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  چكيده
 ـ                 امروزه با پيشرفت   :هدف كـارگيري   ههاي فراواني كه در زمينه مهندسي بافت عصبي حاصل شـده اسـت، لـزوم ب
 تـرميم   راسـتاي تواند گـامي مهـم در        كارگيري موادي با ساختارهاي تركيبي مي       ساخت و به   برايهاي نوين    روش

هاي كربني   نانولوله-وينيل الكل پلي/هاي كيتوزان در اين مطالعه، نانوكامپوزيت . شمار آيد  ضايعات سيستم عصبي به   
 .عنوان داربست انتخاب شد به

شناسـي   هاي كربني با ساختار و ريخت       نانولوله -وينيل الكل  پلي/هاي كيتوزان  اي توليد داربست   بر :ها مواد و روش  
 تعيـين  بـراي سنجي رامان و ميكروسـكوپ الكترونـي روبـشي          از طيف . مناسب از روش الكتروريسي استفاده شد     

هـا   سـازگاري داربـست    ميزان زيست سپس. هاي الكتروريسي شده استفاده شد ساختار شيميايي و فيزيكي داربست 
 .شد و قرمز خنثي بررسي MTTهاي زيستي  توسط آزمون

هـاي كربنـي داراي       نانولوله -وينيل الكل  پلي/هاي كيتوزان   كه نانوكامپوزيت  است آن   بيانگر نتايج كسب شده     :نتايج
بـه دليـل    . اسـت هـاي طبيعـي مـشتق از مغـز انـسان              رشـد سـلول    براي ريختي مناسب     خصوصيات ساختاري و  

 رشد كرده و   روي داربست خوبي ها قادرند با حفظ ساختار طبيعي خود به   سازگاري مناسب داربست، سلول    يستز
  .اشندباز شرايط مطلوبي برخوردار 

سـازگاري و خـواص    هاي كربني به دليـل زيـست    نانولوله-وينيل الكل پلي/هاي كيتوزان   نانوكامپوزيت :گيري نتيجه
  .كند هاي عصبي طبيعي مشتق از مغز انسان را فراهم مي ولساختاري مناسب، امكان رشد سل

 
 هاي كربني، الكتروريسي وينيل الكل، نانولوله  مهندسي بافت عصبي، كيتوزان، پلي:كليدواژگان

  

 مقدمه -1
هاي قابـل كـشت در درمـان بـسياري از             از داربست  امروزه
ــاري ــزي      بيمـ ــصبي مركـ ــستم عـ ــا سيـ ــرتبط بـ ــاي مـ   هـ

(Central Nervous System: CNS) از جملــه پاركينــسون   

  
(Parkinson's disease)  آلزايمـر ،(Alzheimer's disease) و 

 (Traumatic Brain Injury: TBI)هاي وارده بـه مغـز    آسيب
گونــه از  درمــان رايجــي كــه بــراي ايــن]. 1[شــود  اســتفاده مــي
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هاي سالم اطـراف بافـت       ها وجود دارد، استفاده از بافت      بيماري
 ولـي بـه دليـل عـوارض     ؛]3، 2 [اسـت  ترميم   برايده  آسيب دي 

هــا از جملــه شــيوع بيمــاري در اثــر  گونــه روش ناشــي از ايــن
هاي پس از اعمال جراحـي، محققـان مختلـف درصـدد             عفونت

 توليـد   بـراي اي مهندسي بافت عـصبي       رشته استفاده از علم ميان   
هـاي    پيـشرفت  با وجـود  . هاي زيستي مناسب برآمدند    جايگزين

سـازگار بـراي     هـاي زيـست    ني كه در زمينه توليد داربست     فراوا
هاي مختلف حاصل شده     هاي موجود در بافت    تكثير انواع سلول  

است، ساخت داربستي كه قادر باشـد كليـه شـرايط مـاتريكس             
 طبيعـي را در  (Extracellular matrix: ECM)خارج سلولي 

CNS شـماري   هنوز با مشكلات بي    ،طور مصنوعي ايجاد كند     به 
امروزه از نانومواد مختلف با خـواص مكـانيكي و          . روست روبه
نانومواد . شود  ساخت داربست استفاده مي    برايكي متفاوت   يفيز

؛ در صورت   ]5،  4 [است نانومتر   100 تا   1ساختارهايي با اندازه    
 خصوصيات فيزيكـي و شـيميايي        است ريزي مناسب قادر   طرح

 تـوان از آن  ن مـي د كـه بـه سـبب آ     ه ده يمنحصر به فردي را ارا    
ــوژي پيــشگام در طيــف وســيعي از مــصارف   بــه عنــوان تكنول

هاي متشكل از نانومواد     داربست]. 2[پزشكي بهره گرفت     زيست
 از حيث ساختار،    ECM شرايطي را همچون      است مختلف قادر 

 رشـد سـلول   بـراي تركيب شـيميايي و خـصوصيات مكـانيكي        
 بـراي وشـي مناسـب     بايست از ر    بنابراين، مي  ].7،  6[فراهم آورد   

هـاي   تـاكنون از روش   . مهندسي بهينـه ايـن مـواد اسـتفاده نمـود          
، خودتجمعي  (Electrospinning)متعددي همچون الكتروريسي    

(Self-assembly) و جداسازي فازي (Phase separation)  بـا 
ريـزي نانوفيبرهـا اسـتفاده       درجات موفقيت مختلف براي طـرح     

كــي از يد، الكتروريــسي بــا ايــن وجــو]. 9، 8، 4[شــده اســت 
اصـول كـار در فرآينـد     . اسـت ها در اين راسـتا       مؤثرترين روش 

 ـالكتروريسي بدين گونه است كه با قرار دادن          ك الكتـرود در    ي
كننده   الكترود ديگر در صفحة جمع      قرار دادن  محلول پليمري و  

ك پتانسيل الكتريكـي بـين قطـره        يا متصل كردن آن به زمين،       ي
 هل شــده در نــوك ســوزن و صــفحكيا مــذاب تــشيــپليمــري 

وقتي ميـدان الكتريكـي اعمـال       . شود كننده الياف اعمال مي    جمع
ك جريان پليمـري    يشده به كشش سطحي قطره غلبه پيدا كند،         

كنترل مـسير جريـان     . شود باردار از قطره نوك سوزن خارج مي      
جريان خارج  . پذيرد وسيلة ميدان الكتريكي صورت مي     باردار به 

 وجـود نيروهـاي دافعـه بـين بارهـاي موجـود در         شده به علت  
تر  جريان پليمري دچار ناپايداري خمشي شده و درازتر و نازك         

 ـرسـد؛ سـپس روي       شود و به اندازه نانومتر مـي       مي ك وسـيلة   ي
كامپوزيـت  . آيـد  كننده قرار گرفته و به حالت جامد در مي         جمع

 كـه داراي    اسـت  مجـزا    بخـش نانومواد حـداقل متـشكل از دو        
 ـصياتي برتر از هر     خصو    اسـت ك از اجـزاي تـشكيل دهنـده         ي

وينيـل   پلـي /در اين مطالعه، تركيب پليمـري كيتـوزان       ]. 11،  10[
مـشتق  (كيتـوزان  . عنوان داربـست انتخـاب شـده اسـت         الكل به 

 خالص منفي است كـه      ساكاريدي با بار    پلي )داِستيله شده كيتين  
در آن  هاي عـاملي هيدروكـسيل و آمـين بـوده كـه              داراي گروه 

 4 و   β- 1 گلوكز آمين توسط پيوندهاي      -Dواحدهاي تكراري   
ــرتبط   ــم مـ ــا هـ ــتبـ ــمي،  . اسـ ــي غيرسـ ــوزان تركيبـ كيتـ

با اين وجود، بـه دليـل       . پذير و ضد باكتري است     تخريب زيست
 اندك، استفاده از آن     (Elasticity) قدرت مكانيكي و الاستيسيته   

  ود ش ـ پزشكي و مهندسي بافـت محـدود مـي         در مصارف زيست  
ــب    ]. 7، 1[ ــتفاده از تركي ــدد اس ــان درص ــبب محقق ــدين س   ب

 سـاخت نانوفيبرهـايي بـا       بـراي ك پليمـر سـنتتيك      يكيتوزان و   
وينيـل الكــل   در ايــن مطالعـه، از پلــي . خـواص بهينــه برآمدنـد  

(Polyvinyl alcohol: PVA) زا   ســرطانســمي و بــه علــت
 بودن و خواص زيستي مناسب در تركيب بـا كيتـوزان اسـتفاده          ن

وينيـل الكـل     سـاختارهاي نـانوفيبري كيتـوزان پلـي       . شده است 
(Chitosan/PVA: CS/PVA) ــه دليــل خــواص مكــانيكي  ب

 توليد  برايسازگاري مطلوب، تركيباتي مناسب      مناسب و زيست  
تا به امـروز از تركيـب       ]. 9،  7[شود   نانوكامپوزيت محسوب مي  

 در  (Crosslinking) بـا اتـصالات متقـاطع        CS/PVAپليمري  
هـاي   تحقيقات مختلفي از جملـه بررسـي ميـزان تكثيـر سـلول            

ــون    ــدي ميم ــتي كب ــلول]12 [(VERO)فيبروبلاس ــاي  ، س ه
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ــرميم زخــم و پوســت ]7 [(PC12)فيبروبلاســتي  ] 14، 13[، ت
با اين وجود، در مهندسي بافـت عـصبي بـه           . استفاده شده است  

كـي و   ي داشتن سـاختار فيز    با وجود هايي نياز است كه      داربست
بـه  . ايي مناسب، از پايداري مطلوب نيـز برخـوردار باشـد          شيمي

هـاي كربنـي تـك جـداره         همين دليل در اين مطالعه از نانولوله      
(Single-walled carbon nanotube: SWNT) بــه دليــل 

ــرد آن   ــه ف ــصر ب ــواص منح ــا خ ــراي ،ه ــداري  ب ــت پاي  تقوي
كـي از  ي SWNT. هاي مذكور استفاده شده اسـت   نانوكامپوزيت

. اسـت هاي تركيبـي      توليد كامپوزيت  براين تركيبات   تري مناسب
SWNT           داراي خصوصيات مكانيكي و نسبت سطح بـه حجـم 

 كـه  است پليمرهاي كربني خالص   SWNT]. 17-15 [استبالا  
    بـا  (Lattic) لاتيـك هاي كـربن توسـط پيونـدهاي         ها اتم  در آن 

 كـه    اسـت  سه كربن مجاور خود اتصال كـووالان برقـرار كـرده          
را  پايداري و قـدرت مكـانيكي داربـست     است قادربدين سبب   

لازم بـه ذكـر     ]. 19،  18،  8 [افزايش دهد پذيري    انعطاف ظبا حف 
است كـه در مطالعـات مختلفـي، از خـواص منحـصر بـه فـرد                 

SWNT توليد  ]15[ها   دار كردن آن    رديابي سلولي و نشان    براي ،
 MRIات تبــايني ، توليــد تركيبـ ـ]20[هــاي نــوري   رديــاب

(Magnetic Rsonance Imaging) 23-21[ استفاده شده است[ .
شـماري نيـز اسـتفاده ازنانوفيبرهـاي         همچنين در تحقيقات بـي    

PVA/SWNT گرهايي با قابليت الكتريكـي       ساخت حس  براي
در ايـن مطالعـه،     ]. 25،  24[و حرارتي بهينه گزارش شده است       

 بـراي عنـوان داربـست       بـه  CS/PVA-SWNTگزينش نانوفيبر   
سـازگاري   گيري از زيست   هاي عصبي بر مبناي بهره     ولتكثير سل 

 و پايــداري مولكــولي و شــيميايي CS/PVAمطلــوب تركيــب 
SWNT قابل توجه است كه تا به امـروز از نانوفيبرهـاي      . است

 در مــصارف مختلــف CS/PVA-SWNTالكتروريــسي شــده 
، تحقيـق بدين سبب در ايـن      . مهندسي بافت استفاده نشده است    

ســـازگاري   ريختـــي و ميـــزان زيـــستخـــواص ســـاختاري،
ــراي CS/PVA-SWNTنانوكامپوزيـــت  ــر بـ ــد و تكثيـ  رشـ

 . استبررسي شدههاي عصبي طبيعي مشتق از مغز انسان  سلول

 ها  مواد و روش-2

-CS/PVA ساخت غـشاي نـانوفيبري       -2-1

SWNTبا استفاده از روش الكتروريسي  
 CS/PVA-SWNTهـاي نـانوفيبري       ساخت داربست  براي
پودر، وزن مولكولي   ( گرم كيتوزان    06/0 الكتروريسي،   طي روند 

، (Sigma-Aldrich) درصـد،    80متوسط، درجـه استيلاسـيون      
  مــدت   درصــد بــه3ليتــر اســيد اســتيك   ميلــي2را در ) آمريكــا

 درصــد و 2 ســاعت در دمــاي اتــاق حــل كــرده تــا محلــول 2
 SWNT گـرم    003/0سـپس   . كنواخت كيتـوزان ايجـاد شـود      ي
)Sigma-Aldrich و  به محلول كيتـوزان افـزوده شـد       ) ، آمريكا 
بـا   (Sonication) دقيقـه تحـت سونيكاسـيون        5 تـا    2مدت   به

 دماي اتاق قـرار گرفـت تـا ذرات           و  هرتز 25سازي   درجه فزون 
 درصـد،   10 درصـد،    7هـاي     با نسبت  SWNTچسبنده و معلق    

 بـا درصـدهاي     SWNTعلت استفاده از    .  درصد ايجاد شود   12
در زمـان   . اسـت  قابليت الكتروريسي پليمرهـا      ذكر شده به دليل   

 درصـد، درجـه     80درجـه هيـدروليز      (PVA گـرم    2/1مشابه،  
ــيون  ــا(Sigma-Aldrich)، 2500پليمريزاســـ   در ) ، آمريكـــ

 درجه  80 ساعت در دماي     2مدت   ونيزه به ي ليتر آب دي    ميلي 20
  گـراد تحـت چـرخش آهـسته قـرار گرفـت تـا محلـول                 سانتي

سپس محلول كيتوزان تركيب شده بـا       . ود درصد آن توليد ش    12
SWNT   ليتر ازمحلول     ميلي 5 باPVA    مخلوط  75/25 با نسبت 

ــاب . شــد ــل حب ــس از حــذف كام ــري،   پ ــول پليم ــا از محل ه
  سـاعت، ولتـاژ    /ليتـر   ميلـي  10الكتروريسي در شـرايط سـرعت       

متـر از نـوك سـوزن تـا صـفحه             سـانتي  10 ولت و فاصـله      24
  .كننده اعمال شد جمع

 
هاي الكتروريسي   گيري از داربست   عصاره -2-2

 شده
   طبــق اســتاندارد  CS/PVA-SWNT هــاي  از داربــست
 ISO 10993-5 ] 26 [  ــا ــد ت ــه ش ــصاره تهي ــرايع ــي ب  بررس
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براي . ها استفاده شود   سازگاري داربست از آن    غيرمستقيم زيست 
متر   سانتي 1هايي با سطح مقطع      ها در اندازه   ، داربست منظوراين  

و ور    غوطـه  ، RPMI-1640  محيط كشت     از ليتر ميلي 1مربع در   
 و  7 ،3هـا در روزهـاي       پذيري سلول  براي بررسي ميزان زيست   

  . انكوبه شدCO2 درصد 5گراد و   درجه سانتي37 در دماي 14
  

هـاي عـصبي      جداسازي و كشت سـلول     -2-3
 طبيعي مشتق از مغز انسان

حاضر بـه تأييـد كميتـه اخـلاق پزشـكي انـستيتو             ژوهش  پ
قطعاتي از كورتكس مغـز طبيعـي انـسان ضـمن           . پاستور رسيد 

صـول اخـلاق پزشـكي توسـط پزشـك متخـصص بـا              رعايت ا 
مشتق ها   كليه بافت .  تهيه شد   جراحي بيمار مبتلا به تومور مغزي     

متـري    ميلـي  5/0 مربوط بـه قطعـات        بافت. از لوب پيشاني بود   
 بار شستشو با محلول نمك بـافري فـسفاته          5پس از   تقسيم شد و    

 (Phosphate Buffered Saline: PBS)  ــشت ــيط ك  در مح
 DMEM)  Sigma-Aldrich سرم گاوي   درصد   10حاوي  ) ، آمريكا
ــي  ــد100، (Fatal Bovine Serum: FBS) جنين ــي/ واح ــر ميل  ليت

ليتـر   ميلي/ ميكروگرم 100،  (GIBCO) (Penicillin)سيلين   پني
ــسين ــرم5، (GIBCO) (Streptomycin) استرپتوماي  / ميكروگ

ــي ــر  ميلـ ــامين -Lليتـ ــاSigma-Aldrich( گلوتـ   و ) ، آمريكـ
  ليتـــر فـــاكتور رشـــد فيبروبلاســـتي     ميلـــي/ نـــانوگرم10

(Fibroblast Growth Factor: bFGF)) Sigma-Aldrich ،
 CO2 درصد   5گراد و     درجه سانتي  37تيمار و در دماي     ) آمريكا

هـاي تهيـه     ها از بافـت    پس از حدود دو هفته سلول     . انكوبه شد 
  .شد استفاده ، بار پاساژ دادن5 تا 4شده خارج و پس از 

  

  تعيين خصوصيات-2-4

شناســـي نانوكامپوزيـــت   ريخـــت  بررســـي-2-4-1
 CS/PVA-SWNT. 

ــ ريخــــت ــد شناســ ــل از رونــ ــاي حاصــ   ي نانوفيبرهــ
الكتروريــسي بــا اســتفاده از ميكروســكوپ الكترونــي روبــشي 

(Scanning Electron Microscopy: SEM )) Zeiss آلمـان ،( 
ــد ــين ش ــف . تعي ــه طي ــكوپ ب ــرژي   ميكروس ــي ان ــنج تفرق س

 (Dispersive Energy Spectrometer: DES )  متـصل بـود  .
 بـه   ،آوري شده بـود    ابتدا ورقه فلزي كه نانوالياف روي آن جمع       

 از بررسـي توسـط      قبلمتر برش داده شد و        سانتي 1×1قطعات  
ها در ولتـاژ     عكس. اي از طلا پوشانده شد      با لايه  ،ميكروسكوپ

  . كيلوولت تهيه شد20
  

ــاختار م-2-4-2 ــي س ــت  بررس ــولي نانوكامپوزي ولك
 CS/PVA-SWNT. 

ــت   ــولي نانوكامپوزي ــاختار مولك  را CS/PVA-SWNT س
ــي ــوان مــ ــف تــ ــتفاده از طيــ ــا اســ ــان  بــ ــنجي رامــ    ســ

(Raman spectroscopy)    با تغيير طول مـوج ايجـاد شـده از 
ــين  ــدين ســبب امكــان ]. 27 [كــردارتعاشــات مولكــولي تعي   ب

  ظ ماهيــت هــا بــا حفــ ثبــت تغييــرات ســاختاري مــاكرومولكول
هـاي رامـان توسـط       طيف. شود طبيعي مولكول هدف فراهم مي    

 Almega Thermo Nicolet Dispersiveسـنج   دستگاه طيف
در منبـع ليـزر از      . متر تهيه شد   ر سانتي در ه ) -1متر( 4با وضوح   

   نانومتري استفاده شـد تـا از        532ساز ثانويه     هم Nd:YLFليزر  
طيـف رامـان جلـوگيري      افي در   ي فلورسـانس اض ـ   ها ايجاد پيام 

  .شود
  

ــازگاري   بررســـي غيرمـــستقيم زيـــست-2-4-3 سـ
 CS/PVA-SWNT نانوكامپوزيت 

 MTT سنجش -2-4-3-1

صـورت   هـا بـه    پـذيري سـلول    در اين مطالعه، ميـزان زيـست      
ــي  ــستقيم بررسـ ــدغيرمـ ــك . شـ ــن روش، از نمـ    MTTدر ايـ

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). 
)Sigma-Aldrich عنـوان سوبـسترا اسـتفاده شـده       بـه ) ، آمريكا

 سلول عـصبي طبيعـي مـشتق از         1×104ابتدا  ]. 12،  9،  7[است  
 DMEMاي در محـيط كـشت         خانـه  96مغز انـسان در پليـت       
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 ساعت انكوباسـيون، محـيط كـشت        24پس از   . كشت داده شد  
ــصاره  ــا ع ــلول ب ــاي   س ــاي روزه ــت 14 و 7 ،3ه  نانوكامپوزي
CS/PVA-SWNT ــد ــايگزين شـ ــس از . جـ ــاعت 24 پـ    سـ

 بـه   MTTهاي داربـست خـارج و نمـك          د، عصاره انكوباسيون مجد 
 درجـه  37 ساعت انكوباسيون در دماي    4پس از   . ها افزوده شد   سلول

ــول  ســانتي ــراد، محل ــه  MTTگ ــانول ب ــول ابزوپروپ    خــارج و محل
ــر ــ ه ــكي ــت اضــافه شــد  ك از چاه ــاي پلي ــه 15پــس از . ه    دقيق

هـاي الايـزا      مجدد، ميزان جذب با استفاده از ميكروپليـت        انكوباسيون
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELIZA). 

هـاي   لازم به ذكـر اسـت كـه چاهـك    .  نانومتر تعيين شد 570در
ــت  ــه96پليــ ــت    خانــ ــصاره نانوكامپوزيــ ــدون عــ اي بــ

(Thermoplastic starch: TPS)عنوان كنترل در نظر گرفته   به
عنـوان نمونـه      نيـز بـه    CS/PVAز نانوفيبرهـاي    همچنين ا . شد

  .كنترل داربست استفاده شد
  

  (Neutral red) سنجش قرمز خنثي -2-4-3-2
 بـا   اسـت  MTTكليه مراحل در اين روش مشابه سـنجش         
 از محلـول    MTTاين تفاوت كه در مرحله سوم به جاي نمـك           

 ساعت انكوباسـيون    4پس از   ]. 26[شود   قرمز خنثي استفاده مي   
گيري بـا تركيـب اسـيد        ها در اين محلول، محلول عصاره      لسلو

 ـ  درصـد، آب دي    50 اتـانول    ، درصـد  1استيك گلاسـيال       ونيزه ي
 دقيقـه   15پـس از    . شد درصد جايگزين محلول قرمز خنثي       49

گراد، ميزان جـذب      درجه سانتي  37انكوباسيون مجدد در دماي     
 پليت  هاي در اين سنجش نيز چاهك    .  نانومتر تعيين شد   570در  
عنـوان كنتـرل     به(TPS)اي بدون عصاره نانوكامپوزيت       خانه 96

 نيــز CS/PVAهمچنــين از نانوفيبرهــاي . در نظــر گرفتــه شــد
  .عنوان نمونه كنترل داربست استفاده شد به

 
هاي كاشته شـده     شناسي سلول   بررسي ريخت  -2-4-4

 CS/PVA-SWNT روي نانوكامپوزيت 

   كاشـته شـده روي      هـاي  شناسي سـلول    بررسي ريخت  براي
  

ابتـدا  .  استفاده شد  SEM از   CS/PVA-SWNT نانوكامپوزيت  
 سلول عصبي طبيعـي مـشتق از مغـز انـسان در محـيط                5×104

DMEM درصــد 10 حــاوي FBS ــانوگرم10 و ــي/ ن ــر  ميل ليت
bFGF   ها در دمـاي    روز انكوباسيون سلول  7پس از   . شد كشت

هـا   لول، محيط كشت س ـ   CO2 درصد   5گراد و     درجه سانتي  37
 4 دقيقـه در پارافرمالدئيـد       15مـدت    هـا بـه    خارج شد و سـلول    
 خشك شدن زيـر هـود       برايها   سپس نمونه . درصد قرار گرفت  

  . آماده شدSEM مشاهده با برايقرار گرفته و 
  

 آناليز آماري -2-5
 14 نـسخه    SPSSافزار   ي با استفاده از نرم    هاي كم  كليه داده 

مورد استفاده در ايـن مطالعـه       آزمون آماري   . دشارزيابي آماري   
ــووا  ــود و(ANOVA)آزمــون آن ــه>05/0P  ب ــوان  ب  ســطح عن

علت استفاده از اين آزمون آماري توانايي       . داري تعيين شد   معني
  .استزمان  طور هم روش در مقايسه سه متغير بهاين 

  

  نتايج-3

شناسـي نانوكامپوزيـت     ارزيـابي ريخـت  -3-1
 CS/PVA-SWNT. 

  CS/PVA  نانوكامپوزيـت    SEMصاوير   نمايانگر ت  1شكل  
تصاوير نـشانگر سـاختارهاي     . است SWNT با مقادير مختلف    

هاي پليمـري و      با نسبت   CS/PVAهاي   ريختي مشابه در نمونه   
هـر چقـدر كـه محتـواي        . استاتصالات عرضي مدور مختلف     

SWNT    در نانوكامپوزيت CS/PVA   ابـد، ميـزان    ي  افزايش مـي
بــين پليمرهــاي تــشكيل دهنــده درگيــري و اتــصالات عرضــي 

كنـواختي  ي از ميـزان      داربست كاهش پيدا كرده و بـدين سـبب        
كنـواختي و   يلازم به ذكر است كه ميزان       . شود ساختار كاسته مي  

 درصد  7 با   CS/PVA ايجاد اتصالات عرضي در نانوكامپوزيت      
SWNTاستمراتب بيشتر  ها به  نسبت به ساير نانوكامپوزيت.  
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 شـده  تهيـه  CS/PVA-SWNT هـاي  نانوكامپوزيت از SEM تصاوير 1 شكل
 SWNTمحتـواي  با CS/PVA هاي نانوكامپوزيت )لفا ؛الكتروريسي روش به
 ، درصـد  SWNT 10 محتـواي  با CS/PVA هاي نانوكامپوزيت )ب ، درصد 7
 :بزرگنمـايي  درصد،   SWNT 12 محتواي با CS/PVA هاي نانوكامپوزيت )ج
× 2000 

  

ساختار مولكولي نانوكامپوزيـت     ارزيابي   -3-2
 CS/PVA-SWNT 

ــان  از طيــف ــرايســنجي رام ــين ســاختار مولكــولي  ب  تعي
ــت  ــزودن   CS/PVAنانوكامپوزي ــس از اف ــل و پ  SWNT قب
ــه داراي ســه SWNT. اســتفاده شــد  در SWNT برجــسته قل

 1600، فركــانس متوســط -1متــر  ســانتي~200فركــانس كوتــاه 
 در طيـف رامـان      -1متر انتي س 2600 يو فركانس بالا   -1متر سانتي

ــت ــودار. اس ــاي    -1 نم ــان نانوفيبره ــر رام ــشانگر اث ــف ن    ال
CS/PVA-SWNT گونـه كـه در شـكل مـشخص        همان. است

 CS/PVA-SWNT اثـر رامـان مربـوط بـا نانوفيبرهـاي            ،است
 CS/PVAاي نسبت به طيـف نـانوفيبر         شده داراي طيف تقويت  

  ). ب-1نمودار  (تنهايي است  به
  

  
  

 از قبـل  )الـف ؛  CS/PVA-SWNT هاي نانوكامپوزيت رامان طيف 1نمودار  
  SWNT افزودن از پس )ب ،SWNT افزودن
  

سـازگاري نانوكامپوزيـت      ارزيابي زيست  -3-3
 CS/PVA-SWNT 

 MTT سنجش -3-3-1

هـا در ايـن سـنجش بـر مبنـاي            پذيري سـلول   ميزان زيست 
هاي عصبي طبيعـي     يايي در سلول  رقدرت كاهش آنزيم ميتوكند   

ــش ــزم ــين ،تق از مغ ــ تعي ــان. دش ــه در   هم ــه ك ــودارگون    نم
هـا روي   سـازگاري ايـن سـلول      مشخص است، ميزان زيـست     2

 TPS نسبت به گروه كنتـرل  CS/PVA-SWNT  نانوكامپوزيت
. اسـت مراتب بيشتر     به ، درصد در نظر گرفته شده است      100كه  

ــر ســلولي روي    ــه نمــودار، حــداكثر رشــد و تكثي ــا توجــه ب ب
ــت ــاي  نانوكامپوزي  در روز CS/PVA-SWNT و CS/PVAه

داري از لحاظ آماري بين    يهفتم حاصل شده است و تفاوت معن      
 و گـروه    CS/PVA-SWNTها روي نانوكامپوزيت     رشد سلول 

همچنين لازم به ذكر است     . شود ميمشاهده  كنترل در روز هفتم     
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 نيـز در    CS/PVAها روي نانوكامپوزيـت      كه ميزان رشد سلول   
داري از لحاظ آماري     ي بوده و تفاوت معن    TPSحد گروه كنترل    
-CS/PVA و   CS-PVAها روي نانوكامپوزيت     بين رشد سلول  

SWNTوجود ندارد .  
  

  
  
 هـاي  نانوكامپوزيـت  روي رشـديافته  هاي سلول پذيري زيست نتايج 2 نمودار

CS/PVA-SWNT ســنجش از اصــلح MTT .ــه همــان ــه گون  شــكل در ك
 نـسبت  CS/PVA-SWNT داربست روي ها سلول رشد ميزان است مشخص

 از داري يمعن تفاوت فتمه روز در همچنين. است بالاتر كنترل گروه دو هر به
 گـروه  و CS/PVA-SWNT داربـست  روي هـا  سلول رشد بين  آماري لحاظ
 .است شده مشخص * ستاره علامت باكه  شود مي ديده (TPS) كنترل

  
 (Neutral Red) سنجش قرمز خنثي -3-3-2

ها با اسـتفاده     جش، ميزان فعاليت متابوليك سلول    در اين سن  
. هـا در ليـزوزوم تعيـين شـد         از ميزان فعاليت متابوليـك سـلول      
. شـود  هـاي زنـده جـذب مـي        محلول قرمز خنثي توسط سـلول     

 مشخص است، حداكثر رشد سـلولي       3 نمودارگونه كه در     همان
 در CS/PVA-SWNT و CS/PVAهــاي  روي نانوكامپوزيــت

داري از لحـاظ   ي شـده اسـت و تفـاوت معن ـ      روز هفتم حاصـل   
اين در حالي اسـت كـه در        . شود ها مشاهده نمي   آماري مابين آن  

هـا   داري از لحاظ آماري بين رشد سلول       يروز هفتم تفاوت معن   
 TPS و گـروه كنتـرل       CS/PVA-SWNTروي نانوكامپوزيت   

بدين ترتيب نتـايج سـنجش قرمـز خنثـي نتـايج            . شود ديده مي 
 بيـانگر ايـن امـر     . كند  را تأييد مي   MTTجش  كسب شده در سن   

 CS/PVA-SWNT سـازگاري مطلـوب نانوكامپوزيـت        زيست
 .استپزشكي  كارگيري در مصارف مختلف زيست  بهبراي

  
 

 هـاي  نانوكامپوزيـت  روي رشـديافته  هاي سلول پذيري زيست نتايج 3 نمودار
CS/PVA-SWNT شـكل  در كـه  گونـه  همان؛  خنثي قرمز سنجش از حاصل 

 كنتـرل  هـاي  گروه به نسبت داربست روي ها سلول رشد ميزان است شخصم
 بـين   آمـاري  لحاظ از داري يمعن تفاوت هفتم روز در همچنين. باشد مي بالاتر
 ديـده  (TPS) كنترل گروه و CS/PVA-SWNT داربست روي ها سلول رشد
 سـنجش  اين از حاصل نتايج. است شده مشخص * ستاره علامت با( شود مي

 وسمي نبـودن    نـشانگر  اين كه كند مي تأييد را MTT سنجش به مربوط نتايج
  .باشد مي شده انتخاب داربست مناسب سازگاري زيست

  
هاي كاشـته    شناسي سلول   ارزيابي ريخت  -3-4

 CS/PVA-SWNT شده روي نانوكامپوزيت 
هـاي عـصبي طبيعـي        نمايانگر رشد مناسب سـلول     2شكل  

 CS/PVA-SWNT يـت   مشتق از مغـز انـسان روي نانوكامپوز       
هـا سـاختار      سلول ،گونه كه در شكل مشخص است      همان. است

ريختي طبيعي خود را پس از كاشته شدن روي داربست حفـظ            
 بر روي سطح است،كرده و بر مبناي بافتي كه درصدد ترميم آن     

  .كند داربست نفود مي
  

  
 

 انـسان  مغـز  از مـشتق  طبيعـي  عـصبي  هـاي  سـلول  از SEM تصوير 2 شكل
 شكل در كه گونه همان؛  SWNT/CS-PVA هاي نانوكامپوزيت روي يافتهرشد

 سـطوح  روي خـود  طبيعـي شناسـي      ريخـت  حفـظ  با ها سلول است مشخص
 2000  ×:بزرگنمايي. اند يافته رشد داربست
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  بحث-4
هـاي   هاي چشمگيري كه در روش      پبشرفت با وجود امروزه  

 CNSه  هاي وارده ب   ريزجراحي حاصل شده است، درمان آسيب     
همين دليـل    به]. 1 [استشماري مواجه    همچنان با مشكلات بي   

هاي قابل كاشت در محل      دانشمندان بر آن شدند كه از داربست      
در اين حالت، نتايجي مـشابه  . عصب آسيب ديده استفاده نمايند 

ــت   ــي اتوگراف ــايج جراح ــل (Autograft surgery)نت  حاص
اري بـا موفقيـت و       با اين تفاوت كه مراحل درمان بيم ـ       ؛شود مي

هـاي   طـي سـال   ]. 28،  19[پـذيرد    سرعت بيشتري صورت مـي    
هـاي   هاي الكتروريسي شده در زمينه     گذشته، استفاده از داربست   

از ايـن   . مختلف مهندسي بافت رواج زيـادي پيـدا كـرده اسـت           
ها در مهندسي بافت عـضلاني قلـب، عـضله اسـكلتي،             داربست

اسـتفاده شـده اسـت      هاي بنيادي    بافت عصبي و مهندسي سلول    
 به دليـل هاي الكتروريسي شده      رواج استفاده از داربست    .]3،  1[

ها از جمله نسبت سطح به حجم        خصوصيات منحصر به فرد آن    
 كـه بـدين سـبب       اسـت  چـسبندگي و تكثيـر سـلولي         برايبالا  
]. 5، 4[ ايجــاد كننــد  ECM شــرايطي همچــون  توانــد مــي

در حـد   (زه كوچـك     به دليل اندا   (SWNT)هاي كربني    نانولوله
كـي از   يو پايـداري شـيميايي و سـاختاري بـالا           )  نانومتر 1-10

پزشـكي   ترين مـواد مـورد اسـتفاده در مـصارف زيـست            محتمل
بـا تركيـب    ]. 15[شـود    همچون مهندسي بافـت محـسوب مـي       

SWNT   با CS/PVA  تـوان از خـواص منحـصر بـه فـرد             مـي
ل اسـتفاده در    هاي قاب  هاي كربني در توليد نانوكامپوزيت     نانولوله

تـرين مـواردي     كي از مهم  ي. پزشكي بهره گرفت   مصارف زيست 
سـازد، توزيـع و      هاي كربني را دشوار مـي      كه استفاده از نانولوله   

. باشــد پراكنــدگي نامناســب آن در ســاختار نانوكامپوزيــت مــي
هــاي اوليــه بــه دليــل پيونــدهاي   از تــودهSWNT منفردسـازي 

ي ذرات آن بـسيار دشـوار       واندروالس فراوان و درگيري فيزيك ـ    
 از روش   ، مشكل فوق  برطرف كردن  برايدر اين مطالعه،    . است

هـاي    محلـول  باعـث توليـد   اولتراسونيكاسيون استفاده شـد كـه       
]. 17،  11[كنواخـت شـد     ي بـا پراكنـدگي      CS/SWNTپليمري  

هاي گـازي از     اولتراسونيكاسيون در حذف سريع و كامل حباب      

يي بـين اجـزاي پليمـري،       هـاي شـيميا    محلول، تـسريع واكـنش    
افــزايش نــرخ انتــشار مــواد موجــود در محلــول و پراكنــدگي  

گونه كه در نتـايج      همان]. 29،  28 [استكنواخت ذرات دخيل    ي
SEM       مشخص است، با افزايش محتواي SWNT    در سـاختار 

ــدور و  ،CS/PVAنانوكامپوزيــت  ــصالات عرضــي م ــزان ات  مي
توان اظهـار    جا مي  ندر اي . كند كنواختي ساختار كاهش پيدا مي    ي

هاي پليمري در ساختار هيدروژلي نانوكامپوزيت       كرد كه زنجيره  
CS/PVA،     پيش از افزودن  SWNT،     ارتباط فيزيكي مناسبي با 

 سـاختار   SWNT با اين وجود، پس از افزايش       . يكديگر داشتند 
در . تري با بار الكتريكي بالا ايجـاد شـده اسـت           مراتب متراكم  به

، CS/PVA به مـاتريكس     SWNTش نانوذرات   حقيقت با افزاي  
 افـزايش   CS/PVA نانوكامپوزيـت     ميزان بار الكتريكي خـالص    

فرضيه ما بر آن استوار است كه به دام افتادن نـانوذرات            . ابدي مي
 SWNT در مــاتريكس  CS/PVAســاختار   منجــر بــه تعــديل 

گونه كه از نتـايج      همان. شود ريختي و تخلخل نانوكامپوزيت مي    
 قبـل و پـس از افـزودن         CS/PVAرامان نانوكامپوزيـت    طيف  

 SWNT  هـاي    قلـه آيد، بـه وضـوح مـشخص اسـت كـه              بر مي
 بـه   SWNT  در اثر افزايش      CS/PVAشاخص تركيب پليمري    

هـاي   طـول مـوج   . تـر گـرايش دارد     هاي پـايين   سمت طول موج  
 اسـت  آن   تأييد كننـده  تر   هاي پايين   فركانس در نتيجه، تر و    كوتاه

 براي به انرژي بيشتري     CS/PVA-SWNTار پليمري   كه ساخت 
بدين ترتيب، پايداري مولكولي و     . ارتعاشات مولكولي نياز دارد   

 .كند شيميايي اين تركيب افزايش پيدا مي

تـرين قـدم در      سازگاري نانوكامپوزيت اصلي   بررسي زيست 
. استپزشكي   استفاده از ساختارهاي پليمري در مصارف زيست      

هـاي كربنـي     ف مهندسـي بافـت از نانولولـه       در مطالعات مختل ـ  
عنـوان مثـال، پـس از        به]. 27[كنند   اد مي يعنوان تركيبي سمي     به

هاي كربني مشخص شد كـه   اي با نانولوله تيمار ماكروفاژهاي لثه 
]. 30[ درصد افزايش پيدا كـرده اسـت         35 ،ميزان سميت سلولي  

ي هـا  همچنين محققان در بررسي ديگري نشان دادند كه غلظت        
تواند شـديداً    مي) سانتيمتر مربع ( ميكروگرم   3/0اندك و در حد     

تعيـين  ]. 31[اي جلـوگيري كنـد       از فاگوسيتوز ماكروفاژهاي لثه   
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 زايـي   مكانيسم مولكولي سميت   (Characterization) خصوصيت
هاي انساني نشان داد كه بيان       هاي كربني در فيبروبلاست    نانولوله

 وابـسته   ،كار رفته  انولوله كربني به  ها به غلطت ن    ژن در اين سلول   
هــاي كربنــي در مــصارف  بنــابراين، اســتفاده از نانولولــه. اســت
پزشكي وابسته به غلظت آن بوده و بنا به نوع مصرف آن             زيست

نتايج مربوط بـه    ]. 33،  32 [است متفاوت   ،هاي مختلف  در بافت 
ســازگاري داربــست در ايــن مطالعــه نــشانگر  بررســي زيــست

هاي عـصبي طبيعـي مـشتق از مغـز          پذيري مناسب سلول   زيست
ــودن وCS/PVA-SWNTروي نانوكامپوزيـــت  ــميت  نبـ  سـ

بنـابراين،  . اسـت هاي كنتـرل    داربست مذكور در مقايسه با گروه     
كـار رفتـه در      كربني بـه  توان نتيجه گرفت كه غلظت نانولوله        مي

 مطلوب بـوده و بـدين سـبب         CS/PVAساختار نانوكامپوزيت   
هاي عصبي طبيعي مشتق از      منجر به رشد و تكثير مناسب سلول      

نيـز   روبـشي    تصاوير ميكروسـكوپ الكترونـي    . مغز شده است  
ي عصبي طبيعي مشتق از مغز انـسان  ها قابليت بالاي رشد سلول 

با توجه به تصوير    . كند أييد مي هاي مورد نظر را ت     روي داربست 
د يــهــا داراي زوا تــوان بــه ايــن نكتــه پــي بــرد كــه ســلول مــي

   بـه شـكل     اغلـب شناسي طبيعي بوده كه      سيتوپلاسمي و ريخت  
  

هـاي مجـاور ارتباطـات     هاي سلولي در آمده و بـا سـلول      كلوني
دهنـد كــه   ايـن نتـايج نـشان مـي    . انـد  متقـابلي را ايجـاد نمـوده   

عي نه تنها توانايي اتصال و تكثير مناسـب         هاي عصبي طبي   سلول
 دارد بلكه به لحـاظ      CS/PVA-SWNTرا روي نانوكامپوزيت    

طور كلـي   به. استشناسي نيز از شرايط طبيعي برخوردار      ريخت
 CS/PVA-SWNTتوان نانوكامپوزيـت     و با توجه به نتايج، مي     

 CNSهاي آسيب ديده     عنوان جايگزيني مناسب براي بافت     را به 
سـازگاري مناسـب     اد نمود كه با توجه بـه شـرايط زيـست          قلمد

هـاي عـصبي طبيعـي مـشتق از          هاي مذكور روي سلول    داربست
توان بـراي تـرميم نقـايص مـادرزادي و           ها مي  مغز انسان، از آن   

  . استفاده نمودCNSهاي وارده به  آسيب
 

  تشكر و قدرداني-5
لـم و  اين تحقيق با حمايت مالي بانك سلولي ايران و پـارك ع    

داننـد كـه از       نويـسندگان لازم مـي     ؛ است شدهفناوري گيلان انجام    
وسـيله از    بـدين . حمايت مالي اين مراكز تشكر و قـدرداني نماينـد         

زاده، آقاي دكتر باباشـاه، آقـاي        هاي جناب آقاي دكتر امان     مساعدت
 .شود رادفر و كليه پرسنل بانك سلولي ايران سپاسگزاري مي
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