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  18/10/1395تاريخ دريافت:   مجله دانشكده پزشكي اصفهان
19/11/1395تاريخ پذيرش:   1396ماهاول خردادي/هفته425ي /شمارهمپنجو   سال سي

  
كاپرولاكتون/ژلاتين حاوي نانوذرات هيدروكسي  ي پلي ي رفتار سلولي داربست الكتروريسي شده  مطالعه

  D3آپاتيت و ويتامين 
  

  4رزوه صالحي حسين ،3خراساني محمدتقي ،2اين يعيرف محمد، 1منصوره ستاري
  
  

  چكيده
  .كند ارايه بافت، بازسازي جهت مناسب سلولي رفتار و شيميايي فيزيكي، خواص بايد بافت، مهندسي در اساسي عنصر يك عنوان به داربست، مقدمه:

 يساخته شد. پارامترها يسيتوسط روش الكترور D3 يتامينو و يدروكسي آپاتيتنانوذرات ه يحاو ين/ژلاتكاپرولاكتون پلي بر مبتني نانوكامپوزيتي داربست ها: روش
 يها مولكول انيم ييايميش تعاملات شده، كشت داده MG-63 يها سلول و افيال شناسي ريختشدند.  يساز نهيبه مناسب، خواص آوردن دسته ب يبرا ايند،محلول و فر

و  )Fourier transform infrared spectroscopy )FTIR ،يروبش يالكترون كروسكوپيم توسط بيترت به ،يرسوب مواد معدن زانيم و داربست ي دهنده ليتشك
 .شد داده نشانقرمز،  Alizarin يزيآم رنگ

نانومتر  531 برابر )Polycaprolactone/gelatin/nano-hydroxyapatite/Vitamin D3 )PCL/Gel/nHA/Vit D3ي تيكامپوز داربستمتوسط  قطر ها: يافته
. گردد يم ها سلول شتريب ريباعث اتصال و تكث PCL/Gel/nHAبه داربست  Vit D3كه افزودن  داد نشان ها داربست يرو بر استئوبلاست يها سلول كشت. آمد دسته ب

 طور به ،PCL/Gel/nHA/Vit D3بست ردر دا يمعدن مواد رسوب زانيمقرمز، نشان داد كه  Alizarinبا رنگ  ها داربست يمعدن مواد رسوب يزيآم رنگ ن،يهمچن
 .)P > 050/0( بودي ديگر ها داربست از شتريب يدار يمعن

كه  داد و مشاهدات نشان شد تأييد ين/ژلاتكاپرولاكتون پلي ي يهپا بردر داربست  يده شدهگنجان D3ويتامين  و خواص برتر نانوذرات هيدروكسي آپاتيت گيري: نتيجه
  .باشد استخوان بافت مهندسي براي مناسبي كانديداي تواند يم يتي،داربست كامپوز ينا

  D3ويتامين  هيدروكسي آپاتيت،استخوان، نانوذرات  ،بافت مهندسي واژگان كليدي:

  
كاپرولاكتون/ژلاتين  ي پلي ي رفتار سلولي داربست الكتروريسي شده  مطالعه .رزوه حسين صالحي خراساني محمدتقي، ،ا محمدين يعيرفستاري منصوره،  ارجاع:

  387- 392): 425( 35؛ 1396مجله دانشكده پزشكي اصفهان . D3حاوي نانوذرات هيدروكسي آپاتيت و ويتامين 

  
  مقدمه

 جراحـت،  از ناشـي  استخواني عيوب از مردم از نفر ها هر ساله ميليون
به  مردم از بسياري البته و برند مي رنج استخواني هاي بيماري و تومور
 از اسـتفاده  بافت، يمهندس. ميرند مي مناسب استخواني مواد نبود دليل
 ميترم يبرا يستيز نيگزيجا اي يبازساز يبرا يستيز و يمهندس علوم

 ـد بيآس اندام ضيتعو اي ). 1( باشـد  يم ـ رفتـه  دسـت  از بافـت  و دهي
 جهـت  ،يبعـد  سـه  يهـا  داربسـت  سـاخت  يبـرا  ياريبس يها روش
 ـم از يتـازگ  بـه  كـه  دارد وجـود  اسـتخوان  بافـت  يمهندس  همـه،  اني

 هيمتخلخل، كه شـب  ي نشده بافته منسوجات سنتز ليدل به يسيالكترور
 Extracellular matrix يبافـت بـوم   يكيو خواص مكان يبه معمار

)ECM ـروش، تول ي) است، آسـان   ـال دي  ـبار اريبس ـ يمـر يپل افي  ك،ي
 قرار توجه مورد اد،يز اصلاح كانمخصوص بالا و ام يمساحت سطح

  ). 2( است گرفته
ــايپل ــب  يمره ــت تخري ــاخت    زيس ــت س ــي جه ــذير مختلف پ

ــاي داربســت ــت مهندســي ه ــي انتخــاب باف ــوند. م ــن از ش ــين، اي  ب
 سـازگاري  دليـل  به ،)PCLيا  Polycaprolactone( كاپرولاكتون يپل

 مقاله پژوهشي
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 هـاي  حلال بيشتر در حل شدن قابليت و پايين قيمت داروها، اغلب با
 و سـطحي  سلولي شناسايي هاي سايت فقدان اما است، تر مناسب آلي،
 و تكثيـر  چسـبندگي،  براي را پليمر اين از استفاده ضعيف، دوستي آب

بـا   يمـر پل يـن ا يـب ترك ،رو يـن از ا سـازد.  مـي  محـدود  سلولي تمايز
 قـرار  اسـتفاده  مورد) Gelيا  Gelatin( ينمانند ژلات يعيطب يمرهايپل

ــرد مــي ــ). 3( گي ــموفق تــلاش نياول ــآم تي ــوط  يســيالكترور زي مخل
PCL/Gel، ثابت  قاتي. انجام تحق)4( توسط انجام شد شيچند سال پ

نسـبت بـه داربسـت     يو نفـوذ سـلول   ريتكث ن،يكرد كه با افزودن ژلات
PCL 4( است  افتهي شيافزا يتوجه به طور قابل ،يخالص سنتز( .  

 ـ Gautam ،به تازگي  نيو همكاران گزارش دادند كه افزودن ژلات
 در. )5( است سودمند ها سلول رياتصال و تكث يبرا PCLبه داربست 

 ـتكث ،واقع در  PCL/Gel يتيداربسـت كـامپوز   يبـر رو  هـا  سـلول  ري
، PCLفعالي  عدم زيست. است داشته شيخالص، افزا PCLبا  سهيمقا

 آن، در كـه  چـرا  به يك نگراني در مورد اين پليمر تبديل شده اسـت؛ 
 برقـرار  محكمـي  اتصال پليمر سطح با تواند نمي جديد استخوان بافت
يـا   nHA( آپاتيـت  هيدروكسي ). بنابراين، تركيبي از نانوذرات6( كند

Nano-hydroxyapatite و (PCL از مختلــف مشــكلات توانــد يمــ 
كـه  را  يكيو استحكام مكان پذيري زيست تخريب فعالي، زيست جمله
  ). 7(حل كند  است، يدبافت استخوان مف يمهندس يبرا

Causa ــاران، و ــكامپوز همك ــا تي ــورد  PCL/nHA يه را م
 HAاز  يمختلف ـ يبا درصدها تيكامپوز ي هيقرار دادند. ته يابيارز

 سـپرس يد كامل طور به ذرات ،HAاز  درصد 13صورت گرفت. تا 
 ـتوز ذرات، درصـد  شيافـزا  بـا  امـا  ،شدند  ـكامپوز در هـا  آن عي  تي

و  يسـازگار  سـت يز ،يسـاختار  ،يكيمكـان  خـواص . شـد  ناهمگن
Osteocoductivity، شيقرار گرفت. با افزا يابيمورد ارز HA نيب 

ادعـا كردنـد    ها آن. افتي يم شيافزا كي، مدول الاستدرصد 20- 30
 تيو فعال تيو ساختار كامپوز يكيخواص مكان نيب يقيكه تعادل دق

  .)8(آن وجود دارد  زيستي
هاي استئوبلاست و  كه سلول استيند پويايي ابازسازي استخوان، فر

ــيآن را هماهنــگ  ،استئوكلاســت ــد م ــه كنن  ي و پــس از جــذب، مرحل
يند، ادهد. ناهماهنگي و عدم توازن در اين فر گيري استخوان رخ مي شكل
چگالي و پوكي اسـتخوان شـود. ويژگـي بـارز و     تواند منجر به كمبود  مي

 استخوان شدن ينراليم و يريگ شكل در اختلال ،Dكمبود ويتامين  ي نمونه
 مـورد و فسفر در بدن  ميكلس يمواد معدن ميتنظ يبرا D نيتاميو. باشد يم
 كنـد  يم ـ فـا يا استخوان، مناسب ساختار حفظ در يمهم نقشاست و  ازين
. هــــدف از انجــــام ايــــن مطالعــــه، ســــاخت داربســــت )9- 10(

PCL/Gel/nHA/Vit D3، اف،يال ساختار يبررس و يسيالكترور روش به 
 يبـر رو  ميرسوب كلس زانيمو  شده داده كشت يها سلول شناسي ريخت

  .بود استخوان بافت يمهندس در كاربرد يبراداربست، 

  ها روش
(نوع  ژلاتين)، MW ،Sigmaكيلودالتون =  80( كاپرولاكتون پلي :مواد

B، گـاو،  پوست از Merck(،  ويتـامين D3 ) و زهـراوي  داروسـازي (
  .شدند خريداري) يسرام راز يك(ن آپاتيت هيدروكسي نانوذرات

 ـنانوال يسيالكترور  ـ درصـد  16( محلـول  :افي در  PCL) يوزن
 در) وزنـي  درصـد  8( ژلاتـين  و متـانول، /كلروفرم هاي مخلوط حلال

 ـ PCLشـد.   يـه ته اسـتيك،  اسيد  70:30 يبـا نسـبت حجم ـ   ينو ژلات
ــدمخلــــــوط  ــول. گرديــــ ــاي محلــــ و  PCL/Gel/nHA هــــ

PCL/Gel/nHA/Vit D3 ــه ــب ب ــردن از ترتي ــوط ك ــول  مخل محل
PCL/Gel )70:30 ـ  15) با  ) و يمـر (وزن كـل پل  nHA يدرصـد وزن

استفاده از  با ها ). داربست11(شدند  يهته D3 يتامين) ويكروليترم 1/0(
  ساخته شدند.  دگييسنروش الكترور
 درصـد  و قطر اليـاف و  شناسي ريخت :ها داربست شناسي ريخت
ــل ــت تخلخـ ــا داربسـ ــه هـ ــبترت بـ ــا يـ ــتفاده بـ ــتگاه از اسـ    دسـ

Scanning electron microscope )SEM) (Philips XL30(  و
صورت مقـدار   به يجقرار گرفت و نتا يمورد بررس ،Matlabافزار  نرم
  ).12(انحراف استاندارد گزارش شد  ± يانگينم

 Fourier transform infrared spectroscopyي سـنج  فيط
)FTIR:( ـطبا استفاده از  ييايميش ليتحل و هيتجز   FTIR يسـنج  في
)IFS-66 V/S, Bruker, Ettlingen, Germanyي ) در محــدوده 

  .)12( شد انجام اتاق يدما در متر يسانت 400-4000 نيعدد موج ب
 روز 7 و 1 از پس :داربست يرو بر ها سلول شناسي ريخت ي مطالعه

 Phosphate-buffered salineبـا   بـار  سه ها داربست كشت، زمان از
)PBS( اتـانول   بـا و درصـد تثبيـت    3 يدداده و با گلوتارآلدئ شستشو
 يـــت،. در نهاشـــدند گيـــري آب) درصـــد 100 و 90، 80، 70، 50(

 نمونه، هر روي بر داده شده كشت MG-63هاي  سلول شناسي ريخت
  ).13(شد  مشاهده SEM با استفاده از
ــگ ــآم رنـ ــ يزيـ ــگ :ميكلسـ ــزيآم رنـ ــز  Alizarin يـ   قرمـ

)Sigma-Aldrichدر  يخـارج سـلول   يمرسوب كلس يصتشخ ي) برا
 ). سـاختارهاي 14( شـد  اسـتفاده  كشـت بعد از  21و  14، 7 يروزها
   بـا  آن از پـس  و ثابت، درصد 4 پارافرمالدهيد توسطداربست  -سلول

 بـراي  همچنـين، شدند.  آميزي رنگ ،قرمز Alizarinمحلول  درصد 2
   در محلـول  نـوري  چگـالي  كلسـيم،  رسـوب  مقـدار  كمي گيري اندازه
  .شد خوانده ،Micro plate reader با استفاده از نانومتر 562

به  هاي داده بين دار معني تفاوت بررسي منظور به :يآمار يبررس
 استفاده) P > 050/0مقدار  (با ANOVA ياز آزمون آمار دست آمده

 معيـار انحراف  ± يانگينبه صورت مقدار م يشگاهيآزما نتايج. گرديد
  .شد نشان داده
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 PCL/Gel/nHA/Vit و PCL/Gel/nHA هـاي  داربسـت  متخلخل

D3 ايـن  كه بودند گسترش حال در خود كاذب پاي با و پوشاندند را 
بـا   يسـه را در مقا هـا  داربسـت  اين بهتر فعاليت و چسبندگي موضوع،

ــت  ــان مـ ـ PCL/Gelداربس ــد ينش ــا اده ــن. ب ــال ي ــت  ،ح داربس
PCL/Gel/nHA/Vit D3 بـا   يسهرا در مقا بيشتري يسلول چسبندگي

 از خـوبي  گسترش ،SEM تصاوير. داد نشان PCL/Gel/nHAداربست 
نشان  كه داد نشان PCL/Gel/nHA/Vit D3داربست  يرا رو ها سلول
شناسـي   ريخـت و  داربسـت  سـطح  بـه  خـوب  نفوذ و اتصال ي دهنده
 هـا  سلول كامپوزيتي، هاي داربست در. بود روز 1 از بعد متراكمو  طبيعي

    محدود بود. ماتريس داخلبه  ها آن نفوذ اما شدند، متصل سطح به
  

  
 روي شده دادهكشت  MG-63 هاي شناسي سلول ريخت .2شكل 

)، Polycaprolactone/gelatin )PCL/Gelهاي  داربست
PCL/Gel/nano-hydroxyapatite )PCL/Gel/nHA( و 

PCL/Gel/nHA/Vitamone D3 )PCL/Gel/nHA/Vit D3(   
  1000× يي نما در بزرگ )b(روز بعد از كشت  7 ) وa( روز 1
  

بـه   هـا  سلول مهاجرت، 2مربوط به شكل  يرروز، تصاو 7پس از 
. دهـد  مـي بافـت را نشـان    يلو تشـك  يسمـاتر  يافسمت داخل نانوال

 در سـرعت  بـه  و يافتند تكثير الياف، ي شبكه سطح امتداد در ها سلول
و  nHAمحتـواي  بـا  كـامپوزيتي  داربسـت  در خصوص به ها، نمونه تمام
را در  يبـالاتر  يـر تكث يـزان م هـا  سـلول  و يافتنـد  گسترش ،D3يتامين و
  .  دادند نشان PCL/Gelبا داربست  يسهمقا

را در داربسـت   يبـالاتر  يتراكم سلول SEM ير، تصاوهفتمدر روز 
PCL/Gel/nHA/Vit D3 گذاشت. حضور ذرات  يشبه نماnHA  در

و  يمسـاحت سـطح   يشباعث افزا ،PCL/Gel/nHAسطح داربست 
 كمـك  ها سلول تكثير و چسبندگي ارتقاي به كه گردد ميسطح  يزبر
 Osteoconductivityو  يخـوب سـلول   مهـاجرت  نتايج، اين. كند مي

 ييدر داربسـت و توانـا   هـا  مداوم در تجمـع سـلول   يشداربست، افزا
 راروز از زمان كشت  7از رشد سلول در طول  يتحما يداربست برا

و  nHA بــامخلــوط شــده  PCL/Gel نانواليــاف مــاتريس ســطح در
  ).15( داد نشان ،D3 يتامينو

 يـك  عنـوان  بـه  ماتريكس معدني مواد رسوب :ميكلس يزيآم رنگ
). 13( شـود  گرفتـه مـي   نظر در استئوبلاست، تمايز طول در مهم رويداد
و  14، 7پس از  ها داربست تمام براي قرمز Alizarin توسط آميزي رنگ

 قرمـز  Alizarin آميزي رنگ). 3(شكل  شدروز پس از كشت انجام  21
 تأييـد  هـا  داربسـت  تمـام  در را شـدن  معـدني روز،  7پس از  ها داربست

در  يرسوب مواد معـدن  آميزي رنگ. است كم ها آن ميزان البته كه كند مي
بـود و   يكـديگر هماننـد   21و  14، 7 يروزها يبرا PCL/Gelداربست 
گذشـت   بـا ).  P≥ 050/0( نداشـت  وجـود  ها آن ينب يدار يتفاوت معن

ــوب   ــان، رســ ــيمزمــ ــت  كلســ و  PCL/Gel/nHAدر دو داربســ
PCL/Gel/nHA/Vit D3 بــا  هــا ســلول آميــزي رنــگ .يافــت يشافــزا

Alizarin رسـوب   يزانكه م داد نشان كشت، از پسروز  21 و 14 قرمز
 يشـتر ب يدار يطور معن به PCL/Gel/nHA/Vit D3 يسدر ماتر كلسيم

). P ≥ 050/0( بـوده اسـت   دوره همان در PCL/Gel/nHAاز داربست 
 هـا  در داربسـت  Vit D3و  nHAحضـور   يـل به دل توان مي را نتايج اين

  ).16( شده است كلسيمرسوب  يشدانست كه منجر به افزا
  

  
 يبر رو MG-63 هاي قرمز سلول Alizarin. جذب 3شكل 

  )، Polycaprolactone/gelatin )PCL/Gelهاي  داربست
PCL/Gel/nano-hydroxyapatite )PCL/Gel/nHA( و 

PCL/Gel/nHA/Vitamone D3 )PCL/Gel/nHA/Vit D3( 
  40×  يينما كشت در بزرگ ازروز  21و  14، 7بعد از 

  
  بحث

 يحـاو  PCL/Gel ي بـر پايـه   كـامپوزيتي  هـاي  داربسـت  مطالعه، اين در
ــانوذرات ه ــين ــت يدروكس ــامينو و آپاتي ــتفاده از روش   D3 يت ــا اس ب

 بـه  توجـه  با. گرفت قرار بررسي مورد ها آنو خواص  تهيه يسي،الكترور
 PCL/Gel/nHAمشـخص شـد كـه داربسـت      صورت گرفته، مطالعات

 يتخلخل مناسـب بـرا   ي متخلخل و همگن، با اندازه يزساختارير يدارا
. استاستئوبلاست  هاي و مهاجرت سلول يرشد درون ير،تكث ي،چسبندگ
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 ي انـدازه  و نـانومتر  531 برابـر  PCL/Gel/nHAداربسـت   يافنانوال قطر
 يبـود كـه بـرا    يكرومتـر م 02/6 يتيكـامپوز  داربست اين تخلخل متوسط
. باشد مي مناسب استئوبلاست هاي سلول يرو تكث يرشد درون ي،چسبندگ
  دست آمد. ه ب درصد 11/80 يتيكامپوز داربست اين متوسط تخلخل ميزان

 ســطح MG-63 هــاي ســلول كــه دادنــد نشــان ،SEM يرتصــاو
 يرا پوشـاندند و بـا پـا    PCL/Gel/nHA/Vit D3 داربست متخلخل

بهتـر   يتو فعال يچسبندگ ،موضوع ينكه ا يافتندكاذب خود گسترش 
. حضور دهد مي نشان ديگر هاي با داربست يسهداربست را در مقا ينا

مسـاحت   يشافـزا  ،PCL/Gel/nHAدر سطح داربسـت   nHAذرات 
 يـر و تكث يچسـبندگ  يكه به ارتقـا را سطح  يزبر ين،و همچن يسطح
خـوب   مهـاجرت  نتـايج،  ايـن  دارد.به همـراه   كند، مي كمك ها سلول
مـداوم در تجمـع    يشداربست، افـزا  Osteoconductivityو  يسلول
 سـلول  رشـد  از حمايت براي داربست توانايي و داربست در ها سلول

ــول در ــان از روز 7 ط ــت زم ــطح در را كش ــاتريس س ــاف م  نانوالي
PCL/Gel  بـــامخلـــوط شـــده nHA يتـــامينو و D3،  .نشـــان داد

قرمـز بعـد    Alizarinبا رنگ  ها سلول معدني مواد رسوب آميزي رنگ
در  ها سلول كه زماني يم،كلس رسوبروز از كشت نشان داد كه  21از 

ــاتر ــدند  PCL/Gel/nHA/Vit D3 يسم ــد داده ش ــور   ،رش ــه ط ب
  . بود ديگر هاي داربست بيشتر از داري عنيم

 مناسـب  سلولي چسبندگي تكثير، بالاي نرخ الياف، شناسي ريخت
داربسـت   روي بر استئوبلاست هاي سلول شناسي ريخت هاي يويژگ و

PCL/Gel/nHA/Vit D3، ــواص ــر خ ــي برت ــت هيدروكس  و آپاتي
 تأييـد  را PCL/Gel ي پايـه  بر داربست در گنجانيده شده D3 ويتامين
 توانـد  مـي  كامپوزيتي، داربست اين كه دادند نشان مشاهدات و كردند
  .بافت استخوان باشد يمهندس يبرا يمناسب ي گزينه

  
  تشكر و قدرداني

 ايـن  انجام در كه اشخاصي و همكاران استادان، تمامي از بدين وسيله
 مازيـار  دكتـر  آقـاي  بـه ويـژه   داشـتند،  مشاركت نحوي هر به تحقيق

 .گردد مي سپاسگزاري و تشكر ابراهيميان،
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Study of Cell Behavior of the Electrospun Polycaprolactone/Gelatin Scaffold 

Containing Nano-hydroxyapatite and Vitamin D3 
 

Mansoureh Sattary1, Mohammad Rafienia2, Mohammad Taghi Khorasani3, Hossein Salehi-Rozve4 
 
Abstract 
Background: Scaffold, an essential element of tissue engineering, should provide proper physical and chemical 
properties and evolve suitable cell behavior for tissue regeneration.  

Methods: Polycaprolactone/gelatin-based nanocomposite scaffolds containing nano-hydroxyapatite and vitamin 
D3 was fabricated using the electrospinning method. To obtain suitable properties, solution and process 
parameters were optimized. Fiber morphology and MG-63 cells were cultured; chemical interactions between 
molecules forming scaffold and the amount of mineral deposition were determined via scanning electron 
microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and alizarin red staining, respectively. 

Findings: The mean diameter of PCL/Gel/nHA/Vit D3 nanofibers was about 531 nm. The culture of osteoblast 
cells on the scaffolds showed that the addition of Vit D3 to PCL/Gel/nHA scaffold caused further attachment and 
proliferation of the cells. In addition, stained mineral deposits scaffolds with alizarin red staining showed that the 
amount of mineralized deposits was significantly higher in PCL/Gel/nHA/Vit D3 scaffold than other scaffolds  
(P < 0.05). 

Conclusion: Superior properties of nano-hydroxyapatite and vitamin D3 blended in polycaprolactone/gelatin-
based scaffold were confirmed. The observations also revealed that the composite scaffold could be a good 
candidate for bone tissue engineering. 

Keywords: Bone, Tissue engineering, Nano-hydroxyapatite-collagen, Vitamin D3 
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