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  چکیده
این تحقیق ارائه  زشده است. هدف انجام هاي بنیادي اسلول به همراه پذیرزیست تخریب عددي در زمینه دستیابي به داربستيمتمطالعات 

هاي با بررسي توانایي رشد، تکثیر، عدم تمایز و مرگ سلولي سلول(PEO)  اتیلن اکسایدپلي –((Csکیتوسان پذیر یست تخریبز داربست

 داربست . اینشد امانج 1به  3به نسبت  Cs/PEOساخت داربست ابتدا  .بوده است( بر روي آن BMSCsمغز استخوان ) بنیادي مزانشیمي

هاي استخوان ران موشمغز از  BMSCs هاي% قرار گرفته و استریل شد. سلول1ژلاتین  پوشش داده شده با ايخانه 49پلیت در اسکافولد  یا

و  گروه ژلاتینهاي ژلاتیني به عنوان ، در خانهخالي پلیت به عنوان گروه شاهدهاي صحرایي بالغ استخراج و پس از سه مرحله پاساژ در خانه

هاي در حال مرگ در طي روزهاي دوم، کشت داده شد. میزان تکثیر، عدم تمایز و سلول به عنوان گروه تجربي روي داربست بر چنینهم

ها بر روي داربست حفظ شده و مشابه گروه شاهد بود. نتایج نشان داد که مورفولوژي سلول مورد بررسي قرار گرفت. در پلیت چهارم و ششم

هاي ها نشان داد درصد تمایز سلول. یافتهبود گروه شاهدمشابه  ها روي داربست در روزهاي متوالي افزایش یافته وزان تکثیر سلولمی

BMSCs  گیري نهایي نتیجه کشت شده روي داربست در پایان روز ششم مشابه گروه شاهد بود.هاي لدر سلوو درصد میزان مرگ سلولي نیز

از داربست پذیر منجر به ارائه مدلي زیست تخریب Cs/PEOروي داربست  BMSCsهاي عدم تمایز و عدم مرگ سلولتکثیر،  نشان داد

 تواند در مهندسي بافت مورد استفاده قرار گیرد.گردید، که مي

 هاي استرومایي مغز استخوانسلول اتیلن اکساید، داربست،کیتوسان، پلي کلیدي: کلمات

 مقدمه

ه زخم ژهاي درمان نقص یا آسیب به ویشاز جدیدترین رو

هاي بسیار نازک تهیّه هاي پوستي، استفاده از لایهو آسیب

باشد. آزمایشات و تجربیّات شده از پلیمر کیتوسان مي

مختلف، نشان داده است که در این روش سرعت ترمیم 

هاي مرسوم، بیشتر بوده و جراحت، نسبت به سایر روش

سازگاري، زیست تخریب یستخود کیتوسان به لحاظ ز

هاي دفاعي بدن نقش موثري در پذیري و عدم تحریک پاسخ

دستاوردهاي بیولوژیکي در  [.5ترمیم و بهبودي دارد ]

-خصوص کشت سلولي با استفاده از مواد زیست نخریب

-ها در حال حاضر ميترین تکنیکپذیر، یکي از امیدبخش

توسط  1554ل کیتوسان براي اولین بار در سا .[7] باشد

هایي و به دلیل ویژگي [5] کشف شد Rougetپروفسور 

سازگاري ژنیک و زیستپذیري، غیرآنتيچون زیست تخریب

 هاي پزشکي مثل پوشش زخم، کاربرد وسیعي در زمینه[14]

و  [4] هاي انتقال دارو، سیستم[1] ، معالجه زخم[6]

 [16 ،15] مهندسي بافت دارد
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 زیست سازگار سنتزيیک پلیمر (PEO) اتیلن اکسایدپلي

 و [3] بوده که باعث کاهش ویسکوزیته کیتوسان مي شود.

 در محدوده وزن مولکوليپلیمري از اتیلن اکساید است که 

g/mol 42222 [4] بیشترین کاربرد را داراست .   

آل براي پیوند باید خصوصیاتي نظیر دستیابي هاي ایدهسلول

حیط کشت، قدرت حیات آسان، قدرت تکثیر سریع در م

-طولاني، عدم رد پیوند در میزبان را داشته باشند که سلول

تمامي این  (BMSCsمزانشیمي مغز استخوان )بنیادي  هاي

قادر به تولید انواعي از ها باشد. این سلولصفات را دارا مي

ها بوده و در سلول درماني فاکتورهاي تروفیک و سایتوکاین

 .[19] گیرندورد استفاده قرار ميو مهندسي بافت بسیار م

 پذیر ازتخریب هدف از مطالعه حاضر ارائه داربستي زیست

-است که سلول( Cs/PEO) اتیلن اکسایدپلي -کیتوسان 

بر روي آن بیشترین تکثیر سلولي و کمترین  BMSCs هاي

جه با آن بدون تمایز در موا مرگ و میر سلولي را داشته و

از آن جهت اهداف پزشکي استفاده توان بکه  باقي بمانند

 نمود.

 کارمواد و روش 

به عنوان پلیمر اصلي و با وزن ملکولي پایین پلیمر کیتوسان 

گرم  253/2به میزان ، PEOو پلیمر  گرم/. 45به میزان  پایه

ب آسي سي 122از شرکت سیگما در  به عنوان پلیمر کمکي

براي تهیه  مولار 5/2استیک اسید حلال  با کمکدوبار تقطیر 

، اتیلن درصد/. 45گردید. پودر ژلاتین، تریپسین غشا استفاده 

-ها و رنگ، معرف(EDTA 0.04%% )29/2دي تترا آمین 

ها از شرکت مرک آلمان کتامین و زایلازین از شرکت 

از شرکت  α-MEM محیط کشت. تهیه شد آلفاسن هلند

از شرکت فلوکا  X-100 ریتونتو  ستانجیبیکو انگل

جهت استخراج  صحرایيهاي ري شد. موشخریدا

BMSCs  از آزمایشگاه حیوانات مرکز تحقیقات علوم

 .  ندپژوهشگاه بقیه ا... )عج( تهیه شد اعصاب

با رعایت اصول کار با  :BMSCsهاي استخراج سلول

-از استخوان BMSCs هايسلول حیوانات آزمایشگاهي،

هفته  5-6هاي ران موش صحرائي بالغ نژاد ویستار باسن 

استخراج گردید. بدین ترتیب که پس از بیهوش کردن 

گرم میلي 5کتامین و  گرم بر کیلوگرممیلي 52حیوان مخلوط 

توسط محلول بتادین جراحي و  [.13]زایلازین  بر کیلوگرم

به طور کامل ضد درصد اندام خلفي و پشت حیوان  72الکل 

و سپس ها از وسط دو نیم شد عفوني گردید. سپس استخوان

لیتر حاوي یک میليلیتر میلي 5با استفاده از یک سرنگ 

مغز استخوان از داخل کانال  α-MEM محیط کشت

استخوان آسپیره شد. محتوي داخل سرنگ در زیر هود در 

ریخته و درصد  FBS 12سانتي حاوي محیط و  6پلیت 

قرار گرفت. انگلیسCO2 (MMM  )سپس در انکوباتور 

محیط کشت سلولي با محیط تازه  ساعت 49پس از گذشت 

ترومایي چسبیده به کف فلاسک هاي استعویض شد. سلول

هنگامي  هاي خوني شناور حذف شدند.مانده و سلولباقي

 52تا  72هاي چسبیده به کف فلاسک به که تراکم سلول

 29/2و  Trypsin درصد/. 45ها توسط درصد رسید سلول

مل تا سه پاساژ پاساژ داده شدند. این ع  EDTAدرصد

رفولوژي یکساني ومها از ادامه یافت، در این شرایط سلول

 برخوردار شدند.

پلـي   ـکیتوسـان     1بـه   3ابتدا غشا بـا نسـبت   : کشت سلول

اي خانـه  49% بـه کـف پلیـت    1اتیلن اکساید توسط ژلاتـین  

%  و همچنـین قـرار   72، و سپس توسـط الکـل   چسبانده شد

   UVصله نیم متري از اشعهگرفتن به مدت یک ساعت در فا

پاساژ سـوم مرحلـه    BMSCs هاي استریل شدند. از سلول

از بررسـي تعـداد در   قبل سوسپانسیون سلولي تهیـه و پـس   

واحد حجم و زنده و مرده بودن آنها توسط تریپان بلو، تعداد 

هاي کشـت سـلولي اضـافه    سلول به هر کدام از پلیت 5×12

درجه  37و دماي  درصد CO2 5 شد و سپس در انکوباتور 

هـایي از پلیـت   گـروه شـاهد خانـه    قرار داده شد.گراد سانتي
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هایي از پلیت بدون ژلاتین و غشا است  و گروه ژلاتین خانه

-گروه تجربي که غشـا روي خانـه   و اندکه فقط ژلاتینه شده

رشـد و   براي بررسي میزان باشد.ميهاي ژلاتینه قرار گرفت 

هـاي مـورد نظـر در    ر کدام از خانـه هاي زنده، هتکثیر سلول

روزهــاي دوم، چهــارم و ششــم بــا میکروســکو  اینــورت  

(leica  مشاهده )و توسط دوربین دیجیتال متصـل بـه   آلمان

هـاي  کانـادا( بـا بزرگنمـایي     INFINITYIمیکروسکو  )

میـدان   5ها، مختلف عکس گرفته شد. جهت شمارش سلول

انتخـاب،   صادفيبه صورت ت х12میکروسکوپي با لنز شیئي 

ها در هر میدان شمارش و میـانگین آن گرفتـه   و تعداد سلول

خانـه   دفعـه در چهـار  شد و این کار تا سه بار تکرار، و هـر  

 تکرار شد.

در پایان روز ششم جهت : هاي در حال مرگبررسی سلول

تعیین مرگ سلولي از ماده فلورسنت آکریدین اورنج 

(mg/ml4استفاده و سلول )سته نارنجي و هاي با ه

-هاي در حال مرگ و سلولسیتوپلاسم قرمز به عنوان سلول

هاي زنده در هاي با هسته و سیتوپلاسم سبز به عنوان سلول

سلول در  122گرفته شد و جهت شمارش، تعداد  نظر

به صورت  x12میدان میکروسکوپي با لنز شیئي  3حداقل 

ال هاي در حتصادفي شمارش شد که از این تعداد سلول

هاي در و در نهایت میانگین درصد سلولمرگ مشخص 

 حال مرگ بدست آمد.

ثبوت به جهت  6ها در پایان روز سلول: ایمونوسیتوشیمی

% قرار گرفته، سپس 12دقیقه در معرض فرمالین  32مدت 

ها در دقیقه شسته شدند. نمونه 5سه مرتبه   PBSها با سلول

درصد  Triton X-100 3/2 % و12بز معرض مخلوط سرم 

به مدت یک ساعت  قرار داده شد. پس از رقیق نمودن 

و  Fibronectinهاي اولیه ضدموشي باديآنتي 10122

CD44 ها،جهت تعیین بنیادي و استرومایي بودن سلول 

گراد انکوبه درجه سانتي 9مدت یک شب در درجه حرارت 

مانند قبل مدت   PBSها پس از انجام شستشو با . سلولشد

بادي ثانویه ضد ساعت در دماي محیط در معرض آنتي ود

سپس قرار گرفت.  FITC( کونژوگه به 10422موشي )

ها توسط میکروسکو  انجام شد. نمونه PBSشستشو با 

آلمان( مورد بررسي قرار گرفت.  leicaفلورسانس اینورت )

به درصد  21/2ها از اتیدیوم بروماید جهت شمارش سلول

انجام شد.  PBS تفاده و شستشو توسطمدت یک دقیقه اس

سلول  122نحوه شمارش بدین ترتیب بود که از هر 

ها ایمونوپوزیتیو شمارش شده در مناطق مختلف تعداد سلول

مشخص هر گروه پبت شد. این کار روي سه خانه از پلیت 

 اي انجام و در مجموع آزمایش سه بار تکرار شد.خانه 49

هاي عدم تمایز سلولجهت ارزیابي خلوص و اثبات 

BMSCs ها و کشت دادن آنها، پس از بدست آوردن سلول

ها انجام شد و پس از چهار پاساژ سلولي بر روي این سلول

ها از جهت درجه خلوص مورد ارزیابي قرار آن، سلول

بادي علیه فیبرونکتین و  آنتي هگرفتند. این ارزیابي بوسیل

CD44 استفاده گردید.  

تمام مقادیر پس از سه دفعه تکرار : آماري تجزیه و تحلیل

ارایه شده است. اطلاعات  Mean ± SEMبر حسب 

آنالیز واریانس یک طرفه بدست آمده توسط روش آماري 

(ANOVA)  و آزمونTukey  مورد مقایسه قرار گرفته و

 در نظر گرفته شد. >P 25/2داري در حد سطح معني

 نتایج

میزان رشد و تکثیر : رشد و تکثیر سلول بر روي غشا

هد و ژلاتین، در روز دوم ها در هر دو گروه شاسلول

% و در روز چهارم 95( حدود 1شکل  D و A )تصاویر

 C% و در روز ششم )تصاویر 57( 1شکل E و  B )تصاویر

پر شده بود و تفاوت مشخصي از  % کاملا57ً( 1شکل  Fو 

د ولي لحاظ میزان رشد و تکثیر در بین دو گروه ملاحظه نش

ها % سلول1از لحاظ شکل سلولي، در محیط حاوي ژلاتین 

رسیدند. درصد تلاقي و میزان به نظر مي کاملا پهن و بزرگتر
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 Gتصویر ها در روي داربست در روز دوم )تکثیر سلول

( 1شکل  Hتصویر % و در روز چهارم )42( حدود1شکل 

از پلیت پر % 54( بیش از 1شکل Lششم ) % و در روز95

 داري نیز در این(. اختلاف معني1ه بودند )شکلشد

تفاوت مشخصي از  ها وجود نداشت.خصوص بین گروه

لحاظ میزان رشد در بین دو گروه شاهد و ژلاتین ملاحظه 

نشد ولي از لحاظ شکل و حالت سلولي، در محیط حاوي 

-تر به نظر ميکشیده و چسبنده ها کاملاً% سلول1ژلاتین 

ها  دگي در تمام سطوح یکسان و سلولرسند. میزان پراکن

ها در . همچنین میزان رشد سلولبودند دوکي شکل و کشیده

د که در روز ششم تمام سطح پلیت پر دامجاورت غشا نشان 

 اند.رفته ها کاملا به هم چسبیده و در هم فروو سلول

هـا پـس از شـش روز    اکثریت سـلول : بررسی مرگ سلولی

هـا دچـار مـرگ سـلولي     ز سـلول زنده بودند و درصد کمي ا

داري نیز در این خصـوص بـین   شدند که هیج اختلاف معني

 (. 1جدولها وجود نداشت )گروه

-% سلول42پس از شمارش سلولي حدود :ایمونوسیتوشیمی

 CD44بـادي علیـه فیبـرونکتین و     هاي بدست آمده به آنتي

دهنده درجه خلوص بالاي واکنش مثبت نشان دادند که نشان

 .(4جدول  و 4شکل) هاي استرومایي بودسلول

 

 
در روزهاي دوم، چهارم و ششم پس از  Cs/PEOهاي زنده با میکروسکو  اینورت در سه گروه شاهد، ژلاتین، غشا تصویر سلول ـ1شکل

 دهد.کشت سلول را نشان مي
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برابر آنتي بادي اولیه فیبرونکتین )شکل  1222یمي با بزرگنمایيپس از انجام ایمونوسیتوش ،هاي استرومایيتصویر میکروسکوپي سلول ـ4شکل 

A (، کنترل منفي )شکلB ،)CD44 شکل(C) 

 

 هاي در حال مرگ در پایان روز ششمدرصد سلول ـ1جدول 

 هاي در حال مرگ در روز ششممیانگین درصد سلول هاگروه

 6/3±4/2 شاهد

±  4/4 ژلاتین 5/2  

Cs/PEO 5/4   ± 6/2  

 

 BMSCs  هايدرجه خلوص سلول ـ4جدول

 باديهاي آنتيگروه BMSCsهاي درصد سلول

76/3±45/54  CD44 

66/9±4/44 Fibronectin 

 

 

 بحث 

ه زخـم  ژهاي درمان نقص یا آسیب به ویاز جدیدترین روش

هـاي بسـیار نـازک تهیـّه     هاي پوستي، استفاده از لایهو آسیب

شــات و تجربیّــات باشـد. آزمای شـده از پلیمــر کیتوسـان مــي  

مختلف، نشان داده اسـت کـه در ایـن روش سـرعت تـرمیم      

هـاي مرسـوم، بیشـتر بـوده و     جراحت، نسبت به سایر روش

سـازگاري، زیسـت تخریـب    خود کیتوسان به لحـاظ زیسـت  

هاي دفاعي بدن نقش موثري در پذیري و عدم تحریک پاسخ

اني از طرفي براي انجام سلول درم .[5]ترمیم و بهبودي دارد 

توان استفاده کرد که از آن جملـه  از منابع سلولي متفاوتي مي

بـه   هاي مزانشیمي مغز استخوان اشاره کرد.توان به سلولمي

درمـاني بتـوان راهکـار    رسد با تلفیـق ایـن دو روش   نظر مي

 افزایي اثر شود. هممناسبي پیدا کرد تا باعث 

توانسـتند بـر روي    BMSCsهـاي  در تحقیق حاضر سـلول 

پــذیر رشــد و تکثیــر زیســت تخریــب Cs/PEOداربســت 

مناسبي داشته و همچنین بدون مرگ سـلولي بـاقي بماننـد و    

بـراي تعیـین درصـد     .بنابراین داربستي از سلول بدست آمـد 

هاي استرومایي به دلیل وجـود گلیکـوپروتئین   خلوص سلول

هـاي   مزانشـیمي، سـلول   أهـاي بـا منش ـ  فیبرونکتین در سلول

BMSCs ــر عل ــه بـ ــو یـ ــن گلیکـ ــه روش ایـ پروتئین بـ

ایمونوسایتوشیمي رنگ شدند، بیان بسیار بالاي این پـروتئین  

 B C A 
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ها مؤید بنیادي بودن آنهـا بـود. ایـن روش توسـط     در سلول

. در تأییـد  [17] سایر محققین نیز به کار گرفتـه شـده اسـت   

نیـز  CD44  بـادي از آنتـي  BMSCsهـاي  خلوص سـلول 

ي بـادي فیبـرونکتین درصـد    استفاده شد که نتایج ماننـد آنت ـ 

هـاي  ها مثبت بودند. این نتایج بر روي سلولبالایي از سلول

. [9] بنیادي مزانشـیمي توسـط دیگـران نیـز نشـان داده شـد      

حیـوان   BMSCsهاي و همکارانش سلول لاموري همچنین

و انسان را در دو محیط جداگانه کشت داده و بـا اسـتفاده از   

ــادي ضــد فیبــرونکتین و آنتــي  Oct-4ژن  mRNAبیــان ب

در مطالعـه   .[11] هویت بنیادي بـودن آنهـا را تأییـد کردنـد    

هـا بـر   سـاعت ابتـدایي، سـلول    95رسد در حاضر به نظر مي

هـاي  ي و یا نسبت به گـروه روي غشا نسبت به روزهاي بعد

شاهد و ژلاتین رشد و تکثیر کندي دارنـد ولـي بـا گذشـت     

خـود بـا شـرایط     تطبیـق زمان در روزهاي چهارم و ششم با 

رشدشان به سرعت افزایش یافته است کـه ایـن موضـوع در    

. بـه  [12] و همکارانش نیز اینگونه بوده اسـت  منگیانتحقیق 

هـاي زنـده   تصاویر میکروسکو  اینورت از سلولکلي  طور

BMSCs در مطالعه حاضر افزایش رشد و چسبیدن سلول-

را طي روزهـاي متـوالي    Cs/PEOبه غشا  BMSCsهاي 

در طول مطالعه حفظ شده  أیید، و نشان داد که شکل سلولت

 است.

 گیرينتیجه

هـاي  سـلول  وان گفـت بـا توجـه بـه اینکـه     ت ـمـي  نهایتدر 

BMSCs توانند بر روي غشا به راحتي ميCs/PEO  رشد

و تکثیر مناسب، و مرگ سلولي بسیار کمي داشتند و با توجه 

ده و همچنـان  ها در این مدت دچار تمایز نش ـبه اینکه سلول

ایـن داربسـتي    حفـظ کردنـد، بنـابر    بنیادي بودن خودشان را

زیست تخریب پذیر از سلول به همراه غشا در مـدت زمـان   

 کوتاه بدست آمد.
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