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 چكيده

 شدهاستفاده انسانيعصبهاي بنيادي جهت كشت سلوليبعدسهفوم گرافينيرسازگا در اين پژوهش از بستر زيست: هدف
. است

و روش ته فوم:هامواد اتيلن از جنس پليياهيلاريزني بر روي هاي اكسيد گرافي نشيني صفحه گرافيني براي اولين بار توسط
و دماي تحت اشعه(PET)ترفتالات  و روش ساخت صفحه شده ساختهگراد درجه سانتي80ي فرابنفش هاي اكسيد است

.هامرز است افتهي بهبودگرافني روش 
شد ميكرومتر اندازه50تا10در حدود شده ساختههاي با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني روبشي ضخامت فوم: نتايج گيري

تك.ي اكسيد گرافيني وجود دارد لايه10 ها حدود كه در هر ميكرومتر از آن همچنين ميكروسكوپ نيروي اتمي وجود گرافين
مي4/1 ضخامتبا لايه الكترون پرتوي ايكس احياي جزئي سنجي فوتو طيف.دهد نانومتر را در محلول اكسيد گرافين نشان

تفوم اك مياسيد گرافيني را طي مراحل ساخت را هاي اكسيد گرافيني چند سنجي رامان نيز وجود صفحه طيف. كند ييد لايه
 دستبهGPa7/1 ها در بهترين حالت حدود با استفاده از آزمون كششي، مدول يانگ اين فوم. دهد در ساختار فوم نشان مي

گيري اندازه Ω/sq 24-17 اي در حدود ها با استفاده از روش پروب چهار نقطه فومي علاوه بر اين، مقاومت سطحي الكتريك.آمد
. شد

به: گيرينتيجه اي مشخص شد اين مقاومت الكتريكي براي فراهم كردن جريان الكتريكي در روش پروب چهار نقطه با توجه
از تحت ولتاژهايي پايين mA20 حدود  آنه تحريك الكتريكي سلول منظوربهV5/0 تر و تمايز به اي بنيادي عصبي سمت ها
ي تماس نيز نشان داد كه سطح مقطع فوم اكسيد گرافيني تست زاويه. مناسب است) هاي گليالبه نسبت سلول(ها نورون

م پيچانده شده خاصيت فرا و تمايز و سطوح ثر سلولوآبدوستي دارد كه به القاي تكثير هاي بنيادي عصبي در سرتاسر تخلخل
ميداربس -هاي بنيادي عصبي منجر به رشد كواكسيال تصاوير فلورسانس نيز نشان دادند تحريك الكتريكي سلول. كندت كمك

و القاي تمايز آن به شكل تارهاي عصبي در جهتي مشخص را.ه استشدها سمت نورون ها  عنوانبهاين نتايج فوم گرافيني
و منعطف براي بازتوليد سيستم ميهاي داربستي رسانا و مهندسي بافت پيشنهاد .دهدعصبي

سليبعدسههاي تحريك الكتريكي، داربست: كليدي گانواژ  هاي بنيادي عصبي، فوم گرافينيول،
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 مقدمه
ي با ساختار گرافيتي دوبعديا ماده عنوان نانوبهگرافين

خواص الكتريكي ازجملهي فرد منحصربههاي داراي ويژگي

،)3( بسيار بالا مؤثر، سطح)2و1(يزدن مثالو مكانيكي 

نهيهزكمو همچنين توليد)4(شدن عامل دارسادگي در

هاي فراواني همچون بنابراين، در بخش. است)5( آن

).9و8(، انتقال دارو)7وDNA/RNA)6استخراج 

هايو رشد سلول)10(هاي سرطاني گيري سلول هدف

هاي در سال. است مورداستفاده قرارگرفته)11(بنيادي 

 عنوانبهيزيآمتيطور موفقبههاي گرافيني اخير، لايه

بردريدوبعدهاي داربست مهندسي بافت مبتني

 به خاطر. اند مورداستفاده قرارگرفتههاي بنيادي سلول

مي خواص الكتريكي ويژه يمؤثرطوربهتواندي گرافين كه

ها شركت كند، توجه محققان در تحريك الكتريكي نورون

. است شده جذبهاي عصبي به آن در حوزه ترميم سيستم

و نورونترميم بافت چراكه  خوديخودبهها هاي عصبي

و ساخت بافت مصنوعي عصبي براي صورت نمي گيرد

و بافت براي بازيابيدهيدبيآسهاي عصبي ترميم نقاط

-، تلاشرونيازا. استعملكرد سيستم عصبي انسان لازم 

س هايي با استفاده از اخت چنين بافتهاي بسياري براي

از بين موادي كه تاكنون. مواد مختلف صورت گرفته است

مي شده استفاده ي سازگارستيزتواند سطح است، گرافين

و تمايز سلول و. كندنيتأمهاي عصبي براي رشد جذب

ها بر بستر گرافيني منجر به انتقال سلول مؤثرچسبندگي 

ميزايموردنبارهاي الكتريكي  و تمايز عصبي شود تحريك

و).12( از گرافين)13(همكارانشبراي مثال پارك

هاي بنيادي بستري رسانا در تمايز سلول عنوانبهي دوبعد

) هاي گليالي سلولجابه(ها نورون به سمتعصبي انسان 

همچنين تزريق. با كمك تحريك الكتريكي استفاده كردند

توسط شدهكيتحرگرافيني هاي اكسيد ها از ورقهونالكتر

هاي بنيادي پرتوي ليزر پالسي نيز منجر به تمايز سلول

هدف.)14( ها شده است نورون به سمتعصبي انسان 

تمامي تحقيقات صورت گرفته در اين حوزه، دستيابي به 

ها در مقايسه به بافتي عصبي است كه در آن تعداد نورون

ختعداد سلول رساني صلت پيامهاي گليال بيشتر باشد تا

ها نيز اين افزايش نسبي تعداد نورون. بافت حفظ شود

هاي بنيادين توسط تحريك الكتريكي سلول طورمعمول به

در اين. پذيرددر طي فرآيند تمايز سلولي صورت مي

هاي پژوهش از فوم گرافيني براي ساخت چنين بافت

هاي هاي اخير، فوم در سال.است شده استفادهعصبي 

 عنوانبهو اند افتهي توسعهاي گسترده طوربهني گرافي

هاي رده به سمتهاي در تمايز سلولبعدسههاي داربست

اگرچه.)17-15( اند مورداستفاده قرارگرفتهسلولي دلخواه 

و معروف هامرز يكي از ) Hummers( روش شيميايي

و ساده هاي ساخت اكسيد گرافين روشنيترنهيهزكمترين

گ هاي اما تمام فوم،است اشدهياحرافينو اكسيد

و تمايزات سلولي گرافيني اي كه تاكنون در رشد

ي بخار رسوب نشاناز روش اند مورداستفاده قرارگرفته

 (Chemical vapor deposition)شيميايي

همكاران است كه ديكينو ذكر قابلالبته. اند شده ساخته

يني با استفاده صفحات گراف بناماي هاي گرافيني فوم)18(

بر،اند از روش هامرز ساخته اما تاكنون گزارشي مبني

و صفحاتي استفاده از چنين فوم داربستي عنوانبهها

و تمايزات سلولي بعد سه . است منتشرنشدهي در رشد

و روش ها مواد
اكسيد گرافيني براي اولين بار ابتدا فومدر اين پژوهش در

اك نشيني لايه توسط ته ريزسيد گرافيني بر روي هاي

 Polyethylene)اتيلن ترفتالاتي از جنس پلياهيلا

terephthalate) و دماي تحت اشعه درجه80ي فرابنفش

از.است شده ساختهگراد سانتي سپس از سمت يكي

تا لبه و بعدسهبستري عنوانبههاي آن پيچانده شده ي

نو استوانه و تمايز شكل كه قابليت تكثير در روناي ها

ساخت چنين. جهت محور اصلي استوانه را دارد، عمل كند

هاي اكسيد نشيني لايهفومي براي اولين بار توسط ته

 گرافيني، بدون فيلتر كردن محلول آن صورت گرفته 

  X-ray سنجي فوتوالكترون پرتوي ايكس طيف. است

photoelectron spectroscopy) مطالعه حالت منظوربه



و مشخصه و استفاده از آن براي تحريك ساخت و همكاران فرهاد جهان...يابي فوم گرافيني  تيغ

و بافت  1395261 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

ي اشعهريتأثهاي موجود در فوم كه تحت كربنشيميايي

UV)Ultraviolet(،مورداستفاده قرارگرفتهقرار داشتند 

 Scanning electronيميكروسكوپ الكتروني روبش. است

microscope) حضورديتائسنجي رامان نيز برايو طيف

تك لايه و چند هاي گرافيني به لايه در ساختار فوم لايه

مقاومت سطحي الكتريكي فوم گرافيني.ندا شده گرفتهكار

هاي براي سنجش توانايي فوم در تحريك الكتريكي سلول

همچنين. است شده محاسبهعصبي تحت ولتاژهاي پايين 

و سطح مقطع فوم دوست آب بعدي نيز3ي سطوح

 عنوانبهفوم گرافينيتيدرنها. است قرارگرفتهي موردبررس

تارهاي عصبي توسط دار جهتي در رشد بعدسهبستري

 به كمكها نورون به سمتهاي بنيادي عصبي تمايز سلول

.است مورداستفاده قرارگرفتهتحريك الكتريكي
 هاي تجربي فعاليت

در ابتدا براي ساخت فوم:يبعدسهساخت فوم گرافيني

ي محلول اكسيد گرافين با استفاده از روش بعد سه

ت اين روش جزئيا. آمد به دستي هامرز افتهيبهبود

در پيش سپس محلول).19(يي آمده استها گزارشتر

بر ليتر گرم بر ميلي ميلي5اكسيد گرافين با غلظت حدود 

80ترفتالات تحت دمايلنياتيپلروي زيرلايه با جنس

و اشعه لامپ درجه سانتي طي UV(Philips, 10W)گراد

ازتيدرنها. ساعت قرار گرفت24مدت  فوم گرافيني

هميروهاي اكسيد گرافيني بر انباشته شدن لايههميرو

تا15از حدود آمده دستبهضخامت اين فوم. تشكيل شد

هرچه ضخامت فوم گرافيني بيشتر بود،. ميكرومتر بود 50

مي به سمتاي تيره رنگ آن از قهوه . كردسياهي ميل

و شدهبه ساختهفوم)13(همكاران طبق گزارش پارك

در2 مدت ميكرومتر10محلول لامينين با غلظت ساعت

شد تا چسبندگي اتوردر محيط كشت انكوبليتر بر ميلي

با3سپس. بيشتر شودها بر روي آن سلول مرتبه

شد)PBS)Phosphate-buffered salineمحلول . شسته

ي از پيچانده شدن فوم بعدسهي بعد فوم در مرحله

اين روش. آمد به دستهاي آن گرافيني حول يكي از لبه

اي شكلي با قطر داربست استوانه گيريمنجر به شكل

شد30خارجي در حدود  .لايه گرافيني

 مقطعي مورفولوژي سطح براي مطالعه:يابيمشخصه

 keVدر انرژي SEM(TESCAN)ي از بعدسهفوم

-Alبا منبع اشعه ايكس XPSاز. است شده استفاده25

Kαدر انرژي eV6/1486 ودحدخلاو درPa7-10 براي

هاي كربن موجود در ساختار فوم بررسي وضعيت اتم

براي كاليبره كردن طيف. است شده گرفتهگرافيني كمك 

در، انرژي پيوندي قلهشده گرفته ثابت eV0/285ي اصلي

و همه ي مقادير انرژي پيوندي با خط ثابت فرض شده

هاي قله. سنجيده شده استeV0/285در C(1s)انرژي

و با در نظر گرفتن SDPافزار با استفاده از نرم XPSطيف 

زمينه به حالاتي پس از حذف پيشگاوسيها مؤلفه

با. اند شدهكيتفكها شيميايي آن ساختار كربني فوم نيز

 (HR-800 Jobin–Yvon)سنجي راماناستفاده از طيف

نانومتر 532 تحريكي موج طولبا Nd-YAGبا منبع

و دوستآبخاصيت. است قرارگرفتهي موردبررس ي سطوح

سطح مقطع فوم نيز با كمك تست زاويه تماس در دماي

رسانندگيتيدرنها. است موردمطالعه قرارگرفتهاتاق 

هاي لايهفوم نيز با محاسبه مقاومت سطحي الكتريكي

گيري اي اندازهپروب چهار نقطهفنگرافيني با استفاده از 

.شده است

بنسلول: شت سلولك از شدههيته(يادي عصبي انسان هاي

از) گيبكو  درصد سرم2در محيط مناسبي كه متشكل

/نيليسيپندرصد1، (BSA)يگاونِيآلبوم

بر10،نيگلوتام متر ميلي2،نيسياسترپتوما نانوگرم

اپليتر ميلي ليتر نانوگرم بر ميلي10و درماليعامل رشد

، تحت است (bFGF)يعموم بروبلاستيعامل رشدف

گراد كشت داده درجه سانتي37و دمايCO2تمسفرا

در طي فرآيند كشت، محيط كشت هر سه روز. شدند

هاي بنيادي عصبي با سلول. از نو تازه شده است باركي

متر مربع طبق سلول در هر سانتي6×104چگالي تقريبي

-N7800دفترچه راهنماي گيبكو با شماره كاتالوگ 

فدر بين لايه 100,200 پيچيده نشده كاشته شدندوم هاي
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به ها سلولريتكثفرآيند.و سپس فوم دوباره پيچيده شد

.ساعت ادامه پيدا كرد72 مدت

و تحريك الكتريكي سلول بلافاصله: هاي بنياديتمايز

هاي بنيادي با پس از فرآيند تكثير، تمايز عصبي سلول

).20(هاي رشد از محيط كشت شروع شد برداشتن عامل

شد2تمايز در حدود زمان مدت براي. هفته در نظر گرفته

تحريك الكتريكي در ابتدا محيط كشت با محيطي خارجي 

KCL ،2مول ميليNaCl ،5ولم ميلي 140 شامل

مول ميليMgCl2،15مول ميليCaCl2،5/1مول ميلي

و مول ميلي10اسيد اسكوربيك،  مول ميلي10گلوكز

HRPESو باpH شدجاي5/6حدود يك. گزين سپس

يها در بازهياهيثانيليم 100هاي ولتاژ كاتدي سري پالس

كهبهياهيثان10يزمان دو انتهاي فوم پيچيده شده

و چسب نقره به ژنراتورهاميباسالكتريكي طور به ي طلا

ي مشخص شد كه آستانه. متصل شده بود، اعمال شد

حديعصبيها سلولنيايكيالكتركيتحر 20ود در

.است آمپريليم

منظور به:هاتصويربرداري فلورسانس از سلول

يگرها ها با استفاده از نشان از سلوليربرداريتصو

رو افتهيرشديها سلول،ينيپروتئ فوميهاهيلايبر

توسطقهيدق20 به مدتشده چاندهيپينيگرافدياكس

ديپارافورمالدهيحجم درصد4يحاو PBSمحلول 

با نمونهيبعدي در مرحله. دندشتيتثب ها سه مرتبه

PBS در محلولقهيدق60 به مدتو دنديشستشو گرد

PBS درصد2يحاوBSA ،0/1كسيا تونيتر درصد-

رق(نينست-يو آنت 100 تيانكوب) 1:500~يشدگقيبا

ننيبعدازا. شدند باقهيدق60 به مدتها سلولز،يمرحله

)TRITC )Tetramethylrhodamineتيرب-يگوت آنت

رق( 3سپس دوباره. شدندتيانكوب) 1:500~يشدگقيبا

ط.ندشدشستشو PBSمرتبه با محلول شدنيپس از

تنيا مخصوص نورون IIIكلاسنيوبوليمراحل، بتا

)TUJ1شكلنورون گر سلول عنوان نشان، به ها با كه در

رق مشخص شده1فلش شماره  ،)1:500~يشدگقيو با

(GFAP(اليگليلاريبريفيدياسنيتئپرو (Glial 

fibrillar acidic protein(به گر سلول عنوان نشان،

شكلليگلا با مشخص شده2ها با فلش شماره كه در و

-4',6-diamidino(DAPIو) 1:500~يشدگقيرق
٢-phenylindole()سلوليها گر هسته عنوان نشانبه

با شخص شدهم3ها با فلش شماره كه در شكل و

و PBSبه محلول) 1:100~يشدگقيرق به اضافه شدند

. شدندتيانكوب افتهيزيتمايها با سلولقهيدق30 مدت

توسط(شده در سطح مقطع فوميزيآم رنگيها سلول

پدنيبر توسط(آنيلو در سطوح داخ) شده چاندهيفوم

پيآرام به شستشو PBSتوسط) شده چاندهيباز كردن فوم

مشد و با استفاده از هم كانونيفلورسانس كروسكوپيند

)Zeiss LSM510(تعداد متوسط. نظر قرار گرفتندتحت

ن سلول يها توسط شمارش سلولزيها در واحد سطح

متر مكعب ميلي4در حدوديشده در مساحتيزيآم رنگ

مرتبه3هاي زيستي حداقل تمامي آرايه.آمد به دست

مقدار كمتر ازpدار براييمعن اختلاف. انجام گرفتند

شد05/0 .در نظر گرفته

 نتايج
شكل SEMآ تصوير-1شكل از FESEM تصوير2و

بودنهيلاهيلاو استشده سطح مقطع فوم گرافيني بريده

مي آن را  باضخامتهيدولاها بين اين لايه. دهدنشان

پكيده شده1حدود ب نيز تصوير-1شكل. اندميكرومتر

SEM مي شكل. دهدبا بزرگنمايي بيشتر را نشان از روي

هاي فضاهاي خالي كمتر از ميكرون نيز بين لايه

هر10 حدوداًفوم با چگاليهدهندليتشك لايه در

و ضخامت كمتر از  . واضح است كاملاًنانومتر،80ميكرومتر

هاي كربن موجود در فوم براي تعيين حالات شيميايي اتم

گ و فوم از عامل داررافيني گرافيني شده با لامينين

XPSطيف1-آ-3شكل. است شده استفادهXPS با

مي C(1s)بالاي پذيريتفكيك  برهيكاليبرا. دهدرا نشان

ط به(ياصلي قلهيونديپيشده، انرژ گرفتهفيكردن كه

در) اند شده نسبت داده C=CوC─C،C─Hيها ونديپ



و مشخصه و استفاده از آن براي تحريك ساخت و همكاران فرهاد جهان...يابي فوم گرافيني  تيغ

و بافت  1395263 پائيز،3، شماره7، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

eV0/285 و همه يونديپيانرژريقادمي ثابت فرض شده

شدهدهيسنج eV 0/285در C(1s)يبا خط ثابت انرژ

شكل. است دريها قله1-آ-3با توجه به  286/6موجود

eV،287/3 eV ،288/3 eV 289/4و eVبهبيبه ترت

 C─O،C─O─C،C=Oژنياكسيحاويعامليها گروه

فوم XPSفيطجينتا.شده است نسبت دادهO=C─Oو

لام دار عاملينيگراف شكلزيننينيشده با 2-آ-3در

.آمده است

 مختلفهاي با بزرگنمايي شده ساختهاز سطح مقطع فوم گرافيني SEM تصاوير:1شكل

 هاي مختلفبا بزرگنمايي شده ساختهاز سطح مقطع فوم گرافيني FESEMتصاوير:2شكل

م همان مطور كه دري قله شوديشاهده  eV0/286 موجود

ن ونديپيريگ به شكل سطحيبر روC─N)(تروژنيكربن با

ا. اشاره داردينيفوم گراف زينب-3شكلن،يعلاوه بر

پ بهكيحضور طN(1s)مربوط با XPSفيدر

5µm 1µm

)آ( )ب(


