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 چکیده
 هایکی از مهمترین بیوسرامیک HA(Ca10(PO4)6(OH)2)هیدروکسی آپاتیت مقدمه و هدف:

برای کاربردهای پزشکی و دندانپزشکی است. ولی  حلالیت پایین ذرات منجر به کاهش اثر آن 
ات نانو هیدروکسی و در نتیجه  ذراست  ( شده  ( osteoconductivityدر ساخت استخوان 

معمولی، مورد HA( با داشتن سطح تماس بیشتر  وحلالیت بالاتر نسبت بهNano-HAآپاتیت )
واقع شده است. اما  توجه بسیاری ازمحققان به عنوان یک پیوند موثر و جدید استخوانی

. هدف از نشان دادنددر زمینه ی سازگاری زیستی  این ذرات را  یی هامطالعات متعددی تناقض
ذرات نانوهیدروکسی آپاتیت بر روی  (Cytotoxicity)سمیَت سلولی مطالعه حاضر بررسی 

 می باشد. L929سلولهای فیبروبلاست رده ی 
 
-Nano این مطالعه به صورت تجربی انجام گرفت.پس از استریل نمودن ذرات :هامواد وروش 

HA 15.75،32،65،125،250،500،1000،2000،4000،8000ی هاآن را با غلظت ppm (Parts 

Per Million) سلول فیبروبلاست رده ی 10000تهیه کرده و روی  L929  اثر داده و در پایان 

مورد  MTTساعت با استفاده از تست  72و  48، 24،   2 یهادر زمان هامیزان حیات  سلول
غلطت و زمان  ارزیابی قرار گرفت . سپس در صد سمیتَ سلولی نسبت به گرود کنترل در هر

  آنالیزگشت. ANOVAی بدست آمده باتست هامحاسبه گردید و داده

 
کاهش  هانتایج نشان داد که با افزایش غلظت و گذشت زمان  فعالیت حیاتی سلول ها:یافته

 (.P>0.05یافته است ، ولی این کاهش از لحاظ آماری معنی دار نبود)
ی هارا در مجاورت  با سلولNano-HA نتایج  عدم  خاصیت سمیتَ سلولی ذرات  نتیجه گیری:

 نشان داد. L929فیبروبلاست رده ی 
 

،  L929ی ی فیبروبلاست ردههانانو هیدروکسی آپاتیت، سمیَت سلولی، سلول :واژگان كلیدی
MTT 
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 مقدمه
یک  HA*(Ca10(PO4)6(OH)2)آپاتیت هییروکسی 

ماد  ی زیستی مهم و جزء اصلی خخج معینی استخوان 
که خه دلیل داشتن قراخت شیمیایی ] 1-3[خاشیودنیان می

و خیولوژیکی خا ساختمان استخوان و دنیان  خه عنوان 
ها خرای کارخردهای پزشکی یکی از مهمترین خیوسرامیک

و دنیانپزشکی  خصوصا در زمینه ی جایگزینی خافت 
اما پروسه ی ساخت آن خه  ]4-8[رح استاستخوانی مط

یی نیاز دارد که منجر خه کاهج تخلخل دما و فشار خالا 
و افزایج دانسیته ی آن شی  و در نتیجه منجر خه کاهج 

اثر ذرات در  حلالیت این ماد  در محیط وکاهج 
( می osteocoductivityتحریک  ساخت استخوان   )

یک فیلر جهت و در حقیقت خیشتر خه عنوان  ]9[شود
.از ]10-18[استخوانی خکار می رودپرکردن نقایص 

( خه Nano-HA) طرفی ذرات نانو هییروکسی آپاتیت
دلیل داشتن سطح تماس خیشتر و حلالیت خالاتر،قیرت 

و تحقیقات  ]19[دارنی HAوکارایی خالاتری نسبت خه
در  Nano-HAفراوانی در زمینه ی استفاد  از ذرات 

،افزایج  ]5[وانی پریودنتالدرمان ضایعات استخ
osteointegration  ترمیم سوراخ ]7[در ایمپلنت ها،

،افزایج ترمیم نقایص استخوانی در  ]8[دنیانی  
وهم چنین سیستم  های انتقال دارو و  ]9[ارتوپیی 

 خرای یی که آنجا . اما از ]10[واکسن صورت ررفته است

 خه اول درجه در کلینیک، در آن وکارخرد ماد  یک معرفی

 [است نیاز    in vitroسمیت  این مواد در محیط ارزیاخی
، مطالعات متعیدی خر روی سازراری زیستی)  ]22-20

Biocompatibility  این ماد   صورت ررفته است ولی  )
نتایج حاصل از این مطالعات تناقض هایی  را دراین 

خرای خررسی این تناقضات  ]11-15[زمینه نشان می دهی 
ات خیشترو دقیق تر ضرروری خه نظر می رسی. مطالع

 929L فیبروخلاست های خناخراین در این مطالعه از سلول
 نامیرا سلولی های  رد  پرکارخردترین از استفاد  رردیی که

 خه که است (Cytotoxicity)سمیَت سلولی   ارزیاخی جهت

 های نسل در ها خصوصیات سلول نسبی ثبات علت

 نسبت نتایج تکرار پذیری و اعتبار نرفت خالا خاعث مختلف

 استانیارد در همچنین  .می رردد اولیه سلولی ی رد  خه

این رد  ی  ISO)- (10993:5دنیانپزشکی مواد   جهانی
تعیین سمیت سلولی مواد   تست انجام سلولی جهت
سمیت  مطالعه حاضر اثر . در ]16[است  توصیه رردیی 

 nm 100) خا اخعاد زیر HA-Nanoسلولی پارتیکل های 
ومیله ای شکل  ( روی سلول های فیبروخلاست رد  ی 

L929  صورت توکسیک در تا مورد خررسی قرار ررفت 

یکی از جایگزین های   عنوان خه خیومتریال این نبودن،
 .ریرد. قرار استفاد  مورد موثر خافت استخوانی

* Hydroxy Apatite 

 
 مواد وروش ها

و در (  Experimentalتجرخی)مطالعه  خه روش 
خه منظور  90و 89دانشگا  شهیی خهشتی وشاهی درسال

سایتوتوکسیسیته ی ذرات نانوهییروکسی آپاتیت  تعیین
انجام  929Lسلول های فیبروخلاست رد  ی خر روی 

 ررفت.
 Nano-HA استريل کردن ذراتتهيه و -1

خا  Nano-HAمطالعه از ذرات میله ای شکل در این 
ساخت   %99( خا خلوص 1)تصویر  nm 100یر اخعاد ز

 NANOSHEL(Batch No#20090621)شرکت آلمانی 

استفاد  شی. خا استفاد  از نور ماورای خنفج خه  میت  
 .استریل رشت Nano-HAساعت، پارتیکل های 24
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 نانومتر 100با مقیاس  Nano-HAاز پارتیکل های  TEM(Transmission electron micrograph). 1تصویر 
 

 L929کشت سلول های فيبروبلاست رده ی  -2
کرایوتیوب سلولی تهیه شی  از انسیستوپاستور ایران 

  L929 درخرریرنیۀ سلول های فیبروخلاست ردۀ سلولی
موش پس از خارج شین از وضعیت منجمی، 
درفلاسکهای مخصوص کشت سلولی کشت داد  

(. جهت کشت این سلولها از  محیط 3شینی)تصویر
واحی  100همرا     DMEM (Grand Island,NY )کشت

 خین المللی در میلی لیتر از آنتی خیوتیک پنی سیلین

(Sigma, USA)  میکرو ررم در میلی لیتر  100و
استفاد  رردیی.علاو  خر   (Sigma, USA) استرپتومایسین
 FBS(Fetalجهت  غنی سازی محیط )محیط کشت،

Bovin Serum (GIBCO, USA) خه  محیط  %10خه میزان
کشت اضافه شی  که در این حالت خه آن محیط کشت 

س این رفته می شود.سپ Complete Media کامل یا
،   C°37سلولها در شرایط آزمایشگاهی شامل دمای  

CO2  وپس  تکثیر رردیینی %98و رطوخت   %5خه میزان
 Trypsin-EDTAچهار خار پاساژ دادن آنها خا استفاد  از 

کافی از آنها خرای انجام آزمایج فراهم رردیی.   تعیاد
سلول ها توسط لام هموسیتومتر )نئوخار( شمارش شینی 

ستفاد  از رنگ تریپان خلو در صی سلولهای زنی  و خا ا
تعیین رردیی. پس از آن  %95خیج از 

 (monolayer) سلول خه صورت یک لایه10000تعیاد

خانه ای مخصوص  96های از پلیت چاهک درون هر
های کشت سلولی قرار داد  شی. خرای هر کیام از غلظت

رای پلیت )خ 4ز مواد مورد آزمایج ، حیاقل سه چاهک ا
ساعت( اختصاص  72و  48،  24، 2زمان های مختلف 

چاهک نیز خرای ررو  کنترل اختصاص داد   3داد  شی و
  .شی
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  کشت داده شده در فلاسک  L929ي  رده فیبروبلاست هاي سلول  -2شکل

 ) میکروسکوپ نوری (200 بزرگنمایی 
 
سلول  در مجاورت  Nano-HA قرارگيری ذرات -3

 L929های فيبروبلاست رده ی 
سلول در هر  10000ساعت از کشت  24پس از 

خانه ای، محیط کشت رویی  96چاهک پلیتها ی کشت 
خا غلظت  Nano-HA سپس ذرات  سلولها تخلیه رردیی.

 ،2000، 500،1000، 250 ،125، 65، 32، 5.75های 
4000 ،8000 ppm   (Part Per Million)  های چاهک در 

 چاهک درسه و شی داد  اثر ها سلول روی خانه 96 پلیت

 ماد  صیرصی کی عنوان خه کامل کشت محیط کنترل

 .شی ریخته خیون خاصت سم سلولی
سلول های فيبروبلاست  ارزيابي ميزان حيات-4

   L929رده ی 
 72و  48،  24، 2وایتالیتی سلول ها در زمان های 

ساعت پس از مجاورت خا ذرات خا استفاد  از تست 
MTT  مورد سنجج قرار ررفت.خه این ترتیب که خعی از

رذشت زمان های موردنظر ،  محیط های کشت سلولی 
، دمای %98، رطوخت  CO2 5%انکوخاتور)فشار را از 

  م روئی سلول هادرجه (خارج کرد  ویک دهم حج 37
 Dimethylthiazol-2yl 2-5 diphenyl)خه هر چاهک محلول 

tetrazolium bromide)MTT اضافه رشت و پلیت خه میت

ساعت خه انکوخاتور خررردانی  شی. در این شرایط فقط  4
سلولهایی که زنی  خود  و میتوکنیری فعال دارنی قادر 

را  MTTهستنی خه کمک آنزیمهای میتوکنیریایی نمک 
پس  . نمود  و تبییل خه خلورهای فورامازون نماینی احیا

پلیت را خیرون آورد  وخا کشیین  ,ساعت 4ازسپری شین 
 محیط روئی خه چاهک ها ایزوپروپانل اسییی اضافه

رشته تا کریستال های خنفج رنگ فومارازون ایجاد شی  
(، حل شی  و 2)شکل  در سلول هایی که زنی  مانی  انی

گی یکنواختی ایجاد شود. این مایع رنگی را خه مایع رن
منتقل و جذب آن خا استفاد  چاهک های یک پلیت الایزا 

خا  nm  570در طول موج ELISA READERاز دستگا  
 حیات خوانی  شی. درصی  نانومتر 620فیلتر رفرانس 

 خه نظر غلظت مورد جذب میزان میانگین تقسیم از سلولی

 100ضرخیر زمان همان در کنترل ررو  جذب میانگین

درصی  میزان 100 از عید این کردن کم خا و آمی خیست
نتایج خه دست آمی  خا   .سمیَت سلولی خیست آمی

جذب نوری چاهک های   ANOVAاستفاد  ازآزمون 
Nano-HA  .مورد قضاوت آماری قرار ررفت 

 
 

 را نشان می دهد.  L929 فومارازون  تشکیل شده در مجاورت سلول های فیبروبلاست.پیکان بلور های 2-تصویر
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 یافته ها
ررو  شاهی  1ررو  تجرخی و  10تحقیق روی 

نمونه صورت ررفت و در آن غلظت های  33مجموعاً 
15.75،32،65،125،250،500،1000،2000،4000،

8000 ppm از Nano-HA  72و48، 24،  2خه میت 
مجاورت  L929ساعت خا سلول های فیبروخلاست رد  ی 

سلول ها خر حسب زمان  داد  شی. میزان فعالیت حیاتی
در  Nano-HAمختلف های  پیگیری خه تفکیک مقادیر 

نشان  ANOVAنشان داد  شی  است .آزمون  1جیول 

داد که میزان فعالیت حیاتی سلول ها در ررو  های 
نه و زمان های پیگیری اختلاف معنی دار آماری را10

( .همچنین خا رذشت زمان در تمام P>0.05نیاشته است )
 و ررو  ها  میانگین فعالیت حیاتی سلول ها کاهج یافت

کمترین میانگین فعالیت حیاتی سلول ها مرخوط خه 
ساعت  72خعی از رذشت  ppm 8000غلظت

 (.0.108±0.004خود)

 
 HA- Nanoمیانگین جذب نوری و انحراف معیار آنها بر حسب زمان های  پیگیری به تفکیک غلظت های مختلف-1جدول 

 

 ساعت 2 ساعت24 ساعت48 ساعت72

 زمان
 

 Nano-HAغلظت

) ppm ) 
 کنترل 65 .0.06±0 0.03±0.256 0.005±0.16 0.012±0.14

0.002±0.122 0.006±0.14 0.015±0 .23 0.045±0.6 15.75 
0.007±0.121 0.006±0.139 0.007±0.224 0.009±0.59 32 

0.006±0.117 0.008±0.135 0.01±0.219 0.012±0.59 65 

0.01±0.116 0.007±0.134 0.011±0.218 0.006±0.58 125 
0.002±0.114 0.003±0.132 0.009±0.216 0.007±0.57 250 
0.009±0.113 0.005±0.131 0.004±0.216 0.006±0.56 500 

0.001±0.113 0.002±0.13 0.005±0.215 0.01±0.55 1000 
0.008±0.112 0.002±0.128 .010±0.213 0.007±0.55 2000 

0.003±0.11 0.005±0.127 0.006±0.212 0.012±0.54 4000 

0.004±0.108 0.003±0.126 0.005±0.21 0.01±0.54 8000 

 
 

نشان داده Nano-HA مقایسه ی بین درصدهای سایتوتوکسیک بر حسب زمان های  پیگیری به تفکیک غلظت های مختلف 1در نمودار
 زمان همان در کنترل گروه جذب میانگین به نظر غلظت مورد جذب میزان میانگین تقسیم از سلولی حیات شده است.درصد

بر اساس نتایج به دست آمده حداکثر  .حاصل شد درصد توکسیسیته میزان 100 از عدد این کردن کم با و آمد بدست 100ضربدر
 گردید.  %22.6، معادل  ppm 8000 ساعت و در غلظت 72درصد توکسیسیته ی نسبت به گروه شاهد بعد از گذشت 
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 -Nano-HA های  پیگیری به تفکیک غلظت های مختلف.مقایسه ی درصدهای سایتوتوکسیک بر حسب زمان 1نمودار 

و  نیز گذشت زمان ، درصد سایتوتوکسیسیته افزایش می یابد ولی از نظر آماری    Nano-HAبا افزایش غلظت ذرات 
 تفاوت معنی داری بین گروه ها وجود ندارد.

 
 بحث

-Nano ج غلظتخا افزاینتیجه پژوهج نشان داد که 

HA  8000تا   15.75از ppm   و نیز رذشت زمان از
ساعت میزان توکسیسیته افزایج یافته، ولی این  72تا  2

کاهج در فعالیت حیاتی سلول ها از نظر آماری معنی 
در  Nano-HA ( .خناخراین ، ذرات P>0.05دار نیست)

 L929مجاورت  خا سلول های فیبروخلاست رد  ی 
سازراری قاخل قبولی دارد. همچنین خا توجه خه استانیارد 

موادی  (ISO-10993:5)خین المللی مواد دنیانپزشکی 
کمتر خاشی جزو مواد  %25که درصی سمیت آنها از 

 در که شونی،ی م محسوب (Non Toxic) غیر سمی
 . خود کمتر %25 از آن زانیم موارد همه در ما مطالعه

در مطالعه ای که توسط شاهون و همکاران در سال 
صورت ررفت و در آن سازراری زیستی اشکال  2011

را درغلظت های مشاخه خا مطالعه ی   Nano-HAمیله ای 
  محیطی خون ای هسته تک سلول های اخیر ، خر روی 

خا ساعت  72و 48،  24، 2خعی از رذشت انسان و 
قرار دادنی ، نتایج مورد خررسی   MTTتست  استفاد  از

حاصل از این تحقیق نشان داد که خا افزایج غلظت و 

زمان  نیز میانگین فعالیت حیاتی سلول ها کاهج یافت 
ولی  این کاهج در فعالیت حیاتی سلول ها از لحاظ 

ولذا نتایج   ]23[آماری  تفاوت معنی داری را نشان نیاد
فوق  نشان مطالعه ی اخیرنیز در تاییی نتیجه ی مطالعه ی 

داد که این ماد  دارای سازراری زیستی قاخل قبولی می 
 خاشی .

و همکاران  Yantaeای که توسط همچنین در مطالعه 
صورت ررفت و در آن سازراری زیستی   2009در سال 

 1را در غلظت های   Nano-HAاشکال  میله ای و کروی 
خر روی استئوخلاست ها از طریق تست  ppm 100تا 

MTT  ساعت مورد خررسی قرار دادنی 72و خعی ازرذشت
نیز نتیجه ریری کردنی که این ماد  دارای سازراری 

.البته در مطالعه ی  ]24[زیستی قاخل قبولی می خاشی
Yantae  خاز  ی زمانی محیود خود  وتنها تا غلظتppm 

مورد تحقیق قرار ررفت. از طرفی مطالعه ی  100
Hsieh-MF  نیز نشان دادنی   2009و همکاران در سال

 ppm 5000 تا غلظت Nano-HAپارتیکل های که 
و  ]25[کمترین سمیت را خرای استئوخلاست دارا هستنی 

نتایج مطالعه ی ما هم  خه طور مشاخه خیانگر سازراری 
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است .اما در مطالعه ا ی  که  Nano-HAزیستی  ذرات 
صورت  2009و همکاران در سال  Motskinتوسط 

-Nanoپارتیکل های  آن سایتوتوکسیسیته ی ررفت و در

HA  خه شکل کلوئیی و ژل را در غلظت های ppm 
خر روی ماکروفاژ های مشتق   500و31،62،125،250

ساعت  24خعی از  MTTاز مونوسیت از طریق تست 
پارتیکل های مورد ارزیاخی قرار دادنی  ، نشان دادنی که 

Nano-HA کسیک در فرم ژل در تمامی غلظت ها تو
 ppm خود  وفرم کلوئیی آن فقط در غلظت های خالاتر از

.اما  در این مطالعه پارتیکل ]26[توکسیک است 125
خه شکل سوسپانسیون خه کار رفت و  Nano-HAهای 

 L929سمیت آن روی سلول های فیبروخلاست رد  ی 
و  J.Huang , 2004خررسی رشت. همچنین در سال 

میله ای شکل  Nano-HAهمکاران اثر سازراری زیستی 
را خر روی  ppm 100و1،10را در غلظت های 

ماکروفاژ های مشتق از مونوسیت از طریق تست 
LDH ساعت ارزیاخی کردنی و نشان دادنی که  24خعی از

توانائی آسیب  ppm 100 ,   Nano-HAدر غلظت 
،از ]27[را دارد  LDHزدن خه غشا سلولی و آزاد کردن 

در مطالعه ای  2009وهمکاران در سال  Scheelطرفی 
را در  Murine RAT 264,7ماکروفاژهای رد  ی 

 در غلظت های Nano-HAمعرض 

قرار دادنی و  ppm  5000و50،100،500،1000
خررسی  X-TTسایتوتوکسیسیته ی ذرات را از طریق 

 کردنی و نتیجه ریری کردنی که غلظت های خالاتر از

ppm 500 ناخراین نتایج این سه .خ] 28[توکسیک خود
مطالعه خا نتیجه حاصل از مطالعه ی فعلی  تفاوت دارد و 
این تناقض ها در نتایج ممکن است خه دلیل ویژری های 
خاص ذرات مورد استفاد  ، نوع سلول  مورد خررسی و 
نیز تفاوت در روش های خکار رفته خاشی. خه طوری که 

روفاژ ممکن است علت توکسیک خودن ذرات خرای  ماک
خه دلیل فارو    ppm 125 ها در غلظت های خالاتر از

افزایج غلظت کلسیم در  سیت کردن ذرات و
سیتوپلاسم سلول ها خاشی، اما در مورد استئوخلاست ها  
، سلول های تک هسته ای خون محیطی  انسانی و 

فیبروخلاست ها خه مقیار کمتری وارد سلول  می شود 
ه نتیجه ریری کرد که ارر .خناخراین می توان این رون

وارد  سلول  شود، می توانی در   Nano-HAپارتیکل  
خاشی ولی خه شکل خارج سلولی سمی غلظت های خالاتر 

خرای سلول های تک هسته ppm 8000حتی تا غلظت 
ای خون محیطی  انسانی و همین طور فیبروخلاست ها  و 

ppm 5000  خرای استئوخلاست ها  دارای سازراری
ی قاخل قبولی خاشی.همچنین خه کار خردن اشکال زیست

مختلف ذرات نیز خر روی سطح تماس ذرات و لذا 
نیز می و  مقیار حلالیت و قیرت ذرات موثرمی خاشی 

توانی خر روی سایتوتوکسیک  خودن پارتیکل ها  موثر 
 .]6-8[خاشی

خنا خراین خا توجه خه اهمیت موضوع پیشنهاد می شود 
نظیر خررسی واکنج های تامطالعات خیشتری 

ایمونولوژیکی  و مولکولی و هم چنین خررسی 
توسط  in vivoسایتوتوکسیسیته این ماد  در میل های 

 محققین دیگر انجام و پیگیری شود. 

 
 گیرینتیجه

،  شود می ملاحظه آمی  دست خه نتایج در که طور همان
در این تحقیق دارای   استفاد  مورد از دوزهای کیام هیچ

نبود و  L929خاصیت سمیت سلولی خرای سلولهای 
Nano-HA  های سازرار خاحیات سلول ای ماد 

 .می خاشی  L929فیبروخلاست رد  ی 

 
 تشکر و تقدیر

دنیانپزشکی و   تحقیقات مرکز حمایت مالی از
آزمایشگا  وهشی دانشگا  شاهی و معاونت محترم پژ
شهیی   دانشگا  دنیانپزشکی دانشکی خیولوژی مولکولی 

اجرای  این تحقیق صمیمانه سپاسگزاری می  در خهشتی
 شود.
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