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Hypothesis: Nowadays, the use of scaffolds in tissue engineering to repair 
and regenerate human lesions, including nervous injuries has been widely 
considered. Also, nanofibrous scaffolds due to their structural similarity with 

the extracellular matrix (ECM) in the body are found to be suitable substrates for 
cell growth. Therefore, the main focus of the present work is on the production of 
conductive nanofibrous scaffolds for neural cell culture and their electrical stimulation 
performance.
Methods: Two biocompatible polymers including polycaprolactone (PCL) and 
poly(lactic-co-glycolicacid) (PLGA) were used as main materials, and polyaniline 
(PANI) was applied as a conductive polymer to create conductivity in the substrates. 
After determination and optimization of the electrospinning process factors, 4 types 
of nanofibrous scaffolds with 4 levels of conductive polymer (0%, 1%, 10% and 
18%) were prepared. To investigate the effect of scaffolds' conductivity and electrical 
stimulation on the nerve cells behavior, a plate with steel electrodes was designed to 
apply electrical field to the scaffolds during cell culture experiments.
Findings: SEM, Dino-Lite digital microscopy, Potentiostat-Galvanostat and 
3-(4,5-dimethylthiazed-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay were 
used to study the properties of scaffolds including hydrophilicity, conductivity, fiber 
diameter and the results of cell culture. By investigation of the physical properties 
of the scaffolds it was shown that increasing the amount of PANI in scaffolds causes 
significant drop in the fiber diameter and hydrophilicity. In cell culture experiment, 
shape and proliferation of nerve cells were studied. MTT assay and SEM images 
showed that electrical stimulation, proportional to the amount of polyaniline, enhanced 
neurite outgrowth compared to the scaffolds that were not subjected to electrical 
stimulation. Furthermore, proliferation of cells on conductive scaffolds (by 10% v/w 
of PANI) increased and subsequently the cell proliferation decreased with increasing 
conductive polymer content due to its toxicity. 
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فرضیه: امروزه استفاده از داربست ها در مهندسی بافت براي ترمیم و بازسازي انواع ضایعات 
بدن از جمله ضایعات عصبی بسیار مورد توجه قرار گرفته است. همچنین، استفاده از داربست های 
رشد  برای  مناسبی  بستر  بدن،  سلولی  خارج  ماتریس  با  ساختاری  تشابه  دلیل  به  نانولیفی 
سلول هاست. بر این اساس، محور پژوهش حاضر بر پایه تولید داربست های نانولیفی رسانا براي 

کشت سلول های عصبی و اعمال تحریک الکتریکی بر آن هاست. 
اسید(  پلی) لاکتیک-co-گلیکولیک  و   )PCL( پلی کاپرولاکتون  زیست سازگار  پلیمر  دو  از  روش ها: 
در  رسانندگي  ایجاد  برای  پلی آنیلین  رسانای  پلیمر  از  و  داربست  اصلی  ماده  به عنوان   )PLGA(
داربست ها استفاده شد. پس از تعیین و بهینه سازی مجموعه عوامل اثرگذار فرایند الکتروریسی بر 
 خواص داربست، چهار نوع داربست نانولیفی آرایش یافته با چهار سطح پلیمر رسانا )0، 1، 10 و 18%( 
تهیه شد. براي بررسی اثر رسانندگي داربست ها و تحریک الکتریکی بر رفتار سلول های عصبی، 
به  الکتریکی  میدان  اعمال  تا  شد  تولید  و  طراحی  زنگ نزن  فولاد  الکترودهای  شامل  صفحه اي 

داربست ها حین آزمون هاي کشت سلولی را ممکن سازد.
 یافته ها: خواص داربست ها شامل آب دوستی، رسانندگي، قطر الیاف و نیز نتایج کشت سلول با 
میکروسکوپي الکترونی پویشي، میکروسکوپي رقمي، دستگاه Atuolab و آزمون MTT بررسی و 
افزایش  با  که  است  آن  بیانگر  داربست ها  فیزیکی  خواص  بررسی  از  حاصل  نتایج  شد.  ارزیابی 
مقدار پلی آنیلین، قطر الیاف و آب دوستی داربست ها به طور معناداري کاهش می یابد. در آزمون هاي 
مربوط به کشت سلولی، شکل و مقدار تکثیر سلول هاي عصبي بررسی شد. تصاویر SEM حاصل 
پلی آنیلین  مقدار  افزایش  با  و  است  تحریک شده  نمونه های  در  سلول ها  بیشتر  کشیدگی  نشانگر 
روي  عصبی  سلول های  تکثیر  الکتریکی،  میدان  اعمال  با  همچنین  می یابد.  افزایش  کشیدگی  این 
داربست هاي رساناي داراي پلی آنیلین )تا مقدار 10% وزنی( افزایش یافته و پس از آن با افزایش 

پلیمر رسانا به علت ایجاد سمیت، تکثیر سلول ها کاهش یافته است.

داربست نانولیفی 

الکتروریسی شده، 

تحریک الکتریکی، 

پلیمر رسانا، 

کشت سلول عصبی، 

رسانندگي الکتریکی 
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مقد‌‌‌‌مه
به‌ ابتلا‌ دلیل‌ به‌ افراد‌ از‌ زيادی‌ شمار‌ جهان‌ سراسر‌ در‌ امروزه‌
آمده‌ به‌وجود‌ بافت‌عصب‌ به‌ آسیب‌رسیدن‌ اثر‌ در‌ كه‌ بیماری‌هايی‌
است،‌در‌رنج‌و‌سختی‌به‌سر‌می‌برند.‌از‌میان‌آسیب‌های‌وارد‌شده‌به‌
بافت‌عصب،‌آسیبی‌است‌كه‌به‌بافت‌نخاع‌وارد‌می‌شود‌و‌بیش‌از‌
همه‌باعث‌رنجش‌بیمار‌می‌شود.‌ترمیم‌بافت‌عصب‌به‌دلیل‌اهمیت‌
بی‌نظیري‌ درمانی‌ راهکار‌ می‌تواند‌ بشر،‌ زندگی‌ در‌ آن‌ توجه‌ شايان‌
باشد.‌اخیراً‌تمركز‌دانشمندان‌برای‌ترمیم‌ضايعات‌عصبی‌بر‌مهندسی‌

بافت‌و‌استفاده‌از‌داربست‌ها‌قرار‌گرفته‌است‌]1-3[.
روش‌های‌مختلفی‌برای‌تولید‌داربست‌از‌مواد‌طبیعی‌و‌مصنوعی‌
ارائه‌شده‌است.‌الکتروريسی‌شیوه‌ای‌است‌كه‌در‌كاربردهای‌مختلف‌
شده‌ گرفته‌ به‌كار‌ دارو‌ رهايش‌ و‌ زخم‌پوش‌ تهیه‌ مانند‌ ‌پزشکی‌
است‌]7-4[.‌الکتروريسی‌افزون‌بر‌تولید‌آسان‌ساختار‌لیفی،‌نسبت‌
تولید‌ دلیل‌ به‌ لايه،‌ متخلخل‌ ساختار‌ و‌ الیاف‌ حجم‌ به‌ سطح‌ زياد‌
بدن‌ سلولی‌ خارج‌ ماتريس‌ با‌ مشابه‌ ساختار‌ با‌ نانولیفی‌ لايه‌های‌

)ECM(‌روش‌مناسبی‌برای‌تولید‌اين‌داربست‌هاست‌]8-10[.
تحريک‌الکتريکی‌روش‌مؤثري‌براي‌افزايش‌زوائد‌عصب‌است.‌
داربست‌های‌ تهیه‌ براي‌ را‌ رسانا‌ پلیمرهای‌ از‌ استفاده‌ موضوع،‌ اين‌
داده‌ قرار‌ پژوهشگران‌ توجه‌ مورد‌ بافت‌ مهندسی‌ در‌ استفاده‌شده‌
است.‌با‌استفاده‌از‌داربست‌های‌رسانا،‌اعمال‌تحريک‌الکتريکی‌به‌
سلول‌های‌عصبی‌در‌مهندسی‌بافت‌امکان‌پذير‌می‌شود.‌بدين‌دلیل،‌
استفاده‌از‌پلیمرهای‌رسانا‌در‌مهندسی‌بافت‌در‌سال‌های‌اخیر‌بسیار‌

اهمیت‌يافته‌است‌]11-13[.
الکترون‌های‌ و‌ ‌π پیوند‌ كه‌ هستند‌ پلیمرهايی‌ رسانا،‌ پلیمرهای‌
آزاد‌در‌پیکره‌زنجیر‌آن‌ها‌وجود‌دارند.‌طی‌فرايند‌دوپه‌شدن،‌زنجیر‌
پلیمری‌به‌حالت‌اكسايش‌يا‌كاهش‌درمي‌آيد‌و‌دارای‌بارهای‌مثبت‌
يا‌منفی‌مي‌شود‌كه‌در‌نتیجه‌پلیمر‌خاصیت‌رسانايی‌الکتريکی‌پیدا‌
به‌ دوپه‌كننده‌ مولکول‌ از‌ بار‌ انتقال‌ شامل‌ دوپه‌شدن‌ فرايند‌ مي‌كند.‌
زنجیر‌پلیمری‌است.‌اين‌فرايند‌باعث‌تغییر‌پلیمر‌از‌حالت‌نارسانا‌به‌
حالت‌رسانا‌مي‌شَود.‌به‌عبارت‌ديگر‌بدون‌انجام‌عملیات‌دوپه‌شدن،‌

پلیمرهای‌رسانا‌فاقد‌خاصیت‌رسانايی‌هستند‌]14[.
پزشکی‌ كاربردهای‌ در‌ رسانا‌ پلیمرهای‌ مشکل‌ بزرگ‌ترين‌
برطرف‌كردن‌ براي‌ است.‌ بدن‌ داخل‌ در‌ آن‌ها‌ تخريب‌ناپذيری‌
پلیمرهای‌ و‌ رسانا‌ پلیمرهای‌ آمیختن‌ با‌ دانشمندان‌ مشکل،‌ اين‌
خاصیت‌ با‌ رسانا‌ پلیمرهای‌ شامل‌ كامپوزيتی‌ زيست‌تخريب‌پذير،‌
و‌ پلی‌آنیلین‌ پلی‌پیرول،‌ ‌.]15[ كردند‌ تهیه‌ زيست‌تخريب‌پذيری‌
كاربردهای‌ در‌ استفاده‌شده‌ رسانای‌ پلیمرهای‌ مهم‌ترين‌ پلی‌تیوفن‌‌
پزشکی‌هستند‌كه‌زيست‌سازگاری‌آن‌ها‌به‌طور‌گسترده‌بررسی‌شده‌

است‌]14-16[.
پلی‌پیرول‌در‌كاربردهايي‌از‌قبیل‌رهايش‌دارو،‌بازسازی‌عصب‌و‌
ساخت‌زيست‌حسگرها‌به‌كار‌گرفته‌شده‌است‌]17[.‌مطالعات‌اخیر،‌
استفاده‌از‌پلی‌آنیلین‌در‌مهندسی‌بافت‌در‌شرايط‌درون‌تنی‌و‌برون‌تنی‌
اسید(‌ پلی)‌لاكتیک-co-گلیکولیک‌ ‌.]11،17-20[ می‌دهد‌ نشان‌ را‌
و‌ زيست‌سازگاری‌ نظر‌ از‌ نیز‌ ‌)PCL( پلی‌كاپرولاكتون‌ و‌ ‌)PLGA(
زيست‌تخريب‌پذيری‌بررسی‌و‌در‌مهندسی‌بافت‌استفاده‌شده‌اند.‌در‌
اسید‌می‌توان‌خواص‌ به‌گلیکولیک‌ تغییر‌نسبت‌لاكتیک‌ با‌ ‌PLGA

مکانیکی‌و‌سرعت‌تجزيه‌پلیمر‌را‌كنترل‌كرد.‌‌PCLدر‌شرايط‌محیط‌
پايدارتر‌است‌و‌سرعت‌تجزيه‌آهسته‌آن‌باعث‌شده‌تا‌‌PCLبیش‌
از‌آنکه‌به‌عنوان‌زيست‌پلیمر‌استفاده‌شود،‌مصرف‌بیشتری‌به‌عنوان‌
اما،‌ باشد.‌ داشته‌ دارو‌ بلندمدت‌ و‌ كنترل‌شده‌ رهايش‌ در‌ و‌ كاشتینه‌
نقص‌ بر‌ می‌تواند‌ دارد،‌ زيادي‌ انعطاف‌پذيری‌ ‌PCL اينکه‌ علت‌ به‌
‌PLGAاز‌نظر‌شکنندگی‌و‌ازدياد‌طول‌كم‌آن‌غلبه‌كند‌]3،9،21[.‌

بر‌اساس‌مطالعات‌انجام‌شده‌خواص‌شیمیايی،‌فیزيکی‌و‌الکتريکی‌
داربست،‌بر‌مهندسی‌بافت‌عصب‌اثرگذار‌است‌]19[.‌در‌مهندسی‌
بافت‌عصب،‌تحريک‌الکتريکی‌روش‌مؤثري‌براي‌افزايش‌زائده‌های‌
پلیمرهای‌رسانا‌را‌براي‌تهیه‌ از‌ اين‌موضوع،‌استفاده‌ عصب‌است.‌
داربست‌های‌مصرفي‌در‌مهندسی‌بافت‌مورد‌توجه‌پژوهشگران‌قرار‌

داده‌است.‌
بهبود‌ نیز‌نقش‌بسزايی‌در‌ آرايش‌يافته‌ الکتروريسی‌شده‌ نانوالیاف‌
استخوان،‌عصب،‌ماهیچه،‌رگ‌و‌ مانند‌ عملکرد‌سلول‌های‌مختلف‌
قلب‌داشته‌اند‌]11،21،22[.‌بنابراين،‌پژوهش‌حاضر‌به‌‌منظور‌تولید‌
براي‌ الکتريکی‌ تحريک‌پذيری‌ قابلیت‌ با‌ زيست‌سازگار‌ داربست‌
عصبی‌ سلول‌های‌ تکثیر‌ و‌ رشد‌ بر‌ الکتريکی‌ تحريک‌ اثر‌ بررسی‌
داربست‌ نوع‌ اين‌هدف،‌چند‌ به‌ براي‌دست‌يابی‌ است.‌ انجام‌شده‌
با‌درصدهای‌مختلف‌پلی‌آنیلین‌الکتروريسی‌شدند.‌سلول‌ها‌به‌طور‌
مستقیم‌روی‌داربست‌ها‌كشت‌و‌تحت‌تحريک‌الکتريکی‌واقع‌شدند.‌
از‌ رسانا‌ نانولیفی‌ لايه‌های‌ تولید‌ ضمن‌ گذشته،‌ پژوهش‌های‌ در‌
دستگاه‌ از‌ مختلف،‌ زيست‌سازگار‌ پلیمرهای‌ با‌ پلی‌آنیلین‌ تركیب‌
استفاده‌ عصبی‌ سلول‌های‌ الکتريکی‌ تحريک‌ برای‌ دوكاونده‌اي‌
داربست‌ تعیین‌ ضمن‌ حاضر‌ پژوهش‌ در‌ اما،‌ ‌.]11،15[ است‌ شده‌
زيست‌سازگار‌و‌رسانای‌بهینه‌برای‌ايجاد‌بهترين‌حالت‌رشد،‌تکثیر‌و‌
كشیدگی‌در‌سلول‌عصبی،‌دستگاه‌چهاركاونده‌اي‌براي‌اعمال‌تحريک‌
الکتريکی‌بر‌سلول‌ها،‌طراحی‌و‌ساخته‌شد‌تا‌بر‌خلاف‌دستگاه‌های‌
دوكاونده‌اي‌میدان‌الکتريکی‌يکنواخت‌تر‌و‌نیز‌گسترده‌تری‌به‌همه‌

سلول‌های‌كشت‌شده‌اعمال‌شود.



اثر تحریک الکتریکی بر رشد و تکثیر سلول های عصبی با استفاده از داربست های نانولیفی رسانا

مجله علمی ـ پژوهشی، علوم و تکنولوژی پلیمر، سال سی ویکم، شماره 5، آذر - دي 1397

فاطمه زماني و همکاران

430

تجربی

مواد‌‌‌‌
گرانروي‌ با‌ اسید(‌ پلی)‌لاكتیک-co-گلیکولیک‌ از‌ پژوهش،‌ اين‌ در‌
‌،)PLGA, LA/GA: Boehringer Ingelheim( ‌85/15 ‌dL/g

پلی‌آنیلین‌ و‌ ‌80000 مولکولي‌ وزن‌ با‌ ‌)PCL( پلی‌كاپرولاكتون‌
Sigma-(‌با‌وزن‌مولکولي‌‌500000)باز‌امرالدين(‌محصول‌PANI(
‌Aldrichاستفاده‌شد.‌همچنین،‌از‌دی‌متیل‌فرمامید‌و‌كلروفرم‌ساخت‌

‌،Sigma-Aldrich شركت  ‌)CSA( اسید‌ كامفورسولفونیک‌ ‌،Merck

3-)5،4-دي‌متیل‌تیازول- محلول‌ و‌ ‌Merck محصول‌ گلوتارآلدهید‌
2-ايل(-‌5،2دي‌فنیل‌تترازولیوم‌برمید‌)MTT(‌ساخت‌‌Sigmaبراي‌
سلولی‌ رده‌ شد.‌ استفاده‌ سلولی‌ آزمون‌‌های‌ انجام‌ و‌ داربست‌ تولید‌
‌A-172با‌منشأ‌انسانی‌براي‌بررسی‌اثر‌تحريک‌الکتريکی‌بر‌رشد‌و‌

تکثیر‌سلول‌های‌عصبی‌از‌بانک‌سلولی‌انستیتو‌پاستور‌ايران‌تهیه‌شد.‌

دستگاه‌ها‌و‌روش‌ها
آماده‌سازی‌داربست‌های‌رسانا‌با‌الیاف‌آرایش‌یافته

‌،PLGA/PCL‌)75/25(‌5وزنی-حجمی‌از‌انحلال‌%‌ محلول‌پلیمری‌
در‌حلال‌كلروفرم‌به‌دست‌آمد.‌محلول‌رسانای‌پلی‌آنیلین‌نیز‌از‌انحلال‌
در‌ ‌)CSA/PANI:1.5( اسید‌ كامفورسولفونیک‌ و‌ پلی‌آنیلین‌ تركیب‌
روی‌ قرارگرفتن‌ ‌24 ‌h از‌ پس‌ ‌DMF-كلروفرم حلال‌ ‌2:3 مخلوط‌
مختلف‌ مقادير‌ اضافه‌كردن‌ با‌ سپس،‌ شد.‌ آماده‌ مغناطیسی‌ همزن‌
‌،PLGA/PCL پلیمری‌ محلول‌ به‌ ‌PANI پروتون‌دارشده‌ محلول‌
تركیب‌‌10‌،1‌،0و‌%‌18وزنی-حجمی‌‌PLGA/PCL/PANIتهیه‌شد.‌
محلول‌حاصل‌به‌مدت‌1‌h،‌پیش‌از‌الکتروريسی‌در‌دمای‌معمولي‌
پمپ‌ از‌ الکتروريسی‌ فرايند‌ انجام‌ براي‌ گرفت.‌ قرار‌ همزن‌ روی‌
سرعت‌ با‌ آمريکا‌ ساخت‌ ‌KD Scientific Incو ‌،KDS‌ 100 سرنگ‌
‌0/5‌mL/hاستفاده‌شد.‌ولتاژ‌لازم‌و‌فاصله‌ريسندگی‌به‌ترتیب‌روي‌

‌20‌kVو‌‌20‌cmتنظیم‌شد.‌برای‌به‌دست‌آوردن‌الیاف‌آرايش‌يافته‌از‌

درام‌جمع‌كننده‌با‌سرعت‌دوران‌‌12‌rpmاستفاده‌شد.

بررسی‌ساختار‌داربست
میکروسکوپ‌ از‌ طلا،‌ با‌ نانولیفی‌ داربست‌های‌ پوشش‌دهي‌ از‌ پس‌
‌الکترونی‌پويشي‌)SEM(‌مدل‌‌XL30ساخت‌شركت‌‌Philipsبا‌ولتاژ‌
قطر‌ متوسط‌ استفاده‌شد.‌ داربست‌ها‌ ساختار‌ مشاهده‌ برای‌ ‌15 ‌kV

الیاف‌هر‌يک‌از‌نمونه‌ها‌با‌نرم‌افزار‌‌120‌Image Jاندازه‌گیری‌شد.‌
براي‌بررسي‌مقدار‌آب‌دوستی‌لايه‌های‌نانولیفی،‌زاويه‌تماس‌داربست‌‌با‌
‌آب‌با‌استفاده‌از‌میکروسکوپ‌رقمي‌‌Dino-Liteساخت‌تايوان‌و‌نرم‌افزار‌

نمونه‌ها‌ الکتريکی‌ رسانندگي‌ بررسی‌ شد.‌ تعیین‌ ‌DinoCapture

‌Autolab 302N مدل‌ ‌Potentiostat-Galvanostat دستگاه‌ به‌كمک‌
ساخت‌آلمان‌)Metrohm AG(‌انجام‌شد.‌براي‌تعیین‌آب‌دوستی‌و‌

رسانندگي،‌هر‌آزمون‌پنج‌مرتبه‌تکرار‌شد.

آماده‌سازی‌نمونه‌ها‌و‌کشت‌سلولی
نمونه‌ها‌)از‌هر‌نمونه‌پنج‌تکرار(‌متناسب‌با‌اندازه‌چاهک‌های‌پلیت‌‌24تايی‌
كشت‌سلول‌برش‌خورده‌و‌پس‌از‌سترون‌شدن‌با‌‌PBSو‌پرتو‌‌UVتحت‌
كشت‌سلول‌های‌عصبی‌‌A-172با‌چگالي‌‌10000سلول‌در‌هر‌چاهک‌
قرار‌گرفتند.‌در‌نهايت،‌پنج‌روز‌پس‌از‌كشت‌و‌نگه‌داری‌در‌شرايط‌مشابه‌
‌)CO2‌5%‌37و‌°Cساخت‌آلمان‌با‌دمای‌ Memmertبدن‌)درون‌انکوباتور‌
نمونه‌ها‌برای‌بررسی‌تکثیر‌و‌مشاهده‌شکل‌شناسي‌سلول‌ها‌آماده‌شدند.‌
برای‌مشاهده‌شکل‌شناسي‌سلول‌های‌كشت‌شده،‌پس‌از‌شست‌وشوی‌
‌30‌minبه‌مدت‌ از‌گلوتارآلدهید‌‌2/5% استفاده‌ با‌ ‌،PBSبا‌ داربست‌ها‌
سلول‌ها‌روي‌داربست‌تثبیت‌شدند.‌رشد‌و‌تکثیر‌سلول‌ها‌روي‌داربست‌
با‌استفاده‌از‌آزمون‌‌MTTبررسی‌شد.‌پنج‌روز‌پس‌از‌كشت‌سلول،‌
براي‌شمارش‌سلول‌های‌زنده‌چسبیده‌روي‌سطح‌داربست،‌نمونه‌ها‌با‌
‌4‌h5(‌به‌مدت‌‌mg/ml(     وMTTشسته‌شده‌و‌در‌تماس‌با‌محلول‌‌PBS

درون‌انکوباتور‌نگه‌داری‌شدند.‌سپس،‌محلول‌خارج‌شده‌و‌‌DMSOبرای‌
انحلال‌ذرات‌آبی‌رنگ‌فورمازن‌جايگزين‌شد.‌در‌نهايت،‌غلظت‌محلول‌
حاصل‌كه‌بیانگر‌چگالي‌سلول‌است‌با‌استفاده‌از‌دستگاه‌‌ELISAساخت‌

سوئیس‌در‌طول‌موج‌‌570‌nmاندازه‌گیری‌شد.

تحریک‌الکتریکی‌سلول‌ها‌در‌شرایط‌برون‌تنی
برای‌بررسی‌اثر‌تحريک‌الکتريکی‌بر‌رشد‌سلول‌های‌عصبی‌كشت‌شده‌
روي‌داربست‌نانولیفی،‌میدان‌الکتريکی‌يکنواخت‌طراحی‌شد.‌يک‌
پايه‌شامل‌چهار‌الکترود‌فولادي‌در‌هر‌چاهک‌پلیت‌قرار‌داده‌شد.‌
بدين‌ترتیب،‌نمونه‌ها‌در‌میدان‌الکتريکی‌106/25‌mV/mm،‌به‌مدت‌

‌1‌hدر‌شرايط‌سترون‌شدن‌قرار‌گرفتند.

تحلیل‌آماری
نتايج‌به‌دست‌آمده‌با‌استفاده‌از‌آزمون‌‌ANOVAو‌نرم‌افزار‌‌SPSSدر‌

سطح‌اطمینان‌%‌95تحلیل‌شدند.‌

نتایج‌و‌بحث

نانولیفی‌ پس‌از‌آزمو‌ن‌هاي‌متعدد‌شرايط‌بهینه‌برای‌تولید‌داربست‌
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پلیمری‌ تركیب‌ از‌لحاظ‌ پلیمر‌رسانا‌ پلیمرهای‌زيست‌فعال‌و‌ آمیزه‌
بهینه‌و‌نیز‌از‌نظر‌تنظیمات‌فرايند‌الکتروريسی‌مهیا‌شد.‌چهار‌نوع‌
داربست‌شامل‌%‌4وزنی‌مختلف‌از‌پلی‌آنیلین‌)‌10‌،1‌،0و‌%18(‌با‌
الیاف‌كاملًا‌آرايش‌يافته‌الکتروريسی‌شد.‌با‌توجه‌به‌مطالعات‌پیشین‌
لحاظ‌ از‌ عصبی‌ سلول‌ كشت‌ نتیجه‌ بهترين‌ فعلي،‌ پژوهشي‌ گروه‌
مقدار‌تکثیر‌و‌نیز‌از‌نظر‌شکل‌شناسي‌سلولی‌متعلق‌به‌داربست‌های‌
مطالعه‌ در‌ اين‌رو،‌ از‌ ‌.]22[ معین‌است‌ با‌ساختار‌ آرايش‌يافته‌ نسبتاً‌
‌6 ‌m/s سرعت‌ با‌ آرايش‌يافته‌ تقريباً‌ به‌صورت‌ نمونه‌ها‌ همه‌ حاضر‌
در‌ تولیدشده‌ داربست‌های‌ به‌ مربوط‌ ‌SEM تصاوير‌ شدند.‌ ‌تولید‌

شکل‌‌1نشان‌داده‌شده‌است.‌
براي‌بررسی‌اثر‌وجود‌‌PANIبر‌رسانندگي‌آمیزه‌پلیمری،‌نمونه‌ها‌
تهیه‌شدند.‌ )‌10‌،1‌،0و‌18%(‌ ‌PANI از‌ در‌چهار‌غلظت‌مختلف‌
‌Autolab 302Nرسانندگي‌با‌استفاده‌از‌روش‌دوكاونده‌اي‌با‌دستگاه‌
به‌دست‌آمد.‌بر‌اساس‌نتايج‌به‌دست‌آمده،‌رسانايی‌نمونه‌ها‌به‌تدريج‌
با‌ متناسب‌ ‌0/32×10-4±0/09‌S/cm به‌ ‌0/17×10-4±0/05‌S/cm از‌
مقدار‌ افزايش‌ با‌ همچنین،‌ می‌يابد.‌ افزايش‌ ‌PANI غلظت‌ افزايش‌
آب‌دوستی‌ و‌ مي‌يابد‌ تغییر‌ آن‌ها‌ در‌ آب‌ تماس‌ زاويه‌ پلی‌آنیلین،‌

نمونه‌ها‌كاهش‌می‌يابد.‌همچنین‌مشاهدات‌نشان‌می‌دهد،‌با‌افزايش‌
‌763/48±31/88‌nmمقدار‌پلی‌آنیلین‌از‌%‌1به‌%‌18قطر‌الیاف‌نیز‌از‌

به‌34/46‌nm±‌511/59كاهش‌يافته‌است.
در‌بخش‌آزمون‌هاي‌سلولی‌نمونه‌ها‌در‌دو‌گروه‌با‌و‌بدون‌تحريک‌
الکتريکی‌بررسي‌شدند.‌بدين‌ترتیب،‌چهار‌گروه‌از‌داربست‌ها‌برای‌
آزمون‌ در‌ كه‌ مختلفی‌ پارامترهای‌ شدند.‌ آماده‌ سلولی‌ مطالعات‌

تحريک‌الکتريکی‌بررسی‌شدند،‌در‌جدول‌‌1آمده‌است.‌
براي‌تولید‌میدان‌الکتريکی‌يکنواخت‌در‌داخل‌داربست،‌كاونده‌
چهار‌ ساخته‌شده‌ دستگاه‌ در‌ شد.‌ ساخته‌ و‌ طراحی‌ ‌چهارنقطه‌ای‌
الکترود‌از‌جنس‌فولاد‌زنگ‌نزن‌به‌فاصله‌‌0/8‌cmاز‌يکديگر‌به‌شکل‌
مربع‌واقع‌شدند.‌شکل‌a(‌2(‌ترتیب‌قطب‌های‌الکترود‌را‌نشان‌می‌دهد.‌
میدان‌الکتريکی‌يکنواخت‌‌106/25‌mV/mmبرای‌تحريک‌سلول‌های‌
دستگاه‌ در‌ شد.‌ گرفته‌ به‌كار‌ ‌1 ‌h به‌مدت‌ داربست‌ روي‌ كشت‌شده‌

با‌درصدهای‌مختلف‌ شکل‌1-‌تصاوير‌‌SEMداربست‌های‌تولیدی‌
پلی‌آنیلین‌)c(‌،1%‌)b(‌،0%‌)a(‌%‌10و‌)d(‌%‌18و‌تصاوير‌كشت‌سلول‌

در‌حالت‌بدون‌تحريک‌به‌ترتیب‌با‌بزرگ‌نمايی‌‌5000و‌1000.
Fig. 1. SEM images of scaffolds with different percentages of 

PANI (a) 0%, (b) 1%, (c) 10% and (d) 18%, and cell culture 

in a non-stimulating state, with a magnification of 5000 and 

1000, respectively. 

جدول‌1-‌پارامترهای‌مختلف‌در‌داربست‌ها.
Table 1. Various parameters in scaffolds.

Stimulation 

[C]

Electrode 

[B]

PANI

%

Scaffolds 

coding
-

-

-

-

+

+

+

+

-

-

-

-

-

+

+

+

+

+

0

1

10

18

0

1

10

18

10

A1B1C1

A2B1C1

A3B1C1

A4B1C1

A1B2C2

A2B2C2

A3B2C2

A4B2C2

A3B2C1

    (a)             (b) 

       (c)             (d)

شکل‌a(‌-2(‌ترتیب‌قطب‌هاي‌الکترودها‌در‌هر‌چاهک‌و‌)b(‌میدان‌
الکتريکی‌میان‌چهار‌الکترود.

Fig. 2. (a) The order of poles of electrodes in every well and 

(b) electrical field between four electrodes.

    (a)             (b) 
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‌ساخته‌شده‌جديد‌در‌مقايسه‌با‌نمونه‌متداول‌)دوكاونده‌اي(‌]11،23[‌
می‌شود.‌ وارد‌ داربست‌ از‌ گسترده‌اي‌ سطح‌ بر‌ الکتريکی‌ میدان‌
همچنین،‌میدان‌الکتريکی‌يکنواخت‌تری‌به‌همه‌سلول‌های‌كشت‌شده‌
در‌وسط‌چاهک‌ها‌اعمال‌شد.‌اين‌در‌حالی‌است‌كه‌میدان‌اعمال‌شده‌
در‌مركز‌داربست‌ها‌با‌دستگاه‌های‌دوكاونده‌اي‌يکنواخت‌نبود.‌میدان‌
اعمال‌ براي‌ می‌شود.‌ مشاهده‌ ‌)b( ‌2 در‌شکل‌ اعما‌‌ل‌شده‌ الکتريکی‌
میدان‌الکتريکی‌به‌سلول‌ها‌از‌الکترودهای‌فلزی‌استفاده‌شد.‌انتظار‌
می‌رود،‌جسم‌خارجی‌زيست‌پذيری‌سلول‌ها‌را‌تحت‌تأثیر‌قرار‌دهد.‌
الکترودها‌بر‌زيست‌پذيری‌ اثر‌منفی‌ ابتدا‌لازم‌است،‌مقدار‌ بنابراين‌
سلول‌ها‌محاسبه‌شود.‌بدين‌ترتیب،‌براي‌بررسی‌سمیت‌الکترود‌ها‌
آزمون‌طراحی‌شد.‌نتايج‌‌MTTكشت‌سلول‌بر‌دو‌داربست‌با‌‌10%
پلی‌آنیلین‌در‌شرايط‌مختلف‌بررسی‌شد.‌در‌يک‌حالت‌زمانی‌نمونه‌‌
و‌ نمی‌گیرد‌ قرار‌ الکتريکی‌ تحريک‌ تحت‌ اما‌ است،‌ الکترود‌ داراي‌
در‌يک‌حالت‌زمانی،‌هیچ‌الکترودی‌در‌نمونه‌قرار‌ندارد.‌بنابراين،‌
نشان‌ را‌ الکترود‌ منفی‌ اثر‌ نمونه‌ دو‌ اين‌ ‌MTT مقادير‌ بین‌ تفاوت‌
می‌دهد‌و‌با‌اضافه‌كردن‌اين‌مقدار‌به‌داده‌های‌تحريک‌شده‌می‌توان‌اثر‌
‌منفی‌الکترودها‌را‌از‌بین‌برد‌و‌داده‌ها‌را‌اصلاح‌كرد.‌از‌اين‌رو،‌مقدار‌
‌0/18به‌همه‌داده‌ها‌اضافه‌می‌شود.‌نتايج‌آزمون‌‌MTTدر‌جدول‌‌2و‌

در‌ نیز‌ سلول‌ها‌ تکثیر‌ بهبود‌ درصد‌ است.‌ شده‌ داده‌ نشان‌ ‌3 شکل‌
جدول‌‌3آمده‌است.

بر‌اساس‌نتايج‌به‌دست‌آمده،‌بیشترين‌مقدار‌تکثیر‌در‌هر‌دو‌گروه‌
با‌و‌بدون‌تحريک‌الکتريکی‌در‌نمونه‌های‌دارای‌%‌1پلی‌آنیلین‌حاصل‌
شده‌است‌)كه‌تفاوت‌معناداری‌با‌نمونه‌های‌%‌10ندارند(‌و‌كمترين‌
مقدار‌در‌نمونه‌های‌دارای‌%‌18پلی‌آنیلین‌مشاهده‌می‌شود.‌اين‌مسئله‌
به‌علت‌درصد‌زياد‌پلی‌آنیلین‌است‌كه‌می‌تواند‌به‌ايجاد‌سمیت‌در‌
محیط‌منجر‌شود.‌همان‌طور‌كه‌مشاهده‌می‌شود،‌تحريک‌الکتريکی‌
حتی‌در‌نمونه‌هايی‌كه‌داربست‌رسانا‌نیست‌)%‌0پلی‌آنیلین(‌نیز‌به‌
در‌ افزايش‌ مقدار‌ بیشترين‌ است.‌ شده‌ منجر‌ سلول‌ها‌ تکثیر‌ بهبود‌
تکثیر‌سلول‌ها‌)%56(‌در‌اثر‌تحريک‌الکتريکی‌نسبت‌به‌نمونه‌های‌

تحريک‌نشده،‌در‌غلظت‌%‌10پلی‌آنیلین‌مشاهده‌می‌شود.‌
تحريک‌ می‌دهد،‌ نشان‌ سلولی‌ كشت‌ ‌SEM تصاوير‌ بررسی‌
شده‌ منجر‌ عصبی‌ سلول‌های‌ كشیدگی‌ و‌ شکل‌ بهبود‌ به‌ ‌الکتريکی‌
است.‌در‌نمونه‌های‌تحريک‌شده‌تناسب‌خوبی‌بین‌درصد‌پلی‌آنیلین‌و‌
عصبی‌ سلول‌های‌ كه‌ آنجا‌ از‌ دارد.‌ وجود‌ سلول‌ها‌ كشیدگی‌ مقدار‌
در‌بدن‌چندان‌تولید‌نمی‌شوند،‌افزايش‌طول‌اين‌سلول‌ها‌می‌تواند‌
مقدار‌ بیشترين‌ باشد.‌ عصبی‌ ضايعات‌ بازسازي‌ در‌ خوبی‌ قابلیت‌
كشیدگی‌در‌نمونه‌های‌دارای‌%‌18پلی‌آنیلین‌مشاهده‌شد.‌در‌حالی‌
يافته‌ اين‌نقطه‌كاهش‌ ‌PANIدر‌ كه‌تکثیر‌سلول‌‌ها‌به‌علت‌سمیت‌
كشیدگی‌ و‌ تکثیر‌ مقدار‌ نظر‌ از‌ بايد‌ را‌ بهینه‌ نقطه‌ بنابراين‌ است.‌
سلول‌ها‌تعیین‌كرد.‌بر‌اساس‌شکل‌‌4و‌جدول‌3،‌نمونه‌دارای‌10% 

.MTTجدول‌2-‌نتايج‌آزمون‌
Table 2. Results of MTT assay.

PANI (%)
Test conditions 181010

 MTT Results
0.542±0.074

0.722±0.074

0.496±0.113

0.780±0.102

0.960±0.102

0.613±0.039

0.806±0.048

0.986±0.048

0.761±0.048

0.709±0.086

0.889±0.048

0.658±0.066

With stimulation

Stimulated modified data

Without stimulation

شکل‌3-‌اثر‌تحريک‌الکتريکی‌بر‌تکثیر‌سلول‌ها.
Fig. 3. The effect of electrical stimulation on cell proliferation.

جدول‌3-‌درصد‌بهبود‌تکثیر‌سلول‌ها‌در‌مقايسه‌با‌نمونه‌تحريک‌نشده.
Table 3. The percentage of cell proliferation improvement 

compared to non-stimulated specimen.

Stimulated specimen
PANI (%)

0 1 10 18
With electrode

Without electrode (modified)

7.7

35

6

29

27

56

9
45
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‌PLGA/PCL/PANIعصبی‌با‌استفاده‌از‌داربست‌های‌نانولیفی‌رسانای‌‌
‌بررسی‌شد.‌همچنین،‌اهمیت‌غلظت‌پلی‌آنیلین‌و‌اثر‌آن‌بر‌تکثیر‌و‌
شد،‌ مشخص‌ نهايت‌ در‌ شد.‌ تعیین‌ عصبی‌ سلول‌های‌ كشیدگی‌
داربست‌زيست‌سازگار‌‌PLGA/PCLبا‌داشتن‌‌PANI‌10%در‌میدان‌
سلول‌ كشیدگی‌ و‌ تکثیر‌ رشد،‌ حالت‌ بهترين‌ می‌تواند‌ الکتريکی‌

عصبی‌را‌ايجاد‌كند.‌

‌PANIمی‌تواند‌با‌ارائه‌مقدار‌قابل‌قبولی‌از‌تکثیر‌و‌كشیدگی‌سلول‌

نقطه‌بهینه‌آزمون‌باشد.

نتیجه‌گیری

‌در‌پژوهش‌حاضر‌اثر‌تحريک‌الکتريکی‌بر‌رشد‌و‌تکثیر‌سلول‌های‌

و‌ الکتريکی‌ تحريک‌شده‌ ‌)gو،eو،cو،a( داربست‌های:‌ روي‌ كشت‌شده‌ سلول‌های‌ شکل‌شناسي‌ و‌ ‌4000 بزرگ‌نمايی‌ با‌ ‌SEM تصاوير‌ ‌-4 ‌شکل‌
 (e) و،A2B1C1و (d) و،A2B2C2و (c) و،A1B1C1و (b) و،A1B2C2و (a)‌:18%از‌%‌0به‌‌PANIتحريک‌نشده‌الکتريکی‌به‌ترتیب‌با‌افزايش‌غلظت‌ (hو،fو،dو،b)

وA3B2C2،و(f) وA3B2C1،و (g) وA4B2C2 وو (h)وA4B1C1.و

Fig. 4. SEM images with a magnification of 4000 and the morphology of the cells grown on the: (a, c, e, g) electrically stimulated and 
(b, d, f, h) non- stimulated scaffolds (a) A1B2C2, (b) A1B1C1, (c) A2B2C2, (d) A2B1C1, (e) A3B2C2, (f) A3B2C1, (g) A4B2C2, and 
(h) A4B1C1 increased the concentration of PANI from 0% to 18%. 
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