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1. مقدمه
ــا  ــه ب ــدن در مقابل ــامت ب ــظ س ــی در حف ــش حیات ــروف نق غض
تنش هــای مکانیکــی و جــذب شــوك حرکتــی ایفــا می کنــد. 
ــازی آن،  ــی، بازس ــت غضروف ــروق باف ــدون  ع ــت ب ــل طبیع به دلی
به عنــوان  بافــت  مهندســی  رو  ایــن  از  اســت؛  چالش برانگیــز 
رویکــردی جایگزیــن بــا اســتفاده از ســاختارهای مبتنــی بــر ســلول، 

ــواص  ــف و خ ــظ وظای ــا حف ــروف را ب ــت غض ــت باف ــاش اس در ت
ــا تعامــل اجــزای  بیولوژیکــی آن بازســازی کنــد )1, 2(. ایــن امــر ب
ــان ژن و  ــم بی ــت تنظی ــده در جه ــلول های کشت ش ــا س ــت ب داربس

ــردد )3(.  ــهیل می گ ــن تس ــد پروتئی تولی
کربوکسی متیل ســلولز )CMC( پلیمــری طبیعــی و نخســتین 

چکیده 
ــت غضــروف و کیفیــت زندگــی انســان داشــته باشــد. قابلیــت بازســازی محــدود  ــل توجهــی روی باف ــر قاب ــد تاثی ــا می‌توان ــه: تروم مقدم
 )carboxymethylcellulose( غضــروف منجــر بــه اســتفاده از مداخــات پزشــکی بــرای درمــان ایــن بافــت شــده اســت. کربوکسی‌متیل‌ســلولز
ــاخت  ــت در س ــاده لوبریکان ــوان م ــلولز به‌عن ــت. کربوکسی‌متیل‌س ــب اس ــی مناس ــواص مکانیک ــت و خ ــا قیم ــلولزی ب ــی س ــاده آنیون ــک م ی

ــود. ــتفاده می‌ش ــلول اس ــت س ــدروژل در کش ــازه‌های هی س
ــه  ــه ب ــن مطالع ــد، در ای ــز می‌یابن ــتخوان تمای ــز اس ــیمی‌ مغ ــادی مزانش ــلول‌های بنی ــی از س ــلول‌های غضروف ــه س ــا ک ــداف: از آنج اه
ــم.   ــه، پرداختی ــتم تک‌لای ــک سیس ــده در ی ــلولز  بافته‌نش ــت کربوکسی‌متیل‌س ــلول‌ها روی ‌داربس ــن س ــی ای ــز غضروف ــت تمای ــی قابلی بررس
 microscopy( SEM ,FTIR  )Fourier- transform infrared spectroscopy( مــواد و روش‌هــا: کربوکسی متیل ســلولز بافته نشــده ســنتز و بــا
ــا فلوســایتومتری  scanning electron( و تســت های مکانیکــی ارزیابــی شــد. ســلول های بنیــادی مزانشــیمی مغــز اســتخوان انســان اســتخراج و ب
ــا  ــز غضروفــی ب ــا تمای ــه داربســت و بیــان ژن هــای مرتبــط ب ــز کندروژنیــک، زیســتایی ســلول های متصــل ب شناســایی شــد. پــس از تحریــک تمای

)dimethyl thiazolyl diphenyl tetrazolium(MTT و )Q-PCR )Quantitative polymerase chain reaction بررســی شــد. 
نتایــج: MTT نشــان داد کــه تفــاوت معنــی‌داری در زنده‌مانــی ســلول‌ها بیــن گــروه کنتــرل )ســلول‌های بــدون داربســت( و گــروه آزمایــش 
وجــود نداشــت. تصاویــر SEM نشــان داد کــه ســلول‌ها قــادر بــه چســبیدن و توزیــع موفقیت‌آمیــز روی غشــا بودنــد. طیف‌هــای FTIR حضــور 
گروه‌هــای کربونیــل، متیــل و هیدروکســیل را نشــان داد. مقاومــت کششــی به‌ترتیــب در شــکل خشــک 0/155 ± 0/224 و در شــکل مرطــوب 
0/164 ± 0/306 ارزیابــی شــد کــه معنــی‌دار نبــود. مــدول یانــگ به‌ترتیــب برابــر بــا 0/077 و 0/079 مگاپاســکال در حالــت خشــک و مرطــوب 
بــود. پــس از دو هفتــه کشــت تمایــزی، افزایــش معنــی‌داری در بیــان ژن‌هــای تمایــزی اولیــه Sox-9 و Collagen II  مشــاهده شــد ولــی در بیان

Collagen X و Aggrecan افزایــش معنــی‌داری مشــاهده نشــد. 
ــبیده  و در  ــده چس ــت  کربوکسی‌متیل‌سلولزبافته‌نش ــه داربس ــان ب ــتخوان انس ــز اس ــیمی مغ ــادی مزانش ــلول‌های بنی ــری: س نتیجه‌گی
حضــور عوامــل القایــی قــادر بــه بیــان ژن‌هــای ابتدایــی مســیر تمایــز بــه غضــروف بوده‌انــد؛ لیکــن بیــان ژن‌هــای اختصاصــی تــر غضروفــی 

و نیــز تغییــر مورفولــوژی ســلول بــه ســمت فنوتیــپ غضروفــی و تشــکیل لاکونــا مشــاهده نشــد. 
واژگان کلیدی: کربوکسی‌متیل‌سلولز، غضروف، سلول‌های بنیادی مزانشیمی انسان

مقاله پژوهشی

doi: 10.69107/koomesh-151662  جلد 26 ، شماره 6، پیاپی 104، آذر و دی 1403

https://doi.org/10.69107/koomesh-151662


نگار اسداللهی و همکاران

2

کــه   )4( اســت  آب  در  حــل  قابــل  ســلولزی  آنیونــی  مشــتق 
اســت )5,  شــده  تأییــد  آمریــکا  دارو  و  غــذا  ســازمان  توســط 
قابلیــت  ســطحی،  ویژگی هــای  کم هزینــه،  ســنتز  فرآینــد   .)6
ــاده  ــک م ــه ی ــم، آن را ب ــل تنظی ــی قاب ــکل پذیری و هیدروفیل ش
ــت )2, 7-9(.  ــرده اس ــل ک ــکی تبدی ــوزه زیست پزش ــوب در ح محب
کربوکسی متیل ســلولز و مشــتقات آن به دلیــل اســتحکام مکانیکــی، 
ــور  ــی، به ط ــی عال ــازگاری بیولوژیک ــی و س ــای رئولوژیک ویژگی ه
ــای  ــز ایمپلنت ه ــا و نی ــت، زخم پوش ه ــی باف ــترده در مهندس گس
ــن  ــکی از ای ــوند )13-10(. در پزش ــتفاده می ش ــازگار اس ــت س زیس
ــاده ضدســایش  ــک م ــوان ی ــن )14( به عن ــز آمی ــد گلوک ــاده مانن م
ــن، به صــورت  ــر ای ــاوه ب در مفصــل اســتفاده شــده اســت )13(. ع
ــادی  ــلول های بنی ــال س ــرای انتق ــل ب ــوان حام ــدروژل و به عن هی
ــدی و  ــای ارتوپ ــان در ایمپلنت ه ــتخوان انس ــز اس ــیمی مغ مزانش
نیــز انتقــال ســلول های غضــروف مفصلــی به منظــور بازســازی 
ــی محیــط مناســبی  ــرد دارد. ایــن سیســتم هیدروژل غضــروف کارب
ــز ســلول ها فراهــم کــرده، در بازســازی و  ــرای رشــد و حفــظ تمای ب

ــد )15(. ــک می کن ــده کم ــیب دی ــای آس ــر بافت ه تعمی
ــادی  ــواع مختلفــی از ســلول ها اعــم از ســلول های بنی ــون ان تاکن
ــادی مشــتق  ــرای بازســازی غضــروف، ســلول های بنی مزانشــیمی ب
از چربــی )16( بــرای بازســازی بافــت چربــی و هپاتوســیت ها و 
ــای  ــی ویژگی ه ــور بررس ــری دارو، به منظ ــای غربالگ ــرای کاربرده ب
به صــورت  به ویــژه  هــا،  کربوکسی متیل ســلولز  فیزیولوژیکــی 
ــد. در واقــع کپســوله کردن  ــرار گرفته ان هیــدروژل مــورد اســتفاده ق
و  کنترل شــده  آزادســازی  امــکان  هیــدروژل  داخــل  ســلول ها 
ــک  ــان کم ــا و تمایز ش ــه بق ــرده، ب ــم ک ــلول ها را فراه ــدار س پای

 .)18  ,17  ,11( می کنــد 
غشــای  ســاخت  هیدروژلــی،  ویژگــی  بــر  عــاوه   
ــدی،  ــلول دوبع ــت س ــتم کش ــک سیس ــلولز در ی کربوکسی متیل س
ــرای چســبندگی و رشــد ســلول فراهــم می کنــد.  ســطح مناســبی ب
سیســتم کشــت دوبعــدی می توانــد بــرای کاربردهــای مختلفــی مانند 
ــار ســلولی، غربالگــری دارو و مهندســی بافــت اســتفاده  مطالعــه رفت
شــود و یــک پلتفــرم چندمنظــوره بــرای تحقیقــات مبتنــی بــر ســلول 
ــلولز  ــاهای کربوکسی متیل س ــه غش ــا ک ــد )18(. از آنج ــم کن را فراه
ــری در  ــی بالات ــتحکام کشش ــر )19( و دارای اس ــده ارزان ت بافته نش
ــت  ــرای حمای ــد ب ــتند )20(، می توانن ــا هس ــا هیدروژل ه ــه ب مقایس
ــاها  ــن غش ــند. ای ــب تر باش ــی مناس ــای غضروف ــاختاری بافت ه س
دارای تخلخــل بالاتــری نســبت بــه فــرم هیدروژلــی هســتند 
)21( از ایــن رو می تواننــد انتشــار مــواد مغــذی و اکســیژن را 
ــد؛  ــش دهن ــت افزای ــازی باف ــلولی و بازس ــد س ــت از رش ــرای حمای ب
ــل دســت ورزی  ــه راحتــی قاب ــدروژل ب به عــاوه نســبت به حالــت هی
ــت  ــق در باف ــام دقی ــری و ادغ ــکان قرارگی ــوده، ام ــی ب و جابه جای
هــدف را فراهــم می کننــد. مــوارد فــوق مــا را بــر آن داشــت 
ــیمی  ــادی مزانش ــلول های بنی ــروف س ــه غض ــز ب ــد تمای ــا فرآین ت

 hBM-MSCs: Human bone( ــان ــتخوان انس ــتق از مغزاس مش
marrow mesenchymal stem cells( روی ســطح غشــای 
ــدی را  ــتم دوبع ــلولز بافته نشــده در یــک سیس کربوکسی متیل س

ــم. ــرار دهی ــی ق ــورد بررس م

2. مواد و روش‌ها
ــه  ــت و تهی ــنتز داربس ــم از س ــرح اع ــن ط ــل ای ــی مراح تمام
ــس از  ــان پ ــتخوان انس ــز اس ــیمی مغ ــادی مزانش ــلول های بنی س
اخــذ مجــوز از کمیتــه اخــاق دانشــگاه علــوم پزشــکی ایــران بــا کــد 

اخــاق IR.IUMS.REC.1398.1324 اجــرا شــد.

2..1. ساخت و توصیف سازه‌های کربوکسی‌متیل‌سلولز

2..1..1. سنتز الیاف هیدروسلولز کربوکسی‌‌متیل‌شده
یــا  مرسریزاســیون  نــام  بــا  کــه  واکنــش،  اول  مرحلــه  در 
ــید  ــودر هیدروکس ــرم از پ ــود، 10 گ ــناخته می ش ــدن ش قلیایی ش
 )Pars, Iran( ــکل ــر ال ــدیم ) Sigma, USA( در 300 میلی لیت س
80 درصــد حــل شــد. ســپس ایــن محلــول بــه مــدت یک ســاعت در 
دمــای 30 درجــه ســانتی گراد هــم زده شــد. هــدف از ایــن مرحلــه، 
تیمــار الیــاف ســلولز  )Sigma, USA( بــا محلــول قلیایــی اســت کــه 
باعــث تــورم و تغییــرات ســاختاری در آن  می شــود. پــس از مرحلــه 
ــن  ــوند. ای ــرآوری می ش ــر ف ــا ات ــلولزی ب ــاف س ــیون، الی مرسریزاس
ــرای وارد  ــاز ب ــل اتری س ــک عام ــا ی ــاف ب ــار الی ــد شــامل تیم فرآین
ــه ســاختار ســلولز  ــر )Merck, Germany( ب کــردن گروه هــای ات
ــه ای از مرسریزاســیون  ــی، ایــن واکنــش دو مرحل اســت. به طــور کل
ــه  ــرای تهی ــلولزی ب ــاف س ــرم الی ــازی روی 20 گ ــپس اتری س و س
ــه  ــد. در مرحل ــام ش ــی متیل انج ــلولز کربوکس ــاف هیدروکسی س الی
 )Merck, Germany( بعــدی، 12/5 گــرم مونوکلرواســتیک اســید
در 50 میلی لیتــر الــکل 80 درصــد حــل شــد. ســپس ایــن محلــول 
بــه مخلــوط الیــاف مرسریزشــده ســلولزی اضافــه شــد. واکنــش بــه 
ــی  ــا تکان ده ــانتی گراد ب ــای 70 درجــه س ــه در دم ــدت 90 دقیق م
ــر  ــا 500 میلی لیت ــار ب ــت. محصــول حاصــل دو ب ــه یاف دوره ای ادام
ــکل 9۶ درصــد شست وشــو داده  ــا ال ــار ب ــکل 70 درصــد و یــک ب ال
ــا فرآیندهــای جانبــی حــذف شــود و الیــاف خشــک شــوند.  شــد ت
ــه  ســپس وب فیلترشــده در فــر در دمــای 70 درجــه ســانتی گراد ب

مــدت پنــج ســاعت خشــک شــد. 

FTIR .2..1..2
بــرای تجزیــه وتحلیــل ابتــدا نمونــه بــه قطعــات کوچــک خــرد شــد. 
ــد و  ــوط ش ــک )KBr )Potassium Bromide مخل ــا نم ــپس ب س
ــرص در یــک  ــن ق ــرص فشــرده شــد. ســپس ای ــوط به صــورت ق مخل
(Thermo Nicolet, USA) FT-IR NEXUS 670 اســپکتروفتومتر
ــدوده  ــد و مح ــت ش ــی ثب ــورت انتقال ــف FTIR به ص ــت. طی ــرار گرف ق

https://ethics.research.ac.ir/ProposalCertificate.php?id=121982
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ــه،  ــرای هــر نمون ــا 4000 ســانتی متر1- را پوشــش داد. ب مــوج 1000 ت
40 اســکن انجــام شــد.

2..1..3. میکروسکوپ الکترونی
ــکوپ  ــا میکروس ــاهده ب ــرای مش ــا ب ــازی نمونه ه ــت آماده س جه
ــا ســلول یــا بــدون ســلول(  الکترونــی روبشــی، ابتــدا داربســت ها )ب
 PBS )Phosphate Buffered Saline; Gibco, USA( در 
شست وشــو داده شــدند تــا هرگونــه آلاینــده یــا ذرات از بیــن بــرود. 
ســپس در محلــول 2/5 درصــد گلوتارالدهیــد )Sigma, USA(  بــه 
مــدت دو ســاعت فیکــس شــدند. پــس از شست وشــو بــا آب مقطــر 
ــد(  ــول )30، 50، 70، 90 و 100 درص ــای اتان ــب درغلظت ه به ترتی
هــر یــک بــه مــدت 10 دقیقــه قــرار گرفتنــد. پــس از اتمــام فرآینــد 
ــش  ــا پوش ــا ط ــود، ب ــر ه ــه در زی ــدن نمون ــک ش ــری و خش آبگی
داده شــده و بــرای مشــاهده بــا اســتفاده از میکروســکوپ الکترونــی 
 SeronTechnology, South ؛AIS2100 ــدل روبشــی )SEM؛ م

Korea( مــورد بررســی قــرار گرفــت.

2..1..4. تست مکانیکی
تســت مکانیکــی روی فیلــم کربوکسی متیل ســلولز بــه ابعــاد 
ــی  ــزور بافت ــتفاده از آنالی ــا اس ــر ب 29/۶2 × 12/99 × 0/8 میلی مت
)Santam, Iran( انجــام شــد. مقاومــت کششــی فیلــم بــا کشــیدن 
آن بــا ســرعت 10 میلی متــر در دقیقــه تحــت رطوبــت نســبی 40 - 35 
ــه  ــرای هــر آزمایــش، یــک منطقــه فیلــم ب درصــد  اندازه گیــری شــد.  ب
ــش  ــینه تن ــد. بیش ــتفاده ش ــع اس ــانتی متر مرب ــک س ــاحت ی مس
 )TS( ــوان مقاومــت کششــی مشاهده شــده در طــول آزمایــش به عن
ــمت  ــش در قس ــای تنش-کرن ــه منحنی ه ــیب اولی ــد. ش ــت ش ثب
خطــی به عنــوان مــدول یانــگ )E( محاســبه شــد. همچنیــن، 
کشــش در نقطــه شکســت، جایــی کــه فیلــم پــاره شــد، نیــز تعییــن 
ــوب  ــک و مرط ــورت خش ــازه به ص ــی روی س ــون کشش ــد. آزم ش
ــک  ــتفاده از ی ــا اس ــازه ب ــد. س ــام ش ــر انج ــول 9/21 میلی مت ــا ط ب
دســتگاه آزمایــش بــا یــک ســلول بــار 0/31 نیوتــن بــا ســرعت 10 
ــه از  ــه نمون ــد. س ــیده ش ــدن، کش ــا پاره ش ــه ت ــر در دقیق میلی مت

ــه ثبــت شــد. ســازه آزمایــش شــد و کرنــش و تنــش هــر نمون

2..2. جداسازی و توصیف سلول‌های بنیادی 
مزانشیمی مغز استخوان انسان

2..2..1. جداسازی سلول‌های بنیادی سلول‌های بنیادی 
)BM-MSCs( مزانشیمی مغز استخوان انسان

ــتخوانی  ــیمال اس ــادی مزانش ــلول های بنی ــه، س ــن مطالع در ای
نخــاع انســان )BM-MSCs( بــا اســتفاده از روش هایــی کــه در 
مقــالات قبلــی )25-22( شــرح داده شــده بــود، جداســازی و 

ــدند. ــف ش توصی

به طــور خاصــه، نمونــه مغــز اســتخوان بــا محلــول PBS مخلــوط 
ــا  ــته ای ب ــلول های تک هس ــت و س ــرار گرف ــول ق ــد و روی فایک ش
ــا  ــلول ها ب ــن س ــپس ای ــدند. س ــدا ش ــانتریفیوژ ج ــتفاده از س اس
ــه ازای هــر ســانتی مترمربع در یــک فاســک  غلظــت 10۶ ســلول ب
کشــت شــدند. ســلول ها در محیــط کشــت خاصــی کــه شــامل محیــط 
 Dulbecco’s modified Eagle’s medium-F12 )DMEM(-F12
 ،)Fetal Bovine Serum: FBS,  %10( گاوی  جنینــی  ســرم  بــا 
ــدند  ــت ش ــود، کش ــد( ب ــین )1 درص ــیلین و استرپتومایس پنی س
ــای 37  ــور در دم ــلول ها در انکوبات )All from Gibco, USA(. س
ــد  ــول فرآین ــدند. در ط ــه ش ــا CO2 %5 انکوب ــیوس ب ــه سلس درج
کشــت، محیــط کشــت هــر 48 ســاعت یکبــار تعویــض شــد. هنگامی 
کــه ســلول ها بــه تراکــم 80 - 70 درصــد رســیدند، بــه ســه فاســک 
جدیــد منتقــل شــدند. بــرای آزمایشــات بعــدی، ســلول ها در پاســاژ 

ســوم مــورد اســتفاده قــرار گرفتنــد.

2..2..2. شناسایی سلول‌های بنیادی مزانشیمی مغز 
)BM-MSCs( استخوان انسان

ســلول های بنیــادی مزانشــیمی مغــز اســتخوان انســان بــا 
 ،)Becton-Dickinson, USA( فلوســایتومتری  از  اســتفاده 
ــدند )20(.  ــایی ش ــا شناس ــی م ــده قبل ــکل راه اندازی ش ــق پروت طب
ــرای شناســایی ســلول های بنیــادی مزانشــیمی،  به طــور خاصــه، ب
ــز 10  ــرم ب ــا س ــیوس ب ــه سلس ــای 4 درج ــلول در دم 105×2 س

ــد و  ــذف ش ــرم ح ــاعت، س ــک س ــس از ی ــدند. پ ــه ش ــد انکوب درص
ــروم  ــه فلوروک ــل ب ــال متص ــای مونوکلون ــا آنتی بادی ه ــلول ها ب س
 CD90 و  CD73  ،CD44  ،CD45  ،CD34 آنتی ژن هــای علیــه 
انســان )348057, 347463 347943, 561014, 561970, 
:All from Bioscience, Cat numbers( در دمــای 4 درجــه 
ــای  ــدند. آنتی بادی ه ــه ش ــه انکوب ــدت 40 دقیق ــه م ــیوس ب سلس
کنتــرل  به عنــوان  شــده  اســتفاده  آنتی ژن هــای  بــا  ایزوتایــپ 
ــایتومتری  ــتفاده از فلوس ــا اس ــا ب ــان آنتی ژن ه ــدند. بی ــتفاده ش اس
از  اســتفاده  بــا  داده هــا  تجزیه وتحلیــل  و  شــد  اندازه گیــری 

نرم افزارفلوجــو انجــام شــد.

2..3. کشت سلول و ارزیابی اتصال سلولی به 
داربست

ــکال  ــلول، اش ــت س ــرای کش ــت ها ب ــازی داربس ــرای آماده س ب
دایــره ای از غشــاهای کربوکسی متیل ســلولز بــا ضخامــت یــک 
بــرش  خانــه   24 چاهک هــای  در  جاگــذاری  بــرای  ســانتی متر 
داده شــد. ســاختارها بــا اســتفاده از نــور UV بــه مــدت یــک 
ــا  ــر چاهــک ب ــد از آن، ه ــر طــرف اســتریل شــدند. بع ســاعت از ه
محیــط DMEM-F12 کــه حــاوی FBS %10 و دو درصــد پنــی 
ــه  ــر شــد. ســپس ظــروف کشــت ب ــود، پ سیلین/استرپتومایســین ب
انکوباتورمنتقــل شــد. پــس از یــک شــب، محیــط اضافــی برداشــته 



نگار اسداللهی و همکاران

4

شــد و تعــداد 105×2 ســلول بنیــادی مزانشــیمی در هــر چاهــک و 
در حجــم کل 500 میکرولیتــر کشــت شــد. ســپس ظــروف کشــت 
ــه شــدند. پــس  ــور، انکوب ــه مــدت یــک ســاعت در انکوبات مجــددا ب
ــد و  ــه ش ــک اضاف ــر چاه ــه ه ــی ب ــت اضاف ــط کش ــه، محی از انکوب
ــتایی  ــی زیس ــرای ارزیاب ــید. ب ــر رس ــک میلی لیت ــه ی ــم کل ب حج
 )Sigma, USA( MTT ــون ــت آزم ــه داربس ــل ب ــلول های متص س

انجــام شــد )26(.
ــلول  ــت س ــس از کش ــاعت پ ــون MTT در 24، 48 و 9۶ س  آزم
ــر  ــت از ه ــط کش ــدا محی ــه ابت ــب ک ــن ترتی ــه ای ــت. ب ــام گرف انج
ــس از  ــد. پ ــه ش ــه آن اضاف ــول MTT ب ــد و محل ــارج ش ــک خ چاه
ــه  ــاوی MTT تخلی ــت ح ــط کش ــیون، محی ــاعت انکوباس ــار س چه
ــازان  ــتال های فرم ــل کریس ــرای ح ــیدی ب ــول اس ــد و ایزوپروپان ش
اضافــه شــد. محلــول فرمــازان حــل شــده بــه یــک چاهــک 9۶تایــی 
ــش  ــر خوان ــوج 570 نانومت ــول م ــور در ط ــذب ن ــد و ج ــل ش منتق
ــک جهــت  ــه بان ــوان نمون ــدون ســلول به عن شــد. غشــای CMC ب

ــه اســتفاده شــد.  اصــاح پــس زمین

2..4. القای تمایز به غضروف
ــت  ــس از کش ــاعت پ ــروف، 24 س ــه غض ــز ب ــای تمای ــرای الق ب
  DMEM کشــت  محیــط  شــامل  غضــروف  محیــط  ســلول ها، 
ــرم  ــر TGF-β، 50 میکروگ ــرم در میلی لیت )Gibco, USA(،10 نانوگ
آمریــکا(،  ترانسفرین-سلنیوم-اینســولین )ســیگما،  میلی لیتــر  در 

آلبومیــن  میکروگــرم   50  ،BMP-6 میلی لیتــر  در  نانوگــرم   10
میلی مــول   0/5 دگزامتــازون،  میکرومــول   0/1 گاوی،  ســرم 
اسیدآســکوربیک )All from Sigma, USA(و FBS %1  بــه هــر 
ــای 37  ــور در دم ــا در انکوبات ــپس نمونه ه ــد. س ــه ش ــک اضاف چاه
درجــه ســانتی گراد و CO2 %5 بــه مــدت دو هفتــه نگهــداری شــدند 

ــد. ــض ش ــار تعوی ــه روز یک ب ــر س ــت ه ــط کش و محی

2..5. بررسی بیان ژن
 Q-PCR ،بــرای ارزیابــی بیــان ژن هــای مرتبــط بــا غضــروف
  )Quantitative polymerase chain reaction(انجــام شــد. 
ــرای  ــکا( ب ــروژن، امری ــاده TRIzol )اینویت ــن منظــور، از م ــرای ای ب
اســتخراج RNA از نمونه هــای تیمارشــده در روز 20 پــس از شــروع 
ــا  ــل ب ــنتز DNA مکم ــس از س ــد. پ ــتفاده ش ــی اس ــز غضروف تمای
ــد.  ــتفاده ش ــنتز RevertAid H Minus اس ــت س ــتفاده از کی اس
ــا اســتفاده از SYBR Green و پرایمرهــای مخصــوص  عمــل PCR ب
)جــدول ۱( در حضــور 12 نانوگــرم cDNA در دســتگاه ریــل تایــم 
Applied Biosystems( 7500 PCR، آمریــکا( انجام شــد. ســطح 
ــوان  ــه به عن ــان GAPDH ک ــطح بی ــا س ــدف ب ــای ه ــان ژن ه بی
کنتــرل داخلــی اســتفاده شــد، نرمــال گردیــد. ســپس ســطح بیــان 
نرمــال شــده بــا بیــان همــان ژن هــدف در hBM-MSC تیمارنشــده 

در پاســاژ 3 )گــروه کنتــرل( مقایســه شــد. 

PCR-جدول 1. لیست پرایمرهای مورد استفاده در ریل تایم
توالی پرایمرهانام ژن ها

GAPDHF: CTCATTTCCTGGTATGACAAC; R: CTTCCTCTTGTGCTCTTGCT
Sox 9F: CCCTTCAACCTCCCACACTAC; R: GCTGTGTGTAGACGGGTTGTT

Collagen 2A1F: CAAGTCCCTCAACAACCAG; R: TATCCAGTAGTCACCGCTC
AggrecanF: CTGGACAAGTGCTATGCCG; R: GAAGGAACCGCTGAAATGC 

Collagen 10A1F: ACCATCTCCAGGAACTCCCA; R:  GCAAGCCTGGTTTCCCAAAG

2..6. آنالیز آماری
داده هــا به صــورت میانگیــن ± خطــای اســتاندارد میانگیــن بیــان 
ــا اســتفاده از آزمــون نــان- شــدند. تفــاوت  بیــن گروه هــا )n = 3( ب
 P ــدار ــدند. مق ــون Mann-Whitney بررســی ش ــک، آزم پارامتری
ــه  ــاری در نظــر گرفت ــی دار از نظــر آم ــوان معن ــر از 0/05 به عن کمت
ــزار GraphPad Prism نســخه  ــا اســتفاده از نرم اف شــد. داده هــا ب

8 تحلیــل شــدند.

3. نتایج

3..1. شناسایی ساختار غشای 
کربوکسی‌متیل‌سلولز بافته نشده

FTIR .1..1..3
طیــف FTIR در بــازه 4000 - 1000 ســانتی متر1- ثبــت شــد. 
ــا نشــانگر ارتعاشــات مشــخصی در 172۶ ســانتی متر1-  ــن طیف ه ای
بودنــد کــه بــه کشــش کاربونیــل )C = O( مربــوط می شــود. 
به عــاوه، ارتعاشــات در137۶ ســانتی متر1- و1430 ســانتی متر1- 
 )C-CH3( مشــاهده شــد کــه به انحــراف متقــارن و غیرمتقــارن متیــل
مربــوط می شــود. ارتعاشــی در 2928 ســانتی متر1- نیــز وجــود 
ــا در  ــن پیک ه ــود. ای ــوط می ش ــش C-H مرب ــه کش ــه ب ــت ک داش
ــذب  ــد ج ــک بان ــای آن، ی ــتند و به ج ــور نداش ــلولز حض ــف س طی
ارتعاشــی  به حالت هــای  کــه  ســانتی متر1-   3374 در  گســترده 
گــروه O-H مربــوط می شــود، مشــاهده شــد. ایــن مشــاهده نشــان 
می دهــد کــه گروه هــای هیدروکســیل در ســلولز بازسازی شــده 

ــف(. ــر 1-ال ــد )تصوی ــود دارن ــتری وج ــور بیش به ط
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تصویر 1. شناسایی ساختار غشای کربوکسی متیل سلولز بافته نشده. طیف های FTIR حضور گروه های کربونیل، متیل و هیدروکسیل در سلولز  کربوکسی متیله شده را نشان 
می دهد )الف(؛ تصاویر SEM سطح ساختار را نشان داد که سلول ها قادر به چسبیدن و توزیع موفقیت آمیز روی غشا بودند )micrometer 50 :Scale bar( )ب(؛ میانگین 

مقاومت کششی به ترتیب در حالت خشک 0/155 ± 0/224 مگاپاسکال و در حالت مرطوب 0/1۶4 ± 0/30۶ مگاپاسکال اندازه گیری شد )ج(.

3..1..2. میکروسکوپ الکترونی روبشی
ــلولز  ــر حاصل شــده از غشــای بافته نشــده کربوکسی متیل س تصاوی
ــازه  ــاختار س ــه س ــبیدن ب ــه چس ــادر ب ــلول ها ق ــه س ــان داد ک نش
بودنــد )تصویــر 1-ب(. پــس از گذشــت ســه هفتــه از تیمــار ســلول ها 
ــا اســتفاده از میکروســکوپ  ــا محیــط کشــت غضروفــی، نمونه هــا ب ب
ــرار گرفتنــد. نتایــج نشــان  الکترونــی روبشــی مــورد عکســبرداری ق
ــلول های  ــمت س ــه س ــلول ها ب ــوژی س ــری در مورفول ــه تغیی داد ک

غضروفــی یــا تشــکیل لاکونــا مشــاهده نشــد )ضمیمــه 1(.

3..1..3 تست مکانیکی
ســاختارهای  یانــگ  مــدول  و  کششــی  مقاومــت 
ــی شــد.  ــلولز به صــورت خشــک و مرطــوب ارزیاب کربوکسی متیل س
نتایــج نشــان داد کــه ســاختار کربوکسی متیل ســلولز در حالــت 
خشــک میانگیــن مقاومــت کششــی 0/155 ± 0/224 مگاپاســکال 

داشــت.  مگاپاســکال   0/30۶  ±  0/1۶4 مرطــوب  حالــت  در  و 
ــا 0/077 و 0/079  ــر ب ــگ به ترتیــب براب ــدول یان به طــور مشــابه، م
ــود. مشــاهده شــد کــه  مگاپاســکال در حالــت خشــک و مرطــوب ب
مقاومــت کششــی پــس از مرطــوب کــردن ســاختار افزایــش یافــت؛ 
ــر ا-ج و  ــد )تصوی ــاهده نش ــی داری مش ــاوت معن ــال، تف ــا این ح ب

ضمیمــه 2(.

3..2. جداسازی و شناسایی سلول‌های بنیادی 
مزانشیمی مغز استخوان انسان

ســلول های بنیــادی مزانشــیمی مغــز اســتخوان انســان در پاســاژ 
ــژه  ــک، به وی ــانگرهای هماتوپوئیتی ــوده و نش ــکل ب ــی ش ــه دوک س
CD34 و CD45 را بیــان نمی کردنــد؛ درحالی کــه نســبت بــه 
ــت  ــد CD90 ،CD70 و CD44 مثب ــیمال مانن ــانگرهای مزانش نش

ــر 2(. ــد )تصوی بودن



نگار اسداللهی و همکاران

6

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

100

80

60

40

20

0

Gate: R1

Gate: R1 Gate: R1

RN2 RN2

RN2

RN1

RN1

Gate: R1

Co
un

ts

Co
un

ts

100

80

60

40

20

0

Co
un

ts

Co
un

ts

Co
un

ts

FL2 CD90-PE FL1 CD44-FITC

FL1 CD45-FITC FL2 CD34-PE

FL2 CD73-PE
1 10 100 1000 1 10 100 1000 1 10 100 1000

1 10 100 1000 1 10 100 1000

الف
ب

تصویـر 2. جداسـازی و شناسـایی سـلول های بنیـادی مزانشـیمی مغز اسـتخوان انسـان. تصویر سـلول های شـبه فیبروباسـتی در پاسـاژ 3 )الـف(؛ بیان نشـانگرهای 
هماتوپوئتیـک )CD34( و )CD45( در پاسـاژ 3 )ب(. ایـن سـلول ها قـادر بـه بیان نشـانگرهای مزانشـیمی ماننـد CD90 ،CD73 و CD44 هسـتند.

3..3. ارزیابی زیستایی سلول‌های متصل به 
داربست

ــادی مزانشــیمال  ــون MTT، ســلول های بنی ــج آزم براســاس نتای
کربوکسی متیل ســلولز  غشــای  بــه  به خوبــی  حاصل شــده 

تفــاوت  هیــچ  ایــن،  بــر  عــاوه  شــدند.  متصــل  بافته نشــده 
ــه  ــرل ک ــروه کنت ــه گ ــبت ب ــلول ها نس ــداد س ــی داری در تع معن
شــامل ســلول های مزانشــیمی کشت داده شــده در کــف ظــرف 

ــر 3(. ــد )تصوی ــاهده نش ــد، مش ــت بودن ــدون دربس ــت ب کش
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تصویـر 3. ارزیابـی زیسـتایی سـلول های متصـل بـه داربسـت. نتایـج آزمایش MTT ما نشـان می دهـد که سـلول های بنیادی مزانشـیمی انسـان قادر به چسـبیدن به 
غشـای کربوکسی متیل سـلولز بافته نشـده بودنـد. تفـاوت معنـی داری در تعداد سـلول ها نسـبت به گروه کنترل مشـاهده نشـد.

3..4. بیان ژن
ســلول های  گــروه  کــه  داد  نشــان  ژن  بیــان  تجزیه وتحلیــل 
ــروف  ــت غض ــط کش ــا محی ــه ب ــت ک ــده روی داربس کشت داده ش
 )P < 0/0001 = ****( Sox-9 تیمارشــده بودنــد، افزایــش بیــان

و کاژن II را نســبت بــه گــروه کنتــرل )همــان ســلول ها روی 
 )P ≤ 0/05( نشــان داد )ــدون القــای محیــط تمایــزی داربســت ب
ــان کاژن X و  ــی داری در بی ــاوت معن ــال، تف ــا این ح ــر ۴(. ب )تصوی

ــد. ــاهده نش ــرل مش ــار و کنت ــروه تیم ــن دو گ ــرکان بی آگ
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تصویـر 4. ارزیابـی کمـی بیـان ژن هـای مرتبـط بـا تمایـز بـه غضـروف. افزایـش قابـل توجـه بیـان ژن Sox-9 و Coll II در سـلول های کشت شـده روی غشـای 
کربوکسی متیل سـلولز بافته نشـده در مقایسـه بـا گـروه کنتـرل مقایسـه شـد )* = P < 0/0001 = **** ،0P ≥ /05(. تفـاوت معنـی داری در بیـان )Coll X )10A1 و 
aggrecan بیـن دو گـروه مشـاهده نشـد. بیـان همـان ژن در سـلول های بنیادی مزانشـیمی انسـان تیمارنشـده با محیط غضـروف به عنـوان کنترل در نظر گرفته شـد.

4. بحث
هــدف تحقیــق مــا، بررســی پتانســیل تمایــزی ســلول های 
بنیــادی بنیــادی مزانشــیمی انســان )hBM-MSCs( کشت داده شــده 
ــتم  ــک سیس ــده در ی ــلولز بافته نش ــای کربوکسی متیل س روی غش
کشــت دوبعــدی بــود. در ایــن مطالعــه مشــاهده شــد که ســلول های 
کربوکسی متیل ســلولز  ســطح  بــر  به خوبــی   hBM-MSCs
بافته نشــده اتصــال یافــت. در مطالعــه حاضــر، بررســی تنــش 
کربوکسی متیل ســلولزی  غشــاهای  یانــگ  مــدول  و  کششــی 
کــه  داد  نشــان  مرطــوب  و  خشــک  حالت هــای  در  بافته نشــده 
ــوب  ــک و مرط ــت خش ــن حال ــاه بی ــدول کوت ــی در م ــاوت کم تف
می توانــد  آب  زیــرا  داشــت،  وجــود  مــا  کربوکسی متیل ســلولز 
مــواد را نــرم کنــد و ســفتی و مــدول الاســتیک آن را کاهــش دهــد. 
کــراس  نیــز  و  کربوکسی متیل ســلولز  غلظــت  میــزان  به عــاوه 
لینکــر مــورد اســتفاده نیــز در ایــن میــان نقــش دارد )27(. عــاوه 
بــر ایــن، حضــور مولکول هــای آب در شــبکه پلیمــری می توانــد بــر 
فعــل و انفعــالات زنجیــره پلیمــری و خــواص مکانیکــی کلــی مــواد 
ــاهای  ــر غش ــق  ت ــف دقی ــل و توصی ــن تحلی ــذارد. در ضم ــر بگ تأثی
کربوکسی متیل ســلولز در شــرایط محیطــی مختلــف، می توانــد 
ــد.  ــه ده ــاده ارائ ــن م ــار مکانیکــی ای ــاره رفت بینــش بیشــتری درب
ــه غضــروف  ــز ب در ایــن مطالعــه بیــان نشــانگرهای ابتدایــی تمای
ماننــد Sox-9 و کاژن II پــس از تیمــار بــا محیــط غضروفــی 
ــا  ــلول ها ب ــوژی س ــی مورفول ــال، بررس ــن ح ــا ای ــود. ب ــهود ب مش
ــی روبشــی )SEM( نشــان داد کــه تغییراتــی  میکروســکوپ الکترون
در شــکل ســلول هــا بــه ســمت فنوتیــپ غضروفــی مشــاهده 
نمی گــردد )ضمیمــه 1(. به عنــوان مثــال تشــکیل لاکونــا کــه 

به طــور معمــول در روش ســه بعدی میکرومــس در حیــن تمایــز بــه 
ــان  ــا نش ــن یافته ه ــد. ای ــاهده نش ــود، مش ــکیل می ش ــروف تش غض
می دهــد کــه ســلول های بنیــادی مزانشــیمی مغــز اســتخوان 
ــه غضــروف در سیســتم کشــت دوبعــدی  ــز ب انســان در حیــن تمای
در  محدودیت هایــی  بافته نشــده  کربوکسی متیل ســلولز  روی 
ــداد محــدودی از  ــع، تع ــه رو اســت. در واق ــز خــود روب تکمیــل تمای
مهندســی  در  کربوکسی متیل ســلولز  از  اســتفاده  بــه  مطالعــات 
بافــت غضــروف، به عنــوان یــک مــاده مســتقل و همچنیــن در 

ــد )4(. ــز کرده ان ــواد، تمرک ــایر م ــا س ــب ب ترکی
ــز  ــی تمای ــه ژن ابتدای ــان Sox9 را ک ــتیم بی ــا توانس ــن م همچنی
ــش  ــم. Sox9 نق ــایی کنی ــد را شناس ــاب می آی ــه حس ــی ب غضروف
 pro alpha1 )II( حیاتــی در فعال ســازی تقویت کننــده ژن کاژن
ــز  ــد تمای ــن ژن در فرآین ــیت دارد )28, 29(. ای ــوص کندروس مخص
کندروســیت فعــال اســت و در کندروســیت های موجــود در غضــروف 
 Sox9 مفصــل ســالم به طــور مــداوم بیــان می شــود. شناســایی بیــان
نشــان می دهــد کــه سیســتم آزمایشــی مــا القــای تمایــز کندروژنیــک 
و شــکل گیری ابتدایــی بافتــی شــبیه بــه غضــروف را حمایــت 
می کنــد. در واقــع، SOX9 نقــش بســیار حیاتــی در کندروژنــز، القــای 
ــای  ــازی ژن ه ــلولی و فعال س ــای س ــی، بق ــلول غضروف ــه س ــز ب تمای
ــا  ــه م ــی دارد. مطالع مســئول ســاختاری و تنظیمــی خــاص غضروف
ــان ژن  همچنیــن نشــان داد کــه در حضــور محیــط کندروژنیــک بی
ــه  ــک مؤلف ــود ی ــد. کاژن II خ ــش می یاب کاژن Coll II( II( افزای
ــا و  ــا ســایر پروتئین ه مهــم از ماتریکــس غضــروف اســت و همــراه ب
ــده ای را تشــکیل  ــا، ســاختارهای خارج ســلولی پیچی پروتئوگلیکان ه
ــتاز  ــظ هومئوس ــی، حف ــای مکانیک ــل نیروه ــه حم ــه ب ــد ک می ده
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فیزیولوژیکــی و ارائــه محل هــای اتصــال بــرای کندروســیت ها، 
کمــک  رشــد  عوامــل  و  خارج ســلولی  ماتریــس  مولکول هــای 
ــق  ــد از طری ــلول ها می توان ــیل س ــروه  هیدروکس ــد )30(. گ می کن
ــا گروه هــای کربوکســیل و هیدروکســیل کاژن  ــی ب ــد هیدروژن پیون
ــل کاژن در  ــکیل فیبری ــد تش ــود می توان ــن خ ــه ای ــد ک ــل کن تعام
محیــط آزمایشــگاهی را تحــت تأثیــر قــرار دهــد. بنابرایــن، ســلولز و 
ــلولز  ــا متیل س ــلولز ی ــدیم کربوکسی متیل س ــد س ــتقات آن مانن مش
می تواننــد به عنــوان عامــل نیمــه جامــد در تنظیمــات کشــت ســلولی 
اســتفاده شــوند )31(. هرچنــد بیــان کاژن II در مطالعــه ما در ســطح 
mRNA تشــخیص داده شــد، امــا تغییــرات در مورفولــوژی ســلولی در 
ــه  ــبت ب ــلولز نس ــور کربوکسی متیل س ــده حض ــلول های تیمارش س
ــام داده  ــی انج ــات  قبل ــه در مطالع ــس ک ــه بعدی میکروم ــت س کش
ــان  ــدم افزایــش بی ــن، ع ــر ای ــاوه ب ــم )24(، مشــاهده نشــد. ع بودی
کاژن X و آگــرکان در ســلول های تیمــار شــده، نشــان می دهــد کــه 
ــوغ  ــه بل ــادر ب ــلولز ق ــده روی کربوکسی متیل س ــلول های کشت ش س
ــز کندروژنیــک در شــرایط دوبعــدی موجــود  و تکمیــل فرآینــد تمای
ــی در حضــور  ــان مارکرهــای غضروف ــات مشــابهی بی ــد. مطالع نبودن
کربوکسی متیل ســلولز به خصــوص در حالــت هیــدروژل را نشــان 
مــی دهنــد )32, 33(. بــر خــاف مطالعــه مــا، در ایــن مطالعــات بیان 
ــاهده  ــلولی مش ــوژی س ــر مورفول ــی و تغیی ــغ غضروف ــای بال مارکره
ــن  ــد به دلیــل خاصیــت ســه بعدی محیــط ای مــی شــود کــه می توان
ــان  ــد. بی ــی باش ــط هیدروژل ــت در محی ــطه کش ــه واس ــلول ها ب س
پروتئین هــای اختصاصــی ماتریکــس غضروفــی بــه بلــوغ ســلول های 
ــد  ــان داده  ان ــات نش ــه مطالع ــوری  ک ــتگی دارد؛ به ط ــده بس کشت ش
کــه کشــت غضــروف مفصــل انســان ها و حیوانــات به همــراه مشــتقات 
کربوکسی متیل ســلولز در ابعــاد نانــو، به خصــوص در قالــب هیــدروژل 
ــس  ــی ماتریک ــای اختصاص ــان پروتئین ه ــه بی ــر ب ــه بعدی  منج س
ــال،  ــوان مث غضــروف در محیــط آزمایشــگاهی می شــود )34(.  به عن
بــر اســاس تحقیقــات Cordeiro و همــکاران، ســازه های تولیدشــده 
بــا اســتفاده از متیل ســلولز همــراه بــا پلــی کاپرولاکتــون به نســبت دو 
و ســه درصــد ظرفیــت بیشــتری بــرای پیشــرفت در تحقیقــات مربوط 
ــن  ــی. چنی ــه تنهای ــلولز ب ــا متیل س ــد ت ــروف دارن ــم غض ــه ترمی ب
ــوده  ــی ب ــروف طبیع ــه غض ــبیه ب ــی ش ــر بیولوژیک ــازه هایی از نظ س
چســبندگی و انباشــت ســلول ها به خوبــی در چنیــن هیدروژل هایــی 
صــورت می گیــرد )33( خصوصــا اینکــه معمــولا رهایــش یــک عامــل 
القایــی شــیمیایی در داخــل هیــدروژل خــود بــه رونــد تکمیــل تمایــز 
ــر  ــات ب ــن مطالع ــر ای ــر در اکث ــرف دیگ ــد )35(. از ط ــک می کن کم
خــاف مطالعــه حاضــر، بــرای تشــابه بیشــتر ســاختار محیــط ســلولی 
از نظــر فیزیکــی و مکانیکــی، از کربوکســی متیــل ســلولز با دیگــر مواد 
به صــورت کامپوزیــت اســتفاده شــد کــه می توانــد در تکمیــل تمایــز 
ــد )36(.  ــته باش ــش داش ــلول ها نق ــن س ــی ای ــوغ نهای ــلولی و بل س
به عنــوان مثــال در مطالعــه انجــام شــده توســط Coshis و همــکاران، 
تحــت   hBM-MSCs بــا  پلی یورتان/متیل ســلولز  کامپوزیت هــای 

ترکیبــی از فشــار و بــرش قــرار گرفتند. بررســی هیســتولوژیک نشــان 
داد کــه حضــور گلیکوزآمیــن گلیکان هــای ســولفاته و کاژن II فقــط 
ــد  ــان می ده ــه نش ــد ک ــاهده ش ــده مش ــای بارگذاری ش در نمونه ه
ــای  ــا در هیدروژل ه ــان گایکوزامینوگلیکان ه ــرای بی ــار ب تحریــک ب
متیل ســلولزی در طــول تمایــز کندروژنیــک MSC بســیار حائــز 

اهمیــت اســت )37(. 
در مطالعــه حاضــر بیــان مارکرهــای غضروفی در ســطح رونویســی 
ــان ژن هــای ابتدایــی  ــرار گرفــت کــه حاکــی از بی ــورد بررســی ق م
تمایــز غضروفــی بــود؛ لــذا بررســی بیــان ژن هــای مذکــور درســطح 
پروتئیــن بــا اســتفاده از ایمونوسیتوشــیمی در جهــت تکمیــل 
ــلول های  ــه س ــادی ب ــلول های بنی ــزی س ــوغ تمای ــد بل ــی رون بررس
شــبه غضروفــی، در حضــور غشــای کربوکســی متیــل ســلولز 
ــز اهمیــت اســت.  ــا کشــت ســه بعدی حائ دوبعــدی و مقایســه آن ب
ــل  ــار عوام ــه در کن ــت ک ــدی اس ــی فرآین ــز غضروف ــی تمای از طرف
ــی  ــای مکانیک ــال نیروه ــی )38(، اعم ــرات توپوگراف ــیمیایی و اث ش

ــد آن تاثیرگــذار اســت.  ــر رون ــه شــدت ب ــز ب مناســب نی

4..1. نتیجه‌گیری
بنیــادی  ســلول های  کــه  داد  نشــان  مطالعــه  ایــن  نتایــج 
می توانــد   )hBM-MSCs( انســان  اســتخوان  مغــز  مزانشــیمی 
به خوبــی بــه ســطح غشــای کربوکسی متیل ســلولز بافته نشــده 
متصــل شــده و در حضــور عوامــل القایــی کندروژنــز، ژن هــای 
 Collagen II و Sox-9 مرتبــط بــا تمایــز ابتدایــی غضــروف ماننــد
را بیــان نمایــد. بــا ایــن حــال، تغییراتــی در مورفولــوژی ســلول بــه 
ــغ  ــی بال ــای غضروف ــان مارکره ــز بی ســمت فنوتیــپ غضــروف و نی

ــد.  ــاهده نش ــرکان و کاژن 10 مش ــم از آگ اع

فایل ضمیمه:
ــرای  فایــل ضمیمــه از طریــق ایــن لینــک در دســترس اســت )ب
ــه  ــه مراجع ــایت مجل ــه س ــد ب ــل می توانی ــن فای ــه ای ــی ب دسترس

ــد(. ــاز کنی ــه را در اینجــا ب ــرده و لینــک مقال ک

تشکر و قدردانی
ــت  ــران حمای ــکی ای ــوم پزش ــگاه عل ــط دانش ــه توس ــن مطالع ای

مالــی شــد ) شــماره گرنــت: 98-4-20-1۶793(. 

مشارکت نویسندگان:
ن. ا.  و ف. س.: ایــده مطالعــه، جمــع آوری داده هــا؛ ف. ك.، ا .ك. 
ــه،  ــی مطالع ــده و طراح ــج؛ ف. ف.: ای ــیر نتای ــز و تفس و ا. ل.: آنالی

تفســیر نتایــج و نــگارش مقالــه. 

حمایت مالی/معنوی:
ــت  ــران حمای ــکی ای ــوم پزش ــگاه عل ــط دانش ــه توس ــن مطالع ای

https://brieflands.com/articles/koomesh-151662/supplementary-materials/%D8%B6%D9%85%DB%8C%D9%85%D9%87.pdf
https://brieflands.com/articles/koomesh-151662/supplementary-materials/%D8%B6%D9%85%DB%8C%D9%85%D9%87.pdf


 جلد 26 ، شماره 6، پیاپی 104، آذر و دی 1403

9

مالــی شــد ) شــماره گرنــت: 98-4-20-1۶793(.

بازیابی داده‌ها:
مجموعــــه داده ارائــــه شــــده در مطالعــــه بــــه درخواســــت 
نویســنده مربوطـــه در حیـن ارسـال یـا پس از انتشـار در دسـترس 
اســـت. داده هـــا بـــه دلیـــل حفـظ حریـــم خصوصـــی در دسـترس 

نیسـتند. عمـوم 

تضاد منافع:
نویســــندگان اعام می کننــــد کــــه هیــــچ تضــــاد منافعــــی 

وجــــود نــدارد.
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Abstract
Background: Trauma can significantly impact cartilage tissue and human quality of life. Limited cartilage regeneration capability 

has led to medical interventions for tissue repair. Carboxymethyl cellulose (CMC) is an anionic cellulose with suitable price and 
mechanical properties. Carboxymethyl cellulose is used as a lubricant or in constructing hydrogel scaffolds for cell culture. 
Objectives: Since cartilage cells differentiate from bone marrow-derived mesenchymal stem cells, this study aimed to investigate 

their chondrogenic differentiation potential on a non-woven CMC scaffold in a monolayer system. 
Methods: Non-woven CMC was synthesized and evaluated using Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron 

microscopy (SEM), and mechanical tests. Human bone marrow-derived mesenchymal stem cells were isolated and identified using 
flow cytometry. After chondrogenic differentiation induction, cell attachment and expression of chondrogenic-related genes were 
examined using dimethyl thiazolyl diphenyl tetrazolium (MTT) and Quantitative polymerase chain reaction (Q-PCR). 
Results: MTT assay showed that cells adhered well to the scaffold surface. There was no significant difference in cell viability 

between the control group (cells without scaffold) and the experimental group. The SEM images showed that the cells were 
successfully attached to the membrane. Fourier-transform infrared spectroscopy spectra showed the singes of carbonyl, methyl, 
and hydroxyl groups. The tensile strength was measured as 0.224 ± 0.155 and 0.306 ± 0.164 MPa in the scaffold's dry and wet forms, 
which was insignificant. Young's modulus was equal to 0.077 and 0.079 MPa in dry and wet conditions, respectively. After two weeks 
of differentiation culture, a significant increase in Sox9- and Collagen II expression was observed.  No significant increase in the 
expression of Collagen X and Aggrecan was detected.
Conclusion: Human bone marrow-derived mesenchymal stem cells successfully adhered to the non-woven CMC scaffold and could 

express early chondrogenic pathway genes in the presence of inducing factors. However, expression of more specific cartilage-
related genes morphological changes toward a chondrogenic phenotype and lacuna formation were not observed. 
Keywords: Carboxymethyl Cellulose, Cartilage, Human's, Mesenchymal Stem Cells
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