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چكيده
و كلسيم نيترات ،هاي آهن تركيب يوناز ) FeHAp(آهن شده با  آپاتيت اصلاح هيدروكسي بلورپودر نانو ش،پژوهاين  در

كار گرفتهبافت استخوان، به اي تهيه داربستي بر بستر كيتوسان و سازگار بااين نانوچندسازه بر شد. تهيهدرجا روش  پنتوكسيدفسفر با 
سنج نمونه مغناطيس ،)FTIR(سنجي فروسرخ تبديل فوريه طيف )،XRDاش پرتو ايكس (پر هاي روش  باشده هاي تهيهنمونه شد.

دست هب هايهيجنت. ندشدشناسايي ) EDSانرژي ( تفكيك شناسي طيف و )SEMشي (وبرالكتروني  ميكروسكوپ ،)VSM( ارتعاشي
به خوبي بر FeHAp هايهذر كه نشان دادها  ستدارب يشناس ختير .ندشده با آهن را تاييد كرد اصلاح آپاتيت هيدروكسيتهيه  هآمد

نيز براي و بروبلاستيف يها در برابر سلول تيآمده از نظر سمدست هب يها نمونه. اندپراكنده شده (CS) يتوسانكبستر متخلخل  
ها نشان دادند كهقرارگرفتند. نتيجه MTTتني برونمورد آزمون ها  بر داربست افتهيزنده متصل و رشد يها سلول يكم يابيارز

.تواند باشدمي ي،استخوان بافت يبازساز يبرا يمناسبشده، نمونه داربست تهيه

.مهندسي بافت، ، آهن، درجاآپاتيت هيدروكسيكيتوسان،  هاي كليدي: واژه

مقدمه
تقليد از فرايند ساخت و ترميم پايهبافت بر مهندسي

اصلي در عاملسه  .استوار استاستخوان در آزمايشگاه 
استخواني  تمايز يا  رشد  عاملبافت استخوان، سلول،  مهندسي

بازسازي راي. باستسازي  با قابليت استخوان ترسبو يك 
هم با شبكه به ايچندسازهبعدي  سخت، داربست سه بافت

دهد تا پيوسته و متخلخل و اندازه تخلخل بالا اجازه مي
.]2و  1[ دشو عملكرد سلول براي ترميم مناسب

تشكيل را استخوان معدني بخش )HAp( آپاتيت هيدروكسي
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تسازگار و از نظر شيميايي پايدار استزيس و تركيبي دهد مي
استخوان بافت بدن، در آن كاشت از پس كهايگونه به

نوع اين ميان محكمي پيوند وكند مي رشد آن بر جديدي
كنش برهمديگر، انبيبه .]3[ شود يمبرقرار بدن با كاشتني
)دهايساكار يو پل ني(پروتئ يآل يهابا مولكول HApذرات 

زيادي تياستخوان از اهم يكيمكان هايويژگي يبرا
و دارد هگزاگونال يساختار آپاتيت هيدروكسيبرخوردار است. 

است. Ca10(PO4)6(OH)2صورت  به آن شيميايي فرمول
يها جايگزيني دليل به اين تركيب از گوناگوني تركيبات

در موقعيت تواند مي ها جايگزيني اين .آيد مي وجود به تفاوتم
هاي هيدروكسيل گروه يا و فسفات  گروه كلسيم، هاي كاتيون
و استخوان در آهن وجود دليلبه .]6 تا 4[ پذيرد صورت

مورد جايگزين هاي كاتيون از يكي عنوان به عنصر دندان، اين
آپاتيت هيدروكسي هاي نمونه انشهمكار و لي .]7[ توجه است

و تهيه كردند تفاوتم درصدهاي در راآهن  با شدهحاصلا
همه .دادند انجام ها آن بر را (MTT1) سميت آزمون
در ].8[ بودند سلولي سميت فاقد سنتزشده هاي نمونه
انجام 2013 سال در همكارانش و كرامر كه توسط يپژوهش
آپاتيت ساختار وارد ريو غوطه روش با آهن هاي يون شد،

كلريد و  فريك محلول دو در ها نمونه كه صورت اين به شدند.
.شدند خيسانده معيني هاي زمان مدت براي كلريد  فروس
محلول در شده خيسانده هاي نمونه داد نشان EDSنتايج 
نتايج و ندبود بيشتري آهن هاي يون حاوي كلريد فريك

VSM2 در سال ].9[ دكريديتا را اپودره پارامغناطيسي رفتار
 CS / HAp يها چندسازه شو همكاران يدري، ح2018

/nano-Fe3O4  هيها، تجزآن يكيمكان ويژگيو  تهيهرا
يابيسلول را ارز يو سازگار يشگاهيآزما طيدر شرا يزيست
به Fe3O4و  HApكه افزودن  افتنديها در. آن]10[ نددكر

يكيمكان هاي ويژگي يهتوجطور قابل تواند به يم CS بستر

2. Vibrating Sample Magnetometry (VSM) 

CS ش، فن و همكاران2019دهد. در سال  شيخالص را افزا
تيآپات يدروكسيه- كيتوسانمركب  يكروسفرهايم

استفاده يجذب مواد فنل يها براو از آن هيتهرا  يسيمغناط
يپزشك ستيز ياز كاربردها يا گسترده فيط. ]11[ كردند

ليانند تحوم يسيسازگار و مغناط ستيز يمواد مغذ يبرا
و يسيمغناط ديتشد يربرداريسلول، تصو يدارو، جداساز

آهن  از نانوذرات]. 15 تا 12[ داردوجود  ايپرترميبرنامه ها
ولي ،شود يها استفاده م كاربرد نيا يحال حاضر برا در دياكس
HApحاد وجود دارد. از آنجا كه  تيدر مورد سم ييها ينگران

HApت، استفاده از اس ريپذ بيتخر ستيسازگار و ز

متداول عنصر دهد. يها را كاهش م ينگران نيا يسيمغناط
ريسا. ]17و  16[ آهن است ،يسيمغناط HAp تهيه يبرا
ند كه باچكردن را دارند. هريسيمغناطها نيز قابليت فلز

اينكه وجودبراي مثال، بارو هستند. هايي روبهمحدوديت 
، ولياست ازين بدن در B12 نيتاميعملكرد و يبرا كبالت

.]20تا  18شود [ازحد آن موجب سميت شديد ميمقدار بيش
تهيه و با FeHApچندسازه ، پژوهش نيدر ا

با/FeHAp  CS كارگيري آن بر بستر كيتوسان داربستبه
دست هب يها شد. نمونه تهيهاتاق  يروش ساده در دما كي

شناسايي و EDSو  XRD ،FTIR ،SEM هايبا روشآمده 
با آزمون بروبلاستيف يها در برابر سلول تياز نظر سم

MTT شدند. بررسي

بخش تجربي
 هادستگاه مواد و

،آبه كلريد چهار (II) كيتوسان، آهن ها، براي سنتز نمونه
،نيترات چهارآبه كلسيم ،آبه كلريد شش (III) آهن

فسفات ساخت شركت  هيدروژن آمونيم دي، هيدروكسيد كلسيم
% 98و اتانول  % 25هاي آمونياك  محلول، آلدريچ-سيگما

 Fibroblast)هاي فيبروبلاست  سلول و مركساخت شركت 

L929) علوم پزشكي سرطان دانشگاه  تحقيقات  از مركز
1.3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
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،هابراي بررسي ساختارچندسازه .شدند خريداري ،ايران
 PWدل مفيليپس  (XRD)پراش پرتو ايكس  هايدستگاه

سنج فروسرخ تبديل فوريه طيف، هلند ، ساخت1800
(FTIR)  مدلPerkin Elmer 100،ساخت آمريكا ،

-KYKYمدل (SEM)شي بور  ميكروسكوپ الكتروني

EM3200انرژي سنج تفكيك  مجهز به دستگاه طيف
(EDS) ساخت شركت نورسنجطيف         و، ساخت چين

BioTek   دستگاه ، همچنيند. ستفاده شاآمريكاpH متر
، ساخت سوييس، دستگاه گريزانه مدلMetrohm-827مدل 

Kokusan HL-7خانه  ، گرم، ساخت ژاپنBinderساخت ،
-كارگرفته به Biotekنورسنج ساخت شركت آلمان و طيف

.ندشد
 هاچندسازهسنتز درجا نانو

گرم از كلسيم هيدروكسيد 40/23هاي،  در ابتدا محلول
300اسيد در  گرم فسفريك 75/20ليتر آب،  يميل 400در 
75كلريد چهارآبه در ) IIآهن ( گرم  03/6 ليتر آب، ميلي
75آبه در  شش ) كلريدIIIآهن ( گرم از  23/8ليتر آب و  ميلي
مغناطيسي  همزن باتهيه و   طور جداگانه ليتر آب به ميلي
)IIن (آههاي  مخلوط ،سپس .شدندزده همدقيقه  30مدت  به

اسيد با و فسفريكآبه  كلريد شش) III( آهن، آبه كلريد چهار
قطره به بشر حاوي محلول صورت قطره زمان و به بورت هم

مدت كلسيم هيدروكسيد در دماي محيط افزوده و به
طور ساكن در آزمايشگاه شبانه روز در دماي محيط و به يك
با آب ساعت 24آمده پس از دست ورده بهداده شدند. فراقرار 
محلول زير قيف pH تاشد  هشستقيف بوخنر  برزدوده  يون

درجه 80ساعت در دماي  12مدت  به  د. رسوبوش 7 بابرابر 
ريزي قرار داده شدند. رنگ سيوس در آون قابل برنامهسل

يونيروش تبادل  كي دست آمده نارنجي بود.  هاي به رسوب
Fe3و  +Fe2 با +Ca2يها وني ينيگزيجا يساده برا

در +
كننده تأمين منابع شد. كارگرفته به HAp يبلور شبكه
نيتراتكلسيم   ترتيب به و آهن فسفر كلسيم، هاي يون

فسفات  هيدروژن آمونيم دي )،Ca(NO3)2.4H2O( چهارآبه

)(NH4)2HPO4(، آهن كلريد )II( آبه چهار
)(FeCl2).4H2O( كلريد و ) آهنIII (آبه شش
)(FeCl3).6H2O( ،خلوص با و مرك شركت وردهفرا همه

كلسيم از مولار  % 25 هايمحلول ابتدا. ندبود % 99 بالاي
)IIآهن ( كلريد ،فسفات هيدروژن مآموني دي چهارآبه، نيترات
با و تهيه جداگانه طور به آبه شش) IIIكلريد آهن ( و آبه چهار
دقيقه 30مدت  به rmp 1200دور با يمكانيك همزن
.ندشدزده هم

 ها  نانوچندسازهداربست سنتز 
)چيآلدر-گماسي، % 85(درجه استحصال  كيتوسانپودر 

% 1) حل شد تا محلول چيآلدر- گماسي ،% 1( دياس كياستدر 
FeHApو  HApاز  ي. مقدار مشخصيددست آ هب كيتوسان

هاي نمونهشد.  فزودها ،يادشدهمحلول  بهطور جداگانه به
ساعت 6مدت  به لسيوسس درجه -20 يدماآمده در دست هب

در شدهيادجامد  يها كردن مخلوط خشك يجامد شدند. برا
ساعت از دستگاه 36مدت  به لسيوسدرجه س 35 يدما

تصور به يينها يها وردهافراستفاده شد. كن اتجمادي  خشك
HAp/CS و FeHAp/CS شدند. گذارينام

MTTسازگاري آزمون زيست

براي سنجش مقدار يا نسبت MTTآزمون 
سنجي براي تكثيرسلولي كاربرد دارد و پايه آن رنگ

-5، 2-ايل)-2-تيازول متيل دي-5، 4(- 3 كاهشگيري  اندازه
رنگ در حضور آنزيم زرد (MTT)تترازوليم  فنيل دي

سلول و در هنگام ورود به MTTدهيدروژناز است.  سوكسينات
رنگ و نامحلول فرمازان بنفشفراورده  عبور از ميتوكندري به

آلي (مانند ها در يك حلال سلول ،شود. سپس كاهيده مي
شده فرمازانشوند. واكنشگر آزاد وكسيد) حل ميسولف متيل دي
جا كه شود. ازآن گيري مي نورسنجي اندازه روش طيف به

1دگرگشتيهاي فعال  تواند در سلول تنها مي MTT كاهش

سلولي باشد. ند معياري از بقايتوا دهد، سطح فعاليت مي رخ

1. Metabolic
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شده همراه با چندسازه موردنظر وهاي كشت تكثير سلول
شود. گيري مي اندازه MTTبدون آن با آزمون 

هاي فيبروبلاست تهيه از سلولبراي انجام اين آزمون، 
ايران علوم پزشكي تحقيقات سرطان دانشگاهشده از مركز 

24از كشت سلولي به مدت ها پيش شد. نمونه استفاده
هاسلولخانه سترون و با گرمساعت در محيط كشت داخل 

آمدهدستبه طور يكنواخت مخلوط شدند. سپس، مخلوطبه
استايرن منتقلپلي هاي يك صفحه از جنس1به چاهك

ها پس از كشت هاي نمونهبه هركدام از چاهك شدند.
افزوده MTT ميكروليتر محلول 100روز،  7و  3، 1مدت  به

% كربن 5خانه حاوي ساعت در گرم 4به مدت  هاشد. نمونه
درجه سلسيوس قرار داده شدند. 37اكسيد در دماي دي

شد. در اين رويي (شناور) هر نمونه دور ريخته سپس مايع
هر  به (DMSO)سولفوكسيد  متيل ميكروليتر دي 100 ،مرحله

طور كاملشده به تا فرمازان توليدافزوده شد چاهك نمونه 
540موج  هر نمونه در طول (OD)نوري  حل شود. جذب

شد.  تجزيه و گيري  نورسنج اندازهنانومتر با دستگاه طيف
 Microsoft Excel Worksheetافزار  تحليل آماري با نرم

ها با انجام شد. مقايسه آماري بين همه گروه 2016
وسويه محاسبه شد. براي همهسويه و د وردايي يك تحليل
داربودن نتيجه دهنده معنيبود كه نشان P<0.05ها  نمونه

آمده بود.دست به

ها و بحث نتيجه
و HAp  هاينمونه FTIR  هايطيف ،1شكل 

FeHAp هگستردر  را cm-1 400  دهد. مي نشان 4000تا
 cm-1تا 560 هگستر ىهاارنوشود،  گونه كه مشاهده مي همان
cm-1 1100 تا 1020ه گستر ىهاارنو همچنين، و 604

هپهن گستر ار. نواست تفسفا هاي گروه ارتعاش بهمربوط 
است. OHگروه   مربوط به ارتعاش cm-1 3569 تا 3400

1. Well plate

مربوط به cm-1 1460 و 1410 هاي نوارهمچنين، 
دو ي طيف هربيتقرطور  هب كربنات است.  گروه كششي ارتعاش
HApو  FeHApدهد كه  ينشان م نياست. ا كساننمونه ي

با آمدهدستبه جينتا ند.دارمشابه  عاملي يها خالص گروه
،2شكل   .]23تا  21[ دارند يانخوهمشده  گزارش جينتا

آپاتيت نمونه هيدروكسي ايكس پرتو  الگوهاي پراش 
آپاتيت و الگوي هيدروكسي شده با آهن به روش درجا اصلاح

هاي اصلي پيك دهد. نشان مي 60° تا 4 از θ2را در گستره 
مشاهده ها الگوي اين نمونه درتوان  ميرا آپاتيت  هيدروكسي

و 95/31، 90/25برابر با θ2. وجود سه پيك شديد در كرد
)213) و (211)، (002هاي بلوري ( متناظر با صفحه °50/49

 = .JCPDS No)و همخواني اين الگو با الگوي استاندارد 

آپاتيت است ، بيانگر تشكيل فاز بلوري هيدروكسي(09-432
شود.در اين الگوها هيچ ناخالصي مشاهده نمي .]25تا  24[

آپاتيت ها مربوط به بلورينگي پايين هيدروكسي بودن پيك پهن
شده است كه به ساختار استخوان طبيعي نزديك تشكيل 

باشده  آپاتيت اصلاح هيدروكسي  نمونهاست. مقايسه الگوي  
بيانگر جايگزيني آهن در آپاتيت، آهن با الگوي هيدروكسي

-تهيه يها اندازه نمونه عيتوز است. آپاتيت هيدروكسي ساختار 

.شدمطالعه  )SEM( يشبور يالكترون كروسكوپيم باشده 
همراه  را به FeHApاز چندسازه  SEM ريتصو ،3شكل 

كههگونهمان دهد. يمنشان اندازه مربوط  عينمودار توز
هاآن دبعاايكنواخت و كروي هستند و  ذراتشود،  مشاهده مي

EDS هايبررسي طيف بيشتر در مقياس نانو است.

در Oو  Ca  ،Pنشان داد كه  FeHApو  HAp يها نمونه
وجود دارد. FeHApدر نمونه  زين Fe هر دو نمونه و عنصر

HApدر ساختار  Feگرفت كه  جهيتوان نت ي، منيبنابرا

يها نمونهنتيجه كمي تجزيه عنصري  شده است. نيزگيجا
HAp  وFeHAp با روش EDS  نشان داده شده 1در جدول
كرامر ونتيجه پژوهش با  يخوب همخوانيكه  است

].25[ دارد شهمكاران
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FeHApوHAp شده  پودرهاي سنتز FTIR هايفطي 1شكل 

2   (◦)

آپاتيت و هيدروكسي هاي پرتو ايكس نمونه الگوهاي پراشمقايسه  2شكل 
شده با آهن به روش درجا آپاتيت اصلاح هيدروكسي

اند.)شده در شكل مشخص ̂ آپاتيت با هيدروكسيشديد هاي شاخص  (پيك 
FeHAp يسيويژگي مغناط  

FeHAp يسيمغناطويژگي  يابيارز يبرا VSM آزمون

انجام شد (شكل لوولتيك 10 دانيم كيدر  طيمح يمادر د
ويژگي FeHAp  نمونه ،شود يم هكه مشاهدگونههمان). 4

دهد.مينشان را  يسيپارامغناط

شده با آهنو هيدروكسي آپاتيت اصلاح آپاتيت هيدروكسي نتيجه تجزيه عنصري 1جدول 
عنصر

 Fe Ca Pنمونه

يدرصد وزن درصد اتمي درصد وزني  درصد اتمي درصد وزني درصد اتمي 

- - 6/51  7/35  3/23  8/20  HAp 

5/24  5/10  8/9   3/27   3/24   0/21   FeHAp 

FeHAp 

HAp 
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 FeHAp هايذره اندازه عينمودار توزو  SEM ريتصو 3 شكل

FeHApي سيمغناطنمودار  4 شكل

هايداربست   بستر كيتوسان و   SEMهايريوتص ،5شكل 
CS/HAp  وCS/FeHAp كهگونههماند. نده يرا نشان م

طور به FeHApو  HAp هايهشود نانوذرمشاهده مي
هرچندكه تجمع اندك .نداهشد عيتوز CSبستر  بر  كنواختي

شود.نيز بر بستر كيتوسان مشاهده مي FeHAp هاينانوذره

ذرات نيب يسيتواند جاذبه مغناط يمعلت اين پديده 
FeHAp جيبا نتا باشد كه VSM از طرفي. همخواني دارد

بستر كاهش تخلخل  با FeHAp يسيذرات مغناطديگر، 
CS4اند (شكل  قرار داده ري، ساختار داربست را تحت تأث-c.(
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(a) 

(b) 

(c) 

هايو داربست) CS) (aن (كيتوسابستر SEM تصويرهاي  5شكل 
CS/Hap )b (و CS/FeHAp )c(

( MTT)تني آزمون برون

افتهيزنده متصل و رشد  يها سلول يكم يابيارز رايب
 ، روشها بر داربست MTT ] ي]. ماندگار15انجام شد

ها تعداد سلول در واحد سطح نمونه  با بروبلاستيف يها سلول
نشان داده شده است، 6طور كه در شكل محاسبه شد. همان

.ددار يخوب يسازگار ستيز CSاست كه  روشن

،CS هاي در داربست بروبلاستيسلول ف تنيون برونآزم 6 شكل
CS/HAp  وCS/FeHAp روز كشت سلول 7و  5،  3س از پ

يها بودن نمونهيسم يها به معنا حال، تعداد سلول نيبا ا
يها سلول ي. ماندگارستين نييپا يبا ماندگار گريد
ها سطح نمونه با استفاده از تعداد سلول در واحد بروبلاستيف

در يكم تفاوتها با  نمونه ، همهگريدبيان محاسبه شد. به
سازگار هستند و وجود گريكدي ا يوند سلول بپ ليپتانس
-ستيمعكوس بر ز ريتأث چيه FeHAp يسيمغناط ذرات

آمده بادست هب جيها ندارد. نتا نمونه يشگاهيآزما يسازگار
همخواني دارد. شنآمده توسط چاندرا و همكارادست هب جينتا
HAp، گرماييآبو  تركيبي ربزموج يها روشها از آن .]28[

كه افتنديها در كردند. آن تهيه شده با آهن رادوپه يعيطب
به  منجر SBFدر محلول  شيهنگام آزما آهن يها ونيوجود 
CS/FeHApشود. داربست  يم يبالاتر يستيز تيفعال

ها پس از نمونه ريبا سا سهيسلول را در مقا يسازگار نيشتريب
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 بيتركتوان به آن را مي ليدل روز كشت نشان داد كه  7
 HApخوب آهن در ذرات  ينيگزيمتفاوت آن و جا ييايميش

آهن توسط با شده هدوپ HAp يستيز ي. سازگارنسبت داد
 جي] كه با نتا26گزارش شده است [نيز  شنو همكارا يتپنسر

 يها با استفاده از سلول ها دارد. آن همخواني پژوهش حاضر
 يها اثر غلظت Saos-2 يشده استئوبلاست انسانكشت

 نيكردند. ا يبررس تنيبرون طيرا در شرا FeHAp تفاوتم
 دانيم كيبا و بدون قرار گرفتن در معرض  هاشيآزما

با  سهيها در مقا آن جيتاانجام شد. ن كياستات يسيمغناط
 ريبلاست و تكثماندن استئو، زندهHApنانوذرات خالص 

  بالا را نشان داد. يسلول
  

  گيري نتيجه
شده با  آپاتيت اصلاح هيدروكسي   چندسازهسنتز نانو       
 كيتوساندر بستر تقليدزيستي توان با روش  را مي آهن يون

سنجي فروسرخ و الگوهاي  انجام داد. نوارهاي جذبي طيف
را  كيتوسان تشكيل فاز معدني در بستر آلي ، Xپرتو پراش

تأييد كردند. تصويرهاي ميكروسكوپ الكتروني و تجزيه 
 و آپاتيت هيدروكسيتشكيل و توزيع ذرات نانو ،عنصري

بستر  را در آهنشده با اصلاح تآپاتي هيدروكسينانو
همچنين،  .نشان دادنددرجا بسپار تحت روش سنتز  زيست
بستر  كيتوسانآمده نشان دادند كه تدس هاي به نتيجه

زايي نانوبلورهاي  اي رشد و هستهمناسبي بر
 شده با آهنآپاتيت اصلاح نانوهيدروكسيو  آپاتيت هيدروكسي

-كيتوسان چندسازههاي  تهيه داربست ،همچنين. است
روش خشكاندن  به شده با آهن اصلاح آپاتيت هيدروكسي

دليل شباهت داشتن به ساختار استخوان و  انجمادي به
تواند در كاربردهاي  مي هاي مناسب، ن تخلخلشتهمچنين دا
   .شودگرفتهكار بافت استخوان به مهندسي
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Abstract: In the present study, calcium hydroxyapatite-Fe (Fe-HAp) nanocrystalline 
powder was prepared from a combination of iron ions, calcium nitrate and phosphorus 
pentoxide by in-situ method. The properties and structure of the synthesized 
nanocomposite were investigated using Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), 
X-ray diffraction (XRD), vibrating sample magnetometry (VSM), and scanning electron 
microscopy (SEM), and energy-dispersive spectroscopy (EDS). The obtained results 
confirmed that the produced powder was hydroxyapatite-iron. The morphological 
properties of the scaffolds also confirmed that Fe-HAp particles distributed properly in 
the porous structure of chitosan (CS). The obtained samples were subjected to MTT in 
vitro test in terms of toxicity against fibroblast cells and also for quantitative evaluation 
of live cells attached and grown on the scaffolds. Therefore, according to the obtained 
results, this scaffold can be a suitable candidate for bone tissue reconstruction 
applications. 
  
Keywords: Chitosan, Hydroxyapatite, Iron, In-situ, Tissue engineering. 
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