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  چكيده 
پيونـد   روش بـه غضروف اين امكان را فـراهم مـي آورد كـه بتـوان ناهنجـاري هـاي مختلـف بـافتي را         و مهندسي بافت در زمينه استخوان 

Autologous نانو داربستبراي ساخت در تحقيق حاضر،  .درمان نمود ß-TCP/PE  از پودر مخصوصß-TCP   استفاده شد كه بعد از حـرارت
نـانو  بعـد از تهيـه   . فـوق تهيـه گـردد    نانو داربسـت دادن آن اقدام به خنك نمودن تدريجي نموده و در نهايت با پلي اتيلن تركيب كرده تا 

قـرار داده و بعـد از آن بـا     نـانو داربسـت  ل هاي استئوبلاست جدا شده از استخوان فك انسان را در مجاورت عصاره تهيه شده ، سلوداربست
مـورد   نانو داربستمطالعه نشان داد  نيا يها افتهي. فوق پرداخته شد نانو داربستي زيست سازگاري اقدام به بررس MTTاستفاده از آزمون 

 ديي ـتوان بعد از تا يمطالعه م نيبه دست آمده در ا جيبا توجه به نتا .استئوبلاست شده است يسلول ها يازگارس ستيز شينظر باعث افزا
  .ذكر شده نمود نانو داربستاستفاده از  با دهيد بيآس يبافت ها مي، اقدام به ترمIn vivo يآزمون ها

  
  .استئوبلاست ي،نانوكامپوريت هاي پليمر ، زيست سازگاري،ß-TCP/PE :هاي كليدي اژهو

  
Abstract  

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

 

 مقدمه - 1

ترميم و بازسازي بافت استخوان در جراحي هاي ارتوپـدي  
ترين چالش هاي درماني به حسـاب  صورت از مهم -و فك 

تومـور،  (بسـياري از ناهنجـاري هـاي اسـتخواني     . مي آيـد 

نيـاز بـه   ) غيـره  ترومـا، اخـتلالات  بيوشـيميايي و   عفونت، 
ــد  ــه جراحــي دارن ــن  . مداخل ــياري از اي ــان بس ــراي درم ب

  . ناهنجاري ها از روش پيوند استخوان استفاده مي شود
كـه شـامل پيونـد     دو روش مرسوم براي پيوند وجـود دارد 

Allogeneic  وAutologous  ــد ــي باشــــ در روش . مــــ
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Allogeneic  نمونه بافتي از شخصي غير از بيمار گرفته مي
نمونه بافتي از خـود    Autologous شود ولي در روش پيوند

 Autologousدر سال هاي اخير پيوند . بيمار تهيه مي شود
. ي باشدبهترين گزينه براي ترميم بافت هاي آسيب ديده م

از مزاياي اين روش، شكل گيـري بافـت اسـتخواني بـدون     
ــين تحريــك ســلول هــاي    ــي و همچن ايجــاد پاســخ ايمن
مزانشيمي در جهت تمايز به سمت سلول هـاي اسـتخوان   

ــه اســتخوان و . ]1[ ســاز اســت ــت در زمين  مهندســي باف
غضروف اين امكان را فراهم مي آورد كه بتـوان ناهنجـاري   

 Autologousاز طريـق روش پيونـد   هاي مختلف بافتي را 
  . درمان نمود

براي ساخت موادي كه در بازسازي استخوان به كار گرفتـه  
شوند بايـد از فرآينـد هـاي رشـد سـلولي، خصوصـيات        مي

بـا در نظـر   تـا   ،فنوتيپي و بيان ژني سلول ها با اطلاع بـود 
از پاسـخ سـلول بـا مـواد زيسـتي       بتـوان  گرفتن اين موارد
  . ]3,2[ فتمختلف آگاهي يا

سلول هاي توليد كننده استخوان يا همان استئوبلاست ها 
. ]5,4[ از سلول هاي بنيادي مزانشيمي به وجود مي آينـد 

توانند با دو روش اسـتخوان سـازي درون    سلول ها مي اين 
غشايي كه در آن سلول هاي مزانشيمي مستقيم به سـلول  

ان هاي استئوبلاستي تبديل مـي شـوند و يـا روش اسـتخو    
سازي درون غضروفي كه در آن سلولهاي مزانشـيمي ابتـدا   

ت غضـروف بـه   بعد از آن باف ـ د ونغضروف را ايجاد مي كن
فرآيند استخوان سازي را انجـام   ،استخوان تبديل مي شود

  . دهند
در طي دو دهه اخير توجهات زيادي در جهـت اسـتفاده از   

 .]6,2-8[ مواد جايگزين در زمينه علم پزشكي شده اسـت 
بعضي از اين مواد در زمينه مهندسي بافت بـه كـار گرفتـه    

با توجه به اين موضوع كه اين مواد كاربرد هاي . شده است
وسيعي در زمينه علم پزشكي دارند، تلاش هاي زيـادي در  
جهت توليد پليمرهاي زيست تخريب پذير ساخته شـده از  

 اسـت  مونومرهاي مختلف براي تكثير سلولي صورت گرفته
يكي از اين تركيبات كه در پر كـردن مكـانيكي و    .]10,9[

بيولوژيكي استخوان امروزه بكار گرفته مي شود، تركيبـات  
ه كاربردهـاي وسـيعي در   تري كلسيم فسفات مي باشد ك ـ

  .]11[ هاي استخواني دارد ترميم بافت
  

 هاي تجربي فعاليت - 2

بتا تري كلسيم فسفات  نانو داربست ساخت -2-1
 ß-TCP/PEبا زمينه پلي اتيلن 

براي تبديل پودر مخصوص به تركيـب بتـا    به طور خلاصه
بتدا آن را داخـل سـيلندر   ، ا)ß-TCP( تري كلسيم فسفات

 1250استوانه اي شـكل ريختـه و سـپس تحـت حـرارت      
بعد از آن . ساعت قرار داده شد 2درجه سانتيگراد به مدت 

تركيب فوق براي سرد كردن تدريجي در كـوره مخصـوص   
 اقدام بـه سـاييدن آن كـرده و در نهايـت    گذاشته و سپس 

اسـتفاده  ) X )XRDبراي ارزيابي كار از روش تفرق اشـعه  
، ابتدا (PE)با پلي اتيلن  ß-TCPدر ادامه براي تركيب . شد

پــودر ســراميك را بــا ذرات پلــي اتــيلن تركيــب كــرده تــا 
سـپس   .]12[ حاصـل شـود  يكنواخت  ساختاري هموژن و

م خصوص بـراي ايجـاد شـكل    تركيب فوق را در قالب هاي
قابل ذكر است كه تركيب فوق در .  مناسب قرار داده شدند

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

  

  استئوبلاست يسلول ها يجدا ساز -2-2
نمونه هـاي اسـتخواني اسـتفاده شـده در ايـن مطالعـه بـا        

تـا   20 بـين  از افـراد  (Rangeur)استفاده از دستگاه رانژور 
سال كه براي كشيدن دندان سـوم آسـيا بـه دانشـكده      30

 ،دندانپزشكي دانشگاه شهيد بهشتي مراجعـه كـرده بودنـد   
پس از انتقال بلوك هاي استخواني به آزمايشگاه . تهيه شد

استخوان مورد نظر بـه   كشت سلولي، به كمك تيغ جراحي
   .ي خرد شدندميلي متر ابعاد

، نمونه (PBS)شو با محلول فسفات بافر سالين پس از شست
 /DMEMخانه كه حـاوي محـيط كشـت     24ها به پليت 

F12 ،FBS %10 ،100   ،ــيلين ــي س ــر پن  50واحــد در ليت
ميكروگـرم   50ميكروگرم در ميلي ليتر استرپتومايسـين و  

فسـفات بـود منتقـل و     2در ميلي ليتر اسـيد آسـكوربيك   
 37ل هـا در انكوبـاتور   سپس پليت مورد نظر به همراه سلو

پـس از   تقريباً. دي اكسيد كربن قرار داده شد% 5درجه با 
كشت، سلول هاي استئوبلاست شروع به خروج روز  14 هر

  .از نمونه هاي استخواني كردند
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تكثيـر  (بررسي ميـزان زيسـت سـازگاري     -2-3
  نانو داربستدر مجاورت ) سلول ها

 زاني ـم جهت بررسي ميزان زيسـت سـازگاري از سـنجش   
ــتكث ــلول ريـ ــگ ح  يسـ ــتفاده از رنـ ــا اسـ ــبـ ــا                    ياتيـ  يـ

3-[4,5-dimethylthiazol-2yl] 2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT) به طور خلاصه ابتدا حـدود  . استفاده شد
هر كدام از چاهك هاي پليـت   10000 خانـه   96سلول در

د ساعت براي ايجا 24قرار داده شد و سپس سلول به مدت 
بعـد از  . چسبندگي با كف پليت در انكوباتور قـرار گرفتنـد  

هـر  هـا بـه    نانو داربسـت عصاره  از μl100 اين زمان حدود
قابل ذكر است كه بـراي   .اضافه شد خانه 24چاله از پليت 
روز در  14و  7، 3 ها را به مدت نانو داربستعصاره گيري، 

محيط كشت قرار داده و بعد از زمـان هـاي تعيـين شـده،     
محيط كشت را درون فالكن ريخته و مـورد اسـتفاده قـرار    

، بايد به ميـزان  %50مي دهيم، همچنين براي تهيه عصاره 
محـيط كشـت تـازه    % 50از عصاره تهيـه شـده را بـا    % 50

 37 سـاعت در حـرارت   24پليت بـه مـدت   . مخلوط كنيم
پس از اين . ندصد انكوبه شددر CO2 5سانتي گراد ودرجه 
از μl100 عصــاره هــا خــارج و بــه جــاي آن حــدود مــدت

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

μl 100    دقيقـه نگـه    30ايزوپروپانول به هرچالـه اضـافه و
نمونه هـاي   ،sampler بعد با استفاده از در مرحله .داشتيم

خانه منتقل شده و  96هر خانه به يكي از چاله هاي پليت 
 Spectrophotometric ELISA Plate Readerبا استفاده از 
  .تحت بررسي قرار گرفتند nm570 با طول موج

  
 نتايج و بحث - 3

 بررسي مورفولوژي -3-1

از ه منظور بررسي مورفولوژي ذرات تري كلسـيم فسـفات  ب
بـه منظـور   . استفاده شـد  JXA – 840 مدل SEMدستگاه 

 سـازگاري  زيسـت  بررسيآماده سازي نمونه ها، ابتدا پودر 
مورد نظـر بـر روي يـك پايـه قـرار      سلول ها استئوبلاست 

 1شـكل  . گرفت، سپس پوششي از طلا روي آن اعمال شد
 40000وير مربوط به اين ذرات را در بزرگنمـايي هـاي   تص

 nm100ميانگين انـدازة ذرات حـدود   . مي دهدبرابر نشان 

همـانطور كـه مشـاهده مـي شـود، ذرات      . تخمين زده شد
بيشتر بصورت آگلومره مي باشند و كمتر بصورت دانه هاي 

  .شود مستقل و جدا از هم مشاهده مي
  

  
  . β – TCPسنتز شدة  نانوذراتاز  SEMوير تص: 1شكل 

  

   يكشت سلول -3-2
ز جـدا سـازي و كشـت    حـاكي ا  گرفتـه مشاهدات صـورت  

موفقيت آميز سلول هاي استئوبلاسـت انسـاني در محـيط    
نشان دهنده مورفولوژي و  2شكل . بود In vitroخارج بدن 

مـاه   1خروج استئوبلاست ها از نمونه استخواني در مـدت  
همانطور كه در تصوير الف مشاهده مي شـود در روز  . است

صـورت   اول هيچگونه مهاجرت سـلولي از تكـه اسـتخواني   
است  14نگرفته است اما در تصوير ب كه نشان دهنده روز 
تصـوير ج  . خروج اوليه سلول ها به وضوح مشهود مي باشد

كشت دارد كه سلول هاي بيشتري بـا   28نيز اشاره به روز 
مورفولوژيِ فيبروبلاستي از تكه هاي استخواني خارج شـده  

لاست ها در تصوير حكايت از تراكم بالاي استئوب نهايتاً. اند
نيـز تحـت تـاثير     تا جايي كه مورفولوژي آنهادارند  35روز 

گرفته است   . قرار
  

 يبررســي زيســت ســازگاري ســلول هــا  -3-3
  استئوبلاست

حكايـت از   MTTنتايج بدست آمده بـا اسـتفاده از آزمـون    
 ß-TCP نـانو داربسـت  افزايش رشد سلول ها در استفاده از 

 3شكل مودارهاي به طوري كه با توجه به بررسي ن. داشت
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توان اين افزايش رشد سلولي را معنـي دار تلقـي نمـود     مي
)5./..(P< P  

  

  
 

  
 

  
 

  
تكه  )الف :وان اسفنجي جدا شده از فك تحتانيتكه استخ: 2شكل 

 ها خروج اوليه سلول 14روز ) ب خروج سلولبدون  1استخواني در روز 
تراكم  35روز )د خروج تعداد بيشتر استئوبلاست ها و 28روز  )ج

 .هاي استئوبلاست بالاي سلول

نشان مي دهـد، در اسـتفاده از    )الف( 3شكل همانطور كه 
ميزان تكثير سلولي نسبت به گروه % 100عصاره به صورت 

افزايش بيشتري را نشـان  % 50كنترل در مقايسه با عصاره 
كـه ايـن افـزايش را در اسـتفاده از      P< P)../.5( مـي دهـد  

  .مي توان مشاهده نمود ß-TCPف درصد هاي مختل
  

نمودار زيست سازگاری سلول ھای Osteoblast  در 
غلظت 100% عصاره
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نمودار زيست سازگاری سلول ھای Osteoblast در

غلظت 50% عصاره
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 نمودار تكثير سلول هاي استئوبلاست: 3شكل 

سازگاري  نمودار زيست) ؛ الف.ß-TCP نانو داربستبا استفاده از  
% 50در غلظت ) عصاره  ب% 100هاي استئوبلاست در غلظت  سلول

 عصاره

  

 گيري نتيجه -4

             نــانو داربســـت در مطالعــه حاضـــر، زيســت ســـازگاري   
ß-TCP/PE    با سلول هاي استئوبلاست مورد ارزيـابي قـرار

سـراميك هـاي    بـر روي  مطالعـات صـورت گرفتـه   . گرفت
كلسيم فسفات با سطوح ناهموار حكايت از روند اسـتخوان  

 اسـتفاده از علـت   به و اين ]14,13[ سازي بالقوه آنها دارد
علاوه بـر  . ذرات كلسيم فسفات در مطالعه كنوني مي باشد

الف(

 )ب(

 )ج(

 )د(

  )الف(

  )ب(
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 31        رانو همكا فرخي

  

 

ن ناپايداري سراميك هاي كلسيم فسفات خود عاملي در اي
جهت تحريك استخوان سازي و بهبـود شـرايط شـيميايي    
براي ايجاد ارتباط و اتصال با استخوان هاي آسيب ديده در 

در مجموع نتـايج  . ]15[ است (in vivo)محيط داخل بدن 
به دست آمده در مطالعه كنوني حاكي از زيست سـازگاري  

 نانو داربستهاي استئوبلاست در استفاده از مناسب سلول 
به طوري كه اين افـزايش در تكثيـر سـلول    . فوق مي باشد

نسـبت بـه   % 100هاي استئوبلاست در اسـتفاده از عصـاره  
نتيجه كسب شـده بـا    چشمگيرتر بوده كه اين% 50عصاره 

نــانو كــه در آن ذرات  ]12[ صــورت گرفتـه مطالعـه قبلــي  
ون تهيه گرديـد همراسـتا مـي    در ابعاد ميكر فوق داربست

باشد كه شايد بتوان علت آن را اثرات تحريكي ذرات تـري  
در . كلسيم فسفات در تحريك روند تكثير سـلولي دانسـت  

نهايت نتايج مطالعه كنوني نشـان داد كـه اسـتفاده از نـانو     
مي تواند در روند تـرميم بافـت هـاي     ß-TCP/PE داربست

  .سب به شمار آيداستخواني آسيب ديده گزينه اي منا
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