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هاي آلژينات و  هاي استئوبلاست انساني در داربست ي ميزان تكثير سلول مقايسه

  تري كلسيم فسفات -  هيدروكسي آپاتيت

  
  ، 1، دكتر بتول هاشمي بني1، دكتر حميد بهراميان1دكتر حسين صادقي

  3فرشته علي اكبري ،2دكتر ابراهيم اسفندياري
  

  

  خلاصه

هاي استخواني در طي تصادفات، بسياري بيماران از ترميم نشدن ضايعات استخواني و مشكلات زيبـايي شـناختي و روانـي     ال شكستگيبه دنب: مقدمه

هاي درمان، اسـتفاده از   يكي از راه. كارهاي جديد و مؤثر براي تسهيل ترميم نقايص استخواني مهم است در اين راستا، يافتن راه. برند متعاقب آن رنج مي

ميـزان تكثيـر    ي هدف اصلي اين مطالعه، مقايسه. باشد ها بر روي داربست مناسب و انتقال به محل ضايعه مي هاي استخواني خود بيمار، كشت آن ولسل

  .بود) HA-TC(تري كلسيم فسفات  -هاي استئوبلاست بر روي دو داربست آلژينات و هيدروكسي آپاتيت سلول

هـا بـه قطعـات     نمونـه . اصفهان تحت جراحي كرانيوتومي قرار گرفتند، به دست آمـد ) س(ر بيمار، كه در بيمارستان الزهراي هاي استخواني از چها نمونه :ها روش

پس از انتقال، شروع خروج استئوبلاسـت از قطعـات اسـتخواني     10- 12در روزهاي . هاي محتوي محيط كشت به انكوباتور منتقل گرديد كوچك تقسيم و در پليت

ازكف پليت جـدا شـد و    Trypsin_EDTAها با استفاده از  نسل اول اين سلول. هفته كف پليت را پوشاندند 2ها به طور متوسط پس از  ن سلولاي. مشاهده شد

  .دو هفته بعد، اطلاعات جمع آوري و تجزيه و تحليل شد. و بخش ديگر به ژل آلژينات اضافه شد HA-TCيك بخش به داربست . به دو بخش تقسيم گرديد

نسـبت بـه    14در روز  تري كلسيم فسـفات  -هيدروكسي آپاتيت هاي موجود در ژل آلژينات و داربست ها ميانگين تعداد سلول با شمارش سلول :ها فتهيا

 ژل آلژينـات و داربسـت  هـاي موجـود در    به علاوه، اختلاف ميـانگين تعـداد سـلول   ). P > 001/0(داري را نشان داد  روز اول همان گروه اختلاف معني

 داري بيشتر از گـروه  هاي زنده در گروه آلژينات به طور معني ، ميانگين درصد سلول14در روز ). P > 001/0(دار بود  معني 14هيدروكسي آپاتيت در روز 

ايـن   بـه  وجود ماتريكس معدني ثابـت گرديـد؛   ،Van kossa، در رنگ آميزي 14در روز . )P > 001/0(تري كلسيم فسفات بود  -هيدروكسي آپاتيت

 .ها قرمز شد ترتيب كه رسوبات كلسيم به رنگ سياه و هسته سلول

، حمايـت بهتـري بـراي تكثيـر و بقـاي استئوبلاسـت محسـوب        HA-TCبر اساس نتايج تحقيق حاضر، ژل آلژينات نسبت به داربست  :گيري نتيجه

هـاي   آورد كه فعاليت ود؛ تخلخل ژل آلژينات شرايطي را فراهم ميهاي زيستي اين ژل جستجو نم توان در ويژگي علت احتمالي اين تفاوت را مي. شود مي

  .گردد سلولي و متابوليكي در آن تسريع مي

  .تري كلسيم فسفات، استئوبلاست -هيدروكسي آپاتيت ،ترميم استخوان ،آلژينات: واژگان كليدي
  

 
  مقدمه

هايي  امروزه با توجه به آمار بالاي تصادفات و شكستگي

شـود و بـا توجـه بـه      يص استخواني مـي كه منجر به نقا

محدوديت امكان پيوند مناسـب اسـتخوان و مشـكلات    

عملكردي و رواني ناشـي از ايـن نقـايص، محققـان بـه      

هـاي آسـيب    كارهاي نوين براي ترميم استخوان دنبال راه

هـاي اسـتخوان بـه     گرچه شكسـتگي ). 1(باشد  ديده مي

رتوپـدي و  هـاي ا  لحاظ داشتن قدرت ترميم بالا با درمان

ــود مــي ــوارد   حمــايتي بهب ــي در بســياري از م ــد، ول ياب

استخوان خرد شده قادر به ترميم نبـوده، بيمـاران دچـار    
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 - مشكلاتي از قبيل كوتاهي عضو و نيز مشكلات روحي

ــي ــي ناشــي از آن م ــل، ). 2(شــوند  روان ــه همــين دلي ب

ضرورت تأمين يك منبع بافت اسـتخواني بـراي تـرميم    

هـا   از آن جا كه كشت سلول. كار استناحيه غير قابل ان

به عوامـل حمـايتي از قبيـل محـيط، زمـان و داربسـت       

هـاي استئوبلاسـت از    مناسب نياز دارد، جداسازي سلول

هـا بـر روي داربسـت     استخوان خرد شـده و كشـت آن  

مناســب بـراي رســيدن بـه حــداكثر تعــداد   ) اسـكافولد (

ظـر  ضروري به ن) زماني كمتر ي در فاصله(استئوبلاست 

سپس در صـورت امكـان، بـا انتقـال هـر چـه       . رسد مي

ها بـه محـل شكسـتگي، شـايد بتـوان       سريعتر اين سلول

  ).2- 4(موجبات ترميم سريعتر استخوان را فراهم نمود 

آلژينات يك بيوپليمر طبيعي است كه به طور عمـده  

ها اسـتخراج   اي و به ميزان كمتر از باكتري از جلبك قهوه

هـا را   درصـد وزن خشـك جلبـك    40اين ماده . شود مي

در واقـع، آلژينـات در مـاتريكس    ). 5(دهـد   تشكيل مـي 

هـا بـه صـورت تركيـب بـا       خارج سـلولي ايـن جلبـك   

). 6(هـاي كلسـيم، منيـزيم و سـديم وجـود دارد       كاتيون

خـارج   اي زمينـه  ي تواند به عنوان يـك مـاده   آلژينات مي

. ها فراهم كنـد  سلولي، بستري مناسب جهت رشد سلول

ين ماده به شـكل پـودر خشـك در دسـترس بـوده، در      ا

ايـن  . محيط آزمايشگاه به ژل آلژينات قابل تبديل اسـت 

سـازد كـه از يـك سـو      ژل، داربستي سـه بعـدي را مـي   

ها در دسـترس قـرار    مساحت بيشتري براي تكثير سلول

دهد و از سوي ديگر، انتشار مـواد غـذايي در محـيط     مي

رشــد ســلولي  كشــت را آســان نمــوده، ســبب تســهيل

ها موجب شده است كـه ايـن مـاده     اين ويژگي. شود مي

به عنوان داربست مناسب در طراحي بافت به كار گرفتـه  

وجـــود تخلخـــل در حالـــت ژل، انتشـــار    . شـــود

لازم بـه ذكـر اسـت    . نمايد ها را تسهيل مي ماكرومولكول

هـاي آلژينـات بـه     كه انتشـار مـواد غـذايي در داربسـت    

ژل  ي هـاي تهيـه   رارت و روش، ح ـpHغلظت آلژينات، 

تركيبــات منومريــك، تــوالي   . مناســب بســتگي دارد 

ساختماني و سرعت تشكيل ژل آلژينات بر ميزان انتشـار  

ــتحكام و زيســت    ــورم و اس ــواد، تخلخــل، درصــد ت م

و  Majmudar). 7- 9(ســازگاري ايــن ژل تــأثير دارد   

هـاي مشـتق از    همكاران موفق بـه كشـت استئوبلاسـت   

مرغ در آلژينات شده، مدت زنده مانـدن   كالوارياي جنين

مـاه گـزارش دادنـد     8هـا در ژل آلژينـات را    اين سـلول 

ــق ). 10( ــلول  Liaoدر تحقيـ ــاران، سـ ــاي  و همكـ هـ

استئوبلاست كشت داده شده بر روي ژل آلژينات، بـراي  

ترميم نقص استخوان كرانيال خرگـوش اسـتفاده شـد و    

 ـ    رميم مشاهده گرديد كه ايـن ژل داربسـت مفيـدي در ت

و  Alsbergدر تحقيق ديگر توسط ). 11(باشد  نقص مي

حيـواني، بـر    ي هاي استئوبلاست نمونـه  ، سلولهمكاران

ژل آلژينات كشت داده شد و ميزان كـارايي آن در   روي

ايـن گـروه مشـاهده    . ترميم استخوان را ارزيابي گرديـد 

ترميم نقـش بسـزايي    ي نمودند كه ژل آلژينات در زمينه

هاي اسـتخواني توسـط    در ايران كشت سلول). 12(دارد 

اي و  اسفندياري و همكاران در دو محيط كشت تك لايه

هـا دريافتنـد كـه     انجام پذيرفت؛ آن) آلژينات(سه بعدي 

ــت     ــت كشـ ــري را جهـ ــرايط بهتـ ــات شـ ژل آلژينـ

  ).13(آورد  ها فراهم مي استئوبلاست

باشـد   تركيبات كلسيم از اجزاي بافت استخواني مي

تـري كلسـيم فسـفات     -هيدروكسي آپاتيتو داربست 

)HA-TC(  بــه دليــل داشــتن كلســيم و در عــين حــال

هـايي اسـت كـه     ساختمان سه بعدي، از جمله داربست

توان از آن  هاي استئوبلاست مي تكثير سلول ي در زمينه

اگر چـه در بعضـي تحقيقـات از شـكل     . استفاده نمود

ا در مجزاي اين دو به عنوان داربست استفاده شـده ام ـ 
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اكثر تحقيقات، هيدروكسي آپاتيت به همراه تري كلسـيم  

در ). 14- 15(اســتفاده شــده اســت  )HA-TC(فســفات 

ــق  ــر Kurashinaتحقي روي خرگــوش،  و همكــاران ب

مشاهده شد كه هيدروكسي آپاتيت به تنهايي، نقشي در 

القاي استخوان سازي ندارد، اما به همراه تـري كلسـيم   

در ). 14(شود  ان سازي ميفسفات، باعث القاي استخو

هاي استئوبلاسـتي در   تحقيق ديگري براي كشت سلول

، طـي سـه روز اول كشـت،    HA-TCداربست تركيبـي  

 7جمعيت سلولي كاهش يافت ولي بعـد از آن تـا روز   

همچنين اين . ها به تدريج افزايش پيدا كرد تعداد سلول

ــفاتازي را در     ــالين فس ــت آلك ــزان فعالي ــت مي داربس

استئوبلاست افـزايش داد و باعـث افـزايش     هاي سلول

ــروتئين ــزان پ ــوژنز اســتخواني  مي  )BMPs(هــاي مورف

   ).16(گرديد 

هاي استئوبلاسـت اسـتخوان    در تحقيقي ديگر، سلول

تـري كلسـيم   ايليوم، پـس از كشـت بـر روي داربسـت     

، بـه محـل   )سلول/ داربست(، به همراه داربست فسفات

و نتيجـه گيـري    نقص در استخوان مانديبل منتقـل شـد  

اصـلي در   ي گرديد كه نوع داربست، عامل تعيين كننـده 

در يـك بررسـي ديگـر،    ). 17(باشـد   مهندسي بافت مـي 

هاي مزانشيمي بر روي دو تركيـب داربسـتي    رشد سلول

PLGA/TCP  وPLGA/TCP/HA/collagen  ــايج و نتـ

سـلول، مقايسـه   / داربسـت  ي حاصل از انتقال مجموعـه 

، سـطح كـافي بـراي    )PLGA/TCP(داربسـت اول  . شد

ها نداشت و تكثير سلولي انـدكي مشـاهده    اتصال سلول

شد؛ اين مورد بـه دليـل ويژگـي هيـدروفوبي داربسـت      

PLGA در صـــورتي كـــه داربســـت دوم . باشـــد مـــي

)PLGA/TCP/HA/collagen(تــري  ، داربســت مناســب

بود و ترميم استخوان انجام گرفت؛ ايـن يافتـه بـه دليـل     

باشد كه هر دو از عناصر  و كلاژن ميداشتن هيدروكسي 

ــرميم   ــاتريكس اســتخواني هســتند و باعــث ت اصــلي م

تـوان   بنابراين با اصلاح داربست مـي . شوند استخوان مي

همچنان كه ). 18(ها را بالا برد  توانايي استئوژنيك سلول

و آلژينـات قـادر بـه     HA-TCبيان شد، هر دو داربست 

هاي اسـتخواني   لفراهم نمودن شرايطي براي كشت سلو

باشــند، امــا در ايــن مــورد كــه كــداميك از ايــن دو  مــي

داربست توانايي بيشتري در اين خصوص دارند، تاكنون 

اي صورت نپذيرفته است؛ در اين مطالعـه، مـا بـه     مطالعه

هـاي   توانايي اين دو داربست در كشت سـلول  ي مقايسه

  .استئوبلاستي پرداختيم

 
  ها روش

اســتخواني از بــين  ي نمونــه 4تعــداد  :نمونــه ي تهيــه

اصـفهان  ) س(بيماران كرانيوتومي بيمارستان الزهـراي  

ها با رضـايت كامـل از بيمـاران     نمونه. جمع آوري شد

مردي برداشت شد كه به بيماري استخواني مبتلا نبوده، 

ايــن . ســال قـرار داشــتند  18-45ســني  ي در محـدوده 

بود، تحـت  اي از كالوارياي بيمار  كه شامل قطعه ،نمونه

 1 × 1بيهوشي عمومي و شرايط استريل كامل با ابعـاد  

هاي فالكون،  متر، توسط جراح برداشته و در لوله سانتي

 Phosphate Buffered Salineسـي محتـوي    سـي  50

)PBS ( مايشـگاه كشـت   بيوتيك بـه آز  درصد آنتي 1و

پزشـكي منتقـل    ي سلول گروه علوم تشريحي دانشكده

ها در آزمايشگاه جهت كشت  آماده سازي نمونه. گرديد

  .اوليه به روش زير انجام شد

جهت خروج  PBSها چندين بار توسط  ابتدا نمونه

ســپس . هــاي اضــافي شستشــو گرديــد خــون و بافــت

غ تي ـ ي پريوست استخوان به صورت مكانيكي به وسيله

هـا بـه    بعـد، نمونـه   ي در مرحلـه . جراحي جدا گرديـد 

متـري خـرد    ميلـي  1به قطعات  Bone cutter ي وسيله
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. انجام گرديـد  PBS ي شد و شستشوي مجدد به وسيله

 10بعد از اين مرحله، قطعات استخواني به پتري ديش 

ــانتي ــوي   سـ ــري محتـ ــي 10متـ ــر ميلـ  DMEM ليتـ

)Dulbecco's Modified Eagle Medium (ــ اوي ح

Fetal Bovine Serum )FBS (   سـي،   سـي  1بـه ميـزان

ــدار    ــه مق ــكوربيك ب ــيد آس ــا   340اس ــر، بت ميكروليت

 -سـيلين  سـي و پنـي   سـي  5/0گليسروفسفات به ميزان 

. ميكروليتر انتقال داده شد 500استرپتومايسين به مقدار 

پتري ديش محتوي نمونه به انكوبـاتور داراي اتمسـفر   

 37اكسيد كربن و دمـاي   درصد دي 5مرطوب، محتوي 

روز محـيط   2بعد از . گراد منتقل گرديد سانتي ي درجه

. تـازه اضـافه گرديـد    DMEMرويي خـارج و محـيط   

روز يك بار به مدت دو هفتـه   3-4ها هر  محيط سلول

روزانـه، ظـروف كشـت از لحـاظ ميـزان      . تعويض شد

هـاي اسـتخواني از قطعـات موجـود در      خروج سـلول 

  ). 1 شكل(گرفت  ر ميديش مورد بررسي قرا

  

  

  

  

  

قطعات استخوان كالوارياي انسان كه در ديش كشت قرار . 1شكل 

. هاي استئوبلاست در حال خروج از اين قطعات دارد و سلول

ها به اشكال دوكي و شبه فيبروبلاستي در حال ازدياد  سلول

  )40×نمايي  بزرگ(باشند  مي

  

پـر   ها سطح ظرف را به طور كامـل  زماني كه سلول

رسـيدند،   Confluency، يعني به حد )2شكل (نمودند 

از ) سـي  سي EDTA )3 -با استفاده از مخلوط ترپسين

كف ديش جدا و به ظرف كشت جديد منتقل گرديدند 

دو هفته پس از آن، بار ديگـر ايـن عمـل    ). پاساژ اول(

هـاي حاصـل از ايـن     سـلول ). پاسـاژ دوم (تكرار شـد  

و جـدايي از ديـش، بـه    پاساژ، پس از تريپسـينه شـدن   

. ســانتريفوژ شــد rpm 1400دقيقــه بــا دور  10مــدت 

شد و پس  Resuspendرسوب حاصل با محيط كشت 

از شمارش سلولي، بـه نسـبت مسـاوي بـه دو ظـرف      

كشت جداگانه منتقـل گرديـد تـا بـراي انتقـال بـه دو       

  .داربست آماده باشد
  

  

  

  

  
  

تخوان هاي استئوبلاست به دست آمده از اس سلول. 2شكل 

ها به صورت جمعيت  اين سلول. كالوارياي انسان پس از پاساژ دوم

سلولي يكنواخت با مورفولوژي دوكي شكل قابل مشاهده است 

  )40×نمايي  بزرگ(

  

: تكثير استئوبلاست بـر روي داربسـت آلژينـات   

جهت كشت استئوبلاست بر روي داربسـت آلژينـات،   

ب سـلولي  ليتر محلول آلژينات به رسو ميلي 4/0حدود 

پس از مخلوط كـردن  . حاصل از پاساژ دوم افزوده شد

توســط ســرنگ  Pipettingبــا (هــا بــا آلژينــات  ســلول

محلول حاصل بـه صـورت قطـره قطـره بـه      ) انسولين

. مـولار اضـافه گرديـد    ميلـي  105محلول كلريد كلسيم 

ســلول در  -دقيقــه، قطــرات آلژينــات 15طــي مــدت 

آمـد و قطـرات   محلول كلريد كلسيم به حالـت ژل در  

شكل ژله مانندي به خـود گرفـت، كـه از پـس تحـت      

ها ياد  از آن) Alginate beads(هاي آلژينات  عنوان دانه

كلريد كلسيم، محلـول كلريـد    ي پس از تخليه. شود مي

بـه  (هاي آلژينات اضـافه شـد    درصد به دانه 9/0سديم 

هـا   دانه. اين عمل دو بار تكرار گرديد). دقيقه 10مدت 
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هـاي   بـه ديـش  ) باشد ميسلول  10000انه شامل هر د(

هـا بـه انكوبـاتور     ديـش . متري وارد شد سانتي 3كشت 

روز تعـويض   3-4ها، هـر   منتقل شده، محيط كشت آن

  ).3شكل (گرديد 

  

  

  

  
  

هاي  سلول). Bead(كروي شكل ژل آلژينات  ي قطره. 3شكل 

رار استئوبلاست با مورفولوژي كروي شكل در منافذ ژل آلژينات ق

  )40×مايي  بزرگن( دارد

  

 :ها در داربست هيدروكسي آپاتيـت  كشت سلول

) درصـد  75/0(هيدروكسـي آپاتيـت    ي داربست آمـاده 

بـه شـكل   ) درصد 25/0(همراه با تري كلسيم فسفات 

هـا   تعدادي از اين بلـوك . بلوك مكعبي در دسترس بود

هـا   پليـت . خانه اضافه شـد  6هاي  در زير هود، به پليت

ها، به مـدت   فزودن مقداري محيط كشت به آنپس از ا

ــد   2 ــداري گردي ــاتور نگه ــاعت درون انكوب ــن . س اي

سـپس  . ها انجام شد نگهداري به منظور نرم شدن بلوك

دوم  ي ها تخليه و نيمـه  در زير هود، محيط كشت پليت

هـا اضـافه    سوسپانسيون سلولي حاصل پاساژ دوم به آن

و پليـت  ) بلـوك هزار سلول به ازاي هر  10تعداد (شد 

ساعت ديگر درون انكوبـاتور قـرار گرفـت     3به مدت 

سـپس محـيط   ). ها به بلـوك  به منظور چسبيدن سلول(

كشت جديد درون پليت ريخته و به مدت دو هفته در 

هـر   ي محيط كشت به فاصـله . انكوباتور نگهداري شد

  ).4شكل (روز يك بار تعويض گرديد  4-3

اثبـات   ي العـه بـراي مط  :Van kossaرنگ آميـزي  

بـه   HA-TCهـاي   وجود ماتريكس معدني درون بلوك

هـاي دو بـار بـا     كمك ميكروسكوپ نوري، ابتدا بلوك

سـاعت   15شستشو داده شد و به مـدت   PBSمحلول 

). براي نرم شدن بلوك(گذاشته شد  EDTAدر محلول 

سـاعت در فرمـالين فـيكس     2ها به مـدت   سپس بلوك

بلـوك   ي ري و تهيـه گي ـ شد و پس از انجام مراحل آب

ــارافيني ــرشپ ــاي  ، ب ــد و  5ه ــه گردي ــري تهي ميكرومت

 Van kossaهاي به دست آمده با اسـتفاده از رنـگ    لام

ابتدا پتـري   هاي آلژينات براي نمونه .آميزي گرديد رنگ

ها از انكوباتور به زير هود انتقال يافـت و دو بـار    ديش

گيـري و   گيري و قالب مراحل آب. شستشو شد PBSبا 

اين . ميكرومتر انجام گرفت 5مقاطع با ضخامت  ي تهيه

رنـگ آميـزي    Van kossaها نيز با استفاده از رنـگ   لام

  .شد

  

  

  

  
  

اين بلوك . تري كلسيم فسفات -بلوك هيدروكسي آپاتيت. 4شكل 

  باشد متر مي ميلي 3 × 3 × 3مكعبي شكل، به ابعاد 

  

 ،HA-TCهاي  در اين روش ابتدا بلوك :MTTروش 

سـپس محـيط   . شستشو داده شد PBSار با محلول دو ب

هاي درون پليت اضافه شد و بعد محلول  بر روي بلوك

MTT )40 ــر ســيگما ــوك) ميكروليت ــر روي بل ــاي  ب ه

 4هـا بـه مـدت     سپس پليت. هيدروكسي اضافه گرديد

پـس از اتمـام   . ساعت در داخل انكوباتور گذاشته شـد 

. گرديدزمان انكوباسيون، محيط كشت به آرامي حذف 

 400به ميزان ) Dimethyl sulfoxide )DMSOمحلول 

ميكروليتر سيگما به هر خانـه پليـت اضـافه و پـس از     

در  Elisa readerپيپت كـردن، بـا اسـتفاده از دسـتگاه     
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نانومتر بر اساس فور مازان احيـا شـده    540طول موج 

هـا بـا    هاي آلژينات، ابتـدا دانـه   براي نمونه. خوانده شد

و بار شستشو داده شد و مـابقي مراحـل   د PBSمحلول 

 ي كار مشابه داربسـت هيدروكسـي آپاتيـت در مرحلـه    

  .  قبل صورت پذيرفت

هـا بـا    ابتدا بلوك :روش شمارش سلولي با لام نئوبار

سپس بـه مـدت   . دو بار شستشو داده شد PBSمحلول 

پـس از آن  . گذاشـته شـد   EDTAساعت در محلول  4

سپس محلول حاصل . ها با همان محلول حل شد بلوك

در ايـن  . سانتريفوژ گرديـد و مـايع رويـي تخليـه شـد     

. ها توسط هموسايتومتر شـمارش گرديـد   مرحله، سلول

ها با سيترات سديم حـل   در داربست آلژينات، ابتدا دانه

اضـافه گرديـد و ايـن محلـول      PBSشد؛ سپس به آن 

در ايـن مرحلـه،   . سانتريفوژ و مايع رويـي تخليـه شـد   

  .سط هموسايتومتر شمارش شدها تو سلول

  

  ها يافته

در كشت اوليه،  :هاي استئوبلاستي كشت سلول

هايي با مورفولوژي چند ضلعي و دوكي مشاهده  سلول

ها با تشكيل  در پاساژ اول، اين سلول). 1شكل (شد 

هاي  در نهايت، تعداد سلول. كلوني شروع به ازدياد كرد

ه طوري كه دوكي در طي پاساژ سلولي افزايش يافت؛ ب

ها تمام سطح ديش را اشغال نمود  در پاساژ دوم سلول

  ).2شكل (

در اين مطالعه، رنگ  :Van kossaرنگ آميزي 

بر روي دو گروه مورد آزمايش   Van kossaآميزي

) تري كلسيم فسفات - آلژينات و هيدروكسي آپاتيت(

انجام شد و وجود ماتريكس معدني در هر  14در روز 

به اين ترتيب كه رسوبات كلسيم . ديددو گروه ثابت گر

ها قرمز رنگ ملاحظه شد  سلول ي به رنگ سياه و هسته

  ).6و  5شكل (

  

  

  

  

  
هيدروكسي  ي بر روي نمونه Von kossaرنگ آميزي . 5شكل 

هاي  نتايج اين رنگ آميزي وجود هسته. تري كلسيم فسفات - آپاتيت

سوب تيره وجود ر. ها مشخص نموده است قرمز رنگ را در سلول

هاي  ماتريكس معدني توليد شده توسط سلول ي رنگ نشان دهنده

  استئوبلاست كشت يافته بر روي داربست هيدروكسي آپاتيت

  )300×نمايي  بزرگ(باشد  تري كلسيم فسفات مي

  

  

  

  

  

  
نتايج . آلژينات ي بر روي نمونه Von kossaرنگ آميزي . 6شكل 

ها مشخص  گ را در سلولهاي قرمز رن اين رنگ آميزي وجود هسته

ماتريكس معدني  ي وجود رسوب تيره رنگ نشان دهنده. نموده است

هاي استئوبلاست كشت يافته بر روي داربست  شده توسط سلول

  )300×نمايي  بزرگ(باشد  آلژينات مي
  

ها ميانگين تعداد  با شمارش سلول :شمارش سلولي

هاي موجود در ژل آلژينات و داربست  سلول

نسبت به روز اول همان  14آپاتيت در روز  هيدروكسي

به ). P > 001/0(داري را نشان داد  گروه، اختلاف معني

هاي موجود در ژل  علاوه، اختلاف ميانگين تعداد سلول

 14آلژينات و داربست هيدروكسي آپاتيت در روز 

  ).1جدول ) (P > 001/0(دار بود  معني
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  ها پس از زمان دو هفته در دو گروه سلولي شمارش تعداد  ي نتيجه مقايسه. 1جدول 

  P value  انحراف معيار  ميانگين گروه

  > HA-TC 18475  3843  001/0داربست 

  > 001/0  5063  59921  ژل آلژينات

سلول منتقل شده به هر دانه  10000شمارش به ازاي هر  .است شده ارائه Mean ± SD صورته ب ريمقاد

  .انجام شدتري كلسيم فسفات  - تهيدروكسي آپاتي آلژينات يا بلوك

  

  ها پس از زمان دو هفته در دو گروه ي درصد بقاي سلول مقايسه. 2جدول 

 P value  انحراف معيار  ميانگين  گروه

  > HA-TC  806/1 205/0  001/0داربست 

  > 001/0  296/0 856/2  ژل آلژينات

به توسط  HA-TCآلژينات يا بلوك سلول منتقل شده به هر دانه  10000به ازاي هر  ءي در بقا محاسبه

 .انجام شد Elisa readerدستگاه 

 
  

 
  

  

  

  

  

  

  

 
  

  HA-TCميانگين درصد بقاي استئوبلاست در دو داربست آلژينات و . 1نمودار 

  

هاي زنده در  ميانگين فعاليت سلول: MTTنتايج 

و ميانگين فعاليت  856/2 ± 29/0هاي آلژينات  داربست

تري  - اربست هيدروكسي آپاتيتهاي زنده در د سلول

ي  مقايسه. درصد بود 806/1 ± 205/0كلسيم فسفات 

دهد كه ميزان فعاليت  اين دو ميانگين نشان مي

داري در ژل آلژينات نسبت  هاي زنده به طور معني سلول

تري كلسيم فسفات  - به داربست هيدروكسي آپاتيت

  .)1و نمودار  2جدول ) (P > 001/0(بيشتر بود 

  بحث

هـاي   امروزه با مد نظر گرفتن درصـد بـالاي شكسـتگي   

استخواني، توجه محققين بـه روش مهندسـي بافـت در    

هاي گونـاگون   ها و ترميم نواقص بافت جهت رفع آسيب

هدف از ايـن روش، بهبـود شـرايط    . معطوف شده است

ــلول  ــگاهي س ــد آزمايش ــراي   رش ــده ب ــت ش ــاي كش ه

باشد تا بتـوان   جايگزيني يا ترميم قسمت آسيب ديده مي

 ي هاي استئوبلاستي در حـداقل فاصـله   به حداكثر سلول

ي
ب نور

ميزان جذ
 

 درصد بقاء

 HA-TC             آلژيناتژل 
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از آن جا كه استخوان كالواريـا  ). 19(زماني دست يافت 

ها زودتـر از داخـل    يك استخوان اسفنجي است و سلول

شوند، در بيشتر تحقيقـات از   اين نوع استخوان خارج مي

در ). 20- 21(هاي اسفنجي استفاده شـده اسـت    استخوان

اين مطالعه نيز از اسـتخوان كالواريـاي انسـاني اسـتفاده     

هـا در مـدت    ، سـلول Explantگرديد و با روش كشـت  

  .روز از قطعات استخواني خارج گرديد 10- 12

Van Griensven هـايي   نمونـه  ي و همكاران با مطالعه

كه از سر استخوان فمور و استخوان ايلياك بيمـاران تهيـه   

هـا از   زم بـراي خـروج سـلول   كرده بودند، مدت زمـان لا 

نتـايج  ). 20(روز گـزارش كردنـد    12بافت اسـتخواني را  

اي  در مطالعـه . مـا همخـواني دارد   ي اين تحقيق با مطالعـه 

ها طي آن كف پتري ديـش را   ديگر، مدت زمان كه سلول

هفتـه گـزارش شـده اسـت      4- 5پوشاند،  به طور كامل مي

طور متوسـط  حاضر به  ي اين مدت زمان در مطالعه). 21(

هـا، غلظـت    روز بود كه علـت احتمـالي ايـن تفـاوت     20

متفاوت تركيبات مكمل از قبيـل اسـيد آسـكوربيك و بتـا     

   .باشد ما مي ي گليسرو فسفات در محيط كشت در مطالعه

جهت طراحي بافت، علاوه بـر سـلول بـه داربسـت     

ــي  ــه از ويژگ ــب ك ــمندي   مناس ــردي ارزش ــاي عملك ه

هـا باعـث پيشـبرد     داربسـت  .برخوردار باشد، نياز است

ها در بـدن موجـود زنـده و     روند ترميم و نوسازي بافت

شرايط آزمايشگاهي و همچنين موجب فراهم آمدن يك 

بستر مناسب جهت مهاجرت و چسـبيدن و نيـز جهـت    

تكوين و تعيين شكل بافت جديد و پيونـد آن بـه بـدن    

از طرفي، ساختار داربست باعـث  . شوند موجود زنده مي

هاي تنظيم كننده و مواد مغذي  د كه انتقال مولكولشو مي

تر شود  ها از سلول به محيط آسان ها و متابوليت به سلول

مـا از   ي هـا، در مطالعـه   بر اساس اين ويژگـي ). 22- 24(

تــري  - هــاي آلژينــات و هيدروكســي آپاتيــت داربســت

كلسيم فسفات استفاده گرديد؛ چرا كه آلژينات از جملـه  

ــدر داربســت ــاي هي ــيم فســفات از  ه ــري كلس وژل و ت

  . شوند تركيبات مشابه استخواني محسوب مي

ــلول  ــه، س ــن مطالع ــا روش   در اي ــا ب از  Explantه

هــا بــر روي دو  اســتخوان كالواريــا جــدا شــد و ســلول

تـري كلسـيم    - داربست آلژينات و هيدروكسـي آپاتيـت  

ي  مقايسـه . فسفات به مـدت دو هفتـه كشـت داده شـد    

هاي مختلـف نشـان داد كـه     روش نتايج به دست آمده با

ها در داربسـت آلژينـات    ميزان تكثير و زنده ماندن سلول

تـري كلسـيم    - نسبت به داربسـت هيدروكسـي آپاتيـت   

  . فسفات بيشتر و بهتر انجام گرفته است

Abbah هاي بنيادي بافت  و همكاران با كشت سلول

چربي در آلژينـات و تمـايز آن بـه استئوبلاسـت نشـان      

محيط اين ژل، تكثيـر و بقـاي استئوبلاسـت را    دادند كه 

ايـن محقـق و همكـاران در سـال     ). 25(كنـد   تسهيل مي

هاي بنيادي حاصل از مغـز اسـتخوان را    نيز سلول 2008

در ژل آلژينات كشت داده، آن را به استئوبلاسـت تمـايز   

دادند و نتايج تحقيقات قبلي را در مورد ژل آلژينات بـار  

در تحقيقـي كـه در ايـران در    ). 26(ديگر تأييد نمودنـد  

هاي استخواني توسط اسـفندياري و   كشت سلول ي زمينه

اي و آلژينـات   همكاران در دو سيستم كشـت تـك لايـه   

هـاي تكثيـر يافتـه طـي سـه       انجام پذيرفت، تعداد سلول

  هفتــه بررســي گرديــد و ميــزان تكثيــر در ژل آلژينــات 

. رش شـد اي گـزا  برابر ميزان تكثير در سيستم تك لايه 3

همچنين نتايج ايـن تحقيـق نشـان داد كـه ميـزان تكثيـر       

هاي استئوبلاست مشتق از بافت استخوان كالواريـا   سلول

اي بـوده اسـت    در ژل آلژينات بيشتر از سيستم تك لايه

مـا ميـزان تكثيـر در دو     ي در حالي كه در مطالعـه ). 13(

تـري كلسـيم    - داربست آلژينات و هيدروكسـي آپاتيـت  

د بررسي قـرار گرفـت و مشـاهده شـد كـه      فسفات مور

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


  و همكاران دكتر حسين صادقي  هاي استئوبلاست بر روي داربست ميزان تكثير سلول

 587  1389آبان / 111شماره / سال بيست و هشتم  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

ميزان تكثير سلولي در ژل آلژينات در مقايسه با داربست 

. تري كلسيم فسـفات بيشـتر اسـت    - هيدروكسي آپاتيت

هاي استئوبلاسـت بـر    و همكاران سلول Liaoدر تحقيق 

ــص    ــرميم نق ــراي ت ــات كشــت شــد و ب روي ژل آلژين

از  استخوان جمجمه به كار رفت؛ مشاهده شد كـه پـس  

). 11(هفته، ترميم بـه طـور كامـل صـورت گرفـت       12

در تحقيـق   In vitroعلاوه بر مطالعـات انجـام شـده در    

و همكـاران انجـام گرفـت،     Alsbergديگر، كه توسـط  

هاي استئوبلاست حيواني موش به همراه داربست  سلول

آلژينات به محل نقص استخواني پيوند زده شد و تـرميم  

از آن جايي ). 12(ارش گرديد هفته گز 10استخوان طي 

كه هيدروژل آلژينات فاقـد اسـتحكام مـورد نيـاز بـراي      

هماهنگي با بافت سخت استخوان است، بررسـي تكثيـر   

هاي استئوبلاست در يك داربست داراي استحكام  سلول

رسد؛  و مشابه با ماتريكس استخواني ضروري به نظر مي

لاوه تري كلسيم فسفات ع - داربست هيدروكسي آپاتيت

بر مشابهت با ماتريكس اسـتخوان، خطـر بـروز واكـنش     

  ).15(دهد  التهابي را كاهش مي

ــر و همكــاران Jiangaدر تحقيــق  ، آغــاز رشــد و تكثي

بـر روي  ) سـگ (حيـواني   ي هاي استئوبلاست نمونه سلول

ــفات    ــيم فس ــري كلس ــا ت ــت بت ــي  (داربس ــدون همراه ب

رعت مشاهده شد اما س ـ 9تا  5در روز ) هيدروكسي آپاتيت

علت احتمالي اين كندي رشد، حضـور  . رشد بسيار كند بود

امــا در ). 27(باشــد  انحصــاري تــري كلســيم فســفات مــي

تـري كلسـيم    - ما از تركيب هيدروكسـي آپاتيـت   ي مطالعه

 آنـان  ي  فسفات استفاده شد و ميزان رشد نسبت بـه مطالعـه  

وجـود هيدروكسـي    رود احتمـال مـي  . بهتر صورت گرفت

  .ما شده باشد ي شد بهتر در مطالعهآپاتيت باعث ر

در تحقيق ديگر بـا كشـت استئوبلاسـت در تركيـب     

HA  وTC ) جمعيـت سـلولي   )75/0و  25/0به نسبت ،

 7طي سه روز اول كاهش يافت ولي بعـد از آن تـا روز   

 حاضر با  ي در مطالعه). 16(به تدريج افزايش پيدا كرد 

HA  وTC  لولي ، ميزان رشـد س ـ 25/0و  75/0به نسبت

علـت ايـن اخـتلاف    . نسبت به تحقيق قبلي بيشـتر بـود  

باشد؛ هر چه  مي HA-TCشايد در نسبت به كار رفته از 

ها نيـز بيشـتر اسـت     بيشتر باشد، رشد سلول HAدرصد 

ها بـه   نيز استئوبلاست و همكاران Sahilدر تحقيق . 16(

تكثيـر  ) 4/0و  6/0به نسبت ( TCو  HAخوبي بر روي 

نسـبت  ( HAر نقش مثبت غلظت بيشتر شد كه تأييدي ب

  ).  28(در رشد سلولي است ) TCبه 

ــه ــا  ي در مطالع ــه ب ــات در مقايس ــر، ژل آلژين   حاض

HA -TC   تكثير و بقاي سلولي بيشـتري را سـبب شـد ، .

علـت ايـن مسـأله را بتـوان بـه حالـت        رود احتمال مـي 

هيدروژلي آلژينات و داشتن مقـادير فـراوان آب نسـبت    

ــه در  ــذايي و  داد؛ چــرا ك ــواد غ ــادل م ــت، تب ــن حال اي

از طـرف  ). 8(شود  ها با كارايي بهتري انجام مي متابوليت

ديگـر، آلژينــات در دمــاي اتــاق بـدون نيــاز بــه وجــود   

آيـد و   اي در مـي  هاي آلي به راحتي به حالت ژلـه  حلال

ايـن ويژگـي   ). 9(سـمي نـدارد    ي نيازي به فعال كننـده 

تـري در   اسـب باعث شده است كه آلژينات داربسـت من 

بـه دليـل    HA -TCامـا  . طراحي بافـت محسـوب شـود   

فقدان مواد آلي و داشتن اسـتحكام زيـاد، فضـاي كـافي     

در پايـان پيشـنهاد   . آورد ها فراهم نمـي  براي تكثير سلول

شود كه در تحقيقات مهندسـي بافـت، جهـت تكثيـر      مي

  .بيشتر سلول، از ژل آلژينات استفاده گردد

  

  تشكر و قدرداني 

كر و قدرداني از پرسنل محترم آزمايشگاه كشـت  با تش

پزشــكي دانشــگاه علــوم پزشــكي  ي ســلولي دانشــكده

  .اصفهان، كه ما را در اين تحقيق ياري نمودند
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Abstract 

Background: After bone fractures from traffic trauma, many patients suffer from non-healing bone de-
fects and its cosmetic and psychological complications. So, it is important to identify modern and effective 
methods to improve healing of bone defects. One of these is using bone cells from the patient, culturing 
these cells on appropriate scaffold, and finally transferring them to injured area. The main objective of this 
study was to compare the rate of osteoblast proliferation in alginate beads, and hydroxyapatite-tricalcium 
phosphate (HA-TC) scaffold. 

Methods: Bone tissue specimens were obtained from 4 patients undergoing craniotomy surgery opera-
tions in Alzahra teaching hospital, Isfahan. Bone specimens were cut in to small pieces and put in Petri 
dishes having culture medium and transferred to the incubator. The mean interval of osteoblast out-
growth from bone pieces was observed to be 10-12 days, later on. The cell cultures reached conflu-
ence, averagely after 2 weeks time. First passage cells were detached from Petri dishes using Tryp-
sin_EDTA and were divided in two portions. One portion was used for hydroxyapatite-tricalcium po-
hosphate scaffold, and the other was added to alginate gel. After a 2-weeks period, the data were col-
lected and analyzed. 

Findings: The osteoblasts in hydroxyapatite-tricalcium phosphate scaffold and alginate gel had round 
morphology. Van kossa staining demonstrated mineralized matrix in both groups. The number of har-
vested cells in 2 weeks after culture was significantly higher in Alginate group (P < 0.001). In addi-
tion, MTT assay showed significant difference in the mean of viability rates between both groups in 
day 14 (P < 0.001). 

Conclusion: This study showed that Alginate gel support better proliferation and viability of osteob-
lasts in comparison with the hydroxyapatite-tricalcium pohosphate scaffold. The probable cause of 
these differences can be searched in Alginate bioproperties. Porosity of Alginate gel provides condi-
tions in which cellular and methabolic activities could be accelerated.  

Key words: Alginate, Bone healing, Hydroxyapatite-Calcium phosphate, Osteoblst. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
1 Associate Professor, Department of Anatomical Sciences, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran. 
2 Professor, Department of Anatomical Sciences, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran. 
3 Postgraduate Student, Department of Anatomical Sciences, School of Medicine, Isfahan University of Medical Sciences, Isfahan, Iran. 
Corresponding Author: Hossain Sadeghi PhD, Email: hossain_sadeghy@yahoo.com 

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir

