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و  PHBVبررسی میزان بازسازي ضایعه استخوانی کالواریا موش با استفاده از اسکافولد 
 )USSC( هاي بنیادي مزانشیمی خون بند ناف سلول

عبدالعزیز  ؛2مریم ابراهیمی ؛2نائب علی احمدي ؛4آزار اسماعیل بی؛ *2مصطفی رضایی طاویرانی ؛1،2،3سعید حیدري کشل
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  چکیده

نیازمند ساخته شدن مجدد  باشد که رفته می بازسازي آناتومیکال و عملکردي بافت ازدست لازمه مهندسی بافت استخوان، زمینه:
بستر زیست  در مطالعه حاضر، ازباشد.  هاي استخوانی اطراف ضایعه می استخوان و اتصال بیولوژیک مناسب با بافت

  استفاده شد. دیده سیبآمنظور تسریع روند ترمیمی در بافت استخوانی  به USSC هاي سلولو  PHBVپذیر نانوفیبري  تخریب
با روش الکتروریسی و تعیین بهترین فاکتورها همانند نوع و مقدار  پذیر داربست نانوفیبري توخالی زیست تخریب ها: روش

خون بند ناف و از نمونه بنیادي  هاي سلولطراحی شد. جداسازي  PHBV 5% صورت به حلال، سرعت و حجم مشخص،
به همراه بستر  USSC هاي بنیادي انجام شد. تست حیوانی شامل پیوند سلولبا استفاده از آنالیز فلوسیتومتري  آنبررسی ماهیت 

PHBV  شده ابتدا ناحیه پیوند ،هفته 8. پس از گذشت گردیددر ضایعه استخوانی ایجاد شده در کالواریاي موش صحرایی انجام
د و در نهایت نیز میزان بازسازي و کیفیت بازسازي یهیستوپاتولوژي ارسال گرد بررسی و سپس به بخش  CT-SCANبا تست 

 د.شمشخص   E&Hآمیزي  بعد از رنگ

ل و گروه کنتر PHBV و USSC+PHBVاي را بین دو گروه نمونه شامل  هظتفاوت قابل ملاح ،نتایج هیستومورفیک ها: یافته
همراه  هب USSCسازي در حفره حاوي سلول بنیادي  همین ترتیب آنالیز هیستوپاتولوژیک نشان داد که میزان استخوان هب .نشان داد
PHBV در مقایسه با حفره PHBV سازي و ارتباط بافت استخوانی تازه و بافت استخوانی  و کنترل بیشتر بوده و کیفیت استخوان

  اطراف بهتر برقرار شده بود.
  تر نیز مفید باشد. تواند در ترمیم ضایعات وسیع می USSCو سلول بنیادي  PHBVتلفیق اسکافولد  :گیري نتیجه

  خون بند ناف ،هاي بنیادي سلول ،PHBV ،ضایعه استخوانی :ها کلیدواژه
  »1/12/1391 پذیرش:  6/9/1391 دریافت:«
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  مقدمه
مشـکلات   ،هاي زیاد ترمیم ضایعات استخوانی با گپ

ون تحقیقات زیادي را باشد که تاکن بسیاري از بیماران می
البتــه بــا اســتفاده از  .بــه خــود معطــوف نمــوده اســت

هاي بیولوژیکی و یا ترکیبات مصنوعی غیرزیست  داربست

 ـ هاي منحصـر  پذیر با ویژگی تخریب انـد،   فـرد توانسـته   هب
آل  . بازسازي ایـده )1-3( هاي کوچک را ترمیم نمایند گپ

یکـال و  را در علم مهندسی بافت، شامل بازسـازي آناتوم 
داننـد کـه در مشـکلات     رفته می عملکردي بافت ازدست

ــتخوان    ــدد اس ــدن مج ــاخته ش ــد س ــتخوانی، نیازمن  اس
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 هاي استئوبلاست) و اتصال بیولوژیک مناسـب بـا   (سلول
رغـم   باشـد. علـی   هاي استخوانی اطراف ضایعه مـی  بافت

گیري در درمـان   هنوز پیشرفت چشم ،)3(مطالعات بسیار 
که  یهای رفته است. یکی از روشاین ضایعات صورت نگ

شـده   منظـور بازسـازي نـواحی تخریـب     هدر حال حاظر ب
  هـاي  گیـرد، تکنیـک   پریودنتال مـورد اسـتفاده قـرار مـی    

Guided tissue regeneration (GTR)  وGuided  bone 

regeneration (GBR) باشد کـه بـا اسـتفاده از پـودر      می
 ـهـاي حا  گردد. تمام روش انجام می ءاستخوان و غشا ر ض

براي بازسازي استخوان، نتوانسته آرزوي جراحـان بـراي   
رسـد بـا    نظر می هورده سازد. بآبررا خوان تبهبود کامل اس

توجه به کندي فراینـد تـرمیم در ایـن بیمـاري، بایـد از      
با قدرت بازسازي تخصصی بالا در درمان بهره  هاي سلول

ست را جست که توانایی تبدیل به استئوبلاست و فیبروبلا
استخوان  داشته باشد و بافت همبند را بین بافت قدیمی و

اسـتفاده از   کـه اخیـراً   رغـم ایـن   جدید ایجاد نماید. علی
بـا   هـاي  سلولعنوان  مزانشیمی مغز استخوان به هاي سلول

توان بالا براي تبدیل به نسوج استخوانی مورد توجه قرار 
اده از تاکنون، گزارشی مبنی بـر اسـتف   )2-5(گرفته است 

هیدروکسی بـوتیرات   پذیر پلی بستر متخلل زیست تخریب
 (USSC)بنیادي خون بند نـاف   هاي سلولهمراه  والرات به

منظور بازسازي ناحیه کالواریا منتشر نشده است. در این  به
پـذیر   با طراحی بسترهاي زیست تخریب شدسعی  ،مطالعه

 گیـري از  و بهـره  PHBVنانوفیبري از پلیمرهـاي سـنتزي   
 ـ  ،همـراه سـلول بنیـادي خـون بنـد نـاف       هفناوري نانو ب

 هـاي  سلول. در مقایسه با شود هاي استخوانی ترمیم آسیب
 USSC هــاي ســلولبنیــادي مزانشــیمی مغــز اســتخوان، 

(توانـاي تکثیـر بیشـتر وتمـایز بـه طیـف        است تر  بنیادي
تر بودن  ها را دارند) و با توجه به پایین تري از سلول وسیع

در آن، از  (کمپلکس ناسـازگاري بـافتی)   HLAن میزان بیا
ترتیب، این  تري برخوردار است. بدین احتمال رد پیوند کم

توانند کاندیداي مناسـبی بـراي تـرمیم بـافتی      ها می سلول
 ،مطالعـه حاضـر  هاي اسـتخوانی باشـد. هـدف از     آسیب

پـذیر نـانوفیبري از    استفاده همزمان بستر زیست تخریـب 

منظـور   بـه  USSC هـاي  سلولو  PHBVپلیمرهاي سنتزي 
دیـده   سـیب آتسریع روند ترمیمـی در بافـت اسـتخوانی    

 و USSCهـاي   باشد. اگر بافت حاصل از پیوند سـلول  می
PHBV هـا   ورد و این سلولآاستئوبلاست را بوجود  بتواند

بتوانند با کالواریوم موش اتصال بیولوژیک مناسب ایجـاد  
 PHBVو  USSCسط توان گفت القا بازسازي تو کنند، می
 میز بوده است.آ موفقیت

  
  ها مواد و روش

در توسـط کارشناسـی مامـایی    نمونه خـون بنـدناف   
هایی کـه از زایمـان کـاملاً     شرایط کاملاً استریل از خانم

هاي فالکون  در لوله ها . این نمونهشدند گرفته شتطبیعی دا
) IU) 500لیتر کـه حـاوي ضـد انعقـاد هپـارین       میلی 50

به آزمایشگاه  ºC10تر از  در دماي کم وآوري  مع، جبودند
هـاي   . براي جداسـازي سـلول  گردیدکشت سلولی منتقل 

اي نمونه خـون بنـدناف از محلـول فـایکول بـا       هسته تک
دقیقه با دور  40مدت  سپس به. شداستفاده  077/1دانسیته 

G400  ــانتریفوژ ــه   و س ــردازش لای ــا پ ــلولب ــاي س  ه
 ـلـت سوپانسـیون در  ها بـه حا  اي، سلول هسته تک از  دهآم

اي  هسـته  هـاي تـک   سلول .شدندنمونه خون بندناف جدا 
صورت سوسپانسیون بـه   جداشده از نمونه خون بندناف به

که بـا فیبـرونکتین پوشـیده شـده و      cm225یک فلاسک 
  ،درصد سـرم جنـین گـاوي    20و  DMEMحاوي محیط 
mM (FBS)10 ــازون ــی u/ml1000، دکزامت ــیلین پن   و  س

mg1/0 منتقـل و در انکوبـاتور    بودسترپتومیسین اCO2 5 
درصـد قـرار داده    98و رطوبـت   ºC 37درصد و دمـاي  

  شدند.  
ابتـدا  جهت آنالیز فلوسیتومتري مارکرهـاي سـطحی،   

قـرار  را تریپسینه کرده و مورد شمارش  USSCهاي  سلول
سـاعت   1مـدت   سـلول بـه   106در هر لوله تعداد  یم.داد

ــاتور و روي  ــرار داده  یکرشــدرون آنکوب ســپس  شــد.ق
 شـدند. دقیقه سانتریفیوژ  6مدت  به g300 در دور ها سلول

اضـافه  درصـد   2به رسوب سلولی حاصله، سرم انسـانی  
 دقیقه در دمـاي اتـاق قـرار    30 ،و مخلوط حاصل گردید
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دقیقـه دوبـاره    6مدت  و به g300 ر. سپس در دوشدداده 
اصـل  و بـه رسـوب سـلولی ح    شدندها سانتریفیوژ  سلول
PBS  ــافه ــاضـ ــر د، شـ ــلولی را از فیلتـ ــوط سـ   مخلـ

(Nylon mesh) 100بـه هـر لولـه مقـدار      و یـم عبور داد 
از  Lµ100را در  هـا  . سلولکردیممیکرولیتر از آن اضافه 

PBS هـاي  بادي همراه آنتی به Anti-CD105 ،Anti-CD73 ،
Anti-CD90   و Anti CD34 دقیقه در  45مدت  و بهºC 4 

هـا    پس از شستشو، سلول کردیم. داري گهنور ن به دور از
سـپس   ،شد پارافرم آلدیئد قرار داده 1محلول  Lµ100در 

 ـگردآنالیز فلوسـایتومتري، روي آن انجـام     ـ .دی نظـور  م هب
مـورد آنـالیز    USSCهاي  سلول ،بررسی نظم کروموزومی
  کاریوتایپ قرار گرفتند.

شـده بـر روي    هاي کاشته بررسی میزان بقاء سلول
 :MTT assay)( تایمپلن

MTT سنجی است که بر اساس احیـا   یک روش رنگ
هاي زردرنگ تترازولیوم با فرمول  و شکسته شدن کریستال

ــیمیا -2,5-diphenyl-[dimethylthiazol-2-yl-4,5]-3 ییشـ

tetrazolium bromide (MTT) وسیله آنزیم سوکسـینات   هب
رنـگ نـامحلول    هـاي آبـی   دهیدروژناز و تشکیل کریستال

 5000 شود. ابتدا تعداد مناسبی سـلول (ترجیحـاً   ام میانج
بـر روي   ها هک) را در هر یک از چاهکسلول در هر چا

هـا بـه    تا سلول ه شداجازه داد کشت و PHBVاسکافولد 
حالت پایدار خود درآینـد. سـپس    هکف پلیت چسبیده و ب

هاي کنتـرل و آزمـایش، انتخـاب شـده و مقـدار       چاهک
ــوژ  ــاده میت ــبی از م ــه  مناس ــوردنظر را ب ــا داروي م ن ی

و پلیت را تا زمـان مـورد    کردیمهاي تست اضافه  چاهک
 ـ ثیر ماده مورد نظر، انکوبـه أنیاز جهت ت م. پـس از  ردیک

 ،ی را دور ریختهیمحیط کشت رو ،اتمام زمان انکوباسیون
میکرولیتر محـیط کشـت حـاوي نـیم      200به هر چاهک 

مدت  و بهدیم کراضافه  MTTلیتر محلول  میلیگرم در میلی
درجـه سـانتیگراد    37در   CO2ساعت در انکوباتور 4-2

توسط سیسـتم   MTTیم. در طی زمان انکوباسیون ادقرار د
هـاي چرخـه    سوکسینات دهیدروژناز که یکـی از آنـزیم  

شـود. احیـا و شکسـته     هاست احیا می تنفسی میتوکندري

رنـگ   هـاي آبـی   شدن این حلقه موجب تولیـد کریسـتال  
راحتی قابـل   هشود که در زیر میکروسکوپ ب فورمازان می

هایی  تشخیص هستند. میزان رنگ تولیدشده با تعداد سلول
که از نظر متابولیـک فعـال هسـتند رابطـه مسـتقیم دارد.      

هاي فورمازان در آب غیرمحلول بوده و بایسـتی   کریستال
 DMSOسـنجی توسـط مـاده حلالـی نظیـر       قبل از رنگ

نهایت جـذب نـوري محلـول    حالت محلول درآیند. در  هب
نانومتر قرائـت   570توان در طول موج  آمده را می دست هب

هـا را   تعـداد سـلول   ،کمک منحنـی اسـتاندارد   کرده و به
ارتبـاط خطـی بـین     ،محاسبه نمود. براي هر رده سـلولی 

 .ی وجـود دارد یها و جذب نوري محلول نهـا  تعداد سلول
اسـتاندارد  بایستی منحنی  ،لذا جهت بررسی هر نوع سلول

مربوط به همان رده را رسـم نمـوده و اسـتفاده کـرد. در     
عدد موش صحرایی نر با وزن تقریبـی   15 ،رضتحقیق حا

بر اسـاس پروتکـل    ند. تمام مراحلگرم انتخاب شد 200
موجود و مقید به اصول اخلاقی مطالعات حیوانی دانشگاه 

مـاه   1مـدت   ابتدا به انجام شد. علوم پزشکی شهید بهشتی
هـاي مخصـوص، تحـت رژیـم غـذاي       ها در قفس وشم

سـازي   داري شدند. پس از آمـاده  یکسان و استاندارد  نگه
تزریـق  با اسـتفاده از  ها  موش ،خانه غیرجراحی در حیوان

 درصـد  10و کتـامین   درصـد  2 عمیق عضلانی زایلازین
 ـ سپس  ندبیهوش شد تفاده از موتـور آنجـل و فـرز    بـا اس

متر)، به آرامـی و بـا    میلی 5فرز (هاي با ابعاد  ه، حفرترفان
ــوژي در  External Irrigationهمراهــی  ــا ســرم فیزیول ب

منظور استاندارد کردن محل  هکالواریاي موش ایجاد شد. ب
حفرات، از لند مارکر استفاده شد. در ناحیه کالواریاي هر 

در شـرایط  . سپس حیوانات موش یک حفره ایجاد گردید
ی قرار گرفتنـد: گـروه اول   یپنج تا یکسان و در سه گروه

داشـتند،   PHBV5%کـه اسـکافلد   بـود  ی یها شامل موش
 ،کـه در محـل ضـایعه   بـود  ی یهـا  گروه دوم شامل موش

را  PHBV5%و اسـکافلد   USSCمجموعه سلول بنیـادي  
هـاي کنتـرل    دریافت کرده بودند و در گروه سوم، مـوش 

 قرار داشتند که تنها ضایعه داشته و فاقد مداخله درمـانی 
خـاطر مداخلـه    هبودند. از ایجاد دو حفره در یک موش ب



  
 

 )603(                                                            1391ال شانزدهم، شماره هشتم، اسفند س -ماهنامه علمی پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی کرمانشاه
                                                         

 

ــالی ســلول ــادي  احتم ــاي بنی ــده ــز گردی ــق پرهی . تزری
تـا از بـروز    صورت روزانه انجـام شـد   بهسیکلوسپورین 

ها  هفته موش 8عمل آید. پس از  هواکنش ایمنی ممانعت ب
با رعایت اصول اخلاق کار با حیوانات با تزریق دوز بالا 

ــدیوم پنتوبا ــال (س ــدون درد65mg/Khربیت  sacrifice ) ب
ناحیـه کالواریـا بـا     CT-SCAN T3پس از انجـام   ند.شد

 2مـدت   درصد به 10و در فرمالین شد ترفان فرز برداشته 
بـا محلـول اسـید نیتریـک      گردید. سـپس داري  هفته نگه

دکلسیفیه شد و به آزمایشگاه پاتولوژیک جهت تهیه لام و 
ائوزین انتقـال یافـت. میـزان    آمیزي هماتوکسیلین و  رنگ

شناس بـا   بازسازي و کیفیت ترمیم توسط متخصص بافت
) مـورد ارزیـابی   CETIمیکروسکوپ نوري فاز معکوس( 

  قرار گرفت. 
  
  ها  یافته

هــاي  ســلولمحــیط رویــی  ،روز 3بعــد از گذشــت 
دور ریختـه  اي جداشده از نمونه خـون بنـدناف    هسته تک
 USSCهاي بنیـادي   ولسل .گردیدو محیط تازه اضافه شد 

خـالص و   ،تکثیـر  پـس از   به کف فلاسـک چسـبیده و  
  .)1(تصویر  نددجداسازي ش

 بنیـادي  هـاي  آنالیز فلوسـایتومتري بـراي سـلول   
USSC:  

    CD90 ،CD105بـراي مارکرهـاي   USSC هـاي  سلول
  

منفی بودند. این داده  CD34مثبت و براي مارکر  CD73و
 ـ هاي سلولبیانگر بنیادي بودن  باشـد   شـده مـی   ازيجداس

 ).2(تصویر 

  :USSCهاي  آنالیز کاریوتایپ براي سلول
 2قبل از شروع آزمایشات در پاساژ  USSCهاي  سلول

مشخص گردید کـه   و گرفتندمورد آنالیز کاریوتایپ قرار 
باشـد.   مـی  XX44زومی نورمال وداراي کاریوتایپ کروم

 ها دوباره مـورد  پاساژ دیگر، این سلول 48پس از گذشت 
آنالیز کاریوتایپ قرار گرفتند. مشخص گردید کـه داراي  

 3تصـویر  هستند.  XX44زومی نورمال وکاریوتایپ کروم
  .دهد ها را نشان می نمایی از کروموزوم

  

 
) بـا  USSCهاي بنیادي مزانشیمی خـون بنـد نـاف (    سلول -1تصویر 

 20(بزرگنمـایی   دهـد  شـکل را نشـان مـی    مورفولوژي تیپیک دوکی
  فازکنتراست). -پ اینورتمیکروسکو

 

 
 CD73:88.63و % CD105: 87.56دهد، مارکر سطحی % ) نشان می USSCهاي بنیادي مزانشیمی ( آنالیز فلوسیتومتري را براي سلول -2تصویر 

  داراي بیان منفی بود. CD34:12.32بیان مثبت داشتند و %
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هاي مرتب شـده   کروموزوم B) و در بخش 100اند (بزرگنمایی  د که هنوز مرتب نشدهده ها را نشان می نمایی از کروموزوم Aدر بخش  -3تصویر 
  باشند. یم XX44نمایید که داراي آرایش طبیعی را ملاحضه می

 
  MTTنتایج تست 

دسـت آمـده در    هگیري جذب نوري محلول ب با اندازه
کمـک منحنـی اسـتاندارد،     نـانومتر و بـه   570طول موج 

ا را محاسـبه نمـود. بـراي هـر رده     ه توان تعداد سلول می
ها و جـذب نـوري    ارتباط خطی بین تعداد سلول ،سلولی

لـذا جهـت بررسـی هـر نـوع       .ی وجود داردیمحلول نها
بایستی منحنی استاندارد مربـوط بـه همـان رده را     ،سلول

  رسم نموده و استفاده کرد.
هـا را    بقاي سلول درصد 96 ،آمده دست هب MTTنتایج 

  دهد. جواري نشان می ت همساع 48در طی 
  

  ارزیابی ترمیم:
در طول مطالعه هیچ یک از حیوانـات دچـار کـاهش    
وزن، تغییرات رفتاري یا بروز علایم سیستمیک نشـدند و  

 کدام از حیوانات مورد مطالعه از بین نرفتند. همچنین هیچ
مــوش  30در کــالواریم  Defect 30تعــداد  ،در مجمــوع

هفتـه،   8ونـد و گذشـت   صحرایی ایجاد شـد. پـس از پی  
ــاطع     ــک مقـ ــتولوژیک و مورفومتریـ ــابی هیسـ ارزیـ

لام (از هــر  1000بــر روي  H&Eشــده بــا  آمیــزي رنــگ
DEFECT( ــایی ــاي  در بزرگنمــ ــا  X40هــ  X100تــ

هـاي   به تفکیک گروه )cetiمیکروسکوپ نوري معکوس (
تـرمیم در آنـالیز    نمورد مطالعه صـورت پـذیرفت. میـزا   

). تـرمیم  2و 1جـدول  (هیستومورفومتریک مشخص شـد  
 25-75را ترمیم نـاقص، تـرمیم بـین     درصد 25تر از  کم

را ترمیم  درصد 75را ترمیم نسبی و ترمیم بالاتر از  درصد
ــر   ــایج نشــان داد کــه از نظ ــل در نظــر گــرفتیم. نت کام

ترمیم ضایعه در گروه نمونه بـالاتر از   ،هیستومورفومتریک
فتـه انجـام   ه 8بوده و بررسی بازسازي پس از  درصد 75

گردیده بود. براي این منظور از اور دوز سدیم پنتوباربیتال 
)mg/Kg65 استفاده و حیوانات کشته شدند. جهت انجام (

آزمایشات پاتولوژیک ناحیه پیوندشده با یک فرز جراحی 
سـرعت از جمجمـه    متصل به هند پـیس الکتریکـی کـم   

به بخـش   درصد 10در فرم الدهید  . سپسبرداشت گردید
تولوژي منتقل و پس از دکسیفیه شدن در محلول سدیم پا

روز بلـوك   50مدت  به درصد 10سیترات و اسید فومیک 
میکرونی قـرار   5نازك  هاي تقریباً بافتی تهیه و مورد برش

شـدند. نتـایج    H&Eآمیـزي   هـا رنـگ   لام نهایتـاً  .گرفتند
اي را در گروه نمونـه   هظملاح تفاوت قابل ،هیستومورفیک

و آنالیز هیسـتوپاتولوژیک   نشان داد USSC/PHBV شامل
سـازي در حفـره حـاوي     نیز نشان داد که میزان استخوان

USSC/PHBV  در مقایسه با حفره حاملPHBV   و کنتـرل
سـازي و ارتبـاط بافـت     بیشتر بـوده و کیفیـت اسـتخوان   

استخوانی تازه و بافت استخوانی اطراف بهتر برقرار شـده  
). التهـاب  5و تصـویر   G,K,Lهـاي   بخش 4بود (تصویر 

هـاي مـورد    یـک از گـروه   ) نیـز در هـیچ  3(جدول  بافتی
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 ـ PHBV( 2بررسی دیده نشد. در گروه  ) USSCهمـراه   هب
التهاب خفیف تنها در یک نمونه مشاهده شـد. در نمونـه   
کنترل التهاب متوسط در یک نمونه و التهـاب خفیـف در   

یـک   یت شد. واکنش جسم خارجی در هیچؤیک نمونه ر
در گـروه یـک و دو، اسـتخوان     ها مشاهده نشـد.  هاز گرو
باشـد کـه    می Lamellar و Wovenشده از دو نوع  ساخته

شده  میزان استخوان ساخته فراوانی بافت لاملار بیشتر بود.
داري در گروه دو بیشتر از گروه یک و بیشتر ابه شکل معن

  ).5) (تصویر >05/0P(از گروه کنترل بودند 
CT-SCAN:  

هفته، قبل از برداشت ناحیه بازسازي  8ز گذشت پس ا
تحت بیهوشی عمیق  CT-SCANها براي انجام  شده، موش

سـپس درون بـاکس    .با زایلـن و کتـامین قـرار گرفتنـد    
دیـده   مهارکننده قرار گرفته و میزان بازسازي ناحیه آسیب

مـورد ارزیـابی قـرار     CT-SCAN 3 Teslaتوسط دستگاه 
ختصات بازسازي را در نمونـه  ، تصویر م4 تصویر گرفت.
PHBV  و در نمونهPHBV همراه سلول بنیـادي   هبUSSC   

همـراه سـلول    هب PHBVدهد. بازسازي در نمونه  نشان می

تـا   Fهاي  بخش 4بیشتر بوده است (تصویر بنیادي مشخصاً
I ( جدول)4.(  
  

  هاي مورد بررسی میزان بازسازي ضایعه در گروه -1جدول 
  هاي مورد آزمون گروه  )mm2( مانده ضایعه باقی

5/0±6/1  USSC/PHBV 

8/0±4/2  PHBV 

  لرکنت  6/0±3/5

  
را در نمونه هاي مورد آزمایش نشان  Pvalueمیزان  -2جدول 

  دهد می
P value 

گروه هاي مورد 
 USSC/Collagen Collagen  بررسی

حفره 
  خالی

USSC/PHBV  05/0 04/0 05/0  
PHBV 001/0  03/0  8/0  
  05/0  06/0  02/0 کنترل

  

  
  ارزیابی میزان التهاب در گروه هاي مورد آزمون -3جدول 

  فاقد التهاب التهاب خفیف التهاب متوسط التهاب شدید گروه مورد مطالعه
PHBV 0 0 0 10 

PHBV/ USSC 0 0 1 9 

 8 1  1 0 کنترل

  
  دارد را بیان می دهد و میزان بازسازي ابعاد حفره شامل طول و عرض ضایعه را نشان می -4جدول 

  موش USSC/PHBV(cm)  PHBV(cm)  کنترل
44/0 ،49/0  29/0 ،34/0 33/0 ،34/0 1 

48/0 ،47/0  25/0 ،26/0 31/0 ،32/0  2 

46/0 ،44/0  27/0 ،27/0  30/0 ،30/0  3  
49/0 ،45/0  22/0، 24/0  30/0 ،28/0  4  
44/0 ،49/0  23/0 ،25/0  29/0 ،30/0  5  

  زان بازسازيمی 568/72%  08/80%  696/10%
05/0P<  05/0P<  05/0P<  P Value 
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دهد که نقایص در دو طرف سوچور ساژیتال میانی بدون رد کردن خط وسط با استفاده از هند پیس الکتریکی بـا   نشان می  Aدر بخش  -4تصویر 

طور شماتیک با  هتصویر ب Bایجاد شد. در بخش  درصد 9/0دور در دقیقه و فرز ترفان و شستشو دادن فراوان با سالین فیزیولوژیک  1000سرعت 
هاي  همراه سلول هب PHBVاسکافولد  Dمتر ایجاد و در بخش  میلی 5دایره اي به قطر  Cلند مارکر مختصات محل برش را نشان داده و در بخش 

USSC  و در بخشE هاي  در بخش .تنهایی پر شده است نیز حفره با استفاده از اسکافولد بهF,G,H,I ترتیب تصویر  بهCT-SCAN    مربوط بـه
نیز کالواریا برداشـت  J,K,L  تصاویر دهد. ) را نشان میI( PHBV/USSCو اسکافلد  )G,Hتنهایی ( هب PHBV)، اسکافلد F( هاي کنترل نمونه

مچنـان مختصـات   ترمیم صورت گرفته است ولـی ه  PHBV) در نمونه Jبازسازي مطلوب ( PHBV/USSCدهد که در نمونه  شده را نشان می
  ).L( مشهود است ضایعه قابل مشاهده است و نمونه کنترل که ابعاد ضایعه کاملاً

 

 
سازي و تشکیل بافت همبند مابین استخوان جدید و قـدیمی   دهد، استخوان را نشان می PHBV، مختصات بازسازي توسط Aدر بخش  -5تصویر 

کـه   USSC/PHBV هـاي  سلول، شمایی از Bکاهد. بخش  باشند که از کیفیت پیوند می هاي کلاژنی نیز قابل تشخیص می باشد. بافت مشخص می
باشد. بازسـازي بـا کیفیـت     سازي و تشکیل بافت همبند مابین استخوان جدید و قدیمی مشخص می ندر حفره استخوانی پیوند شده بودند. استخوا

، شمایی از Cدر بخش  .سازي از کیفیت بالاتري برخوردار است ل، استخواننمونه کنتر و  PHBVمطلوب انجام پذیرفته است. در مقایسه با گروه 
تـوان   طوري که مختصات حفره همچنان قابل مشاهده بوده و ترمیم را می هباشد ب حفره کنترل که بازسازي در آن با سرعت پایین در حال انجام می

  ).100هاي دیگرضعیف ارزیابی نمود (بزرگنمایی  در مقایسه با گروه

A 
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  بحث
هاي جراحی متعدد، براي بازسازي استخوان  در روش

هـاي فلـزي نـخ     هاي پاره شده، به پیچ شکسته و لیگمانت
اثرات  ،در بعضی موارد .بخیه و صفحات فلزي نیاز است

بـار   تواند زیـان  درازمدت این قطعات فلزي براي بدن می
و براي خارج کـردن قطعـه نیـاز بـه جراحـی دوم       باشد
 ) ساییدگی 35( درد مله عوارض قابل ذکر،از ج .باشد می

ازدیاد حساسـیت   ،)32-35بافت ( )، تجمع فلزات در36(
تــداخل بــا رادیــوتراپی و    ،)34و  24بــه تیتــانیوم ( 

، محدودیت رشد در (stress shielding) )19عکسبرداري (
) و ایجاد فشار 24( ) و عفونت و حرکت قطعه22ها ( بچه

باشد.  داشتن قطعه (ایمپلنت) میناگهانی در ناحیه هنگام بر
هاي زیست  براي کاهش این اثرات جانبی ساخت ایمپلنت

شـوند مـورد    پذیر که در طول زمان تخریـب مـی   تخریب
توانند شـامل پـیچ،    می ها اند.این ایمپلنت توجه قرار گرفته

کـه بـه آهسـتگی در بـدن حـل       صفحات باشند بست و
در  .)6( سـت هـا نی  نآنیازي به خارج کـردن   شوند و می

هاي بنیادي  وسیله سلول تسریع التیام به ،هاي متعدد گزارش
بـا اسـتفاده از    بالغ مغز اسـتخوان گـزارش شـده اسـت.    

گـردد تـا بـا     هاي مختلف مهندسی بافت سعی می تکنیک
هـاي مختلـف    هـا وایمپلنـت   کار بردن انـواع داربسـت   هب

هـاي وسـیع را    بنیادي بتوان شکسـتگی  هاي سلولهمراه  به
بنیادي مزانشـیمی   هاي سلول). 10( رچه زودتر التیام داده

 اند که توانایی رگزایـی  ن داده) نشاUSSCخون بند ناف (
). همچنین، تحقیق برروي توانایی تمایز 23و  7 ،6( دارند

هـا، قـادر بـه     ها نشان داده است که این سـلول  این سلول
هر سـه لایـه انـدودرم (هپاتوسـیت)،      هاي سلولتمایز به 

کاردیومیوســیت) و  و زودرم (استئوســیت، آدیپوســیتمــ
اکتودرم (نورون) هستند و بنابراین جایگزین مناسبی براي 

). همچنین تحقیقـات  7و  6آیند ( شمار می هسلول درمانی ب
پاساژ متـوالی   50ها پس از  نشان داده است که این سلول

)، سرعت تکثیر این 23( هنوز هم کاریو تیپ نرمالی دارند
بنیادي مغز استخوان و پالپ دنـدان   هاي سلولها از  سلول

ایـن  تـرین مزیـت    ) و بـزرگ 19و  18( باشـد  بالاتر مـی 

دسـتیابی آسـان    ،بنیادي دیگر هاي سلولنسبت به  ها سلول
بنیــادي  هــاي ســلولدر تحقیــق حاضــر از  ).23( اســت

 هـاي  سلولعنوان منبع جدید از  همزانشیمی خون بند ناف ب
هاي اسـتخوانی ایجادشـده    د. اکثر آسیببنیادي استفاده ش

خودي و بـا حـداقل درمـان بهبـود      طور خودبه در بدن به
یابند، با این حال در برخی موارد به دلایـل متعـدد از    می

جاي اسـتخوان در اثـر تومـور و     قبیل جوش خوردن نابه
خـودي انجـام    التیـام خودبـه   ،محـل ضـایعه   عفونت در

). در 5-7( کند پیدا میشود و مداواي بیشتر ضرورت  نمی
هـاي مختلـف از قبیـل     چنین مواردي ارتوپـدها از روش 

هاي فلزي جهت ترمیم کامـل   پیوند استخوان و یا ایمپلنت
 ،گیرند. عمل برداشتن اسـتخوان از فـرد   استخوان بهره می

اي در محل  ضایعه ،بسیار دردناك بوده و پس از برداشتن
-10( ه تـرمیم دارد شود که این آسیب نیز نیاز ب ایجاد می

هاي برداشتن استخوان از فرد بیمـار بـا    علاوه روش به )،8
خطــر آلــودگی همــراه اســت. از عــوارض بســیار مهــم 

ها  هاي مضر و تجمع آن رها شدن یون ،هاي فلزي ایمپلنت
در اعضاي مختلـف بـدن و در نتیجـه افـزایش احتمـال      

هـاي بنیـادي    ). توانـایی سـلول  36و  35( سـرطان اسـت  
ــ ــلول مزانش ــه رده س ــایز ب ــتخوانی یمی در تم ــاي اس  ،ه

نویدبخش این است که در آینـده نزدیـک بتـوان از ایـن     
ها در سـلول درمـانی ضـایعات وسـیع اسـتخوانی       سلول

استفاده کرد. برخی از محققان معتقدند کـه در ضـایعات   
چنانچه از استراتژي سـلول درمـانی اسـتفاده     ،استخوانی

 د اسـتفاده کـاملاً  هـاي مـور   شود بهتـر اسـت سـلول    می
تمایزیافته باشند و اگر غیر از این باشد ممکـن اسـت در   

هاي ناخواسته غیراستخوانی بوجود آید  سلول ،محل پیوند
و در نتیجه کارآیی پیوند را کاهش دهد. با در نظر گرفتن 

هاي  اهمیت مطالعات مربوط به تمایز به سلول ،این مطلب
هـاي   از بافـت  هـاي بنیـادي مزانشـیمی    استخوانی سـلول 

مختلف از جمله خون بند نـاف در محـیط آزمایشـگاهی    
   ). 10-12( گردد آشکار می

که توانایی رژنراسیون بالاي  اند محققین پیشنهاد نموده
  جمعیتی از  علت حضور هبهاي بنیادي خون بند ناف  سلول
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  ).  23و  8( باشد بنیادي خاص در آن می هاي سلول
 

  گیري نتیجه
 ـشده در تحقیـق حا  ي انجامها با ارزیابی ییـد  أت ر وض

آمده از مدل ضایعه کالواریـا، آزمایشـات بعـدي     دست هب
  هـاي حیـوانی    تر و مـدل  هایی با ضایعات وسیع براي مدل

  

  باشد. هاي تکمیلی، مجاز می تر جهت ارزیابی بزرگ
  تشکر و قدردانی

هـاي   تشکر فراوان از گروه مهندسـی بافـت و سـلول   
ت پروتئومیکس دانشگاه شهید بهشـتی  بنیادي مرکز تحقیقا

و گروه بیومواد دانشگاه آزاد واحد تنکابن. مقالـه حاضـر   
  باشد. بخشی از پایانامه دکتري سعید حیدري کشل می
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