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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال دهم    شماره 4    صفحات  300  تا  305    زمستان 1391

مقاله
تحقيقاتي

تهيه نانوالياف كيتوسان/پلى اتيلن اكسيد بر روى غشاى كيتوسان: 
مدلى كاربردى در مهندسى بافت

عسگر امامقلى1، *غلامرضا كاكا2، مينو صدرى3، سيدهمايون صدرايى4، سيدحسن حسينى5

چكيد ه
سابقه و هدف: نانوالياف كاربرد وسيعى در مهندسى بافت به عنوان نانو داربست دارد. روش هاى مختلفى براى ساخت نانوداربست ها 
وجود دارد كه يكى از اين روش ها، الكتروريسى است. در اين روش نانوالياف بر روى ورقه هاى آلومينيومى تشكيل مى شود. مشكل 
اساسى هنگامى است كه براى اهداف كاربردى در مهندسى بافت نمى توان اين نانوالياف را به دليل خاصيت شكنندگى از روى 
صفحه جمع كننده جدا و استفاده نمود. در مطالعه حاضر تهيه تركيب نانوالياف كيتوسان/پلى اتيلن اكسيد (CS/PEO) بر روى يك 

غشاى بسيار نازك CS مورد بررسى قرار گرفته است.
 CS مواد و روش ها: پژوهش حاضر يك مطالعه تجربى بود. براى اين منظور محلول كامپوزيتى با نسبت هاى حجمى- حجمى از
وPEO به ترتيب با نسبت هاى 100 به صفر (كيتوسان خالص)، 90 به 10، 80 به 20 در اسيد استيك 0/5 مولار تهيه شد. تاثير متقابل 
 ،CS مورد بررسى قرار گرفت. براى تهيه غشاى نازك (FTIR) دو پليمر بر روى يكديگر با طيف  سنجى تبديل فوريه مادون قرمز
ابتدا اين ماده با نسبت 1% وزنى در آب دو بار تقطير آماده و سپس 0/5 ميلى ليتر اسيد استيك گلاسيال به آن اضافه شد. محلول 
حاصل در پترى ديش ريخته و به مدت 24 ساعت در دماى اتاق قرارداده شد به طورى كه غشا با تبخير حلال تشكيل گرديد. غشا 
با اتانول تثبيت شده و در آب دوبار تقطير شستشو داده و سپس در دماى اتاق خشك گرديد. محلول پليمر بر روى غشاى CS به 
فاصلهcm 15-10 و ميدان الكتريكى kv 20-18 با نرخ تغذيهml/h 0/5 الكتروريسى شد. قطر و اندازه نانوالياف با ميكروسكوپ 

الكترونى روبشى (SEM) مورد بررسى قرار گرفت.
يافته ها: FTIR انجام شده از كامپوزيت CS/PEO با نسبت 80/20، 90/10 پيك باند كششى هيدروكسيل (O-H) و گروه كربونيل 
(C=O) كيتوسان در نواحى خاصى را نشان داد. تصاوير SEM از نانوالياف حاصل از كامپوزيت CS/PEO با نسبت هاى 80 به 20، 

90 به 10 و CS خالص بر روى ورقه هاى آلومينيومى و غشاى CS نشان داد كه CS خالص توانايى توليد نانوالياف بر روى هيچ 
كدام از آن ها را نداشته و به صورت قطراتى ظاهر شدند در حالى كه نسبت هاى80 به 20، 90 به 10 از كامپوزيت CS/PEO، هم بر 
روى ورقه آلومينيومى و هم بر روى غشاى نازك CS نانوالياف ايجاد گرديد. نتايج تفاوت معنى دارى بين دو نسبت مذكور از نظر 

ساخت نانوداربست مشاهده نشد.
بحث و نتيجه گيرى: به نظر مى رسد كه ويسكوزيته بالاى CS خالص مانع از تشكيل نانوالياف شده، در حالى كه نانوالياف يكدست 

از تركيب CS/PEO با نسبت هاى 80 به 20، 90 به 10 بر روى غشاى نازك CS به دست مى آيد.
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مقدمه
تا  ميكرون  چند  از  الياف  توليد  از روش هاى  يكى  الكتروريسى 
چند نانومتر مى باشد كه در آن از يك ميدان الكترواستاتيك با ولتاژ 
بالا استفاده مى شود (1). در اين تكنيك الياف مى تواند به صورت 
تصادفى، جهت دار و يا داربست هايى سه بعدى با سطوح بسيار 
وسيع و متخلخل باشد (2). عوامل بسيارى در شكل و ساختار 
نانوالياف تاثير گذارند، از جمله: ويسكوزيته، كشش سطحى، ثابت 
دى الكتريك حلال، رسانايى محلول، غلظت و وزن ملكولى محلول 
پليمر و پارامترهاى شامل ولتاژ، ميزان تغذيه، فاصله نوك نازل تا 
صفحه جمع كننده، قطر داخلى سوزن و دما در فرآيند الكتروريسى 

مى باشد (3).
پليمرهاى زيادى در فرايند الكتروريسى مورد استفاده قرار گرفته 
است كه يكى از آنها كيتوسان است. اين ماده در اين تحقيق به 
همراه PEO به صورت كامپوزيت استفاده شده است. PEO يك پليمر 
سنتزى زيست سازگار بوده كه باعث كاهش ويسكوزيته CS مى شود 
 Rouget براى اولين بار در سال 1859 توسط پروفسور CS .(4)
كشف شد (5) و به دليل ويژگى هايى چون زيست تخريب پذيرى، 
غيرآنتى ژنيك و زيست سازگارى (6)، كاربرد وسيعى در زمينه هاى 
پزشكى مثل پوشش زخم (7)، معالجه زخم (8)، سيستم هاى انتقال 

دارو (9) و مهندسى بافت (13-10) دارد.
نانوالياف در مهندسى بافت به عنوان نانوداربست كاربرد وسيعى دارد. 
در روش الكتروريسى، نانوالياف در اغلب موارد بر روى ورقه هاى 
آلومينيومى كه به عنوان صفحه جمع كننده مورد استفاده قرار مى گيرد، 
ساخته مى شود. جدا كردن بسيارى از اين نانوداربست ها، به ويژه 
نانوالياف CS/PEOبه دليل ظرافت و شكنندكى آن، از ورقه هاى 
آلومينيومى براى اهداف كاربردى مثل مهندسى بافت و يا كشت 
سلول بسيار سخت و مشكل است. بنابراين در مطالعه حاضر ساخت 
نانوالياف از كامپوزيت CS/PEO بر روى غشاى بسيار نازك CS مورد 
بررسى قرار گرفته است كه مى توان اين نانو داربست را به همراه 

غشاى پايه زير آن جهت اهداف پزشكى مورد استفاده قرار داد.

مواد و روش ها
CS آماده سازى غشاى

در تهيه غشاى نازك كيتوسان، ابتدا CS (وزن ملكولى پايين شركت 

سيگما آلدريچ آمريكا) با نسبت 1 % وزنى در آب دو بار تقطير 40 
درجه سانتى گراد مخلوط شد. سپس ميزان 0/5 ميلى ليتر اسيد 
استيك گلاسيال به آن اضافه گرديد و به مدت 2 ساعت روى استيرر 
قرار داده شد تا كاملا مخلوط شد. براى از بين رفتن حباب هاى 
هوا، محلول به مدت 10 دقيقه با 2500 دور بر ثانيه سانتريفيوژ شد.
ml 7/5 از محلول در پترى ديش هايى به قطر 75mm ريخته و به 

مدت 24 ساعت در دماى 25 درجه سانتى گراد قرار داده شد تا 
با تبخير حلال، غشا تشكيل شود. غشا حاصل با كمك پنس از 
پترى ديش جدا و به مدت 10 دقيقه در اتانول 96% قرار گرفت. در 
پايان غشا تثبيت شده با آب دوبار تقطير شستشو و در دماى اتاق 

خشك شد.

CS/PEO تهيه محلول كامپوزيتى
جهت تهيهّ محلول پليمر CS (وزن مولكولى متوسط شركت سيگما 
آلدريچ) 2% وزنى حجمى، 0/45 گرم پودر CS را در بالن ژوژه 
ريخته و با استيك اسيد 0/5 مولار، به حجم ml 25 رسانده شد. پس 
از بستن درب بالن مخلوط به مدت 24 ساعت بر روى استيرر با دور 
پائين قرار گرفت. براى تهيه محلول پليمر PEO 3% وزنى حجمى، 
0/75 گرم پودر PEO با روش فوق تهيه شد. سپس محلول هاى 
CS و PEO با نسبت 80 به 20، 90 به 10 با هم مخلوط شدند. براى 

 ml و  X -100 0/075 تريتون ml توليد نانوالياف يكدست و بهتر
2 دى متيل سولفوكسايد (DMSO) به آن اضافه شد و به مدت 24 

ساعت بر روى استيرر با دور 200 در ثانيه قرار گرفت.

CS/PEO تعيين خصوصيات كامپوزيت
براى بررسى تاثير و برهمكنش دو پليمر CS و PEO كه با نسبت هاى 
 spectrum مدل FTIR مختلف با يكديگر مخلوط شدند، از دستگاه

one شركت Perkin Elmer آلمان استفاده گرديد.

انجام الكتروريسى
هر يك از محلول هاى تهيه شده ى 80 به 20، 90 به 10 و CS خالص 
در سرنگ ml 2 ريخته و سپس داخل دستگاه الكتروريسى قرار 
داده شد. ولتاژ دستگاه، در محدوده 18 -22 kv (V) و فاصله نوك 
سوزن سرنگ با صفحه جمع كننده (d) در فاصله cm 15-10 و با 
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نرخ تغذيه0/5 m/h (Q) تنظيم گرديد. (شكل1) نحوه شكل گيرى، 
تشكيل و توليد الياف توسط هر محلول به طور جداگانه بر روى 
سطوح آلومينيومى و غشاى CS مورد بررسى قرار گرفت. الكترود 
منفى به صفحه جمع كننده و الكترود مثبت به سوزن متصل و با 
روشن كردن دستگاه دسته الياف با سرعت بر روى غشاى CS و يا 

ورقه آلومينيومى پاشيده شد. (شكل1)

SEM تعيين ضخامت نانوالياف با
با  الكتروريسى  روند  از  حاصل  نانوالياف  قطر  ميانگين  و  شكل 
استفاده از دستگاه SEM شركت LEO مدل VP 1455 ساخت كشور 
انگليس تعيين شد. براى اين منظور ابتدا بخش كوچكى از سطح 
غشاى CS و شبكه نانوليفىCS/PEO  با نسبت هاى 80/20، 90/10 
الكتروريسى شده روى پايه نگه دارنده نمونه قرار گرفته و سپس 
با دستگاه لايه نشانى با طلا روكش داده شد. جهت تعيين ميانگين 

ضخامت نانوالياف 5 تصوير SEM از نقاط مختلف تهيه و از هر 
تصوير ميزان ضخامت 10 نانوالياف تهيه گرديد اين كار در سه 

زمان مختلف تكرار شد.

تجزيه و تحليل آمارى
 Independent Samples در تجزيه و تحليل اطلاعات از آزمون آمارى
T-Test و از نرم افزار Spss 13/5 استفاده گرديد. مقادير ارائه شده 

برحسبMean±SD مى باشد.

يافته ها
FTIR

نمودارFTIR ،1 از كامپوزيت CS/PEO با نسبت 80/20 را نشان 
مى دهد. در ناحيه cm-1 3335/2 پيك باند كششى هيدروكسيل 
(O-H) و درناحيه cm-1 1629/71 پيك باند كششى گروه كربونيل 

(C=O) ديده مى شود.

 cm-1با نسبت 90/10 در ناحيه CS/PEO در نمودار2، كامپوزيت
 1639/68 cm-1 و در ناحيه (O-H) 3330/44 باند كششى هيدروكسيل
پيك كششى كربونيل (C=O) ديده مى شود كه نشان دهنده مخلوط 

شدن كامل PEO با CS مى باشد.
نمودار 3، دونمودار قبلى را در كنار هم نشان مى دهد. همان طور 

كه مشاهده مى شود اين دو نسبت بسيار به هم نزديك مى باشند.

 ،(V) شكل1ـ دستگاه الكتروريسى به صورت شماتيك، ولتاژ دستگاه
(Q) و نرخ تغذيه (d) فاصله نوك سوزن سرنگ با صفحه جمع كننده

نمودار1 ـ نمودار FTIR از كامپوزيت CS/PEO با نسبت 80/20
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(SEM) ميكروسكوپ الكترونى روبشى
 CS/PEO از نانوالياف حاصل از كامپوزيت  SEM شكل 2، تصاوير
در نسبت هاى 80  به 20، 90 به 10 و CS خالص بر روى ورقه هاى 
آلومينيومى را نشان مى دهد. همان طوركه مشاهده مى شود محلول 
CS خالص به دليل ويسكوزيته بالا قابليت تشكيل ليف را نداشته 

و CS به صورت قطراتى روى صفحه جمع كننده تشكيل شد، اما 
 nmبا نسبت90/10 اليافى به قطر CS/PEO از محلول كامپوزيتى
29±115 و از نسبت 20 /80 اليافى به قطرnm 24±110 به دست 

آمد. نتايج اختلاف معنى دارى را بين اين دو گروه نشان نداد.

تصوير ماكروسكوپى از سطح غشاى CS كه سطحى صاف و هموار 
را نشان مى دهد. تصوير SEM از سطح همين غشا وجود خلل و 

فرج را در ابعاد ميكرو و نانو را نشان مى دهد. (شكل 3)
 CS در شكل 4، انجام الكتروريسى را بر روى غشاى SEM تصاوير
نشان مى دهد. همان طور كه قابل انتظار بود از محلول CS خالص 
 CS/PEO تشكيل نشد. اما از كامپوزيت CS نانوالياف بر روى غشاى
با نسبت هاى 90/10، 80/20 بر روى غشاى CS نانواليافى يكدست 
 100±16 nm 19±115 و nm و با كيفيتى عالى به ترتيب به ضخامت
تهيه گرديد كه اين نتايج نيز هيچ گونه اختلاف معنى دارى را بين 

نمودار 2ـ نمودار FTIR از كامپوزيت CS/PEO با نسبت 90/10

نمودار 3 ـ نمودارهاى FTIR از كامپوزيت CS/PEO با نسبت هاى 90/10، 80/20
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اين نسبت ها نشان نداد.

بحث
پذيرى  انحلال  خالص،  كيتوسان  الكتروريسى  اصلى  پيچيدگى 
ضعيف CS و ويسكوزيته بالاى آن است و PEO با برهم كنش با 
CS بوسيله پيوند هيدروژنى، محلول قابل ريسندگى را ايجاد مى نمايد 

(4). همان طور كه يافته هاى تصاوير SEM نشان مى دهد، حضور يا 
عدم حضور PEO فاكتور مهمى در تهيه نانوالياف به شمار مى رود به 

طورى كه محلول كيتوسان خالص قادر به تشكيل نانوالياف نمى باشد 
ولى با اضافه كردن PEO كامپوزيت قابل الكتريسى به دست آمد.

 X-100 و همكارانش گزارش كردند كه افزودن تريتون Bhattaraia

(به عنوان سورفكتانت) ساختار الكتريسى شده را بهبود بخشيد 
و با اضافه كردن DMSO (به عنوان كمك حلال) به محلول پليمر 
نانوالياف يكنواختى به دست آمد. ديدگاه هاى مشابهى در استفاده 
كمك حلال هاى قطبى و غيرقطبى براى بهبود قابليت الكتروريسى 
محلول هاى پليمر گزارش شده است (15 ،14) در اين رابطه مطالعه 

شكل 3ـ تصاوير ماكروسكوپى (سمت راست) و SEM (سمت چپ) از سطح غشاى كيتوسان را نشان مى دهد.

 CS/PEO و كامپوزيت (B) 90/10 با نسبت CS/PEO كامپوزيت ،(A) از نانوالياف بر روى ورقه آلومينيومى با نسبت هاى كيتوسان خا لص SEM شكل2ـ تصاوير
با نسبت 80/20 (C). محلول CS خالص قابليت تشكيل ليف را نداشت. اما در كامپوزيت هاى الكتروريسى انجام و ليف تشكيل شد.

شكل4ـ تصاوير SEM از الكتروريسى محلول كيتوسان خالص (A)، كامپوزيت 90/10 CS/PEO (B) و كامپوزيت 80/20 CS/PEO (C) بر روى غشاى كيتوسان 
را نشان مى دهد. محلول CS خالص نتوانست الياف تشكيل دهد. اما الكتروريسى با هر دو نسبت CS/PEO نانو الياف خوبى را بر روى غشا ايجاد كرده است.
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Abstract

Background: Nanofibers as nano-scaffolds are widely used in tissue engineering. . Electrospun is a way 

to produce these fiberes. In this study, the synthesis of chitosan nanofibers / polyethylene oxide (CS / PEO) 

on a very thin membrane of CS as a basement membrane has been investigated. 

Materials and Methods: For this purpose, composite solutions with volume fractions - density of CS 

and PEO, respectively, with ratios of 100 to zero (pure chitosan), 90 to 10 and 80 to 20 in Acetic Acid 5/0 

M were prepared. Interactions of two polymers on each other were studied by Fourier transform infra-red 

spectroscopy (FTIR).  Nanofiber diameter and size were studied with Scanning Electron Microscope (SEM). 

CS membrane polymer solution on the interval the electric field kv 20-18 cm 15-10 and feed rate ml / h 5/0 

was electrospun. Nanofiber diameter and size were studied by Scanning Electron Microscope (SEM). 

Results: FTIR study of the composite CS / PEO ratio of 20/80 and 10/90 peak tensile bond hydroxyl 

(OH) and (C = O) chitosan showed in certain areas. Scanning Electron Microscopic images showed that 

pure CS could not produce nanofibers on any ratios, and they appeared as a droplet. Whereas, nanofibers 

were created with ratios 80 to 20 and 90 to 10 of CS / PEO composite both on the aluminum foils and thin 

membrane of CS. 

Conclusion: It seems that high viscosity of pure CS prevents nanofibers formation. Whereas, homogeneous 

nanofibers obtained from the composite of CS / PEO with the ratios 80 to 20, 90 to 10 and pure CS on thin 

membrane of CS. 
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