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 تأثيرو بررسي  سوپرامولكولي روي داربست پلي كاپرولاكتونكيتوسان -دهي ژلاتينپوشش
  موشي سلولهاي فيبروبلاستفتار آن بر ر

  1شيوا ايراني و 2، مژگان زندي*2پروين شكرالهي ،1سارا خادمي خالدي
  ه زيست شناسيتهران، دانشگاه آزاد اسلامي، واحد علوم و تحقيقات تهران، دانشكده علوم پايه، گرو 1

  تهران، پژوهشگاه پليمر و پتروشيمي ايران، گروه بيومتريال 2

  6/10/93 :تاريخ پذيرش  21/7/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

داربست به عنوان جزء اصلي . ي آسيب ديده مي پردازداندامهاو  بافتهاو ترميم  ءعلم مهندسي بافت در كنار علم پزشكي به احيا
-Sp(وهش از روش اصلاح سطح داربست نانوليفي پلي كاپرولاكتون سوپرامولكولي در اين پژ. مهندسي بافت تعريف مي گردد

PCL (هدف مطالعه بررسي اثر اصلاح سطحي با ژلاتين . سلولهاي فيبروبلاست بهره برده شد-براي بهبود حدفاصل زيست ماده
بدين منظور  .يسندگي استتهيه شده با روش الكترور Sp-PCLي فيبروبلاست روي داربست سلولهاكيتوسان بر رفتار -

نانوالياف تهيه شده بااستفاده ازآميزه ژلاتين كيتوسان پوشش داده . توسط روش الكتروريسندگي تهيه شدند SP-PCLنانوالياف 
براي بررسي . انجام شد آنها بررسي گرديد وآزمون زيست سازگاري برروي SEMمورفولوژي نانواالياف تهيه شده توسط . شد

مورد  DAPIرنگ آميزي  ،روي داربست حيات سلوليبراي بررسي  .گرفت انجام MTTآزمون  اليافبر روي نانوفعاليت سلولي 
نتايج حاصل از بررسي ميكروسكوپي رشد سلول دركنارداربست نشان دادكه داربست زيست سازگاري  .استفاده قرارگرفت

پوشش نشان داد كه  MTTبرروي داربست با استفاده از تست  سلولهاعلاوه براين، نتايج بررسي فعاليت متابوليكي  .مناسبي دارد
 دهنسبت به كنترل افزايش داتكثير سلولي را  P) >0,05(كيتوسان به طور معني داري-ژلاتينآميزه  با SP-PCLالياف سطحي نانو

 SP-PCL تروريسي شدهآزمايشات نشان دادكه نانوالياف الك .ه استداشت ادامهو همچنين اين افزايش معني دارتا روز هفتم 
و  بسترمناسبي براي چسبندگي، ،طبيعي ECM ليفيكيتوسان به دليل شباهت به شبكه نانو- پوشيده شده باآميزه ژلاتين

 .تكثيرسلولهاي فيبروبلاستي فراهم كرد

  يسوپرامولكول PCL ،،آميزه ژلاتين كيتوساننانوالياف  بافت، مهندسي: كليديواژه هاي 

 p.shokrolahi@ippi.ac.ir:پست الكترونيكي،  09125348610: فنتل ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
 16حدود  بدن انسان ندامپوست به عنوان خارجي ترين ا

 8/1 سطحي درحدود تشكيل داده و وزن بدن را از درصد
 برابر در چون حصاري بدن راو پوشانده است را مترمربع

 تنظيمات با و محيط بيرون ازبدن محافظت مي نمايد
ي عملكرد كه مايعات بدننقش اساسي در حفظ حرارتي 
   .)7( مي نمايد ءاست ايفا حياتي

پيوسته درحال  پوست به طور عملكردهاي حياتي،علاوه بر 
 ستزخمهاهاي ترميم فرآيندانجام  و جوان سازي خود

به عنوان خارجي ترين عضو بدن درمعرض  اين اندام .)16(
ي فرآيند زخم بهبود .صدمات قراردارد انواع جراحات و
 ي شديدبافتيآسيبهاكه شامل است بسيار پيچيده 

 يا و )ي قديمي وكهنهزخمها( نواقص پوستي ،)سوختگي(
  .)14( باشدمي  بيماريها شرايط مادرزادي و
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ي پوستي به آسيبهاراهكارهاي مختلفي جهت درمان 
ي جايگزين بافتهاكاربرده مي شود كه شامل استفاده از 

سيب ديده آي شخص اندامهاافتها از سايراست كه اين ب
ي موجودات ديگر بافتها يا از شود و يا از افراد مي تأمين

عدم  به دليلكه البته در بسياري ازموارد  مي شود استفاده
ك فرد به فرد ديگر يامكان پيوند از  پذيرش سيستم ايمني،

بنابراين باتوجه به مشكلاتي كه در زمينه احياء  .وجود ندارد
رميم بافت آسيب ديده وجود دارد مهندسي بافت به وت

خش مورد استفاده قرار ب عنوان يك راه كار نوين واميد
  .گرفته است

به حالت طبيعي برگرداندن عملكرد از  با مهندسي بافت
براي انجام است كه جايگزينهاي زيستي طريق انتقال 

 مهندسي بافت موفق بايد اطلاعات كاملي از ساختار،
مولكولي ودر نهايت /بيولوژي سلولي مكانيكي، يهاويژگي

 براي كههايي فرآيند. داشت مورد نظرعملكرد خاص بافت 
 بافت توليد سبب گيرند مي قرار استفاده مورد منظور اين

 كه شوند مي آزمايشگاهي شرايط در پيوند براي مناسب
 وفناوري داربست ساخت ،فناوري سلول فناوري شامل،
. مي باشد) in vivo (يط برون تني مح در وتركيب كاشت

تكنولوژي ساخت داربست برشناسايي، طراحي وساخت 
 in (برون و يا درون تني  ي سه بعدي براي شرايطداربستها

vivo يا  وin vitro (توجه به فراهم آوري ريز  .تمركزدارد
واسطه ه ب محيط سه بعدي مشابه آنچه دربافت طبيعي

 فراهم (ECM)خارج سلوليماتريكس  در نانوالياف موجود

 از تقليدي با شده مهندسي يداربستها توليد موجب شود مي
بنابراين طراحي  .بود خواهد سلولي خارج ماتريكس
اهداف  زيستي به عنوان يكي از مواد يي ازداربستها

موفقيت نهايي يك  .مهندسي بافت به شمارمي رود
ي سطحي آن كه شامل زيست ويژگيهاداربست وابسته به 

ي وتوپوگرافي سطحي مناسب جهت آب دوستسازگاري، 
يكپارچگي بافتي  مواد زائد، انتقال بهينه اكسيژن و

جهت القاي  يا و  pHشيمي سطح مناسب ازنظرومكانيكي ، 
ي زيست مولكولهاذخيره ورها سازي  مسيرهاي انتقال پيام،

 توانايي جذب ويكپارچه شدن درجايگاه پيوند فعال،
 و تكثير چسبندگي، در ويژگيهااين . )6( ، استباشد مي

 انتخاب روش مناسب براي توليد .ندمؤثرتمايزسلولي 
مهندسي بافت  كليدي موفقيت در موارد داربست يكي از

منافذ اتصالي،  به دليلنانوالياف الكتروريسي شده  .است
تراوايي بالا وناحيه سطحي وسيع مي تواند تماس بين 

مغذي  داده وتبادل موادافزايش  را داربستهاو سلولها
در مهندسي بافت پوست از . بخشد بهبود ومتابوليسمي را

مواد طبيعي ومصنوعي متفاوتي براي توليد داربست  همانند 
كيتوسان، ژلاتين، هيالورونيك اسيد،  پلي  كلاژن،

پليمر  .كاپرولاكتون، پلي لاكتيك اسيد استفاده شده است
مكانيكي نسبت به ي برتري از لحاظ ويژگيهاسنتزي هاي 

پليمرهاي طبيعي دارند وبه آساني داراي قابليت اصلاح 
امروزه به ). 15( ذاتي پليمر مي باشندناكارآمد ي ويژگيها

اهميت زياد محيط زيست، پليمرهاي زيست تخريب دليل 
اين پليمرها  پذير بسيار مورد توجه قرار گرفته اند از جمله

نمود كه پليمري خطي مي توان به پلي كاپرولاكتون اشاره 
گريز است و يك پلي استر آليفاتيك نيمه كريستالي  و آب

پلي كاپرولاكتون توسط ميكروارگانيسم . به شمار مي رود
اين پليمر به علت . ها به آرامي در محيط تخريب مي شود

 يخواص فيزيكي عالي، در دسترس بودن و زيست سازگار
و كشاورزي به ي مناسب براي مصارف پزشكي امادهذاتي، 

اي در مهندسي بافت گستردهآيد و به شكل ميحساب 
يكي از معايب مهم پلي كاپرولاكتون عدم . كاربرد دارد

هاي عاملي بر سطح زنجيرهاي پليمري گروهوجود 
. باشد كه آن را به پليمري هيدروفوب تبديل كرده است مي

هاي نانوليفي در تاردوستي  قابليت تر شدن و ميزان آب
دسي بافت در ايجاد يك كشت سلولي مناسب و مهن

  .است مؤثريكنواخت در سه بعد 

كاپرولاكتون سوپرامولكولي به عنوان ، استفاده از پلياخيراً
يك زيست ماده مناسب مهندسي بافت در بسياري از زمينه 

ز جمله ا. هاي مهندسي بافت مورد ارزيابي قرار گرفته است
كامپوزيت اين ماده با بودن  مؤثرشكرالهي و همكاران، 
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ي مزانشيمي نشان سلولهاآپاتايت را در حمايت از تكثير 
  . )13( اندداده

توزيع يكنواخت  ،ي پلي كاپرولاكتونآب گريزبا توجه به 
 نانوالياف متخلخل دشوار مي باشد تارهايبر روي  سلول

نانواليافي در چسبندگي  تارهايدوستي  آب در حالي كه
در ترميم  كه به طوري است مؤثر سيارببه سطح آن  سلولها

  .)2(بافت آسيب ديده بسيار حائز اهميت است 

بهبود خواص سطحي مي توان به ي رايج روشهادر ميان 
در . اشاره كرد آب دوستروش پوشش دهي با پليمرهاي 

استفاده كيتوسان _سطح با  آميزه ژلاتيندهي پوشش اين 
ي ويژگيهابهبود  برايي نوين روشهاكه يكي از شد  

بر اساس نتايج  .مي باشدي تهيه شده داربستهاسطحي 
كيتوسان كه نسبت -برخي تحقيقات اخير، آميزه هاي ژلاتين

است به خوبي از تكثير  20- 80اجزاي آميزه در آن 
. ي مينسك و فيبروبلاست پوست حمايت مي نمايندسلولها

در همين حال، اين آميزه ها خواص مكانيكي قابل قبول 
و افت خواص مكانيكي آنها در شرايط درون تني با  داشته

سرعت قابل قبولي اتفاق افتاده و در نتيجه مي تواند براي 
 .)12و  11( اهداف مهندسي بافت مورد استفاده قرار گيرد

كيتوسان با -به همين دليل در اين پژوهش از آميزه ژلاتين
براي پوشش دهي داربست نانوليفي  20- 80نسبت وزني 

SP-PCL استفاده شد.  

 فعاليت و سازگاري زيست يويژگيها دليل به كيتوسان
 متنوع كاربردهاي براي مناسبي انتخاب آن، ضدباكتريايي

 يا و مكانيكي خواص توان مي. باشد مي بافت مهندسي
 با آن تركيب طريق از را كيتوسان فعالي وزيست بيولوژيكي

 و تيتآپا هيدروكسي همچون ديگر، بيولوژيكي فعال مواد
 قبيل از ييويژگيها علت به ژلاتين .بخشيد بهبود ژلاتين
 زيست سلولي، تمايز و تكثير مهاجرت، چسبندگي، افزايش

 اي عنوان ماده  به پذيري تخريب زيست و بالا سازگاري
 استفاده بافت مهندسي داربست ساخت براي زيستي

با وزن ين طبيعي يپروت نوع ساده ترينژلاتين  .شود مي

گرمايي، و يا تخريب  تجزيهلي بالاست كه از مولكو
تشكيل دهنده بافتهاي   جزء ،ژنكلافيزيكي و شيميايي 

تهيه اتصالي حيوانات از جمله پوست، استخوان و تاندون 
 RGDژلاتين به دليل دارا بودن سكانس شبه  .)1( مي شود

در بهبود اتصال ) ليگاند بسياري از اينتگرين هاي سلولي(
بوده وتركيب آن با كيتوسان به  مؤثربست سلول به دار

ايجاد  در ساختار و  RGDبراكنش ليگاندهاي اينتگرين 
هدف از اين  .بستر مناسب براي كشت سلول كمك مي كند

ي فيبروبلاست بر روي سلولهامطالعه بررسي تكثير 
كه  استتهيه شده با روش الكتروريسي  SP-PCLداربست 

 .ستش داده شده اكيتوسان  پوش-آميزه ژلاتين با

  روشها مواد و
ي مورد استفاده در اين تحقيق با داربستها :تهيه داربست

براي اين . استفاده از روش الكتروريسندگي تهيه شدند
ساخت شركت نانو  CO881007NYIمنظور از دستگاه 

اين دستگاه مجهز به .ساختار آسيا كشور ايران استفاده شد
 mm 50و پهناي  mm 70يك جمع كننده دوار با ضخامت 

براي تهيه داربست هدف در اين مطالعه محلول . مي باشد
كه در سامانه حلال حاوي اسيد  SP-PCLاز  درصد 40

است،  صورت محلول درآمدهه فرميك و اسيد استيك ب
ساعت جمع آوري  2بازه زماني  نانوالياف در . استفاده شد

د و بو  mm/sec 8.8 شدند كه سرعت جمع آوري نمونه ها
. نمونه هاي نانوالياف جمع آوري شد rpm 250با چرخش 

 kVبوده و در ولتاژ  cm 20 فاصله سوزن تزريق تا داربست
آب ي ويژگيهابراي بهبود  .انجام شده است فرآينداين  20

از  ي استفاده شده در اين تحقيق،داربستهاي سطح دوست
- 40000وزن مولكولي - گاوي(با آميزه ژلاتين دهيپوشش
وزن  -دآسيله درصد 85-75(كيتوسان- )آلدريچ- 50000

 به دلايلي كه قبلاً .استفاده شد )آلدريچ- مولكولي متوسط
  .انتخاب شد 20به  80نسبت ژلاتين به كيتوسان ذكر شد، 

نمونه ها به  ابتدابررسي  اين در :داربستها نمودن ريلتاس
 دقيقه40سپس و قرارگرفتند استريل PBS درساعت  5 مدت
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 كه ترتيب بدين .شدند استريل UV اشعه با) قه هررودقي20(

و  الكتروريسي روش از استفاده با داربستها تهيه از پس
 هر و خورده برش  cm21 ابعاد در داربستها PBSقراردادن در

 ذكره ب لازم. شد استريل UV اشعه با داربست سوي دو

 اشعه معرض در دقيقه 20 مدت به داربستها طرف هر است

UV اشعه با داربستها نمودن استريل از بعد .گرفتند قرار UV 

 خانه 24 يپليتها درون )لامينار هود زير ( استرل شرايط در

  .گرفتند قرار استريل

ي فيبروبلاست موشي سلولهادر اين پژوهش  :كشت سلول
)l929( تهيه يسلولها .نداز انستيتو پاستور ايران تهيه گرديد 

 ) سرمدرصد  10 يحاو كه RPMI كشت محيط در شده

FBS ) تزريق قابليت با انكوباتور در بوده CO2 5 مقدار به 
درجه سانتي گراد  37 دماي دردرصد  95 طوبتر ودرصد 

  .ندشد نگهداري

بررسي ساختار نانوالياف با استفاده از ميكروسكوپ 
ررسي ومشاهده ب براي داربست، ازتهيه پس :الكتروني

با  الكتروريسيوش رشده باتهيه مورفولوژي داربست 
ساخت كشور  VEGA/TESCANII استفاده از دستگاه 

تصاويري تهيه  بلژيك موجود در پژوهشگاه پليمر ايران
  .شد

بررسي فعاليت وميزان  آزمون: زيست سازگاري آزمون
 اين در ).MTT( زنده ماندن سلول بر روي داربست

 ميتوكندريايي دهيدروژناز آنزيم فعاليت ميزان آزمون

 گيرند مي قرار مطالعه مورد هستند فعال و زنده كه ييهاسلول

MTT ، محلول .است برمايد تترازوليوم آب در محلول نمك 

 در موجود دهيدروژناز هاي آنزيم تأثير تحت MTT بافر

 فورمازون به و مي شود احياء زنده يسلولها ميتوكندري

 محصول MTT پودر .گردد مي تبديل رنگ بنفش نامحلول

  .مي باشد انگلستان ، Sigma-Aldrichشركت

 كه آنجاييز ا. شود مي محلول DMSO در تركيب اين

 نيستند، فورمازان به MTT تبديل به قادر مرده سلولهاي

 زنده سلولهاي تعداد با متناسب شده ايجاد فورمازان سطح

 رنگ آزمون يك توسط شده ايجاد رنگ شدت .باشد مي

 630 موج طول در اسپكتروفتومتر توسط ساده سنجي

 از منظور، اين به. شود مي خوانده OD ) 630( نانومتر
104 تعداد به ، موشي فيبروبلاست سلولهاي

 هر در سلول 

 6 و )ساعت 72، 48، 24 براي( خانه 24 پليت چاهك،
 داده قرار استريل يداربستها محتوي )روز 7براي ( خانه

 24 هر و شد داده ادامه ساعت 72 تا سلول كشت. ندشد

 روي بر سلولها تكثير ميزان روز هفتمين وسپس ساعت

بدين منظور .شد سنجيده MTT آزمون از استفاده با داربست
 .تفاده شداسELISA reader (Bio Tek ELx800 )ازدستگاه

Cell viability كنترل به نمونه نسبت درصد صورت به 

  واريانس آناليز ، SPSSافزار نرم توسط نتايج.گرديد محاسبه

 تحليل P > 0,05داري معني سطح در) ANOVA مونآز(

 .شد

 ي زندهسلولها ميزان بررسي منظور بهDAPI :  آميزي رنگ
 .شود مي استفاده آميزي رنگ اين از داربست روي بر

DAPI رنگي كه بوده ايندول فنيل آمينو دي مخفف 

 مي قرار استفاده مورد DNA آميزي رنگ جهت فلورسانس

 چرخه مطالعه: آميزي رنگ نوع ينا اهداف جمله از.گيرد

 شمارش يا ارگانيسم يك در ميتوز شاخص تعيين سلولي،

 .باشد مي باكتريها و سلولها

 از استفاده با DAPI با سلولها آميزي رنگ از بعد

مورد  و تصويرتهيه سلولها از فلورسانس ميكروسكوپ
سلول   4 × 104تعداد  به بررسي اين در.گرفتقرار بررسي

 منتقل استريل خانه 24 پليت از چاهكها هريك ازبه درون 

 بر سلولها انتقال از ساعت 72،48،24 گذشت از پس.ند شد

 داربست درون به استريل پليت از داربستها ،داربستها روي

 .شدند منتقل ديگر

 مدت به ،درصد 1 (PBS) سالين فسفات بافر با سپس

 اين كار ،داده شدندقرار ml 1 اندازه به حجمي در دقيقه10
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 دردقيقه 10 مدت به داربستها سپس. شد تكرار ارب 2
  PBSبا دوباره داده و قراردرصد  4 پارافرمالدئيد محلول
 تريتون محلول از بعد مرحله درگرديد  انجام شستشو عمل

 دوباره سپس. شداستفاده  دقيقه 5 مدت بهدرصد  1/0
 قطره چند مقدار به ادامه در و داده شست وشو  PBSبا
 و ه شدافزود داربستها به دقيقه 5 مدت به  DAPIنگر

 توجه بايد .گرفت انجام شستشو عمل بار دو PBS با دوباره
 را ها نمونه فلورسنت ميكروسكوپ با بررسي زمان تا شود
 .شوند نگهداري  PBSو تاريكي در

  نتايج
در اين تحقيق نانوالياف پلي كاپرولاكتون با  :تهيه نانوالياف
يكي از مشخصات  .يسندگي تهيه شدندروش الكترور

ويژگي  SP-PCLي تهيه شده با استفاده از پليمر داربستها
استفاده از اين پليمر  برايكه  ،استي اين پليمر آب گريز

عاملي محدود كننده به عنوان داربست در مهندسي بافت 
به منظور تعديل واصلاح  ،در اين تحقيق .محسوب مي شود

 .شد برده بهره كيتوسان–لاتين اين مشخصه از آميزه ژ
 PCL نانوالياف سطح بر كيتوسان- ژلاتين آميزه اعمال

به  پوشش .شدن نانوالياف شده است آب دوستموجب 
سپس، . اعمال شد داربستهامحلولي روي سطح  روش

ساعت در دماي محيط  12براي مدت  ءنمونه ها تحت خلا
  .خشك شدند

 براي داربست، تهيه از پس :بررسي ساختار نانوالياف
 الكتروريسي يداربستها مورفولوژي مشاهده و ررسيب

 همانطور .)1شكل( شد تهيه الياف سطح از تصاويري شده،
الياف داراي سطح صاف،  در شكل مشاهده مي شود كه

 . هستند nm 400 -500 فاقد دانه تسبيح، و به قطر

يكي از مشخصه هاي بسيار  :زيست سازگاري نانوالياف
ربست جهت استفاده در مهندسي بافت وجود مهم در دا

زيست سازگاري  تأييدبراي  .زيست سازگاري است
ساعت 2الكتروريسي شده در بازه زماني  PCLنانوالياف 

بر  4 × 104در تراكم سلولهاساعت  24براي مدت زمان 
كيتوسان در -روي نانوالياف پوشش داده شده باآميزه ژلاتين

 37 دماي در ودرصد  95 ترطوب ، Co2 شرايط انكوباتور
   .كشت داده شدند درجه سانتي گراد

  
 ازداربست نانوليفي الكتروريسي شده  SEMميكروگراف  -1شكل 

SP-PCLقبل ازكشت سلول  

آمده از ميكروسكوپ معكوس نشان  به دستتصاوير 
به سمت داربست مي  سلولهادهنده مورفولوژي كشيده 

الكتروريسي  PCLاف در نتيجه مي توان گفت نانوالي .باشد
كيتوسان زيست -شده پوشش داده شده با آميزه ژلاتين

 آزمونپس از انجام  ).2شكل( .سازگاري مناسبي دارد
فعاليت حياتي سلول  تأييدزيست سازگاري به منظور 

بر روي نانوالياف مورد استفاده از  سلولهاورشد وتكثير 
 بازه زماني4در  MTTآزمون  .استفاده شد MTTآزمون 

در ادامه نتايج  و انجام شد روز 7 ساعت و 24،48،72
بازه زماني  4 نمودار در  به صورت  MTT آزمونحاصل از 

براي  بار تكرار 3با  روز 7 ساعت و 72ساعت تا 24
  ).1نمودار(در يك نمودار ارائه گرديدهرنمونه 

زنده ماندن سلول بر روي  حضور وتأييد  بررسي و
 حضور وزنده ماندن تأييد و سيبرر به منظور :نانوالياف

استفاد  DAPIبرروي داربست از رنگ آميزي  سلولهاميزان 
فلورسانس تصاويري تهيه  ميكروسكوپ از استفاده با .شد
بر  سلولهادهد كه هسته  تصاوير نشان مي ).3شكل( شد
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  .سالم بوده استروي نانوالياف پوشش داده شده با آميزه ژلاتين كيتوسان 

  
 يكديگر با داربستها روي بر سلولها رشد ميزان مقايسه  MTT . آزمون از حاصل نتايج -1نمودار

  داربست نانوالياف)2    ). داربست بدون ( مثبت كنترل )1
  شد انجام ANOVA آناليز باP >0/0 5داري سطح معني با آزمون اين

  بحث
 ميان رشته اي، يك حوزه "طب احيا"مهندسي بافت يا

 پزشكي و مواد علم مهندسي، شناسي،ازرشته هاي زيست 
 نگهداري جانشيني زيستي براي ترميم، كه برتوسعه بوده

هدف . )8( يافته استتمركز وعملكرد عضو بافت وبهبود
ازمهندسي بافت ترميم بافت از طريق به كارگيري ابزار 

مانند  مؤثربا ابزار هاي سنتتيك  سلولهابيولوژيكي مثل 
در بافت . ربست مي باشدبراي طراحي دا زيست مواد،
ي سه بعدي محيطها ريز در سلولها جاندار،يك تكامل يافته 

 ECM و ي ديگرسلولهاقرارمي گيرند واطرافشان به وسيله 
سلولي پاسخي تركيبي ازرخدادهاي  احاطه مي شود رفتار
 يسلولهابرهمكنش  اثر كه در بودهپيام رساني متعددي 

اتفاق  ECM با لول وي محمولكولها با يكديگر، با مجاور
 .)5( مي افتد

داربست در مهندسي بافت در واقع بايد تقليدي از 
يكي از  .ماتريكس خارج سلولي طبيعي موجود دربدن باشد

ي شاخص ومهم در ماتريكس خارج سلولي فراهم ويژگيها
با  سلولهاآوري شرايطي مناسب جهت تبادل وتعامل 

 ي وآب دوستمحيط اطرافشان مي گردد كه  با يكديگر و
 .وجود نانوتوپوگرافي مناسب مي تواند در اين راستا باشد

موجب تسهيل در نقل  ECMي در آب دوستوجود ويژگي 
زائد در تمامي سطوح سلولي  مغذي و مواد انتقال گازها، و

 تأثيرمي شود از سوي ديگر وجود ويژگي نانوتوپوگرافي 
شكل سزايي در القاي مسيرهاي دخيل در پيام رساني در ه ب

باتوجه به . )8و  4( گيري فنوتيپ وسرنوشت سلول دارد
 پيچيده ومنظم مي باشد نانواليافشبكه اي از  ECMاينكه 

محيط نانوتوپوگرافي بر القاي مسيرهاي پيام  تأثيرنيز  و
رساني دخيل در شكل گيري فنوتيپ وسرنوشت سلول 

 ي توليد شده از نانوالياف درداربستها دارد، ييبه سزانقش 
  .)9و  4( استتوجه قرار گرفته  مورد سالهاي اخير

همكاران به  و Kumer مطالعه انجام شده توسط در
ساختارسه بعدي  كه داراي PCL نانواليافمنظوراستفاده از

 (Freeform fabricate) روش ريسندگي شكل آزاد از باشند
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سه  نداشتن ساختار به دليلتهيه شده  داربست. استفاده شد
 توانايي حمايت لازم از ويژگيهاي سطحي مناسب، بعدي و

 مناسب سلولي را رفتار بروز سلول كشت شده جهت
  .)9( نداشت

  
پوشيده شده باآميزه ژلاتين  SP-PCL داربست )الف ;كشت سلول از روز پس7و  ساعت 72، 24،48 معكوس ميكروسكوپ تصاوير - 2شكل 

  )X100نمايي  بزرگ(.)داربست پليت بدون (مثبت كنترل )است، ب شده داده نشان پيكان با كه داربست رنگ تيره نواحي(كيتوسان
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روي  بر فيبروبلاستي سلولهاي كشت از ساعت 72و  48، 24 گذشت از پس) الف DAPI ; آميزي رنگ با فلورسنت ميكروسكوپ تصوير - 3شكل 

كاپرولاكتون سوپرامولكولي  روي داربست پلي بر فيبروبلاستي سلولهاي كشت از ساعت 72و  48 ،24گذشت  از پس) ، ب)كنترل(پليت بدون داربست
 .كيتوسان- پوشيده شده باآميزه ژلاتين

كاپرولاكتون  پلي همكاران از و ,Yildirim 2010 سال در
 خلا روش شكل دهي در استفاده از سه بعدي توليد شده با

Precision) extrusion deposition(  عنوان داربست به
شرايط مناسب  داربست توليد شده فاقد. استفاده نمودند

پاسخ مناسب سلولي  براي بروز سلولها جهت حمايت از
   .)17( بود

 PCL ازفيلم وهمكاران  Chungتوسط شده انجام درتحقيق
 بعدي سه ساختار نداشتن به دليل  PCLفيلم. شد استفاده
 طبيعي  ECMساختار به مشابه فضايي آوري فراهم توانايي

 سلولي به بروز رفتار قادر سلولها نتيجه در و نداشته را
  .اند نبوده آن برروي مناسب
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دارد كه  ي مختلفي براي تهيه نانوالياف وجودروشها
 مختلف داراي اندازه ها توجه به روشهاي توليد نانوالياف با

خاص  اربرديك براي ك هر و اشكال متفاوتي هستند و
 كشش، رايج شامل يروشها. استفاده قرارمي گيرند مورد

الكتروريسي  آرايي و خود ،يجداسازي فاز ،گيريقالب 
نانوالياف براي مصارف زيست  توليد به منظور بوده و

درميان روشهاي  .مي گيرداستفاده قرار پزشكي مورد
براي  (electrospinning) روش الكتروريسيازذكرشده 

 .اين تحقيق استفاده شده است ربست دردا توليد
 نانوالياف داربستهاي براي توليد محبوب الكتروريسي روشي

  ECMبه توليدشده داربست زياد شباهت دليل به .باشد مي
 قرار توجه مورد روشها ساير از بيش روش اين توسط
 مختلف يويژگيها آوري فراهم با نانوالياف .است گرفته

 به الياف ميان فاصله ترازبندي و ر،قط: قبيل از توپوگرافي
 الكتروريسي قابل فرآيند در مؤثر عوامل تنظيم با راحتي
  ).5( است تنظيم

 سازنده ماده در كنار استفاده از روش ساخت انتخاب 

 يافتن ازموفقيت اطمينان در داربست بخش حياتي را
سنتتيك  و طبيعي مواد .بازي مي كند پوست بافت مهندسي
،  PCL  ،PLLازجمله  ي ساخت داربستبرا متفاوتي
ژلاتين استفاده شده  كيتوسان و فيبروئين ابريشم، كلاژن،
 خصوصيات طبيعي ازپليمرهاي دراستفاده مانع اصلي .است

 ، PCL سنتتيك مانند پليمرهاي. آنهاست ضعيف مكانيكي
PLLA و گيرند مي قرار هيدروليتيكي تجزيه تحت 
 حذف متابوليكي مسير در آنها از حاصل هاي فرآورده

 مكانيكي ازلحاظ برتري ويژگيهاي پليمرها اين .شوند مي
 پردازش قابليت آساني دارندوبه طبيعي پليمرهاي به نسبت
  ).15( دارند

دراين مطالعه پليمر پلي كاپرولاكتون  به همين دليل
 توليد براي داربست سازنده مادهبه عنوان سوپرامولكولي 

يك  اين پليمر .شد انتخاب وريسيالكتر روش به نانوالياف
به علت خواص فيزيكي  است و آب گريز خطي و پليمر

بودنش ماده  سازگار زيست دسترس بودن و در عالي،
به شكل  و مناسبي براي مصارف پزشكي به حساب مي آيد

  .دارد مهندسي بافت كاربرد گسترده اي در

عاملي برسطح ي گروهها يكي ازمعايب آن عدم وجود
به پليمري  هاي پليمري مي باشد كه آن را زنجيره

آب ميزان  قابليت ترشدن و .هيدروفوب تبديل كرده است
يك  ايجاد مهندسي بافت در ي وبهاي نانواليافي دردوست

 .است مؤثر سه بعد يكنواخت در كشت سلولي مناسب و
ايجاد يك توزيع يكنواخت  PCL يآب گريزباتوجه به 

لياف متخلخل تشكيل شده ازكشت سلولي برروي وب نانوا
ي وب آب دوستهمچنين .مي باشد دشوار اين پليمرها از

است مؤثر به سطح آن نيز سلولهاچسبندگي  نانواليافي در
 با .كه درترميم بافت آسيب ديده بسيارحائزاهميت است

تركيب اين  مطالعات مختلف از اين مشخصات در وجود
يل اين جهت تعد مختلف در مواد تركيبات و با پليمر

 .مشخصه استفاده شده است

 افزوده جهت در تلاش بالا در شده ذكر تمامي موارد در

 فيزيكي يا و شيميايي گروههاي و بيولوژيك عوامل شدن
 ايجاد جهت در مناسب بستري كردن فراهم منظور به

به  .ميباشد PCL با شده تهيه داربستهاي بهتر شرايط
 هيه شده ازي داربست تآب گريزاصلاح ويژگي منظور
 الكتروريسيروش  استفاده از سوپرامولكول با PCL پليمر
 .كيتوسان بهره برده شد–آميزه ژلاتين  اين تحقيق از در

 استفاده بافت مهندسي در داربست عنوان تحت كه بسترهايي
 و بعدي سه ابعاد در سلول با واكنش توانايي بايد شوند مي
 محيط و گرييكد با سلولها بعدي سه ارتباط تسهيلگر يا

 اين آوري فراهم كه گفت توان مي پس .باشند اطرافشان
 كننده تعيين فاكتور سلولها براي نانوالياف توسط مشخصه

   .باشد داربست مي شكست يا موفقيت براي

چسبندگي اولين رويدادي است كه پس ازانتقال سلولها 
چسبندگي تعيين  وتست برروي نانوالياف اتفاق مي افتد
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خشي ازسلول است كه به سطح ماتريكس متصل كننده ب
  .مقاومت مي كند شستشو برابر در و شود مي

 يسلولها انتقال از ساعت24 گذشت از پس منظور بدين
 از استفاده با شده استريل نانوالياف روي بر فيبروبلاستي

 براي نانوالياف سميت عدم و سازگاري زيست UV اشعه
 .گرفت قرار بررسي مورد فيبروبلاستي يسلولها

 از پس معكوس ميكروسكوپ از استفاده با شده تهيه تصاوير
 را فيبروبلاستي يسلولها از مناسبي رشد ساعت 24 گذشت

 زيست كننده تأييد كه دهند مي نشان كنارنانوالياف در
  ).2شكل( باشند مي سلولها براي آن سميت عدم و سازگاري

 تا سلولي رشد نميزا نانوالياف روي بر سلولها انتقال از بعد
 از استفاده با روز 7 سپس و روزانه به صورت ساعت 72

 با ها نمونه جذب .گرفت قرار سنجش مورد MTT آزمون
 nm 570 موج درطول اسپكتوفتومتر دستگاه از استفاده
 كنار در سلولها رشد بررسي .)1 نمودار (شد خوانده
 از استفاده با شده ذكر زماني هاي بازه در داربست

 .شد انجام معكوس روسكوپميك

 ميكروسكوپ از استفاده با شده تهيه تصاوير به توجه با
 روي بر سلولها انتقال از ساعت 24 گذشت پس از معكوس
- سوپرامولكول پوشيده شده باآميزه ژلاتين PCL داربست
 بر سلولها و بوده داربستها سمت به سلولها تمايل  كيتوسان

 مشابه يكديگر تقريباً ،ترلكن با مقايسه در نانوالياف روي
 با آن مقايسه و سلولها كشت از ساعت 48 گذشت با .بودند
 نشان را تري چشمگير رشد سلولها مثبت كنترل و اول روز
كشت سلولي  ساعت پس از 72 يا درروزسوم و .دهند مي
كنترل مثبت  ساعت و 48 ساعت و 24 مقايسه آن با و

 با .مي دهند نشان رشد بسيار چشمگيرتري را سلولها
روزهاي قبل  مقايسه آن با كشت سلول و از روز 7 گذشت

به طورمعني داري افزايش يافته  سلولها كنترل مثبت رشد و
به  نتايج MTT آزموناز استفاده با شده تهيه نمودار .است
 را معكوس ميكروسكوپ با شده تهيه تصاوير از آمده دست
 نخست ساعت 24 در نمودارها به توجه با .نمايد مي تأييد

 سلولي دررفتار  چنداني  تفاوت داري سلولها كشت از پس
سوپرامولكول پوشيده شده باآميزه  PCL داربست روي بر

وجود نداردكه چنانچه  قابل مثبت كنترل و كيتوسان-ژلاتين
گفته شدنشان دهنده عدم سميت وزيست سازگاري 

وي برر سلولهااماباتوجه به رشدچشمگير .داربست مي باشد
مي  داربست نسبت به كنترل مثبت پس ازكشت سلول،

 مولكول پوشيده شده با سوپرا PCL توان گفت داربست
 در موجودECM كيتوسان شرايطي مشابه - آميزه ژلاتين

بازه زماني طولاني  در فراهم كرده است و بافت طبيعي را
  .سلولي حمايت مي كند تكثير و رشد از روز 7 تر تا

Xiaoran از الكترو ريسندگي  2008نش در سال و همكارا
 آنها .براي ساخت داربست پلي كاپرولاكتون استفاده كردند

. سطوح الياف را با ژلاتين و كلسيم فسفات پوشش دادند
اندازه گيري زاويه تماس آب و اسكن ميكروسكوپ 

 كرد تأييدالكتروني، حضور ژلاتين و كلسيم فسفات را 
)11( .  

داد كه رسوب فاز معدني مخلوطي  نشان آنها X-rayنتايج 
و آپاتيت ) پيشرو به آپاتيت( از دهيدرات كلسيم و فسفات 

اعتقاد داشتند كه داربست متخلخل مي تواند  آنها .است
ساختار، تركيب و عملكرد بيولوژيكي ماتريكس خارج 

 Mc3T3-E1 يسلولها آنها .سلولي استخوان را تقليد كند
Preosteoblast داربست كشت دادند كه  را بر روي اين

بر روي  سلولهااتصال و تكثير و مورفولوژي  خوب 
بر روي  سلولهاميزان تكثير . داربست را مشاهده نمودند

روز به ميزان قابل  7داربست، پس از كشت به مدت 
از داربست فيبري پوشش نداده ) برابر 9/1( توجهي، بالاتر

  . شده بود

تركيبي شامل پلي ي سيستمهااين نتايج نشان داد كه 
كاپرولاكتون، ژلاتين و كلسيم فسفات مي تواند به عنوان 

 استخوان باشديك داربست مناسب براي مهندسي بافت 
)10(.  
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همكارانش، برروي ارتباط بين  شكراللهي و، 2013سال  در
خواص ساختاري بيوكامپوزيت هاي سوپرامولكولي 

تركيبي  بيوكامپوزيت .كردند كار آنها ومقاومت مكانيكي
درشرايط مختلف  SP-PCLمتشكل از هيدروكسي آپاتيت و

سوپرامولكولي بانانوذرات هيدروكسي  PCL(تهيه شد
وخواص مكانيكي، حرارتي وهمچنين ) آپاتيت اصلاح شد

قابليت زيست سازگاري وسميت سلولي درشرايط 
 PCL نتايج با. آزمايشگاهي مورد بررسي قرار گرفت

نتايج  .كسي آپاتيت مقايسه شدسوپرامولكولي فاقد هيدرو
نشان داد كه اصلاح سطح با نانوذرات هيدروكسي آپاتيت 

و  3.6 تابه ترتيب منجر به بهبود استحكام كششي و مدول 
  .)13( برابر شد 6 2.2

اصلاح  PCL ازداربست 2014همكارانش درسال شريفي و
ي فيبروبلاست سلولها شده باپلاسما به منظوربررسي تكثير

 PCLنتايج نشان دادكه داربست  .تفاده كردندموشي اس
پوشش  PCLپلاسما درمقايسه با داربست  اصلاح شده با
كيتوسان توانايي حمايت كمتري از –ژلاتين  داده شده با

ي كشت داده شده براي بروز پاسخ سلولي مناسب سلولها
پوشش داده شده  PCLداربست  .دارند برروي داربست را

ايجاد اتصال  آنكه كيتوسان با دليلبه  كيتوسان- باژلاتين
موجب پايداري داربست شده وبه  )Cross-Linek(متقاطع 

ايجاد حفرات همگن در ساختار كمك مي كندو ژلاتين به 
ليگاند بسياري از ( RGDدليل دارا بودن سكانس شبه 

در بهبود اتصال سلول به داربست ) اينتگرين هاي سلولي
ان به براكنش ليگاندهاي بوده وتركيب آن با كيتوس مؤثر

در ساختار وايجاد بستري كه بيشترين   RGDاينتگرين 
طبيعي بدن موجود زنده داشته باشد ECM  شباهت رابه  

ي كشت سلولهاكمك مي كند توانايي حمايت بيشتري از 
داده شده براي بروز پاسخ سلولي مناسب برروي داربست 

  ).3( دارند را

  نتيجه گيري

ي مختلفي كه در تهيه داربست در روشهاباتوجه به 
فراهم آوري  به دليل مطالعات پيشين استفاده شده بود،

طبيعي از روش   ECMبعدي ومشابه دو محيطي 
از سوي  .براي تهيه داربست استفاده شد الكتروريسي

ي موجود در آب گريزتي ديگرجهت اصلاح ويژگي ذا
برده كيتوسان بهره -از آميزه ژلاتين sPCL پليمر مصنوعي

كيتوسان بر سطح - در واقع اعمال پوشش آميزه ژلاتين .شد
ي سطحي نانوالياف اين آب دوستبا بهبود ويژگي نانوالياف، 

مشخصه ذاتي تعديل وشرايط براي اتصال اوليه سلول بر 
 و رشد سطح نانوالياف بهبود يافته كه در پي آن مهاجرت،

ت به روي نانوالياف نسب بهتر سلولي بر تكثير مناسب و
طور كه در نتايج نيز قابل  همان .كنترل مثبت فراهم گرديد
سوپرامولكول پوشش داده PCLمشاهده است نانوالياف 

كيتوسان با تراكم بالاتر شباهت -شده با آميزه ژلاتين
طبيعي بدن داشته وتوانايي بهتري در  ECM بيشتري به 

جهت حمايت از رشد وتكثير سلولي از خود نشان داده 
 .است
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Gelatin-chitosan coating enhances L929 fibroblasts proliferation 
on supramolecular nano-fibrous scaffolds 
Khademi S.1, Shokrollahi P.2, Zandi M.2 and Irani Sh.1 
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Abstract 
The goal of tissue engineering is regeneration and restoration of damaged tissues and 
organs. Scaffolds are the main part of tissue engineering, and gelatin/chitosan surface 
modification is one of the proper methods for surface modification of polymer 
scaffolds. Evaluation of fibroblasts behavior on gelatin/chitosan coated supramolecular 
PCL (SP-PCL) was the aim of this study. SP-PCL nano-fibers were prepared by 
electrospinning. Morphology of the nano-fibrous mats was investigated using scanning 
electron microscopy MTT assay was performed to examine cell activity on the nano-
fibers. DAPI staining was carried out to evaluate cell viability. The SEM images of the 
cells onto the scaffold showed good biocompatibility of the scaffold. In addition, the MTT 
assay results showed a proper metabolic activity of cells on the scaffolds The sPCL nano-
fibrous mats coated with gelatin-chitosan blend show significantly (p<0.05) increased cells 
proliferation compared to control(tissue culture plate, TCP), and also this significant increased 
proliferation  has been observed until the seventh day post seeding. The experiments 
showed that the nano-fibrous electrospun SP-PCL coated with gelatin/chitosan blend, 
provides a suitable environment for fibroblasts adhesion, and proliferation, possibly 
because of similarity to nano-fibrous natural ECM network. 

Key words: Supramolecular polycaprolactone, tissue engineering,nano-fiber, 
gelatin/chitosan blend, surface modification. 

 


