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آلژينات بعنوان بستر سه بعدي جهت كشت و تمايز سلولهاي بنيادين زيست پليمر
  مزانشيمي بافت چربي انسان به سلولهاي كندروسيت غضروف

  سهيلا سهيلي زهرا و ، لعيا هدايي*عبدالخالق ديزجي
  گروه بيوشيميعلوم پايه،  ،پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران، 

  12/6/92 :تاريخ پذيرش  20/1/92 :تاريخ دريافت

  چكيده

بافت چربي انساني  هاي مزانشيميسلولتمايز براي  بستريآلژينات به عنوان  زيست پليمر هدف از مطالعه حاضر بررسي توانايي
 Iنوع  كلاژناز راد سالم توسطاف انسانيچربي هاي بنيادي مزانشيمي از بافت سلول بدين منظور .باشدمي هاي كندروسيتسلول به

تمايز به كندروسيت  TGF-β1اسيد اسكوربيك و در بستر آلژينات با استفاده از اين سلولها  سپس. و كشت داده شدند جداسازي
به  II نوع براساس بيان ماركرهاي مولكولي مانند كلاژن هاي كندروسيتتوليد سلول درتوانايي بستر آلژينات . شدند داده

رنگ آميزي  .گرفت انجام Alcian Blueهاي سولفاته به روش رنگ آميزيتئوگليكانو همچنين بيان پرو  RT-PCRروش
 Alcian Blueآميزي رنگ در. مزانشيمي بود بنيادين از سلولهاي %95نشانگر بالاي  Vimentin آنتي بادي بر عليه با ايمونوشيمي

 56,5 ± 4,9(آلژينات به ترتيب در روز سوم  ه در بستردصد سلولهاي رنگ شده در سلولهاي كنترل و سلولهاي كشت داده شدر
ها و نسبتها در روزهاي سوم و پنجم از نظر ين يافتها. بود) % 83 ± 2,8و  93 ± 2,8(و در روز چهاردهم ) % 36,5 ± 0,7و 

به  آلژينات در بستره دكشت داده ش سلولهاي سلولهاي كنترل و IIدرصد بيان كلاژن نوع . دار با هم داشتندآماري اختلاف معني
  GAPDHنسبت به بيان ژن) % 54 ± 2,8و  77 ± 1,4(و در روز چهاردهم ) % 43 ± 4,5و  70 ± 5(ترتيب در روز سوم 

   .كندسي بافت براي توليد كندروسيت پيشنهاد ميدبطور كلي نتايج حاصل كاربري سيستم آلژينات را در مهن. باشد مي

  ، تمايز به كندروسيتداربست آلژينات، بي انسانيسلول مزانشيمي بافت چر :كليدي هايهواژ

 deezagi@nigeb.ac.ir :، پست الكترونيكي02144787377: نويسنده مسئول، تلفن *

  مقدمه
هدف اصلي در مهندسي بافت بازسازي و يا توليد بافت يا 

ترميم  يا الم وهاي ناساندام سالم براي جايگزيني بافت
ظرفيت محدود . باشدبافت هاي آسيب ديده يك بيمار مي

و  و تكثير از نظر تقسيم سلولي هاي بالغ يك بافتسلول
- رگ عدم بخصوصهاي تمايز يافته و به سلولآنها  تمايز

در محيط آزمايشگاهي از  هازايي كافي اين سلول
جز  سه. باشدمي آنها در مهندسي بافت يمحدوديت كاربرد

سلول،  در مهندسي بافت نوع بافت يك گيريشكلاصلي 
. )12( باشندميه دمورد استفاو فاكتورهاي رشد   داربست

هاي ويژه و مهندسي بافت شامل جداسازي سلوللذا 

خاص از منبع سلولي مناسب، رشد و تكثير آنها در 
هاي سه بعدي تحت شرايط كشت سلولي مناسب داربست

در نهايت قرار دادن اين مجموعه در  و In vitroدر محيط 
محل مناسب در بدن بيمار و هدايت تشكيل بافت جديد 

استفاده از منبع سلولي مناسب به . باشددر ميان داربست مي
هاي بدست آمده از فرد بيمار تا حدود زيادي ويژه سلول

 گرددموجب كاهش مشكلات مربوط به سيستم ايمني مي
هاي بنيادي در دو پتانسيل سلولبا معرفي و شناخت  .)20(

اي را در مهندسي ها جايگاه ويژهدهه گذشته اين سلول
هايي تمايز هاي بنيادي سلولسلول. بافت پيدا كرده  اند
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نوسازي  باشند كه توسط دو خصوصيت خودنيافته مي
(Self-renewal) هاي و توانايي توليد انواع مختلف سلول

در استفاده از اين  .وندشاختصاصي و اجدادي مشخص مي
 ،بازدهي افزايش جهت در ها در مهندسي بافتسلول

هاي مختلف عوامل متفاوتي را بررسي محققين با ديدگاه
- بررسي پتانسيل سلول توان بهمهمترين آنها مياز  .كنندمي

هاي بنيادي از منابع مختلف بافتي، عوامل و فاكتورهاي 
ايز و همچنين عوامل مؤثر در رشد، عوامل القا كننده تم

از . اشاره كرد... و Microenvironmentايجاد كننده بستر و 
هاي بنيادي هاي بنيادي فرد بالغ، سلولميان سلول

. )23( باشندمزانشيمي منابع مناسبي براي مهندسي بافت مي
هاي گوناگون نظير مغز ها براحتي از بافتاين سلول

و بدون از دست جداسازي ... استخوان، بافت چربي و 
 inدادن ظرفيت و توانايي خود نوسازي خود در محيط

vitro  شوند و در نهايت توانايي تمايز به كشت داده مي
 را دارند... ها وها، آديپوسيتهايي نظير كندروسيتسلول

هاي هاي بنيادي مزانشيمال جمعيتي از سلولسلول .)17(
- اكنون در بافتباشند كه تبنيادين سوماتيك چند توانه مي

- مغز استخوان، ماهيچه اسكلتي، مغز، بافت: هايي نظير

هاي پيوندي چربي، خون بندناف، خون محيطي و بافت
هاي مزانشيمي، براي سلول. اندپوستي شناسايي شده
 ,and 166)  CD (29, 44 106 ,105ماركرهاي سطحي شامل

هماتوپوئتيك مثبت بوده و فاقد ماركرهاي سطحي  ,90 ,73
نظر از منبع ها صرفاين سلول .)3( باشندمي HLA-DRو 

توانايي تكثير : اي از خصوصيات نظيرمربوط به آن، در پاره
و خود نوسازي طولاني مدت تحت شرايط كنترل شده 

فيبروبلاست مانند و  -كشت سلول، مرفولوژي دوكي شكل
پتانسيل تمايز به دودمان مزودرمي و حتي غير مزودرمي، 

هاي مزانشيمي، پتانسيل تمايز سلول ).19(باشند ميمشترك 
وبلاست، آديپوسيت، ستئهاي مزودرم احشايي، ابه سلول

همچنين . باشندكندروسيت و مايوسيت، را دارا مي
مناسب،  اند كه در ريز محيطمطالعات اخير نشان داده

توانند به كارديوميوسيت و يا حتي هاي مزانشيمي ميسلول

ها و مشتقات غير مزودرمي نظير هپاتوسيت هايي ازسلول
- تمامي خصوصيات ذكر شده، سلول. ها، تمايز يابندنورون

هاي بنيادي مزانشيمال را تبديل به منبع سلولي مناسبي 
جهت كاربرد در مهندسي بافت و سلول درماني ساخته 

بنيادين  هايسلول مشخص شده است كه . )8( است
و مغز  )(ADMSCsچربي  مزانشيمي بدست آمده از بافت

هاي تحريكي هيچ يك از آنتي ژن )(BDMSCsاستخوان 
هاي و همچنين مولكول  HLAهاي نوع دوژننظير آنتي

 كنند ورا يا بيان نميCD) 85و  80CD(تحريكي نظير  -هم
كنند و به طور كلي اين يا در سطح بسيار ناچيزي بيان مي

اده از اين سلولها در استف نبوده وها ذاتاً ايمنوژنيك سلول
 داراي اثرات تعديل كنندگي سيستم ايمنيمهندسي بافت 

از ديگر مسائل مطرح در مهندسي بافت  .)5( باشدمي نيز
هاي طبيعي و سنتتيك به عنوان تهيه و آماده سازي داربست

 inها در محيط بستر و ماتريكسي براي تكثير و تمايز سلول

vitro كه ) مانند آلژينات( سنتزيپليمرهاي . )9( باشدمي
توانند براي شوند ميمي تحت شرايط كنترل شده توليد

در رابطه با پليمرهاي سنتزي . مهندسي بافت مفيد باشند
 هايي نظير خواص مكانيكي، هندسه، شيمي سطح،ويژگي

تاكنون . )16( بايد در نظر گرفته شود... تعداد منافذ و
- با بكارگيري سلول مطالعات و تحقيقات زيادي در رابطه

هايي نظير بافت استخوان، هاي بنيادي و تمايز آنها به بافت
توان تمايز از جمله مي .صورت گرفته است... غضروف و

هاي بنيادي بدست آمده از مغز استخوان با استفاده از سلول
- آلژينات-تري كلسيم فسفات- هاي هيبريدي بتاداربست

بدست آمده از مغز  هاي مزانشيميژلاتين، تمايز سلول
هاي كندروسيت در بستري از آلژينات را استخوان به سلول

با توجه به موارد ذكر شده  .)18و  14، 10، 4( ذكر كرد
هدف از مطالعه حاضر بررسي توانايي آلژينات به عنوان 

مده از بافت آهاي مزانشيمي بدست ماتريكسي براي سلول
هاي سلول ها بهچربي انساني در تمايز اين سلول

  . باشدكندروسيت مي

  مواد و روشها
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 بافت چربي زير جلدي: هاي مزانشيميجداسازي سلول
 از افراد بافت چربي زير جلدي از طريق آسپيراسيونانساني 
ليپوآسپيره . با رضايت بيماران توسط جراح تهيه شدسالم 

 Hanks) حاصل به دفعات توسط بافر شستشو دهنده

Balanced Salt Sigma, St.Louis, MO, USA) Solution 

(HBSS)  200حاويmg  استرپتومايسين(Fluka, 

Switzerland)  120وmg سيلينپني Fulka, Switzerland)( 
 هضم بافتسپس عمل . شستشو داده شد

شركت ( I  (200unit/mg)كلاژناز نوع  0.25mg/mlتوسط
Calbiochem (در محلول HBSS  ساعت در 2به مدت°C 

سپس سلول هاي آديپوسيت شناور از  رفتصورت گ 37
هاي بنيادي ته نشين شده طريق سانتريفوژ از سلول

  .جداسازي شدند

تمام  در: شمارش سلولي و تعيين درصد سلولهاي زنده
 ...براي شمارش سلولي از رنگ متيلن بلو و مراحل كار

آميزي هاي زنده از روش رنگبراي تعيين درصد سلول
صد سلولهاي شد، تعداد كل سلولي و در تريپان بلو استفاده

در زير  )Hemocytometer(ستفاده از لام نئوبار زنده با ا
  .ميكروسكوپ نوري شمارش شد

هاي حاصل در سلول: هاي مزانشيميكشت سلول
و در محيط كشت  cm275 هاي كشت سلولفلاسك
 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)سلولي

(Gibco, Grand Island, NY), FBS (Fetal Bovine 

Serum), %20 ،200 mg  120استرپتومايسين و mg  پني
 .داده شدند كشت cm2/5000 cellبه تعداد تقريبيسيلين، 

پس از پر شدن  . روز يكبار تعويض شد 3 محيط كشت هر
 ها با استفاده ازسلول اوليه، هايها توسط سلولفلاسك

شده و به  جداسازي  EDTA 1mM-تريپسين % 25/0
پس از  .هفته در محيط يك بعدي كشت داده شدند 2مدت 
به  كشت و ها در محيط سه بعدي آلژيناتپاساژ سلول 4-3

  .تمايز داده شدند سلولهاي كندروسيت

شناسايي و تعيين خصوصيات سلولهاي مزانشيمي  
 Immunoجداسازي شده به روش ايمونو سيتوشيمي

cyto chemistry  :هاي جداسازي م از سلولپس از تهيه لا
 Cell Spin(Tharmac)  سيتوسانتريفوژ شده توسط دستگاه

ها ابتدا توسط ، سلول)دقيقه 15به مدت  rpm1500دور (
سپس . دقيقه تثبيت شدند 5به مدت  C°10در دماي متانول 
بافر فسفات  محلول(ها با محلول بلوكه كننده نمونه
دقيقه،  20به مدت ) سرم موشي %10حاوي PBSTسالين

بادي انكوبه آنتيهاي غير اختصاصي به منظور مهار اتصال
انجام  PBSTشستشو با دقيقه  20پس از پايان . شدند
-Monoclonal Mouse Antiبادي اوليهسپس آنتي. گرفت

human vimentin  (DAKO)  با غلظتµg/ml2  در محلول
PBST ساعت  1سرم موشي اضافه و به مدت % 5/1 حاوي
محلول  بعد از سه بار شستشو با. ي اتاق انكوبه شددر دما
PBST بادي ثانويهها توسط آنتينمونه Goat Anti Mouse 

IgG Peroxidase conjugated )شركتCalbiochem ( با
در  دقيقه 45 به مدت PBSTدر محلول  µg/ml1غلظت 

با  ها بعد از سه بار شستشولام. انكوبه شدنددماي اتاق 
PBST راي دي آمينو بنزيدين با سوبستDAB  انكوبه شده و

مورد بررسي جهت ميانكنش اختصاصي  بعد از شستشو
    .قرار گرفتند

هاي تهيه شده در زير ميكروسكوپ بررسي و در هر لام لام
هاي رنگ شده و سلولدرصد سلول جهت شناسايي  200

  .رنگ نشده شمارش گرديد

و  سه بعدي تهيه بستر: آلژينات هايبستر و مهره تهيه
براساس براي كشت سلولهاي مزانشيمي  آلژيناتهاي مهره

روش كار . انجام گرفتو همكارانش Bucco روش كار 
 هاي آلژينات از طريقمهره. بطور خلاصه به شرح زير است

وسپانسيون ميليون سلول بصورت س 3الي  2مخلوط سازي 
106(سلولي 

 %4آلژينات ml3با  )ml1 سلول در هر 2- 3×
 ,acid, Sigma (low-Viscosity Alginic) ريلاست

St.Louis, MO, USA به  حاصل سوسپانسيون .ه شدندتهي
 21استريل انتقال داده شد و از ميان سوزن  cc 10سرنگ

عمل ژلاسيون  سپس. بيان شدند ايدرجه به روش قطره
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در  CaCl2   mM102محلول ml5ها به طور آني در مهره
هر خانه، هر مهره به طور  مهره درWell6 )20- پليت

ها به سپس مهره. صورت گرفت  )5×  104تقريبي شامل
دقيقه به منظور ژلاسيون بيشتر در داخل  15مدت 
ها سه بار توسط پس از آن مهره .قرارگرفتند  CaCl2محلول
Nacl  mM 15/0  و يكبار توسطDMEM-HG (DMEM-

high glucose) مدت ها سپس به مهره .شستشو داده شدند
مكمل  ،DMEM-HGروز در محيط تمايزي شامل  14

Roche,) , ITS+( Transferrin- Selenium ×insulin-1، 
TGF- ß1(Roche) ng/ml 10 و μg 50 آسكوربيك اسيد 

محيط ذكر شده هر سه روز يكبار . كشت داده شدند
  .تعويض شد

-رنگهاي آلژينات حاوي سلولها و تهيه بلوك از مهره

حاوي سلولهاي  هاي آلژيناتمهره:   Alcian blueآميزي
در ساعت  24به مدت  و آوريتيمار شده جمع

C°در دماي  %4 پارافرمالدئيد
سپس سه بار . تثبيت شدند 4 

و مراحل آبگيري توسط  شستشو PBSبافرمحلول توسط 
سپس عمل پارافينه  .درجات صعودي الكل صورت گرفت

تاندارد صورت هاي پارافينه كردن اسكردن بر اساس روش
توسط دستگاه  حاصل هاي پارافينه شدهمهره. گرفت

برش داده شدند و در نهايت  μm 5به ضخامتميكروتوم 
 ,( هاي سولفاته توسطبراي شناسايي پروتئوگليكان

St.Louis, MO, USA Sigma(Alcian blue   براساس
   .)21( آميزي شدندرنگ Steedman روش كار

در ابتدا عمل آبدهي به ترتيب با ا هآميزي نمونهرنگبراي 
در دو تكرار  Xyleneهاي پارافينه شده در قرارگيري نمونه

اي و سپس با قرارگيري در درجات نزولي الكل شامل دقيقه
دقيقه در  5 و هر مرحله به مدت%  70و 90، 100هايالكل

در آميزي، سپس براي رنگ. دماي اتاق، صورت پذيرفت
دقيقه،  5هر كدام به مدت % 3يداستيك ها و اسنمونهابتدا 

و پس از  Alcian blueدقيقه در رنگ  30سپس به مدت 
 10به مدت Neutlar fast redشستشو با آب مقطر در رنگ 

دقيقه قرار گرفتند و در نهايت پس از شستشو با آب مقطر، 
ها با ريختن يك قطره چسب هيستوشيمي بر روي لامل
اي تهيه شده در زير ميكروسكوپ هلام. ها قرار گرفتندلام

هاي سلول جهت شناسايي سلول 200بررسي و در هر لام 
  .رنگ شده و رنگ نشده شمارش گرديد

براي بيان ژن كلاژن  RT-PCR و انجام  RNAاستخراج 
هاي مختلف انجام كل به صورتRNA استخراج : IIنوع 
با استفاده از محلول  RNAدر اين تحقيق استخراج . شودمي

RNX )جهت خارج سازي . انجام گرفت) شركت سينا ژن
 RNAهاي آلژينات و در نهايت استخراج ها از مهرهسلول

 ها توسطكل، پس از خارج نمودن محيط كشت، مهره
شستشو داده شدند و سپس محلول  PBSبافر  محلول

mM40 EDTA  دقيقه جهت هضم آلژينات به  15به مدت
دور ( با انجام سانتريفوژپليت اضافه گرديد و در پايان 

g2000 درجه سانتيگراد 4دقيقه در دماي  5، به مدت (
از محيط  EDTAها رسوب داده شده و آلژينات و سلول

ها، به دهي سلولآوري و رسوبپس از جمع .حذف شدند
به  RNXليتر محلول ميلي 1ميليون سلول معادل  1ازاي هر 

 5ها به مدت ويالسپس . هاي مورد نظر افزوده گرديدويال
ها، ليز بيشتر سلول. دقيقه در دماي اتاق قرار داده شدند

صورت  20به همراه سرسرنگ درجه  ml 1توسط سرنگ
مرتبه از  20براي اين منظور سوسپانسيون سلولي. گرفت

  . داخل سرنگ عبور داده شد

از مقدار هاي استخراج شده، RNAپس از تعيين غلظت 
 cDNA، براي ساخت ng1300 RNAغلظت يكسان 

طبق بروشور كيت  cDNAساخت  .استفاده شد
Fermentase  با اضافه كردن ميزانRNA هاي تعيين شده

اي در به مواد ارائه شده در كيت، به صورت يك مرحله
  .انجام گرفت PCRدستگاه 

يابي بيان دبه منظور ر PCR، واكنش cDNAپس از سنتز 
هاي اصي سلولبه عنوان ژن اختص( ژن كلاژن تيپ دو

 Housekeepingبه عنوان( GAPDHو ژن ) كندروسيت
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gene (پس از تهيه مخلوط واكنش. صورت پذيرفت ) ذكر
و ورتكس كردن، مجموعه مذكور به ) شده در بخش مواد

  .منتقل گرديد  Thermal cyclerدستگاه

محصولات پس از الكتروفورز بر روي ژل آگاروز در 
. آميزي شددقيقه رنگ 10دت محلول اتيديوم برومايد به م

 آميزي و شستن ژل در آب مقطر، تصوير ژلپس از رنگ

مشاهده و توسط  UV Transluminatorتوسط دستگاه 
با توجه به پرايمرهاي  .عكسبرداري گرديد UV tecدستگاه 

 GAPDHانتخاب شده، طول قطعات سنتز شده مربوط به 
. باشدمي bp361  و 520و كلاژن تيپ دو به ترتيب برابر 

به صورت كمي  Total Labباندهاي حاصل توسط برنامه 
هاي ها بوسيله دادهآمدند و سپس عمل نرمال سازي داده در

 . صورت گرفت Housekeeping geneمربوط به 

مده از آماري نتايج به دست آناليز آبراي : يمارآهاي روش
  .استفاده شد onlineبه صورت  One way Anovaبرنامه 

  هاتهياف

هاي ليپوآسپيره تهيه نمونه: بافت و هضم آنزيمي جداسازي
ها بوده و وزن آن ml100 -40شده داراي حجم تقريبي بين 

جهت . برآورد شد gr140 -80گيري درحدود پس از اندازه
و كلاژناز  EDTA-ها از دو آنزيم تريپسينجداسازي سلول

ها استفاده به عمل آمد كه در بخش مواد و روش تيپ يك

-در زمان استفاده از آنزيم تريپسين .به آنها اشاره شد
EDTA ،99 %هاي هاي جداسازي شده شامل سلولسلول

هاي جداسازي آديپوسيت بودند و تنها يك درصد سلول
دادند چرا كه اين هاي مزانشيمي تشكيل ميشده را سلول

كه  .باشدآنزيم به طور كامل، قادر به هضم بافت چربي نمي
فق اين آنزيم جهت وامر، دال بر عدم كارايي ماين 

در . باشدهاي مزانشيمي از اين بافت ميجداسازي سلول
كلاژناز تيپ يك، آنزيم مؤثري جهت تفكيك  عوض آنزيم

 .باشدها ميبافت و جداسازي سلول

تعيين % 98درصد بقاي سلولي در تمامي تكرارها بالاي 
سني افرادي كه  شايان ذكر است با توجه به محدوده .شد

، در مورد تمامي )سال 35- 25( مورد عمل قرارگرفته بودند
هاي هاي تهيه شده توان بقاي سلولي و ورود سلولنمونه

هاي بنيادي به حالت فيزيولوژيك فعال، جهت انجام تست
  .بعدي به طور مشابهي يكسان بود

ها بعد از مرحله جداسازي شمارش سلول 1در جدول 
نظر از  دهد كه صرفاست، نتايج نشان مي نشان داده شده

-داده) ml100-40(حجم هاي متفاوت از نمونه ليپوآسپيره 

هاي بدست آمده از روند خاصي ها از نظر تعداد سلول
ها در مرحله نهايي تا حد كند نتايج تعداد سلولتبعيت مي

-زيادي منطقي است و از يك روند مشخص مطابق با داده

  .كندت تبعيت ميهاي موجود در مقالا
  درصد نهايي سلول هاي بنيادي مزانشيمي جدا شده از نمونه ليپوآسپيره -1جدول 

 
 

 نمونه

-تريپسين
(T)EDTA 

حجم اوليه    
 نمونه

)ml( 

حجم نهايي  نمونه
پس از حذف (

 بخش خوني
      (ml)  

وزن نهايي  نمونه
پس از حذف بخش(

)خوني  

(gr)  

تعداد كل سلول هاي
  *در بافتموجود 

  تعداد سلول ها( 
)وزن نهايي بافت×

يتعداد سلول ها
پس از  مزانشيمي

 هضم بافت چربي

درصد سلول هاي 
مزانشيمي جداسازي 
شده به تعداد كل سلول

 ها

كلاژناز تيپ 
(C) Ι 

1 T 100 55 10 109×4 0 0 

2 c 60 50 101 1010×04/4  105×04/2  3-10 ×07/5 

3 c 40 23 59 1010×36/2  105×1      3-10×23/4  

4 c 90 65 80 1010×2/3  105×3  3-10×37/9  

5 c 50 42 71/2 1010×85/2  105×45/1  3-10×08/5
6 c 55 40 70 1010×8/2  105×15/1  3-10×1/4  

7 c 75 64 95 1010×8/3  105×1/2  3-10×52/5  
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بنيادين  هاي سلول: هاي بنيادين مزانشيميكشت سلول
از لحاظ هستند كه  چسبندههاي  سلول مزانشيمي

مرفولوژيك، بسيار شبيه سلولهاي فيبروبلاست مي باشند و 
در محيط كشت سلولي به صورت اشكال دوكي شكل و 

همراه با زوائد سيتوپلاسمي منشعب مشاهده مي  ،كشيده
% 20حاوي  DMEMتها در محيط كش اين سلول. شوند
 CO2 5%، 95%در انكوباتور در شرايط و  FBSسرم 

 5×104تراكم نگهداري شدند و با C37° رطوبت و دماي
 ظروف كشت سلولي كشتدر  مترمربعسانتيسلول در هر 

پاساژ براي انجام  7-8شدند و در نهايت پس از ميداده 
. شدندها استفاده ميهاي ذكر شده در بخش روشتست

ها در تمامي پاساژها داراي شايان به ذكر است كه سلول
يات مرفولوژيك يكسان بوده و تفاوتي در ظاهر و خصوص

  ).1شكل( ها مشاهده نشديا بقاي آن

  
  ) 32×10بزرگنمايي  (سلول هاي مزانشيمي در پاساژ هشتم  - bسلول هاي مزانشيمي در پاساژ دوم   -a-1 شكل

  
    ميانكنش داده و سپس توسط سوبستراي     Vimentinتصوير سلول هاي مزانشيمي در روش ايمونوهيستوشيمي با آنتي بادي بر عليه  -2شكل

DAB   40×10بزرگنمايي  (در طي واكنش آنزيمي رنگ شده اند(.  

شناسايي سلولهاي مزانشيمي جداسازي شده به 
هاي جداسازي شده به تأييد سلول به منظور: ICCروش

و  ICCسلولهاي بنيادي مزانشيمي از روش عنوان 

 Monoclonal mouse anti-vimentinبادي بكارگيري آنتي
. مزانشيمي استفاده شدهاي گذاري سلولكه قادر به نشانه

ها در زير پس از انجام آزمايش و مشاهده سلول
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هاي شمارش شده، توسط اين سلول% 99ميكروسكوپ، 
آميزي نهايي توسط رنگ بادي شناسايي شده و در رنگآنتي

DAB ين نتايج دال بر كه ااي در آمده بودند، به رنگ قهوه
هاي هاي جداسازي شده به عنوان سلولخلوص سلول

     .)2شكل( باشندبنيادي مزانشيمي مي

هاي كندروسيت با هاي مزانشيمي به سلولتمايز سلول
هاي پس از تأييد سلول: هاي آلژيناتبكارگيري داربست

- آن هاي مزانشيمي و تكثيرجداسازي شده، به عنوان سلول

هاي ها جهت تمايز به سلولت اين سلولها، در نهاي

روي ظروف  هاي آلژينات و بركندروسيت در داخل مهره
كشت سلولي معمول به عنوان كنترل، كشت داده شدند و 
-براي تمايز محيط تمايزي مطرح شده در بخش مواد به آن

ها افزوده گرديد و هر سه روز يكبار اين محيط تعويض 
هاي كشت داده شده در ظروف آنچه در رابطه با سلول .شد

ها چسبندگي خود را با بيشتر سلول) كنترل(كشت طبيعي
هاي آلژينات سلولها مهرهسطح حفظ كرده، اما در ارتباط با 

ها به صورت هاي آلژينات سلولپس از قرارگرفتن در مهره
  ).3شكل ( ها مشاهده شدندگرد در داخل مهره

  
تصوير سلول ها درون مهره ها  c,d -   5 ×10بزگنمايي   – b  1× 10بزگنمايي – aتهيه شده به روش قطره اي  تصوير مهره ها ي آلژينات  -3شكل

  32× 10ي آلژينات  بزگنمايي

آميزي فوق به منظور رنگ: Alcian blueرنگ آميزي 
كه به ( (GAGs) هاي سولفاتهشناسايي گليكوزآمينوگليكان

ها كندروسيت طور فراوان در ماتريكس خارج سلولي
هاي مزانشيمي به و جهت تأييد تمايز سلول) وجود دارند

- براي اين منظور سلول. هاي كندروسيت، انجام شدسلول

- هاي آلژينات به روشهاي درون مهرههاي كنترل و سلول

 7، 5، 3ها در روزهاي هاي شرح داده شده در بخش روش

 200بار  آميزي شدند و در هرتوسط آلشين بلو رنگ 14و 
و ) سلولهاي رنگ شده( سلول جهت تعيين سلولهاي مثبت

در . ، شمارش گرديد)سلولهاي رنگ نشده( سلولهاي منفي
هاي ها توسط آلشين بلو بخشآميزي سلولاثر سلول رنگ

رنگ شده به رنگ آبي و هسته و سيتوپلاسم در نتيجه 
به رنگ صورتي  Neutlar fast redآميزي بوسيله رنگ رنگ
 ). 4شكل ( آيندميدر 
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 – a رنگ شده اند تصوير سلول هاي مزانشيمي تمايز يافته به سلولهاي كندروسيت در بستر آلژينات كه با رنگ آميزي  آلشين بلو -4شكل 
 40× 10بزگنمايي    سلولهاي كنترل d-  32× 10تصوير سلول ها درون مهره ها ي آلژينات  بزگنمايي c -   40× 10بزگنمايي   – b  10× 10بزگنمايي

هاي هاي درون مهرهسلول Alcian blueآميزي رنگدر 
هاي آلژينات به همراه محيط تمايزي در مقايسه با سلول

ها در شرايط كنترل نشان دهنده بيان درون مهره
هاي سولفاته و در نهايت تمايز اين گليكوپروتئوگليكان

به ذكر  لازم .باشدهاي كندروسيت ميها به سلولسلول
است كه آزمايش فوق سه بار تكرار گرديد و نتايج حاصل 

هاي به صورت درصد ميانگين سلول 5شكل از شمارش در
درصد سلولهاي  .باشندمثبت در هر روز، قابل مشاهده مي

ه درنگ شده در سلولهاي كنترل و سلولهاي كشت داده ش
و  56,5 ± 4,9(در بستر آلژينات به ترتيب در روز سوم 

%  ± 2,8و  93 ± 2,8( و در روز چهاردهم ) %36,5 ± 0,7
ين ا. باشدنسبت به كل سلولهاي شمارش شده مي) 83

ها و نسبتها در روزهاي سوم و پنجم از نظر آماري يافته
  .دار با هم داشتنداختلاف معني

- RNAاستخراج :  RT-PCR به روش II بيان كلاژن نوع 

هاي مربوط به آلژينات هاي كنترل و نمونهي كل از نمونه
-RTبه منظور استفاده در  14و 10، 7، 5، 3در روزهاي 

PCR ميزان خلوص  .انجام گرفتRNA  استخراج شده از
نانومتر  280/260گيري نسبت جذبيها، بوسيله اندازهنمونه

هاي استخراج شده، با پس از تعيين غلظت. تعيين گرديد
 1300ن يكسان توجه به كمترين غلظت استخراج شده ميزا

 cDNAها جهت ساخت از تمامي نمونه RNAنانوگرم 
ها ارائه استفاده شد و در نهايت مطابق آنچه در بخش روش

به عنوان (هاي كلاژن تيپ دو براي ژن PCRشد، واكنش 
به عنوان (GAPDH و ژن ) هاي كندروسيتماركر سلول

(Housekeeping gene  انجام شد و در پايان محصولات
PCR  قابل  6برده شد كه در شكل % 2بر روي ژل آگارز

با توجه به پرايمرهاي انتخاب شده، طول . باشدمشاهده مي
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  .باشدمي bp 361 و 520ترتيب برابر و كلاژن تيپ دو به  GAPDHقطعات سنتز شده مربوط به 
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  .14و  10، 7، 5، 3آلشين بلو در روز هاي نمودار درصد سلول هاي كنترل و كشت شده در بستر آلژينات  رنگ شده توسط  -5شكل 

  
  DNAمولكولي  ماركر - MW. برروي ژل آگارز GAPDH مربوط به تكثير توالي كلاژن تيپ دو و PCRتصوير الكتروفورز محصولات  -6شكل 

Neg , Pos   نمونه هاي كنترل مثبت و كنترل منفي   .C3-5- 14و 7، 5، 3به ترتيب روزهاي(نمونه هاي كنترل(. Alg3-14َ- نمونه هاي آلژينات) به
  ).14و 10و 7، 5، 3ترتيب روزهاي

به صورت كمي  Total Labباندهاي حاصل توسط برنامه 
هاي ها بوسيله دادهآمدند و سپس عمل نرمال سازي داده در

صورت گرفته و نتايج  Housekeeping geneمربوط به 
داده نشان  7هاي بدست آمده در شكلحاصلر براساس داده

با توجه به نمودار فوق، بيشترين بيان كلاژن . شده است

-هاي آلژينات مشاهده ميهاي درون مهرهدر سلول IIنوع 

سلولهاي كنترل و  IIكلاژن نوع  بياندرصد يكه ربطو .دشو
 5(ه در بستر آلژينات به ترتيب در روز سوم دكشت داده ش

 2,8و 77 ± 1,4(و در روز چهاردهم ) 43 ± 4,5و  70 ±
  .باشدمي  GAPDHنسبت به بيان ژن) 54 ±
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 14و  10، 7، 5، 3درصد بيان كلاژن نوع دو در سلول هاي كنترل و آلژينات  در روز هاي  -7شكل 

  بحث
قبل  در محيط آزمايشگاهي هابافتتوليد جهت تحقيقات 

از كاشت در درون بدن، يك حوزه تحقيقاتي بسيار گسترده 
هاي جمعيتكشت تكيه بر بيشتر تحقيقاتاين . مي باشد

-و يا در داخل داربست در سطح Ex vivo ويژه سلولي در

كه مناسب انتقال به بدن و پيوند  هاي سنتزي و يا طبيعي
 Ex vivoكنترل رفتار جمعيت سلولي در محيط  .عضو دارد

ها در محيط ميزبان بسيار مهم و همچنين توجه به پاسخ آن
وف مفصلي در ترميم و ظرفيت محدود غضر. باشدمي

بازسازي ذاتي خود، به فقدان سيستم عروقي و همچنين به 
هاي كندروسيت در ماتريكس ميزان كم و پراكنده سلول

شود و در پي اين خارج سلولي در اين بافت نسبت داده مي
محدوديت، يك جراحت و آسيب كوچك منجر به صدمه 

نظير شماري گرچه متدهاي بي .شودتخريب مفصل مي و
Subchondral drilling ،Osteochondral allografting و ...

اند اما اين در جهت ترميم ضايعات غضروفي انجام گرفته
ها، قادر به باز توليدي خصوصيات بافت غضروف تكنيك
اما امروزه ثابت شده است كه تكنيك مهندسي . باشندنمي

هاي مانهاي بنيادي، يكي از مهمترين دربافت بر پايه سلول

هاي غضروفي مناسب و اميد بخش براي درمان آسيب
  ).7( باشد مي

هاي بنيادي مزانشيمال چه از منابع مغز توانايي سلول
هاي استخوان و چه از بافت چربي در تمايز به سلول

ها را منبع مناسبي براي ايجاد غضروف غضروفي اين سلول
ها لسازد و فنوتيپ غضروفي و بقا آن در اين سلومي

   ).25( شودالقا مي  TGF-ß1توسط 

در مطالعه صورت گرفته، نشان داده شد كه بافت چربي 
هاي انساني، منبع بافتي مناسبي براي جداسازي سلول

باشد چرا كه اين بافت به راحتي و به بنيادي مزانشيمال مي
هاي ليپوساكشن در طور روتين در مقادير ليتري از جراحي

نسبت به منبع ) 1- 5%( بازده سلولي آندسترس مي باشد و 
 باشدبسيار بالاتر مي) 01/0- 001/0%( بافتي مغز استخوان

، hASCهاي بنيادي بدست آمده از بافت چربيسلول .)15(
هايي چند توانه بوده و قادر به بيان خصوصيات سلول

ها و ها، كندروسيتوبلاستها، استئبيوشيميايي آديپوسيت
 همچنين. باشندها تحت شرايط كشت مناسب ميمايوسيت

اند كه قادر به برآورده ساختن بسياري از نشان داده
باشند و توانايي انتظارات نظير آنچه در بالا مطرح شد مي

توليد تعداد كافي سلول جهت كاربردهاي مهندسي بافت را 
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طي اين مطالعه نشان داده  همچنين در. )11( باشنددارا مي
هاي مزانشيمال جداسازي شده از بافت شده كه سلول

چربي بدون از دست دادن خصوصيات مرفولوژيك خود 
  .باشندداراي توانايي تكثير بالايي در محيط كشت مي

بسياري از تحقيقات تاكنون شرايط ضروري جهت 
هاي مزانشيمي انساني نظير زايي براي سلولغضروف

هاي هاي كشت سه بعدي، فاكتورهاي رشد، محيطمحيط
  . )24( اندرشد با ميزان كم سرم و يا فاقد سرم را نشان داده

Ballock  و همكارانش نشان دادند كه دستكاري و تغييرات
درصد  01/0و 1/0غلظت سرم به سطوح مطلوب كمتر از 

در محيط كشت تمايزي ايجاد غضروف منجر به تشكيل 
  ).2( شودتوسعه در معماري غضروف ميهاي ايجاد جنبه

در مطالعات صورت گرفته، چندين سيتوكاين گزارش 
هاي هاي مزانشيمال به سلولاند كه در تبديل سلولشده

در  TGF-βدر اين ميان . باشندكندروسيت مؤثر مي
باشد و مقدار آن متجاوز از استخوان بسيار متراكم مي

μg/kg200 اواني در ميزان اين فر. در بافت مي باشدTGF-

β باشدبيان كننده نقش مهم اين سيتوكاين در اين بافت مي 
اند كه چندين عضو برخي ديگر از محققين نشان داده. )13(

، نقش مهمي را در تمايز غضروفي ايفا TGF-βاز خانواده 
  ).24( كنندمي

به منظور تمايز  1TGF-βدر مطالعه انجام شده، ما از 
هاي كندروسيت استفاده ال به سلولهاي مزانشيمسلول

آميزي كرديم و با توجه به نتايج حاصل از رنگ
هيستوشيمي صورت گرفته توسط آلشين بلو و بيان 

-RTهاي سولفاته و نتايج حاصل از تست پروتئوگليكان

PCR هاي و بيان ژن كلاژن تيپ دو به عنوان ماركر سلول
در مقايسه  كندروسيت در شرايط كشت كنترل و آلژينات و

هاي مزانشيمي در روز صفر، با كنترل منفي مربوط به سلول
فاكتور رشد مؤثري در تمايز  1TGF-β نشان داده شد كه

هاي كندروسيت و القاء هاي مزانشيمي به سلولسلول
ها در جهت تأييد فنوتيپ ويژه غضروفي در اين سلول

برخي . باشدمطالعات قبلي در رابطه با اين سايتوكاين، مي
ها قابليت تمايز در اند كه سلولنشان دادهمحققين از 

هاي بسترهايي مانند آگار، آلژينات، ژلاتين و حتي محيط
شده كندروسيتي  سوسپانسيون كه توانايي حفظ شكل گرد

رسد وجود اين بسترها را داشته باشند، دارند و به نظر مي
  ).24( باشدها ضروري ميبراي حفظ فنوتيپ سلول

هاي كشت شرح داده شده به صورت مقايسه با سيستم در
هاي هاي كشت تك لايه دو بعدي براي كشت سلولسيستم

هاي كشت سلول سه بعدي با غضروفي، امروزه تكنيك
هاي متخلخل كه موجب تسهيل اتصال هدف توليد داربست

اي انواع گستردهشوند، با بكارگيري ها ميسلول و رشد آن
پليمرهاي سنتزي تا پليمرهاي طبيعي،  از بيومواد شامل

بسيار توسعه يافته اند و در اين ميان بيشترين استفاده از 
هاي كشت مربوط به ژل آگارز كه موجب تحريك سيستم
شود، ها در طي كشت ميهاي سه بعدي پروتئوگليكانشبكه

  . )1( به عمل آمده است

د با ها همان طور كه بيان شدر رابطه با مرفولوژي سلول
هاي آلژينات و هاي مزانشيمال به درون مهرهانتقال سلول

ها هاي كندروسيت، سلولها به سلولتمايز اين سلول
فنوتيپ ويژه كندروسيتي را از خود نشان داده و به شكل 

ها در شرايط كنترل و بر در حاليكه سلول. گرد در آمدند
پس از تمايز نيز ) پلاستيك( روي ظروف كشت معمولي

رفولوژي فيبروبلاستي شكل خود را حفظ كرده و به م
مانند و تنها تعداد صورت چسبيده به سطح باقي مي

فنوتيپ ويژه كندروسيتي ) %1كمتر از( هامحدودي از سلول
پايداري فنوتيپ كندروسيتي مشكل  .را از خود نشان دادند

در رابطه با مهندسي  In vitroاصلي و اساسي در مطالعات 
نكته قابل توجه اين است كه بقاء . باشدف ميبافت غضرو

فنوتيپ ويژه غضروفي براي حفظ ساختار و خصوصيات 
  . )22( باشدبيومكانيكي غضروف بسيار مهم مي

آميزي بخش نتايج نشان داده شد در رنگ همان طور كه در
هاي مزانشيمال پس هيستوشيميايي توسط آلشين بلو، سلول
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وسيت در شرايط ذكر شده هاي كندراز تمايز به سلول
هاي سولفاته را كه به طور فراوان در آلژينات پروتئوگليكان

كه اين . شود، را بيان كردندهاي كندروسيت يافت ميسلول
هاي آميزي مثبت خود، تأييد كننده تمايز سلولرنگ

- هاي كندروسيت ميمزانشيمال جداسازي شده به سلول

اي بيان كننده اين ماكرو هاما تفاوت، در ميزان سلول. باشد
با گذشت زمان . باشدها در شرايط مطرح شده ميمولكول

هاي سولفاته از روز صفر تا در بررسي بيان پروتئوگليكان
هاي بيان كننده روز چهاردهم از تمايز، افزايش تعداد سلول

- ها درون مهرهها در شرايطي كه سلولاين ماكرو مولكول

نسبت به سلولهاي كنترل كشت  هاي آلژينات قرار داشتند
هاي مزانشيمال داده شده، گوياي اين مطلب است كه سلول

هاي كندروسيت هاي آلژينات به سلولبيشتري درون مهره
توان اين گونه نتيجه گرفت كه بنابراين مي. يابندتمايز مي

-تري را براي تمايز سلولهاي آلژينات شرايط مطلوبمهره

هاي كندروسيت نسبت به  كنترل لهاي مزانشيمال به سلو
  .كنندمهيا مي

هاي انجام شده در رابطه با تأييد و چگونگي تمايز از تست
هاي كندروسيت، بررسي بيان هاي مزانشيمال به سلولسلول

هاي در سلول مشخصژن كلاژن تيپ دو به عنوان يك ژن 
پس از . توان اشاره كردمي RT-PCRكندروسيت به روش 

 PCRهاي بدست آمده از محصولات داده نرمال سازي
مربوط به تكثير توالي كلاژن تيپ دو نسبت 

مشخص شد كه بيان  ،Housekeeping gene(GAPDH)به
هاي اين ژن در روزهاي مختلف تمايز در ارتباط با سلول

باشد و بيشترين درون آلژينات بيشتر از دو شرايط ديگر مي
اين . ز مشاهده گرديدميزان بيان در روز چهاردهم از تماي

آميزي نتايج نيز در تأييد نتايج حاصل از رنگ
- هيستوشيميايي توسط آلشين بلو، نشانه آن است كه سلول

- هاي آلژينات به سلولهاي مزانشيمال بيشتري درون مهره

يابند و بيان قويتري براي اين هاي كندروسيت تمايز مي
آلژينات  ها در رابطه با كلاژن تيپ دو در شرايطسلول

داري در ميزان بيان اين ژن در نسبت به كنترل تفاوت معني
  . شودها مشاهده ميآن

گيري توان نتيجهبا توجه به نتايج و بحثهاي ارائه شده مي
تواند يك هاي آلژينات ميمهرهكرد كه زيست پليمر و 

مهندسي كاربري در توليد و مناسب جهت  In vitroسيستم 
  .باشند انساني بافت غضروف
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Alginate biopolymer as a 3-dimentional microenvironment for 
differentiation of human mesenchymal stem cells to chondrocytes 

Deezagi A.Kh., Hodaie L. and Soheili Z.S. 
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Tehran, I.R. of Iran 

Abstract 

The aim of this research was to study the potency of Alginate biopolymer as a 
microenvironment for differentiation of human adipose tissue derived mesenchymal 
stem cells (hAMSCs) to chondrocytes. For this purpose human adipose tissue was 
prepared from health voluntary donors with liposuction and digested by collagenase 
type. The mesenchymal stem cells cultured in alginate beads in presence of TGF-β1 and 
ascorbic acid. Alcian blue staining was done to show the differentiation of 
mesenchymal stem cell to chondrocytes. RT-PCR was done for the evaluation of 
collagen type II gene expression as a chondrocytic molecular marker. Immuno-
cytochemical staining of isolated cells by anti human Vimentin antibody indicated to 
more than 95% of positive cells as hAMSCs. After induction of chondrogenic 
differentiation in alginate beads, alcian blue staining showed expression of sulphated 
proteoglycans in chondrocytes. Positive stained cells in controls and alginate beaded 
cultured cells indicated to (36.5% ± 0.7 and 56.5 ± 4.9 at day 3) and (83% ± 2.8 and 93 
± 2.8 at day 14) respectively. RT-PCR results indicated to the expression of collagen 
type II in alginate bead cultured cells and the comparison of results by controls 
indicated to significant increased expression in alginate bead cultured cells. (43% ± 4.5 
and 70 ± 5 at day 3) and ( 54% ± 2.8 and 77 ± 1.4 at day 14) respectively. In conclusion, 
our result indicated and supported  the using of alginate beads as 3 dimentional culture 
system in tissue engineering  for chondrogenic culture system.  

Key words: Adipose Tissues Derived Mesanchymal Stem cells, Alginate Scaffold, 
Chondrogenic differentiation.  

 

 

  

  


