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Abstract 

During past decade, using biomimetic approaches has received much attention by scientists in the field 

of tissue substitutes preparation. These approaches have been employed for synthesis of bone tissue 

engineering scaffolds in the case of either materials or synthesis methods. In this study, an apatite 

phase has been synthesized within gelatin hydrogel in biomimetic condition. The obtained composite 

hydrogel has changed to a porous scaffold with the application of freeze drying technique in order to 

be used in bone tissue engineering. To characterize the chemical composition and crystal structure of 

the synthesized precipitate within hydrogel, FTIR, XRD and TEM analysis were used. Surface 

morphology and porous structure of the scaffold were studied with SEM. SEM analysis was also used 

to investigate the quality of cultured osteoblast cells activity. Results approved formation of an apatite 

phase within gelatin hydrogel in biomimetic condition with crystallite size ranging between 7-10 nm. 

Porosity percentage of the obtained nanocomposite scaffold was about 82% with pores sizes in the 

range of 100-350μm. Young’s elastic modulus of the scaffold was comparable with that of the spongy 

bone. The osteoblast cells cultured on the scaffold showed adhesion, immigration and extracellular 

matrix excretion on the scaffold internal surfaces. Thus, obtained results indicated the potential ability 

of the prepared biomimetic bone tissue engineering scaffold to be used in bone tissue repair process. 
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 چکيده

در . هاي بافتي مورد توجه محققان قرار گرفته است تقليدي در ساخت جايگزين يکرد زيستاستفاده از رو ،طي دهه گذشته
 تلاش شده تا از اين ، روش سنتزهمچنين نوع مواد مصرفي و از نظري مهندسي بافت استخوان نيز ها داربست شتريبساخت 

. ارائه شده استتقليدي   ژلاتين در شرايط زيستنوعي فاز آپاتيتي در ميان زمينه هيدروژلسنتز  مقالهاين  در. قاعده پيروي شود
 منظور به.  بافت استخوان در آمدبراي داربستي متخلخل صورت بهسازي انجمادي  کامپوزيت حاصل طي فرايند خشک

سنجي فروسرخ، پراش پرتو ايکس و  هاي طيف  از آزمونبلورينيابي محصول از نظر ترکيب شيميايي و ساختار  مشخصه
ي استخواني روي ها سلولچنين نحوه اتصال و رشد   سطحي و همشناخت ريخت. دشکتروني عبوري استفاده ميکروسکوپ ال

 آمده نشان دادند که در شرايط زيست دست بهنتايج . دشسطح داربست، با استفاده از ميکروسکوپ الکتروني روبشي بررسي 
داربست . اند  در ميان هيدروژل ژلاتين سنتز شدهnm۷-۱۰ اندازه هاي به  با کريستاليتبلورينتقليدي اعمال شده فاز آپاتيتي نانو

 و ضريب ارتجاعي در محدوده استخوان اسفنجي بوده و کشت μm۱۰۰-۳۵۰تخلخل با ابعاد حفرات % ۸۲ آمده داراي دست به
بنابراين . ا بوده است آنهوسيله به خارج سلولي ماده زمينه مهاجرت و ترشح ،ي استخواني روي داربست، حاکي از اتصالها سلول
 .دكن  ميتأئيد آمده قابليت بالقوه استفاده از داربست ساخته شده براي ترميم بافت استخوان را دست بهنتايج 

 
 .تقليدي، آپاتيت، ژلاتين، داربست، مهندسي بافت استخوان  زيست: واژگاندکلي
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 ان و همكاراعظمي

1 Hydroxyapatite                                               2 Tri-calcium phosphate                                  3 Poly (lactic acid)                                4 Poly(glycolic acid) 
5 Poly(lactic/glycolic)                                                               6 Alginate                                                                                           7 Biomimetic                                                                  8 Double Diffusion 

۲۷۶

  مقدمه-۱
 مهم و ضروري در مهندسي بافت هاي از ابزارها داربست

هاي  ويژگي ها داربست  لازم استعموماً. شوند سوب ميمح
سازگاري، خواص شيميايي و فيزيکي  خاصي از قبيل زيست
پذيري مطلوب، تخلخل بالا و خواص  مناسب، نرخ تخريب

ي ها داربست. مکانيکي متناسب با بافت هدف را دارا باشند
سازگاري  مورد استفاده در بافت استخوان علاوه بر زيست

هم مرتبط و در عين حال  هرصد تخلخل بالا با حفرات ب ددباي
استحکام مطلوب داشته و تحريک کننده و هادي رشد بافت 

 . استخوان باشند
علت تردي و  ه بها سراميكدر بين انواع مواد مختلف، 

ت يّدليل عدم استحكام كافي، ايجاد سم ه بيپليمرها گاه
يبشان، سلولي و رهايش محصولات نامطلوب ناشي از تخر

لي از خود به عنوان داربست بافت ئا ايدعملكرد كاملاً
 ها كه اكثراً  كامپوزيتبنابراين. اند استخوان به نمايش نگذاشته

شان  سراميكي بودند، با توجه به خصوصيات ويژه/پليمري
تر،  نظير استحكام مناسب و قابل تنظيم و كارايي مطمئن

.  شدندها مطرح عنوان نسل بعدي اين جايگزين هب
 جايگزيني بافت برايي كامپوزيتي ساخته شده ها داربست

 شامل يك فاز معدني مانند هيدروکسي استخوان اكثراً
همراه يك  هب) TCP (۲يا تري كلسيم فسفات) HA (۱آپاتيت

گليکوليک  ، پلي)PLA (۳اسيد لاکتيک پليپليمر سنتزي مانند 
 و )PLGA (۵گليکوليک اسيد/، کوپليمر لاکتيک)PGA (۴اسيد

 .]۱۰-۱[ هستند   و ژلاتين۶يا طبيعي مانند كلاژن، آلجينات
جاي خود را به ، فناوريبا پيشرفت نانو ها كامپوزيت امروزه

 علاوه بر حفظ ها كامپوزيتنانو. ندا هها داد نانوكامپوزيت
علت دارا بودن سطح  ههاي متداول، ب هاي كامپوزيت ويژگي

 و در رندي با زمينه داآزاد بيشتر، درگيري مكانيكي بيشتر
گيري پيوندهاي شيميايي تعداد آنها و بنابراين  صورت شكل

از . استحكام افزوده شده ناشي از آنها بالاتر خواهد بود
 درباره انجام شده ياه  بيولوژي نيز آزمايشديدگاه

نشان در اين مواد ها خصوصيات برتري را  نانوکامپوزيت
 . ]۱۰-۶، ۴، ۱[ اند داده

ا که استخوان يك نانوكامپوزيت طبيعي متشكل از از آن ج
% ۲۰ هيدروكسي كربنات آپاتيت و عدنيفاز م% ۶۹حدود 

 آب و عناصر ديگر است، بسياري از محققان از هكلاژن و بقي
ترکيب کلاژن به عنوان زمينه و نانوهيدروکسي آپاتيت 

ي استخواني ها داربست ساخت برايعنوان فاز ثانويه  هب
تغييرشكل كلاژن ژلاتين که . ]۹ ،۸ ،۵ ،۲ ،۱[ اند هدكراستفاده 

کار گرفته شده  يافته است نيز به عنوان جايگزين کلاژن به
 ستمي سکي بر تحری مبنيیها وجود گزارش .]۱۰، ۶، ۳[ است

سازگاري خوب ژلاتين،  در کنار زيست کلاژن وسيله به یمنيا
لي از دلايل هاي آ للّاسادگي كار با آن، ارزاني، عدم نياز به ح

 .اين جايگزيني است
 ترکيب از نظرملاحظه ساختار طبيعي استخوان چه 

 در ءگيري و قرارگيري اجزا شيميايي و چه از نظر نحوه شکل
تر شدن به اين ساختار به منظور  کنار يکديگر و لزوم نزديک

ي ها داربستل در مبحث ساخت ئاحصول نتايج ايد
 را فراهم ۷تقليدي تاستخواني موجبات بروز رويکرد زيس

در واقع تمايل محققان به استفاده از پليمرهاي . کرده است
ترکيبات معدني مشابه   ژلاتين و، کلاژنطبيعي مخصوصاً

نيز در ) نظير هيدروکسي آپاتيت( موجود در استخوان طبيعي
ولي بايد توجه . راستاي همين رويکرد زيست تقليدي است

ترکيب شيميايي مشابه  که علاوه بر نزديک شدن به داشت
 نيز از ءگيري و طرز قرارگيري اجزا استخوان، نحوه شکل

بنابراين واقعيت، . اهميت بسيار بالايي برخوردار است
اند تا به جاي افزودن يک فاز  هکردبسياري از محققان سعي 

آپاتيتي آماده به زمينه يک پليمر طبيعي، آن فاز را در داخل يا 
. ندكنتقليدي ايجاد  صورت زيست هبر روي سطح آن پليمر ب

 مشابه pHو ) C°۳۷(تقليدي به کنترل دما  فرايندهاي زيست
با اعمال  ديگر برخي البته. ]۱۱[ نيازمندند ۴/۷بدن يعني 

 ۸در ژلنفوذ دوسويه  ]۱۲[ شرايط ديگر نظير نفوذ در ژل
 در ژل با کمک ميدان ها يوندهي   و حرکت]۱۳-۱۵[

بدين طريق شرايط بهتري  اند تا هدكر تلاش ]۱۶[ الکتريکي
در بين . ندكندر تقليد از محيط بيولوژيکي بدن ايجاد 

هاي کلسيم از يک طرف و  هاي فوق، نفوذ يون روش
هاي فسفات از طرف ديگر به درون يک ژل موجود در  يون
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9 Gel                                                 10 Apatite                                                         11 Merck                                                           12 Hydroxy methyl amino methane(Tris) 
13 Buffer                                             14 Glutaraldehyde                         15 Freeze Drying                               

۲۷۷ 

شود، شباهت  شناخته مينفوذ دوسويه بين آنها که به نام 
 وجود زيرا. خل بدن داردبيشتري به تشکيل استخوان در دا

ساز سازه غضروفي اوليه در بدن بوده و  مياني شبيه ژل
 به محل تشکيل استخوان با عبور ها يونکه حرکت  چنان هم

از ديواره عروق و ماتريس خارج سلولي و ورود به سازه 
گيرد، در اين   نفوذ صورت ميسازوکارغضروفي اوليه با 
. دشو ميفوذ کنترل  نسازوکار با ها يونروش نيز حرکت 

تقليدي خود را حفظ   از اين ديدگاه نيز شرايط زيستبنابراين
يابيم که در  با ملاحظه ساختار استخوان طبيعي در مي. کند مي

 در nm ۲۵×۳ساختار آن ذرات بسيار ريز فاز آپاتيتي با ابعاد 
هاي كلاژني قرار   روي رشتهnm۳۰۰فواصل منظمي به طول 

روش نيز فاز رسوبي تشکيل شده در داخل در اين . ]۴[ دارند
زني و رشد کرده و  هاي پليمري جوانه ژل بر روي زنجيره

بنابراين بسيار . لي با زمينه خواهد داشتئاامتزاج بسيار ايد
از ديدگاه مهندسي فاز . شبيه به استخوان طبيعي خواهد بود

رسوبي در اين نانوکامپوزيت به عنوان فاز تقويت کننده 
عمل کرده و روشن است که هرچه ابعاد ذرات ريزتر اي  ذره

بيشتر باشد خصوصيات ) در اينجا ژل(و اتصال آنها به زمينه 
با توجه به اينکه در . مکانيکي بهتري را ارائه خواهد کرد

تحقيقات قبلي مطلوبيت خصوصيات مکانيکي داربست 
هيدروکسي آپاتيت به روش اختلاط فيزيکي با /ژلاتين

 اثبات شده است، بنابراين ]۱۷، ۱۰[ للّااخل حيکديگر در د
 خصوصيات مکانيکي داربست ساخته شده به اين روش قطعاً

 ساخت داربستي مطالعه حاضرهدف از . بهتري خواهد داشت
 ۱۰و فاز ثانويه آپاتيتي) GEL( ۹نانوکامپوزيتي با زمينه ژلاتين

)AP ( تقليدي است در شرايط زيستدوسويه  نفوذبه روش . 
 

  روش-۲
  ساخت داربست نانوکامپوزيتي-۱-۲

، ابتدا محلولي GEL/AP ساخت نانوكامپوزيت متخلخل براي
در آب ) ۱۰۴۰۷۰ شماره ۱۱مرک( از ژلاتين ميكروبيولوژي

قبل از افزودن . شدتهيه % ۱۰يونيزه شده با غلظت  مقطر دي
 متيل ل مقدار مشخصي از نمک هيدروکسيلّاژلاتين به ح

ل اضافه لّا به ح۱۳ تهيه محلول بافريبراي ۱۲)تريس(آمينومتان

شد و پس از حل شدن کامل ژلاتين، به مقدار کافي از اسيد 
 pHد تا شهيدروکلريک به محلول ژلاتيني نهايي اضافه 

 محلول ديگر حاوي ۲. دش تنظيم ۴/۷محلول برابر مقدار 
هاي کلريد کلسيم و دي سديم هيدروژن فسفات نيز به  نمک

 اين pH.  مولار تهيه شدند۶/۰ و ۱هاي  تترتيب با غلظ
ها نيز مشابه محلول ژلاتيني با استفاده از افزودن بافر  محلول
هاي فوق، ابتدا  پس از تهيه محلول.  تنظيم شدند۴/۷روي 

بيني   پيشمحلول ژلاتيني در قالب مستطيلي شکلي که قبلاً
  قبل از ريختن محلول ژلاتين دردقيقاً. شده بود، ريخته شد
 ۱۴ گلوتارآلدهيدcc۱  از محلول،cc۱۰۰قالب، به ازاي هر 

)GA( در آب در حين هم خوردن و در % ۲۵ با غلظت وزني
هدف از انجام اين كار افزايش . شد به آن اضافه C°۴۰دماي 

واسطه ايجاد پيوندهاي عرضي در  هاستحكام محصول ب
. اي ژلاتين و جلوگيري از انحلال مجدد است ساختار زنجيره

علت بالا بودن دماي محلول ژلاتين در هنگام افزودن محلول 
GAبه منظور . ، ترغيب بيشتر واکنش  اتصالات عرضي است

گري شده به  ايجاد اتصالات عرضي فيزيکي، محلول ريخته
 ساعت ۲ انتقال يافت و به مدت C°۴داخل يخچال با دماي 

گيري ژل، نمونه از يخچال  پس از شکل. نگهداري گرديد
هاي کلسيم و فسفات به نحوي که در  رج شده و محلولخا

، به طرفين نمايش داده شده است واره طرحصورت  ه ب۱شکل 
ها به  با گذشت زمان و نفوذ يون. ژل تهيه شده افزوده شدند

داخل ژل، رسوب سفيد رنگي در ميانه آن تشکيل شد و 
با گذشت زمان، پس از . رفته رفته ضخامت آن بيشتر گرديد

دن به ضخامت مطلوب نمونه نانوکامپوزيتي استخراج رسي
ل لّا با حذف ح۱۵سازي انجمادي شد و طي فرايند خشک

صورت يک محصول  موجود در ساختار هيدروژل، به
به منظور حذف بقاياي . متخلخل نانوکامپوزيتي درآمد
قبل از انتقال به دستگاه  به ها  احتمالي گلوتارآلدهيد، نمونه

 آب مقطر دي يونيزه نگهداري و سپس  ساعت در۲۴مدت 
گذاري فاز  شايان ذکر است که رسوب. شدندداده شستشو 

هاي  آپاتيتي در داخل هيدروژل و در واقع در بين زنجيره
پليمري آن صورت گرفته و باعث افزايش حجم هيدروژل 

 .اوليه نشده بود
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16 Fourier Transform Infra Red Spectroscopy                                17 Bruker                                                     18 X-ray Diffraction                                          19 Siemens 
20 Debye-Sherrer                                                                                                         21 Transmission Electron Microscopy                                                                                                              22 Philips 
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۲۷۸

 
 برايکلسيم و فسفات نفوذ دوسويه  سيستم واره  طرح-۱شکل

 تقليدي  داربست نانوکامپوزيتي در شرايط زيستسنتز

 
  يابي  مشخصه-۲-۲

با توجه به اينکه درصد فاز رسوبي تشکيل شونده در داخل 
دست  ه براي ب،ژلاتين به اين روش از قبل مشخص نيست

آوردن اين درصد و همچنين درصد تخلخل ايجاد شده پس 
 ۳در سازي انجمادي از تغييرات چگالي ايجاد شده  از خشک

حالت هيدروژل بدون حضور رسوب، هيدروژل حاوي 
 .رسوب و داربست خشک نهايي استفاده شد

سنجي  براي تعيين تركيب شيميايي از روش طيف
ساخت  ۴۸IFS ۱۷بروکرمدل ( FT-IR۱۶سرخ با دستگاه  فرو

 در حالت cm۵۰۰-۴۰۰۰-۱در محدوده عدد موجي ) آلمان
بلوري با استفاده از مطالعه ساختار . عبوري استفاده گرديد

، ۱۹، زيمنسXRD۱۸الگوهاي پراش پرتو ايکس با دستگاه 
 با αCu k و اشعه ايکس mA۲۵، جريان Kv۳۰تحت ولتاژ 
با استفاده از فرمول تقريبي .  انجام شدA°۵۴۰/۱طول موج 

 . استفاده شد)۱رابطه ( ۲۰ شيرر-دباي
)۱(  

θβ
λ

cos
9.0

2/1

=t 
 با قله عرض β1/2 طول موج و λها،  بلورک قطر t در آن، که

 .شدت بيشتر در ارتفاع نصف آن است
 فاز رسوبي تشکيل شده بلوريبراي مطالعه ريزساختار 

) TEM (۲۱در داخل ژلاتين از ميكروسكوپ الكتروني عبوري
 براي. دش در حالت پودري استفاده ۲۲ فيليپسساخت شركت

نانوکامپوزيت سنتز شده طي فرايند ، ياد شده تحليل ۳ انجام
منظور بررسي  هب.  درآمدصورت پودر هزني ب سنباده
هاي ايجاد  گيري قطر تخلخل  سطحي و اندازهختشنا ريخت

 فيليپس) (SEM( ۲۳شده از ميكروسكوپ الكتروني روبشي
XL30 ( دشاستفاده.  
ي ها داربستمنظور ارزيابي خواص مکانيکي   به

شده از آزمون مکانيکي فشاري مطابق با نانوکامپوزيتي سنتز 
- روئل دستگاهبه وسيله)  ASTM F 451-86(استاندارد 

به اين طريق استحکام تسليم فشاري، .  استفاده شد۲۴آمستل
 وسيله بهضريب ارتجاعي و حداکثر کرنش قابل تحمل 

 نمونه بدين منظور آزموده شده ۵. گيري شدند ها اندازه نمونه
 . براي متغيرهاي مذکور محاسبه شدندو مقادير ميانگين

 و نحوه رشد و تکثير ها داربستسلولي -سازگاري زيستي
هاي داربست ساخته شده  روي سطح و در درون تخلخلآنها 

رده سلولي شبه  ( SaOS2يها سلولبا استفاده از کشت 
-استئوبلاستي انساني، تهيه شده از بانک سلولي ملي ايران

ي تهيه شده ها سلولابتدا . گرفتانجام ) انستيتو پاستور
 به همراه DMEM۲۵ تکثير بيشتر در محيط کشت منظور به
 ۲۶سيلين پني/استروپتومايسين% ۱سرم جنين گاوي و % ۱۰

) U/mL۱۰۰ (پس از رسيدن . به مدت کافي نگهداري شدند
به تعداد مناسب با استفاده از آنزيم تريپسين از ظرف کشت 

براي . اي داربست ريخته شدنده جدا شده و بر روي نمونه
اين کار پس از افزودن آنزيم تريپسين، محيط کشت حاوي 

 محيط کشت ي جدا شده سانتريفيوژ شده و مجدداًها سلول
 به حالت معلق  مجدداًها سلولجديد به آنها افزوده شده و 

 پس از تعويض محيط کشت بر روي سطح ها سلول. درآمدند
ي ريخته شده بر روي ها لولس چگالي. داربست ريخته شدند

 از محلول کشت بوده و cc۲۰۰  در هر۳×۱۰۵ داربست برابر
، نمونه داربست با محلول کشت ها سلولقبل از افزودن 

 ۴داربست به مدت /ها سلولمجموعه . مشابه خيسانده شد
دي % ۵ و حاوي C°۳۷روز در شرايط رطوبت بالا، دماي 
سپس خارج . ري شدنداکسيد کربن در داخل انکوباتور نگهدا

شده و پس از طي فرايند تثبيت براي مشاهده نحوه رشد و 
ي ها داربست تثبيت، منظور به.  آماده شدندها سلولتکثير 

% ۵/۲ ساعت در محلول ۱حاوي سلول ابتدا به مدت 
پس از شستشو و حذف. ور شدند گلوتارآلدهيد غوطه
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 ۱۵ت به مدت  تکميل فرايند تثبيبرايها  گلوتارآلدهيد، نمونه
. ور شدند  غوطه۲۷ازميوم تتراکسايد% ۱دقيقه در محلول 

هاي استون با  ها در محلول سازي، نمونه  به منظور خشکنهايتاً
هر کدام % ۱۰۰و % ۹۰، %۷۰، %۵۰هاي افزايش يابنده  غلظت

سازي نيز  مرحله آخر آماده. ور شدند  دقيقه غوطه۱۰به مدت 
تصويربرداري از . ي بودسازي انجماد اعمال فرايند خشک

 .دش انجام SEM با ها سلولي حاوي ها داربست
 
  نتايج -۳
 محاسبه درصد فاز آپاتيتي و درصـد تخلخـل          -۱-۳

 داربست
بدين منظور لازم بود که چگالي هيدروژل در سه حالت 

با استفاده از ترازوي (براي اين کار ابتدا جرم . دشومحاسبه 
وري در محلول  غوطهاز اده استفبا (و سپس حجم ) ديجيتالي

هر نمونه ) گيري تغيير حجم ناشي از آن اتانول و اندازه
دست آمده  مقادير به. دشگيري و چگالي محاسبه  اندازه

ترتيب براي هيدروژل بدون رسوب، حاوي رسوب و  هب
دست  ه ب۲۵/۰ و ۰۵/۱، ۰۱/۱ نانوکامپوزيت خشک شده نهايتاً
 :)۳ و ۲هاي  رابطه(ها  قانون مخلوط با استناد به. آمد

)۲(  1 1 2 2 3 3 .... n nρ ν ρ ν ρ ν ρ ν ρ= + + + + 

)۳(  1 2 3

1 2 3

1 .... n

n

ω ω ω ω
ρ ρ ρ ρ ρ

= + + + +
 

 ρn تا ρ1دست آمده از نمونه، ه چگالي بρکه در اين روابط 
 vnتا  v1 درصدهاي وزني و ɷn  وɷ1، ءچگالي اجزا

درصدهاي حجمي هر جزء است، درصد فاز رسوبي با 
محاسبه ) ۳( لخل از رابطهو درصد تخ) ۲(استفاده از رابطه 

منظور از اجزاء در اينجا فاز آب، ژلاتين و فاز رسوبي . شدند
و در هنگام محاسبه تخلخل، فاز آبي حذف و تخلخل با 

چگالي ژلاتين، فاز رسوبي و . شود چگالي صفر جايگزين مي
از .  منظور شدند۱ و ۳gr/cm۱۵/۱ ،۱۵/۳ آب به ترتيب برابر

 فاز رسوبي و درصد تخلخل محاسبات فوق درصد وزني
 .دست آمدند به% ۸۲و % ۳۰ترتيب  هب

 
 

 FTIR  آزمون-۲-۳
 ۱جدول در و دست آمده از اين آزمون  ه نتيجه ب۲شکل در 

دست آمده و نوع باند شيميايي مربوط به آنها  هاعداد موجي ب
اي از اعداد  دسته. استشده مايش داده در مورد اين نمونه ن

ترين آنها   که شاخص)cm۱۶۵۰ ،۱۵۴۰، ۱۴۵۰-۱( موجي
مربوط به آميد نوع اول و دوم است، ناشي از حضور ژلاتين 

ربوط به باندهاي م) cm۵۶۰ ،۱۰۴۰-۱(بوده و اعداد موجي 
گيري رسوب آپاتيتي در ميان  ارتوفسفات نيز حاکي از شکل

ه در ك  چنان۱۳۴۵  در عدد موجيقلهظهور . ژلاتين است
گيري  علت شکل ه ب؛]۹، ۸[ استمنابع ديگر هم بيان شده 

هاي کربوکسيل از ژلاتين و يون کلسيم از  پيوند مابين گروه
 .فاز رسوبيست

 
  مربوط به داربست FTIR نتيجه آزمون -۲شکل 

  آپاتيت/نانوکامپوزيتي ژلاتين
 

به نمونه  اعداد موجي و نوع پيوندهاي مربوط -۱جدول
 FTIRنانوکامپوزيتي در آزمون 

 ترکيب نوع پيوند )cm-۱ (عدد موجي

۱۰۴۰ ،۵۶۰ PO4 bend HA 
۶۲۲ OH structural HA 
۸۶۸ CO3 HA 

۱۲۳۸ N-H (GEL) Amide III 

۱۳۴۵ Ca-COO GEL-HA 
۱۴۵۳ COO GEL 

۱۶۴۰-۱۵۵۰ N-H bend (GEL) Amide II 

۱۶۷۰-۱۶۰۰ C=O Stretch (GEL) Amide I 
۲۹۳۱ C-H Amide B 
۳۰۵۰ C-H Stretch Amide B 

۳۶۰۰-۳۱۰۰ O-H Stretch رطوبت همراه نمونه 
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اي در داخل فاز زمينه  کنندگي فاز ذره  ويژگي تقويتاساساً
دهد که اين دو فاز اتصال مستحکمي با يکديگر  زماني رخ مي

 تنها تقويت کننده نخواهد داشته باشند، در غير اين صورت نه
کاهش عنوان عاملي براي ايجاد ترک و در نتيجه  بود بلکه به

بنابراين تشکيل پيوندي . دكراستحکام مکانيکي عمل خواهد 
ه در اينجا مشاهده ك بين ذرات آپاتيتي با زمينه ژلاتيني چنان

 بهبود خصوصيات مکانيکي داربست کامپوزيتي سببد، ش
 .شود نهايي مي

 
 XRD  آزمون-۳-۳

براي انجام اين آزمون، ابتدا يک نمونه از داربست تهيه شده 
اده از يک سنباده، ساييده و به شکل پودري کامپوزيتي با استف

 قابل ۳ه در شکل ک چنان. از ژلاتين و فاز رسوبي درآمد
دست آمده از اين نمونه نشان  همشاهده است، الگوي پراش ب

ست ولي از آنجايي که فاز بلوريدهنده تشکيل نوعي فاز 
 هدر نتيجآپاتيتي مورد سنجش در داخل هيدروژل سنتز شده و 

دست آمده پايين  ههاي ب قلهآميخته با ژلاتين است، شدت 
هاي  ي ثبت شده در مقايسه با کارتها هقلبررسي . هستند
XRD مربوط به ترکيبات کلسيم فسفاتي موجود در پايگاه 
افزار شناسايي فازها که   و با استفاده از نرمICDD۲۸اي  داده
راي ترکيبات دست آمده را با اطلاعات ثبت شده ب هاي به قله

 که فاز کردات بثا، کند  ميتحليلده و كرمختلف مقايسه 
 هيدروکسي رسوبي تشکيل شده از نوع آپاتيتي مخصوصاً

ها با استفاده از  بلورکعلاوه، اندازه تقريبي  هب. آپاتيت است
 .دست آمد ه بnm۱۲ محاسبه شد که برابر )۱(رابطه 

 
آپاتيت / تي ژلاتين از داربست نانوکامپوزيXRD الگوي -۳شکل 

 مقالهسنتز شده در اين 
 

 TEM نتايج مشاهده با -۴-۳
 از پودر XRD با اين روش مشابه روش ها ه مشاهده نمونبراي

نمايش داده  ۴ در شكل که طور همان. کامپوزيتي استفاده شد
است، تصاوير به دست آمده از اين مشاهده، شامل شده 
 است که به صورت مناطق روشن ديده بلورينهاي  دانه
اي تيره رنگ که همان ژلاتين است، احاطه  ند و با تودهشو مي
گيري فاز آپاتيتي بر   اين مشاهدات شکلدر نتيجه. اند شده

 تأئيدي ژلاتيني و اتصال آنها به يکديگر را ها هروي رشت
 كروي و ابعاد آنها در  تقريباًبلوريني ها هشکل دان. نمودند
 .  بوده استnm ۷-۱۰ده محدو

 
 SEM نتايج مشاهده با -۵-۳

دست آمده از سطح نانوكامپوزيت، نشان دهنده  هتصاوير ب
هاي منظم مشابه ساختار لانه  وجود تخلخل بالا با حفره

 هم اندازه در كنار يكديگر و مرتبط با هم زنبوري و تقريباً
. دگيرن  قرار ميmµ۱۰۰-۳۵۰ها در بازه  قطر تخلخل. هستند

. است شده داده نمايش ۵تصوير سطح نانوكامپوزيت در شكل 
هاي  يد وجود مسيرهاي ارتباطي ما بين حفرهؤ مSEMتصاوير 

ها  ايجاد شده بوده و در مجموع با توجه به بازه اندازه تخلخل
دست  ه گفت محصول بتوان ميها به يكديگر  و ارتباط حفره
يك داربست  زيادي خصوصيات  تا حد،نظرآمده از اين 

 .  مطلوب مورد استفاده در مهندسي بافت استخوان را دارد
 

 
دست آمده از فاز آپاتيتي در ميان زمينه  ه بTEM تصوير -۴شکل 

 هيدروژل ژلاتين
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هاي داربست   سطحي و تخلخلختشنا ريخت-۵شکل 

 آپاتيت/ نانوکامپوزيتي ژلاتين

 
  خواص مکانيکي تحت آزمون فشاري-۶-۳

صوصيات مکانيکي داربست نانوکامپوزيتي سنتز  خ۲جدول 
شده در کنار همين خصوصيات براي يک داربست متداول 

ي ها استخوان مشابه و ساخته شده با ترکيب و شرايط تقريباً
 ۶شکل . دهد  مقايسه نشان ميبراي را متراکماسفنجي و 
 . داده استکرنش داربست را در اين آزمون نشان -نمودار تنش

 
 خواص مکانيکي داربست نانوکامپوزيتي زيست تقليدي -۲جدول 

ساخته شده در اين تحقيق در مقايسه با يک داربست مشابه، 
  آمده از آزمون فشاريدست به متراکماستخوان اسفنجي و 

 تخلخل

(%) 
 تنش تسليم

(MPa) 
 ضريب ارتجاعي

(MPa) 
 نمونه

 آپاتيت/داربست ژلاتين ۵±۸۵ ۲/۰±۲ ۸۲

هيدروکسي /داربست ژلاتين ۳۹/۰±۰۱/۴ ۶۵/۰ ۵/۲±۶/۸۴
 ]۳[ آپاتيت

 ]۴[استخوان متراکم ۳۰-۳*۱۰۳ ۱۸۰-۱۳۰ ۳۰-۵

 ]۴[استخوان اسفنجي ۵۰۰-۲۰ ۱۲-۴ ۹۰-۳۰

 

 
کرنش نمونه داربست سنتز شده تحت - نمودار تنش-۶شکل 

 ي فشاريکيآزمون مکان

تمايز شامل ناحيه الاستيک، ماين نمودار داراي سه قسمت 
فشرده شدن نمونه بعد از کرنش . ردگي استپلاستيک و فش

به افزايش مجدد تنش در قسمت انتهايي نمودار منجر % ۱۰
ضريب ارتجاعي و استحکام تسليم داربست . شده است

ساخته شده در اين تحقيق چند برابر داربست ساخته شده 
رسد علت اين  به نظر مي.  است]۳[  و همکاران۲۸توسط کيم

ين است که داربست مذکور به صورت تفاوت قابل توجه در ا
نانوکامپوزيتي نبوده و چون در ساخت آن از ذرات آپاتيتي با 
ابعاد ميکرون استفاده شده است، کامپوزيت ساخته شده در 

.  برخوردار بوده استتري پائيننهايت از خصوصيات مکانيکي 
کاهش اندازه ذرات تا ابعاد نانومتر باعث افزايش چشمگير 

رات و ناحيه در تماس اين ذرات با فاز زمينه سطح آزاد ذ
از . سازد شده و گيرش مکانيکي آنها را چند برابر مي) ژلاتين(

به علاوه، وجود . يابد اين رو خواص مکانيکي نيز بهبود مي
 در ) بيان شد۳-۲ه در بخش ک چنان( نوعي پيوند شيميايي

 مورد اين کامپوزيت دليل ديگري بر ارتقاي خواص مکانيکي
 ]۳[در مرجع  شده ارائهاين داربست در مقايسه با داربست 

آپاتيت وجود اين /هاي متداول ژلاتين است زيرا در کامپوزيت
ي ها استخوانولي در مقايسه با . پيوند گزارش نشده است

 گفت که خصوصيات مکانيکي داربست توان ميطبيعي، 
  در محدودهتقليدي ساخته شده در اين پژوهش تقريباً زيست

 .گيرد استخوان اسفنجي قرار مي
 
 ي استخوانيها سلول کشت -۷-۳

ي شبه استئوبلاستي کشت داده ها سلولتصاوير تهيه شده از 
 نشان داده ۶شده بر روي داربست نانوکامپوزيتي در شکل 

اين تصاوير دلالت بر اين واقعيت دارند که . اند شده
اربست هاي د خوبي به درون حفرهبه ي کشت يافته ها سلول

 .ها رشد نمودند ر روي سطح ديواره تخلخلبنفوذ کرده و 
ماده  به سطح زيرين، مهاجرت و ترشح ها سلولچسبندگي 

 و هم روي ها سلول خارج سلولي، هم بر روي سطح زمينه
اندازه مناسب ). ۷ شکل( دشسطوح داخلي داربست مشاهده 

 نهاآي استخواني به درون ها سلولحفرات داربست امکان نفوذ 
باعث خارج سلوليده زمينه ترشح ما. است فراهم کرده را
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شکل . ده استش ها سلولسطح ايجاد سطحي ناصاف روي 
  ي نفوذ کرده به درون يک حفره و شکلها سلول ۶-الف
داخلي مهاجرت سلولي روي سطوح  اتصال و تمايل به ۶-ب

اين مشاهدات . دهد داربست را به خوبي نشان ميحفرات 
هند که داربست نانوکامپوزيتي ساخته شده قابليت د نشان مي

 .ي استخواني را داراستها سلولترغيب و هدايت رشد 

 
 الف

 
 ب

ي استخواني روي ها سلول تصاوير مربوط به کشت -۷شکل 
 به درون ها سلول نفوذ ) الف:آپاتيت/داربست نانوکامپوزيتي ژلاتين

 ليمهاجرت سلوتمايل به  چسبندگي و ) ب؛حفرات
 

 گيري  بحث و نتيجه-۴
 برايي مورد استفاده ها داربستموفقيت در ساخت 

طور کامل حاصل  جايگزيني بافت استخوان تنها در صورتي به
 که داربست ساخته شده از جهات مختلف نظير شود مي

 و مکانيکي شبيه به يخصوصيات شيميايي، فيزيکي، بيولوژيک
ي بافت استخوان و با توجه به پيچيدگ. بافت استخوان باشد

خصوصيات منحصر به فرد آن، گردآوري تمام اين خواص 
در کنار يکديگر در يک مجموعه خارج از بدن تنها در 

پذير است که شباهت قابل توجهي بين آن  صورتي امکان
. محيط خارجي با محيط بيولوژيکي بدن وجود داشته باشد
ات طبق آنچه که در قسمت مقدمه بيان شد، امرزه تحقيق

تقليدي در حال  زيادي در اين راستا با عنوان کلي زيست
رسد ميزان موفقيت هر سيستم زيست  به نظر مي. انجام است

 ميزان نزديکي مجموعه طراحي شده به مجموعه بهتقليدي 
شرايط زيست . بستگي داردمشابه خود در محيط بيولوژيکي 

ه شبيه کار گرفته شده در اين پژوهش از چند ديدگا تقليدي به
 : ند ازا که عبارت. به شرايط بدن انتخاب شد

. pH در شرايط مشابه بدن از نظر دما و عدني تشکيل فاز م-۱
 در فرايند pHگذاري دما و شرايط اثربا توجه به 

 به ترتيب pH گذاري فازهاي کلسيم فسفاتي، دما و رسوب
 . انتخاب شدند۴/۷ و C۳۷° مقادير

نس ژلاتين که از نظر فيزيکي  استفاده از هيدروژلي از ج-۲
خارج سلولي و اده زمينه ساز م به عنوان نوعي سازه اوليه شبيه

از نظر شيميايي به علت شباهت به کلاژن، به عنوان جايگزين 
استخواني متشکل از کلاژن در بدن، عمل  غضروف پيش

عنوان سازه زمينه، شباهت  دليل استفاده از ژلاتين به. کند مي
 از که غالباًاست پليمر به جزء آلي استخوان ساختاري اين 

 . کلاژن تشکيل شده است
مورد نيز در مطالعات اخير دوسويه  نفوذ استفاده از فرايند -۳

هاي بسيار مهم بافت  از ويژگي. توجه قرار گرفته است
اي براي  وجود آمدن خصوصيات ويژه ه بسبباستخوان که 

جزاي تشکيل اين بافت شده نحوه چينش يا قرارگيري ا
ويژه نحوه قرارگيري فاز معدني بر  دهنده در کنار يکديگر به

ايجاد. لاي استخوان است هاي کلاژني در لابه روي زنجيره
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اين نظم در استخوان مستلزم رخداد فرايندهاي وابسته به 
 خارج سلولي به اده زمينهها از ديواره عروق و م نفوذ يون

 فرايند ه لزوماًگيري استخوان است ک سمت محل شکل
بنابراين، امروزه بخشي از تحقيقات با عنوان . ستيبر زمان

سازي   با محوريت پياده]۱۹، ۱۸، ۱۵، ۱۳ ،۱۲[تقليدي  زيست
نوعي سيستم نفوذي براي سنتز محصولات با کاربردهاي 

 . مرتبط به بافت استخوان انجام شده است
ي، بحث نفوذ در فرايندهاي زيست تقليدمرغم اهميت  به

 که با عنوان زيست تقليدي از آنها ياد شده بيشتر تحقيقاتي
سازي محيط شيميايي  ، محدود به شبيه]۲۱ ،۲۰، ۱۴، ۶[ است

ساز  هاي شبيه  محيط يوني و استفاده از محلولبدن مخصوصاً
 هدف ضمن اينکه عمدتاً. بوده است SBF۲۹بدن نظير 

قليدي  شدن تحت شرايط زيست تعدني فرايند مد خو،مطالعه
در . کمتر براي ساخت داربست استفاده شده استو بوده 

 معدنيجز يک مورد در  مورد استفاده از روش نفوذي هم به
، از اين روش بيشتر ]۱۳[۳۰کردن نوعي داربست کايتوساني

 استفادهدر بدن کردن  عدني مطالعه چگونگي روند مبراي
شده است تا ساخت نوعي داربست براي مهندسي بافت 

بنابراين تا زمان نگارش اين مقاله، گزارشي بدين . خواناست
توان اظهار نمود  مياز اين رو . مضمون به چاپ نرسيده است

کارگيري  طور عمده به که نوآوري پژوهش انجام شده به
در  ساخت داربست زيست تقليدي دوسويه براي نفوذروش 

 .زمينه ژلاتيني بوده است
انه در داخل هيدروژل دوگ با استفاده از روش نفوذدهي

توان فاز آپاتيتي در داخل هيدروژل تشکيل داده و  ژلاتين مي
عنوان داربست   کاربرد بهبرايآپاتيت /نوعي کامپوزيت ژلاتين

 با توجه به آناليزهاي .دكردر مهندسي بافت استخوان سنتز 
امکان تشکيل فاز نانوآپاتيتي در انجام شده اثبات شد که 

     ابعادو بلورين با ساختار نانوکرتقليدي شرايط زيست
nm۷-۱۰  هاي اندازه بلور. وجود دارددر داخل هيدروژل

 فاز آپاتيتي سنتز شده ادست آمده در اين روش در مقايسه ب هب
  روش. کاهش جزئي را نشان داد]۱۷، ۱۰[۳۱ترسيبيبه روش 
سازي انجمادي مورد استفاده در اين تحقيق قابليت  خشک

هاي منظم و مرتبط  ا تخلخل بالا با حفرههايي ب ساخت سازه

 در بازه ها تقريباً با يكديگر را داراست و اندازه تخلخل
خصوصيات . ي استخوانيستها سلولمطلوب براي رشد 

دست آمده از آزمون فشاري در مقايسه با داربست  همکانيکي ب
 بسيار برتر بوده و ]۳[ مشابه بررسي شده در يک مطالعه ديگر

ي استخواني ها سلولنفوذ . تر است ن اسفنجي شبيهبه استخوا
 مادهبه درون حفرات و اتصال آنها به ديواره حفرات و ترشح 

 خارج سلولي بيانگر سازگاري بالاي داربست ساخته زمينه
هاي  تحليلدست آمده از  هدر مجموع نتايج ب. شده است

عنوان   استفاده بهبراي بر قابليت محصول نهايي ،مختلف
 .کند ت در ترميم استخوان دلالت ميداربس
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