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Statement of Problem: One of newly presented base metal alloys (Minalux) is produced according to 
VeraBond2 alloy (Ni- Cr base) composition. Several studies showed that, cytotoxicity of base metal alloys 
can be occurred due to corrosion and element release. 
Purpose: This study evaluated the biocompatibility of these two base metal alloys in three steps: as cast, after 
polishing and after porcelain firing cycles. Release of Ni and Cr ions were measured to determine if there is 
any difference between these two alloys. 
Materials and Methods: Samples of two base metal alloys were subjected to Neutral Red Assay, MTT Assay 
and Trypan Blue for biocompatibility tests. Fibroblast Balb/c 3T3 cells were used for cell culture. Samples 
were contacted directly with cells in 37ºc and 5% Co2 concentration for 72 hours. Teflon samples were used 
as negative control. ANOVA test was used to compare different groups of two alloys. In addition, the release 
of Ni and Cr ions in to saline solution was measured by means of atomic absorption spectrometry. 
Results: MTT and Trypan Blue didn’t show any significant difference between Minalux, VeraBond2 and 
Teflon. Neutral Red Assay showed no significant difference between these two base metal alloys but as cast 
group was higher in cytotoxicity in comparisons with polished and firing groups in both two alloys. Release of 
Cr ion was non detectable (Cr < 1 PPB) but Ni ion was measured and Ni release was significantly different in 
as cast groups (P=0.007) of two alloys.  
Conclusion: There is no significant difference between cytotoxicity of two base metal alloys and polishing 
and firing can decrease cytotoxicity of both alloys. 
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release  
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 چكيده
 -باشد كه براساس آناليز آلياژ نيكل متال مينالوكس مي كي از محصولات دندانپزشكي توليدشده در داخل كشور آلياژ بيس ي:بيان مسأله

شده حاكي از امكان بروز عوارض بيولوژيك مختلف در حضور  مطالعات انجام.  طراحي و توليد شده است(VeraBond2) ٢ وراباندكروم
  .باشد ي چون نيكل و كروم از آلياژ مي  آزادسازي عناصر آنوردگي و متعاقبمتال به دليل پديده خ آلياژهاي بيس

؛ همچنين انجام شد In-vitroبه صورت سازگاري  زيست از نظر ٢ وراباندآلياژ مينالوكس با آلياژمقايسه هدف مطالعه حاضر با  :هدف
ضمن در هر يك از دو آلياژ ميزان سيتوتوكسيسيتي در  ؛شد سه گيري و مقاي هاي نيكل و كروم از اين دو آلياژ اندازه ميزان آزادسازي يون

  .گرديدمراحل پخت پرسلن، مقايسه در حالات مختلف پس از ريختگي، پس از پرداخت و پس از انجام 
 جهت Neutral Red Assay و Trypan Blue، MTT Assay در اين تحقيق از سه آزمايش شمارش سلولي با :روش بررسي

 به )عدد٣(ها  نمونهسازي و تميزكردن،  ها در ابعاد مناسب و انجام مراحل آماده پس از تهيه نمونه. يسيتي استفاده شدبررسي سيتوتوكس
. قرار گرفتند%) ٥ Co2 و c٣٧°( ساعت در انكوباتور ٧٢ به مدت Balb/c 3T3هاي فيبروبلاست  روش تماس مستقيم در مجاورت سلول

ها، با استفاده از سه روش فوق، ميزان سيتوتوكسيسيتي بين دو آلياژ  ساختن نمونه  پس از خارج. ده شد استفاشاهداز تفلون به عنوان گروه 
 به منظور. طرفه مقايسه گرديد  يكANOVA آماري آزمون و نيز بين گروههاي مختلف از هر دو آلياژ با استفاده از ٢ وراباندمينالوكس و

ي  گيري به روش اسپكتروفتومتر  فيزيولوژيك استفاده شد و اندازهسرم از محلول ،)عدد٢(ها  هگيري آزادسازي نيكل و كروم از نمون اندازه
  .جذب اتمي صورت گرفت

 اختلاف آماري مشخصي را بين گروههاي مشابه از دو آلياژ و نيز بين گروههاي مختلف با Trypan Blue و MTT هاي آزمايش:ها يافته
 در گروههاي مشابه وجود نداشت؛ ٢ وراباند اختلاف قابل توجهي ميان آلياژ مينالوكس وNeutral Redدر آزمايش .  نشان ندادشاهدگروه 

 اختلاف شاهدو ) =٠٢/٠P (Firingو ) >٠٠١/٠P (Polished با گروههاي As Castكه در آلياژ مينالوكس، بين گروه  در حالي
و ) =٠٣٤/٠P (Firingو ) =٠٠/٠P (Polished با گروههاي As Cast بين گروه  اختلاف، ٢ وراباند در آلياژ.حاصل گرديدداري  معني
در آزمايش آزادسازي . داري به دست نيامد معني از هر دو آلياژ اختلاف آماري Firing و Polished؛ بين گروههاي بوددار   معنيشاهد

جز ه بين آزادسازي نيكل از دو آلياژ ب. زاد شدكه نيكل در تمام گروهها آ  در حالي؛(1PPB>)عناصر، آزادسازي يون كروم قابل ثبت نبود 
  . وجود نداشت اختلاف آماري مشخصي)P=٠٠٧/٠( As Castدر حالت 
وجود  ٢ ورابانداي از نظر سيتوتوكسيسيتي بين دو آلياژ مينالوكس و اختلاف قابل ملاحظهنشان داد كه  نتايج اين تحقيق :گيري نتيجه

  .گردد راحل پخت پرسلن باعث كاهش سيتوتوكسيسيتي آلياژ نسبت به وضعيت پس از ريختگي ميندارد و انجام مراحل پرداخت و نيز م

   آزادسازي كروم؛ آزادسازي نيكل؛ آزادسازي عناصر؛ سيتوتوكسيسيتي؛سازگاري زيست ؛متال  آلياژهاي بيس:ها كليد واژه

  )۱۳۸۴سال , ۱شماره , ۱۸ره دو(درماني تهران , جله دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيم
  

  مقدمه
يكي از محصولات دندانپزشكي توليدشده در داخل كشور 

باشد كه براساس آناليز آلياژ  متال مينالوكس مي آلياژ بيس
مطالعات .  طراحي و توليد شده است٢ وراباندكروم-نيكل
شده حاكي از امكان بروز عوارض بيولوژيك مختلف در  انجام

 متال به دليل پديده خوردگي و متعاقبا سحضور آلياژهاي بي
   باشد  آلياژ ميي چون نيكل و كروم از آزادسازي عناصرآن 

بدون شك از تمام شده،  بر اساس مطالعات انجام .)٤-١(
شود  آلياژهاي ريختگي دنداني عناصري به حفره دهان آزاد مي

 آزادسازي تقريباً تمام عناصر از جمله طلا، از آلياژهاي). ٢،١(
  ).٣(دندانپزشكي گزارش شده است 

 In-vitroبه صورت آزادسازي عناصر از آلياژهاي دنداني 
 عناصر In-vivo به صورت ؛)٥( ثابت شده است In-vivoو 

اي   و بافتهاي لثههاي زبان موجود در آلياژ در بزاق و سلول
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 بويژه ،عناصر آزادشدهر کافی، يمقاددر ). ٧،٦(اند  يافت شده
ی بافتهاتوانند باعث التهاب در  وم مييبريلمس و نيکل و

ر يي بر تغلّگر چه مدارکی دا ا.ودنتال و مخاط دهان شوندپري
های فلزی مختلف  ونيآزادسازی جه يمنی در نتيپاسخهای ا

ها در  ونين ي وجود دارد اما نقش اIn-vitro صورته ب
ت هنوز ناشناخته يودنتيپر  وتيژنژو ريهای التهابی نظيماريب

ز به يهای فلزی نژايک نسبت به آلي آلرژواکنشهای .است
زای  یژه به عنوان عامل آلرژيکل بوين .ده استياثبات رس

 ،کينژن وجود در مورد موتايابا . مهمی شناخته شده است
 های دندانپزشکی برایژايک بودن آلينوتوکسژک و ينژنويکارس

  .)٤( انسان هنوز گزارشی منتشر نشده است
 آزادسازي عناصر از آلياژها را ،عاملند چطور خلاصه ه ب

طبيعت شيميايي عناصر، محيط : كنند كه شامل كنترل مي
 شرايط بيومكانيكي مربوط به ،)٤ (pH )١(متالوژيك عناصر 

 شي سا)٨( سطح Treatment، فشار و كشش، كيفيت و تنش
و ) ٨(، تركيب الكتروليت )١(، تميزكردن و پاليش آلياژ )٤(

 واضح است كه ؛باشند كار رفته مي هوشيميايي بپتانسيل الكتر
نيز )  نانومتر١٠-٥فقط ضخامت (هاي سطحي  تركيب لايه

 تركيب ممكن است ؛ ايننمايد آزادسازي عناصر را كنترل مي
   ).١(نسبت به توده آلياژ كاملاً متفاوت باشد 

ادی به نوع يت آزادسازی عناصر تا حد زيت و کميفيک
برخی از . ند خوردگی بستگی داردياوع فر متنشاخصهاي و ژايآل
شتری يزان بيوم ميلي حاوی بر،کليه نيهای پاژاير آليها نظژايآل

  .)٤( اند ن نشان دادهييپا pHاز خوردگی را بخصوص در 
حاصل از آلياژهاي ريختگي دنداني،  سيستميكيتسم 

مداركي وجود دارد كه فلزات آزادشده . نشان داده نشده است
 اي منتشر شوند طور گستردهه به بدن راه يابند و بتوانند  مي

يت سيستميك در يك از مطالعات، وجود سم  اما هيچ؛)٤،٢(
 براي. نتيجه حضور اين فلزات در بدن را نشان نداده است

 نياز به بررسيهاي بيشتري بررسي اين احتمال در درازمدت
  ).٢ (است

نپزشكي گرچه آزادسازي عناصر از آلياژهاي ريختگي دنداا
 ثابت شده است، اثرات In-vivo و In-vitroبه صورت 

بيولوژيك موضعي اين آلياژها هنوز مورد بحث فراوان است 
)٢.(  

اند كه تعدادي از   بخوبي ثابت كردهIn-vitroمطالعات 
رسانند  ها در محيط كشت آسيب مي آلياژهاي دنداني به سلول

 فيبروبلاست هاي اين مطالعات بر روي سلولبيشتر ). ١٠،٩(
تغيير در . باشند، انجام شده است هاي اصلي لثه مي كه سلول

هايي كه در  متابوليسم سلولي و كاهش تكثير سلولي در سلول
. اند، مشاهده شده است معرض آلياژهاي پايه نيكل قرار گرفته

احتمالاً اثرات سينرژيك منفي روي مراحل مختلف حيات 
ي آزادشده از آلياژها هاي فلز سلولي ممكن است بين يون

  ).١١(وجود داشته باشد 
دهند كه آزادسازي  اين نوع مطالعات به وضوح نشان مي

باشد؛ اما تضمين   ميلازمه آسيب سلوليهاي فلزي  يون
كند كه حتماً آسيب سلولي اتفاق بيفتد؛ اين كه آيا آسيب  نمي

سلولي رخ دهد يا نه به نوع عناصر، غلظت عناصر آزادشده و 
  ).٢(مواجهه سلول بستگي دارد مدت 

سازگاري شامل سه گروه  زيستآزمونهاي مربوط به 
آزمونهاي اوليه . باشند آزمايش اوليه، ثانويه و كاربردي مي

 ليز غشا براي سيتوتوكسيسيتي، In-vitroشامل روشهاي 
RBC) موتاژنزيس، كارسينوژنزيس در سطح سلولي ،)هموليز 

 و مرگ در حد كل In-vitroو اختلالات فيزيولوژيك حاد 
 به صورت In-vitro هايآزمايش). ١٢(موجود زنده است 

هاي سلول  كشت سلول، كشت بافت يا ارگان و يا روي ارگانل
  ).١(شود  مانند ميتوكندري انجام مي

اساس نتايج اين آزمونهاي اوليه، موادي كه نتايج  بر
مونهاي اند، با يك آزمون يا تعداد بيشتري از آز بهتري داشته

هاي التهابي  ثانويه در حيوانات كوچك از جهت بروز واكنش
مانند تحريك پوستي، واكنش در ايمپلنتاسيون (با ايمني 

مورد ) استخواني و يا زير جلدي و آزمونهاي ازدياد حساسيت
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  ). ١٢(گيرند  بررسي قرار مي
هاي ثانويه بر روي آنها انجام  نهايت موادي كه تستدر 

اند، در معرض  انايي بالقوه خود را حفظ كردهشده و هنوز تو
 قرار (Usage) از نوع كاربردي In-vivoيك يا چند آزمون 

مانند جايگذاري مواد در هدفهاي مورد نظر، ابتدا در (گيرند  مي
)  در انسانهاFDAحيوانات بزرگتر و بالاخره با تصويب و تأييد 

اسخ  تصوير كاملتري از پIn-vivoهاي  گرچه تست). ١٢(
دهند، اما اغلب درك پاسخ  بيولوژيك نسبت به مواد ارائه مي
 ؛ بسيار دشوار استIn-vivoبيولوژيك به يك ماده به صورت 

چون پاسخ بيولوژيك ممكن است شامل بسياري از 
  هاي سيتوتوكسيسيتي  تست. واكنشهاي همزمان باشد

In-vitro يا Screening در صورت طراحي، قادر به 
اسخ منفرد از پاسخهاي مختلفي كه در حيوان جداكردن يك پ

  ).١٢(باشند  دهد، مي رخ مي
هدف بررسي آلياژ مينالوكس و مقايسه مطالعه حاضر با 

  سازگاري به صورت  زيست از نظر ٢ وراباندآن با آلياژ
In-vitro هاي نيكل  ؛ همچنين ميزان آزادسازي يونانجام شد

ضمن در در مقايسه شد؛ گيري و  و كروم از اين دو آلياژ اندازه
هر يك از دو آلياژ ميزان سيتوتوكسيسيتي در حالات مختلف 
پس از ريختگي پس از پرداخت و پس از انجام مراحل پخت 

  .پرسلن، مقايسه و بررسي گرديد
  

  روش بررسي
از تيره سلولي  )آزمايشگاهي( اين مطالعه تجربيدر 

(Cell Line) فيبروبلاست موش Balb/c 3T3 Clone A31 
 از انستيتو پاستور ايران تهيه گرديد، NCBJ C162كه با كد 
  .استفاده شد

اي كه در معرض  از آنجا كه بخش اصلي بافتهاي لثه
هاي  گيرند، سلول عناصر آزادشده از آلياژها قرار مي

ها جهت آزمون انتخاب  باشند، اين سلول فيبروبلاست مي
استفاده شد كه از فيبروبلاست موش به اين دليل ). ١٣(شدند 

 ISO (International Standard Organization)توسط 
و در مطالعات سيتوتوكسيسيتي ) ١٥،١٤(توصيه شده است 

  ).١٦(آميز بوده است  قبلي استفاده از آن موفقيت
 به همراه (Monolayer)لايه  ها به صورت تك سلول

 به آزمايشگاه cm2٢٥در داخل فلاسك ) ١(محيط كشت 
علوم لولي و مولكولي دانشكده داروسازي دانشگاه تحقيقات س

تهران منتقل گرديد و مرحله پاساژ سلولي جهت پزشكي 
 مراحل كشت سلولي در تمامي. ها انجام شد تكثير سلول

Laminar Air Flowصورت گرفت .   
آلياژهاي مورد مطالعه شامل : ها سازي نمونه تهيه و آماده
 شماره سريال -دكارانشركت مهندسي موا(آلياژ مينالوكس 

به  (.USA: Albadent Co) ٢ وراباندو) ٦٢١٠١٩-٧٩٩
صورت تصادفي از فروشگاههاي مواد و وسايل دندانپزشكي 

نمونه جهت  ٣ حداقل ISOبراساس استاندارد . (تهيه شدند
هايي با  ها به صورت ديسك نمونه). ١٥) (آزمايش لازم است

ند و براي سهولت كار  ميليمتر تهيه شد٥/٢ و ارتفاع ٥/٥قطر 
 ميليمتر در سمت ١٠ و ارتفاع ٢يك دسته به قطر 

ها با آكريل فوري در ابعاد  نمونه. نشده آنها طراحي شد پرداخت
فوق ساخته شد و سپس به روش حذف موم و طبق دستور 

ها به  ابعاد نمونه. كارخانه سازنده با آلياژ مورد نظر ريخته شد
كشت فقط تا زير قسمت اي انتخاب شد كه محيط  گونه

با آلياژ تماس داشته باشد ) نشده سطح پرداخت(فوقاني ديسك 
  ).١شكل () ١٧) (mm2٦٥با سطح تماس (

  
  
  
  
  
  
  
  

   دياگرام نمونة آلياژ و ابعاد چاهك كشت- ۱شكل 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jd

m
.tu

m
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

19
 ]

 

                             4 / 11

https://jdm.tums.ac.ir/article-1-332-en.html


  )1384سال , 1شماره , 18دوره                (                                      تهران          درماني,  دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتيمجله

 44

دوازده نمونه از هر آلياژ در هر يك از گروههاي مورد 
  .تهيه شد مطالعه
 As Castينالوكس به صورت  دوازده نمونه از آلياژ م-١

  )پس از ريختگي(
 As Cast به صورت ٢ وراباند دوازده نمونه از آلياژ-٢
شده  دوازده نمونه از آلياژ مينالوكس به صورت پرداخت -٣

 )Polishedنمونه (
شده   به صورت پرداخت٢ ورابانددوازده نمونه از آلياژ -٤

 )Polishedنمونه (
شده  نالوكس به صورت پرداختدوازده نمونه از آلياژ مي -٥

بدون قرار ) (Firingنمونه (همراه با مراحل پخت پرسلن 
 )دادن پرسلن

شده   به صورت پرداخت٢ ورابانددوازده نمونه از آلياژ -٦
بدون قرار ) (Firingنمونه (همراه با مراحل پخت پرسلن 

 )دادن پرسلن
    نمونه از تفلون دوازده -٧

     (Small Parts, Minami Lakes FL)  
 فقط سندبلاست صورت ٢ و ١هاي گروه  در مورد نمونه

  .گرفت
 پرداخت (Polished) ٤ و ٣هاي گروه  در مورد نمونه

  .انجام شد
ها ابتدا از لاستيك پرداخت به  جهت پرداخت نمونه

 استفاده ٣٢٠٠ rpmاي با دور  صورت ديسك و سپس لوله
 Polishing Compoundدر مرحله بعد با استفاده از . شد

(Jelenko, NY- Buffing Bar Compound) و نمد 
(2.5 mm rag wheel)پرداخت نهايي انجام شد  .  

سمت مقابل به اتصال (پرداخت در قسمت رويي ديسك 
  .ها صورت گرفت و لبه) دسته

 ابتدا پرداخت به روش (Fring) ٦ و ٥هاي گروه  در نمونه
 Ceramcoفوق انجام شد و سپس مراحل پخت پرسلن 

، اوپاك )ºC٩٥٠ (١، اوپاك )ºC٩٨٠(كردن  شامل دگازه

)ºC(، پرسلن بدنه )٩٣٠ºC(و گليز ) ٩٠٠ºCصورت ) ٩١٠
  .گرفت

ها مجدداً با استفاده از  پس از پخت پرسلن، نمونه
Polishing Compoundتمامي در .  پرداخت نهايي شدند

ها براي  پيشگيري از آلودگي متقاطع نمونهبه منظور مراحل 
 Polishing Compoundر گروه از وسايل پرداخت و ه

  .جداگانه استفاده شد
تفلون پاسخ زيرا منفي انتخاب شد؛ شاهد تفلون به عنوان 

 و براي كنترل آلودگي با مواد مورد ردسيتوتوكسيك منفي دا
هاي تفلون در ابعاد  نمونه. رود كار ميه استفاده در تميزكردن ب

  ).١٠(دند ها تهيه ش مشابه ساير نمونه
پس از انجام مراحل پرداخت و قبل از انجام آزمايش، 

 جهت ٧ و ٦،٥،٤،٣هاي گروه  مراحل تميز كردن نمونه
كردن هر گونه آلودگي حاصل از مواد پرداخت به دليل  برطرف

اثر تداخلي اين مواد با بررسي سيتوتوكسيسيتي به ترتيب زير 
  :انجام شد

 به *JPCRلول با استفاده از يك مسواك نرم و مح
ها  صورت سه قسمت آب و يك قسمت محلول، ابتدا نمونه

 دقيقه در ٥ و به مدت ندها شسته شد  سپس نمونه؛تميز شدند
مراحل بعدي در . اولتراسونيك در همين محلول قرار گرفتند

 ها با آب دو بار تقطير دو نمونه. مورد هر هفت گروه انجام شد
 صابون در -دقيقه در آب ٥بار شسته شدند و پس از آن كه 

اولتراسونيك قرار گرفتند، مجدداً با آب مقطر شسته شدند و به 
.  دقيقه در آب مقطر، در اولتراسونيك قرار گرفتند٥مدت 

 درجه به ٩٥ها در اتانول  مرحله بعد شامل قرار دادن نمونه
پس از شستشو با آب .  دقيقه در اولتراسونيك بود٥مدت 

 درجه قرار ٩٥ دقيقه در اتانول تازه ٢٠دت ها به م مقطر، نمونه
در مرحله آخر سه بار با آب دو بار تقطير شسته و . داده شدند
 در شرايط استريل ºC٦٠ ساعت در حرارت ٦ تا ٥به مدت 

                                              
* JPCR: Jelenko, Armonk, NY- Jelenko Polishing 
Compound Remover 
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  .خشك شدند
هاي فيبروبلاست  سلول :ها با سلول مجاورت نمونه

Balb/c 3T3 سلول در سانتيمتر مربع در ١٢٥٠٠ با تراكم 
هاي آلياژ  نمونه.  چاهكي كاشته شدند٢٤ كشت ظروف

ها بايد  نمونه. بلافاصله پس از كاشتن به چاهكها منتقل شدند
بلافاصله پس از كاشتن سلولها منتقل شوند تا از آسيب به 

 اجتناب شود و (Pre Plated)لايه سلولهاي قبلاً كاشته شده 
  .ها و محيط حاصل شود واكنش اوليه بين آلياژ، سلول

 ساعت در انكوباتور ٧٢هاي آلياژ به مدت  ها و نمونه لولس
ºcبا ٣٧ C02 سپس سه آزمايش مربوط به ؛قرار گرفتند% ٥ 

  ,MTT Assayسيتوتوكسيسيتي شامل شمارش با 
Trypan Blue و Neutral Redانجام شد .  

 شمارش سلولي، براي: Trypan Blueآميزي با  رنگ
هاي موجود در هر   سلولها، شمارش ساختن نمونه پس از خارج

  .آميزي تريپان بلو انجام شد  ها با استفاده از رنگ يك از چاهك
MTT Assay* :MTT) ٥ و ٢ -متيل  دي٥ و ٤-٣ 

نمك محلول در آب تترازوليوم ) فنيل تترازوليوم برميد دي
(Tetrazolium)سازي در   است كه در صورت آماده

  .نگ استهاي نمكي يا محيط فاقد فنل، زرد ر محلول
هاي دهيدروژناز به علت   تحت تأثير آنزيمMTTمحلول 

شكستن حلقه تترازوليوم به فرمازان نامحلول بنفش رنگ 
شود كه قادر به عبور از غشاي پلاسمايي سلول  تبديل مي

سپس غشاي سلول با . يابد نبوده و در داخل سلول تجمع مي
زان  ليزشده و محصول فورماافزودن ايزوپروپانول اسيدي

سنجي قابل  شود كه با استفاده از طيف قابل حل مي
  ).١٩،١٨(گيري است  اندازه

هاي زنده  دهيدروژنازهاي ميتوكندري فعال در سلول
شوند و   محلول به فرمازان نامحلول ميMTTباعث تبديل 

مشكلات  ).١٩(شوند  هاي مرده باعث اين تغيير نمي سلول

                                              
*  MTT :(Singma- UK)-ايران/  تهران- شركت اسكان طب  
  4% 1 mol/L HCL in 2- Isopropanol  

بين افزودن ، زمان طولاني MTTحين بكارگيري روش 
MTT از طرفي ؛) ساعت٢-٤( و تأثير متابوليسم آن است 

 متفاوت است؛ Cell Line براي هر MTTحداكثر غلظت 
هاي  كار رفته، سن سلوله  بMTTبنابراين غلظت 

يافته، جمعيت سلولي تحت بررسي و مدت زمان تأثير  كشت
 است MTT مشكلات كار با هاي از جمله ماده روي سلول

  .  است٥ mg/ml  به صورتMTTول آماده محل). ٢٠(
 و در طول UV نتايج به كمك دستگاه اسپكتروفتومتر

  ).٩(شود   نانومتر خوانده مي٥٧٠موج 
Neutral Red Assay (NR): NR) ٧ - آمينو-٣ - 

تركيب بازي ضعيف )  متيل فنارين هيدروكلرايد٢ -دي متيل
يزوزومي و تواند در كيسه ل اين رنگ مي. و محلول در آب است

جذب سلولي اين . اجسام گلژي سلولهاي زنده تجمع يابد
تركيب توسط انتقال غيرفعال از طريق غشاي پلاسمايي 

ها از طريق اتصال   درون ليزوزومNRتجمع . گيرد صورت مي
ساكاريدهاي درون  هاي اسيدي ثابت مانند پلي آن به يون

 درون NRدام افتادن نوع كاتيوني ه ماتريكس ليزوزومي يا ب
ديده يا  هاي آسيب در سلول. باشد ها مي محيط اسيد ليزوزوم

هاي سيتوپلاسمي نگهداري نشده و   در واكوئلNRمرده، 
در برابر نگهداري غشاي پلاسمايي به عنوان سد NR درون 

سپس نتايج به كمك دستگاه ؛ )٢١(كند  سلول عمل نمي
متر  نانو٥٤٠ و در طول موج UVدستگاه اسپكتروفتومتر 

  .شود خوانده مي
گيري آزادسازي، براساس  انتخاب عناصر براي اندازه

در مقادير قابل ثبت از  مشخصبه طور مطالعات قبلي بود كه 
عناصري كه در مطالعات قبلي غير قابل . شوند  آلياژها آزاد مي

عناصري كه در تركيب . ثبت بودند، مورد بررسي قرار نگرفتند
 حضور دارند، نيز بررسي Trace Elementsآلياژ به صورت 

  ).٢٢(نشدند 

                                              
  Shimadzo Co. Japan  
  (Sigma- UK) NRايران/  تهران-، شركت اسكان طب  
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هاي نيكل و كروم  گيري ميزان آزادسازي يون  اندازهبراي
   از سرم فيزيولوژيك ٢ ورابانداز آلياژ مينالوكس و

(Normal Saline- 0.9% Nacl) با pHخنثي استفاده شد  .
گيري آزادسازي نيكل و كروم در اين تحقيق به روش  اندازه

 به (Zeeman 5100 pc)ي جذب اتمي  اسپكتروفتومتر
هاي   و در بخش تجزيهPPB (Part Per Billion)صورت 

  .شيميايي پژوهشگاه صنعت نفت صورت گرفت
 با سه ٢ وراباندسيتوتوكسيسيتي آلياژهاي مينالوكس و

 و Trypan Blue ،MTT Assayروش شمارش با 
Neutral Red آزمون  با استفاده ازANOVAو طرفه   يك

 قرار  و تحليل مقايسه، مورد ارزيابيSPSS 10فزار آماري ا نرم
  .گرفت
  
  ها يافته

در مقايسه گروههاي آلياژ : Trypan Blueشمارش با 
يك از گروهها از نظر آماري  بين هيچ ٢ وراباندمينالوكس و
  .)١نمودار (داري مشاهده نشد  اختلاف معني

 مينالوكس ودر مقايسه گروههاي آلياژهاي : MTTروش 
  .)٢نمودار (ي نشان نداد  دار اختلاف معني ٢وراباند

 ANOVAدر مقايسه نتايج آناليز : Neutral Redروش 
 بين NRدر مورد بررسي سيتوتوكسيسيتي دو آلياژ به روش 

اختلاف  ٢ وراباندمينالوكس وگروههاي مشابه از آلياژ 
در مقايسه گروههاي  .)٣نمودار (ي وجود نداشت  دار معني

 As، گروه مينالوكس به صورت )تفلون(شاهد  گروه مختلف با

Cast) ٠٠١/٠P<(به صورت ٢ وراباند و As Cast 
)۰۰۷/۰P= (در  . بودندشاهددار با گروه  داراي اختلاف معني

 Polished و As Castآلياژ مينالوكس بين گروههاي 
؛ همچنين بين )>٠٠١/٠P( شتدار وجود دا اختلاف معني

ي مشاهده  دار  اختلاف معنيFiring و As Castگروههاي 
 Firing و Polished؛ اما بين گروههاي )=٠٢/٠P(شد 

 نيز بين ٢ ورابانددر آلياژ .وجود نداشتي  دار اختلاف معني

دار وجود   اختلاف معنيPolished و As Castگروههاي 
 و As Cast به همين شكل بين گروههاي ؛)=٠١/٠P(شت دا

Firing٠٣٤/٠(شد هده دار مشا  اختلاف معنيP=( و مانند 
 نيز بين گروههاي ٢وراباندآلياژ مينالوكس در مورد آلياژ 

Polished شتي وجود ندا دار  اختلاف معني٢وراباند و.  
ميزان آزادسازي عناصر نيكل و كروم از دو آلياژ 

 مورد ANOVAآزمون با استفاده از  ٢ وراباندمينالوكس و
  :دست آمده يج زير بارزيابي و مقايسه قرارگرفت و نتا
  
  
  
  
  
  
  

  گروهها
 مقايسه سيتوتوكسيسيتي دو آلياژ مينالوكس و -۱نمودار 

  Trypan Blueبا روش شمارش سلولي با  ۲وراباند

  
  
  
  
  
  
  
  

  گروهها
   ۲ مقايسه سيتوتوكسيسيتي آلياژ مينالوكس و وراباند-۲نمودار 

  MTTبا روش 

  :گروهها
 آلياژ مينالوكس -As Cast   ۳ياژ وراباند  آل-As Cast   ۲ آلياژ مينالوكس -۱

Polishing   ۴- آلياژ وراباند Polishing   ۵- آلياژ مينالوكس Firing  
   تفلون-Firing   ۷ آلياژ وراباند -۶
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 گزارش ١ µg-Lآزادسازي كروم در تمام گروهها كمتر از 
آزادسازي نيكل در گروههاي آلياژ مينالوكس از ؛ همچنين شد

اما از نظر ؛ گزارش شد٢ وراباندتر از آلياژ اييني، پنظر كم 
   به صورت ٢ وراباند وAs Castآماري به جز گروه مينالوكس 

As Cast) ٠٠٧/٠P=(ي  دار  بين ساير گروهها اختلاف معني
  .)٤نمودار (مشاهده نشد 

  
  گيري  و نتيجهبحث

 استفاده ها نمونه در آزمايش٦مطالعات قبلي از بيشتر در 
المللي  سسه بينؤدر اين تحقيق با توجه به توصيه م. شده است

 نمونه و نيز به دلايل ٣استاندارد، مبني بر استفاده از حداقل 
 نمونه جهت بررسي ٣اقتصادي و عدم امكانات كافي، از 

ها ممكن  با توجه به آن كه با افزايش تعداد نمونه. استفاده شد
 بالا در اي معيار خطبا توجه به(است نتايج آماري تغيير نمايد 

   هابه ارقام عددي مربوط به آزمايش) ها از آزمايشرخيب
اشاره شده در كنار اختلافات آماري با توجه به ملاحظات فوق 

در بررسي فعاليت متابوليك سلول به عنوان يكي از  .است
روشهاي ارزيابي سيتوتوكسيسيتي مواد دنداني، در مقالات 

 يك روش معمول و  به عنوانMTTمحققين قبلي، روش 
 هاگاهي به عنوان تنها روش مورد استفاده در اين گونه آزمايش

   ).٢٣،١٣،١٠،٩،٣ (كار رفته استه ب
Bumgardnerهمکاران در تحقيق اخير خود حتی   و

 که در MTT آزمونهايمقايسه نتايج حاصل از 
 يکسان انجام شده آزمايشگاههای مختلف اما با شرايط کاملاً

در اين تحقيق استفاده از ). ٢٤( اند  پذير دانستهاست را امکان
با توجه به .  نتايج چندان مشخصي نشان ندادMTTروش 

 Neutral Red آزادسازي نيكل و هاينتايج مربوط به آزمايش
 عدم مشاهده پاسخ متابوليك مورد انتظار در ،رسد به نظر مي

 بيش از آن كه به وجود اختلاف يا شباهت MTTروش 
هاي مورد آزمايش مربوط باشد، تحت تأثير  ان نمونهواقعي مي

 مدت  افزوده شده وMTT محلول pHعواملي چون حجم و 

  . باشدBalb/cهاي   روي سلولMTTزمان تأثير محلول  
دار بين گروههاي مختلف در  عدم وجود اختلاف معني

دهنده عدم تأثير مشخص   نشانTrypan Blueشمارش با 
  به عبارت؛باشد ي سلامت غشا ميهاي آزادشده بر رو يون
هاي آزادشده،   نفوذپذيري غشاي سلول در اثر حضور يونديگر

قابليت  گرچه از نظر كمي. دهد تغيير قابل توجهي نشان نمي
 در هر يك از گروههاي آلياژ (Viability) نماند  زنده

شاهد  و گروه ٢ وراباندمينالوكس نسبت به گروههاي مشابه
  .كاهش نشان داد

  
  
  
  
  
  
  

  گروهها
 با ۲ مقايسه سيتوتوكسيسيتي آلياژ مينالوكس و وراباند-۳نمودار 

  Neutral Redروش 
  
  
  
  
  
  
  

  گروهها
 ميزان آزادسازي يون نيكل از آلياژ مينالوكس و -۴نمودار 

   ۲وراباند
  :گروهها

 آلياژ مينالوكس -As Cast   ۳ آلياژ وراباند -As Cast   ۲ آلياژ مينالوكس -۱
Polishing   ۴- آلياژ وراباند Polishing   ۵- آلياژ مينالوكس Firing  

   تفلون-Firing   ۷ آلياژ وراباند -۶
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با توجه به ساير نتايج حاصل از اين تحقيق به نظر 
رسد اين روش، به تنهايي روش چندان مطمئني جهت  مي

در مقالات قبلي نيز . باشد ارزيابي سيتوتوكسيسيتي آلياژها نمي
تري   فعاليت آنزيمي نسبت به ليز سلولي، معيار مناسببررسي

  ).١(در بررسي سيتوتوكسيسيتي شناخته شده است 
دهد كه در دستگاه   نشان ميNeutral Redسيستم 

اين اثر . گلژي سلول يك تحريك مشخص رخ داده است
تواند منجر به آزادسازي ليزوزوم  تحريكي و افزايش فعاليت مي

  .ول نسبت به تخريب گرددو افزايش حساسيت سل
 Asگروه  ٢ ورابانددر هر يك از دو آلياژ مينالوكس و

Cast شاهد باعث افزايش اين تحريك سلولي نسبت به گروه 
 از نظر Firing و Polishedكه گروههاي   در حالي؛شد

  .آماري تغيير مشخصي در اين تحريك ايجاد ننمودند
ز گروههاي جه با وجود آن كه از نظر آزادسازي نيكل ب

As Cast٠٠٧/٠ (٢ وراباند مينالوكس وP=( در ساير گروهها 
ي مشاهده نشد، اما با توجه به  دار از نظر آماري اختلاف معني

 و با توجه به Neutral Redاين نتايج و مقايسه آن با نتايج 
يت تقريباً برابر و نزديك دو آلياژ، احتمال دارد علاوه بر سم

نيز در سيتوتوكسيسيتي آلياژ يون نيكل، يون ديگري 
  .مينالوكس نقش داشته باشد

ها  در مطالعات قبلي مشخص شده است كه وجود سلول
) آزادسازي عناصر(در محيط كشت نقشي در روند خوردگي 

رسد خوردگي، بيشتر واكنشي ميان  آلياژ ندارد و به نظر مي
شده  مطالعات انجامبيشتر در ). ٢٥(آلياژ و محيط كشت باشد 

 بررسي ارتباط آزادسازي عناصر و سيتوتوكسيسيتي، از ر موردد
در مطالعه . )٢٣،١٧،٣ (محيط كشت استفاده شده است

Brown و Merritt ميزان خوردگي فعال يك آلياژ ،
Stainless- Steel ١ در سه محلول سالين، سالين حاوي %

 (Newborn Calf Serum)سرم % ١٠سرم و سالين حاوي 
 حضور پروتئين در گزارش شد كهر گرفت و مورد مقايسه قرا

تواند روي روند خوردگي آلياژ تأثير  محلول الكتروليت مي

هاي   كه بيشترين مقدار خوردگي در نمونهه نحويبگذارد؛ ب
دهد  سرم رخ مي% ١٠قرارگرفته در محلول سالين حاوي 

)٢٦ .(  
گيري آزادسازي عناصر در محيط كشت مستلزم  اندازه

ها از محلول  كردن نمونه  بلافاصله پس از خارجانجام آزمايش
شده در انكوباتور تا زمان  و يا نگهداري محلول استخراج

باشد كه متأسفانه انجام آن در اين تحقيق  گيري مي اندازه
مقدور نبود؛ اما از آنجا كه در اين مطالعه هدف ارزيابي نسبي 

راي گروههاي مختلف بود، در واقع با وجود شرايط يكسان ب
  . باشند تمام گروهها، نتايج قابل تفسير مي
 سيتوتوكسيسيتي و آزمايشمحيط كشت مورد استفاده در 

باشد و سرم فيزيولوژيك كه در   خنثي ميpHآزادسازي داراي 
 pHاين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت، نيز داراي همين 

 بر روي آزادسازي pHشده در مورد اثر  مطالعات انجام. دبو
 اسيدي در افزايش مقدار آزادسازي pHاصر حاكي از تأثير عن

 كه در اين )٢٨،٢٧ (باشد عناصر از آلياژهاي پايه نيكل مي
  .تحقيق در نظر گرفته نشد

سسه ؤاساس دستورالعمل م  انجام اين مطالعه بربراي
المللي استاندارد و براساس مطالعات قبلي از سلول  بين

علت انتخاب . استفاده شد (Balb/c 3T3)فيبروبلاست موش 
 سهولت كار با رده سلولي به ،مطالعاتبيشتر اين سلول در 
 (Primary)در مقايسه با سلولهاي انساني  صورت ثانويه

  .باشد مي
 و همكاران، از فيبروبلاست Bumgardnerدر مطالعه 

بررسي آلياژ ريختگي پايه نيكل براي لثه چسبنده انسان 
  و همكاران در تحقيقSchmalz؛ همچنين )١١(استفاده شد 

 بررسي براي فيبروبلاست - اپيتليومCo-Cultureاز يك خود 
برخي ). ٢٩ (كردندسيتوتوكسيسيتي آلياژهاي دنداني استفاده 

شده پس از  از محققين استفاده از محلول استخراج
 شده بر و يا محلول نمكي ساخته) ٣(ها  ساختن نمونه خارج

 بررسي برايرا ) ٣٠(شده  اساس محلول استخراج
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اين روشها بيشتر به از اند؛  سيتوتوكسيسيتي توصيه كرده
منظور بررسي دقيقتر نحوه ارتباط آزادسازي هر عنصر با 

در اين ). ٣ (شود استفاده ميسيتوتوكسيسيتي حاصل از آن 
مطابق با استاندارد  (ها تحقيق از روش تماس مستقيم نمونه

شد و در مقالات مشابه قبلي نيز  با سلول استفاده )المللي بين
  ).٢٣،١٦،١٣،٣ (كار رفته استه ب

 ٧٢(مدت   كوتاهIn-vitroدر اين تحقيق يك آزمايش 
 In- vivoهاي تواند معرف آزمايش  كه نميانجام شد) ساعت

 In-vitro هاينتايج آزمايش.  درازمدت باشدIn -vitroيا 
تواند يك  مدت اهميت دارد اما مقادير اوليه تنها مي كوتاه

به صورت كلينيكي، . يت يك آلياژ باشندبخش از نماي سم
 ديده ممكن اي آسيب مدت عنصر با بافت لثه مواجهه كوتاه

 توتوكسيسيتي كلي يك آلياژاست دوره مهمي در نماي سي
  ).١٣( باشد

  توان نتيجه با توجه به نتايج حاصل از اين تحقيق مي
سيتوتوكسيسيتي بين اي از نظر  گرفت اختلاف قابل ملاحظه

 وجود ندارد و انجام مراحل ۲ ورابانددو آلياژ مينالوكس و
پرداخت و نيز مراحل پخت پرسلن باعث كاهش 
سيتوتوكسيسيتي آلياژ نسبت به وضعيت پس از ريختگي 

   .گردد مي
هاي اين تحقيق موارد زير پيشنهاد  بر اساس يافته

  :گردد مي
مول در انجام  از روشهاي معMTT آزموناز آنجا كه  �

شود،  باشد، پيشنهاد مي  سيتوتوكسيسيتي ميآزمايشهاي
 pHاي به منظور بررسي غلظت، حجم و  تحقيق جداگانه

 روي سلولهاي فيبروبلاست MTTمناسب براي تأثير محلول 
Balb/cيا فيبروبلاست لثه چسبنده انسان صورت گيرد .  
 بررسي ميزان صحت و اعتبار نتايج به منظور �
شود،  هاي سلولي حيواني انجام مي ي كه بر روي ردهيهاآزمايش

اي آزمايشهاي، نتايج  شود در مطالعه جداگانه پيشنهاد مي
هاي  سلول(هاي فيبروبلاست حيواني  مشابه در مورد رده

با ) هاي اوليه سلول(و سلول فيبروبلاست لثه انسان ) ثانويه
 .يكديگر مقايسه شوند

زي عناصر و با توجه  در آزادساpHبا توجه به تأثير  �
به اختلاف احتمالي در الگوي آزادسازي ميان دو آلياژ 

 بر pHشود، اثر تغييرات  پيشنهاد مي ٢ وراباندمينالوكس و
 .ها از اين دو آلياژ مورد بررسي قرار گيرد روي آزادسازي يون

 بررسي دقيقتر الگوي آزادسازي عناصر براساس براي �
ادسازي عناصر با تناوب شود ميزان آز زمان، پيشنهاد مي

(Interval) ٧٢ ساعت تا ٦ و با فواصل زماني مختلف از 
 .گيري شود ساعت اندازه
   بررسي اثرات درازمدت آلياژ به صورت به منظور �

In-vitro سيتوتوكسيسيتي درازمدت و يا آزمايشهاي، انجام 
 براي انجام اين Preconditioningهاي  استفاده از محلول

  .)١٣( گردد مان كوتاهتر پيشنهاد مي در زآزمايشها
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