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 (101-114) 68تابستان2شماره  4دوره   

 
 هاي بنيادي مزانشيمي موشي كشت شده در آلژنيت  پيوند زير پوستي سلول

 ها و بررسي تمايز به غضروف آن
 

 4، عباس پيريايي3، سحر كياني2اري ، ليلا تقي1نژاد محمدرضا باغبان اسلاميدكتر 
  

 هچكيد
 سابقه و هدف 

جمله ترميم ضايعات غضروف مفصلي  كانديد مناسبي براي درمان انواع بيماري از ،سلول بنيادي مزانشيمي
در . ها، در حال انجام است اين سلول استفاده از هاي زيادي در جهت كاربردي كردن شود و تلاش محسوب مي

، در داخل ژل آلژنيت  NMRIمزانشيمي مغز استخوان موش هاي بنيادي  همين راستا، در مطالعه حاضر سلول
زير پوست آن پيوند گرديد تا پتانسيل تمايز به غضروف آن در در  ،كشت شد و با تضعيف سيستم ايمني رت

 .بررسي شود in vivoمحيط 
 ها  و روش دامو 

و  كشتههفته  4-8با سن تقريبي  NMRIهاي  موشدر اين مطالعه . مطالعه انجام شده از نوع تجربي بود
با انجام دو . ندخانه كشت شد 8ف متر مربع در ظرو سلول در سانتي 100ها با تراكم  هاي مغز استخوان آن سلول

دو ميليون سلول مزانشيمي پاساژ . هاي فيبروبلاستي مزانشيمي ظاهر شد پاساژ متوالي، جمعيت خالصي از سلول
ليتر محلول آلژنيت معلق شد و ژل حاوي سلول به كمك محلول كلريد كلسيم به حالت ژل در  دو، در يك ميلي

ها به طور روزانه داروي  رت ،براي اجتناب از رد پيوند. وند شدو به صورت زير پوستي به رت پي آمد
ها از محل پيوند خارج شد و از لحاظ تمايز به  هفته پس از پيوند، ژل 1. سايكلوسپورين دريافت كردند

و ميكروسكوپ الكتروني بررسي  RT-PCR، (آميزي تولوئيدن بلو رنگ)هاي ايمونوسيتوشيمي غضروف با روش
 . شدند

 ها   يافته
هاي پيوند شده بافت همبندد و رربدي پدر از عدرو       بر روي ژل. پس از پنج هفته محل پيوند به آرامي باز شد

هاي حداوي سدلول نشدان داد كده      هاي تهيه شده از ژل آميزي تولوئيدن بلو برش رنگ. خوني تشكيل شده بود
نتدايج  . ورفولوژي بيضي شدكل دارندد  اند و م ها در درون ژل در داخل ساختارهاي شبه لاكونا واقع شده سلول

RT-PCR  نشان داد كه، ماركرهاي غضروفي از جملهmRNA    كلاژن تيدII (   مداركر غضدروف هيدالين) ،X 
بررسي . به ميزان زيادي توليد شده استاگريكان و ( سازي در آغاز استخوان هفهيپرتروهاي  ماركر كندروسيت)

ها  كه آندوپلاسمي خشن فراوان و متسع هستند و در خارج آنها داراي شب هاي ظريف نشان داد كه سلول برش
 . اي ترشح شده است ماتريكس خارج سلولي رشته

 نتيجه گيري  
هاي غضروف هيدالين،   به سلول  هاي مزانشيمي كشت شده در داخل ژل آلژنيت، پس از پيوند زيرپوستي، سلول

 . يابند رد، تمايز ميسازي وجود دا اي از آغاز فرآيند استخوان كه در آن نشانه
 آلژنيت، پيوند  ،هاي بنيادي مزانشيمي سلول  :كليدي كلمات

 
 
 

 58/ 91/1 :تاريخ دريافت 
 58/ 91/4: تاريخ پذيرش 
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 ليسانس علوم تكويني ـ پژوهشكده رويان فوق -2
 دانشكده پزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتيـ علوم تشريح  PhDدانشجوي  -3
 دانشكده پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ـ علوم تشريح PhDدانشجوي  -4
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 مقدمه
هاي شايع در  ضايعات غضروف مفصلي از جمله بيماري   

غضروف آسيب ديـده يـا   (. 1)افراد ميانسال و سالمند است
اسـت   انسيل محـدودي بـراي تـرمي     تحليل رفته داراي پت

 ـود  ه ب ـ ضايعات بزرگتر قـادر بـه تـرمي   ـود     چنين ه 
هاي غضروفي يكـي از   نيستند به همين دليل درمان بيماري

ــال  ــو     چ ــدي محس ــكي و ارتوپ ــزر  در پزش ــاي ب ه
 (. 2  3)شود مي
هـاي جراحـي مرسـوم  از جملـه      نتايج حاصل از روش    

نشان دهنده ايـن    كندرال پيوند  ودي استئوكندرال و پري
واقعيت است كه بافـت پيونـد شـده قـادر بـه بازگردانـدن       

باشـد و عمـل طبيعـي     سا تار طبيعي غضروف هيالين نمي
لـذا يـافتن منبـع    (. 4)يابد مفصل به مقدار زيادي كاه  مي

سلولي مناسب و كارا جهت پيوند در محـل ضـايعه ديـده    
 . غضروف  همواره مورد توجه بوده است

هاي غضروفي اسـت   يكي از اين منابع  استفاده از سلول    
انجام شـد ولـي    9185كه پيوند آن براي اولين بار در سال 
اســتفاده از (. 8)بــود% 44ميــزان موفقيــت ايــن روش تنهــا 

در پيونـد  ( بدون عوامل ماتريكس برون سـلولي )سلول تنها
با مشكلاتي از قبيل  ـار  شـدن سـلول از محـل ضـايعه      

. في و رها شدن در فضاي مفصلي همراه اسـت ديده غضرو
استفاده از داربست مناسب به عنوان حامل سلول تا حـدود  

هـاي   از بين داربسـت . كند زيادي اين مشكل را برطرف مي
طبيعي است كـه از   هايساكاريد پلياز موجود آلژنيت يكي 

اي اسـتررا  شـده و بـه راحتـي در حضـور       قهـوه  كجلب
اين تركيب بـه دليـل   . آيد ل در ميهاي كلسي  به فرم ژ يون

و شكل محل آسـيب را بـه  ـود    اين كه به فرم مايع بوده 
ضروفي مناسب غبراي پيوند در محل ضايعه ديده   گيرد مي

 (.8  7)است
هاي كندروسيت  سلول 9118در سال  و همكاران  پيج    

ضـروف  غو در محـل آسـيب    ندبرد آلژنيترا بر روي ژل 
ين بار نتيجه بـه دسـت آمـده بهتـر از     ا .ندمفصلي پيوند زد

ولي اين روش عليـرغ  ايـن كـه تـا حـدودي       .(5)قبل بود
شـد  بـه دو دليـل روش مناسـبي      سبب ترمي  غضروف مي

تهيـه كندروسـيت يـك ضـايعه      اولاًَ :گرديـد  محسو  نمي
تر ايـن كـه    كرد و مه  ايجاد مي ثانوي در غضروف مفصلي

هـا دچـار    روسـيت در كشت تك لايه به منظور تكثيـر  كند 
ــاي  ــزتم ــيات ت ــده و  صوص ـــزدايي ش ه ـرشحي از جمل

ــاتريكس  ــار  ســلولي حــاوي اگريكــان را از دســت   م
هـاي   هاي ا ير اسـتفاده از سـلول   در سال (.1  94)دادند مي

مزانشيمي در بازسازي ضايعات غضروفي مورد توجه قرار 
گـزارش  كـاپلان   9111به طوري كه در سـال  . گرفته است
كشت شده بر  (MSCs)مزانشيمي بنيادي هاي لكرد كه سلو

شـبيه   يهفته قادر به تشكيل بافت 24روي ژل كلاژن بعد از 
هـاي مزانشـيمي بـا     سـلول (. 99)باشند ميغضروف شفاف 

توان تكثير بالا در آزمايشـگاه و پتانسـيل تمـايز بـه انـوا       
هاي دودمان مزانشـيمي بـه عنـوان يكـي از بهتـرين       سلول

ترمي  ضايعات غضروفي شنا ته شـده  منابع سلولي جهت 
هاي زيـادي از تشـكيل موفقيـت     ا يراًَ گزارش(. 92)است

هـاي بنيـادي    آميز استروان و غضـروف بـه كمـك سـلول    
مزانشيمي مغز استروان در حيوانـات آزمايشـگاهي وجـود    

 (.93-98)دارد
هــاي  تــا بــه حــال در چنــدين تحقيــل  كشــت ســلول     

ورد بررسـي قـرار گرفتـه    مزانشيمي در دا ل ژل آلژنيت م
هاي مزانشـيمي كشـت    ولي در ارتباط با پيوند سلول  است

-24)مطالعات بسيار اندك است  شده در دا ل ژل آلژنيت
91  .) 
در مطالعه حاضر اين مبحث مـورد توجـه قـرار گرفتـه         

هاي مزانشيمي بـه شـكل سـه     است بدين ترتيب كه سلول
نـدروژنزيس  بعدي در دا ل ژل آلژنيـت كشـت شـده و ك   

ها پس از پيوند در زير پوست موش  مورد بررسي قرار  آن
هـاي    mRNAوقو  كندروژنزيس با بررسـي  . گرفته است
ماركر غضروف و ماتريكس ترشح شـده در    دا ل سلولي

ه  چنين به منظور بررسـي  .  ار  سلول انجام شده است
مورفولوژي  برشي از بافت پيونده زده شده  ار  گرديده 

اسا تار آن بـا روش ميكروسـكوا الكترونـي گـذاره     و فر
در اين تحقيل  براي بررسي . مورد بررسي قرار گرفته است

هاي مزانشيمي موش  از سلول آلژنيتكندروژنزيس در ژل 
NMRI  تحقيقـات پيشـين نشـان داده    . استفاده شده اسـت

هــاي مزانشــيمي از مغــز  ســازي ســلول اســت كــه  ــال 
 (. 29  22)مراه استاستروان موش با مشكلاتي ه

 هاي فوق را با روش  ن  ود  سلولـل پيشيـما در تحقي    
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ــرده  ــدا ك ــدي ج ــ  جدي ــر    .(23  24)اي ــه حاض در مطالع
ها را پس از كشت در دا ـل ژل   آن in vivoكندروژنزيس 

 . نمودي آلژنيت و پيوند در زير پوست موش بررسي 
 

 ها مواد و روش

  :مغز استروان MSCsهاي  كشت سلول
هـاي مزانشـيمي بـه     در مطالعه تجربـي حاضـر  سـلول       

جداسـازي و    روشي كه در تحقيل پيشـين مـا ركـر شـده    
سر موش نر  نژاد  8به طور  لاصه  (. 23  24)ندتكثير شد

NMRI    جـايي   هفتـه بـه روش جابـه    8-5به سـن تقريبـي
% 14سپس بـه وسـيله الكـل      ندهاي گردني كشته شد مهره

هـاي   رايط كاملاًَ استريل  اسـتروان ضدعفوني شده و در ش
نـد اطـراف   مببافـت ه . جـدا گرديـد   ها ران و ساق پاي آن

ها به طور كامل پاك شده و به زيـر هـود لامينـار     استروان
سـپس بـا اسـتفاده از قياـي اسـتريل دو سـر       . منتقل شـد 

مغز استروان به كمك يك سرنگ و . استروان قطع گرديد
  DMEM (Dubleco'sكه بـا محـيط    95سر سوزن شماره 

 ســرم% 98حــاوي ( Modified Eagles Medium؛  آلمــان
FBS(ــو ــد  Fetal Bovine Serum)  944؛ جيبكـ واحـ
المللـي   واحد بـين  944سيلين و  بيوتيك پني المللي آنتي بين

در يك لوله فلاشينگ پر شده بود  به روش  استرپتومايسين
وان بـا  در اين مرحله مغز اسـتر . ليتر ترليه گرديد ميلي 98

ت سلولي تشكيل گـردد   يسانتريفوژ شد تا پل g 9244دور 
ليتـر   ميلـي  9هـا در   سپس محيط رويي ترليه شده و سلول

 فـي  فيلتـر   تازه معلل شده و با استفاده از DMEMمحيط 
هـاي   در ايـن مرحلـه سـلول   . ميكرومتري فيلتـر شـدند   14

م نئوبـار مـورد   زحاصل از هر اسـتروان دراز بـه كمـك لا   
سلول در هر يك  844سلولي قرار گرفت و تعداد  شمارش
سـپس  . چـاهكي كشـت شـد    8هاي ظروف كشت  از  انه

درجــه  31ظــرف حــاوي ســلول بــه انكوبــاتور بــا دمــاي 
روز محـيط   2بعـد از  . منتقل گرديد CO2% 8گراد و  سانتي

. دش ـتـازه اضـافه     DMEMرويي  ار  گرديد و محـيط  
مـدت دو هفتـه    روز يك بـار بـه    3-4ها هر  محيط سلول

بـه ايـن    .تعويض شد و سپس پاساژ اول صـورت گرفـت  
% Trypsin-EDTA 2/4هـا بـا اسـتفاده از     ترتيب كه سـلول 

 9 در 3از كف ظرف كنده شد و به نسبت ( كو  آلمانبجي)
پاسـاژ  )متـري كشـت شـد    سانتي 28هاي كشت  فلاسكدر 

اين . دو هفته پس از پاساژ اول  پاساژ دوم انجام شد(. يك
منجمد شدند و   ها پس از پر كردن كف ظرف كشت لسلو

بـراي انجمـاد از   . در مرحله بعدي تحقيل استفاده گرديدند
  (دايمتيل سـولفات  آمريكـا  سـيگما   )DMSO% 34تركيب 

8 %FCS  88و %DMEM 28هــر فلاســك . اســتفاده شــد 
 . ويال انجماد تقسي  شد 8متري به  سانتي

 
  :آلژنيتدر ژل  MSCsهاي  كشت سلول

پـس از شـمارش  در يـك     mMSCsدو ميليون سـلول      
ژل . معلـل شـد  ( سـيگما  آلمـان  )آلژنيـت ليتر محلول  ميلي

. اي منتقـل شـد    انـه  92حاوي سلول به يك ظرف كشت 
ليتر به ظـرف كشـت    ميلي 2به حج   CaCl2سپس محلول 

هاي كلسي  به فرم  در حضور يون آلژنيتاضافه شد تا مايع 
PBS6ژل دوبـار بـا محلـول      دقيقه 24پس از . ژل درآيد

+ 
 DMEMشسته شـد و محـيط تمـايز كنـدروژنيك شـامل      

ــاوي  ــد   94ح ــاكتور رش ــانوگرم ف ــيگما) TGF-3 ن   س
Transforming Growth Factor-3)  94 ـــنان  رمـوگـ

(Bone Morphogenetic Protein-6) BMP-6   84 
ــي ــرم ميل   TS   +premix (Transferrin / Selenium) گ
   BSA گـرم  ميلـي  28/9و  اسـيد  لئيـك لينو گـرم  ميلي 38/8
(Bovine Serum Albomin ) 9و %FBS   9بـــه حجـــ 

ها به مدت يك هفته بـا   سلول. ليتر به آن اضافه گرديد ميلي
و سـپس بـه صـورت زيـر      ندمحيط كندروژنيك تيمار شد

 . ندسر رت پيوند شد 8پوستي به 
 

 :پيوند
بـه وزن  )هـاي نـر   به منظور تضعيف سيست  ايمنـي رت     

ي وپيونـــد  از دارگيرنـــده (گـــرم 244-284تقريبـــي 
به صورت تزريـل زيـر   ( نوارتيس  سوئيس)سايكلوسپورين

اين كار از يـك  . استفاده شد( ليتر در روز يك ميلي)پوستي
روز پي  از عمل آغاز شد و تا زمان  ار  كردن ژل ادامه 

ــت ــبت  . ياف ــه نس ــپورين ب ــه  9سايكلوس ــول  9ب از محل
ليتـر بـه    ميلـي  9لوسپورين در الكل مطلل تهيه شد و سايك
ــل شــد  244ازاي  ــوان تزري ــد . گــرم وزن حي در روز پيون

كتـامين ـ    9بـه   3حيوان به كمك داروي بيهوشي به حج  
محـل پيونـد پشـت    . بيهـوش شـد  ( آلفاسان  هلند)زايلزين

 ضدعفوني شد و به% 14هـا بـا الكل  گردن در بيـن گوش
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 هاي اختصاصي بافت غضروف اي ژنآغازگره :1جدول 
 

Forward primer 5'-GGCTTAGGGCAGAGA GAG AAG G-3' 
Reverse primer 5' - TGGACAGTAGACGGAGGA AAGTC-3' 

(bp339) 
Collagen type II 

Forward primer 5' – CAG CAG CAT TAC GAC CCA AG-3' 
Reverse primer 5' – CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3'  

(bp944) 
Collagen type X 

Forward primer 5'- CAG CAG CAT TAC GAC CCA AG-3' 
Reverse primer 5'- CCTGAGAAGGACGAGTGGAC-3' 

(bp321) 
Aggrecan 

Forward primer 5'- GGA ACA TAG CCG TAA ACT GC-3' 
Reverse primer 5'- TCA CTG TGC CTG AAC TTA CC-3' -Tubulin 

 
 2-3ســپس برشــي بــه طــول . كمــك تيــا تراشــيده شــد

به كمك يك سواا استريل پوست از   متر ايجاد شد سانتي
هـا بـا يـك پـنس      سـپس ژل   بافت همبند زيري جدا شـد 

استريل در محل قرار داده شد و محل پيوند با بريـه بسـته   
 . شد
 

 :ها از محل پيوند  ار  كردن ژل
هـا مطـابل مرحلـه     پنج هفته پس از پيوند سلولي  موش    
بـر روي  . بيهوش شدند و محل پيوند به آرامي باز شد قبل
ند و مقداري بافت چربي بـه  ببافت هم  هاي پيوند شده ژل

همراه عروق  وني فراوان تشكيل شده بود كه اين عـروق  
رسـاني بـه    دهنـده  ـون   تا سـطح ژل نفـور كـرده و نشـان    

هـاي ژل بـه همـراه     تكـه . هـاي موجـود در ژل بـود    سلول
PBSدا شد و در دا ل هاي اطراف ج بافت

. قـرار گرفـت   +
سپس بافت همبند تشكيل شده در اطراف آن به آرامي پاك 

 . گرديد
 
 
 
 
 
 
 
 
 

. هاي مزانشديمي  پيوند زير پوستي ژل آلژنيت حاوي سلول: 1شكل 
A  ) ،ايجاد برش در پوستB )  ،قرار دادن ژل در محدلC )  بسدتن

زيدابي تمدايز،   خارج كردن پيوند جهت ار( Dمحل به وسيله بخيه، 
 . پنج هفته پس از عمل

PBSها دوبـار بـا محلـول     ژل
شستشـو داده شـدند و بـه     +

منظور ارزيابي بيشتر مورد استفاده قرار گرفتنـد  بر ـي از   
گيري با تولوئيدن بلو رنگ شد و بر ـي   ها پس از برش آن

ــراي اســتررا     ــر ب ــيو  mRNAديگ ماركرهــاي  بررس
ــز  ــه كــار رفــت و تعــدادي ني ــراي مطالعــه  غضــروفي ب ب

سـازي   فراسا تار به روش ميكروسكوا الكترونـي  آمـاده  
 (.9شكل )بافتي گرديد

 
 :آميزي تولوئيدن بلو رنگ
هاي كشـت شـده    براي مطالعه تمايز به غضروف سلول    

هـاي   درون ژل آلژنيت به كمك ميكروسـكوا نـوري  ژل  
PBSمورد نظر ابتدا دوبار با محلول 

 ـ  شدداده شستشو  + ه ب
فيكس شـد و پـس از   % 4يد ئساعت در پارافرمالد 2مدت 

 8هـاي   انجام مرحله آبگيري و تهيه بلوك پـارافيني  بـرش  
هاي به دست آمده با اسـتفاده   ميكرومتري تهيه گرديد و لام

 . آميزي گرديد بلو رنگتولوئيدن  گاز رن
 

RT-PCR : 
 و X,IIهـاي كـلاژن تيـ      به منظـور بررسـي بيـان ژن       

هـاي بنيـادي مزانشـيمي     هاي حاوي سـلول  ژلاگريكان  از 
هاي بنيـادي مزانشـيمي تمـايز يافتـه      پي  از پيوند و سلول

استررا  شد  بدين ترتيب  RNA  پس از پيوند زير پوستي
دقيقه در محلول سيترات سـدي    34ها به مدت  كه ابتدا ژل

ها به كمـك   سپس سلول. حل شود آلژنيتقرار داده شد تا 
پـس از ترليـه     نشـين شـده   تـه  g 9244ر سانتريفوژ با دو

ها به كمك  سلول mRNAمحيط رويي  به منظور استررا  
RNAase X(اژننســي) از روي  .ليــز شــدندRNA  حاصــل

cDNA سپس  .در حج  بالا سا ته شدPCR   28در حج 

A 

C D 

B 
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 DNAميكروليتر و آنـزي    94به حج   dNTPsماكروليتر با 
پيكومـول از   944ميكروليتـر و   8/2به حجـ   مراز  تك پلي

هــاي ا تصاصــي بافــت غضــروف كــه در  آغازگرهــاي ژن
 . نشان داده شده است انجام شد 9جدول 

 
 :مطالعه فراسا تار

هـا بـه كمـك     به منظور مطالعه فراسا تار  ابتـدا نمونـه      
درجـه   4ساعت در دمـاي   24به مدت % 8/2يد ئگلوتارآلد

فات گراد ثبـوت اوليـه شـدند و سـپس در بـافر فس ـ      سانتي
سورنسون شسته شدند و ثبوت ثانويه به كمك محلول آبي 

دقيقـه در   34بـه مـدت   )اكسيد اسميوم انجام شـد ا تتر% 9
% 9هـا در آگـار    آن گـاه نمونـه  (. گراد درجه سانتي 4دماي 

مذا  قرار داده شـدند و در زيـر استريوميكروسـكوا بـه     
بـه كمـك درجـات    . متري بريـده شـدند   قطعات يك ميلي

اتيليك و استون به ترتيـب عمـل آبگيـري و     مرتلف الكل
هـا در رزيـن    پـس از آن نمونـه  . سـازي انجـام شـد    شفاف

مريزاسيون در درجـه   عمل پلي. گيري شدند آرالدايت قالب
ساعت انجام شـد و در انتهـا    24و به مدت  C84حرارت 

ــف   ــاطع ظري ــد   14-14مق ــه ش ــانومتري تهي ــس از  .ن پ
آمونيـوم در زيـر   آميزي با سـيترات سـر  و اسـتات     رنگ

 . ميكروسكوا الكتروني مشاهده گرديد
 
 ها افتهي

 :هاي مزانشيمي كشت سلول
مشاهده كشت سـلول بـا ميكروسـكوا فـاز كنتراسـت          

 تها بـه صـور   معكوس نشان داد كه در كشت اوليه  سلول
 هاي چسبيده بـه كـف   در اين كشت  سلول. هتروژن هستند

  ستي  چند ضلعي  پهن واي  دوكي فيبروبلا ال ستارهـبا اشك
 
 
 
 
 

هداي   كشدت اوليده سدلول    :A هاي مزانشيمي، كشت سلول: 2شكل 
پاسداژ  : B، (20× نمدايي  بدزر  )رند وجهي، دوكي و گدرد  هتروژن
، (40×نمايي بزر () هاي ديگر هاي دوكي بيشتر از سلول سلول)اوليه

C :هدداي مزانشدديمي  جمعيددت خددال  از سددلول  )پاسدداژ دوم 
 (.20×نمايي بزر )

هـاي   در پاساژ يـك  سـلول  (. A2شكل )گرد مشاهده شدند
هــاي غيـر دوكـي بــه تعـداد زيـاد حــذف      شـناور و سـلول  

ــدند ــكل )ش ــلول (. B2ش ــاژ دو  س ــي   در پاس ــاي دوك ه
 (.C2 شكل)فيبروبلاستي تقريباًَ  ال  شدند

 
 : آميزي تولوئيدن بلو رنگ
 8هـاي مزانشـيمي     هاي ژل آلژنيت حـاوي سـلول   برش    

آميزي شد كه در اثر  س از پيوند با تولوئيدن بلو رنگهفته پ
بـر اسـاس   (. A3 شكل)آن ژل آلژنيت به رنگ بنف  درآمد

تصاوير ميكروسكوپي  در دا ل ژل حفرات شبه لاكونـايي  
اغلب اين حفـرات حـاوي يـك سـلول     .  ورد به چش  مي

ايـن  (. B3 شكل)اي نسبتاًَ كشيده بودند بيضي شكل با هسته
در . در تماس بـا آلژنيـت اطـراف  ـود بـود      سلول معمولاًَ

بر ي مناطل تجمع چند سلول در دا ل يك حفـره واحـد   
 يكـديگر ها با زوائدي به  تجمع  سلولدر اين . مشاهده شد

در مـواردي  (. C3 شـكل )ي متصـل بودنـد  آلژنيتديواره به  و
 (. D3 شكل)سلول در حال تقسي  مشاهده شد

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

كشت شده در ژل آلژنيت پنج هفته پدس   هاي سلول :3شكل شماره 
آميزي با تولوئيددن بلدو، بدنف      ژل آلژنيت در اثر رنگ: A. از پيوند

. اندد  شبه لاكونايي قرار گرفتده ها در حفرات  سلول. رنگ شده است
هدا اغلدم مورفولدوژي بيضدوي      اين سدلول : B( 10× نمايي بزر )

هدا در   ولدر بعضي مناطق تجمعات سدل : C(. 20×نمايي بزر )دارند
در : D(. 40×نمدايي  بدزر  )يك حفره لاكونايي واحد مشداهده شدد  

 هددا در حددال تقسدديم مشدداهده گرديددد    بعضددي مددوارد سددلول 
 (.40×نمايي بزر )
 

RT-PCR  : 
 ولكولي نشان داد كه پنج هفته پس ازــمررسي ـج بـنتاي    

A 

D C 

B 

A BC 
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آلژنيت  هاي كشت شده در دا ل ژل  عمل پيوند  در سلول
mRNA بـه  ( تمع پروتئوگليكاني ويژه غضروفمج)اگريكان

هـاي پـي     اين ژن در سلول. مقدار زيادي توليد شده است
 ه  چنين با توجه به ايـن نتـايج  در  . از پيوند بياني نداشت

  IIهاي كلاژن تي   هاي ژل آلژنيت در پايان پيوند  ژن سلول
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 سلول هاي حاوي هاي ويژه غضروف در ژل بررسي بيان ژن: 4شكل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

هدا اغلدم    سدلول : Aهداي تمدايز يافتده،     فراساختار سلول: 1شكل 
مخدازن  : B، (0000×نمدايي  بدزر  )مورفولوژي بيضي شكل داشتند

دي قطرات رربي نيدز  رشبكه آندوپلاسمي خشن متسع بود و در موا
هدا   سطح آن: C (14000×نمايي بزر )در داخل سلول حضور داشت

در سيتوپلاسدم سدلول   : D (12000×نمايي بزر )داراي زوائدي بود
، (20000×نمايي بزر )هاي گليكوژن تجمع داشت مقدار زيادي دانه

E :اي ترشح شده بود و قطعداتي از   در خارج سلول ماتريكس رشته
 (.24000×نمايي بزر )نيز وجود داشت آلژنيت

البتـه ايـن دو ژن در   . به مقدار زيادي بيـان شـده بـود    Xو 
پي  از پيونـد نيـز بـه مقـدار كمـي بيـان شـده        هاي  سلول
هاي كشـت شده در  با توجه به اين كه سلول(. 4شكل )بود

دا ل ژل آلژنيـت بـه مـدت يـك هفتـه در دا ـل محـيط        
هـا دور از   ها در اين سلول بيان آن  كندروژنيك تيمار شدند

 .انتظار نيست
 

 :مطالعه فراسا تار
هاي كشت شـده   بر اساس تصاوير به دست آمده  سلول    

هفته پـس از پيونـد زيـر پوسـتي  اغلـب       8در ژل آلژنيت  
سـمت   قبا توجه به اين كـه  . مرفولوژي بيضي شكل داشتند

اعظ  ژل آلژنيت در اثر آماده سازي بافتي حذف شده بـود   
تنها قطعاتي از آن در مـوارد نـادر در اطـراف سـلول قابـل      

تين و در هـا در مركـز يوكرومـا    هسـته سـلول  .  مشاهده بود
 Aشـكل )اطراف  در زير پوش  هسته  هتروكرومـاتين بـود  

ها به وضوح قابـل مشـاهده بـود و     هستك بر ي سلول(. 8
دا ــل سيتوپلاســ  قطــرات درشــت چربــي مشــاهده      

و در سطح سلول زوائـد انگشـتي شـكل    ( B8 شكل)شد مي
وسـيع    شبكه اندوپلاسمي سـلول (. C8 شكل)وجود داشت

ــود  ــاملاًَ متســع ب ــ  . و ك ــل  ه ــواردي در دا  ــين در م چن
 شـكل )وژن تجمع پيـدا كـرده بـود   كليگسيتوپلاس  سلول  

D8 .)اي تجمع  ها ماتريكس رشته در اطراف بر ي از سلول
يافتــه بــود و قطعــاتي از ژل آلژنيــت نيــز بــه چشــ        

 (. E8شكل) ورد مي
 

 بحث
هـاي مزانشـيمي    در مطالعه حاضر كنـدروژنزيس سـلول      

بررسي  in vivoنيت به صورت كشت شده در دا ل ژل آلژ
و  ما. در اين ارتباط تنها يك گزارش وجود دارد. شده است

هاي مزانشيمي جـدا شـده از    سلول 2448همكاران در سال 
هـاي   مغز استروان انسان را در دا ل ژل آلژنيت  به مـدت 

متفاوت كشت دادند و سپس آن را در زيـر پوسـت پشـت    
هـاي   تـاثير زمـان  ايـن محققـين    .پيونـد زدنـد   unde موش

را بر ميزان تشكيل مناطل استرواني  in vitroمرتلف كشت 
شده در آلژنيت پيوند شده بررسي كردنـد و نتيجـه گرفتنـد    
كه اگر آلژنيت بي  از دو هفته در محيط كشـت نگهـداري   
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 (كنترل)قبل از پيوند از پيوندپس 
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منـاطل اسـترواني شـده افـزاي        شود و بعد پيونـد شـود  
مطالعه حاضر كاملاًَ متفاوت بـوده  هدف (. 24) واهد يافت

هاي مزانشـيمي   و عبارت بود از بررسي كندروژنزيس سلول
كشت شده در ژل آلژنيـت پـس از پيونـد زيـر پوسـتي در      

هـاي   در اين ارتبـاط وقـو  كنـدروژنزيس بـا روش    . موش
مولكولي  هيستوشيمي و بررسي فراسـا تار مـورد بررسـي    

 . قرار گرفت و تاييد شد
نو  سـلول مـورد     گري كه تحقيل حاضر داشتنكته دي    

هاي مزانشـيمي جـدا شـده از مغـز      ما از سلول. استفاده بود
ها بـا روش نـوين    اين سلول. استروان موش استفاده كردي 

روش كـار  . جداسازي و ترلي  شـدند ك  كشت با تراك  
(. 23)قبلاًَ در كار پيشين ما مفصل توضيح داده شـده اسـت  

هايي كه با اين روش  اي  كه سلول شان دادهدر اين مقاله ما ن
شوند سلول بنيادي مزانشيمي با توان تمايز بـه سـه    جدا مي

تحقيـل حاضـر   . رده استرواني  غضروفي و چربـي هسـتند  
ها اين پتانسيل را دارند كه در دا ـل   نشان داد كه اين سلول
هاي غضروفي تمايز  به سلول in vivoژل آلژنيت به صورت 

بـا توليـد    RT-PCRين قضيه به  ـوبي در آنـاليز   يابند كه ا
بـه  ـوبي    اگريكـان  فراوان ماركرهاي غضـروفي بـه ويـژه   

بايـد  . در گروه كنترل ما اين مولكول بيان نشـد . آشكار بود
  ماركر ا تصاصي غضـروف بـوده   اگريكان توجه داشت كه

بـدون مـواد القـا    )هاي بنيادي مزانشيمي و بيان آن در سلول
هـاي فـوق    ند بيانگر اين نكته باشد كه سـلول توا مي( كننده

نبوده و به طور  ود بـه  ـود  تـا    ( immature)كاملاًَ نابالا
 . اند حدودي در مسير تمايز به غضروف وارد شده

در اين تحقيل از مدل حيواني رت به منظور پيونـد زيـر       
پوستي استفاده شد به دليل ايـن كـه مـوش اوليـه كـه مغـز       

لـذا بـراي     رفـت  شد از بين مـي  ازي مياستروان آن جداس
در هر دو صورت استفاده از موش سوري پيوند زير پوستي 

ــا رت ــي  يـ ــت  ايمنـ ــعيف كـــردن سيسـ ــه تضـ ــاز بـ   نيـ
تر بـودن رت بـراي    با توجه به مقاوم .(ايمنوساپرسينگ)بود

تضعيف سيست  ايمني و هـ  چنـين راحتـي كـار بـه دليـل       
 . استفاده گرديدتر بودن جثه از اين مدل حيواني  بزر 
نسبت بـه   با توجه به نتايج اين مطالعه  بافت توليد شده    

شـباهت زيـادي بـه غضـروف      غضروف الاستيك و فيبـرو 

ها در دا ل حفرات شبه لاكونايي واقع  سلول. هيالين داشت
ــروه   ــواردي گ ــد و در م ــال    بودن ــك در ح ــاي ايزوژني ه

سـي   سلول واقع در يك لاكونـا در حـال تق  )گيري بود شكل
دليل ديگري بر شبه هياليني بودن  IIتوليد كلاژن تي  (. بود

 (. 28)غضروف حاصل بود
بررسي فراسا تاري ما  حاكي از ماهيـت كندروبلاسـتي       

  با توجه به تصـاوير ميكروسـكوا الكترونـي   . ها بود سلول
ها نماي فعالي داشتند كه اين قضيه در مورفولـوژي و   سلول
هـا بيضـي    سلول. ه  وبي منعكس بودها ب هاي سلول ارگانل

شكل بوده و شبكه آندوپلاسمي فراوان و متسعي داشـتند و  
ــود از طرفــي ســطح آن ــاهموار ب ايــن  صوصــيات  . هــا ن

هـاي   هاي يك سلول كندروبلاست بوده و بـا سـلول   ويژگي
و مورفولـوژي   اسـت غير فعال كندروسيت كه كـ  ارگانـل   

  (.28)باشد ميتري دارند  مغاير  كشيده
ژل آلژنيت به شكل نيمه جامد بوده و از اين نظر نسبت بـه  

هاي ديگر  نظير پلي لاكتيك اسيد كه كاملاًَ جامد و  داربست
.   مزيـت دارد باشد ميسفت است و آگارز كه به شكل مايع 
مري اسـتفاده كـرد كـه     در ضايعات غضروفي بايستي از پلي

شكل محل  پذيري داشته باشد و بتوان آن را به قابليت شكل
ــي   ــر پل ــن نظ ــده غضــروفي درآورد و از اي ــر  ضــايعه دي م

لاكتيك اسيد كه به راحتي شكل پـذير نيسـت  مناسـب     پلي
از طرفي قرار دادن آگارز در محـل ضـايعه    .باشد پيوند نمي

ديده غضروف مفصلي كه معمولاًَ محل تحمـل وزن اسـت    
بـه همـين دليـل    (. 28)شـود  مايع بودن انجـام نمـي  به دليل 

هـاي مزانشـيمي در دا ـل ژل     سي كندروژنزيس سـلول برر
پـذير اسـت و كشـت سـلول      آلژنيت كه بـه راحتـي شـكل   

آن در دماي معمـولي   سلمزانشيمي در آن به دليل وضعيت 
با توجه (. 21)گيرد  اهميت فراواني دارد به راحتي انجام مي

سلول )رسد كه اين تركيب به نتايج تحقيل حاضر به نظر مي
كانديـداي مناسـبي بـراي مقاصـد     ( ل آلژنيتمزانشيمي و ژ

 .سلول درماني ضايعات غضروفي باشد
نكته ديگري كه اين تحقيل داشت در ارتباط بـا شـرايط       

مطالعات پيشين . لازم براي وقو  پديده كندروژنزيس است
  نشان داده است كه يكي از شرايط مه  براي كندروژنزيس

. ساز غضروفي اسـت  هاي پي  ايجاد تراك  سلولي در سلول
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هاي مزانشـيمي   به طوري كه در تكامل جوانه اندامي  سلول
   زايي در محور مركزي اندام تجمـع يافتـه   در آغاز غضروف
هـ   (. 25)شـوند  و متراك  مي شدهها حذف  فواصل بين آن

ــراك     ــدون تـ ــز بـ ــگاهي نيـ ــيط آزمايشـ ــين در محـ چنـ
با  به همين دليل محققين .شود غضروف تشكيل نمي سلولي 

انجام سانتريفوژ  ايـن تـراك  را بـه طـور مصـنوعي ايجـاد       
هـاي فيبروبلاسـتي    در مطالعـه حاضـر سـلول   (. 99)كنند مي

مزانشيمي بدون فراه  شدن تراك  سلولي و تنها در تمـاس  
رسـد كـه    به نظر مي. با ژل آلژنيت به غضروف تمايز يافتند
هـاي آلژنيـت نيـاز بـه      بر ه  كن  سلول و مـاكرومولكول 

 . كند راك  سلولي را برطرف ميت
بيان بـالاي ژن    يكي ديگر از نتايج جالب تحقيل حاضر    

هاي كشت شده در آلژنيت در پايان  در سلول Xكلاژن تي  
مطالعات نشان داده است كه بيان . اي پيوند بود هفته 8دوره 

هاي غضروفي هيپرتروفه و در زمان شرو   اين ژن در سلول
بـا  (. 21)يابـد  ل غضروفي افـزاي  مـي  استروان سازي دا 
رسـد   به نظر مي  (Xبيان بالاي ژن كلاژن )توجه به نتايج ما

هاي كشت شـده در دا ـل آلژنيـت     پيوند زير پوستي سلول
ــلول  ــا س ــده ت ــبب ش ــايز    س ــام از تم ــك گ ــوق ي ــاي ف ه

البتـه  . كندروژنزيس فراتر رفته و به مرحله هيپرتروفه برسند
با توجه به اين كه در . نطقي دارداين پديده نياز به توضيح م

هـا در زمـان آغـاز     هيپرتروفه شـدن سـلول   in vivoشرايط 
و مرتـل شـدن    Collar Boneاستئوژنزيس به دنبال تشكيل 

شــايد وقــو  ايــن پديــده  در  .(21)افتــد تغذيــه اتفــاق مــي
هـاي كشـت شـده در دا ـل آلژنيـت نيـز بـه دليـل          سلول

بـه هـر حـال    . بوده باشداي در زمان پيوند  ا تلالات تغذيه
 . اين موضو  به مطالعه بيشتري نياز دارد

 
 گيري نتيجه
هـاي مزانشـيمي    توان گفت كه سـلول  روي ه  رفته مي    

جدا شده از مغز استروان مـوش بـه راحتـي در دا ـل ژل     
بـه بـافتي شـبيه      زيـر پوسـت   in vivoآلژنيت و در شرايط 

هايي از  افت نشانهيابد كه در اين ب غضروف هيالين تمايز مي
 .سازي وجود دارد آغاز استروان

چناناه اين موضو  در تحقيقات آينده مورد توجه قـرار      
سـازي در   گيرد و شرايطي فراه  شـود كـه آغـاز اسـتروان    
پذيري ژل  كشت كندروژنزيس مهار گردد  با توجه به شكل

  آلژنيـت و راحتــي كشـت ســلول مزانشـيمي در دا ــل آن   
ژل )ار بود كه در آينده بتـوان از ايـن تركيـب   توان اميدو مي

بـراي مقاصـد سـلول درمـاني     ( آلژنيت و سلول مزانشـيمي 
 .ضايعات غضروفي استفاده كرد

 
 تشكر و قدرداني

هاي مـالي سـازمان گسـترش و     مطالعه حاضر با حمايت    
وسـيله نويسـندگان    بدين. نوسازي صنايع انجام گرفته است

 ود را از مسؤولين آن سـازمان  مقاله مراتب تقدير و تشكر 
 . دارند ابراز مي
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Abstract 

 
Background and Objectives 

Mesenchymal stem cells are appropriate candidates to treat diseases including articular 

cartilage defects. There are plenty of researches being conducted to make the application of 

these cells possible. The purpose of this study was to cultivate murine mesenchymal stem cells

(MSCs) in alginate gel and transplant them subcutaneously to immuno-suppressed rats to 

examine their chondrogenic potential in vivo. 

 

Materials and Methods 

4-6 week old NMRI mice were sacrificed and their bone marrow cells were cultivated in 6-cell 

plates at the density of 500 cell/cm
2
. The pure fibroblastic cells appeared after two passages. 

2×10
6
 fibroblastic cells were mixed with 1 ml of alginate solution and converted into gel by 

being exposed to calcium chloride solution. MSCs-embedded alginate gel were then 

transplanted subcutaneously to 6 rats that had received an immunosuppressive drug 

(cyclosporine) for transplant rejection to be avoided. 5 weeks after transplantation, the alginate 

gels were removed and evaluated by histochemistry, RT-PCR for certain cartilage markers, and 

transmission electron microscopy. 

 

Results 

5 weeks after transplantation, the skin was incised and the alginate gel with its surrounding 

vascular connective tissue were removed. Tuloidine blue staining indicates that the cells within 

the gel assumed oval morphology and occupied lacuna-like cavities. RT-PCR analysis revealed 

that in these cells the mRNA of some cartilage markers such as collagen II (the marker of 

hyaline cartilage), collagen X (hypertrophied chondrocyte marker in osteogenesis), and 

aggreacan were largely produced. Ultra-thin sections analysis showed that the cells within the 

lacuna-like cavity of alginate gel contain a large amount of expanded rough endoplasmic 

reticulum and secret fibrillar extra cellular matrix.  

 

Conclusions 

Transplanted murine MSCs cultivated in alginate gel can differentiate into hyaline cartilage 

with the sign of osteogenic initiation. 
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