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ای هیک به عنوان محیط رشد مناسب سلولهای محافظتی داربست طبیعی و سنتتمقایسه بین قابلیت

 بنیادی مزانشیمی مشتق از بافت چربی 

  2، محمد مهدی زاده 1ناصر کلهر، 1، رضا طباطبائی قمی1، محسن شیخ حسن*1مهدیه سادات قیاثی

  های بنیادی، جهاد دانشگاهی استان قمپژوهشگر، گروه سلول .1

 استادیار، بخش جراحی دهان، فک و صورت، دانشکده دندانپزشکی دانشگاه علوم پزشکی بابل .2

 چکیده

اخته دهای آسیب دیده پربافت های پیشرفته به ترمیمعلومی است که با استفاده از روش مهندسی بافت یکی از  :و هدف سابقه 

شود. موفقیت در این فرآیند نیازمند وجود عوامل بهینه و کارآمد است. از جمله عوامل مهم در این ها میو باعث بهبود و بازسازی آن

 شرایط نه والعاده جهت فراهم آوردن یک محیط رشد بهیاسب با خواص مکانیکی و زیستی فوقهای منز داربستموفقیت، استفاده ا

باشد. در این تحقیق به ارزیابی کارایی دو داربست پلاسمای غنی شده از پلاکت و پلی لاکتیک های بنیادی میمناسب تمایززایی سلول

 های بنیادی مزانشیمی پرداخته شد. د سلولگلیکولیک اسید در ایجاد محیط مناسب جهت رش

مزانشیمی از بافت های بنیادی و جداسازی سلول PLGAو  PRPسازی دو داربست در این مطالعه، پس از آماده :هامواد و روش

ها، اربستها بر روی دساعت از کشت سلول 84پس از گذشت  ها به طور جداگانه بر روی این دو داربست کشت شد وچربی، این سلول

 به عمل آمد. MTTها توسط تست ارزیابی توانایی زنده ماندن سلول

های بنیادی مزانشیمی کشت و تکثیر سلولبه عنوان دو محیط مناسب جهت  PLGAو  PRPدر این مطالعه، دو داربست : هایافته

 مورد استفاده قرار گرفتند.

های در حالت فعال همراه با سلول PRPنشان داد که هنگامی که  MTTهای حاصل از این مطالعه با استفاده از تست یافته بحث:

 باشد.برخوردار می  PLGAرود از کارایی بالاتری نسبت به به کار میبنیادی مزانشیمی  

های عنوان محافظی به منظور رشد سلول تواند بهمی PRPهای مشتق شده از استفاده از داربست رسدبه نظر می گیری:نتیجه

 مورد استفاده قرار گیرد.های کارا و جدید در مهندسی بافت و طب ترمیمی دی مزانشیمی برای توسعه استراتژیبنیا

   های بنیادی مزانشیمی، سلول PRP  ،PLGAمهندسی بافت ، : کلمات کلیدی

 مقدمه

با اینکه بدن انسان قابلیت بسیار بالایی در ترمیم نواحی آسیب  

 معمولاًباشد. پذیر میاین حال بسیار آسیبدیده خود دارد، با 

اشند بوانی توسط خود بدن قابل ترمیم میها در جبیشتر آسیب

ز به یابد. در نتیجه نیاافزایش سن قابلیت ترمیم کاهش می اما با

یم ناپذیر در جوانی و های ترمهایی جهت بهبود آسیبروش

اف های حاصل از پیری وجود دارد که از جمله اهدترمیم آسیب

آید. هر روزه هزاران روش ر میمهم درمانی و علمی به شما

دیده در بدن های آسیب کلینیکی، جایگزینی یا ترمیم بافت

عمول جهت این های مدهند که یکی از روشانسان را انجام می

ای هها، بافتءکنندهباشد. در این روش اهداهدف، پیوند بافت می

دهند. بافت فرد ده قرار میخود را در اختیار فرد آسیب دی

 ملکولی - سلولی بیوتکنولوژی   هایتازه

 1131 زمستان، هفدهم، شماره پنجمدوره  

  مهدیه سادات قیاثی مسئول : سندهینو*

 m.ghiasi@acecr.ac.ir:  یکیالکترون پست
 60/60/1132تاریخ دریافت مقاله: 
 60/62/1131تاریخ پذیرش مقاله: 
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 شود. اینه و به فرد پذیرنده پیوند زده میکننده خارج شدءاهدا

آن را محدود ساخته روش دارای مشکلاتی است که استفاده از 

کلات توان به هزینه بالای این روش، مشها میکه از جمله آن

های میکروبی، رد پیوند توسط ایمنی از جمله ایجاد آلودگی

ده کننءحدود اهداسیستم ایمنی بدن گیرنده پیوند و تعداد م

اشاره نمود. در نتیجه، نیاز به جایگزین مناسبی برای این روش 

های مهندسی بافت استفاده وجود دارد. به این منظور، از روش

های به طراحی ساختارهایی مشابه بافت شود که در آنمی

این  های اخیر درشود که پیشرفتآسیب دیده پرداخته می

خواهد کرد و این  پیوند بافت غلبههای زمینه بر مشکلات روش

سلولی،  1کارگیری ابزارهای مهمی نظیر داربستروش نیازمند به

باشد. تا به حال، با های فعال زیستی میها و مولکولسلول

شات بر روی ترمیم بسیاری از استفاده از مهندسی بافت، آزمای

ها از جمله غضروف انجام شده است. به منظور افزایش بافت

ه، هندسی شدهای مو بهبود عملکرد کشت سلول و بافت اییکار

ها باشد. داربستهای مناسب و کارا مینیاز به ایجاد داربست

موجود در ماتریکس خارج سلولی  ساختارهایی متکی بر مواد

ها صورت پذیرفته است. باشند که تیمارهای مختلفی روی آنمی

ا هاز جمله آن ای خصوصیاتی هستند کههای سلولی دارداربست

جزیه ، قابلیت تمی توان به عدم سمیت، قابلیت سازگاری زیستی

زایی، تهیه آسان، خصوصیات فیزیکی و زیستی، عدم ایمنی

-ی مطلوب اشاره نمود. امکان تجزیهمکانیکی مناسب و پایدار

ها پس از ستی داربست جهت جایگزین شدن سلولپذیری زی

یمرهایی که به عنوان ماده باشد. پلد با داربست ضروری میرش

اولیه جهت تهیه داربست سلولی کاربرد دارند به دو گروه 

ا هشوند.  داربستهای طبیعی و مصنوعی طبقه بندی میپلیمر

توان به استفاده های فراوانی هستند که از جمله میدارای کاربرد

اشاره نمود.  4رسانیول، سل3رسانی، ژن2ها در دارورسانیاز آن

 5ها بازسازی مجددوزه اصلی ترین هدف استفاده از آنراما ام

 درعمل داربست هر بنابراین باشد.بدن می های آسیب دیدهبافت

 به را خاص مکانیکی و بیولوژیکی آثار کردنوارد باید توانایی

 هر منظور بدین . باشد  دارا سلولی رفتار تغییر و منظور بهبود

 انتخاب .شودمی طراحی هدفش بافت خواص داربست براساس

 در که طوری به است کار بخش ترینمهم داربست و جنس نوع

 اجازه تنها نه داربست .شودمی دیده آسیب بافت جایگزیننهایت 

 ها،سلول مهاجرت باعث بلکه دهد،می خود به را هااتصال سلول

                                                      
1 -Scaffold 

2 - Drug Delivery 
3 - Gene Delivery 
4 - Cell Delivery 

 مواد غذایی، مواد انتشار بیوشیمیایی، فاکتورهای و انتقال نقل

مورد مواد زیستی  شود.می هاسلول تولیدی نیز مواد زاید و

-طبیعی همتوانند پلیمرهای ساخت داربست می استفاده جهت

چون سنتتیک هملیمرهای و یا پ چون پلاسمای غنی از پلاکت

PLGA   .باشندPRP  نوظهور در جراحی و یک ابزار بیولوژیکی

-سلولایز تحریک رشد و تمتوانایی  PRPباشد. طب ترمیمی می

به عنوان یک آزمایشگاهی دارد و های بنیادی را در شرایط 

توان از آن استفاده مهندسی بافت میهای داربست در پژوهش

ی همراه با توان به عنوان پلاسمارا می PRPنمود. به طور کلی 

ها به نسبت گلبول سفید خون تعریف مقدار زیادی از پلاکت

به تنهایی  PRPدهد ژل دارد که نشان میی وجود نمود. شواهد

یم مهای بنیادی مزانشیمی اتولوگ توانایی تریا به همراه سلول

به طور PRP  (.11) باشندزخم را دارا میو بهبود بخشیدن 

-برای اهدافی هم Matrasتوسط  1791سال آمیزی در موفقیت

در موش مورد استفاده قرار گرفت. در حال چون پیوند پوست 

های اغلب در جراحی داربست اتولوگی است که PRPحاضر، 

این است  PRPگیرد. مزیت اصلی استفاده قرار میارتوپدی مورد 

ون سمیت و ایجاد ماده اتولوگ بوده و فعالیت آن بدکه یک 

های مشتق شده از باشد. استفاده از داربستایمنی میپاسخ 

PRP اینهای رشد چندین مزیت دارد. در به دلیل وجود فاکتور 

ها نه تنها تمایل آمده از پلاکتدستفاکتورهای رشد به

ود دارد بلکه قابلیت برهم کنش با اختصاصی به بافت وج

ند که این عمل منجر به فعال فاکتورهای رشد دیگر را نیز دار

-غنی از پروتئین PRPشود. شدن بیان ژن و تولید پروتئین می

-ی میهای اتصالینبرین و پروتئچون فیبرونکتین و فیهایی هم

ند توانیک مولکول اتصالی عمل نموده و میباشد که به عنوان 

در طی دو دهه گذشته  پلیمر مهاجرت سلولی را تحریک نمایند. 

اندیدهای پلیمری ترین کبه عنوان یکی از جالب  PLGAزیستی

های مهندسی های مورد نیاز در پژوهشجهت ساخت داربست

یک پلیمر زیست تخریب  PLGA(. 1) بافتی استفاده شده است

پذیر و زیست سازگار بوده و خصوصیات بهینه مکانیکی داشته 

یید تأ 3و پلیمری است که توسط سازمان غذا و داروی آمریکا

(. با این حال این پلیمر زیستی خواص آبدوستی و 3) شده است

دی نقابلیت جذب آب پایینی داشته و تخریب پذیری در آن به ک

گروهی از  9های بنیادی مزانشیمیسلول پذیرد.صورت می

ا ههستند که به علت قابلیت ویژه آن های بنیادی بالغسلول

5 -Regeneration 

6 -FDA 

7 - MSC 
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ا هو علمی قرار گرفته اند. این سلولمورد توجه جوامع پزشکی 

های پیش ساز چندتوان هستند که قابلیت رشد و جزو سلول

 و یط کشت داشتهنمو و تکثیر و خودنوزایی بالایی را در مح

های چون سلولهای مختلف سلولی همتوانند به ردهمی

-لولهای اندوتلیال، سوفی، استئوبلاست، آدیپوسیت، سلولغضر

 های هپاتوسیت وسلول های میوسیت قلبی، سلول های عصبی،

ن های ویژه ایکراس تمایز یابند. به علت قابلیتهای پانسلول

ا هطب ترمیمی، از این سلول ها در زمینه مهندسی بافت وسلول

-های فیزیولوژیکی همها و آسیبدر ترمیم و بازسازی بیماری

های عصبی و های مفصلی، ناهنجاریهای غضروفچون آسیب

 گردد. حاصل از دستگاه ایمنی استفاده میهای بیماری

 روش کار
 مواد مورد نیاز

جهت کشت  4DMEMو محیط  PLGA 31/31در این تحقیق، 

و   7سلولی از شرکت سیگما خریداری شد. سرم جنین گوساله

 Gibcoاسترپتومایسین از شرکت  سیلین/آنتی بیوتیک پنی

 خریداری شد. 

 PLGAآماده سازی داربست 

در کلرید متیلن حل شده و سپس  PLGA 3%ابتدا ذرات 

NACL ک ظرف پلاستیکی با ارتفاع به آن اضافه شده و درون ی

درجه  -01متر ریخته شد و در دمای میلی 3متر و قطر میلی 5

 0گراد فریز شد. داربست پلیمری منجمد شده به مدت سانتی

روز در آب دوبار تقطیر شستشو داده شد تا ذرات نمک از آن 

-استریل شد. سلول UVخارج شود. سپس، نمونه با استفاده از 

 ریپسینههای بنیادی مزانشیمی انسان در مرحله پاساژ دوم ت

ر شمارش و ها با لام هموسایتومتس تعداد سلولشدند و سپ

ان، بلو ارزیابی شد. در پای ها با رنگ تریپانتوانایی زنده ماندن آن

 0 × 811با دانسیته سلولی  PLGAها بر روی داربست سلول

 میلی متر انتشار یافتند. سلول/

 PRPآماده سازی 

 %5.4آزمایش حاوی  ابتدا خون محیطی را به داخل یک لوله

 3ریخته و به دنبال آن به مدت  7به  1سدیم سیترات با نسبت 

ر دقیقه  سانتریفوژ شد. محصول دور د 1111دقیقه با سرعت 

-سیم شد که لایه پایینی حاوی سلوللایه تق 5آمده به دستبه

ها بود، لایه میانی حاوی های خونی غنی از اریتروسیت

سما، بالایی حاوی پلاهای التهابی و لایه ها و سایتوکینلوکوسیت

                                                      
8 - Dulbecco’s Modified Eagles Medium 
9 -FBS 

به دو گروه  PRPها و فاکتورهای رشد بود. در این تحقیق پلاکت

 PRPفعال شده با کلرید کلسیم و  PRPتقسیم شد که شامل 

کلرید  %11فعال، محلول  PRPباشد. برای تولید غیرفعال می

 به آن اضافه شد. PRPکلسیم قبل از استفاده از 

های بنیادی مزانشیمی پاساژ سلولجداسازی و 

 مشتق از بافت چربی:

ی بنیادی مزانشیمی، هار این مطالعه، برای جداسازی سلولد

اکشن در سرم آمده از جراحی لیپوسدستبافت چربی به

گراد از درجه سانتی 8بیوتیک و در دمای فیزیولوژی حاوی آنتی

بیمارستان به آزمایشگاه منتقل و پس از چندین بار شستشو با 

PBS ه قطعات کوچک تبدیل شد. سپس و سرم فیزیولوژی ب

از  I های بنیادی مزانشیمی به وسیله هضم با آنزیم کلاژنازسلول

هر  به ازایبافت چربی استخراج گردید. به این صورت که ابتدا 

به آن اضافه و به   I زیم کلاژنازگرم آنمیلی 1.3یک گرم چربی 

گراد انکوبه شد. درجه سانتی 59دقیقه در دمای  31تا  83مدت 

دور  1411دقیقه با سرعت  11سپس تحت سانتریفوژ به مدت 

در دقیقه قرار گرفته و در نهایت رسوب سلولی در محیط کشت 

DMEM بیوتیک پنی آنتیواحد/میلی لیتر  111 حاوی

به فلاسک مخصوص  FBS 11%و  %1ین سیلین/استرپتومایس

گراد حاوی درجه سانتی 59کشت سلول منتقل و در انکوباتور 

3% CO2  قرار داده شدند. پس از گذشت یک  %73و رطوبت

هایی که به کف فلاسک نچسبیده بودند، با تعویض روز، سلول

روز  5 ها هرز فلاسک حذف شدند. محیط کشت سلولمحیط ا

ها پس از ترپسینه شدن به مرحله یک بار تعویض گردید. سلول

 پاساژ دو انتقال یافت و جهت استفاده آماده گردید.

تعیین توانایی زنده ماندن سلول توسط تست 
MTT 

ساعت از  84پس از گذشت  ارزیابی توانایی زنده ماندن سلول

یتر لمیلیها انجام پذیرفت. نیم ها بر روی داربستکشت سلول

و  MTT (5(8تر محلول میکرولی 31و  DMEMمحیط کشت 

 ,دی متیل تترازولیوم بروماید-3و0-یل-0-دی متیل( تیازول-3

ساعت  8از  ها اضافه شد. پسمیلی گرم/میلی لیتر( به داربست 3

به محلول  11لیتر دی متیل سولفوکسیدانکوباسیون، نیم میلی

دقیقه در نهایت میزان  01حاصل اضافه شد. پس از گذشت 

سط نانومتر تو 391جذب نوری سلول/داربست در طول موج 

 گیری شد.دستگاه میکروپلیت ریدر اندازه

10 - DMSO 
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 بحث

های بالایی حاوی غلظت PRPتحقیقات مختلف نشان دادند که 

هایی ولتوانند سلها میکتورهای رشد بوده و این سایتوکیناز فا

و  5) شوند تحریک به رشد نمایندها کشت میرا که بر روی آن

کی از دلایل کارایی بیشتر توان ی(. در این آزمایش می3

را برهم کنش بین  PLGAنسبت به  PRPهای داربست

های بنیادی موجود در در این داربست با سلول هایسایتوکین

 دید.ها گرسلولت که منجر به رشد بیشتر این مزانشیمی دانس

که باعث محدود شدن  PLGAهیدروفوب بودن سطح داربست 

یکی از  شود احتمالاًح آن میچسبندگی و رشد سلول در سط

 آید. فقدانده کارایی این داربست به شمار میدلایل کاهش دهن

پلیمر امکان تغییرات را محدود های عملکردی در سطح این گروه

ا ی وقتی در شرایط حیاتی به اندام(. این داربست 9و  3) کندمی

تواند به راحتی یک شود میبافت آسیب دیده پیوند زده می

واکنش ایمنی مزمن را ایجاد کند. علاوه بر این، این داربست به 

شوند که سختی ساخته می طور معمول تحت شرایط نسبتاً

ایب کند. این معها را با مشکل روبرو میاتصال و قرارگرفتن سلول

تواند کاربرد این داربست را در مهندسی بافت محدود سازد. می

های دیگر حاصل از مواد طبیعی نسبت به داربست PRP مزایای 

باشد که دلایل آن، مصنوعی در مهندسی بافت  بیشتر میو 

زایی و اتولوگ مشکلات حاصل از ایمنی PRPنخست این که 

ه طور طبیعی امن (. این اسکلت ب11) ها را نداردانتقال بیماری

بوده و تاکنون هچ مدرکی دال بر تحریک افزایش غیر طبیعی 

رشد، سرطان زایی یا رشد تومور پس از استفاده از آن وجود 

ره الکترونی نگا، نتایج حاصل از میکروسکوپ (. ثانیاً 18) ندارد

های مزانشیمی حاصل از مغز استخوان نشان داد که سلول

دارند. دلیل سوم  PRPهای داربست قابلیت توزیع مناسب را در

توانند می PRPاینکه فاکتورهای رشد اتولوگ موجود در 

ها و جوان و تمایز که زمینه ساز ترمیم زخم مهاجرت، رشد

های نرم است را تحریک نماید. دلیل سازی و نوسازی بافت

ر را دتوان آنقابل تزریق بوده و بنابراین می PRPچهارم اینکه، 

چنین به های کوچک مورد استفاده قرار داد و همیبدرمان آس

-و تثبیت چسبندگی آن به جایگاه 11پذیریدلیل قابلیت انعطاف

های زنده استفاده توان از آن در محیطهای طراحی شده می

 PRPهای موجود در ها و لوکوسیتکه، پلاکتنمود. پنجم این

ه کنند کمیکروبی میزبان بازی مینقش مهمی را در دفاع ضد 

 15) شودکاهش ایجاد عفونت پس از پیوند میاین توانایی باعث 

هایی که (. داربست از مقادیر زیاد پلاکت0و 8و 4و  11 و 10و

                                                      
11 -plasticity 

 اند تشکیل شدهکمی پلاسما به صورت محلول درآمدهدر حجم 

ای خود فاکتورهای رشد هو به عنوان حاملی که توسط پلاکت

های این واقعیت که گرانول کند.نماید عمل میرا ترشح می

های دارای بسیاری از توسط پلاکت PRPآلفای موجود در 

ز ا شود به خوبی مشخص شده است.اکتورهای رشد ترشح میف

،  BBو  AA ،ABتوان به فاکتورهای جمله این فاکتورها می

ورهای رشد اپیدرمی، ، فاکت0Bو B 1فاکتورهای رشد انتقالی 

و فاکتورهای  1-تورهای رشد انسولینزایی، فاکفاکتورهای رگ

که از  این فاکتورهای رشد هنگامی اشاره نمود. 8-پلاکتی

های مختلف را شوند بازسازی و ترمیم بافتها آزاد میپلاکت

مسئله به علت وجود برخی از  دهند که اینتحت تأثیر قرار می

ومبین که سبب دگرانوله شدن ها از جمله حضور ترمحرک

را به  PRPدهد. این نتایج استفاده از ی شود رخ میها مپلاکت

 نماید. بر اساسد تأیید میعنوان یک داربست مناسب و قدرتمن

نتایج حاصل از برخی مطالعات بر روی عملکردهای بیولوژیکی 

به  PRPها، پیشنهاد شد که استفاده از و فیزیولوژیکی هیدروژل

بعدی  5های داربستها به ها برای انتقال سلولجای هیدروژل

های کشت متداول ایجاد تواند بهبود بیشتری را در روشمی

ها جهت انتقال سلول PRPشود که استفاده از نهاد مینماید. پیش

ی زیست فعال بسیاری را زمان فاکتورهاتواند به صورت هممی

دت در کیموتاکسیس و ها انتقال دهد و امکان مساعبه داربست

یل زایی، تشکها، رگبنیادی و استئوبلاست هایمیتوژنی سلول

 ماتریکس استخوانی و ساخت کلاژن را فراهم آورد.

 هایز این مطالعه، استفاده از داربستبر اساس نتایج حاصل ا

های عنوان محافظی به منظور رشد سلول به PRPمشتق شده از 

های کارا و جدید در دی مزانشیمی برای توسعه استراتژیبنیا

  گردد.بافت و طب ترمیمی پیشنهاد می دسیمهن

  گیرینتیجه
 LSD (1.13نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد که از لحاظ 

P< بین نمونه کنترل با )PRP  فعال وPRP  غیرفعال اختلاف

آورده  1ها در شکل وجود دارد. نتایج ارزیابی داربستداری معنی

ادی های بنیقسمت اول این مطالعه، سلول در شده است.

بارگذاری  PRPو  PLGAهای مزانشیمی به ترتیب در داربست

به دو صورت فعال با کلرید   PRPشده است. در این آزمایش از

و غیرفعال استفاده شد. نتایج حاصل از این مطالعه  %11کلسیم 

در حالت  PRPکه نشان داد هنگامی MTTبا استفاده از تست 

رود از ی مزانشیمی  به کار میهای بنیادفعال همراه با سلول

باشد. در قسمت برخوردار می PLGAجذب بالاتری نسبت به 
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چنین غیرفعال فعال شده و هم  PRPدوم این مطالعه، داربست 

ا هی مزانشیمی و بدون وجود این سلولهای بنیادبه همراه سلول

گروه  0ها به روز کشت داده شد و هر کدام از آن 4به مدت 

 FBSو گروه دیگر فاقد  FBS 11%شامل محیط مکمل شده با 

ها تریپسینه و توسط لام تقسیم بعد از این مدت، سلول

 PRPچنین کارایی بیشتر شمارش شدند و هم 10هموسایتومتر

  PLGAکه کاراییتأیید شد. در حالی PLGAفعال در مقایسه با 

یج نشان داد که تعداد د. نتاغیرفعال بالاتر بو PRPنسبت به 

، FBS 11%فعال شده و دارای محیط  PRPهای همراه با سلول

ت دلیل آن سرع برابرافزایش یافتند که احتمالاً 0روز به  4بعد از 

  باشد.ها نسبت به بقیه میتکثیر بیشتر این سلول

 
ای هی بنیادی مزانشیمی بر روی داربستهاارزیابی توانایی زنده ماندن سلولنتایج  :1 شکل

        MTT تست با استفاده از مختلف

 (P<0.05: نشان دهنده معنی دار بودن از لحاظ آماری)*    

 سپاسگزاری
ریاست محترم جهاد دانشگاهی قم جناب آقای محمد ابراهیم از 

 شود.تشکر و قدردانی می فقیه زاده
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