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 چكيده
 بـراي پليمـري    هـاي  كـارگيري داربـست    اي است كه اساس آن مبتني بر به        مهندسي بافت، علمي ميان رشته     :هدف
 چـسيندگي   بـراي سـلولي سـنتتيك      خـارج    عنوان ماتريكس  ها به  اين داربست از  . استبعدي بافت    گيري سه  شكل
بايـست از تركيـب     ميمواد زيستي مورد استفاده در مهندسي بافت    . شود استفاده مي ها، تكثير و تمايز سلولي       سلول

وينيـل   پلـي /كيتوزاندر پروژه حاضر، تركيب     .  مناسب برخوردار باشند   زيستيشيميايي، ساختار فيزيكي و عملكرد      
  .ت ترميم بافت عصبي انتخاب شده اسايبرعنوان داربست  الكل به

  در  مناسب شناسي ريختوينيل الكل با استحكام مكانيكي و        پلي/هاي كيتوزان   توليد داربست  براي :ها مواد و روش  
 ساده بـوده و     روش الكتروريسي نسبتاً  .  از روش الكتروريسي استفاده شد     U373هاي عصبي    كاشت و تكثير سلول   

سـازگاري داربـست بـا       ميـزان زيـست   پـس از آن     . بافت توليد كرد   في به فرم لايه نازك بي     وسيله آن اليا   توان به  مي
  .ي سلولي مورد بررسي قرار گرفتگي و ارزيابي ميزان چسبندزيستهاي  استفاده از آزمون

ين مأتضمن   85/15 با نسبت    وينيل الكل  پلي/كيتوزان آن هستند كه نانوكامپوزيت      گر نماياننتايج كسب شده     :نتايج
 به فـضاي درونـي مـاده زيـستي و           U373 هاي عصبي   و استحكام مكانيكي لازم، امكان رشد سلول       شناسي ريخت

بدين ترتيـب شـرايط لازم بـراي رشـد و           . كند صورت كنترل شده فراهم مي     ها را در طول زمان و به       جايگزيني آن 
  .شود توسعه سلولي و همچنين جدا شدن از بافت رشد يافته فراهم مي

سازگاري مناسـب و عـدم سـميت،          به دليل زيست   وينيل الكل  پلي/كيتوزانبا استفاده از نانوكامپوزيت      :گيري هنتيج
 ترميم آسيب وارده به اعصاب محيطـي        براي به نانوكامپوزيت    ها  و اتصال مناسب آن    U373هاي   امكان رشد سلول  

 .شود فراهم مي
  

  وينيل الكل، الكتروريسي  پلي مهندسي بافت، نانوكامپوزيت، كيتوزان،:واژگانكليد
 

   مقدمه-1
ينـدهاي  ا ترميم آسيب وارده به اعصاب محيطي بـه فر         براي

  باليني مختلفـي نيـاز اسـت كـه در برخـي از مـوارد بـا وجـود                   
  

  
 موفقيت لازم حاصل    (Microsurgical) ريزجراحيهاي   روش
  اي  امــروزه، اســتفاده از مهندســي بافــت روزنــه]. 1[شــود  نمــي
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 تـرميم بافـت عـصبي ايجـاد كـرده           برايز علم نوين را     جديد ا 
اي بـا هـدف      عنـوان علمـي بـين رشـته        مهندسي بافت به  . است

پـذير و بـا ديـدگاه        تخريـب  سازگار و زيست   توسعه مواد زيست  
هاي طبيعي، توجه بـسياري از متخصـصين         بهبود عملكرد بافت  

]. 2[جلـب نمـوده اسـت      علوم مهندسي و پزشكي را بـه خـود        
ي زيـست هـاي    لي مهندسي بافت، استفاده از جـايگزين      هدف اص 
 ترميم بافت آسيب ديده و احيـاي فعاليـت طبيعـي     براي مناسب

در اين ميان، ظهور و گـسترش علـوم و فنـاوري            . ]3 [استآن  
 سـاخت  بـراي ثري ؤكارهـاي م ـ  نانو موجب شـده اسـت تـا راه     

ــست ــه نانوكامپوزيــت پليمرهــاي   هــاي ســه دارب ــا پاي بعــدي ب
علت اسـتفاده از    . وجود آيد  سازگار به  زيست/پذير بتخري زيست

داربست، ايجاد محيطي مناسب و مشابه ماتريكس خارج سلولي       
(Extracellular Matrix: ECM)  ــه ســبب آن ــه ب  اســت ك

حمايت فيزيكي و تحريـك شـيميايي لازم بـراي رشـد سـلول              
  ].2[شود  جديد فراهم مي

ــين قــدم در طراحــي داربــست ده در هــاي قابــل اســتفا اول
بـدين  . اسـت مهندسي بافت عصبي، انتخـاب تركيـب مناسـب          

هاي طبيعـي و سـنتتيك       از طيف وسيعي از پليمر     توان مي منظور
وينيـل   پلـي /كيـب كيتـوزان   در اين مطالعه، تر   ]. 1[استفاده نمود   

عنوان  به (Chitosan/poly(vinyl alcohol): CS/PVA)الكل 
طي با ساختاري   پليمري خ  كيتوزان. داربست انتخاب شده است   

 (Chitin) كيتـين  كه از هيدروليز پليمر طبيعـي        استساكاريدي  
هاي آميني در كيتوزان، ايـن       به دليل وجود گروه   . آيد دست مي  به

پليمر داراي خصوصيات منحصر به فردي است كه از آن جملـه     
ي، غيرسـمي بـودن و سـازگاري بـا     زيـست تـوان بـه قابليـت        مي

با اين وجود بـه دليـل نامناسـب         . ودها اشاره نم   ها و بافت   سلول
اي از خصوصيات فيريكي اين پليمر از جمله قابليـت           بودن پاره 
، استفاده از كيتوزان در     (Elasticity)قابليت ارتجاعي   كششي و   

هـايي مواجـه     هاي مهندسي بافت بـا محـدوديت       برخي از زمينه  
 ارتقـاي خـصوصيات     بـراي بايـست    رو مـي   از اين ]. 4 ،2[است  

مر سنتتيك  و شيميايي آن از تركيب كيتوزان و نوعي پلي        فيزيكي  
ــون  ــود PVAهمچـ ــتفاده شـ ــرخ PVAاز . اسـ ــه دليـــل نـ  بـ

تـوان در    پـذيري مناسـب، مـي      تخريـب  زيـست /سـازگاري  زيست

 داراي خصوصيات   PVA. هاي مختلف پزشكي بهره گرفت     زمينه
  ].5[ مناسب بوده و قابليت بالايي در تشكيل فيبر دارد دوستي آب

هـاي    توليـد داربـست    بـراي هاي متعـددي     ن از روش  تاكنو
پليمري با خصوصيات ساختاري و مكـانيكي متفـاوت اسـتفاده           

 خـشك كـن     هـاي  تـوان بـه روش     اين بين مي   كه در  شده است 
 (Salt leaching)حذف نمـك   و (Freeze-drying) جماديان

 هـاي  هاي ذكر شـده بـا اسـتفاده از محلـول           در روش  .اشاره نمود 
متـر تـا     هـاي مختلـف از سـانتي       هايي در انـدازه    ربستپليمري، دا 

كـه در علـم      هـايي  امـروزه بـا پيـشرفت     . شـود  ميكرومتر تهيه مي  
نانوتكنولوژي حاصل شده است، سعي بر آن است كه اسـتفاده از            

در همـين   . دشـو تـر    هاي قـديمي   هاي نانو جايگزين مدل    داربست
ش هــاي مختلفــي بهــره گرفــت كــه رو تــوان از روش راســتا مــي

هـا   تـرين روش    از جمله رايج   (Electrospinning)الكتروريسي  
تكنيك ريسندگي الياف است كه وابسته بـه         الكتروريسي،. است

ي در  يوستاتيكي بوده و براي توليد الياف با قطرها       ترنيروهاي الك 
 اين تكنيك   .گيرد و ميكرومتر مورد استفاده قرار مي      محدوده نانو 

هاي زيادي را در زمينه توليـد      فتپيشر عنوان يك روش ساده،    به
اصـول  ]. 6[هاي پليمري يا مذاب داشـته اسـت          الياف از محلول  

كار به اين صورت است كه با قرار دادن يك الكترود در محلول             
كننده يا متصل كردن آن      پليمري و الكترود ديگر در صفحه جمع      

به زمين، يك پتانسيل الكتريكي بـين قطـره پليمـري يـا مـذاب               
كننده اليـاف اعمـال      شده در نوك سوزن و صفحه جمع      تشكيل  

وقتي ميدان الكتريكي اعمال شده بـه كـشش سـطحي           . شود مي
قطره غلبه پيدا كند، يك جريان پليمـري بـاردار از قطـره نـوك               

وسيله ميـدان    هكنترل مسير جريان باردار ب    . شود سوزن خارج مي  
ود خـاطر وج ـ   جريان خارج شده به   . پذيرد الكتريكي صورت مي  

نيروهاي دافعه بين بارهـاي موجـود در جريـان پليمـري دچـار              
شود تا بـه انـدازه       تر مي  ناپايداري خمشي شده و درازتر و نازك      

كننده قـرار گرفتـه    رسد؛ سپس روي يك صفحه جمع      نانومتر مي 
  ].7 ،3[آيد  و به حالت جامد در مي

 با (Cross linking) اتصال عرضيطور معمول از فرايند  به
 افـزايش مقاومـت     برايبات شيميايي همچون گلوتارآلدئيد     تركي

ــانيكي نانوكامپوزيــــت  پــــس از (Nano-composite) مكــ
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در پروژه حاضر، از تيمار حرارتي      . شود الكتروريسي استفاده مي  
 بـا   اتـصال عرضـي    بدون انجام فرايند     CS/PVAنانوكامپوزيت  

ده اسـتفاده ش ـ  افزايش مقاومت مكانيكي     برايتركيبات شيميايي   
 سـمي ناشـي از اسـتفاده از تركيبـات      آثاراست كه بدين ترتيب     

لازم بـه  . شـود  شيميايي بر ميزان رشد و تكثير سلولي تعديل مي       
 بـراي ذكر است كه تا به امروز از داربستي با شرايط ذكـر شـده               

جـايي   از آن  .هاي عصبي استفاده نشده است     رشد و تكثير سلول   
ها از اهميت    وسيله سلول  هها ب  كه بحث پذيرش سطح كامپوزيت    

 سـازگاري و  در حقيقت بيانگر زيـست  بالايي برخوردار است و
 پس از بررسـي     ،استهاي كامپوزيتي    پذيري نمونه  ميزان هدايت 

 داربست و ميزان مقاومت مكـانيكي       شناختي تاري و ريخت  ساخ
ها بر    ارزيابي اتصال و رشد سلول     برايي  زيستهاي   آزمون ازآن  

  ].10 -8 [ستفاده شده استسطح كامپوزيت ا
  

  ها  مواد و روش-2
 بـا   CS/PVA ساخت داربست نانوفيبري     -2-1

  استفاده از روش الكتروريسي
ــراي ــد    ب ــي رون ــوزان ط ــانوفيبري كيت ــشاي ن ــاخت غ  س

پودر، وزن مولكولي متوسـط،     [كيتوزان   گرم   02/0الكتروريسي،  
 )]، آمريكــاSigma-Aldrich(،  درصــد80درجــه استيلاســيون 

بـا   اسيد استيكليتر   ميلي8/0 ساعت در دماي اتاق در 3ت مد به
يكنـواختي ايجـاد     درصـد    3چرخش ملايم حل شد تا محلـول        

ــود ــشابه، . ش ــان م ــرم5/0 در زم ــدروليز  [ PVA  گ ــه هي   درج
ــيون  درصــد80 ــه پليمريزاس ، Sigma-Aldrich(، 2500، درج

ر  ساعت د 4مدت   يونيزه به   آب دي  ليتر  ميلي 2/4  نيز در  ])آمريكا
تحت چرخش آهسته قرار گرفت تـا  گراد   درجه سانتي  80دماي  

سـپس محلـول    .  ايحـاد شـود    ييكنـواخت  درصـد و     12محلول  
 70/30 و 75/25، 85/15 با درصدهاي حجمي  PVAكيتوزان و   

الكتروريسي پس از حذف كامل حبـاب از       . با هم مخلوط شدند   
 20فاصـله    وكيلوولـت    20محلول پليمري، تحت اعمال ولتـاژ       

 بـراي . كننده انجام شد   متر بين نوك سوزن و صفحه جمع       انتيس

دستيابي به ضخامت مناسب داربست كـه قابـل جـدا كـردن از              
  . ساعت وقت نياز است5كننده باشد به حدود  صفحه جمع

  
  هاي الكتروريسي شده گيري از داربست  عصاره-2-2

ــرايهــا  گيــري از داربــست عــصاره  بررســي غيرمــستقيم ب
انجـام   ISO 10993-5ها بر طبق اسـتاندارد    آنسازگاري زيست
متـر    سـانتي  1هاي كامپوزيتي با سطح مقطـع        كليه نمونه . گرفت
ور شده   غوطه(RPMI 1640)محيط كشت  ليتر  ميلي1در مربع 

 و 7،  3ها در روزهاي     پذيري سلول  و براي بررسي ميزان زيست    
  . انكوبه شدندگراد  درجه سانتي37 در دماي 14

  
  ت سلول كش-2-3

، U373) Human Glioblastoma-Astrocytomaرده سلولي 
  و غلظـت   RPMI 1640 در محـيط كـشت  ) بانك سـلولي ايـران  

، FBS (Fetal Bovine Serum)) Sigma-Aldrich  درصـد 10
  استرپتومايسين-سيلين بيوتيكي پني  مخلوط آنتي درصد1و ) آمريكا

(Penicillin-Streptomycin) (GIBCO)    شده و در    كشت داده
هـا   سـلول .  انكوبه شد  Co2  درصد 5و   گراد درجه سانتي  37دماي  
  . بار پاساژ دادن مورد استفاده قرار گرفتند8 -4 پس از
  

 شناسي  خصوصيت-2-4

 CS/PVA نانوفيبرهاي شناسي ريختبررسي  -2-4-1
ي نانوفيبرهاي حاصـل از رونـد الكتروريـسي بـا           شناس ريخت

 Scanning Electron) روبشيني استفاده از ميكروسكوپ الكترو

Microscope: SEM) )Zeissها  كليه نمونه. تعيين شد) ، آلمان
 هـاي مربـوط    عكس اي از طلا پوشانده شده و سپس       ابتدا با لايه  

  . تهيه شدندكيلوولت 20با اعمال ولتاژ 
  

  CS/PVA بررسي خصوصيات مكانيكي داربست -2-4-2
ستفاده از دستگاه    با ا  CS/PVAقابليت كششي نانوفيبرهاي    

. محاسبه شـد ) ، برزيلEMCI DL 3000(محوري  كششي تك

http://daneshresan.com/
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 سلول باردار مجهز بوده و سرعت پيستون در         50اين دستگاه به    
مقـدار ميـانگين تـنش و       .  تنظيم شده بود   متر در هر ثانيه     ميلي 5

بـا  . كرنش در لحظه پارگي با توجه به مقدار كنترل تعيـين شـد            
، فيبرهــاي ASTM D882-02 (2002)توجــه بــه اســتاندارد 

) عـرض طـول ( متـر   ميلي 604الكتروريسي شده درقطعات    
 بـار تكـرار     3 ميزان تنش و كرنش براي هـر نمونـه           .تهيه شدند 

  .شده و مقدار ميانگين آن محاسبه شد
  

ــست -2-4-3 ــستقيم زي ــي غيرم ــازگاري   بررس س
  CS/PVAهاي  نانوكامپوزيت

ــست  ــزان زي لـول  مي ــذيري سـ ــشت داده شـ ـ  پ اـي ك ــر هـ ده ب
متيـل    دي -5 و 4( -3ك   استفاده از نم    با CS/PVAهاي   نانوكامپوزيت

ــازول ــد    دي-5 و y- 1(- 2 -2 -تري ــوم برومي ــري تترازولي ــل ت    فني
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide: MTT). 

)Sigma-Aldrich، ــا ــي ) آمريكـ ــدبررسـ ــدار . شـ ــدا مقـ ابتـ
اشته شده و در دماي     اي ك   خانه 96ر پليت    د U373سلول  1042
  ساعت انكوبـه 24مدت  به Co2  درصد5 و گراد  درجه سانتي37

هــا  ايــن مــدت، عــصاره تهيــه شــده از داربــست پــس از. شــدند
 24پس از   . هاي پليت شد   جايگزين محيط كشت موجود در خانه     

هاي پليـت خـارج و       ساعت انكوباسيون، عصاره داربست از خانه     
 سـاعت   4پـس از    . ها اضـافه شـد     يك از آن    به هر  MTTمحلول  

 خـارج   MTT، محلول   گراد  درجه سانتي  37انكوباسيون در دماي    
ها افزود شد و پـس   يك از خانه  شده و محلول ايزوپروپانول به هر     

  الايزا هاي با استفاده از ميكروپليت    دقيقه انكوباسيون مجدد،     15از  
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA). 

  .تعيين شد نانومتر 570ميزان جذب در 
 

ــر   -2-4-4 ــلولي ب ــسبندگي س ــزان چ ــي مي  بررس
  CS/PVAهاي  نانوكامپوزيت

   سـلول بـه     1042 ارزيابي ميـزان چـسبندگي سـلولي،         براي
.  كاشـته شـد    CS/PVAهاي   ازاي هر نمونه روي سطح كامپوزيت     

 ـ          ايجاد چسبندگي اوليه، سلول    براي دكي از  هـا بـه همـراه ميـزان ان

هـا ريختـه      ساعت روي سـطح كامپوزيـت      4مدت   محيط كشت به  
   و RPMI 1640 محـيط  ليتـر   ميلـي 2پـس از ايـن مـدت،    . شدند

اي افـزوده     خانـه  24هاي پليـت     يك از خانه    به هر  FBS درصد   10
درجـه   37ر دماي    د 14و   7 ،3 ،1شده و براي بررسي در روزهاي       

يـك از روزهـاي      در هـر  . انكوبه شدند  Co2  درصد 5و  گراد   سانتي
    درصــد 25هــا بــا اســتفاده از محلــول     ذكــر شــده، ســلول  

 EDTA (Trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid)/تريپسين
)Sigma-Aldrichــا ــسفاته  در) ، آمريكــ ــافري فــ ــك بــ    نمــ

(Phosphate Buffered Saline: PBS)) 4/7= pH( از كــف 
پـس از   . پليت جدا و سپس با محيط كشت شستشو داده شـدند          

 بلـو  پـان ي محلـول تر    درصـد  2/0 تهيه سوسپانسيون سـلولي در    
(Trypan blue)) 1:1،هاي زنده  ، تعداد سلول)حجمي/ حجمي

  . محاسبه شد)، آلمانZeiss(با استفاده از ميكروسكوپ نوري 
  

هـاي كاشـته      سلول شناسي ريخت بررسي   -2-4-5
 CS/PVAشده روي نانوفيبرهاي 

ته شـده روي نانوفيبرهـاي      هـاي كاش ـ    سـلول  شناسـي  ريخت
CS/PVA     با استفاده از SEM   هاي   سلول. شد بررسيU373   بـا 

هاي موجـود در پليـت        روي سطح نانوكامپوزيت   1042 چگالي
و  گراد درجه سانتي  37ها در دماي     پليت. اي كاشته شدند    خانه 24
پـس از ايـن زمـان،    .  روز انكوبـه شـدند     7مدت   به Co2  درصد 5

 دقيقه تثبيت شـده و    15مدت    به  درصد 4رمالدئيد  ها در پاراف   نمونه
 )حجمي/ درصد حجمي  100 -50(هاي مختلف اتانول     در غلظت 

 خشك شدن در زيـر هـود        برايها   ، نمونه  سپس .شدندزدايي   آب
  .ندشد آماده SEM مشاهده با برايقرار داده شده و بدين ترتيب 

  
   آناليز آماري-2-4-6

 14نـسخه    SPSSافزار   از نرم ي با استفاده    هاي كم  كليه داده 
آزمون آماري استفاده شـده در      . مورد ارزيابي آماري قرار گرفتند    

در ضمن  . بود (ANOVA)آنووا  اين مطالعه، آزمون پارامتريك     
  .تعيين شد P>05/0داري در سطح  سطح معني
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  نتايج -3
 نانوكامپوزيــت شناســي ريخــت ارزيــابي -3-1

CS/PVA  
از  ها بر سـطح كامپوزيـت،      لول ارزيابي اتصال و رشد س     براي

نتـايج  . شـود   تـصويربرداري مـي  SEMها به كمـك    سطوح نمونه 
 تـشكيل سـاختارهاي     بيـانگر حاصل از ميكروسـكوپ الكترونـي       

  فاقـد   كـه    اسـت  CS/PVA در نانوكامپوزيت    يكنواختپيوسته و   
  

ه كننـد تأييـد  اين مسأله . بوده و از قطر يكنواختي برخوردارند  دانه
چـسبندگي  هاي انتخاب شـده داراي    كه غلظت اين مطلب است  

(Viscosity)         كافي بوده و زنجيرهاي پليمري درگيري خوبي با 
اند كه منجر به عـدم تـشكيل دانـه در نانوفيبرهـا              يكديگر داشته 
بــا ايــن وجــود، ميــزان يكنــواختي در ). 1 شــكل(شــده اســت 

بـه مراتـب بيـشتر از        85/15 با نسبت    CS/PVAنانوكامپوزيت  
گونـه اخـتلاف      ولـي هـيچ    اسـت  CS/PVAهاي   اربستساير د 

  .ها وجود ندارد داري بين آن يمعن

  ج  ب  الف

        
  
نـانوفيبر  ) ج،  75/25 بـا نـسبت      CS/PVAنـانوفيبر   ) ب،  70/30 با نسبت    CS/PVA نانوفيبر   )الف ؛CS/PVA از نانوفيبرهاي الكتروريسي شده      SEMاوير   تص 1شكل  

CS/PVA    هاي   از نانوكامپوزيتيكنواختگونه كه در تصاوير مشخص است، ساختارهايي پيوسته و      همان .85/15 با نسبتCS/PVA بوده  فاقد دانه ايجاد شده است كه
  ).×2000: بزرگنمايي (.و از قطر يكنواختي برخوردارند

  

اـنيكي نانوكامپوزيـت        -3-2  ارزيابي خـصوصيات مك
CS/PVA 

سـازي    بهينـه پـذيري روش الكتروريـسي امكـان    قابليت تطبيق 
جمله خصوصيات مكانيكي ساختار فيبـري را        خواص داربست از  

 نمايــانگر قابليــت مكــانيكي نــانوفيبر 2شــكل . ســازد فــراهم مــي
CS/PVA برطبق نتايج كسب شده، مشخص شده است كه        . است

 مقـداري مـابين     نظـر  از   CS/PVAميزان قدرت مكانيكي نانوفيبر     
 و  كيتـوزان ي تشكيل شـده     يك از فيبرها   ميزان قدرت مكانيكي هر   

PVA    گونه كه در شكل    همان.  است  خالص طي روند الكتروريسي
 بـا   CS/PVAمشخص است، ميـزان مقاومـت مكـانيكي نـانوفيبر           

  .استتر  ها مطلوب  درمقايسه با ساير نسبت85/15نسبت 

  
  

 خالص، PVA) الف ؛CS/PVA خصوصيات مكانيكي نانوكامپوزيت 2شكل 
 CS/PVA )د ،75/25 با نسبت CS/PVA )ج، 85/15 با نسبت CS/PVA )ب

   خالصCS )ه ،70/30با نسبت
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سـازگاري نانوفيبرهـاي      ارزيابي زيـست   -3-3
CS/PVA 

هـا در    سازگاري مناسب سلول    زيست نشانگردست آمده    هنتايج ب 
 U373هـاي     در مورد سـلول    .استها   مجاورت عصاره داربست  

 بـا   CS/PVAت  بيشترين ميزان تكثير سلولي روي نانوكامپوزي ـ     
تـوان گفـت كـه بـا          مـي  تقريباً.  اتفاق افتاده است   85/15نسبت  

پذيري  ها، ميزان زيست    در داربست  CS به   PVAافزايش نسبت   
لازم بـه ذكـر اسـت كـه         . سلولي هم افزايش پيـدا كـرده اسـت        

هـاي   هـا بـا نـسبت     داري ما بين داربـست     گونه تفاوت معني   هيچ
  .)3ل شك( مشاهده نشده است CS/PVAمختلف 

  

  
  

 ؛CS/PVA روي نانوكامپوزيـت     U373هـاي    پـذيري سـلول     زيـست  3شكل  
پـذيري نانوكامپوزيـت     گونه كه در شكل مشخص است، ميـزان زيـست          همان

CS/PVA ها بيشتر است  در مقايسه با ساير نانوكامپوزيت85/15 با نسبت.  
  

- ارزيابي ميزان چسبندگي سلولي بر نانو      -3-4
 CS/PVAهاي  كامپوزيت

هـا نـشان     ايج مربوط به چسبندگي سلولي بر سطح داربست       نت
 ؛داد كه با افزايش زمان كشت، تكثير سلولي افزايش پيدا كرده است       

و كمتـرين آن در روز   14طوري كه بيشترين ميزان تكثير در روز    به
طور كلي در اين مطالعه، تكثير سـلولي روي         به.  اتفاق افتاده است   1

هاي كنترل بالاتر بوده است كه       وه نسبت به گر   CS/PVAداربست  
 اهداف  براي مناسب بودن ساختار داربست تهيه شده        بيانگراين امر   

  ).4شكل  (استمهندسي بافت 

  
  

 بيشترين ؛CS/PVA روي نانوكامپوزيت U373هاي   چسبندگي سلول 4شكل  
  . حاصل شده است14ميزان تكثير سلولي در روز 

  

 كاشـته   هاي  سلول شناسي ريختارزيابي   -3-5
 CS/PVAشده روي نانوفيبر 

 رشـد   U373هـاي     از سـلول   SEM نمايانگر تصاوير    5شكل  
 است آن بيانگرشواهد موجود . است CS/PVAيافته روي نانوفيبر    

بعدي  خوبي در ميان نانوفيبرها نفوذ كرده و شبكه سه         ها به  كه سلول 
 گربيانشبكه سلولي ايجاد شده . اد شده استجها اي مناسبي از سلول

  .استيند كاشت ا سلول طي فرشناختي ريختحفظ خصوصيات 
  

  الف

  
  ب

  
  

؛ CS/PVA رشد يافته روي نـانوفيبر       U373هاي    از سلول  SEM تصاوير   5شكل  
ها  بعدي مناسبي از سلول    خوبي در ميان نانوفيبرها نفوذ كرده و شبكه سه         ها به  سلول

  ).×2000 :بزرگنمايي (.ايجاد شده است
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   بحث-4
 ترميم آسيب وارده به اعصاب محيطـي        برايمعمول  طور   به
با ايـن وجـود بـه       . شود يندهاي باليني مختلف استفاده مي    ااز فر 

 از جملـه    ريزجراحـي   هـاي موجـود در روش      دليل محـدوديت  
هاي عصبي  هاي گليال و عدم فعاليت صحيح سلول       تشكيل زخم 

ي زيـست هاي   در محل پيوند، محققين بر آن شدند كه از داربست         
]. 11[ دستيابي به اهـداف والاتـر اسـتفاده نماينـد            برايناسب  م

 كـه   هستندهايي در مهندسي بافت عصبي قابل استفاده         داربست
 ساختار مناسبي را پس ؛قادر به پر كردن محل آسيب ديده باشند      

از عمل پيوند ايجاد كرده و بـدين سـبب باعـث كـاهش پاسـخ             
ه از داربـست،    علـت اسـتفاد   ]. 12[ايمني در محل پيوند شـوند       

 كـه بـه سـبب آن        اسـت  ECMايجاد محيطي مناسب و مـشابه       
شـود   هاي آسيب ديده فراهم مـي       ترميم سلول  برايشرايط لازم   

در اين مطالعه از ميان طيف وسيع پليمرهاي قابـل اسـتفاده       ]. 2[
وينيـل الكـل     در مهندسي بافت عصبي، پليمرهاي كيتوزان و پلي       

ز تركيب پليمري دو مـاده مـذكور        استفاده ا ]. 1[اند   انتخاب شده 
 از (hydrogel Structure) به علت تشكيل ساختار هيدروژلي

شماري برخوردار است و اين به علت شـباهت زيـاد            اهميت بي 
 و نــرخ ECMســاختار هيــدروژل تــشكيل شــده بــه تركيبــات 

لازم بـه ذكـر     ]. 14،  13 [اسـت پذيري آن    تخريب مناسب زيست 
هـا    و مـشتقات آن    ECMت طبيعـي    است كه استفاده از تركيبـا     

هـدف از  . يـست عنوان داربست در مهندسي بافـت مطلـوب ن       به
ــرايط     ــت در ش ــد باف ــرميم و تولي ــسريع ت ــت، ت ــي باف مهندس
آزمايشگاهي است، در حالي كه ايجاد بافـت در حالـت طبيعـي             

  ].15، 2[به زمان بيشتري نياز دارد 
 ســاخت فيبرهــاي بــرايهــاي فراوانــي  در گذشــته تــلاش

توزان به روش الكتروريسي انجـام گرفتـه اسـت كـه جـز در               كي
 (Haung) هانگ .موارد اندكي موفقيت لازم حاصل نشده است      

اولين گروهي بودند كه توانـستند نانوفيبرهـاي   ] 16[و همكاران  
. الكتروريسي شده كيتوزان را از محلول اسيد استيك تهيه نمايند         

 الكتروريـسي،   نـد فرايوجود آمدن    هيكي از شرايط ضروري در ب     
در . اسـت  مناسب   چسبندگيداشتن محلولي با وزن مولكولي و       

 الكتروريسي كه جريان پليمري خارج شده از نـوك          فرايندطول  
گيـرد،   سوزن، تحت كشش ناشي از دافعة بـين بارهـا قـرار مـي             

درگيري زنجيرهـاي مولكـولي از پـارگي جريـان الكتروريـسي            
صـورت   مـري را بـه    كشش ديده جلوگيري كـرده و جريـان پلي        

هـاي پليمـري قابليـت       دارد؛ در نتيجـه محلـول      پيوسته نگه مـي   
افزايش غلظـت    با   . الكتروريسي را ندارند   فرايند در   فيبرتشكيل  

در ايـن   .  محلول را افزايش داد    چسبندگيتوان ميزان    محلول مي 
حالت، در اثر بيشتر شدن درگيـري زنجيرهـاي پليمـري ميـزان             

و همكـارانش    (Koh) كـوه ]. 7،  6 [يابـد   افزايش مي  چسبندگي
 ـ          ] 8[ وجـود   هنشان دادند كه درگيـري زنجيرهـاي پليمـري در ب

در نانوفيبرها يا پارگي جريان الكتروريـسي و تبـديل           آمدن دانه 
چنـد كـه داشـتن       هـر . آن به قطـرات كوچـك اثـر مهمـي دارد          

 الكتروريسي ضروري اسـت امـا       فرايند مناسب براي    چسبندگي
ر خيلـي زيـاد، باعـث مـشكل شـدن پمپـاژ         افزايش آن به مقـدا    

ممكن است محلول    محلول از سوزن الكتروريسي خواهد شد و      
]. 6[قبل از شروع الكتروريسي، در نـوك سـوزن خـشك شـود          

ــراي ــتفاده از روش     ب ــا اس ــوزان ب ــاي كيت ــاخت نانوفيبره  س
يجاد بانـدهاي هيـدروژني      از ا  نحوي بايست به  الكتروريسي، مي 

يكي از موانع اصلي عـدم تـشكيل نانوفيبرهـاي          . جلوگيري كرد 
 اسـت كيتوزان در روند الكتروريسي، ايجاد باندهاي هيـدروژني     

  درصد 12توان اين امر را با افزايش محلول پليمري          كه مي ] 14[
PVA    كيتـوزان تعـديل كـرد       درصد 3 به محلول . PVA  داراي

اسب بوده و قابليت بالايي در تشكيل       دوستي من  خصوصيات آب 
قابل ذكر است كه برخي از پارامترهاي تشكيل نـانوفيبر           .فيبر دارد 

CS/PVA از جملــه وزن مولكــولي كيتــوزان و رونــد آميختگــي 
 بر ميـزان قـدرت مكـانيكي        PVA و   كيتوزانهاي پليمري    محلول
وزن مولكـولي پليمـر معـرف طـول         . ثيرگذار اسـت  أها ت  داربست
كه طول زنجيرهـا ميـزان       اي پليمري بوده و با توجه به اين       زنجيره

كنــد، افــزايش وزن  درگيــري زنجيرهــا در حــلال را تعيــين مــي 
 شـده و بـدين ترتيـب        چسبندگيباعث افزايش    كيتوزانمولكولي  

طي روند الكتروريـسي     CS/PVAميزان پراكنش محلول پليمري     
 مكـانيكي   در اين حالت، ميزان استحكام    ]. 17[شود   يكنواخت مي 

  .حاصل شده بيشتر خواهد بود CS/PVAفيبرهاي 
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هـا در    گيري و سنجش قابليت حيات و رشـد سـلول          اندازه
. آيد حساب مي  بسياري از تحقيقات يك معيار بسيار ارزشمند به       

خطـر و دقيـق      هاي تترازوليوم روش مطمئن، بي     استفاده از نمك  
زرد رنـگ،   نمـك   . آيـد  حساب مي  عناصر راديواكتيو به   مبتني بر 

هـاي زنـده جـذب شـده و          وسيله سـلول    به (MTT)تترازوليوم  
 (Formazan) هــاي بــنفش رنــگ نــامحلول فرمــازان كريــستال

ايـن  . شـوند  گردند كه با افزودن يك شوينده حل مي        تشكيل مي 
گيـري   ههاي اسپكتروفتومتري قابل سنجش و انداز      رنگ با روش  

ها  تعداد سلول  خطي ميان    ه يك رابط  ،براي هر نوع سلول   . است
گيري شده وجود دارد كه اين رابطه امكـان   هو ميزان جذب انداز 

 فـراهم    را هـا  تعيين دقيق هرگونه تغييرات در ميزان تكثير سلول       
نشان داد كـه بـا       MTTطور كلي نتايج آزمون      به. ]18[سازد   مي

هــا، ميــزان  در داربــست  درصــد85بــه  PVAافــزايش درصــد 
نتيجه ميزان تكثير سـلولي بـه دليـل         ها و در     سازگاري آن  زيست

طبـق نتـايج    . كنـد  مطلوبيت ساختار داربست افـزايش پيـدا مـي        
هـايي   حاصل از آناليز آماري، ميزان رشد و تكثير در مورد نمونه          

شود كـه در   باشند با اهميت تلقي مي P value>05/0كه داراي 
ــت   ــورد نانوكامپوزي ــه دادهCS/PVAم ــادير    كلي ــا داراي مق ه

تـوان نتيجـه     بنابراين مي . ري نسبت به گروه كنترل بودند     دا معني
سازگاري مطلوبي    از زيست  CS/PVAگرفت كه نانوكامپوزيت    

  .است برخوردار U373هاي عصبي   رشد سلولبراي
هـا بـر     دست آمده در مورد توانايي چسبيدن سـلول        هنتايج ب 

هـاي مـورد اسـتفاده       ها، نشان داد كه تمامي سلول      روي داربست 
ين مطالعه، توانايي اتصال و در پي آن تكثير سلولي را روي            در ا 

ها  عبارت ديگر، اين نانوكامپوزيت     به.  دارند CS/PVAداربست  
توانستند شرايط فيزيكي و شيميايي مناسـبي را بـراي چـسبيدن            

ــلول ــد  س ــراهم آورن ــا ف ــه. ه ــط   مطالع ــه توس ــاركاي ك  نيمن
(Neamnark)    اد كـه   صورت گرفت، نـشان د    ] 19[ و همكاران
ــت ــلول H-Chitosan نانوكامپوزي ــسبيدن س ــود   ، چ ــا را بهب ه

همكـاران    و (Costa-Junior) كاستاجونيورهمچنين  . بخشد مي
 CS/PVA هـاي  در مطالعه ديگري نشان دادند كه نانوكامپوزيت      

داراي وضـيعت مناسـبي     گلوتارآلدئيـد     بـا  داراي اتصال عرضي  
لعه حاضر نيز    مطا  در ].14[د  نهستبراي چسبيدن و رشد سلولي      

كار گرفته شده علاوه بر داشتن ابعـادي در حـد            ههاي ب  داربست
، قادرنـد چـسبيدن و      اتصال عرضـي  يند  انانومتر، بدون انجام فر   

رشد سلولي را تحريك نمايند كه دستيابي بـه آن تـا بـه امـروز                
 پليمرهـا در سـاختار      اتـصال عرضـي   علـت   . حاصل نشده بـود   

 است؛ اين در حـالي اسـت        داربست، ايجاد ساختاري يكنواخت   
 مـشخص   SEMگونه كه در تصاوير      كه در مطالعه حاضر، همان    

 پليمرهــاي موجــود در ســاختار اتــصال عرضــياســت، بــدون 
 رشــد و بــراي و مناســب يكنواخــتنانوكامپوزيــت ســاختاري 

چـسبندگي سـلولي فـراهم شـده و عـوارض ناشـي از ســميت       
  .شود  رشد سلولي تعديل ميبرايگلوتارآلدئيد 

ترين ضعف مواد زيستي كه در حـال         كه مهم   توجه به اين   با
روند، استحكام پايين و   كار مي   ترميم بافت عصبي به    برايحاضر  

رسـد كـه    نظـر مـي   ، بـه ]1 [اسـت هـا   قابليت هدايت ضعيف آن   
 بـا توجـه بـه       CS/PVAكارگيري ساختارهاي نانوكامپوزيتي     به

مكـانيكي  مين استحكام   أهاي عصبي، ضمن ت    نوع و شرايط بافت   
هـاي عـصبي بـه فـضاي درونـي مـاده           لازم، امكان رشد سـلول    
صورت كنترل شده    ها در طول زمان و به      زيستي و جايگزيني آن   

نحوي كه سرعت جذب ماده زيستي با سرعت ترميم و التيـام             به
سـازگاري مناسـب     زيستنموده و   را فراهم    بافت متناسب باشد  

ــلول   ــسبندگي س ــر و چ ــه تكثي ــر ب ــاي  آن منج  روي U373ه
بــدين ترتيــب، امكــان اســتفاده از . نانوكامپوزيــت شــده اســت

عنوان داربـست در مهندسـي بافـت          به CS/PVAنانوكامپوزيت  
توان بـا جـايگزين كـردن         علاوه بر اين، مي    .شود عصبي فراهم مي  

هاي پليمري در ترميم آسيب وارده بـه اعـصاب           استفاده از داربست  
  .هاي باليني را تعديل كرد هاي موجود در روش محيطي، محدوديت

  

 قدرداني و تشكر -5
تحقيق با حمايت مالي بانك سلولي ايران و پارك علـم            اين

 كه دانند مي لازم نويسندگان. و فناوري گيلان انجام گرفته است     
وسـيله   بدين. نمايند قدرداني و تشكر مراكزاين   مالي حمايت از

قاي رادفر و كليه    زاده و آ   هاي جناب آقاي دكتر امان     از مساعدت 
 .شود  بانك سلولي ايران سپاسگزاري ميسنلپر

  
  



  1388 پاييز 3 شماره 12دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

59  

  

   منابع-6
[1] Willerth SM, Sakiyama-Elbert SE. Approaches 

to neural tissue engineering using scaffolds for 

drug delivery. Adv Drug Deliv Rev 2007; 

59(4-5): 325-38. 

[2] Khademhosseini A, Langer R, Borenstein J, 

Vacanti JP. Microscale technologies for tissue 

engineering and biology. Proc Natl Acad Sci U 

S A 2006; 103(8): 2480-7. 

[3] Ma PX. Biomimetic materials for tissue 

engineering. Adv Drug Deliv Rev 2008; 60(2): 

184-98. 

[4] Ignatova M, Starbova K, Markova N, 

Manolova N, Rashkov I. Electrospun nano-

fibre mats with antibacterial properties from 

quaternised chitosan and poly(vinyl alcohol). 

Carbohydr Res 2006; 341(12): 2098-107. 

[5] Duan B, Wu L, Li X, Yuan X, Li X, Zhang Y, 

Yao K. Degradation of electrospun PLGA-

chitosan/PVA membranes and their 

cytocompatibility in vitro. J Biomater Sci 

Polym Ed 2007; 18(1): 95-115. 

[6] Sill TJ, von Recum HA. Electrospinning: 

applications in drug delivery and tissue  

engineering. Biomaterials 2008; 29(13): 1989-2006. 

[7] Agarwal S, Wendroff J, Greiner A. Use of 

electrospinning technique for biomedical 

applications. J Polymer 2008; 49(3): 5603-21. 

[8] Koh HS, Yong T, Chan CK, Ramakrishna S. 

Enhancement of neurite outgrowth using nano-

structured scaffolds coupled with laminin. 

Biomaterials 2008; 29(26): 3574-82. 

[9] Oh SH, Kim JH, Song KS, Jeon BH, Yoon JH,  

Seo TB, Namgung U, Lee IW, Lee JH. 

Peripheral nerve regeneration within an 

asymmetrically porous PLGA/Pluronic F127 

nerve guide conduit. Biomaterials 2008; 

29(11): 1601-9. 

[10] Chew SY, Mi R, Hoke A, Leong KW. Aligned 

Protein-Polymer Composite Fibers Enhance 

Nerve Regeneration: A Potential Tissue-

Engineering Platform. Adv Funct Mater 2007; 

17(8): 1288-96. 

[11] Uebersax L, Mattotti M, Papaloïzos M, Merkle 

HP, Gander B, Meinel L. Silk fibroin matrices 

for the controlled release of nerve growth 

factor (NGF). Biomaterials 2007; 28(30): 

4449-60. 

[12] Pfister LA, Alther E, Papaloïzos M, Merkle 

HP, Gander B. Controlled nerve growth factor 

release from multi-ply alginate/chitosan-based 

nerve conduits. Eur J Pharm Biopharm 2008; 

69(2): 563-72. 

[13] Drury JL, Mooney DJ. Hydrogels for tissue 

engineering: scaffold design variables and 

applications. Biomaterials 2003; 24(24): 4337-51. 

[14] Costa-Junior E, Barbosa-Stacioli E, Mansur A, 

Vasconcelos W, Mansur H. Preparation and 

characterization of chitosan/poly (vinyl 

alcohol) chemically crooslinked blends for 

biomedical application. Carbohydr Polymer 

2008; 65(3): 243-56. 

[15] Harrison BS, Atala A. Carbon nanotube 

applications for tissue engineering. Biomaterials 

2007; 28(2): 344-53. 

[16] Huang XJ, Ge D, Xu ZK. Preparation and 

characterization of stable chitosan nanofibrous 

membrane for lipase immobilization. 

Eurpolymj 2007; 43(9): 3710-8. 



   و همكارانطلب  فاطمه متقي  هاي عصبي  سلول تكثيربراينانوكامپوزيت سازگاري  زيست
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

60  

[17] Chuachamsai A, Lertviriyasawat S, 

Danwanichakul P. Spinnability and defect 

formation of chitosan/poly vinyl alcohol 

electrospun nanofibers.Thammasat Int J Sci 

Tech 2008; 13: 24-9. 

[18] Bose S, Darsell J, kintner M, Hosick H, 

Bandyopadhyay A. Pore size and pore volume 

effects on alumina and TCP ceramic scaffolds. 

Mater Sci Eng C 2003; 23(4): 479-86. 

[19] Neamnark A, Sanchavanakit N, Pavasant P, 

Rujiravanit R, Supaphol P. Invitro biocompatibility 

of electrospun hexanoyl chitosan fibrous scaffolds 

towards human keratinocytes and fibroblasts. 

Eurpolymj 2008; 44(2): 2060-7. 

  


