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  چكيده

ها   يكي از مهمترين بيوسراميكHA(Ca10(PO4)6(OH)2)آپاتيتهيدروكسي  :مقدمه و هدف

 ولي  حلاليت پايين ذرات به كاهش اثر آن در ؛براي كاربردهاي پزشكي و دندانپزشكي است

  ذرات نانو هيدروكسي ،درنتيجهو  است  شدهمنجر ) ( osteoconductivityساخت استخوان 

معمولي، مورد HAبه نسبتحلاليت بالاتر با داشتن سطح تماس بيشتر  و) Nano-HA(آپاتيت 

 اما ؛است شده واقع   يك پيوند موثر و جديد استخوانيعنوان بهتوجه بسياري ازمحققان 

هدف از . نشان دادنددر زمينه ي سازگاري زيستي  اين ذرات  را هايي  مطالعات متعددي تناقض

روكسي آپاتيت روي ذرات نانوهيد (Cytotoxicity)سميت سلولي مطالعه حاضر بررسي 

  .است L929هاي فيبروبلاست رده ي  سلول

  

-Nano پس از استريل نمودن ذرات.گرفت صورت تجربي انجام بهاين مطالعه  :ها  مواد وروش

HA15,75،32،65،125،250،500،1000،2000،4000،8000هاي   آن را با غلظت ppm (Parts Per 

Million)ست رده سلول فيبروبلا10000 و روي كرده تهيه L929  ميزان  ، در پايان،اثر داده

 مورد ارزيابي MTTاز تست   استفاده ساعت با 72 و 48، 24 ، 2 هاي ها در زمان حيات  سلول

 گرود كنترل در هر غلطت و زمان محاسبه به نسبت در صد سميت سلولي ؛ سپسقرار گرفت 

 .شد آناليزANOVAتست   باحاصلهاي   و دادهشد

  

ها كاهش  عاليت حياتي سلولايج نشان داد كه با افزايش غلظت و گذشت زمان  فنت :ها يافته

  ).P>0.05(ولي اين كاهش از لحاظ آماري معني دار نبود؛ ستا يافته

هاي  را در مجاورت  با سلولNano-HA نتايج  عدم  خاصيت سميت سلولي ذرات  :گيري نتيجه

  . نشان دادL929فيبروبلاست رده 

  

 ،L929  هاي فيبروبلاست رده نانو هيدروكسي آپاتيت، سميت سلولي، سلول :واژگان كليدي
MTT 
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  مقدمه

 يك WA (Ca10(PO4)6(OH)2)هيدروكسي آپاتيت 

ماده زيستي مهم و جزء اصلي بخش معدني استخوان 

كه به دليل داشتن قرابت شيميايي ) 1-3 (استان بودند

 عنوان بهو بيولوژيكي با ساختمان استخوان و دندان  

ها براي كاربردهاي پزشكي  بيوسراميكترين مهميكي از 

 جايگزيني بافت  در زمينه ،خصوص بهپزشكي  و دندان

 ساخت آن به  اما پروسه )4-8 (استخواني مطرح است

 بالا نياز دارد كه به كاهش تخلخل و يدما و فشار

 به كاهش درنتيجهشده و منجرافزايش دانسيته آن 

اثر ذرات در  كاهش  حلاليت اين ماده در محيط و

) osteocoductivity( تحريك  ساخت استخوان

 براي يك فيلر عنوان بهحقيقت بيشتر  و در)9 (انجامد مي

از  .)10-18 (رود مي كار  بهپركردن نقايص استخواني 

به ) Nano-HA( طرفي ذرات نانو هيدروكسي آپاتيت

قدرت ،دليل داشتن سطح تماس بيشتر و حلاليت بالاتر

 ي و تحقيقات]19[ دارندHAبه نسبتوكارايي بالاتري 

 در درمان Nano-HA ذرات استفاده از ه فراوان در زمين

افزايش  ،)5 (ضايعات استخواني پريودنتال

osteointegrationترميم سوراخ  ،)7( ها  در ايمپلنت

افزايش ترميم نقايص استخواني در  ،)8(دنداني  

ي انتقال دارو و ها  سيستم همچنين  و)9(ارتوپدي 

 ايبر كه آنجا  از؛ اما)10 (ه استگرفت صورتواكسن 

 به اول درجه در ،كلينيك در آن وكاربرد ماده يك معرفي

 است  نياز in vitroسميت  اين مواد در محيط ارزيابي

  سازگاري زيستيروي ، متعددي مطالعات،)22-20(

)Biocompatibility(  ه است ولي گرفت صورت  اين ماده

يي  را دراين ها نتايج حاصل از اين مطالعات تناقض

براي بررسي اين تناقضات  ) 11-15( دهد مي زمينه نشان

؛ رسد نظرمي بهمطالعات بيشترو دقيق تر ضرروري 

 929L فيبروبلاست يها سلول در اين مطالعه از بنابراين

 ناميرا سلولي ي ها رده پركاربردترين از  كهشد استفاده

 به كه  است(Cytotoxicity) سميت سلولي  ارزيابي براي

 يها نسل در ها سلولخصوصيات  نسبي ثبات علت

 نتايج پذيريتكرار و اعتبار رفتن بالا باعث مختلف

 استاندارد در  شود؛ همچنين مي اوليه سلولي  رده به نسبت

 سلولي  اين رده  (ISO-10993:5)دندانپزشكي مواد جهاني

  ه تعيين سميت سلولي مواد توصي تست انجام با هدف

 سلولي سميت در مطالعه حاضر اثر. )16( است  شده

اي  ميله  وnm 100با ابعاد زير ( Nano-HAي ها پارتيكل

 مورد  L929ي فيبروبلاست ردهها سلولروي ) شكل

 اين ،نبودن صورت توكسيك در  تاقرارگرفتبررسي 

ي موثر بافت ها  يكي از جايگزين عنوان به بيومتريال

  .گيرد قرار  استفاده مورد استخواني
 

  ها مواد وروش

و در ) Experimental(  تجربيمطالعه  به روش

 منظور به 90 و89شاهد درسال دانشگاه شهيد بهشتي و

سايتوتوكسيسيته ذرات نانوهيدروكسي آپاتيت  تعيين

  .گرفت  انجام929Lي فيبروبلاست رده ها سلول روي
  Nano-HA ن ذراتكرد تهيه و استريل-1

 با Nano-HAدر اين مطالعه از ذرات ميله اي شكل 

 درصد99با خلوص ) 1تصوير  (nm 100ابعاد زير 

 NANOSHEL)Batchساخت  شركت آلماني 

No#20090621( نور ماوراي استفاده ازبا . شد استفاده 

 Nano-HAي ها  پارتيكل،ساعت24بنفش به  مدت  

  .شداستريل 
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  نومتر نا100 با مقياس Nano-HAي ها  از پارتيكلTEM(Transmission electron micrograph). 1  تصوير

  

  L929ي فيبروبلاست رده ي ها سلول كشت -2

شده از انسيستوپاستور ايران  كرايوتيوب سلولي تهيه

  L929  سلولي  هي فيبروبلاست ردها سلول ي هدربرگيرند

 ،شدن از وضعيت منجمد موش پس از خارج

 شدند دادهدرفلاسكهاي مخصوص كشت سلولي كشت 

 محيط كشت از  ها سلول كشت اين براي). 2تصوير(

DMEM (Grand Island،NY(  واحد بين  100همراه

 ،Sigma)  از آنتي بيوتيك پني سيلينليتر ميليالمللي در 

USA)  استرپتومايسين ليتر ميلي ميكرو گرم در 100و 

(Sigma، USA) محيط كشتبر علاوه .شد استفاده ، 

 FBS (Fetal Bovin Serum)سازي محيط    غنيمنظور به

(GIBCO،  (USA)به  محيط كشت درصد10 به ميزان 

 اضافه شد  كه در اين حالت به آن محيط كشت كامل يا

Complete Media  در ها سلول اين ؛ سپسشود مي هگفت 

 به ميزان C°37، CO2شرايط آزمايشگاهي شامل دماي 

چهار از پس  و ندشد تكثير درصد98  و رطوبت درصد5

  تعدادTrypsin-EDTA استفاده ازبار پاساژ دادن آنها با 

 ها سلول.  شد فراهمكافي از آنها براي انجام آزمايش 

شمارش شدند و با ) نئوبار(توسط لام هموسيتومتر 

ي زنده بيش ها سلول رنگ تريپان بلو در صد استفاده از

سلول 10000پس از آن تعداد. شد تعيين درصد95از 

از  درون هر چاهك  (monolayer)  يك لايهصورت به

 خانه اي مخصوص كشت سلولي قرار 96اي ه پليت

 ،ي مواد مورد آزمايشها غلظت از هريكبراي . شد داده

 مختلف يزمانهابراي ( پليت چهارحداقل سه چاهك از 

 چاهك سه ؛شد دادهاختصاص)  ساعت72 و 48 ،24 ،2

   .شد دادهنيز براي گروه كنترل اختصاص 
 

  

 
 ه در فلاسك شد داده  كشت L929ي  رده فيبروبلاست يها سلول  - 1 شكل

  ) ميكروسكوپ نوري (200 بزرگنمايي 
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  در مجاورت Nano-HA  قرارگيري ذرات-3

  L929ي فيبروبلاست رده ي ها سلول

 سلول در هر 10000 ساعت از كشت 24پس از 

 محيط كشت رويي ، خانه اي96چاهك پليتهاي كشت 

ي اه غلظت با Nano-HA  سپس ذرات؛ شد تخليه ها سلول

5,75، 32، 65، 125، 250، 500، 1000،2000، 

4000،8000 ppm (Part Per Million)يها چاهك   در 

 چاهك سه در و شد داده اثر ها سلول روي خانه 96 پليت

 رصدد100ماده  كي عنوان به كامل كشت محيط كنترل

  .شد ريخته بدون خاصت سم سلولي

ي فيبروبلاست ها سلولارزيابي ميزان حيات -4

    L929ي  هرد

 72 و 48 ،24 ،2 يزمانها در ها سلولايتاليتي  و

 تست استفاده ازساعت پس از مجاورت با ذرات با 

MTT به اين ترتيب كه بعد از .قرارگرفت مورد سنجش

ي كشت سلولي را ها   محيط،ظرن مورديزمانهاگذشت 

 ،درصد98 رطوبت ،درصدCO2 5فشار ( از انكوباتور

ي ييك دهم حجم رو ،دهكر خارج ) درجه37دماي 

 Dimethylthiazol-2yl 2-5) به هر چاهك محلول  ها سلول

diphenyl tetrazolium bromide)MTT و پليت شداضافه 

در اين ؛  ساعت به انكوباتور برگردانده شد4به مدت 

ميتوكندري فعال  ،يي كه زنده بودهها سلولشرايط فقط 

دريايي نمك هاي ميتوكن دارند قادر هستند به كمك آنزيم

MTT تبديل كنند به بلورهاي فورامازون  ،هكرد را احيا  .

با  ، پليت را بيرون آورده، ساعت4شدن  سپري پس از

 ايزوپروپانل اسيدي ها كشيدن محيط روئي به چاهك

ي بنفش رنگ فومارازون ايجاد ها گشته تا كريستال اضافه

 حل ،)1شكل ( يي كه زنده مانده اندها سلولشده در 

اين مايع رنگي . شودايجاده و مايع رنگي يكنواختي شد

ي يك پليت الايزا منتقل و جذب آن با ها را به چاهك

  nmدر طول موج ELISA READER دستگاه استفاده از

 درصد.  خوانده شد  نانومتر620 با فيلتر رفرانس 570

 غلظت مورد جذب ميزان ميانگين  تقسيم از سلولي حيات

 زمان همان در كنترل گروه جذب ميانگين به نظر

 ميزان 100 از عدد اين نكرد كم با و آمد دست به 100ضربدر

 با آمده دست   نتايج به.آمد دست بهدرصد سميت سلولي 

ANOVAآزمون استفاده از ي ها  جذب نوري چاهك 

Nano-HA قرارگرفت مورد قضاوت آماري .  

  

 
  

  .دهد مي  را نشان L929 ي فيبروبلاستها سلولدر مجاورت ي فومارازون  تشكيل شده ها پيكان بلور.2-تصوير
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  ها يافته

 گروه شاهد 1 گروه تجربي و 10تحقيق روي 

ي ها غلظت و در آن گرفت صورت نمونه 33 درمجموع

15,75،32،65،125،250،500،1000،2000،4000،8000 

ppmاز  Nano-HA ساعت با 72و24،48 ،2 به مدت 

. شد داده مجاورت L929رده ي فيبروبلاست ها سلول

  پيگيري يزمانها بر حسب ها سلولميزان فعاليت حياتي 

 1 در جدول Nano-HAبه تفكيك مقادير مختلف 

داد كه ميزان   نشانANOVAآزمون .است هشد داده نشان

 يزمانهاگانه و 10ي ها گروه در ها سلولفعاليت حياتي 

؛ )P>0.05 (است داشته آماري ندار معنيپيگيري اختلاف 

  ميانگين ها گروه با گذشت زمان در تمام همچنين

كمترين ميانگين  و  كاهش يافتها سلولفعاليت حياتي 

 بعد ppm 8000 مربوط به غلظتها سلولفعاليت حياتي 

  ).0.108±0.004( ساعت بود72از گذشت 

 مقايسه ي بين درصدهاي سايتوتوكسيك 1نمودار در 

 ي مختلفها غلظتك   پيگيري به تفكييزمانهابر حسب 

 Nano-HAاز سلولي حيات درصد .است  هشد داده  نشان 

 ميانگين به نظر غلظت مورد جذب ميزان ميانگين  تقسيم

 و آمد دست به 100ضربدر زمان همان در كنترل گروه جذب

 درصد توكسيسيته ميزان 100 از عدد اين نكرد كم با

صد  حداكثر درآمده  دست  نتايج بهبراساس .حاصل شد

 72 گروه شاهد بعد از گذشت به نسبت توكسيسيته 

  .شد درصد6/22 معادل ،ppm 8000ساعت و در غلظت

  

  HA- Nanoي مختلفها غلظت  پيگيري به تفكيك يزمانهاميانگين جذب نوري و انحراف معيار آنها بر حسب -1جدول 

  ساعت2 ساعت24 ساعت48 ساعت72

  زمان
 

 Nano-HAغلظت
) ppm (  

 كنترل 0,06±0,65 0,03±0,256 0,005±0,16 0,012±0,141

0,002±0,122  0,006±0,14  0,015±0 .23  0,045±0,6  15,75  

0,007±0,121 0,006±0,139 0,007±0,224 0,009±0,59 32 

0,006±0,117  0,008±0,135  0,01±0,219  0,012±0,59  65  

0,01±0,116  0,007±0,134  0,011±0,218  0,006±0,58  125  

0,002±0,114  0,003±0,132  0,009±0,216  0,007±0,57  250  

0,009±0,113 0,005±0,131 0,004±0,216 0,006±0,56 500 

0,001±0,113  0,002±0,13  0,005±0,215  0,01±0,55  1000  

0,008±0,112 0,002±0,128 0,1±0,213 0,007±0,55 2000  

0,003±0,11 0,005±0,127 0,006±0,212 0,012±0,54 4000 

0,004±0,108 0,003±0,126 0,005±0,21 0,01±0,54 8000 
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 -Nano-HA ي مختلفها غلظت  پيگيري به تفكيك يزمانهامقايسه ي درصدهاي سايتوتوكسيك بر حسب  .1نمودار 

يابد ولي از نظر آماري  تفاوت  مي درصد سايتوتوكسيسيته افزايش ،  و  نيز گذشت زمانNano-HAبا افزايش غلظت ذرات 

  . وجود نداردها گروهي بين دار معني

  

 بحث

-Nano داد كه با افزايش غلظت ننشانتيجه پژوهش 

HA 8000 تا  15,75 از ppm  تا2 و نيز گذشت زمان از  

 ولي اين ،يافته  ساعت ميزان توكسيسيته افزايش72

 دار معني از نظر آماري ها سلولكاهش در فعاليت حياتي 

 در مجاورت  Nano-HA  ذرات ،بنابراين؛ )P>0.05(نيست

 سازگاري قابل L929ي فيبروبلاست رده ي ها سلولبا 

المللي   با توجه به استاندارد بين؛ همچنينقبولي دارد

 موادي كه درصد (ISO-10993:5)مواد دندانپزشكي 

 كمتر باشد جزو مواد غير درصد25سميت آنها از 

 در ما مطالعه در كهشوند مي محسوب (Non Toxic) ميس

  . بود كمتر درصد25 از آن زانيم موارد همه

ه توسط شاهون و همكاران در سال در مطالعه اي ك

 و در آن سازگاري زيستي اشكال گرفت صورت 2011

ي مشابه با مطالعه ي ها غلظت  را درNano-HAميله اي 

 انسان  محيطي خون اي هسته تك ي ها سلول روي ،اخير

 استفاده ازبا  ساعت 72 و48 ،2،24بعد از گذشت و 

ل از  نتايج حاص،قراردادند  مورد بررسي MTTتست 

 كه با افزايش غلظت و زمان  نيز داد نشاناين تحقيق 

 كاهش يافت ولي  اين ها سلولميانگين فعاليت حياتي 

 از لحاظ آماري  ها سلولكاهش در فعاليت حياتي 

لذا نتايج  مطالعه   و)23 (نداد  نشاني را دار معنيتفاوت 

 كه داد نشاني اخيرنيز در تاييد نتيجه ي مطالعه ي فوق  

  .استن ماده داراي سازگاري زيستي قابل قبولي اي

 و همكاران Yantaeهمچنين در مطالعه اي كه توسط 

 و در آن سازگاري زيستي  گرفت صورت 2009در سال 

 1ي ها غلظترا در   Nano-HAاشكال  ميله اي و كروي 

 و MTT از طريق تست ها  استئوبلاستروي ppm 100تا 

 نيز قراردادند ساعت مورد بررسي72بعد ازگذشت 

 كه اين ماده داراي سازگاري زيستي كردند گيري نتيجه

 بازه ي Yantaeالبته در مطالعه ي .]24[استقابل قبولي 

 مورد ppm 100تنها تا غلظت  ،زماني محدود بوده

 و Hsieh-MFاز طرفي مطالعه ي . قرارگرفتتحقيق 

ي ها  كه پارتيكلدادند نشان  نيز 2009همكاران در سال 

Nano-HAتا غلظت  ppm 5000 كمترين سميت را براي 

 ما هم   و نتايج مطالعه ]25[استئوبلاست دارا هستند 

 Nano-HA مشابه بيانگر سازگاري زيستي  ذرات طور به

 و همكاران در سال Motskinي  كه ا اما در مطالعه.است

و در آن سايتوتوكسيسيته ي دادند  انجام 2009

 شكل كلوئيد و ژل را در   بهNano-HAي ها پارتيكل

 روي  500 و ppm250، 125، 62، 31  يها غلظت

 MTTي مشتق از مونوسيت از طريق تست ها ماكروفاژ

 دادند نشان ، قراردادند ساعت مورد ارزيابي 24بعد از 

در فرم ژل در  Nano-HAي ها كه پارتيكل



 حسين شاهون و همكارانحسين شاهون و همكارانحسين شاهون و همكارانحسين شاهون و همكاران 
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 توكسيك بوده وفرم كلوئيد آن فقط در ها غلظت ميتما

اما  ؛]26[ توكسيك استppm 125 تر ازي بالاها غلظت

 به شكل Nano-HAي ها در اين مطالعه پارتيكل

ي ها سلولرفت و سميت آن روي كار سوسپانسيون به

 در سال ؛ همچنينشد بررسي L929فيبروبلاست رده 

2004، J.Huang و همكاران اثر سازگاري زيستي Nano-

HA100و1،10ي ها غلظتاي شكل را در   ميله ppmرا  

ي مشتق از مونوسيت از طريق تست ها  ماكروفاژروي

LDH كه در دادند نشان و كردند  ساعت ارزيابي24بعد از 

زدن به غشا  توانائي آسيب ppm 100، Nano-HAغلظت 

  وScheelطرفي از،]27[ را دارد LDHن كرد سلولي و آزاد

اي ماكروفاژهاي رده   در مطالعه2009همكاران در سال 

Murine RAT 264،7 را در معرض Nano-HA در 

 و قراردادند ppm  5000و50،100،500،1000 يها غلظت

 و كردند  بررسيX-TTسايتوتوكسيسيته ذرات را از طريق 

 ppm 500 ي بالاتر ازها غلظت كه كردند گيري نتيجه

بنابراين نتايج اين سه مطالعه با نتيجه ؛ ] 28[توكسيك بود

 در ها  و اين تناقضحاصل از مطالعه فعلي  تفاوت دارد

ي خاص ذرات مورد ها نتايج ممكن است به دليل ويژگي

 نوع سلول  مورد بررسي و نيز تفاوت در ،استفاده

ي كه ممكن است علت طور به. ي بكار رفته باشدها روش

ي ها غلظت در ها  ذرات براي  ماكروفاژبودن توكسيك

 ن ذرات وكرد به دليل فاگو سيت ppm 125 بالاتر از

 اما ، باشدها سلولايش غلظت كلسيم در سيتوپلاسم افز

ي تك هسته اي خون ها سلول ، ها  استئوبلاستدرباره

 به مقدار كمتري وارد ها محيطي  انساني و فيبروبلاست

 كرد گيري نتيجه اين گونه توان ميبنابراين .شود ميسلول  

 ،وارد  سلول  شود  Nano-HAكه اگر پارتيكل  

 ولي به شكل استسي بالاتر ها غلظت در تواند مي

ي ها سلولبراي ppm 8000خارج سلولي حتي تا غلظت 

طور  سته اي خون محيطي  انساني و همينتك ه

  ها  براي استئوبلاستppm 5000  و ها فيبروبلاست

 به ؛ همچنينداراي سازگاري زيستي قابل قبولي باشد

 سطح تماس رويكار بردن اشكال مختلف ذرات نيز 

 و  استذا مقدار حلاليت و قدرت ذرات موثرذرات و ل

  موثر ها  پارتيكلبودن  سايتوتوكسيك روي تواند مينيز 

  .]6-8[باشد

شود  ميبراين با توجه به اهميت موضوع پيشنهاد بنا

ي ها تامطالعات بيشتري نظير بررسي واكنش

 بررسي همچنينايمونولوژيكي  و مولكولي و 

را  in vivoي ها سايتوتوكسيسيته اين ماده در مدل

 .كردند  ديگر انجام و پيگيريمحققان

  

  گيري نتيجه

 ،شود مي ملاحظه آمده دست به نتايج در كه طور همان

 داراي ، در اين تحقيق استفاده مورد از دوزهاي يكهيچ

 نبود و L929ي ها سلولخاصيت سميت سلولي براي 

Nano-HAيها سلولحيات  سازگار با اي ماده 

 .است  L929ده فيبروبلاست ر

  

 تشكر و تقدير

 دندانپزشكي و  تحقيقات مركز حمايت مالي از

آزمايشگاه وهشي دانشگاه شاهد و معاونت محترم پژ

دانشگاه  شهيد  دندانپزشكي دانشكدهبيولوژي مولكولي 

اجراي  اين تحقيق صميمانه سپاسگزاري  در بهشتي

  .شود مي
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Abstract 
 
Background and Objective: Hydroxyapatite (Ca10(PO4 )6(OH)2)  is an 
important biomaterial in medical and dental applications. Due to low 
solubility of its particles, it has had little application in bone reformation. 
For this reason, nanohydroxyapatite (Nano-HA) with a higher surface 
area and higher solubility has attracted the attention of researchers as an 
effective strategy for bone grafting purposes. There have been 
controversies regarding biocompatibility of the latter particles. The 
purpose of this research was to evaluate the biocompatibility of nano-HA 
on L929 fibroblast cells. 
 
Materials and Methods: In this experimental study, nano-sized, rod- like 
hydroxyapatite particles sterilized, then L929 fibroblast cells were 
cultured on 96-well plate. Cells were exposed to nano-HA at the 
following concentrations: 15.75, 32, 65, 125, 250, 500, 1000, 2000, 4000, 
and 8000 ppm. Later, for measuring the cell toxicity of the material, MTT 
method was utilized to measure the absorption, which evaluated the 
viability of the cells for each concentration and time point. The statistical 
ANOVA test was used in this study. 
 
Results: Results of this study showed that although cell viability 
decreased by increasing concentration and time but ANOVA analyze 
indicated that there was no significant difference between the groups 
(p>0.05). 
 
Conclusion: The results indicate that “Nano-HA" biomaterial has 
acceptable compatibility with L929 fibroblast cells. 
 
Key Words: Nano hydroxyapatite particles, cytotoxicity, L929 fibroblast 
cells, MTT 
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