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چکیده 
پیونـد  روشبـه غضروف این امکان را فراهم مـی آورد کـه بتـوان ناهنجـاري هـاي مختلـف بـافتی را        و مهندسی بافت در زمینه استخوان 

Autologousنانو داربستبراي ساخت در تحقیق حاضر، .درمان نمودß-TCP/PE از پودر مخصوصß-TCP  استفاده شد که بعد از حـرارت
نـانو  بعـد از تهیـه   . فـوق تهیـه گـردد   نانو داربسـت دادن آن اقدام به خنک نمودن تدریجی نموده و در نهایت با پلی اتیلن ترکیب کرده تا 

قـرار داده و بعـد از آن بـا    نانو داربسـت ل هاي استئوبلاست جدا شده از استخوان فک انسان را در مجاورت عصاره تهیه شده ، سلوداربست
مورد نانو داربستمطالعه نشان داد نیايهاافتهی. فوق پرداخته شدنانو داربستی زیست سازگاري اقدام به بررسMTTاستفاده از آزمون 

دیی ـتوان بعد از تایمطالعه منیبه دست آمده در اجیبا توجه به نتا.استئوبلاست شده استيسلول هايازگارسستیزشینظر باعث افزا
.ذکر شده نمودنانو داربستاستفاده از بادهیدبیآسيبافت هامی، اقدام به ترمIn vivoيآزمون ها

.استئوبلاستي،نانوکامپوریت هاي پلیمر، زیست سازگاري،ß-TCP/PE:هاي کلیدياژهو

Abstract

Tissue engineering in the field of bone and cartilage can provide autologous graft method for tissue disorder. In this research,
β-TCP/PE scaffold has been synthesized by using β-TCP powder, after heating, gradual cooling and finally mix poly-
ethylene. Osteoblast that isolated from human mandible used in this scaffold and after that evaluated biocompatibility of this
scaffold by MTT assay. These findings indicated that nano β-TCP/PE scaffold are biocompatible, nontoxic, and act to
stimulate proliferation of osteoblast cells. According to the finding in this study, after verifying in vivo tests, we can
reconstruct and healing injured with this nano-scaffold.

مقدمه-1
ترمیم و بازسازي بافت استخوان در جراحی هاي ارتوپـدي  

ترین چالش هاي درمانی به حسـاب  صورت از مهم-و فک 
تومـور،  (بسـیاري از ناهنجـاري هـاي اسـتخوانی     . می آیـد 

نیـاز بـه   ) غیـره ترومـا، اخـتلالات  بیوشـیمیایی و   عفونت، 
ــد  ــی دارن ــه جراح ــن  . مداخل ــیاري از ای ــان بس ــراي درم ب

. ناهنجاري ها از روش پیوند استخوان استفاده می شود
کـه شـامل پیونـد    دو روش مرسوم براي پیوند وجـود دارد 

Allogeneic وAutologous ــد ــی باشــــ در روش . مــــ
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Allogeneic نمونه بافتی از شخصی غیر از بیمار گرفته می
نمونه بافتی از خـود   Autologousشود ولی در روش پیوند

Autologousدر سال هاي اخیر پیوند . بیمار تهیه می شود

. ی باشدبهترین گزینه براي ترمیم بافت هاي آسیب دیده م
از مزایاي این روش، شکل گیـري بافـت اسـتخوانی بـدون     
ــاي    ــک ســلول ه ــین تحری ــی و همچن ایجــاد پاســخ ایمن
مزانشیمی در جهت تمایز به سمت سلول هـاي اسـتخوان   

ــاز اســت ــتخوان و . ]1[س ــه اس ــت در زمین مهندســی باف
غضروف این امکان را فراهم می آورد که بتـوان ناهنجـاري   

Autologousاز طریـق روش پیونـد   هاي مختلف بـافتی را  

. درمان نمود
براي ساخت موادي که در بازسازي استخوان به کار گرفتـه  

شوند بایـد از فرآینـد هـاي رشـد سـلولی، خصوصـیات       می
بـا در نظـر   تـا  ،فنوتیپی و بیان ژنی سلول ها با اطلاع بـود 

از پاسـخ سـلول بـا مـواد زیسـتی      بتـوان گرفتن این موارد
. ]3,2[فتمختلف آگاهی یا

سلول هاي تولید کننده استخوان یا همان استئوبلاست هـا  
. ]5,4[از سلول هاي بنیادي مزانشیمی به وجود می آینـد 

توانند با دو روش اسـتخوان سـازي درون   سلول ها میاین 
غشایی که در آن سلول هاي مزانشیمی مستقیم به سـلول  

ان هاي استئوبلاستی تبدیل مـی شـوند و یـا روش اسـتخو    
سازي درون غضروفی که در آن سلولهاي مزانشـیمی ابتـدا   

ت غضـروف بـه   بعـد از آن باف ـ د ونغضروف را ایجاد می کن
فرآیند استخوان سازي را انجـام  ،استخوان تبدیل می شود

. دهند
در طی دو دهه اخیر توجهات زیادي در جهـت اسـتفاده از   

.]6,2-8[مواد جایگزین در زمینه علم پزشکی شـده اسـت  
بعضی از این مواد در زمینه مهندسی بافت بـه کـار گرفتـه    

با توجه به این موضوع که این مواد کاربرد هاي . شده است
وسیعی در زمینه علم پزشکی دارند، تلاش هاي زیـادي در  
جهت تولید پلیمرهاي زیست تخریب پذیر ساخته شـده از  

اسـت مونومرهاي مختلف براي تکثیر سلولی صورت گرفته
یکی از این ترکیبات که در پر کـردن مکـانیکی و   .]10,9[

بیولوژیکی استخوان امروزه بکار گرفته می شود، ترکیبـات  
ه کاربردهـاي وسـیعی در   تري کلسیم فسفات می باشد ک ـ

.]11[هاي استخوانی داردترمیم بافت

هاي تجربیفعالیت- 2
بتا تري کلسیم فسفات نانو داربستساخت- 2-1

ß-TCP/PEبا زمینه پلی اتیلن 

براي تبدیل پودر مخصوص بـه ترکیـب بتـا    به طور خلاصه
بتدا آن را داخـل سـیلندر   ، ا)ß-TCP(تري کلسیم فسفات

1250استوانه اي شـکل ریختـه و سـپس تحـت حـرارت      
بعد از آن . ساعت قرار داده شد2درجه سانتیگراد به مدت 

ترکیب فوق براي سرد کردن تدریجی در کـوره مخصـوص   
اقدام بـه سـاییدن آن کـرده و در نهایـت    گذاشته و سپس 

اسـتفاده  ) X)XRDبراي ارزیابی کار از روش تفـرق اشـعه   
، ابتدا (PE)با پلی اتیلن ß-TCPدر ادامه براي ترکیب . شد

پــودر ســرامیک را بــا ذرات پلــی اتــیلن ترکیــب کــرده تــا 
سـپس  .]12[حاصـل شـود  یکنواخـت  ساختاري هموژن و

خصوص بـراي ایجـاد شـکل    ترکیب فوق را در قالب هاي م
قابل ذکر است که ترکیب فوق در .  مناسب قرار داده شدند

بتـا  % 20و 15،  10، 5، 0نمونه با درصد هـاي مختلـف   5
.تري کلسیم فسفات ساخته شد

استئوبلاستيسلول هايجدا ساز-2-2
نمونه هـاي اسـتخوانی اسـتفاده شـده در ایـن مطالعـه بـا        

تـا  20بـین از افـراد (Rangeur)استفاده از دستگاه رانژور 
سال که براي کشیدن دندان سـوم آسـیا بـه دانشـکده     30

،دندانپزشکی دانشگاه شهید بهشتی مراجعـه کـرده بودنـد   
پس از انتقال بلوك هاي استخوانی به آزمایشـگاه  . تهیه شد

استخوان مورد نظر بـه  کشت سلولی، به کمک تیغ جراحی
.ي خرد شدندمیلی مترابعاد

، نمونه (PBS)شو با محلول فسفات بافر سالین پس از شست
/DMEMخانه کـه حـاوي محـیط کشـت     24ها به پلیت 

F12 ،FBS%10 ،100  ،ــیلین ــی س ــر پن ــد در لیت 50واح
میکروگـرم  50میکروگرم در میلی لیتر استرپتومایسـین و  

فسـفات بـود منتقـل و    2در میلی لیتر اسـید آسـکوربیک   
37ل هـا در انکوبـاتور   سپس پلیت مورد نظر به همراه سلو

پـس از  تقریبـاً . دي اکسید کربن قرار داده شد% 5درجه با 
کشت، سلول هاي استئوبلاست شروع به خروج روز 14هر

.از نمونه هاي استخوانی کردند
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تکثیـر  (بررسی میـزان زیسـت سـازگاري    - 2-3
نانو داربستدر مجاورت ) سلول ها

زانی ـمجهت بررسی میزان زیسـت سـازگاري از سـنجش   
ــتکث ــلولریـ ــگ ح یسـ ــتفاده از رنـ ــا اسـ ــبـ ــا                   یاتیـ یـ

3-[4,5-dimethylthiazol-2yl] 2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT)به طور خلاصه ابتدا حـدود  . استفاده شد

خانـه  96سلول در هر کدام از چاهک هاي پلیـت  10000
د ساعت براي ایجا24قرار داده شد و سپس سلول به مدت 

بعـد از  . چسبندگی با کف پلیت در انکوباتور قـرار گرفتنـد  
هـر  هـا بـه   نانو داربسـت عصاره ازμl100این زمان حدود

قابل ذکر است که بـراي  .اضافه شدخانه24چاله از پلیت 
روز در 14و 7، 3ها را به مدتنانو داربستعصاره گیري، 

محیط کشت قرار داده و بعد از زمـان هـاي تعیـین شـده،     
محیط کشت را درون فالکن ریخته و مـورد اسـتفاده قـرار    

، باید به میـزان  %50می دهیم، همچنین براي تهیه عصاره 
محـیط کشـت تـازه    % 50از عصاره تهیـه شـده را بـا    % 50

37سـاعت در حـرارت  24پلیت بـه مـدت   . مخلوط کنیم
پس از این . ندصد انکوبه شددرCO25سانتی گراد ودرجه 
از μl100عصــاره هــا خــارج و بــه جــاي آن حــدودمــدت

ساعت بر روي سـلول هـا قـرار    4را به مدت MTTمحلول 
را از محیط خـارج و  MTTمحلول بعد از این زمان،داده و

μl100   دقیقـه نگـه   30ایزوپروپانول به هرچالـه اضـافه و
نمونـه هـاي   ،samplerبعد با استفاده ازدر مرحله.داشتیم

خانه منتقل شـده و  96هر خانه به یکی از چاله هاي پلیت 
Spectrophotometric ELISA Plate Readerبا استفاده از 

.تحت بررسی قرار گرفتندnm570با طول موج

نتایج و بحث- 3
بررسی مورفولوژي- 1- 3
از ه منظور بررسی مورفولوژي ذرات تري کلسیم فسـفات ب

JXAمدلSEMدستگاه  – بـه منظـور   . استفاده شـد 840
سـازگاري زیسـت بررسیآماده سازي نمونه ها، ابتدا پودر 

مورد نظـر بـر روي یـک پایـه قـرار      سلول ها استئوبلاست 
1شـکل  . گرفت، سپس پوششی از طلا روي آن اعمال شد

40000ویر مربوط به این ذرات را در بزرگنمـایی هـاي   تص
nm100میانگین انـدازة ذرات حـدود   . می دهدبرابر نشان 

همـانطور کـه مشـاهده مـی شـود، ذرات      . تخمین زده شد
بیشتر بصورت آگلومره می باشند و کمتر بصورت دانه هاي 

.شودمستقل و جدا از هم مشاهده می

βسنتز شدة نانوذراتاز SEMویر تص: 1شکل  – TCP .

یکشت سلول- 2- 3
ز جـدا سـازي و کشـت    حـاکی ا گرفتـه مشاهدات صـورت  

موفقیت آمیز سلول هاي استئوبلاسـت انسـانی در محـیط    
نشان دهنده مورفولوژي و 2شکل . بودIn vitroخارج بدن 

مـاه  1خروج استئوبلاست ها از نمونه استخوانی در مـدت  
همانطور که در تصویر الف مشاهده می شـود در روز  . است

صـورت  اول هیچگونه مهاجرت سـلولی از تکـه اسـتخوانی   
است 14نگرفته است اما در تصویر ب که نشان دهنده روز 

تصـویر ج  . خروج اولیه سلول ها به وضوح مشهود می باشد
کشت دارد که سلول هاي بیشتري بـا  28نیز اشاره به روز 

مورفولوژِي فیبروبلاستی از تکه هاي استخوانی خارج شـده  
لاست ها در تصویر حکایت از تراکم بالاي استئوبنهایتاً. اند

نیـز تحـت تـاثیر    تا جایی که مورفولوژي آنهادارند 35روز 
. قرار گرفته است

يبررســی زیســت ســازگاري ســلول هــا -3- 3
استئوبلاست

حکایـت از  MTTنتایج بدست آمده بـا اسـتفاده از آزمـون    
ß-TCPنـانو داربسـت  افزایش رشد سلول ها در استفاده از 

3شکل مودارهاي به طوري که با توجه به بررسی ن. داشت
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توان این افزایش رشد سلولی را معنـی دار تلقـی نمـود    می
)5./..(P< P

تکه )الف:وان اسفنجی جدا شده از فک تحتانیتکه استخ: 2شکل 
هاخروج اولیه سلول14روز ) بخروج سلولبدون 1استخوانی در روز 

تراکم 35روز)دخروج تعداد بیشتر استئوبلاست ها و28روز )ج
.هاي استئوبلاستبالاي سلول

نشان می دهـد، در اسـتفاده از   )الف(3شکل همانطور که 
میزان تکثیر سلولی نسبت به گروه % 100عصاره به صورت 

افزایش بیشتري را نشـان  % 50کنترل در مقایسه با عصاره 
کـه ایـن افـزایش را در اسـتفاده از     P< P)../.5(مـی دهـد  

.می توان مشاهده نمودß-TCPف درصد هاي مختل

در  Osteoblast نمودار زیست سازگاری سلول ھای
غلظت 100% عصاره
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نمودار تکثیر سلول هاي استئوبلاست: 3شکل 
سازگاري نمودار زیست) ؛ الف.ß-TCPنانو داربستبا استفاده از 

% 50در غلظت ) عصاره  ب% 100هاي استئوبلاست در غلظت سلول
عصاره

گیرينتیجه-4
نـــانو داربســـتدر مطالعــه حاضـــر، زیســـت ســازگاري   

ß-TCP/PE   با سلول هاي استئوبلاست مورد ارزیـابی قـرار
سـرامیک هـاي   بـر روي مطالعـات صـورت گرفتـه   . گرفت

کلسیم فسفات با سطوح ناهموار حکایت از روند اسـتخوان  
اسـتفاده از علـت  بهو این]14,13[سازي بالقوه آنها دارد

علاوه بـر  . ذرات کلسیم فسفات در مطالعه کنونی می باشد

الف(
(

)ب(

)ج(

)د(
(

)الف(

)ب(
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ن ناپایداري سرامیک هاي کلسیم فسفات خود عاملی در ای
جهت تحریک استخوان سازي و بهبـود شـرایط شـیمیایی    
براي ایجاد ارتباط و اتصال با استخوان هاي آسیب دیده در 

در مجموع نتـایج  . ]15[است(in vivo)محیط داخل بدن 
به دست آمده در مطالعه کنونی حاکی از زیست سـازگاري  

نانو داربستهاي استئوبلاست در استفاده از مناسب سلول 
به طوري که این افـزایش در تکثیـر سـلول    . فوق می باشد

نسـبت بـه   % 100هاي استئوبلاست در اسـتفاده از عصـاره  
نتیجه کسب شـده بـا   چشمگیرتر بوده که این% 50عصاره 

نــانو کــه در آن ذرات ]12[صــورت گرفتــهمطالعــه قبلــی 
ون تهیه گردیـد همراسـتا مـی    در ابعاد میکرفوقداربست

باشد که شاید بتوان علت آن را اثرات تحریکی ذرات تـري  
در . کلسیم فسفات در تحریک روند تکثیر سـلولی دانسـت  

نهایت نتایج مطالعه کنونی نشـان داد کـه اسـتفاده از نـانو     
می تواند در روند تـرمیم بافـت هـاي    ß-TCP/PEداربست

.سب به شمار آیداستخوانی آسیب دیده گزینه اي منا
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