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Abstract 
 

Background and purpose: Umbilical cord blood (UCB) is a source of Hematopoietic stem cells 
(HSCs) and has received a lot of attention due to its availability, renewal capacity, proliferation rate, and 
differentiation potential. The main limitation of using these cells is their low quantity in one unite of 
UCB. To overcome this, HSCs co-culturing with UCB derived mesenchymal cells (MSCs) is a practical 
approach. The purpose of this study was the expansion of HSCs together with UCB derived MSCs on a 
three-dimensional poly L- lactic acid coated with fibronectin. 

Materials and methods: In this experimental study, after isolation of CD133+ from UCB cells 
using MACS method, the purity of the isolated cells was carried out by flow cytometry. Then, the cells 
were seeded on PLLA scaffold coated with fibronectin in presence of mesenchymal cells (group I), the 
PLLA scaffold in presence of mesenchymal cells (group II), and PLLA scaffold (group III). The 
proliferation rate, colonization potential and bio-compatibility of the cells were studied using a 
hemocytometer, CFU assay, and MTT, respectively. 

Results: The cells co-cuthured with PLLA-Fn scaffold (group I) had a higher proliferation rate of 
CD133 stemness marker compared to other groups. Also, the colonization of the cells and scaffold׳s 
biocompatibility was significantly higher in this group compared to other groups. (P <0.05). 

Conclusion: The study proved that the optimal 3D culture system in PLLA scaffold coated with 
fibronectin co-cultured with MSCs could reproduce minimum differentiation of CD133 + cells. 
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  ـدرانـــازنـــی مـکـــــزشـــوم پــلــشـــگاه عـانـه دـــلــمج
  )1-11(   1398سال     بهمن    181بیست و نهم   شماره دوره 

  1398، بهمن  181شماره  مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                             دوره بیست و نهم،            2

 پژوهشی

مشتق شده  یمیخونساز و مزانش يادیبن يها کشت توامان سلول 
 دیاس کیال لاکت یپل يبرینانوف يها داربست ياز خون بند ناف بر رو

  
     1یاسلام میمر

   2یمانیمسعود سل  
   3یعجم رهیمن    

  5,4شیدرو میمر    
  چکیده

 دســترس بــودن، در ،ه دلیــل مزایــایی چــونخون بند ناف بــ) HSC( هاي بنیادي خونساز سلول امروزه و هدف: سابقه
تعداد کــم  ،هابسیار مورد توجه قرار گرفته اند. محدویت اصلی در استفاده از این سلول خود نوسازي، تکثیر و تمایز توانایی

 مزانشــیمی و هــاي خونســازکشــت تــوام ســلول جهت غلبه بر این محدودیت، .می باشددر واحد حجم خون بند ناف ها  آن
)MSCs ( هدف تکثیر این مطالعه با راهکار کاربردي می باشد.یک ناف  مشتق از خون بند HSC  خون بند ناف به صــورت

) PLLAپوشیده شــده (لاکتیک اسید الهاي مزانشیمی مشتق از خون بند ناف بر روي محیط سه بعدي پلیکشتی با سلولهم
  پروتئین فیبرونکتین می باشد.با 

تاییــد  ،MACSبا اســتفاده از تکنیــک  +CD133پس از جداسازي سلول هاي طالعه تجربی، در این م ها:مواد و روش
 کونژوگه با فیبرونکتین PLLAها بر روي بستر نانوالیاف  سلول سپسبا استفاده از فلوسایتومتري انجام شد. سلول ها خلوص 

)PLLA-Fn (  در حضــورMSCs  گــروه)داربســت نــانوفیبري 1 ،(PLLA  در حضــورMSCs ) و داربســت 2گــروه (PLLA 
به ترتیــب بــا اســتفاده از لام  ها زایی و میزان زیست سازگاري سلولشدند. میزان تکثیر، قدرت کلنی کشت داده)  3(گروه 

  هاي نامبرده مورد بررسی قرار گرفت. در گروه MTT) و تست  CFU assay، تست سنجش کلنی (هموسیتومتر
از بیشــتري میزان ). 1گروه ( کشت شدند MSCsبا  به صورت توام PLLA-Fnست هایی که بر روي داربسلول ها:یافته

زایی و میزان زیست سازگاري چنین قدرت کلنیهم. دارا می باشند هاي دیگر نسبت به گروه را CD133+ نشانگر بنیادینگی
  ). P > 05/0( افزایش معناداري به همراه داشت ،هادر این گروه در مقایسه با سایر گروه

 هــم کشــتی بــا به صورت نتایج این مطالعه، بهینه بودن سیستم کشت سه بعدي پوشش داده شده با فیبرونکتین استنتاج:
  اثبات نمود. با حداقل میزان تمایز CD133+هاي جهت تکثیر سلولرا  هاي مزانشیمی سلول

  

  ند ناف، فیبرونکتینسلول بنیادي خونساز، سلول بنیادي مزانشیمی، هم کشتی، خون ب واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
هــاي بنیــادي بــه عنــوان یــک  پیونــد ســلولامــروزه 

هــا و  بســیاري از ناهنجــاريدرمــان  براي مناسبراهکار 
هــاي ها مــورد توجــه قــرار گرفتــه اســت. ســلولبدخیمی

  )، Hematopoietic stem cells )HSCs بنیادي خونساز
  

  :Maryam_darvish@yahoo.com E-mail          دانشکده پزشکیزشکی اراك، دانشگاه علوم پ :اراك -مریم درویش مولف مسئول:
  رانیا البرز، البرز، یدانشگاه علوم پزشک ،ییغذا يها و مکمل کیوتیپروب قاتیمرکز تحق، دکتراي زیست فناوري .1
   رانیمدرس، تهران، ا تیدانشگاه ترب ،یو بانک خون، دانشکده پزشک يگروه هماتولوژدانشیار، . 2
   رانیمدرس، تهران، ا تیدانشگاه ترب ،یدانشکده پزشک دانشجوي دکتراي هماتولوژي،. 3
  ایران. ،اراك ،دانشگاه علوم پزشکی اراك ،مرکز تحقیقات پزشکی مولکولی .4
 ایران. ،اراك ،دانشگاه علوم پزشکی اراك ،دانشکده پزشکی ،گروه زیست فناوري پزشکی ،اریاستاد .5
 : 26/8/1398تاریخ تصویب :             12/3/1398تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :           12/3/1398 تاریخ دریافت  
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  مریم اسلامی و همکاران     

  3        1398 آبان،  181، شماره نهمدوره بیست و                   مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                           

 پژوهشی

 هاآنبع باشند که منای میهاي بنیادي بزرگسالسلول
 1مغز استخوان، خون محیطی و خون بند ناف در انسان از

خون بند ناف پــس از تولــد پیش، تا چندي .)1،2(باشدمی
 و شــدزباله بیولوژیک دور ریخته می نوزاد به عنوان یک

هــاي غنــی از ســلول خون بند ناف که است حالی این در
 HSCs استفاده از .)2(باشدبنیادي خونساز و مزانشیمی می

  هــاي بنیــادي خونســاز خون بند ناف در مقایسه بــا ســلول
ــایی ماننــد مغــز اســتخوان   دسترســی آســان وداراي مزای

 هــايژنآنتی سازگاري ، عدم لزومدرد بدون آوريجمع
 فرد بدن هايسلول با ناف بند خون نمونه HLA 2 سیستم

 سیستمهاي سلول نابالغ و اولیه هايسلول گیرنده، حضور
 پیوند ایمونولوژیک رد کاهش ناف و بند خون در ایمنی
 60 حــدود کــهطــوري(بــه باشداستخوان می مغز به نسبت
 10، ســتخوانا مغــز پیونــدهاي در شــدید پیوند رد درصد
اســت).  شــده دیــده بنــد نــاف خون پیوندهاي در درصد

 سازپیش و بنیادي هايسلول تربیش تکثیر همچنین قدرت
و نــارس بــودن  اســتخوان مغــز نســبت بــه نــاف بنــد خون
 GVHD 3 بروز واکنش ، احتمالهاي سیستم ایمنیسلول

را  اســتخوان مغــز پیوند دنبال به و مرگبار جدي (واکنش
 دهنده فرد ایمنی هايسلول حالت این که در ددر پی دار

 هــاییبخــش بــه و کرده حمله میزبان هاي بدنسلول به پیوند
 دهــدمــیسازند) را کاهش می ردآسیب وا میزبان بدن از

 هاي اخیر خون بندناف به عنواندر سال است که سبب شده
 بنــابراین، بــا .)3،4(قرار گیرد منبع ارزشمندي مورد توجه

کــم  تعــداد و ناف بند خون محدود بودن حجمه توجه ب
 بــراي نــاف بند خون از استفاده آن، زا حاصل هايسلول
جهت غلبه بر ایــن است.  هایی مواجهیتمحدودبا  بالغین

هاي مختلفی بکار گرفته شــده کــه استراتژي ،محدودیت
بکــارگیري همزمــان دو واحــد بــه  تــوانمــی از جمله آن

 یکســانی داشــته باشــند HLA داراي خون بنــد نــاف کــه
 احتمال یافتن همزمان دو فرد بــابا این وجود اشاره نمود. 

HLA و این احتمال نیز وجود دارد  باشدیکسان پایین می

                                                
1. Umbilical cord blood 
2. human leukocyte antigen 
3. Graft Versus Host Disease 

همزمان دو واحد خون بنــد نــاف بــراي  که با بکارگیري
محققــین بــه دنبــال کــافی نباشــد، لــذا  یک فرد بزرگسال

ــودهروش ــه ب ــن زمین ــر در ای ــاي دیگ ــده ــر )2،5(ان . تکثی
راهکار دیگــري  ،هاي بنیادي خونسازآزمایشگاهی سلول

باشــد کــه بــه ها میجهت غلبه بر محدودیت تعداد سلول
کشت مایع و کشت به صورت هــم کشــتی بــا ، دو روش

. در کشــت مــایع شــودانجــام مــی هــاي مزانشــیمیســلول
هــاي بنیــادي را در حضــور مقــادیر زیــادي محــیط سلول

 TPO6 وSCF 4 ،FLT3 5د ماننــدکشت و فاکتورهاي رش
هــا سلول ،کشتیدهند. در کشت به صورت همکشت می

هــاي مزانشــیمی کشــت داده و ایــن را در حضــور ســلول
کننده براي یک لایه حفاظتی و حمایت عنوانهبها سلول
هاي کنند. سابقا سلولهاي بنیادي خونساز عمل میسلول

یــه محــافظتی بنیادي مزانشیمی مغز استخوان به عنــوان لا
ایــن  عمــده اشــکال .)4،6(گرفتنــدمورد استفاده قــرار مــی

 ،مزانشــیمی بنیــادي هــايمنبــع ســلول عنــوان بــهها سلول
 گیــري،نمونه حین در هاآوري آنروش جمع بودن تهاجمی
 ظرفیت و تعداد کاهشهمچنین و ویروسی آلودگی احتمال
، باشــدمــی ســن پیشــرفت تمــایز بــا امکان وقــوع و تکثیر
 مناسب جایگزین منبع یافتن براي تربیش بررسی نبنابرای

و  تــربــیش تکثیــر و تمایز قدرت با هاییسلول که حاوي
حــائز  باشــد تــريکــم ویروســی آلــودگی احتمال خطــر

هــاي ســلولمنبعی غنی از  ناف . بند)7-9(باشدمیاهمیت 
قابل  مغز استخوان با مقایسه دربوده که  مزانشیمی بنیادي

ی مزانشــیم بنیــادي سلول و جداسازي باشدمی تردسترس
 ایــن ســلولی منبــع ایــن دیگــر مزیت است.تر ساده آناز 

 تــرفراوان آن در مزانشیمی بنیادي هايسلول که میزان است
 هــاي بــالینی بــربسیاري از کارآزمایی است. استخوان مغز از

هــاي دو هاي بنیادي خون بند ناف در محــیطروي سلول
 جا که در محیط کشتاما از آن، ه استبعدي صورت گرفت

 هــا در مغــزسازي نیچ (کنام) طبیعی ســلولدو بعدي شبیه
پــذیر استخوان که داراي ساختار سه بعدي اســت امکــان

                                                
4. (Stem cell factor) 
5. Fms-Like Tyrosine Kinase 3 
6. Thrombopoietin 
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   يادیبن يکشت توامان سلول ها
 

  1398، آبان  181دوره بیست و نهم، شماره                                            مجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                               4

هاي ســلولی براي مطالعه برهمکنش ، این محیطباشدنمی
هــا در محــیط ســه ل. لذا امروزه کشت سلونیستمناسب 

د. محیط ســه بعــدي بــا باشمیمحققین بعدي مورد توجه 
ســطح تمــاس  فراهم آوردن نسبت ســطح بــه حجــم بــالا

آورد و ها فراهم میمناسبی را براي کشت و تکثیر سلول
هاي سلولی مشــابه نــیچ طبیعــی تــا شبیه سازي برهمکنش

پلــی ال ، داربست مطالعه این ردشود. می ي فراهمحدود
 ي ســنتزي،پلیمر) استفاده شد که PLLA(اسید  لاکتیک

اســت. پذیر، زیســت ســازگار و متخلخــل یست تخریبز
هــاي اي در عرصــهاین پلیمر امروزه کاربردهاي گسترده

مناســب بــه عنــوان ســطح بســتر پزشکی و مهندسی بافت 
ي بنیــادي یافتــه اســت. هاسلولانواع  جهت رشد و تکثیر
 خونساز، هاي بنیاديسلول جداسازي این مطالعه با هدف

 هاي مزانشیمی خــون بنــد نــافلها با سلوکشتی آنهمو 
کونژوگه شــده بــا فیبــرونکتین،  PLLAروي داربست  بر

تــر نــیچ طبیعــی و ارزیــابی چه بیش سازي هرجهت شبیه
   .ها، انجام پذیرفتآن میزان تکثیر

  

  مواد و روش ها
ـــه از ـــن مطالع ـــوع ای ـــی ن ـــلاق  تجرب ـــد اخ ـــا ک ب

IR.Arakmu.ac.ir 1396.144 باشد.می  
  

  تآماده سازي داربس
ـــت  ـــاخت داربس ـــک PLLAس ـــه کم ـــد  ب فرآین

 ) Electronic Diner Nano Sakhtar Asia( الکتروریسی
ــیشــد. انجــام  ــه داربســت پل ــراي تهی ــدین منظــور ب ال ب

پلی ال لاکتیک گرم  7/0درصد، میزان  7اسید لاکتیک 
 1درصــد وزنــی/ وزنــی و  9لیتر کلروفرم میلی 9اسید در 

در  )DMF) (Sigma( دي متیــل N,Nمیلی لیتــر محلــول 
بــه  دور در دقیقــه روي همــزن 100دماي اتاق با ســرعت 

ساعت حل و یکنواخت شــد. ســپس محلــول بــه  4مدت 
داخل سرنگ کشیده شد و پس از هــواگیري در انتهــاي 
پمپ قرار گرفت تا ریسندگی بــر روي آن انجــام گیــرد. 

ــه  ــار رفت ــه ک ــاژ ب ــا  22ولت ــازل ت ــت و فاصــله ن ــو ول کیل

 کنندهمتر تنظیم شده بود. سطح جمعتیسان 23کننده جمع
ي نازك آلومینیومی پوشانده شد و الیاف بر روي با ورقه

  ري گردید.آوپوشش آلومینیومی جمع
  
  يکشت سه بعد طیمح يبر رو MSCsکشت 

از خــون بنــد نــاف  هــاي مشــتق MSCبدین منظــور 
تهیــه شــد.  یاختــه بــن فنــاوري تحقیقــات مرکز از انسان

پوشیده شده  PLLA داربست روي بر MSC عدد 1×410
قــرار  وضــعیت این در روز 5 براي و انتقالبا فیبرونکتین 

ــد ــر و داده ش ــک روز دو ه ــار ی ــویض ب ــیط تع ــا مح  ب
DMEM درصد  10 حاوي FBS)Gibco (گرفت. نجاما  

  
  )3D(يبعد 3کشت طیمح يبر رو HSCs وکشت يجداساز

هــاي خــون بنــدناف از مــادران بــاردار کــه بــه نمونه
طبیعی زایمان کرده بودند، بعد از گرفتن رضــایت روش 

بعــد ، HSCsجداســازي به منظور نامه کتبی تهیه گردید. 
ــا اســتفاده از از جداســازي ســلول هــاي تــک هســته اي ب

 هــايهیدروکسی اتیل استارچ و استفاده از فایکول سلول
CD133+  با اســتفاده از تکنیــکMACS و  ،جداســازي

وسایتومتري تاییــد شــدند. ســپس در ادامه با استفاده از فل
در محیط سه بعدي پوشیده  +CD133عدد سلول  5×410

همراه با  MSCsشده با فیبرونکتین بصورت هم کشتی با 
 ™Stem cell technologies Inc( StemSpan( محــیط
 هر کدام با غلظت (سیگما) TPO ،SCF ،FLT-3 محتوي

رایط ایــن شــ لیتر کشت داده شــدند.گرم بر میلی نانو100
ــر ــروه دیگ ــراي دو گ ــور  ،ب ــا حض ــدي ب ــه بع ــیط س مح

هاي مزانشیمی و محیط ســه بعــدي نیــز انجــام شــد. سلول
  روز یک بار تعویض گردید. 2هر ها محیط

  
  یشمارش سلول

 هموســیتومتر از هــاســلولر تکثیــ میزان بررسی براي
 آمیــزيبلو رنگ تریپان از استفاده با هاسلول شد. استفاده

 ســلولی شــمارش شــدند محاسبه زنده يهاسلول درصد و
  .گرفت انجام 7 و 3 روزهاي در
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  یتست سنجش کلن
هــاي کلنــی زایــی ســلول پتانســیلبه منظور بررســی 

ــه حــدود  410، حــدود 7کشــت شــده در روز   2ســلول ب
افــزوده شــد و بــا اســتفاده از  Methocultلیتر محیط میلی

ــوط حاصــل در  ــد. مخل ــوط گردی ورتکــس کــاملا مخل
لیتري ریخته شد و ســپس ایــن پلیــت میلی 35دیش پتري

 100همراه با دو پلیت حاوي آب دیونیزه در یک پلیــت 
ــه مــدت میلــی ي درجــه 37روز در انکوبــاتور  7لیتــري ب
نگهداري گردید. با استفاده درصد  CO2 5گراد و سانتی

هــاي حاصــل بررســی و از میکروسکوپ معکوس کلنــی
هــاي ر به کلنــیهاي روز صفنسبت کلنی شمارش شدند.

بررســی گردیــد.  2Dهــاي مــورد مطالعــه در گروه 7روز 
هــاي گرانولوســیت مونوســیت این تست میزان کلنی (در

GM ها ساز آنو پیشGEMM گردد)معین می.  
  

  MTTآزمون 
هاي زنده و فعــال بــا بررسی تغییرات در تعداد سلول

در ایــن روش، ابتــدا تعــداد صورت گرفت.  MTTروش 
هاي حــاوي داربســت در هر یک از چاهکسلول  3000

روز تکثیــر شــده و  7ها به مــدت کشت داده شد تا سلول
، 3 به حالت پایدار خود درآیند. در ادامه پس از گذشت

روز انکوباسیون محیط کشــت رویــی دور ریختــه  7، و 5
لیتر محیط کشــت حــاوي  میکرو 200شد. به هر چاهک 

اضافه گردیــد و  MTT لیتر محلولگرم در میلیمیلی 5/0
درجــه  37در  CO2 ســاعت در انکوبــاتور 4تا  2به مدت 

هاي فورمازان قبــل از گراد قرار داده شد. کریستالسانتی
به حالت محلول درآمد. در نهایت  DMSOرنگ سنجی 

 570جذب نوري محلول به دســت آمــده در طــول مــوج 
اندارد تعداد نانومتر قرائت گردید و به کمک منحنی است

  ها محاسبه شد.سلول
  

  )SEM(یروبش یالکترون کروسکوپیم با هاداربست یابیارز
براي ارزیابی ساختار داربست سلولی، بررسی میزان 

بــه  صــفرها، داربست سلولی از روز تکثیر و اتصال سلول

ــا  7عنــوان یــک کنتــرل و روز  داربســت پوشــیده شــده ب
بــراي ایــن منظــور،  آمــاده شــد. SEMفیبرونکتین بــراي 

 هاي حاوي سلول با فسفات شستشوت سطح داربستنخس
به مــدت  درصد 5/2رالدئید اداده شدند و سپس در گلوت

ساعت فیکس شدند. سپس به منظور حذف رطوبــت و  1
ها در شیب غلظت الکــل قــرار دهیدراته نمودن، داربست

ها بــا ضــخامتی حــدود سطح نمونه. و خشک شدند ،داده
هاي پوشــش دار . نمونهمتر طلا پوشش داده شدندونان 12

تمــامی  مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. SEMبا استفاده از 
ها سه بار تکرار شدند. آنــالیز آمــاري بــا اســتفاده از تست
ــرم ــزارن )  PRISM V 5.0 analytical Software( اف

GraphPad  و روش آماريone-way ANOVAs  انجــام
 Bonferroni's postدر ادامــه از تســت تعقیبــی  گرفــت.

hoc test استفاده شد.  
  

  یافته ها
کشت شــده بــر روي  +CD133هاي سلولشمارش 

  )  3Dهاي سه بعدي (داربست
 و 3 روزهاي درهاي فوق گروه در هاسلول شمارش

 در ایــن شده شمارش هايسلول میانگین .انجام گرفت 7
اي کوکونژوگه با فیبرونکتین  PLLAداربست  در اهروز

)، 1 هــاي مزانشــیمی (گــروهلصورت هم کشتی با سلوهب
ــ PLLAداربســت  هــاي صــورت هــم کشــتی بــا ســلولهب

ــیمی ــروه  مزانش ــت  )2(گ ــروه  PLLAو داربس ) در 3(گ
نیــز  3برابــر و در روز  8/1و  4/2،  2/3به ترتیب و  7روز 

برابــر افــزایش نســبت بــه روز  1/1و  6/1و  9/1به ترتیب 
  ).1(تصویر شماره صفر نشان دادند 

  
  کلنی زایی

  هــا،  +CD133زایــی به منظور تعیــین قــدرت کلنــی
بــر ) CFU( روز پس از کشت، آزمون ســنجش کلنــی 7

هاي کشت شده انجام شد. تعــداد کــل کلنــی سلول روي
تر بود. همچنین نسبت به دو گروه دیگر بیش 1در گروه 
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بیــانگر کــه  CFU-GEMM/CFU-GMهاي کلنی نسبت
هــاي ردهســاز هــاي پرتــوان پــیشســلولتــر تعــداد بــیش

باشــد نیــز بــه همــین ها میي کلنیمیلوئیدي نسبت به بقیه
). همچنــین جــدول 2(تصــویر شــماره  ه اســتمنوال بــود

تعــداد  گروه مورد مطالعه، 3در هر  نشان داد که 1شماره 
 هــاسایر کلنــی در مقایسه باروز  7پس از  GEMMکلنی 

)CFU- GM,CFU-G, CFU-M (باشند.تر میبیش  

  

  
  

بعدي و  2ها در محیط  مقایسه میزان افزایش سلول :1 ارهصویر شمت
  >P 05/0 هفتو روز  سهبعدي در روز  3

  
در  7نسبت کلنی هاي روز صفر به کلنی هاي روز  :1 شماره جدول

2D  3وD  

  انواع کلنی
 3Dو  2Dدر  7نسبت کلنی هاي روز صفر به کلنی هاي روز 

داربست 
PLLA  

صورت ه داربست ب
 MSCsکوکالچر با 

داربست پوشیده شده با فیبرونکتین 
  MSCsبصورت کوکالچر با

CFU-GEMM  08/2  03/3  3/3  
CFU-GM  47/1  43/1 8/1 

CFU-G  4/1  32/1  6/1  
CFU-M  9/1  28/1  5/1  

  

  
  

مقایسه قدرت کلنی زایی سلول هاي کشت شده بر  :2 تصویر شماره
 در روز GEMM/GMت کلنــی هــاي بو نســ 3Dو  2Dروي محیط 

  >P 05/0، هفت و رصف

  MTTتست 
ــه زیســت ســازگاري ، 3تصــویر شــماره  بــا توجــه ب

شود. در گیري میاندازه MTTتست ها از طریق داربست
ریایی کــه دمیزان فعالیت متابولیکی میتوکنــ این سنجش،

گیري اندازه ،باشدها میي رشد و تکثیر سلولدهندهنشان
هــا ر سلول. نتایج این آزمایش، حاکی از رشد و تکثیشد

 1در گــروه . بود 7و  5، 3در روزهاي  هابر روي داربست
کــه بیــانگر ســازگاري  گردیــدتري مشاهده افزایش بیش

در این  هاها و فراهم بودن شرایط تکثیر براي سلولسلول
  ).>05/0P( است گروه

  

  
 هاي هاي کشت شده بر روي داربست سلول MTTتست  :3 تصویر شماره

3D  2وD ،05/0 P<  

  
 ارزیابی خواص فیزیکی داربست با اســتفاده از میکروســکوپ

  ) SEMالکترونی پویشی (
نشــان  SEMررسی خصوصیات فیزیکی حاصل از ب

داراي ســـاختاري متخلخـــل،  PLLAداد کـــه داربســـت 
هــاي مــرتبط بــه هــم هســتند (تصــویر یکنواخت با حفره

جهــت  درهــا ). ایــن ویژگــی اســتفاده از آنA-4شــماره 
ــت ــی باف ــی مهندس ــب م ــره و مناس ــین حف ــازد. همچن س

هاي موجود در این نوع داربســت کــه در مقیــاس تخلخل
شود نسبت ســطح بــه حجــم در ایــن نانو هستند باعث می

مقیاس افزایش یافتــه و بــه همــین نســبت قــدرت اتصــال 
دســت آمــده از هها به هم افــزایش یابــد. تصــاویر بــسلول
SEM ــر ســلولنشــان ــر بهت ــده تکثی ــرودهن ــا در گ  Aه ه

  ).B-D -4باشد (تصویر شماره می
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 .) SEM( تصاویر میکروســکوپ الکترونــی روبشــی :A :4شماره  ریتصو
ــاف  ــانو الی ــلول PLLAداربســت ن ــترش س ــل از گس    کشــت: B ،قب

ــا  PLLAبــر روي داربســت  +CD133هــاي  ســلول پوشــیده شــده ب
 آنجایی کــه از( 7در روز  MSCsفیبرونکتین بصورت هم کشتی با 

 براي کافی زمان روز 7زمان خاموشی بودند، فاز در ها لولس مدتی
هــاي  ســلول کشــت: C، است ) نبوده داربست سطح تمام پوشاندن

CD133+  بر روي داربستPLLA هاي مزانشیمی در حضور سلول، 
D :هاي  کشت سلولCD133+  بر روي داربستPLLA  در حضور

  .7هاي مزانشیمی در روز  سلول
  

  بحث
 از یکــی، بعــدي دو هــايحــیطم ســلولی در کشــت

باشد. در ایــن روش، می HSCs متداول تکثیر هايروش
ها اتصال ضعیفی به کف پلیت دارند که علــت آن سلول

تا حدودي بــه بارهــاي آزاد الکتریکــی کــف پلیــت کــه 
 .)1،3(شــودشود، مربوط مــیهنگام ساخت به آن القاء می

هــا عــلاوه بــر اتصــال کــف پلیــت در این شرایط، ســلول
دهنــد، هــاي پلیــت نشــان مــیتــري بــه کنــارهتمایل بیش

غلظت کانونی بالاتري از فاکتورهــاي پــاراکرین  بنابراین
گیــرد. در ایــن ســلولی شــکل مــی دلیــل تــراکم بــالايبه

شرایط سیگنالینگ بین سلولی، غلظت عوامل پــاراکرین 
ار زیــادي هاي بســیو اتصال سلولی محدود بوده و تفاوت

در محــیط  ).10-3،15(دهــدنشــان مــی in vivoبــا شــرایط 
سازي فضــاي ســلولی ) به علت شبیه3Dکشت سه بعدي (

هــا در هاي سلولی بــا جایگــاه طبیعــی ســلولو برهمکنش
سازي آرایش ترکیبات سلولی و غیر شبیه وموجود زنده 

متــر و میکرومتــر در مــاتریکس  ســلولی در مقیــاس نــانو
(که بستري با لیگاندهاي ویــژه را ) ECM( خارج سلولی

کنــد) هــا فــراهم مــیبراي حمایت و چسسبندگی ســلول
هــاي داخــل ســلولی ایجــاد هایی را بصورت ســیگنالپیام

ها تاثیر مثبــت ها و رشد و تکثیر سلولنموده و بر بیان ژن
همچنین بر تنظیم تکثیر و عملکرد سلولی  .)16(گذاردمی

. در نــوع مــوثر خواهــد بــودبه کمک فاکتورهاي رشد مت
این مطالعه نیز با بکارگیري داربســت نــانوفیبري پوشــیده 

 هاي مزانشــیمی، ســاختارشده با فیبرونکتین در حضور سلول
ســه بعــدي و مــاتریکس خــارج ســلولی تــا حــد زیــادي 

سازي شــد و شــرایط رشــد بهتــري در گروهــی کــه شبیه
ت هاي مزانشیمی بر روي داربسها در حضور سلولسلول

پوشیده شده با فیبرونکتین کشــت شــدند نســبت بــه بقیــه 
در واقــع طراحــی  وز مشــاهده شــد.ر 7پــس از هــا گــروه

 داربست سه بعدي و حضور فیبرونکتین در سطح داربست
ــلول ــلولو س ــر س ــد و تکثی ــر رش ــیمی ب ــاي مزانش ــا ه ه

  باشد.تاثیرگذار می
و همکــاران  Serebriiskiiاي کــه توســط در مطالعه

نشــــان داده شــــد کــــه  ،انجــــام شــــد 2008در ســــال 
هــاي کشــت داده شــده بــر روي محــیط ســه فیبروبلاست

ســریعتر ) 2D( هــاي دو بعــديبعدي در مقایسه با کشــت
  .)16(کنندتکثیر شده و مهاجرت می

و همکــاران  Ferrira توســطدر مطالعه دیگري کــه 
مشــاهده شــد کــه فیبــرین،  ،انجــام گرفــت 2013در سال 

PCL  وPLLA ــدي مناســبی جهــت ســاختاره اي ســه بع
اي دیگــر همچنین در مطالعــه .)17(باشندمی HSCsتکثیر 

کــه توســط میرزایــی و همکــاران انجــام شــد، مشــخص 
بستر مناسبی براي تکثیــر  PVDFگردید که نانوفیبرهاي 

  ).18(باشدمی iPSهاي سلول
ــش و  ــر دروی ــط دکت ــه توس ــه دیگــري ک در مطالع

هــاي لولاهمیــت حضــور ســهمکاران صــورت گرفــت، 
هــاي بنیــادي خونســاز مــورد در تکثیــر ســلول مزانشــیمی

هــاي مطالعه قرار گرفت و مشاهده شد که اهمیــت ســلول
کنام  که باشدا میهخاطر مواد مترشحه از آنهبمزانشیمی 
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و حضــور  سازي کــردهرا شبیه هاي بنیادي خونسازسلول
ها یک ریز محیط مناسب براي کنترل بلــوغ و حیــات آن

 يادر مطالعــه .)19(آورداي خونســاز فــراهم مــیهــســلول
 یطمشخص شد که استفاده از کلاژن به عنوان محــ یگرد

مغــز  یمیمزانشــ یــاديبن يهــابــه همــراه ســلول يسه بعــد
نــاف خونساز خون بنــد يهاسلول یشاستخوان سبب افزا

  .)20-22(شودیم
  ، 2018در مطالعـــه اســـلامی و همکـــاران در ســـال 

هــا و مقایســه تکثیــر ن داربســتکونژوگــه نمــود اهمیــت
ــلول ــت س ــر روي داربس ــا ب ــا  PLLAه ــده ب ــیده ش پوش

فیبرونکتین مورد بررسی قرار گرفــت. در مطالعــه مزبــور 
هایی که بر محیط کشت سه بعدي فیبــرونکتین دار گروه

تري در مقایســه تکثیر پیدا کرده بودند تکثیر سلولی بیش
ــد و تفــاوت  بــین بــا محــیط کشــت دو بعــدي نشــان دادن

هاي سه بعدي و دو بعدي معنا دار بــود. ایــن مســاله گروه
ــه علــت شــبیه ــیچ طبیعــی ســلولب ــر از ن ــاي ســازي بهت ه

CD133+  بعــدي کونژوگــه شــده بــا در محیط کشت ســه
کــه توســط ایــن  دیگر اي. در مطالعه)23(باشدفیبرنکتین می

دار کــردن گروه انجام گرفت مشــاهده شــد کــه پوشــش
فیبرونکتین، سیستم  -با کلاژن PLLAداربست سه بعدي 

حــداقل تمــایز در هــا بــا مناسبی را به منظور تکثیر ســلول
مســاله احتمــالا  . اینآوردمیمحیط خارج از بدن فراهم 

ســلولی بــه علــت سازي بهینه ماتریکس خارج دلیل شبیههب
کــه در حفــظ بنیــادینگی  حضور توام این دو پروتئین اســت

  .)24(کندمی ها به طرز موثرتري عملسلول
بررسی نتایج حاصل از انجــام تســت در این مطالعه، 

MTT 1هاي تکثیر یافته در گروه نیز نشان داد که سلول ،
تــري را نســبت بــه روز، زیست سازگاري بــیش 7پس از 

و افزایش  ندنسبت به دو گروه دیگر نشان داد 3و  5روز 
تکثیــر  دهنــدهنشان 7ها در روز میزان جذب نوري سلول

کــه میــزان بــود. همچنــین مشــاهده شــد هــا تر سلولیشب
هــاي کشــت شــده بــر روي داربســت جذب نوري ســلول

هم کشتی بــا ســلول هــاي دار شده به صورت فیبرونکتین
دو گــروه تــري را در مقایســه بــا افزایش بــیشمزانشیمی 

 بــا ارتبــاط در نــوري جــذب میــزان واقــع در دارد.دیگر 
 فعالیــت کــه جــاآن از باشــد.مــی هــامیتوکنــدري فعالیت

 ،است پایدار صورتبه زنده هايسلول در میتوکندریایی
 خطی صورت به زنده هايسلول تعداد کاهش یا افزایش

بــا همچنــین  .باشــدمــی ارتبــاط در میتوکنــدري فعالیت با
 مشــاهده شــد کــه تعــداد کلنــی 1 شماره توجه به جدول

GEMM  روز در هر سه محیط نســبت بــه ســایر  7پس از
 تــربیش )CFU-GM,CFU-G, CFU-M,CFU-Eا (هنیکل

 هــايباشند. مطالعات قبلی نیز نشــان دادنــد کــه کلنــیمی
CFU-GM  درUCB تر از مغــز اســتخوان هســتند در کم

 BM تــر از، بیشUCBدر  GEMMهاي حالی که کلنی
ابتــدایی  BMنسبت به UCB هاي هستند. بنابراین، سلول

هــاي ســایر ردهمولــد  GEMMهــاي چــون کلنــی ،ترنــد
هــاي خونســاز باشند و بنابراین سلولهاي خونی میسلول

تمــایز  BMهاي خونساز ها نسبت به سلولمواد این کلنی
کــه نتــایج حاصــل از ایــن مطالعــه نیــز باشــند تر مینیافته

 ).25-28(خون بند ناف را تایید کــردHSCs ابتدایی بودن 
دي و ســه ها در محیط دو بعــمقایسه افزایش تعداد سلول

هاي مزانشــیمی و عــدم دهد در نبود سلولبعدي نشان می
ها در محیط سه بعدي بــه حضور فیبرونکتین تعداد سلول

دهنده باشد که نشانتر از محیط دو بعدي میمراتب بیش
تــر باشــد. تعــداد بــیشاهمیت توپوگرافی سطح بستر مــی

 که سطح داربست با فیبرونکتین پوشیدهها درگروهیسلول
دهنده اهمیــت شــیمی ســطح بســتر اســت کــه نشان ،دهش

کننده بهتري براي ریــز محــیط حضور فیبرونکتین تداعی
  .باشدمغز استخوان می

 جــدا  +CD133هــايســلول کشــت مطالعــه این در
 پوشــانده  PLLAروي داربســت بر ناف بند خون از شده
انجــام  MSCs با هم کشتیصورت  بهبا فیبرونکتین  شده

  MSCsحمــایتی نقش کارگیري بهآن، از  هدفشد که 
 بــه نحــوي کــهباشــد، مــی +CD133 هايسلول تکثیردر 

جهــت  همچنــین .رخ دهد ها سلول تمایز در این حداقل
ســطح  تر ماتریکس خارج سلولیسازي هر چه بیششبیه

  شــد کــه  داده و نشــانپوشانده شد  فیبرونکتینداربست با 
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 هــا،ســلول دادتع در بکارگیري این سیستم سبب افزایش
با محیط  در مقایسه زایی و زیست سازگاريکلنی قدرت

  گردد.میکشت دو بعدي 
  

  سپاسگزاري
طرح مصوب مرکز تحقیقات پزشکی  ضرحا مطالعه

وسیله از حمایــت ایــن  باشد که بدینمیاراك مولکولی 
  گردد.مرکز قدردانی می
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