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 چكیده
و  PCLبا خواص مطلوب از نقطه نظرهای خواص مکانیکی و زیستی، با بکار گیرری پلیمرهرای   های در این مطالعه به منظور دستیابی به داربست

PHBV پوسته استفاده شده است. -ها از روش الکتروریسی به صورت هستهبه مهندسی بافت استخوان پرداخته شده است. برای ساخت داربست

ها نشران داد کره افرزودن گررافن اکسرید      ه است. نتایج خواص مکانیکی نمونهپلیمر پوسته را تشکیل داد PHBVپلی کاپرولاکتون پلیمر هسته و 

شرده اسرت.    MPa 24/3 و اسرتحکام کششری ترا    MPa 14/61تا ها بخصوص مدول الاستیک سبب بهبود قابل توجه خواص الاستیک داربست

مرانی  روز زنرده  7و  5، 3، 1هرای  ونه کنترل برای زمران ها در مقایسه با نم، به خوبی نشان داد که نمونهMTTنتایج آزمون سمیت سلولی با روش 

هرای سراخته شرده بروده اسرت. همبنرین بره منظرور ارزیرابی          سلولی بهتری داشته که نشان از چسبندگی و رشد سلولی مناسب بر روی داربسرت 

از کشت  21و  14، 7ها در روز نمونه ALPن ( استفاده شد و میزاALPها در تمایز سلولی از آزمون فعالیت آلکالین فسفاتاز )توانمندی داربست

بوده است که مویید صحت تمایز  BS3بخصوص برای نمونه  14تا روز  ALPسلولی مورد بررسی قرار گرفت که نتایج حاکی از افزایش میزان 

ها استفاده شد، که این دن داربست( برای تایید تمایز سلولی و معدنی شARSآمیزی آلیزارین قرمز )ها بوده است. همبنین از آزمون رنگسلول

 ها را نشان داد.آزمون هم فرآیند معدنی شدن برای نمونه
 

 .پوسته، گرافن اکسید، کلسیم فسفات-داربست، مهندسي بافت استخوان، هسته: های کلیدیاژهو

 

 مقدمه -1

استخوان به عنوان دومین عضو پیوندی رایج در جهان شناخته 

تی و درجه مشخصی از الاستیسته شده است که استحکام، سخ

کند. مهندسی بافرت اسرتخوان یرک رشرته     برای بدن تامین می

هررای نوظهررور اسررت کرره هرردر آن مبررارزه بررا محرردودیت   

 هررای اسررتخوانی اسررت. نقررای هررای مرسرروم بیمرراریدرمرران

 که است مسن بیماران در ناتوانی اصلی علل از یکی استخوانی
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 مختلفری  انروا   .[2،1] شودمی زندگی کیفیت کاهش به منجر

 برا  برالینی  سرط   که ایعمده هایچالش با استخوان نقای  از

 برای بالایی تقاضای به منجر که اندشده ایجاد است واجهم آن

 برر  اسرتخوان  بافرت  مهندسری  .شرود مری  اسرتخوان  ترمیم مواد

 هرای کاسرتی  کراهش  بررای  جرایگزین  درمرانی  هایاستراتژی

 رد عروقری،  هایآسیب عفونت، مانند) فعلی بالینی هایدرمان

 بررا( عرروار  و اهداکننررده ناحیرره مررزمن درد ایمنرری، سیسررتم

 شناسری زیسرت  و مهندسی اصول مواد، علم ترکیب از استفاده

امرروزه برا پیشررفت علرم و توسرعه      . [3،1-5] کنرد مری  تمرکز

مرواد بررای   فناوری و مهندسی پزشکی در بکرارگیری زیسرت  

هرای آسریب   های آسیب دیده، ایده بازسازی بافتترمیم بافت

دست رفته بره واقعیرت تبردیل شرده اسرت. رشرد و        دیده و از

ای مواد در این بخش سبب بوجود آمردن شراخه  توسعه زیست

در مهندسی . در مهندسی پزشکی به نام مهندسی بافت گردید

خرار  سرلولی یرا     بستربافت ابتدا یک ماده متخلخل به عنوان 

ها تهیه شده و سپس عوامل رشد برر  داربست برای رشد سلول

ها، داربست گیرد. پس از رشد مناسب سلولقرار میروی آن 

و بافت آسیب از محیط آزمایشگاه به درون بدن موجود زنده 

به داربسرت نفرو     هابه تدریج رگسپس شود. منتقل میدیده 

هرای نررم   ها را تغذیه نمایند. در بافرت کنند تا بتوانند سلولمی

 داربسررت تخریررب شررده و بافررت جدیررد جررایگزین آن  ،برردن

وان از مروادی بهرره   تر هرای سرخت، مری   شود ولی در بافتمی

. وظیفرره بافررت [7،6] پررذیر نباشررندتخریررب گرفررت کرره لزومررا

ای از و منبر  عمرده  بروده  از بردن   یکیاستخوان محافظت مکان

و مغررز  یررتآپات یدروکسرریههمبررون  یمیکلسرر یمررواد معرردن

 یهرا . سرلول باشدمیی بوده خون یهامولد سلول که استخوان

و  یتشررامل انرروا  محررافئ، است،وبلاسررت، است،وسرر یاسررتخوان

هسرتند.   هرا است،وکلاسرت یعنری  مخررب اسرتخوان    یهرا سلول

فراز   یرههستند که مس،ول سنتز و  خ ییهاسلول هااست،وبلاست

خررار   یسکررردن مرراتر یمعرردن ینو بنررابرا اسررتخوان یمعرردن

را  شررده یررره خ اسررتخوان هررا،هسررتند. است،وکلاسررت یسررلول

 مررداوم طررورب هرراکرره است،وبلاسررت حررالی در ،فرسررایندمرری

. به همین دلیرل  کنندمی یگزینرا جا یو مواد معدن است،وییدها

محسروب   ینامیرک بافرت د  یرک  بره عنروان   استخوان است که

. خصوصریات داربسرت بایرد یروری باشرد کره       [8،9] شودمی

سازگاری لازم را ترامین کننرد. همبنرین بایرد خرواص      زیست

مکانیکی مناسبی داشته باشد تا تنش محیطی درسرتی را بررای   

اربسررت فررراهم آورد.  بافررت تررازه شررکل گرفترره ایرررار د   

مورفولوژی سطحی آن باید یوری باشد که اجازه ورود مواد 

مغرذی را بره سرلول بدهرد و خرواص شریمیایی مناسرب برررای        

هرا را داشرته باشرد. خرواص مرورد نیراز بررای        اتصال به سرلول 

پرذیری، ییرر   کاربرد داربست در مهندسی بافت زیست تجزیه

ن هر یک از این ی آن است. فقداسازگاریستزسمی بودن و 

تواند کاربرد داربست را با مشکل روبررو کنرد، بره    خواص می

تررین  همین دلیل ساخت داربست مناسب همواره یکی از مهم

 یخررواص سررطح . [10] هررای مهندسرری بافررت اسررت  چررالش

 یلحراش توپرروگراف  و هررم از یمیاییلحرراش شر  داربسرت هرم از  

 قررار  آن را تحت ترثییر  یرو تکث یتواند اتصال سلولسط ، می

بافررت  یداربسررت مهندسرر یررک یژگرریترررین ومهررماز دهررد. 

برا  ال ایرده داربست یک . استآن  یسازگاریستز ،استخوان

عنروان   به یا سبب التهاب شود یدبدن نبا یطقرار گرفتن در مح

 یباشد سبب مرگ سلول ینعمل کند. اگر چن یماده سم یک

اجرزا  و   تمرامی  خواهرد شرد.   یعهضا یتتر شدن وضعو وخیم

 ، مرروادآیررازگر محصررولات مررواد داربسررت شررامل منومرهررا، 

شردن   یره ها و مواد حاصرل از تجز ، حلالدهنده عرضیاتصال

 .[10،11] سازگار باشدیستز یدها باآن

فرد برررای تولیررد الیررار بررا الکتروریسرری یررک روش منحصرررب

قطرهایی در مقیرا  زیرمیکرومترر و یرا نرانومتری اسرت. ایرن       

روش شرامل فرآینرردی اسرت کرره در آن محلرول و یررا مررذاب    

پلیمری تحت اعمال ولتاژ بالا کشیده و به الیار ظریف تبدیل 

پوسرته، یرک روش پیبیرده    -الکتروریسی هسته. [12] شودمی

تولید نانوالیار با ساختار آرایش یافته هسته )مغزی( و پوسرته  

است. در این روش ریسنده هم محور به این صورت یراحری  

رت هرم  شده است که یک سرنگ کوچکتر )داخلی( به صرو 

گیررد.  )بیرونی( قررار مری   ترمرکز در داخل یک سرنگ بزرگ

خزن محتوی محلول پوسته و سوزن داخلری  سوزن بیرونی به م
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های کوچک نظیر رویرن  به محلول پلیمری یا مای  با مولکول

ایرن   گردند، وشوند، ضمیمه میمعدنی که هسته محسوب می

های جداگانه ها به پمپدر حالی است که هر کدام از سرنگ

های متشرکل از پوسرته و هسرته در لبره     وصل هستند. ریز قطره

شرود و برا افرزایش ولتراژ مخررو       ر تشکیل مری نازل هم محو

گیرد و سپس به واسطه نیروی تیلور در نوک سوزن شکل می

 افترد پوسته اتفاق می-الکترواستاتیک، نازک شدن جت هسته

[13]. 

Kramschuster  وTrung [14]  از ترکیب دو روش قالبگیری

( بررای سراخت   leachingتزریقی میکروسلولی و سنگشویی )

داربست متخلخل با حفررات بره هرم پیوسرته اسرتفاده کردنرد.       

ها پلی لاکتیک اسید،  رات نمکی و پلی وینیل الکل را به آن

وسیله اکسترودر دو مارپیچ ترکیب کردند و سرپس بره درون   

هرا برا آلیاژسرازی    یر  کردنرد. آن  های میکروسرلولی تزر قالب

PLA پرذیر و  تخریرب زیستPVA     محلرول در آب موفر  بره

تولید یک داربست متخلخل با حفرات به هرم پیوسرته شردند.    

انجرام شرد،    [15]و همکراران   Mengای که توسرط  در مطالعه

-کرو  و ژلاترین بصرورت   PHBVنانوالیار کامپوزیتی بر پایه 

هررای تولیررد شررده در  الیررارالکتروریسرری تهیرره کردنررد. نانو 

نشران داد   MTTنترایج   بوده است. nm 1000 تا 400محدوده 

و  PHBVدر مقایسه با نانوالیار  PHBVکه نانوالیار ژلاتین/

خوردار بروده اسرت.   مانی سلولی بالاتر براز زنده PHBVفیلم 

هررا از الکتروریسرری  آن [16]و همکرراران  Zhangدر مطالعرره 

PHBV( پلرررری ،α ،β)–DL- ( اسررررپارتیک اسرررریدPAA و )

( برای ساخت داربست در مهندسری  HAهیدروکسی آپاتیت )

بافت استخوان استفاده کردند. نتایج ارزیابی بیولوژیکی بررون  

هرررای برررر پایررره نانوالیرررار  تنررری نشررران داد کررره داربسرررت 

PHBV/PAA/HA  سررررازگاری بررررالایی زیسررررت از سررررط

هرای  برخوردار بوده و محیطی مناسرب بررای رشرد و فعالیرت    

نشران داد کره    SEMهای است،وبلاست بوده است. نتایج سلول

ای هرای مهرره  های ساخته شده، یکدست و فاقرد بخرش  الیار

و همکراران   Shalumon( بوده است. در مطالعره  beadشکل )

کاپرولاکتون/کیتوسران و نرانو رات    ، از الکترورسی پلی[17]

هیدروکسرری آپاتیررت و نانوبیوشیشرره برررای تهیرره داربسررت      

هرای  ها نشان داد که نمونره استخوانی استفاده کردند. نتایج آن

پاتیرت  حاوی نانو رات هیدروکسی آ PCL/PHBVنانوالیار 

لی و نانوبیوشیشه از چسبندگی پروت،ین و همبنین فعالیت سلو

های خام برخوردار هستند. همبنین بالاتری در مقایسه با نمونه

Yao  هرای سراخته   نشان دادند کره نانوالیرار   [18]و همکاران

 1به  4شده از پلی کاپرولاکتون و پلی لاکتیک اسید با نسبت 

 900ترا   120با هدر ساخت داربست دارای قطر در محدوده 

های سراخته شرده از   نانومتر بوده است. برای ساخت نانوالیار

درصرد   10و  9، 8، 7در درصردهای وزنری    PCL/PLAآلیاژ 

 کر شده در بالا استفاده شد. در  PLAبه  PCL وزنی با نسبت

از روش الکتروریسی هرم محرور    [19]و همکاران  Heمطالعه 

پایرره پلرری   پوسررته بررر -هررای هسررته برررای سرراخت نانوالیررار 

کاپرولاکتون/ زئرین جهرت تررمیم بافرت اسرتفاده کردنرد. در       

هرای  کرر شرده از داروی مترونیردازول بره      ساخت نانوالیرار 

به عنوان جز  هسته نانوالیرار اسرتفاد. در مطالعره     PCLهمراه 

Aidun  انجرررام فعالیرررت فیزیوشررریمیایی و   [20]و همکررراران

داربسررت بررر پایرره پلرری کاپرولاکتون/کیتوسرران/  بیولرروژیکی 

درصد وزنی گرافن اکسید مورد  6و  3، 5/0، 0کلاژن حاوی 

، GOارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که با افزایش میرزان  

هرا  یابد. نتایج آنمیها نیز افزایش فعالیت است،وژنیک داربست

نشررران داد ضرررمن اینکررره برررا افرررزایش گررررافن اکسرررید،      

هرای  کنرد، فعالیرت  ها افزایش پیردا مری  سازگاری نمونهزیست

آمیرزی  ای یافته است. نتایج رنرگ سلولی هم بهبود قابل توجه

هرا نشران داد کره برا افرزایش میرزان       آلیزارین قرمز برای نمونه

ی، ترا حرد قابرل تروجهی     درصرد وزنر   6و  3گرافن اکسید ترا  

رسوب کلسیم که نشان دهنده فرآیند معدنی شدن است برای 

 روزه افزایش پیدا کرده است.  14و  7دوره زمانی 

انجرام گرفرت    [21]و همکراران   Shuaiدر تحقیقی که توسط 

های هیدروکسی آپاتیرت  گرافن اکسید اصلاح شده با نانومیله

استفاده شد و نترایج   PLLAهایی از جنس در ساخت داربست

هرا بهبرود قابرل    نشان داد که خواص زیستی مکانیکی داربست

بره بررسری تراییر     [22]و همکراران   Aliتوجهی داشرته اسرت.   
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گررررفن اکسرررید و گررررافن اکسرررید کررراهش یافتررره برررر روی 

های کرامپوزیتی برر   میکروساختار و خواص مکانیکی داربست

پایرره کیتوسان/هیدروکسرری آپاتیررت/زایلن پرداختنررد و نتررایج 

فرآینرد معردنی    RGOو  GOهرای حراوی   نشان داد که نمونره 

همبنرین  ها بهتر صورت پذیرفته است و شدن استخوان در آن

هررا فعالیررت آلکررالین فسررفاتاز بهتررری نسرربت برره سررایر نمونرره  

و  Aslam-khanانررد. در مطالعرره دیگررر کرره توسررط     داشررته

ییر نانو رات هیدروکسی آپاتیت و انجام شد تا [23]همکاران 

هرای برر پایره    گرفن اکسید بر روی خواص مکانیکی داربست

( مورد بررسی قررار  glucan-βسلولز باکتریایی و بتا گلوکان )

گرفت که نتایج مورفولوژی و تخلخل نشان از بهبود سراختار  

ا هر ها بوده که نهایتا سبب تقویت خواص مکانیکی نمونهنمونه

 گردید. 

الیرار  دسرتیابی بره داربسرت اسرتخوانی نانو     هدر این مطالعره 

با داشتن خواص مطلوب مکانیکی  PHBV-PCLپوسته -هسته

هرای اسرتخوانی   و زیستی که همواره به عنوان چالش داربست

شود بوده است. برای دستیای به هردر  کرر شرده،    مطرح می

و کلسریم    رات پرکننرده اکسرید گررافن   نانوبرای نخستین بار 

پوسته اضرافه شرده اسرت. از    -به ساختار هسته 4CaPOفسفات 

اکسید گرافن به دلیل خواص بسیار خوب مکانیکی در هسرته  

العراده  نانوالیار و از کلسیم فسرفات بره خرایر خاصریت فروق     

در پوسرته   (mineralizationسرازی ) زیستی و قابلیرت معردنی  

اسرتفاده شرده    پوسرته -های تولیدی با سراختار هسرته  نانوالیار

های ساخته شرده نشران داد کره    است. ارزیابی برون تنی نمونه

سازی مطلوبی های حاصله از خاصیت زیستی و استخواننمونه

 برخوردار بوده است.
 

 های تجربيفعالیت -2

درصد وزنری   18برای تهیه محلول مورد نظر پوسته نانوالیار، 

PHBV 1رم با نسبت در ترکیبی از دی متیل فرمامید و کلروف 

ساعت در دمرای محریط برر روی     16حل شده و به مدت  4به 

زن مغناییسرری قرررار داده شررد. در سرروی دیگررر همبررون  هررم

 12محلول پوسرته، بره منظرور تهیره محلرول هسرته نانوالیرار،        

در ترکیبی از دی متیل فرمامید و کلروفرم  PCLدرصد وزنی 

دمای محیط ساعت در  16حل شده و به مدت  4به  1با نسبت 

بررای اضرافه کرردن     زن مغناییسی قررار داده شرد.  بر روی هم

و  DMFگرافن اکسید به محلول هسته، نانو رات در مقداری 

کلروفرررم اضررافه شررده و برره منظررور ایجرراد یررک پررراکنش      

 دقیقره  30 خت به کمک حمام مرافوق صروت بره مردت    یکنوا

 قابل  کر اسرت کره مقردار پلیمرر تعیرین     گردید. التراسونیک 

هرا برر اسرا  ایلاعرات اولیره حاصرل از       شده و نسبت حرلال 

و سررعی و خطررا آزمایشررگاهی تعیررین شررده   [24،25] مقررالات

ها، معیرار  حلال است. نکته قابل توجه در تعیین ترکیب درصد

پس . [26] قرار دادن پارامتر حلالیت حلال ترکیبی بوده است

از دستیابی به یک ترکیرب یکنواخرت، ایرن مراده بره محلرول       

PCL    اضررافه گردیررد. همبنررین کلسرریم فسررفات در ترکیررب

دقیقره   30، پرس از  2-3درصدهای مورد نظر مطاب  با جردول  

بررای ارزیرابی   اضرافه گردیرد.    PHBVبه محلول  التراسونیک

 های نانوالیار تهیه شرده ابتردا  نمونهها خواص مکانیکی نمونه

وسرریله دسررتگاه تهیرره شرردند و سررپس ب 2mm 10*20 در ابعرراد

Universal test machine (SANTAM STM-20)    در نرر

و در دمررای اترراق مررورد ارزیررابی قرررار   mm/min 10 کرررنش

گرفت. مدول الاستیک، استحکام کششری و ازدیراد یرول ترا     

 نقطه پارگی مورد بررسی قرار گرفت. قابل  کرر اسرت نترایج   

گزارش شده حاصل میانگین سه بار تکررار آزمرون بررای هرر     

 ASTM D638نمونه بوده است. آزمون برر اسرا  اسرتاندارد    

های در ابتدا نمونهها، برای تعیین مورفولوژی نمونه انجام شد.

تهیه شده و بروی نگهدارنده قرار  2cm 1*1 نانوالیار در ابعاد

 دهری برا یرلا   داده شدند و برا دسرتگاه تحرت فرآینرد پوشرش     

(K500, Emitech, UK) به مدت s 50    قرار گرفتنرد. پرس از

با  FESEMها، آزمون آن به منظور ارزیابی مورفولوژی نمونه

 SIGMA VP (Zeiss, Oberkocken, Germany)دسرتگاه  

ورد بررسرری قرررار برابررر مرر 10نمررایی و بزرگ kV 15 در ولترراژ

ژی آزاد سرط   گیرری انرر  ارزیابی آبدوستی و انردازه گرفتند. 

گیری بکرار گیری زاویه تما  آب با ها از آزمون اندازهنمونه

با  OCA 15 plus (dataphysics company, Germany) دستگاه
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روش قطررره سرراکن اسررتفاده شررد. در ایررن آزمررون از یررک     

میکرولیترری از آب   5میکروسرنگ بررای اعمرال یرک قطرره     

تما  گزارش  ها استفاده شد. زاویهمقطر بر روی سط  نمونه

گیری زاویه تما  از نقا  مختلف مرتبه اندازه 5شده حاصل 

گیری انرژی آزاد سط  نمونه بوده است. همبنین برای اندازه

 استفاده شد. Young-Dupreاز معادله 
 

ΔG = (1+cosθ)γL
T                                                   )1( 

 

 γ اویرره تمررا  آب بررا سررط  نمونرره برروده وز θ در ایررن رابطرره

 باشد. می 2mJ/m 72که برابر  C° 20 کشش سطحی آب در

هررای داربسررتی، پررذیری نمونررهتخریررببرررای سررنجش زیسررت

( و جرم مشخ  در محلول 2cm 1*1 ها در ابعاد )تقریبانمونه

PBS  گرم بر لیتر لیزوزوم به عنوان عامل میلی 4حاوی یلظت

انکوبه شدند. محلول لیرزوزوم   C 37° مایتخریب کننده در د

شرد. در  هر هفته یکبار به منظرور بهبرود کرارایی تعروی  مری     

ها از محلول تخریب کننرده خرار    های تعیین شده نمونهزمان

 24و برره مرردت  C 60° شررده و در یررک آون خررلا  در دمررای

هرا قبرل و بعرد از    ساعت خشک گردید. در نهایت جرم نمونه

هرا مرورد   ری شد تا میزان کاهش جررم نمونره  گیآزمون اندازه

 مطالعه قرار گیرد.

های سراخته شرده،   داربست سازگاریبه منظور ارزیابی زیست

های زمانی در دوره MTTمانی سلولی با روش از آزمون زنده

روزه انجام شرد. بررای ایرن منظرور      7و  5، 3، 1کشت سلولی 

ر داده شد چاهک قرا 48ها به داخل یک میکروپلیت داربست

یانیه با  20و پانچ گردید. سپس فرآیند استریل کردن به مدت 

ها انجام شد و برا محلرول   برای هر دو یرر نمونه UVپرتوی 

و سرپس  درصد به مدت نیم ساعت ادامه پیردا کررد    70اتانول 

شستشرو داده شردند و یرک     PBSها با الکل حذر و داربست

گرراد انکوبره   سرانتی درجره   37شبانه روز داخل انکوبراتور در  

ها بره میکروپلیرت کره حراوی محریط      پس از آن سلول شدند.

، (FBSسرررم جنررین گرراوی )   %10حرراوی  DMEMکشررت 

 10مرولار، بتاگلیسررول فسرفات     10-7دگزامتازون برا یلظرت   

میکروگررم برر    50میلی مولار و آسکروبیک اسید بی فسفات 

و پرس از   لیتر بوده است انتقال داده شد و انکوبه گردیرد میلی

روز از زمرران کشررت سررلولی در محرریط  7و  5، 3، 1گذشررت 

شسته شده و سپس محلرول   PBSها با کشت مورد نظر، سلول

MTT با یلظت mg/ml 5 ها اضرافه شرد   به هرکدام از چاهک

درصرد   85در یرک جرو دارای    C 37° و در h 24 و به مردت 

درصد دی اکسید کربن انکوبره گردیرد. پرس از     5ریوبت و 

میکرولیتر  100مرحله، محلول رویی به آرامی جدا شده و  این

DMSO      به بلورهای فرمازان باقیمانرده در هرر چاهرک اضرافه

شد و در نهایت چگالی نوری هر نمونه توسرط یرک دسرتگاه    

یبت  nm 570 در یول مو  (Biotech, Germany)خوانشگر 

 گردید.

ده هرای کشرت دا  تمایز سلولی استوژنیک، سلول بررسی برای

روزه،  21و  14، 7ها در بازه های زمانی شده بر روی داربست

مرورد بررسری    ALPها با بکارگیری کیت نمونه ALPفعالیت 

 PBSبرا محلرول    هرا سرلول قرار گرفت. برای این منظور ابتردا  

سرپس در محلرول برافر لیرز کننرده       تحت شستشو قرار گرفتند.
)7.5mM, pH=01mM, Tric HCl  1 2, MgCl0/05% 100x-Triton( 

دور در دقیقرره  12000قرررار داده شررد و سررپس بررا سرررعت     

 5/0میلی لیتر از محلول رویی با  1/0سانتریفیوژ گردید. سپس 

لیترر برافر   میلی 5/0( و  PNPنیتروفنیل فسفات ) -میلی لیتر پارا

ساعت انکوبه گردید  1آلکالین ترکیب شدند. سپس به مدت 

نرمرال بره عنروان     02/0سرود  لیترر محلرول   میلی 1و پس از آن 

متوقف کننده بره آن اضرافه شرد و در نهایرت چگرالی نروری       

توسط خوانشگر الایزا شرکت  nm 570 ها در یول مو نمونه

بایوتررک آلمرران مررورد بررسرری قرررار گرفررت. میررزان پررروت،ین 

موجود در محلول رویی به کمک روش برادفورد و با استفاده 

گیرری شرد.   اسرتاندارد انردازه  از سرم آلبومین گاوی به عنوان 

قابل  کر است که فعالیت آنرزیم آلکرالین فسرفاتاز در نمونره     

سرلولی لیرز شرده و برر اسرا  یلظرت مسراوی از پرروت،ین در         

حضور نیتروفنیل فسرفات بره عنروان سوبسرترا و برا اسرتفاده از       

 گیری آلکالین فسفاتاز انجام شد. کیت اندازه

 لولی از این روش استفاده به جهت تعیین میزان معدنی شدن س
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شسته شده و  FBSروز با محلول  21ها پس از پایان شد. سلول

دقیقه در دمای اتاق و در محلول فرمالدهید  15سپس به مدت 

آمیرزی  درصد تثبیت شردند. سرپس میکروپلیرت برا رنرگ      10

دقیقه نگه داشته شد و  30آمیزی شد و به آلیزارین قرمز رنگ

کرل  سازی نیز برر اسرا  پروت  شد. کمیدر آب دیونیزه شسته 

، برای کمی کردن میزان معدنی شدنکیت مربویه انجام شد. 

بره   اسرید اسرتیک   µl 400 مطاب  پروتوکرل شررکت سرازنده،   

 30و بررای   اضرافه شرد   پلیرت میکررو   هایچاهکهرکدام از 

در  .تحررت هررم زدن، انکوبرره گریررد C 37° و در دمررایدقیقرره 

پلیرت   هرا بره آرامری از   سلولکراپر، یک اس ادامه با استفاده از

وژ یسرانتریف  میکررو لولرهاسید استیک به  همراه باجدا شدند و 

 نگره  C 85° دقیقره در دمرای  10 و در مردت انتقال داده شدند 

و پس از گذشت  و پس از آن سریعا منجمد شردند .داشته شد

 .وژ شدندیدقیقه سانتریف15بمدت و  g 18000در دور دقیقه  5

 بره یرک   و گیرری شرده  نمونهاز محلول حاصل  µl 400 سپس

با اسرتفاده از   pHلوله جدید انتقال یافت و پس از خنثی شدن 

 96پلیررت   از آن بررره یرررک   µL 150هیدروکرررسیدآمونیوم،  

 405سپس چگالی نوری در یول مو  انتقال یافت و  چاهکی

 .نانومتر مورد بررسی قرار گرفت
 

 نتایج و بحث -3

( نتررایج نشرران از منررای  روشررن و   a1)شررکل  TEMتصررویر 

هررایی برروده کرره ییرشررفار در کنررار ایجرراد چررین و چررروک 

تعیین کننرده سراختار گررافن اکسرید      [27،28]براسا  مراج  

باشد. ایجراد منرای  روشرن در سراختار گررافن اکسرید بره        می

شود. مرحله اکسیداسیون ساخت گرافن اکسید ارتبا  داد می

بنابراین مشاهده این نواحی در ساختار گرافن اکسرید حضرور   

دار را برر روی سرط  نانوصرفحات    های عراملی اکسریژن  گروه

. از آزمون رامان به منظور ارزیرابی سراختار   [28] کندتایید می

گرافن اکسید استفاده شد. حضور دو پیک اصرلی موسروم بره    

از مشخصه مواد کربنی به خصروص گررافن    Gو  Dهای پیک

مشرخ    b1 باشد. همانطور که در شرکل و گرافن اکسید می

 1593در  G( و پیررک cm-1) 1351در  Dشررده اسررت پیررک   

(1-cmقرار گرفته است ک ) ه تایید کننده ساختار گرافن اکسید

در ساختار گرافن اکسید به هیبرید  Gو  Dهای باشد. پیکمی
2sp    عرلاوه برر   [30،29]اتم های کربن ارتبرا  داده مری شرود .

ای ها نیز از اهمیت ویرژه ، شدت آن Gو  Dهای جایگاه پیک

یکرری از ابزارهررای بررسرری نقرر  در  GI/DIبرخرروردار اسررت. 

العه این نسربت  . در این مط[30] آیدبه حساب می GOساختار 

بدست آمد. به دلیل شرایط اکسیداسیونی که در فرآیند  95/0

نسربت بره دلیرل     تولید گرافن اکسید وجود دارد معمرولا ایرن  

باشرد. همبنرین   ها کمتر از گرافن مری صفحهمتایر شدن از نانو

در سرراختار گرررافن اکسررید   D+Gو  2Dهررای حضررور پیررک

گرافن اکسید بوده ای هایی در ساختار صفحهنشاندهنده نق 

هرای  توان آنرا به فرآیند اکسیداسیون و حضرور گرروه   که می

کربوکسیلیک اسید و هیدروکسیل در ساختار گررافن اکسرید   

رود کررره خصرررلت . بنرررابراین انتظرررار مررری [31] ارتبرررا  داد

هرای عراملی قطبری    ای گرافن اکسید در کنار گرروه صفحهنانو

پررذیری و توزیرر  آن در بسررتر پلرری   آن سرربب بهبررود پخررش 

کرراپرولاکتون شررود کرره در نهایررت سرربب تقویررت خررواص    

 شود. ها میمکانیکی نانوالیار
 

 
 

 
 .( طیف رامانb و a) TEMافن اکسید؛ ارزیابي ساختار گر :1 شكل
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داشتن خواص سط  مناسرب بره منظرور چسربندگی سرلولی و      

رشد سلول بر روی آن یکی از الزامات مهندسی بافرت اسرت.   

انرژی آزاد سط  و ترشوندگی سط  از پارامترهای تاییرگذار 

گیرری  باشرد. انردازه  در چسبیدن سلول برر روی داربسرت مری   

عنروان یرک معیرار پذیرفتره شرده در      زاویه تما  همرواره بره   

. عموما سط  برا  [32] آبدوستی و آبگریزی سط  مطرح است

درجه را به عنوان یرک سرط     90اندازه زاویه تما  بالاتر از 

درجره بره    90آبگریز و سط  با اندازه زاویره تمرا  کمترر از    

. [33] کننرردبنرردی مرری وان یررک سررط  آبدوسررت دسررته  عنرر

آبدوستی و انرژی سرط  از مروارد تاییرگرذار در چسربندگی     

شرود. برر   سلولی بر روی سط  یک زیست پلمیر محسوب می

ثر میزان چسربندگی  اسا  مراج  برای اینکه یک سط  حداک

سررلولی را از خررود نشرران دهررد بایررد از سررط  متوسررطی از     

آبدوستی برخوردار باشد. در بعضری از مراجر  زاویره تمرا      

 40تررا  20و در بعضرری دیگررر زاویرره  [34]درجرره  60کمتررر از 

به عنوان بهتررین زاویره بررای چسربندگی و رشرد       [35] درجه

سلولی مطرح شده اسرت. بطرور کلری نانوالیرار هرا بره دلیرل        

وسرتی برالایی   خصلت نانویی و تخلخل برالا دارای سرط  آبد  

دارای زاویره   BS0هستند. نتایج این مطالعه نشان داد که نمونه 

ترروان آن را در گررروه سررطوح برروده اسررت کرره مرری 95تمرا   

(. در صرورتیکه بررای نمونره    2بندی کرد )شرکل آبگریز دسته

BS1   کرره عررلاوه بررر ترکیررب درصررد نمونررهBS0  5/0دارای 

نی کربنات درصد وز 1درصد وزنی گرافن اکسید در هسته و 

و زاویره تمرا  آب بره یبرت      بودهکلسیم در پوسته نانوالیار 

درجه بوده که از سط  آبدوستی  8/82رسیده برای این نمونه 

برخوردار است. همانطور کره در   BS0بالاتری نسبت به نمونه 

مشخ  شده است، با افزایش میزان کلسیم فسفات تا   2شکل 

 12/65تمرا  آب ترا    ، زاویهBS2درصد وزنی برای نمونه  3

درجه کاهش پیدا کرد که تاییر کلسیم فسفات بر روی بهبرود  

به وضوح قابرل تشرخی  اسرت. امرا      PCL/PHBVآبدوستی 

درصد وزنری   5/1و  1که دارای  BS4و  BS3های برای نمونه

 رات گرافن اکسید در هسته نانوالیار بودند، زاویه تما  نانو

زاویه تما   BS4ای نمونه درجه و بر BS3  ،6/49برای نمونه 

درجره رسریده اسرت کره      98/15به شدت افت پیدا کرده و به 

دهنرده تراییر گررافن اکسرید در آبدوسرت کرردن سرط         نشان

باشد. از آنجایی که بر روی صفحات گرافن اکسید یلظت می

های هیدروکسیل و کربوکسیلیک اسید زیاد اسرت و از  گروه

این  رات و میزان بالای  یرر دیگر به دلیل نانومتریک بودن

هررای در درسررتر  قطبرری نسرربت سررط  برره حجررم آن گررروه 

همبرون هیدروکسرریل و کربوکسررلیک اسررید برره شررکل قابررل  

هرای دوقطبری   توجهی زیاد بوده و منجر به افزایش برهمکنش

شود که شده که در نهایت سبب کاهش انرژی سطحی نیز می

انررژی   ب سریعا بر روی سط  پخش شود.باعث شده قطره آ

باشد آزاد سط  نیز در کنار زاویه تما  آب، دو پارامتری می

دوسررتی و آبگریررزی سررط  و ترروان آبکرره برره کمررک آن مرری

. در [36] هرا را مرورد بررسری قررار داد    شوندگی آنقابلیت تر

حقیقت همین انرژی آزاد سط  است کره نقرش تاییرگرذاری    

در چسبندگی سرلول و شررو  فعالیرت آن برر روی داربسرت      

دارد. بطور کلی در موضو  چسبندگی انرژی سط  کافی، از 

ضروریات بستر مورد نظر در تما  با محیط مورد نظر اسرت.  

های بیولوژیکی، انرژی آزاد سطحی تعیرین  در تما  با محیط

 ل یا بافت مورد نظر خواهد بود.کننده برهمکنش سط  با سلو

 

 
 ها.: نتایج زاویه تماس آب داربست2 شكل

 

خواص مکرانیکی یکری دیگرر از خصوصریات برجسرته یرک       

آید. داربست مناسب در مهندسی بافت استخوان به حساب می

مدول الاسرتیک، اسرتحکام کششری و ازدیراد یرول ترا نقطره        

های کراربردی و مهرم در ارزیرابی خرواص     پارگی را از معیار

مکانیکی پلیمرهای مورد استفاده در مهندسی بافرت اسرتخوان   
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مشرخ    1 . همانگونره کره در جردول   [37] آیدبه حساب می

شده است چه با افزایش میزان گرافن اکسید در هسته و چه برا  

افررزایش میررزان کلسرریم فسررفات در پوسررته نانوالیررار شرراهد   

افزایش مدول الاستیک، استحکام کششری و ازدیراد یرول ترا     

نقطه پارگی هستیم که همگی گویای بهبود خواص مکانیکی 

در حقیقرت از آنجرایی کره     .باشرد های اصلاح شده مری نمونه

کلسیم فسفات و گرافن اکسید یک ماده الاستیک هسرتند، برا   

، شاهد PCL/PHBVها در ساختار نانوالیار افزایش میزان آن

تقویت فاز الاستیک پلیمر خرواهیم برود. بنرابراین بررای یرک      

ماده ویسکوالاستیک، با تقویت فاز الاستیک شراهد، افرزایش   

براسا  جردول   ص مکانیکی خواهیم بود.مدول و بهبود خوا

فاقررد گرررافن اکسررید و کربنررات  PCL/PHBVنمونرره خررام  1

 MPa 20/24 اسررتحکام کششرری،  MPa 53/1 کلسرریم دارای

درصد ازدیاد یول ترا نقطره پرارگی     4/140مدول الاستیک و 

درصرد وزنری    5/0کره حراوی    BS1بوده اسرت. بررای نمونره    

درصرد وزنری کلسریم فسرفات در      1گرافن اکسید در هسته و 

و مدول الاسرتیک   11/2پوسته بوده است استحکام کششی به 

افزایش یافته است. همبنرین ازدیراد یرول ترا      MPa 11/38 به

درصرد افرزایش پیردا کررده اسرت. برا        2/353نقطه پارگی بره  

رصرد وزنری بررای نمونره     د 3افزایش میزان کلیسم فسفات ترا  

BS2   مجررددا شرراهد افررزایش مرردول الاسررتیک و اسررتحکام ،

ایرم کره نشران از    بوده MPa 49/2 و 2/54کششی به ترتیب تا 

هرا نسربت بره نمونره     بهبود قابل توجه استحکام مکانیکی نمونه

شراهد   BS2( بوده است. ضمن اینکه برای نمونه BS0مرج  )

ایرم.  درصد بروده  5/254ه کاهش ازدیاد یول تا نقطه پارگی ب

ازدیاد یول تا نقطه پارگی به اتلار و بخرش ویسرکوز پلیمرر    

شود بنابراین با تقویت محسرو  فراز الاسرتیک بره     مربو  می

دلیل کوچک شدن بخش اتلار پلیمر، کاهش ازدیاد یول تا 

  BS3هرای رسد. در مورد نمونره نقطه پارگی منطقی به نظر می

یش اسرتحکام مکرانیکی بره شرکل     نیز همین روند افزا BS4و 

کره   BS3تری مشاهده گردید. بطوریکه برای نمونره  محسو 

درصررد وزنرری گرررافن اکسررید در هسررته نانوالیررار    1حرراوی 

  و اسرتحکام کششری بره    89/52باشرد مردول الاسرتیک بره     می

MPa 90/2  رسیده است. برای همین نمونه ازدیاد یول تا نقطه

درصرد داشرته اسرت کره      1/420افزایش محسوسی ترا   پارگی

نسبت  BS3گویای بهبود قابل توجه استحکام مکانیکی نمونه 

درصرد   5/1برا   BS4ها بوده اسرت. بررای نمونره    به سایر نمونه

وزنی گرافن اکسید در هسته نانوالیار شراهد افرزایش مردول    

ایرم  بوده MPa 24/3 و 14/61الاستیک و استحکام کششی تا 

باشرد  ها مری نسبت به سایر نمونه که میزان بالاتری از استحکام

ضمن اینکه برای این نمونه ازدیراد یرول ترا نقطره پرارگی بره       

ترر  درصد کاهش پیدا کرده است که ناشری از سرخت   7/258

شدن نمونه به دلیل حضور نانو رات گرافن اکسرید و کلسریم   

ترر گفتره   همانطور که پیش فسفات درصدهای بالا بوده است.

 2spهرای کرربن هیبریرد    کسرید اترم  شد نانوصرفحات گررافن ا  

اند. این ساختار هستند که در یک لاتیس دو بعدی منظم شده

ای منظم کربنی با ابعاد ضخامت نانومتری به شکل قابل صفحه

شرود.  توجهی سبب افزایش استحکام مکانیکی پلیمر پایره مری  

در واق  این شبکه منظم کربنی بره عنروان فراز تقویرت کننرده      

 شرود بب افزایش سختی و استحکام پلیمر میعمل کرده که س

. صفحات منظم گرافن اکسید با فاصرله نرانومتری از هرم    [38]

سبب شده که با افزایش نسبت سط  به حجم توزی  ترنش بره   

شکل کاملا یکنرواختی صرورت پرذیرد و بره دلیرل خاصریت       

الاستیسیته بالای این ماده خواص مکانیکی تا حد قابل توجهی 

افزایش یابد. پخش و توزی  یکنواخت نانو رات در مراتریس  

. گرررافن [39] پلیمررری از اهمیررت ویررژه ای برخرروردار اسررت 

های قطبی از قبیل هیدروکسریل و  اکسید به دلیل حضور گروه

ده ترا پخرش و توزیر  خروبی در     کربوکسیلیک اسید، سبب ش

. در ایرن مطالعره بره دلیرل     [40] های قطبری داشرته باشرد   محیط

و کلروفرررم،  DMFهررایی قطبرری از قبیررل   اسررتفاده از حررلال 

ای گرافن اکسید مطلروب  توزی   رات صفحهپذیری و پخش

بوده است. نکته قابل توجه در مورد خصلت قطبیت حلال هرا  

و گرافن اکسید این بوده است که صفحات گرافن اکسرید در  

هرای  واق  یک ماده آلی قطبی هستند و از یرر دیگرر حرلال  

 کر شده نیز از نو  اپروتیرک آلری قطبری هسرتند کره همرین       

شرود. در  هرا مری  و توزیر  مناسرب آن   سازگاری سبب پخرش 
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مراده کربنری در بسرتر پلیمرری     ور ایرن نانو چنین شرایطی حض

PCL     سرربب تقویررت بخررش هسررته نانوالیررار و بطررور کلرری

 شود.محصول نهایی می

 
 .ها: نتایج خواص مكانیكي داربست1جدول 

 نمونه
استحكام کششي 

(MPa) 

مدول 

الاستیک 

(MPa) 

ازدیاد طول تا 

 %() نقطه پارگي

BS0 53/1  20/24  4/140  

BS1 11/2  11/38  2/353  

BS2 49/2  2/54  5/254  

BS3 90/2  89/52  1/420  

BS4 24/3  14/61  7/258  

 

پذیری یکی دیگر از پارامترهای مورد توجه در تخریبزیست

ترر اشراره   شود. همانگونه که پیشمهندسی بافت محسوب می

هرا بره   ته داربسرت شد، پلیمرهای استفاده شده در هسته و پوسر 

انرد کره هرر دو جرز      بوده PHBVترتیب پلی کاپرولاکتون و 

شرروند. نتررایج پررذیر محسرروب مرریتخریرربپلیمرهررای زیسررت

هرا،  تخریب پذیری نشان داد که در برین همره داربسرت   زیست

هرا  پوسته آن-که از هیچ افزودنی در ساختار هسته BS0نمونه 

ذیری بره مراترب   پر تخریرب استفاده نشده بود از سرعت زیست

ها برخوردار بوده است. همانگونه بالاتری نسبت به سایر نمونه

نیز مشخ  شده است، با افزایش میزان گررافن   3که از شکل 

هرا  پرذیری نمونره  هرا، سررعت تخریرب   اکسید در هسرته نمونره  

کره   BS4کنرد کره ایرن موضرو  بررای نمونره       کاهش پیدا می

تار خرود داشرته اسرت    بیشترین میزان گرفن اکسید را در سراخ 

مشرخ    3ترر اسرت. همرانطور کره در شرکل      بسیار محسو 

درصرد تخریرب    40ماه شاهد بریش از   3است پس از گذشت 

 60ماهه بریش از   6ایم و پس از گذشت زمان ها بودهداربست

هرا تخریرب شرده اسرت کره بره خصروص بررای         درصد نمونه

 ایرن میرزان تخریرب بره     BS3و  BS0 ،BS1 ،BS2هرای  نمونه

درصد نیز رسیده است. بنابراین با توجه بره خرواص    70حدود 

از نظررر خررواص مکررانیکی و نتررایج  BS3بسرریار خرروب نمونرره 

توان ایرن نمونره را   پذیری، میتخریبحاصل از آزمون زیست

ها مورد تر نسبت به سایر نمونههمبنان به عنوان گزینه مناسب

 توجه قرار داد.

 

 
 .هاذیری داربستپتخریبنتایج زیست: 3 شكل

 

سازگاری همواره به عنوان مهمترین فراکتور در توسرعه   زیست

هررای مررورد کرراربرد در مهندسرری پزشررکی بخصرروص ابررزاری

 آیدهای مورد استفاده در مهندسی بافت به حساب میداربست

یک روش پذیرفته  MTT . آزمون سمیت سلولی با روش[41]

سازگاری زیست مواد در مهندسری  شده به عنوان معیار زیست

سلول برر روی   چسبیدن و رشد .[42] دشوپزشکی شناخته می

ترین فاکتورها در مهندسی بافت به منظرور  بستر پلیمری از مهم

ری پلیمرر مرورد نظرر اسرت. چسربیدن      سرازگا ارزیرابی زیسرت  

سلولی به عوامل متعددی از قبیرل شریمی سرط ، آبدوسرتی و     

. یررک [43] آبگریررزی سررط ، بررار سررطحی و ... بسررتگی دارد 

سلول پس از چسبیدن بر روی بستر مورد نظرر بایسرتی بتوانرد    

رشررد کنررد و برره حیررات خررود ادامرره دهررد. بررسرری تغییررر      

هرررا همرررواره بررره عنررروان معیررراری از   مورفولررروژی سرررلول 

سازگاری مورد توجه است. شرایط رشد سلولی بایستی زیست

جر بره تغییرر مورفولروژی سرلولی از حالرت گررد       در نهایت من

شکل به رشد فیلوپدیال، شبکه ستوپلاسمی و گسترش سلولی 

ار هرا در چهر  سازگاری نمونره . در این مطالعه زیست[44] شود

هفت روزه مورد  بازه زمانی یک روزه، سه روزه، پنج روزه و

مشرخ  شرده    4 شرکل  و همانگونه که ازبررسی قرار گرفت 

سازگاری حرداکثری  ها از زیستاست در روز اول همه نمونه

هررا بررا برخرروردار هسررتند و پررس از سرره روز مجرراورت نمونرره 
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ه درصد برای هم 95سازگاری بالای ها، همبنان زیستسلول

شود. پس از مجاورت پرنج روزه، اگرچره   ها مشاهده مینمونه

هرا مقرداری کراهش پیردا     مانی سلولی برای نمونره درصد زنده

ها مانی سلولی برای آندرصد زنده 85کرده اما همبنان بالای 

ها نیز نشان داد که همره  یبت گردید. بررسی هفت روزه نمونه

مشابه تما  پرنج روزه  مانی سلولی ها تقریبا درصد زندهنمونه

هرا پرس از یرک    سرازگاری آن داشتند که موید تثبیت زیسرت 

برا   BS4و  BS3هرای  باشد. همبنین از مقایسره نمونره  هفته می

، پس از بررسری هفرت روزه مشرخ     BS2و  BS1های نمونه

سرازگاری مطلروبی   ها از سط  زیسرت شد که اگرچه همه آن

هرای  لی برای نمونره مانی سلوبرخوردار هستند اما درصد زنده

BS2  وBS3   هررا بروده کرره بنظررر  انردکی بیشررتر از سرایر نمونرره

 رات گرافن اکسرید بخصروص بررای نمونره      رسد حضورمی

BS3     به دلیل بهبود آبدوستی و بوجود آمردن شررایط مسراعد

مرانی  برای چسبندگی و رشد سلولی، از میزان برالایی از زنرده  

مرده از ایرن آزمرون    سلولی برخوردار هستند. نترایج بدسرت آ  

کره دارای زاویره    BS3و  BS2هرای  کنرد کره نمونره   تایید می

و همینطرررور انررررژی آزاد سرررط    9/46و  7/66تمرررا  آب 

هستند، بهترین شرایط را برای چسربندگی   54/122و  59/101

و رشررد سررلولی دارنررد. در حقیقررت سررطوحی کرره آبگریررزی  

آبگریز با های نامطلوب زیادی دارند منجر به ایجاد برهمکنش

شررود و مررانعی بررزرگ در برابررر  سررلول و محرریط میزبرران مرری 

کنرد. از یرفری دیگرر    چسبیدن سلول بر روی سط  ایجاد مری 

سطوحی که میزان آبدوستی بسیار بالایی دارند، یا بره عبرارت   

هرم محیطری    دیگر انرژی آزاد سط  خیلی زیادی دارنرد، براز  

ل بایستی بر مناسب برای چسبندگی و رشد سلولی نیستند. سلو

سرازگاری مناسربی دارد ببسربد و    روی یک سط  که زیست

پررس از چسرربندگی شرررو  برره فعالیررت خررود کنررد در چنررین   

تواند میزبانی مناسرب  شرایطی است که داربست مورد نظر می

 های سلولی باشد.برای فعالیت

 

 
 ها.های در مجاورت داربستاز سلول OM: نتایج 4 شكل

 

طرح شد، هردر داربسرت فرراهم کرردن     همانطور که پیشتر م

باشررد. یرک بسرتر مناسرب بررای فعالیررت مطلروب سرلولی مری       

فعالیت مطلوب سلولی به معنی چسبیدن سلول به بستر و سپس 

رشررد آن اسررت. آزمررون کشررت سررلولی و سررپس بررسرری      

یکری از کارامردترین    FESEMها به کمرک آزمرون   داربست

سرازگاری  زیسرت ها به منظور ارزیابی فعالیت سرلولی و  روش

، BS1هرای  آید. در این بخش نمونره ها به حساب میداربست

BS2 ،BS3  وBS4     مورد ارزیابی قرار گرفرت. نترایج آزمرون

هرا و تغییرر   کشت سلولی نشران از چسربندگی مطلروب سرلول    

( a-d5ها بوده است )شرکل  ها برای همه نمونهمورفولوژی آن

ه به عنوان یرک  ها ساخته شدکه گویای مناسب بودن داربست

باشررد. در صررورتیکه کرره  هررا مرریبسررتر مناسررب برررای سررلول 

ها از نظر خرواص سرطحی و زیسرتی شررایط مناسربی      داربست

ها بره سرختی ر    نداشته باشند، چسبندگی سلولی بر روی آن

دهد و حتی در آن صورت شاهد رشد و تغییر مورفولوژی می

بخرش نشران    ها نخواهیم بود. در صورتیکه که نتایج اینسلول

هرا  هرا برر روی نمونره   داده که رشد و تغییر مورفولوژی سرلول 

( بروده کره مویرد    Fully spreadبصورت کاملا پخرش شرده )  

 (. بطرور 5 ها با بستر بوده است )شکلبرهمکنش مناسب سلول

های بر پایه نانوالیار بره دلیرل نسربت سرط  بره      کلی داربست

بهتری نسربت   یطحسحجم بسیار بالا دارای خواص زیستی و 

پایره نانوالیرار    های برر داربست می هستند.لیهای فداربستبه 

 اکسید درکلسیم فسفات و گرافن  نانو ارت تقویت شده با
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کنار خواص مکانیکی مطلوب به دلیل تخلخل بالا و خصلیت 

شیمی سطحی مناسب دارای خواص بسیار خروب زیسرتی نیرز    

 باشند.می
 

 
های کشت داده شده بر روی ولاز سل SEMتصاویر  :5 شكل

 .d BS4) و a BS1 ،(b BS2 ،(c BS3)ها؛ داربست

 

هرای ارزیرابی   فعالیت آنزیم آلکالین فسفاتاز از جمله شراخ  

آیرد. ایرن آنرزیم    کمی روند تمایز اسرتخوانی بره حسراب مری    

یکری از   ALP شرود. های است،وبلاست تولید مری توسط سلول

ر بردن وجرود دارد. زمرانی    ها بوده که بصورت یبیعی دآنزیم

های استخوانی فعرال باشرد و سربب رشرد اسرتخوانی      که سلول

-تبردیل پرارا   [45] یابرد شود، میرزان ایرن آنرزیم افرزایش مری     

نیتروفنول به عنوان معیاری از فعالیت -نیتروفنیل فسفات به پارا

در حقیقت یک  ALPشود. آلکالین فسفاتاز در نظر گرفته می

نو  آنرزیم بروده کره تراییر بسریار زیرادی برر تشرکیل فرآینرد          

بخصوص در مراحل اولیره و   ALPاستخوان سازی دارد. تاییر 

همرواره بره    ALPباشرد. بنرابراین،   سازی میاستخوانمقدماتی 

عنرروان یکرری از شناسرراگرهای مهررم جهررت بررسرری فرآینررد    

در این مطالعه . [46] گیردسازی مورد بررسی قرار میاستخوان

روزه  21و  14، 7هرا در بازهرای زمرانی    داربست ALPفعالیت 

مشرخ    5 مورد بررسی قرار گرفت. همانطور کره در شرکل  

هررای برررای نمونرره ALPشررده اسررت بیشررترین میررزان فعالیررت  

یبررت شررده اسررت و پررس از آن میررزان  14مختلررف برررای روز 

 . این کاهش (a6 )شکل یافتکاهش  21برای روز  آنفعالیت 

هرای رشرد   گویای بالغ شردن سرلول   21برای روز  ALPمیزان 

باشد. در حقیقت ایرن کراهش بیرانگر مسریر درسرت      رده میک

 ALP. همبنین با مقایسه فعالیرت  استفرآیند استخوان سازی 

های مختلف و نمونه کنترل مشخ  شد که میرزان  برای نمونه

باشرد.  ها بیشتر از نمونه کنترلی میبرای داربست ALPفعالیت 

، BS2هرای  برای نمونره  ALPنتایج نشان داد که میزان فعالیت 

BS3  وBS4  بیشتر از نمونهBS1     بوده اسرت. بطوریکره بررای

بیشترین میزان ممکرن بروده اسرت. از     BS3و  BS2های نمونه

آنجایی که رشد و فعالیت سلولی بره شرکل قابرل تروجهی بره      

کنرد،  خصوصیات سرطحی بسرتر مرورد نظرر ارتبرا  پیردا مری       

و  BS2 ،BS3هرای  گیری کرد که نمونهتوان اینگونه نتیجهمی

BS4     سرطحی آزاد به دلیل آبدوسرتی و خصوصریات انررژی، 

هرا هسرتند، هرچنرد کره بنظرر      بستر مناسبی برای فعالیت سلول

بهترین شرایط را برای رشد و  BS3و  BS2 یهارسد نمونهمی

 اند.فعالیت سلولی داشته

آمیررزی آلیررزارین قرمررز همبنررین نتررایج کمرری آزمررون رنررگ

(ARS در شکل )b6 اده شده است که بر ایرن اسرا ،   نشان د

هرا  از نظر آهکی شردن بهتررین نمونره    BS3و  BS2های نمونه

 BS3باشند کره در ایرن برین نمونره     برای کاربرد  کر شده می

داشرته اسرت.    BS2عملکرد به مراتب بهتری نسبت بره نمونره   

 MTT ،ALPنیز ارتبا  معنا داری با نتایج  ARSنتیجه آزمون 

و انرژی آزاد سط  داشته است. همبنرین  و حتی زاویه تما  

و  BS2ترر از نمونره هرای    از نظر عملکرد ضرعیف  BS4نمونه 

BS3  بوده اما از نمونهBS1  عملکرد بهتری داشته است. نتایج

حاصرله   ALPبدست آمده بخوبی نشان داد که میزان فعالیرت  

در مقایسه با کارهای  BS3و  BS2بخصوص برای نمونه های 

از عملکررد   [47،48] رفتره برر پایره نانوالیرار    مشابه صورت گ

کاملا بهتری برخوردار بوده است که این موضو  گویرای آن  

هررا، حضررور کرره عررلاوه بررر نانوسرراختار بررودن داربسررتاسررت 

همزمان نانو رات کلسیم فسفات و گرافن اکسید به ترتیب در 

پوسررته و هسررته نانوالیررار سرربب تقویررت خررواص زیسررتی و   

 شود.سازی میاستخوان
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 آلكالین فسفاتاز( a ،هاینتایج آزمون :6 شكل

 .( رنگ آمیزی آلیزارین قرمزbو 

 

میزی آلیزارین قرمز در حقیقت رسوب کلسریم  آآزمون رنگ

آمیرزی  دهد. کاربرد رنگدر محیط کشت سلولی را نشان می

نظر اسرت  اسرتخوانی مرد   آلیزارین قرمز برای مواقعی که تمایز

بسیار حائز اهمیت است. آلیزارین قرمز در واق  یرک ترکیرب   

هرا را  آلی بوده که بطور اختصاصی بستر معدنی شده در سلول

کند. قابرل  کرر اسرت کره در     گ قرمز، رنگ آمیزی میبه رن

ها با میرزان مرواد معردنی    پذیری سلولاین آزمون شدت رنگ

این آزمون یکی . [49] موجود در بستر آن ارتبا  مستقیم دارد

هررای بسرریار مررورد توجرره در بررسرری معرردنی شرردن از آزمررون

هرای بلرو    باشرد. ایرن آزمرون یکری از بررسری     ها میداربست

آید. نتایج نشان داد که اب میهای تمایز یافته نیز به حسسلول

هرای  میزان کلسیم رسوب کررده و رشرد سرلولی بررای نمونره     

BS2 ،BS3 و BS4  کرره در شررکلb7  ترراd7  نشرران داده شررده

بیشتر از نمونره کنترلری بروده اسرت. در تطراب  برا نترایج        است 

نیز نشران داد کره افرزایش     ARS، آزمون ALPآزمون فعالیت 

ار نانوالیرار نقرش مرویری در    میزان کلسیم فسرفات در سراخت  

های تمایز رسوب کلسیم )معدنی شدن داربست( و رشد سلول

مشرخ  شرده    d7و  c7های یافته دارد. همانگونه که از شکل

بیشرترین میرزان جرذب رنرگ      BS3و  BS2هرای  است نمونره 

ها اند که گویای معدنی شدن این نمونهآلیزارین قرمز را داشته

 کند.غ شدن سلولی ارتبا  پیدا میبوده که به تمایز و بال

 

 
 ARSتصاویر میكروسكوپ نوری حاصل از آزمون  -7 شكل

 نمونه کنترلي، a)ها؛ فعالیت معدني شدن داربستاز 

(b  نمونهBS2 ،(c  نمونهBS3  و(d  نمونه.BS4 

 

از نتایج بدست آمرده در ایرن مطالعره و مقایسره برا تحقیقرات       

تروان نتیجره گرفرت زمانیکره از نرانو رات      می [50،51] پیشین

شود فعالیت معدنی استفاده می PHBVکلسیم فسفات در بستر 

کند کره در  گیری افزایش پیدا میها به شکل چشمشدن نمونه

 استخوان بسیار حائز اهمیت است. فرآیند تولید
 

 گیرینتیجه -4

های ساخته شرده بره کمرک بررسری     خواص سطحی داربست

دوسررتی و آبگریررزی سررط  و انرررژی آزاد سررط  از یریرر  آب

گیری زاویه تما  مرورد ارزیرابی قررار گرفرت.     آزمون اندازه

این نتایج نشان داد که افزایش میزان کلسیم فسفات در پوسرته  

 زاویهاندازه و گرافن اکسید در هسته نانوالیار منجر به کاهش 
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شرده   تما ، افزایش انرژی آزاد سرط  و افرزایش آبدوسرتی   

است. هم کلسیم فسفات و هم گرافن اکسید به دلیرل ماهیرت   

آبدوستی بالا و همبنین خاصیت نانو ره بودن، قابلیت بالایی 

هررای نانوالیررافی داشررته در افررزایش آبدوسررتی سررط  داربسررت

سازگاری، تمایز سرلولی و  است. خواص زیستی اعم از زیست

و  MTT ،ALPهای بررسی قابلیت معدنی شدن توسط آزمون

ARS    مورد بررسی قرار گرفرت. آزمرونMTT    عردم سرمیت

روزه ایبرات کررد و مشرخ      7ها را پس از بازه زمرانی  نمونه

 80مرانی سرلولی برالای    هرا در ایرن مردت زنرده    شد که نمونره 

، که نشان دهنده ALPاند. از یرر دیگر آزمون درصد داشته

 BS2 و BS3هرای  باشد، نشران داد کره نمونره   تمایز سلولی می

هرا داشرته   بالاترین میزان تمایز سرلولی را در برین سرایر نمونره    

نیررز  ARS، آزمررون ALPاسررت. همبنررین در تاییررد آزمررون  

بیشرترین میرزان معردنی     BS3و  BS2مشخ  کرد که نمونره  

هرای  از مجمو  آزموناند. ها داشتهشدن را در بین سایر نمونه

شخ  گردید های زیستی مگیری زاویه تما  و آزموناندازه

درجره   65و  49هایی که دارای اندازه زاویره تمرا    که نمونه

هرا  هستند فعالیت زیستی قابل تروجهی نسربت بره سرایر نمونره     

دارند. بنابراین با توجه به مجمو  نتایج حاصرله مشرخ  شرد    

بهتررین   BS1و  BS3 ،BS2 ،BS4که بره ترتیرب نمونره هرای     

 ستند.ها برای استفاده در مهندسی بافت هنمونه
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