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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
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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

پكيده 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
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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(
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لام عاملينيفوم گرافيبالايريپذكيتفك  نراينيدار شده با

م دار شدن فوم توسط عاملدرتيكه بر موفق دهدينشان

 شده نسبت گرفتهبا توجه به طيف. اشاره داردنينيلام

لا (O/C)به كربنژنياكس وينيفوم گرافيهاهيدر

لام عاملينيفوم گرافيهاهيلا در حدودنينيدار شده با

طسهيمقايبرا. آمد به دست25/0  XPSفيبهتر،

دون اعمالب(شده از قبل آمادهيِنيگرافدياكسيها صفحه

 فرابنفش قرارگرفتهي تحت اشعهبدون اينكهويحرارت

شكلزين) باشد در O/Cنسبت. آمده استآ-3در درون

كهييازآنجا. است49/0در حدودينيگرافيها صفحهنيا

با اشدهياحنيگرافديدر اكس O/Cنسبت متداول

ي دهنده نشانجينتانيا،است2/0 در حدودنيدرازيه

نديدر طول مدت فرآينيگرافديفوم اكسيزئجياياح

و سپس عامل لا ساخت ديفوم اكسيهاهيدار شدن

براي بررسي بيشتر ساختار كربني فوم.استينيگراف

شكل   شده استفادهسنجي رامان از طيف4گرافيني طبق

سنجي رامان براي مواد طيفهشد شناختههاي پيك. است

تDو پيكGكربني، يعني پيك  و cm-11580دربيرتبه

cm-11350 مي كه G/Dنسبت شدت پيك. شوند ديده

هاي حوزههپارامتري براي ارزيابي متوسط انداز عنوان به

sp2كه حاوي پيوندهاي اي در ساختار گرافيتيsp2 و

sp3و براي3/1، براي فوم اكسيد گرافيني در حدود است

. آمد دستبه1/1دار شده با لامينين در حدود فوم عامل

تشكيل دهنده نشانG/Dاين كاهش در نسبت شدت پيك

. پيوندهاي كربن با نيتروژن موجود در لامينين نسبت داد

مواد حاوي گرافين نيزD2سنجي رامان پيك در طيف

و صفحهبه تعداد لايه شدت به هاي گرافيني موجود در ها

براي مثال نسبت شدت.)21( ساختار حساس است

تكبرايD/G2پيك سهگرافين و لايه، دولايه، لايه

. است07/0و6/1،8/0،3/0در حدودبيبه ترتهيچندلا

در شده ساختهاين نسبت براي فوم4با توجه به شكل

سهآمد مه نشان به دست4/0حدود -لايهگر وجود گرافين

و بالاتر در ساختار فوم براي تعيين ميزان. استاي

تست زاويه تماس كمكاز شده ساختهي فوم دوست آب

سطحيبرا آمده دستبهجينتا5شكل. است شده گرفته

و سطح شده چاندهيپينيگرافديفوم اكسييرو مقطع

.است

بهيريپذكيبا تفك XPSفيط)آ:3شكل و بدون عامل)1ينيگرافدياز فوم اكس C(1S)بالا مربوط توسط دار شدن با عامل)2دار

بهيريپذكيبا تفك XPSفيط)؛بنينيلام و بعد از عاملنيگرافدياز فوم اكس N(1S)بالا مربوط  دار شدن توسط لامينيني قبل

ميكييهايناهموارافزايش تواند خاصيت سطح

در توانديميدوستآب)22(ي را تغيير دهد دوست آب

و سلوليها جذب آب، عامل زانيمشيافزا بس رشد اريها

5شكل.است شده پرداختهبه آن امه مؤثر باشد كه در اد

)آ( )ب(

)2(

)1(
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هاي فوم گرافيني همچنين مقاومت سطحي الكتريكي لايه

گيري شد در حدود اندازه آنچه. دهدرا نشان مي

Ω/sq17 ي خوببهاين است كه فوم دهنده نشانبود كه

را mA20ي در حدودكيالكترهاي تحريك تواند جريانمي

5ژهاي كمتر از هاي عصبي تحت ولتابراي تمايز سلول

علاوه بر اين مشخص شد كه مقاومت.ولت فراهم كند

شده بود عامل دارسطحي الكتريكي فومي كه با لامينين 

صحتديتائبراي. بوده افتيشيافزادرصد38فقط 

توان آن را بر اساس ميزانمي آمده دستبهمقاومت 

هاي اكسيد گرافيني از براي صفحه آمده دستبهمقاومت 

زد شده گزارشش پي .تخمين

لام عاملينيگرافديفوم اكس)بوينيگرافديفوم اكس)آرامانفيط:4شكل  نانومتر 532يكيموج تحر با استفاده از طولنينيدار شده با

و مقاومت سطح براي:5شكل و سطح مقطع فومرو سطحتست زاويه تماس ي گرافينيبعدسهيي

براي Rsميزان)23(هاي از گزارشكيدرمثال براي

در اشدهياحجزئي طوربهاكسيد گرافيني كه  بود

-Ωكه برابر مقاومت در حدود(MΩ/sq10حدود

cm1اي كه جريان در اين پژوهش ماده. است) است

الكتريكي در آن جريان دارد فوم پيچيده شده بود كه 

گنينشتههاي انباشتي از صفحه . رافين استشده اكسيد

 450اي شكل با شعاع خارجي در حدود براي فوم استوانه

با(ميكرومتر و) شده انباشتههميرولايه15مطابق

)آ(

)ب(

ب
سآ

ما
هت

اوي
ز

)
جه

در
(

طح
س
ت
اوم

مق
)

Ω
/s

q
(

سطح فيلم
 سطح مقطع فيلم رول شده

لامينين اكسيد گرافين-اكسيد گرافين
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توان ميزان مقاومت را در حدودميمتر سانتي5/1طول

Ω200 كه ي مطابق با محاسبات ما بوده خوببهتخمين زد

خواص پايه زيستي در ابتداليوتحلهيتجزبراي.است

و تكثير سلول هاي بنيادي در سرتاسر چسبندگي به سطح

هاي موجود در فوم گرافيني كه خاصيتو حفره تخلخل

ي موردبررسآبدوستي در سطح مقطع خود دارد،-فرا

شكلدر. است قرارگرفته آ-6رابطه با همين منظور

هاي بنيادي عصبي تصوير فلورسانس از سلول دهنده نشان

. استاي شكل مقطع فوم استوانه رشد يافته بر روي سطح

ي مشخص خوببهفوم دهندهليتشكهاي فواصل بين لايه

واضح طوربه. استميكرومتر20است كه در حدود

يكپارچه بر روي سطح طوربهها توان ديد كه سلول مي

رشد دهنده نشاناين موضوع. اند مقطع تكثير يافته

و سطوح لايه سلول يهاها در سرتاسر تخلخل

بر. استفوم دهندهليتشك ب نيز-6اين شكل علاوه

هاي داخلي فوم ها در لايهاز رشد سلول فلورسانستصوير

مي بازشدهگرافيني و كشيده. دهدرا نشان اين طويل شدن

آن به همراهها شدگي سلول گر ها به نشانجواب مثبت

ها با مشخصاتي سلولبعدسهدهنده تكثير نستين نشان

منظوربه.ي استبعدسهعصبي در سرتاسر تخلخل فوم 

شكلليوتحلهيتجز  تعداد هسته7كمي فرآيند تكثير،

و سلول هاي عصبي در واحد مساحت تصوير سلول

و فلورسانس سلول هاي تكثير يافته بر روي سطح مقطع

و زيرلايه لايه  عنوانبه( PDMSهاي داخلي فوم گرافيني

مي)ه مرجعنمون از. دهدرا نشان اين PDMSاستفاده

سلولي بين داد رشدكمك را كرده تا بتوان تشخيص 

مشخصي بيشتر از رشد بر روي طوربهسطوح فوم گرافيني 

PDMS و همچنين رشد سلولي بر روي سطح مقطع است

 PDMSبا رشد بر رويسهيمقا قابلاي شكل فوم استوانه

و سلول توجه قابلاين رشد. است ها در سطوح داخلي

ي سازگارستيزتوان به سطح مقطع فوم گرافيني را مي

و فرا البته. آبدوستي سطح مقطع فوم نسبت داد-سطح

ماهيت ناهموار سطح به علتاين را هم بايد توجه كرد كه 

ها ساده نبود مقطع فوم، تمركز ميكروسكوپ بر روي سلول

همو  شكل طور هماندليلنيبه نيز با خط خطا6كه در

و شمارش سلولشده مشخص يتوجه طور قابلبهها، مقدار

.است افتهي كاهش

رو افتهيرشديعصبياديبن هايفلورسانس از سلول شكل)آ:6شكل ب شكلايسطح مقطع فوم استوانهي بر ، بازشدهينيفوم گرافيداخل هايهيلا)و

ن از نشان سلولي هستهيزيآم رنگيبرا)3فلش شماره( DAPIگرِ از نشانويعصبياديبنيها سلوليزيآم رنگيبرا)1ه فلش شمار(نيستگر

.شده است استفاده

100µm400µm

)آ()ب(
سلول(1فلش شماره
)يبنيادي عصب

3فلش شماره
)هسته سلول(
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و سلول تعداد هسته:7شكل خستون( شدهيزيآم رنگيعصبيها ها و ستون هاشور رو افتهيريتكثو)ورده سمت راستهاي سمت چپ سطحيبر

و سطوح داخليا مقطع فوم استوانه مقدار-pيبرا(*)با داريمعنجينتا.(PDMS)ه مرجع با نمونسهيفوم بازشده در مساحت سطح در مقايشكل

.(n=3)اند شده مشخص 0/05كمتر از 

ها نورون به سمتهاي بنيادي عصبي انسان سلولتمايز

 EGFهاي رشدفاصله پس از حذف عاملنيز بلا

)Epidermalgrowth factor(وbFGF 

)Basic fibroblast growth factor ( شتاز محيط ك

در3پس از گذشت. شروع شد روز، هيچ تغيير خاصي

از. ها ديده نشدمورفولوژي سلول هفته، تغييرات2اما بعد

شاهدهم افتهيزيتماهايي در مورفولوژي سلولتوجه قابل

و علائم عصبي نشان دادندكهيطوربه. شد در.طويل شدند

هاي گليال سلول به سمتهاي بنيادي عصبي ضمن سلول

و فعاليت نورونپشتيبان بافت( نيز تمايز)هاهاي عصبي

2با فلش شماره GFAPگر در اين پژوهش از نشان.يافتند

و نشانبراي مشخص كردن سلول با TUJ1گر هاي گليال

هاي عصبي براي مشخص كردن سلول1فلش شماره

و-8شكل. است شده استفاده)هانورون( ب-8آ

وي تصاوير فلورسانس از سلول دهنده نشان هاي گليال

و سطح بازشدهبر سطح داخلي فوم افتهيزيتماهاي نورون

از2اي شكل پس از گذشت مقطع فوم استوانه هفته

ير اشاره بر اين دارند كه اين تصاو. استتحريك الكتريكي 

شكلي استوانهبعدسهفوم  ي توانسته نقش يك خوببهاي

و رشد تارهايي براي تمايز نورونبعدسهداربست ها

را ايفا) محور اصلي استوانه(عصبي حول سمتي فرض شده 

ي از تخلخل سطح توجه قابلاگرچه اندازه بخش. كند

- لخلي با اندازهمقطع فوم زير ميكرون است، اما نقايص تخ

مي10تا1هاي بين تواند ميكرومتر نيز موجود است كه

. مكان مناسبي براي رشد هسته سلول عمل كند عنوان به

و فصل مشتركاست كه تخلخل ذكر قابل هاي زير ها

تواند مكان مناسبي براي رشد تارهاي ميكرون هم مي

از. باشدها طويل نورون سطح تصاوير فلورسانسي كه اينجا

بهترين تصاويري است باًيتقراست شده گرفتهمقطع فوم 

تصاوير مناسب. شده است گرفتهكه در شرايط آزمايش 

كمي فرآيند تمايزليوتحلهيتجزديگري نيز براي 

هم. قرار گرفت مورداستفاده هامنظور، تعداد سلولنيبه

شمارش هسته سلوللهيوسبهدر واحد مساحت سطح

سپس).آ-9شكل(است آمده دست بهDAPIبا شده رنگ

بر اساس نسبت افتهيزيتماهاي خصوصيات عصبي سلول

و)1با فلش شماره شده مشخص(هاي عصبي تعداد سلول

به تعداد)2با فلش شماره شده مشخص(هاي گليال سلول

و-9شكل(ي قرار گرفت موردبررسهسته سلول  ).ج-9ب

هاي اي عصبي به سلولهعلاوه بر اين نسبت تعداد سلول

شكل  د آمده-9گليال نيز محاسبه شد كه نتيجه آن در

سطح مقطع فوم رول شده نمونه كنترل  بازشدهسطح فوم

 سلول عصبي
 هسته

طح
س
لي

چگا
)

تي
سان

در
داد

تع
بع
مر

تر
م

(
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هاي اين امر به دليل تمايز گليالي در غياب محرك. است

و شيميايي است  در احيايكهيدرحال)26-24(فيزيكي

و مرمت مغز تقاضاي بيشتر مربوط به تمايزات  عصبي

تح).28و27(نوروني است  ت همچنين، مشخص شد كه

بريتوجه طور قابلبهتحريك الكتريكي تعداد هسته سلول

و فصل مشترك هاي فوم پيچيده شده روي سطح مقطع

علاوه بر اين، نسبت تعداد).آ-9شكل(است افتهيشيافزا

و سلولنورون بر روي سطح مقطع افتهيزيتماهاي گليال ها

هاي فوم پيچيده شده نيز افزايش تحتو فصل مشترك

و-9شكل( است افتهيشيافزاالكتريكي تحريك  ).ج-9ب

بهد اين افزايش براي تعداد نورون-9هرچند طبق شكل ها

اين نتايج نشان. استهاي گليال بيشتر نسبت تعداد سلول

 صورتبهدهند كه فوم گرافيني پيچيده شده كه مي

تواند تحت تحريك الكتريكيمي استاي شكل استوانه

ي نويدبخشي در بازسازي بعدسهست يك دارب عنوان به

.ها عمل كندنورون كنترل قابل

و سلول فلورسانس از نورونريتصاو:8شكل رو افتهيزيتمااليگليها ها ويا سطح مقطع فوم استوانهي بر ازيسطح داخل)بشكل فوم بازشده پس

و سلوله سلول، نورون هسته،يكيالكتركيهفته تحر2گذشت  با  GFAPو DAPI ،TUJ1يگرها با نشانبيبه ترتاليگليهاا و به ترتيب

 اند شده مشخص2و3،1هاي شماره فلش

)آ()ب( زي فومحفره مرك
 پيچيده شده

300µm 100µm

1فلش شماره
2فلش شماره)سلول عصبي(

)سلول گليال(

3فلش شماره
)هسته سلول(
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جسلول ها به تعداد هسته نسبت تعداد نورون)،بافتهيزيسلول تما تعداد هسته)آيسهيمقا:9شكل  به تعداد هستهاليگليها نسبت تعداد سلول)،

د افتهيزيسلول تما و افتهيزيتمااليگليها ها به تعداد سلول تعداد نوروننسبت)و درنيفوم گرافكفصل مشتردر مساحت سطح موجود در سطح مقطع ي

آنيكيالكتركياستفاده از تحر زمان و عدم استفاده از
 بحث

هاي بنيادي گزارش شد كه كشت سلول 2013در سال

ازي لايهيكعصبي موشي روي  سبب افزايش گرافننازك

در هاي سيگنال كه شودميعصبي هاي شبكهالكتريكي

با،فنگرااين امر ناشي از خاصيت رسانندگي الكتريكي

)29(ستاهاي بنيادي عصبي روي گرافن كشت سلول

به وقتي سلول روز در روي9مدت هاي بنيادي موش

بيان شوندميبستري از گرافن اكسايد كشت داده 

 يابدميكاهش شدتبههاآنماركرهاي بنيادي بودن در 

 استها سلولالقاي تمايز عصبي در ايني دهنده نشانكه

نشان داده شد كه با كشت 2010در سال.)30(

تك سلول  لايههاي بنيادي مزانشيمي انساني بر روي يك

بدون هيچ فاكتور)كربني لوله نانو(از گرافن لوله شده

پس عصبي در محيط كشت، سلول هاي بنيادي مزانشيمي

از هفت روز كشت روي اين بستر كربني ماركرهاي عصبي 

و تمايزي دهندهننشارا بيان كردند كه  MAP2 نستين

 هاي گروهاز طرفي اهميت)31( بودهاآنعصبي در 

كربني در تمايز هاي نانولولهكربوكسيل در افزايش توان

هاي بنيادي مزانشيمي وقتي سلول.است شده بيانعصبي 

دار كشت هاي كربني كربوكسيل لوله انساني بر روي نانو

بهع هاي پروتئينميزان بيان تنهانهيافتند،  صبي نسبت

افزايش يافت بلكه)گروه فاقد كربوكسيل(گروه كنترل 

)آ( )ب(

)ج(
)د(

سطح مقطع فوم رول بازشدهسطح فوم سطح مقطع فوم رول شده بازشدهسطح فوم
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تحت اعمال تحريك الكتريكي

عدم اعمال تحريك الكتريكي
تحت اعمال تحريك الكتريكي
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از زمان مدت به1بيان اين ماركرها ،روز افزايش14روز

 طرفيكازهاي كربني كربوكسيله شده لوله نشان داد نانو

از شودميسبب افزايش بيان فاكتورهاي رشد عصبي و

 هاي گروهق از طريهاآنطرف ديگر با برقراري پيوند با

ايجاد منظوربههاآنكربوكسيل خود، سبب به دام انداختن

عصبي مدت طولانييك محيط مناسب براي تمايز 

توانايي نانو ذرات گرافن اكسايد در تمايز.)31( شود مي

و موش عصبي سلول  شده گزارشهاي بنيادي جنيني

به.است د مواي خانوادهموجود از اثرات اطلاعاتبا توجه

و و مشتقات آن در تمايز عصبي دليلبه طرفيكازگرافن

عاملي كربوكسيل در افزايش ميزان هاي گروهاهميت 

نانو ذرات بالاترو از طرف ديگر توانايي)32( تمايل نورون

هاي كربني در تمايز لوله گرافن اكسايد در مقايسه با نانو

ي گرافن دارا(نانو ذرات گرافن اكسايد،)33( عصبي

و هيدروكسيل هاي گروه  عنوانبه)عاملي كربوكسيل

هاي سلول.دشتمايز عصبي انتخابي القاكنندهي ماده

و كشت بنيادي مزانشيمي مغز استخوان به دليل تهيه

و عمرلابا آسان، بودن صرفهبا، طولانيبودن قدرت تمايز

و تكثير نظر از و همچنين دارا بودن قدرت رشد اقتصادي

يك كانديد خوبي براي استفاده در اين تحقيق تبديل،الاب

و نظر به اينكه بر اساس مطالعات صورت گرفته،  شدند

اثرات احتمالي نانو گرافن اكسايد بر روي روند تمايز

هاي عصبي هاي بنيادي مزانشيمي موش به سلول سلول

 موردبدون اضافه كردن فاكتورهاي تمايزي عصبي هنوز 

 بود ما در اين تحقيق نتيجه گرفتيم قرار نگرفته بررسي

بهسلول خوبي بر روي داربست هاي بنيادي عصبي انسان

و سپس به  سه بعدي گرافيني ساخته شده تكثير يافتند

و گليالي كمك تحريك الكتريكي، به سمت رده نوروني

بهالمس. تمايز يافتند سمت ردهه قابل اهميت، تمايز بيشتر

درمي)ليبه جاي رده گليا(نوروني  باشد كه اين مطلب

با توجه به اين. خوبي نشان داده شده استبه9شكل 

هاي موضوع كه ويژگي رسانندگي الكتريكي داربست

و تمايز سلول و هاي بنيادي عصبيگرافيني در تكثير

هاي عصبي نقشو تشكيل بافتهاتحريك الكتريكي آن

بهاساسي دارند، مي وي ساختس توان در تحقيقات آينده

- هاي اكسيد گرافيني احيا شده با درصد مولكولداربست

منظور افزايش ميزان رسانندگي هاي اكسيژن كمتر، به

مي. الكتريكي رفت هاي سبز توان از احيا كنندهبراي مثال

و دوستدار محيط زيست براي احياي محلول اكسيد 

و سپس اقدام به ساخت گرافين سنتز شده استفاده كرد

هاي عصبي ساختگي، اين نوع بافت. گرافيني كرد داربست

بهلامعمو قبل از استفاده عملي در انسان احتياج

در آزمايشات فراوان به منظور بررسي عدم ايجاد مشكل

و حتي آن نتايجي كه بر روي ديگر  بدن انسان دارند

و موجودات از جمله موش دستهب... هاي آزمايشگاهي

گيري يكسان بر رويي نتيجهآيند، دليل كافي برامي

و تحقيق بيشتري احتياج  و به بررسي انسان نخواهند بود

.است

 گيرينتيجه
داربست عنوانبهدر اين پژوهش فوم گرافيني پيچيده شده

شد موردنظراسيمقي رساناي الكتريكي در بعد سه ساخته

و در رشد تارهاي عصبي تحت تحريك الكتريكي 

نشان داد كه فوم XPSآناليز. قرار گرفت مورداستفاده

و طوربهگرافيني  جزئي تحت اشعه فرابنفش

ضخامت متوسط. بود اشدهياحگرادي سانتيدرجه80دماي

 به دستميكرومتر50الي15هر فوم گرافيني در حدود

و چگالي لايه متوسط طوربهآن نيزهدهندليتشكهاي آمد

جي رامانسنطيف. لايه در هر ميكرومتر است10 حدود

اي در ساختار فوم را هاي گرافيني چندلايهوجود صفحه

مشخص شد مقاومت سطحي الكتريكي فوم. كردديتائ

مناسب براي طور كاملبهΩ/sq 17گرافيني نيز حدود

در) mA20 حدود(هاي تحريك الكتريكي توليد جريان

5هاي عصبي با استفاده از ولتاژهاي كمتر از تمايز سلول

تست زاويه تماس نيز نشان داد كه اگرچه سطح. ولت بود

هستند، دوستآبشده با لامينين عامل دارفوم گرافيني 

آبدوستي-اما سطح مقطع فوم پيچيده شده خاصيت فرا
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و تمايز ها در سراسر تخلخل سلول مؤثرتردارد كه به تكثير

ميو فصل مشترك تحريكتيدرنها. شودهاي فوم منجر

هاي بنيادي عصبي انسان بر روي فوم نيز الكتريكي سلول

آنبه تكثير بيشتر سلول و تسريع تمايز ها به سمت ها

شدها در مقايسه با سلولنورون ههم. هاي گليال منتهي

تواند كاربردهاي فوم گرافيني پيچيده شده را اين نتايج مي

هاي شبكه مؤثري در بازسازي بعدسهداربست عنوان به

دعصبي در  .ي آتي مهيا كنداروهانانو
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Abstract 

Aim: In this study biocompatible 3D graphene oxide foams have been used for Human neural stem 
cells (hNSCs) culturing. 

Material and Methods: For the first time, graphene oxide foam were fabricated by precipitation of 
chemically exfoliated graphene oxide sheets in an aqueous suspension onto the PET substrate at ~80 
oC under UV irradiation. 

Results: By using scanning electron microscopy, the thickness of these foams (with linear density of 
~10 GO sheets/µm) was measured around 10-50 µm. X-Ray photoelectron spectroscopy confirmed 
that the UV irradiation resulted in partial reduction of the layers during fabrication process. Also 
Raman spectroscopy demonstrated the presence of multilayer graphene oxide sheets (≥3 layers) in the 
foam structure. The Young’s modulus of the foams was obtained about 1.7 GPa. Furthermore, Four 
probe method found that the electrical sheet resistance of the GOFs was low enough (17-24 Ω/sq). 
Conclusion: To produce the electrical simulation currents (~20 mA) used in differentiation of the 
neural stem cells into the neurons (rather than glial cells). Contact angle test also showed that rolling 
the GOFs resulted in formation of cross-section with superhydrophilic characteristic, inducing 
effective proliferation and differentiation of the hNSCs throughout the pores and interfaces of the 
scaffold. Moreover, Fluorescence imaging revealed that stimulating the hNSCs resulted in coaxial-like 
growth of the neural fibers and inducing differentiation of the neural stem cells in to the neurons. 
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