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چکیده
وBMSCsيهـا سـلول توسـط راناسـتخوان جزئـی نقصترمیمایمونوهیستوشیمی هیستومورفومتریک وبررسیبهتحقیقاین:هدف

.استپرداختهویستار-در موش صحرایی بالغ نژاد آلبینو کیتوسان-ژلاتینيغشا
:گرفتنـد قرارمساويگروهپنجدرتصادفیطورویستار به-نژاد آلبینوبالغنرصحراییموشسر60تجربیبررسیایندر:هاروشومواد
محـل صـورت موضـعی در  کشـت بـه  محیطنقصایجادازبعدکهشمگروهنکردند،دریافتدرمانیهیچنقصایجادازبعدکهشاهدگروه

صـورت  بهBMSCي هاسلولغیر اتولوگ پیوندکهسلولشد، گروهاستفادهنقصمحلدرغشاازکهکیتوسان–ژلاتینشد، گروهتزریق
.دشپیوندنقصمحلکیتوسان در–ژلاتین غشاءهمراهبهسلولکهغشاء-سلولشد، گروهانجامنقصمحلموضعی در

میـانگین . دادنشـان راداريیمعن ـافـزایش شاهدگروهبهنسبتسلولوغشاهايگروهدراستخوانیترابکولايمساحتمیانگین:نتایج
درهـا استئوسـیت تعـداد میـانگین .دادنشـان داريیمعن ـافزایششاهدگروهبهنسبتسلولگروهدرنقصناحیهدرهااستئوسیتتعداد
کـاهش شـاهد گروهبهنسبتغشا-سلولدرگروهمیانگیناینولینداشتداريیمعناختلافشاهدگروهبهنسبتغشاوشمهايگروه
.)>001/0p(داشتداريیمعن

غشـا همراهبهسلولازاستفادهولینمایدکمکنقصترمیمبهتواندمیهمغشاوبودهثرومنقصترمیمدرهاسلولپیوند:گیرينتیجه
.کندنمیاستخوان رانجزئینقصترمیمبهچندانیکمک

موش صحرایی، کیتوسان، ترمیم استخوان،ژلاتیني، پیوند سلول، غشانهاي استرومایی مغز استخواسلول:واژگان کلیدي
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1395بهار  ، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی- علمی(مجله سلول و بافت60

مقدمه
وجود ، یکی از معضلات و مشکلات پیش روي علم پزشکی

و نواقص استخوانی هاي دیر جوش خورنده استخوانشکستگی
نقص بهبودترمیم و جهت مختلفی در اقدامات درمانی .است

استفاده از سیمان استخوانی، ها همچوناستخوان و شکستگی
يهاي شکل دهندهاستفاده از پروتئیني بنیادي،هاسلولپیوند 

، 1(پذیردصورت میاستخوان و کاربرد مواد زیست تخریب پذیر 
Mesenchymal) (مزانشیمیهاي بنیاديسلول.)4و 3، 2

Stem Cells))MSCs(و پرتوانی ي چند استعداديهاسلول
توانند تبدیل به میهستند که به راحتی تلخیص و تکثیر شده و 

ي استخوانی، غضروفی، فیبروبلاست، عضلانی و غیره هاسلول
). 6و 5(ها براي پیوند استفاده کردتوان از آنو میشوند
توان از منابع مختلف از جمله مغز ي بنیادي را میهاسلول

و دندان ) 9(سینوویوم، ) 8(پالپ دندان، ) 7(درم، ) 5(استخوان، 
آل براي پیوند باید ي ایدههاسلول). 10(دست آورد شیري به

چندین خصوصیت از جمله دستیابی آسان، قدرت تکثیر سریع 
در محیط کشت، قدرت حیات طولانی و عدم رد پیوند در میزبان 

Bone)ي استرومایی مغز استخوانهاسلول. را داشته باشند
Marrow Stromal Cells)(BMSCs) تمامی این صفات را

)11و 4(.باشنددارا می
هاي زیست تخریب پذیر امروزه درمهندسی بافت، داربست

و 12(د نشوي بنیادین ساخته میهاسلولعنوان بستري براي به
داربست سلولی به تعیین شکل سه در مهندسی بافت،). 13

لیه وچسبندگی مکانیکی او ایجادافزایش بقاي سلولبعدي،
گیري نیز به تجمع سلولی و ایجاد بافت و شکلکمک نموده و

تواند بافت طبیعی و کاملی را ساختار بافتی  کمک کرده و می
.)14(حاصل کند

هایی طور معمول به کمک داربستمهندسی بافت استخوان نیز به
بوده و قدرت هدایت و رشد که القاگر تشکیل استخوان

انواع متفاوتی از .شودانجام میي استخوانی را دارند،هاسلول
ها در آزمایشگاه و در موجود زنده مورد بررسی قرار داربست

کیتوسان و کلاژن موادي زیست تخریب پذیر ، ژلاتین.گرفته اند
ي اولیه داربست سلولی در عنوان مادهتوانند بهبوده و می

)14(کار گرفته شوندمهندسی بافت به
گزارش شده است که ) 14(یوجی یین و همکاران مطالعه در 
کیتوسان و بتا تري کلسیم فسفات با استفاده از - ژلاتین غشا

Freezتکنیک – Drying تولید و اثرات پوستی آن بر روي
نتایج حاصل از این .خرگوش مورد بررسی قرار گرفته است

يعنوان غشاتواند بهمیکه این غشادهدنشان میتحقیق 
.مناسب در مهندسی بافت استخوانی نیز مورد استفاده قرار گیرد

نشان داده شده است که ، )15(و همکارانCaplenدر تحقیق

هاي مبتلا کشت شده بر روي ژل کلاژن به خرگوشMSCپیوند
به ضایعات استخوانی و غضروفی سبب تشکیل مجدد استخوان و 

ا بافت تشکیل شده مااستشدهغضروف در ناحیه آسیب دیده 
طور در این محل از نظر خصوصیات مکانیکی با بافت نرمال به

هفته بافت  از بین رفته 24قابل توجهی متفاوت بوده و طی 
).15(است

بر ) 16(استوکمن نتایج هیستومورفومتري حاصل از تحقیقات 
ي استرومایی هاسلولروي نقص جمجمه خوك که در آن پیوند 

گرفته بود، نشان داد که سی روز بعد از ایجاد نقص، گروه صورت 
شاهد و تجربی از نظر حجم استخوان ترمیم شده به حجم کل 

. نقص تفاوتی نشان ندادند
ي بنیادي در ترمیم نواقص بافتی و از هاسلولبا توجه به اهمیت 

هاي زیست طرفی وجود گزارشاتی مبنی بر اثر مثبت داربست
هدف از تحقیق حاضر ها، سریع ترمیم بافتتخریب پذیر در ت

ي هاسلولاستخوان ران توسط بررسی ترمیم نقص جزئی 
کیتوسان در –همراه با غشا ژلاتین استرومایی مغز استخوان 

هاي هیستومورفومتریک و موش صحرایی با استفاده از روش
.باشدایمونوهیستوشیمی می

هامواد و روش
ی نـر و بـالغ نـژاد    یسر موش صحرا60از تجربیدر این پژوهش

. گـرم اسـتفاده شـد   250تـا  200ویستار با وزن حـدود -لبینوآ
صورت آزاد در ههمراه آب و بصورت حبه بههها بخوراك دام موش

کـه  خانـه  دماي حیـوان حیوانات در. ها قرار گرفتدسترس موش
طـور متنـاوب   بـه آنو روشنایی گراد درجه سانتی22±2حدود 

در شـرایط مطلــوب و  بـود ســاعته12روشـنایی و تـاریکی   دوره
داري خانه دانشگاه علـوم پزشـکی بقیـه االله نگـه    استاندارد حیوان

موازین اخلاقی کـار بـا حیوانـات آزمایشـگاهی کـه مـورد       . شدند
بود، هنگام کـار  ... اکمیته اخلاق دانشگاه علوم پزشکی بقیهییدات

یوانات به طور تصادفی بـه  ح.دشبا حیوانات آزمایشگاهی رعایت 
شـامل  ) Control(گـروه شـاهد   -1. گـروه تقسـیم شـدند   پنج

ناحیه فوقانی پاي راستشان دررانحیواناتی که بر روي استخوان 
هـیچ  صورت دو طرفه ایجـاد نمـوده و  اپیفیز دیستال سوراخی به

72گروهـی کـه  ) Sham(گروه شم -2.  درمانی دریافت نکردند
محـیط کشـت   ازمیکرولیتـر 50ایجـاد آسـیب،  سـاعت بعـد از   

گـروه  -3.درمحل نقص استخوان تزریـق شـد  صورت موضعی، به
و ران کـه پـس از ایجـاد نقـص اسـتخوان      ) کیتوسان–ژلاتین (

کیتوسـان در محـل آسـیب    -ژلاتـین يروز پیوند غشـا 3گذشت 
ساعت بعد از ایجاد 72کهBMSCs)(گروه سلول -4د شانجام 

 ـBMSCsسـلول 000/150تعـداد  نقـص اسـتخوانی   صـورت  هب
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139561، بهار 1، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

گروه سـلول  -5.در محل آسیب تزریق شدموضعیغیراتولوگ و
روز 3و شدهایجاد رانکه نقص استخوانی در (BMGC)غشا-

يبـه همـراه غشـا   مغـز اسـتخوان   سلول بنیادي 000/150بعد
.دشکیتوسان در محل آسیب پیوند -ژلاتین

Ch()Germany ,Merck(ان س ـابتدا کیتو:روش تهیه غشا

(Darmstadt) بار 2وزنی به محلول آب مقطر درصد1با نسبت
گراد اضافه شد محلول درجه سانتی40تقطیر که با درجه حرارت 

ــ )Germany, IKA-RH(ي دســتگاه همــزنوســیلههحاصــل ب
میلی لیتر اسید استیک خالص به 5/0سپس میزان .  مخلوط شد

بـا  (Bangalore)هنــد، Sigma-Aldrich(آن اضافه و ژلاتین 
. وزنی به آن اضافه و به دماي جوش رسانده شـد درصد1نسبت 

.ي اتوکلاو استریل گردیدوسیلههمحلول حاصل ب
Albinoهاي صحرایی بالغ نر نژادابتدا موش:سلولاستخراج

wistar صورت تصادفی هگرم ب250تا 200با وزن حدود
گرم بر میلی50(وسیله مخلوط کتامین و بهشدهانتخاب

دو هر) (گرم بر کیلوگرممیلی10(زینزایلاو) کیلوگرم
Holland, Alfasan(سپس استخوان ران پاي . شدندهوش بی

بر،قیچی استخواناکسپوز شده و توسط و راستچپ
5و با کمک سرنگ شدهایجاد شکستگی کامل در استخوان 

-αMEM)UKلیتر محیط میلی1حاوي يلیترمیلی GIBCO(
-FBSFetal bovine serum)((UKو سرم جنین گاوي

GIBCO)10سوزن و یک سردرصدG18 مغز استخوان را از
هر دو انتهاي پروگزیمال و دیستال استخوان آسپیره کرده و تمام 

تخلیه و در لیترمیلی25درون یک فلاسک محتویات سرنگ را به
،CO2گراد و میزاندرجه سانتی37، دماي =2/7pHانکوباتور با 

) انگلیسکشورMMM(انکوباتورمرطوب در محیطو درصد5
محیط کشتو سپس نمودهداري ساعت نگه24براي مدت 

Phosphate)توسط هاسلولهنگام تعویض محیط، . دشتعویض 

Buffer Saline) PBS پس از آن تعویض . شدنداستریل شسته
ي خونی و خونساز و هاسلولروز تا تخلیه کامل 3تا 2محیط هر 

پاساژ ازبعد.یافتکف فلاسک ادامه درصد80پر شدن بیش از 
.شدندپیوندآمادههاسلولدوم،

–بـر روي غشــاء ژلاتــین  BMSCي هـا ســلولکشـت  

متـر  سـانتی 1×1پس از تهیه غشا و قرار دادن قطعات:کیتوسان
ــه ــه در محــیط کشــت  آن ب ــک هفت ــدت ی (-αMEMUKم

GIBCO(وسیله محلول حاوي سرم، آن را بهPBS  96و الکـل
هاي شش خانه اي استریل شستشو داده و غشاها در پلیتدرصد

قرار گرفتـه و بـه کـف    )ایرانکشور (JAL TAJHIZدر زیر هود
قـل  منت،ي آغشته به محلول ژلاتین استریل یـک درصـد  هاپلیت
آرامی بر روي پلیت پهن نمـوده و  را بهسپس قطعات غشا. دشدن

در ایـن هنگـام   . کمی در داخل هود قـرار داده تـا خشـک شـوند    
پسـین  یوسـیله آنـزیم تر  ي استرومایی را از کف پلیت بـه هاسلول

)Germany, Merck(ریختـه و کمـی   جدا کرده و بر روي غشا
سـپس  . دش ـافه محیط کشت حاوي محلول سرم گاوي به آن اض

قـرار داده  )انگلـیس کشور MMM(ها در دستگاه انکوباتورپلیت
(Leicaپـس از دو روز غشـاها را در زیـر میکروسـکوپ    . شـدند 

مشاهده کرده تا از وجود سلول استرومایی اطمینان )آلمانکشور
.حاصل شود

کتـامین مخلـوط وسـیله بـه حیوانـات :استخوانینقصایجاد
گرم میلی10(هیدروکلریدزایلازینو)mg/kg)60هیدروکلرید
هـوش شـده و  بـی Holland, Alfasan)هـر دو  ) (بر کیلـوگرم 

.شـد اسـتریل الکـل وبتـادین توسطران،خارجیخلفیپوست

از پـس جراحـی، ازاسـتفاده بـا اسـتخوان نقـص ایجادمنظوربه
هـا  آنراسـت رانناحیـه خارجیسطححیوانات،کردنهوشبی

دو طـول بـه برشـی سـپس .دشاستریلبتادینباوشدتراشیده
از پـس وایجـاد حیواناتراستپايخارجیناحیهدرمتریسانت
قـرار گرفـت،  دیـد معـرض درراناستخوان،عضلاتزدنکنار

طرفـه  صـورت دو بـه متـر میلـی 1قطـر بـه سـوراخی سـپس 
(Transcortical)راناسـتخوان  دیستالفیزاپیبالايناحیهدر

صـفر قابـل  4نخوسیلهبهپوستوعضلاتپایاندرودشایجاد
از حیواناتجراحیعملازپسهايمراقبتوشددوختهجذب

ناحیـه عمـل  جراحـی ازساعت72گذشتازپس.آمدعملبه
میکرو لیتـر 50مقدارسلولپیوندهايگروهدروشدبازامجدد
-UK)بـا شـده دارنشانسلول000/150حاوي  کشتمحیط

GIBCO) Brdu)معرض درپیوندازقبلساعت72کهBrdu

فقـط شـم گروهدرو)بودندگرفتهقرارمولارمیلی5/1با  غلظت 
در گـروه غشـا کـه غشـا     .شدتزریقکشتمحیطلیترومیکر50

کبتوسان در محل نقـص اسـتخوانی پیونـد زده شـد و     –ژلاتین 
سلول روي آن کشت داده شده غشا که غشایی که -گروه سلول 

امجددپوستوعضلاتبود در محل نقص پیوند زده شد و سپس
.شددوختهجذبقابلصفر4نخبا

بادومجراحیازبعدروز28هاشوم:حیواناتازبردارينمونه
برداشـتن ازپـس وشـده کشـته کلروفورمبالايدوزازاستفاده

هیستومورفومتریک و ایمونوهیستوشیمی هايارزیابیها،استخوان
.گرفتها صورتبر روي آن
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1395بهار  ، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی- علمی(مجله سلول و بافت62

هـا  سـلول بـودن بررسی میـزان زنـده  وسلولیشمارش
)(Viability test:بـه هـا، زنده بودن سلولکردنمشخصبراي

4/0(تریپان بلـو  وسلولیسوسپانسیونحجمی ازمساوينسبت
توسـط مردهوزندهيهاسلولوریختهنئوبارلامرويبر)درصد

400نمـایی با بزرگ)آلمانکشور(Leicaاینورتمیکروسکوپ
توسـط مـرده يهاسلولکه ییآنجاازوندشدو شمارشبررسی
شـفاف زنـده يهـا سـلول و ینـد آدرمـی آبیرنگبهبلوتریپان

درصـد وشـده مرده شمارشوزندهيهاسلولتعدادباشند،می
.ندشدثبتومحاسبههاآن

موجودترابکولامیزانبررسیجهت:مطالعه هیستومورفومتري
کـامپیوترو (افـزاري سـخت مجموعـه ازاستخوانیکالمحلدر

کشور(TsviewINFINITY1)دوربینبهمتصلمیکروسکوپ
کهترتیببدین.شداستفادهMoticافزارينرموسیستم)کانادا

10فرمیـک اسـید بـا زداییکلسیمپس ازاستخواننمونههراز
5سـریالی طولیمقاطعبافتی،پردازشوفیکساسیونودرصد

ازمقطـع 7تعـداد 4بـه 1نسـبت باوتهیههانمونهازمیکرونی
.دشانجامائوزین-هماتوکسیلینآمیزيرنگوتهیهکالناحیه
بـا تصـاویر بـافتی، مقـاطع ازهیسـتومورفومتري، مطالعهجهت
همبنـدي بافـت وترابکولاهامیزانوتهیهبرابر 100یینمابزرگ

گیـري و  میکرومترمربع اندازه50000در مساحتی برابر با عروقی
.دشدنثبت 

سلولیشمارش
در سـطحی استخوانیهايدرتیغهموجودهاياستئوسیتتعداد

ومحاسبهبرابر400یینمابزرگبامربعمیکرومتر50000معادل
.دندشثبت

:روش ایمونوهیستوشیمیبهتزریق شدهي هاسلولردیابی 
هـاي  از ناحیـه نقـص اسـتخوانی از گـروه    در پایان هفته چهـارم، 

و وجـود  میکرومتـر تهیـه  5مختلف مقاطع پارافینی به ضخامت 
ي نشـاندار شـده موجـود در محـل تـرمیم اسـتخوان بـا        هاسلول

Brduگیـري از آنتـی   ه از روش ایمنو هیستوشیمی و بهرهاستفاد

.ندشدیید اردیابی و ت

آنالیز آماري
وANOVAآمـاري از آزمـون اسـتفاده باهادادهآماريارزیابی
انجـام در.انجـام شـد  TukeyPost Hockتکمیلـی آزمون
کلیه اطلاعات. دشاستفادهSPSSافزارنرمازآماريهايآزمون

>05/0pمیـزان . باشـد میMean ± SEMبرحسبشدهارائه

.شدگرفتهنظردرداريمعنیدرجهعنوانبه

نتایج
هاسلولتعیین میزان حیات 

در انتهـاي  BMSCsي هـا سلولدرصدviability testبر اساس
پـس از پاسـاژ   مراحل کشت نشان دهنده این واقعیـت بـود کـه    

و پرشــدن بــیش از هشــتاد درصــد کــف پلیــت، میــزان چهــارم
BMSCsرسیددرصد91بیش از به،زنده.

استخوانبافتهیستومورفومتري
شـکل  ) Trabeculae(هاي استخوانیمیانگین درصد وسعت تیغه

گرفته در محل نقص استخوانی در گروه هاي مختلف بـر حسـب   
،  در )23/69±130/2(ترتیب در گروه شـاهد  میکرومتر مربع به

،  )18/86±46/1(،  در گـروه غشـا   )91/69±07/2(گروه شـم  
16/1(غشا -و در گروه سلول) 52/81±71/1( در گروه سلول 

ــوده اســت) ±79/70 ــه .  ب ــانگین درصــد تیغ ــاي مقایســه می ه
داري در یها با یکدیگر نشان داد که تفـاوت معن ـ استخوانی گروه

گروه شم نسبت به گروه شاهد وجود نداشـته اسـت ولـیکن ایـن     
هـاي  غشـا و   ر گـروه د. دهـد داري افزایش را نشان مـی یغیرمعن
نسبت به گروه شاهد افزایش چشمگیر ) >001/0pهر دو (سلول 

که این میانگین در گـروه  داري را نشان داده است،  حال آنیمعن
داري داشـته  یغشا نسبت به گروه شاهد افزایش غیرمعن ـ–سلول
و سلول نسبت به گـروه شـم   این میانگین در دو گروه غشا.است

.)>001/0p(داري را نشان داده است  یمعنافزایش چشمگیر و 
غشــا نســبت بــه گــروه شــم داراي افــزایش -ولــی گــروه ســلول

داري بوده است و در گروه سلول در مقایسه با گروه غشا یغیرمعن
ــودیداراي کــاهش غیرمعنــ ــانگین درصــد حــال آن. دارب کــه می

غشا نسبت بـه گـروه غشـا   –هاي استخوانی در گروه سلول تیغه
در نهایت این میانگین .)>001/0p(داري بود یکاهش معنداراي

غشا در مقایسه با گـروه سـلول داراي کـاهش    –در گروه سلول 
)>001/0p(داري بود یمعن

ــدي   ــت همبن ــد باف ــانگین درص ــی -می Connective)عروق

Vascular Tissue)    شکل گرفته در محـل نقـص اسـتخوانی در
بـع بـه ترتیـب در گـروه     هاي مختلف بر حسب میکرومتر مرگروه

،  گـروه  )96/29±07/2(، گـروه شـم   )06/30±082/2(شاهد 
و گـروه  )05/18±69/1(، گـروه سـلول   )82/13±46/1(غشا 
از مقایسـه اعـداد ایـن    . بوده است) 10/29±25/1(غشا -سلول

عروقـی  -نتیجه حاصل شد که میـانگین درصـد بافـت همبنـدي    
هاي غشا و سلول نسـبت بـه گـروه شـاهد داراي کـاهش      درگروه
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139563، بهار 1، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

که این میـانگین دردو گـروه   حال آن، )>001/0p(دار بوده یمعن
داري را نشان یغشا نسبت به گروه شاهد رابطه معن-شم و سلول

دار بـوده و  یدو گروه غشا و سلول نسبت به گروه شـم معن ـ .نداد
ن در گـروه  ولـیک ) >001/0p(کاهش چشمگیري را نشان دادنـد  

.داري را نشان دادیغشا نسبت به گروه شم کاهش معن–سلول 

ها این نتیجه حاصل آمد که میانگین درصد بافت ر ادامه بررسید

عروقی  درگروه غشا نسبت بـه گـروه سـلول کـاهش     -همبندي 
غشـا نسـبت بـه گـروه غشـا      -دارداشته است و گروه سلولیمعن

در انتهـا  ).  >001/0p(بـود  دارو چشمگیريیداراي افزایش معن
غشا داراي کاهش معناداري –گروه سلول نسبت به گروه سلول 

).1شکل()1نمودار ) (>001/0p(بود 

. احیرعروقی در محل آسیب ران چهار هفته بعد از ج–وسعت ناحیه ترمیم شده استخوان و درصد بافت همبندي میانگین درصد:1نمودار 
)>05/0p(دار با گروه شاهدیاختلاف معن

گـروه  و ) D(،  گـروه سـلول   )C(،  گروه غشاء )B(، گروه شم )A(تصاویر مقاطع بافت استخوانی ناحیه ترمیم شده مربوط به حیوانات گروه شاهد :1شکل
افـزایش یافتـه   BوAنسبت به Dو Cوسعت ترابکولایی درC)..یقعروپیونديفضاهاي،(T)استخوان ترابکولار. . در پایان هفته چهارم(E)غشا-سلول 

)×100یینماگبزرائوزین،-هماتوکسیلینآمیزيرنگ(.و برعکس وسعت عروقی کاهش یافته است
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داري را نشان یغشا نسبت به گروه شاهد رابطه معن-شم و سلول
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.داري را نشان دادیغشا نسبت به گروه شم کاهش معن–سلول 

ها این نتیجه حاصل آمد که میانگین درصد بافت ر ادامه بررسید
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انهمکاروآسا اجودانی...يی استخوان ران با استفاده از غشائبررسی ترمیم نقص جز

1395بهار  ، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی- علمی(مجله سلول و بافت64

تخوان چنین هاي حاصل از مساحت ترابکولاي اسگیريدر اندازه
لاي استخوانی به کل ناحیه دست آمد که نسبت ترابکوبه

شم ،)70/0±023/0(هاي شاهد گیري شده در گروهاندازه
±017/0(سلول ،)86/0±014/0(غشا ، )020/0±699/0(

این نسبت در گروه .  بود) 70/0±011/0(غشا- و سلول)81/0
غشا -دار و در گروه سلول یشم نسبت به شاهد کاهش غیرمعن
که این در صورتی. داري نبودینسبت به شاهد داراي اختلاف معن

هاي غشا و سلول نسبت به گروه شاهد افزایش نسبت درگروه
نسبت مورد ). >001/0p(داري را نشان دادیچشمگیر و معن

بررسی دردو گروه غشا و سلول نسبت به گروه شم داراي افزایش 
که گروه حال آن) >001/0p(چشمگیري بود دارو یمعن

دار بوده یغشا نسبت به گروه شم داراي افزایش غیرمعن-سلول
ها مشخص شد که نسبت ترابکولاي در ادامه بررسی.است

گیري شده درگروه سلول نسبت به استخوانی به کل ناحیه اندازه
که داري را نشان داده است حال آنیمعنگروه غشا کاهش غیر

گیري شده در سبت ترابکولاي استخوانی به کل ناحیه اندازهن
گیر و داراي کاهش چشمنسبت به گروه غشاغشا-گروه سلول

در نهایت این نسبت درگروه ). >001/0p(داري بوده است یمعن
داراي افزایش چشمگیر و غشا–سلول در مقایسه با گروه سلول

).2رنمودا(>p)001/0(دار بوده است یمعن

. احیمتر مربع در چهار هفته بعد از جرمیانگین نسبت مساحت ترابکولاي استخوان به کل ناحیه ترمیم شده درمحل نقص بر حسب میکرو:2نمودار 
)>05/0p(دار با گروه شاهد یتفاوت معن*.مساحت ترابکولا در گروه شاهد و شم اختلافی نداشتند

در بررسی دیگر بر روي ناحیه ایجاد نقص،  مشخص شد میانگین 
عروقی  به کل ناحیه اندازه گیري شده -نسبت بافت همبندي 

،  )29/0±020/0(شم ،)29/0±021/0(هاي شاهد در گروه
غشا - و سلول)18/0±016/0(سلول ،  )13/0±014/0(غشا 

این میانگین نسبت در گروه هاي شم  و . بود)012/0±29/0(
در . دار بودیغشا نسبت به  شاهد داراي تفاوت غیرمعن-سلول 
هاي غشا و سلول نسبت به گروه که این  میانگین در گروهصورتی

). >001/0p(داري بود یمعنشاهد داراي کاهش چشمگیر و
عروقی  به کل ناحیه اندازه گیري -نگین نسبت بافت همبنديمیا

و سلول نسبت به گروه شم داراي کاهش هاي غشا شده درگروه

که  در گروه حال آن) >001/0p(گیري بود و چشمداریمعن
.داري وجود نداشتیغشا نسبت به گروه شم رابطه معن-سلول 

نسبت به گروه ها مشخص شد که گروه سلول در ادامه بررسی
از سویی دیگر،  این . داري بوده استیغشا داراي افزایش معن

غشاء نسبت به گروه غشا داراي افزایش -گروه سلولنسبت در
در نهایت میانگین ). >001/0p(دارو چشمگیري بوده است یمعن

عروقی  به کل ناحیه اندازه گیري شده -نسبت بافت همبندي 
ه گروه سلول داراي افزایش غشا نسبت ب-در گروه سلول

).3نمودار(بوده است )  >001/0p(دار یچشمگیر ومعن

*

انهمکاروآسا اجودانی...يی استخوان ران با استفاده از غشائبررسی ترمیم نقص جز

1395بهار  ، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی- علمی(مجله سلول و بافت64

تخوان چنین هاي حاصل از مساحت ترابکولاي اسگیريدر اندازه
لاي استخوانی به کل ناحیه دست آمد که نسبت ترابکوبه
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که این در صورتی. داري نبودینسبت به شاهد داراي اختلاف معن
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ها مشخص شد که نسبت ترابکولاي در ادامه بررسی.است

گیري شده درگروه سلول نسبت به استخوانی به کل ناحیه اندازه
که داري را نشان داده است حال آنیمعنگروه غشا کاهش غیر

گیري شده در سبت ترابکولاي استخوانی به کل ناحیه اندازهن
گیر و داراي کاهش چشمنسبت به گروه غشاغشا-گروه سلول

در نهایت این نسبت درگروه ). >001/0p(داري بوده است یمعن
داراي افزایش چشمگیر و غشا–سلول در مقایسه با گروه سلول

).2رنمودا(>p)001/0(دار بوده است یمعن

. احیمتر مربع در چهار هفته بعد از جرمیانگین نسبت مساحت ترابکولاي استخوان به کل ناحیه ترمیم شده درمحل نقص بر حسب میکرو:2نمودار 
)>05/0p(دار با گروه شاهد یتفاوت معن*.مساحت ترابکولا در گروه شاهد و شم اختلافی نداشتند

در بررسی دیگر بر روي ناحیه ایجاد نقص،  مشخص شد میانگین 
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.داري وجود نداشتیغشا نسبت به گروه شم رابطه معن-سلول 

نسبت به گروه ها مشخص شد که گروه سلول در ادامه بررسی
از سویی دیگر،  این . داري بوده استیغشا داراي افزایش معن

غشاء نسبت به گروه غشا داراي افزایش -گروه سلولنسبت در
در نهایت میانگین ). >001/0p(دارو چشمگیري بوده است یمعن

عروقی  به کل ناحیه اندازه گیري شده -نسبت بافت همبندي 
ه گروه سلول داراي افزایش غشا نسبت ب-در گروه سلول
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انهمکاروآسا اجودانی...يی استخوان ران با استفاده از غشائبررسی ترمیم نقص جز

139565، بهار 1، شماره 7، جلد )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت 

ومتر مربع در چهار هفته بعد از عروقی استخوان به کل ناحیه ترمیم شده درمحل نقص بر حسب میکر-میانگین نسبت مساحت بافت همبندي:3نمودار 
)>05/0p(دار با گروه شاهد یتفاوت معن*.این نسبت در گروه شاهد و شم اختلاف چندانی نداشتند.  احیجر

هااستئوسیتتعداد
50000ها درسطحی برابر بررسی و شمارش تعداد استئوسیت

میکرومتر مربع از ترابکولاهاي ناحیه نقص استخوانی با 
هاي مختلف نشان داد که میانگین برابر در گرو400بزرگنمایی 

،  شم )47/72±82/16(هاي شاهد ها در گروهتعداد استئوسیت
±74/3(سلول ، )62/51±24/10(، غشا )87/2±24/55(

میانگین تعداد . بود) 36/24±98/0(غشا - و سلول) 53/88
هاي شم، غشا و سلول نسبت به گروه ها در گروهاستئوسیت

هاي داري نداشت به این ترتیب که در گروهیشاهد اختلاف معن
دار و در گروه سلول افزایش غیر یشم و غشا کاهش غیر معن

ها که میانگین تعداد استئوسیتدار مشاهده گردید در حالییمعن
داري یشاهد کاهش معنغشا نسبت به گروه-درگروه سلول

از سوي دیگر میانگین تعداد ). >001/0p(داشته است 
ها در گروه غشا نسبت به گروه شم داراي کاهش استئوسیت

ها که میانگین تعداد استئوسیتحال آندار بوده استیغیرمعن
و ) >01/0p(داریدر گروه سلول نسبت به گروه شم افزایش معن

دار یغشا نسبت به گروه شم کاهش معن- در گروه سلول
)001/0p< (ه بر این میانگین تعداد علاو. داشته است

ها در گروه غشا در مقایسه با گروه سلول داراي استئوسیت
غشا -دار و گروه غشا نسبت به گروه سلولیمعنکاهش غیر
ها در استئوسیتمیانگین تعداد . دار داشته استیمعنافزایش غیر

غشا به شدت افزایش -گروه سلول در مقایسه با گروه سلول
).4نمودار )  (>001/0p(نشان داده است 

دار با گروه شاهدیاختلاف معن*. در محل آسیب چهار هفته بعد از پیوندمیکرومتر مربع ازترابکولاي استخوان50000ها در تعداد استئوسیت:4نمودار 
)05/0p<(
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ها که میانگین تعداد استئوسیتحال آندار بوده استیغیرمعن
و ) >01/0p(داریدر گروه سلول نسبت به گروه شم افزایش معن

دار یغشا نسبت به گروه شم کاهش معن- در گروه سلول
)001/0p< (ه بر این میانگین تعداد علاو. داشته است

ها در گروه غشا در مقایسه با گروه سلول داراي استئوسیت
غشا -دار و گروه غشا نسبت به گروه سلولیمعنکاهش غیر
ها در استئوسیتمیانگین تعداد . دار داشته استیمعنافزایش غیر

غشا به شدت افزایش -گروه سلول در مقایسه با گروه سلول
).4نمودار )  (>001/0p(نشان داده است 

دار با گروه شاهدیاختلاف معن*. در محل آسیب چهار هفته بعد از پیوندمیکرومتر مربع ازترابکولاي استخوان50000ها در تعداد استئوسیت:4نمودار 
)05/0p<(

*

*
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1395بهار  ، 1، شماره 6جلد ، )پژوهشی- علمی(مجله سلول و بافت66

نتایج ایمونوهیستوشیمی
شده در محل ترمیم ي نشاندارهاسلولوجود در پایان آزمایش 

و سلول با استفاده از روش غشا–سلول در هر دو گروه استخوان
).2شکل(د شیید اایمنوهیستوشیمی ت

پیکـان بـه   ). C(و سـلول   ) B(غشـا  –، سـلول  ) A(کنترل منفی . غشا-چهار هفته بعد از پیوند سلول و سلولBMSCي ردیابی شده هاسلول:2شکل 
و بـه رنـگ بـنفش دیـده مـی شـوند       رنـگ نگرفتـه   Aشـوند ولـی در   قهـوه اي دیـده مـی   بـه رنـگ  Cو Bي نشاندار اشاره دارد کـه در  هاسلولهسته 

) ×100بزرگنمایی(

بحث
هایی که در آن جوش خوردگی و در مواردي مثل شکستگی

هایی مانند ترمیم ضایعه با دشواري همراه است و یا در بیماري
یندها و آسرطان، عفونت، استئوپروز، استئوآرتریت و غیره  فر

هایی که براي بازسازي محل آسیب باید طی شده و وارد مکانیزم
امروزه .)17(د شونعمل شوند اغلب با دشواري رو به رو می

هاي بستو نیز دارمغز استخواننشیمی امزدي بنیاي هالسلو
اي جهت ترمیم نقائص استخوانی استفادهزیست تخریب پذیر

تحقیق چهاراینتريهیستومورفومهايیافته).18(گسترده دارد
استخوانی وترابکولاهايمساحتافزایشبیانگرپیوندازبعدهفته

و پیوند سلولپیوندهايهگروعروقی در-همبنديبافتکاهش

درناحیههااستئوسیتتعداد.بوده استبه گروه شاهدنسبتغشا
شاهد کاهش گروهبهغشا نسبت-لسلوپیوندگروهدرترمیم
. دادنشانداريمعنی

Konهاي  یافتهسلول و گروه غشا تحقیق ما،مشابه نتایج گروه 
. بر روي استخوان حیوانات مدل بزرگ است) 19(و همکاران 

ها پیوند سلول و هاي آسیب دیده که بر روي آنایشان  استخوان
هاي شاهد همراه داربست انجام شده بود را با استخوانیا سلول به

سی و دو در بز . که سالم بودند، مورد ارزیابی و مقایسه قرار دادند
هاي تجربی همانند استخوانهفته بعد از پیوند سلول، 

. طور کامل ترمیم شده بودندبهاتقریبهاي شاهد بودند واستخوان
دست اي بهه بعد از پیوند چنین نتیجهدر گوسفند نیز هشت هفت

).20(آمد 

A
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139467زمستان،4، شماره 6جلد ، )پژوهشی-علمی(مجله سلول و بافت

هاي استخوانی ی نتایج ما ، میانگین درصد وسعت تیغهدر بررس
هاي سلول و غشا، شکل گرفته در محل نقص استخوانی در گروه

در . داري نسبت به گروه شاهد بوده استیداراي افزایش معن
، بررسی هیستولوژي و مورفومتري حاصل از )Cao)21تحقیق 

هفته 16ناحیه آسیب استخوانی در بز پیوند سلول اتولوگ در
بعد از پیوند، نشان داد که نسبت حجم استخوان ترابکولاي 
موجود در محل آسیب به حجم کل بافت استخوان در گروه پیوند 

داري هاي داربست و شاهد افزایش معنیسلول نسبت به گروه
بررسی هیستولوژي آنان هم نشان داد که در گروه . پیدا کرده بود

در گروه شاهد ترمیم مافته اخوبی صورت گرهسلول بازسازي ب
نقص استخوان با کندي انجام شده و ناحیه ترمیم از بافت 
فیبروزه پر شده بود و در گروه داربست در مرکز نقص استخوان 

که شدهمراه مقداري استخوان پراکنده مشاهده بافت فیبروزي به
همچنین . میزان حداقل بودنشان دهنده تشکیل استخوان به

ومورفومتري این گروه نشان داد که میانگین درصد مطالعه هیست
ها در ها و نیز تعداد ترابکولاهاي استخوانی، ضخامت تیغهتیغه

داري نیناحیه آسیب استخوان نسبت به گروه کنترل، افزایش مع
همسو با نتایج تحقیقات Caoو لذا نتایج تحقیقات داشته است

عملکرد داربست در اگرچه در تحقیقات ما نتیجه . باشدما می
بازسازي استخوان، مغایر با نتیجه گزارش شده از سوي ایشان 

. باشدمی
هاي هاي هیستولوژیک تحقیق ما نشان داد که در گروهیافته

دلیل افزایش میزان وسعت ترابکولاهاي استخوانی سلول و غشا به
بافت ترمیمی محل و کاهش مساحت بافت همبندي عروقی، 

با بافت اطراف که آسیب ندیده بودند یکنواخت و ا آسیب تقریب
ها نبود که حاکی از پارچه شده و فضاي خالی چندانی بین آنیک

(Remodeling)روند استئوژنز سریعتر و افزایش روند بازسازي 
شود که تمایزاستخوان در محل ترمیم می باشد چنین تصور می

وسیله هلاست بي استئوبهاسلولي بنیادي مزانشیمی به هاسلول
یندهاي سیگنال دهی مانند اینتگرین وآیک سري فر

در یک واکنش )BMP(هاي شکل دهنده استخوان پروتئین
دهند که بعضی مطالعات نشان می. شودمتقابل انجام می

ها را توانند طیف وسیعی از سیتوکینمیBMSCيهاسلول
Runx-2 ,osterixفاکتورهاي رونویسی ). 11(ترشح کنند 

. گیري استخوان را کنترل می نمایندشکلتمایز استئوبلاستیک و
تحقیقات سو با نتایج تحقیقات ما، در همین راستا و هم

Niedhviedzkiکه مطالعات است)22(و همکاران
ها ، ده،  بیست و چهل روز بعد از پیوند غیر هیستولوژیک  آن

رادیال ي استرومایی به محل نقص استخوانهاسلولاتولوگ 
ي هاسلولو نشان داد که ده روز بعد از پیوند خرگوش بود

ها همراه با الیاف کلاژن افزایش یافته، استرومایی، استئوبلاست

پریوست و آندوست فعال و ضخیم بوده و ناحیه ترمیم از یک 
در اندام کنترل و در ناحیه . شبکه رگی غنی برخوردار بوده است

بافت همبند سست و میزان کمی نقص استخوانی مقدار زیادي
میزان ترابکولاهاي . شدالیاف کلاژن و شبکه مویرگی مشاهده 

شکل گرفته در ناحیه کال در اندام تجربی بیشتر از گروه کنترل  
هاي بیست روز بعد از پیوند در اندام تجربی، ترابکولا.  بود

وسیله بافت همبند فیبروزه استخوانی جدید در محل نقص به
شده و در اطراف ترابکولاها بافت همبند متراکم نیز احاطه

در اندام کنترل میزان ترابکولاهاي استخوانی در . دشمشاهده 
محل نقص کمتر بوده و میزان استخوان متراکم، تعداد 

پس از . ها و شبکه مویرگی وسعت کمتري داشتنداستئوبلاست
زي در صورت مواروز در اطراف کال، جهت گیري ترابکولا به40

آمده و بافت آن ناحیه به استخوان کورتیکال تغییر شکل داده 
).  22(است 

ها در ترابکولاي تحقیق ما نشان داد که تعداد استئوسیت
طور برجسته افزایش یافته هاي پیوند سلول بهاستخوان در گروه

تري میزان کمها بهکه در گروه شاهد تعداد استئوسیتدر حالی
غشا کاهش تعداد - همچنین در گروه سلول.شددیده می

نتایج . هاي سلول و غشا مشاهده شدها نسبت به گروهاستئوسیت
هاي پیوند سلول و پیوند غشا،  همچنین نشان داد که در گروه

وسیله بافت همبند ترابکولاهاي استخوانی متراکم بوده و به
اکتورهاي ت این امر می تواند وجود فلع. فیبروزه احاطه شده اند
ي استرومایی مغز استخوان به هاسلولدیگري که در تمایز 

عنوان ي استئوبلاست و استئوسیت نقش داشته و بههاسلول
. است، باشدWntهاي موجود در مسیر سیگنال دهی پروتئین

تیروزین کینازي ) Reseptor(یک گیرندهROR2پروتئین 
Orphanعنوان رسپتور همراه است که به)Co-receptor ( عمل

کند و در هر دو مسیر سیگنال دهی اصلی و فرعی وجود دارد می
در حال تمایز، افزایش و در MSCي هاسلولو بیان آن در 

در ROR2. یابدي تمایز یافته به استئوسیت کاهش میهاسلول
ها و در طول روند به استئوبلاستMSCي هاسلولتمایز 

و همکارانLiuعلاوه بر آن ).  23(کند استئوژنز دخالت می
دودمان استئوبلاستیک را از ROR2نیز نشان دادند که )24(

human Mesenchymal)ي بنیادي مزانشیمی انسان هاسلول
Stem Cell))hMSC (در در همین راستا،. راه می اندازندبه

او صورت )25(و همکارانNatherتحقیق دیگري که توسط 
ي بنیادي مزانشیمی براي ترمیم هاسلولتولوگ گرفت از پیوند ا

د و نتایج آن شدر خرگوش استفاده رانآلوگرافت نقص استخوان 
ي استخوانی در هاسلولبهبود وضعیت ترمیم استخوان و افزایش 

که نتایج . متعاقب پیوند آلوگرافت بوده استرانناحیه دیافیز 
.باشداین محققین در راستاي یافته هاي تحقیق ما می
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هاي ما نیز دیده در تعدادي از تحقیقات، نتایج متفاوت با یافته
بعد از پیوند ) 26(و همکاران Meinelطور مثال  به. شوندمی

همراه داربست شبه ترابکولایی در نقص به) هفته5(ها سلول
جمجمه موش کوچک آزمایشگاهی نشان دادند که پس از پیوند 

میزان ترابکولاهاي استخوانی در این سلول همراه با داربست، 
. هاي داربست و شاهد بیشتر بوده استگروه در مقایسه با گروه

توان را می)16(و همکاران Stockmanنتایج در مثالی دیگر ، 
ییاستروماهايسلولاتولوگذکر نمود زیرا ایشان پس از پیوند

اناستخونقصمحلدرکلاژنداربستباهمراهمغز استخوان
کهندهاي  هیستولوژیک نشان دادخوك، و بررسیجمجمه

تجربی که  گروهدرپیوندازبعدروزاستخوانی سیکالمیزان
گروهبامقایسهکلاژن دریافت کرده اند درباسلول همراهپیوند
افزایشبود،شدهاستفادهتنها از کلاژنهاآندرکهشاهد
ها تا حدي متفاوت با نتایج نداشت که این یافتهداريمعنی

.استهیستومورفومتري ما 
هاي استرومایی به محل آسیب استخوانی،  ظرفیت تزریق سلول

برد که حاصل آن افزایش سرعت ها را بالا میاستئوژنیک آن
تصور بر آن است که پیوند . باشدتشکیل کال استخوانی می

نی را از هاي استئوبلاست،  تولید غضروف و کال استخواسلول
).27(کند طریق استخوان سازي داخل غضروفی تحریک می

نتیجه گیري
نشانحاضرتحقیقایمونوهیستوشیمیوهیستومورفومترينتایج

راناستخوانجزئینقصدر محلاستخوانترمیمروندکهداد
کیتوسان و -غشا ژلاتین پیوندازاستفادهی، باایصحرموشدر

سبب افزایش سرعت ترمیم و مغز استخوانبنیادي هايسلول
. شودمیران بازسازي استخوان

قدردانیوتشکر
علـوم دانشـگاه ترومـاي تحقیقاتی مرکزنپشتیبابامطالعهاین

وتشـکر وسـیله بـدین کـه د،ش ـانجـام )عج(االلهپزشکی بقیه
.شودمیقدردانی
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Abstract

Aim: This study aimed to evaluate the histomorphometric and immunohistochemical parameters of
the repair of femoral bone defect using bone marrow stromal cells on gelatin – chitosan membrane in

adult Albino Wistar rats.
Materials and Methods: In this experimental study, sixty male Albino wistar adult rats were equally
divided into five groups as follows: Control group that received no treatment after bone defect. Sham
group that after bone defect, the culture medium was injected locally at the site of defect. Gelatin-
chitosan group that membrane was used into bone defect. Cell group that nonautolog BMSCs were
injected locally into defect .Cell-GC group that cell transplantation with chitosan - gelatin membrane
were used into the bone defect.

Results: The mean area of trabeculae in groups of membranes and cells significantly increased when
compared to the control group.The mean number of osteocytes and cells in the bone defect in cell
group  significantly increased when compared to the control group.No significant difference were
found in chitosan - gelatin and sham groups compared to control group but the mean number of
osteocytes significantly decreased in BMSCs with gelatin-chitosan scaffold group compared to control
group (P<0.001)

Conclusion: BMSC transplantation and gelatin-chitosan scaffold are effective in repair of bone defect.
However, the use of BMSCs with gelatin-chitosan scaffold is not effective in repair of femoral bone
defect.
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