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نانوالیاف پلیمر‌های طبیعی برای ساخت داربست‌های مورد استفاده در مهندسی بافت مورد توجه قرار گرفته‌اند زیرا می‌توانند بدرستی 
ریزمعماری ماتریکس خارج سلولی بافت طبیعی را تقلید کنند. در این تحقیق داربست نانوالیافی از فیبروئین ابریشم-کیتوسان با دو 
نسبت 70-30 و 50-50 از محلول فیروئین ابریشم 10درصد و کیتوسان 5درصد به روش الکتروریسی جهت استفاده در مهندسی 
بافت غضروف مفصلی طراحی و ساخته‌ شد. مورفولوژی و قطر نانوالیاف بوسیله تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی تعیین شد. بررسی 
گروه‌های عاملی سطح با دستگاه طیف سنجی فروسرخ  انجام شد و استحکام مکانیکی و کشسانی داربست نیز بررسی گردید. تخریب 
پذیری داربست با قرار گرفتن در بافر فسفات سالین برای 2 ماه به طور هفتگی بررسی شد. آنالیز تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی ، 
نانوالیافی با قطر میانگین 32 /52±148/8و 24/51 ±138/5 نانومتر به ترتیب  برای نسبت 70-30 و 50-50 و با مورفولوژی یکنواخت 
و بدون مهره را نشان داد. استحکام مکانیکی ‏در داربست 50-50 ‏‎ MPa‎‏0/80 و در داربست 30-70  ‏‎MPa‎‏ 0/51 بود و به ترتیب پس از 
2/80 درصد و 4/94 درصد افزایش از طول اولیه دچار شکست شدند. تخریب‌پذیری داربست 70-30 پس از 12 هفته 0/9±6/16 درصد 
و در داربست 50-50 ، 0/7±6/82 درصد از کل وزن داربست بود.‏ با توجه به نتایج، این داربست بخاطر سرعت آهسته تخریب‌ پذیری در 
شرایط برون‌تنی و ماهیت پروتئینی آن و ساختار فییزیکی و مشخصات مکانیکی مناسب آن، می‌تواند بعنوان داربست مناسبی برای ترمیم 

بافت غضروف مفصلی معرفی شود و در این بین داربست 70-30 نسبت به 50-50 خواص کشسانی و استحکام مکانیکی بهتری دارد.

 مقدمه
آرتروز یا آســیب به غضروف در نتیجه آســیب‌دیدگی، 
افزایش سن و کشیدگی یا پارگی طولانی‌مدت غضروف از 
بیماری‌های شایع و ناتوان کننده رایج است. خودترمیمی 
غضروف به دلیل تراکم کم کندروســیت‌ها )سلول‌های 
غضروفی‌(‌، عدم تحرک آن‌ها در ECM )ماتریکس خارج 
سلولی‌( متراکم و متابولیسم پایین آنها و همچنین خود 
بافت غضروف که فاقد رگ‌، لنف و عصب در آن اســت، 
محدود اســت ]1-‌‌3[ و لذا محدودیــت عمده آن عدم 
توانایــی در درمان حتی در جراحات جزئی اســت ]‌‌4[. 
در موارد شــدید برای درمان غضروف آسیب دیده و باز 
گردندان توانایی به بیمار نیاز به مداخلات جراحی است. 
نتایج پروتکل‌های درمانی مرســوم در دراز مدت رضایت 

بخش نبوده است‌، بنابراین نیاز به توسعه نسل جدیدی از 
جایگزین‌های غضروفی برای ترمیم بافت غضروف که طول 
عمر بیشتری داشته باشد ضروری به نظر ‌‌می‌رسد]‌‌3[. بر 
این اساس‌، توجه به مهندسی بافت جهت ترمیم‌، بازسازی 
و یا بهبود قابلیت‌های غضروف آسیب دیده امیدواری‌هایی 

را برای درمان این ضایعات بوجود آورده است ]5, ‌‌6[‌.
مهندســی بافت شامل کشت سلول‌های بافت مورد نظر 
یا ســلول‌های بنیادی قابل تمایز به بافت هدف بر روی 
محیط سه‌بعدی است که بتواند شرایط لازم جهت رشد 
آن بافت را فراهم کند ]‌‌2[‌. بنابراین داربســت یک جزء 
مهم در مهندسی بافت است. داربست باید دارای ساختار 
سه بعدی باشد که از بیوپلیمرهای طبیعی و یا سنتزی 
زیســت‌تخریب‌پذیر ساخته می‌شــود تا مقلد عملکرد 
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فیزیولوژیکی ECM باشــد و تا زمان شکل‌گیری بافت )به طور موقت(‌، 
جایگزین ماتریکس سلولی شود. داربست باید 

1( زیست تخریب‌پذیر و بدون محصولات جانبی سمی‌باشد 
2( متخلخل باشد تا اجازه نفوذ مواد غذایی و مواد زائد را بدهد 

3( از تکثیر، تمایز سلول و تولید ECM پشتیبانی کند 
4( قادر به ادغام با بافت در محل آسیب باشد و 

5( از بافت مهندســی شده پشتیبانی مکانیکی کند. نانوالیاف‌ها به دلیل 
نسبت بالای سطح به حجم‌، تخلخل بالا، زیست مقلدی ساختار و عملکرد 
ماتریکس خارج سلولی )ECM( گزینه مناسبی برای ساخت داربست‌ها 

هستند ]‌‌7[. 
برای مثال کلاژن عمده‌ترین جزء ECM ضخامت 30-300 نانومتری دارد 
]‌‌8[. همچنین نانوالیاف کشش مقاومتی بیشتری از میکروالیاف‌ها دارند 
که این ویژگی برای داربست‌های بافت غضروف مفید است. داربست‌های 
مختلفی برای ترمیم  بافت غضروف مفصلی مورد بررسی قرار گرفته شده 
است که هر کدام معایب و محاسنی داشته‌اند]9-‌‌11[. هدف از این تحقیق  
عبارت بوده است ساخت داربست نانوالیاف کیتوسان/ فیبروئین ابریشم 

مناسب در مهندسی بافت غضروف مفصلی. 

مواد و روش‌ها

اســتخراج فیبروئین ابریشم‌: فیبروئین ابریشــم از پیله‌های کرم ابریشم 
)‌شرکت سهامی کرم ابریشم ایران( استخراج و تخلیص شد. بدین صورت 
که پیله‌های کرم ابریشــم‌، پس از پاکسازی به قطعات کوچکی تقسیم و 
در محلول NaHCO3 با غلظت w/w( %5( به مدت 30 دقیقه جوشــانده 
شد]12, ‌‌13[. این مرحله برای حذف سریسین از ابریشم انجام شد ]‌‌14[. 
ابریشم صمغ‌زدایی شــده )‌فیبروئین خام‌( پس از خشک شدن‌، در یک 
حلال از ترکیب کلسیم کلراید )‌‌Merck(‌/ اتانول‌/ آب با نسبت‌های مولی 
8/2/1 برای چهار ســاعت در دمای 55 درجه حل شد]‌‌15[. پس از حل 
شــدن فیبروئین‌، محلول حاصل در کیسه دیالیز ریخته و در آب مقطر 
دیالیز شد. آب مقطر هر 8 ساعت یک بار برای مدت سه روز تعویض شد 
]‌‌16[. در هر بار تعویض آب مقطر‌، میزان TDS و pH  آن اندازه‌گیری شد. 
پس از خارج شدن املاح و پایان دیالیز محلول حاصل که کاملًا شفاف بود 

لیوفیلیزه شد و سپس از نمونه حاصل، طیف FTIR گرفته شد.
الکتروریسی و تولید نانوالیاف: پیش از ساخت نانوالیاف‌، پلیمرهای استفاده 
شده باید در حلال مناسب آن حل شوند. حلال TFA:DCM با نسبت 7:3 
برای انحلال دو پلیمر کیتوسان و فیبروئین ابریشم انتخاب شد ]7, ‌‌17[. 
برای این منظور غلظت‌های مختلفی از فیبروئین ابریشم )7 تا 12 درصد( 

و کیتوسان )2 تا 8 درصد( در این حلال تهیه شد‌.
برای ساخت نانوالیاف‌، محلول حاوی دو پلیمر فیبروئین ابریشم و کیتوسان 
با غلظت‌های ذکر شده‌، با هم ترکیب شده و به یک سرنگ 10ml با سوزن 
گوژ 21 منتقل شــد و در ولتاژ 15 کیلوولت و فاصله 14 سانتی‌متر برای 
تشــکیل لیف بررسی شدند. نمونه‌های بسیار غلیظ )‌ژلی شکل‌( و بسیار 
رقیق برای الکتروریسی استفاده نشدند. پس از بررسی بهترین غلظت‌ها 

از دو محلول و نیز تعیین نســبت‌های مناســب هریک از این محلول‌ها 
الکتروریسی )‌توسط دستگاه مدل ‌CO881007NYI، شركت نانو ساختار 
آسيا ‌ANSTCO( انجام گردید. الیاف الکتروریسی شده بر روی فویل‌های 
آلومینیوم پیچیده شــده دور کالکتور، جمع شدند و برای تصویر‌برداری 

SEM نگهداری شدند. 
تعیین قطر الیاف با میکروسکوپ SEM: به‌منظور اندازه‌گیری قطر نانوالیاف 
FE- و مورفولوژی آنها از تصویر میکروسکوپ الکترونی گسیل الکترونی

SEM )‌ســاخت شرکت ‌TESCAN( اســتفاده شد. در این تکنیک ابتدا 
نانوالیاف توســط دســتگاه کندوپاش به مدت 2 دقیقه با لایه‌ای از طلا 
پوشیده شد و سپس تصویر SEM در ولتاژ 7 کیلوولت از آنها گرفته شد. 
پــس از تهیه تصاویر SEM و تعیین قطــر و مورفولوژی الیاف‌، ولتاژ 15 
کیلو‌ولت، فاصله 14 سانتی‌متر با نرخ تزریق ml/h 0/6 برای ساخت هر دو 
داربست انتخاب شد ]7, 18, ‌‌19[. الکتروریسی تحت شرایط بالا به مدت 
8 ساعت انجام شد تا ضخامت لازم برای ایجاد یک داربست مناسب جهت 

مهندسی بافت را ایجاد کنند.
تیمار شــیمیایی: به‌منظور کاهش انحلال‌پذیری نانوالیاف تهیه شده در 
محیط‌های آبی، داربســت‌های تهیه شده به مدت 30 دقیقه تحت تیمار 
شیمیایی اتانول‌/ آمونیاک با غلظت 70 % / 7% در آب قرار گرفتند]‌‌7[. این 
عمل باعث تغییر در گروه‌های عاملی پلیمرها بر ســطح نانوالیاف شده و 

نانوالیاف به شکل نامحلول در آب در ‌‌می‌‌آیند.   
بررسی تغییرات گروه‌های عاملی با استفاده از بررسی طیف FTIR: برای 
بررسی تغییرات ایجاد شده بر پلیمر‌ها از این تکنیک استفاده شد. گروه‌های 
عاملی متصل به پلیمرها‌، قبل از تشکیل نانوالیاف و بعد از ترکیب پلیمر‌ها 
 ) PerkinElmer®( FTIR با یکدیگر و تشکیل نانوالیاف، با ارزیابی طیف

آن‌ها از400 تا  cm-1 4000 با دقت cm-1 2 مورد بررسی قرار گرفت.
بررســی درصد تخریب‌پذیری داربست در شــرایط برون تنی: برای 
بررســی میزان تخریب‌پذیری نانوالیاف ساخته شده قطعات یکسان 
با سایز cm‌2 3*1 ســانتی‌متر از داربستفیبروئین- کیتوسان 50-50 
بریده شــده و برای 12 هفته در PBS قرار داده شد )چهار تکرار(. با 
بررســی اختلاف وزن اولیه و ثانویه )مطابق رابطه 1( بصورت هفتگی 

درصد تخریب پذیری نانوالیاف محاسبه شد. ]20, ‌‌21[.  

)1(

که در این رابطه W0 وزن اولیه و W وزن در زمان اندازه‌گیری است. 
بررسی استحکام مکانیکی داربست: استحکام مکانیکی نانوالیاف ساخته 
شــده به عنوان یک جایگزین بافت در برابر فشار و کشش وارده به آن با 
دستگاه ®‌Santam-STM20‌( Instron( انجام گرفت این دستگاه با اعمال 
نیرو بر پلیمر باعث تغییر طول اولیه آن شده و میزان الاستیسیته پلیمر 
نشــان داده می‌شود]22, ‌‌23[. این بررسی با سه تکرار بر هر دو داربست 
مورد بررسی 70 -30و 50-50  به ترتیب از محلول 10 درصد فیبروئین 
ابریشــم و محلول 5 درصد کیتوسان و بر قطعاتی به طول 4 و عرض 1 
 10 mm/min ســانتی‌متر  و ضخامت 0/25 میلی‌متر و با سرعت تست

انجام شد. فرمول محاسبه به صورت رابطه 2 است.

Degradation Rate=(W0-W)/W0×100
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)2(

کــه در این رابطه E مدول یانــگ‌، σ میزان تنش وارده و ε میزان کرنش   
‌‌می‌باشد. واحد مدول یانگ MPa است. 

 
نتایج 

فیبروئین استخراج شده: در مراحل استخراج فیبروئین‌، پس از حل شدن 
 EC هدایت الکتریکی یا ،‌pH فیبروئین خام در حلال ســه‌گانه‌، میــزان
)برحسب میکرو زیمنس بر سانتیمتر )‌μS/cm(‌( و مجموع نمک‌های حل 
شــده یا mg/L( TDS( نمونه پیش از دیالیز کردن و در طی تعویض آب 
مقطر )‌هر هشت ساعت‌( و در پایان کار اندازه‌گیری شد. پس از طی شدن 
سه روز‌، TDS و EC آب تعویضی اندازه‌گیری شد که به ترتیب از12000 
و 17181 به 52/1 و 74/2 رسیدند که مقادیر آن برابر با TDS و EC آب 
مقطر بود. pH نیز از 3/59 به 7/32 رسید. که نشان از جداشدن نمک‌ها 
)نظیر CaCl2 ( از فیبروئین و pH نرمال برای فیبروئین استخراج شده بود. 
برای ساخت نانوالیاف فیبروئین ابریشم-کیتوسان نسبت‌های 70-30 و 
50-50 از محلول فیبروئین ابریشم )7 تا 12 درصد( و کیتوسان )2 تا 8 
درصد( با هم ترکیب  و بررسی شدند‌. پلیمر محلول کیتوسان با غلظت‌های 
6، 7 و 8 درصد وزنی بســیار ویسکوز بوده و ساختاری شبیه به ژل پیدا 
کرد. در نتیجه این مقادیر برای الکتروریســی استفاده نشد. در مقابل در 
غلظت‌های 2 و 3 درصد وزنی نیز که ویسکوزیته آن بسیار پایین بود قادر 

به تشــکیل مخروط تیلور نبود. در نتیجه محلول 4و 5 درصد کیتوسان 
برای الکتروریسی انتخاب شد. در مورد فیبروئین ابریشم نیز محلول‌های 
7و 8 بســیار رقیق و 12 درصد بسیار غلیظ بوده و در نتیجه محلول 9 ، 
10 و 11 درصد وزنی برای الکتروریســی انتخاب شدند. مخلوطی از دو 
پلیمر فیبروئین ابریشــم با غلظت‌های 9، 10 و 11درصد و کیتوسان با 
غلظت‌های4 و 5 درصد با نســبت‌های 70-30 تحت فواصل مختلف در 
دستگاه و ولتاژ‌دهی مختلف قرار گرفت که تنها مخلوط 70-30 از محلول 
فیروئین ابریشم 10 درصد و کیتوسان 5 درصد در فاصله  14 سانتی متر 
و ولتاژ 15 کیلوولت قادر به تشکیل نانوالیاف بود. تصویر SEM تهیه شده 
موید آن است که شرایط ولتاژ 15 کیلوولت و فاصله 14 سانتی متر شرایط 
بهینه برای ساخت داربســت نانوالیاف الکتروریسی شده بود. داربست با 
مخلوط 50:50 نیز در همین شرایط تهیه شد. در بین محلول‌های تهیه 
شــده پس ارزیابی، نسبت‌های 50 - 50 و 70 به 30 به ترتیب از محلول 
حاوی فیبروئین 10% و کیتوسان 5% بهتر از سایر غلظت ها و نسبت ها 

لیف تشکیل دادند.
میانگین قطر نانوالیاف فیبروئین ابریشم‌/‌کیتوســان با نسبت 70-30 و 
50-50 بــه ترتیــب 32 /52±  148/8و  24/51 ± 138.5 نانومتر بود 
)شــکل 1(‌. شکل2 نیز نمودار توزیع قطر نانوالیاف مذکور را به ترتیب در 
نسبت‌های70-30 و 50-50  و شکل 3 مقایسه میانگین قطر این نانوالیاف 

را در نسبت‌های فوق نشان می‌دهد.  
طیف FTIR نانوالیاف: برای بررسی تغییرات گروههای عاملی فیبروئین 
 FTIR ابریشــم و کیتوسان بکار رفته در ســاخت این داربست‌، از طیف
استفاده شد. در این بررسی از پلیمر فیبروئین ابریشم و کیتوسان به عنوان 

E=σ /ε

شکل1: تصویر SEM با بزرگنمایی 500 نانومتر از نانوالیاف فیبروئین ابریشم- کیتوسان با نسبت 70-30 )راست( و  نسبت 50-50 )چپ(
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کنترل اســتفاده شد و نتایج آن با طیف داربســت 50-50 و 70-30 و 
همچنین طیف داربست تیمار شیمیایی شده ، مقایسه شد )اشکال 6-4(.  
بررسی خواص تخریب پذیری: در بررسی میزان تخریب پذیری نانوالیاف 
ساخته شده درصد تخریب داربست نانوالیاف فیبروئین-کیتوسان 30-70 

پس از 12 هفته ‌0/9±6/16 درصد و داربست 50-50 ، ‌0/7±6/82 از کل 
وزن داربست بود )شکل7(.

مقاومت مکانیکی: اســتحکام مکانیکی و  نتایج تغییرات طول نمونه ها 
نسبت به نیروی وارده )نمودار تنش – کرنش( داربست‌های ساخته شده 

در شکل 8 و خواص مکانیکی آن در جدول 1 آمده است.

بحث

داربست‌های پلیمری سه بعدی که دارای تخلخل بالا، سایز حفره مناسب 
و استحکام مکانیکی مطلوب برای کاربردهای مهندسی بافت باشند مورد 
توجه اند. از داربســت‌های متنوعی برای تمایز کندروژنیک استفاده شده 

است که هر یک محاسن ومعایبی دارد 
آنچه که در ســاخت داربست مناسب جهت مهندسی بافت یک چالش 
دیگر محسوب می شود انتخاب پلیمر یا پلیمرهای مناسب برای ساخت 
داربســت جهت بافت مورد نظر می باشد. در کاربردهای زیست پزشکی 

شکل 2: نمودار توزیع قطر نانوالیاف فیبروئین ابریشم- کیتوسان با نسبت 70-30 )بالا( 
و 50-50 )پایین(

شکل 3: نمودار مقایسه میانگین قطر نانوالیاف فیبروئین ابریشم - کیتوسان در نسبت‌های 
)P-Value: 0.003( 30-70 50-50 و

شکل 4  طیف FTIR از نمونه فیبروئین )راست( کیتوسان )چپ( استخراج شده
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، شــیمی مواد، وزن مولکولی، حلالیت، شــکل و ســاختار، آبدوستی یا 
آبگریزی، انرژی ســطح، تخریب حاصل از جذب آب و مکانیزم فرسایش 
]‌‌6[  هریک معیارهایی است که در نهایت سبب تعیین زیست سازگاری، 
زیست تخریب پذیری، پایداری مکانیکی‌، چسبندگی بالای سلولی ]‌‌24[ 
، قابلیت استریلیزاســیون و عدم خورندگــی در pH و دمای محیط بدن 
]‌‌25[ ، آن پلیمر می شود. بنابراین چالش بر سر انتخاب یک پلیمر برای 
ساخت داربست مطلوب جهت مهندسی بافت غضروف همپنان ادامه دارد. 

‏. پلیمرهای مصنوعی گرچه ویژگی‌های مکانیکی مناسبی برای طراحی 
بافت دارند، اما برخی از آن‌ها دارای معایبی است از جمله: ‏برخوردار نبودن 
از زیست سازگاری مناسب و عدم چسبندگی سلولی . جلوگیری از رشد 
سلول‌ها در یک ساختار سه بعدی ناشی سطح ‏آب گریز آن‌ها‎ ‎‏ ]26 و ‌‌27[. 
کمبود گروه‌های فعال در دسترس که باعث می شود سطوح این پلیمرها 
به آسانی قادر به تغییر و اصلاح ‏نباشند ]‌‌28[. در مورد انواع داربست‌های 
طبیعی مهم نیز معایبــی وجود دارد. ژل‌هــای کلاژن از پایداری کمی 
برخوردار است و فاقد ‏ویژگی‌های مکانیکی مناسب است، همچنین سرعت 
تخریب بالایی دارد. به‌علاوه داربســت‌های کلاژن موجب جمع شدگی و 
چروک ‏بافت شــده و بر رشــد و مهاجرت سلول‌ها تأثیر منفی مي‌گذارد 

‎ .]29[
تحقیقات نشان مي‌دهد که پلیمر طبیعی کیتوسان به‌دلیل فقدان اجزای 
ماتریکس خارج سلولی فعال، برای طراحی بافت غضروفی کافی نیست و 
باید همراه با دیگر ترکیبات به‌کار رود ]30[. یکی از ترکیباتی که میتواند 
همرا کیتوسان بکار رود فیبروپین ابریشم است. در سالهای اخیر فیبروئین 
ابریشم به دلیل خواص خوب از جمله جرم مخصوص کم ، استحکام بالا 

شکل5- نمودار طیف FTIR از داربست نانوالیاف فیبروئین ابریشم- کیتوسان با نسبت 
50-50 )بالا( و 70-30)پایین(

شکل 7- نمودار درصد تخریب داربست فیبروئین ابریشم– کیتوسان 30-70 
شــکل 8:  نمودار تنش - کرنش دو داربست نانوالیاف فیبروئین ابریشم – کیتوسان با 

نسبت‌های 50:50 و 70:30 . شیب نمودار بیانگر مدول یانگ است 

شکل 6- نمودار طیف FTIR از داربست 50:50 بعد از تیمار شیمیایی
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، مقاومت و ســازگاری زیستی با بدن موجود زنده نظر محققان در زمینه 
الیاف و پزشکی به خود جلب نموده است. داربست‌های به وجود آمده در 
مهندسی بافت باید خصوصیات شیمیایی سطحی مناسبی را داشته باشند 
تا پس از کشت سلولی چسبندگی و اتصال مناسبی بین سلولها و داربست 
به وجود آید. از ترکیب فیبروئین و کیتوسان برای ساخت داربست‌هایی 
جهت کشــت کراتینو‌سیت‌ها ]‌‌31[، کندرو سیت‌ها  ]32 و ‌‌33[  به  کار 

رفته است.
این بررسی با هدف ساخت داربستی از فیبروئین ابریشم وکیتوسان بود 
که بتواند بیشــترین مشابهت را با ماتریکس خارج سلولی بافت غضروف 

مفصلی داشته باشد. 
در بین محلول‌های تهیه شده پس ارزیابی، نسبت‌های 50-‌50 و 30‌-‌70 
به ترتیب از محلول حاوی فیبروئین 10% و کیتوســان 5% بهتر از سایر 
غلظت ها و نسبت ها لیف تشکیل دادند. میانگین قطر نانوالیاف فیبروئین 
ابریشم / کیتوسان با نسبت 70-30 و 50-50 به ترتیب 32 /52±‌148/8و 
‌24/51±‌138/5 نانومتر بود. مقایسه میانگین قطر نانوالیاف ساخته شده با 
نسبت 70-30 و 50-50 بیانگر کاهش قطر میانگین در نانوالیاف با نسبت 
50-50 است که به نظر می رسد با افزایش نسبت کیتوسان میانگین قطر 

نانوالیاف نیز کاهش یافته است.  
مقایسه نانوالیاف کیتوسان- فیبروئین ابریشم ساخته شده با سایر تحقیقات 
انجام شــده نشان از کاهش سایز این نانوالیاف و پراکندگی کمتر آنها در 
تحقیق حاضر دارد. در تحقیقی که توســط کای و همکارانش در ســال 
2011 برای تهیه نانوالیاف کیتوســان - فیبروئین ابریشــم انجام شــد، 
قطر میانگین نانوالیاف 157/1±‌249/7 نانومتر برای نسبت 80-20 این 
دو پلیمر و قطر میانگین ‌108.7±‌214 برای نســبت 50-50 از مخلوط 
فیبروئین 12% و کیتوسان 6% گزارش شد )‌شرایط الکتروریسی برای این 
نانوالیاف 20 کیلوولت و فاصله 12 ســانتی متر بود( ]‌‌19[.  پینگ چن و 
همکاران قطر میانگین نانوالیافی برابر با 95 ± 215 نانومتر برای نســبت 
75-25 و  168 ± 447 نانومتر را برای نسبت 50-50 فیبروئین-کیتوسان 
گزارش کردند )شــرایط الکتروریسی نانوالیاف 18 کیلوولت و فاصله 16 

سانتی متر با کیتوسان 8% و فیبروئین %12 بود‌( ]‌‌7[.
تحقیق دیگری توسط ژیانگژین و همکارانش در سال 2013 قطر نانوالیاف 
300 تا 500 نانومتر گزارش شد برای ساخت مخلوط این دو پلیمر صورت 
گرفت. غلطت فیبروئین ابریشــم در این تحقیق 10% و کیتوســان %3 
بوده و شرایط الکتروریسی برای نانوالیاف ولتاژ 16 کیلوولت و فاصله 12 

سانتی‌متر بود. ]‌‌34[. 
Jyun و همکارانش در ســال 2014، نانوالیافی با قطر میانگین 167/48 
± 446/93 نانومتر با نسبت 50-50 از مخلوط کیتوسان 6% و فیبروئین 
12.5% تولید کردند ) شرایط الکتروریسی برای الیاف فاصله 12 سانتی متر 

و ولتاژ 18 کیلوولت( ]‌‌7[. قطر میانگین تمامی موارد ذکر شده و پراکندگی 
سایز آن‌ها بیش از قطر میانگین نانوالیاف ساخته شده در این تحقیق بوده 
اســت. تناسب ولتاژ و فاصله )‌ولتاژ 15 کیلو ولت و فاصله 14 سانتی‌متر( 
همراه با غلظت مناسب این دو پلیمر ) کیتوسان 5% و فیبروئین 10% ( در 

مطالعه حاضر نتایج مطلوبی را ارائه داده است.
در نمودار طیف FTIR  تهیه شــده از فیبروئین ابریشم سه گروه آمیدی 
 ،)‌I آمید‌( 1651 cm-1 در عدد موجي )‌III و II ،‌I پلیمر فیبروئین )‌آمیــد
cm-1 1525)‌آمید ‌II( و cm-1 1231 )‌آمید ‌III( کاملا مشــهود است که 

مشــخصه سه گروه آمیدی در پلیمر فیبروئین ابریشم می باشد و بیانگر 
خالص شدن این پلیمر از سریسین می باشد. در حقیقت محدوده 600 تا 
1400 محدوده پیوندهای یگانه مانند C-C ،C-O و C-N است. محدوده  
1520-1800 محدوده باندهای دوگانه C=O ،‌C=C و C=N می‌باشــد 
این محدوده مربوط به گروههای )کربوکســیل و آمین ( شرکت کننده 
در ســاختارهای اولیه و ثانویه پروتئین‌هاست. محدوده 2000 تا 2500 
محدوده باندهای سه گانه C≡N وC≡C است که ماده حاضر خالی از این 
ترکیبات اســت. محدوده 2700 تا 3500 نیز محدوده پیوندهای یگانه 

متصل به هیدروژن C-H ،‌O-H و N-H می‌باشد.
می و همکاران در سال 2010 طی تحقیقی نتایج طیف FTIR از فیبروئین 
 ،)‌I 1657 )‌آمید cm-1 ابریشــم را منتشر کردند که پروتئین اعداد موجی

cm-1 1536)‌آمید ‌II( و cm-1 1235)‌آمید ‌III( را نشان داد ]‌‌35[.

در تحقیق دیگری که توســط چن و همکارانش در سال 2012 بر روی 
نانوالیاف فیبروئین ابریشم صورت گرفته ، عدد موجی سه گروه‌های آمیدی 
 1527 cm-1 ،)‌I 1650 )‌آمید cm-1 برای فیبروئین ابریشم را به ترتیب در
 FTIR گزارش شــده است]‌‌7[. طیف )‌III آمید‌( 1235 cm-1 و ) II آمید‌(
فیبروئین خالص در این تحقیق منطبق بر طیف‌های FTIR گزارش شده 
از فیبروئین خالص در سایر تحقیقات بوده است.  در مقابل پلیمر کیتوسان 
تنها دارای گروه آمید ‌I، ) ناحیه 1650 ( می‌باشــد. کیتوســان در ناحیه 
 C-O-H و C-C-H ،‌C-H 1383 باند قوی دارد که مربوط به گروه‌هــای

می باشد. 
پس از تشــکیل نانوالیاف باند 1650 و 1651 گروه آمید I در کیتوسان و 
فیبروئین ابریشــم به سمت 1643 شیفت می‌دهد )‌گروه ‌C=O( که این 
ناحیه مربوط به ســاختار β-sheet بوده و باعث می‌شــود ساختار حالت 
کریســتالی تری بیاید و این روند ســرعت تخریــب را کاهش می دهد 
)ساختار کریستالی دیرتر از آمورف تخریب می شوند‌(. این باند در ترکیب 
 IIفیبروئین با کیتوسان پهن‌تر شده است. باند 1525 مربوط به گروه آمید
در فیبروئین نیز به سمت 1538 شیفت داده است. آمید II ارتباط چندانی 

با ساختار ثانویه ندارد.
در داربست 70-30 که غلظت کیتوسان کمتر و فیبروئین بیشتر است دو 

مدول یانگ )MPa(ازدیاد طول تا پارگی  )%(مقاومت تا حد پارگی )MPa(نوع داربست

50:500/03±1/140/04 ± 2/80/02±0/80

70:300/2 ±2/20/03±4/940/08±0/51

10/87342/05روناس

جدول 1:  خواص مکانیکی برای هر دو نوع داربست 
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باند 1414 و 1454 وجود دارد که در داربست 50-‌50 این دو باند حذف 
و باند جدید و بزرگتر 1449 تشکیل شده است )محدوده 1400 تا 1460 
باند C-H مربوط به گروههای متیل می باشد(. همچنین در این داربست 
 C=C با افزایش غلظت کتیوزان باند 1651 نیز به ســمت 1633 ) گروه
( شــیفت می‌دهد. گروه آمید III در فیبروئین در تمامی طیف ها ثابت 
بوده است. بعد از تیمار شیمیایی داربست با اتانول و آمونیاک باند 1338 
حذف شده اســت. ترکیب حلال حاضر TFA با گروه‌های آمیدی پلیمر 
‌NH3( تشکیل سه باند با عدد موجی ‌721، 800 و 835 می 

+-CF3COO-(
دهد که در تیمار شیمیایی‌، این سه باند حذف شده‌، که بیانگر حذف کامل 

حلال از نانوالیاف است.
درصد تخریب داربســت نانوالیاف کیتوسان - فیبروئین پس از 12 هفته 
0/2 ±6.12 درصد از کل وزن داربست بود. مقایسه این میزان از تخریب با 
سایر داربست‌های نانوالیاف ساخته شده از دیگر پلیمرهای طبیعی بیانگر 
افزایش مقاومت مطلوب این داربســت اســت.  اوکاویلای و همکاران در 
گزارشی در سال 2011 درصد تخریب داربست نانوالیاف طبیعی ژلاتین 
– فیبروئیــن ابریشــم را 10 % از کل وزن آن تنها پس از گذشــت 14 
روز در شــرایط اینویترو  گزارش کرده است ]‌‌36[. در گزارشی از درصد 
تخریب پذیری داربست نانوالیاف کلاژن – کیتوسان که توسط لان چن  
و همکارانش در سال 2012 ارائه شد ، داربست پس از 6 هفته در شرایط 
برون تنی بطور کامل تخریب شــد ]‌‌37[. در تحقیقی که توسط چن  و 
همکارانش در سال 2012 بر روی نانوالیاف فیبرودین ابریشم – کیتوسان 
صورت گرفت ، بدون کاهش وزن محسوس در داربست طی دو ماه گزارش 
شد ]‌‌7[. در تحقیقی دیگری که به سال 2013 توسط Li و همکارانش بر 
روی داربست ساخته شده از پلیمر کیتوسان – پلی کاپرولاکتون صورت 
گرفت ، 10 درصد از وزن داربســت پس از 2 ماه کاسته شده بود ]‌‌38[. 
تخریب سریع پلیمرهای طبیعی همیشه یکی از مشکلات آنها در استفاده 
از داربست ها بوده است اما همانطور که پیشتر گفته شد فیبروئین ابریشم 
یک استثنا محسوب می شود و همین خواص فیبروئین در ترکیب با پلیمر 
کیتوسان باعث بهبود خواص تخریب پذیری کیتوسان و در نتیجه داربست 

حاضر شده است.
نتایج استحکام مکانیکی نانوالیاف فیبروئین  ابریشم-کیتوسان بیانگر افزایش 
حالت کشسانی کیتوسان در ترکیب با در داربست نانوالیاف کیتوسان – 
فیبروئین ابریشم است. در ترکیب این پلیمر با فیبروئین ابریشم این رقم 
 MPa 0.51 و در داربست 70-30 به MPa 0.80 در داربســت 50:50 به
رسیده است )مدول یانگ کمتر حالت ارتجاعی بالاتری به پلیمر می دهد(. 
پلیمر فیبروئین حالت ارتجاعی کیتوسان را افزایش داده است. همچنین 
مقایسه دو داربست نشــان می دهد که داربست 70-30 پس از کشیده 
شــدن تا 4.94% از طول اولیه دچار شکست ) پارگی ( شده در حالی که 
داربســت 50-50 پس از افزایش 2.8% از طول خود دچار شکســت می 
شود. نیروی لازم برای ایجاد شکست در داربست 2.2MPa 30-70 و در 

داربست  MPa 1.14  50:50 می باشد. 
مدول یانگ نانوالیاف کیتوســان در تحقیقی که در ســال 2008 توسط 
شــیف من  و همکارانش از طریق بررسی استحکام مکانیکی انجام شد،  
MPa9/154 گزارش شده است ]39, ‌‌40[، که این بیانگر سختی و سفتی 

این پلیمر و عدم حالت ارتجاعی در آن اســت. Yinو همکارانش در سال 
2011  فیبروئین ابریشــم – ژلاتیــن را طراحی نمودند که مدول یانگ 
اندازه گیری شــده در بررسی اســتحکام مکانیکی از این داربست مدول 
یانگ MPa 16/79 و نقطه شکســت MPa  1/07 را نشان داد که بیانگر 
حالت ارتجاعی کمتر از داربست حاضر است ]Gui .]‌‌41 و همکارانش در 
سال 2011 داربست نانوالیاف فیبروئین ابریشم – پلی لاکتیک – ژلاتین 
را طراحی کردند . آنها مدول یانگ محاســبه شده در بررسی مکانیکی را 
برای داربست حاصل از این ســه پلیمر MPa 2/2 گزارش کردند ]‌‌42[. 
در ســال 2012 ژانگ و همکارانش در بررســی‌های مقاومت کششــی 
داربست فیبروئین ابریشم – کیتوسان با نسبت 80-20 را دارای استحکام 
کششــی  MPa 1/99 گزارش کردند]‌‌23[ که این رقم در داربست حاضر 
با نسبت 70-30 به MPa 2/2 افزایش یافته که بیانگر استحکام بیشتر در 
نســبت‌های 70-30 در این داربست است. از طرفی مقایسه مدول یانگ 
این دو داربست با یکدیگر بیانگر این است که داربست نانوالیاف فیبروئین 
ابریشم – کیتوسان 70-30 نسبت به 50-50 خواص کشسانی و استحکام 

مکانیکی بهتری دارد.
 در یک برسی اخیرا انجام شده بر روی مواد زیستی مبتنی بر ابریشم برای 
مهندسی بافت غضروف ، نشان داده شده است که امکان استفاده بالینی 
از ســازه‌های مبتنی بر فیبروین ابریشم در ترمیم دیسک بین مهره ای ، 
رباط صلیبی قدامی ، منیسک و نقایص پوکی استخوان وجود دارد ]43[.

همچنین با استفاده از روش ساده ای از تجمع ریز ذرات فیبروئین ابریشم 
یک داربست سه بعدی  مشــابه بافت استخوان اسفنجی به دست آمده 

است]44[. 

نتیجه گیری

نتایج حاصل در این تحقیق بیانگر این است که داربست نانوالیاف فیبروئین 
ابریشــم – کیتوسان تولید شده دارای ویژگی‌های برتری نسبت به سایر 
داربست‌های پلیمری طبیعی اســت. ترکیب پلیمر فیبروئین ابریشم با 
کیتوسان،  خواص تخریب پذیری پلیمر کیتوسان را که سرعت تخریب 
بالایی دارد ، بسیار بهبود بخشیده و ساختاری منظم و مستحکم تر یافته 
 ml/h است و استفاده از ولتاژ فاصله مناسب تیپ تا کالکتور با نرخ تزریق
0/6، نانوالیاف فیبروئین ابریشم – کیتوسان با میانگین خوب ایجاد کرده 
است که نسبت به سایر داربست‌های ساخته شده با این دو پلیمر ، قطر 
میانگیــن کمتر و با پراکندگی کمتر و مطلوب تــر و بدون پارگی ، دانه 
دار شــدن داراست. این داربست ها همچنین به لحاظ خواص مکانیکی ، 
نتایج مطلوبی را نشان داده اند. از جمله ایجاد داربستی با خواص کشسانی 
مطلوب شده اســت. لذا این داربست به دلایل فوق و همچنین به دلیل 
ماهیت پروتئینی آن که ایجاد دمین‌هایی برای اتصال ســلولی می کند، 

می‌تواند بعنوان کاندید مناسبی برای داربستهای مهندسی بافت باشد.
لازم به ذکر است که این داربستها از نظر رشد و بقاء سلول‌های کندروسیت 
به صورت خارج تنی ]‌‌45[ و درون تنی ]‌‌46[  مورد بررسی قرار گرفت که 

نتایج بسیار مناسب بوده است
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