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هاي داربست  يد و مونت موريلونيت بر ويژگيهثير ميزان درصد گلوتارآلدأت
   گزانتان در دارورساني آلندرونات/مونت موريلونيت/ نانوكامپوزيتي آگار

  هاي مزانشيمي  لبه سلو
  

  4شاكريمجيد دكتر ، 4برومندبهاره فاتح دكتر ، 3رضوي، دكتر شهناز 2توكلي، دكتر ناصر 1دكتر ژاله ورشوساز
  
  

  چكيده
 ي هدف از مطالعه. شوند هاي نانوكامپوزيتي پليمري مي ايجاد اتصالات عرضي و تركيبات مختلف سيليكا باعث استحكام داربست بايد هلدآگلوتار :مقدمه
نتان گام بارشده با گزا/مونت موريلونيت/هاي آگار يد و مونت موريلونيت بر خصوصيات فيزيكوشيميايي داربستآلدهثير مقدار گلوتارأتعيين ت ،حاضر

 .روند كار ميه ها ب يهاي ناشي از استئوپروز و ساير شكستگ د كه جهت بازسازي موضعي بافت استخوان در آسيببوآلندرونات 

ر بارگيري هاي گلوتارآلدهيد و مونت موريلونيت ب اثر دو متغير غلظت. فرمولاسيون با استفاده از روش طراحي فاكتوريال سه سطحي تهيه شد 13 :ها روش
 )Scanning electron microscope )SEMمورفولوژي داربست بهينه توسط . گرديددارو، آزادسازي، بيودگرادسيون و تورم پذيري نانوكامپوزيت مطالعه 

 .دگرديگيري  اندازه MTTهاي مزانشيمي به روش  بررسي شد و توانايي آن براي رشد سلول

بر خلاف مونت موريلونيت . شتقابل توجهي بر ميزان داروي بارگيري شده در داربست ندا مونت موريلونيت اثر يد وهتغيير غلظت گلوتارآلد :ها يافته
ها را  پذيري و بيودگرادسيون نانوكامپوزيت افزايش غلظت هر دو متغير مورد مطالعه تورم. يد، ميزان آزادسازي دارو را افزايش دادهافزايش ميزان گلوتارآلد

 .بيشتر كردند شاهدهاي مزانشيمي را نسبت به گروه  رشد سلول ،ها به صورت بارز تداربس. كاهش داد

گزانتان /مونت موريلونيت/هاي سه بعدي آگار درصد بهترين نسبت براي ساخت داربست 1درصد و گلوتارآلدهيد  3مونت موريلونيت : گيري نتيجه
  .دنوش هاي مزانشيمي مي دار سبب رشد سلول و به طور معني هستند

  هاي مزانشيمي لسلو ،داربست، مونت موريلونيت، گلوتارآلدهيد :واژگان كليدي
 

  مقدمه
مواد مختلف از پليمرهاي پايدار يا قابل تجزيه گرفته تا 
مواد معدني مانند شيشه و سـراميك بـراي دارورسـاني    

رود  انتظـار مـي  . اند موضعي بافت استخوان به كار رفته
رود  تخوان بـه كـار مـي   موادي كه براي دارورساني اس ـ

بينـي، سـازگاري زيسـتي و     داراي آزادسازي قابل پيش
. مكانيكي با بافت استخوان اطراف خود داشـته باشـند  

عدم تجزيه شـدن مـاده و لـزوم جراحـي مجـدد روي      

يافته براي خـارج كـردن پليمـر غيـر قابـل       محل التيام
تجزيه از يك طرف و عوارض جانبي ناشـي از پاسـخ   

پذير از طرف ديگر، از جمله  رهاي تخريببافت به پليم
مناسب جهت  ي هاي مهم براي انتخاب ماده محدوديت

از ايـن رو  . باشـد  دارورساني بـه بافـت اسـتخوان مـي    
آلي و معـدني  ) كامپوزيت( ي انتخاب تركيب چند ماده

ــيات    ــر و خصوص ــارايي بهت ــردن ك ــراهم ك ــت ف جه
هـا   كامپوزيت .)1(آيد  تر امري مهم به شمار مي مطلوب
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مواد يـا غشـاهايي هسـتند كـه داراي دو جـزء آلـي و       
ي ها پليمرهاي ترموپلاستيك نانوكامپوزيت. معدني باشند

وزن  درصـد  2-8هـا حـدود    كه جزء معدني آن هستند
ــا را شــامل مــي آن ــد  ه ــانومتري دارن ــاد ن  .شــود و ابع

ها مزايـاي مـواد معـدني نظيـر پايـداري       نانوكامپوزيت
پذيري، عـايق   مواد آلي نظير انعطاف دمايي و سختي و

  .)2(باشند  پذيري را دارا مي بودن و مفتول
هــاي  هــاي پليمــري ســيليكا تفــاوت نانوكامپوزيـت 

لي پر شـده بـا سـاير مـواد     مهمي را با پليمرهاي معمو
 ي ابعاد فـاز پراكنـده شـده در محـدوده     كه اچر ؛دارند

و خواص بسيار بهتري در مقايسـه بـا    هستندنانومتري 
مسـاحت   .دهند هاي رزيني معمولي نشان مي كمپوزيت

پراكندگي ميكروسكوپيك خـاك سـيليكا   ، سطحي زياد
پيوندهاي يونيك بـين   يدر ماتريكس پليمري و برقرار

هـاي   از جملـه علـت   مر آلي و سـيليكاي غيـر آلـي   پلي
  . )3( ها هستند وجود اين خواص نانوكانپوزيت

Bisphosphonateها )BP (هاي صناعي غير  آنالوگ
 ي باشـد كـه از دو دهـه    قابل هيدروليز پيروفسفات مي

هــاي اســتخوان و  پــيش جهــت درمــان انــواع بيمــاري
 ي ايـن دسـته  . )4(رود  متابوليسم كلسـيم بـه كـار مـي    

. باشـند  تحليل استخوان در بدن مي ي دارويي مهاركننده
ها بانـد اكسـيژني كـه دو گـروه فسـفات را بـه        BPدر 

توسـط اتـم كـربن    ) P-O-P(كنـد   يكديگر متصـل مـي  
 ايـن سـاختار  . )P-C-P ()6-5(جايگزين شـده اسـت   

BP سـبب  كنـد و  محافظت مي ها را از شكست آنزيمي 
اتصال محكم به استخوان به علت تمايل بالا به فسفات 

حـاوي    BPآلنـدرونات سـديم يـك    . شـود  كلسيم  مي
  .)7(آيد  ها به حساب مي BPنيتروژن است و نسل دوم 

اين . استاستئوپروز يك بيماري سيستمي اسكلتي 
كم استخوان و زوال در حد ميكروني  ي تودهبيماري با 

آن  ي شـود كـه نتيجـه    بافت اسـتخوان مشـخص مـي   
افـــزايش پـــوكي اســـتخوان و در نتيجـــه افـــزايش 

  .)8( ها است شكستگي
هـاي   داربسـت  ي حاضـر ضـمن تهيـه    ي هدر مطالع

ــامپوزيتي ســه بعــدي از  ــار نانوك ــيليكا/آگ ــان /س گزانت
وينيل استات جهت بازسازي بافـت اسـتخواني    پلي/گام

ها به طريق  آسيب ديده در استئوپروز يا ساير شكستگي
ثير متغيرهـاي عامـل   أت ،دارورساني موضعي آلندرونات

مونــت  و ميــزان) گلوتارآلدهيــد(كننــده  كــراس لينــك
 ،موريلونيت بر روي خصوصـيات فيزيكوشـيميايي آن  

   .بررسي شد
  
  ها روش

 5/2مخلـوط   ،هـاي نانوكـامپوزيتي   فـيلم  ي جهت تهيه
درصــد  1/0 و حجمــي گزانتــان گــام -درصــد وزنــي

 3و  75/1، 5/0حجمي آلندرونات بـه مخلـوط    -وزني
درصـد   3 و حجمي مونـت موريلونيـت   -درصد وزني

 40ه گرديــد و در دمــاي حجمــي آگــار اضــاف -وزنــي
. گراد به مدت يك ساعت به هم زده شد سانتي ي درجه

-درصـد حجمـي   1و  63/0، 25/0هـاي   سپس غلظت
هـا اضـافه    حجمي گلوتارآلدهيد به كمك سمپلر بـه آن 

به اين . دقيقه با هم مخلوط شدند 30گرديد و به مدت 
وينيـل اسـتات اضـافه     ليتر محلول پلي ميلي 10مخلوط 

گرم از اين  20. يك شبانه روز به هم زده شدگرديد و 
 24مخلوط در يك پتري ديش ريخته شد و بـه مـدت   

قـرار  گـراد   سانتي ي درجه 60ساعت در آون در دماي 
ــت  ــپس گرف ــلأ  8و س ــاعت تحــت آون خ  60در  س

دست آينـد  ه ها ب مگراد خشك شد تا فيل سانتيي  درجه
ــه. )9( ــيون ي از كلي ــا فرمولاس ــد دارو Blank يه  ،فاق

  .مطابق روش بالا تهيه گرديد
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هـا   تبراي تعيـين ميـزان بـارگيري دارو در داربس ـ   
ليتـر بـافر    ميلـي  100محتواي كامل يك پتري ديش در 

سـاعت   24و به مدت شد ريخته  pH = 4/7 فسفات با
 20مخلوط بـه دسـت آمـده بـه مـدت      . به هم زده شد

سـپس   .دور در دقيقه سانتريفوژ گرديـد  7000دقيقه با 
ميكـرون   2/0محلول رويي توسط فيلتـر سـر سـرنگي    

ميكروليتر از محلـول فيلتـر شـده بـا      300. فيلتر گرديد
مـولار   ميلـي  5 ي ميكروليتر محلول تازه تهيه شده 300

FeCl3 مخلـــوط گرديـــد و توســـط اســـپكتروفتومتر 
)Shimadzu, Japan (  5/306جذب آن در طول مـوج 

  . )4(نانومتر تعيين شد 
 ،هـا  براي بررسي آزادسـازي دارو از نانوكامپوزيـت  

در يـك بشـر   ، قطعات با وزن معين از فـيلم بـار شـده   
درون ، pH = 4/7 ليتر بـافر فسـفات بـا    ميلي 20حاوي 

 40مـش   ي سبد چرخان دستگاه تست انحلال با اندازه
 37دار در دمـاي   بشر در بن مـاري شـيكر   .تقرار گرف
. در دقيقه قـرار داده شـد  دور  50گراد و  سانتي ي درجه

، 120، 96، 72، 48، 24، 8، 2، صـفر در فواصل زمـاني  
ميكروليتـر نمونـه    300از محـيط   ،ساعت 168و  144
جـذب   .و بـا بـافر تـازه جـايگرين گرديـد      شد گرفته
با يون آهن سـه   1به  1ها بعد از ايجاد كمپلكس  نمونه

نـانومتر   5/306ظرفيتي به روش اسپكتروفوتومتري در 
هـاي فاقـد دارو    جـذب نمونـه  . )4(گيـري شـد    دازهان
)Blank (   هـاي   در همان زمـان از جـذب فرمولاسـيون

حاوي دارو كسر گرديد تا جذب اجـزاي فرمولاسـيون   
جذب بـه   -غلظت ي حذف شود و با استفاده از معادله

. دست آمده در محيط بافر غلظت هر نمونه تعيين شـد 
بـار تكـرار شـد و     3اين تست براي هـر فرمولاسـيون   

و انحراف معيار و درصـد داروي آزاد شـده از    ميانگين
ــد  ــبه گردي ــيون محاس ــر فرمولاس ــارايي . ه ــارامتر ك پ

كه در واقع ) Release efficiency )%RE24آزادسازي يا 
سطح زير منحني آزادسازي دارو در زمان معين نسـبت  

درصـد آن   100به سطح كل زير منحني تـا آزادسـازي   
ارو از آزادســـازي د ي باشـــد، جهـــت مقايســـه مـــي

اين پارامتر در  .ها مورد استفاده قرار گرفت فرمولاسيون
واقع سطح زير منحني در زمان معين نسبت بـه سـطح   

باشـد   درصد دارو مي 100كل زير منحني تا آزادسازي 
  .)10(شود  و طبق فرمول زير محاسبه مي

RE% ൌ
׬ y dt

௧
଴

yଵ଴଴ ൈ t
 ൈ 100 

هـا، قطعـات    پـذيري فـيلم   براي بررسي رفتار تـورم 
ليتـر بـافر    ميلـي  10هـا در   خشك با وزن معين از فـيلم 

در يك بشر قـرار داده شـد و در    pH = 4/7با  فسفات
و  144، 120، 96، 72، 48، 24، 2 ،صـفر  فواصل زماني

شدند و بـه طـور مجـدد    خشك و ساعت خارج  168
ها داخل بافر فسـفات   سپس دوباره نمونه .توزين شدند
اين كار تا زماني ادامه پيدا كرد كه به وزن . قرار گرفت

اين كار براي هر فرمولاسـيون سـه   . ثابت رسيده باشند
زيـر   ي دلـه تـورم از معا  ي درجـه . مرتبه تكرار گرديـد 

   .)9(حساب گرديد 
SW% = (WW – Wd) / Wd × 100 

وزن  Wwپـذيري،   تورم ي درجه SW اين معادلهدر 
  .باشد وزن فيلم خشك مي Wdب و فيلم مرطو

ها، قطعات خشك  براي بررسي بيودگرادسيون فيلم
ليتر بافر فسفات كـه   ميلي 10ها در  با وزن معين از فيلم

pH  رسيده بود و حاوي  2/5توسط اسيد استيك به آن
حجمي آنزيم ليـزوزيم بـود قـرار     -درصد وزني 01/0

ــه مــدت    ر ســاعت د 72و  48، 24، 4، 1داده شــد و ب
بعد از اين مدت . گراد انكوبه گرديد سانتي ي درجه 37
 و بـا آب ديـونيزه شستشـو داده    خـارج شـدند  ها  فيلم

ــدند ــدت   ش ــه م ــاي    24و ب ــا دم ــاعت در آون ب   س
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ايـن  . گراد خشك و تـوزين گرديـد   سانتي ي درجه 37
 ي درجـه . دش ـكار براي هر فرمولاسيون سه مرتبه تكرار 

   :)9(حساب گرديد زير  ي دگراداسيون از معادله
DR% = (W0 – W1) / W0 × 100 

DR%  ،درصد بيودگرادسيونW0   وزن اوليـه وW1 
  .باشد ميها  فيلم ي وزن ثانويه

 Design-Expert افزار فرمولاسيون بهينه توسط نرم
ــين گرديــد US 2/7ي  نســخه ــر غلظــت. تعي هــاي  اث

مختلف گلوتارآلدهيد و مونت موريلونيت بر روي هر 
مورفولوژي فرمولاسـيون  . دشها بررسي  يك از پاسخ

ــاره  ــكوپ الكترونـــي نگـ ــه توســـط ميكروسـ    بهينـ
)Seron technology 2008, Korea( رسـي گرديـد  بر .

هــاي مزانشــيمي كــه از بافــت چربــي  در انتهــا ســلول
بـر روي ايـن    هـاي ليپوساكشـن بـه دسـت آمـد      نمونه

  .فرمولاسيون كشت داده شد
هــاي  محــيط كشــت مــورد اســتفاده بــراي ســلول 

 10كامــل حــاوي  DMEMمزانشــيمي محــيط كشــت 
ــد  ــد  FBS )Fetal bovine serum( ،1درصـ درصـ

واحـد در   100سـيلين   پنـي (بيوتيك و ضد قـارچ   آنتي
ليتر و  ميكروگرم در ميلي 100ليتر، استرپتومايسين  ميلي

ــين  ــي B 25/0آمفوتريس ــرم در ميل ــر ميكروگ  2و ) ليت
 45آن ابتـدا   ي براي تهيه .بود ،گلوتامين-مولار ال ميلي
ليتـري   ميلـي  50ليتر محيط كشت آماده در فالكون  ميلي

بعد  .ضافه شدبه آن ا FBSليتر  ميلي 5سپس . شدريخته 
هاي ذكر شـده در   بيوتيك ميكروليتر از مخلوط آنتي 500

  .بالا به آن اضافه شد و در يخچال نگهداري گرديد
هايي هستند كـه   هاي مزانشيمي از نوع سلول سلول

با توجه بـه رشـد مناسـب     .چسبند به محيط كشت مي
. اسـت بار نياز به تعويض محيط  ها هر دو روز يك آن

 ي ابتدا محيط كشت قبلي به وسـيله  ن كاربراي انجام اي
شستشـو   PBSبار بـا   2سپس  .شدپيپت پاستور خارج 

پـس از  . محيط كشت حذف شـود  ي داده شد تا اضافه
و  شـد به آن اضـافه   Tripsin-EDTAليتر  ميلي 5/1 آن

گـراد   سـانتي  ي درجـه  37به مدت سه دقيقه در دمـاي  
در . دها از ته فلاسـك جـدا شـون    تا سلول گرفتقرار 

ها از شكل كشيده به شكل كروي در  اين مرحله سلول
ــد  ــر شــكل دادن ــر ميكروســكوپ تغيي  5/1ســپس . زي

ليتر محيط كشت به آن اضافه گرديد و سـپس بـه    ميلي
ليتـري ريختـه    ميلي 15پيپت به درون فالكون  ي وسيله

 5دور در دقيقـه و بـه مـدت     1600شد و بـا سـرعت   
. )Hettich EBA 20, Germany(دقيقه سانتريفوژ شـد  

ليتـر محـيط    ميلـي  4و شـد  محلول رويـي دور ريختـه   
تا  داده شدو خوب تكان شد كشت كامل به آن اضافه 

 .هاي رسوب كـرده دوبـاره سوسپانسـيون شـوند     سلول
  فلاسـك   3يـا   2سپس ايـن سوسپانسـيون بـه داخـل     

و درون انكوبـاتور در دمـاي    شد ليتري ريخته ميلي 25
 100درصد و رطوبت  CO2 5اد، گر ي سانتي درجه 37

  .تا رشد نمايند شد درصد قرار داده
 ها ابتدا به قطعات مربع شـكل  فيلمي بعد  در مرحله

و بـه   ندخانه قرار داده شد 24بريده و در پليت  1 × 1
تـا   گرفتنـد ساعت زير لامپ فـرابنفش قـرار    24مدت 

ميكروليتر محيط كشت  50سپس به آن . استريل گردند
سـلول   106ميكروليتر سلول با غلظت  25و اضافه شد 
دقيقه در  30ليتر به آن اضافه گرديد و به مدت  در ميلي

ميكروليتـر   250گراد قرار داده شد و  سانتي ي درجه 37
 72و  48، 24محــيط كشــت اضــافه شــد و بــه مــدت 

گـراد،   ي سانتي درجه 37ساعت در انكوباتور در دماي 
CO2 5 ار داده شـد درصـد قـر   100رطوبت  درصد و .

خـارج  دوم و سوم ابتدا محيط كشـت   ،بعد از روز اول
 20ميكروليتــر محــيط كشــت و    200ســپس  .شــد

 4بـه آن اضـافه گرديـد و بـه مـدت       MTTميكروليتر 
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سپس محيط كشـت  . ساعت در انكوباتور قرار داده شد
اضـافه   بـه آن  DMSOميكروليتر  200و  گرديدخارج 

 100. قرار داده شد دقيقه در تاريكي 90شد و به مدت 
خانـه منتقـل    96ميكروليتر از محلول حاصل به پليـت  

 ELISAدســتگاه بــا اســتفاده از  شــد و جــذب آن  
)Hiterion MTR 4+, Germany (  540در طول مـوج 

  .)11(د گرديگيري  نانومتر اندازه
هاي بـدون دارو نيـز    اين مراحل جهت فيلم ي كليه

هـا بـراي    جهت تعيين عدم سميت فيلم. انجام پذيرفت
مراحل فوق بدون فيلم نيز انجام پذيرفت  ي سلول كليه

   .ناميده شد شاهدكه 
  

  ها افتهي
مقادير به دست آمده براي درصد كارايي بارگيري دارو 

  .ه استآورده شد 1براي هر فرمولاسيون در جدول 
بينـيم بيشـترين ميـزان     طور كه در جدول مي همان

و كمتـرين   G0.25M3بارگيري مربوط بـه فرمولاسـيون   
. باشـد  مـي  G0.25M1.75ميزان آن مربوط به فرمولاسيون 
 Design-Expertافـزار   پس از بررسي نتايج توسط نـرم 

ير فاكتور گلوتارآلدهيد و مونت موريلونيـت  أثنمودار ت
  بـارگيري دارو ترسـيم شـد كـه در     بر درصـد كـارايي   

  .شده است نشان داده 1شكل 
هاي   آزادسازي داروي بارگيري شده از فرمولاسيون

مختلف تهيه شده در محيط بافر فسفات در مدت زمان 
بررسي شد و نمودار درصـد   pH = 4/7ساعت با  168

 2 آزادسازي دارو نسبت بـه زمـان در شـكل    ي انباشته
قادير شـامل ميـانگين سـه بـار     اين م. آورده شده است
  .باشد تكرار آزمايش مي

  
 آلندرونات با شده بار گام گزانتان/موريلونيت مونت/آگار هاي نانوكامپوزيت فيزيكوشيميايي خصوصيات. 1 جدول

 كد
 فرمولاسيون

 مونت
  موريلونيت

- وزني درصد
 حجمي

 گلوتارآلدهيد
- درصد وزني
 حجمي

 كارايي درصد
  بارگيري

 ±انحراف معيار 
  ميانگين

RE24%  

 ± معيار انحراف
 ميانگين

 پذيري تورم درصد
  تعادلي

 ±انحراف معيار 
 ميانگين

بيودگرادسيون درصد
  تعادلي

 ±انحراف معيار 
 ميانگين

G0.25M0.5  5/0  25/0 3/2±1/74 1/2±8/40  6/63 ± 5/1169  2/3 ± 4/13  
*G0.63M1.7575/1  63/0 6/3±5/73 0/3±2/51  5/77 ± 1/1143  3/2 ± 2/9  

G1M0.5  5/0  1 5/2±7/53 5/2±8/75  9/32 ± 5/913  7/0 ± 2/9  
*G0.63M1.7575/1  63/0 4/0±7/76 9/0±3/53  3/34 ± 7/1154  1/2 ± 6/9  

G1M1.75  75/1  1 8/5±5/77 6/1±9/76  7/119 ±2/833  3/1 ± 6/8  
*G0.63M1.7575/1  63/0 8/4±4/70 7/2±7/23  9/29 ± 5/1156  8/0 ± 5/9  

G0.25M3  3  25/0 8/3±4/79 7/1±1/64  9/74 ± 6/891  4/0 ± 0/8  
*G0.63M1.7575/1  63/0 8/1±3/69 5/3±1/50  9/49 ± 5/1117  9/2 ± 3/8  

G1M3 3  1 3/3±3/69 6/1±4/53  2/33 ± 32/444  7/1 ± 2/7  
G0.63M3  3  63/0 9/0±6/58 1/0±6/41  0/36 ± 12/893  1/0 ± 8/7  

G0.25M1.75  75/1  25/0 8/0±6/51 0/3±9/55  2/50 ± 2/1160  8/1 ± 3/10  
*G0.63M1.7575/1  63/0 1/1±9/73 1/2±5/51  8/95 ± 7/1155  6/2 ± 5/8  

G0.63M0.5  5/0  63/0 4/3±0/74 2/2±5/104  6/58 ± 3/1160  5/0 ± 8/3  
  .است رفته كار به نتايج تكرار و ها گيري اندازه دقت افزايش براي كه Design-Expert افزار نرم توسط شده پيشنهاد) Check point( تكراري كنترل نقاط: *
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  هاي بر روي درصد كارايي بارگيري آلندرونات در داربست) B(و گلوتارآلدهيد ) A(هاي مختلف موريلونيت  اثر غلظت. 1شكل 

  گزانتان گام/نيتمونت موريلو/نانوكامپوزيتي آگار 
  

  
  گزانتان گام تهيه شده در محيط /مونت موريلونيت/هاي نانوكامپوزيتي آگار درصد آلندرونات آزاد شده از داربست. 2شكل 

  )n = 3( نسبت به زمان) pH=  4/7(فسفات  بافر
  

هاي آزادسازي  كارايي تست آزادسازي از روي داده
ده شـده  آور 1 محاسبه گرديد كه نتـايج آن در جـدول  

بينيم بيشترين ميـزان   طور كه در جدول مي همان. است
 G0.63M0.5كارايي تست انحلال مربوط به فرمولاسيون 

 G0.63 M1.75و كمترين ميزان آن مربوط به فرمولاسيون 
نتايج به دسـت آمـده از آزاد سـازي دارو كـه بـه      . دبو

 افــزار  توســط نــرم  ،تفســير گرديــد  RE24%شــكل 

Design-Expert 2د آناليز قرار گرفـت و مـدل   مورFI 
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  . براي آن پيشنهاد شد
 3 هاي مـورد مطالعـه در شـكل    اثر هر يك از متغير

 شـود بـر   طـور كـه ديـده مـي     همان. آورده شده است
يد افزايش مونت موريلونيت كارايي هلدآخلاف گلوتار

  .دهد رهش دارو را كاهش مي
ديـده   1هـا در جـدول    پذيري فيلم نتايج رفتار تورم

پذيري تعادلي مربـوط بـه    بيشترين ميزان تورم. شود يم

درصـد و كمتـرين    53/1169و  G0.25M0.5فرمولاسيون 
درصـد   32/444و  G1M3ميزان مربوط به فرمولاسيون 

هـا توسـط    پذيري فيلم نتايج به دست آمده از تورم. دبو
مـورد آنـاليز قـرار گرفـت و      Design-Expertافزار  نرم

  . ن پيشنهاد شدبراي آ Quadraticمدل 
اثر هر يك از پارامترهـاي مـورد مطالعـه بـر تـورم      

  .آورده شده است 4ها در شكل   مپذيري فيل
  

  
  ها تبر روي آزادسازي آلندرونات از داربس) B(و گلوتارآلدهيد ) A(هاي مختلف مونت موريلونيت  تاثر غلظ. 3شكل 

  

  
  هاي  پذيري فيلم بر روي تورم) B(گلوتارآلدهيد و ) A(هاي مختلف مونت موريلونيت  اثر غلظت. 4شكل 

  pH = 4/7گزانتان گام در محيط بافر فسفات /مونت موريلونيت/نانوكامپوزيتي آگار
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  هاي  بر روي بيودگرادسيون فيلم) B(و گلوتار آلدهيد  )A(هاي مختلف مونت موريلونيت  اثر غلظت. 5شكل 

  تان گام در محيط بافر فسفات حاوي آنزيم ليزوزيمگزان/مونت موريلونيت/نانوكامپوزيتي آگار
  

نتــايج رفتــار بيودگرادســيون تعــادلي  1در جــدول 
طـور كـه در    همـان . نيز نشان داده شـده اسـت  ها  فيلم

شود بيشترين ميـزان بيودگرادسـيون    جدول مشاهده مي
 بـا  G0.25M0.5ساعت مربوط به فرمولاسيون  24پس از 

ربوط به فرمولاسـيون  درصد و كمترين ميزان م 43/13
G0.63M0.5 نتايج به دسـت آمـده از   . دبودرصد  79/3 با

 Design-Expertافـزار   ها توسط نرم بيودگرادسيون فيلم
بـراي آن پيشـنهاد    2FIمورد آناليز قرار گرفت و مـدل  

ثير هر يك از پارامترهاي مورد مطالعه و تـداخل  أت. شد
  .شود يده ميد 5ها در شكل  ها بر بيودگرادسيون فيلم آن

 Design-Expertافـزار   فرمولاسيون بهينه توسط نرم
با طراحي به روش فاكتوريال در سه سـطح طراحـي و   

هاي مطلـوب بـراي يـافتن     هر يك از پاسخ ي محدوده
فرمولاسيون بهينه به اين ترتيب در نظر گرفته شـد كـه   

نتـايج   ي به دسـت آمـده   ي ها در محدوده پاسخ ي كليه
. سـازي انجـام شـد    اسـاس آن بهينـه   قرار گرفت و بـر 

افـزار   بيني شده توسط نرم نتايج واقعي و پيش ي مقايسه
به اين ترتيـب فرمولاسـيون   . شود ديده مي 1در جدول 

G1M3  درصـد   3درصـد گلوتارآلدهيـد و    1كه حاوي

مونت موريلونيت بـود، بـه عنـوان فرمولاسـيون بهينـه      
  .تعيين گرديد
) G1M3(يون بهينه هاي تهيه شده از فرمولاس عكس
نمايي مختلف توسط ميكروسـكوپ الكترونـي    با بزرگ
ها در دو حالت خشك و مرطوب گرفتـه شـده    از فيلم
دقيقـه در   5هـا ابتـدا    فيلم ،جهت مرطوب كردن. است

آب مقطر قرار داده شد و سپس توسط دسـتگاه تحـت   
خشك گرديدند و بعد از روكش دادن بـا طـلا از    خلأ
 ،هاي تهيه شده عكس 6در شكل . ها عكس تهيه شد آن
  .شوند ده مييد

ها را در استخوان به كار برد  كه بتوان فيلم براي اين
ها را داشته  ها توانايي رشد بر روي اين فيلم بايد سلول

هـا   ها بتوانند بر روي فيلم به عبارت ديگر سلول ؛باشند
هـا نداشـته    ها اثر سمي بر روي سلول رشد كنند و فيلم

هـاي مزانشـيمي    هت بررسي اين امر از سلولج. باشند
هـا بـر روي    بعد از رشد سـلول . انساني استفاده گرديد

هـاي زنـده از روش    ها جهت تعيين ميـزان سـلول   فيلم
MTT بعد از اضافه كردن . استفاده گرديدMTT   رنـگ

هـر چـه جـذب نـوري محـيط       ،گـردد  بنفش توليد مي
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 ي نـده ده  هاي حاوي اين رنگ بيشتر باشد نشان كشت
هـاي فورامـازان بيشـتري توليـد      اين است كه كريستال

. باشـد  در نتيجه تعداد سلول زنده بيشتر مي ،استشده 
هـاي حـاوي    جذب نوري محيط كشـت فـيلم   7 شكل

دارو، بدون دارو و نيـز جـذب نـوري محـيط كشـت      
، 24در  ،كه بدون فـيلم بودنـد   شاهدهاي گروه  سلول

 ـ  72و  48 هـا را   ا فـيلم ساعت بعد از تماس سـلول ب
  .دهد نشان مي

  

  
  ) G1M3(گزانتان گام بهينه /مونت موريلونيت/تصوير ميكروسكوپ الكتروني نانوكامپوزيت آگار. 6شكل 

  خشك) B و مرطوب) Aدر دو حالت 
  

  
  هاي  پس از تماس سلول MTTهاي فورامازان حاصل از  ميزان جذب نوري ناشي از انحلال كريستال. 7شكل 

   شاهدهاي بدون دارو و گروه  هاي نانوكامپوزيتي داراي آلندرونات، فيلم ساني با محيط كشت حاوي فيلممزانشيمي ان
  )n = 3( هاي مزانشيمي  ها با سلول ساعت از تماس فيلم 72و  48، 24پس از ) فقط سلول و محيط كشت(
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  بحث
مشـاهده   1اساس نتايج بـه دسـت آمـده از جـدول      بر
گردد كه موقع تعيين بـارگيري دارو مقـدار كمتـري     مي

اين . گيري شده است كار رفته اندازهه نسبت به مقدار ب
توان از بـين رفـتن دارو    كاهش مقدار عملي دارو را مي
 ؛گلوتارآلدهيد دانست ي در اثر عامل كراس لينك كننده

Soundrapandian و  )1( و همكارانLee   و همكـاران
يند كراس لينك شدن ااند كه در طول فر يان كردهب) 12(

علـت ديگـر   . ميزان دارو ممكن است كاهش پيدا كنـد 
توان واكنش دادن بخشي از آلندرونات با  اين امر را مي

هـا   فرمولاسيون و ايجاد پيوندهاي بـين آن  يساير اجزا
بــه طــوري كــه دارو از دســترس مــا خــارج  ؛دانســت

طـور   همان. گيري كرد ازهرا اند توان آن و نمي گردد مي
هـاي مختلـف    شـود غلظـت   ديـده مـي   1كه در شكل 

. گلوتارآلدهيد اثري بر روي ميزان بارگيري دارو نـدارد 
ــر  ــارت ديگ ــه عب ــزان    ،ب ــاهش مي ــا ك ــزايش ي ــا اف ب

اثر . كند گلوتارآلدهيد درصد كارايي بارگيري تغيير نمي
هاي مختلف مونت موريلونيـت نيـز بـه همـين      غلظت

  .شدبا صورت مي
شود بـا افـزايش    ديده مي 3طور كه در شكل  همان

ميــزان گلوتارآلدهيــد ميــزان آزادســازي دارو افــزايش 
در حالي كه با افزايش ميزان مونت موريلونيـت  . يافت

بـا   ممكـن اسـت  . ميزان آزادسازي كـاهش پيـدا كـرد   
باشـد  ر شده تها بيش افزايش گلوتارآلدهيد تخلخل فيلم

كـاهش  . بـد ها نيز افـزايش يا  آزادسازي دارو از فيلم و
تـوان   آزادسازي در اثر افزايش مونت موريلونيت را مي

به دليل پيوندهاي قوي هيـدروژني بـين آلنـدرونات و    
هاي هيدروكسـيل در سـطح مونـت موريلونيـت      گروه

  . )13(دانست 
ا ه ـ ميزان جذب آب يك فاكتور مهم براي داربست

منافـذ، شـرايط    ي اندازه ي دهنده نشانكه را ؛ چباشد مي
باشـد   هـا مـي   اتصال مواد به يكديگر و حجم داربسـت 

)15-14( .Haroun    ــد در ــاهده كردن ــاران مش و همك
سلولز بـا   /مونت موريلونيت /هاي ژلاتين نانوكامپوزيت

ــت   ــت موريلوني ــد و مون ــزان گلوتارآلدهي ــزايش مي اف
  . )9( كند پذيري كاهش پيدا مي تورم

در طرح حاضر نيز با افزايش ميزان گلوتارآلدهيد و 
پذيري كاهش پيدا كـرده اسـت    مونت موريلونيت تورم

اي  هـاي نـانوذره   به دليل اثـر ممانعـت لايـه   ). 4شكل (
يت، واكنش بين آگـار و گزانتـان گـام و    مونت موريلون

هاي آب محدود شده است كه در نتيجـه روي   مولكول
 ـ) پـذيري  درصـد تـورم  (مقدار آب جـذب شـده    ثير أت

 . )16(گذاشته است 

ــرايط     ــتي در ش ــواد زيس ــيون م ــار بيودگرادس رفت
فيزيولوژيكي نقش مهمـي در فراينـد مهندسـي بافـت     

در طرح حاضر نشان داده شده است كـه  . كند بازي مي
با افزايش ميـزان گلوتارآلدهيـد و مونـت موريلونيـت     

علـت  ). 5شـكل  (كنـد   بيودگرادسيون كاهش پيدا مـي 
ــاهش  ــزان  كـ ــزايش ميـ ــر افـ ــيون در اثـ بيودگرادسـ

ــي ــد را م ــزان   گلوتارآلدهي ــاهش مي ــي از ك ــوان ناش ت
هـاي   دوست در غلظت هاي آميني و كربوكسيل آب گروه

 علت كاهش بيودگرادسـيون . بالاي گلوتارآلدهيد دانست
در اثر افزايش ميزان مونت موريلونيت نيز ممكن است 

تـان گـام   هـاي آگـار و گزان   ناشي از تداخل قوي شاخه
به  ؛فرمولاسيون در صفحات مونت موريلونيت دانست

پوشــاند و  هــاي آب دوســت را مــي طــوري كــه گــروه
ــدروليز  برداشــت حــلال را كــاهش مــي  دهــد و از هي

حضـور مونـت   . كنـد  هـا محافظـت مـي    ماكرومولكول
كند كـه   هاي اتصال فيزيكي فراهم مي موريلونيت محل
. )9، 17(دهـد   داربستي را افزايش مي ي پايداري شبكه
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هـا   نتايج حاصل از تعيين رفتار بيودگرادسـيون بيـوفيلم  
دهــد كــه فرســايش    ســاعت نشــان مــي   24طــي 

ثر از اتصال به مونـت  أمت به طور كاملها  نانوكامپوزيت
تواند با تنظـيم كـردن    ير ميأثاين ت. باشد موريلونيت مي

 . يلونيت  قابل كنترل باشدمقدار مونت مور

كليـدي   ي ها يك نكته ساختار مناسب منافذ داربست
باشـد و شـامل    ها مـي  جهت نشان دادن كارايي داربست

منافذ، ميزان تخلخـل، اتصـال    ي خصوصياتي نظير اندازه
. )18(باشد  داخلي بين منافذ و نسبت سطح به حجم مي

تـا   ها به مقدار كـافي بايـد زيـاد باشـد     تخلخل داربست
دل ها رشد كنند و تبـا  هاي خوني بتوانند از درون آن رگ

پذير باشد و در نتيجه زنده  مواد مغذي و مواد زايد امكان
  . )18(ها را تضمين كند  ماندن سلول
در تصـاوير  شود  ديده مي 6طور كه در شكل  همان

 در حالت خشك هـيچ ) G1M3(فيلم فرمولاسيون بهينه 
ولي همين فيلم وقتـي كـه    ،شود گونه منفذي ديده نمي

 ؛شود شود به مقدار بسيار زياد متخلخل مي مرطوب مي
كند  ايجاد مي ميكرومتر 10به طوري كه منافذي با قطر 

آلي  ها و تبادل مواد، فيلم بسيار ايده كه براي رشد سلول
 .كند را فراهم مي

به عنوان يك آزمايش تعيين فعاليـت   MTTكاهش 
. باشد هاي كشت شده مي كاهندگي ميتوكندريايي سلول

MTT باشـد كـه وقتـي بـا      رنـگ مـي   اي زرد كـم  ماده
ــر سوكســينات   ســلول ــه شــود در اث ــده انكوب هــاي زن

هاي فورمازان بنفش  دهيدروژناز ميتوكندريايي كريستال
بنـابراين ميـزان توليـد فورمـازان     . كنـد  رنگ توليد مـي 

يعني هر چه اين  ؛باشد هاي زنده مي بيانگر تعداد سلول
 بيانگر توليد فورمازان بيشـتر و در  ،تر باشد رنگ پر رنگ

ميـزان رنـگ   . بيشتري اسـت  ي نتيجه تعداد سلول زنده
ه توسط روش اسپكتروفتومتري در طول موج توليد شد

  . )17(شود  نانومتر تعيين مي 540
شود در هر سـه   ديده مي 7طور كه در شكل  همان

 شـاهد هاي زنده در گروه  روز تفاوت بين ميزان سلول
هاي با دارو و بدون دارو بارز  كه بدون فيلم بود و فيلم

توان رشـد بيشـتر سـلول بـر      دليل اين امر را مي. تاس
ها دانست كه يك شرايط مناسـب بـراي    روي داربست

در حـالي كـه در پليـت     ،كنـد  رشد سلول را فراهم مي
بدون فيلم اين شرايط براي رشد سلول چندان مناسب 

هاي زنده  شود ميزان سلول همچنين مشاهده مي. نيست
ونات باشند با افزايش ها حاوي آلندر در زماني كه فيلم
هـاي   اين افـزايش ميـزان سـلول   . يابد زمان افزايش مي

توان ناشـي از افـزايش تمايـل و سـازگاري      زنده را مي
ها در اثـر گذشـت زمـان     ها با فيلم زيستي بالاي سلول

كـه   شـاهد به طوري كه در مقايسـه بـا گـروه     ؛دانست
ايـن ميـزان    ،ها در تماس با هيچ فيلمـي نبودنـد   سلول
  . دبود سلول بسيار شاخص رش

Zhuang هــاي ژلاتــين و همكــاران نانوكامپوزيــت/ 
كيتـوزان تهيـه كردنـد و مشـاهده      /مونت موريلونيـت 

دند با افزايش زمان در روزهاي دوم، پـنجم و نهـم   نمو
  .)17( هاي زنده افزايش يافته است لتعداد سلو

  
  گيري نتيجه

هـاي   دهـد نانوكامپوزيـت   نتايج به دست آمده نشان مي
ــان گــام /آگــار ــه آن   /گزانت مونــت موريلونيــت كــه ب
وينيل استات اضافه شده و با گلوتارآلدهيد كـراس   پلي

ــال   ،لينــك شــده اســت  سيســتم مناســبي جهــت انتق
. باشـد  آلندرونات به بافت استخواني آسـيب ديـده مـي   

 5/2 درصـد آگـار،   3هاي تهيـه شـده بـا     نانوكامپوزيت
 81/2و  موريلونيتدرصد مونت  3درصد گزانتان گام، 

درصـد گلوتارآلدهيـد    1وينيل استات كه با  درصد پلي
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درصـد   32/69اند، توانـايي بـارگيري    كراس لينك شده
 7درصد از ايـن دارو را طـي    4/53رند، آلندرونات را دا

 كنند و خصوصيات مناسب فيزيكوشـيميايي  روز آزاد مي
 32/444روز  2طـي   هـا  پـذيري آن  ميـزان تـورم   .دارند
روز  1درصــد در طــي  3/0 بيودگرادســيون و ددرصــ

هاي مزانشيمي انساني به خوبي بر روي  سلول. باشد مي

  .ها قابليت رشد دارند ماين فيل
  

  تشكر و قدرداني
از حمايت مالي معاونت تحقيقات و فنـاوري دانشـگاه   
علوم پزشكي اصفهان در انجـام ايـن طـرح پژوهشـي     

  .شود قدرداني مي
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Abstract 

Background: Glutaraldehyde (G) is used in cross-linking. Silica clays, like montmorillonite (MMT), 
enhance the mechanical strength of polymeric nano-composites. The aim of the present study was to 
determine the effects of G and MMT content on physicochemical properties of alendronate loaded 
agar/MMT/xanthan nano-composite scaffolds which are useful in regenerating bones in osteoporosis 
and other defects caused by trauma.  

Methods: Thirteen different formulations were designed by a three-level factorial design. The effects 
of two variables, i.e. G and MMT content, on drug loading, release efficiency percentage, swelling, 
and biodegradation of nano-composites were studied. The morphology of the optimized scaffold and 
its capability to grow the mesenchymal cells were evaluated by scanning electron microscopy (SEM) 
and 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay, respectively. 

Findings: Changing the concentration of G and MMT had no significant effects on drug loading in 
scaffolds. Unlike MMT, increasing the concentration of G increased drug release. Increasing the 
concentration of both studied variables decreased the swelling and biodegradation of the nano-
composites. The scaffolds significantly enhanced the growth of mesenchymal cells. 

Conclusion: The optimum concentrations of MMT and G for preparing three dimensional scaffolds of 
agar/MMT/xanthan were 3% and 1%, respectively. These concentrations caused significant growth of 
mesenchymal cells. 

Keywords: Scaffold, Glutaraldehyde, Montmorillonite, Mesenchymal cells 
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