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  چكيده

 هدف از اين بررسي، مقايسه استخوان توليد شده از طريق مهندسي بافت و مشتق از :مقدمه
ي بنيادي بافت چربي با پيوند استخوان اتوژن در ترميم مدل شكاف آلوئول فك ها سلول

  . بالاي سگ بود
، پس هاي بنيادي مزانشيمال سلولسگ  4اي، در  در اين مطالعه تجربي مداخله: ها مواد و روش

شناسايي ماركرها توسط تكنيك فلوسيتومتري، از بافت چربي زير جلدي جدا و پس از از 
تري كلسيم فسفات  -هاي هيدروكسي آپاتيت ها در داربست سلولاين . شد تكثير كشت،

هاي بنيادي  استئوژنيك سلول يصحت القا. گرفتكاشته شد و در محيط استئوژنيك قرار 
سگ دو دندان از سه دندان انسيزور  4ابتدا در . شد تأييد RT-PCRمزانشيمال توسط تكنيك 

از كرست آلوئول تا كف بيني متر  ميلي 15ا عرض در هر طرف خارج و در دو طرف ديفكتي ب
در هر طرف استنتي قرار  جهت حفظ فضا، مخاط بيني به مخاط دهان بخيه شد و. ايجاد شد

هاي استئوژنيك حاصل از تمايز  روز، در يك سمت، شكاف توسط سلول 60پس از . گرفت
خوان تيبياي سگ دست آمده از استه استئوژنز و در سمت ديگر توسط استخوان اتوژن ب

روز پس از  60و  15هاي  در زمان استخوان سازي در هر سمتميزان  .بازسازي شد
 و آماري توصيفي هاي شاخصبا ها  داده .تكنيك هيستومورفومتري ارزيابي گرديد باجراحي 
  .)α = 05/0( آناليز شد tآزمون 

رحله دوم، در سمت روز از جراحي م 60 و 15 ميانگين تشكيل استخوان پس از :ها يافته
 .درصد بود 70 و 5در سمت سلول بنيادي به ترتيب  ودرصد  95 و 45اتوگرافت به ترتيب 

گروه اتوگرافت و سلول بنيادي در هر دو زمان از لحاظ آماري  2سازي در  تفاوت استخوان
  .)001/0و  004/0 به ترتيب p value(دار بود  معني
مواردي كه محدوديت دسترسي به استخوان اتوژن تكنيك مهندسي بافت در : گيري  نتيجه

تواند  ، ميوجود داشته باشديا احتمال ايجاد موربيديتي قابل توجه در محل دهنده  وجود دارد
 مد نظرسازي مطلوب  به عنوان يك تكنيك جايگزين با موفقيت كلينيكي و درصد استخوان

  . قرار گيرد

  .HAP-TCP، شكاف،،استخوان،آلوئولبنيادي سلول: ها كليد واژه
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  مقدمه

وقفه جراحان  هاي بي شتاريخ جراحي فك و صورت شاهد تلا

براي بهبود نتايج بازسازي نقايص كرانيوفاسيال كه اثراتي مخرب 

. روي زيبايي، عملكرد و روح و روان بيماران دارد، بوده است

هدف، بازسازي شكل، عملكرد و برگرداندن بيمار به جامعه 

اتيولوژي نقايص كرانيوفاسيال كه نياز به پيوند استخوان . باشد مي

هر چند . هاي تروماتيك يا علل مادرزادي مي باشد آسيبدارند 

به  ،آيد دست ميه پيوند استخوان اتوگرافت كه از خود بيمار ب

هاي استئوژنيك و ماتريكسي كه سيستم  علت دارا بودن سلول

اما  ؛رسد نظر ميه بهترين انتخاب ب ،كند  ايمني را تحريك نمي

ختلال در رشد، تحليل معايبي مثل ايجاد نقص در ناحيه دهنده، ا

اي  تكنيك مهندسي بافت حيطه. و محدوديت در ميزان دارد

رو به گسترش با توانايي بالا جهت درمان  تسرعبه جديد اما 

هدف نهايي مهندسي بافت، ترغيب توانايي بدن . باشد  بيماران مي

هاي  دهي به مواد و محيط ها از طريق پاسخ براي رژنراسيون بافت

هاي اتوگرافت،  تواند جايگزين روش  د كه ميباش  مي يخاص

. آلوگرافت و استفاده از مواد سنتتيك در بازسازي نقايص شود

براي شكل دهي استخوان شامل تركيب  مطلوباستراتژي 

ها و  هايي واجد صلاحيت يا با مولكول داربستي مناسب با سلول

هاي اخير در صدد بررسي هر  باشد و تلاش هايي ويژه مي محيط

كدام از اين اجزاء و چگونگي درمان نقايص استخواني توسط اين 

   .ها بوده است روش

ترين ناهنجاري مادرزادي در  صورتي شايع - شكاف دهاني

ناحيه كرانيوفاسيال و دومين ناهنجاري مادرزادي شايع پس از 

Club foot 15مورد در هر ماه و  475بروز شكاف، . باشد  مي 

شد و عوامل متعدد ژنتيكي و محيطي در با  مورد در هر روز مي

شكاف لب و كام، مشكلات  .]1[ايجاد اين ناهنجاري نقش دارند

صحبت كردن  ،كند ها ايجاد مي  زيبايي و عملكردي براي بچه

نيز را د و احتمال عفونت گوش كن رو مي هبا مشكل روب را بيمار

  ].2[دبر ميبالا 

پذير در پروسه گرافت استخوان شكاف آلوئول بخش جدايي نا

. شدبا طرفه يا دوطرفه مي درمان بيماران با شكاف لب و كام يك

شود كه اين جراحي قبل از رويش  بهترين نتايج زماني حاصل مي

 مطلوبياستخوان اتوژن تازه، ماده پيوندي . مي انجام گيرديكانين دا

در درمان شكاف آلوئول زماني  Gold standardاست و به عنوان 

ن مناسب مثل كرست ايلياك، منديبل، استخوان تيبيا، كه از مكا

شامل  كه راچ ؛دگرد ميمحسوب دنده يا كالواريوم برداشته شود، 

هاي استخواني زنده زيادي است كه براي استئوژنز ضروري  سلول

  ]. 3، 4[باشد مي

پيوند استخوان اتوژن معايبي نيز دارد كه مقدار محدود گرافت 

احتمال  و در محل ناحيه دهنده گرافت قابل حصول، ايجاد آسيب

از آن دس ايجاد عفونت يا هماتوم بعد از جراحي در ناحيه دهنده 

ساز راه حل مناسب  هاي استخوان جهت دستيابي به سلول. است

سلول بنيادي، سلولي است كه  است؛هاي بنيادي  استفاده از سلول

مختلف  هاي توانايي تمايز به رده و خود هتوانايي تجديد خودب

  . باشد سلولي تا حد ايجاد شكل تخصصي آن سلول را دارا مي

هاي بنيادي توانايي  امروزه نشان داده شده است كه سلول

ها شامل مزودرمال، اندودرمال و اكتودرمال را  تمايز به انواع سلول

هاي بنيادي مزانشيمال  با شناخت سلول. باشند دارا مي

Pluripotent اين زمينه انجام شده است، مطالعات زيادي در .

هاي بنيادي مزانشيمال به توانايي ذاتي  انعطاف پذيري زياد سلول

ها براي عبور از موانع و تطابق با خصوصيات فنوتيپي،  اين سلول

شود كه  هاي مختلف مربوط مي بيوشيميايي و عملكردي بافت

ها را به استانداردي در حيطه طب بازسازي توسط  اين سلول

  .]5[ي بنيادي تبديل كرده استها سلول

با اين حال بحث زيادي روي منبعي كه براي دست يافتن به 

هاي استئوپروژنيتور و كاربرد در مهندسي بافت استخوان  سلول

هاي  هاي مطلوب سلول تمام ويژگي با. وجود دارد ،باشد مطلوب

كابرد در مهندسي  مغز استخوان براي منشأبنيادي مزانشيمال با 

ترين آن تعداد كم  هايي نيز وجود دارد كه مهم محدوديتبافت، 

ها در مغز استخوان و دردناك بودن برداشت نمونه از  اين سلول

. يا نخاعي دارد  كه نياز به بيهوشي عمومياست مغز استخوان 

هاي بنيادي  هاي بنيادي مزانشيمي، سلول يكي از انواع سلول

 )ASCsيا  Adipose-derived stem cells( مشتق از چربي

نيز ناميده  Lipoaspirate processedهاي  است كه سلول

دست ه راحتي از چربي زير پوست به ها ب اين سلول. شود مي

بي هاي بنيادي بافت چر سلولنشان داده شده است كه . آيد مي

توانايي  ،هاي خاص به كار رود هنگامي كه با بيومتريال ،انسان

   ].6[هاي دراز دارد د را در استخوانتوليد استخوان در مقادير زيا

، in vitroخاطر فراواني، سهولت در تهيه و تكثير وسيع ه ب
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هاي بنيادي مشتق از چربي كانديد مطلوبي براي كاربرد در  سلول

دانشمندان سراسر . استمهندسي بافت جهت توليد استخوان 

ها جهت  مناسب براي اين سلول منشأدنبال حامل و ه جهان ب

داربست يك چارچوب موقتي براي . دهستنازي استخوان بازس

ها فراهم  ها، چسبندگي و مهاجرت سلول رشد و تمايز سلول

در مطالعات حيواني در حوزه مهندسي بافت، . آورد مي

هاي هيدروكسي آپاتيت تا  هاي استفاده شده از سراميك داربست

ها،  براي بازسازي نقايص استخواني در سگ HA/TCPتركيب 

  ].7[سفند، و خرگوش متغير بوده استگو

اي در زمينه درمان شكاف  كه تا كنون مطالعه با توجه به اين

ها از طريق تكنيك مهندسي بافت و  آلوئول ايجاد شده در سگ

هاي مزانشيمي مشتق از چربي در ايران انجام  به كمك سلول

هاي  برآن شديم تا طي تحقيقي به بررسي كمي تفاوت ،نشده بود

 منشأوان توليد شده از طريق تكنيك مهندسي بافت با استخ

هاي بنيادي بافت چربي نسبت به استخوان اتوژن در درمان  سلول

ب نتايج اين مطالعه، زمينه را براي اتخاذ . شكاف آلوئول بپردازيم

  . آورد ميبهترين تدابير درماني در بيماران با شكاف آلوئول فراهم 

  

  ها مواد و روش

با روش نمونه گيري 1388در سال يي باليني كارآزمااين 

ماه  12-24كيلوگرم با سن  15-20سگ با وزن  4آسان روي 

 گاه علوم پزشكي اصفهاندر مركز تحقيقات ترابي نژاد دانش

  . انجام شد

داروهاي ضد  وها انجام  دوره واكسيناسيون كامل در سگ

ول به مرحله اها در  سگقبل از جراحي  .ها داده شد به آنانگل 

ساعت بعد  24تا ساعت قبل از  24 و روز قرنطينه شدند 15مدت 

ماندند كه در اين مدت تحت سرم  )NPO(ناشتا ، از هر جراحي

  . لاكتات قرار گرفتندرينگر تراپي با 

بيهوش رامپون  mg/kg 2و كتامين  mg/kg 20هر سگ با 

و هالوتان  N2Oو ادامه بيهوشي بعد از لوله گذاري با گرديد 

در هر سگ دو دندان از سه دندان انسيزور در هر . انجام شد

، به پهناي ريج آلوئول mm 15طرف خارج و ديفكتي با طول 

سپس مخاط  و فك بالا و ارتفاع تا مخاط كف بيني ايجاد شد

علاوه  ،در جراحي مرحله اول .گرديدبيني به مخاط دهان بخيه 

زير جلدي از  گرم چربي 20بر ايجاد ديفكت، از هر سگ حدود 

هاي بنيادي و القاي  ناحيه كتف برداشته و جهت جداسازي سلول

هاي استئوژنيك به لابراتوار كشت سلول مركز  ها به سلول آن

لايه بخيه  3سپس محل برش در . تحقيقات ترابي نژاد منتقل شد

ساعت در  48گرديد و درن جهت جلوگيري از تشكيل هماتوم تا 

روز از جراحي مرحله  60بعد از گذشت . محل برش قرار داده شد

ساز،  هاي استخوان هاي بنيادي چربي به سلول اول و القاي سلول

مطابق روش قبل  ،ها براي جراحي مرحله دوم آماده شدند سگ

پس از . بيهوش شدند و فلپ در محل شكاف آلوئول بلند شد

 cc 10ترميم كف بيني، فضاي ديفكت يك سمت توسط 

وندي كه همان جلسه از استخوان تيبياي سگ استخوان اتوژن پي

ها مطابق قبل آماده  سمت ديگر، فلپ. به دست آمد، ترميم شد

هاي بنيادي القا يافته به سلول  شد و محل ديفكت توسط سلول

بازسازي  HA/TCPساز و كاشته شده در داربست  استخوان

 4در هر دو طرف، مخاط روي گرافت توسط نخ پرولن  ؛گرديد

ها آمپول  سپس سگ. بخيه شد Water tightصورت ه بصفر و 

روز دريافت كردند و تحت  7بيوتيك به مدت  ضد درد و آنتي

مراقبت و نظارت كامل جهت جلوگيري از بازشدگي بافت در 

  .محل ترميم قرار گرفتند

در هر سگ ديفكت آلوئولار در ناحيه قدامي فك بالا كه در 

ان با سلول بنيادي و ديگري ارتباط با بيني بود، يكي جهت درم

بعد از هر جراحي، . جهت درمان با استخوان اتوژن، ايجاد شد

 گرم سفترياكسون ميلي 1روز بعد از جراحي، روزانه  7ها تا  سگ

همچنين از روز دوم بعد از جراحي مرحله . دريافت كردند عضلاني

  .هفته بعد، رژيم غذايي نرم داشتند 3اول و دوم تا 

سازي، استئوبلاست فعال، زمان،  ي، كلاژنساز استخوان

بروز ماركر  و هاي بنيادي روش درمان، بروز ماركر سلول

هاي حاصل  ارزيابي ساختار .شدهاي استئوبلاست بررسي  سلول

رنگ  ،هاي هيستولوژيك استئوژنيك با بررسي يپس از القا

 انجام شد؛تكنيك فلوسيتومتري  و كروم ماسون آميزي با تري

هاي مربوط به  براي ارزيابي بيان ژننيز  RT-PCRروش 

  . به كار رفتهاي ماتريكس ويژه استخوان  ملكول

سازي و كلاژن سازي  هاي استخوان براي آناليز تغييرات متغير

هاي آمار  علاوه بر استفاده از شاخص گيري، پيطي زمان 

. استفاده شد Paired sample t-testتوصيفي از روش آناليز 

  .شد در نظر گرفته 05/0اري در اين تحقيق د سطح معني
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  ها افتهي

هاي  هاي سطحي سلول فلوسيتومتري جهت شناسايي ماركر در

ها حاوي ماركر  درصد سلول 90/75بنيادي مشتق از چربي 

CD90 ها حاوي ماركر درصد سلول 99 و CD44 بود.   

هاي حاصل از  نشان داد كه سلول RT-PCRهمچنين نتايج 

خوبي ه را ب Iكلاژن هاي استئوكلسين و ژن تمايز استئوژنيك،

 محسوب هاي مهم استئوژنز بيان كردند كه اين دو ژن از ماركر

هاي بنيادي  موفق سلول يالقا ها نشانگر بيان آن و شود مي

 House-keeping ژن. هاي استئوژنيك بود مزانشيمال به سلول

  .بود GAPDHشده انتخاب 

تفاوت درصد استخوان سازي در سمت اتوگرافت در مقايسه 

روز پس از جراحي، از لحاظ آماري  60و  15با سلول بنيادي در 

   ).001/0 و 004/0 به ترتيب p value( دار بود معني

در مقايسه  نيزتفاوت درصد كلاژن سازي در سمت اتوگرافت 

ز جراحي، از لحاظ آماري روز پس ا 60و  15با سلول بنيادي در 

  ). 001/0و  006/0 به ترتيب p value( دار بود معني

 هاي استئوبلاست فعال پس از شايان توجه است كه سلول

حال آن كه پس  ؛هاي اتوگرافت مشهود بود نمونه تنها در روز 15

، ها شامل اتوگرافت و سلول بنيادي  روز در تمام نمونه 60از 

  .ديده شد عالهاي استئوبلاست ف سلول

  

  بحث 

وقفه جراحان  يب يها فك و صورت شاهد تلاش يتاريخ جراح

 يكه اثرات است نقايص كرانيوفاسيال يبهبود نتايج بازساز يبرا

شكاف . روان بيماران دارد و روح و عملكرد ،يزيباي يمخرب رو

در  يمادرزاد يهنجارترين نا به عنوان شايع يصورت -يدهان

ست و گرافت ين يمستثننيز از اين امر ناحيه كرانيوفاسيال 

ناپذير در پروسه درمان  ياستخوان شكاف آلوئول بخش جداي

  . باشد يبيماران با شكاف لب و كام يك طرفه يا دو طرفه م

Swan  به بررسي نتايج  نگر گذشته يا مطالعه درو همكاران

با گرافت ثانويه شكاف آلوئول توسط بيماران درمان  سال 11

چون عفونت  يها عوارض آن. ]8[پرداختندايلياك استخوان 

و اسكار  ناختلال در راه رفت ،يحس يدرد مداوم، ب ،يسطح

 يگير و چنين نتيجه يهيپرتروفيك در موضع گرافت را بررس

كردند كه هر چند احتمال عوارض بعد از عمل به دنبال برداشت 

 گرافت استخوان ايلياك در مقايسه با گرافت تيبيا، دنده و

تحمل  يكالواريوم بسيار كمتر است و توسط بيماران به خوب

  مورد به نيا و دارد وداما احتمال وقوع عوارض وج شود يم

و  Tessier .رديمورد توجه قرار گ  بايد كودكان،خصوص در 

هزار مورد از عوارض گرافت استخوان اتوژن  20 ]9[همكاران

عوارض اساس، ؛ بر اين اند كردهگزارش را  يسال جراح 50 يط

درصد  6 تا 1 برداشت استخوان كرانيال به عنوان گرافت بين

ميليت، استئو گزارش شده كه شامل تشكيل هماتوم، عفونت،

در حال . بوده است ينورولوژيك يدورا و عوارض جد يپارگ

درمان ثانويه شكاف  ياستخوان ايلياك انتخاب اول برا حاضر،

اب از عوارض برداشت اجتن يدر تلاش برا. باشد يآلوئول م

 ياستخوان اتوژن به عنوان گرافت در درمان نقايص استخوان

اخير به   يها سال يبافت ط يكرانيوفاسيال، تكنيك مهندس

  . عنوان يك روش جايگزين مورد مطالعه قرار گرفته است

 يبدن برا يبافت، ترغيب تواناي يمهندس يهدف نهاي

ه مواد متابوليك خاص ب يها از طريق پاسخ ده رژنراسيون بافت

ها از طريق كاربرد مدياتورها و  و در واقع رژنراسيون بافت باشد يم

 يها از زير گروه ييك. گردد يم دوربيولوژيك مق يها ماتريكس

 يبافت، درمان بر پايه سلول است كه شامل قرارگير يمهندس

 منشأ. باشد يم يبازساز يمستقيم سلول در ناحيه آناتوميك برا

يا سلول بالغ تمايز  يبنياد(، نوع سلول )توژن يا آلوژنا(سلول 

) گردش خون و يمغز استخوان، عضله، چرب(بافت  منشأو ) يافته

. ]10[استدرمان بر پايه سلول  يمهم در طرح ريز ياز فاكتورها

 يها بر استفاده از سلول يمبن 1987پس از اولين گزارش در سال 

و نشيمال مثل استخوان مزا يها توليد بافت يمزانشيمال برا

 يا دانشمندان سراسر جهان مطالعات گسترده، ]11[غضروف

اين  يبرا منشأترين  به بهترين حامل و مناسب يجهت دستياب

جعفريان و . اند استخوان انجام داده يها جهت بازساز سلول

مزانشيمال مشتق از مغز  يها با استفاده از سلول ]12[همكاران

 يه به سلول استئوژنيك اقدام به بازسازاستخوان و تمايز يافت

سگ نمودند و  4ده در استخوان منديبل ش ايجاد يها ديفكت

 ينتايج رژنراسيون را با بررس گيري پيروز  45از  پس

 TCP-HAگروه درمان شده با داربست  4در  يهيستومورفومتر

داربست ، يبه تنهاي TCP-HAداربست  ،يهمراه با سلول بنياد

OSS-Bio و داربست  يه با سلول بنيادهمراOSS-Bio  به
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 66( يساز ستخوانها بالاترين درصد ا آن. گزارش كردند يتنهاي

و كمترين  يهمراه با سلول بنياد TCP-HAرا در گروه ) درصد

گزارش ) درصد 24(بدون سلول  OSS-Bioرا در گروه  آندرصد 

را  TCP-HA همچنين داربست ]12[جعفريان و همكاران. كردند

هاي بنيادي عنوان   عنوان داربستي مناسب جهت حمل سلول به

روز  60كه نتايج مطلوب استخوان سازي مطالعه ما پس از  كردند

  .كند مي تأييداين امر را 

براي اولين بار در ايران و جهان، به بررسي حاضر مطالعه 

كمي استخوان توليد شده توسط تكنيك مهندسي بافت با 

آن بود كه هر  و نتايج مطالعه حاكي ازاستخوان اتوژن پرداخت 

چند پيوند استخوان اتوژن هنوز استاندارد طلايي درمان نقايص 

باشد اما تكنيك مهندسي  استخواني از جمله شكاف آلوئول مي

بافت در مواردي كه محدوديت دسترسي به استخوان اتوژن داريم 

قابل توجه در محل ) Morbidity( ناخوشييا احتمال ايجاد 

تواند به عنوان يك تكنيك جايگزين با  رود، مي هنده ميد

موفقيت كلينيكي و استخوان سازي مطلوب مورد استفاده قرار 

با انجام اين تحقيق مشخص گرديد كه تكنيك مهندسي . گيرد

بافت در درمان شكاف آلوئول با موفقيت كلينيكي همراه است و 

باشد و يا ابعاد   يدر بيماراني كه امكان دستيابي به اتوگرافت نم

بزرگ ديفكت، ميزان اتوگرافت قابل استحصال از بيمار را محدود 

سازي قابل  كند، تكنيك جايگزين مناسب و با روند استخوان  مي

  .باشد بيني مي پيش
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Comparison of regeneration of bone produced from the adipose tissue 
stem cells with autogenous bone: an animal study 

 
Naser Pourebrahim*, Batool Hashemi Bani, Nakisa Torabi Nia,  

Shirin Shah Naseri  
 
Abstract 
 
Introduction: This study compared bone produced by tissue engineering from the adipose tissue 
stem cells with autogenous bone graft (ABG) in the repair of alveolar cleft model in the maxilla of 
dogs.  
Materials and Methods: In this experimental-interventional study, mesenchymal stem cells were 
isolated from four dog's subcutaneous fat tissue after detecting the markers by flow cytometry; then 
the cells were proliferated after cultivation. These cells were cultured in hydroxyapatite tricalcium 
phosphate scaffolds and placed in a special osteogenic environment. Accuracy of mesenchymal 
stem cell osteogenic induction was confirmed by RT-PCR. At first in 4 dogs, two teeth of the three 
incisors were removed on each side and a 15-mm-wide defect was produced on both sides from the 
alveolar crest to the nasal cavity floor. Nasal mucosa was sutured to the oral mucosa. To preserve 
the space, a stent was placed on each side. After 60 days, on one side the cleft was regenerated with 
osteogenic cells produced from osteogenic differentiation and with the autogenous bone obtained 
from dog's tibia on the other. Bone regeneration was assessed at 15- and 60-day intervals post-
operatively with biopsy by histomorphometry. Data was analyzed with descriptive statistical tests 
and t-test (α = 0.05).  
Results: Mean bone regeneration at 15- and 60-day intervals on the autograft and the stem cell sides 
were 45%, 95%, 5%, and 70%, respectively. Statistical analysis revealed significant differences in 
bone formation between the two autograft and stem cell groups at both intervals (p values of 0.004 
and 0.001, respectively).  
Conclusion: Tissue engineering can be used as an alternative technique with clinical success and 
optimal bone formation in cases with limited access to autogenous bone or with possibility of 
significant morbidity at the site. 
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