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Abstract 
Background: Mesenchymal stem cells (MSCs) are promising candidates for tissue engineering due 
to their differentiation potential and ability to secrete growth factors. However, poor survival and 
proliferation of these cells after transplantation remain a significant challenge. Aphanisomenone 
flos-aqua (AFA), a green alga, exhibits antioxidant, anti-inflammatory and anti-apoptotic properties. 
Biodegradable scaffolds with their permeability and water absorption properties provide a suitable 
platform for cell attachment. 
Materials and Methods: First, a scaffold was made according to the protocol. Cells derived from 
bone marrow waste were separated and cultured, and used at passage three. The groups studied 
included: a control group without treatment (Control), an MSCs group treated with AFA extract, an 
MSCs group loaded on the scaffold (PCL/GEL), and an MSCs group loaded on the scaffold with AFA 
extract (PCL/GEL/AFA). Scanning electron microscope images was used to examine cell attachment 
on the scaffold. Cell viability and proliferation were determined by the MTT method in each group. 
Results: The scaffold’s water absorption and permeability were confirmed. Flow cytometry was  
positive for CD90, CD73 and CD105 markers and negative for CD44, CD20, CD14 and CD34 markers. 
Morphological examination revealed a uniform and porous structure. After 72 hours of culture, a signifi-
cant enhanced cell attachment and proliferation was observed in the groups with scaffolds (P<0.05). 
Furthermore, a significant increase in cell survival and proliferation was also observed in the groups 
treated with AFA alcoholic extract (P<0.05). the combination of AFA and PCL/Gel scaffold resulted in 
significantly higher cell proliferation and survival compared with all other groups (P<0.05). 
Conclusion:  Our findings suggest that the combination of PCL/Gel nanocomposite and AFA  
improved the adhesion and survival of human mesenchymal stem cells. Further research is  
warranted to optimize efficacy of AFA and scaffold design.  
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آکوا بر    -بررسی اثرات عصاره الکلی جلبک آفانیزومنون فلوس 

سلول بقای  و  چسبندگی  انسانی  میزان  مزانشیمی  بنیادی  های 
 کشت شده روی داربست کامپوزیتی پلی کاپرولاکتون / ژلاتین  

 مقاله پژوهشی

 *5و  1  ، ماریا ظهیری4  جوایمان همت، 1 زاده، بنفشه اسمعیل3 ، مهدی محمدی2 ، زهرا اکبری  1 حسین احمدی
 گروه علوم تشریحی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بوشهر، بوشهر، ایران  1
 گروه فیزیولوژی، دانشکده پزشکی، دانشگاه علوم پزشکی بوشهر، بوشهر، ایران  2
 بوشهر، ایران فارس، فارس، گروه زیست فناوری، دانشگاه خلیج سسه تحقیقاتی خلیج ؤم 3
 کمیته تحقیقات دانشجویی، دانشگاه علوم پزشکی بوشهر، بوشهر، ایران  4
 فارس، دانشگاه علوم پزشکی بوشهر، بوشهر، ايران فارس، پژوهشكده علوم زيست پزشکی خلیج مرکز تحقيقات زيست فناوری دريایی خلیج  5

 دهیچک
( به دلیل پتانسیل تمایز و توانایی ترشح فاکتورهای رشد، گزینه MSCsهای بنیادی مزانشیمی ) سلول  نه:یزم

ها ها پس از پیوند، یکی از چالش مناسبی در مهندسی بافت هستند. با این حال، بقا و تکثیر ضعیف این سلول 
آفانی فلوس ز است.  ) -ومنون  آنتی AFAآکوا  خواص  که  است  سبز  جلبک  نوعی  و (  ضدالتهابی  اکسیدانی، 

پذیر با خواص نفوذپذیری و جذب آب خود، تخریب های زیست ها دارد. داربست ول ضدآپوپتوزی برای سل 
 ها به خود هستند.گزینه مناسبی برای اتصال سلول 

ها از ضایعات مغز استخوان گرفته، جدا و ابتدا داربست طبق پروتکل ساخته شد. سلول ها:مواد و روش
های مورد مطالعه شامل: گروه کنترل بدون ها استفاده شدند. گروه کشت داده شدند و در پاساژ سوم سلول 

های بنیادی بارگذاری شده روی داربست ، سلول AFA (AFA)های بنیادی با عصاره  تیمار )کنترل(، گروه سلول 
 (PCL/GEL سلول ،)  با عصاره داربست  روی  بارگذاری شده  بنیادی  از   AFA (PCL/GEL/AFA)های  بودند. 

ها روی داربست استفاده شد. زیستایی و تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی برای بررسی اتصال سلول 
 تعیین شد.  MTTهای طراحی شده با روش  ها در هر یک از گروه تکثیر سلول 

 CD105  ،CD73  ،CD90  جذب آب و نفوذپذیری داربست تأیید شد. فلوسایتومتری برای نشانگرهای  ها:یافته
نشانگرهای   برای  و  که   CD14  ،CD34  ،CD20  ،CD44مثبت  داد  نشان  مورفولوژیکی  آزمایش  بود.  منفی 

ساعت کشت، میزان اتصال و تکثیر سلولی در   72داربست دارای ساختار یکنواخت و متخلخل است. پس از  
در این زمان، افزایش قابل توجهی در بقا و (.  P< 0/ 05)   طور قابل توجهی بالاتر بود های دارای داربست به گروه 

در گروه (.  P<05/0) استفاده کرده بودند نیز مشاهده شد    AFAهایی که از عصاره الکلی  تکثیر سلولی در گروه 
AFA    داربست با  به PCL/Gelهمراه  سلولی  بقای  و  تکثیر  گروه ،  سایر  از  بیشتر  توجهی  قابل  بود طور  ها 

 (05 /0>P.) 
چسبندگی   AFAو    PCL/Gelرسد ترکیب نانوکامپوزیت  بر اساس نتایج این مطالعه، به نظر می   : ی گیر نتیجه 

های بنیادی مزانشیمی انسان را بهبود بخشیده است. مطالعات تحقیقاتی بیشتری برای تعیین و بقای سلول 
 و داربست مورد نیاز است.  AFA اثربخشی بهینه 

 18/09/1404دریافت: 
 29/02/1405پذیرش: 

10.61882/ismj.28.6.950 
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 مقدمه 
های بنیادی  های بافتی محدود، سلول به دنبال آسیب 

را   بازسازی  توانایی  محدود  بطور  دیده  آسیب  بافت 
های شدید بافتی به دنبال بیماری،  دارند. ولی در آسیب 

ها توانایی خود در  این سلول   . غیره   فیزیکی و صدمات  
دهند. به منظور ترمیم  تکثیر و بازسازی را از دست می 

توان با کمک مهندسی بافت یک  بافت آسیب دیده می 
مهندسی    (. 1) سیب دیده ایجاد کرد آ بافت شبیه بافت  

بکارگیری  رشته   1بافت  با  که  است  تخصصی  چند  ای 
های  اصول مهندسی و زیستی قادر به تولید جایگزین 

با هدف بازگرداندن، حفظ و یا بهبود عملکرد    زیستی 
بازسازی بافت به   . ( 2) باشد یک بافت یا یک ارگان می 

نیاز دارد که   داربست  سه عامل سلول، فاکتور رشد و 
ها عمل  داربست به عنوان قالب برای رشد و تکثیر سلول 

باشد  ای از نانو الیاف می کند و شامل شبکه پیچیده می 
الیاف مصنوعی نقش ماتریکس خارج سلولی  . نانو ( 3) 

می  ایفا  هر را  و  به    کنند  داربست  این  ساختار  چه 
های طبیعی شباهت بیشتری داشته باشد، تعامل  نمونه 
.  ( 4) گیرد  تری صورت می ها با آن به شکل مطلوب سلول 

شوند و  های گوناگون تولید می الیاف با روش این نانو 
پذیری،  تخریب زیست هایی همچون  لازم است ویژگی 

تا   باشند  دارا  را  بافتی  سازگاری  و  مناسب  تخلخل 
خوبی رشد  ها بتوانند به محیطی فراهم شود که سلول 

 .  ( 5)   و تکثیر پیدا کنند 
مزانشیمی سلول  بنیادی  سلول (MSCs)  های  های ، 

می  که  توانی هستند  مختلف  چند  انواع  به  توانند 
سلول سلول  نظیر  مزودرمی  غضروف، های  های 

متمایز شوند   غیره  و  استخوان؛ عصب  .  (6) چربی، 
مغز  سلول  از  مشتق  مزانشیمی  بنیادی  های 

سلول   (BM-MSCs)  استخوان  انواع  از  های یکی 
می مزانشیمی  در  بنیادی  مهمی  نقش  که  باشند 

بافت  کاهش  ترمیم  و  ایمنی  سیستم  تعدیل  و  ها 
های بنیادی تحت  . عملکرد سلول (7) التهاب دارند  

سیگنال أ ت  ترکیبات  ثیر  واسطه  به  که  است  هایی 

 
1 -Tissue engineering 

بیوشیمیایی و فاکتورهای رشد ریز محیط اطرافشان  
آن  می به  حضور (8)رسد  ها  واقعیت  علیرغم   .
افراد سلول  بافت  در  مزانشیمی  بنیادی  های 

سلول  این  توان  و بزرگسال،  سن  افزایش  با  ها 
آزمایشگاهی و در طول  همچنین در شرایط داخل 

سلول  پیری  دلایل  به  ثبات  مدت کشت  عدم  و  ها 
 . (9) یابد  . کاهش می غیره   ژنتیکی وژنتیکی و اپی 

ها به بافت دچار ضایعه  همچنین پیوند این سلول 
بدلیل عدم استقرار مناسب ناکارامد است و نیاز به  
ضروری   سلول  پیوند  حفظ  برای  داربست  یک 

داربست (5) باشد  می  ب .  چه  یا  ه ها  طبیعی  صورت 
ویژگی  داشتن  با  بایستی  خاص، مصنوعی  های 

های برای ارسال و دریافت سیگنال  محیطی مناسب 
های مزانشیمی بتوانند  زیستی فراهم کنند تا سلول 

با انواع پروتئینی که دارند به این ساختارها متصل  
. مطالعات (10) شوند و عملکرد خود را نشان دهند  

یک  گسترده  کارآزمایی  تا  گیرد  صورت  باید  ای 
شود   مشخص  انسانی  فاز  در  .  (11) داربست 

به پلی  پلی کاپرولاکتون،  یک  استرالیفاتیک عنوان 
ت  مورد  دنیا أ مصنوعی  معتبر  نظارتی  نهادهای  یید 

مطالعه  است.  گرفته  که  قرار  است  داده  نشان  ای 
پلی  بقای  داربست  افزایش  سبب  کاپرولاکتون 

ها و افزایش تمایز به کندروسیت شده است سلول 
. الیاف الکتروریسی شده پتانسیل بالایی جهت  (12) 

سلول  بین  تعامل  خود افزایش  از  داربست  و  ها 
 . (13) اند  نشان داده 

های ای از جلبکگونه   (AFA)آکوا    -آفانیزومنون فلوس 
می  که سبز  است  متعددی  ترکیبات  دارای  که  باشد 

سیستم می  کننده  کنترل  التهابی،  ضد  اثرات  توان 
را برشمرد  آنتی اکسیدانی قوی آن  و فعالیت  ایمنی 

ویروسی، ضد پیری، ( 14)  دارای خواص ضد  بعلاوه   .
های اندوتلیال و ضد انعقادی و محافظتی برای سلول 

. گزارشاتی ( 16و    15) باشد  کاهش دهنده قند خون می 
فعالیت   بر  این آ مبنی  دهنده  بهبود  اکسیدانتی  نتی 

جلبک بر میزان اپوپتوز، استرس اکسیداتیو و عملکرد 
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مدل  در  است میتوکندری  شده  ارائه  الزایمری   های 
مهار ( 17-19)  با  همچنین   .(NFκB) Nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B 
cells   فعال مهار  کاهش    IL-6،Il-1β  سازی و  سبب 

 .( 20) شود می   ها التهاب در سلول 
داربست   ارزیابی  و  ساخت  حاضر  مطالعه  از  هدف 
و   بود  شده  الکتروریسی  کاپرولاکتون  پلی  کامپوزیتی 

سلول  در  بقای  انسانی  چربی  از  مشتق  بنیادی  های 
 بر روی آن مورد بررسی قرار گرفت.    AFSحضور  

 
 ها مواد و روش 

 

پلی نحوه  کامپوزیتی  داربست  ساخت  کاپرولاکتون  ی 
 الکتروریسی شده 

اخلاقین  ا کد  با  .  1398.  048  مطالعه 
IR.BPUMS.REC    دانشگاه پژوهشی  معاونت  در 

 علوم پزشکی بوشهر مورد تصویب قرار گرفت. 
کاپرولاکتون  پلی  پودر  با  الکتروریسی     محلول 

(Sigma Aldrich  ،Da  000/90-  000/70  ~  Mw  )  و
  1به    3به نسبت  (  Type B Sigma Aldrich)  ژلاتین

همزن    HFIP2سی  سی   5در   روی  بر  و  شد  تهیه 
  600گراد و دور  درجه سانتی  40با دمای    یسیمغناط
RPM    حل    ساعت هم زده شد تا کاملاا   24به مدت

میلی لیتر    5شده و تعلیق پایداری شکل گیرد. سپس  
دستگاه   سرنگ  به  شده  تهیه  پلیمری  محلول  از 

 الکتروریسی منتقل گردید  
 (Iran  ،Genefanavaran nanomeghyas  ) سوزن

سرنگ به جریان ولتاژ بالا متصل شد و ولتاژ آن معادل 
 20کننده  کیلوولت تنظیم شد. فاصله نازل تا جمع   20

متر بر ساعت تنظیم میلی   3/0متر و نرخ تخلیه  سانتی 
روی صفحه جمع  بر  الیاف  تمرکز  کننده گردید. جهت 

های صفحه به جز مکانی که برای تجمع بقیه قسمت 
 (.21)داربست مد نظر بود عایق شد  

 
 پذیری داربست سنجش زیست تخریب

تخریب زیست  میزان  در  مطالعه  داربست  پذیری 
کشت   در  DMEM  (Gibcoمحیط   )pH  2/7   در و 

داربست گرفت.  انجام  آزمایشگاه  با  محیط  ها 
متری برش داده شده و به مدت سانتی  1×1های  اندازه

 
2- Hexafluoroisopropanol (HFIP) 

اتانول    2 در  تا  غوطه  درصد  70ساعت  شدند  ور 
 ( توزین  از  گردند. پس  پلیتW0استریل  در  های  (، 

لیتر محیط کشت قرار داده شده و به  میلی  6حاوی  
دمای    18مدت   در  سانتی  37روز  انکوبه  درجه  گراد 

ها شدند. هر سه روز محیط کشت تعویض و نمونه
 ( داربستWtتوزین شدند  تغییر کاهش وزنی  ها (. 

بعنوان تخریب داربست ارزیابی شدند. این آزمایش  
صورت میانگین ارائه شدند.  سه بار تکرار و نتایج به

 درصد تخریب از طریق فرمول زیر محاسبه گردید.  
 :1فرمول 

Degradation % = (W0-Wt)/W0×100 
 

 بررسی میزان جذب آب داربست 
ها با ابعاد به منظور مطالعه میزان جذب آب داربست

شدند. این وزن  متری برش داده و توزین  سانتی  1×1
نمونه    W0عنوان  هب هر  شد.  مایع   20لحاظ  در  روز 

 Gibco( ،)Phosphate Buffered)  سازی شدهشبیه
Saline )|PBS  )  باPh  2/7  ور شد.  در دمای اتاق غوطه

  W1عنوان  هها توزین شدند و این وزن ب سپس نمونه
نتایج   و  تکرار  بار  سه  آزمایش  این  شد.  لحاظ 

ارائه شدند. درصد جذب آب هر به صورت میانگین 
 نمونه با فرمول زیر محاسبه گردید. 

 : 2فرمول 
Water uptake (%) = (W1 –W0)/w0×100 

 
ریختبررسی الیاف  های  قطر  اندازه  تعیین  و  شناسی 

 داربست
شناسی و اندازه  ها برای بررسی ریختاز بهترین روش

روبشی الکترونی  میکروسکوپ  از  استفاده    الیاف 
(SEM )    بدین( 22)است نمونه.  ابتدا  به  منظور  ها 

های طلا پوشش داده شدند و دقیقه با یون  5مدت  
(  Nova  ،USA)  سپس به کمک میکروسکوپ الکترونی

گیری قطر نانوالیاف از  اندازه  تصویربرداری شد. برای
  1.54( ویرایش  NIH  ،ImageJ)  افزار آنالیز تصویر نرم

 .  (22) استفاده شد
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   AFAسازی عصاره آماده
اهدایی گروه بیوتکنولوژی دریایی    AFAعصاره الکلی  

خلیج مورد  دانشگاه  مربوطه  گروه  در  بوشهر  فارس 
ب  جداسازی  شیوه  گرفت.  قرار  صورت  هاستخراج 

اتانول   در  جلبک  که  بود  ترتیب  این  به   70خلاصه 
برای    درصد و  شد  به    40حل  و  شد  ورتکس  ثانیه 
گراد انکوبه گردید.  درجه سانتی  25ساعت در    2مدت  

دقیقه سانتریفیوژ   2مدت به  RPM1000عصاره در دور 
بار   3آوری گردید. این روند  شده و بخش رویی جمع

آوری و خشک  تکرار شده و در نهایت مایع رویی جمع
در    گردید. سپس عصاره خشک شده توزین شده و

در آب مقطر حل و با فیلتر سر    زمان مصرف مجدداا 
برای    22/0سرنگی   و  شد  ضدعفونی  میکرون 
 . ( 23)های کشت سلول استفاده گردید آزمایش

 
 های بنیادی مزانشیمی سازی سلولجداسازی و آماده

از نمونه سلول  ریز و های بنیادی مزانشیمی  های دور 
آسپیراسیون مغز استخوان آغشته به خون مربوط به  

می  انجام  درمانی  و  تشخیصی  اهداف  با  شدند، که 
به آزمایشگاه منتقل شده   دریافت گردید. نمونه سریعاا 

 لیتر محیط کشت میلی   5لیتر خون، میلی  5 ی و به ازا 
DMEM   (Germany  ،Eagles Medium Gibco )
گاوی  15حاوی   جنین  سرم  ، Germany)   درصد 
Gibco  ، FBS :Fetal Bovine Serum  ،)100  واحد 

، Germany)   3سلینپنی  بیوتیکآنتی  المللیبین 
Gibco ) استرپتومایسینبین  واحد  100 و   4المللی 

 (Germany  ،Gibco )  سه ساعت   ه افزوده شد. به فاصل
مح ـ كشت،  از  سلول یبعد  كـشت  آرام ط  بـه   یها 

ساعته، هر   72  ه دور   یکد. در ادامه در  ی ض گردیتعو
ساعت   مح یهـشت  بار  سلول یك  كشت  ها ط 

كبار ی د. بـه مدت دو هفته، هر سه روز  ی ض گردیتعـو
تعوط كشت سلول یمح  پا یها  در  و  ای ض شد  ن ی ان 

با  مدت، پاساژ سوم انجام گرفـت. بدین ترتیب که 
تریپسین از    5درصد  0/ 25  استفاده 

 
3-Penicillin 
4-Streptomycin 
5-Trypsin 

 (Germany  ،Gibco )   در   ها از کف فلاسک جدا وسلول
 یها های شش خانه کشت داده شدند. سلول پلیت 

ط كـشت تحت عنوان پاساژ سوم یجدا شـده از مح ـ
 ی سـطح سلول   یو ماركرها   یز یتما   ی های ژگ ی از نظر و 

 .( 24)قـرار گرفتنـد   ی مورد بررس ـ
 
 ها با فلوسایتومتری یید ماهیت سلولأت

ت مزانشیمیأبرای  منشا  و  هویّت  های  سلول  یید 
آن مارکرهای سطحی  از  شده  استفاده  استخراج  ها 

به سلولشد،  که  مورد  طوری  پاساژ  از  حاصل  های 
قرار    CD73  ،CD90  ،CD105های  شناسایی آنتی ژن

هماتوپویتیک مارکرهای  همچنین  ،  CD45  گرفتند. 
CD34  ،CD20  ،CD14  نیز مورد استفاده قرار گرفتند  

(25()Czech ،Exibo  .) 
 

 ها  سازی سلولشیوه آماده
مدت هاسلول آنزیمی  4-5  به  تیمار  تحت   دقیقه 

Trypsin / EDTA  با پیپت کردن  قرار گرفته، به آرامی
ها را از هم جدا کرده و سپس با افزودن محیط  سلول

ادامه   در  شد.  خنثی  آنزیم  سرم،  حاوی  کشت 
مدت   به  سلولی  دور   4سوسپانسیون  با   دقیقه، 

1500RPM  را استخراج    .سانتریفوژ شد محیط رویی 
بانموده و سلول  را  بدون کلسیم و منیزیم  PBS   ها 

گردید.  سانتریفیوژ  مجدد  و  داده   PBS شستشو 
درجه    4تخلیه شد و به رسوب سلولی متانول سرد )

درصد( اضافه گردید. سپس    90گراد و غلظت  سانتی
مدت   به  دور    5نمونه  با  و    1500RPMدقیقه 

سپس   و  گردید.  آبه    PBSسانتریفیوژ  خارج  رامی 
هویت  بادینتیآسپس   تعیین  برای  فوق  های 

شدسلول گرفته  بکار  فلورسنس  ( 26)  ها  پایان  در   .
دستگاه  از  استفاده  با   سلولی 

(FACS Calibur instrument )  (Germany،Becton 
Dikinson )گیری شد.  اندازه 
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بررسی اتصال سلول بر روی داربست به کمک تصاویر  
SEM  

سلول اتصال  آنبررسی  مورفولوژی  و  روی  ها  بر  ها 
میکروسکوپ  از  حاصل  تصاویر  با  داربست  سطح 

به شد.  مطالعه  روبشی  که  الکترونی  طوری 
های کشت داده شده به های حاوی سلولداربست

پارافرمالدئید   مدت    4کمک  به  ساعت    24درصد 
فیکس شدند و پس از شستشو با آب مقطر و خشک  

نمونه برای  شدن،  و  شده  داده  پوشش  طلا  با  ها 
 . (USA  ،Nova) عکسبرداری مهیا شدند

 
سلولگروه کشت  و  مطالعه  مورد  بنیادی  های  های 

 روی داربستمغز استخوان بر مزانشیمی مشتق از 
های مورد مطالعه شامل: گروه کنترل بدون تیمار گروه

(Control)سلول گروه  تو،  بنیادی  عصاره أهای  با  م 
AFA  (AFA  روی بر  شده  لود  بنیادی  سلول  گروه   ،)

، گروه سلول بنیادی لود شده  (PCL/ GEL)  داربست
 /AFA  (PCL/ GELبر روی داربست به همراه عصاره  

AFA)  سلول کنترل،  گروه  در  بنیادی  بود.  های 
تراکم   در  پلیت  5×104مزانشیمی  خانه    96های  در 

با   و    100همراه  گاوی  سرم  حاوی  مدیوم  میکرولیتر 
کشت داده شدند. شرایط در     Penstrepبیوتیکآنتی

که    AFAگروه   تفاوت  این  با  بود؛  شکل  بهمین  نیز 
لیتر  نانوگرم بر میلی 500به میزان  AFAعصاره الکلی 

سلول مدیوم  به  گروه نیز  دو  هر  در  شد.  افزوده  ها 
مدت   به  انکوباتور    72کشت  در  درجه    37ساعت 

 درصد ادامه یافت.  CO2  5گراد و مقدارسانتی
در گروهای کشت در حضور داربست، ابتدا هر قطعه  

  1/3)  هاداربست در ابعادی متناسب با محیط چاهک
مدت  میلی به  اتانول    2لیتر(  در  درصد    70ساعت 
های پلیت قرار  ور گردید. داربست درون چاهکغوطه

به مدت سه ساعت    PBSگرفت و پس از شستشو با  
پنج درصد    CO2در انکوباتور با    PBSتحت تیمار با  

گراد قرار گرفتند. در مرحله  درجه سانتی  37و دمای  
بافر تخلیه شد و سلول بنیادی مزانشیمیبعد   های 

 
6-Spectophotometer 

تراکم   در    5×104در  روش    20سلول  به  میکرولیتر 
های حاوی  چکاندن روی داربست قرار گرفتند و پلیت

کامل   نفوذ  منظور  به  به مدت سه ساعت  داربست 
، PCL/GELها در انکوباتور قرار گرفت. در گروه  سلول

آنتی  100 و  سرم  حاوی  مدیوم  بیوتیک  میکرولیتر 
علاوه بر    ،PCL/ GEL/ AFAاستفاده شد و در گروه  

الکلی   از عصاره  میزان   AFAمدیوم مشابه،    500  به 
بر میلی لیتر استفاده شد. در این گروها نیز  نانوگرم 

مدت   به  انکوباتور    72کشت  در  درجه    37ساعت 
 . ( 27) گراد ادامه یافتسانتی

 
 های مورد مطالعه ها در گروهسلولبررسی زنده مانی 

 ها در هر یک از چهارمانی و تکثیر سلول میزان زنده
مورد بررسی قرار گرفت.    MTTگروه به روش ارزیابی  

میکرولیتر    50و    DMEM  لیتر به این منظور نیم میلی
ها که شامل، داربست، سلول  به نمونه  MTTمحلول  

  4های حاوی سلول اضافه شد و پس از  و داربست
در   انکوباسیون  سانتی  37ساعت  در درجه  و  گراد 

شرایط به دور از نور، محلول قبلی تخلیه شده و به  
فورامازون،   یافته  رسوب  بلورهای  شدن  حل  منظور 

به محلول اضافه شد. پس از    DMSOلیتر  نیم میلی
در طول موج    20گذشت   نوری  میزان جذب  دقیقه 

اسپکتروفتومتر   570 دستگاه  توسط   6نانومتر 
 (. Iran ،Dlab) گیری شداندازه

 

 هال دادهیه و تحلی تجز 
تحل ی تجز  و  آمار ی ه  نرم ی نتا   ی ل  از  استفاده  با  افزار  ج 

SPSS   انس  ی ز واری صورت گرفت. آزمون آنال   26  ویرایش
( و به دنبال آن آزمون  One-Way ANOVAک طرفه ) ی 

LSD   نالیز بصورت پنج بار  آ انجام گرفت.  ی اب ی جهت ارز
عنوان سطح  به   >0P/ 05تکرار در هر گروه انجام شد و  

 ها در نظر گرفته شد. داری بین گروه معنی 
 

 پذیری داربستهای نرخ زیست تخریب یافته
نمایانگر نتایج مربوط به نرخ تخریب داربست   1شکل  

باشد. بر در محیط کشت طی هجده روز بررسی می 
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زمان   گذشت  با  بتدریج  نمودار  این  درصد اساس 
دار افزایش یافت و این تخریب طور معنی ه تخریب، ب 

 .( >0P/ 05در روز هجده بیشترین مقدار را داشت ) 
 

 
 

میزان درصد تخریب داربست در روزهای مختلف قرار   .1شکل  
 گرفتن درون محلول بافر فسفات. 

Fig 1. Degradation percentage of the scaffold at differ-
ent time points during immersion in phosphate-buff-

ered saline. 
 

 های میزان جذب آب داربست یافته
آب   2شکل   جذب  در  داربست  توانایی  نمایانگر 

روز می در  داربست  نمودار  این  اساس  بر  باشد. 
را   جذب  میزان  بیشترین  به  نخست  و  داد  نشان 

به آب  جذب  میزان  زمان،  افزایش  با  طور  تدریج 
از   حاکی  کاهش  این  که  داد  نشان  کاهش  معنادار 

 (. >05/0Pپیشرفت روند تخریبی داربست است )
 

 
روز قرار گرفتن درون   20میزان درصد جذب آب طی   . 2شکل  

 محلول بافر فسفات 
 

Fig 2. Percentage of water absorption during 20 days 
of immersion in phosphate-buffered saline. 

 
ریختیافته الیاف  های  قطر  اندازه  تعیین  و  شناسی 

 داربست
از    3شکل   روبشی  الکترونی  میکروسکوپ  تصویر 

پلی  داربست شده  الکتروریسی  نانوفیبری  های 
می نشان  را  ژلاتین  همچنانکاپرولاکتون/  که  دهد. 

دارد.  مشاهده می یکنواختی  داربست ساختار  گردد 
الکتروریسی اهمیت بسیاری دارد.   امر در روند  این 
بررسی قطر الیاف نشان دهنده حضور طیفی از الیاف 

می میکرو  تا  کامپوزیتی  نانو  داربست  بررسی  باشد. 
باشد. همچنانکه  حاکی از قرارگیری تصادفی الیاف می

متخلخل    شود داربست کاملاا در تصویر مشاهده می
 ها به هم راه دارند.بوده و تخلخل

 

 
 

تصاویر حاصل از میکروسکوپ الکترونی روبشی از   . 3  شکل 
    (B)×625و   (A)×2500نمایی در دو بزرگ  PCL/GELداربست 

 

Fig 3. SEM micrographs of the PCL/GEL scaffold  
acquired at magnifications of ×2500 (A) and ×625 (B) . 

 
 های فلوسیتومتری یافته

های کشت  سلول  منظور اثبات ماهیّت مزانشیمیبه
آنتی پروفایل  شده  این  ژنداده  سلولی  سطح  های 

شکل  سلول در  همچنانکه  شد.  بررسی  دیده    4ها 
سلولمی این  سطحیشود،  مارکرهای  برای   ها 

CD90  ،CD73  ،CD105  مثبت و برای  CD14  ،CD45  ،
CD20 ،CD34    .منفی بودند 

 
اتصال   و زیست   BM-MSCsبررسی  داربست  بر روی 

 سازگاری داربست
سلول روی   BM-MSCs هایمورفولوژی  بر  که  را 

کاپرولاکتونداربست   پلی  ژلاتین    -نانوکامپوزیتی 
شده داده  شکلکشت  در  شده    5  اند  داده  نشان 

می مشاهده  که  همانطور  سلولاست.   هایشود 
BM-MSCs    در حضورAFA  از حالت دوکی شکل به ،

حالت کشیده و گسترده تغییر شکل داده و پخش  
 . نشان دادند   AFAشدگی بیشتری نسبت به غیاب 
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ها برای مارکرهای  مشتق از مغز استخوان انسانی، سلول  های بنیادی مزانشیمی فلوسیتومتری مارکرهای سطحی سلول آنالیز  . 4شکل  
منفی بودند که نشانگر مزانشیمی بودن   CD14 ،CD45 ،CD20 ،CD34 مثبت و برای مارکرهای هماتوپوتیک CD90  ،CD73 ،CD105سطحی 

 باشد. ها میسلول
 

Fig 4. Flow cytometric analysis of surface markers in human bone marrow-derived mesenchymal stem cells  
(hBM-MSCs). The cells were positive for the mesenchymal markers CD90, CD73, and CD105, and negative for the hema-

topoietic markers CD14, CD45, CD20, and CD34, confirming their mesenchymal phenotype . 
 

      
 

 داربست نانوکامپوزیتی الکتروریسی شده در حضور عصاره الکلی   BM-MSCs تصاویر میکروسکوپ الکترونی نشان دهنده اتصال  .5  شکل 
AFA(A( و در غیاب عصاره الکلی )B).  1000نمایی بزرگ× 

 
Fig 5. Scanning electron microscope (SEM) images showing the attachment of BM-MSCs to the electrospun nanocom-
posite scaffold in the presence of AFA alcoholic extract (A) and in the absence of the alcoholic extract (B) at a magnifi-

cation of ×1000 
 

سلول  بقای  و  تکثیر  میزان  در    BM-MSCsهای  بررسی 
 گروهای مورد مطالعه 

، رشد و  AFAثیر زیستی عصاره الکلی  أ منظور بررسی ت به 
های بنیادی مزانشیمی انسانی، در شرایط  تکثیر سلول 

قالب   در  کشت  کنترل   4مختلف  گروه    طراحی 
 (Control گروه کشت همراه با عصاره ،)   (AFA  گروه ،)

 ( عصاره  PCL/Gelداربست  و  داربست  گروه  و   ) 
 (PCL/ Gel/AFA در روز نخست کشت و ،)ساعت    72

 بعد مورد بررسی قرار گرفت.  
را   MTTنتایج حاصل از ارزیابی    6با توجه به شکل  

به می  )مقایسه  توان  گروهی  درون  مقایسه  صورت 

  24های کشت نسبت به همدیگر در بازه زمانی  گروه 
گروهی   72و   بین  مقایسه  و  کشت(  از    ساعت 

ساعت نسبت   72)مقایسه نتایج هر گروه کشت در  
ساعت نخست داشته است(    24به وضعیتی که در  

 مورد بررسی قرار داد. 
بازه  از  کدام  هر  در  گروهی  درون  زمانی  مقایسه  های 

ها در همه  نشان دهنده رشد و فعالیت متابولیک سلول 
  24های تحت کشت بود. ارزیابی مستقل نتایج در  گروه 

ساعت پس از کشت    72ساعت اولیه و همچنین در  
این بود که وضعیت فعالیت متابولیک   نشان دهنده 

گروه سلول  در  ب ها  داربست  دارای  معنادار  ه های  طور 
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(. از میان  >0P/ 05های بدون داربست بود ) بالاتر از گروه 
فعالیت  گروه  نیز،  داربست  بدون  متابولیک  های 

ب سلول  الکلی  عصاره  دارای  گروه  در  معن ه ها  دار  ا طور 
 . ( >0P/ 05) بیشتر از گروه کنترل بود  

ساعت از کشت، بررسی و مقایسه    72بعد از گذشت  
متابولیک   فعالیت  که  بود  این  از  حاکی  گروهی  بین 

طور  ه ها نسبت به گروه کنترل ب ها در همه گروه سلول 
سلول  و  داشت  افزایش  دارای  معنادار  گروه  در  ها 

گروه   در  و  داربست  بدون  گروه  به  نسبت  داربست 
PCL/Gel/AFA   و  ه ب متابولیک  فعالیت  معنادار  طور 

ها افزایش داشت  ها نسبت به سایر گروه بقای سلول 
 (05 /0P< )  ،بقا افزایش  بیانگر  جذب  میزان  افزایش   .

 هاست. تکثیر و فعالیت متابولیک سلول 
 

 
 

های در گروه BM-MSCs فعالیت متابولیک و رشد  .6شکل  
مختلف کنترل )سلول و محیط کشت(، کشت در حضور عصاره  

(AFA کشت بر روی داربست ،)PCL/Gel   و کشت بر روی
  72و  24های در زمان  AFAدر حضور عصاره  PCL/Gelداربست 

افزایش بقا،  (. افزایش میزان جذب بیانگر  >P*05/0ساعت )
 .هاست تکثیر و فعالیت متابولیک سلول 

 
Fig 6. Metabolic activity and proliferation of BM-MSCs in 

different experimental groups, including the control 
group (cells cultured in medium only), cells cultured in 

the presence of AFA extract, cells cultured on the 
PCL/Gel scaffold, and cells cultured on the PCL/Gel 
scaffold in the presence of AFA extract at 24 and 72 
hours (P<0.05). Increased absorbance indicates en-

hanced cell viability, proliferation, and metabolic activity . 
 

 بحث 
 AFA ثیر عصاره الکلی جلبکأ این مطالعه به بررسی ت

بقای و  میزان چسبندگی    BM-MSCsهای  سلول بر 
نانوکامپوزیتی   داربست  روی  بر  شده  داده  کشت 

های این  پرداخت. یافته  PCL/ Gelالکتروریسی شده  
مذکور بستر فیزیکی     مطالعه نشان داد که داربست

سلول رشد  و  چسبندگی  برای  را  -BMهای  مناسبی 
MSCs  می مطالعات فراهم  با  موضوع  این  کند. 

چسبندگی   بهبود  و  سازگاری  زیست  بر  که  پیشین 
کامپوزیت در  تسلولی  ژلاتین  حاوی  کید أ های 

دارد    ،اندداشته هارلی .  ( 29و    28) همخوانی 
(Harley ) در مطالعه در  و همکاران  نمودند  بیان  ای 

کلاژن شده  الکتروریسی    -داربست 
تصال به سطح  امکان اها  گلیکوزامینوگلیکان، سلول

را به دلیل همواری سطح داربست دارا بوده و فضای 
موجود بین الیاف داربست، شرایط مناسبی را برای  

ها، گازهای مورد نیاز و  مبادله مواد غذایی، متابولیت
.  ( 30)نماید  های بنیادی فراهم میحتی حضور سلول

ارزیابی   به  مربوط  نتایج  حاضر،  مطالعه  در  ازطرفی 
توان جذب رطوبت داربست حاکی از این است که  
به   و  بالا  ابتدایی  روزهای  در  رطوبت  جذب  میزان 

تواند  تدریج روند کاهشی دارد. این روند کاهشی می
شدن   پاشیده  هم  از  و  تخریب  پیشروی  دلیل  به 
زیست   نمایانگر  خود  که  باشد  داربست  ساختار 

واسطه گروهای  هب بآ پذیری آن است. جذب  تخریب
C-O    و–OH  باشد که دال بر موجود در داربست می

ت امکان  و  گروه  این  بین  ارتباط  مین محیط  أوجود 
. که  ( 31)  باشدمناسبی برای اتصال و رشد سلول می

سزای   به  نقش  دهنده  نشان  مطالعات  این  همگی 
سلول  PCL/ Gelداربست   چسبندگی  -BMهای  بر 

MSCs باشدمی . 
   BM-MSCsهایدر مطالعه حاضر رشد و بقای سلول

با   تیمار  افزایش    AFAتحت  کنترل  گروه  به  نسبت 
جمله   از  کشت  در  موجود  مختلف  عوامل  داشت. 

رسان، برخی مواد  های پیام فاکتورهای رشد و مولکول 
ویتامین میمغذی،  فلاونوئیدها  و  نقش  ها  توانند 

مهمی در حفظ خود نوسازی و تحریک تکثیر و تمایز  
باشند و   (. 32و    24)  داشته  فنولی  ترکیبات 

عصاره   در  موجود  با  می  AFAفیکوسیانین  توانند 
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رادیکال کردن  مضرات  آهای  خنثی  کاهش  و  زاد 
اپوپتوز   از  کشت،  محیط  در  اکسیداتیو  استرس 

.  ( 33)جلوگیری کرده و بقای سلول را افزایش دهند  
در   موجود  افزایش    AFAترکیبات  و  تثبیت  با 
درون  رشد  در  فاکتورهای  که  سیگنالی  مسیرهای  زا، 

می تقویت  را  دارند  نقش  سلولی  .  (34)کنند  تکثیر 
که   است  داده شده  نشان  تواند می  AFAهمچنین 

تکثیر   برای  را  زمینه  و  مهار  را  التهابی  فاکتورهای 
 . (33)ورد آها فراهم سلول

بقای    PCL/Gel/AFAدر مطالعه حاضر نتایج در گروه  
گروه سایر  به  نسبت  بسلولی  معناداری  هها  طور 

  AFAافزایی  توان به نقش همافزایش داشت که می
در    PCL/ Gelو   موجود  ترکیبات  کرد.    AFAاشاره 

نتی اکسیدانتی و ضدالتهابی و داربست  آدارای اثرات  
انواع   برای عبور  نیز دارای خواص فیزیکی متناسب 

 باشد.  ها برای سلول میمتابولیت 
بقای   بررسی  جهت  گروهی  بین  مقایسه  طرفی  از 

  24های  ساعت نسبت به گروه  72سلولی در گروهای  
سطح   توپوگرافی  داشت.  چشمگیر  افزایش  ساعت 

ثیر  أ داربست برچسبندگی، گسترش و شکل سلول ت
دارند پس  می نیاز  زمان  به  فرایندها  این  که  گذارد 

به زمان    72زمان    مسلماا  عملکرد    24ساعت نسبت 
دهند  . از طرفی شواهد نشان می( 35)بهتری دارند  

با گذشت زمان فعال و     AFAثره جلبکؤ که مواد م
می تمایز  تقویت  و  بقا  که  رشد  فاکتورهای  شوند. 

میسلول تنظیم  را  زمان  ها  طول  افزایش  با  کنند 
ها افزایش یافته  نآشوند و غلظت  بیشتر ترشح می

رای تکثیر  ها بدر نتیجه یک بازخورد مثبت در سلول
 (. 36)کنند بیشتر ایجاد می

در زمینه کشت سلولی، پس از جداسازی و کشت،  
شوند تا با محیط  خیر در رشد میأها وارد فاز تسلول

ها وارد فاز  نآجدید سازگار شوند. پس از این مرحله  
رسد. زمان  شوند که تکثیر به حداکثر میتکثیری می

خیر و ورود به فاز تکثیر  أمورد نیاز برای گذر از فاز ت
. این شواهد همگی دال  (37)باشد  می  24-72حدود  

 باشد.تر میبر نتایج بهتر در زمان طولانی
توان به عدم بررسی  از محدودیت های مطالعه می

های  دوزهای متفاوت، عدم بررسی بر روی دیگر سلول
مولکولی   مکانیسم  شرح  عدم  و  مزانشیمی  بنیادی 

 اشاره کرد.  AFAدقیق عصاره 
 

 گیری نتیجه 
نانوکومپوزیتی   داربست   AFAو    PCL/Gelترکیب 

هم استراتژی  میک  و  تکثیر  ؤافزا  و  بقا  برای  ثر 
در کشت کوتاه مدت است.    BM-MSCs  هایسلول

یافته در این  استفاده  برای  بالایی  پتانسیل  ها 
ویژه در شرایطی که نیاز به پیوند  همهندسی بافت ب 

 کند.باشد ارائه میمیسریع بافت 
 

 و قدردانی  سپاس
  ایهطرح پایان نامه دکترای حرف   این مقاله برگرفته از
می پزشکی  از    .باشدرشته  مقاله  این  نویسندگان 

معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی بوشهر برای  
 کنند. حمایت مالی از این پروژه تشکر و قدردانی می
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