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  نانوذرات تأثیر سپس. ش الکتروریسی ساخته شد) با رو(HA هیدروکسی آپاتیت /پلی کاپرولاکتون /کراتین داربستدر این تحقیق،  -چکیده

HA بر خواص داربستB درصـد  17و هیدروکسـی آپاتیـت   درصـد  50کاپرولاکتون ، پلیدرصد 33(کراتین( داربسـت   وA ) و  درصـد  40 کـراتین

 ـ   هاي عاملی موجود برگروهمورفولوژي سطح، . مورد بررسی قرار گرفت )درصد 60کاپرولاکتون پلی د تخلخـل و سـطح ویـژه    سـطح نمونـه، درص

 .شـد ارزیـابی   BET آزمـون یی مایع و جاجابهروش سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه، طیف، الکترونی روبشی میکروسکوپیبا  ترتیببهها داربست

ویژه داربست حـاوي   حاکی از افزایش سطح هاآزمونمحاسبه شد. همچنین، نتایج نانومتر  108و  184 ترتیببه Bو A   متوسط قطر الیاف در نمونه

هـا در محلـول   داربستي پذیرتخریبرفتار زیست تا تقریباً به میزان دو برابر بودند. با بررسی  HA نانوذراتنسبت به داربست بدون  HA نانوذرات

بر سطح  -2Saos ولیهاي استخوانی رده سلسلول یمانی و چسبندگدرصد زنده. شدمشاهده  Bفسفات، افزایش میزان کاهش وزن در داربست بافر 

. بنابراین، دش مشاهده تیآپات یدروکسیحاوي نانوذرات ه PCl/Krرشد سلول ها بر سطح داربست  شید و افزاش یبررس MTTداربست ها با روش 

  .د گزینه مناسبی براي کاربرد درمهندسی بافت باشدتوانمیهیدروکسی آپاتیت  نانوذراتداربست حاوي 

  

  .بافت یمهندس اف،ینانوال ،یسیالکترور ت،یآپات یدروکسیه ،نیکرات :يدیکل يهاواژه
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Abstract: In this research, keratin (Kr)/ poly caprolactone (PCL)/ hydroxyapatite (HA) scaffold was made by electrospinning 
method. Then, the effect of HA nanoparticles on properties of scaffold B (Kr 33%, PCL 50% and HA 17%) and scaffold A (Kr 
40% and PCL 60%) were studied. The surface morphology, functional groups on the surface of samples, porosity, and specific 
surface area were evaluated by Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FTIR), 
liquid displacement method, and BET test, respectively. The mean diameter of fibers in samples A and B was measured 184 nm 
and 108 nm, respectively. Results showed that the  specific surface area in scaffolds with HA nanoparticles was almost 2 times 
higher than that of the scaffold without HA. The biodegradability of scaffolds was examined in  
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phosphate buffer solution (PBS) and the results showed an increase in the weight loss percentage of the scaffold B. The cell 
viability and adherence of osteosarcoma cell line (Saos-2) on the scaffold surface was observed via MTT assay and the results 
showed an increase in cell growth on PCL/Kr scaffolds with HA nanoparticles. Thus, scaffolds containing HA nanoparticles can 
be a good choice for tissue engineering applications. 
 
Keywords: Keratin, Hydroxyapatite, Electrospinning, Nanofibers, Tissue engineering. 

 

 

  مقدمه -1

ي هابافت و اعضا، تأمینیکی از ضروریات جامعه نیاز شدید به 

کــه  ییدیــده و از کــار افتــاده بیمــاران اســت. از آنجــا آســیب

داراي  2و الوگرافـت  1اتوگرافـت هاي سنتی شـامل پیونـد   روش

. ]1[سـت  ا هاي مهندسی بافت مطرح شدهتکنیک معایبی است،

 .شـود استخوان نیز چنین نیازي شدیداً حس مـی  در زمینه بافت

هاي جـوش نخـورده   شکستگی استخوان درنهایت به شکستگی

هـاي موقـت یـا همـان     گـاه شود کـه اسـتفاده از تکیـه   منجر می

عنوان پلی براي جوش خوردن طبیعی اسـتخوان و  ها بهداربست

یکـی از   .شـود ترمیم توسط مهندسی بافت اسـتخوان ارائـه مـی   

در در مهندسی بافـت مطـرح    اخیرمهمی که در دو دهه مسائل 

پـذیر کـه بعـد از    ساخت داربست زیسـت تخریـب  شده است، 

بـراي  اسـت.   ،شوندمیترمیم نقص عضو، خود به خود تخریب 

 از پلیمرهـاي  خـود  تحقیقاتدر  محققان این منظور بسیاري از

، مکانیکی بیوشیمیایی قابلیت ذاتی مصنوعی و طبیعی با توجه به

ــاص  ــیار خ ــاختاري بس ــانآ و س ــاف ه ــد نانوالی ــراي  در تولی ب

 .]2[ انداستفاده کرده مهندسی پزشکی اي درگسترده کاربردهاي

، پلــی (PLA) پلـی لاکتیــک اسـید   شــامل مصـنوعی  پلیمرهـاي 

طــور بــه (PCL)کــاپرولاکتون پلــیو  (PGA) گلیکولیــک اســید

پلیمرهـاي   .]3[ نـد رومـی گسترده در مهندسـی بافـت بـه کـار     

خواص مکانیکی بهتري را نسبت به پلیمرهاي  مصنوعی معمولاً

ند. اما آنها داراي سازگاري سلولی محـدودي  دهمیطبیعی ارائه 

 مرتبط اسـت  آنهاکه در درجه اول به خاصیت آبگریزي  هستند

شـوند،  پلیمرهاي طبیعی وقتی که بـه تنهـایی اسـتفاده مـی     .]4[

ند نانوالیافی با اسـتحکام کـافی تولیـد کننـد. بنـابراین،      توانمین

شوند تا به پلیمرهاي طبیعی با پلیمرهاي مصنوعی کامپوزیت می

کمک پلیمرهاي طبیعی علاوه بر استحکام مکانیکی بالا، عملکرد 

 ماننـد  طبیعـی  هايپلیمر .]5[ را ایجاد کنندبیولوژیکی مطلوبی 

و  اسید هیالورونیـک  کیتوسان،، آلژینات ، ژلاتین،کلاژن فیبرین،

هاي مهندسی طور گسترده براي ساخت داربستبه )Kr( کراتین

 .]6 و 1[ ندرومی کاربافت به 

ــراتین  ــروتئیناز  ايدســتهک ــاپ ــري شــکل حــاوي  ي فیه ب

یاي زیست با توجه به مزا کراتین دار است.آمینواسیدهاي گوگرد

 خـواص فیزیکـی و   ي،پـذیر تخریـب زیسـت   سازگاري ذاتـی، 

ــانیکی، ــی  مک ــی طبیع ــد و  فراوان ــیات ض ــی خصوص  ،میکروب

بـه  مهندسی بافـت ي هاداربستدر را  ايهینسازگاري سلولی به

تحولی بزرگ در زمینـه  ، محصولات کراتینی. ]1[ وردآوجود می

اما در بین مواد زیسـتی مشـتق    .اندهکردبیومواد در جهان ایجاد 

کـراتین هسـتند داراي    آنهـایی کـه مبتنـی بـر     شده از طبیعـت، 

بنابراین براي کنتـرل   .]8 و 7[ هستنداستحکام مکانیکی ضعیفی 

رهـاي  لیمپخواص فیزیکی و بیولوژیکی ایـن بیومـاده آن را بـا    

 و 9[ برنـد کار مـی هپزشکی ب مصنوعی به صورت کامپوزیت در

 بـه  کـراتین  ي مبتنی برهاداربستدر مورد اخیر  تحقیقات .]10

 هـا داربسـت ي پـذیر انعطـاف  اسـتحکام مکـانیکی و   سازيبهینه

 آنهـا در حالی که فعالیت بیولوژیکی عـالی  ، معطوف شده است

  .]11[ شودحفظ 

 زیست سازگار یک پلی استر ترموپلاستیککاپرولاکتون پلی

در زمینـه زیسـت   پر کـاربرد   عالی و خواص مکانیکیو داراي 

بـه آهسـتگی    ایـن پلیمـر   د.رومیشمار و مهندسی بافت به مواد

توسط ماکروفاژهـا   درنهایتآزاد شده  اجزايد و شومیتخریب 

 .شـود مـی حـذف   )FBGC( 3آسـا خوار غولهاي بیگانهسلولو 

PCL  پـذیري  ، انحلالازدیاد طول بالا، خواص الاستومريداراي

 اسـت پایین  ولی استحکام کششی نسبتاً هاي آلی،زیاد در حلال

دلیل داشـتن سـطح بـه    به کاپرولاکتونیپل الیافهمچنین  .]12[

داربست  -کنش هاي سلولبرهم تواند سبب بهبودمیحجم بالا، 

  .]13[ استد که در مهندسی بافت مورد اهمیت شو
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  ساخته شدههاي مشخصات کامپوزیت  - 1جدول 

اجزاي داربست  درصد  نسبت اجزاي داربست  ترکیب داربست  نمونه

  A  PCL-Kr  3:2  60:40  )ی/حجمیوزن(

B  PCL-Kr-HA  3:2:1  50:33:17  

  

و  یاز دو بخش معـدن  یتیبا ساختار کامپوز یعیاستخوان طب

جـز   نیتر) مهمHA( تیآپات یدروکسیشده است. ه لیتشک یآل

 ـفاز تقو کیعنوان که به استاستخوان  یبخش معدن کننـده   تی

نشـان داده   قـات یاستخوان (کـلاژن) قـرار دارد. تحق   یدر فاز آل

ها سبب تیمپوزدر کا HA یکیاست که حضور نانو ذرات سرام

]. 14[شود می مپلنتیدر اطراف بافت و ا ییزااستخوان کیتحر

 یمهندس ـ يهـا ربسـت در دا تیآپات یدروکسیکاربرد ه نیهمچن

استحکام داربست و کاهش انـدازه   شیبافت استخوان باعث افزا

ي متعـددي از جملـه   هـا روشتاکنون  ].15[شود یم افیقطر ال

] 18[ 6فوم گازي ،]17[ 5جدایش فازي ،]16[ 4ي حلالگرریخته

هــاي جهــت تولیــد داربســت ]20 و 19[ الکتروریســیروش  و

هاي مختلف مهندسی بافت استخوان مورد متخلخل براي کاربرد

هاي ي ساخت داربستهاروشاست. در بین بررسی قرار گرفته 

دلیل قابلیت تغییر در پارامترهاي همتخلخل، روش الکتروریسی ب

رار دستگاهی و عدم محدودیت در انتخاب پلیمر مورد توجه ق ـ

از طریـق  توانایی تنظیم قطر منافذ گرفته است. این روش داراي 

تنظیم بار الکتریکی و ارتباط داخلی داربست بـراي کاربردهـاي   

امکان نفوذ سلولی مناسب و تحویل مواد مغذي  مهندسی بافت،

الکتروریسـی   نانوالیافهاي اخیر . در سال]21[ کندمیرا فراهم 

هـاي بـدن سـطح    تار آنها با بافتنزدیک بودن ساخ دلیلبهشده 

هـا در مهندسـی بافـت    بالا براي چسبندگی و رشد سـلول  مؤثر

، گروهـی از محققـین  توسط . ]22[ مورد توجه قرار گرفته است

 توســط روشکـاپرولاکتون  پلـی  نانوالیـاف کـامپوزیتی کــراتین/  

الکتروریسی سـاخته شـد و نتـایج نشـان داد کـه الیـاف داراي       

 .]11[ یکنواختی مورفولوژي و خواص مکانیکی مناسـب اسـت  

اکسـید   -پلـی کـاپرولاکتون   -کامپوزیت کراتین در تحقیق دیگر

منیزیم توسط روش الکتروریسی ساخته شد و براي کاربردهـاي  

آمـده داراي   وجـود بـه  الیـاف پزشکی مورد بررسی قرار گرفت. 

 .]23[ مورفولوژي یکنواخت با خواص مکانیکی مناسب بودنـد 

 ـال لاکتیپل ـهمچنین با تحقیق بر خواص کامپوزیت   /دیاس ـ کی

هیدروکسـی آپاتیـت نتـایج نشـان      /دیاس دیگولیگل -دیلاکت یپل

افـزایش سـطح   دادند که وجود ذرات هیدروکسی آپاتیت باعث 

بـا  . ]15[ شـوند و افزایش تخلخـل مـی   ویژه، کاهش قطر الیاف

هیدروکسی  -توجه به اینکه تحقیقات کمی بر کامپوزیت کراتین

پلـی   کـراتین/  داربست این تحقیق در، آپاتیت انجام گرفته است

سـاخته  روش الکتروریسـی  با  آپاتیت هیدروکسی کاپرولاکتون/

مـورد  ذرات هیدروکسی آپاتیت بر خواص داربست  نقشو شد 

  ارزیابی قرار گرفت.

  

  تحقیق روشمواد و  -2

 98وص با درجه خل ـ )Merck ،841470( در این تحقیق کراتین

ــد ــدازه ذرات  و درصـ ــی  30انـ ــانومتر، پلـ ــاپرولاکتوننـ   کـ

)MV= 70-90KD200هیدروکسی آپاتیت با انـدازه ذرات   ) و 

  خریداري شد.) 677418کد ( Aldrich نانومتر از شرکت

  

  Kr/ PCL /HAکامپوزیت  ساخت -2-1

 ـ جهت ساخت کامپوزیـت،   اوت از متف ـی / حجم ـیدرصـد وزن

نـوع   دودروکسـی آپاتیـت بـراي    هی کـاپرولاکتون، کراتین، پلـی 

 ي شـد سـاز آماده، شودمشاهده می )1جدول (کامپوزیت که در 

 )درصـد  10(کـراتین  ا ابتـد ، Aجهت ساخت کامپوزیـت  . ]23[

) بـه  3:1( یحجم ـ اسید فرمیک بـه نسـبت  توسط اسید استیک: 

ــدت  ــکم ــل    ی ــی ح ــزن مغناطیس ــط هم ــاعت توس ــدس . ش

اسـید   :در حـلال اسـید اسـتیک    )درصد 5/13(کاپرولاکتون پلی

ساعت توسط همزن  24به مدت  )3:1( یحجم فرمیک به نسبت

دو فازي . درنهایت براي ساخت داربست شدمغناطیسی مخلوط 

A ،توسـط همـزن    )3:2( یحجم دو محلول آماده شده با نسبت
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یقـه مخلـوط شـدند. بـراي     قد 20مغناطیسی براي مـدت زمـان   

در حـلال   هیدروکسـی آپاتیـت  ،Bساخت کامپوزیت سه فـازي  

همـزن  ) توسط 3:1( یحجم اسید فرمیک با نسبت اسید استیک:

 HAمحلـول  ، . سپسشد توزیعساعت  یکمغناطیسی به مدت 

براي مدت زمـان   درنهایتاضافه شد و  A محلول کامپوزیت به

  دقیقـــــه بـــــا دســـــتگاه التراســـــونیک پروبـــــی     15

)Top Sonics- (شد همگن ایران.   

  

  توسط روش الکتروریسی داربستساخت  -2-2

-KYKY-SBC-12جهت ساخت داربست از دسـتگاه الکتروریسـی (  

هـر کـدام در   جداگانه  Bو  A د. محلول کامپوزیتشاستفاده  )2200

قـرار داده شـدند.   متر سانتی 4 طول مترمیلی 6/0سرنگ با قطر سوزن 

با تنظیم پارامترهاي دسـتگاه بـا    الکتروریسی هر نمونه جداگانهسپس 

و فاصـله  کیلـو ولـت    19، ولتاژ لیتر بر ساعتمیلی 125/0 نرخ تغذیه

  ].8[ انجام شدمتر سانتی 14 کلکتور تا نوك سوزن

  

ــ -2-3 ــوژي بررســی ان ــاف و مورفول  ســطحدازه قطــر الی

  هاداربست

و بررسـی سـاختار و قطـر الیـاف      هـا داربستارزیابی  منظوربه

ــیده  ــده از ریس ــکوپیش ــی میکروس ــی روبش    )SEM( 7الکترون

) -KYKY-EM3200بـا طـلا    هـا نمونهاستفاده شد. ابتدا  )چین

پوشش داده شدند و سپس تصویربرداري انجام گرفت و توسط 

انتخـاب و میـانگین    لیف 20تصادفی  طوربه، Image j ارافزنرم

   .ي شدگیراندازهقطر متوسط الیاف 

 

  طیف سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه  -2-4

 هـا نمونهي تشکیل شده در پیوندهاي عاملی و هاگروهشناسایی 

 )FTIR( 8تبـدیل فوریـه   بـا  طیف سـنجی مـادون قرمـز   توسط 

)BRUKER-TENSOR27- ارزیابی قـرار گرفـت.   مورد  )لمانآ

خـالص مخلـوط و    KBr بـا  هـا نمونـه  آزمـون براي انجام ایـن  

دهـی شـد. سـپس توسـط دسـتگاه      صورت قرص نازك شکلبه

FTIR ،ي جذب پرتوهاقله IR 400در محدوده  عدد موج در- 

مـوج   عددبا بررسی  پیوندهامشاهده و نوع متر بر سانتی 4000

  . شدص مشخ هاقله

  

  هاداربست لبررسی تخلخ -2-5

 مطـابق . شدجایی مایع محاسبه روش جابه باها تخلخل داربست

 24) بـه مـدت   iWهاي با وزن ابتدایی (این روش ابتدا داربست

  ســـاعت در داخـــل یـــک اســـتوانه مـــدرج حـــاوي اتـــانول

بـه حالـت    1V) بـا حجـم   =789/0ρ متر مکعـب گرم بر سانتی(

ی حجم داربست . در ادامه حجم کل، یعنشدداشته ور نگهغوطه

. با خارج کردن داربست شدگزارش  2Vعنوان و حجم اتانول به

مانده در استوانه مدرج از درون استوانه مدرج، حجم اتانول باقی

 . بنابراین حجم کل داربست برابـر بـا  شدگزارش  3Vصورت به

V V2  ،)fWی داربست (انتهایوزن و  iWي گیراندازه. با شد 3

f حجم منافذ از رابطه i EthanolW W /   و  آیـد مـی  دسـت بـه

 )1( رابطـۀ ) توسـط  ( درصد تخلخل داربسـت متوسط مقدار 

  :]24[ شودمحاسبه می

)1(   f iw w / / v v     2 3 100 

  

  اهنمونهي سطح ویژه گیراندازه -2-6

 BETاز دســتگاه  نانوالیــافي ســطح ویــژه گیــرانــدازهجهــت 

)BET/TPR-TPD9105-  (ي سـاز آمادهبراي  .شداستفاده ایران

هـایی از  دقیقه ناخالصی 20عبور گاز هلیوم به مدت  از هانمونه

هـایی کـه ممکـن    کربن و یا سایر مولکـول اکسیددي جمله آب،

سـازي شـد.   صها را اشغال کرده باشـد، خـال  است حجم حفره

در معرض مقدار مشخصی از گاز نیتـروژن قـرار    هانمونهسپس 

گرفت که با توجه به افزایش تدریجی گاز در این مرحلـه صـد   

د. با متـراکم شـدن گـاز    شومیدرصد ماده به اشباع رسیده و پر 

ها را ارزیابی کرد و ساختار حفره توانمیهاي سطح درون حفره

مـی دار گاز جذب شده محاسـبه  مق )PVT( رابطه گازها توسط

دمـاي   آب بـا . در مرحله آخر، به جاي مخـزن نیتـروژن از   شود

کاهش تدریجی فشار گاز، تبخیـر از   تا با شودمیمحیط استفاده 

سطح صورت گیرد و واجذب رخ دهد. سپس منحنی واجـذب  
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  49  1396 زمستان، 4، شمارة 36مواد پیشرفته در مهندسی، سال 

 مساحت سطح منحنی محاسـبه  افزارنرمو جذب رسم و توسط 

و دماي دستگاه در کلوین  298 ي محیط. این آزمایش در دماشد

انجـام  اتمسـفر   88/0 و در فشـار  گـراد درجـه سـانتی   70 دماي

  گرفت.

  

   هاداربستي پذیرتخریببررسی  -2-7

طبــق  ،هـا نمونـه پــذیري تخریـب آزمـون   بررســی منظـور بـه 

به قطـر   ايهبر کاور شیش هانمونه، ASTM F1635استاندارد 

از روي کاور جدا شده و  پس. سالکتروریسی شد مترمیلی 15

ــت    ــا دق ــالی ب ــرازوي دیجیت ــط ت ــارتوس ــار چه ــم اعش   رق

ــوزین ــد ت ــد، .ش ــه بع ــه در مرحل ــانمون ــاتورادرون  ه  نکوب

)IPP55Plus-MEMMERT - (ــاي آلمــان ــا دم درجــه  37 ب

  قــرار داده (PBS) درون محلــول بــافر فســفاتگــراد ســانتی

  14 و 1 ،3 ،7 از گذشـت مـدت زمــان   پـس  هـا نمونـه  شـد. 

 بـار تقطیـر   وروز از درون ظرف بیرون آورده شد و با آب د

 .وزن شـدند  خـلأ شسته و پس از خشـک شـدن درون آون   

 )2( رابطــه ) بــا(WL هــاســپس درصــد کــاهش وزن نمونــه

  .]25[ شدمحاسبه 

)2(     tWL W W / W  0 0% 100  

هـاي  وزن نمونـه پـس از بـازه    tW وزن اولیه و W0که در آن 

  .است زمانی مشخص

  

   (In Vitro)9یکشت سلول آزمون -2-8

  هاداربستسطح بر  Saos-2 هايکشت سلول -2-8-1

ــن  ــق در ای ــلولاز تحقی ــاس ــده از  ئي استه ــدا ش ــت ج وبلاس

هیـه شـده از بانـک    ت (Saos-2) استئوژنیک سـارکوماي انسـانی  

بررسـی  و سـازگاري   سـت زیسلولی پژوهشکده رویان جهـت  

بعـد از  . شـد استفاده  هاداربست بر هاسلولمیزان رشد و تکثیر 

 سـلول  B ،410×5 و Aي هـا نمونـه ي و استریل کردن سازآماده

Saos-2 محیط کشتدر  هانمونه برDMEM   سـرم   درصد 10با

استایرنی قرار موجود در ظرف کشت پلی FBS)( 10جنین گاوي

 درجـه  37دماي  داخل انکوباتور با. سپس ظرف کشت داده شد

بـراي   درصد 5اکسیدکربن ديو  درصد 95رطوبت  گراد،سانتی

روز قرار داده شـد. پـس از پایـان یـافتن زمـان       سهمدت زمان 

ها دو بار به مـدت  کشت، محیط کشت رویی خالی شد و نمونه

شسته شدند. سپس محیط کشت قبلی بـا   PBSدقیقه توسط  20

جایگزین  )FBS( سرم جنین گاو درصد 10محیط کشت حاوي 

سـلول بـدون نمونـه     کشـت حـاوي   محیطاین آزمون، شد. در 

  گرفته شد. درنظرکنترل منفی  عنوانبه

  

  هاسلول مانیزندهبررسی  -2-8-2

 هـا نمونهروي سطح  Saos-2هاي سلول مانیزندهمیزان تکثیر و 

 مـورد  MTT11) Thiazol Tetrazolium (Methylآزمـون  توسط 

گرم میلی 05/0 محلولمیکرولیتر  100ارزیابی قرار گرفت. ابتدا 

) به محـیط  MTT1(محلول  نمک تترازولیوم برومایدلیتر بر میلی

 چهارو نمونه کنترل اضافه شد و به مدت  هانمونهکشت حاوي 

 درصـد  5و گـراد  درجه سانتی 37 ساعت داخل انکوباتور(دماي

ــاز  ــرار گرفــت. در اثــر افــزو    )2COگ ، MTTدن محلــول ق

هـا زنـده ایجـاد شـد.     بر سـلول  زوني نامحلول فرماهاکریستال

و تغییـر رنـگ محـیط     هـا کریسـتال سپس جهت حل کردن این 

ــت، ــر  500کش ــاوي میکرومت ــول ح و  )Hcl 1/0 )Merckمحل

و به مدت یک  به محیط کشت اضافه شد )Merck( یزوپروپنالا

ط کشـت رنگـی   محی درنهایتروز داخل انکوباتور قرار گرفت. 

 20و ظـرف کشـت بـه مـدت      شدبه داخل ظرف کشت منتقل 

طــب مــدل  (پیشــتاز دقیقــه داخــل شــیکر دســتگاه الایزاریــدر

Avecina     قرار داده شد و میزان جـذب نـوري در طـول مـوج (

  نانومتر خوانده شد. 570

  

   داربستسطح  بر هاسلولمورفولوژي  بررسی -2-8-3

الکترونی  میکروسکوپی با هانمونهسطح  بر هاسلولمورفولوژي 

 هـا نمونـه ي سـاز آمـاده مورد ارزیابی قرار گرفت. براي  روبشی

تحـت شـرایط اسـتریل از درون     هـا نمونهجهت تصویربرداري، 

ظرف کشت سلول خارج و به ظرف دیگري براي انجام فراینـد  

دو  PBSهـا بـا محلـول    سـلول ، ابتدا .شدها منتقل تثبیت سلول
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  1396، زمستان 4، شمارة 36مواد پیشرفته در مهندسی، سال   50

 
 پلی کاپرولاکتونداربست  ر میکروسکوپی الکترونی روبشی ازتصوی - 1 شکل

  

    
 (ب) (الف)

  Bداربست  ب)و  Aداربست  )الف: کاپرولاکتون یاز داربست پل یروبش یالکترون یتصویر میکروسکوپ - 2شکل 

  

محلول درون دقیقه  90براي مدت زمان  و شدشو داده شستمرتبه 

ها پس از خـروج از  نمونه د.قرار داده شدرصد  5/2گلوتارآلدهید 

اتانول بـا  عملیات آبگیري با و  شسته PBSبا  درون گلوتارآلدهید

 15ترتیـب بـه مـدت    به درصد 100و  90،80،70،60هاي غلظت

از الکل و خشک شدن  هانمونهدقیقه انجام گرفت. بعد از خروج 

میکروسـکوپی  با طلا پوشش داده شـد و توسـط    هانمونهنهایی، 

  .شدها مشاهده مورفولوژي سلول ،روبشیالکترونی 

  

  ارزیابی آماري -2-9

 t-studentهاي به دست آمده توسـط روش  مقایسه آماري داده

گرفته شده و  درنظر سه ها،شد. تعداد تکرار براي آزمون انجام

 شـده  گـزارش  معیـار  از انحـراف  ±نتایج به صورت میـانگین 

  .است

  نتایج و بحث  -3

  هانمونهو مورفولوژي سطح بررسی ساختار  -3-1

 آن سـاختار  د.دهمینشان را  PCLمورفولوژي سطح  )1شکل (

 191قطر الیـاف   متوسط نسبتاً غیریکنواخت با اندازهاز الیافی با 

از یـک   کـه  در الکتروریسی هنگامی است. تشکیل شده نانومتر

د بارها توانمیشود، پلیمر ناستفاده می  PCLمانند پلیمر غیررسانا

خـوبی در  تا جمع کننده با خود حمل کند، بنابراین پلیمر بـه  را

، پلیمر طبیعی PCLکه همراه با  شود. اما زمانیمیدان کشیده نمی

کراتین به ترکیب افزوده شود، محلول به خوبی، بارها را بر خود 

 شـود دارد و تا جمع کننده به خوبی در میدان کشیده مینگه می

]26[.   

 د کـه ده ـمیرا نشان  Aنه مورفولوژي نمو )الف -2(شکل 

گـره   بـدون نسبتاً یکنواخت و  اندازهداراي الیافی با  این ساختار
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  51  1396 زمستان، 4، شمارة 36مواد پیشرفته در مهندسی، سال 

 هیدروکسی آپاتیتها و متوسط اندازه ذرات  داربستمتوسط قطر الیاف در  - 2جدول 

 )نانومتر( هیدروکسی آپاتیتقطر ذرات   )نانومتر( قطر الیاف  نمونه

PCL 52/31 ±191   -  

A 86/10 ±184   -  

B 38/8 ±108  23/2 ±200  

  

  
  ها داربستنانومتوسط قطر الیاف در  - 3شکل 

) متوسط قطر الیاف در داربستB  نسبت به داربستA   وPCL ،05/0دار (معنیp<است ((  

  

و داربسـت   کاپرولاکتونپلیاست. با مقایسه میانگین قطر الیاف 

A ،ش درصد کراتین در ترکیب، قطر شود که با افزایمشاهده می

یابـد  نانومتر کاهش مـی  184 ± 86/10 الکتروریسی شدهالیاف 

ــه A داربســتکــاهش قطــر الیــاف در  ).2(جــدول  هــدایت  ب

محلـول الکتروریسـی کـه در اثـر      الکتریکی (رسانایی) مناسـب 

هـاي  . گـروه اسـت اضافه کردن کراتین ایجاد شده است، مرتبط 

، باعـث  هسـتند ه داراي بـار منفـی   آمینی موجود در کـراتین ک ـ 

 )ب -2(شـکل   .]8[ شوندمیافزایش هدایت الکتریکی محلول 

در این مرحله براي یافتن داربستی  .ددهمیرا نشان  Bداربست 

 PCLبا خواص بهینه، علاوه بر کراتین، هیدروکسی آپاتیـت بـا   

الکتروریسی شـد. واضـح اسـت کـه ایـن سـاختار داراي یـک        

الیافی با سایز نسبتاً یکنواخـت و  از  کشیده و صافمورفولوژي 

ذرات به صورت همگن در سطح الیاف، توزیع و با حداقل گره 

  است.  تشکیل شده

 یدروکس ـیهذرات در تصاویر میکروسکوپی متوسط انـدازه  

 ـ   آپاتیت  200ترتیـب حـدود   هروي سطح الیاف و قطـر الیـاف ب

بـه   HA). با افزودن 3(شکل  شدمحاسبه  نانومتر 108و  نانومتر

میـزان رسـانایی محلـول     و ، غلظت محلولگرانروي، Aمحلول 

قطـر الیـاف در    د که عاملی بر کـاهش یابمیالکترریسی افزایش 

یســکوزیته و ،. در روش الکتروریســی]27[ اســت B داربســت

شـتاب  محلول باید در حدي باشد که وقتی جریان باریک و پر 

در حـین الکتروریسـی تـرك    محلول پلیمري، نـوك سـوزن را   

زمان که محلول پلیمر به طرف صفحه جمـع کننـده   د، همکنمی

افزایش ویسـکوزیته اثـر متقابـل    د، کشیده شود. با کنمیحرکت 

محلـول   .شـود میاد ي پلیمر ایجهامولکولتري بین حلال و بیش

ي هـا مولکولد شومیبارهاي الکتریکی کشیده  تأثیروقتی تحت 

ي پلیمر در هم رفته هامولکولسر تاحلال تمایل دارند تا در سر

 تـأثیر ي حلال براي اینکه تحت هامولکولمنتشر شوند. بنابراین 

یابند و هدایت الکتریکـی  کشش سطحی تجمع یابند، کاهش می

  .]28[ند شومیو باعث کاهش قطر الیاف را افزایش داده 
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  هیدروکسی آپاتیت ج)کاپرولاکتون و پلی ب)کراتین،  الف) :سنجی مادون قرمز فوریه طیف - 4شکل 

 

  
 B داربست ب) و A داربست الف) :قرمز فوریه با تبدیل سنجی مادون فیط - 5شکل 

  

فوریـه کـراتین،    تبـدیل  ی مـادون قرمـز  ) طیـف سـنج  4در شکل (

بر  4000 -  400کاپرولاکتون و هیدروکسی آپاتیت در محدوده پلی

هـاي  مـوج  عـدد هـاي موجـود در   شود. پیکمشاهده می مترسانتی

هـاي  معـرف گـروه   مترسانتیبر  1306و  1580،مترسانتیبر  1703

. شـکل  ]23[الف)  - 4در کراتین است (شکل  3و  2و  1آمید نوع 

را نشـان  کـاپرولاکتون  پلیسنجی مادون قرمز فوریه طیف ب)  - 4(

، 1730ي هـا یمـوج  عددي ارتعاشی ظاهر شده در هاپیکد. دهمی

ترتیـب مـرتبط بـه    بـه  متـر سـانتی بر  2868و  2946 ،1167، 1053

تـرانس و سـیس در    2CHو ) C=O) ،(O-C(،  )C-O-C( هايگروه

بـر   1065 و 604 يهـا یمـوج  عـدد  .]11[ هستندکاپرولاکتون پلی

ــر  1457و 872 يهــاپیــک، (O-P-O) معــرف گــروه متــرســانتی ب

 متـر سانتیبر  3575 یموج عددمربوط به پیوند کربنات و  مترسانتی

. بنـابراین،  ]29[ )ج - 4(شکل  هستند HAدر  OHمنسوب به گروه 

 هـــاي معـــرف کـــراتین، پیـــک تمـــام ، حضـــور)5شـــکل (در 
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  هاداربستتخلخل و اندازه تخلخل  - 3جدول

  نوع داربست
  درصد تخلخل

  )درصد(

 تخلخل اندازه

  )میکرومتر(

PCL 4±72 24/0 ± 54/2  

A 5±81  17/0 ± 11/2  

B  3±90  3/0 ± 66/2  

  

 BETها در آزمون پارامترهاي مربوط به نمونه - 4 جدول

  ده کالیبراسیونمحدو  واجذب سطحی  جذب سطحی )مترمربع بر گرم( سطح ویژه  نمونه

A 51/0 ±989/5  37/0  36/0  44/6  

B  24/ 0±665/10  75/0  73/0  45/6  

  

آپاتیت بدون حضور ترکیب و کاپرولاکتون و هیدروکسی پلی

ــته  ــد ناخواس ــت  پیون ــر دو داربس ــاهده  Bو  Aاي در ه مش

  شود.می

  

  هاداربستآنالیز درصدتخلخل و سطح ویژه  -3-2

 و A ، Bهـاي داربسـت خـل  ) میـزان درصـد تخل  3در جـدول ( 

جایی مایع و اندازه تخلخل که بهکه با روش جاکاپرولاکتون پلی

 Image j افـزار نـرم الکترونـی و  میکروسـکوپی توسـط تصـاویر   

ي تهیه شـده بـا   هاداربستد. دهمیمحاسبه شده است را نشان 

که  هستند درصد 80روش الکتروریسی داراي تخلخل بالاتر از 

در مهندسـی بافـت اسـتخوان     هـا تخلخلاندازه  دستیابی به این

در سرتاسر فضاي  هاسلولامري ضروري براي انتشار یکنواخت 

درصـد تخلخـل بـراي     72. در این تحقیق، ]30[ استداربست 

که با افـزودن کـراتین بـه     شدمشاهده کاپرولاکتون پلیداربست 

درصـد   81، مقدار درصـد تخلخـل تـا    کاپرولاکتونپلیمحلول 

د کـه داربسـت کـراتین    ده ـیم ـافزایش یافت. این نتایج نشـان  

داربست مهندسی بافت استخوان به  عنوانبهد به تنهایی توانمین

به محلـول   آپاتیت یدروکسیهکاربرده شود. همچنین، با افزودن 

A در نمونــه  درصــد 90بــه  درصــد 81، درصــد تخلخــل ازB 

بـا درصـد تخلخـل زیـاد      Bافزایش یافت. بنـابراین، داربسـت   

  اسبی براي مهندسی بافت استخوان باشد. من ايهد گزینتوانمی

هاي کراتین در هر دو داربست با وجود کراتین، تورم زنجیره

داربست با توجه  د. در نتیجه حجمدهمیهاي آبی رخ در محیط

یابـد. بنـابراین، انـدازه    مـی  به شدت افـزایش  آنهادوستی به آب

بـه مراتـب بـزرگ و در     هـا داربستي ایجاد شده در هاتخلخل

). با توجه به اینکـه  3جدول ( شودمیمیکرون حاصل  دوحدود 

ي هـا سـلول انـدازه متوسـط تخلخـل در داربسـت بـراي نفـوذ       

ي مهندسـی بافـت اسـتخوان در    هـا داربستاستخوانی به درون 

ي سـاخته شـده   هـا داربستبنابراین  .]31[ استحدود میکرون 

داربسـت مهندسـی بافـت     عنوانبهداراي اندازه تخلخل مناسب 

  . هستنداستخوان 

میـزان سـطح    هـا نمونهدر اثر جذب و واجذب گاز توسط 

. با کاهش قطر الیاف شدمحاسبه  BETآزمون در  هانمونهویژه 

در مقایسه بـا داربسـت    B، سطح ویژه داربست Bدر داربست 

A 989/5 افزایش یافـت (جـدول    مترمربع بر گرم 665/10 به

). حضور نانوذرات هیدروکسی آپاتیـت در سـطح داربسـت    4

شـود. در حـین   مـی  Bسبب افزایش سطح ویـژه در داربسـت   

به همان میزان جـذب   B که داربست شدانجام آزمون مشاهده 

ت و مقــدار میـزان جــذب گــاز در  گـاز، واجــذب داشـته اس ــ 

دهنـده  دو برابر است که نشان Aسبت داربست به ن Bداربست 

نسـبت بـه    B داربسـت دو برابر بودن حجم کـل حفـرات در   

  است. Aداربست 
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  هاي متفاوتها در زماندرصد کاهش وزن نمونه - 5 جدول

  (%) )14روز (کاهش وزن   (%) )7روز (کاهش وزن   (%) )3روز (کاهش وزن   (%) )1روز (کاهش وزن   نمونه

A 2/0 ±5 24/0 ±14  24/1 ±17  56/2 ±24  

B 15/0 ±14  30/0 ±26  37/0 ±31  58/0 ±46  

  

  
ها بر سطح میزان رشد سلول *روز کشت ( سهپس از  Bو  Aهاي داربستسطح بر  Saos-2هاي میزان جذب نوري سلول - 6شکل 

  ) است)p<0/05دار (و کنترل، معنی A داربستنسبت به  B داربست

  

  هاداربستپذیري تخریب آنالیز رفتار زیست -3-3

ــاهش وزن داربســت  ــزان ک ) مشــاهده 5در جــدول ( Bو Aمی

ــی ــی م ــایج نشــان م ــود. نت ــراتین و  ش ــا وجــود ک ــه ب ــد ک ده

دهـد. میـزان   کاپرولاکتون تخریب در هر دو داربست رخ میپلی

با گذشت زمان تقریبـاً دو برابـر میـزان     Bکاهش وزن داربست 

هیدروکسـی   نانوذراتن . با افزوداست Aکاهش وزن داربست 

درصـد   آپاتیت در داربست، قطر الیاف کـاهش، سـطح ویـژه و   

 بـر بـا تحقیقـی کـه     ]27[. محققـین  یابـد مـی تخلخل افـزایش  

کتون/ هیدروکسـی  کامپوزیت پلی لاکتیک اسـید/ پلـی کـاپرولا   

 نـانوذرات آپاتیت انجام دادند، مشاهده کردنـد کـه بـا افـزودن     

دوستی کامپوزیت هیدروکسی آپاتیت به کامپوزیت پلیمري، آب

باعـث   آپاتیـت  یدروکس ـیه. بنـابراین، حضـور   یابدمیافزایش 

دوستی داربست و در نتیجه افـزایش نفـوذ محلـول    افزایش آب

د و تخریـب بیشـتري در   شـو یمبافر فسفات به درون داربست 

 همکـاران طور که مظفري و همان .]25[ شودمیداربست ایجاد 

زیسـت   بررا  آپاتیت یدروکسیهذرات  تأثیر، ايهمطالع در ]32[

 آپاتیـت  یدروکسیه / کاپرولاکتونپلی ي کامپوزیتپذیرتخریب

مورد بررسی قـرار دادنـد و نشـان دادنـد کـه در اثـر تخریـب        

، محیط  آپاتیت یدروکسیهداربست کامپوزیتی و حضور ذرات 

مقـدار   جـه و در نتی یابدمیمحلول افزایش  pH د وشومیقلیایی 

  .یابدمی افزایش ،HAحاوي ذرات داربست کاهش وزن 

  

 (MTT)بررسی میزان رشد و سمیت سلولی  -3-4

هـاي  ترتیب میزان جذب نوري توسط سلولبه )7(و  )6(شکل 

Saos-2  ــر ــتب ــاي داربس ــاویر  Bو  Aه ــکوپی و تص میکروس

د. ده ـمـی روز کشت نشـان   سهرا پس از  آنها بشیالکترونی رو

در مقایسـه بـا    Bداربسـت   بـر ي بیشتري هاسلولرشد تکثیر و 

هیدروکسـی  حضـور ذرات نانو  دلیلبه. شدمشاهده  Aداربست 
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 Bداربست  ج)و  Bداربست ب)  ،Aداربست  الف) Saos-2روز کشت سلول سه  پس از  میکروسکوپی الکترونی روبشی تصاویر - 7شکل 

  الیافنانوبا حضور ذرات کلسیم فسفات بر 

  

و کاهش قطر الیاف که منجر بـه افـزایش    Bت در داربست آپاتی

درصد سلول بر  480شود رشد و تکثیر تخلخل در داربست می

درصد رشـد   260با  Aدر مقایسه با داربست  Bسطح داربست 

دست آمـده بیـانگر زیسـت    شد. بنابراین نتایج بهسلول مشاهده 

ي نمونه درصد 100سازگاري عالی هر دو نمونه نسبت به تکثیر 

ــت.   ــی اس ــرل منف ــاران [کنت ــه ]11ادوارد و همک ــر مطالع اي ب

و وجود کـراتین   ندکراتین انجام داد کاپرولاکتون/کامپوزیت پلی

 سطح هاي استخوانی برسلولعالی رشد و تکثیر  را عاملی براي

 یدروکس ـینـانوذرات ه  ق،یتحق نیداربست گزارش کردند. در ا

رشـد بـیش از صـد درصـد      عـاملی مـؤثر بـر   عنـوان  آپاتیت به

 -7اسـت. در شـکل (   Bهاي استخوانی بر سطح داربست سلول

 Bهاي استخوانی را بر سـطح داربسـت   ب) تصویر رشد سلول

شود. با توجـه بـه حضـور ذرات نـانو هیدروکسـی      مشاهده می

، کلســیم فســفات بــر نانوالیــاف ایجــاد Bآپاتیــت در داربســت 

د، رشـد  شومیمشاهده  ج) -7طور که در شکل (شود. همانمی

در نقاطی از سطح داربست که ایـن ذرات وجـود دارد    هاسلول

  .استزیادتر 

  

  گیرينتیجه -4

هیدروکسـی   کاپرولاکتون/پلی کراتین/ نانوالیافدر این پژوهش 

ــه  ــت ب ــت  آپاتی ــا داربس ــد و ب ــاخته ش ــی س   روش الکتروریس

مـورد مقایسـه قـرار گرفـت. نتـایج      کـاپرولاکتون  پلـی  کراتین/

و افزایش میزان تخلخل، زیست  نانوالیاف، کاهش قطر هازمونآ

ــانوذراتي و ســطح ویــژه در داربســت داراي پــذیرتخریــب  ن

 یدروکس ـیهنسبت بـه داربسـت بـدون     را  آپاتیت یدروکسیه

ي هـا سـلول همچنین افـزایش رشـد و تکثیـر     نشان داد. آپاتیت

 بت به کنترل مشاهدهنس Bو Aي هاداربستسطح  براستخوانی 

 تـوان مـی بنابراین با توجه به نتایج حاصل از ایـن تحقیـق،    .شد

را گزینـه   هیدروکسی آپاتیـت  کاپرولاتون/پلی داربست کراتین/

  کار برد. مناسبی براي مهندسی بافت استخوان به
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  قدردانی

نویسندگان از مسئولین آزمایشگاه شیمی دانشـگاه آزاد اسـلامی   

دانشگاه صنعتی اصـفهان   واحد یزد و پژوهشکده نانو و نساجی

   ند.کنمیتشکر و قدردانی 

  نامهواژه

1. autograft  
2. allograft 
3. foreign body giant cells (FBGC)  
4. casting solvent 
5. Phase Separation 
6. Gas Foaming 

7. Scanning Electron Microscopy (SEM) 
8. Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (FTIR) 
9. in vitro 
10. fetal bovine serum (FBS) 
11. methyl thiazol tetrazolium (MTT) 
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