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 22/03/1401پذیرش:     10/02/1401دریافت: 
 چکیده

های خاص شللناخته ها در تمایز به سلللو های بنیادی از طریق قابلیت خودترمیمی و توانایی آنسلللو 

افتد. اهمیت شللیمی ماتریکا اطراس سلللوری در کنتر  ها اتفاق میشللوند که ت ت تیریر م یآ آنمی

یمی در شبنیادی مزان هایسلو  سلوریتکهای بنیادی شناخته شده است. کپسوره کردن سرنوشت سلو 

. در دکنمیبنیادی را فراهم  هایسلو امکان کنتر  هرچه بیشتر سرنوشت  تراوانیمهی هامیکروژ داخل 

راحی و ط سلللوریتکردن برای کپسللوره ک ایتراشللهبا اسللتفاده از فناوری میکروفلودیدیک این مطارعه 

مغز استخوان  منشیبنیادی مزانشیمی انسانی با  هایسلو ا استفاده از تراشه میکروفلودیدیک ساخته شد. ب

 تمدطولانی هایبررسللیپلی ا  ریزین کپسللوره شللد. نتای  -ی آرژینات و آرژیناتهامیکروژ در داخل 

شان  شیمی در داخل  هایسلو  مانیزندهکه  دهندمین  پلی ا  ریزین-ی آرژیناتهامیکروژ بنیادی مزان

بنیادی  هایسللللو . همچنین تکثیر دهدمینشلللان  داریمعنیایش ی آرژینات افزهامیکروژ نسلللبت به 

به نظر  دارند. 21و  14در روزهای  داریمعنیپلی ا  ریزین افزایش -ی آرژیناتهامیکروژ مزانشیمی در 

 .ددهیمرا بهبود  هاسلللو پلی ا  ریزین با ایجاد بسللتری با بار مثبت امکان اتلللا  و فعاریت  رسللدمی

روی ک صورتبه هامیکروژ در داخل  هاسلو که مورفوروژی  اندنکتهمطارعات میکروسکوپی بیانگر این 

نسبت به میکروژ های حاوی پلی ا  ریزین در میکروژ  هاسلو قطر و حجم میانگین  ،حا باایناست. 

ها اسللت. وژ و م دودیت فضللایی در داخل میکرهای فاقد آن کمتر اسللت که نشللان از تکثیر بیشللتر 

سب برای مطارعات بارینی  عنوانبهپلی ا  ریزین -آرژینات سلوریتکهای میکروژ  ،بنابراین ستری منا ب

 .کنندمیمهندسی بافت، پیوند عضو و سلو  درمانی را فراهم  برای

سوره کردن میکروفلودیدیک،  :واژگان کلید شیمی، مهندسی بافت، هایسلو ، سلوریتککپ  بنیادی مزان

       میکروژ 
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 مقدمه-1

با افزایش میانگین امید به زندگی در کشللورهای پیشللرفته، 

ضای فزاینده ستراتژیتقا سعه ا ای های جدید برای برای تو

فتترمیم  یبی هابا مار و آسللل یده وجود دارد. مواد بی د

ای برای طور گسلللتردهسلللرامیکی، فلزی و پلیمری بلله

 .[1]اند جایگزینی مستقیم بافت ها با موفقیت بررسی شده

 دیدهسیبآازآنجاکه فنوتیپ طبیعی سلو  برای ترمیم بافت 

ر ها را دحیاتی است، دانشمندان در تلاش هستند تا سلو 

سلوری شتری به ماتریکا خارج  شباهت بی سی که   1ماتری

های اسللفنجی داشللته نسللبت به سللایر پلیمرها یا سللرامیک

شد، برای درمان به کار برند ساختار هیدروژ با ها از نظر . 

مورفوروژی شبیه به ساختار ماتریکا خارج سلوری است 

بعدی اسللتفاده داربسللت کشللت سلله عنوانبهکه و هنگامی

سازد تا فنوتیپ های ها را قادر میشود، جمعیت سلو می

مشلللابه با فنوتیپ طبیعی خود در داخل بافت به نمایش 

هایی که در تیپ سلو فنوتیپ طبیعی سلو  با فنو بگذارند.

. [2]شللوند متفاوت اسللت بسللتر دوبعدی کشللت داده می

شللوند، بعدی کشللت داده میهایی که به روش سللهسلللو 

دهند که به شللرایآ پیچیده داخل هایی را نشللان میویژگی

دیگر، در شلللرایآ کشلللت بیانتر هسلللتند. بهبدن نزدیک

دوبعدی، اجزای ماتریکا خارج سلوری، برهمکنش سلو  

به سللللو  و سللللو  به ماتریکا که برای تمایز، تکثیر و 

عملکردهای سللللوری در داخل بدن مهم هسلللتند، از بین 

ها اجازه رشلللد در بسلللتر زمانی که سللللو  .[3] روندمی

سب همانند ژ  سیگنا  منا سیرهای  شند، م شته با ها را دا

عدی بهای سهمثا  تودهنعنواشوند. بهدهی متقابل ایجاد می

بالایی از ترشلللر اینترروکین A549لاین  و  6، سلللطوا 

های کشللت دوبعدی را در مقایسلله با م یآ 8اینترروکین 

شت های کاند. با استفاده از سیستممشابه از خود نشان داده

بعدی و با اسللتفاده از نشللانگرهای زیسللتی، ترشللر سلله

 .[4]ت ماتریکا خارج سلوری نیز تادید شده اس

                                                           
1 Extra Cellular Matrices (ECM) 
2 Cell encapsulation 

ناوری ریز پوشلللانی کردن سللللو  به م بوس کردن   2ف

شای پلیمری نیمهسلو  ود شتراوا گفته میها داخل یک غ

هایی مانند اکسللیژن و ی مورکو که امکان انتشللار دوطرفه

اکسلللید کربن، مواد مغذی و عوامل رشلللد را که برای دی

اند و همچنین انتشار مواد زادد و متابوریسم سلوری ضروری

 کند. درراهم میهای درمانی را به سلللمت بیرون فپروتئین

رت کلی پوشلللش فاده در ریز حا های ژلاتینی مورداسلللت

های ها و سللو بادیپوشلانی کردن سللو  نسلبت به آنتی

ها، اکسللیژن، باشللند و قندها، هورمونایمنی نفوذناپذیر می

شد قابلیت عبور از منافذ آن را  مواد غذایی و فاکتورهای ر

یک مثا  کلاسیک از کاربرد ریز پوشانی سلو ،  .[5]دارند 

یر، پذاسللتفاده از فرمولاسللیون هیدروژ  تزریقی و تجزیه

برای مهندسللی غضللروس و بافت اسللتخوانی اسللت که در 

 صی تیریر خوادهندهنتای  مطارعات در این زمینه نشلللان

ها بر تمایز غضروفی و استخوانی تورم و تخریب هیدروژ 

سلو  ستخوان شدن  شتق از مغز ا شیمی م های بنیادی مزان

. علاوه بر این نشللان داده شللده اسللت که [7, 6]باشللد می

یدروژ  اوریگو  پلی  های ه ید اتیلن  -کاشللللت میکروب

یه که سللللو گلیکو  فومارات( تجز یا  پذیر  های اپی تل

سی PECs 3دانهرنگ سازی عد شتی، منجر به باز ( عنبیه پ

روز پا کاشللت شللده اسللت و هیدروژ  نیز  30در طو  

 .[8]تیریر منفی بر بازسازی نداشته است 

 هایروشاز ابتدای توسللعه فناوری ریز پوشللانی سلللو  

متفاوتی برای ریز پوشلللانی وجود دارد که به ترتیب این 

ت اند و دقت و کیفیتر شللدهتر و پیشللرفتهها پیچیدهروش

ها افزایش یافته اسللت. ابدای یک روش ریز پوشللانی در آن

ا شللکل آرژیناتی بهای یکریز پوشللانی سلللو  که کپسللو 

 حا اندازه یکنواخت با نرخ تورید بالا ایجاد کند و درعین

های خاری را به حداقل برسلللاند، بسلللیار تعداد کپسلللو 

ریز پوشلللانی مبتنی بر روش . [9] برانگیز اسلللتچارش

دهد که معمولاً میکروفلودیدیک چندین مزیت را اراده می

3 Pigment epithelial cells 
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ریز پوشانی مانند پاشش ارکترواستاتیک  هایروشدر سایر 

به ندارد.  مپ هوا وجود  با پ ید قطرات  طورکلی ریز و تور

یب رپوشللانی مبتنی بر روش میکروفلودیدیک منجر به ضلل

ها تغییر کمتر در قطر کپسلللو  و بهبود کرویت کپسلللو 

یک تراشللله می به  شلللود. برای ریز پوشلللانی سللللو  

یاز اسلللت میکروفلودیدیک با طراحی من للللربه فردی ن

شکل  یکنواختی از آرژینات در فاز روغنی  که قطرات ،(1 

ایجاد کند و اتلللالات عرضللی داخلی آرژینات در فضللای 

 .[10] شوددرونی تراشه برقرار 

 

 

هایی برای طراحی قارب میکروفلودیدیک با ورودی 1شکل 

به همراه یک ( Cو کلسیم کلراید   (B، آرژینات  (Aروغن  

 شده.های ساختهآوری کپسو خروجی برای جمع
 

هتر روگللان و همکللارانش، تکثیر، عملکرد و تمللایز بلله 

 ایهکپسو بنیادی مزانشیمی را در  هایسلو غضروس در 

و چندسلللوری با هم مقایسلله کردند. نتای  این  سلللوریتک

در  دهدمیمنتشللر شللد نشللان  2019مطارعه که در سللا  

ین گلیکو /کوندرودیت اتیلنپلی سللللوریتک یهامیکروژ 

نیادی ب هایسلللو تکثیر و تورید کلاژن توسللآ سللورفات، 

 ی چندهامیکروژ نسللبت به  داریمعنی طوربهمزانشللیمی 

بنیادی  هایسلللو  ،سلللوری مشللابه بالاتر اسللت. همچنین

 زمانمدتدر  سلوریتکی هامیکروژ مزانشیمی در داخل 

مایز  به غضلللروس ت ندمیکوتاهی  عه. در [11] یاب  یمطار

توسآ چوانفنگ آن و همکارانش  2020دیگری که در سا  

شد، به بهبود تمایز  شر  شیمی هایسلو منت به  بنیادی مزان

ستخوان در  ست و  سلوریتکی هامیکروژ ا شده ا شاره  ا

سلو  درمانی در موش انجام شده است  برایی هایبررسی

[12]. 

ک ی عنوانبهی روزافزون روش میکروفلودیدیک با توسللعه

فناوری پیشللرفته، دانش بشللر در رابطه با علوم مهندسللی 

ماری بت و بافت، دارورسلللانی، درمان بی یا ند د مان هایی 

ر تغییرات اسللاسللی شللده اسللت. علت این سللرطان دچا

-inبه  in-vitroموضللوی کاهش ابعاد آزمایش از مطارعات 

situ ترین اهداس کپسللوره کردن، باشللد. یکی از پیچیدهمی

شد که سلوری میهای تکایجاد میکروژ  سای برایبا ی شنا

توسعه است. در این سلو  یا کاربردهای درمانی درحا تک

بنیادی مزانشلللیمی  هایسللللو تکثیر  و مانیزندهمطارعه 

-آرژینات و آرژینات سلللوریتکی هامیکروژ انسللانی در 

، با انددهشپلی ا  ریزین که به روش میکروفلودیدیک تورید 

 .هم مقایسه شده است

 هاروشمواد و  -2

 مواد 2-1

ی بنیادی مزانشیمی انسانی با منشا مغز استخوان از هاسلو 

شد.  شگاه رویان خریداری  آرژینات با وزن مورکوری پزوه

روغن ، (Merckکلسلللیم کلرایللد   ،(Sigmaمتوسلللآ  

( Sigmaاکتانو    -1-، پرفلودورو(Sigmaپرفلودوروکربن  

 EDTA-(، نمک سدیمSigmaدرصد   01/0پلی ا  ریزین 

 Merckد  دکتر مجللی( و سللورفکتانت (، اسللتیک اسللی

 ( خریداری شد.f78  Sigma-پلورو

 تراشه سازیآمادهلیتوگرافی و  2-2

مه نا فاده از بر با اسلللت یدیک   سلللاختار چیپ میکروفلود

AutoCAD  شد و با گیری ریتوگرافی و قارب فرایندکشیده 

ساختار نهایی ساخته شد. در مرحله ابتدایی، پوشش دهی 

سیلیکون  50به ارتفای   SU-8 چرخشی میکرومتر بر روی 

به  گرادسللانتی درجه 95و سللپا حرارت دهی در دمای 

 دقیقه انجام شد. سیلیکون و ماسک نوری بر روی 2مدت 

سلللاطع شلللد.  UV رانیه امواج 8هم قرارگرفته و به مدت 
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 5-3م لو  ظاهر کننده به مدت از سللیلیکون با اسللتفاده 

و  سیلیکون با آب دیونیزه تمیزآن  ازپا دقیقه شسته شد. 

شکل گرفته  ساختار  سیلیکون با  شد.  گاز نیتروژن خشک 

 گراد قرار داده شد.سانتی 150دقیقه در دمای  10به مدت 

شه،  ستفاده از پساخت قارب پا از ریتوگرافی ترا لیمر با ا

از جدا کردن  پاپلی دی متیل سللیلوکسللان انجام شللد. 

PDMS لودیللدیللک، ورودی کروف ی م تراشلللله  هللا و از 

نا خروجی کا با قطر های  پان  بیوپسلللی   1ها توسلللآ 

جه میلی هار و خت بودن چ پانچ شللللد. برای یکنوا متر، 

 PDMSکه یک لایه نازک اسللتفاده شللد ها از لاملی کانا 

بر روی آن ایجاد شللده بود. برای  4توسللآ اسللپین کوتینگ

بر  PDMSارب اصلللاا خواص سللط ی و اتلللا  بهتر ق

سما کلینر ستگاه پلا سآ د سطر تو در  5روی لامل، هر دو 

رانیه در معرض پلاسللما  40اتمسللفر، به مدت  7/0فشللار 

سطر  لا  دو  صله پا از این مرحله، ات قرار گرفتند. بلافا

PDMS  شد و به مدت  110دقیقه در دمای  5به هم انجام 

ن اگراد اتلا  دو سطر م کم شد. برای جریدرجه سانتی

دقیقه  10ها به مدت بهتر فاز روغنی در داخل تراشه، کانا 

به کمک گاز  ،پوشللانده شللدند. سللپا 6توسللآ آکواپل

 ها تخلیه شد.نیتروژن، آکواپل از کانا 

له کردن  2-3 توسووت تراشوووه  هاسوولولکپسووو

 میکروفلوئیدیک

سلو  سوره کردن  شه میکروفلودیدیک از برای کپ ها در ترا

ساژ سلو  سانی در پا شیمی ان ستفاده  5های بنیادی مزان ا

با وزن مورکوری متوسلللآ همچنین، شللللد.  نات  از آرژی

 Sigma  سیم کلراید سوره کردن Merck( و کل و ( برای کپ

ما(  فاز روغنی  عنوانبهاز روغن پرفلودوروکربن  سلللیگ

شد. ستفاده  سورفکتانت با غلظت  ا در داخل فاز روغنی، 

درصد وزنی/حجمی اضافه شد. برای ایجاد جریان در  1/0

مپ نیتروژن   یک از پ ید نا  میکروفلود ( و ElveFlowکا

                                                           
4 Spin coating  
5 Plasma cleaner 
6 Aquapel 

لویربرداری ر ظه سانا برای ت سکوپ فلور ای از میکرو

IX81  Ulympus یوس پ م ر ین ا ب پن( بللا دور  DP72، ژا

شد. از معادره توزیع پو ستفاده  سونا برای تعیین غلظت  7ی

به کپسلللوره کردن  برایها در فاز آبی سللللو  رسلللیدن 

 سلوری و چند سلوری استفاده شد.تک

 pHترکیب و به  1:1به نسللبت  EDTAکلسللیم کلراید با 

سیم 4/7 شد. از ترکیب کل سانده  با آرژینات به  EDTA-ر

. غلظت نهایی شللدفاز آبی اسللتفاده  عنوانبه 1:1نسللبت 

میلی EDTA 50-درصد وزنی حجمی و کلسیم 2آرژینات 

درصلللد حجمی/حجمی  05/0در این روش از مولار بود. 

 فاده شد.است نیزاستیک اسید برای پلیمریزاسیون آرژینات 

ها از های آرژیناتی و خارج کردن آنپا از تشکیل کپسو 

به دراپلتتراشللله میکروف یدیک، در داخل ویا   های لود

شده بافر  شکیل  با  8اکتانو -1-و روغن پرفلودورو PBSت

و  g 300 سلللانتریفیوژ با دوراضلللافه شلللد.  1:5نسلللبت 

 ،. سلللپاشلللدها از فاز روغنی انجام جداسلللازی دراپلت

 αMEMمنتقل شللده و م یآ  T25به فلاسللک  هادراپلت

 1 اسللترپتومایسللین و درصللدFBS، 1 درصللد 15علاوه ه ب

صد شد.روی آنگلوتامکا(  در ضافه  سک ها ا ها در فلا

شدروز نگه 21داخل انکوباتور به مدت   48و هر  ندداری 

-ساعت م یآ کشت تعویض شد. برای اضافه کردن پلی

به PLLریزین  -ا  لت(  قایسلللههادراپ ناتی و م ی ی آرژی

سلو ویژگی شیمی در دو های بیوفیزیکی  های بنیادی مزان

، قبل از کپسلللوره کردن PLL-بسلللتر آرژینات و آرژینات

صد حجمی 01/0پلی ا  ریزین   ها،سلو  سیگما( به -در

 به آرژینات اضافه شد. 1:10نسبت 

 هاسلولو تکثیر  مانیزنده آزمون 2-4

نده به روش مانی سللللو ز که  یادی مزانشلللیمی  های بن

، 7، 3، 1میکروفلودیدیک کپسلوره شلده بودند در روزهای 

های مانی سلللو بررسللی شللد. برای بررسللی زنده 21، 14

7 Poisson distribution  
8 perfluoro-1-octanol 
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یادی  خل کپسلللو بن ناتی از مزانشلللیمی در دا های آرژی

سترنگ شد. در این روش  PIو  9آمیزی با هوخ ستفاده  ا

فاده از میکروسلللکوپ  با اسلللت های مشلللخا  در روز

ی های آبو شدت رنگ شدفلورسانا تلویربرداری انجام 

ست به رنگ ست و قرمز مربوط به هوخ  PIهای آبی هوخ

آمد که بیانگر درصد  تدسبه ImageJافزار با استفاده از نرم

 ها بود.مانی سلو زنده

سلو  سی تکثیر  شیمی در داخل برای برر های بنیادی مزان

سو  ستگاه کپ ستفاده  Cytation3های آرژینات، د . در شدا

سلو  سانی در این آزمایش تکثیر  شیمی ان های بنیادی مزان

سو  سو های آرژیناتی حاوی تککپ های سلو  در کنار کپ

، 14، 7، 3، 1، در روزهای سلو حاوی تک PLL-آرژینات

تکثیر سلللوری از رنگ  . برای خوانششللدندبررسللی  21

آمیزی های زنده را رنگی سللللو هوخسلللت که هسلللته

نانومتر و  350موج تابش کند، اسللتفاده شللد و در طو می

با  461موج خوانش طو  خوانش  gain=100نانومتر و 

 انجام شد. 

های بنیادی کپسللوره کردن سلللو  پا ازروز  21در طی 

، PLL-مزانشلللیمی در دو بسلللتر آرژینللات و آرژینللات

لتها در داخل مورفوروژی سللللو  و روند تکثیر  هادراپ

مطارعه ها به کمک میکروسللکوپ فلورسللانا اینورت آن

 .شد

 آنالیزهای آماری 2-5

مانی و های زندههای حاصللل از تسللتدادهوت لیل تجزیه

ز پد به روش آناری-افزار گراستکثیر سللللوری توسلللآ نرم

ام انجچندگانه توکی و تسللت مقایسلله  طرفهیکواریانا 

در نمودار روزهای او ، سوم، هفتم، چهاردهم  مقادیر شد.

است. تمام آناریزهای تلاویر به  شدهو بیست و یکم اراده 

 .انجام شد ImageJافزار کمک نرم

 نتایج و بحث -3

 طراحی و ساخت تراشه میکروفلوئیدیک 3-1

ها به روش کپسللوره کردن سلللو  فراینداندازی در طی راه

یه در  یک طرا اور ید نه شلللد و  3میکروفلود له بهی مرح

یده آ   4طورکلی به رت ا حا به  یابی  طراحی برای دسلللت

 کپسوره کردن به روش ریتوگرافی ساخته شدند.

ه اسللتفاده شللد 10این مطارعه از طراحی جریان متمرکزدر 

زار افهای میکروفلودیدیک از نرم. برای طراحی کانا اسللت

AutoCAD تدا فاده شلللد. اب با قطر  اسلللت  1یک ورودی 

متر برای فاز روغنی در نظر گرفته شد. از ورودی یک میلی

شد.  200کانا  با عرض  سیر  پا ازمیکرون خارج  طی م

 200ین کانا  به دو مسللیر یکسللان با عرض متری امیلی 3

متری انتیسلل 2ون که پا از طی یک مسللیر حدوداً میکر

سند.صورت حلقوی به تقاطع فاز آبی و روغنی میبه در  ر

میکرون کاهش  25م ل تقاطع عرض کانا  فاز روغنی تا 

به قطر می فاز آبی دارای دو ورودی  بد.  متر میلی 1یا

و  EDTA-/کلسلللیمآرژیناتباشلللد. یک ورودی برای می

یه شلللدهورودی دوم برای سللللو  نات و ها تعب ند. آرژی ا

های با متری در کانا میلی 3ها پا از طی یک مسیر سلو 

ی شللوند. در ادامهمیکرون با یکدیگر ادغام می 200عرض 

های نامنظم و عریضللی برای ایجاد مسللیر فاز آبی، مارپیچ

ی مناسللب اد فاصلللهیکنواختی در فاز آبی و همچنین ایج

ها تعبیه شللد. در ادامه یک مارپیچ منظم با سلللو بین تک

متر طراحی شد که هدس میلی 1میکرون و طو   50عرض 

از آن کنتر  جریان فاز آبی قبل از رسلللیدن به تقاطع بود. 

پا میکرون بود.  50عرض کانا  فاز آبی در م ل تقاطع 

با قطر  از نا  خروجی  کا قاطع  رون و طو  میک 25م ل ت

میکرون برای قطع بهتر جریان فاز آبی و تشکیل قطره  100

به  25باره قطر کانا  خروجی از یکبه ،ایجاد شللد. سللپا

سیر به 80  200تدری  تا میکرون افزایش یافته و در طو  م

 کند. میکرون نیز افزایش پیدا می

 

                                                           
9 Hoechst 33342 10 Flow-Focusing 
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ی آرژیناتی. در این طراحی م ل جانکشن و هامیکروژ ها در کاررفته برای کپسوره کردن سلو طرا تراشه میکروفلودیدیک به 2شکل 

   .اندشدهسدهای ورودی بزرگنمایی 

 

انا  ک مشللابهپلیمریزاسللیون آرژینات یک کانا  دیگر  برای

ست و ، فاز روغنی شده ا سید تعبیه  ستیک ا  ا ازپبرای ا

در ادامه یک  پیوندد.خروجی میم ل جانکشلللن به کانا  

افزودن م یآ کشلللت سللللوری به کانا   برایکانا  دیگر 

 3خروجی اضللافه شللده و پا از طی یک مسللیر حدود 

ست. در میلی 1متری خروجی با قطر میلی شده ا متر تعبیه 

ها سلللدهایی برای جلوگیری از ورود ابتدای تمام ورودی

سلو  شده ذرات درشت و یا  های به هم چسبیده طراحی 

 (.2 شکل است 

بنیادی  هایسوولول ولیسوولتککپسوووله کردن  3-2

 مزانشیمی

شکل، کروی و اندازه، همی آرژینات همهادراپلتساخت 

جاد پلیمریزاسلللیون از درون قطره دارد.  به ای یاز  همگن ن

باید یون دی والان مدنظر  کلسلللیم( ابتدا با  کار،برای این 

آرژینات ترکیب شلللود و پا از تشلللکیل دراپلت موجب 

پلیمریزاسللیون و تشللکیل ژ  شللود. روش جدیدی برای 

های کلسیم به آرژینات پیشنهاد شده است که رساندن یون

                                                           
11 Chelating 

اتیلن دی آمین -بر مبنللای تشلللکیللل کمپلکا کلسلللیم

. در [14, 13] دکن( عمل میCa-EDTAتتراسللتیک اسللید  

-Ca، کمپلکا EDTAاین روش با اتللللا  کلسلللیم به 

EDTA شللود. ایجاد میEDTA 11شللدن منجر به شلللاته 

های های کلسللیم از دسللترس زنجیرهکلسللیم شللده و یون

 EDTAکه اتلا  کلسیم و شوند. مادامیآرژینات خارج می

ست، آرژینات پلیمریزه نمی ا م ض رهشود، اما بهبرقرار ا

، پلیمریزاسلللیون آرژینات آغاز EDTAشلللدن کلسلللیم از 

شه میکروفلودیدیک می ،بنابراین .شودمی توان در داخل ترا

های کلسللیم شلللاته یی همگنی از آرژینات و یونهادراپلت

، استیک EDTAشده ایجاد کرد. برای آزاد شدن کلسیم از 

سید به فاز روغنی افزوده می  م ضشود. در این حارت بها

سید به ستیک ا ذ آرامی به داخل دراپلت نفوتورید دراپلت، ا

د اهای آزشود. کلسیمکند و باعث آزادسازی کلسیم میمی

سیار کنتر  ش های آرژینات واکنای با زنجیرهشدهبا روش ب

ی همگن با سلللاختاری عاری شلللکل هادراپلتدهند و می

یتمی ندین مز ند. این روش چ له ،گیر هایش  ،ازجم ر
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ی ی کلسلللیم و پلیمریزاسلللیون داخلی و آهسلللتهآهسلللته

لا  عرضی  فرایندزمانی آرژینات، هم شکیل دراپلت و ات ت

ی هادراپلتهای آرژینات، ادغام نشدن نجیرهبین کلسیم و ز

جاد  لتتشلللکیل شلللده و ای با توزیع هادراپ ناتی  ی آرژی

 .دارد های یکساناندازه

شده در روش میکروفلودیدیک با سایز میکروژ  های تورید

های فاز آبی و فاز روغنی قطر تقاطع، طو  و عرض کانا 

نتای   و سللرعت جریان فازهای آبی و روغنی ارتباط دارد.

های تیریر نسلللبت جریان فاز آبی/روغنی به قطر میکروژ 

شه شده در ترا شده در تورید ستفاده  های میکروفلودیدیک ا

مطارعه با مطارعات پیشلللین همخوانی دارد. این نتای  این 

باشللند. افزایش در سللرعت جریان می 1جدو  صللورت به

   شود.ها میفاز روغنی منجر به کاهش قطر میکروژ 

ی هادراپلتجریان هر کانا  و ایجاد شلدت سلتپپپا از 

آ پلیمریزاسیون آرژینات توس فرایندآرژیناتی حاوی سلو ، 

های و سلللو  شللدها انجام اسللتیک اسللید در مارپیچ کانا 

شه خارج  شده در خروجی کانا  با موفقیت از ترا سوره  کپ

و همچنین  هادراپلتجمعیت  یدهندهنشان 3شکل شدند. 

طور باشد. همانهای کپسوره شده در هر دراپلت میسلو 

فاقد سلللو   هادراپلتکه مشللخا اسللت تعداد زیادی از 

ست که در می شده ا شان داده  شند. در مطارعات قبلی ن با

ه ها برای رسللیدن بترین حارت کپسللوره کردن سلللو بهینه

فاقد  هادراپلتدرصد از  70سلوری حداقل های تککپسو 

 .[13]بود  سلو  خواهند

 
سو  3شکل  شلاته کردن کپ شده به روش  های آرژینات تورید

 کلسیم در تراشه میکروفلودیدیک

سایز میکروژ  دراپلت  50قطر  ،های توریدشدهبرای تعیین 

سبه  سایز میکروژ م ا صورت نمودار ها بهشد و فراوانی 

 هاقطر میانگین میکروژ  درآمد. 4شکل نشان داده شده در 

آمد. برای تورید دراپلت با  دسلللتبهمیکرومتر  56حدود 

شهسایزهای مختلف می های با ابعاد مختلف و توان از ترا

 های ورودی استفاده کرد.جریان کانا همچنین تغییر شدت

جریان فاز آبی رابت در نظر گرفته در این آزمایش شلللدت

برابر نیز افزایش  10جریان فاز روغنی تا شلللد و شلللدت

ان فاز جرییافت. باید توجه داشت که افزایش نسبت شدت

 هادراپلتتر شدن اندازه روغنی به فاز آبی منجر به کوچک

سرعت تورید دراپلت کاهش میمی ان یابد و زمشود، اربته 

ها در معرض اسللتیک اسللید قرار خواهند بیشللتری سلللو 

 شود.کم می ها نیزمانی سلو گرفت که درصد زنده

 

 : جریان فاز روغنی( و قطرoQ: جریان فاز آبی، aQارتباط بین ابعاد کانا   عرض و ارتفای کانا  در م ل تقاطع( و جریان سیا    1جدول 

 .شودها میهای توریدشده. افزایش در سرعت جریان فاز روغنی منجر به کاهش قطر میکروژ میکروژ 

میکرومتری 50تقاطع  میکرومتری 20تقاطع    

 نسبت جریان فاز آبی به فاز روغنی

)o/Qa(Q 
 نسبت جریان فاز آبی به فاز روغنی (μmقطر میکروژ   

)o/Qa(Q 

 (μmقطر میکروژ   
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های توریدشده به روش توزیع سایز میکروژ  4شکل 

 Scale bar= 100 μmمیکروفلودیدیک. 

 

تای  نشللللان می ید میکروژ ن مایش تور هد در آز های د

درصد  16های فاقد سلو ، درصد میکروژ  78سلوری، تک

سلو ، میکروژ  صد میکروژ  3ها حاوی یک  ها دارای در

سلو  و  صد میکروژ  3دو  سلو  ها دارای بیش ادر ز دو 

 هستند.

نده 3-3 یادی مزانشوویمی در  هایسوولول مانیز بن

 سلولیتکی هامیکروژل

صد زنده شیمی در سلو  و تکثیر مانیدر های بنیادی مزان

پا از کپسللوره کردن بررسللی  21و  14، 7، 3، 1روزهای 

ست آمد. همانبه 5شکل صورت شد و نتای  به طور که د

های مانی برای سلللو زندهدهند، درصللد نتای  نشللان می

-سلوری آرژیناتهای تکبنیادی مزانشیمی که در میکروژ 

PLL شده شت داده  طور به 21و  14، 7اند، در روزهای ک

-5 شکل  های آرژیناتی استداری بالاتر از میکروژ معنی

بارتبه .ارف( بدون حضلللور پلی ا  ریزین در  ،دیگرع

 نسبت به زمانی که پلیمانی زنده سلوری،های تکمیکروژ 

 ها وجود دارد کمتر است.ا  ریزین در میکروژ 

های بنیادی مزانشلللیمی در داخل مانی سللللو نتای  زنده

مانی حدود سللللوری آرژینات بیانگر زندههای تکمیکروژ 

کپسللوره شللدن  پا ازها در روز او  درصللدی سلللو  83

ستند. زنده ستر آرژینات تا روز سلو مانی تکه  21ها در ب

یابد. این در حاری اسللت که درصللد کاهش می 60به زیر 

پلی ا  ریزین افزایش -سللللوری آرژیناتهای تکمیکروژ 

سبی زنده شان می 90مانی را تا حدود ن صد ن دهند. این در

بعد بیشللتر  کشللت به 7مانی از روز دار زندهافزایش معنی

رسللد که بسللتر آرژینات دهد. به نظر میخود را نشللان می

 های بنیادی مزانشیمی بسترمدت سلو برای کشت طولانی

  تواند اتلالات فیزیکوشیمیایی سلومناسبی نیست و نمی

 مانی ورا تیمین کند، اما وجود پلی ا  ریزین شلللرایآ زنده

 کند. ها ایجاد میتری را برای سلو تکثیر مناسب

Huebsch هایی که در اند که سلللو و همکاران نشللان داده

لل به میکروژ  شده RGDهای آرژیناتی مت سوره  اند با کپ

ماتریکا اطرافشلللان از طریق اتللللالات با اینتگرین ها، 

برهمکنش بهتری دارند و شلللکل کروی خود را مدیریت 

نابراین سللللو می ند؛ ب ماتریکا ها میکن به  ند بهتر  توان

سرحا م شند، به عبارتی زندهیکروژ  چسبیده و  مانی تر با

شتری در داخل میکروژ  شان دهندبی فنیی ری و  .[15] ها ن

بنیادی  هایسلللو  مانیزنده 2017در سللا   [16]همکاران

ی ژلاتین را در روز او  و هامیکروژ مزانشیمی انسانی در 

. کاهش اندکردهدرصلللد گزارش  86و  94هفتم به ترتیب 

نده دارمعنی یل آپوپتوز طبیعی  مانیز به در عه  طار این م

 مانیزندهدر این مطارعه  ،بیان شده است. همچنین هاسلو 

یادی مزانشلللیمی در  هایسللللو  ی ژلاتین هامیکروژ بن

های( در GELNBنوربورنین   یب  روز به ترت او  و هفتم 

درصللد گزارش شللده اسللت. بنابراین نتای  ما با  91و  87

 .باشدمین منطبق مطارعات فنیی ری و همکارا

ی هامیکروژلبنیادی مزانشیمی در  هایسلولتکثیر  3-4

 سلولیتک

تر ها در بسلل، تکثیر سلللو به دسللت آمده نتای  مطابق با

سلو  PLL-آرژینات سبت  ستر آرژینات، افزایش به ن های ب

هد. در میکروژ را نشلللان می های دارای پلی ا  ریزین د

به میکروژ  قد آن، افزایش معنینسلللبت  فا داری در های 

رشد و تکثیر در  شود.دیده می 21و  14تکثیر در روزهای 
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ست و داخل تمام میکروژ  . شودیکم دیده میها تا روز بی

قابل  ب-5شللکل صللورت درصللد در یر بهاین افزایش تکث

های تکثیر سلللو  در داخل مشللاهده اسللت. در بررسللی

که وجود پلی ا  ریزین در میکروژ  ها مشلللخا شلللد 

منجر به افزایش  PLL-آرژیناتسللللوری های تکمیکروژ 

های بنیادی مزانشللیمی نسللبت به سللرعت تکثیر سلللو 

کروژ  ی میم تی  ینللا رژ کلله در طوریشلللود. بللههللای آ

 200ها افزایش سلللوری آرژینات سلللو های تکمیکروژ 

ند،درصلللدی  تکمیکروژ  کهدرحاری دار سللللوری های 

صدی را تا روز  500پلی ا  ریزین افزایش -آرژینات  21در

 . ددهننشان می

شیمیایی  صیات فیزیکو لو شین نیز تیریر خ در مطارعات پی

سلو  شد و تکثیر  ستر بر ر ست. بهب شده ا سی  طور ها برر

ای بر روی گروهی از م ققان مطارعه 2014مثا  در سللا  

هللای فیبروبلاسللللت در چسلللبنللدگی و تکثیر سللللو 

ژلاتین را منتشللر کردند -های آرژینات دی آردهیدمیکروژ 

ها در مانی و تکثیر سللللو ریر ژلاتین در زندهکه بیانگر تی

ها نشلللان دادند که آرژینات مدت بود. آنکشلللت طولانی

شته به سلو  را ندا شرایآ چسبندگی  تنهایی توانایی ایجاد 

نات برای کشللللت  نار آرژی هایی در ک و وجود کوپلیمر

سلو طولانی ضروری  برایها مدت  سیار  مهندسی بافت ب

 . [17]است 

سلول 3-5 صویربرداری از  شیمی در ت های بنیادی مزان

 سلولیی تکهامیکروژل

ها در داخل میکروژ  و برای نشلللان دادن تکثیر سللللو 

روز،  21ها در طی همچنین بررسلللی مورفوروژی سللللو 

لاویر میکروسکوپی زمینه روشن و با رنگ ته آمیزی هست

در تهیه شده که  21و  14، 7، 3، 1 هوخست( در روزهای 

ها سلو  ،طورکلی. بهاندنشان داده شده 7و شکل  6شکل 

ای دارند. دی میکروژ  مورفوروژی دایرهبعدر بسلللتر سللله

ها در بسترهای مختلف یکسان نیست و ظاهر کروی سلو 

هایی وجود دارد. یکی از نتای  ها تفاوتسلو  ازر اظ قطر

های تیمل در طو  تللللویربرداری مربوط به میکروژ قابل

شاندستسلوری آرژینات است. نتای  بهتک ی دهدهنآمده ن

های بنیادی مزانشیمی در بیش از نیمی از عدم تکثیر سلو 

 سلوری آرژینات است.های تکمیکروژ 

 

 

 

های بنیادی مانی و تکثیر سلو . در این نمودارها زنده21ها تا روز های بنیادی مزانشیمی درون میکروژ مانی و تکثیر سلو زنده 5شکل 

اند، نشان داده شده است.  ارف( سلوری کشت داده شدهصورت تکبه PLL-های آرژینات و آرژیناتدر میکروژ مزانشیمی انسانی که 

ه سلوری آرژینات،  ب( نمودار مقایسهای تکپلی ا  ریزین نسبت به میکروژ -سلوری آرژیناتهای تکمیکروژ  مانیزندهنمودار مقایسه 

 pاست و  non-significantمخفف  ns.  سلوری آرژیناتهای تکی ا  ریزین نسبت به میکروژ پل-سلوری آرژیناتتکهای میکروژ تکثیر 

value  و با  0,0001کوچکتر از ****p value با * نمایش داده شده است.(  0,05 کوچکتر از 
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بعدی آرژینات در نبود فاکتورهای دیگر بسلللتر سلللهبیانبه

ندهاتللللا  ریزین(، شلللرایآ -ی سللللو   مثلاً پلی ا ده

کند. ریزم یطی موردنیاز سللللو  برای تکثیر را فراهم نمی

شان می سلو نتای  ن ها دو رویکرد دهند که در این حارت 

 شلللکل روز  21  ( عدم تکثیر در طو1کنند: را اتخاذ می

 ( مهاجرت از داخل میکروژ  به بیرون از آن.2 (،6

ستنتای  به سلو د لویربرداری   21ها در طو  آمده از ت

که در میکروژ روز نشلللان می ند  تکده سللللوری های 

نات به میکروژ -آرژی ناتپلی ا  ریزین نسلللبت   های آرژی

شتری اتفاق افتاده  سلوری بی شکل تکثیر  ست     نتای (.7ا

حاکی از مورفوروژی  7تا  6های منتشللر شللده در شللکل

ها های بنیادی مزانشللیمی در داخل میکروژ کروی سلللو 

 باشد. می

 

 

سلوری آرژینات در ی تکهادراپلتهای زنده توسآ هوخست( از آمیزی هسته سلو تلویر زمینه روشن و فلورسانا  رنگ 6شکل 

 7شود. در روز دیده نمی هاسلو تکثیری در  3. تا روز ( بیست و یکمi,j( چهاردهم و  g,h( هفتم،  e,f( سوم،  c,d( او ،  a,bروزهای  

از  برخیدهند، تکثیری در داخل دراپلت نشان نمی هیچ هاسلو بعضی از  21تا دو برابر افزایش یافته است. در روز  هاسلو تعداد  14و 

 اند.سلو  افزایش یافته 4تکی تا حدود از حارت  هاسلو 
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لی ا  پ-سلوری آرژیناتی تکهادراپلتهای زنده توسآ هوخست( از آمیزی هسته سلو تلویر زمینه روشن و فلورسانا  رنگ 7شکل 

دیده  هاسلو م. از روز سوم دو برابر شدن تعداد ( بیست و یکi,j( چهاردهم و  g,h( هفتم،  e,f( سوم،  c,d( او ،  a,bریزین در روزهای  

 هاسلو هم ادامه دارد و تعداد  21و  14در روزهای  هاسلو سلو  دارند. افزایش تعداد  4به طور متوسآ  هادراپلت. در روز هفتم شودمی

 سلو  نیز رسیده است. 8در هر دراپلت تا 

 

 پلی ا  ریزین-سلو  و چندسلوری آرژینات و آرژیناتهای تکهای بنیادی مزانشیمی در میکروژ میانگین قطر سلو  2جدول 

 میانگین قطر سلول 

  میکرومتر(

 میانگین حجم سلول

(Mean gray value) 

  میکرومتر مکعب(

 2/406 ± 79/118 48/19 ± 82/3 سلولی آلژیناتمیکروژل تک

 75/255 ± 94/78 48/16 ± 71/2 پلی ال لیزین–سلولی آلژینات میکروژل تک
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شت آرژینات و آرژینات سترهای ک زین پلی ا  ری-در تمام ب

سلو  سلو مورفوروژی  ست و تنها قطر  سان ا ها در ها یک

سلو  ستر تفاوت دارد. برای کمی کردن میزان قطر  ها هر ب

پلی -های آرژینات و آرژیناتی آن در میکروژ و مقایسللله

 ImageJافزار ها توسللآ نرما  ریزین میانگین قطر سلللو 

کاهش  قابل مشللاهده اسللت. 2جدو  آمد و در  دسللتبه

سلو  سلوری تک یهامیکروژ ها در میانگین قطر و حجم 

نات ندسللللوری آرژی با -و چ قایسلللله  پلی ا  ریزین در م

نات میهامیکروژ  لت تکثیر بیشلللتر ی آرژی به ع ند  توا

ها در حضلللور پلی ا  ریزین و همچنین ممانعت سللللو 

انع از افزایش بیشللتر حجم که م باشللد هافضللایی سلللو 

 شود.ها میسلو 

ضی ات بالاترطور که در همان شد، آرژینات  تو شاره  نیز ا

ستی همانند به شدن کوپلیمرهای زی تنهایی و بدون افزوده 

های  ید یا کیتوزان و همچنین در نبود پپت گارز  ژلاتین، آ

یا پلی ا  ریزین RGDاتللللاری نظیر فیبرونکتین،  ، کلاژن 

اپی کند. بها فراهم نمیبسللتر مناسللبی برای اتلللا  سلللو 

سا   سبندگی بهتر  2015سارکر در  شان داد که برای چ ن

به بسلللترهای آرژیناتی نیاز به بهبود فاکتورهای  هاسللللو 

آمده با مطارعات  دسللتبه. نتای  [18] باشللدمیاتلللاری 

باشد. در مطارعات پیشین ارر فاکتورهای راستا میپیشین هم

لو  پارامتر چسبندگی س عنوانبهبعدی اتلاری در بستر سه

سلو  ست. و جلوگیری از مهاجرت  شده ا شان داده  ها ن

ای چیارا د پاسللکاریا و سللاندرین اتین مانویل در مطارعه

کردنللد کلله  بنللدیجمعچنین  2017مروری در سللللا  

عل" خارج سللللوری از طریق ف ماتریکا  با  عالات  وانف

ندگی یا همیدسلللمچسلللب کانونی  ها از طریق های  وزوم 

با پروتئیندرگیری اینتگرین ماتریکا ها  های فیبریلار 

 .[19] "دهدخارج سلوری رخ می

 گیرینتیجه -4

توسآ یانگ وانگ  "ریزیبرنامههای قابلهیدروژ "مفهوم 

های ( معرفی شلللد که به کمک طراحی هیدروژ 2018 

سلو ریزی میبرنامهقابل شت  سرنو د. ها را کنتر  کرتوان 

با افزودن م رک ند در این روش  مان های بیوروژیکی ه

DNAها، پروتئین تامر ها، آنزیم ها، آپ ید تابوو پپت  ها و م

 کنند که بهها تلقین میی را به سللللو فرایندهای کوچک 

ها را در کنتر  داشللته کمک آن بتوانند سللرنوشللت سلللو 

سلللوری امکان بررسللی ارر . کپسللوره کردن تک[20]باشللند 

تکم رک فاوت بر  سللللو  را فراهم های بیوروژیکی مت

تواند اطلاعاتی بنیادی در رابطه با بیوشللیمی کند که میمی

 ها در اختیار م ققان قرار دهد. و بیوفیزیک سلو 

سوره کردن  فرایندر این مطارعه د  هایسلو  سلوریتککپ

ی آرژیناتی به روش هادراپلتبنیادی مزانشلللیمی در داخل 

میکروفلودیدیک تشلللریر شلللد و در ادامه پلی ا  ریزین 

 هایلو سو تکثیر  مانیزندهفاکتور اتلاری مهم در  عنوانبه

معرفی  سلوریصورت تکبه شدهبنیادی مزانشیمی کپسوره 

شللد. فناوری کپسللوره کردن معرفی شللده در این مطارعه 

ت، مهندسللی باف برایقابلیت اسللتفاده در مطارعات بارینی 
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Abstract 

Stem cells are characterized by their capacity for self-renewal and their ability 

to differentiate into specific cell types under the influence of their 

microenvironment. It is known that matrix chemistry controls stem cell 

differentiation. Single cell encapsulations of the Mesenchymal stem cells into 

a semi-permeable microgel, allows a greater control of the stem cell fate. In 

this study, a chip for single-cell encapsulation was designed and fabricated 

using microfluidic technology. By using microfluidic chip, human bone 

marrow mesenchymal stem cells (hBMSCs) are encapsulated inside alginate 

and alginate-poly-l lysine (PLL) microgels. The results of long-term viability 

of MSCs inside alginate-PLL microgels, shows a significant increase 

compared to alginate microgels. Mesenchymal stem cell proliferation in 

alginate-PLL microgels also increased significantly on days 14 and 21. It 

seems that PLL improves cell adhesion and function by creating a positively 

charged matrix. Microscopic studies indicate that the morphology of the cells 

inside the microgels is spherical. However, the average diameter and volume 

of cells in microgels containing PLL are smaller than others, which indicates 

more proliferation and space limitation inside the microgels. Therefore, single 

cell alginate-PLL microgels provide a suitable substrate in clinical studies for 

tissue engineering, organ transplantation and cell therapy. 

 

Keywords: 

Microfluidics, Mesenchymal stem cells, Single cell encapsulation, Tissue 

engineering, Microgel 
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