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 يدهچک

ک پروسه بسيار مهم ي. القا تمايز استخواني استدر ترميم بافت استخوان در علم پزشکي  روندهشيپمهندسي بافت استخوان يک رويکرد  :هدف و زمينهپيش
. در شوديمستفاده اکشت سلول  يبعدسهداربست  عنوانبهيک پليمر طبيعي در مطالعات مهندسي بافت استخوان  عنوانبهبراي ترميم استخوان است. فيبرين 

  قرار گرفته است. يسموردبرربنيادي مزانشمي جدا شده از ژله وارتون انساني  يهاسلولاين مطالعه اثرات تمايز استخواني داربست هيدروژل فيبرين بر 
داربست هيدروژل  يبعدسهو کشت  يدوبعددو گروه کشت  ر) دWJ-MSCsبنيادي مزانشيمي ژله وارتون بند ناف انساني ( يهاسلولپاساژ سوم : کار مواد و روش

 ۲۱به مدت  هاسلولبه هر دو گروه اضافه شد. اين  کيوتيبيآنتو يک درصد  FBSدرصد  ۱۰حاوي  DMEM Low Glucoseفيبرين کشت داده شدند. محيط 
تانسيل تمايز استئوژنيکي پ. در پايان دوره، شديمهر سه روز يک بار تعويض  هاآننگهداري شدند و محيط  2CO %۵و  گراديسانت Sدرجه  ۳۷روز در شرايط دماي 

  آليزارين رد انجام شد. يزيآمرنگبا بررسي فعاليت آنزيم آلکالين فسفاتاز و  هاآن
نقاط  يدوبعده کشت چشمگيري به رنگ قرمز درآمد. و در گرو طوربهآليزارين رد  يزيآمرنگمشاهده شد و با  يبعدسهمعدني شدن در گروه کشت : هايافته

 يريگاندازه ٨٥/٦±٤٦/٠رابر ب يدوبعددر گروه کشت  و ٦٤/١٤٠±٢/٤برابر  يبعدسهبسيار کمي مشاهده شد. فعاليت آنزيم آلکالين فسفاتاز در گروه کشت  قرمزرنگ
  .)(P≤0/001 بود داريمعن هاآناختلاف بين شد، که 

  در غياب فاکتورهاي استئوژنيک شود. استخواني يهاسلولبه  WJ-MSCsباعث تمايز  توانديمهيدروژل فيبرين : گيريبحث و نتيجه
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  مقدمه
وع پيدا کرده است يمختلفي ش يهايماريبدر جوامع امروزي، 

پيوند و عوارض استفاده از داروهاي  يهايدشوارو به علت وجود 
 هايماريببه دنبال راهي بهتر براي درمان اين  پژوهشگرانشيميايي، 

بهترين روش درمان است که امروزه  عنوانبههستند. سلول درماني 
 يهاسلولقرار گرفته است. سلول درماني، درمان بر اساس  موردتوجه

سلول درماني  يهاروشز بنيادي است. و مهندسي بافت نيز يکي ا

                                                             
  ران اهواز، اهواز، ايرانمکارشناس ارشد زيست شناسي تکويني، دانشکده علوم، گروه زيست شناسي، دانشگاه شهيد چ ١
  (نويسنده مسئول) ران اهواز، اهواز، ايرانمشناسي، دانشگاه شهيد چدکتراي بافت شناسي، دانشکده علوم، گروه زيست  ٢
  ران اهواز، اهواز، ايرانمدکتراي زيست شناسي تکويني، گروه زيست شناسي، دانشگاه شهيد چ ٣
  ران اهواز، اهواز، ايرانمدکتراي بيوشيمي، گروه زيست شناسي، دانشگاه شهيد چ ٤

 يفاکتورهايا  هامولکولاست که علاوه بر سلول دو بخش داربست و 
  .)۱( را دارد القاکننده

متابوليکي است و توانايي  ازنظرت فعال استخوان يک باف
اي از اتفاقات بيولوژيكي منظم مجموعه درواقعخود را دارد  يبازساز

و  هاسلولالقا و هدايت استخواني به همراه انواع متعددي از 
سيگنال مولكولي داخل و خارج سلولي با ترتيب زماني مسيرهاي 

اسكلتي و  زسازيبا مشخص است كه در جهت به حداكثر رساندن
کوچک بافت  يهابيآس. )۲( كندبازتواني عملكرد آن تلاش مي
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اما در برابر رفع  شونديم ميترميعيطباستخوان توسط اين بازسازي 
مادر زادي، تومورها و  يهانقصوسيع استخواني،  يهابيآس

ضايعات استخواني که اين  استجوش نخورده محدود  يهايشکستگ
 امروزه سبب بروز مشكلات طبي، اجتماعي و اقتصادي زيادي هستند

يکي از معضلات شايع در زنان  عنوانبه. بيماري پوکي استخوان )۳(
يائسه و مردان سالمند باعث شکستگي استخوان و کاهش طول عمر 

ميليون زن  ۲۲، ۲۰۱۰مار سال . طبق آ)۴( گردديم انتظاررقابليغ
 رونيازا. )۵( ميليون مرد در اتحاديه اروپا پوکي استخوان دارند ۵و 

ها يک روش بالقوه است که افزايش بهبود فعاليت استئوبلاست
کند که در اين راستا  تريطولانانسان را  هاونيليمعمر  توانديم

استخواني  يهانقصاتولوگ به  يهاسلولپيوند  منظوربه ييهاتلاش
. اما براي استفاده در سطح کلينيکال و گسترده )۶( انجام شده است

مختلفي  يهاروشامروزه  اين روش به تحقيقات بيشتري نياز دارد.
شود. مهندسي بافت يکي جهت بازسازي استخوان به كار گرفته مي

هاي جديد علم بيومواد است که با ايجاد ارتباط بين علوم از شاخه
و يا  دهيدبيآسيک بافت  ميترمباعثمهندسي و بيولوژي، 

در اين رويکرد، نخست . شوديمعملکرد يک بافت به آن  بازگرداندن
شود و سپس ساخته مي ريپذبيتخرستيزاربست متخلخل و يک د
. با کنترل شوديمروي آن کشت داده  موردنظربافت  يهاسلول

شرايط فيزيولوژيکي در خارج از بدن، بافت اوليه بر روي داربست 
و پس از کاشت در داخل بدن، با تشکيل بافت جديد،  شدهليتشک

و  فاكتورهاي رشد، ها. داربست)۱( دشوداربست تخريب مي
مهندسي بافت در  گانهسهاضلاع  عنوانبه سازاستخوان يهاسلول

استخوان به كار گرفته  بازسازيتحقيقات مختلف جهت افزايش 
  .)۷( اندشده

گردد، از عملکرد  هالولسداربست بايد بتواند باعث چسبندگي 
رشد  يفاکتورهامحافظت کند و همچنين در حضور  هاسلولدرست 

موادي  يکي ازشوند. فيبرين  موردنظربه دودمان  هاسلولباعث تمايز 
. فيبرين يک رديگيمقرار  مورداستفادهاست که در مهندسي بافت 

براي  دئاليايک سوبستراي  عنوانبهپروتئين غير حلال است که 
 هازخماتصال سلولي، تکثير و تشکيل ماتريکس خارج سلولي در 

 عنوانبهبوده و  ريپذبيتخرستيز. فيبرين بسيار شوديمشناخته 
 براي پيوند بافت با روش مهندسي بافتيک داربست هيدروژلي 

بنيادي مزانشيمي، منبع ارزشمند  يهاسلول .)۸( است مناسب
 يهابه افتبازسازي  منظوربهسلولي براي اهداف مهندسي بافت 

بنيادي مزانشيمي به  يهاسلولتوانايي تمايز مختلف هستند. 
هاي متعدد، در دسترس بودن نسبي و تكثير گسترده بدون از رده

مورد  را به منبع سلولي هاآنخاصيت چند ظرفيتي خود، دست دادن 
. )۱۰, ۹( تسلول درماني تبديل نموده اس يهاروشتوجهي براي 

بنيادي  يهاسلول كه استفاده از انددادهمشاهدات تجربي نشان 
در نقايص استخواني در مقايسه با نقايص بدون ماده يا  مزاشيمي

 يسازاستخوانبدون سلول موجب افزايش  يهادرمانهمراه با 
بنيادي  يهاسلولبنيادي،  يهاسلولز ميان ). ا۱۱(شود مي

هاي سلول درماني در مزانشيمي حاصل از بند ناف براي برنامه
داشتن فعاليت خود نوزايي و تمايز  دليلبه  هاسلولمقايسه با ساير 

محققين قرار  موردتوجهعملکردي بيشتر  ياهسلولبه انواع 
، نتايج با استاندارد طلايي از مطالعات کيچيهدر ، حالنيباا. اندگرفته

  .)۱۲( باشندنمي سهيمقاقابليعني استخوان اتوژن 
  

  مواد و روش کار
ناف  بنيادي مزانشيمي ژله وارتون بند يهاسلولدر اين مطالعه 

تا پاساژ  هاسلولاز آزمايشگاه نورژن اهواز تهيه شد.  دشدهييتأانساني 
و  يدوبعدسوم تکثير پيدا کردند. و سپس در دو گروه کشت 

با محيط  يدوبعدبراي مطالعه تقسيم شدند. گروه کشت  يبعدسه
روز  کيوستيبشرکت ايده زيست به مدت  DMEMمعمولي 

. شديمتعويض  هاآننگهداري شدند که هر سه روز يک بار محيط 
رين از پودر فيب گرميليم ۱,۵براي تهيه داربست هيدروژل فيبرين 

محيط  يسيس ۵۰۰شرکت سيگما تحت شرايط استريل وزن شد با 
M199  هزار سلول به آن اضافه شد و  ۳۵شرکت سيگما حل شد و

محلول  يسيس ۵/۱ و سپسريخته شد.  موردنظرهاي ن پليتوربه د
محيط کشت  بارکيهر سه روز  ترومبين شرکت سيگما اضافه شد. و

آليزارين رد پس خارج  يزيآمرنگ. براي شديمتعويض  هاسلول
فر، با فرمالين با هاسلولو فيکس کردن  هاسلولکردن محيط رويي 

لکالين آآليزارين رد انجام شد. براي بررسي ميزان آنزيم  يزيآمرنگ
ت با کيدر روز بيست يک استخراج و  هاسلولفسفاتاز محيط رويي 

قرار گرفت. و با  يموردبررسشرکت پارس آمون  ALPسنجش 
 افزارمنرانجام شد و نتايج با  t-testآزمون  ۲۱ورژن  SPSS افزارنرم

  اکسل به شکل نمودار تهيه شد.
  
  هايافته

پس از  يبعدسهآليزارين رد: در گروه کشت  يزيآمرنگ
معدني شدن  دهندهنشانديده شد که  قرمزرنگنقاط  يزيآمرنگ

 يهاسلولبنيادي به  يهاسلولماتريکس خارج سلولي و تمايز 
  ).۱(تصوير  استاستخواني 

 



 ۱۴۰۱ مرداد، ۵، شماره ۳۳دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
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 يهاسلول، ب) يزيآمرنگقبل از  يدوبعدگروه کشت  يهاسلول) الف) ۲۰×(. ام ۲۱در روز  يبعدسهآليزارين رد کشت  يزيآمرنگ :)۱(تصوير 
 يزيآمرنگپس از  يبعدسهگروه کشت  يهاسلول، د) يزيآمرنگقبل از  يبعدسهگروه کشت  يهاسلول، ج) يزيآمرنگپس از  يدوبعدگروه کشت 

  
  

بررسي آنزيم آلکالين فسفاتاز: ميزان آنزيم آلکالين فسفاتاز در 
 يدوبعددر گروه کشت  و ۶۴/۱۴۰±۲/۴ يبعدسهگروه کشت 

) بود. (P≤0/001 داريمعنشد که اختلاف  يريگاندازه ۴۶/۰±۸۵/۶
بسيار زياد بود. که  يبعدسهميزان ترشح اين آنزيم در گروه کشت 

.)۱نمودار ( باشنديم هااستئوبلاستبه  هاسلولتمايز  دهندهنشان

  يبعدسهو  يدوبعدروز در محيط کشت  ۲۱بررسي ميزان ترشح آنزيم آلکالين فسفاتاز طي  ):۱( نمودار
  است) P≥۰۰۱/۰سطح (*** نشان دهنده همين اختلاف در 
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  يريگ يجهو نت بحث

بنيادي و يا پيش  يهاسلولدر مهندسي بافت استخوان 
ترميم بافت استخوان در سلول درماني  منظوربه هااستئوبلاست

بايد در بهترين شرايط طبيعي  هاسلولاين  رونيازا، شونديماستفاده 
امروزه  يبعدسهکشت  يهاطيمحو مشابه بدن کشت داده شوند. 

عملکرد  دهديمکه نشان  اندآوردهرا به وجود  ييهاستميس
اين سلو ل ها دارند.  يدوبعدنسبت به کشت و تمايز  يترمناسب

بايد دو ويژگي اساسي داشته باشند: اول  يبعدسهکشت  يهاستميس
کشت  يهاسلولباشند، يعني بين سطح و  ١اينکه استئوکانداکتيو

داده شده سازگاري وجود داشته باشد و دوم خاصيت 
داشته باشند به اين معني که قابليت تمايز  ٢استئواينداکتيو

ي بالغ را داشته باشند هااستئوبلاستکشت داده شده به  يهاسلول
)۱۳(.  

و همکاران از داربست فيبر تيتانيوم استفاده شد،  ٣در مطالعه داتا
مغز استخوان رت بر روي اين داربست  يهاسلولدر اين آزمايش 

روز در بدن موش قرار گرفت، تا  ۱۲کشت داده شد و به مدت 
ماتريکس خارج سلولي شبيه استخواني روي آن تشکيل شود، سپس 

آن را جدا  يهاسلولاز بدن موش خارج شدند و  هاداربستاين 
 و دوباره سلول بنيادي مغز استخوان را بر اين داربست اندکرده

تيتانيوم که حاوي ماتريکس خارج سلولي شبه استخواني بود 
)ECM-Ti( روز تحت تيمار محيط  ۱۶، کشت دادند و به مدت

استئوژنيک قرار داند و مقايسه ايي اين گروه و گروه داربست تيتانيوم 
)Ti بدون ماتريکس خارجي شبه استخواني انجام شد. با بررسي (

فعاليت آنزيم آلکالين فسفاتاز، ترشح استئوپوينتين و ميزان يون 
کلسيم مشاهده شد که تمايز در دو گروه صورت گرفته اما در گروه 
حاوي ماتريکس شبه استخواني تمايز بيشتر است و اختلاف 

اي استفاده شده در کشت ي وجود دارد، هرچه ساختارهداريمعن
باشند تمايز بهتري  هاسلولبيشتر مشابه شرايط نرمال  يبعدسه

براي ترميم در مهندسي بافت استخوان  هاسلولو اين  شوديمايجاد 
  .)۱۴( ترندمناسب

ديگري که از داربست طبيعي بدن استفاده شده  يمطالعهدر 
بهنيا و همکاران اشاره کرد، ايشان گزارش  يمطالعهبه  توانيماست، 

 هليزامينرد ماتريكساز  رسد استفاده همزمانکردند که به نظر مي
از  غني يپلاسماو  نشيميامز ديبنيا لسلوبا  اههمر استخواني

 ۸ تضايعان استخوا ٤نسيوانررژ يشافزا موجبر رشد فاكتو
 يهاسلولخرگوش نسبت به استفاده تنها از  ٥ييااركالو يميليمتر

                                                             
1 Osteoconductive 
2 Osteoinductive 
3 Datta 

شود و مشخص بنيادي مزانشيمي يا پلاسماي غني از فاکتور رشد مي
داربست کشت  عنوانبهشد که حضور ماتريکس طبيعي بدن 

 هاسلولاين  يدوبعدنتيجه بهتري نسبت به کشت  هاسلول يبعدسه
  .)۱۵(در حضور فاکتورهاي رشد مشترک دارد 

ست استفاده از فيبرين که يک پروتيئن طبيعي بدن ا رونيازا 
ي يک سيستم مناسب برا توانديمو در لخته کردن خون نقش دارد 

 يهمطالعبه  توانيممهندسي بافت استخوان باشد. در همين راستا 
ي بنيادي مزانشيم يهاسلولطباطبايي و همکاران اشاره کرد که 
شت کست هيدروژل فيبريني مشتق از بافت چربي انسان را روي دارب

ايي بقا و غضروفي تمايز دادند و اعلام نمودند که توان يهاسلولو به 
ربست کندروژنيک در دا يهاژنها و همچنين بيان تمام تکثير سلول

يافت  قابل توجهي افزايش طوربهفيبريني در مقايسه با گروه شاهد 
)۱۶(. 

و همکاران با بررسي اثر گرافن اکسايد و  ٦همچنين دپاچيتارا
نشان  MG-63 يهاسلولگرافن اکسايد بر روي -ترکيب فيبرين

اکسيد  -دادند که تمايز استئوژنيک در گروهي که ترکيب فيبرين
فيبرين  دهديم. که نشان )۱۷( باشديمگرافن بکار رفته است بيشتر 

استئوژنيک را داراست و  يفاکتورهاقابليت ترکيب شدن با ساير 
بنيادي به رده استخوان ساز  يهاسلولميزان تمايز را در  توانديم

 افزايش دهد.
در پژوهش ديگيري کيتلاس و همکاران مورفولوژي، تکثير و 

ز اروز بعد  ۲۸بنيادي مزانشيمي را  يهاسلولتمايز استئوژنيک 
ن و يبرينوژهاي مختلف فهاي فيبرين با نسبتانکوبه کردن در ژل

 ترومبين، بررسي کردند و اعلام نمودند در حضور غلظت بالاي
ه بيابند اما ها به رده استخوان ساز تمايز ميفيبرينوژن سلول
  .)۱۸يابند (تمايز نمي کاملاًاستئوبلاست بالغ 

که در مهندسي بافت استخوان استفاده  ييهاداربستاز ديگر 
بهرامي و همکاران با استفاده از کشت  يمطالعهبه  توانيمشده است 

هيدروکسي -بنيادي اتدومتريال انساني بر داربست کلاژن يهاسلول
آپاتيت و کوچک مولکول پورمورفامين نشان داده شده است که 

اثر مثبت بر تمايز  توانديموکوچک مولکول  يبعدسهمحيط کشت 
در اين که  .)۱۹(بنيادي داشته باشد  يهاسلولاستئوژنيک اين 

پژوهش نيز مشخص شد که استفاده هم زمان داربست هيدروژل 
به رده  هاسلولقابليت تمايز  GW9508فيبرين با کوچک مولکول 

استخوان ساز افزايش مشخص و چشم گيري داشته است. در مجموع 
در مهندسي بافت استخوان اميد بخش اين  هاداربستاستفاده از 

4 Regeneration 
5 Calvaria 
6 Depachitara 
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ينيکي طراحي و ثبيت شوند که در کل يهادرماناست که در آينده 
اين رويکرد درماني در حيوانات  يمطالعهحال حاضر شاهد 

و همکاران  ١در پرکا يمطالعهبه  توانيمآزمايشگاهي هستيم که 
پيش ساز استخوان را از پري  يهاسلولاشاره کرد، در اين پژوهش 

 يبعدسهکردند، روي محيط کشت  استئوم درشت ني خرگوش جدا
PLGA  و فيبرين در محيط آزمايشگاه کشت دادند و دوباره اين

که با انجام جراحي نقص  هاخرگوشرا به زند زبرين  هاسلول
بافت شناسي  يهايبررساستخواني ايجاد کرده بودند، پيوند زدند. با 

 يبعدسهو راديولوژي نشان دادند که با سلول درماني در گروه کشت 
  .)۲۰(نسبت به گروه کنترل ترميم بيشتري صورت گرفته بود 

  
  يتشکر و قدردان
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Abstract 
Background & Aims: Bone tissue engineering is a progressive approach in bone tissue repair in medical 
science. Induction of osteogenic differentiation is a very important process for bone repair. Fibrin as a 
natural polymer is used in bone tissue engineering studies as a 3D cell culture scaffold. In this study, the 
osteogenic differentiation effects of fibrin hydrogel scaffold on mesenchymal stem cells isolated from 
human Wharton's jelly have been investigated. 
Materials & Methods: The third passage of Wharton jelly human umbilical cord mesenchymal stem 
cells (WJ-MSCs) were cultured in two groups of two-dimensional culture and three-dimensional culture 
of fibrin hydrogel scaffold. DMEM Low-Glucose medium containing 10% FBS and 1% antibiotic was 
added to both groups. These cells were kept for 21 days at 37°C and 5% CO2, and their medium was 
changed every three days. At the end of the culture period, their osteogenic differentiation potential was 
evaluated by alkaline phosphatase (ALP) assay and alizarin red staining. 
Results: Mineralization was observed in the 3D culture group and was significantly reddened by alizarin 
red staining. Nevertheless, very few red dots were observed in the two-dimensional culture group. The 
activity of alkaline phosphatase enzyme was measured as 140.64±4.2 in the three-dimensional culture 
group and 6.85±0.46 in the two-dimensional culture group, and the difference between them was 
significant (P≤0.001). 
Conclusion: Fibrin hydrogel can induce differentiation of WJ-MSCs into bone cells in the absence of 
osteogenic factors. 
Keywords: ALP, Fibrin, Osteogenic, Scaffold 
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