسی شدند.
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 آنالیز آماری-3

محاسبه شد.  12برابر با  05/0و مقدار خطای مجاز  درصد 95حجم نمونه با توجه به نتایج مطالعات گذشته و با سطح اطمینان 

، میانگین داربست غضروفشد و میانگین درصد تشکیل  prismها وارد نرم افزار آماری آوری اطلاعات، ابتدا دادهبعد از جمع

. سپس میزان تفاوت آماری میانگین ترمیم هر ضایعه با استفاده شدمانده و میزان التهاب در هر ضایعه و برای هر گروه تعیین باقی

 scheffe post hoc multipleبررسی و همچنین برای مقایسه دو گروه با هم از  One way ANOVAاز آنالیز آماری 

comparison .استفاده شد 

 

 نتایج-4

 و بررسی خصوصیات آن Ad-MSCsو  Bm-MSCsهای بنیادی مزانشیمی سلول

به کف ظرف چسبیدند. هر دو نوع سلول در کشت اولیه،  Ad-MSCو  Bm-MSCهای روز پس از آغاز کشت، سلول 4-5حدود 

ند و شد ریکثها تسلول(. سپس با انجام پاساژ سلولی، A - 2)شکل مورفولوژی شبه فیبروبلاستی)دوکی( و موجی شکل داشتند

 ند.به غضروف را نشان داد زیتما لیپتانس  Ad-MSCsو Bm-MSCsها افزایش یافت. هر دو نوع سلول جمعیت آن

دهنده ترشح که نشان ندشد نمایانبه رنگ بنفش  بلو دنیرنگ تلوئ ی ماده زمینه غضروفی با استفاده ازهاکانینوگلیگوزآمیگل

های اختصاص بافت ژن Real-time PCRهای همچنین بر اساس بررسی .بود کانیسولفاته از جمله اگر ینیپروئکویگل باتیترک

و  یمعدن یهاندولهای تمایزیافته بیان شده بود. در تمایز به استخوان در سلول COL X و COL II، ACAM غضروف یعنی

دنبال رنگ آمیزی آلیزارین افزایش یافته و بهروز  21پس از ها این ندول مشاهده شد.از هفته اول ها سلول نیدر بترشح کلسیم 

رد، قرمز رنگ شدند که حاکی از معدنی شدن ماتریکس بود. همچنین نتایج Real-time PCR حاکی از بیان معنیدار ژنهای 

COL I و COL III و ژن OCN بود )شکل B - 2(. هر دو نوع سلول همچنین پتانسیل تمایز به چربی را بهخوبی نشان دادند 

و قطرات چربی 4 روز بعد از القای آدیپوژنیک در سیتوپلاسم سلولها شروع به تشکیل کردند. سپس طی 21 روز اندازه این 

قطرات افزایش سایز دادند و در رنگآمیزی اویل رد به رنگ قرمز درآمدند. بررسی Real-time PCR نشان داد که در تودههای 

i.بطور معنیداری بیان شده است PPr-a و PPR-g ،LPL سلولی تمایزیافته، ژنهای اختصاصی بافت چربی از جمله 
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ها، A( تصویر سلولهای بنیادی مزانشیمی جدا شده از مغز استخوان )a( و تمایز به استخوان و مشخصه یابی آنمزانشیمی های بنیادی سلول :2شکل 

)b(، چربی )c( و غضروف )d(را نشان میدهد. تصویر سلولهای بنیادی مزانشیمی جدا شده از بافت چربی )e( و تمایز به استخوان )f(، چربی )g( و 

  .(p<0.05)* را نشان میدهد )c( و غضروفی )b( چربی ،)a( بیان ژنهای استخوانی ، Real-time PCR بررسی )B .را نشان میدهد )h( غضروف 

 ها و بررسی خصوصیات آنکشت و تکثیر کندروسیت

ی آزاد به کف ظرف کشت چسبیده و ها، کندروسیتمانده بافت غضروفهای باقیهای جدا شده و تکهکندروسیتپس از کشت 

شروع به مهاجرت کرده و کف ظرف  چسبیده به کف ظرف بافت یاحاشیه یاز نواح های بافت نیزهای موجود در تکهکندروسیت

 از نظر اندازه و تندداشو در برخی موارد گرد  یشش ضلع وپنج  یها در کشت اولیه مورفولوژکندروسیت. کشت پراکنده شدند

تغییر کرد  های کشیده و دوکی شکلها از فرم گرد به سلولمورفولوژی کندروسیت یبعد یپاساژها یبسیار کوچک بودند. در ط

 تر از کندروسیتها در کشت اولیه شدند.بزرگ برابر 2-3و از نظر اندازه 
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ها به سطح ( تصویر کشت اولیه و اتصال کندروسیتAهای غضروفی. ای و بررسی بیان ژنهای جدا شده از بافت غضروف دندهتصویر کندروسیت :3شکل 

ها در کف ظرف (، تکثیر و تراکم کندروسیتbها از بافت در کف ظرف )اکسپلنت غضروفی و مهاجرت کندروسیت(، اتصال aدهد )ظرف کشت را نشان می

 :**** ,p<0.001 :***دهد نشان می Bm-MSCsهای های اختصاص بافت غضروفی را در مقایسه با سلول( نمودار بیان ژنB(، cپس از کشت دوم )

p<0.0001)  .) 

 غضروفبررسی ترمیم بافت 

و در هیچ مورد عفونت زخم مشاهده نشد. تنها  یافتهمحل زخم بهبودی کامل پیوند سازه سلولی،  و جراحیعمل یک هفته بعد از 

دلیل مشکل گوارشی ناشی از مصرف آنتیبیوتیک کوآموکسی کلاو نیاز به تزریق زیر جلدی سرم قندی نمکی در دو مورد به

 ایجاد شد.

صورت بافت غضروف  لیو تشک یخودبخود مینشان داد که ترم Untreatedدر گروه  یظاهر یبررس میم:بررسی ماکروسکوپی تر 

که در نمونههای دریافت کننده سلولی یعنی Ad-MSCs ،Bm-MSCs و کندروسیت تشکیل غضروف ی. در حالنگرفته است

جدید مشاهده شد. سطح برخی از نمونهها بهطور کامل صاف، پر و صیقلی شد. در حالیکه در برخی از نمونهها این ترمیم کمتر 

مشاهده شد. برای هر گروه آزمایشی تعداد سه پیوند انجام شده بود که بررسیهای ظاهری برای هر گروه در شکل 4 مشخص 

شده است. بررسیهای ظاهری نشان داد که ایجاد غضروف جدید در تمام گروههای آزمایشی مشاهده شد. اگرچه این ترمیم 

نسبت به گروه کنترل معنیدار بود ولی اختلاف معنیداری بین گروههای آزمایشی Ad-MSCs ،Bm-MSCs و کندروسیت 

 مشاهده نشد.
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 Sham( در گروه Cآسیب مفصلی ترمیم مشاهده نشد،  Untreated( در گروه  B( گروه سالم،Aبررسی ماکروسکوپیک ترمیم آسیب مفصلی.   :4شکل 

نیز پرشدگی و ایجاد غضروف شبه هیالین  Ad-MSCsو  Bm-MSCsهای دریافت کننده ( در گروهD, Eترمیم مشاهده نشد،  ))دریافت کننده ژل

 ( در گروه کندروسیت آسیب مفصلی پر شده غضروف شفاف و صیقلی شبه هیالین مشاهده شد. Fمشاهده شد.، 

 

 

های مهم ترمیم از جمله تشکیل بافت غضروف جدید، سختی و صاف و صیقلی بودن سطح بافت همچنین بررسی شاخص

)درجهبندی ترمیم بافت از نظر پاتولوژیست( در 32 نمونه بافتی اندازهگیری شدند و نتایج نشان داد که بین گروههای مختلف 

 دریافت کننده سلول تفاوت معنیداری وجود ندارد. 
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های ترمیم، از جمله تشکیل بافت غضروف جدید، سختی و صاف و صیقلی های ترمیم از نظر پاتولوژی. نمودار نشان دهنده شاخصبررسی شاخص : 5شکل 

 بودن سطح بافت ایجاد شده است. 

 

ایجاد پیوند شده و  یهاسلول یمانزنده ی،ستوپاتولوژیه یهایبررس یبرا H&E یزیآمرنگ ها:بررسی هیستوپاتولوژی نمونه

زنده  یهاسلول یها دارانمونه ینشان داد که تمام یزیآمرنگ نیحاصل از ا جیاستفاده شد. نتا های جدید در محل پیوندبافت

کننده ژل کلاژن گروه دریافت shamو  Untreatedمشاهده نشد. در گروه  یبافت یسو نکروز یسلول یساز آپوپتوز یو نشان بوده

 Bm-MSCsقابل مشاهده بود. در گروه  ماندهیکندرال باق غضروف مشاهده نشد و استخوان ساب دیبافت جد لیتشکبدون سلول 

استخوان ساب کندرال مشاهده نشد.  لیاز تحل یو نشان شدمشاهده  دیجد یغضروف یتوده لیتشک تیو کندروس Ad-MSCsو 

در تمام  دیبافت غضروف جد لیمشاهده شد. اگرچه تشک یگروه چی( در هabnormal) یعیرطبیغ دیغضروف جد لیتشک

 لیتشک جدید بافتنشان داد که  تیو کندروس Bm-MSCsگروه  بررسی بیشتر درمشاهده شد؛  کننده سلولی دریافت هاگروه

استخوان ساب کندرال در گروه  روی بروزیبافت غضروف شبه فهمچنین . دارد نیالیساختار غضروف ه اهت بیشتری باشده شب

sham دلیل مهاجرت سلولهای بنیادی مزانشیمی از استخوان ساب کندرال در درون ژل کلاژن احتمالا به هک شده بود لیتشک

، از جمله استخوان را سبز و غضروف را قرمز Ιبود. رنگآمیزی Safranin O/Fast green بافتهای دارای رشتههای کلاژن نوع 

متمایل به نارنجی نمایان کرد. از این رنگآمیزی برای مشخص نمودن و تفکیک بهتر اجزای بافتی و همچنین نمایش بافت 

استخوان استفاده شد. در تمامی نمونهها بافت استخوان سبز، بافت غضروف به رنگ قرمز نمایان شد. در گروه Bm-MSCs و 

 Ad-MSCs غضروف تازه تشکیل شده بیشترین شباهت را به غضروف هیالین داشت.
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در  H& Eآمیزی بر اساس رنگ( b( نمونه سالم که بافت غضروف هیالین سالم مشاهده شد، aبررسی هیستوپاتولوژی ترمیم غضروف مفصلی.  : 6شکل 

گونه ترمیم بافتی و پرشدگی مشاهده نشد، C( در گروه Sham بافت شبه فیبری در محل پیوند ژل کلاژن بدون سلول مشاهده هیچ Untreatedگروه 

شد، d,e( در گروههای دریافت کننده سلول بنیادی تا حدود زیادی بافت شبه غضروف هیالین ایجاد شد و سلولها در ساختارهای شبه لاکونا مشاهده 

 شد، f( در گروه دریافت کننده کندروسیت بیشترین میزان تشکیل بافت شبه غضروفی مشاهده شد.

 

 بحث-5

ها مورد استفاده شده و نتایج قابل قبولی در بسیاری برای ترمیم انواع بیماری MSCsهای های اخیر استفاده از سلولدر سال

طور مثال استفاده از این سلولها در درمان آسیبهای مفصلی بافت استخوان و غضروف از به .(30)موارد مشاهده شده است 
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جمله استئوآرتریت ))OA و روماتوئید آرتریت )RA( نتایج چشمگیری نشان داده است )3, 12-14, 16, 19, 20, 30(. با توجه 

به اینکه سلولهای MSCs جدا شده از منابع مختلف سلولی اثربخشی متفاوتی در مطالعات مشابه نشان داده است، یکی از 

چالشهای اصلی در سلول درمانی بیماری OA انتخاب منبع سلولی مناسب است )20(. این تفاوتها نه تنها در منابع سلولی 

آلوژن بلکه در منابع سلولی اتولوگ هم مشاهده شده است. لذا بررسی منابع مختلف سلولی در شرایط کاملا یکسان یکی از 

روشهایی است که میتوان تا حدودی نتیجهگیری منطقی و قابل قبولی برای یافتن بهترین منبع سلولی ارائه دهد. علاوه بر 

سن، گونه منبعی که سلول MSCs از آن جداسازی میشود، کشت سلولهای بنیادی در آزمایشگاههای مختلف با استفاده از 

ترکیبات، مواد و تجهیزات آزمایشگاهی متفاوت بر کیفیت و خصوصیات تکثیری و تمایزی آن سلول تاثیر بهسزایی دارد )31(. 

برای این منظور در مطالعه حاضر تمام متغیرهای نامبرده که باعث تغییر در نتیجه تحقیقات میشود، حذف شده است و سلولها 

در شرایط کاملا یکسان جداسازی، کشت و آمادهسازی نمونه و همچنین پیوند سازه سلولی انجام شد. همچنین در این مطالعه 

برای حذف عوامل تاثیرگذار حاصل از منابع آلوژن و حفظ تمام شرایط یکسان و خطر ریسک آلودگی در پیوند و پتانسیل بهتر 

در ترمیم، از منابع سلولی اتولوگ استفاده شد. لذا با توجه به مطالعات پرکاربردترین منابع سلولی برای سلول درمانی OA یعنی 

سلولهای کندروسیت، سلولهای Bm-MSCs و Ad-MSCs انتخاب، بهصورت همزمان از بافت مربوطه جداسازی و در شرایط 

 کاملا یکسان آزمایشگاهی تکثیر و در ضایعه تجربی غضروف ایجاد شده با سایز بحرانی در زانوی گوسفند پیوند زده شد. 

جاییکه تنها سلول موجود در بافت غضروف مفصلی کندروسیت است، مطالعات نشان داده که این سلولها بهترین منبع از آن

سلولی برای درمان ضایعات و آسیبهای مفصلی است. از طرف دیگر چالشهای استفاده از کندروسیتها در آزمایشگاه مثل 

کمبود بافت قابل استفاده، ایجاد آسیب ثانویه برای جداسازی بافت، تمایززدایی سلولها در آزمایشگاه در زمان تکثیر، از معایب 

عمده و محدودکننده استفاده از این منبع است )34-32(. در مطالعه حاضر ما این سلولها را بافت غضروف هیالین انتهای دنده 

گوسفند جداسازی کردیم. نتایج ما نشان داد کندروسیتهای کشت شده در شرایط آزمایشگاهی نه تنها ظاهر چندوجهی و گرد 

اختصاصی کندروسیت ها را حفظ کردند بلکه ژنهای اختصاصی بافت غضروف که با روش Real-time PCR بررسی شد را نیز 

بهطور معنیداری بیان کردند )شکل 3(. از طرفی نتایج حاصل از مطالعه حاضر نیز نشان داد بهترین میزان ترمیم و ایجاد بافت 

شبه هیالین در گروه کندروسیت اتفاق افتاده است )شکل 3-6(. لذا نتایج تاییدی بر مناسب بودن سلولهای کندروسیت بهعنوان 

اولین منبع سلولی برای درمان بیماریهای غضروفی است. اما با توجه به مشکلات نامبرده در استفاده از کندروسیتها، انتخاب 

یک منبع سلولی جایگزین با نتایج قابل قبول و بدون محدودیت استفاده از کندروسیتها میتواند تا حدود زیادی برای بیماران 

رضایتبخش باشد. از طرفی چالشهای استفاده از کندروسیتها در مواردی که آسیب وارده به بافت غضروف وسیع باشد بسیار 

 بغرنجتر خواهد بود.

تواند کاندید حاصل از منابع سلولی در دسترس یا اتولوگ برای بیماران مثل بافت مغز استخوان و چربی می MSCsهای سلول

در  Ad-MSCsو  Bm-MSCsهای های کندروسیت باشد. در مطالعه حاضر استفاده از سلولمناسبی برای جایگزینی سلول

ها توانایی تکثیر و پتانسیل تمایز به استخوان و غضروف بالایی را دارند )شکل شرایط کاملا یکسان نشان داد که هر دوی این سلول

 هاها در آزمایشگاه کاملا یکسان بوده و برتری نسبت به هم نداشت، با توجه به اینکه این سلول(. در واقع خصوصیات این سلول1

توان نتیجه گرفت که هر دوی این از یک حیوان جداسازی شده بودند و متغیرهای موثر برای ایجاد خطا حذف شده بود، می

 OAبرای ترمیم  Ad-MSCsو  Bm-MSCsها برای مطالعات مشابه مناسب هستند. در مطالعات قبلی هر دو منبع سلولی سلول

های حیوانی و همچنین کارآزمایی بالینی استفاده شده است اگرچه نتایج در تمام مطالعات نشان دهنده مناسب بودن در مدل

سلول و اثر بخشی آن در ترمیم بوده است. )36-39(. اما بهدلیل اینکه مطالعات در شرایط مجزایی و در مدلهای حیوانانی 
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متفاوتی انجام شده است نمیتوان نتیجه گیری قطعی برای انتخاب بهترین منبع سلولی را ارائه داد. ما در شرایط کاملا یکسان 

و در یک مدل حیوانی هر سه گروه سلولی را پیوند زدیم پس تمام عوامل متغیر از مطالعه حذف شده است. همانطور که در شکل 

4 تصاویر ماکروسکوپی نشان میدهد در تمامی گروههای سلول درمانی )D-F( پرشدگی محل آسیب نسبت به گروه های کنترل 

)A-C( بهطور واضح مشخص است. لذا برای اطمینان از نتیجه بهدست آمده با توجه به تعداد تکرارها برای هر گروه آزمایشی و 

امتیاز دهی میزان ترمیم توسط پاتولوژیست از لحاظ  میزان غضروف جدید تشکیل شده، صافی سطح غضروف تشکیل شده و 

ضخامت بافت تشکیل شد، در شکل 5 نتایج بهصورت نمودار ترمیم ترمیم و مقایسه شد. نتایج این بررسی نشان داد محل آسیب 

با استفاده از سلولها نسبت به گروه Untreated و Control  )دریافت کننده ژل( کاملا پر شده و سطح صاف و صیقلی ایجاد 

شده است، اما اختلاف معنیداری بین گروههای کندورسیت، Bm-MSCs و Ad-MSCs مشاهده نشد. از طرفی مهم است که 

نتایج از نظر بافت شناسی و پاتولوژی نیز تایید شود و مشخص شود که پرشدگی از طریق تشکیل بافت غضروف هیالین اتفاق 

افتاده یا بافت غضروف فیبرو لذا برای بررسی دقیق تر ما برشهای بافتی تهیه کرده و به چند روش اختصاصی رنگ آمیزی بافتی 

انجام دادیم )شکل 6(. نتایج این بررسی نشان داد که در تمامی گروههای دریافت کننده سلول بافت غضروف شبه هیالین تشکیل 

شده است و آسیب غضروفی کاملا پر شده است. در نمونه های دریافت کننده کندروسیت ضخامت بافت تشکیل شده بیشتر 

بوده و بافت جدید ایجاد شده بهطور مشخص ظاهر غضروف هیالین دارد که همانطور که در مطالعات قبلی هم اشاره شده بود 

کندروسیت بهترین منبع برای بازسازی غضروف مفصلی است )40(. اما برای معرفی یک جایگزین سلول بنیادی نتایج این مطالعه 

 نشان داد که اختلاف معنیداری بین گروه دریافت کننده سلول BM-MSCs و گروه AD-MSCs وجود ندارد. 

 

 نتیجه گیری-6

کند که سلولهای کندروسیت بهعنوان بهترین منبع سلولی برای ترمیم ضایعات نتایج ما همانند سایر مطاعات گذشته تایید می

غضروف مفصلی است. ولی با توجه به محدودیتهای ذکر شده در بالا در استفاده از کندروسیتها مطالعات نیاز به منبع سلولی 

 AD-MSCs و BM-MSCs از جمله MSCs جایگزین با محدودیتهای کمتر و اثربخشی بالا را نشان می دهد. لذا سلولهای

منابع جایگزین مناسبی هستند اگر چه تا کنون بررسی جامعی صورت نگرفته تا مشخص شود از بین این دو منبع سلولی کدام 

مناسبتر است. مطالعه حاضر برای پاسخ به این سوال طراحی و انجام شد و نتایج بررسیهای ماکروسکوپی و هیستوپاتولوژی 

اختلاف معنی داری بین دو گروه BM-MSCs و AD-MSCs را از لحاظ میزان ترمیم نشان نداد لذا با توجه به اینکه دسترسی 

به بافت چربی و جداسازی Ad-MSCs نسبت به سلولهای Bm-MSCs راحتتر و کم خطرتر بوده و همچنین عوارض کمتری 

دارد، میتوان نتیجه گرفت که سلولهای Ad-MSCs نیز منبع سلولی مناسب و کارآمدی برای ترمیم آسیبهای بافتی است. 

  Ad-MSCs همچنین برای نتیجهگیری بهتر نیاز است که توانایی تکثیر و ترمیم آسیب غضروف مفصلی بین دو منبع سلولی

 اتولوگ و آلوژن نیز بررسی شود.

 

تشکر و قدردانی -8    

داری و مراقبت از حیوانات بزرگ پژوهشگاه رویان )هلیجرد( نویسندگان این مقاله مراتب تشکر و قدردانی خود را از مزرعه نگه

برای همکاری در نگهداری از حیوانات، در اختیار قرار دادن اتاق عمل و وسایل مورد نیاز جراحی طرح حاضر و همچنین پژوهشگاه 

 رویان برای حمایتهای مالی در جهت انجام طرح حاضر دارند. 
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