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Background and Aim: Several materials have been introduced for retrograde fillings, pulp capping and 
sealing root perforations, but their biological effect on vital tissues and cells is not clear. The purpose of this 
study was to evaluate the reaction of human periodontal ligament fibroblasts to four root canal filling 
materials: Pro Root MTA, Root MTA, Portland cement and amalgam. 
Materials and Methods: In this experimental study, impacted or semi impacted third molar teeth were 
extracted in aseptic conditions and tissues around the roots were used to obtain fibroblast cell line. After 
proliferation, cells were cultured in chamber slides and extracts of materials were added to wells. Fibronectin, 
type I collagen and TGF- β  expression were measured by immunocytochemistry method. Data were analyzed 
by SPSS 11.0 using one way ANOVA and Tukey test. P<0.05 was considered as the limit of significance. 
Results: Collagen I expression was higher in Pro Root MTA group after 24 hours (p<0.05) and in Portland 
cement group and positive controls after 48  hours. Portland cement group showed the highest expression of 
collagen after 1 week. There was no significant difference in fibronectin expression after 24 hours. After 1 
week the highest expression of fibronectin was seen in Portland cement, Root MTA and Pro Root MTA 
groups. TGF- β  expression was higher in amalgam, Root MTA and Pro Root MTA specimens after 24 hours 
and was the highest in Pro Root MTA group after 48 hours. 
Conclusion: Based on the results of this study, Portland cement and Root MTA are comparable with Pro Root 
MTA and better than amalgam regarding their effects on human periodontal ligament fibroblasts. 

Key Words: Type I collagen; Fibronectin; TGF- β ; Portland cement; MTA; Root MTA; Amalgam; 
Fibroblasts; Periodontal ligament 

  چكيده
هـا و      روي سـلول    بـر  اثرات بيولوژيك اين مواد   .ندا  معرفي شده ها   فوراسيونمواد مختلفي به عنوان پركننده انتهاي ريشه، پوشش پالپ يا ترميم پر            :زمينه و هدف  

چهـار مـاده   در مجاورت  (HPDLF) انساني هاي فيبروبلاست ليگامان پريودونتال  عملكرد سلولارزيابي in vitroهدف از اين مطالعه .هاي زنده روشن نيست بافت
  .سيمان پرتلند و آمالگام بود، Pro Root MTA، Root MTAهاي اندو شامل  مورد مصرف در درمان

غنـي شـده قـرار       DMEM شده و در محيط كشت     خارجهاي عقل نهفته يا نيمه نهفته سالم در شرايط آسپسي             دندانه آزمايشگاهي   عدر اين مطال   :روش بررسي 
 chamber slide  در در هر چاهك40000به تعداد ها لپس از كشت وتكثير، سلو. از نسوج اطراف ريشه آنها استفاده شد HPDLF هاي  و براي كشت سلولندگرفت

                                                 
   گروه آموزشي اندودنتيكس– دانشكده دندانپزشكي-كي تهران دانشگاه علوم پزش- خيابان انقلاب-تهران: نشاني:  مؤلف مسؤول

   hrazmi@tums.ac.ir: نشاني الكترونيك66401132:  دورنگار66402640 :تلفن
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انجام شد و هرآزمايش سه بار تكرار گرديد  ساعت و يك هفته     48 ساعت،   24هاي    در زمان آميزي    رنگ .ند و در مجاورت عصاره مواد مختلف قرار گرفت        ندكاشته شد 
بـود كـه   -β TGF ، فيبـرونكتين و  I نـوع بررسي شده شامل ميزان بيان كلاژنمتغير هاي . ) تحت تاثير يك نوع ماده در يك زمان خاص قرار گرفتهر چاهك(

  افـزار   نـرم توسـط  Tukey  طرفـه و تـست  كي ـ انسي ـ وارزي با روش آنالجي نتا.بررسي گرديد Olysia Bioreportتوسط روش ايمونوسيتوشيمي به همراه نرم افزار
 SPSS 1105/0 . قرار گرفتي آماريتحت بررس p<درنظر گرفته شد داري به عنوان سطح معني.  

 ساعت 48داري بيشتر از بقيه مواد بودوپس از   به صورت معنيPro Root MTA ساعت در گروه 24در مدت زمان  I نوعكه بيان كلاژننتايج نشان داد  :ها يافته
ل مثبت مشاهده گرديد و پس از يك هفته نيز گروه سيمان پرتلند بيشترين ميزان بيـان            در گروه سيمان پرتلند و بعد از آن در گروه كنتر           I نوع بيشترين بيان كلاژن  

 سـاعت بيـشترين ميـزان    48 پـس از  ليداري با يكديگر نداشت و هاي مختلف تفاوت آماري معني بيان فيبرونكتين بين گروهساعت  24 پس از .كلاژن را نشان داد 
 Pro  وRoot MTAهاي سـيمان پرتلنـد،     پس از يك هفته نيز بيشترين ميزان بيان فيبرونكتين در گروه.ه شدمشاهد Pro Root MTA بيان فيبرونكتين درگروه

Root MTAبيان .  مشاهده گرديدβTGF-هـاي آمالگـام    ساعت در گـروه 24ز  پس ا ،Root MTAو  Pro Root MTA    05/0(بيـشتر بـود(p<  48 و پـس از 
 بيـشترين  MTA Pro rootهـاي سـيمان پرتلنـد، كنتـرل مثبـت و        پس از يك هفته گروه.ها بود بيشتر از بقيه گروه MTA Pro Rootر گروه ساعت اين ميزان د

  . را نشان دادند-β TGFميزان بيان
   قابل مقايـسه بـا  HPDLFهاي  رتلند از نظر اثر برروي سلول وسيمان پRoot MTAتوان نتيجه گرفت كه  هاي به عمل آمده مي با توجه به بررسي :گيري نتيجه

 Pro Root MTAبوده و همچنين در بسياري شرايط برتر از آمالگام بودند.  

 گامـان ي ل؛روبلاسـت بي ف؛ آمالگـام ؛MTA Root؛ MTA ؛ سـيمان پرتلنـد  ؛شهي ـ ري مواد پـر كننـده انتهـا   ؛ -βTGF ؛نيبرونكتي ف؛I نوع  كلاژن:ها  واژهكليد
  ودونتاليپر

  27/12/86:  تأييد چاپ20/08/86:  اصلاح نهايي19/02/86: وصول
  

  مقدمه
هــاي  مــواد مختلفــي بــراي پــر كــردن انتهــاي ريــشه در جراحــي

مطالعـات  . نـد ا ها توصيه شـده    اندودنتيك و هم چنين ترميم پرفوراسيون     
 retrofillingمتعدد مواد مختلفـي را بـه عنـوان مـاده ايـده آل جهـت                 

 طي يك قرن گذشته آمالگام به دليل كـاربرد آسـان و             .اند توصيه نموده 
ترين ماده جهت پـر   ترين و پر مصرف قابل دسترس بودن به عنوان رايج     

 ايـن مـاده بـه خـوبي         . مورد استفاده قرار گرفته است     retrofillكردگي  
و مهرومـوم آپيكـالي    شود، راديواپـك اسـت   توسط بافت نرم تحمل مي

ــاد مــي   ا ــدايي خــوبي ايج ــد  بت ــري  ).1(كن    چــون نيــزمــواد ديگ
IRM ,Super EBA, Pro Root MTA، و كـامپوزيتي هـاي    رزيـن 

  .ندا  توصيه شدهاخيراً رمنوو آيگلاس
 (mineral trioxide aggregate) MTA  ــط ــار توس ــين ب اول

اين ماده به   ). 2 (در دانشگاه لوماليندا معرفي گرديد    و همكاران   نژاد    ترابي
 فـضاي  بستننوان يك تركيب مناسب براي پركردگي انتهاي ريشه و          ع

اين ماده حاوي ذرات بسيار ريـز        ).6-3(داخلي كانال معرفي شده است      
باشد و اجزا اصلي موجود در آن عبارتنـد از تـري كلـسيم               وفيل مي رهيد

 .سيليكات، تري كلسيم آلومينات، تري كلسيم اكسيد و سيليكات اكسيد         
ير كمي از ديگر اكسيدهاي فلزي در ماده وجـود دارد كـه            به علاوه مقاد  

  ).8،7،4(خصوصيات فيزيكي و شيميايي ماده مربوط به آنهاست 

طـولاني بـودن زمـان سـفت شـدن       Pro Root MTA ز معايـب ا
)setting time(جايي يا تغيير شـكل آن در حفـره آمـاده     ه امكان جاب و

  ).9 (باشد مي  قيمت بالاي آن نيزشده در انتهاي ريشه و
Root MTAاي ديگر است كـه اخيـراً در ايـران بـه عنـوان       ، ماده

اين ماده به رنـگ  . شده است مطرح Pro Root MTAجانشيني براي 
اسـت و در   Pro Root MTA سفيد و از نظر خـواص فيزيكـي مـشابه   

 ايـن مـاده در      .پزشكي تبريز سـاخته و ارائـه شـده اسـت          دانشكده دندان 
ــ تــري داشــته و  خــارجي قيمــت ارزان Pro Root MTAا مقايــسه ب

  پور برروي  در تحقيق لطفي و فياض    ). 10 (تر است   سادهدسترسي به آن    
Root MTAو  Pro Root MTA   اختلاف ريزنشت بين ايـن دو مـاده

ــي ــود  معن ــه.)11(دار نب ــين در مطالع ــين   همچن ــشت ب ــر ريزن   اي ديگ
 Pro Root MTAوRoot MTA گروهدار بود ولي دو با آمالگام معني  

Pro Root MTA  وRoot MTA    داري   با هـم تفـاوت آمـاري معنـي
همچنين در مطالعه رزمي و همكاران برروي پاسخ بافتي         ). 12(نداشتند  

 و سيمان پرتلند در گربـه  Pro Root MTA, Root MTAبه سه ماده 
داري بين سه گروه از جهـت ميـزان التهـاب، وجـود             تفاوت آماري معني  

  ).13( فيبروز وجود نداشت كپسول فيبروز و شدت
  ماده ديگري كه در مطالعات مختلف بـه عنـوان جـايگزيني بـراي             

Pro Root MTAتركيب اصلي ايـن  . ، سيمان پرتلند استه مطرح شد
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 آنها  ترينباشد كه مهم   هاي معدني مصنوعي مي    سيمان شامل كريستال  
  و Estrelaدر مطالعـه  ). 3 (سـت كلسيم سيليكات و آلومينيوم سيليكات ا     

 Pro Rootهمكاران سيمان پرتلند از نظر اجزا شيميايي كـاملاً مـشابه  

MTA جز اينكه بود، بهPro Root MTA  در تركيب خود داراي اكسيد
  ).14(گردد   آن ميباشدكه باعث راديواپسيتي بيسموت نيز مي

هـاي فيبروبلاسـت       عملكرد سـلول    هدف ارزيابي  ،در مطالعه حاضر  
  .بوددر مجاورت مواد مذكور  (HPDLF) انساني ليگامان پريودونتال

  
  روش بررسي

 دندان عقـل نهفتـه و       20تعداد  در اين مطالعه تجربي آزمايشگاهي      
 بيماران مراجعه كننده بـه بخـش جراحـي فـك و              مربوط به  نيمه نهفته 

صورت دانشكده دندان پزشكي دانشگاه علوم پزشـكي تهـران انتخـاب            
ــود18-25بيمــاران محــدوده ســني . شــد بيمــاران از لحــاظ .  ســال ب

ها دچار علائـم پـري        سيستميك كاملاً سالم بوده و هيچ كدام از دندان        
ها بدين صورت بود كـه         شرايط انتخاب دندان   .كورونيت و التهاب نبودند   

3با توجه به راديوگرافي پانوركس حداقل     
 شده   تشكيل  از ريشه دندان   2

خوان فك طوري باشـد كـه بـا حـداقل           باشد و قرارگيري دندان در است     
توسـط اسـتادياران يـا      ين مرحله   ا . جراحي خارج شود   اتروما، به راحتي ب   

دستياران بخش جراحي فك و صـورت دانـشكده دندانپزشـكي تهـران             
  .انجام شد

 5شـد تـا بـه مـدت           قبل از خارج كردن دندان از بيماران خواسـته        
 (Povidone Iodine % 1دقيقـه سـه بـار محلـول دهانـشويه يـددار       

را در دهان بگردانند تا فلورميكروبي بـه حـداقل   ) ايران/تهران-توليدارو
هاي سالم دنداني خارج شده بدون تمـاس بـا بـزاق بيمـار،               نمونه. رسدب

بلافاصله توسط فورسپس جراحي داخل ظرف محتـوي محـيط كـشت            
 قرار DMEM (10% FBS–1% Penicillin, Streptomycin (غني
علـوم پزشـكي    ها به دانشكده داروسازي دانشگاه       پس نمونه س. شد داده  

گـروه كـشت سـلولي      ،  تهران، آزمايشگاه تحقيقات سـلولي و مولكـولي       
 laminar airهـا در محـيط اسـتريل     منتقل و مراحل جداسازي نمونـه 

flow  آرامـي از ظـرف حـاوي       ها بـا پـنس بـه         نمونهابتدا  .  انجام گرفت
 كـشت حـاوي محلـول نمكـي          و سه بار در ظـروف      محيط كشت خارج  

HBSS سـپس بـه    .  شوند ها و لخته خون     تا عاري از دبري     شدند  شسته
سـازي نـسج ليگامـان        مبادرت بـه جـدا     12كمك تيغ بيستوري شماره     

3 از   نتالپريود
 تـوده   .گرديـد  انتهاي ريشه به صورت خراشيدن نـسج         2

 غنــي  محــيط كــشتml4 حــاوي ml25هــاي نــسج داخــل ظــروف 
DMEMهــاي جــدا شــده در انكوبــاتور تحــت  نمونــه.  قــرار داده شــد
بعد از يك هفتـه جهـت        . قرار داده شدند   CO25% و فشار  0C 37حرارت

هــا توســط  هــا در ظــروف كــشت، نمونــه مــشاهده رشــد فيبروبلاســت
 تحت بررسي قـرار     X10با درشت نمايي شئي      invertedميكروسكوپ  

بدين صورت كـه    . شد  تعويض مي  محيط كشت سلولي هر هفته    . گرفتند
ــا در محـــيط اســـتريل محـــيط كـــشت مـــصرف شـــده نمونـــه    هـ

laminar air flow     آسـپيره شـده و ظـرف بـا محلـول PBS   شـسته و
سپس مقدار مناسب محـيط كـشت تـازه بـه ظـروف             . گرديد ميآسپيره  
هاي رويش يافته بعد از دو        در صورت عدم مشاهده سلول    . شد مياضافه  

  .شدند  ميها از مطالعه حذف  ونههفته ظروف حاوي نم
  تهيه عصاره -

براي تهيه عصاره مواد مورد آزمـايش و قـرار دادن آنهـا در محـيط          
 mg100در ايــن روش . شــدكــشت از روش غيرمــستقيم اســتفاده   

 ml35 H2O2بــا  Pro Root MTA (Dentsply Tulsa, USA)از
محـيط   ml2متـر در   ميلـي  5×5 و بـه صـورت قطعـات    دگردي ـمخلوط 

DMEM)    در ظرفmm35 (  قرار داده شد) ساعت مايع   24بعد از   ). 15 
DMEM  در سانتريفوژ     و  كشيده شد rpm6000    دقيقه قـرار    5 به مدت 

 مايع باقيمانده در سـطح كـشيده        . تا ذرات معلق از آن حذف شود       گرفت
. دش ـ  ناميـده     سـاعت  24 در زمـان     1 تـست    محلولشده و از اين به بعد     

در زمان  Pro Root MTA  ساعت عصاره24 در زمان 1محلول تست (
و يـك هفتـه نيـز       ساعت   48 در زمان    همين عمل ). باشد  ساعت مي  24

  .شدهاي مزبور تهيه   در زمان1محلول تست  انجام و
 شد نيز انجام Portlandسيمان   وRoot MTAهمين عمل براي 

و يك  ساعت   48 ،24(هاي مختلف      در زمان  3 و   2هاي   و محلول تست  
 عـصاره  3 و تـست  Root MTA عـصاره  2تـست   (گرديدهيه ت) هفته

ــيمان  ــي Portlandس ــشت م ــد  در محــيط ك ــام). باش ــورد آمالگ  در م
)Cinalux  ، نيـز    ) ايـران  -يهشهيد فقي mg 100       مـاده پـس از مخلـوط

در )  دقيقه اول بعد از مخلوط كـردن 8در(اوليه  setting كردن و قبل از
ml2    محيط كشت DMEM  ه مراحـل مـشابه       بقي .ه شد  قرار دادMTA 
  هـاي مختلـف      در زمـان   4 به ايـن ترتيـب محلـول تـست شـماره             .بود

  ).16(شد تهيه 
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   ايمونوسيتوشيمي-
در مطالعه حاضر براي بررسي فيبرونكتين از كيت ايمونوسيتوشيمي         

(Dako-UK) LSAB2  ــلاژن ــي ك ــراي بررس    از-βTGF و I و ب
horseradish peroxidase(HRP) conjugated affinity purified 

secondary antibodyمراحل كار به صورت زير بود. استفاده شد :  
 استفاده شـد  )chamber slide) well 4 از يك   براي هر نمونه-1

 در  3-6از پاسـاژهاي    ) HPDLF( سلول فيبروبلاست    40000كه تعداد   
 ساعت در   24 ها براي چسبيدن به كف چاله،      سلول.  كاشته شد  wellهر  

  . قرار گرفتند0C37 ،25 %CO2انكوباتور 
هـاي    كـشيده شـد و محلـول   well ساعت محيط هر  24 بعد از    -2

 بــه ميــزان DMEMتــست و در مــورد گــروه كنتــرل، محــيط كــشت 
mµ500 به هر wellاضافه شد .  

Well 1،2،3 1تست  mµ 500 

Well 4،5،6 2تست mµ 500 

Well 7،8،9 3تست  mµ 500 

Well 10،11،12 4تست mµ 500 

Well 13،14،15 DMEM mµ 500(Control +)  

Well 16،18،17 DMEM mµ 500(Control -)  

Well 19،20 DMEM mµ 500(hematoxiline)   
) يك هفتـه  /  ساعت 48/  ساعت 24(اين عمل در سه زمان مختلف       

 ساعت از قرار    24 ساعت، بعد از گذشت      24انجام شد، يعني براي زمان      
 سـاعت و    48 ساعت بعد از گذشت      48تست و براي زمان     دادن محلول   

 هفته از قرار دادن محلـول تـست       1براي زمان يك هفته بعد از گذشت        
  .انجام گرفت)  به بعد3(هاي بعدي  مربوطه قدم

) يـك هفتـه   /  سـاعت  48/  سـاعت  24( بعد از طي زمان مربوط       -3
 )20% ، اسـتن  80%متـانول   (fixativeمرحله ثابت سـازي بـا محلـول      

  .انجام شد
سـازي بـراي جلـوگيري از فعاليـت           پس از تكميل مرحله ثابـت      -4

ها در دماي اتاق با پراكـسيد        پراكسيداز اندوژن يا سودوپراكسيداز، نمونه    
  . دقيقه انكوبه شدند30 به مدت 3%هيدروژن 

5- well ها دو بار با محلول tris دقيقه5هر بار ( شسته شدند .(  
ــه-6 ــا   نمونـــ ــاعت در1هـــ ــا  ســـ ــاق بـــ ــاي اتـــ    دمـــ

1% Bovine serum albumin      انكوبه شـدند، كـه ايـن مـاده اتـصال 

  .كند هاي اوليه و ثانويه را بلاك مي غيراختصاصي آنتي بادي
 با آنتي بادي اوليه فيبـرونكتين بـا   13 و 10، 7، 4، 1هاي     نمونه -7
400رقت  

بـادي   محلـول آنتـي      mµ100 بـا  wellهـر   ( انكوبه شدند    1
400رقيق شده 

 بـا آنتـي بـادي اوليـه         14و  11،  8،  5،  2هـاي     نمونه. )1
40 با رقت    Iكلاژن نوع   

 محلـول   mµ100 با   well هر( انكوبه شدند    1
40آنتي بادي رقيق شده     

 با  15 و   12 و   9 و   6 و   3هاي شماره     نمونه .)1
001 بـا رقـت      -βTGF اوليـه  آنتي بادي 

 well هـر ( انكوبـه شـدند      1
mµ100      001 محلول آنتي بـادي رقيـق شـده

  هـا   بـه بقيـه نمونـه   .)1
)16-20 (mµ100، PBS 0ها در دماي  نمونه. اضافه شدC4به  يخچال 

  .قرار داده شدند ساعت 12مدت 
 ـآنتي بادي اوليه اضـافه      ) 20 تا   16(هاي كنترل    به نمونه  شد ولـي   ن

كـه كـه     از آنجايي . ها روي آنها انجام شد     تمام مراحل مشابه بقيه نمونه    
ها نشان دهنـده اتـصال       آميزي مشاهده شده در اين گروه      هر گونه رنگ  

باشد، اين تست ويژگي آزمايش مـا        غير اختصاصي آنتي بادي ثانويه مي     
  ).گروه كنترل منفي(كند  را تعيين مي

 دقيقـه در دمـاي   30 به مدت  16و   13،  10 ،7،  4،  1هاي    نمونه -8
  . انكوبه شدندbiotinylated secondary antibodyاتاق با 

 HRP بـا 18 و 17، 15، 14، 12، 11، 9، 8، 6 ،5، 3، 2هـاي   نمونه

secondary antibodyانكوبه شدند .  
ــه-9 ــاي   نمون ــا 13 و 10، 7، 4، 1ه  Streptavidin–horse ب

radish peroxidase solution     دقيقـه  30 در دمـاي اتـاق بـه مـدت 
  .انكوبه شدند

 دقيقـه در دمـاي اتـاق بـا محلـول            15ها به مدت      تمام نمونه  -10
  . انكوبه شدندDABكروموژن 

  .ها حذف شد اي نمونه  پوشش شيشه-11
 كـه گـروه     15و14،13هـاي شـماره      نمونهبه  همانطور كه گفته شد     

 اضافه  DMEMنترل مثبت بودند به جاي محلول تست محيط كشت          ك
هـا در حالـت    هاي مزبـور توسـط سـلول    گرديد تا وضعيت بيان آنتي ژن   

  .طبيعي بررسي شود
 بودنـد  هـا   كه گروه كنترل منفـي آزمـايش  18 و 17،  16هاي   نمونه

براي ارزيابي صحت و اختصاصي بودن آنتي بادي ثانويه در نظر گرفتـه             
ها مرحله اضـافه نمـودن آنتـي بـادي اوليـه حـذف                 اين نمونه  در. شدند
هـاي    رود در صـورت صـحت آزمـايش گـروه           انتظار مي   بنابراين گرديد،
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 3 تمام آزمايـشات     .آميزي را نشان ندهند    كنترل منفي ما هيچگونه رنگ    
  .بار تكرار شد

  ها منحني رشد سلول -
رد هـا در محـيط كـشت معمـولاً طبـق الگـوي اسـتاندا                رشد سلول 

هـا،    يا سكون، متعاقب كاشت سـلول      lagپس از طي كردن فاز    . باشد مي
 نيــز ناميــده logشـودكه فــاز    دنبــال مــيexponentialدوره رشـد يــا  

در طي  ،  ها بر اساس سرعت رشد و متابوليسم خاص خود          سلول .شود مي
  .دوره زماني مشخص نياز به تعويض محيط و پاساژ دارند

هـا در      نيـاز بـه شـمارش سـلول        ، دستيابي بـه منحنـي رشـد       يبرا
در  106ها با رقت   به همين منظور سلول   .باشد هاي زماني خاص مي    هدور

 ساعت تعداد   120،  96،  72،  48،  24بعد از   .  كاشته شدند  well 24ظرف  
 ها شمارش گرديد و ميـانگين بدسـت         well از كل    well 3ها در     سلول

مونـه سـلولي بدسـت       ن 3در  اين عمل   . آمده روي نمودار نشان داده شد     
  .آمده از سه فرد مختلف انجام شد

  آناليز تصويري نيمه كمي -
هـا بدسـت     آميزي ايمونوسيتوشيمي سلول    تصاوير ديجيتالي از رنگ   

شـدت  .  آنـاليز شـد  Olysia Bioreport Imagingآمد و با نـرم افـزار   
(intensity) هر چـه   . آميزي در چهار كوادرانت هر لام، تعيين شد          رنگ

تـر   شود بـزرگ    بيان مي  intensityكه توسط نرم افزار به عنوان       عددي  
باشـد يعنـي هـر چـه         هـا مـي     آميزي كمتر نمونه    باشد نشان دهنده رنگ   

متغيرهاي مورد نظر بيان كمتري داشته باشند عدد مذكور بزرگتر خواهد           
  .بود
   آناليز آماري-

ناليز  با روش آ05/0 در سطح SPSS 11افزار  آناليز اطلاعات با نرم
ميـانگين اعـداد بدسـت      .  انجام گرديد  (ANOVA)واريانس يك طرفه    

   تعيـين گرديـد و بـراي        نيـز  مثبـت  آمده بـراي گـروه كنتـرل منفـي و         
Post Test از تست Tukeyاستفاده شد .  

  
  ها يافته

هـاي معـين     ها در زمان   همانطور كه ذكر شد پس از شمارش سلول       
). 1نمـودار (ونه رسـم گرديـد      ها در هر سه نم     نمودار پتانسيل رشد سلول   

زمـان نمودارهـاي مـذكور نـشان داد كـه خـواص رشـدي                بررسي هـم  
هاي بافـت ليگامـان پريودونتـال در افـراد مختلـف تقريبـاً               فيبروبلاست

  .باشد يكسان مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  

   نمونه مختلف3ها در   منحني رشد سلول-1نمودار
  

عت بعـد از     سـا  96تـا    24ها بين    رشد اين سلول   exponentialفاز
هـا در بهتـرين وضـعيت      سـلول exponential (log)در فاز . شت بودك

  .باشند و توانايي تطابق با محيط جديد را دارند شان مي سلامت
هـا و بررسـي هـاي سـلولي اسـتفاده            اين زمان براي تزايـد سـلول      

 سـاعت اول    24باشـد در     همانطور كه در نمودار مـشخص مـي       . شود مي
باشند كه رشد كمي دارنـد و در          يا سكون مي   lagها در فاز     كشت سلول 

  بنـابراين اضافه نمودن مـواد مورد . باشند حال تطابق با محيط جديد مي
 .گيرد  ساعت اول صورت مي24ها بعد از  آزمايش به سلول

 :I نتايج مربوط به بيان كلاژن نوع -

 نشان داد كـه زمـان و نـوع مـاده بـر روي                طرفه دوآناليز واريانس   
 لذا آناليز واريـانس يـك طرفـه         دار دارد و   زان بيان كلاژن تاثير معني    مي

 طبـق   . انجام شـد    ساعت و يك هفته    48 ساعت،   24هاي مختلف     زمان
  :نتايج زير حاصل آمد tukeyبررسي با تست 

 Pro Root MTA ساعت بيان كلاژن در گـروه  24در مدت زمان 
هـاي   ن كلاژن در گـروه بيا. داري بيشتر از بقيه مواد بود   به صورت معني  

 داري با يكديگر   آمالگام، سيمان پرتلند و گروه كنترل مثبت تفاوت معني        
 بـه  Root MTAنداشت و در هر سـه آنهـا از گـروه كنتـرل منفـي و      

 تفاوت Root MTAگروه كنترل منفي و . داري بيشتر بود صورت معني
ه  سـاعت گـرو    48در مـدت زمـان       ).1جدول(داري با هم نداشتند      معني

هـا    سيمان پرتلند ميزان بالاتري از بيان كلاژن را نسبت به بقيـه گـروه             
نشان داد، بعد از آن گروه كنترل مثبت بيشتر از بقيه مواد بيـان كـلاژن                
ــروه    ــب گـــــ ــه ترتيـــــ ــپس بـــــ ــشان داد و ســـــ   را نـــــ

Pro Root MTAو  Root MTA 05/0( بيشترين بيان كلاژن (p< را

نمودار 1:منحني رشد سلولها در 3 نمونه مختلف 
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فتـه، گـروه سـيمان پرتلنـد        در مدت زمان يك ه     ).2جدول(نشان دادند   
 Proگروهبيشترين ميزان بيان كلاژن را نشان داد و بعد از آن به ترتيب 

Root MTA  ،Root MTA   كنتـرل  گـروه ، كنترل مثبـت، آمالگـام و 

 بيـان كـلاژن بـالاتري از بقيـه          سـيمان پرتلنـد    گروه. منفي قرارداشتند 
 Pro Root MTAكه البته اين تفاوت با گروه >p)05/0(ها داشت گروه
  ).3جدول(p) =12/0(دار نبود  معني

 ) ساعتtukey post test) 24 هاي آماري مقايسه ميزان بيان كلاژن با تعيين زير گروه -1جدول

 ) ساعتtukey post test) 48ي  آماريها مقايسه ميزان بيان كلاژن با تعيين زير گروه -2جدول

  )يك هفته (tukey post test ي آماريها مقايسه ميزان بيان كلاژن با تعيين زير گروه -3جدول

 N 1 2 3 4 مواد %5=يدار سطح معني
        79/85  10  سيمان پرتلند

Pro Root MTA 8 51/111 51/111   
MTA Root  15    72/118  72/118    

  81/137 81/137  9 كنترل مثبت
    87/143      15  آمالگام

 45/174    7 كنترل منفي
Sig.  12/0 11/0 14/0 00/1 

%5=يدار سطح معني  N 1 2 3 4 5 مواد 

30/104 10 سيمان پرتلند      
05/140  7 كنترل مثبت     

Pro Root MTA 5   76/148    
Root MTA 7    56/160   

98/168     10 آمالگام  
39/171     6 كنترل منفي  

.Sig  00/1  00/100/1  00/1  95/0  

%5=يدار سطح معني  N 1 2 3 مواد 
Pro Root MTA 7 18/124    

08/140  13 آمالگام   
47/140  8 سيمان پرتلند   
31/146  7 كنترل مثبت   
40/175   7 كنترل منفي  
Root MTA 9   76/181  

Sig. 00/159/0  57/0  
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  :نتايج مربوط به بيان فيبرونكتين -
، ترل مثبـت  كن،  سيمان پرتلند هاي    ميزان بيان فيبرونكتين بين گروه    

 ساعت تفـاوت  24 در زمان Root MTAو  Pro Root MTA،آمالگام
 48در زمان   ). 4جدول (=p)31/0(داري با يكديگر نداشتند       آماري معني 

 بـالاتر از  Pro Root MTAساعت ميزان بيـان فيبـرونكتين در گـروه    
Root MTA09/0( ، كنترل مثبت و منفي بود(p=  هـاي    ولي بـا گـروه

در زمـان   ). 5جـدول (داري نداشـت       آمالگام تفاوت معني   سيمان پرتلند و  
هاي مختلف به ترتيب از زياد        يك هفته ميزان بيان فيبرونكتين در گروه      

  :به كم به صورت زير بود
كنتـرل  ، آمالگـام ، Root MTA ،Pro Root MTA، سيمان پرتلند

 بـا   سيمان پرتلند ميزان بيان فيبرونكتين در گروه      . كنترل منفي  و   مثبت
داري   تفـاوت آمـاري معنـي   Pro Root MTA و Root MTA وهگـر 

كنتـرل   و كنتـرل منفـي  ، آمالگـام هـاي      ولي با گروه   =P)26/0(نداشت  
ــين. >p)05/0(داري داشــت   تفــاوت آمــاري معنــيمثبــت   اخــتلاف ب

Root MTA ،Pro Root MTA ، دار   و كنتـرل مثبـت معنـي   آمالگـام
  ).6جدول (=p)17/0(نبودند 

  ) ساعتtukey post test) 24ي  آماريها يزان بيان فيبرونكتين با تعيين زير گروهمقايسه م -4جدول

  

  ) ساعتtukey post test )48مقايسه ميزان بيان فيبرونكتين با تعيين زير گروههاي آماري -5جدول

  )يك هفته(ي  آماريها مقايسه ميزان بيان فيبرونكتين با تعيين زير گروه -6جدول

 %5=يدار سطح معني
2 1 

N مواد  

 62/122   سيمان پرتلند 8 
 43/124  كنترل مثبت 6 
 21/131  آمالگام 3 
22/142  22/142  12 Pro Root MTA 
58/145  58/145  8 Root MTA 
66/174  كنترل منفي 4  

06/0  31/0   Sig. 

%5=يدار سطح معني  N 1 2 3 4 مواد 
Pro Root MTA  10 41/126        

پرتلندسيمان   8 51/139  51/139      
52/140 10 آمالگام  52/140      

Root MTA 8   30/152  30/152    
60/156     5 كنترل مثبت    
95/175       5 كنترل منفي  

Sig. 0 09/0  16/0  96/0  00/1  

%5=يدار سطح معني  N 1 2 3 مواد 
63/112 7 سيمان پرتلند    
Root MTA 11 70/128  70/128   

Pro Root MTA 8 04/133  04/133   
74/142  9 آمالگام   

35/151  9 كنترل مثبت  35/151  
67/176   3 كنترل منفي  

Sig.  26/0  17/0  09/0  
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  :-βTGFنتايج مربوط به بيان -
، آمالگـام هـاي      ساعت در گـروه    24 در زمان    -βTGFميزان بيان   

Pro Root MTA و Root MTAمشخـصاً  ،ها بود  بيشتر از بقيه گروه 
. >p)05/0( ها بـود    داري با ساير گروه     گروه آمالگام داراي اختلاف معني    

بيـشتر   Pro Root MTA ساعت در گروه48 در -βTGFبيان ميزان 
 درزمان يك هفته -βTGFبيان ميزان  .>p)05/0(ها بود   از بقيه گروه  

از بقيـه   Pro Root MTA، كنترل مثبـت و سيمان پرتلندهاي  در گروه

كنترل  و آمالگام، Root MTAها بالاتر بود و بعد از آن به ترتيب  گروه
داري    به طور معني   گروه كنترل مثبت و سيمان پرتلند      . قرار داشتند  منفي

 بيشتر بود كنترل منفي، و آمالگام، Pro Root MTA ،Root MTAاز 
)05/0(p< .        تفـاوت آمـاري     سـيمان پرتلنـد   ولي گروه كنترل مثبـت بـا

  .=p)94/0( را نشان نداد داري معني
 بـا   نيـز آمالگـام  و Root MTA ،Pro Root MTAهـاي   گـروه 

  ).9-7ولاجد (=p)45/0( نداشتند داري معنييكديگر تفاوت آماري 

  )ساعت24 (ي آماريها  با تعيين زير گروه-β TGF بيان ميزانمقايسه  -7جدول

 )ساعت48 (ي آماريها  با تعيين زير گروه-βTGFن بيانمقايسه ميزا -8جدول

 )يك هفته(ي  آماريها  با تعيين زير گروه-βTGF مقايسه ميزان بيان-9جدول

 N 1 2 مواد  %5=يدار سطح معني
04/161 4 آمالگام   

Pro Root MTA 6 69/166  69/166  
Root MTA 8 75/170  75/170  
72/174  8 سيمان پرتلند  
40/175  7 كنترل منفي  
85/177  7 كنترل مثبت  

Sig.  12/0  05/0  

 N مواد  %5=يدار سطح معني
 1 2 3 

Pro Root MTA 9 28/150    
51/166  6 كنترل منفي   
13/170  6 سيمان پرتلند  13/170  
37/171  7 كنترل مثبت  37/171  
08/173   6 آمالگام  

Root MTA 14   97/174  
Sig.  00/1  13/0  13/0  

 N 1 2 3 4 مواد  %5=يدار سطح معني
05/101 12 سيمان پرتلند     
14/110 9 كنترل مثبت     

Pro Root MTA 10  87/137  87/137   
Root MTA 8   96/139   

16/156   12 آمالگام  16/156  
45/177    9 كنترل منفي  

Sig.  94/0  07/0  45/0  28/0  
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  گيري بحث و نتيجه
  سازي بيشتر شرايط مطالعـه بـا شـرايط          براي مشابه  در اين مطالعه،  

in vivoهاي   از سلولHPDLFرسد از نظر مورفولوژي   كه به نظر مي
هـا   يي با ديگر انـواع فيبروبلاسـت      ها هاي مختلف تفاوت   و بيان پروتئين  

  دارنــد اســتفاده نمــوديم) HGF(هــاي لثــه   وفيبروبلاســتL929مثــل 
 HPDLF هـاي   سلولدر بررسي اثرات مواد مختلف بر روي        ). 17-19(

 تهيه شـد تـا از اثـرات مـضر           (DMEM)عصاره مواد در محيط كشت      
   مثـل ليـز و نكـروز سـلولي جلـوگيري           هـا   سـلول مستقيم مواد بر روي     

 ).20(ود ش

 و فيبـرونكتين را بـه      -βTGFگروه كنترل مثبـت بـروز كـلاژن،         
 سـاعت و يـك      48 سـاعت،    24عنوان متغيرهاي مطالعه در مدت زمان       

در بررسـي  . ددا نـشان   HPDLF هـاي   سـلول هفته در حالت طبيعي در      
 هـاي  و همكاران برروي خواص فيبروبلاست     Kuruفلوسيتومتري توسط 

 در حالـت    I بيان فيبرونكتين و كـلاژن نـوع         ، و پريودونتال ليگامنت   لثه
  ).21 (ها نشان داده شد در اين سلولطبيعي 

گروه كنترل منفي نيـز بـراي نـشان دادن اختـصاصي بـودن روش           
آميزي نـشان دهنـده       گونه رنگ  در اين گروه هر   . شود مطالعه استفاده مي  

توسط آنتي بادي ثانويـه     هاي ديگر    رنگ گرفتن غير اختصاصي پروتئين    
در مطالعه حاضـر بـا آنـاليز        ). چون آنتي بادي اوليه وجود ندارد     (باشد   مي

 پس از يك I بيان كلاژن نوع Tukey post testواريانس يك طرفه و 
، Root MTAهفته در گروه سيمان پرتلند بالاتر از گروه كنترل مثبت، 

 تفـاوت   MTAنـد بـا     آمالگام و كنترل بود كه البتـه گـروه سـيمان پرتل           
با توجه به خصوصيات بسيار مشابه فيزيكي و        . داري نداشت   آماري معني 

 تشابه اثر عـصاره ايـن دو   Pro Root MTA شيميايي سيمان پرتلند و
  .باشد  دور از ذهن نميHPDLF هاي سلولماده بر روي 

 شبه  هاي  سلول و همكاران رفتار     Nakayamaدر تحقيق مشابهي،    
 mRNA و   Iز جهت مورفولوژي و بيـان كـلاژن نـوع            ا  را استئوبلاست

 بررسـي  Pro Root MTAهاي وابسته استخواني در مجاورت  پروتئين
هيدراته شده پس از سـه   Pro Root MTAكلسيم آزاد شده از. نمودند

فعاليــت آلكــالين فــسفاتاز در مجــاورت .  در ســالين بــودppm130 روز
MTA    لولي و بيـان     پروليفراسيون س ـ .  مشابه گروه كنترل بودmRNA 

داري پـايين تـر بـود در حاليكـه بيـان               بـه صـورت معنـي      Iكلاژن نوع   
mRNA     داري بالاتر از گروه       روز به صورت معني    3 استئوپونتين پس از

 بـدون مهـار رشـد سـلولي، تمـايز           MTAدر ايـن بررسـي      . كنترل بود 
  ).22( شبه استئوبلاست را مهار نمود هاي سلول

   در گـروه   Iا كـه ميـزان بيـان كـلاژن نـوع            در مقايسه با مطالعه م    
Pro Root MTA بود، بـه  كنترل مثبت بالاتر از گروه سيمان پرتلند و 

تواند در نتيجه شرايط آزمايش و     رسيم كه اين اختلاف مي     اين نتيجه مي  
بيان كـلاژن در سيتوپلاسـم نـواحي        .  استفاده شده باشد   هاي  سلولنوع  

 در سيتوپلاسـم  -βTGF تين واطراف هسته ديده شد وبيان فيبـرونك 
نكته جالب توجه در اين بررسي ميزان بيان بيشتر         . به صورت منتشر بود   

 سـيمان پرتلنـد    در مدت زمان يك هفته در گـروه          فيبرونكتينكلاژن و   
باشد كه نشانگر وضعيتي اسـت كـه در           مي كنترل مثبت نسبت به گروه    

اد مورد آزمايش نه تنهـا سـمي و مـضر            و مو  ها  سلولآن محيط اطراف    
 بـه رشـد و تكثيـر    هـا   سلولنبودند بلكه شرايط مطلوبي پديد آوردند كه        

خود ادامه دادند و ميزان بيان مواد مـورد نظـر بيـشتر از حالـت طبيعـي                  
  .گرديد) كنترل مثبت(

βTGF-   باشـد كـه    هاي مهم و كليدي بدن مي     يكي از سايتوكين
 اعمال مختلفي مثل امبريوژنز، التهاب، تنظيم پاسخ ايمنـي و بهبـود             در

هـاي مختلـف مثـل         توسـط سـلول    -βTGF. باشـد  زخم دخيـل مـي    
هــا،  هــاي التهــابي نظيــر ماكروفاژهــا و لنفوســيت  هــا، ســلول پلاكــت

ايـن  . ددرگ ـ هـا بيـان مـي      ها و استئوبلاسـت    ها، كندروسيت  فيبروبلاست
، فيبـرونكتين و اسـتئونكتين و       Iتواند بيـان كـلاژن نـوع         ين مي سايتوك

همچنــين بيــان مــاتريكس اســتخواني را تحريــك كنــد و ســنتز       
در مطالعـه حاضـر ميـزان       ). 23(دهد   متالوپروتئينازهاي بافتي را كاهش     

 24هـاي مـواد و كنتـرل مثبـت و منفـي در                 بين گروه  -βTGFبيان  
داري نداشت و چون گروه كنترل منفي، فاقد           آماري معني  ساعت تفاوت 
دهنـده آن اسـت كـه در       آميزي اختصاصي بود، نتايج نشان      هرگونه رنگ 

 حداقل در سـطح      يا  وجود نداشته است   -βTGFها نيز بيان      بقيه گروه 
   در گـروه  -βTGF سـاعت بيـان      48در زمـان    . داري نبوده است    معني

Pro Root MTAها بود داري بالاتر از بقيه گروه  به صورت معني.  
بـه  (هـاي مختلـف       در گروه  -βTGFبعد از يك هفته ميزان بيان       

. داري بيشتر از گروه كنترل منفي بـود     به صورت معني  ) جز گروه آمالگام  
 در گـروه سـيمان پرتلنـد بـه شـكل            -βTGFهمچنين ميـزان بيـان      

بـا  .  و آمالگام بيشتر بودPro Root MTA ،Root MTAداري از  معني
توجه به اينكه ميزان بيان كلاژن و فيبرونكتين در گروه سـيمان پرتلنـد    
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توان نتيجه گرفـت كـه       ها بود مي    بيشتر از بقيه گروه   ) پس از يك هفته   (
 در ايـن گـروه      -βTGFيكي از دلايل بيان بيشتر به علت بيان بيشتر          

بـا  . كنـد  باشد كه توليد و سنتز ماتريكس خارج سـلولي را تحريـك مـي    
هـاي التهـابي و اسـتخواني          سلول -βTGFتوجه به اينكه منبع اصلي      

 دور از انتظار    HPDLFهاي    در كشت  -βTGF كم   است، وجود ميزان  
  .باشد نمي

 وهمكاران واكنش پـذيرش نـسجي دو        Abdullah،  2002در سال   
ــد   ــيمان پرتلن ــوع س ــولي (ن ــده و معم ــت ش ــشاهده ) تقوي را توســط م
 در مجـاورت مـواد      (Saos–2)هاي استئوساركوم    سيتومورفولوژي سلول 

هـاي   همچنين اثر اين مواد در بروز نـشانه        .ردندمورد آزمايش، بررسي ك   
پس از تماس مستقيم گلاس آينومر،      . ريمادلينگ استخواني بررسي شد   

MTA     هـا پـس از    بر روي سلول) عادي و تقويت شده   ( و سيمان پرتلند
ــوژي ســلول توســط ميكروســكوپ  72 و 48، 24، 12  ســاعت، مورفول

 SEMدر بررسي   . شد مشاهده و بررسي     (SEM) كننده الكتروني اسكن 
 و دو نـوع سـيمان پرتلنـد همگـي سـالم و              MTAهـاي مجـاور      سلول

هـاي مجـاور گـلاس آينـومر گـرد و            چسبيده به سطح بودند ولي سلول     

هاي آزاد شده توسط سلول هـا،        گيري سيتوكين  در اندازه . غيرزنده بودند 
 در MTAمولي و  در سيمان پرتلند مع,βIL1 OC, IL18, IL6 سطح

هـاي بـه     با توجه به بررسي    ).24( داري نداشتند   هيچ مورد اختلاف معني   
 و سـيمان پرتلنـد از    Root MTAتوان نتيجه گرفت كه عمل آمده مي

 Pro Root MTAقابل مقايسه بـا  HPDLF هاي نظر اثر برروي سلول
وان ت باشند، لذا مي    بوده و همچنين در بسياري شرايط برتر از آمالگام مي         

هــاي ارزانتــر   ايرانــي را بــه عنــوان جــايگزينMTAســيمان پرتلنــد و 
 البتـه مطالعـات      در اين زمينه   .مورد بررسي قرار داد   خارجي   MTAبراي

in vivo    بيشتري لازم است و براي كـاربري كلينيكـي تأييـد FDAو  
  .باشد مي ضروري صلاح  مراكز ذيساير

  
  تشكر و قدرداني

اتي مصوب دانشگاه علـوم پزشـكي و        اين مقاله حاصل طرح تحقيق    
 مـورخ   132/ 11098خدمات بهداشتي درماني تهران به شماره قـرارداد         

همچنــين از پرســنل آزمايــشگاه كــشت ســلولي . باشــد  مــي18/12/84
  .گردد تهران قدرداني ميدانشكده داروسازي دانشگاه علوم پزشكي 
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