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 0چکیده

ها با خصوصیات های بنیادی برای كاربردهای درمانی، نیاز به تولید مکرر تعداد زیادی از سلولاستفاده وسیع سلول

به عنوان مدلی از سلول های بنیادی  U937هایمناسب تحت شرایط كنترل شده در بیوراكتورها دارد. در این تحقیق سلول 

قرار گرفتند. میکروكپسول ها در دو  Cells/ml 195 ×4/7ژلاتین با دانسیته سلولی -شناور در داخل میکروكپسول های آلژینات

سلول ها در  7/1±1/5بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی و ستونی حبابدار كشت داده شدند. نتایج بدست آمده افزایش 

راكتور پرفیوژن با همزن خارجی را نشان داد در حالی كه به دلیل تنش بالا قادر به رشد مناسب در راكتور ستونی حبابدار نبودند. 

های ژلاتینی جهت تکثیر سلولهای بنیادی در سیستم-نتایج بدست آمده، تایید كننده مناسب بودن میکرو كپسول های آلژینات

ظور بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی با كاهش تنش برشی و پخش بهتر اكسیژن، محیط باشد. برای این مندینامیك می

 نماید. ها ایجاد میهمگن و مناسبتری را برای رشد و تکثیر سلول

ز، لوپ های بنیادی خونسابیوراكتور پرفیوژن، بیوراكتور ستونی حبابدار، تکثیر هدفمند سلولهای كلیدی: واژه

  .یکروكپسولهمزن خارجی، م

 مقدمه

سلول های بنیادی نقش بسیار مهمی در كاربردهای پزشکی ایفا می كنند. بنابراین كشت این سلول ها و افزایش آنها 

های كشت ساكن مثل تی فلاسك برای گسترش از اهمیت زیادی برخوردار است. در میان روش های مختلف برای كشت، سیستم

هایی (. ولی این سیستم ها محدودیتCollins et al., 1998b; Meissner et al., 1999) شودمیهای خونساز بیشتر استفاده سلول

علاوه، شرایط محیطی در ها در محیط كشت دارند. به، مصرف اكسیژن و تجمع متابولیتpHهای غلظتی از قبیل از نظر شیب
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بالای  یها و یا دانسیتهراكتورها زمانی كه تعداد زیاد سلولصورت آنلاین كنترل شود. در نتیجه استفاده از بیو تواند بهآن نمی

 (.Papoutsakis, 1991سلول مطلوب باشد، مورد نیاز است )

دار برای كشت سلول های حیوانی و میکروبی بسیار مناسب هستند و می توانند بسیاری از بیوراكتورهای همزن

گیری ، نمونهشودهای مکرر كه منجر به آلودگی میری كمتر، بررسیپذیمشکلات سیستم كشت ساكن مثل گرادیان غلظت، تکرار

های (. زانسترا و همکارانش كشتApperley, 1994; Zandstra et al., 1994و كنترل شرایط كشت را بر طرف نمایند )

كردند. مقدار غلظت مادههای خونی گرفته شده از مغز استخوان دار را بررسی كرده و شروع به كشت سلولسوسپانسیونی همزن

اما از سوی  (.  Zandstra, 1997 &Eavesبرابر افزایش پیدا كردند ) 2-77هفته حدود  5بود كه بعد از  cell/ml195×9ی تلقیحی 

های حساس تواند برای سلولطوریکه می(.، به King & Miller, 2007كند )دیگر همزن در محیط كشت تنش برشی ایجاد می

 .(Apperley, 1994; Nielson, 1999زا باشد )به تنش آسیب

از سوی دیگر، تثبیت سلولی می تواند جهت حفاظت سلول ها در مقابل شرایط محیطی از قبیل تنش های احتمالی 

ی سلولی بالاتر نسبت به حالت آزاد و افزایش سطح قابل اتصال، به كار برده شود. این روش برای اولین بار و نیل به دانسیته

های مختلفی از قبیل به دام انداختن سلول در داخل (. بعد از آن روشCarrel, 1923معرفی شد ) 9179سط  كارل در سال تو

 (.Alizadeh et al., 2017ذره و كپسوله كردن سلول داخل ژل برای تثبیت سلولی به كار گرفته شد )

 9تا  7/5تراوا با قطر بین های نیمهاخل میکروكرهمیکروكپسولاسیون روشی برای قرار دادن مواد فعال بیولوژیکی در د

ها باید بتوانند انتقال اكسیژن خالص و مواد مغذی به داخل كپسول (. میکروكپسولCarrel, 1923; Chang, 1995میلیمتر است )

اده باشند. بهترین م میها دارای محدودیت را انجام دهند. در نتیجه تعداد مواد شیمیایی مورد استفاده برای كپسوله كردن سلول

ای هها سدیم آلژینات به دلیل توانایی تشکیل هیدروژلدر میان آنباشد. های طبیعی میساكاریدی ماتریکس، پلیبرای تهیه

ی (. اساس همهLewińska et al., 2008) های دوظرفیتی در دمای محیط  بیشترین استفاده را داردپذیر درحضور كاتیونانعطاف

 Lewińskaهای دو ظرفیتی است )ها ریختن محلول آلژیناتی در داخل حمامی حاوی كاتیونسازی میکروكپسولآماده هایروش

et al., 2008).  درصد برای تهیه میکرو كپسولها جهت تکثیر سلولهای  11/5درصد و آلژینات  7/9تركیب درصد بهینه از ژلاتین

 (.Alizadeh et al., 2017) بنیادی ارائه شده است

یستم، تر بودن ساز سوی دیگر برای افزایش سلول ها نیاز به استفاده از بیوراكتورها می باشد. ولی به دلیل پیچیده

أمین ت خوبی مشخص نشده است. در این میان نحوههای بنیادی خونساز بههنوز تأثیر پارامترهای مختلف بر روی كشت سلول

باشد و میزان هوادهی برای بیوراكتورهای مختلف جهت حفظ سلولبیوراكتورها می اكسیژن یکی از پارامترهای مهم در طراحی

های ی مسمومیت سیستم در غلظت. آزمایش های زیادی در زمینه(Tondreau et al., 2015) باشدها در حالت زنده متفاوت می

ای هها انجام شده است. غلظترشد سلولهای پایین و تأثیر غلظت اكسیژن در مهار بالای اكسیژن، كمبود اكسیژن در غلظت
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های متوسط . در حالی كه در غلظت(Danquah, 2011) دهدپایین اكسیژن تمایز و تکثیر بیشتری از جمعیت سلولی را نتیجه می

طور قابل توجهی غلظت اكسید . همچنین محیط با محدودیت اكسیژن به  (Apperley, 1994)یابد های تولید افزایش مینرخ

 انددهی تکثیر سلولی شناخته شعنوان مهاركننده دهد كه این مواد بهیتریك، پراكسید هیدروژن و رادیکال اكسیژن را كاهش مین

(Eibl et al., 2008 .) بیشترین آسیب در ابتدای بیوراكتور در محل هوادهی و در انتهای بیوراكتور، یعنی  هنگام تشکیل كف

. (Eibl et al., 2008)تواند در كاهش آسیب سلولی موثر باشد ساز میآنتی فوم و همچنین اشباع باشد. بنابراین استفاده ازمی

 Xueliang et) باشدها مخصوصا در بیوراكتورهای ایرلیفت میها در سطح آزاد مهمترین عامل مرگ و میر سلولتركیدن حباب

al., 2020)ا هكنند و شرایط تنش بالا كه منجر به مرگ سلولاند به سادگی از میان سیال عبور میهایی كه منفجر نشده. حباب

ها باید كوچك برای غلبه بر این مشکل، در صورت بروز تلاطم سایز حباب (.King & Miller, 2007)آورند وجود نمیشود، بهمی

باشد و در نتیجه برای حداقل كردن تنش برشی منفجر نشوند. بنابراین، میزان هوادهی و نیز جدا كردن محیط كشت حاوی 

 تواند راه حل بسیار مفیدی باشد. های اكسیژن رسانی میها از سیستمسلول

ه عنوان تواند بای كه بر روی سلول ها تاثیر زیادی نداشته باشد، مینسبتا سادهبا توجه به این امر طراحی بیوراكتور 

با عملکرد ( PCESCT) یك هدف مناسب مورد توجه قرار گیرد. یکی از این سیستم ها، بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی

 هتر اكسیژن، محیط همگن و مناسبی را برایباشد. این بیوراكتور با كاهش تنش برشی و پخش بو نحوه كنترل بسیار ساده می

 نماید.ها ایجاد میرشد و تکثیر سلول

ها با تركیب درصد بهینه گزارش شده در در درون میکروكپسول U937های بنابراین در این تحقیق، در ابتدا سلول

جی و همچنین راكتور ستونی حبابدار مراجع قرار گرفتند. در ادامه میکروكپسول ها در درون راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خار

(B.C)  قرار گرفته و تکثیر شدند. در نهایت میزان رشد سلول ها در دو نوع بیوراكتور در درصدهای مختلف اكسیژن بررسی و

 مقایسه گردید.

 مواد و روش ها

 های مربوط سلول های بنیادی و محیط

عنوان فلاسك و  بیوراكتور توسعه یافته به تی سیستمسرطان خون( در  )خط سلول میلوبلاستی U937های از سلول

داشتن ی تمایز و نیاز ندلیل داشتن مراحل شناخته شدهها بهشد. كار با آنهای بنیادی خونساز، استفاده های مشابه با سلولسلول

( تصویر 9ها وجود ندارد. شکل )آنبه سایتوكین برای رشد و تمایز، بسیار آسان است و هیچ مسائل اخلاقی مرتبط با استفاده از 

 دهد.مورد استفاده را نشان می U937های میکروسکوپ نوری از سلول
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 U937های : تصویر میکروسکوپ نوری سلول0شکل 

استفاده شد. این  FBS (Invitrogen)  95با % RPMI 1640 (Invitrogen)از محیط كشت   U937های جهت نگهداری سلول

 ( با مقادیر مشخص تهیه شد.9محیط كشت از مواد ذكر شده در جدول )

 U937ی محیط كشت مربوط به سلولهای : مقادیر مواد تشکیل دهنده0جدول 

 لیترمیلی 955حجم اضافه شده در  نوع ماده

RPMI 1640 91 لیترمیلی 

FBS 95 لیترمیلی 

 لیترمیلی G 9پنیسیلین 

 

 آماده سازی میکرو كپسول

به مدت یك  5/2برابر با  pH ( و باCF-KRH( در محیط عاری از بافر بدون كلسیم )مرک( )%7آلژینات سدیم )مرک( )

حل شده و سپس با اتوكلاو استریل شد و  CF-KRH( در %4شب، با استفاده از یك همزن در هود لامینار، حل گردید. ژلاتین )

به محلول آلژینات برای تهیه مخلوط مورد نظر از آلژینات و ژلاتین اضافه شد. سپس میکروكپسول ها با استفاده از یك روش 

سرعت جریان ولتاژ كاربردی،  ، ایران( آماده شد. VitaTebانعقاد الکترواستاتیك با كمك ولتاژ بالا فراهم شده از منبع تغذیه )

سانتیمتر به ترتیب در نظر گرفته شد. قطر میکروكپسول ها با  1و  kV9 ،cc/min 974/5 اكسترودر و فاصله سوزن از حمام

 میکرومتر بودند. 155 ± 755مشاهده گردید كه دارای قطر متوسط   .BELView 6.2استفاده از نرم افزار

 كتور ستونی حبابداربیوراكتورهای پرفیوژن با لوپ همزن خارجی و را

بیوراكتور ستونی حبابدار و راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی به عنوان سیستم دینامیك برای تکثیر هدفمند سلول 

و همچنین  pHهای بنیادی خونساز با استفاده از میکروكپسول ها مورد استفاده قرار گرفت. این سیستم شامل سیستم كنترلی 

 درجه سلسیوس كنترل شد. 92یستم نیز توسط سیركولاتور آزمایشگاهی )سهند آذر( در دمای باشد. دمای ساكسیژن می
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نشان داده شده  9و  7تصویر راكتور آزمایشگاهی و شمایی از راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی آن، در شکل های 

همزن به سلول ها وارد نشود. قسمت  است. قسمت تکثیر سلولی )پرفیوژن( از تانك همزده جدا شد تا تنش وارده از طریق

باشد. قسمت همزن متر میمیلی 14متر و ارتفاع میلی 74لیتر با قطر داخلی میلی 95پرفیوژن، یك سیستم جداره با ظرفیت 

 متر و مجهز به یك سنسورمیلی 45میلی متر و ارتفاع  95لیتر با قطر داخلی میلی 95خارجی یك تانك دو جداره با حجم كاری 

pH باشد. بیوراكتور همزده بر متر میمیلی 15باشد. حجم كلی كاری سیستم راكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی برابر با می

دور بر دقیقه صورت گرفت. محیط كشت  95روی سیستم همزن شامل مگنت یك سانتی متر قرار گرفته و اختلاط با دور همزن 

و قسمت باشد و این دلوپ همزن خارجی بوسیله پمپ پریستالتیك در حال چرخش میبین دو قسمت سیستم راكتور پرفیوژن با 

 اند. میکرومتر از همدیگر جدا شده 9بوسیله غشای با سایز 

 

 اندازی شده در آزمایشگاه: بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی راه2شکل 

 94متر، ارتفاع سانتی 4/9ی داخلی بیوراكتور ظهلیتر، قطر محفمیلی 75بیوراكتور ستونی حبابدار با حجم كاری 

میکرومتر طراحی و ساخته شده است. جهت استریل كردن سیستم تمامی قسمتهای  955كننده های پخشمتر و سوراخسانتی

ر بوسیله قبل از شروع آزمایشات تمامی قسمت های هر دو بیوراكتودقیقه قرار داده شد.  75بیوراكتور در داخل اتوكلاو به مدت 

 شود. آب دیونیزه دو بار و بوسیله محیط كشت یکبار شستشو داده می

 

 : شمای بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی3شکل 
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( MFCبوسیله كنترل های هوا ) vvm 9/5با شدت هوادهی ثابت  2O, 2N, 2COهوای ورودی شامل مخلوطی از گازهای 

تنظیم می شد. مخلوط كردن گازهای ورودی به نحوی انجام می شد كه در شدت هوادهی ثابت، گاز ورودی حاوی مقدار ثابت 

4% 2CO  بسته به غلظت اكسیژن مورد نظر باشد. مخلوط گاز ورودی پس از عبور از اشباع %79و  95، 4و غلظت های اكسیژن ،

كشت داخل سیستم بوسیله پمپ پریستالتیك بعد از استراحت دو ساعته سیستم  گردید. تعویض محیطساز وارد بیوراكتور می

شود. محیط خارج شده و محیط جدید جایگزین می %45ساعت صورت می گرفت و در هر سری تعویض محیط میزان 75در هر 

با توجه به حساس بودن  داخل سیستم بوسیله اسید و باز رقیق تنظیم شد. ولی pHدر گام اول با توجه به اطلاعات مقالات 

بر روی  pHبه سیستم برای كنترل   2COو احتمال تغییرات ناگهانی آن هنگام تزریق اسید یا باز، تزریق گاز  pHسلول ها به 

 شد. استفاده 7/2

 شمارش سلولی و تعیین درصد زیستایی سلول

میکرولیتر از  45زان زیستایی سلول به ها از لام نئوبار استفاده گردید. برای تعیین میبرای تعیین تعداد سلول

های شد. رنگ جذب سلولمیکرولیتر تریپان بلو اضافه شده و خوب مخلوط می 45سوسپانسیون سلولی درون یك میکروتیوب 

 4تا  9شود. بعد از اضافه شدن تریپان بلو در عرض های مرده میمانند، در حالی كه رنگ جذب سلولشود و شفاف میزنده نمی

یابد. تعداد كل شود و شمارش زیستایی كاهش مییقه باید شمارش انجام شود، در غیر این صورت مرگ سلولی آغاز میدق

های زنده شمرده شد. درصد سلول های زیستا از تقسیم تعداد سلول های شفاف بر تعداد كل سلول ها ها و تعداد سلولسلول

 شد.ی بعدی قرار داده میتا استفاده 25ز شده و در الکل %بدست می آید. در پایان لام نئوبار با الکل تمی

میلی  955ها با استفاده از محلول جهت شمارش تعداد سلول ها در داخل هر كدام از میکروكپسول ها، میکروكپسول

 .شدبه های زنده به ازای هر میکروكپسول محاسها آزاد شدند. سپس تعداد سلولمولار سدیم تری سیترات حل شده و سلول

 نتایج و بحث

های بنیادی خونساز دارند، انتخاب و قبل از تلقیح كه رفتار مشابهی با سلول U937های در این قسمت از تحقیق، سلول

به داخل راكتورها در داخل میکرو كپسول ها قرار گرفتند. بدیهی است كه رشد سلول ها متاثر از تنش برشی، هوادهی و همچنین 

های پلیمری قرار داده شدند و ها در داخل میکروكپسولباشد. بنابراین برای كنترل تنش برشی، سلولمیزان اكسیژن می 

بیوراكتورها در شدت هوادهی ثابت و درصدهای مختلفی از اكسیژن هوادهی شدند. در ابتدا رشد این سلول ها در 

 نتایج مربوط به بیوراكتور ستونی حبابدار به صورتمورد بررسی قرار گرفته و سپس با پرفیوژن با لوپ همزن خارجی بیوراكتور

 دهی ناپیوسته متوالی مورد مقایسه قرار گرفت.خوراک
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  استفاده از میکروكپسول ها جهت تکثیر سلولهای بنیادی

ژلاتین به عنوان بهترین تركیب برای تهیه میکرو  -با توجه به مطالعات صورت گرفته میکرو كپسول های آلژینات

ژلاتینی؛ درصد آلژینات، ژلاتین و نوع محلول ژلاسیون از پارامترهای -های آلژیناتانتخاب شدند. در تهیه میکروكپسول كپسول ها

موثر بر رشد سلولی می باشد. وجود آلژینات برای ایجاد محیط سه بعدی ضروری است، و همچنین به یك مقدار بهینه از آلژینات 

ر میکروكپسول را در داخل محیط سه بعدی حفظ كرد. در مورد ژلاتین نیز، از آنجایی كه این نیاز است تا بتوان ژلاتین موجود د

رای ها ندارد. برعکس وجود ژلاتین بدهد، تاثیری در میزان سفتی میکروكپسولهای كلسیم و باریم نمیماده هیچ پیوندی با یون

 شود. بهبود رشد سلولی می ها مورد نیاز است و وجود آن باعثكاهش میزان سفتی میکروكپسول

رشد سلولی در مقادیر بدست آمده از نتایج مقالات برای مقادیر ژلاتین و آلژینات مورد ارزیابی قرار گرفت. میزان تکثیر 

های ، سلولU937های های بنیادی خونساز در نظر گرفته شد. از آنجایی كه سلولبه عنوان مدل برای سلول U937های سلول

د. ها آسانتر خواهد بوتر باشد رشد این سلولد، هرچه محیط سه بعدی میکروكپسولی به یك محیط مایع نزدیكشناور هستن

(. از سوی Alizadeh et al., 2017با توجه به نتایج مراجع انتخاب شد ) 7/9و  11/5غلظت بهینه آلژینات و ژلاتین به ترتیب 

د كه بتوانند  انتقال جرم مناسبی از مواد مغذی و اكسیژن را تامین كنند. با ای كوچك باشنها باید به اندازهدیگر میکروكپسول

باشد كه میکرومتر می 155توجه به نتایج ارائه شده در مراجع بهترین قطر میکروكپسول ها برای سلولهای بنیادی خونساز سایز 

 11/5یم و غلظت بهینه آلژینات و ژلاتین به ترتیب سانتی متر سر سوزن با محلول حاوی بار 1كیلوولت و فاصله  9با اعمال ولتاژ 

 (.  Alizadeh et al., 2017آید )بدست می 7/9و 

روز به میزان  2های كپسوله شده پس از تعداد سلولسلول ها در داخل میکروكپسول ها رشد خوبی را نشان دادند. 

برابر در داخل فلاسك افزایش یافت. میکروكپسولها با دانسیته سلولی برابر در فلاسك و هر دو نوع بیوراكتور كشت  4/9±9/1

درجه سلسیوس قرار داده شد. میزان سلولها در ابتدای فرایند  92در دمای  2COداده شد. فلاسك نیز در داخل انکوباتور حاوی 

ها ولها در داخل میکروكپسباشد. رشد سلوللیتر محلول در هنگام تزریق توسط دستگاه میسلول به ازای هر میلی  4/7×195برابر 

با توجه به تصاویر مشخص ( نشان داده شده است. 5شکل )میکرومتر در  955و  45در مقیاس های در بزرگنمایی های مختلف 

نابراین از نظر كیفی این امر نشانگر محیط مناسب است كه كلونی هایی از سلول ها در داخل میکروكپسول ها بوجود آمده است. ب

 میکروكپسول ها برای تبادل مواد، اكسیژن و دی اكسید كربن و تکثیر سلول ها می باشد. 
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های كشت داده شده در تی فلاسک در روز هفتم در مقیاس ها در میکروكپسول: تصاویر میکروسکوپی رشد سلول4شکل 

 میکرومتر B) 51و  A)011های 

 های كپسوله شده در بیوراكتورهابررسی رشد و تکثیر سلول

دهی ناپیوسته متوالی و شامل جریان صورت خوراکدر این تحقیق از سیستم كشت بیوراكتور ستونی حبابدار به

 ( و بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی استفاده گردید. 4چرخشی در اثر هوادهی )شکل 

در این بیوراكتورها كشت داده شدند. این آزمایش با دو مرتبه تکرار  U937های های حاوی سلولمیکروكپسولدر ادامه 

 روز، مورد بررسی قرار گرفت.  2و  4، 9های زمانی انجام شد. میزان افزایش سلولی در هر میکروكپسول در بازه

( هوادهی شده و تاثیر میزان 79، %95، %4)%درصدهای مختلف اكسیژن و  vvm 5,9بیوراكتورها در هوادهی ثابت 

( اهمیت تاثیر تنش و اكسیژن با درصدهای 1اكسیژن و تنش وارده مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داده شده در شکل )

 دهد.ها نشان میعدم تکثیر سلولذكر شده را در تکثیر و 
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 : تصویر بیوراكتور ستونی حبابدار و میکروكپسول ها5شکل 

 

 PCESTبیوراكتور ستونی حبابدار،  .B.Cها در سیستمهای مختلف با درصدهای مختلف اكسیژن )یزان رشد سلولم : 6شکل 

مربوط به سیستم فلاسک  T-flaskدر درصدهای مختلف هوادهی اكسیژن و  بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی

 استاتیک(

اكسیژن  79در داخل بیوراكتور ستونی حبابدار  وقتی هوادهی با %( نشان داده شده است، 1همانطور كه در شکل )

ها كاهش پیدا كرد تعداد سلول 95ای یافت نشد در حالیکه وقتی این میزان به %انجام گرفت پس از یك روز هیچ سلول زنده

برابر مقدار اولیه  2/9روز به  4پس از  اكسیژن انجام شده و تعداد سلول ها 4تقریبا برابر با مقدار اولیه بود. در نهایت هوادهی با %

 رسید.

 79در داخل بیوراكتور پرفیوژن، هوادهی در قسمت بالای قسمت همزن خارجی انجام گرفت. هنگام هوادهی با %

هیچ گونه افزایشی برای  4و % 95اكسیژن تکثیر سلول ها قابل مقایسه با سیستم استاتیك بود. ولی در تركیب درصد هوای %

مشاهده نشد. از نظر آماری نیز موارد ذكر شده با استفاده از روش تی تست چك شده تفاوت بین میزان هوادهی با  سلول ها

ها در داخل ( نیز رشد سلول2. در شکل )داشت 54/5كمتر از  Pمقدار تفاوت معنی داری با  4و % 95با هر كدام از % %79

ارش تصاویر تایید كننده نتایج شمها در بیوراكتورهای مختلف با درصدهای مختلف اكسیژن نشان داده شده است. میکروكپسول

 سلولی می باشند.

 

 

 

 

 

  

ستونی  B)اكسیژن  5ستونی حبابدار با % A)ها در بیوراكتورهای : تصاویر میکروسکوپی روند رشد سلول1شکل 

 روز كشت 1اكسیژن بعد از  20یوژن با لوپ همزن خارجی با %بیوراكتور پرف C)اكسیژن و  01حبابدار با %



 
 

 23 / (س) الزهرا دانشگاه كاربردی شناسی زیست پژوهشی- علمی فصلنامه

كند تنش بالای وارده به سلول از طریق دار مکانیکی را محدود مییکی از عوامل مهمی كه كاربرد بیوراكتورهای همزن

های هوا درون مایع حبابحبابدار و ایرلیفت كه عمل اختلاط در اثر حركت  -باشد. در بیوراكتورهای ستونیپروانه همزن می

 شود. ها میگیرد نیز تنش موجود مانع رشد سلولصورت می

باشد. علت اصلی كاهش تعداد از سوی دیگر فراهم كردن مقدار مطلوب اكسیژن در داخل بیوراكتور حائز اهمیت می

باشد. در بیوراكتور حبابدار با های بالای اكسیژن، مسمومیت سیستم می كم بودن میزان افزایش سلولی در غلظت ها و سلول

وارد كردن مستقیم جریان هوا میزان اكسیژن در راكتور افزایش می یابد. از سوی دیگر با معرفی مستقیم جریان هوا به داخل 

راكتور تنش زیادی نیز به سلول ها وارد می شود. این در حالی است كه در بیوراكتور پرفیوژن غلظت اكسیژن در قسمت بالای 

تنظیم می گردید. بنابراین غلظت اكسیژن در راكتور پرفیوژن به مراتب كمتر از مقادیر متناظر آن  %4و  95، 79خارجی در  لوپ

در قسمت همزده می باشد. از سوی دیگر تنش كمتری به دلیل جدا بودن محفظه همزده به سلول ها وارد می شود. میزان 

بود. رشد بالا در این غلظت اكسیژن به دلیل فراهم آمدن غلظت مناسب 1/ 7±1/5برابر  %79افزایش سلولی در ورودی اكسیژن 

 4و % 95بود. عدم رشد در غلظت های پایینتر % %79اكسیژن در داخل بیوراكتور پرفیوژن در هوادهی قسمت همزده با اكسیژن 

راكتور ستونی حبابدار در هوادهی با باشد. این در حالی است كه در بیوبه دلیل كم بودن غلظت اكسیژن در این غلظت ها می

اكسیژن، از یك سو بر اثر غلظت اكسیژن بسیار بالا و از سوی دیگر به دلیل تنش زیاد سلول ها زنده نمی مانند. ولی با  %79

روز به  4 اكسیژن تعداد سلولها پس از 4ها تقریبا برابر با مقدار اولیه و با هوادهی حاوی %تعداد سلول 95كاهش این میزان به %

اكسیژن در قسمت بالای لوپ خارجی  %4و  %95برابر مقدار اولیه رسید. در حالی كه در راكتور پرفیوژن در غلظت های  2/9

اكسیژن از نظر  79اكسیژن كافی در دسترس سلول ها را فراهم نخواهد نمود. نتایج بدست آمده برای بیوراكتور پرفیوژن با %

را داشته  54/5كمتر از  Pمقدار اكسیژن تفاوت معنی داری با  4و % 95، %79بابدار در هوادهی با %آماری با بیوراكتور ستونی ح

 و تفاوت دو بیوراكتور نیز از نظر آماری مورد تایید قرار گرفت.

بنابراین با مقایسه رشد سلول ها در دو راكتور می توان نتیجه گرفت كه اكسیژن و تنش از عوامل بسیار مهم تاثیر 

ار بر میزان رشد سلولی می باشند. میزان رشد كمتر در راكتور ستونی حبابدار در مقایسه با راكتور پرفیوژن با همزن خارجی گذ

ی در انتخاب نوع راكتور می نشان می دهد كه تاثیر تنش، حتی با وجود رشد سلول ها در میکروكپسول ها، پارامتر بسیار مهم

 باشد.

 گیرینتیجه

 U937باشد. سلول های كاهش تنش برشی وارد شده به سلول ها با استفاده از میکرو كپسول ها میهدف این تحقیق 

به عنوان نمونه سلول های بنیادی خونساز در دو بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی و بیوراكتور ستونی حبابدار به صورت 
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ن و میزان اكسیژده شدند. نتایج بدست آمده نشان داد كه دهی ناپیوسته متوالی در درصدهای مختلف اكسیژن كشت داخوراک

تنش وارده از پارامترهای موثر بر رشد سلولی می باشند. علاوه بر آن، بیوراكتور پرفیوژن با لوپ همزن خارجی با تنش كمتر 

ر ر داخل این بیوراكتومحیط مناسبتری را برای رشد سلول ها از خود نشان داد. همچنین نتایج نشان دادند كه كشت سلول ها د

 باشد.  دارای تفاوت قابل توجهی با سیستم استاتیك می %79در مجاورت اكسیژن 
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Ex vivo expansion of micro capsulated U937 cells in an external stirred bioreactor 

Y. Beygi Khosrowshahi1*, M. Hosseini2 

 

 

Abstract1 

The wide use of stem cells for therapeutic applications requires frequent production of a large number of 

cells with proper characteristics under controlled conditions in bioreactors. In this study, U937 cells were 

introduced as a model of floating stem cells inside alginate-gelatin microcapsules with a cell density of 2.5 × 106 

cells/ml. The results showed very good growth of microcapsules inside the flask. Microcapsules were cultured in 

two different bioreactors with different concentrations of oxygen in two perfusion bioreactors with external stirrer 

loop (PC-ESCT) and bubble column (B.C). The results showed an increase of 9.2 ± 0.9 in the perfusion reactor 

with the external stirrer, while due to the high stress they were unable to grow properly in the bubble column 

reactor. The results confirm the suitability of alginate-gelatin microcapsules for the propagation of stem cells in 

dynamic systems. The perfusion bioreactor with external loop loops, by reducing the shear stress and better 

oxygen distribution, creates a homogenous and more suitable environment for growth and proliferation of cells. 

 

Keywords: Bubble Column Bioreactor, External Agitator Loop, Hematopoietic Stem Cell, Microcapsule, 

Perfusion Bioreactor, Targeted Propagation. 
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