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چکیده 
ــدون  ــه آســیب دیده ب ــم اســتخوان ناحی ــدف ترمی ــا ه ــه ب ــوری اســت ک ــای نوظه ــی از راهبرد ه ــت اســتخوان یک ــه: مهندســی باف مقدم
برانگیختــن واکنــش ایمنــی نامطلــوب گســترش یافتــه اســت. در ایــن زمینــه، ضــروری اســت کــه داربســت مهندســی بافــت تــا حــد ممکــن 
بــه بافــت اســتخوان طبیعــی شــبیه باشــد. از آن جــا کــه اســتخوان از منظــر علــم مــواد نانوکامپوزیتــی از جنــس هیدروکســی  آپاتیــت و کلاژن 
اســت، ســاخت داربســت های نانوکامپوزیتــی بــه عنــوان گزینــه ای ایــده آل بــرای ترمیــم بافــت اســتخوانی مــورد توجــه محققــان قــرار گرفتــه 
اســت. ایــن مــواد کامپوزیتــی در بســیاری از مــوارد شــامل یــک فــاز معدنــی زیســت فعال و یــک فــاز پلیمــری زیســت تخریب پذیــر هســتند.
اهــداف: هــدف از مطالعــه کنونــی ســاخت و مشــخصه یابی یــک داربســت کامپوزیتــی جدیــد بــرای کاربردهــای مهندســی بافــت اســتخوان، 

بــا اســتفاده از نانــوذرات شیشــه ای زیســت فعــال )nBG( و فیبریــن بود. 
مــواد و روش هــا: نانــوذرات شیشــه ای زیســت فعــال مــورد اســتفاده در ایــن مطالعــه بــر اســاس سیســتم ترکیــب شــیمیایی 70:30: 
ــنجی  ــوی ایکــس و طیف س ــگاری پرت ــی روبشــی، بلورن ــز میکروســکوپ الکترون ــد. آنالی ــنتز ش ــا روش ســل  ژل س ــه ب ــود ک CaO-SiO2 ب
تبدیــل فوریــه فروســرخ بــرای مشــخصه یابی نانــوذرات ســاخته شــده بــه کار گرفتــه شــد. از ســوی دیگــر، کل خــون کیســه خــون دو بــار در 
g × 3000 ســانتریفیوژ شــد تــا پلاســما از خــون جــدا شــده و طــی مراحــل بعــدی فیبرینــوژن و ترومبیــن از پلاســمای عــاری از پلاکــت جــدا 
شــود. ســپس ایــن اجــزا بــا nBG مخلــوط شــد تــا یــک داربســت کامپوزیتــی قابــل تزریــق ایجــاد شــود. مشــخصه یابی فیزیکی-شــیمیایی 
ماننــد تخریــب پذیــری و ســرعت تشــکیل لختــه بــر روی کامپوزیــت انجــام شــد. بعــلاوه، بــا اســتفاده از رده ســلول های شــبه استئوبلاســت 
انســانی )رده ســلولی G-292( زیست ســازگاری داربســت بررســی شــد و بــا تســت MTT میــزان تکثیــر ســلول ها و تســت فعالیــت آلکالیــن 

فســفاتاز، تمایــز ســلول ها ســنجیده شــد.
ــی  ــرد کــه 50 ال ــد ک ــوذرات کــروی شــکلی را تایی ــز میکروســکوپی تشــکیل نان ــو ذرات شیشــه زیســت فعال، آنالی ــورد نان ــج: در م نتای
110 نانومتــر قطــر داشــتند. آنالیــز بلورنــگاری پرتــوی ایکــس ماهیــت غیربلوریــن آن را نشــان داد و طیف  ســنجی تبدیــل فوریــه فروســرخ 
ــه  ــوذرات شیش ــن و نان ــت فیبری ــر روی کامپوزی ــده ب ــی های انجام ش ــاند. بررس ــات رس ــه اثب ــی Si-O-Si و O-H را ب ــای عامل ــود گروه ه وج
زیســت فعال نشــان داد کــه افــزودن nBG بــه هیــدروژل فیبریــن پایــداری آن را بهبــود بخشــیده و نــرخ تخریــب داربســت را تــا حــدود 40 
درصــد آهســته تر می نمایــد. کشــت ســلول های G-292 نشــان داد کــه گنجانــدن nBG در هیــدروژل فیبریــن، تکثیــر ســلولی را تــا حــدود 

150 درصــد و فعالیــت آلکالیــن فســفاتاز آن هــا را هــم تــا حــدود 45 درصــد افزایــش می دهــد. 
ــا نشــان داد کــه  ــا یافته هــای م ــداول اســت، ام ــری مت ــت اســتخوان ام ــن در مهندســی باف ــرد ژل فیبری ــری: گرچــه کارب ــه گی نتیج

ــد. ــش می ده ــش افزای ــش از پی ــیب دیده را بی ــتخوان آس ــم اس ــودمندی آن در ترمی ــت فعال، س ــه زیس ــوذرات شیش ــا نان ــب آن ب ترکی
واژگان کلیدی: مهندسی بافت استخوان، فیبرینوژن، ترومبین، فیبرین، نانوذرات شیشه زیست فعال
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1.مقدمه
ــلامتی  ــش روی س ــش پی ــک چال ــتخوان ی ــتگی های اس  شکس
انســان در تمــام دنیــا اســت کــه از جنبه هــای مختلــف اقتصــادی، 
ــد  ــرار میده ــر ق ــه را تحــت تاثی ــرد و جامع ــی ف ــی و روان اجتماع
)1, 2(. راهبردهــای متــدوال فعلــی درمــان آســیب های اســتخوانی 
ــی  ــم مزایای ــی رغ ــت، عل ــت و آلوگرف ــای اتوگرف ــه پیونده از جمل
ــا چالش هایــی ماننــد امــکان بــروز عارضــه در محــل  کــه دارنــد ب
برداشــت اســتخوان، محدودیــت در میــزان اســتخوان قابل برداشــت 
ــا نامناســب اســتخوان بیمــاران و ســالخوردگان در  و کیفیــت غالب
اتوگرفــت و امــکان انتقــال بیمــاری، ایجــاد پاســخ ایمنــی و فقــدان 
ســلول های زنــده در پیونــد آلوگرفــت روبــرو هســتند )3, 4(. 
بنابــر محدودیت هــای ذکــر شــده، مهندســی بافــت اســتخوان بــه 
عنــوان یــک رویکــرد جدیــد بــا هــدف غلبــه بــر چالشــهای مذکــور 
مــورد توجــه قــرار گرفتــه اســت )5, 6(. بــه طــور کلــی، مهندســی 
بافــت اســتخوان از اجــزای داربســت، ســلول و فاکتــور رشــد بــرای 
ــلول ها  ــرد. س ــره میگی ــتخوانی به ــص اس ــازی نقای ــم و بازس ترمی
ــی در  ــش مهم ــت، نق ــازنده باف ــی س ــای اصل ــوان واحده ــه عن ب
ــت  ــد. داربس ــا میکنن ــیب دیده ایف ــت آس ــازی باف ــم و بازس ترمی
ــز  ــد و تمای ــلول ها در آن رش ــه س ــد ک ــم میکن ــاختاری را فراه س
ــه نحــو  ــلولی را ب ــالات س ــل  و انفع ــای رشــد فع ــد و فاکتوره یابن

ــد )7(.   ــری می نماین ــوب راهب مطل
ــی،  ــتخوان، طراح ــت اس ــی باف ــم از مهندس ــاخه مه ــک ش ی
ســاخت و مشــخصه یابی داربســت هایی اســت کــه عمــل ترمیــم را 
تســهیل نمــوده و ســرعت ببخشــد. مــواد مورد اســتفاده در ســاخت 
ــرامیک ها،  ــا، س ــیعی از پلیمره ــتره وس ــتخوان، گس ــت اس داربس
فلــزات و کامپوزیــت آن هــا را در برمی گیــرد. در ایــن میــان و 
ــتخوان متشــکل از  ــتخوان )اس ــی اس ــاختار طبیع ــد از س ــه تقلی ب
کامپوزیتــی از ســرامیک هیدروکســی آپاتیــت و پلیمــر کلاژن 
اســت(، اســتفاده از داربســت های کامپوزیتــی کــه در آن نانــو 
ــر  ــدهاند ب ــده ش ــری پراکن ــته های پلیم ــرامیکی در رش ذرات س

ــت دارد )8(. ــواد ارجحی ــر م دیگ
 (bioactive ــت فعال ــه زیس ــرامیکی، شیش ــواد س ــن م  در بی
(glasses بــا خــواص منحصــر به فــردی همچون زیست ســازگاری، 
و  رگ ســازی  و  تحریــک  استخوان ســازی  بــالا،  زیســت فعالی 
ــی  ــه خواص ــتیابی ب ــور دس ــه منظ ــب ب ــر در ترکی ــت تغیی قابلی
همچــون آنتــی باکتریــال و... جایــگاه ویــژه ای دارد )9, 10(. 
تحقیقــات آزمایشــگاهی و درون تنــی نشــان از برتــری شیشــه های 
زیســت فعال بــر دیگــر ســرامیک های زیســت فعــال، ماننــد 
هیدروکســی آپاتیــت، دارد چــرا کــه آهنــگ تشــکیل اســتخوان در 
ایــن نــوع ســرامیک ها از بقیــه ســریعتر اســت )11, 12(. اگــر چــه 
اکثــر مطالعــات انجام شــده بــر روی شیشــه های زیســت فعال، 
ــی در  ــه، توجــه روزافزون ــا ابعــاد میکــرو را در نظــر گرفت ــی ب ذرات

ــود. در  ــده می ش ــوذرات دی ــتفاده از نان ــرای اس ــان ب ــن محقق بی
واقــع انتظــار مــی رود کــه ایــن نانــوذرات بــا در اختیــار گذاشــتن 
ســطح ویــژه تمــاس بالاتــر، منجــر بــه بهبــود خــواص و عملکــرد 
ــژه  ــوند. ســطح وی ــداول ش ــی مت شیشــه های زیســت فعال میکرون
بالاتــر از طرفــی آهنــگ حل شــوندگی و آزاد شــدن یون هــا از 
ــا  ــذب پروتئین ه ــر ج ــرف دیگ ــد و از ط ــاد می کن ــه ها را زی شیش
ــن  ــر دوی ای ــه ه ــد ک ــش می بخش ــت ماده را افزای ــر روی زیس ب

ــود )13, 14(. ــت فعالی می ش ــش زیس ــه افزای ــر ب ــور منج ام
از طــرف دیگــر، زیســت پلیمر فیبریــن (Fibrin) از خــون خــود 
ــوان  ــه عن ــن ب ــد و بنابرای ــه دســت آی ــد ب ــرد بیمــار هــم میتوان ف
ــی  ــت دسترس ــا قابلی ــت و ب ــازگار، ارزان قیم ــی زیست س محصول
فــراوان توجــه محققــان را بــه خــود جلــب کــرده اســت )15, 16(. 
فیبریــن زیســت پلیمری طبیعــی اســت کــه طــی فراینــد انعقــاد، 
توســط    (Fibrinogen) فیبرینــوژن کــردن  کراس لینــک  از 
کارکــرد  اولیــن  می آیــد.  به دســت   (Thrombin) ترومبیــن 
ــون در  ــدآوری خ ــم، بن ــم زخ ــاد و ترمی ــد انعق ــن در فراین فیبری
ــن  ــورد، فیبری ــن م ــه ای ــد از دســتیابی ب محــل آســیب اســت. بع
ــه  ــرده ک ــی عمــل ک ــه داربســتی موقت ــه مثاب در محــل آســیب ب
فراینــد ترمیــم بافــت را شــروع و آن گاه حمایــت میکنــد. در 
واقــع فیبریــن داربســتی را بــرای مهاجــرت، چســبندگی و تکثیــر 
ســلول های درگیــر در فراینــد ترمیــم زخــم فراهــم می کنــد 
ــادی  ــی ه ــه تنهای ــی ب ــدروژل فیبرین ــود هی ــن وج ــا ای )17(. ب
ــه  ــد ب ــن خاصیــت بای ــده رشــد اســتخوان نیســت و ای ــا القاکنن ی
طریقــی در آن تقویــت شــود )18(؛ چــرا کــه در بســیاری از مــوارد، 
درمــان آســیب اســتخوانی بــا فیبریــن تنهــا عمــلا فــرق چندانــی 
ــرای  ــی ب ــدارد )19(. راهبردهــای گوناگون ــا گــروه درمان  نشــده ن ب
ــه  ــن انجــام شــده اســت ک ــت  استخوان ســازی فیبری ــا خاصی ارتق
ــزودن ســلول های استخوان ســاز  ــه اف ــوان ب ــه میت ــوان نمون ــه عن ب
و فاکتورهــای رشــد بــه فیبریــن اشــاره کــرد )15(. افــزودن 
ــورد  ــک راه حــل م ــم ی ــن ه ــه فیبری ســرامیک های زیســت فعال ب
توجــه محققــان بــوده اســت. ایــن ســرامیک ها پــس از قرارگیــری 
ــد محکمــی  ــک واکنــش داده و پیون ــا ســیال فیزیولوژی ــدن ب در ب
ــته های  ــتگی رش ــم پیوس ــق به ه ــراف از طری ــتخوان اط ــا اس را ب
کلاژنــی بــا ســطح ســرامیک ها بــه وجــود مــی آورد )10(. در ایــن 
زمینــه Zhao و همــکاران گــزارش کردنــد کــه افــزودن نانــوذرات 
بتاتــری کلســیم فســفات بــه فیبریــن، تکثیــر و تمایــز ســلول های 
بنیــادی مزانشــیمال را افزایــش می دهــد )20(. در مــورد دیگــری 
بــر  نانوهیدرکســی آپاتیت  تاثیــر  همــکاران  و   Osathanon
ــد  ــرار دادن   استخوان ســازی داربســت فیبرینــی را مــورد بررســی ق
ــزان  ــتی و می ــای استئوبلاس ــان ژن ه ــه بی ــد ک ــاهده نمودن و مش
 استخوان ســازی در آهیانــه مــوش نســبت بــه گــروه فیبریــن تنهــا، 
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ــرد )21(. ــدا ک ــی داری پی ــش معن افزای
بــا ایــن وجــود، داربســت کامپوزیتــی کــه در آن نانوذرات شیشــه 
ــدی  ــون تک واح ــه از خ ــی ک ــتری از فیبرین ــت فعال در بس زیس
به دســت آمــده، پراکنــده شــده باشــد کمتــر مــورد بررســی قــرار 
ــه  ــت ک ــدی آن اس ــون تک واح ــم خ ــت مه ــت. مزی ــه اس گرفت
میتوانــد از خــون خــود بیمــار هــم تهیــه شــده و بــه عنــوان منبعی 
ارزان و ایمــن بــرای تهیــه فیبرینــوژن و ترومبیــن مــورد اســتفاده 
ــذا در ایــن مطالعــه پــس از تهیــه و مشــخصهیابی  قــرار بگیــرد. ل
اجــزای ســرامیکی و پلیمــری، کامپوزیــت فیبرین/نانــو ذرات 
ســاختاری،  ارزیابی هــای  شــد.  ســاخته  زیســت فعال  شیشــه 
ــان داد  ــت نش ــر روی داربس ــده ب ــام ش ــتی انج ــی و زیس فیزیک
ــال قابلیــت  ــو ذرات شیشــه زیســت فع ــت فیبرین/نان کــه کامپوزی
ــی از  ــوص در مناطق ــه خص ــتخوانی، ب ــیب های اس ــرد در آس کارب

ــار مکانیکــی نیســتند را دارد. ــه تحــت اعمــال ب ــدن ک ب

2. مواد و روش ها

2..1. سنتز نانوذرات 
  Wei Xiaــت فعال از روش ــه زیس ــو ذرات شیش ــنتز نان ــرای س ب
و همــکاران اســتفاده شــد )22(. تمامــی پیشســازها و محلولهــای 
لازم از شــرکت مــرک آلمــان خریــداری شــدند. شیشــه بــا ترکیــب 
ــود.  ــر ب ــد نظ ــی( م ــد مول ــاس درص ــر اس SiO2:CaO:70:30  )ب
  (Tetraethyl ــیلیکات ــل اورتوس ــرا اتی ــر تت ــدا 28/7 میلی لیت ابت
محلــول  میلی لیتــر   3/7 همــراه  بــه   orthosilicate: TEOS)
ــر  ــر در 66/5 میلی لیت ــر آب مقط ــید و 18/5میلی لیت ــک اس نیتری
ــر روی همــزن مغناطیســی  ــول حاصــل ب ــول حــل شــد. محل اتان
ــط و در  ــرعت متوس ــا س ــه ب ــدت 45 دقیق ــه م ــه و ب ــرار گرفت ق
دمــای اتــاق مخلــوط شــد تــا هیدرولیــز TEOS در محیــط اســیدی 
ــه ســل  ــرات ب ــس از آن، کلســیم نیت ــرد. پ ــام گی ــی انج ــه خوب ب
ســیلیکاتی حاصلــه اضافــه گشــته و هــم زدن تــا بــه دســت آمــدن 
ــر  ــد، 13/3 میلی لیت ــه بع ــت. در مرحل ــه یاف ــی شــفاف ادام محلول
آمونیــاک 1 مــولار را قطره قطــره بــه محلــولِ در حــال هــم 
خــوردن اضافــه کــرده تــا ژل مطلــوب در عــرض چنــد دقیقــه بــه 
ــه مــدت 36 ســاعت در  ــد. پــس از تشــکیل ژل، آن  را ب دســت آی
دمــای 75 درجــه ســانتیگراد قــرار داده تــا آب و اتانــول موجــود در 
ــدت  ــه م ــده، ب ــوذرات به دســت آم ــان نان ــر شــود. در پای آن تبخی
ــا دمــای 750 درجــه ســانتیگراد و  ــی ب 2 ســاعت در کــوره حرارت
آهنــگ حرارت دهــی 5 درجــه بــر دقیقــه، کلســینه شــدند. پــودر 

حاصلــه پــس از ســرد کــردن خــرد شــد.

2..2. مشخصه یابی نانوذرات شیشه زیست فعال
به وســیله  سنتزشــده  نانــوذرات  ریزســاختار  و  مورفولــوژی 
ــورد  ــتگاه م ــد. دس ــی ش ــی بررس ــی روبش ــکوپ الکترون میکروس

ــت کار میکــرد.  ــاژ 30 کیلوول ــا ولت ــود کــه ب اســتفاده Hitachi ب
ــر  ــز تصوی ــزار آنالی ــا نرماف ــده ب ــت آم ــدازه ذرات به دس ــع ان توزی
Image J انجــام گرفــت )23(. ســاختار کریســتالی پودرهــای 
ــو ایکــس  ــه وســیله آنالیــز طیف ســنج پــراش پرت ســاخته شــده ب
X-Ray Diffraction Diffractometry (XRD) بررســی شــد. 
ــاژ 40  ــا ولت ــه ب ــود ک ــتفاده Phillips ب ــورد اس ــتگاه م ــوع دس ن
کیلوولــت و شــدت جریــان 30 میلی آمپــر عمــل میکــرد. محــدوده 
ــد و  ــاب گردی ــه انتخ ــن 10 و 110 درج ــکن بی ــورد اس ــه م زاوی
ــر  ــه ب ــکن  2 درج ــرعت اس ــه و س ــر 0/02 درج ــدازه گام براب ان
ــه  ــت فعال ب ــه زیس ــوذرات شیش ــذب نان ــف ج ــود. طی ــه ب دقیق
 Fourier- وســیله آنالیــز طیف ســنج مــادون قرمــز تبدیــل فوریــه
 transform infrared spectroscopy (FTIR) مــورد ارزیابــی 
  Prekin Elmerــتگاه ــت از دس ــام تس ــرای انج ــت. ب ــرار گرف ق
 cm-1 ــن ــوج بی ــدد م ــدوده ع ــد و مح ــتفاده ش  Spectrum اس

ــد.  ــه ش ــر گرفت ــا  cm-1 4000 در نظ 400 ت
ارزیابــی زیســت فعالی نانــوذرات ســنتز شــده بــر اســاس کار Lee و 
همکارانــش و مبتنــی بــر غوطــه وری آن هــا در محیــط کشــت، انجــام 
شــد )24(. 250 میلیگــرم از پــودر شیشــه، پــس از اســتریل شــدن بــا 
اتــوکلاو، در داخــل پلیــت 6 خان هــای حــاوی 5 میلی لیتــر محیــط 
    (Fetal ــدون پروتئین هــای ســرم جنیــن گاوی کشــت DMEM با/ب
ــتریل  ــرون اس ــر 0/22 میک ــا فیلت ــه ب  )bovine serum :FBS ک
شــده بــود، غوطــه ور گشــته و پلیــت مذکــور در انکوباتــور 37 درجــه 
ــن  5  ــت 90 درصــد و فشــار دی اکســید کرب ــا رطوب ســانتیگراد و ب
ــرون  ــور بی ــت از انکوبات ــس از 4 روز، پلی ــد. پ ــرار داده ش ــفر ق اتمس
ــا دور ×  ــه ب ــانتریفیوژ )15 دقیق ــیله س ــه وس ــا ب آورده شــد و پودره
g 3000 ( جــدا شــده و ســه مرتبــه بــا آب مقطــر شســته و خشــک 
ــه  ــا ب ــطح نمونه ه ــر س ــی آپاتیت ب ــکیل هیدروکس ــد. تش گردیدن
وســیله میکروســکوپ الکترونــی روبشــی مــورد بررســی قــرار گرفــت.

2..3. تهیه فیبرینوژن
ــرای ســاخت فیبریــن ابتــدا بایــد   همانطــور کــه گفتــه شــد، ب
ــق  ــر طب ــوژن ب ــرد.  فیبرین ــه ک ــن را تهی ــوژن و ترومبی فیبرین
پروتکــول Thorn و همــکاران بــه دســت آمــد )25(. نخســت کل 
خــون کیســه خــون بــه مــدت 15 دقیقــه و بــا دور × g 3000  در 
دمــای اتــاق ســانتریفیوژ شــده تــا بــه ســه جز پلاســما، ســلول های 
خــون و لایــه مــرزی بیــن ایــن دو تقســیم  شــود. ســپس پلاســما 
ــه منظــور ترســیب فیبرینــوژن  ــه وســیله پیپــت جــدا شــده و ب ب
بــه هــر میلــی لیتــر از آن، 100 میکرولیتــر اتانــول خالــص افــزوده 
و پــس از کمــی هــم زدن بــه مــدت 25 الــی 30 دقیقــه در آب و 
یــخ انکوبــه شــد. محلــول حاصلــه بــه مــدت 15 دقیقــه و ایــن بــار 
در دمــای 0 الــی 4 درجــه ســانتی گراد ســانتریفیوژ شــد. در پایــان 
ایــن مرحلــه فیبرینــوژن )بــه همــراه پروتئین هــای دیگــری ماننــد 
فیبرونکتیــن، آلبومیــن و...( بــه شــکل رســوب ســفید رنگــی قابــل 
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ــک  ــر خش ــز درای ــیله فری ــفیدرنگ به وس ــز س ــود. ج ــاهده ب مش
ــه میــزان یــک  ــودر فیبرینــوژن حاصــل در آب مقطــر ب شــده و پ

پنجــم حجــم اولیــه دوبــاره حــل شــد.

2..4. تهیه ترومبین
ــا  ــکاران ب ــوکل Franco و هم ــن از پروت ــه ترومبی ــرای تهی ب
ــه  ــه، ب ــور خلاص ــد )26(. به ط ــتفاده ش ــری اس ــرات مختص تغیی
هــر میلی لیتــر پلاســمای فیلترشــده و عــاری از پلاکــت، 40 
ــد. در  ــه ش ــد اضاف ــیم کلرید 10 درص ــول کلس ــر از محل میکرولیت
ــانتیگراد  ــای 37 درجــه س ــه در دم ــدی، پلاســما 15 دقیق گام بع
 × g 800 ــا دور ــه ب ــدت 10 دقیق ــه م ــس از آن ب ــده و پ انکوبه ش
ــه،  ــن مرحل ــای ای ــد. در انته ــانتریفیوژ گردی ــاق س ــای ات و در دم
پلاســما از فیبریــن و پلاســمای غنــی از ترومبیــن تشــکیل شــده 
بــود کــه جــز اخیــر بــا پیپــت بــه فالکــون دیگــری منتقــل شــد. 

ــوژن انجــام شــد. ــول فیبرین ــد محل ــز مانن دیالی

2..5. تهیه کامپوزیت فیبرین و شیشه زیست فعال
ــی در  ــد حجم ــبت 50/50 درص ــه نس ــن ب  فیبرینوژن/ترومبی
ــرعت و  ــه س ــده، ب ــه ش ــای ریخت ــت 24 خان ه ــای پلی چاهک ه
ــه منظــور کامــل شــدن  ــا دقــت مخلــوط شــدند و ژل حاصــل ب ب
ــه مــدت 1 ســاعت  فراینــد پلیمریزاســیون در دمــای 37 درجــه ب
انکوبــه گردیــد. در نمونه هــای حــاوی شیشــه، ابتــدا آگلومره هــای 
احتمالــی نانــوذرات به وســیله 30 دقیقــه اولتراســونیک نمــودن در 
ــرم  ــرده شــد. ســپس از غلظــت 100 میلی گ ــن ب آب مقطــر از بی
ــه، 10، 20 و 30 درصــد حجمــی  ــاب حاصل ــر از دوغ ــر میلی لیت ب
ــه همــان  ــه بعــد ب ــه محلــول ترومبیــن اضافــه شــده و در مرحل ب
ترتیــب بــالا بــا محلــول فیبرینــوژن مخلــوط گردیــد. بدین ترتیــب 
ــوذرات  ــی حــاوی 5 ،10 و 15 درصــد حجمــی از نان کامپوزیت های

ــد. ــت آم ــت فعال به دس ــه  زیس شیش

2..6. مشخصه یابی کامپوزیت 
2..6..1.. تعیین زمان انعقاد

ــر  ــدون مقادی ــا ب ــا ی ــوژن )ب ــردن فیبرین ــوط ک ــس از مخل پ
در  ترومبیــن  و  زیســت فعال(  شیشــه  نانــوذرات  از  مختلفــی 
دمــای اتــاق، لختــه فیبرینــی پــس از چنــد دقیقــه تشــکیل شــد. 
به طوری کــه بــا گذشــت زمــان محلــول ســیالیت خــود را از دســت 
داده و بــه هیدروژلــی تیــره تبدیل شــد. خواص ســاختاری و قابلیت 
ــه  ــان تشــکیل لخت ــه زم ــادی ب ــا حــد زی ــدروژل ت دســتورزی هی
 UV-VIS spectrophotometer ــتفاده از ــا اس ــتگی دارد. ب بس
England ,6405 )Jenway( پروســه ژل هــای شــدن محلــول 
مانیتــور شــد. بدیــن منظــور پــس از مخلــوط کــردن اجــزا، میــزان 
جــذب محلــول در طــول مــوج 550 نانومتــر بــه وســیله دســتگاه 
ــتق  ــم مش ــوان ماکزیم ــه عن ــاد ب ــان انعق ــد. زم ــری ش اندازه گی

ــف میشــود )27(. ــان، تعری ــر حســب زم ــودار OD ب نم

2..6..2. تخریب پذیری
میــزان تخریــب و تجزیــه شــبکه فیبرینــی )بــا یا بــدون نانــوذرات 
ــتفاده از  ــا اس ــلول ب ــت س ــط کش ــت فعال( در محی ــه زیس شیش
پروتــوکل گســترش یافتــه بــه وســیله Zhao و همکارانــش بررســی 
ــدروژل  ــب هی ــوه تخری ــی نح ــکان بررس ــن روش ام ــد )27(. ای ش
فیبرینــی را در حالــت طبیعــی خــود بدســت میدهــد. بدین منظــور 
فیبریــن پــس از ژل هــای شــدن، در چاهک هــای پلیــت 24 
خان هــای و حضــور 500 میکرولیتــر از محیــط کشــت قــرار 
ــته  ــت ها برداش ــت از روی داربس ــط کش ــد محی ــت. 5 روز بع گرف
 Nanodrop  (Thermo شــد و پروتئیــن آزاد شــده در آن بــا
(Scientific™ 2000c  تعییــن گردیــد، زیــرا گــروه عاملــی فنیــل 
پروتئین هــا در280 نانومتــر جــذب دارد. همچنیــن جــذب محیــط 
کشــت کامــل )بــدون فیبریــن( در 280 نانومتــر اندازه گیــری شــد 
و مقــدار پروتئین هــای موجــود در آن از کل پروتئین هــا کســر 
ــن در  ــب فیبری ــل از تخری ــای حاص ــط پروتئین ه ــا فق ــد ت گردی

ــه شــود. محاســبات در نظــر گرفت

2..6..3.. تست سمیت سلولی
بــه منظــور بررســی رفتــار ســلول ها در کامپوزیــت، ابتــدا ســمیت 
احتمالــی داربســت ها بــر روی ســلول ها مــورد ارزیابــی قــرار گرفــت. 
نخســت همانطــور کــه در بخش هــای قبلــی آورده شــد، ژل فیبرین-

شیشــه زیســت فعال در پلیــت 12 خان هــای ســاخته و 1 میلی لیتــر 
محیــط کشــت کامــل بــر روی آن ریختــه شــد. ســپس پلیــت مزبور 
در انکوباتــور قــرار گرفتــه و پــس از 4 روز محیــط روئیــن آن کشــیده 
شــده و پــس از اســتریل بــا فیلتــر ســرنگی 0/22 میکــرون، عصــاره 
ــد.  ــداری ش ــه نگه ــتفاده در 4 درج ــان اس ــا زم ــده ت ــت آم به دس
از  رده G-292 خریداری شــده  استئوبلاســتی  شــبه  ســلول های 
انســتیتو پاســتور ایــران، بــا دانســیته 5000 ســلول بــر هــر چاهــک 
ــک شــبانه روز در  ــت ی ــه شــده و پلی در پلیــت 96 خان هــای ریخت
ــت بچســبند.  ــف پلی ــه ک ــلول ها ب ــا س ــد ت ــرار داده ش ــور ق انکوبات
پــس از آن محیــط کشــت ســلول ها بــا عصــاره حــاوی محصــولات 
ناشــی از انحــلال فیبریــن تعویــض شــده، پــس از 24 و 72 ســاعت 
ســلول ها از نظــر مورفولوژیکــی و تکثیــر بــه ترتیــب با میکروســکوپ 
MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-  نــوری فــاز معکــوس و تســت

 2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma, USA)
ــت  ــط کش ــت MTT، از محی ــرل تس ــه کنت ــد. در نمون ــی ش بررس
ــرای انجــام ایــن  ــدون افزودنــی اســتفاده شــد. ب معمولــی ســلول ب
تســت، ابتــدا 150 میکرولیتــر محلــول MTT بــا غلظــت 1 میلی گرم 
ــاعت در 37  ــت 4 س ــزوده و پلی ــا اف ــه چاهک ه ــر ب ــر میلی لیت ب
درجــه و بــا رطوبــت نســبی 90 درصــد انکوبــه گشــت. ســپس پلیت 
را بیــرون آورده و پــس از کشــیدن محلــول MTT، 100 میکرولیتــر 
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ــت  ــه پلی ــده ب ــازان حل ش ــد. فرم ــه ش ــا اضاف ــه چاهکه DMSO ب
  microplate( جدیــد منتقــل و جذبــش در 570 نانومتــر بــا

ــد. ــده ش  reader )Bio-Tek Instruments, Incخوان

2..6..4.. تکثیر سلولی 
پــس از حصــول اطمینــان از عــدم ســمیت داربســت های 
ســاخته شــده، تکثیــر ســلولی در درون داربســت های ساخته شــده 
بررســی شــد. پــس از تهیــه سوسپانســیون ســلولی بــا غلظــت 104 
× 5 ســلول بــر میلی لیتــر، مقــدار 20 میکرولیتــر از محیــط کشــت 
ــد  ــه کــرده و پــس از چن ــوژن اضاف ــر فیبرین ــه 150 میکرولیت را ب
ــع یکنواخــت ســلول ها در داربســت،  ــه منظــور توزی ــاژ ب ــار پیپت ب
ترومبیــن بــا حجــم 150 میکرولیتــر بــه آن افــزوده شــد )قبــل از 
ایــن مرحلــه در گــروه حــاوی نانــوذرات شیشــه زیســت فعال، پــس 
ــا غلظــت  ــتریل ب ــر اس ــردن شیشــه ها در آب مقط ــونیکت ک از س
ــر  ــدار 15، 30، 45 میکرولیت ــر، مق ــر میلی لیت ــرم ب 100 میلی گ
ــه شــدن  ــا اضاف ــه شــد(. ب ــن اضاف ــه ترومبی ــاب شیشــه ای ب دوغ
ــن  ــر، ژل فیبری ــه یکدیگ ــن ب ــوژن و ترومبی ــای فیبرین محلول ه
پــس از یــک ســاعت قرارگیــری در انکوباتــور و دمــای 37 درجــه 
ســانتیگراد قــوام گرفــت و آن گاه 1 میلی لیتــر محیــط کشــت 
ــا  ــر ســه ی ــط کشــت ســلول ها ه ــه شــد. محی ــدان اضاف ــل ب کام
ــن در  ــان معی ــا زم ــلول ها ت ــد و س ــض ش ــار تعوی ــار روز یکب چه
 MTT ــت ــت 7 روز، تس ــس از گذش ــد. پ ــرار داده ش ــور ق انکوبات

ــا روش ذکــر شــده در قســمت قبــل، انجــام شــد. مشــابه ب

2..6..5.. تمایز سلولی 
ــه در  ــا آنچ ــابه ب ــا مش ــه دقیق ــن مرحل ــلولی در ای ــت س کش
قســمت تکثیــر ســلولی بیــان شــد، انجــام گرفــت. پــس از گذشــت 
ــرون  ــت بی ــی، پل ــت فیبرین ــلول ها در داربس ــت س 10 روز از کش
آورده و محیــط رویــی آن کشــیده شــد. ســپس ژل هــا دو مرتبــه بــا 
آب مقطــر شســته شــد تــا پروتئین هــای محیــط کشــت ســلولی بــر 
روی آن باقــی نمانــد. در مرحلــه بعــد ژل هــا بــه میکروتیــوب منتقــل 
ــده  ــون X-100 )تهیه ش ــول تریت ــر از محل ــده و 500 میکرولیت ش
ــر  ــی( ب ــد حجم ــر )2 درص ــان( در آب مقط ــرک آلم ــرکت م از ش
ــاره در  ــز شــده را دوب ــه شــد. ژل حــاوی ســلول فری روی آن ریخت
ــدت 30  ــه م ــرار داده و آن گاه ب ــانتی گراد ق ــه س ــای 37 درج دم
دقیقــه ســونیکیت شــد تــا غشــای ســلول ها کامــلا تخریــب شــده 
 (Alkaline phosphatase: ALP) ــفاتاز ــن فس ــنجش آلکالی و س
درون ســلولی امکان پذیــر گــردد. محصــول به دســت آمــده 5 
دقیقــه  در دور × g1000 ســانتریفیوژ شــده و 50 میکرولیتــر از 
مایــع رویــی آن بــا 250 میکرولیتــر از معــرف نیتروفنیــل فســفاتاز 
)تهیه شــده از شــرکت پــارس آزمــون، ایــران( مخلــوط شــد. محلــول 
ــانتی گراد  ــه س ــای 37 درج ــاعت در دم ــد س ــده، چن ــت آم به دس
انکوبــه گشــت و آن گاه جــذب رنــگ زرد تولیدشــده در طــول مــوج 

ــد. ــده ش ــیله microplate reader  خوان ــر به وس 405 نانومت

2..7.. آنالیز آماری
ــرار  ــه تک ــلولی 3 مرتب ــت س ــری و کش ــای تخریب پذی آزمونه
ــه  ــه صــورت میانگیــن ± خطــای اســتاندارد ارائ شــدند و نتایــج ب
ــیله  ــه وس ــا ب ــلاف میانگین ه ــاری اخت ــودن آم ــی دار ب ــد. معن ش
ــر روی  ــت MTT ب ــورد تس ــا در م ــه ی ــون ANOVA یک طرف آزم
عصــاره داربســت ها کــه پارامترهــای تکثیــر ســلولی و زمــان مــد 
ــد و  ــه بررســی ش ــون ANOVA دوطرف ــیله آزم ــد به وس ــر بودن نظ
ــی  ــون توک ــا، از آزم ــن گروه ه ــی دار بی ــاوت معن ــن تف ــرای یافت ب
ــا اســتفاده  ــرای انجــام آزمون ه ــزار SPSS ب اســتفاده شــد. از نرم اف
شــد. مقــدار P ˂ 0/05 معنــادار در نظــر گرفتــه شــد. علامــت  * 
 P ˂ 0/001ــای ــه معن ــت ***  ب ــای  P ˂ 0/05  و علام ــه معن ب

اســت.

3. نتایج 

3..1. ساخت و مشخصه یابی نانوذرات شیشه 
زیست فعال

 در ایــن مطالعــه نانــوذرات شیشــه زیســت فعال با روش »ســل-ژل 

ســریع بــه واســطه بــازی شــدن محلــول«« ســنتز شــد )22(. تصویر 
ــیله FTIR را نشــان  ــوذرات به وس ــی نان ــف جذب ــی طی ــف ارزیاب 1ال
ــارن خمشــی  ــد متق ــه پیون ــوان ب ــد cm-1470 را میت میدهــد. بان
ــه  ــوط ب ــد cm-1 1100 مرب ــه بان ــبت داد در حالی ک Si-O-Si نس
ــد نامتقــارن کششــی Si-O-Si اســت. حضــور کاتیــون کلســیم  پیون
ــیلیکای  ــد را از cm-1 450 در س ــکیل بان ــبکه، تش ــاختار ش در س
ــت.  ــر داده اس ــی تغیی ــه دوجزئ ــه cm-1 470 در شیش ــص ب خال
همچنیــن بانــد مشاهده شــده در cm-1 930 را میتــوان بــه پیونــد 
  SiONBO (non-bondingــدی ــا اکســیژن غیرپیون سیلیســیوم ب
 3400 1-cm  نســبت داد. بالاخــره پیــک وســیع oxygen, NBO)
ــه مــد کششــی O-H اســت کــه نشــان دهنده  ــوط ب در نمــودار مرب
ــوذرات شیشــه زیســت فعال اســت  ــر روی نان ــت جذب شــده ب رطوب
)28(. تصویــر 1ب الگــوی XRD نانــوذرات سنتزشــده را نشــان 
میدهــد. همانطــور کــه مشــاهده میشــود ســاختار به دســت آمــده 
آمــورف اســت و هیــچ پیــک خاصــی کــه معــرف بلورینگــی مــاده 

ــت )22(. ــخیص نیس ــودار قابل تش ــد، در نم باش
ــان  ــده را نش ــت آم ــو ذرات به دس ــوژی نان ــر )1پ( مورفول  تصوی
میدهــد کــه اغلــب ذرات کرهــای شــکل بــوده و بــا انــدازه زیــر 100 
ــع  ــز توزی ــت. آنالی ــاهده اس ــره قابل مش ــورت آگلوم ــه ص ــر ب نانومت
انــدازه ذرات بــا اســتفاده از نرم افــزار ImageJ کــه به صــورت 
اندازه گیــری قطــر 70 ذره بــه طــور تصادفــی انجــام گرفــت، نشــان 
ــرار  ــر ق ــی 110 نانومت ــازه 50 ال ــدازه ذرات در ب ــع ان ــه توزی داد ک

ــر 1ت(.  ــود )تصوی ــر ب ــدار آن 76 نانومت ــه و متوســط مق گرفت
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 شکل 1. مشخصه یابی شیشه های زیست فعال )الف( طیف FTIR و )ب( نمودار XRD نانوذرات سنتز شده. )پ( تصویر SEM از مورفولوزی و )ت( توزیع اندازه 
نانوذرات.

3..2. ارزیابی زیست فعالی نانوذرات شیشه 
زیست فعال

لایــه  میشــود  مشــاهده   2 تصویــر  در  کــه  همانطــور 
هیدروکســی آپاتیت 4 روز پــس از غوطــه وری نانــوذرات شیشــه 

ــور  ــدم حض ــا ع ــف و ب( و ی ــر 2 ال ــور )تصوی ــت فعال در حض زیس
ــود،  ــکیل میش ــا تش ــر روی آن ه ــر 2 پ و ت( ب ــن )تصوی پروتئی
هرچنــد مورفولــوژی و انــدازه ذرات تشکیل شــده و همچنیــن نحــوه 
پوشــش ســطح تحــت تاثیــر حضــور پروتئیــن قــرار گرفتــه اســت.      

شکل2. تشکیل لایه هیدروکسی آپاتیت بر روی نانوذرات شیشه زیست فعال در محیط کشت کامل )الف و ب( و محیط کشت بدون پروتئین )ب و پ(  

الف ب

پ ت

الف ب

پ ت
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3..3. تهیه فیبرین
مراحــل تهیــه فیبرینــوژن و ترومبیــن از خــون کامــل در تصویر 3 
ــول  ــه شــده اســت. جــز ســفیدرنگ ترســیب یافته به وســیله اتان ارائ
ــیله  ــت به وس ــوژن اس ــه فیبرین ــل لخت ــن قاب ــی از پروتئی ــه غن ک

فریــز درایــر خشک شــده و تــا زمــان مصــرف در یخچــال نگهــداری 
میشــود )تصویــر 3 ت(. ترومبیــن هــم پــس از اضافــه کردن کلســیم 
کلریــد بــه پلاســما و فعال ســازی آبشــار انعقــادی در آن بــه وجــود 

آمــده و جداســازی میشــود )تصویــر 3 ج(.

شکل3. تهیه فیبرینوژن و ترومبین از خون کامل. خون کامل به داخل فالکون ها ریخته شده )الف( و سانتریفیوژ می شود )ب( . فیبرینوژن پلاسما توسط اتانول 
ترسیب داده شده )پ( و بوسیله فریز درای خشک می شود)ت( به باقیمانده پلاسما کلسیم کلرید اضافه کرده )ث( و ترومین اطراف لخته جدا می شود )ج( 

3..4. داربست فیبرین-شیشه زیست فعال
ــزای آن  ــک از اج ــر ی ــدا ه ــت، ابت ــاخت داربس ــور س ــه منظ ب
جداگانــه ســنتز شــد و در مرحلــه بعــد جــز شیشــه ای بــه محلــول 
ــد و پــس از  ــا فیبرینــوژن مخلــوط گردی ترومبیــن اضافه شــده و ب

گذشــت چنــد ثانیــه ژل مــورد نظــر تشــکیل شــد.

3..5. زمان انعقاد  
همانگونــه کــه در تصویــر 4 دیــده میشــود، شــدت جــذب 

ــا تیرگــی آن دارد در حضــور  هیــدروژل کــه ارتبــاط مســتقیمی ب
ــه  ــه ب ــا توج ــد. ب ــش مییاب ــت فعال افزای ــه زیس ــوذرات شیش نان
شــکل 4، زمــان تشــکیل لختــه فیبرینــی پــس از مخلــوط کــردن 
ــزودن  ــا اف ــان ب ــن زم ــه اســت. ای ــن 45 ثانی ــوژن و ترومبی فیبرین
ــه  ــد، به طوری ک ــش مییاب ــب کاه ــه ترکی ــت فعال ب ــه زیس شیش
ــان 15  ــودر زم ــو پ ــا 15 درصــد نان ــت حــاوی 5 ی ــرای کامپوزی ب
ــت فعال،  ــه زیس ــد شیش ــاوی 10 درص ــن ح ــرای فیبری ــه و ب ثانی

ــت شــد. ــه ثب ــاد 30 ثانی ــان انعق زم

الف ب

پ

ث

ت

ج
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شکل 4. تصویر. زمان انعقاد داربست های فیبرینی در حضور مقادیر متفاوتی از شیشه های زیست فعال. 

3..6. تخریب پذیری داربست
آنالیــز تخریــب داربســت 5 روز پــس از قــرار گرفتــن در محیــط 
ــر 5 آورده شــده  ــج آن در تصوی کشــت ســلولی انجــام شــد و نتای
ــط کشــت شــدت جــذب  ــروه محی ــه گ ــوط ب ــودار مرب اســت. نم
ــه  ــه ک ــن نکت ــتن ای ــر داش ــا در نظ ــد و ب ــان می ده 0/44 را نش
هیچ گونــه داربســتی در ایــن گــروه وجــود نداشــته، می تــوان 
ــه  ــوط ب ــده مرب ــن مشاهده ش ــزان پروتئی ــه می ــت ک ــه گرف نتیج
محیــط کشــت ســلولی اســت. از ســوی دیگــر شــدت جــذب همــه 

ــا گــروه  گروه هــای داربســت ســلولی تفــاوت بســیار معنــی داری ب
ــی  ــر حضــور محصــولات پروتئین ــه روشــنی ب ــه ب ــرل دارد ک کنت
 )P ˂ 0/001( ــت دارد ــی دلال ــت فیبرین ــب داربس ــی از تخری ناش
در مــورد اختلافــات درون گروه هــای داربســت نکتــه قابــل توجــه 
ایــن اســت کــه شــدت جــذب گــروه فیبرینــی حــاوی 10 درصــد 
شیشــه زیســت فعال بــه طــرز معنــی داری از دیگــر گروه هــا 
ــاظ  ــه لح ــی ب ــوارد اختلاف ــایر م ــت )P ˂ 0/05( و س ــر اس کمت

 .)P ˂ 0/05(  ــتند ــی دار نیس ــاری معن آم

شکل 5. تخریب پذیری داربست 5 روز پس از غوطه وری در محیط کشت سلولی. علامت * به معنی تفاوت معنی دار بین گروه های حاوی داربست و محیط کشت 
کنترل و علامت # به معنی تفاوت معنی دار. بین خود گروه های داربست است.. 

3..7. کشت سلولی

تصویــر 6 یافته هــای تســت ســمیت ســلولی را بــر روی عصــاره 
ــوژی ســلول ها  داربســت ها نشــان می دهــد. در ایــن شــکل مورفول

در گروه هــای مختلــف 24 ســاعت پــس از قرارگیــری در معــرض 
ــر  ــه در تصاوی عصــاره داربســت ها آورده شــده اســت. همانطــور ک
دیــده می شــود، هیــچ کــدام از داربســت ها ســمیتی از خــود بــروز 
نــداده و مورفولــوژی همــه ســلول ها طبیعــی و دوکــی شــکل بــود.
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شکل 6. مورفولوژی سلول های استئوبلاستی 1 روز پس از قرارگیری در معرض عصاره های داربستی: الف) فیبرین، ب )فیبرین-شیشه 5 درصد، پ) فیبرین-شیشه 
10 درصد، ت) فیبرین-شیشه 15 درصد. اندازه              برابر 300 میکرومتر است. 

ــه منظــور  ــی مورفولوژیکــی، از تســت MTT ب ــر ارزیاب ــلاوه ب  ع
کمی ســازی رشــد ســلول ها، 24 و 72 ســاعت پــس از قرارگیــری 
در معــرض عصاره هــای گروه هــای مختلــف اســتفاده شــد؛ تصویــر 
ــی داری در روز  ــه طــور معن ــر ســلولی ب ــی، تکثی ــه طــور کل -7. ب
ســوم از روز اول بیشــتر اســت کــه ایــن امــر نشــان دهنده ســلامت 
 .)P ˂، 1/34f = 0/05( شــرایط کشــت بــرای رشــد ســلول-ها اســت

از ســوی دیگــر، عصــاره فیبرینــی تاثیــر قابــل ملاحظــه ای بــر روی 
ــه های  ــود شیش ــا وج ــت ام ــته اس ــلول ها نداش ــر س ــد و تکثی رش
زیســت فعال توانســته اســت مقــداری رشــد ســلول ها را نیــز 
ــروه  ــاعت در گ ــس از 72 س ــش پ ــن افزای ــه ای ــد ک ــش ده افزای
ــز  ــی دار نی ــد( معن ــت فعال 10 درص ــه زیس ــن شیش ــوم )فیبری س

.)P ˂ 0/05( شــده اســت

شکل 7.تکثیر سلول های  G-292 24 و 72 ساعت پس از قرارگیری در معرض عصاره های داربست های مختلف. علامت ***  به معنای )P ˂ 0/001( و اختلاف 
گروه ها با کنترل منفی است و علامت # به معنایP ˂ 0/05 بین گروه های تیمار است. 

تصویر هــای 8 الــف قابلیــت تکثیــر و 8 ب تمایــز ســلول های شــبه 
استئوبلاســتی را در هیــدروژل فیبرینــی حــاوی مقادیــر متفاوتــی از 
ــان  ــج نش ــن نتای ــد. ای ــان می دهن ــت فعال نش ــوذرات شیشه زیس نان
داد کــه حضــور شیشــه های زیســت-فعال تکثیــر و تمایــز ســلول ها 
را بــه نحــو معنــی داری بهبــود بخشــید )P ˂ 0/05(، هــر چنــد کــه 

تفــاوت میــان خــود گروه هــای حــاوی نانــوذرات معنــی دار نبــود. 

4. بحث

ــت فعال  ــه زیس ــوذرات شیش ــنتز نان ــرای س ــق، ب ــن تحقی در ای
ــر کاهــش زمــان  ــا عــلاوه ب از آمونیــاک 1 مــولار اســتفاده شــد ت
تشــکیل ژل، انــدازه ذرات به دســت آمــده ریزتــر باشــد. زیــرا 
ــولار  ــت 2 م ــود در غلظ ــان داده ب ــش نش ــه Xia و همکاران مطالع

الف ب

پ ت
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ــوند.  ــکیل می ش ــر تش ــت تر از 100 نانومت ــی درش ــاک، ذرات آمونی
ــری  ــاد نانومت ــیله ImageJ ابع ــدازه ذرات به وس ــع ان ــز توزی آنالی
ذرات را تاییــد کــرد کــه ایــن مشــاهده بــا یافته هــای دیگــر 

پژوهشــگران مطابقــت دارد )29(.   
ــازی  ــول شبیه س ــال 1987 محل ــش در س Kokubo و همکاران
به عنــوان  بــدن Simulated body solution (SBF) را  شــده 
ــواد  ــت م ــی زیس ــای درون تن ــرای ارزیابی ه ــبی ب ــن مناس جایگزی
ســاخته شــده معرفــی کردنــد )30(. طبــق تعریــف Kokubo مــاده 
ــول  ــه وری در محل ــس از غوط ــه پ ــت ک ــاده ای اس ــت فعال م زیس
شبیه ســازی شــده بــدن، لایــه ای از هیدروکســی آپاتیــت بــر روی 
آن تشــکیل شــود. بــا ایــن وجــود، محققــان دیگــری نیــز بــر ایــن 
 FBS بــاور بودنــد کــه بهتــر اســت از محیط کشــت ســلولی به جــای
مرســوم بــرای تســت زیســت فعالی مــواد اســتفاده شــود )24(. بــه 
ــز  ــا، گلوک ــیدها، ویتامین ه ــا، آمینواس ــب اولا پروتئین ه ــن ترتی ای
ــا گذاشــتن محیــط  ــا ب ــد، ثانی ــد حضــور دارن ــول جدی و... در محل
کشــت در انکوباتــور مرطــوب، دمــا و pH محیــط بــه همــان نحــوی 
ــه  ــا توجــه ب ــرل می شــود. ب ــردد، کنت ــم می گ ــدن تنظی ــه در ب ک
مســائل  ذکرشــده در ایــن پژوهــش، محیــط کشــت در حضــور و یــا 
عــدم حضــور پروتئیــن بــه عنــوان جایگزیــن FBS مرســوم انتخــاب 
ــی  ــه هیدروکس ــان داد ک ــت فعالی نش ــت زیس ــج تس ــد. نتای ش
ــوب  ــت فعال رس ــه زیس ــوذرات شیش ــطح نان ــر روی س ــت ب آپاتی

ــر -2(.  ــد )تصوی می کن
مزایــای فــراوان هیــدروژل فیبرینــی، آن را بــه عنــوان داربســتی 
ــه  ــت از جمل ــی باف ــیاری از کاربردهــای مهندس ــده آل در بس ای
ــد  ــن می توان ــلاوه فیبری ــه ع ــت. ب ــوده اس ــرح نم ــتخوان مط اس
موضعــی  و  شــده  کنتــرل  رهایــش  بــرای  مناســبی  حامــل 
ــل  ــف در مح ــلول های مختل ــا س ــون و ی ــد گوناگ ــای رش فاکتوره
ــر کاهــش هزینــه  ــن عــلاوه ب ــری فیبری آســیب، باشــد. تزریق پذی
و عــوارض ناشــی از جراحــی تهاجمــی، امــکان کاربــرد در نقایصــی 
ــر  ــته، ه ــد. از آن گذش ــراح می ده ــه ج ــده را ب ــکال پیچی ــا اش ب
دو جــز تشــکیل دهنده فیبریــن )فیبرینــوژن و ترومبیــن( بــه 
ــار  ــرد بیم ــون ف ــد از خ ــی می توانن ــدت کوتاه ــی م ــی و ط راحت
بــه دســت آینــد )31(. چگونگــی تهیــه اجــزای فیبریــن از خــون 
ــی  ــول روش ــا اتان ــوب دهی ب ــت. رس ــده اس ــر 3 آورده ش در تصوی
بــود کــه در ایــن مطالعــه بــرای جــدا کــردن فیبرینــوژن از پلاســما 
ــر  ــان کوتاهــی انجام پذی ــد در مــدت زم ــرا فرآین اســتفاده شــد زی
ــی  ــور قابل توجه ــه ط ــد ب ــی فراین ــن بازده ــر ای ــلاوه ب ــت. ع اس
ــد کــه اتانــول  ــان کردن ــش بی در آن بالاســت. Park و همکاران
ــده در هنــگام بازانحــلال فیبرینــوژن در دمــای 37 درجــه  باقیمان
ــدی  ــول تهدی ــور اتان ــن حض ــود. بنابرای ــر می ش ــانتی گراد تبخی س
بــرای زیست ســازگاری آن بــه شــمار نمی آیــد )32(. در ایــن 
ــدی  ــع تک واح ــوژن از منب ــد فیبرین ــم مانن ــن ه ــه، ترومبی مطالع
ــه پلاســما  ــد ب ــا افــزودن کلســیم کلری به دســت آمــد. ایــن امــر ب

ــل  ــیم و تبدی ــون کلس ــط ی ــادی توس ــار انعق ــدن آبش ــال ش و فع
ــد )26(. ــل ش ــن حاص ــه ترومبی ــن ب پروترومبی

ــی در  ــور مهم ــدن( فاکت ــای ش ــان ژل ه ــا زم ــاد )ی ــان انعق زم
طراحــی داربســت های تزریق پذیــر بــه شــمار می آیــد، زیــرا 
ــان  ــدروژل و زم ــکان دســت کاری هی ــن ام ــاط مســتقیمی بی ارتب
ــه  ــی ک ــا زمان ــراح ت ــر ج ــارت دیگ ــه عب ــاد آن وجــود دارد. ب انعق
ــه حالــت صلــب و جامــد در نیامــده، می توانــد آن را در  محلــول ب
محــل آســیب دســت کاری کنــد. نتایــج مــا نشــان داد کــه زمــان 
ــت فعال  ــه زیس ــردن شیش ــه ک ــا اضاف ــن ب ــدن فیبری ــای ش ژل ه
بــه آن افزایــش می یابــد )تصویــر 4(. ایــن داده هــا در تقابــل 
ــق آن  ــه طب ــرد ک ــرار می گی ــش ق ــزارش Zhao  و همکاران ــا گ ب
افــزودن نانــوذرات ســرامیکی بــه فیبرینــوژن، موجــب بــه تعویــق 
ــود  ــاهده خ ــا مش ــود )20(. آن ه ــده ب ــاد، ش ــان انعق ــادن زم افت
ــرامیکی  ــوذرات س ــور نان ــه حض ــد ک ــریح کردن ــه تش را این گون
ــن و  ــرد ترومبی ــلال در عملک ــث اخت ــوژن باع ــول فیبرین در محل
عملیــات پلیمریزاســیون فیبریــن می شــود. اختــلاف موجــود بیــن 
ــوذرات ســرامیکی  ــه تفــاوت ماهیــت نان ــا توجــه ب دو مطالعــه را ب
بــه  کار بــرده شــده می تــوان توضیــح داد. در واقــع خاصیــت 
ــه های  ــات شیش ــی از ترکیب ــرای بعض ــزی ب ــی خون ری بندآورندگ
ــون  ــه ها کاتی ــرا شیش ــت، زی ــیده اس ــات رس ــه اثب ــت فعال ب زیس
کلســیم کــه نقــش مهمــی در فراینــد آبشــار انعقــادی دارد، را آزاد 
ــادی  ــت انعق ــی SiO2 فعالی ــار منف ــر ب ــرف دیگ ــد و از ط می کنن
خــون را از طریــق جــذب پلاکت هــا )کــه دارای بــار مثبــت 
ــه  ــت ک ــوان نتیجــه گرف ــس می ت هســتند( تســریع می بخشــد. پ
ــان  ــوژن زم ــول فیبرین ــت فعال در محل ــه های زیس ــور شیش حض

ــد )33(. ــدن را می کاه ــای ش ــاد و ژل ه انعق
ــه  ــت ک ــه گرف ــوان نتیج ــر 5 می ت ــای تصوی ــق داده ه ــر طب ب
حضــور شیشــه های زیســت فعــال در ســاختار هیدروژل هــای 
ــو  ــه نح ــد ب ــا، می توان ــی غلظت ه ــم در بعض ــت ک ــی، دس فیبرین
ــا  ــه، ب ــن نتیج ــد. ای ــری کن ــت جلوگی ــب داربس ــری از تخری موث
و    El-Fiqi مثــلا دارد.  دیگــر محققــان همخوانــی  یافته هــای 
همکارانــش مشــاهده نمودنــد کــه حضــور نانــوذرات زیســت-فعال 
ــدازد )34(. آن هــا  ــه تعویــق می ان ــی را ب تخریــب هیــدروژل کلاژن
ــته های  ــان رش ــیمیایی می ــد ش ــن مشــاهده ای را پیون ــل چنی دلی
ــر  ــی ذک ــاختار هیدروژل ــت س ــع تثبی ــوذرات و بالتب ــی و نان کلاژن
ــدروژل،  ــطح هی ــر روی س ــوذرات ب ــع نان ــلاوه تجم ــد. به ع کرده ان
ــر  ــای مخــرب مصــون می ســازد. ه داربســت را از معــرض آنزیم ه
ــد  ــم می توان ــی ه ــدروژل فیبرین ــورد هی ــالا در م ــال ب دو احتم
درســت باشــد. مطالعــات نشــان داده اســت کــه فیبریــن در 
محیــط کشــت کامــل حــاوی پروتئیــن ســریع تر از محیــط کشــت 
معمولــی تخریــب می شــود و دلیــل آن وجــود آنزیم هــای مخــرب 
فیبریــن از جملــه پلاســمین در FBS ذکــر شــده اســت )27(. حــال 
ممکــن اســت کــه در ایــن پژوهــش نانــوذرات شیشــه زیســت فعال 
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ــگاه  ــه جای ــه باشــد ک ــی قرارگرفت ــر روی شــبکه فیبرین طــوری ب
فعــال پلاســمین را اشــغال نمــوده و بنابرایــن تخریــب فیبریــن را 

ــه تعویــق انداختــه باشــد. ب
تصویــر 6 زیســت ســازگاری داربســت های ســاخته شــده را 
ــور  ــد حض ــان می ده ــر 7 نش ــه تصوی ــال آن ک ــد ح ــان می ده نش
نانــوذرات شیشــه زیســت فعال، دســت کــم در بعضــی از غلظت هــا 
ــش  ــاداری افزای ــو معن ــه نح ــلول ها را ب ــد س ــت رش ــته اس توانس
دهــد. دلیــل ایــن افزایــش را می تــوان در رهایــش یون هــای 
شیشــه  زیســت فعال جســتجو کــرد کــه بــا افزایــش میــزان 
ــب  ــن مطل ــه اســت. ای ــود یافت ــر هــم بهب ــزان تکثی ــوذرات، می نان
ــه عنــوان مثــال،   ــا یافته هــای دیگــر محققــان هماهنگــی دارد. ب ب
ــر  ــت فعال تکثی ــه زیس ــاره شیش ــه عص ــد ک ــزارش کرده ان Wu گ
ســلول های بنیــادی مزانشــیمال را نســبت بــه گــروه کنتــرل 
ــش  ــع رهای ــد )35(. در واق ــش می ده ــی داری افزای ــو معن ــه نح ب
ــه فقــط تکثیــر ســلولی،  ــا +Ca2 ن یون هایــی از جملــه -SiO42 و ی
کــه تمایــز ســلول های بنیــادی بــه ســلول های استئوبلاســت 
را نیــز افزایــش می دهــد )35(. محققــان دیگــری پیشــنهاد 
کرده انــد کــه حضــور نانــوذرات باعــث تغییــر توپوگرافــي داربســت 
شــده و از طریــق افزایــش زبــری ســطح، لنگرانــدازی و چســبندگی 
ســلول ها بــه آن را بهبــود می بخشــد )36(. دلیــل احتمالــی دیگــر 
امــکان ارتقــای چســبندگی پروتئیــن و فاکتورهــای رشــد بــه گــروه 
ــر روی شیشــه های زیســت فعال و  ــی ســیانول ایجــاد شــده ب عامل
در نتیجــه افزایــش تکثیــر و تمایــز ســلولی بــر روی داربســت های 
ــی  ــه تمام ــر چ ــت )37(. اگ ــت فعال اس ــه های زیس ــاوی شیش ح
ــز ســلول ها  ــر و تمای ــود تکثی ــد در بهب ــل ذکرشــده، می توانن عوام
بــر روی داربســت فیبریــن ســاخته شــده موثــر باشــند امــا عامــل 
تخریب پذیــری هــم می توانــد بــه نوبــه خــود حائــز اهمیــت باشــد. 
همانطــور کــه در بخــش قبلــی مشــاهده شــد حضــور نانــوذرات بــه 
ــری  ــی جلوگی ــدروژل فیبرین ــب هی ــی از  تخری ــور قابل توجه ط
ــت ســاختار داربســت  ــری در تثبی ــن نقــش موث ــد و بنابرای می کن
ایفــا می کنــد و ایــن امــر بــه نوبــه خــود می توانــد فعالیــت 
بیولوژیکــی ســلول ها را بــه نحــو مطلوبــی تحــت تاثیــر قــرار دهــد.
از محدودیت هــای مطالعــه حاضــر می تــوان بــه ایــن امــر 
ــرای  ــا ب ــازه صرف ــدی ت ــون تک واح ــون خ ــه چ ــود ک ــاره نم اش
مصــارف درمانــی و نــه تحقیقاتــی مــورد اســتفاده قــرار می گیــرد، 
امــکان تهیــه فیبرینــوژن و ترومبیــن از پلاســمای غنــی از پلاکــت 
وجــود نداشــت. در مطالعــات بعــدی می تــوان نقــش پلاکت هــا در 
تکثیــر و تمایــز ســلول های اســتخوان ســاز را ســنجید. همچنیــن 
ــده در  ــاخته ش ــت س ــیب داربس ــم آس ــی ترمی ــت توانای لازم اس

ــرار گیــرد.  ــی ق محیــط درون تنــی مــورد ارزیاب

4. 1. نتیجه گیری
ــه  ــوذرات شیش ــکل از نان ــی متش ــه نانوکامپوزیت ــن مطالع در ای

زیســت فعال و فیبریــن بــرای کاربــرد در مهندســی بافــت اســتخوان 
ســاخته شــد. نتایــج نشــان داد کــه افــزودن شیشــه زیســت فعال 
ــب آن  ــرخ تخری ــاد و ن ــان انعق ــش زم ــب کاه ــن، موج ــه فیبری ب
ــوده  ــازگار ب ــلا زیست س ــور کام ــت های مذک ــلاوه داربس ــد. به ع ش
ــزودن  ــداد. از ســوی دیگــر، اف و هیــچ نشــانی از ســمیت نشــان ن
شیشــه زیســت فعال بــه فیبریــن موجــب ارتقــای خــواص زیســتی 
آن از جملــه تکثیــر و تمایــز ســلولی گردیــد. بــا در نظــر داشــتن 
فیبرین/شیشــه  کامپوزیــت  نظــر می رســد  بــه  فــوق  مــوارد 
زیســت فعال داربســت مناســبی بــرای کاربــرد در مهندســی بافــت 

اســتخوان باشــد.

تشکر و قدردانی:
ــه  ــوان »تهی ــا عن ــه کارشناســی ارشــد ب ــالا، از پایان نام ــه ب مقال
ــی عملکــرد زیســتی بیوکامپوزیــت فیبریــن  مشــخصه یابی و ارزیاب
ــتخوان«  ــن اس ــوان جایگزی ــای به عن ــه  ه ــاختارهای شیش ــو س نان
ــوم و  ــه در دانشــکده عل ــوده ک ــماره IR.UT.830290075 ب ــه ش ب
ــه آن کــه  ــا توجــه ب فنــون دانشــگاه تهــران انجــام شــده اســت. ب
پژوهــش حاضــر، فاقــد کارآزمایــی بالینــی بــوده و از هیــچ حیــوان 
آزمایشــگاهی در آن اســتفاده نشــده اســت، لــذا مشــمول تعریــف 

کــد اخــلاق هــم نبــوده اســت.  

مشارکت نویسندگان: 
ــگارش  ــا و ن ــز داده ه ــا، آنالی ــام آزمایش ه ــوری: انج ــا ن علیرض
ــا و  ــام آزمایش ه ــکاری در انج ــرفی: هم ــال اش ــید جم ــه. س مقال
آنالیــز داده هــا. زهــرا محمــدی: طراحــی ایــده و مشــاوره در انجــام 
آزمایش هــا. جــواد محمدنــژاد : همــکاری در آنالیــز و تفســیر نتایــج. 
عبدالرضــا شــیخ مهــدی مســگر: مســولیت ایــده و طراحــی. همــه 
ــه را  ــی مقال ــخه نهای ــوده و نس ــی نم ــج را بررس ــندگان نتای نویس

ــد. تاییــد نمودن

تضاد منافع:
توسط نویسندگان ذکر نشده است.

بازیابی داده ها:
توسط نویسندگان ذکر نشده است.
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Abstract
Introduction: Bone tissue engineering is one of the emerging strategies that has been developed to restore the bone of the 

damaged area without provoking an adverse immune reaction. In this context, the tissue engineering scaffold must be as similar 
as possible to the natural bone tissue. Bone is a nanocomposite material composed of hydroxyapatite and collagen; hence, the 
development of nanocomposite scaffolds has been viewed as an appropriate choice for bone tissue restoration. In many situations, 
these composite materials combine a bioactive mineral phase with a biodegradable polymer phase. The current study aimed to 
create and analyze a new composite scaffold for bone tissue engineering applications employing bioactive glass nanoparticles 
(nBG) and fibrin.
Methods: The nBG used in this study was based on the 70:30: SiO-2CaO system, which was synthesized using the sol-gel method. 

Scanning electron microscopy (SEM), X-ray crystallography (XRD), and Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy were used 
to characterize the fabricated nanoparticles. On the other hand, the whole blood was centrifuged twice at 3000×g to separate 
the plasma from the blood, and during the next steps, fibrinogen and thrombin were separated from the platelet-free plasma. 
These components were then mixed with nBG to create an injectable composite scaffold. The composites were subjected to 
physicochemical characterization, such as degradability and clot formation rate, while human osteoblast-like cells (G292- cell 
line) were used to assess the scaffold's biocompatibility as well as cell proliferation and differentiation using the MTT and alkaline 
phosphatase activity tests, respectively.
Results: In the case of bioactive glass nanoparticles, SEM analysis verified the formation of spherical nanoparticles with a diameter 

of 50 to 110 nm. XRD analysis showed its non-crystalline nature, and the FTIR spectrum demonstrated the presence of Si-O-Si and O-H 
functional groups. Investigations on the composite of fibrin and bioactive glass nanoparticles (nBG) revealed that incorporating 
nBG into the fibrin hydrogel enhances its stability and reduces the degradation rate of the scaffold by approximately %40. In 
vitro investigations on G292- cells revealed that including nBG in the fibrin hydrogel improves cell viability, cell proliferation by 
approximately %150, and alkaline phosphatase activity by around %45.
Conclusion: Fibrin gel is widely used in bone tissue engineering applications. However, our studies show that when combined 

with bioactive glass nanoparticles, it is more effective at repairing damaged bones.
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