
۱۳۸۳ تابستان ،۶۳ شماره

سازندگي و پژوهش ۸۰

فيزيكي... خصوصيات نقش

                    

سازندگي و ۱۳۸۳پژوهش تابستان ،۶۳ شماره

استئوبلاست سلولهاي كشت آزمايشگاهي مطالعه
ايجاد روند مشاهده و تيتانيوم فلز روي بر
از ميكروسكوپ استفاده با كلاژن رشتههاي

(SEM)اسكنينگ  الكتروني
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ژاپن. - توكوشيما دانشگاه دندانپزشكي آناتوميدانشكده بخش كيكوجي، ياماشيتا •
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آبزيان و دام امور در

چكيده
دندانپزشكي در زيادي )كاربرد ــايش فرس غير قابل و محكم ، (ســبك خاص ــيميائي ش و فيزيكي خصوصيات خاطر به تيتانيوم امروزه فلز
فلز كه كرد بتوان راهي پيدا تا اســت گرفته انجام فلز اين بر روي زيادي مطالعات علت همين به دارد صورت و فك جراحي و ،ارتوپدي
مشابه است كه شرايط لازم علت همين به كند استخوان پيدا را به بافت چسبندگي استحكام و بيشترين استخوان بافت در شده كارگزاري
مطالعات از اين يكي ، بررسي كنيم Hk روي بر را كلاژن ــته ــاخته شدن رش س مكانيســم و كرده فراهم اين فلز را براي ( ــتخوان بدن (اس
آنها روي بر كلاژن هاي رشته شدن ساخته چگونگي مطالعه و آزمايشگاهي ــرايط در ش تيتانيوم فلز روي به استئوبلاست سلولهاي كشــت
و تيتانيوم پرداختيم روي فلز كلاژن)به رشته كننده توليد سلولهاي (بعنوان استئوبلاست كشت سلولهاي مطالعه به تحقيق اين در ميباشد.
قطعه فلز ۱۲۰ كرديم. ابتدا بررسي اسكنينگ الكتروني وسيله ميكروسكوپ به آنرا ل اتصا چگونگي و كلاژن هاي رشته شدن ساخته روند
تنها و كرده استريل را آنها تيتانيوم دادن سطح صيقل و تحت آزمايش) بعد از تقســيم گرديد(شاهد مســاوي ۲ گروه به تهيه شــد و تيتانيوم
در ( MCM۳T۳-E۱) خرگوش استخوان استئوبلاست سلولهاي سپس شد، پوشانده آنها روي رســوب كلســيم بر آزمايش تحت گروه در
هاي كلاژن رشته تشكيل و تزايد جهت شرايط لازم CO۲ دار انكوباتور در آنها قرار دادن با فلز كشت داده و روي اين به استريل شرايط
كاغذي چســبهاي با و شــده خارج گروه از انكوباتور دو هر تيتانيوم فلزهاي ۱۵ ۷و ،۵ ،۳ ،۲ ،۱ روزهاي در ، فراهم گرديد ــلولها س براي
ميكروسكوپ با و شد پوشانده (Gold coating ــتگاه دس طلا (به وسيله فلز نازكي از لايه فلزبا سطح سپس شد جدا فلز ازســطح ــلولها س
كشت از بعد ۳ روز از سلولها اين و كردند رشد محيط كشت در خوبي به كه سلولها داد نشان نتايج گرديد، بررســي الكتروني اســكنينگ
متصل مي شدند( ساختمان كلسيم رسوبات محل سختي به به ــته ها رش اين آزمايش تحت در گروه ميكردندكه توليد را كلاژن هاي ــته رش
علت زمان كشت به افزايش با نميشدند.  متصل به فلز كلاژن هاي رشته بود كلسيم رســوب فاقد ــاهد كه تيتانيوم در گروه ش ) اما لنگري
آن علت كه نبود پذير امكان ۱۵ و روز۷ در تيتانيوم فلز سطح كردن سلولها از جدا فلز، به آنها زياد چسبندگي كلاژن توليد افزايش ميزان
به همراه كلسيم رسوبات از استفاده كه ميگيريم ،پس نتيجه مي باشد فلز تيتانيوم سطح و هاي كلاژن رشته با سلولها اتصال سطح افزايش
فلز تيتانيوم به از ــتفاده اس با ميتوان و دارد نقش تيتانيوم فلز و هاي كلاژن ــته رش مابين چســبندگي ايجاد در ميزان زيادي به تيتانيوم فلز

كرد. كارگزاري ايجاد در محل استخوان بافت و تيتانيوم فلز بين محكمي ما اتصال كلاژن و رشته كلسيم رسوب همراه

اسكنينگ. ميكروسكوپ الكتروني تيتانيوم، استئوبلاست، كلاژن، رشته كليدي: كلمات
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Study of Collagen fiber production by Osteoblast cells Cultured on titanium plates using SEm
By:Raji A.R. , Department of Anatomy ,Faculty of Veterinary Medicine,Ferdowsi Uni.Mashhad,Iran ;Yamashita 
K.,Department of Anatomy,Faculty of Dentistry,Tokushima Uni.Tokushima;Japan 
Titanium is one of the non-erodible biomaterials more frequently used in odontology , orthopaedy and cranio-
maxillofacial surgery for its physical and chemical properties that allow an exellent tissue integration. This study was 
about the culture of osteoblast cell in titanium with calcium deposition. At the first we choose 120 particle titanium 
and polished and Ca deposit over them , then osteoblast cell (MCM3T3-E1) culture ( one million cell ) in 2 ml culture 
medium over titanium and put sample in incubatore(with CO2) for 1, 2, 3, 5, 7, 15 days , after this time cell separated 
by paper tape and the surface of titanium and paper tape study by scaning electron microscope (SEM).We observed 
that osteoblast start to produced collagen fiber after 3days until 15days and this Cf attached only to the Ca deposit .We 
concluded that implant of titanium with Ca deposit is better than titanium without Ca deposit because Ca is a bridge 
between titanium and Cf.Study of collagen fiber production by osteoblast cells cultured on titanium plates using SEM.   
Osteoblast cells were cultured on media (N = 60) containing polished titanium plates deposited with Ca2+. The plates 
in the control group (n = 60) were not deposited with Ca2+. Following 1, 2, 3, 5, 7 and 15 days of incubation (CO2, 
37C), the cells were detached from the plates, the plate surfaces were coated with gold and studied with SEM. Collagen 
fibers could be observed only on Ca2+ deposited plates from day 3 onward. The production of the fibers were time 
dependently increasing to day 15, hence it was not possible to detach the cells from the plates following 7 days of 
incubation. It is concluded that Ca2+ is essential for collagen binding to titanium surface and this may be used in 
surgical implantation of titanium in orthopedics, odontology and cranio-maxillofacial. 
Key Words:Collagen Fiber ,Osteoblast , Titanium, SEM.

مقدمه
فلزي ــوان عن به ــوم تيتاني ــز ــروزه فل ام
ــيميائي ش و فيزيكي خصوصيات ــه داراي ك
قابل فرسايش) غير ، ــبك ،محكم (س خاص
ارتوپدي ، ــكي دندانپزش ــادي در زي كاربرد
همين ــه دارد ب ــورت و ص فك ــي جراح و
انجام فلز اين روي بر زيادي مطالعات ــت عل
فلز كه كرد پيدا ــي بتوان راه ــت تا اس گرفته
ــتخوان بيشترين اس بافت در شده كارگزاري
استخوان بافت به را ــبندگي چس و استحكام
ــگاهي لازم آزمايش مطالعات در لذا كند پيدا
(استخوان) را بدن ــابه مش ــرايط ش كه است
ــم مكانيس بتوان ــا ت كنيم ــم فراه فلز ــراي ب
اين برروي را كلاژن ــته رش ــدن ش ــاخته س
ــت كش مطالعات كرد،يكي از اين مطالعه فلز
تيتانيوم فلز روي بر ــت استئوبلاس ــلولهاي س
چگونگي مطالعه و ــگاهي آزمايش در شرايط

ــد. ــدن كلاژنبررويآنميباش ــاختهش س
ــطح  س ــانده ــا پوش ب Leeuwenburgh
، منيزيم فسفات ، كلسيم از ديسكهاي تيتانيوم
مغز كشت سلولهاي استئوكلاست و كربنات و
بعد شد كه متوجه آنها روي بر استخوان موش

و سطح شده فعال بسيار ــلولها روز اين س از ۷
نامنظم در اثر عمل اين سلولها كلسيم ــفات فس

.(۶) بود شده
تيتانيوم ــز فل ــا كارگزاري ب Hayakawa
پوشيده فسفر و كلسيم ــوبات رس وسيله كه به
و ديافيز ران استخوان كنديل جاي بود به شده
مطالعات در خرگوش ني ــت درش ــتخوان اس
در ۱۲ هفته از ــيدكه بعد رس نتيجه اين بافتي به
شده كلسيم استفاده رسوبات كه از هاي نمونه
ترميم ــر و كامل ت ــتخوان اس بافت ــخ پاس بود

ميگرفت (۵). انجام خيلي سريعتر
سلولهاي استئوبلاست به كشت Ramires
بدون و با تيتانيوم فلز روي بر انساني MG۶۳
به و پرداخت ــت آپاتاي ــي ــش هيدروكس پوش
روي بر كه ــواردي م در كه ــيد رس نتيجه ــن اي
ــتفاده اس آپاتايت ــي هيدروكس تيتانيوم از فلز
بيشتر آلكالين فسفاتاز فعاليت آنزيم بود ــده ش
از ــتر بيش مراتب به هاي كلاژن ــته رش توليد و

بود(۷). شاهد مورد
ــتالهاي كريس از ــي تحقيق در Chang
مختلف هاي ــدازه به ان ــي آپاتايت هيدروكس
فلز روي ــر ــزرگ) ب و ب ــط متوس ، ــك (كوچ

بعد كه ــد ش متوجه ،او كرد ــتفاده ــوم اس تيتاني
هيچ تفاوت استئوبلاست ــلولهاي س كشت از
كلاژن ــته هاي رش اتصال ميزان در داري معني

.(۳) نداشت وجود كريستالها اندازه با
مختلف از ــاي غلظته از ــتفاده اس با Fan
كشت محيط در (CSA)A سولفات كندروتين
كه كرد مشاهده تيتانيوم روي بر ــت استئوبلاس
ميزان رسوب استئوبلاست و ــلولهاي س تزايد

مي يابد(۴). افزايش CSA با كلسيم
آنزيم و ــين استئوكلس مطالعه ــا Wang ب
روي استئوبلاست بر كشت محيط در فسفاتاز
(HA) به آپاتايت ــي هيدروكس و تيتانيوم ــز فل
شامل كه HA كه در اطراف ــيد رس نتيجه اين
استئو ميزان ميباشد) فسفر و ــيم كلس تركيبات

.(۸) است فعاليت آنزيم بيشتر و كلسين
تركيبي دنبال ــه ب ــش نيز همكاران Best و
تيتانيوم فلز ــه كلاژن ب اتصال باعث ــه بودندك

ميشوند(۲).
دنبال شناخت شكل و به ما در اين تحقيق نيز
به شده توليد كلاژن هاي چگونگي اتصال رشته
در شده داده كشت استئوبلاست سلولهاي وسيله

. فلز تيتانيوم بوديم سطح



سازندگي و پژوهش ۸۲

... كشت آزمايشگاهي مطالعه

كار روش
-۱ ابعاد به ( صنعتي ژاپن ــتاندارد اس داراي تيتانيوم( فلز قطعه ۱۲۰ ابتدا
ــت بر علت اينكه كش به ، ميلي متر را برش زده ۲ و ضخامت ــانتي متر س ۰/۵
ــش ش در را قطعات تمام ميگرفت انجام بهتر ــده ش داده فلزهاي صيقل روي
روي از ــت دس بار با صد را قطعه هر كه صورت اين به داديم ، صيقل مرحله
داده .۲۴۰۰ .۴۰۰۰ عبور ۱۶۰۰. ۶۰۰ . ۲۴۰ ــري زب ــا ب كاغذي ــاي ــمباده ه س
انجام در انكوباتور قطعات كردن ــتريل اس و ــته شس مقطر آب را در قطعات ،
آزمايش گروه تحت ، ــيم شد تقس گروه دو به ها نه نمو مرحله دراين گرفت،
فلز از كه شاهد گروه ــانديم و كلسيم را پوش ــوب رس تيتانيوم فلز روي بر كه
فلز قطعات سطح پوشاندن ،براي كرديم استفاده كلسيم پوشش بدون تيتانيوم
آلفا (پودر Culture medium محيط در هفته ۳ مدت را به ،نمونه ــيم با كلس
فيلتر با سپس آن را و حل مقطر آب سي سي ۱۰۰۰ در ــته بس يك اندازه را به
بگيرد.در مرحله قرار فلز به روي Ca ــوب رس تا داديم قرار ( كرديم ــتريل اس
صورت به (MCM۳T۳-E۱) خرگوش استخوان استئوبلاست سلولهاي بعد
آب ليتر را در ۲ آلفا ــته پودر بس (يك كشت و به محيطهاي ــد ش تهيه منجمد
٪ Gluteal max۱ ٪۱، ــكوربيك اس ــيد اس ٪۱ آن به ــپس س كرده حل مقطر
اضافه Filtron يا گاوي خون سرم ليتر ميلي ۱۰ و استرپتومايسين سيلين پني

در گرديد،ظروف اضافه كشت ظرف داخل شد)در ــتريل فيلتر اس با محلول و
آنزيم از استفاده با هفته يك از ميگرفت و بعد قرار دار Co۲ انكوباتور داخل
و شده جدا كشت ظروف جدار سلولها از ليتر ) ميلي ۱۰) Tripsin-EDTA
سلولها حاوي سپس مايع ، ميشد جلوگيري آنزيم عمل Filtron از افزودن با
سلولها ، مي شد سانتريفوژ ۱۰ دقيقه به مدت ۱۵۰۰ دور با سرد ــانتريفوژ در س
هر روي در نئوبار لام با سلولي شمارش از بعد و جدا ها لوله از قست انتهاي
محيط كشت ليتر ميلي ۲ ( ــت مجزا كش ظروف (در تيتانيوم فلز هاي از كدام
به كشت ظروف و ميگرفت قرار ــت ــلول استئوبلاس س ميليون يك همراه به
لامينار هود زير در شده ذكر عمليات تمام ) مي گرديد منتقل دار Co۲ انكوباتور

.( انجام ميگرفت شرايط استريل در و
از را هر گروه نه هاي نمو كشت از بعد ۱۵ ، ۷ ، ۵ ، ۳، ۲ ، ۱ روزهاي در
جدا فلز سطح از سلولها به وسيله چسبهاي كاغذي ، و كرده خارج انكوباتور
قرار دادن از بعد ، ميگرفت آلومينيوميقرار Stamp روي به تيتانيوم و فلز شده
سطح ــيده شدن پوش و (Gold Coating) ــتگاه دس در دقيقه به مدت ۵ نمونه
الكتروني اسكنينگ ميكروسكوپ را با ها نه ، نمو طلا از لايه نازك يك با نمونه
نگاتيو ظهور و ثبوت از بعد و شد تهيه نگاتيو و بررسي EM ۴۳۰ مدل فيليپس

. گرفت قرار مطالعه مورد تصاوير ها
نتايج

گرفت موفقيت انجام با تيتانيوم فلز روي به استئوبلاست سلولهاي كشت
تنها ولي شد ايجاد گروه دو در هر اين سلولها ــيله وس به ــته هاي كلاژن رش و
متصل آزمايش گروه تحت در فلز تيتانيوم روي به رسوبات كلسيم محلهاي به
حاصله از ميكروسكوپ الكتروني تصاوير ). با مطالعه ۵ تا ــكل ۲ (ش ــدند ش
در كلاژني رشته هيچگونه ۲ ۱و روزهاي در آزمايش تحت گروه در اسكنينگ
هاي رشته اولين ۳ روز هاي نه نشد(شكل۱) . درنمو مشاهده تيتانيوم فلز سطح
اتصال متصل ميشدند كه اين طريق كلسيم رسو بات ايجاد شده به محل كلاژن

.( ۳ ۲و شكل ) مينامند (Anchor Structure)لنـگري ساختمان را
هنوز  سلولها و افزايش يافته كلاژن هاي ــته رش ــت كش از بعد ۵  در روز
اكثر كشت از بعد ۱۵ و ۷ در روز .( ۵ و (شكل ۴ ميشدند جدا فلز ــطح از س
سطح از سلولها كردن جدا و امكان چسبيده بودند كلسيم رسوبات به سلولها
مطالعه تصاوير در گروه .( ۶ (شكل ــت نداش وجود قبلي روشهاي به ــيم كلس
نميكردند پيدا تيتانيوم اتصال به سطح فلز كلاژن هاي رشته كه نشان داد شاهد
آن عدم كه احتمالاًعلت ميشد جدا فلز سطح از سلول ها و رشته راحتي به و

از روز بعد تحت آزمايش(۱و۲ در گروه كلسيم همراه رسوبات تيتانيوم به فلز : ۱ تصوير
۱۰۰۰۰x تيتانيوم ، T: فلز :رسوبات كلسيم C سلول )، كشت

روز ۳) تحت آزمايش در گروه رسوبات كلسيم به محل كلاژن هاي رشته اتصال تصوير۲ :
۳۰۰۰۰x، كلاژن رشته : Cf تيتانيوم فلز : T :رسوبات كلسيم C، از كشت) بعد

روز ۳ تحن آزمايش( در گروه رسوبات كلسيم به محل كلاژن هاي رشته اتصال تصوير ۳:
۴۰۰۰۰x، لنگري ساختمان : As كلاژن رشته : Cf كلسيم رسوبات : C ،(از كشت بعد



سا زندگي ۸۳پژوهش و

كلاژن هاي رشته اين كه نتيجه بود. تيتانيوم روي كلسيم در ــوبات رس حضور
جدا شده سلولها و همراه با سختي اتصال يافته به محل رسوبات كلسيم به تنها
فلز بين ما پل يك به شبيه كلسيم رسوبات يعني ــدند جدا نميش ــوبات رس از
عمل استئوبلاست سلولهاي بوسيله ــده توليد ش كلاژن ــته هاي رش و تيتانيوم
فلز تيتانيوم به ها اين رشته در اتصال محكم اين خاصيت از و ميتوان ميكنند
استخوان در محل آنرا پوشاند وسپس ها رشته با اين را آن كردو سطح استفاده

كرد. كارگزاري
بحث

كشت محيط بودن دهنده كامل ــان تيتانيوم نش فلز روي بر ــلولها س تزايد
هاي رشته ــاختن و س ــد،تكثير رش براي ــلولها س اين نياز مورد مواد لحاظ از
اين در ابتدا و شد شروع محيط كشت در ۳ در روز ها رشته بود. توليد كلاژن
براحتي كلسيم رسوبات به هاي كلاژن قوي رشته اتصال علت به و سلولها كم
تمايل دهنده نشان كه ميشدند جدا كلاژن هاي رشته از استئوبلاست سلولهاي
زمان بعد اما با گذشت مي باشد كلسيم رسوبات با هاي كلاژن به اتصال رشته
فلز به و همديگر به اتصال آنها ، كلاژن ــته هاي رش تعداد افزايش ۷ با روز از
كه بطوري ميشد مشكلتر سلولها كردن ،جدا بلاست استئو سلولهاي تيتانيوم و
ــوبات حضور رس لذا . نبود تا روز۱۵ امكان پذير آن از بعد و ۷ در روز اينكار
ميشود تيتانيوم فلز سطح به كلاژن هاي رشته محكم شدن اتصال باعث كلسيم
چون ميباشد كشت از بعد ۵ -۷ روز سلولها كردن جدا براي زمان بهترين و
كلاژن رشته سلولها به هم چسبندگي زياد بوده و كلاژن هاي رشته تعداد هم

داشت . وجود سلولها كردن جدا امكان و كم بود
در آپاتايت ــي هيدروكس ــتفاده از اس با خود تحقيقات در Ramires هم
آنزيم آلكالين فعاليت افزايش به تيتانيوم فلز روي بر استئوبلاست كشت محيط

خورد(۷). بر هاي كلاژن افزايش رشته فسفاتاز و
و كاملتر كشت محيطهاي از با استفاده بتوان نزديك آينده در ــت اميد اس
فلز اين و كار گزاري جراحي در شكل بهترين به از فلز تيتانيوم جديد روشهاي
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