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  :مقدمه
  

  چكيده
كمبود بافت استخواني در اعمال بروز  و  در بيماران دچار ضربه در تصادفات استخوانيشيوع بالاي نقايص
هاي  در تحقيق حاضر سلول. دهد اجراي اين پژوهش را نشان  مي ضرورت تام و تمام ،جراحي كرانيوتومي

 به دست آمده از استخوان كالواريا در محيط سه بعدي آلژينات كشت داده شد و ميزان تكثير و استئوبلاست
  .اي مقايسه گرديد هاي حاصل از كشت تك لايه ها با سلول زنده ماندن آن

تحت استخوان كالواريا  از متر  سانتي1 × 1هاي   استخواني در اندازهي  نمونه6در جريان اعمال جراحي كرانيوتومي   :ها روش
هاي همبند و شستشوي مكرر با سرم فيزيولوژي، قطعات  استريل بر داشته و پس از جداسازي بافتشرايط 

هاي محتوي محيط كشت قرار داده شد و   ديشمتر خرد شد و در  ميلي1 × 1ه ابعاد كوچك در حدود استخواني ب
پس  .گراد منتقل گرديد  سانتيي  درجه37 درصد دي اكسيد كربن با رطوبت نسبي و دماي 5به انكوباتور محتوي 

ها كف  از شروع كشت، سلول هفته پس 2ها شروع به خروج از استخوان نمودند و   روز، سلول10 تا 9 از گذشت
دو بخش تقسيم به طور مساوي به ها  سلولپس از تريپسينه كردن و شمارش، . كامل پوشاندندبه طور پليت را 

هاي استئوبلاست و   جهت اثبات وجود سلول.شد  انجاممحيط داراي ژل آلژيناتو در اي  كشت تك لايه و گرديد
براي بررسي .  استفاده شدAzan و Von kossa ,Alkaline phosphataseهاي  آميزي ها از رنگ فعاليت آن

  . استفاده گرديدTrypan blueآميزي  ها از رنگ درصد زنده ماندن سلول

كه در كشت   در حاليمشخص گرديد فيبروبلاستي و دوكي  شبهها با ظاهري  سلول،اي كشت تك لايهدر   :ها يافته
. و نوع كشت، تكثير سلولي و فعاليت استخوان سازي وجود داشتدر هر د. داشت ها نماي مدور آلژينات، سلول

هاي استئوبلاست را به اثبات رسانيد و   در دو گروه وجود سلولAlkaline phosphataseآميزي  رنگ
مقايسه تعداد   با.ييد كردأوجود ماتريكس معدني و آلي را در دو گروه تAzan  وVon kossa هاي  آميزي رنگ
 ).P > 001/0 ( مشخص شدداري  اختلاف معني، همان گروه1 روز ها در  تعداد سلولبا 21ها در روز  سلول

نسبت به گروه تك گروه آلژينات ميزان تكثير در  نشان داد كه 21 شمارش سلولي دو گروه در روز همچنين
  . )P > 001/0(مشاهده شد داري  اختلاف معنياي بيشتر بوده،  لايه

قادر به خروج از بافت  در محيط كشت بدون استفاده از آنزيم هاي استئوبلاستي نشان داد كه سلولاين مطالعه   :گيري نتيجه
 اين يقادر است تكثير و بقا،  در مقايسه با كشت تك لايهژل آلژينات سديم محيط سه بعدي  و استاستخواني 

  .را به طور بارز افزايش دهدها  سلول

 .يه، آلژينات، آلكالين فسفاتازاستئوبلاست، كشت تك لا  :واژگان كليدي

  :تعداد صفحات

  :ها تعداد جدول

  :تعداد نمودارها

  :تعداد منابع
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  مقدمه

در دنياي امروز، افزايش روز افزون آمـار تـصادفات و در            

مشكلات زيـادي را     پي آن شيوع بالاي نقايص استخواني،     

 چـرا كــه  ؛بـراي بيمـاران و جراحـان ايجــاد كـرده اسـت     

استخوان خرد شده ديگر قادر بـه تـرميم نخواهـد بـود و              

بيمار دچار مشكلات زيادي از قبيـل كوتـاهي عـضو و از           

 در نـواحي سـر و   خـصوص بـه  ن رفتن زيبايي ظاهري   بي

همچنين مشكل كمبود بافـت اسـتخواني    .شود صورت مي 

جهــت تــرميم در اعمــال جراحــي كرانيوتــومي و نيــز در 

 هاي مـادرزادي از قبيـل كرانيوسينوسـتوز خـود          ناهنجاري

 .)1( كند نمايي مي

هـاي بافـت     ها و آسـيب     براي درمان بيماري   به تازگي 

ــتخواني از ــاني  اس ــلول درم  و )Cell therapy( روش س

 .شـود  استفاده مـي  )Tissue engineering(مهندسي بافت 

زايـي    هـاي داراي توانـايي اسـتخوان       بدين منظـور سـلول    

)Osteogenic cell(  را در محــيط آزمايــشگاه)In vitro (

ها را بر روي داربست سه بعدي         سپس آن  هند،د  ميكشت  

 ايـن روش بـر      .)2-8( زنند ميبه بيمار پيوند    ،  منتقل كرده 

هاي متداول تـرميم نقـايص بـزرگ اسـتخواني كـه             روش

شامل اتوگرافت، آلوگرافت و پروتزهاي سـاختگي اسـت         

  ).1-2، 9-10(داراي عيوب فراوان هستند، برتري دارد  و

هــا بــر روي داربــستي منتقــل  در روش اخيــر، ســلول

هـا را بـه محـل مـورد نظـر پيونـد              سـپس آن   شوند و  مي

دو نوع داربست طبيعي و سنتتيك براي ايـن كـار    . زنند مي

سـنتتيك،   هاي طبيعـي و     از بين تمام داربست    .وجود دارد 

ــازگاري   آلژينـــــات داراي بهتـــــرين زيـــــست ســـ

)Biocampability(، ــدن ــه شــــ  قابليــــــت تجزيــــ

)Biodegradability (          با سرعت مناسـب پـس از پيونـد و

 باشد نده مي در بدن موجود ز   ) Stability(بهترين پايداري   

)14-11.(  

. هاي گوناگوني از آلژينات شـده اسـت        تاكنون استفاده 

ــذايي بـ ـ  1930در  ــنايع غ ــاده در ص ــن م ــوان ه  از اي عن

ــد   ــتفاده شـ ــده اسـ   و  و همكـــارLim). 15( نگهدارنـ

 Soon-Shiong     ــراي انتقــال ــات ب ــاران از آلژين و همك

هاي غير اتولوگ، به بيماران مبـتلا بـه ديابـت نـوع              سلول

ها قادرنـد    استفاده نمودند و نشان دادند كه اين سلول       اول،  

 انـسولين    و دن ـمانببدون برانگيختن سيستم ايمنـي، زنـده        

ــد ــد نماين ــTomas). 16-17( تولي ــات ب ــوان ه  از آلژين عن

). 18( هاي جراحي اسـتفاده كـرد      اي در پانسمان زخم    ماده

Cirone از آلژينات براي انتقـال   2002همكاران در سال     و 

را ترشـح     تومورهـا  ي  هايي كه مواد محـدود كننـده       سلول

 در اين مورد ژل آلژينـات از ايـن          . استفاده كردند  ،كنند مي

 كنـد  هاي ايمني بدن محافظت مي     ها در برابر واكنش    سلول

)19.( 

هـا از قبيـل      امروزه محققان موفق به كشت انواع سلول      

ــز كندروســيت، ســلول ــاي مغ اســتخوان، ميوبلاســت،  ه

هـاي   سـلول  هـاي كليـه،    سلول سلول شوان،  فيبروبلاست،

ــي ــال، اپ ــات   تلي هپاتوســيت و استئوبلاســت در ژل آلژين

  ).20-22( اند شده

Kamishina در تحقيقــي  2006 در ســال و همكــاران

هـاي مـشتق از غـضروف هيـالين          كه بر روي كندروسيت   

هـا را در ژل آلژينـات        گربه انجام دادند، رفتار ايـن سـلول       

هـا در    كه رشـد كندروسـيت     ان دادند  و نش  ندارزيابي كرد 

هـا   آلژينات به مراتب بيشتر از زماني است كه ايـن سـلول           

  ).23( اي رشد داده شوند در محيط كشت تك لايه

 بـراي اولـين بـار    )2008 (دكتر اسفندياري و همكاران 

هاي انساني در ژل آلژينـات        كندروسيت كشتدر ايران به    

ت قـادر بـه حفـظ     و نشان دادنـد كـه ژل آلژينـا       ندپرداخت

 باشـد   ماه مـي 9ها در آزمايشگاه به مدت    حيات اين سلول  

هــاي استئوبلاســت، از  جهــت جــدا كــردن ســلول). 24(
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عمـوم  به طور   هاي استخواني در تحقيقات مختلف،       نمونه

از آن جملـه    . هاي اسفنجي استفاده شده اسـت      از استخوان 

فمـور و     سـر  ،)25(توان استخوان فك فوقـاني انـسان         مي

، )5( ، كالواريـاي خرگـوش    )26( ستخوان ايليـاك انـسان    ا

  را)28(  مـرغ ي  جوجه و) 7( ، موش صحرايي  )27( موش

بـا توجـه بـه ايـن كـه در منـابع موجـود، هـيچ                 . نام بـرد  

 هاي استئوبلاسـت از    اي در جهت جداسازي سلول     مطالعه

تهيــه قطعــات  كالواريــاي انــسان انجــام نــشده اســت و 

 ـ   استخوان در حين عمل جراحـي      راحتـي  ه   كرانيوتـومي ب

بـه طـور     به طوري كه ايـن قطعـات         ؛باشد  ميپذير    امكان

غلـب دور ريختـه   ا ،معمول حين عمل جراحي جدا شـده      

 بنـابراين در ايـن تحقيـق از كالواريـاي انـسان             ،شـوند  مي

  .هاي استئوبلاست استفاده شد جهت جداسازي سلول

ــشت     از آن ــورد ك ــران در م ــاكنون در اي ــه ت ــا ك ج

و اسـت  انجام نـشده   اي آلژينات مطالعه ها در ستاستئوبلا

تعداد سلول مورد نيـاز بـراي تـرميم در ضـايعات وسـيع              

ــي  ــاد م ــسيار زي ــتخواني ب ــد، اس ــه   باش ــديم ك ــر آن ش ب

هـا را   كشت دهيم و رشد آن ها را در آلژينات استئوبلاست

مورد بررسي قرار دهيم تا شايد بتوان در يك زمـان كوتـاه    

 ـ     تعداد سلول مورد ني    دسـت  ه  از جهت ترميم استخوان را ب

 .آورد

  
  ها روش

 استخوان، به صورت تـصادفي آسـان از         ي   نمونه 6تعداد  

 )س (بين بيماران مراجعـه كننـده بـه بيمارسـتان الزهـرا           

آوري  جمع تومي،واصفهان در جريان عمل جراحي كراني     

به  سال، كه    20-40كالوارياي افراد مذكر    ها از    نمونه .شد

 ي   سـابقه  نـد و  ي اسـتخواني مبـتلا نبود     هيچ نـوع بيمـار    

  .شد ند، برداشته ميبيماري سيستميك نداشت

   استخواني تحت بيهوشي عمـومي و شـرايط         ي  نمونه

متر توسط جراح جـدا       سانتي 1 × 1كاملاً استريل با ابعاد     

 درصد، به آزمايـشگاه كـشت       9/0در سرم فيزيولوژي     و

فهان  پزشكي اص ـ  ي  سلول گروه علوم تشريحي دانشكده    

  . منتقل گرديد

  :ها جهت كشت اوليه آماده سازي نمونه

 درصـد   9/0ها چندين بار توسط سرم فيزيولـوژي         نمونه

تـا حـد    هـاي همبنـد آن       شستشو گرديد تا خون و بافت     

 ـ      . جدا شود  امكان ه سپس پريوست به صورت مكانيكي ب

 1هـا بـه قطعـات        و نمونـه    تيـغ جراحـي جـدا      ي  وسيله

قطعـات اسـتخواني بـه پتـري         .متري خـرد گرديـد     ميلي

ــش ــاي  دي ــانتي10ه ــوي  س ــري محت ــي10 مت ــر  ميل   ليت

 DMEM  ــاوي ــدFCS 10ح ــرم در 50،  درص  ميكروگ

مـول بتـا گليـسرو        ميلـي  10 ليتر اسيد آسـكوربيك،    ميلي

ــسفات، ــي 100 ف ــد در ميل ــي   واح ــر پن ــيلين، ليت  50 س

 ميكروگرم در   1 ليتر استرپتومايسين و   ميكروگرم در ميلي  

 مـواد از شـركت سـيگما        ي  كليه (Bآمفوترسين   ليتر ميلي

 درصـد   5  منتقـل شـد و در شـرايط        )آمريكا تهيه گرديد  

 ي   درجـه  37اكسيدكربن با رطوبـت نـسبي و دمـاي           دي

 تعـويض محـيط كـشت بـر         .كشت داده شد  گراد   سانتي

  .اساس نياز و هر دو روز يك مرتبه انجام گرديد

  :ها اي سلول كشت تك لايه

هـا از درون قطعـات اسـتخواني،         پس از مهاجرت سـلول    

هنگامي كه سطح بستر پتري ديش به طـور كامـل توسـط             

ها بـا اسـتفاده از مخلـوط        گرديد، سلول  ها اشغال مي   سلول

 از كف پتري ديـش جـدا و         درصد EDTA 05/0 ترپسين

هـا   بخـشي از سـلول    . به دو بخش مساوي تقـسيم شـدند       

 2 هـاي  اي ثانويـه بـه پتـري ديـش         جهت كشت تك لايه   

اي كه هر پتري ديش بـه    به گونه؛متري منتقل گرديد  سانتي

 سلول بـود و بخـش ديگـر        5 × 104 طور متوسط محتوي  

  .شد به ژل آلژينات، جهت رشد سه بعدي اضافه مي

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


 و همكاران عباسعلي ربيعيدكتر   در ايران استئوبلاست  سه بعديكشتدستيابي به 

 1388 بهمن/ 102شماره /  سال بيست و هفتم –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  780

  ):كشت سه بعدي(ها در آلژينات  كشت سلول

 محلـول ليتـر     ميلي 1را با    5 × 104حاوي  رسوب سلولي   

نهايـت يـك    در   تـا    يم مخلوط نمود   درصد 2/1آلژينات  

سوسپانسيون همگن و يكنواخـت از سـلول و آلژينـات           

سـپس سوسپانـسيون سـلول آلژينـات بـه           .حاصل شود 

منتقـل و   G 22  سوزني آرامي به داخل سرنگي با اندازه

صورت قطره قطره در داخل محلول استريل       ه  به آرامي ب  

بـدين ترتيـب   .  چكانده شـد  mM 102(CaCl2(ي  شده

 ســلول – آلژينــات)Beads( شــكلهــاي كــروي  قطــره

هاي آلژينـات توسـط نرمـال سـالين           دانه .تشكيل گرديد 

 شستـشو   DMEM  و محـيط كـشت      درصد 9/0استريل  

 2هـاي    در نهايت به هـر كـدام از پتـري ديـش    .داده شد 

ليتـر محـيط كـشت        ميلي 2ها،   متري محتوي نمونه   سانتي

محيط كشت، هـر دو    . و به انكوباتور منتقل گرديد     اضافه

  .شدروز يك مرتبه تعويض 

  :ها بررسي كشت

ــش  ــري دي ــتفاده از     پت ــا اس ــر روز ب ــشت، ه ــاي ك ه

هـا از درون   ميكروسكپ معكوس از نظر مهاجرت سلول 

قطعات استخواني، رشد سلولي و آلودگي محيط كـشت         

  .گرفت مورد بررسي قرار مي

هــاي استئوبلاســت و  جهــت اثبــات وجــود ســلول

 Von kossa, Alkalineي ها ها از رنگ آميزي فعاليت آن

phosphatase   وAzan    استفاده  21 و 14 ،7 در روزهاي 

هـا بـا اسـتفاده از لام هموسـايتومتر در       شمارش سلول و  

بـراي بررسـي     . در دو گروه انجـام شـد       21و  1روزهاي  

 Trypanهـا از رنـگ آميـزي     درصد زنده ماندن سـلول 

blue   ـ    و شمارش سلول   وسـيله لام هموسـايتومتر    ه  هـا ب

 SPSSافـزار    هـا بـا اسـتفاده از نـرم         داده .تفاده گرديـد  اس

)SPSS Inc., Chicago, IL ( و روش آمــاريPaired-

sampels t-test و Independent t-testمقايسه گرديد .  

 ها يافته

، كـشت اوليـه   در   :اي  تـك لايـه    نتايج حاصل از كشت   

 روز شـروع  9-10هاي استئوبلاست پس از گذشت      سلول

 بـه كـف     ،هاي استخواني نموده   رون توده به مهاجرت از د   

ها از فـرم دوكـي تـا         شكل سلول . ها چسبيدند  پتري ديش 

 متوسـط زمـان پوشـش       .)1 شكل( فيبروبلاستي متغير بود  

  . روز بود14 ها  سلولي وسيلهه ها ب كامل كف پتري ديش

  

  

  

  

  

  

  
ي استخوان به رنگ  قطعه. ها از استخوان مهاجرت سلول. 1شكل 

  ) ×60(ر تصوير مشخص است تيره در كنا

  

اي كـه بـه      هاي تريپسينه شـده    ها سلول  در تمام نمونه  

متـري، جهـت پاسـاژ      سـانتي  2هاي كوچـك     پتري ديش 

دوم، انتقال يافته بودنـد، پـس از گذشـت يـك روز بـه               

ها ظـاهر فيبروبلاسـتي      اين سلول . سطح كشت چسبيدند  

  ).2شكل ( همچنان حفظ نمودند 21خود را تا روز 

 ظاهر 21اي تا روز  ها در پاساژ دوم كشت تك لايه سلول. 2شكل 

  )× 40(فيبروبلاستي خود را حفظ نمودند 
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 :هــا در آلژينــات نتــايج حاصــل از كــشت ســلول

 .)3شـكل   (داشـتند     نماي مـدور   ،ها در ژل آلژينات    سلول

   .ها قابل مشاهده بود تكثير سلولي با بررسي روزانه سلول
A                                  B 

هاي  داراي سلول) Bead(يك قطره ژل آلژينات : A. 3شكل 

  ،) ×60(استئوبلاست 

B :300( آلژينات نمايي بيشتر از قطره ژل بزرگ× .(  
  

آميـزي   رنگ :نتايج حاصل از تست آلكالين فسفاتاز  

 بـر روي پاسـاژ      14و   7با آلكالين فسفاتاز در روزهـاي       

ــه ــلولي و نمون ــود  س ــات، وج ــاي آلژين ــلوله ــاي   س ه

 21و در روز    ) 4 شـكل ( استئوبلاست را به اثبات رساند    

اين رنگ آميزي بـر روي هـر دو گـروه نـاچيز و قابـل                

  .اغماض بود
 

ــگ   ــل از رن ــايج حاص ــزي  نت  :Von kossaآمي

ــا  رنــگ ــر روي 14و  7روز   درVon kossaآميــزي ب  ب

 نشان داد كه نواحي معدني شده در مركـز          ،پاساژ سلولي 

ايـن  ). A5شـكل   (لي تشكيل شده است     اجتماعات سلو 

 نشان داد كـه تعـداد و        21و   14آميزي در روزهاي     رنگ

هـاي ثانويـه در     نواحي معـدني شـده در كـشت        ي  اندازه

آميـزي   همچنـين رنـگ    ).B5شـكل   (حال افزايش است    

Von kossa  نشان ،هاي آلژينات  بر روي نمونه7در روز 

 انجـام داد كه معدني شدن در ماتريكس خـارج سـلولي           

آميزي در روزهاي بعـد    اين رنگ ). C5شكل  ( است   شده

 معــدني شــدن ميــزان افــزايش 21نهايــت در روز در و 

 ). D5شكل (ماتريكس را نشان داد 

    A                                                     B                 

     

      

  

   

  

  

                                                                    C                                                     D  

  

  

    

  

 
 

  .14 و 7اي به ترتيب در روزهاي  هاي رنگ شده با آلكالين فسفاتاز در كشت تك لايه  نمونهB و A. 4شكل 

 و 7 آلژينات به ترتيب در روزهاي ي آميزي آلكالين فسفاتاز بر روي نمونه نگ رD و C. دهد ها محل فعاليت آلكالين فسفاتاز را نشان مي پيكان

 .) ×300(دهند  هاي آلكالين فسفاتاز مثبت را نشان مي ها سلول ، پيكان14
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                                               B                                     A   
   

  

  

  

  
  

                                  C                                                    D     

  

  

 
 
 
  

 
  .دهند ها نواحي معدني شده را نشان مي پيكان. 14 و 7 در روز Von kossaآميزي  رنگ. 5شكل 

 A و Bاي،   تك لايهي  نمونهC و D300( آلژينات ي  نمونه× .( 

 
ــگ  ــل از رن ــايج حاص ــزي  نت ــ :Azanآمي س از پ

اي و   هاي حاصل از كـشت تـك لايـه         آميزي سلول  رنگ

هـا در     سـلول ايـن   همچنين آلژينات مشخص گرديد كه      

شـكل  ( گيرنـد   رنـگ مـي    Azan  با 21 و 14،  7روزهاي  

A,B6.( 

                  A                                    B 

و ) A(اي   تك لايهي  بر روي نمونهAzanآميزي  رنگ. 6شكل 

 ). ×600(جهت مشخص نمودن ماتريكس آلي استخوان  )B(آلژينات 

 
هــا و درصــد  نتــايج حاصــل از شــمارش ســلول

ــلول ــگ   س ــتفاده از رن ــا اس ــده ب ــاي زن ــزي  ه   آمي

Trypan blue:   هـاي موجـود در    ميانگين تعـداد سـلول

 نـسبت بـه روز      21اي و آلژينات در روز       كشت تك لايه  

ــي   ــتلاف معن ــروه، اخ ــان گ ــشان داد داري ر اول هم ا ن

)001/0 < P.(ــ ــلاوهه  ب ــداد   ،ع ــانگين تع ــتلاف مي  اخ

اي و آلژينـات در   هاي موجود در كشت تـك لايـه      سلول

  ).1جدول ).(P > 001/0 (دار بود  معني21روز 
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در دو گروه در  Trypan blueآميزي  نتايج حاصل از رنگ. 1نمودار 

هاي آلژينات و تك  هاي زنده بين گروه  سلول اختلاف درصد.21روز 

  )P > 001/0(دار است  اي معني لايه
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 21 و 1ها در روزهاي  ميانگين تعداد سلول. 1جدول 

 
 
 
 
 
 
 
 

  

05/0 <P شود دار محسوب مي  معني.  

 
، 21در روز  Trypan blueآميزي با   رنگ روشدر

در دو گروه كشت، مشخص گرديد كه ميانگين درصد 

 داري هاي زنده در گروه آلژينات به طور معني سلول

 )P > 001/0 (باشد اي مي بيشتر از كشت تك لايه

 .)1نمودار (

 
  بحث

هـاي استئوبلاسـتي      سـلول  ، مقـدماتي  ي  در اين مطالعـه   

مشتق از كالوارياي انسان بدون استفاده از آنزيم خاص         

 شـروع بـه تكثيـر    ،هاي اسـتخواني جـدا شـده    از نمونه 

  .نمودند

van Griensvenي  بــا مطالعــه)2002 ( و همكــاران 

هايي كه از سر اسـتخوان فمـور و اسـتخوان ايليـاك          نمونه

بيماران تهيه كرده بودند، مـدت زمـان لازم بـراي خـروج             

  روز گـزارش كردنـد  12هـا از بافـت اسـتخواني را        سلول

 حاضر به طور متوسـط      ي  اين مدت زمان در مطالعه    ). 26(

  . با مطالعه فوق همخواني داردكه  روز بود10 تا9

Wiedmann-Alهمچنين   -Ahmad  25 ( و همكاران (

، مدت زماني را كـه  )26(و همكاران  van Griensvenو 

كامـل  بـه طـور     هـا كـف پتـري ديـش را           طي آن سلول  

دو تحقيـق    اما در . اند  هفته گزارش داده   4-5پوشانند،   مي

و ) 27 (همكـاران  و Hagewaldكه يكـي توسـط       ديگر،

انجام شـد، ايـن     ) 29 (و همكاران   Blomيگري توسط   د

 ي  در مطالعه . گزارش شده است    روز 10-12مدت زمان   

حاضر، مدت زمان پوشش كامل كف پتري ديش توسط         

توانـد   ها مـي   علت اين تفاوت  .  روز رسيد  14ها به    سلول

مربوط به اضافه كردن تركيبـات مختلـف از قبيـل اسـيد           

، بتا گليسرو   )32-33(ون  ، دگزامتاز )30-32(اسكوربيك  

هـاي   و با غلظت  ) 32(كلريد كلسيم   و  ) 32-33(فسفات  

 ي  كه در مطالعه    به طوري  ؛مختلف به محيط كشت باشد    

Wiedmann-Al -Ahmad  ــاران ــك از و همك ــيچ ي از ه

 ي   در حالي كه در مطالعـه      ،مواد فوق استفاده نشده است    

ــا گليسروفــسفات در   حاضــر از اســيد اســكوربيك و بت

 بايد گفت نـوع  ،از طرف ديگر. كشت استفاده شد محيط  

در رشد و تكثير سـلولي تـأثير         محيط كشت مصرفي نيز   

هاي كشت مختلف، محتـوي    چرا كه محيط؛بسزايي دارد 

تواننـد روي رشـد و       مواد مغذي متفاوتي هـستند و مـي       

ــلول  ــر س ــأثير  تكثي ــا ت ــ ه ــندذگ ــه. ار باش   ي در مطالع

van Griensvenو همكــاران از محــيط كــشت  BGJb 

ــه) 26( Wiedmann-Al ي و در مطالعــــــ -Ahmad و 

در  ).25(  استفاده شـد αMEMهمكاران از محيط كشت   

و همكـاران    Blomو  و همكـاران     Hagewald ي  مطالعه

كه در   به دليل اين  .  استفاده شد  DMEMاز محيط كشت    

  اسـتفاده شـده  DMEMتحقيقات از محـيط كـشت      اكثر

عنـوان  ه  ب DMEMاز، در اين مطالعه نيز )34-36(است 

  .محيط كشت پايه استفاده گرديد

P-value  

  21ها در روز  تعداد سلول

   خطاي معيار±ميانگين 

6 = N  

  1ها در روز  تعداد سلول

   خطاي معيار±ميانگين 

6 = N 

  گروه

 اي تك لايه  9/5 × 105 ± 8/5 × 104 9/1 × 106 ± 4/2 × 105  > 001/0

 آلژينات 9/5 × 105 ± 8/5 × 104 9/3 × 106 ± 7/3 × 105 > 001/0

-  001/0 <  - P-value  
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هــاي استئوبلاســت در  جهــت اثبــات وجــود ســلول

تحقيقات مختلف از تست آلكالين فسفاتاز استفاده شـده         

ــور . )25، 33، 37( اســت ــه ط ــول از روشب ــاي  معم ه

 جهــت ســرعت بخــشيدن بــه امــر جداســازي ،آنزيمــي

بـه طـور   آنزيمـي كـه   . )26( دشـو  ها اسـتفاده مـي    سلول

 اسـت و  Ι گيـرد، كلاژنـاز   معمول مورد استفاده قرار مـي     

انـد كـه اسـتفاده از كلاژنـاز، جهـت            مطالعات نشان داده  

موجب آزاد شدن بيـشتر     ،  ها ها از نمونه   جداسازي سلول 

  .)26( گردد ها نيز مي فيبرو بلاست

ها از هـيچ     در اين تحقيق، براي آماده سازي نمونه      

 گرديـد وسـيله سـعي      ي اسـتفاده نـشد و بـدين       آنزيم

 دهيهـا بـه حـداقل رسـان        احتمال حضور فيبروبلاست  

 انجام 7 تست آلكالين فسفاتاز در روز   به علاوه، . شود

 ي    نتيجه .گرديد تكرار   21و   14 در روزهاي    گرفت و 

 21 مثبـت و در روز       14و   7اين تـست در روزهـاي       

 و  Akbariط  اي كـه توس ـ    منفي بود كه با نتايج مطالعه     

هـاي بنيـادي مغـز       همكاران در جهـت تمـايز سـلول       

شـت  مطابقـت دا  ،  استخوان به استئوبلاست انجام شد    

 14 و 7فعاليت آلكـالين فـسفاتاز در روزهـاي          .)37(

باشـد و    هاي استئوبلاسـت مـي      فعاليت سلول  ي  نشانه

 نـشان   21عدم وجود فعاليت آلكالين فسفاتاز در روز        

 بنيادي خـارج سـلولي و       ي   معدني شدن ماده   ي  دهنده

هاي استئوبلاست به استئوسـيت       تبديل سلول  ي  نشانه

  ).37( باشد مي

 Von kossaآميــزي  در مطالعــات مختلــف از رنــگ

 بـراي  Azanز اجهت اثبات وجود مـاتريكس معـدني و       

ه ب. )12،  26،  38 (اثبات وجود كلاژن استفاده شده است     

ييدي بـر   أاند ت تو ها خود مي   آميزي علاوه، نتايج اين رنگ   

  .نتايج تست آلكالين فسفاتاز باشد

ــه  ــن مطالع ــگ ،در اي ــل از رن ــايج حاص ــزي   نت   آمي

Von kossaتــك (  بــر روي دو گــروه مــورد آزمــايش

، افــزايش 21  و14، 7 در روزهــاي) اي و آلژينــات لايــه

تدريجي در معدني شدن ماتريكس را نشان داد كـه ايـن           

  و همكاران و   Abbahنتيجه با نتايج حاصل از تحقيقات       

Li 12، 38( و همكاران همخواني دارد.(  

Abbah  بــا كــشت   2006 و همكــاران در ســال 

آلژينـات و تمـايز آن    بافت چربي در هاي بنيادي سلول

 ـ    ،به استئوبلاست نشان دادند كه اين ژل       ه  محيطـي را ب

هـا    استئوبلاسـت  يآورد كـه از تكثيـر و بقـا         وجود مي 

حقيق مذكور بـين تكثيـر    علاوه در ت  ه   ب .كند حمايت مي 

اي در روزهاي   ها در دو گروه آلژينات و تك لايه        سلول

 در حالي كـه     ؛داري مشاهده نشد    اختلاف معني  14 و   7

هـا   درصد زنده مانـدن آن     و ها سلول ، تعداد 21در روز   

داري كـاهش يافتـه      اي به طور معنـي     در گروه تك لايه   

  در تحقيــق2008ايــن پژوهــشگر در ســال ). 12(بــود 

هـاي بنيـادي حاصـل از مغـز          اي ديگري، سلول   مقايسه

ــشت و آن  ــات كـ ــتخوان را در ژل آلژينـ ــه  اسـ را بـ

استئوبلاست تمايز داد و نتايج تحقيقات قبلـي خـود را        

  ).11( ييد كردأدر مورد ژل آلژينات ت

هـاي    حاضر نيز نشان داد كه سـلول       ي  نتايج مطالعه 

كه در ژل   استئوبلاست مشتق از بافت استخوان كالواريا       

 تـك   ي  آلژينات رشد نموده بودند، در مقايسه با نمونـه        

هـاي   اي داراي تكثير بيشتري بـوده، درصـد سـلول          لايه

اي بـه طـور      زنده در آلژينات نسبت به گروه تك لايـه        

له اين است كه ژل     أعلت اين مس  . داري بيشتر بود   معني

هـاي   آورد كـه فعاليـت     آلژينات، محيطي را فـراهم مـي      

  .)11( گيرد تابوليكي در آن بهتر صورت ميسلولي و م

  

  گيري   نتيجه

هاي استئوبلاستي بـدون     اين مطالعه نشان داد كه سلول     
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استفاده از آنزيم قـادر بـه خـروج از بافـت اسـتخواني              

  بـه عنـوان داربـست      ژل آلژينات سديم   هيدرو و هستند

. ها حمايت نمايد    اين سلول  يقادر است از تكثير و بقا     

 كـشت و پيونـد      ي  ه داشـت كـه در زمينـه       اما بايد توج  

نياز به مطالعات وسيع و گسترده      هاي استخواني،    سلول

  .است

  

   و قدردانيتشكر

  خـود را از    ي  مراتب تقـدير و تـشكر صـميمانه        لفانؤم

صبوري و جناب   مسيح   جناب آقاي دكتر     هاي همكاري

 استادان محترم گروه جراحي     ،آقاي دكتر هوشنگ معين   

پزشكي كه در ايـن تحقيـق بـا مـا            ي  اعصاب دانشكده 

   .دارند كمال همكاري را داشتند، ابراز مي
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Abstract 
The problem of bone defects during treatments of bone lesions, 
especially cranial trauma, and also during craniotomy operations 
indicates isolation of osteoblasts and culturing them for filling these 
bone effects. 

Background: 

Bone tissue specimens were obtained from 6 patients’ carvaria 
undergoing craniotomy surgery operations in Al-zahra teaching hospital 
and transferred to lab. These specimens were cut into small pieces 
measuring 1 × 1 mm and put in Petri dishes having culture medium and 
then transferred to the incubator. The mean interval of observed cellular 
outgrowth was 9-10 days. After 2 weeks, the cells in cultures reached 
confluencey. First passage cells were detached from Petri dishes, using 
Trypsin EDTA, and were divided in two portions. One portion was used 
for monolayer osteoblast culture, and the other, was added to alginate gel. 
The activity of these cells was tested by Alkalin phosphatase, Von kossa 
and Azan staining. Cell viability was also tested by Trypan blue staining. 

Methods:  

The morphology of osteoblasts in monolayer cultures appeared fusiform 
and fibroblastic, while in the alginate beads, cells appearance was round. 
Alkaline phosphatase staining method confirmed the presence of 
osteoblasts. Von kossa and Azan staining demonstrated, mineralized and 
organised matrix in both groups. The number of harvested cells in day 1 
and day 21 were significantly different in each group (P < 0.001). In 
addition, there was significant difference in the mean of cells number and 
viability between monolayer cultures and alginate beads in day 21  
(P < 0.001). 

Findings: 

This study showed that osteoblasts can come out from bones in dish 
culture without using any enzyme; and sodium Alginate gel supports 
cell viability and proliferation of osteoblasts cells significantly in 
comparison with the monolayer culture. 

Conclusion: 

 

Osteoblast, Monolayer culture, Alginate, Alkaline phosphatase. 
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