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Hypothesis: Vascular tissue engineering offers innovative solutions to the 
vascular replacement problems, especially low diameter grafts. Electrospinning 
is a cost-effective and versatile method for producing tissue engineering 

scaffolds. Although this method is relatively simple, but at theoretical level the 
interactions between process parameters and their influence on fiber morphology are 
not yet fully understood. In this paper, the aim was to find the optimal electrospinning 
parameters to obtain the smallest fiber diameter by Taguchi’s methodology for 
vascular tissue engineering applications.
Methods: The scaffolds were produced by electrospinning of a polyurethane 
solution in dimethylformamide. Polymer concentration and process parameters were 
considered as effective factors. Taguchi’s L9 orthogonal design was applied to the 
experiential design. Optimal conditions were determined using the signal-to-noise 
(S/N) ratio with Minitab 17 software. The morphology of the nanofibers was studied 
by an SEM. Then, human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were cultured on 
the optimal scaffolds to investigate cellular toxicity of the scaffolds and cell adhesion. 
Findings: The analysis of experiments showed that polyurethane concentration 
was the most significant parameter. An optimum combination to reach the smallest 
diameters was obtained at 12 wt% polymer concentration, 16 kV of the supply voltage, 
0.1 mL/h feed rate and 15 cm tip-to-distance. The average diameter of the nanofibers 
was predicted in the range of 242.10 to 257.92 nm at a confidence level of 95%. The 
optimum diameter of the nanofibers was experimentally 258±30 nm, which is in good 
agreement with the estimated value of the Taguchi’s methodology. Cell viability was 
also reported to be 88.59% and the cells showed good adhesion to the scaffold. These 
scaffolds can show promising results in mimicking the extracellular matrix and thus 
in vascular tissue engineering.
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عروقی  جایگزین های  مشکلات  حل  برای  نوآورانه ای  راهکارهای  عروق،  بافت  مهندسی  فرضیه: 
تولید داربست های  برای  ارزان  الکتروریسی روشی کاربردی و  ارائه می دهد.  با قطر کم  به ویژه 
میان  برهم کنش هاي  نظر  از  اما  است،  ساده  به نسبت  روش  این  اگرچه  است.  بافت  مهندسی 
پارامترهای فرایندی و اثر آن ها بر شکل شناسي الیاف هنوز کاملًا مشخص نیست. در این مطالعه، 
برای  تاگوچی  روش  با  الیاف  قطر  کمترین  به  دست یابی  به منظور  بهینه  متغیرهای  تعیین  هدف 

کاربردهای مهندسی بافت عروق است. 
غلظت  شدند.  تهیه  الکتروریسی  فرایند  با  دی متیل فرمامید  در  پلی یورتاني  داربست های  روش ها: 
پلیمر و پارامترهای فرایندی به عنوان عامل هاي مؤثر درنظر گرفته شدند. با کمک آرایه L9 روش 
تاگوچی، طراحی آزمون انجام و شرایط بهینه سازی الکتروریسی با استفاده از نسبت علامت به 
نوفه )S/N( به کمک نرم افزار Minitab 17 تعیین شد. شکل شناسي الیاف با میکروسکوپي الکترونی 
پویشي بررسی شد. افزون بر آن، سلول های اندوتلیال ورید بند ناف انسان )HUVEC( به منظور 

بررسی سمیت سلولی و چسبندگی سلولی روی داربست های بهینه کشت شد.
یافته ها: تحلیل آزمون  ها نشان داد، غلظت پلی یورتان اثرگذار ترین پارامتر است. شرایط بهینه برای 
تولید الیاف، با غلظت %12 وزنی پلیمر، ولتاژ kV 16، فاصله cm 15بین جمع کننده و نازل و سرعت 
تا   242/10 nm الیاف در محدوده  تاگوچی میانگین قطر  با روش  آمد.  به دست   0/1 mL/h تغذیه 
نیز  تجربی  نظر  از  این شرایط  در  الیاف  قطر  پیش بینی شد.   95% اطمینان  با سطح   257/92  nm 

nm 30±258 بود که با مقدار تخمین زده شده با این روش مطابقت خوبی داشت. همچنین، زنده مانی 

بنابراین،  دادند.  نشان  داربست  به  مناسبی  چسبندگی  سلول ها  و  شد  گزارش   88/59% سلول ها 
داربست ها تهیه شده نتایج امیدوارکننده ای در تقلید ماتریس خارج سلولی و در نتیجه مهندسی بافت 

عروق نشان دادند.
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طبيعی را تقليد کند ]9[. Annis و همکاران ]11[ پيشگامان مطالعه 
درباره پروتزهای عروقی الاستومر به دست آمده از پلی  يورتان ها بودند 
روش های مختلفی برای ساخت داربست های مهندسی بافت وجود 
دارد که الکتروريسی از موفق ترين آن هاست. در اين روش از ميدان 
الکتروستاتيک با ولتاژ زياد برای توليد ساختارهای ليفی استفاده می شود. 
اين روش، بدين دليل که ساختاری بسيار شبيه به ماتريس خارج سلولي 
)ECM( فراهم کرده امکان رشد و تمايز سلول ها را تقويت می کند. از 
ويژگی های شايان توجه در داربست های الکتروريسی درصد تخلخل 
زياد، پيوستگی کامل خلل وفرج ها و نسبت سطح به حجم زياد است که 

چسبندگی و رشد مناسب سلولی را در پي دارد ]12-14[.
براي انجام موفق فرايند الکتروريسی لازم است، عامل هاي مرتبط با 
محلول و فرايند الکتروريسی )ولتاژ اعمال شده سرعت تغذيه و فاصله 
 نازل تا جمع کننده( به درستی تنظيم شوند. به عبارت ديگر، کنترل اين 
عامل ها می تواند به توليد الياف بدون  نقص، با توزيع يکنواخت، قطر و 
بايد  عامل ها  اين  تمام  که  آنجا  از  شود.  منجر  دلخواه  شکل شناسي 
مطابق با سامانه پليمر–حلال تنظيم شوند. بنابراين، بهينه کردن سامانه 
پليمر–حلال چالش مهمي برای رسيدن به بهترين نتيجه است ]15[. 
به دليل آنکه آزمايش کردن تمام حالت ها و شرايط متغير برای دست يابي 
به نمونه ای مطلوب، کاری زمان بر و پرهزينه است، استفاده از روش 
پيش بينی  داده و  را کاهش  آزمايش  زمان  بهينه سازی می تواند مدت 
نظری از اثر عامل هاي موجود ارائه دهد. طراحي آزمون روش قوی 
است که می تواند اثر عامل هاي مهم و شرايط مطلوب در صنعت و 
توليد را مشخص کند ]16،17[. روش های بي شمار آماری در طراحی 
 آزمون به کار گرفته می شوند که هر يک مزايا و معايبی دارند. روش 
تاگوچی يکی از انواع طراحی آزمون است که براي تعيين شرايط بهينه و 
ترتيب اثرگذاری عامل هاي موجود، اهميت ويژه ای يافته است. اين 
روش ترکيبی از روش های آماری و محاسباتی است و در مطالعات 
تجربی به کار می رود. مهم ترين مشخصه  اين روش اقتصادی بودن آن 
برای ارزيابی فرايندهای پيچيده است. اين روش قابليت آن را دارد که 
در سامانه هايی به کار رود که مطالعه عامل هايي با سطح هاي مختلف 
مدنظر است و به انجام تعداد زيادی آزمون برای دست يابي به شرايط 
را  قابليت  اين  تاگوچی  الکتروريسی(. روش  )مانند  است  نياز  بهينه 
احتمال  و  اجرا، هزينه  زمان  آزمون،  تعداد  زياد،  اطمينان  با  که  دارد 
خطا را در دست يابی به پاسخ مطلوب کاهش دهد ]18،19[. همچنين، 
قابليت بررسی اثر متقابل ميان فاکتورها و نيز انجام آزمون ها به طور 
موازی را دارد. در نهايت، پاسخ سامانه را حتی در حالت بهينه  آن، که 
هنوز آزمايشی در آن شرايط انجام نشده، با تقريب مناسبی پيش بينی 

می کند ]20،21[. 

مقدمه
از سال ها پيش تاکنون بيماری های قلبی عروقی رشد فزاينده ای داشته و 
افزون بر اثر بر سلامت مردم، بر اقتصاد جهانی نيز اثرگذار بوده اند. 
حدود  می رود،  انتظار  بهداشت  جهاني  سازمان  گزارش  با  مطابق 
23/3 ميليون نفر در سال 2030 جان خود را در اثر بيماری های قلبی 
بيماری  عروقی،  بيماری های  شايع ترين  از  بدهند.  دست  از  عروقی 
گرفتگی رگ های قلب است. با وجود پيشرفت های اخير در جراحي 
پلاستيک رگ هاي خوني )angioplasty( با بالن، استفاده از استنت و 
مداخل هاي جراحی، اما هنور به عنوان مهم ترين علت اصلی مرگ و مير 
در  طلايی  استاندارد   .]1،2[ می آيند   به شمار  غربی  کشورهای  در 
جراحی عروق، استفاده از عروق طبيعی بدن به عنوان جايگزين است. 
 )saphenous vei( صافن  وريد  از  استفاده  با  به ويژه  خودپيوندزني، 
ايده آل ترين   )internal mammary arteries( داخلی  پستانی  شريان 
در  اما،  است.  عروق  گرفتگي  درمان  برای  زيستی  جايگزين های 
بيماری های  به  آن ها  مبتلابودن  به دليل  بيماران،  از  سوم  يک  حدود 
بنابراين  کرد.  استفاده  آن ها  خود  عروق  از  نمی توان  خون  گردش 
نيازمند پيوندهای جايگزين هستند ]2،3[. کشف مواد سنتزي به عنوان 
پلی اتيلن ترفتالات  نظير  پليمرهايی  توسعه  به  محتمل   جايگزين های 
و  داکرون  است.  منجر شده  )تفلون(  پلی تترافلوئوراتيلن  و  )داکرون( 
عملکرد   6  mm داخلی  قطر  با  عروقی  جايگزين های  براي  تفلون 
 5 mm خوبی داشتند. اما، برای جراحی پيوند عروق کرونر کمتر از

نتايج بالينی چندان اميدوارکننده ای نشان نداده اند ]3[.
ايجاد  برای  جالبي  راهکار  بافت  مهندسی  اخير  سال های  در 
جايگزين های عروقی معرفی کرده است. مهندسی بافت، شکل گيري 
بافت در چارچوب زيست مهندسی بوده و مفاهيمی شامل درک نحوه 
عملکرد سلول ها، ساختار ماتريس خارج سلولی و دانش کافی درباره 
و  چسبندگی  براي  مناسب  محيطي  ايجاد  براي  داربست ها  ساخت 
برای  حمايت کننده  داربست های  از  استفاده  سلول هاست.  نگه داري 
بافت رگ می تواند سبب توليد رگ هايی با خواص مشابه با بافت های 
طبيعی بدن شود ]5-3[. با وجود اين، مهندسی بافت با چالش های 
آستر  ايجاد  چالش ها  اين  از  يکی  است.  رو به رو  نيز  توجهی  شايان 

اندوتليومی با خواص ضدلخته در لايه داخلی رگ است ]6[.
عروق  بافت  مهندسی  برای  سنتزي  و  طبيعی  مواد  از  گستره اي 
به کار گرفته می شوند ]7،8[. از اين ميان، پلی يورتان به عنوان الاستومر 
با عروق خونی دارد. خواص فيزيکی،  انعطاف پذير، خواصی مشابه 
 50 در  که  باعث شده  پلی يورتان  انطباق خوب  و  استحکام کششی 
سال اخير اين پليمر در کاربردهای عروقی به کار گرفته شود ]9،10[. 
اين پليمر می تواند رفتار مکانيکی مشابه با الاستين موجود در عروق 
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از آنجا که ECM طبيعی بافت ها، ساختار سه بعدی اليافي دارد که 
اندازه  الياف آن حدود nm 50 تا nm 500 است ]24-22[. بنابراين، 
 ECM مهندسی بافت در پي دست يابي به اليافی با قطری نزديک به
است. از سوي ديگر، نانوالياف و شکل شناسي آن ها اثر شايان توجهی 
بر چسبندگی سلولی ايفا می کند. Wei و همکاران ]25[ داربست های 
کلاژن- و  ژلاتين-پلي کاپرولاکتون  جنس  از   الکتروريسی شده 
پلي کاپرولاکتون را برای مهندسی بافت عروق مقايسه کردند. ميانگين قطر 
 301/8± 97 nm الياف برای اين دو داربست به ترتيب 120 ±389/9 و
مناسب  عروقی  کاربردهای  برای  گروه  دو  هر  که  آمد  به دست 
پلی يورتان  الکتروريسی  درباره  نيز  زيادی  مطالعات  شدند.  ارزيابی 
اثر   ]26[ همکاران  و   Zhou ]33-26،و9،10،13،[.  است  شده  انجام 
پليمر  نيز غلظت  و  تغذيه  ولتاژ، سرعت  فرايندی شامل  پارامترهای 
اما  کردند.  بررسی  حافظه  دارای  پلی يورتان های  شکل شناسي  بر  را 
تاکنون مطالعه ای درباره بهينه سازی عامل هاي مؤثر بر اين فرايند انجام 
نشده  است. طراحی الگوی بهينه می تواند اثر عامل ها بر شکل شناسي 
نانوالياف را به  طور دقيق بررسی کند و مؤثرترين عامل برای دست يابي 

به شکل شنا سي های دلخواه را تعيين کند.
عروق  بافت  مهندسی  داربست های  بحث  در  ديگر  مهم  نکته  
افزايش  برای  بسياري  رويکردهای  آن هاست.  خون سازگاری  بحث 
اندوتليال  سلول  لايه  توسعه  است.  مطرح  عروق   خون سازگاری 
باشد و  اندوتليوم عروقی چسبنده  با لايه  )درون پوشه اي( که مشابه 
نيز در برابر تنش برشی جريان خون مقاومت کند، از مؤثرترين اين 
موضع  )پوشش يافتن  اندوتليال کردن   .]34[ می آيد  به شمار  راهکار ها 
باز با سلول های اندوتليال( دوباره پيوندهای عروقی، پيش نياز اساسی 
برای مقابله با تشکيل لخته خون است. داربست ايده آل بايد شرايط 
را برای چسبندگی و تکثير سلول های اندوتليال فراهم کند تا قابليت 
جمله  از  زيادی  عامل هاي  باشد.  داشته  را  عروق   ECM از  تقليد 
شيمی پليمر، خواص مکانيکی و توپوگرافی سطح بر پاسخ سلول ها 
 اثرگذارند ]35[. در مطالعه حاضر تمرکز بر خواص سطحی است. از 
 آنجا که سلول های اندوتليال اندازه ای حدود µm 5 تا µm 13 دارند و 
 10  nm حدود  به  ميانی  رشته های  مانند  سلولی  داخل  اجزای   قطر 
می رسد ]36[ دست يابي به اين ابعاد با فرايند الکتروريسی امکان پذير است.

نانوليفی  داربست های  ساخت  هدف  حاضر،  پژوهش  در   بنابراين 
تهيه شده از پلی يورتان با روش الکتروريسی و ايجاد تغييرات در سطح و 
چسبندگی  مقدار  بيشترين  که  به گونه ای  است،  آن  شکل شناسي 
سلول های اندوتليال به اين بستر فراهم شود. برای دست يابی به اين 
هدف، ابتدا با نرم افزار Minitab 17 و به کمک طراحی آزمون با روش 
شد.  مشخص  پلی يورتان  الياف  توليد  برای  بهينه  شرايط  تاگوچی، 

سپس، داربست ها تهيه شدند و رفتار سلول های اندوتليال عروق بند 
ناف انسان )HUVEC( در پاسخ به اين سطح ها بررسی شد.

تجربی

مواد
چگالي  با  پلی استر  پايه  بر  گرمانرم   )PU( پلی يورتان  تجاری   نمونه 
 Bayer شرکت  از   (Desmopan, (3485A kg/m3و   1200  kg/m3

 آلمان خريداری شد. از N،N- دی متيل فرماميد )DMF( با وزن مولي 
استفاده  حلال  به عنوان   Merck شرکت  محصول   ،10/73  g/mol 

شد. تجهيزات و مواد لازم برای کشت سلول شامل گلوتارآلدهيد و 
محلول  و  شده  داده  کشت  سلول های  ثبت  برای  الکل   ايزوپروپيل 
 )MTT( 5،2-دي فنيل تترازوليوم برميد-)3-)5،4-دي متيل تيازول-2-ايل
رده  از  سلولی  آزمون های  انجام  برای  شد.  تهيه   Merck شرکت  از 
محيط  و  انسان(  ناف  وريد  اندوتليال  )سلول های   HUVEC سلولی 
 (Dulbecco's Modified Eagle's medium)و  DMEM-F12 کشت 

استفاده شد. 

دستگاه ها
 Heldolph ساخت شرکت MR Hei-Standard همزن مغناطيسی مدل
آلمان، دستگاه الکتروريسی مونتاژشده در دانشگاه صنعتی اميرکبير با 
آمريکا،   Medifusion شرکت  ساخت   Ms-2200 مدل  تزريق  پمپ 
منبع تأمين ولتاژ مدل HV50P OC با توان خروجی kV 50 ساخت 
مدل  رقمي  ميکروسکوپ  ايران،  نانومقياس ساخت  فناوران  شرکت 
 AM4515 ساخت شرکت Dino-lite تايوان، ميکروسکوپ الکتروني 

 Seron Technology ساخت شرکت AIS-2100 مدل  )SEM(  پويشي 
 Memmert شرکت   INC108 مدل   CO2 انکوباتور  جنوبی،  کره 
شرکت  ساخت   BSC126 مدل   ،II نوع  آرام  جريان  هود  آلمان، 
شرکت  ساخت   3-16PK مدل  مرکزگريز  دستگاه   ،Beasat ايراني 
ساخت   INV-2 مدل  معکوس  نوری  ميکروسکوپ  آلمان،   Sigma

شرکت BEL ايتاليا، خوانش گر پليت مدل Elx 808 ساخت شرکت 
BioTekElISA reader آمريکا و دستگاه UV ساخت شرکت فرايند 

پرديس سينا به کار گرفته شدند.

روش ها
پلی يورتان  مختلف  مقدارهای  حل کردن  با  پليمر  محلول های  نمونه 
)PU( در حلال DMF تهيه شدند. سپس، محلول ها به مدت h 24 با 
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همزده  پلی يورتان  کامل  برای حل شدن   25°C در  مغناطيسی  همزن 
شدند تا اينکه محلول های PU-DMF همگن به دست آمد.

طراحی آزمون
Minitab نرم افزاری دقيق در حل مشکلات آماری و بهبود کيفيت مسائل 

مهندسی و رياضيات است ]16[. روش تاگوچی رويکردي مهندسی 
برای انتخاب سطح هاي بهينه است و ترکيبی از شرايط را به جای تمام 
حالت ها )فاکتوريل کامل( بررسی مي کند. در اين روش عامل هاي که 
کيفيت نهايی نمونه را تحت تأثير قرار می دهند با کمينه تکرار و آزمايش 
مطالعه می شوند ]16،17[. در پژوهش حاضر، دو هدف مهم پی گيری 
شد. هدف اول، بررسی اثر سه سطح از چهار عامل غلظت پليمر، ولتاژ 
اعمال شده، سرعت تغذيه و فاصله نازل تا جمع کننده بر قطر الياف و 
پراکندگی آن ها بوده و هدف دوم بهينه سازی اين عامل ها برای رسيدن 
به کمترين قطر بود. طراحی آزمون با سطح عامل هاي آن در جدول 1 
آمده  است. ترکيبی از اين عامل ها با سطح هاي متفاوت مطابق با آرايه  

متعامد L9 در جدول 2 آمده است.
 )500 nm( مطالعات پيشين نشان داد، قطر الياف کمتر از ميکرون
می تواند در ارتقای ECM مؤثر باشد و در محدوده الياف کلاژنی قرار 
و  نانوليفی  داربست های  الکتروريسی  می رسد،  به نظر  بنابراين  گيرد. 
استفاده از کمترين قطر برای بهبود رفتار سلول های اندوتليال مؤثرتر 
است ]35،37[. براي کاهش قطر الياف در حدود تارچه های کلاژنی 
الکتروريسی به  )nm 50 تا nm 500( و کاهش پراکندگی در فرايند 
استناد مقاله هاي مشابه ]15،38[، نمونه بهينه ترکيبی از عامل هاي به کار 
بدين  شد.  انتخاب  است،  بهتر  کوچک تر  چقدر  هر  اساس،  بر  رفته 
ترتيب، نمونه ای به عنوان بهينه انتخاب می شود که قطر نانوالياف و مقدار 
اختلاف در توزيع آن ها با توجه به معادله )1( به کمينه مقدار ممکن 
رسيده باشد. منظور از کمترين قطر، کمترين قطر الياف به دست آمده 

بدون دانه از پليمر مربوط است:
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در اين معادله، S/N نسبت علامت به نوفه، n تعداد آزمون ها و y قطر 
اندازه گيری شده نانوالياف پلی يورتانی است ]15،17،39[

فرايند الكتروريسی پلی يورتان
برای الکتروريسی PU از حلال DMF استفاده شد. ابتدا با آزمون های 
مقدماتی و سعی  و خطا پنجره عملکرد مطلوب برای تهيه محلول و 
نمونه های  شد  مشخص  بررسی  از  پس  شد.  مشخص  پليمر  غلظت 
بودند.  دانه دار  الياف  داراي   ،PU از  از 12%  کمتر  غلظت  با  تهيه شده 
فرايند  محلول،  زياد  گرانروي  به دليل  نيز  از  20%  بيش  غلظت  در 
انجام پذير نبود. بنابراين، محدوده %12 تا %20 برای غلظت انتخاب شد و 
 PU محلول ها مطابق با طراحی آزمون در غلظت های 12، 16، %20 از
در mL 2 حلال DMF تهيه شدند و به مدت h 24 در دمای محيط روی 
همزن مغناطيسی قرار گرفتند تا پلی يورتان به خوبی حل شود. فرايند 
الکتروريسی محلول های تهيه شده با دستگاه الکتروريسی مونتاژشده در 
دانشگاه صنعتی اميرکبير مجهز به پمپ تزريق، منبع تأمين ولتاژ با توان 
 خروجی kV 50 و جمع کننده غلتکی با سرعت rpm 1100 انجام شد 
)شکل 1(. بدين ترتيب، محلول پليمری درون سرنگ mL 1 وارد شد و 
برای تزريق آن به سمت نازل سرنگ، روی پمپ دستگاه قرار گرفت. 

جدول 1- چهار عامل الکتروريسی و سطح هاي انتخاب شده در آرايه 
)L9( طراحی آزمون تاگوچي.

Table 1. Four factors and their levels selected in Taguchi’s 

experimental design.
Factor Symbol Level

1 2 3
Polymer Concentration (wt %)

Voltage supplied (kV)

Distance between collector and 

tip (cm)

Flow rate (mL/h)

C

V

D

F

12

12

12

0.1

16

16

15

0.2

20

20

18

0.3

سطح هاي  و  عامل ها  برای   L9 آرايه  متعامد  طراحی   -2 جدول 
انتخاب شده. 

Table 2. L9 orthogonal array design for selected factors and 

levels.

Run
Factors

PU 

(wt %)

Voltage 

(kV)

Distance 

(cm)

Flow rate 

(mL/h)
1

2

3

4

5

6

7

8

9

12

12

12

16

16

16

20

20

20

12

16

20

12

16

20

12

16

20

12

15

18

15

18

12

18

12

15

0.1

0.2

0.3

0.3

0.1

0.2

0.2

0.3

0.1
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 سوزن سرنگ به الکترود مثبت منبع با ولتاژ زياد و الکترود منفی به 
صفحه جمع کننده متصل و با تنظيم شرايط فرايند )ولتاژ، سرعت تغذيه و 
توليدشده  الياف  شد.  انجام  الکتروريسی  جمع کننده(،  تا  نازل  فاصله 
فويل  به وسيله   که  گردان  جمع کننده   روی  الکتريکی  ميدان  اعمال  با 
آلومينيمی پوشانده شده بود، به مدت h 5 جمع آوری شد. تمام فرايند 

الکتروريسی در دما C°25 و %35 رطوبت انجام شد.

بررسی شكل شناسي داربست ها
براي پيش کنترل روند انجام شده، داربست ها پس از الکتروريسی، ابتدا 
دقيق تر  بررسی  برای  سپس،  شدند.  مشاهده  رقمي  ميکروسکوپ  با 
ميکروسکوپ  از  تشکيل شده  الياف  قطر  و  داربست ها  شکل شناسي 
اندازه  با  مربعی  نمونه های  شد.  استفاده   )SEM( پويشي   الکتروني 
 cm2 0/5×0/5 از داربست ها بريده شدند و پيش از عکس برداری به مدت 

s 80 در ولتاژ kV 80 با طلا پوشش دهی شدند و پس از آن، بررسي با 

ميکروسکوپ الکترونی پويشي انجام شد. 

انتخاب نمونه بهينه
قطر نانوالياف پلی يورتانی با شمارش تصادفی 100 نانوليف از عکس هاي 
SEM به کمک نرم افزار Image J انجام شد. نمودار توزيع قطر الياف و 

بررسی های آماری با نرم افزار Minitab 17 انجام شد. سپس، ميانگين قطر 
 S/N به دست آمده به عنوان پاسخ در بخش طراحی آزمون وارد شد، نسبت

محاسبه و نمونه  بهينه مشخص شد ]15[. پس از تعيين نمونه بهينه و عامل 
اثرگذار بر اندازه قطر، از نمونه داربست  الکتروريسی شده بهينه پلی يورتان 

برای انجام آزمون های سلولی استفاده شد.

آماده سازی و سترون سازي داربست ها
پيش از شروع کشت سلولی روی داربست ها، سترون سازي موضوعي 
لازم است. براي سترون کردن داربست های الکتروريسی شده از دستگاه 
طبق  و  است  سترون سازي  رايج  روش های  از  که  شد  استفاده   UV

مقاله ها به ساختار پلی يورتان آسيبی وارد نمی کند ]10،40[. دو طرف 
 UV 1 در معرض پرتو h قطعات بريده شده از داربست هر يک به مدت

قرار گرفتند و سترون  شدند.

HUVEC كشت سلول های
پاسخ  ارزيابی  براي  انسان  ناف  بند  وريد  اندوتليال  سلول های  از 
استفاده  خونی  عروق  سلول های  به  نسبت  پلی يورتانی   داربست های 
شد ]10[. سلول های HUVEC می توانند تقليدکننده مناسبی از سلول های 
فلاسک های  در  سلول ها  اين   .]40[ باشند  عروق  اندوتليومی   جدار 
 DMEM-F12 کشت  محيط  با  همراه  بافت،  کشت  ويژه   225  cm

پنی سيلين استرپتومايسين  آنتی بيوتيک   1% و   FBS 10% با  مغذی شده 
آرام(. فلاسک ها در   )Pen/Strep( کشت داده شدند )در هود جريان 
با  روزانه  و  گرفتند  قرار  انکوباتور  درون   CO2 از   5% و   37°C دمای 
عوض کردن محيط کشت و آلودگی احتمالی مايکوپلاسما بررسی شدند. 
لگاريتمی  )فاز   80% سلولی  تراکم  به  فلاسک  درون  اينکه  از  پس 
محيط  سپس،  شد،  داده   )cell passage( پاساژ  رسيد،  سلولی(  رشد 
کشت قبلی حذف و سپس با PBS شست و شو داده شد و mL 1 آنزيم 
تريپسين به فلاسک اضافه شد و پس از min 15 دوره نهفتگي، سلول ها 
 از کف فلاسک جدا شدند. برای خنثی کردن آنزيم، محيط کشت جديد 
اضافه شد و سپس تعليق سلولی درون فالکون )falcon( ريخته شد و 
قرار  مرکزگريز  دستگاه  درون   5 min به مدت   1300 rpm با سرعت 
گرفت. از اين فلاسک ها براي بررسی زيست سازگاری و چسبندگی 

روی داربست های پلی يورتانی توليدشده، استفاده شد.

MTT بررسی سميت سلولی داربست ها با
براي انجام مطالعات زيستي و بررسی نبود سميت در نمونه ها آزمون 
MTT انجام شد. ابتدا تعليقي از سلول های HUVEC در محيط کشت 

کاملًا ويژه )DMEM-F12+ FBS 10% + Pen/Strep 1%( تهيه شد و 
تعداد 20 هزار سلول به همراه µm 500 در هر خانه از پليت 24تايي، 
 PBS با  مرتبه  داربست های سترون شده چند  داده شد. سپس،  کشت 

شکل 1- دستگاه الکتروريسی در مهندسی بافت عروق
Fig. 1 Electrospinning setup in vascular tissue engineering.
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تحليل های آماری
داده ها حداقل سه مرتبه تکرار و جمع آوری شدند. نتايج به طور ميانگين 
همراه با انحراف معيار گزارش و مقايسه آماری ميان نتايج گروه ها با 
آزمون t و ANOVA انجام شد. مقدارهاي P > 0/05  به عنوان تفاوت 

معنادار درنظر گرفته شد.

نتايج و بحث

طراحی آزمون و فرايند الكتروريسی
در ادامه، نتايج طراحی آزمون با روش تاگوچی براي انتخاب نمونه 

بهينه و فرايند الکتروريسی داربست ها توضيح داده مي شود.

بررسی شكل شَناسي الياف پلی يورتان
انتخاب محدوده مناسب متغيرها )چهار عامل اصلی( برای پيداکردن 
بهينه سازی برای  الياف، بخش مهم فرايند  از نظر قطر  بهترين پاسخ 
شامل  اصلی  عامل  است. چهار  مناسب  با شکل شناسي  الياف  توليد 
غلظت، ولتاژ اعمال شده، فاصله نازل تا جمع کننده و سرعت تغذيه 
ترکيب  از  تاگوچی،  روش  و  آزمون  طراحی  با  مطابق  که   است 
حالت هاي آرايه متعامد )L9( تشکيل شده و نمونه ها مطابق با جدول 2 
و  ليف  يا  نشدن  تشکيل شدن  نظر  از  شبکه های حاصل  تهيه شدند. 
قطره با ميکروسکوپ نوری و سپس ميکروسکوپ الکترونی پويشي 
بررسی شدند. شکل 2 عکس هاي SEM، 9 نمونه از الياف پلی يورتان 
الکتروريسی شده را نشان می دهد. شکل 3 نيز نمودار توزيع فراوانی 
را  الياف  قطر  معيار  انحراف  و  ميانگين  همراه  به  تشکيل شده  الياف 
نشان می دهد. مطابق با نمودارهای توزيع فراوانی، اندازه قطر الياف در 
محدوده  nm 260 تا nm 435 و با ميانگين nm 362 است. در بررسي 
اوليه نانوالياف توليد شده از پلی يورتان می توان دريافت، نمونه های 1 
معيار  )انحراف  بيشتری  يکنواختی  الياف و  تا 3 کمترين مقدار قطر 
 کوچک تر( را دارند. عامل مشترک در اين سه نمونه، غلظت محلول 
است که کمترين مقدار غلظت يعنی %12 وزنی را شامل می شود و در 
نمونه های بعدي افزايش مقدار غلظت سبب افزايش قطر و نايکنواختی 

الياف توليدشده می شود.

تحليل و ارزيابی نتايج طراحی آزمون با روش تاگوچی
محاسبه  برای   )S/N( نوفه  به  علامت  نسبت  از  تاگوچی  روش  در 
انحراف کيفيت از ارزش های مطلوب، استفاده می شود ]15[. در اين 
هر  اصل  مطابق  و   Minitab آماری  نرم افزار  با   S/N ارزش  مطالعه، 

شست وشو شده و در مجاورت سلول ها قرار داده شدند. پليت  مدنظر 
از CO2 و %95 رطوبت منتقل شد.   5% ،37°C با دماي انکوباتور   به 
زمان نهفتگي برای اين نمونه ها، 24، 48 و h 72 درنظر گرفته شد و 
طی  شد.  انجام  نمونه ها  روي   MTT سميت  آزمون  مستقيم  شيوه  با 
از محلول  برای بررسی مقدار زنده ماني سلولی  تعيين شده،  زمان های 
غلظت با   MTT از   100  µm که  ترتيب  بدين  شد.  استفاده   MTT

محلول  نهفتگي،  زمان  طی  می شود.  وارد  حفره  هر  به   0/5  mg/mL

MTT با سوکسينات دهيدروژناز که يکی از آنزيم های چرخه تنفسی 

ميتوکندری ها کاهش می يابد. کاهش و شکسته شدن اين حلقه موجب 
توليد بلورهای بنفش رنگ فورمازان می شود که در زير ميکروسکوپ 
نوری معکوس به راحتی قابل تشخيص است. مقدار رنگ توليد شده با 
تعداد سلول هايی که از نظر متابوليکي فعال هستند )سلول های زنده( 
رابطه مستقيم دارد. بلورهای فورمازان در آب نامحلول بوده و بايد پيش 
از رنگ سنجی با ماده حلال آلی به حالت محلول درآيند. به همين دليل، 
پس از گذشت h 4 محلول روی سلول ها خارج شده و ايزوپروپانول 
به آن ها اضافه شد تا بلورهای بنفش رنگ ايجادشده حل شود. سپس، 
آن  نوری  داده شد و جذب  انتقال  خانه  پليت 96  به  مدنظر  محلول 
در طول موج nm 570 با خوانش گر پليت ثبت شد. حفره هاي دارای 
سلول های زنده بيشتر، چگالی نوری )OD( بيشتري نسبت به حفره هايی 
با تعداد سلول زنده کمتر نشان مي دهند. بدين ترتيب زنده مانی سلول ها 

با نمونه کنترل مقايسه شد ]41،42[. 

 HUVEC بررسی چسبندگی سلول های
براي بررسی چسبندگی سلول های HUVEC، قطعات داربست به شکل 
مربع هايی با ضلع cm 1 روی لامل تهيه شدند و پس از سترون شدن، 
درون خانه های پليت 6خانه اي سه مرتبه با PBS شست و شو داده شدند. 
 DMEM-F12 3 تحت نمونه h براي بهبود چسبندگی، نمونه ها به مدت
 )محيط کشت ويژه سلول های HUVEC( درون انکوباتور با CO2 5% و 
تخليه  کشت  محيط  بعد  مرحله  در  شدند.  داده  قرار   37°C  دمای 
شد و سلول ها در تراکم 104×1 سلول در µL 20 با روش چکاندن روی 
داربست قرار داده شدند و پليت داراي داربست به مدت h 3 به منظور 
 نفوذ کامل سلول ها درون داربست در انکوباتور قرار گرفت ]31[. سپس، 
و   FBS  10%  ،DMEM-F12 داراي  کامل  کشت  محيط   500  µL

آنتی بيوتيک )پنی سيلين – استرپتومايسين %1( به محيط داربست اضافه 
از h 24 از کشت سلول ها، نمونه ها به مدت min 45 درون  شد. پس 
محلول گلوتارآلدهيد %4 تثبت شده سپس با آب مقطر شست و شو داده 
با طلا پوشش دهی شدند و برای  شدند، پس از خشک شدن نمونه ها 

مشاهده چسبندگی سلول ها با SEM از آن ها عکس برداری شد. 



بهینه سازی داربست های ساخته شده از پلی یورتان با روش تاگوچی برای کاربردهای مهندسی بافت ...

مجله علمی، علوم و تکنولوژی پلیمر، سال سی وسوم، شماره 5، آذر-دي 1399

مریم نزادي و همکاران

426

اختصاص داد، به عنوان مهم ترين و اثرگذارترين عامل بر قطر الياف 
درنظر گرفته شد. مشخص شد، غلظت پليمر )C( و ولتاژ اعمال شده 
)V( برای اصلاح قطر الياف، اثر شايان توجهي دارند. در مقابل فاصله 
سوزن و جمع کننده )D( و سرعت تغذيه )F( به نسبت کم اهميت تر 
هستند. نتايج نشان داد، غلظت پلی يورتان در محلول سبب افزايش 
افزايش  نانوالياف پلی يورتانی را  گرانروي مي شود و در نهايت قطر 
مي دهد. همان طور که از عکس هاي SEM و يافته های جدول 3 نيز 
مشخص است، محلول هايی که با غلظت کمينه )%12 از پلی يورتان( 
ساخته شدند، کمترين قطر و بيشترين يکنواختی را دارند. Horuz و 

شد.  محاسبه   ،3 جدول  اطلاعات  و  است  بهتر  کوچک تر  چقدر 
قطر  مقدار  بيشترين  با   7 نمونه  جدول،  اين  يافته های  اساس   بر 
با  نمونه   2  اما،  دارد.  را   S/N مقدار  کوچک ترين   )435±110  nm(
 کمترين قطر )nm 74 ±260( بيشترين مقدار S/N را دارد. براي فهم 
اثر هر عامل و سطح آن بر پاسخ )قطر الياف(، ميانگين قطر الياف و 
 4 جدول  با  مطابق  عامل  هر  مختلف  سطح هاي  برای   S/N نسبت 

محاسبه شد. 
بر اساس داده های جدول 4 تفاوت مقدار بيشينه و کمينه ارزش های 
اين سه سطح محاسبه شد. محدوده ای که بيشترين مقدار را به خود 

شکل 2- ريزنگارهاي SEM نانوالياف پلی يورتان الکتروريسی شده مطابق با طراحی آزمون )همه مقياس ها µm 5 هستند(.
Fig. 2 SEM micrographs of electrospun PU nanofibers used in DoE study (all scale bars represent 5 µm). 

    (a)      (b)      (c)

    (d)      (e)      (f)

    (g)      (h)      (i)
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 همکاران در مطالعه ای با طراحی آزمون به بهينه سازی الياف ژلاتينی 
 پرداختند. در مطالعه آن ها، غلظت های 20، 50 و %80 ژلاتين تهيه شد و 
سپس سه سطح برای ولتاژ، فاصله و سرعت تغذيه درنظر گرفته شد و 
الياف صاف، بدون دانه و با توزيع يکنواخت حاصل شد. دو نمونه 
با بيشترين مقدار قطر، غلظت مشابه داشتند. نتايج حاکی از آن بود 
که با افزايش غلظت، قطر الياف به طور معناداری افزايش يافت ]15[. 
الياف  قطر  بر  مؤثر  عامل  دومين  اعمال شده،  ولتاژ  داد،  نشان  نتايج 
پلی يورتان است. قطر الياف زمانی کوچک تر هستند که مقدار ولتاژ 
kV 16 بود. به طور معمول، با افزايش مقدار ولتاژ، قطر الياف کاهش 

يافت. اما، در نمونه های 3 و 6 با افزايش ولتاژ، قطر نيز افزايش يافت. 
الياف در مطالعات همچنان بحث برانگيز است. در  بر قطر  اثر ولتاژ 
اعمال شده،  ولتاژ  مقدار  افزايش  با  شد،  بيان  پژوهش ها  از  گروهی 

تشکيل جت شتاب مي يابد و حجم بيشتری از پليمر به سمت صفحه 
جمع کننده کشيده می شود که اين مسئله به افزايش قطر الياف منجر 
 می شود ]43،44[. از سوي ديگر، در برخي از مطالعات پيشنهاد شد، با 
ايجاد جريان الکتريکی قوی تر، محلول پليمری بيشتر کشيده می شود و 

کاهش قطر الياف اتفاق می افتد ]45،46[ 
و صفحه  نازل  فاصله  و  تغذيه  5 سرعت  و   4 مطابق جدول هاي 
دارند.  پلی يورتانی  الياف  قطر  بر  را  اثرگذاري  کمترين  جمع کننده، 
انتظار می رود، با افزايش مقدار سرعت تغذيه، قطر الياف نيز به دليل 
جمع کننده  و  نازل  فاصله  يابد.  افزايش  نازل،  از  مايع  بيشتر  خروج 
اگرچه به عنوان کم اهميت ترين عامل در قطر الياف شناخته شده  است. 
مطالعه  در   .]15[ مي دهد  نشان  ولتاژ  با  مشابه  اثر  مي شود،  گفته  اما 
حاضر، افزايش سرعت تغذيه و فاصله نيز سبب افزايش و نيز کاهش 

شکل 3- توزيع فراوانی الياف پلی يورتان الکتروريسی شده مطابق با طراحی آزمون.
Fig. 3. Frequency contribution of electrospun polyurethane fibers in the design of experiments.

    (a)      (b)      (c)

    (d)      (e)      (f)

    (g)      (h)      (i)
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قطر الياف شده  است که اين اختلاف را می توان به وابسته بودن اين 
عامل ها به پارامترهای اصلی )غلظت و ولتاژ اعمال شده( نسبت داد.

 
بهينه سازی پارمترهای فرايند الكتروريسی

ترکيب بهينه اي از عامل هايي که به واسطه آن ها اليافی با حداقل قطر 
 5 و   4 شکل هاي  آمد.  به دست  تاگوچی  روش  با  می شود،  حاصل 
الياف و نسبت S/N را نشان  اثر هر عامل بر ميانگين قطر  به ترتيب 
بهينه  سطح   ،5 و   4 شکل های  و   4 جدول  داده های  طبق  می دهد. 
 ،)C1( پلی يورتان  غلظت  12%  شامل  قطر(  مقدار  )کمترين  عامل ها 
جمع کننده  صفحه  تا  نازل  فاصله   ،)V2(  16  kV اعمال شده   ولتاژ 

نتايج  است.   0/1  mL/hو  (F1( تغذيه  سرعت  و   )D2(  15  cm

با  برابر  بهينه  شرايط  در   )S/N )نسبت  نرم افزار  پيش بينی شده  
تاگوچی  روش  با  است.   95٪ اطمينان  سطح  با   -47/959±0/273
می توان قطر متوسط الياف را در شرايط بهينه )Yexp( و بدون انجام 

آزمون محاسبه کرد ]47[. روش محاسبه مطابق با معادله )2( است:

2
1

exp (MSD)Y =               )2(

]/10conditions optimumat  ratio) (S/Nresult  -[expected0 1MSD =

مطلوب،  شرايط  در   S/N نسبت  انتظار  مورد  نتيجه  که  آنجا   از 
بيشترين  بود )کمترين و  اطمينان 95%  با سطح   -47/959  ±  0/273
ميانگين  ترتيب  بدين  بود(.   -47/686 و   -48/232 به ترتيب  ارزش 
کمترين  و  بيشترين  از  به ترتيب  مربوط   )MSD( استاندارد  انحراف 
در   Yexp مطالعه  اين  در  است.  و 58631/81  برابر 66527/31   S/N

جدول 3- قطر الياف پلی يورتان با انحراف معيار و نسبت هاي علامت 
به نوفه )S/N( بر اساس "هرچه کوچک تر، بهتر".

Table 3. Polyurethane fiber diameter with standard deviation 

and their corresponding signal-to-noise (S/N) ratios based on 

"smaller is better".

 Run
 Combination of

factors

 Average nanofiber

 diameter and standard

deviation (nm)

S/N

1

2

3

4

5

6

7

8

9

C1V1D1F1

C1V2D2F2

C1V3D3F3

C2V1D2F3

C2V2D3F1

C2V3D1F2

C3V1D3F2

C3V2D1F3

C3V3D2F1

265±63

260±74

297±61

372±141

368±101

411±210

435±110

429±165

422±131

-48.48

-48.29

-49.46

-51.42

-51.33

-52.27

-52.78

-52.56

-52.52

.S/N جدول 4- جدول پاسخ برای ميانگين قطر الياف پلی يورتان و مقدارهاي
Table 4. Response table for means of PU fiber diameters and S/N values.

Level
Means of fiber diameters (nm) Means of S/N values

C V D F C V D F
1

2

3

Range

 Ranke

274.36

384.1

427.76

153.4

1

357.9

351.23

377.1

25.87

2

367.2

351.7

367.33

15.63

4

352.36

368.93

364.93

16.57

3

-48.75

-67.51

-62.52

18.76

1

-50.89

-50.73

-42.51

8.38

2

-51.10

-50.74

-51.19

0.45

3

-50.78

-51.12

-51.15

0.37

4

پلی يورتان  الياف  قطر  ميانگين  بر  عامل   اثر  نمودار   -4 شکل 
الکتروريسي شده.

Fig. 4. Main effects plot for means of electrospun polyure-

thane fiber diameter.
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 257/92  nm تا   242/10  nm  محدوده در  بايد   95% اطمينان  سطح 
باشد. رابطه بين قطر و چهار متغير )غلظت پليمر، ولتاژ، فاصله نوک 
سوزن تا صفحه جمع کننده و سرعت تغذيه( با توجه به مطالعه )3( 
در زير آمده است. به کمک اين معادله می توان قطر الياف را در حالت 

بهينه پيش بينی کرد ]48[: 

)T-1F()T-2D()T-2V()T-1C(T     ++++=h           )3(

 9 نتيجه  ميانگين  T پيش بينی شده، قطر  ميانگين   h معادله،  اين  در 

سطح هاي  برای  پاسخ  ميانگين   C1V2D2F1 و  انجام شده  آزمايش 
شرايط  قطر  اساس،  اين  بر  است.  متغير  هر  به تفکيک  شده   طراحی 
شده  پيش بينی  مقدار  با  که  شد  محاسبه   242/99  nm حدود  بهينه 
تأييد  تاگوچی،  روش  در  بعد  مرحله  است.  يکسان   )2( معادله  از 
الکتروريسی  فرايند  بنابراين  است.  تجربی  آزمايش  با  پيش بينی  اين 
 6 شکل  شد.  انجام   )C1V2D2F1( پارامترها  از  بهينه ای  ترکيب  با 
عکس هاي SEM با توزيع قطر نانوالياف الکتروريسی به دست آمده را 
در شرايط بهينه نشان می دهد. ميانگين قطر الياف nm 30 ± 258 است 

که همخوانی خوبی با نتايج پيش بينی شده با نرم افزار دارد.. 
 

MTT بررسی سميت سلولی داربست ها با استفاده از
بررسی زنده مانی سلول های HUVEC روی نانوالياف پليمری و ظرف 
کشت سلول )به عنوان گروه شاهد( با روش MTT انجام شد. پس از 
کشت سلول ها در بازه  زمانی 24، 48 و h 72 نتايج آزمون به دست آمد. 
شکل 7 نمودار زنده مانی سلول ها را روی داربست و ظرف کشت نشان 
می دهد. نتايج بيانگر اين است که پس از h 72 از زمان کشت، مقدار 
زنده مانی سلول ها روی داربست %88/59 است. مقايسه مقدار زنده مانی 
نمونه ها با گروه شاهد تفاوت معناداری نشان نداد )P > 0/05(. بنابراين 
زيست سازگارند،  نسبی  به طور  پلی يورتان  از  به دست آمده  نانوالياف 
داربست غيرسمی و مناسبی را برای رشد سلول ها فراهم می کنند و 

سبب مرگ سلولی يا کنده شدن سلول ها از داربست نمی شوند. 
Jing و همکاران ]10[ داربست هايی از جنس پلی يورتان گرمانرم 

شکل 5- نمودار اثر عامل ها بر نسبت هاي علامت به نوفه )S/N( قطر 
الياف پلی يورتان الکتروريسي شده.

Fig 5. Main effects plot for signal-to-noise (S/N) ratios of 

electrospun polyurethane fiber diameter.

شکل a( -6( عکس SEM نمونه بهينه با طراحی آزمون و )b( نمودار توزيع فراوانی ميانگين قطر نانوالياف PU الکتروريسي شده به دست آمده در 
.)15 cm و mL/h 0/1 ،16 kVو ،PU 12%( شرايط بهينه

Fig. 6. (a) SEM image and (b) bar graph of diameter ranges of electrospun PU nanofibers obtained at ptimized conditions (12% 

PU, 16 kV, 0.1 mL/h, and 15 cm).

     (a)         (b) 
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آزمون  نتايج  اساس  بر  کردند.  تهيه  عروق  بافت  مهندسی  برای  را 
MTT، زنده مانی سلول های فيبروبلاست 3T3 پس از سه روز، 95% 

گزارش شد. همچنين نشان داده شد، داربست های الکتروريسی شده 
کنند.  فراهم  سلول ها  رشد  برای  مناسبی  بستر  می توانند  پلی يورتان 
برای  را  پلی يورتان  الکتروريسی  نيز   ]40[ همکاران  و   Firoozi

 ساخت دريچه های قلبی مطالعه کردند. بررسی زنده مانی سلول های 
HUVEC روی داربست های آن ها با دو روش MTT مستقيم )h 72( و 

سلول های  ميان  معناداری  تفاوت  شد.  انجام  روز(   10( غيرمستقيم 
نتايج  اين  نشد.  داربست ها و ظرف کشت گزارش  کشت  شده روی 
نشده  کشت  محيط  وارد  نامحلولی  يا  محلول  ماده  سمی  داد،  نشان 

است و داربست ها زيست سازگاری مطلوبی داشتند.

HUVEC بررسی چسبندگی سلول های
سلول های HUVEC برای بررسی مقدار چسبندگی روی داربست های 
در  داربست ها  اين  از  استفاده  قابليت  تا  شدند  انتخاب  پلی يورتانی 
اندوتليال  سلول های  که  آنجا  از  شود.  سنجيده  عروقی  کاربردهای 
سطح داخلی مجرای عروقی را می پوشانند و به طور مستقيم در تماس 
با جريان خون هستند، نقش بسيار اساسي را ايفا می کنند. آن ها مانع 
از لخته شدن خون مي شوند و به حفظ سياليت آن کمک می کنند، مانع 
از چسبندگی پلاکت ها و گلبول های سفيد شده و سبب مقاومت رگ 
افزايش رشد  نهايت، سبب  برشی خون مي شوند. در  تنش  برابر  در 

سلول های ماهيچه ای صاف می شوند ]10،49[. 
به کمک  داربست   با   HUVEC برهم کنش  حاضر،  مطالعه  در 
چسبندگی سلولی و بررسی تصوير ميکروسکوپ الکترونی ارزيابی 
شد. همان طور که در عکس SEM شکل 8 مشخص است، سلول ها 

به مدت h 24، چسبندگی مناسبی به داربست  نشان دادند. بدين ترتيب 
از  بهينه  طراحی آزمون، که قطر کمتر و توزيع همگن تری  داربست 
 HUVEC نانوالياف داشت، بستر مناسبی برای چسبندگی سلول های
فراهم کرد. ساختار ECM سلول ها، ساختاری با ابعاد نانومتر است. 
بنابراين قطرهای کوچک تر و شکل شناسي آن ها اثر شايان توجهی بر 
چسبندگی سلولی ايفا می کند. Chen و همکاران ]50[ نيز در پژوهشی 
داربست های  روی  را   3T3 فيبروبلاست  سلول های  چسبندگی 
نتايج  کردند.  بررسی  پلی کاپرولاکتون  جنس  از  الکتروريسی شده 
حاکی از آن بود که سلول ها روی اليافی با قطر nm 428 بسيار بهتر 
از الياف با قطر بيشتر mµ 1/6  چسبيدند. در مطالعه  ديگری نيز، اثر 
قطر نانوالياف بر رشد و تمايز سلولی بررسی شد. Christopherson و 
همکاران ]51[ نانواليافي با قطرهای 283، 749 و nm 1452 از پلی اتر 
سولفون تهيه کردند. يافته ها نشان داد، بيشترين مقدار تمايز سلول های 
پيش ساز عصبی در کمترين قطر الياف يعنی nm 283 گزارش شده 
 است. اين مقدار در نانوالياف با قطر nm 749، %20 کاهش نشان داد 

نتيجه گيری

زيست تقليدی  عروق،  خون سازگار کردن  روش های  مطلوب ترين  از 
لايه  بدن،  عروق  با  مشابه  که  ترتيب  بدين  است.  طبيعی  عروق  از 
اندوتليوم به صورت آستر، مجرای داخلی عروقی را بپوشاند تا مانع 

.PU  بر داربست HUVEC شکل 7- بررسی زنده مانی سلول های
Fig. 7. Evaluation of viability of HUVEC cells on PU  

scaffold. 

شکل 8- عکس SEM داربست  پلی يورتانی پس از آزمون چسبندگی 
 .HUVEC

Fig. 8. SEM image of the polyurethane scaffold after  

HUVEC adhesion test.
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مختلفی  روش های  از  تاکنون  شود.  لخته  ايجاد  و  پلاکت  تجمع  از 
برای اصلاح سطح استفاده شده است. اما مطالعات نشان داده  است، 
قابلبت  کنند،  تقليد  را   ECM توپوگرافی  می توانند  که  سطحی هايي 
بهبود رشد و تکثير سلولی را دارند و در نهايت يکپارچگی و بازسازی 
بافت را افزايش مي دهند. در پژوهش حاضر تغيير خواص سطحی و 
شکل شناسي الياف و اثر آن بر چسبندگی سلولی بررسي شده  است. 
 الياف پلی يورتان با روش الکتروريسی توليد و اثر مهم ترين پارامترهای 
فرايند )غلظت پليمر، ولتاژ اعمال شده، فاصله سوزن تا جمع کننده و 
سرعت تغذيه( بر شکل شناسي اين الياف، از نظر آماری بررسی شد. 
آزمون  طراحی  روش های  برجسته ترين  به عنوان  تاگوچی  روش  از 
آوردن  به دست  برای  الکتروريسی  مهم  عامل هاي  بهينه سازی  برای 
کوچک ترين قطر الياف استفاده شد. نتايج نشان داد، غلظت محلول 
الياف در کمترين  الياف است. کوچک ترين  مؤثرترين عامل در قطر 
نيز  غلظت محلول پلی يورتان ) %12( به دست آمد. ولتاژ اعمال شده، 
دومين عامل مؤثر بر قطر الياف است. فاصله سوزن تا صفحه جمع کننده و 
سرعت تغذيه، اثر نستاً کمتری در فرايند الکتروريسی داشتند. شرايط 
برای تهيه نمونه بهينه شامل غلظت %12 پلی يورتان، ولتاژ اعمال شده 
تغذيه  cm 15 و سرعت  تا صفحه جمع کننده  نازل  فاصله   ،16 kV

mL/h 0/1 بود. مشخص شد، با روش تاگوچی می توان ميانگين قطر 

الياف را در شرايط بهينه در محدوده nm 242/10 تا nm 257/92 با 
سطح اطمينان %95 پيش بينی کرد. قطر نانوالياف در شرايط بهينه از 
نظر تجربی برابر با nm 30±258 بود که با مقدار تخمين زده  شده با 
نرم افزار مطابقت خوبی داشت. نبود سميت سلولی در داربست های 
آزمون  شد.  تأييد   ،HUVEC سلول های  رشد  با  الکتروريسی شده 
کشت  روز  سه  از  پس  را   )88/59%( زنده  سلول های  وجود   MTT

چسبندگی  سلول ها  اين  همچنين  کرد.  تأييد  داربست   روی  سلولی 
بستر  تفليدکننده  می توانند  و  دادند  نشان  داربست  سطح  بر  مناسبی 
اندوتليومی داخل عروق تلقی شوند. اين مطالعه می تواند با بررسی 
 ساختارها به شکل لوله ای يا ايجاد ساختارهای دولايه، به گونه ای که 
لايه داخلی برای ايجاد چسبندگی مطلوب سلول اندوتليال، متخلخل و 
آرايش يافته باشد و لايه  خارجی به منظور افزايش استحکام مکانيکی، 

متراکم باشد، ادامه يابد. 

قدردانی
نساجی  مهندسی  دانشکده  الکتروريسی  و  نانوالياف  آزمايشگاه   از 
 دانشگاه صنعتی اميرکبير و آزمايشگاه پژوهش هاي سلول های بنيادی و 
امکانات  فراهم کردن  برای  ايران  پاستور  انستيتو  سلولی  بانک 

آزمايشگاهی اين پژوهش، تشکر و قدردانی مي شود.
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