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Abstract
Aims: Since one of the main problems in bone tissue repair is bacterial
infections, recently the development of drug-eluting nanocomposite scaffolds
for bone regenerative medicine applications has attracted significant attention.
Materials & Methods: In the present study, polycaprolactone (PCL)-based
composite scaffolds containing 10% V titanium dioxide nanoparticles (21nm),
and bioactive glass particles (6µm), were prepared without drug and also
loaded by tetracycline hydrochloride (TCH) antibiotic (0.57 and 1.15mg/mL)
through solvent casting method for bone tissue engineering applications.
Structural characterizations based on scanning electron microscopy and FTIR
analysis were utilized to study the chemical bonds of glass/ceramic particles,
and antibiotic crystals on the surface. In addition, in vitro cytotoxicity, and
antibacterial analysis were performed by MTT, and Agar well-diffusion assays,
respectively.
Findings: In this study, polymeric and composite scaffolds were fabricated
with TCH clusters decorated on the surface. It was shown that the bioactive
glass/PCL scaffolds loaded by 0.57mg/mL of TCH revealed signiϐicant
antibacterial effect, despite the acceptable cell viability.
Conclusion: These scaffolds seem to be of interest as a potential candidate in
drug-eluting scaffolds for bone tissue engineering applications.
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  چکيده
های از آنجا که یکی مشکلات مهم در ترمیم استخوان احتمال بروز عفونت اهداف:

اوی ح های نانوکامپوزیتیاستفاده از داربستهای اخیر باکتریایی است، در سال
در کاربردهای مهندسی بافت استخوان مورد توجه پژوهشگران زیادی  بیوتیکآنتی

  .است قرار گرفته
 اویحکاپرولاکتونی پلی کامپوزیتی هایداربست مطالعه حاضر، در ها:مواد و روش

) میکرومتر٦(وگلاس و بی )نانومتر٢١( اکسیدتیتانیمدینانوذرات  حجمی از ۱۰%
لیتر گرم بر میلیمیلی١٥/١و  ٥٧/٠های غلظت صورت فاقد دارو و نیز حاویبه

 کاربرد دربرای گری محلول ریختهبه روش هیدروکلراید تتراسایکلین داروی 
یابی ساختاری با مشاهدات مشخصه .شدند ساخته استخوانمهندسی بافت 

منظور به مادون قرمزسنجی تبدیل فوریه و نیز طیفمیکروسکوپ الکترونی روبشی 
ی سنجذرات و دارو روی داربست انجام شد. همچنین بررسی سمیت ایید اتصالت

با استفاده از  ییو مطالعه خواص آنتی باکتریا MTTسلولی با استفاده از آزمون 
  .روش نفوذ در چاهک آگار انجام شد

ذرات داروی  مپوزیتی حاویپلیمری و کا هایداربست مطالعهدر این  ها:یافته
 هایداربستشد که همچنین مشاهده  .اندشدهشده بر سطح تولید توزیع

 لیترگرم بر میلیمیلی٥٧/٠ کاپرولاکتون حاویکامپوزیتی بایوگلاس/پلی
مطلوب، میزان قابل قبولی از  ییخواص آنتی باکتریاتتراسایکلین علاوه بر 

  دارند.ها را سلول دنمانزنده
افت های مهندسی بداربست عنوانهب توانندبالقوه می هاداربستاین  گیری:نتیجه

	.مورد توجه قرار گیرند اییباکتریبا خاصیت آنتی
 تتراسایکلین هیدروکلراید،ی، مهندسی بافت استخوان، کامپوزیت داربست :هاکلیدواژه

  ییباکتریاسمیت سلولی، خواص آنتی
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  مقدمه
های نانوکامپوزیتی مهندسی بافت امروزه استفاده از داربست

عنوان یک راهکار جدید در پزشکی ترمیمی مورد توجه پژوهشگران به
ت ای در زمینه مهندسی بافقرار گرفته است. امروزه تحقیقات گسترده

تشویق برای های پلیمری متخلخل ساخت داربستاستخوان و 

هدف از  .[2	,1]شودهای استخوانی به ترمیم بافت انجام میسلول
استفاده از ذرات میکرونی و  های کامپوزیتی باداربستساخت 
زبری  ،دوستیپلیمری ایجاد نانوتوپوگرافی، آب در زمینه نانومتری
 استخوانی هایسلولتکثیر و تمایز  و چسبندگی ، بهبودسطح
شایان ذکر است که افزودن نانوذرات تیتانیا سبب افزایش  .[4	,3]است

در اثر قرارگیری  شود. همچنینتوپوگرافی در سطح داربست می
 ددرص وجود لیدلبه در محیط، وگلاسیبا های کامپوزیتیداربست

 ،ومیلسیس یهاونی انتشار در ترکیب آن با 2SiO و CaO از ییبالا
 زاییرگ و یفعالستیز تیخاص شیافزاباعث  میسد و فسفر م،یکلس

 یبالا نسبت ،هنچمطالعه  جینتا به توجه با .[6	,5]شودمی مطلوب
CaO  5بهO2P در یاشهیش سطح یر یپذواکنش شیافزا باعث 
  .[7]شودمی یساز استخوان کیتحر و کیولوژیزیف طیمح
در ترمیم بافت استخوان احتمال  زامشکلز آنجا که یکی از عوامل ا

اخیر  هایسالپس از جراحی است، در  ییباکتریا هایعفونتبروز 
رت صوبیوتیکی بهتوجه پژوهشگران به استفاده از داروهای آنتی

یکی  .[8]موضعی در محل قرارگیری ماده کاشتنی معطوف شده است
 ،اشتنیباکتریال در مواد کثر در ایجاد خاصیت آنتیوهای ماز روش

دارو و رهایش آهسته و موضعی  آنهاایجاد پوشش دارویی بر روی 
برای مطالعه اثرگذاری بیشتر دارو و عدم  و به این منظور .[10	,9]است

های طبیعی یا سنتزی دارویی مختلفی ایجاد عوارض جانبی، حامل
شده رهایش کنترل [11]و همکاران گودسناند. مورد بررسی قرار گرفته

در قسمت پاکت پریودنتال بررسی کردند و نشان دادند که  دارو را
در  ییباکتریاشده دارو باعث ایجاد خواص آنتیرهایش کنترل

 چهال. در پژوهشی دیگر که توسط شودمی ترطولانی هایزمانمدت
اسید، تتراسایکلین و انجام شد، اثرات سیتریک [12]و همکاران
های ریشه دندانی و فیبروبلاست لثه در سایکلین در سلولداکسی

نشان دادند که داروی  آنهابررسی شد.  تنیبرونآزمایشات 
روبلاست های فیبتتراسایکلین باعث افزایش چسبندگی و رشد سلول

یدی ناشی از تحلیل استخوان یلثه و همچنین مهار هورمون پاراتیرو
داروهای دیگر مانند  ایسه بابی در مق. همچنین اثرات مطلوشودمی

های پلاسما تشکیل باند دارو با پروتئین %٦٥سایکلین دارد. داکسی
و این باند باعث اثربخشی سریع و بلندمدت دارو دهد می(کوتاه) 

ها با عبور از غشای سلول باکتری و اتصال به تراسایکلینت. شودمی
انع سنتز ها مباکتری tRNAها و اختلال در عملکرد ریبوزوم
نفوذپذیری  برند.را از بین میها شوند و باکتریها میپروتئین

ها و مایعات بدن باعث تتراسایکلین هیدروکلراید به اغلب بافت
تازگی . همچنین بهشودمیاثربخشی سریع و مطلوب دارو 

ساز توسط این دارو های استخوانهایی از تحریک سلولگزارش
	,13]منتشر شده است زم به ذکر است که استفاده از لا .[14

ب موج تنیبرونهای سلولی ها با دوز بالا در تستتتراسایکلین
  .[11]شودمیسمیت و مرگ سلولی 

های دارویی مختلفی مانند غشاهای حاملهای اخیر در سال
 هایداربستهای تزریقی، میکروذرات و ها، سیستمپلیمری، ژل

های این . از محدودیتاندشدهمختلف مهندسی بافت معرفی 
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 پذیری، محدودیت بارگذاری داروتوان به محدودیت شکلها میروش
کاپرولاکتون یکی از پلی .[11]عدم کنترل عوامل اثرگذار اشاره کرد و

تاییدیه سازمان غذا و داروی ایالات سازگار و دارای پلیمرهای زیست
 های مناسب برایعنوان یکی از گزینهمتحده است که به

هایی با قابلیت رهایش دارو مورد توجه پژوهشگران قرار داربست
	,15]گرفته است آزمون رهایش داروی  [15]و همکاران کیم .[16

خلخل مت هایداربستتتراسایکلین هیدروکلراید و خواص مکانیکی 
در و پو کاپرولاکتونپلیشده با دهیآپاتیت پوششهیدروکسی

در مهندسی بافت استخوان را بررسی  (HA)آپاتیت یدروکسیه
داربست در محلول  وریغوطهبارگذاری دارو، با مطالعه کردند. در این 

و آزمون رهایش دارو  ١/٠ وزنی/وزنیپلیمری حاوی دارو و با نسبت 
بافر  شده حاوی دارو در محلولدهیهای پوششوری داربستبا غوطه
روز انجام شد.  ٧به مدت  C°۳۷و در دمای  (PBS)سالین فسفات
در را داروی تتراسایکلین هیدروکلراید  [16]و همکاران خودیر
به محلول کیتوسان وزنی/وزنی  %١-٥ های مختلف داروییغلظت

وذرات نان/کاپرولاکتونهای کامپوزیتی پلیو داربستاضافه کردند 
شان نمطالعه آنها . نتایج ساختندبه روش الکتروریسی را کیتوسان 
های کامپوزیتی علاوه بر بهبود خواص فاده از داربستداد که است
شده دارو و همچنین بهبود خواص سبب رهایش کنترل ،مکانیکی
و  شاوشود. سازی در کاربردهای مهندسی بافت میاستخوان
تتراسایکلین  داروی ییباکتریاآنتیخاصیت  [17]همکاران

هیدروکلراید را به روش نفوذ دیسک بر روی غشاهای کامپوزیتی 
های سلولزی در محلول دارویی . فیلمکردندسلولزی بررسی 

و  ٣/٠، ١/٠، ٠٥/٠، ٠١/٠های تتراسایکلین هیدروکلراید در غلظت
های گرم از باکتری ند.ور شدساعت غوطه ٢٤گرم بر لیتر به مدت ٥/٠

رای ب شیا کلییاشرگرم منفی و  اورئوس وکوساستافیلوک مثبت
استفاده شد. گزارش شد که با افزایش باکتریایی مطالعات آنتی

هاله عدم رشد  غلظت داروی تتراسایکلین هیدروکلراید، شعاع
مربوط  ییاباکترید. بهترین نتیجه آزمون آنتییابباکتری افزایش می

گرم بر لیتر ٥/٠غلظت به غشاهای کامپوزیتی سلولزی حاوی دارو با 
و  شیا کلییاشرهای هاله عدم رشد باکتری بود. اندازه قطر

و  ٥٧/٤ در این غلظت دارویی به ترتیب استافیلوکوکوس اورئوس
  .متر گزارش شدسانتی٨٥/٣

های استخوانی اخیراً مورد توجه قرار اگرچه بارگذاری دارو بر داربست
و یا مطالعات  سنجی سلولیسمیت اما مطالعات ،[19	,18]گرفته است

ی تتراسایکلین های حاوی داروداربستروی  سازگاریخون
یت با توجه به اهم. تاکنون مورد غفلت قرار گرفته است هیدروکلراید

ر باکتریایی موثانتخاب غلظت دارویی مناسب که دارای خواص آنتی
اشد، ها نداشته بماندن سلولباشد و در عین حال اثر نامطلوبی بر زنده

کاپرولاکتونی پلی هایبار داربستدر مطالعه حاضر برای اولین
حاوی  نانوذرات تیتانیا و میکروذرات بایوگلاسحاوی  متخلخل

و  تانیاتی اثر نانوذرات. قرار گرفتند داروی تتراسایکلین مورد مطالعه
های در غلظتدر حضور و عدم حضور دارو بیوگلاس  ذرات میکرونی

ا ببه ترتیب  هاماندن سلولسازگاری و زندهخونمیزان بر مختلف 

غلظت بهینه دارو  بررسی شد. MTTو  همولیزهای از آزموناستفاده 
ارایه  یباکتریایخواص آنتیهای نانوکامپوزیتی با برای تهیه داربست

  شد.

	
	هامواد و روش

	هاداربست یابیمشخصهساخت و 
 تونکاپرولاکزمینه پلی با کامپوزیتی هایداربست در مطالعه حاضر،

2O10H6C ٨٠٠٠٠با ) ایالات متحده ؛(سیگما آلدریچ =wM و افزودن 
آلمان) و میکروذرات  ؛(دگوسا نانومتر٢۱نانوذرات تیتانیا با اندازه 

میکرومتر ٦) با اندازه ایالات متحده ؛Biomaterials	USبایوگلاس (
 ؛ایسر آلفا( 8O2ClN25H22C دو داروی تتراسایکلین هیدروکلرای

 ،. به این منظورندمحلول ساخته شد گریریخته) به روش آلمان
بنات کرمتیلکاپرولاکتون در حلال دیمحلول شفافی از انحلال پلی

3O6H3C ی با استفاده از همزن حجم %۱۰آلمان) با غلظت  ؛(مرک
دور بر ۳۵۰ همزن کننده تهیه شد. دورمغناطیسی مجهز به گرم

برای تهیه  ود.ساعت ب ۶ و زمان انحلال C°۴۰ کنندهگرمدمای  ،دقیقه
 %۱۰ کاپرولاکتون حاویپلی کامپوزیتی محلول هایسوسپانسیون

شد و برای توزیع کامل نانوذرات و جلوگیری  حجمی از ذرات تهیه
استفاده  ایتالیا) ؛Sonicaمافوق صوت (از حمام  ،آنها شدناز کلوخه

دت به مکربنات متیلرات و حلال دیشد. به این ترتیب که ابتدا ذ
دداً مجنیز  پس از اختلاط با محلول پلیمری همگن شدند.دقیقه  ۱۵

منظور ایجاد شد. سپس بهسازی انجام همگندقیقه  ۱۵به مدت 
 شده، محلول داروییهای ساختهدر داربست ییباکتریاخاصیت آنتی

ر در حلال آب تزریقی دآلمان)  ؛ایسر (آلفاتتراسایکلین هیدروکلراید 
. شد تهیه لیترمیلی بر گرممیلی۱۵/۱و  ۵۷/۰ صفر، هایغلظت
دارو از همان ابتدای مرحله  ،هامنظور بارگذاری دارو روی داربستبه

پلیمری و کامپوزیتی اضافه و سپس  هایمحلولسازی به آماده
منظور حذف حلال از . در مرحله بعد بهشدگری انجام ریخته
ساعت استفاده شد. شناسایی  ۲۴، از دسیکاتور به مدت هامبیوفیل

یابی نانوذرات تیتانیا و میکروذرات بایوگلاس و سایز و مشخصه
‐KYKYحفرات با استفاده از میکروسکوپ الکترونی روبشی 

EM3200 )KYKYسوییس) استفاده شد. برای این منظور  ؛
 رایبنازکی از طلا پوشش داده شدند.  کامپوزیتی با لایه هایداربست

یا های عاملی نانوذرات تیتانتعیین ترکیب شیمیایی و بررسی گروه
و میکروذرات بایوگلاس موجود در داربست و همچنین چگونگی 

وریه سنجی تبدیل فها با یکدیگر، دستگاه طیفکنش این گروهبرهم
) در محدوده ایالات متحده ؛Frontier )PerkinElmerفروسرخ 

مورد استفاده قرار گرفت. نتایج آزمون توسط  ۴۰۰-۴۰۰۰عدد موجی 
ترسیم  ؛ ایالات متحده)E93 )OriginLab	OriginProافزار نرم
  شد.
  سنجی سلولیسمیت آزمون
 برای سنجیرنگ هایروش ترینمتداول از یکی MTT سنجش
 با مساله این. است سلول حیات بر مواد سمیت میزان بررسی
 نفوذ از پس زردرنگ (MTT)تترازولیوم  رنگ احیای قدرت سنجش



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکارانی مهسا بهلول ۶۴

   ۱۳۹۸ زمستان، ۱، شماره ۱۱دوره                                                                                                                                                                              فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

 یاییمیتوکندر دهیدروژنازسوکسینات آنزیم توسط زنده هایسلول به
 قرار بررسی مورد رنگبنفش فورمازان بلورهای به آن تبدیل و
 میزان ،DMSO کمک به هاکریستال این کردنحل از پس. گیردمی
 میزان به توانمی را نانومتر۵۷۰ موج طول در محلول این جذب
عصاره بررسی سمیت سلولی بر . داد ارتباط هاسلول بودنزنده

 از آزمونبا استفاده  های پلیمری، کامپوزیتی و حاوی داروداربست
MTT  برای یافتن حد بهینه عامل دارویی تتراسایکلین هیدروکلراید

لیتر) و گرم بر میلیمیلی۱۵/۱ وصفر های مختلفی از دارو (در غلظت
ها، گیری از داربستبرای عصاره ساعت انجام شد. ۲۴زمانی  بازهدر 

و  ندای قرار گرفتخانه۴۸های ها در پلیتابتدا هر کدام از نمونه
ها اضافه به هر کدام از نمونه PBS میکرولیتر بافر فیزیولوژی۵۰۰

دور بر ۵۰ سرعتبا  C°۳۷ساعت در دمای  ۷۲ها به مدت شد. نمونه
برای انجام  هاعصارهاین میکرولیتر از ۲۰شدند. سپس  هم زده دقیقه
 برای بررسی اثر احتمالی های زیستی مورد استفاده قرار گرفت.آزمون
pH  ،بر نتایج سمیت سلولیpHها در حمام با دمای سنجی عصاره
C°۳۷  توسط دستگاهpHمتر مدل اینولب )WTW ؛ آلمان) انجام

یک از  فیزیولوژیک در هیچ pHداری از شد و انحراف معنی
 L929 رده سلول فیبروبلاستهای مختلف مشاهده نشد. عصاره

 DMEM ) در محیط كشت؛ ایرانمرکز ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران(
 سیلینبیوتیک پنیآنتی FBS ،۱%جنین گاوی یا  سرم %۱۰حاوی (
 )لیترگرم بر میلیمیلی۱۰۰( ) و استرپتومایسینرلیتواحد بر میلی۱۰۰(

و به انكوباتور با هوای  كشت داده شد T25 در فلاسک کشت سلول
. شایان ذکر است شدمنتقل  C°۳۷دمای و  2CO %۵مرطوب، غلظت 

عنوان و به ندهای چسبنده بوداز نوع سلول L929 هایسلولکه 
این نوع سنجی سلولی های سمیتهای استاندارد در آزمونسلول

، MTT برای انجام آزمون .[20]دنگیر مورد استفاده قرار میها داربست
سلول در  ۱۰۰۰۰ تعداد هخانه ب ۹۶در پلیت  L929 هایابتدا سلول

محیط کشت با محیط  ،ساعت بعد ۲۴. ندهر خانه کشت داده شد
میکرولیتر از عصاره ۲۰بیوتیک تعویض و بدون سرم و آنتیکشت 
 .شدمیکرولیتر محیط کشت اضافه ۸۰ها به حجم ام از نمونههر کد

ها، ها با سلولساعت از مجاورت عصاره نمونه ۲۴پس از گذشت 
ای اضافه شد به هر چاهک به گونه MTT لیتر ازگرم بر میلیمیلی۵

ها مجدداً به سپس سلول .حجم محیط کشت نشود ۱۰/۱که بیش از 
محیط در مرحله بعد شدند.  منتقل C°۳۷ ساعت به انکوباتور ۴مدت 

به هر  DMSOمیکرولیتر ۱۰۰و  آرامی برداشتهبهها کشت روی سلول
فورمازان جذب های کریستالپس از انحلال کامل  .چاهک اضافه شد

مدل  خوانشگر الایزاهای هر چاهک به کمک دستگاه محلول
TMµQuant )BioTek	Instruments,	Inc.در )؛ ایالات متحده 

ا در هثبت شد. لازم به ذکر است که به سلول نانومتر٥٧٠ وجطول م
  .اضافه شد PBSفقط بافر های کنترل چاهک

  آزمایش همولیز
ها در ایجاد اختلال در غشا، از آزمایش برای بررسی عملکرد عصاره

شده از لیتر خون گرفتهمیلی۲همولیز استفاده شد. برای این منظور، 
 ۲آوری شده بود، به مدت جمع EDTAداوطلب که در تیوب حاوی 

 قرمز هایدور بر دقیقه سانتریفیوژ شد تا گلبول۱۳۰۰۰دقیقه با سرعت 
 PBSبار به کمک بافر  ۳های قرمز از پلاسما جدا شوند. سپس گلبول

ر های قرمز دوشو، گلبولوشو داده شدند. پس از آخرین شستشست
که در هر  ایهای مجزا تقسیم شدند، به گونهمیکروتیوب

میلیون گلبول قرمز ریخته شد. سپس حجم نهایی ۱۰۰میکروتیوب 
و مقادیر  ۴/۷برابر  pHبا  PBSها با استفاده از در هر یک از نمونه

لیتر رسانده و به میلی۱ها به میکرولیتر از عصاره۲۰۰و  ۵۰، ۳۰، ۵
دور بر دقیقه انکوبه ۵۰با سرعت  C°۳۷مدت یک ساعت در دمای 

دور بر دقیقه سانتریفیوژ ۱۳۰۰۰دقیقه با سرعت  ۵ها یوبشد. سپس ت
نانومتر ۵۴۰شدند و پس از آن جذب محلول رویی در طول موج 

تریتون  %۱های قرمز تیمارشده با محلول گیری شد. گلبولاندازه
 عنوان کنترل منفی در این آزمایشعنوان کنترل مثبت و با بافر بهبه

 صورتبار تکرار شد و نتایج به ۳آزمون  مورد استفاده قرار گرفتند. هر
سنجی و میانگین آماری گزارش شدند. در هر دو آزمون سمیت

شده با استفاده از های گزارشداربودن تفاوت در دادههمولیز معنی
  آنالیز شدند. 7/04	Prism	GraphPadآماری پریزم  افزارنرم

  باکتریاییآزمون بررسی خواص آنتی
هاله عدم رشد باکتری توسط میزان قطر در مطالعه حاضر، 

های حاوی دارو و بدون دارو روی های مختلف عصاره داربستغلظت
وس استافیلوکوکگرم مثبت و  اشریشیا کلی باکتری گرم منفی

 ۲۴آگار به مدت  LBشده روی محیط کشت دادهکشت اورئوس
زدن در آگار یا انتشار چاهک به روش چاهک C°۳۷ساعت در دمای 

 ODپذیری نتایج این آزمون، از منظور مقایسهدر آگار بررسی شد. به
این  به یکسان برای هر دو سویه گرم مثبت و منفی استفاده شد.

ساعت پس از ایجاد چاهک روی پلیت و انتقال  ۲۴منظور 
کش با یک خط، چاهکهر به داخل  هانمونه میکرولیتر عصاره۲۵

های هاله عدم رشد باکتری توسط عصاره نمونه دقیق میزان قطر
 گیری و گزارش شد.متر اندازهها بر حسب سانتیمختلف روی پلیت

  .[21]تاس ییباکتریاهاله عدم رشد معیاری برای اثر آنتی میزان قطر
  

	هایافته
  هاساختار داربست

 پلیمری، هایداربست سطح از الکترونی میکروسکوپ تصاویر
 طورهمان. است شده داده نشان ١ شکل در دارو حاوی و کامپوزیتی

کاپرولاکتونی یکنواخت و شود سطح داربست پلیمی مشاهده که
 گلاسبایو ذرات افزودن با های قابل توجه است.فاقد پستی و بلندی

 حسط هیدروکلراید، تتراسایکلین داروی دهیپوشش و میکرونی
. شودمی دیده هم به متصل جزایر صورتبه و اهموارن داربست
 لیمرپ به نسبت کامپوزیتی داربست که شودمی مشاهده همچنین
 داد نشان بالا نماییبزرگ در مشاهدات. دارد زیادی تخلخل خالص
 توزیع خوبیبه کاپرولاکتونپلی پلیمر در زمینه بایوگلاس ذرات که
 تتراسایکلین. مشهود نیستشدن قابل توجهی اند و کلوخهشده

 تداربس سطح در خوبیبه دوستیآب خاصیت دلیلبه هیدروکلراید
  .[5]شودمی دیده بلورهای دارو صورتبه و شد داده پوشش



 ۶۵... بر پایه کامپوزیتیهای تداربس ییباکتریاو خواص آنتی سازگاری، خونمطالعه سمیت سلولیـــ ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                        Volume 11, Issue 1, Winter 2020 

  پیوندهای شیمیایی
 و اییشیمی ترکیب تعیین منظوربه فروسرخ سنجیطیف دستگاه
نشان  ۱نمودار  .گرفت قرار استفاده مورد مولکولی ساختار مطالعه
 عاملی هایگروه دارای هیدروکلراید تتراسایکلین دهد که دارویمی

 حلقه ارتعاشی باند و کششی OH کششی، 2NH کربونیل، آمین،
 پیک ۴ فروسرخ سنجیطیف آزمون در بنابراین. است آروماتیک
  .دارد شاخص
 آزمون در شود،می الف ملاحظه -۱نمودار  در که طورهمان
 روژهپ این در استفاده مورد هیدروکلراید تتراسایکلین سنجیطیف
مربوط به  cm۱۶۲۰‐1 و آمید گروه به مربوط cm۱۶۷۰‐1 هایپیک
cm‐محدوده  در کششی OH و کششی 2NH است. کربونیل گروه

 و cm۲۸۰۰-۲۶۰۰‐1 در لیدیها هاینمک آمین گروه و 1۳۳۵۰-۳۱۰۰
 شد. پلیمر دیده cm۱۴۶۴‐1در  آروماتیک حلقه ارتعاشی باند
C‐ کربونیل، کششی، 2CH عاملی هایگروه دارای کاپرولاکتونپلی
O‐C، C‐O و C‐C رد شود کهمی مشاهده مقایسه در بنابراین. است 
 شامل که دارو شاخص هایپیک دارو، حاوی پلیمری ترکیب
-cm۳۵۰۰‐1 محدوده در بودند، کششی OH و 2NH عاملی هایگروه
 هایگروه همچنین و cm۱۱۳۹‐1در  C‐O‐Cعاملی  هایگروه ،۳۴۰۰
اند مشاهده شده cm۱۱۳۹-۱۳۷۷‐1محدوده  در C‐C و O‐C عاملی

شود، در ج مشاهده می -۱طور که در نمودار ب). همان -۱(نمودار 

سنجی فروسرخ کامپوزیت میکروذرات بایوگلاس حاوی آنالیز طیف
و  Ca‐Pتون، باندهای کاپرولاکدارو علاوه بر باندهای مربوط به پلی

O‐P  1به ترتیب در‐cm۲۴/۶۶۹-۴/۶۰۲  و همچنین باندSi‐O‐Si  در
1‐cm۱۱۴۰  ظاهر شدند که موید حضور بیوگلاس هستند. همچنین

 شامل های مربوط به داروی تتراسایکلین هیدروکلراید کهپیک
 محدوده در بودند، کششی OH و کششی 2NH عاملی هایگروه

1‐cm۳۵۴۳-۳۴۰۰ 1، حلقه آروماتیک در‐cm۱۱۴۰  2و پیکH‐C 
 . در[22]دیده شدند ۲۸۰۰-۲۹۰۰کاپرولاکتون در محدوده پلی
 در Ti‐O‐Ti ارتعاشی پهن باند تیتانیا پودر فروسرخ سنجیطیف

د مشاهده  -۱است که در نمودار  شاخص پیک cm۵/۶۶۷‐1محدوده 
شود که مشاهده می د -۱الف و  -۱های با مقایسه نمودار .شودمی
 شامل هیدروکلراید، تتراسایکلین داروی به مربوط هایپیک
cm‐محدوده  در کششی OH و کششی 2NH عاملی هایگروه

 2H‐C پیک و cm۱۱۴۰‐1در  آروماتیک حلقه ،1۳۵۴۳-۳۴۰۰
 هاپیک این .[23]شدند دیده ۰۰۸۲-۰۰۹۲ محدوده در کاپرولاکتونپلی
بنابراین . اندداشته توجهی قابل شیفت نظر مورد موج شماره از
توان نتیجه گرفت که تغییرات ایجادشده در طیف فروسرخ مربوط می

به جاذبه الکترواستاتیک بین مراکز پرالکترون دارو و پلیمر با مراکز 
  ).۱الکترون بایوگلاس و تیتانیا است (نمودار کم

  

    فاقد دارو  لیتر تتراسایکلینگرم بر میلیمیلی٥٧/٠حاوی   لیتر تتراسایکلینگرم بر میلیمیلی١٥/١حاوی 
	(الف)

  (ب)

  (ج)

د دارو و حاوی کاپرولاکتون/تیتانیا (ج) فاقکاپرولاکتون/بیوگلاس (ب) و پلیکاپرولاکتون (الف)؛ پلیهای پلیمشاهدات میکروسکوپ الکترونی روبشی سطح داربست )١شکل 
  اند.)ه(ذرات بیوگلاس و تیتانیا با فلش سفید مشخص شد لیتر تتراسایکلین هیدروکلراید؛گرم در میلیمیلی١٥/١و  ٥٧/٠دو غلظت 
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  ب      الف 

  د       ج 
کاپرولاکتون/تتراسایکلین هیدروکلراید؛ ج) داربست کامپوزیتی سنجی فروسرخ؛ الف) تتراسایکلین هیدروکلراید؛ ب) داربست پلینتایج طیف )۱نمودار 

  کاپرولاکتون/تیتانیا/تتراسایکلین هیدروکلرایدکاپرولاکتون/بایوگلاس/تتراسایکلین هیدروکلراید؛ د) داربست کامپوزیتی پلیپلی

  
  سنجیآزمون سمیت

این  ابتدا .شد انجام ساعت ۲۴ زمانی بازه در سنجیسمیت آزمون
شده در عدم حضور عصاره داربست دادههای کشتآزمون روی سلول

 بر گرممیلی۲تا  ۱/۰دارویی در محدوده  درصدهای مختلف برای
 و ۵۷/۰ دو غلظت که داد نشان حاصل نتایج شد. انجام لیترمیلی
 ها قابلماندن سلولاز نظر میزان زنده لیترمیلی بر گرممیلی۱۵/۱

قبول هستند. بر این اساس در ادامه کار بالاترین غلظت 
 ها انتخابداربست دهیپوشش لیتر) برایمیلی بر گرممیلی۱۵/۱(

قرار های حاوی دارو مورد مطالعه شد تا حد سمیت سلولی داربست
 هایعصاره داربست روی سنجیسمیت آزمون سپس. گیرد

مشاهده  ۲طور که در نمودار همان .شد انجام شده با دارودهیپوشش
 و یمر یپلهای سنجی نمونهنتایج سمیت شود، از مقایسهمی

ل ها سمیت قابیک از غلظت در هیچ ی تیتانیای فاقد داروتیکامپوز
های ساعت میزان سلول ۲۴ مانیتوجهی مشاهده نشد و در بازه ز 

 جینتا این حال بابودند که مطلوب است.  %۹۰تا  ۸۰زنده بین 
های حاوی بر نمونه شدهانجام یسنجتیسم هایآزمون
 ارود از غلظت نیا که دهدمی نشان دارو لیتربر میلی گرمیلیم۱۵/۱

سبب اندکی کاهش در تعداد  و یسمکاپرولاکتونی های پلیدر نمونه
  ).۲های زنده شده است (نمودار سلول

  

  
 دارویی غلظت بدون دارو و با هاینمونه روی عصاره سنجیسمیت آزمون )۲نمودار 
  )>۰۲/۰pساعت ( ۲۴ از بعد لیترگرم بر میلیمیلی۱۵/۱
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  نتایج آزمون همولیز
 سازگاری،خون بر دارو حاوی هایداربست عصاره اثر بررسی برای
 عصاره مختلف هایغلظت روی فیزیولوژیک pH در همولیز آزمون

 شد انجام) بافر لیترمیلی١در  میکرولیتر۲۰۰ و ٥٠ ،٣٠ ،۵ هایحجم(
طور که هماناست.  شده داده نشان ۳ نمودار در آن نتایج که

های فاقد دارو بیانگر شود این نتایج در همه نمونهمشاهده می
گرم میلی۱۵/۱حاوی های سازگاری قابل قبول است و در نمونهخون

لیتر، لیز میکرولیتر در میلی۲۰۰لیتر دارو نیز تنها در غلظت بر میلی
های قرمز پس از سانتریفیوژ مشاهده شد که مقدار آن در گلبول
و در  %۲۰های کامپوزیتی حاوی بیوگلاس و تیتانیا کمتر از نمونه
 نظر به ترتیب این بود. به %۴۰کاپرولاکتونی بیش از های پلینمونه
 یسمکاپرولاکتونی های پلیدر نمونه دارو از میزان این که رسدمی

است  شده سازگاریخون میزان قابل توجه در کاهش و سبب
)۰۰۰۱/۰p<(.  
  

	
های مورد مطالعه در چهار آزمون همولیز در تیمار با عصاره داربست )۳نمودار 
  )>۰۰۰۱/۰pلیتر بافر (لیتر دارو در میلیمیکرولیتر بر میلی۲۰۰و  ۵۰، ۲۵، ۱۰غلظت 

  
  باکتریاییآزمون تعیین خاصیت آنتی

 منظورهب هیدروکلراید تتراسایکلین داروی با شدهساخته هایداربست
و  ۵۷/۰باکتریایی با هر دو غلظت دارویی آنتی خاصیت ایجاد
شدند تا غلظت کمینه  دهیپوشش لیترگرم بر میلیمیلی۱۵/۱

طور همزمان با حفظ ها بهدارویی که قادر به مهار رشد باکتری
ا ب باکتریاییآنتی آزمون. ها است تعیین شودماندن سلولزنده

 درصدهای با یتیکامپوز و پلیمری داربست هایعصاره استفاده از
 رمگ و ،شیا کلییاشر منفی گرم باکتری نوع روی دو دارو مختلف
. شد آگار انجام LB کشت محیط در استافیلوکوکوس اورئوس مثبت

 آورده شده ۱جدول  رشد در له عدمها کمی گیرینتایج اندازه
های پلیمری و کامپوزیتی فاقد دارو هاله عدم رشد در نمونهاست. 

ا باکتریایی آنهدهنده عدم وجود خاصیت آنتیمشاهده نشد که نشان
هاله عدم رشد  های حاوی دارواست. برعکس در همه نمونه

های هر دو سویه مشاهده شد. نکته قابل توجه اثربخشی باکتری
با  در مقایسه فیلوکوکوس اورئوساستاها بر سویه بیشتر عصاره

شده بر هر دو سویه است. البته در آزمایشات انجام شیا کلییاشر
  های مختلف دارو مشاهده نشد.تفاوت قابل توجهی بین اثر غلظت

  
متر بر اثر تیمار با بر حسب سانتی باکتری رشد عدم هاله قطر اندازه )۱ جدول

گرم های مختلف دارو (بر حسب میلیغلظتدر  های مورد مطالعهعصاره داربست
  لیتر)بر میلی

  باکتری
  میزان دارو

	نوع داربست
٥٧/٠ صفر  ١٥/١  

 اشریشیا کلی
٨٢/١ صفر پلی کاپرولاکتون ± ٠٧/٠  ٠٣/٢ ± ٠٣/٠  

٤٩/١ صفر پلی کاپرولاکتون/بیوگلاس ± ٠٣/٠  ٠١/٢ ± ٠١/٠  
٠٩/١ صفر پلی کاپرولاکتون/تیتانیا ± ٠٦/٠  ٧٧/١ ± ٠١/٠  

استافیلوکوکوس 
 اورئوس

کاپرولاکتون پلی ٧/٢ صفر  ± ٠١/٠  ٨/٢ ± ٠١/٠  
بیوگلاس/کاپرولاکتون پلی ٥٩/٢ صفر  ± ٠٦/٠  ٦٢/٢ ± ٠٢/٠  
تیتانیا/کاپرولاکتون پلی ٦٥/٢ صفر  ± ٠٤/٠  ٩/٢ ± ٠١/٠  

  
  بحث
 یتینانوکامپوز و بایوگلاس کامپوزیتی پلیمری، داربست نوع سه

 اختهس هیدروکلراید تتراسایکلین داروی حاوی و دارو بدون تیتانیا
 سازگاریزیست مکانیکی، خواص دلیلبه کاپرولاکتونپلی پلیمر. شد
 لیمریپ بستر عنوانبه پلیمرها سایر به نسبت مطلوب تخریب نرخ و

 اتیتانی نانوذرات و بایوگلاس میکروذرات همچنین. شد استفاده
 ستزی افزایش و مکانیکی خواص بهبود در ذرات اثربخشی دلیلبه

 وکلرایدهیدر تتراسایکلین داروی. قرار گرفتند مورد استفاده سازگاری
 رمیمت طی عفونت از جلوگیری و باکتریاییآنتی خاصیت دلیلبه

د های فاقمطالعه در نمونه این نتایج .شد افزوده داربست به بافت
ب سب تیتانیا و بیوگلاس نانوذرات افزودن که دهدمی دارو نشان
 ۲۴ها در ماندن سلولشود و میزان زندهمی پلیمر دوستیآب افزایش

های ساعت قابل قبول بوده است. اما این نتایج در تطابق با پژوهش
پیشین و موید این مطلب است که افزودن نانوذرات تیتانیا و ذرات 

 خاصیت ودبهب کاپرولاکتون ودوستی پلیبیوگلاس سبب افزایش آب
. اما در 24]‐[29شودمی های کامپوزیتیستدارب فعالیزیست
ها ماندن سلولهای حاوی دارو کاهش قابل توجه زندهداربست

کاپرولاکتونی مشاهده شده است که به های پلیخصوص در نمونهبه
ها باشد. رسد ناشی از رهایش انفجاری دارو از این داربستنظر می
ه گریز با زاویبآلفااستر با طبیعت آکاپرولاکتون یک پلیپلی
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بیوتیک تتراسایکلین ، در حالی که آنتی[24]درجه است ۸۰ترشوندگی 
. [8]دوست و قابل انحلال در آب استهیدروکلراید دارای طبیعت آب
الف  -۱طور که در شکل دوستی هماناین تفاوت در میزان آب

شود، سبب عدم توزیع دارو مشاهده می ۱۵/۱خصوص در غلظت به
در داربست شد و به تجمع مقادیر قابل توجه دارو بر همگن دارو 

کاپرولاکتونی و به تبع رهایش انفجاری دارو منجر سطح داربست پلی
شده بین ذرات دلیل باندهای تشکیلشده است. حال آنکه به

ه های کامپوزیتی کدوست بیوگلاس و تیتانیا با دارو در داربستآب
رود )، انتظار می۱ه است (نمودار نشان داده شد FTIRدر نتایج آنالیز 

های کامپوزیتی رخ نداده باشد و چنین رهایش انفجاری در نمونه
 تر بوده است. به این ترتیب بهشدهبنابراین روند رهایش دارو کنترل

ها در مجاورت ماندن سلولرسد علت کاهش میزان زندهنظر می
لیتر گرم بر میلیمیلی۱۵/۱کاپرولاکتونی حاوی های پلیعصاره نمونه

های کامپوزیتی حاوی دارو رهایش انفجاری دارو در مقایسه با نمونه
دارو و سمیت ناشی از آن باشد. همچنین نتایج آزمون همولیز نیز 

سازگاری دهد که افزودن دارو سبب کاهش در میزان خوننشان می
طوری که بیشترین میزان همولیز در نمونه شده است به

لیتر دارو قابل گرم بر میلیمیلی۱۵/۱کتونی حاوی کاپرولاپلی
و موید  MTTمشاهده است. این امر نیز در تطابق با نتایج آزمون 

  کاپرولاکتونی است.رهایش انفجاری دارو از داربست پلی
ه باکتریایی بر دو سویی نتایج آزمون تعیین خواص آنتیبررس با

اکتری گرم مثبت رسد که اثر این دارو بر بمختلف، به نظر می
 شیا کلییاشربیشتر از باکتری گرم منفی  استافیلوکوکوس اورئوس

	,30	,17]های دیگر استبرخی گزارش با تطابق نتیجه در این باشد که

نانومتر و در ۸تا  ۷حدود  شیا کلییاشرضخامت دیواره باکتری  .[31
نانومتر است. اگرچه بر ۸۰تا  ۲۰بین  استافیلوکوکوس اورئوسمورد 

 دلیل دیوارههای گرم منفی بهرود که باکتریاین اساس انتظار می
های بیوتیکباکتریایی نظیر آنتیتر به عوامل آنتیسلولی نازک

	,17]های قبلیبر اساس گزارش [26]تر باشندطبیعی و سنتزی حساس

شیا یراشری گرم منفی دلیل مقاومت ذاتی باکترسد بهبه نظر می [30
و طبیعت داروی تتراسایکلین، دیواره باکتری گرم مثبت  کلی

شیا یراش در مقایسه با سویه گرم منفی استافیلوکوکوس اورئوس
ها و مواد شیمیایی دارای خواص بیوتیک، به بسیاری از آنتیکلی
 یا کلیشیاشرتر است. مقاومت نسبی ذاتی باکتریایی حساسآنتی

  .[31]آن است پلاسمیپرییه لیپوساکاریدی و فضای ناشی از لا
  

  گیرینتیجه
ان نش هانمونه باکتریاییاثر غلظت دارو بر خاصیت آنتی مقایسه

که اگرچه غلظت داروی بیشتر در هر دو سویه باکتری سبب  دهدیم
تایج با درنظرگرفتن ن باکتریایی شده است اماافزایش خاصیت آنتی

 نظر مختلف به غلظتدر سه  حاوی داروی هانمونهسنجی سمیت
 ینا که است ترمناسب لیترمیلی بر گرممیلی۵۷/۰ غلظت رسدیم

 در [14]همکاران و شاوشده توسط نتایج گزارش با تطابق در نتیجه
بنابراین با  .است تتراسایکلین حاوی سلولزی غشاهای مطالعه

 ی کرد که داربستر یگجهینت توانیمدرنظرگرفتن هر دو معیار فوق 
گرم دارو در مقایسه با سایر میلی۵۷/۰کامپوزیتی تیتانیا حاوی 

و اثر  هاسلولماندن ی مورد بررسی از نظر میزان زندههانمونه
وان عنتواند بهی است و میتر مطلوبباکتریایی دارای خواص آنتی

ی مهندسی بافت با خاصیت هاداربستگزینه بالقوه برای ساخت 
  باکتریایی مورد توجه قرار گیرد.آنتی
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