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 با شدهي ار ذبارگ توسانینانوذرات ک يحاو  شمیابر نیبروئ یخواص داربست ف یو بررس ساخت

 استخوان  يبازساز  در  کاربرد منظور به  دیاس کیآسکورب
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بارگذاري   توسانیک نانوذرات  حاوي ینی بروئیف داربست  خواص یبررس و  ساخت پژوهش،  ن یا از هدف     هدیچک 

  ساخته  یونی شدنژل  روش  به توسانیک-دیاس کیآسکورب نانوذرات  ،راي این منظورب. بود دیاس کیآسکوربشده با 
نشان دادند که   (DLS) یکینامینور د یپراکندگ جیو نتا (SEM) یروبش ی الکترون کروسکوپیم ریتصاو. شدند

در داخل   نانوذراتاز  ی مختلف ر یمقاد سپس، هستند.  ترنانوم 200 نی انگیمبا اندازه  ی ذرات ي دارا شکلي کرو  نانوذرات
  ریتأثشدند.  هیته  يانجماد شیبه روش خشکا نظرمورد يهاداربست  و گرفت قرار  شمیابر ن یبروئیمحلول ف

 ت،ی سمّ دارو،  شیرها آب،  جذب  ، يساختار رات یی تغ ،یشناسخت یر يهای ژگیو بر  نانوذراتمختلف  يهاغلظت

  جی. نتاشد یبررس و مطالعه ،MG63 هرد  ياستئوسارکوما يهاسلول فسفاتاز نیآلکال تی فعال و یچسبندگ
 ی بررسکرد.  دییتأدر داربست را  نانوذرات وجود ،(FTIR)فروسرخ  هیفور لیتبد یسنج ف ی ط از  آمدهدستبه
 متصلهم به  يهاهمتخلخل با حفر يساختار ي دارا هاداربست  همهنشان داد که  هاداربست مقطع  سطح  یشناسختیر

در همه   دیاس کی آسکورب ش یرهاو درصد تخلخل شد.  هاه سبب کاهش اندازه قطر حفر نانوذرات شی . افزاهستند
  . یافت ادامه روز 14 تاسپس به صورت کنترل شده  و شد شروع  ه،یساعت اول 24در  يانفجار شیرها با ها،نمونه
  داد نشان  یسلول يهای . بررسدر داربست افزایش یافت  با افزایش درصد نانو ذرات  دیاس کیآسکورب ش یرها مقدار 

  .چسبندمی  هاه حفر وارهیو د هاداربست سطح  هب یخوببه  MG63 يهاسلول و ست ین ت یسمّ ي دارا ، که داربست
 .بدایمی  شیافزا  ،دیاس کیآسکورب مقدار  شی با افزا  ،MG63 يهاسلول فسفاتاز   نی آلکال تیفعال و  ریتکثهمچنین 
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 Abstract     The aim of this study was to fabricate and characterize silk fibroin scaffold containing chitosan 
nanoparticle loaded with ascorbic acid. Therefore, ascorbic acid- chitosan nanoparticles were fabricated using 
the ionic gelation method. Scanning Electron Microscopy (SEM) images and Dynamic Light Scattering 
(DLS) results showed that the nanoparticles are spherical with the average size of 200 nm. Then, different 
amounts of nanoparticles were placed in the silk fibroin solution, and finally, the scaffolds were prepared by 
the freeze-drying method. The effect of nanoparticle concentrations on various properties such as 
morphology, structural changes, water absorption, drug release, toxicity, adhesion, and alkaline phosphatase 
activity of MG63 cells were studied. The results of Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) 
confirmed the presence of nanoparticles in the scaffold. Morphological examinations of the cross-section of 
the scaffold showed that all scaffolds have a porous structure with interconnected pores. The mean size of the 
pores and porosity percentages reduced as the nanoparticle content rose. The release of ascorbic acid in all 
samples started with the burst release in the first 24 hours and then continued with a controlled release for up 
to 14 days. Higher amounts of ascorbic acid were released from the scaffold containing more nanoparticles. 
Cellular studies showed that the scaffold was non-toxic and that MG63 cells adhered well onto the surface of 
the scaffold and the pores’ wall. Also, the proliferation and alkaline phosphatase activity of MG63 cells 
increased with increasing ascorbic acid amounts. 
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 مقدمه -1
میم بافت استخوان  تر در چشمگیرهاي پیشرفت با وجود 

هاي پیوند از قبیل  ،ي موجودهاروش هاي اخیر، در سال 
علم مواد در  .هستندهاي بسیاري داراي محدودیت ،1استخوانی

اما است،  کردهتوجهی کمک قابل  ،هاي استخوانیجایگزین یهته
جمله   از ،همچنان درمان بسیاري از ضایعات استخوانی شدید

همراه است و   فراوانیبا مشکلات  ،ضایعات استخوانی بزرگ
ها استفاده از این روش. ]1[دهد رخ نمیمیم کامل تر در واقع،

ایمنی، تغییرات  ستمیس بنامطلوپاسخ  لیقببا مشکلاتی از 
هاي جراحی  ساختاري ناخواسته در بافت بدن و نیاز به عمل

مهندسی بافت  به  ،. به همین سبب]2[ متعدد همراه است
در  در حال رشد،نوظهور و  ايرشتهعنوان به ،2استخوان

براي حفظ   ،تیبترینااست. به شده توجه بسیار  ،هاي اخیرسال 
کمک علم مهندسی بافت،  به ،ها یا بازسازي آن  هابافت عملکرد 

موقت براي  ايزمینهعنوان نیاز است تا به 3یبه الگو یا داربست
ي هابافت گیري و رشد ها عمل کند و موجب شکل رشد سلول 

 درپلیمرهاي طبیعی و مصنوعی مختلفی  .استخوانی شود
به   ،هادر میان آن که انده شدمهندسی بافت استخوان مطالعه 

سلولی، خارج یس تربه ما  شاندلیل شباهتبه  ،پلیمرهاي طبیعی
 ،بخشیدن به روند بازسازي استخوان یت و سرعت سمّ عدم

خواص  داشتندلیل به  ،فیبروئین ابریشم. شده استبسیار توجه 
پاسخ ایمنی،  سی خوب، عدم ترنظیر قیمت ارزان، دس یمطلوب

 
1 Bone Grafts 
2 Bone Tissue Engineering 
3 Scaffold 

  و یچسبندگ کنترل، قابل  بیتخر مناسب، یکی مکانهاي ویژگی
بافت   یدر مهندس ياگسترده کاربرد مناسب، یسلول ریتکث

دلیل به  ،، در فیبروئین ابریشموجود نیا با. ]3[  دارد استخوان
روند بازسازي بافت   ،پایین 4هدایت استخوانیخاصیت 

براي بهبود قابلیت   رو،ازایند. رومی پیشکندي استخوان به 
هاي ي فیبروئینی، استفاده از عامل هاداربست  زاییاستخوان

 گزارش. ]4و  2[ است و بررسی شدهاستخوانی مطالعه  يالقا
ي هاداربست حاوي دارو در  نانوذراتشده است که قرارگیري 

حلی مناسب براي رساندن هدفمند دارو  ه را ،پذیرتخریب زیست
 ].4[ شده استلتربا رهایش منظم و کن

از انواع پلیمرهاي زیستی کاتیونی است که   ،کیتوسان
 ستردس پذیري و درتخریبسازگاري، زیست دلیل زیستبه 

شده دارو لنتربراي رهایش هدفمند و ک ،عنوان حاملبودن به 
. براي  ]6و  5[ گرفته است  مطالعه قرارمورد در مهندسی بافت 

ینات ژکامپوزیتی بر پایه آل ی، داربست]7[ و همکاران 5لینا ،مثال
و ژلاتین ساختند که نانوذرات کیتوسان حاوي داروي  

دارویی گیاهی  ،نینیبیلیسدر آن بارگذاري شده بود.  6نینیبیلیس
  دستبه 7مریمکه از گیاه خارا است هگنانیفلاونولشده از مشتق

. قراردادن این  است زاییاستخوان  هايویژگیآید و داراي می
شده و لترباعث رهایش کن ،دارو در نانوذرات کیتوسان

گذاري دارو در داربست  بار  ،شود. همچنینآن می ترطولانی 
 کند.از رهایش انفجاري ابتدایی آن جلوگیري می ،پلیمري
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  سازشبکه از عواملتوان براي تهیه نانوذرات کیتوسان می
اکسال استفاده  آلدهید و گلی، گلوتارگلیکولنظیر اتیلن ،شیمیایی

  استفاده قابل پزشکی  در ،یتسمّ دلیلبه  ،اما این مواد ،کرد
ي آمین در هاگروه  باردارشدنقابلیت  دلیلبه ، . کیتوسانیستندن

با   تواندیمآید و شمار میساکارید کاتیونی به پلی ،محیط اسیدي
اتصال یابد و   ،هافسفات و  هاسولفاتمثل  ،ي بار منفیهاگروه 

هاي ژل تولید کند. ایجاد اتصالات فیزیکی از طریق واکنش 
ات ین جایگزین براي جلوگیري از اثرتربه ،واستاتیکترالک

فسفات، با  يتر . سدیماستهاي شیمیایی دهندهنامطلوب اتصال 
با   ، هاي فسفات خودگروه  وسیلهبه تواند می ،آنیونیماهیت پلی 

واستاتیک واکنش دهد. کترصورت البه  هاي آمین کیتوسانگروه 
شده و محلول   شکليکرو ،کیتوسان ،این واکنش دنباله ب

 . ]8[ ودشمیکلوئیدي ایجاد 
سی آسان،  ترقابلیت دس ، با1آورخوان استهاي ریزمولکول

  قرار پژوهشگران توجه موردبسیار  ،یت و قیمت پایینسمّ عدم
توانایی عبور از   ،هاکوچک این مولکول اندازه ،. درواقع اندگرفته

زا را به هاي استخوانسیتوپلاسم و تحریک مستقیم سیگنال
هاي مولکولاز ریز آسکوربیک اسید،. ]9[ دهدها می آن

 يسازمان دارو و غذایه تأییدس و داراي ترقیمت، در دسارزان
و تمایز   ییتوانا ياست که باعث ارتقا (FDA) اکیمرا

  ،ین ویتامین محلول در آبشود. امی 2ساز استخوانهاي سلول 
کند نوع اول عمل می  سنتز کلاژندر  ،آنزیم 3عامل هم عنوانبه 

شود. یس خارج سلولی میترو باعث تحریک تشکیل ما 
ها، تقویت سیستم ایمنی بدن و میم زخمتراز آن براي  ،نینمچه

 موارد دیگرو  درمانی هاي شیمیاثر ضدسرطانی دارو افزایش 
 .دکننیماستفاده 

شدت آسکوربیک اسید به، هاویژگیاین  با وجود
ي هاون، یدکنندهیاکسدر معرض نور، عوامل  و  ناپایدار است

 خواصش را از ،فلزي مانند مس، دما، اکسیژن و رطوبت هوا
در حضور  ژهیوبهدر اثر حرارت  ،این ویتامین .دهدیمدست 
اثري روي آن  ،اما انجماد ،رودیم زود ازبین  ،مانند مس ،فلزات
با   یحاملآن در  4پوشینه دارکردن  ن،یبنابرا ].11 و 10[ ندارد

 
1 Osteoinductive 
2 Osteoblast 
3 Cofactor 
4 Encapsulation 

و  رویکردي مناسب براي بهبود پایداريتواند می ،ابعاد نانو
 .]11[ آن در کنار حفظ خواصش باشد افزایش ماندگاري

 نانوذراتیابی ساخت و مشخصه  ،هدف این پژوهش
ي آن در داربست  ریقرارگو  آسکوربیک اسیدکیتوسان حاوي 

 .سازي بافت استخوان استمنظور بهبود بازفیبروئین ابریشم، به
 به آسکوربیک اسید،کیتوسان حاوي  نانوذرات ،بنابراین، ابتدا

هاي مختلف  در غلظت ،سنتز شد. سپس ،شدن یونیروش ژل 
ول فیبروئین ابریشم  به محل تر،لیگرم بر میلی میلی  5و  3، 1

به روش  ،يبعد سهي هاداربست ،تیدرنهااضافه شد. 
شناسی و  . ساختار، ریخت شدندتهیه  ،خشکایش انجمادي

بررسی و با داربست فیبروئین ابریشم  هاداربست جذب آب 
ي  هاداربست از  آسکوربیک اسید. رهایش شدندمقایسه 

گیري شد. در اندازهفرابنفش -سنجی مرئیتوسط طیف نظرمورد
  مطالعات سلولی، شامل چسبندگی، سمیت سلولی و  ،آخر

 5ي استئوسارکوماهاي فعالیت آلکالین فسفاتاز روي سلول 
MG63 بررسی شد. هاداربست شده روي کشت داده 

 

 هامواد و روش -2
کرم ابریشم گیلان  هايپژوهش پیله کرم ابریشم از مرکز 

با وزن مولکولی پایین، با درصد  ،توسانیک خریداري شد.
شرکت بیوبیسک کانادا   ازدرصد،  85تا  75استیله دي

)CB0660(  (105669)ماید وبر نظیر لیتیم ،. سایر موادشدتهیه  ،
،  (100468) آسکوربیک اسید، (106699)فسفات يتر سدیم
  ، متانول (106462)هیدروکسید ، سدیم (100063)استیک  اسید

  (107017)درصد  ، اتانول (106392)سدیم  کربنات ،(106009)
خریداري  آلمانمرك  شرکتاز  (821881) گلیکول لنیاتی پلو 

 . ندشد
 

کیتوسان حاوي   نانوذراتیابی ي و مشخصه سازماده آ -2-1

 آسکوربیک اسید
حین سنتز  آسکوربیک اسید،ي بارگذار ،در این مطالعه

محلول   ،ابتدا ،منظور بدین. ]12[انجام شد  ،کیتوسان نانوذرات
حجمی  درصد 1کیتوسان در استیک اسید  درصد وزنی 3/0

محلول  تریلیل یم 10به  آسکوربیک اسیدگرم  1/0 تهیه شد.

 
5 Osteosarcoma 
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  pHهم زده شد،  کاملاًوقتی محلول  اضافه و شدهآمادهکیتوسان 

. شدتنظیم  NaOH، 6/4وزنی  درصد 20محلول  وسیلهبه آن
  5/0غلظت با  (TPP)فسفات ي تر آنیون سدیمپلی  محلول

به محلول فوق، تحت   ،ياقطره صورتبه تر،لیبر میلی گرمیلیم
با   ، . سوسپانسیون حاصلشداضافه  ،مغناطیسی سریع زدنهم

سانتریفیوژ شد  ،دقیقه 20مدت به  ،بر دقیقه دور 10000سرعت 
ي ریگاندازه منظوربه  )،1(روماند  و مایع شناور روي ذرات
نگهداري شد.  آسکوربیک اسید،ظرفیت بارگذاري داروي 

،  لسیوسلسیوسدرجه س  80در دماي منفی  ، رسوب حاصل
ساعت، تحت خشکایش انجمادي قرار گرفت.   72مدت به 

 آزادید براي تعیین درصد بارگذاري دارو، مقدار آسکوربیک اس
  ،بنفشفرا 2نورسنج-فیطبا استفاده از دستگاه  روماند، در مایع

منحنی استاندارد  و ي شدریگاندازه تر،نانوم 265 موج طول در 
 1/0ي بین هاغلظتبا  آسکوربیک اسید،ي مختلفی از هامحلول 

رسم شد. ظرفیت بارگذاري   ،تریلیلیمبر  گرمیلیم 005/0تا 
 شد:محاسبه  1معادله دارو با استفاده از 

 

)1                                   (
محتواي اسیدآسکوربیک در نانوذرات

محتواي کل اسیدآسکوربیک
× 100 

 

دستگاه   توسط شدهه یته نانوذرات شناسیریخت
 عیو توز. میانگین شدونی روبشی مطالعه ترمیکروسکوپ الک

توسط دستگاه   ،تیبتربه  ،هاآنو بار سطحی  اندازه ذرات
ي شد. ریگاندازه  4زتا  و پتانسیل 3پراکندگی نور دینامیکی

بین   کنشبرهم براي بررسی  فروسرخ،ی سنجفی طاز  ،نیهمچن
 استفاده شد. آسکوربیک اسید،کیتوسان و  نانوذرات

 
فیبروئینی حاوي  يهاداربست تهیه و بررسی خواص  -2-2

 آسکوربیک اسید-کیتوسان نانوذرات

 تهیه محلول فیبروئین ابریشم  -2-2-1
براي  .شدتلخیص  ،از پیله کرم ابریشم ،فیبروئین ابریشم

در محلول و ي بریده شدند ترکوچکبه قطعات  هاله یپاین کار، 
یی زداصمغساعت  1مدت به  ،مولار) 02/0کربنات (آبی سدیم

 
1 Supernatant 
2 Spectrophotometer 
3 Dynamic Light Scattering (DLS) 
4 Zeta Potential 

با آب مقطر سرد و آب   ،چرخهسه طی  هالهیپ  ،پسسشدند و 
شدند.   وشوشستدقیقه  15تا  10مدت مقطر گرم و هربار به 

  ،ساعت 24مدت به شود، خشک فیبروئین حاصل که براي این
ي هاله یپ قرار گرفت. سلسیوسدرجه  40دماي  کن باخشکدر 

  60در دماي  ،برماید مولار لیتیم 3/9شده در محلول ییزداصمغ
. محلول  شدندساعت حل  4به مدت  ،سلسیوس درجه 

دیونیزه دیالیز شد. در  آبدر  ،روز 3مدت به  ،آمدهدستبه 
 20مدت به  گلیکول،  لنیاتیپل ، دیالیز در محلول آخرمرحله 
 درصد  10ادامه پیدا کرد تا محلول فیبروئین غلیظ ( ، ساعت
 .]13[ آید دستبه وزنی)  

 
کامپوزیتی  يهاداربست ساخت و بررسی خواص  -2-2-2

 آسکوربیک اسید-کیتوسان نانوذراتفیبروئین حاوي 
  يحاو توسانیذرات کنانو  گرمیلیم 5و  3، 1
اضافه   ،نیبروئیمحلول ف تریلیلیم 1هر  يازابه  د،یاسکیآسکورب

شکل   به ،تحت خشکایش انجمادي ،زدنهم و پس از  شدند
 SF-Ch AA(1) ،SF-Ch تیبترها به . نمونه درآمدنداسفنج 

AA(3)  وSF-Ch AA(5)  بخار  تحت سپس،شدند.  يگذارنام  
شد. فیبروئین ایجاد  ها نمونه در 5ی عرضاتصال د،یآلدئگلوتار

  . انتخاب شد ) SF( نمونه شاهد عنوانبه  ، نانوذرهبدون 
، توسط  نظرموردهاي ها در داربست حفره شناسیریخت

  يهابررسی شد. اندازه حفره ، ونی روبشیترالک میکروسکوپ
گیري و اندازه ، ImageJافزار توسط نرم ها،داربستهریک از 

  ، . درصد تخلخل هر داربست شدمحاسبه ها حفرهمیانگین قطر 
از طریق   ،ونی روبشیترعکس میکروسکوپ الک پنجوسیله به 

 :شدمحاسبه  2معادله 
 

)2    (                                                            Ap
At

× 100 
 

ها در هر مقطع تخلخل  مساحت کل ،تیبتربه ، tAو  pAکه 
 .استعرضی و مساحت کل مقطع عرضی 

توسط   ،با فیبروئین ابریشم نانوذراتبین  کنشبرهم
  و بررسی  ،)FTIR(سنجی تبدیل فوریه فروسرخ دستگاه طیف 
توسط  ، cm 0040 -400- 1د موجعد هترها در گسطیف نمونه 

  براي، )oW(با وزن اولیه مشخص  هانمونه  ثبت شد. دستگاه

 
5 Cross-Link 
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ساعت در   24مدت ، به هاداربستبررسی جذب آب تعادلی 
قرار   )PBS(سالین در بافر فسفات سلسیوسدرجه  37دماي 
 و ]WW( ]14شدند (توزین  ،اضافی و بعد از حذف آب گرفتند

 محاسبه شد:  3توسط معادله ها  نسبت جذب آب تعادلی نمونه 
 

)3      (                                                  100 × Ww − W0
W0

 
 

 هاداربست بررسی رهایش آسکوربیک اسید از   -3-2
محلول فسفات بافر  ترلیمیلی  10در  ها داربست  ،ابتدا

دماي  با 1خانه لرزشیگرمدر  ،ور و سپسغوطه  )PBS(سالین 
قرار داده  ر دقیقهد دور  120سرعت  و سلسیوسدرجه  37

آزادشده از هر نمونه،  اسیدآسکوربیک 2چگالی اپتیکیشدند. 
 265در طول موج  ،بنفشفرا نورسنجفیط دستگاهتوسط 
  استاندارد،  یمنحن کمکبه  ت،یدرنها و يریگاندازه  ،نانومتر
محاسبه   نظرموردهاي آزادشده در زمان  اسیدآسکوربیک غلظت

با   اسیدآسکوربیکي رهایش هاداده بر این، با تطبیق  افزون  شد.
آن از هر   رهایش کینتیس، 4مطابق معادله مدل ریاضی 

 ]. 15[ داربست مشخص شد
 

)4                                                              ( Mt
M∞

= Ktn 
 

نامحدود آزاد   ی زماناست که در  ییدارو مقدار ،M∞ که
  ی ثابت ،nو  شیرها  زمان  ،t ش،یسرعت رها ثابت ، K شود،یم

 . استدارو  شیدهنده سازوکار رها است که نشان 
 
هاي تنی در مجاورت سلول ارزیابی سلولی برون  -2-4

MG63 
 آزمون چسبندگی سلولی و بقاي سلولی -2-4-1

براي بررسی بقاي سلولی و قابلیت چسبندگی سلولی 
رده   ياستئوسارکوماهاي شده، از سلولي ساختههاداربست 
MG63 .هاي کشت سلولی، نمونه  منظوربه استفاده شد

و   شده یلسترا درصد 70با استفاده از اتانول  ،شدهسازي آماده
شو  وشست  PBSدقت درون ظرف کشت با محلول ه ب ،سپس

،  MG63 هرد ياستئوسارکوما هاي ي کشت سلول برا داده شدند.

 10 (FBS)حاوي سرم جنین گاوي ، DMEMاز محیط کشت 

 
1 Shaker Incubator 
2 Optical Density 

  با  یسلول ونیسوسپانساستفاده شد.  3ترباس پندرصد  1و 
  سلول  کشت يهاظرف در هر خانه از  10000 تعداد

این   ،سپس و شد  ختهیر یداربست يهانمونه  يرو  ،یرنیاستای پل
درصد  95 در شرایط سلسیوسدرجه  37 خانهگرم در  هاظرف 

اکسید کربن قرار داده شدند. پس از  ديدرصد  5و رطوبت 
شده و   ها از محیط کشت خارجنمونه روز،  7گذشت 

 درصد 4 دئیآلدگلوتارتوسط  ، هر نمونه ههاي چسبیده بسلول 
 هايها در محلول اتانول با غلظت پس نمونه س .تثبیت شدند

  15حدود  درصد و در شرایط 100و  90، 70، 50صعودي 
ها  نمونه  . در آخر،شدند زدوده آب ، دقیقه در هر غلظت اتانول

ط قرار گرفتند تا کاملاً خشک شوند. بعد از  محیدماي در 
 کروسکوپیم با بررسی برايها شدن کامل، نمونه خشک
منظور به  ، با طلا پوشش داده شدند.)SEM( ی روبش یالکترون

ها، ها بر رشد و تکثیر سلولآن تأثیرها و یت نمونهبررسی سمّ
  انجام  5-10993گیري براساس استاندارد ایزو فرایند عصاره

تا حد   ،روز 7و  3 هاي زمانی. شرایط محیط کشت در بازه شد
شد.  حفظ سلسیوس)،درجه  37دماي انسان ( امکان مشابه بدن 

کشت   ظرف در هر خانه از  ،سلول 10000 ،ابتدا ،تیبتربدین 
درجه  37دماي  خانه باگرمچاهکی ریخته شد و در  96سلولی 

 قراردرصد  5 اکسید کربنديو درصد  95و رطوبت  سلسیوس
 24بچسبند. پس از گذشت  ظرفها به کف گرفت تا سلول 

شده  با عصاره گرفته ظرف،در هر خانه  ،ساعت، محیط کشت
مجدداً  ،جایگزین شد و سپس ، 7 و 3 در روزهاي  از هر نمونه

منتقل شدند.  خانهگرم به  ،ساعت دیگر 24مدت به  ،هاظرف 
با  ، MTT ترمیکرولی 100محیط کشت خارج شد و  ،ازآنپس 

به هر چاهک اضافه شد. پس   تر،لیگرم بر میلیمیلی 5/0غلظت 
ها خارج شد و  محلول روي سلول  ، ساعت 4گذشت از 

شده   هاي فرامازن تشکیلشدن بلورهبراي حل ،ایزوپروپانول 
شدت  ،دقیقه 10به هر چاهک وارد شد. پس از  ،هادرون سلول 

توسط دستگاه الایزا  تر،نانوم 545یجادشده در طول موج رنگ ا
 خوانده شد. 

 

 مقدارفسفاتاز و گیري فعالیت آنزیم آلکالین اندازه  -2-4-2

 رسوب کلسیم 

 
3 Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) 
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و  7، 3فسفاتاز در روزهاي  فعالیت آنزیم آلکالین مقدار
 ،ابتدا .گیري شداندازه  هاداربستسلولی روي  کشت 14

  ، کشت سلولی حاوي داربست ظرفسلول در هر خانه  10000
. پس از  ندکشت داده شد ،روز 14 و 7، 3مختلف  هايدر زمان 

محیط کشت خارج و  از  هاسلول، نظرموردهاي گذشت زمان 
 20ازاي شدند. در مرحله بعد، به  2لیز 1سپس با محلول ریپا

کیت  1 همعرف شمار ترلیمیلی 1سلولی،  روماند ترمیکرولی
  ها اضافهبه نمونه )ایران، فسفاتاز (پارس آزمون تجاري آلکالین

درجه   37با دماي  خانه گرمدر  ،قهیدق 1 مدتشد و به 
محلول شماره   ترمیکرولی 250قرار داده شدند. سپس،  سلسیوس

 1مدت بهمجدداً شد و  اضافه ها، به نمونه موجود در کیت 2
 ،دقیقه 3و  2، 1قرار گرفتند. پس از گذشت  خانهگرمدر  قهیدق

 ،آن از خوانده و پس ترنانوم 405جذب نوري در طول موج 
. این سه شدمحاسبه  ،قبل قهدقی بااختلاف جذب نوري 

ها محاسبه شد.  میانگین آن با یکدیگر جمع و نیز اختلاف
     کل پروتئین  مقدارآمده با دستنتایج به درنهایت، 

روش   از طریقکل پروتئین نیز  مقدارشد.  سازياستاندارد
 .]16[شد  محاسبه برادفورد 

با   ،3نورسنجیبه روش  ،هاسلول رسوب کلسیم  مقدار
کمک کیت کلسیم (شرکت به و  ARSENAZO IIIاستفاده از 

براي بررسی میزان  . ]17[ ي شدریگاندازه  پارس آزمون، ایران)

داخل هر چاهک  ،سلول 2 × 410 رسوب کلسیم سلول، میزان
  FBSشامل  ،کشت کامل محیط ،حاوي داربست ریخته و سپس

  ،ي بدون نمونههاچاهک . شدبه هر چاهک اضافه ، DMEMو 
  ، روز 14و  7، 3مدت به  ،هانمونه . ندل درنظر گرفته شدترکن

قرار گرفتند.  سلسیوسدرجه  37 خانه با دمايگرم داخل 
  خارج  خانهگرمها از ظرف پس از روزهاي مشخص،  ،تیدرنها
آهستگی و محیط کشت هر چاهک به کهنیا از پسو  شده

 به 6/0 کیدریکلر دیاسمیکرولیتر  500 کامل خارج شد، طوربه 
ي هر ا، محتوساعت  4هر چاهک اضافه شد. پس از گذشت 

  شدندمخلوط  ، با همبا استفاده از مواد موجود در کیت ،چاهک
 خوانده شد.   تر،نانوم 630در طول موج  ،و سپس میزان جذب

 

 
1 Radioimmunoprecipitation Solution (RIPA) 
2 Lysis 
3 Photometric 

 آماري تحلیل -5-2
کیب تکرار تربراي سه نمونه از هر  هاتحلیل هریک از 

انحراف از استاندارد گزارش  ±میانگین  صورتبه شد و نتایج 
  هاداده بودن داریمعن ،4طرفهکی  تحلیل واریانسکمک شد. به 

   > 001/0p برابر  ***و > p 05/0ر براب *شد و محاسبه 
 درنظر گرفته شد. 

 

 نتایج و بحث -3
 مطالعات میکروسکوپی -1-3

  نشر ونی روبشی تر، تصاویر میکروسکوپ الک1شکل 
همراه را به آسکوربیک اسیدکیتوسان حاوي  نانوذراتمیدانی 

دهد. با  و پتانسیل زتا نشان می  نانوذرات هنمودار توزیع انداز
خوبی مشهود  به  نانوذراتساختار کروي ، 1توجه به شکل 

از روش پراکندگی نور دینامیکی،  نانوذرات،است. میانگین قطر 
دست آمد. این به 038/0با شاخص پراکندگی  ترنانوم 200
 تر که این عدد بزرگ عد است. درصورتی ، عددي بدون بُمترپارا
نیست و اگر  همگن نانوذرات هباشد، توزیع انداز 1/0از 

ها توزیع اندازه آن باشد،  ترکوچک 1/0شاخص پراکندگی از 
 ترهرچه این شاخص به صفر نزدیک ،طورکلیهمگن است. به

بار سطحی  ،همچنین. ]18[است  تراستناد باشد، نتایج قابل
 ذرات مثبت است.

ي هاداربستونی تر، تصاویر میکروسکوپ الک2شکل 
آسکوربیک -کیتوسان نانوذراتفیبروئینی حاوي مقادیر مختلف 

 ،شودطور که در این شکل دیده میدهد. همان اسید را نشان می
متصل دارند.   هاي ه ها ساختاري متخلخل با حفرهمه نمونه 

افزار با استفاده از نرم  آمدهدستي بههاگیرينتایج و اندازه 
ImageJ ،د که در داربستی که فقط حاوي فیبروئین ندهنشان می 

SF  میکرومتر  125 ± 11برابر  هاه قطر حفراست، میانگین
در ساختار   نانوذراتشدن و افزایش درصد . با اضافه است

یابد. ي کاهش می تا حدود هاهقطر حفر ه، میانگین اندازداربست 
-SF-Ch AA(1) ،SFدر داربست  هاهمیانگین اندازه قطر حفر

Ch AA(3)  وSF-Ch AA(5) ، 100 ± 9 برابر  ،تیبتربه،        
همچنین، ). 1 (جدول استمیکرومتر  81 ± 10 و 88 ± 9

ي مختلف در جدول آورده شده  هاداربست درصد تخلخل 

 
4 One-Way ANAVOA 
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شود، با حضور و افزایش گونه که مشاهده میاست. همان 
به   SFدر نمونه  درصد 71 ، درصد تخلخل ازنانوذراتدرصد 

و   SF-Ch AA(3)در درصد  SF-Ch AA(1) ،65در  درصد 68
یابد. این کاهش اندازه کاهش می SF-Ch AA(5)درصد در  61

دلیل تواند به می نانوذرات،و درصد تخلخل با افزودن  هاهحفر
 هاي سطحی نانوذره و بار فیبروئین ابریشم باشد. تفاوت بار 

 

 
تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی نشر میدانی  .1شکل 

نانوذرات کیتوسان حاوي آسکوربیک اسید همراه با نمودار توزیع 
 زتا لیپتانسو  پراکندگی نانوذرات

–کیتوسان نانوذرات ، زتا لیپتانسمطابق با نتایج 

  pHدر  شم،یابرداراي بار مثبت و فیبروئین  آسکوربیک اسید
یک ترزیرا نقطه ایزوالک ؛بار منفی است يدارا، 4/7 برابر

جاذبه   ،بنابراین .است 4/ 9فیبروئین ابریشم حدود 
شدن ترسبب نزدیک ،با فیبروئین نانوذراتواستاتیک بین ترالک

و   هاه جزئی اندازه حفر کاهش ،هاي فیبروئین و درنهایتزنجیره 
نیز  ]19[ و همکارانش 1، غائیترتخلخل خواهد شد. پیش 

 ،با بار منفی ، گزارش کرده بودند که افزودن کیتوسان سولفونه
سبب افزایش  ،واستاتیکیتردلیل دافعه الکبه ،به فیبروئین ابریشم

 شود.و تخلخل داربست می هاهحفراندازه 
 

 
، ب) SFهاي الف) تصاویر میکروسکوپ الکترونی داربست .2 شکل

SF-Ch AA(1)،  (جSF-Ch AA(2)  د) و SF-Ch AA(3) 
 
 

 هاو تخلخل نمونه هامیانگین قطر حفره .1جدول 

 تخلخل

 )درصد(

 هاحفره قطر نیانگیم

 )کرومتریم(

 نمونه

71 11±  125 SF 

68 9 ± 100 SF-Ch AA(1) 

65 9 ± 88 SF-Ch AA(3) 

61 10 ± 81 SF-Ch AA(5) 

 
 نتایج آزمون جذب آب تعادلی  -2-3

 
1 Ghaee 
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در مقایسه با سایر  ، SF، نمونه 3با توجه به شکل 
. جذب آب دهدی منشان را ین جذب آب تربالا ،هانمونه 

 دروژلیه، با مقدار جذب آب SFدر نمونه  آمدهدستبه 
مطابقت دارد.  ،]20[ و همکارانش 1در مطالعات ریو ،ینیبروئیف

کیتوسان در ساختار   نانوذراتبا افزایش درصد  ،همچنین
توان . علت این امر را مییابدمی داربست، جذب آب کاهش

  نانوذراتو تخلخل با افزایش درصد  هاهحفرکاهش اندازه 
شده است که اندازه   دانست. در مطالعات پیشین نیز گزارش

 ، گذاردمی تأثیر هاداربست جذب آب  درو تخلخل  هاهحفر
د، مقدار جذب آب نباش تردرشت هاهکه هرچه حفر طوريبه 

 .]21[ شودمی ترآن داربست نیز بیش
 

 
 ي مختلفهاداربستجذب آب تعادلی  .3 شکل

 
 سنجی تبدیل فوریه فروسرخطیف  -3-3

 2سنجی تبدیل فوریه فروسرخنتایج طیف، 4در شکل 
شده است. با توجه به   شده نشان دادهسازي ي آمادههاداربست 

،  A آمید هاي مربوط به ارتعاشات پیک ، هانمونه همه نمودار، در 
       هايدر عدد موج  ،تیبتربه  ،  IIIو آمید  IIآمید ، I آمید

1-cm 3340 ،1-cm 1625، 1-cm 1527 1 و-cm 1240  دیده
ها متعلق به ساختار صفحات غیرموازي بتا د. این پیکنشومی

افزودن  ،بر این افزون. ]22[هستند در فیبروئین ابریشم 
موجب ایجاد   آسکوربیک اسیدکیتوسان حاوي  نانوذرات

  cm 1080-1تا  cm 1025-1عدد موج  ههایی در محدود پیک
فیبروئین که با توجه به شکل، این پیک در  طوريبه  ،شده است

در این  ،شدههاي مشاهده ابریشم خالص وجود ندارد. پیک

 
1 Ryu 
2 Fourier-Transform Infrared Spectroscopy 

پیوند  C-O-Cمربوط به ارتعاشات کششی  ،محدوده
اي شانه  ،. همچنین]23[هستند در کیتوسان  3گلیکوزیدیک

ي کامپوزیتی ها داربست در  cm 1675-1 جدید در عدد موج
مربوط  آسکوربیک اسیددر  C=Cهاي پیوندوجود آمده که به به 

بیانگر این واقعیت است که  فروسرخسنجی طیف. ]24[ است
با موفقیت در  آسکوربیک اسیدکیتوسان حاوي  نانوذرات

 اند.گرفته داربست فیبروئینی قرار

 
 هاي مختلفسنجی تبدیل فوریه فروسرخ داربستطیف .4شکل 

 
 از داربست آسکوربیک اسیدنتایج رهایش  -4-3

از داربست   آسکوربیک اسیدالگوي رهایش ، 5شکل 
 ،شودیمکه دیده  طورهمان دهد. کامپوزیتی مختلف را نشان می 

 داده رخساعت اولیه  24رهایش انفجاري در  ، در هر سه نمونه 
توان به مقدار دارویی رهایش انفجاري ابتدایی را میاین است. 

ن تا  زما گذشت بانسبت داد.  ، که در سطح داربست وجود دارد
ادامه یافت و مشخص   شدهلترکنصورت روز، رهایش به  14

ین مقدار رهایش را در  شتربی ،SF-Ch AA(5)شد که نمونه 
  شتر با افزودن مقدار بی ،گرید عبارت  به  .محلول داشته است

 نیز آسکوربیک اسیدرهایش  ها،داربست به  آسکوربیک اسید
دوستی و  به آب توانیمیافته است. این امر را  افزایش
هرچه   ،بنابراین .در آب نسبت داد آسکوربیک اسیدبودن محلول 

، رهایش آن  تر شودغلظت این دارو در داربست فیبروئینی بیش
 ترشیپنیز  ]25[ و همکارانش 4زادگان خواهد شد.  ترنیز بیش

 
3 Glycosidic Bond 
4 Zadegan 
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ي  هاداربست گزارش کرده بودند که رهایش عصاره گزنه از 
 .یابدمی شکل فیبروئینی با افزایش غلظت آن افزایش لیفی

 

 
 ي مختلفهاداربستالگوي رهایش آسکوربیک اسید از  .5 شکل

 
 آسکوربیک اسید رهایش کینتیس لیتحل و هیتجزنتایج 

که  طورهمان آمده است.  2ي مختلف در جدول هانمونهاز 
آسکوربیک ، سینتیک رهایش ها نمونه ، در همه شودیمدیده 
داشته است.  ی خوب مطابقت 1پپاس -کورسمایر مدلبا  اسید

 است، شده داده نشان 2طور که در جدول همان  ن،یا بر افزون
  ش ی اره سامانه کی کهبود  5/0از  کمترها نمونه تمام ریمقاد

 دهد.را نشان می 2کیفقانون  توسطدارو 
 

 آسکوربیک اسیدرهایش  کینتیس لیتحل و هیتجزنتایج  .2جدول 
 هانمونه

 R2 n نمونه

SF 9789/0  45/0  
SF-Ch AA(1) 9674/0  35/0  
SF-Ch AA(2) 9871/0  43/0  
SF-Ch AA(3) 9865/0  37/0  

 
 مانی سلولی بررسی چسبندگی و زنده  -3-5

را در   هاداربست مانی سلولی روي زنده ، 6شکل 
نشان   MTTبراساس آزمون  ،کشت سلولی 7و  3روزهاي 

گونه آمده از این آزمون، هیچدستبراساس نتایج به دهد.می

 
1 Korsmeyer-Peppas Model 
2 Fake Law 

مشاهده نشده و   هاداربست یت سلولی در حضور سمّ
ید أیت ،لترکن نهدر مقایسه با نمو ها،داربست سازگاري زیست

آسکوربیک  مقداربا افزایش  ،هامانی سلول زندهشده است. 
افزایش درصد یافته است.  و گذشت زمان، افزایش اسید
 ،لترنمونه کن در مقایسه با ها، داربست ها در مانی سلول زنده 

در افزایش رشد و تکثیر  آسکوربیک اسیدمثبت  تأثیربیانگر 
،  MG63ي هاشناسی و چسبندگی سلولریخت سلولی است. 

نشان   7در شکل  ها،داربست دادن روي روز کشت  7پس از 
شود،  ها دیده میگونه که در تمامی نمونه شده است. همان  داده

ها نفوذ کرده  هاي کاذب به درون تخلخلوسیله پایکها به سلول 
اند. با  خوبی به سطح داربست و به همدیگر چسبیدهو به 

 انجام ترشدگی سلولی به، پهن آسکوربیک اسیدافزایش مقدار 
تقریباً ،  SF-Ch AA(5)در نمونه  هاه حفرکه دیواره تاجایی  شده،

این نتیجه  اي از سلول پوشانیده شده است. طور کامل با لایهبه 
  و همکارانش  3تاکامیزاوا  شده توسطهاي پژوهش انجام با داده 

به  آسکوربیک اسیدافزودن براساس آن، که  استمنطبق  ]26[
هاي محیط کشت سلولی سبب افزایش رشد و تکثیر سلول 

MG63  .ي هاداربست  که  شده داده  نشان  7در شکل شد
مناسبی براي  یه توانند پاها سازگارند و میشده با سلولتهیه

 ها باشند.رشد و تکثیر سلول
 

 
 ي مختلفهانمونهروي  MTTنتایج آزمون  .6شکل 

 
 فسفاتاز و رسوب کلسیم سلول   آلکالینفعالیت آنزیم  -3-6

 يهافسفاتاز سلول نیآلکال میآنز تیفعال جینتا، 8شکل 
MG 63 يرو ،پس از کشت ،روز 14و  7، 3 يرا در روزها  
از  یکی ،فسفاتاز نی. آلکالدهدینشان م هاداربست سطح 

 
3 Takamizawa 
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 آلکالین ،درواقع. استاستخوانی  زیتما هیاول  يهاشاخص 
  ، فسفات يهاونی زیدرولیاست که با ه ییغشا یمیآنز، فسفاتاز

 شدنینرالیو م تیآپات یکسدرویه يبلورها يریگسبب شکل
 تیفعال شود،یمشاهده م  8شکل گونه که در . همان شودیم

ي کامپوزیتی هاداربست در  ،7تا روز  ،فسفاتاز نیآلکال میآنز
آن کم  از و پس دارد یشیروند افزا آسکوربیک اسیدحاوي 

  يحاو یتیکامپوز يهاداربست ، در 8شکل . مطابق شودیم
 . بوده است بیشتر میآنز نیا تیفعال  توسان،یک نانوذرات نیترشیب

 

 
هاي شده روي داربستهاي کشت دادهشناسی سلولریخت .7شکل 
 SF-Ch AA(3)) دو   SF-Ch AA(2)) ، جSF-Ch AA(1)) ب، SFالف) 

 
 

 
هاي استخوانی کشت فسفاتاز سلول آلکالینفعالیت آنزیم  .8شکل 

تن در روزهاي هاي کامپوزیتی در شرایط برون داربست رويشده داده
 14و  7، 3

 

تمایز  يهاشاخصه از  یکی ، رسوب کلسیم سلول
و   فسفاتاز نیآلکال میآنز تیشدن فعالبا کمکه  استاستخوانی 

نتایج  ، 9در شکل . ]27[ ابدییم شیافزا شدنینرالیم ،جهیدرنت

ورده شده است. میزان یون آ ی میزان رسوب کلسیمارزیابی کمّ
افزایش  ،14در روز  ،هاسلولکرده توسط کلسیم رسوب 

 شیافزا آسکوربیک اسید،چشمگیري داشته و با افزایش غلظت 
کلسیم در   ین میزان رسوبتربیش و افتهیتوجهی قابل 

به  توانیم. این نتایج را شده استدیده  SF-Ch AA(3)داربست
آن بر القاي  مثبت تأثیراز داربست و  آسکوربیک اسیدرهایش 

 .]28[ استخوانی نسبت داد

 
 رسوب کلسیم سلولی مقدار .9شکل 

 
تکثیر  دراسید  است که آسکوربیکه مطالعات نشان داد

. ]29[ دارد تأثیر) MSC( 1یمیمزانش بنیادي هايو تمایز سلول 
جدا از خاصیت  ،ند. این مادهمؤثرمتفاوتی در این مسیر  عوامل

هاي آنزیمی در واکنش ،2عاملهم عنوان اکسیدانی، بهآنتی
هنگام استخراج  ژهیوبه  آسکوربیک اسید،مشارکت دارد. 

هاي بنیادي مزانشیمی از مغز استخوان، باعث افزایش  سلول 
هاي شود. بررسی می بنیادي مزانشیمی هايتکثیر تمایز سلول

متابولیسمی نشان   هايتحلیل و  3ژن  انیبتوسط  شدهانجام 
 کرده،را تقویت  HIF1αتجزیه  آسکوربیک اسید،دهد که می

  تأثیرر تکثیر سلول و متابولیسم د و کندمیتوکندري را فعال می
افزایش  فسفاتاز را  فعالیت آلکالین ،این ماده .]30[ گذاردمی
دهنده استخوان تمایز 4يمارکرها انیبباعث تحریک  و دهدمی

آسکوربیک به این صورت که افزودن  .شودمثل سنتز کلاژن می
تمایز استخوانی را تسهیل  ، Iشح کلاژن نوع تربا افزایش  اسید،

به   α2β1 5يهانینتگریاباعث افزایش اتصال  ،جهیدرنتکند و می

 
1 Mesenchymal Stem Cells 
2 Co-Factor 
3 Gene Expression 
4 Marker Expression 
5 Integrins 
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Col1 کردن لهیفسفرشود. این عمل به می ERK1/2  در مسیر
به هسته   ERK1/2-Pي و انتقال بعد MAPK 1دهیعلامت
 31[ کندیمفعال  فسفریله کردنرا با  Runx2که  شودیممنجر 

 .]26و 
 

 يریگجهینت -4
 نیبروئیف بعدي ازسه یشد داربست یسع ،پژوهش نیدر ا

 منظوربه آسکوربیک اسید،با قابلیت رهایش داروي  شمیابر
  جینتا ساخته و خواص آن بررسی شود. ،بازسازي استخوان

گیري قرار  انگریسرخ بفرو  هیفور لیتبد یسنجفیط
تصاویر  .در داربست فیبروئینی بود نانوذراتآمیز موفقیت

ساختار متخلخل را   ،هاداربست ونی از ترمیکروسکوپ الک
نیز با  آسکوربیک اسیدی نشان داد. همچنین، رهایش خوببه 

با افزایش   افزون بر این،افزایش یافت.  نانوذراتافزایش غلظت 
 مانی، تکثیر و فعالیت آلکالین، زنده آسکوربیک اسیدغلظت 

ی  خوببه ها نیز افزایش یافت. سلول  MG63هاي فسفاتاز سلول 
با افزودن   هاشدگی آنچسبیدند و پهن  هاداربستبه سطح 
 نیآمده از ادستبه جینتا ،یطورکل . بهبهبود یافت نانوذرات

-داربست کامپوزیتی فیبروئین ابریشمپژوهش نشان داد که 
اهداف  يمناسب برا یداربست تواندیم آسکوربیک اسید

 . بافت استخوان باشد یمهندس
 

 يسپاسگزار -5
دانند بدینوسیله از همکاري و  نویسندگان لازم می

حمایت مسئولین و همکاران در دانشکده علوم و فنون نوین  
 دانشگاه تهران قدردانی و تشکر نمایند.
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