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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان

 3/11/89: تاريخ پذيرش          3/9/89: تاريخ دريافت  1389 وم بهمن ماهسهفته /119شماره /سال بيست و هشتم
  

  اي و  هاي استئوبلاست انساني در دو روش كشت تك لايه هاي سلول ويژگي بررسي

  كلسيم فسفات تري -كشت سه بعدي هيدروكسي آپاتيت

  
  ، 4دكتر ابراهيم اسفندياري ،3فرزانه صادقي،2فرشته علي اكبري ،1بني دكتر بتول هاشمي

  1حسين صادقي دكتر، 5حميد بهراميان دكتر
  

  

  خلاصه

و در اكثر موارد  جوامع شيوع فراواني دارد ي هاي استخواني در طي تصادفات و تروما در همه شكستگي شاملهاي استخواني  ها و آسيب يبيمار: مقدمه

پيوند بافت استخواني به صورت آلوگرافت و اتوگرافت خطرات و  نظير مورد استفادههاي درماني  روش ،علاوهه بنيست؛ استخوان خرد شده قادر به ترميم 

ها بر روي داربست مناسب و انتقال به بيمار  هاي استخواني خود فرد، كشت آن استفاده از سلول ،هاي درمان يكي از راه .مشكلاتي را به دنبال دارد

، )HA-TC( تري كلسيم فسفات -اي و داربست هيدروكسي آپاتيت هاي استئوبلاست به صورت تك لايه ضمن كشت سلول ،در اين مطالعه .باشد مي

 .گرفت كشت متفاوت مورد بررسي قرار روش ها در دو اين سلول هاي ويژگي

استخواني تهيه و به روش استريل به آزمايشگاه  ي فرد نمونه 5از اصفهان ) س( يدر جريان عمل جراحي كرانيوتومي در بيمارستان الزهرا: ها روش

در  .دادن در پليت محتوي محيط كشت به انكوباتور منتقل گرديد س ازقرارپ به قطعات كوچك تقسيم و PBSهر نمونه پس از شستشو با . دشارسال 

به  ازكف پليت جدا شد و Trypsin_EDTAپس از پوشاندن كف پليت با استفاده از آنزيم ، ها شروع به خروج از استخوان نموده سلول 10- 12روز 

 ،Van kossaرنگ آميزي . اي كشت داده شدند وه ديگر به صورت تك لايهدر گر و HA-TCداربست  رب ها سلول ،در گروه اول .دگرديدوگروه تقسيم 

 .كار گرفته شده هاي استئوبلاستي ب هاي سلول ، رنگ آميزي آلكالين فسفاتاز و روش فلوسايتومتري جهت بررسي ويژگيMTTشمارش سلولي، روش 

وجود  Van kossaميزي آرنگ  با. فيبروبلاستي و يا دوكي مشاهده شدهايي با مورفولوژي  سلول ،اي به صورت تك لايه ها در كشت سلول :ها يافته

ميزان فعاليت  .)P > 001/0(بيشتر بود اي  نسبت به تك لايه HA-TCميزان تكثير سلولي در داربست  .گروه مشخص گرديد رسوبات مواد معدني در دو

هاي آبي  در رنگ آميزي آلكالين فسفاتاز وجود گرانول. )P > 001/0( دادافزايش نشان اي  نسبت به تك لايه HA-TCدر داربست نيز هاي زنده  سلول

 .درصد در پاساژ سوم داراي ماركر آلكالين فسفاتاز هستند 5ها در كشت اوليه و  درصد سلول 57نتايج فلوسايتومتري نشان داد كه  ؛مشاهده شد

هاي  كلسيم داربست مناسب تري براي كشت سلول تري -هيدروكسي آپاتيتتوان گفت كه داربست  با توجه به نتايج تحقيق حاضر مي: نتيجه گيري

اجزاي مشابه  كلسيم حاوي كلسيم و تري -كه داربست هيدروكسي آپاتيت باشدعلت اين رود  مي احتمال. استاي  استئوبلاستي نسبت به كشت تك لايه

 .شود اي مي ها نسبت به كشت تك لايه سلول ي ب تسهيل تغذيهو وجود تخلخل و منافذ مناسب در اين داربست موج استماتريكس استخواني 

  .كلسيم فسفات، استئوبلاست تري-ترميم استخوان، هيدروكسي آپاتيت اي، كشت تك لايه :واژگان كليدي

 

  مقدمه

 مانند ،هاي استخواني ها و آسيب كه بيماري ييجا از آن

در  ،هاي استخواني در طي تصادفات و تروما شكستگي

و در اكثـر مـوارد    جوامـع شـيوع فراوانـي دارد    ي همه

 ـ ،يسـت استخوان خرد شده قادر بـه تـرميم ن   عـلاوه  ه ب

پيوند بافت اسـتخواني   نظيرهاي درماني مختلف  روش

خطــرات و  ،بــه صــورت آلوگرافــت و اتوگرافــت   

مشكلاتي را به دنبال دارد، طراحي بافـت اسـتخواني و   
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بـه   ).1( رسـد  پيوند آن به بيماران ضروري به نظر مـي 

همين دليل، ضرورت تأمين يك منبع بافت اسـتخواني،  

. غير قابل انكـار اسـت   ي آسيب ديده براي ترميم ناحيه

هاي اسـتخواني   استفاده از سلول ،هاي درمان يكي از راه

هـا بـر روي داربسـت مناسـب و      خود فرد، كشـت آن 

هـا   جا كه كشت سـلول  از آن). 2(است انتقال به بيمار 

يتي از قبيـل محـيط، زمـان و داربسـت     به عوامل حمـا 

هاي استئوبلاست از  مناسب نياز دارد، جداسازي سلول

هـا بـر روي  داربسـت     استخوان خرد شده و كشت آن

در (مناسب براي رسيدن به حداكثر تعداد استئوبلاست 

 ،سـپس . رسد ضروري به نظر مي) زماني كمتر ي فاصله

ها  ين سلولتر ا در صورت امكان با انتقال هر چه سريع

تر  به محل شكستگي، شايد بتوان موجبات ترميم سريع

  ). 3( استخوان را فراهم نمود

اي  ترين نوع كشت سـلولي، كشـت تـك لايـه     ساده

رشـد   ،ها به كف ظرف چسـبيده  است كه در آن سلول

علاوه بـر   ،معمول در اين نوع كشتبه طور . نمايند مي

 ،هـا  ز سـلول انواع مختلفي ا، نظر هاي اصلي مورد سلول

وجود دارند كه با انجـام چنـدين    ،ها فيبروبلاست مانند

كشـت  . شود تر مي پاساژ سلولي جمعيت سلولي خالص

هـاي اسـتخواني بيشـتر بـا هـدف       اي سـلول  تك لايـه 

  ).4( گيرد تحقيقات اوليه صورت مي

هاي استخواني توسط  اولين گزارش از كشت سلول

Peck   و از آن  منتشـر شــد  1964و همكـاران در ســال

پس دانشمندان در اين زمينـه تحقيقـات زيـادي انجـام     

هاي استئوبلاست در  جهت جدا كردن سلول ).5( دادند

هـاي اسـفنجي    از اسـتخوان  اغلـب  ،تحقيقات مختلـف 

و  Wiedmann بررسيدر  ،از جمله ؛استفاده شده است

هاي استئوبلاست از استخوان اسـفنجي   همكاران سلول

هاي  از سلولنيز  Hagewaldن همچني ).6( جدا گرديد

استئوبلاستي استفاده كرد كه از استخوان اسفنجي جـدا  

  ).7( شده بود

هـا بـر روي    ، سـلول )سه بعدي(در كشت داربستي 

سپس به محل مـورد نظـر پيونـد     ،داربست منتقل شده

هـا را   ايـن داربسـت چسـبندگي سـلول    . شـوند  ه ميزد

 ـ ؛شـود  بافـت مـي   ي كند و باعث توسـعه  تسهيل مي ه ب

ها به  علاوه باعث تسهيل انتقال مواد غذايي و متابوليت

هـا آسـان    از سـلول  خروج مـواد زايـد را   ،سلولها شده

داربست بايد در بـدن بيمـار    ضمن اين كه ).8( كند مي

 ـ ؛پايدار باشد و بلافاصـله تخريـب نشـود     از عـلاوه ه ب

زيست  و ويژگي قابليت تجزيه شدن با سرعت مناسب

  ).9( باشد اربرخورد سازگاري

و  اسـت بافت اسـتخواني   يتركيبات كلسيم از اجزا

تـري كلســيم فســفات  -داربسـت هيدروكســي آپاتيــت 

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

ي اسـت كـه   يهـا  از جمله داربست ،ساختمان سه بعدي

توان از آن  هاي استئوبلاست مي تكثير سلول ي در زمينه

عضـي تحقيقـات از شـكل    اگر چـه در ب . استفاده نمود

 عنوان داربست استفاده شـده امـا در  ه مجزاي اين دو ب

كلسـيم   اكثر تحقيقات هيدروكسي آپاتيت به همراه تري

در ). 10-11( قـرار گرفتـه اسـت   استفاده مورد فسفات 

ــق  ــوش    Kurashinaتحقي ــر روي خرگ ــاران ب وهمك

مشاهده شده زماني كه هيدروكسي آپاتيـت بـه تنهـايي    

اما  ؛استخوان سازي ندارد ي، نقشي در القااستفاده شود

بـه  كلسيم فسـفات   زماني كه هيدروكسي آپاتيت با تري

 ي، باعـث القـا  قـرار گيـرد  اسـتفاده   مورد زمان همطور 

در تحقيق ديگري بـراي  ). 10( شود استخوان سازي مي

هاي استئوبلاستي از هيدروكسي آپاتيت و  كشت سلول

ه و مشاهده شـد كـه   زمان استفاد هم كلسيم فسفات تري

ولـي   فـت يا جمعيت سلولي كـاهش   ،طي سه روز اول
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تـدريج افـزايش   ه جمعيت سلولي ب 7بعد از آن تا روز 

همچنين اين داربست ميزان فعاليـت آلكـالين   . پيدا كرد

 و هاي استئوبلاست افـزايش داد  فسفاتازي را در سلول

اسـتخواني   مورفوژنتيـك باعث افزايش ميزان پـروتئين  

)BMPs (گرديد نيز )12.(  

 ــ ــر ب ــق ديگ ــلول ه در تحقي ــده، س ــل آم ــاي  عم ه

سپس با  د ومدست آه استئوبلاست از استخوان ايلئوم ب

ــال آن     ــت و انتقـ ــر روي داربسـ ــردن بـ ــل كـ منتقـ

به محل نقص در اسـتخوان مانـديبل   ) سلول/داربست(

نــوع داربســت  ،مشــاهده شــد كــه در مهندســي بافــت

انتقـال  ، ديگـر  اي در مطالعه ).13( دارداي  اهميت ويژه

، هاي مزانشيمي بر روي دو داربست انجام گرفت سلول

داربســت دوم  و PLGA/TCPداربســت اول شــامل  

ــامل  ــت اول  .PLGA/TCP/HA/Collagenشـ داربسـ

هـا   هـا نداشـت و سـلول    سطح كافي براي اتصال سلول

اي پيدا نكردند كه به دليـل ويژگـي    تكثير قابل ملاحظه

كـه   در صـورتي ؛ باشد مي PLGAهيدروفوبي داربست 

ــرميم   داربســت دوم داربســت مناســب  ــود و ت ــري ب ت

بـه  مسـأله نيـز   ايـن  ؛ انجام گرفت بر روي آن استخوان

را چ ـ ؛باشد دليل داشتن هيدروكسي آپاتيت و كلاژن مي

هر دو از عناصر اصلي ماتريكس استخواني هسـتند  كه 

اين شواهد حـاكي از   .شوند باعث ترميم استخوان مي و

هـاي سـه بعـدي     بـا اسـتفاده از داربسـت    كه آن است

   ).14( ها را بالا برد توان توانايي استئوژنيك سلول مي

و  HA-TCكـه بيـان شـد داربســت    ان گونـه  هم ـ

اي  قادر به فراهم نمودن شرايطي بـراي   تك لايهكشت 

 ي لـذا در مطالعـه  . باشند هاي استخواني مي كشت سلول

 تــر بمـا جهــت شناسـايي روش كشــت بهتـر و مناس ــ  

به دسـت آمـده از    هاي استئوبلاست هاي سلول ويژگي

انســان در دو روش كشــت ســه  ي اســتخوان جمجمــه

تـري كلسـيم فسـفات و     –بعدي هيدروكسـي آپاتيـت  

   .رفتقرار گو مقايسه مورد بررسي  اي كشت تك لايه

 
  ها روش

از بين بيماران مراجعـه كننـده بـه     :نمونه ي روش تهيه

طـي عمـل جراحـي     ،صفهانا) س( يبيمارستان الزهرا

. اســتخواني جمــع آوري شــد ي نمونــه 5كرانيوتــومي 

برداشت شـد   يها با رضايت كامل از بيماران مرد نمونه

سني  ي در محدوده ،كه به بيماري استخواني مبتلا نبوده

كـه   ،اسـتخواني  ي نمونـه هر . سال قرار داشتند 45-18

 1×  1 اي از كالوارياي بيمار بـود، بـا ابعـاد    شامل قطعه

متر تحت بيهوشي عمومي و شرايط استريل كامل  سانتي

 50هـاي فـالكون    توسط جراح برداشته شـد و در لولـه  

بيوتيـك بـه    درصد آنتي 1حاوي  PBSسي محتوي  سي

ــريحي      ــوم تش ــروه عل ــلول گ ــت س ــگاه كش آزمايش

  .پزشكي اصفهان منتقل گرديد ي دانشكده

ابتـدا   :ها جهـت كشـت اوليـه    آماده سازي نمونه

 ،هـاي اضـافي   هـا جهـت خـروج خـون و بافـت      ونهنم

ــط   ــار توس ــدين ب ــد PBSچن ــو گردي ــپس . شستش س

تيـغ   ي وسيلهه پريوست استخوان به صورت مكانيكي ب

 ي وسيلهه ها ب بعد، نمونه ي در مرحله. شدجراحي جدا 

Bone cutter    متـري خـرد شـد و     ميلـي  1بـه قطعـات

ز بعد ا. انجام گرفت PBS ي وسيلهه شستشوي مجدد ب

 10ايــن مرحلــه قطعــات اســتخواني بــه پتــري ديــش 

 FBS حاوي DMEMليتر  ميلي 10متري محتوي  سانتي

ــر  50( ، اســيد آســكوربيك)درصــد 10( ميكروگــرم ب

و ) مـول  ميلـي  10( ، بتـا گليسـرول فسـفات   )ليتـر  ميلي

و  انتقال داده شد) درصد 1( استرپتومايسين -سيلين پني

ر داراي اتمسـفر  پتري ديش محتوي نمونه به انكوبـاتو 

 37درصد دي اكسيد كربن و دماي  5مرطوب، محتوي 
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محـيط   ،روز 2بعد از . گراد منتقل گرديد سانتيي  درجه

 .تازه تعويض گرديـد  DMEMمحيط با رويي خارج و 

بار بـه مـدت دو هفتـه     روز يك 3-4هر  كشتمحيط 

هـاي   ظروف كشت از لحاظ خروج سلول. تعويض شد

ود در آن و همچنـين تكثيـر   استخواني از قطعات موج ـ

زمـاني كـه   . ها هر روز مـورد بررسـي قـرار گرفـت     نآ

ها سطح ظرف را به طور كامل اشـغال نمـود، بـا     سلول

هـا از كـف    سـلول  EDTAاستفاده از مخلوط تريپسين 

به نسبت مسـاوي بـه دو    ،و پس از شمارش ديش جدا

  .ظرف كشت جداگانه منتقل گرديد

پتـري   :روسـكوپ ها بـا ميك  بررسي روزانه كشت

هر روز بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ     هاي كشت، ديش

هـا از درون قطعـات    معكوس از نظر مهـاجرت سـلول  

استخواني، رشد سلولي و آلودگي محيط كشـت مـورد   

  .)1 شكل( بررسي قرار گرفت

  

  
اي از استخوان كالوارياي انسان نشان  در اين شكل قطعه .1شكل 

بلاست در حال خروج از اين هاي استئو سلول ؛داده شده است

ها به فرم دوكي و شبه فيبروبلاستي  سلول. باشند قطعات مي

  .)40×نمايي  بزرگ( ندشو مشاهده مي

  

 :ها در داربست هيدروكسـي آپاتيـت   كشت سلول

 همـراه بـا  ) 75/0(هيدروكسي آپاتيـت   ي داربست آماده

 )2 شكل( دشتهيه ) سيگما( )25/0(تري كلسيم فسفات 

 3 × 3 × 3مكعبي شكل به ابعـاد   يها بلوك به صورت كه

 ،سـپس  .دهسـتن ميكرومتـر   500متر و قطـر منافـذ    ميلي

خانـه   6هـاي   بـه پليـت   HA-TC هـاي  تعدادي از بلوك

مقداري مديوم درون هـر پليـت ريختـه     منتقل گرديد و

. قـرار گرفـت  سـاعت   2شد و درون انكوباتور به مدت 

كـردن   نتريفوژسوسپانسيون سلولي پس از تريپسينه و سا

داربست از انكوباتور به زير هـود   بار ديگر،. تهيه گرديد

هـزار   10تعـداد  . مديوم آن خـارج گرديـد   و آورده شد

منتقل گرديـد و پليـت    HA-TCسلول به روي داربست 

سـاعت ديگـر درون انكوبـاتور بـه منظــور      3بـه مـدت   

مديوم اسـتئوژنز   آن گاه، .ها قرار داده شد چسبيدن سلول

و بـه مـدت دو هفتـه در ايـن     شـد  پليت ريختـه  درون 

محيط كشـت بـه   . گرديدداربست و انكوباتور نگهداري 

  .)3 شكل(شد بار تعويض  روز يك 3- 4هر  ي فاصله

  

  
اين  ؛كلسيم فسفات تري  -يك بلوك هيدروكسي آپاتيت .2شكل 

 500متر و قطر منافذ  ميلي 3 × 3 × 3بلوك مكعبي شكل به ابعاد 

  .باشد مي ميكرومتر

  

اثبـات   ي بـراي مطالعـه   :Van kossaرنگ آميـزي  

بـه   HA-TCوجود مـاتريكس معـدني درون داربسـت    

 HA-TCهـاي   كمك ميكروسكوپ نوري، ابتـدا بلـوك  

 5شستشو داده شد و بـه مـدت    PBSبار با محلول  دو

سـپس بـه   . قرار گرفتساعت در محلول اسيد نيتريك 
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انجـام  ساعت در فرمالين فيكس شد و پـس از   2مدت 

 5هـاي   بلوك پارافيني، برش ي گيري و تهيه مراحل آب

 ـ ميكرومتري تهيه گرديد و لام دسـت آمـده بـا    ه هاي ب

بـراي  . دش ـرنـگ آميـزي    Van kossaاستفاده از رنگ 

ها از انكوبـاتور بـه زيـر     پتري ديش ،اي كشت تك لايه

 .شستشـو داده شـد   PBSدو بار بـا   يافت وهود انتقال 

درصـد،   4ها با پارافرمالدئيد  لولپس از فيكس كردن س

 هـا  بر روي پتري ديش Van kossaمراحل رنگ آميزي 

هـا در نيتـرات    ابتـدا نمونـه   بدين منظور، .انجام گرفت

شد و پس از   ساعت قرار داده 1به مدت درصد  5نقره 

، دقيقـه  3درصد به مـدت   1 آن به ترتيب در پيروگالل

و  يقــهدق 5درصــد بــه مــدت  5/2 ســديم تيوســولفات

 بـا  ،پـس از شستشـو  گرفـت و  نوكلئار فاست رد قرار 

  .ميكروسكوپ نوري مشاهده گرديد

  

  
ي استئوبلاست جدا شده از استخوان ها سلول نمايي از. 3شكل 

تكثير و پاساژ ثانويه با مورفولوژي دوكي شكل در حال  در كالواريا

  .)40×نمايي  بزرگ( باشند مشخص مي ياددزا

  

  هــاي  ابتــدا بلــوك  ،وشدر ايــن ر :MTTروش 

HA-TC  بــا محلــولPBS دو بــار شستشــو داده شــد. 

هاي درون پليت اضافه شـد   سپس مديوم بر روي بلوك

روي  بـر ) سـيگما ، ميكروليتر MTT )40و بعد محلول 

ها بـه   سپس پليت. هاي هيدروكسي اضافه گرديد بلوك

پس از  .ساعت در داخل انكوباتور گذاشته شد 4مدت 

رامـي تخليـه   آمحيط كشت بـه   ،كوباسيوناتمام زمان ان

بـه  ) سـيگما ، ميكروليتـر  DMSO )400 محلول. گرديد

پس از پيپت كردن با اسـتفاده   پليت اضافه و ي هر خانه

در طول موج ) ELISA Reader( خوان از دستگاه اليزا

شـدت   ،نانومتر بر اساس فور مـازان احيـاء شـده    540

   .جذب نوري خوانده شد

بـراي كشـت تـك     :هـا  سـلول  اي تك لايهكشت 

دو بـار   PBSهـا بـا محلـول     ابتدا پتـري ديـش   ،اي لايه

  و مــابقي مراحــل كــار مشــابه داربســت  شستشــو شــد

HA-TC قبل صورت پذيرفت ي مرحله  .  

ــار   ــا لام نئوب ــلولي ب ــمارش س ــدا  :روش ش ابت

دو بـار شستشـو    PBSبـا محلـول    HA-TCهاي  بلوك

اسـيد  محلـول   سـاعت در  2سپس بـه مـدت    .داده شد

محلول حاصـل   پس از حل شدن،. قرار گرفتنيتريك 

 و سـپس  مـايع رويـي تخليـه شـد     ،سانتريفوژ گرديـد 

  . ها توسط هموسايتومتر شمارش گرديد سلول

پــس از  ،هــا پتــري ديــش ،اي در كشــت تــك لايــه

و شـد و بـا اضـافه    ششست PBSتوسط  ،مديوم ي تخليه

و گرديـد  هـا از كـف ديـش جـدا      سـلول  ،نزيمآكردن 

. ول حاصل سانتريفوژ و مايع رويي تخليـه گرديـد  محل

ها توسـط هموسـايتومتر شـمارش     در اين مرحله سلول

  .شد

ابتـدا پتـري    :روش رنگ آميزي آلكالين فسـفاتاز 

دو بــار  PBSهــا در زيــر انكوبــاتور بــا محلــول  ديــش

ثانيه فيكساتيو اضافه  30بعد به مدت . شستشو داده شد

آب ديونيزه شستشـو   ثانيه با 45به مدت  سپس .گرديد

 ،در ادامـه  .و آب ديـونيزه خـارج گرديـد   انجام گرفت 

دقيقـه اضـافه و    30محلول نمك ديازونيوم بـه مـدت   

. دقيقه شستشو داده شد 2پس با آب ديونيزه به مدت س
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دقيقـــه  10بـــه مـــدت  بعــد از خـــارج كـــردن آب، 

  و سـپس بـا ميكروسـكوپ     شـد  هماتوكسيلين اضـافه 

  .سفاتازي مشاهده گرديدمعكوس فعاليت آلكالين ف

هـاي كشـت يافتـه در     سـلول  :تكنيك فلوسايتومتري

پاساژ دوم با روش تريپسينه نمـودن از كـف ديـش جـدا     

و بـه   rpm 1400گرديد و سوسپانسـيون سـلولي بـا دور    

هــا در  ســلولو ســپس  دقيقــه ســانتريفوژ شــد 10مــدت 

حـدود   ،بعـد  ي در مرحله .هاي فلوسيتومتر ريخته شد لوله

آلكالين فسفاتاز به هـر يـك    ي بادي اوليه وليتر آنتيميكر 3

بادي اوليه بـه مـدت    ها در آنتي سلول .ها افزوده شد از لوله

 ،پس از شستشو با بـافر . دقيقه در تاريكي انكوبه شدند 30

بـه   FITC بادي ثانويه كنژوگه بـا  ها با آنتي سلول بار ديگر

بـا  مجـدد   يپس از شستشو دقيقه انكوبه شد و 30مدت 

ميكروليتـر بـافر    500رسوب سلولي در  ،بافر و سانتريفوژ

ــيون  ــد سوسپانس ــايتومتر  گردي ــتگاه فلوس ــا دس  BDو ب

  . دار به انجام رسيد هاي نشان شمارش سلول

 T-test  آزمون با استفاده از :ها تجزيه و تحليل داده

  .آناليز اطلاعات انجام گرفت
  

  ها يافته

 شـت اوليــه، در ك :هـاي استئوبلاســتي  كشـت ســلول 

هايي با مورفولوژي چند ضلعي و دوكي مشاهده  سلول

با تشكيل كلنـي شـروع    ها در پاساژ اول اين سلول .شد

هـاي   تعداد سلول ،در نهايت ).4شكل ( به ازدياد كردند

 ـ ؛دوكي با انجام پاساژ سلولي افزايش يافـت   طـوري ه ب

ها تمام سـطح ديـش را اشـغال     دوم سلول كه در پاساژ

  .)3ل شك( كردند

 Van kossaميـزي  آرنگ  :Van kossaرنگ آميزي 

در اين  .جهت اثبات وجود ماتريكس معدني استفاده شد

ــه ــايش   ،مطالع ــورد آزم ــروه م ــه (دو گ ــك لاي اي و  ت

 ،14در روز ) تري كلسيم فسفات –هيدروكسي آپاتيت

را رسوب تيره رنگ وجـود مـاتريكس معـدني     تشكيل

لسيم به رنگ سـياه  رسوبات ك ،به اين ترتيب .ثابت كرد

  .)6 و 5 هاي شكل( ها قرمز شدند سلول ي و هسته
  

  
استخواني  ي دست آمده از قطعهه هاي استئوبلاست ب سلول .4شكل 

به صورت جمعيت سلولي يكنواخت با  كه پس از پاساژ اول

  .)40×نمايي  بزرگ(مورفولوژي دوكي شكل قابل مشاهده هستند 

  

  
هيدروكسي  ي بر روي نمونه Von kossaرنگ آميزي  .5شكل 

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

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

هاي  ماتريكس معدني توليد شده توسط سلول ي نشان دهنده ،رنگ

تري  -ر روي داربست هيدروكسي آپاتيتباستئوبلاست كشت يافته 

  )300×نمايي  بزرگ( استفسفات كلسيم 

  

ها مشخص گرديد  با شمارش سلول :شمارش سلولي

 HA-TCداربسـت   كه ميـانگين ميـزان تكثيـر سـلولي در    

نسبت به ميانگين ميزان تكثيـر سـلولي     )18475 ± 3843(

ــه در داربســت ــك لاي ــه طــور  )14700 ± 1205(اي  ت ب

  .)P > 001/0(است داري بيشتر  معني
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 ؛اي بر روي كشت تك لايه Von kossaيزي رنگ آم .6شكل 

ماتريكس معدني توليد شده  ي وجود رسوب تيره رنگ نشان دهنده

است  اي هاي استئوبلاست در كشت تك لايه توسط سلول

  )30×نمايي  بزرگ(
  

ــي  ــلول بررس ــت س ــانگين فعالي ــده مي ــاي زن    ه

)MTT Assay(:  هـاي زنـده در    ميانگين فعاليت سـلول

بــه طــور ) درصــد HA-TC )29/0 ± 856/1داربســت 

هـاي زنـده    ميانگين فعاليت سـلول  به نسبت داري معني

بيشـتر   )درصد 306/1 ± 205/0( اي در كشت تك لايه

  ). P > 001/0(د وب

رنـگ آميـزي بـا     :رنگ آميزي آلكـالين فسـفاتاز  

هاي استئوبلاست وجود  آلكالين فسفاتاز بر روي سلول

بـه اثبـات    هـا  هاي آبي رنـگ رادر ايـن سـلول    گرانول

هاي آلكـالين فسـفاتاز    به اين ترتيب كه گرانول؛ رسانيد

  ).7 شكل( دشمشاهده  ها مثبت به رنگ آبي در سلول
  

  
هاي  رنگ آميزي آلكالين فسفاتاز بر روي سلول .7شكل 

نواحي آبي رنگ در اين تصوير بيانگر فعاليت آلكالين  ؛استئوبلاستي

  .)40×نمايي  بزرگ( دشبا ها مي فسفاتازي توسط سلول

نتايج حاصل از تكنيك فلوسـايتومتري   :فلوسايتومتري

هـاي استئوبلاسـت در    سـلول  از درصـد  57  كه دانشان د

 در هسـتند و  آلكـالين فسـفاتاز   داراي مـاركر كشت اوليـه  

ــاژ ــو پاس ــنس ــه  م اي ــزان ب ــت  5مي ــاهش ياف  درصــد ك

  .)1- 3هيستوگرام  هاينمودار(
  

  
ي از طريق فلوسايتومتري در شمارش سلول. 1نمودار هيستوگرام 

  گروه شاهد
  

  
 ماركر: شمارش سلولي از طريق فلوسايتومتري .2 نمودار هيستوگرام

شده از استخوان  هاي جدا سلولدرصد  57در آلكالين فسفاتاز 

  .مشخص گرديد )پاساژ صفر( كالوارياي انسان در كشت اوليه
  

  
 ماركر: تومتريشمارش سلولي از طريق فلوساي. 3نمودار هيستوگرام 

شده از استخوان  هاي جدا سلولدرصد  5در آلكالين فسفاتاز 

  ..مشخص گرديد سوم پاساژكالوارياي انسان در 
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  بحث

هـاي   تا كنون مطالعات زيـادي در جهـت كشـت سـلول    

انجـام گرفتـه اسـت و محققـان از مـواد       استخوان سـاز 

 انـد  عنوان داربسـت سـلولي اسـتفاده نمـوده    ه مختلفي ب

 ي بـه مطالعـه   تـا اين تحقيق مـا بـر آن شـديم     در .)15(

هاي استئوبلاست مشتق از اسـتخوان   قابليت كشت سلول

رفتـار ايـن    ،پرداختـه  HA-TCكالواريا بر روي داربست 

در مقايسـه بـا كشـت     HA-TCها را در داربسـت   سلول

اسـتخوان كالواريـا    .اي مورد بررسي قرار دهـيم  تك لايه

جهت تحقيقات بيشتر يك استخوان اسفنجي است و در 

هـاي اسـفنجي    اسـتخوان  Explantationكشت به روش 

هـا زودتـر از داخـل     سـلول ؛ چـرا كـه   شـود  استفاده مـي 

  ). 15( شـــــــوند اســـــــخوان خـــــــارج مـــــــي

Van Griensven هايي كـه   نمونه ي و همكاران با مطالعه

مدت زمـان   استخوان ايلياك بيماران تهيه كرده بودند، از

روز  12ا از بافت اسـتخواني را  ه لازم براي خروج سلول

مـا بـه    ي اين مدت زمان در مطالعه). 16( گزارش كردند

 آنــان ي روز بــود كــه بــا مطالعــه 10- 12 طــور متوســط

 و همكــاران Wiedmann-Al-Ahmad. خـواني دارد  هـم 

بـه طـور   ها كف پتري ديـش را   مدت زماني را كه سلول

مدت  اين). 6( هفته گزارش دادند 4- 5 ،پوشاند ميكامل 

روز بود كه  20حاضر به طور متوسط  ي زمان در مطالعه

شايد علت اين تفاوت اضافه كردن تركيبات مختلـف از  

ــكوربيك  ــيد آس ــل اس ــا   و قبي ــفات ب ــرو فس ــا گليس بت

مـا   ي هاي مختلف بـه محـيط كشـت در مطالعـه     غلظت

از هيچيك از مـواد فـوق    آنان ي كه در مطالعهچرا  ؛باشد

 كـه  از طرف ديگـر بايـد گفـت    ).6(استفاده نشده است 

نوع محيط كشت مصرفي نيز در رشـد و تكثيـر سـلولي    

تلـف،  خهـاي كشـت م   چرا كه محيط ؛ثير بسزايي داردأت

تواننـد روي   محتوي مواد مغذي متفـاوتي هسـتند و مـي   

ــر ســلول ــأثير گــذار باشــند  رشــد و تكثي در ).17( هــا ت

از محـيط  ) 16(و همكـاران   Van Griensven ي مطالعه

 Wiedmann-Al-Ahmad ي و در مطالعـه  BGJbكشت 

اسـتفاده شـده    αMEMاز محيط كشـت  ) 6( و همكاران

مـا از محـيط كشـت     ي كـه در مطالعـه   در حـالي ؛ است

DMEM اكثر  .به عنوان محيط كشت پايه استفاده گرديد

ــراي  داربســتكــه مطالعــات نشــان داده اســت  هــايي ب

وجـود  ها در بدن م پيشرفت روند ترميم و نوسازي بافت

باشـند   زنده و شرايط آزمايشگاهي ضروري و اساسي مي

 ـ  عنـوان يـك بسـتر مناسـب جهـت مهــاجرت و      ه كـه ب

چسبيدن و نيز جهت تكوين و تعيين شكل بافت جديـد  

 ،عـلاوه ه ب؛ كنند ميو پيوند آن به بدن موجود زنده عمل 

اي باشــد كــه انتقــال  ســاختار داربســت بايــد بــه گونــه

هـا و   مـواد مغـذي بـه سـلول     هاي تنظيم كننده و ملكول

 .)18- 19( ها از سلول به محيط را تسهيل نمايد متابوليت

 ـ  موجـب   كـار گرفتـه شـده نبايـد    ه همچنين داربسـت ب

و خصوصـيات   شودواكنش التهابي يا توليد سم در بدن 

بـه  ). 20(دارا باشد بايد مكانيكي متناسب با بافت را نيز 

 HA-TC حاضـر از داربسـت   ي در مطالعـه  همين دليل،

از چنين ويژگـي   HA-TCداربست  كه راچ ؛استفاده شد

ــت  ــوردار اس ــت . برخ ــاتي  HA-TCداربس داراي تركيب

 باشـد  مـي  نيز مشابه تركيبات معدني ماتريكس استخواني

صـورت  و همكـاران   Jiangدر تحقيقي كه توسط ). 11(

حيـواني   ي هاي استئوبلاسـت را از نمونـه   سلول ،گرفت

منتقـل   β-TCPر روي داربست به، دست آورده ب) سگ(

هـا   سـلول  9تـا   5 هـاي روزطي ملاحظه شد كه . ندكرد

تكثير نمودند اما سـرعت رشـد بسـيار     شروع به رشد و

ست توان ميعلت احتمالي اين سرعت رشد كم  .بودكند 

 β-TCPفقـط از داربسـت    آنـان  كه در تحقيق اين باشد

بـه   β-TCPحاضـر از   ي اما در مطالعه). 21(استفاده شد 
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همراه هيدروكسي آپاتيت استفاده گرديد و ميـزان رشـد   

در  .بـود بهتـر  ) 21(و همكاران  Jiangي  نسبت به مطالعه

هـاي استئوبلاسـتي از    براي كشـت سـلول   ،ديگر يتحقيق

 )75/0( كلسيم فسـفات  تريو  )25/0(هيدروكسي آپاتيت 

كـه طـي سـه روز     گرديـد زمان استفاده شد و مشاهده  هم

ن تـا روز  آولي كاهش يافت ولي بعـد از  جمعيت سل ،اول

علـت ايـن   . كم افـزايش پيـدا كـرد    جمعيت سلولي كم 7

-HA ي كـار رفتـه  ه شايد در نسبت درصدهاي ب ،اختلاف

TC دوكه هر چه درصد هيدروكسي بيشتر ش ـچرا  ؛باشد، 

 داربسـت در  .)12( خواهـد شـد  ها نيز بيشـتر   رشد سلول

يدروكسـي  حاضـر درصـد ه   ي مطالعـه مورد اسـتفاده در  

 درصـد  25و  75 به ترتيـب  پاتيت و تري كلسيم فسفاتآ

پـژوهش  در  .و نسبت به تحقيـق قبلـي بيشـتر اسـت     دوب

Jalota  ،ــر روي  ســلولو همكــاران هــاي استئوبلاســت ب

ــه همــراه هيدروكســي ) درصــد β-TCP )40داربســت  ب

هـا بـه خـوبي بـه      سـلول  ؛دش ـمنتقل ) درصد 60(آپاتيت 

ايـن عقيـده    .لي انجام گرفتداربست چسبيد و تكثير سلو

، رشـد  باشـد  كه هرچه درصد هيدروكسي آپاتيـت بيشـتر  

    ).22( يد كردأيسلولي نيز بيشتر است را ت

 Van kossaدر مطالعات مختلـف از رنـگ آميـزي    

 هت اثبات وجود ماتريكس معدني استفاده شده استج

نتـايج حاصـل از رنـگ آميـزي      ،در اين مطالعـه  .)23(

Van kossa  تـك  (ي دو گـروه مـورد آزمـايش    بـر رو

، وجود مواد معـدني در  14در روز ) HA-TCاي و  لايه

 Abbahي هـا  يافتـه اين نتيجه با  ؛ماتريكس را نشان داد

كه براي اثبات وجود ماتريكس معدني نيز  و همكاران،

 ،)24(نـد  استفاده كـرده بود  Van kossaاز رنگ آميزي 

  . خواني داشت هم

هـاي   شـان داد كـه سـلول   حاضـر ن  ي نتايج مطالعـه 

ــا در   ــتخوان كالواري ــت اس ــتق از باف استئوبلاســت مش

 ،اي در مقايسه بـا كشـت تـك لايـه     ،HA-TCداربست 

هاي زنده  ند و نيز درصد سلولرميزان تكثير بيشتري دا

اي بـه   نسبت به گـروه تـك لايـه    HA-TCدر داربست 

له أعلت احتمالي ايـن مس ـ . استداري بيشتر  طور معني

تري كلسـيم   –داربست هيدروكسي آپاتيت است كهآن 

 ي هاي سه بعدي در زمينـه  يكي از داربستفسفات كه 

اجـزاي   وداراي كلسيم  ،رود كشت سلولي به شمار مي

و  باشـد  ساختماني مشابه ماتريكس معدني استخوان مي

خصوصيات مكانيكي ايـن داربسـت مشـابه بـا بافـت      

 عـلاوه از ويژگـي زيسـت سـازگاري    ه ب .استطبيعي 

 بـدن  درموجب واكنش التهابي  ،مناسب برخوردار بوده

   .شود نمي

  

   تشكر و قدرداني

ــكر و  ــا تش ــرم    ب ــنل محت ــات پرس ــدرداني از زحم ق

دانشـگاه  پزشـكي   ي آزمايشگاه كشت سلولي دانشكده

و سركار خانم زهرا شـفيعي كـه   علوم پزشكي اصفهان 

  .را در اين تحقيق ياري نمودند ما

 

References 

1. Cai X, Lin Y, Ou G, Luo E, Man Y, Yuan Q, et 
al. Ectopic osteogenesis and chondrogenesis of 
bone marrow stromal stem cells in alginate sys-
tem. Cell Biol Int 2007; 31(8): 776-83. 

2. Cancedda R, Dozina B, Giannonia P, Quartob R. 
Tissue engineering and cell therapy of cartilage 
and bone. Matrix Biology 2003; 22(1): 81-91. 

3. Ishaug-Riley SL, Crane-Kruger GM, Yaszemski 
MJ, Mikos AG. Three-dimensional culture of rat 

calvarial osteoblasts in porous biodegradable po-
lymers. Biomaterials 1998; 19(15): 1405-12. 

4. Aronow MA, Gerstenfeld LC, Owen TA, Tassi-
nari MS, Stein GS, Lian JB. Factors that promote 
progressive development of the osteoblast phe-
notype in cultured fetal rat calvaria cells. J Cell 
Physiol 1990; 143(2): 213-21. 

5. Awad HA, Wickham MQ, Leddy HA, Gimble 
JM, Guilak F. Chondrogenic differentiation of 

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


  و همكاران دكتر بتول هاشمي بني  هاي استئوبلاست در داربست هاي سلول بررسي ويژگي 

  

  1357  1389هفته سوم بهمن / 119شماره /  28سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان 

adipose-derived adult stem cells in agarose, algi-
nate, and gelatin scaffolds. Biomaterials 2004; 
25(16): 3211-22. 

6. Wiedmann-Al-Ahmad M, Gutwald R, Lauer G, 
Hubner U, Schmelzeisen R. How to optimize 
seeding and culturing of human osteoblast-like 
cells on various biomaterials. Biomaterials 2002; 
23(16): 3319-28. 

7. Hagewald S, Pischon N, Jawor P, Bernimoulin 
JP, Zimmermann B. Effects of enamel matrix de-
rivative on proliferation and differentiation of 
primary osteoblasts. Oral Surg Oral Med Oral 
Pathol Oral Radiol Endod 2004; 98(2): 243-9. 

8. George J, Onodera J, Miyata T. Biodegradable 
honeycomb collagen scaffold for dermal tissue 
engineering. J Biomed Mater Res A 2008; 87(4): 
1103-11. 

9. Morris VJ. Gelation of polysaccharides. In: Mit-
chell JR, Ledward DA, Editors. Functional prop-
erties of food macromolecules. New York: Elsevi-
er Applied Science Publishers; 1986. p. 121-8. 

10. Kurashina K, Kurita H, Wu Q, Ohtsuka A, Ko-
bayashi H. Ectopic osteogenesis with biphasic ce-
ramics of hydroxyapatite and tricalcium phosphate 
in rabbits. Biomaterials 2002; 23(2): 407-12. 

11. Alam MI, Asahina I, Ohmamiuda K, Takahashi 
K, Yokota S, Enomoto S. Evaluation of ceramics 
composed of different hydroxyapatite to trical-
cium phosphate ratios as carriers for rhBMP-2. 
Biomaterials 2001; 22(12): 1643-51. 

12. Sun JS, Tsuang YH, Liao CJ, Liu HC, Hang YS, 
Lin FH. The effects of calcium phosphate par-
ticles on the growth of osteoblasts. J Biomed 
Mater Res 1997; 37(3): 324-34. 

13. Wu W, Chen X, Mao T, Chen F, Feng X. Bone 
marrow-derived osteoblasts seeded into porous 
beta-tricalcium phosphate to repair segmental de-
fect in canine's mandibula. Ulus Travma Acil 
Cerrahi Derg 2006; 12(4): 268-76. 

14. Pang L, Yun H, Yan Yong N, Liu L, Xiong Z, 
Wei Y. Repair of rabbit segmental defects with 
the hybrid rp scaffold. J of US_China Medical 
Science 2007; 4(2): 1548-60. 

15. Li Z, Ramay HR, Hauch KD, Xiao D, Zhang M. 
Chitosan-alginate hybrid scaffolds for bone tis-

sue engineering. Biomaterials 2005; 26(18): 
3919-28. 

16. Van Griensven M, Zeichen J, Tschernig T, See-
kamp A, Pape HC. A modified method to culture 
human osteoblasts from bone tissue specimens 
using fibrin glue. Exp Toxicol Pathol 2002; 
54(1): 25-9. 

17. Weber M, Steinert A, Jork A, Dimmler A, Thur-
mer F, Schutze N, et al. Formation of cartilage 
matrix proteins by BMP-transfected murine me-
senchymal stem cells encapsulated in a novel class 
of alginates. Biomaterials 2002; 23(9): 2003-13. 

18. Turhani D, Weissenbock M, Watzinger E, Yerit 
K, Cvikl B, Ewers R, et al. Invitro study of adhe-
rent mandibular osteoblast-like cells on carrier 
materials. Int J Oral Maxillofac Surg 2005; 
34(5): 543-50. 

19. Yamamoto M, Tabata Y, Kawasaki H, Ikada Y. 
Promotion of fibrovascular tissue ingrowth into 
porous sponges by basic fibroblast growth factor. 
J Mater Sci Mater Med 2000; 11(4): 213-8. 

20. Quong D, Neufeld RJ, Skjak-Braek G, Poncelet 
D. External versus internal source of calcium 
during the gelation of alginate beads for DNA 
encapsulation. Biotechnol Bioeng 1998; 57(4): 
438-46. 

21. Jiang XQ, Wang SY, Zhao J, Zhang XL, Zhang 
ZY. Sequential fluorescent labeling observation 
of maxillary sinus augmentation by a tissue-
engineered bone complex in canine model. Int J 
Oral Sci 2009; 1(1): 39-46. 

22. Jalota S, Bhaduri SB, Tas AC. In vitro testing of 
calcium phosphate (HA, TCP, and biphasic HA-
TCP) whiskers. J Biomed Mater Res A 2006; 
78(3): 481-90. 

23. Abbah SA, Lu WW, Chan D, Cheung KM, Liu 
WG, Zhao F, et al. In vitro evaluation of alginate 
encapsulated adipose-tissue stromal cells for use 
as injectable bone graft substitute. Biochem Bio-
phys Res Commun 2006; 347(1): 185-91. 

24. Abbah SA, Lu WW, Chan D, Cheung KM, Liu 
WG, Zhao F, et al. Osteogenic behavior of algi-
nate encapsulated bone marrow stromal cells: an 
in vitro study. J Mater Sci Mater Med 2008; 
19(5): 2113-9. 

www.mui.ac.ir

http://www.mui.ac.ir


Journal of Isfahan Medical School Original Article  
 
Vol 28, No 119, 3rd week, February 2011 Received: 24.11.2010 Accepted: 23.1.2011 

  

  1389هفته سوم بهمن / 119شماره /  28سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  1358

 

 
The Comparison of Characteristics of Human Osteoblast Cells in Two Methods,  

Monolayer Culture and Hydroxyapatite-Tricalcium Phosphate Scafold 
 

Batool Hashemibeni PhD1, Fereshteh Ali Akbari2, Farzaneh Sadeghi MSc3,  
Ebrahim Esfandiary MD PhD4, Hamid Bahramian PhD5, Hosein Sadeghi PhD1,  

 
Abstract 

Background: Bone diseases and injuries, including bone fractures during accidents and trauma, in all 
communities are prevalent and in most cases, crushed bone is not able to repair; various treatment 
ways including tissue graft from an allograft or autograft have risks and lead to problems. One method 
for treatment of bone fractures is using outologous osteoblasts with culturing on suitable scaffolds and 
then implant of cells to defect region. In this study, we cultured osteoblast cells on monolayer and  
calcium phosphate hydroxyapatite (HA-TC) scaffolds and the behavior of these two types of cells in 
different cultures were analyzed.  

Methods: During the craniotomy operation in Alzahra hospital in five individual, bone samples were 
obtained and in sterile condition were sent to the laboratory. Each sample after washing with PBS was 
cut into small pieces and plates containing the medium culture were transferred to the incubator. After 
10-12 days, the cells have started to leave the bones covering the floor plate and after using the en-
zyme Trypsin_EDTA isolated from plate divided into two groups. One group was cultured in HA-TC 
scaffold and other as monolayer culture. Van kossa staining, flow cytometry, alkaline phosphatase  
assay and MTT method were used to investigate the characteristics of osteoblasts.  

Finding: Osteoblasts in monolayer culture were observed as fibroblast- like cells. Van kossa staining 
determined the mineral deposits in the two groups. The cell proliferation increased in cellular scaffold-
ing HA-TC more than monolayer (P < 0.001). Results of MTT showed more activity items on living 
cells in scaffold HA-TC than monolayer (P < 0.001). In alkaline phosphatase staining, blue granules 
were observed; in the flow cytometry, 57 percent of primary cultured cells and 5 percent in the third 
passage cells showed alkaline phosphatase marker. 

Conclusion: According to the results of this study, the hydroxyapatite scaffold is better than monolayer 
culture for osteoblast cells. This could be because of having more calcium and similar elements to 
bone matrix that facilitate feeding cultured cells. 

Keywords: Monolayer culture, Bone regeneration, Hydroxyapatite-calcium phosphate, Osteoblast. 
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