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Hypothesis: Among nanostructures, nanofibers and nanoparticles have a 
tremendous efficiency in tissue engineering and controlled release of drugs 
due to their high specific surface area and excellent biocompatibility.

Methods: The production of nanofibrous scaffolds from polylactic acid (PLA), gelatin 
(Gel) and graphene (G) has been conducted in order to investigate their application in 
bone tissue engineering. The use of a combination of natural and synthetic polymers 
resulted in simultaneous use of the appropriate mechanical stability of PLA and the 
unique biological properties of Gel. The loading of graphene in the Gel/PLA structure 
caused the formation of nanofibrous substrate with great resemblance to bone tissue. 
For the production of scaffolds from two mentioned polymers, the dual electrospinning 
method was applied. Gelatin solution was injected from a syringe and PLA or PLA-G 
solutions from another syringe. 
Findings: The morphological properties of the produced scaffolds showed that the 
addition of graphene to PLA solution reduced the diameter of the fabricated fibers, 
significantly. The addition of Gel to PLA and graphene to Gel/PLA decreased 
the contact angle of the samples. Gel/PLA-G hybrid nanofibers revealed good 
biocompatibility in the presence of human osteosarcoma cells, and no trace of cellular 
toxicity was observed. The cells grown on the scaffolds exhibited a spindle-like and 
broad morphology and almost uniformly covered the entire substrate structure. The 
fabricated nanofibers due to smooth and nanofibrous morphology, good cellular 
behavior and higher hydrophilicity can be a good candidate for use in bone tissue.
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و  زياد  ويژه  سطح  داشتن  دلیل  به  نانوذرات  و  نانوالیاف  نانوساختارها،  بین  در  فرضیه: 
زيست سازگاری عالی کارايي چشمگیري در مهندسی بافت و رهايش کنترل شده دارو دارند.

روش ها: در اين پژوهش، تولید داربست های نانولیفی از پلی لاکتیک اسید )PLA(، ژلاتین )Gel( و گرافن 
به کارگیري  است.  شده  بررسی  استخوان  بافت  مهندسی  در  آن ها  کاربرد  ارزيابي  به منظور   )G(
پايداری  PLA به استفاده هم زمان از خواص  پلیمر سنتزي  پلیمر طبیعی ژلاتین به همراه  ترکیب 
 مکانیکی مناسب PLA و خواص زيستي منحصر به فرد Gel منجر شد. بارگذاری گرافن در ساختار 
 Gel/PLA موجب تشکیل بستر نانولیفي با شباهت زياد به بافت استخوان شد. براي تولید داربست ها 

از دو پلیمر نامبرده، روش الکتروريسي هیبريدي به کار گرفته شد. محلول پلیمری Gel از يک سرنگ و 
محلول پلیمری PLA همراه با نانوذره گرافن از سرنگ ديگر تزريق شدند. 

یافته ها: مطالعه خواص شکل شناختي داربست های تولیدشده نشان داد، افزودن گرافن به محلول 
به طور معني داري  تولیدشده را  الیاف  )Gel/PLA(، قطر  PLA در ترکیب ژلاتین-پلی لاکتیک اسید 

کاهش داده است. و افزودن ژلاتین به ترکیب PLA و افزودن گرافن به ترکیب Gel/PLA زاويه تماس 
نمونه ها را کاهش داد. نانوالیاف هیبريدي Gel/PLA-G تهیه شده در مجاورت سلول های استخوان 
زيست سازگاری خوبی نشان دادند و هیچ سمیت سلولي مشاهده نشد. سلول های رشديافته روی 
داربست ها شکل شناسي پهن و دوکي شکل نشان داده و تقريباً به طور يکنواخت کل ساختار بستر 
را پوشاندند. نانوالیاف نهايی تولیدشده با توجه به داشتن شکل شناسي صاف و نانولیفی، رفتار 
سلولی خوب و آب دوستی بیشتر می توانند انتخاب مناسبی برای استفاده در بافت استخوان باشند.

ژلاتین، 

پلی لاکتیک اسید، 

گرافن، 

نانوالیاف هیبریدی، 

بافت استخوان 
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مقدمه
مناسبي  جايگزين  داربست ها،  ساخت  و  تهیه  با  اخیر  سال های  در 
برای ترمیم يا بهبود عملکرد بافت های آسیب ديده به  کمك مهندسی 
بافت فراهم شده است. داربست های ساخته شده از نانوالیاف پلیمری 
متخلخل  سه بعدی  ساختار  ايجاد  دلیل  به  الکتروريسی  روش  به 
و  شیمیايی  ساختار  می توانند  و  هستند  توجه  جالب  نانو  ابعاد  در 
شبیه سازی  را  انسان  بدن   )ECM( برون  سلولی  ماتريس  فیزيکی 
به  دارو  کنترل شده  و  هدفمند  رساندن  ديگر،  سوي  از   .]1،2[ کنند 
پیش  بزرگ  چالشي  به عنوان  نیز  سرطانی  و  آسیب ديده  بافت های 
روی پژوهشگران و دانشمندان قرار دارد. امروزه نانوفناوري با ورود 
خود به عرصه هاي مختلف علمی تحولی شگرف و عظیم را به وجود 
آورده است. زيست  پزشکی از زمینه هايی است که با استفاده از مواد 
شاخه هاي  بدين  دلیل،  است.  داشته  چشمگیري  رشد  نانو،  ابعاد  با 
سامانه هاي  و  بافت  مهندسی  همچون  زيست پزشکی  حوزه  مختلف 
رهايش دارو در سال هاي اخیر محصولات بسیار متنوع و کاربردي 
را با کارايي زياد تولید کرده اند. از اين میان، نانوالیاف توجه بسیاري 
را در نانوفناوري و مهندسی زيست پزشکی برای محدوده گسترده اي 
حسگر ها،  کاتالیزگرها،  جمله  از  مختلف  زمینه های  در  کاربرد ها  از 
و  انرژی  ذخیره  بافت،  مهندسی  دارو،  انتقال  داروسازی،  پزشکی، 
سلول های سوختی به خود جلب کرده اند. از میان روش های متعدد 
 تولید نانوالیاف، الکتروريسی ساده ترين، متنوع ترين، دردسترس ترين و 
کارآمدترين روش است. با اين روش می توان داربست های نانولیفی 
تولید کرد که قابلیت شبیه سازی ساختار ماتريس برون سلولی طبیعی 
استفاده  و  هم محور  ساده،  الکتروريسی  روش  دارند.  را  انسان  بدن 
نانوالیاف  تولید  روش های  رايج ترين  دوگانه  الکتروريسی  روش   از 
نازل  دو  از  استفاده  با  هیبريدی  الکتروريسی  روش   .]3-5[ هستند 
جداگانه که اخیراً کاربردهای زيادی از آن، به واسطه قابلیت اين روش 
است،  شده  گزارش  مناسب،  ويژگی های  با  داربست هايی  ايجاد  در 
برای تولید الیافی متشکل از پلیمرهای مختلف به کار گرفته مي شود. 
خود  به  متعلق  ويژگی های  مختلف  پلیمری  اجزای  روش،  اين  در 
نهايی  خواص  تعیین  در  مناسب  و  کنترل شده  روش  با  و  دارند  را 
برای  پلیمرها  از  انواع مختلفی  تاکنون  داربست سهیم مي شوند ]6[. 
تولید نانوالیاف استفاده شده و کاربرد آن ها در ترمیم بافت استخوان 
قابلیت  بافت استخوان آسیب می بیند،  بررسی شده است. زمانی که 
انجام وظايف اساسی مانند راه رفتن را محدود می کند. مهندسی بافت 
راهکارهای  اخیر  سال  های  در  نويدبخش،  بستری  به عنوان  استخوان 
يا  آسیب ديده  سخت  بافت های  بهبود  و  بازسازی  برای  را  جديدی 
از دست رفته ارائه داده است ]7[. اساس مهندسی بافت بر تقلید از 

 فرايند ساخت و ترمیم استخوان در آزمايشگاه است. سه عنصر اصلی 
و  استخوانی  تمايز  يا  عامل رشد  استخوان، سلول،  بافت  مهندسی  در 
در  است.  استخوانی  هدايت  و  استخوان سازی  قابلیت  با  ماتريس 
نانوالیاف  از  ساخته شده  داربست های  کاربرد  اخیر،  پژوهش هاي 
اکثر  در  است.  شده  بررسی  استخوان  بافت  مهندسی  در  پلیمری 
در  زياد  مقاومت  و  استحکام  دلیل  به  نانوالیاف  انجام شده،  مطالعات 
بر  موفقیت آمیزی  اثر  استخوان  بافت  شبیه سازی  و  تغییرشکل  برابر 

بهبود بافت استخوان نشان داده اند ]8[.
نانوالیاف پلی کاپرولاکتون )PCL(، پلی اتیلن گلیکول  در پژوهشي 
داروی  و   )BG( زيست فعال  شیشه  نانوذرات  داراي   )PEG(
سیمواستاتین تولید شد تا سامانه رهايش دارو را ايجاد کند. نانوالیاف 
مخلوط  از  الکتروريسی  روش  با  موفقیت آمیز  به طور   PEG/PCL

پلیمرها داراي مقادير مختلف BG )%0 تا %20( و PEG در مخلوط 
پیش  سیمواستاتین  شدند.  تولید   25 کلروفرم-متانول  حلال های 
محلول  به  پلیمر،  وزن  به  نسبت  مختلف  مقادير  با  الکتروريسی  از 
لايه  تشکیل   XRD آزمون  و   SEM تصاوير  شد.  اضافه  پلیمری 
هیدروکسی آپاتیت روی سطح وب نانوالیاف داراي نانوذرات را پس 
از غوطه وری در محلول شبیه سازی شده بدن )SBF( به مدت سه روز 
نمونه ها  قراردادن  ادامه  با  کرد،  مشخص   SEM تصاوير  داد.  نشان 
سطح  روز،   28 و   21  ،14 به مدت   )SBF( فسفات  نمك  بافر  در 
پژوهش ها  است.  يافته  پوشش  آپاتیت  هیدروکسی  لايه  با  نانوالیاف 
نشان داد، اين نانوالیاف کامپوزيتی جديد می توانند سیمواستاتین را با 
رفتار کنترل شده  آزاد کنند. همچنین،  قابلیت تشکیل لايه آپاتیت را 
روی سطح خود در محلول زيستي داشته و بنابراين قابلیت خوبی در 

کاربردهای بازسازی استخوان دارند ]9[. 
Yu و همکاران ]10[ داربست کامپوزيتی آلژينات )AL(، کیتوسان )CS( و 

هیدروکسی آپاتیت )HAp( را با روش الکتروريسی برای ترمیم بافت 
استخوان تهیه کردند. استخوان، کامپوزيتی زيست سازگار شامل 30% 
دو جزء  پژوهش،  اين  در  است.  آپاتیت  هیدروکسی   70% و  کلاژن 
پلیمری کیتوسان و آلژينات الکتروريسی شده ساختار پوسته مغزی را 
تشکیل دادند. الیاف حاصل دارای بار مثبت، سطح ويژه زياد و ساختار 

شبکه ای سه بعدي بودند.
رشد  و  چسبندگی   ]11[ همکاران  و   Zhou ديگري  مطالعه  در 
با  نانوالیاف  از  مخلوطی  روی  را  موش   )fibroblasts( تارسازهاي 
اتصالات عرضی میان دو پلیمر کربوکسی اتیل کیتوسان )CECS( و 
پلی وينیل الکل )PVA( بررسی کردند. آن ها مخلوط CECS/PVA را 
با درصد وزنی50:50 الکتروريسی کرده و با استفاده از نتايج حاصل 
انتشار با تمايل سلول ها را برای  از SEM رفتار چسبندگی و مقدار 
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را در  تکثیر و رشد  نانوالیاف حاصل، همچنین  به سطح  چسبندگی 
طول نانوالیاف بررسی کردند. آن ها نشان دادند، نانوالیاف تهیه  شده از 
مخلوط CECS/PVA با روش الکتروريسی، بستر مناسبی برای رشد 

سلول های تارساز هستند. 
از ذرت و چغندر  آلیفاتیك مشتق شده  پلي استر  اسید،  پلی لاکتیك 
قند است و ترکیبات پسماند آن سمي نیستند. از اين پلیمر به دلیل 
زيست سازگاری زياد و زيست تخريب پذيري در کاربردهای پزشکی 
و  کم  چقرمگی  دلیل  به  اسید  پلی لاکتیك  مي شود.  استفاده  به وفور 
شکننده بودن معمولاً در ترکیب با ساير پلیمرها استفاده می شود ]12[. 
 ژلاتین زيست پلیمر جامدی است که از آبکافت کلاژن بافت پیوندی 
يا استخوان حیوانات تهیه می شود. از جمله خواص ژلاتین می توان 
به زيست سازگاری زياد آن، زيست تخريب پذيری، ايجادنشدن اشکال 
هزينه   ،)in vivo( برون تني  شرايط  در  کامل  جذب  پادگن ها،  روی 
تولید کم نسبت به پلیمرهای سنتزي، قابلیت تسريع در چسبندگی، 
مهاجرت سلولی و تشکیل کمپلکس پلی الکترولیت اشاره کرد ]13[. 
نانوالیاف تهیه شده از ژلاتین همانند الیاف کلاژنی ويژگی هايي نظیر 
خواص زيستی، قیمت مناسب و افزايش دادن عملکرد سامانه ايمنی را 
 37°C دارند. از مشکلات اصلی ژلاتین اين است که در دمای بیش از
تبديل می شود.  به ژل  به سل کلوئیدی محلول و در دمای معمولي 
و  شکل  تا  می کنند  شیکه اي  سنتزي  پلیمر  با  را  ژلاتین  دلیل،  بدين 
ساختار لیف حفظ شود. به دلیل تشابه ژلاتین با کلاژن، الکتروريسی 
در  را  زيادی  توجه  سنتزي  پلیمرهای  مانند  پلیمرها  ساير  با  ژلاتین 

زمینه مهندسی بافت جلب کرده است ]14،15[. 
داشتن  دلیل  به  اخیر  سال های  در  که  است  نانوذراتی  از  گرافن 
قابلیت  زياد،  گرمايي  رسانندگي  جمله  از  توجه  شايان  ويژگی های 
خواص  ضدباکتري،  خواص  زياد،  ويژه  سطح  زياد،  شارژ  حمل 
نوری و مکانیکی عالی به مقدار زيادی در ساختار نانوالیاف استفاده 
تارساز،  سلول های  تکثیر  و  اتصال  امکان  گرافن   .]16[ است  شده 
فراهم  را  مزانشیمی  بنیادی  و سلول های   )osteoblast( استخوان ساز 
کرده است. همچنین نشان داده شد، گرافن می تواند تمايز سلول های 
 بنیادی را ارتقا دهد ]17[. ساختار مسطح گرافن قابلیت بسیاري در 
گنجاندن دسته گسترده اي از مواد از جمله فلزات، داروها، سلول ها و 
زيست مولکول ها را دارد ]18[. در مقالات اخیر از پلیمر طبیعی ژلاتین 
در  گرافن  عامل دارکردن  برای  پلیمری  به عنوان  موفقیت آمیز  به طور 
بارگذاری داروی دکسوروبیسین استفاده شده است. اين ترکیب بازده 
 π بارگذاری داروي بیشتري را به دلیل سطح ويژه و برهم کنش های

بیشتر نشان داد ]19[. 
در اين مقاله برای اولین بار، تولید داربست های هیبريدی نانولیفی 

با استفاده از پلیمر سنتزي پلی لاکتیك اسید، پلیمر طبیعی ژلاتین به 
همراه نانوذرات گرافن و ارزيابي قابلیت کاربرد داربست های تهیه شده 
داربست ها  اين  است.  بررسي شده  استخوان  بافت  در  استفاده  براي 
با روش الکتروريسی دونازلي ساخته شدند که در ساختار داربست 
ساختار  و  بوده  الیاف جداگانه  به شکل  پلیمری  دو جزء  هر  نهايی 
منسجم و درهم تنیده ای را به وجود آورده اند. ژلاتین با وجود داشتن 
خواص زيستی مطلوب، در محیط بدن پايداری مکانیکی خوبی ندارد. 
بنابراين، از ترکیب آن به همراه پلی لاکتیك اسید استفاده شده است. از 
سوی ديگر با افزودن گرافن به عنوان نانوذره ای با خواص مکانیکی، 
نانولیفی  داربست های  چشمگیر،  زيستي  و  گرمايي  الکتريکی، 
استخوان  بافت  مهندسی  کاربردهای  برای  مناسب  الکتروريسی شده 
تولید و با انجام آزمون هاي مختلف خواص آن ها مطالعه شده است.

تجربی

مواد 
خريداری  آلمان   Merck شرکت  از   104070 کد  با   B نوع  ژلاتین 
شد. پودر گرافن با ضخامت nm 2، قطر mm 2-1، مقادير اکسیژن 
اين  شد.  تهیه  آمريکا   XG sciences شرکت  از   2% نیتروژن  و   8%
آن،  سطح  در  اپوکسي  گروه هاي  از  زنجیري  وجود  دلیل  به  گرافن 
پلي لاکتیك  از  است.  آکاردئون مانند  و  چروک خورده  ساختار  داراي 
Mn و  با  NatureWorks آمريکا  D3251 محصول شرکت  اسید نوع 
Mw به ترتیب برابر29000 و g/mol 52000 استفاده شد. حلال هاي 

کلروفرم با خلوص %98 و دی متیل فرمامید )DMF( با خلوص 99% 
هر دو محصول Merck آلمان بودند.

دستگاههاوروشها
ابتدا محلول های w/v %15 از ژلاتین در حلال استیك اسید %90 پس از 
قرارگرفتن به مدت معین روی همزن مغناطیسی تهیه شدند. پلی لاکتیك 
از  پس  محلول ها  شد.  تهیه  کلروفرم  حلال  در   14% غلظت  با  اسید 
درون سرنگ ها   ،12  h به مدت  همزدن  تحت  مناسب  غلظت  با  تهیه 
 )Gel/PLA( 50:50 قرار داده شدند و ترکیب ژلاتین-پلی لاکتیك اسید
الکتروريسی شد تا نانوالیاف هیبريدی تهیه شوند. برای تهیه نانوالیاف 
 مزبور پلی لاکتیك اسید در يك سرنگ و ژلاتین از سرنگي ديگر تحت 
 ،)Gel/PLA-G( الیاف داراي گرافن ريسندگی قرار گرفت. برای تهیه 
اسید  پلی لاکتیك  خشك  وزن  اساس  )بر  گرافن  وزنی   1/5% حدود 
کلروفرم  درون  مدنظر(  هیبريدی  داربست  تهیه  برای  استفاده شده 
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نهايت، گرافن  پراکنده شد. در   1 h به مدت با دستگاه فراصوت دهي 
پراکنده شده به مخلوط پلیمری PLA اضافه شد و محلول پلیمری داراي 
برهم کنش های  تا  گرفت  قرار  ديگر روی همزن   1 h به مدت  گرافن 
محلول  الکتروريسی  سپس،  بیفتد.  اتفاق  پلیمر-نانوذره  بین  مناسب 
پلیمری ژلاتین از يك سو و محلول PLA-G از سوي ديگر در دستگاه 
الکتروريسی براي تولید الیاف هیبريدی مناسب انجام شد. اجزای اصلی 
اين دستگاه شامل منبع ولتاژ قوی kV 40-0، صفحه جمع کننده دوار 
با قابلیت چرخش بین rpm 250 تا rpm 3000، دو عدد پمپ سرنگ 
رقمي با قابلیت تزريق از دو طرف مقابل که هر پمپ قابلیت تزريق 
سه محلول پلیمری را داشت، سرنگ mL 10 پلاستیکی و نازل )سر 
سرنگ با اندازه gauge 19( است. اين دستگاه در شرکت نانوساختار 

آسیا ساخته شده است. 

آزمونمیکروسکوپيالکترونیپويشي
شکل شناسي و قطر نانوالیاف الکتروريسی شده با میکروسکوپ الکترونی 
کره  ساخت   AIS2300C مدل   Seron Technologyو  (SEM) پويشي 
ارزيابی شد. از آنجا که دستگاه SEM شعاع های الکترونی را به سطح 
نمونه می تاباند، سطح نمونه بايد دارای رسانندگي الکتريکی باشد، به 
همین سبب سطح نانوالیاف با لايه نازکی از طلا پوشش يافت. نرم افزار 
نانوالیاف  قطر  اندازه گیری  برای   Microstructure Measurement

الکتروريسی شده به کار گرفته شد. 

تعیینزاويهتماس
خواص آب دوستی-آب گريزی داربست های نانولیفی تولیدشده با آزمون 
 Sony Color Video Camera دوربین  به کمك  تماس  زاويه   تعیین 
مدل SSC-DC318P ساخت ژاپن بررسي شد. برای انجام اين آزمون، 
با سرنگ mL 1 قطره آب مقطر روی سطح داربست نانولیفی ريخته و 
پس از گذشت s 3 عکس گرفته شد. زاويه تماس با استفاده از نرم افزار 

Image J گزارش شد.

اندازهگیریرسانندگيالکتريکیداربستهاینانولیفی
 PGStat 302N مدل   Autolab پتانسیوستات-گالوانوستات  دستگاه 
رسانندگي  اندازه گیری  برای   Metrohm Autolab شرکت  ساخت 
بسامد  محدوده  دستگاه  اين  شد.  گرفته  به کار  داربست ها   الکتريکی 
الکترود  Hz 0/001 تا Hz 106× 1 را تأمین می کند و متشکل از دو 

است. براي انجام آزمون، نانوالیاف با ابعاد cm2 0/9×0/9در فاصله بین 
دو الکترود عمود بر هم قرار گرفتند. با استفاده از اين دستگاه مقاومت 
نانوالیاف بر اساس اهم اندازه گیری شد و سپس با قراردادن مقاومت 

اندازه گیری  نانوالیاف   )μS/cm( الکتريکی  رسانندگي   )1( معادله  در 
شد. اندازه گیری ضخامت نانوالیاف با ضخامت سنج Shirley ساخت 

انگلستان انجام شد:

)1(         = رسانندگي الکتريکي

اندازهگیریگرانرويمحلولهایپلیمری
گرانروي محلول با گرافن و بدون آن با گرانروي سنج Brookfield مدل 
DV-II+pro ساخت آمريکا اندازه گیری شد. محلول با دمای معین داخل 

ظرف استوانه ای شکل ريخته شد و اسپیندل )سامانه چرخشی دستگاه( 
داخل محلول شروع به چرخش کرد. سرعت چرخش اسپیندل داخل 
محلول  گرانروی  با  بازدارنده  تولیدی  گشتاور  بود.   45  rpm محلول 
متناسب است که از ضرب عدد روی صفحه نمايش در ثابت مربوط به 

اسپیندل به دست می آيد ]19[.

MTTآزمون
روی  سلول ها  مناسب  انتشار  و  تکثیر  چسبندگی،  بررسی  براي 
(Human osteosarcoma انسانی استئوسارکوما  داربست ها، سلول های 
روی  پاستور  مؤسسه  سلول  ملي  بانك  از   cell line ,G-292)

اين  در  شدند.  داده  کشت   Gel/PLA-G و   Gel/PLA داربست های 
 MTT آزمون، تعداد سلول های زنده با روش رنگ سنجی در محلول
-2H-تهیه شده از پودر 3-)5،4-دي متیل-2-تیازولییل(-5،2-دي فنیل
تترازولیوم برمید شمارش شدند. داربست ها پیش از کشت سلولی و 
پس از سترون سازي در محیط رشد RPMI-1640 به همراه پنی سیلین، 
IU/mL 100 استرپتوسین و %10 سرم جنین گاوی )FBS( نگه داری 

شامل  سلولی  تعلیق   1  mL پلیت  از  خانه  هر  در  آن  از  پس   شدند. 
100000 سلول ريخته شد. يك خانه از آن که فقط شامل محیط کشت و 
سلول و بدون داربست بود، به عنوان نمونه کنترل درنظر گرفته شد. 
پلیت ها به مدت 1، 2 و 3 روز در انکوباتور داراي %5 کربن دی اکسید، 
انجام آزمون های  براي  قرار داده شدند.   37°C رطوبت  %95 و دمای
شرکت  ساخت   NB-203L مدل   CO2 انکوباتور  از  سلولی،   کشت 
N-BioTek, INC استفاده شد. پس از سپری شدن زمان لازم، سلول های 

 (Sigma-Aldrich)و MTT 5 محلول mg/mL رشديافته روی داربست ها با 
درون انکوباتور به مدت h 4 نگه داری شدند. پس از آن mL 250 از 
از  حاصل  زرد  رنگ  آن  طی  که  شد  اضافه  چاهك  هر  به   DMSO

باشد،  بیشتر  تبديل شد. هر چه شدت رنگ  ارغوانی  به   MTT پودر
 نشانگر مقدار سلول های زنده بیشتر روی داربست مربوط است. پس از 
 ELISA 15 تکان دادن، محلول رنگی حاصل به پلیت هاي 96 تايی min

 104) × mm ضخامت (
)cm2 () ×مساحت سطحيΩامپدانس ( 
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 100 mL منتقل شد. بدين ترتیب که هر نمونه به چند چاهك با حجم
 Synergy HT منتقل شده و سپس جذب محلول حاصل با طیف نورسنج 

ساخت BioTek آمريکا در طول موج های nm 570 خوانده شد. 

کشتسلولهارویداربستبرايمطالعهشکلشناسيسلولی
داربست ها  اين  داده شد.  نمونه ها کشت  تعداد 100000 سلول روی 
پنی سیلین  همراه  به   DMEM رشد  محیط  در  سلولی  از کشت  پیش 
IU/mL 100 استرپتوسین و %10 سرم جنینی گاوی )FBS( نگه داری 

شدند. نمونه ها پس از سترون سازي در محیط UV، درون ظروف کشت 
سلولی از جنس پلی استیرن قرار گرفتند و h 8 در محیط کشت معرفي 
شده در آزمون MTT بدون سلول قرار داده شدند. پس از آن در هر 
خانه از پلیت mL 1 از تعلیق سلولی شامل 100000 سلول ريخته شد. 
پس از آن ظروف کشت به مدت 5 روز در انکوباتور CO2، %5 کربن 
دی اکسید، رطوبت %95 و دمای C°37 قرار داده شدند. به دفعات مکرر 
محیط کشت سلولی با محیط تازه تعويض شد. پس از آن محلول تعلیق 
از درون تمام خانه های ظرف کشت خارج و نمونه ها با PBS 1X شسته 
شدند. سلول ها با گلوتارآلدهید به مدت h 3 تثبیت شدند. سپس نمونه ها 
در الکل 50، 75، 90 و %100 به مدت min 15 آبگیری شده و پس از آن 
با هگزامتیل دی سیلازان )hexamethyldisilazane( عمل آوري و خشك 
شدند. نمونه های کاملًا خشك شده براي بررسی شکل شناسي سلول ها 

در آزمون SEM قرار گرفتند.

نتايجوبحث

بررسيگرانرويمحلولهایپلیمری
و  اسید  پلی لاکتیك  ژلاتین،  محلول  گرانروي  اندازه گیری  نتايج 
گرانروي  افزايش  است.  آمده   1 در جدول  اسید-گرافن  پلی لاکتیك 
نانوصفحه هاي  انبوهش  دلیل  به  احتمالاً  گرافن  داراي  نمونه  در 
گرافن در اثر برهم کنش های π-π می تواند باشد. در واقع با بارگذاری 
و   PLA پلیمری  زنجیرهای  مشترک  فصل  در  آزاد  حجم  از  گرافن 
نانوصفحه هاي گرافن کاسته می شود. از سوی ديگر، وجود اتم های 
نیتروژن و اکسیژن درون ساختار گرافن به ايجاد پیوند هیدروژنی بین 

گرافن و زنجیرهای PLA و افزايش درهم گیری بین زنجیرها منجر 
می شود. نتیجه اين برهم کنش ها افزايش گرانروي محلول در ترکیب 

نانوالیاف داراي گرافن است ]20،21[.

بررسيرسانندگيالکتريکیداربستهاینانولیفی
شد.  اندازه  گیری  نانوالیاف  امپدانس   ،Autolab دستگاه  از  استفاده  با 
شايان  کاهش  الکتروريسی شده  نانوالیاف  امپدانس  اندازه گیری  نتايج 
توجه مقدار آن را با افزايش بارگذاری گرافن نشان می دهد. از آنجا که 
امپدانس عکس رسانندگي الکتريکی عمل می کند، می توان دريافت، 
توجهي  شايان  مقدار  به  نانولیفی  داربست های  الکتريکی  رسانندگي 
افزايش يافته است. در جدول 2 داده های جمع آوری شده اندازه گیری 
همان طور  است.  آمده  نانولیفی  داربست های  الکتريکی  رسانندگي 
درون  گرافن  نانوذرات  بارگذاری  است،  مشهود  جدول  اين  از  که 
رسانندگي  چشمگیر  افزايش  با  الکتروريسی شده  نانوالیاف  ساختار 
می دهد،  نشان  نتايج  است.  همراه  نانولیفی  داربست های  الکتريکی 
در  گرافن   1/5%wt شامل   Gel/PLA نانوالیاف  الکتريکی  رسانندگي 
گرافن  فاقد  نانوالیاف  به  نسبت  برابر  يازده  حدود  اسید  پلی لاکتیك 
افزايش داشته است. اين افزايش رسانندگي الکتريکی، نانوالیاف را به 
گزينه بسیار مناسبی در زمینه مهندسی بافت استخوان تبديل می کند. 
 1950 سال  به  استخوانی  بافت  الکتريکی  خواص  کشف  تاريخچه 
میلادی بر می گردد. اين موضوع بیانگر اين است که بافت استخوانی 
با داشتن میدان الکتريکی داخلی به فشارهای واردشده از بیرون پاسخ 
استخوان ساز  سلول های  تکثیر  نحوه  در  تغییراتی  باعث  و  می دهد 
می شود. همان طور که پیش تر گزارش شد، القای الکتريکی خارجی 
نیز می تواند به تقويت رشد، تکثیر و تمايز سلول های استخوان ساز و 
سلول های بنیادی منجر شود که در نهايت باعث بهبود سرعت روند 

ترمیم آسیب های استخوانی می شود ]22[.

.PLA-G و PLAو ،Gel جدول 1- گرانروي محلول های
Table 1. Viscosity of Gel, PLA and PLA-G solutions.

جدول 2- نتايج اندازه گیری رسانندگي الکتريکي داربست های هیبريدی 
نانولیفي Gel/PLA و Gel/PLA-G بارگذاری شده با %1/5 وزنی گرافن.
Table 2. Results for measuring electrical conductivity of hy-

brid nanofibrous scaffolds Gel/PLA and Gel/PLA-G loaded 

with 1.5%wt graphene.
 Electrical

conductivity

(μS/cm)

Impedance 

(Ω)

Thickness

(μm)
Sample

3.7

41.1

2000

330

60

100

Gel/PLA

Gel/PLA-G
Solution Gelatin PLA PLA-G

Viscosity (cP) 399.3 440.92 501.39
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Shao و همکاران ]23[ گزارش کردند، استفاده از نانوالیاف رساناي 

الکتريکي از پلی لاکتیك اسید به همراه نانولوله های کربن چندديواره 
استخوانی  سلول های  عملکرد  بهبود  موجب   )PLA/MWCNTs( 
داربست هايی   ]24[ همکاران  و   Guex ديگري،  مطالعه   در  می شود. 
سولفونات  پلی استیرن  و  تیوفن  دی اکسی  پلی 4،3-اتیلن  جنس  از 
سلول های  تکثیر  بهبود  قابلیت  تا  کردند  تهیه   )PEDOT:PSS(
 استخوانی را داشته باشد. نمونه های سنتزي دارای رسانندگي الکتريکی 
اين مقدار پس از گذشت 28 روز در محیط  μS/cm 140 بودند که 

کشت به مقدار 6/1 کاهش يافت. نتايج آزمون هاي سلولی آن ها حاکي از 
اثرهاي مثبت اين داربست های رساناي الکتريکي بر بهبود عملکردهای 
با  اثر مثبت سازه های  نیز  سلول های استخوان بود. در مطالعه حاضر 

قابلیت رسانندگي الکتريکي بر سلول های استخوان ساز تأيید شد. 

بررسیشکلشناسينانوالیافتولیدشده
خواص شکل شناختي داربست های هیبريدی تولیدشده نیز بررسی شد. 
 Gel/PLA-G و   Gel/PLAو  ،PLAو  ،Gel نمونه های   نتايج شکل شناسي 
در شکل 1 نشان داده شده است. ابعاد الیاف گزارش شده برای نمونه 
PLA  متخلخل، حدود mm 46 ± 1/53 )شکل a( 1(( و قطر نانوالیاف 

بود   447±27  nm محدوده  در  الکتروريسی شده  ژلاتینی  نمونه  برای 
 )شکل b( 1((. در شکل 1 )c( ساختار هیبريدی متشکل از ژلاتین و 
مشخص  تصوير  در  که  همان طور  مي شود.  ديده  اسید  پلی لاکتیك 
است، الیاف پلی لاکتیك اسید با قطر بیشتر و در محدوده میکرومتر 

.Gel/PLA-G.و (d( و Gel/PLAو (c) و،Gelو (b)و ،PLAو (a) :شکل 1- شکل شناسي نانوالیاف
Fig. 1. The morphology of nanofibers: (a) PLA, (b) Gel, (c) Gel/PLA, and (d) Gel/PLA-G.

(a) (b)

(c) (d)
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مشابه شکل a( 1( موجودند، اما الیاف ژلاتین قطری در محدوده ای 
می توان  دارند.  )b( وجود   1 در شکل  تشکیل شده  الیاف  به  نزديك 
قطر  زياد  اختلاف  دلیل  به  نمونه  اين  در  قطر  توزيع  گرفت،  نتیجه 
در  بنابراين،  است.  دوقله ای  متفاوت،  ساختار  با  پلیمری  بخش  دو 
به هم پیوسته و درهم تنیده دوجزئی  برای ساختار  نمونه می توان  اين 
به  را  اسید  پلی لاکتیك  و  ژلاتین  الیاف  به  مربوط  قطر  حاصل، 
mm 31±1/45 گزارش کرد. قطر  nm 39±379 و   ترتیب در حدود 
 ،)d( 1 در شکل Gel/PLA-G الیاف داراي گرافن مشاهده شده برای 
دلیل  به  ترکیبی،  گرافن   داراي  نمونه  در  بود.   202±18  nm حدود 
بارگذاری نانوذرات گرافن در محلول PLA، قطر اين الیاف کاهش 
از ساختار دوجزئي   SEM کلی  در تصوير  که  به طوري  است،  يافته 
قطر  با  و  همگن  نانوالیاف  همه  متفاوت،  پلیمر  دو  از   تشکیل شده 
و  محلول  گرانروي  الکتروريسی،  در  شده اند.  تشکیل  يکسان  تقريباً 
رسانندگي الکتريکی دو عامل اساسی در تعیین قطر نانوالیاف هستند. 
بررسی مطالعات پیشین بیانگر اين مطلب است که با کاهش گرانروي 
کاسته  نانوالیاف  قطر  از  آن،  الکتريکی  رسانندگي  افزايش  و  محلول 
رسانندگي  پژوهش،  اين  در  آمده  به دست  نتايج  اساس  بر  می شود. 
الکتريکی محلول با افزايش مقدار گرافن افزايش می يابد. رسانندگي 
است،  نانوکامپوزيتي  نانوالیاف  قطر  کاهش  اصلی  دلیل  محلول  زياد 
بدين دلیل که رسانندگي الکتريکی بیشتر محلول به ايجاد نیروی دافعه 
الکتروستاتیك قوی تر بارهای الکتريکی منفی بسیار زياد تجمع يافته 
درون جت محلول طي فرايند الکتروريسی منجر می شود. افزون بر 
اين، بر اساس نتايج حاصل از بررسی اثر گرافن بر گرانروي محلول، 
افزايش  کمی  مقدار  به  گرانروي  گرافن  بارگذاری  مقدار  افزايش  با 
الکتريکی،  بین گرانروي و رسانندگي  در رقابت  احتمالاً  می يابد که 
مورد اخیر نقش غالب را ايفا می کند. اين تغییرات موجب کاهش قطر 

نانوالیاف نهايی داراي گرافن می شود ]25[.

بررسيزاويهتماسداربستهاینانولیفیبرايارزيابيمقدارآبدوستی
به مقدار زيادی روی کاربرد  يا دفع آب،  نانوالیاف به جذب  تمايل 
آن ها در مهندسی بافت اثرگذار است. به طور کلی، نانوالیاف آب دوست 
چسبندگی و تکثیر سلولی را در مقايسه با نانوالیاف آب گريز افزايش 
می دهند که فاقد مکان های سطحی کافی برای برهم کنش با سلول ها 
هستند. خاصیت آب دوستی به منظور بهبود توزيع يکنواخت سلول های 
تغذيه شده اولیه در طول داربست و تغذيه مناسب اکسیژن و ساير مواد 
مغذی به داربست از اهمیت زيادی برخوردار است. اندازه گیری زاويه 
بررسی  برای  معیاری  به عنوان  می تواند  داربست  با  قطره آب  تماس 
زاويه  چه  هر  رود.  به کار  داربست  آب گريزی  يا  آب دوستی  مقدار 
باشد، سطح آب دوست تر بوده و زاويه تماس بزرگ تر  تماس کمتر 
بیانگر مقاومت سطح در برابر آب است. نتايج حاصل از اندازه گیری 

زاويه تماس در شکل 2 نشان داده شده است.
PLA پلیمر آب گريزي با زاويه تماس حدود °2 ± 125 است که به 

دلیل کمبود گرو های عاملی آب دوست، کاربرد آن به مقدار زيادی در 
داربست های مهندسی بافت محدود شده است. از سوي ديگر، ژلاتین 

پلیمر آب دوستي است. 
و  آمین  عاملی  گروه های  وجود  دلیل  به   PLA به ژلاتین   اضافه کردن 
آب دوستی  زيادی  مقدار  به  آن  ساختار  در  اسید  کربوکسیلیك 
تفاوت  اين  می دهد.  افزايش  را  PLA-ژلاتین  نانولیفی   داربست های 
 ،Ge/PLA در مقدار آب دوستی پلی لاکتیك اسید و داربست هیبريدی
ساختار  به  گرافن  کردن  اضافه  می دهد،  نشان  نتايج  است.  معنادار 
نانوالیاف PLA-ژلاتین از يك سو به دلیل وجود گروه های آب دوست 
شامل نیتروژن و اکسیژن و امکان ايجاد پیوند هیدروژنی و از سوي 

.Gel/PLA-Gو (c) و Gel/PLAو (b)و ،PLAو )a( :شکل 2- مقادير زاويه تماس داربست های نانولیفی الکتروريسی شده
Fig. 2. Contact angle measurements for electrospun nanofibrous scaffolds: (a) PLA, (b) Gel/PLA, and (c) Gel/PLA-G. 

  (a)     (b)     (c)
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ديگر به دلیل افزايش قطبیت سطح به ازدياد آب دوستی آن ها منجر شده 
است. همان طور که مشاهده می شود، با افزودن گرافن به پلی لاکتیك 
اسید زاويه تماس کاهش مي يابد و به حدود °3±70 می رسد. مقدار 
نمونه  به  نسبت  آب دوستی  مقدار  افزايش  و  تماس  زاويه  کاهش 
ديگر،  به عبارت  است.  معنادار   Gel/PLA نمونه  و  اسید  پلی لاکتیك 
نانوالیاف نانوکامپوزيت ماهیت آب دوستی پیدا می کنند که در مقايسه 
با نانوالیاف PLA-ژلاتین فاقد گرافن با زاويه تماس حدود 80±5°، 
مقدار کمتری به شمار می آيد. اين مسئله تأيید می کند، نانوالیاف داراي 
گرافن هنوز قابلیت آب دوستی زيادي دارند. از اين رو، داربست های 
قابلیت هاي  آب دوستی  افزايش  دلیل  به  الکتروريسی شده  نانولیفی 

زيادي برای کاربردهای زيست پزشکی دارند.
 

بررسيکشتسلولیرویداربستهاینانولیفی
تقلیدکننده  زيستی  داربست های  روی  سلول ها  رشد  روند  بررسی 
ماتريس برون  سلولی )ECM( از اهمیت چشمگیری برخوردار است. 
باشند.  داشته  مناسبی  رفتار سلولی  بايد  تهیه شده  داربست های  چون 
ابتدا سلول ها به شکل کروی بوده و با پهن شدن شکل شناسي سلول ها 
روند رشد آن ها کامل می شود. هر چه تعداد سلول هاي پهن شده از 
تعداد سلول هاي کروي بیشتر باشد، نشانگر مناسب تربودن داربست 
براي کاربردهای زيستي و نیز مناسب بودن زيست مواد تشکیل دهنده 

آن است.
در اين مطالعه، برای ارزيابی نحوه اتصال و چسبندگی سلول روی 
 )G-292( انسانی  استئوسارکومای  سلول هاي  از  لیفی  داربست های 

نمونه های  روی  استئوسارکوما  سلول های  شکل شناسي  شد.  استفاده 
 لیفی Gel/PLA و Gel/PLA-G پس از 5 روز در شکل 3 نشان داده 
و  سلول ها  بین  برهم کنش  و  شکل شناسي  تصاوير  اين  در  است.  شده 
شکل،  اين  در  است.  شده  داده  نشان  به خوبی  نانولیفی  داربست 
 تعداد سلول های زيادی روی داربست Gel/PLA و Gel/PLA-G در 
جهت هاي مختلف آرايش يافتگی الیاف، اتصال مناسبی برقرار کردند و 
سلول ها  همچنین،  دارند.  معمولي  و  گسترده  شکل شناسي  سلول ها 
به هم پیوسته سلولی را روی  با حفظ شکل شناسي طبیعی خود، لايه 

داربست نانولیفی نشان دادند. 

)MTTبررسیمقدارسمیتوزيستسازگارینمونههایتهیهشده)آزمون
با  خوبی  برهم کنش های  می توانند  گرافن  پايه  بر  نانوذرات 
ابعاد،  لايه ها،  تعداد  اساس  بر  بافت ها  و  سلول ها  زيست مولکول ها، 
عامل دارکردن شیمیايی و افزايش آب دوستی ايجاد کنند. سطح ويژه 
کند.  کمك  سلولی  برهم کنش های  بهبود  به  می تواند  گرافن  زياد 
استحکام،  زياد،  کشساني  همانند  خوبی  خواص  گرافن  همچنین، 
انعطاف پذيری و نیز قابلیت ايجاد گروه های عاملی مختلف را روی 
در  تقويت کننده  ماده  به عنوان  می تواند  دلیل  همین  به  دارد.  سطوح 
ارزيابی  بافت به کار رود. در پژوهش حاضر،   داربست های مهندسی 
قابلیت زنده ماني سلول های استخوان روی سطح داربست های لیفی و 
از  استفاده  با  گرافن  وجود  اثر  بررسی  براي  آن ها  زيست سازگاری 
است  رنگ سنجی  روش   ،MTT آزمون  شد.  انجام   MTT آزمون 
و  کاهش  دلیل  به  نامحلول  آبی رنگ  بلور های  تشکیل  اساس  بر  که 

.Gel/PLA-G        و(b) و Gel/PLAو (a) :شکل 3- شکل شناسي سلول هاي استخوان روی داربست های
Fig. 3. The morphology of bone cells on scaffolds: (a) Gel/PLA and (b) Gel/PLA-G.

(a) (b)
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شکسته شدن بلورهای زردرنگ تترازولیوم به وسیله آنزيم سوکسینات 
دهیدروژناز به کار گرفته مي شود. مقدار و شدت رنگ تولیدشده در 
اين آزمون با تعداد سلول هايی رابطه مستقیم دارد که از نظر متابولیك 
فعال هستند. شکل 4 نمودار میله ای نتايج آزمون MTT اين سلول ها 
را پس از 1، 2 و 3 روز روی داربست های لیفی ژلاتین-پلی لاکتیك 
اسید و ژلاتین-پلی لاکتیك اسید-گرافن و نمونه کنترل نشان می دهد. 
گفتني است، در نمونه کنترل کشت سلول ها روی ظرف کشت فاقد 

داربست )کنترل( انجام شد.
نمونه های  بررسی،  روزهای  تمام  در  می دهد،  نشان  نتايج  بررسی 
همان طور  نداشته اند.  سلول ها  تکثیر  و  رشد  بر  منفی  اثر  سنتزي 
نهفتگي(  از  ) h 24 پس  اول  در روز  است،  نمودار مشخص  در   که 
مقدار رشد و تکثیر سلول ها در تمام گروه ها به يکديگر نزديك است و 
 تفاوت معناداری بین نمونه های لیفی با نمونه کنترل ديده نمي شود. 
 )3 و   2  ،1 )روزهای  نهفتگي  زمان  مدت  افزايش  با  اين،  وجود  با 
رشد و تکثیر سلول ها افزايش يافته است. همچنین، اثر مواد سنتزي 
روی سلول ها در مقايسه با روز اول نهفتگي با وضوح بیشتری قابل 
روی  زنده  سلول های  تعداد  روز سوم  در  که  به طوری  است،  ديدن 
درنظرگرفتن  با  است.  رسیده  مقدار  حداکثر  به  لیفی  داربست های 
در  بیشتری  زنده  سلول های  تعداد  شکل،  در  داده شده  نشان  مقادير 
بر  بنابراين  مي شود.  ديده  کنترل  نمونه  به  نسبت  لیفی  داربست های 
سمیتی  هیچ  گرافن  لیفی  داربست های  گفت،  می توان  نتايج  اساس 

ندارند و زيست سازگاری آن ها براي استفاده در کاربردهای مهندسی 
ساير  نتايج  با  پژوهش  اين  نتايج  همچنین،  است.  مناسب  بافت 
معنادار  و  بیشتر  سلولی  رشد   .]26،27[ دارد  مطابقت  پژوهش  ها 
ديده شده براي نانوالیاف داراي گرافن را می توان به خواص زيستي 
به  احتمالاً  که  داد  نسبت  نانولیفی  ساختارهای  درون  گرافن  عالی 
افزايش آب دوستی و جذب پروتئین بیشتر به وسیله الیاف منجر شده 
چسبندگی،  در  اصلی  و  مهم  عامل  می تواند  آب دوستی  زيرا  است، 

اتصال و تکثیر سلول ها به شمار آيد ]28،29[.
تکثیر  و  اتصال  امکان  گرافن  انجام شده،  پیشین  مطالعات  در 
سلول های استخوان ساز و سلول های بنیادی مزانشیمی را فراهم کرده 
است. همچنین نشان داده شد، گرافن می  تواند تمايز سلول های بنیادی 
دهد.  ارتقا  مکانیکی چشمگیر  داشتن خواص  دلیل  به  را  استخوانی 
با  الکتروريسی شده را   PLGA/GO نانوالیاف Luo و همکاران ]27[ 

بررسی  کردند.  تولید  استخوانی  سلول های  تکثیر  بهبوديافته  ويژگی 
نتايج سمیت سلولی پس از 1، 2 و 3 روز نشان داد، سرعت رشد 
سلول به مقدار شايان توجهی با وجود گرافن در مقايسه با نانوالیاف 
فاقد گرافن افزايش يافته است. اين رشد بهبوديافته سلول ها به قابلیت 
نسبت  گرافن  با  بارگذاری شده  داربست  پروتئین روی سطح  جذب 

داده شد.

نتیجهگیري

در اين پژوهش، داربست های نانولیفی با روش الکتروريسی هیبريدی 
گرافن  نانوذرات  همراه  به  ژلاتین  و  اسید  پلی لاکتیك  پلیمر  دو  از 
بارگذاری شده در پلی لاکتیك اسید تهیه شدند. اندازه گیری گرانروي 
محلول های PLA، وPLA-G و ژلاتین نشان داد، وجود گرافن درون 
است.  منجر  شده  پلیمري  محلول  گرانروي  افزايش  به  محلول 
افزايش  همچنین وجود گرافن در داربست های Gel/PLA-G باعث 
رسانندگی الکتريکی آن ها در مقايسه با نمونه Gel/PLA شده است. 
تعیین کننده ای  نقش  نهايت  در  پارامتر  دو  اين  بین  رقابت  بنابراين، 
 روی شکل شناسي نانوالیاف حاصل دارد. بررسی خواص آب دوستی 
 Gel/PLA-G داربست های تولیدشده نشان داد، داربست نهايی تولیدشده
سلول های  افزايش  باعث  ويژگی  اين  و  دارد  آب دوستی  خاصیت 
استخوان رشد کرده روی اين داربست و شکل شناسي مناسب آن ها 
داراي  هیبريدی  داربست های  شد،  مشخص  نهايت  در  است.  شده 
انجام مطالعات  با  گرافن زيست سازگارند و در روزهای 1، 2 و 3، 

تکثیر سلولی، هیچ سمیتی برای آن ها گزارش نشد. 

 ،Gel/PLA ،نمونه های مختلف شامل نمونه کنترل MTT شکل 4- آزمون
 * علامت  با  که  )گروه  هايی  روز   3 و   2  ،1 از  پس   Gel/PLA-Gو 

نشانه گذاری شدند، نسبت به گروه کنترل افزايش معناداری در میانگین 
درصد تکثیر سلولی با مقدار P-value کمتر از 0/05 نشان می دهند(.
Fig. 4. MTT test of different samples including control sam-

ple, Gel/PLA and Gel/PLA-G, after passing 1, 2 and 3 days 

(“* “ Shows cell proliferation of samples are significant com-

pared with control (P≤0.05)).
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