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 چکیده
لاکتیک کوگلیکولیک  . کوپلیمر پلیباشد می سلول، مسیرهای سیگنالینگ و داربستساختار بافت مهندسی شده شامل 

بررسی . هدف از این مطالعه، باشد مورد توجه میبرای ساخت داربست  (HAبه همراه هیدروکسی آپاتیت )( PLGAاسید )

ها روی  چسبندگی سلولهای استئوبلاست از پیش تمایز یافته و  بر سلول PLGA/HAزیست سازگاری و اثر داربست 

های تمایز یافته به  های بنیادی اندومتریال از اندومتریوم جدا و بعد از القا تمایز استئوبلاستی، سلول سلولباشد.  داربست می

بررسی گردید. مورفولوژی  آلکالین فسفاتازتست  منتقل شدند. روند تمایزی توسط PLGA/HAداربست الکتروریسی سطح 
 مورد بررسی قرار گرفت. MTTو زیست سازگاری داربست توسط تست  SEM عکسبرداری باربست توسط ها برروی دا سلول

تصاویر میکروسکوپ الکترونی نگاره نشان دهنده خصوصیات  نتایج آلکالین فسفاتاز تمایز استئوبلاستی را تایید نمود.

 . زیست سازگاری داربستداشتند وکامپوزیتروی نانتری  اتصال و تکثیر مناسب ها توانایی سلول داربست و مناسب سطح
فوق دارای خصوصیات مناسب برای حمایت از اتصال  PLGA/HAداربست نانوکامپوزیتی  اثبات شد. MTTتست توسط  نیز

  .دباش تمایز یافته استئوبلاستی میهای  و تکثیر سلول
 

 .مهندسی بافت، تمایز استخوانی الکتروریسی، ،PLGA/HAهای بنیادی اندومتریال، داربست  سلول :ها کلیدواژه
 

 مقدمه -1

 استخوان یک کامپوزیت بیولوژیک زنده و کلسیفیه

همبند در بدن های  شده و جز اختصاصی ترین بافت

استخوان عملکردهای مهمی همچون  .]7[است 

نرم بدن های  حرکت، حمایت و حفاظت از بافت

ذخیره فسفات و  ،)مانند مغز، مغز استخوان و نخاع(
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باشد و  می کلسیم و نقش اندوکرینی در بدن دارا

. ]6[باشد  می برخلاف ظاهرش بافتی پویا ودینامیک

اصلی سیستم اسکلتی بدن، عنوان جز  بافت استخوان به

 گوناگونهای  و بیماریها  همواره در معرض آسیب

با توجه به اعمال مهم بافت استخوانی در قرار دارد. 

بدن، هرگونه تغییر در ساختارآن به دنبال ضایعه و 

استخوانی مانند نکروز استخوان، تومورها، های  بیماری

د را ارتوپلاستی وغیره تعادل بدن و طبیعت زندگی فر

. اگر چه استخوان یکی از ]23[دهد  می تحت تاثیر قرار

بافت هایی است که توانایی ترمیم خود را دارد ولی 

درصورتیکه میزان بافت از دست داده شده استخوانی 

از حد بحرانی گردد در چنین مواردی از   بیش

مختلفی از قبیل پیوند استخوان و های  روش

 امل استخوان استفادهفلزی جهت ترمیم کهای  ایمپلنت

. پیوند استخوانی اتوگرافت به عنوان یک ]27[شود  می

استاندارد طلایی برای پیوند استخوان مطرح است و 

بهترین بازده کلینیکی برای ترمیم استخوان و القا 

اصلی آن در های  استخوانی است با این حال عیب

ارتباط با عوارض محل اهدا؛ محدود بودن بافت 

ر عفونت و آسیب عصبی است. همچنین دهنده، خط

در مورد الوگرافت نیز بحث از دست رفتن خاصیت 

سازی و پاسخ ایمنی  استئوژنیک در طی مراحل آماده

فلزی است های  است. پس انتخاب دیگر هم ایمپلنت

که تا حدی موفقیت آمیز بوده است و عیب بزرگ آن 

. با توجه به معایب ]43[سمی است های  تولید یون

جدیدی مثل سلول های  ذکر شده، محققین به انتخاب

نمایند.  می درمانی و مهندسی بافت توجه بیشتری

فعال های  مولکولها،  مهندسی بافت ترکیبی از سلول

باشد که  می زیستی و داربست برای بازسازی استخوانی

یافتن منبع سلولی مناسب و طراحی داربست مناسب 

اخیر بوده است های  لاز اهداف مهم دانشمندان در سا

. در مهندسی بافت، داربست در نقش ]2-17-18[

ماتریکس خارج سلولی عمل کرده و به حمایت از 

پردازد. هر چقدر ساختار داربست به  می رشد سلول

تر باشد، شانس  ساختار ماتریکس طبیعی نزدیک

موفقیت داربست در ایجاد رفتار سلولی مناسب نیز 

اربست در میان سه جزء بیشتر است. از این رو د

. ]40-37-33[ت نقش بسزایی داردفمهندسی با

پلیمرهای سنتزی به طور گسترده ای در مهندسی بافت 

روند. زیست سازگاری  می برای ساخت داربست بکار

و قابلیت جذب این پلیمرها زمینه استفاده گسترده 

های  را در مهندسی بافت به صورت داربستها  آن

های  ن حامل برای تحویل مولکولموقتی یا به عنوا

در این میان، کوپلیمر پلی  کند. می زیست فعال فراهم

علت زیست  به (PLGAلاکتیک کوگلیکولیک اسید )

از جمله  پذیری مناسب، سازگاری و زیست تخریب

پلیمرهایی است که از سوی سازمان غذا و دارو 

(FDA برای مطالعات مهندسی بافت مورد تأیید قرار )

زیست تخریب پذیری این  .]36-20[است گرفته

باشد،  های سازنده آن می کوپلیمر وابسته به نسبت مونومر

اسید در  گلیکولیک بدین ترتیب که هر چقدر میزان پلی

ساختار این کوپلیمر بیشتر باشد تخریب پذیری در 

های  داربست .]44-19[ افتد می مدت کوتاهتری اتفاق

یگاه ویژه ای در کامپوزیت پلیمر/ سرامیک از جا

. ] 34[مهندسی بافت استخوان برخوردار هستند

به ها،  تحقیقات نشان داده که بکارگیری سرامیک

فسفات کلسیمی همچون های  خصوص سرامیک

هیدروکسی آپاتیت، در کنار مواد پلیمری، علاوه بر 

امکان حصول خواص مکانیکی بهتر، درجه زیست 

نیز به میزان سازگاری و قابلیت استخوان سازی را 

استفاده از  .]39-5[ چشمگیری افزایش خواهد داد

به دلیل افزایش نسبت ها  نانوفیبرها در ساخت داربست
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سطح به حجم و در نتیجه افزایش برهم کنش سلول 

ساخته شده با های  با داربست، نسبت به داربست

. نانوفیبرها انتخاب ]16[داردمرسوم مزیت های  روش

نقش ماتریکس خارج سلولی مناسبی جهت ایفای 

های  طبیعی در شرایط آزمایشگاهی هستند. در سال

الکتروریسی شده، به علت نزدیک های  اخیر نانو فیبر

بودن ساختار انها با ساختار فیبری بدن و ماتریکس 

خارج سلولی و همچنین سطح موثر بالا برای 

مورد توجه قرار گرفته اند ها،  چسبندگی و رشد سلول

های  بر این  مطالعات بر روی این داربست و علاوه

. روش ]42-22[نانوفیبری بسیار گسترش یافته است

ریسندگی الکتریکی پر کاربردترین روش ساخت 

نانوفیبرها است. در ریسندگی الکتریکی محدودیت 

به ها  برای نوع پلیمر وجود ندارد و برای انواع پلیمر

روریسی، الکتهای  از مزیت .] 41[شود کار برده می

انعطاف پذیری بالا، تنوع بسترهای پلیمری، تخلخل 

. محققین با اعمال ]30[باشد می بالا داربست سنتز شده

تغییرات در شرایط فرآیندی، محلولی و محیطی مانند 

تغییر در شدت جریان خروج محلول از سرنگ، فاصله 

صفحه جمع کننده تا سرنگ و مقدار ولتاژ توانسته اند 

را تغییر دهند. ها  ت در این نوع داربستاندازه حفرا

تنظیم دقیق پارامترهای این روش اجازه سنتز 

 کند می نانومتر را فراهم  500تا  50نانوفیبرهای با قطر 

به کار برده شده در های  . از میان انواع سلول]24[

های  علت ویژگی بنیادی بههای  مهندسی بافت، سلول

و ها  انواع سلولمنحصر به فردی همچون تمایز به 

خود نوزایی از نظر ترمیم بافت آسیب دیده انتخاب 

. یکی از ]28[ اند مناسبی بوده و مورد توجه قرار گرفته

بنیادی مزانشیمی که اخیراً مورد توجه های  منابع سلول

مزانشیمی مشتق از بافت های  قرار گرفته، سلول

بنیادی های  باشد. این سلول اندومتریال رحم می

متریال انسانی قادر به خودتجدپذیری گسترده و اندو

پتانسیل تمایز به غضروف، چربی، استخوان، 

های  . سلول]12-9[ الیگودندروسیت و نورون هستند

آندومتر رحم، با داشتن ویژگی هایی همچون  -بنیادی 

جداسازی آسان، بدون ایجاد مشکلات جدی اخلاقی، 

مایزی گسترش سریع در محل کشت و نیز پتانسیل ت

منحصر به فرد، به عنوان عوامل درمانی اتولوگ، دارای 

بنیادی سایر منابع های  برتری نسبت به سلول

. هدف از انجام این پروژه ]33-1[ مزانشیمی هستند

ساخت یک نانوداربست زیست سازگار و زیست 

پذیر و بررسی روند رشد و تمایز یک منبع  تخریب

بازسازی نقایص  سلولی جدید و مناسب برای ترمیم و

استخوانی است، به طوری که به بهترین وجه ممکن 

بتواند تشکیل بافت جدید استخوانی را در بدن بیمار 

القا کند و در عین حال کمترین عوارض جانبی را نیز 

 برای بیمار در پی داشته باشد.
 

 ها: مواد و روش -2

بنیادی اندومتریال رحم های  جداسازی سلول -2-1

 و فلوسایتومتری: 

نمونه بافت اندومتر از بیماران زن در سنین باروری 

خوش خیم رحمی به های  که به علت درمان بیماری

درمانگاه زنان و زایمان بیمارستان ولیعصر مراجعه 

های  کرده با رضایت فرد اهدا کننده تهیه گردید. نمونه

استریل  Hanks  (Sigma)بافت اندومتر در محلول

 )%(1بیوتیک )پنیسیلین و استرپتومایسین  حاوی آنتی

GIBCO, 100U/ml)  به آزمایشگاه منتقل گردید و

سپس چندین بار با بافر فسفات سالین حاوی 

بیوتیک شستشو داده شد. پس از آن بافت اندومتر  آنتی

 mg/ml  2با غلظت )سیگما(  1با محلول کلاژناز نوع 

% 5گراد و  درجه سانتی 37ساعت در دمای  2به مدت 
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دی اکسید کربن در انکوباتور برای هضم بافتی قرار 

های  گرفت. پس از هضم بافت، برای حذف تکه بافت

موجود فیلتراسیون توسط های  هضم نشده و ناخالصی

ماکرومتر انجام شد. پس از عبور از  70و  40های  فیلتر

از محلول بدست  تک هسته  بایدهای  فیلترها سلول

آمده حذف شوند. بدین منظور، از فایکول استفاده 

جدا شده به محیط کشت های  گردید. سپس سلول
DMEM/F12 (Dulbecco's Modified Eagle's F12 

Medium, Gibco12500062,USA) سرم15اوی ح % 

به صورت ها،  منتقل گردید. بعد از اینکه سلول گاوی

بودند، پاساژ اول با  تک لایه کف پلیت را پوشانده

انجام شد.  )سیگما( EDTA/استفاده از تریپسین

تمایزی های  بعد از پاساژ سوم از لحاظ ویژگیها  سلول

ی سطحی سلولی مورد بررسی قرار گرفتند. ها  و مارکر

بنیادی اندومتریال رحم های  به منظور شناسایی سلول

از روش فلوسایتومتری برای مارکرهای مزانشیمی 

CD105, CD90, CD146 های اندوتلیالی  و مارکر سلول

CD31 هماتوپوئیتیک های و مارکر سلولCD34  

استفاده شد. مراحل فلوسایتومتری برای مارکرهای 

لازم  اندومتریال به شرح زیر بود.های  اختصاصی سلول

سطح های  جز آنتی ژنها  به ذکر است که این آنتی ژن

شستشو با محلول پس از ها  باشند. سلول می سلولی

و سرم   PBS (Gibco)شستشو  فلوسایتومتری حاوی

% فیکس 4دقیقه با پارافرمالدهید  30% به مدت 1

مورد نظر که های  بادی اند. در مرحله بعد آنتی شده

و  CD146،CD90 ،CD105  ،CD31  (Abcam)شامل

CD34 بادی ثانویه  صورت مستقیم به یک آنتی که به

اند به مدت یک ساعت انکوبه  فلوروسانس متصل بوده

با پارافرمالدهید ها  شده اند. بعد از فیکس مجدد سلول

برای بررسی بیان مارکرهای ها  یک درصد، نمونه

 Bectinسطحی توسط دستگاه فلوسایتومتری مدل

Dekenson افزار  و نرمWin MDI2/8  در موسسه

 رویان مورد بررسی قرار گرفت.
 

  اندومتریال به بنیادیهای  تمایز سلول -2-2

 استئوبلاستی:های  سلول

بعد از پاساژ سوم برای بررسی توان ها  سلول

استئوبلاست آماده شدند. برای های  تمایزی به سلول

های  استئوبلاست سلولهای  بررسی تمایز به سلول

در سلول  2×105 بنیادی اندومتریال انسانی با غلظت

و  DMEM/F12کشت  خانه ای حاوی محیط 24ظرف 

ساعت کشت  24% کشت داده شدند. بعد از  10سرم 

ی ها ی بنیادی اندومتریال، تعدادی از خانهها سلول

ظرف به گروه تمایزی و تعدادی هم به گروه کنترل 

اختصاص داده شد. سپس به گروه تمایزی، محیط 

 DMEM/F12تمایز استخوانی و به گروه کنترل محیط 

 FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco)% 10حاوی

اضافه گردید. محیط تمایز به استخوان مورد استفاده 

لیتر  میکروگرم در میلی 50حاوی   DMEM/F12شامل

نانوگرم دگزامتازون و  10فسفات،   3اسکوربیک اسید 

بود. )سیگما( گلیسرول فسفات  -میلی مولار بتا 10

 37روز در انکوباتور در دمای  21به مدت ها  سلول

نگهداری شدند و محیط  CO2% 5و درجه سانتی گراد 

هر دو روز یک بار تعویض گردید. به منظور ها  سلول

از میکروسکوپ معکوس ها  بررسی مورفولوژی سلول

  استفاده گردید.
 

سنجش آنزیم آلکالین فسفاتاز ترشح شده  -2-3

 ها توسط سلول

بنیادی اندومتریال بر های  سلول 105ابتدا حدود 

ای کشت داده شد.  خانه 24روی چاهک پلیت 

روز تحت تیمار  21گروه تمایزی به مدت های  سلول
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ماکرولیتر  20با محیط تمایزی بودند. سپس حدود 

روز کشت  21و 14 ،7 ،1سوپرناتانت سلولی را بعد از 

بنیادی اندومتریال را به صورت جداگانه از های  سلول

آوری کرده و  تمایزی و گروه کنترل جمعهای  چاهک

ارزیابی تولید آنزیم آلکالین فسفاتاز از کیت  به منظور

پارس آزمون )حاوی ماده پارانیترو فنیل فسفاتاز و دی 

بر طبق دستورالعمل کارخانه  اتانول آمین( استفاده شد.

ماکرولیتر از محلول دی اتانول  800سازنده حدود 

ماکرولیتر از محلول ماده پارانیترو فنیل  200امین را با 

 20( ترکیب شد. سپس حدود 4:1ت فسفاتاز )نسب

ماکرولیتر سوپرناتانت سلولی را با محلول فوق مخلوط 

و ترکیب حاصله را در دستگاه اسپکتروفتومتری قرار 

ثانیه میزان جذب نوری را در طول موج  60داده شد و 

 1و  2، 3نانومتر تعیین نموده و دقیقا پس از  405

ت نمودیم. دقیقه پس از آن اختلاف جذب نوری را ثب

در صورت وجود آلکالین فسفاتاز در محیط میزان 

 اختلاف جذب نوری وجود خواهد داشت.

 

 PLGA/HAساخت داربست  -2-4

 ساخته الکتروریسی روش به PLGA/HA داربست

% PLGA/HA 10 پلیمری محلول منظور این به. شد

(w/v) پلیمری ابتدا محلول برای ساختشد.  تهیه 
PLGA (50:50, lactic acid to glycolic acid ratio, 

MW: 48,000 w, Sigma-Aldrich) حلال  در

Hexafluoroisopropanol (HFIP) (Sigma-Aldrich, 

St Louis, USA )ٌپایداری تعلیق شد تا حل کاملا 

درصد  20سپس به محلول پلیمری حاصله . شود ایجاد

اضافه شد  (Sigma, USA)آپاتیت  هیدروکسی

دستگاه  سرنگ درون را شده مادهآ محلول تینهادر

 با) سرنگ نوک سوزن سپس منتقل و الکتروریسی

 و وصل ولتاژ جریان میلی متر( به 13قطرداخلی 

. شد متصل ورقه آلومینیمی سطح به بعدی الکترود

 بین و ساعت بر تریل یلیم 1برابر  محلول تزریق سرعت

 فاصلهکیلو ولت و  20قوی  ولتاژ کننده جمع و سوزن

 9 کننده جمع صفحه ای درام و سوزن نوک نیب

ساعت بر  8تنظیم شد. این محلول به مدت  متر یسانت

روی ورقه آلومینیومی بافته شد و سپس داربست 

ساعت در شرایط خلا خشک  24حاصله به مدت 

 .گردید

 

بررسی مورفولوژی داربست به کمک  -2-5

 (SEMمیکروسکوپ الکترونی روبشی  )

برای بررسی مورفولوژی ساختار نانوکامپوزیتی 

 تصاویر میکروسکوپ الکترونی PLGA/HAداربست 

(Philips  مدلXL30 تهیه شد. به منظور آماده سازی )

به قطعات کوچک برش داده شد ها  داربستها،  نمونه

و سپس بر روی یک پایه قرا گرفت و پوششی از طلا 

لازم تهیه روی آن اعمال شد و در نهایت تصاویر 

 شدند.
 

 بررسی اتصال سلولی -2-6

به منظور بررسی چسبندگی و مورفولوژی 

تصاویر بنیادی اندومتریال بر روی داربست های  سلول

 3×105. تقریبا میکروسکوپ الکترونی تهیه گردید

سلول بنیادی اندومتریال به همراه محیط کشت 

DMEM  1% سرم و 10حاوی %

streptomycin/penicillin های  بر روی داربست

کشت قرار گرفته  استریل شده که از قبل در محیط

های کشت داده شده بر  بودند کشت داده شد. سلول

روز در انکوباتور در دمای  4داربست به مدت  روی

انکوبه شد. سپس  CO2%  5درجه سانتی گراد و  37

شستشو داده  PBSقبل از تثبیت دو بار با ها  نمونه
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پارا % همراه با 2گلوتارآلدهید بیت از شدند. برای تث

 90% به منظور تثبیت سلولی به مدت 5/2فرمالدهید 

مختلف های  دقیقه استفاده شد. در نهایت با درصد

مورد استفاده  SEMالکل آابگیری انجام شد و برای 

 قرار گرفتند.
 

 ها زیست سازگاری داربست -2-7

 PLGA/HAبرای بررسی زیست سازگاری داربست 

الکتروریسی شده در سه بازه زمانی مشخص )روزهای 

 2,5-[dimethylthiazol-2-yl-4،5]-3( تست 7و  3، 1

diphenyltetrazolium bromide (MTT بعد از )

کشت دوبعدی و سه بعدی  در محیطها  سلول کشت

گرم در  میلی 5با غلظت  MTTانجام گرفت. محلول 

 MTT (Sigma, Germany) لیتر با حل شدن پودر میلی

سلول بنیادی  1×104تهیه شد. در حدود  PBSدر 

ای حاوی  خانه 96اندومتریال بر روی هر چاهک پلیت 

 7و  3، 1ی زمانی  بازه 3در  PLGA/HAداربست 

داخل انکوباتور قرار ها  کشت داده شد. سپس پلیت

کشت هر دو روز یک بار تعویض  داده شد و محیط

کشت را کامل خارج  محیط 7و  3، 1های  شد. در روز

با غلظت  MTTماکرولیتر محلول  100کرده و حدود 

ها  آماده شده را بر روی سلوللیتر  گرم در میلی /. میلی5

ساعت پلیت در داخل انکوباتور  4ریخته و به مدت 

خارج  MTTقرار داده شد. بعد از این زمان محلول 

 dimethylsulfoxideماکرولیتر 100گردید و سپس 

(DMSO, Sigma, Germany)  برای حل شدن

های  ارغوانی فورمازان بر روی چاهکهای  کریستال

حاوی سلول ریخته شد. در نهایت میزان جذب نوری 

(OD رنگ ایجاد شده در هر نمونه که رابظه مستقیم )

بنیادی اندومتریال فعال از لحاظ های  با تعداد سلول

 Elisa Plateمتابولیکی دارد با استفاده از دستگاه

Reader  نانومتر مورد ارزیابی قرار  570در طول موج

توان پلیت  ها می گرفت. برای بهتر حل شدن کریستال

را بر روی دستگاه شیکر قرار داد )آزمایشات با سه بار 

 تکرار و نتایج به صورت میانگین گزارش شده است(.
 

 آنالیز آماری -2-8

حداقل با سه بار تکرار مجزای ها  همه آزمایش

( three separate biological replicationبیولوژیک )

انجام پذیرفتند. برای تجزیه و تحلیل آماری جهت 

تجربی، نرم افزار های  مقایسه گروه کنترل و گروه

SPSS و تست آنالیز واریانس یک طرفهANOVA  به ،

درصد  05/0کار گرفته شد. سطح معنی داری به میزان 

(p<0.05.انتخاب شد ) 
 

 تایجن -3

بنیادی های  نتایج مربوط به جداسازی سلول -3-1

 اندومتریال رحم و آنالیزهای فلوسایتومتری

 کمی درصد بنیادیهای  سلول این که به دلیل آنکه

 تشکیل را انسان اندومتریالهای  سلول جمعیت از

 صورت به اولیههای  کشت درها  سلول این لذا دهند، می

های  سلول تعدادی و هستند ناخالص جمعیت

 پاساژهای در اما دارند وجود نیز خونی و اندوتلیالی

های  درکلونی آیند، می در خالص صورت به بعدی

 لحاظ از بنیادی اندومتریالهای  سلول خالص

 دوکی و فیبروبلاستیهای  سلول به شبیه مورفولوژیکی

 (. علاوه بر این نتایجa.1باشند )شکل  می شکل

 سوم از پاساژها  سلول این که داد نشان فلوسایتومتری

 ,CD105(79+%)مزانشیمی  مارکرهای به نسبت به بعد

CD90 (80+%) وCD146(97+%)  به نسبت و مثبت 

هماتوپوئیتیک  کرمارو  CD31(0/2%)اندوتلیالی  مارکر

CD34(0/4%) شکل  منفی می( 1باشند.b.) 
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های  ها دارای ظاهر دوکی شکل و شبیه سلول های بنیادی اندومتریال، بعد از پاساژ سوم که این سلول مورفولوژی سلول (a. 1شکل 

های  ( بررسی فلوسایتومتریک بیان مارکرهای مزانشیمی و غیر مزانشیمی در سلولb (.Scale bar: 100μm) باشند فیبروبلاستی می

و  CD105 (79%)  ،CD90 (80%)، CD146 (97%)های بنیادی مزانشیمال مانند مارکرهای سلولبنیادی اندومتریال انسان نسبت به 

 هستند.منفی   CD34 (0/4%)های هماتوپوئیتیک و مارکرسلول CD31 (0/2%) های اندوتلیال نسبت به مارکر سلول

 

بنیادی های  نتایج مربوط به تمایز سلول -3-2

 استئوبلاستهای  اندومتریال به سلول

بررسی مورفولوژیکی در طول مطالعه نشان داد که 

روز پس از القاء با محیط تمایزی استخوانی،  21

تیمار شده کم کم شروع به های  مورفولوژی سلول

گروه کنترل، تغییری مشاهده های  تغییر کرد. در سلول

 (.a.2نشد )شکل 
 

 الین فسفاتازسنجش آنزیم آلک -3-3

، 1میزان تولید آنزیم آلکالین فسفاتاز در بازه زمانی 

بنیادی های  روز بعد از کشت سلول 21و  14، 7

اندومتریال که تحت تاثیر محیط تمایزی قرارگرفته اند 

آمده است. نتایج  B. 2موجود در تصویر  نمودار در

حاصل از این بررسی حاکی از آن بود که میزان تولید 

استئوبلاست به های  آلکالین فسفاتاز توسط سلولآنزیم 

اندومتریال که تحت تیمار با های  دست آمده از سلول
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بنیادی های  اند نسبت به سلول محیط تمایزی بوده

اندومتریال شاهد که فاقد محیط تمایزی بوده افزایش 

معناداری دارد و همچنین با گذر زمان میزان آلکالین 

بالا میرود سپس میزان  14وز فسفاتاز تولید شده تا ر

 تولید آلکالین فسفاتاز کاهش میابد.

 

 بررسی خصوصیات داربست -3-4

ای  دهی آنها با لایه و پوششها  پس از تهیه داربست

از طلا، به منظور بررسی مورفولوژی داربست 

نانوفیبری، به کمک میکروسکوپ الکترونی، تصاویر 

دهد که  می نشان(. تصاویر a.3 )تصویر شماره تهیه شد

دارای ساختار  PLGA/HAداربست نانوکامپوزیتی 

متخلخل و همچنین داربست فوق تقریبا فاقد دانه بوده 

و از قطر مناسبی برخوردارند بدین ترتیب مناسب 

ها  کشت سلول باشد می برای مهندسی بافت استخوان

ها  مورفولوژی و نحوه اتصال سلول بر روی داربست

به وسیله تصاویر  PLGA/HAت بر روی سطح داربس

( b.3 حاصل از میکروسکوپ الکترونی )تصویر شماره

مورد مطالعه قرار گرفت. تصاویر نشان دهنده اتصال 

بر روی داربست فوق است. نکته قابل ها  مناسب سلول

به سمت داربست ها  گیری و تمایل سلول توجه جهت

بر روی ها  است که بیانگر رشد و تکثیر مناسب سلول

که بدلیل تخلخل و  PLGA/HAداربست نانوفیبری 

قطر مناسب نانوفیبرها و زیست سازگاری خوب 

 باشد. میها  داربست

 
 .(Scale bar: 100μmروز ) 21به سلول های استئوبلاست بعد از  رحم پتانسیل تمایز سلول های بنیادی اندومتر( A .2شکل 

B )های اندومتریال که تحت تیمار با محیط تمایزی بوده اند نسبت به گروه کنترل که  میزان تولید آنزیم آلکالین فسفاتاز توسط سلول

 (n=3, ***p<0.001افزایش معناداری دارد ) 21و 14، 7های بنیادی اندومتریال بود در روزهای  کشت سلول
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 ها زیست سازگاری داربست -3-5

میزان زیست سازگاری داربست در این سنجش بر 

های  مبنای کاهش فعالیت آنزیم میتوکندریایی در سلول

بنیادی اندومتریال مشتق شده از اندومتروم انسانی 

، با استفاده از PLGA/HAکشت شده بر روی داربست 

 شمارهطور که در نمودار  تعیین شد. همان MTTروش 

های  مشخص است، میزان بقا و نرخ رشد سلول 4

 PLGA/HAشده بر روی داربست نانوکامپوزیتی  کشت

استیرن،  کشت شده بر کف پلیت پلیها  نسبت به سلول

در هر سه روز به مراتب بیشتر است. با توجه به این 

نمودار، حداکثر رشد و تکثیر سلولی بر روی نانو 

شده است )اخلاف  کامپوزیت در روز هفتم حاصل

 مشاهده شد(.ها  داری در میانگین داده معنا

 

 
سلول های بنیادی  (PLGA/HA .bنانو فیبر های داربست الکتروریسی شده  _SEM .ویر میکروسکوپ الکترونیا( تص a.3شکل 

 اندومتریال کشت شده بر روی داربست.

 
 

در روزهای اول، سوم و  PLGA/HAبرای بررسی میزان بقاء سلول های بنیادی اندومتریال بر روی داربست  MTTنمودار  .4شکل 

هفتم بعد از کشت، همان طور که مشاهده می شود، در هر سه روز میزان زیست سازگاری سلول های بنیادی اندومتریال بر روی 

داربست نانوکامپوزیتی فوق  نسبت به کف پلیت پلی استیرن به مراتب بیشتر است. با توجه به این نمودار حداکثر رشد و تکثیر 

 (.n=3, ***p<0.001نانو کامپوزیت در روز هفتم حاصل شده است )سلولی روی 
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 بحث -4

استخوانی های  رایج در درمان آسیبهای  روش

کنند و مهندسی بافت در این  به خوبی عمل نمی

ها  ای در جهت ساخت جایگزین راستا امیدهای تازه

استخوان را به وجود آورده های  و ترمیم شکستگی

های  . هدف از این مطالعه، تمایز سلول]38[ است

های استئوبلاست  بنیادی اندومتریال انسان به سلول

سپس بررسی زیست  ، وور محیط تمایزیضدر ح

های استئوبلاست به  سازگاری داربست و رفتار سلول

های بنیادی اندومتریال بر روی  دست آمده از سلول

باشد. در تحقیق حاضر از  می PLGA/HAداربست 

بنیادی اندومتریال انسان به عنوان منبع های  سلول

بنیادی مزانشیمی که پتانسیل های  جدیدی از سلول

سلولی از جمله غضروف، های  تمایز به انواع رده

 استخوان، چربی، نورون والیگودندروسیت را دارا

باشند و امروزه بیشتر مورد توجه قرار گرفته  می

پیدا نمودن منبع مناسبی . ]12-9[است، استفاده شد 

بنیادی که امکان استفاده از آن در های  از سلول

یکی از چالش بزرگی در  کلینیک وجود داشته باشد،

باشد. با توجه به عدم تهاجمی بودن  سلول درمانی می

تریال رحم انسانی ی بنیادی اندومها جداسازی سلول

و همچنین از دست ها  و دسترسی آسان به این سلول

 در سنین بالا،ها  نرفتن خاصیت تمایز این سلول

را به عنوان منبعی مناسب ها  توان از این سلول می

برای تمایز استخوانی استفاده نمود در واقع 

بار پاساژ  34بنیادی اندومتریال، پس از های  سلول

کاریوتیپ نرمالی خواهند داشت و متوالی هم چنان 

بنیادی مغز استخوان سرعت های  نسبت به سلول

. در این مطالعه مارکرهای ]11[ تکثیر بالاتری دارند

بنیادی اندومتریال رحم های  سطحی مربوط به سلول

انسان مورد بررسی قرار گرفت. نتایج این مطالعه 

، بنیادی اندومتریال انسانیهای  نشان داد که، سلول

و  CD105, CD90مارکرهای سطحی مزانشیمی 

CD146 ها  را بیان نمودند. هم چنین این سلول

منفی  CD34و  CD31نسبت به بیان مارکرهای 

هستند. نتایج مربوط به بیان این مارکرها در راستا با 

و  Masudaو  Gargettمطالعات انجام شده توسط 

همچنین مطالعات ابراهیمی باروق و همکاران در 

. تلاش برای تمایز ]11-12[باشد می نیز 2012سال 

استخوانی های  بنیادی اندومتریال به سلولهای  سلول

 2012توسط ابراهیمی باروق و همکارانش در سال 

. در همین راستا مطالعات ما نیز ]12[ مطرح گردید

باعث القاء تمایز  نشان داد که حظور محیط تمایزی

شود.  می بنیادی اندومتریال رحمهای  استخوانی سلول

بر این اساس مطالعه ی حاضر، عملکردی بودن 

شبه استئوبلاست به دست آمده از های  سلول

بنیادی اندومتریال را با سنجش میزان های  سلول

مورد ارزیابی قرار  تولید آنزیم آلکالین فسفاتاز

های  قابل بررسی در سلولگرفت. یکی از تغییرات 

تمایز یافته به استئوبلاست، بررسی میزان تولید آنزیم 

است. در این بررسی ها  آلکالین فسفاتاز در این سلول

 21و  14،7، 1تمایز  استئوبلاستی سلولها را پس از 

روز تیمار تحت محیط تمایز استئوبلاستی بررسی 

 14روز شد. بر طبق نتایج، بیان آلکالین فسفاتاز تا 

پروسه تمایز به حداکثر میزان خود رسید سپس بیان 

این آنزیم کاهش یافت که این موضوع روند صحیح 

به علت آنکه، بیان ژن این آنزیم  تمایز را اثبات نمود.

بلافاصله پس از توقف تکثیر سلولی و در حین فاز 

ساخت ماتریکس به حداکثر مقدار خود رسیده و 

 یابد می ن ماتریکس کاهشهنگام شروع مینالیزاسیو

علاوه بر این، نتایج مطالعه حاضر نشان  .]14-31[

استئوبلاست حاصل از تمایز های  داد که سلول
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های  بنیادی اندومتریال انسانی مارکرهای  سلول

بیان  mRNAاختصاصی استخوانی را در هر سطح 

باشد. مطالعات  می قبلیهای  نمودند که در تایید یافته

دهد  می نشان 2013همکارانش نیز در سال اعظمی و 

بنیادی اندومتریال رحم انسان، بعد از های  که سلول

تمایز به سلول استخوانی، مارکر اختصاصی 

و نیز پروتئین بیان  mRNAاستخوانی را در سطح 

های  در مهندسی بافت، از داربست .]3[اند کرده

و ها  پلیمری به عنوان بستری برای کشت سلول

فیزیکی از سلولها و در نهایت، تشکیل بافت حمایت 

. از این رو مهم ترین ]15 [ شود جدید استفاده می

گام در مهندسی بافت، انتخاب بیو مواد مناسب برای 

. داربست مناسب در ]15[ باشد می سنتز داربست

واقع الگویی برای بازسازی بافت است و نقش 

و کلیدی در شکل گیری ساختار بافت مهندسی شده 

. بیوموادهای مورد ]25[ عملکرد آن بر عهده دارد

استفاده در سنتز داربست باید از چسبندگی، رشد و 

تکثیر سلولی حمایت کند. بیوموادها باید چندین 

ویژگی ضروری همچون زیست تخریب پذیری، 

 زیست سازگاری و فعالیت زیستی را داشته باشند

به  (PLGA. پلی لاکتیک کو گلیکولیک اسید )]26[

بسیاری از این  PGAو  PLAعنوان یک کوپلیمر از 

. از سویی دیگر، نانو ]35[باشد می را داراها  ویژگی

هیدروکسی آپاتیت با وجود خواص مکانیکی 

ضعیف، ماده ای زیست فعال با توانایی هدایت 

است ها  سازی و چسبندگی و تکثیر سلول استخوان

مهندسی که برای استفاده به صورت کامپوزیت در 

. از اینرو، سنتز ]32[ باشد بافت استخوان مناسب می

یک داربست نانوکامپوزیتی از پلی لاکتیک کو 

گلیکولیک اسید و نانو هیدروکسی آپاتیت برای 

رسد. اما  می دستیابی به خواص بهتر، مطلوب به نظر

رود نیز حائز  می روشی که برای سنتز داربست به کار

بنیادی های  ه رفتار سلولاهمیت است. در این مطالع

اندومتریال انسانی بر روی داربست نانوکامپوزیتی 

PLGA/HA  سنتز شده به روش الکتروریسی مورد

بررسی قرار گرفت. روش الکتروریسی با انعطاف 

پذیری و قابلیت کنترل بالا، ساختارهایی را سنتز 

میکنند که میتوانند تقلیدی از ساختارهای نانوفیبری 

. از ]42-22[ ارج سلولی طبیعی باشندماتریکس خ

این رو هر چقدر ساختار داربست به شبکه نانوفیبری 

تر باشد، در  ماتریکس خارج سلولی طبیعی نزدیک

کند.  می ایجاد رفتار مناسب از سلول موفق تر عمل

سازگاری و رفتار سلولی بر  به منظور بررسی زیست

، از کشت PLGA/HAروی داربست نانوکامپوزیتی 

های  بنیادی اندومتریال و سلولهای  سلول

بنیادی های  استئوبلاست تمایز یافته از سلول

ندومتریال بر روی داربست استفاده شد. تصاویر 

کشت شده بر روی داربست های  حاصل از سلول

بیانگر این است که داربست نانو کامپوزیتی محیطی 

فراهم کرده اند ها  مناسب برای اتصال و رشد سلول

به سمت داربست کشیده شده اند و ها  سلولو 

شروع به چسبیدن به داربست کردند. این نتایج نشان 

دهنده ی این است که داربست نانوکامپوزیتی 

PLGA/HA  در ایجاد سیگنال قوی برای مهاجرت

بر روی داربست ها  ها، رشد و تکثیر سلول سلول

مورد نظر موفق عمل کرده است. علاوه بر این با 

توان به  می به تصاویر میکروسکوب الکترونی توجه

نه تنها قابلیت اتصال ها  این نکته نیز پی برد که سلول

و تکثیر مناسب تری روی نانوکامپوزیت دارند، بلکه 

به لحاظ مورفولوژی نیز از شرایط طبیعی برخوردار 

در سطح   HAهستند. در واقع حضور نانوذرات

را از ها  تینداربست جذب فیبرونکتین و ویترونک
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دهد، که این امر باعث پیش برد  می سرم افزایش

شود، که  می به غشای سلولیها  اتصال اینتگرینی آن

اکتین  F_این پیوندهای اینتگرینی بازآرایی فیبرهای 

کند و پاسخ سلولی را  در اسکلت سلولی را القاء می

تخصصی جهت تکثیر و تمایز سلولی های  به سیگنال

. همچنین در  برخی مطالعات ]10[ دهد می افزایش

نشان داده اند، ذرات هیدروکسی آپاتیت باعث ایجاد 

شود که  ها می سطوح خشن و ناهمواری در داربست

بر روی ها  منجر به چسبندگی اولیه مناسب سلول

. نمودار ]21[ شود می HAحاوی های  داربست

هم  7و  3، 1در روزهای  MTTحاصل از تست 

در سطح ها  ستی مناسب سلولبیانگر شرایط زی

داربست میباشد. همچنین با افزایش مدت کشت نیز 

بر روی نانوفیبر ها  درصد زنده ماندن سلول

PLGA/HA ی  افزایش یافت. این نتایج نشان دهنده

به دلیل  PLGA/HAاین است که نانوفیبرهای 

شباهت ساختاری به ماتریکس خارج سلولی طبیعی 

ناسب عمکرد مطلوبی داشت در ایجاد رفتار سلولی م

برای بهبود ویژگی سطحی  HAو حضور نانو ذرات 

 بر روی داربستها  به منظور اتصال بیشتر سلول

 Realباشد. علاوه بر این نمودار حاصل از تست  می

time-PCR  نیز نشان داد کهHA  تشکیل بافت

ها،  استخوانی را به علت افزایش چسبندگی سلول

سازی داربست و رسوب  افزایش خاصیت استخوان

مواد معدنی حاوی کلسیم بر سطح داربست به طور 

همچنین فریبا  بخشد. می قابل توجهی بهبود

نشان دادند  2014زاده و همکاران در سال  منصوری

 الکتروریسی شده ، PLLA/HAداربست کامپوزیتی 

بنیادی مزانشیمی جدا شده های  تواند تمایز سلول می

های  انسانی را به سلولاز بند ناف جنین 

استئوبلاست القا کند. هدف از این مطالعه توجه به 

 در تمایز استئوبلاستی بود HAنقش فوق العاده 

و همکارانش   Adnan Haider. در همین راستا،]24[

بر تکثیر  HAاثر مورفولوژیکی  2014در سال 

سلولی، عمل استخوان سازی و آزاد سازی یون 

. این پژوهش در کنار ]13[ کلسیم را نشان دادند

مطالعاتی که در گذشته انجام شده است، همگی 

بر   HAموید آن است که، مقدار و چگونگی توزیع

روی داربست چسبندگی، تکثیر و تمایز سلولی را به 

دهد و نانوفیبرهای  می مقدار قابل توجهی افزایش

الکتروریسی شده، با توجه به شباهت ساختاری آن 

ارج سلولی طبیعی جهت ایجاد پاسخ به ماتریکس خ

منظور استفاده در مهندسی بافت  سلولی مناسب به

عملکرد مناسبی دارد که باعث جهت گیری و رشد و 

 شود.  بر روی بسترها میها  تمایز سلول
 

 گیری نتیجه -5

بنیادی های  تحقیق حاضر نشان داد که سلول

های  اندومتریال در حضور غلظت مناسبی از فاکتور

استخوانی تمایزداد. با های  تمایزی میتوان به سلول

بنیادی های  سایر منابع سلولهای  توجّه به محدودیت

بنیادی اندومتریال های  توان از سلول مزانشیمی، می

بنیادی های  به عنوان یک منبع جدید از سلول

مزانشیمی، در تمایز سلولی استفاده کرد. همچنین، 

با توجه به  PLGA/HAداربست نانوکامپوزیت 

ن به ماتریکس خارج آنزدیکی شباهت ساختار 

های  سلولی طبیعی توانست از اتصال و تکثیر سلول

بنیادی های  استئوبلاست به دست آمده از سلول

رسد که  می اندومتریال حمایت کند. بنابراین به نظر

کاندیدای  PLGA/HAداربست نانوکامپوزیتی 

دسی بافت استخوان مناسبی به منظور استفاده در مهن

رود، بتوان در آینده در کابردهای  می هستند و امید
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 پزشکی از آن استفاده نمود.
 

 تشکر و قدردانی

خود  نویسندگان این مقاله مراتب سپاس و تشکر

دانشگاه علوم پزشکی  را از کلیه دوستان و همکاران

هایشان در انجام این پروژه  به واسطه حمایت تهران

 دارند. می اعلام
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Abstract 
The engineered tissue structure includes three components: cells, signaling pathway and scaffold. The 

polylactide-co-glycolide/hydroxyapatite (PLGA/HA) has attracted much attention due to their optimal 

properties because of using PLGA polymer and hydroxyapatite. The aim of this study was to evaluate 

the biocompatibility effect of PLGA/HA scafffold on osteoblast differentiated from hEnSCs. We 

aimed to evallute the adhesin of cells on scaffolds. hEnSCs were isolated from human endometrium 

tissue and induced the osteogenic differentiation, then the differentiated cells were cultured on 

PLGA/HA synthetic scaffolds. A nanocomposite scaffolds based on PLGA/HA were fabricated by 

electrospinning methode and behavior of differentiated osteoblast cells was evaluated after seeding 

cells on this scaffold. Osteogenesis was investigated in terms of attachment, alkaline phosphatase 

activity and gene expression. Morphogenic of cells in scaffold was evaluated by SEM and 

biocampatibility of this scaffold was confirmed by MTT assay. The alkaline phosphatase activity 
confirmed osteoblast differentiation. SEM studies showed that the surface properties of scaffold were 

desirable and the cells had the ability to attach and proliferate better on the nanocomposite scaffolds. It 

has been shown that the nanocomposite scaffolds have appropriate properties to support the 

attachment of differentiated osteoblast cells. 
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