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هاي فيبروبلاستت مرجان شاخ گوزني در محيط كشت سلولبررسي سمي 

2دكتر طوبي غضنفري-1رضا عظيمي حميددكتر

و صورت دانشكده دندانپزشكي دانشگاه شاهداستاديار گروه آموزشي جراحي-1 و فك  دهان
 لوژي دانشكده پزشكي دانشگاه شاهددانشيار گروه آموزشي ايمونو-2

 چكيده
و هدفزمين براي پيوند كردن. نها به عنوان پيوند مورد توجه قرار گرفته استآ از جانداران هستند كه اسكلت آهكياي مرجانها گونه:ه

آهر ماده خارجي در بدن آاطمينان حاصل كرد عدم وجود سمين انسان، اولين موضوعي كه بايد از ميت  هدف از اين مطالعه.باشدن ماده

مربررسي سمي .استهاي فيبروبلاست جان شاخ گوزني در محيط كشت سلولت

.و استريل گرديددر اتوكلاو مده قطر كمتر از صد ميكرون درآبه ابتدا مرجان به صورت پودردر اين مطالعه تجربي:روش بررسي

ازـفيبهاي سلول شدـانستيت روبلاست  RPMIرجان به محيط كشت حاويم پودرانسيون مرجان با اضافه كردنـ سوسپ،و پاستور خريداري

90%, FBS 10% و سي5/0 با غلظت يك، دو، پنج، ده، بيست، پنجاه و به محيط كشت سلول ميلي گرم در صد هاي فيبروبلاست سي تهيه

د72و48-24و مرجان به مدتها سلول خانه حاوي محيط كشت،96هاي پليت.از هر غلظتي سه نمونه تهيه گرديد.شداضافه ر ساعت

شد%5كربنو دي اكسيد37انكوباتور در دماي شد MTTمادهو سپس قرار داده  Elisa readerبا استفاده از دستگاه.به محيط اضافه

ها بستگي دارد كه نمايانگر فعاليت حياتي توسط سلول MTTها تعيين شد ميزان جذب نوري به ميزان جذب ماده ان جذب نوري نمونهميز

مي سلول . مورد تحليل قرار گرفتندANOVAها با آزمون داده.باشد ها

در:ها يافته هاي مختلف مرجان هاي فيبـروبلاست حاوي غلظت سلول مشابه جذب نوري در محيط كشتروه كنترلـگ جذب نوري

از. ها بر اساس ميزان جذب نوري محاسبه مي شود ميزان فعاليت حياتي سلول.باشد مي ن24پس ور در گروه شاهد ساعت ميزان جذب

و،05/0( مختلف مرجان ميزان جذب نور در مقادير. شودميباشد كه به عنوان وضعيت مطلوب در نظرگرفتهمي01/0  يك، دو، پنج، ده

مي) پنجاه به عبارت ديگر. باشدمي004/0 گرم كه متوسط جذب نور ميلي بيست به استثناي مقدار،باشد بسيار نزديك به گروه شاهد

از. يافته است كاهش%40ليت حياتي به فعا به ده ميلي ساعت در مقدار48پس و در بقيه مقادير%50گرم جذب نور  ميزان كاهش يافته

ميجذب نور نزديك به گروه شاه از. باشدد به بيست ميلي ساعت نيز مقدار72پس به يك ميليو مقدار%40گرم نيز جذب نور %50گرم

داري در ميزان جذب نوري گروههاي ساعت تفاوت معني72و24،48نشان داد كه در زمانهاي  ANOVAزمونآ. كاهش يافته است

و گروههاي هفتگانه وجود ندارد . كنترل

.هاي فيبروبلاست نداردي براي سلول سميتّ،مرجان شاخ گوزني:گيري نتيجه

. سميت– هاي خون محيطيل سلو– هاي فيبروبلاست سلول– مرجان شاخ گوزني:ها كليد واژه

 5/9/1387/1385:پذيرش مقاله 28/3/1387:اصلاح نهايي4/9/1386/1383:وصول مقاله
و صورت جراحي گروه آموزشي:نويسنده مسئول و فك  e.mail:rezaman2223@yahoo.comه دندانپزشكي دانشگاه شاهد دانشكد دهان

 مقدمه
و دندانپزشحيه دهان يكي از مسائلي كه در جراحيهاي نا كان
و فك با آن مواجه مي  نقايص استخواني باشند چراحان دهان

استخواني است كه ناشي از عوامل مختلفيو كمبود بافت
،)1(ها توان به سندرومميو از بين اين عواملاشندب مي

از جراحي سرطانها،،)3(تروماها)2(ايمپلنت جراحيهاي پيش
و عوامل ديگر اشا لذا براي حل اين مشكل.ره كردپروتز
ميجراحان از روشهاي آ مختلفي بهره نها برند كه از بين

هيدروكسي(هاو بيومتريال)4(وتوميئ،استفتابه اتوگر توان مي
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و همكاردكتر حميدرضا عظيمي

و بيواوس اي كه در اين مطالعه ماده.اشاره كرد) اپاتيت
مي استگرفتهمورد توجه قرار مرجانها.باشد نوعي مرجان

آ جانداگروهي از هكي ران دريايي هستند كه داراي اسكلت
مق.هستند گـدر ازـهايي مبني بر استفزارشـالات خارجي اده

درLi. ترميم نقايص استخواني وجود داردمرجانها براي
از اسكلت نوعي مرجان براي ترميم ضايعات 1996

در Kim،)5.(استخواني كاسه چشم استفاده كرد و همكاران
براي ترميم ضايعات پريودنتال از مرجان 2005 سال

و توفيقي تأثير مرجان شاخ گوزني)6.(استفاده كرد ، عظيمي
آدررا قب مورد هيـانه خرگوش ترميم استخوان رارـررسي

ن مرجانها نظر پراكندگي زيستي در كشور ايرااز،)7.(دادند
وسي تنب كوچك،،ر در نواحي جنوبي شامل قشمـبيشت ري

ميفرور كوچك هاي بسيار، مرجانها گونه)8(.شوند يافت
د زيادي را دارا مي اتـاراي خصوصيباشند كه هر كدام

ف آـو از سويي ديگرد خود هستندـمنحصر به ور و هوا ب
مؤ شرايط اقليمي هر منطقه مي ثر تواند بر خصوصيات آنها

آلذ. باشد ميا براي پاسخ به اين سؤال كه توان مرجان يا
گ نـشاخ مـوزني بومي اده واحي خليج فارس را به عنوان

د زد؟ نياز به مطالعهن پيونجايگزين استخوان در بدن انسا
ب بيوررسيــجهت ژيك نسبت به مـاده مرجـانوـولـاكنش
.اشدـب مي

از عبارتند تلفي براي اين منظور وجود دارد روشهاي مخ
 Mono layer agar overlayو يا روش)9(روش كشت سلول

شد Gussكه توسط و همكاران در Theiszova،)10.(ابداع
ازت هيدروكسي اپاتيتي ارزيابي سميبرا 2005سال
و همكاران درسال Teresaو)11(هاي فيبروبلاست سلول
2003از براي ارزيابي سمي ت سلولي سيلرهاي داخل كانال

)12.(ماكروفاژها استفاده كردند
 گوزني در هدف از اين مطالعه بررسي سميت مرجان شاخ

مي محيط كشت سلول .باشد هاي فيبروبلاست

 روش بررسي
 فيبروبلاست لثه انسانهاي از سلولدر اين مطالعه تجربي
(HGF2PL2 cell line)مرجان.و پودر مرجان استفاده گرديد

ميم براي مشخص.باشد ورد استفاده از گونه مادرپورا
شدفاده استXRDمواد تشكيل دهنده آن از دستگاه كردن
 كلسيم از نوع آن را كربنات%99از گرديد كه بيشخصكه مش

و داراي در صد بسيار مختصري اراگونيت تشكيل داده
مرجان به صورت خشك خريداري.باشد سديم فلورايد مي

در شده در هاون كوبيده مي و با شود تا به صورت پودر آيد
پ  كمتر ودر از صافيهاي فلزي ذرات مرجان به قطرگذراندن
در.ميكرون جدا شدنداز صد  پودر حاصل با قرار گرفتن

 ساعت استريل24اي بنفش به مدت ماورمجاورت اشعه
با ريختن مقادير مختلفي از پودر مرجان در محيط.گردد مي

. كشت سوسپانسيون مرجان ساخته شد
%90محيط كشت مورد استفاده عبارت بود از در اين مطالعه

 Roswell parl Memorialسط انستيتو كه توRPMIمحيط
و به عنوان FBS(Fetal bovine serum(%10طراحي شده

هاي موجود از بين انواع سرم،)13.(سرم استفاده گرديد
و حجم كم سرم جنين  گاو به علت مقدار زياد عوامل رشد

%10گلوبولين به عنوان يك افزودني استاندارد معمولاًگاما
وقتي اطمينان حاصل،)14.(گرددميحجم كل محيط انتخاب

هاي مورد استفاده با محيط آزمايشگاه هماهنگ شد كه سلول
و اند شده آن كردهتكثير يعني شروع به رشد اقدام بايد گاه اند
ت  با استفاده از محلول.فلاسك سلول كرد) پاساژ(كثير به

ها از سطح فلاسك اقدام به جدا كردن سلولبايدميتريپسين
 خانه96ها به پليت سپس نوبت به انتقال سلول،)15.(كرد

در اين مرحله پس از انجام.رسد جهت انجام آزمايش مي
م حلول حاوي سلول مراحل يك پاساژ معمولي به جاي انتقال

آـدام به انتقـاق،دـبه يك فلاسك جدي هـنها به يك لولال
ميمخص سپس اقدام به شمارش. شود وص كشت سلول

درولتعداد سل براي انجام اين محلول كرده كه هاي موجود
از. شود كار از لام مخصوص به نام نئوبار استفاده مي يكي

هاي عملي مرسوم در جهت شمارش تعداد سلولهاي شيوه
 متر ها در يك ميلي موجود در نمونه شمردن تعداد سلول

ميمكعب با)16(.باشد از فضاي موجود در روي لام ، حال
مييك تناسب توان حجم مطلوب از محلول داراي ساده

هر خانه از پليت تعداد سلول را به صورتي كه بتواند در 
.پانزده هزار سلول را تأمين نمايد، تعيين كرد

 هر خانه حجم برابردر اين مطالعه جهت سهولت كار در
شددويست  حجم مايع بنابراين ابتدا. لاندا در نظر گرفته

وداراي سلول مشخص شد ازه  كردن از عدد كسر پس
بFBS%10 داراي RPMI محيط دارـدويست مق بهـ را كه  ايد

 به هر خانه، ازآنپس. رددگمي خانه اضافه شود محاسبه هر
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.ت مرجان شاخ گوزني در محيط كشتسميبررسي . .

و)FBS%10وRPMI%90(محيط كشت  بعد را اضافه كرده
ح هر.شودميهـاضافسلول اويـاز آن مقدار مايع  جهت

هم مرجان كه بعداًمقدار و چنين كنترل هر بايد اضافه شود
. كدام يك رديف شامل سه خانه در نظر گرفته شد

در96يك پليت و  اولين خانه از رديف خانه را اختيار كرده
مي) گروه كنترل( لاندا محيط كشتاول آن صد و ريخته شود

ي بعدي آن رقت سوسپانسيون هاي مختلفي كه از در چاهكها
و محيط كشت شد كه مرجان  به صورت زيرشرح داده

:شود ريخته مي
 ليتر گرم در صد ميلي يا پنجاه ميلي2/1در چاهك دوم رقت
رـليت گـرم در صد ميلي يا بيست ميلي5/1 چاهك سوم رقت
ـرليت ـرم در صد ميليگ يا ده ميلي10/1چاهك چهارم رقت
رـليت ـرم در صد ميليگ يـا پنج ميلي20/1چاهك پنجم رقت

رـليت ـرم در صد ميليگ يا دو ميلي50/1ششم رقت چاهك
رـليت ـرم در صد ميليگ يا يك ميلي100/1چاهك هفتم رقت
ليتر گرم در صد ميلي ميلي5/0يا200/1چاهك هشتم رقت
.وجود خواهد داشت
در در مرحله بعد پليت 72و24،48ور به مدتـوباتـانكهـا
.شود ساعت كشت داده مي

MTT به فورامازونها تترازوليوم توسط ميتوكندري يانمك
به ابي تبديل مي و عبور از شود كه قادر غشا سلول نيست

اض.يابد در سلول تجمع مي افه كردن اسيد ايزوپروپانول با
آها ليز سلولغشا  و فورومازون ميشده )17(.شود زاد
MTT ًآقبلا در با غلظت مطلوب در و  زمايشگاه تهيه شده
مي در دماي بيستوفريزر كه درجه زير صفر نگهداري شد

و  قبل از شروع به كار مدت كوتاهي در انكوباتور گرم شده
ماز.گيرد سپس مورد استفاده قرار مي يزان محلول تهيه شده

مي حجم كل محيط كه معادل بيست10/1 هر لاندا شود به
 ساعت در انكوباتور قرار سپس چهار.گردد چاهك اضافه مي

ميدا هرپس. شود ده و به از آن محلول رويي را برداشته
ميلانداخانه دويست   كه شود ايزوپروپانول اسيدي اضافه

كف اين تركيب كريستال.بايد يك شب بماند هاي موجود در
كه رويي از آن مايعپس.كند هر خانه را در خود حل مي

لر هاي رنگي شده است را با استفاده از سمپ حاوي كريستال
پ به خانه ميهاي و ليت اليزا منتقل ازگردند  با استفاده
مقدار جذب)نانومتر 492طول موج(Elisa readerدستگاه
د هر خانه كه نمادي از تعداد سلول نوري هرهاي زنده  خانهر

مي72و24،48ايـدر زمانه انـب ساعت ريـيـگ دازهـاشد را
و نشانكرده كه مقايسه آن با گروه كنترل دهنده مقدار رشد

مي تكثير سلول  بررسيهاي.باشد ها در مجاورت مرجان
آ شد ANOVAزمون آماري با .انجام

ها يافته
سه63 مطالعه روي و در سه نمونه و از هر نمونه  مقطع

برميزان سمي.تكرار انجام گرفت پست حسب مقادير مرجان
دهدمي كه نشان ارائه گرديد1 ساعت در جدول24از 
آاختلا و  نشان داد كه ANOVA زمونف آنها ناچيز بوده

(دار نيست اختلاف به لحاظ آماري معني .7/0P<(
در:توضيح گروه شاهد به عنوان فعاليت ميزان فعاليت حياتي

گ100% ميـدر نظر  ان ميزانتو رفته شده كه با بستن تناسب
 به عنوان مثال.فعاليت حياتي ساير گروهها را محاسبه كرد

)009/0(گرم فعاليت حياتي در گروه پنجاه ميلي1در جدول
مي%90با بستن تناسب ها سلول%90در واقع.شود محاسبه
و . اند آنها از بين رفته%10زنده بوده

هاي فيبروبلاست برحسب ميزان فعاليت حياتي سلول:1جدول
از مختلف مرجان شاخ مقادير  اعتس24گوزني پس

در ميزان فعاليت حياتي سلول اورتمجهاي فيبروبلاست
مي2 ساعت در جدول48مرجان در  و نشان دده ارائه شده

و كه ميزان فعاليت حياتي در گروههاي هفت گانه مشابه بوده
.دار نيست دهد كه معني نشان ميANOVAآزمون 

 ميزان فعاليت حياتي)گرم ميلي(مرجانمقادير

01/0±107/0)مرجانبدون(شاهد گروه
50 127/0±009/0
20 11/0±004/0
10 119/0±014/0
5123/0±008/0
211/0±01/0
111/0±01/0

5/011/0±009/0
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و همكاردكتر حميدرضا عظيمي

در سلولفعاليت حياتي:2جدول مجاورت هاي فيبروبلاست لثه
 ساعت48با مرجان پس از 

ت هاي فيبروبلاست در مجاور ميزان فعاليت حياتي سلول
د مي3 ساعت در جدول72ر مرجان و نشان دهد ارائه شده

و كه ميزان فعاليت حياتي در گروههاي هفت گانه مشابه بوده
. دار نيست دهد كه معني نشان ميANOVAآزمون 

هاي فيبروبلاست در مجاورت فعاليت حياتي سلول:3 جدول
 ساعت72مرجان پس از 

 بحث
درروـط همان مطالعه كاربـرد اين مـه ذكـر شد هدف مقدكه

ميين مرجان به عنوان جايگز توجهبا.باشد بافت استخواني
و يكي از به اينكه استخوان توسط بافت هاي نرم پوشيده شده

مي هاي مهم اين بافتهـا فيبـروبلاستولـسل ، لـذا اشندـب ها
با سلول سازگاري مرجان نشانگر سازگاري هاي فيبروبلاست

ذكر شده در اكثر مطالعات كه به دلايل.اين ماده با بدن باشد

آ مينها هدف باشند از اين بررسي سازگاري مواد مختلف
مي سلول .شود ها استفاده
و پنج24 در طي در مقايسه ساعت اول در مقادير پنجاه، ده

مها با گروه شاهد فعاليت سلول يزان كمي افزايش يافته به
. باشد دار نمي است اما معني

تي براي رشد ان نه تنها سمي ساعت وجود مرج48پس از
ن سلول و پنج ميليداشته بلكه در دو غلظتـها در يك گـرم
تماس مرجان.ها افزايش يافته است فعاليت سلولرـليت ميلي

فها با سلول ازي مي72يبروبلاست پس كه ساعت نشان دهد
و نيم ميلي گرم افزايش فعاليت حياتي در مقادير پنج، پنجاه

د سلول و گرم نيز شاهد كاهش فعاليتر ميزان بيست ميليها
.باشند دار نمي ها بوده كه معني سلول
نتـتبـا بـوجه به آايج ازه دست جـمي مده نـزان وريـذب

ي پس هاي فيبروبلاست در مجاورت مرجان شاخ گوزن سلول
مي72و24،48از گذشت پي ساعت كه توان به اين نكته برد

روبلاست با پودر مرجان شاخ گوزني هاي فيب مجاورت سلول
ميزان تي نداشته بلكه در مواردي شاهد افزايش نه تنها سمي

.دار نيز بايد بود فعاليت سلولي به طور معني
Ferrariب همكاران سلولو از6ه دست هاي فيبروبلاست مده
را سلول و هاي مزانشيمي مغز استخوان  علامت گذاري كرده
داآ و سپس نها را بر روي يك ربست از مرجان سوار كرده

از عضلاني موش كاشتهاين مجموعه را در بافت و پس اند
ايـهد كه سلولـاندهـه رسيـري به اين نتيجـسي روز پيگي

فعـفيب در اين،)18.(دـدهنمياليت خود ادامهـروبلاست به
روبلاستـفيبهاي از سلول مانند مطالعه حاضر ررسيـب

و نتيج آاستفاده شده مينه .باشد نيز مشابه
هاي مورد استفاده به عنوان جايگزين استخوان از مرجان
ميگروه نها قابل استفادهآباشند اما همه مرجانهاي سخت
. نيستند

Nasserاي كه بر روي نوعي از مرجانو همكاران در مطالعه
انجام دادند تركيبات دي استيلني Montiporaسخت از گونه 

ي انسان سمSolid هاي تومورهاي براي سلولرا يافتند كه 
ع است اين مطالعه بيانگر اين موضو،)19.(شندباو كشنده مي

آ . هكي سازگاري نسجي نداردكه هر نوع مرجان با اسكلت
Shabana انسان را در هاي فيبروبلاست لثهو همكاران سلول 

د و اظهار كردندمجاورت مرجان كشت  كه پس از هشتادند
نها رشد طبيعي سلولهفته و به طور ردهـرمال گستـداشته
و شده  توسط ميكروسكوپها با توجه به ارزيابي سلول اند

 ميزان فعاليت حياتي)گرم ميلي(مرجانمقادير
004/0±097/0)مرجانبدون(شاهد گروه

50 112/0±01/0
20 093/0±003/0
10 089/0±002/0
5112/0±005/0
2105/0±003/0
1117/0±004/0
5/0113/0±007/0

ح)گرم ميلي(مرجانمقادير ياتيميزان فعاليت  
01/0±121/0)مرجانبدون(شاهد گروه

50 129/0±01/0
20 091/0±004/0
10 126/0±006/0
5146/0±008/0
2123/0±009/0
1134/0±005/0
5/014/0±007/0



328 

 1387 زمستان،4، شماره20دوره/ مجله دندانپزشكي جامعه اسلامي دندانپزشكان

.ت مرجان شاخ گوزني در محيط كشتسميبررسي . .

هاو ميتوكندريها سلولي مثل ريبوزوم داخليالكتروني اجزا
)20.(اند فعاليت نرمال داشته

Fericani ر همكاران مرجانهاي نشانو ،24ا به مدت دار شده
م72و 48 و حيط كشت سلول ساعت در هاي فيبروبلاست

و نتيجهها منوسيت كه قرار دادند با اين سلولگيري كردند ها
ق زوزومـمكانيسم لي كـهاي داخل سلولي ردنـادر به حل
ت مرجان براي دهنده عدم سمي باشند كه نشان مرجان مي

)21.(هاي فوق بوده است سلول
ده ها استفاست نيز از فيبربلاFericaniو Shbanaدر مطالعات

آ و نتايج  هاين سازگاري نسجي مرجان با سلولشده
.دهد فيبروبلاست را نشان مي

 گيري نتيجه
بااي مـاده گـوزني مـرجان شـاخ-1 ايـه سلول سـازگار
. روبلاست استـفيب
ان شاخ گوزني تغييري در سازگاري افزايش غلظت مرج-2
.كند بلاست ايجاد نميهاي فيبرون با سلولآ
 ساعت72تا افزايش زمان تماس مرجان شاخ گوزني-3

هاي فيبـروبلاست ايجاد با سلولتغييـري در سازگاري آن
.كند نمي

آ-4 اثـهكبعضي از انـواع مرجـانها با اسكلت ـراتي داراي
ميسم . باشندي
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