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 چکيده

به منظور بهبود تکثیر و    حاوی ماده موثره گیاهی   سازگارزیست  در این تحقیق، بستر

رفتار سلولی در شرایط آزمایشگاهی برای کاربردهای مهندسی بافت در پزشکی طراحی  

با  شده و  استخراج  سویا  کنجاله  از  جنیستین  راستا،  این  در  ازاند.  پلی    استفاده 

شد.    نانوکپسوله  ( coacervationکوآسرواسیون ) از طریق روش   (PCL) کاپرولاکتون

نانوالیافی زیست ترکیب   با   (PVA)پلی وینیل الکل  و (GE) ژلاتینسازگار  در نهایت، 

جنیستیننانوکپسول  گردیدند  های  سنتز  الکتروریسی  روش  طریق  با   .از  آزمایشات 

-UV)  سنج مرئی فرابنفش، طیف(HPLC)  استفاده از کروماتوگرافی مایع با کارایی بالا

Vis)میکروسکوپ الکترونی روبشی ،(SEM)  ، میکروسکوپ الکترونی عبوری  (TEM)  ،

فوریه طیف تبدیل  قرمز  مادون  شد (FTIR) سنج  انجام  مکانیکی  آزمون  تأثیرات .  و 

 MTT سلول بر روی داربست جنیستین محصور شده با روش  یمانبیولوژیکی و زنده 

روی رده    تکثیر و چسبندگی قابل توجه ی شد. عدم سمیت نمونه سنتز شده بابررس

نتیجه L929 سلولی سازگار توصیف گیری نشان داد که سیستم زیستبه دست آمد. 

در شرایط آزمایشگاهی برای   رهاسازی دارو  تواند به عنوان یک ابزار هوشمندشده می

 .مهندسی بافت مورد استفاده قرار گیرد

  ون، یکوآسرواس  ،یس ینانوکپسول، الکترور  ن،ی ستیکاپرولاکتون، جن  یپل   :يدي کل  واژگان

 .L929 یرده سلول
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 کردن جنيستين براي نانوکپسوله  کاپرولاکتون پلی  غير سمی کلوئيد

 و الکترواسپينينگ در داربست آبدوست  کوآسرواسيوناز طریق روش 

 3یسيبن، سهيلا زمانلوي 2یدهخوارقان راهبه اميري ، 1اينسکينه اسماعيل

 ران یتهران، ا ،ی واحد تهران مرکز یدانشگاه آزاد اسلام ،ی میدانشکده ش ،یکاربرد یمیش ی دانشجو دکترا   1
 رانیتهران، ا ،ی واحد تهران مرکز یدانشگاه آزاد اسلام ،یمیدانشکده ش ،یآل  یمیش  ی دکترا ار،یدانش   2

  ،ی واحد تهران مرکز یدانشگاه آزاد اسلام ،یمهندس ی بافت، دانشکده فن یمهندس ی ، دکترا6 هیپا اریدانش 3

 رانیتهران، ا
 

 نویسنده مسئول: میل نام و نشانی ای
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 مقدمه 
از روش برای دارورسانی یکی  نانو  از فناوری  به خود جلب کرده است هایی است که    استفاده  را  بسیاری  .  امروزه توجهات 

. مساحت  ندسالم جلوگیری کهای  سیب به سلول علاوه بر کنترل مقدار داروی آزاد شده، از سمیت و آ  دتوانمی   نانوالیاف الکتروریسی

 این فناوری های  و مقرون به صرفه بودن از ویژگی سطح بالا، رهش طولانی مدت دارو، راندمان کپسولاسیون بالا، زیست سازگاری 

جایگزین مناسبی برای داروهای    کمتر سنتزهای  تواند به دلیل ایمن بودن و هزینهمی   داروهای طبیعیاز طرفی دیگر  باشند.  می 

جنیستین یک ایزوفلاون است   [. 3آید ]می  بدست از جمله سویاگیاهان های [. جنیستین از طریق متابولیت1، 2]  شیمیایی باشند 

  دوگانه ای را های استروژن باند شده و اثرات  این ترکیب با گیرنده.  کند می  اعمالها  که عملکردهای مشابه استروژن را در سلول

 شودهای درمانی استفاده می جایگزینی برای هورمون  و  به صورت دارویی به عنوان یک مکمل رژیمی  جنیستینتواند اعمال کند.  می 

مانند فعالیت [.4] بیولوژیکی جنیستین  اثر  باکتریایی و ضد ویروسی[6]   التهابی ، ضد  [5]  ی دانیاکس آنتی  های  چندین  و   ، ضد 

  ،[7های بیماران مبتلا به موکولیپیدوزا ]اثرات جنیستین بر روی فیبروبلاست   .[3]دارویی بر دیابت گزارش شده است  های  فعالیت 

]  مهار کیناز  نور    ،[8تیروزین  معرض  در  پوست  محافظت  ]  کاهش  ،UV  [9 ]برای  لخته  و10تشکیل  کننده  تقویت    [ 

 بررسی شده است. [ 11ها و بلوغ ]استئوبلاستوسیت

پلی کاپرولاکتون یک پلیمر زیست تخریب پذیر است که به دلیل زیست سازگاری و زیست تخریب پذیری در مهندسی بافت  

دارورسانی استفاده  های  همچنین به عنوان یک ماتریس پلیمری برای سیستم   . [12] به عنوان ماده داربست استفاده شده است

به مواد طبیعی مانند  ها  و جلبکها  شده است. این مواد توانایی برای تجزیه شدن توسط میکروارگانیسم هایی مانند باکتری ها، قارچ 

توانند توسط فرآیندهای طبیعی  می   آب، دی اکسید کربن و زیست توده را دارند. همچنین سازگار با محیط زیست هستند زیرا

 دازول یمترونیسی پلی کاپرولاکتون/ژلاتین/رالکترو  ،جهت جلوگیری از عفونت غشا  .[ 14،  13] تجزیه شوند و در محیط انباشته نشوند  

توسعه داده شده است و سرعت تجزیه زیستی عالی و خواص   [ 16] و پلی کاپرولاکتون/پلی وینیل الکل/داکسی سایکلین    [15]

و ژلاتین دو ماده ای هستند که در کاربردهای مهندسی   (PVA) پلی وینیل الکل.  [15]  مکانیکی قابل قبول را ایجاد کرده است

 . [17است ]ترکیب این مواد اثرات هم افزایی خود را در کاربردهای ترمیم زخم به اثبات رسانده   .بافت مورد استفاده قرار گرفته اند 

نانوالیاف الکتروریسی شده بر پایه پلی وینیل الکل در زیست پزشکی استخوان، غضروف، پوست، عروق، عصبی و قرنیه  های  داربست

 . [ 18] استفاده شده است

های پلیمرهای کپسوله شده، امکانات جدیدی را در زمینه بازسازی بافت به ارمغان آورده است. داربستترکیب الکتروریسی و  

گزارش شده  ( پس از انحلال در مخلوط اسید فرمیک/استیک از طریق الکتروریسی PAniو ذرات پلی آنیلین ) PCL/Ge نانوالیافی

 [. 19است ]

منجر به ساختار نانوالیاف یکپارچه، در دسترس ها  فیزیکی و شیمیایی داربست های  ارتباط این پلیمرها برای تنظیم ویژگی

بودن، هزینه کم و زیست سازگاری بالا در شرایط آزمایشگاهی درون تنی شده است. یکی از عوامل مهم استفاده از مواد پلیمری 

ترکیب    عدم   باعث  که   عاملی آبدوست در ساختار پلی کاپرولاکتون باشد های  تواند نبود گروهمی   دیگر در ترکیب با پلی کاپرولاکتون

های بیوشیمیایی را آبدوست سیگنال   در نتیجه افزایش پلیمرهای آبدوست[.  19آن با مواد آبدوست و زیست سازگار شده است ] 

به    PCL/Geنانوالیافی دو جزئی  های  دهند. در این راستا داربستبرای ترویج چسبندگی، مهاجرت، تکثیر و تمایز سلولی ارائه می

چند لایه با خاصیت  های  یکی از دلایل ساخت داربست.  [20است ]عنوان یک بستر همه کاره برای بازیابی پوست پیشنهاد شده  

باکتریایی طولانی مدت، وجود زخم نیازمند استکه    عفونتی استهای  ضد  نانوالیافی  های  . داربست بهبود آنها به زمان طولانی 

های روی مدل   in vivoهای  دولایه آموکسی سیلین/نانوذرات اکسید روی بر پایه پلی کاپرولاکتون و ژلاتین با استفاده از آزمایش 

  .[22، 21کنند ]دهند و از تشکیل اسکار جلوگیری میزایی را افزایش می موش علاوه بر تسریع انقباض زخم، رسوب کلاژن و رگ

دستیابی به تحویل داروی کنترل شده برای بازسازی بافت از اهمیت زیادی برخوردار است و یک چالش بزرگ است. سیستمی  

های مختلف را به خوبی تنظیم کند. نانوالیاف اجازه کنترل و  تواند اجزای مواد در لایهمی   متشکل از نانوالیاف الکتروریسی شده

که پلی کاپرولاکتون   دهد. در تحقیقی گزارش شده استهای مختلف و همچنین دستکاری محل دارو را میآزادسازی دارو در لایه

 تحقیق   یک  . در[ 23]   دومین لایه خارجی نانوالیاف اعمال شده است  را برای ساختن اولین لایه خارجی و ژلاتین برای ساختن
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های مختلف نانوالیاف چهار محوری جایگزیده شده و کنترل مؤثری را بر موکسی فلوکساسین، نوعی داروی ضد باکتری در لایه

تحقیقات زیادی با استفاده از نانوالیاف برای کاربردهای متفاوت از جمله، نانوالیاف متخلخل پلی   .[23]  دهدتحویل دارو انجام می 

اسید(،-)ال پاسخ   لاکتیک  و  کامپوزیت  خواص  کنترل  بیولوژیکی  برای  برای   ،[9]های  برینزولامید  حاوی  موکوچسب  نانوالیاف 

، نانوالیاف پلی وینیل الکل/صمغ عربی  [ 10] ، نانوالیاف پلی لاکتید قابل جذب برای درمان پریودنتیت  [24]جایگزین درمان گلوکوم  

، نانوالیاف فتوترمال برای تسریع بهبود زخم [ 11سرطان ]آزمایشگاهی و تحویل نانودارو  های  الکتروریسی شده برای رشد سلول

آلژینات  ، [25]دیابتی   کورکومین  با  سلولز  -نانوالیاف  موضعی  تجویز  برای  بعدی  سه  نانوفیبر    [14]چاپ  ی و  فیلم  -فوم  برپایه 

(nanofiber-on-foam-on-film )    جدیدی های  روشبکار برده شده است.    [ 13]مبتنی بر کیتوزان برای انتقال پپتید غیر تهاجمی

به دام  کارایی مناسب در  با استفاده از نانو الیاف فوق نازک، برای توسعه سریع سیستم تحویل نانودارو به صورت زیست سازگار،  

 . [ 8]ارائه شده است   ، دارو، رهاسازی کنترل شده، تحویل به صورت مداوم و از نظر بالینی آسان انداختن

  زنده است که فعالیت میتوکندری را تعیین های  فورمازان توسط سلول های  به کریستال MTT بر اساس تبدیل ،MTT  سنجش 

آنها  . مشتق شده است H/An 3Cیک رده سلولی فیبروبلاست موش هستند که از یک موش نر  L929های  سلول  .[ 26] کندمی 

آنها یک فاکتور رشد ماکروفاژ   . شوندمی   شناخته NCTC 929کلون  های  یا سلول  Lهای  ، سلولEarlesهای  همچنین به عنوان سلول

در این کار، ما توجه خود را به یک پوشش غیر سمی زیستی که ساختار ایمنی دارد، جلب   .[27]   کنندمی   ترشح M-CSF به نام 

وینیل الکل و ژلاتین  های متعادل از پلیترکیب   ایم.کاپرولاکتون را به عنوان حامل جنیستین در نظر گرفته پلی ایم. ما همچنین  کرده

وینیل ژلاتین/پلیآبدوست از  داربست یک مطالعه، به دست آوردنانتخاب شدند. در نتیجه، هدف این  ،50/50با درصد وزنی برابر 

ها برای تحویل پایدار دارو است. ارزیابی نانوالیاف  و ارزیابی رفتار آن  حاوی جنیستین تقویت شده  PCLهای که با نانوکپسولهالکل 

و مطالعه زیست سازگاری،  ها  همچنین، رفتار آزمایشگاهی داربست از نظر ساختار شیمیایی، مورفولوژی، خواص مکانیکی انجام شد. 

 سمیت سلولی و تکثیر سلولی در شرایط آزمایشگاهی مورد ارزیابی قرار گرفت. 

 

 بخش آزمایشگاهی 

 هامواد

، نرمال هگزان )2O8H4C(، اتیل استات  )(C₂H₆O، اتانول  HCl)(مواد مورد استفاده در این پژوهش هیدروکلریدریک اسید   

)3CH4)2(CH3CH( پلی استون  )n)2O10H6Cکاپرولاکتون  ،   ،CO2)3(CH  ،  80اسپان  )6O44H24C(  توئین  ،)26O124H64C(  ژلاتین  ،

)6O12H6(C( لاکتیک  اسید   ،3O6H3C  استیک اسید   ،)(CH₃COOH)    الکل وینیل  پلی  مواد می   nCH(OH))2(CHو  همه  باشد. 

روغن آفتاب گردان و    پودر سویا  های مورد استفاده در مراحل پژوهش و سنتز از شرکت مرک آلمان خریداری شد.شیمیایی و حلال

 از مزارع ایران خریداری گردید.
 

 ودر دانه سویااز پعصاره گياهی جنيستين   بدست آوردن 

استفاده گردید.    ]28[برای بدست آوردن عصاره گیاهی جنیستین از روش ترکیبی اولتراسونیک و روتاری با مخلوط اتانول/آب  

، روش ترکیبی اولتراسونیک و روتاری با مخلوط اتانول/آب به عنوان  استخراج متفاوتهای  از روشنتایج بدست آمده  با توجه به  

درصد    70بهترین روش بهینه استخراج عصاره گیاهی جنیستین استفاده گردید. در این روش، یک گرم پودر سویا را با اتانول/آب )

اده شد. سپس آن را از صافی عبور داده  درصد( داخل ارلن مخلوط کرده و درب آن را مهرو موم، در حمام اولتراسونیک قرار د  30و  

 .گراد قرار دادیمدرجه سانتی  50-60و برای تبخیر حلال آن در روتاری در دمای 

 

 جنيستين سازيکپسوله نانو

استون / PCLکاپرولاکتون تهیه شدند. مقدار مناسبی از  و با استفاده از پلی  [26]  کوآسرواسیونها با استفاده از روش  نانوکپسول 

گراد قرار گرفت. سانتی درجه    40لیتر( مخلوط و با فویل پوشانده شد. سپس در حمام اولتراسونیک با دمای  میلی   67  گرم:  25/0)

)حلال در آب( مخلوط و با یک سرنگ روی   80لیتر اسپان میلی  196/0( با  SFOلیتر روغن آفتابگردان )میلی  8/0در مرحله دوم، 
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گرم( تحت اتمسفر نیتروژن به مرحله قبلی اضافه    00323/0یک همزن مغناطیسی به مرحله اول اضافه شد. سپس جنیستین ) 

محلول  ساعت تحت همزن مغناطیسی قرار دادیم تا مخلوط همگن شود. یک    2شد و با فویل مهر و موم شد. این مخلوط را برای  

(  0/4زیر نقطه ایزوالکتریک )  pHقطره در حمام اولتراسونیک اضافه شد تا  -( به صورت قطرهکوآسرواسیوناسید لاکتیک )محلول  

  300گراد در حمام آب خنک کردیم تا با همزدن با سرعت  درجه سانتی  15برسد. سپس کولوئید به دست آمده را به سرعت به  

  72کن انجمادی )ها را فیلتر کردیم و با یک خشکها بهتر شکل گیرند و کلوئید پایدار شود. نانوکپسول دور در دقیقه نانوکپسول 

 گراد( خشک کردیم.درجه سانتی  70ساعت در دمای منفی 

 

 کپسوله الکتروریسی جنيستين

درجه سانتی گراد افزوده شد و در حمام آب   90میلی لیتر آب تقطیر مضاعف با دمای    1گرم پلی وینیل الکل به    09/0مقدار  

میلی لیتر اسید استیک در   1گرم ژلاتین را با    09/0ساعت حل شد. سپس    1به مدت   1400درجه سانتی گراد و دور    90با دمای  

دقیقه مخلوط شدند. هر دو محلول تا دمای محیط سرد شدند    40به مدت  1400درجه سانتی گراد و دور    40حمام آب با دمای  

گرم از داروی کپسوله شده که از مراحل قبل به دست آمده بود را به آن   001/0و    015/0،  02/0و مخلوط شدند. سپس مقادیر  

جمع  اضافه کرده و ماده حاصله را درون یک سرنگ ریخته و در دستگاه الکتروریسی قرار داده شد. برای جلوگیری از عبور نور،  

جمع ولت(، فاصله نازل تا    28میلی متر در ساعت(، ولتاژ )  0/ 6با فویل پوشانده شد. مقدار بهینه برای الکتروریسی دبی )  کننده

 . [29 ،28] به دست آمد محصول نهاییگرم  02/0سانتی متر( و مقدار   10) کننده
 

 UV-Visبراي طيف ها آماده سازي نمونه

ها استونیتریل به عنوان شاهد اضافه شد. سپس طیف مربوطه در طول  ها به طور کامل شسته شده و به آنابتدا، میکروسل 

بدون دارو به عنوان نمونه در دستگاه قرار گرفت و طول    نمونه گیری شد تا درصد خطا کاهش یابد.  نانومتر اندازه   800تا    200موج  

لیتر استونیتریل مخلوط و به عنوان نمونه درون  میلی   5گرم از ماده حاصله با    1/0گیری شد. برای این منظور، مقدار  موج آن اندازه

ر میکروسل قرار گرفت. سپس مجدداً استونیتریل به عنوان شاهد داخل میکروسل ریخته و دستگاه را صفر کرده، سپس در کنا

لیتر حلال اتانول میلی   15روی استخراج شده از کنجاله سویا را در  گرم دا  01/0، طیف گرفته شد. همچنین، مقدار  نمونه دارای دارو

  همچنیننانومتر بود.    263کنجاله سویا دارای طول موج جذبی  جنیستین حاصل از    UVگرفته شد. طیف    UVحل کرده و طیف  

 . گرفته شد  UVلیتر حلال استونیتریل حل شده و طیف  میلی  45گرم در  05/0با مقدار  شده با داروکپسوله ماده 

 

 کپسوله الکتروریسی در محيط خنثی، اسيدي و بازينانورهایش داروي 

به حدود  pH  گرم سیتریک اسید تا  64/0گرم سیترات دوآبه با    495/0لیتر آب مقطر با  میلی   40  مرحله اول محيط اسيدي:

آب(   %20متانول و    %80)لیتر از حلال  میلی  10مقدار    در  دارو  ٪20گرم از نمونه الکتروریسی شده حاوی  میلی  5  و با   برسد  2عدد  

گراد کرده تا شروع به چرخش نماید و در طول  درجه سانتی   37شد سپس داخل اپندروف ریخته و وارد انکوباتور با دمای   مخلوط

 . گرفته شد  HPLCساعت   48تا  های مختلفنانومتر، از نمونه در زمان 362موج 

 % 80)  حلال  از  لیترمیلی  55  مقدار  در  دارو  ٪20گرم از نمونه الکتروریسی شده حاوی  میلی  5  محيط خنثی:مرحله دوم  

 چرخش   به  شروع  تا  کرده  گرادسانتی  درجه  37  دمای   با  انکوباتور  وارد  و  ریخته  اپندروف  داخل  سپس  شد  حل(  آب  %20  و  متانول

 . گرفته شد HPLCهای مختلف نانومتر، از نمونه در زمان 362 موج طول در و نماید

به حدود   pHتا    سدیم  کربنات   045/0با    گرم سدیم بی کربنات  385/0لیتر آب مقطر با  میلی  40  محيط بازي:مرحله سوم  

  %20  و  متانول   %80)  حلال  از  لیتر میلی  10  مقدار  در  دارو  ٪20گرم از نمونه الکتروریسی شده حاوی  میلی  5  و با  برسد   9تا    8عدد  

گراد کرده تا شروع به چرخش نماید و در  درجه سانتی  37شد سپس داخل اپندروف ریخته و وارد انکوباتور با دمای    مخلوط(  آب

 . [31 ،30] گرفته شد  HPLCساعت  48تا  های مختلفنانومتر، از نمونه در زمان 263طول موج 
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 HPLCآماده سازي نمونه براي تست 

میلی لیتر    100اضافه کرده، با افزودن آب به حجم    %65میلی لیتر متانول با غلظت   1استاندارد را به  ابتدا یک گرم از نمونه  

رسانده و آن را حل کرده، سپس به دستگاه تزریق کرده و همین مراحل را برای نمونه حقیقی نیز انجام داده شد. در صورتی که 

اما اگر زمان  ؛  کنیم و آنها را از نور مستقیم دور نگهداریمها را درون یخچال نگهداری می زمان تزریق نهایتا یک روز باشد، نمونه 

 .کنیمدرجه سانتی گراد نگهداری می  -20ها را در دمای بیشتری مورد نیاز باشد، نمونه 

 

 آماده سازي تست مکانيکی کشش 

ساعت الکتروریسی شده، سپس ضخامت    4متر به مدت  سانتی  10و فاصله    6/0و دبی    28با ولتاژ  ها  در این روش، ابتدا نمونه 

  مکانیکی   تست  انجام  جهت  و   شده  بریده   متر  سانتی  5  در  مترسانتی   1  ابعاد  به  و  شد  گیری و عرض بافت الکتروریسی شده اندازه

  و  شود  انجام  ساعت   4  زمان  با  الکتروریسی  است  لازم  مکانیکی،  تست  انجام  برای .  گرفت  قرار  آلومینیوم  ورق  جنس  از  قاب  درون

 .میلی متر بدست آید 8/0ت ضخام
 

 HPLCشده توسط هاي کاليبراسيون رهایش داروي کپسوله ایزوترم

متانول و   %80پردازیم. در ابتدا، محلول استوک با ترکیب می شدهرهایش جنیستین کپسوله های در اینجا به بررسی ایزوترم

های  شده حاوی جنیستین را برداشته و با مخلوط   کپسولهگرم از نمونه    1/0آب در یک بالن ژوژه حاصل شد. سپس مقدار    20%

  .بنابراین، دو نمونه شاهد و یک نمونه اصلی آماده شدند؛  آب تا حجم موردنیاز رسانده شد  20متانول و    80مختلف به حجم درصد  

شوند.  تزریق می HPLC میلی لیتر از محلول شاهد را برداشته و به دستگاه   9میلی لیتر از نمونه اصلی و مقدار    1سپس به مقدار  

دقیقه، سطح زیر   10و در زمان  نانومتر    266آب ساخته شده و در طول موج    %15استونیتریل و    %85محلول الوشن با ترکیب  

، نمونه کپسوله شده را روی نمودار کالیبراسیون برده و غلظت داروی بارگذاری شده به دست  در نتیجه شود.  بررسی میها  پیک

 .آیدمی 

 

 MTTآزمون 

نامحلول فورمازان در حلال مناسب توسط دی متیل سولفوکساید ) به به صورت محلول در می(  DMSOبلورهای  آیند و 

های زنده باشد.  تواند نشان دهنده درصد سلول شود. مقدار بلور فورمازان ایجاد شده می سنجی می های اسپکترومتری مقدار  روش

تر و تعدادشان بیشتر باشد میزان رنگ ایجاد شده بیشتر است. جذب نوری رنگ ارغوانی ظاهر شده در طول  ها فعال هرچه سلول 

خانه قرار داده شد   96داربست بدست آمده روی پلیت   [. 33 ,32شود ]با استفاده از دستگاه الیزا ریدر اندازه گیری می  540موج  

دقیقه شست    5هر بار به مدت    PBSدوبار با    استریل شدند سپس داربست  UVدقیقه توسط اشعه    20دوطرف داربست به مدت  و  

های  محتوی داربستخانه    96پلیت    در هر چاهک،  5×310تعداد  فیبروبلاست موشی، به   L929 بدین منظور از سلولو شو شدند.  

  PBS  10% حاوی   DMEMبه عنوان گروه کنترل( کشت داده شدند. محیط کشت حاوی  )های بدون داربست  خانه   استریل شده و

  72و    24شد. پس از گذشت زمان    انکوبه  2CO  5%درجه سانتیگراد و یک اتمسفر مرطوب با  37روی داربست ریخته و در دمای  

ها ریخته شد  میکرولیتر روی سلول   100به میزان   (g/L  005/0  با غلظت )  MTTها دور ریخته شد. رنگ  ساعت محیط کشت سلول 

های فورمازان ها برداشته شده و کریستال درجه سانتیگراد انکوبه شد. سپس مایع رویی روی سلول   37ساعت در دمای    4و به مدت  

  540در طول موج    ELX800  غلظت فورمازان با دستگاه خوانش میکرو پلیت ریدر  پایاندر    حل شدند.  DMSOاز    µl/well 100در  

اتصال و رشد سلولی با میکروسکوپ نوری   کنترل  از نظر آماری معنی دار در نظر گرفته شد.  P<0.05مقدار    نانومتر قرائت شد.

 .[34شد ] برای تعیین سازگاری سلولی و مشاهده مورفولوژی استفاده    SEMمعکوس و 
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 بحث و نتایج 

 حاوي جنيستين PCLهاي نانوکپسوله HNMR1 سنجیتحليل و تفسير طيف

کامل حل شد، سپس نمونه در درون دستگاه قرار داده شد و    DMSOسی سی از حلال    5/0با مقدار    نمونهگرم از  میلی   5

باشد که بخش گلیکوزیل آن ( مشخص شده است جنیستین یک گلیکوزید می 1همانطور که از شکل ) مورد بررسی قرار گرفت.

یک است که در  تهای آروماآگلیکون دارای پروتون  قرار دارند و بخش  ppm  5/4تا    3های آلیفاتیک بوده و از ناحیه  دارای پروتون

های آروماتیک با شدت ضعیفتری خود را نشان  قرار گرفته است ولی معمولا در این ترکیبات پروتون  ppm  5/8تا    5/6محدوده  

 یک  انتگرال   با  دار  کربونیل   حلقه  βاست. همچنین پروتون وینیلی موجود در موقعیت    آنه به دلیل عدم حلالیت خوب  دهند کمی 

نمونه    1H NMRدر طیف  ها  مابقی سیگنال .  باشد می   ترکیب  فلاونی   بخش  وجود  تایید  که  است  گرفته  قرار  5/18ppm δ =در

 . [ 35]  باشدمی  آلیفاتیک پلی کاپرولاکتونهای کپسوله شده مربوط به پروتون

 

 داروي نانوکپسوله شده  1H NMRطيف  -1شکل 

 FT-IR تحليل و تفسير آناليز
یم و در دستگاه  رآوبرمید مخلوط و به صورت پودر در می میلی گرم پتاسیم   50گرم از نمونه اولیه را در مقدار  میلی   5حدود  

قرار داده    FTIRمخصوص قرار داده و فشار میدهیم تا قرص شفاف به دست بیاید. سپس قرص را در قسمت محفظه نمونه دستگاه  

و نمونه  الف(   2)  شکل  ترکیب موثره جنیستین FTIRبا مقایسه طیف دهیم تا نتیجه حاصل شود. و تنظیمات دستگاه را انجام می 

تواند بر اثر پوشش دهی باشد  می   حذف شده است که  OH–درمی یابیم که ارتعاش کششی گروه عاملی  ب(    2)  شکل  کپسوله شده

باشد  می   افزایش یافته که مربوط به وجود این گروه عاملی در پوشش پلی کاپرولاکتون  C=O–در حالیکه شدت پیک ارتعاشی گروه  

الکتروریسی الیاف    ج(  3)  شکلاما مابقی ارتعاشات با کاهش شدت روبرو هستند که مربوط به پوشش دهی آنها است. همچنین در  

و   ناحیه    PVAژلاتین  نشان   3280در  را  قوی  و  وسیع  نوار  برهمکنش می   یک  حاصل  که  گروه  های  دهد  قوی  مولکولی  بین 

  CHبه نوارهای مشخصه ارتعاشی کششی    2917باشد در حالیکه باند کوچک در ناحیه  می   با گروه آمید ژلاتین  PVAهیدروکسیل  

نشان    1690تر در ناحیه  و جابه جایی آن به عدد موجی پایین  C=Oآلیفاتیک اختصاص دارد. کاهش شدت نوار ارتعاشی کششی  

 باشد. می  PVAدهتده پوشش دهی پلی کاپرولاکتون با لایه ژلاتینی و 

در پوشش ثانویه ژلاتین و پلی وینیل الکل -2CHهای مربوط به افزایش تعداد گروه  cm   2514-1نوار ارتعاشی در عدد موجی

 . [36]باشند می  N-Cو  O-Cهای عاملی مربوط به گروه  cm  4132-1و  cm  8110-1است. همچنین ارتعاشات کششی 
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 نمونه الکتروریسی شده   )ج(نمونه کپسوله شده؛  )ب( ؛ جنيستين )الف(مربوط به  FTIRهاي طيف -2 شکل

 UVـ  Visآناليز 

شکل   طیف3در  نمونه    UV-Visهای  ،  به  )ب(،    )الف(،  جنیستین  استانداردمربوط  شده  استخراج  جنیستین  جنیستین 

 الکترونی   بر اساس انتقالات  UVـ  Visنمایش داده شده است. بیشتر کاربرد الکتروسکوپی    محصول نهایی )د(و    نانوکپسوله شده )ج(
*πn →     و*π→ π    نانومتر قرار دارند. هردو این   700  تا  200است. انرژی مورد نیاز برای این نوع از انتقالات الکترونی در محدوده

پیوندهای غیر اشباع دوگانه، سه گانه یا آروماتیکی در ساختار مولکول روی می غیر پیوندی و  های  الکترونانتقالات به دلیل وجود  

و با توجه    [37و  36] حضور داردها  در تمامی نمونه   که   π→ π*  نانومتر دارای انتقال   266هند. طول موج جذبی عصاره جنیستین  د

 به پوشش دهی مضاعف این ترکیب موثره، شدت جذب آن بتدریج کاهش یافته است. 

 

 

نانوالياف  ، د( نانو کپسوله شده، ج( جنيستين  استخراج شده جنيستينيستين استاندارد، ب( ، الف( جنUV-Vis طيف -3 شکل

 حاوي جنيستين نانوکپسوله  الکتروریسی شده

 (SEM)تصاویر ميکروسکوپ الکترونی روبشی 

نوعی میکروسکوپ الکترونی است که در این نوع میکروسکوپ الکترون به سطح نمونه   SEMمیکروسکوپ الکترونی روبشی یا  

به عبارت دیگر این نوع میکروسکوپ ؛  شود تا تصویر مرئی ایجاد شودگردد و توسط دتکتورها جمع آوری میتابیده شده منعکس می
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برابر با قدرت تفکیکی    500000تا    10با بزرگنمایی   برداری از سطوح دهد که قابلیت عکس فقط از ساختار سطحی نمونه تصویر می

 نانومتر )بسته به نوع نمونه( را دارد.  20تا  1کمتر از 

  4در شکل )  داروی جنیستین  %20حاوی    الیاف الکترولیسی  الف( و4جنیستین در شکل )  حاوی های  نانوکپسوله  مورفولوژی 

تا    20اندازه ذرات را در محدوده    نانوکپسوله شده،جنیستین    های بهینهنمونهبررسی قطر و مورفولوژی    شده است.نشان داده  ب(  

  بیانگر ،  بودند  ه دارای الیاف بدون عیوب ساختاری داروی کپسوله شده ک  %20الیاف الکتروریسی حاوی    ودهد  می   نانومتر نشان  30

به تصاویر    .[ 40-37]  نانومتر هستند   45  قطرمیانگین   برای می   ، درSEMبا توجه  یابیم که روش کوآسرواسیون روش مناسبی 

تواند در  می   که به خوبی  نانومتر به صورت کروی ایجاد شده است  30نانوکپسوله کردن ماده موثر بوده زیرا اندازه ذرات در زیر  

های داخل الیاف الکتروریسی شده به طور یکنواخت پراکنده شود و در نهایت یک بستر مناسب و قابل دسترسی را برای سلول 

 کشت داده شده جهت آزادسازی دارو فراهم آورد. 
 

 

 داروي نمونه کپسوله شده   % 20الياف الکتروریسی حاوي جنيستين ب(  حاويهاي الف( نانوکپسولهاز  SEMتصویر   - 4شکل 

 الياف الکتروریسی شده( Tension)  تست مکانيکی کششبررسی 

ساختارهای به کاربرده شده در مهندسی بافت باید قدرت مکانیکی مناسب جهت تقلید از شرایط بیولوژیکی بدن موجود زنده 

کارایی نانو الیاف، تعیین حداکثر نیروی کششی است که ساختار   از مهمترین خواص مورد بررسی جهت تعیین  یکی  را داشته باشند.

گیرد، میزان فشار بر  از پارامترهای مهم که در تست کشش مورد ارزیابی قرار میهمچنین  تواند در راستای محور تحمل کند.  می 

 کند.درصد بیان می ی آن را برحسبنسبت به کشش است که این کمیت میزان تغییر طول نمونه نسبت به طول اولیه  MPaحسب  

PVA    و در مقابلبه دلیل ساختار کریستالی که دارد، بسیار پایدار بوده GE   بعنوان پلیمر   کهاست  پلیمری با ارتجاعیت بالا

موجب استحکام نسبی  ها را دارد که  پذیر در مهندسی بافت توانایی ایجاد چسبندگی سلولی و حفظ خواص عملکردی سلولتخریب

 بالا را  با استحکام  یبه دلیل وجود باندها و اتصالات داخلی، ساختارهای  GE  با  PVAکردن  در نتیجه آمیخته    گردددر این پلیمر می

باعث بهبود خاصیت ارتجاعی بودن و افزایش میزان کشیدگی در    PVAبه    GE  بر اساس تست انجام شده افزودنمنجر شده و  

 MPa  بوده و برای الیاف بدون دارو  MPa  33/51داروی کپسوله    %20برای الیاف با   گردد. مدول الاستیکینقطه گسیختگی می

تست   ( بررسیالف  5د. در شکل )نکه نشان دهنده این است که الیاف دارای داروی کپسوله مقاومت بهتری دار  باشدمی   11/25

 %15)  3)بدون دارو( و نمودار    2( دارو، نمودار  %20)  1نمودار  افزایش طول نسبی بر حسب فشار برای الیاف الکتروریسی شده،  

باشد که با  دارو می  % 20، بهترین حالت برای  ( 2و جدول )  (1و نتایج جدول )  (الف و ب   5دارو( بررسی شده است. مطابق شکل )

استحکام یا مقاومت کششی الیاف الکتروریسی حاوی  گردد و  الکتروریسی شده افزوده می   های الیاف  افزایش میزان دارو پایداری 

باشد. همچنین نمونه بدون دارو دارای ( می MPa  52/0( بسیار بالاتر از الیاف الکتروریسی بدون دارو )MPa  29/1)  مقدار بهینه دارو

باشد و تغییر شکل آن در هنگام ازدیاد طول غیر یکنواخت بوده که نشان دهنده ناهمسانی در  دو حد تسلیم بالایی و پایینی می

 . [41و 40] باشد و برای کاربردهای مربوطه نامطلوب است استحکام ساختار می 
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)بدون دارو(   2دارو(، نمودار   %20) 1 نمودار، و کشش بر حسب تنش و نيروي واردهافزایش طول نسبی  بررسی الف( -5شکل  

 )بدون دارو(. 2دارو( و نمودار  ٪20) 1بررسی تست کشش بر حسب نيرو، نمودار  ب(، دارو(  15)% 3و نمودار 

 تنشتست افزایش طول نسبی بر حسب  -1جدول 

 شکست  افزایش طول در نقطه )%( کرنش در نقطه شکست مدول الاستیکی  
(mm) 

 حداکثر تنش
(MPa) 

 حداکثر نیرو
(N) 

1 33/51 65/18 31/3 25/1 19/1 

2 11/25 04/20 82/3 99/1 65/0 

3 91/49 20/18 33/3 49/1 55/1 

 37/0 31/0 23/0 95/0 04/12 انحراف

 13/1 58/1 49/3 08/19 12/42 میانگین 

 تست کشش برحسب نيرو -2جدول 

 (MPa) تنش در نقطه شکست (MPa) حداکثر تنش 

1 29/1 33/1 

2 52/0 49/0 

 42/0 39/0 انحراف معیار 

 91/0 90/0 میانگین 

 

 (%EE)درصد بارگذاري دارو   محاسبه

ارو در  . وزن دپرداخته شده استشده در محیط خنثی    کپسوله  جنیستین  دارو( به بررسی کالیبراسیون رهایش  6در )شکل  

بر طبق   دهی داروباشد، میزان بازمی   گرم  00323/0و وزن داروی اولیه  گرم    00298/0  بر طبق منحنی کالیبراسیون  نانوکپسول

 . [42] درصد بدست آمد 3/92 (1معادله )

%EE  =
وزن  دارو  در نانو کپسول  ها

وزن  داروی  اولیه 
∗ 100                                                                                             (1) 
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 کاليبراسيون رهایش داروي نانوکپسوله شده در محيط خنثی منحنی   -6شکل 

 بر رفتار رهاسازي دارو  pH تأثير
( و بازی 2(، اسیدی )7خنثی ))مختلف   pHرهایش داروی جنیستین کپسوله الکتروریسی شده در سه محیط با    (7شکل )در  

تواند منجر به  محیط اسیدی می  pHو    تر از محیط اسیدی دهد. رهایش دارو در محیط قلیایی و خنثی آهستهمی  را نشان  ((5/8)

های به کار رفته برای کپسوله کردن و الکتروریسی  توان اینطور نتیجه گیری کرد که حامل می  یک رهایش انفجاری ماده موثره گردد.

محیط توجه  pHباید به  نسبت به محیط اسیدی حساس هستند، لذا در به کارگیری محصول  (  PVAپلی کاپرولاکتون، ژلاتین و  )

ساعت    48و رهاسازی کامل دارو در مدت زمان    ساعت اول مشاهده گردید  5/7شود. به طور کلی یک رهایش قابل ملاحظه در طی  

 . [ 31  ،30]  دیانجامبه طول 

 

 مختلف  pHکپسوله الکتروریسی شده در  مقایسه رهایش داروي جنيستين  -7شکل 

 MTTنتایج حاصل از آزمون 
های مختلف داروی کپسوله الکتروریسی با غلظت   زنده مانی سلول در معرض  فعالیت سلولی و( نتایج حاصل از  8)  شکلدر  

محلولی که حاوی داروی کپسوله الکتروریسی شده در    ساعت دارای سمیت نیستند.  72  طیدهد که هیچ یک از موارد  نشان می 

در طی انجام  ها شده است.  بالاتر رفته و باعث رشد سلول(  TCPهای کنترل )باشد از سطح نمودار سلول( می5نمونه  حالت بهینه ) 

میزان اثر بخشی داربست با دارو و داربست بدون دارو با یکدیگر مقایسه شد، با بررسی   L929  بر روی رده سلولی MTT های تست

و مقدار زنده مانی سلول بالاتر رفته است.    افزایش  5نمودارهای بدست آمده به خوبی مشخص گردید که تکثیر سلولی در نمونه  
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بالا   5درنمونه    % 120  ی بالا   میزان اثربخشی و تکثیر و مقدار زنده مانی سلول تا  %20همچنین با افزایش میزان دارو در داربست تا  

 . [44و 43]رود می 

 مورد تست قرار گرفتندهایی که نمونه -3جدول 

 ولتاژ  دبی فاصله زمان الکتروریسی  نوع داربست نمونه 

 28 6/0 10 ساعت 5/1 داربست بدون دارو 1

 28 6/0 10 ساعت 5/1 دارو ٪15داربست  2

 28 6/0 10 ساعت 45/2 دارو ٪15داربست  3

 28 6/0 10 ساعت 5/1 دارو ٪20داربست  4

 28 6/0 10 ساعت 45/2 دارو ٪20داربست  5

TCP TCP سلول کنترل 

 

 
 ساعت   72 ،بازه زمانیدر  MTTحاصل از آزمون  نتایج   -8 شکل

 (SEM) الکترونیميکروسکوپ 

داربست را بعد از  SEM تصاویر ، 8استفاده شد. شکل   SEM برای بررسی چسبندگی سلولی و مورفولوژی از تصویربرداری 

حاوی داربست    9شود، شکل  می   همانطور که مشاهده .  دهدمی   ساعت نشان 72فیبروبلاست موشی پس از   L929 های کاشت سلول 

چسبیده و تکثیر پیدا کرده اند که این یک ها  به نمونه  L929های بر اساس تصاویر، سلول .دهدمی   نشانرا    (5نمونه  )دارو    20%

بصورت اشکال   L929 های است. تکثیر سلول in-vivo عامل اساسی در سازگاری سلولی و موفقیت نهایی در استفاده از داربست

ساعت زمان الکترولیسی( شرایط چسبندگی    54/2)  5دارو نمونه    %20ها ظاهر شدند. از این رو داربست حاوی  کروی بر روی نمونه

تطابق    MTTچسبندگی و تکثیر سلولی با نتایج    این  همچنین کرده است.  فیبروبلاست موشی را فراهم   L929 های و تکثیر سلول 

 . [ 40] کامل دارد

 

http://www.ieaj.ir/


 12 -26، ص  1403بهار و تابستان   ،28پژوهش در شیمی و مهندسی شیمی، شماره 

ISSN: 2588-2805 

http://www.ieaj.ir 

 

 
 دارو  %20حاوي  بر روي داربست L929تکثير رده سلولی  SEM ویرتص  -9شکل 

 گيري نتيجه 

فیزیولوژیک مناسب، قرار داشته   وساختار شیمیایی  پایه ساخت داربست با  با توجه به اینکه هدف اصلی در مهندسی بافت بر  

های دارای ویژگی  باید  در نتیجه داربست( عمل کند.  in vivoبتواند مانند ماتریکس خارج سلولی در محیط درون تنی )اینکه  و  

تخریب پذیری، غیر سمی بودن، آبدوستی مناسب و استحکام مطلوب باشد که در عین حال بتواند ترکیبات موثره  زیست سازگاری،  

در این پروژه،   دیده را فراهم آورد.را جهت اتصال، تکثیر و عملکرد سلولی، ذخیره و رهاسازی نماید تا امکان جایگزینی بافت آسیب  

بر همین اساس یکی از بهترین پلیمرهای کاربردی زیست سازگار )پلی کاپرولاکتون( برای کپسوله کردن ماده موثره جنیستین  

گریز بودن آن، از ترکیبات ژلاتین و پلی وینیل الکل برای تولید الیاف الکتروریسی شده بهره  استفاده شده است ولی با توجه به آب

بردیم که قابلیت تر شدن و آبدوستی داربست افزایش یابد و بتواند به توزیع یکنواخت سلولی بر روی نانوالیاف کمک کند. همچنین  

پلیمر طبیع به عنوان یک  پروتئین است خود  نوعی  بافتژلاتین که  مانند پوست و استخوان وجود داشته و  ی در  های حیوانی 

ماده موثره جنیستین باعث افزایش تکثیر اپیدرم شده و کلاژن   از طرفی   چسبندگی و تکثیر سلولی شود.   تواند منجر به افزایشمی 

بنابراین با انتخاب اجزای مناسب برای تولید  ؛  بخشدهای التهابی بهبودی زخم را تسریع میپاسخ   پوستی را افزایش داده و با تعدیل

ایم شرایط مناسبی برای تکثیر و چسبندگی  طبیعی بدن دارند توانسته  (ECM)   ماتریکس خارج سلولی  نانوالیافی که شباهت به 

و استحکام یا مقاوت    مدول الاستیکی  گردد.فیبروبلاست موشی فراهم آوردیم که با نتایج گزارش شده تایید می  L929  های سلول 

با   کششی الیاف  ترتیب  داروی کپسوله  % 20برای  مقاومت خوبی  (MPa  29/1)و    (MPa  33 /51)   به  دارای  که  داده شد    نشان 

 ساعت دارای سمیت نمی باشد.  72و نشان داده شد که در طی  درصد بدست آمد 3/92میزان بازدهی دارو باشد.  می 
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