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در ایــن مطالعــه، بــه منظــور بهبــود خــواص فیزیکی-شــیمیایی و کاربــرد زیســتی هیــدروژل کیتــوزان، از 
نانوکامپوزیــت ZnO@HAP پوشــش یافتــه بــا ترکیبــات فنولــی )Ph.ZnO@HAP( اســتفاده شــد. نخســت، 
ترکیبــات فنولــی از غــاف ســبز گــردو اســتخراج شــده، ســپس ســنتز نانوکامپوزیــت Ph.ZnO@HAP بــا 
کمــک عصــاره فنولــی، بــا اســتفاده از روش هیدروترمــال انجــام شــد. همچنیــن هیــدروژل کیتــوزان بــا 
ــر  ــی ب ــدی مبتن ــای هیبری ــه شــد. هیدروژل ه ــای 37 درجــه ســانتی گراد تهی اســتفاده از NaHCO3 در دم
ــف  ــز طی ــا اســتفاده از آنالی ــه شــده و ب ــه روش مشــابه تهی ــت Ph.ZnO@HAP ب ــوزان و نانوکامپوزی کیت
FE�( ــی ــی روبشــی گســیل میدان FTIR( و میکروســکوپ الکترون �ـه)  �ـل فوری �ـز تبدی �ـادون قرم �ـنج م )س
SEM( مشــخصه یابی شــدند. خــواص آنتی اکســیدانی، ســمیت ســلولی و قــدرت القــاء تمایــز اســتخوانی 

هیدروژل هــای هیبریــدی بــه ترتیــب بــا اســتفاده از آزمون هــای DPPH، MTT و ســنجش آنزیــم آلکالیــن 
ــرژی  ــنجی ان ــر FESEM، طیف س ــای FTIR، تصاوی ــج طیف ه ــاس نتای ــر اس ــد. ب ــنجیده ش ــفاتاز س فس
ــه ای  ــوژی میل ــای Ph.ZnO@HAP دارای مورفول ــا، نانوکامپوزیت ه ــیل زت ــس )EDX( و پتانس پرتوایک
ــج  ــن، نتای ــاوه برای ــند. ع ــی می باش ــطحی منف ــار س ــطح و ب ــر س ــی ب ــات فنول ــی از ترکیب ــا پوشش ب
آزمــون DPPH نشــان داد کــه خــواص آنتی اکســیدانی نانوکامپوزیــت در یــک رونــد وابســته بــه غلظــت 
ــف  ــای مختل ــا غلظت ه ــوزان ب ــدی کیت ــای هیبری ــر FESEM از هیدروژل ه ــد. در تصاوی ــش می یاب افزای
Ph.ZnO@HAP مشــاهده شــد کــه هیدروژل هــای هیبریــدی دارای ســاختار شــبکه ای منظم تــری نســبت 

ــی اکســیدانی  ــوزان می باشــند. همچنیــن هیدروژل هــای هیبریــدی دارای خاصیــت آنت ــدروژل کیت ــه هی ب
ــش  ــیدانی افزای ــت آنتی اکس ــدروژل، خاصی ــاختار هی ــت در س ــت نانوکامپوزی ــش غلظ ــا افزای ــوده و ب ب
ــلول های  ــر س ــدی ب ــای هیبری ــلولی هیدروژل ه ــمیت س ــه س ــان داد ک ــتی نش ــات زیس ــد. مطالع می یاب
شبه-استئوبلاســت )Saos-2( کمتــر از هیــدروژل کیتــوزان می باشــد و پتانســیل بالاتــری در القــاء اســتئوژنز 

ــد.  ــوزان خالــص دارن ــدروژل کیت ــه هی )استخوان ســازی( نســبت ب
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سنتز و ارزیابی سمیت سلولی هیدروژل ...

مقدمه
هیدروژل هــا، ســاختارهای جامــد حــاوی درصــد بــالای 
ــیالات  ــا س ــا آب و ی ــذ ب ــن مناف ــه ای ــتند ک ــذ هس میکرومناف
زیســتی پــر شــده اســت. ایــن مــواد بــه دلیــل داشــتن ســاختار 
متخلخــل و شــباهت بــه ماتریکــس خــارج ســلولی و همچنیــن 
قابلیــت کنتــرل خــواص فیزیکــی، شــیمیایی و زیســتی، کاربــرد 
ــی و  ــژه در صنعــت داروی ــادی در زمینه هــای مختلــف بوی زی
ــون از  ــا کن ــف، ت ــای مختل ــان پلیمره ــد. در می ــکی دارن پزش
کیتــوزان بــرای تهیــه ســامانه های هیدروژلــی بــه طور گســترده 
اســتفاده شــده اســت )1(. کیتــوزان یــک پلیمــر زیســتی 
کاتیونــی اســت کــه از واحدهــای قنــدی N-اســتیل D-گلوکز 
ــال  ــه  دنب ــن تشــکیل شــده اســت و ب ــن و D-گلوکــز آمی آمی
ــه در  ــوزان ک ــود )2(. کیت ــل می ش ــن حاص ــتیل زدایی کیتی اس
ــتان و  ــخت پوس ــواع س ــته ان ــا، پوس ــلولی قارچ ه ــواره س دی
اســکلت خارجــی بندپایــان و حشــرات یافــت می شــود، دارای 
ــرد  ــث کارب ــه ای اســت و باع ــل ملاحظ خــواص زیســتی قاب
فــراوان ایــن پلیمــر زیســتی در علــوم پزشــکی، صنایــع غذایــی 
و دارویــی شــده اســت. از جملــه خــواص زیســتی ایــن ترکیب 
می تــوان بــه ســازگاری زیســتی بــالا، زیســت تخریب پذیــری، 
ــاره  ــم آن اش ــی ک ــت ایمنولوژیک ــودن و خاصی ــمی ب ــر س غی
 ،pH کــرد. همچنیــن بــه دلیــل حساســیت بــالای کیتــوزان بــه
عــدم انحــال آن در آب و خاصیــت ضــد باکتریایــی، در صنایع 
ــیار  ــرد بس ــانی کارب ــتم های دارورس ــی و طراحــی سیس داروی
زیــادی داشــته اســت )3(. عــاوه برایــن، از کیتــوزان بصــورت 
هیــدروژل در مهندســی بافــت بــه منظــور بازســازی، حفــظ و 
ــز اســتفاده شــده اســت )4(.  ــت آســیب دیده نی ــود باف ــا بهب ی
ــا کنــون از روش هــای مختلفــی جهــت ســاخت هیــدروژل  ت
ــال، اســتفاده از  ــوان مث ــه عن ــوزان اســتفاده شــده اســت. ب کیت
عوامــل شــبکه کننــده شــیمیایی ماننــد گلوترآلدئیــد)5(، فــرم 
 )EGDE( ــر ــن گلیکــول-دی گلیســیدیل ات ــد )6(، اتیل آلدئی
)7(  و جنیپیــن )8( در تهیــه هیــدروژل کیتــوزان بســیار رایــج 
می باشــد. همچنیــن تهیــه هیــدروژل بــر پایــه تعامــات 
ــات  ــا تعام ــتاتیکی و ی ــای الکتروس ــد نیروه ــی مانن فیزیک
آبگریــزی، یکــی دیگــر از روش هــای تهیــه هیــدروژل اســت 
ــه در  ــده ک ــبکه کنن ــل ش ــتفاده از عوام ــدم اس ــل ع ــه بدلی ک

ــتری  ــرد بیش ــن روش کارب ــتند، ای ــمی هس ــوارد س ــب م اغل
در تهیــه هیدروژل هــای مــورد اســتفاده در پزشــکی دارد. 
بــه عنــوان مثــال Montembault و همکارانــش در ســال 
2005 موفــق بــه ســاخت هیــدروژل کیتــوزان در حضــور گاز 
ــدند  ــی ش ــزی و هیدروژن ــات آبگری ــه تعام ــر پای ــوم ب آمونی
)9(. عــاوه برایــن، Liu و همکارانــش در ســال 2011، از 
بیکربنــات ســدیم بــرای ســاخت هیــدروژل کیتــوزان اســتفاده 
کردنــد )10(. در ایــن روش، بی کربنــات ســدیم بــا تولیــد گاز 
ــده  ــوزان ش ــن کیت ــای آمی ــی گروه ه ــث پروتون زدای CO2 باع

کــه ایــن خــود باعــث افزایــش تعامــات فیزیکــی و تشــکیل 
ــه  ــی ک ــه هیدروژل های ــود. اگرچ ــوزان می ش ــدروژل کیت هی
ــدم  ــل ع ــاخته می شــوند بدلی ــات فیزیکــی س ــه تعام ــر پای ب
ــا  ــتند، ام ــمی هس ــر س ــده، غی ــبکه کنن ــل ش ــتفاده از عوام اس
ــود را  ــه ای خ ــت ژل ــوده و حال ــدار ب ــوارد، ناپای ــی م در برخ
ــن و  ــی پایی ــدرت مکانیک ــن ق ــد. همچنی ــت می دهن از دس
ــا،  ــوع از هیدروژل ه ــن ن ــذ در ای ــدازه مناف ــرل ان ــدم کنت ع
ــتا  ــن راس ــت )11(. در ای ــرده اس ــدود ک ــا را مح ــرد آنه کارب
اســتفاده از نانــوذرات یــا نانوســاختارها در ســاختار شــبکه ای 
ــود  ــت بهب ــایانی در جه ــک ش ــا کم ــوع از هیدروژل ه ــن ن ای
ــرد  ــد ک ــا خواه ــتی آنه ــیمیایی و زیس ــی، ش ــواص فیزیک خ
ــای  ــه هیدروژل ه ــا ک ــوع از هیدروژل ه ــن ن )12, 13(. در ای
هیبریــدی یــا نانوکامپوزیت هــای هیدروژلــی نامیــده می شــوند، 
ــبکه  ــوذره و ش ــن نان ــه بی ــیمیایی ک ــی و ش ــات فیزیک تعام
پلیمــری ایجــاد می شــود، باعــث ایجــاد خــواص منحصــر بــه 
فــردی در هیــدروژل پلیمــری می شــود. بــا الهــام از نانومــواد 
زیســت فعــال یافــت شــده در بافت هــای زیســتی، نانــوذرات 

 Ca10(PO4)6(OH)2 بــا فرمــول )HAP( هیدروکســی آپاتیت
می توانــد بــه عنــوان یــک گزینــه مناســب بــرای تهیــه 
هیدروژل هــای هیبریــدی باشــد. هیدروکســی آپاتیت ســرامیک 
زیســتی اســت کــه فــاز معدنــی اســتخوان را تشــکیل 
ــودن،  ــمی ب ــر س ــازگاری، غی ــت س ــل زیس ــد و بدلی می ده
ــی بطــور وســیعی در زمینه هــای  عــدم تحریــک سیســتم ایمن
مختلــف زیســتی و پزشــکی مــورد اســتفاده قــرار گرفتــه اســت 
ــت  ــتن خاصی ــل داش ــوذرات بدلی ــن نان ــن، ای )14(. همچنی
ــه  ــتخوانی Os teoconductive ب ــلول های اس ــد س ــاء رش الق
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ــا، در  ــطح ایمپلنت ه ــر س ــش ب ــورت پوش ــا بص ــی و ی تنهای
ترمیــم بافــت اســتخوان های آســیب دیــده اســتفاده می شــوند 
ــای  ــوذرات در هیدروژل ه ــن نان ــن اســتفاده از ای )15(. بنابرای
ــت  ــی باف ــترده ای در مهندس ــرد گس ــد کارب ــدی می توان هیبری
ــد  ــته باش ــروف داش ــی غض ــازی و جایگزین ــتخوان، بازس اس
ــی از  ــای ترکیب ــان هیدروژل ه ــتا، محقق ــن راس )16(. در همی
ــد  ــتی مانن ــای زیس ــت و پلیمره ــی آپاتی ــوذرات هیدروکس نان
ــا در  ــتفاده از آنه ــور اس ــه منظ ــن و کلاژن، ب ــتران، کیتی دکس
مهندســی بافــت اســتخوان تهیــه کرده انــد. نتایــج آنهــا نشــان 
داد کــه در تمــام نمونه هــا عــاوه بــر بهبــود خــواص فیزیکــی 
ــش  ــا افزای ــز در آنه ــتئوژنیک نی ــات اس ــیمیایی، خصوصی و ش

ــت )17, 18(.  ــه اس یافت
هیبریــدی  هیــدروژل  تهیــه  جهــت  مطالعــه،  ایــن  در 
کیتــوزان بــر پایــه تعامــات فیزیکــی، از نانوکامپوزیــت 
ــوذرات اکســید روی  ــا نان ــه ب هیدروکســی آپاتیت پوشــش یافت
ــده  ــتفاده ش ــردو اس ــبز گ ــاف س ــی غ ــاره فنول )ZnO( و عص
ــر  ــش ZnO ب ــده، پوش ــه ش ــات ارائ ــاس گزارش ــت. براس اس
ــی  ــواص فیزیک ــود خ ــث بهب ــی آپاتیت باع ــطح هیدروکس س
و شــیمیایی ایــن نانــوذرات می شــود )19(. جهــت تهیــه 
ــوذرات هیدروکســی آپاتیت از  ــطح نان ــر س پوششــی از ZnO ب
عصــاره فنولــی غــاف ســبز گــردو اســتفاده شــد. غــاف ســبز 
گــردو کــه ســالیانه میلیون هــا تــن از آن در صنعــت کشــاورزی 
ــات  ــی از ترکیب ــود، غن ــی ش ــد م ــد تولی ــاده زائ ــوان م ــه عن ب
ــتین  ــید، کوئرس ــک اس ــد همووانیلی ــدی مانن ــی و فلاونوئی فنول
ــر  و کاتچیــن می باشــد )20(. احتمــالا ایــن ترکیبــات عــاوه ب
 HAP بــر ســطح نانــوذرات ZnO اینکــه باعــث تســهیل تشــکیل
می شــوند )21(، پوششــی از ایــن ترکیبــات بــر ســطح نانــوذره 
ــنتز  ــوذرات س ــه نان ــد ک ــد ش ــث خواه ــه و باع ــرار گرفت ق
ــن،  ــند. بنابرای ــته باش ــز داش ــیدانی نی ــت آنتی اکس ــده خاصی ش
ــی از  ــدروژل ترکیب ــاخت هی ــه س ــن مطالع ــام ای ــدف از انج ه
کیتــوزان و نانوکامپوزیــت ZnO@HAP پوشــش یافتــه بــا 
Ph.( ــی اســتخراج شــده از غــاف ســبز گــردو ــات فنول ترکیب
ــت،  ــه منظــور اســتفاده از آن در مهندســی باف ZnO@HAP(، ب

بویــژه ترمیــم اســتخوان های آســیب دیــده می باشــد. خــواص 
فیزیکــی و شــیمیایی، خاصیــت آنتی اکســیدانی نانوکامپوزیــت و 
هیدروژل هــای ســنتز شــده و نیــز ســمیت ســلولی آنها بــر روی 

ســلول های اســتخوانی )Saos-2( مــورد بررســی قــرار گرفــت.   

مواد و روش ها
مواد

فســفات پتاســیم، کلریــد کلســیم، اســتات روی، کربنــات 
 Merck شــرکت  از  کیتــوزان  و  اســید  اســتیک  ســدیم، 
ــرار گرفــت. 2-2  ــداری شــده اســت و مــورد اســتفاده ق خری
دی فنیــل 1-پیکریــل هیدرازیــل)DPPH( ، تریپــان بلــو، 2-3-
ــیگما  ــد )MTT( از شــرکت س ــوم برومی ــل تترازولی 5-دی فنی
RPMI-( خریــداری شــده اســت. محیــط کشــت ســلولی
ــه  ــرکت Gibco تهی ــن گاوی )FBS( از ش ــرم جنی 1640( و س

ــین و  ــی سیلین-استرپتومایس ــک پن ــی بیوتی ــت. آنت ــده اس ش
ــت.  ــده اس ــه ش ــرکت Biosera تهی ــین-EDTA از ش تریپس

دستگاه ها
بــرای شناســایی گروه هــای عاملــی ترکیبــات از طیــف ســنجی 
 Nicolet Avatar 370 ــدل ــه )FTIR( م ــل فوری فروســرخ تبدی
ــای  ــی نمونه ه ــت شناس ــی ریخ ــت بررس ــد. جه ــتفاده ش اس
ســنتز شــده از میکروســکوپ الکترونــی روبشــی گســیل 
میدانــی )FE-SEM( مــدل MIRA3TESCAN-XMU بــا ولتاژ 
ــن  ــت تعیی ــد. جه ــتفاده ش ــک اس ــور چ ــاخت کش kv 20 س

ــرژی  ــف ســنجی ان ــوذرات از طی ــده نان عناصــر تشــکیل دهن
ــوذرات  ــار ســطحی نان ــو ایکــس )EDX( اســتفاده شــد. ب پرت
بــا اســتفاده از دســتگاه پتانســیل زتــا )مــدلZ8000 ، فرانســه( 

بررســی شــد.

روش تهیه عصاره فنولی از غلاف سبز گردو
ــه  ــر اســاس روشــی ک ــی غــاف ســبز گــردو ب عصــاره فنول
ــبز  ــاف س ــد )22(. غ ــه ش ــت، تهی ــده اس ــزارش ش ــا گ قب
ــاق و در  ــای ات ــد و در دم ــدا ش ــزاء آن ج ــه اج ــردو از بقی گ
ــی  ــتفاده از آســیاب برق ــا اس تاریکــی خشــک شــد. ســپس ب
غــاف ســبز خشــک شــده، پــودر شــد. جهــت عصاره گیــری 
ــر  ــرم غــاف، 100 میلی لیت ــودر ن ــه 10 گــرم از پ ــه، ب از نمون
محلــول آب-اســتون )70:30 درصــد حجمی:حجمــی( اضافــه 
شــد و بــه مــدت 2 ســاعت تحــت شــرایط رفلاکــس بــرروی 
ــا  ــده ب ــت. عصــاره بدســت آم ــرار گرف ــزن مغناطیســی ق هم
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سنتز و ارزیابی سمیت سلولی هیدروژل ...

اســتفاده از کاغــذ واتمــن فیلتــر شــد. پــس از حــذف حــال 
ــر  ــی لیت ــه 30 میل ــاره ب ــی عص ــم نهای ــاره، حج ــی از عص آل
رســانده شــد و در دمــای 4 درجــه ســانتی گراد نگهــداری شــد.

Ph.ZnO @HAP و ZnO@HAP سنتز نانوذرات
ــولار در  ــت 0/015 م ــا غلظ ــیم ب ــفات پتاس ــول فس ــدا محل ابت
100 میلی لیتــر آب دیونیــزه تهیــه شــد. ســپس کلریــد کلســیم 
بــا غلظــت 0/024 مــولار بــه صــورت قطــره قطــره بــه آن اضافه 
شــد. پــس از تنظیــم pH بــر روی 11، مخلــوط واکنــش بــدرون 
ــاعت در  ــدت 18 س ــه م ــد و ب ــل ش ــال منتق ــرف هیدروترم ظ
دمــای 150 درجــه ســانتی گراد قــرار گرفــت. پــس از گذشــت 
مــدت زمــان مذکــور و ســرد شــدن نمونــه، نانــوذرات 
هیدروکســی آپاتیت چندیــن بــار بــا اتانــول و ســپس آب 
ــای  ــوذرات در آون خــاء، دم شستشــو داده شــدند. ســپس نان
ــه مــدت 24 ســاعت جهــت خشــک  50 درجــه ســانتی گراد ب
  ZnO@HAPشــدن قــرار گرفتنــد. جهــت ســنتز نانوکامپوزیــت
Ph.( ــردو ــبز گ ــاف س ــی غ ــاره فنول ــا عص ــه ب ــش یافت پوش
ــت  ــا غلظ ــزه ب ــوذرات HAP در آب دیونی ZnO@HAP(، نان

1/06 میلی گرم/میلی لیتــر پراکنــده شــدند. ســپس 50 میلی لیتــر 
ــد و  ــه ش ــه آن اضاف ــولار ب ــت 0/04 م ــا غلظ ــتات روی ب اس
بــه مــدت 30 دقیقــه بــر روی همــزن مغناطیســی قــرار گرفــت. 
پــس از گذشــت مــدت زمــان مذکــور، دمــای واکنــش را بــه 40 
درجــه ســانتی گراد رســانده و 20 میلی لیتــر از محلــول عصــاره 
فنولــی غــاف ســبز گــردو )16:4عصــاره- آب )درصدحجمــی 
حجمــی(( بــه آن اضافــه شــد و pH مخلــوط واکنــش بــر روی 
ــه  ــوط ب ــک ســاعت، مخل ــس از گذشــت ی ــم شــد. پ 11 تنظی
داخــل ظــرف هیدروترمــال منتقــل شــد و بــه مــدت 3 ســاعت 
ــوذرات  ــت. نان ــرار گرف ــانتی گراد ق ــه س ــای 120 درج در دم
ســنتز شــده بــا اســتفاده از ســانتریفیوژ از مخلــوط واکنــش جــدا 
شــدند و چندیــن مرتبــه بــا آب شستشــو داده شــدند. نانــوذرات 
ــدت 24  ــه م ــانتی گراد ب ــه س ــای 37 درج ــاء، دم در آون خ

ــد.  ســاعت جهــت خشــک شــدن قرارگرفتن

ــوزان- ــدروژل کیت ــوزان و هی ــدروژل کیت ــه هی تهی
نانوکامپوزیت

بــه منظــور تهیــه هیــدروژل کیتــوزان، ابتــدا کیتــوزان )2 

درصــد( بــه اســید اســتیک 1 درصــد اضافــه شــد و مخلــوط 
حاصــل بــه مــدت 24 ســاعت بــر روی همــزن مغناطیســی قرار 
گرفــت. ســپس محلــول کیتــوزان در داخــل حمــام یــخ قــرار 
ــه آن  ــولار( ب ــدیم )0/12 م ــات س ــول بی کربن ــت و محل گرف
ــوط  ــدن، مخل ــه ای ش ــد ژل ــام فراین ــت انج ــد. جه ــه ش اضاف
حاصــل بــه دمــای 37 درجــه ســانتی گراد منتقــل شــد. 
جهــت تولیــد هیــدروژل کیتوزان-نانوکامپوزیــت از روش 
مشــابه اســتفاده شــد، فقــط بــه مخلــوط کیتــوزان غلظت هــای 
 1 و   0/5  ،0/25  ،Ph.ZnO@HAP نانوکامپوزیــت  مختلــف 
ــه شــد و  ــوزان( اضاف ــه کیت ــی نســبت ب ــی- وزن درصــد )وزن
ــد.  ــتفاده ش ــولار اس ــت 0/06 م ــا غلظ ــات ب ــول بی کربن محل

ــد.  ــده ش ــل Cs&Ph.ZnO@HAP نامی ــدروژل حاص هی

ســنجش میــزان ترکیبــات فنولــی بــر ســطح 
Z n O @ H A P مپوزیــت  نوکا نا

ســطح  بــر  پوشــش یافته  فنــول  میــزان  تعییــن  جهــت 
 Folin Ciocalteu آزمــون  از   ZnO@HAP نانوکامپوزیــت 
ــق  ــن رقی ــر فولی ــن منظــور، 2 میلی لیت ــرای ای اســتفاده شــد. ب
ــات ســدیم )7/5  ــر کربن ــن( و 2 میلی لیت شــده )1:10 آب:فولی
درصــد( بــه 0/5 میلی لیتــر از محلــول نانوکامپوزیــت بــا 
ــه  ــر اضاف ــا 1 میلی گرم/میلی لیت ــف 0/2 ت ــای مختل غلظت ه
ــای 30  ــا در دم ــداری نمونه ه ــه نگه ــس از 90 دقیق ــد. پ ش
ــه  ــد ک ــل ش ــی حاص ــی رنگ ــول آب ــانتی گراد، محل ــه س درج
جــذب آن در طــول مــوج 765 نانومتــر بــا اســتفاده از دســتگاه 
ــن  ــت تعیی ــد. جه ــده ش ــش خوان ــنجی مرئی-فرابنف طیف س
ــا  ــی اســتاندارد ب ــور، منحن ــول در نمونه هــای مذک غلظــت فن
اســتفاده از اســید گالیــک، بــه عنــوان یــک ترکیــب اســتاندارد 
ــطح  ــر س ــش یافته ب ــول پوش ــزان فن ــد. می ــه ش ــی تهی فنول
اســید/  گالیــک  میلی گــرم  بــر حســب  نانوکامپوزیت هــا 

ــد. ــبه ش ــر محاس میلی لیت

ــطح  ــر س ــدی ب ــات فلاونوئی ــزان ترکیب ــنجش می س
ZnO@HAP نانوکامپوزیــت 

ــای  ــاوی غلظت ه ــول ح ــر از محل ــه 250 ماکرولیت ــدا ب ابت
ــر  ــر آب و 75 ماکرولیت ــت، 1/25 میلی لیت ــف نانوکامپوزی مختل
از نیتــرات ســدیم 5 درصــد اضافــه شــد و بــه مــدت 5 
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دقیقــه در تاریکــی قــرار گرفــت. ســپس بــه هــر نمونــه 150 
ماکرولیتــر از کلریــد آلومینیــوم 10 درصــد اضافــه شــد و پــس 
از 6 دقیقــه قــرار گرفتــن نمونه هــا در تاریکــی، 500 ماکرولیتــر 
ــدن 275  ــه ش ــس از اضاف ــد. پ ــه ش ــولار اضاف ــک م ــود ی س
ــا در  ــا، جــذب نمونه ه ــدام از نمونه ه ــه هرک ــر آب ب ماکرولیت
ــا اســتفاده از دســتگاه طیف ســنجی  ــر ب طول مــوج 510 نانومت
مرئی-فرابنفــش خوانــده شــد. جهــت تعییــن غلظــت فلاونوئید 
ــتفاده از  ــا اس ــتاندارد ب ــی اس ــت، منحن ــطح نانوکامپوزی ــر س ب
ــدی  ــتاندارد فلاونوئی ــب اس ــک ترکی ــوان ی ــه عن ــن، ب کاتچی
تهیــه شــد و ســپس میــزان فلاونوئیــد پوشــش یافته بــر ســطح 
نانوکامپوزیــت بــر حســب میلی گــرم کاتچیــن/ میلی لیتــر 

محاســبه شــد.

بررسی خواص آنتی اکسیدانی 
نانوکامپوزیــت  آنتی اکســیدانی  خــواص  بررســی  جهــت 
Ph.ZnO@HAP و هیــدروژل Cs.Ph.ZnO@HAP، از آزمــون 

ــدازی  ــه دام ان ــر ب ــی ب ــن روش مبتن ــتفاده شــد. ای DPPH اس

ــتفاده  ــا اس ــط DPPH ب ــده توس ــد ش ــای آزاد تولی رادیکال ه
ایــن منظــور،  بــرای  آنتی اکســیدانی اســت.  از ترکیبــات 
ــک  ــه ی ــولار( ب ــی م ــول DPPH )2 میل ــر محل ــک میلی لیت ی
میلی لیتــر محلــول حــاوی غلظت هــای مختلــف نانوکامپوزیــت 
Ph.ZnO@HAP و یــا HAP اضافــه شــد و بــه مــدت 30 دقیقه 

ــذب  ــپس ج ــد. س ــداری ش ــاق نگه ــای ات ــی در دم در تاریک
ــن  ــده شــد. در ای ــر خوان ــوج 517 نانومت ــول در طــول م محل
آزمــون محلــول DPPH بــه تنهایــی بــه عنــوان نمونــه شــاهد 
در نظــر گرفتــه شــد. همچنیــن از ویتامیــن C بــه عنــوان کنتــرل 
مثبــت اســتفاده شــد. جهــت ارزیابــی خاصیــت آنتی اکســیدانی 
ــدروژل  ــدروژل ســنتز شــده، غلظت هــای مشــخصی از هی هی
بــه محلــول DPPH اضافــه شــد و پــس از 30 دقیقــه، جــذب 

ــده شــد.  ــر خوان ــوج 517 نانومت آن در طــول م
جهــت محاســبه ظرفیــت خنثــی نمــودن رادیکال هــای 
آزاد )Radical Scavenging Capacity, RSC(  از فرمــول )1( 

ــد.  ــتفاده ش اس
)1(

 

در ایــن فرمــول Acontrol جــذب شــاهد،  Asample جــذب نمونه 
می باشد.

ارزیابی میزان تورم هیدروژل ها
ــای  ــط هیدروژل ه ــذب آب توس ــدرت ج ــی ق ــت ارزیاب جه
تهیــه شــده، ابتــدا مقــدار مشــخصی از هیدروژل )وزن خشــک، 
Wd( را در مقــدار مشــخصی بافــر فســفات )pH 7( غوطــه ور 

ــه  ــخص و گرفت ــان مش ــدت زم ــت م ــس از گذش ــرده و پ ک
 )Ww ،شــدن آب اضافــه از هیــدروژل، وزن آن )وزن مرطــوب
ــا اســتفاده از  ســنجیده شــد. ســپس میــزان تــورم هیــدروژل ب

فرمــول )2( محاســبه شــد.
)2(
 

ســلول های  بــر  هیدروژل هــا  ســمیت  بررســی 
اســتخوانی

ــه منظــور بررســی ســمیت هیدروژل هــای ســاخته شــده، از  ب
ــدل  ــوان م ــه عن ــت، Saos-2،  ب ــبه استئوبلاس ــلول های ش س
ــن منظــور 104×1 ســلول در معــرض  ــرای ای اســتفاده شــد. ب
غلظت هــای مختلــف از نمونه هــای ســنتز شــده قــرار گرفتنــد 

 CO2 و در داخــل انکوباتــور، دمــای 37 درجــه ســانتی گراد و
5 درصــد بــه مــدت 3 روز نگهــداری شــدند. پــس از گذشــت 
مــدت زمــان مذکــور، میــزان حیــات ســلول ها بــا اســتفاده از 
ترکیــب MTT مــورد بررســی قــرار گرفــت. بــرای ایــن منظور، 
10 ماکرولیتــر MTT )5 میلی گرم/میلی لیتــر( بــه ســلول ها 
اضافــه شــد و پــس از گذشــت 4 ســاعت، رســوب فورمــازان 
تشــکیل شــده، در DMSO حــل شــد. ســپس جــذب نمونه هــا 
در 570 نانومتــر بــا اســتفاده از دســتگاه خوانشــگر الایــزا 
ــا اســتفاده از فرمــول  ــات ســلولی ب ــزان حی خوانــش شــد. می
)3( محاســبه شــد. در ایــن فرمــول، Asample جــذب نمونه هــای 

تیمــار شــده و Acontrol جــذب نمونــه تیمــار نشــده اســت.
 

سنجش فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز
بــه منظــور ســنجش فعالیــت آنزیــم آلکالیــن فســفاتاز از کیــت 
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پــارس آزمــون اســتفاده شــد و بــر اســاس دســتورالعمل ذکــر 
شــده در کیــت میــزان فعالیــت ایــن آنزیــم ســنجیده شــد. برای 
ــر  ــا اســتفاده از باف ــدا پروتئین هــای ســلول ب ــن منظــور، ابت ای
50 میلی مــولار و   Tris-HCl لیــز )NaCl 150 میلی مــولار، 
ترایتــون X-100 یــک درصــد( اســتخراج شــد و غلظــت آن بــا 
اســتفاده از روش برادفــورد )23( ســنجیده شــد. 20 ماکرولیتــر 
از پروتئیــن اســتخراج شــده از ســلول را بــه یــک میلی لیتــر از 
ــم در  ــه نمــوده و بلافاصلــه فعالیــت آنزی محلــول کیــت اضاف
ــنج در  ــتگاه طیف س ــتفاده از دس ــا اس ــه ب ــی 4 دقیق ــازه زمان ب
طــول مــوج 405 نانومتــر ســنجیده شــد. ســپس فعالیــت آنزیــم 

U/mg گــزارش شــد.

نتایج و بحث
Ph.ZnO @HAP  مشخصه یابی نانوذرات

ــاهده  ــکل 1 مش ــه در ش ــور ک ــف FTIR. همانط ــی طی بررس
ــد  ــی غــاف ســبز گــردو بان می شــود، در طیــف عصــاره فنول
مشــخص و پهنــی در ناحیــه cm-1 3399  مشــاهده می شــود کــه 
مربــوط بــه ارتعاشــات کششــی گــروه OH می باشــد. بانــد ظاهر 
 C-H ــی ــات کشش ــه ارتعاش ــوط ب ــه 2924 مرب ــده در ناحی ش
ــه  ــوط ب ــای 1599 وcm-1 1398 مرب ــد. بانده ــک می باش آلیفاتی
ارتعاشــات کششــی متقــارن و نامتقــارن C=O گروه کربوکســیل 
بــه شــکل کربوکســیلیک اســید یــا اســترهای آن می باشــد. بانــد 
ــه ارتعاشــات کششــی C-OH گروه هــای  ــوط ب cm-1 1047 مرب

الکلــی و یــا کربوکســیلیک اســید اســت )24(. در طیــف مربــوط 
بــه Ph.ZnO@HAP باندهــای ظاهر شــده در عــدد مــوج 1098 
و 959 مربــوط بــه گــروه فســفات هیدروکســی آپاتیت می باشــد 
ــن،  ــاوه برای ــده اســت. ع ــر ش ــز ظاه ــف HAP نی ــه در طی ک
ــده  ــز دی ــی Zn-O درcm-1 469 نی ــد جذب ــف، بان ــن طی در ای
ــوذرات  ــطح نان ــر س ــنتز ZnO ب ــر س ــدی ب ــه تایی ــود ک می ش
ــدن دو  ــر ش ــن، ظاه ــت )25(. همچنی ــی آپاتیت اس هیدروکس
ــه  ــوط ب ــب مرب ــه ترتی ــوج 1617 و 3423 ب ــدد م ــد در ع بان
ــور  ــان دهنده حض ــه نش ــت ک ــروه O-H اس ــروه C=O و گ گ

ترکیبــات فنولــی بــر ســطح نانــوذرات می باشــد. 
  FESEM ــر ــه در تصاوی ــوژی. همانطــور ک بررســی مورفول
ــه ای  ــی شــود نانوکامپوزیت هــای ســنتز شــده میل مشــاهده م
ــا  ــر نانوکامپوزیت ه ــف((. قط ــکل 2 )ال ــتند )ش ــکل هس ش

8±32 نانومتــر و طــول آنهــا 45±154 نانومتــر محاســبه شــد. 
براســاس نتایــج حاصــل از طیف ســنجی انــرژی پرتــو ایکــس 
)EDS( نانوکامپوزیــت، حضــور عناصــر کلســیم، فســفر مربوط 
 ،ZnO عنصــر روی مربــوط بــه نانــوذرات ،HAP بــه نانــوذرات
و کربــن مربــوط بــه ترکیبــات فنولــی در ســطح نانوکامپوزیــت 

تاییــد شــد )شــکل 2 )ب((. 
بررســی بــار ســطحی نانوکامپوزیــت. بررســی پتاســیل زتــا 
نشــان داد کــه بــار ســطحی نانــوذرات HAP، 16- میلی ولــت 
ــات  ــه ZnO و ترکیب ــدن لای ــه ش ــا اضاف ــه ب ــت درحالی ک اس
فنولــی، بــار ســطحی منفی تــر )29- میلــی ولــت( شــده اســت 
ــرای ایجــاد تعامــات  کــه ایــن خــود شــرایط مطلوب تــری ب
ــد  ــوزان در فراین ــا کیت ــت ب ــن نانوکامپوزی ــتاتیک بی الکتروس

ــد )شــکل 3(.  ــدروژل فراهــم می کن ــه هی تهی
Ph.ZnO@ بررســی خــواص آنتی اکســیدانی نانوکامپوزیــت
موجــود  فلاونوئیــدی  و  فنولــی  ترکیبــات  میــزان   .HAP

ــتفاده از روش  ــا اس ــب ب ــه ترتی ــت ب ــطح نانوکامپوزی در س
رنــگ ســنجی فولیــن ســیکالتو و معــرف کلریدآلومینیــوم 
ســنجیده شــد. همانطــور کــه در شــکل 4 )الــف( و )ب( 
ــش یافته  ــد پوش ــن و فلاونوئی ــزان فولی ــود، می ــاهده می ش مش
بــر ســطح نانوکامپوزیــت در یــک رونــد وابســته بــه غلظــت 
افزایــش داشــت. در غلظــت یــک میلی گرم/میلی لیتــر، میــزان 
میلی گــرم   0/85±0/01 نانوکامپوزیــت  ســطح  در  فولیــن 
 0/32±0/02 فلاونوئیــد  میــزان  و  اســید/میلی لیتر  گالیــک 

شکل 1 طیف FTIR عصاره فنولی، نانوذرات HAP و 
Ph.ZnO@HAP نانوکامپوزیت
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شکل 2 تصویر FESEM نانوکامپوزیت Ph.ZnO@HAP )الف(. طیف انرژی پرتو ایکس نانوکامپوزیت Ph.ZnO@HAP )ب(.

Ph.ZnO@HAP و نانوکامپوزیت HAP شکل 3 بررسی بار سطحی نانوذرات

شکل 4 سنجش میزان ترکیبات فنولی )الف(، فلاونوئیدی )ب( و میزان خاصیت آنتی اکسیدانی نانوکامپوزیت Ph.ZnO@HAP )ج(.

)ب()الف(

)ب()الف(

)ج(
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ــنجش  ــور س ــه منظ ــد. ب ــر می باش ــرم کاتچین/میلی لیت میلی گ
 Ph.ZnO@HAP نانوکامپوزیــت  آنتی اکســیدانی  ظرفیــت 
از آزمــون DPPH اســتفاده شــد )شــکل 4 )ج((. میــزان 
ــز  ــت Ph.ZnO@HAP نی ــیدانی نانوکامپوزی ــت آنتی اکس فعالی
ــه  ــوری ک ــت، بط ــودی داش ــد صع ــت رون ــش غلظ ــا افزای ب
ــیدانی  ــت آنتی اکس ــر ظرفی ــک میلی گرم/میلی لیت ــت ی در غلظ
ــر  ــه ذک ــد. لازم ب ــد می باش ــت 0/7±94/5 درص نانوکامپوزی
ــه  ــوذرات HAP هیــچ گون اســت کــه در غلظــت یکســان، نان

ــتند.   ــیدانی نداش ــت آنتی اکس خاصی

Ph&Cs.ZnO@HAP مشخصه یابی هیدروژل
بررســی طیــف FTIR. در طیــف مربــوط بــه هیــدروژل کیتوزان 
)شــکل 5 )1(( بانــد جذبــی در ناحیــه cm-1  3429  مربــوط بــه 
ارتعاشــات کششــی O-H و یــا N-H بــوده و بانــد ظاهــر شــده 
در ناحیــه cm-1 2932 متعلــق بــه C-H آلیفاتیــک می باشــد. بانــد 
جذبــی در عــدد مــوج 1579 مربــوط بــه گــروه C=O می باشــد. 
باندهــای ظاهــر شــده در محــدوده 900 تــا cm-1  1200 مربــوط 
ــوط  ــوج 600 مرب ــدد م ــوده و ع ــد ب ــوز قن ــاختار پیران ــه س ب
بــه گــروه O=C-N می باشــد )26(. در طیف هــای مربــوط 
ــاوه  ــدی Cs&Ph.ZnO@HAP، ع ــای هیبری ــه هیدروژل ه ب
ــی  ــای جذب ــوزان، بانده ــه کیت ــوط ب ــی مرب ــای جذب ــر بانده ب
ــکل 5  ــود )ش ــاهده می ش ــز مش ــت نی ــه نانوکامپوزی ــوط ب مرب
ــه 10  ــه نمون ــوط ب ــف مرب ــال، در طی ــوان مث ــه عن )2-4((. ب
ــوج  ــدد م ــی در ع ــد جذب ــد Cs&Ph.ZnO@HAP، بان درص
ــه Zn-O و گــروه فســفات  ــه ترتیــب مربــوط ب 473 و 1078 ب
ــوذرات در  نانوکامپوزیــت اســت، کــه نشــان دهنده حضــور نان

ــدروژل می باشــد )شــکل 5 )2((.  ســاختار هی
 FESEM ــر ــه در تصاوی ــوژی. همانطــور ک بررســی مورفول
ــاختار  ــا دارای س ــکل 6(، هیدروژل ه ــود )ش ــاهده می ش مش
ماکرومتخلخــل هســتند و میــزان تخلخــل در نمونه هــای 0/25 
هیــدروژل  از  بیشــتر   Cs&Ph.ZnO@HAP درصــد   0/5 و 
ــوزان اســت و ســاختار شــبکه ای یکنواخــت و مشــخصی  کیت
ــاختار  ــد Cs&Ph.ZnO@HAP س ــه 1 درص ــد. در نمون دارن
ــالا  ــه احتم ــورد ک ــی خ ــم نم ــه چش ــخصی ب ــبکه ای مش ش
به دلیــل افزایــش غلظــت نانوکامپوزیت هــا و تداخــل آنهــا در 

ایجــاد شــبکه می باشــد. 
ــان  ــی نش ــات قبل ــیدانی. مطالع ــواص آنتی اکس ــی خ بررس
داده اســت کــه کیتــوزان دارای فعالیت آنتی اکســیدانی می باشــد 

  ،)1( )Cs( مربوط به هیدروژل کیتوزان FTIR شکل 5 طیف
 Cs&Ph.ZnO@HAP ،)2( )%0.25( Cs&Ph.ZnO@HAP

.)4( )%1( Cs&Ph.ZnO@HAP و)0.5%( )3(

 Cs&Ph.ZnO@HAP،)0.25%( )ب( Cs&Ph.ZnO@HAP هیدروژل هیبریدی ،)از هیدروژل کیتوزان )الف FESEM شکل 6 تصاویر
)0.5%( )ج( و Cs&Ph.ZnO@HAP )1%( )د(.
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)27, 28( و بــه همیــن دلیــل در صنایــع غذایــی و دارویی از آن 
اســتفاده می شــود. بــه منظــور بررســی خــواص آنتی اکســیدانی 
ــدی ســنتز شــده،  ــوزان و هیدروژل هــای هیبری ــدروژل کیت هی
از آزمــون DPPH اســتفاده شــد. بررســی نتایــج نشــان داد کــه 
ــدروژل،  ــاختار هی ــت در س ــت نانوکامپوزی ــش غلظ ــا افزای ب
ــد )شــکل  ــش می یاب ــدروژل افزای ــت آنتی اکســیدانی هی ظرفی
ــر،  ــت 200 ماکروگرم/میلی لیت ــال، در غلظ ــوان مث ــه عن 7(. ب
ظرفیــت آنتی اکســیدانی هیــدروژل Cs و نمونه هــای 0/2، 
ــب 18±1/7،  ــه ترتی ــد Cs&Ph.ZnO@HAP ب 0/5 و 1 درص

ــد.  ــبه ش ــد محاس 0/5±31، 0/4±40 و 1/5±54 درص
بررســی تــورم. میــزان جــذب آب در زیســت موادها از ایــن 
جهــت حائــز اهمیــت اســت کــه بــا جــذب ســیالات زیســتی 
کــه حــاوی اکســیژن، مــواد غذایــی و ملکول هــای پیام رســان 
ــه در  ــات ســلول هایی می شــوند ک ــظ حی هســتند باعــث حف
ــزی  ــت آبگری ــر خصل ــواد هســتند. علاوه ب ــن م ــا ای ــاط ب ارتب
و ســختی، ســاختار متخلخــل، یکــی از عواملــی اســت کــه در 
توانایــی مــاده در جــذب آب موثــر اســت. کیتــوزان بــه دلیــل 
داشــتن ماهیــت هیدروفیــل قــدرت جــذب آب بالایــی دارد و 
ســاختار شــبکه ای هیــدروژل کیتــوزان قــدرت جــذب آب را 
ــه شــده در  ــج ارائ ــد. نتای ــش می ده ــن پلیمــر افزای ــز در ای نی

شــکل 8 نشــان می دهــد کــه میــزان تــورم بــا افزایــش غلظــت 
نانوکامپوزیــت در ســاختار هیدروژل هــای هیبریــدی افزایــش 
 Cs&Ph.ZNO@HAP یافتــه، هرچنــد کــه در نمونــه 1 درصــد
ــدی و  ــای هیبری ــایر هیدروژل ه ــه س ــبت ب ــورم نس ــزان ت می
نیــز هیــدروژل کیتــوزان کاهــش یافتــه اســت. ایــن کاهــش در 
ــل ضعــف در ســاختار شــبکه ای  ــد بدلی ــورم می توان ــزان ت می

هیــدروژل باشــد. 
 MTT ــون ــج آزم ــواص Os teoinductive. نتای ــی خ بررس
Saos- ــوزان در ســلول های ــزان ســمیت کیت نشــان داد کــه می
ــلول،  ــت س ــط کش ــه در محی ــت نمون ــش غلظ ــا افزای 2، ب
ــدروژل  ــن، در هی ــاوه  بر ای ــکل 9(. ع ــد )ش ــش می یاب افزای
ــمیت در  ــزان س 0/25 و 0/5 درصــد Cs&Ph.ZnO@HAP می
تمــام غلظت هــا، بطــور قابــل توجهــی نســبت بــه هیــدروژل 
کیتــوزان کاهــش یافتــه، در حالی کــه در هیــدروژل 1 درصــد 
Cs&Ph.ZnO@HAP میــزان ســمیت ســلولی نســبت بــه 

دیگــر هیدروژل هــای هیبریــدی کیتــوزان افزایــش یافته اســت. 
ــوزان )0/25  ــدی کیت ــای هیبری ــمیت هیدروژل ه ــش س کاه
ــیدانی  ــت آنتی اکس ــل خاصی ــه دلی ــالا ب ــد(، احتم و 0/5 درص
ترکیبــات فنولــی پوشــش یافتــه بر ســطح نانــوذرات می باشــد. 
در ایــن راســتا نتایــج قبلــی نشــان داده انــد کــه ترکیبــات آنتــی 

شکل 7 سنجش خاصیت آنتی اکسیدانی هیدروژل کیتوزان  و 
  Cs&Ph.ZnO@HAP هیدروژل های هیبریدی

شکل 8 بررسی میزان تورم هیدروژل کیتوزان  و هیدروژل های 
  Cs&Ph.ZnO@HAP هیبریدی
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اکســیدانی باعــث حفــظ حیــات ســلول های بنیادی مزانشــیمال 
ــوند )29, 30(.  ــا می ش ــتئوژنز در آنه ــاء اس ــث الق ــز باع و نی
 Cs.عــاوه برایــن ، در نمونــه کیتــوزان و هیــدروژل هیبریــدی
ــاختار  ــف در س ــل ضع ــد، بدلی ــک درص Ph.ZnO@HAP  ی

شــبکه ای، قــدرت انتقــال آب و مــواد مغــذی بــه ســلول های 
کشــت شــده بــر روی ایــن بســترها کمتــر بــوده، لــذا میــزان 
زنده مانــی در ایــن ســلول ها در مقایســه بــا ســلول های 
ــدی 0/25 و 0/5  ــای هیبری ــر روی هیدروژل ه کشــت شــده ب
ــت  ــج بدس ــاس نتای ــن براس ــد. بنابرای ــش می یاب ــد کاه درص
در  درصــد   0/5 و   0/25 هیبریــدی  هیدروژل هــای  آمــده، 
ــرات ســمی کمــی  ــل اث ــوزان، بدلی ــدروژل کیت ــا هی مقایســه ب
ــن  ــد جایگزی ــد می توانن ــتخوانی دارن ــلول های اس ــر س ــه ب ک
مناســب تری بــرای ایــن ترکیــب در درمــان آســیب های 

ــند. ــتخوانی باش اس
از  یکــی  فســفاتاز.  آلکالیــن  آنزیــم  فعالیــت  ســنجش 
آنزیم هــای مهــم در فراینــد اســتئوژنز، آنزیــم آلکالیــن فســفاتاز 
می باشــد )31(. بــه منظــور بررســی فراینــد اســتئوژنز در 
هیدروژل هــای  بــا  شــده  تیمــار  اســتخوانی  ســلول های 
آلکالیــن فســفاتاز در  آنزیــم  فعالیــت  میــزان  هیبریــدی، 
ســلول های تیمــار شــده مــورد بررســی قــرار گرفــت. نتایــج 
ــان  ــزان بی ــه می ــد ک ــان می ده ــکل 10 نش ــده در ش ــه ش ارائ

شکل 9 بررسی سمیت هیدروژل کیتوزان )Cs( و هیدروژل های 
هیبریدی Cs&Ph.ZnO@HAP بر سلول های Saos-2 پس از 

شکل 10 سنجش فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز در سلول های گذشت 48 ساعت
Saos-2 تیمار شده با هیدروژل کیتوزان و هیدروژل های هیبریدی

ایــن آنزیــم در ســلول های تیمــار شــده بــا هیــدروژل 0/25 و 
0/5 درصــد Cs&Ph.ZnO@HAP بطــور معنــاداری نســبت بــه 
Cs&Ph. و هیــدروژل یــک درصــد )Cs( هیــدروژل کیتــوزان
ZnO@HAP بیشــتر اســت. بــر اســاس ایــن نتایــج، هیــدروژل 

Cs&Ph.ZnO@ کیتــوزان و هیــدروژل هیبریــدی یــک درصــد
ــرگ  ــد باعــث م ــه دارن ــی ک ــرات ســمی بالای ــل اث HAP بدلی

ســلول ها می شــوند در حالی کــه هیــدروژل 0/25 و 0/5 درصد  
Cs&Ph. ZnO@HAP باعــث حفــظ حیــات ســلول ها و القــاء 

ــی  ــات قبل ــتا مطالع ــن راس ــتئوژنز می شــوند. در ای ــد اس فراین
نشــان داده انــد کــه ترکیبــات آنتــی اکســیدانی ماننــد کاتچیــن 
و نیــز کلســیم فســفات هــا باعــث افزایــش بیــان فاکتورهــای 
ــر اســاس  ــر در فراینــد اســتئوژنز مــی شــوند )29, 32(. ب موث
نتایــج بدســت آمــده در ایــن مطالعــه، اثــر تــوام ایــن ترکیبــات 
در کنــار یکدیگــر در قالــب هیدروژل هــای هیبریدی، پتانســیل 

ــد.  ــی کن ــد اســتئوژنز ایجــاد م ــاء فراین ــی در الق بالای

نتیجه گیری
در ایــن مطالعــه هیدروژل هــای هیبریــدی از کیتــوزان و 
ــود خــواص  ــور بهب ــه منظ ــت Ph.ZnO@HAP، ب نانوکامپوزی
ــای  ــد. نانوکامپوزیت ه ــنتز ش ــوزان س ــدروژل کیت ــتی هی زیس
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عصــاره  از  اســتفاده  بــا  مرحلــه  دو  در   Ph.ZnO@HAP

ــا  ــه ب ــدند. در مقایس ــنتز ش ــردو س ــبز گ ــاف س ــی غ فنول
هیــدروژل کیتــوزان، هیدروژل هــای هیبریــدی بــا غلظت هــای 
نانوکامپوزیــت )0/25 و 0/5 درصــد(، دارای  از  مشــخصی 
ــد. ســاختار های  ــری بودن ــر و منظم ت ســاختمان شــبکه ای بهت
شــبکه ای منظــم اگرچــه اســتحکام مکانیکــی کمتــری دارنــد، 
ــری را  ــتی بهت ــخ های زیس ــتی، پاس ــای زیس ــا در کاربرد ه ام
ــی و  ــات فنول ــود ترکیب ــن، وج ــاوه  بر ای ــد. ع ــاد می کنن ایج
فلاونوئیــدی موجــود در ســطح نانوکامپوزیت هــای ســنتز 
شــده و نیــز بــار منفــی ســطح ایــن ترکیبــات عــاوه بــر اینکــه 
باعــث تســریع فراینــد ژلــه ای شــدن کیتوزان شــد، بــر خواص 
ــوان  ــه عن ــر گذاشــت. ب ــز تاثی ــوزان نی ــدروژل کیت زیســتی هی
ــا درصد هــای مشــخصی از  مثــال، هیدروژل هــای هیبریــدی ب
نانوکامپوزیــت، دارای خــواص آنتی اکســیدانی بیشــتری نســبت 

ــه  ــری نســبت ب ــوده و ســمیت کمت ــوزان ب ــدروژل کیت ــه هی ب
ســلول های اســتخوانی داشــتند. همچنیــن هیدروژل هــای 
ــه اســتخوانی  ــز نیافت ــوغ ســلول های تمای ــدی باعــث بل هیبری
ــدند.  ــتئوژنز( ش ــرد )اس ــغ و دارای عملک ــلول های بال ــه س ب
ــه،  ــن مطالع ــده در ای ــت آم ــج بدس ــاس نتای ــر اس ــن ب بنابرای
می تواننــد   Cs&Ph.ZnO@HAP هیبریــدی  هیدروژل هــای 
ــم آســیب های  ــت ترمی ــه مناســب جه ــک گزین ــوان ی ــه عن ب
ــات  ــه مطالع ــد ک ــوند، هرچن ــه ش ــر گرفت ــتخوانی در نظ اس
ــتی  ــتا بایس ــن راس ــات in vivo در ای ــژه مطالع ــتری، بوی بیش

ــرد.   ــورت گی ص
قدردانــی نویســندگان از حمایــت مالــی معاونــت پژوهشــی 
دانشــگاه فردوســی مشــهد و دانشــگاه حکیــم ســبزواری جهت 
انجــام ایــن مطالعــه در قالــب طــرح تحقیقاتی با کــد33/65333 

کمــال تشــکر و قدردانــی را دارنــد.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

rc
pe

.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
06

 ]
 

                            11 / 14

https://arcpe.modares.ac.ir/article-38-29422-en.html


فصل‌نامه علمي ــ پژوهشی بین رشته ای پژوهش های کاربردی مهندسی شیمی - پلیمر30

سنتز و ارزیابی سمیت سلولی هیدروژل ...

مراجع

1- Hamedi H., Moradi S., Hudson S.M., Tonelli AE. Chi�
tosan Based Hydrogels and Their Applications for Drug 
Delivery in Wound Dressings: A Review. Carbohydrate 
Polymers. 199, 445-60,2018.
2- El Knidri H., Belaabed R., Addaou A., Laajeb A., 
Lahsini A. Extraction, Chemical Modification and Char�
acterization of Chitin and Chitosan. International Journal 
of Biological Macromolecules. 120,1181-9, 2018.
3- Pellá M.C.G., Lima-Tenório M.K., Tenório-Neto 
E.T., Guilherme M.R., Muniz E.C., Rubira A.F. Chi�
tosan-Based Hydrogels: From Preparation to Biomedi�
cal Applications. Carbohydrate Polymers. 196, 233-45, 
2018.
4- Ahmed S., Annu, Ali A., Sheikh J. A Review on Chi�
tosan Centred Scaffolds and Their Applications in Tissue 
Engineering. International Journal of Biological Macro�
molecules. 116, 849-862, 2018.
5- Milosavljević N.B., Kljajević L.M., Popović I.G., Fi�
lipović J.M., Kalagasidis Krušić M.T. Chitosan, Itaconic 
Acid and Poly(vinyl alcohol) Hybrid Polymer Networks 
of High Degree of Swelling and Good Mechanical 
Strength. Polymer International. 59(5),686-694, 2010.
6- Singh A., Narvi S.S., Dutta P.K., Pandey N.D. Ex�
ternal Stimuli Response on a Novel Chitosan Hydrogel 
Crosslinked With Formaldehyde. Bulletin of Materials 
Science. 29(3),233-8,2006.
7- Liu R., Xu X., Zhuang X., Cheng B. Solution Blowing 
of Chitosan/PVA Hydrogel Nanofiber Mats. Carbohydr 
Polymer. 101,1116-21, 2014.
8-Muzzarelli R.A.A. Genipin-Crosslinked Chitosan Hy�
drogels as Biomedical and Pharmaceutical Aids. Carbo�
hydrate Polymers. 77(1), 1-9, 2009.
9- Montembault A., Viton C., Domard A. Rheometric 
Study of The Gelation of Chitosan in Aqueous Solu�
tion Without Cross-Linking Agent. Biomacromolecules. 
6(2),653-62,2005.
10- Liu L., Tang X., Wang Y., Guo S. Smart Gelation 
of Chitosan Solution in The Presence of NaHCO3 for 
Injectable Drug Delivery Sys tem. International journal 
of pharmaceutics. 414(1-2), 6-15, 2011.
11- Croisier F., Jérôme C. Chitosan-Based Biomateri�
als for Tissue Engineering. European Polymer Journal. 
49(4), 780-92, 2013.

12- Xu B., Wang L., Liu Y., Zhu H., Wang Q. Preparation 
of High Strength and Transparent Nanocomposite Hy�
drogels Using Alumina Nanoparticles as Cross-Linking 
Agents. Materials Letters. 228, 104-7, 2018.
13- Xie Y., Liao X., Zhang J., Yang F., Fan Z. Novel 
Chitosan Hydrogels Reinforced by Silver Nanoparti�
cles With Ultrahigh Mechanical and High Antibacterial 
Properties for Accelerating Wound Healing. Internation�
al Journal of Biological Macromolecules. 119, 402-12, 
2018.
14- Szcześ A., Hołysz L., Chibowski E. Synthesis of Hy�
droxyapatite for Biomedical Applications. Advances in 
Colloid and Interface Science. 249, 321-30, 2017.
15- Yoshikawa H., Tamai N., Murase T., Myoui A. In�
terconnected Porous Hydroxyapatite Ceramics for Bone 
Tissue Engineering. Journal of the Royal Society, Inter�
face. 6 Suppl 3(Suppl 3):S341-S8, 2009.
16- Nikpour M.R., Rabiee S.M., Jahanshahi M. Syn�
thesis and Characterization of Hydroxyapatite/Chitosan 
Nanocomposite Materials for Medical Engineering Ap�
plications. Composites Part B: Engineering. 43(4),1881-
6, 2012.
17- Chang C., Peng N., He M., Teramoto Y., Nishio Y., 
Zhang L. Fabrication and Properties of Chitin/Hydroxy�
apatite Hybrid Hydrogels as Scaffold Nano-Materials. 
Carbohydr Polymer. 91(1), 7-13, 2013.
18- Fricain J.C., Schlaubitz S., Le Visage C., Arnault I., 
Derkaoui S.M., Siadous R., Catros S., Lalande C., Ba�
reille R., Fabre T., Cornet S., Durand M., Leonard A., 
Sahraoui N., Letourneur D., Amedee J. A Nano-Hy�
droxyapatite--Pullulan/Dextran Polysaccharide Com�
posite Macroporous Material for Bone Tissue Engineer�
ing. Biomaterials. 34(12), 2947-59, 2013.
19- Saxena V., Hasan A., Pandey L.M. Effect of Zn/ZnO 
Integration With Hydroxyapatite: A Review. Materials 
Technology. 33(2), 79-92, 2018.
20-Meshkini A. Modulation of Oxidative Stress in 
Thrombin-Stimulated Platelets by Almond by-Product. 
Was te and Biomass Valorization. 9(6), 1015-25, 2018.
21- Pezeshkpour V., Khosravani S.A., Ghaedi M., Dash�
tian K., Zare F., Sharifi A., Jannesar R., Zoladl M. Ul�
trasound Assisted Extraction of Phenolic Acids From 
Broccoli Vegetable and Using Sonochemistry for Prepa�

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

rc
pe

.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
06

 ]
 

                            12 / 14

https://arcpe.modares.ac.ir/article-38-29422-en.html


سنتز و ارزیابی سمیت سلولی هیدروژل ...

31فصل‌نامه علمي ــ پژوهشی بین رشته ای پژوهش های کاربردی مهندسی شیمی - پلیمر

ration of MOF-5 Nanocubes: Comparative Study Based 
on Micro-Dilution Broth and Plate Count Method for 
Synergism Antibacterial Effect. Ultrasonics Sonochem�
istry. 40,1031-8, 2018.22- Meshkini A. Acetone Extract 
of Almond Hulls Provides Protection agains t Oxidative 
Damage and Membrane Protein Degradation. Journal of 
acupuncture and meridian s tudies. 9(3), 134-42, 2016.
23- Bradford M.M. A Rapid and Sensitive Method for 
The Quantitation of Microgram Quantities of Protein 
Utilizing The Principle of Protein-Dye Binding. Analyti�
cal biochemis try. 72, 248-54, 1976.
24-Hashemian S. A Comparative Study of Cellulose Ag�
ricultural Was tes (Almond Shell, Pis tachio Shell, Wal�
nut Shell, Tea Was te And Orange Peel) for Adsorption of 
Violet B Dye from Aqueous Solutions. Oriental Journal 
Chemis try. 30, 4, 2014.
25- Zhang N., Gao T., Wang Y., Wang Z., Zhang P., Liu 
J. Environmental pH-Controlled Loading and Release 
of Protein on Mesoporous Hydroxyapatite Nanoparti�
cles for Bone Tissue Engineering. Materials science & 
engineering C, Materials for biological applications. 46, 
158-65, 2015.
26- Contri R.V., Soares R.M.D., Pohlmann A.R., Gu�
terres S.S. Structural Analysis of Chitosan Hydrogels 
Containing Polymeric Nanocapsules. Materials Science 
and Engineering: C. 42, 234-42, 2014.

27- Ngo D.H., Kim S.K. Chapter Two - Antioxidant Ef�
fects of Chitin, Chitosan, and Their Derivatives. In: Kim 
S-K, editor. Advances in food and nutrition research. 73: 
Academic Press;. p. 15-31, 2014.
28- Ngo D.H., Kim S.K. Antioxidant Effects of Chitin, 
Chitosan, and Their Derivatives. Advances in food and 
nutrition research. 73,15-31, 2014.
29- Jin P., Wu H., Xu G., Zheng L., Zhao J. Epigallo�
catechin-3-gallate (EGCG) as a Pro-Os teogenic Agent 
to Enhance Osteogenic Differentiation of Mesenchymal 
Stem Cells From Human Bone Marrow: An In Vitro 
Study. Cell and tissue research. 356(2), 381-90, 2014.
30- Sis tanipour E., Meshkini A., Oveisi H. Cate�
chin-Conjugated Mesoporous Hydroxyapatite Nanopar�
ticle: A Novel Nano-Antioxidant With Enhanced Osteo�
genic Property. Colloids and surfaces B, Biointerface, 
169, 329-339, 2018.
31- Aubin J.E. Regulation of Os teoblas t Formation and 
Function. Reviews in endocrine & metabolic disorders. 
2(1), 81-94, 2001.
32- Rodriguez-Valencia C., Freixeiro P., Serra J., Fer�
reiros C.M., Gonzalez P., Lopez-Alvarez M. In Vitro 
Evaluation of The Antibacterial and Os teogenic Activity 
Promoted by Selenium-Doped Calcium Phosphate Coat�
ings. Biomedical materials (Bris tol, England). 12(1), 
015028, 2017.

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

rc
pe

.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
06

 ]
 

                            13 / 14

https://arcpe.modares.ac.ir/article-38-29422-en.html


 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 a

rc
pe

.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

7-
06

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            14 / 14

https://arcpe.modares.ac.ir/article-38-29422-en.html
http://www.tcpdf.org

