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A B S T R A C T 
Bone is the hardest and one of the most important tissues in the body. In case of bone 

damage, the current treatments do not completely repair and regenerate the bone. For this 

reason, cell-based tissue engineering strategies, especially Mesenchymal Stem Cells 

(MSCs), have received attention. MSCs have the ability to self-renew and differentiate into 

different cell types, including bone cells, cartilage cells, and fat cells, among others. They 

are found in various tissues throughout the body, including bone marrow, adipose tissue, and 

umbilical cord tissue. Today, MSCs are a valuable resource for regenerative medicine and 

tissue engineering applications. In addition to the cells, scaffolds are another essential 

element of tissue engineering. One of these scaffolds is decellularized tissue-derived 

hydrogels, which are three-dimensional network of hydrophilic polymer chains that can 

absorb and retain a significant amount of water. In tissue engineering, they mimic the natural 

extracellular matrix of tissues, providing a suitable environment for cells to attach, 

proliferate, and differentiate. In the current study, we aimed to investigate the effects of 

decellularized skeletal muscle-derived hydrogel, known as Myogel, on bone marrow-

derived MSCs biological behaviors, including proliferation, viability and migration. In this 

study, MSCs were isolated from tibia and femur of adult Wistar rats. MSCs were cultured in 

a complete medium (a-MEM containing 15% fetal bovine serum (FBS) and 1% 

penicillin/streptomycin (Pen/Strep)). The identity of cells was determined by morphology 

(using inverted microscope) and expression of specific CD markers (using Flowcytometry). 

Skeletal muscle was decellularized and accuracy of decellularization was evaluated using 

special staining. Then Myogel was prepared from digested decellularized skeletal muscle. 

Here, Myogel substrate was used as the control group, gelatin substrate as the positive 

control, and un-coated plates as the negative control. The effect of Myogel on survival 

(MTT method), proliferation (drawing the growth curve and calculating the doubling time 

of the cell population), cell cycle profile (flow cytometry method), and cell migration 

(scratch method) were investigated. The MTT test showed that the survival of MSCs in 

Myogel substrate with a concentration of 0.2 mg/ml was higher than the survival of MSCs 

in gelatin substrate with a concentration of 0.1 mg/ml and the survival of MSCs in gelatin 

was higher than the survival of control MSCs. Myogel substrate increased the proliferation 

and migration of cells and decreased the doubling time of MSCs population. Examining the 

cell cycle profile showed that a high percentage of cells cultured on Myogel were in the G1 

and S phase of the cell cycle, indicating an increase in cell division speed by gelatin and, in 

the next degree, by Myogel. Therefore, Myogel can be used as a suitable substrate to 

increase the proliferative and migratory potential of MSCs, which are an important factor in 

tissue engineering. 
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چکیده
مهماستخوانسخت یکیاز آسیبترینبافتترینو صورتوقوع در درمانهایبدناست. هایهایاستخوانی،

هایمهندسیبافتمبتنیبرسلولوشوند.بههمیندلیلاستراتژیفعلیباعثترمیموبازسازیکاملاستخواننمی
(به اینMesenchymal Stem Cells: MSCsویژه از یکی است. گرفته قرار موردتوجه هیدروژل ( هایبسترها،

بافتسلولمشتق از ازهیدروژلمشتقزداییشده اینپروژه، در شدهازماهیچهاسکلتیبهناممیوژلشدههستند.
(Myogelزندهبرمیوژلتأثیرمطالعهایندر.شداستفاده)روش(مانیMTT،)ریتکثمحاسبهورشدمنحنیترسیم(

ومهاجرتسلول پروفایلچرخهسلولی)روشفلوسایتومتری( برابرشدنجمعیتسلولی(، )روشایجادزماندو ها
نتایج زندهMTTخراش(موردبررسیقرارگرفت. گرمبرمیلی2/0دربسترمیوژلباغلظتMSCsمانینشانداد،

زندهمیلی از غلظتMSCsمانیلیتر بسترژلاتینبا زندهلیتربیشگرمبرمیلیمیلی1/0در بسترMSCsمانیترو
هاراافزایشوزماندوولتربود.بسترمیوژل،تکثیرومهاجرتسلمربوطبهکنترلبیشMSCsمانیژلاتیناززنده

برابر جمعیت سلولMSCsشدن از بالایی درصد داد، نشان سلولی چرخه پروفایل بررسی داد. کاهش هایرا
افزایشسرعتتقسیمسلولیسلولیبودندکهنشانچرخهSوG1شدهبررویمیوژلدرمرحلهکشت هادهنده

میوژلمی بعد درجه در بنابراینمیوژلمیتوسطژلاتینو بهباشد. مهندسیبافتعنوانبستریمناسبدتواند ر
 مورداستفادهقرارگیرد.
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 مقهمه
هایبافتاستخوانیممکناستباعثشودکههاوآسیببیماری
بشکنندویـانیـازبـهتـرمیمداشـتهباشـندراحتیبههااستخوان

(Porter et al., 2009).شیوهآسیبهترمیمبرایفعلیایهـای
ها،ایمپلنتفلزیوپیونداستخواناست.بـااستخوانیشاملدارو

بازسازیکاملاستخوانودرمانمدوامهاآنیکازحال،هیچاین
بـرایغلبـهبـرایـن.(Rather et al., 2019)دهـدراارائهنمی
فـتدربازیـابیعملکـردهایمهندسـیباهااستراتژیمحدودیت

قـرارموردتوجـهیمختلـ بـافتیهـاطبیعیبافتپسازآسیب
.استگرفتهMSCs
1سلولازگروهیتکثیـربـابالغبنیادیهای

نوزاییودارایپتانسیلتمایزبهچنددودمـانازبالا،قابلیتخود
هـایهـایغرـروفی،سـلولهایاستخوانی،سـلولجملهسلول
 ;Caplan, 2009) هســتند هــایچربــیســلولایوماهیچــه

Khanban et al., 2019).سـلولایـن صـورتدرهـاداشـتن
سطحیمارکرهایCD73،CD105،CD90مارکرهـاینداشـتنو

سطحیCD14،CD34،CD45
 ،CD19،HLA-DR تأییـدهویـت

مـدتبهتوانرامی.MSCs(Dominici et al., 2006)شودمی
ازبدوندستطولانیتواناییدادنکـرذخیـرهشاند(Wang et 

al., 2012).توانیچندخواصMSCsآن،جـذابانتخـابیراها
.(Ding et al., 2011) برایکاربردهایبالینیتبدیلکردهاست

پــذیری،ویژگــیهــا،شــواهدمتعــددیازانعطــا درطــولســال
کارگرفتندرهابرایبهچنینتواناییآنکنندگیایمنیوهمتعدیل

اسـتشـدهارائـهآسیبمحل (Ohishi & Schipani, 2010).
قـرارکنـامسـلولیخـودتـأثیرهایبنیادیبهشدتتحتسلول
هایبیوشیمیاییوفیزیکیرابرایکمکبهسیگنالگیرند،کهمی

فرایندکنترلسلولیدودمانبهتمایزوتکثیر،مهاجرتمانندهایی
ــی ــاصم ــنخ ــتد.ای ــیگنالفرس ــیس ــارام ــوانه ــهت ــوانب عن
ECMهـایهایهیدراتهنامحلول،ازجملهپروتئینماکرومولکول
هایمحلـول،ماننـدفاکتورهـایها،ماکرومولکولوپروتئوگلیکان
سـیتوکینورشدپـروتئینوهـاسـلولسـطسهـایمجـاورهـای

طبقـهکـردبنـدی(Ahmadi et al., 2023; Guilak et al., 

2009)عملکردوبازدهیبرای.بیشتـرسـلول،بهتـررشـدوهـا
هاراباترکیباتوموادمختل تیماروبـااینسلولگرانپژوهش

هایبسترهاهیدروژل دهند.یکیازاینبسترهایمتنوعکشتمی
سـلولیخارجازماتریکسمشتق(ECM)هیـدروژل.اسـتهـای

 دارایفعالیتزیستیاصلیماتریکسطبیعـیوECM ازمشتق

                                                                                     
1. Mesenchymal stem cells 

.هسـتندسـلولیرشدبرایمناسبساختاریECMازپـسکـه،
پشـتیبانعنـوانبـهمانـد،نقـشمهمـیرازداییباقیمـیسلول

منبعبیوشیمیاییوبیوفیزیکیعنوانبهچنینهم ساختاریبافتو
اینفرضیهمطرح،کند.بنابراینهایداخلآنایفامیبرایسلول

اتتـأثیرانـد،بایـدزداییشـدهشدهاستکهموادبافتیکهسلول
برمتفاوتیبافـتنـوع براسـاسلولیتمایزوزیستاییپتانسیل
باشندداشته(Agmon & Christman, 2016; Ghiyasvand 

et al., 2023هیـدروژل.)هسـتندمناسـبیکاندیـدهایهـازیـرا
هـایتوانندخواصفیزیکی،شیمیاییوزیسـتیمشـابهبافـتمی

دلیـلبـههـاهیدروژل.(Lee et al., 2010)انسانیراارائهدهند
پذیریتخریبسازگاریوزیستمانندزیستهاآنخواصمطلوب
ــرارمورداســتفاده ــهق ــدگرفت (Zhu & Marchant, 2011).ان

هایمتعددینشانازنقشهیدروژلبرکنترلتمایزعرـلهیافته
 صا(Xuan et al., 2023)،سـلولقلبـیتمـایزهـدایتهـای

جنینـیبنیـادی (Duan et al., 2011)فعالیـتوزیسـتیهـای
 ,.Fuoco et al) شـدهازعرـلهاسـکلتیمشـتق2هایسیتپری

2014)کههیدروژلیپروژهایندر.داردبهعنوانپوششـیبسـتر
نامیـده3میـوژلازماهیچهاسکلتیاستفادهشدهاست،شدهمشتق
استفادهMSCsبستریبرایرشدوتکثیرعنوانبه.ازمیوژلشد

درهـاسلولهاییدرجهتچگونگیکیفیتعملکردشدوارزیابی
،ریتکثرشدصورتمهاجرتوتمایز،.گرفت


 ها روشمواد و 
 از رت BM-MSCsاستخراج 

ایـنهـایآزمایشبرایانجامموردنیازتهیهسلولکافیمنظوربه
سـپس.شـدانتخـابمناسـببـالغرتیـکاولوهلهدرپروژه

MSCsحـاویفسسـکداخـلبهواستخراجپاراناستخواناز
شـدندمنتقـلکشـتمحـیط(Huang et al., 2015)ازپـس.

انکوباتورداخلبهاستخراجصحتازاطمینان:دما(شد37منتقل 

فشارودرجهCO2:5.)سهپاسکالمدت،کشـتآغازازپسروز
چنـدتاییدررـر کشـتگاهیهایدوکیشکلمنفردوسلول

آمدنتعدادمناسبدستمشاهدهشد.پسازچندینبارپاساژوبه
جهت،سلولسلولذخیرهونگهداریطوزمانمدتبرایها،لانی

هابهکرایوویـالانتقـالوانجامشدهوسلولانجمادسلولفرایند
 نگهدایشدند.80-درفریزر

                                                                                     
2. Pricytee 

3. Myogel 
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 MSCsتعیین مشخصات 

مشخصـاتتعیـینبرایMSCsبـهتمـایز،سـلولمورفولـوژی،
بررسـیوچربـیواستخوانازاسـتفادهبـاسـطحیمارکرهـای

قـرارگرفـت.بـدینمنظـوربـاهـد موردبررسیفلوسایتومتری
هـابـهاسـتخوانوچربـی،سلولMSCsاتکردنمشخصتعیین

پایانازپسوشدداده21تمایزسـلول،روزبـهتمایزیافتـههـای
بهاستخوانوسیلهآلیزارینسلولوردچربـیبـهتمایزیافتـههـای
کـهبـاتوجـهبـهایـنچنـینهمآمیزیشدند.ردرنگتوسطاویل

MSCs،ندارنداختصاصیمارکرMSCsخانواعداشتنباازاصی
وهممارکرهاچنینمارکرهاازدیگرانواعینداشتنتأییـدهویـت

شـدهکشـتهـایفلوسـایتومتریبـرایسـلول شود.بنـابراینمی
 بررسیمارکرهایسطحیانجامگرفت.منظوربه



 ی میوژلساز آماد 

 حذازچربپسوهمبندیبافتاضاف،گوسـفنداسکلتیماهیچهازی
باآبقهیدق30مدتبریدهوبهیمتریسانت1صورتقطعاتبهفتبا

ـمقطرشستهشد بـایـیزدابـرود.سـلولنیتاخونومـوادزائـدازب
همـزنرویروز4-5مـدتبـهSDS  درمحلـولکردنبافتهانکوب
بـاSDSانجـامشـد.اتـا ی(دردماقهیدوردردق125)یسیمغناط
حــذ شــد.انهروزازبافــتشــبکمقطــردریــوشــودرآبشســت
.ECMشـدزیلیوفیوسپسلزیفرECMشدهییزداسلولسیکماتر

 درآمـد.سفیدپودرصورتبهابیآسینیمیکبااستفادهازلیوفیلیزشده

یگـرادنگهـداردرجـهسـانتی80-یتواندردمایرامECMرپود
نزهمـرویسـاعت48مـدتبهنیدرمحلولپپسECMپودر کرد.
(60دقدرقهیدور)دمایدر شداتاحلمحلول.ECM/pepsinدر
شـدقیرقتریلیلیگرمدرمیلیم15مولارتاغلظت1/0کیاستدیاس
(DeQuach et al., 2010.)

ایازقبـلوزداییبافـت،نمونـهسلولفرایندصحتمنظوربه
آمیـزیرنـگوسـیلهبـهزداییتهیهکـردهوایازبعدسلولنمونه

H&E
1کرومتریماسون،(MT)2بلوآلسیان،(AB)3وDAPI

4
قرارگرفتند.موردبررسی



                                                                                     
1  . Hematoxylin and Eosin 

2. Masson Trichrome 

3. Alcian blue 

4. 4,6diamidino-2-phenylindole 

 ایجاد پوشش بستر میوژل

هیدروژلدرغلظـت برایایجادپوششبسترمیوژل،ابتدامحلول
سپسمحلـولبـهکـ پلیـت.شد(تهیهmg/ml2/0 )موردنظر

انکوباتوردرروزدووشداضافهسلولکشتدمـایبـا37درجـه
قراردادهشد.پـسازدوروزمـایعرویـی5%CO2وگرادسانتی

وشدهبرداشتهباباردوکشت ررPBSشستمنفیوشـوداده
بـررویمیـوژلMSCsکـ رـر شـدنخشکوپسازشد

کشتشد.


 ایجاد پوشش بستر ژلاتین

غلظـتدرژلاتـینپـودرابتـداژلاتـینبسـترپوششایجادبرای
mg/ml1/0 کبهمحلولسپس.شدآمادهسـلولکشـت رر

وشدیکاضافهانکوباتوردردماساعتیبا37سانتیدرجهگراد
5و%CO2ازپس.شددادهیکقراربرداشـتهرویـیمایعساعت

ازپسوخشکشدهشدن رر کMSCsشدکاشت. 



  بررسی مورفولوژی و تکثیر سلولی

سـلولتکثیـرومورفولـوژیبرمیوژلبستراثربررسیجهت،هـا
MSCsازپس.شدندکشتکنترلوژلاتین،میوژلبسترسهدر

48سلولوضعیتاز،کشتساعتکشتهایشـدهبسـترهـردر
برداریانجامشد.عکس



 MTTمانی با استفاد  از روش  ارزیابی زنه 

چـاهکی،96هـا،دریـکپلیـتمانیسلولارزیابیزندهمنظوربه
5000چاهکهردربهسلولطـورازپـس.شـدکشـتمسـاوی
24گذشتمحلول،ساعتMTTغلظت5/0بامیلـیدر1گـرم
اضافهوبهانکوباتورمنتقـلشـد.αMEM  لیترمحیطکشتمیلی

گذشتازدوپسسـلولرویکشتمحیطساعتهـاجمـعآوری
غیرسلولیاضافهشدDMSOمیکرولیتر100هاشدهوبهچاهک
گذشتازپس10وپلیـتدقیقـهبـرایریـدرالایـزادسـتگاهدر

موجطولدرمحلولنوریجذب570خوانشدادهقـرارنـانومتر
آمدنمیزانجذبنـوریهـرچاهـک،درصـددستشد.پسازبه
آمـد.دسـتبهمانیهرغلظتنسبتبهچاهککنترلنهاییزنده

رسمPrismGraphpadافزارمانیبانرمسپسنمودارمیزانزنده
تکراربـرایهـرغلظـتپنجباروهربارباششزیابیشد.اینار
.انجامشد
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 Doublingشتهن جمعیتت ستلول     ارزیابی زمان دو برابر

Time) 

کشـدتـاجمعیـتسـلولدودراینارزیابیمدتزمانیکهطولمی
منظورانجـامایـنارزیـابیدریـکشود.بهگیریمیبرابرشود،اندازه

چاهکیک،چاهکیششپلیتیـکوژلاتـینچاهکیک،میوژل
.شـدگرفتهنظردرکنترلکشتبرایهم3×104چاهکدرسـلول

هایهرچاهکشـمارشهرچاهککشتشدوششروزبعدسلول

فرمـولطبـقوشد𝐷𝑜𝑢𝑏𝑙𝑖𝑛𝑔 𝑡𝑖𝑚𝑒 =
𝐷𝑢𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 .ln (2) 

𝐼𝑛(
𝑟𝐹𝑖𝑛𝑎𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛

𝐼𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛
)



 دستآمد.هایهرچاهکبهزماندوبرابرشدنسلول



 MSCsترسیم منحنی رشه 

هاوارزیابیسـرعتوکیفیـتتکثیـربررسیرشدسلولمنظوربه
شـود.سـلولدردورهرشـدخـودها،منحنیرشدترسیممیسلول

فازسهتأخیردارایبرربـرای.اسـتایستاولگاریتمی،رشـدسـی
درفـازسـهایـنازهرکـدامزمانمدتارزیابیوسلولMSCs

بررویمیوژل،ژلاتینومحیطکنترل،منحنـیرشـدشدهکشت
(پلیتیکدر،منظوربدین.شدششترسیمدرومیوژل)چاهکی

پلیـت.شـدگرفتـهنظردربسترپوششجهتژلاتیندیگرپلیت
.شـدگرفتـهنظردرکنترلکشتبراینیز3×104آخردرسـلول

هـابـالامروزسلولششمدتبههاکشتشد.هرکدامازچاهک
 .نئوبارشمارششدند



  فلوسایتومتری و بررسی پروفایل چرخه سلولی

ـفلوسانجـامجهت،ایتومتریMSCsکشـتشـدهبسـترسـهدر
ازپسکنترلوژلاتین،48میوژلچاهک کازکشتساعتها

هایجداگانـهدرفالکونونیسوسپانسصورتبهآوریشدهوجمع
بااستفادهازدسـتگاهآزماقراردادهشدوسپسدرآزمایشگاهبافت
 ند.فلوسایتومتریموردارزیابیقرارگرفت



 Scratch  نه مهاجرت سلولی با ایجاد خراشبررسی رو

assay) 

بـهمنظــوردرســلولیمهـاجرترونــدبررسـیMSCsآزمــوناز
شـناختهScratch assayشـودکـهبـانـاممهاجرتاستفادهمی

کشتشدند.دوچاهکمیوژل،دوچاهـکMSCsشود.ابتدامی
ازپـس.شدگرفتهنظردرکنترلکشتبرایچاهکدووژلاتین

بـاغلظـت1درصد،پودرمیتومایسین80هابهرسیدنتراکمسلول

                                                                                     
1. Mitomycin C 

10میلیبرمیکروگرمچاهکبهوشدحلکشتمحیطدرلیترها
وبهاضافهمدتدومحـیطسـپس.شدمنتقلانکوباتوربهساعت

وشـومنفـیشسـتPBSهابـاحاویمیتومایسینخارجوچاهک
.شدبهدادهوسیلهازچاهـکوسطدرخراشی،کریستالتیپیک

پایینبهبهبالاصورتچاهک.شدایجادمستقیمباهاPBSمنفی
شدهخارجشوند.بعدازایـنمرحلـههایکندهشستهشدهتاسلول
هایپلیتمحـیطکشـتاضـافهشـدوپـسازبهتمامیچاهک

عکـس،،میکروسـکوتوسطبررسیوشـدانجـاماولیـهبـرداری
سـاعتبعـدنیـز48و24هابهداخلانکوباتورمنتقلشـد.یتپل

 برداریانجامشد.روندمهاجرتسلولی،عکسجهتمقایسه



 نتایج

 MSCsتعیین مشخصات 

روشازاســـتفادهفلوســـایتومتریبـــامشخصـــاتMSCsماننـــد
وــی ــتخوانوچرب ــهاس ــایزب ــوژی،تم ــایســطحیمورفول مارکره

.گرفــتقــرارموردبررســیMSCsکــههســتندکشــیدهوچســبنده
هایمورفولوژیکیخودرادرتماممدتکشتودرپاسـاژهایویژگی

چنیندرشرایطآزمایشگاهی(.همA-1کنند)شکلمختل حفظمی
MSCsمیبنـابراین.یابنـدتمایز غررووچربی،استخوانبهتواند

MSCsهابهاستخوانوچربیبـرایتعیـینمشخصـاتتمایزسلول
ردووسـیلهآلیـزارینهایتمایزافتهبـهاسـتخوانبـهانجامشد.سلول

آمیـزیشـدندردرنـگهایتمایزیافتهبهچربـیتوسـطاویـلسلول
شکل(B, C-1بهنتایجطبق.)دست6/98آمدهسلولدرصدمارکرها 

CD45 2/99وسـلولدرصدمـارکرهـاCD34ونداشـتند3/98را
CD90هـامـارکردرصدسلول6/98وCD44هامارکردرصدسلول

بـهنتـایجبا.کردندبیانرادسـتمـیآمـدهکـهگرفـتنتیجـهتـوان
 (.D-1هستند)شکلMSCsهایموردبررسیسلول



شته  ماهیچته    زدایتی آمیتزی بافتت ستلول    نتایج رنت  

 اسکلتی

هـایزدایـیبافـتماهیچـهاسـکلتیارزیـابیمنظوراثبـاتسـلولبه
عدموجودDAPI  آمیزینتایجحاصلازرنگ.جامشدشناسیانبافت
شدهرانشـاندادکـهدرسـتیزداییهایسلولیدربافتسلولهسته

نیزنشـانH&Eآمیزینتایجحاصلازرنگ.اینفرایندرااثباتکرد
زداییشـدهاسـت.نتـایجهادرساختاربافتسلولازعدموجودسلول

دهنـدهوجـودکـسژندرمـادهنشانMTآمیزیآمدهازرنگدستبه
زدایـیایخارجسلولی،همدربافتطبیعیوهمدربافتسلولزمینه
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نیـزنشـانگرAB آمیـزیچنیننتایجحاصـلازرنـگشدهاست.هم
گلیکوزامینوگلیکـانوجودبافـتدرهـموطبیعـیبافـتدرهـمهـا

ECMزداییشدهاستکهایننتایجبهمعنایحفظپلیمرهـایسلول
شکل(استاسکلتیماهیچهاز2مشتق.)


 

 
 

D)  

1شکل.هویتتعیینMSCs.A)سلولمورفولوژیدومپاساژدرها.MSCsبههستندچسبیدهفسسک کبهوکشیدهصورت (P1).B)MSCsبهیافتهتمایز
(D(.X20وسیلهاویلردصورتگرفتهاست)بزرگنماییآمیزیبهتمایزیافتهبهچربی.رنگC)MSCsوسیلهآلیزارینردصورتگرفتهاست.آمیزیبهاستخوان.رنگ

وجوددومارکرFL3-H: CD90 PerCPوFL1-H: CD44 FITCفقداندومارکرمنفیودونمودارFL2-H: CD34 PEوFL1-H: CD45 FITCونمودارد
 .هایموردآزمایشراثابتکردمثبتدرسلول




2شکل.رنگآمیزیماهیچهبافتیسلولوطبیعیاسکلتیزداییشده.رنگآمیزیماهیچهبافتیسلولوطبیعیاسکلتیزداییشدهنشانسلولروندصحتدهندهزدایی

هد.دهادرساختاربافترانشانمینیزنشانازعدموجودسلولH&Eآمیزیشدهورنگزداییهایسلولیدربافتسلولعدموجودهسته DAPI آمیزیاست.رنگ
شدهنشانزداییایخارجسلولی،همدربافتطبیعیوهمدربافتسلولهارادرمادهزمینهکسژنوگلیکوزامینوگلیکان ترتیبوجودنیزبهABوMT آمیزیرنگ

مشتقازماهیچهاسکلتیاست.ECMدهدکهبهمعنایحفظپلیمرهایمادهمی
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Morphology/ Phase Contrast 

A) B) C) 

Osteogenesis/ Alizarin Red Adipogenesis/ Oil Red 
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بررستتی در تته بررستتی مورفولتتوژی و تکثیتتر ستتلولی 

  MSCs مانی زنه 

هادربسـترمشاهداتمکروسکوپینشانداد،تراکمورشدسلول
مراتببه،بیشمیوژلترشـکل(اسـتکنتـرلوژلاتـینبستراز

A-3)روشازاسـتفادهباMTTزنـدهوزیسـتاییدرصـد،مـانی
MSCsغلظتازبستریرویبر مختلهای.شدبررسیمیوژل
لیترازگرمبرمیلیمیلی05/0،1/0،2/0،4/0،8/0،1هایغلظت

غلظت،1/0میوژلمیلیمیلیبرگرم.شـداسـتفادهژلاتینازلیتر
زنـدهدرصد.شدگرفتهنظردرکنترلبرایهمچاهکیکمـانی

ازکنترلبود.بـاافـزایشمیـزانتربیشدربسترژلاتینهاسلول
یکسـانیافـزایشتقریباًباشیبهاسلولمانیتمیوژل،زندهغلظ

غلظتنهایتدرکه1یافتمیلـیمیلـیبـرگـرممیـوژلازلیتـر
یندرصـدتـرکـممانیرابـهخـوداختصـاصداد.ینزندهتربیش
(.B-3مانیدرچاهککنترلمشاهدهشد)شکلزنده


 MSCs بررسی ارزیابی زمتان دو برابتر شتهن جمعیتت    

 Doubling Time) 

هاییکهبرایدرکبهترمیزاناثرمیوژلبررشـدیکیازارزیابی
MSCs.بـودسلولجمعیتبرابرشدندوزمانارزیابی،شدانجام

اولیـهتعـدادارزیـابیایـنانجامبرای104×3بسـتررویسـلول
وژلاتینوهممیوژلچنینششـمروزوکشـتکنتـرلچاهـک

مانشانهایآزمایشهاشمارششد.نتایجتعدادنهاییاینسلول
برابرشدندوزمانسلولدادهامیوژلبستر31درژلاتین،ساعت

35کنترلو39ساعتمیساعتباشکهدنشـاندهنـدهسـرعت
بیشرشدترMSCsوژلاتینبستربهنسبتمیوژلبستررویبر

(.C, D-3)شکل دباشمیهایکنترلیاسلول


 با استفاد  از ترسیم منحنی رشه  MSCsیر بررسی تکث

ازترسیمMSCsمنظوربررسیاثربسترمیوژلبررویرشدبه
3×104هابـهتعـدادیکسـان(منحنیرشداستفادهشد.سلول

وژلاتین،میوژلبسترهایرویبرجداگانهپلیتسهدر)سلول
بـهانکوبـاتوردروشـدنددادهکشتکنترل،روزشـشمـدت

هابااستفادهازصورتروزانهشمارشسلولنگهداریشدهوبه
نقطـهنمـودارسـپس.شـدانجـامنئوبارلامرشـدرونـدازای

ــلول ــایسـ ــرمMSCsهـ ــتفادهازنـ ــااسـ ــزاربـ Prismافـ
Graphpadبـهنتایجطبق.شدرسمدسـترشـدمیـزانآمـده

هادربسترمیوژلدرمقایسهباژلاتینوکنترلافزایشسلول

هـادربسـترمیـوژلازتعـدادکهتعـدادسـلولطورییافت.به
هـادربسـترژلاتـینازهادربسترژلاتینوتعدادسلولسلول
شـدهدرهایکشـتولتربود.تعدادسلهایکنترلبیشسلول

برابـر5/1هایکنتـرلوبسترمیوژلدرنهایتدوبرابرسلول
(.E-3)شکل شدهدربسترژلاتینبودهایکشتسلول


  MSCsبررسی پروفایل چرخه سلولی در 

سـلولیچرخهپروفایل،فلوسایتومتریروشازاستفادهباMSCs
ازپسکنترلوژلاتین،میوژلبسترروی48برـسبررسـیاعت

شکل(شدA-4بررسیسلولیچرخهدر.)سلولدرصدشدهدرهـا
سـلولی مختلـمراحـلsub G1،G1،SوG2شـد مشـخ

شکل(C, B-4.)بیشسلولدرصدترینفـازدرهاSوG2مربـوط
پـسازآنشـدهبـررویبسـترژلاتـینبـود.هـایکشـتبهسلول
هادرایندوفازمربوطبهمیـوژلودردرجـهتریندرصدسلولبیش

دروژلاتـینبسـترکهمعناستبدیناین.بودکنترلبهمربوطبعدی
رشـدسرعتافزایشیاتقسیمسرعتافزایشباعثمیوژلبعددرجه

مرحلهدرسلولG1وS.استشدهسلولیچرخه


 بتتا ایجتتاد ختتراش  MSCsبررستتی مهتتاجرت ستتلولی  

 Scratch assay) 

بـینایجادشـدهشـیارپرشـدنازمیکروسـکوپیتصـاویربررسی
بررویبسترمیوژل،ژلاتینوکنترلنشانشدهکشتیهاسلول

بـررویشـدهکشـتهـایدادکهروندمهاجرتسلولیدرسلول
،چنینهمبررویژلاتینوشدهکشتهایمیوژلنسبتبهسلول

هایکنتـرلبررویژلاتیننسبتبهسلولشدهتکشهایسلول
انـد.یازشیارراپرکـردهتربیشمساحتMSCsتراستوسریع
هایکنترلحرکتسلولیساعت،درسلول24پسازکهطوریبه

درحرکـت.شـدمشـاهدهشـیارها اطـرابهمحدودکمیبسیار
هـایازسـلولتربیشبررویژلاتین،کمیشدهکشتهایسلول

.بـودشـیارهاکنارهبهمحدوداما،کنترلسـلولدرحرکـتهـای
بررویمیوژلباعثاشغالمساحتزیادیازشیارشدشدهکشت

ســاعت،48هــاازدوطــر بــههــمرســیدند.پــسازوســلول
بررویمیوژلکلفرایشیارراپرکردند،شدهکشتهایسلول
کـهدرنمانـد.درحـالییکهاثریازشیارایجادشـدهبـاقیطوربه

بررویژلاتینهنوزاثرشدهکشتهایهایکنترلوسلولسلول
است.بنابراینمهـاجرتسـلولیبـررویمیـوژلشیارباقیمانده

(.5ازژلاتینوکنترلاست)شکلتربیش
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3شکل.زندهدرصدبررسیمانیMSCs.Aمورفولوژی)MSCsکشتسلولرشدوتراکم.کنترلوژلاتین،میوژلبستررویبرشدهتصویر(میوژلبستردرها

بااستفادهازMSCsمانی)نموداردرصدزندهB(.X20ترازبسترژلاتین)تصویروسط(وکنترل)تصویرسمتچپ(است)بزرگنماییسمتراست(بهمراتببیش
روشMTTدرصد.زندهسلولمانیبیشژلاتینبستردرهازندهدرصدمیوژلغلظتافزایشبا.استکنترلازترسلولمانییافتهافزایشیکسانیًتقریباشیبباها
هادرروزاداولیهسلولشدهبررویبسترمیوژل،ژلاتینوکنترل.تعدکشت)MSCsزماندوبرابرشدنCمانیدرچاهککنترلمشاهدهشد.تریندرصدزندهاست.کم

ساعت39ساعتوکنترل35ساعت،ژلاتین31هابرایبسترمیوژل)نمودارزماندوبرابرشدنسلولDدهد.هادرروزششمرانشانمیاولوتعدادنهاییسلول
شدهبررویبسترکشتMSCsشودطورکهمشاهدهمیبررویبسترمیوژل،ژلاتینوکنترلدربازهزمانیششروزه.همان)MSCsنمودارمنحنیرشدEباشد.می

 هایکنترلدارند.شدهبررویبسترژلاتینوسلولهایکشتترینسبتبهسلولمیوژلسرعترشدبیش
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B)  

 

C)  

4شکل.سلولیچرخهومورفولوژیکیبررسیMSCs.Aمورفولوژی)MSCsکشتمینشانفلوسایتومتریانجامازقبلکنترلوژلاتین،میوژلبستردرشدهدهد

(B(.X20باشد)بزرگنماییترازبسترژلاتین)تصویروسط(وکنترل)تصویرسمتچپ(میهادربسترمیوژل)تصویرسمتراست(بهمراتببیشتراکمورشدسلول
شدهبربسترمیوژل،کشت)MSCsدرG2وsub G1،G1،S(نمودارمراحلمختل چرخهسلول)MSCsC.سایتومتریجهتبررسیچرخهسلولینمودارهایفلو

هادرایندوفازتریندرصدسلولشدهبررویژلاتیناست.پسازآنبیشهایکشتمربوطبهسلولG2وSهادرفازتریندرصدسلولژلاتینوکنترل.بیش
.باشدمربوطبهمیوژلوسپسکنترلمی

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

sub G1 G1 S G2M

C
e
ll

s 
(%

) Control Gelatin

Myogel



یاسکلتچهیماهازشدهمشتقیپوششبستریروبرشدهکشتیمیمزانشیادیبنیهاسلولیستیزیهاتیفعالیبررسوهمکاران:زارعان 10
 

 
5شکل.مهاجرتروندMSCsسلولبینیکسانخراشیک،ابتدادر.(شدایجاد0هاhازپس.)24کم،ساعتسلولبهمربوطحرکتترینکنترلهایبیشوترین

شدههایکشتهایکنترلهنوزفاصلهزیادیوجوددارد.درسلولساعت،تاپرشدنشیارتوسطسلول48(.پساز24hهایبسترمیوژلاست)حرکتمربوطبهسلول
 (.X10()بزرگنمایی48hاند)شدهبررویمیوژلنیزکلفرایشیارراپرکردههایکشتاست.سلولبررویژلاتینهنوزاثرشیارباقیمانده



  بحث

هایبدنوجزءاصلیاسـکلتفـردترینبافتاستخوانیکیازمهم
کنـدیحمایتومحافظتمبدنهایمختل ازاندامباشدکهبالغمی

همومیچنینایفابدنحرکاتدرمهمینقش.کندنقـشاسـتخوان
سـلولتشـکیلجملـهازبـدنفیزیولوژیدررامهمی،بنیـادیهـای

هایخونی،ذخیرهوهومئوستازموادمعدنی)کلسیموفسـفات(سلول
هایبافـتاسـتخوانیممکـناسـتهاوآسیببیماری کند.بازیمی

راحتیبشکنندویانیازبهتـرمیمداشـتههابهباعثشودکهاستخوان
هـایاسـتخوانیمنجـربـههایفعلیبرایترمیمآسیبدرمان باشند.

دهـد.شودودرمانمـدوامراارائـهنمـیبازسازیکاملاستخواننمی
هایمهندسیبافـتمبتنـیها،استراتژیلبهبراینمحدودیتبرایغ

هـایمختلـ برسلولدربازیابیعملکردطبیعیبافتپسازآسیب
بـردنبـههاست.بههمیندلیلبـرایپـیبافتیموردتوجهقرارگرفت

هـارابـاگراناینسلولها،پژوهشبازدهیوعملکردبهتراینسلول
مـیکشـتمتنوعبسترهایباوتیمار مختلموادوترکیبات.دهنـد

ییمشـتقازسـلولدرتوانـاECMاندکـهمطالعهنشاندادهنیچند
ویعملکـردیاهـیژگـیازجملـهو،یحفظخواصسـلولیخودبرا
.بنـابرایندرایـنپـروژهازفـرداسـتمنحصـربهیسلولعیسرریتکث

اسـتفادهشـدوMSCsعنوانبستریبـرایرشـدوتمـایزمیوژلبه
 هاییدرجهتچگونگیکیفیتعملکـردسـلولانجـامشـد.ارزیابی

 Leeشدهتوسطهایانجامآمدهدراینمطالعهبابررسیدستنتایجبه

et al.(2020آن.داشتمطابقت)خـاصداربسـتسیسـتمیـکها
سـلولیخـارجمـاتریکسیـکشـاملکـهکردندایجادسلولبدون

ویــکعامــل1(DECMشــدهازعرــستاســکلتی)زدایــیســلول
بـود.خـواص1(IGF-1)2-زایی،فاکتوررشـدشـبهانسـولینماهیچه

(عرـستمخصـوصداربسـتایـنزیسـتیومورفولوژیکیIGF-

1/DECMداربســتو)ــلولی ــارجس ــاتریکسخ ــسژنوم ــایک ه
شدهازعرستاسکلتیموردبررسیقرارگرفـت.درایـنزداییسلول

روزپـساز7و1،3هـادرماندنسلولدرهمهداربستمطالعهزنده
ازبیش،90کشتدرسـلولیتکثیـر.بـوددرصـدIGF-1/ECMدر

یافزایشیافت.توجهطورقابلهابهمقایسهباسایرگروه
یبنیادیهاسلولZhang et al.(2015)درمطالعهدیگری،

(بالغASCsرویبررا)BM-ECM
3 رروTCPودادکشت

                                                                                     
1. Decellularized extracellular matrix of skeletal muscle 

2. Insulin Growth Factor 1 

3. Bone marrow stromal cell‐derived extracellular matrix 
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هـاآنتنیمقایسهکرد.تنیودرونتمایزسلولیرادرشرایطبرون
کهداندنشانBM-ECMاستخوانافزایشباعثسـازیASCs

ازتـربـیشبرابـرسـهBM-ECM،درASCsدوتکثیـرشومی
 ــر ــیTCPر ــم ــترهیدروژلباش ــزبس ــهنی ــنمطالع د.درای

ازماتریکسخارجسلولینیزتکثیربهتـریرانسـبتآمدهدستبه
مـیکهدادنشانکنترلوژلاتینبستربهگفـتتـوانبـهدلیـل

بعـدیسهساختاروطبیعیماتریکساصلیزیستیفعالیتداشتن
ـرشبـرایمناسبهیـدروژلدرسـلولیدمشـتقشـدهازECM،

بـررویهیـدروژلشـدهکشـتهـایکلیتکثیردرسلولطوربه
تریاست.داراینتیجهمطلوبECMازشدهمشتق

Lin et al.(2012بـاراپژوهشی) هـدپـژوهشـدریتوص 
MECMتأثیریژگیوویکیولوژیبتیماه

1برMSCsهادادانجـام.
،پژوهشایندرECMطبیعیدیتولتوسـطشـدهMSCsدرانسـان

بـاهرـممانـدهیباقتـودهدراورهاستخراجشدویشگاهیآزماطیشرا
(پردازششد.سـپسHP-MECMوU-MECMترتیب)بهنیپپس

محصولاتECMاستخراجازشدهMSCsبههمراهنـوعکسژنIو
PBSبهعنوانگرفتقرارمورداستفادهکشتمحیطدربسترـ ارورفت
موردمطالعـهقـرارآنیروشدهبرکشتیمیمزانشیادیبنیهاسلول
طـوربـهU-MECMقرارگـرفتندرمعـر نتایجنشانداد،گرفت.
MSCزیمهاجرتوتمـای،چسبندگ،یرتکثشیباعثافزایریچشمگ
MSCsکندهایمطالعهحاضرکهبیانمیایننتایجبایافته.شودمی

دارایتکثیـربهتـریاسـت،ECMشـدهازبررویهیدروژلمشتق
مطابقتدارد.

سـلولرشدمیزان،رشدمنحنیترسیمنتایجبررسیدردرهـا
.یافــتافــزایشکنتــرلوژلاتــینبــامقایســهدرمیــوژلبســتر

برابـردوهـادربسـترمیـوژلدرنهایـتتعدادسـلولکهطوریبه
هادربسترژلاتینبـودوایـنسلولبرابر5/1هایکنترلوسلول
درمطالعـات هـادرمیـوژلاسـت.افزایشرشدسلولدهندهنشان
دونوعسلولماهیچهاسـکلتیوZhang et al.(2009)،پیشین

پـژوهشآننتایج.دادکشتمیوژلبستررویبرراپوستسلول
بـافتی،تکثیـرسـلولیراECMهـایحاکیازآنبودکهپوشش

میافزایشدهدپوسـتسـلولواسکلتیماهیچهسلولنوعدوو
برابرنسـبتدوبررویبسترمیوژل،رشدینزدیکبهشدهکشت

رشدودارد)بستربدون(منفیکنترلمحیطتقریباًبهبـایکسانی
محیطکنترلمثبت)بسترکسژن(داشتهاست.

Chen et al.(2007چنینهم ،)MSCsمشتقشدهمغز از

                                                                                     
1. Mesenchymal stem cell-derived ECM 

استخوان روی بر ازدستبهECMرا و(P0هیاولMSCsآمده )
(کیپسست بافت کهTCP)کشت کرد مشاهده و داد کشت
کشتیهاسلول شده یهاسلولیهایژگیوECMبستریروبر
.عسوهبرکنندیحفظمیمدتطولانیموردنظرخودرابرایادیبن

 تما،یکلنلیتشکییتواناشیافزاMSCsآن زیکاهش بهخود
بنابراینمیرانشاندادندیخود .نقشموردمطالعهبسترگفتتوان

شدهبررویآنبسیارمهمیدررشد،مورفولوژیورفتارسلولکشت
 کند.آمدهدراینمطالعهنیزایننظرراتأییدمیدستداردکهنتایجبه

ازاسـتفادهپروژهایندرMTTغلظـتبـهدسـتیابیجهـتبـه
درMSCsمـانیهـانشـاندادزنـدهبرایانجامسایرارزیابیمناسب

MSCsمـانیلیتراززندهگرمبرمیلیمیلی2/0بسترمیوژلباغلظت
غلظـتباژلاتینبستردر1/0میلـیمیلـیبـرگـرمبـیشلیتـروتـر

طبهکنتـرلمربوMSCsمانیبسترژلاتیناززندهMSCsمانیزنده
2/0هایبـالایچنینباایجادپوششبسترباغلظتتراست.همبیش

شـدنژلوبـاایجـادپوشـشبسـتربـاهاییازبسـتهمیوژل،نشانه
بـودنپوشـشبسـتردستمیوژل،عدمیک2/0ترازهایکمغلظت

زنـدهوزیسـتاییمیـزانبررسیبرای.شدمشاهدهمـانی MSCs در
هـایلیتـرنیـزازغلظـتگرمبرمیلـیمیلی2/0زهایبالاتراغلظت
05/0،1/0،2/0،4/0،8/0،1میلیمیلـیبـرگـرمبسـتربـرایلیتـر

اسـتفادهشـد.بـرایـناسـا MTTمنظورانجـامتسـتمیوژلبه
مانیدربسـترژلاتـینمانیدرکنترلمشاهدهشدوزندهترینزندهکم
مـانیبـانغلظتهیدروژل،زندهترازکنترلبود.باافزایشمیزابیش

غلظتنهایتدرکهیافتافزایشیکسانیًتقریبا1شیبمیلیبرگرم
مانیرابهخوداختصاصداد.ترینزندهلیتربیشمیلی

(Xiong et al.ایدیگریکـهتوسـطنتایجاینپروژهبامطالعه
(2019)سلولرویبرانجـامانسـانیپریودنتـاللیگامانبنیادیهای

هارابررویچهـارسـطسمختلـ هاسلولشدهبود،منطبقبود.آن
 ررTCP،فیبرونکتین،ECMسلولازمشتقلیگامانبنیادیهای

وانسانیپریودنتالECMسلولازمشتقبهبنیادیهایدستازآمده
ودادهکشتانسانادرارآنتمـایزیررفیتقـرارموردبررسـیراهـا

هایبنیادیلیگامـانپریودنتـالهانشاندادکهسلولدادند.اینداده
رویانسانیECMسلولازمشتقبهبنیادیهایدسـتادرارازآمـده

دهد.زاییرانشانمیانسانبالاترینسطساستخوان
یمیوژلدرهابررویبسترهیدروژلنتایجبررسیتمایزسلول

بررسـینتـایجبـاپـژوهشایـنRe et al.(2019)کـه،BM-

MSCs(وASCs)2ــین ــدژلات ــدروژلهیبری ــانرادرهی -انس

                                                                                     
2. Adipose Stem Cell 
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بعدیبـامحتـوایکیتـوزانمتفـاوتدرحرـورلیـزکیتوزانسه
اسـتخوانتمـایزوتکثیرنظرازودادهکشتانسانیپسکتزایـی

.داردمطابقـت،دادنـدقـرارموردارزیابیدادنشـانپـژوهشایـن
هایموجوددرلیـزپسکـتانسـانیدرپروتئینمؤثرنقشدلیلبه

مکانیسـم،سـلولیچسبندگیبهمربوطعملکردهایتـرمیمهـای
-هـایهیبریـدیژلاتـینسلولیوتنظیمتمایزسلولی،هیدروژل

شدتازتکثیروتمـایزهایانسانیبهکیتوزانهمراهبالیزپسکت
استخوانیMSCsمیپشتیبانی.کنند
ESCsای(نیــزدرمطالعــه2012)Jensen et al.چنــینهــم

بودنـدIIهایاپیتلیالآلوئـولیموشیکهدرمراحلاولیهتمایزبهسلول
مشـتقازریـهکشـتدادنـد.ایـنداربسـتECM هایدرداربست

آلوئـولیاپیتلیـالتمـایزفنـوتیپیشواهدتوانستESCs بیـانماننـد
ینسورفکتانتوفاکتوررونویسیتیروئیدراحفظکند.پروتئ

سلولیچرخهپروژهایندرMSCsدادهکشترویبـرشـده
 برخس.گرفتقرارموردبررسینیزکنترلوژلاتین،میوژلبستر

هاکهبهتریننتیجهمربوطبهمیـوژلبـود،درنتایجسایرارزیابی
ـتریندرصدسلولاینبررسیبیش مربـوطبـهG2وSازهادرف

تـرینشدهبررویژلاتینبود.پـسازآنبـیشهایکشتسلول
هادرایندوفازمربوطبهمیوژلودردرجـهبعـدیدرصدسلول

دروژلاتـینبسـترکـهبـودمعنابدیناین.بودکنترلبهمربوط
سـرعتافـزایشیاتقسیمسرعتافزایشباعثمیوژلبعددرجه

چرخهسلولیشدهاست.ذکراینSوG1یلهرشدسلولدرمرح
کهدرایـنبررسـینکتهدراینجادارایاهمیتاستکهدلیلاین

نظـربـهکهبوداینداشتمیوژلبهنسبتبهترینتیجهژلاتین
هـادربـازهزمـانیتربررویرشدسلولدلیلتأثیربیشمیوژلبه

پرشـدباعـثوکـردهطـیرالگاریتمیفازروزیکازچاهـکن
انـد.هـاواردفـازایسـتاشـدههاشدهاستوپـسازآنسـلولسلول

شـدهبـررویهایکشتبنابرایندرزمانانجامفلوسایتومتری،سلول
بـهزمـانهمیندرًدقیقاوبودهایستافازدرمیوژلبسترتـأثیردلیـل

شـدهبـرهایکشتشده،اینسلولهایکشتترژلاتینبرسلولکم
ــازروی ــیندرزمــانانجــامفراینــدفلوســایتومتریدرف بســترژلات

وSهـادرفـازتریندرصدسـلولاندکهدرنتیجهبیشلگاریتمیبوده
G2سلولدرکشتهای.استژلاتینرویبرشده

بـررویشـدهکشـتMSCsشده،عملکـرددرمطالعهانجام
نتایجمانشانداد،زیستایی،تکثیر،رشد،.بسترمیوژلبررسیشد
مهاجرتتواناییوسلولتمایزهامزانشیمیبنیادییکشـتشـده
میوژلبستررویبهبرطورمیافزایشمطلوبینتیجـهایـن.یابـد

تـوانازمیـوژلدرمیتربیشهایپژوهشدهدباانجامنشانمی
بازدهیبیشجهتتربهترعملکردوMSCsاستفاد.کرده



 تشکر و قهردانی
نامـهنویسـندهاولاسـتکـهبـاعنوانبخشیازپایانمطالعهبهاین
 انجامشدهاست.انیوپژوهشگاهرویبهشتدیدانشگاهشهتیحما



 منافع تعارض
گونهتعار منافعتوسطنویسندگانوجودندارد.هیچ
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