
  

              و همکاراني موریمهتاب ت                        90

 
  95تا  90 ،2، شماره 76، دوره 1397 اردیبهشتی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

  

  
  در دو  یمشتق از چرب يادیبن يهادر کندروژنز سلول کانیژن اگر انیب سهیمقا

  Micromassو  Pelletکشت  ستمیس

  

  

   1يموریمهتاب ت

    *2یبنیبتول هاشم

  2یمحمد مردان

  

 ،یدانشکده پزشک ،یحیگروه علوم تشر - 1

 ،تهران ،یبهشت دیشه یدانشگاه علوم پزشک

  .رانیا

 ،یدانشکده پزشک ،یحیگروه علوم تشر - 2

  .رانیا ،اصفهان ،اصفهان یدانشگاه علوم پزشک

  

  

  

  

  

  

  

  
  

  
  

*
 یدانشگاه علوم پزشک، اصفهان نویسنده مسئول:

  .یحیگروه علوم تشر ،یدانشکده پزشک ،اصفهان

  031-  37929153 :تلفن

E-mail: hashemibeni@med.mui.ac.ir 

  

عــدم  و یراحتــ ماننــدمنحصر به فــرد  اتیخصوص دلیلبه (ADSC) یربمشتق از چ يادیبن يهاامروزه سلول :زمینه و هدف

ت تعــاملا شیاشوند. به منظور افــزیبافت استفاده م یطور گسترده در مهندساستخراج به نیح یتهاجم يهااستفاده از روش

و  Pellet همچــون يکشــت ســه بعــد يهاســتمیاســتفاده از س ،ینــیجن یغضــروف شیپــ يهــامشــابه بــا تراکم یســلول نیب

Micromass اضــر حدر مطالعــه  نیبنــابرا ،اســت یخارج سلول کسیماتر ياجزا نیاز مهمتر یکی کانیباشد. اگریم يضرور

  شد. یبررس Micromassو  Pelletکشت  ستمیدر دو س یانسان يها ADSCروند کندروژنز  یدر ط کانیاگر انیب

 1392 نیداصــفهان از فــرور یدانشگاه علوم پزشــک یکدانشکده پزش یدر گروه آناتوم یمطالعه تجرب نیا :روش بررسی

بــا  يادیــبن يهاجدا شد. سلول پوساکشنیل یجراح یدر ط ماریاز سه ب یشکم یانجام شد. بافت چرب 1393 تا بهمن ماه

 ،وژنزرونــد کنــدر ي. سپس به منظــور القــاشدندکشت داده  هیاستخراج و در کشت تک لا یمیو آنز یکیمکان يهاروش

در  کیکنــدروژن ومیمــد يحــاو Micromass و Pelletکشــت  يهــاســتمیبه س )3P( پاساژ سوم يهاسلول 5×510 تعداد

  .انجام شد Real-time PCR کیتوسط تکن کانیژن اگر انیب یابیروز منتقل شدند. ارز 14و  7 شیآزما يهاگروه

 هايروز Pellet با سهیدر مقا 14 روز Micromass در کانیاگر انینشان داد که ب Real-time PCR جینتا یبررس ها:یافته

روز  Pelletبا  سهیدر مقا مهفتروز  Micromassدر  کانیاگر انیب ننیهمچ. )=008/0P( دردا يمعنادار شیافزا 7 و 14

  ).P=03/0(داد نشان  يدارمعنا شیافزا نیز مهفت

ن نتیجــه شــاید بتــوا Pelletبت به کشت نس Micromass با توجه به بیان بالاي ژن اگریکان در سیستم کشتگیري: نتیجه

هاي کنــدروژنز ســلول کارایی بیشتري در بیــان ژن اگریکــان در Pelletدر مقایسه با کشت Micromass  گرفت که کشت

  بنیادي مشتق از چربی داشته است.

   .Micromass ،Pelletکشت اگریکان،  ،کندروژنز :لیديک لماتک

 

  
 يمناسب برا نیگزیجا یروش درمان کیبافت  یوزه مهندسامر

به  یمیمزانش يادیبن يهااست. سلول یبافت غضروف مفصل میترم

بافت غضروف شناخته  یمناسب در مهندس یعنوان منبع سلول

  مشتق از مغز  يادـیبن ياـهولـز سلـدروژنـد کنـون رونـاند. تاکنشده

  

در  1- 3.شده است صمشخ یببندناف و بافت چر ،وستیاستخوان، پر

 Adipose) یمشتق از چرب يادیبن يهاسلول ریاخ يهاسال

tissue‐derived stem cell, ADSC) به  زیتما يبالا برا لیپتانس لیبه دل

در  يزیاستخراج و حفظ توان تما نیسهولت ح ،یسلول يهاانواع رده

 5و4.انددهکر دایپ ياها کاربرد گستردهکشت و داربست يهاطیانواع مح

 ندیها دستخوش فرآتیکندروس ،هیدر کشت تک لا کهییجااز آن

  مقدمه

 
  

 

  95تا  90هاي ، صفحه2شماره  ،76دوره ، 1397اردیبهشت ی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش  مقاله اصیل

 

  24/02/1397آنلاین:      16/02/1397پذیرش:      21/04/1396: ویرایش     14/04/1396دریافت:          چکیده
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آورند. یرا به دست م يبریغضروف ف يشده و مورفولوژ ییزدازیتما

 ییزدازیاز تما دیعملکرد با يغضروف مناسب و دارا دیبه منظور تول

با توجه به ضرورت تعاملات  نیهمچن 6.شود يریها جلوگتیکندروس

حفظ  يبرا یاساس يازهایاز ن یکیبالا که  سلولی تراکم ،سلول-سلول

 يسه بعد يهاستمیبا استفاده از س دیبا ،باشدیها متیکندروس پیفنوت

و  ناتیآلژ مانندهاي وابسته به داربست ستمیشود که شامل س جادیا

 Micromassو  Pelletهاي بدون داربست همچون ستمیژل کلاژن و س

کردن  وژیفیسانتر لهیوسکه به Pellet کشت ستمیس 11- 7.باشدیم

 يطور گسترده برابه ردیگیها شکل ماز آن ییبالا تهیها دانسسلول

 Human mesenchymal stem cells کیتوان کندروژن یابیارز

(hMSCs) در کندروژنز مورد استفاده قرار  ریدرگ یگنالیس يهاریو مس

- تعاملات سلول ها اجازهبه سلول يسه بعد ستمیس نی. اردیگیم

رشد و نمو  یدر ط یغضروف شیپ هايتراکم در چهآن با مشابه سلول

 نیها در اتیکندروس پیفنوت نیدهد. همچنیشود را میم دهید ینیجن

شود و یها حفظ متیکندروس ییزدازیاز تما يریجلوگ لیدلبه ستمیس

 يهاداربست مانند یبدون استفاده از مواد اضاف یبافت غضروف

-یالتهاب يهامثل پاسخ یعوارض جادیها که امکان اژل ای یتیحما

 Micromass گریکشت د ستمیس 13و12.شودیرا دارند ساخته م یمنیا

با  یمطالعه رشد و نمو اسکلت درون غضروف ياست که در ابتدا برا

 تازگیبه 14.اندام جوجه استفاده شد ینیجوانه جن MSCsاستفاده از 

مناسب  یبالغ روش يها MSCsندروژنز ک يالقا يروش برا نیا

ها با غلظت بالا کشت سلول ستمیس نیشده است. در ا هداد صیتشخ

شوند. در یکشت داده م تیپل يهادر چاهک ییهاصورت قطرهبه

 جادیها اسلول يمطلوب برا يسه بعد يفضا یتوده سلول نیا جهینت

 15.کندیم دایپ شافزای سلول-دنبال آن تماس سلولشود که بهیم

در کندروژنز  کانیاگر ژن انیب سهیهدف از انجام مطالعه مقا

و  Pelletکشت  ستمیدر دو س یمشتق از چرب يادیبن يهاسلول

Micromass د.وب  

  

  
دانشگاه  یدانشکده پزشک یدر گروه آناتوم یمطالعه تجرب نیا

به صورت  یمونه بافت چرباصفهان انجام شد. در ابتدا ن یعلوم پزشک

سال  35 یسن نیانگیبا م ماریاز سه ب یکتب تیرضا دریافتبا  یتصادف

الزهرا اصفهان برداشته شد.  مارستانیاز ب پوساکشنیل یجراح نیدر ح

 ml 15-10 به حجم PBS (Sigma, USA) لولها در محسپس نمونه

 یدانشکده پزشک یحیکشت سلول گروه علوم تشر شگاهیبه آزما

 طیها، تحت شرا. پس از وزن کردن نمونهدیصفهان منتقل گردا

با اسکالپل به قطعات  یبافت چرب II کلاس ناریهود لام ریدر ز لیاستر

از آن جدا  یخون وقشد و بافت همبند و عر دهیبر يمتریلیچند م

  . دیگرد

 I A (Sigma, USA)کلاژناز نوع میبافت، محلول آنز هیجهت تجز

کار گرفته شد. هب یهر گرم بافت چرب يگرم به ازایلیم 5/1 زانیبه م

C يها در دماسپس نمونه
. پس دیانکوبه گرد قهیدق 60به مدت  37 °

کار هب میمحلول آنز جمشدن کامل بافت، هم ح هیاز تجز نانیاز اطم

 FBS يحاو  DMEM low glucose (Gibco, USA)کشت طیرفته مح

(Invitrogen, USA) 10% وpenicillin/streptomycin (Gibco, USA) 

اضافه  یسلول ونیبه سوسپانس میآنز تیکردن فعال یجهت خنث 1%

  . دیگرد

با دور  ml 15 فالکون يهادر لوله یسلول ونیدر ادامه سوسپانس

1500 rpm  همراه با  ییرو عیشده و ما وژیفیسانتر قهیدق 10به مدت

 طیمححاصله  ی. به رسوب سلولدیگرد هیتخل یچرب يهاسلول

 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) lowکشت

Gibco, USA)+FBS 10% (Invitrogen USA)( glucose 

و در  دش افزوده  penicillin/streptomycin(Gibco, USA)1%و

کشت شدند و به انکوباتور  2cm 25 ها در فلاسکسلول یانیمرحله پا

C يبا دما
جهت  16.تقل شدندمن %5 یو رطوبت نسب 2CO ، با37 °

پاساژ  يادیبن يهاابتدا سلول Pellet کشت ستمیها در سکشت سلول

 Phosphate buffered saline, PBSو با محلول نهیپسیسوم را تر

(Sigma, USA) و شمارش تعداد  وژیفیو پس از سانتر دهشستشو دا

انتقال داده شدند  ml 15 لنیپروپیهاي فالکون پلسلول به لوله 5×510

 عیشد. سپس ما وژیفیسانتر قهیدق پنجبه مدت rpm1500  با دور و

شده  لیتشک یتوده سلول ساختار ختنیر با دقت و بدون به هم ییرو

 DMEM high کیکندروژن ومیمد cc 1 در کف فالکون برداشته شد و

6.25(glucose (Gibco, USA)+Penicilin/streptomycine1%+ITS) 

μg/ml bovine insulin, 6.25 μg/ml transferrin, 6.25 μg/ml 

+Ascorbate2phosphate 50 μg/ml )selenous acid 

 ß3 10-M+Linoleic Acid 5µg/ml+TGF7-dexamethason10+

ng/ml) گرید قهیدق پنجبه مدت  1500 ور. با ددیاضافه گرد 

  بررسیروش 
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شود. سپس  جادیدر کف لوله فالکون ا یشد تا توده سلول وژیفیسانتر

C يبه انکوباتور با دما یهاي سلولتوده يحاو يهافالکون
و  37 °

 یها در ط. سلولدندیمنتقل گرد %5 یو رطوبت نسب 2CO زانیم

جدا شدند.  لکونتوده از کف فا کیدوم و سوم به صورت  يروزها

هر سه  ومیباز گذاشته شد. مد مهیها ندرب لوله ،تبادل گازها يبرا

ها براي نمونه 14 و 7 يشد. سپس در روزها ضیبار تعو کیروز 

  16.برداشته شدند ime PCRt-Real یبررس

ابتدا  Micromass کشت ستمیها در سمنظور کشت سلولبه

کردن با  یشدند و پس از خنث نهیپسیپاساژ سوم تر يادیبن يهاسلول

 1500 دور شستشو داده شدند. سپس در PBS (Sigma, USA) محلول

انجام  یس از آن شمارش سلولپ. شدند وژیفیسانتر قهیدق پنجبه مدت 

 24 تیانتقال به پل يبرا کونسلول در هر فال 5×510 شد و تعداد

 µl 5/12 ییرو عیما هیشدند و پس از تخل وژیفیدوباره سانتر ياخانه

به هر  Pellet کار رفته در کشتهب ومیمشابه با مد کیکندروژن ومیمد

فالکون به  هر اتیسلول اضافه شد. پس از آن محتو يفالکون حاو

قرار داده  تیاز پل نهدر هر خا یسلول ونیقطره سوسپانس کیصورت 

 قهیدق 30بلافاصله به انکوباتور منتقل شد و به مدت  تیشد و پل

به هر خانه از  یبه آرام کیکندروژن ومیمد ml 1 پس از آن انکوبه شد.

 هر ومیدوباره در انکوباتور قرار داده شد. مد تیاضافه شد و پل تیپل

 ياها برنمونه 14 و 7هاي شد و در روز ضیبار تعو کیسه روز 

 ینسب انیب زانیم يریگاندازه 16.برداشته شدند ime PCRt-Real یبررس

و با  یبه عنوان کنترل داخل GAPDH مریبا استفاده از پرا کانیژن اگر

 Maxima SYBR® Green/Rox qPCR master Mixتیاستفاده از ک

2X (Fermentas, England) با روش(CtΔΔ Comparative Ct)   انجام

 در کسیمستر م کیها واکنش یهر ژن و هر بار بررس يشد. برا

 ر،یآب دو بار تقط µl 7/5 ن،یگربریسا µl 10 بی، با ترکµl 20 حجم

Mµ 0/25 يمرهایپرا  Forward & Reverse ساخته شد. تمام

 کیراه با بار تکرار و هم سههر نمونه به صورت  يبرا شاتیآزما

  نیانگیها، مانجام شد. دستگاه پس از کامل شدن واکنش یکنترل منف

CT ژن  انیب زانیکرده که با استفاده از آن م هآستانه را محاسب کلیس ای

     هر ژن برابر با ینسب انیب زانیدست آمد: مهب ریفرمول ز اساسبر 

ΔΔ CT-2 در نظر گرفته شد.  
  

  

     Real-time PCR کیرفته در تکن کارهب يهامری: پرا1جدول 

(Size, Base pair) Primer sequences Gene 
130 GTGGGACTGAAGTTCTTG Aggrecan-F 

 GTTGTCATGGTCTGAAGT Aggrecan-R 

125 AAGCTCATTTCCTGGTAT GAPDH-F 

 CTTCCTCTTGTGCTCTTG GAPDH-R 

  
-Kolmogorov روش ازها بررسی نرمال بودن توزیع داده براي

Smirnov ها از روش و براي آنالیز دادهANOVA (One-way 

analysis of variance, ANOVA)  توسطSPSS software, version 

19 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) .05/0 استفاده گردیدP≤ دارامعن 

  د.تلقی ش

  

  
در  هیدر کشت تک لا یحاصل از بافت چرب يادیبن يهاسلول

با  یو دوک ياستاره ،یبه شکل چند وجه نورتیا کروسکوپیم ریز

 يها). سلول1 کوتاه و اندك مشاهده شدند (شکل یتوپلاسمیزوائد س

و  Pellet يکشت سه بعد ستمیدر س زیدر حال تما يادیبن

Micromass رنگ در ته  دیو سف يتوده کرو کیبه شکل  بیبه ترت

بررسی نتایج  ).2شوند (شکل یده ممشاه تیلوله فالکون و کف پل

 بیان ژن میزان داد کهنشان  Real-time PCRدست آمده از تکنیک به

در مقایسه با  )98/3±59/0( 14 روز  Micromassکان در گروهیاگر

) افزایش معناداري نشان داد 24/2 0±/20( 14 روز  Pelletگروه

)008/0P=( .کان در گروهیاگر بیان  Micromass14 روز )98/3±59/0(   

  
  

  

  

  

در  یمشتق از چرب يادیبن يهااز سلول نورتیا کروسکوپیم ری: تصو1 شکل

  ×40 ها در پاساژ سومسلول :B ،ها در پاساژ اولسلول :A ياهیکشت لا

  هایافته
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در روز  Pelletها در سیستم کشت توده سلولی حاصل از کشت سلول C :2 شکل

14 ،D ها در سیستم کشتولتوده سلولی حاصل از کشت سل Micromass  در

  .14 روز

  
 ) افزایش معناداري37/1±33/0( 7 روزPellet گروه  در مقایسه با

  Micromassکان در گروهیبیان اگر میزان همچنین .)P=000/0( شتدا

 )37/1±33/0( 7 روز  Pelletدر مقایسه با گروه )77/2±13/0( 7 روز

  ).P=03/0(داد نشان  را افزایش معناداريهم 

 

  
که اگریکان یکی از اجزاي مهم ماتریکس خارج سلولی از آنجایی

 بیان ژن اگریکان در يمقایسه حاضر در مطالعه ،بافت غضروف است

 از چربی مشتق بنیادي هايسلولهاي حاصل از تمایز کندروسیت

مورد بررسی که در  همکاران و Zhang پژوهشکه با گردید استفاده 

هاي بنیادي مشتق از مغز استخوان بود در روند کندروژنز سلول

هاي بنیادي اما در منبع سلول ،مشابهت داشت استفاده از سیستم کشت

هاي که برداشت و استخراج سلولاین با توجه به 16.بود متفاوت

باشد شاید بتوان بنیادي مغز استخوان کاري پر هزینه و تهاجمی می

هاي ارزان و کم هزینه لعه حاضر در زمینه استفاده از سلولگفت مطا

تر و همکارانش در آینده کاربردي Zhangچربی نسبت به تحقیق 

اگرچه  ،بود 14 و 7ها در روزهاي باشد. تفاوت دیگر در آنالیز ژن

 ي کها. در مطالعهبررسی خود را انجام دادند 14ها تنها در روز آن

 ستمیاز سمطالعه حاضر مشابه  ،انجام شدهمکاران  و Kulykتوسط 

ها روند کندروژنز اگرچه آن ،استفاده کردند Micromassکشت 

 Pelltariبر اساس مطالعه  17هاي بنیادي جنینی را بررسی کردند.سلول

  یندآیک فر in vitro هاي بنیادي دردروژنز سلولـد کنـو همکاران رون

  
  

  

  

  

  

  

مشتق از  تمایز یافته هاي بنیاديسلول کان دریمقایسه بیان نسبی ژن اگر: 1 نمودار

 ±Means) 7 و 14در روزهاي  Micromassو   Pelletچربی در دو سیستم کشت

SE)  001/0***(وP≤ ،**01/0P≤ ،*05/0P≤دار استا) از لحاظ آماري معن.  

  
زمانی معرفی شد که بر اساس آنالیز بیان ژن ها یک بازه  ايسه مرحله

لکولی تنظیم کننده وهاي مشود که در آن مکانیسمروزه را شامل می14

رسان متفاوت درگیر در هاي پیاملکولوارتباط م مانندکندروژنز 

هاي بنیادي مزانشیمی در هر مرحله به تفکیک رخ کندروژنز سلول

حاضر سعی شد این بازه زمانی  پژوهشدر  رواز این 18دهد.می

در  Micromassهاي کشت در. بیان بالاي اگریکان مطلوب لحاظ شود

کشت  نشان داد که 14 و 7 هايدر روز Pelletهاي مقایسه با کشت

Micromass کشت  ستمینسبت به سPellet عمل کرده است مدترآکار. 

 ممکن است در ی متعادلسلول تهیدانسایجاد با  Micromassکشت 

کشت چرا که در  ،ل کندعم Pelletاز کشت  بهتر ییانتشار مواد غذا

Pellet جادیا نییپا ژنیاکس ربا فشاو  ی بالاسلولتراکم با  طیمح کی 

 افزایش تینها درو مواد  فیضع به انتشار منجر خود کهشود می

   19.شودمی Pellet کشت يمرکز يهاسلول آپوپتوز

در  ییاذانتشار مواد غ بالا و یسلول تهیدانس نیب یستیپس با

 وجود داشته باشدتعادل  یمیمزانشبنیادي  يهاسلول نزژکندرو ندیآفر

 20.این تعادل برقرار است Micromassکه شاید بتوان گفت در کشت 

           حاضر شاید بتوان نتیجه گرفت که پژوهشبا توجه به نتایج 

         کارایی بیشتري در Pelletدر مقایسه با کشت  Micromass کشت

هاي بنیادي مشتق از چربی داشته دروژنز سلولکن بیان ژن اگریکان در

 است. 

  بحث
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  95تا  90 ،2، شماره 76، دوره 1397 اردیبهشتی تهران، کی، دانشگاه علوم پزشکده پزشکمجله دانش

 

: این مقاله حاصل بخشی از طرح تحقیقاتی تحت سپاسگزاري

هاي بنیادي مشتق از چربی انسانی قایسه روند کندروژنز سلولعنوان م

مصوب  Pellet and Micromass در دو سیستم کشت سه بعدي

فهان در سال دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی درمانی اص

باشد که با حمایت دانشگاه علوم پزشکی و می 391233به کد  1392

  .خدمات بهداشتی درمانی اصفهان اجرا شده است
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Background: Nowadays, Human adipocyte-derived stem cells (hADSCs) has been 

widely used in tissue engineering because of its unique features such as extraction from 

more sources, more easily and non-invasive extraction methods. In order to increase 

cell-cell interactions, similar to embryonic pre-cartilage condensation, the use of three 

dimensional (3D) high-density cell culture systems such as Pellet and Micromass that 

simulates optimal condensation in chondrogenesis in vivo is necessary. Also, these 

culture systems provide the proper diffusion of nutrients. Aggrecan is a proteoglycan 

and one of the important components of extracellular matrix of cartilage tissue that 

plays an important role in the organization of the extracellular matrix. The high 

concentrations of aggrecan produces the osmotic properties that is necessary to normal 

tissue function of cartilage. In current study, Aggrecan gene expression was 

investigated during chondrogenesis of hADSCs in two Pellet and Micromass culture 

systems. 

Methods: This experimental study was done in Department of Anatomical Sciences 

Department of Faculty Medical in Isfahan University of Medical Sciences, Iran, from 

April 2013 to January 2015. First, the abdominal adipose tissue was obtained from 

three patients after obtaining written consent during their liposuction surgeries. ADSCs 

were extracted by mechanical and enzymatic methods and were cultured in monolayer 

culture. Then, in order to induction of chondrogenic differentiation, 5×105 cells of third 

passage (P3) were transferred to three-dimensional culture systems Pellet and 

Micromass containing chondrogenic mediums in experimental groups of 7 and 14 days. 

The evaluation of aggrecan gene expression was performed by real-time PCR 

technique. 

Results: Gene expression analysis revealed that aggrecan was significantly increased in 

micromass culture at day 14 compared to Pellet culture at days 14 and 7 (P≤0.01). Also, 

aggrecan was significantly increased in Micromass culture at day 7 compared to Pellet 

culture at day 7 (P≤0.05). 

Conclusion: Due to higher expression of aggrecan gene in Micromass culture 

compared to Pellet culture, this system may be more efficient than Pellet culture in 

synthesis of aggrecan in chondrogenic differentiation of ADSCs. 
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