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Abstract 
Objective : More similarity to in vivo may help to increase the proliferation and 
differentiation of cells at in vitro culture. The present study has investigated the effect of a 
dynamic culture medium and nano hydroxyapatite (nHA) presence on proliferation and 
differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) to bone cells using electrospun 
polycaprolactone (PCL) scaffolds. 
Methods : We prepared PCL and PCL-nHA scaffolds by electrospinning. After static 
culturing of the scaffolds with MSCs, the scaffolds, were divided into two groups of static 
and dynamic cultures. The dynamic culture scaffolds were placed on a shaker.  Cell 
proliferation and differentiation at days 3, 7 and 14 were investigated by MTT, and the 
calcium and alkaline phosphatase assays. 
Results : The obtained results from the MTT assay on day 14 showed an increase of 1.1 
times in cell proliferation in the dynamic culture compared to the static culture. During 
this period, the calcium content produced by cells in the dynamic culture at day 14 were 
1.23 times higher for PCL scaffolds and 1.46 times higher for PCL-nHA scaffolds 
compared to the static culture. Alkaline phosphatase levels for the dynamic state PCL 
scaffold were 1.24 times more and for PCL-nHA scaffolds were 1.28 times more 
compared to the static culture at day 14. 
Conclusion: The obtained results from dynamic culture, showed higher proliferation and 
differentiation of stem cells to bone for both PCL and PCL-nHA scaffolds compared to 
the static culture. The amount of cell proliferation and differentiation in the scaffolds that 
contained nHA was more than scaffolds that did not have nHA. 
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 چكيذه
منرذ  دس ایر     هرب دس ؿرشایط ثرشون سنری مار  مری       ؿجبهز ثیـشش ثه محیط دسون سنی ثه افضایؾ سکثیرش و ساربیض ػر       هذف:

هرب  ثنیربد  مضااـریای ثره      و وخر د اربا  رسار هیذسومؼری تدبسیرز ثرش سکثیرش و ساربیض ػر            محیط مـز د یرب مطبلعه اثش 

 مبدشولامش ن ثشسػی ؿذه اػز  ة د یؿذیؼی هب  الکششوس هب  اػشخ اای ثب اػشفبده اص داسثؼز ػ   

ثره سوؽ الکششوسیؼری سهیره     زیر تدبس یذسومؼر یابا ه -مربدشولامش ن  ید ر و  مبدشولامش ن ید هب   زاثشذا داسثؼ :ها روشمواد و 

سوصه دس دو گرشوه مـرز    41هرب دس یر  دوسه    هب  ثنیربد  مضااـریاید داسثؼرز    هب ثب ػ    ؿذ  دغ اص مـز ایؼشب  داسثؼز

د 41و  7د 3هرب دس سوصهرب     هب  مـز د یب سو  هاضن قشاس گشفشنرذ  سکثیرش و ساربیض ػر        شب و د یب سقؼیم ؿذاذ  داسثؼزایؼ

 د م ؼیم و تلکبلی  فؼفبسبص ثشسػی ؿذ MTT  هب ؾیتصمبثب 

سا دس مـرز د یرب    هرب  ثشاثش  میضان سکثیش ػ    4/4د افضایؾ 41هب دس سوص  داسثؼز MTTتمذه اص ثشسػی  دػز اشبیح ثه نتایج:

و  مربدشولامش ن  ید ر هرب    هرب ثرشا  داسثؼرز    اؼجز ثه ایؼشب اـبن داد  هاچنی  طی ای  دوسهد میضان م ؼیم س لیذ  س ػط ػ   

ثشاثرش ثر د  دس    14/4و  33/4سشسیرت   د ثره 41دس حبلز د یرب اؼرجز ثره ایؼرشب دس سوص      زیتدبس یذسومؼیابا ه -مبدشولامش ن ید 

 یذسومؼر یابا ه -مربدشولامش ن  ید ر  و مربدشولامش ن  ید ر هرب    لکبلی  فؼفبسبصد میضان فعبلیز ثشا  داسثؼزثشسػی فعبلیز تاضیم ت

 ثشاثش ث د  32/4و  31/4سشسیت  د ثه41دس حبلز د یب اؼجز ثه ایؼشب دس سوص  زیتدبس

ثرشا  هرش دو ار ا داسثؼرز      هرب  ثنیربد  ثره اػرشخ اای سا     اشبیح حبكل اص مـز د یبد سکثیش و سابیض ثیـشش ػر     گيری: نتيجه

ربن داد  هاچنری  میرضان سکثیرش و ساربیض ػر  لی         زیتدبس یذسومؼیابا ه -مبدشولامش ن ید و  مبدشولامش ن ید  اؼجز ثه ایؼرشب اـ

 هب  ثذون تن ث د  ثیـشش اص داسثؼز زیتدبس یذسومؼیابا ههب  حبو   دس داسثؼز

 

 محیط مـز د یب هیذسومؼی تدبسیزدابا  مبدشولامش ند  د د یهب  ثنیبد  مضااـیای ػ   الکششوسیؼید  :کليذواشگان
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 مقذمه

س اابیی ػبمباه اػک ز ااؼبای ثشا  ثبصػبص  خ دد  وخ د ثب

د ی  چربلؾ مارذه   هب ثبقی مباذه اص ؿکؼشگی هب  ابدی ػشگی

ؿ د ایربص ثره دی ارذ اػرشخ ان ثرشا        ثبلینی اػز مه ػجت می

بعد اػرشخ ان ثره دومری     اكلاح اقق ایدبد ؿ د  ثش ای  اػر 

اػز  دس حب  حبضشد اػشفبده  ؿذه لیسجذدی اذ ثبفز دس خهبن 

دی اذ  اػرشخ ان اص خر د ثیاربس یرب هرم ار اد        هب  اص ثبفز

گ   افضایؾ سقبضب  ثبلینی ثشا  دی اذ اػشخ ان ایؼز   دبػخ

مـکلار اػبػی اص قجیل دػششػی محذود و خشاحرز مح ری   

صا ثب دی اذ هم  قب  م امل ثیابس خ د د خطش ااش ؿذه اهذاثبفز 

 هب  ملن می خبیگضی  ا ا و اج د امکبن ثبصػبص  ثب اػشفبده اص

مشدن ماج دهب  م خر د دس ثبفرز    ثشطشفوخ د داسد  ثشا  

مربس   دی اذ  اػشخ ان و ثشتوسده ػربخش  ایبصهرب  ثربلینید ساه   

ثبفرز   ؿرذه  یمهنذػر مهنذػی ثبفز ثرشا  س ػرعه دی ارذهب     

ی ثه ظشفیز ثبلا  سشمیم اػرشخ ان  بثی دػز نظ سم ثه داػشخ ان

داجب  ؿذه اػز  مهنذػی ثبفز ثشا  سؼهیل سؿذ و سرشمیم یرب   

 د اص سشمیررت صیؼررز مرر اد ذهیررد تیتػررخرربیگضینی ثبفررز 

(Biomaterials )هرب    هرب و م لکر     د ػ   داسثؼز من ان ثه

 [ 3-4گیشد ] صیؼز فعب  ما  می

م قرز ثرشا      د ی  ػربصه حاربیشی  ثعذ ػههب   داسثؼز

منذ  هاچنی  ػجت سـکیل ؿجکه ثرشون   سکثیش ػ  لی فشاهم می

( و ثرره داجررب  تند Extra Cellular Matrix: ECMػرر  لی )

هب و سؿذ اػشخ اند حفبظرز اص فشودبؿری ثبفرز     س ػعه سگ

ا  و القرب  سکثیرش و ساربیض     منطقه اققد سهبخم ثبفرز سؿرشه  

 [ 1ؿ د ] اػشخ اای می هب  ػ   

مهنذػی ثبفزد اػشفبده اص فنبوس  هب   اسثؼزدس ػبخشبس د

هب   و دظوهـگشان ثه سوؽ ذامشدهیدػضایی  اهایز ثه بفیابا  ال

اربا     ػربخشبس  ااذ توسدهػبخز داسثؼز ثب ػبخشبس ابا  سو  

درزیش    د خ اكی چ ن اؼجز ػطح ثه حدم و ااعطربف بفیال

 منذ  مؼبحز ػرطح ثؼریبس ثربلاد امکربن     ثؼیبس ثبلا سا ایدبد می

هب فشاهم  هب  ػطح سا ثب ػ    سابع سعذاد ثیـشش  اص م لک  

  مه س اابیی ثبلایی ثشا  اسلب  یب سهبػبص  ا گ اه ثهاابیذد  می

منذ  هب و اا اا م اد دس مقیبع ابا  ایدبد می هب  فعب د ی ن گشوه

[1-4]. 

هرب  س لیرذ داسثؼرز دس مهنذػری ثبفررزد      یکری اص سوؽ 

( اػز  الکششوسیؼری سوؿری   Electrospinningالکششوسیؼی )

ثؼیبس ػبده و اسصان ثشا  س لیذ داسثؼز ثرب خر اف مکربایکی    

مط  ة و سخ خل ثبلا اػز  دس ای  سوؽ مح    د یاش  یرب  

مزاة د یاش اص داخل ػشاگ ثب اماب  فـبس س ػط داخد سو  

ؿ د  ثب اػشفبده اص دو الکششود و ثرب   ػطح خاع مننذه دبؿیذه می

خاع  كفحهبلا ثی  ػ صن ػشاگ یب ابص  و اماب  ی  ولشبط ث

مننرذهد   خارع مننذهد حلا  د یاش سجخیش ؿرذه و سو  كرفحه   

گیرشد  قطرشه د یارش  دس     داسثؼز مشخ خ ی اص د یاش ؿکل می

سؿشه مـیذه  ك سر ثههنگبم خشوج اص ػ صند ثه دلیل ولشبط ثبلا 

ؿ د  ؿ د  ثبس الکششیکی ػجت مـیذه ؿذن قطشه خشوخی می می

[4-9 ] 

( د یاررش  Polycaprolactone: PCLمربدشولامش ن )  د ری 

ثب اقطه روة دبیی د حذود  (Biocompatible) ػبصگبس ؼزیص

 د تن ػبصگبس ؼزیصگشاد اػز  ثشا  افضایؾ دسخه ػباشی 46

بػرررشه و    زی تدبسیرررمؼرررذسویهسا ثرررب مررر اد  چررر ن اـ

(Hydroxyapatite: HAسشمیت می )  مبهؾمننذ سب قیاز تن 

( تن افضایؾ Biodegradability  )شیدز تیسخش زؼیصو  بفشهی

اػزد امب دس اثش تثکبفز  PCLگشیض  اص خ اف منفی  یبثذ  تة

(Hydrolysis)  س اارذ   هب  اػشش  دس داخرل ثرذند مری    اسلب

د خر اف  PCLاص  ؿرذه  ػربخشه   هرب  داسثؼرز سخشیت ؿ د  

  مهنذػری ثبفرز   مبسثشدهرب مط  ثی سا ثشا  سحارل ثربس دس   

بن  د ؿذه تیسخشسش  ثب ػشمز تهؼشه هب تندهذ   میاػشخ ان اـ

دسكذ طی یر  دوسه   7سخشیت ػبخشبس  سنهب  ؿذر وامنؾ

( داسد و حابیرز  In vivoدس ؿرشایط دسون سنری )   مبهه ؿؾ

معذای اػز مبده  HAمنذ   مکبایکی سا ثشا  ی  دوسه حفظ می

مه دس سشمیرت ثبفرز اػرشخ ان وخر د داسد  ابا هیذسومؼری      

( ػررجت افررضایؾ  Nano-Hydroxyapatite: nHAتدبسیررز )

د ثهجرر د خرر اف مکرربایکید   PCL بفیررارربا  ال اػررشحکبم 

 د افضایؾ ػشمز سخشیت و هاچنی  سحشیر   ػبصگبس ؼزیص
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  .]8، 7[شود  ي ميساز استخوان
هاي موجود در محيط كشت، نقش مهمـي در توسـعه    تنش

افزايش انتقـال جـرم و نفوذپـذيري مـواد و     . كند بافت بازي مي
كنواختي در محيط كشـت از مزايـاي وجـود جريـان در     ايجاد ي

ها از  تنها تعداد كمي از سلول معمول طور به. محيط كشت است
ها اغلب با تمايز نيـافتن   تكثير سلول. ديآ يمدست  بهگيري  نمونه

مثال، ظـروف   عنوان به[ظروف كوچك كشت . همراه است ها آن
ي كل ـ رطـو  بـه  ])T-Flask( فلاسـك  -تـي اي و  خانه 24كشت 

هـا تنهـا اجـازه     اين دستگاه. شود استفاده مي براي توسعه سلولي
دهد كه براي اين  برابر مي 10تا حدود  ها را افزايش تعداد سلول

اين . سلولي مورد نياز است) Passage(تعداد نيز چندين پاساژ 
 گرفتـه ها در نظر  يك دليل عمده در تمايز نيافتن سلول عنوان به

نش در محيط كشـت، سـبب افـزايش تمـايز     ايجاد ت. است شده
در كشت ايستا تمايز سلولي بعد از گذشـت  . شود سلولي نيز مي

يابد ولي با ايجـاد جريـان در محـيط     زمان محدودي كاهش مي
جريان . يابد كشت، ميزان تمايز سلولي در طول زمان افزايش مي

هـاي بنيـادي،    سبب وارد شدن تنش برشي بر سطح سـلول سيال 
) Osteocytes( هـا  و استئوسـيت  )Osteoblasts( ها ستاستئوبلا

يي ايميشـ ـ ســت يزهــاي   پيــام تيجــه آن،  شــود كــه در ن   مــي 
)Biochemicals(   پاسـخ  . شـود  هـا منتقـل مـي    به هسـته سـلول

هاي برشي، سبب افزايش تكثير و تمايز سلولي و  ها به تنش سلول
 شـده  شـناخته دقيـق   طور بهاين فرآيند . شود تشكيل استخوان مي

در ايـن فرآينـد كـه سـبب تمـايز       شده شناخته هاي پياماز . نيست
و  )Nitric Oxide( دياكس ـتوان به نيتريك  شود، مي استخواني مي

  ].12-9[اشاره كرد ) Prostaglandins( ها پروستاگلاندين
انتقـال مـواد غـذايي را     )Bioreactors( ها واكنشگاه ستيز

. دنده يال قرار ميها را در معرض تنش برشي س افزايش و سلول
ي، توانـايي  واكنشـگاه  هاي زيسـت  هاي مهم سامانه يكي از جنبه

بسـيار مشـابه بـا    ) In vitro(ايجاد شرايط محيطي بـرون تنـي   
  .]15-13[شرايط درون تني براي استخوان است 

در  HAهدف از اين پژوهش، بررسي اثر وجود نانو ذرات 
. رش سـلولي بـود  بر تمايز و گست PCL افينانو الهاي  داربست

همچنين اثر وجود جريان در محـيط كشـت، ناشـي از بـه هـم      
تمايز و گسترش  دهنده بهبوديك عامل  عنوان بهخوردن محيط، 

  .شد سلولي نيز بررسي 
  

  ها مواد و روش
  مواد اوليه

هـا از محـيط كشـت     در اين پژوهش، بـراي كشـت سـلول   
DMEM )Dulbecco’s Modified Eagle Medium (

بـه همـراه سـرم جنينـي     ) ، ايـران ده زيست نوتركيبشركت اي(
، GIBCOشـركت  ) (Fetal Bovine Serum: FBS(گـاوي  
ــا ــد ) آمريك ــتفاده ش ــركت( nHAو  PCLاز . اس -Sigma ش

Aldrichاز . هــا اســتفاده شــد بــراي توليــد داربســت )، آلمــان
-β(، بتا گليسرول فسفات )Ascorbic Acid(آسكوربيك اسيد 

Glycerol Phosphate ( و دگزامتــازون)Dexamethasone (
براي محيط تمايز استخواني  )، آلمانSigma-Aldrich شركت(

ــد  ــتفاده ش ــولفات   . اس ــيل س ــديم دودس ــديم، س ــد س از كلري
)Sodium Dodecyl Sulfate: SDS or NaDS(  گليسـرول ،
)Glycerol(100-، تريتــون ايكــس ]Triton (100x)[ اتــيلن ،

 Ethylene Glycol Tetraacetic(استيك اسيد ا گلايكول تتر

Acid: EGTA( اتـــيلن دي آمـــين تتـــرا اســـتيك اســـيد  و
)Ethylenediaminetetraacetic Acid: EDTA ()شــركت 

Sigma-Aldrich(بــراي تهيــه محلــول ريپــا  )، آلمــانRadio  
Immunoprecipitation Assay: RIPA( در اين . استفاده شد

ان بــالغ، هــاي بنيــادي مغــز اســتخوان انســ پــژوهش، از ســلول
ييد شده توسـط كميتـه   أت جداسازي شده در شركت بن ياخته و

 52/د/747 ةنام ةاخلاق پزشكي دانشگاه تربيت مدرس به شمار
تا پاسـاژ سـوم    نظر موردهاي  سلول .استفاده شد 6/2/94مورخ 

  .تكثير داده شدند ازين مورد اندازه بهها  سلول نيتأم منظور به
  

  توليد داربست و اصلاح سطحي آن
يي يا بـه همـراه   تنها به PCLاز  استفاده موردهاي  داربست
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nHA از سـامانه   افي ـنـانو ال هاي  داربستبراي توليد . تهيه شد
ــران(الكتروريســي  ــاوران، اي موجــود در ) آزمايشــگاهي، نانوفن

نانو اليـاف   هاي براي تهيه داربست. استفاده شد ياخته شركت بن
PCL-nHA  وPCL  از روش الكتروريســي تصــادفي اســتفاده

بـراي توليـد داربسـت بـه روش الكتروريسـي، متغيرهـا و       . شد
 20ولتـاژ كـاربردي   : ايـن ترتيـب تنظـيم شـد    ، بـه  مؤثرعوامل 

متـر،   سـانتي  15كيلوولت، فاصله نازل تـا صـفحه جمـع كننـده     
ليتر بر ساعت، سـرعت   ميلي 4/0خروجي محلول  شدت جريان
 45دور بر دقيقه و زاويه پاشش نسبت به افـق   300جمع كننده 

 دي متيـل فرماميـد  در كلروفرم و  PCLابتدا محلولي از . درجه
)Dimethylformamide: DMF ( بدون يا 25به  75با نسبت ،

محلـول پليمـري   . صورت جداگانه تهيه شـد  ، بهnHAبه همراه 
هاي دستگاه الكتروريسي قرار گرفـت و   مورد نظر، درون سرنگ

. ساعت، صفحه نانو اليافي مورد نظر آمـاده شـد   6بعد از حدود 
هـاي   داربسـت . متر برش زده شـد  سانتي 5/1ها به قطر  داربست
گريز بودن، داراي سطح مناسبي براي  به دليل آب PCLپليمري 

منظـور بهبـود سـطح و افـزايش      بـه . ها نيسـت  چسبندگي سلول
ها به سطح داربست، از پلاسماي گاز اكسـيژن   چسبندگي سلول
هاي  اصلاح سطحي با پلاسما، سبب افزايش اتم. بهره گرفته شد

درون  داربسـت ش، در ايـن رو . شود اكسيژن باردار در سطح مي
دينر ، UHPنانو [اي كوارتزي  استوانه) Reactor( يك واكنشگاه

)Diener(4/0با گـاز اكسـيژن خلـوص بـالا و فشـار      ] ، آلمان 
  .اصلاح سطح شدبار  ميلي

  
نـانو اليـاف    هاي ظاهري داربست شكلبررسي 
  توليدي
شناسي نانو الياف توليدي و تعيـين قطـر اليـاف، توسـط      شكل

ــكوپ ا ــي ميكروسـ ــي روبشـ  Scanning Electron( لكترونـ

Microscope: SEM( )Philips(    دانشكده فني دانشـگاه تربيـت
، بـا  nHAهمچنين بررسي ميـزان توزيـع ذرات   . مدرس انجام شد

 SEMبراي تصـويربرداري بـا   . دست آمده انجام گرفت تصاوير به
  .نازكي از طلا انجام گرفت هيلادهي با  ها پوشش روي داربست

هـاي بنيـادي مزانشـيمي بـر روي      ولكشت سل
  ها داربست
هاي داربست نـانو   روي لايه 4هاي بنيادي بعد از پاساژ  سلول

بـدين  . قـرار گرفـت   صورت مجزا ، بهPCL-nHAو  PCL الياف
محيط سلول در  3×104 حاويميكروليتر تعليق سلولي  50منظور 
هـا، درون   روي داربست FBSدرصد  10حاوي  DMEMكشت 

هـا بـه    براي چسبيدن سلول. اي كشت ريخته شد انهخ 24ظروف 
سـاعت درون گرمخانـه    1مـدت   هـا بـه   سطح داربست، داربسـت 

)Incubator (37 درصد  5گراد درجه سانتيCO2   قـرار گرفـت .
  دار،  هـاي سـلول   ساعت، به هر يك از داربسـت  1پس از گذشت 

اضـافه   FBSدرصد  10حاوي  DMEMليتر محيط كشت  ميلي 1
سـاعت درون   24هـا،   ها براي چسبندگي بهتر سلول ستدارب. شد

  .قرار گرفت CO2درصد  5گرمخانه 
  

  ها كشت ايستا و پوياي داربست
هـاي نـانو    براي بررسي اثر تنش روي كشت سلولي، داربست

هـا   داربسـت . بندي شد الياف به دو گروه كشت پويا و ايستا دسته
ــروف  ــت  خانــه 12درون ظ ــر يــك ا . اي قــرار گرف ز روي ه

بـا گلـوكز بـالا     DMEMليتر محيط كشـت   ميلي 5/1ها،  داربست
 10(بـه همـراه القاگرهـاي دگزامتـازون      FBSدرصـد   10حاوي 

و آسـكوربيك  ) مولار ميلي 10(، بتاگليسرول فسفات )ميكرومولار
بـراي بررسـي اثـر    . ريخته شـد ) ليتر ميكروگرم بر ميلي 35(اسيد 

ــت   ــا، داربس ــت پوي ــنش در كش ــزن   ت ــا روي هم   Shaking(ه
Incubator ،N-Biotecدور بر دقيقه  30سرعت با ) ، كره جنوبي

هـاي شـاهد در كشـت     نمونـه . قرار گرفـت  CO2درون گرمخانه 
اي با محيط تمـايزي   خانه 12صورت مشابه درون ظروف  ايستا، به

 .قرار گرفت CO2درصد  5هاي گرمخانه  روي قفسه

  
  ها بررسي تكثير سلول

ها، در دو  ها روي داربست تكثير سلول منظور بررسي ميزان به
بعـد از برداشـتن   . انجام گرفـت  MTTگروه پويا و ايستا، آزمون 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 و همکاران رزادهیمحمد وز

 

 68 7313 ستانزم، 4، شماره 71، دوره آسیب شناسی زیستی مجله علوم پسشکی مدرس: 46

  MTTدسكذ  4هبد مح     محیط مـز سابیض  اص سو  داسثؼز

دس  (Tetrazolium Bromide) ذمبیر ثشگشم سششاصولیر م   می ی 1]

([ Phosphate Buffered Saline: PBSمح    ثبفش فؼفبر )

میکشو لیشش ثه هش  166ثه میضان  DMEMه محیط مـز ثه هاشا

دسون محریط   ػبمز 3مذر  هب ثه داسثؼز اضبفه ؿذ  داسثؼز

گشفرز  درغ اص اساربم     قرشاس  CO2 دسكرذ  1سبسی  گشمخباه 

خبسج ؿذه و ثشا  حل مشدن ث  سهب   MTTفشتینذد مح    

مشیرل ػ لف مؼریذ    (د اص مح    تلی د Formazanف سمبصان )

(Dimethyl Sulfoxide: DMSO)   اػرررشفبده ؿررذ  میرررضان

ابا مشش س ػط  111دػز تمذه دس ط   م ج  مذوسر مح    ثه

 گیش  ؿذ  ( ااذاصهELISA Readerالایضا ) گش قشائز دػشگبه

 

 ها به استخوان بررسی ت ایس سلول

 آزمایص رسوب کلسيم

ك سر سػ ة سو   هبد ثه م ؼیم س لیذ ؿذه س ػط ػ   

ؿ د  ثشا  ثشسػی میضان م ؼیم س لیرذ د   یهب سـکیل م داسثؼز

اص مح    سدبس  ؿشمز دبسع تصم ن ]حبو  مشػر لفشبلئی   

(Cresolphthalein اػشفبده ]) هرب  هرش دو    ؿذ  اثشذا داسثؼز

ك سر مدضاد اص محیط مـز خبسج ؿذ و ثب مح ر     دػشه ثه

منظ س حزف محیط مـز ؿؼرشه ؿرذ  ثرشا      ثبفش فؼفبرد ثه

هرب س ػرط      ااکری معرذاید داسثؼرز   هرب  اػرشخشاج سػر ة  

لیشرش اص   میکرشو  36اشمب  ؿؼشه ؿذ  ػذغ  4/6اػیذم شیذسی  

اص مح ر   میرز اضربفه ؿرذ       لیشرش  میکشو 366ای  مح    ثه 

گیش  ؿذ  ثب  ابا مشش ااذاصه 116مذوسر مح    دس ط   م ج 

مؼی تدبسیز ایض م ؼیم وخ د  مه دس سشمیت هیذسو س خه ثه ای 

 گیش  اص دخبلز ای  میرضان دس مقرذاس خرزة    داسدد ثشا  خ 

هب  خربلی   ك سر مـبثه ثشا  داسثؼز م ؼیمد سابم مشاحل ثه

گشفزد میضان م ؼیم تن محبػجه ؿذ و اص  ثذون ػ    ایض اادبم

 حبو  ػ    مؼش ؿذ  PCL-nHAهب   مقذاس خزة داسثؼز

 

 گيری فعاليت آلكالين فسفاتاز انذازه

( یکری  Alkaline Phosphatase: ALPتلکبلی  فؼفبسبص )

هررب   ( ػرر   Phenotypesهررب  ) فن سبیررخ  یسررش مهررماص 

هرب    ػربص  ػر      ػبص اػز  ثنبثشای  س ان اػرشخ ان  اػشخ ان

یای ااؼبای سو  داسثؼز د اص طشیرق ثشسػری   هرب  ثنیبد  مضااـ

فعبلیز تلکبلی  فؼفبسبص  اسصیبثی ؿرذ  میرضان فعبلیرز تارضیم     

 ALPثب اػشفبده اص میرز   41و  4تلکبلی  فؼفبسبص دس سوصهب  

سهیره ؿرذ     RIPAگیش  ؿذ  اثشذا مح ر     دبسع تصم ن ااذاصه

ك سر مدضا سهیه    صیش ثههب مح    دRIPAثشا  سهیه مح    

دس  EDTAگشم  EDTA (444/6م لاس  می ی 64/6مح     ؿذت

گشم  EGTA (413/6م لاس  می ی 64/6لیشش تة( مح     می ی 16

EGTA  مر لاس   4/6یشرش تة( مح ر     ل می ی 16دسTris-HCl 

م لاس  4لیشش تة( و مح     می ی 16دس  Tris-HClگشم  43/6)

NaCl (31/3  اص هرش یر  اص     می ی 16گشم اا  دس  )لیشرش تة

 لیشرش دسون یر  ثربل      می ری  46هب  سهیه ؿذهد حدرم   مح   

گرشم   4/6لیشرش گ یؼرشو د    می ی 1لیشش  سیخشه ؿذ و  می ی 466

SDS هب اضبفه ؿرذ  دس ادامره ثرب     لیشش سشیش ن ثه تن ی یو ی  م

 لیشش سػیذ  می ی 466افضودن تةد حدم مح    ثه 

 316گیش  فعبلیز تاضیم تلکبلی  فؼفبسبصد اثشرذا   ثشا  ااذاصه

اضبفه  هب هب  سو  داسثؼز ثه ػ    RIPAلیشش مح     میکشو

مذر  گشاد ثهدسخه ػباشی 1ؿذ  ػذغ ظشف یبد ؿذه دس دمب  

دوس ثش دقیقه ػباششیف ط ؿرذ  اص مح ر      41666دقیقه دس  46

لیشرش اص مح ر      میکرشو  466لیشش ثشداؿشه و ثره   میکشو 46سویید 

د تاضیم تلکبلی  فؼفبسبصد وامنؾ ALPمیز اضبفه ؿذ  دس میز 

 (P-Nitrophenylphosphate) ایششو فنیل فؼفبر -سجذیل دبسا

منرذ  ثرب    مبسربلیض مری   ایششو فنیل صسد ساگ -ساگ سا ثه دبسا ثی

گیش  میضان خزة ا س  ایششو فنیل سـکیل ؿذه دس ط    ااذاصه

 ؿ د  ابا مششد مقذاس تلکبلی  فؼفبسبص سعیی  می 161م ج 

 

 روش تحليل آماری و ارزیابی نتایج
هش تصمبیؾ حذاقل ػه ثبس دس دو گشوه ؿبهذ )ایؼشب( و د یب 

ثشا  مقبیؼه  Student t-testسکشاس ؿذ  سدضیه و سح یل تمبس  

هب  گشوه تصمبیؾ و ؿبهذ  هب دس اا اه اشبیح حبكل اص تصمبیؾ

اص  سرش  م چ  Pمبس گشفشه ؿذ  مقذاس  ثهمه هاضمبن اادبم ؿذد 
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هـا در   هـا در آزمـايش   دار پاسخ گروه معيار اختلاف معني 05/0
بايد به اين نكتـه اشـاره كـرد كـه مقايسـه بـين       . نظر گرفته شد

-PCL با ايسـتاي ، پويا PCL-nHAبا  PCLهاي ايستاي  گروه

nHA  با ايستايو پويا PCL صورت گرفت.  
  

  نتايج
  SEM بررسي تصاوير

صورت جداگانه، به  به PCLو  PCL-nHAهاي  داربست
منظور مشاهده سـاختار   به. كمك روش الكتروريسي توليد شد

  ). 1شــكل (تهيــه شــد  هــا آناز  SEMتصــاوير  هــا، داربســت
  

ر گــرفتن تصـادفي نــانو اليــاف را نشــان  ، قــراSEMتصـاوير  
 محـدوده ساختار داربست متخلخل و قطر اليـاف در  . دهد مي

  .نانومتر است 500- 200
 ـدر ا يس ـيبـا روش الكترور  شـده  دي ـتول يهـا  داربست  ني
 يهـا  و بـدون پاشـش قطـره    كنواختي يسطح يپژوهش، دارا

 كـاملاً  يسـطح اسـت كـه سـطوح     يرو يمريبزرگ محلول پل
ــرارا  كنواخــتي ــوذ ســلول يچســبندگ يب ــا و نف ــبن يه  يادي

 1در شـكل   نيهمچن ـ. كند يفراهم م ها هيلا يتمام در يميمزانش
مشـاهده   افي ـدر طـول نـانو ال   HAنـانو ذرات   نكلوخه نشـد 

نانو ذرات را در طول نـانو   كنواختي عيتوز توان يكه م شود يم
  .گرفت جهينت افيال

                      
  

 PCL) ، بPCL-nHA) الف: داربست SEMتصاوير  1شكل 

  
  بررسي تكثير سلولي

ها، ارزيابي  سازگاري داربست اولين عامل در بررسي زيست
بـراي  . ها در شرايط ايستا و پويا است زنده بودن و تكثير سلول

-MTT ]3ها، از آزمايش  سازگاري سلول بررسي شرايط زيست

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyl tetrazolium 
bromide[ هـاي   دسـت آمـده در كشـت    نتـايج بـه  . استفاده شد

بررسي زنده بودن . نشان داده شده است 2ايستا و پويا در شكل 
عنـوان آزمـون شـاهد     در حالت ايستا، بـه  ها آنها و تكثير  سلول

ميـزان جـذب نـوري محلـول فورمـازان در ايـن       . انجام گرفت
هـاي زنـده بـر     سـلول  آزمون، معياري براي اثبات وجود ميـزان 

هـا،   روند افـزايش ايـن مقـدار روي داربسـت    . ها است داربست

بيانگر اين است كه كشـت پويـا و ايسـتا داراي توانـايي ايجـاد      
  .ها است شرايط مناسب براي تكثير سلول

  

  
  

و  PCLهـاي تـك لايـه     روي داربست MTTنتايج حاصل از آزمون  2شكل 
PCL-nHA  05/0) (*: اي خانه 12ف ظرو(در كشت ايستا و پويا P<  و :**

01/0P<(  
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. پس از كاشت گزارش شـد  14و  7، 3 يروزها يبرا جينتا
ــام   3در روز  ــت كشــت و در تم ــس از كاشــت در دو حال  يپ
 بـاً يهـا تقر  گـروه  يتمـام  يشده برا ها، كدورت خوانده داربست

 ايشده در كشت پو كدورت خوانده شيافزا زانيم. است كساني
 PCLي ها جداگانه از داربست سهيدر مقا ستا،ينسبت به كشت ا

 ـا. بـود  دار يمعن ـ) >01/0P( زانيم هب PCL-nHA و مقـدار   ني
ه تداش ـ شيافـزا  7ها در هر دو حالت در روز  گروه يتمام يبرا

 يبـرا  شيمقـدار افـزا   نيا يول. است يكه نشانه گسترش سلول
 شـتر يب ياندك ستايكشت ا يها با نمونه سهيدر مقا ايپو يها گروه
نسبت  ايهفتم كشت پو روز يشده برا اختلاف خوانده زانيم. بود
و  )>01/0P(اسـت   دار يمعن ـ PCLي هـا  داربسـت  يبرا ستايبه ا

 زاني ـبـه م  PCL-nHAي هـا  داربسـت  يبودن برا دار يدرجه معن
)05/0P<( نـانو   يهـا  داربسـت  سـه يدر روز هفتم در مقا. است
گسـترش   زانيم و بدون آن، مشاهده شد كه nHAي حاو افيال

 يهـا  از داربسـت  شتريب nHAي حاو يها داربست يرو يسلول
  ).>01/0P(است  nHA بدون

روز بعـد از   14ها  شده داربست يريگ كدورت اندازه مقدار
هـا در حالـت    سلول شتريو گسترش ب رتكثي هدهند كشت، نشان

ــرا شيافــزا. اســت ســتاينســبت بــه حالــت ا ايــپو  يكــدورت ب
 شـتر يو گسـترش ب  ري ـتكث كننده انيب ا،يپودر حالت  يها داربست
نكته اشاره  نيبه ا ديبا .درون آن است يها داربست يها رو سلول

در  PCL-nHA يها داربست يرو يگسترش سلول زانيكرد كه م
 ـپو يهـا  داربسـت  رينسـبت بـه سـا    زين 14در روز  ايحالت پو  اي

دو مثبـت   ريبه تـأث  توان يبود كه م شتريب ستايو ا) PCLداربست (
 يداربسـت و تـنش برش ـ   بي ـدر ترك تي ـآپات يكس درويعامل ه

 جينتـا  يتمـام  نيهمچن ـ. مرتبط دانستايجاد شده در حالت پويا 
دهنده گسـترش   نشان ،يگسترش سلول يبررس يآمده برا دست به
  .است ستاينسبت به حالت ا ايها در حالت پو سلول شتريب

  

  رسوب مواد معدني كلسيم
هاي بنيادي به اسـتخواني،   سلولهاي تمايز  ي از شاخصكي

بـراي محاسـبه ميـزان توليـد يـون      . اسـت  ميكلس رسوبميزان 
. گيري شد كلسيم در فرآيند تمايز سلولي، كدورت محلول اندازه

 14و  7، 3هـا در روزهـاي    مقدار كلسيم توليدي براي داربست
 3طور كه در شـكل   روزه، همان 14در طول دوره . محاسبه شد

دار روي  هــاي كلســيم اســت، ميــزان رســوب نشــان داده شــده
  .ها در دو حالت كشت افزايش پيدا كرد داربست

  

  
 

-PCLو  PCLيـه  لاهاي تك  نتايج ميزان رسوب كلسيم در داربست 3شكل 

nHA 05/0(*:  )اي خانـه  12داخل ظـروف  ( در دو حالت ايستا و پوياP<  و
 :**01/0P<(  

  
شت پويا بيشـتر  روزه، مقدار كلسيم در ك 14 دورهدر طول 

. از مقدار آن در كشت ايستا براي هـر دو نـوع داربسـت اسـت    
داري در ميـزان تشـكيل رسـوب كلسـيم در روز      اختلاف معني

ها پس از افزودن محـيط تمـايزي، مشـاهده     سوم روي داربست
در روز هفتم پس از كشـت، ايـن ميـزان اخـتلاف در     . شود نمي

اراي اخــتلاف هــاي پويــا نســبت بــه حالــت ايســتا، د داربســت
جريـان سـيال در محـيط     ريتأثداري است كه نشان دهنده  معني

هـاي   همچنـين در ايـن روز، داربسـت   ). >01/0P(كشت است 
PCL  حاويnHAيها تري نسبت به داربست، تمايز بيش PCL 

هـاي   پس از كشـت، داربسـت   14در روز  .)>05/0P( نشان داد
پويا نسبت به حالت ايستا تمايز بيشتري از خود نشـان داد و در  

 nHAهـاي حـاوي    اين روز رسوب كلسيم بيشتري در داربست
همچنين بايد به اين نكته اشاره كرد كـه  ). >01/0P(تشكيل شد 

در حالـت پويـا    PCL-nHAميزان تشكيل رسوب در داربست 
و ايســتاي ) >PCL )05/0Pت پويــاي داربســت بيشــتر از حالــ

  .است) >PCL-nHA )01/0Pو  PCLهاي  داربست
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  فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز
 14و  6هـاي   هـا در روز  مقدار آنزيم توليدي براي داربست

 4طور كه در شـكل   روزه، همان 14در طول دوره . محاسبه شد
هر در  ها لنشان داده شده است، ميزان آنزيم توليدي توسط سلو

پـس از كشـت،    6در روز  .دو حالت كشت افـزايش پيـدا كـرد   
در . شود داري در ميزان فعاليت آنزيم مشاهده نمي اختلاف معني

هاي پويا  پس از كشت، ميزان فعاليت آنزيم در داربست 14روز 
نين بايد به اين چهم). >01/0P(بسيار بيشتر از كشت ايستاست 

داراي فعاليـت   PCL-nHAيستاي نكته اشاره كرد كه داربست ا
  ).>01/0P(است  PCLآنزيمي بيشتري نسبت به داربست 

ــول  ــالين   14ه دوردر ط ــزيم آلك ــت آن ــدار فعالي روزه، مق
فسفاتاز در كشت پويا بيشتر از مقدار آن در كشت ايسـتا بـراي   

  ).4شكل (بود  PCL-nHAو  PCLهر دو نوع داربست 
  

 
  

و  PCLيـه  لاهـاي تـك    ين فسفاتاز در داربسـت نتايج فعاليت آنزيم آلكال 4شكل 
PCL-nHA 01/0) (*: اي خانه 12داخل ظروف ( در دو حالت ايستا و پوياP<(  

  

  بحث
بـه روش الكتروريسـي    PCL-nHAو  PCLهاي  داربست

 ديي ـتأها را  ساختار نانو اليافي داربست SEMتصاوير . تهيه شد
 يهـا  هـا و تخلخـل   حفـره  SEM ريبا توجـه بـه تصـو   . كند مي

 يافي ـوجود سـاختار نـانو ال   .است بوده كرويداربست در اندازه م
عامـل سـبب    نيو ا شود ينسبت سطح به حجم م شيسبب افزا

 كي ديداربست و تول يها رو سلول يچسبندگ يبهبود سطح برا
وجـود تخلخـل   . شـود  يبافت م يمهندس يداربست مناسب برا

در انتقال مـواد   ليسبب تسه اف،يدر ساختار داربست نانو ال الاب

 تي ـاهم يرشـد سـلول   شيو در افـزا  شود يم ژنيو اكس ييغذا
  . دارد ياديز

 ـاثر تنش، ارز يمنظور بررس به  ري ـتوسـعه و تكث  زاني ـم يابي
نكته اشاره كـرد كـه    نيبه ا ديبا. دارد ييبه سزا تياهم ،يسلول

زنـده   يبـرا  ياتيعامل ح كيعنوان  به ژنياكس يرينفوذپذ زانيم
]. 11[اسـت   كرومتـر يم 200-100 زاني ـهـا، بـه م   ماندن سـلول 

 ـبا نيهمچن  ـبـه ا  دي  ـكشـت پو  رنكتـه اشـاره كـرد كـه د     ني  ا،ي
 زي ـداربست ن يها هيو پسماندها درون لا يمواد مغذ يرينفوذپذ

سـازگاري   نتايج حاصل از بررسي زيسـت  .كند دايپ شيافزا ديبا
دار را در  مثبـت محـيط جريـان    ريتأثهاي حاوي سلول،  داربست

نتقال مواد مغـذي و اكسـيژن، نسـبت بـه حالـت ايسـتا نشـان        ا
 لحظه(هاي قرارگرفته در روز صفر  كه سلول جايي از آن. دهد مي

 سـه يمقاها مساوي بودند،  هاي داربست روي تمامي لايه) كاشت
دهنده  ها در روزهاي بعدي در دو حالت كشت، نشان اين سلول

  .استها در كشت پويا و ايستا  قدرت تكثير سلول
دو عامل وجود جريان در محيط كشت و حضور نانو ذرات 

HA  كــه يــك عامــل تمــايزي اســت، اثــر تحريكــي بــر تمــايز
. دهـد  هـاي بنيـادي مزانشـيمي را افـزايش مـي      استخواني سلول

افزايش يون كلسيم خارج سلولي، نقش حياتي در تنظيم تكثيـر  
افـزايش  كند، به اين ترتيـب كـه    ها ايفا مي و تمايز استئوبلاست
ها در حضور غلظت اضافي يون كلسيم در  تمايز به استئوبلاست

 .گيرد محيط كشت صورت مي

هاي بنيـادي   هاي بررسي تمايز سلول ي ديگر از شاخصكي
. گيري فعاليت آنزيم آلكالين فسـفاتاز اسـت   به استخواني، اندازه

كافـت كـرده و    آنزيم آلكالين فسفاتاز اسـترهاي فسـفات را آب  
افزون بـر ايـن، سـبب    . دهد ت محلي را افزايش ميغلظت فسفا

 ميزان تشـكيل . شود افزايش معدني شدن شبكه برون سلولي مي
دلايـل وجـود   به در حالت پويا  PCL-nHAدر داربست  آنزيم

-PCLتنش و جريان در محيط كشت نسبت به حالت ايسـتاي  

nHA  و وجودnHA      كه يك عامل تمـايزي اسـت، نسـبت بـه
  .يشتر استبپويا  PCLحالت 

هاي فعاليت آلكالين فسـفاتاز و   دست آمده از آزمون نتايج به
 طيمح ـها را در  رسوب ماده معدني كلسيم، افزايش تمايز سلول
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بن می بنیخش دهذ  وخ د سرنؾ دس   داس اؼجز ثه حبلز ایؼشب اـ

 ALPمحیط مـزد ػجت افضایؾ سـکیل ث  س م ؼیم و فعبلیز 

جز ثه حبلز ایؼرشب   اؼ PCL-nHAو  PCLهب   دس داسثؼز

 دهب  سابیض  ی تصم نثشسػهب ؿذه اػز  هاچنی  دس  داسثؼز

اؼجز  PCL-nHAدس سشمیت داسثؼز  nHAش مثجز رسار یسأث

بن داده ؿذه اػز   PCLهب   ثه داسثؼز  اـ

[ ثه اشبیح مـبثهی مجشنی ثش افرضایؾ  9ااگ و هاکبسااؾ ]ط

هرب   ـگبهدسون صیؼز وامن ALPػبص  ثب ثیبن  فعبلیز اػشخ ان

بنALPدػز یبفشنذ  افضایؾ فعبلیز  هب   دهنذه سابیض ػ    د اـ

اػز  ثب س خه  هب داسثؼزهب   ثنیبد  م ض اػشخ ان ثش ػطح لایه

هب  خبكی قشاس داسد  هب  ثذند سحز سنؾ مه ثیـشش ثبفز ثه ای 

هب  ثنیبد  ثه ثبفرز مر سد اظرش     هب ثش سابیض ػ    و ای  سنؾ

هب  ثشؿی م خ د  ن اشیده گشفز مه سنؾس ا سأثیشگزاس اػزد می

دس محیط مـزد سأثیشگزاس  ثه ػرضایی دس سحشیر  و ساربیض    

یای ثه ػ    ػ     هب  اػشخ اای داسد   هب  ثنیبد  مضااـ

مـربثه مـررز   هررب  [ دس ثشسػری 46اارگ و هاکرربسان ] ط

ثعررذ  دسون  هررب  ػرره  هررب  ثنیرربد  ثررش داسثؼررز     ػرر 

مقبیؼه ثب مـز ایؼشبد وامنـگبه چشخبن دو مح س  دس  صیؼز

ربن    دوسهسا دس طی  ALPافضایؾ ثیبن فعبلیز تاضیم  مـربثه اـ

مـبثه ثرشا  ساربیض اػرشخ ااید     هب  داداذ  هاچنی  دس ثشسػی

سوصه ثرره میررضان قبثررل  32 دوسهمیررضان م ؼرریم سػرر ثی طرری 

ااگ اثش طده ث د  ا  اؼجز ثه حبلز ایؼشب افضایؾ دیذامش ملاحظه

ه دااؼشه مه ای  وامنـگب د خشیبن صیؼزای  افضایؾ سا دس وخ 

ؿ د و هاچنری    مبمل ػجت ثهج د خشیبن ػیب  دس داسثؼز می

هب  ثشؿی حبكل اص ای  ا ا خشیبن ػیب د سابیض ػ  لی سا  سنؾ

 دهذ  اؼجز ثه حبلز ایؼشب افضایؾ می

ا   [ دس مقبیؼه44( و هاکبسااؾ ]Goldsteinگ ذؿشبی  )

بن داداذ مه هب ث وامنـگبه اص اا اا صیؼز ب هم و ثب مـز ایؼشب اـ

داس دسون  س لیررذ  دس محرریط مـررز خشیرربن    ALPمیررضان 

ثیـشش اص حبلز ایؼشب اػز  میرضان گؼرششؽ    هب وامنـگبه صیؼز

ربن     41ػ  لی دس ای  دظوهؾد طی  سوص اشربیح مـربثهی سا اـ

هب سا دس مـز د یب  دهذ  گ ذؿشبی  ای  افضایؾ سعذاد ػ    می

شب ثه دلیل ثهج د ااشقب  م اد م ز  ثه داخل اؼجز ثه حبلز ایؼ

داسثؼز دااؼشه اػز  هرذف ایر  گرشوه اص دظوهـرگشاند ثره      

حذامثش سػباذن میضان گؼششؽ ػ  لی و سابیض تن ثره فن سیرخ   

هب  دشفیر طن و   وامنـگبه ؼزیصاػشخ اای ث ده مه ای  امش دس 

 داس اؼجز ثه حبلز ایؼشب محقق ؿذه اػز  فلاػ  هاضن

هرب  ثنیربد     سنؾ ثش مـرز ػر      شیسأثظوهؾد دس ای  د

یای سو  داسثؼز  PCL-nHAو  PCLهب  اربا  الیربف    مضااـ

ثشسػی ؿذ و میضان اثشگزاس  خشیبن دس محیط مـز )ابؿی اص 

هب مطبلعره   ثه هم خ سدن محیط( ثش سابیض و صاذه مباذن ػ   

بن داد مه وخ د خشیبن دس  ؿذ  اشبیح حبكل اص ای  سحقیق اـ

  ؿر د  یمر و ساربیض ػر  لی   سکثیرش   ـزد ػجت ثهجر د محیط م

س ان اشیده گشفز مه ثشا  افضایؾ میضان گؼرششؽ   هاچنی  می

اص دو مبمل خشیبن محیط مـز و م اد سحشی   س ان یمػ  لی 

اػشفبده مشد سب میضان ػرشمز   HAمننذه سابیض مبانذ ابا  رسار 

 سابیض ػ  لی سا افضایؾ داد 

 

 تطكر و قذردانی
یبخشه دس  س  ؿشمز ث کبداایم مه اص حابیز و ها لاصم می

 اخشا  ای  دظوهؾ سـکش و قذسداای اابییم 
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