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 Abstract     Recently, corneal transplantation has been proposed as an effective treatment for irreversible 
corneal damage which facilitates access to healthy corneas; however, lack of allografts made the treatment 
subject to many limitations in medicine. In this regard, this study aimed to produce multilayer nanofiber scaffolds 
for corneal epithelial layer tissue engineering with scaffold compounds of fibroin silk/collage-EGF. The samples 
were first prepared and identified from the perspective of engineering and biology applications. The results of 
this study showed that an alternative tissue with a suitable thickness and structure of nanofibers with suitable 
engineering and biological properties was successfully prepared. In addition, a scaffold was prepared in this 
research for tissue engineering of the corneal epithelial layer based on silk fibroin and collagen containing aloe 
vera and epithelial growth factor as the contributing factors and stimuli for better corneal repair. For this purpose, 
nanofiber three-layer scaffolds were prepared by a combination of electrospinning and electrospray methods 
characterized by engineering features, such as Scanning Electron Microscope (SEM), to study the degradability 
for their weight loss, water contact angle, and growth factor. Release as well as static and dynamic mechanical 
properties were also investigated. Biological characteristics such as cell binding and scaffold differentiation 
potential were further explored. The results of this study showed the successful preparation of an alternative with 
a suitable thickness and structure of nanofibers with suitable engineering and biological properties. The obtained 
results confirmed the production of a proper scaffold with suitable thickness and nanofiber structure. Therefore, 
the prepared product could potentially be used as a suitable alternative for repairing the damaged corneal 
epithelial layer. 
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1. INTRODUCTION 

The corneal epithelium surface is the first barrier 
against the external environment, and when a part of the 
epithelial layer is damaged by physical, chemical, 
inflammatory, autoimmune, and genetic changes, the 
integrity of the underlying layers of the cornea will be 
lost which in trun leads to opacity in the cornea due to 
the lack of blood supply and disruption of the 
spontaneous regeneration of the corneal epithelium 
layer and Limbal Stem Cells (LSC). This condition may 
lead to complete blindness in the patients diagnosed 
with stem cell deficiency in the limbus region [1-4]. The 
main objective of this research was to fabricate a 
scaffold as a suitable alternative for the tissue 
engineering of the corneal epithelial layer with a 
nanofiber microstructure consisting of collagen and silk 
fibroin as a base structure reinforced with Epidermal 
Growth Factor (EGF) [5-6]. For this purpose, a three-
layer nanofiber scaffold was prepared by a combination 
of electrospinning and electrospraying methods and 
characterized by bioengineer and biological methods. 
The obtained results showed the success in preparing a 

replacement with an appropriate thickness and nanofiber 
structure with mechanical and biological properties 
suitable for corneal epithelium application [7-9]. This 
tissue has an excellent cell viability and adhesion on the 
surface of this scaffold and proper growth factor release. 
Therefore, the prepared product can potentially be used 
as a suitable replacement for repairing the damaged 
cornea. 
 
2. MATERIALS AND METHODS 

In this research, silk fibroin from silkworm was 
obtained according to the instructions given in the 
previously published article [9, 10]. To this end, first, 
the larvae were removed from the silkworm cocoons and 
boiled in an aqueous solution of Na2CO3 with the salt 
concentration of 0.02 M at a temperature of 80 °C for 40 
minutes. Then, the fibers were boiled for tow and three 
times. The samples were then washed with distilled 
water for 30 minutes. The degummed silk fibers were 
dried for at least 12 hours. In the next step, the 
degummed fibers were dissolved in suitable dissolution 
conditions in a 9.3 M LiBr aqueous solution at the 
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temperature 70 °C and dissolution time of three hours. 
The obtained solution was dialyzed for two days in a 
cellulose dialysis tube containing distilled water until 
the above salt molecules were removed from the 
structure and dried using a freeze dryer. The used 
collagen was extracted from the Achilles tendon 
according to the published research [9, 10]. 
 
3. RESULTS AND DISCUSSION 

The obtained results for different types of samples 
revealed that the pure collagen, aloe vera, and fibroin 
samples extracted in this study were used to effectively 
produce the scaffolds and ensure their chemical nature. 
Electrospinning technique is known as the most 
common laboratory method for producing all kinds of 
polymer nanofibers. The stress-strain diagram obtained 
from the mechanical properties for different types of 
nanofiber scaffolds was also presented. Based on these 
results, the yield stress obtained from different samples 
ranged from 2.85 to 11.5 MPa, and elastic modulus from 
280 MPa to 1250 MPa, indicating the composition of the 
fabricated materials as well as cross-linking. The cross-
linked silk fibroin sample was characterized by the 
utmost mechanical properties while the non-cross-
linked fibroin/collagen/aloe vera sample had the lowest 
values. Therefore, the obtained results confirmed that 
addition of collagen and aloe vera decreased the 
mechanical properties while the cross-linking of each 
sample up to three times increased the strength and 
elastic modulus of the samples. In the final product, the 
yield strength elastic modulus of the cross-linked 
fibroin/collagen/aloe vera sample were about 5.3 MPa 
and 625 MPa, respectively. 
 
4. CONCLUSION 

In this study, the designed scaffold was prepared for 
corneal epithelial layer based on silk fibroin and 
collagen containing aloe vera and vascular growth factor 
as the supporting and stimulating factors for better 
corneal repair. For this purpose, a three-layer nanofiber 
scaffold was prepared based on a combination of 
electrospinning and electrospraying methods. The 
samples were then characterized using Scanning 
Electron Microscopy (SEM), degradability 
investigation based on weight loss, water contact angle, 
growth factor release, and static-dynamic mechanical 
properties. Biological behaviour such as cell attachment, 
cell viability, and differentiation potential of the scaffold 

were also studied. The obtained results from this 
research confirmed the successful preparation of a 
suitable sample with nanostructure nanofiber 
characterized by engisufficient biological properties. 
Therefore, the prepared product can potentially be used 
as a suitable candidate to repair the damaged cornea. 
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 : مقاله خچهی تار
 10/10/1400: هیاول ثبت
 17/12/1400: شده  اصلاح نسخۀ افتیدر
 1400/ 12/ 27یرش علمی: پذ

هاي نانوالیاف، در چند لایه، براي کاربرد مهندسی بافت لایه پوششی (اپیتلیال)  در این مطالعه، داربست      هدیچک 

  پوششی  هیلا بافت  ی مهندس ي براهاي نانوالیاف، ساخته و ارزیابی شدند. داربست  وراآلوئه کلاژن//ن یبروئیفقرنیه با 
و محرك   کنندهت ی تقو عوامل  منزله به ،فاکتور رشد پوشش  و وراآلوئه  يو کلاژن حاو شمیابر نی بروئیف هیپابر ه،یقرن
هاي الکتروریسی و  لایه نانوالیافی با ترکیبی از روش هاي سهمنظور، داربست . بدینندساخته شد ه، یقرن  بهتر می ترم در

، بررسی کاهش وزن، زاویه تماس  )SEM(کمک میکروسکوپ الکترونی روبشی یابی بهمشخصهالکتروپاشش و با 
هاي شدند. ویژگی   ها نیز بررسیآب و فاکتور رشد تهیه شدند. رهایش، آزادسازي و خواص مکانیکی ایستاي داربست 

ماندن سلول و قابلیت تمایز داربست نیز ارزیابی شدند. نتایج این مطالعه نشان داد   زیستی مانند اتصال سلولی، زنده
کرد که جایگزینی مناسب با ضخامت و ساختار نانوالیافی با خواص مهندسی    تهیه   توان، به این طریق، محصولی که می 

 دیده قرنیه باشد. شی آسیب و زیستی براي ترمیم لایه پوش
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 : هادواژهیکل
 ،الیافینانو داربست

 شم،یابر نیبروئیف /کلاژن
 روپوستی رشد فاکتور

 

 مقدمه -1

 قرنیه سالم یکی از علائم بینایی چشم است. سطح قرنیه

رو، سامانه  بسیار تأثیرگذار است. ازاین انکساري چشم قدرت در
درست   تواند عملکرددر ساختار قرنیه، نمی  شفافیت بینایی، بدون

 نخستین قرنیه 1(اپیتلیوم)و مناسبی داشته باشد. سطح پوشش 

لایه   از بخشی کهبیرونی است و هنگامی  محیط برابر در سد
انواع عوامل فیزیکی، شیمیایی، التهابی،  توسط  2پوششی 

هاي تمامیت لایه بیند،ایمنی و تغییرات ژنتیکی آسیب میخود

 
 

1 Epithelium 
2 Epithelial Layer 
3 Limbal Stem Cell (LSC) 
4 Limbus 
5 Trauma 

رسانی و اختلال رود و براثر توقف خون زیرین قرنیه ازبین می
قرنیه و یاخته بنیادي  پوششخودي لایه در بازسازي خودبه 

آید. این اتفاق حتی )، کدورت در قرنیه پدید میLSC(3 مبالیل
در بیماران مبتلا به بیماري نقص یاخته   ممکن است به نابینایی

. براساس آمارهاي  ]1[بینجامد  (لکه زرد)    4مبوسیلبنیادي ناحیه  
میلیون نابینایی رخ   38هرساله، حدود  سازمان بهداشت جهانی،

. ]2[درصد آن مربوط به قرنیه است  25دهد که بیشتر از می
هاي ، سوختگی5اختلال قرنیه معمولاً براثر التهاب، ضربه 

اي و همچنین براثر  هاي سامانه شیمیایی یا حرارتی، بیماري 
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آید که مجاور پدید می هايبافت  1شناسی اختلالات آسیب
تواند به بینایی آسیب بزند یا موجب نابینایی شود  درنهایت می

. اولین انتخاب براي درمان این بیماران کراتوپلاستی یا پیوند ]3[
کننده قرنیه و افزایش تقاضا وزه، کمبود اهدااست. اما، امر 2قرنیه

براي پیوند قرنیه به بحرانی جهانی تبدیل شده است. از طرفی،  
هاي هاي لیزیک باعث کاهش کیفیت قرنیهافزایش تعداد جراحی

علاوه، حتی در  اي شده است که قابلیت پیوند ندارند. به اهدایی
نت و التهاب شناسی پیوند و عفو بهترین حالت، عوارض ایمنی

هاي پوششی  تطابق با سلولانطباق عصبی، عدمپس از پیوند، عدم
هاي اطراف مطرح چسبندگی مناسب با سلول و همچنین عدم

هاي رو، ضرورت استفاده از جایگزین. ازاین]6-4[شوند می
شود. مناسب براي ترمیم و درمان بافت قرنیه بیمار احساس می

یکی از   )HAM(  3اي انسانی شامهبراي مثال، غشاي درون 
رغم قابلیت چشمگیر در کاهش هایی است که علی جایگزین

، 4کیبروتیفبردن علائم التیام زخم و ازبین التهاب و کمک به 
ممکن است با مشکلاتی مانند در دسترس نبودن، تفاوت در  

دلیل تفاوت سن و سلامت  به ايشامهدرون هاي کیفیت غشا 
هاي عفونی  اهداکنندگان، احتمال خطر آلودگی و انتقال بیماري

   هاي دهنده و گیرنده همراه باشدو تغییرات زیستی بین بافت 
. روش درمانی دیگر، براي ترمیم و درمان بافت قرنیه،  ]7-9[

استفاده از قرنیه مصنوعی است که این روش نیز با مشکل  
. روش دیگر، ]10-11[همراه است    5یشناختکاراندامانطباق  عدم

شده با  هاي قرنیه، استفاده از قرنیه ساخته در درمان آسیب
سازگاري و بازدهی زیستی بیشتر با استفاده از مهندسی زیست

یم بافت  ]. هدف اصلی مهندسی بافت در ترم3بافت است [
رفته و احیاي فعالیت طبیعی آن، استفاده از دیده یا ازبینآسیب

]. بر این اساس، با  9 و 2هاي زیستی مناسب است [جایگزین
هایی کارگیري مواد زیستی مناسب با بافت موردنظر، داربست به 

منظور تشکیل بافت  ها، به موقتی، براي حمایت و هدایت سلول 
براین، طراحی مناسب، انتخاب ماده شوند. بناجدید ساخته می

اولیه و روش ساخت داربست، در این حوزه، بسیار مهم است 
]. با توجه به ساختار قرنیه طبیعی، داربست مناسب براي 10[
 

1 Pathologic 
2 Cornea Transplant (Keratoplasty) 
3 Human Amniotic Membrane (HAM) 
4 Fibrotic 
5 Physiological 
6 Endothelial 

اي)، هایی نظیر ساختار دوبعدي (صفحهترمیم قرنیه باید ویژگی
پذیري همراه با استحکام مکانیکی مناسب، قابلیت جذب  انعطاف 

طوبت، شفافیت، تخلخل، عبوردهی مناسب اکسیژن و سرعت  ر
 ].11پذیري مناسب داشته باشد [تخریب

براي دستیابی به چنین ساختارهایی، تاکنون، دو راهبرد 
کار گرفته شده است: استفاده از غشاهاي طبیعی کلی به 
شده و استفاده از ساختارهاي  شده نظیر غشاهاي طبیعیفراوري

مهندسی متداول در مهندسی  هايبا روش  شدهدوبعدي تهیه 
توان به مطالعات پژوهشگرانی  بافت. در خصوص راهبرد اول، می

کشت   قرنیه را روي غشا  6الیاندوتلهاي اشاره کرد که سلول
ها نشان داده است که این داربست به  کردند. نتایج این پژوهش 

. در مطالعات دیگري که ]12[زند  هاي اندوتلیال آسیب میسلول 
 ي هاسلول  يآن رو  یبخشاثراي استفاده شد، شامهاز پرده درون 

 یرنیاستای سطح ظروف کشت پل  ينسبت به کشت رو  الیاندوتل
و همکارانش، در سال   7یود با.  ]13  و  7،  6[نشان داده شده است  

گاو در پژوهش خود استفاده کردند    8ايیاخته، از بافت بی2012
 .]15و  14[آمیز بود که نتایج آن موفقیت

ها،  ، هنگام کاربرد در این سامانه9ژلیهاي آب ماتریس
هایی اند، اما محدودیت قابلیت چشمگیري از خود نشان داده 

زدن نیز  مانند استحکام مکانیکی ناکافی و نداشتن قابلیت بخیه
ختار  رو، براي دستیابی به ساها دیده شده است. ازایندر آن 
تر در بسیاري از مطالعات، از نوعی ساختار دوبعدي،  مناسب

هایی در اندازه  و تخلخل  10نگاريمتشکل از نانوالیاف با عارضه 
دهد نانوالیاف  ها نشان مینانو، بهره گرفته شده است. پژوهش 

را دارند و  )ECM( 11ايیاختهسازي ماتریس برون توانایی شبیه
. ]2[کنند نانوالیاف بهتر رشد میهاي بنیادي روي سطح یاخته
ساخت داربستی مناسب، براي  پژوهش، این نجاما از هدف

قرنیه با ساختاري   پوششیکاربرد در مهندسی بافت لایه 
نانوالیافی متشکل از کلاژن و فیبروئین ابریشم است. این  

رود که با فاکتور رشد روپوستی شمار می داربست، ساختاري به

7 Bayyoud 
8 Acellular 
9 Hydrogel 
10 Topography 
11 Extracellular Matrix (ECM) 
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ورا،  موجود در عصاره آلوئه 2و آلوئین )EGF(  1(اپیدرمال)
کننده براي ترمیم بهتر قرنیه، کننده و تحریکمنزلۀ عوامل کمکبه 

لایه نانوالیافی با ترکیبی منظور، داربست سه شود. بدینتقویت می
هاي تهیه و با روش  4و الکتروپاشش  3هاي الکتروریسی از روش 

ز این آمده ادستیابی شد. نتایج به مشخصه مهندسی و زیستی 
پژوهش نشان داد که تهیه جایگزینی با ضخامت مناسب و 

هایی ساختار نانوالیافی، با خواص مکانیکی و زیستی و ویژگی
مانی و چسبندگی سلولی بسیار عالی روي سطح این نظیر زنده

داربست و رهایش مناسب فاکتور رشد، با موفقیت همراه بوده  
د جایگزین بالقوه توانشده می است. بنابراین، محصول تهیه
 دیده باشد. مناسبی براي ترمیم قرنیه آسیب

 

 روش تحقیق و مواد -2
 ورااستخراج فیبروئین ابریشم، کلاژن و عصاره آلوئه  -1-2

]، 16رضـوانی و همکاران [ در این مطالعه، براسـاس مقاله
د. بد تخراج شـ م اسـ م از پیله کرم ابریشـ منظور، ینفیبروئین ابریشـ

ــدند و از درون پیله 5هاکرمینهابتدا،  ــم خارج ش هاي کرم ابریش
ــدیم آبی  هـا درون محلولپیلـه ، بـا غلظـت )3CO2Na(کربنـات سـ

 40مدت درجه سـلسـیوس و به 80در دماي  مولار، 02/0 نمک
ه مرتبه و هر بار  پس، الیاف، دو تا سـ دند. سـ انده شـ دقیقه جوشـ

ــم  30مدت به ــدند. الیاف ابریش ــته ش ــس دقیقه، با آب مقطر ش
مغ ده، حداقل بهزداییصـ دند. در  12مدت شـ ک شـ اعت، خشـ سـ

شـده در شـرایط مناسـب انحلال، زداییمرحله بعد، فیبرهاي صـمغ
ل مح ــامـ د لیتیم شـ اي  LiBr( 3/9(لول آبی برمیـ  70مولار، دمـ

یوس و زمان انحلال  لسـ دند. محلول  3درجه سـ اعت، حل شـ سـ
ســـلولزي    6مدت دو روز، داخل لوله تراکافتآمده، بهدســـتبه

هاي نمک از ســاختار حاوي آب مقطر تراکافت شــد تا مولکول
تفاده از خشـک پس با اسـ ود و سـ ، خشـک 7انجمادي کنخارج شـ

اده استفاده در مراحل بعدي شد. کلاژن مورداستفاده در این و آم
اســتخراج   هاي قبلی،براســاس پژوهش مطالعه از تاندون آشــیل

ــد  انـدون، پس از. نمونـه]15-18[شـ افتی تـ تمیزکـاري  هـاي دریـ

 
1 Epidermal Growth Factor 
2 Aloin 
3 Electrospinning 
4 Electrospray 
5 Larvae 
6 Dialysis 

وشـو الکل و پس از شـسـت  سـطحی، قرارگیري در محلول آب و
ده، در محلول حاوي آنزیم کلاژناز، در دماي زداییبا آب یون شـ

ــیوس، به 4 ــلس ــاعت، روي لرزاننده 72مدت درجه س قرار  8س
ه د. پس از آن، ژل بـ ــتگرفتنـ هدسـ ده، بـ دت آمـ ه، در  60مـ دقیقـ

شـــده، در قرار گرفت. مایع گریزداده 12000با دور  9ايگریزانه
سـاعت نگهداري  24مدت رجه سـلسـیوس، بهد 80دماي منفی 

ــک ــتفاده از خش ــده، با اس ــد. در انتها، محلول منجمدش کن ش
د. کلاژن به 48مدت انجمادي، به ک شـ اعت، خشـ تسـ آمده دسـ

هاي درجه ســلســیوس، براي اســتفاده 20نهایتاً، در دماي منفی 
ــد. به زریفربعدي، در  ــاره نگهداري شـ ــتخراج عصـ منظور اسـ

خوبی ها از بدنه اصـلی گیاه جدا و سـپس بهورا، ابتدا برگآلوئه
با آب شـسـته و درنهایت خشـک شـدند. سـپس، پوسـته سـبز 

د تا فید خالص،  خارجی با دقت از ژل میانی گیاه جدا شـ ژل سـ
ــود.  ــمت میانی برگ خارج ش ــت، از قس تا جایی که ممکن اس

شـده با مقدار برابري از سـی از ژل اسـتخراجسـی 100سـپس، هر  
ایی و آب یون ــیمیـ ــد و داخـل زداییاتر شـ ــده مخلوط شـ شـ

کانه کانه مرتب ریخته و به  10خشـ اعت، داخل خشـ مدت یک سـ
دســت شــود و آمده کاملاً باز و یکدســتهمزده شــد تا ژل به

ه ده با دقت فاز بهمخلوط سـ ت آید. در مرحله بعد، ژل بازشـ دسـ
طوري که مخلوط نه خارج و داخل بشـر ریخته شـد (بهاز خشـکا

آمده، دســـتآب و اتر در خشـــکانه باقی ماند). ســـپس، ژل به
ه ــاعـت، روي  8مـدت بـ اي حـدود  11کنگرمسـ ا دمـ درجـه  47بـ

یوس، به لسـ ازي و یکمنظور همگنسـ تسـ دن، قرار داده دسـ شـ
اره به د و عصـ تشـ یوس  20آمده در دماي منفی دسـ لسـ درجه سـ

کن انجمادي خشـک شـد تا در مراحل سـپس با خشـکمنجمد و 
 بعدي استفاده شود.

 
 ساخت داربست نانوالیافی  -2-2

شده در این مطالعه، طی سه مرحله فرایند طراحی  داربست
الکتروریسی، الکتروپاشش و مجدداً الکتروریسی تهیه شد. این  
مراحل شامل الکتروریسی یک لایه فیبروئین/کلاژن (یک بار  

7 Freeze Dryer 
8 Shaker 
9 Centrifuge 
10 Desiccator 
11 Heater 
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بدون عصاره و یک بار با عصاره)، سپس الکتروپاشش فاکتور  
و نهایتاً  EDC/NHS1 رشد روپوستی با فیبروئین حاوي

ریسی لایه اول الکتروالکتروریسی مجدد لایه کلاژنی بود. براي 
درصد وزنی فیبروئین ابریشم  8(فیبروئین/کلاژن)، ابتدا محلول 

ساعت، روي همزن   6مدت درصد، به  98در اسید فرمیک 
دور در دقیقه، در دماي محیط تهیه   800، با سرعت 2مغناطیسی

نی کلاژن در اسید استیک درصد وز 16شد. همچنین، محلول 
ساعت، روي همزن مغناطیسی، با سرعت   2مدت درصد، به  38

سی  سی  4دور در دقیقه، در دماي محیط تهیه شد. سپس،  600
سی در دقیقه و  سی   3/0محلول فیبروئین در اسید فرمیک با نرخ  

سی محلول کلاژن در اسید استیک سی 2کیلوولت و  20ولتاژ 
کیلوولت،  12سی در دقیقه و ولتاژ سی  1/0آمده با نرخ دستبه 
متر از صفحه سانتی 15زمان، در فاصله صورت دونازله، همبه 

ریسی شد. نسبت مقدار فیبروئین به کلاژن، در  الکتروکننده،  جمع
شده در این  هاي تهیهدرنظر گرفته شد. نمونه  1به  3این لایه، 

ورا بودند.  لوئهمرحله، شامل دو دسته با عصاره و بدون عصاره آ
شده حاوي عصاره  آوردن صفحه الکتروریسیدست براي به 

ورا، پس از انحلال کامل فیبروئین، محلول یک درصد وزنی  آلوئه
ورا به محلول فیبروئین در اسید فرمیک افزوده و  عصاره آلوئه 

سی محلول حاوي  سی 4مدت دو ساعت همزده شد. سپس، به 
 2کیلوولت و  22قیقه و ولتاژ سی در د سی 3/0عصاره با نرخ 

سی در  سی 1/0سی محلول کلاژن در اسید استیک با نرخ سی
زمان، در  صورت دونازله، همکیلو ولت، به  12دقیقه و ولتاژ 

ریسی شد.  الکتروکننده، متر از صفحه جمعسانتی 15فاصله 
لیتر گرم بر میلیازاي هر میلی(به 1به  4، به نسبت EDCمحلول 
در   NHSگرم میلی  1/0و  EDCگرم میلی 0/ 4رشد، فاکتور 

سی سی  2/0شده تهیه شد. سپس زداییسی)، در آب یونسی
زمان،  با محلول کلاژن، فیبروئین و فاکتور رشد، هم   EDCمحلول
دور در دقیقه همزده و مخلوط شد و بلافاصله روي    200با دور  

 10اصله کیلوولت و ف 4با ولتاژ  شده لایه اول الکتروریسی
دور   200سی بر ساعت، با دور متر و نرخ جریان یک سیسانتی 

مدت نیم ساعت، الکتروپاشش شد. بلافاصله،  در دقیقه، به
درجه  70با دماي منفی  3زن شده در یخصفحات الکتروپاشش 

 
1 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide/N-
hydroxysuccinimide 
2 Magnetic Stirrer 
3 Freezer 

کن انجمادي، فرایند سلیسیوس قرار گرفتند و سپس، با خشک 
الکتروریسی لایه مدت شش ساعت، انجام شد. شدن، به خشک

ورا، روي دو لایه قبلی که سوم (کلاژن/فیبروئین)، بدون آلوئه
انجام    ،کردشده به لایه دوم را کنترل میرهایش فاکتور رشد اضافه 

مدت نیم ساعت، تکرار  گرفت. براي این کار، فرایند لایه اول، به 
 شد.

 
 هاي نانوالیافییابی مواد و داربست مشخصه  -3-2

کمک آزمون  به  یی ایمیش يوندهایپ یابیارز - 1-3-2

 ) FTIR(زیرقرمز  هیفورتبدیل  یسنجفیط
، براي ) FTIR( 4سنجی تبدیل فوریه زیرقرمزآزمون طیف

هاي عاملی در داخل ترکیبات  شناسایی ماهیت پیوند و گروه 
آمده از فرایند دستشده و همچنین الیاف به استخراج

شده با  این منظور، مواد آزمایشالکتروریسی انجام شد. براي 
مخلوط و سپس، تحت فشار، قرص   )KBr( 5پتاسیم برمید

در    cm-1سنجی با قدرت تفکیک روبش  فیطموردنظر تهیه شد.  
قرمز و ناحیه میانی  سنج زیرمحدوده عدد موجی دستگاه طیف

 ، انجام شد. cm 0040-400-1، یعنی IRطیف 

 
 کروسکوپیکمک مبه  شناسیریخت  یررس ب -2-3-2

 (SEM) یروبش یالکترون
شناسی داربست، از میکروسکوپ منظور بررسی ریختبه 

) استفاده شد. .FESEM; Quanta 200F, U.S(  6الکترونی روبشی 
ها، ابتدا، داربست موردنظر روي یک سازي نمونهمنظور آمادهبه 

پایه قرار گرفت. سپس، پوششی از طلا روي آن اعمال شد و 
هاي گوناگون،  نماییاستفاده از میکروسکوپ در بزرگ نهایتاً، با 

 مشاهده شد.

 
 مطالعه خواص مکانیکی در حالت ایستا و پویا -3-3-2

از آزمون خواص مکانیکی ایستا براي تعیین مدول و  
منظور، طبق استحکام کششی داربست استفاده شد. بدین

 30  ×  10، داربستی در ابعاد  ASTM D882-02 (2002)استاندارد  

4 Fourier Transform Infrared Spectroscopy 
5 Potassium Bromide 
6 Scanning Electron Microscope 
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  3متر مربع، تهیه و میزان استحکام کششی براي هر نمونه، میلی
گیري دازه بار، تکرار و مقدار میانگین آن محاسبه شد. براي ان

  لیتحلخواص مکانیکی داربست در حالت پویا، از آزمون 
) استفاده شد. شایان ذکر است DMTA( 1مکانیکی پویا یحرارت

 بار تکرار شدند. 3نتایج زیستی و مکانیکی که تمامی 
 

 پذیريتخریب مطالعه زیست  -4-3-2
، 2پذیريتخریبمنظور مطالعه میزان زیست به 
شده در محیط نمک فسفات با خاصیت ساختههاي داربست 

) قرار داده شد و در فواصل زمانی مشخص تا شش  PBS(  3بافري 
ها در  هفته، تغییرات وزن با استفاده از ترازو ثبت شد. نمونه 

ها، هر هفته،  ابتداي آزمایش وزن شدند و سپس، هریک از آن
از  که از محلول خارج شدند، وزن شدند. غشاها قبل پس از این

، خشک شدند. درصد کاهش 4ن خلأ گیري، با استفاده از تاوَاندازه
آمده، قبل و بعد از تخریب، با  دست ها از وزن به وزن نمونه 

 شد.استفاده از فرمول زیر محاسبه 
 

)1    (                 % × 100  0)/W1− W 0Weight loss (%) = (W 
 

بعد از تخریب  ها قبل و وزن نمونه  ،2Wو  1Wدر این رابطه، 
 باشد. می

 

هاي مطالعه رهایش فاکتور رشد پوشش از داربست  - 5-3-2

 نانوالیافی
میزان رهایش فاکتور رشد روپوستی از ساختار  

 6نورسنجو طیف  5هاي سنتزشده با استفاده از کیت الایزاداربست 
منظور، ابتدا، گیري شد. بدیندیازیست شرکت داندال اندازه

هاي گوناگون، رسم شد این ترکیب، در غلظت  7منحنی واسنجی
ساعت، در داخل   48و  24یافته از آن، طی و میزان رهایش

 گیري شد.محلول نمک فسفات با خاصیت بافري اندازه 
 

 ی سلول اتصال  و  تیسمّ زانیم ی بررس -6-3-2

 
1 Dynamic Mechanical Thermal Analysis (DMTA) 
2 Biodegradability 
3 Phosphate-Buffered Saline (PBS) 
4 Vacuum Oven 
5 ELISA Kit 
6 Spectrophotometer 
7 Calibration 

ها روي داربست از  منظور بررسی میزان حیات سلولبه 
ها براساس استفاده شد. در این آزمون، حیات سلول  MTTآزمون  

شود.  بررسی می  MTTمثل احیاي 8وسازي پارامترهاي سوخت
MTT هاي زردرنگ محلول در آب است که سلول  9تترازولیوم

هاي بنفشی  صورت بلوراي نامحلول در آب، بهزنده آن را به ماده
حل و   DMSOکنند. فورمازان در ، تبدیل می10به نام فورمازان 

نورسنجی و دستگاه خوانش  مقدار آن، با روش طیف
شد. گیري  نانومتر، اندازه  005- 006، در طول موج  11میکروپلیت

شده توسط  یت سلولی، نانوالیاف ساختهبراي بررسی سمّ
 10000و غلظت  الکتروریسی همراه با رده سلولی پوشش قرنیه

میکرولیتر محیط کشت قرار گرفتند   100سلول در هر چاهک در  
کشت شدند. سپس،   12خانه ساعت، در گرم  24مدت و به 

  48مدت سازي و به هاي گوناگون، رقیقنانوالیاف، با غلظت
خانه خارج و  ساعت نگهداري شدند. درنهایت، ظرف از گرم

شد.  ، شسته  PBSفاده از  ها، با استمحیط حاوي نانوالیاف و سلول
 20درصد، به میزان  5/0با غلظت  MTTدر مرحله بعد، محلول 

ساعت، مجدداً در   4مدت  میکرولیتر، به هر ظرف اضافه شد و به 
میکرولیتر  100ساعت، میزان  4خانه کشت شد. پس از گرم

DMSO  به محلول اضافه شد و میزان جذب آن، در مقایسه با
گر میکروپلیت خوانده شد. تگاه خوانشگروه کنترل، توسط دس

 SEM کمک ها روي سطح داربست باکیفیت اتصال سلول 
 يریو قرارگ  هاداربست   ي رو  هاسلول از کاشتن    پسشد.    بررسی
 کشت محیط سازي،آمادهروز، براي  2 مدتبه ، کشت طیدر مح

  با  فسفات نمک با  سلول  حاوي يهاداربست  و  خارج  هاسلول 
 13پارافرمالدئید با و وشوشست  دقیقه، 5 مدتبه ، يبافر تیخاص

 با  هانمونه  سپس،. شدند محکم ساعت،  کی مدتبه درصد،  4/0

 10 میزان به  کدامدرصد (هر 100و  90 ،80، 70، 50، 30 الکل

  توسط و پوشانده طلا ينانومتر پوشش با و گیريآب )دقیقه
SEM  شدند بررسی. 

 
 ه یقرن پوشش به هیقرن مبالی ل يادیبن يهایاخته زیتما -4-2

8 Metabolic 
9 Tetrazolium 
10 Formazan 
11 Microplate Reader 
12 Incubator 
13 Paraformaldehyde 
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 هاداده تحلیل و  تجزیه روش -1-4-2

 از استفاده با، نتایج این آزمایش، از نظر آماري

آزمون   و 1طرفهتحلیل واریانس یک آزمون و  SPSSافزارنرم
       اختلاف شاخص با آماري بررسی شدند. نتایج ، 2توکی

05/0P <  .معنادار درنظر گرفته شدند 
 

 نتایج و بحث -3
داد که نمونه  ها نشان آمده براي انواع نمونهدست نتایج به 

شده در این مطالعه، ورا و فیبروئین خالص استخراجکلاژن، آلوئه

منظور اطمینان از ماهیت هاي مدنظر و به براي تولید داربست 
منزله وریسی به ها، مناسب بوده است. روش الکترشیمیایی آن

ترین روش آزمایشگاهی براي تولید انواع نانوالیاف  متداول
هاي آمده از نمونه دستشود. در طیف به بسپاري شناخته می

هاي ناشی از ترکیبات شود که مجموع قله ترکیبی، دیده می
گوناگون در کنار یکدیگر قرار دارند و قله جدیدي که پیوند  

توان گفت که  شود. بنابراین، می ی جدیدي را نشان دهد دیده نم
  FTIR  نمودارداده بین اجزا از نوع فیزیکی بوده است.  اختلاط رخ

 نشان داده شده است.  1در شکل  3اياین اختلاط شبکه
 

 

 
عمودي مربوط به شدت جذب گروه هاي عاملی  محورافقی مربوط به طول موج گروه عاملی و  محورکه  FTIR تحلیل نمودار .1شکل 

 ايشبکه فاکتور رشد روپوستی/ورا آلوئهکلاژن//نیبروئیف  گوناگون  يهاآمده از نمونهدستبه

 

یک سیال براثر   جتدر این روش، نانوالیاف پلیمري از 
اعمال یک میدان الکتریکی بین یک نازل و یک دستگاه  

شود. بسپارهاي طبیعی مثل کننده نانوالیاف تشکیل می جمع
ترکیب هر دو یا بسپارهاي مصنوعی مثل کیتوسان، ژلاتین یا 

گلیکولیک لاکتیک اسید و پلیآمیدها، پلی وینیل الکل، پلی پلی 
صورت ) با استفاده از روش الکتروریسی به PGA( 4اسید

و همکارانش، با استفاده از   5. هولِن]17[اند درآمده نانوالیاف 
فلورسنت، نشان    PKH26دارشده با  نشان   6ايآکنههاي میانسلول 

 
1 One–Way ANOVA 
2 Tukey 
3 Crosslinked 

از نانوالیاف وارد سطح  اند  اي توانسته آکنههاي میاندادند که سلول 
و و دیگر پژوهشگران، پس از . همچنین، ا]16[بینایی شوند 

توان داروهاي  هایی، به این نتیجه رسیدند که میپژوهش 
گوناگونی را درون نانوالیاف وارد کرد؛ داروهایی همچون کاهنده  

کننده ایمنی و همچنین فاکتورهاي رشد که  التهاب، سرکوب
. کلاژن یکی از ]18[توانند به موفقیت پیوند کمک کنند می

ه در مطالعات ترکیباتی است که براي مهندسی بافت قرنی
انجام   2007اي که در سال  گوناگون استفاده شده است. در مطالعه

4 PolyGlycolic Acid (PGA) 
5 Holan 
6 Mesenchymal Cells 
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                     1شده با پپتیدهاي کلاژنی اصلاحشد، تأثیر ژل
)Tyr–Ile–Gly–Ser–Arg (YIGSR   بر رفتار سلول پوششی

قرنیه بررسی شد. در این پژوهش، مشخص شد که افزودن  
YIGSR هاي پوششی  ی و تکثیر سلولباعث افزایش چسبندگ

هاي دیگري، عملکرد ]. در پژوهش 19شود [قرنیه انسانی می
هاي قرنیه، منزله جایگزین کاشتینهکلاژن انسانی نوع یک و سه به 

، با یکدیگر مقایسه شدند. نتایج حاکی از آن بود 2008در سال 
  35/1هاي انکساري  اي، شاخص که هر دو کلاژن نوترکیب شبکه

هاي انکساري قرنیه وضوح اپتیکی داشتند که مشابه شاخص  با
ها نیز مشابه خواصی انسان بود. خواص شیمیایی و مکانیکی آن 

 2فوندوس طور که در معاینات  بود که در انسان وجود دارد. همان
مشهود بود، شفافیت نوري نیز در هر دو کاشتینه حفظ شده بود.  

و نوع کاشتینه متشکل از کلاژن  بنابراین، نتایج نشان دادند که هر د 
هاي میزبان  طور ایمن و پایدار، با قرنیهتوانند به نوع یک و سه می

هاي خطر و مؤثر، جایگزینطور بالقوه بییکپارچه شوند و به 
هاي ]. در سال 20مناسبی براي ماتریس قرنیه درنظر گرفته شوند [

ه از دم  شده از کلاژن نوع یک را کاخیر، نوعی داربست ساخته 
منزله بستري مناسب براي رشد و تمایز آمده بهدستموش به

معرفی  3داربست قرنیههاي زيهاي پوششی و کراتوسیتسلول 
استفاده از کلاژن نوع یک و تهیه داربست   ].21اند [کرده

نانوالیافی از آن، با استفاده از روش الکتروریسی، در پژوهش  
ست. نتایج حاکی از آن بود  نیز مطرح شده ا و همکارانش 4نا بر

آمده، با الیاف کلاژن نوع یک دستشناسی نانوالیافی به که ریخت
آمده از کرم دست]. فیبروئین به 21در قرنیه طبیعی مشابهت دارد [

هاي قرنیه، در مطالعات ابریشم نیز براي ساخت جایگزین
،  2012و همکارانش، در سال    5مختلف، بررسی شده است. هیگا 

هاي فیبروئین ابریشم متخلخل با نفوذپذیري بالا و فیلم  کاربرد
اتیلن کردن فیبروئین ابریشم و پلی شده از طریق مخلوط تهیه

ي پوشش جداشده  هاسلول ) را بررسی کردند. PEG( 6گلیکول
شده از فیبروئین هاي ساختهاز پوشش لیمبال خرگوش روي فیلم

داد که فیلم ابریشم کاشته شدند. نتیجه این پژوهش نشان 
سازگار و بسیار شفاف  اي زیست متخلخل فیبروئینِ ابریشم ماده 

 
1 Aminin-Derived Peptide 
2 Fundus Examination 
3 Corneal Stromal Cells (keratocytes) 
4 Borene 
5 Higa 

شده پوشش  هاي کشتهاي سلول تواند حاملِ ورق است که می
 ].28-22قرنیه باشد [  پوششدر بازسازي 

در مطالعات بسیاري در کنار استفاده از غشاهاي طبیعی، 
وبعدي با  با ساختارهاي د از انواع بسپارهاي طبیعی و مصنوعی

ضخامت کم براي ترمیم قرنیه استفاده شده است. براساس روش  
توان از منظور تهیه ساختار دوبعدي بسپاري میساخت، به 

اي اي استفاده کرد که صفحه گري لایههایی نظیر ریختهروش
اي، کند. براي مثال، در مطالعه صاف، ولی بدون تخلخل، ایجاد می

پوشش داده شد که نتایج حاکی از   ژلاتین با کلاژن تغییریافته
. ابریشم، بسپار  ]14و  13[هاي قرنیه بود بهبود کشت سلول

هاي و همکارانش براي کشت سلول  7مادِن  دیگري بود که
ر، این ماده توسط  هاي دیگاندوتلیال استفاده کردند. در پژوهش

اجزاي ماتریس سلولی مثل کلاژن پوشش داده شد که کشت  
گزارشگر فلورسنت   8ي ندهاکاو. ]15[ ها را بهبود بخشیدسلول 
  صیتشخ توانندمی را  کاوندمکمل  یتوال يحاو  DNAفقط 

 يهایژگیوند گزارشگر و، استفاده از کانیدهند. بنابرایم
 یروش را حت نیدهد و انجام ایم شیافزاشدیداً را  یصاصتاخ

کند. با استفاده از یم ریپذامکان گرید dsDNAدر حضور 
فلورسنت در    هاي توان از کاوندی، مرنگ   گوناگون  يهابرچسب 

 یتوال نیکنترل چند يبرا )9تافت چندجزئی (هم يهاروش
 هدف در همان لوله استفاده کرد.

) را  SFماده فیبروئین ابریشم (ي زیستاریبس  پژوهشگران
منزله بستري براي تکثیر، تمایز و رشد سلولی پوشش قرنیه در  به 

اي شامه در مقایسه با غشاي درون   10تنیشرایط آزمایشگاهی برون 
)AM هاي ها نتیجه گرفتند که سلول ) انسان ارزیابی کردند. آن

ی و پر از میکروپرز،  فرشسنگتوانند با ظاهري پوشش قرنیه می 
هاي مجاور خود،  روي سطح، همراه با اتصالات گسترده با سلول 

،  AMبچسبند و تکثیر شوند. در مقایسه با  AMو  SFبه 
شفافیت، تهیه آسان  فرد فیبروئین، از جمله هاي منحصربهویژگی
بودن ذاتی از انتقال بیماري، آن را به بستري مناسب براي و عاري 

ترمیم زخم و بافت مهندسی قرنیه تبدیل کرده است. فیبروئین 
هاي پوشش قرنیه  ابریشم توانست از تکثیر و تمایز سلول

6 PolyEthylene Glycol (PEG) 
7 Madden 
8 Probes 
9 Multiplex 
10 In Vitro 
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پوشش مشخصه نرمال قرنیه را حفظ کند  1نمودپشتیبانی و رُخ
اي دیگر، پژوهشگران نشان دادند فیلمی که  عه]. در مطال23-27[

پذیري شده محیطی مناسب با قابلیت تخریباز فیبروئین ساخته  
هاي آرام را براي بازسازي عصبی قرنیه انسان و رشد یاخته

و  2]. هزرا26کند [داربست قرنیه انسانی فراهم میبنیادي زي
نیه هاي قرهمکارانش، پس از پژوهشی که درباره داربست

شده از فیبروئین ابریشم انجام دادند، اعلام کردند که  ساخته 
شوند و استحکام  راحتی ساخته می به هاي ابریشمی داربست 

]. در کنار استفاده از کلاژن و فیبروئین ابریشم 9مناسبی دارند [
هاي منزله ماده ساختاري در داربست قرنیه، از برخی عصاره به 

ها نیز استفاده شده است. عصاره  آن گیاهی براي بهبود عملکرد 
ورا حاوي چندین ماده فعال  هاي گیاه آلوئهآمده از برگدستبه 

ساکاریدها، آنتراکینون، لکتین، سوپراکسید  دارویی از جمله پلی 
و مواد معدنی   E و A ،Cهاي دیسموتاز، گلیکوپروتئین، ویتامین
ه التیام شده در زمینهاي انجام است که در بسیاري از پژوهش 

کننده روند بهبود زخم خوبی  زخم، خواص ضدالتهابی و تسریع
هاي و همکارانش موفق شدند داربست  3ونگداشته است. ی

و فیبروئین   )AV(ورا  العاده نازك و شفاف با ژل آلوئهفیلمی فوق 
بسازند.   )CECs(هاي اندوتلیال قرنیه براي سلول  ) SF(ابریشم 

ها افزایش بقاي سلولی را در داربست   AVژل    افزودن مقدار کمی
هاي خوبی حفظ کرد. نتایج نشان داد فیلم داد و عملکرد آن را به 

SF  حاويAV توانند جایگزینی مناسب براي پیوند بافت  می
و همکارانش،   4کورتو ]. در مطالعه دیگري که 27قرنیه باشند [

  تنی انجام دادند، ، در شرایط آزمایشگاهی برون 2014در سال 
شدن زخم قرنیه ورا در ترمیم و بسته تأثیر آلوئه پژوهشی درباره 

ها نشان داد که  و فعالیت کلاژناز انجام دادند. نتایج آزمایش آن
گیري بافت  ورا، از طریق کاهش شکلهاي پایین آلوئهغلظت 

سازي قرنیه، تأثیر  و افزایش سرعت پوشش  5ي چندتارشو
علاوه بر این،   .]28رد [چشمگیري در بهبود زخم سطح قرنیه دا

ورا را در تسهیل  ، تأثیر ژل آلوئه2015پژوهشگران، در سال 
ي هاموش سازي مجدد قرنیه داراي سوختگی قلیایی در پوشش 

سالم و دیابتی با هم مقایسه کردند که نتیجه آن بهبود روند  
ورا استفاده کرده  سازي قرنیه در گروه نرمالی که از آلوئه پوششی 

 
1 Phenotype 
2 Hazra 
3 Yung 
4 Curto 

].  29ورا استفاده نکرده بود [از گروهی بود که از آلوئه بود بهتر
 3، 1هاي صفر، هاي فیبروئینی با نسبت در پژوهشی دیگر، فیلم

ورا به فیبروئین ابریشم، براي درصد وزنی عصاره آلوئه 5و 
هاي اندوتلیال قرنیه سنتز شد. نتایج بررسی رشد سلول 

هاي و رشد سلول   آمده در آزمون میزان چسبندگی سلولیدستبه 
 1هاي هاي سنتزشده نشان داد در فیلم اندوتلیال قرنیه روي فیلم 

ترتیب، گستردگی سلولی افزایش یافت و درصد وزنی، به  3و 
درصد وزنی    5هاي حاوي  چسبندگی و گستردگی سلولی در فیلم

ورا، در مقایسه با دو گروه ذکرشده، کاهش یافت. در آلوئه
ه از نتایج این پژوهش در شرایط  آمددستهاي به گزارش

ورا درصد وزنی آلوئه 3نیز، فیلم حاوي  6تنیآزمایشگاهی درون
]. 30هاي دیگر داشت [شفافیت و پایداري بیشتري از گروه 

منزله یکی از اجزاي مؤثر در مهندسی فاکتورهاي رشد همواره به 
شوند. در بین فاکتورهاي رشد متعددي که با بافت شناخته می

و اعضاي هم خانواده آن، در همه   EGFیم زخم ارتباط دارند،  ترم
اند. این مواد سبب تحریک مهاجرت فازهاي ترمیم، استفاده شده

سلولی، تکثیر و سنتز غشاي تحتانی و اجزاي ماتریس 
هاي قرنیه و پوست  شوند و نرخ التیام را در زخمسلولی میبرون 

شناختی یب کارانداممنزله ترک، بهEGF]. 31بخشند [تسریع می
هاي موجود در اشک، سبب افزایش تکثیر و تفکیک سلول

شود و این امر تأثیر اساسی این کراتوسیت و اندوتلیال قرنیه می 
 .]32[دهد فاکتور رشد در بازسازي پوشش قرنیه را نشان می

 
 هابست دار یشناسخت یر -1-3

شناسی و توان ریختمی ،SEMبراساس نتایج حاصل از 
آمده از ترکیبات دستنانوالیافی به هاياندازه و آرایش داربست 

مورفولوژي ساختار   2گوناگون را مطالعه کرد که تصویر شکل 
 الکتروریسی شده را نشان داده است.

 يساختارها شود،یم دهیدزیر  رویتص درکه  يطورهمان 
  يبا قطر  و  یتصادف   عیبا توز  ،7مهره  بدونو    کنواختی  ،یافینانوال

که شامل  ياهیلاکینانومتر در نمونه  300تا  100 نیب
در نمونه    نیاست و همچن  آنبدون    و  وراآلوئهبا    نیبروئیف/کلاژن

  باکلاژن پوشانده شده است، /نیبروئیبا ف تاًیکه نها  ياهیلاسه

5 Fibrosis 
6 In Vivo 
7 Bead 
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نگاري  براي مطالعه نانوعارضه . اندشده  لیتشک تیموفق
بهره شده، از میکروسکوپ نیروي اتمی هاي الیافی تهیهداربست 

 گرفته شد.
 

 
-کلاژن  بیترک با نانوالیافی يهاداربست SEM ریتصو .2 شکل

 رشدفاکتور -شمیابر نیبروئیف 

 
 بیتخر زانیم -2-3

شده در  گیري میزان تخریب پنج نوع داربست تهیهاندازه
روز   28ها طی  این مطالعه، از طریق سنجش تغییرات وزن نمونه 

صورت آمده از این مطالعه، به دست، نتایج به 3انجام شد. در شکل  
طور که در این نمودار تغییرات وزن، نشان داده شده است. همان 

ها  براي همه انواع داربست شود، روند تغییرات شکل دیده می

یابد. پس  تقریباً یکسان است و با شیب نسبتاً مساوي کاهش می 
درصد از  50وري، تقریباً هفته از شروع غوطه  4از گذشت 

 ها تخریب شده است. داربست 

 
شده در هیته يهانمونه برحسب گرم وزن  راتییتغ شینما .3شکل

 روز 28بعد از  پنج نمونه داربست يبرا بیآزمون تخر
 
رهایش فاکتور رشد عروقی از داربست نهایی   -3-3

 ورا/فاکتور رشدکلاژن/فیبروئین/آلوئه
شده به داربست  غلظت فاکتور رشد عروقی افزوده 
شدن، بسیار مهم  نانوالیافی، در محیط اطراف، پس از کاشتینه

ط اطراف  رو، میزان رهایش این ترکیب در محیاست. ازاین
ساعت، براي چهار نوع داربست با میزان   48و    24داربست، طی  

ورا و  درصد)، با آلوئه  30و  15افزودنی متفاوت فاکتور رشد (
 EGF زانیم راتییتغنمودار  ، 4شکل  دربدون آن، مطالعه شد. 

 .است شده داده شینما ساعت،  48 و 24 در افته،یش یرها
 

 
 طیمح در يورغوطه از ساعت 48 و 24 از پس گوناگون  يهااز نمونه افتهیشیرها یعروق و غلظت فاکتور رشد  زان یم راتیینمودار تغ .4 شکل

 شدهيسازهیشب
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 ییهاداربست  شود،یم  ده ید  نمودارها  نیا   در  که  طورهمان 
  نشان  خود از يشتریب شیرها دارند يشتریب رشد فاکتور که
ورا، در مقایسه  هاي حاوي آلوئه که داربست ضمن این .دهندیم

ورا، باعث رهایش بیشتر فاکتور  هاي مشابه بدون آلوئه با نمونه 
و   24ها، در هر دو زمان  رشد شدند. محدوده رهایش تمام نمونه

گیري شد. لیتر اندازهنانوگرم بر میلی 60تا  30ساعت، بین  48
درصد فاکتور رشد در ترکیبشان   30هایی که در این بین، نمونه

لیتر در محیط نانوگرم بر میلی  60تا    45وجود داشت غلظتی بین  
 اطراف رها کردند.

 

 شدههیته يهاداربست یکیمکان خواص -4-3
 یکیآزمون خواص مکان نمودار نشان دهنده ي 5شکل 

  ، در حالت کشش یکیمکان خواص آزمون از آمدهدستبهپویا 
داده شده   شینما  یافینانوال يها داربست  گوناگونانواع  يبرا

 میاستحکام تسل ای میتنش تسل ج،ینتا نیا براساس است. 
مگاپاسکال    5/11  و  85/2  نیب  گوناگون   يهانمونه   از  آمدهدستبه 
دهد. را نشان می  مگاپاسکال 1250 تا 280 نیب انگی مدول و

تأثیر  ،نشدن  ایشدن ايترکیب مواد سازنده و همچنین شبکه
، ايچشمگیري در این مقادیر دارند. نمونه فیبروئین ابریشم شبکه
ورا بیشترین خواص مکانیکی و نمونه فیبروئین/کلاژن/آلوئه

اند. بنابراین، نتایج تأیید کمترین اعداد را داشته نشدهايشبکه

ورا باعث افت خواص مکانیکی کنند که افزودن کلاژن و آلوئهمی
ها، تا سه برابر، باعث  شدن هریک از نمونه ايشود و شبکه می

شود. استحکام  ها می افزایش استحکام و مدول الاستیک نمونه 
العه که همان نمونه  تسلیم محصول نهایی پیشنهادي در این مط

و مدول   3/5برابر با است،  ايورا شبکهفیبروئین/کلاژن/آلوئه
که دست آمد، درحالی مگاپاسکال به  625الاستیکی آن برابر با 

        صورت میانگین، برابر بااستحکام قرنیه طبیعی انسان، به 
مگاپاسکال   20و مدول الاستیکی در حدود  81/3 ± 40/0

دهد که محصول نهایی، از  ست. این امر نشان می گزارش شده ا
نظر مکانیکی، مقاومت لازم براي جایگزینی بافت قرنیه را دارد. 
علاوه بر ارزیابی خواص مکانیکی ایستا داربست منتخب تحت 
آزمون، خواص مکانیکی پویاي حرارتی آن نیز بررسی شد.  

هاي کامل با ترکیب منظور، داربست بدین
شده در این مطالعه، در حالت تهیه  EGFورا/آلوئه/کلاژن/فیبروئین

استفاده شدند. در   کششی با بسامد یک مگاهرتز و دماي ثابت 
آمده از این آزمون نمایش داده شده است.  دست ، نتیجه به 5شکل  
شود، مدول الاستیک تا بیش  دیده می  5طوري که در شکل  همان 

ن امر بر غلبه حالت برابر بالاتر از مدول ویسکوز است که ای  8از  
جامد به ویسکوز در این محصول دلالت دارد و در طول زمان  
آزمون، هر دو مدول تقریباً یکسان بودند که از پایداري ماده در  

 کند.طول زمان حکایت می
 

 
 برحسب دقیقهبر حسب زمان شده  رهیو ذخمکانیکی مدول کاهش یافته از آزمون خواص  آمدهدستبه جینتا. 5 شکل

 

 هاي نانوالیافی توسطچسبندگی سلولی روي داربست  -5-3
SEM  

تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی  ، 6شکل 
هاي نانوالیافی ها روي انواع داربست از اتصال سلول   آمدهدستبه 

شده در این مطالعه شامل داربست فیبروئین تهیه
است که اتصالات قوي   15ابریشم/کلاژن/فاکتور رشد عروقی 

 دهد. هاي بنیادي لیمبال قرنیه به داربست الیاف را نشان می یاخته
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اند هرسد همۀ انواع ترکیبات توانستنظر میبنابراین، به 
سطح مناسبی براي اتصال سلولی فراهم کنند، هرچند، در شکل  

هاي حاوي فاکتور رشد شود که تجمع داربست ، مشاهده می6
شود که  ، دیده میرویتص نیادر  هاست.عروقی بیشتر از سلول 

داربست   و هیقرن مبالیل يادیبن  يهایاخته اتصالاتی قوي بین
  متصل ها داربست این به  یخوبه ها ب. سلول برقرار است الیاف
 .اندافتهی ریآن گسترش و تکث روي و شده

 

 

  تیفیو ک یآمده از چسبندگدستبه یکروسکوپیم ویرتص. 6 شکل
 فاکتور يحاو/وراآلوئه/نیبروئیداربست کلاژن/ف  يرو هاسلولاتصال 

 یعروق  رشد

 
 یت سلولیمیزان تکثیر و سمّ -6-3

شده در  نانوالیافی تهیه یت احتمالی داربست منظور بررسی سمّبه 
  حاصل   جینتا،  7شکل    در استفاده شد.    MTTاین مطالعه، از آزمون  

نشان داده  روز کشت سلول    کی بعد از    ،یسلول  ت یسمّ  یابیارز  از
مانی دهد که زنده نشان می   8  شکل  درشده  شده است. نتایج ارائه

ها، از نمونه نانوالیافی شامل فیبروئین نمونه ها در تمامی سلول 
ورا و فاکتور رشد اندوتلیالی گرفته تا ترکیب آن با کلاژن، آلوئه

درصد و درنتیجه، از   85، بیش از 30و  15در دو درصد وزنی 
مون،  قبول است. اما براساس دیدگاه این آزاین دیدگاه، قابل

مانی نمونه حاوي فیبروئین/کلاژن با  مشخص شد که زنده 
هاست. براساس نتایج ورا و بدون آن بیشتر از بقیه نمونه آلوئه

هاي بنیادي لیمبال قرنیه یاخته 1سنجی شارشی حاصل از یاخته
 جمعیت ازکمی  ها درصدسلول که ایناین به توجه با انسان،

 
1 Flow Cytometry 
2 Colony 

 هايکشت در دهند،می شکیلت را پوشش قرنیه انسان هايسلول 

 هاي تعدادي سلول نیز و ندا ناخالص جمعیت صورتبه اولیه

 در ولی شوند،می یافت هاکشت  این در نیز خونی و الیاندوتل

 يها2پرَگنَه .آیندخالص درمی  صورتبه  بعدي پاساژهاي
 شبیه شناسی،ریخت لحاظ پوشش قرنیه، از هايسلول  خالص

منظور اطمینان به .هستند شکلدوکی و 3ايتارتنَده هايسلول  به
سنجی  آمده، از تحلیل یاختهدستهاي بنیادي بهاز ماهیت یاخته

هاي  قرنیه به سلول اي آکنههاي میانشارشی استفاده شد. سلول 
دهد که در پوششی قرنیه روي داربست نانوالیافی را ارائه می

ها در سه گروهِ  ور، سلول منظنشان داده شده است. بدین 7شکل 
هاي بدون تیمار، تیمار با محیط کشت تمایزي و سلول 

روز، مطالعه و بررسی   21مدت شده روي داربست به دادهکشت 
که نمودارهاي ستونی مربوط به چگالی سلولی شدند. ضمن این

هاي تیمارشده با محیط  دهند که چگالی گروه سلول نشان می 
هاي شده از چگالی سلول داربست تهیه تمایزي یا رشدیافته روي  

دهند که این گروه تیمارنشده کمتر است، غیرمستقیم نشان می
هاي ها از سلول ها در وضعیت تمایز هستند و رشد آن گروه 

افتاده است. بنابراین، نتایج تیمارشده با محیط تمایزي، عقب
یز  شده در تماآمده در این بخش، بر توانایی داربست تهیه دستبه 

داربست  هاي پوششی دلالت دارد. هاي بنیادي به سلول یاخته
ترین لایه قرنیه است که سازمانی  قرنیه انسانی برجسته

 افیالن یبو فاصله    کنواختی  قطر  با  کلاژنفرد از الیاف  منحصربه
  سلول   فاقد   یکلاژن  4تیغه  200  از   شیب  يحاو  باشد کهمی  کسانی

هاي مجاور و  نو، عمود بر تیغه. الیاف کلاژن، در مقیاس نااست
مهندسی بافت قرنیه روشی   اند.موازات یکدیگر چیده شدهبه 

رشد براي درمان نقایص قرنیه در نظر گرفته مناسب و درحال
]. طراحی داربست مناسب با خواص فیزیکی و 20-14شود [می

شیمیایی مطلوب براي حمایت از سلول و بافت، اولین گام براي 
رد مهندسی بافت است. از مشکلات اصلی ساخت  هرگونه کارب

داشتن داربستی با استحکام   این ساختار در شرایط آزمایشگاهی،
هاي ]. داربست 38-33مناسب با بافت طبیعی قرنیه است [

توانند بهترین روش براي تقلید پذیر میتخریبنانوالیاف زیست 
منظور تهیه ساختاري مطلوب براي  از ساختار قرنیه طبیعی، به 

اتصال و تکثیر سلول، درنظر گرفته شوند؛ زیرا بافت نانوالیافی  

3 Fibroblastic 
4 Lamella 
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تواند از شکل و عملکرد طبیعی تولیدشده به این روش می 
 ].38-26تقلید کند [سلولی ماتریس خارج 

 

 

کلاژن/عامل /نئیبرویبا ف  ریتکث زان یو م تیسمّ زان یم یجهنت. 7 شکل
 رشد

 
 

در  هاسلول یمانزنده درصد  زیآمده از آنالدستبه یجهنت. 8 لشک
 گوناگون  باتیترک از شدههیته نانوالیافی داربست يهامجاورت نمونه

، SF+Colکلاژن /نیبروئیف  ،SF نیبروئیف  شامل
و SF+Col+EGF  ورا آلوئهکلاژن//نیبروئیف 

 SF+Col+Alov+EGFیفاکتور رشد عروق /ورا آلوئهکلاژن//نیبروئیف 
 

طور طبیعی، حاوي  داربست قرنیه، به که زيبا توجه به این 
روش مناسبی   Iالیاف کلاژن همسوست، الکتروریسی کلاژن نوع  

لیاف تصادفی  که ابراي دستیابی به این ساختار است، درحالی 
  ، 8 شکل درهاي پوششی و اندوتلیال مفیدند. براي تقلید از لایه

در مجاورت   ها سلول  یمانزنده لیتحلآمده از دستبه  جینتا

 
1 Mitosis 

 ب یترک از شدهه یته نانوالیافی داربست يهانمونه 
 آزمونبا استفاده از    یعروق  رشدفاکتور  /وراآلوئهکلاژن//نیبروئیف

MTT  در بحث رهایش، فاکتور رشد   .است شده داده شانن
شده در داخل داربست هم تأثیرگذار است. عروقی بارگذاري

طوري که در نتایج این بخش مشاهده شد، غلظت فاکتور  همان 
  60تا  30شده بین هاي ساختهیافته براي نمونه رشد رهایش 

گیري شد. از طرفی، براساس  لیتر اندازهنانوگرم بر میلی
  EGFتنی، میزان  ، در شرایط آزمایشگاهی برون هاي قبلیگزارش

 10هاي پوششی قرنیه  و مهاجرت سلول   1موردنیاز براي رِشتمان 
دهد که مقدار لیتر است. این نتیجه نشان مینانوگرم بر میلی  30تا  

درصد فاکتور   15یافته از داربست (حاوي فاکتور رشد رهایش
هاي ارشرشد عروقی) در بازه مناسبی است و براساس گز

دهد. این اثربخشی در نتایج پیشین، اثربخشی مطلوبی را نشان می
که طوري خوبی مشخص است، بهمربوط به اتصال سلولی نیز به

هاي حاوي فاکتور رشد با  یافته روي داربستهاي کشت سلول 
چگالی بیشتري روي سطح اتصال یافتند و مشاهدات نشان دادند 

الیافی فیبروئین تنها نیز، اتصال ها، روي داربست نانوکه سلول 
ها مانی سلول ، زنده MTTعلاوه، براساس آزمون خوبی دارند. به 

شده در این مطالعه بسیار مناسب  هاي ساخته روي انواع داربست
درصد مشاهده شد. در   85مانی حداقل اي که زنده گونه بود، به 

شده براي داربست مناسب با  بینیهاي مطلوب پیش کنار ویژگی
هاي بنیادي قرنیه به  توان قابلیت تمایز یاختهبازسازي قرنیه، می

شمار آورد. اگر  هاي مهم آن به هاي پوششی را از ویژگیل سلو
این داربست بتواند بدون استفاده از محیط تمایزي، موجب تمایز 

تواند گزینه مناسبی براي جایگزینی هاي پوششی شود، میسلول 
قرنیه درنظر گرفته شود. همچنین، قابلیت تمایزي داربست  

آمده نشان داد  دست یج بهشده در این مطالعه بررسی شد و نتاتهیه
تنهایی و بدون استفاده از  تواند، حتی بهشده میکه داربست تهیه 

هاي سمت تمایز به سلول هاي بنیادي را بهمحیط تمایزي، یاخته
آمده از دست پوششی سوق دهد. بنابراین، از مجموع نتایج به

هاي گوناگون ارزیابی ماده در این مطالعه، مشخص شد که  روش
هاي مطلوب موردنظر براي جایگزینی شده ویژگی اربست تهیه د

و بازسازي بافت قرنیه و همچنین قابلیت استفاده در این کاربرد 
منظور اثبات عملکرد عملی این داربست، لازم  را دارد. البته، به
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 کار برده شود. تنی به صورت درون مدنظر به  است داربست
 

 يریگجهینت -4
بستی براي مهندسی بافت لایه پوششی  در این مطالعه، دار

ورا و فاکتور  قرنیه برپایه فیبروئین ابریشم و کلاژن حاوي آلوئه
کننده براي کننده و تحریکمنزله عوامل کمکرشد عروقی به 

لایه ترمیم بهتر قرنیه تهیه شد. براي این منظور، داربست سه 
تهیه و   نانوالیافی با ترکیبی از روش الکتروریسی و الکتروپاشش

پذیري تخریب ی بررس ،SEM رینظ یمهندسهاي یابی مشخصه با 
از روي کاهش وزن، زاویه تماس آب، رهایش فاکتور رشد و  

هاي زیستی نظیر یابیمشخصه خواص مکانیکی ایستا و پویا و 
ها و پتانسیل تمایزي داربست  مانی سلول اتصال سلولی، زنده 

بررسی شد. نتایج این پژوهش نشان داد که تهیه جایگزین، با 
افی و خواص مهندسی و زیستی ضخامت مناسب، ساختار نانوالی

آمیز بوده است. بنابراین،  مناسب براي این کاربرد موفقیت
تواند جایگزین بالقوه و مناسبی براي ترمیم شده میمحصول تهیه
 دیده درنظر گرفته شودقرنیه آسیب

 

 يسپاسگزار -5
استادان دانشگاه  هاي ارزنده نویسندگان مقاله از راهنمایی

حمایت   در تهیه این پژوهشتحقیقات که  و علوم  واحد ،آزاد
 .گزارند قدردان و سپاس نهایتبی دریغی داشتند،بی
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