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ان ک ـه امک ـانتخاب داربست مناسب یکی از عوامل بسیار مهم در یک تکنیک موفق مهندسی بافت است           : زمینه و هدف  

هـاي بنیـادي را    سازي محیط رشد مطلـوب بـراي سـلول    ها، انتقال عوامل زیست فعال و همچنین فراهم   مهاجرت سلول 

ثیـر و تمـایز     کعنوان محیطی مناسـب جهـت ت        به ارزیابی قابلیت دو داربست مختلف به       پژوهشدر این   . نماید ایجاد می 

  .از چربی پرداخته شدبرگرفته هاي بنیادي مزانشیمی  سلول

ي بنیادي جهاد دانـشگاهی اسـتان قـم از اردیبهـشت تـا            ها صورت تجربی در آزمایشگاه سلول     این مطالعه به  : روش بررسی 

هـاي بنیـادي     سـلول عنوان دو گروه مجزا تهیه گردیـد و          آلژینات به  گلو و  فیبریندو داربست   .  انجام شده است   1392 اسفند

ر صورت جداگانه بـر روي ایـن دو داربـست قـرار گرفتـه و د                افی، به کثیر  کمزانشیمی پس از جداسازي از بافت چربی و ت        

، II و   Iهـاي کـلاژن       روز، ارزیابی توانایی بقاي سـلولی و بیـان ژن          14پس از گذشت    . محیط کندروژنیک کشت داده شدند    

SOX9  و اگریکان  (Aggrecan)  صـورت مجـزا     شت شده بر روي هر داربست بـه       کهاي مزانشیمی مشتق از چربی        در سلول

 Real-time PCRو  دي متیـل تترازولیـوم برومایـد   -5و2-یـل -2-تیـازول ) دي متیـل -5 و 4( 3هـاي   ترتیب توسط روش به

  .ها توسط آنالیز هیستولوژي مورد بررسی قرار گرفت یل بافت غضروفی بر روي داربستکهمچنین تش. صورت پذیرفت

داري را از لحاظ قابلیت بقا نسبت به داربـست آلژینـات در محـیط تمـایزي بـه      اگلو تفاوت معن داربست فیبرین :ها  یافته

گلـو در   ه داربست فیبـرین ک نشان داد Real-Time PCRهمچنین نتایج حاصل از آنالیز . )=023/0P(ف نشان داد غضرو

  .نماید سطح بالاتري بیان می هاي ویژه غضروفی را در  ژنمقایسه با داربست آلژینات

هـاي   ثیـر و تمـایز سـلول      کظور ت من  مناسبی به  محیطعنوان   تواند به  گلو می  استفاده از داربست طبیعی فیبرین    : گیري  نتیجه

  .در نظر گرفته شود از چربی در مهندسی بافت غضروفی برگرفتهبنیادي مزانشیمی 

  .گلو، آلژینات هاي بنیادي مزانشیمی، بافت چربی، فیبرین سلول :لیديک لماتک

 

  
هاي گذشته، ظرفیت محدود توانایی خود ترمیمی  در طول دهه

هاي موجود در این  ضروف، مانعی در برابر بازسازي و درمان آسیبغ

آوري مهندسی بافت  هاي اخیر، فن در سال. بافت محسوب شده است

منظور ترمیم نقایص  ها و سیستم انتقالی مناسب به با استفاده از سلول

ه پیوند کندروسیت اتولوگ کبا این. باشد غضروفی در حال توسعه می

  ل ـدلی ن حال بهـباشد، با ای ید میـش درمانی، مورد تای روکـعنوان ی به

  
ها در محیط آزمایشگاهی و عوارضی  ثیري پایین این سلولکظرفیت ت

شود  ان دهنده کندروسیت ایجاد میکبرداري در م ه در هنگام نمونهک

اربرد کنون کبا این حال، هم ا 1.گردد متر از این روش استفاده میک

دلیل  دي مزانشیمی حاصل از مغز استخوان بههاي بنیا بالینی سلول

آسیب رساندن به محل اهدا و ماهیت تهاجمی بسیار بالاي این روش 

عنوان  همراه دارد، خود به ننده بهکه براي اهداکو ایجاد درد زیادي 

  1.گردد چالشی براي سلول درمانی محسوب می

  مقدمه
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 159      هاي زیستی ر داربستدیافته  ادي مزانشیمی تمایزهاي بنی سلول sox9، اگریکان و  دو-هاي کلاژن یک بیان ژن                      

 

 
http://tumj.tums.ac.ir 

Tehran Univ Med J (TUMJ) 2015 June;73(3):158-67 

ان عنو  از چربی انسانی بهبرگرفتههاي بنیادي مزانشیمی  سلول

هاي بنیادي مزانشیمی حاصل از مغز استخوان با  جانشین سلول

 2.مقبولیت زیادي در زمینه مهندسی بافت غضروف مواجه شده است

توانند توسط روش لیپوساکشن ساده از بافت چربی  ها می این سلول

ننده حاصل کن براي فرد اهداکمترین عوارض و درد ممکزیرجلدي با 

هاي بنیادي مزانشیمی در  ه سلولکن است ی از آکگزارشات حا. شوند

خصوصیاتی همچون قابلیت تمایز به چندین رده، کنیتیک رشد و 

هاي بنیادي مزانشیمی حاصل از مغز استخوان قابل  پیري با سلول

  3.قیاس هستند

 از چربی بافت از مزانشیمی حاصل هاي بنیادي همچنین، سلول

 همان ی نیز بهسطح بیان نشانگرهاي حتی و رفولوژيولحاظ م

خوبی   این نکته به2و1.شباهت دارند مغز استخوان از حاصل هاي سلول

هاي بنیادي  یند تمایز سلولامنظور هدایت فر شناخته شده است که به

مزانشیمی حاصل از چربی به رده غضروفی، شرایط کشت سه بعدي 

در  ها داربست روي ها بر منظور این سلول بدین. باشد مورد نیاز می

 مبتنی ساختارهاي ها داربست. شوند می حیط آزمایشگاهی کشت دادهم

هاي طبیعی و مصنوعی  به دو گروه داربست زیستی هستند که مواد بر

  3.شوند بندي می طبقه

کاربرد  بدن به هورمون و دارو انتقال براي تنها مواد این ابتدا در

ایجاد  توانایی مواد این که نشان داد بعديهاي  پژوهش داشتند ولی

هاي  رده به ها سلول تمایز و نگهداري منظور حفظ، یک بستر مناسب به

 طراحی مهندسی بافت غضروف نیازمند. مختلف سلولی را نیز دارند

 به ها سلول چسبندگی مناسب و امکان فیزیکی ساختار داربست با یک

 بازسازي و رشد در نهایت و سلولی تمایز مهاجرت، تکثیر و آن،

 ماده یک بایستی ابتدا می بافت، مهندسی  در.ستا بافت جدید

رشد  براي داربست یا خارج سلولی عنوان ماتریکس به متخلخل

هاي هیدروژلی منشا گرفته از   بنابراین داربست.گردد تهیه ها سلول

مواد زیستی که قابلیت ایجاد شرایط رشد و تمایز مطلوب براي 

 بافت نرمی همچون توانند در ترمیم باشند می ها دارا می سلول

 از میان این مواد زیستی، 4.غضروف مورد استفاده قرار گیرند

گلو جهت استفاده در  پلیمرهاي طبیعی همچون آلژینات و فیبرین

آلژینات پلی . اند زمینه مطالعاتی و بالینی غضروفی تصدیق شده

هاي تکراري از مانورونات و  ساکارید خطی است که داراي بلوك

دلیل دارا بودن ضخامت مناسب و  آلژینات به. باشد گلورونات می

هاي بنیادي جهت درمان   سیستم انتقال سلولکعنوان ی همچنین به

 مرتبط با پژوهشیهاي  نقایص غضروفی شناخته شده و در زمینه

طور گسترده مورد استفاده قرار گرفته  مهندسی بافت غضروفی به

  6و5.است

 سال در 20ه بیش از ک یب فیزیولوژیکی خون استکفیبرین تر

دلیل  هاي اخیر، فیبرین به  در سال6.اربرد داردکهاي بالینی  زمینه

د خود همچون سازگارپذیري و هاي منحصر به فر ویژگی

اربردهاي مختلفی را در زمینه کپذیري زیستی و اتولوگ بودن  تجزیه

همچنین سازمان غذا و . مهندسی بافت و طب ترمیمی پیدا کرده است

  7-10.گلو را تایید نموده است  فیبرین(FDA) آمریکا داروي

هاي کمی جهت  ولی از روشکشناسی مول ، زیستتازگی به

هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی و  بررسی توانایی تمایزي سلول

از . دست آوردن نتایج قابل اعتماد و قابل مقایسه بهره گرفته است به

هاي ویژه غضروف مورد  یان ژنها که براي ارزیابی ب جمله این روش

 است که از مزایایی Real-Time PCRگیرد، روش  استفاده قرار می

همچون حساسیت بالا، طیف وسیع پویایی، دامنه دینامیک گسترده، 

  11.باشد دقت زیاد و قابلیت اتوماسیون برخوردار می

هاي  در این مطالعه، به ارزیابی توانایی تکثیر، بقا و تمایز سلول

ادي مشتق از چربی به رده غضروفی بر روي دو داربست طبیعی بنی

  .صورت مجزا پرداخته شد گلو و آلژینات به فیبرین

  

  
 بوده (in vitro)صورت تجربی از نوع آزمایشگاهی  این مطالعه به

جهاد  هاي بنیادي  در آزمایشگاه سلول1392و از اردیبهشت تا اسفند 

، آلژینات و پژوهشدر این . اهی استان قم انجام شده استدانشگ

 ,Sigma Aldrich, Steinheim) جهت کشت سلول از DMEMمحیط 

Germany)سیلین بیوتیک پنی سرم جنین گوساله و آنتی.  استفاده شد- 

  . خریداري شد(Gibco, Life Technologies, USA) استرپتومایسین

 بافت چربی از لیپوساکشن در این مطالعه آزمایشگاهی، نمونه

 گردید و در سرم فیزیولوژي حاوي دریافتبیماران با رضایت آنها 

در آزمایشگاه . بیوتیک از بیمارستان به آزمایشگاه انتقال یافت آنتی

 و سرم Phosphate-buffered saline (PBS) بار با نمونه چندین

این سپس . تر تقسیم شد فیزیولوژي شسته شده و به قطعات کوچک

  بررسی روش 
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هاي بنیادي   هضم شده و سلولI وسیله آنزیم کلاژناز قطعات به

 به این صورت که ابتدا به ازاي هر. مزانشیمی از آنها جداسازي گردید

g 1 چربی mg 5/1آنزیم کلاژناز  I60 تا 45مدت   به آن اضافه و به 

 10مدت  سپس تحت سانتریفوژ به.  انکوبه شدC 37 دقیقه در دماي

 دور در دقیقه قرار گرفته و پس از پایان 1800رعت دقیقه با س

سانتریفوژ، محلول رویی آن حذف و رسوب سلولی حاصله در محیط 

 Fetal استرپتومایسین و /سیلین بیوتیک پنی  حاوي آنتیDMEMکشت 

Bovine Serum (FBS) 10 %و دماي C 37، CO2 5 % 99و رطوبت %

هایی که به کف فلاسک  پس از گذشت یک روز، سلول. قرار داده شد

ها هر  سلول. نچسبیده بودند، با تعویض محیط از فلاسک حذف شدند

محیط ). 1 لکش( رسیدند سهبار پاساژ شدند تا به پاساژ  هفته یک

ها سپس در  سلول. بار تعویض گردید  روز یکسهها هر  کشت سلول

 12-14.مرحله پاساژ سه، جهت استفاده آماده گردید

همراه   بهDMEM-High Glucoseندروژنیک از جهت تهیه محیط ک

 نانومولار، سرم 100، دگزامتازون %1سلنیوم  -ترانسفرین -انسولین

  ، لینولئیک اسیدµg/l 50 فسفات -2، آسکوربات %1آلبومین گاوي 

µg/l 5تور رشد ک، فاTGF-β3 ng/ml 10 استرپتومایسین  -سیلین و پنی

  6.استفاده شد% 1

و فیبرینوژن از سازمان انتقال خون قم تهیه پلاسماي تازه منجمد 

لسیم گلوکونات ک به سه به پنجپلاسماي تازه منجمد به نسبت . شد

 انکوبه و سپس C 37  ساعت در دمايکمدت ی اضافه شده و به

در مرحله بعد .  دور در دقیقه سانتریفوژ شد2200 دقیقه با 10مدت  به

رومبین آن جداسازي پس از سانتریفوژ، محلول رویی آن حذف و ت

شت سلول کفیبرینوژن و ترومبین حاصله براي استفاده جهت . گردید

 از چربی با برگرفتههاي بنیادي  همین منظور، ابتدا سلول به. آماده شد

106غلظت 
صورت  سی در داخل ترومبین به  سلول در هر سی1×

افه محلول درآمده و فیبرینوژن به آنها اضافه گردید و در نهایت با اض

 در داخل C 37  روز در دماي14مدت  ردن محیط کندروژنیک بهک

  15.قرار گرفت%) 99و رطوبت % C 37 ،CO2 5(انکوباتور 

لیتر کلرید سدیم به / مول15/0در %) 2/1(ابتدا پودر آلژینات 

. حالت محلول درآمده و محلول حاصله با استفاده از فیلتر استریل شد

 پس از سهیمی مشتق از چربی پاساژ هاي بنیادي مزانش سپس سلول

 دور در دقیقه سانتریفوژ 1400 دقیقه در هشتمدت  تریپسینه شدن، به

در ادامه، . شده و دوباره در محلول آلژینات به حالت محلول درآمد

مدت  مولار اضافه شده و به  میلی105ها به محلول کلرید کلسیم  نمونه

هاي آلژینات پس از  انهد.  دقیقه در دماي اتاق قرار داده شد15

 و اضافه کردن محیط کندروژنیک DMEMشستشو با کلرید سدیم و 

 قرار CO2% 5 و C 37  روز در دماي14مدت  در محیط به

 12و5.گرفتند

 روز از کشت 14ارزیابی توانایی زنده ماندن سلول پس از گذشت 

 ها و در حضور محیط تمایز به غضروف انجام ها بر روي داربست سلول

 و MTT) 3)4 محلول l 50  وDMEM محیط کشت ml 5/0 .پذیرفت

 mg/ml ،دي متیل تترازولیوم بروماید-5و2-یل-2-تیازول) دي متیل-5

 ml 5/0 ساعت انکوباسیون، چهارپس از . ها اضافه شد به داربست) 5

   پس از گذشت . دي متیل سولفوکسید به محلول حاصل اضافه شد

 داربست در طول موج / جذب نوري سلول دقیقه در نهایت میزان20

nm 570 توسط Stat Fax® 3200 Microplate Reader (Awareness 

Technology, Inc., Palm City, FL, USA)14و12.گیري شد  اندازه 

 روز از تمایز به 14 پس از گذشت RNAهاي  ابتدا تمامی نمونه

ها  داربست. دطور مجزا استخراج ش ها به دام از داربستکغضروف از هر 

یت ک با استفاده از RNAدر داخل نیتروژن مایع تخریب شده و سپس 

(Bioneer Co., Daedeok-gu, Daejeon, Korea) کار دستور بر اساسو 

شده توسط  ي استخراجRNAخلوص و مقدار . مربوطه استخراج گردید

 با nm 260  و280/260هاي  گیري جذب نوري در طول موج اندازه

 Spectrophotometer, NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisherاستفاده از

Scientific Inc., Wilmington, USA) برداري  نسخه. تعیین گردید

 AccPower®RT Premix با استفاده از کیت cDNA به RNAوس کمع

(Bioneer Co., Korea) مربوطه وارک دستوربر اساس و  Real-time 

PCR با استفاده از کیت SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Austin, TX, USA) دستگاه و Rotor Gene 6000 Real-

Time PCR Machine (Corbett Life Science, Australia) در شرایط 

سازي  منظور نرمال ن روش، بهدر ای.  انجام پذیرفتPCR استاندارد

ا داراي بیان ه ه در سلولک "اکتین-بتا"داري مرجع   از ژن خانهها داده

پرایمرهاي اختصاصی ژن . باشد استفاده گردید تغییر میثابت و بدون 

هاي ویژه غضروف مورد استفاده در این مطالعه توسط  مرجع و ژن

Primer Express )software, version 3 (Applied Biosystems, 

Austin, TX, USA  دام از کسطح بیان هر ). 1جدول (طراحی گردید

  16-19.ف با استفاده از منحنی استاندارد محاسبه گردیدهاي هد ژن
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 Real-Time PCRهاي مورد استفاده در آنالیز  توالی پرایمرها ژن :1 جدول

 دماي ذوب طول قطعه )5΄→3΄(توالی  نام پرایمر

  COL1A1 (HF548001.1)مستقیم پرایمر 
  

CTCCTGGAGCATCTGGAGAC 128  74/58 

 COL1A1 (HF548001.1)وس کپرایمر مع
  

GTCTCACCACGATCACCCTT 128  25/60 

  (NM_001135.3) (ACAN)مستقیم آگریکان مرپرای
  

GAATCAACTGCTGGAGACCA 198  52/57 

  (NM_001135.3) (ACAN) معکوس آگریکان پرایمر
  

CCACTGGTAGTCTTGGGCAT 198  38/59 

 Sex Determining Region Y (SRY)-box 9 (SOX9) (NG_012490.1) پرایمر مستقیم
  

AGTACCCGCACTTGCACAAC 1073 16/61 

 Sex Determining Region Y (SRY)-box 9 (SOX9) (NG_012490.1)معکوس پرایمر 
  

CGTTCTTCACCGACTTCCTC 1073 30/58 

 COL2A1 (X16711.1)پرایمر مستقیم 
  

CTCCTGGAGCATCTGGAGAC 157 25/59 

  COL2A1 (X16711.1) معکوسپرایمر 
  

GTCTCACCACGATCACCCTT 157 39/59 

  (AK316361.1) اکتین-مستقیم بتا پرایمر
  

GAGACCTTCAACACCCCAGCC 161 16/61 

 (AK316361.1) اکتین-پرایمر معکوس بتا
  

AGACGCAGGATGGCATGGG 161 30/58 

 NCBIها در پایگاه نوکلئوتیدي   ژن(ID) شماره شناسایی *

  
ید بافر شده با یها در فرمالد شده بر روي داربست  کشتهاي سلول

سپس نمونه . تثبیت شدند% 10حجمی  /فسفات با درصد حجمی

اتانول آبگیري % 100و % 95، %70، %50هاي رقت  ها در درجه رقت

ور شدند و سپس به قطعات با ضخامت  شده و در داخل پارافین غوطه

m 4رفولوژي با ورزیابی مسرانجام، قطعات جهت ا.  بریده شدند

  .آمیزي شدند ائوزین رنگ /هاي هماتوکسیلین رنگ

، LSD و تست ANOVAواریانس  با استفاده از آنالیز

ترین تفاوت معناداربودن در سطح بیان چهار ژن بین دو  کوچک

 ,SPSS softwareآنالیز آماري با استفاده از. داربست مشخص گردید

version 17 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA) انجام پذیرفت و 

 . مشخص گردید>05/0P داري با ارزشاسطح معن

  

  
  

هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی با  در کشت اولیه، سلول

هاي مشخص رشد  ل با هستهکش ظاهري شبیه به فیبروبلاست یا دوکی

با ). 1 شکل (وپ فاز متضاد مشاهده گردیدکروسکه توسط میکردند ک

کل با ش یکهاي دو تري از سلول افزایش پاساژ، جمعیت همگن

هاي بنیادي مزانشیمی  رفولوژي تیپیک سلولوه مکهاي مشخص  هسته

هاي  ه در پاساژ سوم، سلولکطوري  باشد مشاهده گردید به می

). 1 شکل(دست آمد  نواختی با رشد و افزایش در تعداد آنها بهکی

106مایز غضروفی، تعداد یند تابراي شروع فر
لیتر در  میلی/  سلول1×

ها قرار گرفت و در محیط  دام از داربستکپاساژ سوم بر روي هر 

، بین LSD، با توجه به آزمون MTT از لحاظ تست. تمایزي کشت شد

 اختلاف معناداري مشاهده )>05/0P(نترل کگلو و  داربست فیبرین

  ).1نمودار (گردید 

 Real-Timeي مزانشیمی به غضروف توسط هاي بنیاد تمایز سلول

PCRهاي اگریکان، کلاژن  ه بیان ژنکصورت  بدین.  تایید شدI و II ،

SOX9نمودار (گردید  روز بررسی 14 از پس هاي تمایزیافته  در سلول

 میزان LSD و با توجه به آزمون Real-Time PCRبر اساس آنالیز ). 2

گلو با آلژینات و   در فیبرینII ،SOX9 و Iاگریکان، کلاژن  بیان ژنی

اختلاف ) نترلکعنوان  به(هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی  سلول

  . مشخص است2ه در جدول کداري را نشان داد امعن

هاي حاوي  ائوزین داربست/ آمیزي هماتوکسیلین پس از رنگ

ه در محیط تمایز به ک از چربی برگرفتههاي بنیادي مزانشیمی  سلول

یل ک هفته قرار داشتند وجود و تشچهارمدت  غضروف به

نتیجه ). 2 شکل(ها تایید شد  ها بر روي داربست کندروسیت

س خارج سلولی که ماتریکرد ک روز، مشخص 28آمیزي پس از  رنگ

هاي  اي غضروف به رنگ صورتی و سلول شامل مواد زمینه

  .باشد کندروسیتی به رنگ بنفش می

  ها یافته
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  ) د-الف( از چربی انسان برگرفتههاي بنیادي مزانشیمی  شت سلولکثیر و کمراحل مختلف ت: 1شکل 

  

  

  
  

  

  

  آلژینات: ج ،گلو هاي تمایزیافته بر روي داربست فیبرین سلول: بنترل، ک :الف :ارزیابی هیستولوژي بافت غضروفی: 2شکل 

  
  

  
  

  

  

  
  

  
تمایزیافته به  هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی         سلول MTTارزیابی  : 1نمودار  

  گلو و آلژینات هاي فیبرین غضروف بر روي داربست

  )>05/0P( نترلکبا گروه  اختلاف معنادار *

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

هاي تمایزیافته بر    در سلول  II و I ، اگریکان، کلاژن  mRNA SOX9بیان  : 2نمودار  

  گلو و آلژینات هاي فیبرین روي داربست

  )>05/0P( نترلکبا گروه  اختلاف معنادار *

 د ج ب الف

 ج ب الف
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  هاي مخصوص غضروف مقایسه میزان بیان ژن :2جدول 

  فاکتور
  

P 

  028/0  گلو نترل و فیبرینکبین گروه  Iبیان کلاژن 

  003/0  گلو  بین گروه آلژینات و فیبرینIبیان کلاژن 

  001/0  گلو نترل و فیبرینکبین گروه  IIبیان کلاژن 

  003/0  گلو  بین گروه آلژینات و فیبرینIIبیان کلاژن 

  033/0  گلو نترل و فیبرینکبیان کلاژن آکریکان بین گروه 

  024/0  گلو لاژن آکریکان بین گروه آلژینات و فیبرینکبیان 

  037/0  گلو نترل و فیبرینک بین گروه SOX9لاژن کبیان 

  029/0  گلو  بین گروه آلژینات و فیبرینSOX9 لاژنکبیان 

  

  
  

هاي اختصاصی غضروف، شامل   حاضر، میزان بیان ژندر مطالعه

هاي بنیادي مزانشیمی   در سلولSOX9، اگریکان و II و Iکلاژن نوع 

و داربست طبیعی آلژینات و یافته به غضروف بر روي د تمایز

 مورد Real-Time PCRصورت جداگانه توسط روش  گلو به فیبرین

ها  وي هر یک از داربستبررسی قرار گرفت تا تغییرات بیان آنها بر ر

همچنین، ارزیابی میزان تکثیر و قابلیت بقاي . مشخص گردد

صورت جداگانه  یافته بر روي این دو داربست به هاي تمایز سلول

ها در ایجاد   انجام پذیرفت تا قابلیت این داربستMTTتوسط تست 

  . ها مشخص گردد محیطی مناسب جهت رشد و بقاي این سلول

توان  گلو و آلژینات می  ژنی در دو داربست فیبرینبا تعیین بیان

یافته را در دو داربست با بیان  هاي تمایز رفولوژي سلولوتغییرات م

 در معمولطور  به. هاي اختصاصی غضروفی ارتباط داد ژن

هاي سلول درمانی به تعداد زیادي سلول جهت ایجاد پیوند  استراتژي

هاي غضروفی   نامطلوب سلولباشد اما با توجه به خصوصیات نیاز می

زایی بسیار ضعیف آنها،   سلول و قابلیت رگكاز لحاظ تعداد اند

ها در زمینه سلول درمانی با محدودیت  ان استفاده از این سلولکام

  12.مواجه شده است

ی از کمی مشتق از چربی، یهاي بنیادي مزانشی سلول

ه کرود   میشمار هاي کندروسیتی به هاي مناسب براي سلول جایگزین

اي  در زمینه تحقیقات مهندسی بافت غضروفی مورد استقبال گسترده

توان  ها به بافت غضروفی می ثیر و تمایز این سلولکو با تقرار گرفته 

منظور اهداف سلول درمانی ضایعات این بافت استفاده  از آنها به

هاي بنیادي مشتق از  ه سلولکهاي متعددي نشان دادند   گروه12.نمود

چربی قابلیت تمایز به رده غضروفی را در شرایط آزمایشگاهی دارند 

   21.ه مطالعه ما نیز گواهی بر این ادعاستک

هاي  یند تمایز سلولاه فرکنتایج حاصل از مطالعات نشان داد 

ه در هر کپذیرد  بنیادي به غضروف در چهار مرحله متوالی صورت می

ه از جمله کد شون مرحله چندین ژن مخصوص غضروف بیان می

 و VI ،SOX4 و Iشده در مرحله اول کلاژن نوع  هاي بیان مهمترین ژن

BMP2هاي   همچنین ژن20.باشند  میCOMP ،HAPLN1 کلاژن ،XI 

هاي  مهمترین ژن. گردند یند بیان میا در مرحله دوم این فرSOX9و 

 کادهرین -Nبیان شده در مرحله سوم عبارتند از کندروادهرین و 

هایی همچون اگریکان، آلکالین   و در آخرین مرحله ژنباشند می

، فیبرومودولین و فیبرونکتین بیان X و II ،IXفسفاتاز، کلاژن نوع 

  .شوند می

هاي بنیادي مزانشیمی، توسط  یند، ابتدا سلولادر این فر

تورهاي رونویسی اصلی را افزایش که بیان فاکتورهاي پاراکرینی کفا

شوند که این فرایند باعث فعال  سازي می دهند متعهد به غضروف می

در مرحله دوم، . گردد هاي مخصوص غضروف در آنها می شدن ژن

هاي متراکمی  هاي بنیادي مزانشیمی متعهد شده در قالب گره سلول

در طی مرحله سوم، . یابند ها تمایز می فشرده شده و به کندروسیت

سمی خود را ها به سرعت تکثیر شده و محتواي سیتوپلا کندروسیت

دهند و مقدار زیادي از ماتریکس خارج سلولی ویژه  افزایش می

ها  پس از این مرحله، بیان پروفایل سلول. نمایند غضروف را ترشح می

تمایز . گردند  و فیبرونکتین ترشح میXتغییر کرده و کلاژن نوع 

سازهاي غضروفی توسط تجزیه ماتریکس غضروفی حاوي  پیش

 23و22و20.گردد و اگریکان تعیین خصوصیت می XI و X و IXکلاژن 

SOX9هاي قرار گرفته در   یکی از مارکرهایی است که در سلول

   23.گردد مرحله تراکم بیان می

این فاکتور رونویسی یکی از قدرتمندترین کاندید تنظیم 

یند اکننده کلیدي فر عنوان یک تنظیم رود که به شمار می غضروف به

گردد که   و تشکیل غضروف محسوب میها تمایز به کندروسیت

تواند بلوغ هیپرتروفی را در مراحل خاصی از تمایز غضروفی به  می

 و دیگر II این فاکتور جهت بیان ژن کلاژن نوع 23.تاخیر بیاندازد

دو عضو . باشد هاي ماتریکس ویژه غضروفی مورد نیاز می ینیپروت

  بحث
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ر اوایل مرحله  نه تنها دSOX6 و L-SOX5 یعنی SOXدیگر خانواده 

 در SOX9صورت همزمان با  گردند بلکه به تراکم مزانشیمی بیان می

 ورکاسین و اگریکان دو 23و22.شوند طول تمایز غضروفی نیز بیان می

یافته بزرگ هستند که داراي  هاي تجمع عضو خانواده پروتئوگلیکان

صورت  الگوهاي ساختاري مشترك بوده و با فعالیت مشترکی به

صورت فراوان در  اگریکان به. یابد قدرتمند به هیالورونان اتصال می

طول گسترش و نمو غضروف بیان شده و در مقدار بالا در سراسر 

 مرحله اول 23.شود دوره کودکی در انواع مختلف غضروف حفظ می

 زمانی که 22.پذیرد  روز اول آن انجام میششتمایز به غضروف در 

ها و محیط باعث ایجاد تحریک   بین سلولبرهمکنش ایجاد شده

هاي مزانشیمی مجاور شروع به بیان فاکتور رونویسی  گردد، سلول می

SOX9شود که در  هایی می نترل ژنکنمایند که باعث   می

   23.سازي دخیل هستند غضروف

ها باعث تولید ماتریکس خارج  در نتیجه، فعال شدن این ژن

ي مزانشیمی تحت تاثیر تنظیم با ها سلول. شوند سلولی غضروفی می

ها تمایز  تدریج به کندروبلاست  بهSOX9فاکتورهاي رونویسی 

یندهاي اها بالغ شده و در فر  سپس کندروبلاست23.یابند می

هم  کنند که شروع به تشکیل یک قالب به مورفوژنتیکی شرکت می

 هاي بنیادي  تراکم سلول23.نماید هاي هر مفصل می پیوسته در کناره

پذیرد که اولین مرحله در   صورت میSOX9واسطه ژن  مزانشیمی به

 هاي پژوهش شده هاي گفته داده بر اساس 24.باشد سازي می غضروف

هاي مختلف طی تمایز به  زیادي در زمینه میزان تغییرات بیان ژن

هاي بنیادي مزانشیمی در محیط سه بعدي صورت  غضروف سلول

ه کاران نشان داد ک و همHamidطالعه نتایج حاصل از م. پذیرفته است

دار مقدار زیادي از اطور معن هاي بنیادي مشتق از چربی انسان به سلول

 ک را یXI، الاستین و کلاژن نوع COMP، اگریکان، IIکلاژن نوع 

   25.نمایند  در محیط تمایز به غضروف بیان میکهفته پس از تحری

شت متوالی در که ک همچنین نتایج حاصل از این مطالعه نشان داد

هاي   را در سلولSOX9سازي، افزایش بیان  محیط القاي غضروف

 را به آننترل در پی دارد و بیان کبنیادي مشتق از چربی در مقایسه با 

تواند  ه میکرساند  شت میکبالاترین سطح خود در هفته سوم پس از 

 ه مطالعه ما نیزک س غضروفی شودک شروع تولید ماتریکباعث تحری

ه بیان بسیاري از ک مطالعاتی نیز نشان دادند 25.این نتایج را تایید نمود

، اگریکان، الاستین و کلاژن II ،COMPکلاژن نوع (هاي غضروفی  ژن

 کهاي بنیادي مشتق از چربی انسانی در محیط ت در سلول) XIنوع 

 بنابراین، 25.یابد اهش میکشت کلایه در هفته دوم و سوم پس از 

 کروش ت سازي به ها در محیط القاي غضروف ی سلولشت متوالک

 بیشتر تولید ماتریکس خارج سلولی کتواند باعث تحری لایه نمی

   25.جهت افزایش اندازه تجمعات سلولی گردد

شت سه بعدي در القاي که محیط کند ک این نتایج پیشنهاد می

هاي مخصوص  هاي بنیادي و بیان ژن تمایز به غضروف در سلول

 و Mehlhorn نتایج حاصل از مطالعه 25.تواند موثر باشد میغضروف 

شود بلکه  ها بیان نمی  روز اول ژنسههمکاران تایید نمود که در مدت 

 روز بیش تنظیمی نشان 14 در پایان )IIکلاژن نوع  (Col2a1ژن 

هاي غضروفی از  ینیها یا پروت  روز، ژن14 در طول مدت 26.دهد می

 26.ها بیان شدند  در سلولII-Αکلاژن نوع ، اگریکان و COMPجمله 

 و اگریکان در این COMPداري در میزان بیان اهمچنین افزایش معن

 )IIکلاژن نوع  (Col2a1 اما بیش تنظیمی ژن 26.مطالعه مشاهده گردید

 26. صورت پذیرفتTGF-βدر روز چهاردهم تنها در صورت وجود 

داري ا که تغییرات معناران نیز نشان دادک و همGarza-Velozمطالعه 

 COMP و SOX9 ،ACANهاي خاص غضروفی از جمله  در بیان ژن

هاي بنیادي مزانشیمی رخ  سازي از سلول یند غضروفادر طول فر

   27.دهد می

 نتایج حاصل از مطالعات مشخص گردیده است که بر اساس

تورهاي کها با فا  توسط در معرض قرارگرفتن سلولسازي غضروف

ضروفی همچون فاکتورهاي رشد در بازه زمانی خاص ننده غک القا

 TGF-β بسیاري از مطالعات تاثیر فاکتورهاي گروه 26.گردد تنظیم می

با . هاي بنیادي مزانشیمی تایید نمودند سازي سلول را در غضروف

ی از که یکرسد  نظر می یه بر نتایج حاصل از این مطالعات بهکت

هاي ویژه غضروفی و تمایز  نعوامل مهم تاثیرگذار در بیان شدن ژ

هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی در این مطالعه، فاکتور  سلول

   29و28. باشدTGF-β3رشدي 

داري اصورت معن  بهTGF-β3ه کهمچنین مطالعات نشان داد 

 این 30-32.هاي بنیادي مزانشیمی را افزایش دهد ثیر سلولکتواند ت می

 و القایی را بر روي تمایز  مهاريیبی از اثراتکتواند تر تور میکفا

اران نشان ک و همMehlhorn مطالعه 33.سازي داشته باشد غضروف

هاي بنیادي مزانشیمی مشتق از چربی در محیط حاوي  ه سلولکدادند 

TGF-β3ه مطالعات ما کدهد   توانایی تمایز به غضروف را نشان می
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ات دیگر، تمایز  مطالعاساس بر 26.نیز این موضوع را به اثبات رسانید

تواند توسط اعضاي  هاي بنیادي مزانشیمی می به غضروف سلول

 چرخه 34. گرددک تحری(TGF-β)تور رشد انتقالی بتا کسوپرخانواده فا

هاي بنیادي مزانشیمی توسط محیط  تمایزي و فعالیت بیوسنتزي سلول

تورهاي رشد کشت حاوي فاک محیط 34.گردد بیوفیزیکی آنها تنظیم می

تواند باعث بیان افزایش یافته ژن   در طول تکثیر میTGF-β دهخانوا

   34. گرددIIکلاژن 

هاي  نشان دادند که سلول و همکاران Radaاي،  مطالعهدر 

 با کوسیله تحری بنیادي مزانشیمی مشتق از مغز استخوان به

 SOX9 ،Col2a1 و با بیش تنظیمی TGF-βتورهاي رشد خانواده کفا

 نتایج 35.شوند سازي تمایز داده می ضروفسمت غ و اگریکان به

هاي بنیادي مزانشیمی  ه سلولک، نشان داد پژوهشحاصل از این 

 کندروسیت هاي ثیر و بقا و تمایز به سلولکمشتق از چربی، قابلیت ت

تورهاي ویژه کمانند را در محیط آزمایشگاهی و در صورت وجود فا

ین قابلیت در محیط داشته و ا)  و دگزامتازونTGF-β3تور رشد کفا(

عنوان داربست باعث  گلو و آلژینات به مناسبی همچون فیبرین

 IIهاي ویژه غضروفی از جمله کلاژن  ثیر و بقا و بیان ژنکافزایش ت

هاي مخصوص غضروف  ه ژنکبا وجود این. گردد و اگریکان می

یافته بر روي  هاي تمایز  در سلولSOX9، اگریکان و II و Iکلاژن نوع 

ها  صورت جداگانه بیان گردید اما میزان بیان این ژن  داربست بههر دو

داري نسبت به میزان بیان اصورت معن گلو به بر روي داربست فیبرین

  .نترل افزایش نشان دادکها بر روي داربست آلژیناتی و  این ژن

یافته بر  هاي تمایز  حاضر، ماهیت غضروفی سلولپژوهشدر 

ولی و کهاي مول گانه با روشصورت جدا ها به روي داربست

هاي  هیستولوژیک بررسی شد و به دلایل زیر ماهیت غضروفی سلول

ه تمامی کنشان دادند اران ک و همRada :یافته تایید گردید تمایز

 جدا شده از بافت چربی انسان، هاي بنیادي هاي سلول زیرجمعیت

ه، با توجه  در این مطالع35.نمایند  را بیان میII و کلاژن SOX9هاي  ژن

شده،  هاي جداسازي شت سلولک از گذشت سه هفته از پسه کبه این

SOX935،ها بیان شد  توسط این سلول   

  زیاداحتمال بهها  ه سلولکردند ک پیشنهاد پژوهشنویسندگان این 

هاي غضروفی ستونی قرار  در مرحله بین پیش کندروسیتی و سلول

یافته بر  هاي تمایز ه سلولکهاي تحقیق حاضر نشان داد  بررسی. دارند

هاي اختصاصی غضروف شامل اگریکان و  ها، تمام ژن روي داربست

 پیشین هاي پژوهشه با توجه به کنند ک  را بیان میSOX9 و IIکلاژن 

ها به  هاي بنیادي مزانشیمی بر روي داربست ه سلولکدهد  نشان می

 کهیستولوژیهمچنین، با استفاده از آنالیز . اند غضروف تمایز یافته

هاي  با توجه به بیان شدن ژن. یل بافت کندروسیتی تایید گردیدکتش

یند غضروفی و او با در نظر گرفتن روند فر  و اگریکانII، SOX9کلاژن 

هاي مزانشیمی مشتق از  ه تمایز سلولکتوان گفت  نتایج هیستولوژي می

  .سازي قرار دارد  در مراحل پایانی غضروفپژوهشچربی در این 

هاي سلولی در رشد و تمایز  ه انتخاب داربستکتایج نشان داد ن

هاي طبیعی همچون  هیدروژل. هاي بنیادي بالغ تاثیرگذارند سلول

ه کدهد  ان را میکه به آنها این امکهاي متمایزي دارند  فیبرین ویژگی

هاي بنیادي مزانشیمی ایجاد  بستر مناسبی را براي رشد و تمایز سلول

لیدي در مهندسی بافت غضروفی مورد ک عامل کوان یعن نمایند و به

  . استفاده قرار گیرند

طرح تحقیقاتی مصوب ) بخشی از(این مقاله حاصل : سپاسگزاري

هاي حاصل  بررسی پایداري کندروسیت"جهاد دانشگاهی قم با عنوان 

هاي بنیادي مزانشیمال مشتق از بافت چربی در چهار  از تمایز سلول

 1393 تا 1391هاي   است که در طی سال"نتتیکداربست طبیعی و س

  .هاي بنیادي جهاد دانشگاهی قم اجرا شده است در آزمایشگاه سلول
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Background: Stem cells represent an ideal cell source for application in tissue engi-

neering and regenerative medicine due to their ability to proliferate and differentiate to 

a wide variety of cell lineages. With recent development of medical sciences and tissue 

engineering, usage of adipose-derived mesenchymal stem cells, their culture and differ-

entiation on suitable scaffolds are considered as a successful clinical and research strat-

egy. One of the most crucial factors in a successful tissue engineering technique is to 

choose an appropriate scaffold which allow cell migration transferring of bioactive fac-

tors as well as providing optimal growth environment for stem cells. In this study, the 

ability of two scaffolds is investigated as a suitable environment for the proliferation 

and differentiation of adipose-derived mesenchymal stem cells. 

Methods: This is an in vitro study that was performed in Laboratory of Stem Cell in 

Academic Center for Education, Culture and Research, Qom province from April 2013 

to February 2014. In this study, two scaffolds including fibrin glue and alginate were 

prepared as two separate groups and after isolating mesenchymal stem cells from adi-

pose tissue and adequate proliferation, they were seeded into each scaffold in chondro-

genic medium. After 14 days, the evaluation of viability and gene expression of colla-

gen II and I, SOX9 and aggrecan were done by MTT (3-{4,5-dimethylthiazol-2yl}-2,5-

diphenyl-2H tetrazolium bromide) assay and real-time PCR technique respectively. 

Also, cartilaginous tissue formation on scaffolds was evaluated by histological analysis. 

Results: According to the obtained results, the fibrin glue scaffold showed significant 

difference in terms of viability in comparison to alginate scaffold in chondrocyte differ-

entiating medium (P< 0.05). Also the results of real-time PCR analysis showed that the 

fibrin glue scaffold express cartilage specific genes at a higher level than alginate scaf-

fold. 

Conclusion: The use of natural fibrin glue scaffold can be considered as a suitable en-

vironment for proliferation and differentiation of adipose-derived mesenchymal stem 

cells in cartilage tissue engineering. 
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