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  چکیده

هاي دور هاي جراحان از زمانبازسازي و ترمیم استخوان از دست رفته، خواه ناشی از علل فیزیولوژیک و خواه به سبب عوامل پاتولوژیک یکی از انگیزه

مقایسهمطالعهایناز انجامهدف. است آن در دوموج رشد يفاکتورها از یناش ي استخوان دکلسیفیه شدهساز استخوان يالقا تیصخا. بوده است

این . باشدزنوژن و گرانول کلسیم فسفات در التیام نقیصه ایجاد شده در استخوان فمور خرگوش میخشک شدهدکلسیفیهاستخوانیپیونداثرهیستوپاتولوژي

پس از . تقسیم شدند) تیمارها و شاهد( گروه 3ها به صورت تصادفی به خرگوش.  سر خرگوش سفید نیوزلندي انجام شد15عه تجربی آزمایشگاهی روي مطال

در گروه . شدمتر در عرض استخوان فمور تا رسیدن به کانال مدولاري ایجاد  میلی2القاي بیهوشی عمومی با استفاده از مته دندانپزشکی دو سوراخ به قطر 

شاهد محل نقیصه به صورت خالی رها شد و در گروه دوم استخوان دکلسیفیه شده قرار داده شد و در گروه سوم گرانول کلسیم فسفات در محل نقیصه قرار 

 ائوزین -یزي هماتوکسیلینکشی شده و مقاطع هیستوپاتولوژیک از محل نقیصه ایجاد شده تهیه و رنگ آمها آسان روز پس از جراحی، خرگوش45. داده شد

غز در گروه شاهد محل نقیصه توسط استخوان نابالغ به همراه فضاهایی از م. انجام گردید و مورد ارزیابی هیستوپاتولوژي و هیستومورفومتري قرار گرفت

هاي یم فسفات، مقادیر فراوانی از ترابکول آزمایش گرانول کلسدر گروه. سازي ضعیفی در محل نقیصه قابل مشاهده بوداستخوان پر شده بود و استخوان

نتایج ارزیابی هیستومورفومتري نشان داد که گرانول کلسیم فسفات داراي تاثیر . رسیداستخوانی جوان شکل گرفته بود که به صورت سازمان یافته به نظر می

  .دباشداري در التیام استخوان نسبت به گروه استخوان دکلسیفیه و گروه شاهد میمعنی

  .1483-1492 :، صفحات21پیاپی ، 1، شماره 6، دوره 1391مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

  استخوان دکلسیفیه زنوژن، گرانول کلسیم فسفات، التیام استخوان، خرگوش، هیستوپاتولوژي: هاواژهکلید

  

  

  مقدمه

هاي فراوانی که امروزه در جراحی با وجود پیشرفت     

ارتوپدي ایجاد شده است ولی التیام استخوان کماکان یک مسئله 

ی که به طور رایج در هاي درمانروش. باشدچالش برانگیز می

گیرد، شامل تثبیت خارجی از ها مورد استفاده قرار میشکستگی

یا تثبیت داخلی حرکت نمودن استخوان شکسته و طریق بی

هاي مذکور در وشبا وجود این، ر. باشداستخوان شکسته می

خیري، أدگی و جوش خوردگی تمواردي مانند عدم جوش خور

ورهاي هاي مغز استخوان و تومهاي خرد شده، آماسشکستگی
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- التیام استخوان، سلولدر. )16 (انداستخوانی همیشه موفق نبوده

اي استخوانی هاي تولید کننده استخوان نیاز به یک ماده زمینه

- ملحق شدن به مواد معدنی و پروتئینبراي رشد، اضافه شدن و

 شکستگی استخوان،  طبیعی التیامدر روند. هاي استخوان دارند

هاي خون و بافت پیوندي، فضاي ایجاد شده توسط لخته

کند و همچنین ساختار و داربست مناسبی شکستگی را پر می

پیوند استخوان اسفنجی ). 17 (کندبراي رشد استخوان فراهم می

بیمار برداشت شده و به محل مورد نظر  بخش لگن معمولا از

 تواندمی با این حال پیوند استخوان اسفنجی ،شودمنتقل می

، آسیب به دستگاه حسینریزي، بیداراي عوارضی مانند خو

 اي،هاي ناحیهها، شکستگیادراري، فتق، دردهاي مزمن، عفونت

ظور رفع این به من). 12 و 5 (باشد... عدم تعادل در ناحیه لگن و

ن مواد جایگزین شونده ها امروزه از انواع گوناگومحدودیت

یا به صورت آلوژن هاي استخوانی که به طور مصنوعی گرافت

 مواد یا از خاصیت این دسته از. شودگردند استفاده میتهیه می

خوردار بوده و یا به بر) استئواینداکتیویتی(سازي القاي استخوان

به ) استئوکانداکتیو(ساز  عوامل استخواندهندهصورت انتقال

کننده استخوان هاي هدایتپروتئینعنوان حاملی جهت انتقال 

پیشرفت با هاي اخیر  سال در .)19 و 17، 16(کنند  عمل می

هاي استخوانی، ها به عنوان جایگزیناستفاده از بیومتریال

هاي دور نماي خوبی را در روشکلسیم فسفات ترکیبات 

هاي مختلفی از  شکل.)21  و6(اند  تثبیت نمودهپیشرفتهجراحی 

هاي  مطالعه. باشند قابل عرضه میترکیبات کلسیم فسفات 

مختلف نشان داده است که ترکیبات کلسیم فسفات داراي 

خاصیت زیست سازگاري با بدن بوده و به عنوان یک عامل 

، 1( کنندمیرا تحریک استخوان استئوکانداکتیو بازسازي بافتی 

شان دادند که دمینرالیزه مطالعات حیوانی متعددي ن .)18 و 11

پیوند آلوژن استخوان کورتیکال، موجب اکسپوز شدن کردن 

جه افزایش نتیو در ) BMPs (هاي مرفوژنیک استخوانی پروتئین

 توانایی القاء تمایز BMPsشود زیرا ئوژنیک آن میپتانسیل است

). 13 (باشند میا دارا اي میزبان به استئوبلاست رهسلول

حکایت از  و همکارانش Uristهاي انجام شده توسط  بررسی

 استخوان دکلسیفیه خشک شده آلوژن را پتانسیل استئوژنیک

هاي مرفوژنیک   اکسپوز شدن پروتئیندارد، که در نتیجه

هاي میزبان به استخوانی است که باعث القاء تمایز سلول

دهد که م این مطالعات نشان می انجا.)23 (شوند استئوبلاست می

وان یک ماده پیوندي توان به عن میاز استخوان دکلسیفیه شده 

اي پیوند مقایسههدف از انجام این مطالعه ارزیابی . استفاده کرد

گرانول کلسیم فسفات و پیوند استخوان دکلسیفیه خشک شده 

داخل کشور تولید شده و در این مطالعه به صورت اخیراً که 

یصه ایجاد شده در التیام نقن مورد استفاده قرار گرفته است زنوژ

باشد که به صورت فمور در مدل حیوانی خرگوش میاستخوان 

. صورت گرفته استارزیابی هیستوپاتولوژي و هیستومورفومتري

  هاروشمواد و 

از . مطالعه حاضر به صورت تجربی آزمایشگاهی انجام گرفت    

 5/2ـ3 ماهه، با وزن 6زلندي سر خرگوش نر سفید نیو 15

از مرکز پرورش حیوانات  هاخرگوش.  استفاده شدکیلوگرم

آزمایشگاهی دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی تبریز تهیه 

 ساعت تاریکی و 12 ساعت روشنایی و 12 و به صورت گردید

گراد و رطوبت نسبی هفتاد  درجه سانتی23±2درجه حرارت 

هر خرگوش طی دوره آزمایش، در . ردیدندگ نگهداري میدرصد

یک قفس انفرادي تمیز با دسترسی آزاد به آب و خوراك 

پروتکل این . مخصوص حیوانات آزمایشگاهی نگهداري شدند

المللی  هاي بین مطالعه مطابق اصول اخلاقی مورد تائید کمیته

 .حمایت از حقوق حیوانات آزمایشگاهی طراحی شده است

، )گروه شاهد( کنترل  گروه3 تصادفی به ها به صورتخرگوش

گروه گرانول (و گروه سوم ) گروه استخوان دکلسیفیه(گروه دوم 

  . سر خرگوش تقسیم شدند5 با ،)کلسیم فسفات

  :فیه خشک شدهستخوان دکلسیبیوایمپلنت ا

کشور و بیوایمپلنت مورد استفاده در این مطالعه ساخت داخل 

 Ceno و با نام تجاري ساز بافت تولیدتوسط شرکت همانند

bone این محصول به صورت کاملاً. به بازار عرضه شده است 
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و تا زمان بندي شده ل تهیه و در یک ویال استریل بستهاستری

 تا 15( روي بسته در دماي معمولی محیط تاریخ انقضاي مندرج

  .باشدداري میقابل نگه) درجه سانتیگراد 25

  :گرانول کلسیم فسفات

ن مطالعه ساخت در ایسیم فسفات مورد استفاده گرانول کل

ت بیوفازیک به صورباشد و  فرانسه می Kasios TCHشرکت 

یت فسفات و هیدروکسی آپاتکلسیمتهیه و داراي پایه تري

ترکیبات مورد استفاده در ساخت این محصول به . باشد می

  :باشد صورت زیر می

75% hydroxylapatite ± 5% Ca10(PO4)6(OH)2  
 25% tricalcium phosphate ± 5%Ca3(PO4)2   

متر را  میلی3 الی 2اي به طول هاي مورد استفاده اندازه  گرانول

این . اند گردیده  هاي مربع تهیهدارا بوده و به صورت بلوك

ند که اندازه هر یک از این باش  می% 70ها داراي تخلخل گرانول

مطابق بروشور باشد و میکرومتر می 500 الی 200ها تخلخل

  .هستند مگاپاسکال 5 الی 1نه سازنده داراي مقاومت کارخا

  :روش جراحی

 ,Ketamine 10%(به منظور ایجاد بیهوشی از کتامین 

Alfasan,Woerden-Holland ( گرم به   میلی35به میزان

 ,Xylazin 2%(ازاي هر کیلوگرم وزن بدن و زایلازین 

Alfasan,Woerden-Holland ( گرم به  میلی5به مقدار

ازاي هر کیلوگرم وزن بدن به صورت داخل وریدي از طریق 

 ناحیه ستیغ لگنی پس از ایجاد بیهوشی .ورید گوش استفاده شد

تا مفصل زانوي اندام حرکتی خلفی چپ به صورت معمول آماده 

متر روي پوست بخش  سانتی3برشی به طول . جراحی گردید

. تخوان فمور ایجاد گردید اس موازاتجانبی اندام خلفی چپ در

و  به صورت کُندکاري جدا هاي همبندي زیرجلدي فاسیا و بافت

عضلات ناحیه از محل اتصال آنها به همدیگر باز گردیدند پس س

 با استفاده از مته .و استخوان فمور در معرض دید قرار گرفت

 2  دور در دقیقه،6000 و حداکثر سرعت چرخش دندانپزشکی

متر در عرض استخوان فمور در قسمت  میلی3سوراخ به قطر 

متر از دیافیز تا رسیدن به کانال مدولاري و با فاصله یک سانتی

با نرمال سالین شستشو داده جراحی همدیگر ایجاد شد، موضع 

براي پرکردن اي ه شاهد از هیچ مادهپس از آن در گرو .شد

ي از ، تعداددر گروه دوم. استفاده نگردیدنقیصه ایجاد شده، 

 از ویال خارج و در  خشک شدهقطعات استخوان دکلسیفیه

 پس از قرار داده شد،داخل یک ظرف استریل در سالین نرمال 

 نرم و حالت اسفنجی هاي دکلسیفهگذشت چند دقیقه استخوان

در . قرار داده شدندایجاد شده، گرفته و سپس در محل نقیصه 

ج و سپس در ، گرانول کلسیم فسفات از ویال خارگروه سوم

به  سپس عضلات. قرار داده شدندایجاد شده محل نقیصه 

-گلییصورت سرتاسري ساده با نخ بخیه قابل جذب سنتتیک پل

و پوست با نخ   بخیه زده شد ساخت کارخانه سوپا4-0 کولات

سرتاسري  صفر ساخت کارخانه سوپا به صورت 3 سیلکبخیه 

دعفونی و از و موضع عمل توسط بتادین ض ساده بخیه گردید

محل جراحی عفونی ضدبیوتیک تتراسیکلین براي  اسپري آنتی

بعد از به هوش آمدن .  موضع عمل پانسمان گردید واستفاده شد

 هاي مخصوص خود انتقال داده شدند به قفسهاکامل، خرگوش

جهت جلوگیري از . و در اختیارشان آب و غذا قرار گرفت

شرکت ( G ینسیلاحد پنیو 60000هاي احتمالی روزانه  عفونت

شرکت  (گرم جنتامایسین میلی5 و )داروسازي جابربن حیان

به ازاي هر کیلوگرم وزن بدن به صورت ) داروسازي البرز دارو

گرم به ازاي هر  میلی6 و تزریق شد روز 5به مدت عضلانی 

گرم،  میلی100سلکسیب، (کیلوگرم وزن بدن سلکوکسیب 

 5ه صورت خوراکی به مدت ب) شرکت کارخانجات داروپخش

  .روز خورانده شد

  :ارزیابی هیستوپاتولوژي

به منظور ارزیابی و مقایسه هیستوپاتولوژي ترمیم در محل 

پس از ایجاد ها  خرگوش از جراحی، بعد46در روز  ،نقیصه

   20(بیهوشی استنشاقی، با تزریق دز بالاي تیوپنتال سدیم 

کشی اخل صفاقی آسانبه صورت د) گرم بر اساس کیلوگرممیلی

سپس برش در پوست ایجاد شده، فاسیا و عضلات از . شدند

استخوان فمور جدا و در . روي کالوس استخوانی کنار زده شد
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 درصد قرار داده شد، همچنین استخوان 10محلول فرمالین بافر 

فمور سالم اندام حرکتی مقابل نیز جهت ارزیابی 

دیر نرمال استخوان سالم هر هیستومورفومتري به منظور تعیین مقا

 درصد قرار 10مورد جدا گردید و در داخل محلول فرمالین بافر 

 از بافت کلسیم زداییها، پس از پایدار شدن نمونه. داده شد

از .  درصد انجام گردید10استخوان توسط محلول اسیدنیتریک 

 میکرومتر از محل 5 درپی به ضخامتهاي پیهر نمونه برش

 تهیه شده به روش مقاطع. تهیه شدانی نقیصه استخو

و با استفاده از میکروسکوپ آمیزي رنگائوزین  هماتوکسیلین ـ

ورد مطالعه م) ECLIPSE E200, Japan(نوري مدل نیکون 

  .ندهیستوپاتولوژي قرار گرفت

  :ارزیابی هیستومورفومتري

گیري خطی از طریق  براي ارزیابی هیستومورفومتري توسط اندازه

بک متقاطع و توسط یک عدسی چشمی مشبک، خطوط مش

 خانه مربعی، با تعیین درصدي از نقیصه استخوانی 100حاوي 

استخوان ) 3استخوان نابالغ و ) 2مغز استخوان، ) 1که توسط 

اجزاي بافتی . )3(لاملار اشغال شده بود، صورت پذیرفت 

و نشانگر ماوس، تعیین و مورد × 40مذکور با بزرگنمایی 

هاي چربی فراوان و  مغز استخوان با سلول.  گرفتندسنجش قرار

هاي  بافت همبند با حضور تعداد فراوانی فیبروبلاست و رشته

به منظور تعیین مقادیر نرمال استخوان . کلاژن مشخص گردید

اي و مغز استخوان، قطعه استخوانی سالم  لاملار، استخوان تیغه

یستومورفومتري اندام حرکتی مقابل نیز جدا و مورد ارزیابی ه

برداري و شامل تیمار، نمونه(کلیه مراحل آزمایش . قرار گرفت

  .به صورت دوسو کور انجام گردید) پاتولوژي

ارزیابی آماري

و آزمون توزیع ها  واریانسبا توجه به نتایج آزمون همگونی

دست آمده کمی،  هاي به داده) کولموگرواسمیرنوف(ها نرمال داد

دار   انحراف استاندارد ارائه و اختلاف معنیبه صورت میانگین و

طرفه ها توسط آزمون آماري آنالیز واریانس یک بین گروه

)ANOVA ( و آزمون تعقیبی توکی)Tukey ( 05/0و=α در ،

 SPSSافزاري   توسط بسته نرم>05/0pداري  سطح معنی

  . برآورد گردید18ویرایش 

  هایافته

  :نتایج هیستوپاتولوژي    

نتایج هیستوپاتولوژي نقیصه ایجاد شده در قسمت میانی ارزیابی 

دهنده آن است که  در گروه شاهد نشاندیافیز استخوان فمور

استخوان . نقیصه توسط پل نازکی از استخوان مسدود شده است

متراکم اولیه که به تازگی تشکیل شده حفره مغز استخوان را 

دهد که میهاي این گروه نشان ارزیابی. مسدود نموده است

 استخوان در بین از مغزاستخوان نابالغ به همراه فضاهاي وسیعی 

آنها در محل نقیصه تشکیل شده است، بافت استخوان نابالغ تازه 

هاي فعال پوشانیده شده بود که تشکیل شده توسط استئوبلاست

ها این استئوبلاست. باشدسازي فعال میحاکی از یک استخوان

را بر اسپیکول از قبل ) تیغه استخوانی(یی لاملااستخوان اولین 

در این موقع . نددهتشکیل می) استخوان نابالغ(تشکیل شده 

ي از استخوان نابالغ بوده که توسط استخوان ترابکول حاوي مغز

عدم تولید کافی ماتریکس آلی  .اي احاطه شده استتیغه

 استخوانی و کلسیفیکاسیون آن مانع از ایجاد تراکم در توده

استخوانی تازه تشکیل و در نهایت تشکیل استخوان متراکم شده 

نتایج به دست آمده از گروه پیوند استخوانی  ).1 نگاره(است 

خوانی در قسمت میانی دیافیز زنوگرافت در محل نقیصه است

 ضخیمی از نسج گرانولاسیون نابالغ به همراه ،لایه نسبتاًفمور، 

 حفره مرکزي استخوان نیز .هاي التهابی اشغال شده استسلول

-الگوي استخوان. ابالغ پر شده استتوسط نسج گرانولاسیون ن

اي تخوان تیغهسازي در این گروه به این صورت است که اس

هاي نقیصه شروع شده است به سمت مرکز توسط اولیه از کناره

حضور استخوان دکلسیفیه . نسج گرانولاسیون ادامه یافته است

ها تر شدن استئوکلاست نقیصه باعث فعالده زنوژن در محلش

ها باعث  شده است و حضور فعال استئوکلاستدر محل نقیصه

ست و این امر هاي استخوانی تازه تشکیل نیز شده ابازجذب تیغه

 مهم در نکته. هاي نوبنیاد گردیده استمانع گسترش استخوان
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ن ي التهابی در نسج گرانولاسیوهااین گروه حضور فعال سلول

گروه دست آمده از  ارزیابی نتایج به).3 و 2 هاينگاره(باشد می

دهد که نقیصه ایجاد شده در فسفات نشان میگرانول کلسیم

قسمت میانی دیافیز استخوان فمور تقریبا توسط استخوان تازه 

اي در مشاهده مقدار زیادي استخوان تیغه. تشکیل پر شده است

مقدار . باشدبازسازي در آن میمنطقه ترمیم حاکی از یک روند 

استخوان نوبنیاد در این گروه نسبت به شاهد به طور قابل 

استخوان سازي فعال در این گروه به . باشد توجهی بیشتر می

ه همراه کلسیفیکاسیون موجب تراکم در توده استخوانی تازه شد

خوانی تازه تشکیل موجب افزایش ریمودلینگ بافت است. است

همچنان . هاورس در این گروه شده استتشکیل سیستم 

  فضاهاي وسیع مغز استخوانی مابین بافت استخوانی مشاهده 

از پس  روز 45دهد که هاي مقاطع نشان میبررسی. شودمی

شود انول کلسیم فسفات همچنان دیده میجراحی مقادیري از گر

  ).4 نگاره(

  

 ایجاد شده در قسمت  نماي ریزبینی از جایگاه ترمیم نقیصه تجربی-1نگاره 

در سمت راست . میانی دیافیز استخوان فمور در یک خرگوش از گروه شاهد

تصویر، نوار باریکی از  استخوان متراکم اولیه تازه تشکیل، قسمت بیرونی 

نقیصه استخوانی را تا حدودي اشغال نموده و نقیصه و حفره مغز استخوان را 

هاي استخوان نابالغ تازه  یکولدر سمت چپ تصویر اسپ. مسدود نموده است

تشکیل با فضاهاي خالی وسیع مابین آنها نقیصه را از یک سمت به مقدار 

عدم تولید کافی ماتریکس آلی استخوانی و . قابل توجهی اشغال نموده است

کلسیفیکاسیون آن مانع از ایجاد تراکم در توده استخوانی تازه تشکیل و در 

ائوزین، بزرگنمایی -هماتوکسیلین(شده است نهایت تشکیل استخوان متراکم 

40.(  

  

  

 نماي ریزبینی از جایگاه ترمیم نقیصه تجربی ایجاد شده در قسمت -2نگاره 

میانی دیافیز استخوان فمور در یک خرگوش از گروه پیوند استخوان دکلسیفیه 

قسمت بیرونی نقیصه توسط نسج گرانولاسیون نابالغ و مقداري از . زنوژن

اي التهابی پلی مورف نوکلوئر اشغال شده و قسمت عمقی نقیصه و هسلول

قسمت اعظمی از حفره مرکزي استخوان فمور توسط نسج گرانولاسیون نسبتاً 

اي اولیه از  سازي به صورت تشکیل استخوان تیغهاستخوان. بالغ پر شده است

ن رو هاي استخوان قدیمی در مجاور نسج گرانولاسیوهاي نقیصه و لبهکناره

حضور . به قسمت مرکزي حفره مرکزي استخوان فمور قابل مشاهده است

هاي استخوانی تازه تشکیل مانع هاي فراوان با جذب شدید تیغهاستئوکلاست

از تشکیل و گسترش استخوان نوبنیاد در درون نسج گرانولاسیون گردیده 

  ).40ائوزین، بزرگنمایی -هماتوکسیلین(است 

  

  

  

  



  1391 بهار ،21 پیاپی ،1، شماره 6وره تبریز، دواحد مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی                                                                                                                ...مقایسه اثر بیوایمپلنت استخوانی زنوژن و

١۴٨٨

  

ي ریزبینی با درشتنمایی بیشتر از جایگاه ترمیم نقیصه تجربی  نما-3نگاره 

ایجاد شده در قسمت میانی دیافیز استخوان فمور در یک خرگوش از گروه 

مورف نوکلوئر به مقدار هاي التهابی پلیسلول. پیوند استخوان دکلسیفیه زنوژن

 از فراوان در نسج گرانولاسیون قابل مشاهده بوده و بازجذب قطعه کوچکی

گردد هاي فعال مشاهده می تیغه استخوانی تازه تشکیل توسط استئوکلاست

).400ائوزین، بزرگنمایی  -هماتوکسیلین(

  

  

 نماي ریزبینی از جایگاه ترمیم نقیصه تجربی ایجاد شده در قسمت -4نگاره 

-میانی دیافیز استخوان فمور در یک خرگوش از گروه پیوند گرانول کلسیم

 میزان قابل توجهی توسط استخوان تازه   استخوانی تقریباَ بهنقیصه. فسفات

. باشد تشکیل پر شده است و مقدار استخوان نوبنیاد نسبت به شاهد بیشتر می

استخوان تازه تشکیل به دلیل تشکیل فعال استیئوئید و کلسیفیکاسیون آن 

عدم پیوستگی و وجود شکاف بین سطوح . باشدبسیار اسیدوفیلیک می

به هر حال، . باشد  استخوان تازه تشکیل و استخوان قدیمی برقرار میمشترك

افزایش قابل توجهی در ریمودلینگ  بافت استخوانی تازه تشکیل و توسعه 

فضاهاي وسیع مغز . باشد در این نمونه مشخص میهاي هاورسی سیستم

استخوانی در برخی مناطق بافت استخوانی تازه تشکیل همچنان مشاهده 

هاي سیمان استخوان بجا مانده در حفره مرکزي استخوان فمور، توده. دگرد می

باشد  که توسط بافت همبند پوشیده شده است، قابل مشاهده می

).40ائوزین، بزرگنمایی -هماتوکسیلین(

 هیستومورفومترينتایج

دهنده آن است که بررسی هیستومورفومتري انجام شده نشان

هاي آزمایش دوم و سوم  گروهاستخوان لاملار شکل گرفته در

و در ) p=000/0(باشد داري بیشتر از گروه شاهد میطور معنیبه

باشد داري کمتر میطور معنیمقایسه با مقادیر استخوان سالم به

)000/0=p .(در بین گرفته بیشترین مقدار استخوان لاملار شکل

ول هاي مورد مطالعه، در گروه آزمایش سوم یا گروه گرانگروه

مقدار استخوان نابالغ و مغز استخوان در . باشد میکلسیم فسفات

باشد  می دیگرگروهدو داري بیشتر از طور معنیگروه شاهد به

)000/0=p .(هاي مورد مطالعه از در مقایسه دو به دو مابین گروه

 داري بین گروهلحاظ میزان تشکیل استخوان لاملار تفاوت معنی

 و گروه شاهد وجود دارد همچنین مابین استخوان دکلسیفیه

دار  و گروه شاهد نیز تفاوت معنیگرانول کلسیم فسفاتگروه 

در مقایسه دو به دوي مابین دو گروه و ) p=000/0(باشد می

گرانول کلسیم فسفات و گروه داري بین آزمایش، تفاوت معنی

 از لحاظ میزان تشکیل استخوان لاملار استخوان دکلسیفیه

نتایج ارزیابی هیستومورفومتري ). p=000/0(شود ه میمشاهد

 1هاي مورد آزمایش، در جدول ترمیم و مقایسه آن مابین گروه

  .ارائه گردیده است
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 مقایسه میانگین و انحراف استاندارد اجزاي بافت استخوان جایگاه -1جدول 

  هاي مورد مطالعهترمیم بین گروه

  گروه اول  استخوان سالم  

  )اهدش(

  گروه سوم  گروه دوم

استخوان 

  لاملار

a
63/1±14/95  

b
21/2±13/17  

c
35/1±31/44  

d
43/2±63/57  

استخوان 

  نابالغ

a
29/1±28/3  

b
21/1±23/41  

c
23/1±21/33  

d
34/1±24/28  

مغز 

  استخوان

a
53/0±58/1  

b
53/2±64/41  

c
14/1±48/22  

d
24/1±13/14  

a b c d :ودن اختلاف در هر ردیف دار بدهنده معنیحروف غیر مشابه نشان

هاي آزمایش دوم و سوم مقادیر استخوان لاملار شکل گرفته در گروه. باشدمی

داري بین دو گروه پیوند تفاوت معنی). p=000/0(بیشتر از گروه شاهد 

استخوان دکلسیفیه زنوژن و گرانول کلسیم فسفات از لحاظ میزان تشکیل 

).p=000/0(شود استخوان لاملار مشاهده می

  

  گیري و نتیجهبحث

  نشان این مطالعه دست آمده در هبهیستوپاتولوژي نتایج     

اي  حفرهبه صورت  استخوانی نقیصهدر گروه شاهد که دهد می

  اي که حالت تحریک کننده خالی بود به دلیل عدم حضور ماده

رشد یا هدایت استخوانی را داشته باشد تبدیل بافت همبندي به 

گیري التیام از وسعت و شدت بالایی برخوردار  لاستخوان و شک

با توجه به این الگوي التیامی در گروه شاهد بدین ترتیب . نبود

هاي قرمز ناحیه هاي فیبرینی و گلبول است که مقدار زیادي لخته

کنند و بدنبال آن عروق کناري و بافت فیبروزه به  نقیصه را پر می

وان جدید همراه با تشکیل تشکیل استخ. کند داخل آنها نفوذ می

عروق جدید از اطراف شروع و با پیشرفت به سمت مرکز آن را 

در پایان دوره مطالعه، گروه شاهد داراي مقدار زیادي . کنند پر می

که مقدار بافت فیبروزه بافت همبند در ناحیه نقیصه بود، در حالی

دیر هاي مورد آزمایش به مقدار کمتري بود و به جاي مقادر گروه

خوردگی استخوان وجود زیادي بافت مزانشیم تمایز نیافته جوش

شد که ناحیه  داشت، و مقادیر مختلفی از استخوان دیده می

آمیز بودن مواد بکار با توجه به تحریک. نقیصه را پر کرده بود

رفته در بافت استخوانی و تسریع واکنش بافتی چنانچه از نتایج 

 گرانول کلسیم فسفات،  گروهآید درهیستوپاتولوژي بر می

تر نسبت به گروه شاهد ه و منظمهاي استخوانی سازمان یافت تیغه

تشکیل شده بودند و در مقایسه با گروه شاهد نقیصه ایجاد شده 

هاي استخوانی جدید پر شده و این امر مانع از تشکیل  با سلول

ارزیابی نتایج . بافت فیبروز در محل نقیصه گردیده بود

دهد که قسمت اعظم نقیصه در گروه  مورفومتري نشان میهیستو

  نابالغ و بافت همبند پر شده است وشاهد توسط استخوان

هاي مورد آزمایش و استخوان نابالغ و بافت همبند بیشتر از گروه

ن لاملار تشکیل شده در باشد و مقدار استخوااستخوان سالم می

  ات بسیار کم  نسبت به گروه گرانول کلسیم فسفگروه شاهد

باشد، این در حالی است که در گروه گرانول کلسیم فسفات، می

باشد ولی از  استخوان دکلسیفیه میستخوان لاملار بیشتر از گروها

دهنده باشد که نشانتخوان سالم کمتر میمقدار طبیعی آن در اس

سازي فعال نسبت به گروه شاهد و گروه استخوان یک استخوان

 گروه گرانول در ارزیابی هیستوپاتولوژي. باشدیدکلسیفیه شده م

کلسیم فسفات به جاي مقادیر زیاد بافت مزانشیم تمایز نیافته، 

خوردگی استخوان وجود داشت و مقادیر مختلفی از  جوش

شود که ناحیه نقیصه را پر کرده و جایگزین  استخوان دیده می

خوانی هاي است که اسپیکولطوريهب. پیوند استخوان شده بود

نسبتاً نابالغ در حال تبدیل به استخوان منظم و لاملار گرانول 

هاي استخوانی از  اسپیکول. کلسیم فسفات را احاطه کرده بود

نوع استخوان نابالغ به مقدار زیاد و مقادیر کمتري از 

هاي استخوانی نسبتاً بالغ و منظم و در حال تبدیل شدن  ترابکول

احیه نقیصه را پر کرده و جایگزین به استخوان از نوع لاملار ن

رسد در گروه گرانول کلسیم  میبه نظر. پیوند استخوان شده بود

شود که این هاي استئوژنیک ایجاد می راي سلولفسفات بستري ب

-متداد آن رشد نموده و به مرور بهها به راحتی بتوانند در ا سلول

یوند هاي نقیصه استخوانی را به همدیگر پ طور مناسب کناره

دست ارزیابی نتایج هیستوپاتولوژي و هیستومورفومتري به .دهند
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دهندة آن است که گرانول کلسیم آمده در این تحقیق نشان

فسفات، باعث افزایش القاي استخوانی و تسریع روند 

هاي شاهد و استخوان در مقایسه با گروهسازي  استخوان

  .شود میدکلسیفیه 

انجام شده سولفات کلسیم  اي  بررسی مقایسه2003در سال 

با پیوند استخوان اسفنجی اتوژن حاوي استخوان دکلسیفیه شده 

 و نیروي فشاري در این مطالعه ضریب کشسانی. صورت گرفت

انین در سگ مورد بررسی قرار استخوان جدید در یک مدل ک

گرفت، نتایج این مطالعه نشان دهنده تاثیر مثبت استخوان 

 2004در سال ). 22(م استخوان می باشد دکلسیفیه شده در التیا

لوژي دانشگاه جورجیا انجام اي در انیستیتوي تکنو مطالعهنیز 

در این مطالعه از اسیدهیالورونیک به عنوان ماده حامل گرفت، 

منطق استفاده از این .  استفاده شد استخوان دکلسیفیه شدهجهت

د که ماده حامل، حضور این ماده در ماتریکس خارج سلولی بو

 استخوان دکلسیفیهممکن است بر خاصیت استئواینداکتیوي 

ر نتایج گزارش شده این بود که اگ. حداقل اثر را داشته باشد

اسیدهیالورنیک در دوز مناسب ترکیب شود، روي اثر 

 حداقل اثر را خواهد داشتاستئواینداکتیوي استخوان دکلسیفیه 

ررسی اثرات  و همکارانش به بBecker، 1994در سال ). 20(

 از چهار بانک  استخوان دکلسیفیه پرداختند،استئواینداکتیو

هاي  ر عضله خوکچهمختلف نسجی ماده پیوندي تهیه شد و د

 ماتریکس استخوان کورتیکال انسانی به عنوان هندي قرار گرفت،

کنترل منفی و پروتئین مرفوژنیک استخوانی به عنوان کنترل 

 استخوان دکلسیفیه حی که ازدر نوا. مثبت در نظر گرفته شد

 درصد 4/78ستفاده شده بود، میانگین حضور استخوان غیر زنده ا

در گروه کنترل منفی تشکیل استخوان .  درصد بود5/92تا 

 درصد استخوان جدید مشاهده 96مشاهده نشد و در گروه مثبت 

پس از کاشته  گزارش شده است ترکیبات کلسیم فسفات .شد

یمیایی شده و چرخه تقسیم سلولی و شدن دچار تغییرات ش

ها،  هاي استخوانی، بیان ژن نهایتاً تفکیک و تمایز و تکثیر سلول

در . )2 (استئوژنز و سنتز فاکتورهاي رشد را تقویت خواهند کرد

 استئوژنز افزایش یافته و  کلسیم فسفات،حضور ذرات گرانول

 رانول گرسد به نظر می. القاء خواهد شدپاسخ ترمیمی استخوان 

داراي ،  علاوه بر خاصیت هدایت رشد استخوانکلسیم فسفات

کلسیم فسفات، ، نیز هست خاصیت القاي استخوانی

ها و کمک به  سازي را از طریق تحریک استئوبلاست استخوان

 به عبارت دیگر نماید، ها تحریک می مایز این سلولتفکیک و ت

، سبب کلسیم فسفات ضمن تشکیل داربستی براي رشد استخوان

تحریک پروژنیتورهاي استئوژنیک، رشد، تقسیم و تفکیک و 

 سازي خواهد شد تمایز و در نتیجه تحریک فعالیت استخوان

در سال و همکاران  Ignjatovic که توسطاي در مطالعه .)17(

 فازي با استفاده از بیوموادفسفات دوبا پوشش کلسیم 2007

Poly-D-, L- Lactide-co-Glycolideوان جایگزین عنه  ب

  وفسفاتکه کلسیمنشان داده شده  انجام شده است،استخوان 

ها و آپاتیت نقش مهمی را در تجمع فیبروبلاستی هیدروکس

 داشته است که زمینه را درچسبندگی آنها به سطح این مواد 

محل نقیصه استخوانی جهت بازسازي بافت استخوانی فراهم 

در  و همکاران Daculsiط اي که توس در مطالعه).9 (کرده است

 انجام شده است از سرامیک کلسیم فسفات دوفازي 2006سال 

به همراه پیوند زنوگرافت استخوان گاو در التیام استخوان موش 

به دلیل افزایش صحرایی استفاده شده و نشان داده شده است که 

-تحریک موضعی و تجمع بیش از اندازه کلسیم در محل شکل

آپاتیت از کیفیت د به دلیل وجود هیدروکسیگیري استخوان جدی

 که  دیگريدر مطالعههمچنین ). 4 (بهتري برخوردار بوده است

هاي  روي مهره2007در سال  و همکاران Motomiyaتوسط 

آپاتیت با  سر خرگوش انجام شده است، از هیدروکسی36کمر 

 استفاده ژن درصد به همراه استخوان اتو85 و 50، 15تخلخل 

سازي در گروه  نشان داده شده است که میزان استخوانشده،

داري بیشتر  درصد به طور معنی85آپاتیت با تخلخل هیدروکسی

در مطالعه بالینی که توسط . )15 (از دو گروه دیگر بوده است

Weissman انجام شده است از 1996 و همکاران در سال 

وانی در آپاتیت به منظور اصلاح نقیصه استخسیمان هیدروکسی
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هاي  فرد بالغ استفاده شده است و در رادیوگراف24ناحیه فک 

آپاتیت به خوبی تهیه شده نشان داده شده که سیمان هیدروکسی

 باعث تحریک استخوان سازي در ناحیه صورت گردیده است

 و Menonهمچنین در مطالعه رادیولوژي که توسط ). 24(

Varma هاي متخلخل  انجام شده از گرانول2005 در سال

 انسان 28آپاتیت در شکستگی استخوان تیبیاي هیدروکسی

هاي متوالی از سال رادیوگراف استفاده شده است و در طی یک

گیري شده است که گرانول ه و نتیجهمحل شکستگی تهیه شد

آپاتیت یک بیومواد با کاربري آسان بوده که  متخلخل هیدروکسی

 ي در محل شکستگی گرددسازتواند باعث تحریک استخوانمی

 و همکاران در سال Komakiاي که توسط  در مطالعه).14(

فسفات و کلسیم تري بتا  انجام شده و به ارزیابی ترکیب2006

) Fibroblast growth factor-2 (2فاکتور رشد فیبروبلاستی

فسفات کلسیم تريپرداخته است، نشان داده شده که سیمان بتا 

جاد شده در استخوان سازي در نقیصه ای وانباعث افزایش استخ

فزودن فاکتور رشد  ماه شده است و با ا3 در طی تیبیاي خرگوش

در همین مدت باعث افزایش القاي استخوانی و  2فیبروبلاستی

با توجه ). 10 (سازي در گروه مورد مطالعه گردیده استاستخوان

نی و فسفات در بافت استخواکلسیمبه تحریک آمیز بودن تري

اي که  رسد چنانچه ماده تسریع واکنش بافتی، به نظر می

کلسیم يخصوصیات القاي استخوانی را نیز افزایش دهد به تر

تواند به راحتی در نقایص استخوانی   می،فسفات افزوده شود

 گزارش 2003 در سال  و همکارانTurner TM .استفاده شود

 ProOsteon نامه  بداربستدادند که با استفاده از نوعی 

200Rوان جدید به داخل باشد میزان رشد استخ که متخلخل می

طور چشمگیري بیشتر از واکنش ه متخلخل باین ماده کلسیم

 هفته 6-8موضعی سیمان به تنهایی بوده است و در عرض 

دلیل نفوذ بافت میزبان جذب شده هبخش اعظمی از سیمان ب

 ژلاتینی انسانی  و همکارانش با کشت ماتریکسHu ).22 (است

)hBMG ( ،به صورت آلوگرافت در عضله چهار سر رانی موش

سازي جدید و مغز استخوان را  هفته استخوان3-4بعد از 

 کشت استخوان در بافت عضلانی حیوان ).8 (گزارش کرد

هم و حتی موش دیابتی نیز با وجود بر) 7 (آزمایشگاهی رت

   ).25 (بود  مشهودخوردن متابولیسم مواد معدنی کاملاً

دهد که گرانول کلسیم فسفات  مطالعه نتایج این تحقیق نشان می

تواند باعث یت استخوانی و القاي استخوانی میبا قدرت هدا

د و استخوان دکلسیفیه شده نیز افزایش روند التیام استخوان شو

تواند باعث تحریک استخوانی شود ولی در مقایسه با گروه می

دلیل ز قدرت کمتري برخوردار است و بهاگرانول کلسیم فسفات 

هاي رسد باعث تحریک واکنش به نظر میپیوند زنوژن بودن آن

.التهابی نیز شده است

   و قدردانیتشکر

  اي دامپزشکی مقاله حاضر مستخرج از رساله دکتراي حرفه

بدینوسیله نویسندگان مقاله مراتب تشکر و قدردانی . باشدمی

ولوژي دانشکده  پات آزمایشگاه بخش جراحی وازخود را 

  .نمایندزاد اسلامی واحد تبریز ابراز میدامپزشکی دانشگاه آ
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Abstract

Rebuilding and renovation of lost bone whether because of physiologic or pathologic 
factors was one of the surgeons’ motivations from the past. Osteogenesis of decalcified 
bone induced by growth factors contained in it. This study is to assay probability effect of 
decalcified bone and calcium phosphate granules on osteogenesis which is made in 
experimental flaw and it is as a laboratory pattern in rabbit femur. This experimental 
study is made on 15 male rabbits. Animals were divided randomly into 3 groups (control 
and treatments). After induction of general anesthesia, 2 holes in size of 2 mm in 
diameter was made using a dental bit in femur width to medullary channel. After surgery, 
the control group left untreated and decalcified bones was placed in group 2 and calcium 
phosphate granules were placed in group 3. Histopathological and histomorphometrical 
studies for evaluation of bone healing were carried out in experimental rats, which were 
euthanized after 45 days of the experiment using hematoxylin-eosin (H&E) staining 
method. In control group, defect seemed to be filled with woven bone and bone marrow 
spaces and in spite of a poor osteogenic activity. In calcium phosphate group, young bone 
trabeculas increased in number and bone trabeculas more organized. Histomorphometric 
results, observed that calcium phosphate granules has significant effect on bone healing 
than decalcified and control groups.
  

Keywords: Decalcified xenogeneic bone, Calcium phosphate granules, Bone healing, Rabbit, 

Histopathology
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چكيده


بازسازی و ترميم استخوان از دست رفته، خواه ناشی از علل فيزيولوژيک و خواه به سبب عوامل پاتولوژيک يکی از انگيزه​های جراحان از زمان​های دور بوده است. خاصیت القای استخوان سازی استخوان دکلسیفیه شده ناشی از فاکتورهای رشد موجود در آن است. هدف از انجام اين مطالعه مقايسه هیستوپاتولوژی اثر پيوند استخواني دكلسيفيه خشك شده زنوژن و گرانول کلسیم فسفات در التیام نقیصه ایجاد شده در استخوان فمور خرگوش می​باشد. اين مطالعه تجربي آزمايشگاهی روي 15 سر خرگوش سفید نیوزلندی انجام شد. خرگوش​ها به صورت تصادفي به 3 گروه (تیمارها و شاهد) تقسيم شدند. پس از القای بیهوشی عمومی با استفاده از مته دندانپزشکی دو سوراخ به قطر 2 ميلي​متر در عرض استخوان فمور تا رسیدن به کانال مدولاری ايجاد شد. در گروه شاهد محل نقیصه به صورت خالی رها شد و در گروه دوم استخوان دکلسیفیه شده قرار داده شد و در گروه سوم گرانول کلسیم فسفات در محل نقیصه قرار داده شد. 45 روز پس از جراحی، خرگوش​ها آسان​کشی شده و مقاطع هيستوپاتولوژيک از محل نقيصه ايجاد شده تهيه و رنگ آميزی هماتوکسيلين- ائوزين انجام گرديد و مورد ارزیابی هیستوپاتولوژی و هیستومورفومتری قرار گرفت. در گروه شاهد محل نقیصه توسط استخوان نابالغ به همراه فضاهایی از مغز استخوان پر شده بود و استخوان​سازی ضعیفی در محل نقیصه قابل مشاهده بود. در گروه​ آزمایش گرانول کلسیم فسفات، مقادیر فراوانی از ترابکول​های استخوانی جوان شکل گرفته بود که به صورت سازمان یافته به نظر می​رسید. نتایج ارزیابی هیستومورفومتری نشان داد که گرانول کلسیم فسفات دارای تاثیر معنی​داری در التیام استخوان نسبت به گروه استخوان دکلسیفیه و گروه شاهد می​باشد.

مجله دامپزشكي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تبريز، 1391، دوره 6، شماره 1، پیاپی 21، صفحات: 1492-1483.

كليد واژه​ها: استخوان دکلسیفیه زنوژن، گرانول کلسیم فسفات، التیام استخوان، خرگوش، هیستوپاتولوژی

مقدمه

     با وجود پیشرفت​های فراوانی که امروزه در جراحی ارتوپدی ایجاد شده است ولی التیام استخوان کماکان یک مسئله چالش برانگيز می​باشد. روش​هاي درماني که به طور رايج در شکستگی​ها مورد استفاده قرار می​گیرد، شامل تثبيت خارجي از طريق بي​حرکت نمودن استخوان شکسته و يا تثبيت داخلي استخوان شکسته مي​باشد. با وجود اين، روش​هاي مذکور در مواردي مانند عدم جوش خوردگي و جوش خوردگي تأخيري، شکستگي​هاي خرد شده، آماس​هاي مغز استخوان و تومورهاي استخواني هميشه موفق نبوده​اند (16). در التيام استخوان، سلول​های توليد کننده استخوان نياز به يک ماده زمينه​ای استخوانی برای رشد، اضافه شدن و ملحق شدن به مواد معدنی و پروتئين​های استخوان دارند. در روند طبیعی التيام شکستگی استخوان، لخته​های خون و بافت پيوندی، فضای ايجاد شده توسط شکستگی را پر می​کند و همچنين ساختار و داربست مناسبی برای رشد استخوان فراهم می​کند (17). پیوند استخوان اسفنجی معمولا از بخش لگن بيمار برداشت شده و به محل مورد نظر منتقل می​شود، با اين حال پيوند استخوان اسفنجي می​تواند داراي عوارضي مانند خونريزي، بي​حسي، آسيب به دستگاه ادراري، فتق، دردهاي مزمن، عفونت​ها، شکستگي​هاي ناحيه​اي، عدم تعادل در ناحيه لگن و... ​باشد (5 و 12). به منظور رفع اين محدوديت​ها امروزه از انواع گوناگون مواد جايگزين شونده گرافت​هاي استخواني که به طور مصنوعي یا به صورت آلوژن تهيه مي​گردند استفاده مي​شود. اين دسته از مواد يا از خاصيت القاي استخوان​سازي (استئواينداکتيويتي) برخوردار بوده و يا به صورت انتقال​دهنده عوامل استخوان​ساز (استئوکانداکتيو) به عنوان حاملي جهت انتقال پروتئين​هاي هدايت​کننده استخوان عمل مي‌کنند (16، 17 و 19). در سال‌هاي اخير با پيشرفت استفاده از بیومتریال​ها به عنوان جایگزین​های استخوانی، ترکیبات كلسيم فسفات دور نماي خوبي را در روش​هاي جراحي پيشرفته تثبيت نموده​اند (6 و 21). شکل​های مختلفی از ترکیبات کلسیم فسفات قابل عرضه مي‌باشند. مطالعه‌هاي مختلف نشان داده است كه ترکیبات کلسیم فسفات دارای خاصیت زیست سازگاری با بدن بوده و به عنوان یک عامل استئوكانداكتيو بازسازي بافتي استخوان را تحريك می​كنند (1، 11 و 18). مطالعات حيواني متعددي نشان دادند كه دمينراليزه كردن پيوند آلوژن استخوان كورتيكال، موجب اكسپوز شدن پروتئين‌هاي مرفوژنيك استخواني (BMPs) و در نتیجه افزايش پتانسيل استئوژنيك آن مي​شود زيرا BMPs توانايي القاء تمايز سلول​هاي ميزبان به استئوبلاست را دارا مي‌باشند (13). بررسي‌هاي انجام شده توسط Urist و همكارانش حكايت از پتانسيل استئوژنيك استخوان دکلسیفیه خشک شده آلوژن را دارد، که در نتیجه اكسپوز شدن پروتئين‌هاي مرفوژنيك استخواني است كه باعث القاء تمايز سلول​هاي ميزبان به استئوبلاست مي‌شوند (23). انجام این مطالعات نشان می​دهد که از استخوان دکلسیفیه شده مي‌توان به عنوان يك ماده پيوندي استفاده كرد. هدف از انجام این مطالعه ارزیابی مقایسه​ای پیوند گرانول کلسیم فسفات و پیوند استخوان دکلسیفیه خشک شده که اخيراً داخل كشور توليد شده و در این مطالعه به صورت زنوژن مورد استفاده قرار گرفته است در التیام نقیصه ایجاد شده استخوان فمور در مدل حیوانی خرگوش می​باشد که به صورت ارزیابی هیستوپاتولوژی و هیستومورفومتری صورت گرفته است.

مواد و روش​ها

    مطالعه حاضر به صورت تجربی آزمایشگاهی انجام گرفت. از 15 سر خرگوش نر سفيد نيوزلندي 6 ماهه، با وزن 3ـ5/2 کيلوگرم استفاده شد. خرگوش​ها از مرکز پرورش حيوانات آزمايشگاهي دانشکده دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی تبريز تهيه گرديد و به صورت 12 ساعت روشنایی و 12 ساعت تاریکی و درجه حرارت 2±23 درجه سانتي​گراد و رطوبت نسبي هفتاد درصد نگهداری می​گردیدند. هر خرگوش طی دوره آزمایش، در یک قفس انفرادی تمیز با دسترسی آزاد به آب و خوراک مخصوص حیوانات آزمایشگاهی نگهداری شدند. پروتکل اين مطالعه مطابق اصول اخلاقي مورد تائيد کميته‌هاي بين‌المللي حمايت از حقوق حيوانات آزمايشگاهي طراحي شده است. خرگوش​ها به صورت تصادفي به 3 گروه کنترل (گروه شاهد)، گروه دوم (گروه استخوان دکلسیفیه) و گروه سوم (گروه گرانول کلسیم فسفات)، با 5 سر خرگوش تقسيم شدند.

بیوایمپلنت استخوان دکلسیفیه خشک شده:

بيوايمپلنت مورد استفاده در اين مطالعه ساخت داخل کشور و توسط شركت همانندساز بافت توليد و با نام تجاري Ceno bone به بازار عرضه شده است. اين محصول به صورت كاملاً استريل تهيه و در يك ويال استريل بسته​بندي شده و تا زمان تاريخ انقضاي مندرج روي بسته در دماي معمولي محيط (15 تا 25 درجه سانتيگراد) قابل نگه​داري مي​باشد.

گرانول کلسیم فسفات:

گرانول کلسیم فسفات مورد استفاده در اين مطالعه ساخت شرکت Kasios TCH فرانسه مي‌باشد و به صورت بیوفازیک تهيه و داراي پايه تري​كلسيم​فسفات و هيدروكسي آپاتيت مي‌باشد. تركيبات مورد استفاده در ساخت اين محصول به صورت زير مي‌باشد:

75% hydroxylapatite ± 5% Ca10(PO4)6(OH)2
 25% tricalcium phosphate ± 5%Ca3(PO4)2 


 گرانول‌هاي مورد استفاده اندازه​اي به طول 2 الي 3 ميلي​متر را دارا بوده و به صورت بلوك​هاي مربع تهيه ‌گرديده‌اند. اين گرانول​ها داراي تخلخل 70% مي‌‌باشند كه اندازه هر يك از اين تخلخل​ها 200 الي 500 میکرومتر مي​باشد و مطابق بروشور كارخانه سازنده داراي مقاومت 1 الي 5 مگاپاسکال هستند.

روش جراحي:

به منظور ايجاد بيهوشي از کتامين (Ketamine 10%, Alfasan,Woerden-Holland) به ميزان 35 ميلي‌گرم به ازاي هر کيلوگرم وزن بدن و زايلازين (Xylazin 2%, Alfasan,Woerden-Holland) به مقدار 5 ميلي​گرم به ازاي هر کيلوگرم وزن بدن به صورت داخل وريدي از طريق وريد گوش استفاده شد. پس از ايجاد بيهوشي ناحيه ستيغ لگنی تا مفصل زانوي اندام حرکتی خلفي چپ به صورت معمول آماده جراحی گردید. برشی به طول 3 سانتی​متر روي پوست بخش جانبي اندام خلفي چپ در موازات استخوان فمور ايجاد گردید. فاسيا و بافت‌هاي همبندي زيرجلدي به صورت کُندکاری جدا و سپس عضلات ناحیه از محل اتصال آنها به همدیگر باز گردیدند و استخوان فمور در معرض ديد قرار گرفت. با استفاده از مته دندانپزشکی و حداکثر سرعت چرخش 6000 دور در دقيقه، 2 سوراخ به قطر 3 ميلي​متر در عرض استخوان فمور در قسمت دیافیز تا رسیدن به کانال مدولاری و با فاصله یک سانتی​متر از همدیگر ایجاد شد، موضع جراحی با نرمال سالين شستشو داده شد. پس از آن در گروه شاهد از هيچ ماده​ای برای پرکردن نقیصه ایجاد شده، استفاده نگرديد. در گروه دوم، تعدادی از قطعات استخوان دکلسیفیه خشک شده از ویال خارج و در داخل یک ظرف استریل در سالین نرمال قرار داده شد، پس از گذشت چند دقیقه استخوان​های دکلسیفه نرم و حالت اسفنجی گرفته و سپس در محل نقیصه ایجاد شده، قرار داده شدند. در گروه سوم، گرانول کلسیم فسفات از ویال خارج و سپس در محل نقیصه ایجاد شده قرار داده شدند. سپس عضلات به صورت سرتاسري ساده با نخ بخيه قابل جذب سنتتيك پلي​گلي​كولات 0-4 ساخت کارخانه سوپا بخيه زده شد و پوست با نخ بخيه سیلک 3 صفر ساخت كارخانه سوپا به صورت سرتاسري ساده بخيه گرديد و موضع عمل توسط بتادين ضدعفوني و از اسپري آنتي‌بيوتيك تتراسيكلين براي ضد​عفوني محل جراحي استفاده شد و موضع عمل پانسمان گرديد. بعد از به هوش آمدن کامل، خرگوش​ها به قفس​هاي مخصوص خود انتقال داده شدند و در اختيارشان آب و غذا قرار گرفت. جهت جلوگيري از عفونت‌هاي احتمالي روزانه 60000 واحد پني​سيلين G (شركت داروسازي جابربن حيان) و 5 ميلي​گرم جنتامايسين (شركت داروسازي البرز دارو) به ازاي هر کيلوگرم وزن بدن به صورت عضلاني به مدت 5 روز تزريق شد و 6 ميلي​گرم به ازاي هر کيلوگرم وزن بدن سلکوکسيب (سلکسيب، 100 ميلي​گرم، شرکت کارخانجات داروپخش) به صورت خوراکي به مدت 5 روز خورانده شد.

ارزيابي هيستوپاتولوژي:

به منظور ارزیابی و مقایسه هیستوپاتولوژی ترمیم در محل نقیصه، در روز 46 بعد از جراحی، خرگوش​ها پس از ایجاد بيهوشي استنشاقی، با تزريق دز بالاي تيوپنتال سديم (20 
ميلي​گرم بر اساس کيلوگرم) به صورت داخل صفاقی آسان​کشی شدند. سپس برش در پوست ايجاد شده، فاسيا و عضلات از روي کالوس استخواني کنار زده شد. استخوان فمور جدا و در محلول فرمالين بافر 10 درصد قرار داده شد، همچنین استخوان فمور سالم اندام حرکتی مقابل نیز جهت ارزیابی هیستومورفومتری به منظور تعیین مقادیر نرمال استخوان سالم هر مورد جدا گردید و در داخل محلول فرمالين بافر 10 درصد قرار داده شد. پس از پايدار شدن نمونه​ها، کلسيم زدایی از بافت استخوان توسط محلول اسيدنيتريک 10 درصد انجام گرديد. از هر نمونه برش​های پی​درپی به ضخامت 5 ميکرومتر از محل نقیصه استخوانی تهيه شد. مقاطع تهيه شده به روش هماتوکسيلين ـ ائوزين رنگ​آميزي و با استفاده از ميکروسکوپ نوري مدل نيكون (ECLIPSE E200, Japan) مورد مطالعه هيستوپاتولوژي قرار گرفتند.

ارزیابی هیستومورفومتری:

برای ارزیابی هیستومورفومتری توسط اندازه‌گيري خطي از طريق خطوط مشبك متقاطع و توسط يك عدسي چشمي مشبك، حاوي 100 خانه مربعي، با تعيين درصدي از نقيصه استخواني كه توسط 1) مغز استخوان، 2) استخوان نابالغ و 3) استخوان لاملار اشغال شده بود، صورت پذيرفت (3). اجزاي بافتي مذكور با بزرگنمايي 40× و نشانگر ماوس، تعيين و مورد سنجش قرار گرفتند. مغز استخوان با سلول‌هاي چربي فراوان و بافت همبند با حضور تعداد فراواني فيبروبلاست و رشته‌هاي كلاژن مشخص گرديد. به منظور تعیین مقادیر نرمال استخوان لاملار، استخوان تيغه‌اي و مغز استخوان، قطعه استخواني سالم اندام حرکتی مقابل نیز جدا و مورد ارزیابی هیستومورفومتری قرار گرفت. کلیه مراحل آزمایش (شامل تیمار، نمونه​برداری و پاتولوژی) به صورت دوسو کور انجام گردید.

ارزیابی آماری

با توجه به نتایج آزمون همگونی واریانس​ها و آزمون توزیع نرمال داد​ها (کولموگرواسمیرنوف) داده‌هاي به‌دست آمده كمّي، به صورت میانگین و انحراف استاندارد ارائه و اختلاف معني‌دار بين گروه‌ها توسط آزمون آماري آنالیز واریانس یک​طرفه (ANOVA) و آزمون تعقیبی توکی (Tukey) و 05/0=α، در سطح معني‌داري 05/0p< توسط بسته نرم‌افزاري SPSS ويرايش 18 برآورد گرديد.

یافته​ها

    نتایج هیستوپاتولوژی:

ارزیابی نتایج هیستوپاتولوژی نقیصه ایجاد شده در قسمت مياني ديافيز استخوان فمور در گروه شاهد نشان​دهنده آن است که نقیصه توسط پل نازکی از استخوان مسدود شده است. استخوان متراكم اوليه که به تازگی تشکیل شده حفره مغز استخوان را مسدود نموده است. ارزیابی​های این گروه نشان می​دهد که استخوان نابالغ به همراه فضاهای وسیعی از مغز استخوان در بین آنها در محل نقیصه تشکیل شده است، بافت استخوان نابالغ تازه تشکیل شده توسط استئوبلاست​های فعال پوشانیده شده بود که حاکی از یک استخوان​سازی فعال می​باشد. این استئوبلاست​ها اولین استخوان لاملایی (تیغه استخوانی) را بر اسپیکول از قبل تشکیل شده (استخوان نابالغ) تشکیل می​دهند. در این موقع ترابکول حاوی مغزی از استخوان نابالغ بوده که توسط استخوان تیغه​ای احاطه شده است. عدم توليد كافي ماتريكس آلي استخواني و كلسيفيكاسيون آن مانع از ايجاد تراكم در توده استخواني تازه تشكيل و در نهايت تشكيل استخوان متراكم شده است (نگاره 1). نتایج به دست آمده از گروه پیوند استخوانی زنوگرافت در محل نقیصه استخوانی در قسمت میانی دیافیز فمور، لایه نسبتاً، ضخیمی از نسج گرانولاسیون نابالغ به همراه سلول​های التهابی اشغال شده است. حفره مرکزی استخوان نیز توسط نسج گرانولاسیون نابالغ پر شده است. الگوی استخوان​سازی در این گروه به این صورت است که استخوان تیغه​ای اولیه از کناره​های نقیصه شروع شده است به سمت مرکز توسط نسج گرانولاسیون ادامه یافته است. حضور استخوان دکلسیفیه شده زنوژن در محل نقیصه باعث فعال​تر شدن استئوکلاست​ها در محل نقیصه شده است و حضور فعال استئوکلاست​ها باعث بازجذب تیغه​های استخوانی تازه تشکیل نیز شده است و این امر مانع گسترش استخوان​های نوبنیاد گردیده است. نکته مهم در این گروه حضور فعال سلول​های التهابی در نسج گرانولاسیون می​باشد (نگاره​های 2 و 3). ارزیابی نتایج به​دست آمده از گروه گرانول کلسیم​فسفات نشان می​دهد که نقیصه ایجاد شده در قسمت میانی دیافیز استخوان فمور تقریبا توسط استخوان تازه تشکیل پر شده است. مشاهده مقدار زیادی استخوان تیغه​ای در منطقه ترمیم حاکی از یک روند بازسازی در آن می​باشد. مقدار استخوان نوبنياد در این گروه نسبت به شاهد به طور قابل توجهی بيشتر مي‌باشد. استخوان سازی فعال در این گروه به همراه کلسیفیکاسیون موجب تراکم در توده استخوانی تازه شده است. افزایش ریمودلینگ بافت استخوانی تازه تشکیل موجب تشکیل سیستم هاورس در این گروه شده است. همچنان فضاهای وسیع مغز استخوانی مابین بافت استخوانی مشاهده 
می​شود. بررسی​های مقاطع نشان می​دهد که 45 روز پس از جراحی مقادیری از گرانول کلسیم فسفات همچنان دیده می​شود (نگاره 4).
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نگاره 1- نماي ريزبيني از جايگاه ترميم نقيصه تجربي ايجاد شده در قسمت مياني ديافيز استخوان فمور در يك خرگوش از گروه شاهد. در سمت راست تصویر، نوار باريكي از  استخوان متراكم اوليه تازه تشكيل، قسمت بیرونی نقيصه استخواني را تا حدودي اشغال نموده و نقيصه و حفره مغز استخوان را مسدود نموده است. در سمت چپ تصویر اسپيكول‌هاي استخوان نابالغ تازه تشكيل با فضاهاي خالی وسيع مابين آنها نقیصه را از یک سمت به مقدار قابل توجهی اشغال نموده است. عدم توليد كافي ماتريكس آلي استخواني و كلسيفيكاسيون آن مانع از ايجاد تراكم در توده استخواني تازه تشكيل و در نهايت تشكيل استخوان متراكم شده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).
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نگاره 2- نماي ريزبيني از جايگاه ترميم نقيصه تجربي ايجاد شده در قسمت مياني ديافيز استخوان فمور در يك خرگوش از گروه پیوند استخوان دکلسیفیه زنوژن. قسمت بیرونی نقیصه توسط نسج گرانولاسیون نابالغ و مقداری از سلول​های التهابی پلی مورف نوکلوئر اشغال شده و قسمت عمقی نقیصه و قسمت اعظمی از حفره مرکزی استخوان فمور توسط نسج گرانولاسیون نسبتاً بالغ پر شده است. استخوان​سازی به صورت تشکیل استخوان تيغه‌اي اوليه از کناره​های نقیصه و لبه​های استخوان قدیمی در مجاور نسج گرانولاسیون رو به قسمت مرکزی حفره مرکزی استخوان فمور قابل مشاهده است. حضور استئوکلاست​های فراوان با جذب شدید تیغه​های استخوانی تازه تشکیل مانع از تشکیل و گسترش استخوان نوبنیاد در درون نسج گرانولاسیون گردیده است (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).
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نگاره 3- نماي ريزبيني با درشتنمایی بیشتر از جايگاه ترميم نقيصه تجربي ايجاد شده در قسمت مياني ديافيز استخوان فمور در يك خرگوش از گروه پیوند استخوان دکلسیفیه زنوژن. سلول​های التهابی پلی​مورف نوکلوئر به مقدار فراوان در نسج گرانولاسیون قابل مشاهده بوده و بازجذب قطعه کوچکی از تیغه استخوانی تازه تشکیل توسط استئوکلاست‌های فعال مشاهده می​گردد (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي  400×).
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نگاره 4- نماي ريزبيني از جايگاه ترميم نقيصه تجربي ايجاد شده در قسمت مياني ديافيز استخوان فمور در يك خرگوش از گروه پیوند گرانول کلسیم​فسفات. نقيصه استخواني تقريباَ به‌ میزان قابل توجهی توسط استخوان تازه تشكيل پر شده است و مقدار استخوان نوبنياد نسبت به شاهد بيشتر مي‌باشد. استخوان تازه تشکیل به دلیل تشکیل فعال استیئوئید و کلسیفیکاسیون آن بسیار اسیدوفیلیک می​باشد. عدم پيوستگي و وجود شكاف بين سطوح مشترک استخوان تازه تشكيل و استخوان قديمي برقرار مي‌باشد. به هر حال، افزايش قابل توجهي در ريمودلينگ  بافت استخواني تازه تشكيل و توسعه سيستم‌هاي هاورسي در اين نمونه مشخص مي‌باشد. فضاهاي وسيع مغز استخواني در برخي مناطق بافت استخواني تازه تشكيل همچنان مشاهده مي‌گردد. در حفره مرکزی استخوان فمور، توده​های سیمان استخوان بجا مانده که توسط بافت همبند پوشیده شده است، قابل مشاهده می‌باشد (هماتوكسيلين-ائوزين، بزرگنمايي 40×).

نتایج هیستومورفومتری

بررسی هیستومورفومتری انجام شده نشان​دهنده آن است که استخوان لاملار شکل گرفته در گروه​های آزمایش دوم و سوم به​طور معنی​داری بیشتر از گروه شاهد می​باشد (000/0=p) و در مقایسه با مقادیر استخوان سالم به​طور معنی​داری کمتر می​باشد (000/0=p). بیشترین مقدار استخوان لاملار شکل​گرفته در بین گروه​های مورد مطالعه، در گروه آزمایش سوم یا گروه گرانول کلسیم فسفات می​باشد. مقدار استخوان نابالغ و مغز استخوان در گروه شاهد به​طور معنی​داری بیشتر از دو گروه​ دیگر می​باشد (000/0=p). در مقایسه دو به دو مابین گروه​های مورد مطالعه از لحاظ میزان تشکیل استخوان لاملار تفاوت معنی​داری بین گروه استخوان دکلسیفیه و گروه شاهد وجود دارد همچنین مابین گروه گرانول کلسیم فسفات و گروه شاهد نیز تفاوت معنی​دار می​باشد (000/0=p) و در مقایسه دو به دوی مابین دو گروه آزمایش، تفاوت معنی​داری بین گروه گرانول کلسیم فسفات و استخوان دکلسیفیه از لحاظ میزان تشکیل استخوان لاملار مشاهده می​شود (000/0=p). نتایج ارزیابی هیستومورفومتری ترمیم و مقایسه آن مابین گروه​های مورد آزمایش، در جدول 1 ارائه گرديده است.

جدول 1- مقايسه ميانگين و انحراف استاندارد اجزای بافت استخوان جایگاه ترمیم بین گروه​های مورد مطالعه

		

		استخوان سالم

		گروه اول

(شاهد)

		گروه دوم

		گروه سوم



		استخوان لاملار

		a63/1±14/95

		b21/2±13/17

		c35/1±31/44

		d43/2±63/57



		استخوان نابالغ

		a29/1±28/3

		b21/1±23/41

		c23/1±21/33

		d34/1±24/28



		مغز استخوان

		a53/0±58/1

		b53/2±64/41

		c14/1±48/22

		d24/1±13/14





a b c d: حروف غیر مشابه نشان​دهنده معنی​دار بودن اختلاف در هر ردیف می​باشد. مقادیر استخوان لاملار شکل گرفته در گروه​های آزمایش دوم و سوم بیشتر از گروه شاهد (000/0=p). تفاوت معنی​داری بین دو گروه پیوند استخوان دکلسیفیه زنوژن و گرانول کلسیم فسفات از لحاظ میزان تشکیل استخوان لاملار مشاهده می​شود (000/0=p).

بحث و نتیجه​گیری

    نتايج هیستوپاتولوژی به​دست آمده در اين مطالعه نشان 
می​دهد در گروه شاهد که نقیصه استخواني به صورت حفره‌اي خالي بود به دليل عدم حضور ماده‌اي كه حالت تحريك كننده‌ رشد يا هدايت استخواني را داشته باشد تبديل بافت همبندي به استخوان و شكل‌گيري التيام از وسعت و شدت بالايي برخوردار نبود. با توجه به اين الگوي التيامي در گروه شاهد بدين ترتيب است كه مقدار زيادي لخته‌هاي فيبريني و گلبول​هاي قرمز ناحيه نقيصه را پر مي‌كنند و بدنبال آن عروق كناري و بافت فيبروزه به داخل آنها نفوذ مي‌كند. تشكيل استخوان جديد همراه با تشكيل عروق جديد از اطراف شروع و با پيشرفت به سمت مركز آن را پر مي‌كنند. در پايان دوره مطالعه، گروه شاهد داراي مقدار زيادي بافت همبند در ناحيه نقيصه بود، در حالي​كه مقدار بافت فيبروزه در گروه​های مورد آزمایش به مقدار كمتري بود و به جاي مقادير زيادي بافت مزانشيم تمايز نيافته جوش​خوردگي استخوان وجود داشت، و مقادير مختلفي از استخوان ديده مي‌شد كه ناحيه نقيصه را پر كرده بود. با توجه به تحريك​آميز بودن مواد بکار رفته در بافت استخواني و تسريع واكنش بافتي چنانچه از نتايج هيستوپاتولوژي بر مي​آيد در گروه​ گرانول کلسیم فسفات، تيغه‌هاي استخواني سازمان يافته و منظم​تر نسبت به گروه شاهد تشكيل شده بودند و در مقايسه با گروه شاهد نقيصه ايجاد شده با سلول‌هاي استخواني جديد پر شده و اين امر مانع از تشکيل بافت فيبروز در محل نقيصه گرديده بود. ارزیابی نتایج هیستومورفومتری نشان می‌دهد که قسمت اعظم نقیصه در گروه شاهد توسط استخوان نابالغ و بافت همبند پر شده است و استخوان نابالغ و بافت همبند بیشتر از گروه​های مورد آزمایش و استخوان سالم می​باشد و مقدار استخوان لاملار تشکیل شده در گروه شاهد نسبت به گروه گرانول کلسیم فسفات بسیار کم 
می​باشد، این در حالی است که در گروه گرانول کلسیم فسفات، استخوان لاملار بیشتر از گروه استخوان دکلسیفیه می​باشد ولی از مقدار طبیعی آن در استخوان سالم کمتر می​باشد که نشان​دهنده یک استخوان​سازی فعال نسبت به گروه شاهد و گروه استخوان دکلسیفیه شده می​باشد. در ارزیابی هیستوپاتولوژی گروه گرانول کلسیم فسفات به جاي مقادير زياد بافت مزانشيم تمايز نيافته، جوش‌خوردگي استخوان وجود داشت و مقادير مختلفي از استخوان ديده مي‌شود كه ناحيه نقيصه را پر كرده و جايگزين پيوند استخوان شده بود. به​طوري​كه اسپيكول‌هاي استخواني نسبتاً نابالغ در حال تبديل به استخوان منظم و لاملار گرانول کلسیم فسفات را احاطه كرده بود. اسپيكول‌هاي استخواني از نوع استخوان نابالغ به مقدار زياد و مقادير كمتري از ترابكول‌هاي استخواني نسبتاً بالغ و منظم و در حال تبديل شدن به استخوان از نوع لاملار ناحيه نقيصه را پر كرده و جايگزين پيوند استخوان شده بود. به نظر می​رسد در گروه گرانول کلسیم فسفات بستري براي سلول‌هاي استئوژنيك ايجاد می​شود كه اين سلول‌ها به راحتي بتوانند در امتداد آن رشد نموده و به مرور به​طور مناسب كناره‌هاي نقيصه استخواني را به همديگر پيوند دهند. ارزيابي نتايج هيستوپاتولوژي و هیستومورفومتری به​دست آمده در اين تحقيق نشان​دهندة آن است كه گرانول کلسیم فسفات، باعث افزايش القاي استخواني و تسريع روند استخوان‌سازي در مقایسه با گروه​های شاهد و استخوان دکلسیفیه مي‌شود.

در سال 2003 بررسي مقايسه‌اي انجام شده سولفات کلسیم حاوی استخوان دکلسیفیه شده با پيوند استخوان اسفنجي اتوژن صورت گرفت. در اين مطالعه ضريب كشساني و نيروي فشاري استخوان جديد در يك مدل كانين در سگ مورد بررسي قرار گرفت، نتایج این مطالعه نشان دهنده تاثیر مثبت استخوان دکلسیفیه شده در التیام استخوان می باشد (22). در سال 2004 نیز مطالعه‌اي در انيستيتوي تكنولوژي دانشگاه جورجيا انجام گرفت، در اين مطالعه از اسيدهيالورونيك به عنوان ماده حامل جهت استخوان دکلسیفیه شده استفاده شد. منطق استفاده از اين ماده حامل، حضور اين ماده در ماتريكس خارج سلولي بود كه ممكن است بر خاصيت استئواينداكتيوي استخوان دکلسیفیه حداقل اثر را داشته باشد. نتايج گزارش شده اين بود كه اگر اسيدهيالورنيك در دوز مناسب تركيب شود، روي اثر استئواينداكتيوي استخوان دکلسیفیه حداقل اثر را خواهد داشت (20). در سال 1994، Becker و همكارانش به بررسي اثرات استئواينداكتيو استخوان دکلسیفیه پرداختند، از چهار بانك مختلف نسجي ماده پيوندي تهيه شد و در عضله خوكچه‌هاي هندي قرار گرفت، ماتريكس استخوان كورتيكال انساني به عنوان كنترل منفي و پروتئين مرفوژنيك استخواني به عنوان كنترل مثبت در نظر گرفته شد. در نواحي كه از استخوان دکلسیفیه استفاده شده بود، ميانگين حضور استخوان غير زنده 4/78 درصد تا 5/92 درصد بود. در گروه كنترل منفي تشكيل استخوان مشاهده نشد و در گروه مثبت 96 درصد استخوان جديد مشاهده شد. گزارش شده است ترکیبات کلسیم فسفات پس از كاشته شدن دچار تغييرات شيميايي شده و چرخه تقسيم سلولي و نهايتاً تفكيك و تمايز و تكثير سلول‌هاي استخواني، بيان ژن‌ها، استئوژنز و سنتز فاكتورهاي رشد را تقويت خواهند كرد (2). در حضور ذرات گرانول کلسیم فسفات، استئوژنز افزایش يافته و پاسخ ترميمي استخوان القاء خواهد شد. به نظر مي‌رسد گرانول کلسیم فسفات علاوه بر خاصيت هدايت رشد استخوان، داراي خاصيت القاي استخواني نيز هست، کلسیم فسفات، استخوان‌سازي را از طريق تحريك استئوبلاست‌ها و كمك به تفكيك و تمايز اين سلول‌ها تحريك مي‌نمايد، به عبارت ديگر کلسیم فسفات ضمن تشكيل داربستي براي رشد استخوان، سبب تحريك پروژنيتورهاي استئوژنيك، رشد، تقسيم و تفكيك و تمايز و در نتيجه تحريك فعاليت استخوان‌سازي خواهد شد (17). در مطالعه​ای كه توسط Ignjatovic و همکاران در سال 2007 با پوشش کلسیم​فسفات دوفازی با استفاده از بیومواد Poly-D-, L- Lactide-co-Glycolide به عنوان جایگزین استخوان انجام شده است، نشان داده شده كه کلسیم​فسفات و هیدروکسی آپاتیت نقش مهمی را در تجمع فیبروبلاست​ها و چسبندگی آنها به سطح این مواد داشته است که زمینه را در محل نقیصه استخوانی جهت بازسازی بافت استخوانی فراهم کرده است (9). در مطالعه​ای که توسط Daculsi و همکاران در سال 2006 انجام شده است از سرامیک کلسیم فسفات دوفازی به همراه پیوند زنوگرافت استخوان گاو در التیام استخوان موش صحرایی استفاده شده و نشان داده شده است که به دلیل افزایش تحریک موضعی و تجمع بیش از اندازه کلسیم در محل شکل​گیری استخوان جدید به دلیل وجود هیدروکسی​آپاتیت از کیفیت بهتری برخوردار بوده است (4). همچنین در مطالعه​ دیگری که توسط Motomiya و همکاران در سال 2007 روی مهره​های کمر 36 سر خرگوش انجام شده است، از هیدروکسی​آپاتیت با تخلخل 15، 50 و 85 درصد به همراه استخوان اتوژن استفاده شده، نشان داده شده است که میزان استخوان​سازی در گروه هیدروکسی​آپاتیت با تخلخل 85 درصد به طور معنی​داری بیشتر از دو گروه دیگر بوده است (15). در مطالعه بالینی که توسط Weissman و همکاران در سال 1996 انجام شده است از سیمان هیدروکسی​آپاتیت به منظور اصلاح نقیصه استخوانی در ناحیه فک 24 فرد بالغ استفاده شده است و در رادیوگراف​های تهیه شده نشان داده شده که سیمان هیدروکسی​آپاتیت به خوبی باعث تحریک استخوان سازی در ناحیه صورت گردیده است (24). همچنین در مطالعه رادیولوژی که توسط Menon و Varma  در سال 2005 انجام شده از گرانول​های متخلخل هیدروکسی​آپاتیت در شکستگی استخوان تیبیای 28 انسان استفاده شده است و در طی یک سال رادیوگراف​های متوالی از محل شکستگی تهیه شده و نتیجه​گیری شده است که گرانول متخلخل هیدروکسی‌آپاتیت یک بیومواد با کاربری آسان بوده که می​تواند باعث تحریک استخوان​سازی در محل شکستگی گردد (14). در مطالعه​ای که توسط Komaki و همکاران در سال 2006 انجام شده و به ارزیابی ترکیب بتا تری​کلسیم ​فسفات و فاکتور رشد فیبروبلاستی2 (Fibroblast growth factor-2) پرداخته است، نشان داده شده که سیمان بتا ​تری​کلسیم ​فسفات باعث افزایش استخوان‌سازی در نقیصه ایجاد شده در استخوان تیبیای خرگوش در طی 3 ماه شده است و با افزودن فاکتور رشد فیبروبلاستی2 در همین مدت باعث افزایش القای استخوانی و استخوان​سازی در گروه مورد مطالعه گردیده است (10). با توجه به تحريك آميز بودن تری​كلسيم​فسفات در بافت استخواني و تسريع واكنش بافتي، به نظر مي‌رسد چنانچه ماده‌اي كه خصوصيات القاي استخواني را نيز افزایش دهد به تری​كلسيم فسفات افزوده شود، مي‌تواند به راحتي در نقايص استخواني استفاده شود. Turner TM و همکاران در سال 2003 گزارش دادند که با استفاده از نوعی داربست به نام ProOsteon 200R که متخلخل می​باشد میزان رشد استخوان جدید به داخل این ماده کلسیم متخلخل به​طور چشمگیری بیشتر از واکنش موضعی سیمان به تنهایی بوده است و در عرض 8-6 هفته بخش اعظمی از سیمان به​دلیل نفوذ بافت میزبان جذب شده است (22). Hu و همکارانش با کشت ماتریکس ژلاتینی انسانی (hBMG) به صورت آلوگرافت در عضله چهار سر رانی موش، بعد از 4-3 هفته استخوان​سازی جدید و مغز استخوان را گزارش کرد (8). کشت استخوان در بافت عضلانی حیوان آزمایشگاهی رت (7) و حتی موش دیابتی نیز با وجود برهم خوردن متابولیسم مواد معدنی کاملاً مشهود بود (25). 

مطالعه نتایج این تحقیق نشان می‌دهد که گرانول كلسيم فسفات با قدرت هدايت استخواني و القاي استخواني می​تواند باعث افزایش روند التيام استخوان شود و استخوان دکلسیفیه شده نیز می​تواند باعث تحریک استخوانی شود ولی در مقایسه با گروه گرانول کلسیم فسفات از قدرت کمتری برخوردار است و به​دلیل پیوند زنوژن بودن آن به نظر می​رسد باعث تحریک واکنش​های التهابی نیز شده است.
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