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  ****عباسعلي ايماني فولاديدكتر ،  ***افسانه اميريدكتر ، **فائزه قانع زاده، * معصومه فروتن كودهي
  *****دكتر محمدرضا نوراني 

  
                                  30/2/93  :  ،  پذيرش    2/9/92  :دريافت 

  
  :چكيده
آسيب هاي وارده به بافت نرم با نقـص    از٪5/4شايع است و  تروما در بيماران مبتلا به عصب محيطي  صدمه به:هدف و مقدمه
 طراحـي  .عصب مـي گـردد   آسيب اعصاب محيطي منجر به كاهش عملكرد و تغيير شكل دائمي .همراه مي باشد محيطي اعصاب

بـه طـور گـسترده اي مـورد      مصنوعي، در حال حاضر براي بازسـازي بافـت آسـيب ديـده     طبيعي و مواد از تشكيل شده كانالهاي
بـراي تـرميم عـصب     نـانو شيـشه زيـستي   و در اين مطالعه كانال هدايت عصبي تشكيل شده از  از ژلاتـين  . استفاده قرار مي گيرد

 .محيطي سنتز شد

با پودر نـانو سـاختاري شيـشه ي زيـستي      مخلوط محلول آبي ژلاتين هاي هدايت عصبي از ربي كانال در اين مطالعه تج:كار روش
قالب مورد نظر را در داخـل محلـول غوطـه ور كـرده و توسـط       بعد از تهيه محلول،. فعال سنتز شده به روش سل ژل، تهيه شد

 2/2و 6/1به ترتيـب   ال ها با قطر داخلي و خارجيكان. فرآيند خشك سازي انجمادي، محتواي آب آن توسط تصعيد خارج گرديد
 تـست سـميت،   دو  جهت بررسي ميزان زيست سازگاري كانال هاي تهيـه شـده از   . ميلي متر طراحي شدند12ميلي متر و طول 

اسـتفاده  ) سـلولهاي رده سـرطان پـانكراس   ( Miapaca-2 توسط سلول هاي  MTTتست توسط سلول هاي تخمدان همستر چيني و
  . شد
از ميكروسكوپ انتقال الكترونـي، ميكروسـكوپ الكترونـي روبـشي،      استفاده با كانال هاو  پودر نانو شيشه زيستي ويژگي هاي :نتايج

و  تست سميت سلولي نشان داد كه كانال ها سميت نداشتند نتايج دو. اشعه ايكس مشخص شد پراش مادون قرمز و طيف سنجي
  . ودندكانال متصل شده ب ديواره به سلول ها

 تـرميم عـصب     ي انجـام مطالعـات    كانديداي مناسبي برا  ژلاتين  / نانو شيشه زيستي  بر اساس نتايج بدست آمده، كانال        :نهايي نتيجه
 .محيطي مي باشد

 
  نانو شيشه زيستي / مهندسي بافت / ژلاتين / اعصاب محيطي  :كليد واژه ها

  

  :مقدمه 
واجـه انـد،   يكي از معضلاتي كه جوامع بشري بـا آن م               

. بـه سيـستم عـصبي اسـت     عوارض جبران ناپـذير آسـيب  
حـوادث راننـدگي،    جراحت هاي ناشـي از عـوارض جنـگ،   

ــغلي  ــوانح ش ــي   س ــه و حت ــد زلزل ــي مانن ــاي طبيع   ، بلاي
  
  
  
  

هاي ورزشي كه منجر به آسيب اعصاب محيطي        مصدوميت
 درمـان، پيامـدهاي     سنگينينه هاي   مي گردد، علاوه بر هز    

 ناگواري چون قطع عضو، معلوليتهاي مادام العمر، از دسـت         
ــد    ــراه دارن ــه هم ــاعي را ب ــت اجتم ــغل و موقعي . دادن ش

   هـزار نفـر در     90تحقيقات نشان مي دهد سالانه بـيش از         
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سيـستمهاي عـصبي    آسيب هاي ناشي از دچار سراسر دنيا
فعاليت در زمينه ترميم و بازسـازي  از اين رو   ). 1( شوندمي

عصب به طوريكه امكان بازگشت فعاليـت هـاي عملكـردي      
نورون پس از جراحت و يا تخريب عصبي امكان پذير باشد،    

 .به سرعت در حال رشد است

     اعصاب محيطي برخلاف سيستم عصبي مركزي داراي       
ظرفيت هايي براي ترميم مي باشد اما به شرايط محيطـي           

ــاز دارد مناســب و ــده ني ــت كنن ــاي رشــد حماي .  فاكتوره
عصبي، روش استاندارد طلايي براي ترميم فواصل  اتوگرافت

اما برداشت يك عصب زنده از يـك        ) 2( بين دو قطعه است   
منطقه سالم، به دليل محدوديت دسترسي به بافت عـصب          

هـاي  بنابراين كانال. خطرگسترش بيماري ايده آل نيست و
كه ) ;NGCs Nerve guidance conduits(راهنماي عصب 
عنوان  به وجود دارند، هاي طبيعي يا سنتتيكبه صورت لوله

كانالهـاي  ). 3،4( انـد جانشين براي اتوگرافت مطـرح شـده      
هـستندكه  كانال هايي   طبيعي يا مصنوعي راهنماي عصب      

هاي عصب بريده شده را پل مـي زننـد و           شكاف بين دو انت   
كيل بافـت اسـكار را بـه        علاوه بركمك به رشد آكسون، تش     

حداقل مـي رسـانند و كـشش را در ناحيـه تـرميم عـصب               
 مواد به كار رفته در ساخت كانال ها         ).5( كاهش مي دهند  

بايد از نقطه نظر خـواص شـيميايي، فيزيكـي، مكـانيكي و             
از . زيست شناختي مشابه بافت زنده مورد نظر انتخاب شود       

كل لولـه بـا      بـه آسـاني بـه ش ـ       -1 :هاخصوصيات اين كانال  
 مواد استفاده شده جهت سـاخت   -2قطري مطلوب در آيند   

  كانال زيـست سـازگار باشـند يعنـي نبايـد پاسـخ التهـابي              
 كانال ها بايد داراي تخلخل هاي بـاز و   -3 بافت را برانگيزد  

به هم پيوسته باشـند و درصـد تخلخـل بايـد بـالا بـوده و                 
د سلولي نسبت سطح به حجم بالايي را تامين نمايند تا رش        

گيـري  بعد از شكل   -4) 6،7(و رگ زايي را سهولت بخشند     
 و رشد عصب داخل كانال، تخريب شده تا از ايجاد عفونـت           

 در ضمن جاگـذاري     -5هاي التهابي جلوگيري شود      پاسخ و
هايش روي هـم نخوابـد،      و فعاليت و حركت طبيعي، ديواره     

ه بايد طوري طراحي شـوند ك ـ     شده  بنابراين مواد بكار برده     
  .دنكانال را دارا باشسنتزتمام ويژگي هاي مورد نظر براي 

     امروزه مبحث مهندسي بافت از جايگاه بسيار مهمي در 
زمينه علوم و فناوري برخوردار است، بطوري كه مطالعـات          

اكثـر   در سرتاسر دنيا، بـه ويـژه در  را و تحقيقات  بسياري 
يكي  .محافل علمي و پژوهشي، به خود معطوف كرده است        

  از آنها، ساخت كانال هدايت عصبي براي رشد و هـــدايت

  
 هم اكنون چنـدين نـوع  كانـال هـدايت            .آكسون مي باشد  

 PGA پلي گلايكوليك اسيدعصبي از مواد زيستي متفاوت 
ــيد    )8( ــك اس ــو گلايكولي ــي لاكتيك  )PLGA) (9،10(پل

از  .ساخته شـده اسـت  ) 14،15(و ژلاتين ) 10-13(كلاژن 
آنجايي كه تحقيقات حكايت از پتانسيل آنتي ژنـي انـدكي           
در مورد كـلاژن دارنـد، در چنـد سـال اخيـر پژوهـشگران               
. گرايش به استفاده از ژلاتين بـه جـاي كـلاژن يافتـه انـد              

ــدر  ــلاژن هي ــين، ك ــرايط  ژلات ــه در ش ــده اســت ك وليز ش
فيزيولوژيكي و بيولوژيكي هيچگونه تحريك سيستم ايمني       

اين ماده به راحتي در شرايط      ). 16( دهداز خود نشان نمي   
شــود و خــواص فيزيكــي و درون بــدن انــسان جــذب مــي

شيميايي آن به طور مناسبي قابل تنظيم و تعديل است به           
ژلاتـين  ). 16،17( دعلاوه نسبت به كلاژن ارزان تر مي باش       

به تنهـايي اسـتحكام كـافي بـراي ايـن منظـور را نـدارد و             
بايستي با يك جزء ديگر با خاصيت زيست تخريب پـذيري           

  .مخلوط گردد
توانـايي   بيوسـراميك      كهاي زيستي به عنوان ي        شيشه

هاي زنده بدن را از طريق تشكيل يك لايـه          اتصال به بافت  
در تحقيقـي  .  زنـده دارنـد  هايدر فصل مشتركشان با بافت    

الياف شيشه زيستي در درون يك كانال       نشان داده شد كه     
زيست سازگار مي تواند باعث هدايت آكـسونهاي محيطـي          

، بواسـطه ي    شيشه ي زيـستي   ). 18( در محيط بدن شوند   
ــذيري و خاصــيت   زيــست ســازگاري و زيــست تخريــب پ
مكانيكي مناسب آن، بطور موثري در مهندسي بافت مـورد          

شيـشه ي زيـستي بـا       ). 19،20( ستفاده قـرار مـي گيـرد      ا
اكــــسيد ) SiO2(تركيبــــي از دي اكــــسيد ســــيليكون 

عـضوي از  ) P2O5(و پنتا اكـسيد دي  فـسفر   ) CaO(كلسيم
يكـي از  . ي شيـشه هـاي زيـست فعـال مـي باشـد          خانواده
هاي قابل توجـه شيـشه هـاي زيـست فعـال امكـان              مزيت

     باشـد، و سـخت مـي    برقراري پيوند آن با هر دو بافت نـرم          
شيـشه زيـستي    توجه به ويژگيهاي ژلاتين و نانو ابنابراين ب

سنتز شد و همچنين مراحل ساخت و       كانال هدايت عصبي    
/ بهينه سازي كانـال هـدايت عـصبي نـانو شيـشه زيـستي             

ژلاتين براي ترميم عصب محيطي، بـه عنـوان هـدف ايـن             
  .مطالعه  مورد بررسي قرارگرفت

  :روش كار
 اين مطالعه تجربـي جهـت سـاخت كانـال هـدايت             در     

مـواد  . شيشه زيست فعال  با ساختار نانو سنتز شد         عصبي،
  لازم براي سنتز نانو پودر شيشه زيست فعال به روش سـل
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) TEOS( تتـرا اتوكـسي سـيلان      :ژل شامل اين موارد بـود       
و اسـيد نيتريـك     نيترات كلسيم   ) TEP(تري اتيل فسفات    

 . آلمان خريداري شدMerckز شركت مولار كه همگي ا   1/0
بـا  Merck از ژلاتين نوع ميكروبيولوژي و محصول شـركت  

 )C5H8O2( و محلول گلوتارآلدهيد استفاده شد كد محصول
اي بين زنجيره  اتصالات كننده ايجاد عامل عنوان به درصد25

 . آلمان خريداري گرديدMerckدر ژلاتين از شركت 

ي به روش سل ژل سـنتز       شيشه زيست : سنتز شيشه زيستي  
  اتوكـسي سـيلان را بـه      مـول تتـرا  064/0در ابتـدا   .شـد 
 مولار اضافه كرده و اجازه      1/0 ميلي ليتر اسيد نيتريك      30

ــه مــدت   ــه، عمليــات 30مــي دهــيم روي همــزن ب  دقيق
توسط اسيد نيتريـك انجـام    تترا اتوكسي سيلانهيدروليز 

يـت   مول تري اتيـل فـسفات و در نها         005/0گيرد، سپس   
به محـيط اضـافه     مول كلسيم نيترات تترا هيدرات031/0

دهيم تـا عمليـات هيـدروليز كامـل      مي گردند و اجازه مي
سل تهيه شده در يك ظرف تفلوني ايزوله شده براي      . گردد

و   روز نگهداري مي شود تا عمليـات پلـي كندانـسيون   10
ژل بدست آمـده     . تشكيل ژل آغاز شده و ژل تشكيل گردد       

   درجه سانتيگراد حـرارت دهـي       70دماي  با  كن  در خشك   
 درجـه سـاعت   120سپس نمونه هـا در دمـاي    مي شود و

حرارت دهي ميشوند، متعاقباً در كوره الكتريكي تـا دمـاي           
 سـاعت در  24براي مـدت    درجه حرارت دهي شده و700

نهايتاً محصول به دست آمـده  . شوند نگهداري مي اين دما
  ).21( داده مي شوددر آسياب ماهواره اي قرار

از آب مقطـر يـون زدايـي        : ساخت كانال هاي هدايت عـصبي     
 به اين منظور، ژلاتين. شده جهت تهيه محلول استفاده شد

پس از توزين دقيق به مرور به محلول آبي با   % 10 با نسبت 
هم خوردن با همزن    به   در حال    C40°درجه حرارت حدود    

اخـل شـبكه و     پس از نفوذ آب بـه د      . مغناطيسي اضافه شد  
تورم كامل ژلاتين در محلول، پودر شيـشه زيـستي سـنتز            
شده به محلول اضافه شـد و جهـت حـصول يـك محلـول               

.  دقيقه به همان روال قبلي همزده شـد        45همگن به مدت    
 قالب تفلـوني را درون محلـول        ،سپس به روش غوطه وري    

. تا لايه اي از محلول بر سطح قالب قرار بگيرد         شناور كرده   
ه ي بعد اعمال فرآينـد خـشك سـازي انجمـادي بـه              مرحل
اين فرآيند ضمن اين كه باعث حـذف آب از          . ها است نمونه

شود، ايجاد حفره و يا به عبارت ديگر تخلخـل          مجموعه مي 
  پس از اين مرحله به منظور افزايش استحكام . نمايدنيز مي

  گلوتارآلدهيدها در محلول كانال هاي به دست آمده، نمونه

  
، %10غلظــت ژلاتــين در محلــول اوليــه . ر داده شــدندقــرا

، % 5/0و غلظت محلول گلوتارآلدهيد      % 30شيشه بيواكتيو 
گلوتارآلدهيـد  . متغيرهاي اعمال شده در اين مطالعه بودند      

اي در ساختار پليمري ژلاتين     با ايجاد اتصالات بين زنجيره    
باعث افزايش استحكام و كاهش انحلال پـذيري آن در آب           

شود، بنابراين در اين پروژه محلول گلوتارآلدهيـد را بـا           مي
 ساعت كانال هـا را در       24آب مقطر رقيق كرده و به مدت        

 بدين ترتيب كانال هـدايت .  قرار داديم  %5/0گلوتار آلدهيد   

 12  بـه طـول       2/2 و قطر خارجي     6/1قطر داخلي  با عصبي
  ).22)( الف1شكل(ميلي متر ساخته شد

شيشه ي زيستي سنتز شده بـا انجـام         خواص نانو پودر        
  :تستهاي زير بررسي گرديد

جهـت   : (X-ray diffraction ; XRD)آناليز تفرق اشـعه ايكـس   
بررسي ساختار كريستالي، نمونه پـودر سـنتز شـده مـورد            

 ساخت XRDآناليز تفرق اشعه ايكس با استفاده از دستگاه      
 .  قرار گرفت°CuKα=1.54 Aشركت فيليپس با طول موج 

 درجـه و    02/0زمان اقامت در هر گام يك ثانيه، اندازه گام          
  . درجه انتخاب گرديد70 تا 20محدوده روبش بين 

 ـ سـنجي طيـف    Fourier Transform Infrared ز مـادون قرم

Spectroscopy ; FTIR)( : در  آزمون طيف سنجي مادون قرمز
هاي عاملي و قطعات سـازنده سـراميك بـر          شناسايي گروه 

بـه ايـن منظـور مـواد     . شه ي بيواكتيو انجام شـد     شي نمونه
مخلـوط و سـپس     ) KBr(مورد آزمايش با پتاسـيم برميـد        

بيني بـا قـدرت      تحت فشار، قرص تهيه شد و سپس طيف       
 روبـش در محـدوده ي عـدد    cm  32-1 و cm-14تفكيك  

  يعنــي ) IR45ناحيــه ميــاني طيــف   (مــوجي دســتگاه  
1-cm4000- 400انجام شد  . 

 Transmission Electron)توزيــع انــدازه ذرات انــدازه گيــري 

Microscope;TEM) :        به منظور تعيين اندازه ذرات پودر سنتز
  Philips CM120ميكروسـكوپ الكترونـي انتقـال    شـده از  
پودر سنتز   گرم1/0نمونه،   سازي آماده جهت .گرديد استفاده
  . دقيقه اولتراسوند شد15 ميلي ليتر اتانول براي10شده در

در ابتدا جهـت اسـتريل   : يش سميت سلولي بر روي كانال     آزما
در طول  فيليپس )UV(از  نور ماوراء بنفش  كردن كانال ها

به منظور  . نانومتر به مدت دو ساعت استفاده شد254موج 
بررسي ميزان زيست سازگاري كانـال هـاي تهيـه شـده از             

 Chinese hamster(سلول هـاي تخمـدان همـستر چينـي    

ovary cell; CHO(اين سلول ها پـيش از  .  استفاده گرديد
   به DMEMانجام آزمايش سميت سلولي در محيط كشت 
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ــراه    penicillin/ streptomycin (P/S) (v/v) %1همــ
ســرم جنينــي % 10(v/v)پنــي ســيلين استرپتومايــسين و 

سوسپانـسيون سـلولي در     . نگهداري شـدند  ) FBS(گوساله  
كانال ها ابتدا بـه مـدت       .  بود cell/ml 105×4هنگام كشت   

داري شـدند سـپس بـا اتـانول          ساعت در آب مقطر نگه     48
پـس از  . استريل و به ظرف كشت انتقـال داده شـدند   % 70

هـا،  بـه     افزودن سوسپانسيون سلولي تهيه شده  به نمونـه        
% 90 ، رطوبـت   C 37°اتور با دماي   ساعت در انكوب   48مدت  
پس از گذشت اين    . شدند نگهداري% 5 با غلظت  CO2و گاز   
  شــده و مجــدداً  بــا محلــول    خــارج هــانمونــه زمــان

Phosphate Buffered Saline) PBS ( شستشو داده شده و
با استفاده از ميكروسكوپ نوري تصاوير مربوطه مـشاهده و          

  .دند برابر عكس برداري ش200با بزرگنمايي 
 يـك روش رنـگ      MTTآزمـايش   :  بـروي كانـال    MTTتست  

سنجي اسـت و بـر اسـاس احيـا شـدن و شكـسته شـدن                 
كريستالهاي زرد رنگ تترازوليوم بوسيله آنزيم سوكسينات       
. دهيدروژناز و تشكيل كريستالهاي آبي رنگ نامحلول است       

سـلول هـاي    ( Miapaca-2در اين آزمايش از سلول هـاي          
كه از انستيتو پاستور ايران خريداري     ) رده سرطان پانكراس  
 در  Miapaca-2 بطوركلي سلول هـاي .شد، استفاده گرديد

. محيط كشت به صورت چسبيده به پليت ديده مي شـوند          
 سلول اضافه شد پـس      8000 خانه   96در هر چاهك پليت     

 ساعت هر چاهك با مقدار مناسبي از كانـال          24از گذشت   
پس از اتمـام    . كوبه شد  ساعت ان  48تيمار و  پليت به مدت       

زمان انكوباسيون محيط كشت روئي را دور ريخته بـه هـر             
 ميكروليتر محيط كشت حاوي نيم ميلي گرم        200چاهك  

 4 اضـافه نمـوده و بـه مـدت           MTTدر ميلي ليتر محلـول      
گراد گذاشته   درجه سانتي37در  CO2ساعت در انكوباتور 

 دور پس از گذشت زمان انكوباسيون محيط هر چاهك. شد
 به منظور حل كردن كريستال هـاي        DMSOريخته شد و    

 گرديد، در نهايت جذب نوري      فورمازون به چاهك ها اضافه    
 . گرديد نانومتر قرائت570موج آمده در طول بدست محلول
  .مورد آزمايش قرارگرفت منفي كنترل عنوان به PBS محلول
  :نتايج

 ـ توسـط  خواص نانو پودر سنتز شـده     ارزيابي           اليز تفـرق   آن
ب  . 1  در  شـكل       XRDبـا توجـه بـه نمـودار          :اشعه ايكس 

هيچ پيك خاصي مشاهده نشده بنابر اين پودر سنتز شـده           
 درجه كريستالي نشده است و  700آمورف بوده و در دماي      

  . شوديك نوع شيشه محسوب مي

  
به طوركلي نتيجه ي بدست آمـده       : ز مادون قرم  سنجيطيف  
داراي تركيب  شده سنتز پودر كه كند مي را تاييد  موضوع اين

محدوده عدد  . شيميايي استوكيومتري شيشه زيستي است    
ــد  cm-11047 ، 468 مــوجي ــه پيون  و Si-O-Si مربــوط ب

 نـشانگر پيونـد    cm-11645، 789 محدوده ي عدد مـوجي  
Si-O محدوده  در حاصله پيك .است شده سنتز پودر در موجود

 رتيب مربوط به گـروه به ت 3450 و cm-1585 عدد موجي 
PO4

  ). ج1شكل(در پودر سنتز شده است  ساختاري OHو -3
 د  انـدازه ذرات    . 1شـكل    : اندازه گيري توزيـع انـدازه ذرات      

، ميـانگين سـايز     ددهرا نشان مي  شيشه زيستي سنتز شده     
  .نانومتر تعيين شد 20-80شيشه زيستي ذرات 

  

  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
 

  
  

  

  
  

  كانال هدايت عصبي بعد از گلوتار زدن : الف: 1كل ش
   C  700  شيشه زيستي سنتز شده در دمايXRDالگوي : ب
 مربوط به پودر سنتز شده و پيوندهاي FTIRنتيجه آزمون : ج

اندازه سايز ذرات شيشه زيستي سنتز : تشكيل شده در آن د
 TEMشده توسط 
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  ال ــــتخلخل كانزان ـــمي: ارزيابي خواص كانال  تهيه شده
با توجه به اين كـه در سـاخت كانـال هـاي كـامپوزيتي از                

مي شود،  درصدهاي مختلفي از شيشه ي بيواكتيو استفاده
رود ميزان تخلخل و چگالي نمونه ها بـا يكـديگر           انتظار مي 

در اين مطالعه جهت اندازه گيـري مقـادير         . متفاوت باشند 
نو شيـشه    درصـد نـا    30تخلخل و چگالي داربـست حـاوي        

حجـم  . زيستي سـنتز شـده، از فرمـول زيـر اسـتفاده شـد             
ها با اندازه گيري قطر و ارتفاع آن ها و وزن آن ها بـا               نمونه

  توزين قابل اندازه گيري خواهد بود  و بـا توجـه بـه رابطـه               
 )23( زير

                      

ن بـراي انـدازه گيـري ميـزا    . مقدار چگالي محاسبه گرديـد  
ها نيز، با داشـتن چگـالي مـواد اوليـه يعنـي             تخلخل نمونه 

ژلاتين و شيشه بيواكتيـو، حجـم و درصـد تخلخـل بـراي              
  :مجموعه ي كانال از رابطه ي زير بدست آمد

 

 
كه در آن جرم ژلاتين و شيشه ي بيواكتيو از جـرم كـل و               
با توجه به درصد اختلاط آنها و حجم كل از طريـق انـدازه              

 مقادير چگالي  .آيدمي اي به دست  نمونه استوانه گيري ابعاد   

 و gr/cm3  35/1برابـر  و پودر شيشه نيـز بـه ترتيـب    ژلاتين
gr/cm3 7/2 حجـم كانـال مربوطـه     . باشـند  ميcm3 048/0 

هر چه ميزان شيشه ي زيستي  بيشتر باشـد          . محاسبه شد 
در اين مطالعه ، ميزان     . ميزان تخلخل در كانال كمتر است     

 درصد وزنـي شيـشه ي زيـستي ،          30 حاوي   تخلخل نمونه 
  . محاسبه شد % 89/73  تا31/68

ها به منظور بررسي مورفولوژي حفره     :هااندازه و شكل حفره   
و تخلخــل هــاي ايجــاد شــده از  ميكروســكوپ الكترونــي  

 );SEM) Scanning Electron Microscopeروبـــشي 
 لايه هاي نازك از مقاطع بـالايي كانـال هـاي          . استفاده شد 

سه بعدي ساخته شـده، تهيـه گرديـد و بـا دسـتگاه فـوق                
روش سـاخت كانـال در كنـار اعمـال          . تصويربرداري شدند 

متغيرهايي از قبيل درصد شيشه ي بيواكتيو باعـث ايجـاد           
شـكل  . شودساختاري متخلخل با اندازه حفرات مختلف مي   

كنـد كـه    ها از يك ساختار عمومي تبعيـت مـي        كلي حفره 
درصد شيشه ي زيستي  دچار تحول شـده         البته با افزايش    

از آن جـايي كـه مكـانيزم        . شودو از اين قاعده منحرف مي     
  ايجاد حفره در اين كانال ها فرآيند خشك سازي انجمادي 

  
يكديگر ديده   كنار در ها ها تخلخل بوده است و در اين نمونه     

 2شـكل (در تصاوير تهيه شده از سطح كانال هـا           ،شوندمي
گردد كه كانـال هـاي سـاخته شـده     ده مي مشاه) الف و ب  

. هاي نسبتا منظم و مرتبط با يكديگر هستند  داراي تخلخل 
شيـشه  بيواكتيـو قطـر        % 30براي كانالهاي داراي غلظـت    

 .شدند گيري  ميكرومتر اندازه70تا  30بين  ما  حفرات  متوسط

ايـن آزمـايش بـه منظـور بررسـي          : طيف سـنجي فروسـرخ    
شيـشه   درصـد    30ل حاوي   پيوندهاي تشكيل شده در كانا    

  نـشان  ج. 2شكل و 1 كه نتايج در جدولزيستي انجام شد
لازم به ذكر است كه نمونـه يـاد شـده بـه             . داده شده است  

جهـت  % 5/0 ساعت در محلـول گلوتـار آلدهيـد          24مدت  
ايجاد اتصالات بين زنجيره اي پليمري  قرار گرفته اسـت و            

ور خـشك   بعد از شستشو با آب دو بـار تقطيـر و بـه منظ ـ             
  . شدن در فريز دراير قرار گرفت

بـه منظـور بررسـي      : نتايج آزمونهاي  زيست سازگاري كانـال      
زيست سازگاري كانالهاي تهيه شده آزمون سميت سـلولي         

با توجه به اين كه تركيبات موجـود دركانـال          . استفاده شد 
هـر دو بـه    شيشه ي زيـستي       ساخته شده شامل ژلاتين و      

رسد مي لذا بنظر شوند،مي شناخته رزيست سازگا مواد عنوان
تنها احتمال بروز سميت در اين كانال ها مي تواند ناشي از     
حضور باقيمانده محلول گلوتارآلدهيد استفاده شده جهـت        

به طور كلي نتايج بـه      . ايجاد اتصالات عرضي پليمري باشد    
دست آمده حاكي از رشد سلول در اطـراف كانـال هـدايت             

  ). د2شكل(ها بود ي نمونهعصبي و زيست سازگار
بدسـت آمـده اخـتلاف       MTTبا توجه به نمودار تست           

همـراه  (آزمـايش   ي گروه كنترل و نمونه  2معني داري در    
مشاهده نشد كـه حـاكي از عـدم سـميت كانـال             ) با كانال 

   ). ر2شكل (سنتز شده و زيست سازگاري آن مي باشد 
  

ه بين ژلاتين و اعداد موجي و پيوندهاي تشكيل شد : 1جدول
 شيشه زيستي در كانال هدايت عصبي

)cm-1(عدد موجيمحدوده   تركيب نوع پيوند
565 PO4 bend شيشه زيستي 

3332 O-Hشيشه زيستي ساختاري 

1079 Si—O—Si شيشه زيستي 
791 Si-O شيشه زيستي 
1230 N-H  ژلاتين)Amide III ( 

1353 Ca-COO 
 يون كلسيم از  شيشه زيستي و 

 كربوكسيل از ژلاتين 
1450 COO ژلاتين 
1536 N-H bend  ژلاتين)Amide II( 
1657 C=O Stretch  ژلاتين)Amide I ( 
2348 P-H  هيدروژن-فسفر  
2956 C-H Amide B 
3319 O-H Stretch  اسيدهاي كربوكسيليك(ژلاتين(
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 روبشي مربوط به تصاوير ميكروسكوپ الكتروني: الف: 2شكل 

 وزني شيشه بيواكتيو، دهانه كانال ٪30سطح مقطع كانال با 
هدايت  كانال سطح هاي لخنمايش تخل: ب) ×200( هدايت عصبي

 ٪30مربوط به كانال هدايت عصبي با  FTIR: ج) ×300(عصبي 
آزمايش سنجش سميت سلولي و رشد : شيشه زيستي د

ال هدايت عصبي سلولهاي تخمدان همستر چيني در كنار كان
   ساعت72 از كانال بعد از MTTارزيابي تست : ر) ×200(

  
  :بحث

 بـراي   يكانال هدايت عصبي مي تواند جايگزين مناسب           
 در اعمال جراحي ما را     و مي تواند  گرافت هاي عصبي باشد     

 و  زدبه استفاده از بافت هاي دهنده براي پيوند بي نياز سـا           
شكاف هاي آسيب ديده ي     همچنين با ايجاد پلي در مسير       

  اعــصاب محيطــي، باعــث رشــد آكــسون و تــرميم عــصب  
در اين مطالعـه كانـال هـدايت عـصبي نـانو شيـشه              . گردد

ژلاتين از مخلوط آبي ژلاتين به همراه نانو شيـشه           /زيستي
 تمام خصوصيات لازمه كانال هاي سنتز        و زيستي تهيه شد  

شده، به عنوان يك ايمپلنت براي ترميم عـصب محيطـي،           
 . مورد بررسي قرار گرفت

 و FTIRبا توجه به نتيجه ي به دسـت آمـده از تـست            
ظهور پيك ها، تاييد شد كه پودر سنتز شده داراي تركيب           

در . شيميايي استوكيومتري شيـشه زيـستي فعـال  اسـت          
 هـنچ و    و) 24(  توسط مظفـري و همكـارانش      FTIRز  آنالي

 محدوده ي موجي مـورد انتظـار پيـك هـا            )25( همكاران
مشاهده شد كه اين امر حاكي از درستي تركيب شيميايي          

 از كانال سنتز شده به  FTIRتست .  پودر سنتز شده است
منظور بررسـي پيونـدهاي موجـود و اعـداد مـوجي و نـوع               

 درصـد شيـشه     30ا در  نمونه با      پيوندهاي مرتبط به آن ه    
زيستي تاييد كننده صحت تركيب شيميايي كانال شيـشه          

نتـايج حاصـل از    .زيستي فعال و ژلاتين ساخته شـده بـود  
اعظمـي و   و همچنـين  )26( جونز در مطالعه ، FTIRتست

 نيز حاكي از درستي تركيب شيميايي كانال     )27 (همكاران
  .سنتز شده است

حاكي از آن بـود كـه   XRD  از طيف نتايج بدست آمده    
ي سنتز شـده    باشد و شيشه  پودر شيشه زيستي آمورف مي    

مظفري و همكارانش نشان دادند كه . كريستالي نشده است 
پودر نانو شيشه زيستي كريستاله نـشده اسـت  همچنـين            

 XRD نيز با انجام آنـاليز       )28( ساراوانا و همكارانش  و   هنچ
همـه ي ايـن مـوارد مهـر         هيچ پيكي مشاهده نكردند كـه       

  .تاييدي بر نتيجه ي به دست آمده از اين تست است
ميانگين سـايز ذرات شيـشه ي زيـستي  در ايـن كـار                    

پژوهشي توسط ميكروسكوپ الكتروني انتقال در محـدوده        
انـدازه ي   ) 23( مظفري و همكـارانش   .  نانومتر بود  80-20

ــده    ــنتز شـ ــال سـ ــستي فعـ ــشه ي زيـ    راذرات پودرشيـ
ــا ا  nm80 و آن را كمتــر از  ند ســنجيدTEMســتفاده از ب

ــد ــزارش كردن ــاران . گ ــافظي و همك ــين)21( ح   و همچن
  نيز سايز ذرات شيشه ي زيستي  ) 29( و همكارانمرتضوي 
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ــتفاده از   ــا اسـ ــدوده ي  TEMرا بـ ــنجيده و در محـ    سـ
 nm80-20              گزارش كردند كه تاييـدي  بـر نتيجـه ي بـه 

  . مي باشددست آمده از اين تست
ــا اســتفاده از        ــال هــا ب ــصاوير تهيــه شــده  از كان  در ت

 مشاهده شد كه كانال هـاي       ميكروسكوپ الكتروني روبشي  
. هاي هم اندازه هـستند    ساخته شده داراي تخلخل با حفره     

همچنين بسياري از حفرات با هم در ارتباط بوده  و امكان            
  هــا بــه فــضاي داخلــي ســاختار را فــراهم مهــاجرت ســلول

توزيع ساختارمتخلخل دركانال با سطح     همچنين  . دكننمي
با اندازه منافذ  89/73  تا31/68  و درصد تخلخليكنواخت
نــوژه دهيــان و . د ميكرومتــر نــشان دا70 تــا30در حــدود
 نيز در تحقيقات خود سايز تخلخل هـا را          )30( همكارانش

گزارش كردنـد و نـشان دادنـد كـه     متر   ميكرو 13 -100از  
 چانگ و همكـارش   بط هستند، همچنين    حفرات به هم مرت   

ــال را   ) 31( ــا 68در تحقيقــات خــود تخلخــل كان %  74 ت
محاسبه كردند كه اين نيز نتايج حاصل از اين كار را تاييد            

  .مي كند
براي بررسي ميزان سميت كانال ها از دو آزمايش برون              

 يكي از آنها مجاورت كانال با سلول هـاي          .تني استفاده شد  
بررسي ميزان زنده ماندن سلولها      و   ستر چيني تخمدان هم 

 تست  دواين  .  بروي كانال بود   MTTو ديگري بررسي تست   
در  .به منظور اطمينان از عدم سميت كانال انجـام گرديـد  

وانـــگ و  و )32(تحقيقـــاتي كـــه ريبـــرو و همكـــارانش 
انجام دادند ، ديده شد كه سلول قادر بـه          ) 33( همكارانش

عصبي است و كانال باعث از بـين        رشد درون كانال هدايت     
همان طور كه   . رفتن سلول ها در محيط كشت نشده است       

مشاهده شد در اين پـروژه سـلول هـاي تخمـدان همـستر       
اين حـاكي از عـدم       چيني قادر به رشد درون كانال بوده و       

و همكارانش نيز   يانتوا   .سميت كانال هاي سنتز شده است     
زگاري و سـميت     براي ارزيـابي زيـست سـا       MTTاز آزمون   

سلولي شيشه زيستي استفاده كردند، نتـايج مطالعـه آنهـا           
فقـط يـك   نـانو شيـشه زيـستي     كه كامپوزيـت   نشان داد

سميت سلولي خفيـف دارد لـيكن در درون بـدن سـازگار             
  .)34( بودند

   :نتيجه نهايي
 خصوصيات لازمه كانال سنتز شده و نتـايج        با توجه به         

كانـال  ژلاتين به عنوان    / يستيكانال شيشه ز  بدست آمده،   
رشد آكسون  براي  جديد، كانديداي مناسبي    هدايت عصبي   

  .بازسازي عصب محيطي ميباشدو 

  
   :منابع

1. He C, Chen Z, Chen Z. Enhancement of motor 
nerve regeneration by nerve growth factor.      
Microsurgery 1992; 13(3): 151-4.  

2. Lundborg G. Nerve regeneration and repair. 
Acta Orthopaedica 1987; 58(2): 145- 169. 

3. Hudson TW, Evans GR, Schmidt CE. Engineer-
ing strategies for peripheral nerve repair. Clin 
Plast Surg 1999; 26(4): 617-628. 

4. Evans GR. Challenges to nerve regeneration. 
Semin Surg Oncol 2000; 19(3): 312-8. 

5. Meek MF, Coert H. Clinical Use of nerve con-
duits in peripheral nerve repair. J Reconstr Mi-
crosurg 2002;18(2):97-109. 

6. Pfister LA, Christen T, Merkle HP, Papaloïzos 
M, Gander B. Novel biodegradable nerve con-
duits for peripheral nerve regeneration. Eur Cell 
Mater 2004;7(2):16-7. 

7. Verreck G, Chun I, Li Y, Kataria R, Zhang Q, 
Rosenblatt J, et al. Preparation and physico-
chemical characterization of biodegradable 
nerve guides containing the nerve growth agent 
sabeluzole. Biomaterials 2005; 26(11):1307-15. 

8. Wang X, Hu W, Cao Y, Yao J,  Wu J, Gu X. 
Dog sciatic nerve regeneration across a 30-mm 
defect bridged by a chitosan/PGA artificial 
nerve graft. Brain 2005; 128(Pt 8):1897-910. 

9.Oh SH, Kim JH, Song KS, Jeon BH, Yoon JH, 
Seo TB, et al. Peripheral nerve regeneration 
within an asymmetrically porousPLGA/Pluronic 
F127 nerve guide conduit. Biomaterials 2008; 
29(11): 1601-9. 

10. Liu B, Cai SX, Ma KW, Xu ZL, Dai XZ, Yang 
L,et al. Fabrication of a PLGA-collagen periph-
eral nerve scaffold and investigation of its sus-
tained release property in vitro. J Mater Sci Ma-
ter Med 2008; 19(3): 1127-32. 

11. Schnell E, Klinkhammer K, Balzer S,  Brook 
G, Klee D, Dalton PV.Guidance of glial cell 
migration and axonal growth on electrospun 
nanofibers of poly-epsilon-caprolactone and a 
collagen/poly-epsilon-caprolactone blend. Bio-
materials 2007; 28(19): 3012-25. 

12. Kim SW,Bae HK,Nam HS,Chung DJ, Choung 
PH. Peripheral nerve regeneration through nerve 
conduit composed of alginate-collagen-chitosan. 
Macromol 2006; 14(1):94-100. 

13. Waitayawinyu T, Parisi DM, Miller B, Luria S, 
Morton HJ, Chin SH, et al. A comparison of po-
lygly colic acid versus type 1 collagen bioab-
sorbable nerve conduits in a rat model: an alter-
native to autografting. J Hand Surg Am 2007; 
32(10):1521-9. 

14. Chen MH, Chen PR, Hsieh ST, Huang JS, Lin 
FH. An in vivo study of tricalcium phosphate 
and glutaraldehyde crosslinking gelatin conduits 
in peripheral nerve repair. J Biomed Mater Res 
B Appl Biomater 2006; 77(1):89-97. 

15. Chen YS, Chang JY, Cheng CY, Tsai FJ, Yao 
CH, Liu BS. An in vivo evaluation of a biode- 



    و همكارانمعصومه فروتن كودهي                                                            نانوشيشه زيستي/ ويژگي هايي از كانال هدايت عصبي ژلاتين 

 

159
 
 
27. Azami M, Moztarzadeh F, Tahriri M. Prepara-

tion, characteriza-tion and mechanical proper-
ties of controlled porous gelatin/hydroxyapatite 
nanocomposite through layer solvent casting-
combined with freeze-drying and lamination 
techniques. J Porous Mater 2010; 17: 313–20. 

28.Saravanapavan P, Jones JR, Pryce RS, Hench 
LL.Bioactivity of gel-glass  powders in the 
CaO-    SiO2 system: a comparison with ternary 
(CaO-P2O5-SiO2) and quaternary glasses (SiO2-
CaO-P2O5-Na2O). J Biomed Mater Res A 2003; 
66(1):110-9. 

29. Mortazavi V,Nahrkhalaji MM, Fathi MH, Mou-
savi SB, Esfahani BN. Antibacterial effects of 
sol-gel-derived bioactive glassnanoparticle on 
aerobic bacteria. J Biomed Mater Res A 2010; 
94(1): 160-8. 

30. Nojehdehian H, Moztarzadeh F, Baharvand H, 
Nazarian H, Tahriri M. Preparation and surface 
characterization of poly-L-lysine-coated PLGA 
microsphere scaffolds containing retinoic acid 
for nerve tissue engineering: in vitro study. Col-
loids Surf B Biointerfaces 2009; 73(1): 23-9. 

31.Chang CJ, Hsu SH. The effect of high outflow 
permeability in asymmetric poly (DL-lactic 
acid-co-glycolic acid) conduits for peripheral 
nerve regeneration. Biomaterials 2006; 27(7): 
035–1042. 

33. Ribeiro-Resende VT, Koenig B, Nichterwitz S, 
Oberhoffner S, Schlosshauer B. Strategies for 
inducing the formation of bands of Bungner in 
peripheral nerve regeneration. Biomaterials 
2009; 30(29): 5251-9. 

33. Wang S, Yaszemski MJ, Knight AM, Gruetzm-
acher JA, Windebank AJ, Lu L. Photo-
crosslinked poly(epsilon-caprolactone fumarate) 
networks for guided peripheral nerve regenera-
tion: material properties and preliminary bio-
logical evaluations. Acta Biomater 2009; 5(5): 
42-1531. 

34. Jantova S, Theiszova M, Matejov P, Bakos D. 
Biocompatibility and cytotoxicity of bioglass-
ceramic composite with various P2O5 content in 
Li2O–SiO 2–CaO–CaF2–P2O5  system on fibro-
blast cell lines. Acta Chimica Slovaca 2011; 
4(1): 15-30. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
     gradable genipin-cross-linked gelatin peripheral 

nerve guide conduit material. Biomaterials 
2005; 26(18):3911-8. 

16. Cooperman L, Michaeli D. The immunogenic-
ity of injectable collagen. I. A 1-year prospec-
tive study. J Am Acad Dermatol 1984; 10(4): 
638-46. 

17. Kroschwitz J. Encyclopedia of polymer science 
and engineering. Vol 9. New York : John Wiley 
& Sons, 1987. 

18. BuntingS, Silvio lD, Deb S, Hall S. Bioresorb-
able glass fibres facilitate peripheral nerve re-
generation. J Hand Surg Am 2005;30(3): 242–7. 

19. Albert E. Einige operationen a nerven. Wien 
Med Presse 1967; 22(17): 950-1. 

20. Millesi H. Nerve transplantation for recon-
struction of peripheral nerves injured by the use 
of the microsurgical technic. Minerva Chir 
1967; 22: 950-951. 

21. Hafezi F, Hosseinnejad F, Imani Fooladi AA, 
Mohit Mafi S, Amiri A, Nourani MR. Trans-
plantation of nano-bioglass/gelatin scaffold in a 
non autogenous setting for bone regeneration in 
a rabbit ulna. J Mater Sci Mater Med2012; 
23(11): 2783-92. 

22. Bian YZ,Wang Y,Aibaidoula G,Chen GQ,Wu 
Q. Evaluation of poly (3-hydroxybutyrate-co-3-
hydroxyhexanoate) conduits for peripheral 
nerve regeneration. Biomaterials 2009; 30(2): 
217–225. 

23. Mozafari M, Rabiee M, Azami M, Maleknia S, 
Moztarzadeh Z, Nezafati N. Development of 
macroporous nanocomposite scaffolds of gela-
tin/bioactive glass prepared through layer sol-
vent casting combined with lamination tech-
nique for bone tissue engineering. Ceramics Int 
2010; 36: 2431–2439. 

24. Mozafari M, Rabiee M, Azami M, Malekni S. 
Biomimetic for-mation of apatite on the surface 
of porous gelatin/bioactive glass nanocomposite 
scaffolds. J Appl Surf Sci 2010; 257(5): 1740-9. 

25. Hench LL.The story of bioglass. J Mater Sci 
Mater Med 2005; 17(11): 967-978. 

26. Jones JR, Ehrenfried LM, Hench LL. Optimis-
ing bioactive glass scaffolds for bone tissue en-
gineering. Biomaterials 2006; 27(7): 964-973. 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  72اره مسلسل ـــ ، شم1393 تابستان ، 2 ، شماره بيست و يكم دوره      و خدمات بهداشتي درماني همدان   مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي 

  

160  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Original Article  
 
Fabrication and Optimization of Gelatin/ Nano Bioglass Conduits for 

Peripheral Nerve Regeneration 
 
M. Foroutan Koudehi, M.Sc.

*
; F. Ghanezadeh, M.Sc.

**
; A. Amiri, Ph.D.

***
 

A.A. Imani Fooladi, Ph.D.
****

 ; M.R. Nourani, Ph.D.
*****

 
 

Received: 23.11.2013           Accepted: 20.5.2014 
 

Abstract 
 
Introduction & Objective: Peripheral nerve injury is common in trauma patients and 4.5% of all 
soft-tissue injuries are accompanied by defects of peripheral nerve. Peripheral nerve injuries 
can lead to lifetime loss of function and permanent disfigurement. Designed conduits com-
prised of natural and synthetic materials are now widely used in the construction of damaged 
tissues. The aim of this project was to prepare nanocomposite conduits from gelatin and 
bioglass for damaged peripheral nerve reconstruction. 
Materials & Methods: In this experimental study,compound water solution of gelatin and nano 
bioglass  synthesized through sol gel method, was made. After preparing the solution, special 
mandrels were dipped in solution several times and freeze dried in order to be emptied of wa-
ter via sublimation. The conduits had the following dimensions: internal diameter: 1.6 mm, 
outside diameter: 2.2 mm and length about 12 mm. In order to evaluate the biocompatibility 
of conduits we used cytotoxicity test by Chinese ovary cells and MTT assay by Miapaca-2
(pancreatic cancer cell line). 
Results: The prepared nano bioglass and conduits were characterized using transmission elec-
tron microscopy, scanning electron microscopy, fourier transformed infrared spectroscopy 
and X-ray diffraction. Results of biocompatibility test showed no sign of cytotoxicity and 
cells were found to be attached to the pore walls offered by the conduits. 
Conclusion: According to the results, nano bioglass conduits could be a good candidate for 
peripheral nerve regeneration. 
(Sci J Hamadan Univ Med Sci 2014; 21 (2):152-160) 
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