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چكيده
شیشههای زیستفعال به دلیل توانایی تحریک رشد استخوان، زیستسازگاری و اتصال مستحکم با بافت جایگزینی مناسب برای بازسازی نقصها و عیوب استخوانی میباشند. هدف از این پژوهش سنتز، مشخصه‌یابی و بررسی زیست‌فعالی برون‌تنی شیشه زیستفعال سه جزئی S77 با ترکیب شیمیایی P2O54-CaO16SiO2-80 (درصد مولی) است. با توجه به نتایج، پیک‌های مشخصه هیدروکسی‌آپاتایت توسط آزمون پراش پرتو ایکس (XRD) و باندهای P-O و C-O توسط آزمون طیف‌سنجی تبدیل فوریه فروسرخ (FTIR) پس از 14 روز غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن مشاهده گردید. همچنین با توجه به تصاویر میکروسکوپ الکترونی (SEM)، بلورهای میکروهیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه مذکور پس از 14 روز غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن مشاهده و ریزساختار کروی بلورهای میکروهیدروکسی‌آپاتایت تایید گردید. علاوه بر این نتایج حاصل از آزمون سمیت سلولی (MTT) حاکی از رشد و تکثیر سلول‌های استخوان‌ساز MC3T3-E1 در کنار عدم سمیت سلولی بود. ضمن اینکه با توجه به نتایج آزمون ضدباکتریایی مبنی بر کاهش تعداد کلونی‌های تشکیل‌شده در حضور شیشه زیست‌فعال S77، شیشه مذکور فعالیت ضدباکتریایی مطلوبی داشته است. 
کليدواژهها: شیشه زیست‌فعال، S77، فرآیند سل-ژل، هیدروکسی‌آپاتایت، ریزساختار.
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Abstract
Bioactive glass is a suitable replacement for host tissue due to its ability to stimulate bone growth, biocompatibility and strong connection for the reconstruction of defects and bone defects. The aim of this research is synthesis, characterization and in vitro bioactivity investigation of three-component bioactive glass 77 S with the chemical composition 80SiO2-16CaO-4P2O5 (mol.%). According to the results, Characteristic peaks of hydroxyapatite by X-ray diffraction (XRD) and P-O and C-O bands by Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy were observed after 14 days of immersion in the simulated body solution (SBF). Also according to Electron Microscope (SEM) images, micro-hydroxyapatite crystals formed on the surface of mentioned 77S bioactive glass after 14 days Immersion in simulated body solution and spherical shape of micro-hydroxyapatite crystals was confirmed. In addition, according to the obtained results from the cytotoxicity test (MTT), the growth and proliferation of MC3T3-E1 cells, with no cell cytotoxic were observed. Moreover, according to the results of the antibacterial test, reducing the number of bacterial colonies in presence of 77 S bioactive glass, confirmed its antibacterial activity.
 Keywords: Bioactive glass, 77S, Sol-gel process, Hydroxyapatite, Microstructure.
[image: ]        مجموعه مقالات سومین همايش ملی میکرو/نانو فناوری
        29 تیر 1401،  دانشگاه بینالمللی امام خمینی، قزوین، ایران
[image: ]        مجموعه مقالات سومین همايش ملی میکرو/نانو فناوری
        29 تیر 1401،  دانشگاه بینالمللی امام خمینی، قزوین، ایران


1



3
	
	
	



مقدمه
امروزه ضایعات استخوانی به دلایل مختلفی نظیر افزایش سن، بیماریهایی مانند پوکی استخوان، عفونتها و حوادث اتفاق میافتند. از طرفی استخوان بافتی با قابلیت ترميم[footnoteRef:1] بالا است، که این قابلیت با محدودیتهایی نيز همراه می‌باشد. ميزان آسيب‌پذیری بالای استخوان در سوانح مختلف موجب شده است، که تحقيقات گستردهای در زمينه مهندسی‌بافت[footnoteRef:2] استخوان صورت پذیرد و نتیجه این تحقیقات منجر به پی‌بردن به استفاده از مواد زیستی گردید ]1[. یکی از مهمترین مواد زیستی، سرامیکهای زیستی است که امروزه كاربردهای زیادی در بازسازي استخوان[footnoteRef:3] پيدا كرده است. شيشه زيستفعال[footnoteRef:4] يكي از انواع سرامیکهای زیستی ميباشد كه قادر به اتصال با بافت زنده است و زمانيكه در تماس با مايع زیستی قرار می‌گیرد، ساختار هیدروکسیآپاتايت را در سطح خود تشكيل ميدهد ]2[. شیشههای زیستفعال گروهی از شیشههای واکنشپذیر سطحی هستند، که با قرارگیری در محیطهای زیستی موجب رهایش یونها میشوند. این مواد توانایی انجام واکنش سطحی در حضور مایع زیستی بدن را دارند، تا لایه هیدروکسیآپاتایت را که دارای ترکیب و ساختار نزدیک به استخوان است، تشکیل دهند ]3[. [1: 1 Repair ]  [2:  Bone regeneration]  [3:  Bone regeneration]  [4:  Bioactive glass (BG)] 

در اوايل سال 1970 شیشه زيستفعال از طريق ذوب اکسید ترکیباتي بر پایه سیلیکات حاوي سیلیسیم، کلسیم، فسفات و سديم سنتز گردید. اما بعدها سنتز ترکیبات سادهتر نظیر SiO2-P2O5-CaO از طريق آزمايشهاي برونتني با روش سُل-ژل انجام گردید ]4[. شیشه‌های سیلیکاتی از شبکه سه‌بعدی متشکل از  SiO2که در آن سیلیسیم با چهار اتم اکسیژن ارتباط دارد تشکیل شده‌اند. در واقع شیشه‌های زیست‌فعال از مواد معدنی که به‌طور طبیعی در بدن وجود دارند مانند SiO2، Ca،Na2O  و P تشکیل شده‌اند و در میان انواع شیشه‌های زیستی کاربرد رایج‌تری دارند. نکته جالب تشابه نسبت‌های مولکولی اکسیدهای کلسیم و فسفر در این شیشه‌ها با استخوان طبیعی است. این شیشه‌ها ساختار استخوان را تقلید کرده و رشد دوباره استخوان را تحریک می‌کنند و به علت زیست‌سازگاری[footnoteRef:5] یاد و توانایی استخوان‌سازی، شیشه‌های زیست‌فعال نامگذاری شده‌اند. همچنین، این شیشه‌ها، دارای سرعت تخریب کنترل‌شده‌ای نزدیک به سرعت تشکیل استخوان جدید هستند ]5[. سنتز شیشه‌های زیست‌فعال به دو روش ذوبی و سل-ژل انجام می‌گیرد که روش سل-ژل دارای مزایایی نظیر برخورداری از دمای پایین ( oc700-600)، میزان خلوص بالا و در نتیجه زیستفعالی بالاتر شیشه که این امر ناشی از دمای پایین فرآیند، افزایش میزان سیلیسیم و کم شدن مقدار عناصر قلیایی میباشد، هزينه اولیه کم، امكان طراحي، کنترل ترکیب شیمیايي محصول، یکنواختی و یکپارچگی بالای فرآیند، امکان گستردگی بیشتر ترکیب با حفظ خاصیت زیستفعالی، امکان  ایجاد تغییرات در ترکیب و یا ساختار و در نتیجه کنترل بهتر زیستفعالی نسبت سنتز به روش ذوبی است ]6[. [5:  Biocompatibility] 

هدف از انجام اين پژوهش، سنتز شيشه زيستفعال S77 به روش سُل- ژل به منظور بررسی خواص زیست‌فعالی برون‌تنی، مشخصه‌یابی هیدروکسیآپاتايت تشکیل‌شده بر روي سطح آن‌ها پس از قرارگيري در محلول شبيه‌سازی‌شدهبدن و بررسی فعالیت ضدباکتریایی شیشه‌های مذکور در مقابل باکتری مرسا می‌باشد. به همین منظور ارزیابی تشکیل یا عدم تشکیل لایه هیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 توسط پراش پرتو ایکس[footnoteRef:6] و تجزیه و تحلیل طیفسنجی تبدیل فوریه فروسرخ[footnoteRef:7] و نیز بررسی ریزساختار آن توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی[footnoteRef:8]، قبل و پس از 3، 7 و 14 روز غوطهوری در محلول شبیهسازیشدهبدن انجام گردید. سپس، تاثیر شيشههاي زيستفعال سنتزشده بر عملکرد سلولهای استخوان‌ساز MC3T3-E1 توسط آزمون سميت سلولي[footnoteRef:9]  و فعالیت فسفات قليايي و همچنین بررسی‌های ضدباکتریایی در مقابل باکتریهای استافیلوکوکوس اورئوس (مرسا)[footnoteRef:10] ارزیابی شد. [6:  X-ray diffraction (XRD)]  [7:  Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR)]  [8:  Scanning Electron Microscope (SEM)]  [9:  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay]  [10:  Staphylococcus aureus (MRSA)] 


مواد و روش‌ها
در پژوهش حاضر شیشه زیست‌فعال سه جزئی S77 با ترکیب شیمیایی P2O54-CaO16SiO2-80 به روش سل-ژل سنتز گردید. به همین منظور از پیش‌ماده‌های تترااتيل اورتوسيليكات[footnoteRef:11]، تری‌اتيل فسفات[footnoteRef:12]، کلسيم نيترات چهار آبه (Ca(NO3)2.4H2O)، اسيد‌ نیتريك (HNO3) و آب دو بار تقطیر[footnoteRef:13] استفاده گردید و برای غوطه‌وری شیشه زیست‌فعال S77 به منظور مشخصه‌یابی‌های زيستي در شرايط برونتني، انجام آزمون‌های سنجش سلولی و بررسی خواص ضدباکتریایی، محلول شبیه‌سازی‌شده بدن مطابق با دستورکار پیشنهادی کوکوبو[footnoteRef:14] تهیه گردید که ترکیب شیمایی آن در جدول 1 آورده شده است ]7[. [11:  Tetraethyl orthosilicate (TEOS): Si(OC2H5)3]  [12:  Triethyl phosphate (TEP): PO(C2H5)3]  [13:  Deionized water: (H2O)]  [14: 14 Kokubo] 

برای سنتز ابتدا آب مقطر، اسیدنیتریک 1/0 مولار و TEOS با یک همزن مغناطیسی، به مدت یک ساعت در دماي اتاق، مخلوط شد. سپس TEPو کلسیم نیترات 4 آبه به ترتیب و با فاصله زمانی 45 دقیقهاي، براي همگنسازي مناسب اضافه شدند. براي اطمینان از انجام کامل آبکافت، ترکیب نهایی به مدت یک ساعت دیگر، همزده شد. سپس سل بدست آمده درون محفظهاي از جنس تفلون، ریخته شد و پس از نگهداري به مدت 3 روز در دماي 37 درجه سانتیگراد، به مدت 24 ساعت در دماي 75 درجه سانتیگراد درون آون خشک شد و در نهایت ژل خشک‌شده به منظور حذف نیتراتها و دیگر باقیماندههاي آلی، به مدت 3 ساعت در کوره با دماي 700 درجه سانتیگراد، نگهداري شد. ژل خشک‌شده، پس از انتقال به دستگاه آسیاب گلولهاي از جنس زیرکونیا، به پودري با (با اندازه ذرات کمتر از 50 میکرومتر)، تبدیل شدند. در ادامه، پودرهاي بدست آمده توسط دستگاه پرس هیدرولیکی تحت فشار 9 مگاپاسکال به قرص‌هایی به ابعاد (mm 3×10)، تبدیل شدند.

جدول 1: ترکیب شیمیایی و مقادیر مورد نیاز ماده به منظور تهیه محلول شبیهسازیشده بدن برای انجام آزمونهای برونتنی ]7[
	نام ماده
	ترکیب شیمیایی
	مقدار مورد نیاز (گرم)

	سدیم کلرید
	NaCl
	996/7

	سدیم هیدروژن کربنات
	NaHCO3
	350/0

	پتاسیم کلرید
	KCl
	224/0

	پتاسیم هیدروژن فسفات سه آبه
	K2HPO4.3H2O
	228/0

	منیزیم کلرید شش آبه
	6H2O. MgCl2
	305/0

	اسیدکلریدریک
	HCl
	برای تنظیم pH

	کلسیم کلرید 
	CaCl2
	278/0

	سولفات سدیم
	Na2SO4
	071/0

	تریس یا هیدروکسی متیل آمینومتان
	(CH2OH)3CNH2
	057/0

	آب دو بار تقطیر
	H2O
	برای تنظیم حجم محلول تا 1000 میلی لیتر



شیشه زیست‌فعال S77 به منظور مشخصه‌یابی و سنجش زیست‌فعالی برون‌تنی در بازه‌های زمانی 3، 7 و 14 روز در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن غوطه‌ور شد. سپس مشخصه‌یابی و بررسی ساختار سطح شیشه زیست‌فعال مذکور توسط بررسی تفرق پرتو ایکس با استفاده از دستگاه مدل (XRD, INEL- Equinox- 3000) ساخت کشور فرانسه (طول موج انگستروم  1/54 = CuKα) و طیفسنجی تبدیل فوریه فروسرخ توسط دستگاه مدل (Nicolet Avatar, 600) در محــدوده 1-cm 4000-400 و با قدرت تفکیک 1-cm 8 انجام گردید. همچنین بررسي ريزساختار هیدروکسی‌آپاتایت تشکیل‌شده بر روی سطح شيشه زيستفعال سنتزشده به روش سل-ژل توسط دستگاه ميكروسكوپ الكتروني روبشي مدل (Philips XL30) ساخت كشور هلند با شتاب 20 كيلووات، مورد ارزيابي قرار گرفت. در ادامه به منظور بررسی و اندازهگیري قابلیت زیستی و تکثیر سلولهاي MC3T3-E1 کشت‌شده روي سطح شیشههاي زیستفعال براي 3، 7 و 14 روز انجام گردید و میـزان جـذب محلـول بنفش رنگ به دست آمده در طـول مـوج 570 نـانومتر، بـه وســیله دســتگاهELIZA Reader  اندازهگیری شد. در نهایت خواص ضدباکتریایی شیشه زیست‌فعال S77 در مقابل باکتری مرسا ارزیابی شد.

بحث بر روي نتايج
تحلیل طیف‌سنجی پراش پرتو ایکس
در شکل 1 نتایج پراش پرتو ایکس شیشه زیست‌فعال S77 قبل و بعد از 3، 7 و 14 روز غوطهوری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن نمایش داده شده است. با توجه به نتایج هیچ پیکی قبل از غوطهوری شیشه زیست‌فعال S77 در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن مشاهده نشده است که با توجه به گزارش‌های پیشین، نشان از عدم تشکیل هیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه‌های مذکور دارد. همچنین پس از 3، 7 و 14 روز غوطه‌وری شیشه مذکور در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن، پیک‌های مشخصه هیدروکسی‌آپاتایت در زوایای دوتتا 8/25 و 8/31 نمایان گردید که بیانگر تشکیل هیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه‌های مذکور است. علاوه بر این شدت این پیک‌ها با افزایش زمان غوطهوری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن، افزایش یافت که طبق پژوهش‌های پیشین بیانگر افزایش تشکیل هیدروکسی‌آپاتایت با افزایش زمان غوطه‌وری است ]8[.
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شكل 1: الگوی پراش پرتو ایکس شیشه زیست‌فعال S77 قبل و پس از 3، 7 و 14 روز غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن. 

تحلیل طیفسنجی تبدیل فوریه فروسرخ 
در شکل 2 نتایج طیفسنجی تبدیل فوریه فروسرخ شیشه زیست‌فعال S77 با ترکیب شیمیایی P2O54-CaO16SiO2-80  قبل و بعد از 3، 7 و 14 روز غوطهوری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن نمایش داده شده است. با توجه به شکل سه باند پهن در محدوده 1cm- 1100-450 مربوط به گروههای سیلانول Si–O–Si است که در این محدوده باند 1cm- 460 و 1056 مربوط به ارتعاش خمشی Si–O–Si و باند  1cm- 793 مربوط به ارتعاش کششی Si–O–Si میباشد. همچنین باند واقع در 1cm- 3423 مربوط به ارتعاش کششی گروه OH را نشان میدهد. همچنین باند cm-1 537، مربوط به ارتعاش خمشی P-O است که تعیین‌کننده وجود بلورهای هیدروکسیآپاتایت میباشد و باند cm-1 1460 نشانگر وجود CO3-2 است که تشکیل هیدروکسیآپاتایت را تصدیق میکند.
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شكل 2: الگوی طیفسنجی تبدیل فوریه فروسرخ شیشه زیست‌فعال S77 قبل و پس از 3، 7 و 14 روز غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن. 

با توجه به شکل 2 قبل از غوطه‌وری شیشه زیست‌فعال S77 در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن، باند فسفات مشاهده نگردید که طبق پژوهش‌های پیشین بیانگر عدم تشکیل هیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه است و پس از 3، 7 و 14 روز غوطه‌وری باند فسفات و کربنات در الگوی طیف‌سنجی شیشه مشاهده گردید که نشان‌دهنده تشکیل هیدروکسی‌آپاتایت است. همچنین با افزایش زمان غوطه‌وری به 14 روز عمق باند فسفات و کربنات افزایش یافت که طبق گزارش‌های پیشین بیانگر افزایش تشکیل هیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 با افزایش زمان غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن می‌باشد ]9[.

تحلیل تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی
تصاویر ریزساختار هیدروکسی‌آپاتایت تشکیل‌شده بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 قبل از غوطه‌وری (الف) و پس از 3 (ب)، 7 (پ) و 14 (ت) روز غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن در شکل 3 نشان داده شده است. با توجه به این تصاویر بلورهای هیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 قبل از غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن مشاهده نگردید که این نتیجه با عدم مشاهده پیک‌های مشخصه در طیف‌سنجی پراش پرتو ایکس و عدم مشاهده باند فسفات در طیف‌سنجی تبدیل فوریه فروسرخ نیز تطابق دارد. پس از آن بلورهای میکروهیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه مذکور پس از روز 3 غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن مشاهده گردید و به دنبال آن مقدار بلورهای میکروهیدروکسی‌آپاتایت در روز 7 غوطه‌وری افزایش یافته و در روز 14 غوطه‌وری به طور کامل سطح شیشه زیست‌فعال S77 توسط این بلورها پوشانده شد که طبق پژوهش‌های پیشین بیانگر افزایش تشکیل هیدروکسی‌آپاتایت با افزایش زمان غوطه‌وری شیشه زیست‌فعال در مذکور در در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن است و این مشاهده‌ها توسط آزمون‌های XRD و FTIR نیز تایید گردید. همچنین ریزساختار بلورهای میکروهیدروکسی‌آپاتایت مطابق با پژوهش‌های پیشین کروی گزارش گردید ]10[.
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شكل 3: تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی از سطح شیشه زیست‌فعال S77 الف- قبل از غوطه‌وری، ب- پس از 3 روز غوطه‌وری، پ- پس از 7 روز غوطه‌وری و ت- پس از 14 روز غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن.

تحلیل آزمون سمیت سلولی
فعالیت و رشد سلول‌های استخوان‌ساز MC3T3-E1 کشت‌شده بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 پس از 3، 7 و 14 روز کشت در محیط کشت برون‌تنی با توجه به اندازه‌گیری چگالی نوري[footnoteRef:15] بررسی گردید (شکل 4). با توجه به نتایج تکثیر و رشد سلول‌های استخوان‌ساز MC3T3-E1 کشت‌شده بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 در تمام روزهای کشت مشاهده شده است و با افزایش زمان کشت به 14 روز رشد و تکثیر سلول‌های استخوان‌ساز MC3T3-E1 افزایش یافته است. بنابراین با توجه به نتایج تکثیر سلولی شیشه زیست‌فعال S77 مشاهده گردید که فعالیت و رشد سلول‌های استخوان‌ساز MC3T3-E1 در کنار عدم سمیت سلولی با افزایش زمان کشت بهبود یافت که این نتایج در تطابق با پژوهش‌های پیشین بوده است ]10[. [15:  Optical Density (OD) ] 
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شكل 4: نتايج رشد، تكثير و عدم سمیت سلول‌های MC3T3-E1  کشت‌شده بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 پس از 3، 7 و 14 روز کشت در محیط حاوی سلول‌های استخوان‌ساز MC3T3-E1.

بررسی کیفی خاصیت ضدباکتریایی
فعالیت ضدباکتریایی در عدم حضور (الف) و حضور (ب) شیشه زیست‌فعال S77 به صورت کیفی مقابل باکتری مرسا در شکل 5 نشان داده شده است. با توجه به شکل 5 کاملا آشکار است که در شرایط عدم حضور شیشه زیست‌فعال S77 (الف)، باکتری‌ها به طور کامل رشد کرده و تشکیل کلونی داده‌اند، اما در شرایط حضور شیشه زیست‌فعال S77 (ب)، رشد باکتری و به تبع آن تشکیل کلونی کاهش پیدا کرده است. بنابراین طبق پژوهش‌های پیشین خواص ضدباکتریایی زیست‌فعال S77 تایید شده است ]11[.
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شکل 5: تصاویر کشت باکتری مرسا الف- در عدم حضور شیشه زیست‌فعال S77 ب- در حضور شیشه زیست‌فعال S77.

نتيجه‌گيري
شیشه زیستفعال سه جزئی S77 با ترکیب شیمیایی P2O54-CaO16SiO2-80 به روش سل-ژل سنتز گردید و مشخصه‌یابی و سنجش زیست‌فعالی برون‌تنی آن قبل و پس از 3، 7 و 14 روز غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن مورد بررسی قرار گرفت. نتایج بیانگر تشکیل میکروهیدروکسی‌آپاتایت بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 پس از غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن و رشد آن به دنبال افزایش زمان غوطه‌وری با مشاهده پیک‌های مشخصه هیدروکسی‌آپاتایت در زوایای دو تتا 8/25 و 8/31 و باندهای فسفات و کربنات و افزایش شدت پیک‌ها و عمق باندها با افزایش زمان غوطه‌وری در محلول شبیه‌سازی‌شده بدن بود. همچنین ریزساختار بلورهای میکروهیدروکسی‌آپاتایت تشکیل‌شده بر روی سطح شیشه زیست‌فعال S77 به صورت کروی مشاهده گردید. علاوه بر این با توجه نتایج آزمون سمیت سلولی فعالیت و رشد سلول‌های استخوان‌ساز MC3T3-E1 در کنار عدم سمیت سلولی با افزایش زمان کشت در شیشه زیست‌فعال S77 تایید گردید و کاهش رشد باکتری‌ها و تشکیل کلونی در حضور شیشه زیست‌فعال S77 در آزمون ضدباکتریایی بیانگر خواص ضدباکتریایی شیشه زیست‌فعال S77 در مقابل باکتری مرسا بود.   
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