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پوششی  لایههای بنیادی مزانشیمی کشت شده بر روی بررسی زیستایی و تمایز سلول

 ی قلبیمشتق از عضله

 1لاله مودتیان و 3، سعیده عرفانیان2، سارا رجبی*1، محمود تلخابی1زهرا محمدیان

 ه علوم جانوری و زیست شناسی دریادانشگاه شهید بهشتی، دانشکده علوم و فناوری زیستی، گروتهران، ، ایران 1

گـروه مرکز تحقیقات علـوم سلولی،  پژوهشکده زیست شناسی و فناوری سلولهای بنیادی جهاددانشگاهی، ،پژوهشگاه رویانتهران، ، ایران 2

 مهندسی سلول

 18/11/1402 تاریخ پذیرش: 29/07/1402 تاریخ دریافت:

 چکیده

برانگیز است. مهندسی بافت رویکرد  درمان نقایص استخوانی به دلیل ترکیب، ساختار و عملکردهای پیچیده استخوان، بسیار چالش

شود. در این مطالعه، که در آن از مواد زیستی مناسب در محل آسیب استفاده می باشدهای استخوانی میجدیدی برای درمان آسیب

ران ساق و از استخوان ( Bone marrow Mesenchymal Stem Cells; BMSCsهای بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان )سلول

مارکرهای سطحی و تمایز به استخوان و چربی مورد ارزیابی مورفولوژی، کشت شدند. سپس  αMEMرت، استخراج و در محیط 

های اختصاصی بافتی آمیزیرنگ بوسیلهزدایی شد و سپس سلول SDS 1%قلب گوسفند، قطعه قطعه و با  قرار گرفت. بافت

و  کاردیوژل تهیه شده،زداییبافت عضله قلبی سلولاز . بررسی شدبلو( و آلسین  DAPIکروم، ائوزین، ماسون تری)هماتوکسیلین 

بر روی  BMSCsمنظور بررسی زیستایی، تکثیر و تمایز به استخوان، سپس بستر پوششی دو بعدی مشتق از کاردیوژل ایجاد شد. به

عنوان گروه )از بستر پوششی کاردیوژلی به ، کشت شدند( این بستر پوششی8/0و  4/0، 2/0، 1/0، 05/0های مختلف )غلظت

 .استفاده شد( منفی عنوان گروه کنترلعنوان گروه کنترل مثبت و بستر فاقد هرگونه پوشش بهنی بهیوششی ژلاتآزمایش، بستر پ

بررسی زیستایی حاصل از . طبق نتایج شددر ظروف کشت حاوی کاردیوژل مشاهده  BMSCsافزایش زیستایی، تکثیر و تمایز 

نتایج این مطالعه . معنادار نبود هرچند از نظر آماری ؛ها افزایش یافتسلولها، با افزایش غلظت کاردیوژل، رشد و عملکرد سلول

درون بدن شود و ریزمحیطی شبیه به عنوان یک بستر پوششی دو بعدی در کشت سلول استفاده تواند بهکاردیوژل میکه نشان داد 

 کند. را فراهم 

 زدایی، کاردیوژل های بنیادی مزانشیمی، زیستایی، تکثیر، تمایز استخوانی، سلول: سلولهای کلیدیواژه

 m_talkhabi@sbu.ac.ir: یکیپست الکترون ،22435909تلفن:  ول،نویسنده مسئ* 

 مقدمه

های مربوط به استخوان، در سراسر بروز اختلالات و بیماری

افزایش هایی که افزایش سن با ویژه در جمعیتجهان، به

شدت افزایش چاقی و کاهش فعالیت بدنی همراه است، به

که شونده است استخوان یک اندام خودترمیم .[2] یافته است

با این حال، . کندطور مداوم ساختار خود را بازسازی میبه

استخوان قادر به ترمیم صدمات وخیم و حاد نیست و از این 

های استخوانی مورد نیاز رو، جراحی و کاشت جایگزین

 و سلول ترکیب داربست،از مهندسی بافت است. در 

 منظور به بافتی فعال برای ساخت زیستی هایمولکول

یک ایجاد  دیده یا حتیبازسازی یا حفظ عملکرد بافت آسیب
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هدف مهندسی بافت  .شودمی اندام در آزمایشگاه استفاده

، ترمیم و بازسازی (Bone tissue engineering) استخوان

در  .[6, 1] استخوان و ایجاد بافت جدید استخوانی است

های شدید استخوانی، از پیوند استخوان درمان جراحت

 ؛تری استشود، اما مهندسی بافت رویکرد مناسباستفاده می

استخوانی با فرآیند ترمیم  هایبه این دلیل که در آن آسیب

مهندسی بافت  در. [9] شودبیمار بازسازی می بافت خودِ

شود استخوان، ساختار، مکانیک و بافت استخوان مطالعه می

و برای موفقیت کامل در ترمیم استخوان، دانش و اطلاعات 

. مربوط به تکوین و رشد استخوان بسیار ضروری است

های درمانی برای ترمیم آسیبمهندسی بافت و سلول

 ،های بنیادیند. سلولاانی با هم ترکیب شدهاستخو

های مختلف بدن یافت هایی هستند که در ارگانسلول

کنند. این آن بافت یا ارگان کمک می شوند و به ترمیممی

توانند ها را داشته و میها قابلیت جداسازی از ارگانسلول

کشت و نگهداری شوند و در  (In vitro) تنیدر شرایط برون

های های خاصی تمایز داده شوند. سلولمواقع نیاز به سلول

( و MSCs= Mesenchymal Stem Cells) بنیادی مزانشیمی

 BMSCs= Bone)مشتق از مغز استخوان  MSCsبویژه 

Marrow- derived Mesenchymal Stem Cells) ظرفیت ،

توانند به بالا و توانایی خودتجدیدی دارند و می یتکثیر

های سلولی مزودرمی که شامل استخوان، غضروف و رده

براین، . علاوه[22, 8] تمایز پیدا کنند ،بافت چربی است

د نتوانکنند که میآزاد می ی رافاکتورهای زیستی محلول

فرآیند ترمیم  ،این عملکرد .دنی سیستم ایمنی باشکنندهتنظیم

. شناخت نقش [13] بخشددیده را بهبود میدر بافت آسیب

را  BMSCsاده از ها، استفهای بنیادی در برخی بیماریسلول

ها را در پزشکی بازساختی افزایش داده است. این سلول

توان از چندین منبع بافتی مانند مغز استخوان، پریوستوم، می

 MSCsدست آورد. بافت چربی، پالپ دندان و بند ناف به

توان در شرایط آزمایشگاهی ها را میجدا شده از این بافت

کار برد و در بسیاری از ی بههای بالینکشت داد و در آزمایش

موارد طول عمر بیمار را با عوارض جانبی نامطلوب بسیار 

ها کمی افزایش داد. مطالعات، اثربخشی استفاده از این سلول

 دهندهای حیوانی را نشان میدر بازسازی استخوان در مدل

ای است که در فرآیند پیچیده MSCsتمایز استخوانی  .[10]

ید آن عوامل محیطی مختلفی دخیل هستند. دگزامتازون، اس

ترین مواد شیمیایی ها رایجفسفاتاسکوربیک و بتاگلیسرول

را در شرایط  MSCsمورد استفاده هستند که تمایز 

 ماتریکس خارج سلولی دهند.آزمایشگاهی افزایش می

(matrix Extracellular =ECM)  یک جزء غیرسلولی حائز

ای از اهمیت در ریزمحیط بافت است که از شبکه

ها ساکارید گلیکوزآمینوگلیکانها شامل پلیماکرومولکول

(GAGs=Glycosaminoglycansو پروتئین ) هایی مانند

 ECMها و فیبرونکتین تشکیل شده است. ها، لامینینکلاژن

عنوان مهمی بهماند، نقش زدایی باقی میکه پس از سلول

های پشتیبان برای بافت و همچنین منبعی از سیگنال

های ساکن در آن ایفا بیوشیمیایی و بیوفیزیکی برای سلول

از طریق این دو نقش، تکثیر، مهاجرت، تمایز  ECMکند. می

 (Hydrogel) . هیدروژل[7]کند و رفتار سلولی را هدایت می

تواند هم از دوست است که مییک شبکه سه بعدی آب

. [3]پلیمرهای طبیعی و هم از پلیمرهای مصنوعی تولید شود 

دلیل ترکیب عنوان بیومواد چندکاره بهها بههیدروژل

های طبیعی، مانند ECMفرد و خواص مشابه با منحصربه

پذیری، تخلخل و تخریبمحتوای آب بالا، زیست

درمانی کاربرد در مهندسی بافت و سلول ،سازگاریزیست

. ترکیب، ساختار، خواص مکانیکی و خواص [16]دارند 

ها برای کاربردهای مختلف بیوشیمیایی هیدروژل

. تنظیم است راحتی قابل پزشکی مورد نظر بهزیست

ها در ها را محصور کنند و از آنها قادرند سلولهیدروژل

براین، با استفاده های ایمنی محافظت کنند. علاوهبرابر سلول

توان فاکتورهای رشد را کپسوله کرد تا امکان از هیدروژل می
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شده فراهم شود. ای کنترلتدریج و به شیوهها بهانتقال آن

بیعی و ناهمگن یک داربست ط (Cardiogel) کاردیوژل

ECM شده در های قلبی کشتاست که از فیبروبلاست

ی قلب شدهزداییسلول شرایط آزمایشگاهی، یا بافت

آید. کاردیوژل برای بهبود رشد و بلوغ دست میبه

شده، کاردیومیوسیت شناخته شده است. طبق مطالعات انجام

BMSCs  که رویECM شده خودشان کشت ترشح

عروقی بر استرس اکسیداتیو یا تمایز قلبیشوند، در برامی

اما تکثیر، چسبندگی سلولی و تمایز  ؛شوندمحافظت نمی

یابد و شده روی کاردیوژل افزایش میکشت BMSCsقلبی 

شوند. در ها در برابر استرس اکسیداتیو محافظت میآن

بستر پوششی دو  ،استفاده از روشی سادهی حاضر با مطالعه

ی منظور ارزیابی و مقایسهژلاتین به بعدی کاردیوژل و

ایجاد شده است  MSCsزیستایی، تکثیر و تمایز استخوانی 

در مهندسی بافت استخوان مورد  کاردیوژلی و کاربرد بالقوه

 بررسی قرار گرفته است.

 هامواد و روش

تازه که  قلبعدد  3تعداد : یاز بافت عضله قلب ییزداسلول

به دست آمده بودند و مورد تایید  های سالم و بالغگوسفند از

و در شرایط  دامپزشک بودند از کشتارگاه تهیه شدند. قلبها

Phosphate =PBS سالین )بافر خنک در محلول فسفات

e1salin buffered به آزمایشگاه منتقل گردید. سپس )

متری های اضافی جدا و قلب به قطعات یک سانتیچربی

عت در آب دو بار تقطیر سا 5بریده شد. قطعات به مدت 

بار آب دو بار تقطیر شده تعویض شد.  5شده قرار گرفتند و 

 =SDS) سولفات دودسیل قطعات قلب به محلول سدیم

Sodium dodecyl sulfate )1%  انتقال داده شدند و به مدت

گراد قرار درجه سانتی 4در دمای  سه روز بر روی استیرر

تعویض شد.  SDSساعت یکبار محلول  24گرفتند. هر 

قرار  x-100 1%دقیقه در محلول تریتون  30سپس به مدت 

زدایی تکمیل گردد. سپس بافت گرفتند تا فرایند سلول

ساعت  48شده در آب دو بار تقطیر به مدت زداییسلول

 .[15] ودحذف ش SDSشستشو داده شد تا کاملا 

: شدهزداییی قلبی سلولبافت عضله شناسیبافت ارزیابی

یزی برای بافت قلب در دو حالت طبیعی و آمرنگ

هایی از بافت طبیعی ابتدا نمونهانجام شد.  ،شدهزداییسلول

و سپس در محلول شده دو مرتبه شست و شو داده  PBSبا 

 ،ی بعددرصد فیکس شدند. در مرحله 4پارافرمالدهید 

زدایی شده و در سازی بافتی، آبها در دستگاه آمادهنمونه

های های پارافینی برشپارافین قرار گرفتند. سپس از قالب

μm6 لیزینالها با پلیتهیه شد. این برش (Polylysine) 

 ،ی بعدای چسبانده شدند. در مرحلهروی اسلایدهای شیشه

 =H&Eائوزین )زدایی، و با هماتوکسیلین در زایلل پارافین

eosin-Hematoxylinکروم )تری (، ماسون =MT

trichrome s’Masson ،)(-2-diamidino-6’,4= DAPI

phenylindole)  بلوو آلسین (AB= Alcine blue) 

 آمیزی شدند.رنگ

: شدهزداییی قلبی سلولژل از بافت عضلهی کاردیوتهیه

ابتدا توسط خشکایش انجمادی،  ،شدهزداییبافت قلب سلول

پپسین  %1/0مولار حاوی  5/0اسید پودر و سپس در استیک

گراد استیرر شد درجه سانتی 4ساعت در دمای  72به مدت 

 NaOH 2 یبافت، به وسیله و پس از اطمینان از هضم کامل

 .نگهداری شد مولار خنثی و در یخچال

های بنیادی مزانشیمی مشتق مغز سلولاستخراج و کشت 

براساس پروتوکل  BMSCsاستخراج : (BMSCsاستخوان )

. به این [8]استاندارد بهینه شده در آزمایشگاه انجام شد 

با  (Wistarهای بالغ نژاد ویستار ) ابتدا رتصورت که 

سپس  ند.شد استفاده از کلروفورم بیهوش و سپس نخاعی

جداشده و عضله و بافت همبند اطراف استخوان ساق و ران 

قرار  PBS محتویدرون ظرف ها استخوان ها پاک شد.آن
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ها با الکل استخوان .ندو به زیر هود منتقل شدشده داده 

 PBSبه ظرف محتوی  سپس مجددا و ه شدهشست %70اتانول 

. دو سر هر استخوان توسط قیچی ندمنتقل شداستریل 

 حاویسرنگی  و سپس مخصوص برش استخوان، قطع

سرم جنینی  درصد 10حاوی  Alpha MEM) محیط کامل

بیوتیک درصد آنتی 1(  و Fetal bovine serum; FBSگاو )

 ;Penicillin-Streptomycin)) سیلین/استرپتومایسینپنی

Pen/Strep ))و مغزشد  هاوارد حفره مرکزی استخوان 

و به آن محیط کامل اضافه  ،درون فلاسک تخلیه استخوان به

گراد و سانتی درجه 37)دمای  انکوباتور وندرفلاسک شد و 

ساعت  72گذشت پس از . قرار داده شد (CO2 %5 غلظت

منفی شستشو  PBSتوسط محیط رویی خارج و کف ظرف 

 BMSCsهای خونی خارج شوند و فقط تا سلول داده شد

 ،. سپس محیط کاملاند، باقی بمانندکف ظرف چسبیدهبه  که

ف درصد ک 90-80 پس از پر شدن. به ظرف اضافه شد

 سلولها با استفاده از تریسپین پاساژ ،BMSCsتوسط فلاسک 

انکوباتور خارج و به زیر  . به این منظور فلاسک ازانجام شد

، منفی PBS. توسط گردیدهود منتقل و محیط رویی خارج 

مقدار  T25مرتبه شستشو داده شد و به ازای هر فلاسک  یک

منظور کنده و به گردیداضافه  %05/0 لیتر تریپسینمیلی 1

مدت سه دقیقه در انکوباتور  به ،کف ظرفها از شدن سلول

میکروسکوپ بررسی  توسطفلاسکها قرار داده شد. سپس 

اطمینان حاصل  فلاسکها از کف شد تا از کنده شدن سلول

 ،هاسلول بیشتر جهت جداسازیو هود منتقل  به زیر و شود

سمپلر پیپتاژ انجام شد. برای خنثی کردن  یبه وسیله

اضافه و مجددا  هابه سلول محیط کامل لیترمیلی 1تریپسین، 

های کنده سلول ها پیپتاژ انجام شد.جهت یکنواختی سلول

شده از کف فلاسک، به سه فلاسک دیگر انتقال داده شدند 

 و در انکوباتور قرار گرفتند. ها محیط کامل اضافه شدو به آن

  BMSCs هویت : شدهاستخراج BMSCsتعیین هویت 

کف ظروف  به چسبیدن در توانایی ،مورفولوژی اساسبر

 CD44 سلولی سطح)مارکرهای  مثبت مارکرهای بیان ،کشت

سطح منفی )مارکرهای عدم بیان مارکرهای  (،CD90 و

 به تمایز توانایی و (CD34و  CD45 های خونسازسلول

 .تایید شد چربی هایسلولو  های استخوانیسلول

بستر شده روی های کشتسلول زیستایی ارزیابی

( 1 :سه گروه آزمایشی بودشامل این مطالعه : کاردیوژل

های مختلف ها توسط غلظتگروه آزمایش که در آن چاهک

( پوشیده 8/0و  4/0، 2/0، 1/0، 05/0های کاردیوژل )غلظت

ها مثبت که برای پوشش کف چاهک کنترل ( گروه2شدند، 

ه ک منفی ( گروه کنترل3از ژلاتین یک درصد استفاده شد، 

ارزیابی  رایبایی پوشیده نشدند. ها با هیچ مادهچاهک

هر چاهک  پاساژ اول در سلول در 3× 310 ،هازیستایی سلول

پوشیده با غلظتهای مختلف کاردیوژل،  چاهکی 96 پلیتاز 

کشت شد.  )کنترل( و بدون پوشش )کنترل مثبت( ژلاتین

 -MTT=(3-[4,5-dimethylthiazol ) گرم از پودرمیلی 5 سپس

2- yl]- 2, 5diaphenyl tetrazolium bromide) ) لیتر میلی 1در

 ،لیتر محیطمیلی 9محیط کامل حل و به فالکون محتوی 

حاوی  چاهکی 96 از پلیت اضافه و پیپتاژ شد. به هر چاهک

ژلاتین و بدون ول کشت شده بر روی بستر کاردیوژل، سل

 2اضافه و به مدت  MTT از محلول لیترکرومی 100 پوشش،

سپس محیط  .درون انکوباتور قرار داده شدساعت  3الی 

DMSO= )لیتر میلی 100چاهک  و به هر رویی خارج

Dimethylsulfoxide) پس از حل شدن بلورهای  .ضافه شدا

 هاو مشاهده تغییر رنگ، جذب آن (Formazan) فورمازان

 نانومتر خوانده 570توسط دستگاه الایزا ریدر در طول موج 

 .شد

روی بستر  شدهکشت BMSCsی سلول یچرخه یبررس

در  سلول در پاساژ اول 3× 410 منظور،اینرای ب: پوششی

های یک پلیت شش چاهکی در سه گروه بستر چاهک

پوششی کاردیوژل، بستر ژلاتین و بستر بدون پوشش، کشت 
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ها خارج و به ساعت محیط رویی چاهک 72شدند. پس از 

اضافه شد. پس از اطمینان از کنده شدن  %1ها تریپسین سلول

ها ها، برای خنثی کردن تریپسین، محیط کامل به آنسلول

ها در سه های کنده شده از کف چاهکاضافه شد. سلول

به انتقال داده شدند و در سانتریفیوژ  15کون لگروه به سه فا

Revolutions  =RPM) در دقیقه 1500ا دور یقه بدق 5مدت 

per minuteی سانتریفیوژ، ( قرار گرفتند. پس از پایان مرحله

ها خارج و محیط کامل جدید به محیط رویی از فالکون

به ها در شرایط خنک برای خوانش، ها اضافه شد و آنسلول

ها یک بار با سلولسپس  .ندشرکت بافت آزما منتقل شد

شستشو داده شدند و با استفاده از اتانول  PBSاستفاده از 

ها با شدند. سپس سلول تثبیتدقیقه  30سرد به مدت  70%

شستشو داده شدند. سپس  PBSبا استفاده از  دو بار و

 50دقیقه با استفاده از  5های هر گروه به مدت سلول

میکروگرم در هر میلی  100)از استوک  RNaseمیکرولیتر 

 (PI= Propidium Iodide)لیتر( تیمار شدند و سپس رنگ 

ها اضافه لیتر( به سلولمیکروگرم در هر میلی 50)از استوک 

ها توسط شد. برای بررسی پروفایل چرخه سلول، سلول

 دستگاه فلوسایتومتری مورد ارزیابی قرار گرفتند.

کشت شده روی بستر  BMSCs رشد یمنحن ترسیم

در پاساژ سلول  3× 410 منظور،اینرای ب: پوششی کاردیوژل

سه پلیت شش چاهکی حاوی بستر از در هر چاهک اول 

پوششی کاردیوژل، بستر ژلاتین و بدون پوشش، کشت و به 

مدت شش روز در انکوباتور نگهداری و روزانه به کمک لام 

تریپسینه از  منظور شمارش، پسنئوبار شمارش شدند. به

سازی و اضافه کردن محیط کامل برای خنثیها سلول کردن

سوسپانسیون سلولی همگن  میکرولیتر از 10، مقدار تریپسین

ی بین لامل و لام نئوبار به آرامی انتقال داده شد. سپس بوسیله

مربع در لام  4ها در سلول تعداد ،معکوسمیکروسکوپ 

شد. ضرب   410در ها ولنئوبار شمارش و میانگین تعداد سل

لیتر از سوسپانسیون میلی1ها در صورت تعداد سلولدینب

ها هر دو روز یکبار . محیط کشت چاهکدست آمدهسلولی ب

 تعویض شد.

کشت شده  BMSCsزمان دو برابر شدن تعداد  یبررس

× 410 ، تعداد منظوراینرای ب: روی بستر پوششی کاردیوژل

سلول در پاساژ اول در هر چاهک از سه پلیت شش  3

چاهکی حاوی بستر پوششی کاردیوژل، بستر ژلاتین و بدون 

پوشش، کشت و به مدت شش روز در انکوباتور نگهداری 

شمارش شدند  ،ها در روز اول و روز ششم کشتسلول شد.

 increase+1(log=time (log)2) ، در فرمولهاو تعداد آن

Doubling)  ها در سلولزمان دو برابر شدن قرار گرفت و

  محاسبه شد. هر گروه

روی بستر شده کشت BMSCs بررسی تمایز استخوانی

های ها در پاساژ سوم در چاهکسلول: پوششی کاردیوژل

شده با کاردیوژل، ژلاتین و  دادهپلیت شش چاهکی پوشش

بدون پوشش، کشت داده شدند. هر سه روز یکبار محیط 

 ،ها تعویض شد. روز بیست و یکمتمایزی استخوان چاهک

به  PBS 1Xبار با  3کشت از هر چاهک خارج و  طیمح

درصد  4 دیها با فرمالدهسلولسپس  .داده شدشستشو  یآرام

 سپس .شدند کسیاتاق ف یدر دما قهیدق 15 یبرا

داده شد و بار با آب مقطر شستشو  3خارج و ویکساتیف

آمیزی رنگ (Alizarin red) آلیزارین ردها توسط سلول

 شدند.

های میانگین و در این مطالعه از شاخص: آنالیز آماری

ها و همچنین انحراف معیار برای نشان دادن توزیع داده

نتایج حاصل با استفاده از  .گردیدها استفاده بندی آنجمع

و در سطح  one way ANOVAو  T-testهای آماری تست

جهت  و گرفتمورد بررسی قرار  P value > 0,5داری معنا

 GraphPad prism 9ر رسم نمودار زیستایی، از نرم افزا

 .شداستفاده 
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 نتایج

منظور اثبات به : قلبی بافت عضله صحیح زداییسلولتایید 

شناسی انجام شد. نتایج به های بافتارزیابی ،زداییسلول

دهنده وجود کلاژن در نشان MTآمیزی دست آمده از رنگ

ECM شده است. زداییبافت طبیعی و بافت سلول هر دو

نیز نشانگر وجود  ABآمیزی نتایج حاصل از رنگ

هم در بافت  ها هم در بافت طبیعی وگلیکوزآمینوگلیکان

عدم وجود  ،علاوه بر این .باشدمیشده زداییسلول

توسط  نیز شدهزداییهای سلولی در بافت سلولهسته

 (.1 )شکل اثبات گردید DAPIآمیزی رنگ

 
نشان  شدهییزداو سلول یعیبافت طب DAPIو  H&E یزیآمرنگ یسهیقلب. مقا یشدهییزداو سلول یعیبافت طب یبافت یهایزیآمرنگ -1شکل 

ماندن کلاژن و  یباق یدهندهنشان ABو  MT یزیآماند. رنگرفته نیاز ب ییزداسلول یها در پروسهآن یها و هستهکه سلول دهدیم

 .(100 کلی: )بزرگنمایی  است ییزدابعد از سلول کانینوگلیکوزآمیگل

 

کشت اولیه مغز استخوان : BMSCs مزانشیمی هویت تایید

مورفولوژی دارای ها بود که اکثر آن یهایسلول یحاو رت

های سلولبودند.  شکل و برخی شناورفیبروبلاستی یا دوکی

 یهاسلولحذف شدند و  یبعدسلولی  یپاساژهاشناور طی 

 خود را حفظ کردند ی، مورفولوژچسبنده شکلفیبروبلاست

این موضوع نشانگر  (.A-2 و کف ظرف باقی ماندند )شکل

 %97نتایج نشان داد که  .باشدیم هاماهیت مزانشیمی سلول

ها مارکر سلول %2/98 و CD44ها مارکر سطحی سلول

و ها سلول %2/99که ی درحال ؛را بیان کردند CD90سطحی 

 CD34و  CD45مارکر سطحی به ترتیب ها سلول 7/98%

 (.B-2)شکل  کردندنرا بیان  (خونی یهامارکرهای سلول)

تمایز  .ها تایید گردیدمزانشیمی سلول بر این اساس، ماهیت

 آلیزارین رد یآمیزتوسط رنگ یاستخوان یهاسلول به سمت

 (red Oil) آمیزی اویل ردهای چربی توسط رنگو سلول

این دو نوع تمایز به عنوان روش  (.A-2)شکل  انجام گرفت

در نظر گرفته  MSCsدیگری در جهت روشن کردن ماهیت 

 شد.
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های های استخوان و سلولبه سلول MSCsتمایز ( و 100کلی:   شده از مغز استخوان رت )بزرگنمایی استخراج MSCsمورفولوژی ( A -2 شکل

 ،هارو برای شناسایی آنازاین .ها فاقد مارکر اختصاصی هستنداین سلول .BMSCsمیزان بیان مارکرهای سطحی در  (B (.200 کلی: )بزرگنماییچربی 

که درصد بسیار کمی از کنند؛ درحالیا به میزان بالا بیان میر  CD90و CD44 یها مارکرهامارکرهای مثبت و منفی در نظر گرفته شد. این سلول

  کنند.ا بیان میر  CD34و CD45 های خونی اعم ازها، مارکرهای سلولآن

: شده روی کاردیوژلکشت BMSCsزیستایی  افزایش

و  4/0، 2/0، 1/0، 05/0) های مختلفغلظت یرو هاسلول

 72کشت شدند پس از  وژلیکارد یبستر پوشش از (8/0

با استفاده از آزمون  ،ییستایز زانیم یبررس یساعت برا

MTT زانیقرار گرفتند. سپس نمودار م یابیمورد ارز 

رسم شد. همانطور که در نمودار  Prismافزار با نرم ییستایز

 یبستر پوشش در گروه ییستایز زانیمشخص است، م

و کنترل است.  نیبستر ژلات یهااز گروه شتریب وژلیکارد

 3/0P) معنادار نبود یاختلاف از لحاظ آمار نیهرچند ا

value= ) شکل(3-A.) 

شده روی  کشت BMSCsافزایش سرعت تکثیر 

بر رشد  بستر پوششی کاردیوژل اثر یبررس یبرا: کاردیوژل

BMSCs ها . مورفولوژی سلولشد ترسیم سلول رشد یمنحن

نمایانگر روند صعودی رشد در بستر پوششی کاردیوژل بود. 

با استفاده از نرم  ج،یو ثبت نتا روزانه شمارشپایان از  پس

 .رسم شد هااز روند رشد سلول یانمودار نقطه، Prismافزار 

ها، رشد سلول زانیم، در گروه کاردیوژل، نمودار نیدر ا

گروه در  هاسلولافزایش رشد  را داشت؛ بیشترین افزایش

نسبت به گروه کاردیوژل  درو  ،گروه کنترلاز  شتریبژلاتین 

. هرچند این اختلاف از لحاظ آماری بودبالاتر  ژلاتینگروه 

 (.C,B-3)شکل ( =4/0P valueمعنادار نبود )

روی  شدهکشت BMSCsی سلولی چرخهپروفایل بررسی 

در  BMSCsی سلولی، به منظور بررسی چرخه: کاردیوژل

های پلیت شش چاهکی، در سه گروه مختلف بستر چاهک

پوششی کاردیوژل، بستر ژلاتین و بستر بدون پوشش کشت 

های گروه بستر ساعت پس از کشت، سلول 48شدند. 
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ند و بیشترین پوششی کاردیوژل موفولوژی خود را حفظ کرد

در  BMSCsدر این بررسی درصد تراکم سلولی را داشتند. 

مورد ارزیابی قرار  G2 و S ، G1مختلف سلولی فازهای 

در گروه  G2و  Sها در فاز بیشترین درصد سلول گرفت.

 کنترلدر گروه  G1و بیشترین درصد سلول در فاز ژلاتین 

 (.D-3)شکل نشان داده شد 

 
بر  BMSCs منحنی رشد  (B  .(n=3, P value= 0.3) پوششی کاردیوژل مختلف از بستر یهادر غلظت MSCsمانی نمودار زنده  (A -3شکل 

شمارش سلولی در منحنی  در روز چهارم   BMSCsرفولوژیمو (C  .(n=3, p value= 0.4روی بسترهای بدون پوشش، ژلاتین و کاردیوژل )

روی بستر  کشت شده بر MSCs ینمودار چرخه سلول (D  (.100 کلی: )بزرگنمایی کاردیوژل ژلاتین و ،رشد سلول بر روی بسترهای بدون پوشش

 های مختلف.گروه یچرخه سلولی کاردیوژل و مقایسه پوششیبستر  ،بستر ژلاتین ،بدون پوشش

شده کشت BMSCs جمعیتزمان دوبرابر شدن  کاهش

 جمعیتزمان دوبرابر شدن  یمحاسبه یبرا: روی کاردیوژل

BMSCs، 2) از فرمول(log) increase+1(log=time 

Doubling) گروه  یهاسلول فرمول نیطبق ا ستفاده شد.ا

برابر شدند  5/17روز،  6مدت  طول در بستر بدون پوشش

 نیساعت محاسبه شد. همچن 35 هاو زمان دوبرابر شدن آن

و  ندبرابر شد 1/26 ،روز 6 در بستر ژلاتینگروه  یهاسلول

بستر پوششی گروه و ساعت  30، هازمان دو برابر شدن آن
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زمان دوبرابر  و ندبرابر شد 6/34روز  6 در مدت کاردیوژل

زمان  ،یجانت نیطبق ا ساعت محاسبه شد. 28 هاشدن آن

در بستر پوششی کاردیوژل  در گروه هاسلول دوبرابر شدن

. دباییکاهش م ،ی ژلاتین و بدون پوششهابا گروه سهیمقا

 که بستر پوششی کاردیوژل دهدی نشان میبررس نیا نیبنابرا

 هاسلول جمعیتابر شدن رسرعت رشد و دوبدر  مثبتینقش 

 .دارد

برطبق : های استخوانیبه سلول BMSCsتمایز ررسی ب

هفته نخست از آغاز فرآیند تمایز،  یشده، طمشاهدات انجام 

که یها دیده شد؛ در حالسلول یدر مورفولوژ یتغییرات کم

ها محسوس بوده و در پایان هفته دوم، تغییر شکل سلول

ها شروع گرفتند. در این زمان، سلول به خود یترپهن شکل

خود کردند. در  یسلولدر ماتریکس خارج یبه ترشح مواد

در مقدار این  یتوجهاز آغاز تمایز، افزایش قابلپس  21روز 

های ژلاتین و مواد ترشح شده درگروه کنترل و گروه

 با MSCsشدن ماتریکس  یمعدن. دیده شد هیدروژل قلبی

آلیزارین ، روش شد. در این یآلیزارین رد بررس یآمیزرنگ

کلسیم را  یماتریکس حاو یطور اختصاصتواند بهیرد م

رسوب کلسیم در  دهندهو قرمز شدن نشان کند یآمیزرنگ

ترشح این مواد در ماتریکس  است. یماتریکس استخوان

ژل کاردیوروی بستر که  یگروه هایسلول یخارج سلول

 )شکل مشاهده شدبیشتری به میزان تمایز پیدا کرده بودند 

4.)  

 

کلی:  )بزرگنماییبر روی بسترهای بدون پوشش، ژلاتین و بستر پوششی کاردیوژل.  به استخوان MSCsیکم تمایز وروز هجدهم و بیست -4شکل 

روی بستر که  یگروه هایی سلولترشح این مواد در ماتریکس خارج سلول است. یرسوب کلسیم در ماتریکس استخوان دهندهقرمز شدن نشان(. 200

 .مشاهده شدبیشتری به میزان کاردیوژل تمایز پیدا کرده بودند 
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 بحث

طور استخوان دارای ظرفیت بازسازی طبیعی است که به

های رایج کافی معمول برای ترمیم شکستگی و سایر آسیب

های استخوان در طول زندگی تغییر است. با این حال، قابلیت

های استخوانی و کاهش کند. پیری با افزایش بروز بیماریمی

های رو به درماناست. ازاینهمراه ظرفیت ترمیم شکستگی 

ترکیبات بهبود بازسازی استخوان نیاز است.  موثر برای

استخوانی در مهندسی بافت استخوان، این پتانسیل را دارند 

مورد استفاده قرار گیرند.  یهای استخوانکه در درمان آسیب

توان در شرایط از این ترکیبات استخوانی همچنین می

انجام  منظورهای زیستی بهآزمایشگاهی، برای ایجاد مدل

. پتانسیل [14]مطالعات رشد و تکوین استخوان، استفاده کرد 

هاست برای ترمیم استخوان پیشنهاد مدت  MSCsدرمانی

. در این مطالعه، [21]و مورد بررسی قرار گرفته است  شده

MSCs هویت  رت از مغز استخوان ران و ساق پا، استخراج و

شکل ظاهر فیبروبلاستی های مختلف تایید شد.ها با آزمونآن

 MSCsهای استخراج شده از ویژگی و چسبندگی سلول

 BMSCsبا استفاده از محیط کشت اختصاصی تمایز، است. 

تمایز داده شدند.  و چربی یاستخوان یهابه سمت سلول

 یآمیزرنگ توسط یاستخوان یهاتمایز به سمت سلول اثبات

های های چربی و ایجاد واکوئلو تمایز به سلول آلیزارین رد

فاقد  MSCs. انجام گرفتآمیزی اویل رد چربی، توسط رنگ

ها رو برای شناسایی آنازاین ؛مارکر اختصاصی هستند

آمده دستبه نتایجمارکرهای مثبت و منفی در نظر گرفته شد. 

 CD44ها مارکرهای نشان داد که این سلولاز فلوسایتومتری 

که درصد بسیار یکنند؛ درحالیرا به میزان بالا بیان م CD90و 

و  CD45 اعم از یخون یهاسلول یها، مارکرهااز آن یکم

CD34 ها ها یا اندامزدایی بافتسلول .کنندیرا بیان م

های کاربردی در مهندسی اربستسازی دتواند برای آمادهمی

و  ECMبافت، یک استراتژی کارآمد باشد. ریزساختارهای 

های توان در ماتریکسترکیبات بیوشیمیایی آن را می

های اختصاصی بافت شده حفظ کرد و ریزمحیطزداییسلول

های لژهیدرو .[11]را برای بازسازی بافت، فراهم کرد 

توانند بستر می ،با حفظ ترکیبات اصلی ECMحاصل از 

ی وسیلهبه ECM مناسبی برای اهداف مهندسی بافت باشند.

های دهی محلول و گیرندهها، فاکتورهای سیگنالاینتگرین

سیتوکین، از طریق تعامل با سطح سلول در تنظیم رفتار بافت 

 یها روکه سلول ECM تیماه .[4]د کننقش کلیدی ایفا می

نوع  کی زیتواند بر سرنوشت و تمایشوند، میآن کشت م

قلب از  ECM بگذارد. ریمتفاوت تأث یهاسلول به سلول

ها، ترین مواد زیستی طبیعی است که حاوی پروتئینرایج

ساکاریدها و دارای خصوصیات ویسکوالانسی پپتیدها، پلی

تواند بستری مناسب برای رشد سلول فراهم است که می

 طیسنتز شده در شرا وژلیدر بدن با کارد وژلیکاردآورد. 

نوع  تواندیکشت م طیشرا رایمتفاوت است، ز یشگاهیآزما

را  یقلب یهابروبلاستیشده توسط فدیتول نیو مقدار پروتئ

که  BMSCs. بر اساس مطالعات گذشته، [18] دهد رییتغ

شوند، در برابر ترشح شده خودشان کشت می ECMروی 

شوند اما تکثیر، چسبندگی استرس اکسیداتیو محافظت نمی

سلولی، تمایز و محافظت در برابر استرس اکسیداتیو در 

BMSCs [20]یابد کشت شده روی کاردیوژل افزایش می. 

شده گوسفند زداییی قلبی سلولدر این مطالعه از عضله 

ی کاردیوژل و ایجاد بستری منظور تهیهماده بهعنوان زیستبه

، در BMSCsبرای بررسی زیستایی، رشد، تکثیر و تمایز 

ی در این پژوهش مقایسه تنی استفاده گردید.حالت برون

شده، ییزداهای بافتی بافت طبیعی و بافت سلولآمیزیرنگ

ها و باقی ماندن ترکیباتی مانند کلاژن، بر از بین بردن سلول

لیکوزآمینوگلیکان، تاکید کرده و حاکی از حفظ ساختار گ

ECM .از که است طبیعی ساکاریدپلی یک ژلاتین بود 

 در شکستگی دلیلآید. بهمی دستکلاژن به هیدرولیز

 دارای ژلاتین کووالانسی کلاژن، و هیدروژنی پیوندهای
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 معروف شدنش ژل به خاصیت است. ژلاتین پیچسیم ساختار

حل  آبی هایمحلول ، درC◦40 از بالاتر دمای در و است

 مارپیچ ساختار به پیچیدما، ساختار سیم کاهش با. شودمی

 دهد. منبعتشکیل می را هیدروژل و شده تبدیل گانهسه

 تعیین را ژل پایداری و فرآوری آن، استحکام شرایط و ژلاتین

 و پرولین محتوای دلیلبه پستانداران از منابع ژلاتین. کندمی

دارد  بالاتری ذوب دمای و استحکام بالا، پرولینهیدروکسی

عنوان گروه کنترل استفاده ی ما از ژلاتین بهدر مطالعه . [12]

شد. پس از ایجاد بستر پوششی دو بعدی از کاردیوژل و 

در سه گروه کاردیوژل، ژلاتین و بستر  BMSCsژلاتین، 

ها در شش کشت شدند و رشد، تکثیر و تمایز آنبدون پو

های مختلف مورد ارزیابی قرار گرفت. برای بررسی آزمون

در این آزمون  استفاده شد.MTT  از آزمون BMSCsزیستایی 

گرم بر میلی 8/0و  4/0، 2/0، 1/0، 05/0های از غلظت

 ،لیتر استفاده شد و نتایج نشان داد که با افزایش غلظتمیلی

یابد و اختلاف مقدار کمی افزایش میبه میزان زیستایی نیز 

(. P value= 3/0) ها از لحاظ آماری معنادار نبودبین گروه

های کاردیوژل، نشان هم در غلظتدرصد زیستایی نزدیک به

دهد غلظت کاردیوژل مورد استفاده برای پوشش، بر رشد می

ارد. از این سلولی در شرایط آزمایشگاهی تأثیر چندانی ند

گرم بر میلی 1/0منظور مصرف کمتر مواد، از غلظت پس، به

دهی بعدی، استفاده های پوششلیتر برای تمام آزمایشمیلی

در بستر  BMSCsجمعیت ، شد. در منحنی رشد سلولی

پوششی کاردیوژل در مقایسه با بستر پوششی ژلاتین و بستر 

هرچند این  ،توجهی افزایش یافتطور قابلبدون پوشش به

(. از P value= 4/0از لحاظ آماری معنادار نبود ) نیز اختلاف

به انجام  ،تر این نتایجرو به منظور بررسی آماری دقیقاین

بافت  ECMتکرار زیستی بیشتر نیاز است. هر نوع سلول در 

عنوان مثال مبدا خود بهترین رشد و عملکرد را دارد. به

ی بافت عضله ECMروی ی اسکلتی بر های ماهیچهسلول

 ؛یابدها، تکثیر بیشتری میECMاسکلتی در مقایسه با سایر 

اما در انجام مطالعات سلولی و تکوینی از بسترهای بافتی 

 شود.طبیعی متفاوتی برای کشت انواع سلول استفاده می

ECM بنیادی هایسلول بلوغ و تمایز هدایت در مهمی نقش 

 پتانسیل بستر پوششی ما . بنابراین[5]دارد  سازپیش و

 های استخوانیبه سلول BMSCs تمایز در کاردیوژل را

 است این مطالعه این هایمحدودیت از کردیم. یکی بررسی

 بین از پردازش طول در ECM اجزای از برخی احتمالاً که

 و تمایز بر مانده باقی ماتریکس اجزای حال، این با. ندارفته

  .گذارندمی تأثیر سلولی بلوغ

عنوان در مطالعه ما نشان داده شد که ویژگی کاردیوژل به

پوشش سطحی کشت، تکثیر سلولی را تقویت کرده و تمایز 

کشت شده بر بستر  BMSCsدهد. استخوان را افزایش می

پوششی کاردیوژل در مقایسه با بستر ژلاتین و بستر بدون 

ی براین، لایهعلاوه .پوشش، رشد و تکثیر چشمگیری داشتند

بهتر از  ،پوششی کاردیوژل در القای عملکردهای متابولیکی

 صفحاتکه  دهدمی نشان کند. مطالعاتبستر ژلاتین عمل می

 چسبندگی افزایش باعث کاردیوژل با شده داده پوشش

در  .شودمی پوشش بدون صفحات با مقایسه در سلولی

ها در گروه کاردیوژل، ی ما نیز مشاهده شد که سلولمطالعه

سختی ی تریپسینه کردن، بههنگام شمارش سلولی در مرحله

 دهدینشان م یتوسازگاریمطالعات سشدند. از بستر جدا می

 شیرا افزا یو مهاجرت سلول یچسبندگ ر،یتکث وژلیکه کارد

 Tmsb4xمانند  ییهانیپروتئ توان بهیاثرات را م نی. ادهدیم

 ،یبقا و مهاجرت سلول یعنوان ارتقادهندهکه به Psapو 

کننده از آپوپتوز شناخته یریمحافظ در برابر استرس و جلوگ

اثر  Tmsb4xفاکتور  که تر گفته شدپیشد. اند، نسبت داشده

ی دیگر نشان امطالعهاما  ؛دارد MSCsمثبتی بر تکثیر و رشد 

و تمایز  [17]کند تمایز استخوانی را مهار می Tmsb4x که داد

ولی نتایج مطالعه حاضر نشان  دهدچربی را افزایش می

شده بر روی کشت BMSCsتمایز استخوانی  که دهدمی

های شده با کاردیوژل در مقایسه با سلولدادهصفحات پوشش
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شده بر روی صفحات ژلاتین و بدون پوشش افزایش کشت

آمیزی شده توسط آلیزارین رد یابد. محتوای کلسیمی رنگمی

ی این ادعاست. بنابراین در گروه کاردیوژل تاییدکننده

وی بستر پوششی شود تمایز استخوانی بر رپیشنهاد می

 نشان صورت کمی نیز بررسی شود. این مطالعهکاردیوژل به

 ترکیبات در ظریف هایتفاوت و سلول ریزمحیط که دهدمی

 روی بر آزمایشگاهی شرایط در تواندمی بستر پوششی

 بسترهای اخیراً .باشد داشته مهمی نقش سلولی فنوتیپ

 محیط تری نسبت بهمحیط شبیه عنوانبه بعدیسه کشت

بعدی ین حال، بستر سهبا ا .[19]اند شده تنی شناختهدرون

همیشه برای همه مطالعات کشت سلول مناسب نیست. در 

اینجا، ما یک روش ساده برای ایجاد مقادیر زیادی از بستر 

ایم که شباهت خوبی با ریزمحیط پوششی ایجاد کرده

 سلولی کشت سنجش نوع هر برای تواندتنی دارد و میدرون

صرفه بودن و بهنشود. مقرو و بررسی انواع هیدوژل اعمال

تاثیر بسیار بستر پوششی کاردیوژل بر تکثیر سلولی، این نوع 

ای کاربردی و ارزشمند در پزشکی مادهپوشش را به زیست

های درمانی و بررسیهای دارویی، سلولبازساختی، تست

کند و بیانگر ارزش این تحقیقات به طور تکوینی تبدیل می

 باشد.تر میگسترده

استفاده از کاردیوژل در  که مطالعه نشان داده شددر این 

کشت دو بعدی زیستایی، رشد، تکثیر و تمایز را در مقایسه 

در  دهد.با بستر ژلاتین و بستر بدون پوشش، افزایش می

های مشتق از بافت توان از هیدروژلآینده می

های گسترده و شده به علت قابلیتزداییسلول

های استخوانی استفاده ازی نقصشان، در بازسپذیریشکل

کاربرد این پژوهش نیاز به تکرار  بهسازی کرد. هرچند برای

 های بیشتری است.و بررسی

 سپاسگزاری

 است که نامه نویسنده اولعنوان بخشی از پایاناین مطالعه به

انجام  شهید بهشتی و پژوهشگاه رویاندانشگاه  با حمایت

 شده است.
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Abstract  
Treatment of bone defects is very challenging due to the complex composition, structure, 

and functions of bone. Tissue engineering is a new approach to the treatment of bone 

injuries. In this study, bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) were extracted 

from rat tibia and femur and cultured in αMEM medium. Then, morphology, surface 

markers, and differentiation into bone and fat cells were evaluated. The sheep heart tissue 

was cut into pieces and decellularized with 1% SDS and then examined by tissue-specific 

staining (hematoxylin-eosin, Masson's trichrome, DAPI, and Alcian blue). Cardiogel was 

prepared from the decellularized cardiac muscle tissue and then a two-dimensional 

coating derived from cardiogel was created. To investigate the viability, proliferation, and 

differentiation, BMSCs were cultured on different concentrations (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, and 

0.8) of cardiogel coating which was used as the test group. The gelatin coating was used 

as a positive control group and the substrate without any coatings was used as a negative 

control group. Increased viability, proliferation, and differentiation of BMSCs were 

observed in culture vessels containing cardiogel. According to the results of the cell 

viability examination, with the increase in the concentration of cardiogel, the growth and 

the function of the cells increased; However, it was not statistically significant. The results 

of this study showed that cardiogel can be used as a two-dimensional coating in cell 

culture and provide a microenvironment similar to the inside of the body. 

Key words: Mesenchymal stem cells, Viability, Proliferation, Bone differentiation, 

Decellularization, Cardiogel 
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