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چکیده
مهندســی بافــت، امیــد فراوانــی را بــرای بازســازی ضایعــات اســتخوانی فراهــم آورده اســت. داربســت، ماتریــس موقتــی برای رشــد اســتخوان اســت 
کــه محیطــی اختصاصــی بــرای تکامــل بافــت فراهــم می کنــد و باعــث تســهیل چســبندگی، رشــد و تمایــز ســلولی می شــود. در ایــن پژوهــش بــا 
اســتفاده از روش الکتروریســی لایــه بــه لایــه و پلیمرهــای زیســت تخریب پذیــر، داربســت های کامپوزیتــی نانولیفــی شــامل: پلی کاپرولاکتــون، فــوق 
جاذب هایــی؛ مثــل، پلی وینیــل الــکل و پلی وینیــل پیرولیــدون بــه همــراه نانــوذره بتاتــری کلســیم فســفات کــه شــباهت بــه بلورهــای هیدروکســی 
آپاتیــت طبیعــی در اســتخوان دارد تولیــد شــد. در الکتروریســی از دو نــازل کــه یکــی شــامل پلی کاپرولاکتــون و پلی وینیــل پیرولیــدون و دیگــری شــامل 
ــی  ــر الکتروریس ــای موث ــن پارامتره ــد از تعیی ــه بع ــاوب و لایه به لای ــور متن ــت به ط ــفات اس ــیم فس ــکل و بتا تری کلس ــل ال ــون ، پلی وینی پلی کاپرولاکت
اســتفاده شــد. بعــد از تهیــه داربســت، از آزمون هــای میکروســکوپ الکترونــی روبشــی )SEM، تــورم، تخلخــل و رفتــار زیســت تخریب پذیــری در 
محلــول PBS، بــه منظــور بررســی ویژگی هــا و خــواص داربســت ها اســتفاده شــد کــه نتایــج آزمون هــا زیســت فعالــی و خــواص مناســب داربســت 

لایه به لایــه را تاییــد می کنــد.

مقدمه
درمــان نقايــص اســتخوانی ناشــی از ترومــا، عفونــت، تومورهــا يــا بيماری هــای 
ــا هــدف  مــادرزادی يــک چالــش بــزرگ اســت. مهندســی بافــت اســتخوان ب
ترميــم، جايگزينــی و يــا بازســازی ايــن نقايــص اســتخوانی به وســيله داربســت 
تخريب پذيــر کــه به عنــوان يــک قالــب موقــت بــه منظــور فراهم کــردن محيط 
اختصاصــی مناســب کــه اجــازه رشــد، تکثيــر و تمايــز ســلول ها بــه ماتريــس 
خــارج ســلولی خــود را می دهــد و بــه محــض تجديــد توليــد ماتريــس خــارج 
ســلولی طبيعــی تخريــب می شــود پديــد آمــده اســت اســتخوان طبيعــی يــک 
کامپوزيــت حاصــل از يــک ماتريکــس آلــی( کلاژن، پروتئين هــای غيرکلاژنــی 
 )HA( و ليپيدهــا )و يــک فــاز بلــوری معدنــی شــامل نانوهيدروکســی آپاتيــت
می باشــد کــه بــه شــکل سلســله مرتبــه ای تنظيــم شــده اند. در بيــن روش هــای 
موجــود بــرای توليــد داربســت، روش الکتروريســی بــه عنــوان يک روش ســاده، 
ــر  ــا قط ــت ب ــاف بی باف ــه الي ــرای تهي ــاوری ب ــوع در فن ــه و متن مقرون به صرف
در محــدوده ميکــرون تــا نانومتــر مطــرح می شــود. بــا اســتفاده از الکتروريســی، 
امــکان ايجــاد داربســت هايی بــا تقليــد از معمــاری اختصاصــی ماتريــس خــارج 
ســلولی اســتخوان بــا وجــود مزايايــی؛ ماننــد، تخلخــل بــالا، نســبت طــول بــه 
ــالا در  ــالا وجــود دارد. ســطح مخصــوص ب ــاد و ســطح مخصــوص ب قطــر زي
ــلولی  ــال س ــرای اتص ــتری را ب ــطح بيش ــده س ــی ش ــت های الکتروريس داربس
مناســب آمــاده می کنــد و تخلخــل بــالا و اتصــال داخلــی زيــاد حفــرات، فضــای 
کافــی را بــرای تشــکيل عــروق خونــی جديــد که بــرای تغذيــه اســتخوان جديد 
ــات  ــذی و ضايع ــواد مغ ــض م ــی تعوي ــد و تواناي ــم می کن ــت را فراه ــاز اس ني
 )PCL( متابوليســمی بيــن داربســت و محيــط را دارا می باشــد. پلی کاپرولاکتــون
پليمــری نيمه بلــوری با نقطــه ذوب پاييــن C° 64-59 می باشــد و دارای حلاليت 
خــوب و ترکيب پذيــری عالــی می باشــد؛ عــلاوه بــر آن، هنگامــی کــه تنــش 
اعمــال می شــود بــه شــکل خطــی بــا زمــان در برابــر جريــان برشــی مقاومــت 
ــه  ــت اولي ــه حال ــريع ب ــی س ــود خيل ــته می ش ــش برداش ــی تن ــد و وقت می کن
ــردن  ــه کار ب ــون ب ــر پلی کاپرولاکت ــای پليم ــن ويژگی ه ــردد. اي ــود بر می گ خ

ايــن پليمــر را بــرای محــدوده گســترده ای از داربســت ها فراهــم مي کنــد. تعــداد 
زيــادی از مــواد کامپوزيتــی بــر پايــه PCL در طــی ســاليان گذشــته بــا اســتفاده 
ــوذرات  ــی و نان ــاختارهای کربن ــراميک ها، نانو س ــد بيوس ــی مانن از پرکننده هاي
ــن پژوهــش  ــد . در اي ــه کار رفته ان خــاک رس به منظــور کاربرد هــای پزشــکی ب
ــا اســتفاده از پليمر هــای  ــون ) PCL( ، ب ــاف پلی کاپرولاکت ــد نانوالي بررســی تولي
ــه انجــام  ــه روش الکتروريســی لايه به لاي ــر PVA و PVP ب ــوق جــاذب نظي ف
ــواص  ــی خ ــايی و بررس ــت شناس ــت جه ــد داربس ــس از تولي ــود و پ می ش
مکانيکــی و بيولوژيکــی تســت های مربوطــه بــر روی آن انجــام خواهــد شــد. از 
پليمرهــای آب دوســت جهــت کاهــش خاصيــت آبگريــزی و همچنيــن کاهش 
ــيم  ــو ذره بتا تری کلس ــون و از نان ــری پلی کاپرو لاکت ــت تخريب پذي ــان زيس زم
فســفات )ß-TCP( جهــت بهبــود خــواص زيســتی و شبيه ســازی بخــش معدنی 

اســتخوان )نانــو هيدروکســی آپاتيــت طبيعی(اســتفاده می شــود.

تجربیات 
مواد

 Sigma – پلی کاپرولاکتــون بــا وزن مولکولــی ٧0 تــا 90 کيلو دالتــون از شــرکت
Aldrich، پلی وينيــل پيروليــدون )PVP( بــا وزن مولکولــی 40 کيلــو دالتــون و 
 Merk بــا وزن مولکولــی ٧2 کيلو دالتــون از شــرکت )PVA( پلــی وينيــل الــکل
و نانــو ذره بتــا تــری کلســيم فســفات )β-TCP( بــا انــدازه ذرات 150 نانومتــر از 
شــرکت نيــک ســرام رازی خريــداری شــد. اســتيک اســيد ، دی کلــرو متــان و 

ســاير مــواد شــيميايی نيــز از شــرکت Merk خريــداری شــدند.

دستگاه ها و روش ها        
تهیه محلول ها 

ــی  ــبت وزن ــا نس ــکل ب ــل ال ــون و پلی ويني ــول w/v %15 پلی کاپرولاکت محل
)PCL/PVA )60/40 از حــل کــردن پليمر هــا در حــلال مشــترک اسيداســتيک 
تهيــه و پــس از تهيــه محلــول ، بــه مقــدار %5 وزنــی نانــو ذره بتا تــری کلســيم 
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فســفات بــه محلــول اضافــه شــد و نانــو ذره در محلــول بــه مــدت 10 دقيقــه 
توســط دســتگاه التراســونيک همگــن شــد. 

ــا  ــدون ب ــل پيرولي ــون و پلی ويني ــول w/v %15 پلی کاپرولاکت ــن محل همچني
نســبت وزنــی )PCL/PVA )60/40 از حــل کــردن پليمر هــا در حلال مشــترک 
دی کلرومتــان آمــاده شــد. پــس از تهيــه دو محلــول ، هــر کــدام از محلول هــا 

بــرای الکتروريســی داخــل ســرنگ مجــزا منتقــل شــدند.

الکتروریسی 
ــرود  ــوی KV 30 - 0 ، دو الکت ــاژ ق ــع ولت ــامل منب ــی ش ــتگاه الکتروريس دس
مثبــت و منفــی کــه الکتــرود مثبــت بــه نــازل و منفــی بــه صفحــه جمــع کننده 
ــدازه  ــا ان متصــل مــی شــود.  صفحــه جمع کننــده ســاکن )ورق آلومينيومــی ب
 )Terumo Terfusion syringe pump( پمــپ ســرنگ رقمــی )15 × 15 cm
 ml 1 / 0، ســرنگ ml/h ــا حداقــل ســرعت ــن ب مــدل STC-523 ســاخت ژاپ
ــت.  ــدازه Gauge 24( اس ــا ان ــرنگ Spinal ب ــر س ــازل  )س ــتيکی و ن 5 پلاس
محلــول پلی کاپرولاکتــون پلی وينيــل الــکل بتا تری کلســيم فســفات و محلــول 
پلی کاپرولاکتــون پلی وينيــل پيروليــدون در دو ســرنگ جداگانــه قــرار گرفتنــد و 
بــه فاصلــه زمانــی 30 دقيقــه بــه شــکل متنــاوب ايــن محلول هــا بــر روی پمپ 
ســرنگ تک نازلــه قــرار داده شــدند و ســرعت خــروج ml/h 2 / 0 روی دســتگاه 
 cm ــدازه ــا ان ــی ب ــده )ورق آلومينيوم ــا جمع کنن ــازل ت ــه ن ــد. فاصل ــم ش تنظي
15 × 15( بــه انــدازه cm 15 در نظــر گرفتــه شــد. ولتــاژ KV 15 به دو ســر الکترود 
متصــل بــه نــازل و جمع کننــده اعمــال شــد و بــه ايــن ترتيــب محلول هــا تحت 
ــه قــرار گرفتنــد و شــبکه بی بافــت نانو ليفــی روی  ــه لاي ــه ب الکتروريســی لاي

صفحــه جمع کننــده جمــع آوری شــد.

بررسی های ریخت شناسی
 XL 30 ــدل ــی )SEM( م ــی روبش ــکوپ الکترون ــون از ميکروس ــن آزم در اي
ســاخت شــرکت Philips هلنــد بــرای شناســايی و مشــاهده ســاختار نانــو ليفــی 
نمونه هــای تهيــه شــده و همچنيــن چگونگــی ريخت شناســی و قــرار گرفتــن 

ــت. ــرار گرف ــورد بررســی ق ــی م ســلول ها روی شــبکه های نانوليف

بررسی خواص آب دوستی و تخلخل نانو الیاف        
ــه مــدت 24  ــرش داده شــده وزن شــده و ب ــدا نمونه هــای ب در ايــن آزمــون ابت
ســاعت در آب ديونيــزه شــده قــرار داده شــدند و پــس از خشــک شــدن بــا کاغــذ 
صافــی وزن خيــس آن اندازه گيــری و آبدوســتی شــبکه های نانوليفــی با اســتفاده 

از رابطه 1 محاســبه شــد:

)1(

کــه در ايــن رابطــه Wd وزن خشــک نمونــه و Ws وزن خيــس نمونــه می باشــد. 
ايــن آزمــون بــرای هــر نمونــه 3 بــار انجــام و ميانگيــن آن گــزارش شــده اســت. 
ــی انجــام شــد.  ــه روش وزن ــاف ب ــری تخلخــل نانو الي ــن آزمــون اندازه گي در اي
ــد  ــدا وزن شــده و بع ــرش داده شــده ابت ــی ب ــن روش، شــبکه های نانو ليف در اي

ضخامــت آنهــا اندازه گيــری شــد تــا حجــم نانــو اليــاف محاســبه شــود. درصــد 
تخلخــل بــا اســتفاده از روش وزنــی از طريــق رابطــه )2( اندازه گيــری شــد که در 
ايــن رابطــه ρm چگالــی مــواد پليمــری تشــکيل دهنده نانــو اليــاف و ρap چگالــی 

ظاهــری نانــو اليــاف می باشــد.

                                             )2(

بررسی رفتار زیست تخریب پذیری نانو الیاف تولید شده 
بــه منظــور بررســی رفتــار تخريبــی نانو اليــاف توليــد شــده، ابتــدا نمونه هــا بــا 
ابعــاد cm × 1 cm 1 وزن شــدند )Wi(. ســپس در ml 30 از محلــول PBS در دمــای 
ــدند.  ــه ور ش ــف ( 3 ، ٧ ، 14 و 2٨ روز ) غوط ــای مختل ــدت زمان ه C ° 3٧ و به م
بعــد از خــروج نمونه هــا از محلــول PBS ، بــا آب مقطــر شسشتشــو داده شــدند و 
در دمــای C °3٧ بــه مــدت 4٨ ســاعت خشــک شــدند تــا وزن آنهــا ثابــت شــود 
) Wf(. قابــل ذکــر اســت، ايــن آزمــون بــرای هــر نمونــه ســه بــار تکــرار و مقادير 
ميانگيــن کاهــش وزن بــرای هــر نمونه محاســبه شــد. درصــد کاهــش وزن نانو 

اليــاف توليــد شــده از رابطــه )5( محاســبه شــد:

                                   )3(

نتایج و بحث 
نتایج ریخت شناسی نانو الیاف 

ــت.  ــده اس ــان داده ش ــکل )1( نش ــاف در ش ــو الي ــی نان ــی ريخت شناس بررس
ــه  ــل ب ــاف حاص ــود، نانو الي ــاهده می ش ــکل مش ــن ش ــه در اي ــور ک همان ط
ــدون  ــت و ب ــی يکنواخ ــا ريخت شناس ــته و ب ــم پيوس ــبکه ای به ه ــکل ش ش
دانــه تســبيحی حاصــل شــده اند.  همچنيــن بررســی قطــر نانو اليــاف نشــان 
 314/٧±96 /69 ،PCL/PVP )60/40( ــو اليــاف می دهدکــه قطــر متوســط نان
 461 /٧ ±922 /٧ ، PCL/PVA )60/40( / β–TCP و قطــر متوســط نانــو اليــاف
می باشــد. ايــن افزايــش قطــر در نانــو اليــاف بــه دليــل وجــود پليمر پلــی وينيل 
الــکل بــا وزن مولکولــی بــه مراتــب بيشــتر نســبت بــه پليمــر پلــی وينيــل 
پيروليــدون و همچنيــن وجــود نانــو ذره بتا تــری کلســيم فســفات در ترکيــب 
ــری کلســيم فســفات موجــب  ــد بتا ت می باشــد.  وجــود ذرات ســراميکی مانن
ــر ازديــاد  افزايــش ويســکوزيته محلــول پليمــری و افزايــش مقاومــت در براب
طــول در هنــگام الکتروريســی می شــود و از ايــن رو قطــر نانــو اليــاف افزايــش 
PCL/ )60/40( / β–TCP[ ــه ــاف لايه به لاي ــو الي ــد.  قطــر متوســط نان می ياب

ــاً  ــه تقريب ــد ک ــری ش PCL/PVP )60/40( ، PVA[، 232 ±541/5 اندازه گي
معــادل ميانگيــن قطــر متوســط لايه هــای جداگانــه تشــکيل دهنده نانو اليــاف 

ــه می باشــد. ــه لاي ــه ب لاي

بررسی نتایج رفتار جذب آب و تخلخل نانوالیاف   
توانايــی جــذب آب يــک فاکتــور مهــم در بســترهای مــورد کاربرد در مهندســی 
بافــت اســتخوان اســت؛ در واقــع جــذب آب، نشــان دهنده توانايــی نانواليــاف 
بــرای جــذب ترشــحات اضافــی و مرطــوب نگه داشــتن بســتر زخــم می باشــد؛ 
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ــا در  ــردن آنه ــه ور ک ــا غوط ــاف ب ــذب آب نانوالي ــزان ج ــن منظــور مي ــه اي ب
ــاف در  ــزان جــذب آب نانوالي ــرات مي ــول PBS اندازه گيــری شــد. تغيي محل
 PCL ــاف ــذب آب نانو الي ــزان ج ــت. مي ــده اس ــان داده ش ــدول )1( نش ج
142±01 / ٧2  % ،PBS ــول ــه وری در محل ــاعت غوط ــد از 24 س ــص بع خال
/ 49٨ اندازه گيــری شــد. به منظــور ارتقــای قابليــت جــذب آب نانــو 
ــو  ــذب آب نان ــزان ج ــه مي ــت ک ــده اس ــتفاده ش ــا اس ــاف از هيدروژل ه الي
ــاف )PCL/PVP )60/40 ، % 90 / 91±162/ ٧3٨ می باشــد کــه مشــاهده  الي
ــد.    ــش می ياب ــاداری افزاي ــورت معن ــه ص ــاف ب ــذب آب نانوالي ــود ج می ش
 )60/40( / β–TCP ــامل ــاف ش ــه نانوالي ــذب آب نمون ــزان ج ــی مي از طرف
PCL/PVA ، محاســبه و مقــدار آن %  14/ 223±49٨ اندازه گيــری شــد کــه 
ــزان  ــه مي ــه البت ــد ک ــر می باش ــامل PVP کمت ــای ش ــه نمونه ه ــبت ب نس
ــن  ــه اي ــد ک ــتر از PVP می باش ــب بيش ــه مرات ــر PVA ب ــذب آب پليم ج
ــاف  ــه نانوالي ــوذره β–TCP در نمون ــل وجــود نان ــه دلي کاهــش احتمــالا ب
ــه ]  ــاف لايه به لاي ــذب آب نانوالي ــار ج ــی رفت ــن بررس ــد؛ همچني ــی باش م
)PCL/PVA )60/40( / β–TCP ،PCL/PVP )60/40 [ مــورد بررســی قــرار 
گرفــت کــه نتيجــه آن ميــزان جــذب % 46 / 214 ± 39 / ٨11 می باشــد.  کــه 
ايــن نتيجــه نشــان می دهــد ميــزان جــذب آب در نانــو اليــاف لايه به لايــه 
نســبت بــه نمونه هــای مجــزا بيشــتر می باشــد. در ايــن پژوهــش 
ــل  ــزان تخلخ ــت مي ــده اس ــان داده ش ــدول )1( نش ــه در ج ــور ک همان ط

ــد.  ــری ش ــص %69 اندازه گي ــرای PCL خال ب
ــود  ــاهده می ش ــدون مش ــل پيرولي ــدروژل پلی ويني ــردن هي ــه ک ــا اضاف ب
ــکل  ــل ال ــامل پلی ويني ــه ش ــد و در نمون ــه % ٧3 می رس ــل ب ــزان تخلخ مي
ــود و در  ــل %69 می ش ــزان تخلخ ــفات ، مي ــيم فس ــو ذره بتا تری کلس و نان

ــزان تخلخــل % ٧0 می باشــد. ــد نظــر مي ــه م ــه لاي ــه ب ــه لاي نمون

جدول )1( توانايی جذب آب و ميزان تخلخل نانو الياف الکتروريسی شده

نتایج زیست تخریب پذیری
ــزان  ــا، مي ــی کاربرده ــاف در برخ ــرای نانوالي ــم ب ــای مه ــی از ويژگی ه يک
تخريب پذيــری آنهــا اســت. در ايــن پژوهــش کــه نتايــج زيســت تخريب پذيری 
ــزودن  ــا اف ــود ب ــاهده می ش ــت مش ــده اس ــان داده ش ــکل )2( نش آن در ش
هيــدروژل پلی وينيــل پيروليــدون ميــزان زيســت تخريب پذيــری در نانواليــاف 
توليــد شــده نســبت بــه نانو اليــاف شــامل پلی کاپرولاکتــون خالــص افزايــش 
ــد از 2٨  ــد و بع ــرل می باش ــل کنت ــش غير قاب ــن افزاي ــا اي ــد ام ــدا می کن پي
ــواص  ــل خ ــه دلي ــن ب ــود و اي ــب می ش ــی تخري ــور کل ــاف به ط روز نانو الي
ــی  ــژه پل ــد ، PCL/PVA )60/40( / β–TCP  وي ــری بع ــت تخريب پذي زيس
وينيــل پيروليــدون می باشــد.  امــا بــا افــزودن هيــدروژل پلی وينيــل الــکل در 
ــد  ــه حــدود %40  می رســد و رون ــری ب ــزان تخريب پذي ــاف از 2٨ روز مي نانوالي
تخريب زيســتی منســجم تری اتفــاق می افتــد؛ همچنيــن مشــاهده نيــز بعــد 
ــود  ــت ]PCL/PVP )60/40( ، PCL/PVA )60/40( / β–TCP[ می ش از گذش

ميــزان تخريب پذيــری در نمونــه لايه به لايــه 2٨ روز % 46 می باشــد.

نتیجه گیری
PCL/PVP )60/40( ، PCL/PVA  )60/40(  / β–TCP[ لايــه  ترکيــب  از 

موفقيــت  بــا  لايه به لايــه  کامپوزيتــی  نانواليــاف  پژوهــش،  ايــن  در   ]
الکتروريســی شــدند. نتايــج ريخت شناســی PCL/PVA )60/40( / β–TCP  و
 )60/40( PCL/PVPهــای جداگانــه )40 نشــان می دهــد نانواليــاف کامپوزيتی 
لايه به لايــه حاصــل بــه شــکل شــبکه ای بــه هــم پيوســته و بــا ريخت شناســی 
ــاً  ــه تســبيحی حاصــل شــده اســت و قطــر آن تقريب ــدون دان يکنواخــت و ب
ميانگيــن قطــر لايه هــای جداگانــه تشــکيل دهنده نانواليــاف می باشــد.  رفتــار 
جــذب آب و تخريب پذيــری نمونه هــا بــا افــزودن هيدروژل هايــی ماننــد 
ــص  ــه خال ــبت ب ــا، نس ــکل در لايه ه ــل ال ــدون و پلی ويني پلی وينيل پيرولي
ــد و در نانواليــاف کامپوزيتــی لايه به لايــه جــذب  تغييــر کــرده و بهبــود می ياب
ــن  ــه بيشــتر PCL هــم می شــود و همچني ــه لايه هــای جداگان آب نســبت ب
تخريب پذيــری رونــد متعادلــی پيــدا می کنــد.  بررســی نتايــج تخلخــل ســنجی 

نيــز وضعيــت مطلوبــی را بــرای نانواليــاف نشــان داده اســت.

منبع
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شکل1- تصاویر SEM نانو الیاف های الکتروریسی شده
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