
  

Journal of Iranian Anatomical Sciences, Vol 8, Summer 2010, Pages: 117-127 

Original Article 

Designing of Human Cartilage Tissue, by Differentiation of Adipose-

Derived Stem Cells with BMP-6 in Alginate Scaffold 

Hashemibeni B., Ph.D., Razavi Sh., Ph.D*., Esfandiari E., Ph.D*., Karbasi S., Ph.D., 
Mardani M., Ph.D., Nadali F., Ph.D., Sadeghi F., M.Sc., Haghighat F., M.D., 

Hahgju Sh., Ph.D., Goharian V., M.D. 

* P.O.Box: 81744-176, Anatomical Sciences Department, Isfahan University of Medical Sciences, , 
Isfahan, Iran 

Abstract 

Purpose: In the present study the effect of BMP-6 was investigated on chondrogenesis of adipose-

derived stem cells. 

Materials and Methods: Mesenchymal stem cells derived from subcutaneous adipose tissue were 

cultured on alginate scaffold to induce chondrogenesis in experimental group, with chondrogenic 

medium having BMP-6 growth factor for 3weeks. In control group medium without BMP-6 was 

applied. The harvested constructs were examined with immunohistochemical and RT-PCR methods 

for assessment of cartilage–specific characteristics.  

Results: The results of immunohistochemical method revealed the presence of typical cartilage 

extracellular matrix components such as type II collagen and aggrecan in constructs induced by 

BMP-6 growth factor on alginate scaffold. In addition evaluation of the results of RT-PCR analysis 

confirmed the expression of cartilage- specific genes, such as type II collagen and aggrecan, in the 

differentiated cells under the influence of growth factor BMP-6.  

Conclusion: It can be concluded that BMP-6 promotes chondrogenesis of ADSC in 3-D and 

adipose-derived stem cells could be used for cartilage tissue engineering.  
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  چكيده
    از بافت چربي در داربست آلژيناتهاي بنيادي مشتق سلول  در روند كندروژنزBMP-6بررسي تأثير فاكتور رشد  :هدف

محـيط   براي القاي كندروژنز در گـروه آزمايـشي در   بافت چربي زير جلديهاي بنيادي مزانشيمي مشتق از     سلول :ها  مواد و روش  
در گـروه كنتـرل   . و بر داربست آلژينات، به مدت سـه هفتـه كـشت داده شـد     BMP-6  رشد كندروژنيك تحت تأثيرفاكتوركشت

هـاي    از نظـر ويژگـي  RT-PCRهـاي ايمونوهيـستوشيمي و    هاي حاصل با روش     نمونه. كار برده شد     به BMP-6فاقد   محيط كشت 
  .غضروف بررسي شد

مانند كلاژن نوع اا و آگريكـان   ها با روش ايمونوهيستوشيمي، وجود تركيبات اختصاصي بافت غضروفي            نتايج بررسي  :ها  يافته
  عــلاوه بــا بررســي بــه.  را مــشخص كــردBMP-6رشــدينــات تحــت تأثيرفــاكتور در مــاتريكس ترشــح شــده در داربــست آلژ

  BMP-6 رشــدهــاي تمــايز يافتــه تحــت تــأثير فــاكتور  هــاي كــلاژن نــوع اا و آگريكــان در ســلول  بيــان ژنRT-PCRنتــايج
  .تأييد شد

فـاكتور  كنـدروژنيك حـاوي     تأثير محيط كـشت      بنيادي مزانشيمي مشتق از بافت چربي تحت         هاي  سلول در تحقيق حاضر     :گيري نتيجه
 بنيادي مـشتق از چربـي   هاي سلولتوان از  مي غضروفي تمايز يافتند و مشخص شد كه     هاي  سلول در داربست آلژينات به      BMP-6 رشد
  .لژينات استفاده نمودآ طراحي بافت غضروفي در داربست براي
  

  بافت، كندروژنزمهندسي ، BMP-6 بنيادي مشتق از چربي، آلژينات، هاي سلول: ها كليدواژه
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  مقدمه
بافت غضروفي فاقد عروق خوني واعصاب است و تغذيه         

ين بافت تنها از طريق انتشار مواد غذايي بـه درون            ا هاي  سلول
بافـت بـا   از آنجا كـه تـرميم طبيعـي هـر     . شود  ميبافت انجام

تقسيمات سلولي آن بافت و رسـيدن فاكتورهـاي هومـورال و            
شـود و      به محل آسيب انجام مـي      اجداديهاي بنيادي يا      سلول

 ؛ در غضروف ممكـن نيـست      دليل فقدان خونرساني،     به اين امر 
هـا و دارد     نابراين غضروف توانايي محدودي در ترميم آسيب      ب
  .]2و1[

هـاي معالجـه      كـارگيري روش   همطالعات نشان داده است ب    
هاي مفاصل از جمله درمان دارويي، دبريـدمان بافـت و             آسيب

لاواژ مفصل، آرتروسكوپي، جراحـي ارتوپـدي، آرتروپلاسـتي         
ه ممكن است كند، بلك سايشي نه تنها به ترميم بافت كمك نمي

 به تشكيل بافت فيبروز، آپوپتوز و تخريب بافـت منجـر شـود            
  .]4و3[

 بـراي هـاي اتولـوگ       پيونـد كندروسـيت   دو دهه اخير    طي  
 كـه  هاي مفاصـل مـورد توجـه قرارگرفتـه اسـت          درمان آسيب 

ــاليني آن   ــشان بـ ــايج درخـ ــرخلاف نتـ ــاظ]5[بـ ــه لحـ  ، بـ
ان  درم ـبرايفقط كاربرد درماني در حال حاضر  هاي    محدوديت

 .رود   مي كار بهاستئوآرتريت تروماتيك و استئوآرتريت دسيكان      
ــ ــيش از   هب ــا وســعت ب ــرميم ضــايعات غــضروفي ب   عــلاوه ت
پـذير    پيونـد اتولـوگ امكـان     كشت و   متر با استفاده از      سانتي 2

هـاي دژنراتيـو كـه        كـه در اسـتئوآرتريت      در حـالي  . ]4[نيست  
ل لگن در سنين    ويژه در زانو و مفص      ترين استئوآرتريت به    شايع

زند، با ضـايعات غـضروفي وسـيعي          متوسط به بالا را رقم مي     
 ـ .تري دارنـد    روبرو هستيم كه به مراتب ابعاد گسترده       عـلاوه   هب

هـا   تحقيقات در اين زمينـه نـشان داده اسـت كـه كندروسـيت            
اي، فنوتيـپ تمـايز يافتـه خـود را از دسـت               دركشت تك لايه  

 توليـد    و كننـد   سب مـي  دهند، مورفولوژي فيبروبلاسـتي ك ـ      مي
 را ااتركيبات ويـژه غـضروف ماننـد آگريكـان وكـلاژن نـوع              

 همچنـين ]. 6و5[ نمايند   ترشح مي   ا ه و كلاژن نوع   كردمتوقف  

مـشي قهقرايـي    ها    كندروسيت  ، يبا افزايش تعداد پاساژ سلول    
كـاهش  نماي ظاهري و عملكـرد آنهـا        پيش گرفته و كيفيت     

 ـ    ].7[يابد    مي بـراي  ه منـابع سـلولي ديگـر         بنابراين دسـتيابي ب
 ايـن   ضـايعات درمـان   پيونـد آن در     طراحي بافت غضروفي و     

 .بافت ضروري است

هـاي    هاي بنيـادي روش     هاي اخير با كشف سلول     طي سال 
پـيش  مهندسي بافت چشم انداز روشني  نوين سلول درماني و

 .هـا گـشوده شـده اسـت     بيماري و ها روي درمان انواع آسيب
پتانـسيل تمـايز بـه انـواع         دي رويـاني،  هـاي بنيـا     گرچه سلول 

هاي مشتق از سه لايـه اكتـودرم، انـدودرم و مـزودرم را                سلول
هاي پيونـدي و      تراتوما در مدل  احتمال بروز عارضه     امادارند،  

هـا از      اوليه اين سلول   عدم سهولت در كسب مجوز براي تحيه      
 بـراي  را   هاي بنيادي رويـاني     كارگيري سلول  هبلاستوسيست، ب 

 .]9 و8[ كنـد   مـي   محـدود  هـا   بيماري و معالجه    ها  آسيبم  ترمي
 مزانـشيمي   هـاي   سـلول  بالغ مانند  بنيادي   هاي  سلولكه   درحالي

ي بنيـادي مـشتق از    هـا   سـلول  ويژه  بهو  مشتق از مغز استخوان     
 تمـايز بـه انـواع       بـراي  يوسيع زيرجلدي توانايي    بافت چربي 

 و In vivo استخواني، غضروفي، چربي و عصبي در هاي سلول
In vitro ي بنيادي مشتق از بافت چربـي ها سلولكاربرد  .دارند 

و بدون آزار و اذيت بيمـار،       تر    آسان دستيابي   دليل هزيرجلدي ب 
 است  مغز استخوان برداري از    از نمونه تر    و آسان تر    بسيار عملي 

چربي نياز  بافت   بنيادي مشتق از     هاي  سلولعلاوه   هب. ]11و10[
ي سلول همراه با صـرف  ها بانكمدت در   به نگهداري طولاني    

ز ابنيادي   هاي  سلول در تحقيق حاضر      لذا .بالا ندارد هاي    هزينه
و كـشت داده شـد و        جدا بافت چربي زير جلدي ناحيه شكم     

اين نكتـه    ذكر. مورد استفاده قرار گرفت    كندروژنز   ي القا براي
نه تنها پيونـد اتوگرافـت بلكـه        ضروري است كه خوشبختانه،     

ي هـا   سلولآلوگرافت   پيوند ،HLA-DRژن    آنتي يل نداشتن دل هب
بدون خطر رد پيوند و انتقـال       نيز،  بنيادي مشتق از بافت چربي      

  .]13[ امكان پذير است، ي واگيردارها بيماري
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طراحـي بافـت غـضروف،       در تحقيقات نـشان داده اسـت     
 برايتواند تعامل بين سلولي مناسب        مي بعدي ي سه ها  داربست

ــا ــديالق ــد   كن ــراهم كن ــتا  . ]14-17[روژنز را ف ــن راس در اي
 ي متنوعي استفاده شده است كه هر يك محاسـن و          ها  داربست

پليمرهاي مصنوعي از زيست سـازگاري مناسـب        . معايبي دارد 
 ـ .كند  نميبرخوردار نيست و چسبندگي سلولي ايجاد   عـلاوه   هب

 در يـك سـاختار سـه        هـا   سـلول ها از رشد     سطح آب گريز آن   
ي فعـال در    هـا   گروهكند و به علت كمبود        مي ريبعدي جلوگي 

  سطوح اين پليمرها به آساني قادر به تغيير و اصـلاح           ،دسترس
 ـ    و در شرايط ساده آزمايـشگاهي تهيـه آن         يستن راحتـي   ههـا ب

ساكاريد طبيعـي آلژينـات در       پلي. ]18-20[امكان پذير نيست    
تـي  راح ههاي آلي ب    نياز به وجود حلال   شرايط آزمايشگاه بدون    

 Phعنوان داربست به تغيير      هآيد و تهيه آن ب     مي به حالت ژل در   
 ـ   ي نياز ،هاي سمي    يا فعال كننده   ، و حرارت،   عـلاوه   ه ندارد و ب

هـا را     مـاكروملكول  در حالت ژل، داراي تخلخل بوده و انتشار       
از آنجــا كـه آلژينــات بـه علــت   . ]22و21[نمايـد    مــيتـسهيل 

 ـ   مي وان آب هيدروفيل بودن و داشتن مقادير فرا      عنـوان   هتواند ب
 هـا   سـلول  رشـد    برايماده زمينه خارج سلولي بستري مناسب       

 عنوان داربست ه در تحقيق حاضر آلژينات ب     بنابراينفراهم كند،   
لازم به ذكر است وجود فاكتورهاي رشد مناسـب         .دشانتخاب  
ــراي ــاب ــا . ضــرورت داردســازي   غــضروفي الق ــين الق در ب
اي خانواده فاكتورهاي رشد تغييـر    كندروژنيك، اعض هاي    كننده
از اهميـت خاصـي برخوردارنـد و        ) TGF-β( بتـا    -دهنده شكل

بيش از فاكتورهاي ديگر در اين زمينه مورد بررسـي و تحقيـق     
 در  2001 و همكـارانش در سـال        )Zuk(زوك  . انـد  قرار گرفته 
   از فـاكتور رشـد     Pellet تمـايز در سيـستم كـشت         يروند القـا  

TGF-β1  مبنـي بـر    هـايي   گزارشبا وجود   . ]12[ ند استفاده كرد  
در رونـد    TGF-ß  خـانواده  ي القاكنندگي برخـي از اعـضا      تأثير

 بـراي  گروهي از محققـين ايـن عوامـل را           ]23-25[كندروژنز  
 دست آوردن كندروسيت بالغ كـافي      هب سازي و   غضروف يالقا
  .]27و26[ دانند نمي

د بـا افـزايش تولي ـ     BMP-6برخي مطالعات نشان داده است    
 پـيش  درون غـضروفي را   سازي    استخوان،  گلوكوكورتيكوئيدها

همچنين . ]28[ برد و نقش اساسي در تشكيل استخوان دارد        مي
 بـه تنهـايي قـادر بـه     BMP-6گزارش ديگر نشان دادند كـه      در
هـا    همچنين بررسـي  . ]29[طور كامل نيست     ه كندروژنز ب  يالقا

ش از نشان داده اسـت كـه طـي تكامـل رويـان در مرحلـه پـي        
عـلاوه   هب. شود  مي  بيان BMP-6 ،ها هيپرتروفه شدن كندروسيت  

BMP-6   ميزان mRNA         مربوط بـه كـلاژن نـوع X   را در كـشت  
  .]30[دهد   مينابالغ افزايشهاي  در كندروسيتاي  هلاي تك

 يـا   Pelletطي مطالعات مختلف در سيـستم كـشت         گرچه  
حـي   فاكتورهاي رشـد در رونـد طرا       تأثير ،ي متنوع ها  داربست

 هنـوز  ، امـا  بنيادي گزارش شـده اسـت   هاي  سلولغضروف از   
از ايـن رو    . ده است شترين فاكتور شناسايي ن    بهترين و مناسب  

 بنيـادي مـشتق از بافـت چربـي بـر            هـاي   سلولدر اين مطالعه    
 طراحي  براي BMP-6 فاكتور رشد  تأثيرداربست آلژينات تحت    

  . كار گرفته شد هبافت غضروفي ب
 

  ها روشمواد و 
از بافت چربي زير جلـدي      : هيه نمونه چربي زير جلدي    ت

جريـــان عمـــل جراحـــي ســـزارين در  و در ناحيـــه شـــكم
هاي الزهرا و شهيد بهشتي و با اخذ اجـازه كتبـي از               بيمارستان

 PBSبرداري شد و درداخل لوله آزمايش حـاوي           بيماران نمونه 
  .به آزمايشگاه ارسال گرديد

 :ز بافـت چربـي    هاي بنيادي ا    جداسازي و كشت سلول   
همراه  پس از توزين، تحت شرايط استريل        ارساليبافت چربي   

متري  حذف بافت همبند و عروق خوني به قطعات چند ميلي         با
 IA (Sigma) تجزيه بافت، آنزيم كلاژناز نـوع   براي.تقسيم شد
 در دمـاي    گرم به ازاي هر گرم بافت چربـي         ميلي 5/1به ميزان   

سپس . كار گرفته شد   ه دقيقه ب  60 به مدت    گراد  سانتي درجه   37
 سـانتريفوژ  rpm1400 دقيقـه بـا دور    10سوسپانسيون به مدت    

هاي قرمز موجود در رسوب سلولي،       تجزيه گلبول   براي وشده  
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. دش استفاده   (Merck)كلريد آمونيم   محلول بافر ليزكننده داراي     
داراي يــك درصــد پنــي  DMEMهــا در محــيط كــشت ســلول
 درجـــه 37در  FBSده درصـــد  و استرپتومايـــسين -ســـيلين
بـا  .  داده شد   نسبي كشت  و رطوبت  درصد   CO2 5گراد،    سانتي

اور در  نش ـ هـاي   سلولساعت   24 بعد از    محيط كشت تعويض  
  .گرديد محيط حذف

 ي القـا  بـراي  :تمايز كندروژنيك روي داربست آلژينـات     
ليتر سانتريفوژ شـده و       سلول بر ميلي   2×105تمايز كندروژنيك   

ليتر محلول آلژينات به رسوب سلولي افـزوده         ي ميل 4/0 حدود
 سلول به صورت قطره قطـره بـه         -پس محلول آلژينات  س .شد

سپس شستشو با   . دشمولار اضافه     ميلي 105محلول كلريدكلسيم   
 DMEM – high glucose  درصد و محيط كـشت 9/0كلريد سديم 
  كندروژنيك حاوي  مرحله بعدي، محيط كشت   در  . انجام گرفت   

DMEM   آلژينـات هـاي     حبـاب به  مواد زير   و (Beads)   حـاوي 
  : گرديداضافه، سلول

ــيلين ــي س ــسين -پن ــسفرين 1 استرپتوماي ــد ، تران  –درص
 مولار، آلبـومين    107درصد ، دگزامتازون    1انسولين  –سلنيوس  

ــسفات -2 درصــد ، آســكوربات 1ســرم گــاوي ، µg/ml 50 ف
 6 -، پـروتئين مورفوژنتيـك اسـتخواني   µg/ml 5 لينولئيك اسيد

ng/ml500.  
 CO2 و   گـراد   سانتي درجه   37 دمايدر   هاب آلژينات   حباب
 21پس از  .شد   تعويضمحيط كشت روز  2-3 هر   ونگهداري  

ي هـا   روشبـا   سـلول   -قطرات آلژينات  كندروژنيك   يروز القا 
 فاكتور رشد  در محيط كشت گروه كنترل.گوناگون بررسي شد

BMP-6 اضافه نشد.  
 

ــل   ــاختارهاي حاص ــابي س ــا ارزي ــس از الق  يپ
  كندروژنيك

 كــردن و  تثبيــتپــس از :نــو هيــستوشيميوبررســي ايم
تهيـه  سـپس   .گيري با پارافين انجام شـد      بافت قالب سازي    آماده
 مقاطع در سطح لام بـا     دهي، تثبيت     شفاف كردن و آب    ،مقاطع

 خنثـي شـدن فعاليـت پراكـسيداز         بـراي . گرفـت استن انجـام    
 (Merck) سيد هيدروژن در پراك ها     نمونه ،هيدروژن درون بافت  

 هويـدا شـدن     بـراي .  دقيقه قرار داده شد    30 درصد به مدت     3
 به ميزان (Sigma) از آنزيم پپسين )epitope retrieval(ها  ژن آنتي

 40 مولار به مـدت      5/0ليتر اسيد استيك      ميلي 1گرم در     ميلي 1
نمونـه   سپس. دش استفاده   گراد  سانتي درجه   37دقيقه در دماي    

 IIهـاي كـلاژن نـوع     هاي اوليـه عليـه ملكـول    بادي يآنت ها در
(Serotec)    و آگريكان(Abcame) ساعت در   24به مدت     انساني 

در مرحلـه بعـد     .  انكوبـه گرديـد    گـراد   سـانتي  درجـه    4دماي  
 (DAKO cytomation)مـر داراي   بادي ثانويه متصل به پلي آنتي

Horse Radish Proxidase  ز پـس ا  و ضـافه شـد  اهـا    بـه نمونـه
 DAKO)، كرومـوژن دي آمينـو بنزيـدين    PBSشستشو با بـافر 

cytomation)  زمينـه از   آميزي    رنگ براي. افزوده شد ها     به نمونه
با ها    پس از شستشوي نمونه   . دش استفاده   (Merck)هماتوكسين  

  .بافر مطالعه با ميكروسكوپ نيكون انجام گرفت
  

ــسخه روش ــرداري نـ ــنش  بـ ــوس واكـ  معكـ
  RT – PCRمراز  پلياي  هزنجير

هاي مربـوط بـه     براي ارزيابي بيان ژنRT – PCRاز روش 
  .دشهاي ماتريكس ويژه غضروف استفاده  ملكول

هاي تمايز يافته ازكيت جداسازي        از سلول  RNA استخراج   براي
RNA isolation (CinnaGen) RNX plus سـاخت  . استفاده شدcDNA 

 RevertAid TM First strandهـاي اليگـو و كيـت     با استفاده از پرايمـر 

cDNA synthesis kit (Fermentage)    10 انجام شد بـدين ترتيـب كـه 
ــر  ــده RNAميكروليتـ ــتخراج شـ ــر 1 ، اسـ و  oligo(dT) ميكروليتـ

Ribonuclease inhibitor و dNTP ــزيم  Reverse Transcriptase و آن

(RT)تكثير . كار رفت ه بcDNA  10 بـا اسـتفاده از  هاx buffer، d NTP، 
Taq polymerase ،DNAــوع     و ــلاژن ن ــان، ك ــاي آگريك  IIپرايمره

تحـت شـرايط     ،)1 جـدول ( فسفات دهيدروژناز    -3وگليسرآلدهيد  
گراد بـراي      درجه سانتي  95 دقيقه در    5يك سيكل مقدماتي به مدت      

 95 ثانيه با دماي     30  سيكل هر سيكل شامل    30دناتوره كردن سپس    
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 درجـه   56نيـه بـا دمـاي       ثا denaturation30گـراد بـراي       درجه سانتي 
گـراد    درجـه سـانتي    72 ثانيه با دمـاي      annealing45 گراد براي  سانتي
 72 دقيقه بـا دمـاي      5در پايان يك سيكل به مدت         و extentionبراي  

  . نهايي انجام شدextention گراد براي درجه سانتي
شـدت  در درصـد    1آگارزدر ژل    PCRمحصول  الكتروفورز

  .ولت به انجام رسيد  ميلي45اژ  ميلي آمپر و ولت90جريان 
  

  كار رفته هبهاي   توالي پرايمر.1جدول
اندازه 
  نام ژن  توالي پرايمرها  محصول

350 bp  F- AGGAGGGCTGGAACAAGTACC 
R- GGAGGTGGTAATTCCAGGGAACA Aggrecan  

370 bp  F- CAGGTCAAGATGGTC 
R- TTCAGCACCTGTCTCACCA  Collagen II

680 bp  F- GGGCTGCTTTTAACTCTGGT 
R- GCAGGTTTTTCTAGACGG  GAPDH  

 

  ها يافته
:  بنيادي جداشده از بافت چربـي      هاي  سلولمورفولوژي  

آميزي نشده بـا اسـتفاده از         زنده و رنگ   هاي  سلولبررسي   در
كشت اوليه بـه اشـكال       هاي  پ فازكنتراست، سلول  وميكروسك

در مـواردي كـه     .  شـد  مـشخص مختلف دوكي و چنـدوجهي      
 كشت داده شـد، هـر       ها در فلاسك    ي از سلول  تعداد بسيار كم  

سلول با انجام تقـسيمات متـوالي، تعـدادي سـلول مـشابه در              
بـا  . دش ـاطراف خود پديد آورد و بدين ترتيب كلوني تشكيل          

كـاهش يافتـه و     هـا     نيوادامه روند تكثير سـلولي فواصـل كل ـ       
 هـاي   سـلول طـور يكنواخـت توسـط        هسرانجام كف فلاسك ب   

 تريپـسينه شـده و بـه        هـا   سـلول  از آن پـس    .دشدوكي اشغال   
ظروف كشت جديد انتقال يافتند و پس از رسـيدن بـه پاسـاژ              

 مـشخص    كـاملاً  ها  سلوليكنواختي در كشت     سوم، هموژن و  
  .)1شكل ( دش

  

بررسي نتايج حاصل ازتمايز كندروژنيك بـر       
  روي داربست آلژينات

 يروز القـا  21آلژينات محتوي سـلول، پـس از        هاي    حباب

د ش ـصـورت قطـرات كـروي شـكل مـشخص            هنيك ب كندروژ
 در داربست آلژينـات مورفولـوژي كـروي         ها  سلول). 2شكل  (

  .داشتند
هايي كه در    نمونه :نوهيستوشيميوبررسي نتايج روش ايم   

قرارگرفتـه  BMP-6  فـاكتور رشـد  تـأثير داربست آلژينات تحت 
 ارزيابي وجود مـاتريكس ويـژه غـضروف بـا روش            برايبود،  

نتايج حاصل، وجـود تركيبـات      . مي بررسي شد  ايمينوهيستوشي
اي   هصورت تشكيل رسوب قهـو     ه را ب  IIآگريكان و كلاژن نوع     

همچنـين در   )3شـكل  . (رنگ دي آمينوبنزيدين مشخص نمود
 ـBMP-6 گروه كنترل كه محيط كشت بدون فاكتور رشد كـار   هب

 آگريكان و كـلاژن     نوهيستوشيمي عدم وجود  و نتايج ايم  ،رفت
 ـ ]] نوع رنـگ دي   اي    هتـشكيل رسـوب قهـو     عـدم   ت  صـور  ه ب

بـا ايـن روش      عـلاوه  هب. )4شكل  ( دشآمينوبنزيدين مشخص   
 ـ         عنـوان گـروه     هوجود آگريكان در مقاطع غـضروف طبيعـي ب

  ).4شكل (كنترل مثبت به خوبي آشكار شد 
  

   RT-PCRبررسي نتايج 
 هـــاي هيـــستولوژيكي و ئيـــد نتـــايج بررســـيأبـــراي ت

ــان ژن،نوهيــستوشيميوايم هــاي اختــصاصي  ي ملكــولهــا  بي
د و مـشخص شـد كـه        ش ارزيابي   RT-PCRغضروف از طريق    

 هاي سلول بر داربست آلژينات  BMP-6 فاكتور رشد    تأثيرتحت  
تمايز تركيبات ويژه غضروف     بنيادي مشتق از چربي طي روند     

لازم ). 6شـكل   ( كنند را بيان مي   IIمانند آگريكان و كلاژن نوع      
 در IIريكــان و كــلاژن نــوع هــاي آگ بــه ذكــر اســت بيــان ژن

ي كـه در  هاي سلول و   كندروژنز ي بنيادي پيش از القا    هاي  سلول
 كشت داده   BMP-6داربست آلژينات بدون افزودن فاكتور رشد     

 GAPDH يررسي شد وتنها بيان ژن      RT-PCRاز طريق   شدند نيز 
  ).5شكل ( دشآنها مشخص  در
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  بحث
 ،يميبنيـادي مزانـش  هـاي    سـلول هـاي     از مهمترين ويژگـي   

از ايـن ويژگـي،     . توانايي چسبندگي به سطوح پلاستيكي است     
 ماننـد   ،هـا   سـلول سـاير    از    بنيـادي  هاي  سلول جداسازي   براي
. اسـتفاده شـد   ،   هـستند  خاصيتي خوني كه فاقد اين      ها  سلول

ي چـسبيده بـه كـف فلاسـك،         ها  سلولبررسي مورفولوژيكي   
ــي را    ــي و دوك ــد وجه ــكال چن ــشان داداش ــر  ن ــه از ديگ  ك

 ـي بنيـادي مزانـشيمي      هـا   سلوليات  خصوص رود   مـي  شـمار  هب
 لازم به ذكـر اسـت بـا تكثيـر و افـزايش تعـداد                .]29و12،28[

شبه فيبروبلاسـتي دوكـي شـكل       هاي    تدريج سلول  ه، ب ها  سلول
 و  بودنـد پيـدا كـرده     اشكال افزايش چشمگيري    رنسبت به ديگ  

 در  .]310و30[ديگـران اسـت     هاي    منطبق بريافته   نيز يافتهاين  
طالعه حاضر مشخص شد كه جمعيت سـلولي جـدا شـده از             م

صورت يك جمعيت ناهمگون و      هبافت چربي در كشت اوليه ب     
دهند، ليكن با پاسـاژهاي متـوالي در          مي هتروژن خود را نشان   

 درصد سرم، جمعيت سلولي هموژن و 10حاوي  محيط كشت   
  .آيد  ميدست هيكدست و همگوني ب

ه جداسازي، چگونگي كشت     در زمين   كه هاي متنوعي   پروتوكل
 و همچنـين   هاي بنيادي مزانشيمي عنوان شده است       و تكثير سلول  

نوع عمل جراحي، ناحيه برداشـت نمونـه، دانـسيته كـشت اوليـه،       
هاي رشـد،      نيز بر ويژگي   محيط كشت شرايط كشت، فرمولاسيون    

 .]33 و32[ دارد ها تأثير سلولتكثير و تمايز 

 ، طراحي بافت غضروفيبرا  كهتحقيقات نشان داده است   
كـه بـه   مورد نياز است دانسيته سلولي بالا و تعامل بين سلولي      

 و Pellet cultureترتيب از طريق سيستم كشت ميكرومـاس يـا   
هاي سه بعدي تعامل بـين سـلولي مناسـب             داربست استفاده از 

 .]12و23و24و34 [ شــود  كنــدروژنز فــراهم مــيي القــابــراي
در هـاي مناسـب    شـد و سـيتوكين  فاكتورهاي روجود  علاوه به

  سـرم از ضـروريات      كندروژنيك و عـدم وجـود      محيط كشت 
، 24،  23،  12[شـود    مـي  غضروف سازي محسوب     ي القا روند

 .]35 و33

 تمـايز كنـدروژنيك در تحقيقـات        بـراي لازم به ذكر است     
ي متنوعي استفاده شده است كه هر يك        ها  داربستگسترده از   

هـاي   ي مصنوعي گرچه ويژگـي    پليمرها. محاسن ومعايبي دارد  
هـا    برخـي از آن   اما ، طراحي بافت دارند   برايمكانيكي مناسبي   

  :  از جملهاستداراي معايبي 
ــست و     - ــوردار ني ــب برخ ــازگاري مناس ــست س  از زي

ها  علاوه سطح آب گريز آن هب .كند  نميچسبندگي سلولي ايجاد
  در يــك ســاختار ســه بعــدي جلــوگيريهــا ســلولاز رشــد 

  .]19 و18[كند مي
 سطوح ايـن    ،ي فعال در دسترس   ها  گروه به علت كمبود     -

 و در شـرايط     يـست  ن پليمرها به آساني قادر به تغيير و اصلاح       
  .]20[راحتي امكان پذير نيست  هساده آزمايشگاهي تهيه آنها ب

ي طبيعي مهم نيز معـايبي وجـود       ها  داربستدر مورد انواع    
 و فاقـد     اسـت  ردارهاي كلاژن از پايداري كمي برخو      ژل. دارد

، همچنين سـرعت تخريـب      استهاي مكانيكي مناسب     ويژگي
ي كلاژن موجب جمع شـدگي      ها  داربستعلاوه   هب. بالايي دارد 

  منفي تأثير ها  سلولو چروك بافت شده و بر رشد و مهاجرت          
دهـد كـه پليمـر طبيعـي          مـي  تحقيقـات نـشان    .]36[گذارد   مي

ارج سـلولي فعـال،      ماتريكس خ  يدليل فقدان اجزا   هكيتوسان ب 
 طراحي بافت غضروفي كافي نيست و بايد همراه با ديگر         براي

  .]37[كار رود  هتركيبات ب
از آنجا كه آلژينات بـه علـت هيـدروفيل بـودن و داشـتن               

عنوان ماده زمينـه خـارج سـلولي     هتواند ب  ميمقادير فراوان آب 
در بنـابراين   فـراهم كنـد،   هـا  سـلول  رشد  برايبستري مناسب   

 .دشانتخاب  عنوان داربست هق حاضر آلژينات بتحقي

كنــدروژنيك، اعــضاي خــانواده هــاي  كننــده در بــين القــا
از اهميـت   ) TGF-β( بتـا    -فاكتورهاي رشد تغيير شكل دهنده      

فاكتورها در تنظيم رشـد و تمـايز        اين  .  است خاصي برخوردار 
رويان به ويـژه در رونـد تكامـل غـضروف و اسـتخوان تـأثير         

  . ]38[مهمي دارد 
 به تنهايي   TGF-βهاي    اند كه ايزوفرم   برخي مطالعات نشان داده   
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 مزانشيمي بنيـادي كـافي نيـست و افـزودن           هاي  سلول تمايز   براي
ها بلكـه ميـزان       Pellet نه تنها وزن     BMP-6ديگر فاكتورها از جمله     

  .]39[دهد  هاي توليد شده را نيز افزايش مي پروتئوگليكان
ــي   ــر در بررس ــرف ديگ ــدراواتانا ااز ط ) Indrawattana(ين

 ي بـه تنهـايي قـادر بـه القـا          BMP-6گزارش شـده اسـت كـه        
 ـ ]34[كندروژنز نيـست     عـلاوه در تحقيقـات ديگـر وجـود          ه ب

BMP-6   داننـد    مي داخل غضروفي لازم  سازي     را براي استخوان
و نقش اساسي ايـن فـاكتور را در تـشكيل اسـتخوان گـزارش       

  .]40[اند  كرده
نشان داده است كه طي تكامـل رويـان         ها    همچنين بررسي 

 BMP-6 ،در مرحله پيش از هيپرتروفـه شـدن كندروسـيت هـا           
مربوط بـه كـلاژن    mRNA ميزان  BMP-6علاوه   هب. شود  مي بيان
نابالغ و رده هاي  در كندروسيتاي  ه را در كشت تك لاي     Xنوع  

  .]41[دهد   ميافزايش ATDC5سلولي كندروژنيك 
تلـف كـه تـأثير عوامـل رشـد        مخ هـاي   با توجه به گزارش   

گوناگون را در روند كندورژنز بـسته بـه نـوع سـلول بنيـادي               
كـار رفتـه، گونـه حيـواني، شـرايط           همزانشيمي، روش كشت ب   
اند، تناقـضات    طور متفاوت بيان كرده    هكشت، دانسيته سلولي ب   

از اين رو در تحقيق . مختلف در اين زمينه همچنان وجود دارد    
ي از بافت چربـي جداسـازي، تكثيـر و          بنيادهاي    حاضر سلول 

د و تمـايز كنـدروژنيك روي داربـست آلژينـات           ش ـشناسايي  
 كندروژنيك فاكتور رشـد     ي القا برايدر اين روند    . شدمطالعه  
BMP-6كار گرفته شد ه ب.  
ساختارهاي حاصـل     اثبات وجود بافت غضروفي در     براي

  نـه گو همـان . رود  مـي  كار هي مختلف ب  ها  روش ، تمايز ياز القا 
  IIكه در تحقيقات ديگر بيان شده اسـت، وجـود كـلاژن نـوع               

  و پروتئوگليكان آگريكان نشان دهنده بافـت غـضروفي اسـت          

نوهيـستوشيمي بـا    وايم هـاي    بـا روش   بنابراين،  ]42 و 23،  12[
تركيبات فـوق و نيـز روش        مربوط به هاي    بادي استفاده از آنتي  

RT-PCR    ــس از ــضروف پ ــت غ ــود باف ــا21 وج  ي روز الق
نشان داد كه پروتئين كلاژن     ها    بررسي. شدكندروژنيك بررسي   

 و نيز آگريكـان در بافـت حاصـل از كنـدروژنز وجـود           IIنوع  
 RT-PCRاين تركيبات نيز بـا روش       هاي    علاوه بيان ژن   هدارد، ب 

 رشـد  نتايج مطالعه حاضر نشان داد كـه فـاكتور  . دشمشخص 

BMP-6   چربـي بـه      بنيـادي مـشتق از     هاي  سلول ي قادر به القا 
 )Sekiya( سـكيا    گـزارش گونـه كـه در        همـان  .غضروف است 

ــزودن   ــا اف ــه ب ــده اســت ك ــشخص ش ــهBMP-6 م ــديوم ب   م
هاي بنيادي مـشتق    در سلولها كندروژنيك توليد پروتئوگليكان 

  .]39[ يابد  افزايش مياز مغز استخوان
 هـاي   در نهايت تحقيق حاضر مـشخص نمـود كـه سـلول           

ــ فــاكتور تأثيرت چربــي تحــت دســت آمــده از بافــ هبنيــادي ب
  غضروفي تمايز  هاي  سلولدر داربست آلژينات به      BMP-6رشد
 بنيـادي مـشتق از چربـي در         هـاي   سـلول توان از  مي يابند و  مي

 طراحي  براي BMP-6 رشدفاكتور  تأثيرلژينات تحت   آداربست  
  .بافت غضروفي استفاده نمود

  

  تقدير و تشكر
 مـصوب   185159اين مطالعه بخـشي از طـرح تحقيقـاتي          

معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان است و محل         
اجراي آن در آزمايشگاه كشت سـلول گـروه علـوم تـشريحي             

نويسندگان مراتب تقدير و تشكر      .دانشكده پزشكي بوده است   
هاي صميمانه جنـاب آقـاي دكتـر پيمـان           خود را از مساعدت   

عينـي،  اديبي، معاونت محترم پژوهشي، جناب آقاي دكترعلي م       
  .دارند  ميسركار خانم آرتي و سركار خانم شفيعي ابراز
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