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Abstract 
Objective: Human retinal pigment epithelium (hRPE) is a cell monolayer located in the 
outer part of the retina that is in contact with photoreceptors. In many diseases RPE cells 
damage. One way for treating this disease is the implantation of intact instead of damaged 
cells. For this reason different types of substrates have been used for cell cultivation. This 
study has used alginate and a blend of alginate/gelatin (A/G) to study RPE cell growth. 
Methods: We prepared alginate solutions in concentrations of 1% and 2% (w/v) in water 
and DMEM/F12. The solutions were infused into each well of 6-well micro plates until a 
uniform culture substrate that had a 1 mm thickness was generated. Passage-4 hRPE cells 
were cultivated on the substrate and the cell characteristics studied. hRPE cells did not 
adhere to alginate in DMEM/F12 and did not exhibit interaction with alginate substrate. 
For this reason A/G solutions at concentrations of 1% and 2% (w/v) in water were 
prepared. We prepared A/G blends at weight ratios of: 20:80, 30:70, 40:60, 50:50, 60:40, 
70:30, and 80:20. These blends were infused into each well of 6-well plates until the 
appropriate 1 mm thickness of A/G was achieved. Isolated hRPE cells were cultured on 
synthetic substrate after which we studied the cells' characteristics.   
Result: hRPE cell generated adhesive colonies on the A/G substrate. In all studied 
combinations of A/G, the diffused hRPE cells formed a monolayer under the substrate 
sheets. However the A/G 20:80 ratio had cell growth in the upper face of the substrate. 
hRPE survived indefinitely on A/G substrate. After the cells were re-cultured on 
polystyrene, they showed general morphological features of normal hRPE cells. 
Conclusion: The A/G blend at a 20:80 ratio was chosen to be used for future studies. 
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  چكيده
 قـرار   نوريهاي   گيرنده شبكية انسان به صورت تك لايه در انتهاي شبكيه در ارتباط مستقيم با               دار هاي رنگدانه   سلول :هدف
هاي  ها جايگزين كردن سلول    هاي درمان اين بيماري    يكي از راه  . بينند ها آسيب مي   ها اين سلول   ماريدر خيلي از بي   . اند گرفته

هاي مختلفي براي كشت سلول اسـتفاده شـده كـه در بررسـي               به اين منظور از بستر    . سالم به جاي سلول آسيب ديده است      
 .ها استفاده شد  ژلاتين براي مطالعة رشد اين سلول/ها تركيبي از آلژينات و تركيبي از آلژينات حاضر از بين اين بستر

  خانـه 6هـاي    تهيه و در هر خانه از ظرفDMEM/F12 درصد در آب و 2 و 1هاي    از آلژينات سديم محلول    :ها مواد و روش  
ه شدند  روي بستر كشت داد4پاساژ دار   اپيتليالي رنگدانههاي سلول. متري تشكيل شد ريخته شد تا بستر يكنواخت يك ميلي

چـسبند و انـدر كـنش مناسـبي بـا           نمـي  DMEM/F12ها به بستر آلژينـات در         سلول .ها بررسي شد    سلول شناسي ريختو  
 درصـد در آب دوبـار تقطيـر بـا         2 درصـد  و      1هـاي    هاي آلژينات ندارند، به همين دليل از آلژينات و ژلاتين محلـول            بستر
  خانـه 6 تهيه شد و به هر خانه از ظـرف          20 به   80،  30 به   70،  40 به   60،  50 به   50،  60 به   40،  70 به   30،  80 به   20هاي   نسبت

ها  هاي آن ها بر سطح بستركشت داده شده و ويژگي     سلول.ژلاتين ايجاد شد  / متري از آلژينات   ريخته شده تا بستري يك ميلي     
  .مطالعه شد

در همـة  . هـايي چـسبيده بودنـد     به صورت كلونيژلاتين/ هاي آلژينات اي شبكيه انسان روي بستر هاي رنگدانه  سلول :نتايج
اي از سـلول را در زيـر بـستر تـشكيل             ها از غشا عبور كرده و تك لايه        ژلاتين سلول / هاي مختلف آلژينات   ها با نسبت   بستر
ها تا   سلول. دهد ها را بر سطح بستر نشان مي        كه رشد سلول   80 به 20ژلاتين  /  درصد با نسبترآلژينات   2به جز بستر    . دهند مي

 اوليـة خـود را   شناسـي  ريخـت مانند و بعد از كشت دوباره بر سطح پليـت     ژلاتين زنده مي  / مدت نامحدود بر بستر آلژينات    
  .كردند حفظ مي

 در مطالعـات   اي شبكيه انسان   ي رنگدانه ها  براي كشت سلول   80 به   20 درصد با نسبت     2ژلاتين  /  بستر آلژينات  :گيري نتيجه
  .بعدي مناسب است

  
  دار شبكيه انسان، بستر، آلژينات، ژلاتين هاي رنگدانه مهندسي بافت، سلول :دواژگانكلي
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   در بستر آلژيناتدار شبكيه انسان هاي رنگدانه كشت سلول
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 مقدمه
چشم انسان در قسمت داخلـي از سـه لايـه تـشكيل شـده               

نام دارد كه از دو نوع      ) Retinal(ترين لايه شبكيه     است؛ داخلي 
هاي اپيتليـالي    سلول. سلول عصبي و اپيتليالي تشكيل شده است      

ــهرنگدا ــه ) Retinal Pigment Epithelium: RPE(دار  ن ب
صــورت تــك لايــه در انتهــاي شــبكيه در ارتبــاط مــستقيم بــا  

ها محافظت و    اند كه وظيفة آن    هاي گيرندة نور قرار گرفته     سلول
  ].1[ها است  پشتيباني از اين سلول

هـاي شـايع مثـل رتينيـت پيگمنتـوزا           در بسياري از بيماري   
)Retinitis Pigmentosa(     و تخريب وابـسته بـه سـن مـاكولا 
)Age-Related Macular Degeneration (هاي  سلولRPE 

هـا جـاگزين     هاي درمان اين بيمـاري     يكي از راه  . بينند آسيب مي 
. هـاي آسـيب ديـده اسـت        هاي سالم به جاي سلول     كردن سلول 

هـاي   هاي سالم به بافت آسيب ديـده از بـستر          براي انتقال سلول  
  ].2[شود  ت سلول استفاده ميمتفاوتي براي كش

به دنبـال اسـتفاده   ) Tissue Engineering(مهندسي بافت 
براي ايجاد بافت قابل انتقال و داراي       ) Scaffold(ها   از داربست 

كـار   عملكرد لازم به جاي بافت آسيب ديده و به عنوان يك راه           
كند  هاي سه بعدي را ايجاد مي      ها ساختار  داربست. درماني است 

تواند به آن متصل شود و به دنبال آن بافـت ايجـاد              ل مي كه سلو 
هاي معمـول در محـيط دو بعـدي غيـر            ها در كشت   سلول. شود

هاي سـه بعـدي      ها ساختار  كنند ولي بستر   فيزيولوژيكي رشد مي  
كنند كـه بـراي ايجـاد        شبيه ماتريكس خارج سلولي را ايجاد مي      

شـود   فاده مي استهايي داراي عملكرد مناسب و قابل پيوند         بافت
براي ساختن داربست از مـواد مـصنوعي متنـوعي اسـتفاده            ] 3[

، توان از نـايلون، تفلـون، داكـرون        شود از جمله اين مواد مي      مي
)Dacron (لي و ]4[يد ـساك ـپلي گليكوليمتـا كـريلات   متيل پ 

)Polymethyl Methacrylate] (5 [ ...جايي كـه   از آن. نام برد
بـستر ايجـاد شـرايطي مناسـب بـراي          هاي اساسي    يكي از نقش  

هـاي طبيعـي از      اتصال و رشد سلول است، بهتر است از پليمـر         
، هيـا   ]Collagen( ]7(، كـلاژن    ]6[ )Chitosan(جمله كتوزان   

، آلژينـات   ]Gelatin] (9(، ژلاتين   ]8[ )Hyaluronan(لورونان  

)Alginate] (10 [  پذيري و   استفاده شود كه توانايي تجزيه    .... و
  ].11[سازگاري دارند  زيست

در مهندسي بافت از آلژينات به عنـوان بـستر مناسـب بـراي              
شود به اين دليل كـه آلژينـات سـمي نيـست و              سلول استفاده مي  

 سـازگار  دارد، زيست ) Biological (شناختي زيستقدرت تجزية   
هاي زنده را داراست و قابليـت   است، توانايي در برگرفتن سلول 

ايجاد ساختار سه بعدي مناسب به عنـوان داربـست در اشـكال             
ها را در    آلژينات سلول ]. 12[مختلف براي كشت سلول را دارد       

هـا در بـستر      دارد و سـلول    خود ثابت و بدون حركت نگـه مـي        
.  فعالت طبيعي بيوشميايي خود ادامه دهنـد       توانند به  آلژينات مي 

از طرفي بستر آلژينات بعد از انتقال به بيمار پاسخ ايمني ايجـاد             
هاي باليني و بيوتكنولوژي فراواني      كند به همين دليل كاربرد     نمي

 Cell(در علوم پزشكي از آلژينات براي پيوند سلول ]. 13[دارد 

Transplantation(  ــم ــان زخ و ) Wound Dressing(، درم
  ].14[شود  استفاده مي) Drug Delivery(تحويل دارو 

سـاكاريد خطـي اسـت كـه از ديـوارة            آلژينات به عنوان پلـي    
هـاي   شـود و از زيرواحـد     اي استخراج مي   هاي قهوه  سلولي جلبك 

تعـداد و   . مانورونيك اسيد وگلوكورونيك اسيد تشكيل شده است      
 پليمـر بـه منبعـي كـه         هـا در زنجيـرة     نحوة قرار گرفتن اين توالي    
هـاي   شود بستگي دارد كه با كمك يون آلژينات از آن استخراج مي 

  ].15[آيد  دو ظرفيتي و سه ظرفيتي به صورت ژل در مي
هـا انـدر كـنش       ساكاريد هاي پستانداران و پلي    معمولاً سلول 

و  از طرفي آلژينات داراي بار منفي اسـت  .مناسبي با هم ندارند
هاي سطح سلول را جذب كنـد        واند پروتئين ت به همين دليل نمي   

به همين دليل   ]. 16[ ندارند   ها بر سطح آن رشد مناسب      و سلول 
در اين تحقيق از تركيبي از ژلاتين و آلژينات بـراي تهيـه بـستر               

ژلاتين پليمري طبيعي است كه از هيـدروليز        . استفاده شده است  
ن اسـت و  آيد كه پروتئيني رايج در پـستاندارا    دست مي  كلاژن به 

هـاي گلايـسين، پـرولين و هيدروكـسي پـرولين            از اسيد آمينـه   
سازگار است   پذير و زيست   تشكيل شده كه مانند آلژينات تجزيه     

و در سلول درماني، تحويل دارو، درمان زخم و مهندسي بافـت            
  ].17[كاربرد فراوان دارد 
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  و همكارانآبادي هدي شمس نجف
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در اين تحقيق از آلژينـات و ژلاتـين بـراي سـاختن بـستر               
 بر سطح آن كشت     RPEهاي   تفاده شد و سلول   كشت سلولي اس  

هـا بـر سـطح بـستر      داده شد و ميزان رشد و زنده ماندن سـلول       
بررسي شد تا در مطالعات بعدي بتوان از بستري مناسـب بـراي     

هاي سالم به بافت      به منظور انتقال سلول    RPEهاي   كشت سلول 
  .هاي حيواني استفاده كرد آسيب ديده و در مدل

  

  اه مواد و روش
  هاي آلژينات تهية بستر
 درصـد در آب     2 درصد و    1هايي از آلژينات سديم      محلول

  DMEM/F12) Dulbecco'sدو بــار تقطيــر و محــيط كــشت 
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (

)Gibco ميكروليتـر از آن در      940تهيه شد و به مقـدار       ) ، آلمان 
ته شد و بستري يك     ريخ)  ، دانمارك  Nunc( خانه   6هاي   ظرف
 دقيقـه پليـت در      10متري كف پليت تشكيل شد به مـدت          ميلي

ــاي  ــرار داده شــد و  درجــة ســانتي-70دم ــراد ق ــه كمــك  گ   ب
بـه  ) ، آلمـان  Merck(مـولار     ميلي 100ليتر كلريد كلسيم      ميلي 2

ليتر آب دوبار تقطير      ميلي 2به كمك   .  دقيقه پليمريزه شد   10مدت  
 بـه   DMEM/F12ليتر محيط كشت      ميلي 2شسته شد و به كمك      

  .سازي شد  ساعت در انكوباتور متعادل4مدت 
  

 ژلاتين/ تهية بستر آلژينات
 درصـد در آب     2 درصد و    1هايي از آلژينات سديم      محلول

 درصـد در آب دوبـار       2) ، آلمان Merck(دوبار تقطير و ژلاتين     
، 70 به   30،  80 به   20هاي   هايي با نسبت   محلول. تقطير تهيه شد  

/  آلژينـات  20 به   80،  30 به   70،  40 به   60،  50 به   50،  60 به   40
 ميكروليتـر از آن در هـر خانـه از    940ژلاتين تهيه و بـه مقـدار    

متـري تـشكيل      خانه ريخته شد تا بستري يك ميلي       6هاي   طرف
گـراد    درجـه سـانتي    -70 دقيقه در دماي     10پليت به مدت    . شد

 100ريــد كلــسيم ليتــر كل  ميلــي2قــرار داده شــد و بــه كمــك 
 2 دقيقه پليمريـزه شـد؛ سـپس بـه كمـك             20مولار به مدت     ميلي

محـيط  ليتر    ميلي 2ليتر آب دوبار تقطير شسته شد و به كمك           ميلي
 ســاعت در انكوبــاتور  4 بــه مــدت  DMEM/F12كــشت 
  .سازي شد متعادل
  

  RPEهاي  جداسازي و كشت و پاساژ سلول
كـه حـداكثر   كرة چشم از نوزادان فوت شده زير يك سـال        

هـايي بـر     بنـدي  ها گذشته بـود، در بـسته        ساعت از فوت آن    24
هاي استريل از بانك چشم جمهوري اسلامي ايران به          سطح گاز 

آزمايشگاه بيوشيمي پژوهشگاه ملي ومهندسي ژنتيك انتقال داده        
شود، كرة چـشم     تشريح با كمك چشم غير مسلح انجام مي       . شد

ري ديش انتقال داده شد، بافـت       ها خارج شده به پت     بندي از بسته 
چربي اطراف كرة چشم به طور كامـل جـدا شـد و بـه وسـيله                 

هاي جراحي در قسمت قدامي چـشم نزديـك عنبيـه بـرش              تيغ
شد تا قسمت قدامي چشم جدا شود و محتويات چشم از            ايجاد  

هاي طولي به سـمت انتهـاي چـشم          برش. اين محل خارج شود   
هـاي عـصبي كـه       سـلول . ز شود ايجاد شد تا كرة چشم كاملاً با      

دهنـد كـاملاً برداشـته شـد و          اي شيري رنگ را تشكيل مـي       لايه
 PBS چند بـار بـا       RPEهاي   اي رنگ حاوي سلول    اي قهوه  لايه

)Phosphate Buffered Saline (هاي  شستشو داده شد تا سلول
اين لايه از صلبيه جـدا شـد و بـا كمـك             . عصبي كاملاً جدا شود   

 ليتـر   ميلـي  2ه تكه شد و بـه فـالكون حـاوي           هاي جراحي تك   تيغ
 با فعاليت) ، آلمانDispase Enzyme() Gibco (آنزيم ديسپاز

ليتـر از    ميلـي 1 گـرم آنـزيم در   1/1(ليتـر    ميلي/  واحد 1آنزيمي  
انتقال يافت و به مـدت      )  حل شده  DMEM/F12محيط كشت   

 در  CO2 درصـد    5گـراد و      درجه سـانتي   37 دقيقه در دماي     50
بعد از گذشـت ايـن زمـان فـالكون بـه         . تور قرار داده شد   انكوبا
گـراد سـانتريفوژ     درجه سـانتي 4 و دماي g300  دقيقه در 5مدت 

 بــه فلاســك حــاوي RPEهــاي  شــده و رســوب حــاوي ســلول
DMEM/F12 درصد سرم جنين گاو 20 داراي )Fetal Bovine 

Serum: FBS (با  روز يك بار 4 الي 3ها هر  سلول. انتقال داده شد
 تعــويض محــيط FBS درصــد 10 داراي DMEM/F12كمــك 
 درصد از فلاسـك را پـر   90 الي   80ها   پس از آن كه سلول    . شدند
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.  شستـشو داده شـد     PBSكردند، محيط فلاسك خالي و با كمك        
ها كنده شـد و       ثانيه سلول  45پس از آن با كمك ترپسين به مدت         

 درصـد  10 داراي DMEM/F12ليتـر از    ميلي3به فالكون حاوي   
FBS) Gibco دقيقـه   5انتقال داده شد؛ سپس به مدت       ) ، آلمان 

هـاي حـاوي      سانتريفوژ شده و رسـوب بـه فلاسـك         g 300در  
DMEM/F12 درصد 10 داراي FBS شد  انتقال داده.  

  

   بر سطح بسترRPEهاي  كشت سلول
 بـراي   4هاي پاسـاژ     يك فلاسك با جمعيت مناسب از سلول      

ها تريپسينه شد، رسوب سـلولي        سلول اين. اين منظور استفاده شد   
 سوسپانسيون شده و بـه منظـور        DMEM/F12ليتر از     ميلي 1در  

 ميكروليتر از سوسپانـسيون سـلولي يكنواخـت در          10شمارش به   
) Trypan Blue( ميكروليتر رنگ تريپان بلـو  90يك ويال مقدار 

)Merck ميكروليتـر از آن روي لام       10اضافه شد؛ سپس    ) ، آلمان 
  هـا در    بـرده شـد وتعـداد سـلول       ) ، آلمـان  Boeco(يتومتر  هموسا

 Carl(اي لام بـا كمـك ميكروسـكوپ نـوري       خانه16  مربع4

ZEISS سـپس بـا كمـك فرمـول تعـداد          . شمارش شد ) ، آلمان
  .ليتر از سوسپانسيون سلولي محاسبه شد ها در يك ميلي سلول

 =  مربع4هاي  مجموع سلول ÷ 4× عكس ضريب رقت  × 104
  ليتر ها در هر ميلي سلولتعداد 

بـه  .  هزار سلول اضافه شد    200 خانه   6به هر خانه از ظرف      
 به صورت   DMEM/F12از  ليتر    ميلي 2اي كه در هر خانه       گونه

  . وجود داشتFBS درصد 10
  

  ها روي بستر  سلولشناسي ريختبررسي 
هاي روي بستر با كمك ميكروسكوپ       هاي بعد سلول   در روز 

بررســي شــد و ) ، آلمــانAxiovert25 ZEISS(فــاز كنتراســت 
ها به بستر آلژينـات       چسبندگي آن   و ميزان  شناسي ريختتغييرات  
  .استيرن مشاهده و گزارش شد ژلاتين نسبت به پلي/ و آلژينات

  

  ها بر سطح بستر بررسي ميزان زنده ماندن سلول
هـا بـر سـطح بـستر،       روز بعداز كـشت سـلول  9 و  7،  3،  1

آوري و بـر    محلول رويي كـشت جمـع  ها تشكيل شده از  كلوني
اين فرآيند را كشت دوبـاره  (استرين كشت داده شدند     سطح پلي 

بـراي  . ها روي بستر بررسـي شـد   و زنده ماندن كلوني ) نامند مي
  بـدون محـيط      FBS خانـه    6اين منظور در هر خانه از ظـرف         

 ساعت داخل   2 ريخته و ظروف به مدت       DMEM/F12كشت  
 ميكروليتـر محـيط     50شد و از سطح بـستر       انكوباتور قرار داده    

 بود، برداشـته شـد و بـه هـر           RPEهاي   كشت كه حاوي كلوني   
اي كه   اي اضافه شد به گونه     هاي ظروف شش خانه    خانه از خانه  

 درصـد  10 همـراه  DMEM/F12محيط كـشت   ليتر  ميلي2كه 
FBS  7 و   5،  3،  1 ها  سلول شناسي ريختتغييرات  .  حاصل شود 

دوباره با كمك ميكروسكوپ فـاز كنتراسـت        روز بعد از كشت     
)Axiovert25 ZEISSبررسي شد) ، آلمان.  

  

ژلاتين بر ميزان رشـد     / بررسي اثر بستر آلژينات   
  MTT با كمك آزمون RPEهاي  سلول
هـاي    كف پليت  80 به   20ژلاتين با نسبت    / هاي آلژينات  بستر

ها در دو حالـت   تشكيل شد و سلول)  ، دانمارك  Nunc( خانه   12
اســتيرن و بــر ســطح بــستر در  بــر ســطح پليــت از جــنس پلــي 

DMEM/F12    درصد   10 به همراه FBS       كشت داده شد و از هر 
 از كـشت     سـاعت  48بعد از گذشت    .  تكرار گذاشته شد   3حالت  
-MTT) 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]هـا، محلـول      سلول

2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) (Sigmaبــه  )، آلمــان
  درصـد  2ليتر تهيه شد و به كمك فيلتـر          ميلي/ گرم ميلي 5صورت  

 درصد نسبت   10ميكرومتر استريل شد و به هر خانه به صورت          
 ساعت بعـد از     16سپس  . ها اضافه شد   به محيط كشت به سلول    

ليتـر از محلـول سـديم دودسـيل سـولفات             ميلي 1انكوباسيون،  
) ، آلمان Merck) ( درصد HCL 1 درصد در    SDS 10(اسيدي  

ــد و  ــافه ش ــادير  18اض ــيون، مق ــد از انكوباس ــاعت بع  200 س
انتقال داده شد   )  ، دانمارك  Nunc( خانه   96ميكروليتر به ظرف    

) ELISA Reader(گر الايـزا   و جذب آن توسط دستگاه قرائت
  . نانومتر خوانده شد580در طول موج 
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  تجزيه و تحليل آماري
 SPSS افـزار  هـا بـا كمـك نـرم        تجزيه و تحليل آماري داده    

ها به صورت سـه بـار تكـرار بـوده      آزمون. انجام شد 17نسخة 
است و مقادير ميانگين و انحراف معيار از ميانگين براي تخمين           

ها بر سطح بستر و حالت كنترل استفاده شـده           ميزان رشد سلول  
دار بودن تفاوت دو گروه از آزمون آناليز         براي مقايسة معني  . است

  :One-way Analysis of Variance(واريــانس يــك طرفــه 
ANOVA(مقــادير .  اســتفاده شــدP ــر از ــا05/0 كمت  فاصــلة  ب

دار در نظرگرفتـه شـد        درصد از لحاظ آماري معنـي      95اطمينان  
)00095/0 =P-value(.  

  

  نتايج
  استيرن ها بر بستر پلي  سلولشناسي ريختبررسي 
 به صورت كشيده و چسبيده به كف پليت         RPEهاي   سلول

  ).1شكل  (شكل گرفتند

  

                                         
  

  ×200بزرگنمايي ) ب(، 100×بزرگنمايي ) الف( بر سطح پليت به صورت كشيده و چسبيده؛ RPEهاي   سلول1شكل 
  

  ها بر بستر آلژينات  سلولشناسي ريخت
هاي آلژينات   ها نشان داد كه بستر     هاي ميكروسكوپي بستر   بررسي

هاي آلژينات در آب دوبـار   تر از بستر يكنواختDMEM/F12 در 
 بر سطح بـستر آلژينـات در آب بـه           RPEهاي   سلول. تقطير بودند 

هـا بـر     هاي چسبيده به بستر ديده شدند امـا سـلول          صورت كلوني 
هاي معلق   به صورت كلوني DMEM/F12سطح بستر آلژينات در     

 انحـلال   به همين دليل براي ادامـة مطالعـات از روش         . ديده شدند 
هـا اسـتفاده شـد كـه توانـسته بـود            آلژينات در آب براي تهيه بستر     

  ).2شكل (ها را به صورت متصل و غير متحرك نگه دارد  كلوني
ها اندركنش مناسبي بـا بـستر آلژينـات        جايي كه سلول   از آن 

 هـاي آلژينـات بـه صـورت يكنواخـت شـكل            نداشتند و بـستر   
ن بـراي سـاختن بـستر       گرفت، تركيبي از آلژينـات و ژلاتـي        نمي

  .بررسي شد

/ هـاي آلژينـات    ها بر بـستر    شناسي سلول  ريخت
  ژلاتين
ژلاتين سست بود و رفته رفتـه       /  درصد آلژينات  1هاي   بستر

هـا از ايـن منافـذ        در محيط كشت حل و تكه تكه شد و سـلول          
  ).3شكل (عبور كرده و به كف پليت مهاجرت كردند 

سست نبود و تكه تكـه      ژلاتين  /  درصد آلژينات  2هاي   بستر
 بـه  60، 50 به 50، 60 به 40، 70 به  30هاي با نسبت     بستر. نشد
ژلاتين بستر كامل كف پليت     /  آلژينات 20 به   80،  30 به   70،  40

ها از بستر عبور كرده و به كـف          پوشاند و از طرفي سلول     را نمي 
ژلاتين /  آلژينات 80 به 20تنها در بستر با نسبت      . پليت چسبيدند 

شـدند   ها از بستر رد نمـي      يكنواختي تشكيل شد كه سلول    بستر  
  ).4شكل (
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 درصـد   2بستر  ) ب( درصد آلژينات در آب دوبار تقطير،        1بستر  ) الف( بر بستر آلژينات؛     4 پاساژ   RPEهاي   هاي آلژينات و سلول     تصاوير ميكروسكوپي از بستر    2شكل  
 1هـاي چـسبيده بـر سـطح بـستر            كلوني) ه(،  DMEM/F12 درصد آلژينات در     2بستر  ) د(،  DMEM/F12 درصد آلژينات در     1ستر  ب) ج(آلژينات در آب دوبار تقطير،      

 درصـد آلژينـات در    1هـاي معلـق بـر بـستر          كلـوني ) ز( درصـد آلژينـات در آب دوبـار تقطيـر،            2هاي چسبيده به بـستر       كلوني) و(درصد آلژينات در آب دوبار تقطير،       
DMEM/F12 ،)درصد آلژينات در 2هاي معلق بستر  كلوني) ح DMEM/F12 است×320، بزرگنمايي تصاوير .  

  

                                
  

بزرگنمـايي  . چـسبند  ها بر كف پليت مـي      هاي مختلف از هم گسسته شده وسلول       ها با نسبت    روزبعد از كشت؛ بستر    5ژلاتين  /  درصد آلژينات  1ها و بستر      سلول 3شكل  
 . است×200صاوير ت
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هاي چسبيده و معلق بر سـطح    به ترتيب كلوني  ) الف و ب  (هاي عبور كرده از بستر؛        كه از نوزاد دو ماهه گرفته شده بر بستر آلژينات و سلول            4 پاساژ   RPEهاي   كلوني 4شكل  
 بـه   30ژلاتين با نـسبت     / هاي عبور كرده از بستر آلژينات      ها بر سطح بستر و سلول      به ترتيب كلوني  ) ج و د  . (دهد  مي  را نشان  80 به   20ژلاتين با نسبت    /  درصد آلژينات  2بستر  

ها بـر    كلونيبه ترتيب   ) ز، ح . (دهد  را نشان مي   60 به   40ژلاتين با نسبت    / هاي عبور كرده از بستر آلژينات      ها بر سطح بستر و سلول      به ترتيب كلوني  ) ، و ه. (دهد  را نشان مي   70
هـاي عبـور كـرده از بـستر          ها بر سطح بستر و سـلول       به ترتيب كلوني  ) ط، ي . (دهد  را نشان مي   50 به   50ژلاتين با نسبت    / هاي عبور كرده از بستر آلژينات      سطح بستر و سلول   

 را نـشان    30 بـه    70ژلاتـين بـا نـسبت       / هاي عبور كرده از بستر آلژينات      لها بر سطح بستر و سلو      به ترتيب كلوني  ) ك، ل . (دهد  را نشان مي   40 به   60ژلاتين با نسبت    / آلژينات
  . است×200ها  بزرگنمايي تصاوير. دهد  را نشان مي20 به 80ژلاتين با نسبت / هاي عبور كرده از بستر آلژينات ها بر سطح بستر و سلول به ترتيب كلوني) م، ن. (دهد مي
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 روز 7 و 5، 3، 1دهـد كـه بـا گذشـت      به ترتيب فرآيند كشت دوباره را نشان مي) الف، ب، ج، د(ها از بستر آلژينات بر سطح پليت؛     دوباره كلوني  فرآيند كشت    5شكل  
ز بـر سـطح آلژينـات كـشت      رو9 و 7، 3، 1هايي كه به ترتيب  ها از كلوني كشت دوبارة سلول) ، و، ز، حه. (چسبند استيرن مي ها از كلوني رها شده و به سطح پلي    سلول

  . است320×بزرگنمايي تصاوير . اند  بعد از كشت بر سطح آلژينات زنده مانده9ها حتي در روز  دهد، سلول داده شده بودند را نشان مي
  

      

    
اسـتيرن    در سطح پلـي RPEهاي  سط سلولهاي فورمازان تو تشكيل بلور) الف، ب (؛  MTT زنده در مجاورت     RPEهاي   هاي فورمازان توسط سلول     تشكيل بلور  6شكل  

  . است200×بزرگنمايي تصاوير . دهند ژلاتين را نشان مي/  در سطح بستر آلژيناتRPEهاي  هاي فورمازان توسط كلوني تشكيل بلور) ج، د. (دهند را نشان مي
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  ها بررسي كشت دوبارة كلوني
ها جـدا شـده و كـشت دوبـاره داده            هايي كه از اين بستر     كلوني

شدند بعد از چند روز از همديگر جدا و بر سطح ظرف پخـش              
 معمولي خـود را كـه قبـل از كـشت بـر              شناسي ريختشدند و   

سطح آلژينات داشتند را ظاهر كردنـد؛ ايـن نـشان داد كـه ايـن                
 روز بعد از كشت بر سطح آلژينات هنـوز          9 و   7،  3،  1ها   كلوني

بـود و  هـا نـشده    زنده بودند و بـستر آلژينـات باعـث مـرگ آن      
  ).5شكل (ها محسوب شد  بستري مناسب براي رشد سلول

  
ژلاتين بـر ميـزان رشـد       / بررسي بستر آلژينات  

  MTT با كمك آزمون RPEهاي  سلول
/  آلژينـات 80 بـه  20 درصد با نسبت     2ها بر سطح بستر      سلول

 MTTدر مجـاورت  . هـايي در آمدنـد     ژلاتين بـه صـورت كلـوني      
هـاي فورمـازان      را به بلور   MTTهاي زنده قادرند رنگ زرد       سلول

)Formazan (    ها به صـورت بـنفش قابـل         تبديل كنند كه اين بلور
  .اند  مشاهده

 SDS-HCLهــا در مجــاورت  بعــد از انكوباســيون ســلول
هاي فورمازان در محلول حل شده و ميزان جذب با تعـداد             بلور

  .هاي زنده ارتباط مستقيم دارد سلول
  

  
  

هـا نـسبت بـه كـشت سـاده بـر رشـد            ه بعدي سـلول    بررسي تأثير كشت س    7شكل  
نتايج كمي .  بار تكرار شده است3اين آزمون ؛ MTT با كمك آزمون RPEهاي  سلول

  . است172/0 ± 025/0 و براي كشت سه بعدي 208/0 ± 024/0براي كشت ساده 
  

  بحث
استيرن بـه صـورت كـشيده و          بر بستر پلي   RPEهاي   سلول

 RPEهـاي    ستري از آلژينات سـلول    اند اما بر ب    چسبيده به سطح  
و همكـارانش   ) Gruber(گروبـر   . به شكل كلوني ديـده شـدند      

  The Human Annulus(هـاي ديـسك     سـلول شناسي ريخت
Cell from the Intervertebral Disc (    را بـر بـستر آلژينـات

ها بر بستر آلژينات به شـكل   بررسي كردند و نشان دادند كه سلول 
 و  )Candiello(كانـديلو   ]. 18[آينـد    مـي هاي چـسبنده در      كلوني

هاي بنيادي جنيني مـوش را بـر سـطح بـستر             همكارانش سلول 
هـا بـر سـطح       آلژينات كشت دادند و نشان دادند كه اين سـلول         

تواننـد   دهنـد كـه مـي      هايي را تـشكيل مـي      بستر آلژينات كلوني  
تـري كـه     هـاي بـزرگ    مهاجرت كنند و به هم بپيوندند و كلوني       

  ].19[هستند را تشكيل دهند ) Tissue Like(شبيه بافت 
هــاي  و همكــارانش نــشان دانــد كــه ســلول) Guo(گــائو 

شوند؛  فيبروبلاست بر سطح پليت از هم جدا شده و گسترده مي          
هـاي شـبيه بافـت     اما بر سطح بستر به هم متصل شده و ساختار  

  ].20[كنند  ايجاد مي
نـات در   هاي ساخته شده از درصدهاي مختلف از آلژي        بستر

ــد   ويژگــيDMEM/F12آب و  ــشان دادن . هــاي مختلفــي را ن
ــستر ــات در   بـ ــده از آلژينـ ــاخته شـ ــاي سـ  DMEM/F12هـ

تر از آلژينات سـاخته شـده در آب دوبـار            تر و مسطح   يكنواخت
  .تقطير بود
 درصد ساخته شـده     2 درصد و    1ها بر بستر آلژينات      سلول

دنـد و   هاي بزرگ چـسبيده در آم      از آب مقطر به صورت كلوني     
 درصـد آلژينـات سـاخته شـده از         2 درصـد،    1بر سـطح بـستر      
DMEM/F12 هاي گرد معلق كه كمتـر       ها و تك سلولي     كلوني

  .اند، ديده شدند چسبيده
هاي جانوري تمايـل كمـي    دهد كه سلول   مطالعات نشان مي  

به همين دليـل در ايـن       . هاي آلژينات دارند   به اندر كنش با بستر    
هـاي    تركيب آلژينات و ژلاتين با نـسبت       زهايي ا  مطالعه از بستر  

  .مختلف نيز استفاده شد
 درصد اسـتفاده    1هايي كه از تركيب آلژينات و ژلاتين         بستر

هايي با تركيـب     شد از هم گسسته شدند؛ به همين دليل از بستر          
هـاي   از بـين نـسبت    .  درصـد اسـتفاده شـد      2آلژينات و ژلاتين    
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 كامل كف پليت    80 به   20مختلف آلژينات و ژلاتين تنها نسبت       
كردند؛ به همـين دليـل       ها از آن عبور نمي     پوشاند و سلول   را مي 

هـاي   هاي بعدي از اين تركيب بـراي كـشت سـلول           براي كشت 
RPEروزلينـــي .  اســـتفاده شـــد)Rosellini ( و همكـــارانش
هاي مختلف از آلژينات و ژلاتين سـاختند و          هايي با نسبت   بستر
آن كـشت دادنـد و بـه ايـن نتيجـه            هاي ميوبلاست را بر      سلول

هاي مختلف آلژينات و ژلاتين تنهـا در         از بين نسبت  رسيدند كه   
ها رشد مناسبي دارنـد و از ايـن نـسبت             سلول 80 به   20نسبت  

  ].21[براي مطالعات مهندسي بافت استفاده كردند 
ها جدا شده و كشت دوباره داده        هايي كه از اين بستر     كلوني

 چند روز از همديگر جدا شده و بـر سـطح            اند همه بعد از    شده
 خـود را كـه قبـل از        معمولي شناسي ريختشده و   ظرف پخش   

كشت بر سطح آلژينات داشتند را حفظ كردند و ايـن نـشان داد           
 روز بعـد از كـشت بـر سـطح     9 و 7،  3، ، 1هـا    كه ايـن كلـوني    

 بودنـد و بـستر   عملكـردي ژلاتـين زنـده و   / آلژينات و آلژينات  
پس آلژينـات و ژلاتـين خاصـيت    . ها نشده است باعث مرگ آن 

هـا نداشـته و بـستري مناسـب بـراي رشـد              سمي بـراي سـلول    
بـا كمـك آزمـون      .  اپيتليالي شبكيه اسـت    دار رنگدانههاي   سلول

MTT              نشان داده شد كه رشد سلول بر بـستر آلژينـات تفـاوت 
. چشمگيري در مقايسه با رشد سـلول در حالـت كنتـرل نـدارد             

هاي مغز اسـتخوان را روي        همكارانش سلول  و) Wang(وانگ  
بستر آلژينات كشت دادند و به ايـن نتيجـه رسـيدند كـه بـستر                

  .]22[دهد  آلژينات رشد سلول را كاهش نمي
هاي پيوندي مغز استخوان را      و همكارانش سلول  ) Xia(ژيا  

    كهكشت دادند و به اين نتيجه رسيدندبر بستر آلژينات و ژلاتين 

هـا را نـسبت بـه حالـت كنتـرل             رشد اين سـلول    بستر آلژينات 
  ].23[دهد  كاهش نمي

/ اين مطالعه نشان داد كه از بستر سـاخته شـده از آلژينـات             
 ايجاد كرد تـا در      RPEهاي   هايي از سلول   توان كلوني  ژلاتين مي 

ها براي انتقال به بافت آسيب ديده اسـتفاده        هاي بعدي از آن    قدم
همكارانش و  ) Tonsomboon(همان طور كه تونسومبون     . شود

توان  ژلاتين در مهندسي بافت مي    / نشان دادند كه از بستر آلژينات     
كانديلو و همكارانش از بـستر      ]. 24[براي پيوند قرنيه استفاده كرد      

هـاي   هـاي بنيـادي بـه سـمت سـلول      آلژينات براي تمـايز سـلول   
ساز پانكراس و پيوند آن به بافـت آسـيب ديـده اسـتفاده               انسولين

و همكارانش نـشان دادنـد      ) Yamamoto(ياماموتو  ]. 25[ردند  ك
كه بستر آلژينات براي پيوند بافت عروقـي بـه عنـوان يـك روش            

  ].26[سلول درماني بسيار كارآمد است 
  

  تشكر و قدرداني
اين مقاله با كمك و حمايت مالي ستاد توسـعه پـژوهش و             

هاي بنيـادي معاونـت علمـي و فنـĤوري رياسـت             كاربرد سلول 
جمهوري ايران براي طرح مصوب بيوايمپلنت شبكيه انجام شده         

هاي  است و بدين وسيله از ستاد توسعه پژوهش و كاربرد سلول          
بنيــادي معاونــت علمــي و فنــĤوري رياســت جمهــوري ايــران، 
پژوهــشگاه ملــي مهندســي ژنتيــك و زيــست فنــĤوري، مركــز  

ارستان لبـافي نـژاد دانـشگاه علـوم پزشـكي          تحقيقات چشم بيم  
شهيد بهـشتي و بانـك چـشم جمهـوري اسـلامي ايـران بابـت                

 .شود داني انجام مي هاي مادي و معنوي تشكر و قدر حمايت
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