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Preparation and Characterization of Smart Poly 
(N-Isopropylacrylamide) Nanoparticles Containing Vascular 
Endothelial Growth Factor for Induction of Angiogenesis in 
Human Bone Marrow-derived Mesenchymal Stem Cells 

[1] Strategies for controlled delivery of growth factors and cells ... [2] Toward delivery 
of multiple growth factors in tissue ... [3] A novel fabrication method of temperature-
responsive poly (acrylamide) composite hydrogel ... [4] Stimuli-responsive polymer ...  
[5] Stimuli-responsive polymers: Biomedical applications and challenges for ... [6] 
Poly(N-isopropylacrylamide-co-allylamine) (PNIPAM-co-ALA) nanospheres for the 
thermally triggered release ... [7] Dual drug encapsulated thermo-sensitive fibrinogen-
graft-poly (N-isopropyl acrylamide) nanogels for ... [8] Dual pH- and temperature-
responsive microparticles for protein delivery ... [9] Effect of double growth factor 
release on cartilage tissue ... [10] Injectable pH- and temperature-responsive poly ... [11] 
Kinetics of BSA release from poly ... [12] Design of Eudragit RL 100 nanoparticles ... [13] 
Polymer nanoparticles: Preparation techniques ... [14] Angiogenic factors in bone local 
[15] Endothelial cells guided by immobilized gradients of ... [16] Integrated approach to 
designing growth factor ... [17] Supportive angiogenic and osteogenic differentiation ... [18] 
Mesenchymal stem/stromal cells as a pharmacological and therapeutic ... [19] Localized 
delivery of growth factors for angiogenesis ... [20] Lead contami eggs and tissues from 
a small farm flock [21] Prevascularization of porous biodegradable ... [22] Engineering 
the ... [23] Osteogenic and angiogenic potentials of monocultured and ... [24] Endothelial 
cell tube formation assay ... [25] Synthesis and characterization of thermosensitive ... [26] 
Novel N-isopropylacrylamide based polymer ... [27] Nanoencapsulation I. Methods for 
preparation ... [28] Endothelial differentiation of Wharton’s jelly-derived mesenchymal 
stem cells in comparison with bone marrow-derived mesenchymal ... [29] Osteogenic 
differentiation of mesenchymal stem cells is regulated by osteocyte and osteoblast cells 
in a simplified ...

Aims Growth factor (GFs) delivery with the certain concentration and release kinetic is one 
of the main challenges in tissue engineering. The aim of this study was the preparation and 
characterization of smart poly (N-isopropylacrylamide) nanoparticles containing vascular 
endothelial growth factor for induction of angiogenesis in human bone marrow-derived 
mesenchymal stem cells.
Materials & Methods In this exprimental study, two different formulations of temperature-
sensitive Poly (N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) nanoparticles (NPs) were synthesized by 
free radical polymerization technique. Nanoprecipitation and diffusion methods were used 
to load the vascular endothelial growth factor (VEGF) in PNIPAM NPs. The effects of released 
VEGF on the differentiation of human bone marrow stem cells (hBMSCs) into endothelial cells 
in angiogenic, osteogenic, and 50% angiogenic-osteogenic culture medium were investigated, 
using flow cytometry and light microscope. Statistical analysis was performed, using the 
GraphPad Prism 6 software.
Findings The nanoprecipitation process caused polymer degradation due to using the organic 
N, N-Dimethylacetamide solvent. The cumulative VEGF released after 72hours for 70%. A total 
of 10ng/ml VEGF released from PNIPAM nanoparticles, in 2D culture with cell density of 3×104 
hBMSCs, after 7 days, leading to the endothelial differentiation, capillary-like tube formation, 
and expression of 20% vWF as angiogenic marker.
Conclusion The PNIPAM NPs have the potential to load and release the angiogenic GFs for 
induction of angiogenesis in hBMSCs and in osteogenic medium.
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  چکيده
در مهندسی بافت، رهایش فاکتورهای رشد با  های اصلی یکی از چالش :فاهدا

 و ساخت پژوهش، این هدف. استها  سرعت و غلظت مشخص به سلول
 فاکتور حاوی آمید آکریل ایزوپروپیل - ان - پلی هوشمند نانوذرات یابی مشخصه
 مشتق مزانشیمی بنیادی های سلول در زایی رگ القای برای عروقی اندوتلیال رشد
  بود. انسانی استخوان مغز از

، به PNIPAMنانوذرات پلیمر هوشمند  تجربی، در این پژوهش :ها روش و مواد
لی، با دو فرمولاسیون (سامانه) مختلف استفاده اپلیمریزاسیون رادیکروش 
بارگذاری فاکتور رشد اندوتلیالی عروقی، دو روش نانورسوبی و نفوذ  برای. ندشد

. اثر رهایش فاکتور رشد اندوتلیالی عروقی بر تمایز شدانجام ها  برای فرمولاسیون
از مغز استخوان انسانی در های بنیادی مزانشیمی مشتق  به اندوتلیالِ سلول

زایی و  از هر دو محیط رگ% ٥٠زایی، استخوانی و محیطی شامل محیط رگ
 بسته از استفاده با آماری تحلیل و تجزیه استخوانی مورد بررسی قرار گرفت.

 .شد انجام GraphPadPrism 6 افزار نرم
استامید،  متیل دی - ان- دلیل استفاده از حلال آلی ان روش نانورسوبی به :ها یافته

فاکتور رشد از % ٧٠ ساعت حدوداً ٧٢. پس از شدموجب تخریب ساختار پلیمر 
از  فاکتور رشد اندوتلیالی عروقیلیتر  نانوگرم بر میلی۱۰. رهایش شدپلیمر آزاد 

های  ، در محیط دوبعدی با حضور سلولPNIPAMسامانه نانوذرات هوشمند 
پس ، و محیط کشت تمایز استخوانی ۳×۱۰۴ بنیادی مزانشیمی با دانسیته سلولی

بیان و  مویرگی های شبه تشکیل حلقه، تمایز به اندوتلیالمنجر به روز،  ۷از 
  . شد vWFاندوتلیالی درصدی مارکر ٢٠

 برایشده، قابلیت بارگذاری و رهایش فاکتور رشد  نانوذرات تهیهی: گير نتيجه
مشتق از مغز استخوان در  های بنیادی مزانشیمی سلولزایی در  القای پدیده رگ

  .ندرا دار محیط کشت تمایز استخوانی
نانوذرات هوشمند حساس به دما، روش نانورسوبی، رهایش فاکتور رشد،  :ها هکلیدواژ
  ، سلول های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان انسانی زایی رگ
  

  ۲۰/۰۹/۱۳۹۶ تاريخ دريافت:
  ۰۷/۱۲/۱۳۹۶ تاريخ پذيرش:

  amoabediny@ut.ac.irنويسنده مسئول: *

  
  مقدمه

های اصلی مهندسی بافت   رهایش فاکتورهای رشد یکی از بخش
های مختلفی برای رسانش فاکتورهای رشد  استراتژی .است
های مختلفی برای رهایش  و روش [1]فعال مطالعه شده زیست
. [2]ه شده استیها ارا مولکول زمانی این زیست -شده فضایی کنترل

دارورسانی هدفمند،  برایشده  هییکی از رویکردهای جدید ارا
. این مواد با تغییر یکی از [3]استفاده از مواد حساس به محیط است

های فیزیکی، شیمیایی یا بیوشیمیایی محیط، دچار تغییر     متغیر
  .[5 ,4]شوند خواص می

یکی از پرکاربردترین مواد حساس به محیط، پلیمرهای حساس به 
 (PNIPAM) آمید کریلآ ایزوپروپیل -ان- هستند. ترکیب پلی دما

ترین پلیمرهای حساس به دما است که در محدوده  یکی از مهم
 دمای بحرانیترین  پایین( LSCTدمای فیزیولوژیک بدن، رفتار 

دمای ترین  پایینتر از  . پایین[6]دهد ) از خود نشان میحلالیت
گریز  بالاتر از این دما پلیمر آبدوست و  ، پلیمر آبحلالیت بحرانی
می برای رهایش دارو محسوب زدر نتیجه این پدیده مکانی .است
  د.شو می
بررسی رهایش  برایتازگی این ترکیب توجه محققان زیادی را  به

بر  اندکیمطالعات  .[8 ,7]داروهای مختلف، به خود جلب کرده است
با  .[10 ,9]انجام شده است PNIPAMرهایش فاکتورهای رشد با 

بررسی سینتیک رهایش دقیق فاکتورهای رشد و  ،این وجود
و بارگذاری دارو و نیز میزان  همچنین اثر نوع روش سنتز

ها بر رهایش فاکتورهای رشد توسط این ترکیب، هنوز  ماده پیش
  .[11]درستی مطالعه و گزارش نشده است به

نانوذرات است. با های بارگذاری داروها در  نانورسوبی یکی از روش
گریزبودن دارو، پلیمر در حلال آلی و دارو  دوست یا آب توجه به آب

قطره به  شود و در مرحله بعد فاز آلی قطره در فاز آبی یا آلی حل می
د. نسبت حلال آلی به حلال آبی، غلظت شو محلول آبکی اضافه می

بر زدن، دما و بسیاری پارامترهای دیگر  سرعت هم ،پلیمر و دارو
. در مورد پلیمر هوشمند [13 ,12]خواص محصول نهایی موثر هستند PNIPAM لینکر در فرمولاسیون  در صورت استفاده از عامل کراس

لینکر مورد استفاده، حلالیت  ر، بر حسب نوع و غلظت کراسمپلی
  های آلی متفاوت است. پلیمر در حلال
 .ن استترین چالش مهندسی بافت استخوا زایی مهم از طرفی رگ

یکی از  (VEGF) تهیه سامانه انتقال فاکتور رشد اندوتلیال عروقی
های مهندسی  منظور بهبود داربست رویکردهای ایجاد شبکه رگی به
از عناصر اصلی القای  یکی. [16-14]بافت استخوان معرفی شده است

. [18 ,17]استموثر  نیز زایی رسانی رگ در پدیده پیاماست که  VEGF ،های اندوتلیال های بنیادی مزانشیمی و تمایز آنها به سلول سلول
رسانی متقابل وجود  های اندوتلیال و استخوان، پیام میان سلول
 زای ریخت (پروتئین BMP2های اندوتلیال، فاکتور رشد  دارد. سلول
کنند که این فاکتورها  ترشح می BMP7و BMP4، )۲ استخوانی

  .[19]ندشو خود موجب القای تمایز به استخوان می
پس از پیوند داربست مهندسی بافت استخوان، علاوه بر شبکه 

شده،  شود، در داربست پیوند عروقی که طی ترمیم زخم تشکیل می
. ولی [21 ,20]افتد میزان کمی نئووسکولاریزاسیون نیز اتفاق می به
ماند. مشکل دیگر  رعت کم، داربست از ادامه حیات باز میعلت س به

های داربست و   سرعت کم آناستوموز است. آناستوموز بین رگ
میزبان، یک فرآیند آنی نیست و ممکن است چندین روز طول 
بکشد. طی این مدت امکان ایجاد ایسکمی در داربست وجود دارد. 

شده، تنها  ست پیوندزدههای دارب داشتن سلول زنده نگه منظور بهلذا 
های حل این معضل،  چند روز فرصت باقی است. یکی از استراتژی

 اً یا نهایت ۴القای تمایز به اندوتلیال و تسریع نئووسکولاریزاسیون تا 
رود سامانه  روز پس از پیوند داربست است. بنابراین انتظار می ۷

 ای طراحی شود که سینتیک رهایش آن گونه ، بهVEGFرهایش 
و موجب القای تمایز به اندوتلیال  ندروز ادامه پیدا ک ۴حداقل تا 

  .[22]دشو



 ۶۷ ییزا رگ برای  VEGF  حاوی  PNIPAM نانوذرات هوشمند  یابی ساخت و مشخصهـــ  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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در رهایش دارو، دو فرمولاسیون مختلف از این ترکیب  PNIPAMدر این پژوهش با توجه به پتانسیل مناسب نانوذرات هوشمند 
درون نانوذرات  VEGFبارگذاری  شتهیه شد و برای اولین بار رو PNIPAM ژیک و اثر بیولوVEGF یافته در محیط دوبعدی  رهایش

های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز استخوان انسانی مورد  بر سلول
 یابی مشخصه و هدف این پژوهش، ساخت بررسی قرار گرفت.

 فاکتور حاوی آمید آکریل ایزوپروپیل - ان -پلی هوشمند نانوذرات
 بنیادی های سلول در زایی رگ القای برای عروقی اندوتلیال رشد

 انسانی بود. استخوان مغز از مشتق مزانشیمی
  

  ها مواد و روش
، به PNIPAMنانوذرات پلیمر هوشمند تجربی،  در این پژوهش

لی، با دو فرمولاسیون (سامانه) مختلف اروش پلیمریزاسیون رادیک
 ).۱(جدول  [11]نداستفاده شد

  
  شده تهیههای  مقادیر مختلف پارامترهای سنتزی در سامانه )۱جدول 

١سامانه ٢سامانه   پارامترهای سنتزی
  ١/٠  ٠١٤/٠  (گرم) مونومر لیتر)/ (میلی حلال

  ٠٢٢/٠  ١/٠  آمید کریلآ مونومر/ بیس
  ٠٠٦٧/٠  ٠٠٦٧/٠  سولفات دودسیل مونومر/ سدیم

١٦/٦٥١٦/٦٥  گراد) دما (درجه سانتی /(ساعت)  زمان
  

آب دیونیزه ریخته  لیتر میلی۱۰میزان  ابتدا در یک ظرف دو دهانه به
وزنی به حجمی) مونومر % ۱۰گرم (محلول  رسید، مقدار یک C۶۵°و روی هیتر استیرر قرار داده شد. پس از اینکه دمای محلول به  NIPAM ،۲۲/۰ (محلول درصد وزنی به حجمی) گرم

سولفات در زیر هود  دسیل دو گرم سدیم۰۰۶۷/۰آمید و  کریلآ بیس
د. سپس به داخل محلول شتوزین و به ظرف واکنش اضافه 

لیتر از  میلی۳/۰ ،دقیقه۱۰حاصل، گاز نیتروژن دمیده شد. پس از 
لیتر از محلول  میلی۳/۰آمین و نیز  دی اتیلن تترامتیل% ۵محلول 

پرسولفات به ظرف واکنش اضافه شد. سپس درهای  آمونیوم% ۱۰
و برای تکمیل فرآیند پلیمریزاسیون درون آون  خوبی بسته ظرف به °C۶۵  قرار داده شد. پس از تکمیل واکنش پلیمریزاسیون، پلیمر
مقطر  مانده، چندین بار با اتانل و آب حذف مواد باقی برایحاصله 

روز  ۲مدت  د. پلیمر حاصله بهشلیز امقطر دی روز در آب ۱۰شسته و تا 
توسط دستگاه فریز منجمد و در نهایت  -C۲۰° در دمای

  کن انجمادی) خشک شد. درایر(خشک
آمید،  کریلآ آمید، بیس کریلآ پروپیل ایزو- ان  مونومر
 VEGFو نیز کیت الایزای  VEGFپرسولفات، فاکتور رشد  آمونیوم

سولفات و  دسیل دو سدیمو  ؛ ایالات متحده)شرکت سیگما(
مورد  ؛ آلمان)شرکت مرک ؛TEMED(آمین  دی اتیلن تترامتیل

های بنیادی مزانشیمی مشتق از مغز  . سلولاستفاده قرار گرفتند
محیط ؛ ایران)، بانک سلولی پژوهشگاه رویان(استخوان انسانی 

های کشت   و محیط؛ سوئیس) شرکت لونزا ؛EGM2(زایی  کشت رگ aMEM ،DMEM های بنیادی مزانشیمی) و  (محیط کشت سلول
های مزانشیمی  سلولمورد نیاز  (FBS)نیز سرم جنین گاوی 

  د. شدنتهیه ؛ ایالات متحده) نیز شرکت گیبکو(
 حاوی DMEMمحیط کشت تمایز استخوانی شامل محیط 

دگزامتازون و  ۱۰-۸اسید،  لیتر اسکوربیک میکروگرم بر میلی۵۰
زایی شامل  فسفات است. محیط کشت رگ مولار گلیسرول میلی۱۰

 - جنتامایسین( Ga-1000اسید،  های هپارین، اسکوربیک  ترکیب
 R3-IGF)، انسانی اپیدرمی رشد فاکتور( hEGF، آمفوتریسین)

 رشد فاکتور( hFGF)، نوترکیب انسانی انسولین شبه رشد فاکتور(
  .است FBSو  هیدروکورتیزون ،VEGF)، انسانی فیبروبلاستی

انجام گرفت.  دو روش نانورسوبی و نفوذبه  VEGFبارگذاری فاکتور 
توسط  PNIPAMدرون نانوذرات پلیمری  VEGFمنظور بارگذاری  به

حلال آلی  ۷شده در  روش نانورسوبی، ابتدا حلالیت دو سامانه تهیه
  ). ۲(جدول  مختلف بررسی شد

  
 های آلی مختلف  در حلال ۲و  ۱حلالیت سامانه  )۲جدول 

 حلال آلی١سامانه ٢سامانه 
  متانولنامحلولمحلول
 فورمامید متیل دینامحلولنامحلول
 سولفوکساید متیل دینامحلولنامحلول
 ایزوپروپانول محلول نیمه محلول نیمه
 استامید متیل دی -ان -ان محلولمحلول
 اتانلنامحلول محلول نیمه

 هگزان محلولنامحلول
  

آمده و حلالیت مشابه دو سامانه مذکور،  دست هبا توجه به نتایج ب
فرآیند نانورسوبی با استفاده از ، استامید متیل دی - ان - در حلال ان

این حلال، برای هر دو سامانه انجام گرفت. برای این منظور، ابتدا 
استامید حل  متیل دی - ان - لیتر ان میلی۲ گرم پلیمر در۰۱/۰میزان 

زدن  شد. این محلول پلیمری سپس توسط سرنگ، تحت شرایط هم
د. به این شیتر آب دوبار تقطیر اضافه ل میلی۸قطره به  شدید، قطره

در نظر گرفته شد. پس از آن  ۴به  ۱ترتیب نسبت حلال آلی به آبی 
 برایلیز و در نهایت اشده، برای حذف مواد سمی، دی های تهیه  نمونه

کن  آزمون میکروسکوپ الکترونی روبشی توسط دستگاه خشک
  انجمادی خشک شدند.

توسط  PNIPAMانوذرات پلیمری درون ن VEGFبارگذاری  منظور به
میکرولیتر محلول ۵۰۰گرم نانوذرات پلیمری و۰۲/۰روش نفوذ، ابتدا  PBS  حاویVEGF )۱۰۰میکروتیوب به  لیتر) در یک نانوگرم بر میلی

دستی تهیه  دیگر ترکیب شدند تا ژل یک لیتر با یک میلی۲حجم 
ار قر C۴°روز در یخچال با دمای ۳مدت  شود. میکروتیوب سپس به

داده شد تا ذرات پلیمری، فاکتور رشد را جذب نمایند. پس از طی 
دور بر دقیقه  ۱۴۰۰۰با دور  C۴°این مدت، میکروتیوب در دمای 

مانده  سانتریفوژ شده، محلول رویی آن دور ریخته شد و ژل باقی
 د.شکن انجمادی خشک  توسط دستگاه خشک

-KYKYمورفولوژی نانوذرات توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی 
EM3200 )بررسی شد و اندازه ایالات متحده تکنولوژی؛ مدال (

 Microstructure Measurementافزار  نانوذرات توسط نرم
. همچنین متوسط توزیع اندازه ذرات توسط قرار گرفت مورد ارزیابی

مورفولوژی  د.شمطالعه  )انگلستان؛ Nano ZS (red badge) ZEN 3600 )Malvernبا دستگاه  (DLS)روش تفرق نور پویا 
؛ Olympus( میکروسکوپ فلورسنت معکوستوسط  نیز ها سلول
  بررسی شد. ژاپن)

استفاده  )ایالات متحده ترموفیشر؛( Goat anti-mouse Alexa 568 (A-11004)ثانویه  بادی و آنتی Mouse IgG (pure, abcam ab68545)بادی اولیه  آنتیاز  vWF برای مطالعه مارکر
  د.ش
 ۱با سامانه  PNIPAMاز نانوذرات ، VEGFبررسی رهایش  منظور به

، C۴° روز ماندگاری در ۳شده به روش بارگذاری نفوذی، پس از  تهیه
-VEGF(نانوذرات  VEGFحاوی  PNIPAMمیکروتیوب نانوذرات  PNIPAM به انکوباتور ،(°C۳۷ های  و در زمان انتقال یافت

های   گیری انجام شد. غلظت نمونه مختلف، فرآیند نمونه



 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران فر بیافسانه اد  ۶۸

   ۱۳۹۷ تابستان، ۲، شماره ۲۱دوره                                                                                                  شناسی زیستی های آسیب پژوهش

د. بارگذاری شبررسی  VEGFشده توسط کیت الایزای  آوری جمع
توسط  PNIPAMشدن در نانوذرات هوشمند  دارو و بازده انکپسوله

  شدند:محاسبه  ۲و ۱روابط 
  

میزان بارگذاری دارو ൌ ሺمقدار داروی موجود در نانوذراتሻ/ሺوزن نانوذراتሻ : ۱(رابطه(  
(رابطه :

۲( بازده انکسپوله شدن دارو  ൌሺمقدار داروی موجود در نانوذراتሻ/ሺمقدار داروی اولیهሻ 
  
یافته از نانوذرات  رهایش VEGFمنظور بررسی اثر بیولوژیک  به VEGF-PNIPAM  های مزانشیمی مشتق از  )، از سلول۱(سامانه

ها، ابتدا  از شروع آزمایش د. قبلشمغز استخوان انسان استفاده 
ها به سمت تمایز  سلول %۲۰ها به دو قسمت تقسیم شدند.  سلول

تمایز  برایپرایم شدند.  آنها به سمت تمایز به استخوان% ۸۰رگی و 
 ها تحت تماس با محلول حاوی ساعت سلول مدت نیم رگی به

تحت  یها سلول ،پرایم استخوانی منظور بهقرار گرفتند.  C۳۷° در انکوباتور αMEMدر محیط کشت  VEGFلیتر  نانوگرم بر میلی۱۰۰
قرار  C۳۷° تماس با محیط کشت تمایز به استخوان در انکوباتور

 دور بر دقیقه ۱۲۰۰ها با  داده شدند. پس از طی این زمان، سلول
. [23]دقیقه سانتریفوژ شدند و محلول رویی دور ریخته شد۵مدت  به

های بیولوژیک   آزمونانجام  برای ۲۰:۸۰ ها به نسبت از این سلول
   :دشصورت زیر استفاده  به

خانه با ۱۲های   ساعت در پلیت ۱۲مدت  شده به های پرایم ابتدا سلول
ها به  شدند تا سلول  درون انکوباتور قرار داده aMEMمحیط کشت 

 های  گروه درها  کف فلاسک بچسبند. پس از آن، محیط کشت پلیت
   ).۳جدول ( ندتعویض شد مختلف

  
  ۱سامانه PNIPAM یافته از نانوذرات  رهایش VEGFهای آزمایش اثر  گروه) ۳جدول 

  توضیحگروه
  سامانه

VEGF-
PNIPAM 

 محیط کشت

گروه کنترل   ١
 زایی محیط تمایز رگ - اندوتلیال

محیط تمایز استخوانی  آزمونگروه   ٢

 %٥٠زایی+ محیط تمایز رگ %٥٠  آزمونگروه   ٣
 محیط تمایز استخوانی

  
 محیط کشت تمایز استخوانی و %۵۰ در این جدول شامل ۳گروه 
-VEGFزایی است. مقدار سامانه هوشمند  محیط کشت رگ% ۵۰ PNIPAM گرم ۰۰۲/۰ میکرولیتر با غلظت۲۵ آزمونهای   برای گروه

بود.  VEGFلیتر  نانوگرم بر میلی۱۰لیتر و میزان تقریبی  بر میلی
روز از کف پلیت جدا شده و برای بررسی نوع و  ۷ها پس از  سلول

لیز فلوسایتومتری مورد مطالعه گرفتند. امیزان تمایز آنها، توسط آن
بار محیط کشت تعویض شد.   روز یک ۳لی ا ۲طی این مدت هر 

روز توسط  ۱۴و  ۷ها پس از  همچنین مورفولوژی سلول
  بررسی قرار گرفت.مورد میکروسکوپ فلورسنت معکوس 

 FACS Aria II flowآزمون فلوسایتومتری توسط دستگاه 
cytometer )BD Biosciencesو مطابق  )ایالات متحده ؛

پروتکل آزمایشگاه فلوسایتومتری پژوهشگاه رویان انجام شد و 
-Asennuspakettiافزار  های حاصل، توسط نرم  داده

FlowingSoftware-2-5-1 .و  تجزیه مورد ارزیابی قرار گرفتند 
 GraphPadPrism 6 افزار تحلیل آماری با استفاده از بسته نرم

  ها حداقل سه بار مورد آزمایش قرار گرفتند. نمونه. انجام شد
  

  ها یافته
دو سامانه مختلف پلیمر  ،تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشیدر 

شکل با  منجر به تولید ذرات کروی PNIPAMحساس به دمای 
  .)۱(شکل  نانومتر شد۵۰- ۱۰۰ابعاد 

  

 

  
سنتزشده با  PNIPAMتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی نانوذرات  )۱شکل 

  ۲و ب) سامانه  ۱الف) سامانه 
  

بررسی و مقایسه تصاویر مختلف میکروسکوپ الکترونی روبشی 
نانورسوبی با تصاویر پس از انجام فرآیند  ۲و سامانه  ۱سامانه 
که این فرآیند  دادها قبل از انجام فرآیند نانورسوبی، نشان  نمونه
ترشدن اندازه ذرات نداشته، بلکه موجب  تنها تاثیری بر کوچک نه

رفتن توزیع اندازه ذرات مناسب  شدن بیشتر ذرات، ازبین اگلومره
آنها و تخریب ساختار نیز شده است. هر چند ذرات بسیار ریز هم در 

رفتن ساختار  د اما با توجه به ازبینشاین تصاویر مشاهده 
ها از روش نفوذ برای  ادامه بررسی برایشکل نانوذرات،  کروی

  .)۲(شکل  دشاستفاده  PNIPAMدر نانوذرات  VEGFبارگذاری 
بهینه، براساس اندازه ذرات نانومتری، میزان سامانه خاب انت

دلیل  ، به۲سامانه آمید و حالت فیزیکی ژل پلیمری بود.  کریلآ بیس
)، ۱(جدول  میزان بسیار کم نسبت مونومر به حلال در فرآیند سنتز

آمید بیشتر، حالت  کریلآ لینکر بیس رغم داشتن مقدار کراس علی
شت که اگر چه اندازه ذرات نانومتری رنگی دا محلول رقیق شیری

های بیشتر، محدودیت   بارگذاری دارو و بررسی منظور بهاما  ،داشت
آمید در  کریلآ دلیل میزان کمتر بیس کرد. در نتیجه به ایجاد می

و نیز شکل فیزیکی مناسب و ابعاد نانومتری ذرات، این  ۱سامانه 
  د.شادامه مطالعات انتخاب  برایسامانه 



 ۶۹ ییزا رگ برای  VEGF  حاوی  PNIPAM نانوذرات هوشمند  یابی ساخت و مشخصهـــ  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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  دهی یند نانورسوبآ، پس از فر۲و ب) سامانه  ۱سنتزشده با الف) سامانه  PNIPAMتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی نانوذرات  )۲شکل 

  
بر  ۱سامانه  PNIPAMبررسی توزیع متوسط اندازه ذرات پلیمر در 

حسب شدت، حجم و تعداد ذرات مورد بررسی، در قبل و بعد از 
 در دمای داده شد کهنشان  ،حلالیت دمای بحرانیترین  پاییندمای 

°C۴  نانومتر است که با افزایش ۳۲۲اندازه ذرات پلیمری در حدود
به بالا در  C۳۷°یافته و از دمای   اندازه ذرات کاهش C۴۷°دما تا 
  .)۱ (نمودار ماند نانومتر ثابت می۱۰۰حدود 

  

  

  
  پویا با استفاده از روش تفرق نور C°۳۷و ب)  C°۴، در دمای الف) ۱شده سامانه  نمودار توزیع اندازه ذرات بر حسب شدت، حجم و تعداد ذرات بررسی )۱ نمودار

  
 VEGF-PNIPAMبرای نانوسامانه هوشمند  درصد رهایش تجمعی

محاسبه شد.  %۷۰و  %۵۵ترتیب  ساعت به۷۲و  ۲۴پس از 
، PNIPAMدرون نانوذرات  VEGFهمچنین میزان بارگذاری 

  .)۲ (نمودار دشمیکروگرم بر میلی گرم محاسبه ۰۵/۰

 
(با  VEGF-PNIPAMاز نانوذرات هوشمند  VEGFسینتیک رهایش  )۲ نمودار

  ساعت۷۲) پس از ۱استفاده از سامانه 

های اندوتلیال با حضور یا عدم  بررسی میزان تمایز به سلول در
 vWFمیزان بیان  ،)۱(سامانه  VEGF-PNIPAM حضور نانوذرات
) و ۲(گروه  )، محیط استخوانی۱کامل(گروه  یزای در محیط رگ

% ۱/۲۶و  %۷/۱۹، %۵۰) به ترتیب ۳ترکیب این دو محیط (گروه 
زایی در تمایز به سلول  محاسبه شد. مطابق انتظار محیط کشت رگ

در محیط  vWFبه همین دلیل میزان بیان  بود.اندوتلیال موثر 
که  بود استخوانی بیشتر از حالتی %۵۰ - زایی رگ %۵۰ترکیبی 
های مزانشیمی درون محیط استخوانی کشت داده شده  سلول

باشند. همچنین بررسی بیان مارکر کلاژن نوع یک، نشان داد که تا 
ها در محیط کشت تمایز استخوانی، این  سلول% ۵۰ ، حدوداً ۱۴ روز

زایی، میزان  کنند. مطابق انتظار در محیط کشت رگ مارکر را بیان می
نوع یک بیان کردند که این میزان قابل صرف  ها کلاژن سلول% ۴

زایی با حضور سامانه نانوذرات  . در محیط کشت رگبودنظرکردن  VEGF-PNIPAM ها، کلاژن نوع یک بیان  سلول %۲۰ اً حدود
تنهایی و بدون  ست که حضور نانوذرات بها لیااین در ح. نمودند VEGF درصدی ۶۰، در محیط کشت تمایز استخوانی، منجر به بیان

توان نتیجه گرفت، حضور نانوذرات، مانع  کلاژن نوع یک شد که می
-VEGFد. بیان کمتر کلاژن در نمونه دارای سامانه شو تمایز نمی
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PNIPAM دلیل بیان بیشتر  تواند به میvWF ۳(نمودار  ها باشد. ها و اندوتلیال بین استئوبلاسترسانی متقابل  و پیام(. 
  

  
- PNIPAMزایی کامل، ب) محیط تمایز استخوانی با حضور نانوذرات  شده در محیط الف) رگ داده های بنیادی مزانشیمی انسانی کشت در سلول vWFبیان مارکر  )۳ نمودار VEGF، (محیط استخوانی با حضور نانوذرات  %۵۰همراه  زایی به محیط رگ %۵۰ پPNIPAM-VEGF  روز کشت در انکوباتور و نیز بیان مارکر ۷پس ازCol 1 ت)  ،در محیط

 VEGFبدون  PNIPAMچ) محیط تمایز استخوانی با حضور نانوذرات  ،PNIPAM-VEGFزایی کامل، ج) محیط تمایز استخوانی با حضور نانوذرات  تمایز استخوانی، ث) رگ
  روز کشت در انکوباتور۱۴پس از 

  
های  خوبی در مورد سلول مویرگی به های شبه    روز، ساختار ۱۴پس از 
از آنجا که محیط  ).۳شکل ( شدمشاهده  ۲و  ۱شده گروه  داده کشت

، محیط VEGF-PNIPAMهای در تماس با نانوذرات  کشت سلول

تواند موجب تمایز به اندوتلیال  تنها دلیلی که میاستخوانی است، 
 PNIPAMیافته از نانوذرات  رهایش VEGFمعرفی شود همان 

  د. شاین نتیجه با آزمون فلوسایتومتری نیز تایید  که است

  

  
(محیط کشت استخوانی  ۲زایی) و ب) گروه  (محیط کشت رگ ۱شده در الف) گروه  داده مزانشیمی کشتهای بنیادی  سلولمیکروسکوپ فلورسنت معکوس تصاویر  )۳شکل 

  روز۱۴و  ۷) پس از VEGFحاوی  PNIPAMبا حضور نانوذرات 
  

  بحث
- ان- پلی هوشمند نانوذرات یابی مشخصه و در این پژوهش، ساخت

 برای عروقی اندوتلیال رشد فاکتور حاوی آمید آکریل ایزوپروپیل 
 مغز از مشتق مزانشیمی بنیادی های سلول در زایی رگ القای

  انسانی مورد بررسی قرار گرفت. استخوان
های اندوتلیال در صورت دراختیارداشتن  عدی، سلولدر محیط دوبُ 

ه حلقه تشکیل شکل و شبی های مویرگی    فضای کافی، ساختار

های  حلقه، به نوع سلول های شبه    . تشکیل این ساختار[24]دهند می
) و شرایط و غیره (حیوانی، انسانی بنیادی ابتدایی، گونه سلولی

(پلیت معمولی یا استفاده از ماتریژل) بستگی  محیط کشت
  .[17]دارد

، PNIPAMیابی به اندازه نانومتری نانوذرات  یکی از دلایل دست
سولفات در فرآیند سنتز است.  دودسیل استفاده از ترکیب سدیم

دلیل داشتن بار منفی در مرحله  سولفات به دودسیل حضور سدیم
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د و به شو شده می ابتدایی سنتز، منجر به دافعه میان ذرات تشکیل
افزودن  از د.شون تر بیشتری تولید می این ترتیب ذرات کوچک

تری نسبت  سولفات، توزیع ذرات همگن و یکنواخت دودسیل سدیم
. مطالعات [25]دآی دست می ه های بدون این ترکیب ب به فرمولاسیون

یابی  مید کمتر نیز موجب دستآ کریلآ بیشتر نشان داد میزان بیس
  شود. به اندازه ذرات کمتر می

شده بر خواص رئولوژیک و ترمودینامیک نانوذرات  های انجام  بررسی
دمای ترین  پاییننشان داد که دمای گذار  PNIPAMپلیمری 
. طبق این [11]است C۳۲° حدود ۱برای سامانه  حلالیت بحرانی

نتیجه انتظار داریم اندازه ذرات در قبل از این دما، بیشتر از دماهای 
ع اندازه ذرات در دمای قبل تر توزی باشد. بررسی دقیق C۳۲° بالاتر از

، این نتیجه را تایید کرد. این کاهش PNIPAMو بعد از دمای گذار 
های پلیمر است. در   کنش میان زنجیره دلیل ایجاد برهم اندازه به

های بین   کنش برهم حلالیت دمای بحرانیترین  پایینقبل از دمای 
نی)، های هیدروژ  های آب (پیوند  زنجیره پلیمری و مولکول

کنش میان  که پس از این دما برهم  لیادر ح .کنش غالب است برهم
  .[26]م غالب استزپلیمر مکانی -های پلیمر  زنجیره

های مرسوم کاهش اندازه ذرات و نیز  فرآیند نانورسوبی یکی از روش
انجام  منظور بههای پلیمری است.   بارگذاری دارو درون هیدروژل

طور کامل  فرآیند نانورسوبی نیاز به یک حلال آلی است که پلیمر به
شده،  همراه پلیمر حل در آن حل شود. سپس محلول آلی به

زدن شدید،  ست، تحت هماقطره به فاز آبی که حاوی دارو نیز  قطره
انجام فرآیند نانورسوبی  برایشود. از بررسی مقالات  اضافه می
امترهای بسیاری در اندازه ذرات نهایی موثر شود که پار مشخص می

  .[27]هستند
های گوناگون ترتیب نسبت   زمایشآپس از انجام  ،در این پژوهش

عنوان نسبت بهینه مشخص شد. شایان  ، به۴به  ۱حلال آلی به آبی 
طور  اند. به نیز گزارش شده ۱و  ۳/۱، ۲/۱، ۹/۱های  ذکر است نسبت
زدن  ین میزان کمتر باشد و شدت همرسد هر چه ا تجربی به نظر می

آید. در این تحقیق،  می دست  هتری ب بیشتر باشد، ذرات کوچک
و عدم انحلال آن در  PNIPAMشدن پلیمر  لینک دلیل کراس به

- ان-ها، مجبور به استفاده از حلال آلی ان بسیاری از حلال
 استامید بودیم. پس از انجام فرآیند نانورسوبی برای دو متیل دی 

، ذرات پلیمری شکل خود را PNIPAMشده پلیمر  نوع سامانه تهیه
بارگذاری  برایاز دست داده و از حالت ذرات کروی خارج شدند. لذا 

  دارو، از روش نفوذ استفاده شد. 
آمید حین سنتز بر سینتیک رهایش موثر است. از  کریلآ میزان بیس
های پلیمری   رهکننده زنجی لینک آمید نقش کراس کریلآ آنجا که بیس

را به عهده دارد، افزایش میزان آن موجب رهایش کندتر دارو 
رسانی  های پیام  زایی در فرآیند نقش رگ VEGFد. از آنجا که شو می

مدت آن مناسب  به عهده دارد، رهایش آهسته و طولانی را سلولی
اثر بیولوژیک زایی است.  کاربردهای درمان زخم یا ایجاد پدیده رگ

از پلیمر هوشمند  bFGFو  FGF2 ،IGFفاکتورهای رشد رهایش  PNIPAM  و برخی مشتقات پلیمریPNIPAM طور بسیار  به
سینتیک رهایش دقیق . اما [9 ,8]معدود بررسی شده است

فاکتورهای رشد و همچنین اثر نوع روش سنتز و بارگذاری دارو و 
ها بر رهایش فاکتورهای رشد توسط این  ماده نیز میزان پیش
هیچ . [11]درستی مطالعه و گزارش نشده است ترکیب، هنوز به

تنهایی با فرمولاسیون  به VEGFتحقیقی مبنی بر رهایش  PNIPAM  خالص وجود ندارد. تنها رهایش فاکتورVEGF  توسط

، bFGF، همراه با فاکتور رشد p(NIPAAm-co-PAA)ترکیب 
دلیل حضور  که به [10]بدون بررسی اثر بیولوژیکی گزارش شده است PAA بودن به  و حساسpHست.ی، قابل مقایسه با تحقیق حاضر ن  

و بررسی  PNIPAMدرون نانوذرات  VEGFهدف از بارگذاری 
پذیری استفاده از  رهایش آنها در محیط استخوانی، بررسی امکان

های بنیادی مزانشیمی انسانی به  این نانوذرات در تمایز سلول
های استخوانی در محیط تمایز  همراه سلول های اندوتلیال به سلول

ها قبل از کشت، به نسبت  استخوانی بود. به همین دلیل سلول
تمایز پرایم استخوانی با یکدیگر ترکیب شدند.  %۸۰پرایم رگی/ ۲۰%

مزانشیمی مشتق از مغز بنیادی های  به اندوتلیال از منشا سلول
ها از  منشا این سلول و تمایز به استخوان از ۱۲تا  ۷استخوان از روز 

 KDR. طبق مقالات موجود [28]روز گزارش شده است ۲۸تا  ۱۴روز 
مارکرهایی هستند که در انتهای دوره  CD31و  vWFمارکر اولیه و 

. با توجه به اینکه آزمون [29]شوند تمایز به اندوتلیال بیان می
با گذشت زمان  فتر انجام شد، انتظار می ۷فلوسایتومتری در روز 

زایی و نیز گروه سلول  میزان بیان بیشتری در گروه کنترل رگ
  مشاهده شود. VEGF-PNIPAMبنیادی مزانشیمی (در محیط کشت استخوانی) در حضور نانوذرات 

 .بود زایی رگ کشت محیط زیاد های این مطالعه هزینه از محدودیت
 ابعاد در اییز رگ به دستیابی هدف، صورتی که در شود می پیشنهاد
 بنیادی های سلول پرایم بر علاوه باشد، استخوانی بافت مانند وسیع

 اندوتلیال ساز پیش های سلول از اندوتلیال، های سلول به مزانشیمی
  .شود استفاده نیز
  

  گیری نتیجه
مزانشیمی در محیط استخوانی، در حضور  بنیادی های سلول

 VEGFد. شون میبیان  %۲۰حدود  VEGF-PNIPAMنانوذرات 
 های توانایی القای سلول PNIPAMیافته از نانوذرات  رهایش
. در نتیجه فرآیند بارگذاری و ردمزانشیمی به اندوتلیال را دا بنیادی

موجب تخریب ساختار پروتئینی آن  PNIPAMرهایش از نانوذرات 
لی فاکتور رشد افع ضمن حفظ زیست PNIPAMنشده و نانوذرات 
شده، قابلیت استفاده در  ت در محدوده استفادهو عدم ایجاد سمی

  کاربردهای مهندسی بافت و دارورسانی را دارا هستند.
  

 های  آزمایشگاه همکاری از مقاله این نویسندگان قدردانی: و تشكر
های نوین در مهندسی علوم زیستی   مرکز پژوهشی فناوری مختلف

را  خود قدردانی و تشكر رویان، كمال پژوهشگاه دانشگاه تهران و نیز
  دارند. می اعلام

  موردی از سوی نویسندگان بیان نشده است. تاییدیه اخلاقی:
  .ندارد وجود منافعی تضاد هیچتعارض منافع: 

(نویسنده اول)، نگارنده  فر افسانه ادیبسهم نویسندگان: 
 قاسم عموعابدینی%)؛ ٥٠مقدمه/پژوهشگر اصلی/نگارنده بحث (

 نژاد اسلامی  محمدرضا باغبان%)؛ ١٠شناس ( (نویسنده دوم)، روش
(نویسنده  فاطمه باقری%)؛ ١٠شناس ( (نویسنده سوم)، روش

(نویسنده  دولابی بهروز زندیه%)؛ ١٠چهارم)، پژوهشگر کمکی (
(نویسنده ششم)،  محمدی جواد%)؛ ١٠شناس ( پنجم)، روش

  .%)١٠تحلیلگر آماری (
 های فناوری پژوهشی مرکز مالی حمایت با قیقتح این منابع مالی:

 پژوهشگاه نیز و تهران دانشگاه زیستی علوم مهندسی در نوین
   .است گرفته انجام رویان
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