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 دهیچك
 انکوباسیون-پیش زمان به وابسته تاثیر بررسی و شده الکتروریسی فیبروئینی داربست سنتز منظور به مطالعه این
 ابتدا گردید. انجام داربست روی بر شده کاشته های سلول تکثیر و سلولی چسبندگی روی بر کشت محیط در آن

 با وزن/حجم %3 فیبروئین محلول سپس و شد انجام فیبروئین سازی آماده و ابریشم پیله زدائی سریسین
 الکتروریسی فیبروئینی داربست آزمایشگاهی، الکتروریسی دستگاه با سپس شد. تهیه فرمیک اسید از استفاده

 در داربست انکوباسیون -پیش گرفت. قرار ارزیابی مورد نگاره الکترونی میکروسکوپ با و شده ساخته شده
 آب میزان آب، قطره تماس زاویه گیری اندازه روش با و شد انجام روز 11 و ،6 ،1 صفر، مدت به کشت محیط

 روی بر و کشت، جداسازی، رت استخوان مغز مزانشیمی های سلول سپس گردید. ارزیابی ها داربست دوستی
 DNA غلظت و (MTT روش )به ها سلول بقا میزان ها، سلول کاشت از روز 11 از بعد گردید. کاشت ها داربست

-پیش زمان مدت افزایش که دادند نشان نتایج گرفت. قرار ارزیابی مورد داربست به چسبیده های سلول ژنومی
 طور به گردید. ها سلول تکثیر و بقا افزایش و تماس زاویه کاهش به منجر کشت محیط در داربست انکوباسیون

 در ثابت الاستیسیته با شده الکتروریسی فیبروئینی داربست انکوباسیون - پیش که داد نشان کنونی مطالعه کلی
 شده کاشته مزانشیمی های سلول بقا و تکثیر افزایش متعاقبا و داربست دوستی آب افزایش به منجر کشت محیط

 بر غضروفی های سلول کاشت سازی آماده در موثر فاکتور یک عنوان به توان می یافته این از .گردد می آن روی بر
  کرد. استفاده بافت مهندسی در داربست روی
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 مقدمه
 جایگاه بخش امید فناوری یک عنوان به بافت مهندسی

 از استفاده با دیده آسیب های اندام و ها بافت ترمیم در مهمی
 اخیر الس چند طی در .[2 ,1] دارد داربست و ها سلول
 استفاده مورد های داربست ساخت برای مختلفی های روش

 و مزایا دارای کدام هر که است شده ارائه بافت مهندسی در
 در که هدفی به توجه با حال عین در و باشند می معایبی

 کار به را ها آن از یکی میتوان شود می دنبال بافت مهندسی
 از آن در که باشد می الکتروریسی ها، روش این از یکی برد.

 های محلول از ای رشته الیاف تولید برای الکتریسیته نیروی
 ساده، روش یک الکتروریسی شود. می استفاده پلیمری

 با الیافی تواند می آن بوسیله که بوده تکرار قابل و آسان،
 الیاف به پلیمر تبدیل کرد. ایجاد میکرومتر تا نانو ضخامت

 نسبت که گردد می باعث نانومتر و میکرو قطر با پلیمری
 های ویژگی آن نتیجه در و یافته افزایش ها آن حجم به سطح

 دارای و بوده منعطف حال عین در و دهند بروز را جدیدی
 و گسترده سطح داشتن .[3] باشند بالایی سختی و استحکام

 راحتی به که دهد می الیاف این به را پتانسیل این زیاد منافذ
 عنوان به بافت مهندسی در و شده متصل آن به ها سلول

 ماتریکس یک از که همانطور درست باشند، مفید داربست
 شده الکتروریسی الیاف نانو رود. می انتظار سلولی خارج
 استخوان، بافت مهندسی در استفاده برای مناسبی گزینه

 قرار استفاده مورد داربست عنوان به تا بوده عصب و غضروف
  .[4] گیرند

 توجه شده الکتروریسی الیاف به نظر این از امروزه
 و اتصال برای ها سلول با مناسبی سازگاری آنها که کنند می

 بین که هایی واکنش دارند. سلولی خارج شرایط مانند تکثیر
 در دارد وجود ها سلول و شده الکتروریسی زیستی داربست
 گرفته قرار ارزیابی مورد استخوان و غضروف بافت مهندسی

 با ها سلول واکنش زمینه در که مطالعاتی .[5] است
 ها سلول که داده نشان است شده انجام زیستی بسترهای

 به توانند نمی شوند می مواجه زیستی مواد این با که زمانی
 ساختارهای این بلکه گردند متصل آنها به مستقیم طور

 جذب را خون یا سرم های پروتئین ابتدا بایست می زیستی
 شرایط و زیستی سازگاری دارای ها سلول به نسبت تا کنند

 آن در که طبیعی محیط با مشابه .[7 ,6] گردند اتصال
 سلولی خارج ماتریکس در موجود های ئینپروت به ها سلول

 سطح به سلول اتصال تنی،-برون شرایط در گردند می متصل
 محیط در موجود چسبنده های پروتئین طریق از نیز کشت
 سرم در موجود های پروتئین .[8] دهد می رخ کامل کشت

 به باشند می اتصال به تمایل متفاوت خاصیت دارای که
 ای لایه زمان، طی در .[9] چسبند می پلیمر به رقابتی صورت

 باشد می آلبومین( )مانند شده جذب های پروتئین دارای که
 بالاتر مولکولی وزن با پروتئین دارای که ای لایه با سرعت به
 گردد می جایگزین باشد می بیشتر اتصال به تمایل خاصیت و
[11, 11]. 

 نیز بعدی سه های داربست بر آن تاثیر و پروتئین جذب
 مطالعه است. محققان توجه مورد و باشد می اهمیت دارای
 بعدی سه های داربست ساخت که است داده نشان قبلی

 فیبرونکتین محلول در آن کردن ور غوطه طریق از پلیمری
 گردد می ها آن به سلول چسبندگی دار معنی افزایش به منجر

 از شده ساخته های داربست مواجه دیگر، طرف از .[12]
 و فیبرونکتین، ،FBS با آپاتیت اسید/هیدروکسی لاکتیک پلی

 آپوپتوز کاهش به منجر داری معنی طور به ویترونکتین
 اند داشته وجود تنی برون مطالعات از تعدادی .[13] گردید

 های داربست انکوباسیون-پیش مدت-طولانی تاثیرات که
 مورد را سلولی رفتارهای روی بر کشت محیط در بعدی-سه

 قدرت مانند پلیمر های ویژگی از برخی دادند. قرار ارزیابی
 تغییر هایی محیط چنین در انکوباسیون نتیجه در آبدوستی

 از ناشی ستا ممکن تغییرات این همه .[14] کرد خواهد
 است ممکن که باشد داربست سطح در پلیمر آرایش-باز

 پلیمر انکوباسیون زمان مدت افزایش با و بوده زمان به وابسته
 داده نشان قبلی مطالعه .[15] گردد شدیدتر کشت محیط در

 در اسید لاکتیک پلی پلیمر انکوباسیون پیش که است
 است شده سلول چسبندگی افزایش به منجر کشت محیط

 پلی بعدی سه داربست انکوباسیون پیش براین، علاوه .[16]
 منجر کشت محیط در روز 7 از بیش مدت به کارپولاکتونی

 سلولی اتصال روی بر اما است شده سلولی تکثیر افزایش به
  .[17] است نداشته تاثیری
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 در زیستی مواد تیمار پیش در که هایی رویداد از یکی
 یتخاص در تغییر میدهد رخ فیزیولوژیکی کشت محیط

 بر است ممکن که باشد می زمان طی در مواد این آبدوستی
 این در بگذارد. تاثیر ها سلول تکثیر و سلولی اتصال روی

 های داربست ابتدا فرضیه، این آزمودن منظور به مطالعه
 در را شده ساخته الکتروریسی روش به که ابریشمی فیبروئین

 تماس زاویه روش از و کرده انکوبه پیش کامل کشت محیط
 پیش های داربست آبدوستی ویژگیهای بررسی منظور به آب

 روی بر تیمار پیش این تاثیر سپس شد. استفاده شده انکوبه
 طریق از رت استخوان مغز مزانشیمی های سلول تکثیر و بقا

 ارزیابی مورد ژنومی DNA غلظت سنجش و MTT تست
  گرفت. قرار

 
 ها روش و مواد

یشم فیبروئین استخراج  ابر
 )نوقان Bombyx Mori گونه ابریشم پیله انتقال از بعد

 لاروها آزمایشگاه، به بابل( شهرستان کنار-بابل منطقه داران
 جهت شدند. تبدیل ریز قطعات به و گردید خارج آن از

 در دقیقه 31 مدت به الیاف ها، پیله الیاف زدائی سرسین
 با آمریکا( آلدریچ، )سیگما سدیم کربنات بی محلول
 سریسین الیاف نمونه شد. جوشانده مولار 1012 غلظت
 مدت به اتاق دمای در و شده شسته مقطر آب با شده زدائی

 لیتیوم بروماید محلول سپس گردید. خشک ساعت 24
(LiBr) 903 تا شد آماده آمریکا( آلدریچ، )سیگما مولار 

 این به گردد. فراهم ابریشم فیبروئین محلول تهیه برای زمینه
 با ) فیبروئین شده خشک ابریشمی الیاف نمونه منظور،
 5 مدت به تا گردید اضافه محلول این به وزنی( %21 نسبت

 محلول گردد. حل سلسیوس درجه 61 دمای در ساعت
 تا گردید دیالیز ساعت 72 مدت به مقطر آب با آمده بدست

 تناوب گردد. حذف آن بروماید لیتیوم مانده باقی های نمک
 زمانی )فاصله بوده سریعتر اول روز در دیالیز آب تعویض

 8 هر ) تر طولانی بعد روزهای در و ساعت( 2 از کمتر
  .[18] شد می انجام ساعت(

 
یسی داربست ساخت   الکترور

 دمای در rpm 9111دور با شده دیالیز فیبروئین محلول
 )دامل، سانتریفیوژ دقیقه 21 مدت به سلسیسوس درجه 4

 فریز ساعت 24 مدت به -81 دمای در و گردید اسلوونی(
 با ساعت 24 مدت به شده فریز محلول بعد، مرحله در شد.

 گردید. خشک چین( )هاواچ، انجمادی کن خشک دستگاه
 حل فرمیک اسید در ابریشم فیبروئین از مقداری سپس
 بعد مرحله در آید. بدست وزن/حجم %3 غلظت تا گردید
 الکتروریسی دستگاه توسط کردن الکتروریسی فرایند

 با (ES1000 ایران، نانومقیاس )فناوران آزمایشگاهی
 و داشت کننده جمع از متر سانتی 18 فاصله دارای که سوزنی
 35 ولتاژ و ساعت بر لیتر میلی 109 آن جریان سرعت

 فیبروئینی داربست نهایت در گردید. انجام بود کیلوولت
  .[19] آمد بدست کننده جمع در شده الکتروریسی ابریشمی

 
یابی   نگاره الکترونی میکروسکوپ با داربست ارز

 با شده الکتروریسی ابریشیمی فیبروئینی های داربست
 توسط مربوطه تصاویر سپس و شدند داده پوشش طلا

 ,SEM, Philips) نگاره الکترونی میکروسکوپ
Netherland) کیلوولت 11 شتابدهنده ولتاژ شد. گرفته 

 مشاهده ها داربست میکرونی ساختار تا گردید استفاده
  گرددد.
 

 کشت محیط در داربست انکوباسیون پیش
 انکوباسیون پیش تاثیر بررسی منظور به آزمایش این

 تکثیر روی بر کشت محیط در ثابت( الاستیسیته )با داربست
 است. شده انجام آن روی بر شده کاشته های سلول بقای و

 حاوی ای خانه 24 های پلیت در شده الکتروریسی داربست
 سپس ساعت(. 1) شوند استریل تا گرفتند قرار %71 اتانول
 به و شدند شسته PBS با ها داربست و ریخته دور را الکل
 از بعد گرفتند. قرار نیز UV اشعه تحت ساعت یک مدت

 حاوی ای خانه 24 پلیت به آنها ها، داربست کردن استریل
 شدند منتقل (DMEM + FBS 10%) کامل کشت محیط

 استریل شرایط در و اتاق دمای )در استاندارد شرایط تحت و
 روز 11 و 6 ،1 صفر، مدت به لامینار( هود زیر و

  گرفت. صورت انکوباسیون
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 شوندگی( تر )خاصیت آب قطره تماس زاویه گیری اندازه
 دوستی آب خاصیت گیری اندازه منظور به آزمایش این

 کشت محیط در مختلف های زمان طی در که هایی داربست
 را انکوباسیون مرحله این که هایی داربست و شدند انکوبه

 شده طراحی آب تماس زوایه روش طریق از نکردند طی
 سه با سنجش این برای داربست 2 گروه، هر برای است.
 در ها نمونه ابتدا شد. گرفته درنظر داربست هر برای تکرار

 11 و 6 ،1 )کنترل(، روز صفر مدت به کامل کشت محیط
 و شده شسته آب با ها داربست سپس شدند. انکوبه روز

 سیستم با آب قطره تماس زاویه سپس گردیدند. خشک
 (CA-500, Sharifsolar, Iran) تماس زاویه گیری اندازه

  گردید. سنجش
 

 رت استخوان مغز مزانشیمی های سلول کشت و جداسازی
 هر برای جداگانه صورت به رت 3) ها رت ابتدا
 141 تا 131 دارای و داشتند سن روز 45-28 که آزمایش(
 آمریکا( آلدریچ، )سیگما ایزوفلوران با بودند وزن کیلوگرم

 آزمایش این مراحل شدند. هوش بی استریل شرایط تحت
 انجام بابل پزشکی علوم دانشگاه اخلاق کمیته پروتکل طیق

 و ران استخوان جداسازی منظور به ها رت سپس گردید.
 باز ها استخوان این دیستال انتهای شدند. تشریح نی درشت

 از استخوان مغز مزانشیمی های سلول اجتماعات و شده
 FBS حاوی 1 کشت محیط با آن انتهای شستشوی طریق

 گردید. آوری جمع %(11) آمریکا( اینویتروژن، -)جیبکو
 دهانه با نیدل از ها آن عبور با سلولی اجتماعات این سپس،

 گرادیانت سانتریفیوژ تحت ها سلول این شد. شکسته کاهشی
 با آلمان( )اینوتراین، فایکول لیتر میلی بر گرم 10173)

 تا گرفتند قرار دقیقه( 31 مدت به rpm 1511 سرعت
 به ها سلول آید. بدست ای هسته تک های سلول از فرکشنی

 این گردید. سانتریفیوژ و شده اضافه فایکول محلول به آرامی
 )جت فلاسک در و شده شسته کشت محیط با ها سلول

 اینویتروژن، -)جیبکو DMEM حاوی چین( بایوفیل،
 )سیگما استرپتومایسین -پنیسلین FBS (10%،) آمریکا(،
 (B 0.25 آمفوتریسین ،(U/ mL 100) آمریکا( آلدریچ،

                                                           
1 Alpha modified Minimum Essential Medium 

(µg/mL، فیبروبلاستی رشد فاکتور (1 ng/mL) منظور )به 
 شدند. کشت سلول 6 10× 5 تراکم با تمایز( از جلوگیری

 دمای در ها سلول آلمان( )ممرت، انکوباسیون روز 4 از بعد
 هایی سلول %،5 کربن اکسید دی با و سلسیوس درجه 37
 جداسازی شستشو عمل با نچسبیدند فلاسک کف به که

 را فلاسک درصد 81 تا 71 که تراکمی به رسیدن تا و شدند
  .[21] بار( 2 تا 1 معمولا ) شدند داده پاساژ کنند پر

 
 ها سلول شمارش و کشت محیط تعویض و پاساژ

 سلولی، پاساژ از قبل ساعت 24 مطالعه این در
 تعویض جهت گردید. تعویض هاسلول کشت محیط
 هايسلول و ریخته دور را فلاسک رویي محیط کشت، محیط

 و داده شستشو استریل PBS با را فلاسک کف به چسبیده
 گردید. اضافه هاسلول به جدید کامل کشت محیط سپس
 محلول معرض در ها سلول دادن، پاساژ براي سپس

Trypsin EDTA (511 میکرو )به و شدند داده قرار لیتر 
 درجه 37 دماي در ها فلاسک آنزیم، عملکرد افزایش منظور
 خنثی منظور به شدند. انکوبه دقیقه 5 مدت به گرادسانتي
 که آن مدت طولانی اثر از جلوگیری و تریپسین اثر سازی

 اضافه ها سلول به FBS گردد سلول مرگ به منجر میتواند
 در دقیقه 5 مدت به هاسلول سانتریفیوژ از بعد گردید.

4000-4200 rpm، هاسلول و ریخته دور را رویي محلول 
 دو به و درآمده سوسپانسیون صورت به تازه کشت محیط در
 بقا میزان بررسی منظور به گردید. منتقل فلاسک چند یا

 و سلولی پاساژ از بعد کشت، انتهای و ابتدا در ها سلول
 منظور این به شدند. شمارش ها سلول کشت، محیط تعویض

 بلوتریپان محلول با لیتر( میکرو 111) سلولي سوسپانسیون
 قرار یخچال در دقیقه 5 مدت به و مخلوط میکرولیتر( 111)

 صفحه و سلولی سوسپانسیون از قطره یک از سپس شد. داده
 گردید. استفاده شمارش منظور به هموسایتومتر لام مشبک

 های سلول و نکرده جذب رنگ سالم های سلول روش این در
 جذب را رنگ که باشند می غشایی دارای دیده آسیب

  کنند. می
 

 ها داربست روی بر ها سلول کاشت
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 را شده انکوبه پیش های داربست کشت محیط ابتدا
 3 مدت به و گردید اضافه داربست به ها سلول و کرده خارج

 سپس گردیدند. انکوبه سلسیوس درجه 37 دمای در ساعت
 ،DMEM، 10% FBS) زائی غضروف جدید کشت محیط

 محلول U/mL 1000 دگزامتازون، نانومولار 111
 بر گرم میلی 1025 پنیسلین، U/mL 100 استرپتومایسین،

 11 پیرووات، سدیم مولار میلی B، 1 آمفیتریسین لیتر میلی
 لیتر میلی بر گرم میلی TGF b1، 51 لیتر میلی بر نانوگرم

 میلی بر گرم میلی 1X ITS3 ] 1055 آسکوربیک، اسید
 لینولیک، اسید لیتر میلی بر گرم میلی 471 ترانسفرین، لیتر

 بر گرم میلی 105 گاوی، انسولین لیتر میلی بر گرم میلی 1
 اسید لیتر میلی بر گرم میلی 471 سدیم، سلنیت لیتر میلی

 مولار میلی BSA ، 2] لیتر میلی بر گرم میلی 51 اولئیک،
 آماده پرولین(-ال لیتر میلی بر گرم میلی 41 و گلوتامین،-ال

 آن در بعدی روزهای برای شده کاشته های سلول تا شد
 و شد انجام روز دو هر کشت محیط تعویض شوند. انکوبه

  .[21] یافت ادامه 21 روز تا انکوباسیون
 

یابی  MTT ارز
 از یک هر روی بر ها سلول کاشت از روز 21 از بعد

 مدت )به کشت محیط در شده انکوبه پیش های داربست
 بر ها سلول بقا سازی کمی جهت روز(، 11 و 6 ،1 صفر،
 از شده الکتروریسی ابریشمی فیبروئینی داربست روی

 گرم( میلی 5) MTT پودر ابتدا شد. استفاده MTT ارزیابی
 PBS (1 بافر لیتر میلي 1 در آمریکا( آلدریچ، )سیگما

 فیلتر با حاصل محلول و حل FBS %11 حاوی لیتر( میلی
 های سلول کشت محیط سپس گردید.  سترون میکرومتر 2/1

 روی بر که لیتر( میلی هر در سلول هزار 111) مزانشیمی
 MTT محلول با شدند کشت روز 21 مدت به ها داربست

 به ها سلول و شد جایگزین لیتر( میلی بر گرم میلی 105)
 بعد، مرحله در شدند. انکوبه تاریکی در ساعت 4 مدت

 در گردید. اضافه DMSO و شد حذف MTT محلول
 571 موج طول در شده آماده محلول جذب میزان نهایت
 .[21] گردید خوانش نانومتر

  DNA غلظت سنجش
 از یک هر روی بر ها سلول کاشت روز 21 از بعد

 پیش روز 11 و ،6 ،1 صفر، مدت به که هایی داربست
 از استفاده با ها سلول ژنومی DNA استخراج شدند انکوبه

 آزما تجهیز یکتا شرکت محصول DNA استخراج کیت
 شو شسته PBS با ها داربست ابتدا منظور این به شد. انجام

 و منتقل لیتر( میلی 105) میکروتیوپ به سپس شدند، داده
 پروتئیناز محلول و میکرولیترTG1 (211 ) بافر با ترتیب به
K (11 میلی بر گرم میلی )عمل گردید. ورتکس و میکس لیتر 
 و سلسیسوس درجه 61 دمای در انکوباسیون با کردن لیز

 بافر کردن اضافه سپس گردید. کامل ورتکس مرحله چند
TG2 ورتکس و انکوباسیون همراه به )%96) اتانول و 
 طبق شستشو و سانتریفیوژ مرحله چند طی شد. انجام

 نهایت در گردید. آوری جمع DNA محلول کیت، پروتکل
 نانودراپ( ) اسپکتروفوتومتری طریق از DNA غلظت

  شد. گیری اندازه
 
 آماری آنالیز

 نسخه SPSS افزار نرم از استفاده با ها داده آماری مقایسه
 انحراف ±میانگین از ها داده دادن نشان جهت شد. انجام 24

 متغیر یک دارای ها داده اینکه به توجه با گردید. استفاده معیار
 (ANOVA) واریانس آنالیز از داشتند وجود گروه چند در

 سطح شد. استفاده توکی آزمون-پس همراه به طرفه یک
  شد. گرفته نظر در P<0.05 داری معنی
 
 نتایج

 الکتروریسی فیبروئینی های داربست سازی آماده از بعد
 ارزیابی حجم، وزن/ %3 غلظت با فیبروئینی محلول از شده

 میکروسکوپ از استفاده با ها داربست این از شناسی ریخت
 که (1 )شکل دادند نشان تصاویر شد. انجام نگاره الکترونی

 با فیبروئین محلول از حاصل شده الکتروریسی فیبرهای
 نانومتر 38±12 قطر دارای حجم به وزن %3 غلظت

 اند. بوده
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یسی فیبروئینی داربست ساختار از نگاره الکترونی میکروسکوپ تصویر .1 شکل  شده. الکترور
 

 ها داربست آبدوستی خاصیت
 و کشت محیط درها  داربست انکوباسیون پیش از بعد

 گیری اندازه سیستم از استفاده با آب تماس زاویه گیری اندازه
 است. شده حاصل 3 نمودار و 2 شکل نتایج تماس، زاویه

 در که هایی داربست در تماس زاویه بیشترین شکل، با مطابق
 91±14) گرفت صورت نشدند انکوبه پیش کشت محیط

 محیط در ها داربست انکوباسیون دیگر طرف از درجه(.
 شده تماس زاویه کاهش به منجر روز 11 مدت به کشت
 محیط در تماس زاویه میان این در درجه(.11 ±4) است

 درجه78 ±9 مقادیر ترتیب به روز 6 و 1 زمان مدت به کشت
  است. بوده درجه 38±8 و

 طرفه یک واریانس آماری آنالیز ،3 نمودار با مطابق
 تماس زاویه با ارتباط در راها  گروه همه بین دار معنی تفاوت

 آبدوستی افزایش از حاکی که (P<0.05) است داده نشان

 کشت محیط در انکوباسیون زمان مدت افزایش با ها داربست
 با های گروه بین دار معنی تفاوت این چند، هر است. بوده

 است نداشته وجود روز 1 و صفر انکوباسیون پیش مدت
(P>0.05.) 

 
 ها سلول بقا میزان

 از بعد رت استخوان مغز مزودرمی های سلول بقا درصد
 در شده انکوبه پیش های داربست روی بر کاشت روز 21

 4 نمودار در روز( 11 و 6 ، 1 صفر، مدت )به کشت محیط
 روز 6 از بعد شکل، این با مطابق است. شده داده نشان
 معنی تفاوت کشت محیط در ها داربست انکوباسیون-پیش

 این روز 11 از بعد و شد مشاهده ها سلول بقا درصد در دار
 نشان که رسید درصد 111 از بیش به ها داده برخی در میزان
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 بوده انکوباسیون-پیش زمان مدت افزایش با بقا افزایش از
  است.
 

 شده کاشتههای  سلول ژنومی DNA میزان سنجش
 در ها داربست انکوباسیون-پیش 5 نمودار با مطابق

 بر دار معنی تاثیر مختلفهای  زمان مدت طی کشت محیط
 است. داشته شده کاشته های سلول ژنومی DNA غلظت
 مغز مزودرمی های سلول ژنومی DNA غلظت مقایسه

 در شده انکوبه پیش های داربست روی بر که رت استخوان
 شدند انکوبه روز صفر و روز یک مدت به کشت محیط
 وجود مورد دو این بین در داری معنی تفاوت که داد نشان
 انکوباسیون پیش دیگر، طرف از (.P<0.05) است داشته

 منجر نیز روز 11 و 6 مدت به کشت محیط در ها داربست
 این بین شده سنجش DNA غلظت در دار معنی تفاوت به
  (.P<0.05) است شده قبلیهای  مورد و مورد دو

 

 
 

 محیط در انکوباسیون بدون (:a شامل کشت محیط در انکوباسیون متفاوت زمان مدت با مختلفهای  داربست در آب تماس زاویه .2 شکل
 روز. 11 انکوباسیون زمان مدت (d و روز، 6 انکوباسیون زمان مدت (:c کشت، محیط در روز 1 انکوباسیون زمان مدت (:b کشت،
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 هاست گروه بین دار معنی تفاوت دهنده نشان متفاوت حروف متفاوت. انکوباسیون زمان مدت باها  داربست در تماس زاویه مقایسه .3 نمودار
(P<0.05.) 

 

 

 عدم دهنده نشان یکسان کوچک حروف کشت. محیط در شده انکوبه پیش های داربست روی بر شده کاشتههای  سلول بقا درصد .4 نمودار 
 است. ها گروه بین (P>0.05) دار معنی تفاوت
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 مدت در شده انکوبه پیشهای  داربست روی بر شده کاشته استخوان مغزهای  سلول در نانودراپ بوسیله شده سنجش DNA غلظت .5 نمودار
 (.P>0.05) هاست گروه بین دار معنی تفاوت عدم دهنده نشان یکسان کوچک حروف مشخص.های  زمان

 

 بحث
مطالعه کنونی نشان داد که پیش انکوباسیون داربست 
فیبروئینی الکتروریسی شده با الاستیسیته ثابت در 

کشت منجر به افزایش آب دوستی داربست و متعاقبا  محیط
مزانشیمی کاشته شده بر روی های  افزایش تکثیر و بقا سلول

آن گردید. هدف این آزمایش بررسی تغییر رفتاری بود که 
یک داربست فیبروئینی الکتروریسی شده بعد از قرار گرفتن 

 در محیط کشت از خود بروز می دهد. 
در مطالعات گذشته از پلیمرهای مصنوعی و طبیعی 
متنوعی برای ساخت داربست در مهندسی بافت استفاده 

ه است و در مطالعه کنونی از پلیمر طبیعی ابریشم در شد
زائی به کار گرفته شد. ابریشم قدرت  زمینه غضروف

پذیری، و زیست سازگاری بالایی داشته  مکانیکی، انعطاف
و در میان مواد زیستی مورد استفاده در ساخت  [22]

غضروفی از های  داربست، پتانسیل بالایی را در ترمیم آسیب
سازگاری زیستی خود نشان داده است. مواد فیبروئینی دارای 

خوب، قابلیت تجزیه زیستی کند و قابل کنترل، و کمترین 
باشند و میتوانند گزینه  میزان تحریک سیستم ایمنی را دارا می

. در این [21] مناسبی برای مطالعات درون تنی باشند

وزن/حجم برای ساخت % 3مطالعه از غلظت فیبروئین 
داربست استفاده شده است. مطالعه قبلی ما نشان داده است 

% 3% و 4%، 405%، 5فیبروئین های  که در میان غلظت
وزن/حجم، داربست فیبروئینی الکتروریسی شده حاصل از 

% وزن/حجم بهترین تاثیر را بر 3محلول فیبروئین با غلظت 
مغز استخوان رت  بنیادی مزانشیمیهای  رشد و تمایز سلول

 .  [23] به کندروسیت داشته است
عنوان منبع تامین در این مطالعه از مغز استخوان به 

بنیادی مزانشیمی استفاده شده است. این اندام های  سلول
بنیادی جهت تمایز به های  بهترین منبع برای تامین سلول

بنیادی مشتق از مغز های  . سلول[24] کندروسیت می باشد
ی به بتا به آسان -TGFاستخوان در حضور دگزامتازون و 

کندروسیت تمایز می یابند که در مطالعه قبلی اخیر ما تمایز 
بر روی داربست فیبروئینی الکتروریسی شده ها  این سلول

 . [23]مورد تایید و ارزیابی قرار گرفت 
های  در این مطالعه فرض شده است که مدت زمان

فیبروئینی الکتروریسی شده با های  مختلف مواجهه داربست
تواند منجر به تفاوت در میزان  محیط کشت دارای سرم می

یجه آن بر روی گردد و در نتها  جذب پروتئین توسط داربست
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سلولی مانند تکثیر و اتصال سلولی تاثیر های  عملکرد
بگذارد. جذب پروتئین توسط مواد زیستی یک رویداد 

باشد که منجر به پاسخ زیستی این مواد می گردد.  کلیدی می
ها  سرم که توسط داربستهای  در مهندسی بافت، پروتئین

کاشته های  شوند نقش مهمی در تعیین پاسخ سلول جذب می
کنند. سرم دارای مقادیری از  شده بر روی داربست بازی می

ه در تمایز ک [17]باشد  چسبنده و اینتگرینی میهای  پروتئین
 بنیادی به غضروف حیاتی می باشند. های  سلول

وقتی مواد زیستی قابل تجزیه مانند فیبروئین ابریشم به 
های  شوند رویداد درون محیط کشت مایع انتقال داده می

توانند منجر به تغییر  زیادی ممکن است رخ دهند که می
های ماده زیستی گردد. جذب آب توسط داربست و  ویژگی

ها و  رم شدن آن و جذب سطحی پروتئین از این مثالمتو
های  باشند که میتوانند بر روی رفتارهای سلول میها  رویداد

ها مانند تکثیر سلولی و اتصال سلولی  کاشته شده بر روی آن
. بنابراین در این آزمایش ما این فرض [25] تاثیر گذار باشند

را مورد ارزیابی قرار دادیم که رفتارهای سلولی به خصوص 
و چسبندگی سلول به داربست میتوانند  درصد بقا، تکثیر

 11-1تحت تاثیر مدت زمان پیش انکوباسیون داربست )
 روز( در محیط کشت قرار گیرند. 

در مطالعه کنونی مشاهده شد که آبدوستی داربست 
فیبروئینی به شکل کاهش زاویه تماس آب با افزایش زمان 

هرچند، یابد.  روز افزایش می 11پیش انکوباسیون از صفر تا 
پیش تیمار های  داری بین آبدوستی داربست تفاوت معنی

کشت  روز در محیط 1هایی که به مدت  نشده و داربست
(. از طرف دیگر، در P>0.05تیمار شدند وجود نداشت )

به عنوان یک  DNAمطالعه حاضر از سنجش غلظت 
چسبیده به های  ارزیابی کمی به منظور شمارش تعداد سلول

به طور  DNAده شده است چرا که میزان داربست استفا
. نتایج سنجش [17]باشد  مستقیم متناسب با تعداد سلول می

های  این دو گروه اخیر )داربستنشان داد که  DNAغلظت 
روز در  1هایی که به مدت  پیش تیمار نشده و داربست

همراه دو گروه دیگر  کشت تیمار شدند( به محیط
 6کشت به مدت  انکوبه شده در محیط-پیشهای  )داربست

های  دار از نظر تعداد سلول روز( دارای تفاوت معنی 11و 

مقایسه نمودار  (. باP<0.05چسبیده به داربست بودند )
در پیش  DNAزاویه تماس آب )آبدوستی( و نمودار غلظت 

گردد که اتصال  صفر و یک روز مشخص میهای  انکوباسیون
سلول به داربست از خاصیت آبدوستی داربست پیروی 

-دار بین پیش کند. هر چند، وجود تفاوت معنی نمی
 روز خلاف این امر را نشان می 7، و 6، 1 های انکوباسیون

دهد همچنانکه مطالعات قبلی ذیل تایید کننده این مورد 
 است.

های  مطالعه قبلی که در آن از پیش انکوباسیون داربست
کشت استفاده شده  کاپرولاکتونی اسفنجی در محیط پلی

پیش انکوبه شده در های  است نشان داد که بین داربست
روز تفاوت  7روز، و  1دقیقه،  5کشت به مدت  محیط
وجود داشته است که مشابه  DNAار از نظر غلظت د معنی

باشد. از طرف دیگر، پیش  با نتایج مطالعه کنونی می
روز تاثیر معنی  1دقیقه و  5به مدت ها  انکوباسیون داربست

دار بر روی میزان جذب پروتئین توسط داربست داشته است 
 1پیش انکوبه شده به مدت های  اما این تفاوت بین داربست

)در مطالعه کنونی به دلیل  [17]دار نبود  ز معنیرو 7و 
ساختار پروتئینی داربست، میزان جذب پروتئین اندازه گیری 

در ها  . به عبارت دیگر، وقتی داربستنشده است(
کشت به مدت طولانی پیش انکوبه می شوند )بیش از  محیط

کند  جذب شده تغییر نمیهای  یک روز(، میزان پروتئین
. در همان مطالعه، پیش انکوباسیون سطح شیشه ای [17]

)غیر قابل تجزیه و فاقد توانایی جذب آب( در محیط کشت 
روز، اتصال سلولی را افزایش نداد. این مشاهدات  7برای 

منجر به این پیشنهاد می گردد که میزان پروتئین جذب شده، 
لیل افزایش چسبندگی و سرعت ترکیب و انطباق پذیری آن د

تکثیر نمی باشد بلکه انکوباسیون طولانی مدت مواد زیستی 
در محیط کشت باعث افزایش آبدوستی از نظر زوایه تماس 

گردد که بر روی رفتارهای سلول در تکثیر و  آب می
گیری در مطالعه امیری  چسبندگی تاثیر گذار است. این نتیجه

بررسی تاثیر پیش تیمار  ( که به2117کیا و همکاران )
داربست فیبروئینی اسفنجی در محیط کشت بر روی تکثیر و 

بنیادی پاپیلای دندانی پرداختند نیز ارائه های  اتصال سلول
 .[14]شد 



 02 1400، بهار 2تکوینی سال سیزدهم، شماره  شناسیپژوهشی زیست  –علمی  فصلنامه
 

 

آبدوستی بیشتر پلیمرها منجر به جذب بیشتر پروتئین از 
. بنابراین تفاوت هایی که در بقا [25]محیط کشت می شود 

پیش انکوبه شده به مدت های  و تکثیر سلول بین داربست
روز مشاهده گردید میتواند به تغییرات در  11و  6، 1صفر، 

بست فیبروئینی نسبت داده شود. در نتیجه، آبدوستی دار
آبدوستی ممکن است دلیلی بر افزایش اتصال و تکثیر سلولی 

 باشد. 
 
 گیری نتیجه

-مطالعه کنونی نشان داد که پیش  به طور کلی،
انکوباسیون داربست فیبروئینی الکتروریسی شده با 
الاستیسیته ثابت در محیط کشت منجر به افزایش آب 

های  ت و متعاقبا افزایش تکثیر و بقا سلولدوستی داربس
کاشته شده بر روی آن گردید که از این یافته میتوان به عنوان 

غضروفی بر ها  یک فاکتور موثر در آماده سازی کاشت سلول
روی داربست به منظور استفاده در مهندسی بافت غضروف 

 باشد. 
 

 قدردانی
نویسندگان بر خود لازم می دانند که از پرسنل مرکز 
تحقیقات سلولی و مولکولی دانشگاه علوم پزشکی بابل به 
خاطر همکاری که در انجام این تحقیق به عمل آوردند 

 تشکر و قدردانی نمایند. 
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Abstract 
This study was performed to synthesize electrospun silk fibroin scaffold and to investigate the time-

dependent effect of its pre-incubation in culture medium on the adhesion and proliferation of cells 

seeded on the scaffold. sericin was removed from silk cocoon and fibrin solution (3% w/v) was 

prepared using formic acid. Then, electrospun silk fibroin scaffold was made using lab-scale 

electrospinning machine and evaluated by scanning electron microscopy. Pre-incubation of scaffolds 

in culture medium was performed for 0, 1, 6, and 10 days and the hydrophilicity of scaffolds were 

evaluated by measuring the water contact angle. Rat bone marrow mesenchymal cells were then 

isolated, cultured, and seeded on scaffolds. After 21 days of cell seeding, cell viability (MTT method) 

and genomic DNA concentration of cells attached to the scaffold were evaluated. The results showed 

that increasing the pre-incubation time in the culture medium decreased the water contact angle and 

increased the survival and proliferation of cells. In general, the present study showed that pre-

incubation of electrospun fibroin scaffold with constant elasticity in culture medium leads to increased 

scaffold hydrophilicity and consequently increases the proliferation and survival of mesenchymal cells 

seeded on it. Conclusion: these findings can be used as an effective factor in seeding cartilage cell on 

scaffolds in tissue engineering.  
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