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  چكيده
هاي بنيادي روي آن رشد سلول منظورزمينه دستيابي به داربستي متعدد در يمطالعات :مقدمه و هدف

) PEO(پلي اتيلن اكسـيد  -پذير كيتوسانارائه داربست زيست تخريب ،ن تحقيقهدف از اي .استشدهانجام
) BMSCs(هاي استرومايي مغز استخوان با بررسي توانايي رشد، تكثير، عدم تمايز و مرگ سلولي سلول

 .استروي آن 

 
بـه روش   20بـه   80و10بـه   90 بـه نسـبت   PEO-ابتـدا تشـكيل نانواليـاف كيتوسـان     :هامواد و روش

اين اسكافولد روي  ؛مورد بررسي قرارگرفت (SEM)الكتروريسي، توسط ميكروسكوپ الكتروني روبشي 
هاي از استخوان ران موش BMSCsهاي سلول. شداستريل ،اي قرارگرفتهخانه 24 در پليت درصد 1 ژلاتين

وان گـروه شـاهد و هـم    عنهاي خالي پليت بهو پس از سه مرحله پاساژ در خانه صحرايي بالغ استخراج
طي روزهاي دوم، چهارم و  ،هاي در حال مرگميزان تكثير، عدم تمايز و سلول. شددادهروي داربست كشت

  .گرفتارششم مورد بررسي قر
 

. بـود  ، مشـابه گـروه شـاهد   بـا  ،شدهروي داربست حفظها كه مورفولوژي سلول نددادنتايج نشان :نتايج
بـا ميـزان تكثيـر     دارمعنـي  ياختلاف ،يافتهست در روزهاي متوالي افزايشدارب ها رويميزان تكثير سلول

هـاي  درصد تمايز سلولكه  نددادها همچنين نشانيافته ؛ها در گروه شاهد نداشتها در كشت سلولسلول
BMSCs شده روي داربست در مواجه با داربست دادههاي كشترصد ميزان مرگ سلولي نيز در سلولو د
  .بودمشابه گروه شاهد  باروز ششم در پايان 

 
زيسـت   PEO-روي نانواليـاف كيتوسـان   BMSCsو عـدم مـرگ سـلولي     تمـايز  عدم تكثير، :گيرينتيجه
مـورد  در مهندسـي بافـت و سـلول درمـاني     توانـد  كه مي منجرشده مدلي از داربست ئبه اراپذير تخريب

  .گيرداستفاده قرار
 

   BMSCs داربست،نانوالياف، كيتوسان،  :كليدي واژگان
�
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  مقدمه
ي با خصوص كشت سلولي بيولوژيكي درها دستاورد

يكي  ،حاضرپذير درحالاستفاده از مواد زيست تخريب
نانوالياف، ساختار و . ستها روشترين از اميدبخش

 و مشابه ماتريكس خارج سلولي دارد يعملكرد
د در كنار موا ها كه سلول ندادادهمطالعات نشان

تواند رشد و تكثير يابد  خوبي مينانوساختار غيرسمي به
 براي ساخت نانوالياف منظوربه ي مختلفيندهايافر). 1(

كشش،  مانند هاي ليفي ميكرو يا نانو ايجاد ماتريكس
 ي، سنتز قالبي، جداسازي فازي و الكتروريسييخودآرا
در الكتروريسي محلول پليمري با  .اندشده معرفي

طب مخالف بار الكتريكي دو ق ميانرا  مناسب ويسكوزيته
با اعمال اختلاف پتانسيل بالا به ساخت نانو  قرارداده،

ساخت نانوالياف به روش  در ).2(كنند  مياقدامالياف 
اي سنتزي و طبيعي مختلفي الكتروريسي از پليمره

-به وترند پليمرهاي طبيعي ارجح اغلب،ه كه شداستفاده

براي تهيه ساختارهاي نانوليفي ادي هاي زي تلاش تازگي،
يي نيز ها است كه با موفقيتشدهارائه پايه كيتوسانبر

سان، يكي از پليمرهاي كيتو .)3( استهمراه بوده
پذير و زيست سازگار با بدن زيست تخريب

كه اين  داردهاي خاصي نيز  ويژگي بوده،انسان 
ي زيستي، ها پليمر را براي بسياري از زمينه

-كردهدارورساني و ژن درماني مناسب پزشكي،

به همراه كيتوسان در هنگام  PEOاستفاده از  .)4( است
يند ريسندگي، بهتر و اشود كه فر الكتروريسي موجب مي

آوردن ساختارهاي دستهو براي ب شودتر انجامراحت
و X-100 ليفي يكدست و بدون گره، بهتر است كه تريتون 

عنوان سورفكتانت و يب بهترتولفوكسايد بهدي متيل س
آل  هاي ايده سلول). 5(اضافه شود نيز به آن كمك حلال 

براي پيوند بايد خصوصياتي نظير دستيابي آسان، قدرت 
عدم تكثير سريع در محيط كشت، قدرت حيات طولاني، 

 ،BMSCsهاي  باشند كه سلولرد پيوند در ميزبان را داشته
توليد ها قادر به لاين سلو ند؛داراين صفات را   تمامي

انواعي از فاكتورهاي رشد، فاكتورهاي تروفيك و 
درماني و مهندسي بافت بوده، در سلول هاسايتوكاين

 .)6(گيرند  بسيار مورد استفاده قرارمي

ه داربستي زيست ئارا ،هدف از مطالعه حاضر 
است كه  PEO-كيتوسان نانوالياف ازو  پذيرتخريب
 بيشترين تكثير سلولي و روي آن، BMSCsهاي  سلول

در مواجه با آن بدون  سلولي را داشته، ميرومرگكمترين 
  .بمانندباقي تمايز
  

  ها مواد و روش
  مواد

 85با  (Mw=190kD)كيتوسان با وزن ملكولي متوسط 
از  (DMSO)و  PEO (Mw=900kD)دي استيله، درصد 

 پودر ژلاتين،، استيك اسيد گلاسيال. شركت سيگما

درصد  04/0، اتيلن دي تترا آمين درصد 25/0تريپسين 
)EDTA 0.04%(ها از شركت مرك  ها و رنگ ، معرف

محيط . كتامين و زايلازين از شركت آلفاسن هلند. آلمان
-Xاز شركت جيبكوي انگليس و تريتون  α-MEMكشت 

 برايهاي رت  موش. شد از شركت فلوكا خريداري 100
ات آزمايشگاهي ، از آزمايشگاه حيوان(BMSCs)استخراج 

) عج... (اب پژوهشگاه بقيه امركز تحقيقات علوم اعص
  .ندشدتهيه
  

  براي الكتروريسي ها تهيه محلول
كيتوسان و  حجمي -وزني درصد 2ي ها ابتدا محلول

 5/0در اسيد استيك  PEO حجمي -وزني درصد 3
سپس  ؛شدندهريك جداگانه تهيه شده،حل مولار

 - حجمي 10به  90و  20به  80ها با نسبت  محلول
-ساعت به 5مدت مخلوط و به) PEO-كيتوسان( حجمي

  .شدندزدههم
  

  نانوالياف الكتروريسي
 درصد 2و  بالاشده ي تهيهها يك از محلولهر

با سر  ml  2در سرنگ) 0به  100(كيتوسان خالص 
و سپس داخل دستگاه  شدريخته mm 5/0سوزن 

طب دو ق ميان) ايران/  FANAVARSAN(الكتروريسي 
 اختلاف پتانسيل  با اعمال ولتاژ با شده،دادهمخالف قرار

kv22 – 18 شكل و ميانگين . شداقدامتهيه نانوالياف  به
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قطر نانوالياف حاصل از روند الكتروريسي با استفاده از 
ساخت كشور  VP 1455مدل   LEOشركت SEMدستگاه 

تعيين ميانگين ضخامت  منظوربه. شدانگليس تعيين
از نقاط مختلف تهيه و از هر  SEMتصوير  5نوالياف، نا

  .آمددستبهنانوالياف  10ميزان ضخامت  ،تصوير
  

  BMSCsهاي  استخراج سلول
- سلولبا رعايت اصول كار با حيوانات آزمايشگاهي، 

ي بالغ يهاي ران موش صحرااز استخوان BMSCsهاي 
ن بدي شدند؛هفته استخراج تا هشت 6نژاد ويستار با سن 
 mg/kg50 مخلوط  ،كردن حيوانبيهوشترتيب كه پس از 

توسط محلول بتادين ) 7(زايلازين  mg/kg5 كتامين و 
درصد اندام خلفي و پشت حيوان  70جراحي و الكل 

ها از وسط سپس استخوان شد،طور كامل ضدعفونيبه
-ميلي 1حاوي  ml5 يو با استفاده از سرنگ ندنيم شددو

ان از داخل كانال ، مغز استخوα-MEMليتر محيط كشت 
محتوي داخل سرنگ در زير هود در . شداستخوان آسپيره

، شدهريخته FBS 10%سانتي حاوي محيط و  6پليت 
 ؛قرارگرفت) انگليس/ CO2 )MMMسپس در انكوباتور  

يط كشت سلولي با محيط مح ،ساعت 24پس از گذشت 
 ترومائي چسبيده به كفهاي اسسلول. شدتازه تعويض
. شدندهاي خوني شناور حذفسلول ،اندهمفلاسك باقي

هاي چسبيده به كف فلاسك به كه تراكم سلول هنگامي
 Trypsin %0.25  ها توسطسلول ،درصد رسيد 80تا  70

پاساژ  سهاين عمل تا  ؛شدندپاساژداده EDTA % 0.04و
ها از مورفولوژي سلول ،در اين شرايط ؛يافتادامه

  .شدند مندبهرهيكساني 
  

  كشت سلول و بررسي آن
 20به  80و  10به  90نانوالياف با نسبت ابتدا 
 24 به كف پليت درصد 1توسط ژلاتين  PEO-كيتوسان

و  درصد 70و سپس توسط الكل  شدچسباندهاي  خانه
ساعت در فاصله نيم متري  1مدت همچنين قرارگرفتن به

  .شدنداستريل UVاز اشعه 
 پيشين،مرحله  سومژ پاسا BMSCsهاي  از سلول

تعداد در سوسپانسيون سلولي تهيه و پس از بررسي 

بودن آنها توسط تريپان بلو، واحد حجم و زنده و مرده
هاي كشت سلولي  از پليت يكسلول به هر 5×103تعداد 

و دماي درصد  CO2  5اضافه شد و سپس در انكوباتور 
  . شدگراد قراردادهدرجه سانتي 37

هايي از پليت بدون ژلاتين و  خانه ،گروه شاهد
يي از پليت كه فقط ها خانه ،ژلاتين گروه ونانوالياف 

  .هستنداند شدهژلاتينه
هاي زنده،  براي بررسي ميزان رشد و تكثير سلول

در روزهاي دوم، چهارم و  ي مورد نظرها از خانه يكهر
مشاهده و ) آلمان  Leica /(ششم با ميكروسكوب اينورت 

ديجيتال متصل به ميكروسكوپ توسط دوربين 
)INFINITY1 از آنها ي مختلف ها با بزرگنمايي) كانادا

ميدان  پنجها،  شمارش سلول منظوربه. شدگرفتهعكس
 صورت تصادفي انتخاببه 10x شيئي ميكروسكوپي با لنز

 هاميدان شمارش و ميانگين آن ها در هر و تعداد سلول
و هر دفعه در چهار  بار تكرارو اين كار تا سه شدگرفته

  .شدخانه تكرار
  

  هاي در حال مرگ سلولبررسي 
تعيين مرگ سلولي از  منظوربهدر پايان روز ششم 

استفاده و   (2mg/ml)ماده فلورسنت آكريدين اورنج
عنوان هسته نارنجي و سيتوپلاسم قرمز بههاي با سلول
هاي با هسته و هاي در حال مرگ و سلولسلول

-گرفتههاي زنده درنظرعنوان سلولبهسيتوپلاسم سبز 

 سه كمدستدر  سلول صد تعداد ،شمارش براي و ندشد
 صورت تصادفيبه 10x شيئي ميدان ميكروسكوپي با لنز

، هاي در حال مرگ سلول ،كه از اين تعداد ندشدشمارش
هاي در حال  ميانگين درصد سلول ،نهايتمشخص و در

   .آمددستهمرگ ب
  
 سيتوشيمينوايمو

 30مدت ثبوت به برالي ششمها در پايان روز لولس
گرفته، سپس با قرار درصد 10معرض فرمالين دقيقه در 

PBS  در معرض  ها نمونه. شدندشستهاي  دقيقه 5سه مرتبه
درصد  Triton X-100 3/0و  درصد 10مخلوط سرم بز 

 كردنپس از رقيق. ندشدساعت قرارداده 1مدت به
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و  Fibronectin موشيضدوليه هاي ا باديآنتي 1:100
CD44 ها، بودن سلولتروماييتعيين بنيادي و اس براي

گراد درجه سانتي 4 مدت يك شب در درجه حرارت
مانند  PBSاز انجام شستشو با  ها پسسلول. شدانكوبه
-ساعت در دماي محيط در معرض آنتي 2مدت  گذشته

- رقرا FITCكونژوگه به ) 1:200(موشي بادي ثانويه ضد
ها توسط  نمونه. شدانجام PBSسپس شستشو با  ند؛گرفت

مورد ) آلمان Leica / (ميكروسكوپ فلورسانس اينورت 
از اتيديوم ها شمارش سلول براي. گرفتبررسي قرار

دقيقه استفاده و شستشو  1مدت درصد به 01/0برومايد 
نحوه شمارش بدين ترتيب بود كه  ؛شدانجام PBSتوسط 
تعداد  ،شده در مناطق مختلفشمارشسلول  صداز هر 
اين  ؛شدهر گروه ثبت هاي ايمونوپوزيتيو مشخصسلول

انجام و اي  خانه 24روي سه خانه از پليت  ،كار
  .شددرمجموع آزمايش سه بار تكرار

  
  تحليل آماريوتجزيه

حسب بر پس از سه دفعه تكرار تمام مقادير
Mean±SEM وسط ت آمدهدستهاطلاعات ب. استشدههئارا

و  (ANOVA)طرفه روش آماري آناليز واريانس يك
داري سطح معني ،مورد مقايسه قرارگرفته Tukeyآزمون 

  .شدگرفتهدرنظر P<0.05درحد 
  

 نتايج

  نانواليافريز ساختار 
بيانگر  از نانوالياف تصاوير ميكروسكوپ الكتروني

خالص به دليل  كيتوسان درصد 2اين است كه محلول 
 ،خوبي قابليت تشكيل ليف را نداشتهلا بهويسكوزيته با

اما  است؛منقطع و داراي گره فراوان  ،نانو الياف حاصل
به  90 هايبا نسبت /PEOاز محلول كامپوزيتي كيتوسان

اف يكدست، پيوسته و بدون گره، نانو الي 20به  80 و 10
 ؛آمددستبه nm10±200 و nm10±250ترتيب به قطر به

غلظت محلول كامپوزيتي  كه دداموضوع نشان اين
 داراي 20به  80 و 10به  90هايبا نسبت /PEOكيتوسان

 با خوبيبه پليمري زنجيرهاي ،بوده ويسكوزيته مناسب

 در گره تشكيل عدم به كه اندداشتهدرگيري يكديگر

رسد كه نانوالياف  نظرميبه. استشدهمنجرنانوالياف 
 20به  80با نسبت  /PEOمحلول كامپوزيتي كيتوسان

-به است اما مندبهره بالاتر ياز كيفيت ،تر بودهيكدست

دار معني ياختلاف ،در ضخامت اين نانوالياف كليطور
 .)1شكل (شت ندااين دو نسبت وجود ميان

  
  

  

  

  

  

  

يد قادر به تول به خوبي )كيتوسان خالص(كيتوسان % 2محلول  )A: (از نانوالياف الكتروريسي شده SEMتصوير . 1شكل 
- از كيتوسان 20به  80و  10به  90به ترتيب نانوالياف حاصل از محلول ) C( و) B( .است و داراي گره فراوان نانوالياف نبوده

PEO، باشند كه به صورت يكدست، پيوسته و بدون گره مي  
  

  رشد و تكثير سلول روي نانوالياف
ها در هر دو گروه شاهد و  ميزان رشد و تكثير سلول

 40حدود ) 2شكل  Dو  Aتصاوير (ر روز دوم ژلاتين، د

 85) 2شكل  Eو  Bتصاوير ( و در روز چهارم درصد
طور به) 2شكل  Fو  Cتصاوير ( و در روز ششم درصد
از لحاظ ميزان رشد  مشخص يبود و تفاوتپر شدهكامل، 
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ولي از لحاظ  ؛نشددو گروه ملاحظه ميانو تكثير در 
ها  سلول درصد 1 كل سلولي، در محيط حاوي ژلاتينش
درصد . رسيدند نظرميتر بهپهن و بزرگ ،كاملطور به

به  90در روي نانوالياف  هاتكثير سلولتلاقي و ميزان 
و در روز  درصد 15 حدود )2شكل  G(در روز دوم  10

تمام  (I)و در روز ششم  درصد 55 )2شكل  H( چهارم
 چسبيده وهمكامل بهطور بهها  سطح پليت پر و سلول

ها در روي  ميزان رشد و تلاقي سلول. بودندفشرده شده
 25حدود  )2شكل  J( در روز دوم 20به  80نانوالياف 

و در  درصد 55 )2شكل  K( و در روز چهارم درصد
از پليت پر  درصد 95بيش از  )2شكل  L( روز ششم
نيز  دارمعني ياختلاف ؛)1و نمودار 2شكل (  شده بودند

  .نداشتها وجودوهگر مياندر اين خصوص 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

- كيتوسان 20به 80و 10به  90ي زنده با ميكروسكوپ اينورت در چهار گروه شاهد، ژلاتين، نانوالياف ها تصوير سلول .2شكل 
PEO ميانمشخص از لحاظ ميزان رشد در  يتفاوت. دهد ميي دوم، چهارم و ششم پس از كشت سلول را نشانها در روز  

 ،كاملطور به ها سلول درصد1نشد ولي از لحاظ شكل و حالت سلولي، در محيط حاوي ژلاتين ژلاتين ملاحظه دو گروه شاهد و
همچنين  ند؛اشكل و كشيدهدوكي ها ميزان پراكندگي در تمام سطوح يكسان و سلول ؛رسندنظرميبه تركشيده و چسبنده

- را نشان) I(و روز ششم ) H(، روز چهارم )G(در روز دوم  10به  90در مجاورت نانوالياف  ها تصاوير شكل و ميزان رشد سلول

مشخص از لحاظ ميزان رشد و شكل  يبوده و تفاوت 10به  90مشابه  20به 80در مجاورت نانوالياف  ها ميزان رشد سلول. دهد مي
 .اندفرورفتهدرهمچسبيده و همكامل بهطور به ها تمام سطح پليت پر و سلول ،در روز ششم .نشدمشاهده ها سلول

  

  
  
  
  

 هاي شاهددر گروه. دهد ميي مختف را نشانها در گروه BMSCsي ها تكثير سلول ميزانمقايسه ميانگين . 1نمودار 
(Cont) ژلاتين ،(CG)  10به  90و نانوالياف (90F) ؛ شود ميبه روز دوم مشاهدهداري در روز چهارم نسبتافزايش معني

 از ها در هر دو گروهتكثير سلول ميزانميانگين . دار نيستمعني 20به  80ر گروه نانوالياف دكه اين اختلاف درحالي
روزهاي  ميانكه در حاليدر ؛رم بيشتر استبه روز چهاداري نسبتطور معنيهدر روز ششم ب 20به  80و   10به  90نانوالياف

  .گونه نيستاينهاي شاهد و ژلاتين چهارم و ششم در گروه
  چهارمدار با روز د اختلاف معنيوجو* 
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  ششمدار با روز وجود اختلاف معني €
 بررسي مرگ سلولي

ها  سلول بيشترطوركه در تصاوير مشخص است همان
ها زنده بودند و درصد كمي از سلول ،پس از شش روز

 داريمعنيشدند كه هيچ اختلاف  ، دچارمرگ سلولي به
  .)3 شكل(اشت ها وجودندگروه مياننيز در اين خصوص 

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

ي ها آميزي آكريدين اورنج از سلولرنگ. 3شكل 
BMSCs  است كه سوم در روز ششم پس از پاساژ 

و سيتوپلام سلول  به رنگ سبز ي زندهها سلول هسته
تصاوير فلورسنت . دنشو ميديدهمرده به رنگ نارنجي 

(A گروه شاهد؛  (Cگروه ژلاتين؛ (E  10به  90نانوالياف 
 B،  D ،Fميكروگراف  .هستند 20به  80نانوالياف   G)و
از تصاوير مقابل  همان ميدان فازكنتراست تصوير Hو 

  .دهد مينوك پيكان سلول در حال مرگ را نشان .است
  هاي در حال مرگ در پايان روز ششمدرصد سلول. 1ل جدو

 ايمونوسيتوشيمي

ارزيابي خلوص و اثبات عدم تمايز  منظوربه
 نوسيتوشيميوايمآميزي ، از رنگBMSCsهاي  سلول

آميزي تصاوير فلوروسنت از رنگ 5شكل .  شداستفاده

و  Fibronectinآنتي بادي اوليه ايمونوفلورسانس آنتي
دهد در اين  ميرا نشان BMSCsهاي   سلول CD44آنتي 
- ي قرمز نشانها رنگ با هستهي سبزها سلول ،مرحله

هستند؛ ها بودن سلولبودن و استروماييادييدهنده بن
ها در مواجه با نانوالياف ثابت شد كه سلول همچنين،

ها گروه ميان مشخص ياختلافو  نيافتندتمايز
ها هنگام شدن هسته سلولبراي مشخص. نداشتوجود

 1مدت به µg/ml  100از محلول اتيديوم برمايد شمارش
  .)4شكل(شد استفاده دقيقه
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  
  
  

 هايباديآميزي ايمونوفلورسانس آنتيرنگ . 4شكل 
 CD44و  )تصاوير سمت چپ( Fibronectinاوليه 

 .است BMSCsهاي سلولاز  )تصاوير سمت راست(
 به كونژوگه FITC نور فلورسانس مرتبط با تابش
به رنگ سبز  است كه موشيضد بادي ثانويهآنتي
گروه   D)و C) ،گروه شاهد B)و   A).شود ميديده
 80/20نانوالياف  H)و  G) 90/10نانوالياف  F)و  E)ژلاتين 

ها از محلول شدن هسته سلولبراي مشخص. هستند
  .ستاشدهاستفاده اتيديوم برمايد

  
 گيري بحث و نتيجه

روي داربست توانستند بر  BMSCsهاي  سلول
 و رشد زيست تخريب پذير PEO-نانوالياف كيتوسان

 بدون تمايز و مناسبي داشته و همچنين بدون تكثير

ميانگين درصد سلولهاي در   ها گروه
  حال مرگ در روز ششم

 2/3±2/0  شاهد

 6/2±5/0  ژلاتين

  4/2±3/0  20به  80نانوالياف 
  2/3±6/0  10به  90نانوالياف 
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ي از سلول داربست باقي بمانند و بنابراين مرگ سلولي
  .به دست آمدنانوالياف 

 امترهايعوامل و پار نانوالياف الكتروريسيدر 
اري مانند ولتاژ، نرخ زچه از لحاظ سخت اف متعددي

تغذيه و فاصله بين نوك سوزن با صفحه جمع كننده و 
چه از لحاظ فيزيكي و شيميايي محلول پليمر مانند 
ويسكوزيته، رسانائي الكتريكي و غلظت پليمر به شدت 

الياف را تحت  اين تواند نحوه شكل گيري و شكل مي
  .)5( تأثير قرار دهد

به  در بدن نقص يا آسيب يهاي درمان روش امروزه
هاي  هاي پوستي، استفاده از لايه ويزه زخم و آسيب

تهيه شده از پليمر كيتوسان  نانوالياف بسيار نازك
آزمايشات و تجربيات مختلف، نشان داده . باشد مي

سرعت ترميم جراحت، نسبت به است كه در اين روش 
شتر بوده و خود كيتوسان به هاي مرسوم، بي ساير روش

لحاظ زيست سازگاري، زيست تخريب پذيري و عدم 
هاي دفاعي بدن نقش موثري در ترميم و  تحريك پاسخ
از طرفي براي انجام سلول درماني از  ).8(بهبودي دارد 

توان استفاده كرد كه از آن  منابع سلولي متفاوتي مي
ان توان به سلولهاي مزانشيمي مغز استخو جمله مي
رسد با تلفيق اين دو روش  به نظر مي .اشاره كرد

درماني بتوان راهكار مناسبي پيدا كرد تا باعث هم 
  . افزايي اثر شود
 و همكارانش در سال Bhattaraiاي كه  در مطالعه

هاي  هاي مختلفي از محلول انجام دادند، درصد 2005
يسي قرار وررا مورد الكتر  PEOكامپوزيتي كيتوسان و

 PEO-نانوليفي كيتوسان يو نشان دادند كه غشا دادند
ساختار خود را در آب به خوبي  10به  90هاي  با نسبت

هاي كندروسيت و  حفظ، و چسبيدن بهتر سلول
  ).5( ه استاستئوبلاست را در بر داشت

براي تعيين درصد خلوص  حاضردر تحقيق 
سلولهاي استرومائي به دليل وجود گليكوپروتئين 

در سلولهاي با منشأ مزانشيمي، سلولهاي فيبرونكتين 
BMSCs  برعليه اين گليكوپروتئين به روش

اين  بسيار بالايرنگ شدند، بيان  ايمونوسايتوشيمي

اين . پروتئين در سلولها مؤيد بنيادي بودن آنها بود
روش توسط ساير محققين نيز به كار گرفته شده است 

بادي از آنتي  BMSCsدر تاييد خلوص سلولهاي  )9(
CD44  نيز استفاده شد كه نتايج مانند آنتي بادي

اين . فيبرونكتين درصد بالايي از سلولها مثبت بودند
نتايج بر روي سلولهاي بنيادي مزانشيمي توسط ديگران 

و  Lamouryهمچنين . )10( نيز نشان داده شد
حيوان و انسان را در دو  BMSCsهمكارانش سلولهاي 

و با استفاده از آنتي بادي محيط جداگانه كشت داده 
هويت بنيادي  Oct-4ژن  mRNAضد فيبرونكتين و بيان 

  .)11(بودن آنها را تاييد كردند 
در مطالعه ديگري نشان داده شد كه امكان تكثير و 

مغز استخوان انساني  هاي بنيادين مزانشيمي تمايز سلول
ها بر روي نانو داربستي متشكل از  به سمت هپاتوسيت

رولاكتون، كلاژن و پلي اترسولفون وجود دارد پلي كاپ
داربست مذكور براي اين منظور بسيار مناسب بوده و 

و نوع سلول استفاده شده در اين تحقيق از  )12(است 
هاي مورد مطالعه ي ما بوده  همان سلول نظر رده سلولي

كه هدف اصلي آنها تمايز . است ولي از نوع انساني آن
هاي كبدي بوده است  لولها به سمت س اين سلول

پيگيري كرده  21و  20ها را تا روز  اين كشت سلولابربن
اند در حالي هدف ما عدم تمايز سلولي و حفظ بنيادي 

زيرا  مورد تاكيد بوده است مطالعه بودن آنها در طول
پتانسيل تمايز بالاي اين سلولها در محيط درماني و 

ستيابي ترميمي ضمن تاثير بيشتر در درمان موجب د
  .شود به اين داربست در زمان بسيار كوتاهي مي

و همكارنش سلولهاي  Mengyanاي  در مطالعه
هاي مختلفي از نانوالياف  ميوبلاست رت را روي درصد

ژلاتين و پلي آنيلين كشت دادند و ميزان رشد و تكثير 
ها را در روزهاي دو، چهار و  و همچنين شكل سلول

و نتايج، تفاوت قابل  ششم مورد بررسي قراردادند
هاي مختلف چه از لحاظ ميزان  اي را در گروه ملاحظه

رشد و تكثير و چه از لحاظ مورفولوژي نشان نداد كه 
نتايج حاصله بسيار مطابقت با نتايج تحقيق ما داشت 

)13.(  
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ساعت  48رسد در  در مطالعه حاضر به نظر مي
هاي  ها بر روي نانوالياف نسبت به روز ابتدايي، سلول

هاي شاهد و ژلاتين رشد و  بعدي و يا نسبت به گروه
تكثير كندي دارند ولي با گذشت زمان در روزهاي 
چهارم و ششم با تطبيق خود با شرايط رشدشان به 
سرعت افزايش يافته است كه اين موضوع در تحقيق 

Mengyan به  .)13( و همكارانش نيز اينگونه بوده است
اينورت از  پطور كلي تصاوير ميكروسكو

افزايش رشد  حاضردر مطالعه   BMSCsزندههاي  سلول
-به نانوالياف كيتوسان BMSCs هاي  و چسبيدن سلول

PEO نشان داد كه ، و تاييدهاي متوالي  طي روز را
  .شكل سلول در طول مطالعه حفظ شده است

اينكه با توجه به  توان گفت در نتيجه گيري نهايي مي
الياف نانوتوانند بر روي  تي ميبه راح  BMSCsهاي سلول

رشد و تكثير مناسب، و مرگ سلولي  PEO-كيتوسان
بسيار كمي داشتند و با توجه به اينكه سلولها در اين 
مدت دچار تمايز نشده و همچنان بنيادي بودن خودشان 
را حفظ كردند، بنابراين داربستي زيست تخريب پذير 

اي  ك هفتهنانوالياف در مدت زمان كوتاه ي - از سلول
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Background and Objective: Several studies have been performed to 

achieve a scaffold for growing stem cells. The purpose of the study was 
to provide a biodegradable scaffold of chitosan - poly ethylene oxide 
(PEO) with the ability for growing, proliferation, un-differentiation and 
apoptosis of bone marrow stromal cells (BMSCs). 
 

Materials and Methods: First, formation of chitosan-PEO nanofibers 
composed of 90 to 10 and 80 to 20 per electro technique were studied by 
scanning electron microscope (SEM). These scaffolds were located on 
1% gelatin in 24-well plates and were then steriled. Femoral BMSCs of 
rats were cultured on scaffolds after two passages from the house empty 
plate as controls. BMSCs proliferation, differentiation and apoptosis were 
studied in days II, IV and VI. 

 
Results: The results showed that the morphology of cells was 

maintained on scaffolds similar to controls. The rate of cell proliferation 
on the scaffold on consecutive days increased in cultured cells of control 
group but the differences were not significant. The results also showed 
that at the end of the six days, BMSCs differentiation and the percentage 
of cell death on the scaffold were similar with cultured cells in control 
group. 

 
Conclusion: Proliferation, un-differentiation and no apoptosis of 

BMSCs on biodegradable chitosan-PEO nanofiber are obtained as a 
model that can be used in tissue engineering and cell therapy. 

 
Key words: Nanofibers, Chitosan, Scaffolds, Bone Marrow Stromal 

Cells 
 

Received: 2012/11/20 

Last revised:2013/1/26  

 Accepted:2013/2/6  

 


