
 343-350، 1389، 4هفتم، زمستان، شماره  سالای، علمی ـ پژوهشی،  پاتوبیولوژی مقایسه

 343

 زند زیرین ترمیم استخوان   برD3 ویتامین مختلف تأثیرات مقادیر
   یکبیومکانیک و هیستوپاتولوژ ارزیابی: خرگوش

  4الدین صافی، شهاب3، ایرج سهرابی حقدوست2محمدمهدی دهقان ،*1اصغری ، احمد1غلامرضا عابدی چم

  
  چکیده

موجب بروز این ویتامین  که فقدان ؛باشدمی  مشتقات کلسترولاز Dویتامین
خرگوش   سر32  در این مطالعه.گردداختلالاتی در متابولیسم بافت استخوانی می

تصادفی به چهار گروه مساوی تقسیم   و بصورتتهیهسفید نیوزلندی ماده بالغ 
 میلیمتر 1یک نقیصه تمام ضخامت به عرض  بعد از ایجاد بیهوشی عمومی. شدند

در تمامی اندام قدامی راست و چپ  دو رزیرین ه در ناحیه میانی استخوان زند
، IU2500 حیوانات گروه اول، دوم و سوم به ترتیب.ایجاد گردیدها گروه

IU5000 و IU10000 ویتامین D3 در روز جراحی  به ازای هر کیلوگرم وزن بدن
 روز از طریق تزریق 50ای یکمرتبه به مدت و سپس همان مقدار از دارو را هفته

حیوانات گروه چهارم حجم مساوی از نرمال سالین . ندعضلانی دریافت کرد
 روز بعد از جراحی، 50. شبیه به رژیمی که در بالا ذکر شد، دریافت کردند

شده و نقیصه استخوانی مورد ارزیابی (Euthanasia) کشیخرگوشها ترحم
نتایج به دست آمده از بررسی . هیستوپاتولوژی و بیومکانیکی قرار گرفت

ستخوان زند زیرین نشان داد که میانگین نیروی لازم جهت شکستن بیومکانیکی ا
.  نیوتن بود75/124±13/2 بیشتر از سایر گروهها ومعادل IIاستخوان در گروه 

نتایج ارزیابی هیستوپاتولوژی نشان داد که ترمیم استخوان در گروه دوم نسبت به 
توان  به عمل آمده میهایبا توجه به ارزیابی. سایر گروهها بهتر انجام شده است

تواند به طور موثری در کلسیفرول میهیدروکسی کولهدی25و1نتیجه گرفت که 
تواند از های بالا میهای استخوانی نقش داشته باشد؛ اما در غلظتبهبود آسیب

  .شدن جلوگیری کندمعدنی 
  خرگوش ، زیرین  زندشکستگی، ترمیم ،D ویتامین:واژگان کلیدی

  
  15/12/88:      تاریخ پذیرش12/9/88: تاریخ دریافت
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Vitamin D is a derivative of cholesterol. Lack of this 
vitamin causes some disorders in bone metabolism. In this 
study, 32 adult female New Zealandian white rabbits were 
selected and divided into four equal groups randomly. 
After the induction of general anesthesia, a full thickness 
defect with 1 mm width was created in the mid shaft of 
ulnar bone of both right and left fore limbs in all groups. 
The animals in first, second and third groups received the 
amount of 2500 IU, 5000 IU and 10000 IU vitamin 
D3/kgBW via intramuscular injection, respectively. Then, 
the same dose was repeated for them once in a week 
during 50 days. The animals in the fourth group received 
equal volume of normal saline as same as above regimes. 
50 days after surgery, the rabbits become Euthanasia. 
Then bone defect was evaluated by means of 
histopathological, and biomechanical factors. 
Biomechanical evaluation showed that the mean force 
required to break bones in group 2 was higher and it was 
equivalent to 124.75±2.13 N. Histopathological evaluation 
showed that bone repair in group 2 was performed better 
than other groups. Considering the results of this study, the 
1, 25-dihydroxyvitamin D3 has an effective role on 
repairing bone defect; but in high dose, it can prevent 
mineralization of bone.   
Key words: Vitamin D, Fracture healing, Ulna, Rabbit    

 ،یـولوژیکی ترمیم شکستگفرآیند بی ).14(باشدیو موضعی م
  سلولی،آرایش  املـه شـکت ـساـه یای از بازسازهـوعـمجم
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اندوستئال و بافت نرم  اتفاقات مولکولی پریوستی،، ها سیتوکین
های ناحیه دیافیز شکستگی. باشدخارجی و فاکتورهای رشد می

اغلب از طریق ترکیب استخوان سازی داخل غشائی و داخل 
در طی فرآیندی که توسط لایه ؛ کنندا میغضروفی ترمیم پید

  ).18(باشد ضریع آغاز شده و شامل تشکیل کالوس خارجی می
 حقیقتا یک ویتامین نیست بلکه یک هورمون Dویتامین 

 -7باشد که از استروئیدی قابل حل در چربی می
دهیدروکلسترول طی یک سری واکنشها در اثر پرتو فرابنفش 

 Dویتامین .گرددل پوست ایجاد میبرروی سلولهای لایه بازا
سطوح  .باشد بدن میختلفدارای اثرات گوناگون در بافتهای م

. باشد برای سلامت استخوانها ضروری میDکافی ویتامین
 دارای نقش حیاتی در متابولیسم استخوان است و Dویتامین
 امروزه بعنوان یک مشکل جهانی همراه با افزایش سن آنکمبود 

  ).4(ستشناخته شده ا
- موجب پیدایش اختلالاتی در عمل استخوانDفقدان ویتامین 

 استقامت و سختی استخوانها  که در نتیجه آنگردد،سازی می
 و تغییر شکل و خمیدگی آنها بخصوص در کاهش یافته

 به ارزیابی  مطالعهدر این. گردداستخوانهای طویل پدیدار می
اثیر مقادیر مختلف  وهیستوپاتولوژی تیبیومکانیک رادیوگرافی،

  .برترمیم استخوان پرداخته شده است D3ویتامین 
  مواد و روش کار

 و خرگوش سفید نیوزلندی ماده بالغ  سر32در این مطالعه از 
 سال 1-2 کیلوگرم و سن 5/2-3 یوزنمحدوده سالم با 

تصادفی به چهار گروه مساوی   بصورتاستفاده شد که
و شده سان نگهداری  شرایط یک حیوانات در.تقسیم شدند

   .تغذیه شدند هویج، کاهو و پلت با 
  بیهوشی وآماده سازی جراحی 

و زایلازیـن   ) mg/kg50(کتـامین    توام    با تزریق عضلانی   ابتدا
)mg/kg8 (  بعد از حالـت گمـاری،        و هبیهوش شد خرگوشها

به طور معمول جهت انجام جراحـی        قدامی حیوان    هایاندام
 هنگـام القـای بیهوشـی بـه         mg/kg10مپریدین  . آماده گردید 

 ساعت یکبار بـه مـدت       3صورت عضلانی تزریق شده و هر       
 بـه  %9/0در طول عمل نرمـال سـالین    . ساعت تکرار شد12

  .شد از ورید سافن تزریق ml/kg/h5میزان 
  های بعد از عمل و مراقبتروش انجام جراحی

 ناحیـه    سانتی متر در سـطح قـدامی جـانبی         3برشی به طول    
پـس از بـرش     . داده شـد    حرکتـی قـدامی     هـای  انـدام  ساعد
ی سـطحی و    فاسـیا ،  بافتهـای همبنـدی زیـر جلـدی       ،  پوست

 ـ      رتاندونها با کندکا  عمقی،   کـه   طـوری ه ی کنـار زده شـدند ب
 در معـرض دیـد قـرار گرفـت، سـپس            زند زیـرین  استخوان  

 نوسانی برقی، یک نقیصه تمام ضخامت به عـرض          اره توسط
هر دو  ) ulna( استخوان زند زیرین      میلیمتر در ناحیه  میانی     1

  .)1نگاره(اندام قدامی راست و چپ ایجاد گردید
  

  
  

    
  زندزیرینایجاد نقیصه تمام قطر در استخوانـ خارج سازی و 1نگاره 

  توسط اره نوسانی استخوان بر
  

عـدم تـرک    ایجاد صحیح نقیصه و     اطمینان از   حصول  پس از   
 شستشو داده شد و      با نرمال سالین   ، موضع خوردگی استخوان 

ذرات استخوانی باقی مانده ناشی از بـرش اسـتخوانی بـا اره             
برقی، توسط ساکشن خارج شد و به دنبال آن فاسیا و بافـت             
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همبند زیر جلـد بـه صـورت سـاده سرتاسـری بـا نـخ پلـی                  
 صـفر   3 صـفر و پوسـت بـا  نـخ نـایلون              3گلیکولیک اسید   
 جهــت جلــوگیری از. زده شــد ســاده بخیــه یبــصورت تکــ

جـی   واحـد پنـی سـیلین        40000عفونتهای احتمالی روزانـه     
گرم جنتامایسین به ازای هر کیلـوگرم وزن          میلی 4 ،پروکائین

ز و   رو  5 بـه مـدت      بدن به صورت عـضلانی یکبـار در روز        
ــوپروفن  ــه مــدت mg/kg3کت ــه ب ــه صــورت 3 روزان  روز ب

عمـل روزانـه از لحـاظ وجـود         موضـع   . عضلانی تجویز شد  
 12بخیـه هـا      .بررسی مـی شـد     احتمالی   عفونت و ترشحات  

  .روز بعد از جراحی برداشته شدند
  

   D تزریق ویتامین
 IU2500  ،IU5000حیوانات گروه اول، دوم و سوم به ترتیب       

در  به ازای هـر کیلـوگرم وزن بـدن         D3 ویتامین   IU10000و  
ای یـک   روز جراحی و سپس همـان مقـدار از دارو را هفتـه            

طریـق تزریـق عـضلانی دریافـت         روز از    50مرتبه به مـدت     
گروه چهـارم در روز ایجـاد نقیـصه اسـتخوانی و            در  . کردند

ای یکبار مقدار مـساوی بـا حجـم داروی تزریـق            سپس هفته 
تزریـق   به صورت عضلانی     نرمال سالین ها  شده به سایر گرو   

  .شد
  روشهای ارزیابی

 خرگوشها  کشیترحم بعد از    : ارزیابی هیستوپاتولوژیکی  -1
برشـی در     تیوپنتال سـدیم،   وریدیده از تزریق داخل     با استفا 

ــردهپوســت  ــاد ک ــالوس   ،ایج ــضلات از روی ک ــیا و ع فاس
پـس از جـدا کـردن چـسبندگیهای          .استخوانی کنار زده شـد    

 و جـدا سـازی آن از      زندزیرینکالوس و در آوردن استخوان      
ناحیه میانی استخوان زندزیرین که شامل       ،زندزبریناستخوان  

 درصد  10  بافر باشد، در محلول فرمالین   شده می نقیصه ایجاد   
ها به روش رایج پلاکهـای پـارافینی،        از نمونه   و قرار داده شد  

آمیـزی و    ائوزین رنـگ   -اسلاید تهیه و به روش هماتوکسین     
  .مورد مطالعه قرار گرفت

 میزان مقاومت در مقابل خم شدگی       :ارزیابی بیومکانیکی -2
بـا اسـتفاده از دسـتگاه       کـالوس اسـتخوانی     و میزان فشردگی    

Machine   testing universalاندازه گیری شد .  
  

 روش تجزیه و تحلیل اطلاعات

 ANOVAها با استفاده از آزمون آمـاری         ارزیابی آماری داده  
در انجـام آزمـون هـای        . انجام شـد   Tukeyو آزمون تکمیلی    

  .دش استفاده SPSSآماری از نرم افزار 
  

  نتایج
 ؛ کهنشان دادهای مختلف ولوژیک در گروهارزیابی هیستوپات

-در ارزیابی بعمل آمده، کمترین میزان باقی درگروه دوم،

ای از ماندگی بافت جوانه گوشتی، تشکیل وسیع و پیشرفته
 که در قسمتهایی به استخوان ترابکولار تبدیل لاملاراستخوان 

شده است، وجود استئوبلاستهای فعال، وجود غضروف 
 همراه با استخوانی شدن داخل غضروفی هیالن فراوان
  .)2نگاره(مشاهده گردید

  

    
مشاهده استئوبلاستهای فعال، غضروف هیالن فراوان همراه با ـ 2نگاره 

  (��HE×) 2 در گروه استخوانی شدن داخل غضروفی
های استئوبلاست در قسمتهای در حال تشکیل استخوان دارای  سلول

  .)3نگاره(ندهسته های بزرگ و واکوئوله بود
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 مشاهده سلولهای استئوبلاست با هسته های بزرگ و واکوئولهـ 3نگاره 

��×HE) 2بر سطح تیغه های استخوانی ترابکولار در گروه )  
 

 تشکیل بافت غضروفی از زیر پردههمچنین در گروه دوم  
همراه با ، تا وسط آناستخوان پریوست دو طرف برش 

های تکمه. عال و وسیع بوداستخوانی شدن داخل غضروفی ف
تشکیل استخوان جدید بر روی استخوان قبلی مشهود 

  ).4نگاره(بود
  

    
 تکمه های تشکیل استخوان جدید بر روی استخوان 2ـ در گروه4نگاره 

همچنین پر شدن . تر دیده می شوداولیه بصورت برجستگی کم رنگ
  (��HE×)گودی استخوان قبلی بوسیله استخوان جدید مشهود است 

  
در گروه سوم، علاوه بر فعالیت حداقل پریوست که از سایر 

ها کمتر بود، هیچ غضروفی در مرکز استخوان تشکیل نمونه
های استخوانی ل استئوئید و تیغهینیافته و کمترین میزان تشک

 در  فیبروزروند ترمیم کند و بافت. ها دیده شددر این نمونه
  ).5نگاره(مشاهده شدها بین تیغه

  
  (HE×) 3گروه  در در بین تیغه هافیبروزمشاهده بافت ـ 5نگاره 

  
های استخوانی به میزان علاوه بر اینکه تیغه  درگروه چهارم،

کمتری نسبت به گروه دوم تشکیل یافته بود، ولی پریوست 
فعال و استخوانی شدن داخل غضروفی در زیر این پرده در 

وف هیالن داخل حفره میزان غضر. محل شکستگی دیده شد
و تقریبا در وسط . استخوانی بسیار کمتر از گروه دوم بود

 .)6نگاره(شداستخوان اثری از آن دیده نمی
  

    
 غضروف هیالن کم در وسط حفره استخوانی در حال 4در گروهـ 6 نگاره

  (HE×)تبدیل به استخوان است 
 

ی هامیزان اندکی بافت فیبروز بین تیغه، درگروه اول
تشکیل استخوان لاملار در حد . ترابکولار مشاهده گردید

در . کمتر از گروه دوم و همراه اندکی غضروف هیالن بود
واقع استخوانی شدن داخل غضروفی دیده نشد و مستقیما 

های اولیه تیغه. های استخوان لاملار تشکیل یافته بودتیغه
یوست پرده پر. استخوانی دامنه کمتر از گروه دوم داشتند
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 گروه دوم فعالیت تکثیری بسیار بیشتری در جهت نسبت به
  ).7نگاره(دادبروز فیبروز نشان می

  

    
پریوست فعال بیشتر متشکل از فیبرو بلاستها و رشته 1در گروه. 7نگاره

 (��HE×)های کلاژن فراوان 
 

دهد که نیروی  نشان میارزیابی بیومکانیکنتایج حاصل از 
وان در گروه دوم بیشتر از سایر لازم جهت شکستن استخ

  .باشدها میگروه
  

  (Mean±SE) نتایج ارزیابی بیومکانیک.�جدول
  

  گروه نیرو
54/3±37/112 * 1 

13/2±75/124 * 2 

24/2±50/51 * 3 

52/2±25/96* 4 
 

Group   
                     (P<0.05) بین گروههای مختلف اختلاف معنی دار وجود دارد*
  بحث

ا یکی از مـشکلات بـالینی در انـسان و حیوانـات              شکستگیه
باتوجه به اینکه سیستم اسکلتی در ارتباط با اعصاب         . میباشد

هـا  محیطی بوده و از طرفی توسط نسوج نرم همانند ماهیچـه       
احاطه شده است، از نظـر فیزیولـوژیکی و آنـاتومیکی نقـش             
بسزایی در سیستم حرکتی داشته و با توجه بـه فرضـیه عـدم              

 و یا طولانی بودن زمان تـرمیم شکـستگیها، تحقیقـات            ترمیم
متابولیسم ویتـامین   . فراوان در این زمینه به ثبت رسیده است       

D  ای قرار داردهای فشردهتحت بررسینیز. Erben ،Weber، 
Greeve 2001 و1992،1993طی سـالهای   همکارانشان در و 

روز، دریافتند که یکی از بزرگترین مـوارد درمـانی در اسـتئوپ          
 بـا  ی اسـکلت  سـاختار  درمان مـوثر بافـت اسـتخوانی در یـک         

تعدادی از مطالعات تجربی روی      .های استئوپنی است  ویژگی
توانـد باعـث    یم ـ  نـه تنهـا    Dموش نـشان داده کـه ویتـامین         

 سـاختن مـوثر     سببجلوگیری از کمبود استروژن شود بلکه       
   .)9،7و19( شوداستخوان می
Omeroglu گزارش نمودند که 1997 و همکارانش در سال 

 اثرات مثبتی روی پارامترهای �Dدوز بالای ویتامین 
 در سال .)15(بیومکانیکی در ترمیم شکستگی داشته است 

2004 Stein همکاران و  وHeng همکاران گزارش نمودند  و
در  )کلسیفرولهیدروکسی کولهدی25وD) 1که ویتامین 

لاستی و بلوغ نهایی تمایز سلولهای بنیادی به سلولهای استئوب
 همکاران و Gupta .)11و17( آنها دارای نقش حیاتی است

 به محیط �D دریافتند که اضافه نمودن ویتامین2007 سال در
کشت سلولهای بنیادی جدا شده از بافت چربی برای تمایز 

 .)10( تاین سلولها به رده استئوبلاستی ضروری اس
رشد  ال کلسیم،که برای جذب فع آزمایشات نشان می دهند

ها استئوکلاست و هافعالیت استئوبلاست استخوانهای دراز و
 Vitamin d)   وDدی هیدروکسی ویتامین1و25

receptor)VDR  16( ضروری هستندهر دو.(  
متابولیتهای آن قدرت  یاD ویتامیندهد که مطالعات نشان می
دی هیدروکسی 24و25. دهدافزایش می کالوس تشکیلی را

- دی25و1 یا Dمتابولیت فعال ویتامین علاوه برD ویتامین

 . برای تشکیل استخوان ضروری استDویتامینهیدروکسی
-دی24و25  ترکیبتجویزطی  تشکیلی در بطوریکه کالوس

 D ویتامینهیدروکسیدی25و1 و Dویتامینهیدروکسی
  ).5( تنهاست D محکمتر از کالوس تشکیلی در اثر ویتامین

 هیدروکسی ویتامین25در تحقیقی که به منظور ارزیابی تاثیر 
Dانجام  بر روی ترمیم استخوان در موشهای بالغ ماده 
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-��  میزانارتباط مستقیمی بینگرفت، نشان داده شد که 
قدرت   مرگ وبه هنگام در خون  Dهیدروکسی ویتامین 

هیدروکسی  -�� مصرف .مکانیکی کالوس وجود دارد
عد از ایجاد شکستگی مشخصا قدرت مکانیکی  ب Dویتامین 

 و Beresford). 6(بخشداستخوان شکسته شده را بهبود می
هیدروکسی دی1و25اظهار داشتند که در تحقیقی همکارانش 

سلولهای استخوانی  تمایز و  عامل مهمی در رشد �Dویتامین
- دی25و1 همچنین معتقدند .باشدمی آزمایشگاهی شرایط در

 تشکیل استخوان در  تاثیر مستقیمی در�Dامینویتهیدروکسی
  ).2(دارد  شرایط داخل بدن

-هیدروکسیدی25و1بررسی تاثیرمنظور در تحقیقی که به 

 نشان داده انجام گرفت، موش روی استخوان در�D ویتامین
 ویتامینهیدروکسیدی25و1 سطوح پائین ترمیم درشده که 

D� (ng/day) ،ی ویتامینهیدروکس25 مشابه مقادیر با D� 
-دی1و25تاثیر همچنین نشان داده شد که .معادل بود

 روی استخوان با تغییرات کلسیم و�D ویتامینهیدروکسی

-هیدروکسیدی25و1. آلی پلاسما ارتباطی ندارد غیر فسفر

بهبود آسیبهای  بطور موثری در تواند می�D ویتامین
اما   نقش داشته باشد؛Dکمبود ویتامین استخوانی ناشی از

شدن جلوگیری عدنیتواند از مهای بالا استرول میدرغلظت
 نقش مهمی را در Dویتامیننشان داده شده که ). 8 (کند

درمان استئوپروز  .معدنی به عهده دارد تنظیم هموستاز مواد
 در مطالعات مختلف مورد بحث وبررسی قرار Dبا ویتامین

ط  کاهش خطر شکستگی توس،علاوه بر این .گرفته است
 نتایج محققین ).13(  گزارش شده استDدرمان با ویتامین

 تحریک فعالیت سلولهای سبب Dویتامیندهد که نشان می
 را به حد کافی Dدر بیمارانی که ویتامین استخوانی شده و

دانسیته استخوان بیشتر و شکستگی  اند،دریافت کرده
دهد که  مطالعات نشان می).12( استخوان کمتر است

طریق تحریک جذب   ازراشدن استخوان  معدنیDویتامین
حفظ سطح سرمی این عناصر بهبود  فسفر و ای کلسیم،روده

 نقش مهمی را در تنظیم D ویتامینطرفیاز  .بخشدمی
استئوکلاستها  فعالیت سلولهای استخوانی مثل استئوبلاستها،

  ).1(کند حفظ حالت دینامیکی استخوان ایفا می و
 در Dالیت آنابولیکی ویتامینفعطبق نظر محققین 

 D در حقیقت ویتامین استئوبلاستها ثابت شده است؛
استئوبلاستها را برای تولید فاکتورهای متعددی که درتشکیل 

 آلکالین فسفاتاز، مثل .کندتحریک می استخوان نقش دارند،
استئوکلسین و  ،I فاکتور رشد شبه انسولینی ،I کلاژن تیپ

  .)3 (سیکلازتحریک فعالیت آدنیلات 
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