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Hot deformation of an extruded Mg–10Li–1Zn alloy was studied by compression testing in the temperatures range of 250-
450˚C and strain rates of 0.001–0.1s−1. During hot compressive deformation of the Mg-10Li-1Zn alloy, flow stress curves 
reach a maximum value and then reach a steady state which is indicative of the occurrence of dynamic recrystallization. Be-
cause of the activation of softening mechanisms at higher temperatures and lower strain rates, this phenomenon is more 
pronounced at lower temperatures and higher strain rate. The flow stress of the Mg–10Li–1Zn alloy at elevated tempera-
tures was modeled via an Arrhenius-type constitutive equation. The values for the activation energy of about 103 kJ mol–1 
and the power-law stress exponents in the range of 5.2–6.0 obtained from the Arrhenius-type model indicate that the domi-
nant mechanism during hot deformation of the Mg–10Li–1Zn alloy is dislocation climb which is controlled by the lattice  
self-diffusion of Li atoms.
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There are plenty of bone damages due to different reasons these days. In order to heal of damaged area, utilizing of the 
scaffold is necessary. The main aim of this research is fabrication and investigation of Calcium Phosphate/Gelatin-Starch 
composite scaffolds. After synthesizing the Calcium Phosphate particles via sol gel route, three different methods were 
used to manufacture Calcium Phosphate/ Gelatin scaffolds. The method which has the porous structure was selected as 
the main method for fabricating Calcium Phosphate/ Gelatin-Starch scaffolds. Weight percentage ofstarch and applying the 
Gelatin-Glutaraldehyde coating were chosen as two variations. According to mechanical properties results, the sample with 60 
weight percentage of Gelatin and 40 weight percentage of Starch has the highest final flexural strength which are 4.5 and 2.3 
MPa for samples with and without Gelatin-Glutaraldehyde coating respectively. The SEM results show the completely porous 
structure with interconnected pores on the surface of coated samples and some local pores in internal parts of the scaffolds. 
According to the result of cell culture, these scaffolds provide surfaces that facilitate the response of stem cells related to 
attachment, survival, and proliferation.
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چکیده

وقوع آسیب‏های استخوانی مانند شکستگی‏های بزرگ استخوان در اثر عوامل متعدّد غیرقابل انکار است. در این موارد به داربستی نیاز است تا به کمک آن، منطقه آسیب‏دیده 
ترمیم ‏شود. هدف از این پژوهش، ساخت و بررسی خواص مکانیکی داربست‏های کلسیم‏فسفات/‏ ژلاتین- نشاسته است. بدین منظور پس از سنتز ذرّات کلسیم‏فسفات به روش 
سل‏ژل، از سه روش مختلف برای ساخت داربست کامپوزیتی کلسیم‏فسفات-ژلاتین استفاده شد. درنهایت روشی که دارای ریزساختار کاملًا متخلخل و مطلوب بود، به‏عنوان 
روش بهینه جهت ساخت داربست‏های کلسیم‏فسفات/‏ ژلاتین- نشاسته انتخاب‏گردید. در ساخت کامپوزیت‏ها از 4 درصد وزنی مختلف نشاسته در محلول ژلاتین استفاده 
و تأثیر پوشش ژلاتینی دارای اتصّالات عرضی با گلوتارآلدهید نیز بررسی گردید. طبق نتایج حاصل از آزمون مکانیکی، نمونه حاوی 60 درصد ژلاتین و 40درصد نشاسته، 
دارای استحکام خمشی بهینه بوده که مقدار آن، 2/3 مگاپاسکال برای نمونه بدون پوشش و 4/5 مگاپاسکال مربوط به نمونه دارای پوشش است. همچنین نتایج حاصل از 
تصویربرداری با میکروسکوپ الکترونی روبشی)SEM(، وجود شبکه کاملًا متخلخل با حفرات به‏هم‏پیوسته را در سطح نمونه‏های پوشش‏داده‏شده و حضور تخلخل‏های موضعی 
در ساختار متراکم را در قسمت‏های داخلی آن نشان‏می‏دهد. نتایج کشت سلول‏های بنیادی پالپ دندان عقل نیز زیست‏سازگاری و وجود قابلیت چسبندگی و تکثیر سلول‏های 

بنیادی برروی داربست را اثبات می‏کند.

واژه‌هاي کلیدی: داربست، ژلاتین، نشاسته، ذرّات کلسیم ‏فسفات، استحکام خمشی.

پذیرش: 1398/9/3دريافت: 1397/11/27

1. مقدمه
داربست، مادّه‏ای مصنوعی است که به منظور تشکیل بافت در 
سه‏بعد و انتقال سلّولی مورد استفاده قرار می‏گیرد و در مهندسی 
بافت بسیار حائز اهمّیّت است. داربست‏های ترمیم‏کننده بافت 
استخوان با ویژگی‏هایی چون خواص مکانیکی، زیست‏سازگاری 
و زیست‏فعّالی مطلوب، مشابهت با استخوان و وجود 80-90% 
حفرات به‏هم‏پیوسته در محدوده اندازه nm 600-200 با هدف 
می‏شوند]1,2[.  طرّاحی  استخوان  آسیب‏دیده  بافت  بازسازی 
شکستگی‏های  مانند  اسکلتی‏عضلانی  واختلالات  مشکلات 
روش‏های  گسترش  و  ایجاد  انکاراست]3[.  غیرقابل  متعدد 
ترمیم استخوان آسیب‏دیده، از درک ذات بیولوژیکی آن آغاز 
غیرآلی  فاز  شامل  نانوکامپوزیتی  استخوان،  واقع  در  می‏شود. 

حضور  و  است  آب  و  کلاژن  آلی  فاز  هیدروکسی‏آپاتیت، 
پروتئین‏ها در این ساختار سبب بهبود چسبندگی و پراکندگی 

سلوّل‏های استخوانی می‏شود]4[. 
شیشه‏های زیست‏فعال، موادی معدنی هستند که قابلیت 
تشکیل  منظور  به  را  بدن  فیزیولوژیکی  مایعات  با  واکنش 
لایه هیدروکسی‏آپاتیت شبه استخوان دارند]5[.مواد یادشده 
کلسیم‏فسفات  پایه  شیشه ‏سرامیک‏های  و  شیشه‏ها  غالباً 
داربست‏سازی  در  اخیر  دهه  سه  طول  در  و  می‏باشند]6,7[ 
عالی،  بیولوژیکی  خواص  علی‏رغم  شده‏اند]8,9[.  استفاده 
تردی و مقاومت به خستگی اندک ازجمله معایب ساختارهای 
مذکوراست. استفاده از پلیمرهای زیست‏تخریب‏‌پذیر و ساخت 
داربست‏های پلیمر- سرامیک، سبب غلبه بر ضعف ‏شیشه‏های 
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استخوان  طبیعی  ساختار  زیاد  شبیه‏سازی  نیز  و  موجود 
گردید]5[.

پلیمرهای یادشده در دو گروه اصلی پلیمرهای طبیعی 
و  یون‏ژی‏شی  می‏شوند]10[.  تقسیم‌بندی  سنتزی،  و 
متفاوتی  وزنی  درصدهای  حاوی  داربست‏های  همکارانش 
پلی‏کاپرولاکتون  با  بتاتری‏کلسیم‏فسفات پوشش‏داده‏شده  از 
فاز  درصد   40 حاوی  نمونه  نتایج،  طبق  ساختند.  را 
و  فشاری  استحکام  مقدار  بیشترین  دارای  کلسیم‏فسفات 
و 2/5 مگاپاسکال  با 2/75  برابر  ترتیب  به  بود که  خمشی 
داربست‏های  نیز  همکارانش  و  گوبائوی  می‏باشند]11[. 
پلی‏لاکتیک‏اسید- نانوذرّات هیدروکسی‏آپاتیت را با بیشینه 
 50 حاوی  داربست  برای  مگاپاسکال   8/2 خمشی  مدول 
درصد ذرات سرامیکی گزارش نمودند]12[. از آن‏جایی که 
پلی‏لاکتیک‏اسید  مانند  سنتزی  پلیمرهای  تجزیه  محصول 
در  التهاب  سبب  می‏تواند  و  دارد  اسیدی  ماهیّت  دربدن، 
بافت شود، استفاده از پلیمرهای طبیعی در ساخت داربست، 
اهمّیّت زیادی دارد]13[. در میان پلیمرهای طبیعی، کلاژن 
می‏شود  ناشی  کلاژن  جزئی  هیدرولیز  از  که  ژلاتین  نیز  و 
توجّه  بسیارقابل  استخوان  آلی  فاز  به  زیاد  تشابه  به‏دلیل 
نسبت  ژلاتین  در دسترس‏بودن  و  بسیاراندک  است. هزینه 
به کلاژن و تشابه ساختاری زیاد به آن نیز از جمله مزایای 
پلیمر مذکور می‏باشد]5,14[. آی‏آرسرا و همکارانش موفق به 
ساخت داربست‏های چیتوسان-ژلاتین/ بتاتری‏کلسیم‏فسفات 
شدند. استحکام فشاری داربست‏های تولیدشده معادل 0/11 

مگاپاسکال گزارش شده‏است]15[. 
در میان ترکیبات متعدّد داربست‏ها، بایومواد پایه نشاسته 
پیشنهاد می‏شوند. سیستم‏های  برای کاربردهای پزشکی  نیز 
پزشکی  ماده  به‏عنوان  نشاسته  کاربرد  از  مثالی  دارو  رهایش 
نشاسته  منظّم  فوق‏العاده  ساختار  وجود  می‏باشد]18–16[. 
می‏شود]19[.  سلولی  فعالیتهای  گسترش  و  رشد  سبب 
کامپوزیتی  داربست‏های  همکارانش  و  کاسکی  کیتلین 
وجود  نتایج،  را ساختند. طبق  - هیدروکسی‏آپاتیت  نشاسته 
 10/35 به   4/07 از  فشاری  استحکام  بهبود  سبب  نشاسته 
نیز  همکارانش  و  سون‏دارام  جایا  شده‏است]20[.  مگاپاسکال 
از ژلاتین خوراکی و نشاسته ذرّت حاوی  داربستی متخلخل 

نانوذرات هیدروکسی‏آپاتیت را تولید نمودند. نتایج حاصل از 
بررسی‏های میکروسکوپی، حفراتی تا اندازه nm 200 را نشان 
داد. همچنین نتایج آزمون استحکام فشاری، افزایش استحکام 
وزنی  درصد  افزایش  با   10  MPa به   6/5  MPa از  را  نهایی 

نانوذرات HA از 20 به 40 درصد وزنی تأییدکرد]21[.
هدف از پژوهش حاضر، یافتن روشی بهینه جهت ساخت 
داربستهای  ساخت  و  متفاوت  دماهای  اعمال  با  داربستی 
استخوانی با استفاده از پلیمرهای طبیعی ژلاتین و نشاسته، 
تقویت شده با ذرّات شیشه‏ سرامیک کلسیم‏فسفات است. ایجاد 
و یا عدم ایجاد ساختار داربست با استفاده از پلیمرهای ارزان و 
در دسترس یادشده با استفاده از مشاهدات ریزساختاری و نیز 
تاثیر اعمال پوشش پلیمری بر خواص مکانیکی آنها نیز مورد 

بررسی قرار می‏گیرد.

2. مواد و روش تحقیق

مواد اولیه
تترااتیل‏اورتوسیلیکات )تئوس(، تری‏اتیل‏فسفات و کلسیم‏نیترات 
چهارآبه )مرک-آلمان( با بیش از %99 خلوص، به‏ترتیب به عنوان 
پیش‏ماده‏های سیلیس، اکسید فسفر و اکسید کلسیم انتخاب 
شدند. مواد یادشده بدون نیاز به فرآیند تخلیص می‏باشند و از 
آن‏ها در فرآوری ذرات کلسیم‏فسفات به روش سل‏ژل استفاده 
شد. همچنین از اتانول)پارس‏الکل-%96(، آمونیاک )اوربیتال( 
و آب دیی‏ونیزه )آبتین( به‏منظور مواد اولیه لازم جهت انجام 
شده‏است.  استفاده  سل‏ژل  فرآیند  در  ضروری  واکنش‏های 

جدول1، مواد اولیه را با جزئیات بیشتری معرفی می‏نماید.
برای  زمینه  عنوان  به  نیز  خوراکی  نشاسته  و  ژلاتین  از 
ساخت نمونه‏های کامپوزیتی استفاده شد. ساختار پلیمرهای 
یادشده به همراه گروه‏های عاملی آن‏ها در شکل 1 آمده‏است. 
زیست‏سازگار  پلیمر  دو  از  استفاده  انجام‏شده،  تحقیقات  طی 
فراهم‏نمودن  لحاظ  از  مطلوبی  شرایط  نشاسته،  و  ژلاتین 
بهبود  نیز  و  سلولی  فعالیت‏های  جهت  مناسب  مکان‏های 

استحکام مکانیکی فراهم می‏کند]20[.

جدول 1. معرفی مواد اولیه استفاده‏شده به‏منظور فرآوری ذرات کلسیم‏فسفات

علت استفادهنام شرکتفرمول شیمیایینام ماده
پیش‏ماده C8H20O4SiMerckSiO2تترا اتیل اورتوسیلیکات
پیش‏ماده Ca(NO3)2.4H2OMerckCaOکلسیم‏نیترات چهارآبه

پیش‏ماده C6H15O4PMerckP2O5تری‏اتیل‏فسفات
کاهش HNO3MerckpHاسیدنیتریک
حلالپارس‏الکلC2H5OHاتانول)96%(

افزایش pHاوربیتالNH4OHآمونیاک
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آماده‏سازی پودرهای شیشه- سرامیک
در  سل‏ژل  به‏روش   )SCP( کلسیم‏فسفات  پودرهای  ابتدا 
)درصد مولی(  64%SiO2-28%CaO-8%P2O5 سیستم سه‏تایی 

با استفاده از پیش مادّه‏های کلسیم‏اکسید، سیلیکا و فسفات 
یادشده،  پیش‏ماده‏های  از  نیاز  مورد  سل‏های  سنتزشد]24[. 
به‏منظور  شد.  نگه‏داری  محیط  دمای  در  روز  سه  و  آماده 
هیدرولیز از اتانول و مقداری آب دیونیزه و اسید نیتریک به 
استفاده  به واکنش  باهدف سرعت بخشیدن  عنوان کاتالیزور 
مخلوط  از  حاصل  سل  کلسیم‏به  اکسید  منبع  سپس  شد. 
تشکیل  شرایط  آمدن  فراهم  جهت  و  TEP اضافه  و   TEOS
هیدروکسی‏آپاتیت، pH به 11 رسانده شد. نمونه‏ها به مدت 
14 روز در دمای محیط age و یک روز در خشک‏کن با دمای 
هاون  توسط  اوّلیه  خردایش  ازآن  پس  شد.  خشک   80  ˚C
ریخته ‏شد.  سرامیکی   بوته  درون  نمونه‏ها  و  انجام  پرسلانی 
سپس بوته درون کوره قرار گرفته و با سرعت C/min˚ 10 به 
این دما  به مدت 2 ساعت در  نمونه‏ها  500 رسید.   ˚C دمای 
به  بعد،   درمرحله  سردشد.  کوره  در  آن  از  پس  و  نگهداری‏ 
مدت 1 ساعت با هاون پرسلانی خرد و با الک دارای مش‏بندی 
شیشه‏ای  بشر  در  1روز  به‏مدت  درنهایت  گردید.  الک‏   ،400
توده‏ای  از  و  الکترواستاتیک آن‏ حذف‏  نیروهای  تا  قرارگرفته 

شدن ذرّات در حین کامپوزیت‏سازی جلوگیری‏شود.

ساخت داربست‏های کامپوزیتی کلسیم‏فسفات/ ژلاتین و 
کلسیم‏فسفات/ ژلاتین-نشاسته

کامپوزیت‏های حاوی 80 درصد وزنی ذرّات کلسیم‏فسفات / 
ژلاتین به سه روش آماده‏شدند. در روش اول، ابتدا ژلاتین با 
غلظت 7درصد وزنی در آب دی یونیزه روی همزن مغناطیسی 
حاصل  یکنواخت  محلولی  تا  قرارداده‏شد  محیط  دمای  در  و 
شود. در ادامه، ذرّات کلسیم‏فسفات به محلول پلیمری اضافه 
شده و همزمان مخلوط حاصل، با همزن مغناطیسی همزده 
روش  در  انجام‏شود.  محلول  در  ذرّات  مطلوب  توزیع  تا  شد 
بن‏ماری  روش  از  ژلاتینی  محلول  آماده‏سازی  جهت  دوم، 
پودرژلاتین در دمای C˚ 35 استفاده‏شد. پس از آن محلول به 
فاصله هر 15دقیقه، توسط آلتراسون پرابی با تعداد سیکل20 

و توان 10 به مدّت 350 ثانیه، توزیع شد. پس از افزودن ذرّات 
150ثانیه  به‏مدّت  قبلی  ذکرشده  شرایط  با  شیشه-سرامیک 
اختلاط صورت گرفت. در روش سوّم، از دمای بالا و تبخیر آب 
استفاده‏شد. بدین‏صورت که آماده‏سازی محلول ژلاتین با مقدار 
آب سه برابر، دمای C˚ 100 و با سیکل‏های التراسون ذکرشده، 
به فاصله هر 15 دقیقه انجام شد، تا زمانی‏که آب موجود در 
نمونه به یک‏سوّم مقدارش برسد. سپس مخلوط‏های یادشده 
توسط قالب‏های پلی‏اتیلنی قالبگیری و بلافاصله درون یخچال 
4ساعت،  از  پس  قرارداده‏شد.  سانتی‏گراد  درجه   5 دمای  با 
 -60  ˚C بادمای  فریزر  در  و  شده  خارج  قالب  از  کامپوزیت‏ها 
به  نمونه‏ها  نهایی  مرحله  در  قرارگرفت.  ساعت   24 مدت  به 
مدت 24 ساعت فریزدرای شدند.داربست‏های کلسیم‏فسفات/

ژلاتین-نشاسته نیز که دارای درصدهای وزنی متفاوت ژلاتین 
و نشاسته می‏باشند، طبق روش دوم تهیه شدند. بدین ترتیب 
که پس از استفاده از روش بن‏ماری برای ژلاتین، نشاسته به 
محلول اضافه‏گردید و به طور مکانیکی محلول همزده شد تا 
یکنواختی آن حفظ شود و ادامه مراحل کامپوزیت‏سازی مانند 
داربست‏های  آماده‏سازی  انجام ‏شد. خلاصه کلیه مراحل  بالا 
یادشده و اطّلاعات مورد نیاز نمونه‏ها به‏ترتیب در شکل 2 و 

جدول 2 آمده‏است.

شکل 2. فلوچارت مراحل آماده‏سازی داربست‏های کامپوزیتی کلسیم‏فسفات/ 
ژلاتین- نشاسته.

شکل 1. )الف(. ساختار خطی آمیلوز در نشاسته )ب(. ساختار ژلاتین و گروه عاملی آن]22,23[
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مشخّصه‏یابی پودر SCP و داربست‏های کامپوزیتی  
جهت خشک‏نمودن نمونه‏های کامپوزیتی از دستگاه فریزدرایر 
ایکس  پرتو  پراش  فازی  آنالیز  استفاده‏شد.   FD-10V مدل 
 PHILIPS PW1730 دستگاه  توسط   XRD(X-ray diffraction)
انجام‏شد.   x-ray Tube:Cu LEF λ=1/540598oA با مشخّصات 
آنالیز  از  موجود  نمونه  ساختاری  گروه‏های  تعیین  به‏منظور 
 AVATAR 370 مدل   Thermo Nicolet دستگاه  توسط   FTIR
نمونه  جزئی  مقدار  از  که  بدین‏صورت  شد.  استفاده   FT-IR
پودري به همراه ماده مرجع KBr قرصی ساخته شده، تحت 
برای  همچنین  می‏شود.  انجام  آنالیز  و  گرفته  قرار  نور  تابش 
 )PSA( ذرّات  اندازه  تعیین  آنالیز  از  نمونه  ذرّه  اندازه  تعیین 
مدل   Particle Size Analyzer-CORDOUAN دستگاه  توسط 
نمونه  از  جزیی  منظورمقدار  این  برای  استفاده‏شد.   Vasco3
در 10CC )0/01گرم در لیتر( آب دیی‏ونیزه توزیع و محلول 
آزمون  اندازه ذرات صورت گرفت.  آنالیز  و  رقیق ساخته‏شده 
فاصله   ،SANTAM دستگاه  توسط  سه‏نقطه  استحکام خمشی 
 0/2  mm/min سرعت  با  و   15  mm با  برابر  تکیه‏گاه  دو 
بارتکرار   4 با   4×4×27mm3 ابعاد  با  داربست‏ها  تمام  برای 
توسط  میکروسکوپی  ریزساختاری  بررسی‏های  انجام‏شد. 
 S-360 مدل Oxford England میکروسکوپ الکترونی روبشی
برای  ثانویه  الکترون‏های  توسط  تصویربرداری  حالت  در 
درصد  از  اطلاع  به‏منظور  انجام‏شد. همچنین  نمونه‏ها  تمامی 
کمک   به  ارشمیدسی  روش  از  مذکور،  داربست‏های  تخلخل 
بدین‏صورت که از ترازو با دقت g 0/001 استفاده شد. ابتدا 
مدت 24  به  و سپس  توزین شده  به‏صورت خشک  داربست 
ساعت در آب دیی‏ونیزه قرارگرفت. در مرحله بعد، وزن اشباع 
و نیز وزن غوطه‏وری آن اندازه‏گیری شد. پس از آن به کمک 

رابطه زیر، درصد تخلخل داربست‏ها محاسبه گردید:
رابطه )1(: 

داربست،  زیستی  رفتار  بررسی  منظور  به  همچنین 
دندان  پالپ  بنیادی  سلول‏های  با  داربست  مجاورت  از 
کافی  رشد  و  کشت  ابتدا  که  بدین‏صورت  استفاده‏شد.  عقل 
با  انکوباتور  در   DMEM محیط کشت  در  یادشده  سلول‏های 
در  سلول‏ها  از  و  انجام    CO2 گاز   5% حاوی  و   37  ˚C دمای 
اتانول  کمک  به  داربست‏ها  سپس  استفاده‏شد.  پنجم  پاساژ 
پس  استریل‏شدند.   PBS شست‏وشوی  محلول  نیز  و   70%
 2  ml میکروتیوبهای  درون  استریل‏شده  داربست‏های  آن  از 
غلظت  با  سلولی  سوسپانسیون   500  µl سپس  گذاشته‏شد. 
 5 مدت  به  و  ریخته‏شد  داربست‏ها  برروی  سلول   2×104

ساعت درون انکوباتور نگه‏داری گردید. پس از آن، محتویات 
داخل هرمیکروتیوب به یک خانه از ظروف 24 خانه منتقل 
نگهداری  انکوباتور  درون  روز   5 زمان‏  مدت  به  داربست‏ها  و 
شدند. در مرحله نهایی باهدف تعیین درصد سلول‏های زنده 
برروی داربست‏ها از آنالیز Viability استفاده شد. بدین منظور 
آلاماربلو  رنگ  ریختن  از  معین  زمان  مدت  گذشت  از  پس 
برای   Microplate – Reader دستگاه  از  داربست‏ها،  برروی 
خوانش عدد جذب استفاده‏شد. پس از کشت سلول نیز مجدداً 
بررسی  مورد   SEM میکروسکوپ  توسط  داربست  ریزساختار 

قرارگرفت.  

جدول2. معرفی نمونه‏ها، درصد وزنی فازهای ژلاتین، نشاسته و SCP و دمای ساخت داربست‏های کامپوزیتی کلسیم‏فسفات/ژلاتین-نشاسته.

درصد وزنی پودر SCPدرصد وزنی ژلاتیندرصد وزنی نشاستهدمای ساخت)C˚(نام نمونه

G125010080

G235010080

G3100010080

100G35010080

60G35406080

50G35505080

40G35604080

100GC35010080

60GC35406080

50GC35505080

40GC35604080

* حرف C نشان‏دهنده نمونه‏های دارای پوشش )Coverage(می‏باشد.
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3. نتایج و بحث
SCP ارزیابی خواص پودر

اتفاقاتی در ساختار رخ  هنگام فرآوری ذرات به روش سل‏ژل، 
می‏دهد که منجر به تشکیل شبکه‏ای غیرآلی یا محلولی کلوئیدی 
محلول،  یک  از  مذکور  شبکه  شکل دهی  منظور  به  می‏گردد. 
عمدتاً  مرحله  این  است.  نیاز  مورد  تشکیل شبکه  مرحله  یک 
به ساختار سل بستگی دارد و به دو مکانیزم تقسیم می‏شود. 
اولین مکانیزم بر مبنای رشد مولکول‏ها است که ماکرومولکول‏ها 
تشکیل شبکه نامحدود می‏دهند. این مکانیزم باعث تولید ژل‏های 
پلیمریزه‏شده می‏شود که در هیدرولیز توسط اسید‏های کاتالیزور 
و تراکم سیلیکات‏های تتراآلکیل مرسوم می‏باشد. مکانیزم دیگر 
بر اساس تجمع ذرات کلوئیدی از یک سل کلوئیدی می‏باشد 
پایدار به عنوان حد واسط نیاز دارد. به  که به یک سل نسبتاً 
عبارتی کل فرآیند توسط مرحله رسوب‏گذاری بدون هیچ‏گونه 
سل‏ها  این  در  شبکه  تشکیل  مرحله  میی‏ابد.  خاتمه  سل  فاز 
شامل تجمع ذرات در یک شبکه نامحدود می‏شود. در حضور 
سیلیکات‏های کاتالیز شده توسط اسید از آلکواکسید‏ها، فرآیند 
پلیمرشدن به‏راحتی می‏تواند توسط آب کنترل شود که اگر گروه 
های SiOR= بتوانند باقی بمانند تا وزن مولکولی را کاهش‏دهند، 
موجب تشکیل سل‏های پایدار می‏گردند. به‏طورکلی 2 واکنش 

می‏توانند فرآیند سل‏ژل را توصیف نمایند:
واکنش هیدرولیز

M(OR)n + nH2O                M(OH)n + nROH

واکنش تراکم
MOn/2  +  (n/2)H2O                    M(OH)n                       

استفاده  آغازگر  ترکیبات  عنوان  به  آلکواکسیدها  معمولا 
فلز   :M(M(OR)n به شکل  و  فلزی  آلی-  موادی  می‏شوند که 
با ظرفیت R ،n: گروه آلکیل CxH2X+1( می‏باشند. آلکواکسیدها 
توسط واکنش‏های تراکم و هیدرولیز، به شبکه‏های سه‏بعدی 

تبدیل می‏شوند.
طی 3 روز نگهداری سل‏ها در دمای اتاق و با درب بسته، 
واکنش هیدرولیز انجام می‏شود. به‏عنوان مثال در تهیه سل تئوس، 
تترااتیل‏اورتوسیلیکات )پیش‏ماده سیلیس( با نسبتی معین از آب 
و اتانول مخلوط شده و 3 روز در دمای اتاق نگهداری می‏شود. 
در طی این مدت، گروه‏های سیلانول )SiOH(تشکیل می‏شود. بنا 
به دلایل ذکرشده، فرآیند سل‏ژل در مرحله اول و نیز در حین 

پیرسازی یا aging به زمان طولانی نیازمند است]25,26[.
 SCP شکل 3 نمودار حاصل از آنالیز پراش پرتو ایکس پودر
 64%SiO2-28%CaO-8%P2O5 سنتزشده در سیستم سه‏تایی
به روش سل‏ژل را نشان می‏دهد. با توجه به شکل، پودر در 
دمای500درجه سانتی‏گراد، بخش عظیمی از ریزساختار آن 
آمورف و تنها بخش اندکی از آن به فاز بلورین کلسیم‏فسفات 
تبدیل شده ‏است. در حقیقت با شرایط عملیات حرارتی ذکر 

شده، تمایلی به تبلور در سیستم وجود ندارند]27[.
شکل 4 طیف FTIR پودر SCP را نشان می‏دهد. عددهای موج 
cm-1 ،472 cm-1 811 مربوط به حالت ارتعاشی خمشی پیوند 

.SCP پودر )XRD( شکل 3. نمودار آنالیز پراش پرتو ایکس

.SCP پودر )FTIR( شکل 4. نمودار طیف‏سنجی تبدیل فوریه مادون قرمز
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 Si-O-Si و cm-1 1091 مربوط به حالت کشش نامتقارن باند
568 cm-1 می‏باشد]32–28[. جذب در عددهای موج Si-O-Si 

 )PO4
3-( فسفات  گروه‏های  به  مربوط  به   603  cm-1 و 

محدوده  در  جذب  که  شده  ذکر  همچنین  می‏باشد]33[. 
در   P-O باند  نامتقارن  ارتعاشات  به  مربوط   570 تا   600
 1416 موج  عدد  در  می‏باشد]34[.  آمورف  کلسیم‏فسفات 
جذب مربوط به گروه‏های کربوکسیلات یا جایگزینی کربنات 
PO4 در 

3- SiO4 یا 
4- کربنات که جایگزین  یا گروه‏های   β نوع 

شبکه هیدروکسی‏آپاتیت شده‏اند، می‏باشد. پیک مشاهده شده 
تبلور آب در ساختار  و  به سبب حضور  در عدد موج 1629 
 3670 cm-1 شیشه است. همچنین عددهای موج در محدوده
 Si-OH مربوط به پیوند OH- 2908 نشان‏دهنده حضور cm-1 تا
می‏باشد]33[ در عدد موج 3447 نیز ارتعاشات باند OH وجود 

دارد]30[.
اندازه  تعیین  آنالیز  از  حاصل  نتایج  طبق  همچنین 
کلسیم‏فسفاتی ذرّات  قطر  اندازه  میانگین   ،)PSA(  ذرّات 

32/26± 235/12 نانومتر است.

ارزیابی ساختاری و خواص مکانیکی داربست‏های کامپوزیتی
الکترونی  میکروسکوپ  توسط  تصویربرداری  از  حاصل  نتایج 
 5 شکل  در  ژلاتین  کلسیم‏فسفات/  کامپوزیت‏های  روبشی 
آمده‏است. در شکل 5.الف ریزساختار نمونه G1 قابل مشاهده 
دمای  در  شده  تولید  داربست‏های  شکل،  به  توجه  با  است. 
 50-300  µm اندازه  در محدوده  تخلخل‏هایی  دارای  محیط 
می‏باشند. امّا این تخلخل‏ها در کل ساختار به‏چشم نمی‏خورند 
ریزساختار  درواقع  هستند.  پراکنده  و  موضعی  صورت  به  و 
تخلخل‏کم  تعداد  و  نشده  متخلخل  مناطق،  تمام  در  نمونه، 
به‏وجودآمده دارای ابعاد بسیار بزرگی است. قرارگرفتن ژلاتین 
تحت شرایط بن‏ماری و در دمای میانی، سبب ایجاد شبکه‏ای 
کاملًا متخلخل با تخلخل‏های به‏هم‏پیوسته شده که در شکل 
 G3 5.ب و ج قابل مشاهده‏است. شکل 5.د مربوط به نمونه
مشاهده  است.  شده  تهیه   100  ˚C دمای  تحت  که  می‏باشد 
می‏شود که از ریزساختار متخلخل هیچ اثری نیست. درنتیجه 
به   G2 نمونه  داربست،  تولید  مختلف  روش‏های  قسمت  در 
داربست‏های  ساخت  جهت  و  انتخاب‏  مطلوب  نمونه  عنوان 
نشاسته- ژلاتین در مرحله بعد از روش بن‏ماری استفاده شد.

ساخت  در  شد،  اشاره  نیز  پیش‏تر  که  همان‏گونه 
استخوان  مکانیکی  رفتار  به  توجه  استخوانی،  داربست‏های 
حائز اهمیت است. استخوان از اجزاء اصلی سیستم اسکلتی- 
انواع  و  نموده  رشد  بار  تحت  که  است  انسان  بدن  عضلانی 
نیروها به آن وارد می‏شود. همچنین از اندام‏های حیاتی بدن 
می‏نماید.  فراهم  حرکت  برای  چهارچوبی  و  نموده  حفاظت 
وظیفه اصلی استخوان در بدن انسان، حفاظت از بدن است که 
این مسئله می‏تواند با پاسخ‏های مکانیکی استخوان نسبت به 

شکل 5. تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی )SEM( از کامپوزیت‏های 
.G3 .)د( G2.)ب و ج( G1 .)الف(



تابستان 1398 . دوره 22 . شماره 2

91

سحر ملّزاده بیدختی و همکاران: 84-95

بار، به‏صورت کمی اندازه‏گیری شود. بارهای وارد بر استخوان 
شامل نیروهای وارد برآن طی انجام فعالیت‏های روزانه و نیز 
نیروهایی است که طی آسیب‏ها و اتفاقات ناگوار بر بدن وارد 
می‏شود]35[. نیروهایی که طی تصادف، آسیب‏های ورزشی و 
و  پیچشی  وارد می‏شوند فشاری، کششی،  استخوان  به  غیره 
یا خمشی می‏باشند. به‏طورکلی، روش‏ها و آزمون‏های زیادی 

به‏منظور تعیین استحکام استخوان استفاده شده‏اند. 
در  کرنش  میزان  بیشترین  آن،  طی  که  کشش  آزمون 
ناحیه میانی رخ می‏دهد و پس از انجام آزمون، حالت دمبلی 
اعداد گزارش‏شده طی  اگرچه  ایجاد می‏کند.  نمونه  مانند در 
آزمون مذکور به مقدار واقعی نزدیک است، اما به دلیل نیاز 
به نمونه در ابعاد بزرگ، استفاده از آن با محدودیت رو به رو 
می‏باشد]35[. مهم‏ترین مزیت استفاده از آزمون فشاری نیاز 
به نمونه‏هایی در ابعاد بسیارکوچک است اما نتایج حاصل از 
آن به اندازه آزمون کشش، دقیق نمی‏باشد و ممکن است در 

بخش‏هایی از نمونه، تمرکز تنش شدید اتفاق بیفتد. 
اندازه‏گیری خواص مکانیکی استخوان در حالت برشی نیز، 
با انجام آزمون پیچش میسر می‏شود که در آن به اعمال یک 
گشتاور به نمونه، نیاز است. همچنین می‏توان از آزمون خمش 
برای اندازه‏گیری خواص بایومکانیکی استخوان و داربست‏های 
خستگی  رفتار  بررسی  علاوه‏براین،  استفاده‏نمود.  استخوانی 
بارگذاری‏های  طی  نیز،  آن  ترمیم‏کننده  قطعات  و  استخوان 
فشاری، کششی، پیچشی و خمشی امکان‏پذیر می‏باشد]35[.

خمشی  استحکام  و  چقرمگی  همکارانش  و  اکس‏ونگ 
استخوان افرادی با سنین مختلف را به کمک آزمون خمش 
سه‏نقطه اندازه‏گیری نمودند]36[. هامبلی‏ریدها و همکارانش 
از  استفاده  با  استخوان  استحکام خمشی  بررسی  از  پس  نیز 
آزمون خمش سه‏نقطه، نتایج حاصل را مدلسازی کردند]37[.

کششی،  یا  و  فشاری  استحکام  اندازه‏گیری  براین،  علاوه 
معمولاً  دارد.  بدن  در  داربست  استفاده  محل  به  بستگی 
تحمل  را  فشاری  بارهای  انسان،  بدن  تحتانی  استخوان‏های 
دست،  استخوان‏های  مانند  بالایی  استخوان‏های  و  می‏کنند 
استحکام  اندازه‏گیری  می‏باشند.  کششی  نیروهای  تحت 

داربست‏های  جمله  از  استخوان  ترمیم‏کننده  قطعات  نهایی 
به  فشاری  بارگذاری‏های  طی  پلیمر-سرامیک،  کامپوزیتی 
میزان گسترده‏ای گزارش شده‏است. همچنین از آن‏جایی که 
برای  داربست  کاربرد  ننمودن  محدود  حاضر،  پژوهش  هدف 
استخوان خاصی از بدن است و خمش، توزیع فشار و کشش 
را به‏صورت همزمان در نظر می‏گیرد، استحکام خمشی نهایی 

نمونه‏ها قابل توجه است. 
نتایج حاصل از آزمون استحکام خمشی سه‏نقطه و درصد 
افزایش طول داربست‏های کلسیم‏فسفات/ ژلاتین- نشاسته در 
جدول‏های 3 و 4 و نیز شکل 6 و 7 آمده‏است. با توجه به شکل 
ادامه در تصاویر میکروسکوپی  نیز همان‏طور که در  مذکور و 
ژلاتین- پلیمری  پوشش  اعمال  مشاهده ‏خواهدشد،  نمونه‏ها 

و  نمونه‏ها  طول  افزایش  درصد  افزایش  سبب  گلوتارآلدهید، 
پوشاندن حفرات،  نهایی شده است]5,38[.  استحکام خمشی 
افزایش  سبب  موجود  احتمالی  سطحی  عیوب  و  ریزترک‏ها 
با استحکام   60GC چقرمگی مادّه است]39[. همچنین نمونه
می‏شود.  معرّفی  بهینه  نمونه  به‏عنوان  مگاپاسکال   4/5 نهایی 
مانند  پلی‏ساکاریدی  ژلاتین،  مانند  پروتئین  یک  هنگامی‏که 
اندرکنش‏های مختلفی  باهم مخلوط می‏شوند،  نشاسته و آب 
پروتئین- پروتئین-پروتئین،  مانند  آن  مولکول‏های  بین 

پلی‏ساکارید، پلی‏ساکارید-پلی‏ساکارید و نیز ارتباط هرکدام با 
آب ایجاد می‏شود]40[. این رخداد سبب ایجاد محلول همگن و 
نیز ساختار یکپارچه در کامپوزیت می‏شود که به عواملی از جمله 
نسبت ژلاتین و نشاسته و درنتیجه توانایی ایجاد ارتباط بین 
گروه‏های عاملی آن‏ها وابسته است. بنابراین برقراری پیوندهای 
موثرّ بین گروه عاملی آمیدی در ژلاتین و نیز گروه ساکاریدی 
شرایط  وجود  علاوه‏بر   60GC نمونه  در  آمیلوز  مانند  نشاسته 
بالابودن استحکام خمشی  ازجمله دلایل  نمونه‏سازی  مطلوب 
دلیل حضور  به  نمونه‏ها  تردی  است.  نمونه‏ها  سایر  به  نسبت 
مقدار قابل توجه فاز تقویت‏کننده شیشه‏ای و نیز حضور درصد 
تخلخل بالا در ریزساختار داربست‏های کامپوزیتی اصلی‏ترین 
بارگذاری  طی  ارائه‏شده  معیارهای  انحراف  بالابودن  دلیل 
مکانیکی می‏باشد. به همین دلیل، اندازه‏گیری استحکام خمشی 

جدول3. مقایسه استحکام خمشی نهایی و میزان افزایش طول داربست‏های کلسیم‏فسفات/ ژلاتین-نشاسته بدون پوشش ژلاتین-گلوتارآلدهید.

100G60G50G40G

0±03±03±23±5درصد افزایش طول
)MPa(1.1±1.00.95±0.51.4±1.42.2±4.13استحکام خمشی نهایی

جدول4. مقایسه استحکام خمشی نهایی و میزان افزایش طول داربست‏های کلسیم‏فسفات/ ژلاتین-نشاسته دارای پوشش ژلاتین-گلوتارآلدهید.

100GC60GC50GC40GC

4±713±513±618±53درصد افزایش طول
)MPa(0.8±1.12.8±0.52.6±1.34.34±1.99استحکام خمشی نهایی
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نهایی هر سری از داربست‏ها، بیش از سه بار تکرار شده‏است. 
به‏طورکلی هرچه درصد فاز تقویت‏کننده در داربست‏های 
کامپوزیتی بیشتر شود، درصد تخلخل نمونه کاهش و استحکام 
افزایش میی‏ابد]41[. درواقع عامل یادشده اصلی‏ترین  نهایی 
به  باتوجه  می‏باشد.  داربست  تخلخل  درصد  در  تفاوت  عامل 
حضور مقدار برابر فاز تقویت‏کننده در داربست‏های کامپوزیتی 
پژوهش حاضر، دو نمونه 60G و 60GC به روش ارشمیدسی 
 60G نمونه  که  می‏دهد  نشان  نتایج  شدند.  تخلخل‏سنجی 
48درصد  دارای   60GC نمونه  و  تخلخل  درصد   43/5 دارای 
تقویت‏کننده،  فاز  یکسان  مقدار  به  باتوجه  می‏باشد.  تخلخل 
ژلاتین-گلوتارآلدهید  پوشش  به حضور  تفاوت می‏تواند  علت 
برروی سطح داربست نمونه 60GC مربوط باشد. اعمال پوشش 
پلیمری بر سطح داربست، سبب افزایش جذب آب، تورم لایه 

پلیمری و درنتیجه افزایش درصد تخلخل می‏شود. 

شکل 6. مقایسه درصد افزایش طول داربست‏های کامپوزیتی کلسیم‏فسفات/ 
ژلاتین- نشاسته طی آزمون استحکام خمش سه‏نقطه.

کامپوزیتی  داربست‏های  نهایی  خمشی  استحکام  مقایسه   .7 شکل 
کلسیم‏فسفات/ ژلاتین- نشاسته طی آزمون استحکام خمش سه‏نقطه.

طی  کامپوزیتی  داربست‏های  شکست  سطح  تصاویر 
در  آمده‏است.   8 شکل  در  سه‏نقطه  خمش  آزمون  انجام 

توده‏ای‏شده  سرامیکی  ذرّات   100G نمونه  برای  8.الف،  شکل 
توزیع غیریکنواخت در زمینه مشاهده می‏شود. همان‏طور  با 
فاز  که  مناطقی  در  است،  مشخّص  شکل  بزرگنمایی  در  که 
پلیمری مقدار بیشتری دارد، حفرات در آستانه تشکیل و رشد 
نمی‏شود.  دیده  حفراتی  چنین  سایرنواحی  در  امّا  می‏باشند، 
میکروسکوپ  با  تصویربرداری  از  حاصل  نتایج  همچنین 
با  متخلخل  کاملًا  شبکه  که  نشان‏می‏دهد  روبشی،  الکترونی 
تخلخل‏های به‏هم‏پیوسته در ریزساختار تمامی نمونه‏ها وجود 
پلیمری  فاز سرامیکی در زمینه  توزیع یکنواخت  ندارد. عدم 
اتفاق  پودر  توده‏ای شدن  که  مناطقی  در  می‏شود.  دیده  نیز 
یا تخلخل‏های بسیارریز مشاهده  افتاده، عدم حضور تخلخل‏ 
تا  تخلخل‏هایی  پلیمری،  فاز  حضور  در  حالی‏که  در  می‏شود 
به  به‏هم‏پیوسته  شبکه  یک  ایجاد  با   150  µm حدود  اندازه 
ایجاد  کاملًا  داربست  ساختار  نواحی،  این  در  چشم‏می‏خورد. 
شده‏است. در شکل 8.ب که مربوط به نمونه حاوی 50 درصد 
ساختار  یک  پایین،  نسبتاً  بزرگنمایی  در  می‏باشد،  ژلاتین 
موضعی  ریز  بسیار  حفرات  و  توده‏ای‏شده  ذرّات  متراکم، 
 مشهود است و در بزرگنمایی بالا، حفراتی در محدوده اندازه

 µm 15-5 که روی آن‏ها غشاءهای پلیمری قرارگرفته، دیده 
می‏شود. حضورموّفق غشاءهای مذکور، در نقاطی که با علامت 
پیکان مشخص شده کاملًا مشهود است. این مناطق، بهترین 
مکان برای جوانه‏زنی سلّول است چراکه از چسبندگی مطلوبی 
برخوردار می‏باشد]2[. پراکندگی و تعداد کم مناطق یادشده 
در نمونه 50G کابرد آن را در مهندسی بافت محدود می‏کند.

و  سه‏بعدی  شبکه  یک  ایجاد  نمایانگر  8.ج،  شکل 
50-150 µm به‏هم‏پیوسته از تخلخل‏هایی در محدوده اندازه 

مناطقی  به  مربوط  تصویر  این  می‏باشد.   60GC نمونه  در 
و  داشته  وجود  کافی  مقدار  به  پلیمری  فاز  تجمّع  که  است 
بر روی  این شبکه متخلخل  در  ذرّات سرامیکی  عدم حضور 
وقوع  همچنین،  است.  مشهود  ژلاتین-نشاسته  غشاءهای 
مرز  است.  مشخّص  پلیمری  غشاءهای  از  شکست  و  پارگی 
بین پوشش و کامپوزیت نیز در شکل 8.د قابل مشاهده‏است. 
حضور این پوشش، می‏تواند محل مناسبی برای فعّالیّت‏های 

سلوّلی سطحی باشد.
پالپ  بنیادی  سلول‏های  کشت  روز   5 از  پس  همچنین 
یادشده  سلول‏های  حضور  نیز  داربست  روی  بر  عقل  دندان 
نیز  شکل9  است.  مشاهده  قابل  داربست  دیواره‏های  برروی 
تصویر داربست یادشده را پس از کشت سلول نشان می‏دهد. 
با علامت  برروی سطح دیواره داربست  بنیادی  حضور سلول 
 Viability آنالیز  نتایج  همچنین  شده‏است.  مشخص  پیکان 
حضور %78 سلول زنده را برروی داربست و نیز داخل حفرات 

موجود در آن تایید می‏کند.
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شکل 9. تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی سطح شکست داربست پس 
از 5 روز از کشت سلول‏های بنیادی پالپ دندان عقل.

4. نتیجه‌گیری
ذوب  دمای  به  باتوجه   35  ˚C دمای  در  کامپوزیت  ساخت 
پایین ژلاتین خوراکی، بهترین انتخاب برای ایجاد ریزساختار 
متخلخل و ایجاد شبکه‏ای به‏هم‏پیوسته از حفرات است. طبق 
نتایج حاصل از آزمون مکانیکی داربست‏های کامپوزیتی حاوی 
ذرّات کلسیم ‏فسفات/نشاسته-ژلاتین، افزایش استحکام خمشی 

پوشش  اعمال  اثر  در  نمونه‏ها  طول  افزایش  میزان  و  نهایی 
پوشیده‏شدن  علتّ  به  است که  ژلاتین-گلوتارآلدهید مشهود 
خواص  می‏باشد.  چقرمگی  افزایش  و  درسطح  موجود  عیوب 
مکانیکی مطلوب و ریزساختار مناسب در نمونه 60GC سبب 
موفّق  ارتباط  نتیجه  در  نشاسته-ژلاتین  بهینه  نسبت  یافتن 

ساختارهای مولکولی آن‏ها می‏باشد.
همچنین نتایج کشت سلول‏های بنیادی پالپ دندان عقل 
نیز چسبندگی و تکثیر سلول‏های یادشده را برروی داربست 

تایید می‏کند.
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