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  )10/07/1395 دریافت نسخه نهایی: - 12/05/1395(دریافت مقاله: 

 

  

 یتینـانوذرات کـامپوز   ي) حـاو PHBV( والـرات  یدروکسیکوه راتیبوت یدروکسیه یپل یتیکامپوز یفیداربست نانول ق،یتحق نیدر ا -چکیده

 ـشده و نحـوه توز  دیتول افینانوال يشد. مورفولوژ دیتول یسی) به روش الکترورHABR( تیجیدی/برتیآپات یدروکسیه  ـنـانوذرات در نانوال  عی  افی

 ـنشان داد که  یکیخواص مکان یابیشدند. ارز یبررس يو عبور یروبش یالکترون کروسکوپیتوسط م بیترتبه غلظـت   يبـرا  ايحـد آسـتانه   کی

 یترشوندگ تیخاص PHBV یتیشد. داربست کامپوز یفیداربست نانول یکینانوذرات وجود دارد که در آن، حضور نانوذرات باعث بهبود خواص مکان

 یفیلنـانو  هـاي داربسـت  بر) hFobاستئوبلاست ( يهاسلول ،تنیبرونداد. در آزمون کشت سلول  شانخالص از خود ن PHBVبا  سهیدر مقا يبهتر

 ـ PHBV/HABR یتیداربسـت کـامپوز   بـر  هاسلولروز،  15و  10نشان داد که بعد از  MTS روشبه ارزیابی تکثیر سلولیکشت داده شدند. طـور  هب

 تفریق انرژي سنجیطیف -ارزیابی میکروسکوپی الکترونی روبشی زیآنال جنتای علاوههب. اندرشد داشته PHBVاز داربست خالص  شتریب داريیمعن

خـالص و نمونـه    PHBVاز داربسـت   شـتر یب PHBV یتیداربست کـامپوز  بررويکشت داده شده  يهاسلولشان دادند که نرنگ آمیزي سلولی و 

و رفتـار   یترشـوندگ  ،یکیبا خواص مکان PHBV/HABR یتیکامپوز افیمطالعه نشان داد که نانوال نیا جیدادند. نتا لیتشک نرالهیکنترل، رسوبات م

  بافت استخوان دارند. يبازساز يدر کاربردها یخوب لیپتانس افته،یبهبود  یولسل

  

  .استخوان يبازساز ت،یجیدیبر ت،یآپات یدروکسیکووالرات، ه راتیبوت یدروکسیه یپل ،یفیداربست نانول :يدیکل يهاواژه
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Abstract: In this work, poly (hydroxybutyrate co hydroxyvalerate) (PHBV) composite nanofibrous scaffold containing 
hydroxyapatite/bredigite (HABR) nanoparticles was fabricated through electrospining method. The morphology of prepared  
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nanofibers and the state of the nanoparticles dispersion in nanofiber matrix were investigated using scanning and transmission 
electron microscopy, respectively. Evaluation of the mechanical properties of the nanofibrous scaffolds revealed that there is a 
limit to the nanoparticle concentration at which nanoparticles can improve the mechanical properties of the nanofibrous 
scaffolds. According to the results, PHBV/HABR nanofibers showed higher wettability compared to PHBV nanofibers. In vitro 
cell culture assay was done using human fetal osteoblast cells on nanofibrous scaffold. MTS assay revealed that cell proliferation 
on the composite nanofibrous scaffold was significantly higher than those on the pure scaffold after 10 and 15 days. Scanning 
electron microscopy- Energy dispersive X-ray spectroscopy and CMFDA colorimeter assay analysis showed that the cells on the 
PHBV/HABR scaffolds acquired higher mineral deposition than the cells on the pure PHBV and control sample scaffold. Based 
on the results we concluded that PHBV/HABR nanofibers scaffold with higher wettability, improved mechanical properties and 
cell behavior hold great potential in bone regeneration applications. 
 
Keywords: Nanofibrous scaffold, Poly (hydroxybutirate co hydroxyvalerate), Hydroxyapatite, Bredigite, Bone regeneration. 
 
 

 

  مقدمه -1

 هـاي قابـل تـوجهی در زمینـه تولیـد     هاي اخیـر تـلاش  در سال

 1س خـارج سـلولی  کهاي تقلید کننـده سـاختار مـاتری   داربست

استخوان جهت کاربرد در مهندسی و بازسـازي بافـت صـورت    

اي طراحی شوند که زیست گونههگرفته است. این بیومواد باید ب

نانوالیاف . ]1[ اشندب سازناستخواو  پذیرتخریبسازگار، زیست 

ارج سلولی طبیعی انتخاب مناسبی براي ایفاي نقش ماتریکس خ

دهد کـه اگـر   مطالعات نشان میدر شرایط آزمایشگاهی هستند. 

الیـاف  نـانو لایه متشکل از  روي یانسان هاياز بافت ییهاسلول

و  دهتوانند به لیف متصـل ش ـ شوند، می کشت داده پذیرتخریب

عـلاوه،  هب آورند. وجودبهرا مربوطه جا تکثیر یابند و بافت در آن

بالا، تخلخل بالا،  سطح مخصوصعالی از قبیل خواص فیزیکی 

 سـاختارهاي خواص مکانیکی مناسـب،   پیوسته و همهحفرات ب

داربسـت در   عنـوان بـه کـاربرد  را گزینه مناسبی بـراي   لیفینانو

هـا  ایـن داربسـت   بررويو مطالعات  کرده استمهندسی بافت 

تـاکنون پلیمرهـاي زیسـت    ]. 4-2[ بسیار گسترش یافتـه اسـت  

روش الکتروریسـی بـراي کاربردهـاي    مختلفـی بـه   ذیرپتخریب

انـد. در ایـن   هاي نانولیفی تبدیل شدهمهندسی بافت به داربست

دلیـل دارا بـودن خـواص    بـه  2هامیان پلی هیدروکسی آلکانوات

پـذیري بـالا،   ي، قابلیت شکلپذیرتخریبمطلوبی چون زیست 

بـا   دارا بودن ضریب پیزوالکتریک مشـابه اسـتخوان، سـازگاري   

محصـولات تخریـب    تـر مهمو از همه  3ي استئوبلاستهاسلول

توجه بسیاري از محققین را براي تهیه داربسـت   غیرسمی، اخیراً

. ]7-5[ خود جلب کرده استهجهت مهندسی بافت استخوان، ب

حـاوي   هـاي براي کاربردهاي بازسازي استخوان، نانوکامپوزیت

یکی و بیولـوژیکی  دلیل دارا بـودن خـواص مکـان   فاز غیرآلی به

 انـد. عنوان داربست بسیار مـورد توجـه قـرار گرفتـه    مطلوب، به

هاي یکپارچه و ها نسبت به کامپوزیتکارایی بهتر نانوکامپوزیت

توان به شباهت آنها به استخوان طبیعی کـه خـودش   رایج را می

هیدروکسـی  هـاي  یک نانوکامپوزیت حاوي عمدتاً نانوکریستال

]. اسـتفاده از  8 و 4[ ، نسبت داداستکلاژن  و نانوالیاف آپاتیت

در درمــان یــا بازســازي اســتخوان ذرات ســرامیکی  نــانوذرات

هاي زیستی با ابعاد مـاکرو  ها یا شیشهمزایایی نسبت به سرامیک

یا میکرو دارند، زیرا نشان داده شده است که کاهش ابعاد ذرات، 

ــایز     ــر و تم ــزایش تکثی ــنظم، اف ــلولی م ــبندگی س ــازه چس اج

را نیـز   4شـدن زیسـتی   دهد و پروسه معدنیاستئوبلاست را می

قـرار دادن   ]. تحقیقات نشـان داده اسـت کـه   9[ دهدافزایش می

هـاي  هاي زیست فعال از جمله کلسیم فسفات و شیشهسرامیک

ها کـارآیی بهتـري در رشـد و تمـایز     زیست فعال در کامپوزیت

فات ماننـد  هاي کلسـیم فس ـ ي استخوانی دارد. سرامیکهاسلول

دارا بودن ساختار شیمیایی مشابه بـا   دلیلبه ،هیدروکسی آپاتیت

هـاي نـرم   بخش معدنی استخوان بدن، سازگاري زیستی با بافت

وسخت و قابلیت اتصال با استخوان، کاندیـداي مناسـبی بـراي    

. بـا وجـود   ]11و  10[ ندباش ـمیکاربردهاي بازسازي استخوان 

نـرخ   دلیـل بـه  اسـت امـا  فعال زیست  هیدروکسی آپاتیتاینکه 

بسـیار   5تنـی بـرون ي پایین، فعالیـت آن در محـیط   پذیرتخریب

محدود است و همچنین نرخ تجمع بافت استخوان در تماس با 

نیز تشکیل کم بافت  6تنیدرونپایین است و مطالعات  آن نسبتاً
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هاي اخیر همین دلیل در سال. به]12[ انداستخوانی را نشان داده

بـا   هیدروکسـی آپاتیـت  ي بسیاري براي مخلوط کردن هاتلاش

هاي زیستی صورت گرفته است تر و شیشههاي فعالبیوسرامیک

تا بیومواد کامپوزیتی نسل جدید با خواص بیولـوژیکی مناسـب   

. نشـــان داده شـــده اســـت کـــه ]14 و 13[ آیـــد دســـتبـــه

هایی بر پایه سیلیکات رفتار زیسـت فعـالی بـالاتري    بیوسرامیک

دهنـد. یـک   به مواد کلسیم فسـفات از خـود نشـان مـی    نسبت 

مشخصه قابل توجه مـواد سـیلیکاتی توانـایی آنهـا در رهـایش      

ي هاسلولد که رشد و تمایز باشمیبا غلظتی  سیلیکونهاي یون

تایی هاي سه. سیستم]16 و 15[ بخشدمیبهبود استئوبلاست را 

زیم، پایداري دلیل دارا بودن یون منیبه MgO-2SiO-CaOبر پایه 

هـاي کلسـیم   تري نسبت به سرامیکو خواص مکانیکی مطلوب

هاي متعلـق بـه   یکی از بیوسرامیک 7سیلیکات دارند. بریدیجیت

شـده اسـت سـلول     تأییـد د کـه  باش ـمیتایی مذکور سیستم سه

توانـد  سازگار و زیست فعال بوده و محصولات رهایش آن مـی 

در تحقیق پیشین مـا   .]18 و 17[ افزایش دهدرشد استخوان را 

بیوسرامیک زیست فعـال   کردن ترکیبدر اثر نشان داده شد که 

نانوذرات کامپوزیتی با خواص  ،بریدیجیت با هیدروکسی آپاتیت

ــه   زیســت ــه نســبت ب ــود یافت فعــالی و زیســت ســازگاري بهب

  . ]19[ شودتولید میهیدروکسی آپاتیت خالص 

لـوط بـا   خـالص یـا مخ   صورتبه PHBVتاکنون نانوالیاف 

کیتوسان، آسپارتیک اسـید و فیبـروئین ابریشـم     نظیرپلیمرهایی 

عنوان داربست در مهندسی بافت استخوان مورد مطالعه قـرار  به

]. همچنـین ترکیبـاتی ماننـد فاکتورهـاي     23 - 20گرفته است [

رشد و نانوذرات بیوسرامیکی از جملـه هیدروکسـی آپاتیـت و    

عنوان به PHBVا نانوالیاف صورت مخلوط بهاسترانتیم کربنات ب

]. اما مطالعـه  25 و 24[ داربست مهندسی بافت بررسی شده اند

حـاوي نـانوذرات    PHBVخواص و رفتـار سـلولی نانوالیـاف    

کامپوزیتی هیدروکسی آپاتیت/ بریدیجیت تاکنون گزارش نشده 

با توجه به مطالب گفته شده، در این تحقیـق تصـمیم بـر    است. 

 ـ این است تا از خواص  فـرد نانوالیـاف در طراحـی    همنحصـر ب

استفاده شود.  جهت کاربرد در مهندسی بافت استخوانداربست 

بوتیرات کو هیدروکسی والرات از پلیمر طبیعی پلی هیدروکسی 

)PHBV( س داربست، و از نانوذرات کامپوزیتی کعنوان ماتریبه

عنوان فـاز تقویـت   به) HABR( هیدروکسی آپاتیت/ بریدیجیت

. پـس از سـاخت داربسـت،    شـد زیست فعال اسـتفاده   کننده و

خواص ساختاري و مکانیکی آن با درصدهاي مختلف نـانوذره  

ي هـا سـلول مورد ارزیابی قـرار گرفـت و تکثیـر و چسـبندگی     

 هاي مذکورداربست برروي )hFob( 8استئوبلاست جنین انسانی

  مطالعه شد.

  

 مواد و روش تحقیق -2

ــامپوز  -2-1 ــاف کـ ــد نانوالیـ ــه PHBVیتی تولیـ روش بـ

  الکتروریسی

 حجمیوزنی/  درصد 8هاي محلولمنظور تولید داربست نانولیفی، به

PHBV )PHBV, TianAn Enmat chemical company, China( 

-1,1,1,3,3,3hexafluoro-2در حلال هگـزا فلوئـورو ایزوپروپـانول (   

propanol, Sigma HFIP, (مقـــادیر مختلـــف نـــانوذرات  حـــاوي

) (سنتز شده مطـابق تحقیـق   HABRپاتیت/ بریدیجیت (هیدروکسی آ

ابتدا مقدار مورد نظـر از   ،منظوربدین]) الکتروریسی شدند. 19[ پیشین

در  وزنی نسـبت بـه وزن کـل)    درصد 15، 10، 5ات مربوطه (نانوذر

HFIP  سپس پلیمر بـه آن اضـافه   آلتراسونیک دیسپرس شدندتوسط ،

مغناطیسـی در دمـاي    همـزن  درسـاعت   18شد و محلول به مـدت  

هــاي تهیــه شــده جهــت زده شــد. هــر یــک از محلــولهــممحــیط 

لیتري با سـوزنی بـه قطـر داخلـی     میلی 3الکتروریسی به یک سرنگ 

لیتـر بـر   میلـی  یـک نانوالیاف با نرخ تغذیه . ندمنتقل شد مترمیلی 5/0

نـدگی     14ساعت، ولتاژ   بـر  متـر سـانتی  18کیلوولـت و فاصـله ریس

  ثابت از جنس آلومینیوم تولید و جمع شدند.   صفحه جمع کننده

  

و نانوالیـاف   PHBV داربسـت نـانولیفی   یابیمشخصه -2-2

  HABRPHBV/کامپوزیتی 

مشاهده مورفولـوژي نانوالیـاف و بررسـی    در این تحقیق جهت 

 9روبشی نشر میدانی میکروسکوپها، نمونه بررويرفتار سلولی 

)S-7400; Hitachi, Japanداربست نـانولیفی ه شد. کار گرفته) ب 
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توسـط دسـتگاه   فویل آلومینیـومی)   برروي(ریسیده و جمع شده 

روکـش   ثانیـه  80به مدت آمپر میلی 10با جریان لایه نشانی طلا 

ها گرفتـه  نمایی مناسب از نمونههایی با بزرگداده شدند و عکس

گیـري قطـر نانوالیـاف، پـس از تهیـه تصـاویر       شد. جهت انـدازه 

هـاي مـورد نظـر، از هـر     از نمونه الکترونی روبشیمیکروسکوپی 

 Image J افـزار نـرم طـور اتفـاقی توسـط    هلیف ب 100نمونه، قطر 

  تعیین گردید و میانگین قطري و ضریب تغییرات آن محاسبه شد.

جهــت مطالعــه نحــوه توزیــع نــانوذرات در نانوالیــاف از      

ه ) استفادTEM, Philips CM-120میکروسکوپ الکترونی عبوري (

روي صفحه توري مس قـرار گرفتنـد و   برشد. نانوالیاف کامپوزیتی 

  کیلوولت تصاویر مناسبی از آنها گرفته شد.  300تحت ولتاژ 

 گیـري هاي نانولیفی تهیه شده بـا انـدازه  دوستی داربستآب

هاي نـانولیفی  مقطر تعیین شد. داربست ها با آبتماس آن زاویه

و سـپس   مترمیلی 15 با قطرهایی لامل بررويالکتروریسی شده 

 VCA Optima )ASTدارنده دستگاه آنالیز سطح پایه نگه برروي

product, Billirica, MA      گذاشـته شـدند. انـدازه قطـره مـورد (

میکرولیتـر   1دوسـتی در حـدود   استفاده براي گزارش زاویه آب

نانوالیـاف   بـرروي ها از قطره شکل گرفتـه  بود. براي همه نمونه

  زمان یکسانی عکس گرفته شد. بعد از مدت

  

  نانولیفی داربستگیري استحکام مکانیکی اندازه -2-3

که لازم است داربست نـانولیفی تهیـه شـده پایـداري     از آنجایی

مکانیکی مناسب را براي ترمیم بافت آسیب دیده تا ترمیم کامل 

 آنهـا  خصوصیات مکـانیکی  گیريبافت داشته باشند، لذا، اندازه

هـاي  رسید. خصوصـیات مکـانیکی داربسـت   ر مینظضروري به

نانولیفی خالص و کـامپوزیتی بـا اسـتفاده از دسـتگاه آزمـایش      

 50) بـا نیرویـی برابـر    Instron 5493, USAخواص مکانیکی (

بـر دقیقـه    متـر میلـی  10 نیوتن و نرخ ازدیـاد طـولی در حـدود   

هاي الکتروریسی شده به شکل مستطیل ارزیابی شدند. داربست

مربـع تهیـه شـدند و     متـر میلـی  30×10ابعادي در حـدود  و با 

) Mitutoyoضخامت آنهـا بـا اسـتفاده از میکرومتـر دیجیتـالی (     

هاي مستطیل شـکل در  تعیین شد. سپس دو انتهاي این داربست

هاي دستگاه قرار گرفت و با حرکـت فـک بـالایی، منحنـی     فک

 ازدیاد طول و اطلاعات مربوط به خـواص مکـانیکی   -استحکام

د ش ـبار آزمون تکرار  پنجآمد. براي هر نمونه  دستبههر نمونه 

عنوان مقدار استحکام کششی و ازدیـاد  و متوسط نتایج آزمون به

از شیب بخش خطی اولیه  10کشسانی ضریبد. شطول گزارش 

بـار   پـنج ازدیاد طول حاصل شـد و متوسـط    -منحنی استحکام

  عنوان نتیجه نهایی گزارش شد.آزمون به

  

  )hFobي (هاسلولکشت  -2-4

 DMEM/F )Dulbecco's-12در محیط کشـت   hFobي هاسلول

12-Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F(   حـاوي

 یــک) و FBS )fetal bovine serum ســرم حــاوي درصــد 10

در یک ) Sigma(هر سه ماده ساخت شرکت بیوتیک آنتی درصد

و در  هشــت دادکمربـع   متـر ســانتی 75فلاسـک کشـت سـلول    

 2CO درصـد  پـنج و  گـراد سـانتی درجه  37انکوباتور در دماي 

درصـد سـطح کـف     80کـه بیشـتر از    داشته شـدند. زمـانی  نگه

 -EDTAپوشیده شد، با اسـتفاده از محلـول    هاسلولفلاسک با 

 هـا سلول )،USA -Gibco Invitrogen(ساخت شرکت  تریپسین

متر مورد شمارش از کف فلاسک جدا شدند و توسط هموسایتو

در واحـد حجـم    هـا سلولمنظور شمارش تعداد به قرار گرفتند.

میکرولیتر از سوسپانسیون  10سوسپانسیون سلولی، مقدار حدود 

لام هموسایتومتر ریخته شد  بررويسلولی داخل چاهک موجود 

ي هاسلولو پس از مشاهده لام در زیر میکروسکوپ، تعداد کل 

لام، شـمرده   بـرروي مشخص شده نواحی  بررويزنده موجود 

ي زنده در واحد حجـم سوسپانسـیون   هاسلول). تعداد W( شد

  د:باشمیقابل محاسبه  )1(سلولی از رابطه 

 (در میلیلیتر) /تعداد سلولها
W

 
4

 ضریب رقیقسازي  410 (1)  

 بـرروي نانوالیـاف   داربسـت،  - سـلول  کـنش بـرهم براي مطالعـه  

مـاوراي  آوري و تحـت اشـعه   جمع مترمیلی 15هایی با قطر لامل

شدند. سپس هر لامل به درون هر چاهک از پلیـت   بنفش استریل

ضـدزنگ ثابـت    يفـولاد  یک حلقـه تایی منتقل شده و توسط 24

کامل در تماس با سطح کـف هـر    طوربهها داشته شد تا لاملنگه
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 11فسفاتی بافر ها سه مرتبه با محلولتچاهک باشند. سپس داربس

مدت یک شـب  در زیر هود آزمایشگاهی شستشو داده شدند و به

برده شدند. در ادامـه بـه هـر چاهـک      در محیط کشت سلول فرو

هاي معینی در سلول اضافه شد و براي مدت زمان 10000حدود 

انکوباتور قرار داده شدند تا مورد آنالیزهـاي بعـدي قـرار گیرنـد.     

  شد. بار تعویض میمحیط کشت هر چاهک هر سه روز یک

  

  تکثیر سلولی -2-5

هـاي مـورد بررسـی،    داربسـت  بـرروي  hFobي هـا سلولتکثیر 

 MTS آزمـایش مطالعـه شـد. در    MTSتوسط آنالیز کالریمتري 

ــوم   ــک تترازیلیــ نمــ sulfophenyl H tetrazolium)   22 4  

   ( , dim ethylthiazol yl carboxymethoxyphenyl      3 4 5 2 5 3

دهد تا رنـگ فرمـازان محلـول در    نش میي فعال واکهاسلولبا 

گیري جذب در طول آب بنفش رنگ را تشکیل دهد که با اندازه

د. براي این منظـور بعـد   باشمینانومتر قابل تشخیص  490موج 

شسته شدند  PBSها با داربست ،روز 15و  10، 5از مدت زمان 

میکرولیتر محیط کشت بـدون   800و به درون هر چاهک مقدار 

اضافه شد و  MTSمیکرولیتر محلول  200بیوتیک و آنتیسرم و 

ساعت در انکوبانور نگهداري شدند. سپس  سهها به مدت پلیت

تـایی منتقـل    96پلیـت   چاهک به شش چاهک از محتویات هر

  خوانده شد.  12شد و جذب هر چاهک توسط میکروپلیت ریدر

  

تفریق  سنجیطیفبررسی مورفولوژي سلولی و آنالیز  -2-6

  نرژيا

هـاي  داربست بررويکشت داده شده  hFobي هاسلولمورفولوژي 

میکروسـکوپی  توسط آنالیز  ،روز از کشت سلول 15مختلف بعد از 

 ـمشـاهده شـد   الکترونی روبشی گسیل میدانی ابتـدا   ،ین منظـور د. ب

شسته شـدند و سـپس توسـط     PBSبا  هاسلولهاي حامل داربست

ساعت  سهرآلدهید به مدت گلوتا درصدسه میکرولیتر محلول  300

 500در دماي محیط تثبیت شدند. سپس هر داربست به ترتیـب بـا   

ــانول  ــر ات ــد100و  90، 75، 50میکرولیت ــی/ درص ــی  حجم حجم

د، در هر مرحله، اتانول بـه مـدت   شوزدایی شستشو داده شد تا آب

گرفـت. سـرانجام داربسـت     ها قـرار ستبدقیقه در تماس با دار 15

 HMDS( 13میکرولیتر هگزامتیـل دیسـیلازان   120 با هاسلولحامل 

در هوا خشـک  مل شده و در طول شب ) ع Sigmaساخت شرکت

میکروسـکوپی الکترونـی   سطح داربسـت توسـط    در نهایت شده و

نیـز بـر سـطح     تفریق انرژي سنجیطیفمشاهده شد. آنالیز  روبشی

  سلول انجام شد. - داربست

  

 CMFDAبیان رنگ  -2-7

کشت داده شده بـا اسـتفاده    hFobهاي ت در سلولبیان رنگ فلورسن

 CMFDA )(5-chloromethylfluorescein diacetateاز ترکیــــــب 

هـاي اسـتات موجـود در آن    مشاهده شد که در اثـر شکسـتن گـروه   

را  CMFDAتوسط استراز سیتوزولی، یکـی از مشـتقات فلورسـنت    

هک روز کشت سلول محیط کشت از هر چا 15کند. بعد از میتولید 

 20و  DMEMمیکرولیتــر محــیط  180خــارج شــد و بــه جــاي آن 

 37میکرومــول) اضــافه شــد و در دمــاي  CMFDA )20میکرومتــر 

پـس    2به مدت گراد درجه سانتی ساعت در انکوباتور قرار گرفـت. س

هـا در  و سـلول  شدبا محیط کشت کامل جایگزین  CMFDAمحیط 

ادامه محیط کشـت  به مدت یک شب قرار گرفتند. در  2COانکوباتور 

شسته شدند و بعد از افـزودن   PBSها دو مرتبه با و سلول شدخارج 

  محیط کشـت بـدون سـرم، در زیـر میکروسـکوپ روبشـی لیـزري       

)F 300 DCLeica نانومتر مشاهده شدند. 488) در طول موج  

  

  تجزیه و تحلیل آماري -2-8

 ـدار بودن میانگین گروهجهت بررسی معنی انس ها از آنالیز واری

 آنـالیز واریـانس   بـه همـراه   ANOVAهاي یک طرفـه  میانگین

Tukey   .مقـدار استفاده شـد p /0 دار بـودن  بـراي معنـی   05

  آماري لحاظ شد.

  

 هاتجزیه و تحلیل داده -3

  مطالعه مورفولوژي نانوالیاف -3-1

نـانوذرات هیدروکسـی   الکترونـی عبـوري    یمیکروسکوپ تصویر

نشـان داده شـده اسـت.     )الـف  - 1( در شکل بریدیجیت آپاتیت/

، احتمـال آگلـومره شـدن    ویژه بسیار زیاد نانوذراتدلیل سطح به
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میکروسکوپی الکترونی تصاویر  وذرات هیدروکسی آپاتیت/ بریدیجیت، ب)نان میکروسکوپی الکترونی عبوري تصویر الف) - 1شکل 

  صفر درصد،  هاسطح نمونه ه با تصاویر قرارگیري قطره آب برهمرا HABR لف نانوذرهحاوي مقادیر مخت PHBV داربست نانولیفی روبشی

 PHBVهـ) توزیع نانوذرات در نانوالیاف  میکرومتر است) و 10دهنده (مقیاس خطی نشان درصد 15درصد، و)  10ج) پنج درصد، د) 

 HABR نانوذرهدرصد  10حاوي 

  

  روریسی شده: قطر الیاف، خواص مکانیکی، زاویه تماس آب داربستالکت داربست نانولیفییابی مشخصه - 1جدول 

  
  میانگین قطر الیاف 

  (نانومتر)

  استحکام نهایی

  (مگاپاسگال)

   کشسانی ضریب

  (مگاپاسگال)

  ازدیاد طول در پارگی

  (درصد)

  زاویه تماس آب

  (درجه)

PHBV 50±359  417/4  7/106  61/64  129  

PHBV-5NPs  14±393  342/5  3/147  98/46  6/121  

PHBV-10NPs  41±387  307/6  6/158  83/39  1/119  

PHBV-15NPs  42±412  879/3  18/95  47/34  6/115  

 

شـود،  طور که در شکل دیده می. همانذرات نانو بسیار زیاد است

ذرات تا حدي آگلومره شده ولی با این وجود، اندازه ذرات کمتر 

ــی  50از  ــانومتر م ــکل ( ن ــد. ش ــا  - 1باش ــاویر و) ت - 1ب ت ص

حـاوي   PHBVمیکروسکوپی الکترونی روبشی داربست نانولیفی 

دهـد. میـانگین قطـري    هاي مختلف نـانوذره را نشـان مـی   درصد

طور کـه تصـاویر   ) آورده شده است. همان1نانوالیاف در جدول (

هـا، نانوالیـاف بـدون عیـوب     دهد، در همه فرمولاسـیون نشان می

هـاي  است اما در درصدساختاري و با قطر یکنواخت تولید شده 

هایی از آگلومره شـدن و تجمـع نـانوذرات در طـول     بالاتر نشانه

دهـد کـه   گیـري قطـر نشـان مـی    شود. نتایج اندازهالیاف دیده می
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  )HABR )NPsهاي نانولیفی حاوي مقادیر مختلف نانوذره کرنش نمونه داربست - نمودار تنش - 2شکل 

  

درصد روند  15درصد نانوذره تا  الیاف با افزایشمیانگین قطر نانو

تـوان بـه افـزایش    افزایشی داشته است این افـزایش قطـر را مـی   

ویسکوزیته برشی محلول پلیمري در نتیجه افزودن ذرات سـخت  

]. حضور نانوذرات هیدروکسی آپاتیـت/  26سرامیکی نسبت داد [

ــاف  ــدیجیت در بســتر نانوالی  کروســکوپیمتوســط  PHBVبری

مشـخص  هـ)  -1شکل (ید شد. چنانچه از تأی يعبور یالکترون

خـوبی توزیـع   است، نانوذرات در بستر نانوالیاف کامپوزیتی بـه 

  اند. شده

ها بـه سـطح   دوستی تارهاي نانولیفی در چسبندگی سلولآب

در ترمیم بافت آسیب دیده بسیار حـائز اهمیـت    وآن بسیار مؤثر 

فی در است. قابلیت تر شـدن و میـزان آبدوسـتی تارهـاي نـانولی     

در ایجاد یک کشت سلولی مناسـب و یکنواخـت    ،مهندسی بافت

در این تحقیق، قابلیت ترشوندگی داربست  .در سه بعد مؤثر است

گیري شـد. تصـاویر   نانولیفی تحت عنوان زاویه تماس آب اندازه

هـاي نـانولیفی در آزمـایش    قطره آب قرار گرفته برروي داربست

نشـان داده شـده و    )1تمـاس آب، در شـکل (   هیزاو نییتع

) گزارش 1شده در جدول ( يریتماس اندازه گ هیزاو ریمقاد

تمـاس آب   هی ـدسـت آمـده، زاو  بـه  جیشده است. طبق نتـا 

نــانولیفی بــا افــزودن و افــزایش مقــدار داربســت  يبــررو

دهنده کاهش یافت که نشان PHBVنانوذرات به نانوالیاف 

اشد. پلیمر بافزایش قابلیت ترشوندگی داربست نانولیفی می

PHBV باشد و طبق نتایج مـا و گزارشـات   ذاتاً آبگریز می

دهـد امـا   ]، زاویه تماس آب بالایی را نشـان مـی  20قبلی [

دلیل دارا حضور نانوذرات هیدروکسی آپاتیت/ بریدیجیت به

بودن خاصیت آبدوسـتی باعـث کـاهش زاویـه تمـاس آب      

 هــاي ســیلیکاتی درکــه بیوســرامیکشــوند. از آنجــاییمــی

گردنـد، حضـور آنهـا    هاي فیزیولوژیک هیدرولیز میمحیط

حقیقی کـه  شود. همچنین در تآب میباعث افزایش جذب 

ــاران   ــون و همک ــط اریکس ــرروي توس ــی   ب ــت پل داربس

کاپرولاکتون حاوي تري کلسیم فسفات انجام گرفت، آنهـا  

دلیل کاهش زاویه تماس آب را تغییر زبري سطح نانوالیاف 

 کردندگزارش آنها ]. 28[ عنوان کردنددر حضور نانوذرات 

دوستی کمتري دارند ي که آبپذیرتخریبپلیمرهاي زیست 

دهنـد. بـا   نرخ تکثیر و چسبندگی سلولی کمتري نشان مـی 

بهبود قابلیت ترشوندگی، زیست سـازگاري داربسـت نیـز    

  ]. 28یابد [بهبود می

حـاوي  نانولیفی  هايبررسی خواص مکانیکی داربست -3-2

  مختلف نانو ذره مقادیر

میزان موفقیت یک داربست مهندسـی بافـت مخصوصـاً بافـت     

د. باش ـمیاستخوانی در ترکیب خواص مکانیکی و ساختاري آن 

اسـتحکام مکـانیکی و سـاختاري را     دبای ـیک داربست مناسب 

حفظ کند و یک محیط رشد بهینه براي تشکیل استخوان در طی 

نمـودار   )2(]. شکل 1[ م فراهم آوردمراحل ابتدایی پروسه ترمی

حـاوي درصــدهاي   PHBVکـرنش داربسـت نـانولیفی     -تـنش 
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ــانوذره را نشــان مــی دهــد. خــواص مکــانیکی ایــن مختلــف ن

 -) خلاصه شـده اسـت. نمـودار تـنش    1ها در جدول (داربست

رونـد یکسـانی را    PHBVکرنش داربست خالص و کامپوزیتی 

کند از قانون هوك پیروي می اي که در ابتداگونهدهد بهنشان می

و در ادامه با انتقال از منطقه الاستیک به منطقه پلاستیک همـراه  

است. با افزایش غلظت نانوذره، نمودارهـا مقـادیر اسـتحکام و    

طـور کـه مشـخص    دهند. همانازدیاد طول متفاوتی را نشان می

درصـد وزنـی، اسـتحکام     10تا  HABRاست حضور نانوذرات 

درصد و  45ترتیب به میزان یانگ داربست را به نهایی و ضریب

درصد افزایش داد. ایـن بهبـود اسـتحکام مکـانیکی توسـط       50

کـنش مطلـوب   محققان دیگر نیز گزارش شده است و به بـرهم 

عنـوان پرکننـده و   زمینه پلیمري و نانوذرات بیوسرامیکی که بـه 

شـود و باعـث   اند نسـبت داده مـی  صورت همگن توزیع شدهبه

]. نتایج همچنین نشان داد 30و  29گردد [قال نیروي مؤثر میانت

 ـنـانوذره، ازد  يحـاو  PHBV یفیکه داربست نانول طـول تـا    ادی

درصــد) نســبت بــه داربســت  34( ياافتــهیکــاهش  یحــدپارگ

حضـور   جـه یدرصد) دارنـد. در نت  PHBV )64خالص  یفینانول

بـه  مقاومـت   شیتر شدن ساختار و افزانانوذرات باعث شکننده

داربسـت  کاهش استحکام .شودیم یفیشکل داربست نانول رییتغ

توانـد  درصد مـی  15تا  10با افزایش درصد نانوذره از  نانولیفی

به دلایل زیر باشد: با افزایش درصد نانوذره، نیروهاي جاذبه بین 

مولکولی بین ذرات نانو افزایش یافته و ذرات تمایل به آگلومره 

نانوذرات نیز باعث کاهش استحکام  شدن و تجمع دارند، تجمع

گـردد. کـازا و همکـاران نتـایج     کامپوزیتی می داربست نانولیفی

]، آنها مشاهده کردند که با افـزودن  31دست آوردند [مشابهی به

) بـه مـاتریس پلیمـري پلـی     HAنانوذرات هیدروکسی آپاتیت (

داربســت بــه میــزان )، اســتحکام مکــانیکی PCLکــاپرولاکتون (

ي (تـا سـه برابـر) افـزایش یافـت. از دیـد سـاختاري،        دارمعنی

خاصیت  دلیلبه PCLهاي در نمونه HAدهی مکانیسم استحکام

الاسـتیک   ضریب HAد (زیرا باشمی HAمکانیکی نسبتاً سخت 

 20و تنش نهایی بالایی دارد) و این افزایش استحکام تا افزایش 

کی ادامه داشت و بعد از آن خـواص مکـانی   HAحجمی  درصد

کـاهش یافـت.    HAناهمگن نانوذرات  توزیع دلیلبهکامپوزیت 

نیـز در تحقیقـی نشـان دادنـد کـه یـک حـد         همکارانخوزه و 

اي براي درصد نانوذره در پلیمر وجـود دارد تـا خـواص    آستانه

مکانیکی آن بهینه گردد و مقدار بیشـتر از حـد آسـتانه نـه تنهـا      

ب عمل کرده اسـت و  عی عنوانبهکند بلکه پلیمر را تقویت نمی

دهـد. آنهـا دلیـل آن را آگلـومره     خواص مکانیکی را کاهش می

 کنشبرهمشدن ذرات نانو در درصدهاي بالا دانستند که مانع از 

شود و در نتیجه انتقال نیرو در نانوالیـاف  ذره می -مناسب پلیمر

   ].32[ گیردخوبی صورت نمیکامپوزیتی به

ی برتـر داربسـت نـانولیفی    خواص مکـانیک  دلیلبهدر ادامه، 

PHBV  ــاوي ــراي     درصــد 10ح ــت ب ــن داربس نــانوذره، ای

  هاي کشت سلولی انتخاب شد. آزمایش

  

  سلول با داربست کنشبرهم -3-3

اتصــال، چســبندگی و گســترش ســلولی کــه در مراحــل اولیــه 

 هاسلولتوانایی تکثیر  افتد، برماده و سلول اتفاق می کنشبرهم

ر درجه اول به خواص فیزیکـی و شـیمیایی   ارد که دگذمی تأثیر

ي هـا سـلول ]. قابلیـت تکثیـر   32[ ترکیب داربست بستگی دارد

بـا   PHBV/HABRو  PHBVهاي داربست برروياستئوبلاست 

نشـان داده شـده در    MTSتعیین شد. نتـایج آنـالیز    MTSآنالیز 

 بـر  هـا سلولمشخص کرد که با گذشت زمان کشت،  )3(شکل 

اند اما سرعت رشد آنهـا متفـاوت بـود.    داشتههمه زیرلایه رشد 

شـده   ری ـتکث يهـا بعد از پنج روز کشت سـلول، تعـداد سـلول   

داربسـت   يهـا بـررو  از تعداد سـلول  شترینمونه کنترل ب يبررو

PHBV ـآبگر عتیطب لیدلاختلاف به نی. اباشدیم   ـنانوال زی  افی

PHBV و همکـاران در   ری ـتوسـط رام  یمشـابه  جی. نتـا باشدیم

 یدروکس ـیه يحـاو  راتیبوت یدروکسیه یپل افینانوال یبایارز

دست آمد. آنها عنوان کردنـد کـه ترکیـب مناسـبی از     آپاتیت به

آبگریزي به همراه خواص سطحی بیومـاده،   -خاصیت آبدوستی

]. 33باشند [فاکتورهاي اساسی در چسبندگی و تکثیر سلولی می

و  10ز ) نشان داده شده اسـت بعـد ا  3طور که در شکل (همان

حـاوي   PHBVها برروي داربست روز کشت سلول، سلول 15
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  درصد  10حاوي  PHBVو داربست نانولیفی  PHBVهاي استئوبلاست برروي داربست نانولیفی مقایسه تکثیر سلول - 3شکل 

  دار): اختلاف از نظر آماري معنی*نانوذره (

  

ل و داري بیشـتر از نمونـه کنتـر   طور معنـی به HABRنانوذرات 

اند. گزارش شده اسـت کـه   رشد داشته PHBVداربست خالص 

بخشـند،  هـا را بهبـود مـی   چسبندگی اولیه سلول HAنانوذرات 

همچنین نتایج تحقیقات وو و همکاران نشان داد که محصولات 

توانـد تکثیـر سـلولی را    یونی حاصل از انحلال بریدیجیت مـی 

ــی د    ــیار مهم ــش بس ــیلیکون نق ــایش س ــد. ره ــزایش دهن ر اف

کند بعلاوه سالیسیلیک اسـید (حاصـل از   سازي ایفا میناستخوا

انحلال بریدیجیت) قادر بـه افـزایش تولیـد کـلاژن نـوع یـک       

باشد و در اثر رهایش سالیسیلیک اسـید در محـیط، توانـایی    می

  ].34یابد [زنده ماندن و تکثیر استئوبلاست افزایش می

هـاي  ارزیابی جنبهبراي  تنیبرونهاي قابل ذکر است که تکنیک

ند. چسـبندگی،  باشمیبیوماده مناسب  - سلول کنشبرهممختلفی از 

ي هـا سـلول  بـرروي مورفولوژي سلولی و قابلیت تشـکیل مینـرال   

hFob  بررسـی شـد.    میکروسکوپی الکترونـی روبشـی  توسط آنالیز

مربـوط بــه   میکروســکوپی الکترونـی روبشــی تصـاویر   )4(شـکل  

روز کشـت سـلول    15و  پـنج بعـد از   بیوماده را - کنش سلولبرهم

داربسـت نـانولیفی حـاوي نـانوذره      برروي هاسلولدهد. نشان می

انـد و  خوبی با یکدیگر و به ساختار نانولیفی اتصال برقـرار کـرده  به

روز  15رسد که سطح داربست نانولیفی کامپوزیتی بعد از نظر میبه

همچنـین  کامـل بـا چنـدین لایـه از سـلول و       طوربهکشت سلول، 

نـازك   اریبس يمتشکل از تارها يهاساختار( ECMساختار فیبریلی 

 فیتوص ـ ياصـطلاح بـرا   نی ـو ا شـود یگفتـه م ـ  يبه ابعاد نانومتر

سـلولی پوشـانده شـده اسـت کـه      ) رودیها به کار مساختار سلول

  د.باشمی hFobي هاسلولدهنده کانفلوئنسی رشد نشان

 مچنین نشان داد کـه ه میکروسکوپی الکترونی روبشینتایج 

مینراله شدن برروي داربست حاوي نانوذره بیشـتر از داربسـت   

PHBV    ــوبات م ــت. رس ــرل اس ــه کنت ــالص و نمون ــهیخ  نرال

 يرا کــه حــاو یماننــد واضــح تیــمتخلخــل آپات يمورفولــوژ

 ـ)، کـه ا 4شکل است نشـان دادنـد (شـکل     يتجمعات کرو  نی

. دباشــیکــلاژن مــ یلــیبریف يتجمعــات همــراه بــا ســاختارها

(اساساً از کـلاژن نـوع    دیاستئو دیاستئوبلاست با تول يهاسلول

 نرالـه یرسـوبات م  لیشده است) و در ادامه آن تشک لیتشک کی

بافـت   لیتشـک  یشـده، مسـئول اصـل    دیتول يدهایتوسط استئو

]. رسوبات مینرالـه تشـکیل شـده بـرروي     35استخوان هستند [

نرژي نیـز تأییـد   سنجی تفریق اوسیله آزمون طیفها، بهداربست

هـاي رشـد داده   برروي سطح سـلول  Caو  Pشد. میزان عناصر 

هاي الکتروریسی شـده، انـدازه گرفتـه شـد.     شده روي داربست

 15سنجی تفریق انـرژي را بعـد از   ) نتایج آزمون طیف5شکل (

دهـد.  هاي مختلف نشـان مـی  روز کشت سلول برروي داربست

ها رشـد  ها برروي سلولدر مناطقی که مینرال Pو  Caهاي پیک

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ja

m
e.

36
.3

.8
7 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
25

16
00

.1
39

6.
36

.3
.9

.0
 ]

 

                             9 / 13

http://dx.doi.org/10.29252/jame.36.3.87
https://dorl.net/dor/20.1001.1.2251600.1396.36.3.9.0


  1396، پاییز 3، شمارة 36ندسی، سال مواد پیشرفته در مه  96

  
 PHBVخالص و  PHBVسلول برروي داربست نانولیفی  - کنش داربستمربوط به برهم میکروسکوپی الکترونی روبشیتصاویر  - 4شکل 

  روز کشت 15و نمونه کنترل بعد از پنج و  HABRحاوي نانوذره 

  

  
هاي کنترل، ب) روي نمونهشت برروز ک 15بعد از  hFobهاي لمربوط به مینراله شدن سلو تفریق انرژي سنجیطیفالف) نتایج  - 5شکل 

PHBV  (و جPHBV/HABR   

  

و فسـفات   Caطور کـه میـدانیم   شود. هماناند مشاهده میکرده

طور کـه  باشد و همانمی HAعنوان عامل جوانه زدن تشکیل به

هاي ایـن دو عنصـر بـرروي    از نتایج مشخص است ارتفاع پیک

 PHBVبیشـتر از نمونـه کنتـرل و     PHBVداربست کـامپوزیتی  

هـاي تشـکیل   دهنده میزان بیشتر مینرالباشد که نشانخالص می

  ]. 36باشد [می HABRشده در اثر حضور نانوذرات 

بـا   hFobهاي زنده هاي تشکیل شده و مورفولوژي سلولمینرال

و میکروسـکوپ لیـزر    CMFDAکـارگیري رنـگ فلورسـنت    به

اي از متعلق بـه دسـته   CMFDAکیب پویشی مشاهده شدند. تر

هاي زنده آمیزي سلولباشد که براي رنگمشتقات کلرومتیل می

 CMFDA]. افـزودن  37در محیط آزمایشگاه ساخته شده است [

شود که ترکیـب بـه راحتـی در    به محیط کشت سلول باعث می

غشاي سلول نفوذ کند و در اثر فعالیت استراز سیتوزولی به یک 

دهـد کـه   ) نشـان مـی  6ت تبدیل شـود. شـکل (  ترکیب فلورسن

هاي نـانولیفی تقریبـاً مشـابه    مورفولوژي سلول برروي داربست

هـا بـرروي داربسـت نـانولیفی     کـه سـلول  باشد در صـورتی می
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  نمونه کنترل، ب) داربست نانولیفی بدون نانوذره - هاهاي زنده برروي نمونهالف) تصاویر میکروسکوپی فلورسنت سلول - 6شکل 

  میکرومتر است) 200دهنده و ج) حاوي نانوذره (مقیاس خطی نشان 

  

هـاي  هـاي بیشـتر و در نتیجـه میـزان مینـرال     کامپوزیتی کلـونی 

عـلاوه تعـداد   اند. بـه بیشتري نسبت به نمونه کنترل تشکیل داده

داربسـت کـامپوزیتی بیشـتر از تعـداد      بـرروي ي زنـده  هاسلول

د. باش ـمیذره و نمونه کنترل داربست بدون نانو برروي هاسلول

مربـوط بـه سـرامیک     CaO-SiO2-Mgتایی دلیل آن، ترکیب سه

د. یک مشخصه قابل توجه بیومواد سیلیکاتی، باشمیبریدیجیت 

د کـه  باشمیهاي سیلیکون با غلظتی توانایی آنها در رهایش یون

عـلاوه نشـان داده   هرشد و تمایز استئوبلاست را بهبود ببخشد. ب

که منیزیم نقش کلیدي در معدنی شدن بافت کلسینه  شده است

  ].38و  37، 17[ شده دارد

  

  گیرينتیجه -4

حاوي نـانوذرات هیدروکسـی    PHBVدر این تحقیق، نانوالیاف 

منظـور  به روش الکتروریسـی و بـه   HABR بریدیجیت آپاتیت/

 تـأثیر مطالعه جهت کاربرد مهندسی بافت استخوان تولید شدند. 

ه بر قطر نانوالیاف، قابلیـت ترشـوندگی و خـواص    مقدار نانوذر

مکانیکی داربست مورد مطالعه قرار گرفت. تکثیـر، زیسـتایی و   

ي هاسلولي استئوبلاست با کشت هاسلولقابلیت مینراله شدن 

و داربست نانولیفی  PHBVداربست نانولیفی  برروي hFobرده 

ــامپوزیتی  ــورد  درصــد10حــاوي  PHBV/HABRک ــانوذره م ن

ابی قرار گرفت. نتـایج ایـن تحقیـق نشـان داد کـه حضـور       ارزی

نــانوذرات هیدروکســی آپاتیــت/ بریــدیجیت نــه تنهــا خــواص 

بخشـد بلکـه بـا    را بهبود می PHBVمکانیکی داربست نانولیفی 

افزایش آبدوستی و خاصیت زیست سازگاري، باعـث افـزایش   

 بررويي استئوبلاست هاسلولابلیت مینراله شدن قنرخ تکثیر و 

گـردد. درنتیجـه داربسـت نـانولیفی پلـی      مـی  PHBVنانوالیاف 

حـاوي نـانو ذرات هیدروکسـی     هیدروکسی بوتیرات کووالرات

پتانسیل بالقوه بـراي کاربردهـاي بازسـازي    جیت یبرید /آپاتیت

 استخوان دارد.

 
  نامهواژه

1. extracellular matrix (ECM) 
2. polyhydroxyalkanoates 
3. osteoblast 
4. biomineralization 
5. In vitro 
6. In vivo 
7. bredigite 

8. human fetal osteoblast 
9. field emission scanning electron microscopy 

(FESEM) 
10. Young’s modulus  
11. phosphate buffered saline (PBS) 
12. microplate reader 
13. hexamethyldisilazane 
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