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  دهيچک
مهندسی  .. داردي عصبی دهيب دي آسيها  جهت درمان بافتياديل ز ي پتانس ي عصب يها  به سلول  يميش مزان يادي بن يها لز سلو يتما :نه و هدف  يزم

  مطالعـه ی حاضـر  هـدف از  .بافت عصبی راهکارهای نويدبخشی را برای کاهش اثرات بيماری ،پيري و صدمات سيستم عصبی ارايـه داده اسـت           
 .بودلول های شبه عصبي روی ساختارهای نانوفيبري موازي تمايز سلول های بنيادي مزانشيمي چربي انساني به س بررسی

 يدوست ت آبيش خاصيژن، جهت افزاي اکسي با روش پلاسماي کاپرولاکتون موازي پليبري نانوفهای  ميانجيسطح ن مطالعه،يدر ا :يروش بررس
PCL ات يخـصوص  . اسـتفاده گـردد  ي شـبه عـصب  يهـا   به سـمت سـلول    ي چرب يادي بن ي سلول ها  يز اختصاص يد، تا از آنها جهت تما     ينه گرد يبه

 يه تماس مورد بررسي زاويريگ  و اندازهSEM يکروسکوپ الکتروني شده با استفاده از ميسي الکترورPCL يبرهاي نانوفييايمي و شيکيمورفولوژ
 همراه بـا  NGF  وbFGF،Forskolin شامل ي عصبيي القاي با استفاده از فاکتورهاي انساني چربيمي مزانشيادي بن يها ز سلول يتما. قرار گرفت 

FBSانجام گرفت يک درصد .  
 ـ و کـاهش ب NSEو MAP2،  NFMان ي ـش بي افزاReal-time PCRج ينتا :ها افتهي  ـ.  را نـشان داد  Nestinاني  يهـا  نيان پـروتئ ي ـن بيهمچن

 هـا و رشـد    سـلول يدگيت کشيادند هداها نشان د افتهي .د قرار گرفتيي مورد تايميتوشيمنوسي با استفاده از روش اßtubullinو   MAP2يعصب
  .باشد يبرها مي به موازات جهت في موازيبري نانوفهای  ميانجيي آنها رويزوائد آکسون

 ي شبه عصبيها  به سمت سلولhADSCsز ي تماي مناسب برايک بستر سه بعدي p-PCLکند که  يشنهاد مي حاضر پي ج مطالعهينتا :يريجه گينت
  . به کار رودي بافت عصبيزتواند جهت بازسا ياست و م

  تمايز ،يمواز PCL يبريشبه نوروني، داربست نانو ف هاي لوسل ،يمزانشيمي چرب بنيادي هاي سلول، ي بافت عصبيمهندس  :يديواژگان کل
  

  مقدمه
ــا افـــزا       ــزون بيبـ ــا يمـــاريش روزافـ    مخـــرب يهـ

ــ نظي عـــصبيمنياخـــتلالات خـــودا ،يستم عـــصبيـــس   ريـ
 
 
 
 
 
  
 

  
MS(Multiple Sclerosis) از تصادفات، يو صدمات ناش 

ــش ــوزهپژوه ــي گران ح ــاخت  ي مهندس ــدد س ــت درص    باف
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 را ي هستند که بتواند عملکرد بافت عصب  يستي ز يها نيگزيجا
 ، بافتياساس مهندس). ۱ و۲( ا بهبود بخشديم يترم ،ينگهدار

ر بـا   يپـذ  بيست تخر يست سازگار و ز   يک اسکفولد ز  يافتن  ي
اسـت کـه بتوانـد        مناسب يکي و مکان  ييايميوشيات ب يخصوص

 را يج سـلول رکس خـا ي مـاتر ييايمي و ش ـ يکيزي ف يها يژگيو
 يال مختلف يومتري ب يها گران داربست پژوهش). ۳و۴( د کند يتقل

 خـاص مـورد اسـتفاده    يپ سـلول  يوجود آوردن ت    هرا جهت ب  
ست سـازگار  يز ،يمر ساختگيک پلي  PCL).۵( دهند يقرار م

 ـدل است کـه بـه       يرسميو غ   ي مناسـبش بـرا    يهـا  يژگ ـيل و ي
 ـاما بـه دل  رد،يگ ي مورد استفاده قرار م   ي بافت عصب  يمهندس ل ي

هـا بـه      سلول ي چسبندگ آن يت آب دوست  يف بودن خاص  يضع
  .)۶-۸( ف استيبرها ضعيسطح نانوف

ــه ــکفولدهاي در مطالعـ ــر اسـ ــانوفي حاضـ ــوازيبري نـ  ي مـ
PCL(Poly e-CaproLactone) ــبــه روش الکترور  يسي

ت يش خاص ـ يبرهـا جهـت افـزا     ي سـطوح نانوف    و ندساخته شد 
آنها   ساختار .دينه گرد يژن به ي اکس ي به روش پلاسما   يآبدوست

ــا م  ــيب ــکوپ الکترون ــاره ويکروس  Contact Angel  نگ
 ي مـواز p-PCL يهـا  به عـلاوه از داربـست      ،ديف گرد يتوص

 ـ  بنيادي هاي سلول يزيعنوان بستر تما به  بـه  يمزانـشيمي چرب
  . استفاده شديعصب شبه يها سمت سلول

 سـه   ي بـه سـاختارها    يادي ز ير توجه پژوهش  ي اخ يها در سال 
 معطـوف  يز سـلول  يعنوان بستر کشت و تمـا       مختلف به  يبعد

 يط کشت سه بعـد    يعنوان مح  را آنها به  يز). ۹و۱۰( شده است 
 يت تماســي و هــداي جهــت چــسبندگيتــر سـطوح گــسترده 

 )۹-۱۱( دارند، TCP يط کشت دوبعد  يها نسبت به مح    سلول
 يهـا   جهـت اسـتفاده در سـازه       يتر  مناسب يها نهين گز يبنابرا

 هستند که ممکن اسـت بـه سـاختار و    ي سلولي  شده يمهندس
 .)۱۲و۱۳(  بدن شباهت داشته باشـند يعي طبيها عملکرد بافت 

 يها کسيها در ماتر   قات گذشته نشان داد که سلول     يج تحق ينتا
 ي بعـد ط کـشت دو ي نـسبت بـه مح ـ  ير بالاتر ي تکث ،يسه بعد 

ها  ت سلوليل شباهت موقعين مساله به دل يو ا ) ۱۴ و۱۵( دارند

 ضمنا شکل . است in vivoطي با شراي سه بعديها در کشت
). ۱۶ و۱۷( تواند بر رفتـار آنهـا مـوثر باشـد          يها م   سلول يده

ش نرخ  ي از افزا  ي حاک يگري د ي ج مطالعه ي نتا ين بررس يهمچن
 امـا بـه   ، بـود يعـد ط کشت دو بيها در مح    سلول ييرشد ابتدا 

رشـان  يتکث ،Confluenceها به حالـت      دن سلول يمحض رس 
 ـ ن يضمنا مطالعـات  ). ۱۸( شد يناگهان متوقف م    ي نـه يز در زم  ي

 يهـا   مغز استخوان به سلول   يمي مزانش يادي بن يها ز سلول يتما
 ي مطالعه.  در دسترس استي سه بعدي ساختارهاي رويعصب

 ي بـر رو   ۲۰۱۵ سـال   و همکارانش در   باقر توسط    نيز يگريد
 يهـا   وارتون به سلول   ي  ژله يمي مزانش يادي بن يها ز سلول يتما

 آغشته بـه کـلاژن انجـام    يبرهاي نانوفي رويشبه نورون حرکت  
 ي و همکارانش مبن   فقيهي توسط   يگريگزارش د ). ۱۹( گرفت
 ـ بن يهـا  ز سـلول  يبر تما   ـ کور يمي مزانـش  يادي ون بـه سـمت     ي
 ي و سه بعـد  يدوبعدط  ي در مح  ي شبه نورون حرکت   يها سلول

ز ي تمـا ي رويهـر چنـد مطالعـات کم ـ    ) ۲۰. (ه شده است  ئارا
 ي رو ي عـصب  يها  به سلول  ي چرب يمي مزانش يادي بن يها سلول

  .اند  شده تمرکز کردهيسي الکتروريبري نانوفيبسترها
 ي مواز يبريداربست نانوف   حاضر استفاده از   ي هدف از مطالعه  

p-PCL از بـود کـه      ريب پـذ  ي ـست تخر يست سازگار و ز   يز
 ـ  بنيـادي  هـاي   سـلول زيتمـا   را بـه سـمت   يمزانـشيمي چرب

 ي بـا هـدف سـاخت بافـت نانومهندس ـ     ي شبه عصب  يها سلول
ونـد بعـد از جراحـت     ي پ يبـرا  داربـست    ي رو ي عـصب  ي شده
 ـدر ا .  حمايـت کنـد    ب شده ي بافت تخر  ي و بازساز  يعصب ن ي

ز بـه  ي جهـت تمـا  يمزانشيمي چرب بنيادي هاي  سلولپژوهش
 ـ نورتروف ي فاکتورها ی تحت القا  يبه عصب  ش يها سلول ک در  ي

  .  قرار گرفتندي و دو بعديط کشت سه بعديمح
  

  بررسيروش 
ــته       و Poly caprolacton (PCL (محلـــول ی هيـ

 بـا غلظـت مـورد       PCL محلول   ی هي ته يبرا: آن يسيالکترور
ــر، ــرم۲/۱ نظ ــ گ ــرم ود ي پل ــاپرولاکتون در کلروف ــ متيک ل ي



  و همكارانبهناز اسفندياري    
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 مخلوط و با استفاده از همزن ۹:۱بت با نس) DMF(د يفرمالده
مر بـه درون   يمحلول پل . ديط حل گرد  ي مح ي در دما  يسيمغناط

ختـه شـد و پـس از    ي رG۲۱ با سر سرنگ      ميلي ليتر  ۵سرنگ  
و ليتـر بـر سـاعت     ميلـي  ۵/۰ان يک سرعت جري در   يريهواگ

 ـني آلوم ی ک صـفحه  ياز  . ديپمپ گرد  کيلوولت   ۲۵ولتاژ    يموي
 متری  سانتي۲۳ ی ستفاده شد که در فاصلهعنوان جمع کننده ا به

 ـهـا بـا آرا    بري نانوف يآور  جمـع  يبـرا . از نازل قرار گرفت    ش ي
 يسک چرخاننده با سرعت خط يک د ياز  ) Aligned( يمواز

rpm۱۰۰۰۲۱(  استفاده شد(  
 ـ PCL :هـا  داربـست  يسـطح  اتيخصوص رييتغ مـر  يک پل ي
ف و  ي ضـع  يامـا، آبدوسـت   . سازگار و قابل جذب است     ستيز

 و ي آن سـبب کـاهش چـسبندگ    ي عملکـرد  يهـا  بود گروه کم
 ينـه سـاز   يجهـت به  . شـود  ي داربـست م ـ   ير سـلول رو   يتکث

 ي، از روش پلاسـما    PCL يهـا   داربست يات سطح يخصوص
ــدر ا. ژن اســتفاده شــدياکــس ــستين روش تي ــا مــار دارب  يه
 با Diener Electronic Plasma Generator با استفاده از يبرينانوف

برهـا در  ينانوف. گـا هرتـز انجـام گرفـت    ي گ۴۴ن  ييفرکانس پـا  
ژن خـالص بـه چمبـر       ي دستگاه قرار گرفتنـد و اکـس       ی محفظه

ه پلاسما به   يبار وارد شده، سپس تخل     يلي م ۴/۰واکنش با فشار    
  .)۲۱( کار برده شده قه بيدق ۳مدت 
 ي مورفولـوژ  ي بررس ـ يبـرا  :برهـا يات نانوف ي خصوص يبررس

 ـ .استفاده شد گاره نيکروسکوپ الکترونيها از م داربست  يراب
ــردار عکــس ــدهيهــا را رو هــا، آن  از داربــستيب  يا  نگهدارن

  Polaran SC7620 Sputter Coater چسبانده و با اسـتفاده از 
 با اسـتفاده  يبري نانوفيها  سپس داربست داده شده پوشش طلا   

 (SEM; LEO 1455VP, England) نگـاره  يکروسکوپ الکترونياز م
ت يخـصوص .  قـرار گرفتنـد  يمورد بررس  کيلوولت۱۰با ولتاژ 
 ـ زاو يري ـگ برها با استفاده از اندازه    ي نانوف يآبدوست  تمـاس   ی هي

 قبـل و بعـد از       PCL يبرهاي تماس نانوف  ي هيزاو.  شد يابيارز
 ـ زاويري ـگ ژن با استفاده از دسـتگاه انـدازه       ي اکس يپلاسما  ی هي
  . قرار گرفتي مورد بررسG10 (KR uSS, Korea)تماس 

  :ي چربيمي مزانشيادي بنيها  کشت سلول ويجداساز
 ي جراحــي در طــي بافــت چربــيهــا ن مطالعــه نمونــهيــدر ا

 بافر يل حاوي دردار استريا شهيپوساکشن شکم در ظروف شيل
PBS(Phosphate Buffered Saline 79382 Sigma)  و

شگاه انتقـال  ي ـن بـه آزما يسين و استرپتوما  يليس يک پن يوتيب يآنت
 ير هـود کـشت سـلول   يل ز يط استر يشراسپس در   . داده شدند 

 ي حـاو PBSها به فـالکون انتقـال داده شـد و بـا بـافر        نمونه
 و به مـدت  rpm ۱۲۰۰ن، با سرعت    يسيک و آمفوتر  يوتيب يآنت
 شستشو سه بار تکرار     ي ن مرحله يا. وژ شدند يفيقه سانتر يدق ۵

 بـه قطعـات   يغ جراح ـي با استفاده از ت   يسپس بافت چرب  . شد
 شـامل  ي بافت چرب ي و در محلول هضم کننده    م شد   ير تقس يز

 ـوتي ب يآنت ،1Xک  يپ  ي، کلاژناز ت  DMEMط کشت   يمح ک ي
 ـاسترپتوما-نيليس يپن  واحـد بـر   Gibco 15070- ۱۰۰نيسي

 ـ، ضـدقارچ آمفوتر 1X 060 ليتـر  ميلي ن يپـس ي و تر1Xن يسي
گـراد   ي سانت ی  درجه ۳۷ يکر با دما  ي ش يقه رو يدق ۴۵مدت   به

قه يدق ۵به مدت  rpm ۱۲۰۰حله با دور ن مريدرا. قرار گرفتند
ط يسـپس مح ـ  . ل گردد ي تشک يوژ شدند تا پلت سلول    يفيسانتر

 ـ اضافه گردRBC Lysisها  ه شد و به سلولي تخلييرو د و ي
 ـ اتاق جهت ل   يقه در دما  يدق ۵به مدت     يهـا  ز شـدن گلبـول    ي

 ـ     .  شـد  يقرمز نگهدار  دسـت آوردن پلـت   ه در ادامـه جهـت ب
. قه انجام شـد   يدق ۵مدت    و به  ۱۲۰۰ وژ با دور  يفي سانتر يسلول
 ي حــاوDMEMط ي محــين مرحلــه بــه پلــت ســلوليــدر ا
کـشت داده   T75 يها  سرم اضافه شد و در فلاسکدرصد۲۰
 ي دار با دمـا CO2 کشت سلول به انکوباتور     يها فلاسک. شد
ط يروز، مح ـ۲بعـد از  . دنـد يگراد منتقل گرد ي سانتی  درجه ۳۷
درصـد   ۲۰ ي حـاو  DMEMط  ي خارج و مح   ي به آرام  ييرو

بار  کيروز   ۳ها هر    ط سلول يمح. دي اضافه گرد  يسرم به آرام  
سـپس  . دندي رس ـ يها به تراکم مناسـب      تا سلول  گرديدض  يتعو

ت ي ـپس از انجام چهـار پاسـاژ، جمع       . پاساژ اول انجام گرفت   
 مورد استفاده قـرار  ي سلول يزهاي آنال يدست و برا   کي يسلول

  .گرفت
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 يمي مزانشيادي بنيها  سلوليي شناسابه منظور :يتومتريفلوسا
ز استفاده ي نيتومترين مطالعه از روش فلوسايمورد استفاده در ا

ــد ــا . ش ــل فلوس ــرايتومتريمراح ــاي ب ــصاصي ماکره  ي اخت
نه يپـس يها تر  ابتدا سلول : ر بود ي به شرح ز   يمي مزانش يها سلول

  مــدت بــه rpm  ۲۱۰۰وژ بــا دوريفيشـدند و پــس از سـانتر  
.  اضـافه شـد    درصـد  PBS/BSA ۳ ي سلول قه، به پلت  يدق ۵

  يهـــا  وبيـــکروتيتـــر از آن را در ميکروليم ۱۰۰ســـپس 
هـا در   يبـاد  ي از آنت ـيخته و غلظـت مناسـب   ي ر يتريل يلي م ۵/۱

 يهـا بـرا   در ادامـه نمونـه  . دي ـک به آنها اضافه گرد    يط تار يمح
.  انکوبه شدندگراد ی سانتي درجه ۴ يک ساعت در دما  يمدت  

تـر  يکرولي م ۱۰۰۰ سـرد بـه      PBSها با    پس از آن حجم نمونه    
درجـه   ۴ يدردما rpm۲۱۰۰وژ با دور يفيرسانده شد و سانتر

وژ يفيت پـس از سـانتر  يدرنها. ديقه انجام گرد يدق ۵و به مدت    
 ـتـر پارافرمالدئ  يکروليم ۵۰۰خته شد و    ي دور ر  ييمحلول رو    د ي

 ـهـا اضـافه گرد      سرد به نمونـه     درصد ۱ د و توسـط دسـتگاه      ي
 USA , (FACSCan II:FlowJO 6.7 (یتومتريفلوســا

  . قرار گرفتيمورد بررس
 ـ بن يهـا  در ابتـدا سـلول     :يز عصب ي تما یالقا   يمي مزانـش  يادي

ــ ــر رويچرب ــاي نانوفي ب ــوازPCL يبره ــدندي م ــته ش     کاش
ر ي روز تحـت تـاث     ۸به مـدت     ون،يک شب انکوباس  يپس از   و  

 bFGF، Forskolin MP(Sigma f0289) يزي تمـا يالقاگرهـا 

(Biomedicals LLC190669) و Sigma  (R4643)NGF  قرار
 Forskolin۱۰ ي شـامل فاکتورهـا    يزيپروتکل تمـا  . گرفتند

 NGF ۱۰و ليتـر    نـانوگرم بـر ميلـي   bFGF,  ۱۰ميکرومـول 
 DMEMط کـشت  يباشند که بـه مح ـ   يمليتر   نانوگرم بر ميلي  

هـا هـر    ط کشت سـلول  يمح. درصد سرم اضافه شدند   ۱ يحاو
  .گرديدض يبار تعو کيسه روز 

ان يز بي جهت آناليميتوشينوساوميمراحل ا :يميتوشينوساوميا
افته به شـرح  يزي تمايها  سلولي عصبي اختصاصين ها يپروتئ

 ـافته بـا پارافرمالدئ   يز  ي تما يها  ابتدا سلول  .ر انجام گرفت  يز    دي
 گـراد  ی سـانتي   درجـه  ۴ يقه در دمـا   ي دق ۲۰مدت   به درصد   ۴

  مـدت   ، بـه PBSبـافر   پـس از شستـشو بـا     و دنديکس گرد يف
ــا تر يدق ۵ ــه ب ــون يق ــذX۱۰۰ت ــپس در ي نفوذپ ــدند، س   ر ش

Goat serum ۵ دنـد يقه انکوبـه گرد ي دق۴۵مدت  به درصد .
 ـ  ـ اوليهـا  يبـاد  يآنت   درß tubullinІІІ و Map2ه شـامل  ي

BSA/PBS ۲/۰و شـــدندق شـــده اضـــافه يـــ رق درصـــد 
پـس از شستـشو و    . ک شب انجـام شـد     يمدت   ون به يانکوباس

ــ ــافه ک ــدBSA/PBS۱ردن اض ــه درص ــدت   ب ــه، ي دق۳۰م ق
 اضـافه  يکي در تـار Anti Mouse IgG (PE)ه ي ثانويباد يآنت

منظـور   بـه . ک ساعت انجام گرفت   يمدت   ون به يشد و انکوباس  
 اضافه شد و پس از شستـشو        DAPI هسته، رنگ    يزيآم رنگ
  . قرار گرفتنديکروسکوپ فلورسنت مورد بررسيها با م نمونه

Real-time PCR: ــ ــ بيبررسـ ــيـ ــايان کمـ   ي ژن هـ
MAP2 (Microtubule associated protein), ،
NSE(Neuron specific enolase) ، 

NFM(Neurofilament medium)و  Nestin ــرا  يبـ
 ي مـواز  يبري نـانوف  ي ساختارها يافته بر رو  يز  ي تما يها سلول

ز ي تما يها  کل از سلول   RNA ابتدا استخراج    .صورت گرفت 
 ـواکنش رونو. افته انجام گرفت ي  معکـوس بـا اسـتفاده از    يسي

ــصادف ــر ت ــنش . انجــام شــد M_MuLVRT و يهگزام واک
Real-time PCRــتفاده از ــا اس  Maxima SYBER ب

Green/ ROX qPCR Master Mix (2X)  و
درج  ۱ کـه در جـدول       ي عـصب  يها  ژن ي اختصاص يها مريپرا

  . اند، انجام شد شده
 ـمنظور تجر  به: يل آمار يه و تحل  يتجز ل اطلاعـات   ي ـحله و ت  ي
   اســتفاده شــد ي نــسبي ســازيدســت آمــده از روش کمــ بــه
نسبت به گروه  CtΔΔ-۲ .ها با استفاده از فرمول  ژنيان نسبيو ب

 ـکنترل مقا  ـم ی سهي ـسـپس از آزمـون مقا   د،ي ـسه گردي ن يانگي
Tukey HSD دار  يزان معني و ميي نهايها افتهي جهت کسب

 ياز لحـاظ آمـار     ≥۰۵/۰Pر  يمقـاد  .ها استفاده شد   بودن نمونه 
  .دار بودند يمعن
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  مشخصات پرايمرها: ۱جدول 

زبانيم نام ژن  ارگان 
 ترادف

5`     3` 

 دما

annealing 

 طول قطعه حاصل

(base pair) 

h- ENO2-F (NSE) 

Neuron-specific Enolase 
Human Neuron 

GGA GAA CAG TGA 

AGC CTT GG 
۶۰ ۲۳۸ 

h- ENO2-R (NSE) 

Neuron-specific Enolase 
Human Neuron 

GGT  CAA  ATG  

GGT  CCT  CAA  TG 
۶۰ ۲۳۸ 

NFM-F 

(Neuro filament Ш) 
Human Neuron 

TCA ACG TCA AGA 

TGG CTC TG 
۶۰ ۱۸۹ 

NFM-R 

(Neuro filament Ш) 
Human Neuron 

TGT GTT GGA CCT 

TAA GCT TGG 
۶۰ ۱۸۹ 

MAP2-F  

(Microtubule-

Associated Protein2) 

Human Neuron 
AGT TCC AGC AGC 

GTG ATG 
۶۰ ۹۷ 

MAP2-R  

(Microtubule-

Associated Protein2) 

Human Neuron 
CAT TCT CTC TTC 

AGC CTT CTC 
۶۰ ۹۷ 

Nestin-F Human Neuron 
GAA GGT GAA GGG 

CAA ATC TG 
۴/۵۳  ۹۶ 

Nestin-R Human Neuron 
CCT CTT CTT CCC 

ATA TTT CCT G 
۴/۵۳  ۹۶ 

ß-Actin Human Neuron 
CCT GGC GTC GTG 

ATT AGT G 
۶/۵۳  ۱۲۵ 

ß-Actin Human Neuron 
TCA GTC CTG TCC 

ATA ATT AGT CC 
۴/۵۱  ۱۲۵ 

  

  ها يافته
منظور  ن پژوهش بهيدر ا  :hADSCs ي سطح يمارکرها     

 يمي مزانــشيهــا نــان از درصــد خلــوص ســلوليکــسب اطم
 ـ ب ي شده، به بررس   يجداساز  ـ ا ي اختـصاص  يان مارکرهـا  ي ن ي

ج نـشان  ينتـا . ه شد پرداختيتومتريها با استفاده از فلوسا  سلول
    ودرصــد  ۴/۹۹ در حــدود  CD105 يبــاد  يداد کــه آنتـ ـ

 مـورد  يها  در سلولدرصد ۸/۹۷ در حدود  CD90يباد يآنت
 ـ    ين در حال  ي ا ،باشند يان م ي ب يز دارا يآنال  يبـاد  ي است کـه آنت

CD34 ــا در ــاد ي و آنتـــدرصـــد ۲۵/۳ تنهـ    درCD45 يبـ
 ۱ شــکل .ان بودنــديــ بيهــا دارا ن ســلوليــ از ادرصــد ۷۷/۲

 ماکرهـا کـه توسـط دسـتگاه         ي مربـوط بـه بررس ـ     ينمودارها
  .دهد ياند را نشان م م شده رسيتومتريفلوسا
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  a (CD105  b(CD34 (c  CD90  d( CD45 ينئپروت زان بيانيم :۱شکل 

  
ــ و ميات ســطحيخــصوص ــتي ــستيزان آبدوس ــا  دارب    يه

 ـ  ي م يها کروگرافيم :PCL يبرينانوف  يکروسـکوپ الکترون
 ـ الکترور PCL يبرهـا ينشان دادند کـه نانوف      شـده فاقـد     يسي

Bead     يبرهـا يقطر نانوف . ، صاف و بدون شاخه هستند PCL 
ر ي تــصو۲ شــکل.  بــود۱۵۰۰ تــا ۴۰۰ )نــانومتر(يمــواز

 ي مـواز  PCL يها  مربوط به داربست   يکروسکوپ الکترون يم
ــ ــد يم ــارز. باش ــ زاويابي ــاس نانوفي هي ــاي تم    وPCL يبره

p-PCLي سطحيات آبدوستي در خصوصيدار يرات معنيي تغ 
ــا نـــشان داد ــ زاوي انـــدازه. آنهـ ــاس آب از يـ  در ۱۳۳ه تمـ

ــکفولدها ــر ازPCL ياس ــه کمت ــست ۸۰  ب  p-PCL در دارب
ت ي بهبود خـصوص ي جه نشان دهنده ين نت يکاهش نشان داد و ا    

 ۲جدول .  استp-PCL يبري نانوفي در داربست ها   يآبدوست
ــه مقا ــب ــصوصي سهي ــتي خ ــاي نانوفيت آبدوس    وPCL يبره

p-PCLپردازد ي م.  
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   و کرومتريم ۲۰۰ اسيمق در) a  يمواز PCL يبرينانوف يها داربست از يکترونلا کروسکوپيم کروگرافيم :۲ لشک

 b (۵ کرومتريم  
  

 PCL يبرهاينانوف اتيخصوص سهيمقا: ۲ جدول

\  p-PCLيمواز PCLاتيخصوص ي مواز 

>۸۰  ه تماسيزاو ۱۳۳ 

 يآبدوست زيار آب گريبس آبدوستار يبس

  
ــب ــصاصيهــا ان ژني   : Real-Time PCR ي عــصبي اخت

ز ي تمـا يهـا   در سـلول ي عصبيها  ژنيان کمي بيجهت بررس 
  از روشp-PCL  يبري نــانوف يهــا  داربــست يافتــه روي

Real-Time PCR ــد ــتفاده ش ــطح ب.  اس ــس ــا ان ژني   يه
, Nestin Map2 , NSE , NFMقــرار يابيــ مــورد ارز 

 يهـا   در سـلول   ي عصب يها ان ژن يج نشان داد که ب    ينتا .گرفت
 ـ يمي مزانش ياديبن  DMEMط اسـتاندارد    ي کـه در مح ـ    ي چرب

گـر بـا اضـافه    ياز طـرف د   . ن بـود  ييپا کشت داده شده بودند،   
ــي افــزا،ي عــصبييط القــايکــردن محــ ــ در بيدار يش معن ان ي

MAP2 و NFMــرا  يافتــه رويز ي تمــايهــا  ســلولي ب
ت کشت سلول مشاهده    يسه با پل  ير مقا  د p-PCL يبرهاينانوف
ط يافتـه در مح ـ يز ي تمـا  يهـا   در سلول  Nestinن  يهمچن .شد

 ـ و پليکشت سه بعد  ان ي ـدچـار کـاهش ب   ت کـشت سـلول،  ي
 يها  در سلولNSEان ژن   ي در ب  يدار ير معن ييج تغ ينتا. ديگرد
ت کشت سـلول    ي و پل  p-PCL يها  داربست يافته رو يز  يتما

 يهـا  ان ژن ي ـش و کاهش ب   ي افزا ۳ شکل ينمودارها. نشان نداد 
 داربـست،   يافتـه رو  يز  ي تمـا  يهـا   نامبرده را در سلول    يعصب

  .دهد يت کشت و گروه کنترل سلول نشان ميپل
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ت کشت ي و پلي مواز p-PCLيبرهاي نانو فيافته رويز ي تماي ها hADSC دري عصبي اختصاصيها ان ژني بي کميابيارز: ۳شکل 

افته در ي ريتکثhADSC  در.  D(Nestin و A (MAP2 ، B (NFM،  C (NSEان يب .يز عصبي تماي روز القا۸ول پس از سل
 (–) with (+) .(S: scaffold, GF: growth factor)(  . قرار گرفتيابيط استاندارد مورد ارزي و محيافته عصبيز يط تمايمح

without *۰۵/۰ ر تفاوت با گروه کنترل دي نشان دهنده Pاست.  
 

 يان مارکرهايافته جهت بيز ي تمايها سلول :يميتوشينوساوميا
ــ مــورد ارزي عــصبي اختــصاصينــيپروتئ  . قــرار گرفتنــديابي

ــايآنال ــينوسومي ايزهـ ــد  يميتوشـ ــشان دادنـ    وMAP2 نـ
ß tubullinز ي تمايها  در سلولي عصبيومارکرهايعنوان ب  به

ز ي تمـا  يهـا   و سـلول   ي مواز p-PCL يبرهاي نانوف يافته رو ي

 ـا .ان بودند ي ب يت کشت سلول دارا   يافته در پل  ي  ين مارکرهـا  ي
 ييط القـا يرمحي گروه کنترل که تحت تـاث   يها  در سلول  يعصب

دهنـد   ي نـشان م ـ ۵  و شـکل ۴ شـکل  .ان بودند يفاقد ب  نبودند،
 به مـوازات  يبري نانوفي ساختارهايافته رويز  ي تما يسلول ها 

  . گرفته اند قرارp-PCL يبرهايف
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ت کشت يو پل) p-PCL)  a,b,c يبرهاي نانو فيافته رويز ي تمايمزانشيمي چرب بنيادي هاي  سلوليمونوفلورسنت براي ايزي رنگ آم:۴شکل 

  .ان کردندي را بMAP2افته مارکر يز ي تمايها سلول .يز عصبي تماي روز پس از القا۸. (g,h,i) و گروه کنترل (d,e,f)سلول 
  

  
ت يو پل) a,b,c (ي مواز p-PCLيبرهاي نانو فيافته رويز ي تمايمزانشيمي چرب بنيادي هاي  سلوليمونوفلورسنت براي ايزيرنگ آم: ۵شکل 

 .ان کردنديرا ب ß tubullinرکر افته مايز ي تمايها سلول .يز عصبي تماي روز پس از القا۸ . (g,h,i) و گروه کنترل (d,e,f)کشت سلول 
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  بحث
ــتاورد بن      ــدس ــيادي ــصبي در مهندس ــت ع ــاخت ي باف  س

 و  ييايميات مناسـب ش ـ   ي بـا خـصوص    يمـر ي پل يهـا  اسکفولد
ک بستر سه   ي است که بتواند     ي عصب يها  سلول ي برا يکيمکان
وند فـراهم کنـد    ي پ يها برا  ز سلول ي مناسب را جهت تما    يبعد

 جهـت   يني حاضـر روش نـو     در پژوهش ). ۶ و۱۹ و۲۲ و۲۳(
 يهـا   به سمت سلول   ي چرب يمي مزانش يادي بن يها ز سلول يتما

 مـورد  ي مـواز  p-PCLيهـا   داربـست ي بـر رو يشبه عـصب 
ع يز سـر  ي از تما  يج به دست آمده حاک    ينتا .استفاده قرارگرفت 

 بر ي شبه عصبيها  به سلولي چربيمي مزانشيادي بنيها سلول
 ـ. بـود  ي مواز يبري نانوف يها  داربست يرو  و  يين کـارا  يهمچن

 سـه   يعنوان ساختارها   به ي مواز يبري نانوف يها نقش داربست 
 ـ مورد مقا  TCP يط کشت دوبعد  يبا مح  ز،ي در تما  يبعد سه ي

 به عنوان بستر کـشت و   PCLن پژوهش ازيدر ا .قرار گرفت
 ـومترين ب يرا ا يها استفاده شد، ز    ز سلول يتما ن ي چنـد يال دارا ي
ر اسـت   يب پذ يست تخر ير و ز  ست سازگا يت است اولا ز   يمز

ــوثان ــميا غي ــا يرس ــمنا ب ــ و ارزان، ض ــاده يک فراي ــد س  ين
ــالکترور ــيسي ــه  ب ــت م ــآ يدس ــرا) ۲۴-۲۶(د ي ــلاح يب  اص

 يبرهــا ازروش پلاســماي ســطوح نانوفيت آبدوســتيخــصوص
 ـ زاويريگ ج اندازه ينتا. ژن استفاده شد  ياکس  ـ مو، تمـاس ی هي د ي

 استفاده يبري نانوفياه ب داربستين ترتيبه ا. باشد ين ادعا ميا
 مناسـب جهـت   يت آبدوسـت ين پـروژه از خـصوص  يشده در ا  

 و يات ســطحي خـصوص .هـا برخــوردار بودنـد   کـشت سـلول  
صـورت   برهـا بـه   ي نانوف ييايمي و ش ـ  يکي مورفولوژ يها يژگيو

 ـ بـر تکث   يدار يمعن  يت تماس ـ ي و هـدا   يز، چـسبندگ  ير، تمـا  ي
ات ي خـصوص  ي بررس ـ يبـرا ). ۲۷-۲۹( ها موثر هـستند    سلول
 ي مورد بررس  SEM يها کروگرافي اسکفولدها ابتدا م   يسطح

 PCL يبرهـا يج مـا نـشان دادنـد کـه نانوف      ينتـا  .قرار گرفتنـد  
  . دارندBead  و بدون يمواز  شده سطوح صاف،يسيالکترور

 ـ يمي مزانش يادي بن يها ، سلول يز عصب يبه منظور تما    از  ي چرب
رصد نان از ديمنظورحصول اطم  به . استخراج شدند  يبافت چرب 

 ي شــده ماکرهــاي جداســازيمي مزانــشيهــا خلــوص ســلول
 ـ آنهـا بـا اسـتفاده از تکن        ياختصاص  مـورد  يتومتريک فلوسـا  ي

 يمي مزانش يها ج نشان دادند که سلول    ينتا . قرار گرفتند  يبررس
 دارند ييان بالايبCD90  وCD105يها  شاخصي برايچرب

هـا   ن سـلول ي در اCD45 و CD34 يها و در مقابل شاخص   
 ـ بن يهـا   سـلول  يز عـصب  ي دارنـد جهـت تمـا      ينيياان پ يب  يادي

، bFGF همزمــــان ی تحـــت القـــا  ي چربــ ـيميمزانـــش 
Forskolin،NGF  کـه توسـط  يا در مطالعـه .  قرار گرفتنـد  

 ـ بن يهـا   سـلول  ،و همکارانش انجـام شـد      جانگ  ـ يادي  ي چرب
 و سـپس  Bfgfر ي روز تحـت تـاث  ۷ در ابتدا بـه مـدت    يانسان

  قـرار گرفتنـد  Forskolin یگر تحـت القـا    ي روز د  ۷مدت   به
 يهـا  و همکـارانش سـلول  يينـگ   يگـر ي دي  در مطالعه .)۳۰(
 ي عـصب يهـا   روز به سـلول  ۱۲ رت را در مدت      ي چرب ياديبن

و همکارانش بـا    كرافت يگريدر پژوهش د  ). ۳۱( ز دادند يتما
 بـه همـراه   Forskolin وbFGF  رشد ياستفاده از فاکتورها

 مـوش  يمي مزانشياديبن يها  توانستند سلول  ييايميبات ش يترک
 ).۳۲( ز دهندي تماي عصبيها  را به سلولييصحرا

 bFGF ،Forskolin،NGF در پژوهش حاضر حضور همزمان

 ـ روز گرد  ۸ در مدت    يع عصب يز سر يسبب تما   اسـتفاده از    .دي
 ـ در ا  ي از نـوآور   ي کوتـاه مـدت قـسمت      يزين روش تما  يا ن ي

مطالعــات گذشـته نــشان دادنــد  . شــود يمطالعـه محــسوب م ـ 
ــ بنيهــا لولســ ــادري قبــل از تمــاي چربــيمي مزانــشيادي   ز ق
 ـبه ب    جي نتـا ي، بررس ـ)۳۰(  هـستند ي عـصب يهـا  ن ژنييان پـا ي

Real-Time PCRيمي مزانـش يادي بنيها  نشان داد که سلول 
 در يمــواز p-PCL يبرهــاي نانوفيافتــه روير يــتکث يچربــ

 را در   NFM و Map2 يها ژن ،ي عصب يزيط تما يحضور مح 
 ـ ب يط کشت دوبعـد   يت به مح   نسب ييسطح بالا  . کننـد  مـي ان  ي

 يافته رو يز  ي تما يها  در سلول  ي عصب يها ش ژن ين افزا يبنابرا
ست ي ـن در حاليا. رخ داده است يمواز p-PCL يها داربست

ز ي تمايها در سلولNSE ان مارکر ي در بيدار يکه تفاوت معن
.  مـشاهده نـشد    ي و سـه بعـد     يط کشت دوبعـد   يافته در مح  ي
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 يدر حـضور فاکتورهـا  Nestin ان داد که ژن ج نشيضمنا نتا
هم در محيط کشت سه بعدي و هم در محيط کشت دو  ،زيتما

ان يشود که کاهش ب يشنهاد ميپ .ديان گردي دچار کاهش ببعدي
Nestin   ـ مرتبط به گذر از حالت پا   ـه و بي  ـان بي  يهـا  شتر ژني
ک و يــ نوروتروفير فاکتورهــايتحــت تــاث  نــورون،يتخصــص

  ).۱۹ و۳۳( برها باشدي نانوفيکي مکانهایالقا
 یمنوفلورسانس نشان داد که القا    ي ا يزيج رنگ آم  يبه علاوه نتا  
hADSCsي از فاکورهاي با مخلوط bFGF،Forskolinو  

NGFـ سبب ب   ـيئ پروتيان مارکرهـا ي  ي عـصب ي اختـصاص ين
MAP2 وßtubullin ـبا. گردد ي م  د توجـه داشـت رشـد،    ي
 تحـت   يدار ير معن طو ها به   سلول يت تماس ي و هدا  يچسبندگ

ن يبنـابرا . ردي ـگ يبرها قـرار م ـ   ي نانوف يات سطح يخصوص ريتاث
کس خـارج   يعنـوان مـاتر    انتخاب سلول و داربست مناسب به     

 در ياتينقش ح ،ي مقتض يزي تما ين فاکتورها ي و همچن  يسلول
 کننـد  ي م ـ ي مورد نظر بـاز    ي  شده يکارآمد شدن بافت مهندس   

 يهـا  ز سلول ي تما ي هني در زم  ياديمطالعات ز ). ۲۵ و۳۴ و۳۵(
 انجـام شـده   يبري نانوف يها  داربست ي رو ي عصب يها به سلول 

 ـ بنيهـا  همکارانش سـلول   وجهاني   ۲۰۱۴درسال   .است  يادي
 ي روي شـبه عـصب  يهـا   مغز استخوان را بـه سـلول   يميمزانش

 ـ .)۶ (ز دادنـد يتمـا PCL  يها داربست  ي ن در مطالعـه يهمچن
 ـ بن يهـا  ولهمکارانش سـل   وباقر   ۲۰۱۵  سال  در يگريد  يادي

 ـ  يها  وارتون را به سلولي  ژله يميمزانش  ي شـبه نـورون حرکت
چ يامـا ه ـ  .)۱۹ (ز دادندي آغشته به کلاژن تما    يبرهاي نانوف يرو

 ي چربيمي مزانشيادي بنيها ز سلولي در خصوص تمايگزارش
  يهـا   داربـست ي بـر رو ي شـبه عـصب  يهـا  به سـمت سـلول   

 p-PCLـ . وجود نـدارد   يمواز  وهش از  ژپ ـن  ي ـن در ا  يهمچن
 يمي مزانشيادي بنيها  سلوليها ز سلولي تماي براينيروش نو

حـضور   که  استفاده شد ي شبه عصب  يها  به سمت سلول   يچرب
 bFGF ،Forskolin، NGF يزي تمـا  يکتورهـا ازمـان ف   هم

  . روز کاهش داد۸ را به يزي تماي دوره
  
  يريجه گينت

کس خـارج   يعنوان ماتر  توانند به  ي م يبري نانوف يساختارها     
 .رنـد ي مـورد اسـتفاده قـرار گ       ي بافت عصب  ي در مهندس  يسلول
 Real Time-PCR بـا  ي عصبي اختصاصي مارکرهايبررس
 ـ ي مواز p-PCL نشان داد که     يميتوشيمنوسايک ا يو تکن  ک ي

 به  ي چرب يمي مزانش يادي بن يها سلولز  ي تما يبستر مناسب برا  
 حاضـر   ي ج مطالعـه  ينتـا .  اسـت  ي شبه عصب  يها سمت سلول 

 ـ مطالعات بي را برايدي جد ي چهيدر  ارتبـاط  ي نـه يشتر در زمي
 PCL يهـا   با نانوداربـست ي چربيمي مزانش يادي بن يها سلول

ــرا ــيب ــصبي مهندس ــت ع ــان  ي باف ــتفاده در درم ــت اس ، جه
  .کند يفراهم م يستم عصبي مخرب سيها يماريب
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Background and Objective: Differentiation of mesenchymal stem cells into neurons has great potential in 

the therapy of damaged nerve tissue. Neural tissue engineering offers tremendous promise to combat the 

effects of disease, aging and injury in the nervous system. The aim of this study was to investigate the 

differentiation of adipose derived stem cells to neuron like cells on aligned nanofibrous scaffold. 

Materials and Methods: In this study, the surface of aligned polycaprolactone (PCL) nanofibrous scaffolds 

were modified with O2 plasma treatment to enhance their hydrophilicity in order to differentiate hADSCs 

into neuron like cells. The chemical and mechanical characteristics of electrospined aligned PCL fibers were 

determined using scanning electron microscope (SEM) and the calculation of contact angles. The 

differentiation of adipose derived stem cells was performed using neuronal inducing factors including bFGF, 

forskolin and NGF with 1% FBS for 8 days. 

Results: Real-time PCR analysis indicated the upregulation of Map2, NSE, and NFM genes and down-

regulation of Nestin. Also the expression of neuronal proteins such as MAP2 and βTubullin were confirmed 

by immunocytochemistry. It was found that the direction of cell elongation and neurite outgrowth on the 

aligned nanofibrous scaffolds is parallel to the direction of fibers.  

Conclusion: The results of the present study proposed that p-PCL is a cost-effective material for 

differentiation of hADSCs into neuron like cells and could apply in nerve tissue repair. 
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