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بیش از سلول بر عملکرد و سرنوشت آن، ریزمحیط  نانوتوپوگرافینقش  ،ي جدیدها یافتهبا توجه به  -چکیده
له حبستر کشت سلول و در مر عنوان بهتهیه نانوساختارهاي زیست سازگار  از این رو،. یافته استپیش اهمیت 

راستا  ایندر . مورد توجه پژوهشگران قرار گرفته است ها و هندسی آن ي فیزیکیها ویژگیدقیق تعیین  ،بعد
ي مورد استفاده براي کشت سلول، ها1هرچند میکروسکوپ نیروي اتمی، در تعیین خصوصیات نانوالگو

بطور جدي مطالعه  شده 2ي آن براي مطالعه ساختار نانوالیاف الکتروریسیها اما توانایی ،کاربردي گسترده یافته
شده و بهینه تولید  حاضر، نانوالیاف زیست سازگار کیتوزان که با فناوري الکتروریسی تحقیقدر  .است نشده

قرار  بررسیمورد  )AFM( تمیو میکروسکوپ نیروي ا )SEM( وبشیي الکترونی رها با میکروسکوپ بودند،
استفاده از هر کدام از این واقعیت بود که نتایج حاصل بیانگر . ارزیابی شدند یکي حاصل از هر ها داده گرفته،

سازي و  ي آمادهها فراینداولین نکته، در حالی که  عنوان به. این دو میکروسکوپ، مزایا و معایبی خواهد داشت
نمونه نیازي گونه تیمار  به هیچ AFM، شودتواند سبب تخریب ساختار طبیعی الیاف  می SEMدر  روبش نمونه

در بررسی ساختارهاي نانوفیبري شامل بررسی سریع شکل،  SEMدر حالی که مهمترین کاربردهاي  .ندارد
، تعیین درجه زبري سطح، درجه AFMگیري، قطر و یکنواختی الیاف است، تصویربرداري سه بعدي با  جهت

اي  ت پارهعلاوه بر این، با رعای. سازد میلیف و تعیین ضخامت بافت تولید شده را ممکن زبري در طول 
  . عمل نماید SEMتواند در تخمین قطر میانگین نانوالیاف، به خوبی  می AFMملاحظات تکنیکی، 

  
  .کیتوزان ،نانوتوپوگرافی ،نیروي اتمی ،میکروسکوپ ،نانوالیاف :کلید واژگان

                                         
1. Nanopattern 
2. Electrospun nanofibers 
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 مقدمه -1
محبوب در سراسر  یینانوساختارها از جمله 1نانوالیاف

امروزه کاربردي گسترده و متنوع  باشند که می جهان
از نانوالیاف در علوم پزشکی و وسیع استفاده . اند یافته

مهندسی بافت و  و طب ترمیمی بخصوص در بیولوژي
به  ها در ساخت صافی ها روزافزون آنبکارگیري همچنین 

دعا اشواهدي بر این  ،ي صنعتیها منظور حذف آلاینده
فارغ از این که کدام روش آزمایشگاهی  .]3-1[ هستند

 مطالعه، گیرد میار براي تهیه نانوالیاف مورد استفاده قر
ارزیابی الیاف  گام برايمعمولا اولین  کیمورفولوژی

میکروسکوپ الکترونی روبشی  در این بین. است حاصله
)SEM( مناسب براي این  ابزاري عنوان به است که ها سال

هرچند تصاویر بدست آمده . ]4[ شود میامر در نظر گرفته 
تواند گویاي حقایقی بسیاري در مورد ساختار  می SEMاز 

گیري، قطر، میزان همگن  از جمله شکل، جهت(نانوالیاف 
 ،در واقعیتباشد اما ) Beadبودن، وجود یا عدم وجود 

، دقت و صحت برخی از این این تصاویر دوبعدي بودن
  . سازد میرا با تردید مواجه  ها یافته

سازي نمونه براي بررسی با  آماده فراینداز سوي دیگر 
SEMاي از فلزاتی مانند نقره،  ، که شامل پوشانیدن لایه

تواند در مواردي  می ،باشد میطلا و یا غیره بر روي نمونه 
افزون بر . شودسبب تخریب و تغییر ساختار واقعی آن 

در این نوع  ءدر شرایط خلا ها برداري از نمونه این، عکس
 نجر بهمیکروسکوپ نیز ممکن است در برخی موارد م

این در حالی است که . ]5[ دشوتغییراتی در ساختار نمونه 
ي پروبی ها میکروسکوپ از ییها در معدود گزارش صرفاً

) AFM(بخصوص میکروسکوپ نیروي اتمی  روبشی
 است شدهاستفاده  نانوالیافمورفولوژیکی براي بررسی 

در تعیین  AFMي استفاده از ها از جمله مزیت .]6-8[
هاي فرایندنانوساختارهاي جامد، عدم نیاز به  يها ویژگی

در زمان  ءو همچنین عدم نیاز به خلا سازي نمونه آماده

                                         
1. Nanofibers 

از سوي دیگر میکروسکوپ نیروي . است تصویربرداري
بررسی سه بعدي نانوساختارها را ممکن ساخته،  که اتمی

 .براي میکروسکوپ الکترونی باشد تواند مکمل مناسبی می
یک پلیمر قندي طبیعی  عنوان بهکیتوزان در مطالعه حاضر، 

ارزان قیمت که سازگاري زیستی آن به اثبات رسیده  نسبتاً
امروزه  .]9،10[ براي تهیه نانوالیاف انتخاب گردید است،

جمله ایجاد در بسیاري از موارد از نانوالیاف کیتوزان 
 ،ها تثبیت آنزیم و مهندسی بافت، براي کشت سلول 2بستر

 يها تولید ریز سامانهایجاد غشاي ضد میکروب، 
مورد  ،فلزات سنگینو فیلترهاي حذف کننده  دارورسانی

ذکر است ه لازم ب. ]15-11[ دنباش میتوجه پژوهشگران 
کنشهاي  مدلیل برهه بکیتوزان  يها محلول 3الکتروریسی

و کشش ) ویسکوزیته(قوي بین مولکولی و لذا گرانروي 
یکی  ها سال ویی روبرو گشته ها سطحی بالاي آن با چالش

بوده  از موضوعات مورد اختلاف در مقالات انتشار یافته
  . است

امروزه دو روش رایج براي تولید نانوالیاف از کیتوزان 
کیتوزان در الکتروریسی محلول  وجود دارد که شامل

استیک اسید  وي بالا از تري فلوئورها حلالی شامل غلظت
)TFA ( و دي کلرو متان)DCM(  و دیگري، الکتروریسی

و یا پلی ) PEO(مخلوطی از کیتوزان و پلی اتیلن اکسید 
 .]12،16[ در حلال استیک اسید است) PVA(وینیل الکل 

دو ، این در مقالات مختلفگفتنی است در حال حاضر نیز 
و تغییرات در  ها اي از شیوه با تنوع گسترده کلی روش

در این راستا سعی گردید تا با  .گیرد میپارامترها انجام 
تغییرات مقتضی در و با نوین ي ها آزمودن شیوه

، شرایطی بهینه براي تولید تکرارپذیر نانو ثرؤپارامترهاي م
از مخلوط  beadو بدون ) هموژن(الیافی یکنواخت 

 ،ادامهدر  .شودمشخص کیتوزان و پلی اتیلن اکسید 
 SEMي ها با استفاده از میکروسکوپ حاصلهنانوفیبرهاي 

                                         
2. Scaffold 
3. Electrospinning 
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مورد  ،و نتایج حاصل از این دو ارزیابی شده AFMو 
  . مقایسه قرار گرفت

  

  کار  مراحل -2
  آزمایشگاهیو ابزار مواد  -2-1

و پلی اتیلن  )LMW(وزن مولکولی کم  پودر کیتوزان با
کیلودالتون  900با میانگین وزن مولکولی )  PEO( اکسید

استیک . خریداري شد 1آلدریچ-سیگما هر دو از شرکت
از شرکت  قیف زینترگلاس واسید از شرکت دکتر مجللی 

دستگاه الکتروریسی مورد . تهیه گردید 2گوپتا هندي
استفاده در این پژوهش ساخت شرکت نانوساختار آسیا و 

. ي بن یاخته بوده استها مستقر در شرکت فناوري
 ،مورد استفاده )SEM(لکترونی روبشی میکروسکوپ ا

و و ساخت کشور چین  KYKY-EM3200مدل 
، از محصولات شرکت )AFM(میکروسکوپ نیروي اتمی 

  .باشند می آراپژوهش
  
  ي همگن از پلیمرهاها تهیه محلول -2-2

حجمی  -درصد وزنی 3و  2ي ها محلولبراي تهیه 
و با تغییرات  ]17[ کارهاي قبلی مطابق با راه، کیتوزان

در حلال آبی  مقادیر توزین شده از پودر آنمقتضی، 
ساعت در  72تا  48مدت  درشده،  وارد% 50استیک اسید 

 صورت به زن مغناطیسی هم ه کمکدماي آزمایشگاه ب
در مرحله بعد براي حذف . شفاف در آمد مایعی نسبتاً

ابتدا  در آن باقی ماندهنامحلول میکرومتري معدود ذرات 
 rpmو با دور C ْ4 دقیقه در دماي 20به مدت  ها محلول
سانتریفیوژ گشته و سپس مایع شفاف رویی از قیف  4800

و تحت شرایط خلا، عبور داده  P1زینترگلاس با تخلخل 
پلی اتیلن اکسید نیز در %  3بطور موازي، محلول . شد

به  معمولاً. ایطی مشابه به دست آمدحلال مذکور و با شر
و عدم تولید ذرات نامحلول،  PEOحلالیت بالاي  دلیل

                                         
1. Sigma-Aldrich 
2. Gupta 

. باشد مینیازي به فیلتر نمودن آن با قیف زینترگلاس ن
با  درصد کیتوزان به ترتیب 3و 2ي ها محلولسپس، 

محلول کیتوزان با  ⁄پلی اتیلن اکسید 1⁄9و  1⁄3ي ها نسبت
PEO  ساعت در دماي  12مخلوط شده و به مدت

در  .ندآزمایشگاه تحت عملکرد همزن مغناطیسی قرار گرفت
ي حاصل به ترتیب، محلول ها ادامه این مقاله، محلول

در مخلوط  PEOکیتوزان به  1/2با نسبت (شماره یک 
 و محلول شماره دو) پلیمر% 25/2نهایی و غلظت کلی 

در مخلوط نهایی و غلظت  PEOکیتوزان به  1/9با نسبت (
براي  ها این محلول .شوند مینامیده ) پلیمر% 3کلی 

، بلافاصله براي 3پیري محلول فرایندجلوگیري از 
  .الکتروریسی فرستاده شدند

  
  الکتروریسی -2-3

 10در هریک از موارد، مخلوط پلیمري در سرنگ 
تا  15ي یکبار مصرف ریخته شده و تحت ولتاژ لیتر میلی
، سرعت فراینددر این . کیلو ولت الکتروریسی گردید 20

در ساعت و فاصله  لیتر میلی 5/0تا  3/0پلیمر بین  4جریان
 .متر تنظیم شده بود سانتی 15نازل و جمع کننده در حدود 

طبق روال معمول الکتروریسی، جمع کننده با ورقه 
هر دو مخلوط پلیمري با شرایطی . انده شدآلومینیوم پوش

% 25تا  20درجه و رطوبت  25±1یکسان، در دماي تقریباً
نانوالیاف  ساعت الکتروریسی گشته، سپس 5به مدت 

در دماي اتاق و در  حاصله بر روي ورقه آلومینیومی
ي بیشتر در ها مجاورت هوا خشک شدند و تا زمان بررسی

  .داري قرار گرفتند مورد نگهمحیط بدون رطوبت 
  
بررسی مورفولوژي الیاف با استفاده از  -2-4

  )SEM(میکروسکوپ الکترونی روبشی 
ي ساختاري با میکروسکوپ الکترونی، ها براي بررسی

الیاف حاصل بدون جداسازي از بستر آلومینیومی با لایه 
                                         
3. Aging 
4. Flow rate 
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دقیقه پوشانده شد و با دستگاه  20نازکی از طلا به مدت 
SEM ،تحت ولتاژ kV 26، برداري قرار  مورد عکس
افزار موجود بر روي دستگاه براي تعیین قطر  از نرم. گرفت

استفاده گردید و نمودار توزیع قطر نانوالیاف  نانوالیاف
، Beadالیاف از نظر وجود یا عدم وجود  ضمناً. ترسیم شد

ي ساختاري مورد ها قطرات پاشیده شده و سایر نقص
  .ارزیابی قرار گرفتند

  
با استفاده از  برداري از سطح نمونه عکس -2-5

  )AFM(میکروسکوپ نیروي اتمی 
در هر مورد، الیاف تولید شده، بدون جداسازي از بستر 

براي . ندقرار گرفت AFMمورد آنالیز با دستگاه  ،آلومینیومی
مربعی به ابعاد تقریبی یک سانتی متر، از ورقه این منظور، 

ا دقت و بدون آسیب دیدن آلومینیومی مذکور انتخاب و ب
بعد از چسباندن . الیاف راسب گشته بر روي آن، بریده شد

روبش مربع آلومینیومی بر روي قرص مخصوص دستگاه، 
-N/m 5ثابت فنر سیلیکونی با  1روبشگر با ها سطح نمونه

 ،2در وضعیت نیمه تماسی nm 10-5و شعاع انحناي  1
در . انجام گرفت و در ابعاد مختلف ولت1-2تحت ولتاژ 

با  Amplitudeو  TOPO ،Phaseهر مورد، سه نوع تصویر 
در شرایط lines/s 5/1 -1و با سرعت  512×512پیکسل 

یکسان دما و رطوبت محیطی بدست آمده و براي 
  .افزاري ذخیره گردید ي نرمها بررسی

افزاري  بررسی توپوگرافی سطوح با آنالیز نرم -2-6
  AFMتصاویر حاصل از 

افزار  به کمک نرم AFMآنالیز تصاویر بدست آمده از 
Imager  نصب شده بر روي دستگاه و پس از حذف

در این راستا، . ي جزیی به کمک آن انجام گرفتها نوفه
صورت  ي مختلفها قطر الیاف به روش گیري اندازه

 3زبريدرجه ، بافت شبکه اي تولید شدهضخامت گرفته، 

                                         
1. Probe 
2. Tapping 
3. Roughness  

  .تعیین گردیدو زبري میانگین سطح هر لیف  ها کلی نمونه
  
  تحلیل آماري نتایج حاصل -2-7

گیري قطر نانوالیاف به وسیله  ي حاصل از اندازهها داده
پردازش شده و نمودارهاي ستونی  EasyFit5.6افزار  نرم

و منحنی توزیع نرمال در هر مورد ترسیم ) هیستوگرام(
زبري سطح هر ي درجه ها تحلیل و ترسیم داده. گردید

  . انجام گرفت GraphPad prism5افزار  لیف به وسیله نرم
  
   نتایج -3
  ي همگن پلیمريها تهیه محلول -3-1

ي ها کیتوزان پلیمري طبیعی است که به دلیل پیوند
اي، حلالیت ناچیزي در آب و  هیدروژنی وسیع بین رشته

یی با ثابت ها ترکیبات آلی داشته و حتی استفاده از حلال
پذیري  تواند به انحلال مین DMSOدي الکتریک بالا نظیر 

ترین روش براي حل نمودن  متداول. آن کمکی نماید
ي ها محیط و لذا پروتونه کردن گروه pHکیتوزان، کاهش 

 ي مختلفیآبی اسید يها حلال. ]18[ آمین در آن است
این بین براي انحلال کیتوزان پیشنهاد شده است که در 

اسیدیته قابل  به دلیلاستفاده از محلول آبی استیک اسید 
 فرایندکه در طی  - و فراریت مناسب ، سمیت اندكکنترل

رواج بیشتري  -شود میالکتروریسی یک امتیاز محسوب 
ي مناسب اسیدي و حتی ها در حلالسفانه حتی أمت. دارد

بعد از بهم خوردن مغناطیسی چندروزه، ذرات نامحلولی 
عدم . مانند میبه صورت شناور در محلول حاصل باقی 

حذف این ذرات در محلولی که مورد الکتروریسی قرار 
ود سازي فضاي تواند با مسد میگیرد، علاوه بر آنکه  می

شده را متوقف  تولید) جت( درون سوزن نازل، جریان
سبب  ممکن است در بافت ساختاري الیاف نیز نماید،
این امر بخصوص در . شودناهمگون یی ها ناهنجاريبروز 

باشد،  میکوچک زمانی که قطر داخلی سوزن نازل 
شایان توجه است که کاهش قطر . زا خواهد بود مشکل
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د شو می Beadداخلی سوزن نازل سبب کاهش تولید 
براي رفع این مشکل، علاوه بر سانتریفیوژ که تا . ]19[

، از مفید باشدحذف ذرات نامحلول  درتواند  میحدي 
. نیز استفاده شد ءفیلترهاي زینترگلاس در شرایط خلا

حلقه  فیلتراسیون که معمولاًگیري از این سیستم  بهره
مرتبط با الکتروریسی است،  يها پروتکلاي در  مفقوده

سبب ایجاد محلولی شفاف و همگن و فاقد هرگونه ذرات 
از آنجا که مخلوط دو پلیمر . نامحلول میکرومتري گردید

کیتوزان و پلی اتیلن اکسید پس از مدتی دو فاز مجزا 
سازد،  میرا ناموفق  اه دهند که الکتروریسی آن میتشکیل 
ساعت  24الکتروریسی باید در زمانی کمتر  فرایند معمولاً

براي پایدارسازي . بعد از اختلاط این دو انجام گیرد
یی که بیش از این مدت در نوبت الکتروریسی ها محلول
به مخلوط پلیمري  NaClگیرند، افزودن نمک  میقرار 

  . ]20[ شود میتوصیه 
  
بررسی ساختار نانوالیاف الکتروریسی شده با  -3-2

  SEMاستفاده از تصاویر 
ي ها براي تولید نانوالیاف همگن و بدون ناهنجاري، روش

ي ها مربوط به این آزمایشاطلاعات (مختلفی آزموده شد 
هرچند اختلاط کیتوزان . )مقدماتی نشان داده نشده است

پلی اتیلن نسبت بالایی از با وزن مولکولی متوسط و 
تواند به تولید نانوالیافی با قطر مناسب  می) PEO(اکسید

در  Beadمنجر شود، اما عدم تکرارپذیري مناسب و تولید 
 رضایت بخشتولید شده، برخی نواحی از بافت 

بر طبق مطالعات گذشته افزایش درصد وزنی . باشد مین
 Beadتواند به نفع کاهش تولید  میکیتوزان در محلول 

یی از کیتوزان با ها اما در زمانی که در چنین محلول ،باشد
 به دلیل شود، عملاً میوزن مولکولی بالا یا متوسط استفاده 

ولید جریان و عدم ت مربوطهي ها گرانروي بالاي محلول
در . ]19[ پذیر نخواهد بود امکان ها ، الکتروریسی آن)جت(

با استفاده از کیتوزان با وزن در نهایت  مطالعه حاضر،
ي تولید نانوالیاف کیتوزان شرایطی بهینه برامولکولی کم، 

نشانگر  SEMتصاویر به دست آمده از . مشخص گردید
 1 هاي شکل(باشد  می Beadهمگن و بدون  هاییساختار

لیف  60که با بررسی قطر میانگین قطر نانوالیاف  ).2و 
، به انحراف از آن SDو با احتساب یک  مجزا در هر مورد

 1/3با نسبت  شماره یکدر مورد محلول  ه،دست آمد
=  %5/15( نانومتر 213 ± 33برابر  PEOکیتوزان به 

(%CV ) با نسبت  شماره دوو در مورد محلول  )3شکل
% 13/26( نانومتر 111 ± 29برابر با  PEOکیتوزان به  1/9

 =%CV  (باشد می ) 4شکل.(  
  

  
  )اتیلن اکسید کیتوزان به پلی 1/2با نسبت %  25/2محلول پلیمري (یتوزان حاصل از محلول شماره یک کاز نانوالیاف  SEMتصاویر   1شکل 

m١٠  m٢  
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  )کیتوزان به پلی اتیلن اکسید 1/9با نسبت %  3محلول پلیمري (از نانوالیاف کیتوزان حاصل از محلول شماره دو  SEMتصاویر   2شکل 

بر این . SEMنمودار هیستوگرام و منحنی توزیع نرمال قطر نانوالیاف محلول شماره یک بر اساس تصاویر به دست آمده از   3شکل 
 .نانومتر می باشد 213±33اساس قطر میانگین فیبرها با احتساب پراکندگی معادل یک واحد انحراف معیار برابر 

  
بررسی ساختار نانوالیاف الکتروریسی شده با  -3-3

  استفاده از میکروسکوپ نیروي اتمی
تصاویر بدست آمده از روبش سطوح نانوالیاف به وسیله 

افزار آنالیز آن بررسی  به دقت با نرم AFMمیکروسکوپ 
که مهمترین بخش از تصاویر  TOPOتصاویر . گردید

بدست آمده در وضعیت غیرتماسی و نیمه تماسی هستند، 

در محدوده روبش شده بود  Beadحاکی از عدم وجود 
  ).5شکل (

از تغییرات طولی  TOPOلازم به ذکر است که تصاویر 
) در حالت نیروي ثابت( zپیزوالکتریک در راستاي محور 

از طریق  Amplitudeحکایت دارد در حالی که تصاویر 
قبل از (تغییرات در نیروي حس شده توسط روبشگر 

انی
راو

د ف
رص

د
 

  )nm(قطر نانوالیاف 

nm۵٠٠ m۵ 
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بدست ) اصلاح ارتفاع روبشگر توسط پیزوالکتریک
نتایج بررسی قطر نانوالیاف بدست آمده با استفاده . آیند می

و آنالیز نیم رخ عرضی الیاف در صفحه  TOPOاز تصاویر 

xyاختلاف فاحشی با نتایج حاصل از ،SEM   ،داشت
ري که میانگین قطر الیاف حاصل از محلول شماره بطو

  ). 6شکل (نانومتر محاسبه گردید  554 ±129یک برابر 
  

  

انی
راو

د ف
رص

د
 

  

  )nm(قطر نانوالیاف 
بر این اساس . SEMنمودار هیستوگرام و منحنی توزیع نرمال قطر نانوالیاف محلول شماره دو بر اساس تصاویر به دست آمده از   4شکل 

  .نانومتر می باشد 111±29قطر میانگین فیبرها با احتساب پراکندگی معادل یک واحد انحراف معیار برابر 
 

  
( نانوالیاف کیتوزان حاصل ازالکتروریسی محلول شماره یک  -الف. AFMحاصل از روبش نمونه به وسیله  TOPOتصاویر   5شکل 

( حاصل از الکتروریسی محلول شماره دو نانوالیاف کیتوزان  -ب) کیتوزان به پلی اتیلن اکسید 1/2با نسبت %  25/2محلول پلیمري 
  )کیتوزان به پلی اتیلن اکسید 1/9با نسبت %  3محلول پلیمري 

 الف

20 µm 

 ب

10 µm 
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انی
راو

د ف
رص

د
 

  

 )nm(قطر نانوالیاف 
در  AFMنمودار هیستوگرام و منحنی توزیع نرمال قطر نانوالیاف محلول شماره یک بر اساس آنالیز تصاویر به دست آمده از   6شکل 

  .نانومتر می باشد 554±129بر این اساس قطر میانگین فیبرها با احتساب پراکندگی معادل یک واحد انحراف معیار برابر . XYصفحه 

  
دو، برابر شماره در مورد الیاف حاصل از محلول این عدد 

استفاده از . )7شکل ( به دست آمدنانومتر  355 65±
و یا تصاویر با رنگ معکوس  Amplitudeتصاویر 

)Reverse ( که گاهی مرز بین الیاف را با وضوح بالاتري
اطلاعات  ه،دهند، نیز کمابیش نتایج مشابهی داشت مینشان 

نزدیک  SEMبه دست آمده را به نتایج حاصل از تصاویر 
  . )8شکل ( نمود مین

با استفاده از نیمرخ  بررسی قطر نانوالیافدر ادامه کار، 
، نتایجی  zدر راستاي محور  و عمق سنجی عرضی

بطوري که بر . حاصل نمود SEMي ها نزدیکتر به یافته
اساس این نوع سنجش، میانگین قطر نانوالیاف حاصل از 

 238 ± 61 به ترتیب برابر ،شماره یک و دوي ها محلول
% = 22/37(137 ± 51 و)  CV%% = 63/25( نانومتر
%CV( به دست آمد )ذکر ه لازم ب .)10و  9 هاي شکل

است که براي تخمین صحیح تر قطر نانوالیاف با این 
در تماس با  روش، لازم دانسته شد فیبرهایی که تقریباً

اند، با استفاده از ابزار  قرار گرفته همیکدیگر و بر روي 
. مشخص شوند Imager افزار نرمموجود در هیستوگرام 

طع در راستاي محور بدین ترتیب، فاصله بین دو فیبر متقا
z 11شکل ( نشانگر قطر فیبر بالایی خواهد بود(.   

ابزار هیستوگرام، در تخمین تراکم الیاف در یک سطح 
بویژه  کلی بافت تولید شدهضخامت مشخص و همچنین 

ضخامت اندك، بکارگیري سایر  به دلیلدر زمانی که 
مفید واقع تواند  مینیز ، با چالش روبرو است ها روش
ضخامت بافت حاصل از بیشینه بر اساس این ابزار،  .شود

 950 برابردر محدوده روبش شده محلول شماره یک 
این عدد براي بافت حاصل از محلول شماره . نانومتر است

  .باشد مینانومتر  790دو برابر 
 2درجه زبري، 1گیري شیب فرایندپس از در مرحله بعد، 

یکی از معیارهاي مهم در تعیین  عنوان بهنانوالیاف حاصل 
توپوگرافی بسترهاي کشت سلول مورد ارزیابی قرار 

ایج نت. خلاصه شده است 1 گرفت که نتایج آن در جدول
حاکی از این واقعیت است که با کاهش قطر نانوالیاف، 

  .یابد میدرجه زبري بافت حاصله نیز کاهش 

                                         
1. Leveling 
2. Roughness  
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راوا
د ف

رص
د

  نی

 )nm(قطر نانوالیاف 
در  AFMنمودار هیستوگرام و منحنی توزیع نرمال قطر نانوالیاف محلول شماره دو بر اساس آنالیز تصاویر به دست آمده از   7شکل 

  .باشد نانومتر می 355±65بر این اساس قطر میانگین فیبرها با احتساب پراکندگی معادل یک واحد انحراف معیار برابر . XYصفحه 
  

 
تصویر  - ب Amplitudeتصویر  -الف. ازنانو الیاف حاصل از محلول شماره دو براي تعیین بهتر مرز بین الیاف AFMتصاویر   8شکل 

  inverse (TOPO(معکوس 
  

هاي  عنوان یک پارامتر مهم در تعیین ویژگی در ادامه به
) Rqو  Raهاي  با مؤلفه(بستر کشت سلول، درجه زبري 

 3در راستاي یک لیف واحد و در طولی برابر با 
تحلیل . لیف مجزا به دست آمد 30میکرومتر، براي حداقل 

آماري این نتایج، اختلاف معناداري بین درجات زبري دو 

  ).12شکل (دهد  یک و دو را نشان نمی محصول شماره
  

  بحث -4
هرچند تکنیک الکتروریسی و تولید الیاف در ابعاد میکرو 

اي طولانی  و نانو توسط آن، روشی ساده و داراي سابقه

 ب الف
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منظور ساخت  هاي اخیر به است، استفاده از آن در سال
. العاده یافته است بسترهاي کشت سلول، گسترشی فوق

) ECM(پوگرافی ماتریکس خارج سلولی اگر تقلید از تو
را بتوان مهمترین دلیل اقبال پژوهشگران به استفاده از 

هاي نانوالیاف  نانوالیاف دانست، قطعاً کنترل آسان ویژگی
ترین  از طریق متغیرهاي تکنیک الکتروریسی نیز پر اهمیت

  .]21[دلیل براي تولید نانوالیاف از این طریق است 

  

  

انی
راو

د ف
رص

د
  

 )nm(قطر نانوالیاف 
در  AFMنمودار هیستوگرام و منحنی توزیع نرمال قطر نانوالیاف محلول شماره یک بر اساس آنالیز تصاویر به دست آمده از   9شکل 

 .نانومتر می باشد 237±61بر این اساس قطر میانگین فیبرها با احتساب پراکندگی معادل یک واحد انحراف معیار برابر . zراستاي محور 

  
در  AFMدست آمده از  نمودار هیستوگرام و منحنی توزیع نرمال قطر نانوالیاف محلول شماره دو بر اساس آنالیز تصاویر به  10شکل 

 .نانومتر می باشد 137±51پراکندگی معادل یک واحد انحراف معیار برابر بر این اساس قطر میانگین فیبرها با احتساب . Zراستاي محور 

انی
راو

د ف
رص

د
 

  )nm(نانوالیاف  قطر
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 .یکسانی دارند بکارگیري ابزار هیستوگرام براي تشخیص نانوالیافی که از بستر ارتفاع تقریباً  11شکل 

  

  و  AFMمحاسبه درجه زبري پس از روبش نمونه با میکروسکوپ . درجه زبري نانوالیاف حاصل از الکتروریسی  1جدول 
  .میکرومتري به دست آمده است 15و  5در محدوده دو مربع به اضلاع 

  نمونه مورد سنجش
  محدوده روبش نمونه 

m5 m15  
Rq Ra Rq Ra 

nm29/131  nm56/17  nm18/147  05/27  %)25/2(نانوالیاف حاصل از محلول شماره یک  nm 

  nm52/99  nm44/11  nm52/106  nm55/20  %)3(نانوالیاف حاصل از محلول شماره دو 
  

  
  میکرومتري 3براي هر نمونه، درجه زبري در بازه هاي . درجه زبري در طول الیاف بر حسب نانومتر  12شکل 

  .گیري شده است لیف مجزا اندازه 30براي  

00/1±04/2  

62/2±78/6  

47/0±10/1  

58/4±12/9  
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ي ها رویکرد نوین دانشمندان علوم سلولویژه،  بطور
از طریق دست  ها بنیادي به تغییر سرنوشت این سلول

 ها ورزي ساختار هندسی و فیزیکی ریزمحیط اطراف آن
تواند جایگزین مناسبی براي فاکتورهاي شیمیایی  میکه 

القا کننده باشد، سبب ارتقا یافتن بیش از پیش جایگاه 
 در علوم سلولی و مهندسی بافت شده است الکتروریسی

ي فیزیکی بسترهاي رشد سلول ها مولفهامروزه  .]22،23[
و غیره  1مانند توپوگرافی هندسی، درجه زبري، کشسانی

حتی بیش از ترکیب شیمیایی اجزاي تشکیل دهنده آن، 
استفاده  در این راستا به ترتیب،. ]21[ باشند میمورد توجه 

پپتیدهاي پلیمرهاي الکتروریسی شده و  از نانوالگوها،
در  با خواص فیزیکی مشخص و قابل سنجش 2خودآرا

تغییر در . ]21،24،25[ اند گرفتهدستور کار محققان قرار 
تواند آبشارهاي  ابعاد و دیگر خواص این نانوساختارها می

به راه اندازد و سرنوشت  ها رسانی مختلفی را در سلول پیام
  .]25[ رقم بزند ها متفاوتی را براي آن
امکان تولید  به دلیلنانوالگوها و میکرو هرچند بکارگیري 

 در این و یکسان مشخص در ابعاد و اشکال کاملاً ها آن
بالاي  ، اما هزینه نسبتاًرواج بیشتري دارد گونه مطالعات
واقعی در  شان با ساختارهاي عدم تشابه تهیه و ضمناً

گیري از الیاف الکتروریسی  ماتریکس خارج سلولی، بهره
اغلب مهمترین . نماید میتر  معقولانهشده را در این امر، 

ابزار براي بررسی ساختار نانوالیاف، میکروسکوپ 
با وجود . شود میدر نظر گرفته ) SEM(الکترونی روبشی 

سازي نمونه و  آماده فرایندانتقاداتی که بخاطر 
و  ]26[برداري تهاجمی از طریق جریان الکترونی  عکس

برداري بر این نوع  شرایط خلاء در زمان عکس
با  این توانایی را دارد که SEMمیکروسکوپ وارد است، 

ي ساختاري مهمی از ها ي مختلف، ویژگیها نمایی بزرگ
گیري و میزان یکنواختی نانوالیاف  جمله قطر، تراکم، جهت

                                         
1. Elasticity 
2. Self-assembled peptides 

از سوي دیگر، میکروسکوپ نیروي . را مشخص سازد
نمونه در و تصویربرداري از سازي  که آماده )AFM(اتمی 

ي الکترونی ها میکروسکوپ و معایب ها دشواريهرگز آن، 
هرچند کاربردي گسترده در تعیین ساختار  را ندارد،

ي ها ، توانایییافتهرا خودآنانوالگوها و همچنین پپتیدهاي 
، شناخته نشده بایدآن در مطالعه نانوالیاف آن گونه که 

در مطالعه حاضر، سعی گردید تا با بررسی . ]24،27[ است
از  AFMو  SEMي تصویري دو میکروسکوپ ها داده

پلی اتیلن اکسید که به روش -نانوالیاف کیتوزان
اي  اند، مقایسه شرایطی بهینه تولید شده درالکتروریسی و 

طبق  .بین این دو روش میکروسکوپی صورت پذیرد
منظور  هب AFMاستفاده از میکروسکوپ  مطالعه حاضر،

ناموفق بوده، ابعادي  xyتعیین قطر نانوالیاف در صفحه 
این خطاي محاسباتی . دهد میبزرگتر از واقعیت را نشان 

بوده و  شکل و سایز پروب  تأثیر به دلیلبیش از هرچیز 
از جمله  AFMبه کمک در تعیین ابعاد سایر نانوساختارها 

با این حال، . خورد میبه چشم  نانوذرات فلزي نیز
 zگیري ابعاد نانوساختارها در راستاي محور  اندازه
گونه که در مورد نانوذرات به نتایجی صحیح  همان

تري از  انجامد، در مورد نانوالیاف نیز، تخمین مناسب می
د کیأاي که باید بر آن ت نکته. ]6[ دهد میارائه  ها قطر آن

گیري در مناطق کم  اندازه شود، لزوم استفاده از این طریقۀ
تراکم  هرچند در مورد نانوذرات معمولاً. تر است تراکم

نمونه به حدي نیست که سبب ممانعت از حرکت عمقی 
افی که شود، در مورد نانوالی zدر راستاي محور  روبشگر

به طریقه الکتروریسی و در زمانی چند ساعته بر روي 
تر  اند، ساختارهایی متراکم پوشش آلومینیومی راسب شده

یی از ها از سوي دیگر، در زمانی که لایه. شود مشاهده می
اند، تعیین قطر در راستاي  نانوالیاف بر روي هم قرار گرفته

z  بستر،  وفاصله میان رویه یک لیف  گیري اندازهبا
ترسیم کنندة  ابزار .تواند روش مناسبی محسوب شود مین

 تقریباً) عمق(اجزایی با ارتفاع  قادر استهیستوگرام 
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با توان  میلذا  .نشان دهدرا  zیکسان در راستاي محور
انتخاب دو لیف متقاطع با الگوي هیستوگرامی یکسان، 

ف قطر لی عنوان بهرا  zدر راستاي محور  ها آن تفاوت عمق
آید که از این روش  میبه نظر  .در نظر گرفتبالایی 

ی که فاقد ساختار ربان توان براي تعیین قطر نانوالیاف می
در زمانی که استفاده از  ویژه ه، باي هستند مانند یا ورقه

SEM لازم . ، استفاده نمودیستبنا بر هر دلیلی مطلوب ن
نیز SEM قطر الیاف با  گیري اندازهذکر است که ه ب

تواند با خطا همراه بوده، میانگینی کمتر از واقعیت را  می
به نام دارد،  Perspective Effectکه  این امر. گزارش دهد

و لذا احتمال  SEMدوبعدي بودن تصاویر حاصل از  دلیل
قطر الیافی است که در عمق دورتري واقع  گیري اندازه

گفتنی است از  .]28[شوند  میتر دیده  شده و لذا باریک
میکروسکوپ نیروي اتمی براي بررسی وجود یا عدم 

در محدوده روبش شده نیز  Beadوجود نقوصی مانند 
  .)13شکل ( توان بهره گرفت می

از طریق ) CV(با توجه به محاسبه ضریب پراکندگی 
، در زمانی که مقدار وزنی  AFMو  SEMهاي  داده

و غلظت کلی پلیمر در محلول  PEOکیتوزان دو برابر 

الیافی ) محلول شماره یک(بوده است % 25/2برابر 
تواند به  این امر می. اند تر از لحاظ قطر تولید شده همگن

هاي  تر بین زنجیره هاي هیدروژنی موفق دلیل اندرکنش
PEO هاي بالاتر  و کیتوزان در غلظتPEO  باشد که منجر

هاي کیتوزان از یکدیگر و توزیع  به فاصله گرفتن زنجیره
کاهش . گردد می PEOهاي  یکنواخت آن بین زنجیره

 PEOهاي بالاتر  ویسکوزیته محلول در زمانی که از غلظت
به هرحال قطر . شود، معلول همین پدیده است استفاده می

و به طور  میانگین نانوالیاف در زمانی که غلظت کیتوزان
یابد، رو به کاهش  کلی پلیمر در محلول افزایش می

کاهش قطر نانوالیاف به دنبال افزایش غلظت . گذارد می
پلیمر کیتوزان در محلول، در مقالات دیگر نیز مورد تأکید 

ها،  گفتنی است طبق برخی گزارش. ]17[قرار گرفته است 
کم در زمانی که غلظت پلی  Beadنانوالیاف با تعداد  تهیه

اتیلن اکسید استفاده شده تنها یک نهم غلظت کیتوزان 
کیتوزان به  1/9نسبت  .]17[باشد  پذیر نمی است، امکان

PEO کمترین میزانی از ،PEO تواند  را دارد که می
  . ]10[هاي کیتوزان را ممکن سازد  الکتروریسی رشته

  

  
الیاف حاصل از الکتروریسی ). نشان داده شده با پیکان( Beadاز الیاف داراي ) ب( Amplitudeو ) الف( TOPOعکس هاي   13شکل 

  .اند به دست آمده PEOکیتوزان به  1/3کیتوزان با وزن مولکولی متوسط و نسبت % 2محلولی 

 ب الف
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در مطالعه حاضر، بافت تولید شده از محلول شماره دو که 
داراي نسبت مذکور است، به جز در نواحی بسیار 

   .است Beadمحدودي فاقد هرگونه 
ي بسترهاي ها گذار در تعیین ویژگیتأثیراز پارامترهاي 

رت کشت سلول که در مقدار سلول نشانی و امکان مهاج
) شبکه(بافت  ضخامتکند،  میو غیره نقش ایفا  ها سلول

ي ها لفه تکنیکؤاین م گیري اندازهبراي . تولید شده است
مختلفی در مقالات گزارش گردیده که مهمترین و 

، ]Micrometer screw ]29استفاده از  ها ترین آن رایج
و  ]SEM ]30بررسی برش عرضی با میکروسکوپ 

در . باشد می ]31[ )اي بسیار بالا با هزینه( استفاده از لیزر
مطالعه حاضر براي اولین بار از ابزار هیستوگرام در 
تخمین ضخامت بافت تهیه شده از نانوالیاف استفاده 

این امر در حالی بود که به دلیل ضخامت اندك . گردید
 ها ، استفاده از سایر گزینهي فیزیکی آنها و ویژگی نمونه
اختلاف عمق بین بالاترین . نبوده استپذیر  امکان عملاً

ترین نقطه  و پایین) داراي بالاترین پیکسل رنگی(نقطه 
که به  TOPOدر تصاویر ) ترین پیکسل رنگی داراي پایین(

در واقع تخمین  ،گردد میوسیله ابزار هیستوگرام گزارش 
مناسبی از بیشینۀ قطر بافت تولید شده در محدوده مورد 

متوسط ضخامت بافت نیز با همچنین . روبش است
اختلاف عمق بین الیاف با پیکسل (استفاده از همین روش 

ه لازم ب. است تخمینقابل ) ترین پیکسل نمتوسط و پایی
گیري زمانی معتبر است که بخشی  ذکر است که این نتیجه

  .از بستر فاقد الیاف نیز مورد روبش قرار گرفته باشد
درجه زبري نمونه بخصوص در زمانی که قرار است بافت 

یک بستر کشت سلول مورد استفاده  عنوان بهتهیه شده 
زیرا که در  ،شود میپارامتري مهم محسوب  قرار گیرد،

به بستر، میزان تکثیر و تعیین سرنوشت  ها اتصال سلول
میکروسکوپ نیروي  معمولاً .]32[ نقش دارد ها سلول
 ترین ابزار براي تعیین زبري نمونه رایج) AFM(اتمی 

 روبشتري  در زمانی که محدوده وسیع. گردد میمحسوب 

درجه  گشته،ي بیشتري آشکار ها ، پستی و بلنديشود
درجه زبري  گاهی. یابد میزبري محاسبه شده افزایش 

در این  .شود میبراي دو وسعت متفاوت از نمونه گزارش 
 گیري اندازه( ي حاصلها بافتمقایسه درجه زبري  راستا،

حاکی از زبري بیشتر در مورد بافت ) Rqو  Raپارامترهاي 
 )با قطر بیشتر نانوالیاف(  از محلول شماره یکحاصل 

، تفاوت قطر چشمگیر نانوالیاف در دو ظاهراً. باشد می
با (بافت حاصل، بیشتر از میزان پراکندگی قطر الیاف 

داشته  تأثیردر تفاوت زبري دو نمونه ) CVتوجه به مقدار 
شایان ذکر است که در هر مورد تعیین درجه زبري،  .است

گیري انجام شده است که این امر  شیب یندفرابعد از 
باشند،  مین 1مسطح بخصوص در مورد بسترهایی که کاملاً

  .]32[ حائز اهمیت است
علاوه بر این که بررسی درجه زبري در طول هر لیف 

باشد،  تواند بیانگر میزان همگنی الیاف تهیه شده می
دهد که  میاز ماهیت بستر ارائه  نیز تري اطلاعات دقیق

ي قرار ها بینی و یا تفسیر رفتار سلول تواند براي پیش می
بسیاري از از آن جا که . اشدمفید ب داده شده بر روي آن

 زوائد سلولی مبتنی بر اکتین نظیر از طریق ها سلول
توانند هندسه نانومتري محیط  می لاملیپودیا و فیلوپودیا

اطراف خود را حس نمایند، تعیین درجه زبري در طول 
ویژه آن که بافت تهیه  هتواند بسیار مفید باشد، ب میهر لیف 

مسطح نبوده و تعیین درجه زبري  شده از نانوالیاف کاملاً
که بیشتر ناشی از خلل و فرج ناشی از الیاف در هم کلی 

، اطلاعات کاملی را در باره هندسه بستر تنیده شده است
و همکاران با ایجاد  Y.Fanدر همین راستا  .دهد میارائه ن

تغییراتی در میکروسکوپ نیروي اتمی، نوعی از آن را با 
ي ها تواند تحلیل میودند که عرضه نم SPRM2عنوان 

مکانیکی بسیاري را از جمله درجه زبري و کشسانی براي 
در پژوهش نوآورانه  .]32[ نماید گیري اندازههر لیف مجزا 

نیروي اتمی و  دیگري، از کانتیلور میکروسکوپ

                                         
1. Flat 
2. Scanning probe recognition microscopy (SPRM) 
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 گیري اندازهبراي  SEMتصویربرداري با میکروسکوپ 
. ]33[ ي واحد، استفاده گردیدها خواص مکانیکی لیف

، حاکی از عدم تفاوت معنادار در زبري مطالعه حاضر
شایان ذکر است براي . الیاف بین دو نمونه موجود بود

افزایش جامعه آماري و بررسی تعداد الیاف بیشتر در هر 
تر  با تراکم کمتر مناسب ییها ه، استفاده از بافتنمون
تر، تقاطع زیاد بین الیاف  ي چگالها زیرا در بافت ،باشد می

 از دسترسی به سطح قابل توجهی از هرلیف، ممانعت
  .نماید می

میکروسکوپ نیروي اتمی علاوه بر موارد ذکر شده، 
کشسانی و  گیري اندازهقابلیت  Nanoindenter عنوان به

مدوله یانگ الیاف را نیز دارد که در مطالعه اخیر به آن 

ه یی وجود دارد کها گزارش ضمناً. ]34،35[ پرداخته نشد
ابزاري براي  عنوان بهاز میکروسکوپ نیروي اتمی حتی 

  .]36[ تهیه نانوالیاف استفاده شده است
مطالعه حاضر، اولین تلاش هدفمند براي مقایسه 

و ) AFM(نیروي اتمیي دو نوع میکروسکوپ ها توانایی
در  ها و همچنین نقاط ضعف آن) SEM(الکترونی روبشی

تعیین خصوصیات الیاف تولید شده به وسیله الکتروریسی 
کید ویژه بر کاربردهاي بسیار سودمند میکروسکوپ أو با ت

امتیازات و  ،2 جدول. نیروي اتمی در این راستا است
دو نوع میکروسکوپ را در این حیطه باختصار این معایب 
  .دهد مینشان 

  

   AFMو SEMهاي  مقایسه مزایا و معایب بررسی نانوالیاف با استفاده از میکروسکوپ  2جدول 
  (SEM)میکروسکوپ الکترونی روبشی 

  :مزایا
  برداري از نمونه سرعت بالاي روبش و عکس - 
  گیري آنها در زمان نسبتاً کوتاه قطر الیاف و بررسی شکل و نحوه جهت تعیین - 
  اي وسیع از نمونه هاي پاره شده در گستره ، قطرت پاشیده شده و رشتهBeadبررسی عیوب شامل وجود  - 
  امکان رویت نمونه با بزرگنمایی کم و لذا بررسی اجمالی کل بافت تولید شده - 
  زمان و افتراقی الیاف و نانوذرات فلزي و تعیین ماهیت شیمیایی این نانوذرات به منظور رویت هم EDXامکان استفاده از سیستم  - 
  :معایب
  برداري سازي آن پیش از عکس امکان تخریب نمونه در مراحل آماده - 
  یبرداري در شرایط خلاء یا تحت تأثیر جریان الکترون امکان تخریب و یا تغییر ساختاري نمونه در زمان عکس - 
  احتمال خطا در تعیین ابعاد نانوالیاف به دلیل دوبعدي بودن تصاویر - 

    (AFM)میکروسکوپ نیروي اتمی 
  :مزایا

  برداري عدم نیاز به ایجاد پوشش فلزي بر روي نمونه براي عکس - 
  برداري عدم نیاز به ایجاد خلاء در زمان عکس - 
  عمیقبعدي از نمونه و امکان بررسی  تهیه تصاویر سه - 
  بعدي بودن تصاویر حاصله با توجه به سه) zمحور (تعیین قطر الیاف در راستاي عمق  - 
  تعیین ضخامت بافت الیافی تولید شده - 
  )الاستیسیته و مدوله یانگ(نمونه، درجه زبري در راستاي هر لیف و سایر خواص مکانیکی  (Roughness)تعیین درجه زبري  - 
  :معایب
  مونهزمان طولانی روبش ن - 
  عدم امکان رویت اولیه نمونه با بزرگنمایی کم و بررسی اجمالی کلیت بافت تولید شده - 
  فرایند طولانی براي تعیین قطر الیاف - 
  برداري  امکان نقص در تصاویر بدست آمده به دلیل نویزهاي مکانیکی محیط عکس - 
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