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Abstract: In this project, we prepared biomimetic nanocomposite scaffolds from gelatin and chitosan and hydroxyapatite and 
subsequently the scaffolds were evaluated by common used bulk technique. For this purpose, the nanocomposite hydrogel/apatite 
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bone tissue engineering scaffolds were fabricated using applied biomimetic method accompanied with freeze drying technique. 
The apatite was precipitated using double diffusion mechanism within gelatin hydrogel in similar pH and temperature to the 
human body. Chitosan initial percentage (20, 30 and 40%) was set as variables. Nanocomposites were soaked in glutaraldehyde 
solution in order to enhance mechanical properties and make them insoluble in water. Diffusion of calcium and phosphate from 
lateral hydrogel into the middle hydrogel caused formation of parallel white layer-formed precipitate. Analysis of precipitates 
formed within middle hydrogel for the samples, showed that detected materials are composed of carbonated hydroxyapatite and 
dicalcium phosphate dihydrate (DCPD, brushite). Also, mechanical behavior obtained for the scaffolds were comparable with 
spongy bone. With increasing chitosan in the composite scaffold, the water up-take was increased from 379 to 661%. Phase 
composition, microstructure and structural groups in the composite samples were also characterized by X-Ray Diffraction (XRD), 
scanning electron microscopy (SEM) and Fourier transform infra-red (FTIR) analyses. Eventually, the obtained results showed 
that the composite contains 20% chitosan had appropriate properties for fabricating bone scaffold. 
 
Keywords: Nanocomposite, Biomimetic, Scaffold, Bone, Gelatin- chitosan, Apatite 
 
 
 

  مقدمه -١

اي از دانـش اسـت كـه           چندگانـه  ي حوزه ۱مهندسي بافت 

ــت    ــستي را در جه ــوم زي ــي و عل ــصد دارد اصــول مهندس ق

هاي بيولوژيكي با هدف بازسازي، تـرميم و        گسترش جايگزين 

بر خـلاف كـاربري     . حفظ يا ارتقاي قابليت بافت به كار گيرد       

 شـناخت از    ي كلاسيك، مهندسي بافـت بـر پايـه        ۲موادستيز

گيري و بازسازي بنا شده نه اينكه صرفاً هدف،         گي شكل چگون

از ديدگاه بيولوژيكي .  جايگزين بافتي باشد   ي  كاشت يك قطعه  

براي رشد بافتي مانند استخوان نياز به سلول، مـاتريس خـارج    

هـا و   ها و سلول  سلولي، ارتباط ميان سلولي، اندركنش ماتريس     

اي از     و دسـته   هر بافتي از يك ماتريس    . فاكتورهاي رشد است  

-ماتريس مذكور يك داربست سه    . ها تشكيل شده است   سلول

هـا را در  هاست كه قابليت امكان رشد سلول       بعدي براي سلول  

عنـوان    همچنـين، مـاتريس بـه     . كنـد    مناسب فراهم مي   يمحيط

هـا   بـراي سـلول  ۳منبعي از آب، مواد غذايي، فاكتورهاي رشـد       

ي و حفـظ بافـت،      بنـابراين بـه منظـور بازسـاز       . كنـد   عمل مي 

تكثيـر سـلولي و ايجـاد مـاتريس بـين           براي  جايگزيني موقتي   

عـلاوه بـر ايـن،      . گيري بافت جديد نياز اسـت     سلولي تا شكل  

زايـي بافـت جديـد       بايد محيطي مناسـب بـراي رگ       ۴داربست

بعـدي بـا خـصوصيات      بنابراين، يك داربست سـه    . كندجاد  يا

 مناســب، يــك ضــرورت جــدي در مهندســي بافــت شــناخته

  ].۱[شود  مي

هـاي خاصـي از قبيـل       د ويژگي ي با يها به طور کل   داربست

، خواص شيميايي و فيزيکـي مناسـب، نـرخ          ۵سازگاريزيست

 بـالا و خـواص مکـانيکي        ۶پـذيري مطلـوب، تخلخـل     تخريب

هـاي مـورد    داربـست . متناسب با بافـت هـدف را دارا باشـند         

اري، سازگ بافت استخوان، علاوه بر زيست     ياستفاده در مهندس  

 و در   ۷بايد درصد تخلخل بالا به همراه حفرات به هـم مـرتبط           

کننـده و هـادي     عين حال، استحکام مطلوب داشته و تحريـک       

  ].۲[ باشند ۸رشد بافت استخوان

ها بـه علـت تـردي و        در بين انواع مواد مختلف، سراميك     

پليمرها به دليل عدم استحكام كافي، ايجاد سـميت سـلولي و            

شـان، عملكـرد      مطلوب ناشي از تخريب   رهايش محصولات نا  

 بـه   يلي از خود به عنوان داربـست بافـت اسـتخوان          ائكاملاً ايد 

سراميكي /ها كه اكثراً پليمري     لذا كامپوزيت . اند  نمايش نگذاشته 

شان نظير استحكام مناسب      بودند، با توجه به خصوصيات ويژه     

تر، به عنـوان نـسل بعـدي ايـن            و قابل تنظيم و كارايي مطمئن     

هاي كامپوزيتي ساخته شده    داربست. ها مطرح شدند  ايگزينج

، اكثراً شامل يك فـاز معـدني        يجايگزيني بافت استخوان  براي  

) TCP( يا تري كلسيم فسفات     ) HA(مانند هيدروکسي آپاتيت    

 و يـا    PLGA يا   PGA  ،PLAبه همراه يك پليمر سنتزي مانند       

   هـستند   توسـان و ژلاتـين  يطبيعـي ماننـد كـلاژن، آلجينـات، ک    

هـا جـاي    با پيشرفت نانوتكنولوژي، امروزه كامپوزيـت     . ]۳-۶[

هـا عـلاوه بـر      نانوكامپوزيت. ها دادند خود را به نانوكامپوزيت   

هاي متداول، بـه علـت دارا بـودن         هاي كامپوزيت حفظ ويژگي 

سطح آزاد بيشتر، درگيري مكانيكي بيشتري با زمينـه داشـته و            

هـا و     يايي، تعـداد آن   گيـري پيونـدهاي شـيم       در صورت شكل  

. ها بالاتر خواهد بـود  بنابراين استحكام افزوده شده ناشي از آن     
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 ياز لحــاظ بيولــوژيکي نيــز آزمايــشات انجــام شــده رو     

  .]۱۰-۷[اند ها، خصوصيات برتري را نشان دادهنانوکامپوزيت

هـاي  استخوان طبيعي بـدن مخلـوطي از رشـته        از آنجا که    

هاي هيدروکسي آپاتيـت اسـت،      کلاژني به همراه نانوکريستال   

 ـ  هيدروکسي آپاتيت مي  /ن سيستم ژلاتين  يبنابرا عنـوان   هتوانـد ب

هــاي کــامپوزيتي مــصنوعي بــه تــرين نمونــهيکــي از نزديــک

استخوان طبيعي در مهندسي بافت سخت مورد اسـتفاده قـرار           

 ژنـي  آنتي پتانسيل يهدهندنشان تحقيقات  به علت آنکه.گيرد

 ـو ن سـت، ا كـلاژن  مـورد   دريکم کـسان نبـودن خـواص    يز ي

بينـي درسـت خـواص    هاي تجاري که باعث عدم پـيش       کلاژن

 بـه  ن گرايشااخير محقق يهاسال  در،شوديمواد سنتز شده م

  .]۲ [انددا کردهيپ كلاژن جاي به ژلاتين از استفاده

ن ي و همچن ـ  ين ـي آم يهـا ل وجود گـروه   يز به دل  يتوسان ن يک

ت ي ـ از جمله قابل   ير به فرد   منحص يهايژگي بودن، از و   يعيطب

ت ي ـ، فعال يکيولـوژ ي ب يهي ـت تجز ي ـ، قابل يکيولوژي ب يسازگار

، اثـرات   %۷۵ع بهبود آن تـا      يم زخم و تسر   ي، ترم ۹يکروبيضدم

.  با ژن برخوردار اسـت     ي بودن و سازگار   يرسميضدتومور، غ 

ن نوع چهارم   يل به آم  ي تبد يديط اس يتوسان در مح  ي ک يهانيآم

شـود  يل م يون تبد يکاتيک پل يتوسان به   ي و در واقع ک    شونديم

]۱۱[.  

 تـشکيل دهنـده   يتقليدي يعني اينکه اجـزا رويکرد زيست 

هاي بدن بوده و همچنـين      تقليدي مشابه بافت  مجموعه زيست 

گيـري  افتد براي شکل   از مکانيزم مشابه آنچه در بدن اتفاق مي       

اغلــب تحقيقــات زيــست ]. ۱۲ [شــودبافــت مــدنظر اســتفاده 

 ۱۰ شـدن  ي بافت استخوان مربوط بـه معـدن       يحوزهتقليدي در   

هاي پليمري يا هيدروژلي در شـرايط مـشابه بـدن اسـت               سازه

تحقيق در اين حوزه شامل دو هـدف اصـلي اسـت کـه              ]. ۱۳[

 چگونگي تشکيل اسـتخوان در بـدن بـا          ي  اند از مطالعه    عبارت

سازي شرايط مشابه بدن در محيط آزمايشگاه و        استفاده از شبيه  

 تلاش براي ساخت جايگزين استخواني کـه حـداکثر          همچنين

عموماً در ايـن  . شباهت را با بافت استخوان طبيعي داشته باشد      

 پليمـري هيـدروژلي    يفرايندها تلاش شده است تا يک سـازه       

هاي طبيعي نظير کلاژن، ژلاتين، آلجينات، کيتوسـان        هيدروژل(

وکـسي  هيدر يا پليمرهاي مصنوعي نظير پلي وينيل الکل، پلـي   

به نحوي در معـرض     ...) متاکريلات، پلي لاکتيک اسيد و       اتيل   

قـرار گرفتـه،    ...) هاي کلسيم، فسفر و     يون(هاي مورد نياز    يون

گيـري     شـکل  يدرون محيطي بـا شـرايط مـشابه بـدن، نحـوه           

...) نظيـر هيدروکـسي آپاتيـت و        (هاي کلسيم فسفاتي  کريستال

  ].۱۴[مطالعه شوند 

سازي بـر   ليدي مرسوم، اساس شبيه   تقهاي زيست در روش 

رســوب نــشاني فازهــاي بــراي هــاي لازم فــراهم آوردن يــون

تـر   ضـخيم  ي  آپاتيتي، عمدتاً بر روي سطح يک غشا يـا سـازه          

پليمري يا هيدروژلي بود، اما بايد توجـه داشـت کـه در بـدن               

 فـاز معـدني     يهـاي سـازنده    نقل و انتقال يـون     يانسان نحوه 

ناست استخوان تشکيل شـود، متفـاوت       استخوان به محلي که ب    

يکـي از   . شـد هـاي قبلـي بيـان       از شرايطي است که در روش     

 .ستهاها به اين محل   هاي عمده، در سرعت انتقال يون     تفاوت

 پليمـري در يـک محلـول        يها زماني که يک غـشا     انتقال يون 

پذيرد و  گيرد از طريق فرايند همرفت صورت مي      يوني قرار مي  

هـا بـه    در حالي که داخل بدن، رسيدن يـون       نسبتاً سريع است    

 يتر و با نفوذ از ديـواره      محل موردنظر با سرعت بسيار آهسته     

بنابراين، در  . پذيردعروق و ماتريس خارج سلولي صورت مي      

 تشکيل فاز معدني استخوان، اعمال      يسازي نحوه راستاي شبيه 

هاي کلسيم و فسفات تحت فرايند نفوذ       شرايطي که در آن يون    

دهند، اخيراً مورد توجـه قـرار       به يکديگر رسيده و واکنش مي     

هـا بـه ايـن صـورت اسـت کـه          کـار در آن    ينحـوه . اند  گرفته

 تا يون کلـسيم و بنيـان فـسفات از دو            شود  شرايطي فراهم مي  

وارد ) هيـدروژلي ( پليمـري    يجهت مقابل به درون يک سازه     

ل نوعي  جا با يکديگر واکنش داده و باعث تشکي        شده و در آن   

 در  يدي ـتقلستيط ز يشرا. ]۱۷-۱۵[فاز کلسيم فسفاتي شوند     

ه بـدن انتخـاب شـده بـود کـه           يدگاه شـب  ين پروژه از چند د    يا

 :اند از عبارت

ط مشابه بدن از نظـر دمـا و         ي در شرا  ينراليل فاز م  ي تشک -الف

pH؛  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

25
16

00
.1

39
2.

32
.2

.3
.4

 ]
 

                             3 / 18

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.2251600.1392.32.2.3.4


 

١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي  ٢٨

توسان به عنـوان    يک/ ني از جنس ژلات   يدروژلي استفاده از ه   -ب

  ؛ ياستخوانشيساز غضروف پهيشبه ي اولي سازهينوع

هـا از   وني ـ نفـوذ    يسـاز هيه و شـب   ي استفاده از نفوذ دوسـو     -ج

 بـه سـمت محـل       يس خـارج سـلول    ي عروق و مـاتر    يوارهيد

  . استخوانيريگ شکل

از ديدگاه مهندسي فاز رسوبي در ايـن نانوکامپوزيـت بـه            

اي عمل کرده و روشن است کـه         ذره يکنندهعنوان فاز تقويت  

) دروژلي ـه(ها به زمينـه        ابعاد ذرات ريزتر و اتصال آن      هر چه 

. بيشتر باشد، خصوصيات مکانيکي بهتري را ارائه خواهد کـرد         

با توجه به اينکـه در تحقيقـات قبلـي مطلوبيـت خـصوصيات          

هيدروکسي آپاتيت به روش اختلاط     /مکانيکي داربست ژلاتين  

اين فيزيکي با يکديگر در داخل حلال اثبات شده اسـت، بنـابر         

داربست ساخته شده به اين روش قطعاً خصوصيات مکـانيکي          

هدف از اين تحقيق، سـاخت داربـستي        . بهتري خواهد داشت  

توسان و فاز ثانويه آپـاتيتي بـه   يک/نانوکامپوزيتي با زمينه ژلاتين   

  .تقليدي است و در شرايط زيست۱۱روش نفوذ دوگانه

  

   مواد و روش آزمايش -۲

ــراي  ط ي در شــرايتيانوکــامپوز نيهــاســاخت داربــستب

م و  ي کلس يهاوني يهيستم نفوذ دوسو  ي س ي نوع يديتقلستيز

 شـد کـه     ي طراح ـ ياستم به گونه  ين س يا.  شد يفسفات طراح 

 نيدروژل ژلاتيه

) Merck Co.; Product No. 104070/(ــان يک   توســ

)Sigma-Aldrich Co.; Product No. 448877, 75-85% 

deacetylated (   آن، دو محلـول بـه عنـوان         نيدر وسط و طرف 

با گذشـت زمـان،     . م و فسفات قرار گرفتند    ي کلس يهاونيمنبع  

دروژل نفوذ کرده و    ي داخل ه  يان غلظت يها در اثر گراد   ونين  يا

 ـگور شـکل اادي ـن رونـد،    ي ـکننـد کـه ا    يدر آن رسوب م ـ     يري

  . است در بدن يياستخوان در غضروف ابتدا

ــرا ــه يب ــاخت نمون ــا س ــ زيه ــتقلستي ــدا ، در يدي ابت

حجم محلول  . توسان آماده شد  يک/ني ژلات يوزن% ۵ يها محلول

 بـا   ين ـيمحلـول ژلات  . شـود ين م يي قالب تع  يبا توجه به اندازه   

 همزن بـا    ين به آب مقطر رو    ي پودر ژلات  يجياضافه کردن تدر  

 ـ     ي درجه سانت  ۵۰-۶۰ حدود   يدما  ي بـرا  يگراد انجـام شـد، ول

 ـتوسان با ي ک ي محلول حاو  يساز آماده د ياس ـ% ۱حلـول    م يستي

ج ين بـه تـدر  يتوسـان را هماننـد ژلات ـ     يک آماده و سپس ک    ياست

توسان به طـور کامـل      ي تا پودر ک   كرد همزن، به آن اضافه      يرو

 ـ   يپس از ا  . حل شود  توسـان بـه طـور      ين و ک  ينکه محلـول ژلات

ک بشر مخلوط کرده تا همزده      يها را در      جداگانه آماده شد، آن   

. دي ـدسـت آ    توسان بـه  يک/نيکنواخت ژلات يک محلول   يشود و   

خته ي قالب ر  يانيتوسان درون قسمت م   يک/نيسپس محلول ژلات  

ک روز يدروژل به مدت ي شکل گرفتن ه يشده و مجموعه برا   

دروژل يــپــس از ســفت شــدن ه. رديــگيخچــال قــرار مــيدر 

 ۱/۰ بعد، محلـول     يدر مرحله .  موقت حذف شدند   يها وارهيد

 شـد و بـه کمـک        هي ته Na2HPO4 مولار   ۰۴/۰و   CaCl2مولار  

م ي تنظ ـ ۴/۷ يهـا رو     آن pHد،  يک اس ـ يدروکلري و ه  Trisنمک  

خته شد و پس    يک طرف قالب ر   ي در   CaCl2ابتدا محلول   . شد

گــر ظــرف قالــب يز در طــرف ديــ ن Na2HPO4از آن محلــول

خچال برگردانـده شـد و بـه        يخته شد و مجموعه دوباره به       ير

ت، ن مـد  ي ـپس از گذشـت ا    . خچال ماند يمدت هفت روز در     

ل يت تـشک  ي ـها در داخـل ژل رسـوب کـرده و کامپوز           محلول

توسان از قالب خارج شده و قسمت       يک/نيدروژل ژلات يه. دادند

 يهـا هـا بـه انـدازه     نمونه.  آن برش داده شد    يت شده يکامپوز

نـد  يا فر يمتر برش داده شده و سپس برا      يلي م ۲×۲۰×۲۰حدود  

 ۲۴مدت جاد ساختار متخلخل ابتدا به ي و ايش انجماديخشکا

. ر قرار گرفتنديزدراي ساعت در فر  ۲۴زر و سپس    يساعت در فر  

 بـرش داده    يغ جراح يها با ت  ، سطح نمونه  ي مطالعات بعد  يبرا

 يدر مرحلـه  .  سطح مـشخص شـوند     ي رو يهاشد تا تخلخل  

 ـ ي عرض ـ يونـدها يجاد پ يابراي   آماده شده    يهابعد، نمونه  ن ي ب

% ۱ در محلول    يکيش استحکام مکان  ين و افزا  ي ژلات يهارهيزنج

ور شـده و بعـد از        سـاعت غوطـه    ۲۴د به مـدت     يگلوتارآلده

در . ر خشک شدند  يز درا يدستگاه فر ا  شستشو با الکل و آب، ب     

 شـده و مجـدداً      ي خنث ـ NaOH% ۱ها با محلـول     ت، نمونه ينها

 خشک شده سـپس     يهانمونه. ر خشک شدند  يز درا يتوسط فر 
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 بـراي   استاندارد   يهاده پرداخته شده و به صورت نمونه      نبابا س 

 يهاسه نوع نمونه با نسبت    .  درآمدند يکي استحکام مکان  آزمون

 آزمـون  آماده شد و     ۶۰/۴۰ و   ۷۰/۳۰،  ۸۰/۲۰توسان  ي ک /نيژلات

 يابي ـ مشخـصه  يبـرا . ها انجام شـد        آن ي رو يکيخواص مکان 

 ـ ته يهانمونه هـا را بـه صـورت پـودر            از آن  يه شـده قـسمت    ي

ه ي ـت ته ي ـ خاص کامپوز  يکيل خواص مکان  يدرآورده که به دل   

ن کار با يدن آن بود که ايي به پودر، سايابيشده، تنها روش دست 

 آمـاده شـده     يهـا  از نمونـه   يقسمت. ک سوهان نرم انجام شد    ي

 کـه  (SBF، در محلـول     يش انجمـاد  ي خـشکا  يپس از مرحله  

ه ي ـته ]Tadashi Kokubo] ۱۸يشنهاديمطابق با دستورالعمل پ

، ۱ ي زمـان  يهـا گراد و در بازه   يانت س ي درجه ۳۷ يدر دما  )شد

 SBFها از محلـول   سپس نمونه.  شدي روز نگهدار۱۴ و ۷  ،۳

. ر خـشک شـد    ي ـزدرايرون آورده شـد و توسـط دسـتگاه فر         يب

 دوبـاره بـه صـورت       يابي مشخصهبراي   خشک شده    يهانمونه

  . پودر درآمدند

ــوژ ــه يمورفولـ ــطح نمونـ ــتگاه   سـ ــط دسـ ــا توسـ   هـ

 Philips XL30 يم فـسفات يجـود رسـوب کلـس   و.  شديبررس 

 مـورد مطالعـه قـرار       EDS سطوح نمونه توسـط آزمـون        يرو

ن يانگي ـ مي انـدازه Image Tools®افزار ن با نرميهمچن. گرفت

 ـها ن ل شده بر سطح نمونه    ي تشک يذرات رسوب  . ورد شـد  از بـر  ي

ــه ــون مکــان نمون ــق آزم ــا طب ــشاريکيه  توســط دســتگاه ي ف

Zwick/Roell  م يق اسـتحکام تـسل    ي ـن طر ي ـبـه ا  .  استفاده شد

 و حداکثر کرنش قابل تحمل توسـط        يب ارتجاع ي، ضر يفشار

 ـن ترک يـي تعبـراي   .  شدند يريگها اندازه نمونه  از  ييايميب ش ـ ي

   مـــدلFTIR فروســـرخ بـــا دســـتگاه يســـنجفيـــروش ط

NEXUS FTIR 670 عدد موج يکا در محدودهي ساخت آمر  

cm-1۴۰۰۰-۴۰۰  ي همطالع ـبراي .  استفاده شدي در حالت جذب 

هـا کـه    کس نمونه ي پراش پرتو ا   ي از الگوها  يستاليساختار کر 

 و Kv  ۴۰ تحـت ولتـاژ   INEL Equinox3000توسط دسـتگاه 

ها، از اشعه   شيدر آزما .  گرفته شد، استفاده شد    mA ۳۰ان  يجر

 آنگسترم استفاده شـده     ۵۴۰۵۶۰/۱ با طول موج     Cu-kαکس  يا

 ـ يمحدوده. است . شـد  درجـه انتخـاب   ۱۱۸ تـا  ۰ن ي روبش ب

 و  XRDيهـا کي ـ تفـرق پ هي ـ زاويسهي موجود با مقايفازها

 يزان شدت مربوطـه، مطـابق بـا اطلاعـات ثبـت شـده بـرا               يم

 قـرار   ي مورد بررس ـ  ICCD ياگاه داده يبات مختلف در پا   يترک

  .  شدندييها شناسان نمونهي موجود در ايگرفته و نوع فازها

 ـ    ها و تـأثير آن      به منظور بررسي سميت نمونه     ر رونـد   هـا ب

گيري براسـاس اسـتاندارد       ، فرايند عصاره  يرشد و تكثير سلول   

 ۱/۰ انجام شد كه طي آن به هر نمونه بـه وزن             ۱۰۹۹۳-۵ايزو  

سـپس در   . دش ـليتر محيط كشت افـزوده        گرم، مقدار يك ميلي   

هـا افـزوده      محيط خارج و به سلول    از  فواصل زماني مشخص    

 يان نمونه نيز به عنوRPMIمقدار مشخصي محيط كشت   . شد

  . در نظر گرفته شد) کنترل(شاهد 

 ي استئوسـارکوما  يهـا  از سـلول   ي انجام کشت سلول   يبرا

تو پاستور گرفته شـده     ي انست ي که از بانک سلول    (G292) يانسان

 را بـه    هـا   هـا، آن  ز کـردن سـلول    يپس از دفر  . بود، استفاده شد  

منتقل کـرده و  RPMI-10% FBS  ط کشتي محيفلاسک حاو

گراد، ي سـانت  ي درجـه  ۳۷ يدر انکوباتور در دما   سپس فلاسک   

 يط کـشت حـاو    يهـا در مح ـ    پس از آن سـلول     .قرار داده شد  

در .  روز کـشت داده شـد      ۳هـا، بـه مـدت        داربـست  يعصاره

 يکروسکوپ نـور  يها با استفاده از م     سلول يت مورفولوژ ينها

  . شديمعکوس بررس

 ي مطالعـه به منظـور  (MTT assay)ت ي سميآزمون بررس

ن ي ـ انجـام ا   يبـرا  . ساخته شده انجام شد    يهات داربست يسم

هـا و  جـاد شـوک در سـلول    ي از ا  يري جلـوگ  ي برا  ابتدا ،آزمون

هـا  ها به ظرف کشت، سلول      آن ينان از چسبندگ  ين اطم يهمچن

 ۹۶ها در ظروف کـشت       ساعت قبل از اضافه کردن عصاره      ۲۴

 ۱۰۴با   هر خانه برابر     يهامقدار سلول . شوندي انکوبه م  ياخانه

 گرفته شده از يسپس عصاره. است µl۱۰۰ و حجم هر خانه 

 بـه مـدت     ت افزوده شده و مجـدداً     ي پل يهاها به خانه  داربست

ک يط کشت هر    يدر مرحله بعد مح   . شودي ساعت انکوبه م   ۲۴

 mg/ml ۵( آماده شـده   MTTها برداشته شده و محلولاز خانه

. شـود ي اضافه م ـ به هر خانهµl۱۰۰ زانيبه م) PBSدر محلول 

  ها خارج شده و  سلولي از روMTT ساعت محلول ۴پس از 
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 تصوير رسوب تشکيل شده در هيدروژل به روش نفوذ -۱شکل 

  .دوسويه

  

شـود تـا بلورهـاي      ياضـافه م ـ   µl ۱۰۰ل به مقدار    وزوپروپانيا

 يت غلظـت مـاده    ي ـبنفش رنگ ايجاد شده حل شود و در نها        

 نانومتر محاسـبه    ۵۴۵طول موج   ل در   وحل شده در ايزوپروپان   

  .شوديم

در اين پـژوهش ميـزان آلكـالين فـسفاتاز ترشـح شـده از               

هـا  هاي استئوبلاست قرار گرفته در مجـاورت داربـست          سلول

  مـدل  Autoanalyzer روز، بـا اسـتفاده از دسـتگاه   ۳پـس از  

Hitachi 902 آزمــون ت پــارس يــســاخت کــشور آلمــان و ک

 سـلول   ۱۰۴، ابتدا   يريگ اندازه يابر.  شد يابيران، ارز يساخت ا 

ط ي مح ـµl ۱۰۰ ختـه و يهـا ر  هر کـدام از داربـست  يرا بر رو

 ۱ز  ي ـ سـاعت ن   ۳ده و پـس از      كـر کشت را به هر کدام اضـافه        

هـا بتواننـد بـه      ده تـا سـلول    كـر ط کشت اضـافه     يتر مح يليليم

-يل ـي م ۱ سـاعت،    ۲۴پس از   . ر شوند يده و تکث  يداربست چسب 

ط ي روز مح ـ۳ها افزوده و بعـد از  ونهط کشت به نم   يتر از مح  يل

 شده و توسـط دسـتگاه فـوق،         يآورها جمع  نمونه يکشت رو 

  .  شديريگها اندازهن فسفاتاز موجود در نمونهيزان آلکاليم

  

  نتايج و بحث -۳

  دروژليل رسوب در هي مکان تشکي بررس۳-۱

دروژل، به سـبب نفـوذ      يها در اطراف ه   ونيختن  يپس از ر  

رد، امـا   يگيدروژل شکل م  ي درون ه  يدرنگيفها، رسوب س  وني

 ـ ا شود،يز مشاهده م  ي ن )۱(شکل  همان طور که در      ن رسـوب   ي

 قرار يوني از دو منبع ي مساويدروژل و در فاصلهيدر وسط ه

ل شده است   ي تشک -2(HPO4)ون  ي منبع   يکيندارد، بلکه در نزد   

نـه  يدروژل زم ي ـب ه يکسان بودن غلظت و ترک    يکه با توجه به     

ب نفـوذ   ين مطلب را به تفـاوت ضـر       يتوان ا يم نقاط، م  در تما 

هـا و   وني ـهـا،   ب نفوذ اتم  يضر. دروژل نسبت داد  يها در ه  وني

 -ط مشخص با استفاده از فرمول استاک      يک مح يها در   مولکول

  ]:۱۹ [ قابل محاسبه است،)۱( رابطه ،نيشتيان

)۱      (                                          D = KβT/6πηr 

ن، يبر حسب کلو ب برابر با دماي به ترتη و T ،Kβ ،rکه در آن 

 تهيسکوزي ـون مربوطـه و و    ي ـا  يثر اتم   ؤثابت بولتزمن، شعاع م   

، نـد ي در طول فرا   دمابا فرض ثابت ماندن     . ط هستند ي مح يبرش

مربـوط بـه    کـه    (ي برش تهيسکوزيون در حال نفوذ و و     يشعاع  

 ـ م يکننـده نيي، تع )نه است يات زم يخصوص ب نفـوذ   يزان ضـر  ي

 نـسبت بـه     +Ca2يوني ـنکـه شـعاع     يبا توجه بـه ا    . خواهند بود 

(HPO4)2-               ،کوچکتر است و بـا در نظـر گـرفتن معادلـه فـوق 

ن يبنـابرا . شتر خواهد بـود   ينه ب يم در زم  يون کلس يب نفوذ   يضر

، مـسافت   -2(HPO4) و   +Ca2ون  ي هر دو    ي برا يدر زمان مساو  

شتر ي ـ ب يدروژلي ـ ه ينـه يزمم در   يون کلس يموده شده توسط    يپ

 نسبت به   يدرنگ در فاصله کمتر   يجه، رسوب سف  يدر نت . است

  .شوديل مي تشک-2(HPO4)ون يمنبع 

 
  ي تحت آزمون فشاريکي خواص مکانيبررس -۳-۲

هـا   داربـست  يکي خواص مکان  ي بررس يسه نوع نمونه برا   

دست    هر نمونه به   ييجا هرو بر حسب جاب   يآماده شد و نمودار ن    

ر تـنش و کـرنش در هـر لحظـه           يبا استفاده از آن، مقـاد     آمد و   

 هـر سـه نمونـه       يمحاسبه و نمودار تنش بر حسب کرنش برا       

ز نمودار تـنش ـ   ي ن، )ج-٢(تا ) الف-٢(هاي  ، شكلم شديترس

نمـودار شـامل سـه      . دن ـدهي را نـشان م ـ    کرنش هر سه نمونـه    

منظور از قسمت   .  است يک و فشردگ  يک، پلاست يقسمت الاست 

ش مجـدد تـنش پـس از    ي است که در آن افزا ي قسمت يفشردگ
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٣١  ١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي

 
 
 
 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  .۶۰/۴۰)ج ( و۳۰/۷۰)ب ( ،۲۰/۸۰)الف(داربست  کرنش سه نوع - نمودار تنش  -۲ شکل

  

ن قسمت به علت وقوع     يدر واقع ا  . دهدي نمونه رخ م   يشدگله

شکست در ساختار متخلخل داربست به وجود آمده است کـه           

ج پر شده و کرنش     ي داربست به تدر   يها تنش، حفره  شيبا افزا 

کند که  يدا م ي ادامه پ  يش تا زمان  ين افزا يافته است و ا   يش  يافزا

-ل  ي توپر تبد  يک سازه يها پر شده و داربست به        حفره يتمام

  ]. ٢٠[ابد ييش مي افزايشود و پس از آن تنش به طور ناگهان

ده، اسـتخوان  م داربست ساخته شيانگ و استحکام تسل   يمدول  

گر ساخته شده بـا درصـد و        ي د يتيک نوع داربست کامپوز   يو  

  . آمده است)١(سه در جدول يمقابراي باً مشابه يط تقريشرا

 ين بـرا  يانگي ـم بـه طـور م     يانگ و اسـتحکام تـسل     يمدول  

ر چند برابر   ين مقاد يا. دست آمد    مگاپاسکال به  ٧ و   ٤٠ها  نمونه

د يشـا . ]٩[به اسـت     مـشا  يهار گزارش شده در داربست    يمقاد

ت و  ي براش ـ يل بلورهـا  ين تفاوت، تشک  يبتوان گفت که علت ا    

 يرا کـاهش انـدازه    ي ـت در ابعاد نانو در داربست است، ز       يآپات

ش يجه افزا يش سطح آزاد و در نت     يذرات تا ابعاد نانو باعث افزا     

نه شـده و اسـتحکام      يکننده با فاز زم   تي تماس فاز تقو   يهيناح

 ـافـزون بـر ا    . سـازد ي را چند برابر م    ها   آن يکياتصال مکان  ن، ي

ان خواهد  يز ب ي فروسرخ ن  يف سنج يچنان که بعداً در آزمون ط     

ن يت و ژلات ـ  يبراش ـ/ HAن  ي ب ييايميوند ش ي پ يشد، وجود نوع  

 يکيت خواص مکان  يموجب تقو ) کنندهتيس و فاز تقو   يماتر(

 ساخته شـده مـشابه      يهات شده است که در داربست     يکامپوز

  ].٤[وند گزارش نشده است ي پن نوعيوجود ا

  ه ــزني لايزم جوانهـه، تفاوت در مکانيـقات مشابيحقـدر ت

 )ب(

 )ج(

 )الف(
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١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي  ٣٢

   مدول يانگ داربست ساخته شده در اين پژوهش در مقايسه با استخوان اسفنجي، استخوان - ۱جدول 

 .]۹[فشرده و يک داربست ديگر 

  )MPa(استحکام تسليم   )MPa( مدول يانگ  نمونه

  ۷± ۵/۰  ۴۰±۳  شده در اين پژوهشيدي ساختهتقلداربست زيست

  HA] ۹[ ۳۹/۰ ± ۰۱/۴  ۶۵/۰-داربست نانوکامپوزيتي ژلاتين

  ۱۸۰-۱۳۰  ۲-۳۰×۱۰۳  ]۲۱[استخوان فشرده 

  ۱۲-۴  ۵۰-۵۰۰  ]۲۱[استخوان اسفنجي 

  

 
  

  .بر حسب نوع نمونه استحکام تسليم) ب(مدول يانگ و ) الف( نمودار -۳شکل 

  

ــوع  هيدروکــسي آپاتيــت  روي ســطح هــر يــک از ايــن دو ن

 مطـرح   يکيهاي خواص مکان  کامپوزيت به عنوان علت تفاوت    

توانـد   هيدروکسي آپاتيت روي سطح ميايجاد لايه . شده است 

) هتــروژن(و يــا نــاهمگن ) همــوژن(بــه دو صــورت همگــن 

زني توسط هر يـک از ايـن دو مکـانيزم           جوانه. صورت پذيرد 

 شيميايي محلـول تعيـين      توسط انرژي سطح مشترک و ترکيب     

، در حالي که ترکيب شـيميايي محلـول بـراي هـر دو              شود  مي

کامپوزيت يکسان باشد، عامل دوم يعني انرژي سطح مـشترک          

زني مؤثر خواهـد بـود کـه خـود،          در تعيين نوع مکانيزم جوانه    

-توسط ترکيب شيميايي و مشخصات سطحي ماده تعيين مـي         

هـا جوانـه زنـي       از سـوي ديگـر سـطوحي کـه روي آن          . شود

گيرد، داراي انرژي سطح مـشترک      صورت ناهمگن انجام مي     به

هـا    که جوانـه زنـي روي آن      هستند  کمتري نسبت به سطوحي     

بر اين اساس به دليل حـضور       . شودصورت همگن انجام مي     به

هـاي  ذرات هيدروکسي آپاتيت بيشتر بروي سـطح کامپوزيـت        

هاي ، مکان يديتقلستيصورت درجا و به روش ز       تهيه شده به  

زنـي هيدروکـسي آپاتيـت بـر        جوانـه براي  جوانه زني بيشتري    

 وجود داشته و وجـود ايـن منـاطق          ن کامپوزيت يروي سطح ا  

 آپاتيت زني لايه باعث کاهش انرژي سطحي و در نهايت جوانه       

طـور    صورت درجا، بـه     هاي تهيه شده به   روي سطح کامپوزيت  

کروي بودن و داشـتن     ته بالا، نيمه  يدانس. شودناهمگن انجام مي  

هاي هاي ايجاد شده روي سطح کامپوزيتسختي بالاتر پوشش

زنـي  دليل انجام شـدن جوانـه      هتهيه شده به صورت درجا نيز ب      

در ]. ٤[ناهمگن روي سـطح ايـن مـواد گـزارش شـده اسـت            

ات داربـست در    ي، خـصوص  يع ـي طب يهـا سه بـا اسـتخوان    يمقا

  ].٢١[رد يگي قرار ميج اسفنيها استخوانيمحدوده

م سـه نـوع     يانگ و استحکام تسل   يز مدول   ي ن )٣( در شکل 

بـا  . گر آمـده اسـت    يکـد يسه با   يه شده به منظور مقا    ينمونه ته 

 )ب( )الف(
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٣٣  ١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي

 
  

  .SBF طيف فروسرخ سه نوع نمونه قبل از قرارگيري در -۴شکل 

  

  ].SBF] ۲۲ز قرارگيري در ها قبل ا اعداد موجي مشاهده شده و نوع باند شيميايي مربوط به نمونه- ۲جدول 

 )cm-1(محدوده عدد موجي 

  ۸۰/۲۰نمونه ۷۰/۳۰نمونه ۶۰/۴۰نمونه 
 نوع ترکيب نوع پيوند

٣٤١٢ ٣٤٢٧ ۳۴۱۰ O-H Stretch رطوبت همراه نمونه 

٢٩٢٨ ٢٩٢٤ ۲۹۲۷ C-H  آميد (زمينهB( 

۱۶۴۲ ١٦٦٤ ۱۶۴۷ C=O Stretch  آميد نوع (زمينهI( 

۱۵۴۷ ١٥٤٧ ۱۵۴۱ N-H bend  آميد نوع ( زمينهII( 

۱۴۵۲ ١٤٥٣ ۱۴۵۵ CO3  آپاتيت(کربنات( 

۱۳۳۷ ١٣٣٧ ۱۳۳۷ Ca-COO زمينه ـ فاز رسوبي 

١٢٤٠ ١٢٤٠ ۱۲۴۰ N-H  آميد نوع ( زمينهIII( 

۱۰۷۶ ١٠٧٨ ۱۰۷۵ C-N زمينه 

۸۶۲ ٨٦٠ ۸۷۲ CO3  آپاتيت(کربنات( 

۶۱۷ ٦١٩ ۶۰۰ Liberational OH هيدروکسي آپاتيت 

۵۲۴ ٥٣١ ۵۳۰ ν2 PO4 bend کلسيم فسفات 

 
 ـش م يافـت کـه بـا افـزا       يتوان در يها م ن داده ي ا يسهيمقا زان ي

ن ي ـا. افته است ي کاهش   يکيها خواص مکان  توسان در نمونه  يک

 ـ يدسـت آمـده توسـط آقـا         ج بـه  يمشاهده با نتا    هـان و    -ني ت

  ].١٠[مشابهت دارد  همکارانش

  

 ـج آزمـون ط ي نتـا يبررس -۳-۳  فروسـرخ  يسـنج في

)FTIR (در يريها قبل و بعد از قرارگداربست SBF 

، ٨٠/٢٠ يهـا ف فروسرخ نمونـه   ي ط يها نمودار )٤( کلش

  . دهدي نشان مSBF در يري را قبل از قرارگ٦٠/٤٠ و ٧٠/٣٠
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١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي  ٣٤

 
  

  . روز۱۴ و۷، ۱ به مدت SBF پس از قرارگيري در ۸۰/۲۰ طيف فروسرخ نمونه-۵شکل 

  

 
  

  . روز۱۴ و۷، ۱ به مدت SBF از قرارگيري در  پس۷۰/۳۰ طيف فروسرخ نمونه-۶شکل 

  

ف فروسـرخ   ي موجود در ط   يهاکي پ يز تمام ي ن )٢(در جدول   

وند مربوطه  يب و پ  يها به همراه  نوع ترک     دست آمده از نمونه     به

  .آورده شده است

هـا    توان آن ي مشاهده شده، م   يهاکياد پ يرغم تعداد ز   يعل

 ي شامل اعداد مـوج    يدبنن دسته يا. م کرد يرا به سه دسته تقس    

 و دسـته    ي، فـاز رسـوب    )نـه يفاز زم (توسان  ين و ک  يمختص ژلات 

ا در واقـع    ين دو فاز    ين ا ي مربوط به ارتباط ب    يسوم اعداد موج  

. ت کننده است  ينه و فاز تقو   ين فاز زم  ي موجود ب  ييايميوند ش يپ

 و  ١٦٤٠،  ٢٩٢٧ (ي مربوط به اعـداد مـوج      يهاکي مثال پ  يبرا

cm-1توسان است  يک/ني ژلات ينهي زم يهاونديپمربوط به   ) ١٥٤٠

 يونـدها ي بـه سـبب پ  cm٥٣٠ -1 و ٦٠٠ مربوط به يهاکيو پ

  يک در عدد مـوج يل شده و ظهور پيمربوط به رسوب تشک

cm-1ل از  ي کربوکـس  يهـا ان گروه يوند م يبه علت وجود پ   ١٣٣٧

ونـد  ين پ ي ـحـضور ا  .  است يم از فاز رسوب   يون کلس ين و   يژلات

  ]. ٤ [كند يد ميينه را تأيه زم بياتصال فاز رسوب

توان مشاهده کـرد کـه      ي م )٣( شکل   يهاکي پ يسهيبا مقا 

 يهــاکيــ، پSBF در يريــهــا قبــل از قرارگ نمونــهيدر تمــام

 يهـا ونـد يتواند به سبب حضور پ    يشود که م  يده م ي د يمشابه

ن مطلب نشانگر آن اسـت      يها باشد و ا   مشابه در ساختار نمونه   

 در نـوع  ير چنـدان يتوسـان تـأث   ين بـه ک   ير نـسبت ژلات ـ   ييکه تغ 

  .ل شده نداشته استي تشکيها ونديپ

 هـر سـه     ين آزمـون را بـرا     يج ا ي نتا ) ٧( تا   )٥( يهاشکل

 روز در   ١٤ و   ٧،  ١ يها زمان نکه به مدت  يدسته نمونه پس از ا    

SBFها هـف فروسرخ نمونيدر ط. دهدي قرار گرفتند، نشان م  
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٣٥  ١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي

 
  

  . روز۱۴ و۷، ۱ به مدت SBF  پس از قرارگيري در۶۰/۴۰ه طيف فروسرخ نمون-۷شکل 

  

 ١٦٣٠ cm-1( موجـود در     يها کي، پ SBF در   يريپس از قرارگ  

 مربوط بـه    ١٤٠٤ cm-1ک  ي و پ  يديوند آم يمربوط به پ  ) ١٥٥٢و

 ـپ. است CHوند  يپ مربـوط بـه    ) ١٠٣٧ و   ٥٦٠ (cm-1 يهـا کي

ل ي از تـشک   يناش ـ) ٣١٩٠ و   cm٦٠٠-1 (يهاکي و پ  PO4وند  يپ

  . استيل ساختاريدروکسيوند هيپ

 ي که در تمـام    شود  ي فوق مشاهده م   يبا توجه به نمودارها   

م فسفات در ساختار    يل کلس ي مربوط به تشک   يهاکيها، پ نمونه

)cm-1 ها  نمونهيريپس از قرارگ )٣١٩٠ و ١٠٣٧، ٦٠٠ ، ٥٦٠

ار ي در آن بـس    يري ـش زمـان قرارگ   ين با افزا  ي و همچن  SBFدر  

م يزان کلـس  ي ـش م ي بر افـزا   يليتواند دل ي که م  اندآشکارتر شده 

دهد هر سـه  يمل شده در ساختار باشد که نشان        يفسفات تشک 

ط مـشابه   ي در مح ـ  يري ـنوع داربست ساخته شده پس از قرارگ      

  .اند از خود نشان دادهي خوبيست فعاليبدن ز

ز ي ـل شـده ن   ي تـشک  يم فـسفات  ي کلـس  يهادر مورد نوع فاز   

ل يدروکـس يک مربوط بـه ه    يور پ توان گفت که اگرچه حض     يم

 که حداقل   كندتواند اثبات   يم) ٦٠٠ و cm-1٣١٩٠   (يساختار

ت است، اما به طـور      ي آپات يدروکسيب از نوع ه   ي از ترک  يبخش

ز ين آزمـون قابـل تمـا      ي ـن فازها در ا   ي تفاوت موجود در ا    يکل

 مانند يگري ديهان هدف از آزموني حصول به ايست و برا ين

 در ادامه به آن اشاره خواهـد شـد مـدد            کس که يپراش اشعه ا  

  .گرفته شد

 بالاتر و در    يها در عدد موج   يونديگر وجود پ  ي د ياز سو 

CO3(به خاطر وجود باند کربنات  cm-1١٤٦٠حدود 
 اسـت ) -2

CO3ينيگزيجا (A نوع ينيگزي جايدهندهکه نشان
 ي به جا -2

OH- (  ل جـذب   ي ـتواند بـه دل   يا م ي و   استت  يدر ساختار آپات

 بـر   يل ـيتوانـد دل  يط باشد که در هر صورت م      ينات از مح  کرب

 SBF در   يري در داربست پس از قرارگ     يت کربنات يل آپات يتشک

  ].١٢[باشد 

  

ــ ۳-۴ ــو ايکــس ي الگــويبررس ــراش پرت ) XRD( پ

  SBF در يريها قبل و بعد از قرارگداربست

 مـورد نظـر     ي سه نوع نمونـه    يهابراي انجام اين آزمون، پودر    

 . قــرار گرفتنــدتحليــل مــورد SBF در يريــ قرارگقبــل و پــس از

ها  ن نمونه يدست آمده از ا      پراش به  ي الگوها )١٠( تا   )٨( يها شکل

هـا بـا    دست آمده از اين نمونـه       الگوهاي پراش به  . دهنديرا نشان م  

 مربوط بـه  XRDهاي با کارت Crystal Impactافزار استفاده از نرم

ــود در   ــسفاتي موج ــسيم ف ــات کل ــاه داده پاترکيب  ICDDاي يگ

)International Center for Diffraction Data( مقايسه شد و 

بـه  . ترکيبات و فازهاي موجود در هر نمونه شناسـايي شـدند          

ز قابـل توجـه     ي با شدت کم و نو     يهاکيرسد حضور پ  ينظر م 

 بـا  ي رسـوب يهاها، مربوط به مخلوط بودن نمونه    ن نمونه يدر ا 

 انجـام شـده     تحليـل با توجه بـه     . ستتوسان ا يک/ نينه ژلات يزم

قبـل از   ) CaHPO4·2H2O(ت  يهاي مربوط به ترکيب براش    پيک

 يهــاکيــ کــاملاًً آشــکارتر از پSBFهــا در  نمونــهيريــقرارگ
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١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي  ٣٦

  
  

  .های مختلف در زمانSBFداری در محلول   پس از نگه۸۰/۲۰ی دست آمده از نمونه های پراش به الگو-۸شکل 
  

 
  

  .های مختلف در زمانSBF داری در محلول  پس از نگه۷۰/۳۰ی دست آمده از نمونه پراش بههای  الگوی-۹شکل 

  

 
  

  .هاي مختلفدر زمان SBFداري در محلول   پس از نگه۶۰/۴۰ يدست آمده از نمونه هاي پراش به الگوي- ۱۰شکل 
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٣٧  ١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي

ها  نمونه يري که پس از قرارگ    يت بود در حال   ي آپات يدروکسيه

هيدروکـسي آپاتيـت اسـت       شده   يي شناسا يل فاز اص  SBFدر  

ا همان  يال  چخي شده در    ي نگهدار ي رسوب ينکه نمونه ي ا يعني

 از ي ســهم قابـل تــوجه يل شـده دارا ي تــشکيهي ـرسـوب اول 

 ـ    ي آپات يدروکسيت به همراه ه   يب براش يترک  يت بوده اسـت ول

گراد ي درجه سانت  ٣٧ ي دما  و SBF در محلول    يپس از نگهدار  

ــيدر شــرا( ــشابه ب ــ) دنط م ــاز براش ــديف ــدتاً تب ــه يت عم ل ب

 ين اتفـاق در واقـع بـه نـوع         يا. ت شده است  ي آپات يدروکسيه

 ـي م ي است که ثابت شده ط ـ     ينديد فرا يتقل  شـدن بافـت     ينرال

 کـه ابتـدا     يبه طور ]. ۲۳[دهد  ي در بدن رخ م    يعياستخوان طب 

ک ي يل شده و سپس طيت تشکي فاز واسطه از نوع براش    ينوع

ت ي ـ آپات يدروکـس يل بـه فـاز ه     ي تبد ييايمي ش -يکيزيل ف يتبد

به ) توسانين و ک  يژلات(نه  ي قابل ذکر است که فاز زم      ح.شود يم

شان يهاکيار کم پ  يعلت آمورف بودن ساختارشان و شدت بس      

 .ستنديص ني قابل تشخي فاز رسوبيهاکينسبت به پ

ها،   نمونه XRD يها مشاهده شده در الگو    يهاکيبا توجه به پ   

  :كردجه را استنباط يتوان دو نتي مSBFدر  يريپس از قرارگ

 ـ، شـدت پ   SBF در   يش زمـان مانـدگار    يبا افـزا   -۱  يهـا کي

ن ي ـابـد کـه ا    ييش م ـ يت افـزا  ي آپات يدروکسيمربوط به ه  

ت ي آپات يدروکسيزان ه يش م ي از افزا  يتواند ناش يده م يپد

 ـ سطح نمونه باشـد و ا      يرسوب کرده در رو    ش ين افـزا  ي

 خـوب   يست فعـال  ي ـ ز يت، نشانه ي آپات يدروکسيزان ه يم

 . ساخته شده استيهاداربست

ش ي، عـلاوه بـر افـزا      SBF در   يش زمـان مانـدگار    يبا افزا  -۲

ت ي ـ آپات يدروکـس ي مربـوط بـه ه     يهاکيها، پ کيشدت پ 

ش يتواند به سـبب افـزا     يز م ين امر ن  ياند که ا  کتر شده يبار

گر يبه عبارت د  . ت باشد ي آپات يدروکسيون ه يزاسيستاليکر

ت رسوب کـرده    ي، آپات SBF در   ي ماندگار ش زمان يبا افزا 

 .ه استكرد يون نسبيزاسيستالي سطح شروع به کريرو

  

  ي روبشيکروسکوپ الکترونير مي تصاوي بررس-۳-۵

هـا را    تخلخـل  يتوان انـدازه  ي م SEMر  يبا توجه به تصاو   

 داشته  يها، ساختار لانه زنبور    حفره )۱۱(کل  در ش . ن زد يتخم

 رشـد   ينه حفرات برا  ي به ين اندازه يهمچن. اند  وستهيو به هم پ   

کـرون اسـت کـه      ي م ۵۰۰-۲۰۰، حـدود    ي اسـتخوان  يهاسلول

  ].۱۰[کند ين مياز را تأمين نيه شده، ايداربست ته

 قرار  SBF که در تماس با محلول       ييها نمونه SEMر  يدر تصاو 

 داربست  يها سطح و درون تخلخل    ي رو ياند، ذرات رسوب  نگرفته

هـا در     ن آن يانگي م ي و اندازه  ين ذرات کرو  يشکل ا . پراکنده بودند 

  .  مشخص است)۱۲(در شکل ورد شد که ا برnm ۱۲۵حدود 

 روز ۷ که به مـدت   ييها مربوط به نمونه   SEMر  يدر تصاو 

 ذرات ي بلورهــا،)۱۳(شــکل  قــرار گرفتنــد SBFدر محلــول 

 ين ذرات سطح  يا.  مشخص هستند  ييها به صورت توده   يرسوب

از .  درهم فرورفتـه دارنـد     يا چند کره  ي ه کره ي شب يصاف و شکل  

-ي م SBF در   يريها، قبل و پس از قرارگ     ر نمونه ي تصاو يسهيمقا

ل شده به صورت قابـل      ي تشک يهازان رسوب يافت که م  يتوان در 

زان ي ـر م يش چـشمگ  يعلت افـزا  . دا کرده است  يش پ ي افزا يتوجه

هـا و   ن داربـست  ي ـ ا ي بـالا  يفعـال ستيتوان در ز  يرسوبات را م  

 ـ آپات يدروکـس يل ه يت تشک ين قابل ينهمچ هـا     سـطح آن   يت رو ي

م و فـسفر را     ي حضور عناصر کلس   EDSن نمودار   يهمچن. دانست

 ـل لا ي از تـشک   يها نشان داد که حـاک     در سطح نمونه   م ي کلـس  يهي

  . هاست در سطح نمونهيفسفات

 
  ۱۲زان جذب آبين مييتع -۳-۶

داخل  در   يريها قبل و پس از قرارگ     ن وزن داربست  ييبا تع 

هـا  زان جـذب آب داربـست     ي ـ ساعت م  ۲۴آب مقطر به مدت     

 شد که به صورت خلاصـه و بـه منظـور سـهولت              يريگاندازه

سه اعـداد   يبا مقا .  نشان داده شده است    ) ۳(دول  سه در ج  يمقا

توسـان بـه    يش نسبت ک  ي که با افزا   كردتوان مشاهده   يجدول م 

ن ي ـاعلـت   . ابـد ييش م يزان جذب آب داربست افزا    ين م يژلات

توسـان و   يتوان در تفـاوت سـاختار ک      يش جذب آب را م    يافزا

دوسـت در    آب يهـا  گروه يتوسان دارا يرا ک ين دانست؛ ز  يژلات

ل و  يدروکـس ي ه يهـا گـروه  (اسـت  يديساکاري پل يهارهينجز

  ].۲۴) [نويآم
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١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي  ٣٨

  

  

  

  

  

  

  

  

  .لفهاي مخت در بزرگنمايي SEM ساختار متخلخل داربست توليد شده در تصاوير - ۱۱شکل 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   SBFری در محلول يهای ساخته شده قبل از قرارگرذرات رسوبی در داربستي تصو- ۱۲شکل 

  .های مختلفیيدر بزرگنما

 
  )  روز۷(اند  قرار گرفتهSBFی که در محلول يهادست آمده از نمونه  ذرات رسوبی بهSEMر ي تصاو- ۱۳شکل 

  .های مختلفیيدر بزرگنما
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٣٩  ١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي

ن جذب آب سه نوع داربست ساخته شده در زاي م- ۳جدول 

  .گريکديسه با يمقا

 نوع نمونه   (%)درصد جذب آب

٨٠/٢٠  ٣٧٩ 

٧٠/٣٠  ٤٨١ 

٦٠/٤٠  ٦٦١ 

  

   استئوبلاستيهاج کشت سلولي نتاي بررس ۳-۷

 يشـود، مورفولـوژ   يده م ـ يد )۱۴( طور که در شکل    همان

 شکل است که بـا  يها به صورت دوک نمونه يها در تمام  سلول

ــوژ ــلوليمورفول ــاوت ي س ــشت تف ــل از ک ــداردي قب ــا.  ن ن ي

هـا بـا سـلول       تمـام نمونـه    يسازگارستيانگر ز ي ب يمورفولوژ

  .]۷ [ استاستئوبلاست

  

  (MTT) يت سلولي سمي بررس-۳-۸

شـود، حـضور   ي م ـ مـشاهده ) ۱۵(در شکل   گونه که     همان

 يهار سلول يش رشد و تکث   ي سبب افزا  يتي کامپوز يهاداربست

در واقع مواد   .  است شده کنترل   ينسبت به نمونه  استئوبلاست  

هـا   سـلول  يت بـرا  يها، نه تنها اثر سم    ب نمونه يحاصل از تخر  

ر ي ـهـا، رشـد و تکث     اند، بلکه سبب بهبود عملکرد سلول     نداشته

 در سـاختار    يم فـسفات  يحضور فـاز کلـس    . اندها شده شتر آن يب

 استخوان اد ساختار آن بايار زيز به علت تشابه بس    يها ن داربست

 مـشابه بـدن، سـبب       يهـا وني مواد و    ي بدن و آزادساز   يعيطب

لازم بـه ذکـر   ]. ۷ [شـود  ي مي استخوان يهار سلول يرشد و تکث  

آمـده کمتـر از     ر بـه دسـت    ي مقاد ي برا p-valueاست که مقدار    

 بـه دسـت     يهـا دار بودن داده  ي معن يدهنده بود که نشان   ۰۵/۰

  .استآمده 

 
  سفاتازن في آلکاليابيارز  -۳-۹

 ميــزان آلكــالين فــسفاتاز ترشــح شــده از آزمــوندر ايــن 

هـا  هاي استئوبلاست قرار گرفته در مجـاورت داربـست          سلول

 مرتبـه   ۳ هر نمونه    يبراآزمون  ن  يا.  شد يابي روز ارز  ۳پس از   

دست آمده از اين آزمـون را     ز نتايج به  ي ن )۱۶(شکل  . تکرار شد 

 بـا توجـه بـه       p-valueمقـدار   . دهـد   يها نشان م   داربست يبرا

 ي بـرا Minitabافـزار   توسـط نـرم  One-way ANOVAروش 

 يدهنـده  بـود کـه نـشان      ۰۵/۰آمـده کمتـر از      ر به دست  يمقاد

 انگري بحاصله جينتا .است به دست آمده    يهادار بودن داده   معنا

 بـا  هـا  نمونه ي استخوان تي و هدا  ي استخوان يها سلول تيفعال

 ماده  ي بالا تيهستند که ظرف   کنترل   يونهنم به نسبت اختلاف،

  ]. ۷ [کنندي مديي بافت استخوان را تأي استفاده در مهندسيبرا

  

  گيري نتيجه-۴

 بـا اسـتفاده از      يديتقلستيستم ز ي س يق، نوع ين تحق يدر ا 

 ـ يه در داخل ه   يزم نفوذ دوسو  يمکان توسـان و   يک/ نيدروژل ژلات

ل ي و بـه منظـور تـشک       ي مشابه بدن طراح   pH و   ييط دما يشرا

 مورد اسـتفاده قـرار      يديتقلستي ز يم فسفات ي کلس يهاسوبر

م ي کلس ي فازها يگذاردست آمده از رسوب     محصول به . گرفت

ت بـا   ي ـ نانوکامپوز يتوسـان نـوع   يک/ني در داخـل ژلات ـ    يفسفات

 داخـل   يم فسفات ي کلس يکنندهتي با ذرات تقو   يمري پل ينهيزم

ق، ين تحق يزم به کار گرفته شده در ا      يبا توجه به مکان   . آن است 

نـه  ي به صورت درجا، داخل زم     يم فسفات ي کلس کنندهتيفاز تقو 

نه، امتزاج ي با زمييايميجاد اتصالات شيل شد و به سبب ايتشک

ع شـده   ينه توز يذرات رسوب کاملاً در زم    .  با آن داشت   يمناسب

بـاً  ي تقر ي شـکل هندس ـ   يکرون و دارا  ي م ۱و ابعادشان کمتر از     

جاد ي سبب ايش انجماد يش خشکا استفاده از رو  .  بودند يکرو

ــا يهــاتخلخــل ــدازهيکــدي مــنظم و مــرتبط ب  يگر شــد و ان

 يهــا رشــد ســلولي مناســب بــرايهــا در محــدوده تخلخــل

 سـاخته   يهـا  داربست يکيخواص مکان .  قرار داشت  ياستخوان

 FTIRج  ينتا.  قرار داشت  ي استخوان اسفنج  يشده در محدوده  

 در  يل ساختار يکسدروي فسفات و ه   ي از حضور باندها   يحاک

ــود کــه مــســاختار داربــست ل ي از تــشکيتوانــد ناشــيهــا ب

 ييها در داربستي رسوبينوع فازها. ت باشدي آپاتيدروکسيه

ت و  يشتر شامل براش  ي قرار نگرفته بودند، ب    SBFکه در محلول    

  ر ــشتي قرار گرفته بودند، بSBF که در محلول يهادر داربست
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١٣٩٢ پاييز ،٢، شمارة ۳۲، سال مواد پيشرفته در مهندسي  ٤٠

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

   ۷۰/۳۰نمونه) ج(، ۸۰/۲۰نمونه ) ب(ی شاهد، نمونه) الف(اوير کشت سلول استئوبلاست  تص- ۱۴شکل 

   ۶۰/۴۰نمونه) د( و 

  

  
  . روز۳ مربوط به سه نوع داربست ساخته شده و نمونه شاهد برای مدت زمان MTT نمودار - ۱۵شکل 

  

ت موجـود در    يدر واقـع براش ـ   . ت بـود  ي آپات يدروکسيشامل ه 

ط مشابه بدن از نظر دمـا و        ي در شرا  يريداربست پس از قرارگ   

pH  ده در واقع به    ين پد يل شد که ا   يت تبد ي آپات يدروکسي به ه

 ـي م ي است که ثابت شـده ط ـ      ينديد فرا ي تقل ينوع  شـدن   ينرال

ج کـشت   ينتـا . دهـد ي در بـدن رخ م ـ     يع ـيبافت اسـتخوان طب   

 تمـام   ي بـالا  يست سازگار يانگر ز يبز  ي ن ي استخوان يها سلول

 ـج ب ين نتـا  ين ا يهمچن. بودل استئوبلاست   ها با سلو  نمونه انگر ي

هـا بـا     نمونه يت استخوان ي و هدا  ي استخوان يهات سلول يفعال
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 ماده  يت بالا ي کنترل هستند که ظرف    ياختلاف نسبت به نمونه   

بـا  . کننـد يد م ـيي بافت استخوان را تأي استفاده در مهندس   يبرا

 ماننـد   ي قبل ـ يهاک و آزمون  يولوژي ب يهاج آزمون يتوجه به نتا  

 در مجموع   ۸۰/۲۰ يتوان گفت که نمونه   ي م يکيخواص مکان 

 يگـر داشـته و بـرا      ي د ي نسبت به دو نمونه    يخواص مناسبتر 

 .تر است مناسبيساخت داربست استخوان

  

  

  نامه واژه

1. tissue Engineering  
2. biomaterials 
3. growth factor 
4. scaffold 

5. biocompatibility 
6. porosity 
7. interconnected 
8. osteoconductive 

9. antimicrobialScaffold 
10. mineralization 
11. double diffusion 
12. watet uptake 
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