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 مقدمه  .0

-وانفراو  ای هستندرشته صورت به ،کلاژن هاینیپروتئ

 به اهروند. این پروتئینبه شمار می بدن نیپروتئ نیتر

 شوندیمافتی همبند بافت انواع متفاوت در زانیم

(Beck and Brodsky, 1998 .)مانند  ترکیبات طبیعی

به صورت توان ران دریایی را میداموجود در جانکلاژن 

شده، سنتزکرد. با استخراج کلاژن از نانوکامپوزیت معدنی

ضایعات شیلات مانند پولک، پوست و باله ماهی و معدنی 

های توان از آن برای ساخت داربستکردن کلاژن، می

(. در روش Liu et al., 2014متخلخل استفاده کرد )

( کلاژن، سنتز کامپوزیت Mineralizationشدن )معدنی

لسیم کاستخوانی کلاژن/ کلسیم فسفات نظیر آلفا تری

(، کلسیم فسفید Tricalcium αPhosphate-فسفات )

(Calcium Phosphideو تترا کلسیم فسفات ) 

(Tetracalcium Phosphateکه کپی ) برداری از

 و آلی هایاست، ویژگی طبیعی استخوان هایساختار

 ,Wahl and Czernuszka)معدنی استخوان را دارد 

2006). 

 از الگوبرداری ( باIn Vitroآزمایشگاهی ) شرایط در

ت هایی از کامپوزیامکان سنتز داربست طبیعی، استخوان

ASC معدنی(شدهAcid Soluble Collagenوجوددارد ) 

(Qu et al., 2008 .)محلول SBF (Simulate Body 

Fluidسلولی خارج با محلول یکسان یونی غلظت ( با 

 کلسیم رسوب برای (Extracellular Matrixبدن )

 داربست کلاژن در شرایط آزمایشگاهی روی بر فسفات

 اشباع فوق هاییون حاوی SBF شود. محلولمیاستفاده

 با مختلف مواد پوشش برای فسفات و کلسیم شده

 ,Kokubo and Takadamaها است )کلسیم فسفات

پذیری، برای تشکیل تقلید در روش زیست(. 2006

ه های مختلف، ببلورهای کلسیم فسفات بر روی بستر

شود غوطه ور می SBFروز آن بستر در  14الی  1مدت 

(Al‐Munajjed et al., 2009 .) 

 استخوان، بافت مهندسی در داربست عنوان به کلاژن

ضعیفی دارد. متعاقباً تهیه  نسبتاً مکانیکی خواص

 لمتخلخ ساختار های کلاژن/ کلسیم فسفات باداربست

خواص مطلوب و کارایی بالای زیستی در شرایط 

 ,.Kokubo et alسازد )پذیر میآزمایشگاهی را امکان

اژن و کلسیم (. بسیاری از محققان از ترکیب کل1990

های استخوانی فسفات برای ساخت داربست

 16 تا 06(. حدود Liao et al., 2004اند )کردهاستفاده

از  مابقی و معدنی آپاتیت استخوان از فاز بافت درصد

(. حضور فاز معدنی، Wang et al., 2012است ) کلاژن

-میمقاومت مکانیکی و فعالیت زیستی کلاژن را بهبود 

 (.Uezono et al., 2013بخشد )

ده با شهای کلاژن معدنیهای زیستی، فیبریلدر سیستم

های مختلف با هدف مراتبی در اندازهساختار سلسله

-Selfیابی به خواص مکانیکی مطلوب خودتجمعی )دست

Assemblyمی )( کنندHodge and Petruska, 1963 .)

 اراندمهره در سلولی خارج بستر در کلاژن زیستی پلیمر

-مولکول سلولی، خارج فضای دروجود دارد.  مهرگانبی و

 در هافیبریل میان مراتبیسلسله فرم به کلاژن های

 هایساختار به بسته ماکرو، و میکرو نانو، هایمقیاس

-یم تجمعیخود آن فیزیولوژیکی عملکرد و بافت مختلف

شده معدنی ASCهای فیبریل (.Cui et al., 2008کنند )

-مراتبی و با هدف دستقادرند با حفظ ساختار سلسلهنیز 

یابی به خواص مکانیکی مطلوب خودتجمعی کنند 

(Weiner et al., 1999.) 

یی زاهسته هایجایگاه کلاژن، شدنیمعدن ندیفرآ در

(Nucleation )تیاهم یمعدن یهابلور لیتشک یبرا 

 بار با لیکربوکس گروه؛ دهدیم نشان مطالعات. دارند

 یهادینواسیآمزنجیره جانبی  %11 حدود در یمنف

-ستهه یاصل ینواح دهد کهرا تشکیل می کلاژنپروتئین 

-ونی اتصال و است کلاژن لیبریف شدنیمعدن یبرا ییزا

 همرحل در یاصل عامل ل،یکربوکس گروه به میکلس یها

 (. Rhee et al., 2000) باشدیم ییزاهسته ییابتدا

معدنی مانند  یهابلور شدن،آغاز فرآیند معدنی در

 انون درمقیاس کلسیم فسفاتو تری تیآپاتیدروکسیه

 اژنکل هایلیبریفنانو نیب مراتبیساختار سلسله در

 اب کلاژن لیبریف یدهسازمان سپس رند،یگیم شکل
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-یم بلورهای کلسیم فسفات انجام یهاجایگاه به توجه

-رقو صورت توانند بهمی کلسیم فسفات یهابلور .شود

 رمحو امتداد درو عمدتاً  لیبریف سطح یرو یکوچکهای 

 لیبریف از یتعداد سپس .شوند فیرد لیبریف یطول

 لاژنک یبرهایف لیتشک یبرا هم موازات به یمعدن کلاژن

 (. Zhang et al., 2003) رندیگیم قرار شده یمعدن

-معدنی ASCهدف از این پژوهش، استخراج و شناسایی 

 Rutilus Frisiiخزر ) ماهی سفید دریایشده از پولک 

Kutumوری در محلول ( با غوطهSBF  .پروتئین است

کلاژن معدنی شده دارای مزایای منحصر به فردی از 

ب پذیری مطلوجمله زیست سازگاری بالا، زیست تخریب

واند تاست و در زیست پزشکی از جمله داربست بافت می

ی کلاژن استخراج وربا روش غوطه کاربرد داشته باشد.

، تحت شرایط SBFشده از پولک ماهی در محلول 

-تریتوان نحوه پوشش آزمایشگاهی کنترل شده، می

-روی سطح کلاژن و در بین نانوفیبریلفسفات  کلسیم

 های کلاژن را بررسی کرد.

 

 هامواد و روش .0

مواد استفاده شده در این پژوهش دارای بالاترین درجه 

 تعیین میزان خلوص و وزن مولکولیخلوص است. برای 

 مدل SDS-PAGEاز دستگاه  ها، پروتئین

SE600Ruby ، شرکتAmersham Biosciences  کشور

 Tensor 27)مدل  FTIRسنجیطیفشد. امریکا استفاده

های ، کشور آلمان( جهت تعیین گروهBurker، شرکت 

ده شعاملی و بررسی کلاژن استخراج شده و کلاژن معدنی

 STA 504مدل TGAمورد استفاده قرارگرفت. دستگاه 

برای بررسی و  آلمان ، ساخت کشورBAHA، شرکت 

شده در مقابل معدنی ASCمطالعه رفتار نانوکامپوزیت 

شدن نانوکامپوزیت حرارت استفاده گردید. دمای دناتوره

ASC شده با دستگاه معدنیDSC  200مدل- F3Maia 

DSC،  شرکتNETZSCH  .کشور آلمان مشخص شد

، Zeiss شرکت، EM10Cمدل  TEMدستگاه 

نانو ذرات کلسیم  جهت بررسی تشکیل ،کشورآلمان

 های کلاژن استفاده شد.فسفات بر روی نانوفیبریل

پس از شستشو و  های ماهی سفید دریای خزرپولک

خشک شدن در دمای محیط به قطعات کوچک خرد شد 

جهت حذف پروتئین و به آزمایشگاه منتقل شد. 

غیرکلاژنی پولک ماهی ابتدا مرحله غیر معدنی شدن با 

نرمال و سپس مرحله استخراج کلاژن  1/6محلول سود 

درجه سلسیوس انجام  4با اسید استیک رقیق در دمای 

شد. در مرحله دوم برای جدا شدن کلاژن از محلول رقیق 

 16666شد. رسوب کلاژن با سانتریفیوژ نمکی استفاده

دست آمد و پس از دیالیز، کلاژن توسط دور در دقیقه به

کن انجمادی خشک شد. برای تهیه دستگاه خشک

شده از محلول اسیدی کلاژن نانوکامپوزیت کلاژن معدنی

شده از پولک ماهی سفید دریای خزر و استخراج Ιنوع 

درجه  4( در دمای SBFمحلول شبیه سازی شده بدن )

 با SBFمحلول اده شد. استف pH  =4/1 سلسیوس و

ه تهی جهت. گرددمی تهیه خونی پلاسمای برابر غلظت

 لیتر آبمیلی 16در ابتدا  ،SBFمحلول لیتر میلی 166

 همزن روی بر و ریخته اتیلنی پلی بشر در را مقطر

 SBF یه. تهگیردمی قرار گرم آب حمام در مغناطیسی

 شود.میانجام  درجه سلسیوس( 5/30  ± 5/1) یدر دما

 SBF لیتر محلولمیلی 166ترکیبات لازم برای تهیه 

، NaCl ،3NaHCO ،KCl ،K2HPO4شامل ترکیبات 

MgCl2 ،CaCl2 ،4SO2Na ،3NO11H4C  و

Na3SO4H6C25H12C  .با محلول سپس استHCl کی 

از سرد  پس. رسدفیزیولوژی( می pH) pH= 4/1ار مول

درجه  5-16 یدر دما خچالیدر  SBFشدن، محلول 

کلاژن استخراج شده در  .شودیم ینگهدار سلسیوس

ور شد. رسوب کلاژن روز غوطه 14به مدت  SBFمحلول 

دست دور در دقیقه به 5666شده با سانتریفیوژ معدنی

 کن انجمادی، خشک شدآمد و با خشک

 نتایج و بحث  .3

PAGE ا، هطورگسترده برای تجزیه و تحلیل پروتئینبه

 ها کاربرد دارد.وزن مولکولی آنمیزان خلوص و تعیین 

 1α( دو باند مربوط به زنجیره 1)شکل الگوی الکتروفورز

کیلو دالتون را  126و  136با وزن مولکولی حدود  2αو 

دهد و میبا استفاده از نشانگر با وزن مولکولی بالا نشان
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 (.Nagai et al., 2004است ) 2αبیشتر از  1αدانسیته 

کیلو دالتون  266همچنین باندی با وزن مولکولی 

دهد کلاژن است که نشان می βمربوط به زنجیره 

استخراج شده تا حد زیادی همراه با تشکیل مقدار قابل 

 های عرضی برون و درون و مولکولیتوجهی از پیوند

-می β های دیمرتر شامل زنجیرهبزرگ αهای زنجیره

دست آمده از کلاژن استخراج شده با نتایج به شود.

 ,.Duan et alپوست، پولک و استخوان ماهی کپور )

های دریایی از جمله دیگر گونه پروتین کلاژن ( و2009

ماهی طلایی  (Montero et al., 1990ماهی قزل آلا )

مطابقت دارد. (,.Matmaroh et al 2011خاردار )

 

 

ی( محلول اسیدی کلاژن پولک ماهSDS-PAGEالکتروفورز ) :1ل شک

شود، پیک جذبی ملاحظه می 2که در شکل همانطور

مربوط به کلاژن استخراج شده از پولک ماهی سفید 

 در موقعیت I شامل پیک جذبی مربوط به گروه آمید
1-cm 1053  قرار دارد که مربوط به ارتعاشات کششی

و ارتعاشات  N-Hبا ارتعاشات خمشی  C=Oگروه 

 ,Bandekarباشد )می CNNکششی و تغییر شکل 

 در موقعیت  II (. پیک جذبی مربوط به گروه آمید1992
1-cm1551 مربوط به ارتعاشات خمشیH -N و کششی 

 N-Cباشد. پیک جذبی مربوط به گروه آمیدمی III در 

 شود که مربوط بهمشاهده می cm 1242-1-موقعیت 

گلایسین و  2CHاز گروه  H-N و N -Cارتعاشات کششی

 انهگسههای جانبی پرولین که در ساختار مارپیچ زنجیر

در طول  A کلاژن درگیر هستند، است. باند آمید نوع

و  H-Nاز پیک ارتعاشی کششی  cm 3443-1 موج

از  cm  2124-1 در طول موج B موقعیت باند آمید نوع

مشاهده شد  2CH نامتقارنپیک ارتعاشی کششی 

(Kamińska and Sionkowska. 1996 .) باند جذبی در

اکسید مربوط به جذب دی cm 2466-2366-1 محدوده 

 کربن موجود در هواست.

شده  یمعدن ASC یتنانوکامپوز FT-IR یجذب یفط

 یجذب باند است. کلسیم فسفاتمربوط به کلاژن و 

و  II، آمید نوع Iنوع  یدآم کششیمربوط به ارتعاشات 

 cm 1044-1 هاییتدر موقع به ترتیب IIIنوع  یدآم

،1-cm 1541  1و-cm 1255 .به مربوط جذبی باند است 

PO4) عاملی فسفات گروه
 cm-1 هایموقعیت در ،(−3

513 ،1-cm 015  1و-cm 1632  است. با توجه به اینکه

ت کلسیم فسفافسفات در تری باند جذبی گروه عاملی
1-cm1646 باشد، جابجایی این پیک به سمت مقادیر می

 در-P-O-P– دهنده تشکیل پیوند کوچکتر نشان

مابین زنجیره پروتئین  شده یمعدن ASC یتنانوکامپوز

 هایباند (.Gregory,1974و فاز کلسیم فسفات است )

 cm-1 هایموقعیت در کربنات گروه به مربوط جذبی

شد. ملاحظه cm 1541-1و  1401

 



ی و همکارانعلم ...شده بررسی ساختاری نانوکامپوزیت متشکل از کلاژن استخراج    

5 

 
0022دوره بیستم، شماره سوم، پاییز 

فصل نامه ی علمی پژوهشی   

 

شدهمعدنی ASCکلاژن و نانوکامپوزیت  FT-IR: طیف 2شکل 

شده، معدنی ASCمربوط به نانوکامپوزیت  3در شکل 

بوده  سلسیوسدرجه  151تا  01اولین مرحله، در دمای 

. شودآب نسبت داده میهای که به از دست دادن مولکول

درجه  درجه 320تا  100دومین مرحله در دمای 

بوده که در این محدوده دمایی، پروتئین سلسیوس 

شود. در نهایت در مرحله کلاژن در نمونه تخریب می

-شود. همسوم، زنجیره اصلی نانوکامپوزیت تخریب می

 درجه 111و 151، 55در دماهای  DTAچنین نمودار 

، 133واکنش را گرماگیر و در دماهای  ماهیت سلسیوس

ماهیت واکنش را گرماده  سلسیوسدرجه  524و  265

دهد.نشان می

 

 

شدهمعدنی ASCنانوکامپوزیت  TGA/DTA نمودار: 3شکل 

دمای دناتوره شدن شاخص مهمی برای ارزیابی پایداری 

است. در این دما ساختمان معدنی شدهحرارتی کلاژن 

رود و پروتئین طبیعی سه بعدی پروتئین از بین می

( dTشدن )دهد. دمای دناتورهعملکردش را از دست می

-گانه کلاژن مینانوکامپوزیت باعث تخریب مارپیچ سه

و  های کووالانسیشدن پیوندگردد که مربوط به شکسته

 Salvatoreباشد )میهای کلاژن هیدر.ژنی بین مولکول

et al., 2014 .) نموداربه  مربوط 4شکل DSC 

بر اساس باشد. . شده میمعدنی ASCنانوکامپوزیت 

پیک نمودار ترموگرام  ، از رویmaxT ماکزیمم دمای انتقال،

dT 5/141دمای  .تخمین زده شد =dT درجه سلسیوس 

درجه  5/111شدن کلاژن و دمای مربوط به دناتوره

ود. شبه احتراق فیبرهای کلاژن نسبت داده می سلسیوس

نتایج تحقیقات اخیر حاکی از آن است که کلاژن استخراج 
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 درجه سلسیوس dT=11 شده از پولک ماهی سفید دارای

، شدهمعدنی  ASCبنابراین در (.Elmi et al., 2017است )

پایداری حرارتی به نحو چشمگیری افزایش یافته است. 

-به شدهمعدنی ASC( HΔدناتوره شدن )آنتالپی کل 

 گیری سطح زیر منحنی ترموگرام حدود وسیله اندازه

11/01 =HΔ  ژول بر گرم و آنتالپی کل بلورینگی فاز

است.ژول بر گرم تخمین زده شده HΔ= 11/21معدنی 

 

 

شدهمعدنی ASCنانوکامپوزیت  DSC نمودار :4شکل 

-معدنی ASCنانوکامپوزیت از  TEMتصاویر  5شکل 

شود، که ملاحظه میدهد. همانطوریرا نشان می شده

 های کلاژن تشکیلفاز معدنی بیشتر بر روی فیبریل

رتب طور ناماست. نانوبلورهای کلسیم فسفات که بهشده

 هایفیبریلهای مستطیلی بر روی نانوبه شکل ورق

شود، طور که ملاحظه میکلاژن تجمع یافته اند. همان

های کلاژنی کلسیم فسفات، درون رشتهبلورهای تری

د. انهم تشکیل شده

 

 

شدهمعدنی ASCنانوکامپوزیت  TEMتصاویر  :5شکل 
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 نتیجه گیری .0

با الگوبرداری از ساختار طبیعی استخوان امکان تهیه 

ماتریکس استخوان شباهت بسیاری هایی که به داربست

شدن کلاژن در حضور مواد معدنی دارند وجود دارد.

 ویژگی از برخورداری دلیل به معدنی کلسیم فسفات

 ترمیم جهت پذیریتخریب سازگاری، زیستزیست

 ارتوپدی قابل درکاربردهای دندانی و استخوانی ضایعات

بررسی ساختاری . در این پژوهش، است استفاده

خراج شده از پولک استشدهمعدنی ASC هایفیبریلنانو

پذیری، جهت سنتز تقلیدبا فرآیند زیست ماهی سفید

وری کلاژن در شده با غوطهمعدنی ASC محلول اسیدی

  شد.بررسی SBF محلول

آنالیز (، SDS-PAGEالکتروفورز ) بابر اساس نتایج، 

رشته  3شامل ، Iآمینه وجود کلاژن نوع  اسیدهای

 ASCنمونه  FT-IRطیف سنجی مشخص شد.  مارپیچ

شده علاوه بر وجود باندهای آمیدی کلاژن، معدنی

باندهای فسفاتی، بیانگر حضور کلسیم فسفات بر روی  

از  TGAنمودار نانوفیبرهای کلاژن را نشان داد. 

 رامواد معدنی  %06،شدهمعدنی ASCنانوکامپوزیت 

ده را اثبات معدنی ش ASCکه تشکیل  دهدنشان می

معدنی شده در  ASCرا برای  DSC،d Tنمودار  کند.می

دهد که بیانگر نشان می درجه سلسیوس 5/141 دمای

تشکیل نانو  .استشدهمعدنی ASCپایداری حرارتی 

لاژن های ککلسیم فسفات بر روی نانو فیبریلذرات تری

قابل مشاهده  TEMبه صورت نامرتب و متراکم با تصاویر 

 ASCدست آمده، در نهایت بر اساس نتایج به هستند.

شده ساختار مشابه به ساختار استخوان را نشان معدنی

 دهد. می

علت جابجایی توده آب سطحی است. این موضوع از  به

-در حالت شوری-شبیه بودن نمودارهای پراکندگی دما

  .شودهای مختلف اثبات می

 تشکر و قدردانی .5

این مقاله مستخرج از پایان نامه مقطع کارشناسی ارشد 

خانم سکینه خزایی پول از محل اعتبارات پژوهشی 
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Abstract 
Mineralized collagen has diverse biological advantages, biocompatibility and biodegradability. In this study, the 

process of mineralization of the protein collagen type I extracted from the scales of white fish (Rutilus Frisii Kutum), 

was investigated in the Simulated Body Fluid (SBF). During immersion in SBF, tricalcium phosphate crystals were 

precipitated into collagen nanofibrils. SDS-PAGE electrophoresis confirmed the presence of type I collagen, including 

3 spiral strands. Infrared Fourier Transform (FTIR) spectroscopy technique was used to characterize extracted 

collagen nanofibrils and mineralazied collagen. The presence of 60% of minerals in the mineralized Acid Soluble 

Collagen (ASC) was confirmed by TGA. DSC was used to determine the denaturation temperature of mineralized 

ASC at 147.5 °C, indicating a higher thermal stability of mineralized collagen. TEM images showed irregular and 

dense formation of tricalcium phosphate nanoparticles on collagen nanofibrils. Mineralized collagen protein can 

provide new insight into producing porous scaffolds for tissue engineering, dental implants, and providing medical 

equipment. 

Keywords: Mineralized Collagen, Tricalcium Phosphate, Nanofibril, Fish Scale. 
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