
مقاله پژوهشی1394http://rjms.iums.ac.irشهریور، 135شماره ،22دوره پزشکی رازيعلوممجله

مقدمه
ها و صدمات وارده به بافت غضروفی ترمیم آسیب

ترین مشکلاتی است که در زمینه هنوز یکی از مهم
هـاي  روشاخیـراً ارتوپدي وجود دارد، با این حـال  

مهندسی بافت پتانسیل قابل قبولی را جهـت حـل   
ایــن مشــکلات و بازســازي بافــت غضــروفی نشــان 

تولیـد وطراحـی علـم بافت،). مهندسی1اند (داده
ودیده آسیبهاياندامترمیم برايجدیدهايبافت

عواملبه علترفتهدستازهايقسمتجایگزینی
غضروف به بدن،هايبافتبیندرباشد.میمختلف

بالاییدلیل عدم انجام رگ زایی مناسب، پتانسیل
نمونـه  یـک روایـن ازونـدارد مجـدد تولیـد براي

).2رود (مـی شـمار بهبافتمهندسیبرايمناسب
خـود  رونـد بـزرگ، و عیـوب هـا دیـدگی آسـیب در

وکارسـاز نبـوده  انجام شده توسط بـدن، ترمیمی
هـا سالاز. دانشمندانشودمیلازمپیوند غضروف

بودنـد، بدنازخارجدرهاسلولکشتبهقبل قادر
بعـدي سـه وپیچیـده هايشبکهرشد فناوريولی

اخیـراً دیـده آسـیب بافـت جـایگزینی برايسلولی
بـه بافـت یـک سـاخت اسـت. بـراي  یافتـه توسعه
باداربستیکطراحیبهنیازمهندسی،هايشیوه

چسـبندگی امکـان مناسـب بـا  فیزیکـی سـاختار 
درسلولی وتمایزتکثیر ومهاجرت،آن،بههاسلول
و 3(باشـد میجدید بافتجایگزینیورشدنهایت
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یمیمزانشيادیبنيهاسلولمناسبزیتماورشدطیمحجادیاییتواناسهیمقا
مختلفیستیزيهاداربستنیبیانسانیچرببافتازمشتق

چکیده
ایـن بخـش   ،یرسانخونولی به علت عدم دسترسی به منبع پیش ساز در سطح مفصلی غضروف مشاهده شده استيهاسلولوجود هرچند:هدفوزمینه

در هـا آنکشـت  ،غضـروفی از سـطح مفصـل   يهـا سلوليآورجمععمده بر اساس طوربهتوانایی ناچیزي در ترمیم دارد. در گذشته مهندسی بافت غضروف 
يهـا سـلول يآورجمـع با توجه به مشـکلات در  راًیاخ.ن بوده استآمثل پلی گلیکولیک اسید و پیوند اتولوگذبجقابليهاداربستمحیط آزمایشگاه روي 

از جملـه عوامـل مهـم در ایـن موفقیـت، اسـتفاده از       .اسـت مـورد توجـه قـرار گرفتـه    غضـروفی  يهاسلولبنیادي جهت تولید يهاسلول، استفاده ازمذکور
.باشدیمبنیادي يهاسلولجهت فراهم آوردن یک محیط رشد بهینه و شرایط مناسب تمایززایی العادهفوقمناسب با خواص مکانیکی و زیستی يهاداربست

در ایجـاد محـیط مناسـب    poly lactic-co-glycolic acid(PLGA)آلژینـات و  ) وFibrin glue)FGدر این تحقیق به ارزیابی کارایی سه داربست 
بنیادي مزانشیمی پرداخته شد.يهاسلولجهت رشد 
هـا سـلول بنیادي مزانشیمی از بافت چربی، این يهاسلولجداسازي وPLGAآلژینات و وFGسه داربست يسازآمادهدر این مطالعه، پس از :روش کار

کندروژنیک يهاژن، بررسی بیان هاداربستبر روي هاسلولهفته از تمایز 2جداگانه بر روي این سه داربست کشت و تمایز داده شد و پس از گذشت طوربه
انجام پذیرفت.Real time PCRتوسط هاداربستدر هر یک از 

دارا بود.هاداربستکندروژنیک نسبت به دیگر يهاژننتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که فیبرین گلو بالاترین بیان را در :هاافتهی
تمـایز  منظـور بـه محـافظی  عنـوان بـه توانـد یم ـطبیعی همچون فیبرین گلـو  يهاداربستاستفاده از رسدیمبه نظر با توجه به نتایج حاصل،:يریگجهینت

کارا و جدید در مهندسی بافت و طب ترمیمی مورد استفاده قرار گیرد.يهاياستراتژبنیادي مزانشیمی براي توسعه يهاسلول

بنیادي مزانشیمیيهاسلول، PLGAآلژینات،،FGمهندسی بافت، :هاکلیدواژه

11/11/89پذیرش: تاریخ 25/5/88تاریخ دریافت: 

25/3/94تاریخ پذیرش: 11/12/93تاریخ دریافت: 
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، در آزمایشات زیادي از مهندسی بافت حالتابه). 4
ها از جمله غضروف ترمیم بسیاري از بافتمنظوربه

افـزایش کـارایی و   منظـور بـه استفاده شده اسـت.  
مهندسـی  هـاي بافتبهبود عملکرد کشت سلول و 

مناسـب و کـارا   هـاي داربسـت شده، نیاز به ایجـاد  
هـاي سـلولی داراي خصوصـیاتی    . داربستباشدمی

توان به عدم سـمیت،  ها میهستند که از جمله آن
پـذیري تجزیـه قابلیت سـازگاري زیسـتی، قابلیـت    

، تهیه آسـان، خصوصـیات   زاییایمنیزیستی، عدم 
فیزیکــی و مکــانیکی مناســب و پایــداري مطلــوب 

مـاده اولیـه   عنـوان بـه اشاره نمود. پلیمرهایی کـه  
جهت تهیه داربسـت سـلولی کـاربرد دارنـد بـه دو      

بنـدي طبقـه پلیمرهاي طبیعـی و مصـنوعی   گروه
وارد توانـایی بایدمیدر عملداربست . هرشوندمی

منظـور بهراخاصمکانیکیوبیولوژیکیآثارکردن
منظـور بدین.باشدداراسلولیرفتارتغییروبهبود

طراحـی هدفشبافتخواصبر اساسداربست هر
تـرین مهـم داربستو جنسنوعانتخاب.شودمی

نهایـت جـایگزین  درکـه طـوري بهکار استبخش
اجـازه تنهـا نـه داربست.گرددمیدیدهآسیببافت

باعـث بلکـه ،دهـد مـی خـود بـه راهاسلولاتصال 
فاکتورهـاي و انتقـال نقـل ،هـا سـلول مهـاجرت 

نیـز  زایـد و مـواد غـذایی، موادانتشاربیوشیمیایی،
. مـواد زیسـتی مـورد    شودمیهاسلولتولیدي مواد

پلیمرهاي توانندمیاستفاده جهت ساخت داربست 
) و Fibrin glueطبیعــی همچــون فیبــرین گلــو (

ــی   ــا پلیمرهــاي ســنتتیک همچــون پل آلژینــات ی
-poly(lactic-co(لاکتیـــک گلایکولیـــک اســـید 

glycolic acid(()PLGA(  باشند .چند سال اسـت
هـا  دروژلدر زمینه استفاده از هیهامنديعلاقهکه 
یک داربسـت نـرم بـراي مهندسـی بافـت      عنوانبه

هـا در  وجود دارد. یکی از پرکـاربردترین هیـدروژل  
باشـد. کـاربرد فیبـرین گلـو در     پزشکی فیبرین می

شـکمی،  هـاي جراحـی مهمـی هماننـد   هايزمینه
ارتوپدي، اعصاب و دهان رایج است. جهت استفاده 

بایـد مـی داربسـت بـافتی،   عنـوان بهاز فیبرین گلو 
محیطی با عملکرد سـلولی مناسـب شـامل ایجـاد     

صـورت بـه امکان مهـاجرت، رشـد سـلولی و بافـت     
هـا  مثال، کندروسـیت عنوانبهمطلوب ایجاد گردد. 

تواننــد در ژل فیبرینــی تمــایز نیافتــه، شــکل مــی

طبیعی خود را حفظ کرده و ماتریکس برون سلولی 
ــوژن و     ــه فیبرین ــب لخت ــد. ترکی ــکیل دهن را تش

اتصال، مهـاجرت و رشـد انـواع    القاکنندهومبین تر
هــا، از جملــه کندروســیت هــاســلولمختلــف 

ــت ــلول فیبروبلاس ــا، س ــاف و  ه ــلات ص ــاي عض ه
ها هسـتند. در طـی دو دهـه گذشـته      کراتینوسیت

ــک    ــک گلایکولیـ ــی لاکتیـ ــتی پلـ ــر زیسـ پلیمـ
ــه(PLGA)اســید ــبیکــی از عنــوانب ــرینجال ت

هـاي تداربس ـکاندیدهاي پلیمري جهـت سـاخت   
مهندسی بافتی اسـتفاده  هايپژوهشمورد نیاز در 

یک پلیمر زیست تخریب پـذیر  PLGAشده است. 
و زیست سازگار بوده و خصوصیات بهینه مکانیکی 
داشته و پلیمري است کـه توسـط سـازمان غـذا و     

شده اسـت. بـا ایـن حـال ایـن      تائیدداروي آمریکا 
و قابلیـت جـذب   دوسـتی آبپلیمر زیستی خواص 

کنديبهپایینی داشته و تخریب پذیري در آن آب
).5(پذیردمیصورت 

هـاي جلبـک آلژینات پلی ساکاریدي است که از 
فـردي منحصربهو خصوصیات آمدهدستبهايقهوه

کـه در حضـور   سـازد مـی قادر آن رارا داراست که 
ویژه به حالت ژلی درآیـد.  دو ظرفیتیهايکاتیون

کشت و رشد پایدار سلولی در آلژینات در تعـدادي  
ي کندروسیتی مشاهده هاسلولاز جمله هاسلولاز 

مطلوب آلژینات امکـان  هايویژگی). 6(شده است
داربست مهیا کـرده  عنوانبهاستفاده از این ماده را 

ي بنیادي مزانشیمی گروهـی  هاسلول).9-7است (
ي بنیادي هستند کـه بـه علـت قابلیـت     هاسلولاز 

مورد توجه جوامع پزشکی و علمی قـرار  هاآنویژه 
ي پـیش  هاسلولجزو هاسلول). این 10(اندگرفته

ساز چند توان هسـتند کـه قابلیـت رشـد و نمـو و      
تکثیر و خـود نـوزایی بـالایی را در محـیط کشـت      

جنینی که بنیادييهاسلولباداشته و در مقایسه
محـدود شـده  هاآنکاربرداخلاقیمسائللیلبه د

بافـت  مهندسـی دربیشترمراتببه) 13-11است (
مختلـف سـلولی   هـاي ردهبه توانندمیو کاررفتهبه

ــون  ــلولهمچ ــاس ــت،  ه ــروفی، استئوبلاس ي غض
ي عصبی،هاسلولي اندوتلیال، هاسلولآدیپوسیت، 

ي هپاتوسـیت و  هاسلولي میوسیت قلبی، هاسلول
). به علـت  16-14ي پانکراس تمایز یابند (هاسلول

در زمینـه مهندسـی   هاسلولویژه این هايقابلیت
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در تـرمیم و  هـا سـلول بافت و طب ترمیمی، از این 
فیزیولوژیکی همچون هايآسیبو هااندامبازسازي 

عصـبی  هايناهنجاريمفصلی، هايغضروفآسیب 
فاده حاصـل از دسـتگاه ایمنـی اسـت    هايبیماريو 

ي بنیـادي مزانشـیمی   هاسلول). 32-17(گرددمی
مشتق شده از چربی قابلیت بسـیار چشـمگیري را   
در تمایز به غضروف در زمینه مهندسی بافت نشان 

). در این مطالعه سعی داریم 37-33و 27(اندداده
کــه بــه ارزیــابی مقایســاتی توانــایی ســه داربســت 
مختلف در زمینه قابلیت رشد و تمایز به غضـروف،  

ي بنیــادي مزانشــیمی مشــتق از چربــی هــاســلول
بپردازیم.

روش کار
گلیکولیک اسید -در این تحقیق، پلی لاکتیک کو

جهت کشـت سـلولی از   DMEMو محیط 50/50
و شرکت سیگما خریداري شد. سرم جنین گوساله

از شـرکت  penicillin-streptomycinبیوتیکآنتی
Gibco.خریداري شد

ي بنیــادي هــاســلولجداســازي و پاســاژ 
در ایــن مزانشــیمی مشــتق از بافــت چربــی: 

ــازي   ــراي جداس ــه، ب ــلولمطالع ــاس ــادي ه ي بنی
از جراحـی  هآمـد دسـت بـه مزانشیمی، بافت چربی 

بیوتیکآنتیلیپوساکشن در سرم فیزیولوژي حاوي 
از بیمارسـتان  گـراد سانتیدرجه 4% و در دماي 1

به آزمایشگاه منتقل و پس از چندین بار شستشو با 
PBS   و سرم فیزیولوژي به قطعات کوچـک تبـدیل

وسـیله بـه ي بنیادي مزانشیمی هاسلولشد. سپس 
از بافـت چربـی اسـتخراج    Iهضم با آنـزیم کلاژنـاز  

گردید. به این صورت که ابتدا به ازاي هر یک گرم 
به آن اضـافه و  Iمیلی گرم آنزیم کلاژناز1,5چربی 

درجــه 37دقیقــه در دمــاي 60تــا 45بــه مــدت 
انکوبه شد. سپس تحـت سـانتریفوژ بـه    گرادسانتی
دور در دقیقه قرار 1800دقیقه با سرعت 10مدت 

رسوب سلولی در محیط کشـت  گرفته و در نهایت
DMEM ــاوي ــیحـــ ــکآنتـــ ــی بیوتیـــ پنـــ

ــه فلاســک FBS10سیلین/استرپتومایســین و  % ب
37مخصوص کشت سـلول منتقـل و در انکوبـاتور    

% 95و رطوبـت  CO2% 5حاوي گرادسانتیدرجه 
ــت    ــس از گذش ــدند. پ ــرار داده ش ــاعت، 24ق س

یی که به کف فلاسک نچسبیده بودنـد، بـا   هاسلول
ط از فلاسـک حـذف شـدند. محـیط     تعویض محـی 

روز یک بـار تعـویض گردیـد.    3هر هاسلولکشت 
پس از ترپسینه شدن به مرحله پاساژ سـه  هاسلول

انتقال یافت و جهت استفاده آماده گردید.
فیبـرین گلـو (آمـاده سـازي     آماده سازي

پلاسماي تازه منجمـد و  فیبرینوژن و ترومبین):
ن قـم تهیـه شـد.    فیبرینوژن از سازمان انتقال خـو 
به کلسـیم  3به 5پلاسماي تازه منجمد به نسبت 

گلوکونات اضافه شده و بـه مـدت یـک سـاعت در     
دقیقه 10درجه انکوبه و سپس به مدت 37دماي 

دور در دقیقه سانتریفوژ شـد. در مرحلـه   2200با 
بعد پس از سانتریفوژ، محلـول رویـی آن حـذف و    

ژن و تــرومبین آن جداســـازي گردیــد. فیبرینـــو  
ترومبین حاصله براي استفاده جهت کشـت سـلول   

ي هـا سـلول آماده گردید. به همـین منظـور، ابتـدا    
سـلول در  5×106بنیادي مشتق از چربی با غلظت 
محلـول  صـورت بـه هر سی سی در داخل ترومبین 

اضـافه گردیـد و در   هـا آندرآمده و فیبرینوژن بـه  
در داخـل  گـراد سـانتی درجه 37نهایت  در دماي 

%) و 99% و رطوبـت  CO25درجـه،  37انکوباتور (
DMEM-highدر محــیط اختصاصــی حــاوي   

glucose ــه همــراه ــر  50ب ــی لیت ــرو گرم/میل میک
-ترانسـفرین -% انسـولین 1فسـفات ،  -2آسکوربات 
ــانومولار دگزامتــازون، 100ســلنیوم ،  میلــی 50ن

ــاوي،    ــرم گـ ــومین سـ ــر  آلبـ ــی لیتـ 5گرم/میلـ
% پنــی 1یتــر لینولئیــک اســید، میکروگرم/میلــی ل

نـانوگرم/میلی لیتـر   10استرپتومایسین و -سیلین
روز قرار گرفت.14به مدت TGF-β3فاکتور رشد 

ابتـدا ذرات  : PLGAآماده سـازي داربسـت   
PLGA5     در کلرید متـیلن حـل شـده و سـپس %
NACL  ــک ظــرف ــه آن اضــافه شــده و درون ی ب

میلی متر 6میلی متر و قطر 3پلاستیکی با ارتفاع 
فریـز  گرادسانتیدرجه -20ریخته شد و در دماي 

روز 2شد. داربست پلیمري منجمد شده به مـدت  
در آب دوبـار تقطیــر شستشـو داده شــد  تــا ذرات   
نمک از آن خارج شود. سپس، نمونه با اسـتفاده از  

ــد. UV% و 70الکــل  ــاســلولاســتریل گردی ي ه
سـوم  بنیادي مزانشـیمی انسـان در مرحلـه پاسـاژ     

تریپسینه شدند و سانتریفوژ شده و پـس از انتقـال   
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بــه محــیط تمــایزي در نهایــت، بــر روي داربســت 
PLGA سلول/میلی متـر  1×106با دانسیته سلولی

روز در دمـاي  14انتشار یافتند در نهایت به مـدت  
ــرادســانتیدرجــه 37 ــاتور (گ 37در داخــل انکوب

%) و در محــیط  99% و رطوبــت  CO25درجــه، 
تمایزي قرار گرفت

ابتـدا پـودر   آماده سازي داربسـت آلژینـات:   
مول/لیتر کلرید سدیم به 15/0%) در 2/1آلژینات (

حالت سوسپانسیون درآمده و سپس از طریق فیلتر  
ي بنیـادي مزانشـیمی   هاسلولاستریل شد. سپس 

پس از تریپسینه شدن، بـه  3مشتق از چربی پاساژ
دور در دقیقه سـانتریفوژ  1400دقیقه در 8دت م

ــت     ــه حال ــات ب ــول آلژین ــاره در محل ــده و دوب ش
سوسپانسیون درآمد. در ادامه، نمونه ها به محلـول  

میلی مـولار اضـافه شـده و بـه     105کلرید کلسیم 
دقیقه در درماي اتاق قرار داده شد. دانـه  15مدت 

هاي آلژینات پـس از شستشـو بـا کلریـد سـدیم و      
DMEM   روز در 14، در محیط تمایزي بـه مـدت

.قرار گرفتندCO2% 5درجه و 37دماي 
ي بنیادي مزانشیمی حاصل از هاسلولتمایز 

ي بنیـادي  هـا سـلول چربی به بافت غضـروفی:  
مزانشیمی کشت شده در مرحلـه پاسـاژ سـوم، بـا     
استفاده از تریپسینه کردن از کف ظرف کشت جدا 

د آنهــا، درون شــده و پــس از سوسپانســیون مجــد
-DMEMمحیط کشت تمایزي غضروف با ترکیب 

High Glucose   ترانسـفرین -بـه همـراه انسـولین-
ــلنیوم  ــازون 1س ــرم  100%، دگزامت ــانومولار، س ن

ــاوي  ــومین گ ــکوربات 1آلب ــفات -2%، آس 50فس
میکروگرم بـر  5میکروگرم بر لیتر، لینولئیک اسید 

ــد    ــاکتور رش ــر، ف ــیلین TGF-β3لیت ــی س -و پن

% قرار گرفتند و سپس در داخـل  1ومایسین استرپت
% CO25و گرادسانتیدرجه 37انکوباتور با دماي 

روز محـیط  2-3روز نگهـداري و هـر   14به مدت 
کشت تعویض شد. 

بررسی قابلیت بقاي سـلول توسـط تسـت    
MTT :  بررسی قابلیت بقاي سلول پس از گذشـت

بر روي داربست هـا و در  هاسلولروز از کشت 14
حضور محیط تمایز به غضروف انجام پذیرفت. نـیم  

میکرولیتـر  50و DMEMمیلی لیتر محیط کشت 
-2-دي متیــل) تیــازول-5و MTT)3)4محلــول 

میلـی  5,دي متیـل تترازولیـوم برومایـد   -5و2-یل
4گرم/میلی لیتر) به داربست ها اضافه شد. پس از 

لیتــر دي متیــل ســاعت انکوباســیون، نــیم میلــی 
سولفوکسید به محلول حاصل اضـافه شـد. پـس از    

دقیقه در نهایـت میـزان جـذب نـوري     20گذشت 
نـانومتر توسـط   570سلول/داربست در طول مـوج  

دستگاه میکروپلیت ریدر اندازه گیري شد.
بررسی بیان ژن هاي کنـدروژنیک توسـط   

Real time PCR :  ابتدا تمامی نمونه هـايRNA
روز از تمایز کنـدروژنیک از هـر   14پس از گذشت 

کدام از داربست ها بـه طـور جداگانـه تهیـه شـد.      
داربست ها در داخل نیتروژن مایع تخریب شـده و  

ــپس  ــت   RNAســـ ــتفاده از کیـــ ــا اســـ بـــ
AccuZolTM(bioNEER) و طبـــق دســـتورالعمل

مربوطه استخراج گردید. نسـخه بـرداري معکـوس    
RNA ــه ــتفاده از cDNAبــ ــا اســ ــت بــ کیــ

AccPower®RT Premix (bioNEER) ــق و طب
Real-timeدستورالعمل مربوطـه انجـام پـذیرفت.   

PCR  با اسـتفاده ازSYBRGreen PCR Master
Mix (Amplicon) وRotor-GeneTM 6000

توالی پرایمرها-1جدول 
نام پرایمر )5΄→3΄توالی (

Iکلاژن نوع Fپرایمر TTGTACAGACATGACAAGAGGC
Iکلاژن نوع Rپرایمر CTCTACCTGGGTACTACCCA

اگریکانFپرایمر CAGAGTGAAATCCACCAAGT
اگریکانFپرایمر TGTCCGTGGACAAACAGGTA
FSox9پرایمر TACGACTACACGCACCACCA
RSox9پرایمر TTAGGATCATCTGCGCCATC

IIکلاژن نوع Fپرایمر ACACAGCGCCTTGAGAAGAG
IIکلاژن نوع Rپرایمر TTCTACGGTCTCCCCAGAGA
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Series software version 1.7.65(Corbett Life
Science)     انجام پـذیرفت. پرایمرهـا بـا اسـتفاده از
براي هر کدام از ژن ها طراحی شد 3مر برنامه پرای

:  ژن مـورد نظـر بـر    باشدمیکه بر طبق توالی زیر 
فســـفات -3اســـاس ژن رفـــرنس گلیســـرآلدئید 

دهیدروژناز نرمال سازي شد. سطح بیان هـر کـدام   
محاســبه Ct∆∆-2از ژن هــاي هــدف بــا اســتفاده از 

گردید.
در این مطالعه، براي تجزیه و تحلیـل داده هـا از   

و LSD) و تست هـاي  17(نسخه SPSSافزار نرم
ANOVA   ــاي ــامی داده هـ ــد. تمـ ــتفاده شـ اسـ

انحراف معیارصورتبهدر این مطالعه، آمدهدستبه
بیــان شــدند. در تمــامی محاســبات، میــانگین±

(p<0.05)ــه ــوانب ــی دار منظــور  عن اخــتلاف معن
گردید.

ازهـا دادهلی ـتحلوهیتجزيبرامطالعه،نیادر
وLSDيهـا تستو) 17نسخه(SPSSافزارنرم

ANOVAدسـت بهيهادادهیتمام. شداستفاده
±اری ـمعانحـراف صـورت بهمطالعه،نیادرآمده

محاســبات،یتمــامدر. شــدندانیــبنیانگیــم
)p<0.05 (منظــورداریمعنــاخــتلافعنــوانبــه

.دیگرد

هایافته
ي بنیـادي مزانشـیمی   هـا سـلول در کشت اولیه، 

فیبروبلاست یـا  با ظاهري شبیه به مشتق از چربی
کردند که دوکی شکل با هسته هاي مشخص رشد

توسط میکروسـکوپ فـاز متضـاد مشـاهده گردیـد      
ي یکنـواختی بـا   هاسلول). در پاساژ سوم، 1شکل(

به دست آمـد. بـراي   هاآنرشد و افزایش در تعداد 
سـلول/  1×106تعـداد  شروع فرآیند تمایز غضروفی،

کــدام از میلــی لیتــردر پاســاژ ســوم بــر روي هــر  
ها قرار گرفت و در محیط تمـایزي کشـت   داربست

ي بنیـادي بـه غضـروف توسـط     هاسلولشد. تمایز 
Real-time PCRشد. بدین صورت که بیـان  تائید

mRNA   اگریکان، کـلاژن نـوعI وIIوSOX9 در
روز بررسی گردید. 14ي تمایزیافته بعد از هاسلول

فیبرین بیشترین بیان ژن هاي تمایزي در داربست 
IIگلو مشاهده شد. بیان ژن اگریکان و کلاژن نـوع  

نسـبت بـه   PLGAفیبرین گلو و هايداربستبین 
ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی بدون هاسلول

ANOVAداربســت بــا اســتفاده از روش آمــاري 

بـا  سلول هاي بنیادي مزانشـیمی مشـتق از چربـی    -1شکل 
ظاهري شبیه به فیبروبلاست

سلول هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی تمایزیافته به غضروف بر روي داربست هاي فیبرین گلو و آلژیناتMTTارزیابی -1نمودار 
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(analysis of variance) وLSD (Least
Significant Difference)   اخـتلاف معنـی داري ،

0.028)=(p    را ظاهر کرد. بیـان نسـبی ژن کـلاژن
نیـز بـین   SOX9و فـاکتور نسـخه بـرداري    Iنوع 

ي بنیـادي  هـا سـلول تمامی داربست ها نسبت بـه  
مزانشیمی مشتق از چربی بدون داربسـت اخـتلاف   

را نشان داد. ژن کلاژن نوع (p<0.05)معنی داري 
II     و اگریکان بیشـترین بیـان را در فیبـرین گلـو و

ي بنیـادي مزانشـیمی   هـا سلولکمترین بیان را در 
هـا نمـایش   حاصل از چربی نسبت به دیگر داربست

دادند. در داربسـت فیبـرین گلـو میـزان بیـان ژن      
ي بنیـادي  هاسلولو در II ،45/0±5/0کلاژن نوع 

گـزارش  02/0±003/0مزانشیمی حاصل از چربی 
ید. بیان ژن اگریکان در داربست فیبـرین گلـو   گرد
ــلولو در 52/5617±8/135 ــاسـ ــادي هـ ي بنیـ

بـود.  1/519±74/31مزانشیمی حاصل از چربـی  
بیشترین بیان را در داربست فیبرین گلو sox9ژن 

ــا  ــر ب ــان را در  397±39/27براب ــرین بی و کمت
PLGA داشت.8/3±81/28برابر با

بحث و نتیجه گیري
بوده فاقد رگ خونیبافتیکغضروفکهآنجااز

است، در ترمیمیخودبرايمحدودتواناییدارايو
وارد بـه بافـت   هـاي آسـیب نتیجه جهت بازسـازي  

غضروفی نیاز به اسـتفاده از روش هـاي کارآمـدي    
). روش هـاي مهندسـی بافـت    4و 1،3(باشـد می

ي بنیـادي، روشـی   هـا سـلول مبتنی بر اسـتفاده از  
کاراست که پتانسـیل بـالقوه اي را در درمـان ایـن     

ها ایجاد نموده است. یکی از عوامل مهـم در  آسیب
ربسـت مناسـب   موفقیت مهندسی بافت، انتخاب دا

که توانایی ایجـاد محـیط مطلـوبی جهـت     باشدمی
و تمایز آنها را داشته باشد. در نتیجه هاسلولرشد 

یـک وجـود در مـورد مهندسـی بافـت غضـروفی،    
کندروسـیت فنوتیپآل کهایدهومناسبداربست

نظربهضروريکندحفظرا در اثر فرآیند تمایزها
). بـه دلیـل ایـن کـه اکثـر      40-4،38رسـد ( مـی 

تحقیقات مهندسـی بافـت کـه مبتنـی بـر کـاربرد       
تمایز غضروفی منظوربهباشدمیي بنیادي هاسلول

از فاکتورهاي شیمیایی (همچون فاکتورهاي رشد)  
و یا دستکاري سـیگنال هـاي میکـانیکی کـه ایـن      

را تحـت تـاثیر قـرار مـی دهنـد اسـتفاده       هاسلول
جه کمتري نسبت به اهمیت کنند، در نتیجه تومی

عوامل تاثیرگذار در تنظـیم  عنوانبهمواد داربستی 
). در 41و 7،16(ها شده اسـت تمایز و رشد بافت

این مطالعه نشـان داده شـد کـه قابلیـت تمـایزي      
هــايداربســتي بنیــادي مزانشــیمی در هــاســلول

و انتخاب داربست باشدمیزیستی مختلف متفاوت 
ي بنیادي تاثیرگذار اسـت.  هاسلولدر فرآیند تمایز 

بر روي داربست هاي فیبرین گلو و آلژیناتدر سلول هاي تمایزیافته2و 1، اگریکان ، کلاژنmRNASOX9بیان -2نمودار 
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ایــن پــژوهش، مطالعــات قبلــی در مــورد قابلیــت  
ي بنیـادي مزانشـیمی حاصـل از    هـا سلولتمایزي 

29،42نمود (تائیدچربی را تحت شرایط مشخص 
هـاي بافـت ). هیدروژل ها ویژگیهاي شبیه به 43و 

نرم را نشـان داده و بنـابراین توانـایی تـامین یـک      
تیبان براي فعالیت کندروسـیتی  ماتریکس قابل پش

غضـروفی را دارنـد. کـارایی بـالاي     ECMو ترشح 
در هـا آنو توزیع یکنواخت هاسلولکپسوله شدن 

به شـمار  هاآنداخل هیدروژل ها، از جمله مزایاي 
می آید که می تواند بر روي کیفیت بافت تشـکیل  

هـاي داربسـت ). 44و 8،41یافته موثر واقع شود (
را بـه  هـا سـلول کلونی سازي یکنواخت هیدروژلی 

مانند یکپارچه سازي آسان فاکتورهاي رشد انجـام  
می دهند در حالی که پلیمرهاي سنتتیک ظرفیت 

). 45و 32تحمل بار مورد نیاز را فراهم می سازند (
ــه شــده و توســط    ــی تهی ــه راحت ــا ب ــدروژل ه هی
کندروسیت ها احاطه می شود که در نتیجه باعـث  

46می شود (هاآنتیپ و مرفولوژي حفاظت از فنو
همچنین شـامل مـواد طبیعـی مبتنـی بـر      .)47و 

کربوهیدرات (همچون آلژینات) و پروتئین (همانند 
ــو) مــی باشــند (  ). مطالعــات 48و 41فیبــرین گل

اسـتفاده  منظوربهزیادي هیدروژل هاي مختلف را 
در زمینه کاربردهاي مهندسـی بافـت غضـروف در    

و 7،41پیشنهاد نموده است (شرایط آزمایشگاهی
منظـور بهیک داربست عنوانبه). فیبرین 49و 46

استفاده در علم مهندسی بافت غضـروف همـراه بـا    
،4اسـت ( کاررفتـه بهي بنیادي مزانشیمی هاسلول

). بر طبق گزارشات حاصـل از تحقیقـات،   50و 41
نسـبت بـه دیگـر هیـدروژل هـاي      تنهـا نهفیبرین 

مهندسی بافـت غضـروف کـارایی    استفاده شده در 
کمتري را نـدارد بلکـه برخـی مطالعـات از جملـه      
مطالعه حاضر نشان می دهد که  فیبرین می تواند 

ي بنیـادي جـدا شـده از    هـا سـلول غضروف سازي 
). 41و 4منـــابع مختلـــف را پشـــتیبانی نمایـــد (

مشخص شد که با استفاده از مواد زیستی نـرم تـر   
می شود. بنـابراین،  فنوتیپ غضروفی بهتر ساپورت

نتایج حاصل از این تحقیق، ایـن موضـوع   بر اساس
که سختی کمتر فیبرین منجر به غضـروف سـازي   

و 8بیشتر آن می شود محتمل به نظر مـی رسـد (  
). نتایج حاصل از تحقیقات نشان دادند که کشت 9

ژل فیبرینــی فرصـــت مناســبی را بـــراي رشـــد   
بی ایجاد ي بنیادي مزانشیمی مشتق از چرهاسلول

). برخلاف هیدروژل هاي سـنتتیک،  51می نماید (
فقط یک ماتریکس سلول رسان تنها تنهانهفیبرین 

بـراي  آن رانیست بلکـه فعالیـت زیسـتی فیبـرین     
ي بنیادي و مهندسی بافـت مناسـب   هاسلولتمایز 

-). توالی اتصـالی اینتگرینـی آرژنـین   52(سازدمی
تحریـک  آسپارتیک اسید که یک عامـل  -گلیسین

در فیبـرین  باشـد مـی کننده اتصال و رشد سـلولی  
وجود دارد. برخی از پژوهش ها گزارش کردند کـه  

را 2در مهندسی بافت غضروف، فیبرین کلاژن نوع 
تحریک مـی نمایـد در حالیکـه از تجزیـه و هضـم      

توسط کندروسیت هاي مشتق شـده  Iکلاژن نوع 
کنـد  ي بنیادي یا اولیه جلـوگیري مـی   هاسلولاز 
نشـــان داد کـــه ). نتـــایج مطالعـــات قبلـــی52(

خالص فیبرینی داراي بیان ژن کلاژن هايداربست
و اگریکان پـایین تـري نسـبت بـه آلژینـات      2نوع 

ــد ( ــایش،  53و 4،6بودن ــن آزم ــین در ای ). همچن
آلژینات نسـبت بـه فیبـرین تحریـک بـه غضـروف       

ي بنیـادي مزانشـیمی   هـا سلولسازي بهتري را در 
). یکی دیگـر  41(مغز استخوان نشان دادحاصل از 

عنوانبهاز مواد هیدروژلی که در این تحقیق از آن 
. به طور کلی باشدمیداربست استفاده شد آلژینات 

جامد مبتنی بر پلـی اسـترها از مـواد    هايداربست
سنتتیک سازگارپذیر تشکیل شده و خواص زیست 

يهـا داربسـت مکانیکی فوق العاده اي را نسبت به 
هیدروژلی دارند. این مواد طراحی شکل و معماري 
داخلی در داربست ها را تسهیل نموده اند. یکـی از  
فراوان ترین پلیمرهاي سنتتیک مورد اسـتفاده در  

که حدود باشدمیPLGAمهندسی بافت غضروف، 
را کسـب نمـوده   FDAسال است که تاییدیـه  20

ي را توانایی فوق العاده اPLGAهايداربستاست.
جهت ایجاد زمان جذب ویژه اي که بـراي فرآینـد   

بـه  PLGAبازسازي ضروري است دارا می باشند.
دلیل تجربه استفاده طولانی از آن در زمینه بالینی 

عنـوان بهو خصوصیات تخریب پذیري مطلوب آنها 
یکی از محبوب تـرین پلیمرهـاي زیسـت تخریـب     

ط در شـرای PLGAپذیر به شمار می آیـد. تجزیـه   
زنــده توســط هیــدرولیز ســاده غیرآنزیمــی انجــام  
ــک و    ــل از آن لاکتی ــولات حاص ــه و محص پذیرفت
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گلیکولیک اسید مـی باشـند کـه توسـط سیسـتم      
و PLGA. بـا ایـن حـال،    شـوند مـی تنفس حـذف  

صـورت بـه محصولات حاصل از تجزیه آن به فقـط  
موضعی بر روي بافت مورد نظر صدمه وارد کرده و 

ــتمیک  ــمیت سیس ــا س ــا ب ــرایط ی ــی در ش و جزئ
ــن موضــوع    ــه ای ــرتبط هســتند ک آزمایشــگاهی م

سـت بـا ایـن    هاآننمایانگر سـازگارپذیري زیسـتی   
حال، کمبود جایگاه اتصالی بر روي پلیمر می تواند 
مانع چسبندگی و رشد سلولی شود. نتـایج حاصـل   

ــات  ــه  Chungاز تحقیق ــان داد ک ــاران نش و همک
انیکی به دلیل خواص مکPLGAداربست متخلخل 

و رفتار تخریبی مناسب، بسـتر ایـده آلـی را بـراي     
مـی کنـد  به بافت غضـروف فـراهم  هاسلولتمایز 

سازدمی). این داربست محیط سه بعدي اي را 46(
قبل از پیوند مجدد در توانندمیکه کندروسیت ها 

داخـل آن قـرار گیرنـد. شـواهدي وجـود دارد کــه      
ي بنیادي مزانشیمی توانایی تولید غضروف هاسلول

بالقوه دارند. یافته هاي حاصل از برخی صورتبهرا 
ي بنیادي قادر هاسلولمطالعات نشان می دهد که 

به تکمیل فرآیند بازسازي در دوره طـولانی مـدت   
نیستند. شواهد نشان می دهد که غضـروف سـازي   

و 2توسط افزایش در بیـان و تجمـع کـلاژن نـوع     
ریکان شناخته مـی شـود. نتـایج حاصـل از ایـن      اگ

تحقیق نشان داد که داربست فیبرین گلو به دلیـل  
بیان بیشـتر ژن هـاي دخیـل در تمـایز غضـروفی      

یـک  عنـوان بهنسبت به دو داربست دیگر می تواند 
ي بنیـادي  هـا سـلول داربست مناسب جهت تمـایز  

مزانشیمی حاصل از چربی در نظر گرفته شود. 
در این تحقیق، ارزیابی قابلیت حفظ و نگهـداري  

ي بنیادي مزانشـیمی حاصـل   هاسلولرشد و تمایز 
از چربی سه داربست مختلـف انجـام پـذیرفت کـه     

متفاوتی را در تمایز هايقابلیتطی آن داربست ها 
به بافت غضروفی نشان دادند. در نهایـت، داربسـت   

یل دیگـر پتانس ـ هايداربستفیبرین گلو نسبت به 
بیشتري را در جهت بیان ژن هاي دخیل در تمـایز  

یک داربست، عنوانبهظاهر ساخت و نشان داد که 
توانایی استفاده در مهندسی بافت غضروف را فراهم 

می آورد. 

تقدیر و تشکر
کهزارع و رجائی و دکتر فرهنگجناب آقایاناز
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Abstract
Background: Although the presence of articular cartilage progenitor cells is already known,
but due to lack of blood supply, its ability to heal is poor. In past, tissue engineering
approaches has been mainly focused on the collection and culture of chondrocyte cells on
biodegradable scaffolds such as polyglycolic acid in vitro and their autologous
transplantation. Recently, due to the difficulties in collecting these cells, research have shifted
to stem cells to chondrocyte production. Biological scaffolds with good mechanical
properties are important factors for tissue engineering and to provide a suitable environment
for optimal growth and differentiation of stem cells. In this study, the efficacy of three
scaffolds including alginate, poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) and fibrin glue (FG) in
creation of the perfect environment for the growth and differentiation of mesenchymal stem
was evaluated.
Methods: In this study, the alginate and PLGA and FG scaffolds were prepared and
mesenchymal stem cells were isolated from adipose tissue. Then, these cells were cultured
and differentiated on the three scaffolds, separately. After 2 weeks, chondrogenic gene
expression analysis was performed for each scaffold by Real time PCR.
Results: The results of this study showed that the highest expression of chondrogenic genes
was in the FG compared to other scaffolds.
Conclusion: It was seen that natural scaffolds have a huge potential for appropriate growth
and differentiation of cells.

Keywords: Tissue engineering, FG, Alginate, PLGA, Mesenchymal stem cells
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