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1.Introduction 
The demand for fabricating bone-healing materials is 

increasing. However, the creation of the most similar 

structure to the bone with appropriate mechanical, 

physical, and biological characteristics is challenging. 

Bone is a natural nanocomposite containing collagen and 

hydroxyapatite as the matrix and the reinforcement parts 

of the bone composite, respectively. The presence of the 

interconnected porous structure in the range of 200-600 

nm is necessary for cell activities. The present research 

aims to fabricate and characterize the gelatin-calcium 

phosphate composite scaffolds which have promising 

roles in bone tissue engineering applications. In this 

regard, the reinforcing bioglass particles (SCP) in the 

SiO2–CaO–P2O5 system were synthesized by the sol-gel 

method. The reinforcing synthesized particles were 

subjected to heat treatment at 1100 ℃ to create the 

crystalline calcium phosphate phases in the chemical 

composition of the reinforcing particles. Composite 

scaffolds were fabricated by conventional solvent casting 

and freeze-drying method using gelatin as the organic 

matrix and heat-treated bioglasses (glass-ceramics) as the 

reinforcing phase. Finally, a non-polymeric silica 

coverage was applied on the surface of the produced 

scaffolds to improve the mechanical and biological 

properties of the scaffolds. Besides, the bioactivity 

behavior of the mentioned composite scaffolds has been 

investigated in the simulated body fluid (SBF). The 

cytocompatibility of the covered gelatin/ calcium 

phosphate composite scaffolds was investigated when 

they are incubated with dental pulp stem cells. 

 

2.Materials and Methods 
Tetraethyl orthosilicate (TEOS), calcium nitrate 
tetrahydrate, and triethyl phosphate (TEP) were used as 
precursors of SiO2, CaO, and P2O5, respectively. Nitric 
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acid (65%, HNO3) and ammonia (NH4OH) were used as 
the catalyst during the sol-gel synthesis process in 
64SiO2–28CaO–8P2O5 ternary system. Food grade gelatin 
was used for the fabrication of the composite scaffolds. 
The prepared particles then were heat-treated at 1100℃. 
Then, the scaffolds were fabricated via solvent casting 
and freeze-drying methods. The DTA/TG, FTIR, and 
AFM analyzes of the as-synthesized particles (SCP) were 
performed to study the physical behavior of the particles. 
FESEM analysis, three-point flexural test, Resazurin Red 
Assay, and immersing the scaffolds in SBF media were 
also carried out to study the physical, biological, and 
mechanical behavior of the scaffolds.  

 

3.Results and Discussion 
Fig.1 shows the thermogravimetric and differential 
thermal (DTA/TG) results of the as-synthesized SCP 
particles. The first endothermic peak at the range of 50–
200 ◦C could be attributed to the volatilization of residual 
water and ethanol. The exothermic peak around 250–300 
◦C could be related to the condensation process. The TGA 
results also showed a drop in weight of the SCP samples 
at 250–300 ◦C corresponding to the removal of H2O. An 
exothermic peak right after the condensation process, 
starting at 300 ◦C, corresponds to the removal of nitrate 
groups. There is also an exothermic peak around 800 ◦C 
which could be attributed to the phase crystallization. 

The XRD graph of the SCP particles heat-treated at 

1100 ℃ is depicted in Fig.2. The formation of calcium 

phosphate and calcium silicate phases was consistent in 

the SCP particles. According to the mentioned graph, the 

crystallization of Ca3(PO4)2 and Ca2SiO4 phases occurred 

based on ICCD 00-009-0348 and ICCD01-077-0420, 

respectively.  
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Figure 1. The DTA-TG graph of the SCP particles. 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. The XRD graph of the SCP particles. 

The AFM images of the surface of the SCP particles were 

depicted in Fig.3. The roughness of the particles was 

17.32nm which could be efficient in the mechanical 

interlockings between the SCP particles and the gelatin 

matrix in the composite.  

 

 

  

 

  

 

 

 

Figure 3. AFM microscopy of the SCP particles. 

According to the flexural test of the composite scaffolds, 

the final strength of the scaffolds was 15 MPa which was 

closed to the natural bone. The presence of silica coverage 

was a beneficial parameter for improving the mechanical 

properties of the scaffolds. Fig.4 illustrates the FESEM 

images of the composite scaffolds before and after cell 

culture with interconnected pores. In addition, Resazurin 

Red Assay confirmed the viability of 78% of stem cells 

on the scaffolds after 5 days of seeding. Immersion of the 

scaffolds in the simulated body fluid (SBF) caused the 

controlled release of the Ca2+, Si4+, and PO4
3- ions (Fig.5). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 4. FESEM images of the composite scaffolds 

(a)before and (b)after cell culture. 

 

 

 

 

 

 
Figure 5. Ion release profiles as a function of time 

immersion in SBF media for composite scaffolds. 

4. Conclusion 
In the present research, gelatin-calcium phosphate 
composite scaffolds were fabricated via freeze-drying 
methods. The SCP particles were synthesized via a sol-gel 
route in 64SiO2–28CaO–8P2O5 (mol%) system. Applying 
the silica coverage on the composite scaffolds improved 
the final mechanical strength to 15 MPa which was 
comparable with the flexural strength of the natural bone. 
Resazurin Red Assay confirmed the viability of 78% of 
stem cells on the scaffolds after 5 days of seeding. In 
addition, degradation studies of the composite scaffolds in 
SBF media revealed that ion release occurred after 7 and 
21 days of immersing the scaffolds in SBF. According to 
the obtained results, the gelatin-calcium phosphate 
composite scaffolds can play an important role in bone 
tissue engineering applications.  

(b) 

(b) 
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 *بررسی رفتار مکانیکی و زیستیساخت تا فرایند از  فسفات کلسیم:-های کامپوزیتی ژلاتینداربست

  مقاله پژوهشی

 (5)نزهرا طیرانی نجارا      (4)صاحبیان سقیسمانه       (3)سحر ملازاده بیدختی      (2)سحر معاونی      (1)فائزه درویشیان حقیقی
DOI: 10.22067/jmme.2022.71323.1019  

فسفات ات کلسیمذر فراوریباشد. اولین مرحله، می خشکایش سرمایشیانحلالی و  فرایندهای کامپوزیتی از طریق ساخت داربست ،هدف پژوهش حاضر  چکیده
به ترتیب  آنهادانسیته  است. طبق نتایج آنالیز تعیین اندازه ذرات و پیکنومتری، اندازه ذرات و C˚1100عملیات حرارتی ذرات در دمای  ،ژل و سپسبه روش سل

(، تبلور فاز فسفات GT-DTA) ( و آنالیز حرارتی افتراقیXRD) حاصل از آنالیز پراش پرتو ایکسج باشد. همچنین طبق نتایمی 3g/cm 06/4و  nm 5±37برابر با 
یی شد. طبق ( شناساFTIR) فوریهتبدیل سنجی مادون قرمز آغاز گردید. پیوندهای ایجادشده در ساختار نیز توسط طیف C800˚  کلسیم با عبور از دمای

زمون خمش آها منظور درک رفتار مکانیکی و ریزساختاری داربستاست. به nm 32/ 17شده فراوری، زبری سطح ذرات AFMتصویربرداری توسط میکروسکوپ 
ت برابر با ها نشان داد که استحکام خمشی نهایی داربس( انجام شد. نتایج بررسیFESEM) نقطه و تصویربرداری توسط میکروسکوپ الکترونی روبشیسه

MPa3/1±15 طالعه رفتار زیستی داربست توسط آنالیز باشد. مو دارای ریزساختاری کاملاً متخلخل می بودهResazurin Red Assay یت، رشد و نیز عدم سم
ده بدن با رهایش شسازیها در محلول شبیهن داربستد. همچنین قرارداکردهای بنیادی مغز دندان عقل را در مجاورت با داربست اثبات تکثیر مطلوب سلول

3- و  2Ca ،+4Si+ هایمطلوب یون
4PO   دیده های آسیبافتتوانند برای ترمیم بمی کلسیمفسفات -های ژلاتینداربستکرد توان ادعا بود. بنابراین، میهمراه

 استخوانی مفید واقع شوند.
 .، خواص مکانیکی و زیستیهای بنیادیفسفات، کشت سلولداربست کامپوزیتی، ژلاتین، کلسیم  کلیدی هایواژه

Gelatin-Calcium Phosphate Composite Scaffold: From Fabrication to Mechanical and 

Biological Properties Investigation  
 

Faezeh Darvishian Haghighi    Sahar Moaveni    Sahar Mollazadeh Beidokhti     Samaneh Sahebian Saghi    Zahra Tayarani Najaran 

 

Abstract  The fabrication of the most similar structure to the bone with appropriate mechanical, physical, and biological 
characteristics is challenging. The main aim of the present research is to design, fabricate, and characterize the gelatin-
calcium phosphate composite scaffolds. First, calcium phosphate particles (SCP) were synthesized through the sol-gel 
process. Accordingly, the prepared particles were synthesized via the sol-gel route and heat-treated at 1100℃. Then, the 
gelatin-calcium phosphate composite scaffolds were fabricated through solvent casting and freeze-drying methods. 
According to the pycnometer and particle size (PSA) analyses, the density and the particle size of the SCP particles were 
4.06 g/cm3 and 37±5 nm, respectively. Based on the XRD and DTA-TG results of the particles, crystallization of the 
calcium phosphate phases has been started at 800℃. The functional groups of the particles have been also studied through 
FTIR analysis. The roughness of the particles was 17.32nm based on the AFM microscopy results. According to the three-
point flexural test, the final strength of the scaffolds was 15 MPa. Field emission scanning electron microscopy (FESEM) 
showed that the scaffolds have had completely porous structure with interconnected pores. Resazurin Red Assay 
confirmed the viability of 78% of stem cells on the scaffolds after 5 days of seeding. Immersion of the scaffolds in the 
simulated body fluid (SBF) caused the controlled release of the Ca2+, Si4+, and PO4

3- ions. Altogether, the gelatin-calcium 
phosphate composite scaffolds have a promising role in tissue engineering applications. 
 

Key Words: Bone Scaffold, Gelatin, Calcium phosphate, Stem Cell Culture, Mechanical and Biological Properties. 
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 مقدمه 

دلیل افزایش  درعصر اخیر، نیاز به جایگزینی بافت استخوان به
های و مبتلا به سرطان استخوان، آسیبجمعیت سالخورده 

نیل به این به منظور . [1] استورزشی و تصادفات افزایش یافته
سازی مواد جدید هدف، تلاشهای بسیاری برای طراحی و آماده

است. استخوان ی مهندسی بافت استخوان انجام شدهدر زمینه
 آپاتیت است کهنانوکامپوزیتی طبیعی شامل کلاژن و هیدروکسی

کننده درآن ذرات فسفات کلسیم و یا آپاتیت به عنوان فاز تقویت
. وجود ساختاری [2] باشدو پلیمر کلاژن به عنوان فاز زمینه می

پیوسته از حفرات در محدوده ابعادی همای بهمتخلخل با شبکه
µm600-200 باشد. ترین مشخصه بافت استخوان میساده

استخوان اسفنجی  همچنین استحکام خمشی و مدول فشاری
 باشدمی GPa6/05-0/0 و MPa20 -10ترتیب برابر با انسان به

شناخت کافی و تقلید از ساختار یادشده، در طراحی مواد  .[3,4]
. [5] باشدهای شکسته مطلوب می، جهت ترمیم استخوانکارامد

کننده استخوان، استفاده از فلزّاتی چون مطالعه تاریخچه مواد ترمیم
نزن و آلیاژهای تیتانیوم را به عنوان اولین موادی که نگفولاد ز

دهد. از کاررفته نشان میدیده بهبرای بازسازی ساختار آسیب
جمله معایب فلزات یادشده، استحکام نهایی زیاد، عمرکاری 

نمودن قطعات  منظور خارجمحدود، نیاز به عمل جراحی مجدد به
 . [6] باشدفعّالی میاز بدن و عدم زیست

های یادشده، منظور غلبه بر محدودیتهای اخیر، بهدر سال 
سرامیک -تی پلیمریهای کامپوزایده ساخت و استفاده از داربست

بعدی است که از است. درواقع داربست ساختاری سهمطرح شده
و به گسترش کرده ها حمایت شدن سلولتکثیر، رشد و پراکنده

کارگیری ساختار ساخت و به. [7] کندو ترمیم بافت کمک می
منظور به. [8] باشدیادشده در مهندسی بافت بسیارحائز اهمیت می

ها نیز بایستی پرهیز از ایجاد تنش، خواص مکانیکی داربست
. امروزه، تنوعی در [5] مشابه با محدوده بافت مجاور باشد

-آپاتیتهای بایوپلیمر/بایوسرامیک مانند هیدروکسیکامپوزیت
-آپاتیتچیتوسان و هیدروکسی-آپاتیتهیدروکسیکلاژن، 
های پایه . کامپوزیت[9] شودلاکتیک مشاهده میاسیدپلیژلاتین/ 

های متخلخل، های متنوعی شامل داربستژلاتین نیز در شکل
نانوالیاف و هیدروژل، تولید و برای بازسازی استخوان قابل 

بعدی های سهداربستبختیاری و همکارانش  . لیلا[2] انداستفاده

-µm200فسفات کلسیم را با حفراتی در محدوده اندازه  -ژلاتین
. [10]کردند  با استفاده از پودر نفتالن و نیز فریزدرای تولید 100

منظور تولید حفرات در استفاده از نفتالن بهقابل ذکر است که 

 و بنابراین توصیهکند میساختار، رفتار زیستی را با مشکل مواجه 
-های ژلاتینزاده و همکارانش نیز داربستشود. مهدی کاظمنمی

به کمک  MPa32آپاتیت را با استحکام فشاری نهایی هیدروکسی

. هانگلین لو و [11]کردند استفاده از دستگاه فریزدرایر تولید 
-سازگارهای نانوکامپوزیتی شیشه زیستهمکارانش داربست

اعمال پوشش ژلاتینی، استحکام ژلاتین را ساختند. طبق نتایج، با 

بیشترین مقدار خود به  kPa138به kPa45فشاری داربست از 
. قربانی و همکاران نیز بیشترین مقدار استحکام [12] رسیده است

ژلاتین حاوی -آپاتیتهای هیدروکسیفشاری داربست
. متعاله و [13]کردند گزارش  MPa45/2دگزامتازون را برابر با 

، 45S5سازگار های زیستبا استفاده از شیشه همکارانش ابتدا
بعدی ساختند. بعدی به کمک روش چاپ سههایی سهداربست
نوع پوشش پلیمری را بر رفتار مکانیکی و زیستی تأثیر سپس 

-. بیشترین استحکام فشاری نهایی داربستکردندداربست مطالعه 

و  MPa14ترتیب شده با چیتوسان و ژلاتین بههای پوشش داده
MPa8 [14] استگزارش شده. 
سازگار  های کامپوزیتی زیستهمچنین اخیراً ساخت داربست 

-های پیشرفته مانند استفاده از پرینترهای سهبا استفاده از روش

. اگرچه استکردهبعدی توجه زیادی را به سمت خود جلب 
بعدی، ایجاد های استخوانی به کمک پرینتر سهساخت داربست

، کندتأمین میکنواخت با حفراتی در ابعاد مورد نظر را ساختاری ی
-سازی محصول حاصل از آن، از لحاظ اقتصادی مقروناما تجاری

های سنتی مانند خشکایش صرفه نیست. درحالی که در روشبه
، نیاز فراوریتوان به سهولت سرمایشی و تصفیه ذرات نمک می

. بنابراین، کرد اشاره به حداقل تجهیزات و هزینه بسیار اندک تولید
های مهندسی های قدیمی موجود توسط روشسازی روشبهینه
و نیز تلفیق علوم پزشکی  -های سنتیاصلاح و بهبود روش -ساده

 .کندغلبه  آنهاهای ناشی از تواند بر ضعفو مهندسی می
 -های ژلاتینهدف از پژوهش حاضر، ساخت داربست 

انحلالی و نیز استفاده  ایندفرفسفات کلسیم به کمک روش سنتی 

باشد. اصلاح و بهبود روش سنتی کن سرمایشی میاز خشک
منظور مذکور و نیز اعمال پوشش سیلیسی برروی داربست به

های پژوهش بهبود رفتار مکانیکی و زیستی از جمله نوآوری

های مکانیکی، فیزیکی و یابیمنظور مشخصهحاضر است. بدین
های حرارتی یابیهای یادشده و نیز مشخصهزیستی کامل داربست
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مهندسی متالورژی و موادنشریۀ  1401 ،سه، شمارۀ سومسال سی و        

 است. فسفات نیز گزارش شدهکننده کلسیمو فیزیکی ذرات تقویت
 

 مواد و روش تحقیق 

 مواد اولیه

همه مواد شیمیایی مورد استفاده در این آزمایش، بدون نیاز به 
-تخلیص بودند. به منظور سنتز ذرات کلسیم فراینداستفاده از 

از  5O2P8 -CaO28 -2SiO64تاییهای سهستمدر سی SCPفسفات 
-هایی حاوی اکسیدهای سیلیسیم، کلسیم و فسفر استفادهمادهپیش

های سازی نهایی ذرات، ساخت کامپوزیتگردید. پس از آماده
گرفت. فسفات با استفاده از ژلاتین خوراکی انجامکلسیم-ژلاتین

 (1)ذرات بایوگلس در جدول  فراوریکاررفته در مواد اولیه به
 است.آمده

 
 تایی منظور تهیه ذرات شیشه در سیستم سهمورد نیاز به اولیهمواد   1 جدول

5O2P -CaO -2SiO 

 

 علت استفاده نام شرکت فرمول شیمیایی نام ماده

تترا اتیل 

 اورتوسیلیکات
Si4O20H8C Merck 2ماده پیشSiO 

نیترات کلسیم

 چهارآبه
O2.4H2)3Ca(NO Merck ماده پیشCaO 

 5O2P مادهپیش P4O15H6C Merck فسفاتاتیلتری

 pHکاهش  3HNO Merck اسیدنیتریک

 حلال الکلپارس OH5H2C (96%) اتانول

 pHافزایش  اوربیتال OH4NH آمونیاک

 
 SCPذرات فسفات کلسیم  فراوری

تایی ژل در سیستم سهروش سلفسفات بهابتدا ذرات کلسیم

5O2P8%-CaO28%-2SiO64%   درصد مولی( با استفاده از(
های مورد نیاز از سل .[15] شد فراوریهای یادشده مادهپیش
منظور انجام واکنش هیدرولیز، سه های مذکور، آماده و بهمادهپیش

روز در دمای محیط نگهداری شد. برای انجام واکنش هیدرولیز 
اسیدنیتریک به عنوان کاتالیزور باهدف از اتانول، آب دیونیزه و نیز 

های سرعت بخشیدن به واکنش استفاده شد. پس از مخلوط سل
TEOS  وTEPهای اولیه، اضافه شد. به سل کلسیم، منبع اکسید

رسانده شد.  11به   pHشدن سل،تراکم و ژل فرایندمنظور وقوع به
روز در دمای محیط نگهداری شد  14سپس ژل حاصل به مدت 

های داده و نیز حداکثر میزان واکنشا پیرسازی ساختار رخت
ل یادشده به مدت ژ درمرحله بعد،شود. هیدرولیز و تراکم انجام

آن  خشک شد. پس از C80˚کن با دمای یک روز در خشک
ها درون خردایش اوّلیه ذرات توسط هاون پرسلانی انجام و نمونه

کوره قرار گرفته و با  شد. سپس بوته، درونبوته سرامیکی  ریخته
عملیات حرارتی و سپس  C1100˚در دمای  C/min11˚سرعت 

مرحله بعد،  نمونه عملیات  کوره خاموش سرد گردید. در در
، 400بندی شده با هاون پرسلانی خرد و با الک دارای مشحرارتی

روز در 1مدت فسفات بهنهایت نیز ذرات کلسیم گردید. در الک
 گرفت تا نیروهای الکترواستاتیک موجود در آنای قراربشر شیشه

سازی ای شدن ذرّات در حین کامپوزیتو از توده شوند حذف

 شود. جلوگیری
 

 فسفاتکلسیم -های ژلاتینساخت داربست

درصد وزنی فاز  60فسفات حاوی کلسیم-های ژلاتینداربست
ها سرامیکی است. به منظور ساخت کامپوزیتکننده شیشهتقویت

ترتیب از ژلاتین خوراکی، آب انحلالی استفاده شد. بدین فراینداز 
شده در مرحله قبل، فراوریفسفاتی یونیزه و ذرات کلسیمدی

وزنی به کمک روش اعمال  7استفاده گردید. ابتدا محلول ژلاتین %
تهیه گردید.  - C50˚تا  40در محدوده  –حرارت غیر مستقیم 

لول حاصل سه مرتبه باکمک دقیقه، مح 20پس از گذشت 
عدد و 10ثانیه، تعداد سیکل 350آلتراسون پروبی با شرایط زمانی 

 وات آلتراسون شد.  20توان 
-درصد وزنی، پودر شیشه 60سپس با رعایت نسبت  

زده به محلول ژلاتین اضافه و در دمای محیط هم SCPسرامیک
بلافاصله اتیلنی منتقل شده و های پلیشد. مخلوط حاصل به قالب

ها از ساعت، نمونه48درون یخچال قرارگرفت. پس از گذشت 
-انجام شد. بدین آنهادهی بر روی درون قالب خارج و پوشش

ترتیب که نسبت برابر تئوس و آب بایکدیگر مخلوط و به مدت 
شد. با افزودن آمونیاک، زدهساعت در دمای محیط همحداقل نیم

های کامپوزیتی به کمک نهشدن سل اتفاق افتاد. سپس نموژل

دهی شد. ور گردیده و پوششاسپاتول، درون سل حاصل، غوطه
 3 ها به یخچال منتقل شد. پس از گذشت حداقلدرنهایت نمونه
ساعت در  24منتقل و  -C18˚ها به فریزر با دمای ساعت، نمونه

ساعت  24ها به مدت آن نگهداری گردید. درنهایت تمامی نمونه
 قرار گرفت.  -C50˚در دمای  FD-10V فریزدرایر مدلدر 
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 (SCP)  فسفاتیابی ذرات کلسیممشخصه

بررسی رفتار حرارتی ذرات فسفات کلسیم آنالیز حرارتی افتراقی 
DTA سنجی حرارتی و نیز وزن TG  توسط دستگاه

(TG/DTA)Thermogravimetric/Differential Thermal 

Analyzer مدل Pyris Diamonشد. آنالیز مذکور برروی جامان
 C1100˚و تا دمای  C/min10˚شده با نرخ فراوری SCPذرات 

های ساختاری ذرات از منظور تعیین گروهانجام گردید. به
   Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)آنالیز

  AVATAR 370 FT-IRمدل  Thermo Nicolet توسط دستگاه

نمونه پودری به  از مقدار جزئیصورت که استفاده شد. بدین
تحت تابش ه و قرصی ساخته شد برید پتاسیم همراه ماده مرجع

 XRDآنالیز فازی پراش پرتو ایکس  گرفت.قرار مادون قرمز  نور

(X-ray diffraction) به منظور تعیین فازهای متبلورشده در  نیز
 با مشخّصات  PHILIPS PW1730توسط دستگاه   SCPذرات 

λ=1/540598˚  2وθ= 10-80̊ شد. به منظور تعیین زبری انجام
با دستگاه   (AFM)سطح ذرات نیز از میکروسکوپ نیروی اتمی

Atomic Force Microscope  مدلFull plus استفاده شد. تعیین  
توسط دستگاه  (PSA)اندازه ذرات با آنالیز تعیین اندازه ذرّات 

Particle Size Analyzer-CORDOUAN مدلVasco3  انجام-

گرم در ml10 (0.01شد. برای این کار، مقدار جزیی از نمونه در 
-یونیزه توسط آلتراسون پروبی توزیع و آنالیز انجاملیتر( آب دی

ترتیب شد. همچنین دانسیته و پتانسیل زتای ذرات یادشده نیز به
( ZP) توسط دستگاه پیکنومتر گازی و دستگاه تعیین پتاسیل زتا

، ابتدا ذرات SCPبه منظور تعیین دانسیته ذرات  د.ی گردیبررس

داخل هاون پرسلانی خرد شدند. سپس به منظور تعیین حجم، 
اثر هلیوم ذرات در داخل محفظه پیکنومتر و در معرض گاز بی

شد. در مرحله نهایی، با استفاده از رابطه بین حجم و قرار داده

به  نیز از دستگاه پتانسیل زتاگیری شد. فشار، دانسیته ذرات اندازه
منظور . بدینگردیدگیری بار سطحی ذرات استفاده منظور اندازه

با اعمال ولتاژ توسط دستگاه، ذرات جامد درون آب توزیع شده و 
 گیری گردید. اندازه SCPبار موجود برسطح ذرات

 
 فسفات کلسیم -های ژلاتینیابی داربستمشخصه

، SANTAMقطه توسط دستگاه نآزمون استحکام خمشی سه
 mm/min2/0متر و با سرعت میلی 15گاه برابر با فاصله دو تکیه
شد. بارتکرار انجام 8با  3mm27×4×4ها با ابعاد برای داربست

های ریزساختاری میکروسکوپی از سطح شکست بررسی

فسفات کلسیم پس از آزمون خمش توسط  -های ژلاتینداربست
 VP 1450مدل LEO - Germanyمیکروسکوپ الکترونی روبشی 

شد. همچنین به منظور بررسی رفتار زیستی ها انجامنمونه

و مجاورت داربست  Resazurin Red Assayداربست، از آنالیز 
که  صورتشد. بدینهای بنیادی مغز دندان عقل استفادهبا سلول

های یادشده در محیط کشت ابتدا کشت و رشد کافی سلول

DMEM  در انکوباتور با دمایC˚37 % 2گاز   5و حاویCO  انجام
ها به شد. سپس داربست ها در پاساژ پنجم استفادهو از سلول

شدند. استریل PBSوشوی و نیز محلول شست 70کمک اتانول %

 ml2های میکروتیوبشده درون های استریلپس از آن داربست
 2×410سوسپانسیون سلولی با غلظت  µl500شد. سپس گذاشته

ساعت درون  5شد و به مدت  ها ریختهسلول برروی داربست

 انکوباتور نگهداری گردید. پس از آن، محتویات داخل هر
ها به خانه منتقل و داربست24میکروتیوب به یک خانه از ظروف 

مرحله  اتور نگهداری شدند. درروز درون انکوب 5 مدت زمان
ها از های زنده برروی داربستهدف تعیین درصد سلول نهایی با
استفاده شد. بدین منظور پس از  Resazurin Red Assayآنالیز 

گذشت مدت زمان معین از ریختن رنگ آلاماربلو برروی 

برای خوانش عدد  Microplate – Readerها، از دستگاه داربست
شد. پس از کشت سلول نیز مجدداً ریزساختار  جذب استفاده

مورد بررسی قرارگرفت.  FESEMداربست توسط میکروسکوپ 

ها از سازگاری داربستهمچنین به منظور بررسی رفتار زیست
( در مدت SBFشده بدن )سازیبا محلول شبیه آنهامجاورت 

روز استفاده شد. محلول  21و  7، 3، 1ساعت،  3ی هانازم

، NaCl ،3NaHCOهای مادهرد یادشده از انحلال پیشاستاندا
KCl ،4HPO2K ،O2H.62MgCl ،2CaCl  4وSO2Na  در آب

مشابه با  SBFهای یونی محلول دیونیزه آماده شد. غلظت
ها سازی محلول، نمونهپس از آماده پلاسمای خون انسان است.

روز درون محلول یادشده و  21و  7، 3، 1ساعت،  3به مدت 
گرفتند. پس از  قرار 37℃انکوباتور چرخشی با دمای  داخل

( ICPشده القایی )ی مذکور، آنالیز پلاسمای جفتهاناگذشت زم
مجاورشده با  SBFترتیب برروی محلول به XRDو نیز آنالیز 

های داربست و نیز داربست انجام شد. بررسی میزان رهایش یون
سیلیسیم، کلسیم و فسفر درون محلول و نیز میزان تبلور فازی 
برروی داربست، اهداف اصلی انجام دو آنالیز یادشده است. 



 59 زهرا طیرانی نجاران -صاحبیان سقی سمانه -سحر ملازاده بیدختی -سحر معاونی -فائزه درویشیان حقیقی

 

 

مهندسی متالورژی و موادنشریۀ  1401 ،سه، شمارۀ سومسال سی و        

های یابی داربستنمودار شماتیک مراحل ساخت و مشخصه
 آمده است. ( 1) مذکور در شکل

 

 
 

 های یابی داربستنمایش مراحل ساخت و مشخصه  1 شکل

 فسفاتکلسیم-ژلاتین

 

 نتایج و بحث

    SCPفسفات یابی ذرات کلسیممشخصه

انجام شده و نتایج  SCPروی ذرات  بر DTA-TGآنالیز حرارتی 
است. طبق آمده (2)در شکل  SCPذرات  روی آنالیز مذکور بر

نتایج، در ابتدا وقوع یک پدیده گرماگیر قابل مشاهده است. این 
همراه است،  C200˚تا  50مرحله که با کاهش جرمی در محدوده 

شده به صورت فیزیکی و نیز خروج مربوط به خروج آب جذب
نمودن، قادر به خروج  آب و الکلی است که طی مراحل خشک

های آب اند. جدایش مولکولمانده نبوده و در ساختار باقی
پیوندد. آب تبلوریافته وقوع میبه C100˚تر از یادشده در دمای کم

 Si—O—Siهای موجود در ساختار نیز که به طور شیمیایی با پل

گردد. دارای پیوند است، در دماهای بالاتری از ساختار حذف می
 کاهش جرم در نمونه همراه است mg25/5این رخداد با حدود 

[15] . 

سیلانول 1در مرحله هیدرولیز طبق واکنش )  های  ها )گروه(، 
SiOHشوند. ( تشکیل می 

 

Si(OC2H5)4 + 4H2O             Si(OH)4 + 4C2H5OH )1( 
 

و نیز طی یک پدیده گرمازا،       pHپس از هیدرولیز با افزایش    
ساختار رخ می   متراکم سیلانول   دهد. بدینشدن  های صورت که 

شکیل  سیلیس و آب تجزیه می  شده ت شوند.  در مرحله قبل، به 
تواند به دلیل رهایش ناشی کاهش وزن موجود در این مرحله می

 باشیید P-OHهای های سیییلانول و نیز گروهاز وقوع تراکم گروه
[16] . 
نیترات همچنین واضح است که در اثر استفاده از کلسیم 

ار قابل توجهی ماده اکسید کلسیم، مقدچهارآبه به عنوان پیش
گونه که پیشتر ذکرشد، شده است. همان نیترات نیز به ساختار وارد

ها و نیز سایر مواد باقیمانده اضافی در ساختار خروج نیترات
فسفات( پس از وقوع تراکم و طی اتیل)تری ماده اکسید فسفرپیش

 بوده C550˚یک واکنش گرمازای قوی تا قبل از رسیدن به دمای 
کاهش  TGاست. زیرا با رسیدن به دمای مذکور، طبق نمودار 

جرم در ساختار متوقف شده و پایداری قابل توجهی در نمودار 
شده، نمونه قابل مشاهده است. طبق گزارش تمام مراجع مطالعه

هایی ترین اتفاقهای مذکور، اصلیها و واکنشپس از وقوع پدیده
ن و نیز شروع تبلور است. در شدایافتد، شیشهکه در ساختار می

دو نمونه  ای گرمازا برای هر، طی پدیدهC800˚بالاتر از دمای 

 است. بلورینگی آغاز شده
 

 
 

 SCPذرات  DTA-TGنمودار آنالیز حرارتی   2 شکل

آمده است. برای  (3)در شکل  SCPذرات  FTIRنتایج آنالیز  

 cm 450-520-1های جذب در ، قله5S45یک شیشه زیستی 

و به  O-Si-Oو  Si-O-Siهای خمشی متناظر با حالت

های باشد. قلهمی O-P-Oهای گذاری ممکن گروهاشتراک

تواند متناظر با کشش متقارن می cm720-820-1شده در مشاهده

Si-O-Si ای پلهدر اکسیژن( زنBOباشد. همچنین قله ) های

با  O-Siمتناظر با کشش  cm 920-980-1موجود در محدوده 
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گذاری ممکن ( و به اشتراکNBOزن )های غیرپلاکسیژن

cm-شده در های مشاهدهباشد. قلهمی P-O-Pهای ارتعاش

زن های پلنیز متناظر با کشش نامتقارن اکسیژن 11060-1120

(BOدر داخل فضای تتراهدرال و نیز به اشتراک ) گذاری ممکن

متناظر با  mc 1460-1است. قله موجود در  O-P-های یونی گروه

مربوط به  cm1640-1های کربناتی است و قله های گروهارتعاش

در آب است. باندهای پهن در محدوده  OHارتعاشات مولکولی 

های تواند متناظر با گروهمی cm2840-3450-1عدد موج 

باشد. همچنین  POHو  SiOHهیدروکسیل یا آب و یا ارتعاشات 

های فسفات که مقدارشان نیز وهشود که باندهای گرفرض می

cm-محدود است، با باندهای ارتعاشی در محدوده عدد موج 

 SCPذرات  FTIR. نمودار ]71[ باشندمتناظر  1450-1200

cm-دهد که در عدد موج نیز نشان می (3) شده در شکلفراوری

. کشش ]81[ دهدرخ می O–Siارتعاش خمشی در پیوند  1467

افتد.  همچنین اتفاق می cm 569-1 نیز در عدد موج O-Pمتقارن 

3-های در گروه O-Pوقوع خمش 
4PO  مربوط به عدد موج-cm

کشش  cm804-1و  cm726-1. در اعداد موج ]19[ باشدمی 1606

 شوددیده می (BOزن )های پلدر اکسیژن Si-O-Siمتقارن پیوند 

-به اشتراک ( وNBOزن )های غیرپلبا اکسیژن Si-Oکشش  .[17]

 cm-نیز مربوط به عدد موج P-O-Pهای گذاری ممکن ارتعاش

 O-Pنیز ارتعاش کششی  cm963-1باشد. در عدد موج می 1941

O-Si-مربوط به کشش  cm1101-1. عدد موج ]17[ دهدرخ می

Si [20] است در ساختارهای خطی. 

منظور ، بهSCPبرروی ذرات  XRDهمچنین آنالیز فازی  
تعیین فازهای ایجادشده در ساختار پس از عملیات حرارتی در 

ذرات  XRDاست. نمودار آنالیز انجام شده C1100˚ دمای 

دهد که ( آمده است. نتایج نشان می4فسفات در شکل )کلسیم
سیلیکات در نمونه آغاز فسفات و کلسیمکلسیمتبلور فازهای 

سیلیکات با فرمول شیمیایی فازهای کلسیم 2θ=30˚است. در شده

5SiO3Ca 4(2فسفات با فرمول و کلسیم(PO3Ca به ترتیب به ،
 ICSD 00-009-0348و   ICSD 00-016-0406های استناد کارت

به کمک  2θ=31˚فسفات متبلورشده در اند. فاز کلسیمتبلور یافته

-ICSD 00-009و  ICSD 01-086-1585های شناسایی با کارت

هایی از خانواده فسفاتتواند کلسیممی به ترتیب 0348

2)4(PO3Ca  2و)3Ca(PO  32˚باشد. در=θ2 سیلیکات فاز کلسیم

4SiO2Ca 01-077-0420، توسط کارتICSD  است. تبلور یافته
های ذکرشده قبلی، کارتفسفاتی مطابق با شماره فازهای کلسیم

های است. همچنین قلهنیز متبلور شده 2θ=35˚و  2θ=34˚در 
باشد، در زوایای دهنده تبلور فازهای مشابه میضعیفی که نشان

˚25 =2θ=27 ˚ ،2θ 2=46˚وθ  قابل مشاهده است. تطابق زاویه
و  ICSD 00-009-0348های های ضعیف یادشده با کارتقله

ICSD 01-086-1585 .نشانی بر این مدعاست

 

 
 

 SCPفسفات ذرات کلسیم FTIRنمودار آنالیز   3 شکل
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 SCPفسفات آنالیز فازی ذرات کلسیم  4 شکل

 

که  SCPفسفات نتایج بررسی زبری سطحی ذرات کلسیم 

 (5)تهیه شده، در شکل  AFMتوسط میکروسکوپ نیروی اتمی 

  nmها، زبری سطح ذرات یادشده برابر باآمده است. طبق بررسی

چه سطح زبرتر باشد، شرایط بهتری  واقع هر است. در 32/17

های مکانیکی با زمینه پلیمری ژلاتین فراهم برای برقراری قفل

های میکروسکوپی توسط میکروسکوپ شود. طبق بررسیمی

AFMسطح ذرات ،SCP  باشد. از زبری مناسبی برخوردار می

رود که استحکام نهایی داربست حاوی ذرات بنابراین انتظار می

SCP .ساختاری  کامپوزیتی ساختار طبق مطالعات، مطلوب باشد

گیرند. هم قرار می است که دو یا چند فاز کاملاً نامتجانس کنار

ز به یک در کنار هم نیا حضور دو فاز نامتجانس و کاملاً متفاوت

های بسیاری برای افزایش راهاتصال قوی در فصل مشترک دارد. 

 آنهایکی از کننده وجود دارد. ارتباط میان فاز زمینه و تقویت

ها و کننده است. حضور پستیوجود سطحی زبر در فاز تقویت

نمودن شرایطی در افزایش سبب فراهمهای سطحی بلندی

کننده است. زبری و تقویت های مکانیکی بین فازهای زمینهقفل

شناسایی و  AFMکه توسط میکروسکوپ  SCPسطح ذرات 

در اتصال ذرات به فاز زمینه مؤثر تواند عاملی گیری شده میاندازه

ژلاتینی، بهبود استحکام فصل مشترک و افزایش استحکام نهایی 

 . [21] داربست کامپوزیتی باشد

 

 
 

 )الف(

 

 
 )ب(

 

  :(AFMتصاویر تهیه شده توسط میکروسکوپ نیروی اتمی )  شکل

 SCPسطحی ذرات  توپوگرافی ب()سطح ذرات و  الف()
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ت هدف از تعیین دانسیته، اندازه ذرات و پتانسیل زتای ذرا 

تأثیر و نیز  SCPفسفات کلسیم، شناخت خواص فیزیکی ذرات 

باشد. می آنهاشده توسط های تقویتآن بر خواص نهایی داربست

همچنین علت تعیین پتانسیل زتای ذرات، تعیین میزان تمایل 

تر یباشد. هرچه پتانسیل زتای ذرات منفای شدن میذرات به توده

ود. بکمتر خواهد  آنهاشدن و تجمع ایباشد، تمایل ذرات به توده

از طرفی با کاهش ابعاد ذرات، به دلیل افزایش نسبت سطح به 

، ز افزایش خواهد یافت. نتایج دانسیتهحجم، چسبندگی سلولی نی

است. همچنین آمده (2) اندازه و پتانسیل زتای ذرات در جدول

سبب وقوع بلورینگی  C1100˚انجام عملیات حرارتی در دمای 

های بلندبرد در پیوندهای ایجادشده در و افزایش میزان نظم

کاهش تعداد  شود.ساختار ذرات نسبت به حالت آمورف می

سبب  Si-O-Siای شکسته و ناکامل و افزایش پیوندهای پیونده

ه ب گردد.کاهش فاصله بین اتمی و افزایش نظم و تراکم اتمی می

 دانسیته ذرات افزایش سببتراکم ساختار افزایش عبارت دیگر، 

  .[21] شودمی

 
 SCPدانسیته، اندازه و پتانسیل زتای ذرات فسفات کلسیم   2 جدول

 

 (mvپتانسیل زتا ) (nmاندازه ذرات ) (3g/cmدانسیته )

06/4 37±5 7/6- 

 

 فسفات کلسیم -های ژلاتینیابی داربستمشخصه

آمده است.  (3)نتایج بررسی رفتار مکانیکی داربست در جدول 

نقطه بررسی رفتار مکانیکی داربست یادشده طی آزمون خمش سه

نشان داد اعمال پوشش سیلیسی سبب افزایش قابل توجه 

استحکام مکانیکی و مدول خمشی داربست در مقایسه با پژوهش 

قبل شده است. همچنین استحکام خمشی استخوان طبیعی در 

گزارش شده است و استحکام نهایی  MPa10-20محدوده 

 شده در پژوهش حاضر در این محدوده قرارهای ساختهداربست

گیرد که یکی از دستاوردهای مهم پژوهش حاضر محسوب می

توسط  یبررسی زبری سطحگونه که همان. همچنین [22] شودمی

سبب  SCPزبری سطح ذرات ، نشان داد AFMمیکروسکوپ 

های مکانیکی و افزایش سطح ارتباط با ژلاتین، افزایش قفل

 شود. درنتیجه بهبود استحکام نهایی داربست می

از سطح  FESEMنتایج تصویربرداری توسط میکروسکوپ  

دهد نقطه نشان میشکست داربست پس از آزمون خمش سه

فسفات ایجاد کلسیم-ساختاری کاملاً متخلخل در داربست ژلاتین

تواند پیوسته در این ساختار میهمشده است. حضور حفرات به

ندگی، های سلولی از جمله چسبهای مناسبی برای فعالیتمکان

ج( تصویر  -الف -6کند. شکل )تکثیر و پراکندگی سلولی فراهم

ساختار متخلخل داربست را قبل از بررسی رفتار زیستی نشان 

پیوسته در ابعاد گوناگون با علامت همدهد. حضور حفرات بهمی

روز کشت  5پیکان در شکل مشخص شده است. همچنین پس از 

های یادشده ز حضور سلولهای بنیادی بر روی داربست نیسلول

د( -6های داربست قابل مشاهده است. شکل )برروی دیواره

دهد که تصویر داربست یادشده را پس از کشت سلول نشان می

حضور سلول بنیادی بر دیواره داربست در شکل مشخص گردیده 

 78حضور % Resazurin Red Assayاست. همچنین نتایج آنالیز 

بست و نیز داخل حفرات موجود در آن سلول زنده را برروی دار

  تأیید کرد.

نیز ذکر  یابی زیستی ذراتبخش مشخصهگونه که در همان 

سازی کلسیم در محلول شبیهفسفات-های ژلاتینشد، داربست

( قرارداده شدند تا رهایش یونی مورد بررسی SBFشده بدن )

3-و2Ca، +4Si+های نمودار رهایش یون( 7قرار بگیرد. شکل )
4PO 

دهد. مقایسه کلی نمودار نشان های مختلف نشان میرا در زمان

روز سبب  21دهد که افزایش زمان ماندگاری داربست تا می

های سیلیسیم و افزایش غلظت یون کلسیم و کاهش غلظت یون

از  ppm100گونه که واضح است، مقدار همان  فسفر شده است.

3-و 2Ca+ های یون
4PO   در ابتدا در محلولSBF  وجود دارد. به

های یادشده دلیل تشکیل فازهای فسفاتی طی قرارگیری داربست

3-، یون SBFدر محلول 
4PO

مصرف شده و مقدار آن با گذشت  

4Si+های زمان کاهش یافته است. یون
نیز رفتاری مشابه با گروه  

ن تشکیل فازهای حاوی دهند. بنابرایفسفاتی از خود نشان می

باشد. رهایش روز محتمل می 21سیلیکات نیز بعد از گذشت 

فعالی و کمک به های مذکور، اثباتی بر وجود ویژگی زیستیون

-های ژلاتیندیده استخوانی توسط داربستبازسازی بافت آسیب

 .[21]کلسیم پژوهش حاضر است فسفات
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 فسفاتکلسیم-های ژلاتینداربستنقطه برروی نتایج آزمون خمش سه  3جدول
 

 کرنش بیشینه (MPa) مدول خمشی (MPa) استحکام خمشی نهایی 

 05/0 7±232 15 فسفاتکلسیم -داربست ژلاتین

 - - 20-10 استخوان طبیعی

  

 
 

 از کشت سلولج( قبل از کشت سلول و د( بعد -الف) :فسفات کلسیم-مربوط به داربست ژلاتین FESEMتصاویر میکروسکوب   6شکل

 

 
 

3 و 2Ca، +4Si+ های تغییرات غلظت یون  7شکل 
4PO با زمان  
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 گیری نتیجه

-های ژلاتینیابی داربستساخت و مشخصهدر پژوهش حاضر، 
-انحلالی و فریزدرای انجام شده فرایندفسفات به کمک کلسیم

 تاییفسفات در سیستم سهاست. بدین منظور ابتدا ذرات کلسیم

5O2P8 -CaO28 -2SiO64 شده و مورد  فراوریژل به روش سل
های متنوعی قرارگرفتند. تبلور فازهای فسفات کلسیم و ارزیابی

 DTA-TGAو  XRDسیلیسیم در ساختار ذرات توسط آنالیزهای 

مشاهده شد. همچنین زبری سطح ذرات توسط میکروسکوپ 
AFM  برابر باnm  32/17 های گزارش شد که  سبب افزایش قفل

نهایی  مکانیکی با فاز زمینه پلیمری و در نتیجه بهبود استحکام

است. بیشترین تنشی که نقطه شدهداربست طی آزمون خمش سه

است که مشابه  MPa15کرد داربست طی آزمون مکانیکی تحمل 

باشد. اندازه نانومتری با استحکام خمشی استخوان طبیعی می
فسفات سبب افزایش سطح ویژه و در کننده کلسیمتقویتذرات 

شود. همچنین نتایج میتر داربست نتیجه رفتار زیستی مطلوب

ها نشان داد که های بنیادی برروی داربستبررسی رفتار سلول
های سلولی از جمله رشد، چسبندگی و تکثیر امکان فعالیت

-های ژلاتینسلولی بر روی دیواره و نیز داخل حفرات داربست

-فسفات وجود دارد. قراردادن داربست در محلول شبیه کلسیم

2Ca،  +4Si+های با رهایش مطلوب یون ( نیزSBFسازی بدن )
 

3-و
4PO فعالی دهنده زیستاز داربست همراه بود که نشان

 باشد.داربست می
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