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 چکیده
در هاي سخت دارند. هاي مطلوبشان امروزه کاربردهاي فراوانی در مهندسی بافتهاي کامپوزیتی با دارا بودن برخی از ویژگیداربست :زمینه

 -، نقش کامپوزیت هیدروکسی آپاتیت)In vivo( و همچنین پیوند به جمجمه رت بالغ) In vitroآزمایشگاهی ( هايمطالعه حاضر با بررسی

در روند بهبودي ضایعات  )BMSCs( هاي بنیادي استرومایی مغز استخوانپوشیده شده با سلولدیگري به تنهایی و  در دو حالت، یکی ژلاتین

  کاهش زمان ترمیم و میزان پاسخ ایمنی بدن مورد بررسی قرار گرفت.استخوانی، 

. ژلاتین از پودر نانوهیدروکسی آپاتیت و ژلاتین استفاده شد-در مطالعه حاضر، جهت تهیه نانو داربست هیدروکسی آپاتیت :هاروش و مواد

BMSCs سر رت نر  15جداسازي و کشت داده شدند. در این پژوهش از  (خروج مغز قرمز استخوان با جریان پر فشار مایع) با روش فلوشینگ

-نقص استخوانی با داربست هیدروکسی آپاتیت : گروههاي مورد مطالعه شاملگرم استفاده شد. گروه 200-250بالغ نژاد ویستار با وزن حدود 

استخوانی بدون داربست که پس از یک هفته و یک نقص گروه و BMSCs  ژلاتین به همراه-نقص استخوانی با هیدروکسی آپاتیتگروه ژلاتین، 

ئید روند پیشرفت أشد. جهت تاستفاده جهت بررسی زیست سازگاري داربست مذکور  MTT ماه از جراحی مورد بررسی قرار گرفت. از آزمون

کروم آمیزي تريهاي کلاژن از رنگائوزین و به منظور بررسی سنتز رشته -آمیزي هماتوکسیلینهاي التهابی از رنگترمیم و میزان حضور سلول

   ماسون استفاده شد.

هاي هاي استرومایی ندارد. اولین نشانهمورد نظر اثر سمی بر روي سلول) Scaffold( داربستنشان داد که   MTTنتایج ارزیابی :هایافته

سازي ظاهر شد. اما در هفته چهارم استخوان BMSCs هايهمراه سلولهژلاتین ب -سازي در هفته اول در گروه پیوند هیدروکسی آپاتیتاستخوان

ها در صورت جزایري در بافت استخوانی اسفنجی یافت شد. بیشترین تعداد لنفوسیتههاي داربست مورد نظر بتر شده و باقی ماندهکامل

 مشاهده گردید. هاداربستهاي تجربی پس از یک هفته از کاشت گروه

اي در روند ترمیم داشته ، نقش بالقوهBMSCs هايژلاتین پوشیده شده با سلول-سد که داربست هیدروکسی آپاتیتربه نظر می :گیرينتیجه

 جست.از آن بهره توان می عنوان راهکار درمانی مناسب در ترمیم ضایعات وسیع استخوانیهو ب است

 بنیادي مزانشیمی مغز استخوان، مهندسی بافت سلول رت،داربست، ، پیوند :کلیدي واژگان
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  مقدمه
 روند در یبافت استخوان بسیار زیادرغم قابلیت علی

ترمیم، این فرآیند تحت شرایط خاص (مانند بیماري، 
) به خوبی هاي مرکب و خوردشدگیشکستگیتروما و 

ترمیم نقایص  بدین منظور اخیراً نماید.عمل نمی
، )Autogenous(استخوانی از طریق پیوندهاي اتوژن 

با ) و Isogenous)، ایزوژن (Allogenousآلوژن (
). در 1-3گیرد (مواد سنتتیک صورت میاستفاده از 

بازسازي نقایص استخوانی، پیوند اتولوگ به علت 
فراهم آوردن اجزاي ضروري براي تشکیل استخوان 

شود. اگرچه ینه محسوب میترین گزهمواره مناسب
مشکلاتی نظیر درد مزمن، عفونت، آسیب عصبی، 

، خونریزي و گیري استخوان به شکل غیرطبیعیشکل
افزایش زمان جراحی را در پی دارد. آلوگرفت نیز گزینه 

باشد که به معناي پیوند مناسب بعدي جهت پیوند می
 باشدعضو یا بافت بین دو جاندار از یک گونه واحد می

ي بیشتر پیوندها .که از نظر ژنتیکی با هم یکسان نیستند
د. آلوگرفت از طریق بانک نباشنوع می ایناز  استخوانی

انتقال  خطرنگهداري بافت در دسترس است اما با 
) Vascularizationبیماري و عدم ایجاد رگزایی (

) نوعی Isograft). ایزوگرفت (5و  4باشد (مواجه می
ت با این تفاوت که دهنده و گیرنده، پیوند آلوگرفت اس

مانند پیوند بین دوقلوهاي  ،از نظر ژنتیکی همسان هستند
همسان. این نوع پیوند از نظر پاسخ ایمنی مانند 

 ).6کند (اتوگرافت عمل می
هایی که پیوندهاي استخوانی در بهبود رغم موفقیتعلی

اند، محدودیت منابع استخوانی نقایص به همراه داشته
در پیوند و سایر موارد ذکر شده، انگیزه را براي ساخت 

). از این رو مهندسی بافت 7مواد جایگزین ایجاد نمود (
هاي استئوبلاست و مواد زیست سازگار با تلفیق سلول

مناسب، سعی در برگرداندن فعالیت بیولوژیکی استخوان 

هاي مهندسی بافت استخوان، سلول ،منظور این دارد. به
هاي تحت شرایط کنترل شده بر روي داربستبنیادي 

اصلی  اهدافشوند. یکی از مناسب کشت داده می
هاي مهندسی بافت استخوان، طراحی و ساخت داربست

) و قابل جذبی Bioactiveسه بعدي زیست فعال (
)Resorbable است که بتواند یکپارچگی ساختاري (

یکی از  نماید.خود را در طول زمان ترمیم حفظ 
هاي یکردهاي دستیابی به این هدف، ساخت داربسترو

 .است )Composite( مخلوط از چند ترکیب شیمیایی
)، ماتریکس موقتی براي رشد Scaffoldداربست (

استخوان است که محیطی اختصاصی را براي تکامل 
بافت فراهم نموده و باعث تسهیل چسبندگی، رشد و 

مختلفی از شود. تاکنون انواع ها میتمایز سلول
هاي سرامیکی، پلیمري و کامپوزیتی مورد داربست

مواد اند. مطالعات جدید بر استفاده از استفاده قرار گرفته
کید داشته که تحریک أت زیست فعالحاوي مواد  زیستی

کننده مهاجرت سلولی به محل ضایعه هستند. از آنجایی 
که بافت استخوان شامل یک فاز معدنی و یک فاز آلی 

هاي تقلید کننده ماتریکس استخوان نیز داربست، است
هیدروکسی آپاتیت) و آلی  از دوفاز معدنی (عمدتاً

اند. هایی نظیر کلاژن یا ژلاتین) تشکیل شده(پروتئین
حمایت ها به عنوان یک پشتیبان فیزیکی داربست

 ها و تکوین بافتبراي اتصال سلول ساختاري لازم
داربست باید ماتریکس  .نمایندمین میأرا ت ترمیمی

ها خارج سلولی مناسبی جهت رشد و تمایز سلول
همچنین عملکرد مناسب بافت را بازسازي  وفراهم 

آل براي اینکه بتواند محیط ایده داربستنماید. یک 
مناسبی جهت تکامل بافت استخوانی پدید آورد، باید 

نظیر: زیست سازگاري، کاربرد آسان  یهایداراي ویژگی
ان تثبیت شدن در محل ضایعه، محرك و امک

پذیري مشابه سرعت سازي، سرعت تجزیهاستخوان
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باشد. این داربست  ساخت استخوان جدید در بدن
 باشد هاي بهم پیوستهساختاري با تخلخل همچنین باید

هاي بنیادي و ورود و رشد و تمایز سلول امکانکه 
علاوه بر این خواص فراهم نماید. خروج مواد را 

 زاییرگمکانیکی مشابه استخوان طبیعی و قابلیت 
ترین ). یکی از مهم8سریع را نیز داشته باشد (

سازي هاي مورد استفاده جهت آمادهکامپوزیت
ژلاتین  -هاي استخوانی هیدروکسی آپاتیتداربست
از  که باشدمیشکل بی). ژلاتین یک کلاژن 9-12است (

ایجاد شده و از  Iی کلاژن نوع حرارت دهی تدریج
تر تر بودن و تهیه آسانتوان به ارزانمزایاي آن می

محلول آن نسبت به کلاژن اشاره کرد. همچنین مشاهده 
ژلاتین نسبت به  -شده که هیدروکسی آپاتیت

کلاژن در تحریک پاسخ  -هیدروکسی آپاتیت
 ).13تر است (ها فعالاستئوبلاست

، 2005اي در سال لعهدر همین ارتباط در مطا
ژلاتین به عنوان داربستی مناسب  -هیدروکسی آپاتیت

 همچنین،). 14سازي شناخته شد (جهت القاي استخوان
ثیر ژلاتین ماتریکس استخوانی انسان در ترمیم نقایص أت

در رت مورد بررسی قرار گرفت و  ايجمجمهاستخوان 
ین مشاهده شد که سرعت ترمیم بافت استخوانی با ژلات

 ).15ماتریکس استخوانی انسان بیشتر بوده است (
 -نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیتکاربرد همزمان 

مشتق از بافت اندومتر هاي بنیادي ژلاتین به همراه سلول
منجر به  نیز 2013 اي در سالدر مطالعهرحمی 

 ). 16گیري قابل توجه بافت استخوانی گردید (شکل
هاي بنیادي مزانشیمی مغز سلولنقش که  از آنجایی
 ,Bone Marrow Stromal Cells( استخوان

BMSCs(  در مهندسی بافت استخوان به طور وسیع
هاي ترمیم کننده بافت و به عنوان سلول گردیدهمطالعه 

اند. استفاده از پیوند این مورد استفاده قرار گرفته

ها سبب تحریک رشد استخوان پس از شکستگی سلول
با توجه به  BMSCsهاي ه است. سلولگردید
هاي منحصر بفردي نظیر دسترسی آسان، عدم ویژگی

بقاي طولانی مدت و  ژنیک،برانگیختن خواص آنتی
سازگاري با بافت میزبان، گزینه مناسبی جهت ترمیم 

 ).17شود (بافت استخوانی ضایعه دیده محسوب می
هاي استخوانی، علاوه بر قابلیت تمایز به سلول

توانند منجر به هاي بنیادي مغز استخوان میسلول
ها شده و همچنین ترشح فاکتورهاي رشد و سیتوکین

 ها را براي ترمیم استخوان تحریک کنند.سلول
هاي پیوند از جمله موادي که قابلیت جایگزینی

استخوانی، جهت ترمیم نقایص استخوانی را دارا 
). از 18-22(باشند، مشتقات کلسیم فسفات هستند می

آنجایی که این مواد داراي ترکیب شیمیایی و فیزیکی 
کمتر باعث بروز  ،باشندمشابه مواد معدنی استخوان می

 .شوندهاي آماسی در بافت میزبان میتحریک و واکنش
استخوانی، ت ضایعایک داربست مناسب جهت ترمیم 

صحیح،  یباید حداقل سه ویژگی طراحی آناتومیک
میزان  افزایشو  یفشارهاي مکانیکتوانایی تحمل 

  ).23( داشته باشدفاکتورهاي رشد را 
با تغییر در ترکیب آلی کامپوزیت از کلاژن این تحقیق 

ثیر أتهاي بنیادي، و همچنین بکارگیري سلول به ژلاتین
بررسی آن را در روند ترمیم ضایعات استخوانی مورد 

رمیم را تا به واسطه آن بتوان کارایی ت دهد.می قرار
. ادافزایش و زمان ترمیم را تا حد ممکن کاهش د

و ) In vitro( همزمان آزمایشگاهی مطالعاتهمچنین 
، )In vivo( بالغموش نژاد سوري پیوند به جمجمه 

در ترمیم استخوان، میزان  ههاي حاصلنقش کامپوزیت
ثیر این داربست در أپاسخ ایمنی بدن به کامپوزیت و ت

هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان مورد تمایز سلول
 . داده استبررسی قرار 
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 هاروش و مواد
 

 ژلاتین –سازي اسکفولد هیدروکسی آپاتیت آماده
 Germany ،2196 ،Merck(ابتدا هیدروکسی آپاتیت 

Inc ( خریداري  در اندازه نانومیکرونبه صورت پودر
ژلاتین  درصد 10شد. علاوه بر این محلول 

)Germany ،4070 ،Merck Inc (بار تقطیر  در آب دو
دیونیزه تهیه گردید. سپس پودر نانوهیدروکسی آپاتیت 

 درصد 60به محلول اضافه شد تا ترکیبی با وزن نهایی 
هیدروکسی آپاتیت تهیه گردد. محلول  درصد 40-ژل

گراد درجه سانتی 40دقیقه در دماي  45حاصل به مدت 
-Heidolph/MR Hei( همزن گرمایشیدر 

Standard/Magnetic Stirrer&Heater قرار گرفت (
گردد. محلول حاصل در درون پتري دیش  یکنواختتا 

گیري حباب یا کف پلاستیکی قرار گرفت (از شکل
متر برسد. سپس به میلی 2) تا به ضخامت شدجلوگیري 

ساعت در  1سرعت پتري دیش حاوي محلول به مدت 
هاي تا لایه گرفت قرارگراد درجه سانتی -20دماي 

ساعت در  24جامد تشکیل شود. نمونه فوق به مدت 
در شرایط  EYELA/Japan (Freeze Dryerدستگاه (

بار میلی 03/0 گراد و فشاردرجه سانتی -57دماي 
. محصول به )9( خشک شود داري شد تا کاملاًنگه

 -دست آمده در این مرحله کامپوزیت متخلخل ژلاتین
که درصورت انحلال مجدد بود نانوهیدروکسی آپاتیت 

و استحکام  آمدهدر آب به صورت محلول دو جزئی در 
 آن کاسته خواهد شد.

 

 هاي بنیادي مزانشیمی استخراج و کشت سلول

 مغز استخوان
 بر استخوان زمغ مزانشیمی بنیادي هايسلول استخراج

 ساق و ران هايخوانتاس از Flushing روش مبناي
 شد. انجام ايهفته 6-8 (سوري) نژاد هايموش يپا

 حاوي که انسولین سرنگ از استفاده با که ترتیب بدین
DMEM/F12) ،FBS ،Fetal Bovine Serum 10 

) Gibcoسیلین (پنیلیتر نانوگرم در میلی 100درصد، 
 )Gibcoاسترپتومایسین ( لیترمیلینانوگرم در  100 و

 دو هر از استخوان مغز پایه)، کشت (محیط است
 تمام و شده خارج شده دهیبر استخوان انتهاي

 سلول کشت فلاسک یک درون به سرنگ محتویات
 درجه 37 دماي با انکوباتور در و منتقل سی سی 25

 شرایط و کربن اکسید دي درصد 5 میزان و گرادسانتی
 کشت روز شبانه یک مدت براي درصد 95 رطوبت

 تا روز 3 تا 2 هر محیط تعویض آن از پس شدند. داده
 یافت. ادامه خونساز و خونی هايسلول کامل تخلیه
 شکل دوکی عمدتاً استخوان مغز مزانشیمال هايسلول

 پرشدن از پس ماندند. باقی فلاسک کف به چسبیده و
 از استفاده با هاسلول )،درصد 70-80( فلاسک کف

 داده پاساژ و جدا )Gibco( درصد 25/0 تریپسین
 استرومایی هايسلول سازيخالص منظور به .شدند

 شد. استفاده 3-5 پاساژ از مزانشیمی
 

 طراحی تحقیق
 نژاد بالغ نر صحرایی موش سر 15 از پژوهش این در

 شد. استفاده گرم 200-250 حدود وزن با ویستار
 روشنایی و گرادسانتی درجه 22±2 دماي در جانوران

ساعته در حیوانخانه دانشگاه علوم  12متناوب 
 3پزشکی مازندران نگهداري شدند. مطالعه روي 

گروه  2عضو) شامل گروه کنترل و  5گروه (هر گروه 
اي ها ضایعهتریال صورت گرفت. در هر یک از گروه

فرز دندان پزشکی، در  ابزار متر توسطمیلی 7به قطر 
ان پریتال، نزدیک به خط وسط ایجاد شد. استخو
 هاي مورد مطالعه به شرح زیر بود:گروه

 گونه پیوند (گروه کنترل)) ایجاد ضایعه بدون هیچ1
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 ژلاتین  -) پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیت2
ژلاتین  -) پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیت3
 هاي بنیادي مزانشیمی مراه سلولهبه

 

 ضایعه استخوانی ایجاد
تزریق داخل صفاقی  باتحت شرایط استریل، جانوران 

 و گرم بر کیلوگرممیلی 40کتامین هیدروکلراید 
 گرم بر کیلوگرممیلی 10زایلزین هیدروکلراید 

)Merck-Germany(  بیهوش شدند. پس از بیهوشی
سطح فوقانی جمجمه به وسیله  موهاي ،کامل جانور

، سپس تحت شرایط استریل تیغ معمولی تراشیده شد.
تر از ها تا پایینیک برش پوستی از ناحیه وسط گوش

 پوست و پس از کنار زدن شده و ایجادها ناحیه چشم
هاي ضایعه مورد نظر در محل استخوان ،پریوست

پریتال در خط وسط و در فاصله مساوي از عضله 
فرز  ابزار تمپورالیس و درز ساژیتال به کمک

به  يمدور برش Critical size defect دندانپزشکی
در طی  که طوريهب .متر ایجاد شدمیلیهفت قطر 

جراحی تمام ضخامت استخوان تا سطح سخت شامه 
 بدون صدمه زدن به شریان مننژیال میانی برداشته شد.

 

هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان بر کشت سلول

 ژلاتین –روي داربست هیدروکسی آپاتیت 
هاي استرومایی مغز منظور کشت سلول، از سلولبه 

سلولی استفاده  3-5) در پاساژ BMSCsاستخوان (
 5-10شد. شمارش سلولی صورت گرفت و به تعداد 

 هاداربستمتري میلی هفتهزار سلول روي قطعات 
 بیوتیک مناسببا استفاده از آنتی که از قبل آماده و

کشت سلولی خانه  6هاي و در پلیت نداستریل شد
ها بر روي قرار داده شده بودند، منتقل گشت. سلول

ساعت انکوبه شده  24هاي مذکور به مدت داربست
گراد) و طی درجه سانتی 37دماي  -2CO درصد 5(

آماده شدند.  ،این مدت جهت پیوند به محل ضایعه
ها درون حفره (در داربستجهت فیکس کردن 

 . گردیداده ) از آلژینات استف3و  2هاي گروه
 

 )MTT( آزمون سمیت سلولی
به منظور بررسی سمیت سلولی داربست هیدروکسی 

هاي استرومایی مغز ژلاتین بر روي سلول -آپاتیت
ترتیب، استفاده شد. بدین MTTاستخوان از آزمون 

 90000خانه  6هاي پلیت ابتدا به هر یک از چاهک
علاوه بر این در گروه  .سلول استرومایی منتقل شد

گرم اضافه میلی 6تست، داربست مورد نظر به میزان 
ساعت در  72مدت هها بشد و در ادامه سلول

انکوباتور و در شرایط استاندارد دمایی و رطوبت 
میکرولیتر  150کشت داده شدند. سپس با برداشتن 

 150محیط از هر دو گروه تست و کنترل و افزودن 
به هر یک از  Sigma( MTT( لمیکرولیتر محلو

ساعت انکوبه شدند. در  2مدت هها بها، سلولآن
دقیقه  15و  Sigma (DMSO(ادامه با افزودن 

shaking  محلول رنگی شکل گرفت. سپس محلول
و در  ELISA Readerرنگی حاصل توسط دستگاه 

 مورد بررسی قرار گرفتند.  630و  530هاي طول موج
 

استخوانی پس از بررسی ارزیابی ترمیم 

 میکروسکوپیک

 سازي بافت جهت میکروسکوپ نوريآماده
 قربانی انجانور جراحی، از پس ماه یک و هفته یک
 حاشیه از اندکی همراه به نظر مورد ناحیه و شده

 ظرف درون نمونه هر شد برداشته میزبان استخوان
 منظور به ابتدا گرفت. قرار کوچکی ايشیشه

 به )Sigma( درصد 10 فرمالین محلول در فیکساسیون
 مدت به شدن دکلسیفیه جهت سپس و هفته یک مدت

 EDTA درصد 14 محلول داخل در روز 16
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)Gibco( محلول کی عنوانهب Calcium chalenger 
 هايروش طبق بلوك تهیه و پاساژ مراحل گرفتند. قرار

 آبگیري، شامل بافتی سازي آماده استاندارد
 نمونه هر از گرفت. صورت آغشتگی و سازيشفاف

 هفت ضخامت با برش 10 بلوك هر از و بلوك یک
 آمیزيرنگ و تهیه سریال صورت به و میکرومتر

 هايسلول حضور میزان جهت ائوزین -هماتوکسیلین
 است بذکر لازم گرفت. صورت بافتی ترمیم و التهابی

 هايرشته سنتز بررسی منظور به این بر علاوه که
  ماسون کرومتري آمیزيرنگ از کلاژن

)Trichrome Mason( شد استفاده )18.(  
 

 هاآنالیز آماري داده
و با  16ویرایش  SPSSها با استفاده از نرم افزار یافته

 یک طرفه و ANOVAهاي آماري آزمون
Paired t-test  همچنین نتایج شدندتجزیه و تحلیل .

 طوريهب اند،شدهارائه  میانگین ±انحراف معیار صورت هب
دار معنی 05/0کمتر از )P>05/0( داريکه سطح معنی

 گردد.محسوب می
 

 هاافتهی
 در استخوان مغز مزانشیمی بنیادي هايسلول کشت

 از مختلفی انواع که داد نشان اولیه پاساژهاي
 مورفولوژي با ییهاسلول جمله از سلولی هايفنوتیپ

 پاساژهاي بدنبال که شدند دیده چسبنده غیر و گرد
 شد. کاسته چشمگیري طورهب آنها تعداد از متوالی
 استخوان مغز مزانشیمی بنیادي هايسلول این بر علاوه

 تراکم درصد 70-80 به معمولاً روز 5 الی 4 طی
 میکرورسکوپیک هايارزیابی نتایج ادامه، در رسیدند.

 شبه ظاهر با هايسلول حضور 3-5 پاساژهاي در
 بیانگر که کرد ثابت را شکلی دوکی و فیبروبلاستی

 هستند استخوان مغز مزانشیمی بنیادي هايسلول
  ).1 شکل(

 
 

تصویر میکروسکوپ فاز کنتراست در پاساژ چهارم از کشت  )1 شکل
 هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوانسلول

 

ین ژلات –آپاتیت  بررسی سمیت داربست هیدروکسی

 استرومال مغز استخوانهاي بر روي سلول
نشان داد که میانگین میزان زنده  MTT نتایج ارزیابی
ترتیب ههاي تست و کنترل بها در گروهبودن سلول

که مقایسه  طوريهب ،ددنبو 89/0±02/0و  97/0±85/0
مورد نظر  هايداربستدهد که این دو میانگین نشان می

 استنداشته هاي استرومایی اثر سمی بر روي سلول
  ). 1 نمودار(

 

 
 

ین بر ژلات –نتایج تست سمیت سلولی داربست هیدروکسی آپاتیت  )1نمودار 
 )P>05/0( هاي استرومال مغز استخوانروي سلول

Fig 1) Hydroxyapatite scaffold - gelaticytotoxicity test resultson 
bone marrow stromal cells 

 

هاي که اولین نشانه نددادهاي هیستوپاتولوژي نشان یافته
شروع استخوان سازي در هفته اول در گروه پیوند 
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مراه هژلاتین به - نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیت
که کال  طوريهب ،هاي بنیادي مزانشیمی ظاهر شدسلول

بندي در اطراف داربست شکل گرفته و در مواردي هم
لاوه . عبود ممزوج گردیده داربست با بافت بافت مذکور

بر این استخوان اسفنجی نیز در وسط حفره شکل گرفت. 
تر شده و باقی سازي کاملاما در هفته چهارم استخوان

صورت جزایري در بافت ههاي داربست مورد نظر بمانده
آمیزي اسفنجی یافت شد. علاوه بر این رنگاستخوانی 

را در  متراکم کلاژن دستجات کروم ماسون حضورتري
). اما در ´Cو C تصاویر :2 شکلکند (ئید میأاین گروه ت

ژلاتین  - گروه پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیت
بافت همبند شل با  ،پس از سپري شدن یک هفته

 بودرا در برگرفته  داربستضخامت متوسط اطراف 
بند که در هفته چهارم در گروه مذکور بافت هم طوريهب

سازي نموده  و شروع به کلاژن  داربستدر اطراف 
هاي حفره و نزدیک به محل سازي در حاشیهاستخوان

). در گروه ´B و B تصاویر 2 پیوند دیده شد (شکل
و  بودبند نازکی محل ضایعه را پر کرده بافت هم کنترل
 سازي مشاهده نشد (شکلاي از استخوانگونه نشانههیچ

  ).´A و A تصاویر ،2
 

 
 

ترتیب تصاویر مربوط به گروه کنترل، گروه پیوند نانوکامپوزیت هب) C) و A) ،(B)( هفته پیوند در جمجمه موش صحرایی. 4مقاطع هیستولوژیک پس از  )2 شکل
دهد که توسط هماتوکسیلین و بنیادي مزانشیمی را نشان می هايسلولمراه هژلاتین به -ژلاتین و گروه پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیت -هیدروکسی آپاتیت

ژلاتین و گروه پیوند نانوکامپوزیت  -تصاویر مربوط به گروه کنترل، گروه پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیتترتیب هب) ´C) و A´) ،(B´)(آمیزي شدند. ائوزین رنگ
گیري استخوان در محل ضایعه شکلآمیزي شدند. کروم ماسون رنگ دهد که توسط تريهاي بنیادي مزانشیمی را نشان میمراه سلولهژلاتین به -هیدروکسی آپاتیت

 گردد.فلش سفید رنگ مشخص گردیده است. هیچ اثري از تشکیل بافت استخوانی در گروه کنترل مشاهده نمیاستخوانی با 
 

هاي سلول یهاي آماسی و تماممیزان حضور سلول
 هاهمچون ائوزینوفیل فراخوانده شده به محل پیوند

نامیده  که (تراکم سلولی) تحت عنوان سلولاریتی
هاي مختلف مورد ارزیابی قرار شود در گروهمی

ها و لنفوسیت ها نشان داد که اولاًگرفتند. نتایج ارزیابی

ها مشاهده در تمامی گروه مورفو نوکلئرپلیهاي سلول
هاي ها در گروهبیشترین تعداد لنفوسیت ثانیاً ؛شدند

ها مشاهده داربستاز یک هفته از کاشت تجربی پس 
اختلاف میانگین  ). همچنین2نمودار د (گردی
موجود در  پلی مورفونوکلئرهاداري در تعداد معنی
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 داشتهاي تیمار و کنترل وجود محل پیوند بین گروه
 پلی مورفونوکلئرهاي که حداکثر تعداد سلول طوريهب

هاي مزانشیمی سلولمراه هبه داربستدر گروه پیوند 
 ). 2نمودار هفته دیده شد ( 4پس از 

 

 
 

 
 

در  پلی مورفونوکلئرهاي لنفوسیتی و نتایج شمارش سلول )2نمودار 
محل پیوند بین گروه کنترل، گروه پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی 

ژلاتین  -ژلاتین و گروه پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی آپاتیت -آپاتیت
 )B( یک هفته پس از پیوند. )A( هاي بنیادي مزانشیمی.مراه سلولهبه

 )*P>05/0و  **P>01/0( هفته پس از پیوندچهار 
 

Fig 2) Lymphocyte and polymorphonuclear cell count results 
in graft between control group hydroxyapatite-gelatin 
composite transplantation and Hydroxyapatite-gelatin 

nanocomposites transplant with mesenchymal stem cell (A) 
One week after transplantation. (B) Four weeks after 

transplantation (*P<0.05, **P<0.01) 
 

 

در هفته اول و هم هاي تیمار در گروهسلولاریتی میزان 
طور قابل توجهی بیشتر از گروه هبدر هفته چهارم 

 گروه تجربی داري میان دومعنیاما تفاوت  ،کنترل بود
کار ه ب هاي بنیاديبدون سلولکه در آنها داربست با و 

 ).  3نمودار مشاهده نشد (گرفته شده بود 

 

 
 

هاي موجود در محل پیوند نتایج شمارش تمام سلول )3نمودار 
(سلولاریتی) بین گروه کنترل، گروه پیوند نانوکامپوزیت هیدروکسی 

ژلاتین -هیدروکسی آپاتیتژلاتین و گروه پیوند نانوکامپوزیت -آپاتیت
 )P>05/0( هاي بنیادي مزانشیمیمراه سلولهبه

 

Fig 3) The results of counting all the cells in the alginate 
(Cellularity) between control group, hydroxyapatite-gelatin 

composite transplantation and Hydroxyapatite-gelatin 
nanocomposites transplant with mesenchymal stem cells 

(P<0.05) 
 

 بحث
استخوانی ایجاد شده در بدن به طور هاي اکثر آسیب

یابند. با این خودي و با حداقل درمان بهبود میهخودب
حال در برخی موارد به دلایل متعدد، التیام 

 بیشتري خودي صورت نگرفته و اقداماتهخودب
 تکنیک از استفاده با امروزه کند.می پیدا ضرورت
 رددگمی سعی هاداربست انواع کاربرد و بافت مهندسی

 استخوانی وسیع هايشکستگی ترسریع هرچه التیام تا
 بر سازاستخوان هايسلول کشت همچنین شود. حاصل

 بررسی مورد متعددي مطالعات در که هاداربست روي
 در ).23( رسدمی نظر به ثرؤم ترمیم جهت گرفته، قرار
 ترشح به شروع و یافته تزاید هاسلول این تئوري این

 داربست روي بر استخوانی کننده القا ماتریکس
 دست به براي بخشد.می تسهیل را بهبودي که کنندمی

 باید سلول سلول، پیوند عمل از نتیجه بهترین آوردن
 آسان، دسترسی قابلیت نظیر هاییویژگی داراي

 خنثی، ایمنولوژي کشت، محیط در سریع گسترش
بقاي طولانی مدت و سازگاري با بافت میزبان باشد. 
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 هاي استروماییرسد سلولبراي این منظور به نظر می
 ).24( باشند مناسبی گزینه )BMSCs( استخوان مغز

 )Stemness( در تحقیق حاضر ابتدا بنیادي بودن
هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان مورد ارزیابی سلول

حاصل از  فیبروبلاستى شبهقرار گرفت. فنوتیپ 
استخوان طی هاي بنیادي مزانشیمی مغز سلول
هاي علاوه بر این سلول .هاي متوالی حفظ گردیدژپاسا

زایی و قدرت تکثیر مذکور داراي ویژگی نظیر کلون
خصوصیات  این نیز چسبندگی بودند کهو و بالا
نشانگر کار رفته شده در این پژوهش ههاي بسلولدر

هاي بنیادي مزانشیمی جمعیت خالصی از سلولکاربرد 
هاي سایر محققین که با یافته استمغز استخوان 

   ).25باشد (یکسان می
آل فراهم آوردن زمینه ایده داربستهاي یکی از ویژگی

مناسب براي تکثیر سلولی است. در مجموع نتایج 
ارزیابی سمیت سلولی در مطالعه کنونی حاکی از 

هاي بنیادي مزانشیمی زیست سازگاري مناسب سلول
مورد نظر است.  مغز استخوان بر روي داربست

 هاي تحقیق حاضر با مطالعات قبلی صورت گرفتهیافته
  ).26در این زمینه مطابقت دارد (

هاي بنیادي مزانشیمی رسد که کشت سلولبه نظر می
صورت ه مغز استخوان بر روي داربست مورد نظر ب

ها در ماتریکس سه بعدي و مشابه استئوبلاست
علاوه بر این باشد.  In vivo استخوان در شرایط

هاي موجود سیگنال وجودگزارشات متعددي مبنی بر 
) Extracellular matrix( در ماتریکس خارج سلولی

برداري و ژن سبب بیان فاکتورهاي نسخهاست که 
بر برخی از عملکردهاي حیاتی  گردند که نهایتاًمی

سلول نظیر زیستایی، مهاجرت، چسبندگی، رشد، تکثیر 
 .)28و  27(گذارند ثیر بسزایی میأو تمایز سلولی ت

 رت جمجمه روي بر هیستوپاتولوژیک هايارزیابی
 -آپاتیت هیدروکسی نانوکامپوزیت پیوند که داد نشان

 نتایج مزانشیمی بنیادي هايسلول مراهه به ژلاتین
 نسبت شده ایجاده استخوانی نقص میترم در را بهتري

 اولین که طوريهب کند.می ایجاد هاگروه سایر به
 اول هفته طی سازياستخوان شروع هاينشانه

 شکل داربست اطراف در بنديهم کال صورتهب
 هفته چهار شدن سپري از پس و بود گرفته

 و گرفته شکل تريکامل صورتهب سازياستخوان
 صورتهب و یافته کاهش هاداربست ضخامت میزان

 کلاژن هايرشته این بر علاوه شد. یافت جزایري
  بود. مشاهده قابل وضوحه ب بافتی هاينمونه در متراکم

و ) kaplan(کاپلن  اي که توسطدر همین راستا مطالعه
 صورت گرفته نشان داد که 2005همکاران در سال 
ژلاتین به عنوان داربستی مناسب  -هیدروکسی آپاتیت

 همچنین). 19(سازي شناخته شد جهت القاي استخوان
 انسان استخوانی ماتریکس ژلاتین ثیرأت اي،مطالعه در
 بررسی مورد رت در پریتال استخوان نقایص ترمیم در

 بافت ترمیم سرعت که شد مشاهده و گرفت قرار
 بیشتر انسان استخوانی ماتریکس ژلاتین با استخوانی

 2013 سال در ايمطالعه در ).20( است بوده
 همراه به ژلاتین -آپاتیت هیدروکسی نانوکامپوزیت

 قابل گیريشکل به منجر اندومتریال بنیادي هايسلول
 2010 سال در ).21( گردید استخوانی بافت توجه

 فیبروئین سیلک -آپاتیت هیدروکسی داربست کاربرد
 ترمیم به استخوان، مغز استرومال هايسلول همراه به

 خرگوش ساعد استخوان در استخوانی ضایعه کامل
 طراحی، جهت دیگر مطالعاتی همچنین ).22( انجامید

 قبیل از هایینانوکامپوزیت خواص بررسی و سنتز
 -آپاتیت هیدروکسی و کلاژن -آپاتیت هیدروکسی
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 عنوان به استفاده و استخوان ترمیم در سیلکون
  .)29( گرفت قرار بررسی مورد استخوانی جایگزین
پور و همکاران در سال اي دیگر که توسط قلیدر مطالعه

صورت گرفت نشان داد که اسکفولدهاي  2014
سیلک فیبروئین در مقایسه با گروه  -هیدروکسی آپاتیت

هاي بنیادي مزانشیمال مغز شاهد، ماهیت زیستی سلول
استخوان را تغییر نداده است. علاوه بر این 

هاي تهیه شده توسط میکروسکوپ الکترونی میکروگراف
ات مهاجرت ها به سوي حفراسکنینگ نشان داد که سلول

ها اتصال یافته و امکان تمایز آنها داربستبه  کرده و کاملاً
ها وجود دارد که این حاکی از اتصال به استئوبلاست

سلولی مناسب، سازگاري زیستی بالا و عدم سمیت 
سیلک  -سلولی در اسکفولدهاي هیدروکسی آپاتیت

 ).26باشد (فیبروئین می
مقایسه بین بخش اصلی مطالعه کنونی به بررسی 

هاي مختلف هاي آماسی و سلولاریتی در گروهسلول
هاي التهابی مانند پرداخته است. میزان سلول

و لنفوسیت و همچنین میزان سلولاریته  مورفونوکلئرهاپلی
و بافت میزبان شمارش شده و  داربستدر محل تماس 

 مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت.
نفوسیت به ترتیب در و ل مورفونوکلئرهاپلیهاي سلول

پاسخ به جذب داربست و حمله ایمنولوژیکی علیه پیوند 
کنند. همانند مطالعات قبلی، ما نیز به این نتیجه شرکت می

ژلاتین زیست  -هیدروکسی آپاتیت داربسترسیدیم که 
از خود نشان In vivo  سازگاري قابل توجهی در شرایط

 ).30دهد (می
ها در ن تعداد لنفوسیتکه بیشتری ندنتایج نشان داد

ها داربستهاي تجربی پس از یک هفته از کاشت گروه
هاي ها در گروهافزایش تعداد لنفوسیت مشاهده گردید.

دهنده سرعت هاي کنترل نشانتجربی در مقایسه با گروه
 ؛هاي تجربی استیافتن روند ترمیم استخوانی در گروه

هاي عنوان سلولهها باین بدان جهت است که لنفوسیت
نقش مهمی در این روند ) Feeding cells( غذا دهنده

 با مقایسه در هاکاهش تعداد لنفوسیت ضمناًدارند. 
 ترمیم سرعت کاهش روند دهنده نشان مورفونوکلئرهاپلی

 که است تجربی هايگروه در چهارم هفته تا اول هفته از
 دراستخوان  ینیگزیجاسرعت بیشتر ترمیم  دهندهنشان
حال آنکه در  .است کنترل گروه با مقایسه در هاگروه این

طول چهار هفته پس از ایجاد ضایعه استخوانی، بیشتر 
ها در مقایسه با باقی ماندن تعداد لنفوسیت

مورفونوکلئرها همچنان پس از چهار هفته در گروه پلی
دار روند غذارسانی و دهنده کندتر بودن معنیکنترل نشان

 که تجربی هايگروه با مقایسه در کنترل گروه در ترمیم
 دیگر، از سوي .باشدیم ،اندبوده هاداربست به مجهز

به محل پیوند،  مورفونوکلئرهاپلیهاي مهاجرت سلول
نسبت به گروه کنترل، افزایش قابل توجهی نشان داد. این 

تواند به علت پدیده دگرداسیون/ فرایند جذب افزایش می
)degradation( هاي باشد که طی آن سلول

به علاوه  پردازند.می داربستبه هضم  مورفونوکلئرپلی
تواند اطلاعات افزایش میزان سلولاریته در محل پیوند می

و پیشرفت بازسازي  تحلیل داربستمفیدي در زمینه 
که براي این  ،در اختیار محقق بگذارد استخوانی بافت

نتایج  .نیاز است طهرابمنظور به مطالعات بیشتري در این 
دست آمده هتحقیق حاضر در این زمینه در توافق با نتایج ب

 2014پور در سال و قلی 2012توسط اعظمی در سال 
 ).29و  25باشد (می

در بررسی انجام شده توسط این گروه، در ابتدا محل 
از گذشت چند  پس شکستگی توسط لخته خون پر شد.

 تعداد زیاديبند شلی که حاوي روز بافت هم
باشد، جایگزین (ناشی از التهاب حاد) می مورفونوکلئرپلی

گذشت یک هفته به تدریج کال استخوانی  ه و بالخته شد
دو لبه شکستگی را  متراکم بندشکل گرفته و بافت هم
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ماه، بافت استخوانی 1. پس از حدود نمایدبهم متصل می
روق ساز به همراه عهاي استخوانتشکیل شده و سلول

اي هاي یک هفتهدر نمونه خونی قابل مشاهده بودند.
هاي و سلول مورفونوکلئرهاپلی افزایش در تعداد

 هاداربستمشاهده شد که در تجزیه  Giant ماکروفاژیک
میزان لنفوسیت در  همانند سایر مطالعات، اند.نقش داشته

همچنین  هاي مختلف تفاوت قابل توجهی نداشت.گروه
اي از التهاب مزمن علائم قابل ملاحظه اهداربستدر 

 ). 25(لنفوسیت، پلاسماسل، ائوزینوفیل) مشاهده نشد (
تجربی که در هاي گروه با این حال در پژوهش حاضر،

هاي آنها داربست هیدروکسی آپاتیت با و بدون سلول
 بنیادي مشتق از مغز قرمز استخوان بکار گرفته شده بود،

هاي اول و چهارم از خود هفته سلولاریتی مشابهی را در
 هاي تجربی حاملگروه همچنین درنشان دادند. 

ها در فاصله هفته اول ، کاهش تعداد لنفوسیتهاداربست
دهنده کاهش نیاز به غذا رسانی تا چهارم نشان

ساز در حال رشد و هاي استخوانها به سلوللنفوسیت
 نبافت استخوانی در حال تکامل در عین کاهش میزا

 بود.لنفوسیت، ناشی از حضور التهاب مزمن 
دست آمده از ه ب يادیبن يهااز انواع سلول ياریبس

مختلف بدن انسان منجمله بند ناف و پالپ  يهابافت
 يهاسلول به زیتما به لیتما استخوان قرمز مغز و دندان

 قیتحق نیا )31( باشندیم دارا را یاستخوان و یغضروف
 را یستیز يبعد سه يچاپگرها کاربرد تیاهم نیهمچن

 جادیا يراستا در کینزد ندهیآ در یبافت يهامیترم در

 زین یمیترم نیادیبن يهاسلول با سازگار يهاداربست
 .)32( گرددیم متذکر

 

 گیريتیجهن
 هیدروکسی آپاتیت ژلاتیندر مجموع و با توجه به اینکه 

علاوه بر غیرسمی بودن، بستر مناسبی جهت رشد، تمایز 
رسد که کند، به نظر میو مهاجرت سلولی فراهم می

تقویت شده با  ینژلات –آپاتیت  داربست هیدروکسی
اي هاي بنیادي مزانشیمی مغز استخوان نقش بالقوهسلول

عنوان راهکار هتواند بدر روند ترمیم استخوان دارد و می
مناسب در ترمیم ضایعات وسیع استخوانی درمانی 

 استفاده شود.
 

 سپاس و قدردانی
این مقاله در راستاي پایان نامه دانشجوي کارشناسی 

با  93 -449ارشد، معصومه بهروزي، به شماره ثبت 
دانشگاه علوم  ایمینولوژیک مرکز تحقیقات تصویب

 تحقیقات و فناوريپزشکی مازندران و با هزینه معاونت 
انجام ه بگاه مذکور در مرکز تحقیقات علوم تشریحی دانش

کارشناسان محترم  همکاري صمیمانه . ازرسیده است
ها شناسی (خانممرکز تحقیقات علوم تشریح و بافت

نژاد و گیل) در اجراي این تحقیق، کمال تشکر را حسن
 داریم.
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Abstract 

Background: Nowadays, composite scaffolds with some desired characteristics have a numerous 
applications in hard tissue engineering. In present study, the role of composite hydroxyapatite - gelatin 
was examined in both alone and coated by Bone Marrow Stromal Stem Cells (BMSCs) conditions in the 
process of healing bone defects, reduction of time repair and the immune response of body by laboratory 
studies (in vitro) and in vivo on the skull of adult rats as well. 
Materials and Methods: In present study, nano-hydroxyapatite powder and gelatin were used to provide 
nano-hydroxyapatite-gelatin scaffold, BMSCs were isolated by Flushing method. Fifteen adult male 
Wistar rats weighing 250-200 g were used. Studing groups included bone defect with hydroxyapatite-
gelatin scaffold, bone defect with hydroxyapatite-gelatin with BMSCs and bone defects without 
scaffolding as a controlwhich were examined after a week and a month after surgery. MTT assay was used 
in order to evaluation of biocompatibility of scaffolds. To confirm the healing progress trend and the 
presence of inflammatory cells we used hematoxylin-eosin and we used Masson's trichrome staining in 
order to study of synthesis of collagen fibers. 
Results: The results of MTT showed that the scaffold has no toxic effects on stromal cells. The first signs 
of ossification in hydroxyapatite-gelatin with BMSCs cells group, appeared in the first week. However, in 
the fourth week, ossification was completed and the scaffold remaining was found as embedded islands in 
the spongy bone tissue. The greatest number of lymphocytes was observed in the experimental group after 
one week of planting scaffold. 
Conclusion: it seems that Hydroxyapatite-gelatin scaffold coated with BMSCs cells has a potential role in 
the healing process of bone and it can be suitable as a therapeutic strategy to repair extensive bone lesions. 
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