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  چكيده

كه  ،حوادث رانندگي اتفاق مي افتد به علتمجروح  70000مرگ و  22000در سالهاي اخير در كشور ايران هرساله حدود  
از مجروحين داراي شكستگيهاي استخواني هستند و جهت ترميم آسيبهاي استخواني به ارتوپدي مراجعه  درصد 92تقريبا 

علت ه پيوندهاي مغز استخوان ب ازدرصد  85 ، حدودشهيد بهشتيعلوم پزشكي دانشگاه  از شده گزارشات منتشرطي . كنند مي
بافتها از  و سلولهامناسبي براي تكثير و رشد  بستر به عنوانداربستها تكنيك استفاده از . ه اندودبتهاجم باكتريها و قارچها ناموفق 

 نقايصاستفاده از داربستهاي زيست سازگار به منظور درمان جود با اين و. جمله راهكارهاي ترميم بافتهاي صدمه ديده مي باشد
به طول عمر پايين سلولهاي روي داربست  سازگاري پايين،عدم استحكام، زيست  استخواني همواره با چالشهاي زيادي از جمله

اهداف اين تحقيق، بررسي خواص سيتوتوكسيسيتي  ترين از مهم در اين راستا .روبرو بوده استو قارچها تهاجم باكتريها  علت
روي داربستهاي امكان رشد و حيات سلولهاي استخواني ، بررسي آلژينات - كيتوزان داربستهاي پوشش دار شده با نانوذرات 

بر روي داربستهاي پوشش دار شده با  سلولهاآمده نشان داد كه  به دست نتايج. بدون پوشش و پوشش دار شده با نانوذرات بودند
پس از  تخوانيي اسسلولهاهمچنين ميزان چسبندگي . طبيعي رشد كردند به طورنانوذرات در مقايسه با داربستهاي بدون پوشش 

از طرفي ديگر بررسي ساختار داربستها با ميكروسكوپ الكتروني نشان . بستها به شكل نرمال صورت گرفتساعت در اين دار 72
داراي خلل و فرج كافي براي رشد سلولهاي استئوبلاست آلژينات  -كيتوزانداد كه داربستهاي پوشش دار شده با نانوذرات 

  .باشند مي

  پوشش دار استئوبلاست، ضدباكتريايي،، سلول داربست، نانوذرات: ي كليديواژه ها

  Houri_nassirnia@yahoo.co.uk : ، پست الكترونيكي  09352288581 :تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
ديده از  آسيبي بافتهادر ترميم  داربستهااستفاده از 

بدن،  يمهمترين روشهاي مورد استفاده در جراحي اعضا
. استخواني محسوب مي گردد نقايصشكستگيها و 

بستر  ي ساخته شده از تركيبات زيست سازگارداربستها
فراهم  زيستي و مولكولهاي سلولهارشد  ي را برايمناسب

 و رشد انتقالبراي ي مصنوعي بافتها به عنوانمي كنند و 

ديده بدن مورد استفاده قرار مي  آسيبدر محلهاي ها سلول
. هستند سلولهاقرار تمحل اس داربستها. )13و  11، 6( گيرند

عاري از هر گونه آلودگيهاي  بايستي سلولهامحيط رشد 
و داشته رشد كامل  سلولهاباكتريايي و قارچي باشند تا 

دو  كهبا توجه به اين. ديده را ترميم نمايند آسيببافت 
تهاجم عوامل ) 1: عامل مهم در اين آلودگيها نقش دارند
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وجود تركيبات رشد ) 2. بيماريزا از محيط خارج به داخل
 و ،اربست مانند نشاسته، ژلاتين و غيرهدهنده باكتريها در د

 ،زمايشگاهي ساخته مي شونددر محيط و شرايط آ داربستها
 داربستا و قارچها در طول ساخت احتمال تهاجم باكتريه

نوع آلودگيها در حين تصادفات و ن همچنين اي. وجود دارد
باز بودن زخم و جراحات ايجاد مي گردند و در صورت 

توانند  مي ي طبيعيبافتهاي مصنوعي و يا پيوند بافتهاانتقال 
براي نمونه نتايج . دنموجب عدم موفقيت پيوند بافت گرد

پيوند كليه و يا پوست پس از  نشان داده است زارشاتگ
و  4، 1(است س زدگي بافت شده سالها دچار اختلال و پ

يي كه توسط داربستهابر روي قيقاتي حبررسيهاي ت. )10
نشان داد كه از علل اصلي  محققين پيشين ساخته شده بود،

ي روي داربستها و بعد پس زدگ سلولهارشد  عدم موفقيت
و جنس داربستها براي  محيط، مناسب بودن بافتهاپيوند 

به منظور مي توان امروزه  .رشد باكتريها و قارچهاست
 و قارچهادر كنترل رشد باكتريها  داربستهاافزايش توانايي 

ه تركيبات باما اين  .از پوششهاي نانوذرات استفاده كرد
ممكن است براي  ضد باكتريايي هايويژگيداشتن دليل 
طبيعي  مانع رشداسترس و يا موجب ي هدف سلولهارشد 

طرح تحقيقاتي بنابراين . گردند سلول مرگ باعث نهايتاً و
 –كيتوزان  زيستي انوذراتبررسي اثرات نبه منظور 

ي لايه هاي پوششي روي سطوح داربستها به عنوانآلژينات 
نشاسته براي كشت و رشد  –ساخته شده از ژلاتين 

 نانوتكنولوژي ولهاي استخواني؛ در مركز تحقيقاتسل
دانشگاه علوم بيمارستان طالقاني  بافتپزشكي و مهندسي 

پزشكي شهيد بهشتي و دانشكده علوم زيستي دانشگاه 
   .اجرا گرديدشهيد بهشتي 

  مواد و روشها
 –ژلاتين  استفاده در ساخت داربست مورد مواد :مواد

  .است شده داده نشان 1 درجدول نشاسته

نشاسته  -جهت ساخت داربست ژلاتين :ساخت داربست
عمل محققين پيشين همراه با اعمال تغييراتي مطابق روش 

نشاسته  به نسبت  –براي ساخت داربست ژلاتين . شد
ميلي ليتر آب  5/7گرم ژلاتين در   75/0 ، ابتدا 75:25

درجه سانتي گراد حل شد، سپس  50ديونيزه در دماي 
ميلي ليتر آب  5/2نه در گرم نشاسته را به طور جداگا 25/0

درجه سانتي گراد حل كرده و در  95ديونيزه در دماي 
 5مرحله بعد هر دو محلول را با هم مخلوط و درانتها 

اضافه گرديد، براي به دست آوردن  NaClبرابر وزن كل  
ساعت هم زده شد تا آب محلول 2مخلوط همگن، به مدت 

ساعت جهت ايجاد  24كاملاً تبخير شد، در نهايت پس از 
در . استفاده گرديد EDCاتصال عرضي از محلول استن و 

 48انتها جهت حذف عامل شبكه كننده، داربستها به مدت 
س از آن براي خشك ساعت در آب مقطر قرار داده و پ

و  1(خشك گرديد  Freez dryingكردن داربستها، به روش 
12.(  

  ستفاده در ساخت داربستمواد مورد ا -1 جدول
كشور   محلول/ مواد

  سازنده
Starch from potato Sigma-

Aldrich  
Gelatin type A from Porcine skin  Sigma-

Aldrich  
(EDC)N-(3-

Dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbodiimide hydrochloride  

Sigma-
Aldrich  

NaCl Merck  
Aceton Merck  

مواد مورد نياز جهت سنتز نانوذرات  :سنتز نانوذرات
  .نشان داده شده است 2آلژينات در جدول  –كيتوزان 

  مواد و محلولهاي مورد استفاده در ساخت نانوذرات -2جدول 
  كشور سازنده محلول/مواد

Chitosan Sigma-Aldrich 
Alginate Sigma-Aldrich  

Acetic acid  Merck 
(TPP)Penta-sodium triphosphate Merck 

NaOH Merck  
 20 مقدار ابتدا آلژينات - نانوذرات كيتوزان ساخت جهت
 1 استيك اسيد ليتر ميلي 10 در را كيتوزان پودر گرم ميلي

 هم حرارت با همراه ساعت 1 به مدت و كرده حل درصد
ليتر  ميلي در گرم ميلي 1 غلظت با TPP محلول سپس زده،
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پودر  گرم ميلي 45 بعد مرحله در. شد ساخته مقطر آب
 محلول و دو هكرد حل مقطر آب ليتر ميلي 10 در آلژينات
 مخلوط همديگر با مشخص نسبت يك به TPP و آلژينات

 1:3 نسبت با كيتوزان به TPP/ آلژينات محلول ،درديگ
  .)14و  7( شد سونيكيت انتها در و اضافه

 - با نانوذرات كيتوزان داربستهاپوشش دار كردن 
پس از ، داربستهامنظور پوشش دار كردن ه ب: آلژينات

) CPT )Co Precipitation Testبه روش ، ساخت داربست
  .)5( پوشش دار گرديدند داربستها

ي سلولهامواد مورد نياز جهت كشت : كشت سلول
  .مشاهده مي شود) 3(در جدول  استخواني

  مواد مورد استفاده در كشت سلول -3جدول
  كشور سازنده  محلول/ مواد

RPMI(1640) Biowest 
  

(FBS) Fetal bovine serum Biowest  
 Phosphate buffered saline (PBS) Biowest  

Trypsin  Biosera 
Antibiotics(penicillin, streptomycin) Gibco 

(DMS) Dimethyl sulfoxide Gibco 
(MTT)3-(4,5-dimethyl ethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide  Gibco 

Glutaraldehyde 
Trypan blue 

Gibco 
Sigma- Aldrich 

 

تيتو از انس سلولهاي استخوانيابتدا  جهت كشت سلول،
-Saosي سلولها - 1تصوير(پاستور ايران خريداري شدند، 

 درصد RPMI 1640 , 10 ،حاوي محيط كشت سلول) . 2

آنتي بيوتيك پني  mg/ml 100و (FBS)  سرم جنين گاوي
   .بود استرپتومايسين - سيلين

  
  )Saos-2 (ي استئوبلاست سلولها  -1 تصوير
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 بار يك روز دو هر و كشت فيلتردار فلاسكهاي در سلولها
 مقدار تا شد تكرار بار چندين مرحله اين شدند، داده پاساژ
پس از اينكه داربستهاي ژلاتين . آمد به دست سلول معيني

نشاسته براي كشت سلول آماده سازي شدند، به مدت  -
 PBSدرصد قرار گرفته و با محلول  70ساعت در اتانول 48

سلولي با محلول  شمارش انتها در .شستشو داده شدند 
 ليتر ميلي 100 در بلو تريپان پودر گرم 4/0( تريپان بلو

 هر روي سلول 3×105 مقدار و گرفت انجام) PBS محلول
سلولهاي  رشد روز 3 از پس). 9( شد ريخته داربست
  .گرفت انجام مربوطه تستهاي داربست، بر روي استخواني

  نتايج

ابتدا : MTT با آزمون سلول رشد چسبندگي وسنجش 
شستشو داده و به  PBSسلول با محلول ي حاوي داربستها

بر روي ، ه شددادخانه انتقال  6يد در پليت خانه هاي جد
و  RPMI 1640ميكروليتر محيط كشت  450هر داربست 

ساعت  4 به مدتريخته و MTT معرف ميكروليتر  50
حل كردن  به منظور در مرحله بعدي انكوبه شدند و

بلورهاي فرمازان محلول قبلي خارج گرديد و به هر يك از 
. اضافه گرديد  DMSO محلول ميكروليتر 500نمونه ها 

توسط دستگاه   nm570ها در طول موج  نمونهسپس 
البته با توجه به  .)15و  8( ندقرائت گرديداسپكتروفتومتر 
اين تست  داربستهااز رنگ فورمازان توسط  جذب مقداري

اما اختلاف رنگ بين . رايج صورت نمي گيرد به طور
مشاهده  قابل ي حاوي سلول با داربست شاهدداربستها

ي سه روزه را سلولها MTTنتايج آزمون  1نمودار .است
  .نشان مي دهد

 مشاهده مورفولوژي سلول با ميكروسكوپ الكتروني
)SEM :( روز از رشد سلولها، جهت  3پس از گذشت

تثبيت داربست حاوي سلول و آماده سازي براي 
دو  PBSابتدا داربستها توسط محلول   SEMعكسبرداري 

درصد به  5/2بار شستشو شدند و در محلول گلوتارآلدهيد 

 PBSساعت قرار گرفتند، سپس با محلول  24مدت 
شستشو گرديدند و پس از تثبيت سلولي، داربستها در 

، 90، 80، 70، 50، 30(محلول اتانول با غلظتها مختلف 
دقيقه قرار گرفته و  20هر كدام به مدت ) درصد  100

سپس نمونه ها در محيط قرار گرفتند ). 17(دهيدراته شدند 
بعد از خشك شدن كامل با طلا . تا كاملاً خشك شوند

، SEMپوشش دار شده سپس با استفاده از دستگاه 
  ).3و  2تصويرهاي (مورفولوژي و رفتار آنها مشاهده شد 

  
داربست : T1 .روزه 3 يسلولها MTT آزمون نمودار  -1 نمودار
داربست با پوشش كيتوزان، : T2، )بدون پوشش( نشاسته –ژلاتين 

T3 : آلژينات،  –داربست با پوشش كيتوزانT4 : داربست با پوشش
 بيانگر انگليسي الفباي حروف. داربست كيتوزان آلژينات: T5، آلژينات
 در جداگانه به طور تيمار هر براي آزمايش خطاي واريانس مقادير
 نشاندهنده تيمارها براي حروف مشابهت عدم. باشد مي LSD آزمون

 حضور در سلولها .باشد مي درصد 99 سطح در دار معني اختلاف
 داراي) T1(در مقايسه با داربست بدون پوشش ،)T2-T4(نانوذرات

  .طبيعي هستند تكثير و رشد

  بحث 
 جهت مناسب هاي بستر به عنوان زيستي داربستهاي توسعه
مهم  از حياتي سلولهاي و زيستي مولكولهاي انتقال و رشد
 به طور داربستها .باشد مي بافت مهندسي نيازهاي ترين

 استفاده بافت مهندسي مختلف هاي زمينه در آميز موفقيت
 استخوان، تشكيل به مي توان موارد اين جمله از. اند شده

 بيني، و گوش ناهنجاريهاي اصلاح دندان، بازسازي
 قلب، هاي دريچه مصنوعي، قرنيه غضروف، گسترش
 آنها. كرد اشاره تومورها و رباط جايگزيني تاندون، اصلاح

 پانسمان و قلبي بيماريهاي ديابت، مهره، التهاب در همچنين
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 ارائه جهت توانند مي داربستها. شوند مي استفاده زخمها
 مرحله در آنها حفظ و القاء سلولها، به مناسب سيگنالهاي

 4(گيرند  قرار استفاده مورد رشدشان و بقاء حفظ و تمايز
 پوشش داربستهاي كه داد نشان حاضر تحقيق نتايج). 15و 
 با سازگار زيست پليمرهاي از شده سنتز نانوذرات با دار

 تكثير و رشد جهت مناسبي بستر باكتريايي ضد ويژگي
 با. باشند مي پوشش بدون داربستهاي با مقايسه در سلولها

 آزمايشات و تحقيقات به احتياج تكنيك اين هنوز حال اين
  .دارد بيشتري

  

  
  نانوذرات با شده دار پوشش داربست روي بر Saos-2 سلول -3 تصوير                                                 نشاسته فاقد سلول - ژلاتين داربست -2تصوير       

 :داربست روي يسلولها حيات بر نانوذرات تاثير
 حيات و داربست به سلول پاسخ بر مبني مهمي فاكتورهاي

. دارد وجود زيستي يداربستها روي بر سلول مطلوب
 دارد، بستگي متعددي عوامل به داربست روي سلول حيات
 ويژه نقش داربست، ساخت در استفاده مورد مواد) 1: مانند
 سلول وقتي كه، صورت بدين دارند پروتئين جذب در اي
 پروتئينهاي از يكسري به چسبد، مي داربست مواد سطح به

 خارج و پروتئينهاي غشايي داخل پروتئينهاي سيتوپلاسمي،
 يداربستها سازگاري زيست )2 ،است نيازمند سلولي
 زيست داراي سلولي يداربستها كه صورتي در سلولي،

 براي سميت ايجاد بر علاوه نباشد، مطلوبي سازگاري
 قرار ثيرأت تحت نيز سلول ثانويه رفتار شود مي باعث سلولها
 آب) 3 نمايد، ايجاد سلولها در آلرژيك پاسخ و گيرد

 بر كليدي فاكتور يك به عنوان داربستها سطوح گريزي
 مواد دوستي آب سطح است، شده شناخته سلول پاسخ

 مي ايجاد سطوح در را بيشتري سلولي چسبندگي داربست،
 چسبناكي پروتئيني لايه است ممكن اينكه يا. )3و  2( كند

 و شود جذب پليمري متخلخل داربست سطح روي بر
 يبه طور محيط، pH) 4 گردد، سلول رشد افزايش موجب

 بدين است نرمال رشد داراي 7 تقريبي pH در سلول كه
 دار پوشش جهت شده ساخته نانوذرات محلول منظور
  . دما) 5.گرديدند سازگار شرايط اين با ،داربستها كردن

ي استئو بلاست بر روي سلولهادر اين مطالعه رفتار 
آلژينات  –كيتوزان پوشش دار شده با نانوذرات ي داربستها

 سلولها چسبندگي تغييرات بررسي به منظوربررسي شد و 
) SEM  (عكسبرداري روز،3از  پس) Saos-2( استخواني
 داخل فرج و خلل در سلولها شد مشاهده و گرفت صورت
 طبيعي به طور) پوشش بدون و دار پوشش(  داربستها
 تغييرات گونه هيچ. داشتند مطلوب رشد و شده جايگزين

 با مقايسه در شده دار پوشش يداربستها در مورفولوژي
  SEMتصاوير . نشد مشاهده پوشش بدون يداربستها

حاوي فاقد سلول و  شده پو شش دار مربوط به داربست
دهنده  نشانو  قابل مشاهده است 3 و2 تصويردر سلول كه 
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براي  يمحيطي خوب و مناسب داربستهااين است كه اين 
 به توجه با .اندي استئوبلاست فراهم نموده سلولهارشد 
درصد  ،داربستها روي بر گرفته صورت MTTآزمون نتايج
بدون داربست  از يك هر روي بر سلولها حيات و رشد

 -  و داربست با پوشش كيتوزان نشاسته - ژلاتين پوشش
 در سلولها اينكه به نظر با. بوده است قبول قابل آلژينات
 داراي باكتريايي، ضد خاصيت با زيستي نانوذرات حضور
 فاقد نانوذرات براين علاوه بوده، طبيعي تكثير و رشد

 تاكنون كه تحقيقاتي با. هستند سلولها براي احتمالي سميت
 نانوذرات با شده دار پوشش يداربستها است، گرفته انجام

 كشت در هستند باكتريايي ضد خاصيت داراي كه زيستي
 اين در جهت بدين است نشده استفاده بنيادي يسلولها
 به طورو  است بيشتري تحقيقات و آزمايشات به نياز زمينه

عدم  مناسب، تخلخلاين نتايج نشان دهنده خلاصه 

شيميايي  - زيست سازگاري و خواص فيزيكي، سميت
مواد مورد استفاده در ساخت داربست و نانوذراتي  مناسب

استفاده  داربستهايي بر روي پوشش ضد باكتريا به عنوانكه 
كاربرد  كانديد مناسبي جهت داربستهااست و اين  ،شده اند

  .استخوان هستند مهندسي بافت در

  تشكر و قدرداني
 و مركز تحقيقات نانوتكنولوژي پزشكيپژوهش حاضر در 

 پزشكي علوم بيمارستان طالقاني دانشگاه مهندسي بافت
نگارندگان بدين وسيله از  بهشتي انجام يافته است، شهيد

سركار خانم صدف مهبودي، جناب آقاي مهندس محسن 
خاطر ه ب جانملكي و جناب آقاي دكتر حبيب اله پيروي

  .امتنان را دارد دريغشان كمال تشكر و بي همكاري
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Abstract 

In recent years in Iran about 22,000 deaths and 70,000 injured due to traffic accidents 
happen, almost 92% of bone fractures and retriever has to refer to the restoration of 
bony orthopedic pathologies. Based on report from Shahid Beheshti University of 
medical sciences, about 85% of the bone marrow grafting due to the invasion of bacteria 
and fungi have been unsuccessful. As the use of scaffolding techniques suitable for 
reproduction and growth of cells and tissues, including strategies for restoration of the 
damaged tissue. However, the use of eco-compatible scaffolds in order to treat bone 
defects with a lot of challenges including a poor biocompatibility, low strength, low life 
expectancy of scaffolds cells due to invasion of bacteria and fungi have been met. In 
this regard, the main objectives of this research, investigating of cytotoxicity properties 
of coated scaffolds with chitosan–alginate nanoparticles, review and compare the 
possibility of growth and life (viability) of bone cells on the scaffold without coating 
and coated with nanoparticles. Results obtained showed that the bone cells growth on 
the coated scaffolds with nanoparticles compared with uncoated scaffolds had a normal 
growth. As well as the amount of bone cells adhesion after 72 hours in normal shape to 
this scaffolds. Of the other hand, study on scaffolds structure with electron microscopic 
showed that coated scaffolds with chitosan-alginate nanoparticles has a suitable size and 
porosity for the growth of osteoblast cells. 
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