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 ارمغان دانش، مجله علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي ياسوج

 )98شماره پي در پي(1394، خرداد 3، شماره20دوره 

مي هاي بنيادي مزانشي مقايسه توانايي زنده بودن سلول

  گارز و فيبرين گلوآمشتق از چربي در دو داربست  
  

  2، نسيم حياتي رودباري*1فرزانه تفويضي

  

گروه زيست شناسي، واحد علوم و تحقيقات تهران، دانشگاه آزاد اسلامي،  2 ،پرند، ايرانواحد پرند، گروه زيست شناسي،  دانشگاه آزاد اسلامي، 1

  تهران، ايران

  

  29/1/1394 :تاريخ پذيرش             8/11/1393 :تاريخ وصول
  

  چكيده    
  

ي كارگيري ابزارهايه هاي آسيب ديده نيازمند ب ختارهايي مشابه بافتمهندسي بافت و طراحي سا گيري از تكنيك بهره: زمينه و هدف 

هاي مناسب با  سلولكشت هاي فعال زيستي در شرايط آزمايشگاهي است كه در اين ميان،  ها و ملكول نظير داربست سلولي، سلول

. مني زايي و تومورزايي باشند، اهميت داردهايي نظير اي فاقد ويژگي هاي سلولي طبيعي كه در داربست توانايي تقسيم و تمايز قابليت

ن را او نيز سهولت دسترسي به آن در پي انجام ليپوساكشن توجه محقق  ميهاي بنيادي مزانشيبافت چربي به دليل دارا بودن سلول

ر دو داربست هاي بنيادي مشتق از چربي د هدف از اين تحقيق بررسي قابليت تكثير و زنده ماندن سلول. به خود جلب كرده است

  .بودطبيعي فيبرين گلو و آگارز 
  

. از بافت حاصل از ليپوساكشن انجام شد ميهاي بنيادي مزانشي ، شناسايي و جداسازي سلولمطالعه تجربيدر اين : روش بررسي

نزيم به وسيله آ ميو سرم فيزيولوژي تحت اثر هضم آنزي PBSهاي بافت چربي حاصل از ليپوساكشن پس از شستشو با  نمونه

حاوي  RPMIهاي حاصل در محيط كشت  سلول .ها جداسازي گرديد از آن ميهاي بنيادي مزانشي قرار گرفتند و سلول Iكلاژناز

ييد أجهت ت CD105 و CD34، CD44 ،CD90سپس بررسي بيان ماركرهاي ويژه سطح سلولي از جمله . بيوتيك كشت شدند آنتي

سازي دو داربست آگارز و فيبرين گلو، قابليت زنده بودن و  پس از آماده. انجام شد فلوسايتومتري به وسيله ميهاي مزانشي سلول

و  MTTساعت، با آزمون  72و  48، 24هاي  مشتق از بافت چربي در دو داربست فوق در زمان ميهاي بنيادي مزانشي تكثير سلول

  .اريانس تجزيه و تحليل شدندها با استفاده از آزمون آماري آناليز و داده. ندالايزا بررسي گرديد روش
       

هاي آگارز و فيبرين گلو نشان داد  مشتق از بافت چربي بر روي داربست ميهاي بنيادي مزانشي نتايج حاصل از كشت سلول: ها يافته

 97/66و  04/64ساعت،  24در زمان  درصد 75/89و  22/68ها در داربست فيبرين گلو و آگارز به ترتيب  كه درصد زيستايي سلول

تكثير و بقاي سلولي . ساعت نسبت به گروه كنترل بود 72در زمان  درصد 68/1089و  87/222ساعت و  48در زمان  درصد

ها  قابليت زنده ماندن سلول. ساعته، مشاهده شد 72بيشتري در داربست سنتزي آگارز در مقايسه با داربست فيبرين گلو در كشت 

  . >05/0p داري افزايش نشان داد يبر روي داربست آگارز به طور معن
  

  

گلو، چسبندگي بهتري رسد كه داربست آگارز به علت داشتن تخلل و پايداري بيشتر نسبت به داربست فيبريننظر مي به: گيري نتيجه

  . دهده مييكند و در فرآيند  تكثير سلولي، عملكرد بهتري را نسبت به داربست فيبرين گلو اراها ايجاد ميبراي سلول
  

  .MTTمشتق از چربي، داربست آگارز، داربست فيبرين گلو، تست  ميهاي مزانشي سلول: كليدي هاي واژه

  

  گروه زيست شناسيدانشگاه آزاد اسلامي، پرند، ، فرزانه تفويضي: مسئولنويسنده *  

Email: farzanehtafvizi54@gmail.com 
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  فرزانه تفويضي و همكاران
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  مقدمه

ــان   مهندســيامــروزه روش  ــراي درم ــت ب باف

مــورد توجــه  ،هــا بــافتي و انــواع بيمــاريهــاي  آســيب

انجـام   ايـن امـر مسـتلزم   اسـت و   ن قرار گرفتـه امحقق

هـاي   جامع و كامل در زمينـه انـواع سـلول    هاي همطالع

هــاي كارآمــد و فاكتورهــاي رشــد   مناســب، داربســت

ــي ــد م ــتفاده از   . باش ــا اس ــت ب ــور لازم اس ــدين منظ ب

د ثير فاكتورهاي مختلف رشأتحت ت ،هاي بنيادي سلول

بـدون  و   آزمايشـگاهي  درونشرايط كنتـرل شـده    در

 طور مستقل طراحـي ه ب ،وابستگي به بدن موجود زنده

هـاي شناسـايي و    روش ،از ايـن رو . بافت انجام شـود 

ــلول  ــازي س ــادي، بـ ـ  جداس ــاي بني ــت آوردن ه ه دس

هاي مناسب از فاكتورهـاي مختلـف مـورد نيـاز      غلظت

هـاي   تكثير، مشخص نمودن انواع محيط جهت كشت و

هـاي   درك مكانيسـم  هـا،  مناسب براي تمايز اين سـلول 

هــاي  هــاي پيونــد ســلول يــافتن روش ،تمــايز و تكامــل

خطـرات   درك عـوارض و  هاي حيواني، بنيادي در مدل

ها  هاي بدن در مقابل اين سلول و واكنش احتمالي پيوند

شناسايي  طور گسترده و دقيق مورد مطالعه وه بايد ب

ري روش مهندسي بافت نتايج مثبت تا كارب قرار گيرند

  ).1(ضايت بخشي داشته باشدر و

هاي روشن پيش رو براي غلبـه بـر    يكي از افق

 ،مسائل و مشكلات بازسازي بافت و اندام آسيب ديـده 

هاي مهندسـي   باشد كه يكي از شاخه ميمهندسي بافت 

هـاي   شود و امكان بازسازي بافت زيستي محسوب مي

ــد ــده و بازگردان ــراهم آســيب دي ن عملكــرد بافــت را ف

اجزا اصـلي مـورد نيـاز در مهندسـي بافـت       .)2(كند مي

مــواد و عوامــل  از ســلول مناســب، بيــواســت  عبــارت

هـا در مهندسـي    انـواع مختلفـي از سـلول    ،زيست فعال

هـاي   گيرنـد كـه سـلول    مـي قـرار   بافت مـورد اسـتفاده  

سلولي براي ايـن مقصـود   يكي از بهترين منابع بنيادي 

  . باشند مي

هـاي   اي از سـلول  دسته ،هاي بنيادي بالغ سلول

و  هاي بالغ بدن وجود دارند اند كه در بافت تمايز نيافته

هـا را دارا    توانايي تمايز و تقسيم به انواع ديگـر سـلول  

شود، ايـن   ميزماني كه به بافت آسيبي وارد  .باشند مي

در . باشـند  مـي بافت آسيب ديده  قادربه ترميمها  سلول

هـاي بنيـادي    ستخوان حداقل دو دسـته از سـلول  مغز ا

هاي بنيادي خون ساز  سلول شاملبالغ وجود دارد كه 

ــادي مز و ســلول طــي . )3(باشــد مــي  ميانشــيهــاي بني

هاي بنيادي مشتق از بافت چربي  سلول ،هاي اخير سال

داشـتن  و  چربي بافت دلايل سهولت در دستيابي بهه ب

  . )4(اند ن قرار گرفتهاتوان تمايزي بالا مورد توجه محقق

داراي خاصــيت چنــدزايي  هــاي بنيــادي ســلول

 ؛منشاء مزانشيمي مثـل  هايي با در ترميم بافت هستند و

تاندون و چربي شـركت   ماهيچه، غضروف، استخوان،

ــد ــي كنن ــادي   .م ــي شــاخص ســلول بني ــي از ويژگ يك

هـا حتـي در حالـت     زا بودن اين سلول كلون ،مزانشيمي

نشــان داده اســت كــه  هــا هلعــمطا .كشــت اوليــه اســت

هاي منفرد كه هركدام از يك سـلول مشـتق شـده     كلون

پتانسيل . دهتروژن هستن ،است از لحاظ پتانسيل تمايز

 و به چندين رده سـلولي  ميتمايز سلول بنيادي مزانشي

ينــد پيچيــده بــا آينــد تمــايز ســلول بنيــادي يــك فرآفر

نـد  دانشمندان معتقد. مكانيسم مولكولي ناشناخته است
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كــه عوامــل مختلفــي در متعهــد كــردن ســلول بنيــادي 

 .در تمايز به رده خاص سلولي دخيل اسـت   ميمزانشي

 تيمارهـاي مختلـف و  ، تركيـب سـرم   ؛اين عوامل شامل

تعامـل   رد استفاده در كشت سـلول و ونوع پلاستيك م

با فـراهم كـردن شـرايط مناسـب سـلول      . سلولي است

هـا   ي از سـلول قادر اسـت بـه انـواع     ميبنيادي مزانشي

 ).5ـ7( چربي تمايز يابدو  غضروف، استخواني ؛شامل

ــر  ــوگ  نســبتاًجداســازي و تكثي راحــت و اتول

ها را كانديد مناسب براي  آن ،هاي مزانشيم بودن سلول

بـه دليـل ميـزان پـايين      اما ،سلول درماني ساخته است

چنـين نيـاز بـه     هـا در مغـز اسـتخوان و هـم     اين سلول

با منشاء حيواني بـراي تكثيـر ايـن     عوامل تكميل كننده

بـاليني   هـاي  هها، كار را براي اسـتفاده در مطالع ـ  سلول

ها و راهكارها به سـمت   اما پژوهش مشكل كرده است،

و ســوي ايجــاد شــرايط بهينــه بــراي اســتفاده از ايــن 

ها و تكثير به  ها با حذف سرم از محيط كشت آن سلول

              اكتورهـــا هـــا بــا اســـتفاده از بيور  ميــزان بـــالاي آن 

   ).8و 9(است

بنيادي مشتق از بافت چربي  هاي شباهت سلول

)ASCS( اين تصـور   هاي بنيادي مغز استخوان به سلول

ــيش  ــيرا پ ــلول   م ــن س ــا اي ــايد منش ــه ش ــ آورد ك ا، ه

در حـال   )BMSS(هاي اسـترومال مغـز اسـتخوان    سلول

ديـواره عـروق در بافـت     بـه وسـيله  گردش باشند كـه  

اسـاس   به عبارتي ديگر بـر  .كنند شاح پيدا ميچربي ارت

 ــ ــه جدي ــن نظري ــالاً د،اي ــن ســلول احتم ــع  اي ــا در واق ه

هـاي دور   سـلول . هستند هاي بنيادي دور عروق سلول

سطح فلاسك كشت چسبيده، تكثير يافتـه   به عروق نيز

هاي استخواني، غضـروفي و چربـي    و قادرند به سلول

   ).10(تمايز يابند

هايي اسـت كـه نقـش     ز بافتبافت چربي، يكي ا

. هــا و عوامــل رشــد دارد فعــالي در ترشــح ســايتوكين

بنيادي مشتق از بافت چربي غلظت بالايي از  هاي سلول

قـي،  عامل رشـد اپيـدرمي، عامـل رشـد انـدوتليال عرو     

عامـــل رشـــد پايـــه اي فيبروبلاســـت، عامـــل رشـــد 

كراتينوسيتي، عامل رشد مشتق از پلاكت، عامـل رشـد   

ي، عامل رشـد تغييـر دهنـده بتـا، عامـل      هاي كبد سلول

رشد شبه انسوليني و عامل رشد عصبي مشتق از مغز 

، هـا  عوامـل رشـد هپاتوسـيت    احتمـالاً . كنند ميرا بيان 

اسـت كـه نقـش      ASCsترين عامل ترشح شده از اصلي

مهار ترشح اين عامل . زايي جديد دارد مهمي را در رگ

بـه  ميمـي  زايـي و تر  توانـد موجـب مهـار رونـد رگ     مي

  ).11(گردد  ASCs وسيله

اساس تعريف بـراي سـاخت يـك بافـت بـه       بر

هاي مهندسي، نياز بـه طراحـي يـك داربسـت بـا       شيوه

ها به  ساختار فيزيكي مناسب با امكان چسبندگي سلول

تمايز سـلولي و در   ي،آن، مهاجرت سلولي، تكثير سلول

  .نهايت رشد و جايگزيني بافت جديد است

راي وظايف و اعمالي مشابه داربست سلولي دا

از . هـــاي مـــاتريكس خـــارج ســـلولي اســـت تفعاليـــ

عـدم سـميت،    توان به ميخصوصيات داربست سلولي 

قابليت سازگاري زيستي، قابليت تجزيه زيسـتي، عـدم   

ــه آســان و خصوصــيات فيزيكــي و   ايمنــي زايــي، تهي

مكانيكي مناسب كه عبارتند از تخلخل و اندازه مناسـب  

مطلـوب و وجـود سـاختار سـه بعـدي      منافذ، پايداري 
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 درمشابه بافت طبيعي، عـدم سـميت داربسـت سـلولي     

ــداري . اشــاره نمــودتحريــك سيســتم ايمنــي فــرد   پاي

ــژه  ــت وي ــز اهمي اي دارد و باعــث  داربســت ســلولي ني

هماهنگي در سرعت تجزيه داربست سلولي و سـرعت  

شــود و از بــروز  مــيتوليــد مــاتريكس خــارج ســلولي 

ــر تخر  ــكلاتي نظي ــب زومش ــلولي  ي ــت س درس داربس

  ).12(كند ميجلوگيري 

پليمرهايي كه به عنوان ماده اوليـه بـراي تهيـه    

پليمرهـاي   شـامل شـوند   مـي داربست سلولي اسـتفاده  

تـرين انـواع    كـلاژن از فـراوان  . بود طبيعي و مصنوعي

از جملــه منــابع . هــاي موجــود در بــدن اســت پـروتئين 

پوسـت گـاو يـا    زا مانند  معمول تهيه كلاژن منابع برون

  . خوك هستند

ــر   ــك پليم ــو ي ــرين گل ــ فيب ــت و از  يطبيع اس

شـود و   ميپليمريزه شدن فيبرينوژن با ترومبين ايجاد 

چسبيدن در  يمناسب برا يزيست ييك سازگار يدارا

توانـد باعـث تسـهيل فعـل و      مـي محل يك زخم است و 

ــه     ــال ب ــق اتص ــاتريكس از طري ــلول و م ــالات س انفع

مناسـب   داربستتواند يك  مياده اين م .اينتگرين گردد

بـه صـورت   چرا كه قابـل تهيـه    ،محسوب گردد يطبيع

فيبـرين گلـو در طـول    . باشـد  مـي  اتولوگ از خود فـرد 

ه دليل ليـز  ب آزمايشگاهيوشرايط درون تني  زمان در

ــرين ــدن فيب ــدار يدارا ،ش ــلال  يخاصــيت ناپاي و انح

 يتخريب سريع اين ماده يـك مزيـت بـرا    .است يپذير

، يدر اعمــال جراحــ چــرا كــه ،شــود مــيســوب آن مح

 يهـا و فاكتورهـا   سلول يو رهاي ها مسدود كردن زخم

  ).13(رشد مفيد است

دو قنـدي  آلژينات پليمـري اسـت كـه از تكـرار     

اسيدي اسيد مانورونيك و اسيد گلوكورونيـك تشـكيل   

باعـث حفـظ    ت،مشخص شده است كه آلژينـا . شود مي

ب آن را تسـريع  ميزان سختي داربست شده، اما تخري ـ

ــد كــه شــكل مــي هــاي  گيــري اســتخوان از ســلول نماي

اســترومال مشــتق شــده از مغــز اســتخوان را بهبــود  

  ).14( دبخش مي

هيالورونيك اسـيد  نيـز از جملـه اجـزا طبيعـي      

ماتريكس خـارج سـلولي اسـت كـه در تهيـه داربسـت       

  .شود ميسلولي استفاده 

بــراي توليــد همــانطور كــه پيشــتر ذكــر شــد،  

از  تـوان  مـي  ي چربي، استخواني و غضـروفي اه سلول

ي بنيادي مشتق از چربي زير پوست اسـتفاده  ها سلول

ي بنيـادي  هـا  سلولچندي از مزيت هاي اين گونه . كرد

پيوند اتوگرافت بـدون ريسـك رد پيونـد،    : عبارتست از

فقدان منع قانوني در عدم انتقال بيماري هاي واگيردار، 

م نياز به نگهـداري طـولاني   عد ،ها سلولاستفاده از اين 

همراه بـا صـرف هزينـه    كه هاي سلولي  بانك مدت در

  ).15و 16( باشد مي هاي فراوان

هــدف از ايــن مطالعــه جداســازي و شناســايي 

حـي  مشتق از چربـي، طرا   مياي بنيادي مزانشيه سلول

اي  بررسـي مقايسـه  دو داربست آگارز و فيبرين گلـو،  

هـا در دو داربسـت    اين سلول زيستاييتكثير و درصد 

معرفــي در نهايــت و  72 ، 48، 24هــاي  در زمــان فــوق

ري يكـارگ ه و بدر جهت تكثير سلولي  مدآكارداربست 

هــاي غضــروفي در  داربســت جهــت تمــايز بــه ســلول

  . بودبعدي  هاي همطالع
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  بررسيروش 

ــراي  ــازيب ــدا س ــر ج ــلول و تكثي ــادي  س ــاي بني ه

حاصـل از   بافت چربينمونه ،  مزانشيمال از بافت چربي

نامه از بيمـاران در   جراحي ليپوساكشن با كسب رضايت

بيمارســتان وليعصــر قــم در ســرم فيزيولــوژي حــاوي 

 .زمايشـگاه منتقـل گرديـد   آاز بيمارستان به  بيوتيك آنتي

 فسـفات بـافر سـالين    نمونه چندين بار با، در آزمايشگاه

)PBS(  ــوژي شســته شــد ــات  و ســرم فيزيول ــه قطع و ب

 5/1، به ازاي هـر يـك گـرم چربـي    . دتر تقسيم ش كوچك

تـا   45به آن اضافه و بـه مـدت    I گرم آنزيم كلاژناز ميلي

. گـراد انكوبـه شـد    درجـه سـانتي   37دقيقه در دمـاي   60

 دقيقـه بـا سـرعت    10سپس تحت سـانتريفوژ بـه مـدت    

پس محلول رويـي آن  س قرار گرفتدور در دقيقه  1800

ــت     ــيط كش ــله در مح ــلولي حاص ــوب س ــذف و رس  ح

Dulbecco's Modified Eagles Medium )DMEM(  حـــاوي

سـرم جنـين    استرپتومايسـين و /بيوتيك پني سيلين آنتي

 گـراد،  درجـه سـانتي   37و دماي  درصد FBS( 10(گاوي 

CO2  5 پـس  . قرار داده شـد  درصد 99و رطوبت  درصد

هــايي كــه بــه كــف فلاســك  از گذشــت يــك روز، ســلول

ســك حــذف نچســبيده بودنــد، بــا تعــويض محــيط از فلا

بار پاساژ شدند تا به پاسـاژ   ها هر هفته يك سلول. شدند

روز يـك بـار    3هـر   هـا  سـلول محـيط كشـت   . رسيدند 3

سـپس در مرحلـه پاسـاژ سـه،      ها سلول. تعويض گرديد

  ). 17( جهت استفاده آماده گرديد

مشـتق از بافـت     ميهاي مزانشي ييد سلولأتبراي 

و  CD44 ،CD90، CD105 بيــان ماركرهــاي ســطحي چربــي

CD34  ــد ــابي قـــرار گرفتنـ ــام . مـــورد ارزيـ جهـــت انجـ

ــي  ــايتومتري، آنتــ ــادي فلوســ ــه،  بــ ــاي كونژوگــ                          هــ

Anti-Human-CD34-FITC ،Anti-Human-CD44-FITC ،  Anti-

Human-CD90-FITC  وAnti-Human-CD105-RP   ــا ــراه ب هم

مـورد  (Dako Corporation,Glostrup, Denmark) كنترل منفي

ي تريپسـينه شـده در   هـا  سـلول از . استفاده قرار گرفـت 

هاي نشاندار ذكـر   بادي استفاده شدند و آنتي سومپاساژ 

اضـافه شـد و بـه مـدت      ها سلولبه ) 1:10(شده با غلظت

سپس شستشـو  . دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت 20-15

دنبال آن آناليز فلوسـايتومتري  ه انجام گرفت و ب PBSبا 

)  Partec III17(شدانجام ) ، آمريكا.(  

 5/1بـا غلظـت    ، ابتـدا ارزآگبراي تهيه داربست 

از كاهش دمـاي آگـارز،   درصد ابتدا اتوكلاو شد و بعد 

 1×106ي بنيـادي مشـتق از چربـي بـا غلظـت      ها سلول

صـــورت ه آن بـــداخـــل  ســـي ســـلول در هـــر ســـي

 چاهـك و با سـرنگ بـه داخـل     درآمدندسوسپانسيون 

بـه مخلـوط حاصـل     كشـت  طمحي سپس .شدند تزريق

  ).18و 19(گرديداضافه 

پلاسماي تـازه  براي تهيه داربست فيبرين گلو، 

منجمد و فيبرينوژن از سازمان انتقـال خـون قـم تهيـه     

بـه كلسـيم    3بـه   5پلاسماي تازه منجمد به نسبت . شد

گلوكورونات اضافه شد و به مدت يك ساعت در دماي 

 2200قـه بـا   دقي 10درجه انكوبه و سپس به مـدت   37

محلـول رويـي    سـپس . سـانتريفوژ شـد  دور در دقيقه 

فيبرينـوژن  . و ترومبين آن جداسازي گرديد شد حذف

و ترومبين حاصله براي اسـتفاده جهـت كشـت سـلول     

ي بنيـادي  هـا  سـلول به همين منظـور، ابتـدا   . آماده شد

سـي   سلول در هر سي 1×106مشتق از چربي با غلظت 
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ــه صــورت م   ــرومبين ب ــل ت ــده و  در داخ ــول درآم حل

پس از اضافه شـدن  . فيبرينوژن به آن ها اضافه گرديد

ــاي   ــيط در دم ــانتي  37مح ــه س ــل   درج ــراد در داخ گ

ــاتور  ــه،  37(انكوب ــد CO2 5درج ــت  درص  99و رطوب

 ).20(قرار گرفتند) درصد

ــراكم ســلول  ــراي بررســي ت ــا،  ب ــا ســلوله ي ه

بـه  پـس از سـانتريفيوژ،    سـوم تريپسينه شده در پاساژ 

م نئوبار شمارش شـدند و بـراي هـر داربسـت     لا وسيله

بـراي بررسـي    .سلول مورد استفاده قرار گرفت 15000

 100در داربســت فيبــرين گلــو، ميــزان  هــا ســلولبقــاي 

ميكروليتـر كرايـو در چاهـك     100ميكروليتر ترومبين و 

ــس از   ــورد نظــر اضــافه شــد و پ ــا  3م ــه، 4ت  500دقيق

وليتـر از  ميكر 10و  DMEM درصـد  10ميكروليتر محـيط 

 48 ،24سلول مورد نظر به چاهك اضافه شـد و پـس از   

مـورد بررسـي قـرار     MTTتسـت   به وسـيله ساعت  72،

در داربست آگـارز،   ها سلولجهت بررسي بقاي  .گرفتند

داخل چاهـك ديگـري    درصد  5/1ميكروليتر آگارز  100

 10و   DMEMدرصـد  10ميكروليتـر   500اضـافه شـد و   

نظر به چاهك اضافه گرديد و  ميكروليتر از سلول مورد

مـورد   MTTتسـت   بـه وسـيله  سـاعت   72، 48، 24پس از

چنين در چاهـك ديگـري گـروه     هم. بررسي قرار گرفتند

بـدون    ميي مزانشـي ها سلولكنترل اضافه شد كه شامل 

  .بودند  DMEMدرصد 10داربست و فقط شامل محيط 

 بررسي قابليت زنده ماندن و تكثير سلوليجهت 

شـدند و  هـا تخليـه    تعيين شده ابتـدا محـيط   يهادر روز

 .شـدند شستشـو داده   )PBS(فسفات بافر سالينبا  سپس

خـالص و   DMEMمحـيط   ميكروليتر 400 ،در مرحله بعد

 4 بـه مـدت   و گرديداضافه  ها نآبه   MTT ميكروليتر 40

 هـا  محـيط  اسـيون، پـس از انكوب  .نكوبه گرديدنـد ساعت ا

هـاي فورمـازان،    الجهت حل كردن كريست و ندخالي شد

 هـا  نآبه  (DMSO)دي متيل سولفوكسايد ميكروليتر 400

و  شـدند  دقيقـه در تـاريكي قـرار داده    30و  شـد اضافه 

ميكروليتر از محتويـات هـر    200سمپلر  به وسيله سپس

تايي قرار داده شدند و ميـزان   96هاي  چاهك داخل پليت

 دستگاه به وسيله نانومتر 570جذب نوري در طول موج 

بـه   هـا  سـلول زا خوانده شـد و قابليـت زنـده مانـدن     الاي

هاي  داده. صورت درصد نسبت به كنترل محاسبه گرديد

ــع ــتفاده از    جم ــا اس ــده ب ــرمآوري ش ــزار  ن و  SPSSاف

تجزيه و تحليل   آنووا آناليز واريانسهاي آماري  آزمون

ــدند ــگ    .ش ــه رن ــت ك ــر اس ــل ذك ــيله ، MTTقاب ــه وس  ب

ثير أشود و تحت ت ـ ميجذب ي زنده ها سلولميتوكندري 

هــاي  هــاي موجــود در ميتوكنــدري بــه كريســتال آنــزيم

  .شود ميفورمازان تبديل 

  

 ها يافته

يي با مورفولوژي دوكي شـكل و  ها سلولييد أت

ميكروسـكوپ   بـه وسـيله   در كشـت اوليـه  چند وجهي 

 ،به تدريج در پاسـاژهاي بعـدي  . گرديد اثبات معكوس 

دوكـي   مورفولوژيبا يي ها سلولتري از  جمعيت همگن

از و خاصــيت چســبندگي بــه كــف فلاســك كــه  ماننــد

  ميي بنيـادي مزانشـي  هـا  سـلول خصوصيات شـاخص  

  ).1شكل (است، تكثير يافتند

ــاي     ــور ماركره ــايتومتري، ظه ــام فلوس ــا انج ب

CD90,CD44  وCD105  ــي ــاي اختصاصـ ــه از ماركرهـ كـ
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ييـد  أرونـد ت  مـي بـه شـمار     ميي بنيادي مزانشيها سلول

كه نتايج فلوسايتومتري حاكي از بيـان   طوريه ب. گرديد

، 50/99بالاي ماركرهاي فوق الذكر بـه ترتيـب برابـر بـا     

كه ماركر سلولي  در حالي. بودند درصد 42/95و  36/92

CD34 ) بـه  ) ي بنيادي هماتوپويتيـك ها سلولماركر ويژه

ــان  درصــد 93/7ميــزان بســيار پــاييني و در  حــدود  بي

  ).2شكل(گرديد

يزان بقـاي سـلولي در دو داربسـت در    بررسي م

به و  MTT assayساعت با آزمون  72و 48، 24زمان هاي 

، SPSS افـزار  دستگاه الايزا سنجيده شد و بـا نـرم   وسيله

مــورد   >05/0p داري آنــاليز واريــانس در ســطح معنــي

، بررسـي بقـا و تكثيـر    1در نمـودار  . بررسي قرار گرفت

ربست فيبـرين گلـو و   ي بنيادي مزانشيمال در داها سلول

ساعت، نشان داده شده  72و 48 ،24هاي  آگارز در زمان

نمودارهاي رسم شـده، حاصـل ميـانگين سـه بـار      . است

چنـين   هـم . باشند مي MTT assay به وسيلهها  تكرار نمونه

. باشـند  مـي هـاي فاقـد داربسـت     هاي كنترل، نمونـه  گروه

اعت س 24ميزان بقاي سلولي در داربست فيبرين گلو در 

ــارز   درصــد 22/68 ــا داربســت آگ  75/89در مقايســه ب

بقــا و تكثيــر . بــود درصــد 100و گــروه كنتــرل  درصــد

مشتق از بافت چربي، پس از  ميي بنيادي مزانشيها سلول

ساعت در داربست فيبـرين گلـو و آگـارز بـه      48گذشت 

ــب  ــروه   درصــد 97/66و   04/64ترتي ــا گ در مقايســه ب

ي بنيـادي  هـا  سـلول كثيـر  چنـين بقـا و ت   هـم . كنترل بـود 

ســاعت  72مشــتق از بافــت چربــي در مــدت   ميمزانشــي

 87/222كشت در داربست فيبرين گلو و آگارز به ترتيب 

. نسبت به گروه كنترل مشـاهده شـد   درصد 68/1089و 

 48و  24هاي  داري در بقاي سلولي در زمان تفاوت معني

بـر اسـاس   . ساعت در داربست فيبرين گلو مشاهده نشد

ايج حاصله، در هر دو داربست افزايش رشد و تحريك نت

افـزايش  . ساعت مشـاهده شـد   72سلولي پس از گذشت 

ــه    ــر ســلولي در داربســت آگــارز نســبت ب رشــد و تكثي

از طــرف ديگــر در . داربســت فيبــرين گلــو بيشــتر بــود 

ساعت بيشتر  72در  ها سلولداربست آگارز، بقا و تكثير 

شـود   مـي كه ملاحظـه  طور  همان. ساعت بود 48و  24از 

بيشترين ميزان تكثير و بقا سلولي در داربست آگـارز و  

كـه ميـزان    طـوري ه ب ـ. ساعته حاصل شـد  72در كشت 

 72رشد و بقـاي سـلولي در داربسـت آگـارز در زمـان      

برابر بيشتر از داربست پروتئيني فيبرين  5ساعت حدود 

ميـزان بقـاي سـلولي در داربسـت     . گلو ارزيـابي گرديـد  

برابـري را   16و  12ساعت، افـزايش   72ر زمان آگارز د

سـاعته همـين    48و  24هـاي   به ترتيب نسـبت بـه زمـان   

چنــين ميــزان بقــاي ســلولي در  هــم. داربســت نشــان داد

 ساعت، افـزايش تقريبـاً   72داربست فيبرين گلو در زمان 

ساعت نشان  48و  24هاي  سه برابري را نسبت به زمان

  .داد
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  .تراكم پايين در 40Xبا بزرگنمايي ي مزانشيمال ها سلولتصوير : 1شكل 
  

  
  .مشتق از بافت چربي توسط فلوسايتومتري ميي بنيادي مزانشيها سلولبيان ماركرهاي سطحي ارزيابي : 2شكل

  

 
 

  

  .ساعت 24،48،72نمودار مقايسه دو داربست فيبرين گلو و آگارز در زمان هاي : 1نمودار 
وجود دارد   >05/0pدرصد يا  95داري در سطح احتمال  كنترل مربوطه اختلاف معني ين داربست مورد نظر و گروهنشان دهنده اين است كه  ب*

 .توان گفت پيش تيمار مربوطه باعث شده است تا اختلاف ميانگين مشاهده شود مي به عبارتي
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  بحث

داراي ظــاهري  ميي بنيــادي مزانشــيهــا ســلول

فلاسـك محـيط    دوكي شكل با قابليت اتصـال بـه كـف   

ــه رده     ــايز ب ــت تم ــت و داراي قابلي ــلولكش ــا س ي ه

چنين به دليـل پتانسـيل بـالاي     هم. باشند مي  ميمزودر

هاي آسيب  در ترميم بافت  ميي بنيادي مزانشيها سلول

ي بنيـادي  هـا  سلولديده، مطالعه بر روي عملكرد فعال 

هاي نرم از  مشتق از چربي در ترميم و بازسازي بافت

از مزاياي بافت چربـي  . ي برخوردار استاهميت خاص

ي بنيـادي در مقايسـه   ها سلولتوان به جمعيت زياد  مي

هاي ديگر از جمله مغز استخوان و انجام پيونـد   با بافت

هاي خودي و غير خودي اشاره نمود كـه در   به ميزبان

نكتـه حـائز   ). 21(باشـند  مـي مهندسي بافت مورد توجه 

بــي طــي انجــام اهميــت، در دســترس بــودن بافــت چر

). 22(باشـد  ميهاي زيبايي از جمله ليپوساكشن  جراحي

انــواع اســتفاده از مهندســي بافــت در درمــان  هامــروز

ضايعات پوستي، استخواني، غضروفي و غيـره مـورد   

 هـا توانـايي تـرميم خـود     زيـرا ايـن بافـت    ،توجه اسـت 

خودي ندارند و از طرف ديگر امكان انجـام پيونـد از    به

ايمني زايي مقـدور  واكنش علت  ديگر، به يك فرد به فرد

  .نيست

هــاي اخيــر تعــدادي از مــواد زيســتي  در ســال

طبيعي مانند كيتـوزان، هيالورونيـك اسـيد و غيـره بـه      

فيبرينـوژن   .دان صورت تجاري در دسترس قرار گرفته

و فيبرين از ديگر انـواع مـواد طبيعـي مشـتق شـده از      

هاي  جاد داربستتوانند براي اي ميباشند كه  ميها  بافت

  ).23(سه بعدي مورد استفاده قرار گيرند

ــه وســيله 2002 ســال تحقيقــي در و  كــوري ب

ي چربـي و  هـا  سلولهمكاران انجام شد كه براي توليد 

ي بنيادي مشـتق از چربـي زيـر    ها سلولاستخواني از 

پوست استفاده شد و بـه دليـل داشـتن توانـايي ايجـاد      

خوان، روش هايي شـبيه بافـت غضـروف و اسـت     كلون

ي هـا  سـلول طراحي بافت غضـروفي بـا بـه كـارگيري     

ورد توجـه قـرار   بنيادي مشتق از بافت چربي، بسيار م

  ).24(گرفت

به طور كلي با ايجاد فناوري مهندسـي بافـت و   

درمـان   ي بنيادي مزانشـيمي، ها سلولسلول درماني با 

پـذير شـده و البتـه     هاي بافتي امكان بسياري از بيماري

ست سـلولي و ميـزان پايـداري آن    نس داربنكته مهم ج

  ).25(است

در محــيط درون و بــرون بــدني، فيبــرين و     

ي هـــا ســـلولفيبـــرونكتين امكـــان حمايـــت از رشـــد 

كراتينوسايت و فيبروبلاست را نشان داده اسـت و بـه   

رسد كه تحرك سلولي را در محـل هـاي زخـم     مينظر 

ي هـا  سـلول زمـاني كـه جهـت كشـت     . دهند ميافزايش 

مال از اين مواد در تركيب يك داربست استفاده مزانشي

شود، فيبرين در مقايسه با سـاير مـواد طبيعـي در     مي

چنـين   چسـب فيبرينـي هـم   . برخي مـوارد برتـري دارد  

قابليت خوبي در انتقال فاكتورهاي رشـد اكسـوژني از   

توانـد در آينـده شـتاب     مـي خود نشان داده اسـت كـه   

  ).26(گرفته شودبخشيدن به روند درمان زخم به كار 

 سـازي سـاده آن،   خـالص  فراواني فيبرينـوژن، 

وسـيله  ه هاي ژلاتيني شدن ب توانايي براي كنترل زمان
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، هـا  تغيير تغليظ ترومبين و خواص مكانيكي فيبرين ژل

و مهندسـي بافـت   هـا   درمـان زخـم   در مزاياي فيبـرين 

   ).27(دهستن

در  سازي اگرچه فيبرين براي افزايش استخوان

قدرت مكـانيكي لازم بـراي    ثيرگذار است،أه تآزمايشگا

 ــ  ــدارد و مطالع ــتخوان را ن ــت اس ــي باف ــاي همهندس  ه

آزمايشگاه حتي زماني كه يك داربست محكـم فيبـرين   

فيبـرين  ولـي   ،)28و 29(پوشاند نا اميد كننده بود ميرا 

 غضـروف، ي هـا  سـلول  رشـد  به عنوان داربست براي

گيري كـار ه ب ـ .ثرتر اسـت ؤعـروق م ـ  قلبي و و يعصب

، سبب افزايش بيان فيبرين در مهندسي بافت غضروف

مـانع از   در حالي كـه  ،شود مي IIگلوكوزآمين و كلاژن 

توده فيبرين به عنوان  علاوهه ب .شود مي Iكلاژن  سنتز

كند و اين ويژگـي   ميداربست براي آنژيوژنز نيز عمل 

فيبرين را به طـور خـاص بـراي مهندسـي بافـت قلبـي       

  ).30و31(د كن ميعروقي مناسب 

ــژوهشدر  ــر، داربســت  ســالهــاي  پ هــاي اخي

فيبرين گلو به عنوان كانديدي مناسـب جهـت داربسـت    

ي چربي معرفي شد و طـي  ها سلولطبيعي براي تمايز 

ــايش ــاي آزم ــق    ه ــه تلفي ــورت گرفت ــلولص ــا س ي ه

مشــتق از چربــي و داربســت فيبــرين گلــو،  ميمزانشــي

روز  84تـا   هـا  سـلول موجب زنده ماندن طولاني مدت 

نتايج اين تحقيق نيز مشـابه بـا نتيجـه     ). 32(بوده است

و همكـاران نشـان داد كـه فيبـرين گلـو      آيـوكي  تحقيق 

ــلولي   ــر س ــك تكثي ــيســبب تحري ــم. شــود م ــين  ه چن

باشـد كـه    مـي هاي مختلف بيـانگر ايـن مسـاله     پژوهش

افزايش استفاده از فيبرينوژن در داربست فيبرين گلـو  

  ).32(خواهد شد اه سلولموجب افزايش تكثير 

تلفيـق پلاكـت    ،2012و همكـاران در سـال   چن 

. انساني با داربست فيبرين را مورد بررسي قرار دادند

پلاكت انساني با فيبرينوژن گاوي و سپس با تـرومبين  

نتـايج  . باشد تركيب شـد  ميكه به فرم داربست فيبرين 

ــن     ــان داد بــا توجــه بــه اي كــه تمــايز و تكثيــر    نش

ــه خــوبي  هــا در  كندروســيت ــو ب ــرين گل داربســت فيب

كه پلاكت انسـاني بـه ايـن     مياما هنگا ،گيرد ميصورت 

  ).33(شود ميضافه شد نتايج بهتري حاصل مجموعه ا

بـر  و همكـاران   جانگ به وسيلهدر تحقيقي كه 

موش صحرايي با فيبرين و   ميي مزانشيها سلول روي

هيدروكسي آپاتيـت ادغـام شـده در داربسـت سـاخته      

 هـا  سـلول انجام شـد، مانـدن   ي لاكتيك اسيد شده از پل

ــه و ســميت در طــول روز اول بــه شــدت   كــاهش يافت

در داربست تثبيـت   ها سلولافزايش يافته، اما به تدريج 

سميت شروع بـه كـاهش و فعاليـت     17شده و از روز 

  .)34(افزايش كرد لكالين فسفاتاز شروع بهآ

در تحقيقي از هيـدروژل آگـارز جهـت سـاخت     

ي هـا  سـلول ه بعـدي جهـت رشـد و تكثيـر     داربست س

نتـايج نشـان داد كـه ايـن     و  فيبروبلاست استفاده شـد 

داربست رفتاري مشـابه محـيط سـه بعـدي سـلول را      

داشته  ها سلولكند و بدون اينكه سميتي براي  ميتقليد 

  ).18(شود ميباشد، سبب رشد و تكثير مناسب سلولي 

 به درصد 5/1واروني و همكاران از ژل آگارز 

ــوان داربســتي در جراحــي اســتفاده   مــيهــاي ترمي عن

يي مناسـب ژل  آنتايج اين مطالعه حـاكي از كـار  . كردند

كــه  طــوريه بــ. باشــد مــيآگــارز در فرآينــد ايمپلنــت 
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رگ  ثرؤهاي آگارز زير جلـدي سـبب القـاي م ـ    ايمپلنت

  ).19(هاي جديد و بافت فيبروز شدند

 سـازي  نيز از داربسـت بهينـه  هانگ و همكاران 

شــده آگــارز جهــت تــرميم بافــت غضــروفي اســتفاده 

ي هـا  سلولاين داربست سازگاري بالايي را با . نمودند

بـيش   هـا  سلولمورد نظر نشان داد و درصد زيستايي 

  ).35(درصد گزارش شد 90 از

ــن  ــه در اي ــايي  بررســي مقايســهمطالع اي توان

مشتق از بافت چربي در  ميي مزانشيها سلول زيستايي

نتـايج  . آگـارز و فيبـرين گلـو انجـام شـد     هاي  داربست

ــه   MTT assayتســت  ــق حاضــر نشــان داد ك در تحقي

سـاعت پـس از كشـت، رشـد و بقـاي       24در  هـا  سلول

بيشتري بر روي داربست آگـارز نسـبت بـه داربسـت     

ساعت پس ازكشت، تفاوت  48ولي . فيبرين گلو داشتند

داري در رشــد و بقــاي ســلولي در دو داربســت  معنــي

سـاعت از   72در عوض پـس از گذشـت   . شدمشاهده ن

بست آگـارز  ركشت سلولي، تكثير و بقاي سلولي در دا

بـه نظـر    ،برابـر بيشـتر بـود    5نسبت به فيبـرين گلـو،   

، آگارز به دليل ميزان تخلخل بـالا  رسد كه داربست مي

فراهم كرده و سميت  ها سلولچسبندگي مناسبي براي 

د نمـوده بـه   كمتري نسبت به داربست فيبرين گلو ايجا

ــه در   ــوي ك ــور    72نح ــه ط ــت، ب ــس از كش ــاعت پ س

ــدن  معنــي ــده مان ــر روي  هــا ســلولداري درصــد زن ب

نتايج به خوبي بيانگر اين  .داربست آگارز افزايش يافت

مسئله است كه داربست آگارز در ايجاد رفتار سـلولي  

عملكرد بهتري داشـته و سـبب تحريـك رشـد      ،مناسب

ســاختاري آن بــا بــا توجــه بــه شــباهت . ســلولي شــد

ماتريكس خارج سلولي طبيعي ايـن انتظـار هـم وجـود     

  . داشت

  

  گيري نتيجه

با توجه به نتايج تحقيق، هر دو داربست جهـت  

ــي  ،مناســب هســتند  ميي مزانشــيهــا ســلولتكثيــر  ول

ــارز  ــت آگ ــب  ،داربس ــتر مناس ــد   بس ــت رش ــري جه ت

 هـا  هنتايج مطالع ـ. آورد ميفراهم   ميي مزانشيها سلول

هــد كــه ژل آگــارز داراي خــواص زيســت د مــينشــان 

توان بـه   ميباشد كه از آن جمله  ميسازگاري مناسبي 

ثر بودن، كم هزينـه بـودن و دسترسـي    ؤايمن بودن، م

از سـويي قابـل كنتـرل بـودن و     . آسان آن اشاره كرد

تخريب پـذيري آن از ديگـر مزايـاي آگـارز بـه شـمار       

  . رود مي

  

  تقدير و تشكر

دانشــجويي  نامــه ايــن مقالــه حاصــل پايــان

بدين وسـيله از حمايـت   . كارشناسي ارشد مي باشد

آزمايشگاه سلول هاي بنيـادي، در مركـز فـوق    هاي 

تخصصي درمان ناباروري جهاد دانشـگاهي واحـد   

   .تشكر مي گردد قم
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Abstract 
Background & aim: Utilizing tissue engineering techniques and designing similar structures of the damaged 
tissues require the use of tools such as scaffolds, cells, and bioactive molecules in vitro. Meanwhile, 
appropriate cell cultures with the ability to divide and differentiate on the natural scaffolds lacking features like 
immunogenicity and tumorgenesis is particularly important. Adipose tissue has attracted researchers’ attention 
due to its abundance of mesenchymal stem cells and its availability through a liposuction. The purpose of the 
present study was to investigate the reproducibility and viability of the adipose-derived stem cells on natural 
scaffolds of fibrin glue and agarose. 
 
Methods: In the present experimental study, the isolation and identification of the mesenchymal stem cells 
was performed on tissue obtained from liposuction. The tissues were extensively washed with PBS and were 
digested with collagenase I, then the mesenchymal stem cells were isolated. The cells were cultured in RPMI 
medium supplemented with antibiotic. Subsequently, the expression of cell surface markers including CD34, 
CD44, CD90, and CD105 were analyzed by flow cytometry to confirm the mesenchymal cells. After preparing 
fibrin glue and agarose scaffolds, the viability and proliferation of the adipose tissue-derived mesenchymal 
stem cells were examined at the period of 24, 48, and 72 hours by MTT and ELISA assays. The obtained 
results were analyzed by SPSS ver.19. 
 
Results: The results of adipose tissue-derived mesenchymal stem cells culture on the fibrin glue and agarose 
scaffolds indicated that cell viability on fibrin glue and agarose scaffold were 68.22% and 89.75% in 24 hrs, 
64.04% and 66.97% in 48 hours, 222.87% and 1089.68% in 72 hours respectively. Significant proliferation 
and viability cells on a synthesized agarose scaffold were seen compared to the fibrin glue scaffold after 72 
hrs.  The viability of the cells significantly increased on the agarose scaffold. 
 
Conclusion: Due to stability and permeability of scaffolding agarose, it seems that scaffolding agarose 
created better adhesion of cells in the performance of cell proliferation process compared with fibrin glue 
scaffold. 
 
Keywords: Adipose-derived mesenchymal stem cells, Agarose scaffold, Fibrin glue scaffold, MTT assay. 
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