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   بر روي سطح تيتانيم اصلاح شده با محلول اسيديMG-63رفتار سلول استخوان ساز 
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  )١٢/١٠/١٣٨٩   : دريافت نسخه نهايي-٦/٣/١٣٨٩: دريافت مقاله(

 
  

اصلاح شيميايي  . شودساز و سطح تيتانيم مربوط مي      همبندي با استخوان كاشتنيهاي دنداني به برهمكنشهاي بين سلولهاي استخوان          -چكيده  
خوان بر روي سطح تيتانيم و چـسبندگي         استخوان، تكثير سلول است    -تواند در مورد كاشتنيهاي تيتانيم به منظور بهبود تماس كاشتني           سطح مي 

لذا، در اين پژوهش توپوگرافي، شيمي و زيست سازگاري سـطح تيتـانيم پرداخـت شـده و                  . بالاتر استخوان به سطح كاشتني تيتانيم اعمال شود       
. ير غلظت مطالعه شـد    اصلاح شيميايي شده با محلول اسيدي متشكل از اسيدكلريدريك، اسيد فلوئوريدريك و اسيد فسفريك تحت شرايط تغي                

همچنـين بـه منظـور بررسـي        .  بر روي سطح تيتانيم پرداخت شده و اصلاح شيميايي شده كشت داده شد             MG-63علاوه، سلول استخوان ساز     به
ل از نشان داد كه سطح تيتانيم اصلاح شده با محلول اسيدي متشك نتايج حاصل.  به عمل آمدEDS و SEM ،AFMكيفيت سطح تيتانيم، تحليلهاي 

  .     كنترل استاسيدهاي ذكر شده داراي زبري سطح بالاتر، چسبندگي و تكثير سلولي بهتري نسبت به نمونه
  

  بايومواد، تيتانيم، اصلاح سطح، تكثير سلولي، زيست سازگاري : كليديواژگان 
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Abstract: The osseointegration of oral implants is related to the early interactions between osteoblastic cells and titanium 
surface. Chemical surface modification of titanium (Ti) implants is used to improve peri-implant bone growth, bone-to-implant 
contact, and adhesion strength. Thus, in this study, the surface topography, chemistry, and biocompatibility of polished titanium 
surface treated with mixed solution of three acids containing hydrochloric acid (HCl)- hydrofluoric acid (HF)- phosphoric acid  
 

  دانشجوي كارشناسي ارشد- **       استاديار - *
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(H3PO4) were studied under different concentration conditions. Moreover, Osteoblast cell (MG-63) was cultured on the and 
treated polished titanium surface. Also, in order to investigate titanium surface, SEM, AFM and EDS analyses were carried out. 
The results revealed that the surface of titanium treated with mixed solution containing the aforesaid acids had higher roughness, 
cell attachment, and proliferation than the controls 
 
Keywords: Biomaterial; Titanium; Surface modification; proliferation; biocompatibility. 
 

  

  مقدمه -١

غيــر از ســراميكهاي زيــست فعــال، شيــشه زيــست فعــال،    

هيدروكسي آپاتيت  و شيشه سراميك كه مـستقيما بـا اسـتخوان             

كنند، تيتانيم كاشتني به عنوان يـك بيومـاده        زنده پيوند برقرار مي   

 ].٢ و ١[تواند مستقيما با استخوان زنده ارتبـاط برقـرار كنـد          نمي

معمولا در فصل مشترك    ) ايسول فيبروزه كپ(اي  يك بافت رشته  

با اين  . ]٤ - ٢[شودكاشتني تيتانيم و استخوان طبيعي تشكيل مي      

وجود، اگر چه هيدروكسي آپاتيت به سرعت با استخوان پيونـد           

اش را در     اما، خواص مكانيكي ضعيف آن استفاده     . كندبرقرار مي 

  ]. ١[كند  بسياري از كاربردهاي ارتوپدي محدود مي

به منظور تهيه يك ماده كاشتني با هر دو خاصيت مكـانيكي               

اي براي توليد تيتـانيم زيـست فعـال         و زيست فعالي بالا، مطالعه    

معمولاً هيدروكسي آپاتيت به عنوان پوشش بـر روي         . انجام شد 

. شـود زير لايه فلزي به منظور افزايش زيست فعالي استفاده مـي          

 بـراي ايجـاد لايـه نـازك      براي اين منظور، از فرايندهاي زيـادي      

تـوان بـه پاشـش        شود كـه مـي      هيدروكسي آپاتيت بهره برده مي    

پلاســمايي، رســوب الكتروفورتيــك و رســوب الكتروشــيميايي 

نتيجه اجراي فراينـدهاي فـوق، معمـولا        ]. ١ و   ٦ و   ٥[اشاره كرد 

فراينـدهايي كـه    . شود  منجر به تشكيل لايه نازك شبه آپاتيت مي       

 شبه آپاتيت بر روي زير لايه تيتانيم به كار          براي ايجاد لايه نازك   

روند و براي اعمال پوشش نياز به داشتن دماي بالا در محيط              مي

فرايند است و نياز به انجام فرايند تفجوشي دارند، ممكن اسـت            

باعث تجزيه لايه هيدروكسي آپاتيت و يا تخريب زير لايه فلزي           

تانيم و آلياژهـاي آن   بنابراين، به منظور اصلاح سطح تي     . ] ١[شوند

توان، از روشهاي مكانيكي، شيميائي و فيزيكي  در حالت كلي مي 

تـوان بـه فراينـد      از جمله ايـن روشـها مـي       . ] ٨ و   ٧[بهره جست 

ــل  ــما، س ــان پلاس ــدي، –پاشــش در جري ــسيداسيون آن  ژل، اك

الكتروفورتيك، روشـهاي بيوشـيميايي، رسـوب فيزيكـي بخـار،       

مليات شيميايي با محلول قليـايي      رسوب شيميايي بخار، ليزر، ع    

  ].١٣ و ٨[و اسيدي اشاره كرد

براي غلبـه بـر مـشكلات فـوق، در سـالهاي اخيـر، علاقـه                  

اي براي تشكيل لايه سطحي زيست فعال بر روي سـطح           فزاينده

تيتانيم پديد آمده است تـا بتوانـد بـه تـشكيل لايـه آپاتيـت در                 

نده بيولوژيكي و يا محيط ز) SBF(محلول شبيه سازي شده بدن 

هـدف از ايـن پـژوهش بررسـي تغييـر           . ]١٦ - ١٤[كمك كند،   

شرايط محلول اسيدي و تاثير آن بر مورفولـوژي، توپـوگرافي و            

سـزايي در رفتـار       تواند تـاثير بـه    شيمي سطح تيتانيم است كه مي     

  . وجود آورد زيست فعال شدن سطح تيتانيم به

طح تيتانيم بوده   اين بررسي از روشهاي نوين در زبر كردن س           

و تاثير بسيار مهمي در قابليت رفتار زيست فعـال شـدن سـطح              

لازم بـه ذكـر اسـت كـه اسـتفاده از            . تواند پديد آورد    تيتانيم مي 

محلول اسيدي با تركيبي از اسيدهاي فوق در زيست فعال كردن           

سطح تيتانيم تاكنون تحقيق نشده اسـت و نتـايج حاصـل نـشان              

 محلول اسيدي در زيـست فعـال كـردن         دهنده قابليت بالاي اين   

  . سطح تيتانيم است

  

   مواد و روش تحقيق-٢

   آماده سازي -١-٢

 بـراي اجـراي عمليـات    ٢٠×١٠ ×mm٣ ٣قطعاتي بـه ابعـاد      

ــاد   ــه ابع ــاتي ب ــين قطع ــراي ٤×٤×mm١ ٣شــيميايي و همچن  ب

ارزيابيهاي بيولوژيكي توسط عمليـات بـرش از تيتـانيم خـالص            

، تركيـب  )١(ول جد تهيه شد كه در ١)ژاپنكوبه استيل،   (تجاري  

  . ] ١٧[شيميايي آن آمده است

  .شـد گيري در محلول استن انجام        پس از برش قطعات، چربي       
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٤٥  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال يشرفته در مهندسي مواد پ

  .] ١٧[ تركيب شيميايي تيتانيم خالص تجاري - ١جدول 

 تيتانيم آهن اكسيژن نيتروژن كربن هيدروژن عناصر

  باقيمانده ٢/٠ ١٨/٠ ٠٣/٠ ١/٠ ٠١٥/٠  درصد وزني

  

هاي تيتانيم براي عمليات شيميايي  گروه بندي نمونه-٢ لجدو  

  هاي تيتانيم نمونه  محلول اسيدي

-  A) كنترل( 

 B   درصد اسيد فلوئوريدريك١٠٠
  C   درصد اسيد فسفريك١٤ - درصد اسيد فلوئوريدريك٦ - درصد اسيد كلريدريك٨٠

 D  د اسيد فسفريك درص٩ - درصد اسيد فلوئوريدريك٦ - درصد اسيد كلريدريك٨٥
  E   درصد اسيد فسفريك١٠ - درصد اسيد فلوئوريدريك١٠ - درصد اسيد كلريدريك٨٠

  

، ٣٢٠،  ٢٨٠هـاي بـه ترتيـب       هاي با شماره    سپس با استفاده از سنباده    

  .]١[ها، مورد عمليات پوليش قرار گرفت  سطح نمونه٦٠٠ و٥٠٠

دست آوردن يك سـطح       براي حذف آلودگيهاي سطحي و به        

ها   ميز براي انجام عمليات شيميايي بر روي سطح تيتانيم، نمونه         ت

به اين ترتيب كه    . در يك محفظه التراسونيك شستشو داده شدند      

 درصـد حجمـي هيدروكـسيد       ٤٠هاي پرداخت شـده، بـا         نمونه

 در  )HNO3( درصد حجمي اسـيدنيتريك      ٥٠و  ) NaOH(سديم  

 محلـول   محفظه التراسونيك شستشو داده شده، سپس بـا تخليـه         

ها با آب مقطر در محفظه التراسونيك مورد          شستشو مجددا نمونه  

 ـ      . عمليات شستشو قرار گرفتند    هـاي    هدر پايـان تعـدادي از نمون

يط در الكل اتانول    يكي در دماي مح   ژفوق براي ارزيابيهاي بيولو   

  .] ١٨[ر اتوكلاو نگهداري شدند درصد حجمي د٧٠

 
  ح تيتانيم اجراي عمليات شيميايي بر روي سط-٢-٢

هاي تيتانيم خالص تجاري تميز شده، براي قرار گرفتن  نمونه   

 اســيد -تــايي اســيد كلريــدريك   در محلــول اســيدي ســه  

بــراي بررســي .  اســيد فــسفريك آمــاده شــدند-فلوئوريــدريك

تغييرات زبري و توپوگرافي سطح تيتانيم حاصل از تغيير غلظت          

هاي مورد نظر كه    اسيدها در محلول اسيدي متشكل از آنها، غلظت       

  .آمده است، انتخاب شدند) ٢(ول جددر 

 سي سي در    ١٠محلولهاي اسيدي با تركيب فوق الذكر  به حجم             

. بشرهاي پلاستيكي تهيه شدند و به مدت يك روز نگهـداري شـدند   

 اسيدي   هاي تيتانيم خالص تجاري در هر كدام از محلول          سپس نمونه 

انيه مورد عمليات شيميايي     ث ١٢٠با غلظتهاي مشخص در مدت زمان       

هاي تيتانيم از محلولها خارج     بعد از آن نمونه   ). ٢(قرار گرفتند، جدول  

سپس با استون در محفظه التراسونيك شستـشو   شده و با آب مقطر و

هـا در     داده شده و بعد با استفاده از خشك كن الكتريكي سطح نمونه           

ده شـدند تـا   هواي معمولي خشك شد و مجددا در دسيكاتور قرار دا        

  .بررسيهاي لازم بر روي سطح آنها، صورت گيرد

  

  هاي تيتانيم تحليل سطح نمونه -٣-٢

   بررسي مورفولوژي سطح تيتانيم-١-٣-٢

هـاي تيتـانيم اصـلاح        براي بررسي مورفولوژي سطح نمونـه        

 كيلو ولـت    ٢٠ با ولتاژ    SEM) (شده از ميكروسكوپ الكتروني     

همچنـين  . شـود   استفاده  مي)كشور هلند ،Philips XL30مدل (

به منظور بررسي توپوگرافي در مقياس نانو و تهيـه تـصاوير در             

حالت دو وسه بعدي از سطح تيتانيم، ميكروسكوپ نيروي اتمي         

)AFM ( مدلCP كشور ،USA شركت ،PSI رود  به كار مي.  

  

   بررسي شيمي سطح تيتانيم-٢ -٣-٢

 بـراي  سـطح،    علاوه بر ارزيابيهاي مربـوط بـه مورفولـوژي           

مقايسه ميزان حضور عنصر فسفر ناشي از وجود اسيد فسفريك          
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٤٦  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال مواد پيشرفته در مهندسي 

در تركيب محلـول شـيميايي اصـلاح سـطح تيتـانيم حاصـل از               

  تغييــرات غلظــت محلــول اســيدي، ارزيــابي نيمــه كمــي       

EDS) VEGAN/TESCAN  ــالورژي رازي ــژوهش مت ــز پ ، مرك

  . آيد عمل مي از سطح به )ايران

  

   ارزيابيهاي بيولوژيكي-٣

   انجام آزمايشات سلولي -١-٣

از ) NCBI C555( بـا كـد   )MG-63(سـاز   سـلول اسـتخوان    

اين سـلول از گونـه      . بانك سلولي انستيتو پاستور ايران تهيه شد      

ــه   ــاركوم ب ــاري س ــوده و از بيم ــسان ب ــت  ان ــده اس ــت آم   . دس

همچنين داراي موفولوژي فيبروبلاست و بافت اسـتخوان اسـت          

ز محــــيط كـــــشت  بــــدين ترتيــــب، بـــــا اســــتفاده ا   

)DMEM,GIBCO,Scotland(ــزودن٢ ــين  %  ١٠ و اف ــرم جن س

بيوتيـك بـه    آنتـي  به همراه ٣) (FCS ,Seromed, germanyگاوي

ــزان  ميـ
IU
ml

ــيلين و ١٠٠ ــي سـ   پنـ
g

ml
µ

ــسين ١٠٠    استرپتومايـ

)Sigma, USA(   سـاز بـراي دو     تكثير شد تـا سـلول  اسـتخوان

  ]. ١٩[ارزيابي زير آماده شود 

  

    ارزيابي تكثير سلولي-٢-١-٣

جهت بررسي ميزان رشد و تكثيـر سـلولها بـر روي سـطح                 

بـراي ايـن منظـور، تعـداد        .  روز انتخاب شد   ٧ و   ٣  تيتانيم، زمان 

2
cell
cm

 لـذا، بـا   .هاي تيتانيم كشت شـد      بر روي سطح نمونه    ١٠٤ 

توجه به تكرار آزمايشها تا سه مرتبه در زمـان مربـوط از شـش               

در . اي شكل داراي نود و شش حفره استفاده شد          محفظه صفحه 

 بـا  E تا   Aهاي تيتانيم انتخابي      هر كدام از آنها يك دسته از گروه       

  .قرار داده شد) ٢(توجه به جدول

 ٤ MTTبه منظور ارزيابي ميزان رشد و تكثيـر سـلولي روش     

 معمـولا بـراي بررسـي بقـاي         MTTروش  ]. ٢٠[به كـار رفـت      

ــي  ــار م ــه ك ــلولها ب ــگ  . رود س ــن روش از نمــك زرد رن در اي

وقتي كه سـلولها جـذب آن شـوند،         . شود  تترازوليوم استفاده مي  

تغيير رنگ ايجاد شده و اين نمـك بـه حالـت بـنفش رنـگ در                 

اين . ستدليل تغيير رنگ تشكيل كريستالهاي نا محلول ا       . آيد  مي

 شـده و    كريستالها در خارج از سلول با افزودن يك شوينده حل         

 سـنجي قابـل      رنگ بـا روشـهاي طيـف        تغيير اين. شوند  ميجدا  

براي هر سلول يـك رابطـه خطـي ميـان تعـداد          . استيص  تشخ

گيري شـده وجـود دارد كـه       سلولهاي زنده و ميزان جذب اندازه     

به غلظت  MTTجهت تهيه محلول 
mg
ml

از  mg٥٠، مقـدار  ،٥ 

هنگام . شود  مولار حل مي   ١٥/٠ PBS از   mg١٠ در   MTTپودر  

شـود    مـي  رقيـق PBS برابر با ١٠تا در رنگ آميزي  از آن  استفاده

تا محلول   
mg
ml

 ٥/٠ MTT   لازم به ذكر اسـت كـه       .  به دست آيد

پـس از   . شود  نگهداري مي  اتوكلاو    در ، محلول PBSپس از تهيه    

در فواصل  ها    نمونه بر روي سطح     MG-63انكوباسيون سلولهاي   

اي شـكل     هاي صـفحه    محفظه  قرار داده شده در     روز ٧،  ٣زماني  

 درصد دي اكـسيد كـربن       ٥گراد و      درجه سانتي  ٣٧كه در دماي    

انكوبــه شــده بودنــد بــا محلــول 
mg
ml

٥/٠ MTTرنــگ آميــزي  

 درجــه ٣٧ ســاعت انكوباســيون در ٥ تــا ٣ پــس از. شــوند مــي

 ٢٠٠جاي آن    هو ب شود   گراد مايع رويي سلولها برداشته مي       سانتي

 بــه )Merck, Germany(ميكروليتــر محلــول ايزوپروپانــال   

هـاي    بـدين ترتيـب، محفظـه     . شـود  هاي مربوط اضافه مـي      حفره

 دقيقـه روي شـيكر قـرار        ١٥ الـي    ١٠به مدت    مربوطاي   صفحه

 ٥توسـط يـك ميكروتيتـر ريـدر        محتـواي آنهـا      سپس. گيرند مي

  . ]٢١[شود  خوانده مينانومتر  ٥٧٠در

  

  بررسي مورفولوژي سلول-٣-١-٣

 شـده بـر روي      براي تعيين مورفولـوژي سـلول كـشت داده           

سطح اصلاح شده تيتانيم تحت شرايط تغيير غلظـت اسـيدها از            

بـدين منظـور،    .شود   استفاده مي  ٦ميكروسكوپ الكتروني روبشي  

 به تعداد پنج عـدد      ٤×٤×mm١هاي مورد نظر با ابعاد        ابتدا نمونه 

سپس در اتوكلاو استرليزه شده و بـراي ايجـاد          . تهيه گرديده اند  

هاي حـاوي نـود و شـش حفـره            حفظهكشت بر روي آنها، در م     

به دليل آن كه سلول استخوان ساز       . كشت سلول قرار داده شدند    

)MG-63 (    لـذا، ايـن سـلول در       . از نوع سلولهاي چسبنده است
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٤٧  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال يشرفته در مهندسي مواد پ

هنگام نگهداري در ظروف كـشت بـه كـف ظـرف چـسبيده و               

بنابراين در هنگام   . چسبند  علاوه بر آن سلولها نيز به يكديگر مي       

ي ريختن مقدار معين آن بر روي سطح تعداد         شمارش سلول برا  

لذا، براي غلبـه بـر مـشكل فـوق،          . شود  آنها با مشكل مواجه مي    

بـا غلظـت    ) EDTA(كه داراي    % ٢٥/٠آنزيم تريپسين با غلظت     

٠٥/٠) % Sigma, USA (    است به سرم فيزيولـوژي يـا فـسفات

در . شـود    است، افزوده مي   =٤/٧pHكه داراي   )PBS(بافر سالين   

 ـ ت سـلولها بـا اسـتفاده از لام نئوبـار مـورد شـمارش قـرار        نهاي

2پس از شمارش سلولها، در نهايـت تعـداد     . گيرند  مي
cell
cm

 ١٠٤ 

 درجـه   ٣٧و براي كشت به انكوباتور در دماي        . شود  انتخاب مي 

. يابـد   درصد گاز دي اكسيد كربن انتقال مـي ٥گراد حاوي   سانتي

ــدين   ســاعت از زمــان كــشت ٣٢ترتيــب، پــس از  گذشــت ب

 . گيرد برداري توسط ميكروسكوپ الكتروني صورت مي تصوير

بدين ترتيب، سـلولها در ابتـدا بـا اسـتفاده از گلوتارآلدئيـد                 

 مـولار بـراي مـدت دو     ٢/٠) PBS(در سرم فيزيولـوژي     % ٢٥/٠

سپس فرايند آب گيري تدريجي و خـشك        . ساعت تثبيت شدند  

 ٩٥ تـا    ٤٠ح كشت داده شده، از الكل اتـانول داراي          كردن سطو 

گيـري   در نهايت از الكل خالص براي آب    . شود  در صد انجام مي   

مراحل عمليات آب گيـري و خـشك        . شود  تدريجي استفاده مي  

و جزييـات مربـوط آمـده       ] ١٨[ها در مرجـع       كردن سطح نمونه  

 از  اي نـازك    هاي مورد مطالعه بـا لايـه        بدين ترتيب، نمونه  . است

سـپس بـا اسـتفاده از ميكروسـكوپ         . شوند  طلا پوشش داده مي   

  . شود الكتروني تصاوير مربوط تهيه مي

  

   ارزيابيهاي آماري-٤

براي بررسي آماري نتايج حاصل از ارزيابيهـاي بيولـوژيكي             

يـراي ايـن منظـور، مقـدار      . رود   بـه كـار مـي      ٦روش آماري آنوا  

ار از لحاظ آمـاري بـين       د   كه نشان دهنده اختلاف معني     pپارامتر  

بـدين  ]. ١٨ و   ١٥[شـود     دو گروه مورد مطالعه است، تعيين مـي       

 pترتيب اگر بين دو گروه مورد مطالعه اختلاف، مقـدار پـارامتر             

 باشد، نشان دهنده كاهش اختلاف بـين دو گـروه   ٠٥/٠بيشتر از  

 كمتـر باشـد، اخـتلاف       ٠٥/٠ از   pكه اگر پارامتر      در حالي . است

 كمتـر باشـد،     ٠٠١/٠ از   pچنانچه مقدار پـارامتر     . دار است   معني

 .دار است اختلاف بسيار معني

  

   نتايج و بحث-٥

، تــصاوير ميكروســكوپ الكترونــي از ســطح )١ (شــكلدر    

تيتانيم پرداخت شده و سطح اصـلاح شـيميايي شـده بـا اسـيد                

بـا بررسـي    . تايي آمده است  فلوئوريدريك منفرد و اسيدهاي سه    

شود كه سطح تيتانيم پوليش شده،        مشاهده مي تصاوير اين شكل    

بـه  . كاملا صاف است و از حداقل زبري سطح برخوردار اسـت          

عبارت ديگر، با اجراي اين عمليات سطح زبر نشده است، شكل     

، سطح تيتانيم را پس از قرار گرفتن در         )ب-١(شكل  )). الف-١(

 ثانيه و در دماي محيط      ١٢٠محلول اسيد فلوئوريدريك به مدت      

دهد كه اسيد ذكر شده در بالا  اين تصوير نشان مي . دهد  نشان مي 

بر روي سطح ايجاد فرورفتگي و برآمدگي در مقيـاس ميكـرون            

همچنين حفرات ايجاد شده، كاملا به شكل نامنظم بوده         . كند  مي

لـذا بافـت سـطح      . كننـد   و از شكل هندسي خاصي پيروي نمـي       

. كنواخـت اسـت    بـا شـكلهاي ي      داراي حداقل ميزان فرورفتگـي    

دهـد كـه از حالـت پهـن           هايي را نشان مي     ، حفره ) ج -١(شكل  

كـره    تا حدودي خارج شده و تقريبا به شكل نـيم         ) كشيده(شده  

هاي موجود بر سـطح       اما، بايستي به گستردگي حفره    . اند  در آمده 

اي كـه   بـه گونـه  . داصل از اين محلول اسيدي اشاره كر تيتانيم ح 

هاي كـروي ايجـاد        اندازه حفره  مشخص است، )  د -١(در شكل   

بنابراين، از مقايسه فـوق،     .  ميكرون است  ٧ تا   ٥/٠شده از حدود    

تـايي عـلاوه بـر ايجـاد      شود كه محلول اسـيدي سـه       مشاهده مي 

ها هم  سطحي زبر بر روي تيتانيم، سبب افزايش اندازه قطر حفره      

با توجه به   ]. ١[اين موضوع در تحقيق ديگر آمده است        . شود  مي

. تر تشكيل يافتـه انـد       صورت يكنواخت   ها به   ، حفره )د-١ (شكل

هايي كه در عمليـات       دهد، گستردگي حفره    اين موضوع نشان مي   

اند، در اين حالت كمتر بـوده        اصلاح سطح ذكر شده، ايجاد شده     

ها   علاوه، حفره به.  ميكرون است  ٣ تا   ٥/٠ي تخلخلها از      و اندازه 

. انـد   اراي شـكل مـشابه    هاي بسيار كوچـك و د       به شكل نيم كره   

  ، بـر روي سـطح، شـيارهاي را در ابعـاد            ) ه-١(همچنين شكل   
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٤٨  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال مواد پيشرفته در مهندسي 

   )ب(   )الف(

    )د(   ) ج(

  ) ه(

 ٨٠ ):ج( درصد اسيد فلوئوريدريك ١٠٠): ب(پوليش شده و اصلاح شده با ): الف( تصوير ميكروسكوپ الكتروني از سطح تيتانيم -١شكل 

 درصد اسيد ٦-  درصد اسيد كلريدريك٨٥): د( درصد اسيد فسفريك ١٤- يد فلوئوريدريك درصد اس٦ -درصد اسيد كلريدريك

 درصد اسيد فسفريك،  به ١٠ - درصد اسيد فلوئوريدريك١٠ - درصد اسيد كلريدريك٨٠): ه( درصد اسيد فسفريك ٩- فلوئوريدريك

  . محيطدماي ثانيه و در درجه ١٢٠مدت 

  

افـزايش درصـد اسـيد      در اين حالـت بـا       . دهد  ميكرون نشان مي  

فلوئوريدريك خوردگي از حالت متمركز خارج شده و به جـاي    

هـايي بـا      كه حفرات سطحي بسيار كوچك ايجاد كند، حفـره          اين

هـا    يابنـد كـه در درون ايـن حفـره           اندازه بزرگتري تـشكيل مـي     

اما، زمـاني كـه از   . شود شيارهايي را به ابعاد ميكرون ملاحظه مي 

 براي زبري سـطح اسـتفاده شـود، ايـن           اسيد فلوئوريدريك تنها  

در آن  . آيـد   وجـود نمـي     تغييرات سطحي در مقياس ميكرون بـه      

هـاي يـك شـكل را نـشان      حالت سطح بافت ضـعيفي از حفـره   

لذا در ايـن راسـتا، مـشخص اسـت كـه تركيـب اسـيد                . دهد  مي

اي از نظـر      العـاده   فلوئوريدريك همراه دو اسيد ديگر تـاثير فـوق        
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٤٩  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال يشرفته در مهندسي مواد پ

اهميت اين  . كند  روي سطح تيتانيم ايجاد مي    تنوع مورفولوژي بر    

فعال شدن سطح تيتانيم در بررسـيهاي         موضوع در قابليت زيست   

  ].٢٢[محققان ديگر هم آمده است 

از سطح اصلاح شده توسط سـه       ) SEM(از بررسي تصاوير       

 درصـــد اســـيد ٦ - درصـــد اســـيد كلريـــدريك٨٠محلـــول 

 اسـيد   درصـد ٨٥ درصـد اسـيد فـسفريك،     ١٤ –فلوئوريدريك  

 درصـد اسـيد     ٩ - درصد اسـيد فلوئوريـدريك       ٦ -كلريدريك  

 درصــد اســيد ١٠ - درصــد اســيد كلريــدريك ٨٠فــسفريك و 

شـود كـه       درصد اسيد فسفريك ملاحظه مي     ١٠ -فلوئوريدريك  

  تغيير غلظت اسيدها نسبت به يكديگر در محلول اسيدي، اندازه         

كـه    طـوري بـه . دهـد   و مورفولوژي حفرات سطحي را تغيير مـي       

افزايش درصد اسيد فلوئوريدريك همراه با كاهش غلظت اسـيد          

هاي سطحي به حالت شيار در آورده و از حالت            فسفريك حفره 

تـوان   علـت ايـن رونـد را مـي    . نيم كروي كامل خارج شده انـد    

مربــوط بــه تغييــر انــرژي ســطحي تيتــانيم در تمــاس بــا اســيد 

  ].٢٣[فلوئوريدريك مرتبط دانست 

ط به تصاوير ميكروسكوپ نيروي اتمـي از        مربو) ٢ (شكل   

سطح تيتانيم پوليش شده و اصلاح شده در دو حالت دو بعدي 

شـود،    مشاهده مي ) الف- ٢(با بررسي شكل    . و سه بعدي است   

كه سطح تيتانيم پوليش شده در مقياس زير يك ميكرون حاوي 

تـصوير  . خطوط و شيارهاي ناشـي از عمليـات پـوليش اسـت        

AFMدهد كه اين اسيد  د فلوئوريدريك نشان مي مربوط به اسي

تاثير بسزايي در ايجاد سطحي زبر با مقياس زير يك ميكـرون            

علاوه، توپـوگرافي سـطح حالـت يكنـواختي داشـته و            به. دارد

بنـابراين،  . گيـرد   مورفولوژي حالت مخروطي شكل به خود مي      

اسيد فلوئوريدريك هم در مقياس ميكـرون و هـم در مقيـاس             

محققـان  . شـود   يجاد زبري بر روي سطح تيتانيم مي      نانو سبب ا  

ديگر هم اصلاح سطح تيتانيم را با اسيد فلوئوريدريك بررسي          

تواند به عنوان       اند كه اسيد فلوئوريدريك مي      كرده و نشان داده   

 ].١٨[يك روش در ايجاد سطح زبر در مقياس نانو مطرح باشد          

ا بـا   حالـت متفـاوتي ر    ) ج- ٢( مربوط به شـكل      AFMتصوير  

توپـوگرافي سـطح در ايـن حالـت         . دهد  نشان مي ) د- ٢(شكل  

ايــن تــصوير فرورفتگــي و برآمــدگيهاي . تغييــر كــرده اســت

هايي كه  حفره. كند بزرگتري را در مقياس زير ميكرون تائيد مي     

شوند حالت يكنواخت داشته و به شكل         در تصوير مشاهده مي   

 آمده است، ) ه- ٢(توپوگرافي سطحي كه در شكل  .اند نيم كره

دهـد كـه      اين امر نشان مي   . دهد  زبري بسيار بالايي را نشان مي     

 درصـد اسـيد     ١٠-  درصد اسيد كلريدريك   ٨٠محلول سه تايي    

درصد اسـيد فـسفريك، بـه شـدت سـطح           ١٠ - فلوئوريدريك

بـه نحـوي كـه،    . دهـد  تيتانيم را تحت تاثير شيميايي قـرار مـي   

 بـه سـاير     فرورفتگي و برجـستگيهاي بـا ارتفـاع زيـاد نـسبت           

كنـد كـه گويـاي سـطحي بـا            گروههاي تغيير غلظت ايجاد مي    

بنابراين، محلولهاي اسيدي ذكر شـده در       . زبري بسيار بالاست  

بالا علاوه بر ايجاد زبري در مقياس ميكرون، قابليـت تـشكيل            

ــه علــت حــضور اســيد    ــانو را ب ــاس ن ــا مقي توپوگرافيهــاي ب

 فلوئوريـدريك   زيرا اسيد . فلوئوريدريك در تركيب خود دارند    

  ]. ١٨[توانايي ايجاد سطوح در  مقياس نانو را دارد

شـود       از بررسي تصاوير ميكروسكوپ الكتروني ملاحظه مي      

كه تغيير غلظت اسيدها نسبت به يكديگر تاثير بسزايي بر روي 

توان با انتخاب نـسبت       زبري و مورفولوژي سطح داشته كه مي      

ح دست يافت كـه ايـن       مناسب از آنها به حداكثر زبري در سط       

العاده مهمـي در رفتـار زيـست فعـال          تواند نقش فوق    عامل مي 

بنـابراين، هـدف از تغييـر       . گـذارد   نيم بر جاي    شدن سطح تيتا  

غلظت، نشان دادن تاثير آن بر روي توپوگرافي و مورفولـوژي           

  .  سطح است

در مورد سطح اصلاح شده بـا اسـيد فلوئوريـدريك منفـرد،            

ست كه تركيـب فلـورين بـر روي سـطح تيتـانيم             اعتقاد بر اين ا   

همچنين، سطح اصـلاح شـده بـا       ). ب-٣(شكلشود،    تشكيل مي 

 درصـــد اســـيد ٦- درصـــد اســـيد كلريـــدريك٨٠محلـــول 

درصد اسيد فسفريك از بيشترين درصد اتمي       ١٤-فلوئوريدريك

). ج-٣(فسفر بر روي سـطح خـود بـر خـوردار اسـت، شـكل                

ي متـشكل از اسـيدهاي ذكـر        تـاي   بنابراين، محلولهاي اسيدي سه   

شده علاوه بر ايجاد سطوحي زبر، به دليل تغيير انرژي سـطحي،            

  شـود    هاي عاملي فسفردار بر روي سطح مي        منجر به ايجاد گروه   
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٥٠  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال مواد پيشرفته در مهندسي 

RMS/       )الف( nm= 15 86  

RMS/    )ب( nm= 8 33  

RMS/    )ج( nm= 8 33  

RMS/    )د( nm= 14 87  

RMS/    )ه( nm= 30 49 
 درصد ۱۰۰): ب(پوليش شده و اصلاح شده با ): الف( تصوير ميكروسكوپ نيروي اتمي دو بعدي و سه بعدي از سطح تيتانيم -۲شكل 

 درصد اسيد ۸۵): د( درصد اسيد فسفريك ۱۴- درصد اسيد فلوئوريدريك۶ - درصد اسيد كلريدريك۸۰ ):ج(اسيد فلوئوريدريك 

 ۱۰ - درصد اسيد فلوئوريدريك۱۰ - درصد اسيد كلريدريك۸۰): ه( درصد اسيد فسفريك ۹- درصد اسيد فلوئوريدريك۶- كلريدريك

 . ثانيه و در دماي محيط۱۲۰درصد اسيد فسفريك،  به مدت 
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٥١  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال يشرفته در مهندسي مواد پ

Cps/ev 

)الف(

Kev  

Cps/ev 

)ب(

Kev  
Cps/ev 

)ج( 

Kev  

Cps/ev 

)د(

Kev  
 

Cps/ev 

 )ه ( 
Kev  

 درصد اسيد ۸۰ ):ج( درصد اسيد فلوئوريدريك ۱۰۰): ب(پوليش شده و اصلاح شده با ): الف( از سطح تيتانيم EDS تحليل -۳شكل 

 اسيد  درصد۹- درصد اسيد فلوئوريدريك۶- درصد اسيد كلريدريك۸۵): د( درصد اسيد فسفريك ۱۴- درصد اسيد فلوئوريدريك۶ -كلريدريك

  . ثانيه و در دماي محيط۱۲۰ درصد اسيد فسفريك،  به مدت ۱۰ - درصد اسيد فلوئوريدريك۱۰ - درصد اسيد كلريدريك۸۰): ه(فسفريك 

  

 عناصر حياتي در بافتهاي سخت بدن انسان بـه          يكي از كه فسفر   

لذا، ايجاد سطح زبـر همـراه تـشكيل گروههـاي           . آيد  حساب مي 

يـون فـسفات سـبب بهبـود قابليـت          عاملي داراي فسفر از قبيل      

همچنين، تحقيقات انجام شده،    ]. ١[شود    فعالي سطح مي    زيست  

 حـضور فلوئـور ناشـي از    XPSدهد كه با انجام تحليل   نشان مي 

هاي نانومتري بر روي سطح تيتـانيم،         اسيد فلوئوريدريك در لايه   

  ]. ١٨[شود تائيد مي

ور آن در   عنصر فسفر از اجزاي اصلي استخوان بوده و حـض            

]. ١[ سطح تيتانيم در زيست فعال شـدن آن بـسيار مـوثر اسـت    

ــر حــضور اســيد    ــول اســيدي عــلاوه ب ــن محل ــابراين، در اي بن

فلوئوريدريك و اسيد كلريدريك كه عامل ايجاد زبري سطح در          

مقياس نانو هستند، اسيد فسفريك نيـز بـه زيـست فعـال شـدن               

 ـ   . كند  سطح تيتانيم كمك مي    ر روي سـطح  مكانيزم جذب فسفر ب

زيـرا در داخـل     . اسـت صورت يونهـاي فـسفات        اصلاح شده به  

صورت يونهاي فـسفات   محلول اسيد سه تايي، اسيد فسفريك به 

  بعــد از انجــام پديــده . شــود و يونهــاي هيــدروژن تجزيــه مــي
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٥٢  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال مواد پيشرفته در مهندسي 

  
  . پس از سه روز كشتساز بر روي سطوح تيتانيم اصلاح شده و گروه كنترل تكثير سلولهاي استخوان/فعاليت حياتي -٤شكل 

  

  
  . روز كشت٧تكثير سلولهاي استخوان ساز بر روي سطوح تيتانيم اصلاح شده و گروه كنترل پس از /فعاليت حياتي: -٥شكل 

  

يونيزاســيون اســيد، يونهــاي فــسفات بــر اثــر ايجــاد نيرويهــاي 

بـين آنهـا و سـطح تيتـانيم         ) نيروهاي كـولمبي  ( الكترواستاتيك  

  .ذب آن شوندتواند، ج دار مي لاصلاح شده هيدروژ

   

   نتايج ارزيابيهاي بيولوژيكي-١-٥

   ميزان فعاليت حياتي سلول-١-١-٥

به همراه رشد و    ) MG-63(فعاليت حياتي سلول استخوان ساز         

تكثير آن بر روي گروه كنترل و سطح تيتانيم اصلاح شيميايي شده،            

صـل از ايـن     لذا در همين راستا، نمودارهاي ستوني حا      . بررسي شد 

نتايج حاصل از تكثير سلولي در روز سوم نـشان          . ارزيابي تهيه شد  

داري بسيار زيادي بين گروه تيتانيم        ، كه تفاوت معني   )٤ (شكلداد،  

 =٣nشود  هاي تيتانيم اصلاح شيميايي شده ايجاد نمي كنترل و نمونه

بر اين اساس، ميزان تكثير سـلولي در روز سـوم    . است. >P ٠٥/٠و

  . به ترتيب زير قابل ارائه است سطوحبر روي

(D >E >C >B >A ) 

پس از هفت روز كشت، ميزان تكثير سلولي بر روي سطوح تيتانيم            

اي را بـا سـطح تيتـانيم         اصلاح شيميايي شده اختلاف قابل ملاحظه     

كه ارزيابيهاي آماري نـشان       طوريبه). ٥ (شكلاصلاح نشده داشت    

بـا  )  E وD( بالايي بين گروههاي دار بسيار دهد، تفاوتهاي معني مي

 >P ٠٠١/٠ و=٣nوجــود دارد، ) A(ســطح تيتــانيم اصــلاح نــشده 

 =٣n نيز اين تفاوت قابل ملاحظه بـود         C  همچنين بين گروه  . است

طور كه ذكر شد، با افزايش زمان تـا هفـت           همان.  است >P ٠١/٠و

روز ميزان تكثير سلولي روي تمـام سـطوح تيتـانيم اصـلاح شـده               

. اند  اي را با گروه كنترل داشته       ش يافته و اختلاف قابل ملاحظه     افزاي

  . لازم به ذكر است، در روز هفتم ترتيب زير برقرار بوده است

   D >E >C >B >A)(  

  )a 560 nm-a 630 nm(جذب نوری 

  )a 560 nm-a 630 nm(جذب نوری 
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٥٣  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال يشرفته در مهندسي مواد پ

 
  )الف(

 
  )ب(

  )ج(

  
  )د(

  
  )ه(

 MG-63 كشت داده شده با سلول E): ه (D): د (C): ج (B): ب (A): الف(هاي   تصوير ميكروسكوپ الكتروني روبشي از نمونه-۶شكل 

  . ساعت۳۲استخوان ساز در زمان 

  

طوري كه از نمودار ستوني مربوط به روز هفتم كـشت           همان   

مشخص است، گروه كنترل نسبت به روز سـوم كـاهش تكثيـر             

دهد و سلولهاي استخوان      سلولي را بر روي سطح خود نشان مي       

ايـن امـر در حـالي       . اند بر روي سطح تكثيـر يابنـد         ساز نتوانسته 

است كه تمام سطوح اصلاح شده افزايش تكثيـر را بـا افـزايش              

 در روز هفتم نسبت بـه روز سـوم          Dنمونه  . دهند  زمان نشان مي  

. دهد  افزايش بيشتر تكثير سلولي را بر روي سطح خود نشان مي          

بنابراين، نتايج حاصل از تكثير سلولي نشان داد كه اصلاح سطح           

گروههـاي  . يي را در افزايش ايـن قابليـت دارد        تيتانيم تاثير بسزا  

تيتانيم كنترل در تمام زمانهاي مورد نظر پايينترين ميـزان تكثيـر             

كه با اسـيد فلوئوريـدريك اصـلاح    ) B( نمونه. سلولي را داشتند

شده بود در روزهاي سوم و هفتم مقادير تكثير سلولي پاييني را             

تـايي    دهاي سـه  نسبت به گروههاي تيتانيم اصلاح شـده بـا اسـي          

تايي در رونـد  داد كه نشان از قابليت محلول اسيدي سه       نشان مي 

  .فعاليت زيستي تيتانيم دارد

  

   مورفولوژي سلول-٢-١-٥

بر روي سـطوح     )MG-63(تصاوير مربوط به مورفولوژي سلول         

دهـد كـه    نتايج نـشان مـي    . آمده است ) ٦ (شكلهاي تيتانيم در    نمونه

رده و پهن شـده بـر روي سـطح نمونـه            سلول استخواني حالت گست   

اين امر در حالي اسـت كـه سـلول بـر روي سـطح              . دارد) A(كنترل  

ــا، . خــوردار اســت گي كمتري برهاي اصلاح شده از گستردنمونه ام

ايـن رفتـار از سـلولهاي       . داراي ضخامت و چسبندگي بيشتري است     

  ]. ٢٤[استخوان ساز نيز مورد تاييد ديگر محققان هم هست 
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٥٤  )استقلال (١٣٩٠بهار ، ١، شمارة ٣٠، سال مواد پيشرفته در مهندسي 

   ارتباط زبري سطح با چسبندگي و تكثير سلولي -٣-١-٥

با بررسي نتايج مربوط به چسبندگي و تكثير سلولي، تعيـين              

است ) R.M.S( كه داراي بالاترين زبري سطح Eي  شد كه نمونه

از چــسبندگي و  تكثيــر ســلولي قابــل تــوجهي بــر روي خــود 

اين موضوع توسط تحقيقات ديگر محققان نيـز        . برخوردار است 

العاده مهمي در  اند زبري سطح نقش فوق      تائيد شده كه نشان داده    

گـي حفـرات      از طرفي بايستي به گسترد    ]. ٢٣[تكثير سلولي دارد  

بر روي سطح تيتانيم ناشي از تغييرات غلظـت محلـول اسـيدي             

 كه بيـشترين گـستردگي را از        D  اين مطلب در نمونه   . اشاره كرد 

، از تكثيـر    ) ميكـرون  ٧ تـا    ٥/٠(ي سـطحي داشـته      هـا  نظر حفره 

اين امر در حالي اسـت      . اي برخوردار است    سلولي قابل ملاحظه  

هـاي    كه در تحقيقـات ديگـر مورفولوژهـاي سـطحي بـا انـدازه             

 ميكـرون را بـه عنـوان        ٢ تـا    ٥/٠ ميكرون و يـا      ١٠ تا   ٦حفرات  

]. ٢٣ و ٢٢[اند  سطحي ايدئال از تكثير سلولي در نظر گرفته بوده        

 اسيد فلوئوريدريك منفـرد از نظـر قابليـت          نمونه اصلاح شده با   

تكثير سلولي ضعيفتر از محلولهاي اسيدي متـشكل از اسـيدهاي         

توان به نقش دو اسيد ديگـر در بهبـود            تايي بوده است كه مي      سه

در تمام حالتهاي فوق سطح تيتانيم كنترل       . اين قابليت اشاره كرد   

سـطوح  از نظر رشد و تكثير و چسبندگي سلول در مقايـسه بـا              

  . ه استداصلاح شده بسيار ضعيف عمل كر

پروتئينهايي مانند فيبرونكتين كه سبب چسبندگي سـلول بـه             

طور زيادي بـه زبـري سـطح در           شوند، به   سطح ماده كاشتني مي   

اند و مورفولوژي سلول را تحـت تـاثير قـرار             مقياس نانو وابسته  

لاح البته در تحقيقات ديگري كه هدف آنهـا اص ـ        ]. ٢٥[دهند  مي

  ســـطح تيتـــانيم بـــوده و از روشـــهاي ديگـــر بـــراي بهبـــود 

داري   فعال شدن سطح تيتانيم استفاده شده تفاوتهاي معني         زيست

تـوان قائـل      سـطوح اصـلاح شـده نمـي       را بين نمونـه كنتـرل و        

دسـت آمـده مـشخص        بنابراين، با توجه به نتـايج بـه       ]. ١٥[ شد

   تـايي   سـه شود كه اصلاح سطح تيتانيم با محلولهـاي اسـيدي             مي

)٤PO٣HCL-HF-H (         روشي مفيد براي بهبود كـارايي تيتـانيم در

  . كاربردهاي پزشكي و دندانپزشكي است

  

  گيري نتيجه-٦

) ٤PO٣HCL-HF-H(تائي  محلول اسيدي متشكل از اسيدهاي سه     

هـاي در مقيـاس ميكـرون بـر روي سـطح           منجر به ايجاد حفـره    

و حفره بسيار موثر     نان - در بروز ميكرو   HF اسيد. شود  تيتانيم مي 

. دهـد   همچنين مورفولوژي سطح را به شـدت تغييـر مـي          . است

علاوه، حضور اسيد كلريدريك و اسيد فسفريك بـا غلظتهـاي            هب

تايي از اسيدهاي فوق تـاثير قابـل          متفاوت در محلول اسيدي سه    

طـور كلـي،      بـه . هـاي داشـتند     توجهي را در اندازه و شكل حفره      

دهـد كـه اسـتفاده از محلـول           ن مي ارزيابيهاي كشت سلولي نشا   

تايي باعث افزايش قابليت سطح تيتانيم در چسبندگي          اسيدي سه 

بنابراين، اسـتفاده از روش شـيميايي بـا         . شود  و تكثير سلولي مي   

تايي ذكـر شـده در بـالا روشـي آسـان در               محلولهاي اسيدي سه  

بـدين ترتيـب   . توانـد، باشـد   فعال كردن سطح تيتانيم مـي       زيست

 از نتايج حاصل از كشت سلولي، براي ارزيـابي قابليـت            توان  مي

كاربردي مواد زيست فعـال در شـرايط واقعـي در داخـل بـدن               

  .استفاده كرد

  

 تقدير و تشكر
از دانشگاه سمنان و گروه     :  دانند كه   نويسندگان مقاله بر خود لازم مي     

پژوهشي بايونانو مواد زيست فعال اين دانشگاه بـه دليـل حمايـت از      

 .ق و پژوهش حاضر تقدير و تشكر خود را اعلام دارندتحقي

  

  واژه نامه

1. Kobe Steel Japan   
2. Dulbecco, s modified egels medium  
3. fetal calf serum 

4. dimethylthiazol diphenyl 
tetrazolium bromide 

5. elisa-reader, organon- 

teknika, netherland 
6. scanning electron microscopy 
7. Anova 
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