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کاپرولاکتون، لیفی از الکتروریسی دو نازل شامل پلیهاي نانوپذیر، داربستتخریبدر این پژوهش با استفاده از پلیمرهاي زیست -چکیده

تولید شد. بعد از تهیه داربسـت،   لایهبهلایهطور متناوب و کلسیم فسفات بهالکل و بتا تريوینیلکاپرولاکتون، پلیپیرولیدون و پلی وینیلپلی

محلـول  پـذیري در  تخریـب رفتار زیستارزیابی و ، تورم، تخلخل، خواص مکانیکی SEM)هاي میکروسکوپ الکترونی روبشی (از آزمون

کنـد.  را تأیید می لایهبهلایهفعالی و خواص مکانیکی مناسب داربست ها زیستي، استفاده شد که نتایج آزمونبافر تینمک فسفات با خاص

رسـد کـه اخـتلاف    درصد می 811±214به  لایهبهلایهکند و در داربست دوست افزایش پیدا میمقادیر جذب آب با افزودن پلیمرهاي آب

روز  7و 5، 3بعد از گذشت  لایهبهلایه) روي داربست MTT(سمیت سلولی  خالص دارد. آزمون سنجش کاپرولاکتونپلیمعناداري نسبت به 

شناسـی  دهـد و ریخـت  درصد را نشـان مـی   80درصد بقاي سلولی بالاي  (rMSC)هاي بنیادي مغز استخوان موش صحرایی کشت سلول

  .ها روي داربست استسازگاري مطلوب سلولدهنده قابلیت زیستها روي داربست نشانسلول

  

  .کلسیم فسفات، مهندسی بافت، پلی کاپرولاکتون، بتا تريلایهبهلایهداربست، الکتروریسی  :يدیکل يهاواژه
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Abstract: In this study, using biodegradable polymers, nanofiberouse scaffolds were fabricated from the layer-by-layer 
electrospinning method, including two layer that poly (ε-caprolactone), polyvinylpyrrolidone deposited at first layer and poly (ε-
caprolactone), polyvinyl alcohol , β-tricalcium phosphate at latter. After prepration of scaffolds, scanning electron microscopy 
(SEM), swelling, porosity, mechanical properties and biodegradability behavior in buffered saline phosphate solution were 
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 studied. The results confirmed the bioactivity  and suitable mechanical properties of the layer-by-layer scaffold. The swelling 
increase with the addition of hydrophilic polymers and reache 811 ± 214 % in the layer-by-layer scaffold, which reveald a 
significant difference compared to pure PCL. The MTT test on the layer-by-layer scaffold, after 3, 5 and 7 days of rats bone 
marrow stem cells (rMSC) culture, showed the cell viability of above 80% moreover, cells morphology on the scafold indicated the 
optimal compatibility of  cells on the scaffold. 
.  
Keywords: Scaffold, Layer- by -layer electrospinning, Poly(ε-caprolactone), β-Tricalcium phosphate, Tissue engineering. 

 

  مقدمه -1

درمان نقایص استخوانی ناشی از تروما ، عفونـت، تومورهـا یـا    

هاي مادرزادي یک چالش بزرگ اسـت. مهندسـی بافـت    بیماري

استخوان با هدف ترمیم، جایگزینی و یا بازسـازي ایـن نقـایص    

عنوان یـک قالـب   پذیر که بهتخریب وسیله داربستاستخوانی به

منظور فراهم کردن محیط اختصاصی مناسب که اجـازه  موقت به

ها بـه زمینـه خـارج سـلولی خـود را      رشد، تکثیر و تمایز سلول

دهد و به محض تجدید تولید زمینـه خـارج سـلولی طبیعـی     می

 1-7[ شود پدید آمده استتخریب می استخوان طبیعـی یـک    .]

ــل   ــت حاصــــ ــی  کامپوزیــــ ــه آلــــ ــک زمینــــ   از یــــ

ها) و یـک فـاز بلـوري    هاي غیرکلاژنی و لیپید(کلاژن، پروتئین

شـکل  است کـه بـه   (HA) 1هیدروکسی آپاتیتمعدنی شامل نانو

  ].9و  8[اند اي تنظیم شدهسلسله مرتبه

هــاي موجــود بــراي تولیــد داربســت، روش     در بــین روش

متنـوع در   صـرفه و عنوان یک روش ساده، مقـرون بـه  الکتروریسی به

بافت با قطر در محدوده میکرون تا نـانومتر  فناوري براي تهیه الیاف بی

هـایی  شود. با استفاده از الکتروریسی، امکان ایجاد داربسـت مطرح می

با تقلید از معماري اختصاصی زمینه خارج سلولی استخوان بـا وجـود   

مزایــایی ماننــد تخلخــل بــالا، نســبت طــول بــه قطــر زیــاد و ســطح 

هـاي  ص بالا وجود دارد. سطح مخصـوص بـالا در داربسـت   مخصو

الکتروریسی شده سطح بیشتري را براي اتصال سلولی مناسـب آمـاده   

کند و تخلخل بالا و اتصال داخلی زیاد حفـرات، فضـاي کـافی را    می

براي تشکیل عروق خونی جدید که براي تغذیه استخوان جدید نیـاز  

ض مـواد مغـذي و ضـایعات    کند و توانـایی تعـوی  است را فراهم می

  .]10 [متابولیسمی بین داربست و محیط را دارا است

صورت طبیعـی و یـا   زیست مواد پلیمري و سرامیکی چه به

ــاخت      ــراي س ــا ب ــل از آنه ــت حاص ــا کامپوزی ــنوعی و ی مص

اسـتفاده   ،هایی که توانایی رشد بافت استخوان را دارنـد داربست

   ].12 و 11[شده است 

 2کـاپرولاکتون پلی ديیتقل ستیربست زو همکاران دا انگی

)PCL( یمنظور مهندس ـفسفات را به میپوشش داده شده با کلس 

سـاختار   )1 :قی ـتحق نیا جهیکردند که درنت دیاستخوان تول بافت

اسـتخوان   یع ـیطب )ECM( 3یخـارج سـلول   سیداربست از ماتر

و  یبراي مهاجرت سـلول  ییهاداربست روزنه )2، کندمی رويیپ

داربست پوشش داده شده بـا   )3، واد مغذي را دارا استتبادل م

نسـبت بـه داربسـت بـدون      شـتري یب یدوستفسفات آب میکلس

ــپوشـــش دارد. ا ــه موفق نیـ ــمطالعـ ــت  تیـ ــش داربسـ پوشـ

 ].13 [دهـد فسفات را نشان مـی  میهمراه با کلس کاپرولاکتونپلی

 ـ بترکی همکاران، و منونگیگ  لی ـنیو یکـاپرولاکتون و پل ـ  یپل

بافـت   یداربست مهندس دیتول يرا برا )PCL/PVP( 4دونیرولیپ

 يپــذیرنــرخ تخریــب شیافــزا يکردنــد کــه بــرا یســیالکترور

 دونی ـرولیپ لی ـنیوقابل حل در آب پلی مریکاپرولاکتون از پلپلی

ــده اســت  ــتفاده ش ــان داداس ــایج نش ــتفاده از روش  . نت ــه اس ک

ــرخ مســاختار نانو لیو تشــک یســیالکترور ــه تنهــا ن تخلخــل، ن

و پخش  یبلکه چسبندگ ،کندمی لیرا تسه افیال يپذیرخریبت

  ].14 [بخشدسلول را بهبود می

 لی ـنیو یکـاپرولاکتون و پل ـ  یپل بیهون و همکاران، با ترکیچ

) يدی ـبریدونازلـه (ه  یس ـیو اسـتفاده از الکترور  PCL/PVA 5الکل

اتصـال و   شیافـزا  و درنتیجـه  یدوسـت بهبـود آب  بـراي را  یداربست

مربوطه نشـان داد   يهاشیآزما یکردند که بررس دیتول یولسل ریتکث

وینیـل  پلـی  دوستآب مریافزودن پل ال،یتلیاپ يهاکشت سلول يبرا

، موجـب بهبـود   کـاپرولاکتون پلـی  مریبا پل يدیبریصورت هبه الکل

  ].15 [شده است یسلول رینرخ اتصال و تکث

ا ) رPVA/HAp/PCL( یتیو همکاران، داربست کـامپوز  کومار

بافـت   میمنظـور تـرم  و بـه  یسیروش الکتروربه هیصورت دو لابه

مربوطـه نشـان    يهاشیآزما جینتا .کردند یابیو ارز تهیهاستخوان 
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 ـا . همچنـین، نانومتر است 500تا  200 نیب افیدهد قطر المی  نی

 نیتخلخل و همچندرصد  64 يادار يسازنهیپس از به تیکامپوز

 نی ـنشـان داد کـه ا   MTT6 مـون آز . نتایجتورم است درصد 141

ســلول  ریــو تکث یســازگار بــوده و چســبندگســتیز تیــکامپوز

 تیکامپوز نیا است. بر این اساس افتهی استئوبلاست در آن بهبود

  ].16 [بافت استخوان را دارا است یکاربرد در مهندس لیپتانس

بلـوري بـا نقطـه ذوب پـایین     کاپرولاکتون پلیمري نیمـه پلی

گـراد) اسـت و داراي حلالیـت خـوب و     تیدرجه سـان  64-59(

علاوه بر آن، هنگامی که تنش اعمـال   .پذیري عالی استترکیب

شکل خطی با زمان در برابر جریـان برشـی مقاومـت    شود بهمی

شود خیلی سریع به حالت اولیه کند و وقتی تنش برداشته میمی

 دکـاربر  ،کـاپرولاکتون هاي پلیمر پلیگردد. این ویژگیخود برمی

کنـد.  هـا فـراهم مـی   اي از داربسـت را براي محدوده گسترده آن

در طـی   ، کاپرولاکتونپلی تعداد زیادي از مواد کامپوزیتی بر پایه

هـا،  سـرامیک هـایی ماننـد بیو  تفاده از پرکنندهسالیان گذشته با اس

ــه    ــاك رس ب ــانوذرات خ ــی و ن ــاختارهاي کربن ــور نانوس منظ

  ].17[ند اکار رفتههاي پزشکی بهکاربرد

عنـوان یـک   ) این پلیمر را بهFDA( 7سازمان جهانی غذا و دارو

پـذیر غیرسـمی تأییـد    پذیر و محتـوي تخریـب  پلیمر زیست تجزیه

گریزي، فعالیت بیولـوژیکی محـدود و زمـان    کرده است. گرچه آب

عنـوان یـک   سـال اسـتفاده از آن را بـه    دوپذیري نزدیک به تخریب

. لـذا  ]18[بافـت محـدود کـرده اسـت     ماده مناسب در مهندسی بیو

هـاي  عنـوان متغیـر  پـذیري و پاسـخ سـلولی بـه    چون نرخ تخریـب 

ترکیب پلیمرها دارد، اصلاح سـطحی و داخلـی   تاثیرگذار بستگی به

 کـاپرولاکتون پلـی هاي بر پایه الکتروریسی شده کامپوزیت نانوالیاف

د خـواص  اند. بـراي بهبـو  اي مورد مطالعه قرار گرفتهطور گستردهبه

ســازگاري پلیمرهــاي مصــنوعی، اســتفاده از دوســتی و زیســتآب

اتـیلن  )، پلـی PVAالکـل ( وینیـل دوسـت ماننـد پلـی   پلیمرهـاي آب 

) از طریق ترکیـب بـا   PVPوینیل پیرولیدون () و پلیPEO( 8اکساید

  .]18 [پلیمر مورد استفاده قرار گرفته است

وذرات سـازي بخـش معـدنی اسـتخوان از نـان     منظور شبیهبه

و شیشــه  )TCP( 9کلســیم فســفاتهیدروکســی آپاتیــت، تــري

کلسیم فسفات بیوسـرامیکی  فعال استفاده شده است. تريزیست

جذب سریعتري نسـبت بـه هیدروکسـی آپاتیـت و     است که باز

فعـال دارد امـا فاقـد اسـتحکام کـافی اسـت و در       شیشه زیست

 )β-TCP(کلسـیم فسـفات   وجود دارد. بتـا تـري   βو  αهاي فرم

کلسیم فسفات) کلسیم فسفات (آلفا تريترينسبت به دیگر فرم 

جـذب قابـل قبـول    دلیل پایداري شیمیایی عالی و نرخ زیستبه

 1125در دماي زیر   کلسیم فسفات بتا تريشود. ترجیح داده می

آن تنهـا در   αگراد پایدار است درحالی کـه حالـت   درجه سانتی

آلفـا  گراد پایدار است. انتیدرجه س 1125-1400محدوده دمایی

تنی پذیر است و در شرایط برونشدت واکنشبه  کلسیم فسفات

(in vitro) عنـوان مـاده   ، بنابراین بـه شودتخریب می خیلی سریع

کلسـیم فسـفات   بتا تري شود. گرچهپیوند استخوان استفاده نمی

اما تحقیقات نشان داده شـده اسـت    ،شکل طبیعی وجود نداردبه

بتــا  یــن مــاده پاســخ بیولــوژیکی شــبیه بــه اســتخوان دارد.کــه ا

عنـوان  علت خواص مکـانیکی ضـعیف بـه   بهکلسیم فسفات تري

ندرت مورد استفاده قرار گرفته است و اغلـب بـا   یک کاشتنی به

شـود  پـذیر ترکیـب مـی   تخریبهاي مصنوعی زیستدیگر پلیمر

]21-19.[   

ــن در ــی   ای ــه بررس ــژوهش ب ــد پ ــت تولی ــانول داربس  یفین

 نظیـر  جاذب فوق يهاپلیمر از استفاده با ،(PCL)کاپرولاکتون پلی

کلسـیم  بتـا تـري   و نـانوذره  نیـل پیرولیـدن  ووینیل الکل و پلیپلی

 از پـس  شـد. پرداختـه   لایـه بـه لایـه  الکتروریسی روشبه فسفات

، بیولـوژیکی  و مکـانیکی  خـواص  ارزیابی براي ،داربست ساخت

 دوسـت آب پلیمرهـاي  از. شـد  نجاما آن روي مربوطه هايآزمون

ــراي ــاهش ب ــیت ک ــزي خاص ــین و آبگری ــاهش همچن ــان ک  زم

کلسـیم  بتا تـري  نانوذره از و کاپرولاکتونپلی پذیريتخریبزیست

 معـدنی  بخـش  سـازي شـبیه  و زیستی خواص بهبود براي فسفات

  .شد استفاده) آپاتیت طبیعی هیدروکسینانو( استخوان

  

  مواد و روش تحقیق -2

  مواد -2-1

از  کیلـو دالتــون  90تـا   70کـاپرولاکتون بـا وزن مولکــولی   پلـی 
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  1398 بهار، 1، شمارة 38مواد پیشرفته در مهندسی، سال   26

بـا وزن   وینیـل پیرولیـدن  پلـی ، آلمان Sigma – Aldrichشرکت 

 72با وزن مولکـولی   وینیل الکلپلیو  کیلو دالتون 40مولکولی 

 کلسیم فسـفات پودربتا تريآلمان و  مرك از شرکت  کیلو دالتون

سـرام رازي اصـفهان   ر از شرکت نیکنانومت 150با اندازه ذرات 

کلرومتان و سایر مواد شـیمیایی  ، ديخریداري شد. استیک اسید

  خریداري شدند. مرك آلمان نیز از شرکت 

  

  هاها و روشدستگاه -2-2

  هاتهیه محلول -2-2-1

وینیـل  کـاپرولاکتون و پلـی  پلیوزنی حجمی درصد  15محلول 

هـا در حـلال   ردن پلیمـر از حل ک (60/40)الکل با نسبت وزنی 

 پنجمحلول، به مقدار  پس از تهیه شد. تهیهاسید  مشترك استیک

بـه  ) β –TCP(کلسـیم فسـفات   درصد وزنـی نـانوذره بتـا تـري    

دقیقـه توسـط دسـتگاه     10مدت محلول اضافه شد و  محلول به

وزنـی  درصـد   15لتراسونیک همگـن شـد. همچنـین محلـول     آ

 نیل پیرولیدون با نسبت وزنـی وی کاپرولاکتون و پلیپلیحجمی 

مشـترك  حلال ها در کردن پلیمرحل از (60/40)با نسبت وزنی 

ها و ترکیب درصد تهیه شده کلرومتان آماده شد. این محلولدي

بعد از آزمون و خطا و انتخاب شرایط بهینه بـراي الکتروریسـی   

هـا، هـر کـدام از آنهـا بـراي      انتخاب شدند. پس از تهیه محلول

  یسی داخل سرنگ مجزا قرار گرفتند.الکترور

  

  الکتروریسی -2-2-2

دو و  کیلوولت 0-30 دستگاه الکتروریسی شامل منبع ولتاژ قوي

که الکترود مثبت به نازل و منفی بـه  است الکترود مثبت و منفی 

صـفحه  در ایـن پـژوهش،   شـود.  کننده متصـل مـی  صفحه جمع

متـر)،  سانتی 15×15کننده ساکن (ورق آلومینیومی با اندازه جمع

 Terumo) یپمــپ ســرنگ Terfusion  syringe  pump)  ــدل م

523STC-     لیتـر بـر   میلـی  1/0ساخت ژاپن بـا حـداقل سـرعت

 لیتر پلاسـتیکی و نـازل (سـر سـرنگ     میلی پنجساعت، سرنگ 

Spinal ا انـــدازه بـــGauge 24 ( محلـــول اســـتفاده شـــد .

فات کلسـیم فس ـ بتـا تـري   -وینیـل الکـل  پلی –کاپرولاکتون پلی

)PCL/PVA/β–TCP( وینیـل  پلـی  -کـاپرولاکتون  و محلول پلی

  در دو سـرنگ جداگانـه قـرار گرفتنـد      )PCL/PVP(پیرولیـدون  

  هـا  شـکل متنـاوب ایـن محلـول    دقیقه بـه  30و به فاصله زمانی 

نازلـه قـرار داده شـدند و الکتروریسـی     روي پمپ سـرنگ تـک  

کـه در هنگـام    انجام گرفت به ایـن ترتیـب   لایهبهلایهصورت به

  کـار  الکتروریسی یـک نـازل، نـازل دیگـر متوقـف شـده و ایـن       

بار تکرار شد. شـرایط بهینـه    سهبراي هر نازل به تناوب حداقل 

لیتـر  میلـی  2/0الکتروریسی به این ترتیب بود که سرعت خروج 

کننـده  بر ساعت روي دستگاه تنظیم شد. فاصله نـازل تـا جمـع   

 15متـر) بـه انـدازه    سـانتی  15 ×15(ورق آلومینیومی بـا انـدازه   

  کیلوولـت بـه    15نظر گرفته شد و همچنـین ولتـاژ   متر درسانتی

  کننـده اعمـال شـد و بـه     دو سر الکترود متصل به نازل و جمـع 

  قـرار گرفتنـد    لایهبهلایهها تحت الکتروریسی این ترتیب محلول

آوري کننـده جمـع  لیفی روي صـفحه جمـع  بافت نانوو شبکه بی

  شد. 

  

  الیافشناسی نانوبررسی ریخت -2-3

) SEM( 10در ایــن آزمــون از میکروســکوپ الکترونــی روبشــی

 سـاخت شـرکت    XL30مـدل  Philips  اي شناسـایی و  هلنـد بـر

ــانو  ــاختار ن ــهمشــاهده س ــونگی  لیفی نمون ــین چگ ــا و همچن ه

هـاي نـانولیفی   ها روي شبکهشناسی و قرار گرفتن سلولریخت

  مورد بررسی قرار گرفت.

  

  11فوریهتبدیل با  فروسرخسنجی طیف -2-4

، از شـده تهیـه  هاي عامل شیمیایی در نمونه منظور تأیید گروهبه

 Nikolet) مـدل  FTIRتبـدیل فوریـه (  بـا   فروسـرخ سنج طیف

Magan-IR 560   400-4000ساخت کشور آمریکا در محـدوده 

  متر استفاده شد. بر سانتی

  

  هادوستی داربستبررسی خواص آب -2-5

هـاي بـرش داده شـده وزن شـد و     ابتـدا نمونـه   ،در این آزمـون 

پـس از   .ساعت در آب دیونیزه شده قرار داده شدند 24مدت به
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  27  1398 بهار، 1، شمارة 38 مواد پیشرفته در مهندسی، سال

هـاي  دوستی شبکهگیري و آبخشک شدن وزن خیس آن اندازه

  ) محاسبه شد:1نانولیفی با استفاده از رابطه (

)1(    S d

d

W W
Swelling Ratio % 100

W


   

مرطـوب  وزن  sWن خشـک نمونـه و   وز dWکه در این رابطـه  

  نمونه است.

  

  هاگیري تخلخل داربستاندازه -2-6

هاي نانو لیفی برش داده شده وزن شـده و  شبکه ،در این آزمون

گیري شد تا حجم داربسـت محاسـبه شـود.    ضخامت آنها اندازه

) 2از طریق رابطه ( ارشمیدسدرصد تخلخل با استفاده از روش 

چگـالی مـواد پلیمـري     mρایـن رابطـه   گیري شـد کـه در   اندازه

  چگالی ظاهري داربست است: apρدهنده داربست و تشکیل

)2(  ap

m

ρ
porosity (%) 1 100

ρ

 
    
 

  

  

  هابررسی خواص مکانیکی داربست -2-7

 50سـنج) مـدل میکـرو    در این آزمون، دستگاه کشش (استحکام

ها کار گرفته شد. ابتدا داربستساخت شرکت شرلی انگلستان به

متر برش داده و با سرعت میلی 20×3به شکل مستطیلی به ابعاد 

ها اتفـاق  تا پارگی در نمونه شودکشیده میلیتر بر دقیقه میلی دو

) انجـام  3بیفتد. محاسبه استحکام کششی بـا اسـتفاده از رابطـه (   

  :]22[گرفت 

)3(  
d  B

S 100
A W


 



 
    

 پـارگی یـا نیـروي   شاستحکام کششی یا تـن  S:که در این رابطه،

  ،)MPa(گاپاسکال موارده بر سطح برحسب  :d چگالی برحسب

نیــروي گســیختگی  3g/cm( ،:B(متــر مکعــب گــرم بــر ســانتی

چگـالی سـطحی برحسـب گـرم بـر       N( ،:A(برحسب نیوتـون  

  است. )m(عرض نمونه برحسب متر  W:، )2g/m(مترمربع 

نیـز بـا   بعد از محاسبه استحکام، ازدیاد طول تا حـد پـارگی   

  ها انجام گرفت:) براي نمونه داربست4استفاده از رابطه (

)4(  1

0

L
  (%)   100  

L
    

طول نمونه  1Lدرصد ازدیاد طول تا حد پارگی،  εدر این رابطه، 

  طول اولیه نمونه است. 0Lدر نقطه پارگی و 

  

  پذیري داربستتخریببررسی رفتار زیست -2-8

هـا  نمونهشده، ابتدا تهیه هاي ریبی داربستمنظور بررسی رفتار تخبه

لیتـر از  میلـی  30سـپس در  )، iWوزن شدند (متر سانتی 1×1با ابعاد 

درجــه  37ي در دمــاي بــافر تیمحلــول نمــک فســفات بــا خاصــ

روز)  28و  14، 7، 3هـاي مختلـف (  مـدت زمـان  گـراد و بـه  سانتی

ت بـا  محلول نمـک فسـفا  ها از بعد از خروج نمونه ور شدند.غوطه

 37، با آب مقطـر شستشـو داده شـدند و در دمـاي     يبافر تیخاص

ساعت خشک شدند تا وزن آنها ثابـت   48مدت گراد بهدرجه سانتی

هاي نانولیفی تولیده شده از درصد کاهش وزن داربست). fWشود (

  ) محاسبه شده است:5رابطه (

)5(  i f

f

W    W
Weight loss (%)    100

W


   

  

  MTTبا روش  هاو داربستسازگاري بررسی زیست -2-9

هـاي بنیـادي مغـز اسـتخوان مـوش      براي انجـام ایـن روش ازسـلول   

د. ش ـاسـتفاده  ASTM F813 مطابق بـا اسـتاندارد   rMSC) صحرایی (

انجـام   ISO10993-5بـر اسـاس اسـتاندارد     12سـنجی آزمـون سـمیت  

 5000خانـه محلـولی حـاوي     96گرفت. ابتدا در هر چاهـک پلیـت   

جنینـی   سـرم  درصـد  10همراه بـا   EMDM13سلول در محیط کشت 

سـیلین و استرپتومایسـین   هـاي پنـی  بیوتیـک و آنتـی  (FBS) 14گوساله

روز در  7و  5، 3هاي سترون شده در فواصل زمـانی  همراه داربستبه

و رطوبت نسبی انکوبـه   2COدرصد  5و گراد سانتیدرجه  37محیط 

دور ریختـه   یمام زمان انکوباسیون محیط کشت روی ـشدند. پس از ات

 5/0میکرولیتــر محــیط کشــت حــاوي  200شــد و بــه هــر چاهــک 

 4تـا   2مـدت  د و بـه ش ـاضـافه   MTTمحلـول  لیتر گرم بر میلیمیلی

 100در هـر چاهـک    ساعت انکوبه شد. سپس این محلـول تخلیـه و  

نهایـت جـذب نـوري    درمیکرولیتر حلال ایزوپروپانول ریخته شـد و  

نانومتر با اسـتفاده از دسـتگاه    578 دست آمده در طول موجهمحلول ب

    .قرائت شد Tecan Spectraالیزاریدر مدل 
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  1398 بهار، 1، شمارة 38مواد پیشرفته در مهندسی، سال   28

  شناسی سلولی روي داربستبررسی ریخت -2-10

هـاي کشـت داده شـده روي    شناسی سـلول براي بررسی ریخت

ها، تصاویر با استفاده از دستگاه میکروسکوپ الکترونی داربست

هلند تهیه  ، ازکشورPhilipsساخت شرکت  XL 30مدل روبشی

ها، ابتـدا  هاي چسبیده روي داربستمنظور تثبیت سلولبه .شدند

درصـد   چهارمدت یک ساعت داخل محلول فرمالین ها بهنمونه

ها با اسـتفاده از اتـانول   قرار گرفتند. در ادامه عمل آبگیري نمونه

دقیقه براي هـر   30مدت درصد به 100و  95، 90، 80، 70، 50

درجـه   -34هـا در دمـاي   نهایـت داربسـت  درصد انجام شد. در

سـاعت در   سـه مـدت  و بهبار میلی 25/0گراد، فشار خلا سانتی

شناسـی  کن انجمـادي قـرار گرفتنـد، تـا ریخـت     دستگاه خشک

  ها حفظ شود.  سلول

  

  تحلیل آماري -2-11

داري ها در سـطح معنـی  اختلاف میانگین نتایج حاصل از آزمون

اسبه میانگین و انحـراف معیـار   بعد از مح )p<0/05(درصد  پنج

  ها مورد بررسی آماري قرار گرفت.داده

  

  نتایج و بحث -3

  ي نانولیفیهاشناسی داربستنتایج ریخت -3-1

ها همراه با توزیع قطر الیاف آنهـا  شناسی داربستبررسی ریخت

طور که در ایـن شـکل   ) نشان داده شده است. همان1در شکل (

هـاي حاصـل بـه شـکل     ف داربسـت الیـا شـود، نـانو  مشاهده می

شناسی یکنواخت و بدون دانـه  هم پیوسته و با ریختاي بهشبکه

نشـان   نانوالیـاف اند. همچنین بررسی قطـر  تسبیحی حاصل شده

نـانومتر   PCL/PVP  ،96±314نانوالیافدهد که قطر متوسط می

نانومتر  PCL/PVA/β–TCP ،461±922الیاف و قطر متوسط نانو

دلیـل وجـود پلیمــر   بـه  نانوالیـاف یش قطـر در  اسـت. ایـن افـزا   

مراتب بیشتر نسبت بـه پلیمـر   وینیل الکل با وزن مولکولی بهپلی

کلسـیم  وینیل پیرولیدون و همچنین وجود نـانوذره بتـا تـري   پلی

فســفات در ترکیــب اســت. وجــود ذرات ســرامیکی ماننــد بتــا  

محلـول پلیمـري و   گرانروي کلسیم فسفات موجب افزایش تري

ایش مقاومت در برابر ازدیـاد طـول در هنگـام الکتروریسـی     افز

  یابد.افزایش می نانوالیافرو قطر شود و از اینمی

ــط   ــر متوسـ ــافقطـ ــت  نانوالیـ ــهداربسـ ــهلایـ ــهبـ   لایـ

[PCL/PVP,  PCL/PVA  /  β  –TCP]، 232±541  ــانومتر نـ

معـادل میـانگین قطـر متوسـط      طـور تقریبـی  بهگیري شد که اندازه

  است. لایهبهلایهداربست  نانوالیافدهنده ه تشکیلهاي جداگانلایه

  

   فروسرخسنجی نتایج طیف -3-2

مادون قرمـز مربـوط    یسنجفیط يهاکیبا توجه به مشخصات پ

مـادون   یسـنج فی ـط لی ـموجود در داربست، به تحل يمرهایبه پل

نشـان داده شـده    )الـف  - 2که در شـکل (  PCL/PVPقرمز نمونه 

متـر  بـر سـانتی   2867و  2945 در شخصه. پیک ممیپردازیاست م

مرتبط هستند.  C-Hترتیب به ارتعاش کششی نامتقارن و متقارن به

ــک مشخصــه ــر ســانتی 1725 در پی ــاش  ب ــه ارتع ــوط ب ــر مرب مت

 1660و پیـک مشخصـه    کاپرولاکتونپلیاستري در   C=Oکششی

وینیـل  پلیآمیدي در  C=Oمتر مربوط به ارتعاش کششی بر سانتی

متـر  بـر سـانتی   1287 در است. همچنین پیک مشخصـه  پیرولیدن

و پیـک   وینیـل پیرولیـدن  پلـی در  C-Nمربوط به ارتعاش کششی 

متر مربوط به ارتعاش کششـی  بر سانتی 1164- 1057 در مشخصه

اسـت.   وینیـل پیرولیـدن  پلیو  کاپرولاکتونپلیدر  C-O-Cمتقارن 

در این  آمده دستبه شناسایی شده در طیف هايطور کلی پیکبه

در  وینیل پیرولیدنپلیو  کاپرولاکتونپلیمطالعه، وجود پلیمرهاي 

  کند.داربست را تأیید می

داربسـت نـانولیفی    تبدیل فوریهبا  فروسرخب) طیف  - 2شکل (

PCL/PVA/β –TCP   پیـک  فروسـرخ دهـد. در طیـف   را نشـان مـی ،

متر مربوط به ارتعـاش کششـی غیرمتقـارن    بر سانتی 962 در مشخصه

O-P 3- از گروه عاملی
4PO  کلسـیم  بتا تـري است که مربوط به نانوذره

متـر مربـوط بـه    بـر سـانتی   1722 در اسـت. پیـک مشخصـه    فسفات

 متـر یسـانت  بر 1292- 1294 در ، پیک مشخصهC=Oارتعاش کششی 

بـر   1367- 1369مشخصه در  کیو پ C-O یمربوط به ارتعاش کشش

حضـور   دیی ـکـه تأ اسـت   C-H یمربوط به ارتعاش خمش ـ متریسانت

 پیـک مشخصـه   نیدر داربست است. همچن ـ کاپرولاکتون¬یپل مریپل
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  PCL/PVA / β -TCPو ب) PCL/PVP داربست هاي نانولیفی: الف) تبدیل فوریه با فروسرخطیف  -2 شکل

  

  هاي الکتروریسی توانایی جذب آب و میزان تخلخل داربست -1جدول 

  (%) تخلخل جذب آب (%) یداربستنمونه 

 69±5 - کاپرولاکتونیپل

 73±738 4±162 دونیرولیپ لینیویکاپرولاکتون/پلیپل

   /الکل لینیویکاپرولاکتون/ پلیپل

 69±542 4±223 فسفات میکلس يتر بتا

  

 2CHهاي پیوندي متر مربوط به ارتعاشبر سانتی 1432و  1330 در

متر مربوط بـه ارتعـاش کششـی    بر سانتی 3352در و پیک مشخصه 

O-H در داربسـت   وینیل الکلپلیدهنده حضور پلیمر است که نشان

  است.

  

  هاي نانولیفیداربستجذب آب ارزیابی قابلیت  -3-3

توانایی جذب آب یک فـاکتور مهـم در بسـترهاي مـورد کـاربرد در      

دهنــده توانــایی در واقــع جــذب آب، نشــان .مهندســی بافــت اســت

داشـتن بسـتر   ها براي جذب ترشحات اضافی و مرطوب نگهستدارب

دوست باعـث تقویـت   هاي آبوجود داربست در ضمن .زخم است

ســازگاري و تکثیــر شــود و همچنـین زیســت اتصـالات ســلولی مــی 

بــه ایــن منظــور میــزان جــذب آب  دهــد.هــا را افــزایش مــیســلول

مـک فسـفات   محلول نور کردن آنها در با غوطه هاي نانولیفیداربست

گیـري شــد. تغییـرات میـزان جــذب آب    ي انـدازه بــافر تیبـا خاص ـ 

) نشان داده شده اسـت، بـا توجـه بـه اینکـه      1ها در جدول (داربست

منظـور  کاپرولاکتون خالص نـاچیز اسـت بـه   میزان جذب آب در پلی

دوست استفاده شده اسـت  ارتقاي قابلیت جذب آب از پلیمرهاي آب

 .درصـد اسـت   PCL/PVP ،738±162که میزان جذب آب داربست 

درصـد   پـنج شود اختلاف جذب آب داربست در سـطح  مشاهده می

)p<0/05(  دار است. از طرفـی  خالص معنی کاپرولاکتونپلینسبت به

 βشـامل   داربسـت میزان جذب آب  -TCP  /PCL/PVA   محاسـبه و

هـاي  گیري شد که نسبت بـه نمونـه  درصد اندازه 541±223مقدار آن 

اما میزان جـذب آب آن نسـبت بـه     ،کمتر است وینیل الکلپلیشامل 

دار معنـی  )p<0/05(درصـد   پـنج خـالص در سـطح    کاپرولاکتونپلی

مراتـب بیشـتر از   بـه  وینیل الکلپلیالبته میزان جذب آب پلیمر  .است

دلیـل وجـود   بـه است کـه ایـن کـاهش احتمـالاً      وینیل پیرولیدنپلی

 نمونــه داربسـتی اســت در  کلســیم فسـفات نـانوذرات بتــا تـري  

ــ ــ نیهمچن ــار جــذب آب داربســت لا  یبررس ــرفت ــههی ــلاب  ؛هی

4000                            2000                             2000                              1000 

10 
 
 

8 
 
 
6 
 
 
4 
 
 
2 
 
 
0 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ja

m
e.

38
.1

.2
3 

] 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.2
25

16
00

.1
39

8.
38

.1
.3

.4
 ]

 

                             8 / 13

http://dx.doi.org/10.29252/jame.38.1.23
https://dorl.net/dor/20.1001.1.2251600.1398.38.1.3.4
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  هاي الکتروریسی شدهخواص مکانیکی داربست -2جدول 

 نمونه داربست
 یاستحکام کشش

 (MPa) 

 یطول تا حد پارگ ادیازد

(%) 

  یمدول کشش

(MPa) 

 03/77±24/27 66/29±02/10 50/3±29/3 کاپرولاکتون یپل

 80/73±68/59 62/3±11/2 40/20±87/0 دونیرولیپ لینیو ین/پلکاپرولاکتو یپل

    /الکل لینیو یکاپرولاکتون/ پل یپل

 29/280±67/14 50/20±14/9 47/0±74/0 فسفات میکلس يتر بتا

  

PCL/PVP] ،[PCL/PVA/ β –TCP   مورد بررسی قرار گرفت کـه

درصد است و اخـتلاف   811±214نتیجه آن میزان جذب آب در 

ــه آن  ــنجخــالص در ســطح  PCLنســبت ب  )p<0/05(درصــد  پ

دهـد میـزان جـذب آب در    دار است که این نتیجه نشان مـی معنی

    هاي مجزا بیشتر است.نسبت به نمونه لایهبهلایهداربست 

  

  گیري تخلخلنتایج اندازه -3-4

یکی از مزایـاي داربسـت الکتروریسـی شـده بـراي کـاربرد در       

خل آنها است. تعیین میزان تخلخل مهندسی بافت، ساختار متخل

تواند سینتیک مهاجرت سلولی به داخـل داربسـت را تعیـین    می

کند، لذا ضروري است این ویژگی براي داربست حفظ شود. در 

) نشان داده شـده اسـت   1طور که در جدول (این پژوهش همان

درصـد   69±5خـالص   کـاپرولاکتون پلـی میزان تخلخـل بـراي   

مشـاهده   ،وینیـل پیرولیـدون  اضافه کردن پلی گیري شد. بااندازه

در  . همچنین،رسددرصد می 73±4میزان تخلخل به که شود می

کلسـیم فسـفات،   بتا تريالکل/وینیل پلی/ کاپرولاکتونداربست پلی

 ـا محاسـبه شـد  درصد  69±4میزان تخلخل   زانی ـکـاهش در م  نی

 βحضور  لیدلتخلخل به –TCP کـن  که مم استعنوان پرکننده به

 جـاد یباعـث ا  β –TCPباشد که افـزودن   تیواقع نیا لیدلاست به

ر داربسـت  دشود. یتر منییتر در منافذ با تخلخل پامیضخ وارهید

تخلخـل،   زانی ـم ،[PCL/PVP ,PCL/PVA / β –TCP] لایـه بهلایه

 70 ±2دهنده آن و برابر بـا  لیتشک هیتخلخل دو لا نیانگیم باًیتقر

هـا  ی اختلاف میانگین تخلخـل داربسـت  طور کلو به ستدرصد ا

  دار نیست.معنی )p<0/05(درصد  پنجهم در سطح نسبت به

 هاي نانولیفیداربستخواص مکانیکی ارزیابی  -3-5

  هاي مکـانیکی داربسـت بایـد بـا بـافتی کـه در تمـاس بـا         ویژگی

  آن است سازگار باشد. در بافـت اسـتخوان داربسـت مـورد نظـر      

ــانیکی م   ــواص مک ــد خ ــی   بای ــایج بررس ــد. نت ــوبی دارا باش   طل

) آورده شــده اســت نشــان 2خــواص مکــانیکی کــه در جــدول (

  کـاپرولاکتون  وینیـل پیرولیـدون بـه پلـی    دهد بـا افـزودن پلـی   می

طـوري کـه   کنـد بـه  خالص، استحکام کاهش چشمگیري پیدا مـی 

ــتحکام  ــیاس ــاپرولاکتونپل ــالص ک ــدود خ  02/10±29/3 در ح

 110/2±/87 در حـدود  PCL/PVPه مگاپاسکال و استحکام نمون ـ

  ایـن اخـتلاف میـانگین اسـتحکام      .گیـري شـد  مگاپاسکال انـدازه 

ــطح  ــنجدر سـ ــی  پـ ــد معنـ ــزودن   درصـ ــا افـ ــت. امـ   دار اسـ

  وینیـل الکـل در داربسـت   کلسـیم فسـفات در کنـار پلـی    بتا تـري 

β  -TCP  /PCL/PVA کند و استحکام آن این نقصان را جبران می

وجـود   دهـد گیري شد که نشان میازهمگاپاسکال اند 74/0±14/9

  فسـفات بـا توجـه بـه      میکلس ـيمانند بتـا تـر   یکیذرات سرامنانو

دارنـد   ي کامپوزیتمریپل زمینهمواد در  نیکه ا ياکنندهتیاثر تقو

 شیتـر هسـتند، باعـث افـزا    سـخت  مرهـا ینسبت به پل این مواد و

ربسـت  استحکام دا لایهبهلایهدر نمونه  شوند.می یاستحکام کشش

هاي مجزا اسـت و اسـتحکام   میانگین استحکام لایه یتقریبطور به

 ,PCL/PVP]داربســـت  PCL/PVA/  β  –TCP] ،17/1±69/4 

خالص در  PCLمگاپاسکال است و اختلاف استحکام آن با نمونه 

ی را در مـورد  مشـابه  دار است. روند تقریباًدرصد معنی پنجسطح 

شـود  البته مشـاهده مـی   و دمشاهده شگیري مدول الاستیک اندازه

ــه   βنمون -TCP /PCL/PVA   ــدول را دارا ــدار م ــترین مق  بیش
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  بافر فسفاتی روز در محلول 28هاي الکتروریسی شده بعد از گذشت پذیري داربستتخریبزیست -3شکل 

  

ها در در آن با سایر نمونه الاستیک است و اختلاف میانگین مدول

دلیـل وجـود   دار است، و ایـن افـزایش بـه   درصد معنی پنجسطح 

فـرد  کلسیم فسفات و خواص مکانیکی منحصر بـه نانوذره بتا تري

شــود بــا افــزایش آن در داربســت اســت. از طرفــی مشــاهده مــی

استحکام و مدول الاستیک، درصد ازدیـاد طـول تـا حـد پـارگی      

پارگی مربـوط   یابد و بیشترین میزان ازدیاد طول تا حدکاهش می

است که کمترین میزان استحکام و مـدول را    PCL/PVPبه نمونه

دارا است و اختلاف ازدیاد طول تا حد پارگی این نمونـه نسـبت   

  دار است.  درصد معنی پنجخالص در سطح  PCLبه 

  

  هاي نانولیفیداربست پذیريتخریبزیستارزیابی  -3-6

پـذیري  ن تخریـب هاي مهم براي داربسـت، میـزا  یکی از ویژگی

آنها است و باید با نـرخ نـوزایی و تولیـد مجـدد زمینـه خـارج       

ســلولی تطــابق داشــته باشــد. نــرخ بســیار بــالاي تخریــب در  

اند، ممکن است بـه فراینـد   هایی که در بدن کاشته شدهداربست

تکثیر سلولی آسیب برساند و همچنین نرخ بسیار پایین تخریب 

شدن ایـن  یند یکپارچهفتادن فرااخیرمکن است موجب به تأنیز م

ها با بافت اطرافش شـود. در ایـن پـژوهش کـه نتـایج      داربست

) نشـان داده شـده اسـت    3پـذیري آن در شـکل (  تخریبزیست

کـاپرولاکتون بعـد از   پـذیري پلـی  شود میزان تخریبمشاهده می

روز ناچیز است و این پلیمر به آهسـتگی و در طـی    28گذشت 

دوساله در بـدن دچـار تخریـب زیسـتی      اًیک دوره زمانی تقریب

ــی مـــی ــزودن پلـ ــا افـ ــود، بـ ــزان  شـ ــدون میـ ــل پیرولیـ وینیـ

کـاپرولاکتون  پذیري در داربسـت نسـبت بـه پلـی    تخریبزیست

قابل کنترل اسـت  کند اما این افزایش غیرخالص افزایش پیدا می

  شـود و  طـور کلـی تخریـب مـی    روز داربسـت بـه   28و بعد از 

وینیـل  پـذیري ویـژه پلـی   تخریـب سـت دلیـل خـواص زی  این به

  وینیـل الکـل و نــانوذره  پیرولیـدون اسـت. امـا بـا افــزودن پلـی     

β  -TCP  در داربســتβ  -TCP  /PCL/PVA ــد از روز  28، بع

رسـد و  درصـد مـی   20±5پذیري این داربست به میزان تخریب

افتـد، همچنـین   تـري اتفـاق مـی   روند تخریب زیسـتی منسـجم  

 لایـه بـه لایـه پـذیري در داربسـت   یبشود میزان تخرمشاهده می

[PCL/PVP ,PCL/PVA / β –TCP]  روز  28نیز بعد از گذشت

ها نسـبت بـه   درصد است و اختلاف میانگین سایر نمونه 2±26

PCL  دار است. درصد معنی پنجخالص در سطح  

  

  MTTبا روش  هاسمیت سلولی داربست ارزیابی -3-7

هـا یکـی از   ربسـت سازگاري و سمیت سـلولی دا بررسی زیست

ها براي بررسی خواص مطلوب داربست ترین آزمونکنندهتعیین

مورد نظـر   لایهبهلایهاست. بررسی نتایج این آزمون در داربست 

هـاي بنیـادي مغـز اسـتخوان     دهد سـلول نشان می) 4در شکل (

اند روي داربسـت زنـده بـاقی    توانسته )(rMSC موش صحرایی

 درصـد  زانی ـم .شـود یمشاهده نم در آن یسلول و سمیتبمانند 

ــبقا ــت   يای ــد از گذش ــلولی بع ــت 7و  5،  3س  روز در داربس
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  هاي زمانی مختلف بعد از کشت سلولیدر بازه لایهبهلایهدرصد بقایاي سلولی داربست  -4شکل 

  

    
  (ب)  (الف)

 روز کشت سلولی 7روز و ب)  3الف)  :بعد از گذشت لایهبهلایه داربست الکترونی روبشی یمیکروسکوپتصاویر  -5شکل 

  

و  99±20، 81±14ترتیـب  نسبت به نمونه کنتـرل بـه   لایهبهلایه

گیري شد که نشـان از توانـایی داربسـت در    درصد اندازه 7±95

داشتن و بقاي سـلول دارد و اخـتلاف میـانگین میـزان     زنده نگه

دار درصد معنی پنجهم در سطح ها نسبت بهبقایاي سلولی نمونه

  نیست.

  

  شناسی سلولی روي داربستنتایج ریخت -3-8

هـا روي داربسـت   پـذیري و بقـاي سـلول   براي بررسی زیسـت 

  هــاي بنیــادي مغــز اســتخوان تولیــد شــده، ســلول لایــهبــهلایــه

در محیط کشت روي داربست کشـت   (rMSC)موش صحرایی 

 الکترونـی روبشـی   یمیکروسـکوپ ) تصـاویر  5اند. شـکل ( شده

هاي ذکر شده را بعـد از گذشـت   شناسی سلولحاصل از ریخت

دهد. در روز ازکشت سلولی روي داربست نشان می هفتو  سه

خـوبی  ها و داربست نانولیفی بـه کنش بین سلولهم) بر5شکل (

  لایـه بـه لایـه خـوبی روي داربسـت   ها بهشود. سلولمشاهده می

PCL/PVP] [PCL/PVA  /  β  –TCP,  اتصــال برقــرار کــرده و

شود رشد و گسترش سـلولی در  اند و مشاهده میگسترش یافته

طـور کامـل   هـا بـه  روز اسـت و سـلول   سـه روز بیشتر از  هفت
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  اند.  داربست را دربر گرفته

  

  گیرينتیجه -4

  لایــــهبــــهدر ایــــن پــــژوهش، داربســــت نــــانولیفی لایــــه

[PCL/PVP (60/40)  , PCL/PVA (60/40)/ β –TCP]  ترکیـب  از

 β -TCP  /PCL/PVAو  PCL/PVP (60/40)هـاي جداگانـه   لایـه 

با موفقیت الکتروریسی شدند. نتایج ریخت شناسـی نشـان    (60/40)

اي شـکل شـبکه  لایـه حاصـل بـه   بهمی دهد نانو الیاف داربست لایه

شناسی یکنواخـت و بـدون دانـه تسـبیحی     هم پیوسته و با ریختبه

هـاي جداگانـه   اً میانگین قطر لایـه حاصل شده است و قطر آن تقریب

هـا،  سـنجی فروسـرخ در لایـه   دهنده داربست اسـت. طیـف  تشکیل

کند. رفتـار جـذب   وجود اتصالات شیمیایی در داربست را تأیید می

دوست مانند پذیري داربست با افزودن پلیمرهایی آبآب و تخریب

 PCL هـا، نسـبت بـه   وینیل الکل در لایـه وینیل پیرولیدون و پلیپلی

لایـه جـذب   بهیابد و در داربست لایهخالص تغییر کرده و بهبود می

شـود و همچنـین   هـاي جداگانـه بیشـتر هـم مـی     آب نسبت به لایه

ــب ــی  تخری ــدا م ــادلی پی ــد متع ــذیري رون ــایج  پ ــی نت ــد. بررس کن

سنجی و سنجش خواص مکانیکی نیز وضـعیت مطلـوبی را   تخلخل

دهنـده عـدم سـمیت    اننش MTTبراي داربست نشان داده و آزمون 

ــلول  ــاي س ــلولی و بق ــه س ــا روي داربســت لای ــهه ــه اســت. ب لای

هـا  سـازگاري و بقـاي سـلول   شناسی سلولی نیز مؤید زیستریخت

هـا و داربسـت ایجـاد    روي داربست بوده و برهمکنش، بین سـلول 

لایـه  بهتوان نتیجه گرفت که داربست لایهطور کلی میشده است؛ به

[PCL/PVP  (60/40)  ,  PCL/PVA  (60/40)/  β  –TCP] داراي ،

 سازگاري مناسبی براي مهندسی بافت است.زیست

  

  نامهواژه

1. Hydroxyapatite (HA) 
2. Polycaprolactone (PCL) 
3. extra cellular matrix (ECM) 
4. Polyvinylpyrrolidone (PVP) 
5. Poly(vinyl alcohol) (PVA) 
6. MTT  [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide] 
7. food and drug administration 

8. Poly(ethylene oxide) 
9. Tricalcium Phosphate (TCP) 
10. scanning electron microscope (SEM) 
11. fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) 
12. cytotoxicity 
13. Dulbecco's Modified Eagle Medium 
14. fetal bovine serum (FBS) 
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