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 چکیده

استخوان، به عنوان ماده جایگزین استخوان هیدروکسی آپاتیت به دلیل زیست سازگاری و داشتن ترکیب شیمیایی مشابه ماتریس معدنی 

رغم برخورداری هیدروکسی آپاتیت از خواص زیستی مناسب، این ماده از خواص  مکانیکی ضعیفی برخوردار مورد توجه قرار گرفته است. علی

مکانیکی بهتری دارد و ترکیب   است. فلوئورهیدروکسی آپاتیت به علت دارا بودن پایداری حرارتی بالاتر نسبت به هیدروکسی آپاتیت، خواص

را به جایگزینی مناسب برای هیدروکسی آپاتیت  تواند آنآن با آلژینات به صورت داربست کامپوزیتی، ضمن بهبود خواص بیولوژیکی می

 - های آلژیناتتبدیل کند. در این پژوهش فلوئورهیدروکسی آپاتیت با استفاده از روش هم رسوبی تهیه شد و سپس کامپوزیت

درصد وزنی فلوئورهیدروکسی آپاتیت به روش خشکایش انجمادی ساخته  شدند. به منظور  60و  50، 40فلوئورهیدروکسی آپاتیت با 

سنجی (، طیفALP) آلکالین فسفاتاز  (،MTT) میزان سمیت سلولی با روش غیر مستقیمهای  های ساخته شده آزمونیابی داربستمشخصه

های ( و آزمونTG-DSC(، آنالیز حرارتی )XRF(، طیف نگاری فلوئورسانس اشعه ایکس )XRD) پراش پرتو ایکس(،  FTIR) فوریه فروسرخ

های استخوانی روی سطح داربست، با استفاده از فشاری استفاده شدند. ریخت شناسی سطحی و همچنین نحوه اتصال و رشد سلول

ها با استفاده از آنوا یک طرفه انجام گرفت. نتایج نشان داد که داربست ل داده تجزیه تحلی  .( بررسی شدSEM) میکروسکوپ الکترونی روبشی

% فلوئورهیدروکسی آپاتیت در مقایسه با دو داربست دیگر از نظر خواص بیولوژیکی و مکانیکی دارای شرایط 60 -کامپوزیتی سدیم آلژینات

 باشد.مناسب و بهینه می
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Abstract 

Hydroxyapatite has been studied intensively as an alternative to bone due to its biocompatibility and the chemical 

composition of the bone mineral matrix. Despite the good biological properties of hydroxyapatite, this material has 
poor mechanical properties. Flourhydroxyapatite due to its higher thermal stability than hydroxyapatite has better 

mechanical properties and its combination with with alginate as an composite scaffold, while improving its 

biological properties, can be used as a substitute for hydroxyapatite. In this study, flourohydroxyapatite was prepared 
using a co-precipitation method, and then Alginate- Flourohydroxyapatite composites with 40, 50 and 60 wt% 

flourohydroxyapatite were synthesized by freeze-drying technique. In order to characterize the scaffolds, MTT, ALP, 

FTIR, XRD, XRF, TG/DSC and compressive tests were used. Surface morphology, as well as the connection and 
growth of bone cells on the scaffold surface, were studied using SEM. Data analysis were performed using one-way 

ANOVA. The results showed that Alginate-60wt% flourhydroxyapatite composite scaffold has suitable and optimal 

conditions for bio-mechanical and biologiical properties in comparison with two other scaffolds that prepared in this 
study. 

 مقدمه 1-

ای است که با بکارگیری قوانین مهندسی و مهندسی بافت علمی میان رشته

 دهدهای طبیعی بدن، ارائه میعلوم بیولوژی، رویکردی نوین جهت ترمیم بافت

 

داربست زیست تقلیدی مناسب، برای بقای درمهندسی بافت وجود . [2,1] 

ها را محیا ها باید ریز محیط طبیعی اطراف سلولها ضروری است. داربستسلول
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ها حمایت به کنند و از چسبندگی سلولی، لنگراندازی، تکثیر و مهاجرت سلول

 .[4,3]عمل آورند 

به منظور بازسازی بافتی خاص، داربستی مخصوص با خواص بیومکانیکی، 

یوشیمیایی و بیولوژیکی مناسب نیاز است، که این به علت تفاوت بین انواع ب 

ها در بدن است های گوناگون و ریز محیط طبیعی آنمختلف سلولی در بافت

به علاوه داشتن یک ساختار متخلخل همراه با یک شبکه حفرات به هم .  [7-5]

تابولیکی مورد نیاز ها و انتقال مواد غذایی و دفع مپیوسته برای مهاجرت سلول

 .[9,8]است 

گری های مهندسی بافت شامل ریختههای متداول ساخت داربستروش

انحلال ذره، جدایش فازی، فوم سازی با گاز، خشکایش انجمادی،  -حلال

مزیت روش خشکایش انجمادی، کنترل .  [10]باشدقالبگیری فشاری و غیره می

باشد رات از درصد تخلخل میدرصد تخلخل و مستقل بودن اندازه و شکل حف

گری حلال نشت ذرات، ارتباط داخلی کم بین در حالی که در روش ریخته

-های این روش به حساب میها، از محدودیتحفرات نسبت به دیگر روش

 .[11,10]آید

خواص مکانیکی داربست باید متناسب با خواص مکانیکی بافت مورد نظر 

ها را در برابر نیروهای فشاری و ای که سلولدر محل لانه گزینی باشد. به گونه

ها بتوانند تحت شرایط فیزیولوژیکی کششی مخرب محافظت نماید تا سلول

. تولید داربست با [13,12]بدن زنده بمانند و عملکرد مناسبی داشته باشند 

ها به های بزرگ در بازسازی انواع بافتخواص مکانیکی کافی یکی از چالش

یا غضروف است. داربست کاشته شده باید یکپارچگی مکانیکی ویژه استخوان 

کافی برای عملکرد مناسب، از زمان کاشت تا تکمیل فرایند بازسازی را دارا 

 . [19,18]باشد 

استفاده از هیدروکسی آپاتیت به عنوان یک ماده زیست فعال از خانواده 

ایی آن به های فسفات کلسیم و به خاطر شباهت نزدیک ترکیب شیمیسرامیک

های اخیر جزء معدنی و اصلی تشکیل دهنده استخوان طبیعی و دندان، در سال

های مورد استفاده در ارتوپدی یا دندانپزشکی کاربرد فراوان در ساخت کاشتنی

های مهندسی با وجود این، استفاده از این ماده در داربست  [20]پیدا کرده است  

ه است زیرا این زیست سرامیک بافت استخوان به شکل مستقل محدود شد

  .[21]استحکام کششی ضعیفی دارد 

های در ساختار هیدروکسی آپاتیت با یونهیدروکسیل  جایگزینی گروه

که ، [23 ,22]گیرد مختلف مانند مس، منیزیوم، کبالت، روی و نقره انجام می

عنوان گیری و تشکیل زیست سرامیک جدید با  در این میان فلوئور منجربه شکل

شود که نسبت به پودر هیدروکسی آپاتیت خالص در محیط فلوئورآپاتیت می

-تر آپاتیت، جذب بهتر پروتئین و سلولبیولوژیکی، مزایایی چون تشکیل سریع

. علاوه بر این، [24] های استخوان ساز بر روی سطح و نرخ انحلال کمتر دارد

سبت به هیدروکسی فلوئورآپاتیت پایداری شیمیایی وساختاری بیشتری ن 

 .[25]آپاتیت دارد 

شوند که انواع زیست ها مطرح میها، زیست پلیمردر برابر زیست سرامیک

-دهند. از معروفپذیر هستند و به آسانی تغییر شکل میها انعطافسازگار آن

ترین و پرکاربردترین پلیمرهای زیست تخریب پذیر و زیست سازگار در 

های رهایش دارو کیتوسان، کلاژن، سدیم آلجینات و مهندسی بافت و سیستم

باشند. در میان این مواد آلژینات کوپلیمر پلی لاکتیک کو گلایکولیک اسید می

ای و به میزان کمتر که یک بیوپلیمر طبیعی است، به طور عمده از جلبک قهوه

 
1 P2O5 
2 HPF6 
3 Ca(NO3)2 4H2O 

یی ذاتی آلژینات به دلیل برخورداری از توانا  .[26]شود  ها استخراج میاز باکتری

های الاستیک مورد توجه قرار گرفته است. ها و ژلدر ایجاد فیبرها، کامپوزیت

-های آلژیناتی قادر به ایجاد محیطی مناسب برای حفظ زندهعلاوه بر این، ژل

. با این حال، از  [28 ,27]باشندهای بنیادی مغز استخوان میمانی سلول

ها بر روی کنش مناسب سلولمهمترین عیوب مرتبط با آلژینات، عدم برهم

باشد که کاربرد آن را در ساخت داربست آلژینات و خواص مکانیکی ضعیف می

 . [29]کند محدود می

سرامیکی، از سدیم آلژینات   -های کامپوزیتی پلیمردر این مطالعه داربست

و ذرات فلوئورهیدروکسی آپاتیت با استفاده از روش خشکایش انجمادی آماده 

های مورد ین منظور ابتدا محلول سدیم آلژینات برای ایجاد تخلخلشدند. به ا

درصد  60و  50، 40نیاز تهیه شد و سپس پودر فلوئورهیدروکسی آپاتیت )

وزنی( به منظور بهبود خواص مکانیکی و زیست سازگاری به محلول پلیمری 

های مختلف فلوئورهیدروکسی آپاتیت بر اضافه شد. سپس تاثیر نسبت

ها بررسی و مقایسه گردید. هدف از این ژی و فعالیت بیولوژیکی داربستمورفولو

تحقیق ساخت و توسعه داربستی زیست فعال و مناسب برای کاربردهای 

 باشد.مهندسی بافت استخوان می

 های تجربیفعالیت 2-

 مواد اولیه 1-2-

-داربسترسوبی و ساخت  برای تهیه پودر فلوئورهیدروکسی آپاتیت به روش هم

فلوئورهیدروکسی آپاتیت به روش خشکایش  -های کامپوزیتی سدیم آلژینات

، کلسیم 2، اسید هگزا فلوئور فسفریک1انجمادی، مواد اولیه پنتا اکسید فسفر

و سدیم   4، آمونیاک، کلرید کلسیم، فسفات بافر سالین3نیترات تتراهیدرات

نیاز برای کشت سلولی آلمان و مواد مورد  5آلژینات بیولوژیک از شرکت مرک

 آمریکا خریداری شدند. 6از شرکت سیگما

 

 تهیه پودر فلوئورهیدروکسی آپاتیت 2-2-

رسوبی در این مطالعه به منظور تهیه پودر فلوئورهیدروکسی آپاتیت از روش هم

استفاده شد. به این صورت که ابتدا پودرهای پنتا اکسید فسفر و اسید هگزا 

آب مقطر حل شدند. سپس   ml 250در   1به    3فلوئور فسفریک با نسبت مولی  

رسید. در ادامه  12میزان اسیدیته محلول فسفاتی با استفاده از آمونیاک به 

نیترات تتراهیدرات محلول فسفاتی به صورت قطره قطره به محلول کلسیم 

 4مول( اضافه گردید. محلول حاصل پس از  1.67)نسبت کلسیم به فسفر 

گیری بر روی همزن مغناطیسی، از صافی عبور داده شد و رسوبات ساعت قرار

شو داده شدند و بعد از خشک شدن، در دمای  و حاصل با آب مقطر شست 

700 ᵒC .کلسینه شدند 

 

 فلوئورهیدروکسی آپاتیت -کامپوزیتی آلژیناتتهیه داربست  3-2-

های کامپوزیتی، پودر آلژینات بیولوژیک در آب مقطر به برای تهیه داربست

حجمی ایجاد شود.  -درصد وزنی 12.33خوبی حل شد تا محلولی با غلظت 

پس از انحلال کامل آلژینات، پودر فلوئورهیدروکسی آپاتیت سنتز شده به روش 

های وزنی معین به محلول فوق اضافه گردید و به خوبی هم رسوبی، با درصدهم

زده شد تا ذرات فلوئورهیدروکسی آپاتیت به طور کاملا یکنواخت در محلول 

با تغییر مقادیر فلوئورهیدروکسی آپاتیت افزوده شده،  آلجینات پراکنده شوند.

4 Phosphate buffered saline 
5 Merck 
6 Sigma 
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درصد فلوئورهیدروکسی آپاتیت به  60و  50، 40های وزنی مختلف نسبت

 بدست آمد. 1طبق جدول  S3و  S1 ،S2ترتیب برای نمونه 

    

 های کامپوزیتی ترکیب شیمیایی داربست 1جدول 
Table. 1 Chemical composition of composite scaffolds 

درصد وزنی فلوئورهیدروکسی  

 آپاتیت 
 نمونه

40 S1 

50 S2 

60 S3 

فلوئورهیدروکسی آپاتیت به ظرف پتری  -های آلژیناتسپس هریک از مخلوط

انتقال یافتند و به مدت   ᵒC 4جداگانه منتقل شدند و به داخل یخچال با دمای  

ساعت  24و به مدت  ᵒC 57-دقیقه نگهداری گردیدند و سپس در دمای  10

ها تحت عملیات خشکایش انجمادی قرار گرفتند. پس از انجماد بچ ریخته نمونه

شده، لایه بدست آمده به ابعاد مطلوب بریده شد و در درجه حرارت اتاق به 

ساعت رها شد تا کاملا خشک گردد. سپس هریک از قطعات حاصله  24مدت 

داده ای کننده( قرار ساعت در محلول کلسیم کلرید )عامل شبکه 24به مدت 

شدند تا در این فاصله اتصالات عرضی لازم در شبکه آلژیناتی رخ دهد و آن را 

ها جهت ای شدن آلژینات، نمونهتبدیل به آلژینات نامحلول نماید. پس از شبکه

ساعت در آب مقطر شست   1شست و شو و حذف بقایای کلسیم کلرید، به مدت  

ار آب مقطر تعویض گردید.  دقیقه یکب 20و شو داده شدند که در این مدت هر 

ساعت در درجه حرارت اتاق رها شدند تا رطوبت اولیه   2ها به مدت  سپس نمونه

فلوئورهیدروکسی آپاتیت -های سدیم آلژیناتها گرفته شود. نهایتا داربستآن

 ساعت زینتر شدند.  2به مدت   ᵒC 1300-1000در محدوده دمایی

 سلولیها برای کشت آماده سازی داربست 4-2-

فلوئورهیدروکسی آپاتیت با استفاده از -های کامپوزیتی آلژیناتداربست

استریل شدند و سه بار درون ظرف کشت با محلول فسفات بافر  70اتانول %

سالین شست و شو داده شدند. سپس قبل از کشت سلولی زیر هود خشک 

 شدند.

 
 کشت سلولی 5-2-

استفاده از محیط کشت دی ام ای با 1  63 –ی ام جی سلول استخوان ساز رده

100 به همراه آنتی بیوتیک به میزان 3سرم جنین گوساله 10%و افزودن  2ام

 
IU

ml
  پنی سیلین و  

μg

ml
تکثیر گردید تا سلول برای دو نوع  4استرپتومایسین  100 

 ارزیابی چسبندگی و رشد و تکثیر سلولی آماده گردد.

 
  (XRD) پراش پرتو ایکس   6-2-

به منظور تعیین ساختار کریستالی و ترکیب شیمیایی فلوئورهیدروکسی 

 (XRD)از روش پراش پرتو ایکس  ،های کامپوزیتیآپاتیت، آلژینات و داربست

 0/0058استفاده شد. الگوهای پراش با سرعت روبش  
rad

s
ای در محدوده زاویه   

ᵒ90– 10 های مرجع تشخیص تهیه شدند و شناسایی الگوها با استفاده از کارت

 انجام گرفت. 5فاز

 

 
1 MG-63 
2 Dulbecco’s modification of Eagle medium 
3 Fetal Calf Serum 

 (FTIR)طیف سنجی پرتو فروسرخ  7-2-

در  (FTIR)تجزیه و تحلیل شیمیایی با استفاده از طیف سنجی پرتو فروسرخ 

های به منظور تکمیل و تایید نتیجه ،cm-500 4000-1محدوده عدد موج 

 بدست آمده از الگوی پراش پرتو ایکس،  در دمای اتاق انجام شد.
 

 (XRF)فلوئورسنس پرتوایکس  8-2-

های فلوئورهیدروکسی آپاتیت تولید ویژگییابی، ارزیابی به منظور مشخصه

شده، به ویژه اثبات حضور یون فلوئور در ساختار فلوئورهیدروکسی آپاتیت از 

 استفاده شد. (XRF) آزمون فلوئورسنس پرتوایکس
 

 ( DSCو  TG)های حرارتی آزمون 9-2-

های تهیه شده با استفاده از دستگاه آنالیز ارزیابی رفتار گرمایی کامپوزیت

هایی ها وزن و سپس درون بوتهاز نمونه mg 15حرارتی صورت گرفت. حدود 

 25ها با نرخ گرمایشی از جنس آلومینیوم قرارگرفتند. نمونه
ᵒC

min
تا دمای   

1400 ᵒC های مربوطه ثبت گردید.حرارت داده شدند و نمودار 

 
 EDSو آنالیز  (SEM)میکروسکوپ الکترونی روبشی  10-2-

ها، برآورد های ایجاد شده در داربستهایی مانند شکل و اندازه تخلخلعامل

های های بدست آمده، ارزیابی دیوارهها در داربستکیفی راه به در بودن تخلخل

ساختار ها و بسیاری از اطلاعات دیگر پیرامون بین حفرات و توپر بودن آن

های بدست آمده از توان با استفاده از تصویرهای متخلخل را میداربست

میکروسکوپ الکترونی روبشی  مورد مطالعه و بررسی قرار داد. به منظور بررسی 

 Kv 20ها، تحلیل میکروسکوپ الکترونی روبشی با ولتاژ  مورفولوژی سطح نمونه

-، فازهای تشکیل شده در نمونهEDSعلاوه بر این به کمک آنالیز   انجام گردید.

 20طور تصادفی  ، به6افزار ایمیج جیا تعیین شد. علاوه بر این توسط نرمه

های کامپوزیتی های داربستتصویر انتخاب و میانگین قطر متوسط تخلخل

 گیری شد.اندازه

 
 (MTT)بروماید  تترازولیوم  فنیل  دی تیازول متیل ارزیابی دی  11-2-

 دی تیازول متیل دی آزمون از سلولی تکثیر میزان سمیت و بررسی برای

 410ابتدا  که ترتیب شد. بدین ( استفادهMTTبروماید ) تترازولیوم فنیل

 24 مدت به سپس و شد ریخته چاهکی 96 سلولی کشت پلیت درون سلول

 پلیت کف به ها سلول تا گرفت قرار ᵒC 37انکوباتور در دمای  در ساعت

-سلول و شد افزوده کشت چاهک به نمونه هر شده از گرفته عصاره بچسبند.

 از پس گرفتند. قرار هاعصاره این مجاورت در دیگر ساعت 24 مدت برای اه

 تترازولیوم فنیل دی تیازول متیل دی μl 100و  شد خارج کشت محیط آن

  0/5با غلظت   (MTT)بروماید 
mg

ml
 4به هر چاهک اضافه شد. پس از گذشت  

-کریستال شدن حل ها خارج شد و ایزوپروپانول برایساعت محلول روی سلول

نیم  از پس شد. وارد چاهک هر به هاسلول درون شده تشکیل فرامازن ایه

 چاهک شد. محاسبه nm 545 موج طول در شده ایجاد رنگ شدت ساعت

 کمتر سلول با چاهک به نسبت نوری بالاتری بیشتر، چگالی هایسلول دارای

 سلول مقدار دارای چاهک(1) رابطه  از توانمی بنابراین  دهد.می نشان

 نمود. مقایسه شاهد نمونه با و کرد مشخص را بیشتر

4 Streptomycin 
5 JCPDS 
6 Image-j 
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مانیزنده  (1) ODs = درصد 

ODc
                                                               

 ODCبرابر میانگین چگالی نوری هر نمونه در زمان مورد نظر و  ODS، (1)در رابطه 

 باشد.برابر میانگین چگالی نوری گروه کنترل می

 (ALP)سنجش فعالیت آلکالین فسفاتازی  12-2-

های استئوبلاست فسفاتاز ترشح شده از سلولدر این پژوهش میزان آلکالین 

گیری روز ارزیابی شد. برای اندازه 7ها پس از قرار گرفته در مجاورت داربست

محیط  μl 100ها ریخته شد و سلول را بر روی هرکدام از داربست 410ابتدا 

محیط   ml 1ساعت نیز    3ها اضافه گردید و پس از  کشت به هرکدام از داربست

ها بتوانند به داربست بچسبند و تکثیر شوند. پس از کشت اضافه شد تا سلول

ها اضافه گردید و با جمع آوری محیط از محیط کشت به نمونه  ml 1ساعت،    24

 در موجود فسفاتاز آلکالین میزانروز، نهایتا  7ها بعد از کشت روی نمونه

 .شد گیریاندازه هانمونه
 

 استحکام فشاریبررسی  13-2-

های تولید شده و تعیین تاثیر به منظور بررسی خواص مکانیکی داربست

های کامپوزیتی های مکانیکی داربستفلوئورهیدروکسی آپاتیت در بهبود ویژگی

ای های استوانهفلوئورهیدروکسی آپاتیت، آزمایش فشار بر روی نمونه-آلژینات

ی کامپوزیتی با سنباده هاداربستبه همین منظور  شکل صورت گرفت.

های استاندارد برای آزمون استحکام مخصوص پرداخته شده و به صورت نمونه

های مشخص مکانیکی در آمدند. سه نمونه با درصدهای وزنی متفاوت و اندازه

 60و  50، 40( از فلوئورهیدروکسی آپاتیت )mm 15و ارتفاع  mm 15)قطر 

ها رسم شد. بط با استحکام فشار نمونهدرصد وزنی( آماده شدند و نمودار مرت

بار تکرار شد و در این تحقیق مقدار میانگین گزارش   3ها برای هر نمونه  آزمایش

 شده است.

 

 ها آنالیز آماری داده 14-2-

های زیستی از آزمون آنالیز واریانس یک برای تحلیل نتایج حاصل از ارزیابی

درنظر  ، 1مقدار -پی ≥  0/05 هاآزمونطرفه استفاده شد. سطح معنی داری در 

 گرفته شد.

 نتایج و بحث  3-

 (XRD)نتایج آزمون پراش پرتو ایکس  1-3-

نتایج پراش اشعه ایکس برای پودر فلوئورهیدروکسی آپاتیت، آلژینات و 

نشان داده شده است. با توجه به الگوی  1های کامپوزیتی در شکل داربست

ᵒپراش بدست آمده از سدیم آلژینات، سه پیک کریستالی در
13.7 = θ2 ،ᵒ

23 

ᵒو  
الگوی ،  [30 ,31]قابل روئیت است. در حالی که با توجه به مطالعات دیگر    40

ᵒپراش آلجینات تنها نواحی کریستالی 
13.7 = θ2 وᵒ23 شود. این را شامل می

-دلیل مقادیر متفاوت گلورونیک و مانورونیک اسید موجود در نمونهتفاوت به 

های اصلی اغلب قله 1توجه به شکل باشد. باهای مختف سدیم آلژینات می

( )بین 211( و )300)، (002(، )112های )مربوط به فاز آپاتیت از جمله قله

تشابه زیاد ساختار شوند. به دلیل به وضوح دیده می(( 300( و )112های )قله

آپاتیت به های فلوئورآپاتیت و هیدروکسیبلوری و ابعاد واحد شبکه، همه قله

طور دقیق قابل تمایز از یکدیگر نیستند به همین دلیل در این پژوهش از آنالیز 

 
1 P-Value 

با توجه به الگوی   فلوئورسنس پرتو ایکس در کنار پراش پرتو ایکس استفاده شد.

و نتایج بدست آمده،  0432-009اتیت با شماره کارت استاندارد هیدروکسی آپ

تهیه  پودر ترکیب ناخواسته در فازهای سایر آپاتیت فاز جز به کهمشاهده شد 

 ورود با هابرخی پیک که است مشخص ندارند. حضور رسوبیشده به روش هم

 کنند.می پیدا شیفت زوایای بالاتر سمت به آپاتیتی، ساختار به فلوئور یون

 آپاتیت ساختار در فلوئور یون حضور در اثر آپاتیت مشخصه هایپیک شیفت

در اثر جایگزینی نسبی یون فلوئور به جای  aپارامترشبکه  کاهش از ناشی

های هیدروکسیل، که دارای شعاع یونی بزرگتری نسبت به یون فلوئور گروه

های و الگوی پراش بدست آمده از داربست  1با توجه به شکل    .باشدهستند، می

کامپوزیتی، حضور سدیم آلژینات و فلوئورهیدروکسی آپاتیت در ترکیب داربست 

های کامپوزیتی نشان دهنده الگوی پراش بدست آمده از داربست  گردد.تایید می

تشکیل نوعی فاز بلوریست ولی از آنجا که فاز آپاتیتی آمیخته با سدیم آلژینات 

های فلوئورهیدروکسی آپاتیت های بدست آمده نسبت به قلهدت قلهاست ش

های الگوی پراش های ثبت شده در مقایسه با کارتپایین هستند. بررسی قله

افزار شناسایی پرتو ایکس مربوط به ترکیبات کلسیم فسفاتی و استفاده از نرم

یبات مختلف های بدست آمده را با اطلاعات ثبت شده برای ترکها که قلهفاز

کند، اثبات کرد که فاز آپاتیت تشکیل شده از نوع مقایسه کرده و تحلیل می

فلوئورهیدروکسی آپاتیت است و از طرفی به دلیل غالب بودن درصد وزنی 

های ها، قلهفلوئورهیدروکسی آپاتیت به سدیم آلژینات در ترکیب داربست

زیتی که مربوط به های کامپوموجود در الگوی پراش اشعه ایکس داربست

باشند، قابل روئیت هستند. نهایتا با بررسی و فلوئورهیدروکسی آپاتیت می

های تهیه شده، مشخص گردید که پودرهای تحلیل نتایج حاصل از نمونه

باشند فلوئورهیدروکسی آپاتیت و سدیم آلژینات عاری از هر گونه ناخالصی می

های کامپوزیتی ترکیب داربستو پیک نامشخصی که بیانگر ترکیب اضافه در 

 باشد مشاهده نگردید.

 

 

Fig. 1 X-ray diffraction patterns of alginate (ALG), composite 

scaffolds (S1, S2 and S3) and flourohydroxyapatite (FHA) 

های کامپوزیتی (، داربستALGالگوهای پراش پرتو ایکس آلژینات ) 1 شکل

(S1 ،S2  وS3 و )( فلوئورهیدروکسی آپاتیتFHA) 

 FTIRنتایج آزمون  2-3-

 cm−1با توجه به طیف بدست آمده از سدیم آلژینات، باندهای جذبی در نواحی 

1610 ،cm−1  1416 های مربوط به ارتعاشات نامتقارن و متقارن گروه
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مربوط به ارتعاشات   cm−1 3430ظاهر شده در   پهن  باشند. باندکربوکسیل می

ای شدن آلژینات با باشد. علاوه بر این به دلیل شبکههای هیدروکسیل میگروه

از اسید گلورونیک  COO-های ها به صورت یونی با گروهکلرید کلسیم، کاتیون

کنند تا بصورت پیوند متصل شوند. و اسید مانورونیک ارتباط برقرار می

های دن یونی گروهای شهمچنین، شیفت باند جذبی ممکن است به دلیل شبکه

COOH های گلورونیک اسید بواسطه یون کلسیم با یکدیگر باشد، زیرا زنجیره

 cm−1های قابل مشاهده در باند 2کنند. با توجه به شکل اتصال برقرار می

2925 ،cm−1  1629 ،cm−1  1316،cm−1  820  وcm−1  3445 مربوط به ،

داربست کامپوزیتی تهیه شده باشند وحضور آلجینات در سه  سدیم آلژینات می

با توجه  های متفاوتی از فلوئورهیدروکسی آپاتیت قابل استنباط است.با درصد

ای که بیان به طیف بدست آمده از پودر فلوئورهیدروکسی آپاتیت، پیک اضافه

های عاملی ناخواسته در ترکیب آپاتیت یا حضور کننده جایگزینی گروه

در فلوئورهیدروکسی آپاتیت سنتز شده ساختار  .ها باشد، وجود نداردناخالصی

-مشاهده می cm−1 950-1100و cm−1 560-610هایآپاتیت با طول موج

که مربوط به باند  cm−1 963 همچنین یک باند کوچک در طول موج .شود

شود. فسفاتی ساختار آپاتیت است در ساختار فلوئورهیدروکسی آپاتیت دیده می

ساختار هیدروکسی آپاتیت را از فلوئورهیدروکسی آپاتیت متمایز در واقع آنچه 

-ای در طول موجهای هیدروکسیل شبکههای مرتبط با گروهکند، باندمی

 cm−1باشد. باند مشاهده شده در موقعیت می cm−1 3570 و  cm 633-1های

مشخصه زنجیر هیدروکسیلی است که در ساختار آپاتیت، تاییدی بر  745

های هیدروکسیل در ساختار آپاتیت با یون فلوئور جایگزین شدن کامل گروه

 .باشدها نیز حضور این پیک گزارش شده است، میکه در نتایج سایر پژوهش
های های بدست آمده از داربستبا توجه به طیف 2همچنین در شکل 

، به ترتیب cm−1 1639، و cm−1 874های موجود در نواحی کامپوزیتی، باند

باشند که دلیل آن واکنش های هیدروکسیل و کربوکسیل میمربوط به گروه

های اکسیژن آلجینات های کلسیم از فلوئورهیدروکسی آپاتیت با اتمبین اتم

 cm−1د در های موجوو باند cm−1 1032باشد، همچنین باند موجود در می

به ترتیب مربوط به کشش و ارتعاش پیوند فسفاتی  cm−1  604و  564

های کامپوزیتی حاکی های داربستنهایتا نتایج بدست آمده از طیف .باشندمی

از حضور آلژینات، فلوئورهیدروکسی آپاتیت و تشکیل پیوند بین این دو ماده در 

 باشد.فلوئورهیدروکسی آپاتیت می-آلژیناتهای ترکیب داربست

 

 

Fig. 2 FT-IR spectra of alginate (ALG), composite scaffolds (S1, 

S2 and S3) and flourohydroxyapatite (FHA) 

و  S1 ،S2های کامپوزیتی )(، داربستALGآلژینات )FTIR طیف  2شکل

S3( و فلوئورهیدروکسی آپاتیت )FHA) 

 نتایج آزمون فلوئورسنس پرتو ایکس 3-3-

 هیدروکسی فلوئور پودر روی بر ایکس پرتو فلورسانس روش به عنصری آنالیز

 در اکسیدها حضور تأیید منظور به و رسوبیتهیه شده به روش هم آپاتیت

به دست آمده از  نتایج  گرفت. انجام نظر، مورد وزنی درصد مطابق ترکیب

با تقریب قابل قبولی مشابه درصدهای وزنی محاسبه شده در نمونه  2جدول 

 باشد.می

. 

اکسیدهای فلوئورهیدروکسی   نتیجه آنالیز عنصری پرتو ایکس و درصد مولی 2  جدول

 آپاتیت  
Table. 2 Results of XRF and mole percentage of oxides of flourohydroxy 

apatite  

 اکسید درصد مولی 

62.08 
CaO 

33.09 P2O5 

4.20 F 

 
 EDS  و  هانتایج آزمون میکروسکوپ الکترونی روبشی، توزیع قطر تخلخل  4-3-

های متخلخل های میکروسکوپ الکترونی روبشی از داربستتصویر 3شکل 

فلوئورهیدروکسی آپاتیت را با درصدهای متفاوت از فلوئورهیدروکسی   –آلژینات  

بدست  دهد. با توجه به تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشیآپاتیت نمایش می

 3در شکل  فلوئورهیدروکسی آپاتیت -های کامپوزیتی آلژیناتآمده از داربست

(S1 ،S2 و S3) مشاهده شد که قطر اغلب 4ها در شکل و توزیع قطر تخلخل ،

حفرات دارای قطر  %15قرار دارد و تنها  μm 600-200حفرات در محدوده 

ها و پراکندگی اندازه تخلخل 3همچنین شکل باشند. می μm 600بیشتر از 

دهند که با افزایش میزان فلوئورهیدروکسی نشان می 4روی نمودار شکل 

های با قطر سمت تخلخل ها بهها، توزیع تخلخلداربستآپاتیت در ساختار 

های کامپوزیتی، ملاحضه رود. با توجه به تصاویر بدست آمده از داربستکمتر می

-ها دارای تخلخلها دارای ساختاری متخلخل هستند و همه آنشد که نمونه

ی به خوبی وجود ارتباط داخل 3باشند. شکل های باز میهایی از نوع تخلخل

) به هم پیوستگی( بین خلل و فرج که نقش مهمی در تغذیه رسانی سلول، 

را در   [32]کند  های حاصل از سلول و رشد و تکثیر سلول بازی میدفع پسماند

های وزنی متفاوت از فلوئورهیدروکسی هر سه داربست کامپوزیتی با درصد

-سب برای کاربرددهد. همچنین انتخاب و آماده سازی ماده مناآپاتیت نشان می

تواند انجام های مورد نیاز با توجه به نتایج میکروسکوپ الکترونی روبشی می

 7 مدت به هاداربست قرارگیری از پس هاسلول مورفولوژیگیرد. علاوه بر این  

 C1)  3  نشان داده شده است. با توجه به شکل  3  شکل در کشت محیط در روز

ها های کاذب به درون تخلخلبوسیله پایکها  سلول شود کهمی مشاهده(  C2و  

اند. ای سلولی را دادهاند و تشکیل لایهو به سطح داربست چسبیده  اندنفوذ کرده

ها ها روی داربستها نیز نشانگر پهن شدن آنهمچنین ریخت شناسی سلول

ها هم از نطر اندازه و هم از نظر نوع مواد کند سطح تخلخلاست که تایید می

ها مناسب است، همچنین نتایج حاصل از کار رفته برای قرار گیری سلولبه 

( نیز حضور ترکیبات کلسیم، فسفات و سدیم را در E) 3در شکل  EDSآنالیز 

کند. در مجموع با توجه به نوع های کامپوزیتی تایید میترکیب داربست

میزان چسبندگی ها به یکدیگر و ها، ارتباط حفرهها، بازه اندازه تخلخلداربست

های کامپوزیتی بدست آمده از این توان نتیجه گرفت داربستو نفوذ سلولی، می

نظر، تا حد زیادی خصوصیات یک داربست مطلوب و قابل قبول مورد استفاده 

 باشند.در مهندسی بافت استخوان را دارا می
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Fig. 3,  SEM micrographs of composite scaffolds (S1, S2 and s3) 
and morphology of the cells cultured on the scaffolds (C1 and C2) 

and EDS analysis 

  S1  ،S2های کامپوزیتی )داربست  میکروسکوپ الکترونی روبشیتصاویر    3شکل  

( و C2و    C1ها )داربستهای کشت داده شده بر روی  ( و مورفولوژی سلولS3و  

  EDSآنالیز 
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Fig.  4 Pore diameter distribution of composite scaffolds 

 های کامپوزیتی داربست نمودار توزیع قطر تخلخل 4شکل 

 های کامپوزیتیداربست (MTT)بررسی سمیت زایی  5-3-

در مجاورت عصاره  63 -های رده ام جی مانی سلولنمودار میزان زنده 5شکل 

مشاهده   5گونه که در شکل  دهد. همانروز را نشان می 3ها به مدت  کامپوزیت

های های کامپوزیتی سبب رشد و تکثیر سلولشود، حضور داربستمی

ی استئوبلاست نسبت به نمونه کنترل، شده است. در واقع مواد تشکیل دهنده

اند، بلکه سبب ها نداشتهکامپوزیتی، نه تنها اثر سمیت برای سلولهای داربست

اند. حضور فاز کلسیم ها شدهها، رشد و تکثیر بیشتر آنبهبود عملکرد سلول

ها نیز به علت تشابه بسیار زیاد ساختار آن با فسفاتی در ساختار داربست

سبب رشد و  های مشابه بدن،استخوان طبیعی بدن و آزاد سازی مواد و یون

، به طوری که داربست کامپوزیتی [33]شود های استخوانی میتکثیر سلول

فلوئورهیدروکسی آپاتیت با بیشترین درصد وزنی فلوئورهیدروکسی -آلژینات

تر برای کاربرد آل( در مقایسه با دو داربست دیگر، شرایط ایدهS3آپاتیت )نمونه  

دهد. ها را نشان میمانی برای سلولدر مهندسی بافت استخوان و بیشترین زنده  

های داربست برای کاشت سلول به اندازه کافی بزرگ علاوه بر این خلل و فرج

هستند و سطحی به اندازه کافی وسیع برای چسبندگی سلول و نفوذ مواد غذایی 

زایی به تنهایی برای بررسی رفتار کنند. آزمون سمیتها فراهم میو متابولیت

-ها کافی نیست اما بیانگر این موضوع است که داربستورت نمونهسلولی در مجا

سمیتی ندارند و وجود عصاره  63 -های کامپوزیتی برای رده سلولی ام جی 

ها و افزایش فعالیت ها در محیط کشت باعث افزایش تکثیر سلولاین کامپوزیت

 3مونه شود. لازم به ذکر است که این آزمون برای هر نها میمیتوکندری آن

بود که  0.05مقدار برای مقادیر بدست آمده کمتر از  -مرتبه تکرار شد و پی

 های بدست آمده است. دار بودن دادهی معنینشان دهنده

 

 
Fig. 5 MTT assay of various Alginate – Flourohydroxyapatite 

composite scaffolds (S1, S2 and S3) and control sample after 3 days 

 –های مختلف کامپوزیتی آلژینات داربست  MTTنمودار  5شکل 

 روز  3بعد از مدت زمان   و نمونه شاهد  (  S3و    S1  ،S2فلوئورهیدروکسی آپاتیت )

 های کامپوزیتیداربست (ALP)بررسی فعالیت آلکالین فسفاتازی  6-3-

ها جهت ارزیابی فعالیت استخوان سازی سلول  آلکالین فسفاتازاستفاده از آزمون  

های غشاء ها از نوع آنزیمبسیار رایج است. آنزیم آلکالین فسفاتاز در اکثر سلول

کبدی، کلیوی،  هایهای بالای آن در سلولسلولی بوده و تا کنون غلظت

استخوانی )استئوبلاست( و جفت گزارش شده است. برخی معتقند که این آنزیم 

کند تا یک غلظت موضعی کافی از در تخریب پیروفسفات معدنی مشارکت می

فسفات یا پیروفسفات معدنی، به منظور فرایند معدنی شدن فراهم نماید. در 

ها میزان فعالیت استئوبلاستهای بیولوژیکی مختلف برای تخمین میان آزمون

ها، ترشح آلکالین فسفاتاز، آزمونی مهم است. میزان آلکالین درون داربست

-های استئوبلاست قرار گرفته در مجاورت داربستفسفاتاز ترشح شده از سلول

های کامپوزیتی ساخته شده از سدیم آلژینات و فلوئورهیدروکسی آپاتیت، با 

نشان  6روز در شکل  7کسی آپاتیت، پس از سه نسبت مختلف فلوئورهیدرو

مرتبه تکرار شد. همانطور که در  3داده شده است. این آزمون برای هر نمونه 

فلوئورهیدروکسی  -نشان داده شده است. داربست کامپوزیتی آلژینات 6شکل 

(، نسبت به S3آپاتیت با بیشترین درصد وزنی فلوئورهیدروکسی آپاتیت )نمونه  

( فعالیت آلکالین فسفاتاز قابل S1و    S2های  داربست کامپوزیتی دیگر )نمونهدو  

دهد. این موضوع به دلیل تاثیر اندازه حفرات و درصدوزنی توجهی را نشان می

های کامپوزیتی، بر روی فعالیت فلوئورهیدروکسی آپاتیت در هر کدام از داربست

های وزنی بیشتر از با درصد های باشد. در واقع داربستآلکالین فسفاتاز می

فلوئورهیدروکسی آپاتیت به دلیل ایجاد شرایط بهینه برای رشد، تکثیر و 

د. علاوه بر نرا ترویج نمای آلکالین فسفاتازد فعالیت نتوان می چسبندگی سلولی،

یک محیط مطلوب را برای   (S3 )نمونه تراین، داربست با اندازه منافذ کوچک

های استئوبلاست نهایتا فعالیت آلکالین فسفاتازی سلول  .آوردفراهم می  فعالیت

های کامپوزیتی برای زایی، مناسب بودن داربستبا توجه به نتایج آزمون سمیت

 های استخوانی را نشان داد.فعالیت سلول
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Fig. 6 ALP activity of cells, cultured on various alginate – 

flourohydroxyapatite composite scaffolds after 7 days 

 مختلف هایبر روی داربست کشت داده شده  هایسلول ALP فعالیت  6شکل 

 روز 7بعد از  فلوئورهیدروکسی آپاتیت  -کامپوزیتی آلژینات

 (TG-DSC) نتایج آزمون حرارتی  7-3-

 -های کامپوزیتی آلژیناتبه منظور مطالعه رفتار حرارتی داربست

 7فلوئورهیدروکسی آپاتیت، آزمون حرارتی انجام گرفت و نتایج آن در شکل 

در سه   ᵒC 1300تا دمای    TG، نمودار  7نشان داده شده است. با توجه به شکل  

o 1300دهد و بعد از دمای  ناحیه کاهش وزن نشان می C   تغییرات وزنی مشاهده

درصد وزنی( در محدوده دمای اتاق تا   6شود. اولین کاهش وزن )در حدود  نمی

130 ᵒC های افتد که دلیل آن از دست رفتن آب موجود در داربستاتفاق می

باشد. دومین کاهش وزن )در فلوئورهیدروکسی آپاتیت می  -کامپوزیتی آلژینات

شود که مشاهده می ᵒC 400-220درصد وزنی( در محدوده دمایی  3حدود 

هایی در باشد و حضور پیکدلیل آن پیرولیز کلسیم موجود در آلژینات می

موید این موضوع است. با توجه به مطالعات  ᵒC 400-300محدوده دمایی 

مرتبط صورت گرفته در این زمینه، کاهش وزن ایجاد شده در کامپوزیت تا 

قابل  7. همانطور که در شکل [34]باشد مشابه با آلژینات خالص می حدودی

به دلیل  ᵒC 1300-650مشاهده است، سومین کاهش وزن در محدوده دمایی 

افتد. بنابراین رفتار دی هیدروکسی لاسیون فلوئورهیدروکسی آپاتیت اتفاق می

، F)(OH 6)4(PO 10[Ca,2[با در نظر گرفتن فرمول فلوئورهیدروکسی آپاتیت 

با رفتار دی  (2)با توجه به رابطه  ᵒC 1300-650پیک پهن در محدوده 

 هیدروکسی لاسیون فلوئورهیدروکسی آپاتیت سازگار است.

(2) Ca10(PO4)6(OH,F)2 → Ca10(PO4)6Ox(OH,F)2(1−x) + xH2O 

 

در این واکنش، با رسیدن درجه حرارت به محدوده مرتبط با دی هیدروکسی 

-(، آب به تدریج از فلوئورهیدروکسی آپاتیت آزاد میᵒC 1300-650لاسیون )

های ود، فلوئورهیدروکسی آپاتیت با کاهش تدریجی در تعداد گروهش

 شود.گیرد و یک فاز غیراستوکیومتری ایجاد میهیدروکسیل شکل می

مطابق آنچه برای فلوئورهیدروکسی آپاتیت بیان شد، برای هیدروکسی 

آید و رفتار دی هیدروکسی لاسیون باعث کاهش تعداد اتفاق میآپاتیت نیز 

شود اما این رفتار تاثیر زیادی بر ساختار کریستالی های هیدوکسیل میگروه

 .[35]گذارد نمی

 

 
Fig. 7 TG–DSC curves of alginate -   flourohydroxyapatite composite 

scaffolds 

فلوئورهیدروکسی   -های کامپوزیتی آلژیناتداربست TG-DSC نمودار 7شکل 

 آپاتیت 

 هابررسی خواص مکانیکی داربست  8-3-

گیری خواص فشاری از دیگر فاکتورهای مهم در طراحی داربست برای اندازه

های کامپوزیتی نتایج استحکام فشاری داربستمهندسی بافت استخوان است. 

نشان داده شده است. میزان  8فلوئورهیدروکسی آپاتیت در شکل  -آلژینات

های مختلف ها با افزودن درصدتغییرات استحکام فشاری نمونه

 8فلوئورهیدروکسی آپاتیت به خوبی قابل مشاهده است. همانطور که در شکل 

 60رصد وزنی به د 40شود، با افزایش فلوئورهیدروکسی آپاتیت از مشاهده می

های کامپوزیتی، استحکام فشاری نمونه به طور درصد وزنی در ترکیب داربست

افزایش یافته است. علاوه بر   0.5MPa±2.3به  0.2MPa±1.1قابل توجهی از  

پلی یورتان -این، مطالعات انجام شده بر روی داربست فلوئورهیدروکسی آپاتیت

، حاکی از خواص ضعیف کامپوزیت مذکور در مقایسه با داربست [36]

باشد و این افزایش استحکام به کامپوزیتی سنتز شده در پژوهش حاضر می

ها، کاهش تشکیل رای ساخت داربستاستفاده از فرایند خشکایش انجمادی ب 

منافذ ریز در دیواره فلوئورهیدروکسی آپاتیت، پایداری بالای شبکه 

ها )به دلیل افزایش فلوئورهیدروکسی فلوئورهیدروکسی آپاتیت، کاهش تخلخل

آپاتیت در ترکیب داربست( و سازگاری بسیار مناسب فلوئورهیدروکسی آپاتیت 

توان دریافت ها میت. نهایتا با مقایسه این دادهبا آلژینات نسبت داده شده اس

که با افزایش میزان فلوئورهیدروکسی آپاتیت در نمونه علاوه بر بهبود فعالیت 

بنابراین  .ها نیز افزایش یافته استها، خواص مکانیکی آنزیستی داربست

های کامپوزیتی متشکل از سدیم آلژینات و فلوئورهیدروکسی آپاتیت داربست

ای استحکام فشاری قابل قبول برای استفاده در مهندسی بافت استخوان دار

 باشند.می
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Fig. 8 Compressive strength of the alginate-flourohydroxyapatite 

composite scaffolds 

فلوئورهیدروکسی   -های کامپوزیتی آلژیناتاستحکام فشاری داربست 8شکل 

 آپاتیت 

 نتیجه گیری4-  

فلوئورهیدروکسی آپاتیت  -این پژوهش داربست کامپوزیتی سدیم آلژیناتدر 

به روش خشکایش انجمادی تهیه شد. تکنیک مورد استفاده در این تحقیق 

های کامپوزیتی، یک روش ساده و مقرون به صرفه چه از جهت ساخت داربست

ای سمی هباشد و نیاز به استفاده از حلالنظر اقتصادی و چه از نظر زمانی می

-وجود ندارد. علاوه بر این، انحلال آلژینات در آب خود فرایندی است که تخلخل

کند، بنابراین نیاز به استفاده از عوامل ها ایجاد میهای لازم را در داربست

ساز نیست. از فلوئورهیدروکسی آپاتیت در کنار سدیم آلژینات به منظور   تخلخل

 امپوزیت بهره گرفته شد.بهبود خواص بیولوژیکی و مکانیکی ک

 قرمز مادون فوریه تبدیل منحنی و ایکس اشعه پراش الگوی به توجه با

 که شودمی مشاهده های کامپوزیتی،آپاتیت و داربست هیدروکسی فلوئورپودر

-با روش هم آمیز موفقیت صورت به آپاتیت هیدروکسیفلوئور   پژوهش این در

و ارتباط مناسبی بین فلوئورهیدروکسی آپاتیت و سدیم   است شده تهیه سوبیر

ی داربست برقرار شده است. تصاویر آلژینات به عنوان اجزاء تشکیل دهنده

میکروسکوپ الکترونی، حصول داربست کامپوزیتی با تخلخل قابل قبول را تایید 

 نمود.

وانی های استخمانی و فعالیت آلکالین فسفاتازی سلولآزمایش میزان زنده 

های تولید شده بستر مناسبی های زمانی معین، نشان دادند که داربستدر بازه

های بافت استخوان هستند، بطوریکه تکثیر و زیستایی برای رشد و تکثیر سلول

درصد  60در تماس با داربست محتوی  63 -های استخوانی رده ام جی سلول

وزنی فلوئورهیدروکسی آپاتیت بیشتر از دو داربست دیگر بود. به علاوه نشان 

داده شد که خصوصیات مکانیکی به دست آمده آزمون فشاری، بسیار برتر بوده 

 باشد. و به استخوان اسفنجی بسیار نزدیک می

همچنین، رفتار دی هیدروکسی لاسیون در فلوئورهیدروکسی آپاتیت در 

ایجاد شده بواسطه  که مرتبط با جاهای خالی ᵒC 1300-650ایی محدوده دم

 یون هیدروکسیل در ساختار است، مورد بررسی قرار گرفت. 

 -نتایج این پژوهش نشان داد که داربست کامپوزیتی آلژینات

تواند ضمن تامین خواص مکانیکی و بیولوژیکی فلوئورهیدروکسی آپاتیت می

ای سلولی را نیز فراهم کند و بطور بالقوه گزینهمناسب، بستر مناسب برای رشد  

 بسیار مناسب جهت استفاده در مهندسی بافت استخوان باشد.
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