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 مقاله پژوهشی 

 
 های  سنتزی بر رشد و تمایز سلول 45S5اثرات نانو ذرات شیشه زیست فعال 

 بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان به بافت استخوانی در محیط برون تن
 

  4، راحله حلبیان3، مرضیه قلاسی8، علی سلیمی1مهدی شمس
 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

تشکیی    ،سازی شده بدن ها، گروهی از مواد زیستی هستند که در برابر محلول شبیه سرامیک –ها و شیشه  شیشه
نکد  نتوا مکی  ،دهند و در بسیاری از موارد بالینی که نیاز به تولید و ترمیم استخوان اسکت  هیدروکسی آپاتیت می

و بررسکی تکاریر آن در    5S45هدف از این پژوهش، ساخت نانوذرات شیشه زیست فعال  .دنکاربرد داشته باش
  بود.های استخوانی  های بنیادی مزانشیمی به سلول رشد، تیثیر و تمایز سلول

 ها روش مواد و
ای به ساختار نانو  با آسیاب سیاره ،ه شدهساختبه روش ذوبی  5S45، شیشه زیست فعال تجربی در این پژوهش

آن بکا اسکتداده از    یزیست فعکال ویژگی تبدی  و سپس خواص فیزییوشیمیایی و ساختاری آن بررسی گردید. 
های بنیادی مزانشیمی  مورد ارزیابی قرار گرفت. قابلیت رشد، تیثیر و تمایز سلول سازی شده بدن محلول شبیه

 ت بررسی گردید. اذر در مجاورت نانو
 ها يافته

در مکای    وری تشیی  هیدروکسی آپاتیت بر روی نانوذرات پس از غوطهاز ، 5S45شیشه زیست فعال ارزیابی 
ذرات شیشکه، رشکد و تمکایز     سلولی نیز، عدم سکمیت نکانو   های سازی شده بدن حیایت داشت. آزمایش شبیه
های استخوانی را تایید کرد. در تمایز استخوانی میزان فعالیت آلیکالین فسکداتاز    های مزانشیمی به سلول سلول

 بود.  15/7 ± 73/7، نمونه کنترلدر بیان شد، در حالی که  55/7 ± 79/7، روز تمایز 14نانوذره شیشه پس از 
 يرنتيجه گي

های بنیادی مزانشیمی قابلیت تیثیر و رشد بر روی نکانو ذرات شیشکه    توان گدت که سلول ج مییبا توجه به نتا
بلیه باعث تحریکک و الاکا     ،که سمیت نداشته علاوه بر آننانو ذره فوق شده را دارند و  ساختهزیست فعال 
 د.نشو ها می رشد سلول

 بنیادی مزانشیمی، شیشههای  سلول ،ها هنانوذر: ات كليديكلم
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 31/4/79: تاريخ دريافت
 33/6/79: تاريخ پذيرش

 رفته پژوهشگاه مواد و انرژی ـ کرج ـ ايرانیشـ پژوهشکده نانوتکنولوژی و مواد پ نانوتکنولوژی کارشناس ارشد -3
 اله)عج( ـ تهران ـ ايران دانشگاه علوم پزشکی بقیه ـتکنولوژی نانودکترای نانوتکنولوژی ـ استاديار مرکز تحقیقات  -2
 شناسی دانشگاه خوارزمی ـ تهران ـ ايران شناسی سلولی مولکولی ـ دانشکده علوم زيست دکترای بیوشیمی ـ استاديار گروه زيست -1
ها ـ دانشگاه علوم  یتمشناسی و انستیتو مسمو سه زيستشناسی کاربردی ـ مؤس دکترای بیوتکنولوژی پزشکی ـ استاديار مرکز تحقیقات میکروب مؤلف مسئول: -4

 34147-44933ـ صندوق پستی:  اله)عج( ـ تهران ـ ايران پزشکی بقیه
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  مقدمه 
 تــوان  اسـتخوانی مــی  صضايعات و نقـاي مبرای ترمی    
 ـ   از ارتبـا،، بــا    نامکانات مهندسی بافت بهـره بـردد در اي

هـای دارای   سـلول  نداربسـت مناسـو و گذاشـت    طراحـی
سـس   و  هـا  اين داربستاستخوان بر روی  پتانسیل تولیـد

م ضـايعه را  تـرمی  تـوان اابلیـت   میمحل ضايعه،  پیوند در
می)از ابیـل:  فسفات کلسـی  هـای سـرامیك .(3)افزايش داد

کـه ســاختاری    نبه علت اي (هـا سرامیك -شیشه و شیشه
غیـر للـی ترکیـو اسـتخوان دارنـد، بـه        مشـابه بـا بخـش

 ايـن د انـد  مورد استفاده ارار گرفته عنوان داربسـت سـلولی
سـازی شـده بـدن تشـکیل      ها در برابر محلول شـبیه  شیشه

وارد دهند و در بسیاری از م هیدروکسی کربنات لپاتیت می
د ن ـتوان مـی  ،ترمیم استخوان اسـت  نیاز به تولید و بالینی که

که  هنگامی هـای زيـستی شیشهد (2، 1)دنکاربرد داشته باش
های فیزيولوژيکی  به راحتی با سیال ،گیرند در بدن ارار می

هــای   واکنش داده و تشکیل يك پیونـد اـوی بــا بافــت  
د اولـین  (4)دهنـد  سخت در حین فعالیت سلولی می نـرم و

 ،بر روی لن انجام شده است ها هترکیبی که بیشترين مطالع
باشـد کـه    مـی روش ذوبــی   بـه ساخته شده 4S44شیشه 

درصـد   44ترکیو لن بر حسو درصد وزنی اجزا  شامل: 
درصـد   4/24درصد اکسـید سـديم،    4/24اکسید سیلسیم، 

د (4)اســت درصــد پنتوکســید فســفر 6اکســید کلســیم و 
تـوان بـه دو روش ذوبـی و     فعال را مـی  های زيست شیشه

در مقیـاس   4S44شیشه  ساختد (6، 9)سل ژل تهیه نمود
ژل نیـز   -نانو بسیار دشـوار اسـت، اسـتفاده از روش سـل    

اين نوع شیشـه، بـه دلیـل وجـود سـديم در       ساختبرای 
پذير نیست چراکه سديم باعث سمیت  ترکیو خود، امکان

وبی برای ساخت و مرگ سلولی می شودد بنابراين روش ذ
اين نوع نانوذره بهترين گزينه اسـت، ززم بـه ذکـر اسـت     

ذوبی، باعث تولید ذرات با سـاختار میکـرو    ساختروش 
 شودد   می
هــای بنیــادی    سـلول  هـای بنیـادی مزانشـیمال سـلول    

نوسـازی   درت تکثیر و خودا دارایکه ای بـوده  اوهچنـد 
هـــای مختلـــف    ردهه بــ باز و هم چنین پتانسیل تمـايز

 ـ ــ ـــلولی از جملـ ـــلوله سـ ـــای سـ ــت،  هـ استئوبلاس
 های سلول های اندوتلیال، یت، سلولـت، لديسوسـهندروسی

ــلول ـــیت  عصــبی، س ــای میوس ـــلولاه ـــی، س ـــای لب  ه
 د(8-33)دباشن های پانکراس می هساتوسیت و سلول

درمــان بیمــاری ژنتیکــی  هــا در کــارليی ايــن ســلول     
 بهبـود ، (Osteogensis Imperfectaامسرفکتـا)  اسـتئوژنزي  

خونسازی در بیمـاران سـرطانی تحـت درمـان، بازسـازی      
ترمیم بافت نکروز شده در بیمـاران انفـارکتوس    استخوان،

های مفصلی به خوبی نشان داده شده  بیماری البی و درمان
ــت  ــازی     (32، 31)اس ــرای جداس ــلی ب ــل اص ــه منب د س
و  هـا  ه، بـرای مطالع ـ ـیمیمزانش ـ هــای بنیـــادی  ســلول

مغـز اسـتخوان،   به توان  ها وجود دارد که می درمان بیماری
 مشتق بنیادی های بند ناف و بافت چربی اشاره کردد سلول

 فنوتیـ   و مورفولـوژی  مشابه انسان مغز استخواناز شده 
 د(34، 34)هستند چربی بافت از حاصل
توانـايی  محیط کشت مورد استفاده نیز عامل مهمـی در      

های پايه از ابیـل    تمايز استئوژنیك استد استفاده از محیط
DMEM+ Low DMEM+ High, DMEM+ F,   و افـزودن

فاکتورهـــای رشـــد فیبروبلاســـت، دگزامتـــازون، اســـید 
اسکوربیك و گلیسرول فسفات به محیط پايـه از عـواملی   

-38)سزايی در تمـايز اسـتخوانی دارنـد   ه تاثیر ب هستند که
 د (34، 36
هــای بنیــادی  از مــوارد ديگــری کــه بــر تمــايز ســلول    

مزانشیمی تاثیر دارد  اتصال سلول به ماتريک )داربسـت(  
خارج سلولی استد اين ماتريک )داربست( از مواد للی و 

های کلسیم به فرم شیشـه   و نمك Iغیر للی از ابیل کلاژن 
هـای فلوريـد،    زيست فعـال، هیدروکسـی لپاتیـت، نمـك    

 د(37، 22)سیترات تشکیل يافته استفسفات و 
 شیشـه زيسـت فعـال را   در تحقیقات صـورت گرفتـه،       

کننـده زيسـت فعـال( در     به عنوان فاز دوم)تقويـت  معموزً
انـد کـه    هـا اسـتفاده کـرده    ها و داربست ساخت کامسوزيت
را بـا سـاختار میکـرو     4S44، شیشـه  هـا  هتمامی اين مطالع

د علاوه بر لن پژوهشـی  (23-29)اند مورد بررسی ارار داده
الذکر بـا انـدازه ذره    در زمینه تاثیر اندازه ذرات شیشه فوق

هــای  میکرومتــر در رشــد، تکثیــر و تمــايز ســلول 7-942
بنیادی مورد بررسی ارار گرفته استد نتايج لن ثابـت کـرد   

سزايی در رشد ه که هرچه اندازه ذرات ريزتر باشد، تاثیر ب
 د(28)تها خواهد داش و تمايز سلول
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 همکارانمهدی شم  و                 های بنیادی مزانشیمی                                                           و سلول 4S44نانوذرات شیشه زيست فعال 

 

 

 

 با توجه به مباحث شرح داده شده در مقدمه و اهمیت     
هــای بنیــادی، هــدف از ايــن  مــواد در تمــايز ســلول نــانو

و  4S44پــژوهش، ســنتز نــانوذرات شیشــه زيســت فعــال 
بررسی خواص زيست فعالی و تاثیر لن در تکثیر و تمـايز  

هـای بنیـادی مزانشــیمی مغـز اسـتخوان انسـان بــه       سـلول 
بــا وجــود   د بـود های استخوانی در محیط برون تن  سلول
هـای زيسـت    سـاخت شیشـه  هايی مبنی بر  گزارش کـه لن

گزارش شـده اسـت، امـا    و بررسی سلولی لن  4S44فعال 
شیشـــه زيســـت   سـاخت   تـاکنون گزارشــی در مــورد   

بــا ايــن ترکیــو و بــا اســتفاده از فرلينــد لســیاب فعــــال 
ر مقیاس نانو و بررسـی  اين شیشه د ساختای برای  سیاره

بیـان نشـده   هـای بنیـادی مزانشـیمی     تکتیر و تمايز سـلول 
بنابراين ما در اين پژوهش سعی در ساخت نانو ذره  داست

بـا چنـدين   و شیشه فوق با استفاده از لسیاب سیاره کرديم 
متعـدد، انـدازه ذرات را    های مرتبه لسیاب و انجام لزمايش

 به مقیاس نانو رسانديمد 
ثابت کـرد کـه بـا اسـتفاده از لسـیاب       ها نتايج لزمايش    

توان ساختار نانويی اين نـوع شیشـه را تولیـد     ای می سیاره
کردد استفاده از اين نوع نانوذرات شیشه به واسطه افزايش 
نسبت سطح به حجم و يـون هـای زيسـت فعـال، سـبو      

هـا   پذيری بهتر اين نوع فاز در تکثیر و تمايز سلول واکنش
ها و کـاربرد نـانوذرات تولیـد شـده،      شدد از مزيتخواهد 

توان به حل مشکلات کار با داربست و اسـتفاده لن در   می
ها جهـت بهبـود درمـان ضـايعات      ها و بیمارستان ارتوپدی

 استخوانی اشاره کردد 

 ها مواد و روش
 ه زيسـت فعـال  ـذرات شیش ی نانوـياب ت و مشخصهـساخ
4S 44: 

شیشه زيسـت فعـال بـه روش    تجربی، در اين پژوهش     
يـابی شـدد بـرای سـاخت شیشـه       و مشخصه ساختذوبی 

 ،P2O5 گرم 88/4و  SiO2 گرم 4S44  ،29/22زيست فعال 
 گـرم  6/22( و در نهايت )مرک، للمان CaCO3 گرم 44/23

NaCO3 هم ترکیو و سس  توسط هـاون   ( با)مرک، للمان
ــا اســتفاده    ــه ب ــدد در ادام ــق، لســیاب گردي ــرف عقی از ظ

  اتیلنـی مجـدداً   دار با چند عدد گلولـه پلـی   اتیلنی درب پلی

تر انجام شدد مواد فوق با اسـتفاده   مخلو، کردن مواد کامل
به شـکل  ( T-35)تأسیسات صارم ـ ايران ـ   از دستگاه پرس

، پـرس گرديـدد   متـر  میلـی  32ای بـا اطـر   های دايـره  ارص
ران( ، اي ـلذرفورناس ، F11L)های حاصل درون کوره ارص

ارار داده شدد تغییرات دمايی کوره بـدين صـورت تنمـیم    
گـراد بـا    درجـه سـانتی   722گرديد که ابتدا افزايش دما تـا  

 درجه در دایقه و ماندن در دمای فوق به مدت 32سرعت 
درجـه   3422بـه   722افزايش دما از  ساعت و مجدداً 4/2

ای درجه در دایقه و ارار دادن در دم 32گراد با نرخ  سانتی
ساعتد در نهايت پـ    1گراد به مدت  درجه سانتی 3422

از عملیات مذاب، مواد ذوب شده حاصل از کـوره خـارج   
و درون لب مقطر کـوين  شـدد شیشـه حاصـل سـس  بـا       

 گراد سانتی درجه 82در دمای )مرک، للمان( استفاده از لون
ساعت خشك گرديدد در نهايت بـا اسـتفاده از    4به مدت 

به ، للمان( Petch PM400)با کاپ زيرکونیا ای لسیاب سیاره
، شیشه زيست فعـال  ساعت لسیاب گرديدد مجدداً 6مدت 

ساعت، لسـیاب   62طی چند مرحله و در مجموع به مدت 
 تا به ساختار نانو تبديل گرددد   شد
 

   :ارزيابی زيست فعالی
سـازی شـده    برای ارزيابی زيست فعالی، از مـايل شـبیه      
بهره گرفته شـدد  ( KoKubo)عمل کوکوبودستورالطبق  بدن

هـای   در اين لزمايش نانوذرات شیشه زيست فعال در بـازه 
لیتـر مـايل    میلـی  32 روز به صورت مجـزا در  34و 9زمانی
درجـه   19سـازی شـده بـدن غوطـه ور و در دمـای       شبیه
، للمـان(،  ممـرت ،  INC 108)گـراد درون انکوبـاتور   سانتی

سازی شده بدن،  مايل شبیهارار داده شدد پ  از لن محلول 
هـا، بـا    ها و ساير اضافات چسبیده به نمونـه  خارج و نمك

 لب مقطر شستشو داده و خشك گرديدد

 
 طیف سنجی مادون ارمز:

ذرات  های شیمیايی نـانو  پیوندها و گروه شناسايیبرای     
سـازی شـده    وری در مايل شـبیه  از غوطه شیشه ابل و بعد

 Spectrum)(FTIRمادون ارمز)سنجی  بدن، از لزمون طیف

ــرکین المــر ، 400 ــر  422-422 در محــدوده، لمريکــا( پ ب
 در حالت عبوری استفاده شددمتر  سانتی
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 الکترونی روبشی: پمیکروسکو
به منمور مطالعه مورفولوژی نـانوذرات شیشـه ابـل و        
ســازی شــده بــدن، از  وری در مــايل شــبیه از غوطــه بعــد

 ،SEM South)کره، (SEM)میکروسکوب الکترونی روبشی 
کیلوولت، اسـتفاده شـدد بـه     22با ولتاژ ( سرون تکنولوژی

ها  ها، سطح مقطل لن علت هدايت الکتريکی ضعیف نمونه
ای بسـیار نـازک از طـلا بـه      ابل از انجام لزمايش، با زيـه 
 روش کندوپاش پوشانده شدد

 
   :های بنیادی مزانشیمی ارزيابی رشد و تکثیر سلول

بنیـادی   یهـا  بررسی اابلیت رشد و تکثیر سلولجهت     
ريختـه   94را در فلاسك کشت سلول  ها مزانشیمی، سلول
لیتــر محــیط کشــت بــا گلــوکز  میلــی 32و بــا اســتفاده از 

درصـد محلـول سـرم     4به همـراه    (DMEM-High G)باز
ــاوی ــین گـ ــی( FBS)جنـ ــك)پنی و لنتـ ــیلین و  بیوتیـ سـ
کشـت داده شـدد    درصـد  3)جیبکو، للمان( استرپتوماسین(

ــاتور   ــه درون انکوب ــك ب ــس  فلاس -GmibH, MMM)س

Groupدرصـد  4با گاز  (، للمان CO2   درجـه  19در دمـای 
 روز يـك  2به همراه رطوبت منتقل گرديدد هر  گراد سانتی

هـا   روز که سـلول  6بار، محیط کشت تعويض گرديدد طی 
پاسـاژ   ،درصد رسیده بودند 72رشد پیدا کرده و به تراکم 

د مراحل انجام پاساژ بدين صورت بود که ابتـدا  ندشدداده 
ــلول ــفات     س ــافر فس ــول ب ــا محل ــك ب ــا را درون فلاس ه
 و سـس  بـا محلـول تريسسـین/    داده شستشو  (PBS)سالین

EDTA )درصد از کف فلاسـك جـدا    2/2 )جیبکو، للمان
 شدندد 

ها از کـف فلاسـك و    در ادامه پ  از جدا شدن سلول    
لیتر محیط کشت به منمور خنثی  میلی 1معلق شدن، مقدار 

بــه فلاســك اضــافه گرديــدد ســس   تريسســینکــردن اثــر 
ال و ـانتق 34ون ـل فالکـه داخـا را بـه سوسسانسیون سلول

در دور  3222بــا  ، ســیگما، للمــان( 16PK-2) فیوژيســانتر
دایقه در دمای محیط انجام شـدد پـ  از    4دایقه به مدت 

لیتر محیط  میلی 4 ی و مجدداًفیوژ، محلول رويی خاليسانتر
کشت درون فالکون افزوده و به منمور جدا شدن و معلـق  

ها، چندين بار پیست انجام شدد سس  به داخل  شدن سلول
 فلاسك کشت سلول انتقال داده شدد

هـا اسـتريل    سلولی بايد نمونـه  های برای انجام لزمايش    
 ولیها در زير هـود کشـت سـل    باشندد از اين جهت، نمونه

بـا محلـول   ( Jal tajhiz Production  ،JTLV C2))ايـران،  
دایقـه   22شستشـو و بـه مـدت     (PBS)فسفات بافر سالین

 تحت اشعه فرابنفش ارار گرفتد  
های بنیادی مزانشیمی شمارش و بـر   در ادامه لن سلول    

هـا انتقـال داده شـدد بـرای      های درون چاهـك  روی نمونه
دد نمونه کنترل نیز اسـتفاده  شار استفاده بشمارش از زم نئو

ها در کف پلیت کشت سـلولی،   گرديد از اين جهت سلول
 کشت داده شدندد

 
سـنجش   لزمـايش ت سلولی بـا اسـتفاده از   ـررسی سمیـب

MTT : 
هزار سـلول بـه    1 ×324حدود  MTTبرای انجام لزمون    

های اسـتريل   ای حاوی نمونه خانه 24هر چاهك در پلیت 
میکرولیتر محیط کشت به هـر   122انتقال داده شده و شده 

 4، 1، 3فواصل زمانی  چاهك اضافه گرديدد اين لزمون در
 بررسـی ذرات شیشه زيست فعال  نانو در حضورروز  9و 

در  ددش ـبار تعويض  روز يك 2گرديد و محیط کشت هر 
هـا   اين لزمايش پ  از اتمام هر دوره، محیط رويی سـلول 

بافر سـالین شتسشـو داده و بـه مقـدار      خارج و با فسفات
 DMEM-High)میکرولیتر محیط کشت با گلوکز باز  222

G) میکرولیتـر محلـول    22حاویMTT  ،سـیگما،   )لمريکـا
سـاعت   4ها، به مـدت   اضافه گرديدد سس  سلول( للدري 

درصد  78گراد و رطوبت  درجه سانتی 19 ردرون انکوباتو
در تـاريکی اـرار داده   CO 2 درصد گاز 4و میزان رطوبت 

 شدندد 
ــی،  ســاعت انکوباســیون، مجــدداً 4س از      محــیط روي

میکرولیتــر دی متیــل سولفوکســايد  322خــارج و میــزان 
(DMSO) ) ــدري ــا )لمريکــا، ســیگما، لل ــد ت اضــافه گردي

های فورمازان حل شده و يك محلول بنفش رنگ  کريستال
 ( رنـگ OD) به دست ليدد در نهايت میزان جـذب نـوری  

های فعـال از نمـر    حاصله که رابطه مستقیم با تعداد سلول
)اتريش، متــابولیکی دارد، بــه وســیله دســتگاه ازيــزا ريــدر

Sunrise-basic tecan ) نـــانومتر،  492بـــا طـــول مـــوج
  گیری شدد اندازه
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 اابلیت زنده ماندن سلول هـا بـا لزمـون لکريـدين اورنـج     
(Acridin Orang): 

کريـدين  للمیـزی   هـا بـا رنـگ    سلولماندن  اابلیت زنده    
روز کشــت ســلول مــورد بررســی اــرار  4از  اورنــج بعــد

لمیـزی فلورسـنت    گرفتد در اين لزمـايش محلـول رنـگ   
)لمريکا، میکرولیتـر اتیـديوم برومايـد    3دوگانه بـه مقـدار   
لیتر محلول  میکروگرم بر میلی 322حاوی  سیگما، للدري (

بـه هـر چاهـك    للدري ()لمريکـا، سـیگما،   کريدين اورنجل
افزوده و سس  با فسفات بافر سالین شستشو داده شـدد در  

 Leica)للمان، فلورسـنت  میکروسـکوپ استفاده از ادامه با 

میکرومتر تصـويربرداری  322نمايی  با بزرگ( 090-135002
 دشد
 

هـای   های بنیادی مزانشیمی بـه سـلول   بررسی تمايز سلول
   :استخوانی

استخوانی بايـد از محـیط تمـايزی    جهت بررسی تمايز     
هـا   ها را بـر روی نمونـه   استفاده شودد از اين جهت، سلول

هـا رشـد    ای که سلول روز به اندازه 2کشت داده و پ  از 
کرده بودند، محـیط کشـت رويـی خـارج گرديـدد سـس        

و محیط  شستشوها و سلول را با فسفات بافر سالین  نمونه
لیتـر محـیط    میلـی  44ز تمايزی اضافه شدد محیط تمايزی ا

ــت ــی DMEM-High G ،4))کش ــین    میل ــرم جن ــر س لیت
ــاوی) ــا گل  422( و FBSگـ ــر بتـ ــرول، یمیکرولیتـ  44سـ

 میکرولیتـر دگزامتـازون   1میکرولیتر لسـکوربیك اسـید و   
 2ساخته شدد محیط تمايزی هـر  )لمريکا، سیگما، للدري ( 

 بار تعويض گرديدد روز يك
 

 : (ALPفسفاتاز)ارزيابی فعالیت للکالین 

روز بررسـی شـدد   34و 9اين لزمون در فواصل زمـانی      
درون  میکرولیتر بـافر ريسـا بـه    222پ  از اتمام هر دوره، 

دایقـه   4بـار و هـر    4ها،  چاهك افزوده شدد در ادامه ويال
دایقـه ورتکـ  گرديـدد بـرای جـدا       22بار به مدت  يك

داربست، اين محلول ها و  ی سلولياها از بقا کردن پروتئین
 4دور بـر دایقـه در دمـای     34222دایقـه بـا    34به مدت 

میکـرو   42گراد، سانتريفیوژ شدد از اين جهت  درجه سانتی
ای انتقال داده  خانه 76لیتر از عصاره بازيی را درون پلیت 

 3بـه   4بـا نسـبت    میکرولیتر کیت للکالین فسفاتاز 342و 
  محلول 

  
 ـ)به لن اضافه گرديد  در ، ايـران(د  ارس لزمـون پ

 442نهايت با استفاده از دستگاه ازيزا ريدر با طـول مـوج   
ــه     ــر نمون ــفاتاز ه ــالین فس ــت للک ــدار فعالی ــانومتر، مق ن

 گیری شدد  اندازه
 

 Alizarin)ارزيابی رسوب کلسیم به روش للیـزارين ارمـز  

red): 

لمیـزی   هـا، از رنـگ   برای بررسی تمايز استخوانی نمونه    
 34و  9لمیزی در روزهای  رنگ للیزارين ارمز استفاده شدد

 ـ   تمايز، بر روی نمونه  ،ايـن منمـور   هها صـورت گرفـتد ب
هـا بـا محلـول     محیط کشت تمـايزی را برداشـته و سـلول   

هـا بـه    فسفات بافر سالین شستشو داده شدندد سس  سلول
اـرار  )مرک، للمـان(  درصد 4ید ئدایقه در فرمالد 22مدت 

محلـول فسـفات بـافر سـالین      ها بـا  ، سلولدداًگرفتندد مج
 3)مـرک، للمـان(   داده و بـا رنـگ للیـزارين ارمز    شستشو

هـای   لمیـزی شـدندد رنـگ    دایقـه رنـگ   4درصد به مدت 
اضافی خارج و چندين بار با لب مقطر شستشـو داده و در  

هـای   نهايت با استفاده از میکروسـکوپ نـوری، از سـلول   
دهنده رسوب کلسیم اسـت،   استخوانی رنگ شده که نشان

 تصويربرداری شدد
 

 :(Real time-PCR)لنالیز بیان ژن 
هـای اختصاصـی    های تمايز يافته از نمر بیـان ژن  سلول    

، Iاســتخوان: للکــالین فســفاتاز، استئوکلســین، کــلاژن     
مـورد بررسـی اـرار گرفتنـدد جهـت       Runx 2 استئونکتین،

اسـتفاده   HPRTدار سازی نتايج( از ژن خانـه  نرمالیز)يکسان
و  9کـل موجـود پـ  از    RNA  شدد در اين لزمايش ابتدا 

ــه  از روز  34 ــدندد نمون ــتخراج ش ــايز اس ــا تم  RNA یه
اـرار گرفتنـد     DNase 1استخراج شده تحت تیمار با لنزيم

حـذف گـرددد سـس      DNA تا للودگی احتمالی مربو، به
اســـتخراج شـــده بـــا روش  RNAخلـــوص و غلمـــت 

ــسکتروفتومتری ــ اس ــه  )ن ــدد در ادام ــین گردي انودراپ( تعی
cDNA  میکرولیتـر   4د از ايـن جهـت   ساخته شـدRNA  را

 cDNA (Thermoبرداشــته و بــا اســتفاده از کیــت ســنتز 

Scientific  )در واکــنش رونويســی معکــوس بــا ، لمريکــا
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م هگزامــر و لنــزيم تــران  واســتفاده از لغازگرهــای رنــد
معکوس مطابق دستورالعمل  (Revers transcriptazکريستاز)
ه بــ cDNAســنتز گرديــدد پــ  از لن روی  ،cDNAکیــت 

صورت گرفتد بدين منمـور  -PCR  Real timeدست لمده 
 low rox Masterمیکرولیتـر    cDNA  ،32میکرولیتر از  3

mix real time  )میکرولیتــر از  3و )لمسلیکــون، دانمــارک
ــوس   ــده و معکـ ــازگر جلوبرنـ ــفاتاز،لغـ ــالین فسـ  )للکـ

را داخــل  (I ،Runx 2کــلاژن  استئوکلســین، اســتئونکتین،
ريخته و در نهايت بـا اسـتفاده    Real time -PCRهای  ويال

میکرولیتر رسانده شـدد   22از لب دوبار تقطیر حجم لن به 
به عنوان کنترل داخلی اسـتفاده گرديـدد دمـای     HPRTژن 

PCR    بـا اسـتفاده از دسـتگاه RT-PCR (Rotor Gene Q  ،
درجـه   74گرديـد: دمـای    تنمـیم به صـورت زيـر   للمان( 
 74شامل:  دمای چرخه  42دایقه،  34گراد به مدت  سانتی

 47ثانیـه، دمـای لنیلینـگ     22گراد بـه مـدت    درجه سانتی
 92ثانیه و در نهايت در دمای 12گراد به مدت  درجه سانتی
 ثانیهد  12گراد به مدت  درجه سانتی

 
 :لنالیز لماری

 بار 1 ها برای هر نمونه، لزمايش یتمامدر اين پژوهش     
انحراف معیـار   ± نتايج به صورت میانگینگرديد و  تکرار

تجزيـه و  بـرای   33 نسـخه  SPSSافزار  گزارش شدد از نرم
بودن  داراطرفه جهت تعیین میزان معن واريان  يك تحلیل

نمـر   دار بودن تغییـرات در امرز معن ≥p 24/2 داستفاده شد
ــرم گرف ــرای رســم نمودارهــا از ن ــزار اکســل  تــه شــدد ب اف

  استفاده شدد 2232لفی   تمايکروساف
 

ها يافته
 طیف سنجی مادون ارمز:

ظـاهر   هـای  ، پیـك  4S44الگوی شیشه زيست فعال در    
متـر   بر سانتی3212و  479  عدد موج ت بودند ازشده عبار

مربو، به ارتعاشات کششی متقارن و نامتقـارن پیونـدهای   
Si-O-Si  بـر   676د باند ظاهر شده در عدد مـوج  (3)شکل
بـر   712و باند  P-Oمتر مربو، به ارتعاشات خمشی  سانتی
استد باند با عدد موج  Si-Oمتر مربو، به پیوندهای  سانتی
-2متر نیـز مربـو، بـه بانـد کربنـات      بر سانتی 3446

1Ca -

های ظاهر شده در الگـوی نـانوذرات شیشـه     پیك باشدد می
سـازی شـده    ی در مايل شـبیه ور از غوطه فعال بعد زيست

دهنـده تشـکیل    که نشانP-O بدن، وجود باندهای فسفات 
در طـول مـوج   را باشـد   ( مـی HAزيه هیدروکسی لپاتیت)

د با بررسی و مقايسه دهند نشان میمتر  بر سانتی 634-472
های مربو، به لپاتیت  شود که اله الگوها با هم ملاحمه می

، از شدت بیشـتری برخـوردار   9نسبت به روز  34در روز 
بیانگر اين است که مقدار لپاتیت بیشتری تشـکیل  و است 

زيسـت  از توان گفت نـانوذرات سـاخته شـده،     شده و می
فعالی بازيی برخوردار استد ززم به ذکر است بقیه باندها 

باشـد کـه بـه     مـی ها و پیوندهای شیشه  نیز مربو، به گروه
 ها اشاره گرديدد لن
 

ارزيابی کیفیـت نـانو ذرات شیشـه زيسـت فعـال توسـط       
 الکترونی: پمیکروسکو

ذرات  نـانو  ،الکترونـی روبشـی   میکروسـکوپ تصاوير     
از غوطـه وری در مـايل    ابـل و بعـد   ،شیشه زيست فعـال 

طور  د همان(2)شکل دهد سازی شده بدن را نشان می شبیه
هـای شیشـه    مورفولوژی و انـدازه دانـه   ،که مشخص است

ها  باشد و میانگین اندازه دانه شده در مقیاس نانو می ساخته
لپاتیـت   C2و  b2هـای   شـکل نانومتر اسـتد   822کمتر از 

وری در  تشکیل شده بر روی نانوذرات شیشه پ  از غوطه
 روز  34و  9های   سازی شده بدن در مدت زمان مايل شبیه

شــود  طــور کــه مشــاهده مــی همــاندهــدد  را نشــان مــی
های لپاتیت بر روی نانوذرات شیشه زيسـت فعـال    خوشه

تشکیل شده و در تمام سطح به طور يکنواخت و پیوسـته  
 رشد پیدا کرده استد  

 
 لزمـايش بـا   بررسی عدم سمیت سلولی نـانوذرات شیشـه  

 : MTTسنجش 
 ـ نتايج، بیشترين      ــحی  ـ ،یـات سلول  ــمرب ه نمونـه  ـو، ب

د (1)شـکل  دهد گزارش میرا نانوذرات شیشه زيست فعال 
اين روند در همـه فواصـل زمـانی مـورد لزمـايش بـدين       

است کـه نـانوذرات    اين ترتیو بوده استد نتايج حاکی از
گونه سـمیت سـلولی    هی  ،شدهساخته شیشه زيست فعال 

 نداردد 
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 سازی شده بدن وری در مای  شبیه غوطه از : قب  و بعد5S45 ذرات شیشه زیست فعال نانو (FTIR)سنجی مادون قرمز الگوی طیف :1شی  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 سازی شده بدن  وری در مای  شبیه ( قب  از غوطه5S45 a نانوذرات شیشه زیست فعال (SEM)تصاویر مییروسیوب الیترونی روبشی :8شی  
bو  وری روز غوطه 9 از ( بعدcوری روز غوطه 14 از ( بعد 

 
 بررسی تصاوير لکريدين اورنج: 

فلورســنت از مورفولـــوژی   پمیکروســـکوتصــاوير      
ــداز   ســلول ــادی مزانشــیمی بع روز کشــت در  1هــای بنی

 د  (4)شکل ها در شکل ارائه شده است مجاورت نمونه
لکريـدين  انـد رنـگ    هايی که مرده سلولدر اين لزمون     

را از خــود عبــور داده و دارای هســته ســـبز و     اورنــج 

باشند، امـا در صـورتی کـه     می سیتوپلاسم ارمز يا نارنجی
 .هسـتند ها زنده  سلول ،باشد سبز هسته و سیتوپلاسم کاملاً

ــته      ــداده و هس ــلولی رخ ن ــرگ س ــاوير م ــابق تص و مط
باشـندد وجـود ايـن     سـبز مـی  هـا کـاملاً    سلولسیتوپلاسم 

ا تراکم باز بـه خـوبی   ـها در نمونه نانوذرات شیشه ب سلول
 د(b4)شکل ت استؤياابل ر
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 :ايج للکالین فسفاتازبررسی نت -1-4
شـود و بـه    ها تولید می للکالین فسفاتاز به وسیله سلول    

سـاز بـه    های استخوان عنوان شاخصی جهت تفکیك سلول
الف مشـخص   4طور که از نتايج شکل  رودد همان کار می

است، مقـدار فعالیـت للکـالین فسـفاتاز نمونـه نـانوذرات       
روز ارارگیـری   34و  9پ  از ،  4S44شیشه زيست فعال 

ن ايــ ـ های کنترل اسـتد  در محیط تمايزی، بازتر از نمونه
 هـای مزانشـیمی   بیانگر تمايز سلول زًاختــلاف معنادار او

استئوبلاســت اســت در ثــانی اثــر مثبــت  هــای ســلول بــه 
ای بنیادی ه زايی سـلول تمايز استخوان در نانوذرات شیشه

 دکند می صمشخ را مزانشیمی

  :نتايج رنگ للیزارين ارمزبررسی  -1-6

باشد کـه   رنگ للیزارين ارمز بیانگر رسوبات کلسیم می    
های اسـتخوانی اسـتد بیشـترين     تايید کننده حضور سلول

 ،لمیـزی شـده   مقدار رسوب کلسیم که با رنگ ارمـز رنـگ  
 کـه باشـد   مربو، به نمونه نانوذرات شیشه زيست فعال می

ــه رده  مزانشــیمیی بنیــادی هــا حــاکی از تمــايز ســلول ب
د در نمونـه کنتـرل بـدون    (بa4 است)شکلاستئوبلاسـتی 

)شـکل  تمايز به مقدار کمتـری انجـام شـده است    ذره نانو
b4)دب 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 روز قرارگیری در محیط کشت  9و  5، 3، 1از  بعد MTTهای بنیادی مزانشیمی مغز استخوان انسان در آزمون  رشد و تیثیر سلول :3شی  

(DMEM(h) + FBS + Pen/sterp)(؛ نمونه کنترلCN و نانوذرات شیشه زیست فعال )5S45(BG) 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
( نانوذرات شیشه زیست فعال b( نمونه کنترل و a :روز کشت 3های بنیادی مزانشیمی پس از  تصاویر مییروسیوب فلورسنت از سلول :4شی  

5S45 باشد( مییرون می 177نمایی تصاویر  )بزرگ 

ی
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( و CNروز قرارگیری در محیط تمایزی؛ نمونه کنترل) 14و  9از  های بنیادی مزانشیمی بعد سلول( ALPفعالیت آلیالین فسداتاز) :الف 5شی  
های بنیادی  از سلول (Alizarin red)تصاویر مییروسیوب نوری در آزمون آلیزارین قرمز :ب 5شی  . 5S45 (BG)ذرات شیشه زیست فعال  نانو

 177نمایی تصاویر  )بزرگ 5S45ذرات شیشه زیست فعال  ( نانوb( نمونه کنترل و aروز قرارگیری در محیط تمایزی:  14مزانشیمی پس از 
 باشد(. مییرون می

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

و  I های آلیالین فسداتاز، استئوکلسین، استئونیتین، کلاژن  بیان نسبی ژن:  Real time-PCRهای تمایز استخوان با استداده از  بیان ژن : 6شی  
Runx 2  5ذرات شیشه زیست فعال  های بنیادی مزانشیمی در مجاورت نانو روز تمایز سلول 14و  9پس ازS45 و نمونه کنترل. نمونه کنترل 

(CNو نانو )  5ذرات شیشه زیست فعالS45 (BG ) 
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 :مقدار بیان ژن ارزيابی -1-9
هـــای اســتخوانی)للکالین فســـفاتاز،   بیــان کمــی ژن      

ــلاژن   ــین، ک ــتئونکتین، Iاستئوکلس  Runx 2  )cDNA، اس
 هـای مزانشـیمی در مجـاورت نـانو     حاصل از تمايز سلول

نشـان داده   6و نمونه کنترل، در شـکل   4S44 ذارت شیشه
 ها مربو، به نـانوذرات شیشـه در   شده استد نتايج بیان ژن

تمايز نسبت به نمونه کنترل افزايش اابـل   34و  9روزهای 
هـای اسـتخوانی بـه     ای داشته و اين در تمـامی ژن  ملاحمه

دهنـده اثـر    يـت اسـتد ايـن نشـان    ؤاابل ر Runx 2 از غیر
تحريکی نانوذرات شیشه زيست فعال در تمايز اسـتخوانی  

 ها شده استد   باشد که باعث افزايش بیان ژن می

 

 بحث
  4S44 ذرات شیشه زيسـت فعـال   اين پژوهش، نانودر     

ای بـه   و با استفاده از لسیاب سـیاره  ساختهبه روش ذوبی 
 یالکترون پساختار نانو تبديل گرديدد تصاوير میکروسکو

روبشی و الگوی طیـف سـنجی مـادون ارمـز بـه ترتیـو       
هـا در مقیـاس نـانو و پیونـدهای      مورفولوژی و اندازه دانه

تايید کـردد بررسـی زيسـت فعـالی در      مربو، به شیشه را
های لپاتیـت   سازی شده بدن نیز تشکیل کريستال مايل شبیه

ــر روی نــانو  ــرار دادد نتــايج    را ذرات  ب ــورد تايیــد ا م
ــايش ــل:   هــای لزم ــه از ایب ،  MTTســلولی صــورت گرفت

حاکی از  زارين ارمزیلل و لکريدين اورنج، للکالین فسفاتاز
شـده در   سـاخته نانو ذرات  عدم سمیت و تاثیر بالقوه اين
 های بنیادی مزانشیمی بودد رشد و تمايز استخوانی سلول

( مشـخص کـرد   ساخت)روش ذوبی ساختاين روش     
که تبديل ساختار میکرو شیشه زيست فعال بـه سـاختاری   

ای  ينــد لســیاب ســیارهلدر مقیــاس نــانو بــا اســتفاده از فر
   دپذير است امکان
کـاران نشـان دادنـد کـه     مه وتئـودور   ،2236 در سال    
4S44 کننـده در تمـايز    تواند به عنوان يك عامل کمـك  می

بزرگ بـودن   ،استخوان مطرح باشدد اما مشکل اين نانو ذره
حفرات و عدم پايداری سـلول بـر روی لن بـودد در سـال     

 ور،و همکاران نشان دادند که نانو ذره مذکهیمانشو  2233
شـودد در   بنیـادی مـی   هـای  منجر به تمايز استخوانی سلول

بـه   تحقیقات صورت گرفته، ايـن نـوع شیشـه را معمـوزً    

کننـده زيسـت فعـال( در سـاخت      )تقويـت  عنوان فاز دوم
تمـامی ايـن   ، انـد  ها اسـتفاده کـرده   ها و داربست کامسوزيت

را با ساختار میکرو مـورد بررسـی    4S44، شیشه ها همطالع
در زمینه تاثیر د علاوه بر لن پژوهشی (23-29)اند ارار داده

ــوق  ــه ف ــدازه ذرات شیش ــدازه ذره   ان ــا ان ــذکر ب  942-7ال
های بنیـادی مـورد    میکرومتر در رشد، تکثیر و تمايز سلول

بررسی ارار گرفته استد نتايج لن ثابـت کـرد کـه هرچـه     
سزايی در رشـد و تمـايز   ه اندازه ذرات ريزتر باشد، تاثیر ب

 د(28)ها خواهد داشت سلول
ذرات شیشـه   نشان داد کـه اسـتفاده از نـانو   مطالعه اين     

هـای بنیـادی    پـذيری، رشـد و تمـايز سـلول     باعث واکنش
ارزيـابی زيسـت فعـالی نیـز      هـای  شودد نتايج لزمـايش  می

 سـاخته مشخص کرد که نـانوذرات شیشـه زيسـت فعـال     
از  دارای زيست فعالی مناسو بوده به طوری که بعد ،شده
ــه 9 ــبیه  روز غوط ــايل ش ــاز وری در م ــدن،  س ــده ب ی ش

هیدورکسی لپاتیت بـه خـوبی بـر روی سـطح نـانوذرات      
 34تشکیل شده و با افزايش زمـان غوطـه وری بـه مـدت     

ها حفظ شـده اسـتد طـول     روز، توانايی زيست فعالی لن
متر مربو، به لپاتیـت در نمـودار    سانتی بر 472-634 موج

 (د27-12)کند صحت اين موضوع را تايید می،  4شکل 
ن با توجه به نتايج بررسی زيست فعالی و مشـابه  بنابراي    
، می تـوان تشـکیل فـاز هیدروکسـی     2224در سال لی کار

لپاتیت بر روی نانوذرات شیشه فوق را چنـین بیـان کـرد:    
مراحل تشکیل زيه سطحی هیدروکسـیل کربنـات لپاتیـت    

(HCA)      به طور کلی در سـه مرحلـه لینینـگ، انحـلال و
شامل ايجاد زيه ژل سـیلیکاتی و  افتد که  رسوب اتفاق می
زايی و رشد فاز کلسـیم فسـفات لمـورف و     در ادامه هسته

بـال  بـا گذشـت     تبديل لن به هیدروکسیل کربنات لپاتیت
لینینگ از طريـق رهاشـدن عناصـر الیــايی،     زمان استد 

H هـای  ها بـا کـاتیون   خاکی و مبادله لن الیـايی
H3Oو  +

+ 
تـا   3در مدت تبادل يونی  انتشار وچنین  دشـود انجام مـی

تـا   فصـل مشـترکدر pH باعث افزايش وری  روز غوطه 9
الـی   9برای مدت  اما مجدداً شـود می 4/9مقادير بیشتر از 

ــبا  24 ــا اش ــون  عروز ب ــن ي ــا،  اي ــاهش  pH ه ــاره ک دوب
در انحلال، شبکه شیشه منجر به تشـکیل  (د 12-14)يابد می

زيه غنی از سیلیکا و در پی لن رسوب زيـه شـبه لپـاتیتی    
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ای  ها به استخوان، تشکیل زيـه  شودد ززمه اتصال شیشه می
از هیدروکسیل کربنات لپاتیت روی سطح بیومتريال استد 

های هیدروکسیل کربنات لپاتیت با الیـاف کـلاژن    کريستال
دهنـده بـین مـاده زيسـت        زيه اتصالتقويت شده و سس

شـودد مبنـای ويژگـی     های زنده تشـکیل مـی   فعال و بافت
هـای زيسـت فعـال، واکـنش      اتصـال بـه اسـتخوان شیشـه    

شیمیايی شیشه در حضور سـیازت بـدن اسـتد تـوالی از     
های سطحی منجـر بـه تشـکیل زيـه هیدروکسـیل       واکنش

 (د12-14)دشو کربنات لپاتیت و پیوند ايمسلنت به بافت می
نشـان داد کـه بیشـترين مقـدار      نیـز  MTTنتايج لزمون     

حیات سلولی مربو، به نانوذرات شیشه زيست فعال بوده 
گونـه سـمیتی نـداردد در لزمـون      است و نانوذره فوق هی 
گونـه   سالم بودند و هی  ها کاملاً لکريدين اورنج نیز سلول

هـا   هسـته سـلول   ،مرگ سلولی رخ نداده بودد در تصـاوير 
های زنده استد نـانوذرات   دهنده سلول سبز بودند که نشان

ايجاد محیطی با ساختارهای نـانو و تبـادل يـونی،     با شیشه
های بنیادی مزانشـیمی جهـت    باعث رشد و تحريك سلول

 (د14)شود تکثیر می
انجام شده نکته مهم در نانوذره زيست  های هطبق مطالع    

 ،هـای زيسـت فعـال    رکیـو شیشـه  فعال اين است که در ت
از اهمیت بـازيی برخـوردار اسـت     سیلسیوموجود اکسید 

کننـد   ساز در ساختار شیشه عمل می چرا که به عنوان شبکه
ينـد  ل( حاصـل از فر Si-OHهای سـیلانول )  به علاوه گروه
ــا  تبــادل يــون هــای کلســیم)موجود در ســاختار شیشــه( ب
H3Oهیــدرونیوم)

مســتعد ايجــاد  ،()موجــود در محلــول(+
 (د16، 19)زنی کلسیم فسفات هستند هايی برای جوانه مکان

مشـخص   2228و همکـاران در سـال    پانزاولتـا  در مطالعه
رهايش يافته از ترکیو شیشـه بـه    سیلسیوم شده که وجود

تواند سبو افـزايش فعالیـت    درون محیط کشت سلول می
 و همکـاران در سـال  فان چنین  هم(د 18، 17)سلولی شود

زنـی فـاز    نشان دادند که اکسید فسفر نیز بـه جوانـه   2221
در (د 42)کند کلسیم فسفات بر روی سطح شیشه کمك می

ينـد سـاخت   لبا تغییر فر سیلسیوماين پژوهش از کلسیم و 
 ـنانوذرات شیشه اسـتفاده شـد کـه لزمـون لل     زارين ارمـز  ی

ذرات شیشـه نسـبت    تايیدکننده تمايز استخوانی بیشتر نانو
تـوان ايـن نتیجـه را     ه کنترل بودد طبق تصاوير مـی به نمون

ذرات شیشه باعث تشکیل رسوبات کلسـیم   گرفت که نانو
شودد  ناشی از کلسیم و فسفری که در ترکیو خود دارد می
ــلول   ــدنی س ــامل ترشــحات مع ــای  رســوب کلســیم ش ه

ــت و      ــلولی اس ــارج س ــاتريک  خ ــه م ــت ب استئوبلاس
ی تمـايز  يگیری اين رسوبات، مشخصـه مرحلـه نهـا    شکل

دهنده اين است که حضور  نشان ها هاستخوانی استد مطالع
اين رسوبات، شاخص خوبی از تمايز استخوانی استد اين 

يـت  ؤزارين ارمز به خـوبی اابـل ر  یموضوع در تصاوير لل
 استد  
های اسـتخوانی نیـز از اثـر     بررسی کمی مقدار بیان ژن    

هـا   بیـان ژن تحريکی نانوذره شیشه در تمايز استئوژنیك و 
دزلت داشتد تشکیل استخوان در سه مرحله اصلی: تمايز 
استئوبلاست، تشکیل ماتريک  و کانی سـازی مـاتريک    

اظهـار   2228و همکـاران در سـال    کوموری افتدد اتفاق می
در اوايل و اواسط ايـن   داشتند که بیان ژن للکالین فسفاتاز

نشـان   چنین اين گروه در مطالعه خـود  ها استد هم مرحله
در طـی ايـن سـه مرحلـه متغیـر        Runx 2دادنـد کـه بیـان   

کننـده   يـك تنمـیم    Runx 2ها نشان دادنـد کـه   باشدد لن می
اساسی از تمايز استئوبلاست است و در مرحله اولیه تمايز 

د بـا  (43)سطح بیان بازيی دارد، اما به تنهايی کـافی نیسـت  
فسفاتاز  توجه به نتايج اين پژوهش، میزان بیان ژن للکالین

روز کشت نسبت بـه نمونـه    9نمونه نانوذره شیشه پ  از 
ای داشـته، ايـن رونـد در روز     کنترل، افزايش اابل ملاحمه

روز  9پ  از    Runx 2تمايز نیز به همین صورت بودد 34
عودی داشـت  ص ـکشت يعنی در مراحل اولیه بیان ژن سیر 

کرده اين روند کاهش پیدا  ،34روز  از اما در روزهای بعد
نشـان دادنـد    2234و همکاران در سال ساندرامورتی بودد 

استئوکلسـین و اسـتئونکتین نقـش مهمـی در      هـای  کـه ژن 
 کننـدد  سازی و ايجاد اولیه بلورهـای کلسـیم ايفـا مـی     کانی

استئوکلسین يك پروتئین غیـر کلاژنـی اسـت کـه توسـط      
اين ترکیو از سه اسید  شودد های بال  بیان می استئوبلاست
گلوتامیك تشکیل شده است که به جذب کلسیم  کربوکسی

استئوکلســین مســئول فرلينــد اســتخراج  کنــدد کمــك مــی
ونکتین يـك گلیکـوپروتئین   ئاسـت (د 42-44)استخوان است

Ca2 است که
+
مراحل اولیه رشد کريستال  ،کند را درگیر می 

د (44)دارد سـازی  و نقش حیاتی در کانی نمايد  را تنمیم می
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 بیان استئوکلسین و استئونکتین نمونه نانو در شکل سطوح
تمـايز نسـبت    34و 9ذره شیشه زيست فعال در روزهـای  

بـه يـك    به نمونه کنترل، اختلاف معنـاداری دارد و تقريبـاً  
ــده  ــان ش ــزان بی ــلاژن   می ــدد ک ــی در   Iان ــش مهم ــز نق  نی

تمايز  34و 9داردد اين ژن نیز در روزهای  بیومینرالیزاسیون
 ای داشته استد استخوانی بیان اابل ملاحمه

 
گيري نتيجه
بـه   4S44در اين پژوهش نانوذرات شیشه زيست فعال     

ای بـه   و با اسـتفاده از لسـیاب سـیاره    اختروش ذوبی س
ــا     ــه ب ــان داد ک ــايج نش ــدد نت ــديل گردي ــانو تب ــاختار ن س

ــانو وری غوطــــه ـــال در  ذرات ن ـــه زيســــت فعـ شیشـ
سازی شده بدن، بلورهـای لپاتیــت بــر روی    شبیه مــايل
و بـا افـزايش زمـان     هتشکیل شـد  ذرات شیشه نانوسـطح 
افزايش پیدا نیز لپاتیت  میـزان تشـکیل ذرات ،وری غوطـه
 بررسی رشد و تکثیر سـلولی نشـان داد نـانو   . ه استکـرد

ش رشـد و تکثیـر   ذرات شیشه زيست فعال، باعـث افـزاي  
شودد علاوه بـر لن، تمـايز    های بنیادی مزانشیمی می سلول

هـای اسـتخوانی در حضـور     های مزانشیمی به سلول سلول
 ذرات شیشه افزايش پیدا کرده اسـتد اسـتفاده از نـانو    نانو

 ذرات شیشه به واسطه دارا بودن عناصر زيست فعال و هم
تار چنین افزايش نسـبت سـطح بـه حجـم بـه دلیـل سـاخ       

يی لپذيری بهتـر و در نتیجـه، افـزايش کـار     نانويی، واکنش
ذرات  گرددد پـ  نـانو   های بنیادی می تکثیر و تمايز سلول

نداشته  یتیگونه سم شده علاوه بر لن که هی  اختهشیشه س
شود و از لن  بلکه باعث تحريك و القاء رشد سلول نیز می

اسـتخوانی  توان جهت درمان و بهبود سـريل ضـايعات    می
 استفاده نمودد

 
 تشکر و قدردانی

ايـــن پـــروژه در مرکـــز تحقیقـــات بیوتکنولـــوژی و     
الـه   میکروبیولوژی کاربردی دانشـگاه علـوم پزشـکی بقیـه    

از صــندوق حمايــت از  )عــج( بــه انجــام رســیده اســتد 
پژوهشگران کشور و ستاد نانوتکنولوژی جهت حمايت در 

 ليدد به عمل میانجام پروژه نهايت ادردانی و تشکر 
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Abstract 
Background and Objectives 

Glasses and glass-ceramics are a group of biological substances that form hydroxyapatite 

against a simulated solution of the body and can be used in many clinical cases that require the 

production and repair of bone. The purpose of this study was to create a 45S5 bioactive glass 

nanoparticle and evaluate its impact on staining and differentiation of mesenchymal stem cells 

into bone cells. 

 

Materials and Methods 

In this experimental research, the nanocomposite of the bioaccuminant 45S5 was synthesized 

by the fusion method and planetary mill was converted to the nanoscale structure; then, its 

physicochemical and structural properties were investigated. The bioactivity was evaluated 

using a simulated body solution. The growth, amplification and differentiation of 

mesenchymal stem cells in the vicinity of nanoparticles were investigated. 

 

Results 

Biomedical evaluation indicated the formation of hydroxyapatite on nanoparticles after zinc 

immersion in the body was simulated. Cell experiments also confirmed the lack of toxicity of 

the glass nanoparticles and its stimulating effect for the growth, proliferation and 

differentiation of mesenchymal cells in bone cells. In the bone differentiation, the activity of 

alkaline phosphatase in the glass nanoparticle was expressed after 14 days of differentiation 

(0.55 ± 0.07), while it was the control sample (0.15 ± 0.03). 

 

Conclusions   

According to the progenies, mesenchymal stem cells can propagate and grow on the 

nanoparticles of the synthesized bioactive glass and, in addition to not being toxic, stimulate 

and stimulate cell growth.
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