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    :كليد واژه
ــت،نانوكامپوز ــواص يـــــ  خـــــ

ــازگاري، يـــستز ــزارين آلسـ  رد، يـ
  لول استئوبلاست فسفاتاز، سينآلكال

  

 بـه بافـت اسـتخوان       يـك  خواص نزد  يلدل  به يمري پل ينه زم هاي يت بخصوص كامپوز  ها يتامروزه نانوكامپوز 
 يـت  پژوهش، ابتدا نانوكامپوز   يندر ا . اند  كرده يدا پ ي استخوان در پزشك   يگزينعنوان جا  ه ب ي فراوان يكاربردها

 و بـا  ينـه  كمك ذوب فاز زمانعنو  بهي پزشكي  با درجهينبه روش اختلاط در فاز مذاب با كمك روغن پاراف       
ــ اســتفاده از دســتگاه مخلــوط ــا مقــاديكــن داخل ــانو ذرات %.wt 50  و40، 30، 20، 10 مختلــف ير ب  از ن

 يها ها توسط آزمون    نمونه سازگاري يستامه، خواص ز  در اد . ، ساخته شد  ºC180 ي در دما  آپاتيت يدروكسيه
  ي سـلول  ي  استئوبلاسـت بـا رده     يهـا   از سـلول   اسـتفاده  بـا    ي سلول ي فسفاتاز و چسبندگ   ين رد، آلكال  يزارينآل

MG-63  انجـام   هـاي  ي و بررس ـ  سازگاري يست ز يها دست آمده از آزمون     به يجنتا.  قرار گرفت  يابي، مورد ارز 
 و بـرهمكنش مناسـب   سـازگاري  يست زيت، نشان دهنده عدم سمي روبشيكترون السكوپويكرشده توسط م 

  . استآپاتيت، يدروكسي نانوذرات ه%.wt 50 ، بخصوص نمونه باMG-63 يها ها و سلول  سطح نمونهينب
  

  مقدمه -1
هــاي اخيــر، تحــول اساســي در اســتفاده و كــاربرد  در ســال
. ها به منظور بهبود كيفي عمر بشر پديد آمده اسـت            سراميك

ها مـرتبط بـا سيـستم     اغلب كاربردهاي كلينيكي بيوسراميك   
ها، مفاصل و بازسـازي بافـت          بدن، استخوان، دندان   ياسكلت

هـا بـا      ها در انواع شـكل     يكبيوسرام. نرم و سخت بدن است    
شوند و عملكرد متفاوتي در تـرميم         مختلف توليد مي  فازهاي  

هـا بـه    در بسياري از كاربردهـا، سـراميك  . كنند بدن ارائه مي  

هـا    شوند كـه بـه آن       اي با شكل ويژه مصرف مي       شكل قطعه 
هـا    شـود، همچنـين بيوسـراميك       گفته مي ) ايمپلنت(كاشتني  

 عنوان پركننده و برخـي اوقـات        گاهي نيز به صورت پودر به     
ي فلـزي و يـا بـه     به صورت پوشش بـر روي يـك زيرلايـه    

هـا مـورد اسـتفاده قـرار          كننده در كامپوزيت    عنوان فاز تقويت  
  .]1[گيرند  مي

 درصـد وزنـي فـاز       70 تـا    50تركيب استخوان انسان شامل     
 درصد وزنـي    10 تا   5 درصد وزني فاز آلي،      40 تا   20معدني،  

فـاز آلـي    .  درصد وزنـي انـواع چربـي اسـت         3آب و كمتر از     
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 90 است كه    Iطور عمده شامل فيبرهاي كلاژن      استخوان به 
. ]6-2[دهـد   ني فاز آلي اسـتخوان را تـشكيل مـي         زدرصد و 
اي از فـاز معـدني اسـتخوان را         ها بخش عمده  فسفاتكلسيم

ها به سه دسته كامل، جزئـي       فسفاتكلسيم. دهندتشكيل مي 
بنــدي شــونده در محــيط بيولوژيكــال تقــسيمو عــدم جــذب

ها در محيط بدن به نسبت      ندگي آن شومقدار جذب . شوند مي
عنوان مثـال   به. استوكيومتري كلسيم به فسفات وابسته است     

پايداري بيشتري نـسبت بـه تـري        ) HA(آپاتيت  هيدروكسي
در محيط بيولوژيـك از خـود نـشان         ) TCP(كلسيم فسفات   

بــــا فرمــــول شــــيميايي    HA. ]9-7[دهــــد مــــي
Ca10(PO4)6(OH)2  ،   درصد وزنـي    70 تا   60تشكيل دهنده 

از ايـن رو،    . ]11, 10[از فاز معدني اسـتخوان انـسان اسـت          
HA سازگار براي كاربردهايي نظير    عنوان يك ماده زيست   به

هاي مهندسي  يگزين استخوان، داربست  سيمان استخواني، جا  
ــت و  ــده... باف ــناخته ش داراي  HA. ]14-12, 10[اســت ش

ــست  ــر زيـ ــي نظيـ  ــخواصـ ــازگاري، زيـ ــاليستسـ ، 1فعـ
 شباهت ساختاري   ]16, 15[، عدم سميت    2استئوكانداكتيويتي

 و توانــايي ]17, 13[و بيولــوژيكي بــه بافــت اســتخوان    
 ]18[هاي بدن بدون ايجاد پاسخ التهـابي        كنش با بافت   رهمب

عبـارت اسـت از توانـايي برقـراري پيونـد           فعال   يستز. است
هاي بدن و به قابليت هدايت رشد         مستقيم شيميايي با سلول   

به عبارتي اين   . ]19[گويند  استخواني، استئوكانداكتيويتي مي  
ــايي آن را دارد كــه وقتــي در محــيط بــدن قــرار   مــاده توان

گيرد، بازسازي بافت استخوان از دست رفته را تـسهيل و             مي
  .]21, 20[تشويق كند 

  
1 Bioactivity 
2 Osteoconductivity 

فسفاتي هاي كلسيم  در زمينه سراميك   3تنيهاي درون بررسي
ــم     ــرخ ك ــه ن ــاز ب ــه ني ــرد ك ــان مــشخص ك توســط محقق

هـا بـراي    شوندگي در محيط بدن توسط اين سـراميك        جذب
سـازي مجـدد    كنش بين بافت و كاشـتني، مـدل       انجام برهم 

 و اسـتئوكانداكتيويتي، وجـود دارد       4هاي فيبري ارتباطي  بافت
]22[.  

عنــوان بــه تنهــايي در پزشــكي بــه HAاگرچــه اســتفاده از 
به دلايلي نظير، تردي، سفتي بالا، پديده حفاظت        ماده   يستز

، استحكام مكانيكي نامناسـب، چگـالي بـالا محـدود           5تنشي
، امــا يــك راه مناســب بــراي غلبــه بــر ]23, 4[اســت شــده

هاي اين ماده پركاربرد در پزشكي، اسـتفاده از آن          محدوديت
هـا بـا كاربردهـاي      كننـده در كامپوزيـت    عنوان فاز تقويـت   به

  .]25, 24, 18[پزشكي است زيست
ي آلـي اسـت كـه بـه سـه دسـته             يك مـاده  ) PE(اتيلن  پلي
اتيلن با چگالي زيـاد     ، پلي )LDPE(اتيلن با چگالي پايين      پلي

)HDPE (ار بــالا اتــيلن بــا وزن مولكــولي بــسي   و پلــي
)UHMWPE (تمـامي پليمرهـاي    . شـود بنـدي مـي   تقسيم

ــكاربردهــاي فراوانــي در ســاخت كامپوز PEخــانواده  ت و ي
, 26, 24, 14, 12, 8, 6, 4[هاي پزشكي دارنـد     نانوكامپوزيت

ــانگين وزن مولكــولي . ]27 ــيش از يــك  UHMWPEمي ب
به دليـل دارا     UHMWPE. ]28[ميليون گرم بر مول است      

بودن خواصي مثل مقاومت به سايش، ضريب اصطكاك كم،         
سـازگاري  پايداري شيميايي، جذب رطوبـت پـايين و زيـست         

. ]31-29, 27[اي در مهندســي بافــت دارد كــاربرد گــسترده
طـور  مكانيزم چسبندگي اين پليمـر بـه بافـت اسـتخوان بـه            

  
3 In-vivo 
4 Fibrous connective tissues 
5 Stress shielding 
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 در اين   1دليل پايين بودن خاصيت استئواينتگريشن    طبيعي به 
محققان زيـادي نظيـر     . ]14[صورت مكانيكي است    پليمر، به 

، ]32[، فانـــگ و همكـــاران  ]12[عيمـــي و همكـــاران  ن
دليل داشتن  از اين پليمر به   ...  و ]14[گوهر و همكاران     همايي

طور همزمـان،   سازگاري مناسب به  خواص مكانيكي و زيست   
بـه آن،    HAو   TCPفعالي مانند   با اضافه كردن مواد زيست    

  .در كاربردهاي مهندسي بافت از آن استفاده كردند
ي ايـن پليمـر در صـنايع        هاي ساخته شده  بر پايه     كامپوزيت

غـذ،  زيادي شامل مهندسي شيمي، مهندسي بافت، ساخت كا       
داروسازي، مهندسـي حمـل و نقـل و مهندسـي كـشاورزي             

  .]29[كاربرد دارد 
در اين تحقيق ابتدا، نانوكامپوزيت بـه روش اخـتلاط در فـاز             

عنـوان  ي پزشـكي بـه    با كمك روغن پارافين با درجـه      مذاب  
بـالاي   يگرانـرو و براي غلبه بر      UHMWPEكمك ذوب   

كـن  اين پليمر در حالت مذاب و با استفاده از دستگاه مخلوط          
 از نانو   wt.% 50 و   40،  30،  20،  10داخلي با مقادير مختلف     

در . ، سـاخته شـد    ºC180آپاتيت در دمـاي     ذرات هيدروكسي 
هـاي  هـا توسـط آزمـون     سازگاري نمونه واص زيست ادامه، خ 

 و چسبندگي سلولي با استفاده      3، آلكالين فسفاتاز  2آليزارين رد 
، مـورد   MG-63ي سـلولي    هاي استئوبلاست با رده   از سلول 

  .ارزيابي قرار گرفت

  هاي تجربي فعاليت -2
  مواد اوليه - 2-1

ساخت شركت سـيگما     UHMWPEدر اين تحقيق از پليمر      

  
1 Osteointegration 
2 Alizarin red staining (ARS) 
3 Alkaline phosphatase (ALP) activity 

- g/mol 6000000ا جرم مولكولي متوسط     آلدريچ امريكا ب  
ــانو ºC25  در دمــايg/mol 94/0 و چگــالي 3000000  و ن

 كـه از پـيش      g/cm3 2/3آپاتيت با چگالي    ذرات هيدروكسي 
ژل - بــا روش ســلCa(NO3)2.4H2O و P2O5هــاي مــاده

ي پزشـكي    و روغـن پـارافين بـا درجـه         ]33, 19[سنتز شـد    
، 107174آلمــان بــا كــد تجــاري  Merckســاخت شــركت 

 MPa.s و گرانـروي     ºC 20 در دمـاي     g/cm3 86/0چگالي  
  . استفاده شد40-30

  امپوزيتساخت نانوك -2-2
كن در اين پژوهش براي ساخت كامپوزيت از دستگاه مخلوط        

داخلي مدل پلاستيك اوردر سـاخت شـركت برابنـدر آلمـان            
قبــل از مخلــوط كــردن پليمــر و نــانو پــودر  . اســتفاده شــد
كـن  بـا دسـتگاه مخلـوط     ) Nano-HA(آپاتيـت   هيدروكسي

 بـه صـورت     ]34[1:3داخلي، روغن پارافين و پليمر با نسبت        
ايـن كـار بـه    .  با هم مخلوط شـدند     ºC 100دستي در دماي    

منظور جذب سطحي روغن توسط پودر پليمر صورت گرفتـه          
كن داخلي با   دست آمده درون مخلوط   سپس مخلوط به  . است

پـس  .  دور بر دقيقه ريخته شد     120 و سرعت    ºC 180 مايد
 دور بـر دقيقـه      80از ذوب كامل پليمر، سرعت دسـتگاه بـه          

به مذاب پليمر اضافه شد      Nano-HAتقليل داده شد و پودر      
 دقيقـه بـا هـم مخلـوط شـدند و            10و اين دو جزء به مدت       

هـا بـه    پـس از سـاخت كامپوزيـت      . مخلوط در هوا سرد شـد     
هايي با توزيع مناسـب ذرات فـاز دوم در          ي نمونه منظور تهيه 

ــن،      ــب همگ ــا تركي ــوادي ب ــاخت م ــري و س ــه پليم زمين
هاي ساخته شده توسط دسـتگاه بـال ميـل نيمـه             كامپوزيت

 1در جـدول  . ، پـودر شـدند  Retsch ZM200صنعتي مدل 
  .ها مشخص شده استتركيب وزني نمونه
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  هاتركيب وزني نمونه -1 جدول

كد 
  نمونه

درصد وزني 
UHMWPE )wt.%( 

درصد وزني 
Nano HA 

)wt.%(  
چگالي 

)gr/cm3(  

  94/0  0  100  شاهد
H1 90  10  166/1  
H2 80  20  392/1  
H3  70  30  618/1  
H4 60  40  844/1  
H5 50  50  07/2  

  خارج كردن پارافين - 2-3
طور كامل  ها، روغن پارافين اضافه شده به     بعد از ساخت كامپوزيت   

  : شود، خارج شدح داده ميها به صورتي كه در زير توضياز آن
ها توسط دسـتگاه پـرس گـرم        ابتدا كامپوزيت : پرس گرم  -1

 به مدت   MPa 8/3 و فشار    ºC100 تحت پرس با دماي   
دليل كمتر بودن چگالي پـارافين      به.  ساعت قرار گرفتند   1
)g/cm3 86/0  در دماي  ºC20 (   از پليمر)g/ml 94/0  در 

ــاي  ــر )g/cm3 2/3( HAو ) ºC25دم ــارافين ب  روي ، پ
سطح جمع شد و مقدار زيادي از پارافين اضافه شده، بـه            

 . اين روش خارج شد

ها توسـط   در مرحله بعد كامپوزيت   : شست و شو با استون     -2
پودر شـدند و بـراي    Retsch ZM200دستگاه بال ميل 

 مرتبه بـا  3حذف پارافين هر تركيب كامپوزيت پودر شده        
 استون خالص سـاخت شـركت مـرك آلمـان،  بـه ايـن              
صورت كه مخلوط استون و كامپوزيت پودر شده در بشر          

 دور بر   500ريخته شد و توسط همزن مكانيكي با سرعت       
دمـاي   (ºC 50-35 دقيقه و با دمـاي       90دقيقه به مدت    
اين كـار  . زده و شست و شو شدهم) ºC60جوش استون   

 . بار تكرار شد3براي هر تركيب 

ون بـه منظـور حـذف اسـت       : خشك كردن و حذف استون     -3
كـن بـا دمـاي      پودرهاي شست و شو شده درون خـشك       

ºC100 40-35[ ساعت قرار گرفتند 24 و به مدت[.  
بعـد  : سازگاريهاي زيست هاي آزمون شست و شو نمونه    -4

سـازگاري، بـه    ي زيـست  هـا هاي آزمـون  از ساخت نمونه  
منظور حـذف پـارافين احتمـالي موجـود بـر روي سـطح              

ها را توسـط اسـتون بـا اسـتفاده از دسـتگاه             ها، آن نمونه
 دقيقـه شـسته و      30 به مدت    ºC40التراسونيك با دماي    

هـا بـه مـدت يـك سـاعت در           براي حذف استون، نمونه   
 . قرار داده شدندºC100كن با دماي خشك

هــاي  زمــونهــاي آ ســاخت نمونــه - 2-4
  سازگاري زيست

سـازگاري بـا اسـتفاده از پـرس         هاي زيست هاي آزمون نمونه
 پـودر شـده     بدين منظور ابتـدا كامپوزيـت     . گرم ساخته شدند  

 و قطــر mm 5درون قالـب بـه شـكل قــرص بـا ضـخامت      
mm10           ريخته شد و تحت پرس گرم با فـشار MPa 8/3  و 
نظـور  بـدين م  .  دقيقه قرار گرفـت    30 به مدت    ºC200 دماي

هاي پودر شـده درون قالـب ريختـه شـدند و            ابتدا كامپوزيت 
تحت فشار كم قرار گرفتند تا مواد ضمن نرم شـدن تمـامي             

هاي احتمالي را پر كنند و بـه خـوبي در قالـب پخـش               حفره
سپس نيرو را افزايش و تحت شرايط اشـاره شـده بـه             . شوند
ي سپس مواد تحت فشار تا دمـا      .  دقيقه قرار گرفتند   30مدت  

. اتاق سرد شده تا كيفيت كامپوزيت ساخته شده حفـظ شـود           
  .پس از آن، قالب از زير پرس و نمونه از داخل آن خارج شد

  سازگاريهاي زيستآزمون -2-5
سـازگاري نـانو كامپوزيـت      منظور بررسـي خـواص زيـست      به
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HA/UHMWPEــرون هــاي  از آزمــون1تنــي در محــيط ب
كـالين فـسفاتاز و     بيولوژيكي گوناگوني نظيـر آليـزارين رد، آل       

بررسي چسبندگي سلولي بـه سـطح كامپوزيـت، بـر اسـاس             
 ـ .  استفاده شدISO 10993-5تاندارد ـاس ور، ـن منظ ــبـه اي
ــده   رده ــصات پرونـ ــا مشخـ ــت بـ ــلولي استئوبلاسـ    ي سـ

)NCBI C555(MG-63بكار گرفته شد .  
 هـا را در محـيط كـشت       هـا آن  پس از استريل كردن نمونـه     

)10%FBS,DMEM(    ًآماده شده بـود قـرار داده و         كه قبلا
هـاي  هاي از پيش تعيين شده، آزمـون      با در نظر گرفتن زمان    
  .  اشاره شده انجام شد

  نه كردفرايند استرليز - 2-6
هـا را در داخـل فـالكون        ، ابتـدا نمونـه     كردن يزهاسترلجهت  

ــا فــشار  گذاشــته و ســپس آن هــا درون دســتگاه اتــوكلاو ب
kg/cm2 5/1    60اد بـه مـدت      گـر  درجه سانتي  120 و دماي 

  .دقيقه، قرار داده شد
گيـري،  پس از استريل كردن، جهـت انجـام فراينـد عـصاره           

هاي زمـاني  ها را درون محيط كشت قرار داده و در بازه       نمونه
ها برداشـته شـده و مـورد        مشخص، محيط كشت از روي آن     

  . ارزيابي قرار گرفتند

  هاگيري از نمونهعصاره -2-7
هـا بـر رشـد و       هـا و تـاثير آن     به منظور بررسي سميت نمونه    

گيري از نمونه انجام شد كه طي         ها فرايند عصاره  تكثير سلول 
ليتر محـيط كـشت بـه          ميلي 1 سطح،   cm2 3آن به ازاي هر     

 7،  3سپس در فواصل زمـاني      . ظرف حاوي نمونه افزوده شد    
هـا اضـافه شـد و مقـدار          روز محيط خارج و بـه سـلول        14و  

  
1 In-vitro 

  .ترل در نظر گرفته شدعنوان كنمشخصي محيط كشت به

  هاي استخوانيشرايط سلول -2-8
ــا توجــه بــه نــوع كــاركرد نانوكامپوزيــت ســاخته شــده از   ب

ــلول ــماره   سـ ــا شـ ــت بـ ــاي استئوبلاسـ ــدههـ   ي ي پرونـ
)NCBI C555(MG-63  ــلولي ــك س ــده از بان ــه ش  گرفت

پـس از خـارج كـردن       . انستيتو پاسـتور ايـران اسـتفاده شـد        
 را بـه فلاسـك حـاوي        هـا ها از حالت منجمد شده، آن      سلول

محيط كشت منتقل كرده و سپس فلاسك، در انكوبـاتور بـا            
ــاي  ــت ي ســانتي درجــه37دم ــراد، رطوب و غلظــت % 90گ

قابل اشـاره اسـت كـه محـيط         . داري شدند نگه% 5اكسيژن  
  . روز تعويض گرديد3-4كشت هر 

  2آليزارين رد -2-9
 را  MG-63 عدد سـلول     1000جهت انجام اين آزمون تعداد      

 هفتـه در    دو ريخته و بـه مـدت        3 خانه ششهاي  يتدرون پل 
  . هاي ساخته شده، قرار داده شدندمعرض نمونه

بـه  % 88 درجـه و رطوبـت       37ها درون انكوباتور با دماي      سلول
ها جهت رشد سلول  . اكسيد كربن نگهداري شدند     دي% 5همراه  

  . بهره گرفته شد% FBS ،10 به ميزان RPMIاز محيط كشت 
ن مدت زمان ياد شده، ابتدا محيط كـشت         پس از سپري شد   

ها را با اسـتفاده از      ها خارج شد و سلول    موجود بر روي سلول   
شستـشو داده و سـپس     NaCl%9/0محلول نمكـي حـاوي   

 دقيقـه جهـت     20-30را بـه مـدت      % 10محلول فرم آلدهيد    
  . ها اضافه شدثابت كردن سلول

 هـا را بـا    پس از سپري شدن مدت زمـان يـاد شـده، سـلول            
 بـار شستـشو داده و در        دو تـا سـه    استفاده از محلول نمكي،     

  
2 Alizarin red 
3 Well plate 
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ليتر از محلول رنگي آليزارين رد را بـر          ميلي 2ادامه به ميزان    
 دقيقـه در    30-45ها بـه مـدت      ها ريخته و نمونه   روي نمونه 

پـس از زمـان     . دماي اتاق و در محلي تاريك قرار داده شدند        
 بـا اسـتفاده از      هـا بالا محلول رنگي را خارج كـرده و سـلول         

 بار شستشو داده شد و در ادامـه در          2محلول نمكي ياد شده،     
هـا، نـسبت بـه      زير ميكروسكوپ نوري رنگ پـذيري سـلول       

  .ي كنترل مورد ارزيابي قرار گرفتنمونه

  آلكالين فسفاتاز -2-10
هـا بـه روش     جهت انجام آزمون آلكالين فسفاتاز ابتدا نمونـه       

 عدد سلول   10000عداد  در ادامه ت  . اشاره شده، استريل گشت   
 خانـه   6به هر خانه از پليـت        MG-63ي  استئوبلاست با رده  

به  RPMIليتر محيط كشت     ميلي 2اضافه گرديد و به ميزان      
قابـل  . سرم جنين گاوي به هر خانه اضـافه شـد         % 10همراه  

اشاره است كه يك خانه از پليت مذكور تحت عنوان كنتـرل            
  . ته شدحاوي سلول بدون نمونه در نظر گرف

اكسيد    هفته درون انكوباتور حاوي گاز دي      2پليت مذكور به مدت     
هـر  . گراد قـرار گرفـت       درجه سانتي  37و دماي كشت    % 5كربن  

ليتر از محيط كشت موجـود بـر        هفته يك بار به ميزان يك ميلي      
 ميلـي ليتـري     5/1روي هر خانه خـارج و بـه يـك ميكروتيـوپ             

يش در روزهـاي آينـده      استريل منتقل شده و جهـت انجـام آزمـا         
  .گراد قرار داده شدند  درجه سانتي-20درون فريزر با دماي 

  چسبندگي سلولي -2-11
سـپس  .  خانـه قـرار گرفـت      24هر نمونه در يك خانـه از پليـت          

 روي سطح هر نمونـه      µL 50 عدد سلول با حجم      5000-4000
  .  ساعت قرار گرفت4-5 به مدت 1ريخته شد و پليت در انكوباتور

  
1 Incubator 

ت ـها، مقدار مشخصي از محـيط كـش       يدن سلول بعد از چسب  
ــامل   ــه شـ ــاو   10%كـ ــين گـ ــرم جنـ ــود ) FBS( سـ بـ

)10%FBS,DMEM(     3 و   1بعد از   . ، به هر خانه اضافه شد 
ها با سالين بـافر     ها خارج شد و نمونه    روز، محلول روي نمونه   

 3گلوتارآلدهيد% 5/2 شسته شدند و سپس از       2شده با فسفات  
  . تفاده شدها اسبراي ثابت كردن سلول

ها به اين صـورت انجـام شـد كـه، بعـد از      ثابت كردن سلول  
ريختن مقـدار مـشخص از تثبيـت كننـده روي هـر نمونـه،               

 ساعت قـرار گـرفتن و سـپس         24ها در فريزر به مدت      نمونه
هـا بـا    ها خارج شده و نمونـه     ماده تثبيت كننده از روي نمونه     

در نهايـت   . ترتيب شسته شدند  به% 100 و   95،  70،  50الكل  
مـشاهده و    SEMهـا توسـط     هاي چسبيده بـه نمونـه     سلول
  . برداري شدندعكس

  بررسي آماري -2-12
ها به صورت   داده.  انجام شد  SPSSافزار  بررسي آماري توسط نرم   

mean values ± standard deviation (SD)گزارش شدند .  

بررسي ريزساختار، نحوه ساخت و      -2-13
  سازگاريخواص زيست

كننده در  يزساختار و نحوه توزيع فاز تقويت     به منظور بررسي ر   
سـنجي اشـعه ايكـس      هـاي طيـف   ي پليمري از آزمون   زمينه

)XRD(      طيف سنجي مادون قرمز ،)FTIR(   و ميكروسكوپ
SEM  هاي آليزارين رد، آلكالين    همچنين آزمون . استفاده شد

فــسفاتاز و چــسبندگي ســلولي بــراي بررســي خــواص      
 شده به روش اختلاط در فاز       هاي توليد سازگاري نمونه  زيست

  .كن داخلي، بكار گرفته شدندمذاب توسط دستگاه مخلوط
  

2 Phosphate-buffered saline 
3 Glutaraldehyde 
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  نتايج و بحث -3
  بررسي ريزساختار -1- 3
منظور بررسي فـازي و شـيميايي نـانوذرات سـنتز شـده، از              به

همـانطور كـه در     .  اسـتفاده شـد    FTIR و   XRDهـاي   آزمون
 ها با هاي اصلي از جمله پيك شود اغلب پيك ديده مي1شكل  
 XRDالگـوي   . باشـد    مي HA مربوط به فاز     80 و   100شدت  

دهد كه تنها تركيب اصلي موجود در پودر سنتز شده            نشان مي 
آپاتيت بلوري است، با ايـن حـال آثـار ضـعيف              فاز هيدروكسي 

  . توان شناسايي كرد  را نيز ميCaOاحتمالي از تركيب 
ــكل  ــودر    2شـ ــانو پـ ــيميايي نـ ــاختار شـ ــرات سـ ، تغييـ

ساختار آپاتيت  . دهداتيت سنتز شده را نشان مي     آپ  هيدروكسي
-P-O) cm-1 610در نمونه نانو پودر بـا مـدهاي ارتعاشـي           

 cm-1 627 در. شود  مشاهده مي ) cm-1 1100-1000 و   560
خـالص بـه وضـوح       HAآپاتيت در    OHنيز پيك مربوط به     

  . مشخص است

  
  

  سنتز شده  HAنانو ذرات  XRDطيف  -1 شكل
  ژل-به روش سل

آپاتيـت    ي نانو پودر هيدروكسي      بدست آمده از نمونه    در گراف 
 مربوط  cm-1 1100-900سنتز شده، پيك شديد و پهن بين        

PO4به 
PO4مـدهاي كشـشي و خمـشي    . اسـت   -3

  بـين   -3
cm-1 600-560       پيـك حـدود    . شـوند    به وضـوح ديـده مـي  
cm-1 1400            نيز مربوط به ارتعـاش كشـشي گـروه كربنـات 

ها و يـا بـه دليـل           حضور پيش ماده   است كه احتمالاً ناشي از    
  .باشد  محيط ميCO2جذب شيميايي 

  
  ژل-سنتز شده به روش سل HAنانو پودر  FTIRطيف  -2 شكل

  كننده بررسي نحوه توزيع فاز تقويت -3-2
ي هدر زمين ـ  HAبه منظور بررسـي نحـوه توزيـع نـانوذرات           

UHMWPE  از ميكروسكوپSEM ور ـهمانط. استفاده شد  

كننـده بـه    شود ذرات فاز تقويـت    مي مشاهده   3كه در شكل    
خوبي و تقريباً همگن در زمينه پليمري توسط روش اخـتلاط   

كـن داخلـي، پراكنـده      در فاز مذاب با كمك دستگاه مخلـوط       

دت
ش

  

θ2
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 مـشخص اسـت نـانو ذرات        3همانطور كه در شكل     . اندشده
HA         اند كه دليـل    به هم چسبيده و به شكل آگلومره در آمده

كننـده،  دليل نانو بـودن ذرات تقويـت  اين امر اين است كه به 
سطح تماس بين فيلر و زمينه نسبت بـه حالـت ميكرونـي و              

يابد در نتيجه انرژي سـطح آزاد افـزايش         بزرگتر، افزايش مي  

يابد كه اين عامل باعث افزايش انـرژي داخلـي مـاده بـا              مي
شود و در   افزايش انرژي سطحي ناشي از وجود نانو ذرات مي        

 انرژي دروني و پايداري بيـشتر، واكـنش         نتيجه براي كاهش  
بين ذرات تقويت كننده با هم، افزايش يافته و اين ذرات بـه             

  .شوندهم چسبيده و آگلومره مي
ب الف 

  
  H5نمونه ) و ب H1نمونه ) ، الفUHMWPEدر زمينه  HAنحوه توزيع نانو ذرات  -3 شكل

 آليزارين ردبررسي نتايج  -3- 3

 نمـايش داده    4 نتايج مربوط به آزمون آليزارين رد در شـكل        
شود بـا زيـاد     مشاهده مي  4همانطور كه در شكل     . شده است 

هـا ميـزان رنـگ قرمـز        در نمونه  HAشدن درصد نانو ذرات     
ي آن اسـت    افزايش پيدا كرده است كه اين امر نشان دهنده        

كه ميـزان ترشـح يـون كلـسيم در مـاتريس خـارج سـلولي                
)ECM1 (اندافزايش يافته .  

شده بر روي ذرات موجود در كامپوزيت       هاي كلسيم آزاد    يون
هـا تـشكيل    نشسته و يك لايه كلسيمي بـر روي سـطح آن          

فعالي هستند كه   هاي مناسب زيست  اين لايه مكان  . دهندمي

  
1 Extracellular matrix 

ها شبيه به تركيب مواد معدني اسـتخوان طبيعـي          تركيب آن 
هـاي  باشد پس ايجاد اين لايه باعث افزايش ميل سـلول         مي

MG-63     ذراتي است كه اين لايه بر روي       براي چسبيدن به
  .شودها تشكيل شده است، ميآن

نسبت  H5ي  شود نمونه  مشاهده مي  4همانطور كه در شكل     
پليـت  (ي شاهد و كنتـرل      ها و همچنين نمونه   به ساير نمونه  

ميـزان بيـشتري كلـسيم در       ) اسـتايرن كشت از جـنس پلـي     
ن تـوا طور كل مـي   به. استماتريس خارج سلولي ترشح كرده    

گفت كه افزايش ميزان ترشح يون كلسيم با افزايش درصـد           
دليل افزايش مقـدار وزنـي و حجمـي ايـن           به HAنانو ذرات   
هاي مناسـب   ي و مكان  نتيجه افزايش بيواكتيويته   ذرات و در  

  .باشدها ميبراي چسبندگي، رشد و تكثير سلول
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 UHMWPEي  بـه زمينـه    HAاضافه كـردن بيوسـراميك      
فعـالي بـر روي سـطح       هاي زيـست  مكانباعث فراهم شدن    

هـا بـا گذشـت زمـان بـا          ايـن مكـان   . شـود پليمر زمينه مـي   
  .شوندهاي استئوبلاست پر مي سلول

الف 

چ ج

پ

ب

ح

ت

  
  آمده از آزمون آليزارين رد، دستنتايج به - 4 شكل

  H5) و ح H4) ، چH3) ، جH2) ، تH1) ، پ)كنترل(پليت كشت ) شاهد، ب) الف

گيرد، بازسازي بافت استخوان از دست رفتـه          بدن قرار مي  ه وقتـي در محـيط       توانـايي آن را دارد ك ـ      HAبه عبارتي   
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 و همكـاران    1به گزارش هوانـگ   . را تسهيل و تشويق كند    
توان علت ايـن پديـده را بـه           ، مي Nature در مجله    ]41[

وتئين غير كلاژني   ، كه مهمترين پر   2پروتئين استئوكلسين 
ــرد  ــسوب ك ــت، من ــتخوان اس ــش  . اس ــروتئين نق ــن پ اي

ــيگنال ــلول  س ــراي س ــده را ب ــت و   دهن ــاي استئوبلاس ه
 گرايش  HAاستئوكلسين به   . كند   بازي مي  3استئوكلاست

هاي ساختاري اين پروتئين      بررسي. چسبد  دارد و به آن مي    
است كه سطح اين پروتئين بار منفـي دارد و در            نشان داده 

انـد كـه      گيري كـرده   هاي كلسيم به صورتي جهت     ونآن ي 
 هـستند   HAهـاي كلـسيم موجـود در         دقيقاً مكمل يـون   

]41[ .  
 گزارش كردند كه اضـافه كـردن        ]42[عابدي و همكاران    

ــانوذرات  ــت را   HAن ــشن كامپوزي ــت استئواينتگري  قابلي
 تاثير ]43[ و همكاران 4استرهمچنين وب. دهدافزايش مي

هـاي استئوبلاسـت را        را روي تـشكيل سـلول      HAمثبت  
  .گزارش كردند

  آلكالين فسفاتازبررسي نتايج  -4- 3
هـاي  آلكالين فسفاتاز يك آنزيم فعال است كه بوسيله سلول        

يكـي از وظـايف ايـن آنـزيم         . شـود ليـد مـي   استئوبلاست تو 
هاي معدني است تا يك غلظت موضـعي        تخريب پيروفسفات 

همچنـين مقـدار    . كافي از فسفات يا پيروفسفات ايجاد شـود       
ــده  ــشان دهن ــزيم ن ــزان فعاليــت ســلولايــن آن هــاي ي مي

  .باشداستئوبلاست مي
در اين تحقيق فعاليت آنزيم آلكالين فسفاتاز در مجاورت نانو          

  
1 Hoang 
2 Osteocalcin 
3 Osteoclast 
4 Webster 

 و  7بعـد از     ALPهاي ساخته شده توسط آزمـون       امپوزيتك
دسـت آمـده در     نتـايج بـه   .  روز مورد بررسي قرار گرفـت      14

  . نشان داده شده است5شكل 

  
   روز14 و 7 فسفاتاز بعد از ين آزمون آلكاليجنتا -5 شكل

 ميزان ترشح آنزيم آلكالين فسفاتاز توسط       5با توجه به شكل     
بعـد از    H5و   H4هـاي    بـراي نمونـه    MG-63هـاي   سلول

 روز كاهش پيدا كـرده اسـت كـه          7روز نسبت به    14گذشت  
مقدار زيادي نيـست ولـي       H4ي  اين ميزان افت براي نمونه    

باشـد، بـه    اين كاهش، قابـل ملاحظـه مـي        H5ي  در نمونه 
طوري كه ميزان ترشح آنزيم آلكالين فسفاتاز بعد از گذشـت           

ــه 14 ــسبت ب ــه7 روز ن ــراي نمون ــ H5ي  روز ب ــه مي زان ب
همچنـين ميـزان ترشـح ايـن        . كاهش يافته اسـت   % 22/18

 روز  14 و   7بعد از گذشـت      H3و   H2هاي  آنزيم براي نمونه  
ميزان ترشح ايـن     H1هاي شاهد و    تقريباً برابر و براي نمونه    

 روز مقـدار كمـي      7 روز نـسبت بـه       14آنزيم بعد از گذشـت      
  .افزايش داشته است

د ميـزان ترشـح     شـو  مشاهده مـي   5همانطور كه در شكل     
 7 بعد از گذشـت      H5ي  آنزيم آلكالين فسفاتاز براي نمونه    

بيـشتر از   % 70/51ي شاهد و    بيشتر از نمونه  % 97/63روز  
بيـــشتر از % 86/22 روز 14ي كنتـــرل و بعـــد از  نمونـــه
همچنـين ميـزان ترشـح    . باشدي كنترل و شاهد مي  نمونه
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 برابر  ي شاهد  روز براي نمونه   14اين آنزيم بعد از گذشت      
  . ي كنترل استنمونه
 گـزارش دادنـد كـه ممكـن         ]14[گوهر و همكاران    همايي

است دليل كاهش آزادسازي آنزيم آلكالين فسفاتاز توسط        
 7 روز نـسبت بـه       14 بعد از گذشـت      MG-63هاي    سلول

ي پليت كشت توسـط     هاروز، پر شدن فضاهاي خالي خانه     
 روز و در    7دليل تكثير و تمايز بعـد از گذشـت          ها به سلول
 روز نسبت به    14ي كاهش نرخ تمايز سلولي بعد از        نتيجه

تواند نشان دهنده ايـن باشـد كـه         اين امر مي  .  روز باشد  7
هـا بـا افـزايش      سرعت رشد، تكثير و تمايز در كامپوزيـت       

يابـد و   يگيـري م ـ   افـزايش چـشم    HAدرصد نـانو ذرات     
هـاي  كننده از اندازه  ي ذرات تقويت  همچنين كاهش اندازه  

بزرگتر از نانو به نانو باعـث افـزايش قابليـت چـسبندگي،             
دليل افـزايش   هاي استخواني به  تكثير، رشد و تمايز سلول    

  .شودسطح مناسب، مي
ي همچنين نشان دهنـده    ALPدست آمده از آزمون     نتايج به 

 ـ     تـاثير   HA/UHMWPEهـاي   تآن است كه نانو كامپوزي
هـاي  مضر بر روي ترشح آنزيم آلكالين فسفاتاز توسط سلول        

MG-63 گذارندنمي.  
تواند بر روي ميزان ترشـح ايـن آنـزيم          عامل ديگري كه مي   

 و  1مرگـان . كننـده اسـت   موثر باشد، اندازه ذرات فـاز تقويـت       
هاي استئوبلاست را در مجاورت نـانو و         سلول ]44[همكاران  

در شرايط اسـتاندارد و يكـسان كاشـتند و           HAميكرو ذرات   
گزارش كردند كه آنـزيم آلكـالين فـسفاتاز بـه مقـدار قابـل               

ات در مقايـسه بـا ميكـرو        توجهي بيشتر در مجاورت نـانو ذر      
  .ترشح شدند HAذرات 

  
1 Murugan 

  چسبندگي سلولي -5- 3
توسـط   MG-63هـاي   ها بر روي چـسبندگي سـلول      بررسي
SEM  هـاي  دهـد كـه سـلول      نشان مـي   6شكل  . انجام شد

MG-63    توانند به سطح بچسبند و     با مورفولوژي طبيعي مي
 .تكثير شوند

ها بـه سـطح     شود سلول  مشاهده مي  6همانطور كه در شكل     
) زوائـد سيتوپلاسـمي   ( هـايي هـا توسـط پايـك     مامي نمونه ت

، بيواكتيويتـه   HAبا افـزايش درصـد نـانو ذرات         . اندچسبيده
بـالاي ايـن ذرات و همچنـين         يفعال زيستها به دليل    نمونه
هـا بـر روي سـطح       هاي مناسب براي چسبيدن سـلول     مكان

 HAهمچنـين بـه دليـل نـانو بـودن ذرات            . يابدافزايش مي 
هـا بـراي چـسبيدن      ب بيشتري در اختيـار سـلول      سطح مناس 

عـلاوه  . نسبت به ذرات با ابعاد ميكروني و بزرگتر وجود دارد         
 3 و ويترونكتين  2هاي فيبرونكتين بر اين موارد، وجود پروتئين    

هاي اسـتخواني بـه     از عوامل اصلي چسبندگي مناسب سلول     
  . ]46, 45[باشد سطح مي

ي بـالاي   دليل اكتيويتـه  به H5، در نمونه    6با توجه به شكل     
هايي به سـطح چـسبيده      سطح، سلول به خوبي توسط پايك     

هـا  توان بيـان كـرد كـه سـطح نمونـه          به طور كل مي   . است
اري لازم و مناسب براي حمايت از چـسبندگي و تكثيـر            پايد

  . ها را داردسلول
 اثبات كردند كه ميزان يـون       ]22[ و همكاران    4سوزوكي

كلسيم در فصل مشترك كامپوزيت و سلول استئوبلاست        
. هـا دارد  ايت كردن از رشد اين سلول     تاثير زيادي در حم   

ها با شكل فنوتايپيك خود     به همين دليل است كه سلول     
  

2 Fibronectin  
3 Vitronectin  
4 Suzuki 
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  .اند چسبيده و رشد كردهH5ها بخصوص نمونه به نمونه
 

  

  
  H5) ـو ه H4) ، دH3) ، جH2) ، بH1) چسبندگي سلولي، الف SEMتصاوير  - 6 شكل

  گيرينتيجه -4
اخـتلاط در   هـا بـه روش      در تحقيق حاضر ابتدا نانوكامپوزيت    

كن داخلـي و بـا اسـتفاده از         فاز مذاب توسط دستگاه مخلوط    
گيـري فـشاري    روغن پارافين با درجه پزشكي و سپس قالب       

ها خـارج شـد و      در ادامه روغن پارافين از نمونه     . ساخته شدند 

 ب الف

 ج د

 هـ
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، ARSهـاي   هـا توسـط آزمـون     سـازگاري آن  خواص زيست 
ALP   ــت ــرار گرف ــابي ق ــورد ارزي ــلولي م ــسبندگي س . و چ

  :آمده عبارتند ازدستترين نتايج به همم

نـشان دهنـده آن      SEMهاي انجام شده توسـط      بررسي -
بخوبي در زمينه با روش اختلاط       HAاست كه نانوذرات    

 هم چسبيده   اما نانوذرات به  . انددر فاز مذاب پراكنده شده    
دليل آن است كه سـطح      اند كه اين امر به    و آگلومره شده  

ه در حالت نـانو نـسبت بـه حالـت           تماس بين فيلر و زمين    
يابـد در نتيجـه انـرژي       ميكروني و بزرگتر، افـزايش مـي      

يابد كه اين عامل باعـث افـزايش        سطح آزاد افزايش مي   
انرژي داخلي ماده با افـزايش انـرژي سـطحي ناشـي از             

شود و در نتيجه براي كاهش انـرژي        وجود نانو ذرات مي   
 تقويت كننـده    دروني و پايداري بيشتر، واكنش بين ذرات      

با هم، افـزايش يافتـه و ايـن ذرات بـه هـم چـسبيده و                 
  .شوندآگلومره مي

ميـزان ترشـح يـون       HAبا افـزايش ميـزان نـانو ذرات          -
كلسيم و فعاليت آنزيم آلكـالين فـسفاتاز افـزايش يافـت            

بيشترين ميزان يون كلـسيم و       H5ي  طوري كه نمونه   به
  .را از خود نشان داد ALPآنزيم 

ي هاي ساخته شده بخصوص نمونـه     وكامپوزيتتمامي نان  -
H5 سازگار بـوده و هـيچ سـميتي از خـود نـشان             زيست

  .ندادند
 درصد وزني   50ها بخصوص نمونه با     سطح تمامي نمونه   -

هاي استئوبلاست  توانايي حمايت از سلول    HAنانو ذرات   
MG-63          هـا را   را بمنظور چـسبندگي، رشـد و تكثيـر آن
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