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 تاثير عمليات سطحي مكانيكي و شيميايي ايمپلنت هاي تيتانيومي بر چسبندگي و

 بقاي سلول هاي فيبروبلاست
  

   2جوپاري  دليري مرتضي دكتر  1#علي رجايي  

  م و تحقيقاتكارشناس ارشد بيومواد دانشگاه آزاداسلامي واحد علو -1
  استاديار  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري  -2
  
  

 : خلاصه

سازي سطحي مادهآ. نحوه تقابل سلولها با تيتانيوم نقش اساسي در موفقيت باليني ايمپلنتهاي استخواني و دنداني دارد :سابقه و هدف
هدف از اين مطالعه بررسي اثر دو نوع اماده سازي سطحي .ميكندبه روش مكانيكي يا شيميايي به چسبندگي سلولها به ايمپلنت كمك 

  .بر چسبندگي سلولي و بقاي فيبروبلاستها بود)اچ-سندبلاست و اسيد(
: در تقابل با سه گروه ايمپلنت تيتانيومي شامل ) L -929( اين مطالعه تجربي جهت بررسي رفتار فيبروبلاستها:مواد و روش ها
ميكروسكوپ الكتروني . ه و تيتانيوم خالص تجاري در سه گروه ده تايي در محيط ازمايشگاهي انجام شد اسيداچ شد،سندبلاست شده

 ارزيابي MTTبقاي سلولي با روش.ي سلولها مورد استفاده قرار گرفتژجهت ارزيابي ميكروتوپوگرافي وميزان چسبندگي و مورفولو
  . ندمورد مقايسه قرار گرفتTukeyيز واريانس يكطرفه و ازمون تعداد سلولهاي زنده شمارش شده و با استفاده از انال.شد

و ها فيبروبلاستتراكم سلولي  . بررسي ميكروسكوپ الكتروني تفاوت قابل توجهي در ميكرو توپوگرافي سطحي در سه گروه نشان داد:يافته ها
 نشان دادسلولهاي زنده ثبت شده در گروه سندبلاست MTTنتايج ازمون .چسبندگي انها در نمونه سندبلاست شده بيشتر از ساير گروه ها بود

  )P > 05/0.( بود16/1 ±17/0و تيتانيوم خالص 95/0 ±23/0 بوده و بطور معناداري بيشتر از گروه اسيد اچ 28/1 58/0±
ده بهترين سازي سطحي ايمپلنت بر چسبندگي و بقاي سلولهاي فيبروبلاست تاثير دارد وسطوح سندبلاست شاماده  :نتيجه گيري 

  . اچ شده و يا تيتانيوم خالص فراهم ميكند-از نظر چسبندگي و بقاي سلولي نسبت به سطوح اسيد سطح را
  

   فيبروبلاست،MTTاچ شده،  چسبندگي سلولي، بقاي سلولي - ايمپلنت تيتانيوم،  سند بلاست شده، اسيد:كليد واژه ها
  

  30/9/89:  مقالهپذيرش  27/8/89 :اصلاح نهايي  21/7/89 :وصول مقاله
 

 

 :مقدمه

تيتانيوم يك فلز نسبتا سبك است كه مقاومت خوردگي 
 مكانيكي -عالي، نسبت استحكام به وزن بالا و رفتار فيزيكي

حضور لايه چسبنده و محافظ اكسيد . خوب در دماي بالا دارد
تيتانيوم بر سطح اين فلز، مقاومت خوردگي عالي حتي تا دماي 

  )1(.د را تامين مي كند درجه سانتي گرا535
دربين آلياژها و موادي كه براي ساخت و تهيه كاشتني هاي 
بدن به كار مي رود، تيتانيوم و آلياژهاي آن خاصيت همبندي با 

استخوان را دارند و ضمن ترويج رشد استخوان، امكان رشد 
استخوان از روي سطح به درون حفره هاي كاشتني را ميسر 

 در مورد ساير فلزات، بافت رشته اي مي سازند، در حالي كه
، )بين استخوان و كاشتني(موسوم به غشاء، اطراف كاشتني 

. پديد مي آيد كه براي طول عمر و دوام كاشتني مضر است
نيروهاي اعمال شده بدون هيچگونه تحريك پاتولوژيكي از 

تيتانيوم در . كاشتني عبور كرده و به استخوان انتقال مي يابند
ايعات بدن به سرعت لايه اكسيدي رويين تشكيل مي تماس با م

  )2( .دهد و خوردگي زيستي را متوقف مي سازد
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 10 تا 1خارجي ترين لايه سطحي يك ماده كه در بر گيرنده 
اتم خارجي است، مي تواند تا حد زيادي با بقيه حجم ماده 

اين تفاوتها مربوط به ساختار الكتروني، ساختار . متفاوت باشد
چون فعل و انفعالات . لي و فاصله لايه اتمي  مي باشدكريستا

شيميايي اوليه اي كه بين يك ايمپلنت و بافت ميزبان اتفاق 
مي افتد در شعاع چند اتمي مي باشند، تغييرات حاصله در 
تركيب خارجي ترين لايه اتمي سطح ماده تاثير فراواني بر 

طح ماده تركيب شيميايي س. تطابق بيولوژيكي آن خواهد داشت
به ويژه در تمايل سطح براي جذب ملكولها يا اتمهاي خارجي 
اهميت دارد، بنابراين سطوح مختلف از ويژگيهاي جذب 

  )3-5(. سطحي بسيار متفاوتي برخوردار مي باشند
تقريبا در مورد تمام فلزاتي كه ما به عنوان ماده ايمپلنت 

 ضخامت انتخاب مي نماييم، سطح فلز توسط يك لايه اكسيد به
اين لايه اكسيد سطحي از  .چند نانومتر پوشيده شده است

تماس مستقيم بين محيط و فلز جلوگيري نموده و به مقدار 
به اين ترتيب در ايمپلنت . زيادي موجب حفاظت آن مي گردد

هاي فلزي هيچ گاه بين فلز ايمپلنت و بافت ميزبان تماس 
اكسيد سطح برقرار نمي شود  بلكه اين تماس بين بافت و 

 )2(.ايمپلنت برقرار مي شود

سازگاري بيولوژيك به صورت توانايي ماده براي استفاده در يك 
كاربرد خاص كه با واكنش مناسبي از سوي ميزبان همراه باشد 

به اين ترتيب براي اينكه يك ماده بتواند در . تعريف مي شود
ار محيط هاي بيولوژيك به خوبي عمل نمايد بايستي زيست سازگ

وجود سازگاري بيولوژيك به صورت قطعي و مطلق براي . باشد
يك ماده ممكن است در حد يك رويا باشد چرا كه احتمالا هيچ 

به اين . ماده اي وجود ندارد كه بر روي بافتها كاملا بي تاثير باشد
ترتيب بايد گفت كه در مواد زيست سازگار ميزان واكنش متقابل 

قدري محدود مي باشد كه هيچ يك از بين آنها و بافت زنده به 
  )6(.اين دو، تاثير زيان آوري بر روي يكديگر ندارند

ارتقاء سازگاري زيستي فلزات و آلياژها با استفاده از علم و فن 
آوري مهندسي سطح و به كمك ايجاد پوشش بر روي سطح و 

  )2(.يا از طريق عمليات اصلاح سازي سطح صورت مي گيرد

 اندك است بسياراس با تيتانيوم و آلياژهاي آن واكنش بافت در تم
  )1(. پديد آيددو رشد استخوان يا همبندي با استخوان مي توان

به طور كلي عوامل تعيين كننده سازگاري و تطابق بيولوژيكي 
ايمپلنت را مي توان به دو دسته عوامل تعيين كننده مربوط به 

  )4(. تقسيم نمودايمپلنت و عوامل تعيين كننده مربوط به ميزبان
براي شناخت تطابق بيولوژيكي بيومتريالها، درك وضعيت و 
شناخت وقايع ناحيه تماس بين بيومتريال و سيستم بيولوژيك 

در چنين سطوح تماسي ساختمان ملكولي . ميزبان اهميت دارد
سيستم بيولوژيك با ساختار بيومتريال وارد واكنش متقابل شده 

 حد ملكولي و در ناحيه تماس خيلي و اين واكنشهاي اوليه، در
بدين . باريكي به عرض كمتر از يك نانومتر اتفاق مي افتند

لحاظ هنگام بحث در مورد بيومتريالها، خصوصيات سطحي در 
حد اتمي در مركز توجه قرار مي گيرند و به ويژه تركيب و 
ساختار لايه سطحي بيومتريال نقش مهمي در رخدادهاي ناحيه 

  )5(. ي كندتماس بازي م
هدف از انجام اين تحقيق، بررسي تاثير عمليات سطحي 
مكانيكي و شيميايي ايمپلنت هاي تيتانيومي بر چسبندگي و 

  .  مي باشدMTTسميت سلولي به روش 

  : مواد و روش ها
   تهيه نمونه

مطالعه به روش تجربي و از نوع آزمايشگاهي بوده و  نمونه 
 ميليمتر از 5/1يي به قطر هاي مورد مطالعه به صورت وايرها

 نمونه 30 آمريكا خريداري شدند جمعاٌ Biohorizonشركت 
و از جنس تيتانيوم خالص و فاقد هرگونه عمليات سطحي بودند 

  .و به صورت سه گروه ده تايي وارد مطالعه شدند
نمونه ها به منظور انجام آزمايشات به سه گروه نمونه اسيد اچ، 

مونه تيتانيوم خالص، گروه بندي نمونه سندبلاست شده و ن
شدند و همچنين با توجه به مطالعات مشابه، از لاتكس به 
عنوان گروه كنترل مثبت و از محيط كشت به عنوان گروه 

  )6(كنترل منفي استفاده شد
علت انتخاب اين دو گروه علاوه بر گروه هاي مورد آزمايش، 
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روي امكان بررسي و مقايسه صحيح آزمون كشت سلولي بر 
  .گروه هاي مختلف آلياژي مي باشد

  :آماده سازي نمونه هاي مورد استفاده
  :نمونه اسيد اچ شده -1

 بـوده، كـه     Krollدر اين نمونه نوع اسيد به كار رفته، محلـول           
ايــن محلــول شــامل آب مقطــر، اســيد نيتريــك و اســيد       

 .هيدروفلوريك مي باشد

يل شده و    درصد وزني اين محلول از آب تشك       90غالبا بيشتر از    
  . درصد، از اسيدهاي ذكر شده مي باشد10تنها كمتر از 

مدت زمان در معرض قرار گيري اسيد با نمونه براي اين نمونـه             
ها فوق العاده حائز اهميت است، چرا كه با افـزايش ايـن مـدت               
خلل و فرج سطحي افزايش يافته و ساختار مورفولوژيكي سـطح           

  .دآلياژ را تحت تاثير خود قرار مي ده
 15در اين نمونه ها مدت در معرض قرارگيري نمونه ها با اسيد             

  .)7(ثانيه بود
  :نمونه سندبلاست شده -2

ذرات مورد استفاده براي سندبلاسـت در ايـن آليـاژ، آلومينيـوم          
 . ميكرون بود3اكسايد با قطر متوسط 

نحوه انجام سندبلاست به صورت دمش خودكار با فـشار معـين            
 دور در دقيقـه در محوطـه        1 ها با سرعت     بوده و از طرفي نمونه    

  .سندبلاست مورد چرخش قرار مي گرفتند
  :نمونه تيتانيوم خالص تجاري -3

 Cp-Titanium) Commercialاين نمونه كه اصطلاحا به آن 

Pure Titanium ( گفته مي شود فاقد هر گونه عمليات سطحي
از  ميليمتـر    5/1بوده و به صورت خالص به شكل وايرهايي به قطر           

 . گرديد آمريكا خريداريBiohorizonشركت 

  ميكروسكوپ الكترونيتهيه عكسهاي 
  :SEM ها جهت آماده سازي نمونه

در مرحله اول چون هدف ديدن سطح نمونـه بـود و نمونـه              
هاي ما نيز فلزي بودند، نيازي به آماده سازي سطحي نداشـتيم            

لولي، وليكن در مرحله دوم اين مطالعه، پس از فرآيند تثبيت س          

براي مشاهده سلولها روي سطح نياز به پوشش دهي بود كه اين     
 Physical)پوشــش بــه روش رســوب دهــي فيزيكــي بخــار 

Vapor Deposition) ايـن روش جهـت   . )6( صورت پـذيرفت
. بررسي چسبندگي سلولي به سطوح مورد استفاده قـرار گرفـت          

و كـشيده نـشانه      دوكـي    سلول هاي فيبروبلاست با مورفولـوژي     
ول هاي زنده با چسبندگي بيشتر و سلول هاي كروي نـشانه            سل

در ) imagej(نـرم افـزار     . سلول هاي با چسبندگي كمتـر بـود       
  . )5(بررسي كيفي يافته ها مورد استفاده قرار گرفت

، نمونـه هـا     SEMپس از انتقال نمونه ها به محل انجام آزمون          
ند توسط چسب روي پايه تثبيت شده و داخل محفظه قرار گرفت

و پس از آن داخل محفظه خلا ايجاد شده و عكس هـاي مـورد               
  .نظر تهيه شد

  اتوكلاو كردن نمونه ها
 بـه دليـل احتمـال وجـود         SEMپس از تهيه عكس هـاي       

آلودگي سطحي بر روي نمونه ها از اتوكلاو براي استريل كـردن            
نمونه هاي ما در اين مطالعه با استفاده از         . نمونه ها استفاده شد   

 15 درجـه سـانتيگراد و فـشار     121 تحت دمـاي     AD7 دستگاه
  . دقيقه تحت اتوكلاو قرار گرفتند20پوند و به مدت 

  آزمايش زيست سازگاري
 Direct(ما در اين مطالعه از روش تماس مستقيم نمونـه  

Contact(           ،استفاده كرديم كه روش كار به اين صورت بود كه ،
يوم خـالص و  نمونه هاي سندبلاست شده، اسـيداچ شـده، تيتـان     

كنترل منفي و كنترل مثبت هـر كـدام در يـك محـيط كـشت              
و . هـا قـرار داده شـدند        جداگانه و در تماس مـستقيم بـا سـلول         

در محيطـي   ) 37 ±1( روز و در دماي      1سپس به مدت حداقل     
پــس از آن نمونــه هــا . مرطــوب در انكوبــاتور قــرار داده شــدند

پس با استفاده از    ها تثبيت مي شوند، و س       برداشته شده و سلول   
هـاي    ارزيابي هـاي ميكروسـكوپي، مورفولـوژي و تعـداد سـلول           
  )9،8(. چسبيده به سطح، زيست سازگاري ماده بررسي مي شود

 Mouse)در اين آزمـايش از سـلول هـاي فيبروبلاسـت مـوش      

C34/connective tissue-L929)  تهيه شده از بانك سلولي 
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 ابتدا سـلول هـا بـه صـورت          .انستيتو پاستور ايران استفاده گرديد    
 واحــد پنــي 50 داراي RPMI-1640انبــوه در محــيط كــشت 

 ميكرو گرم استرپتومايـسين در ميلـي ليتـر محـيط            50سيلين و   
سرم جنين گوساله در فلاسك كـشت       % 10كشت تكميل شده با     

گـاز كربنيـك بـا      % 5 درجـه سـانتيگراد و       37در انكوباتور دمـاي     
تشكيل ( روز   4 الي   3از مدت   بعد  . كشت داده شدند  % 85رطوبت  

%) 25/0( تريپـسين    EDTAسلول ها بوسيله آنزيم     ) لايه سلولي 
از سطح فلاسك كنده شدند و بـصورت سوسپانـسيون بـا غلظـت           

  .)10( سلول در ميلي ليتر تهيه شدند1 × 105

 :سلول تثبيت

 بـه   ) Glutaraldehyde(در اين مطالعـه از گلوتارآلدئيـد        
  . شد استفادهفيكساتيوعنوان 

گلوتارآلدئيد باعث ايجاد پيوندهاي متقاطع با پروتئين هـا، چربـي         
ها،كربوهيدراتها واسيدهاي نوكلئيك مي شود كه اين امـر منجـر           
  .به ايجاد يك شبكه شده وهمه چيزدرجاي خود فيكس مي شوند

) Glutaraldehyde(از گلوتارآلدئيـد   استفاده با سلول تثبيت
  . شد دماي محيط انجامساعت در  24 مدت به ودرصد 25
 شستـشو   PBSمحلـول    مرحله در3نمونه ها   تثبيت، از پس

 غلظـت  در هـا  نمونـه  بعد آبگيري به مرحله اين از .شدند داده

 دقيقه 3ترتيب به مدت  به. (شد الكل انجام يابنده افزايش هاي
 دقيقه در الكل 3 و در نهايت نيز 80، 70 ،60 ،50الكل هاي  در

  )11( ). درصد100

 :آزمون سميت سلولي

ــست  -MTT) -4,5(-3Dimethylthiazol-)yl-2تـــ

di-2,5phenyltetrazolium bromide    روشـي اسـت كـه 
مي توان به وسيله آن ميزان سلولهاي زنده و نحوه تكثير و ازديـاد     
سلولي را در اثر در معرض قرارگيري سلول با عوامل خارجي مورد            

 در حال حاضـر بـه       tetrazoliumكاهش نمك   . ارزيابي قرار داد  
طور گسترده به عنوان يك راه قابل اعتماد براي بررسي گـسترش            

 فعاليـت آنـزيم     MTTتـست   . و تكثير سلولي پذيرفته شده است     
  )12(.دهيدروژناز سلول را اندازه گيري مي كند

مراحل آماده كردن نمونه ها جهت انجام آزمـون سـميت           
  :سلولي

آزمايش، مراحل تميـز    پس از انجام مراحل پرداخت، قبل از        
  : كردن نمونه هاي آلياژ به شرح زير صورت گرفت

و گذاشـتن   ) =4/7pH(قرار گرفتن در فـسفات بافرسـالين         -1
بـه  )  سـاخت انگلـستان    Decon( داخل دستگاه اولتراسـونيك     

  .   دقيقه30مدت 
  . شستشو با آب مقطر -2
و گذاشتن داخـل دسـتگاه      % 70قرار گرفتن در الكل اتانول       -3

  ).  دقيقه5(يك اولتراسون
  . شستشو با آب مقطر -4
قرار گرفتن در استون و گذاشتن در دسـتگاه اولتراسـونيك            -5
  ).  دقيقه10(
  . شستشو با آب مقطر و خشك كردن آن -6
قرار دادن مجدد در استون و بردن در دستگاه اولتراسـونيك            -7
  ).  دقيقه10(
 شركت  BSC-126مدل  (ها به زير هود لامينار        بردن نمونه  -8

  شتسـشو بـا آب مقطـر اسـتريل و خـشك              ،) ايران   -بعثت قم   
  . كردن آنها

 :MTT انجام آزمون

 24پس از  آماده سازي، نمونه هاي مورد آزمايش به پليـت             
ــه حــاوي  ــا چاهــك ســلولي  24خان ــه ي  Nuncســاخت ( خان

 محـيط كـشت    cc 5/0 منتقل شدند و به هر چاهـك          )دانمارك
RPMI-1640)   شركتGibco،ديداضافه گر)  آمريكا.  

سپس درب آن را محكم بسته و درون فويل آلومينيوم پيچيـده            
. منتقـل گرديـد  )  ايتاليـا -  Shaker) HANAو بـه دسـتگاه   

 درجه در اين دستگاه تحـت       37 روز در دماي     5نمونه ها بمدت    
لرزش قرار گرفتند با اين كار آزاد سازي بيـشتر عناصـر ازآليـاژ              

  .صورت گرفت
كه از انيستيتو پاسـتور     ) L -929(سلولهاي فيبروبلاست موش    

)  دانمارك – Nunc(  خانه   96ايران تهيه شده بودند، در ظرف       
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 ميكروليتر  200 سلول در    1000قرار داده شدند به گونه اي كه        
. قـرار داده شـد  ) چاهـك سـلولي  (محيط كشت داخل هر خانـه     

قـرار  )  انگلـستان  – LEEC(  ساعت داخل انكوباتور     24سپس  
 ـ      ويژگـي  . (ه كـف چاهـك سـلولي بچـسبند        گرفت تـا سـلولها ب

ســلولهاي فيبروبلاســت آن اســت كــه داراي اســتطاله هــايي از 
). اطراف هستند كه به كمك آن به جـداره ظـرف مـي چـسبند              

 سـاعت محـيط كـشت بـه وسـيله سـمپلر             24پس از گذشـت       
 خانه آسپيره گرديـد     96از چاهكهاي   )  فرانسه Gilsonساخت  (

 خانـه   24ده كـه در ظـرف       و محيط كشت حاوي عناصر آزاد ش      
ــه ظــرف   ــد ب ــده بودن ــه گردي ــلولهاي  96تهي ــه حــاوي س  خان

 ميكروليتر محيط كشت حاوي عناصر      200فيبروبلاست با رقت    
 ســاعت در مجــاورت 48آزاد شــده، افــزوده شــده و بــه مــدت 

پس از گذشت   . سلولهاي فيبروبلاست داخل انكوباتور قرار گرفت     
 20ور خــارج گرديــده و  خانــه از انكوبــات96زمــان لازم، ظــرف 
  :به شرح ذيل)  Milliporeشركت  (MTTميكروليتر محلول 

 ميلــي ليتــر فــسفات بــافر ســالين 1 در MTT ميلــي گــرم 5
Merck      از آن جا كـه محلـول       .  آلمان به هر چاهك افزوده شد

MTT          خانـه توسـط فويـل       96 به نور حـساس هـست، ظـرف 
.  قـرار گرفـت     ساعت 4 الي   3پوشانده شد وداخل انكوباتور بمدت      

 خانه از انكوباتور خارج گرديـده و هـر يـك از      96 ظرف   ،پس ازآن 
 ميكروليتـر   200آسـپيره گرديـد و      ) چاهك هاي سلولي  (خانه ها   

DMSO) دي متيــل سولفوكــسايد (] Sigma ــا  25  همــراه ب
  ] Nacl) 5/10 = pH  ( ] SIGMAميكروليتر بافر گلايـسين  

ر يك از خانـه هـا اضـافه         جهت حل كردن بلورهاي فرومازان به ه      
 دقيقه تحت لـرزش قـرار گرفـت و نهايتـاً در             5 الي   3سپس  . شد

 ] آمريكـا  – Microplate reader]   STATEAXدسـتگاه  
.  شـد ها اندازه گيري  نانومتر ميزان جذب نمونه  570در طول موج    

  .)12(شدت جذب نور، نسبت مستقيم با تعداد سلولهاي زنده دارد
 Opticalو حل شدن آن و اندازه گيري   تجزيه توليد فورامازان با

Density(O.D)محلول حاصل،  به صورت كمي بررسي شد .  
ها در گروههـاي مـورد        محاسبات آماري جهت مقايسه بين داده     

 از طريـق آزمـون      SPSSاي    افـزاري رايانـه     بررسي در برنامه نرم   

ANOVA و Tukey 05/0 انجــام شــد و مقــاديرP از نظــر 
  .دار در نظر گرفته شد آماري معني

  :يافته ها
 ديـده   1 و نمـودار     1-8نتايج مطالعه به صورت شكل هـاي        

  .مي شود

 تيتانيوم خالصنمونه سندبلاست نمونه اسيداچ

.  مورد آزمايش پس از آماده سازي سطحيهاي  نمونه واير -1شكل 
 x 1000بزرگنمايي ) SEM(ميكروسكوپ الكتروني 

  

 ديده مي شود نمونه تيتانيوم خالص داراي        1 همانطور كه در شكل   
سطحي صاف و صيقلي و نمونه اسـيد اچ شـده داراي سـطحي بـا                
تخلخلهاي ناهمگن و عمق زياد و نمونـه سندبلاسـت شـده داراي             

  .  سطحي با خلل و فرجهاي همگن و كم عمق مي باشد

  نتايج حاصل از آزمايشات زيست سازگاري
 ساعت در   48 و   24پس از   نتايج آزمايشات زيست سازگاري     

 ديـده مـي     2-5اصلي و گروه كنتـرل در شـكل هـاي            سه گروه 
شوند لازم به ذكر است خطوط  سياه مورب وسط شـكل نـشان              
دهنده نمونه ها مي باشند كه به دليل عدم امكان عبـور نـور از               

  .آنها در زير ميكروسكوپ نوري به اين شكل مشاهده مي شوند

  :نمونه سند بلاست شده

  
  ساعت48  ساعت24

  ساعت 48 ساعت و 24  نمونه سند بلاست شده پس از - 2شكل 
  x 200بزرگنمايي ) Nikon TE 100(ميكروسكوپ 
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 مشهود اسـت، سـلول هـاي موجـود در           2همانطور كه در شكل     
اطراف نمونه، حاكي از اين امر مي باشد كه نمونه سـند بلاسـت    

ي مناســبي  ســاعت، از زيــست ســازگار48 و 24شــده پــس از 
برخوردار مي باشد و سلولها به خوبي در اطراف نمونه رشد كرده 

با افزايش زمان نيز هيچگونه تغييري در روند رشـد سـلولي            . اند
  .در مقايسه با نمونه كنترل منفي ديده نمي شود

  :نمونه اسيداچ

  ساعت48  ساعت24

 ساعت 48 ساعت و 24نمونه اسيد اچ شده پس از  -3شكل 
  x 200بزرگنمايي ) Nikon TE 100(روسكوپ ميك

  
تعداد و مورفولوژي سلول هاي موجود در اطراف نمونه اسـيداچ           

 24نيز حاكي از اين امر مي باشد كه نمونه اسيداچ شده پس از              
  . ساعت از زيست سازگاري مناسبي برخوردار مي باشد48و 

 مـشاهده مـي شـود، رشـد سـلولي در            3همانطور كه در تصوير     
ف نمونه اسيداچ شده نيز همانند نمونـه سندبلاسـت شـده،       اطرا

  .مناسب و قابل قبول مي باشد

  :نمونه تيتانيوم خالص تجاري

 
  ساعت48  ساعت24

 ساعت 48 ساعت و 24  نمونه تيتانيوم خالص پس از - 4شكل 
  x 200بزرگنمايي ) Nikon TE 100(ميكروسكوپ 

  

داد زيادي سلول بر     همانطور كه مشاهده مي شود تع      4در شكل   
  .روي فصل مشترك بين محيط كشت و فلز قرار دارند

  :گروههاي كنترل

  گروه كنترل منفي 
 )محيط كشت(

گروه كنترل مثبت 
 )لاتكس(

 ساعت 48 ساعت و 24 گروه هاي كنترل پس از -5شكل 
  x 200بزرگنمايي ) Nikon TE 100(ميكروسكوپ 

  
 معياري جهت مقايسه ميزان     در اين آزمون براي اين كه بتوانيم      

زيست سازگاري نمونه ها داشـته باشـيم از محـيط كـشت كـه               
نشانگر رشد كامل سلول مي باشد، به عنوان گروه كنترل منفي           
و از لاتكس كه يك ماده سمي است و باعث مرگ سلول ها مي              

  .شود، به عنوان گروه كنترل مثبت استفاده شد
يي كـه لاتكـس پليمـري       طي بررسي در مطالعات قبلي، از آنجا      

مي باشد كه سلول روي آن رشد نمي كند،از اين ماده به عنوان             
  )13(. نمونه كنترل مثبت استفاده كرديم

در عكس گرفته شده از محيط كشت، مي توان بـه مورفولـوژي             
  . موشي  پي بردL -929سلول فيبروبلاست 

اين سلولها دوكي شكل و وابسته به سطح مي باشند و با تـراكم              
نسبتا يكنواختي روي سطح رشد كرده اند و هيچگونه گرانـولي            

در نمونـه لاتكـس، هيچگونـه       . روي سطح مـشاهده نمـي شـود       
  ) 5شكل  (.سلولي روي سطح رشد نكرده است

  :SEMعكسهاي 
براي مقايسه بهتر از سطوح در معرض قرار گرفتـه شـده بـا              

  .محيط كشت از ميكروسكوپ الكتروني استفاده شد
 حالت برگشتي در اين نمونه ها نفوذ بيشتر به داخل           علت انتخاب 
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سطوح نمونه هاي فلزي بوده و با توجه به آلودگي هاي بـه وجـود    
آمده در نمونه پس از در معرض قرارگيري با محـيط كـشت ايـن               

  .حالت بهينه ترين حالت جهت ايجاد تصاوير مي باشد
جـام  ضمنا ذكر اين نكته حائز اهميت است كه نمونـه هـا جهـت ان     

آزمون ميكروسكوپ الكتروني قبـل از مرحلـه كـشت سـلول هـيچ          
مرحله آماده سازي را نپذيرفته و پوشش دهي نشده اند و همچنين 
جهت انجام آزمون ميكروسكوپ الكتروني بعـد از مرحلـه كـشت و             

  . انجام شدPVDتثبيت سلول، پوشش دهي به روش 
ود بـر    از لحاظ تعداد سلول موج ـ     SEMدر بررسي تمام تصاوير     

روي فصل مشترك آلياژ و محيط كشت، مشاهده شد كه تعـداد         
بيشترين سلول چسبيده شده به سطح آلياژ بر روي نمونه هـاي       

  .سند بلاست شده موجود بود

حاصـل از   ) ميكروسكوپ الكتروني روبشي   (SEMنتايج  
  :آزمايشات تثبيت سلولي

 نمونه اسيد اچ شده

 1000بزرگنمايي  500بزرگنمايي  200بزرگنمايي 

    نمونه اسيد اچ شده پس از تثبيت سلول- 6شكل 
  

 مشاهده مي شود يك مونولاير روي سطح        6همانطور كه در شكل     
  .تشكيل شده است و سلولها به داخل حفرات رشد نكرده اند

  نمونه سندبلاست شده

 1000بزرگنمايي  500بزرگنمايي  200بزرگنمايي 

  ست شده پس از تثبيت سلول  نمونه سندبلا- 7شكل 
  

ــه  ــه    SEMمطالع ــاورت نمون ــلولها در مج ــه س ــشان داد ك  ن
سندبلاست شده چسبندگي بيشتري نسبت به نمونـه اسـيد اچ           

سلولها در مجاورت   . شده و نمونه تيتانيوم خالص تجاري داشتند      
نمونه سندبلاست شده بيشتر كشيده بودنـد و تعـداد سـلولهاي            

رفولوژي كروي بالاتر بود، درصورتي     دوكي بطور معنا داري از مو     
كه سلولها در مجاورت نمونه اسيد اچ شده از پراكندگي كمتري           

  .برخوردار بودند

  نمونه تيتانيوم خالص

 1000بزرگنمايي  500بزرگنمايي  200بزرگنمايي 

    نمونه تيتانيوم خالص پس از تثبيت سلول-8شكل 
  

، مشخص گرديـد كـه       سطح تيتانيوم خالص تجاري    8در تصوير   
رشد و تمايز سلولي روي اين سطح، به صـورت غيـر يكنواخـت              

  .انجام شده است

 :MTT نتايج آزمون

ميزان جذب نور در اين آزمـون نـسبت مـستقيم بـا تعـداد               
نتايج ميـزان جـذب نـور در گـروه تيتـانيوم            .سلولهاي زنده دارد  

ــالص  ــيد اچ 16/1 ±17/0خ ــروه اس  و در 95/0 ±23/0 و در گ
  63/1  ± 32/0 و گـروه كنتـرل       28/1 ±58/0 سندبلاست   گروه

 ANOVAبود كه حاكي از آن بـود كـه بـا توجـه بـه آزمـون                  
 وه از لحاظ آماري معنا دار شده اسـت كـه          راختلاف بين چهار گ   

اين تفـاوت در بـين دو گـروه سندبلاسـت و اسـيد اچ، معنـادار               
  )P > 05/0(مشاهده گرديده است 

ترتيب نمونـه سندبلاسـت شـده، نمونـه     بعد از نمونه كنترل، به      
تيتانيوم خالص تجاري و نمونه اسـيداچ شـده بيـشترين ميـزان             
جذب نور را از خود نشان داده اند يعنـي بـه ترتيـب بيـشترين                
سلول فيبروبلاست زنده در اين گـروه هـا قـرار داشـته اسـت و                
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اختلاف معني داري بين گروه سندبلاست شده با گروه اسيد اچ           
   )P > 05/0 (ديده شد 

  
   به تفكيك گروه هاي مورد بررسيMTT نتايج آزمون - 1نمودار 

  

  :بحث
اخيرا مطالعات بسياري انجام شده است كه گـزارش مـي كنـد،             
توپوگرافي سطح، زبـري سـطح، قابليـت ترشـوندگي و تركيـب             
شيميايي، ممكن است در جذب پروتئين روي سطح تيتـانيوم و           

فتار سلولي روي سطح تاثيرگذار باشد، اگر چه مكانيزم چگونـه   ر
تاثيرگذاري آنها روي سلول هنوز به صورت كامل شناخته نشده          

  )14(. است

در  كـشت سـلولي نـشان داد كـه     ،با توجه به نتايج اين مطالعـه      
نمونه هايي كه سندبلاست  شده بودنـد، اولاٌ تـراكم سـلولها در              

 در فـصل مشتركـشان بـا محـيط          اطراف اين نمونه ها خـصوصاٌ     
سلولي خيلي بيشتر بود كه اين خود نشان دهنده اين مي باشد            
كه در مقايسه با سطحي كه اسيداچ شده بود، نمونه هاي داراي            
تخلخل بيشتر، تعداد سلولهاي زنده شـان بيـشتر بـوده اسـت و              
همچنين مي توان اين گونه نتيجه گرفت كه، اولا سـطح نمونـه             

 داراي زيست سازگاري مناسبي اسـت و ديگـر          سندبلاست شده 
اينكه، هيچگونه مواد يا يونهـاي آزاد شـده از بالـك مـاده داراي               
سميتي نبوده است، زيرا در غير ايـن صـورت، رشـد سـلولي در               

  )15(.محيط كشت اتفاق نمي افتاد

و همكاران نيز به اين Onuki طي مطالعه صورت گرفته توسط 

ه بـه تـشكيل لايـه اكـسيد روي     مطلب دست يافتند كه با توج ـ   
  )16(. سطح تيتانيوم، سميتي در آن ديده نشده است

دليل اسيداچ كردن نمونه، بالا بردن كشش سطحي بـوده اسـت      
 مي توان انتظار داشـت      ،كه با توجه به بالا رفتن كشش سطحي       

كه زاويـه تـر شـوندگي افـزايش يابـد كـه بـا ايـن امـر تمايـل                     
 مي يابد و ليكن دليل عدم       چسبندگي سلول روي سطح افزايش    

رشد مناسب سلول روي سطوح اسيداچ را مي توان به عمق زياد 
  .)14(دانست مربوط حفرات ايجاد شده روي سطح نمونه 

از طرفي چون نمونه هاي مورد استفاده در ايـن مطالعـه فلـزي              
بوده انـد، امكـان مـشاهده سـطح نمونـه توسـط ميكروسـكوپ               

شـده در عكـسها نـشان دهنـده         اينورت نبود و سياهي مشاهده      
نمونه مي باشد و به همين علت سـلولها را روي سـطح تثبيـت                

  .كرديم و توسط ميكروسكوپ الكتروني مورد ارزيابي قرار داديم
نه هاي سندبلاست شده زبري بيـشتري       وبا توجه به اينكه در نم     

ايجاد شده بود مشخص شد كه زبري سـطح تـاثير بيـشتري در              
 سلولي، زيـست سـازگاري و همچنـين         چسبندگي سلولي، رشد  

تراكم بيشتري از تجمع سلولي را در فصل مـشترك مـي توانـد              
  .داشته باشد

پس مي توان از اين مطالعه اين طور نتيجه گرفت كه ايمپلنـت             
تخلخل سطحي مناسب برخوردار باشند  ها در درجه اول بايد از

 مد  تا اينكه نسبتاٌ در كشش سطحي پايين تر يا تر شوندگيشان          
  .نظر قرار گيرد

تفاوت قابل ملاحظه اي از تعداد سلولها در محـيط كـشت بـين              
نمونه هاي تيتانيوم خالص تجاري، تيتانيوم سندبلاست شـده و          
اسيداچ شده دريافت نشد، وليكن در فصل مشترك بين محـيط           
كشت سلولي و فلز تفاوت قابل ملاحظه اي بود به طوري كه در             

ها خيلي راحت تـر متـراكم شـده و          نمونه سندبلاست شده سلول   
  .روي سطح چسبيده بودند

اين امر نشان دهنده اين مي باشد كه اگـر چـه در تمـامي ايـن                 
نمونه ها، فيلم نازكي از اكسيد تيتانيوم روي سطح تشكيل مـي            
شود، ولي روند تشكيل اين لايه وابسته به زير ساختي مي باشد            

ب باشد طبيعتاٌ لايـه     كه اگر اين زير ساختار داراي تخلخل مناس       

تيتانيوم خالص نمونه اسيد اچ شدهنمونه سندبلاست شدهنمونه گروه کنترل
تجاری گروه ها
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اكسيد بوجود آمده روي آن نيز داراي تخلخـل مناسـب خواهـد             
بــود و آن تخلخــل مناســب مــي توانــد باعــث بهبــود عملكــرد  

  .چسبندگي سلول شود
 در مجاورت نمونـه سندبلاسـت       L -929سلولهاي فيبروبلاست   

شده بيشتر كشيده بودند و تعداد سـلولهاي دوكـي بطـور معنـا              
 بود، درصورتي كـه سـلولها در        بيشتروژي كروي   داري از مورفول  

مجاورت نمونه اسيد اچ شـده از پراكنـدگي كمتـري برخـوردار             
بودند كه اين امر نـشان دهنـده چـسبندگي بهتـر سـلول روي               

  .)6(سطح سندبلاست شده مي باشد 
اين بود كـه،   مطالعه اين فيبروبلاست در دليل استفاده از سلول

 مهمتـرين  همبندي اكثر نسوج رميمت پروسه در سلول اين اولاً

 بـه  ثانيـاً  .باشد مي فعال بسيار نظر متابوليك از و دارد را نقش

 اينكه ثالثاً  دارند و  حضور همبندي هاي بافت فراوان در ميزان

از  و بـوده  توليـد  قابـل  سـلولي  كـشت  هـاي  نظـر تكنيـك   از
  باشندمي برخوردار لازم خصوصيات

.  

 :نتيجه گيري

 شـده بهتـرين سـطح را از نظـر چـسبندگي             سطوح سندبلاست 
 و همچنـين كمتـرين سـميت        L -929سلولهاي فيبروبلاسـت    

  .دادندسلولي را در مقايسه با ساير نمونه ها، از خود نشان 
آلياژهاي پايه تيتانيوم، آلياژهاي زيست سـازگاري مـي باشـند،           
ليكن با توجه به عملياتي سطحي مناسب اتصال سلولي بهتـري           

  .شودرقرار ميها بدر آن
هر كدام از روشهاي اصلاح سطح استفاده شده در ايـن مطالعـه              
روي زيست سازگاري سطح تاثير داشتند، وليكن اثر سندبلاست         

 2-5بـين  (در صورتي كه سطح منظم و همگني از خلل و فـرج           
و چـسبندگي   بـه وجـود آيـد مـي توانـد رونـد رشـد       ) ميكرون

بخشد و همچنين نتايج  را بهبود  L-929سلولهاي فيبروبلاست
حاصل از آزمون سميت سلولي به ما نشان داد كه سطوح آليـاژ             
- سندبلاست شده، كمترين ميزان سميت را نسبت به ساير گروه

  .ها از خود نشان مي دهد
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