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Abstract 
 
Background: Mesenchymal stem cells are pluripotent stromal cells which are capable of differentiating into 
different cell lines. Nowadays, umbilical cord Wharton’s jelly (UC-WJ) are increasingly used as sources of 
stem cells. Studies show that scaffolds can affect the differentiation of stem cells to different cells and cause 
higher cell viability and proliferation as well. The present study aimed to evaluate the adhesion and viability 
of WJ-MSCs to PLA/Wax scaffold.  
Materials and methods: PLA/Wax scaffold was prepared using electrospinning method. Adhesion and 
viability of MSCs on this scaffold was investigated using scanning electron microscope (SEM) and MTT 
assay respectively.  
Results: SEM results showed that the fibers were homogeneous, uniform, and free of beads with high quality 
property, and adding wax to PLA significantly reduced the diameter of the nanofibers. These studies 
confirmed that the cells were attached to the scaffold in large numbers and with appropriate size. The results 
of MTT show good biocompatibility of the scaffold made with the cells and a significant increase in the 
survival rate of mesenchymal cells was observed during the period. 
Conclusion: In conclusion, using PLA/Wax scaffold has promoted the attachment, survival and proliferation 
of the cells and has the potential to be an important candidate for developing the efficiency of 3D-cultures in 
order to cure diseases. 
Keywords: Cell viability, PLA/Wax scaffold, Umbilical cord Wharton’s jelly, Adhesion, Mesenchymal stem 
cells. 
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  دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

  275تا  266صفحات ، 1400 پاییز، 3، شماره 31 ورهد

  

 مشتق شده از ژله وارتون بند ناف هاي بنیادي مزانشیمیسلولبررسی رفتار 

  Poly (lactic Acid)\Waxداربست نانوفیبر  بر انسان

 2نژاد، سیدرضا کاظمی2الهام حویزي، 1تینا شفاف

     
  ي دکتري، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایراندانشجو1
  دانشیار، گروه زیست شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه شهید چمران اهواز، اهواز، ایران  2

   کیدهچ

ها را دارند. یل شدن به انواعی از سلولچندتوانی هستند که پتانسیل  تبد هاي استروماییهاي بنیادي مزانشیمی سلولسلول :سابقه و هدف

عنوان منبعی قابل دسترس و ه هاي فراوان  بدلیل مزیته ) بWJ-MSCsهاي بنیادي مشتق شده از ژله وارتون بند ناف(امروزه استفاده از سلول

ها ري در افزایش بقا، تکثیر و تمایز سلولتواند نقش مؤثهاي مناسب میاند استفاده از داربستعلاوه، مطالعات نشان دادهه جدید مطرح است. ب

  .بود (PLA/Wax)موم  بر داربست پلی لاکتیک اسید/ WJ-MSCsداشته باشد. هدف تحقیق حاضر بررسی میزان بقا وچسبندگی 

استخراج هاي  با استفاده از روش الکتروریسی  ساخته شد و میزان چسبندگی و بقاي سلول 7:3با نسبت  PLA/Waxداربست  :روش بررسی

   .بررسی شد MTTو  SEMشده بر این داربست ها با استفاده از میکروسکوپ الکترونی 

صورت همگن، یکنواخت، فاقد بید و از کیفیت بالایی ه نتایج حاصل از مطالعات میکروسکوپ الکترونی نشان دادند که الیاف ب ها:یافته

ها در ش قابل توجهی در قطر الیاف شده است. این مطالعات تایید کرد که سلولباعث کاه PLAو همچنین افزایش موم به هستند  داربرخور

زیست سازگاري مناسب داربست ساخته شده  نشان دهنده MTTاند. نتایج حاصل از تعداد زیاد و با گستردگی مناسبی بر داربست اتصال یافته

  .مشاهده شدیمی در طی دوره هاي مزانشداري در میزان بقاء سلولو افزایش معنیاست ها با سلول

و این  بخشدمیها را بهبود ، چسبندگی، بقا و تکثیر سلولPLA/Waxداربست توان نتیجه گرفت استفاده از به طور کلی می :گیرينتیجه

ها در رمان بیماريها به منظور دبازده کشت سه بعدي سلول مهم در جهت افزایش عنوان یک کاندیدپتانسیل را دارد که در مطالعات آینده به

   .نظر گرفته شود

 .هاي بنیادي مزانشیمیوارتون بند ناف، چسبندگی، سلول ، ژلهPLA/Waxداربست بقاي سلولی،  واژگان کلیدي:
  

  1مقدمه

نظیـري را بـراي    هاي اخیر مهندسی بافـت فرصـت بـی   در سال

هـاي  هاي درمانی جهت درمان بیمـاري پیشرفت و بهبودي روش

دهـد  کتسابی فراهم کرده است. مطالعات نشان مـی مادرزادي و ا

هاي بنیـادي بـه   استفاده از داربست نقش مؤثري در تمایز سلول

                                                
الهـام  ، یشناس ـ سـت یچمران اهواز، دانشکده علوم،  گروه ز دیاهواز، دانشگاه شه: آدرس نویسنده مسئول

   )email: e.hoveizi@scu.ac.ir( يزیحو

ORCID ID: 0000-0002-3285-5682   

  8/10/99: تاریخ دریافت مقاله

  8/2/1400: قالهتاریخ پذیرش م

هـا  ها داشته و سبب افـزایش بقـا و تکثیـر آن   انواع مختلف سلول

هـاي  ، سـلول (MSCs)هـاي بنیـادي مزانشـیمی    د. سـلول شومی

بـه   نـوزایی و تمـایز  - استرومایی هستند کـه داراي قابلیـت خـود   

ها قابلیت میوژنیـک بـالایی از   MSC. هستندچندین رده سلولی 

هـا ماننـد   توان آنها را از انواعی از بافـت دهند و میخود نشان می

پالـپ دنـدانی و غیــره    بنـد نـاف، مغــز اسـتخوان، بافـت چربــی،    

 inدر حالـت   هاي بنیـادي مزانشـیمی  . سلول)1(جداسازي کرد 

vitro هــاي ســلولی مــزودرم، تحــت شــرایط اختصاصــی بــه رده

اکتودرم، ماهیچه، نورون و اندودرم (سلول هاي جزایر پانکراسـی  

. بنـد نـاف و بافـت    )2- 5(یابنـد  و سلول هاي کبدي) تمـایز مـی  
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بنیــادي  هــايچربــی بــه عنــوان منــابع عمــده اســتخراج ســلول

انـد. ژلـه وارتـون بنـد نـاف شـامل بافـت        مزانشیمی معرفی شده

همبند مشتق شده از مزودرم خارج جنینی و سـلول هـاي شـبه    

هاي بنیادي مزانشیمی به دست آمده از فیبروبلاست است. سلول

تر هسـتند و خصوصـیاتی بـین    ژله وارتون از نظر تکوینی ابتدایی

، استخراج )6- 8(دهند ان میهاي بنیادي بالغ و جنینی نشسلول

آن ها بدون درد انجام می شود، میـزان تکثیـر بـالایی دارنـد، از     

، )9(نظر اخلاقی تایید شده هسـتند، تومـور ایجـاد نمـی کننـد      

زایـی پـایینی دارنـد و عـوارض جـانبی قابـل       خصوصیت ایمنـی 

 .  )6(کنند توجهی در فرد گیرنده ایجاد نمی

توانـد در  استفاده از مهندسی بافت در کنـار سـلول درمـانی مـی    

ها مفید باشـد.  هاي جایگزین و درمان انواعی از بیماريتهیه بافت

هـاي جـایگزین و یـا    هدف از مهندسی بافت تهیه بافت و ارگـان 

 in vivoهاي بیمار یا آسـیب دیـده آنهـا در حالـت     بازیابی بخش

تارهاي کنتـرل شـده سـه بعـدي     است. امروزه توانایی تولید ساخ

براي مهندسی بافت به میزان قابل توجهی پیشرفت کـرده اسـت   

ــازده ســلول)10(     هــا در محــیط آزمایشــگاهی . بــراي افــزایش ب

زیـرا شـرایط کشـت     ،توان از کشت سه بعدي اسـتفاده کـرد  می

ین ها در مقایسه با کشت دوبعدي به شرایط تکـو بعدي سلولسه

هاي نانوفیبروز بـا  . داربست)11(است تر مشابه in vivoدر حالت 

اي از الیاف بهم تنیده شده با منافذ فراوان، فضـایی  تشکیل شبکه

هـا فـراهم   شبیه به ماتریکس خـارج سـلولی بـدن بـراي سـلول     

سازد. پس بدیهی است که کاربرد سـلول درمـانی بـه همـراه     یم

مهندسی بافت و شناسایی و تولید داربست مناسب بـراي اتصـال   

توانـد گـام   ها به منظور تهیـه بـافتی جـایگزین مـی    و رشد سلول

شـود  ها محسوب مهمی در پیشبرد درمان انواع زیادي از بیماري

هـا بـراي   . با توجه به ایـن کـه مورفولـوژي صـحیح سـلول     )12(

هــا حیــاتی اســت، ارتقــاء و ســاخت عملکــرد و تمــایز صــحیح آن

ها در هایی که به میزان زیادي به ریزمحیط اطراف سلولداربست

تواند منجر بـه مورفولـوژي صـحیح    بدن شباهت داشه باشند می

، تکثیـر و  هـا بـازده بـالاتري در اتصـالات بـین آن    ها شده و سلول

  .)13(تمایزشان حاصل کند 

شده است که در راي تولید داربست مطرح هاي مختلفی بروش

ها، روش الکتروریسی بیشتر از همـه مـورد توجـه قـرار     میان آن

گرفته است. انواع مختلفی از پلیمرهـاي زیسـت تخریـب پـذیر     

طبیعی و سنتتیک با روش الکتروریسی بـا هـدف اسـتفاده در    

انـد.  زمینه مهندسی بافت به صورت رشته هاي نانوفیبر درآمده

و  اخته شده توسـط روش الکتروریسـی سـطح مقطـع    الیاف س

ها بین چندین نانومتر تا چنـدین  تخلخل بالایی دارند، و قطر آن

هـاي  . بـا توجـه بـه اینکـه ارگـان     )14(میکرومتر متغیر اسـت  

ارهاي بـا ابعـاد نـانو برخـوردار هسـتند،      مختلف بـدن از سـاخت  

هاي تولید شده از نانوالیاف علاوه بـر پاسـخ گـویی بـه     داربست

 هـاي کمتـري در بـدن ایجـاد     نیازهاي مطرح شده، حساسـیت 

هاي دفـاعی بـدن و سـایر    و سازگاري بیشتري با سلولکند می

   ه بعـدي  هـاي دیگـر کشـت س ـ   . از برتـري )15(ها دارنـد  ارگان

هـا، مورفولـوژي،   توان به زنده ماندن تعداد بیشتري از سلولمی

سـلول، قطبیـت   -پاسخ به محرك، ارتبـاط سـلول   تکثیر، تمایز،

  .)13(سلول و غیره اشاره کرد 

هـاي مـورد اسـتفاده    تـرین داربسـت  تـرین و معمـول  از جمله مهم

اشـاره کـرد. پلیمرهـاي     PLGAو  PLA, PCL, PGAتوان بـه  می

هاي کـلاژن کـه عمـده    طبیعی همچون پلی ساکاریدها و پروتئین

ــلولی   ــارج س ــاتریکس خ ــروتئین م ــتند پ ــود  هس ــراي بهب ــز ب نی

یمـري  هـاي پل چسبندگی، تکثیر سلول و تماس سلول با داربسـت 

. تحقیقـات نشـان داده اسـت کـه اسـتفاده از      )16(مفیـد هسـتند   

باعث افزایش تکثیر و هـدایت تمـایز    PCLهاي نانوفیبروي داربست

. همچنـین شـواهد   )17( شـوند اي میهاي عصبی و ماهیچهسلول

هــاي الکتروریســی شــده نشــان داده اســت اســتفاده از  داربســت

تواند به عنـوان یـک هـدایت گـر هندسـی،      متشکل از نانوفیبر می

اي اسکلتی را بهبود بخشـد.  هاي ماهیچهاتصال و قرارگرفتن سلول

هاي الکتروریسـی و الکترواسـپري   به این منظور، از ترکیب تکنیک

-polyurethaneست الکترواکتیـو از نـانوذرات   براي ساخت یک دارب

urea (PUU)    هـاي  استفاده شد که توانست تکثیـر و تمـایز سـلول

هـاي  . در مطالعـه سـلول  )18( را افزایش دهد C2C12میلوبلاست 

مشاهده کردند کـه   PCL/PPYعصبی، محققان با ساخت داربست 

  یســت ســازگاري بــالایی دارد و بــه خــوبی تمــایز ایــن داربســت ز

کند. این تحقیقات نشان دادنـد  را تقویت می PC12هاي رده سلول

هاي نانوفیبرو ساخته شده پتانسیل کاربردي بالایی جهـت  داربست

هـا را  مهندسی بافت عصبی دارند و چسبندگی و تکثیر این سـلول 

ــی  ــزایش م ــز اف ــدنی ــه)18( دهن ــت  . در مطالع ــر، داربس اي دیگ

PPY/collagen fiber هاي بنیـادي  توانست با موفقیت اتصال سلول

مزانشیمی مشتق شده از مغـز اسـتخوان انسـان را تقویـت کنـد و      

هـاي عصـبی را افـزایش دهـد. در سـال      هاي مارکر سلولبیان ژن

هـاي  از سـلول  اي بـر روي تولیـد انـدودرم قطعـی    ، مطالعـه 2011

زیسـت   PLCA هـاي سـه بعـدي    بنیادي جنینی بر روي داربست

تخریب پذیر انجام شد و نتایج این تمایز با سلول هاي تمـایز یافتـه   

و همکـارانش   Gaoهاي تک لایه دوبعدي مقایسه شـدند.  در کشت

هـاي سـه   هاي بنیادي جنینی را بر روي لامینین یا داربستسلول

ها را به آندودرم قطعی در حالـت سـه   یز آنتما بعدي کشت دادند و

، 2014. در سـال   )19(کردنـد  بعدي و دوبعدي بررسی و مقایسه 

هــاي ســه بعــدي نــانوفیبروس از داربســت شحــویزي و همکــاران
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PLA/gelatin  ــن ســلول ــر و تمــایز ای ــه تکثی ــراي مطالع ــه ب    هــا ب

هاي اندودرم قطعی استفاده کردنـد و در مقایسـه بـا کشـت     سلول

هـاي تمـایز یافتـه    داري در تعـداد سـلول  دوبعدي، افـزایش معنـی  

  .)15(کردند مشاهده 

انـد کـه مـوم زنبـور     از طرف دیگر، برخی مطالعـات نشـان داده  

ــالقوه  ــی  عســل داراي خصوصــیات ب اي همچــون خاصــیت آنت

اکسیدان، ضدمیکروبی، ضد التهـابی، تعـدیل کننـده  سیسـتم     

بـه   ش. حـویزي و همکـاران  )21, 20(است ایمنی و ضدسرطان 

را براي  PLA/Cs/Waxتازگی داربست جدید الکتروریسی شده 

هاي عصبی به کاربردنـد  به سلول ESCهاي بنیادي تمایز سلول

هاي عصـبی بـه طـور محکمـی بـه      و مشاهده کردند که سلول

داربست حاوي موم متصل و گسترده شدند. همچنین به عنوان 

باعث ایجاد فیبرهاي یکنواخت  PLAمواد طبیعی در ترکیب با 

. در مطالعه حاضر، از ترکیب مـوم  )22(با ضخامتی کمتر شدند 

زایش بـازده  براي ساخت یک داربست جدیـد بـراي اف ـ   PLAو 

کشت و اتصال سلولی استفاده شـد. بـه ایـن منظـور، داربسـت      

PCL/Wax      بــا روش الکتروریســی تولیــد و ســپس میــزان

هاي بنیادي مزانشیمی کشت شده بـر  چسبندگی و بقاي سلول

     .هاي مختلف مورد ارزیابی قرار گرفتداربست با روش

  

  مواد و روشها

در  EE/99.3.02.65844/scu.ac.irکـد    بـا حاضـر  مطالعـه تجربـی   

 دانشگاه شهید چمران اهواز به ثبت رسید.

هـاي بنیـادي مزانشـیمی از ژلـه     جداسازي و کشت سلول

  وارتون بند ناف

خــون بنــد نــاف پــس از بــه دســت آمــدن بلافاصــله خــارج و بــه 

آزمایشگاه کشت سلول منتقل و سپس توسط بافر فسـفات سـالین   

PBS ــی ــاوي آنت ــیلین، ا ح ــی س ــک (پن ــین) و بیوتی سترپتومایس

آمفوتریسین شستشو داده شـد. پـس از شستشـوي کامـل بافـت،      

هـاي بنیـادي بـه روش قطعـات بـافتی      کشت و جداسازي سـلول 

(Explant) هاي بنیادي جـدا شـده پـس از پاسـاژ     انجام شد. سلول

و   CD133، آنتـی CD90اول جهت فلوسایتومتري مارکرهاي آنتی 

اند و نیـز  ي بنیادي مزانشیمیهاکه مارکرهاي سلول CD105آنتی 

 ـ   CD34آنتی  عنـوان مـارکر   ه ( مارکر سـلولهاي هماتوپوئیتیـک) ب

ها به فلاسک منتقـل  منفی رنگ آمیزي شدند. پس از تایید، سلول

 95و  CO2درصـد   5درجه سانتی گراد،  37و در انکوباتور با دماي 

هفته کشت داده شـدند. محـیط کشـت     3درصد رطوبت به مدت 

هـا در زیـر میکروسـکوپ    بار تعویض و هر روز سلول یک روز 3هر 

  .  )23(مورد مطالعه قرار گرفتند 

 با روش الکتروریسی PLA/Waxنانوفیبري  تهیه داربست

بـا روش الکتروریسـی    PLA/Wax (7:3)داربست نانوفیبروز 

در حـلال   7:3با نسبت  % 5/2و موم  % PLA 5/2با غلظت 

(Hexafluoroisopropanol) HFIP پارامترهاي .ساخته شد .

مورفولوژي و بررسی تخلخل، اندازه ي نانوالیـاف همچنـین   

و میـزان   SEMاتصال سـلول هـاي بنیـادي بـه آن توسـط      

 آزمــــــــــایش بــــــــــا ســــــــــمیت داربســــــــــت
3�(4,5�dimethylthiazoyl�2�yl) ‐−2,5 diphenyltetrazoli

um bromide)MTT .مطالعه شدند  

  PLA\Waxهاي بنیادي مزانشیمی بر داربست کشت سلول

میلـی متـر تقسـیم و     16بعد از تهیه، داربست به قطعاتی بـا قطـر   

 UVابش امـواج  ت ـ  ساعت در مقابل 2براي استریل شدن به مدت 

 24خانـه تعبیـه و بـه مـدت      24قرار داده شـد. سـپس در پلیـت    

) و U/ml 100محتوي غلظت بالاي پنـی سـلین (   PBSساعت در 

 5×410) قــرار گرفــت. ســپس    mg/ml 100استرپتومایســین (

cell/well داده شد.   سلول در هر خانه بر روي داربست کشت  

  نیهاي مورفولوژي با میکروسوپ الکتروبررسی

مورفولوژي، قطر و منافذ الیاف تهیـه شـده و همچنـین چگـونگی     

 ,XL-30میکروسـکوپ الکترونـی (   آرایش سـلولی بـر داربسـت بـا    

Philips, Netherland, SEM  مورد بررسی قرار گرفت. براي آمـاده (

بـه مـدت    PBSهاي داراي سلول، ابتدا نمونه ها بـا  سازي داربست

بـه مـدت یـک سـاعت      % 5/2پنج دقیقه شسته و بـا گلوتاردهیـد   

 100، 90، 80، 70، 50، 30فیکس و سپس آبگیري با الکل هـاي  

به صورت صعودي هر کدام به مدت پانزده دقیقه انجـام گرفـت.    %

ها با ذرات طـلا پوشـانده و عکـس بـرداري توسـط      سپس داربست

میکروسکوپ الکترونی انجام گرفت. قطر الیـاف و انـدازه منافـذ بـا     

. شـد اندازه گیري  measurement   (version 9)افزار استفاده از نرم

منطقـه بـه    20به این منظور پنج تصویر انتخـاب و از هـر تصـویر    

صورت اتفاقی انتخاب و قطر الیاف محاسبه و سپس میـانگین آنهـا   

  .)24(شد به عنوان قطر الیاف معرفی 

    MTTها با بررسی میزان تکثیر و درصد زنده ماندن سلول

جهت بررسی میزان بقاي سلول هاي کشت شده بر روي داربسـت  

-diphenyl tetrazolium bromide (MTT, Sigma, USA) 3از 

(4, 5-di-methylthiazol-  با غلظتmg/ml 5    استفاده شـد.  پـودر

MTT  درPBS ل گشـته و در تـاریکی و   با نسبت هاي مشخص ح

درجه سانتی گراد تا زمان استفاده نگهداري شـد. ایـن    4در دماي 

هــا در بعــد از قــرار دادن ســلول 7و  5،  3، 1تســت در روز هــاي 

محیط کشت سه بعدي انجام شد. بـراي انجـام ایـن تسـت، ابتـدا      

میلـی لیتـر محـیط     1و سـپس   ها خارج شـد محیط کشت سلول

بـه هـر خانـه     MTTمیلی لیتر محلول  100کشت جدید به اضافه 
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 37سـاعت در دمـاي    4الـی   3ها به مدت اضافه شد. سپس پلیت

میلـی لیتـر    1انکوبه شدند. در ادامه، به هر خانه گراد درجه سانتی

(Dimethyl Sulfoxide, Merck) DMSO  ــافه ــزان شــد اض و می

 ,ELISA reader (Expert 96, Asys Hitchجذب توسط دسـتگاه  

Ec Austria)  نانومتر ثبت شد. به منظـور تاییـد    570در طول موج

 .  شدبیشتر آزمایش سه بار تکرار 

  ها روي داربستبررسی میزان چسبندگی و تکثیر سلول

هاي بنیادي به مـدت  براي بررسی میزان چسبندگی سلولی، سلول

روز بــا محــیط کشــت کامــل بــر روي داربســت       7و  5، 3، 1

PLA/Wax   ــپس ــدند و س ــت ش ــلولکش ــتفاده از  س ــا اس ــا ب ه

 µg/mL)  (DAPI 1تثبیت و با استفاده از رنـگ  % 4پارافرمالدهید 

  رنــگ آمیــزي شــدند. بــراي شــمارش ســلولی در هــر روز خــاص 

به صورت اتفاقی انتخـاب و   1mm)2 منطقه (با ابعاد  20هاي سلول

  دست آمد.ه شمارش و میانگین سلولی ب

  ها  تحلیل داده

هـاي  و آزمـون  SPSS (Ver.12)از نـرم افـزار   نتایج با اسـتفاده از  

) مورد ارزیـابی  Mean±SEبه صورت ( T-testو  ANOVAآماري 

 انجـام گرفـت و   Excel. رسم نمودارها در نرم افـزار  ندقرار گرفت

همـۀ   ند.شـد  گرفتـه  نظـر  در دار معنـی  >05/0Pبـا   هـاي تفاوت

  .  ندشدها حداقل با سه بار تکرار مجزاي بیولوژیک انجام آزمایش

  

  هایافته

هاي مزانشیمی مشتق شده بررسی مورفولوژي سلول

 از ژله وارتون بند ناف انسان

روز بعد از قرار دادن قطعات ژله وارتون در فلاسک حاوي  7

هاي بافت هاي سلولی از کناره تدریج جوانهه محیط، ب

اما با  ند،ها در ابتدا کروي بودشروع به رشد کردند، سلول

الف) و - 1کشیده و دوکی شکل شدند (شکل گذشت زمان 

ها کف فلاسک را در سه روز بعد از آن (روز دهم) سلول

شد، ها مشاهده پوشش دادند. در پاساژ اولیه برخی ناخالصی

هاي تر بود و سلولها خالص اما در پاساژهاي بعدي سلول

بنیادي مزانشیمی با اتصال به کف فلاسک و بعد از چند روز 

گونه که در شکل  را پر کردند و همان سطح فلاسک

ها داراي خصوصیات ظاهري این سلول ،شودمشاهده می

هاي مزانشیمی با ظاهري دوکی شکل و قدرت اتصال سلول

  ب).- 1و تکثیر بالا در پاساژهاي اولیه بودند (شکل

هاي بنیادي بررسی مورفولوژي داربست و سلول

  مزانشیمی کشت داده شده بر داربست

 PLA/Wax هاي مورفولوژي و قطر نانوالیاف داربست یبررس

هاي مزانشیمی مشتق شده از ژلـه  و چگونگی استقرار سلول

وسیله عکسـبرداري بـا   ه وارتون بند ناف انسان بر داربست ب

انجــام گرفــت. میکروگــراف  SEMمیکروســکوپ الکترونــی 

الف نشان داده شـده اسـت.   - 2ها در شکلالکترونی داربست

شود، نانوالیاف حاصل مشاهده می 2شکل که در همان طور 

با موم به صورت کاملا یکنواخت و بدون بید  PLAاز ترکیب 

ب نشـان دهنـده چگـونگی اسـتقرار     - 2دست آمد. شـکل ه ب

هاي مزانشیمی مشتق شده از ژلـه وارتـون بنـد نـاف     سلول

کـه نشـان   است روز  3بعد از   PLA/Waxانسان بر داربست 

هـا بـر   لا، استقرار و ماندگاري سلولااکم بدهنده اتصال با تر

 measurmentمتوسط قطر الیاف با نـرم افـزار   داربست بود. 

  ج).- 2نانومتر تخمین زده شد (شکل 65براي داربست 

 
هاي مزانشیمی مشتق شده از ژله وارتون بند ناف انسان با استفاده از میکروسکپ معکوس. الف) خارج بررسی مورفولوژي سلول. 1شکل 

پس از کشت، ب) پوشیده شدن کامل سطح فلاسک پس از جدا شدن و تکثیر سلول 10وارتون در روز هاي بنیادي از ژله شدن سلول

  20Xهاي بنیادي مزانشیمی. بزرگنمایی 
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هاي مزانشیمی ها و سلولبررسی مورفولوژي داربست. 2شکل

مشتق شده از ژله وارتون بند ناف انسان کشت داده شده بر 

. الف) SEMعدي با استفاده از میکروسک الکترونی داربست سه ب

، ب) PLA/Waxنانوفیبرهاي یکنواخت داربست الکتروریسی شده 

فتومیکروگراف سلول هاي بنیادي کشت داده شده بر داربست 

ج) نمودار میانگین قطر فیبر داربست  PLA/Waxنانوفیبر 

  د.نانومتر تخمین زده ش 65نانوالیاف. میانگین قطر برابر با 

  

هاي مزانشیمی مشتق شده از ژله بررسی بقا سلول

  MTTوارتون با استفاده از روش 

هاي براي مقایسه و بررسی میزان بقا سلول MTTروش 

مزانشیمی مشتق شده از ژله وارتون بند ناف انسان بر روي 

. شدانجام  7و  5، 3، 1 در روزهاي PLA/Waxهاي داربست

هاي ش میزان بقا سلولنتایج حاصله نشان دهنده افزای

مزانشیمی مشتق شده از ژله وارتون بند ناف انسان بر 

روزه است. مقایسه میزان بقاي  7داربست در طی دوره 

ها بر این داربست بعد از گذشت یک روز تفاوت معنی سلول

داري با نمونه کشت دو بعدي به عنوان نمونه کنترل نشان 

ها بر ن استقرار سلولروز از زما 5تا  3اما با گذشت ،نداد

داربست افزایش بقا سلولی بر این داربست مشهود و پس از 

دار روز بقاي سلولی بر داربست کاملا معنی 7گذشت 

 ).3(شکل گزارش شد

 ها بر روي داربستبررسی میزان چسبندگی سلول

هاي ها، سلولسلولبراي بررسی چسبندگی، رشد و تکثیر

ز با استفاده از محیط کشت رو 7بنیادي مزانشیمی به مدت 

کشت شدند. مشاهدات نشان  PLA/Waxکامل بر داربست 

هاي بنیادي داد میزان چسبندگی بالا و تکثیر سلول

گونه که در  مزانشیمی بر داربست موفقیت آمیز بود. همان

روز  7و  5بعد از گذشت  ،نشان داده شده است 4شکل 

داري املا معنیها نشان دهنده تفاوت کمقایسه تکثیر سلول

ها در مقایسه با روز اول بود. این نتایج نشان در تکثیر سلول

تواند بستر مناسبی می  PLA/Waxدادکه داربست نانوفیبر 

هاي مزانشیمی فراهم آورد براي اتصال، رشد و تکثیر سلول

  ).4 (شکل

  

  
بقا سلول هاي مزانشیمی مشتق شده از  نمودار بررسی .3شکل 

پس از کشت  7و  5، 3، 1ند ناف انسان در روزهاي ژله وارتون ب

مقادیر به دست آمده میانگین حاصل  .MTTاستفاده از روش   با

، >P< ،01/0**P*05/0از سه تکرار آزمایش هستند. 

001/0***P< )2D 3: کشت دو بعدي وD(کشت سه بعدي :  

  

  بحث

هاي چشم گیري در درمان امروزه با سلول درمانی موفقیت

دست آمده است. تاکنون از منابع مختلفی از ه ها ببیماري

بنیادي و پیش ساز براي سلول درمانی در درمان  يهاسلول

هاي بنیادي توان به سلولها استفاده شده است که میبیماري

هاي بنیادي هاي بنیادي مغز استخوان، سلولجنینی، سلول

 هاي بنیادي آندودرمی وخون بند ناف و برخی از سلول

. در این تحقیق، داربست پلی )25, 1(اکتودرمی اشاره کرد 

ساخته شده و رفتار، بقا و  (PLA/Wax)لاکتیک اسید/موم 

. شدهاي کشت شده بر آن بررسی میزان چسبندگی سلول

روز برروي این  7به مدت  WJ-MSCهاي بنیادي سلول

ها شدند و میزان چسبندگی و بقاي آن شتداربست سه بعدي ک

ارزیابی شد. تصاویر حاصل از الیاف الکتروریسی شده داربست 

  نشان داد که این  SEMسه بعدي توسط میکروسکپ الکترونی 
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ها کاملا یک شکل و یکنواخت هستند، از ضخامت رشته

ها دیده هستند و بید در آننانومتري و کیفیت بالایی برخوردار 

د. براي بررسی زیست سازگاري این داربست، آزمون شونمی

MTT  بر روي سلول هايWJ-MSC کشت شده در روزهاي

مختلف انجام گرفت و مشاهده شد که تعداد زیادي سلول به 

اند. به علاوه، الیاف نانوفیبري متصل و بقاء چشم گیري داشته

هاي زیرین ها در لایهتصاویر نشان دهنده نفوذ و حضور سلول

 این داربست نیز بودند.

هاي دهند که استفاده از داربستمطالعات متعددي نشان می

هاي بنیادي به انواع سه بعدي نقش مؤثري در تمایز سلول

و سبب شباهت بیشتر محیط به حالت  دارد ها مختلف سلول

د. در شوو درنتیجه افزایش بقا و تکثیر آنها می in vivoطبیعی 

و مهندسی بافت، پلیمرهاي سنتتیکی زمینه مهندسی ژنتیک 

زیرا زیست  ،بیشترین کاربرد و اهمیت را دارند PLAهمچون 

  . علاوه بر این، )26(تخریب پذیر و زیست سازگار هستند 

ها از جمله توان از آنها در بازسازي و ترمیم انواع بافتمی

استخوان، پوست، بافت عروقی و سایر ارگان ها استفاده کرد 

ها . تاکنون مطالعات مختلفی بر انواع مختلفی از داربست)27(

انجام شده است. یکی از اهداف این تحقیقات دستیابی به 

ن تقلید و بهتریباشند هایی است که زیست سازگار داربست

هاي بدن جانداران باشند تا بتوان کننده حالت سه بعدي بافت

آنها را در شرایطی نزدیک به حالت طبیعی بدن کشت داد. 

هاي اخیر، محصولات متفاوتی با پتانسیل بالا در طی دهه

زمینه مهندسی بافت براي کاربردهاي بالینی به کار گرفته 

است که توسط  Neuro-Spinalاند. یکی از آنها داربست شده

ساخته شده است. این In vivo Therapeutics کمپانی 

هاي داربست به طور موثري ایجاد اتصالات جدید بین سلول

 Humacyte. همچنین شرکت )28(کند عصبی را تسهیل می

اي صاف مویرگی هاي ماهیچهالعه کشت سلولبه بررسی و مط

 in vitroهاي جدید توبولار منفذدار در حالت بر روي داربست

و همکارانش یک داربست سه  Shaobo. )29(پرداخته است 

عدي الکتروریسی جدید متفاوت با سایر فیبرهاي الکتروریسی ب

شده ساختند تا شباهت بیشتري به معماري طبیعی ماتریکس 

خارج سلولی داشته باشد. نتایج کشت سلول بر این داربست 

   هاي کشت شده بر روي نشان داد که برخلاف سلول

ها روي هاي قدیمی که حالت صاف و پهن دارند، سلولداربست

آیند که ربست سه بعدي جدید به شکل برجسته در میدا

 in vivoها در حالت شباهت بسیار زیادي به مورفولوژي سلول

دارد. نتایج این تحقیق افزایش پنج برابري را در تکثیر سلولی 

  .  )13(در مقایسه با حالت دوبعدي گزارش داد 

براي افزایش اتصال و  ش، حویزي و همکاران2013در سال 

این پلیمر را با  PLAها بر داربست سه بعدي تکثیر سلول

تین ادغام کردند. نتایج آنها نشان داد که داربست جدید ژلا

براي اتصال و زنده ماندن  PLA/gelatinالکتروریسی شده 

تر بود و زیست سازگاري هاي فیبروبلاست مناسبسلول

و  Shalumon. همچنین )30(بالاتري از خود نشان داد 

از ترکیب داربست پلیمري صناعی  2015ل همکارانش در سا

poly (l-lactic acid) (PLLA)  با بیوپلیمر ژلاتین براي افزایش

هاي عروقی ها در براي مهندسی بافتچسبندگی سلول

، رنگ آمیزي فلئورسنت SEMاستفاده کردند. نتایج حاصل از 

هاي زنده و افزایشی را در تعداد سلول ،و آزمون بقاي سلولی

متناسب با وجود  SMCsو  HUVECsهاي سلولتقسیم 

 
با استفاده از میکروسکوپ فلوروسنت و  PLA/Waxهاي بنیادي مزانشیمی کشت داده شده بر داربست مقایسه تعداد سلول -الف  .4شکل 

 . 40Xبزرگنمایی  .7و  5، 3، 1در روز هاي  PLA/Waxهاي بنیادي بر انواع داربست نمودار تراکم سلول -ب DAPIرنگ آمیزي با رنگ 

 



 273/ و همکاران  شفاف نایت                                                                                                      1400 پاییز    3 شماره   31 دوره

. در زمینه مهندسی بافت )31(ژلاتین در داربست نشان داد 

نیز محققان در تلاش هستند تا با تعدیل و بهبود کیفیت 

هاي الکتروریسی، بازده تکثیر و تمایز سلولی را افزایش داربست

هاي مختلف در غلظت PLGA، سوبستراي ايدهند. در مطالعه

NaOH کربوکسیل و هیدروکسیل  هايهیدرولیز شد تا گروه

هاي عملکردي با به علاوه، گروه .در سطح فیبرها افزایش یابد

EDC/NHS  فعال شدند تا با کلاژن پیوند شیمیایی برقرار

کنند. کلاژن به هدف افزایش فعالیت زیستی به داربست سه 

هاي رده بعدي الکتروریسی شده اضافه شد و سلول

آن کشت شد. نتایج نشان کراتینوپسیت و فیبروبلاست، روي 

داري در هاي کراتینوسیت به طور معنیداد که تکثیر سلول

داربست تعدیل شده با حضور لایه سطحی کلاژن بیشتر بود 

انجام شد،  2019. در تحقیق دیگري که اخیرا در سال )32(

هاي ابریشم الکتروریسی شده به یک لایه سطحی از فیبروین

هاي پستان به منظور تعدیل سطح آنها براي اتصال ایمپلنت

ها و همچنین تکثیر چسبندگی سلول سلول ها افزوده شد و

آنها بر روي این داربست با پوشش ابریشمی آزمایش شد. نتایج 

نشان داد که زیست سازگاري داربست حاصل شده افزایش 

هاي کراتینوسیت کشت شده بر روي پیدا کرده و بقاي سلول

. در مطالعه حاضر نیز )33(داري افزایش یافت آن به طور معنی

ن موم به طور مشابه توسط افزود PLAبا تعدیل داربست 

هاي بنیادي سازگاري این داربست براي کشت سلول

مزانشیمی و چسبندگی آنها و همچنین بازده کشت سلول بر 

و همکارانش از  Tuerdimaimaiti این داربست افزایش یافت.

براي مهندسی بافت عروقی استفاده  PBAو  PLAهاي داربست

طریق روش را از  PLA/PBSهاي کردند. آنها داربست

هاي سلولزي را به سپس نانوفیبریل .الکتروریسی سنتز کردند

هاي حاصل شده داراي فیبرهاي یک شکل آن افزودند. داربست

بودند که حالت سه بعدي مطلوبی داشتند، زیست سازگار 

بودند، خصوصیات مکانیکی مناسبی درمقایسه با بافت اصلی 

سیل بالایی براي بدن نشان دادند و به طور کلی داراي پتان

و همکارانش  Stenhamre. )27(مهندسی بافت عروقی هستند 

هاي تحقیقی انجام دادند تا به ارتباط اتصال و تکثیر سلول

غضروفی پس از گسترش در محیط آزمایشگاهی و نوع 

    فیبرهاي موجود در داربست هستند پی ببرند. آنها 

را با دو مورفولوژي مختلف تولید کردند که  PLAهاي داربست

هاي میکروفیبر اي میکروفیبر و داربستهشامل داربست

هاي غضروفی بالغ سپس سلول .پوشیده شده با نانوفیبر بود

روز کشت شدند  28مفصل انسان در این دو داربست به مدت 

هاي و نتایج آنها نشان داد که وجود نانوفیبر بر تکثیر سلول

غضروفی موثر است و شکل کلی سه بعدي محیط اطراف 

گذارد.  مطالعه ها تاثیر میبر تمایز مجدد سلولها بیشتر سلول

تن داربست بهینه براي مهندسی بافت یافتواند بر آنها می

طور که نتایج این تحقیق هم نشان  غضروف مفید باشند. همان

دادند، ضخامت فیبرهاي تشکیل دهنده داربست نقش مهمی 

ها حین کشت در بهبود تکثیر و رشد و تمایز و گسترش سلول

. در تحقیق حاضر نیز هدف از افزودن )34(ه بعدي دارند س

، کاهش ضخامت فیبرهاي حاصل شده PLAموم به داربست 

هاي کشت داده شده و همچنین بهبود وضعیت اتصال سلول

افزایش رشد و تکثیر آنها از روش الکتروریسی بود. نتایج 

و  Stenhamreتحقیق حاضر در راستاي نتایج تحقیق 

کند. در زمینه مهندسی قرار دارد و آنها را تایید می همکارانش

ژنتیک و مهندسی بافت، پلیمرهاي سنتتیکی بیشترین کاربرد 

زیست تخریب پذیر هستند که شامل  وو اهمیت را دارند 

PLA  26(است نیز( .  

دهد که داربست نتایج حاصل از این تحقیق نشان می

PLA/Wax هاي بستر مناسبی جهت اتصال و رشد سلول

مزانشیمی حاصل شده از ژله وارتون بندناف انسان بنیادي 

آورد. علاوه بر این، نتایج تایید کننده افزایش معنی میفراهم 

   .است PLA/Waxدار بقا و تکثیرسلولی با استفاده از داربست 

  

  تقدیر و تشکر

 1399هزینــه ایــن تحقیــق از محــل اعتبــارات پژوهانــه ســال 

اسـت.  شده هواز تامین معاونت پژوهشی دانشگاه شهیدچمران ا

نویسندگان این مقاله کمال تشکر و قدردانی خود را از معاونـت  

خـاطر  اهـواز بـه    آوري دانشـگاه شـهید چمـران   پژوهشی و فن

  .دارندهاي مالی اعلام میحمایت
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