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    چكيده

هاي زيست  از داربست امروزه .ندرا دارهاي اوستئوژني  به سلولتمايز  توانتواني هستند كه  هاي بنيادي چند سلول (BMSCs)هاي استرومايي مغز استخوان  سلول :دمهقم

 .شود بافت از دست رفته استفاده مي و بستر پذير به عنوان روش درماني جديد براي جايگزيني تخريب

  .كيتوسان در موش صحرايي -غشاء ژلاتين باهمراه هاي استرومايي مغز استخوان  استخوان ران توسط سلول جزييبررسي ترميم نقص  :هدف

گروه شاهد كه بعد از ايجاد  -1 :دنداشتتصادفي قرار گروه مساوي به طور  پنجدر نژاد آلبينو ويستار ي نر بالغ يسر موش صحرا 60تجربي  در اين بررسي :ها مواد و روش

از در آنها كه  غشاءگروه  - 3. محيط كشت در محل آسيب تزريق شد ،از ايجاد نقص پس در آنها كه) Sham(گروه شم  -2. نقص استخواني هيچگونه درماني دريافت نكردند

پيوند در آنها ء كه غشا -سلولگروه  -5. نددر محل آسيب شد BMSCگروه سلول كه پيوند سلول هاي  - 4. كيتوسان در محل آسيب استخواني استفاده شد –تركيب ژلاتين 

و  بر روي آنها انجام بيومكانيك و راديولوژي يبارزيا ها، ص استخوان ران موشقچهار هفته پس از ايجاد ن .در محل نقص استخوان انجام شدكيتوسان  –ژلاتين سلول بر غشاء 

  .شد گوناگون سنجيدههاي  گروه

هاي سلول و  ولي در گروه اردداري ند يشم تفاوت معن نسبت به گروهگروه شاهد  در هاوپاسيت ميزان راديوها نشان داد  هاي ران موش استخوان راديوگرافي ارزيابي :نتايج

نتايج . نشان داد دار يغشاء نسبت به گروه شاهد كاهش غيرمعن -گروه سلول در هميزان راديواوپاسيت از سوي ديگر، .داشتداري معن غيرغشاء نسبت به گروه شاهد افزايش 

در و  دار يافزايش غير معن گروه غشاء نسبت به شاهددر  ،دار يمعن افزايش شاهدنشان داد ميانگين مقاومت استخوان در گروه سلول نسبت به گروه  ها اسخوان آزمون بيومكانيك

  .رددا دار يشاهد كاهش غيرمعنگروه نسبت به  غشاء -گروه سلول

به همراه  سلول استرومايي مغز استخوان بكارگيريگرچه  .دكنكمك  به ترميم نقص استخواني مختصريتواند  كيتوسان مي -رسد پيوند غشاء ژلاتين به نظر مي :گيري نتيجه

  .تنهايي نتيجه بهتري داشته است و پيوند سلول بهنموده استخوان ن جزييغشاء كمك چنداني به ترميم نقص 

 

  صحرايي هاي موش /ها مزانشيمي استرومايي سلول/ ژلاتين /پيوند سلول /استخوان :ها كليد واژه
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  قدمهم

، پيش روي علم پزشكي هاي دشواريو  ها كاستييكي از 

ص ئاجبران نقو  جوش استخوان هاي دير شكستگيترميم 

مختلف مانند فيكساسيون  هاي درمانبا وجود  .استاستخواني 

داخلي و خارجي و پيوند بافت استخوان براي درمان 

هاي استخواني در  هنوز ترميم بافت ،ها شكستگي

اي  قابل ملاحظه مدتدشوار بوده و  گستردههاي  شكستگي

و  ينقص استخوان بهبودترميم و  هاي از درماني. دكش طول مي

هاي  سيمان استخواني، پيوند سلولبكارگيري  ها شكستگي

استخوان و كاربرد  هاي شكل دهنده استفاده از پروتئين بنيادي،

  ).1- 4( استپذير  مواد زيست تخريب

 وها  از سلولانواع ديگري توان تمايز به هاي بنيادي  سلول

ها  سلولاين  هاي ويژگياز . )5( را دارندهاي  بافتبازسازي 

تكثير سريع در محيط كشت، قدرت  تواندستيابي آسان، 

هاي  سلول .استپيوند در ميزبان نشدن طولاني و رد  زندگي

را  ها اين صفت همه (BMSCs)استرومايي مغز استخوان 

 مهندسي در مرسوم هاي راهبرد از يكي امروزه ).4و1(نددار

 عنوان به پذير تخريب زيست هاي داربستساخت  بافت،

 در مهندسي بافت، ).7( است بنياديهاي  سلول براي بستري

افزايش بقاي  ،بعدي سه يعنوان ساختارداربست سلولي به 

به  وايجاد را  نخستينو ايجاد چسبندگي مكانيكي  سلول

كرده و  كمك بافتيگيري ساختار  سلولي و شكل گردهم آمدن

ها  داربستاين  .)8( كند ايجادتواند بافت طبيعي و كاملي  مي
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 .كند كمك ميهاي استخواني  و رشد سلول تشكيل استخوان به

. شوند تبديل ميها  به محليّ براي استقرار سلول هاغشاءاين 

كشت شده بر  MSC پيوند و همكاران،  Caplen پژوهشدر 

استخواني و  هضايع دچارهاي  خرگوش درژل كلاژن 

استخوان و غضروف در ناحيه  دوبارهتشكيل سبب  ،غضروفي

بافت تشكيل شده در محل از نظر  گرچهد شآسيب ديده 

متفاوت  چشمگيرطور  به طبيعيمكانيكي با بافت  هاي ويژگي

 ).9( هفته از بين رفت 24طي بافت بود و 

كيتوسان  - ژلاتين يغشا 2003سال  دريوجي يين و همكاران 

توليد   Freez – Dryingروشو بتاتري كلسيم فسفات با 

ايشان . كردندبر خرگوش بررسي  را پوستي آن آثارو كرده 

تواند به عنوان غشاءي مناسب در  مي ءكه اين غشا نشان دادند

و  Stockman .)8( .بكار رودمهندسي بافت استخواني 

جمجمه  قشري لايهاي در  لايه نقص تك با ايجادهمكاران 

هاي استرومايي مغز استخوان را  پيوند اتولوگ سلول ،خوك

سي گرافي  نتايج راديو .اه با داربست كلاژن انجام دادندهمر

بين گروه كنترل و گروه تفاوت چنداني  روز پس از پيوند،

ايشان نشان داد كه در هاي  يافتههرچند . نشان ندادتجربي 

سرعت و ميزان معدني شدن استخوان  ،روزهاي شصت و نود

طور  هدر مقايسه با گروه كنترل ب BMSCsدر گروه پيوند 

و  Cao ي در مطالعه .)10(است داري افزايش يافته معني

با استفاده از  BMSCهاي  پيوند سلولپس از همكاران 

صورت اتولوگ در  به و )TCP(تري كلسيم فسفات داربست 

در كنديل نقص استخواني  داراي استئوپروتيكمدل بز 

نشان از شانزده هفته  پسارزيابي راديوگرافي استخوان فمور، 

كه در ناحيه ي در گروه )Radio opacity(تهداد راديواپاسي

در  ورسيده  كمينهبه گرفته بود، نقص، هيچ پيوندي صورت ن

در ناحيه آسيب انجام  TCPكه پيوند داربست ي گروه

در  .در محل آسيب ديده نشد اي ترميم قابل ملاحظهبود،  شده

تشكيل استخوان  TCPداربست  سلول بنيادي با پيوند گروه

قابل توجه بوده و درصد استخوان جديد در گروه سلول 

). 11(نشان داد چشمگيريهاي ديگر افزايش  نسبت به گروه

Niedhviedzki  متري در شفت  ميلي 10و همكاران نقص

از  پساستخوان راديال اندام فوقاني خرگوش ايجاد كردند و 

صورت  ها، پيوند سلولي را به بررسي استرومايي بودن سلول

ها بيست روز  راديوگرافي استخوان. غير اتولوگ انجام دادند

كال  ايجاداز پيوند سلول در گروه تجربي حاكي از  پس

م و در ، در روز چهلنينهمچ. بود وبيش نيرومند كماستخواني 

پي تشكيل كال استخواني در محل آسيب، گروه تجربي نسبت 

و  Meinel. )12(دار نشان داد يبه گروه شاهد افزايش معن

در جمجمه موش كوچك استخواني نقص يجاد ابا همكاران 

زمايشگاهي از داربستي استفاده كردند كه شبيه ساختار آ

 -Xپس از پنج هفته، آناليز تصاوير .ترابكولاي استخواني بود

ray سطوح بالايي از معدني شدن در محل آسيب در ها  موش

 گرچه ،نشان دادهاي درماني با سلول همراه با داربست  گروه

ميزان  بود نشدهن درماني آهاي داربست و كنترل كه بر  در گروه

ديگري  پژوهش در). 13(ها نيز كمتر بود معدني شدن استخوان

، پيوند اتولوگ 2005سال  درو همكاران  Shihتوسط 

هاي استرومايي مغز استخوان بر ناحيه ديستال استخوان  سلول

نتايج تست . استئوپروتيك شده فمور سگ انجام شد

از پيوند نشان  پسشش ماه  هاي فمور، بيومكانيك استخوان

هاي  داد كه مقاومت استخوان در گروه پيوند اتولوگ سلول

ز استخوان مشابه گروه پيوند اتوگرافت استخوان استرومايي مغ

ماتريكس  هاي آلوگرافت استخوان، اما در مقايسه با گروه است

 Partially demineralizedاستخواني كمي كلسيم زدايي شده

bone matrix)( )به اختصارPDBM(  افزايش نشدن و درمان

تحقيق  هاي هيستولوژي يافته .)14(دار داشت  يمعن

Niedhviedzki  و همكاران نشان داد كه ده، بيست و چهل

 ،هاي استرومايي در اندام تجربي  از پيوند سلول پسروز 

ها همراه با الياف كلاژن افزايش يافته و ناحيه  استئوبلاست

با ). 12(است شده ترميم از يك شبكه رگي غني برخوردار

هاي  داربستهاي بنيادي و  كه هر دو عامل سلول توجه به اين

تواند در ترميم نقص استخواني موثر  پذير مي زيست تخريب

استخوان ران  جزييبررسي ترميم نقص  بهاين تحقيق باشند 

و  (BMSCs) هاي استرومايي مغز استخوان توسط سلول

 و هاي راديولوژي با استفاده از روشكيتوسان  -غشاء ژلاتين

  .استپرداخته در موش صحرايي بالغ  بيومكانيك
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 ها شور و مواد

  ات حيوان

ويستار با وزن حدود   نژاد آلبينو ي نر بالغيسر موش صحرا 60

صورت ه ها ب خوراك دام موش. انتخاب شدندگرم  200- 250

دسترس آنها قرار  صورت آزاد دره حبه به همراه آب و ب

و  گراد درجه سانتي 22±2دماي حيوانخانه در حدود . گرفت

 12طور متناوب دوره روشنايي و تاريكي  روشنايي آن به

و استاندارد حيوانخانه دانشگاه علوم  دلخواهساعته در شرايط 

 طور تصادفي به به حيوانات. شد تعيين) عج(پزشكي بقيه االله

 بر كه جانوراني بودند شاهد گروه. گروه تقسيم شدند پنج

 فوقاني قسمت ناحيه در راستشان پاي فمور استخوان روي

 و شده بود ايجاد طرفه دو صورت به سوراخي ديستال فيز اپي

 ساعت 72 شم، گروهدر . دنه بودنكرد دريافت درماني هيچ

 محيط ميكروليتر 50 ،مشابه گروه كنترل آسيب ايجاد از پس

 ساعت 72گروه سلول در  .شد تزريق نقص محل به كشت

 BMSCs سلول هزار وپنجاه يكصد آسيب، ايجاد از پس

در گروه  .شد تزريق آسيب محل در اتولوگ غير صورت هب

 آناز  پسروز  سهمور ايجاد شد و در استخوان ف نقص ،غشاء

در گروه  .بكار رفتآسيب در محل كيتوسان  -غشاء ژلاتين

، سه روز پس از ايجاد هستند غشاءسلول و آخر كه گروه 

 صورت هب BMSCs سلول هزار وپنجاه يكصدنقص استخوان 

 .به محل آسيب پيوند زده شد اتولوگ غير

  ران استخواندر  جزيي نقص ايجاد

 زينيزايل و mg/Kg  90مقدار، به كتامين از تركيبيبا  ها موش

 كامل بيهوش صفاقي داخل صورت بهmg/Kg 10 مقدار به

 خلفي پوست و تراشيده حيوان پاي موي ،، سپسشدند

 تراشيدن از پس .شد استريل الكل و بتادين با ران، خارجي

 با و شدشستشو  بتادين با ران خارجي سطح مياني ناحيه موي

 فوق ناحيه در متر سانتي دو طول به برشي استريل كاملاً يروش

 زدن كنار از پس وشد ايجاد حيوانات راست پاي در

 در ران استخوان عمقي، فاسياهاي و سطحي هاي ماهيچه

 متر، ميلي1 قطر به اي مته با ،سپس .گرفت قرار ديد معرض

 ناحيه در(Transcortical)  طرفه دو صورت به سوراخي

 جراحي، پايان در. دش ايجاد فمور استخوان ديافيز ديستال

 صفر 4 سيلك نخ با پوست وشدني  جذب بخيه نخ با عضلات

 صورت حيوانات از نگهداري جراحي از پس و شده دوخته

 در و شد باز دوباره عمل ناحيه ساعت، 72 از پس. گرفت

صد  حاوي كشت محيط ميكروليتر 50سلول درماني، ايه گروه

 محيط ميكروليتر 50 تنها شم، گروه در و سلولو پنجاه هزار 

و  ندشد دوخته پوست و عضلات سپس و شد تزريق كشت

كيتوسان در محل آسيب  - پيوند غشاء ژلاتين ءدر گروه غشا

  . شدانجام 

 (BMSCs)مغز استخوان  بنيادينهاي  سلولو كشت  استخراج

هاي بنيادين مغز  در اين تحقيق پيوند غيراتولوگ سلول چون

، جراحي حيوانات در سه مرحله انجام بكار رفتاستخوان 

هاي مغز استخوان بدين ترتيب آماده  در مرحله اول سلول. شد

مخلوط  باها  موشتعدادي از صورت تصادفي ه بشدند كه 

. شدندبيهوش  ) 10 (mg/kg زايلزين و) mg/kg) 50 كتامين

با جراحي در معرض ديد  و راست استخوان ران چپ ،سپس

با  را بريده سپسقيچي استخوان بر، استخوان  باو  قرار گرفته

 Alpha-MEMميلي ليتر محيط  1حاوي  يليتر ميلي 5سرنگ 

مغز   18Gسوزن  يك سربا و  FBS10% و سرم جنين گاوي

پروگزيمال و ديستال استخوان استخوان را از هر دو انتهاي 

ي سرنگ را به درون يك فلاسك اآسپيره كرده و محتو

درجه  37، دماي =2/7pHسي تخليه و در انكوباتور با  سي 25

مدت  بهانكوباتور مرطوب  در محيطو  CO2% 5گراد و  سانتي

. جايگزين شد محيط كشتسپس  ،دهكرساعت نگهداري  24

 Phosphate Buffer با ها هنگام تعويض محيط، سلول

Saline (PBS)  پس از آن تعويض . شدنداستريل شسته

هاي خوني و  روز تا تخليه كامل سلول 3تا  2محيط هر 

. يافتكف فلاسك ادامه  % 80خونساز و پر شدن بيش از 

 باروزانه از نظر مورفولوژي و شرايط عمومي  ،ها سلول

با در مرحله دوم . شدندبررسي inverted ميكروسكوپ 

هاي كنترل، شم، سلول درماني، غشاء درماني  جراحي بر گروه

غشاء درماني، نقص در ران پاي راست حيوان با  -و سلول

متر و در شرايط استريل ايجاد و سپس  ميلي 5/1اي به قطر  مته

با باز  مرحله سومدر پايان و در . محل زخم بخيه زده شد

ساعت در  حي دوم پس از هفتاد و دواكردن مجدد محل جر

  .هاي درماني مختلف مداخله درماني انجام شد گروه

  كيتوسان -تهيه غشاء ژلاتين
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 بارا ) Ch(ان سان ابتدا كيتوسكيتو - ژلاتين ءغشابراي ساختن 

با درجه حرارت  و بار تقطيردو وزني به آب مقطر  %1نسبت

همزن با يكديگر  باي كه درحالو  افزودهگراد  درجه سانتي 40

 استيك خالص و ژلاتين يتر اسيدل ميلي 5/0 شدند، ميمخلوط 

 وو به دماي جوش رسانده  افزوده نآوزني به  %1نسبت هب

  .دشاتوكلاو استريل  بدست آمده درمحلول 

  ها استخوان برداري مونهن

 بالاي دوز از استفاده باها  موش ،دوباره جراحي از پس روز 28

 ،ها موشران  استخوان برداشتن از پس و شده كشته كلروفورم

  .شد انجام ها استخوانبر  بيومكانيك و راديولوژي يبارزيا

 براي Viability test)( زندهي ها سلول و شمارش بررسي

 سوسپانسيون از مساوي حجمي هاي زنده بررسي سلول

 هاي سلول بلو تريپان چون. بكار رفت بلو تريپان و ها سلول

رنگ تريپان  زنده هاي سلول و آورد مي در آبي رنگ به را مرده

 مير و مرگ درصد وتعداد  ،ندشفاف گيرند و بلو را به خود نمي

 400 بزرگنمايي با اينورت ميكروسكوپ و نئوبار لامبا  سلولي

 .دش برابر شمارش و ثبت

    BMSCsهاي ل سلو ايمونوسايتوشيمي

 30 مدت  هب %4 پارافرمالدئيد باBMSCs  هاي لسلو نخست

 سه PBS محلول با آنها شستشويسپس  ثابت و ،ملا بر دقيقه

 مخلوط معرض ها در نمونه. شد انجام دقيقه 5 به مدت مرتبه

 مدت يك به درصد Triton X-100 3/0و زب %10 سرم

هاي  پادتن) 1:100( دنكر رقيق از پس شدند داده قرار ساعت

 سه هر كه Fibronectin  (Abcam)و CD44، CD45 اوليه

 ها ل سلو روي بر مجزا طور به كدام هر بودند موشي نوع از

 بادي آنتي شدن از خشك گيريپيش براي ها نمونه ،شد ريخته

 درجه در شب يك مدت به مرطوب پتري بشقاب داخل

 از پس ها لام .انكوبه شدنددرجه سانتيگراد  40 حرارت

 ، به H2O2%10 تازه محلول در معرض ، PBSبا شستشو

ي شستشو دوباره آن پس از. ندشد داده قرار دقيقه 30 مدت

 درو  اتاق دماي در ،سپس .انجام شد مرتبه سه PBS با ها لام

 بيوتين و آويدين )1:200( موشي ثانويه ضد بادي آنتي معرض

 تاريكمحيط در  دقيقه از آن 10 پس وساعت  دو مدت به

به خود  اي قهوه و رنگ(DAB  كروموژن محلول تاثير تحت

 انجام PBS با شستشو آن، دنبال به .دش داده قرار ،)گيرند مي

 .ندشد بررسي اينورت ميكروسكوپ باها  نمونه و شد

  ها  استخوان راديوگرافي ارزيابي

 راديوگرافي بررسي ها، لسلو پيوند از پس هفته چهار

 دستگاه با حيوانات راست پاي فمور استخوان هاي نمونه

Senographe 600T  Senix H.F  اشعه دوز با KV 22 9و 

mas   خلفي - قدامي نمايدر دو (AP) طرفي و (Lat) بر 

 با ها راديوگرافيهر يك از  .دش انجام ماموگرافي هاي كليشه

 نظر از راديولوژي و ارتوپدي نامتخصص توسط نهان كد

 و  Madsenشده  اصلاح روشبه  استخواني كال و دانسيته

  ).1جدول(شد صفر تا پنج دهي هرنم و ارزيابي )15(همكاران 
 

با استفاده از روش  X-Rayدرجه بندي كال استخواني در نماي . 1جدول 

  و همكاران Madsenاصلاح شده 

 درجه استخواني ميزان كال

 صفر فاقد كال

 يك كال خيلي ضعيف

 دو  كال ضعيف

 سه  كال نرمال

 چهار كال خوب

 پنج  كال خيلي خوب

   

  ها ن استخوا بيومكانيك آزمون

 فشار نقطه سه خمشي با آزمون ،ها استخوان مكانيكي مقاومت

)Tripoint Bending test(  دستگاهبا Zwick آلمان ساخت 

 بر انتها دو از فمور استخوان آزمون،اين  براي شد بررسي

 محور بر عمود نيروي و داده شد قرار نگهدارنده هاي پايه

 - قدامي در راستاي و سيستم كننده عمل با استخوان طولي

 كننده حركت عمل سرعت .دش وارد استخوان وسط بر خلفي

 شكستن هنگام تا وارده فشار و بود دقيقه در متر ميلي 5 سيستم

 مقاومت مكانيكي بيشينه، منحني ترسيم با. يافت ادامه استخوان

 .گرديد محاسبه نيوتن حسب بر )Fmax( استخوان

 آماري تحليل و تجزيه

 آزمون و ANOVA آماري آزمون با ها ه داد آماري ارزيابي

انجام شد   SPSSافزار نرم و. Tukey Post Hockتكميلي

 >05/0P يزانم با Mean ± SEM برحسب ها همه داده

  .شد گرفته نظر در داري معني درجه عنوان به

  



 و همكاران آسا اجوداني

 :ايمونوسيتوشيمي روش به BMSCs خلوص ميزان

 ± 66/4و  فيبرونكتين ها با آنتي درصد سلول 75/92

در  .واكنش نشان دادند CD44 ها با آنتي درصد سلول

ساز  هاي خون سلول ويژهكه  CD45اين مرحله آنتي بادي 

  ).1شكل (بيان شد ها درصد سلول 5/4 ± 18/2است تنها در 

 
  .برابر  400

CD45  و كنترل منفي سلول هايBMSC 24  ساعت پس از

 شوند اي ديده مي

داري در دو  يمعن هر چند اين غير. داري نشان ندادند

دار  يمعن گروه سلول و غشاء نسبت به گروه شاهد افزايش غير

غشاء نسبت به گروه شاهد كاهش  - و در گروه سلول

 در داري ياختلاف معن افزون بر آن. دار نشان داد

ء غشا -بين سه گروه سلول، غشاء و سلول هميزان راديواوپاسيت

گروه غشاء نسبت به گروه اين ميزان در  گرچه ديده نشده

غشاء نسبت به  - گروه سلول در دار و  يمعن سلول افزايش غير

، 1نمودار. (داشتداري  يگروه سلول كاهش غيرمعن

 )3شكل 

 viabilityبر بلو تريپانآميزي  رنگ با ها ل سلو

پس در انتهاي مراحل كشت  BMSCsهاي 

ميزان اين كف ظرف،  % 80شدن بيش از و پر

  .رسيد

ميزان تعيين

00/3 ± 75

درصد سلول 3/94

اين مرحله آنتي بادي 

است تنها در 

400تصاوير ميكروسكوپي سلول هاي استرومايي پس از انجام ايمونوسايتوشيمي با بزرگنمايي 

C ( و)D ( به ترتيب مربوط به آنتيCD44 آنتي بادي فيبرونكتين، آنتي ،CD45

اي ديده مي فيبرونكتين به رنگ قهوه و CD44دليل دارا بودن ماركرهاي  به Bو 

   (X-Ray): راديوگراف

از چهار هفته  پس ها استخوان هاي راديوگرافي

دو گروه شاهد و شم از نظر ميانگين كال 

. ندرداري ندا ياختلاف معن) ميزان راديواوپاسيتي

 )00/3±12/0(اگرچه ميانگين كال استخواني در گروه سلول 

هاي  نسبت به گروه) 05/3±36/0(گروه غشاء 

2(  و شم)يافته  افزايش )392/2±130/0

ميانگين ميزان تشكيل كال استخواني در محل آسيب 

غشاء  - سلولنيز گروه غشاء و گروه  و

اختلاف  و شم شاهدهاي  نسبت به گروه

داري نشان ندادند يمعن

گروه سلول و غشاء نسبت به گروه شاهد افزايش غير

و در گروه سلول

دار نشان داد يغيرمعن

ميزان راديواوپاسيت

ديده نشده

سلول افزايش غير

گروه سلول كاهش غيرمعن

شكل  و2شكل

  نتايج

سلو زنده بودن ميزان

test  هاي  سلول درصد

و پر از پاساژ چهارم

رسيد %91بيش از  به

  

تصاوير ميكروسكوپي سلول هاي استرومايي پس از انجام ايمونوسايتوشيمي با بزرگنمايي  -1شكل

A( ،)B( ،)C(تصاوير 

و A . است پاساژ چهار

 

راديوگرافارزيابي 

هاي راديوگرافي نتايج بررسي

دو گروه شاهد و شم از نظر ميانگين كال كه  نشان داد

ميزان راديواوپاسيتي(استخواني

اگرچه ميانگين كال استخواني در گروه سلول 

گروه غشاء  و

75/2±214/0(شاهد

ميانگين ميزان تشكيل كال استخواني در محل آسيب  بود ولي

و گروه سلول در

نسبت به گروه) 122/0±7/2(
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  .چهار هفته پس از پيوند

 يميزان و وسعت كال استخوان ميانگينكه  دهد مي نشان غشاء

هاي  در گروههمچنين تشكيل كال در محل آسيب مربوط به پيوند 

 
   .گروههاي مختلف در

،  پيوند )C(پيوند سلول ،)B(شم ،)A(شاهد: در گروه هاي مختلف

نسبت به  (D) و غشاء (C)  ميزان كال استخواني در گروه هاي سلول

است  افزايش داشته )01/59 ±14/1( شاهدنسبت به گروه 

در گروه پيوند همچنين، . دار نبود معنيگرچه اين افزايش 

نسبت به دو گروه  )57/72 ± 81/8(كيتوسان -ژلاتين

 - گروه پيوند سلولدار،  افزايش غيرمعنيگروه شم 

در مقايسه با دو گروه شاهد و شم، ) 22/53 6±/

 ... ي استخوان ران توسطيبررسي ترميم نقص جز

شم  -غشاء ژلاتين 

كيتوسان

سلول سلول -غشاء 

گروه ها 

چهار هفته پس از پيوند ي مختلفها در گروه) راديواپاسيتي(مقايسه ميانگين ميزان تشكيل كال استخواني 

غشاء - هاي شاهد، شم، سلول، غشاء و سلول تصاوير حاصل از تشكيل كال در محل آسيب در گروه

همچنين تشكيل كال در محل آسيب مربوط به پيوند  .بوده و بسيار شبيه به هم بودند فمور مربوط به شاهد و شم در چهار هفته پس از پيوند ناچيز

  .سلول و غشاء نسبت به گروه شاهد بيشتر و به وضوح قابل مشاهده است

در خوانيتاز محل تشكيل كال اس )Ant-Post( خلفي – تصاوير راديوگرافي با نماي قدامي 

در گروه هاي مختلف خوانيتاز محل تشكيل كال اس )Ant-Post(خلفي – تصاوير راديوگرافي با نماي قدامي 

ميزان كال استخواني در گروه هاي سلول .)دهدرا نشان مي  فلش ها محل كال استخواني( )E(غشاء  - و پيوند سلول

  .افزايش قابل ملاحظه اي پيدا كرده است (B)  شمو    

  ها استخوان بيومكانيك

هاي فمور چهار هفته پس از  بيومكانيك استخوان

نشان داد كه مختلف  هاي گروهدر  نقص استخواني

براي  F max)(ميانگين حداكثر نيروي وارده بر استخوان 

 )34/62 ± 06/5(گروه شمدر  بر مقاومت استخوان

نسبت به گروه 

گرچه اين افزايش 

ژلاتينغشاء 

گروه شم  وشاهد 

56(غشاء 

بررسي ترميم نقص جز

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

مقايسه ميانگين ميزان تشكيل كال استخواني  .1نمودار

تصاوير حاصل از تشكيل كال در محل آسيب در گروه

فمور مربوط به شاهد و شم در چهار هفته پس از پيوند ناچيز

سلول و غشاء نسبت به گروه شاهد بيشتر و به وضوح قابل مشاهده است

تصاوير راديوگرافي با نماي قدامي  .2 شكل

تصاوير راديوگرافي با نماي قدامي 

و پيوند سلول ) D(غشاء 

(A) گروه هاي شاهد 

  

بيومكانيك تستنتايج 

بيومكانيك استخوان تست نتايج

نقص استخوانيايجاد 

ميانگين حداكثر نيروي وارده بر استخوان 

بر مقاومت استخوان چيرگي



 و همكاران آسا اجوداني

غشاء  - دار نسبت به گروه غشاء و در گروه سلول

 ،در نهايت. داشتدار نسبت به گروه غشاء  يكاهش غيرمعن

 F maxغشاء نسبت به گروه سلول  - در گروه سلول

  )>001/0P(دار داشته است ني

 
) D(، پيوند غشاء )C(پيوند سلول  ،)B(شم  ،)A(شاهد: در گروه هاي مختلف

  همان طور كه در تصاوير ديده مي شود،  ميزان كال استخواني در گروه هاي سلول

 .است

  
  هاي مختلف هاي مختلف چهار هفته پس از پيوند سلول در گروه

05/0P<(  
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در  )98/79 ± 45/4(گروه پيوند سلول دار و 

و در ) >05/0P(دار  افزايش معني مقايسه با گروه شاهد،

از سوي ديگر  .دار داشتند يسه با گروه شم افزايش غيرمعني

غشاء نسبت به  -در دو گروه سلول و سلول

در گروه سلول افزايش  دار ولي معني

دار نسبت به گروه غشاء و در گروه سلول يمعن غير

كاهش غيرمعن

F maxيانگين م

نيكاهش مع

  

در گروه هاي مختلف خوانيتاز محل تشكيل كال اس )Lat(تصاوير راديوگرافي با نماي جانبي

)E( )همان طور كه در تصاوير ديده مي شود،  ميزان كال استخواني در گروه هاي سلول .)را نشان مي دهد فلش ها محل كال استخواني

است افزايش قابل توجهي پيدا كرده (B)  شمو   (A) نسبت به گروه هاي شاهد 

هاي مختلف چهار هفته پس از پيوند سلول در گروه گروه  Fmaxميانگين .2نمودار

05( دارنسبت به گروه شاهد  يمعن افزايش* 

  

شم  -غشاء ژلاتين 

كيتوسان

سلول سلول -

گروه ها 

دار و  كاهش غيرمعني

مقايسه با گروه شاهد،

يسه با گروه شم افزايش غيرمعنيمقا

در دو گروه سلول و سلولF max ميانگين 

معني غيرگروه غشاء 

تصاوير راديوگرافي با نماي جانبي -3 شكل

(غشاء  - پيوند سلولو 

(C) و غشاء (D)  نسبت به گروه هاي شاهد

  

            

  

-غشاء 



 ... ي استخوان ران توسطيبررسي ترميم نقص جز

   1394دي /96شماره/ چهارم و  بيست دوره/ گيلان پزشكي علوم دانشگاه مجله         75

  گيري و نتيجه بحث

خوردگي و  هايي كه در آن جوش در مواردي مثل شكستگي

يا در  گيرد صورت ميدشواري  به استخواني ترميم ضايعه

، عفونت، استئوپروز، ها بدخيميهايي مانند  بيماري

هايي كه  فرايندها و مكانيزمممكن است استئوآرتريت و غيره 

براي بازسازي محل آسيب بايد طي شده و وارد عمل شوند با 

هاي  رسد پيوند سلول لذا به نظر مي). 16(شود  روبرودشواري 

كشت  آوري و گرداسترومايي كه به آساني در دسترس بوده و 

هايي كه با مشكل جوش  ها آسان است در درمان شكستگيآن

اين  زيراد هستند موثر باش آن روبرودر  ديركردخوردن يا ن

ي يسرعت تكثير بالافراواني در تمايز داشته و  توان ها سلول

 از شده استخراج نبنيادي هاي سلولدر اين تحقيق ) 16( .نددار

با  داده شد و تكثير كشتها، در محيط  استخوان ران موش

محل نقص استخواني روند ترميم استخوان  درپيوند آنها 

ها  استخوان نتايج بررسي راديوگرافي .شدسيب ديده بررسي آ

از پيوند سلول و  پسچهار هفته در تحقيق ما نشان داد كه 

گروه غشاء  وميانگين كال استخواني در گروه سلول غشاء 

 دار  معني غير افزايشو شم  شاهدهاي  نسبت به گروه

 همكاران وCao ي با نتايج زياد تا حدهاي ما  يافته. است داشته

 راديوگرافي بررسيزيرا ايشان در  ردهمخواني دا) 11(

 اتولوگ پيونداستخوان هاي فمور شانزده هفته پس از 

ميزان  نشان دادند كه استئوپروز درمان درMSCs  هاي لوسل

 طور به شاهد گروه با مقايسه در سلول پيوند گروه در ترميم

همسو با نتايج  ،همچنين .است هداشت دار افزايش معني

 )12(و همكاران  Niedhviedzki هاي يافتهراديوگرافي ما 

 از پس چهل روز بيست وكه ايشان نيز نشان دادند كه  است

كال  ،تجربيدر گروه  BMSCs هاي ل سلو اتولوگ غير پيوند

 يدر محل نقص استخواني نيرومند وبيش كماستخواني 

داري بين گروه تجربي با  معني افزايش كه طوري هبتشكيل شده 

  ). 17(نشان داد  شاهد گروه

اديوگرافي و مشاهده ميزان ر آزموندر بررسي نتايج حاصل از 

ميانگين ميزان شد كه  نشان داده تحقيق مادر وجود آمده كال ب

هاي  غشاء نسبت به گروه -گروه سلول كال استخواني در

اين . است هداشتدار  يشاهد، سلول و غشاء كاهش غيرمعن

 پسايشان  است زيراو همكاران  Meinelمغاير نتايج ها  يافته

بستي شبيه ردا و استفاده از ها موشنقص در جمجمه از ايجاد 

در محل نقص استخوان و انجام ساختار ترابكولار استخواني 

X-ray دانسيته  پيوند نشان دادند كه ميزاناز  پس هفته پنج

در گروه سلول درماني همراه با داربست در  كال استخواني

افزايش  شاهدي و يتنها هاي داربست به گروهمقايسه با 

دست آمده از ب گرافي ارزيابي راديو نتايج ).13(است يافته

 -سلولهاي  هاي راديوگرافي ما در گروه با يافتهتحقيق ايشان 

-ژلاتين يرسد حضور غشا به نظر مي. داردنهمخواني  غشاء

 ها رشد طبيعي سلول راهبندي دربه سلول  كيتوسان همراه با

 استخوان ترميم روندو تشكيل كال استخواني در  بوجود آورده

  . دانداز را به تعويق مي

 بيومكانيك آزمونهاي حاصل از  در بررسياز سوي ديگر 

نيروي وارده بر  بيشينهميانگين كه  شد نشان داده ما پژوهش

در مقايسه با گروه شاهد  گروه پيوند سلول در استخوان

دار  يدار و نسبت به گروه شم افزايش غيرمعن يافزايش معن

مقاومت استخوان در گروه پيوند سلول  ،همچنين .داشته است

سال  درو همكاران  Shih هاي يافته .ها بيشتر بود از ساير گروه

هاي استرومايي مغز  پيوند اتولوگ سلولكه در آن  2005

ناحيه ديستال استخوان استئوپروتيك فمور سگ  دراستخوان 

هاي  بيومكانيك استخوان آزمون. انجام شدهمسو با نتايج ما 

از پيوند نشان داد مقاومت استخوان در  پسفمور شش ماه 

هاي استرومايي مغز استخوان مشابه  گروه پيوند اتولوگ سلول

با  سنجشدر گرچه  استگروه پيوند اتوگرافت استخوان 

 PDBM Partiallyهاي آلوگرافت استخوان،  گروه

demineralized bone matrix)(  درمان افزايش  بدونو

ميانگين حداكثر نيروي وارده بر  .)14(است  داشته دار يمعن

بيومكانيك استخوان اولنار  آزموندر  Fmax)(استخوان 

 ها در گروه پيوند مغز استخوان در مقايسه با گروه خرگوش

اين  هاي يافتهبا كه  )18( دار داشت يشاهد افزايش معن

   .همخواني دارد پژوهشگران

 هاي لوسل ،پيوند زده شدههاي  سلول بر رود افزون گمان مي

 و شده عمل استخوان وارد ترميم براي نيز آسيب محل اندوژن

 را سازي استخوان فعاليت ، TGF-βفاكتورهاي خانواده توليد با

 مغز يياستروما هاي سلول .كنند مي تقويت آسيب محل در

 راه از را ناحيه همان اندوژن هاي ل سلو پيوندي، استخوان
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 در نها راآو كرده تحريك ماتريكس، با سلولي هاي واكنش

 ها بر آن، اين سلولافزون  .كنند مي وارد ترميم يندافر

 هاي ژن رونويسي عمل كه ديگر فاكتورهايي و رشد فاكتورهاي

 از زيادي تعداد ده و نيزكررا بر عهده دارند توليد  ويژه

 ترميم در اساسي كه نقش كنند اوش ميتر را ييها نسيتوكي

  ).19( دارند استخوان

ا ب اي استخوان فرايند پيچيده كنترل شده ترميمفرايند 

برجسته دو فرايند . است هاي رشد موضعي و سيستمي فاكتور

 ها پژوهش. ندهستدر درمان شكستگي آنژيوژنز و استئوژنز 

، هر دو فرايند گوناگونهاي  كه در كشت بافت اند نشان داده

هاي  تزريق سلول .)20( شوند وارد عمل ميزمان  طور هم به

ها را  آن استخواني، ظرفيت استئوژني نقصاسترومايي به محل 

برد كه حاصل آن افزايش سرعت تشكيل كال  بالا مي

 ،هاي استئوبلاست پيوند سلول رود گمان مي. استاستخواني 

سازي داخل  استخوان راه توليد غضروف و كال استخواني را از

كه رود هنگامي  گمان مي ).21(انگيزد مي برغضروفي 

گيرند بقرار محيط طبيعي  تنهايي در به ي پيوند شدهها سلول

اما  افتد خوبي اتفاق مياستخواني جديد بتشكيل بافت رشد و 

ديركرد  پيوند زده شود يغشاهمراه با  سلولكه هنگامي 

 آنعلتّ د كه خواهد دادر ترميم استخوان رخ  چشمگيري

استخوان در  استرومايي مغزهاي  مناسب سلولناتكثير 

پيوند  ترتيب بديناشد كيتوسان ب -ژلاتين مجاورت داربست

 . ردداترميم نواقص استخواني  دربهتري تنهايي نتيجه  سلول به

تا تواند  كيتوسان مي-ژلاتين يرسد كه پيوند غشا به نظر مي

گرچه استفاده از  ،دكنكمك  به ترميم نقص استخواني اي اندازه

كمك نتوانست به همراه غشاء  سلول استرومايي مغز استخوان

 كه نمايد در حالياستخوان  جزييچنداني به ترميم نقص 

ترميم نواقص استخواني  درتنهايي نتيجه بهتري  پيوند سلول به

  .داشته است

 تحقيقات مركزي نپشتيبا با مطالعه اين :قدرداني و تشكر

 شده گرديد انجام) عج(االله پزشكي بقيه علوم دانشگاه تروماي

  .شود مي سپاسداري وسيله بدين كه

 .گونه تضاد منافعي ندارند دارند كه هيچ نويسندگان اعلام مي
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Abstract  

Introduction: Bone marrow stromal cells (BMSCs) are multipotent stem cells that can differentiate into osteogenic 

cells. Today, biocompatible scaffold has emerged as a novel treatment for replacement of lost bone tissue. 

Objective: This study evaluated the repairment of bone defect using bone marrow stromal cells and gelatin-chitosan 

membrane in rats. 

Materials and Methods: In this experimental study, sixty male adult Albino Wistar rats were equally divided into five 

groups as follows: Group 1 (control group) received no treatment after bone defect. Group 2 (sham group) after bone 

defect, the culture medium was injected at the site of bone defect. Group 3 (gelatin-chitosan group), with gelatin-

chitosan membrane used into bone defect. Group 4 with BMSCs transplanted into bone defect and Group 5 with cell 

transplantation with chitosan - gelatin membrance used into bone defect. 

Results: No significant difference was found between the controls and Sham group, according to radiopacity test but  

radiograph bone opacity increased in chitosan - gelatin and cell groups, compared to control group but the differences 

were not significant. On the other hand, in cell-GC group compared to control group, radiopacity decreased but was not 

significant. Our biomechanical results showed the mean of F max was significantly increased in cell group compared to 

control group, and in Gelatin-Chitosan group compared to control group was increased but the difference was not 

significant and in cell-GC group compared to control group it was decreased but the difference was not significant, 

either. 

Conclusion: It seems that gelatin-chitosan membrane transplantation can partly be useful for repairing of bone defect. 

Although the use of bone marrow stromal cells with the membrane could help a little to repair of bone defects, cell 

transplantation alone is better for repairing the bone defects. 
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