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دلیـل  بـه  هاي استخوانی دارند.کنندهدلیل صدمات وارده به بافت استخوان نیاز به استفاده و کاشت ثابتبسیاري بهروزه افراد ام -یدهچک

شود. استفاده از تحریک سیستم ایمنی پس از کاشت، عفونت در محل عمل بسیار رایج است که باعث ایجاد تورم و درد در ناحیه عمل می

شود. هدف از انجام ایـن پـژوهش   بیوتیک مینت در محل عمل و کاهش نیاز بیمار به مصرف آنتینانوذرات اکسید روي باعث کاهش عفو

باکتریال قابل جذب جهت کاربرد در بافت سخت است که بتواند نیاز بیمار به جراحی مجـدد  یابی اتصالات پلیمري آنتیساخت و مشخصه

کـاپرولاکتون و  اسـید و پلـی  لاکتیـک  پذیر پلـی پلیمرهاي زیست تخریبجهت خروج اتصالات دائمی را برطرف کند. براي این منظور از 

ها از روش محلولی استفاده شد و بـا  آپاتیت و اکسید روي و همچنین حلال کلروفرم استفاده شد. براي ساخت نمونه نانوذرات هیدروکسی

هاي ساخته شده از میکروسـکوپ  ورفولوژي داربستها ساخته شد. جهت بررسی ممغناطیسی نمونهو همزن  فراصوتاستفاده از هم حمام 

هـا در مقابـل   بررسـی شـد. رفتـار نانوکامپوزیـت     MTTها توسط آزمون الکترونی روبشی گسیل میدانی استفاده شد. ارزیابی سمیّت نمونه

رشد بررسی شد. نتایج نشان گیري قطر هاله عدم آرئوس) توسط اندازهکلاي) و استافیلوکوکوس اورئوس(اسهاي اشریشیاکلاي(ايباکتري

 72/38 ± 341/0متر و براي زمینـه بهینـه   میلی 79/14 ± 219/0کلاي اي داد که میزان قطر هاله عدم رشد در زمینه پلیمري در برابر باکتري

تر و براي ماتریس بهینـه  ممیلی 42/17 ± 32/0 آرئوس در زمینه پلیمريمتر بود. همچنین میزان قطر هاله عدم رشد در برابر باکتري اسمیلی

هـاي  باکتریال نانوذرات اکسید روي دارد. همچنین مشاهده شد که سلولگیري شد که نشان از فعالیت آنتیمتر اندازهمیلی 97/39 ± 318/0

اصـلاح  کـه  مانی بیشتري نسبت به داربست پلیمري داشتند. ایـن نتـایج نشـان داد    هاي اصلاح شده زندهفیبروبلاست روي سطح داربست

این مطالعه نشان داد که اضافه کردن نانوذرات اکسید روي باعث  شود.یکشت م طیدر مح يباکتر ها با نانوذرات باعث مهار رشدداربست

 شود.ها و کاهش سمیّت داربست میها و همچنین بهبود زندهمانی سلولبهبود خاصیت ضد باکتریایی داربست
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  مقدمه -1

هاي مختلف پزشکی مثـل  آمیزي در زمینهطور موفقیتپلیمرها به

هـاي قلبـی و لنزهـاي تماسـی اسـتفاده      ساز قلب، دریچهضربان

دلیل مقاومت کم پلیمرها استفاده از آنهـا در   به شوند. اگرچهمی

رو است. با محدودیت روبه ،هایی که بارگذاري وجود داردمحل

ها که مواد زیست فعال هسـتند و  طور مشابه در مورد سرامیکبه

دلیـل مقاومـت   توانایی برقراري پیوند با اسـتخوان را دارنـد بـه    

طور خـالص  بهکششی کم و همچنین مقاومت به شکست پایین 

شـوند.  هایی که تحت بارگذاري هستند استفاده نمیبراي کاشتنی

عنوان یـک انتخـاب جدیـد    اگرچه ترکیب این دو زیست ماده به

داراي مزایایی از جمله عدم ایجاد پدیده سـپر تنشـی و رهـایش    

 غیردائمـی،  هـاي کاشـتنی  ].1هاي فلـزي اسـت [  یون از کاشتنی

بیمـاران   بـراي  کننـده امیـدوار  جایگزین یک پذیرتخریب زیست

زمانی دلیل هم پذیر بههاي زیست تخریبکاشتنی دهند.می ارائه

ثانویـه   جراحی به نیاز عدم نتیجه، در و بافت، تشکیل با تخریب

دلیـل   ]. بـه 2اي بـراي بیمـاران هسـتند [   جایگزین امیدوارکننـده 

پـذیر در بافـت میزبـان    هاي زیست تخریـب موقتی بودن کاشتنی

هـاي دائمـی   در مقایسـه بـا کاشـتنی    کمتـري  درازمـدت  التهاب

اسـت   موقتی بدن در آنها ماندگاري مدت زیرا شود،مشاهده می

]2  .[  

عنـوان داربسـت در   بـه  1کـاپرولاکتون پلیدر چند سال اخیر 

]. اگرچـه  3مهندسی بافـت مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت [      

خـواص مکـانیکی   دلیـل   کاپرولاکتون خـالص بـه  استفاده از پلی

]. در 4پـذیري کـم معمـول نیسـت [    ضعیف و زیسـت تخریـب  

داربسـت   ،اي که توسط بیکان و همکـارانش انجـام شـد   مطالعه

کلسـیم فسـفات سـاخته و    کاپرولاکتون / بتا تـري کامپوزیتی پلی

ارزیابی شد. نتایج نشان داد که این داربست قابلیـت اسـتفاده در   

  ].  5بافت استخوان را دارد [

خواص مکانیکی ضعیفی دارد. براي بهبود  2لاکتیک اسیدپلی

شود. یکـی از ایـن   خواص مکانیکی از مواد متفاوتی استفاده می

سازگار زیستآپاتیت است. هیدروکسی آپاتیت مواد هیدروکسی

شود. زیرا سازي میها به استخواناست و باعث ترغیب استخوان

پاتیـت تشـکیل   آبافت استخوان از هیدروکسـی  درصد 65حدود 

دلیـل نسـبت    نـانو بـه   انـدازه در  3آپاتیتهیدروکسیشده است. 

از جملـه افـزایش در    اي دارد.سطح به حجم بالا خـواص ویـژه  

هـا روي  ها و چسـبندگی استئوبلاسـت  میزان چسبندگی پروتئین

و همکـارانش  بسـتر   و نانو کـه توسـط   اندازهذرات سرامیکی با 

  ].6[ گزارش شده است

اسید در بدن باعث اسیدي شـدن بافـت   لاکتیک تخریب پلی

شـود. اضـافه کـردن    هـاي التهـابی مـی   اطراف و در نتیجه پاسخ

تواند محصولات اسیدي را به بافر تبـدیل  هیدروکسی آپاتیت می

  ].6کند [

بـه علـت    4نانوساختارهاي اکسیدرويچندین سال است که 

قیمــت پــایین، دسترســی راحــت، زیســت ســازگاري و راحتــی 

هاي عاملی مختلف مورد توجـه  به علت گروه شانح سطحاصلا

روي خـواص   محققان قرار گرفته است. نانوساختارهاي اکسـید 

بنفش متمرکز و یـا  ءاي مثل جذب ماورافیزیکی و شیمیایی ویژه

حتـی در غیـاب    7-8در محـدوده   pH در فعالیت ضد میکروبی

ي روي روي فعالیت ضد میکروبـی بـالاتر   اکسید]. 7[ نور دارند

نسبت به بقیه اکسیدهاي فلزي  استافیلوکوکوس اورئوس پاتوژن

ی هستند سمّدارد. علاوه بر این، نانوساختارهاي اکسید روي غیر

و طبق مطالعاتی که اخیرا انجام شـده اسـت ایـن نانوسـاختارها     

ــب در دي ان اي (  ــث تخری ــاي انســانی  ) ســلولDNAباع ه

  ].8[ شوندنمی

هـا بـراي   ترین پاتوژنکی از مهمی استافیلوکوکوس اورئوس

بـراي افـراد    هابسیاري از بیماري آغازگر . این پاتوژناستافراد 

که از عفونت ساده تا سطح متوسطی از عفونـت را شـامل    است

د بثورات پوستی، تاول، دمل، گل مژه، آبسه تا سطح نشود مانمی

ــد: ذات الرّ ــده مانن ــتخوانی،  تهدیدکنن ــورك اس ــت، ک ــه، مننژی ی

هر سـاله در تمـام نقـاط جهـان      که وکاردیت و عفونت خوناند

بیوتیـک جـان خـود را از    افراد زیادي به علت مقاومت بـه آنتـی  

دهند. در بعضی مطالعات انجام شـده محققـان متوجـه    دست می

-مهاري روي بعضی باکتري روي، اثر شدند که نانوذرات اکسید

ــل  ــک مث ــاي پاتوژنی ــوس ه ــتافیلوکوکوس اورئ  از .]9[ دارد اس
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براي بهبـود خـواص مکـانیکی و     توانمی روي نانوذرات اکسید

لاکتیـک  اتراترکتـون، پلـی  پلـی  از جملهضد میکروبی پلیمرهایی 

  .]10استفاده کرد [کاپرولاکتون و پلی اسید

روي در  میکروبی نانوذرات اکسـید اي فعالیت ضددر مطالعه

-کتريبـا  هاي گرم مثبت و گرم منفی بررسی شـد. مقابل باکتري

و  کلـــی اشرشـــیا هـــاي مـــورد اســـتفاده در ایـــن آزمـــایش

 ـ بودنـد.  استافیلوکوکوس اورئـوس  و غلظـت روي   انـدازه ثیر أت

بررسی شـد. مشـخص شـد کـه      میکروبی نانوذراتخواص ضد

 انـدازه میکروبی نـانوذرات اکسـید روي بـا کـاهش     فعالیت ضد

یابد. همچنین مشـخص  ت پودر افزایش میظذرات و افزایش غل

میکروبی خاصـیت ضـد   صـورت تـوده  روي بـه  کسـید شد کـه ا 

  ].11[ چندانی ندارد

اي که توسط آیان و همکارانش انجـام شـده بـود    در مطالعه

ــانوذرات اکســید  ــه ن ــک  مشــخص شــد ک ــایی تحری روي توان

-همچنین مـی  هاي اندوتلیال به رشد و مهاجرت را دارند.سلول

نی هـاي خـو  گیـري رگ سمت شکل توانند باعث هدایت آنها به

روي نیمه هـادي هسـتند و داراي    ذرات اکسیدجدید شوند. نانو

هـاي آزاد مـرتبط بـا جاهـاي خـالی آنیـونی در شـبکه        الکترون

 )ROS5(پـذیر  واکـنش هاي اکسیژن گونه]. 12[هستند کریستالی 

تواند باعث تحریک رشـد سـلولی،   ویژه پراکسید هیدروژن میبه

هـاي اکسـیژن   گونـه  .بهبود زخم و فعالیت فاکتورهاي رشد شود

هاي تحریک سلول تواند باعثهاي کم میپذیر در غلظتواکنش

  ].13[ اندوتلیال به رشد و مهاجرت شوند

نـانومتر) در مقایسـه بـا ذرات     12( ترکوچک اندازهذرات با 

 . ایـن هسـتند میکروبی بیشـتري  تر داراي خـواص ضـد  با بزرگ

روي سـطح  بـر  پـذیر  هاي اکسیژن واکنشگونهبه رهایش  مسئله

 مـاوراي بـنفش   روي تحت نـور مرئـی و نـور    نانوذرات اکسید

پـذیر  هاي اکسیژن واکـنش گونهنسبت داده شده است و رهایش 

یکـی از  ]. 14[ شـود باعث ایجاد جراحت باکتریایی مرگبـار مـی  

یی نـانوذرات  هـاي مهـم در مـورد خاصـیت ضـدباکتریا     مکانیزم

2Zn( روي هـاي اکسید روي رهایش یون (    در محـیط شـامل

رهـا شـده    رويهاي . یوناستباکتري و نانوذرات اکسید روي 

  ].13[ ثیر بسیار مهمی در جلوگیري از انتقال فعال دارندأت

اثـرات ضـدباکتریایی    2012میرحسینی و همکاران در سـال  

ــیاکلاي و    ــاکتري اشریشــ ــر روي دو بــ ــید روي را بــ اکســ

بررسـی کردنـد. نتـایج نشـان داد کـه      استافیلوکوکوس اورئوس 

باکتري استافیلوکوکوس اورئـوس نسـبت بـه اشریشـیاکلاي در     

]. پـس از کاشـت   14مقابل اکسید روي مقاومـت کمتـري دارد [  

هاي اسـتخوانی در بـدن در بسـیاري از مواقـع سیسـتم      داربست

شود کـه  ایمنی تحریک شده و عفونت در محل کاشت ایجاد می

شود که نیـاز بیمـار بـه    ناحیه مورد نظر میباعث تورم و درد در 

دلیـل  بیوتیـک را در پـی دارد. بـه    مصرف طـولانی مـدت آنتـی   

ها بیوتیکرسانی ضعیف بافت استخوان نیاز به مصرف آنتیخون

توانـد  هاي طـولانی وجـود دارد کـه مـی    در دوزهاي بالا و زمان

ه از رو اسـتفاد هایی براي کلیه و کبد شـود. از ایـن  باعث بیماري

نانوذراتی با خاصیت ضدباکتریایی که بتوانـد میـزان عفونـت در    

محل کاشت داربست را کاهش دهد بسـیار مـورد توجـه اسـت     

  ].16و  15[

هاي اسـتخوانی در اثـر   با توجه به این مطلب که آمار آسیب

حوادث بالا است، بسیاري از بیماران براي تثبیت شکستگی نیاز 

مانند انـواع پـین، پـیچ و ... دارنـد.      به استفاده از اتصالات فلزي

یکی از مشکلات استفاده از اتصالات دائمی نیاز به جراحی دوم 

ها از بدن است که باعـث تحمیـل درد   جهت خروج این کاشتنی

هـاي  شود. بنابراین استفاده از کاشتنیو هزینه اضافی به بیمار می

زسازي دلیل تخریب کاشتنی متناسب با باتخریب پذیر به زیست

شـود.  بافت آسیب دیده باعث عدم نیاز بیمار به جراحی دوم می

پـذیر کـه بتوانـد خـواص     تخریـب استفاده از پلیمرهاي زیسـت  

ــین     ــد و همچن ــأمین کن ــخت را ت ــت س ــب باف ــانیکی مناس مک

  هاي مهم این کار بود.  باکتریال نیز باشد از چالشآنتی

 هـاي نانوکـامپوزیتی  هدف پژوهش حاضر ساخت داربسـت 

اصلاح شده بـا نـانوذرات   کاپرولاکتون لاکتیک اسید /پلیپلیمر پلی

ــواص    ــابی خـ ــید روي و ارزیـ ــت و اکسـ ــی آپاتیـ هیدروکسـ

هـاي نانوکـامپوزیتی در مقابـل دو سـویه     ضدباکتریایی داربسـت 

 باکتري اشرشیاکلاي و استافیلوکوکوس اورئوس است.  
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  تحقیق مواد و روش -2

گرم بر مـول از   182000لکولی لاکتیک اسید با وزن مپلیمر پلی

کاپرولاکتون بـا وزن ملکـولی   سیگما آلدریچ تهیه شد. پلیمر پلی

گرم بر مول از شرکت سیگماآلدریچ تهیه شد. نانوذرات  80000

آپاتیت بـا فرمـول شـیمیایی    -هیدروکسی 10 4 26
Ca PO OH 

از شـرکت پـردیس    67/1داراي نسبت مولی کلسیم به فسـفات  

م از شرکت مرك تهیه شد. وفرکلر فناوران یزد تهیه شد. پژوهان

اسیداولئیک از شرکت مرك تهیه شد. نانوذرات اکسـید روي بـا   

 Usنانومتر از شرکت  35-45درصد و طول  99خلوص بیش از 

Nanomaterials, INC  .تهیه شد  

  

  هاي پلیمري به روش محلولیساخت داربست -2-1

کاپرولاکتون با نسـبت  یک اسید و پلیلاکتدر این مطالعه ابتدا پلی

با قـرار گـرفتن روي همـزن     6کلروفرم لیترمیلی 100توسط  1:4

سـاعت   5گـراد بـه مـدت    درجه سـانتی  60مغناطیسی در دماي 

کاملاً حل شد. در ادامه جهت دستیابی به انحلال بهتر نمونـه در  

تحت تابش فراصوت دماي محیط به مدت نیم ساعت در حمام 

وات قـرار گرفـت.    60کیلـوهرتز، قـدرت    45فرکانس  امواج با

نمونه به ظرف مورد نظر منتقل شد و جهت خروج کامل حـلال  

  ساعت زیر هود قرار گرفت.   48به مدت 

  

ــت -2-1-1 ــلاح داربس ــانوذرات  اص ــا ن ــري ب ــاي پلیم ه

  هیدروکسی آپاتیت

مطـابق روش   1:4کاپرولاکتون با نسـبت  پلیلاکتیک اسید/پلیمر پلی

درصـد وزنـی نـانوذرات     1تهیه شد. میـزان   1شده براي نمونه ذکر 

جهـت پخـش بهتـر     7لیتر اسیداولئیکمیلی 10هیدروکسی آپاتیت با 

 15نانوذرات هیدروکسی آپاتیت روي همزن مغناطیسـی بـه مـدت    

دقیقه هم زده شد و به مخلوط پلیمري اضافه شـد. در ادامـه جهـت    

ی آپاتیـت در زمینـه   اطمینان از پخش همگـن نـانوذرات هیدروکس ـ  

دقیقـه در دمــاي محـیط در حمــام    15پلیمـري مخلــوط بـه مــدت   

وات قـرار گرفـت.    60کیلوهرتز و قدرت  45با فرکانس  فراصوت

نمونه به ظرف مورد نظر منتقل شد و جهت خروج کامل حـلال بـه   

  ساعت زیر هود قرار گرفت. 48مدت 

  

   روي اصلاح داربست کامپوزیتی با نانوذرات اکسید -2-1-2

درصد وزنی نانوذرات  3و  1، 5/0، 1/0 نانوکامپوزیت پلیمري با

کـاپرولاکتون بـا   پلیاسید/لاکتیک اکسید روي تهیه شد. ابتدا پلی

کلروفـرم بـا قـرار گـرفتن روي      لیترمیلی 100توسط  1:4نسبت 

 5گـراد بـه مـدت    درجـه سـانتی   60همزن مغناطیسی در دمـاي  

جهت دستیابی به انحـلال بهتـر    ،ساعت کاملاً حل شد. در ادامه

فراصـوت  در حمـام  دقیقـه   30نمونه در دماي محیط بـه مـدت   

وات قرار  60کیلوهرتز، قدرت  45تحت تابش امواج با فرکانس 

 10درصد وزنی نانوذرات هیدروکسی آپاتیت با  1گرفت. میزان 

اسیداولئیک جهت پخش بهتـر نـانوذرات هیدروکسـی     لیترمیلی

دقیقه هم زده شـد و   15مغناطیسی به مدت آپاتیت روي همزن 

بـا  فراصـوت  دقیقه در دماي محیط در حمام  15سپس به مدت 

طـور  وات قـرار گرفـت. بـه    60کیلوهرتز و قدرت  45فرکانس 

لیتـر  میلـی  10درصد نانوذره اکسـید روي در   1/0همزمان میزان 

دقیقـه تحـت تـابش امـواج      15کلروفرم ریخته شد و به مـدت  

آپاتیـت  ت هیدروکسـی  شرایط یکسان با نانوذراراصوت تحت ف

آپاتیت و اکسید روي قرار گرفت. مخلوط نانوذرات هیدروکسی 

به محلول پلیمر اضافه شد. در ادامـه جهـت اطمینـان از پخـش     

همگن نانوذرات هیدروکسی آپاتیت و نانوذرات اکسید روي در 

دقیقـه در دمـاي محـیط در     15زمینه پلیمري مخلوط بـه مـدت   

وات قـرار   60کیلوهرتز و قدرت  45با فرکانس فراصوت ام حم

گرفت و سپس نمونه به ظرف مورد نظـر منتقـل شـد و جهـت     

ساعت زیـر هـود قـرار گرفـت.      48خروج کامل حلال به مدت 

براي ساخت سایر درصدهاي وزنی همـین مراحـل انجـام شـد.     

  ) آورده شده است.1ها در جدول (ترکیب شیمیایی نمونه

  

  هایابی داربستصهمشخ -2-2

  ها بررسی مورفولوژي سطح نانوکامپوزیت -2-2-1

  براي بررسـی مورفولـوژي سـطح از میکروسـکوپ الکترونـی روبشـی       

) Czech Republic Tescan VEGA II) مدل (FESEM8گسیل میدانی (
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  هاترکیب شیمیایی نمونه -1جدول 

ZnO  HA  PLA/PCL نمونه  

   PLA-PCL  گرم 5  -  -

  PLA-PCL-HA  گرم 5  وزنیدرصد  1  -

  PLA-PCL-HA-0/1 % ZnO  گرم 5  درصد وزنی 1  درصد وزنی 1/0

  PLA-PCL-HA-0/5% ZnO  گرم 5  درصد وزنی 1  درصد وزنی 5/0

  PLA-PCL-HA-1%ZnO  گرم 5  درصد وزنی 1  درصد وزنی 1

  

ها بـه قطعـات کوچـک    استفاده شد. براي این منظور ابتدا نمونه

دهی شـدند. جهـت بررسـی    طلا پوششبریده شدند و سپس با 

چگونگی پراکنش نـانوذرات در زمینـه پلیمـري تصـاویر نقشـه      

از نانوکامپوزیت بهینه تهیه شد. در راستاي تأیید حضور  عنصري

  از نانوساختار بهینه تهیه شد. 9پراش پرتو اشعه ایکسنانوذرات 

  

  ها سازي محیط کشت باکتريآماده -2-2-2

ــاکتري ــیاز ب ــاي اشریش ــتافیلوکوکوس  اکلاي(ايه ــلاي) و اس ک

آرئـوس) بـراي بررسـی میـزان هالـه عـدم رشـد        (اس اورئوس

هـا قبـل از اسـتفاده در شـرایط     ها استفاده شد. این باکترينمونه

سـاعت در   24هوازي و در محیط مولرهینتون بـراث بـه مـدت    

گراد درون انکوباتور قرار گرفتند. پـس از  درجه سانتی 37دماي 

عت غلظتی معادل نـیم مـک فارلنـد تهیـه شـد و      سا 24گذشت 

توسط سواپ اسـتریل روي پلیـت حـاوي محـیط کشـت مـولر       

هـا توسـط   هینتون آگار کشت خطی و یکنواخت داده شد. نمونه

- ها به درون پلیـت تابش نور ماوراي بنفش سترون شد. سپس نمونه

ساعت  24ها به مدت هاي حاوي محیط کشت قرار داده شد. نمونه

    گراد در انکوباتور نگهداري شد.درجه سانتی 37ي در دما

  

هـا  بررسی زیست سازگاري و میـزان بقـاء سـلول    -2-2-3

  (کشت سلول)

-سمیتّ سـامانه هاي مرسوم و سریع براي سنجش یکی از روش

اســت کــه اســاس آن  MTT10  هــاي پلیمــري/ دارویــی، روش

(دي متیـل    MTTترکیـب دلیل احیاي  تشکیل رنگ فورمازان به

هـاي  فنیـل تترازولیـوم برمیـد) و یـا دیگـر نمـک      دي 5و  2تیازول 

تترازولیوم است. با اندازه گیري میزان جـذب توسـط اسـپکتوفتومتر    

هـاي  تـوان درصـد سـلول   نانومتر مـی  540–630هاي در طول موج

) محاسـبه  1مانده را مشخص کرد. این درصد از طریق رابطـه (  زنده

  شود:می

)1                  (                     S

C

OD

OD
  = درصد زنده مانی 

بیانگر چگالی نوري هر نمونه در زمان  SOD) 1در رابطه (

بیانگر میانگین چگالی نوري گروه کنترل  CODمورد نظر و 

شده در اثر اساس این روش مبتنی بر شدت رنگ تولید است. 

 630تا  540که در طول موج است ها فعالیت میتوکندري سلول

هاي طور مستقیم با تعداد سلولشود و بهگیري مینانومتر اندازه

را زیر  L929.  براي این منظور یک فلاسک زنده متناسب است

هود برده و در شرایط کاملاً استریل محیط رویی سلول خالی 

شستشو  )PBS11بافرفسفات سالین ( ها باشد. سپس سطح سلول

ها از حالت داده و سپس به آن تریپسین افزوده شد تا سلول

کشیده و فیبروبلاستیک خارج شده و به شکل کروي درآیند. 

سرم جنین گاوي درصد حجمی  10سپس محیط حاوي 

)SBF12(  روي آنها ریخته شد تا تریپسین خنثی شود. پس از آن

دور بر  1200ون ریخته شد و با دور ها درون لوله فالکسلول

ها از محیط جدا دقیقه سانتریفیوژ شد. سلول 5دقیقه به مدت 

شد و در کف فالکون قرار گرفت. سپس لوله فالکون را از 

شود و سانتریفیوژ خارج کرده و محیط رویی آن دور ریخته می

درصد حجمی سرم جنین گاوي  10روي آن محیط حاوي 

شود. به ازاي نئوبار شمارش سلولی انجام میریخته و توسط لام 
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سلول در نظر  5 × 410اي تعداد خانه 24هر خانه از یک پلیت 

در  UVهاي استریل شده توسط تابش اشعه گرفته شد. نمونه

مرکز هر خانه از پلیت قرار گرفت و سوسپانسیون سلولی به آن 

ماي ساعت در انکوباتور در د 24ها به مدت اضافه شد. نمونه

اکسید کربن قرار درصد گاز دي 5گراد تحت درجه سانتی 37

ساعت محیط رویی سلول  24داده شد. طبق استاندارد بعد از 

برداشته شد و با بافرفسفات سالین لایه رویی سلول شستشو 

لیتر گرم/ میلیمیلی 1به میزان  MTTداده شد و سپس محلول 

ساعت  3- 5دت روي لایه سلولی ریخته شد. پلیت کشت به م

درون انکوباتور در تاریکی قرار گرفت. پس از مدت زمان گفته 

 MTTها با بافرفسفات سالین شستشو داده شد تا شده سلول

واکنش نکرده خارج شود. محصول فورمازان ایجاد شده توسط 

 D2650, Sigma, Saint( 13سولفوکسیدمتیلدياضافه کردن 

Louis, USA نانومتر توسط  590در ) حل شد و جذب هر خانه

GMI, Inc., Miami, FL, -Stat Fax ;2100دستگاه الایزا ریدر (

USA.خوانده شد (  

  

  يآمار لیتحل -3- 2

و انحـراف   نیانگیگزارش شده بر اساس م یتجرب يهاداده تمام

از نـرم   ،براي این منظـور ) مرتب شدند. ارمعی انحراف ±( اریمع

 يطرفـه بـرا   کی ANOVAو آزمون ) 16(ویرایش  SPSSافزار 

اسـتفاده شـد. لازم بـه ذکـر اسـت کـه        یسلول يهاداده یابیارز

005/0 p ≤ داده شد. صیقابل توجه تشخ ياز نظر آمار  

  

  نتایج و بحث -3

  هابررسی مورفولوژي سطح نانوکامپوزیت -3-1

ها از میکروسکوپ براي بررسی مورفولوژي سطح نانوکامپوزیت

طـور کـه در   همـان استفاده شـد.   الکترونی روبشی گسیل میدانی

پلیمـري   زمینـه شـود سـطح   الف و ب) مشاهده مـی  -1شکل (

PLA-PCL  1-و%ZnO PLA-PCL-HA   متخلخل است. علـت

ایجــاد تخلخــل بــه تفــاوت در پارامترهــاي انحــلال پلیمرهــاي 

ایـن دو   کاپرولاکتون مربوط است. اصولاًاسید و پلی لاکتیکپلی

د و ایـن عـدم امتـزاج خـودش را     قابـل امتـزاج هسـتن   پلیمر غیر

هـا  دهد. اندازه تخلخلصورت وجود حفره در سطح نشان میبه

هـا کـاملاً   میکرومتر است. سطح نمونه 91/1تا  58/1در محدوه 

شـود.  گونه ترکی روي سـطح مشـاهده نمـی   صاف است و هیچ

ــکل (  ــین در شــ ــی   ،ج، د، ه، و) -1همچنــ ــرش عرضــ بــ

طـور کـه در   شـود. همـان  مینانوساختارهاي کامپوزیتی مشاهده 

شود نانوذرات هیدروکسی آپاتیت و اکسـید  تصاویر مشاهده می

اند. نانوذرات اکسـید  زرد در تصویر مشخص شدهروي با پیکان 

صورت سوزنی شکل و نـانوذرات هیدروکسـی آپاتیـت    روي به

انـد.  پلیمري پخش شـده  هاي کوچک در زمینهصورت استوانهبه

قیقاتی که توسط وانگ و همکاران، اکاموتو این نتایج با نتایج تح

و همکاران همچنین لبنز و همکـاران انجـام شـده بـود در تطـابق      

دریـا   –این مورفولوژي اصطلاحاً به جزیره  ].19و  18، 17است [

ــوزه     ــه ح ــورت ک ــن ص ــه ای ــت. ب ــروف اس ــروي  مع ــاي ک ه

. ]19[شـود  اسید پراکنده مـی لاکتیک پلی زمینهکاپرولاکتون در پلی

 ســتیز يمرهــایپلو  دیاســ کیــلاکتیاز پلــ ریــاخ يهــار ســالد

بافت نرم زانو و شانه استفاده شـده   يدر بازساز گرید ریپذبیتخر

 کی ـلاکتیداشته اسـت. اگرچـه پل ـ   يزیآم تیموفق جیاست که نتا

از  یاسـتخوان  يهـا کنندهدر بحث ثابت يادوارکنندهیام جینتا دیاس

 ـرا ن دو نقص مهـم  نیا یخود نشان داد ول از خـود نشـان داده    زی

دارد و در  ینییپـا  یکیمقاومـت مکـان   دیاس ـ کیلاکتیپل - 1است: 

توانـد مـورد   ینم ـ ییهستند بـه تنهـا   يکه تحت بارگذار ییجاها

طـور خـالص   بـه  یوقت ـ دیاس ـ کیلاکتیپل - 2. ردیاستفاده قرار بگ

 یفیضـع  یکیولوژیب يهاپاسخ یکینیکل ياستفاده شود در کاربردها

 يارتوپـد  زاتی ـتجه گری. به عبارت د]20[  دهدینشان م خوداز 

 میکلسيمانند بتا تر آلیریغ هايکنندهتقویت مرویاز پل یبیترک دیبا

باشند تا بتوانند خـواص مناسـب    تیآپات یدروکسیه ایفسفات و 

منـد  از محققان علاقـه  ياریداشته باشند. بس یکیولوژیو ب یکیمکان

 سـاختار  کـه خاطر  این . بههستند تیتآپا یدروکسیبه استفاده از ه

اسـتخوان   یع ـیبـه سـاختار طب   يادیشباهت ز تیآپات یدروکسیه

 عـلاوه بـر   يمـر یپل نهیدر زم تیآپات یدروکسیدارد و استفاده از ه

 سـت یز ،یفعـال  سـت یز شیباعـث افـزا   یکیبهبود خواص مکـان 



  دهقانی فیروز آبادي و همکاران  ... کیلاکتیپل يهاتینانوکامپوز الیباکتریخواص آنت یابیارز

 

  7  1401 بهار، 1 ه، شمار41مواد پیشرفته در مهندسی، سال 

        

  ، ب) سطح نانوکامپوزیتPLA-PCLپلیمري  زمینهالف) سطح  :ترونی روبشی گسیل میدانی ازالک یتصاویر میکروسکوپ -1شکل 

 PLA-PCL-HA-1% ZnO ج)  ،، برش عرضی از نانوکامپوزیتPLA-PCL-HA (د ،PLA-PCL-HA-0.1%ZnO،  

  PLA-PCL-HA-1%ZnO ، و)PLA-PCL-HA-0.5%ZnO ه) 

 الف ب

  و

  د

Zn 

HA 

 ج

HA 

  ه

HA ZN 
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  : PLA-PCL-HA-1% ZnO ،EDS A: از نانوساختار کامپوزیتیطیف پراش انرژي پرتو ایکس  -2 کلش

  روي : نانوذرات اکسیدEDS Bنانوذرات هیدروکسی آپاتیت شامل کلسیم و فسفر، 

  

 یتن. در مطالعات درون ]21[ شودیم یاستخوان تیو هدا يسازگار

 ـآپات یدروکس ـیگوسفند اثر استفاده از ه يرو  يمـر یپل نـه یدر زم تی

نشـان   جیشـد. نتـا   یبررس جذبقابل  يهاچیدر پ دیاس کیلاکتیپل

ــه اســتاندارد پل ســهیدر مقا یتیداد کــه نمونــه کــامپوز ــا نمون  مــریب

اسـتخوان و کـاهش التهـاب     يری ـگشکل زانیدر م دیاس کیلاکتیپل

ــو  ــر ب ــت دهبهت  ــ]22[اس ــی ن ــت بررس ــاویر. جه  انوذرات در تص

و مشخص کردن نوع  میکروسکوپی الکترونی روبشی گسیل میدانی

 پرتـو ایکـس از نانوکامپوزیـت   انـرژي  پـراش   سـنجی نانوذره طیف

PLA-PCL-HA-1%ZnO  .مشـخص شـده   هاي قلهانجام گرفت

اسـت.  پلیمـري  زمینـه  کار رفته در کننده نوع نانوذره بهدر شکل بیان

 روي هاي مربوط بـه شود قله) مشاهده می2طور که در شکل (همان

)Zn() کلسیم ،Ca) و فسفر (P پراش انرژي پرتـو ایکـس  ) در طیف 

مشخص است که با نتیجـه تحقیـق واسـیل و همکـاران در تطـابق      

همچنـــین نحـــوه پـــراکنش نـــانوذرات در ســـطح ]. 23اســـت [

نانوســاختارهاي کــامپوزیتی توســط نقشــه عنصــري گــزارش شــد. 

) مشــخص اســت پخــش همگــن و 3کل (طــور کــه در شــهمــان

 یکنواخت نانوذرات کلسیم، فسـفر و روي در سـطح نانوکامپوزیـت   

PLA-PCL-HA-1 % ZnO عنوان نانوکامپوزیت بهینه مشاهده به

EDS A 

EDS B 
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                                   100 µm              Ca   Ka1                             µm                P  Ka1 100 

     
              µm                  Zn  Ka1 100                                 µm                      Mix 100     

  و نحوه پراکنش نانوذرات:  PLA-PCL-HA-1%ZnOاز سطح نانوکامپوزیت  نقشه عنصريتصاویر  -3 شکل

 لوط نانوذراتد) مخ و فسفر، ج) روي الف) کلسیم، ب)

  

ساخت و اختلاط نـانوذرات در  دهد فرایند شود که نشان میمی

  خوبی صورت گرفته است.زمینه پلیمري به

  

ــاده -3-2 ــاکتري آم ــون ســازي محــیط کشــت ب ــا و آزم ه

  گیري قطر هاله عدم رشداندازه

 مثبـت اسـتافیلوکوکوس اورئـوس    گرم هايهاي باکترياز سویه

)ATTC 25922 ( اشریشـیاکلاي  ) و گرم منفـیATTC 25923( 

پـس از  هـا اسـتفاده شـد.    باکتریال نمونهبراي بررسی رفتار آنتی

گیري قطر هاله ها زیر نور قرار گرفتند و اندازهانجام کشت نمونه

که به اختصار  رئوسآ استافیلوکوکوسعدم رشد آنها انجام شد. 

 ـ شود یکاس آرئوس نامیده می ایـن   .اسـت هـوازي  اکتري بـی ب

ایـن   اسـت. زا هـاي بیمـاري  تـرین بـاکتري  تري یکی از شایعباک

کنـد کـه ناشـی از تولیـد     هاي زرد رنگی ایجاد مـی باکتري کلنی

کـه اسـتافیلوزانتین نـام دارد. ایـن      اسـت رنگدانه کاروتنوئیـدي  

اکسیدان مـانع از تخریـب بـاکتري در    رنگدانه در نقش یک آنتی

هـاي آزاد  ین رادیکـال شود. اهاي آزاد اکسیژن میمقابل رادیکال

هاي سفید میزبان براي از بین بردن باکتري اکسیژن توسط گلبول

-یکـی از بـاکتري   اس آرئوسشود. باکتري گرم مثبت ایجاد می

ها هاي پس از زخم در بیمارستانهاي شایع جهت ایجاد عفونت

ي کـه بـه اي کـلاي معـروف اسـت      . باکتري اشرشـیا کـلا  است

فی در ایـن تحقیـق مـورد اسـتفاده قـرار      عنوان باکتري گرم منبه

یـک بـاکتري    شـود. ي باسیل هم گفته مـی گرفت. به اشرشیا کلا

هوازي و متحرك است. در واقـع قابلیـت   گرم منفی، هوازي، بی

. این باکتري استهوازي را دارا هاي هوازي و بیرشد در محیط

زا نیسـت و در دسـتگاه گـوارش انسـان     در حالت عادي بیماري

هاي خاص از ایـن بـاکتري   در شرایط خاص گونه است.موجود 

 ب الف

 د ج
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   اي کلاي و اس آرئوس باکتريدر مقابل  قطر هاله عدم رشد نانوساختارهاي کامپوزیتی -2جدول 

S. aureus (mm)  E. coli (mm)  نمونه  

320/0 ±42/17  ٢١٩/٠± 79/14  PLA-PCL 

218/0 ± 35/19  209/0 ± 82/20  PLA-PCL-HA  

318/0 ± 97/39  341/0 ± 72/38  PLA-PCL-HA-1%ZnO  

  

  

  

  
   ZnO PLA-PCL-HA-1%و)  ، ه،PLA-PCL-HAد)  ج، ،PLA-PCLتصاویر هاله عدم رشد: الف، ب)  -4شکل 

   اي کلاي و اس آرئوسدر مقابل باکتري 

  

روي یکـی از ترکیبـات روي    زا باشـد. اکسـید  اند بیمـاري تومی

 .]24اسـت[ ید سـازمان غـذا و داروي آمریکـا    أیاست که مورد ت

روي بـا اسـتفاده از روش    فعالیت ضدباکتریایی نانوذرات اکسید

براي این  گیري هاله عدم رشد بررسی شد.آگار دیسک یا اندازه

و نانوساختارهاي پلیمري ماتریس اي شکل از منظور قطعه دایره

 .کامپوزیتی بریده شد و در محـیط کشـت بـاکتري قـرار گرفـت     

هـا  اي از بـاکتري نانوذرات اکسیدروي نسبت به طیـف گسـترده  

. انــدازه ناحیــه دهنــدباکتریــال از خــود نشــان مــیرفتــار آنتــی

) آورده شده است. 2ها در جدول (کننده از رشد باکتريممانعت

ــف، و)  -4( تصــاویر مربوطــه در شــکل آورده شــده اســت. ال

شود براي ماتریس پلیمـري  طور که در تصاویر مشاهده میهمان

  . شودهاله عدم رشدي دیده نمیالف، ب)  -4(شکل 

S.aureus E.Coli 

S.aureus E.Coli 

E.Coli S.aureus 

 ب الف

 د ج

 و ه



  دهقانی فیروز آبادي و همکاران  ... کیلاکتیپل يهاتینانوکامپوز الیباکتریخواص آنت یابیارز

 

  11  1401 بهار، 1 ه، شمار41مواد پیشرفته در مهندسی، سال 

  در تماس با نانوساختارهاي کامپوزیتی L929هاي میزان زنده مانی سلول –3جدول 

  ساعت 72مانی بعد از درصد زنده  ساعت 24مانی بعد از درصد زنده  نمونه

PLA-PCL 782/0±52/28  623/0/±18/22  

PLA-PCL-HA  032/0±35/63  251/0±82/57  

PLA-PCL-HA-0.5%ZnO  218/0±89/71  209/0±93/67  

PLA-PCL-HA-1%ZnO  320/0±28/73  249/0/±03/70  

  

البته لازم به ذکـر اسـت کـه هـیچ کلـونی بـاکتري روي سـطح        

بـه مـاتریس   ماتریس پلیمري رشد نکـرده اسـت. هنگـامی کـه     

(شـکل   پلیمري نانوذرات هیدروکسی آپاتیت اضافه شـده اسـت  

شـود.  هاله کم رنگی اطراف نانوکامپوزیت مشاهده می ج، د) -4

هـاي گـرم منفـی و گـرم مثبـت      البته قادر به از بین بردن باکتري

باکتریـال ضـعیفی در تصـویر دیـده     نبوده است ولی فعالیت آنتی

و همکـارانش انجـام    مـاریوز ط اي کـه توس ـ شود. در مطالعهمی

 گرفت مشاهده شد که با اضافه شـدن درصـد نـانوذرات اکسـید    

. در این مطالعه نیـز  ]25[ روي قطر هاله عدم رشد افزایش یافت

ــید   ــانوذرات اکس ــدن ن ــافه ش ــا اض ــاختارهاي  ب روي در نانوس

هـا بهبـود یافـت. در    باکتریال نانوکامپوزیتکامپوزیتی رفتار آنتی

 روي وزنــی نــانوذرات اکســید درصــد 1حــاوي  نانوکامپوزیــت

وجود یک منطقه مهارکننده به وضوح اثـر ضـد    ه، و) -4(شکل 

ــی   ــان م ــیدروي را نش ــانوذرات اکس ــایی ن ــار باکتری ــد. رفت  ده

هـاي گـرم   روي در مقابل بـاکتري  باکتریال نانوذرات اکسیدآنتی

له ئ. این مس ـاستهاي گرم منفی بهتر مثبت در مقایسه با باکتري

هاي گـرم منفـی در مقابـل غشـاي     دلیل غشاي دولایه باکتري هب

کـه نفـوذ نـانوذرات بـه درون      استتک لایه باکتري گرم مثبت 

 اي کـه توسـط ردي و  ده اسـت. در مطالعـه  کـر تر تغشا را راح

 باکتریـال نـانوذرات اکسـید   همکارانش انجام شد خاصیت آنتـی 

ررسی شـد.  هاي اس آرئوس و اي کلاي بروي در مقابل باکتري

روي در  نتایج نشان داد که هالـه عـدم رشـد نـانوذرات اکسـید     

هاي گرم منفی بـود.  باکتري هاي گرم مثبت بیش ازمقابل باکتري

کنندگی با توجه به نوع باکتري، اندازه اندازه ناحیه مهار رواز این

ایـن نتـایج بـا     اسـت. روي متفـاوت   و غلظت نانو ذرات اکسید

وسط محققان مختلف انجام شـده اسـت در   نتایج تحقیقاتی که ت

 ـفعال ،]. همچنـین 27و  26تطابق اسـت [   ییایضـدباکتر  يهـا تی

 رینه تنهـا شـامل تـأث    نانوکامپوزیت حاوي نانوذرات اکسید روي

 يآزادسـاز  سمیاست، بلکه با مکان اکسید روينانوذرات  میمستق

فعـال  بهبـود    ژنیاکس ـ يهاگونه دیتول نیو همچن يرو يهاونی

میزان هاله عدم رشد ماتریس پلیمري در  .]28و  27[ است تهافی

متـر اسـت کـه در    میلـی  79/14 ± 219/0مقابل باتري اي کلاي 

ــه بــه  متــر رســیده اســت. میلــی 72/38 ± 341/0مــاتریس بهین

در  42/17±  320/0طور در مقابل باکتري اس آرئـوس از  همین

سـید کـه   متـر ر میلـی  97/39 ± 318/0ماتریس پلیمري به عـدد  

نشان از فعالیت ضدباکتریایی بهبود یافته ماتریس بهینـه نسـیبت   

  عنوان نمونه کنترل دارد. به ماتریس پلیمري به

  

  هابررسی زیست سازگاري و میزان بقاء سلول -3-3

هـا از آزمـون   براي بررسی زیست سازگاري و میزان بقاء سـلول 

MTT  10993-5طبق استانداردISO  ی یـک و  هاي زماندر بازه

سه روز انجام شد. هر آزمایش سـه بـار تکـرار شـد و میـانگین      

هـاي  صورت درصد زنده مانی سلولنتایج بهها گزارش شد. داده

 1گذشت بعد از  )5(و شکل ) 3(در جدول  L929فیبروبلاست 

  .شودروز مشاهده می 3روز و 

عنـوان مـواد   بـه کـاپرولاکتون  پلیخالص و  لاکتیک اسیدپلی

-پلــیاســت کــه  یهیشــوند و بــدیگار شــناخته مــســازســتیز

هـا تعامـل   تواننـد بـا سـلول   یم لاکتیک اسیدپلی ایکاپرولاکتون 

 ـ  دهیگنجان آپاتیتهیدروکسیحال، نیداشته باشند. با ا  ریثأشـده ت

 کردن اضافه ن،یعلاوه بر ا بر تعامل سلول / داربست دارد. یمثبت

شـود،  یم ـ ین سلولزنده ماند يباعث القا اکسید روينانوذرات 

 ـدل که ممکن اسـت بـه   عامـل   نیبهتـر و همچن ـ  یدوسـت آب لی
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  نوري معکوس:  یتصاویر میکروسکوپ -5شکل 

  PLA-PCL-HA-1%ZnOد)  ،PLA-PCL-HA -0.5% ZnO ، ج)PLA-PCL-HA، ب) PLA-PCLالف) 

  

فعال کـردن  ها باشد که با میآنز یبرخ يبرا يکوفاکتور عملکرد

  گـذارد یم ـ ریتـأث  یاسـتخوان  يومارکرهایاستخوان بر ب يبازساز

 يعامل مهم بـرا  کیعنوان بههاي روي یون ن،ی. علاوه بر ا]29[

]. 30[ اســتخوان ســالم شــناخته شــده اســت يبازســاز تیــتقو

از  هـا ونی نیا افتیها با درثابت کرد که سلول توانیم ن،یبنابرا

. بررسی ]31شوند [داده می مثبت قرار ریتحت تأث تینانوکامپوز

مـانی   دهـد کـه میـزان زنـده    ها نشان مـی نتایج زنده مانی سلول

تـرین  کامپوزیتی اصلاح نشده پـایین  زمینهها در مجاورت سلول

میزان بوده است. با اضافه کردن نانوذرات هیدروکسی آپاتیت به 

 ±623/0از مقـدار  هـا  ماتریس پلیمري میزان زنده مـانی سـلول  

افزایش ساعت  72بعد از گذشت  ٪82/57 ±251/0به  ٪ 18/22

روي رفتـار سـلولی    یافته است. با اضافه کردن نانوذرات اکسـید 

توانـد ناشـی از افـزایش میـزان     کمی بهبود یافته اسـت کـه مـی   

هـاي  یـون ش دلیل رهـای  آبدوستی نانوساختارکامپوزیتی و هم به

بـا افـزایش میـزان     روي و کلسیم در محیط حاوي سلول باشـد. 

میزان زنده مانی بـه   درصد زنده مانی افزایش یافته است. نانوذره

ــد از 03/70٪ 249/0± ســاعت رســیده اســت.   72گذشــت  بع

) آورده شـده  5نوري معکوس در شکل ( وپیتصاویر میکروسک

است. این نتایج با نتایج تحقیقی که توسـط داوودي و همکـاران   

هـا در  میزان زنـده مـانی سـلول   . ]32[انجام شد در تطابق است 

سـاعت نسـبت بـه     72و  24مجاورت ماتریس پلیمـري بعـد از   

داراي تفـاوت   P > 0 /005نمونه بهینـه در سـطح معنـی داري    

 معنی دار است.  

  

  گیرينتیجه -4

با بررسی مورفولوژي نانوساختارها و همچنین بررسـی خـواص   

بهینه شـامل   آنتی باکتریال، نمونه بهینه مشخص شد. نانوساختار

ــانوذرات هیدروکســی آپاتیــت و  وزنــیدرصــد  1 ــی  ٪1ن وزن

کـه اضـافه کـردن    نتـایج نشـان داد   نانوذرات اکسید روي بـود.  

نانوذرات به زمینه پلیمري خواص مکانیکی و زیسـتی را بهبـود   

 الف

 د

 ب

 ج
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ــت. ــیده اس ــی بخش ــهبا بررس ــاختارهاي   زمین ــري و نانوس پلیم

بـه مـاتریس    کامپوزیتی مشخص شد که اضافه کردن نـانوذرات 

پلیمري خـواص مکـانیکی و زیسـتی را بهبـود بخشـیده اسـت.       

نـانوذرات اکسـید روي بـوده     ٪1بهترین نتیجه در اضافه کـردن  

است که خواص مکانیکی و زیستی بهتري داشته است. با توجـه  

به مدول یانگ نمونه بهینه ایـن نانوسـاختار کـامپوزیتی قابلیـت     

ا دارا است و بـا توجـه بـه    استفاده در بافت استخوان اسفنجی ر

بیوتیـک را  باکتریایی خود نیاز بیمار به مصرف آنتیخاصیت آنتی

  دهد.کاهش می
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ABSTRACT 
Today, many people need to use bone grafts and implants because of damage to bone tissue. Due to the stimulation of 
the immune system after implantation, infection at the operation site is very common, which causes swelling and pain in 
the operation area. The use of zinc oxide nanoparticles reduces infection at the operation site and reduces the patient's 
need for antibiotics. In the present study, the morphology of the scaffolds was investigated by field emission scanning 
electron microscope (FE-SEM). The toxicity of the samples was evaluated using MTT assay. The behavior of 
nanocomposites against Escherichia coli and Staphylococcus aureus was investigated by measuring the diameter of the 
growth inhibition zone. It was found that modification of scaffolds with nanoparticles caused a growth inhibition in 
bacterial culture medium. It was also observed that fibroblast cells on the surface of the modified scaffolds had longer 
survival than polymer scaffolds. This study showed that the addition of oxidizing nanoparticles improves the 
antibacterial properties of scaffolds and cell viability and reduces scaffold toxicity. 
 
Keywords: Hydroxyapatite, Zinc oxide, Antibacterial, Escherichia coli, Staphylococcus aureus. 
 

1. INTRODUCTION 
Polymers have been used successfully in various 
medical fields such as pacemakers, heart valves, and 
contact lenses. Polymers do not present good 
properties and ceramics are brittle. The combination 
of these two biomaterials as a new choice offers 
advantages such as no stress shielding and ion 
release from metal implants [1]. Polylactic acid 
polymer has poor mechanical properties. 
Hydroxyapatite improves the mechanical properties 
of the polymer [2]. Increases in protein adhesion and 
osteoblast adhesion to nano-sized ceramic particles 
reported by Webster et al [3]. Zinc oxide 
nanostructures have been considered by researchers 
for several years due to their low cost, easy access, 
biocompatibility, and ease of surface modification 
due to different functional groups [4]. Zinc oxide has 
higher antimicrobial activity on the pathogen 
Staphylococcus aureus than other metal oxides  
[5]. Zinc oxide nanoparticles can be used to improve 
the mechanical and antimicrobial properties of  
 

*: ramazani@sharif.edu 

polymers including polyurethane, polylactic acid, 
and polycaprolactone [6]. In 2012, Mir Hosseini et 
al. Investigated the antibacterial effects of zinc oxide 
on Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The 
results showed that Staphylococcus aureus was less 
resistant to zinc oxide than Escherichia coli. [7]. The 
aim of this study was to fabricate Poly Lactic acid/ 
Polycaprolactone nanocomposite scaffolds modified 
with hydroxyapatite and zinc nanoparticles and to 
evaluate the antibacterial properties of 
nanocomposite scaffolds against two strains of 
Escherichia coli and Staphylococcus aureus. 
 
2. MATERIALS AND METHODS 
2.1. Materials 
Polylactic acid polymer with a molecular weight 
of 182000 g/mol and Polycaprolactone polymer 
with a molecular weight of 80,000 g/mol were 
purchased from Sigma Aldrich. Hydroxyapatite 
nanoparticles were purchased from Pardis 
Pajouhan Fanavaran Yazd Company. Chloroform 
and oleic acid were purchased from Merck 
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Company . Zinc oxide nanoparticles with a purity 
of more than 99% and a length of 35-45 nm were 
purchased from Us Nanomaterials, INC. 
 
2.2. Fabrication and Modification of polymer 
scaffolds with hydroxyapatite and zinc oxide 
nanoparticles: 
1 wt.% of hydroxyapatite nanoparticles was 
stirred with 10 ml of oleic acid on stirrer for 15 
min and added to the polymer mixture. It was 
placed in an ultrasonic bath for 15 min, cast and 
placed under the hood for 48 h to remove the 
solvent, completely. To make samples containing 
zinc oxide nanoparticles, 3 wt.%, 0.1 wt.%, 0.5 
wt.%, and 1 wt.% nanoparticles were added to the 
composite matrix. The manufacturing steps of 
zinc-containing nanocomposites were performed 
according to the steps mentioned above. The 
polymer matrix was prepared according to the 
mentioned method. 

Field emission electron microscopy was used 
to examine the surface morphology. Zone of 
inhibition test was performed to evaluate the 
antibacterial properties. Gram-positive strains of 
Staphylococcus aureus and Gram-negative 
Escherichia coli were used to evaluate the 
antibacterial behavior of the samples. Samples 
were placed in sterile plates with forceps. The 
samples were incubated for 24 h at 37 °C. The 
antibacterial activity of zinc oxide nanoparticles was 
evaluated using Zone of inhibition method. MTT 
test according to ISO 5-10993 was used to evaluate 
the biocompatibility and survival of cells. By 
measuring the absorbance by spectrophotometer at 
wavelengths of 540-630 nm, the percentage of 
surviving cells can be determined. This percentage is 
calculated by Equation (1) 
survival rate= Average absorption of 

treated samples / Average absorption of 
 control samples                                       (1) 

Where ODS represents the optical density of 
sample at the desired time and ODC  represents the 
average optical density of the control group. This 
test was performed at intervals of 1 day and 3 
days. Each experiment was repeated 3 times and 
the mean data were reported.  
 
3. RESULTS AND DISCUSSION 
3.1. Investigation of surface morphology of 
nanocomposite  
 

The surface of the samples is completely smooth 

and no cracks were observed on the surface. In 
cross-sectional images, zinc oxide nanoparticles 
are needle-shaped and hydroxyapatite 
nanoparticles are scattered in small cylinders in a 
polymer matrix. As can be seen in the figure 1, 
hydroxyapatite and zinc oxide nanoparticles are 
marked with a yellow arrow in the picture. 
Needle-like zinc oxide nanoparticles and tiny 
cylinder-like hydroxyapatite nanoparticles are 
distributed in the polymer matrix. In order to 
examine nanoparticles in FESEM images and 
determine the type of nanoparticle, X-ray energy 
diffraction spectroscopy (EDS) was performed on 
PLA-PCL-HA-1%ZnO nanocomposite.  
 
3.2. Zone of inhibition test 
In the Zone of inhibition test, it was found that the 
sample containing 1% nanoparticles of zinc oxide 
had the best results against two strains of gram-
positive and gram-negative bacteria. The results 
showed that the growth inhibition zone of zinc 
oxide nanoparticles against gram-positive bacteria 
was 39.97 mm vs 17.42 mm for polymeric matrix. 
These results are consistent with the results of 
research conducted by various researchers 
[8,9,10]. The results are given in figure 2 and 
table 1. 
 

3.3. Evaluation of biocompatibility and cell 
survival: The results showed that cell viability 
was lowest in the vicinity of the unmodified 
composite matrix. With increasing nanoparticle 
content, the survival rate was increased. By 
adding hydroxyapatite nanoparticles to the 
polymer matrix, the cell viability increased from 
22.18% to 57.82% after 72 hours. 
 
4. CONCLUSION 
It was found that the addition of nanoparticles to 
the polymer matrix improved the mechanical and 
biological properties. The amount of zone of 
inhibition of optimal matrix against Escherichia 
coli was 38.72 ± 0.341 mm and it was 39.97 ± 
0.318 against S-aureus.  This value was 14.79± 
0.219 mm against Escherichia coli for the 
polymer matrix and 17.42± 0.320 mm against S-
aureus. These results show that the optimal matrix 
has much more antibacterial properties than the 
matrix without zinc oxide nanoparticles. 
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Figure 1. Field emission scanning electron microscopic images of: a) PLA-PCL-HA, b) PLA-PCL-HA-0.1%ZnO 

 

          
Figure 2. Images of growth inhibition zone: a, b) 

PLA-PCL, c, d) PLA-PCL-HA, e, and) ZnO  
PLA-PCL-HA-1% against Escherichia coli and 

Staphylococcus aureus. 
 

Table 1. A detailed of anti-bacterial performance of 
PLA-PCL, PLA-PCL-HA, PLA-PCL-HA-1%ZnO 
against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. 

S. aureus 
(mm)  

E. coli  
(mm)  

Sample  

17.42  14.79  PLA-PCL 
19.35  20.82  PLA-PCL-HA  
39.97  38.72  PLA-PCL-HA-1%ZnO  
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