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ليفي بر پايه  هاي نانو سازگاري داربست ميكروبي و زيست بررسي خواص ضد
 كراتين استخراج شده از ضايعات موي انساني همراه با نانو ذرات نقره

 3، طيبه توليت2رامين خواجوي، 1مريم حاج ملكي
  

  واحد علوم و تحقيقات ،آزاد اسلامي كارشناس ارشد مهندسي شيمي نساجي، دانشگاه 1
   جنوب  واحد تهران ،اسلامي آزاد دانشيار، گروه مهندسي شيمي نساجي، دانشگاه 2
   تهران  پزشكي  علوم  فارماسيوتيكس، دانشكده داروسازي، دانشگاه دانشيار، گروه 3

  چكيده
كه سميت سلولي و خواص ضدميكروبي دو عامل ضروري در زخم بندهاي پيشرفته محسوب ميگردند، تحقيقات  يياز آنجا :سابقه و هدف

استخراج ماده ارزشمند كراتين از ضايعات ، تحقيقهدف اين بسياري جهت معرفي و كاربرد موادي با اين خصوصيات انجام گرفته است. 
 .تيابي به خصوصيات ضدميكروبي ارتقا يافته و حداقل سميت سلولي بودموي انسان و تبديل آن به داربستي نانوليفي جهت دس

سازي گرديد. كراتين استخراج  مشخصه) (SDS-PAGEوسيله روشي قليايي استخراج و از طريق الكتروفورز ه كراتين ب :يسروش برر
لكتروريسي به داربستهاي نانوليفي تبديل شد. الكل و نانوذرات نقره از طريق روش ا وينيل مراه پليمر پليه هاي مختلف بهشده با غلظت

بترتيب جهت  (ISO10993-5) بصورت مستقيم MTTآزمون  و) (AATCC100-2004ميكروسكوپ الكتروني پويشي، آزمون ضدميكروبي 
  . كار رفتنده ها ببررسي مورفولوژي،سنجش فعاليت ضدميكروبي و سازگاري سلولي داربست

الياف با  بعدي از نانو هايي سهدر ماده استخراج شده مشاهده گرديد. داربست kDa 65 -56مولكولي  ه با وزنشد  كراتين استخراج :هايافته
 هاي نانوليفيحاوي غلظتهاي متفاوت از كراتين با موفقيت توليد شدند. با افزايش غلظت كراتين در داربست nm180 -90قطري در محدوده 

ه ب Staphylococcus_aureus (ATCC6538) گرم مثبت و   Escherichia_coli (ATCC8793)نفي هاي گرم ماثر ممانعتي در برابر باكتري
 . %  افزايش نشان داد21مقدار ه ها در مقايسه با نمونه شاهد بمقدار قابل توجهي ارتقا ياقت. با حضور كراتين عدم سميت سلولي داربست

بعي اقتصادي استخراج گرديد. دركنار خصوصيات ذاتي و اثبات شده كراتين نظير ماده ارزشمند كراتين با روش قليايي از من :گيرينتيجه
اي از خود نشان دادند كه باعث  سازگاري با پوست انسان، داربستهاي حاوي اين ماده خصوصيات ضدميكروبي و عدم سميت سلولي  ارتقا يافته

 .ه مطرح گرددپيشرفت بندهاي جهت كاربري در زخم  شود بعنوان كانديدي بالقوه مي

  .پيشرفته  بند زخم، الكتروريسي ،كراتين، ضايعات موي انساني، هاي نانوليفيداربست واژگان كليدي:

  

  1مقدمه
خصوصيات ذاتي پليمرهاي طبيعي نظير سازگاري آنهـا بـا بـدن    

 ـ  انسان باعث شده تا اين عنـوان اولـين   ه گونه پليمرها همـواره ب
رح باشند. اين موضـوع بـه   ها جهت كاربردهاي پزشكي مطگزينه

                                                 
، رامين  دانشكده فني و مهندسي دانشگاه آزاد اسلامي واحد تهران جنوب ،: تهران، ده مسئولنويسنآدرس 

  )  email: khajavi@azad.ac.ir( خواجوي
  7/4/93: تاريخ دريافت مقاله
  4/8/93 :تاريخ پذيرش مقاله

ويژه در مواد پايه زخـم بنـدها بسـيار مشـهود اسـت و تـاكنون       
اي از بسياري از پليمرهاي طبيعي جهت توليـد طيـف گسـترده   

).  علت اين موضوع بـاز  1- 3اند (كار رفتهه اين گونه محصولات ب
عنـوان مثـال   ه ب ،گرددبه خصوصيات ذاتي اينگونه پليمرها برمي

ي آنهــا باعــث جــذب و نگهــداري رطوبــت و  دوســتخــواص آب
آلي از لحاظ دمـا  تواند شرايط ايدهگردد كه ميترشحات زخم مي

در ميـان انـواع    ).4- 6و رطوبت براي درمان زخم ايجاد نماينـد ( 
پپتايـدها  مختلف پليمرهاي طبيعي مورد مصرف در پزشكي، پلي
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ــلاژن (  ــر ك ــين (7نظي ــراتين (8)، ژلات ــور  9- 12) و ك ــه ط ) ب
ها و در مهندسي بافت استفاده اي جهت مراقبت از زخم ردهگست
هـاي فيبـري شـكل حـاوي      اي از پروتئين اند. كراتين دسته شده

هـاي مولكـولي كـراتين     آمينو اسيدهاي گوگرددار است. زنجيـره 
پيوندهاي عرضي قدرتمندي را با يكديگر از طريق بانـدهاي دي  

ات مكـانيكي  يص ـوسـيله خصو  كنند و بـدين سولفيدي ايجاد مي
). با توجه 13(  نمايند مناسبي را در ساختار ليفي شكل ايجاد مي

مكانيكي و فراواني   به مزاياي زيست سازگاري، خواص فيزيكي و 
طبيعي، محصولات كراتيني تحولي بزرگ در زمينـه بيومـواد در   

 ).14اند (جهان ايجاد نموده

ست كـه  از پروتئين تشكيل شده ا % از وزن موي انساني 65- 95
). 15- 19(%)  از نوع پروتئين كراتين اسـت   80غالب آن (حدود 

تا كنون در زمينه استخراج اين ماده از موي انساني و تبـديل آن  
به ساختار داربستي نانو اليافي به ويـژه جهـت كـاربرد در زخـم     
بندهاي پيشرفته تحقيقات محدودي منتشر شده است. هيـراو و  

ق شدند با در آميخـتن كـراتين   ) موف2005همكارانش در سال (
موي انساني با محلول آبي ژلان، كايتوزان و اسيد استيك توليـد  

ــد  ــدي نماين ــاف هيبري ــر )20( الي ــي ديگ ــا ،. در پژوهش و  ورم
ــال (  ــارانش در س ــبكه  2008همك ــاد ش ــه ايج ــق ب اي از ) موف

هـاي مــوي انسـاني جهــت اسـتفاده در مهندســي بافــت    پروتئين
كـه ابتـدا مـاده     قيـق هـدف آن بـود   در ايـن تح . )21( گرديدند

 ـ     عنـوان منبعـي   ه ارزشمند كـراتين از ضـايعات مـوي انسـاني ب
اقتصادي استخراج و در نهايت به داربستي نانوليفي تبديل گردد. 

ها از نانو ذرات جهت ايجاد خاصيت ضدميكروبي پايه در داربست
نقره و جهت دستيابي به خصوصيات قابليـت تشـكيل شـبكه بـا     

 ـ  ايين كـراتين از پليمـر پلـي   غلظتهاي پ عنـوان  ه وينيـل الكـل ب
پليمري كمكي بهره گرفته شد. با توجه بـه خصوصـيات ذاتـي و    

رفت كه خصوصيات ضـدميكروبي  قابل انتظار اين ماده انتظار مي
هاي توليدي حاصل اي در داربستو سازگاري سلولي بهبود يافته

پيشـرفته   گردد تا بتوان داربست توليدي را جهت زخم بنـدهاي 
خــواص فــوق الــذكر توســط آزمــون  پيشــنهاد و معرفــي نمــود.

 ـ MTTآزمـون   و) (AATCC100-2004ضدميكروبي  صـورت  ه ب
     .بررسي گرديدند (ISO10993-5) مستقيم

  
  مواد و روشها

 استخراج و الكتروفورز كراتين موي انساني  

 ـ ي مذكراز نوجوانموهاي انساني  اي  صـورت طبيعـي قهـوه   ه (ب
و  ~mm 1) بـا طـول   "دكلره كـردن "زدايياز رنگرنگ و پس 

وجـود  كـه   ييدست آمدند. از آنجاه ب ~ µm 60قطر (ظرافت) 

ــولفات     ــيل س ــديم دو دس ــر س ــوادي نظي ــاي م  ،(SDS)بقاي
توانـد روي  و آلودگي مـي  چربي ،)GdmCl( گوآنيدينيوم كلريد

هــاي محلــول اســتخراج تــاثير گــذارد و نتــايج آنــاليز واكــنش
، موهـا توسـط مخلـوط    )23،22مخدوش نمايـد (  ها را پروتئين

ــدت    ــه م ــيط  ب ــاي مح ــابون در دم ــانول و ص ــاعت  24 ات س
زداي  از مـوي چربـي  گـرم   10 مقـدار  ).16زدايي شدند ( چربي

 )wt.% NaOH1(محلول قليايي ليتر ميلي 250شده در داخل 
-درجه سانتي 50 تحت دمايساعت  48 ريخته شد و به مدت

قرار داده شد. سپس محلول داخل بشر  در حمام بن ماري گراد 
%)  5/99از كاغذ صافي عبور داده شد و توسط اسيد اسـتيك ( 

دقيقـه در   20و به مدت  rpm 5000خنثي گرديد و تحت دور 
آوري  دماي محيط سانتريفيوژ گرديد. فاز جامد جدا شده جمع

 ـگـراد  درجه سانتي 50ي و در آون (دما )  سـاعت  12 مـدت ه ب
ه عنوان پروتئين اسـتخراج شـده در مراحـل    خشك گرديد و ب

  بعدي مورد استفاده قرار گرفت. الكتروفورز ماده استخراج شده
(SDS–PAGE; 13.5% slab gel)  بــه روشLaemmli )24 (

از پروتئين استخراج شده كه ميكروليتر  25 انجام گرفت. مقدار
هـاي  بـه چاهـك   ،پـروتئين بـود  ميكروليتـر   50 تقريبا حـاوي 

بــيس  –% آكريلاميــد 75/3ورز بــا ژل بــالايي حــاوي الكتروفــ
بيس آكريلاميد –% آكريلاميد12آكريلاميد و ژل پاييني حاوي 

، زمـان  متـر مكعـب  ميلـي  1×110×140 منتقل شد. ابعـاد ژل 
(تا رسـيدن رنـگ بروموفنـل بلـو بـه لبـه       ساعت  3 الكتروفورز

ــان  ــاييني ژل ) و شــدت جري انتخــاب گرديــد و در  mA 30پ
-BIO(شــركت  PROTEIN 11 xi SLABGEL دســتگاه  

RAD هـاي  ) انجام پذيرفت. پس از بيرون آوردن ژل از شيشـه
ــا محلــول حــاوي  بلــو رنــگ كوماســيگــرم  1/0 الكتروفــورز ب
Coomassie brilliant blue) R-250 ( ،10 اســيد اســتيك %

رنگ آميزي و سپس ساعت  12 % متانول به مدت40خالص و 
% متـانول بـه    40تيك خـالص و  % اسيد اس10با محلول حاوي

  بري شد.رنگساعت  12 مدت
  هاي نانوليفيتوليد داربست

% wt/wt( 7ابتــدا محلــول پايــه ريســندگي بــا حــل كــردن (%
 (SigmaAldrich,MW=30,000_70,000)  الكـل  وينيل پلي از 

 ساعت 24 مدته و ب گراددرجه سانتي 80 در آب مقطر، دماي
 SigmaAldrich, <100 nm,surface)تهيه شد. نانو ذرات نقره 

area~5.0m2/g) ــ ــا    ه ب ــه و ب ــاكتري پاي ــد ب ــاده ض ــوان م عن
به محلـول پايـه ريسـندگي اضـافه گرديـد       ppm 1000غلظت

ــول  غلظـــت ).27-25( ــراتين در محلـ ــاوت از كـ ــاي متفـ هـ
درجـه   50 تحـت دمـاي  ) wt. NaOH1% (  هيدروكسيد سديم

ي افـزوده  هـاي ريسـندگ  تهيه شـدند و بـه محلـول    گرادسانتي
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هـاي  نحوي كه چهار محلول ريسندگي بـا غلظـت  ه ب ،گرديدند

) حاصـل گرديـد. محلـول    0،1،5وwt/wt 10كراتين محتوي (%
ريسندگي با غلظت صفر درصد جهـت توليـد داربسـت شـاهد     

ها توسط دستگاه الكتروريسي مورد استفاده قرار گرفت. محلول
(Spinner Model NF-C0 EN-II)   ولتـاژ  تحت شرايط يكسـان

kV20ــله ــانتي 15 ، فاصـ ــر سـ  ml/hr 1و دبـــي تزريـــق متـ
صـورت لايـه از   ه هاي حاصله بالكتروريسي گرديدند و داربست

  آوري شدند.  هاي آلومينيومي جمعروي فويل
  بررسي مورفولوژي 

هـاي نـانوليفي توليـد شـده بـا ميكروسـكوپ        ساختار داربست
 (FE-SEM -X L30, Philips-Holland)الكتروني روبشي مدل 

هـا  هـايي از داربسـت   مشاهده شدند. براي اين منظـور ديسـك  
چسبانده شدند و پس از پوشش  (Stab) بريده و بر روي استب 

برابـر و   10000و  5000 نمـايي با طـلا در خـلا در دو بـزرگ   
) مشــاهده و مــورد بررســي قــرار kV 15ولتاژهــاي يكســان ( 

ر نمونـه  ضـخامت نانواليـاف تشـكيل دهنـده ه ـ     ).28گرفتند (
بـار   20گيـري و ميـانگين    انـدازه  Image jافزار  داربستي با نرم

 تكرار براي هر نمونه گزارش گرديد. 

                                                            سنجش فعاليت ضدميكروبي                                                                                                         
هـاي   در برابر باكتريهاي توليدي فعاليت ضدميكروبي داربست

ــي   ــرم منفـ ــرم مثبـــت و  (E.coli ATCC 8793)گـ                           گـ
(S. aureus ATCC 6538)    بيـوگرام ديسـك   بـا پروسـه آنتـي

 -(2004 و همچنـــين بـــر اســـاس اســـتاندارد   ديفيـــوژن 
(AATCC100 تعيين گر) نمونه داربسـتي مـورد   29-31ديد .(

 1نظر پس از قرار گرفتن در محيط كشت نوترينت آگار بمدت 
در انكوباتور قـرار داده   گراددرجه سانتي 35 روز در دماي 2تا 

شد و پس از طي شـدن زمـان فـوق ميـزان رشـد بـاكتري در       
مـك   5/0جهت سـاخت محلـول    .محيط كشت بررسي گرديد

 05/0 % و1ازمحلول اسيد سـولفوريك  ر ليتميلي 95/9 فارلند،
% به آرامـي بـا يكـديگر مخلـوط     175/1باريم كلرايد ليتر ميلي

شدند و درب لوله با پارافيلم بسته گرديـد. بـاريم سـولفات در    
نتيجه اين واكنش رسوب كرد و كدورتي ايجاد نمود كه جهـت  

 ـ  مقايسه غلظتي با سوسپانسيون كـار رفـت.   ه هـاي ميكروبـي ب
 4تـا   3سوسپانسيون ميكروبـي بـه كمـك آنـس،      جهت تهيه

ساعته ميكروب مورد نظر  برداشـته   24كلوني خالص از كشت 
شد و در داخل لوله حاوي سرم فيزيولوژي استريل حل گرديد 

 ـ  5/0استاندارد  كدورت لوله تا كدورتي به اندازه ه مك فارلنـد ب
دست آمد. سوآب استريل  آغشته به سوسپانسـيون ميكروبـي   

هاي  شي گرديد (فشار دادن سواب به كناره لوله) و محيطكآب
 درجـه)  60صورت چمني (سـه بـار در حالـت زاويـه     ه كشت ب

هايي كـروي  بيوگرام (نمونههاي آنتيكشت داده شدند. ديسك
متر نمونه اصلي بريده شدند) با كمك پـنس  ميلي 6كه به قطر 

 ر دمايدساعت  24 ها انتقال يافتند و به مدت روي اين محيط
 در داخل انكوباتور قرار گرفتند. قطر هاله گراددرجه سانتي 35

گيـري و عـدد    متر اندازه ايجاد شده با خط كش بر حسب ميلي
هـاي  دست آمده به عنوان قطر هاله گـزارش گرديـد. تسـت   ه ب

 به روش شمارش تعداد كلـوني  نيزكمي خواص آنتي باكتريال 
 1و بر مبناي رابطه   "colony count"هاي باكتري رشد كرده 

  انجام پذيرفت.
R% = [(N0-Nt) / N0] ×100     (1)  

هـاي  تعـداد بـاكتري   Ntهـا،  ميزان كاهش باكتري Rكه در آن 
هاي داربست در تعداد باكتري  N0ساعت و  24داربست پس از 

 باشند.زمان تماس صفر مي

    MTTآزمون ارزيابي كمي سميت
 ISOح شـده در اسـتاندارد  آزمايش مطابق بـا مـوارد مطـر    اين

. نوع )32و33 ) انجام شد Directطور مستقيم ( و به  10993-5
 L929سلول مصرفي در اين آزمايش رده سلولي فيبروبلاسـت  

(ATCC-NCTC 929)  . شـرايط كشـت شـامل انكوبـاتور      بود
 % و دمـاي كشـت  90%، رطوبـت  5اكسيد كربن  حاوي گاز دي

پليت كشت سلولي نيز بـه   تنظيم گرديد. گراددرجه سانتي 37
عنوان شاهد منفـي (عـدم پاسـخ سـميت سـلولي) از شـركت       

Orange     انتخاب گرديد. براي بررسي ميـزان تكثيـر سـلولي از
) MTTفنيـل تترازوليـوم برومايـد (    آزمون دي متيل تيازل دي

استفاده شد. بدين ترتيب كه ابتدا تعداد مشخص سلول برروي 
در اين آزمون برروي هر نمونه كشت داده شد.   سطح هر نمونه

سلول برروي هر نمونه درون پليت كشت سلولي  1×104تعداد 
هـا   چاهكي ريخته شد. پس از گذشـت سـه سـاعت سـلول     24

تـوان محـيط كشـت را اضـافه      چسبند و مي ها مي برروي نمونه
نمود تا سطح كل نمونه پوشانده شـود. همـين رونـد بـه طـور      

ر گرفتـه شـد. پـس از گذشـت     مشابه براي نمونه شاهد در نظ ـ
مدت زمان مشخص (سه روز) از شروع كشت سـلولي، محـيط   

 Sigma)محلـول  ميكروليتـر   200 كشت خارج شـد و مقـدار  

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) MTT  ــا بـ
 4 به هر چاهك وارد شـد. پـس از گذشـت    mg/ml  5/0غلظت

هـا   ها خارج شد و ايزوپروپانل بـه آن  محلول روي سلولساعت 
اضافه گرديد تا بلورهاي بنفش رنـگ ايجـاد شـده حـل شـود.      
سپس مقدار غلظت ماده حـل شـده در ايزوپروپانـل در طـول     

 ELISA reader StatFax 2000بــا دســتگاه  nm  545مــوج
هـاي بيشـتر    ساخت آمريكا محاسبه شد. چاهـك داراي سـلول  

) بالاتري نسبت به چاهك بـا سـلول كمتـر    ODچگالي نوري (
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توان از رابطه زيـر چاهـك    بنابراين مي .)33،32دهد ( نشان مي
داراي مقدار سلول بيشتر را مشـخص كـرد و بـا نمونـه شـاهد      

هـاي   بـراي بررسـي تكثيـر سـلول     MTTمقايسه نمود. آزمون 
شـود تـا بتـوان     ها اسـتفاده مـي   كشت داده شده بر روي نمونه

 دسـت آورد. رنـگ  ه ها ب سازگاري نمونه معياري از ميزان زيست
MTT هـاي زنـده از رنـگ زرد بـه رنـگ       در ميتوكندري سلول

هاي  يابد و غلظت رنگ معياري از ميزان سلول بنفش تغيير مي
ها به شرح درصد سميت سلولي و زنده ماندن سلول زنده است.

  ):3و  2(روابط  زير محاسبه شد

100)
control of OD mean

sample of OD mean
1(%Toxicity 

    (2)  
Viability % =100-Toxicity          (3) 

هـا نيـز بـه كمـك ميكروسـكوپ نـوري        ارزيابي تصاوير سـلول 
(Heepbago, Switzerland)      انجام گرفـت. بـراي ايـن منظـور

سـاعت از رشـد    72و   24نمونه ها به ترتيب پـس از گذشـت   
سلولي در زير ميكروسكوپ قرار داده شدند و رشد سلولي آنهـا  

   . مورد بررسي قرار گرفت
  

  هايافته
ودرهاي استخراج شده از مـوي انسـاني آورده   تصوير پ 1در شكل 

شده است. بر خـلاف كـراتين اسـتخراج شـده از پـر مـرغ، پـودر        
). 34اي است (رنگي زرد تا قهوههاي استخراج شده داراي پروتئين

تواند مربوط به اسـتخراج ملانـين و يـا هيـدروليز     اين موضوع مي
تخراج باشد. قليايي اجتناب ناپذير زنجيرهاي پليمري در مرحله اس

شدت واكنش اكسيداسيون و رنگ حاصل به عوامل مختلفي نظير 
). 35غلظت محلول قليايي، دما، زمان و نوع منبع پـروتئين دارد ( 

اي رنگ و  بنابراين، رنگ كراتين استخراج شده از هر دو موي قهوه
كه براي  طوريه ب ،اي بودندهاي زرد تا قهوهدكلره شده بين رنگ

اي سـير و بـراي    علت وجود رنگدانه ملانين، قهوهه باي  موي قهوه
). توضـيح  1اي حاصل گرديد (شكل  ه موي دكلره زرد مايل به قهو

آنكه جهت ادامـه تحقيـق صـرفأ از كـراتين اسـتخراجي از مـوي       
 اي استفاده گرديد. قهوه

  

  
مـوي   ) وa( مـوي دكلـره   پودر پروتئين اسـتخراج شـده از   . 1شكل 
  )b( طبيعي

 

خراج كراتين از مو معمولأ روشـهاي هيـدروترمال در   جهت است
هاي )  و يا در  درجه حرارتpsi 15-10(بخارهاي با فشار بالا 

، HCL ) در حضور اسيد (نظيرگراددرجه سانتي 80-140زياد (
H2SO4 ،HCOOH   ــر ــب (نظي ــاي مناس ــا قلي  ،NaOH ) و ي

K2SiO3، NaSiO2ـ  اند. انجام اين) ارايه شده  ا گونه عمليـات ب
اسيد و يا قليا بعد از مدتي مناسب منجر به باز شدن پيوندهاي 

)  و  توليد پلي پپتيـدها، اليگـو   2دي سولفيدي كراتين (شكل 
ش قليـا بـر روي   نگردد. واك ـپپتيدها و حتي آمينو اسيدها مي

نشان داده شده اسـت. در   2شكل پيوندهاي دي سولفيدي در 
هـاي فرآينـدي نظيـر    هاي هيدروترمالي پارامترگونه روش اين

در كيفيــت و كميــت محصــولات  pHفشــار، درجــه حــرارت و 
  ). 37،36پپتيدي حاصله بسيار موثر است (

  
   )38هيدروليز قلياي پيوند دي سولفيدي توسط قليا ( .2شكل 

  
ارايه روش هيدروترمال با شرايطي تعديل يافته  ،در اين تحقيق

 ـ افـزايش زمـان   واسـط  ه نظير كاهش دما و غلظت پايين قليا ب
بوده است. با توجه بـه تحقيقـات ديگـر محققـان سـه غلظـت       

درصد وزني) جهـت   10و  5، 1متفاوت از هيدروكسيد سديم (
مـوي انسـان مـورد ارزيـابي قـرار      ضايعات استخراج كراتين از 

محلول يك درصد وزني هيدروكسـيد سـديم    .)18-21گرفت (
ي از خـود  نسبت به ديگر درصدها رانـدمان اسـتخراجي بـالاتر   

 در ايـن غلظـت مقـدار    موي انسانيگرم  10 نشان داد و از هر
تواند بـه  . برتري اين غلظت ميدست آمده كراتين بگرم  57/3

و يـا   هاي هيدراتـه شـده  نرخ هيدروليز سطحي، اندازه مولكول
   گيرد. ديگر شرايط مربوط باشد كه در بحث حاضر قرار نمي

-Rبريليانت بلـو   با كوماسي بعد از الكتروفورز، رنگ آميزي ژل

) و مقايسه بـا تحقيقـات مشـابه    3 صورت پذيرفت (شكل 250
در الكتروفـورز پـروتئين اسـتخراج     ).34،39،40انجام گرفـت ( 

هاي شاخص بـا اوزان مولكـولي    شده باند يك نمايانگر پروتئين
 170و 130، 95، 72، 56، 43، 34، 26، 17، 11مختلــــــف 

 ,Fermentas GmbH - St. Leon-Rot( دنباش ـكيلودالتون مـي 

Germany( ــار ــي چه ــدهاي دو ال ــروتئين  . بان ــامل پ ــاي  ش ه
 باشند. همـان مي 10و  mg/ml 1  ،5هاي  استخراجي با غلظت

طور كه در تصوير مشخص شده است هيچ گونـه پروتئينـي در   
  غلظـت  بـا  ولـي در بانـد چهـار    ،وجود نـدارد  3و  2باندهاي 
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mg/ml 10 هايي بـا وزن مولكـولي   روتئيناز پروتئين، وجود پ 

kDa  65–56 3(شكل  گرددتاييد مي .( 

  

  
كراتين استخراج شده، بانـد يـك    SDS-PAGEالكتروفورز  .3شكل 
هاي شاخص با اوزان مولكولي مختلف باندهاي دو الي چهـار   پروتئين

  پروتئين. 10و 5، 1نمونه استخراج شده با غلطت  
  

هـاي نـانوليفي    ي داربسـت تصاوير ميكروسكوپ الكتروني روبش
نشان دهنـده تشـكيل موفقيـت آميـز      4الكتروريسي در شكل 

داربستي متخلخل و سه بعدي از نانو اليـاف اسـت. در تصـاوير    
هـايي   مشهود است كه با وارد شدن كراتين بـه داربسـت دانـه   

)Beadsها از  ) پديدار ميگردند و با افزايش غلظت آن شكل دانه
). ميـانگين  a-d 4ير يافتنـد (شـكل   حالت دوكي به كروي تغي

ظرافت نانوالياف تشكيل دهنده هر نمونه داربستي توليـدي در  
قـرار   nm 180-90آورده شده است كه در محـدوده   1جدول 

   .دارد
  

ميانگين ضخامت (ظرافت) نانو الياف تشكيل دهنده  .1جدول 
  هاي توليدي.داربست

PVA 
+10% 

Keratin 

PVA 
+5% 

Keratin 

PVA 
+1% 

Keratin 

PVA  
نمونه 
 شاهد

مواد تشكيل دهنده
  *داربست

016/90 759/104 559/127 572/180 ميانگين ظرافت 
 †نانو الياف

 † ) هستند.ppm 1000مقدار يكسان (ه ها شامل نانو ذرات نقره بكليه داربست *

و ميانگين گزارش  گيري بيست ليف از هر تصوير اندازه Image jتوسط نرم افزار 
  .است شده

هاي توليدي  در برابر خواص ضدميكروبي داربست . 2جدول 
عدم  (تعداد كلوني ها و قطرهاله S.aureuseو  E.coliهاي باكتري

 رشد)

قطرهاله عدم رشد  اثر ضدميكروبي
(mm) 

ها  كاهش كلوني
(%) 

 *نوع داربست

S.aureus E.coli S.aureus E.coli S.aureus E.coli

- - 0/0 0/0 6/46 20 PVA

+ + 0/4 5/0 4/96 4/52 PVA+5%Keratin

+ + 0/10 0/2 8/97 6/90 PVA+10%Keratin

 ) هستند.ppm 1000ها شامل نانو ذرات نقره به مقدار يكسان (كليه داربست *

  
هاي توليد شده از طريق ها در داربستدرصد زنده ماندن سلول .3جدول 

 MTTتست 

 
 نوع داربست

PVA PVA +10% Keratin+ كنترل كنترل -
 74/0 02/0 70/0 54/0بار تكرار5ميانگين

 100 09/3 85/93 33/72سازگاري سلولي (%)

 91/960 15/6 67/27 سميت (%)

 
 

قابليت تحويل دارو و يا مواد آنتـي باكتريـال بسـترهاي كراتينـي     
توجه محققان را به سمت خود جلب نموده است و در اين زمينـه  

ميــزان  2). جـدول  26،34،41( ارايــه گرديـده اســت  مسـتندات  
ضخامت قطر هاله عدم رشد ، تعداد كلوني ها و ميزان ممانعت در 

دهـد.  برابر باكتري را براي هر دو باكتري مورد آزمايش نشان مـي 
كلـوني   100در نمونه شاهد در حـدود   E. coliتعداد كلوني هاي 

ني از كراتين به درصد وز 10و  5تخمين زده شده است كه براي 
كلوني كاهش مي يابد. در شرايط مشابه براي  96و  476ترتيب به 

 22و  36نيز تعداد كلـوني هـا بـه ترتيـب بـه       S.aureusباكتري 
كلوني تقليل ميابد.  جهت ايجاد ممانعت ضـد ميكروبـي، نسـبت    
تعداد كلوني هاي شمارش شده در هر پليت به تعداد كلوني هاي 

داري داشته باشد و ه شاهد بايد تفاوت معنيشمارش شده در نمون
% تقليل نشان دهد. با توجه به جدول  50عبارتي بايد در حدود ه ب

هـاي داربسـتي حـاوي كـراتين       ملاحظه گرديد كليـه نمونـه   2
ممانعت ضد ميكروبي و تفاوت معني دار از خود نشان دادند. هاله 

 5كل هاي داربسـتي متفـاوت در ش ـ    عدم رشد حاصله در نمونه
ها بـا مقـادير كـراتين بيشـتر اثـر      نشان داده شده است.  داربست

 E.coli)ممانعتي بيشتري در برابر باكتري هاي گرم مثبت و منفي

and S.aureus)   از خود نشان دادند. كه تاييد كننده نتايج جـدول
) كه با ورود كراتين b,c,e&f5-گردد (شكل   است. مشاهده مي 2

ات يا تـاثير ضـدميكروبي كـراتين انجـام     به شبكه رهايش نانو ذر
)، هالـه  f5 –گرفته و با افزايش اين مقدار غلظت پروتئين (شـكل  

  عدم رشد بيشتر شده است.
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الكتروني روبشي از داربست هاي  تصاوير ميكروسكوپ . 4شكل 
، a :PVA ،b :PVA +1% Keratin ،c :PVA +5% Keratin. نانوليفي

d :PVA +10% Keratin  

  

  

  
 هـاي هاي نانوليفي در برابر بـاكتري هاله عدم رشد داربست .5شكل 

a-c  :E.coli وd-e : S.aureus ؛a&d:PVA،b&e :PVA+5% Keratin، 
c&f :PVA +10% Keratin .ه ها شامل نانو ذرات نقره بكليه داربست

  ) هستند.ppm 1000مقدار يكسان (

-a-c :Eهاي ها در برابر باكتريضدميكروبي داربست نتايج . 6شكل 

Coli   وd-f :S. aureus ؛a&d:PVA ،b&e :PVA +5% Keratin، 
c&f :PVA +10% Keratinها شامل نانو ذرات نقره به . كليه داربست

  ) هستند.ppm 1000مقدار يكسان (
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  L929تصاوير ميكروسكوپ نوري رشد سلول فيبروبلاست .7شكل 

) پس bساعت   24) پس از a. % كراتين 10وي داربست حاوي بر ر
  ساعت. 72از 
 

 AATCC 100نتايج خواص ضد ميكروبي بر اساس اسـتاندارد  
نيز تاييد كننده نتايج تعداد كلوني هـا و قطرهالـه عـدم رشـد     

).  در اين مورد نيز با افزايش در كراتين موجـود  6بودند (شكل
در برابـر باكتريهـاي گـرم    ها، خواص ضـدميكروبي  در داربست

 ارتقا يافت. )S. aureus(و گرم مثبت  )E.Coli( منفي

عنوان بستري مناسـب جهـت كاربردهـاي پزشـكي     ه كراتين ب
ترين دلايل وفاق و سـازگاري  مطرح شده است كه يكي از مهم

باشد كه اين موضـوع در تحقيقـات مـورد    ها ميبا بدن و سلول
 ).  34،41،14آزمون و به اثبات رسيده است (

اين موضوع براي محصول ارائه شده نيز بررسي گرديد و درصد 
تكـرار )   5( بـا   MTTهـا از طريـق آزمـون    زنده ماندن سـلول 

آورده شـده اسـت.    3تخمين زده شد كه نتـايج آن در جـدول   
ها در داربست دهند كه ميزان زنده ماندن سلولنتايج نشان مي

كـه در مقايسـه بـا     % اسـت 90% كـراتين بـيش از    10حاوي 
داري دارد. زيست سـازگاري  داربست فاقد كراتين تفاوت معني

بيانگر ميزان رشـد سـلول    7هاي توليد شده در شكل داربست
% كـراتين پـس    10بر روي داربست حاوي  L929فيبروبلاست 

طور كـه   باشد. همانساعت مي 72و  24از گذشت مدت زمان 
روز  3طـي مـدت زمـان    ها شود ميزان رشد سلولمشاهده مي

  افزايش يافت.
  

  بحث
در اين تحقيق پليمر ارزشمند كراتين از منبعي اقتصـادي كـه   
ضايعات موي انساني بود به روشي ساده اسـتخراج گرديـد. بـا    
توجه به خواص ذاتي اين پليمر نظير سازگاري با بدن انسان از 

هـاي  آن در توليد داربستي نانوليفي بهره گرفته شـد. داربسـت  
اي در برابر  انو ليفي داراي كراتين خواص ضد ميكروبي فزايندهن

در  (S. aureus)و گرم مثبت   (E. Coli)هاي گرم منفيباكتري
هاي صـرفأ حـاوي نـانو ذرات نقـره از خـود      مقايسه با داربست
 ـنشان دادند كه مي واسـطه  ه تواند بعلت رهايش تسيهل شده ب

وجـود اسـيدهاي   كاهش دانسيته پيونـدهاي هيـدروژني و يـا    
آمينه گوگرددار و يا هم افزايي اين دو عامل با يكـديگر باشـد.   
. ورود كراتين به داربست باعث افزايش سازگاري سلولي گرديد

با در نظر گرفتن پتانسيل بـالقوه كـراتين و اقتصـادي    بنابراين 
بودن منبـع اسـتخراج آن، اثـرات ضـد ميكروبـي و سـازگاري       

تواننـد جهـت   هـاي حاصـله مـي   تسلولي ارتقـا يافتـه، داربس ـ  
ويژه توليد زخم بندهاي پيشرفته مورد ه عملكردهاي پزشكي ب

ذكر است كه برآورد قطعي زيست ه نظر قرار گيرند. البته لازم ب
سازگاري و عملكرد واقعي يك سيستم نـانويي بايـد همـراه بـا     

  . مطالعه در بررسيهاي درون تني باشد
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