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  چكيده
 ـ زيمـر يپل عنوان هب) Poly D,L-lactic-co-glycolic acid=PLGA (ديکولي گليد کو پلي لاکتيپل :زمينه و هدف ست ي ـست سـازگار و ز ي

 رفتـار  ي حاضـر بررس ـ ي  هـدف از مطالعـه  .ار مورد توجه قرار گرفته اسـت      ي بافت بس  ير مهندس د راي اخ مرين پل يا.  شناخته شده است   ريپذ بيتخر
 ـ بـا نانوال کـشت در ) BMSCs Bone Marrow Stromal Cells= ( مغز استخوانيي استرومايها  سلولکژيبيولو پوشـش داده   PLGAاف ي

  .باشد ين ميزي ال لاي پلاي ن وي ژلاتشده با
ــ در ا: بررســيروش ــانو اليسيــروش الکتروره ن مطالعــه ابتــدا بـ ـ ي ــزا فلــورو بـ ـ   PLGAاف يــ ن   ه ويــتهس پروپــانول يدر حــلال هگ

 ـ ايهـا  يژگ ـي و. شدند  داده (Coat)پوشش  طور جداگانه    ه ب نيزي ال لا  يپل ون  يژلاتتوسط    ـ مـر ين پلي   ميكروسـكوپ الكترونـي روبـشي    روش اب
(Scanning Electron Microscopy =SEM)ي تماسي آناليز زاويه  و (Contact Angle)  پـس از استحـصال   . قرار گرفـت  يبررسمورد

پوشش داده شده  PLGA  افينانوال ،PLGA افي النانو ،افيدر چهار گروه بدون نانو ال ها  سلول،اژ دودن به پاسي و رس رتBMSCsهاي  سلول
 چهارم و ششم توسط اكريدين ،ها در روزهاي دوم تكثير سلول. ندكشت داده شد نيزي ال لايپلپوشش داده شده با  PLGA اف ينانوالو ن ي ژلاتبا

  .  قرار گرفتيمورد بررس SEM ي لهيوس هياف ب نانو الها با  سلوليمورفولوژو  اورنج
 ـ م .بودنانومتر   ۷۰۰ تا   ۲۷۰ن  يب يسي حاصل از الکترور   PLGA افي قطر نانو ال   ي  محدوده :ها افتهي  ـ زاونيانگي  PLGA ۶۶/۱۰۷ يبـرا  تمـاس  ي هي

همچنـين  . را نـشان داد   درجـه ۱۲/۴۰ پلي ال لايزين پوشش داده شده با  PLGAو براي   درجه   ۵۸/۶۴ژلاتين  با    پوشش داده شده   PLGAدرجه،  
 ـنانوال يهـا  گروهزان در ين مياما ا . بود(P<0/05) تنها PLGAاف ي در گروه نانوال   ها ر سلول يزان تکث يم دار ي معن  كاهش ي  دهنده نشان   ها يافته  افي

 .بودافته يش يافزا بي به ترتژلاتين  پلي ال لايزين وپوشش داده شده با
 ي داربـست ي هي ـلايـزين منجـر بـه ارا    خـصوص پلـي ال   بـه  پوشش داده شده با ژلاتين و        PLGAشوان با نانوالياف    هاي    سلول کشت: يريجه گ ينت
 .ر به همراه سلول شوان شديب پذيتخر ستيز

   ژلاتين، پلي ال لايزين،هاي استرومايي مغز استخوان  سلول،PLGAنانوالياف :  كليديواژگان
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  مقدمه
  ي بــراريپــذ بيــست تخريــ زســاخت داربــست مناســب     

بافـت   ي مهندس ـ ي پارامترهـا  نيتـر   از مهـم   يکيکشت سلول   
  و يک ـيزيد بتوانـد سـاختار ف     يک داربست خوب با   ي. باشد يم
   متخلخـل از يا کـه شـبکه   يکس خـارج سـلول   ي ماتر ييايميش

ن يدر ا  .)۱( دي نما يه ساز يرا شب هاست   نيبرها و پروتئ  يانواع ف 
علـت  ه ب يسيک الکتروري با استفاده از تکن    افيان سنتز نانوال  يم
، انعطـاف،   سـطح تمـاس     افـزايش  ري خوب آن نظ   يها يژگيو

 توانـد  يکـرون م ـ  ي تـا چنـد م     يمتر نـانو  يهـا  اندازه باتخلخل  
 .)۲-۴( باشـد  يکس خارج سلول  يجايگزين مناسبي براي ماتر   

 ي پل استريپلن منظور استفاده از ي اي بران مواديتر  از مهميکي
 ـ ي ـلاکت  ـي کـه مـورد تا   اسـت )PLGA(د ي ـکوليگل يد کـو پل   دي

FDA (Food And Drug Administration) ۵( اســت(. 
ــا ــوپل ي ــاده ک  ــي از دو پليمرين م ــر پل ــ لاکتيم ــي د و يک اس

عنـوان   ز بـه  يمر ن ين دو پل  يا باشد که از   يد م يک اس يکوليگل يپل
ت با  يصورت کامپوز  ا به ي يي بافت به تنها   يداربست در مهندس  

ه علاوه بر استفاد   PLGA .)۶-۱۰( گردد ير مواد استفاده م   يسا
 )۱۲(ي، در دارو رسان   )۱۱(  بافت يعنوان داربست در مهندس    به

ن يا .)۱۳( شود ي استفاده مي عصبي راهنمايها و ساخت کانال
 ـ زريــ نظياتيخــصوصداراي مـاده   ست يــز و يست ســازگاري

ــ مــي ، بــودهيريپــذ بيــتخر ســاس درصــد ميــزان  بــر ادتوان
تـا چنـد     از چند هفته     ديك اس يکوليگل يبه پل د  ياس كيلاکت يپل

ن ماده  يا .)۱۴-۱۷(  آن را كنترل كرد    يريپذ بي زمان تخر  سال
 سـازنده   يب و به مونومرهـا    ي تخر ،زيدرولي ه  به آرامي  در بدن 

صـورت   ه کربس ب  ي  ق چرخه يت از طر  يدر نها   و  شكسته خود
ــربن د ــسيک ــي اک ــع م ــضور  .)۱۸-۲۰( شــود يد و آب دف ح

شـدن    آبگريزد باعثيک اسيکتلا يل در پلي متي جانب يها گروه
 ي عـامل يهـا   عدم وجـود گـروه   همچنينمر ويپلن کويسطح ا 

استفاده   سلولي سطحيها  به مولکول  يکيولوژيجهت اتصال ب  
 ـ راز آنا    کنــد ي محــدود مــعنــوان داربــست کــشت ســلول ه ب
ن جهت اصلاح   ي توسط محقق  ي فراوان يها تلاشلذا  . )۱و  ۲۱(

 ـ     ينظ توسط موادي    سطح آن   ـ ير استفاده از کـلاژن، ژلات  ين، پل
 ـن يزيلا ال يپلکول و يلن گل يات صـورت  ت ي ـصـورت کامپوز  هب

 يستي ـهدف از اصلاح سطح ماده ز .)۴،  ۲۲و  ۲۳( گرفته است 
ــبــاز تعر کــه  ين مــاده اســت در حــاليــف واکــنش ســطح اي
بـه عنـوان مثـال    .  خود را حفظ نموده اسـت يات کل يخصوص

 آبدوست ممکن  يها نيز با پروتئ  يمر آبگر يک پل يپوشش دادن   
 ـ آن را با سلول ها در مقا      يريپذ ات واکنش ياست خصوص  سه ي

ست ي ـک زي سطح يست سازگاريز. ش دهديمر تنها افزا يبا پل 
 سـطح در    ي مـواد رو   ييايميم با ساختار ش ـ   يطور مستق  هماده ب 

ست مــاده يــک زيــ ســطح ييايميســاختار شــ. ارتبــاط اســت
ر قرار خواهـد داد  ي آن را تحت تاثي و بار سطح يريپذ رطوبت

 در  يهـا  ني مربوط به پـروتئ    يات جذب ي خصوص ين رو يهمچن
ــگ ــاجرت ســلوي ــصال و مه ــد گذاشــتيلر در ات ــر خواه   اث
 ـ لايهـا  نهيد آميک از اس يونيکات يپل يمرين پل يزيلا ال يپل ن يزي

 ـتوانـد از طر  ي که م ـ استيني آم يها  گروه يدارا  يروهـا يق ني
ــه ســطح ســلوليکيالکترواســتات ــصال .  بچــسبدهــا  ب ايــن ات

 يها رهي زنج يکس حاو يلاکوکي گل علت وجود  هب غيراختصاصي
 .)۲۴( باشد  سلول مي بر روييف من ر با ي دارا يديگوساکارياول

 ـاز هني اسـت كـه      ي پروتئ زي ن نيژلات  ـز کـلاژن يدرولي دسـت   ه ب
بلکه در  ،دارد  براي بافت ينه تنها نقش ساختار   کلاژن   .آيد مي

هـدف از   .)۲۵( کنـد  يفا م ـي اي هم نقش مهم ياتصالات سلول 
 بـا اسـتفاده از دو    PLGAاف  ي ـق اصلاح سطح نانوال   ين تحق يا

 يکردن و بررسر دا پوششن به روش ين و ژلاتيزيلا ال يماده پل
 ـ  رفتـار  يرواف  ي ـن نانوال يا  BMSCs يهـا   سـلول  ک بيولوژي
  .باشد يم
  

   بررسيروش
     PLGA   وزن  بـا  ۷۵:۲۵د يکوليد به گل ي لاکت يبا نسبت مول

 س پروپـانول  ي هگزا فلورو ب   ،Mw66000-107000 يمولکول
 ـ ، )امگيشـرکت س ـ (PLGA  به عنـوان حـلال    ن،يپـودر ژلات

ــسيتر ــ%٢٥/٠ن يپ  ــيلن دي، ات ــرا آم ، %٠٤/٠ )EDTA (ني تت
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شرکت (كتامين و زايلازين   ،  )شرکت مرک آلمان  همه  (ها   رنگ
ــد شــرکت ( α-MEMط کــشت ي محــ ســرم و،)آلفاســن هلن

 نـر   )رت( ييا صـحر  يها  موش .ه شدند يته) سي انگل يبکويج
ــ از آزماBMSCs هــاي  ســلولجهــت اســتخراجبــالغ  شگاه ي

 ي علوم پزشـک   گاهدانش قات علوم اعصاب  يوانات مرکز تحق  يح
 انجـام  يهـا  عمل و شاتيآزما همه .ديگرده  يته) عج... (ه ا يبق

 کـه  آزمايـشگاهي     وانـات يح از تيحما نيقوان اساس بر شده
 انجام ،است هبود) عج(ه االله   ي بق يپزشک علوم دانشگاه مصوب

  .ديگرد
   ي برايسياه الکترورگک دستي طرح شمات۱شکل  :يسيالکترور

  

با نسبت PLGA  مريپل. دهد ي را نشان مPLGAاف يسنتز نانوال
ک يمدت  هب س پروپانول ي در حلال هگزافلوروب   ي وزن  درصد ۷

 ـ حـل شـده و در        يسي ـشب توسط همزن مغناط      ک سـرنگ  ي
 ۱۵در فاصله    ۱۸ شماره  سر سوزن  توسط خته و ي ر تريل يليم ۵

 ـ در دسـتگاه الکترور     جمـع کننـده    يمتر يسانت شـرکت  ( يسي
 ۲۰ با استفاده از ولتاژاف ينانو ال . قرار داده شد)رانيفناورسان ا

 .ديه گرد ي در ساعت ته   تري ل يليمک  يق  ي تزر زاني م لووات با يک
اف حاصل از روند الكتروريسي بـا  ي نانوالن قطريانگيو م شکل  
  .تعيين شد ) ژاپنيتاچيه( SEMستگاه  از داستفاده

  

    

  يسيکترورک دستگاه اليطرح شمات :١ شکل
  

 ـاصلاح سطح نانوال    ـنـانو ال  : PLGAاف  ي   اف ابتـدا توسـط    ي
 ـ UV ي  م ساعت و اشعه   يمدت ن  به    درصد ٧٠الکل   مـدت  ه  ب

 ـ  يلاح سطح نانو ال   ص ا يبرا ل و يعت استر  سا کي   نياف از ژلات
ــ درصــد٥/٠ ــال لا ي و پل ــترد درصــ١ نيزي ــ لي اس ــدت هب   م

،  پـس از خـارج کـردن اضـافه مـواد           .شـد  قه اسـتفاده  ي دق ٤٥
 شستـشو   ر هـود  ي ـل در ز  ي استر PBSاف توسط محلول    يالنانو

 يهـا  گروه .ندت شد ي تثب يا  خانه ١٢ت  يک پل يدر  و  شده  داده  
 ـ رد  چهـار  ش در يمورد آزمـا    ـپل يا خانـه  سـه    في   ت کـشت   ي

 ـالنانو ، بدون نانوالياف  شامل  ـلانانو،  PLGAاف  ي  PLGAاف  ي
 ـ    يبا ژلات پوشش داده شده       .ن آمـاده شـدند    يزي ـلا ال ين و بـا پل

   :(SEM) يشروب يرونـروسکوپ الکتـکير با مياوـــ تصي هيهت
ابتدا يـك بخـش كوچـك از         ،افينانوال از   SEM ي  هي ته يبرا

 ي  نگهدارنـده ي روي پايـه  الكتروريسي شده  افينانوال ي  شبكه
لايه نشاني طلا نمونه بـا       گاه سپس با دست   .نمونه قرار داده شد   

 قـرار   محـل مربوطـه دسـتگاه    درهـا  نمونه.  گرديدطلا روكش 
 ـ مختلف ته  يها يير با بزرگنما  ي و تصاو  گرفته  ـه گرد ي  ـ ا.دي ن ي

 برابـر   ٢٧٠٠ يي بـا بزرگنمـا     انجـام و   کار در سه دفعه متناوب    
مونـه عکـس    مختلـف ن   يها ر از قسمت  ي تصو ٣  تعداد حداقل

ون آن يبراس ـيستولب و کال يافزار ه  ه از نرم   با استفاد  .ديه گرد يته
  .اف انجام شدي ضخامت نانو ال ازيريگ  اندازه١٨حداقل تعداد 
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 سـطح   يري رطوبـت پـذ    يجهت بررس  : تماس ي  هيز زاو يآنال
 شــده بــا ژلاتــين و  دادهپوشــش اف بــدون پوشــش ويــنانوال
 KSV تماس مـدل  ي هي زاويريگ لايزين از دستگاه اندازه  ال پلي

ک ين منظور   يبد. دياستفاده گرد ف  يدانشگاه شر زيك  گروه في 
 ٢٢ ي ق سرنگ بـا سـر سـوزن شـماره        يقطره آب مقطر از طر    

قـه  يها قرار داده شد و پس از گذشـت دو دق        سطح نمونه  يرو
ن قطره بـا سـطح مـورد نظـر در سـه مكـان           ي تماس ب  ي  هيزاو

  .ها محاسبه شد ن آنيانگي و ميريگ مختلف اندازه
، يجهـت جــراح   :BMSCs يهـا  ولکشت سـل  استخراج و   

ل ي تمام وسا  يف قبل از جراح   ي ظر يل مخصوص جراح  يوسا
 از عفونـت    يريل کرده جهـت جلـوگ     ي را استر  يو گان جراح  

ن و  يدا محل برش با محلول بت     ين عمل جراح  ي در ح  ياحتمال
 ي از آلـودگ   يري جلوگ ي برا . درصد شستشو داده شد    ٧٠الکل  
ــا م  ــ کــروبيب   ن يشــن در طــرف رويهــا دو عــدد چــراغ الکل

 از BMSCs هـــاي ســـلول . قـــرار گرفـــتيمحـــل جراحـــ
 ـ      استخوان  نـژاد   لغ بـا  ييمـوش صـحرا    يهاي ران و درشـت ن

ترتيب كه پس از بيهوش كـردن        بدين. ستار استخراج گرديد  يو
گـرم   ميلي ٥ كتامين وگرم  گرم در كيلو    ميلي ٥٠ حيوان مخلوط 

 و ين جراح ـي توسط محلـول بتـاد    )٢٦( زايلازين گرم  در كيلو 
يـوان بـه طـور کامـل         و پـشت ح    ي درصد اندام خلف   ٧٠ الکل

وان، ي ـخارج کـردن اسـتخوان ران ح      پس از  .دي گرد يضدعفون
 ـرا در ز آن   ل توسـط محلـول  يط اسـتر ير هـود و تحـت شـرا   ي

PBS  و بـا  هم شـد ياز وسط دو ن سپس استخوان ، شستشو داده 
ط يتـر مح ـ يل يليک مي يحاوليتر  ميلي ٥ک سرنگ   ياستفاده از   

ــال اســتخوان  ، α-MEMکــشت    مغــز اســتخوان از داخــل کان
 ـ داخـل سـرنگ در ز    يمحتو. ره شد يآسپ فلاسـک  ر هـود در  ي

 يحـاو  α-MEM  کشت طي مح ي حاو يمخصوص کشت سلول  
 ـاسترپتوما/نيليس يک پن يوتيب يدرصد آنت  ١   درصـد  ۱۰ ون  يسي

(Fetus Bovine Serum= FBS) ورخته، و سپس در انکوبـات ير 
CO2) MMM/ ــ ــت ) سيانگل ــرار گرف ــس از .ق ــت پ   گذش

ل ي اسـتر  PBSبـا محلـول      ساعت محـيط كـشت سـلولي         ٢٤

هنگـامي كـه تـراكم      . با محيط تـازه تعـويض شـد         و شستشو
 ، درصد رسـيد ٨٠ تا ٧٠هاي چسبيده به كف فلاسك به   سلول
  EDTA درصـد ۰۴/۰ و Trypsin درصد ۲۵/۰ ها توسط سلول

 پاسـاژ ادامـه يافـت، در ايـن     دو تا اين عمل. پاساژ داده شدند 
 يكـساني    شـکل  ي دوک ـ ها از يـك مورفولـوژي      شرايط سلول 

  .برخوردار شدند
 يها از سلول :PLGAاف ينانو ال با BMSCs يها سلول کشت

BMSCs   ـ تهيون سـلول ي مرحله قبل سوسپانـس ومد پاساژ  ه و ي
ها   واحد حجم و زنده و مرده بودن آن    تعداد در  يپس از بررس  

 سـلول بـه هـر کـدام از        ٥×١٠٣پان بلو، تعداد    ي تر گ رن توسط
اضـافه شـد و سـپس در          مـذكور  يا  خانـه  ١٢ت  يپل يها خانه

ر يرشد و تکثزان ي مي بررسيبرا. قرار داده شد CO2 انکوباتور
ــههــا ســلول    دوم، چهــارم يهــا در روزهــا ، هــر کــدام از خان

 )آلمـان Leica ( فلورسـنس  نـورت يکروسـکوب ا  يو ششم با م   
 ـ   ،مشاهده کروسـکوپ  يتـال متـصل بـه م      يجين د يتوسـط دورب

)/Infinity لف عکس گرفته شد    مخت يها ييبا بزرگنما ) کانادا .
 بـا    مختلـف  يکروسـکوپ يدان م ي م ٥ها،   جهت شمارش سلول  

 انتخـاب، و تعـداد   يورت تـصادف  به ص ـ برابر٢٠٠ يينما بزرگ
ن اورنج  يدي اکر يزيبا استفاده از رنگ آم    دان  يها در هر م    سلول

  .سبه گرديدا محها ن آنيانگيو مشمارش 
 ي بررس ـ يبرا :BMSCs يها زان زنده بودن سلول   ي م يبررس

ان روز ششم، به هر کدام ي در پاBMSCs يها زنده بودن سلول
 ـ ز پان بلو اضـافه شـد و در       يتر از تر  يکروليم ١٠٠ها   از خانه  ر ي

ها شمارش شـدند و تعـداد         عدد از سلول   ١٠٠کروسکوپ،  يم
در . شـد نده، در روز مورد نظـر مـشخص        مرده و ز   يها سلول

کنـد و بـه    ي نفـوذ م ـ  مردهيها ن روش رنگ به داخل سلول    يا
 يها  رنگ نشده معرف سلوليها و سلولند يآ ي در ميرنگ آب

 رنـگ   يهـا  هـا و سـلول     زنده هستند که با شمارش کل سلول      
 ين شمارش بـرا  ي ا . زنده به دست آمد    يها  درصد سلول  ؛شده

  .بار تکرار شد ٣
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ن مـرگ  يـي ان روز ششم جهت تعيدر پا :ي مرگ سلول يسبرر
و ٢٨(  شـد  ن اورنج استفاده  يدي فلورسنت آکر  ي   از ماده  يسلول
  اورنج نيديتر از رنگ آکر   يکرولي م ١٠٠ن منظور،   ي ا يبرا .)٢٧
 مـورد نظـر     يهـا  به هر کدام از خانه    ليتر    گرم در ميلي     ميكرو ۲

لتر آبـي بـا    با فيکروسکوپ فلوروسنتير م ي شد و در ز    اضافه
ها شمارش    عدد از سلول   ١٠٠،  نانومتر ٤٩٠تا   ٤٦٠طول موج   
ي بـا   عکـس  متـصل بـه كـامپيوتر        تـال يجين د يدوربشدند و با    

 بـا   يهـا  سـلول .  گرفته شد   ميكرومتر مربع  ٠٠٠/٢٥٧مساحت  
 در حـال مـرگ و   يهـا  عنوان سلول بها قرمز  ي ي نارنج ي  هسته
 زنـده در نظـر      يهـا  عنوان سـلول    سبز به  ي   با هسته  يها سلول

ن در نظـر گرفتـه      يانگي بار تکرار و م    ٥ يگرفته و شمارش برا   
   .شد

 جهت ثبـوت بـه      ٦ان روز   يها در پا   سلول :سايتوشيمينوايمو
 قـرار گرفتـه،    درصـد ١٠ن ي دقيقه در معـرض فرمـال  ٣٠مدت  
.  شسته شـدند يا  دقيقه٥ سه مرتبه PBSها با  سلولن  ياسپس  
 Triton X-100 و  درصد١٠ز ها در معرض مخلوط سرم ب نمونه

 ـپـس از رق   . ک سـاعت قـرار داده شـد       ي درصد به مدت     ٣ ق ي
 و Fibronectin ي اوليـه موش ـ يهـا  بـادي   آنتـي  ١:١٠٠نمودن  
CD44  ها، مدت    بودن سلول  يي و استروما  يادين بن يي جهت تع

انكوبـه  گـراد   ي سـانتي  درجـه  ٤ حرارت ي يك شب در درجه  
 مانند قبل مدت دو PBS از انجام شستشو با ها پس سلول. شد

بادي ثانويه ضد موشي     ط در معرض آنتي   ي مح يساعت در دما  
سـپس شستـشو بـا    .  قرار گرفـت FITCكونژوگه به  ) ١:٢٠٠(

PBS  هـا توسـط ميكروسـكوپ فلورسـانس         نمونه.  انجام شد
جهـت  . مورد بررسـي قـرار گرفـت   ) آلمانLeica / (نورت يا

ک يرصد به مدت  د٠١/٠د يوم برومايديها از ات   شمارش سلول 
 ي نحــوه.  انجــام شــدPBS شستــشو توســط ،قــه اســتفادهيدق

 سلول شـمارش شـده   ١٠٠ب بود که از هر      يترت نيشمارش بد 
و مشخص هر   يتيمونوپوزي ا يها در مناطق مختلف تعداد سلول    

 يا  خانـه  ٢٤ت  ي ـن کار روي سه خانـه از پل       يا. گروه ثبت شد  
  .ش سه بار تکرار شديانجام و در مجموع آزما

± ميـانگين    تمام مقـادير بـر حـسب       :جزيه و تحليل آماري   ت
دست آمده توسـط     هاطلاعات ب . ارايه شده است  انحراف معيار   

 و آزمـون    (ANOVA)روش آماري آناليز واريانس يك طرفه       
Tukey     ٠٥/٠داري درحـد      مقايسه و سطح معنـيP< نظـر  در 

  .گرفته شد
  

  ها يافته
 شـده بـا   يسيورالکترPLGA  افينانو ال :SEM يبررس     

 مختلف در چنـد طبقـه در جهـات مختلـف بـه           يها ضخامت
  .  بودند شکل گرفتهصورت متخلخل
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 و) A( برابر ۳۰۰ ييبزرگنما نيزي ال لاي پلبا  پوشش داده شده يکروسکوپ الکتروني توسط مPLGAاف يگرفته شده از نانو ال ريتصاو :۲شکل 
،  مختلفيها ضخامت  باييها رشتهبه صورت اف ير قابل مشاهده است نانو اليهمان طور که در تصاو . نشان داده است)B( برابر۲۵۰۰ ييبزرگنما

  .اند ل شدهي تشکگره وسته و بدونيپ
  
  
  

 از  ي بالا امکان جـدا سـاز      يت کشسان يل خاص ياف به دل  ينانوال
 از نـانو    SEM يدر عکـس بـردار    . م را داشـتند   ينيسطح آلـوم  

 ـ ين ال ي قطر ا  ينکروسکوپ الکترو ياف توسط م  يال  ۲۷۰ن  ياف ب
  ).۲شکل (ن زده شد ي نانومتر تخم۷۰۰تا 

 ـ زاويهـا  ي بررسي جهينت : تماسي بررسي زاويه     تمـاس  ي هي
  

 ـال لا  يکار بردن دو ماده پل     همشخص کرد که ب     ـ  يزي ن ين و ژلات
ــم ــ زان آب دوســتي آني ــزايريطــور چــشمگ هرا ب ش داده ي اف
دار به شدت  ي پوششها ش در گروهين افزايزان ايکه م يطور هب

 تمـاس در گـروه   ي مقـدار زاويـه  .  بـود  PLGAبيش از گروه    
  .بود ني ژلات نيز بيشتر از گروهنيزيال لا يپل

ل ا يپوشش داده با پل PLGA هاي نانوالياف گروه
 نيزيلا

PLGA  پوشش داده با
 نيژلات

PLGA بدون پوشش 

  107.66  64.58  40.12 )درجه( تماس ي زاويه

   
  

طور که مشخص است ميزان آب دوستي نانوالياف با اصلاح  همان. ي تماس در تصاوير فوق نشان داده شده است ميزان متوسط زاويه: ۳ل شک
  .باشد که اين ميزان در نانو الياف پوشش داده شده با پلي لايزين بيشتر از ژلاتين مي طوري به. کند سطح آن تغيير محسوسي مي

  

 يها ر سلوليتکث: افي نانوالي بر روBMSCs يها سلولر يتکث
BMSCs ــا ــام روزه ــلو ي در تم ــشت س  PLGA ي رويل ک
ن ين ايهمچن.  را نسبت به گروه شاهد داشتيدار يکاهش معن

 ـ     PLGAکاهش در روز دوم گروه       ن ي پوشش داده شده با ژلات
 ـز مـشاهده گرد   ين  ـتکث .دي  در گـروه    BMSCs يهـا  ر سـلول  ي

PLGA     ـ ين افزا يزي لا لا يپوشش داده شده با پل   يدار يش معن
  داشـت،  بدون پوشش در تمام روزهاPLGA  نسبت به گروه

  ن ي پوشــش داده شــده بــا ژلاتــPLGAگــروه  در زانيــن ميــا
 ـ ن  چهارم و ششم   يدر روزها   ـ مـشاهده گرد   زي   و ۴شـکل    (دي

 .)۱نمودار 
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 PLGA (B) ، بدون پوشش PLGA (A).شم در روز شPLGAاف ي نانو الي روBMSCs يها  از سلولرنجاو نيکردآ يزي رنگ آم:۴شکل 
  .باشد ي م برابر200 ي با عدسيينما بزرگ .باشد ي منيزي لالا ي پوشش داده شده با پلPLGA (C)  ونيپوشش داده شده با ژلات
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  دهد يش را نشان مي مورد آزمايها  دوم، چهارم و ششم در گروهيدر روزهاBMSCs  يها  سلولري تکث نمودار:۱ مودارن

  . ميكرومتر مربع در نظر گرفته شده است٠٠٠/٢٥٧واحد سطح  د سلول برتعدا
  PLGA گروه با دار يمعن اختلاف وجود وجود دهنده نشان €    NonPLGA گروه با دار يمعن اختلاف وجود دهنده نشان *
  

 ـ نـانو ال  يها  از گروه  SEM ير بردار يدر تصو   در ياف تفـاوت ي
هـا    سـلول يلـوژ مورفو. هـا مـشاهده نـشد       سـلول  يمورفولوژ

اف رشد کـرده و     ي ال يد متعدد در لابه لا    يصورت پهن با زوا    هب
  ).۵شکل (ده بودند يها چسب به آن
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  .دهد يرا نشان م روز ششم در PLGA  افي نانو اليرو BMSCs يها  کشت سلول،يکروسکوپ الکترونير مي تصاو:۵شکل 

PLGA (A)بدون پوشش ، PLGA (B)وني پوشش داده شده با ژلات  PLGA (C)را نشان نيزي لالا ي پوشش داده شده با پل 
  .باشد ي برابر م۶۰۰ يينما گ بزر.دهد يم

  
  
  

 ـ م يبررس درصـد   :BMSCs يهـا  زان زنـده بـودن سـلول      ي
ن ي اي  روز ششم نشان دهندهي مرده و زنده در انتها   يها سلول

ها   سلوليزيآم ششم پس از رنگ روز  ان  يت بود که در پا    يواقع
ن روش يدر ا . ندا ها زنده   سلول درصد ۹۰ش از   ين بلو ب  پايبا تر 

 ـ       يها داخل سلول  رنگ به   ـد ي مرده نفوذ کرده و به رنگ آب ده ي
 زنده شفاف و بدون رنگ مشاهده يها که سلول يشدند در حال

  . نشان داده شده است۱زان در جدول ين ميا .شدند
  

  BMSCs يها درصد مرگ سلول: ۱جدول 

 زنده در يها درصد سلول  ها گروه
  روز ششم

±۹۷  شاهد ۱/۰  
 PLGA  ــا ــش داده بـــ  پوشـــ
  نيزيلا ل ا يپل

۹۶± ۴/۰  

PLGA۹۷  ني پوشش داده با ژلات± ۵/۰  
PLGA۹۴   بدون پوشش± ۱/۰  

 با هـسته  يها  زنده و سلوليها  با هسته سبز، سلول  يها سلول
 ـو مـرده    يها عنوان سلول  ا قرمز به  ي ينارنج ا در حـال مـرگ    ي

 ـر مـشخص اسـت اکثر  يه در تـصو   همـانطور ک ـ   .باشند يم ت ي
 از  يهـا پـس از شـش روز زنـده بودنـد و درصـد کم ـ                سلول
 يچ اختلاف مشخصيند که هه ا شديها دچار مرگ سلول سلول

ن يا .)٦ شکل (ها وجود نداشت ن گروهين خصوص ب يز در ا  ين
  .نشان داده شده است ۲زان در جدول يم
  

   ششمهاي درحال مرگ در پايان روز درصد سلول: ۲جدول 

هاي  ميانگين درصد سلول  ها گروه
  درحال مرگ در روز ششم

  ±۲/۰4/2  شاهد
 PLGA  پوشــــش داده بــــا 

  لايزين ال پلي
۳/۰4/3±  

PLGA۸/۰4/3   پوشش داده با ژلاتين±  
PLGA۱/۰4/4   بدون پوشش±  

  
  
  
  



  داود ذوالفقاري و همكاران
  

 ١٣٩٣مرداد و شهريور , ٩٢ ي شماره, ٢٢ي  ره  دو،زنجـانو خدمات بهداشتي، درماني ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي  مجله

9 

  
  
  
  
  
  
  
  

دهنده  نگ سبز و سلول نشان داده شده با فلش نشان زنده به ريها ن اورنج هسته سلوليدي شده با اکريزي رنگ آميها  سلول:٦شکل 
  برابر 400 ييبزرگنما.  در آمده استيسلول مرده است که به رنگ نارنج

  

براي اثبات اسـترومايي بـودن و خـالص          :يميتوشيمونوسيا
 هـاي فيبـرونکتين و     بـادي  ترتيب از آنتي   ها به  بودن اين سلول  

CD44  هـا بـا     سـلول  سيتوپلاسم   ٧ در شکل  .استفاده گرديد
اي ديده شد کـه تائيـدي        ميکروسکوپ اينورت به رنگ قهوه    

عدم پاسخ بـه    . ها است  بر بنيادي بودن و خالص بودن سلول      
دهنـده عـدم    هـا نـشان   که رنگ نگرفتن آنCD45 آنتي بادي

سـاز و خـالص بـودن        هاي بنيادي خون   وجود هرگونه سلول  
 .ها در پايان روز ششم است آن

  
 CD45و  )وسطر يتصو( CD44 و )ر سمت چپيتصو (Fibronectinه ي اولهاي يباد ي ايمونوفلورسانس آنتيرنگ آميز :۷شکل 

  باشد يبرابر م۲۰۰ يينما بزرگ .باشد يم BMSCs يها از سلول) ر سمت راستيتصو(
  

  بحث
اف ي وجود الي  دهنده  نشان يکروسکوپ الکترون ير م يتصاو     

 يخوب ه با تخلخل بالا که ب،ده بو نانومتر۷۰۰ تا ۲۷۰ن يبا قطر ب
 سـلول   ي را بـرا   يکس خـارج سـلول    ي ماتر افي ال ،توانسته بود 

هـا    بـا سـلول    ي و اتـصال مناسـب     يچسبندگ ، نموده يساز هيشب

 يدر مهندس  ها داربست ساخت   ياز نکات ضرور   .داشته باشد 
 يع ـيه ساختار طبيد شبيه شده باين است که ساختار تهيبافت ا 

 يعي طب يکس خارج سلول  يماتر. باشد يکس خارج سلول  يماتر
کنـد   يجاد ميت سلول اي حماي برايکيزيک ساختار فينه تنها   

 ي اتصال اختصاصيط خاص حاويک شرايجاد يبلکه موجب ا
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، ي و خـارج سـلول     ي سلول، مهاجرت مـواد درون سـلول       يبرا
در  .گـردد  ي رشد مختلـف م ـ ي و فاکتورهاير سلوليم تکث يتنظ
 ثابت شـد    ، همکارانش انجام شد    و چنگيو که توسط    يشيآزما
 يم ـي عظ ي  ک مجموعه ي ي  لهيوس  به يبري نانوف يها داربستکه  

 ـ اتـصال و تکث    يط مناسب بـرا   يک مح يز،  ي ر يها از سوراخ  ر ي
 نشان داده شـد    يگري د ي  در مطالعه . )۲۹( باشد يم سلول بوده 

هـاي بنيـادين مزانـشيمي مغـز      که امکان تکثير و تمايز سـلول      
 يها بر روي نـانو داربـست    به سمت هپاتوسيتياستخوان انسان 

سـولفون وجـود    متشکل از پلي کاپرولاکتون، کلاژن و پلي اتر       
ار مناسـب بـوده   ين منظـور بـس  ي ايدارد و داربست مذکور برا    

 ـ و نوع سلول استفاده شده در ا       )۳۰(است    ق از نظـر ي ـن تحقي
 . مـا بـوده اسـت   ي  مورد مطالعهيها  همان سلولي سلول ي  رده
ها  ن سلوليز ايها تما  آني آن که هدف اصل  ي از نوع انسان   يول

هـا   ن کشت سلول  يبراا بوده است بن   ي کبد يها به سمت سلول  
 هدف مـا عـدم      ي در حال  ،اند  کرده يريگي پ ۲۱ و   ۲۰را تا روز    

 ـنانوال . اسـت ها بوده  بودن آن يادي و حفظ بن   يز سلول يتما اف ي
PLGA ـ مت ي جانب يها ل وجود گروه  ي بدل   ـي  ـ لاکتيل در پل ک ي

 ياد بـرا يرغم دارا بودن محاسن ز   يز بوده عل  ي سطح آبگر  يدارا
در اصـلاح سـطح     . از بـه اصـلاح سـطح دارد       ي ن يکشت سلول 

 ـ آبگر يمرهايپل  ـز نظ ي  ـز اهم ي کـه حـا    يا  نکتـه  PLGAر  ي ت ي
 ـ ياه ـ مرهـا در حـلال    ين پل ين است که ا   يباشد ا  يم  حـل   ي آل
 اصلاح ي که برا ير مواد يها و سا   نيکه پروتئ  يشوند در حال   يم

 در موقـع    ، آبدوست بـوده   ،شوند يمرها استفاده م  ين پل يسطح ا 
دهند که   ي را م  يط دوفاز يک مح يل  ي تشک يانحلال با حلال آل   

 ـ غلبـه بـر ا     يبرا ن مجبـور بـه اسـتفاده از        ين مـشکل محقق ـ   ي
ــايپل ــيمره ــ نظي دو قطب ــ و PEG-grafted-chitosanر ي ا ي

از طرف . هستند-PLGA - PEG PLGAمر سه بلوکه يکوپل
 ـ سطح اليتواند رو يتوسان ميوند شده به ک  ي پ PEGگر  يد اف ي

PLGAدي نمايرياف جلوگي به الي از اتصال سلول، قرار گرفته 
کنـد کـه    يه تماس مشخص م ـ ي زاو يها ي بررس ي  جهي نت .)۳۱(
 ـيزي ـلا  ال يکار بردن دو ماده پل    هب  يزان آبدوسـت ي ـن مين و ژلات

 ـکـه م   يطـور  هش داده ب  ي افزا يريطور چشمگ  هرا ب  آن  ـازان  ي ن ي
 ـ  ين ب يزيال لا  يش در پل  يافزا  ـا. ن بـود  يشتر از ژلات ش ين افـزا  ي

 ـي آم ي عـامل  يها  وجود گروه  ي  جهيتواند نت  يم  ـ ين  از بـار    ي غن
 ـ  ي در حال،ن باشد يزيلا  يمثبت در پل   د ي اس ـين حـاو يکـه ژلات

 کشت  يها يبررس ،ز است ي متفاوت آبدوست و آبگر    يها نهيآم
 که اصـلاح    ،دهد يم مغز استخوان نشان     يي استروما يها سلول
 ـ اخـتلاف ن دو مـاده     يتوسط ا  PLGAسطح    را در   يدار يمعن

 ـدر مقا  هـا  ن سـلول  ير ا ي و تکث  زان رشد يم اف ي ـسه بـا نـانو ال     ي
سه ين اختلاف در مقايکه ا يدر حال ،دهد ينشان ماصلاح نشده 

   اصـلاح شـده    PLGAبا گروه شاهد بـه اسـتثناء روز دوم در           
ر مثبـت هـر دو    ينشان دهنده تـاث    نيا نبود و  دار ين معن يبا ژلات 

 ـ  ين تـاث  يا باشد و  يها م  ولر سل يماده در رشد و تکث      لا ير در پل
 ـ وده شد   ين د ي بهتر از ژلات   ين کم يزيلا  ـان يهمچن ه ع ـلطان مي

 ـ ي روش ـ پوشش دادن، دهد که    ينشان م  تـر و    مراتـب سـاده    ه ب
 ـ  ي اختلاط ا  مانندگر  ي د يها تر از روش   آسان صـورت   هن مواد ب

 ـ چرا کـه ا ،باشد ي مPLGA يسيل از الکترور  ت قب يکامپوز ن ي
 ـنـد الکترور  ي در فرا  ياديتوانند مشکلات ز   يمواد م   ـ نظ يسي ر ي

 ـ ا انحـلال و امکان عدم محلول   يتيسکوزير و ييتغ  در ن مـواد ي
 ـ .وجود آورند  هگر را ب  ي و موارد د   حلال مورد نظر   ن بـا   يهمچن

 ـ يها طين در مح  ي ژلات يالات ب يتوجه به حلال    وارد شـدن    ي آب
ــريپلدرون ر آن د ــان دارد PLGA م ــاختاامک ــه  را ر آن س ک

 کپـسول ، نانولم نازکياف، فير نانو ال ي مختلف نظ  يها صورت هب
 بدن  يداخلط  يمحا  يط کشت و    يدر مح  ،گردد يره سنتز م  يو غ 

مـر  ين پل ي ا يکيات مکان يا خصوص يخته و   يهم ر  ه ب يطور کل  هب
قات ي در تحق  يکيات مکان يکاهش خصوص ن  يا. را کاهش دهد  

 و همکارانشان انجـام  Li Xو Meng Z  که توسط يا جداگانه
 ي  کـه در مطالعـه     يدر حـال   ده است ي، مشخص گرد  شده است 

ن ضعف برطرف ي اPLGAل عدم اختلاط مواد با    يدل بهحاضر  
  در PLGAمـر،   ين پل يبا اصلاح سطح ا    .)۳۲و  ۳۳( شده است 

 ـ ا يمريتواند پل  ي م ر خود ينظ يات ب ي خصوص ريکنار سا  ده آل  ي
عنوان  ه ب  بافت يدر مهندس  مانند استفاده    ي مصارف پژشک  يبرا
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 ي عـصب  ي راهنما يها ساخت کانال در  ،  يداربست کشت سلول  
 ـيط ـي درمان اعصاب قطع شـده مح      يبرا عنـوان حامـل در    ه، ب

  .گر باشديو موارد د يدارورسان
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Background and Objective: Poly D,L-lactic-co-glycolic acid (PLGA) is known as biodegradable and 

biocompatible polymer. These polymers have recently received much attention in tissue engineering. The aim 

of this study was to investigate the biological behavior of the bone marrow stromal cells (BMSCs) in culturing 

with PLGA nanofibers coated with poly-L-lysine or gelatin. 

Materials and Methods: In this study, the electrospinning of PLGA nanofibers was performed with 

hexafluoro-2-propanol (HFIP) as solvent and coated with gelatin and poly-L-lysine, separately. The properties 

of polymers were investigated with scanning electron microscopy (SEM) analysis and contact angles were 

studied. After culturing BMSCs and reaching passage two, cells in the four groups of nanofibers, nanofibers 

PLGA, PLGA nanofibers coated with poly-L-lysine, and PLGA nanofibers coated with gelatin, were grown. 

Cell proliferation during the second, fourth and sixth days were examined by Acridin Orange and morphology 

of the cells seeded on nanofibers were investigated via SEM. 

Results: The mean diameter of PLGA nanofibers were between 270 - 700 nm. The average contact angles 

were 107.66° for PLGA, 64.58 for PLGA coated with gelatin and 40.12 for poly-L-lysine-coated PLGA, 

respectively. The results showed significant reduction in cell proliferation in PLGA nanofibers alone (P 

<0.05). But this number increased in groups of nanofibers coated with poly-L-lysine and gelatin. 

Conclusion: Culture of Schwann cells with PLGA nanofibers coated with gelatin and particularly coated 

with poly-L-lysine provide a biodegradable scaffold associated with Schwann cells. 

 

Keywords: PLGA nanofiber, Bone marrow stromal cells (BMSCs), Gelatin, Poly-L-lysine 
 


