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Abstract 

Introduction: Recent advances in the field of nanotechnology have led to the 

development of platforms for healing or repairing damaged tissues. The present study 

aimed to provide a bone extracellular matrix (ECM) mimetic platform made of 

hydroxyapatite and collagen loaded with nanopolymersomes encapsulating 

dimethyloxalylglycine (DMOG) and decorated with BMP-2 peptide in order to accelerate 

and increase the differentiation of mesenchymal stem cells to bone tissue. 

Method: In this study, polymersome nanoparticles carrying DMOG and targeted with 

BMP-2 peptide were prepared. The physicochemical properties of nanoparticles were 

evaluated. Thereafter, it was loaded into collagen-nanohydroxyapatite scaffolds and the 

expression levels of osteogenic genes OCN and OPN and angiogenic genes vcam, vwf, 

and kdr were checked in mesenchymal stem cells. 

Results: The surface charge and particle size of the synthesized nanoparticles were 

reported as -6 mv and 141 nm, respectively. The nanoparticles were able to slowly 

release 35% of the loaded DMOG within 30 days. The results demonstrated that the 

expression levels of OCN and OPN genes in cells exposed to polymersomes targeted 

with BMP-2 peptide were 27 and 2 times more than those of non-targeted polymersomes, 

respectively. In addition, the expression of angiogenic genes, vwf, kdr, and vcam, 

displayed a significant increase in targeted polymersomes compared to the non-targeted 

types (11.7-, 12.8-, and 2.17-fold, respectively). 

Conclusion: It seems that providing an environment similar to the bone ECM by 

combining an osteomimetic scaffold made of collagen-nanohydroxyapatite, DMOG as 

an angiogenic factor, and BMP-2 as the osteogenic factor can be effective in accelerating 

and increasing the differentiation of mesenchymal stem cells into osteoblasts.
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 ۱۳/08/۱۴0۲ :دریافت تاریخ

 ۲۴/08/۱۴0۲ :پذیرش تاریخ
 چکیده

شود و  یبازساز تواندیم یننه بافت استخوا رایز ؛است یپزشک هایچالشیکی از  ناپذیرترمیم یاستخوان هایشکستگیدرمان : مقدمه

 یهایها و استراتژاربستد د،یبه توسعه مواد جد ینانوتکنولوژ نهینوظهور در زم یهاشرفتیمؤثر هستند. پ یفعل یبازساز یهانه روش

سلولی با تریکس خارجین مطالعه فراهم کردن شرایط مشابه ماهدف از ا منجر شده است. دهیدبیآس یهابافت میترم یبرا یدارورسان

( و گلایسین )اگزالیلمتیلهای پلیمرزومی حامل دیساخت داربست کلاژن هیدروکسی آپاتیت و بارگیری آن با حامل

 .تخوان استهای بنیادی مزانشیمی به اسمنظور تسریع و افزایش تمایز سلولبه هدفمندشده با پپتید 

یزیکوشیمیایی فتهیه شد. خصوصیات  و هدفمندشده با پپتید  در این مطالعه، نانوذرات پلیمرزومی حامل  :کار روش

های استئوژنیک هایی از جنس کلاژن نانوهیدروکسی آپاتیت بارگیری شد و میزان بیان ژننانوذرات ارزیابی شد. سپس، درون داربست

 های بنیادی مزانشیمی بررسی شد.در سلول ، ،های آنژیوژنیک و ژن ، 

شده بارگیری درصد از  ۳۵تر بود. نانوذرات نانوم ۱۴۱و  -۶ترتیب، ای نانوذرات سنتزشده بهبار سطحی و اندازه ذره :هایافته

نشان داد که میزان بیان این دو ژن در  و  های نژصورت آهسته، آزاد کردند. نتایج بررسی بیان روز و به ۳0را طی 

 ۲و  ۲۷ترتیب، های غیرهدفمند بهبودند، در مقایسه با پلیمرزوم های هدفمندشده با پپتید هایی که در معرض پلیمرزومسلول

های در پلیمرزوم ،، ی آنژیوژنیک هانشان داد که میزان بیان ژن های آنژیوژنیک نیزبرابر بود. نتایج بررسی میزان بیان ژن

 ود.ببرابر  ۱۷/۲و  8/۱۲، ۷/۱۱ترتیب، هدفمند نسبت به انواع غیرهدفمند به

سلولی استخوانی با کنار هم قرار دادن داربست رسد که فراهم کردن محیط شبیه ماتریکس خارجنظر میچنین به  :گیرینتیجه

تواند در تسریع و افزایش می و فاکتور استئوژنیک  استئومیمتیک کلاژن نانوهیدروکسی آپاتایت، فاکتور آنژیوژنیک 

 استخوانی مؤثر باشد. هایهای بنیادی مزانشیمی از سلولتمایز سلول

کلیدی واژگان

 داربست، کلاژن
DMOG 

 نانوهیدروکسی آپاتایت

 تمایز به استخوان

 مهندسی بافت

 

مقدمه

بازسازی بافت استخوان با کمک مواد زیستی رویکردی امیدوارکننده 

های استخوانی غیرقابل درمان ناشی از افزایش برای درمان شکستگی

. یکی از [۱-۳]بط با ورزش یا حوادث است های مرتسن، آسیب

های اصلی در مهندسی بافت استخوان آن است که رشد درونی نگرانی

شود، ها محدود میهای محیطی داربستزایی به قسمتاستخوان و  رگ

های ماندن سلول اغلب در قسمتکه تأمین مواد مغذی و زنده درحالی

از فاکتورهای رشد  زایی،. برای افزایش رگ[۴]شود مرکزی مهار می

در  (VEGF) قیمت مانند فاکتور رشد اندوتلیال عروقیآنژیوژنیک گران

حال، چنین . بااین[۵]ها استفاده شده است ترکیب با داربست

ثباتی های بالا، بیدلیل مشکلات متعددی مانند هزینهرویکردهایی به

شده محدود هستند. علاوه استفاده پروتئین و دوزهای بالای فاکتور رشد

اند که استفاده از یک عامل رشد منفرد بر این، مطالعات نشان داده

 .[۶]ممکن است به ایجاد عروق نابالغ منجر شود 

های کردن آبشاری از ژنزایی، فعالرویکردی مؤثر برای تحریک رگ

ده از مسیر فاکتور القایی ( با استفاProvasculogenicزا )رگپیش

زایی کننده کلیدی رگیک تنظیم HIF-1α. [۷]است  (HIF) هیپوکسی

پرولیل هیدروکسیلاز در شرایطی با میزان اکسیژن  HIF است که توسط

های که مهارکنندهطوری ، به[8]شود ( تجزیه میnormoxicمعمول )

زایی را آغاز را مسدود و آبشار رگ HIF-1α هیدروکسیلاز تخریب پرولیل

مولکولی کوچک و   (DMOG) گلایسیناگزالیلمتیلکنند. دیمی

 پژوهشيمقاله 
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۳ 

 محمدی و همکاران

کند و قادر به را تثبیت می HIF-1α نفوذکننده به داخل سلول است که

ا زرگ؛ در نتیجه، عاملی پیش[9]القای ریزمحیط هیپوکسیک است 

نقش مهمی در القای  HIF-1α است. قبلًا نشان داده شده بود که

اند که فعال . مطالعات نشان داده[۱0]زایی دارد زایی و استخوانرگ

 ها به بهبود عروق استخوانی با واسطهدر استئوبلاست HIF-1α شدن

VEGF اند که علاوه بر این، مطالعات نشان داده. [۱۱]شود منجر می

زایی طور قابل توجهی، خواص رگبه DMOG آزادسازی آهسته

را در   (hBMSCs)های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان سلول

. همچنین، گزارش شده است [۶]بخشد مقایسه با داروی آزاد بهبود می

های غیرهدفمند ممکن در بافت HIF دت مسیرمشدن طولانیکه فعال 

هایی مانند سرطان یا افزایش فشار خون شریان ریوی است باعث بیماری

. برای به حداقل رساندن چنین اثرهایی و طراحی ساختاری [۱۲]شود 

های کارآمد برای بهبود بازسازی استخوان، پیشنهاد شده است که حامل

های طور خاص، مولکول دارو را به سلولتهیه شوند که بههدفمندی 

 .[۱۳،۱۴]هدف خود تحویل دهند 

های القای سمت تثبیت پپتیدها و پروتئیندر این راستا، مطالعات به

حال، استخوان بر سطح نانوذرات برای بهبود جذب سلولی و درعین

اند. مایز به استئوبلاست حرکت کردهآزادسازی موضعی دارو برای القای ت

-، پپتید اسیدی آرژنین[۱۵]ها مطالعات قبلی از بیس فسفونات

ها و سایر ، تتراسایکلین[۱۶]  (RGD)اسپارتیک اسید -گلایسین

گیری استخوان عنوان لیگاندهای هدفبه [۱۷]های غیرکلاژنی پروتئین

اند. ژو و همکاران، نانوذرات سیلیکا سازی بهره بردهبرای بهبود استخوان

برای تحویل هدفمند دگزامتازون به  BMP-2مزوپور را با پپتید 

ها تأیید تزئین کردند. نتایج آن  (MSCs) های بنیادی مزانشیمیسلول

تواند جذب سلولی و تمایز استخوانی می BMP-2 کرد که پیوند پپتید 

 .[۱8]طور قابل توجهی افزایش دهد را به

BMP-2 پروتئینی از خانواده TGF-β  .با خواص القای استخوان است

برای استفاده بالینی  سازمان غذا و داروی ایالات متحده امریکا همچنین،

-BMP . پپتید [۱9]جوشی ستون فقرات آن را تأیید کرده است در هم

-BMP توپ بندانگشتی شده از اپیاسیدآمینه مشتق ۲0ای از دنباله 2

. مطالعات دقیقی وجود [۲0]با اثرهای القای استخوان کارآمد است   2

 MSC های سطح سلولیاز گیرنده BMP-2 کند که دارد که تأیید می

 .[۲۱]کند برای تمایز استخوانی استفاده می

توانند جایگزین پیوند موضوع دیگر در توسعه ساختارهایی که می

فرمی ( شوند، ساخت پلتBone graft substitutesاستخوان )

( است. داربستی Biomimeticمانند شبیه ساختارهای زیستی )اربستد

سازی های استخوانی، استخوانمطلوب علاوه بر توانایی القای رشد سلول

بعدی با استحکام سازگار بودن، باید دارای ساختار متخلخل سهو زیست

ن داده شد که . علاوه بر این، نشا[۲۲]بیومکانیکی مناسب باشد 

سلولی بافت هایی شبیه به ماتریکس خارجها باید ریزمحیطداربست

استخوانی با رهاسازی پایدار فاکتورهای رشد و با الگوی زمانی مناسب 

 . [۲۳]زایی فراهم کنند برای بهبود استخوان

( Self-assembled) شوندههای پلیمری خودتشکیلها وزیکولپلیمرزوم

پذیر ساخته تخریبفیل زیستهای کوپلیمری آمفیهستند که از بلاک

فردی دارند؛ از جمله های فیزیکوشیمیایی منحصربهاند که ویژگیشده

(، Long circulation timeزمان گردش در خون بالا )پایداری زیاد، مدت

. [۲۴, ۲۵]رهش کردن داروها پذیری و قابلیت آهستهتخریبزیست

ها قادر به انکپسوله کردن داروها و مواد ها همانند لیپوزومپلیمرزوم

هیدروفیل در هسته و هیدروفوب در دولایه هستند. این خصوصیات 

های دارویی مطلوب در عنوان حاملفرد باعث شده است که بهمنحصربه

رو، در این مطالعه، از نانوذرات توجه شود. ازاین هانانومدیسن به آن

 استفاده شد. DMOGپلیمرزومی برای بارگیری 

 شده است لیشککلاژن ت یهالیبریاز ف یعیاستخوان طب از سوی دیگر،

ده پوشانده ش ،تیآپاتا یدروکسیمثل ه ،فسفاتمیکلس یهاآنالوگ باکه 

 نییپا کیقابل کنترل، تحر یریپذهیتجزستیز اد،یز یدوستاست. آب

اتصال سلول به سطح از  لیکم و تسه تیسم زبان،یم یپاسخ التهاب

 یادیکاربرد زشوند برخی مواد باعث میکه  هستند هاییویژگیجمله 

مهم کلاژن  هاییژگیواز  یکی. داشته باشندبافت استخوان  یدر مهندس

آن در  یساختار یکپارچگی لیدلآن است که به یساختار یژگیو

کربنات میفسفات و کلسمیرسوب کلس یبرا ییعنوان الگواستخوان به

 .کندیعمل م

 یکیکلاژن خالص آن است که استحکام مکان بیاز معا یکی این، وجود با

مناسب چه در  یعملکرد ساختار ،نیندارد و بنابرا یکاف یو سخت

. ستیتن را دارا نتن و چه در کاشت داربست در درونبرون یهاتست

به  معمولاً  یآلریفعال غستیمشکل، مواد ز نیبرطرف کردن ا برای

استفاده  یآلریکلاژن مواد غ یهاتیشوند و از کامپوزیکلاژن اضافه م

از کلاژن  یادیز یهاتیکامپوز ،مشکل نیرفع ا برای .[۲۶]شود می

کلاژن ، [۲۷] تیآپاتا یدروکسیه از جمله کلاژن ؛ساخته شده است

 .[۲9 ,۳0] کایلیکلاژن سو  [۲8] فسفاتمیکلسیتر

جراحان  یبافت در کالج سلطنت یمهندس یقاتیتحق شگاهیآزما ،راًیاخ

کرده است که  اختراعرا  Hydroxy CollRبه نام  یداربست رلندیا

و  است تیآپاتا یدروکسیمتخلخل از جنس کلاژن ه یداربست

های دارای توانایی القای رشد سلول جذب،ستیسازگار، زستیز

 [.۲۲] استسازی ( و استخوانosteoconductiveاستخوانی )

در قابلیت ادغام  تیآپات یدروکسیداده شده است که نانوه نشان

 یبعدسه یهاو داربست است داده شیافزا استخوان را برای داربست

مغز استخوان در  یهاکه همراه سلول تایآپات یدروکسیمتخلخل نانوه

 زیو تما ریتکثو  به کف ظرف دنیاند، به چسبکف ظرف کاشته شده

 ی،استخوان عاتیضا میترم نهیزماند که در کرده یادیها کمک زسلول

منظور ساخت توان بهیرا م تیآپات یدروکسیاست. نانوه کنندهدواریام

 یعینانوساختار استخوان طب زیرا به کار برد؛بهتر  تیفیبا ک ییهامپلنتیا

ضمن آنکه  ،کندیم تیرا تقو osteointegrationو  دیتقلبسیار خوب را 



 

۴ 

 1403، بهار 1، شماره 16مجله دانشگاه علوم پزشکی خراسان شمالی، دوره 

کند یم جادیا یکمتر یمنیا یهاو واکنش دارد یعیطب یکیخواص مکان

 .[۳۱] دارد یشتریکنترل ب یپاسخ سلول یو رو

 تیاتاآپ یدروکسیصورت عمده از کلاژن و هاستخوان به نکهیتوجه به ا با

 زیدو ماده و ن نیمطلوب ا اتیشده است و با توجه به خصوص لیتشک

 ،مطالعه نیدر ا ،است FDA شدن توسط دأییدر حال ت نکهیباتوجه به ا

 .کرد میاستفاده خواه تایآپات یدروکسیاز جنس کلاژن ه یاز داربست

ها قادرند مواد محلول در آب را در هسته که اشاره شد، پلیمرزومچنان

ها بارگیری درون نانوپلیمرزوم DMOGبارگیری کنند. در این مطالعه، 

مرور آزاد شوند و تحریک آنژیوژنز صورت گیرد. در ضمن، شدند تا به

های آمینه قرار صورت کوالانس در سطح پلیمرزومبه BMP-2پپتیدهای 

س داده شدند. پس از طراحی و ساخت، نانوذرات داخل داربستی از جن

های بنیادی جداشده از کلاژن هیدروکسی آپاتایت قرار گرفت، سلول

به  چربی انسانی روی داربست نهایی کاشته شد و میزان افزایش تمایز

 ها بررسی شد.ژیوژنز در این سلولاستخوان و میزان تغییر در آن

 کار روش

 هامواد و دستگاه

-FAM-KIPKASSو  KIPKASSVPTELSAISTLYLپپتید 

VPTELSAISTLYL  از شرکتChina Peptides  .چین( خریداری شد(

نوع  نانوهیدروکسی آپاتایت از شرکت سیگما )امریکا( تهیه شد. کلاژن

و  (Mw: 14000 Da)کاپرولاکتون از شرکت سیگما تهیه شد. پلی ۱

 ( از شرکت سیگما تهیه شد.Mw: 5000Daگلایکول )اتیلنپلیمتوکسی

 NH2-PEG-b-PCL سنتز و خصوصیات 

. [۳۲]مطابق پروژه قبلی انجام شد  NH2-PEG-b-PCLتهیه کوپلیمر 

کربوکسیله به پلیمر  (PCLکاپرولاکتون )صورت خلاصه، پلیمر پلیبه

گرم میلی ۵0( آمینه متصل شد. برای این منظور، PEGگلایکول )اتیلنپلی

PCL (Mw: 14000 Da)  ،گرم میلی ۱۵در دیوکسان حل شد. سپس

 ( وDMAP) آمینوپیریدینمتیلگرم دیمیلی ۵انیدرید، ینیکسوکس

ساعت، در دمای اتاق  ۴8مدت به محلول اضافه شد و به  آمیناتیلتری

( Rotary evaporatorکمک دستگاه تبخیر روتاری )هم زده شد. سپس، به 

انیدرید دیوکسین حذف شد. برای حذف و هیدرولیز سوکسینیک

ساعت  ۱مدت  لیتر( اضافه شد و مخلوط بهمیلی ۲0مانده، آب داغ )باقی

به محلول  کلرومتانبا افزودن دیPCL-COOH حرارت داده شد. سپس، 

 .استخراج شد و در نهایت، حلال تبخیر شد

طوری متصل شد، به NH2-PEG-NH2 به  PCL-COOHدر مرحله بعد، 

شد. لیتر( حل لیمی ۲0در کلروفرم )PCL-COOH گرم میلی  200که

د و به محلول اضافه ش NHS گرممیلی ۵ و  EDCگرم میلی ۵ سپس،

اسید های کربوکسیلیکزده شد تا گروه ساعت، هم ۱مدت آرامی، به به

 ۲0رم )در کلروف  NH2-PEG-NH2گرم میلی ۱۴0 فعال شوند. سپس،

شده فعال PCL-COOH ایت، محلول حاویلیتر( حل شد و در نهمیلی

اضافه شد. اجازه داده  NH2-PEG-NH2 ی، به محلولاصورت قطرهبه

کمک دستگاه  ساعت، هم زده شود. حلال به ۴8مدت شد که مخلوط به 

حل شد و با  dH2O تبخیر روتاری، تبخیر شد و محصول نهایی در

الیز شد در برابر آب دیونیزه دی دالتون( ۳۵00استفاده از کیسه دیالیز )

 .نهایی سنتز و خشک شد تا بقایای آن حذف شود. محصول

  DMOG های حامل تهیه و تعیین خصوصیات پلیمرزوم

وش هیدراتاسیون فیلم تهیه ربا  DMOG شده باهای بارگذاریپلیمرزوم

در NH2-PEG-b-PCL گرم از کوپلیمر میلی 80شدند. در این فرایند، 

لیتر( حل شد. برای حذف حلال، از دستگاه تبخیر روتاری میلی 8کلروفرم )

 DMOGلیتر محلول آبی میلی 8شده با استفاده شد. فیلم پلیمری نازک تهیه

دقیقه، تحت  ۲0مدت  لیتر( هیدراته شد. سپس، بهگرم بر میلیمیلی ۵/0)

زده  ساعت، هم ۲۴مدت  سونیکاسیون آبی قرار گرفت و اجازه داده شد به

 .نشده خارج شودشود. سپس، فیلتر شد تا داروی بارگیری

( با استفاده از DL( و ظرفیت بارگیری دارو )EEبازده انکپسولاسیون )

 معادلات زیر تعیین شد:

 

%EE: 
Tℎ𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡 𝑜𝑓 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑑𝑟𝑢𝑔 𝑖𝑛𝑡𝑜 𝑝𝑜𝑙𝑦𝑚𝑒𝑟𝑠𝑜𝑚𝑒𝑠 (𝑚𝑔)

𝐼𝑛𝑖𝑡𝑖𝑎𝑙 𝑎𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡 𝑜𝑓 𝑡ℎ𝑒 𝑑𝑟𝑢𝑔 𝑢𝑠𝑒𝑑 (𝑚𝑔)
× 100 

%DL:
𝑇ℎ𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡 𝑜𝑓 𝑒𝑛𝑐𝑎𝑝𝑠𝑢𝑙𝑎𝑡𝑒𝑑 𝑑𝑟𝑢𝑔 𝑖𝑛 𝑡𝑜 𝑝𝑜𝑙𝑦𝑚𝑒𝑟𝑠𝑜𝑚𝑎𝑙 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑚𝑔)

𝑇ℎ𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑢𝑛𝑡 𝑜𝑓 𝑝𝑜𝑙𝑦𝑚𝑒𝑟 𝑢𝑠𝑒𝑑 𝑖𝑛 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 (𝑚𝑔) 
 × 100 

 

  BMP-2 ها با پپتید هدفمند کردن پلیمرزوم

الی یا خ NH2-PEG-PCLهای گرم از پلیمرزوممیلی ۴0

لیتر آب دیونیزه حل شدند. میلی ۴در DMOG شده با بارگذاری

 EDC ،۳ایمید )کربودی-پروپیل(آمینمتیلدی-۳)-۳-تیلا-۱سپس، 

گرم( به مخلوط میلی ۳یدروکسی سوکسینیمید )ه-Nگرم( و میلی

های زده شد تا گروهدقیقه، هم  ۳0مدت آرامی، به اضافه شد و به

 BMP-2( ،۱0ید میکرولیتر محلول پپت ۱۴8آمین فعال شوند. سپس، 

زده شد. ساعت، هم  ۲۴مدت لیتر( اضافه شد و به گرم بر میلیمیلی

ر شد و آزاد، محصول نهایی فیلت BMP-2برای حذف هرگونه پپتید 

 برای استفاده بیشتر، لیوفیلیزه شد.

 تنآزادسازی دارو در شرایط برون

نانوذرات پلیمرزومی  در شرایط آزمایشگاهی از DMOG آزادسازی

با استفاده از روش دیالیز ارزیابی شد. نانوذرات   BMP-2هدفمندشده با 

 8000لیتر( به کیسه دیالیز )اندازه منافذ برابر با میلی ۱سنتزشده )

دالتون( وارد شدند و در ظرف حاوی محیط آزادسازی )بافر 

ر چرخان ور شدند و در دستگاه انکوباتو( غوطهpH=۴/۷سالین، فسفات

گراد قرار گرفتند. درجه سانتی ۳۷دور در دقیقه و دمای  ۶0با سرعت 

لیتر از محیط رهاسازی خارج شد و میلی ۱در مقاطع زمانی مشخص، 

های تازه جایگزین شد. سپس، نمونه با همان حجم محیط آزادسازی

 ۲۳0در طول موج  UV-visسنجی شده با استفاده از طیفآوریجمع
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 محمدی و همکاران

 الیز شدند. نانومتر آن

ها توسط بررسی میزان ورود نانوذرات به داخل سلول

 فلوسایتومتری

امل فلوسایتومتری برای ارزیابی کمی میزان ورود به سلول نانوذرات ح

عنوان داروی مدل و فلورسنت( و هدفمندشده با فلورسئین )بهکربوکسی

BMP-2 (BMP-2 decorated polymersome و نانوذرات حامل )

 رفت.  به کار (CF loaded polymersomeغیرهدفمند ) فلورسئینکربوکسی

های در پلیت شدهشیمی استخراجهای بنیادی مزانطور خلاصه، سلولبه 

سلول در هر چاهک کشت  ۵00000چاهکی با تراکم سلولی اولیه ۱۲

 CO2 درصد ۵گراد و درجه سانتی ۳۷داده شدند و یک شب در دمای 

و  BMP-2 decorated polymersomeها با وز بعد، سلولانکوبه شدند. ر

CF loaded polymersome  ساعت تیمار شدند. پس از حذف  ۴مدت به

ه شدند، از کف مولار( شست ۱/0سرد ) PBS ها دو بار بامحیط، سلول

دور  ۱۵00دقیقه با سرعت  8مدت  پلیت با تریپسین جدا شدند و به

 PBS شدند و با آوریها جمعسپس، سلولدر دقیقه سانتریفیوژ شدند. 

 .( شسته و سپس، مجدداً معلق شدندpH=  ۴/۷مولار،  ۱/0سرد )

ها شده بودند و بنابراین، هایی که نانوذرات وارد آندر نهایت، سلول

و در  BD FACS Caliburserفلورسانس داشتند، توسط فلوسایتومتر 

 ارزیابی شدند. FL2کانال 

 رسی مورفولوژی آنساخت داربست و بر

و همکاران توضیح داده بودند، ساخته  Quinlanها مطابق آنچه داربست

 ۳۲گرم کلاژن تاندون گاوی به  ۱8/0طور خلاصه، . به[۲۲]شدند 

مولار اضافه شد. این سوسپانسیون  ۵/0لیتر محلول اسید استیک میلی

گراد هموژنایز شد. درجه سانتی ۴با استفاده از یک هموژنایزر در دمای 

 ۳۶/0لیتر از محلول حاوی میلی ۱سپس، در فواصل منظم و با فاصله، 

اضافه شد و  ،مولار ۵/0لیتر محلول اسید استیک میلی ۴به  HAگرم 

مخلوط  دقیقه دیگر مخلوط شد. سپس، این ۱0مدت  مخلوط حاصل به

توانستند تخلخل های هوا که میتوسط خلأ گاززدایی شد تا حباب

ای را در داربست نهایی ایجاد کنند، حذف شوند. در نهایت، نشدهکنترل

 ارزیابی شد.  SEMکوپخصوصیات سطحی داربست توسط میکروس

 کاشت سلولی و تمایز استخوانی

های بنیادی مزانشیمی مشتق از چربی انسانی مطابق آنچه در مقاله سلول

. سپس، [۳۳]سازی شدند قبلی توضیح داده شده است، استخراج و خالص

متر قرار داده شد. میلی ۶هایی به قطر ای، داربستخانه۲۴در یک پلیت 

 ۵0سلول بنیادی مزانشیمی مشتق از چربی انسانی درون  ۵0000سپس، 

درصد سرم جنین  ۱0با گلوکز کم و حاوی  DMEMمیکرولیتر محیط کشت 

ن میکرولیتر از سوسپانسیو ۲۵ ،ایصورت قطرهگاوی سوسپانسیون شد. به

دقیقه در  ۱۵مدت طرف داربست کاشته شد و سپس، به سلولی روی یک 

( قرار داده شد و در ادامه، CO2درصد  ۵گراد، درجه سانتی ۳۷انکوباتور )

لیتر محیط میلی ۱دقیقه انکوباسیون،  ۱۵ها برگردانده شدند. پس از دیسک

دند. در روز ها به انکوباتور بازگردانده شبه هر چاهک اضافه شد و داربست

شسته شدند، در نیتروژن مایع منجمد شدند  PBSهفتم، ساختارها دو بار در 

 داری شدند. گراد نگهدرجه سانتی -80وتحلیل، در دمای و تا تجزیه

 ارزیابی میزان بیان ژن

( و OPNساز استئوپونتین )های استخوانبرای تعیین بیان ژن

(، vcam, vwf, kdrزایی )رگهای مربوط به ( و ژنOCNاستئوکلسین )

ای اند(، واکنش زنجیرهنشان داده شده ۱های پرایمری در جدول )توالی

( RNAاسید کل )پلیمراز کمی در زمان واقعی انجام شد. ریبونوکلئیک

روز کشت با استفاده از  ۷های بنیادی مزانشیمی پس از از سلول

RiboEX™ LS (Biotechnology GeneAllاستخراج شد ) مقدار .RNA 

 UV-Vis Nanodropشده با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر استخراج

2000 microvolume گیری شد. پس از آن، برای تعیین میزان اندازه

 ™One Step SYBR® PrimeScript( Takaraاز کیت ) mRNAبیان 

RT-PCR Kit II  ۷۵00و دستگاه Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, Bedford, MA, USA استفاده شد. با استفاده )

 OPN ،OCNشده برای هر واکنش بیان ژن استخراج RNAنانوگرم  ۱0از 

عنوان کنترل ( بهGAPDHسفات دهیدروژناز )ف-۳گلیسرآلدئید  و

های بنیادی ولسل CtΔ( ارزیابی شد. مقادیر CtΔΔ-2زا با روش )درون

شده روی داربست نانوذرات پلیمرزومی فاقد دادهمزانشیمی کشت

DMOG  و BMP-2.کنترل در نظر گرفته شد 

 تحلیل آماری

 ANOVAتحلیل آماری  و Prism8افزار ها، از نرموتحلیل دادهبرای تجزیه

از نظر آماری، معنادار  0۵/0طرفه استفاده شد. مقدار احتمال کمتر از یک

 انحراف معیار بیان شدند. ±صورت میانگین تعریف شد. نتایج به
 

 شدهتوالی پرایمرهای استفاده .1 جدول

Genes Sequences (5’-3’) 

GAPDH 

 

VWF 

 

VCAM 

 

KDR 

 

 

OCN 

 

OPN 

(Fw) ACAGTTGCCATGTAGACC 

(Rv) TTTTTGGTTGAGCACAGG 

(Fw) CCTTGGTCACATCTTCACATTCAC 

(Rv) CTCATCCAGATCCCACACAGA 

(Fw) ACACTTTATGTCAATGTTGCC 

(Rv) TTGTAGAAATTAAGGTGAGAGTTG 

(Fw) ACACACCAGGAATCAGTCAGTA 

(Rv) TGACGCAAGAACCATACCACT 

(Fw)     AAGGTGCAGCCTTTGTGT 

(Rv)      AGCCATTGATACAGGTAGC 

(Fw)      TTCCAAGTAAGTCCAACGAAAG 

(Rv)        GTGACCAGTTCATCAGATTCAT 
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 هاافتهی

  BMP-2و هدفمندشده با  DMOGهای حامل پلیمرزوم

DMOG  به( روش هیدراسیون فیلم پلیمری درون پلیمرزومPEG-PCL) 

  UVبارگذاری شد و میزان انکپسولاسیون دارو با روش اسپکتروفومتری 

در محیط  )با توجه به اینکه  BMP-2حاصل شد. سپس، پپتید  درصد ۴۴

های با بار منفی ، بار مثبت دارد( به پلیمرزوم۴/۷برابر با  pHبافری با 

ر های سنتزشده و باصورت الکترواستاتیک متصل شد. سایز پلیمرزومبه

 ده شده است.نشان دا ۲ها در جدول سطحی آن

 

 ذرات سطحی بار و ایذره اندازه پراکندگی ذرات، میزان اندازه .1 جدول

Zeta potential Polydispersity index  Z-average (d. nm) 

۶- ۳۴/0 ۱۴۱ 

 

ها توسط بررسی میزان ورود نانوذرات به داخل سلول

 فلوسایتومتری

های بنیادی نتایج بررسی میزان ورود نانوذرات پلیمروزمی به سلول

 BMP-2که با پپتید  مزانشیمی نشان داد که آن نانوذرات پلیمرزومی

اند، میزان ورود به سلول بیشتری نسبت به نانوذرات هدفمند شده

 (.۱اند )شکل غیرهدفمند داشته

های کلاژن نانوهیدروکسی آپاتیت ساخته شدند. در مرحله بعد، داربست

تنهایی و کلاژن های متشکل از کلاژن بهداربست SEMتصاویر  ۲شکل 

بینید، که در شکل میدهد. چناننانوهیدروکسی آپاتایت را نشان می

صورت واضح جایگیری نانوهیدروکسی آپاتیت در ساختار داربست به

صورت منظم، ه است. نانوذرات هیدروکسی آپاتایت بهنشان داده شد

 اند.درون ساختار داربست پخش شده

 

 
-BMPدفمندشده با فلورسئین و ههای حامل کربوکسینت( و پلیمرزومعنوان عامل فلورسبه DMOGعنوان جایگزین فلورسئین )بههای حامل کربوکسیبررسی میزان ورود پلیمرزوم .1شکل 

 های بنیادی مزانشیمیلساعت مجاورت با سلو ۴توسط فلوسایتومتری پس از  2
 

 
 اتایت و کلاژن( داربست متشکل از نانوهیدروکسی آپB,C( داربست متشکل از کلاژن Aاز SEMها با کمک میکروسکوپ تصاویر مورفولوژی داربست .2شکل 
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 تنآزادسازی دارو در شرایط برون

 BMP-2شده با دادهو پوشش DMOGدر مرحله بعد، نانوذرات حامل 

 ۳0درون ساختار داربست قرار گرفتند و درصد تجمعی رهش دارو طی 

 ۳۵روز ارزیابی شد. نتایج مطالعه نشان داد که در این مدت، حدود 

اند شده داخل پلیمرزوم از داربست آزاد شدهبارگذاری DMOGدرصد از 

 (.۳)شکل 

 ارزیابی میزان بیان ژن

( و  OPNو OCNتئوژنز )های مربوط به اسنتایج بررسی میزان بیان ژن

 ۵و  ۴های ( در شکلvwf, kdr, vcamزایی )های مربوط به رگژن

اند. نتایج این مطالعه نشان داد که میزان بیان ترتیب نشان داده شدهبه

OCN  وOPN های هدفمند نسبت به فرمولاسیون در پلیمرزوم

-000۱/0P) ۲۷(  و =000۳/0P-value) ۲ترتیب غیرهدفمند، به

value=)  های (. همچنین، نتایج نشان داد که بیان ژن۴برابر بود )شکل

vwf، kdr،vcam های هدفمند نسبت به انواع غیرهدفمند، در پلیمرزوم

 ۱۷/۲( و =000/0P-value) 8/۱۲(، =000۱/0P-value) ۱۱ /۷ترتیب به

(000۳/0P-value=) .برابر بود 

 
 ۴/۷برابر با   pHگراد و درجه سانتی ۳۷طی زمان و برحسب روز در دمای  DMOGهای حامل از داربست حامل پلیمرزوم DMOGپروفایل رهش  .2شکل 

 
روز از شروع تمایز به  ۷بعد از  DMOGهای حامل پلیمرزوم و BMP-2و هدفمندشده با  DMOGهای تیمارشده با پلیمرزوم حامل توسط سلول OPN و OCNهای بیان نسبی ژن .3شکل 

 برابر بود. (=000۱/0P-value) ۲۷( و =000۳/0P-value) ۲ترتیب مولاسیون غیرهدفمند، بههای هدفمند نسبت به فردر پلیمرزوم OPNو  OCNمیزان بیان . ینهای استخواسلول
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روز از شروع  ۷بعد از  DMOGهای حامل و پلیمرزوم BMP-2و هدفمندشده با  DMOGهای تیمارشده با پلیمرزوم حامل توسط سلولOPN و  OCNهای بیان نسبی ژن .4شکل 

و  8/۱۲ (000۱/0P-value=)(، =000۱/0P-value) ۱۱ /۷ترتیب های هدفمند نسبت به انواع غیرهدفمند، بهدر پلیمرزوم vwf،kdr ،vcamهای های استخوانی. بیان ژنتمایز به سلول

۱۷/ ۲ (000۳/0P-value=) .برابر بود 

 

 بحث

های ترمیم استخوان فرایندی پیچیده و طولانی است و داربست

زایی و کردن شرایط استخوان مهندسی بافت استخوانی با فراهم

ای برای ترمیم و بازسازی توانند نامزدهای بالقوهزایی مناسب میرگ

از های متشکل . در مطالعات زیادی از داربست[۳۴]استخوان باشند 

کلاژن و نانوهیدروکسی آپاتایت در مهندسی بافت استخوان استفاده 

های مهم داربست آن است که از مشخصه .[۳۵-۳۷]شده است 

پذیر باشد و محیطی مشابه ماتریکس تخریبسازگار و زیستزیست

های های بنیادی از سلوللسلولی استخوان برای رشد و تمایز سلوخارج

( ECMسلولی استخوان )ماتریکس خارج استخوانی فراهم کند.

فردی است که تکثیر سلولی، تمایز و بعدی منحصربهریزمحیط سه

. در واقع، [۳8]کند رسوب مواد معدنی در ماتریکس را تنظیم می

، ۱از کلاژن نوع  استخوان نانوکامپوزیتی آلی و معدنی است که

انند ـعدنی مـواد مـا و مـها، پروتئوگلیکانـهلیکوپروتئینـگ

کلاژن . [۳9]های هیدروکسی آپاتایت ساخته شده است نانوکریستالیت

سلولی استخوان است و دهنده ماتریکس خارجماده اصلی تشکیل ۱نوع 

دهد و سلولی را تشکیل میهای ماتریکس خارجدرصد کل پروتئین 90

کند که مواد معدنی برای تشکیل ماتریکس عنوان الگویی عمل میبه

رو، در این مطالعه، داربستی ازاین .[۳۳]کنند استخوان بر آن رسوب می

که در شکل بعدی از کلاژن و هیدروکسی آپاتایت تهیه شد و چنانسه

صورت منظم انوذرات هیدروکسی آپاتایت بهنشان داده شده است، ن ۲

 اند.درون ساختار داربست پخش شده

دیده، یکی از رویکردهای عملی برای بازسازی بافت استخوانی آسیب

ای از شدهبعدی همراه با الگوی آزادسازی کنترلفرمی سهارائه پلت

فعال ضروری و فاکتورهای رشد لازم برای تنظیم تمایز عوامل زیست

 .[۴0] های بنیادی مزانشیمی از بافت استخوانی استلسلو

( یکی از BMP-2) ۲اند که پروتئین مورفوژنتیک استخوان نشان داده

های قوی در بازسازی استخوان است که از نظر بالینی، برای پروتئین

حال، انتشار . بااین[۴۱]جوشی ستون فقرات تأیید شده است هم

نشده و خارج از محل این پروتئین به عوارض متعددی مانند کنترل

. [۴۲]سازی هتروتوپیک، تومورزایی و پاسخ ایمنی منجر شد استخوان

سرعت، از بافت محلی عمر کوتاهی دارند و بهها نیمهBMPکه ازآنجایی

الاتری از پروتئین به ایمپلنت شوند، معمولاً دوزهای بپاک می

های بالا و عوارض جانبی زیادی هم شود که هزینهبارگذاری می

ها برای دارورسانی این مواد رو، معمولاً از حاملکند. ازاینتحمیل می

  [.۴۳] شوداستفاده می

ر ساخت اند که یکی دیگر از مسائل مهم دعلاوه، مطالعات نشان دادهبه

شده برای افزایش داربست، تحریک ساخت عروق در بافت مهندسی
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شده به استخوان است. برای این منظور، فاکتورهای اتصال بافت ساخته

شوند. فاکتورهای رشد ها نیز در داربست گنجانده میرشد و/یا سلول

 VEGF ،FGF-2 ،PDGF ،IGF ،SHH (Sonicزایی مانند رگ

Hedgehog)  وAng (Angiopoietin) های مختلف در آزمایش

 . [۱9 ,۴۴]اند بالینی و بالینی استفاده شدهپیش

( که داروی مولکولی DMOGگلایسین )اگزالیلمتیلدر این میان، دی

 DMOGشود. نسبتاً کوچکی است، کاندیدی ایدئال در نظر گرفته می

( قابل نفوذ HIF-PHهیدروکسیلاز )فاکتور پرولیلیک مهارکننده رقابتی 

تواند بیان مول( است و می گرم بر ۱/۱۷۵سلولی )وزن مولکولی برابر با 

HIF-1a رود را در شرایط نرموکسیک، تثبیت کند. بنابراین، انتظار می

عنوان ترکیبی یک ریزمحیط هیپوکسیک ایجاد کند و به DMOGکه 

 . [۵]زا عمل کند گرپیش

هایی با ساختار شبیه ماتریکس منظور فراهم کردن داربستبنابراین، به

های کلاژن نانوهیدروکسی آپاتایت تهیه شد. داربست ،سلولیخارج

( درون DMOGزایی )سپس، برای آزادسازی آهسته، فاکتور رگ

نانوذرات پلیمرزومی بارگذاری شد. در ضمن، برای افزایش ورود 

های بنیادی مزانشیمی و افزایش اثربخشی، نانوذرات به داخل سلول

 ۱که در شکل پوشش داده شد. چنان BMP-2سطح نانوذرات با پپتید 

هایی که نشان داده شده است، میزان برداشت سلولی نانوذرات در سلول

-BMPن مشابه با نانوذرات پلیمرزومی هدفمندشده با پپتید زمادر مدت

صورت قابل انکوبه شده بودند، نسبت به نانوذرات غیرهدفمند، به 2

و همکاران، که از  Zhouای افزایش داشته است. نتیجه مطالعه ملاحظه

شده با دگزامتازون و نانوذرات مزوپوروس سیلیکای بارگذاری

ستفاده کرده بودند، نشان داد که حضور ا BMP-2شده با دادهپوشش

صورت معناداری به افزایش ورود نانوذرات به سلول به BMP-2پپتید 

. نتایج مطالعات رهش نانوذرات در بافر [۱8]منجر شده است 

گراد نشان درجه سانتی ۳۷فیزیولوژیک و در دمای  pHسالین با فسفات

شده داخل نانوذرات طی بارگذاری DMOGاز  درصد ۳۵داد که حدود 

 (.۳صورت آهسته، آزاد شده است )شکل روز، به ۳0

های ها بارگیری شدند، سلولدر مرحله بعد، نانوذرات درون داربست

ها کاشته شدند و میزان بیان فاکتورهای بنیادی مزانشیمی روی داربست

 و  OCNهای استئوژنیک و آنژیوژنیک بررسی شد. نتایج بررسی ژن

OPNهایی که در معرض نشان داد که میزان بیان این دو ژن در سلول

بودند، در مقایسه با  BMP-2های هدفمندشده با پپتید پلیمرزوم

دهد برابر بود که نشان می ۲و  ۲۷ترتیب، های غیرهدفمند، بهپلیمرزوم

تواند به افزایش ورود نانوذره به داخل می  BMP-2که حضور پپتید 

تمایز به استخوان منجر شود. در ضمن، نتایج بررسی سلول و تحریک 

ی هاژنهای آنژیوژنیک نیز نشان داد که میزان بیان میزان بیان ژن

vcam، kdr، vwf های هدفمند نسبت به انواع غیرهدفمند، پلیمرزوم در

رسد که نظر میچنین به برابر بود. این ۱۷/۲و  8/۱۲، ۷/۱۱ترتیب، به

تنها به نانوذرات در سطح نانوذرات نه BMP-2حضور پپتید 

بخشد، بلکه جذب سلولی و اندوسیتوز را سازگاری خوبی میزیست

و  BMPهای خاص و گیرنده BMP-2دلیل تمایل بالای پپتید به

دهد. علاوه بر این، پپتید ی افزایش میبارهای سطحی الکترواستاتیک

BMP-2 های با گیرندهBMP کند که به روی سطح سلول تعامل می

شدن مسیرهای و فعال  BMP-2های گیرنده پپتید تشکیل کمپلکس

Smad در ضمن، پس از ورود [۴۵, ۱8]شود دست منجر میپایین .

درون سلول آزاد و به افزایش اثربخشی آن  DMOGنانوذره به سلول، 

 شود.منجر می

 گیرینتیجه

و هدفمندشده با پپتید  DMOGیمرزومی حامل طور خلاصه، نانوذرات پلبه

BMP-2 زان ورود به سنتز شدند. نتایج نشان داد که نانوذرات هدفمند می

ذرات سلول بیشتری نسبت به انواع غیرهدفمند داشتند. در ضمن، این نانو

روز،  ۳0شده را طی بارگیری DMOGاز درصد  ۳۵قادر بودند حدود 

های بنیادی صورت آهسته، آزاد کنند. نتایج حاصل از کاشتن سلولبه

های متشکل از کلاژن و نانوهیدروکسی آپاتایت ی داربستمزانشیمی رو

نشان داد که  DMOGرات پلیمرزومی هدفمند و حامل شده با نانوذبارگیری

های آنژیوژنیک و استئوژنیک در مقایسه با داربست میزان بیان ژن

شده با نانوذرات غیرهدفمند، افزایش معناداری داشته است. چنین بارگیری

سلولی کردن محیط شبیه ماتریکس خارج د که فراهمرسنظر می به

دروکسی استخوانی با کنار هم قراردادن داربست استئومیمتیک کلاژن نانوهی

تواند یم BMP-2و فاکتور استئوژنیک  DMOGآپاتایت، فاکتور آنژیوژنیک 

های بنیادی مزانشیمی از قدم مهمی در جهت تسریع و افزایش تمایز سلول

 وانی باشد.های استخسلول

 سپاسگزاری

نشگاه این مطالعه در دانشگاه علوم پزشکی مشهد و با حمایت مالی این دا

( به انجام رسیده است. در ضمن، این طرح  9۵0089)شماره گرنت: 

در جلسه کارگروه  IR.MUMS.REC.1395.272پژوهشی با کد اخلاق 

کی مشهد پزشکی دانشگاه علوم پزشهای زیستای اخلاق در پژوهشمنطقه

 تأیید شده است.
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