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 بزرگ استخوانی که معایباست، درحالی کوچک استخوانی نقایص ترمیم به قادر خود به خود طور به انسان بدن چکیده:

 علم گذاریپایه به منجر نقایص، این رفع جهت در گرفته صورت هایتلاش باشد.نمی ترمیم به قادر پزشکی مداخلات بدون

کاپرولاکتون/ کراتین/ کاپرولاکتون/ کراتین و پلیهای پلی داربست است. در این تحقیق، شده ستخوانبافت ا مهندسی

 ،های بنیادیهیدروکسی آپاتیت با روش الکتروریسی ساخته شدند و مورد ارزیابی قرار گرفتند. سپس جهت بررسی تمایز سلول

های بنیادی مزانشیمی به سلولتمایز  روند و شد داده کشت هاهای مزانشیمی مشتق از بافت چربی بر روی سطح داربستسلول

 های آلکالین فسفاتاز و آلیزارین رد مورد بررسی قرار گرفت. افزایش فعالیتروز توسط آزمون 14و  7طی  های استخوانیسلول

حاوی  های داربستنارنجی بر روی سطح -رنگ قرمزشده و گسترده شدن معدنی تشکیل حضور مواد، فسفاتاز آلکالین آنزیم

های استخوانی  را ثابت کرد. بنابراین های مزانشیمی به سلولبود، تمایز سلول Ca+2هیدروکسی آپاتیت که نشان از حضور نانوذرات 

های کاپرولاکتون/ کراتین/ هیدروکسی آپاتیت را بستری مناسب جهت رشد و تمایز سلولنتایج حاصل از این تحقیق، داربست پلی

 کند.فی میبنیادی در مهندسی بافت استخوان معر

 

 واژه های کلیدی:

 نانو الیاف، پلی کاپرولاکتون. تمایز سلولی، کراتین، هیدروکسی آپاتیت ، مزانشیمی، بنیادی هایسلول الکتروریسی،

 

 مقدمه -1

های مرتبط با عنوان یک پاسخ به مشکلاستخوان بهمهندسی بافت 

هایی که در اثر بیماری یا تروما جایگزین کردن بافت

زده شدن یافته است. در حال حاضر، پساند، توسعهرفتهازدست

بافت پیوندی، التهاب مزمن و کمبود اهداکننده اعضا از جمله 

 اشدب مشکلات جراحان ارتوپدی و بازسازی عیوب اسکلتی می

های بدن، استخوان پتانسیل بالایی برای بازسازی ین بافتب در[. 1]

 مجدد دارد، بنابراین، یک نمونه مناسب برای مهندسی بافت به 

 

رود. مهندسی بافت استخوان به دنبال بازگرداندن و حفظ شمار می

عملکرد بافت استخوان انسان با استفاده از ترکیبی از اصول علوم 

ها در مواد و اصول مهندسی است. جهت رشد سلولزیستی، علم 

های ها بر روی داربستخارج بدن در مهندسی بافت، سلول

عنوان تقلیدی از شوند که این داربست بهبیومواد قرار داده می

ماتریکس خارج سلولی، نقش مهمی را در چسبندگی، رشد و 

 سلول [.3-2کنند ] ها در خارج یا داخل بدن ایفا می تکثیر سلول
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باشند که  هایی می های بنیادی جمعیت منحصر به فردی از سلول

های تمایز نیافته  ، بیان نشانگرهای سلول1توانایی خود تجدیدی

های تخصص یافته را دارا  اولیه و تمایز به انواع مختلفی از سلول

، 3، پرتوان2های بنیادی به چهار دسته همه توان باشند. سلول می

 شوند.تقسیم بندی می 5وانو تک ت 4چند توان

توان، های بنیادی پرسلول ،6(MSCمزانشیمی ) بنیادی هایسلول

غیرخونی هستند که از بافت بالغ استخراج شده و توانایی  مولد و

مانند گلبول قرمز،  ،هایی که منشا مزانشیمی دارندتمایز به سلول

را های استرومال استئوبلاست، آدیپوسیت، فیبروبلاست و سلول

از جمله بافت های خاصی توان از بافترا می MSCباشند. دارا می

ضریع،  اسفنجی، پرده ای، چربی، خون، استخوانماهیچه

استخراج  دندان و اسکلتی سینوویال، ماهیچه غشاء پریوستئوم،

 طولانی مدّت برای را خود نوزایی خود قابلیت هاسلول کرد. این

 هایسلول و غضروف استخوان، به توانندمی و کنندمی حفظ

مزانشیمی به  بنیادی هایسلول تمایز پدیده. [4] یابند تمایز چربی

و  محیطی عوامل که استای پیچیده فرآیند های استخوانی،سلول

 منظور به معمول طور هستند. به دخیل آن در مختلفی شیمیایی

 مختلفی ، ترکیباتاستخوانی های به سلول MSCی هاتمایز سلول

 به فسفات و بتاگلیسرول اسکوربیک اسید ،7دگزامتازون مانند

 القای در فرآیند دگزامتازون گردد.می اضافه کشت محیط

 کند. ازمی ایفا کلیدی نقش  In Vitroمحیط در سازیاستخوان

ترشح کلاژن  افزایش اسید اسکوربیک موجب دیگر طرف

 بتاگلیسرول شود.می تکثیر حال در مزانشیمی هایسلول توسط

 معدنی سازی در آلی از فسفات غنی منبع عنوان به نیز فسفات

حضور  همچنین، .[5]باشدموثر می خارج سلولی ماتریکس

های بنیادی کننده تمایز سلولتایید فسفاتاز آلکالینن و یاستئوپوینت

 .[6] باشند می یا سلول های استخوانی مزانشیمی به استئوبلاست

های مهندسی بافت، خاب مواد زیستی برای ساخت داربستانت

 .[8-7]باشدبازسازی بافت مییع در تسرپارامتر بسیار مهمی برای 

از  اتصال سلولقابلیت کراتین مشتق شده از پشم و موی انسان 

و گلوتامیک اسید  8(LDVاسپارتیک اسید والین )-لوسین طریق

چسبندگی افزایش  سببکه  دارد( EDSسرین )-اسپارتیک اسید

کند مطلوب ایجاد میبعدی ماتریس سههمچنین . دشومی ها سلول

یمر پل. [9] دهدسبندگی و تکثیر سلولی را میکه اجازه نفوذ، چ

، زیست سازگاری عالیزیست به علت(Kr)  کراتین طبیعی

در مهندسی  در طبیعت ی آنفراوان و ی، آبدوستیپذیرتخریب

کاپرولاکتون پلی .[10] مورد توجه قرار گرفته است پزشکی

(PCL) سازگار و مصنوعی با خواص الاستومری، زیست پلیمری

با توجه به ویسکوزیته باشد. این پلیمر دارای خاصیت آبگریزی می

با افزودن  .سازدرا فراهم می د قابلیت تولید الیافمناسبی که دار

-افزایش می پلیمرچسبندگی سلولی و آبدوستی  PCLبه  کراتین

به دلیل ترکیب شیمیایی و  (HA)هیدروکسی آپاتیت . [11] یابد

عنوان جایگزین تواند بهساختار مشابه با استخوان طبیعی می

نانو ذرات هیدروکسی آپاتیت دارای استخوان استفاده شود. 

ساختار سه بعدی نانو مشابه با ساختار معدنی موجود در بافت 

د بسیار موثر در تواند، بنابراین میباشی استخوان میخارج سلول

محیطی  ،د. این مواداستخوان باش کاربردهای مهندسی بافت

سبب تحریک  که می باشندها مناسب جهت رشد و تکثیر سلول

گردند. رسوب مواد معدنی استخوان در روی سطح داربست می

های های مزانشیمی به سلولهمچنین باعث تحریک تمایز سلول

 . [12] شونداستخوانی می

لیاف با استفاده از نیروی الکتروریسی به معنی تولید ا

از در رنج نانو استاتیکی است که منجر به تولید الیاف الکترو

 .[13] گرددمینانوذرات  -های کامپوزیتی متشکل از پلیمرمحلول

سطح  نسبت مانند به فردی منحصر های ویژگی دارای انوالیافن

ریز برای  بسیار منافذ اندازه با فراوان تخلخل و زیاد بسیار حجم به

 نانوالیاف . بنابراین،باشندها میافزایش رشد و چسبندگی سلول

 بافت، مهندسی پزشکی مانند کاربردهای در مهمی نقش توانندمی

 .[14] باشند داشته ها پوش زخم و دارو رهایش

داربست  زیست فعالی، خواص فیزیکی و لی و همکاران

کاپرولاکتون/ سیلیس را برای ترمیم بافت کامپوزیتی چند لایه پلی

درصد زنده مانی  و افزایش استخوان مورد ارزیابی قرار دادند

بر روی  و رسوب کلسیم (ALPفسفاتاز) آلکالینفعالیت ها، سلول

ها که نشانه تمایز سلول های بنیادی به سلول های داربستسطح 
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و  رشد در تحقیقی دیگر .[15] کردند مشاهدهاستخوانی بود را 

داربست نانو روی سطح سلول های بنیادی مزانشیمی بر  تمایز

کاربرد در جهت  ژلاتین حاوی هیدروکسی آپاتیت /الیاف سلولز

با اصلاح سطح . گرفتمورد بررسی قرار  مهندسی بافت استخوان

سطح دارای بار منفی  ،نانو الیاف سلولزی با هیدروکسی آپاتیت

این  نتایجدهد. گردد و جوانه زنی هیدروکسی آپاتیت رخ میمی

 های بنیادی مزاشیمیسلولو تمایز رشد و تکثیر نشان داد،  تحقیق

 HAبا  اصلاح شده روی سطح داربست بر های استخوانیبه سلول

 ،سطح دارای بار منفی یابد.افزایش می HAنسبت به داربست بدون 

کلسیم روی  و نمایدرا به سمت خود جذب می کلسیم هاییون

. کندجذب می خود به سمترا استئوکلسین دارای بار منفی سطح، 

 معرفرسوب بیشتر یون کلسیم بر روی سطح داربست بنابراین، 

-میهای استئوبلاست به سلول های بنیادی مزانشیمیتمایز سلول

 داربست رن و همکاران جهت بازسازی استخوان، .[16]باشد

به روش را پلی کاپرولاکتون  نانوالیاف ژلاتین/ یکامپوزیت

بر روی سطح سازی قابلیت استخوان و الکتروریسی ساختند

آمیزی آلیزارین رنگ آزمون با استفاده ازداربست ساخته شده را 

که نشانه تمایز سلولی  رسوب کلسیم مورد ارزیابی قرار دادند.رد 

 نانوالیاف ژلاتین/ با جذب رنگ قرمز بر روی سطح داربست بود

در ژلاتین  حضورپلی کاپرولاکتون اثبات گردید. همچنین، 

باعث  و کردایفا  هانقش مهمی در چسبندگی اینتگرینداربست 

 .[17] گردیدبر روی سطح داربست  هاچسبندگی سلول

بر پایه  داربست نانو الیاف الکتروریسی شده ای دیگر،مطالعهدر 

نانو ذرات هیدروکسی آپاتیت و  تقویت شده باکاپرولاکتون پلی

مورد  جهت کاربرد در مهندسی بافت استخوانکربنات کلسیم 

نانو ذرات هیدروکسی آپاتیت و  افزودنبا  قرار گرفت. بررسی

رشد و تکثیر  ،استحکام کششیبه نانو الیاف،  کلسیمکربنات 

 .[18] افزایش یافتهای استخوانی بر روی سطح داربست سلول

ادوارد و همکاران انجام شد، طی تحقیقاتی مشابهی که توسط 

با توجه  کاپرولاکتون/ کراتین ساخته شد.پلیداربست دو جزئی 

-به نتایج به دست آمده با افزایش نسبت کراتین به پلی

تی نمونه ها و در آبدوس خواص مکانیکی کاهش و کاپرولاکتون،

لعات مطا اما. [19] های استخوانی افزایش یافتپی آن رشد سلول

-پلی تمایز سلولی بر روی سطح داربستبررسی در مورد کمی 

انجام ( PCL/Kr/HAکاپرولاکتون/ کراتین/ هیدروکسی آپاتیت )

به  PCL/Kr/HAگرفته است. بنابراین در این مطالعه داربست 

تمایز  بر روی HAتاثیر ذارت  روش الکتروریسی ساخته شد و

 های استخوانی در داربستبه سلول سلول های بنیادی مزانشیمی

فسفاتاز و رنگ آمیزی  آلکالینآنزیم  هایبا روش ساخته شده

 .مورد بررسی قرار گرفت آلیزارین رد

 

 تحقیقانجام  مواد و روش -2

 30واندازه ذرات  %98در این تحقیق کراتین با درجه خلوص 

( وهیدروکسی MV= 70-90KDنانومتر، پلی کاپرولاکتون )

 Sigma–Aldrichنانومتر از شرکت  200آپاتیت با اندازه ذرات 

 ( وFBSجهت بررسی تمایز سلولی سرم گاوی ) خریداری شد.

همچنین،  تهیه شد. Gibcoاز شرکت  F12-DMEM محیط کشت

دگزامتازون و ، 9فسفات-2اسید  آسکوربیک - Lگلوتارآلدهید و

  خریداری شد. Sigma–Aldrichفسفات از شرکت  گلیسرول بتا

 

 الیافنانو داربست ساخت  -1-2

دو محلول  ، ابتدا[20] پلی کاپرولاکتون/ کراتین محلول تهیه برای

اسید استیک و  در حلالکراتین  آماده گردید. PCLکراتین و 

در حلال اسید استیک و اسید  PCL و (3:1اسید فرمیک به نسبت )

به  توسط همزن مغناطیسی h24 ( به مدت3:1فرمیک به نسبت )

شده با نسبت  دو محلول آماده سپس، شدند. حلولم طور جداگانه

دقیقه مخلوط  20زمان ( توسط همزن مغناطیسی برای مدت3:2)

کاپرولاکتون/ کراتین/ پلی محلول آماده سازیشدند. برای 

در حلال اسید استیک و اسید فرمیک با  HA،هیدروکسی آپاتیت 

و در حل گردید  h 1( توسط همزن مغناطیسی به مدت 3:1نسبت )

دقیقه با دستگاه التراسونیک پروبی  15مدت زمان  براینهایت 

(Top Sonics- )نانوالیاف های داربستهموژنایز گردید. ایران 

-MEDIFUSION MS) دستگاه الکتروریسی با مهندسی بافت

2200-Syringe Pump) کاپرولاکتون/ پلی. محلول ساخته شدند



  1399فصلنامه علمی پژوهشی فرآیندهای نوین در مهندسی مواد / سال چهاردهم / شماره اول / بهار                                                                                                58

 

جداگانه کاپرولاکتون/ کراتین/ هیدروکسی آپاتیت پلیو  کراتین

قرار داده  cm4و طول  mm6/0هرکدام در سرنگ با قطر سوزن 

، ولتاژ ml/h 1/0 شدند و با تنظیم پارامترهای دستگاه با نرخ تغذیه

kV20  و فاصله کلکتور تا نوک سوزنcm 10  الکتروریسی دو

 (.1نمونه انجام گرفت)شکل

 

 
 به روش الکتروریسینانوالیاف شماتیک ساخت داربست  (:1)شکل

 

  داربست هامشخصه یابی  -2-2

ها و بررسی ساختار و قطر الیاف از به منظور ارزیابی داربست

-KYKY-SBC-12) (SEMمیکروسکوپ الکترونی روبشی)

ها با طلا پوشش داده شدند و سپس استفاده شد. ابتدا نمونه (2200

، به طور Image jتصویربرداری انجام گرفت و توسط نرم افزار 

گیری  انتخاب و میانگین قطر متوسط الیاف اندازه لیف 20تصادفی 

سطح  ،فسطح نانوالیا زاویه تماسمیزان  [20] قبلی هدر مطالع .شد

های پذیری و خواص مکانیکی داربستزیست تخریب ویژه،

زارش گردید. با ی قرار گرفت و نتایج گشده مورد بررسساخته

گزینه  توجه به نتایج حاصل از تحقیق قبلی، نمونه های ساخته شده

خوان مناسبی برای کاربرد به عنوان داربست در مهندسی بافت است

تمایز  ،در این تحقیق . بنابراین، در ادامه مطالعه قبلیشدمعرفی 

ر روی سطح ب های بنیادیمانی سلولزندهسلولی و بررسی 

یابی برای کاربرد در مهندسی بافت استخوان مورد ارز هاداربست

    قرار گرفت.

 بررسی سمیت سلولی -2-3

آماده سازی نمونه ها -2-3-1  

-پلیهای های استخوانی بر روی داربستمانی سلولزندهمیزان 

سی کاپرولاکتون/ کراتین/ هیدروکپلی وکاپرولاکتون/ کراتین 

ارزیابی  MTT (Methyl Thiazol Tetrazolium)با روش  آپاتیت

های وربر روی کا الکتروریسی ها،نمونهسازی آماده برای. شد

سرنگ تزریق دستگاه . انجام گرفتمتر میلی 15ای با قطر شیشه

شاهده م (2) همانطور که در شکلالکتروریسی برای تهیه نانوالیاف 

 در مرحله بعد، .گیردمی صورت عمودی قرار  بهگردد، می

 12 ف کشت سلولدرون ظر حاوی نانوالیاف ایکاورهای شیشه

 25ا ت 20با توان  گاما پرتو باروز  5به مدت و  گرفتخانه قرار 

 گردید.کیلوگری استریل 
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 MTTبرای آزمون بر روی کاورهای شیشه ای  الکتروریسی نانو الیاف (:2)شکل 

 

 MTTآزمون  -2-3-2

استخوانی رده  سلول برای انجام آزمون سمیت سلولی،

از بانک سلولی انستیتو پاستور   MG-63 (NCBI C555)سلولی

به فلاسک سلول ها ها، . پس از دفریز کردن سلولتهیه شدایران 

 (FBS) گاوسرم جنین  %10 حاوی RPMIحاوی محیط کشت 

 و غلظت %90رطوبت با شرایط در انکوباتور  انتقال داده شد و

2CO %5  در دمایC° 37  روز  سهمحیط کشت هر  و گرفتقرار

سمیت سلول ها در برای بررسی میزان  تعویض گردید.یکبار 

میکرولیتر محیط کشت بر  100 باسلول  1×410 تماس با نمونه ها،

کشت ظرف  های در چاهک موجودهای روی هر یک از نمونه

 .داده شدقرار  ساعت در انکوباتور 4 مدت برایسلول ریخته شد و 

اوی سلول و محیط کشت بدون ح چاهک سهاین آزمون، در 

پس از  در نظر گرفته شد. منفی عنوان کنترلبه حضور نمونه

 500و  گردیدها خارج روی نمونهکشت  روز محیط سه گذشت 

لیتر در هر چاهک گرم بر میلیمیلی 5/0با غلظت  MTT میکرولیتر

ساعت درانکوباتور قرار گرفت. پس از  4ریخته شد و به مدت 

ها خارج شد و ایزوپروپانول ساعت محلول روی سلول 4گذشت 

شده حل شود.  رنگ ایجادها اضافه گردید تا بلورهای بنفشبه آن

ی دقیقه بر رو 15، پلیت به مدت MTT برای حل شدن بهتر رسوب

ظرف شده به دستگاه شیکر قرار گرفت و در ادامه رسوب حل

شده در خانه منتقل شد و مقدار غلظت ماده حل 96 کشت سلول

در  (Avecinaپیشتاز طب مدل ) دستگاه الایزاریدربا ایزوپروپانول 

 ،های بیشترنانومتر محاسبه شد. چاهک دارای سلول 570موج طول

چاهک با وط به بمر ODبالاتری نسبت به   (OD)چگالی نوری

 هادرصد زنده مانی سلولرا نشان داد. سلول کمتر 

(Cell Viability)  که   می شود محاسبه (1)از رابطهsOD  چگالی

 .[16] باشدچگالی نوری نمونه کنترل می cODنوری نمونه و 

 

𝐶𝑒𝑙𝑙 𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑡𝑦 (%)  =
  𝑂𝐷𝑆   

𝑂𝐷𝐶 
× 100 (1)                                

 

 تصویربرداری  -2-3-3

 ،ها بر روی سطح داربست هابرای بررسی چسبندگی سلول

میکرولیتر  100سلول در حجم  20000 با استریل شدهی هانمونه

در  h4 برایای خانه 24 ظرف کشت سلول هایدر چاهک

 یمقدار ،هاپس از چسبیدن سلول نگهداری شدند.انکوباتور 

به هر چاهک اضافه شد. بعد از  FBS 10%محیط کشت شامل 

ها نمونه و گردید ها خارج محیط کشت روی نمونه h24گذشت 

-سلول تثبیت بیولوژیکیبرای  شدند.( شستشو فسفات)بافر  PBSبا 

قرار گرفتن استفاده شد. پس از از گلوتارآلدهید ) تثبیت کننده(  ها
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 نگهداری شدند.در یخچال  h 2 در ماده تثبیت کننده برایها نمونه

دوبار ها دو بار با آب و نمونه گردید خارج تثبیت کنندهسپس ماده 

بعد . شدندشستشو  %96و  %80، %70، %60، %50های و الکل تقطیر

چسبندگی  ها، جهت مشاهدهبر روی سطح نمونهاز تثبیت سلول ها 

 (SEM)ها با میکروسکوب الکترونی روبشینمونهسطح  ،هاسلول

 شد.تصویربرداری 

 

 های بنیادیسلول تمایز -2-4

 های استخوانی ازهای بنیادی به سلولبرای ارزیابی تمایز سلول

از بافت چربی انسان شده  استخراج مزانشیمی بنیادی هایسلول

(HMSC)10  از بانک سلولی پژوهشکده انسیتوپاستور  شدهتهیه

 DMEM+F12با محیط کشت مزانشیمی  هایاستفاده شد. سلول

غلظت و  %90رطوبت با شرایط در انکوباتور  FBS 10% شامل

2CO %5  در دمایC° 37  و محیط کشت هر سه روز  گرفتندقرار

های ی بنیادی به سلولهاتمایز سلول یکبار تعویض گردید.

ی آلیزارین رد آمیزفسفاتاز و رنگ آلکالین با دو آزمون استخوانی

مشاهده ( 3) ها در شکلسازی نمونهمراحل آماده .بررسی گردید

 شود.می

 

 
 آماده سازی نمونه ها برای انجام آزمون های تمایزل شماتیک مراح (:3)شکل 

 

 فسفاتاز آلکالین-1-4-2

 HMSCی های بنیادفسفاتاز، سلول آلکالینمنظور بررسی میزان به

حدود  . سپسندتریپسین شد ،س از رسیدن به تراکم مناسبپ

 FBS10%میکرولیتر محیط کشت شامل  300در حجم  سلول 5000

استریل شده با گاما در هر یک  داربست هایبر روی هر یک از 

همان با ها از چاهکیکی  .شدخانه ریخته  12های پلیت از چاهک

 کنترلعنوان بهبه همراه محیط تمایزی بدون داربست مقدار سلول 

در در نظر گرفته شد. نمونه های قرار گرفته در ظروف کشت 

روز و اطمینان از  1انکوباتور قرار داده شد. پس از گذشت 

لیتر محیط میلی 1، مقدار هابر روی سطح داربستها چسبیدن سلول
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ها اضافه شد. محیط کشت کشت تمایزی به هر یک از چاهک

مولار  میلی یک ،DMEM-F12، FBS 10%تمایزی حاوی 

-2اسید آسکوربیکL - لیترمیلی بر میکروگرم 50دگزامتازون،

در فاصله  بود. فسفات گلیسرول بتا مولار میلی 10 فسفات و

محیط کشت هر چاهک  یکبار، روز 4هر ، های مشخصزمان

 14و  7خارج گردید و محیط جدید اضافه شد. پس از گذشت 

 آوریها( جمعروی نمونه محلول شناورسوپرناتانت سلولی ) ،روز

مورد ارزیابی قرار  آنموجود در فسفاتاز  آلکالینمیزان  شد و

 آزمایشگاهی کیتفسفاتاز از  آلکالینجهت بررسی میزان . گرفت

 (AUDITکیت ، 911هیتاچی مدل  ،شرکت پارس آزمون)

 450در طول موج فسفاتاز  آلکالینجذب نوری  استفاده شد و

 . [16] یری شدگاندازه یدرراالایزبا دستگاه متر نانو

 

 آمیزی آلیزارین ردنگر -2-4-2

بر  رسوب کلسیمآزمونی جهت مشاهده آمیزی آلیزارین رد رنگ

 5000 به منظور انجام این آزمون، روی سطح نمونه ها می باشد.

میکرولیتر محیط کشت شامل  300 با HMSCبنیادی  سلول

FBS10%  ی قرار گرفته در چاهکهاداربستبر روی هر یک از-

چاهک و در انکوباتور قرار داده شد.  ریخته شد های ظرف کشت

عنوان کنترل همراه محیط تمایزی به به  داربست فاقدظرف کشت 

لیتر محیط میلی 1روز مقدار یک پس از گذشت در نظر گرفته شد. 

 ها اضافه شد. در فاصله زمانیبه هر یک از چاهک تمایزیکشت 

مشخص محیط کشت هر چاهک خارج گردید و محیط جدید 

خارج شد و  هاداربستروی روز محیط  14اضافه شد. بعد از 

( شستشو داده شد. در این 9/0%) NaClدو بار با محلول ها داربست

شدند و  تثبیتدقیقه  20برای  %1ها با گلوتارآلدهید زمان، سلول

 45( به مدت =2/4pH، %2سپس با محلول رنگی آلیزارین رد )

ها بار دیگر با محلول آمیزی شدند. سلولدقیقه در دمای اتاق رنگ

NaCl  با میکروسکوپ نوری سپسو شستشو داده شدند 

 . [16] تصویربرداری شدند (Hp31)مدل کیبیولوژی
 

 ارزیابی آماری -2-5

 t-studentهای به دست آمده توسط روش مقایسه آماری داده

گرفته شده و در نظر  3های شد. تعداد تکرار برای آزمون انجام

 انحراف از معیار گزارش شده است. ±نتایج به صورت میانگین
 

 بحث و نتایج -3

کاپرولاکتون/کراتین و داربست داربست پلی ،[20]در مطالعه قبلی 

هیدروکسی آپاتیت با روش  اپرولاکتون/کراتین/کپلی

زاویه تماس، سطح ویژه و استحکام ساخته شد و الکتروریسی 

کششی نانوالیاف با اعمال نیرو در دو جهت مورد بررسی قرار 

نتایج این تحقیق نشان داد که سطح ویژه داربست حاوی  گرفت.

به ترتیب از  HAنسبت به داربست بدون نانو ذرات  HAنانو ذرات 

افزایش یافت. همچنین، افزایش مدول  2g/m 10به  2g/m 5مقادیر 

-ستیک و استحکام کششی داربست پلیالا

-روکسی آپاتیت نسبت به داربست پلیکاپرولاکتون/کراتین/هید

شده با  های تهیهکاپرولاکتون/کراتین مشاهده گردید. داربست

بودند که دستیابی  %80روش الکتروریسی دارای تخلخل بالاتر از 

ها در مهندسی بافت استخوان امری ضروری به این سایز تخلخل

 باشد.ها در سرتاسر فضای داربست میبرای انتشار یکنواخت سلول

کاپرولاکتون/کراتین و پلیمتوسط درصد تخلخل در داربست 

کاپرولاکتون/کراتین/ هیدروکسی آپاتیت به ترتیب داربست پلی

یافت. با افزودن نانو ذرات % افزایش  45/90به  %54/81از 

کاهش قطر الیاف و زاویه تماس  ،هیدروکسی آپاتیت به داربست

. کاهش زاویه تماس در رخ دادداربست  و افزایش درصد تخلخل

کاپرولاکتون/کراتین/هیدروکسی آپاتیت دلیلی بر داربست پلی

ها ها بر روی سطح داربستبهبود در پهن شوندگی و رشد سلول

های حاوی باشد. نتایج تحقیق قبلی ما نشان داد داربستمی

عنوان داربست مهندسی بافت استخوان هیدروکسی آپاتیت به

ن در باشند. بنابرایدارای خواص سطحی و مکانیکی مناسبی می

های استئوبلاست و لولادامه مطالعه قبلی، میزان رشد و تکثیر س

های استخوانی مورد بررسی های مزانشیمی به سلولتمایز سلول

 قرار گرفت.
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 هاداربستسطح سی مورفولوژی ربر -1-3

 SEM میکروسکوپبا ها مورفولوژی سطح داربست

-پلی داربست های مورفولوژی سطح 4شکل  تصویربرداری شد.

 کاپرولاکتون/کراتین/هیدروکسیپلی و کاپرولاکتون/کراتین

باید توجه داشت که تراکم الیاف  دهد.را نشان می PCLو  آپاتیت

در سه داربست با یکدیگر متفاوت است چون مدت زمان 

از الیافی  PCLداربست ساختارالکتروریسی مواد یکسان نمی باشد. 

 nm 90±380قطر الیاف  متوسطبا سایز نسبتاً غیریکنواخت با 

-پلی ، مورفولوژی داربست(ب-4)شکل در  است. شده تشکیل

که این ساختار دارای  گرددیممشاهده  کاپرولاکتون/کراتین

با مقایسه  باشد.الیافی با سایز نسبتاً یکنواخت و با حداقل گره می

، کاپرولاکتون/کراتینپلیو داربست  PCLمیانگین قطر الیاف 

کراتین در ترکیب، قطر الیاف  اضافه کردنشود که با مشاهده می

یابد. کاهش می nm40±150به  nm90±380 الکتروریسی شده از

کاپرولاکتون/ کراتین/ هیدروکسی پلی، داربست (ج-4) شکلدر 

-پلیواضح است که ساختار داربست  .شودمشاهده میآپاتیت 

یک مورفولوژی از آپاتیت  کاپرولاکتون/کراتین/هیدروکسی

در  HAالیافی با سایز نسبتاً یکنواخت و ذرات از  کشیده و صاف

جهت ساخت شده است.  با حداقل گره تشکیل سطح الیاف

به محلول هیدروکسی آپاتیت 20حدود %داربست در این مطالعه 

کراتین/پلی کاپرولاکتون اضافه گردید. هدف از اضافه کردن 

حضور آن در درون الیاف و بر روی سطح الیاف  HAدرصد بالای 

است به راحتی ذرات بر روی نامحلول بود. چون این بیومتریال 

 سازی،سطح ظاهر می گردند و می توانند در تحریک استخوان 

نقش  HAجوانه زنی رشد و تکثیر سلول های استخوانی و 

  .[21] مؤثرتری ایفا کنند

روی سطح الیاف و  HAدر تصاویر میکروسکوپی اندازه ذرات 

محاسبه  nm24±85و nm34±70قطر الیاف به ترتیب معادل 

، پلی کاپرولاکتون/ کراتینمحلول  به HAگردید. با افزودن 

یابد و درنتیجه قطر الیاف می افزایش غلظت محلولویسکوزیته و 

  .[22] یابدکاهش می

 
 ن/ هیدروکسی آپاتیتکاپرولاکتون/ کراتیپلی :(ج)و  کراتین /پلی کاپرولاکتون :ب() ،کاپرولاکتونپلی  :الف() :های داربست SEMویر اتص (:4)شکل 



 63                                                                                             ...   یاستخوان یبه سلول ها یمیمزانش یادیبن یسلول ها زیبر تما تیآپات یدروکسینانوذرات ه ریتاث

 
 

  In vitro آزمون  -2-3
 هازیست سازگاری داربست -1-2-3

ها در بر روی سطح داربست MG-63های مانی سلولمیزان زنده

 در داربستها  مانی سلولشود. میزان زندهمشاهده می (5)شکل 

ن/ کاپرولاکتون/کراتیپلیو داربست  کاپرولاکتون/کراتین پلی

که نشان  باشدمی %115و  %100به ترتیب  هیدروکسی آپاتیت

 باشد.میهر دو داربست عالی  یزیست سازگاردهنده 

 

 
روز کشت بر روی  3پس از   MG-63هایمانی سلولمیزان زنده (:5)شکل 

 هاسطح داربست

 

با روش  [23] تحقیقیدر  کاپرولاکتون  داربستتتتت کراتین/پلی 

قرار گرفت.  مطالعه الکتروریسی برای ترمیم بافت استخوانی مورد

به داربستتتت پلی کاپرولاکتون، قطر یاف ا با افزودن کراتین  ز ال

nm552 ه بnm196 فت و یا ند رشتتتتد ستتتلولی و  کاهش  رو

ندگی بهبود  فتچستتتب کاهش در قطر یا یاف.  به را می ال توان 

کراتین  افزایش هدایت الکتریکی محلول الکتروریستتی با افزودن

 ستتتبباستتتیدآمینه کراتین  عاملی هایگروهبار منفی نستتتبت داد. 

این  در. گرددمی الکتروریستتیهدایت الکتریکی محلول افزایش 

کاپرولاکتون با کلسیم پلی/بست کراتینسطح دار پوشش تحقیق،

سفات  سلولمیزان زندهسبب افزایش ف سبت به داربست  مانی  ها ن

اسپارتیک -لوسین حضور اتصال سلولی فاقد کلسیم فسفات شد.

سید والین ) سطه  (LDVا بر روی کراتین در تحریک اینتگرین وا

α4β1 همچنین .باشتتدمؤثر میها  چستتبندگی ستتلولرشتتد و  و، 

سفات  سیم ف ضور کل ست ح شکیل در دارب سی منجر به ت هیدروک

گردد. این نتایج با نتایج به بر روی ستتتطح داربستتتت میآپاتیت 

کاپرولاکتون/کراتین/ هیدروکستتی پلیدستتت آمده در داربستتت 

ست  آپاتیت مطابقت دارد و حضتور هیدروکستی آپاتیت در دارب

کنترل مونه نستتبب افزایش رشتتد و تکثیر ستتلول ها حتی بالاتر از 

   می گردد.
 

 هابررسی مورفولوژی و چسبندگی سلول -2-2-3

طح سبر روی   MG-63یهامورفولوژی سلول (6)شکل در 

پهن شوندگی گردد. ها پس از سه روز کشت مشاهده میداربست

-پلیبر روی سطح داربست   MG-63یهاسلول

 پهن شوندگیاز بیشتر  کاپرولاکتون/کراتین/هیدروکسی آپاتیت

 .شدبامی پلی کاپرولاکتون/کراتینداربست  حسطها بر روی سلول

س و کاهش زاویه تما سببو کراتین حضور هیدروکسی آپاتیت 

 و در نتیجه سبب شوندها میافزایش درصد تخلخل در داربست

 ها بر روی سطح داربستسلولچسبندگی افزایش پهن شوندگی و 

-سیناتصالات سلولی مانند لودارای همچنین، کراتین  د.نگردمی

-د( و گلوتامیک اسید اسپارتیک اسیLDVاسپارتیک اسید والین )

-لولسبب افزایش چسبندگی و تکثیر س که باشد( میEDSسرین )

 . [24] شودمیبر روی داربست ها ها 

 عیبا افزودن پلیمر طبیمشاهده شد که  [19] مشابهدر پژوهشی 

ن و په ها، چسبندگی سلولکاپرولاکتونکراتین به داربست پلی

با غشای نانو فیبری  هاشوندگی و همچنین برهمکنش سلول

یتی نانو الیاف کامپوز [25] در تحقیقی دیگر. یابدمیافزایش 

 Znه با پ شدودآپاتیت یکیتوسان/پلی کاپرولاکتون/ هیدروکس

ق نشان نتایج این تحقی ساخته شد.با استفاده از روش الکتروریسی 

یاف داربست، اندازه ال بهافزودن هیدروکسی آپاتیت داد که با 

یش سطح ویژه و ، افزاسایز الیافیابد و با کاهش کاهش می

 هاو تکثیر سلول در پی آن رشددهد و رخ میدرصد تخلخل 

 یابد. افزایش می
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-پلی :(بو ) پلی کاپرولاکتون/کراتین :)الف( :ها داربست سطح روز کشت بر روی 3پس از   MG-63یهاچسبندگی سلول SEM گرافمیکرو (:6)شکل 

 کاپرولاکتون/کراتین/ هیدروکسی آپاتیت

 

 های بنیادی بررسی تمایز سلول -3-3

ظرفیتی دارند های بنیادی مزانشیمی توان تمایزی سهسلول

ها علاوه بر چربی و غضروف قادرند به دیگر این سلول عبارتبه

ها نشان داده است که سلول استخوانی نیز تمایز یابند. گزارش

 دارپذیری بالایی برخور بنیادی مزانشیمی از انعطافهای سلول

د تحت شرایط مناسب به انواعی از نتوانکه میطوری، بههستند

های بنیادی مزانشیمی به این دلیل که ها تمایز یابند. سلولسلول

استخراج بوده و از طرفی های مغز استخوان قابلراحتی از نمونهبه

سلول مناسبی برای  یابند،می راحتی تکثیردر شرایط کشت به

درمانی، سلول درمانی و مهندسی استفاده در مطالعات مرتبط با ژن

از دو روش آنزیم  ،تحقیق. در این [5] شوندبافت در نظر گرفته می

برای بررسی تمایز آمیزی آلیزارین رد فسفاتاز و رنگ آلکالین

داربست  های استئوبلاست بر رویهای مزانشیمی به سلولسلول

 7 زمان مدت برایکاپرولاکتون/کراتین/هیدروکسی آپاتیت پلی

های بنیادی مزانشیمی کشت اولیه، سلول در. استفاده شد روز 14و 

فیبروبلاستت یتا های سلولمشتق از چربتی بتا ظاهری شبیه بته 

( 7)شکل و تکثیر یافتند. در رشد  شکل بتا هستته مشخصدوکی

مزانشیمی مشتق از های بنیادی نوری سلول یتصویر میکروسکوپ

 از بعد مزانشیمی های بنیادی سلول شود.مشاهده می بافت چربی

 از مورفولوژیک تغییرات دچار های استئوبلاستسلول به تمایز

-می سیتوپلاسم در هسته موقعیت تغییر و سلول شدن گرد قبیل

 قبیل از بیوشیمیایی تغییرات هاسلول این در آن بر شوند. علاوه

 کلسیم، غلظت افزایش فسفاتاز، آلکالین آنزیم فعالیت افزایش

 نیز سلولی متابولیسم افزایش و رد آلیزارین توسط پذیری رنگ

 . [26] دهدرخ می

 

 
های بنیادی مزانشیمی مشتق از نوری سلولتصویر میکروسکوپی  (:7) شکل

 بافت چربی
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 فسفاتاز آلکالینبررسی آنزیم  -3-3-1

های استئوبلاست سلول توسط (ALPفسفاتاز ) آلکالینآنزیم 

بیان عنوان یک پارامتر بترای بهشوند، بنابراین این آنزیم تولید می

های در میان آزمون .رودبه کار می های استئوبلاستفعالیتت سلول

در  هابیولوژیکی مختلف برای تخمین میزان فعالیت استئوبلاست

 آلکالینآنزیم ترشح بررسی ، ی مهندسی بافتهاداربست تماس با

برای  .[27] باشدمی پرکاربرد های آزموناز جمله  فسفاتاز

مزانشیمی به  های بنیادیاستخوانی شدن و مشاهده تمایز سلول

فسفاتاز افزایش یابد و  آلکالینهای استخوانی باید آنزیم سلول

. [28] مشاهده گردد 1استئوپونتین، استئوکلسین و کلاژن نوع 

حضور عواملی مانند دگزامتازون ید توجه داشت که اهمچنین ب

[29] ،BMP 2 [30]  و کلاژنI [31] های در تمایز سلول

آنزیم در این مطالعه، میزان  .[32] باشندمی استئوژنیک تأثیرگذار 

روز  14و  7در طی دو بازه زمانی ها نمونهبر روی فسفاتاز  آلکالین

 آلکالینقرار گرفت. بیان آنزیم  مقایسه نسبت به نمونه کنترل مورد

نتایج  گردد.یمشاهده م (8)شکل در   هابرای تمام نمونه فسفاتاز

های فسفاتاز در داربست آلکالیننشان داد که بیان آنزیم آزمون 

-پلیو  کاپرولاکتون/ کراتینپلی

روز  7پس از گذشت  کاپرولاکتون/کراتین/هیدروکسی آپاتیت

بعد میزان این مقادیر بود که   U/Lit 33/42 و U/Lit 37 به ترتیب

 که ،فزایش یافتا U/Lit 66و U/Lit 63ه به ترتیب ب روز 14از 

میزان آنزیم آلکالین  با رابطه در >p 05/0تفاوت آماری معنی دار

 مشاهدهبرای داربست ها  7 روزه با مقایسه در 14 فسفاتاز در روز

کاپرولاکتون/ کراتین/ در داربست پلی HAحضور  .شد

. [33] شودمی ALPمنجر به تولید بیشتر آنزیم هیدروکسی آپاتیت 

HA  میدارای خواص زیست فعالی و بازسازی بافت استخوان-

باشد که علت این پدیده، پروتئین استئوکلسین می که [34] باشد

ترین پروتئین غیر کلاژنی استخوانی است و به عنوان پروتئین مهم

کند. های استئوبلاست را تحریک میسلول ،دهندهسیگنال

است که های ساختاری پروتئین استئوکلسین نشان دادهبررسی

در  HAکه با حضور  می باشدبار منفی دارای سطح این پروتئین 

و جذب  محیط سبب برقراری پیوند کلسیم با سطح استئوکلسین

 . [35] گرددمی یون مثبت کلسیم

 

 
 7بازه زمانی  دردر کنار داربست ها فسفاتاز  آلکالینمیزان نمودار  (:8)شکل 

 روز 14و پ

 

 در تماس باهای بنیادی مزانشیمی رشد سلول [16]ای در مطالعه

اصلاح شده با هیدروکسی  نانو الیاف سلولز /های ژلاتینداربست

بررسی  جهت کاربرد در مهندسی بافت استخوان موردآپاتیت 

. نانو الیاف سلولزی دارای سطح ویژه مناسب جهت گرفتقرار

باشد و با اصلاح سطح نانو الیاف سلولزی با می هاسلولرشد 

زنی گردد و جوانهسطح دارای بار منفی می ،هیدروکسی آپاتیت

رشد و تکثیر  دهد و در نتیجهرا افزایش میهیدروکسی آپاتیت 

سطح دارای بار  چون .یابدمیهای بنیادی مزاشیمی افزایش سلول

تحقیقی در . نمایدمیمنفی یون کلسیم را به سمت خود جذب 

نانوهیدروکسی  /ژلاتین کاپرولاکتون/داربست پلی ،[33] مشابه

تکثیر و  و با روش الکتروریسی ساخته شد D3آپاتیت /ویتامین 

استخوان با استفاده از روش  هایبه سلول های بنیادیسلولتمایز 

MTT فعالیت ،ALP مورد ارزیابی قرار  رد رنگ آمیزی الیزارین و

 ذراتحضور نانونتایج این مطالعه نشان داد که  گرفت.

 در ALPهیدروکسی آپاتیت در داربست منجر به افزایش فعالیت 

نشانه  که معدنیترشح ماتریکس افزایش  ،(14)روز  اول روزهای
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افزایش تمایز و( 21در مراحل پایانی )روز رسوب کلسیم است 

 شود. میهای بنیادی به سلول های استخوانی سلول

حضور هیدروکسی آپاتیت بر روی سطح توان می ،بنابراین

بر  دلیلیرا  کاپرولاکتون/کراتین/هیدروکسی آپاتیتپلیداربست 

یشتر یون کلسیم رسوب بو  های استخوانیرشد سلول بیشتر هدایت

انشیمی به تمایز سلول های مزدر مقایسه با نمونه کنترل و در نتیجه 

  دانست. های استخوانیسلول
 

 آمیزی آلیزارین ردرنگبررسی  -2-3-3

های مزانشیمی فسفاتاز سلول آلکالینمیزان کلسیم و فعالیت آنزیم 

توان برای پس می، [32] باشدو استئوبلاست با یکدیگر متفاوت می

های بنیتادی مزانشیمی بته تشخیص تمایز آزمایشتگاهی سلول

آمیزی فسفاتاز از رنگ آلکالینانجام تست استئوبلاست، علاوه بر 

آلیزارین نیز استفاده نمود. آلیزارین رد یک ترکیب آلی استت 

ها به را در سلول طور اختصاصتی ماتریکس معدنی شدهکته به

 شدت رنگ ی کهطورکند، بهرنگ آمیتزی می، رنگ قرمز

پذیری بافتت بتا میتزان متواد معدنی موجود در متاتریکس آن 

 ،[38-37] های مشابه. با توجه به گزارش[36] ارتبتاط مستتقیم دارد

آمیزی آلیزارین رد دلیلی بر تشکیل نودولهای مثبت شدن رنگ

های بنیادی و تمایزهای سلول هاکلسیمی در ماتریکس سلول

کلسیم نشانه  . رسوبباشدمیهای استئوبلاست مزانشیمی به سلول

باشد که با استفاده از های استخوانی میمینرالیزاسیون در سلول

در مشاهده است.  نارنجی قابل -رنگ آلیزارین رد به رنگ  قرمز

و وقوع  گرفتروز انجام  14کشت تمایزی به متدت این مطالعه، 

نتیجه  (9)شکل  .گردیدتمایز بارنگ آمیزی آلیزارین رد ارزیتابی 

 دهد. ها را نشان مینمونه آمیزی آلیزارین رد در روی سطحرنگ

 

 
و  پلی کاپرولاکتون/ کراتیننمونه کنترل، ب( داربست  الف( 14 در روزها  داربستسطح بر روی آمیزی آلیزارین رد نوری رنگ یتصاویر میکروسکوپ (:9)شکل 

 .کاپرولاکتون/ کراتین/ هیدروکسی آپاتیتپلیج(داربست 
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های شود که سلولالف( نمونه کنترل مشاهده می-9در شکل )

 است و پس ازبنیادی مزانشیمی تحت تمایز قرار نگرفته 

گردد. عدم رنگ آمیزی با آلیزارین رد رنگ قرمز ظاهر نمیرنگ

باشد، آمیزی سطح نمونه، نشانه عدم حضور کلسیم در سطح می

آمیزی آلیزارین رد در است. رنگ رخ ندادهبنابراین تمایز سلولی 

کاپرولاکتون/ کراتین/هیدروکسی پلیروی سطح داربست 

با شدت  کاپرولاکتون/ کراتینپلینسبت به داربست  آپاتیت

نارنجی مشاهده گردید که این دلیلی بر -بیشتری به رنگ قرمز

کاپرولاکتون/ پلیرسوب بیشتر کلسیم بر روی سطح داربست 

تاییدی بر افزایش تمایز  کراتین/ هیدروکسی آپاتیت و همچنین

باشد. میهای استوبلاست های بنیادی مزانشیمی به سلولسلول

-پلینارنجی بیشتر در داربست -رمزحضور رنگ ق

به دلیل حضور  کاپرولاکتون/کراتین/ هیدروکسی آپاتیت

هیدروکسی آپاتیت است که دلیل این امر مطابق با مطالعات مشابه 

، [32] ایدر مطالعهباشد. مه توضیح داده شده است میکه در ادا

کاپرولاکتون/ های پلیانشیمی روی داربستهای مزتمایز سلول

کلاژن/ هیدروکسی آپاتیت با حضور فاکتور رشد مشتق از 

مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان دادند  11(PDGFپلاکت )

های حاوی ها در داربستکه رسوب کلسیم و استئوکلسین

های فاقد داری نسبت به داربستطور معنیهیدروکسی آپاتیت به

های یابد. بنابراین تمایز سلولهیدروکسی آپاتیت افزایش می

بیشتر  HAهای حاوی های استخوانی در داربستبنیادی به سلول

نیز مشاهده  [33]قابل مشاهده است. در مطالعه مشابه با این تحقیق 

در داربست مهندسی بافت، سبب افزایش  HAگردید که حضور 

نارنجی حاصل از رنگ آمیزی  -گسترده شدن رنگ قرمز

سلول  آلیزارین رد بر روی سطح داربست که دلیلی بر اثبات تمایز

 باشد، می گردد.های بنیادی به سلول استخوانی می

 
 نتیجه گیری -4

هیدروکسی  کاپرولاکتون/کراتین/داربست پلی ،تحقیقدر این 

اثر هیدروکسی آپاتیت  و آپاتیت با روش الکتروریسی ساخته شد

های استخوانی جهت های مزانشیمی به سلول بر میزان تمایز سلول

. رشد استخوان مورد بررسی قرار گرفت کاربرد در مهندسی بافت

 HAحاوی  هاهای استخوانی بر روی سطح داربستو تکثیر سلول

بیشتر تمایز همچنین  بود.ها سازگاری عالی داربستنشان از زیست

های به سلولمشتق از چربی انسانی های بنیادی مزانشیمی سلول

فسفاتاز و رنگ آمیزی  آلکالیناستئوبلاست توسط بررسی آنزیم 

 .مشاهده گردید HAنانو ذرات  حاویآلیزاین رد در داربست 

آبدوستی مناسب  سطح ویژه و درصدتخلخل،بنابراین با توجه به 

های های بنیادی مزانشیمی به سلولعالی سلول زسطح و تمای

هیدروکسی  کاپرولاتون/پلی کراتین/ داربستاستخوانی در 

 برای کاربرد درگزینه مناسبی  را  داربستتوان این می آپاتیت

 مهندسی بافت استخوان معرفی نمود. 
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Abstract 
The human body process can spontaneously repair small bone defects, while large bone defects cannot 

be repaired without medical interventions. Efforts to eliminate these shortcomings have led to the 

foundation of bone tissue engineering. In this research, polycaprolactone/keratin scaffold and 

Polycaprolactone/keratin/hydroxyapatite scaffold were fabricated using electrospinning method and 

were evaluated. Then, in order to evaluate the cellular differentiation, adipose tissue-derived 

mesenchymal stem cells were cultured on scaffolds and the process of differentiation of mesenchymal 

stem cells into bone cells for 7 and 14 days was investigated by alkaline phosphatase and alizarin red 

test. Increase of the activity of the enzyme alkaline phosphatase, the presence of the minerals and the 

red-orange-color extended on the scaffolds containing hydroxyapatite nanoparticles that  confirmed the 

presence of Ca + 2, demonstrated the differentiation of mesenchymal cells into bone cells. Therefore, 

the results of this study suggest that the polycaprolactone/keratin/hydroxyapatite scaffold is a suitable 

substrate for proliferation and differentiation of stem cells for bone tissue engineering.  

 

Keywords: Electrospining, Mesenchymal Stem Cells, keratin, Hydroxyapatite, Cellular 

Differentiation, Nano fibers, Polycaprolactone. 
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