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 تهران، ایران
 

 93/19/1300 :تاریخ پذیرش مقاله                                   55/98/1300 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک
های قلبی است. با توجه به اهمیت رسانایی الکتریکی در عملکرد قلب، در این مهندسی بافت یک رویکرد امیدوارکننده برای درمان بیماری: زمینه و هدف

عنوان پلیمر رسانا و کاردیوژل )هیدروژلِ مشتق شده از قلبِ سلول زدایی شده(، یک داربست ترکیبی ( بهPpyپژوهش تلاش گردیده تا با استفاده از پلی پیرول )

 رسانا جهت مهندسی بافت قلب ساخته شود.-زیست

( CGم شده و کاردیوژل )سلول زدایی شد. سپس با استفاده از آنزیم پپسین هض SDSشده و با استفاده از قلب تازه گوسفند از کشتارگاه تهیه ها:مواد و روش

سپس هیدروژل ترکیبی تحت خشکایش انجمادی قرار گرفت و داربست  .شده و هیدروژل ترکیبی ایجاد شدترکیب Ppyهای خاص با با نسبت CGآماده شد. 

آمیزی و رنگ MTSاستفاده از ها با شده و میزان بقاء آنکشت CG-Ppyهای قلبی موش بر روی داربست ( آماده شد. سپس سلولCG-Ppyرسانای )-زیست

Live/Dead .ارزیابی شد 

نشان دادند که در طی فرایند سلول زدایی تمام  DNAائوزین، آلسیان بلو و ماسون تری کروم و نیز بررسی مقدار کلاژن و -آمیزی هماتوکسیلینرنگ نتایج:

ترین ترکیب برای ساخت مناسب Ppy %2/5با  CGشدن نشان داد که ترکیب  شده است. بررسی فرایند ژلشده و ماتریکس خارج سلولی قلب حفظها حذفسلول

 09شده نداشته و بیش از %های کشتگونه سمیتی برای سلولهیچ CG-Ppyنشان دادند داربست  MTSو تست  Live/Deadآمیزی هیدروژل ترکیبی است. رنگ

 شده بعد از یک هفته زنده بودند.های قلبی کشتسلول

 کند.های قلبی حمایت میمدل مناسبی برای مهندسی بافت قلب بوده و از بقاء سلول CG-Ppyرسانایِ -داربست ترکیبی زیست :گیرینتیجه

 

 های قلبی، پلی پیرول، زیستاییرسانا، سلول-مهندسی بافت قلب، سلول زدایی، داربست زیست  :کلمات کلیدی
 

 

 

 

 مقدمه
 امیدوارکننده برایعنوان یکی از رویکردهای مهندسی بافت به

-های قلبی پیشنهادشده است. این علم فرصت بیدرمان بیماری

ها و نواقص قلبی فراهم کرده نظیری را برای درمان/کنترل بیماری

های شناسی )فاکتورها و سلولاست. مهندسی بافت قلب، زیست

بعدی( را باهم های مناسب سهقلبی( و مهندسی )طراحی داربست

بعدی و زنده در شرایط ساختارهایی سهترکیب کرده تا 

آزمایشگاهی تولید کند که بیشترین شباهت را به ساختار طبیعی 

و عملکرد فیزیولوژیک قلب داشته باشند. جزء اصلی ماده زمینه 

 کلاژن .دهدمی تشکیل( قلب را کلاژن ECMخارج سلولی )

 بار کنندهتحمل یک پروتئین عنوانبه قلب، ماده زمینه در موجود

 رد را های قلبیتوسط سلول ایجادشده نیروهای که کندمی عمل

 دیاستول حالت در سفتی موجب و دهدمی انتقال سیستول

ی قلب شامل کلاژن های اصلی ماهیچهشود. دو نوع از کلاژنمی

 Iی قلب، کلاژن نوع شوند. در ماهیچهمی IIIو کلاژن نوع  Iنوع 

نقش استحکام مکانیکی و خواص سختی مقاوم به تغییر شکل را 

پژوهشیمقاله   

 

شناسی دریا، دانشکده گروه علوم جانوری و زیست. محمود تلخابی، 1 :مسئول ناگنویسند*

 Email: m_talkhabi@sbu.ac.ir  و فناوری زیستی، دانشگاه شهید بهشتی، تهران، ایران علوم

https://orcid.org/0000-0002-8268-7234 
های بنیادی جهاد دانشگاهی، و فناوری سلول شناسیپژوهشکده زیست. سارا رجبی، 2

 زیست مواد، تهران، ایران پژوهشگاه رویان، مرکز تحقیقات علـوم سـلولی، گـروه فنـاوری نـانو و

Email: srajabi@royaninstitute.org 
 https://orcid.org/0000-0001-9939-1504 
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علاوه بر خاصیت کشسانی، نقش  IIIکه کلاژن نوع دارد، درحالی

اور های قلبی مجمهمی در ایجاد ارتباط بین عناصر انقباضی سلول

 غیرازرا دارد. دیگر اجزاء ماده زمینه خارج سلولی ماهیچه قلب به

ی های چسبندگینی، شامل پروتئینای پروتئساختارهای شبکه

وز های هیدراته و گلیکفیبرونکتین، لامینین، پروتئوگلیکان

. مطالعات اخیر نشان داده است که (1)ها هستند آمینوگلیکان

ها، دیگر بافت بعدی و ماتریکس خارج سلولی قلب وساختار سه

 شود. ماتریکسطور کامل حفظ میبعد از سلول زدایی تقریباً به

ای طور فزایندهخارج سلولی مشتق از بافت سلول زدایی شده به

های مهندسی بافت موردتوجه در طب ترمیمی و استراتژی

شده بعدی تهیهکه داربست سهطوریقرارگرفته است، به

عنوان یک رویکرد اندام، بهتمامی سلول زدایی کردن وسیلهبه

 . امروزه با توسعه(5) برای ساخت ارگان نیز اهمیت دارد

ک عنوان یهای سلول زدایی، ماتریکس خارج سلولی بافت بهروش

بیومتریال کاملاً جدید توجه بسیاری از محققان را به خود جلب 

کرده است. با توجه به اینکه ماتریکس خارج سلولی در حالت 

ر، ن عمل کرده و در بقاء، تکثیی پشتیباعنوان یک مادهطبیعی به

سیگنال دهی سلولی، مورفوژنز و تمایز سلولی نیز نقش دارد، لذا 

 تواندداربست سلول زدایی شده و نیز هیدروژل مشتق از آن می

عنوان یک اسکلت و داربست مناسب در مهندسی بافت و حتی به

سلول درمانی مورداستفاده قرار گیرد. تاکنون ماتریکس خارج 

ها دامها و انآمیزی برای بازسازی انواع بافتطور موفقیتلی بهسلو

ی قلب، قرنیه، نای، مری، مثانه، کلیه، ازجمله رگ خونی، دریچه

شده است . همچنین مشخص(3) شده استاستفاده کبد و شش

های و سلول های قلبی موش تازه متولدشدهکه کشت سلول

جاد تواند باعث ایاندوتلیال در داربست سلول زدایی شده قلب، می

. علاوه بر آن قلب سلول زدایی (4)قلب جدید و شروع تپش شود 

-قلب ECMهای ترکیبی از قبیل شده جهت تولید هیدروژل

اتیلن پلی-قلب  ECMآلژینات و -قلب  ECMکیتوزان، -ژلاتین

 .(2)گلیکول مورداستفاده قرارگرفته است 

-تاکنون ترکیبات طبیعی و سنتزی مختلفی از قبیل پلی

گلیکولیک اسید، پلی گلیسرول سباسات، لاکتیک اسید، پلی

های قلبی مورداستفاده آلژینات و کلاژن برای ساخت داربست

 و قرارگرفته و در شرایط آزمایشگاهی و درون تنی موردبررسی

؛ اما ترکیبات فوق خاصیت رسانایی (2) اندمطالعه قرارگرفته

ق اند در مهندسی بافت قلب موفنداشته و به همین دلیل نتوانسته

نا در ساخت داربست قلبی سبب باشند. استفاده از پلیمرهای رسا

های الکتریکی هیدروژل/داربست شده و از هدایت بهبود ویژگی

. (7)کند پتانسیل عمل در ساختار هیدروژل/داربست حمایت می

طور گسترده برای کاربردهای زیست های رسانایی که بهپلیمر

پزشکی موردبررسی قرار گرفتند، شامل: پلی پیرول، پلی آنیلین، 

اتیلن دی اکسی -4 و 3پلی تیوفن و مشتقات آن ازجمله پلی 

توانند به هر دو روش ها می. این پلیمر(0, 8)باشند تیوفن می

شان از شیمیایی و الکتروشیمیایی سنتز شوند و خواص مکانیکی

. (11, 19)یابد ها با سایر پلیمرها بهبود میطریق ترکیب آن

های کربنی همراه با انواع دیگر مواد رسانا مانند اخیراً از نانوتیوب

ی های قلبهای طلا برای افزایش و بهبود عملکرد سلولنانوسیم

های شده است که نانوتیوبشود. همچنین گزارشاستفاده می

ه شده و قادر بهای هیدروژلی ژلاتینی ترکیبکربنی با داربست

ی هاباض سلولفراهم کردن ریز محیط سلولی مناسب برای انق

ها سمیت سلولی باشند؛ اما یکی از معایب آنقلبی می

   .(15)های قلبی است های کربنی برای سلولنانوتیوب

تن پلی پیرول یکی از پلیمرهای رساناست که در شرایط درون 

وهوا ازنظر شیمیایی پایدار و برون تن زیست سازگار بوده و در آب

چنین در شرایط فیزیولوژیکی، رسانایی الکتریکی بالایی است. هم

مهندسی  ٔ درزمینههای مطالعه شده . از میان داربست(13)دارد 

های سلول زدا شده جایگاه خاصی در این علم بافت قلب، بافت

 ECMهای سلول زدا شده همان ترکیبات طبیعی دارند زیرا بافت

. ترکیب این پلیمر (14) بعدی بافت را دارا هستندو ساختار سه

ند تواباکاردیوژل )هیدروژل مشتق از قلب سلول زدایی شده( می

زمان داشته و باعث بهبود عملکرد طور هممزایای هر دو جزء را به

 های قلبی حمایت بیشتریداربست شده و از عملکرد و بقاء سلول

دارای  CG-Ppyشده است که داربست کند. اخیراً مشخص

تواند از عملکرد و بلوغ رسانایی و تخلل مناسب بوده و می

. (12)های قلبی موش در شرایط آزمایشگاهی حمایت کند سلول

لذا هدف این مطالعه ترکیب کاردیوژل و پلی پیرول و ساخت یک 

ای قلبی هداربست قلبی زیست رسانا است که بتواند از بقاء سلول

 در شرایط آزمایشگاهی حمایت کند.
 

  هامواد و روش

 سلول زدایی بافت قلب

تازه گوسفند از کشتارگاه تهیه شد و در شرایط خنک و قلب 

( به پژوهشگاه رویان PBSدرون محلول فسفات بافر سالین )

 متری بریده شد و پسمنتقل گردید. قلب به قطعات یک سانتی
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، قطعات قلب به محلول سدیم دو دسیل PBSاز شستشو با 

 شده و سه روز در این( یک درصد انتقال دادهSDSسولفات )

دقیقه  39محلول درروی شیکر نگهداری شدند. سپس به مدت 

یک درصد، قرار گرفتند تا فرآیند سلول  X-100 در محلول تریتون

زدایی تکمیل گردد. سپس بافت سلول زدایی شده در آب دو بار 

حذف  SDSساعت شستشو داده شد تا کاملاً  48تقطیر به مدت 

 .(12)شود 

 ای بافت قلب سلول زدایی شدههارزیابی

هایی از عضله قلبی طبیعی و نیز سلول زدایی شده نمونه

شده و سپس با استفاده از شستشو داده PBS دومرتبه با

، شناسیفیکس شدند. بعد از انجام مراحل بافت %4پارافرمالدهید 

میکرومتر برش گیری شده  2گیری شده و به ضخامت نمونه قالب

(، ماسون تری کروم H&E) ائوزین-از هماتوکسیلینو با استفاده 

(MT) ( و آلسین بلوABرنگ ).آمیزی شدند 

بافت قلب طبیعی و سلول زدایی  DNAبررسی محتوای 

 شده

گرم بافت قلب طبیعی و سلول زدایی شده به مدت میلی 39

( قرار Freeze-dryingساعت تحت خشکایش انجمادی ) 75

به مدت  Kها در بافر لیز کننده و در حضور پروتئیناز گرفت. نمونه

داشته شدند. گراد نگهدرجه سانتی 22شب درون بن ماری یک

با روش فنل کلرفرم انجام شد و جذب  DNAسپس استخراج 

DNA  در دستگاه اسپکتروفتومتر خوانده شد. بر طبق مقالات

های استاندارد و موردقبول بافت DNAشده، مقدار قبلی چاپ

گرم از بافت باشد میلی /نانوگرم 29سلول زدا شده باید کمتر از 

(3 ,17). 

بررسی محتوای کلاژن بافت قلب طبیعی و سلول زدایی 

 شده

گرم از پودر خشک از بافت قلب طبیعی و سلول زدایی میلی 39

ساعت  29-29به مدت  M HCL/Pepsin 0.1شده با استفاده از 

هضم آنزیمی شدند. ادامه مراحل برای بررسی مقدار کلاژن 

 ,Collagen assay (Sircolها بر اساس دستورالعمل کیت نمونه

Bioclolor, UK) .انجام شد 

( و داربست ترکیبی پلی CGکاردیوژل )سنتز داربست 

 (CG-Ppyکاردیوژل )-پیرول

 ژل تهیه شد )شکلژل و کاردیو-ابتدا از بافت قلب تازه، پیش

1.Aگرم میلی 19و  7، 2های ها، از غلظتژل-(. برای تهیه پیش

 
: خشکایش C: قطعات قلب سلول زدایی شده، B: قطعات قلب طبیعی، CG .] A( مراحل ساخت CG-PPy .A مراحل سنتز گروه داربست هیبرید -1شکل 

-: پیشFژل از پودر ماده زمینه خارج سلولی قلبی، -ی پیش: تهیهEی پودر ماده زمینه خارج سلولی قلبی، : تهیهDانجمادی قطعات قلب سلول زدا شده، 

: CG-Ppy .A( مراحل سنتز داربست ترکیبی Bگراد(. درجه سانتی 37شده بعد از قرارگیری در ژل قلبی خنثی-: کاردیوژل )پیشGشده، ژل قلبی خنثی

(، PH=11ژل قلبی )-کلراید به پیش III: افزودن درصدهای حجمی متفاوت پیرول و محلول آهن Bسازی(، )قبل از خنثی Aشده در بخش ژل تهیه-پیش

C تکمیل فرآیند ژل شدن و تشکیل هیدروژل ترکیبی :CG-Ppy ،D ایجاد داربست ترکیبی :CG-Ppy 2.5% .پس از خشکایش انجمادی 
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لیتر از پودر قلب سلول زدایی شده استفاده شد. بر اساس بر میلی

ها و خاصیت ویسکوالاستیسیته ژل-فرایند ژل شدن پیش

 عنوانلیتر بهگرم بر میلیمیلی 7های حاصله، غلظت کاردیوژل

لیمریزاسیون مونومرهای پیرول و ساخت غلظت مناسب جهت پ

منظور (. به1انتخاب گردید )شکل  CG-Ppyهیدروژل ترکیبی 

های حجمی ، پیرول در نسبتCG-Ppyسنتز هیدروژل ترکیبی 

ژل قلبی -درصد به پیش 19و  2، 2/5، 1مختلف شامل 

لیتر پودر قلب سلول زدایی گرم بر میلیمیلی 7شده از )تهیه

منظور تکمیل پلیمریزاسیون مونومرهای و به شدهشده( اضافه

ر دمای شب دژل قلبی، ترکیب به مدت یک-پیرول در بستر پیش

 (.B.1گراد( نگهداری شد )شکل درجه سانتی 4یخچال )

، بافت قلب سلول زدایی شده تحت CGجهت ساخت 

خشکایش انجمادی قرارگرفته، پودر شده و سپس در استیک 

ساعت در دمای  75پپسین به مدت  %1/9مولار حاوی  2/9اسید 

گراد درروی دستگاه همزن مغناطیسی چرخشی درجه سانتی 4

)استیرر( قرار داده شد. پس از اطمینان از هضم کامل بافت، 

درجه  4مولار و در دمای  NaOH5وسیله یم بهغیرفعال سازی آنز

عنوان رسانده شد. این مرحله به 11به  pHگراد انجام شد و سانتی

ژل قلبی -، پیشCGژل قلبی تعیین شد. برای تهیه -تهیه پیش

گراد( درجه سانتی 37به مدت یک ساعت در انکوباتور )دمای 

ر دمای د CGقرار گرفت تا فرآیند ژل شدن تکمیل گردد. سپس 

ساعت تحت  75گراد فریز شده و به مدت درجه سانتی 89منفی 

منظور تهیه گروه هیدروژل خشکایش انجمادی قرار گرفت. به

و  %2، %2/5، %1های مختلف پیرول )، غلظتCG-Ppyترکیبی 

منظور آغاز پلیمریزاسیون ژل قلبی اضافه شد. به-( به پیش19%

میکرولیتر از  29ه مقدار ژل قلبی، ب-مونومرهای پیرول در پیش

قطره به هر گروه اضافه صورت قطرهمولار( به 18/9) 3Feclمحلول 

گراد درجه سانتی 4 شب در دمایشد. سپس به مدت یک

نگهداری شدند تا فرآیند پلیمریزاسیون پیرول تکمیل گردد. 

گراد فریز درجه سانتی 89درنهایت گروه منتخب در دمای منفی 

 ش انجمادی قرار گرفت.شده و تحت خشکای

های کاردیومایوسایت از قلب موش تازه استخراج سلول

 متولدشده

صورت زیر روزه و به 1-5های قلبی از نوزاد موش سلول

روزه موش تازه  1-5های نوزادان استخراج شدند. در روز اول قلب

های حاوی محلول شده و به درون پتری دیشمتولدشده استخراج

ها و قسمت نک منتقل شدند. عروق، چربینمکی )سالین( خ

ها مجدداً به پتری ها با پنس جداسازی شده و قلبدهلیز قلب

ی وسیلهها بههای حاوی سالین جدید منتقل گشتند. قلبدیش

ی آزمایش حاوی شده و به لولهقسمت تقسیم 4اسکالپل تیز به 

 ساعت 15ی آزمایش ( منتقل شدند. لولهmg/ml 0.5تریپسین )

گراد قرار داده شد. در روز درجه سانتی 4روی شیکر در دمای 

آرامی تخلیه شد و به همان حجم دوم، نصف حجم تریپسین به

دقیقه در  3-4آرامی ی آزمایش بهمحیط کشت اضافه شد. لوله

گراد( تکان داده شدند تا درجه سانتی 37بن ماری )در دمای 

محیط کشت از روی دقت تمام آنزیم تریپسین خنثی شود. به

به بافت اضافه (mg/ml 0.8) بافت تخلیه شد و محلول کلاژناز 

دقیقه در بن ماری تکان داده  7ی آزمایش به مدت گردید. لوله

ی آزمایش حاوی شد. سپس محیط رویی )سوپرناتانت( در لوله

محیط کشت روی یخ اضافه شد. این مرحله سه بار تکرار شد و 

ی آزمایش حاوی محیط کشت حاوی به لولههر مرتبه سوپرناتانت 

درصد سرم گاو اضافه شد. پس از  2درصد سرم اسب و  19

شده نشین شده در محیط کشت حلسانتریفیوژ، پلت سلولی ته

دقیقه  12و در پلیت پوشانده شده با ژلاتین به مدت یک ساعت و 

منظور اطمینان از حذف کشت داده شد. این مرحله مجدداً به

ای فیبروبلاست تکرار شد. سوپرناتانت سلولی از فیلتر هسلول

0.7 µm  400عبور داده شد و مجدداً با دور rpm  دقیقه  4به مدت

نشین شوند. سپس پلت سلولی ها تهسانتریفیوژ شد تا سلول

ها کشت داده شده و در داربستمجدداً در محیط کشت حل

 شدند.

 MTSهای قلبی با استفاده از ارزیابی زیستایی سلول

 شده درونهای کشتمنظور بررسی بقای سلولبه MTSآزمون 

انجام شد )این آزمون دو بار تکرار شده  CG-Ppyداربست ترکیبی 

است(. برای انجام این آزمون، از روش عصاره گیری استفاده شد. 

 Darkز محیط کشت لیتر امیلی 1در این روش، ابتدا به میزان 

 599به میزان  7و  2، 3، 1ها اضافه شد و در روزهای به داربست

 89میکرولیتر از محیط کشت برداشته شد و در دمای منفی 

هزار سلول قلبی  19زمان تعداد گراد فریز گردید. همدرجه سانتی

 %1خانه پوشیده شده با ژلاتین  02موش در هر چاهک پلیت 

ها ساعت بعد محیط کشت رویی سلول 54کشت داده شدند و 

درجه  89ها از منفی تخلیه شد و عصاره روزهای مختلف داربست

. ها اضافه شدندشده و پس از گرم شدن به سلولگراد خارجسانتی

شده و ها خارجها از چاهکساعت، عصاره داربست 54پس از 

 1شده با محیط کشت بدون سرم )نسبت ترکیب MTSمحلول 
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MTS  ها ریخته شد و پس از از محیط کشت( بر روی سلول 2به

درجه  37ساعت انکوباسیون در تاریکی در انکوباتور ) 3

نانومتر  409موج ها در طول( جذب نمونه2CO %2گراد و سانتی

 خوانده شد.

ها با های قلبی در داربستبررسی زیستایی سلول

 Live/Deadاستفاده از کیت 

شده در های قلبی کشتمنظور بررسی زیستایی سلولبه

هزار  299های قلبی با تراکم ، سلولCG-Ppyداربست ترکیبی 

ترکیبی، بر روی  سلول به ازای هر سانتی مترمربع از داربست

ها روز پس از کشت، میزان زیستایی سلول 7ها کشت شدند. آن

این صورت که  آمیزی شدند. بهرنگ Live/Deadبا استفاده کیت 

میلی مولار و  5)سبز( به غلظت  Calceinابتدا رنگ 

میلی مولار  4)قرمز( به غلظت  Ethidium homodimer-1رنگ

سازی شدند. سپس محیط کشت روی در تاریکی آماده PBSدر 

ها به هر آرامی خارج شد و به میزان مساوی از رنگها بهسلول

دقیقه در دمای اتاق  39ها به مدت داربست اضافه شد. داربست

شسته شده و تصاویر  PBSو در تاریکی نگهداری شدند. سپس با 

 ردید.ت ثبت گفلوئورسنت با استفاده از میکروسکوپ فلوئورسن

های مرده بارنگ های زنده بارنگ سبز و سلولدر این روش سلول

 شوند.قرمز مشخص می

 آنالیزهای آماری

ها حداقل با سه بار تکرار مجزای بیولوژیک ی آزمایشهمه 

ها هایی که تکرار در آنانجام پذیرفتند )به استثنا آزمایش

نحراف معیار ا ±صورت میانگین ها بهقیدشده باشد(. داده

(Mean±SDگزارش گردیدند. آنالیز داده )افزار ها با نرمSPSS 

، ANOVAطرفه ( انجام شد و آزمون واریانس یک12)ویرایش 

 (Tukeyو سپس آزمون تعقیبی توکی ) T-testآزمون 

داری عنوان سطح معنیبه p<92/9مورداستفاده قرار گرفتند و 

 های کمی استفاده شد.برای نتایج آزمون
 

 نتایج

 شناسیآنالیز مطالعات بافت

نشان داد که فرایند سلول  H&Eآمیزی نتایج حاصل از رنگ

(. در A.5)شکل  شده استآمیزی انجامطور موفقیتزدایی به

-ها در عروق خونی و در ماتریس بین رشتهبافت طبیعی، سلول

که در بافت سلول زدایی شوند. درحالیهای کلاژن مشاهده می

آنکه فرآیند سلول زدایی بر ترکیبات ماتریس خارج شده بدون 

. خوبی حذف گردیدندها بهسلولی اثر مخربی داشته باشد، سلول

( MT( و ماسون تری کروم )ABآمیزی آلسیان بلو )همچنین رنگ

نشان داد که فرایند سلول زدایی بر ترکیبات گلیکوز آمینوگلیکان 

 
قلب ( MT( و ماسون تری کروم )ABو آلسیان بلو )( H&Eائوزین )-های هماتوکسیلینآمیزیرنگ .های بافت قلب سلول زدایی شدهارزیابی -2شکل

 (DC- Heart)و سلول زدایی شده  (N-Heart)طبیعی 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

22
85

10
5.

20
20

.1
0.

4.
11

.7
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 ja
bs

.f
um

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

9-
04

 ]
 

                             5 / 11

http://journal.fums.ac.ir/
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.22285105.2020.10.4.11.7
http://jabs.fums.ac.ir/article-1-2295-en.html


 

  
 

1193 زمستان | 4شماره  | دهمسال  |علوم زیست پزشکی پیشرفته مجله   

 

 و همکارانملیکا پارچه باف کاشانی 

jabs.fums.ac.ir 

5019 

بات داشته و این ترکیو کلاژن ماتریس خارج سلولی اثر تخریبی ن

 (.A.5در بافت سلول زدایی شده حفظ شدند )شکل 

در بافت  DNAگیری کمی مطالعات حاصل از نتایج اندازه

ی قلب نشان داد که میزان طبیعی قلب و بافت سلول زدایی شده

DNA  در بافت طبیعیng/mg 488  و در بافت سلول زدا شده

ng/mg 55 ر از بافت طبیعی بود داری کمتطور معنیاست که به

آنالیز حاصل از  .(A. 1( )نمودار t-test ،92/9>p)آزمون 

گیری مقادیر کلاژن نشان داد که کلاژن )محلول و اندازه

، بافت قلب سلول زدایی µg/mg 29نامحلول( بافت قلب طبیعی 

بوده و  µg/mg 47( CGelو داربست ژل قلبی ) µg/mg 44شده 

داری نداشت )آنالیز ها اختلاف معنیمقدار کلاژن در این گروه

 (.B. 1( )نمودار < 92/9pطرفه، واریانس یک
 

هیدروژل قلبی -آنالیز داربست هیبریدی پلی پیرول

(CG-PPy) 

در انکوباتور به مدت  CG-Ppyهای ژل-پس از قرارگیری پیش 

درصد پیرول، برای  2/5و  1یک ساعت، مشخص شد که غلظت 

(. به B.5مناسب است )شکل  CG-Ppyساخت هیدروژل ترکیبی 

درصد، این  2/5علت تراکم بیشتر مونومرهای پیرول در غلظت 

عنوان گروه بهینه انتخاب گردید. سپس هیدروژل گروه به

A 

 
B 

 
(، t-test ،92/9>p)آزمون  قبل و بعد از سلول زدایی DNAگیری محتوای ( اندازهA. های ترکیبات بافت قلب سلول زدایی شدهارزیابی -1نمودار 

B آنالیز کمی سازی مقدار کلاژن قبل و بعد از سلول زدایی و در هیدروژل ترکیبی )CG-Ppy آنالیز واریانس یک( ،92/9طرفهp >) قلب طبیعی .

(N-Heart)  و سلول زدایی شده(DC- Heart) .است 
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یش انجمادی به داربست ترکیبی شده با استفاده از خشکاانتخاب

CG-Ppy .تبدیل شد 

های قلبی در داربست بررسی بقاء و زیستایی سلول

 هیبرید

شده درون داربست های قلبی کشتسلولبرای بررسی حضور 

انجام شد. نتایج نشان داد  H&Eآمیزی ، رنگCG-Ppyترکیبی 

نفوذ  CG-Ppyاند به درون داربست های قلبی توانستهکه سلول

. 3های داربست گسترش پیدا کنند )شکل کرده و به تمام بخش

های نشان داد که سلول Live/Deadآمیزی بالا(. همچنین رنگ

ی که به داخل داربست نفوذ کرده بودند زیستایی خوبی قلب

ده ها زنکه بعد از یک هفته تقریباً تمام سلولطوریداشتند. به

های مرده درون داربست مشاهده بوده و تنها تعداد اندکی سلول

-CG. پایین(. بررسی سمیت داربست ترکیبی 3شد )شکل می

Ppy  با استفاده ازMTS  نیز نشان داد که میزان زیستایی

عنوان های قلبی درون این داربست مشابه ماتریژل )بهسلول

 
، H&Eآمیزی ها به داربست با استفاده از رنگ. بالا( ارزیابی حضور و نفوذ سلولCG-PPy شده در داربستهای قلبی کشتارزیابی بقاء سلول -3ل شک

های زده سبزرنگ ، سلولLive/Deadها با استفاده از کیت مانی سلولپایین( ارزیابی زنده شده است.رنگ مشخصهای سیاهاستفاده از فلشها با موقعیت سلول

 ها یک هفته بعد از کشت انجام شدند.های قرمز( مشخص هستند. ارزیابیهای مرده قرمزرنگ )فلشهای سفید( و سلول)فلش

 

 
عنوان )ماتریژل به MTSهای با استفاده از آزمون مانی سلولبررسی میزان زنده .CG-PPyشده در داربست های قلبی کشتارزیابی بقاء سلول -2نمودار 

 ها یک هفته بعد از کشت انجام شدند.شده است(. نمودار بر اساس میانگین دو تکرار بیولوژیک است. ارزیابیکنترل استفاده
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ها بقاء داشته و داربست کنترل( بوده و در مدت یک هفته سلول

 (.5ها نداشته است )نمودار گونه سمیت برای سلولهیچ
 

 گیرینتیجه و بحث

های ترین بیومتریالزمینه خارج سلولی قلب از رایج ماده

طبیعی برای اهداف مهندسی بافت است. ماده زمینه خارج سلولی 

ها، پپتیدها، پلی ساکاریدها و قلب حاوی مواد مغذی، پروتئین

ای تواند بستری مناسب برخصوصیات ویسکوالاستیکی است می

د. علاوه بر این اجزا های قلبی فراهم آوری سلولرشد و توسعه

راحتی توسط بدن موجود در ماده زمینه خارج سلولی قلب به

صورت هیدرولیتیک و پروتئولیتیک به شده و بهشناخته

ند. باششوند که ذاتاً برای بدن مضر نمیمحصولاتی تخریب می

رسانای قلبی بر روی -ی حاضرت اثیر داربست زیستدر مطالعه

بررسی گردید. به این منظور، ابتدا بافت  های قلبیمانی سلولزنده

ی و شناسهای بافتقلب سلول زدایی شد و با استفاده از ارزیابی

ی زمینه خارج سلول بیوشیمیایی مشخص شد که ترکیبات ماده

شده و از بین از قبیل کلاژن در طی فرایند سلول زدایی حفظ

لبی ده قروند. بررسی ما نشان داد که داربست سلول زدایی شنمی

شدن به هیدروژل قلبی )کاردیوژل( را دارد. خوبی قابلیت تبدیلبه

در این مطالعه مشخص شد که غلظت مناسب برای تولید 

لیتر از پودر قلب سلول زدایی شده گرم بر میلیمیلی 7کاردیوژل، 

 CG-Ppyاست. برای ساخت هیدروژل ترکیبی زیست رسانای 

استفاده شد. نتایج ما نشان داد مقادیر مختلفی از مونومر پیرول 

درصد پلی پیرول )نسبت به کاردیوژل(،  2/5و  1که در غلظت 

گیری مناسبی دارد. برای بهبود هیدروژلِ ترکیبی قابلیت شکل

درصد برای ادامه مطالعه  2/5خاصیت رسانایی هیدروژل، گروه 

انتخاب شد که حاوی نسبت بیشتری از پلی پیرول بود. هیدروژل 

صورت داربست بعد از خشکایش انجمادی به CG-Ppyی ترکیب

های استفاده شد. هرچند درآمده و برای بررسی زیستایی سلول

یکسان است، اما  CG-Ppyترکیبات درون هیدروژل و داربست 

توانند کاربردهای متفاوتی در مهندسی بافت داشته هرکدام می

 باشند.

لب های قسلول ترینهای قلبی اصلیبا توجه به اینکه سلول

نا رسا-ها درون داربست زیستهستند، لذا میزان بقاء این سلول

CG-Ppy  موردبررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که تا هفت روز

ها توانسته بودند به درون داربست نفوذ کنند بعد از کشت، سلول

 گونه سمیتیدهد داربست هیچو بقا داشته باشد؛ که نشان می

ها حمایت کند. البته داشته و توانسته از بقاء آنها نبرای سلول

دوتلیال های انهای قلبی، سلولبررسی بقاء و عملکرد فیبروبلاست

عروق خونی و نیز عضله صاف دور رگی نیز همچنان موردنیاز 

تواند می CG-Ppyطور قطعی نشان دهد که داربست هست تا به

کرده و گزینه های قلبی حمایت از بقاء و عملکرد تمام سلول

مناسبی برای مهندسی بافت قلب باشد. هرچند این مطالعه در 

-CGشرایط برون تنی انجام شد و نشان داد که داربست ترکیبی 

Ppy بینی کند، اما پیشهای قلبی حمایت میاز بقاء سلول

های قلبی نیز حمایت کند. شود که از مهاجرت و بلوغ سلولمی

 های ترکیبی شامل پلیی هیدروژلدر مطالعات قبلی نقش حمایت

های پیرول و سایر پلیمرها مورد ارزیابی قرارگرفته است و یافته

و  Kaiکنند. برای مثال ها نتایج مطالعه حاضر را تائید میآن

همکاران داربست زیست رسانایی متشکل از پلیمرهای پلی 

پیرول، پلی کاپرولاکتون و ژلاتین سنتز کردند نشان دادند که 

ترین خواص درصد پلی پیرول متعادل 12انوفیبرهای حاوی ن

پذیری را برای ترمیم بافت تخریبرسانایی، مکانیکی و زیست

کنند قلبی ارائه کرده و از چسبندگی و تکثیر سلولی حمایت می

ها، نتایج ما نشان داد که . هرچند در مقایسه بامطالعه آن(18)

درصد پلی پیرول )نسبت به  2/5هیدروژل ترکیبی شامل 

 CG-Ppyکاردیوژل( بهترین حالت برای ساخت داربست ترکیبی 

برای  و همکاران از کیتوسان و پلی پیرول Mihicاست. همچنین 

ساخت هیدروژل رسانا استفاده کرده و نشان دادند که تزریق آن 

به قلب موش پس از ایجاد سکته، سبب بهبود عملکرد قلب 

اردیوژل از قلب مشتق شده است . با توجه بااینکه ک(10)شود می

نیز بتواند  CG-Ppyرود که تزریق هیدورژل ترکیبی احتمال می

درترمیم قلب و بهبود عملکرد قلب مفید باشد. مطالعات دیگر نیز 

ی های قلبنقش حمایتی پلی پیرول را بر سایز رفتارهای سلول

و همکاران نشان دادند  Spearmanنشان دادند. در یک مطالعه 

تر پلی کاپرولاکتون بس -داربست زیست رسانای پلی پیرولکه 

های کاردیومایوسایت مناسبی برای چسبندگی و مهاجرت سلول

ها نشان دادند که . همچنین آن(59)کند فراهم می HL1رده 

 -های قلبی در داربست پلی پیرولدرت و سرعت انقباض سلولق

پلی کاپرولاکتون بهبودیافته و این داربست زمینه مناسبی برای 

کند. های قلبی فراهم میرفتار الکتروفیزیولوژیک و تمایز سلول

دریکی از مطالعات اخیر پارچه باف و همکاران نشان دادند که 

تواند از بقاء، تمایز و بلوغ ترکیب پلی پیرول با کاردیوژل می

. (12) های قلبی موش در شرایط برون تنی حمایت کندسلول
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ها نشان دادند که پلی پیرول باعث بهبود رسانایی همچنین آن

ه شود. با توجه اینکپلی پیرول می-هیدروژل ترکیبی کاردیوژل

رسانایی یکی از پارامترهای مهم برای عملکرد قلب است لذا 

به همراه  CG-Ppyرود استفاده هیدروژل ترکیبی احتمال می

های دودمان قلبی، های دودمان قلبی یا حتی بدون سلولولسل

 های قلبی مؤثر باشد.بتواند درترمیم آسیب

های اولیه برای اثبات نقش این مطالعه با استفاده از ارزیابی

های قلبی انجام از بقاء سلول CG-Ppyحمایتی داربست ترکیبی 

به  نیازتر نقش پلی پیرول و کاردیوژل شد. برای مطالعه دقیق

مطالعات درون تنی و بیرون تنی بیشتری هست. برای مثال 

با استفاده از  CG-Ppyارزیابی ساختار داربست ترکیبی 

تواند میزان و اندازه تخلخل درون میکروسکوپ الکترونی می

های قلبی درون داربست را نشان دهد. داربست و قرارگیری سلول

ها جرت و عملکرد سلولهمچنین بررسی میزان تکثیر، تمایز، مها

آمیزی های اختصاصی از قبیل رنگبا استفاده از تکنیک

های ایمونوهیستوفلورسنت/ایمونوهیستوشیمی و تکنیک

الکتروفیزیولوژی بسیار باارزش خواهد بود. همچنین در این 

های قلبی مشتق از موش تازه متولدشده و قلب مطالعه از سلول

 ه ـاز هست کـهای بهتر نییـبررساده شد. برای ـتفـفند اسـگوس

های بنیادی پرتوان انسانی های قلبی مشتق از سلولسلول

های بنیادی پرتوان القایی( و های بنیادی جنینی و سلول)سلول

پروژنیتورهای قلبی انسانی نیز موردمطالعه قرار بگیرند. همچنین 

ممکن است ترکیبات ماتریکس خارج سلولی قلب گوسفند با 

هایی داشته باشد، لذا مطالعه کاردیوژل مشتق از تفاوت انسان

طورکلی این مطالعه شده نیز جذاب خواهد بود. بهقلب انسان فوت

های قلبی از بقاء سلول CG-Ppyنشان داد که داربست ترکیبی 

شود که داربست فوق بتواند برای بینی میکند و پیشحمایت می

سمیت و نیز کاربردهای  گری دارو، مطالعات پایه، تستغربال

 درمانی مورداستفاده قرار گیرد.
 

 تشکر و قدردانی
شده است و این مطالعه از محل گرنت پژوهشگاه رویان انجام
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Abstract 
 

Background & Objective: Cardiac tissue engineering is a promising approach for treating 

cardiac diseases. Since electro-conductivity is an important parameter for cardiac function, 

here we attempted to produce a conductive scaffold by combining Polypyrrole (as a 

conductive polymer) and Cardiogel (decellularized heart-derived hydrogel). 

Materials & Methods: The fresh sheep heart was purchased from a slaughterhouse and 

decellularized using SDS. Then it was digested using pepsin and cardiogel (CG) was 

prepared. The specific percentages of polypyrrole combined with CG and combined 

hydrogel were prepared. Then, the combined hydrogel was freeze-dried and the electro-

conductive scaffold a CG-Ppy was prepared. Then, cardiac cells were cultured on CG-Ppy 

scaffold and their viability was assessed using MTS and Live/Dead staining. 

Results: Hematoxylin and eosin (H&E), Alcian Blue and Masson's trichrome staining and 

examination of collagen and DNA showed that all heart cells were removed through 

decellularization, and only heart extracellular matrix was preserved. Evaluation of the 

gelation process showed that the combination of CG with 2.5% Ppy was the most suitable 

combination for the production of CG-Ppy combined hydrogel. MTS and Live/Dead 

staining showed that CG-Ppy scaffold didn’t have any toxicity for cardiac cells, and more 

than 90% of cultured cardiac cells were viable after one week. 

Conclusion: The electro-conductive combined scaffold CG-Ppy is an appropriate model for 

cardiac tissue engineering and it supports cardiac cells viability. 
 

Keywords: Cardiac Tissue Engineering, Decellularization, Electro-Conductive Combined Scaffold, 

Cardiac cells, Polypyrrole, Viability 
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