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A Study on Biofilm Formation, Antibacterial Properties and 
Cell Viability of Poly (ε-Caprolactone)-Based Electrospun 
Nanofibrous Scaffold

[1] Biodegradable polymeric scaffolds. Improvements in bone tissue ... [2] Preparation of
natural 3D scaffolds for tissue engineering studies [3] Electrospun poly (L-lactide)/poly
(ε-caprolactone) blend nanofibrous ... [4] An improved hydrophilicity via electrospinning
for enhanced cell attachment and proliferation [5] An improved hydrophilicity via
electrospinning for enhanced cell attachment and ... [6] Effect of interface on mechanical
properties and biodegradation of PCL HAp ... [7] Cell attachment and viability study of PCL
nano-fiber modified by cold ... [8] Antimicrobial properties and osteogenicity of vancomycin-
loaded synthetic ... [9] Antimicrobial formulations of absorbable bone substitute materials
... [10] Bone tissue engineering therapeutics: controlled drug delivery in three- ... [11] Star
poly (ε-caprolactone)-based electrospun fibers as biocompatible scaffold ... [12] Minimum
inhibitory concentration of vancomycin in Staphylococcus aureus ... [13] Disk diffusion
antimicrobial susceptibility testing for clinical and ... [14] Comparison of broth microdilution, 
E test, and agar dilution methods for antibiotic ... [15] Optimization of tetrazolium salt assay 
for Pseudomonas aeruginosa biofilm using ... [16] Cell sensitivity assays: the MTT ... [17] 
Antimicrobial effects of nanofiber poly (caprolactone) tissue ... [18] Characterization, drug
loading and antibacterial activity ... [19] Quantitative analysis of adhesion and biofilm 
formation on ... [20] Relationship of cell surface hydrophobicity with biofilm formation ... 
[21] Effects of selenium compounds on proliferation, migration and ... [22] Selenium
nanoparticles inhibit the growth of HeLa ... [23] Effect of cerium lanthanide on Hela and 
MCF-7 cancer ... [24] Cytotoxic evaluation of doxorubicin in combination with... [25] HeLa 
cells 50 years on: The good, the bad and the ... 

Aims Recently, polymer-based nanofibrous scaffolds have attracted great attention due to their 
significant antibacterial properties in the field of dermatological applications. In this study, a 
polycaprolactone-based nanofibrous scaffold has been fabricated using the electrospinning 
method. The aim of this study was to evaluate the antibacterial effect of electrospun nanofibrous 
structures. 
Materials and Methods In this experimental study, the structure and bacterial attachment 
on polymeric nanofibrous scaffolds were studied by Scanning Electron Microscopy (SEM). In 
addition, antibacterial properties of nanofibrous scaffolds were studied on two gram-negative 
bacteria of Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa and two gram-positive bacteria of 
Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans, using microdilution method and biofilm 
assay. Moreover, MTT assay was performed on HeLa and human fibrosarcoma cell line 
(HT1080) cancerous cell lines to evaluate the cell viability.
Findings The results of this study showed that nanofibrous scaffold revealed a significant 
antimicrobial and anti-biofilm formation effect on all of the studied bacterial strains, but in 
microscopic observations and microdilution assay was observed on Pseudomonas aeruginosa 
in 1mg/ml of nanofibrous scaffold extract concentration, while the major effect in biofilm assay 
was observed in 8µg/ml of extract concentration. Moreover, the cell viability studies showed 
that the most significant effect was shown on HT1080 cell line which has drastically decreased 
by 40% after 48 hours in comparison with the control.
Conclusion These results show that electrospun nanofibrous PCL-based scaffolds are 
potentially promising for dermal tissue engineering applications, due to anti-biofilm effects 
and capability of reducing the number of cancerous cells in the wound site.
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  چکيده
دلیل اثرات بهزمینه پلیمری  نانوالیافیهای اربستهای اخیر ددر سال اهداف:

از  هدفاند. مورد توجه زیادی قرار گرفتهبافت پوست  مهندسی درضدمیکروبی 
افی های نانوالیباکتریال داربستیابی خواص آنتیاین پژوهش تولید و مشخصه

  زمینه پلیمری است.
 هب کاپرولاکتونپلی داربست نانوالیافی تجربی حاضر مطالعه در ها:روش و مواد
ریزساختاری و مطالعات چسبندگی  هایبررسی .شد ساخته الکتروریسی روش

رای انجام ب روبشی صورت گرفت. الکترونی میکروسکوپ با استفاده از باکتریایی
های میکرودایلوشن و تشکیل بیوفیلم بر آزمونهای ضدباکتریایی از آزمون
ثبت ، گرم مسودوموناس آئروژینوزاو  کلیاشرشیا های استاندارد گرم منفی سویه

 برای مطالعه سمیت و استافیلوکوکوس اورئوسو  استرپتوکوکوس موتانس
  استفاده شد. HT1080سرطانی رده هلا و  هایبر سلول MTTسلولی از آزمون 

این پژوهش نشان داد که این داربست نانوالیافی خواص نتایج  ها:یافته
در مشاهدات ها دارد اما ضدباکتریایی و ضدتشکیل بیوفیلم بر همه سویه

ودوموناس سبر سویه بیشترین اثر میکروسکوپ الکترونی و آزمون میکرودایلوشن 
اهده شم لیتر عصاره داربست نانوالیافیگرم بر میلیمیلیدر غلظت یکو  آئروژینوزا

 وس اورئوساستافیلوکوکشده، اما در آزمون تشکیل بیوفیلم بیشترین اثر بر سویه 
های لیتر عصاره حاصل شد. همچنین نتایج آزمونمیکروگرم بر میلی۸و در غلظت 

 سنتزشده روی هایعصاره داربست کهسنجی سلولی نیز نشان داد سمیت
 داشته سمی بیشتری اثرات (HT1080)سرطانی فیبروبلاست انسانی  هایسلول

  .شودمیتعداد آنها  %۴۰ کاهشی در حدود منجر به ساعت٤٨و پس از 
 شرو به تولیدشده کاپرولاکتونپلی های نانوالیافیداربست گیری:نتیجه

توانند گزینه امیدبخشی در کاربردهای مهندسی بافت می الکتروریسی، بالقوه
بیوفیلم در محل ترمیم زخم و نیز کاهش پوست با قابلیت جلوگیری از تشکیل 

  های سرطانی باشند.تعداد سلول
، مانیندهز  کاپرولاکتون، ضدباکتریایی، تشکیل بیوفیلم،داربست نانوالیافی، پلی ها:کلیدواژه

  الکتروریسی
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  مقدمه
برای ترمیم  جدید درمانی روش عنوان یکبافت به مهندسیامروزه 
 یا لولس همراهبه کامپوزیتی یا پلیمری بیومواد از استفاده بافت با
 بافت مهندسی اهداف از یکی .[1]آنها مورد توجه فراوان است بدون
 وعض پیوند برای بعدیسه با ساختاری پلیمری داربست تولید

 بر یموثر  نقش سلولی خارج ماتریس زنده، هایدر سلول .[2]است
 ساختار نظر از باید داربست بنابراین ،[3]دارد هاسلول رفتار کنترل

 اایف بافت مهندسی در را نقش این تا طراحی شود فیزیکی طوری
 چسبندگی باید مناسب های نانوفیبریهمچنین داربست کند.
 لفیمخت هایشوند. روش هاسلول تکثیر باعث و داشته خوب سلولی
 سیالکتروری روش از آنها استفاده پرکاربردترین از یکی که دارد وجود

های اخیر برای ساخت نانوالیاف بیوکامپوزیتی در است که در سال
 گرفته زیادی قرار مورد توجهپوست  مهندسی پزشکی کاربردهای

 سنتزی و پلیمرهای ترکیبات مختلفی از مثال برای .3]‐[7است
 سبندگیچ قابلیت بهبود با این روش قابل تولید هستند که طبیعی
 نانوالیاف میان از .[4]را دارند نانوالیاف یریپذو تخریب هاسلول

 را صیاتیخصو تواندمی کاپرولاکتونپلی نانوالیاف شده،الکتروریسی
 .[5]کند فراهم است، پزشکی کاربردهای برای علاقه مورد که
رمول فکریستالی با نیمه خطی گریزآب یک پلیمر کاپرولاکتونپلی

 ارسازگاستر زیستیک پلی عنوانبه است که n)2O10H6(C یمولکول
 بهقرار گرفته و  (FDA)آمریکا  داروی و غذا سازمانمورد تایید 

لف انواع مخت برای بودنارزان و پذیریتخریبزیست از قبیل دلایلی
، وشده دارکنترل یشرها هایسامانههای زیستی، داربست، ایمپلنت

رد. گیمورد استفاده قرار می بندی مواد غذاییهای بخیه و بستهنخ
 ین،پای ژنیسیتهآنتی العاده،فوق مکانیکی خصوصیات همچنین

 بودن) و غیرسمیC۶۰°پایین ( ذوب نقطه آسان، و ساده فرآیندپذیری
اگرچه این  تخریب از مزایای دیگر آن است. از حاصل محصولات
 هاجرت،م در چسبندگی، کمی توانایی کم، دوستیآب دلیلپلیمر به
 اتخصوصی ترکیب دهد، بانشان می خود از سلولی تمایز و تکثیر
 تارخسا فردمنحصربه خصوصیات با کاپرولاکتونپلی ذاتی عالی

 نرخ سطح به حجم و تخلخل بالا درصدچون  ییهاتیمز نانوالیافی و
 یک ،شودیمماده زیست -سلول یهاکنشبرهم شیباعث افزاکه بالا 
 شود که جایگزینمی فراهم پزشکی کاربردهای برای امیدبخش ماده

 بوده و طبیعی سلولی خارج ماتریس سازیمناسبی برای شبیه
ا ر  سخت و نرم بدن یهابافت ی انواعبازساز  یبراقابلیت کاربرد 

 یبعداندازه تخلخل و داشتن ساختار سهشایان ذکر است  .[6]دارد
است  یعیطب یخارج سلول سیاز ماتر یدیتقل یافینانوال یغشا کی
 را بهبود یسلول زیو تما ریرشد، تکث ،یسبندگچ تواندیه مک

های میکروبی و تشکیل . علاوه بر عوامل ساختاری، عفونت[7]ببخشد
ای بیوفیلم در موضع زخم نیز در روند ترمیم بافت از اهمیت ویژه

های اخیر توجه پژوهشگران به برخوردارند. به همین دلیل در سال
های مهندسی بافت با خواص ضدباکتریایی معطوف توسعه داربست

بیوتیکی شامل در همین راستا انواع داروهای آنتی .[1]است شده
، تتراسایکین و [9]، جنتامایسین و توبرامایسین[8]ونکومایسین
اند. از سوی به این منظور مورد استفاده قرار گرفته [10]هیدروکلراید

ت های پوسهای مرتبط با جراحییاری از زخمدلیل آن که بسدیگر به
های سرطانی هستند، افزودن داروهای مستعد تکثیر سلول

های نیز یکی از علاقمندی [11]ضدسرطانی از جمله دکسوروبیسین
ها نشان دادند های اخیر بوده است. این پژوهشپژوهشی در سال
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ارو در ایش دعنوان ایمپلنت با قابلیت رهتوانند بهکه نانوالیاف می
مدت مورد استفاده قرار گرفته و از پیشرفت مقاومت دارویی طولانی

نشده داروهای ضدسرطان در علت رهایش کنترلدر درمان سرطان به
. اگرچه در این مطالعات [11]های متداول جلوگیری نمایندروش

ه عنوان کنترل مورد استفادکاپرولاکتون بههای الیافی پلیداربست
ها همواره اند، اما قطر الیاف مورد مطالعه در این گزارشفتهقرار گر 

مطالعاتی روی  ۲۰۱۲اند. در سال در محدوده میکرومتری و بالاتر بوده
 ها انجام شده است. الیافاثر الیاف نانومتری بر چسبندگی باکتری

نانومتر تا بالاتر از ۳۰۰مورد مطالعه در پژوهش مزبور در محدوده 
رغم اهمیت سطح ویژه در خواص الیاف اند. علیمیکرون بوده

الکتروریسی شده، تاکنون پژوهشی روی نانوالیاف با قطر کمتر از 
نانومتر انجام نشده است. به علاوه مطالعات گذشته همواره ۱۰۰

های خواص معطوف به مشاهدات میکروسکوپی و نیز آزمون
ر ترمیم یلم درغم اهمیت تشکیل بیوفاند اما علیضدباکتریایی بوده

زخم تاکنون هیچ پژوهشی بر تشکیل بیوفیلم روی نانوالیاف 
کاپرولاکتونی به روش الکتروریسی انجام نشده است. بر این پلی

ه روش بکاپرولاکتون داربست نانوالیافی پلی حاضر، ر تحقیقاساس د
ریایی باکتضد هایشد. ارزیابی فعالیت سنتز و طراحیالکتروریسی 

نی های فیبروبلاست انسامانی سلولزنده و رشد نیز وو ضدبیوفیلم 
های های سرطانی هلا، در مجاورت عصارهو سلول HT1080رده 

ن گرفت. همچنی قرار بررسی مورد شده فوقهای الکتروریسیداربست
ط کاپرولاکتونی توسمیزان چسبندگی باکتری بر نانوالیاف پلی
های پوشرد برای زخممشاهدات میکروسکوپ الکترونی با هدف کارب

  پوست با خواص ضدباکتریایی و ضدسرطانی مطالعه شد.
  

  هاروش و مواد
 روش به ساخت داربست برای نانوالیافی: هایالکتروریسی داربست
حلال با ترکیبی از کلروفروم (سیگما؛ آلمان) و الکتروریسی، ابتدا 

تهیه شد.  ۱به  ۳ ترتیببه نسبت حجمیمتانول (سیگما؛ آلمان) با 
؛ سیگما؛ آلمان) به ۸۰۰۰۰(با جرم مولکولی  PCLهای سپس گرانول

ا ساعت بمدت یکزن مغناطیسی بهحلال اضافه و با استفاده از هم
 یکنواخت و شفافی محلول دور بر دقیقه مخلوط شدند تا۴۰۰سرعت 
شود. محلول حاصل برای انجام فرآیند الکتروریسی بلافاصله  حاصل

یاف از دستگاه نانوالبرای تولید به داخل سرنگ کشیده شد. 
(فناوران نانومقیاس؛ ایران) بهره گرفته  ES1000الکتروریسی مدل 

فرآیند الکتروریسی با  4]‐[6شد و با توجه به مطالعات قبلی
یابی منظور دستبه. گرفت ، صورت۱پارامترهای ذکرشده در جدول 

د در نظر گرفته ش لیترمیلییکحجم تزریق  میکرومتر۳۰به ضخامت 
ل منظور خروج کامل حلابه پس از اتمام الکتروریسی هانمونهو 

مدتی زیر هود شیمیایی روشن باقی ماندند و سپس به داخل 
  دسیکاتور منتقل شدند تا خشک شده و در معرض آلودگی نباشند.

 اختارس منظور بررسیبه: الکترونی روبشی ت میکروسکوپمشاهدا
 روی هشدکشت هایمورفولوژی سلول و شکل ارزیابی نیز و نانوالیاف
 ترونیالک میکروسکوپ شده از دستگاهتهیه نانوفیبری هایداربست

) یکامتحده آمر یالاتاشرکت (فیلیپس؛  XL30مدل  SEMروبشی 
ها به نانوالیاف، باکتریاتصال  شد. برای مشاهده استفاده
ساعت ٢مدت به %٢گلوتارآلدهید  های حاوی باکتری درداربست
 گیریآب )%١٠٠تا  ٥٠اتانول (از  غلظتی سری و سپس با تثبیت

های الکترونی روبشی مدل ها توسط میکروسکوپشدند. نمونه
XL30 .(فیلیپس؛ ایالات متحده آمریکا) تصویربرداری شد  

  
پارامترهای مورد استفاده در فرآیند الکتروریسی نانوالیاف  )١جدول 

  کاپرولاکتونپلی
  مقدار  پارامتر
  کیلوولت١٨  ولتاژ

  مترسانتی١٥  فاصله نوک سوزن تا درام
  لیتر بر ساعتمیلییک  نرخ تزریق

  ٢٣  شماره سوزن
  rpm٢٠٠  سرعت چرخش درام
  متر بر دقیقهمیلی١٠٠٠  سرعت چرخش درام

  
 هایهای مورد استفاده در آزموننمونه: خواص ضدباکتریاییمطالعه 

گیری تهیه شدند. به این ترتیب که صورت عصارهضدباکتریایی به
گرم از هر نمونه در شرایط استریل (در مجاورت دو شعله و میلی۵۰

سی سی۲۰۰و  ۵۰های فالکون استریل حاوی زیر هود لامینار) به لوله
PBS ساعت در دمای اتاق روی شیکر ۲۴مدت استریل اضافه و به
های ضدباکتریایی به کار زده شد. سپس عصاره حاصل برای تستهم

های ضدباکتریایی از رفت. در این پژوهش برای انجام آزمون
سودوموناس )، ATCC ۲۵۹۲۲( اشرشیا کلیهای استاندارد سویه

 وتانساسترپتوکوکوس م)، ۲۷۸۵۳ATCC( آئروژینوزا
)۱۶۸۳ATCC ۲۵۹۲۳(استافیلوکوکوس اورئوس ) وATCC (

ل طبق دستورالعمآگار تهیه محیط کشت مولرهینتوناستفاده شد. 
متری با سانتی۱۰های کارخانه سازنده (مرک؛ آلمان) و داخل پلیت

منظور بررسی آلودگی متر انجام شد. بهمیلی۴حداکثر عمق 
ساعت داخل انکوباتور ۲۴مدت ها بهشده پلیتهای ساختهمحیط

ها در یخچال تا حداکثر یک هفته قبل قرار گرفتند. نگهداری محیط
  از کشت انجام شد.

های تعیین خاصیت ضدمیکروبی به روش میکرودایلوشن آزمون
در این پژوهش برای تعیین خاصیت : سازی در لوله)(رقیق

ط حیسازی در لوله) در مضدمیکروبی از روش میکرودایلوشن (رقیق
عنوان براث بهبراث استفاده شد. از مولرهینتونمولرهینتون

میکروگرم ۵کننده و از نمونه حاوی پادتن سیپروفلوکساسین رقیق
عنوان شاهد مثبت استفاده شد. کشت تازه طب؛ ایران) به(پادتن
های لیتر سرم فیزیولوژی در لولهمیلی۲های باکتری و تهیه سویه
ام شد. ها انجتری با سواب استریل به این لولهای و انتقال باکشیشه

شایان ذکر است سوسپانسیون اولیه باکتری با کدورت معادل 
میلیون ۱۵۰فارلند تهیه شد که در این سوسپانسیون به اندازه مک۵/۰

. به این ترتیب که با ایجاد [12]لیتر وجود داردباکتری در هر میلی
 غلظت محدوده چاهک یازدهمعصاره از اولین تا  سریالی هایرقت
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عنوان کنترل (غلظت صفر) در چاهک دوازدهم بهکرده و  ایجاد را
میکرولیتر از ۱۰چاهک  ۱۲سپس در هر ای اضافه نشد. هیچ عصاره

فارلند تهیه شده بود اضافه نموده و در مکباکتری که با کدورت نیم
ساعت ۲۴مدت به C۳۷°خانه در دمای ۹۶آخر میکروپلیت 

گذاری شد. پس از طی زمان فوق با استفاده از دستگاه الایزا انکوبه
قرائت و نتایج با درج  ۶۲۰ریدر مقدار جذب در طول موج 

  .[14	,13]معیار ترسیم شدانحراف
به روش این آزمون : (Assay	Biofilm)تست تشکیل بیوفیلم 

 یریگدازهو ان یولهو یستالبا کر یزیآمرنگ یقاز طر یتپل یکروتیترم
  :انجام شد یرز یقبه طر یجذب نور 

حاوی  LB یطمح یترلیکروم١٠٠خانه در هر چاهک ٩٦ یتدر پلابتدا 
ها به از داربستشده تهیهو سپس از عصاره  یختهرسوکروز  %١

از  یترلیکروم١٠٠ یبترتهو ب شداضافه  یترلیکروم١٠٠چاهک اول 
چاهک اول برداشته و به چاهک دوم اضافه کرده تا چاهک دهم و 

 یچه ١٢و در چاهک شد  یهتههای مختلف رقت یبترت ینبه ا
چاهک  یکعنوان کنترل مثبت و از عصاره وارد نشد و به یانمونه

ه سپس ب. شداعمال  یعنوان کنترل منفکشت به یطهم فقط مح
با  یلک یااشرشو  اورئوس سیلوکوکواستاف یترکرولیم١٠ هر چاهک
 یگذار انکوبه C٣٧°ی ساعت در دما٢٤فارلند اضافه و مکیمغلظت ن
نموده و  یها را خالچاهک یطمح یگذار . پس از زمان انکوبهشدند

 یولهو یستالکر یکرولیترم٢٥٠شسته، به آن  PBSبار با سپس سه
مکان ثابت رنگ  یکدر  قرارگیری یقهدق٤٥اضافه و بعد از گذشت 

بار سوم  یشو داده شد. براوشست %٩٦و سپس دوبار با الکل تخلیه 
 در طول یجذب نور  یزاریدرو با دستگاه الانموده را اضافه  %٩٦الکل 
. شایان ذکر است در این روش مقادیر نانومتر قرائت شد٥٧٠موج 
OD [15]دهنده جلوگیری بیشتر از تشکیل بیوفیلم استکمتر نشان.  
 بررسی برای MTTآزمون از ت سلول و بررسی سمیت سلولی: کش
گیری استفاده به روش عصارهها داربستسمیت سلولی  میزان
 عملابتدا  های نانوالیافی درگیری از داربستبرای عصاره .[16]شد

سپس  و صورت گرفت %٩٧ اتانول در هاداربست کردناستریل
میکرولیتر ٥٠٠قرار گرفته و ای خانه٤٨های در پلیت تهیه هاینمونه

ها ها اضافه شد. نمونهبه هر کدام از نمونه PBSبافر فیزیولوژی
شدند.  زدههم rpm٥٠با دور  C٣٧° ساعت در دمای٧٢مدت به

 در هر بازه برای انجام آزمونها عصارهاین میکرولیتر از ٢٠سپس 
 انیهای سرط. در این مطالعه سلولمورد استفاده قرار گرفتزمانی 

و فیبروبلاست  ®ATCC	CCL‐™2دهانه رحم انسانی رده هلا با کد 
(انستیتوپاستور؛  CCL121™®ATCC	. با کد HT1080انسانی رده 

 های رده هلا در محیط کشتایران) مورد استفاده قرار گرفت. سلول
DMEM  ١٠با٪ FBS  و ردهHT1080  در محیطRPMI  ١٠با% 
FBS در انکوباتور با دمای ،°C٥اکسیدکربن و دی ٪٩٥، رطوبت ٣٧٪ 

منظور پاساژدهی هر دو رده سلولی از تریپسین نگهداری شدند. به
) استفاده و سپس سانتریفیوژ و کشت در پلیت کشت انجام ٪٢٥/٠(

سلول در هر چاهک پلیت  ٤١٠تعداد  MTTشد. برای انجام آزمون 
، ٥٠، ٢٥های صفر، ساعت با غلظت٢٤خانه کشت شده و پس از  ٢٤

های ها تیمار شده و در زمانلیتر از عصارهنانوگرم در میلی١٠٠و  ٧٥
های هر دو رده بدون تیمار ساعت انکوبه شدند. سلول٧٢و  ٤٨، ٢٤

عنوان گروه شاهد مورد استفاده قرار گرفتند. کشت داده شده و به
ط توس بار تکرارها در مجاورت هر عصاره با سهماندن سلولمیزان زنده

ساعت و سپس افزودن ٤مدت به MTTاسیون با انکوب
نانومتر با استفاده از ٥٧٠اسیدایزوپروپانول ارزیابی و میزان جذب در 

(بیوتک؛ ایالات متحده آمریکا) ثبت  elx808دستگاه الایزاریدر مدل 
 شدههای شاهد نرمالهشد. مقادیر جذب نسبت به مقادیر جذب گروه

افزار معیار با استفاده از نرمحرافو براساس میانگین و با احتساب ان
Mini	Tab	18 .گزارش شد  

  

  هایافته
کوپ میکروس شده:یابی مورفولوژی نانوالیاف الکتروریسیمشخصه

های الکترونی روبشی برای مشاهده و بررسی سطح داربست
نشان داده  ۱طور که در شکل شده به کار رفت. همانالکتروریسی

ها ساختاری نانوالیافی داشته و توزیع قطر الیاف شده، داربست
گونه نانومتر است. همچنین هیچ۲۰۰-۱۰۰یکنواخت و حدود 

  شود.نوالیاف مشاهده نمیناپایداری و گره در ساختار نا

	

  

  
های نانوالیافی تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی از داربست )١شکل 

  برابر ٣٠٠٠٠و (ب)  ٥٠٠٠های (الف) نماییکاپرولاکتون در بزرگشده پلیالکتروریسی

  
  های ضدباکتریاییآزمون
 تری بهباک رشد عصاره داربست نانوالیافی بر بازدارندگی اثر تعیین
های نتایج مطالعه خواص ضدباکتریایی عصارهمیکرودایلوشن:  روش
شده بر کاپرولاکتون الکتروریسیشده از داربست نانوالیافی پلیتهیه

 استرپتوکوکوس، سودوموناس آئروژینوزا، اشرشیا کلیچهار سویه 

 الف

 ب
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 توسط آزمون میکرودایلوشن در استافیلوکوکوس اورئوسو  موتانس
شود اثر طور که مشاهده مینشان داده شده است. همان ۱ نمودار

 جینتا ینکه ابازدارنده رشد در هر چهار سویه باکتری مشاهده شد 
در  18	TAB	MINIافزار آزمون توکی در نرم توسط آنالیز واریانس و

های گرم منفی طوری که در سویه. بهدار بودیمعن p>۰۵/۰محدوده 
ه اثر کشندگی داشته ک اشرشیا کلیو  زاسودوموناس آئروژینوشامل 

 های گرم مثبتبه وضوح قابل مشاهده است، حال آن که بر باکتری
نها در ت استافیلوکوکوس اورئوسو  استرپتوکوکوس موتانسشامل 

  کاهش رشد باکتری موثر بوده است.
  

	
اپرولاکتون کشده پلینانوالیاف الکتروریسی عصاره فعالیت ضدباکتریایی )١نمودار 

، وساورئ استافیلوکوکوس، استرپتوکوکوس موتانسباکتری چهار سویه بر 
نانومتر ۶۲۰در آزمون میکرودایلوشن در طول موج  اشرشیا کلیسودوموناس، و 

  )p٭>٠٥/٠(

  
مشاهدات میکروسکوپ الکترون روبشی تشکیل بیوفیلم روی 

تعیین میزان و مورفولوژی اتصالات هر چهار  :داربست نانوالیافی
لاکتون کاپروسویه باکتری مورد مطالعه روی داربست نانوالیافی پلی

 دهدنشان می ۲میکروسکوپ الکترونی روبشی در شکل  از استفاده با
های گرم کاپرولاکتون روی باکتریشده پلیکه نانوالیاف الکتروریسی

منفی و مثبت اثرات متفاوتی داشته است. اثرات مهار تشکیل 
. فقط مشهود نیست استرپتوکوکوس موتانسبیوفیلم بر باکتری 

ته و از ها گذاشاین داربست توانسته است اثر کمی بر تعداد باکتری
د. اثرات بکاه استرپتوکوکوس موتانسبت های گرم مثتعداد باکتری

وس ستافیلوکوکمهار تشکیل بیوفیلم روی باکتری گرم مثبت ا
د بر تعدا مشهود نیست فقط این نانوداربست توانسته اورئوس
دهنده اثرات کمتر این داربست بر ها اثرگذار باشد که نشانباکتری

 استافیلوکوکوس اورئوسهای گرم مثبت کاهش تعداد باکتری
املاً ک اشرشیا کلیاست. مهارکنندگی رشد روی باکتری گرم منفی 

قابل توجه است یعنی این داربست توانست اثر مهارکنندگی بر تعداد 
یا اشرشهای گرم منفی های فوق بگذارد و از تعداد باکتریباکتری
شود اثرات مهار تشکیل بیوفیلم بکاهد. چنان که مشاهده می کلی

کاملاً مشهود است  سودوموناس آئروژینوزای روی باکتری گرم منف
های فوق یعنی این داربست توانست اثر کاملاً مهارکنندگی بر باکتری

 سودوموناس آئروژینوزاهای گرم منفی گذاشته و از رشد باکتری
  جلوگیری کند.

  

	دیسک بلانک  داربست نانوالیافی
  زیرلایه کشت

  سویه باکتری

   

استرپتوکوکوس 
  موتانس

 

استافیلوکوک
  وس اورئوس

 

  اشرشیا کلی

سودوموناس 
  آئروژنوزا

های چهار سویه باکتری یروبش یالکترون یکروسکوپم یرتصاو )٢شکل 
وکوس استافیلوک ،اشرشیا کلی، سودوموناس آئروژنوزا، استرپتوکوکوس موتانس

 تونکاپرولاکداربست نانوالیافی پلی روی: دیسک بلانک (ستون چپ) و اورئوس
  (ستون راست)

  
زمون آتعیین اثر عصاره داربست نانوالیافی بر تشکیل بیوفیلم: 

های مختلف عصاره داربست تشکیل بیوفیلم در حضور غلظت
و  اشرشیا کلیهای نانوالیافی بر دو سویه مختلف باکتری

د شوطور که مشاهده میانجام شد. همان استافیلوکوکوس اورئوس
های مختلف، میزان تشکیل بیوفیلم در واحد سطح برای سویه

های طوری که فعالیت ضدبیوفیلم داربستمقادیر متفاوتی داشته به
دهد که اثر مهاری توسط کاپرولاکتون نشان مینانوالیافی پلی

ابر بر  کاپرولاکتون و عدم تشکیل بیوفیلم درهای پلیداربست
و تحلیل  بود. تجزیه اشرشیا کلیبیشتر از  استافیلوکوکوس اورئوس

دهد ن مینشا استافیلوکوکوس اورئوسکمی از مهار بیوفیلم در برابر 
 و اشرشیا کلیکه بیشترین تاثیر بر عدم تشکیل بیوفیلم 

از عصاره  ۸و  ۲۵۰های ترتیب در غلظتبه استافیلوکوکوس اورئوس
  پرولاکتونی حاصل شده است.کانانوداربست پلی

 ۲نمودار  :MTTآنالیز  وسیلهها بهمانی سلولمیزان زنده بررسی
مانی بر دو رده سلول سرطانی شامل هلا و آزمون زنده نتایج

HT1080 های نانوالیافی نشانعصاره داربست با تماس در را 
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های مانی سلولشود، میزان زندهطور که مشاهده میدهد. همانمی
ساعت ۷۲در مدت  نانوالیافی هایهلا در مجاورت عصاره داربست

دهنده عدم تاثیر قابل توجه بوده است که نشان %۷۳تا  ۸۲بین 
های هلا است. نکته قابل توجه در نتایج این ها بر سلولعصاره

است. زیرا  رده سلولی دو مانیمیزان زنده دارمعنی آزمون، اختلاف
های سرطانی فیبروبلاست داد سلولهای هلا، تعبرخلاف سلول

، کاپرولاکتوندر تیمار با عصاره نانوالیاف پلی (HT1080)انسانی 
 و پس ساعت اول کشت به میزان قابل توجهی کاهش یافته۲۴در 
کاهش داشته است.  %۴۰های زنده حدود ساعت درصد سلول۷۲از 

مانی های ز کاپرولاکتون در بازهدر واقع تیمار با عصاره نانوالیاف پلی
شان های سرطانی فیبروبلاست نیکسان، بیشترین تاثیر را بر سلول

  داده است.
  

  
در تیمار با عصاره  HT1080های سرطانی هلا و ماندن سلولمیزان زنده )۲نمودار 

ساعت، نتایج در ۷۲و  ۴۸، ۲۴کاپرولاکتون پس از شده پلینانوالیاف الکتروریسی
صورت درصد گزارش های نمونه کنترل نرماله شده و بهمقایسه با تعداد سلول

  اند.شده

  

  بحث

تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی در این مطالعه، آنالیز 
دهد که ا تایید نموده و نشان میهای تست میکرودایلوشن ر داده

ات های گرم منفی اثر کاپرولاکتون روی باکتریهای پلینانوداربست
ی که یک آلودگ سودوموناس آئروژینوزاویژه روی باکتری مهار رشد به

های بیمارستانی است، دارد. پژوهش حاضر با نتایج مهم در عفونت
طوری داری دارد بهتفاوت معنی [17] ۲۰۱۲و همکاران در  روخمطالعه 

جهی های قابل توکه تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی تفاوت
ن و بدون کاپرولاکتوهای با پلیبین رشد بیوفیلم باکتری در داربست

کاپرولاکتون بر هر دو گونه آن را نشان داد. اثرات ضدمیکروبی پلی
در  پیدرمیساستافیلوکوکوس او  سودوموناس آئروژینوزاباکتری 

دهند، حال آن که در تحقیق مزبور جمعیت متراکمی را تشکیل می
شدت کاهش یافته است. با ها بهپژوهش حاضر چسبندگی باکتری
رسد این کاهش ناشی از قطر نانومتری مقایسه قطر الیاف به نظر می

های الیاف در پژوهش حاضر باشد. مقایسه داربست
های حاوی دارو در آن پژوهش ونهکاپرولاکتونی خالص با نمپلی

های فاقد ها روی داربستنشان داد که جمعیت متراکمی از باکتری
های دارو تشکیل شده است. حال آن که در پژوهش حاضر داربست

نانوالیافی فاقد دارو به میزان قابل توجهی قادر به کنترل چسبندگی 
و  نحساهمچنین مشاهدات  اند.بوده سودوموناس آئروژینوزا

که روی خصوصیات، بارگذاری و رهایش دارو و  ۲۰۱۷همکاران در 
شده فعالیت ضدباکتری غشای الکتروریسی

کاپرولاکتون مطالعه نموده بودند، نتایج آپاتیت/پلینانوهیدروکسی
طوری که ثابت شد این نانوالیاف دارای مشابهی را ارایه داده به

آنها بیشتر و موثرتر خواص ضدباکتریایی بوده و رهایش دارو از 
. شایان ذکر است در پژوهش مزبور حداقل غلظت بازدارنده [18]است

ابر های باکتری مقاوم در بر کاپرولاکتون در برابر گونهنانوالیاف پلی
طور به استافیلوکوکوس اورئوسچندین داروی مقاوم مثل 

  ها بوده است.داری کمتر از دیگر باکتریمعنی
 اند که ارتباط مستقیمیهای پیشین نشان دادهاز سوی دیگر پژوهش

بین اتصال باکتری و تشکیل بیوفیلم وجود ندارد و اگرچه اتصال 
عنوان یک مرحله اولیه برای تشکیل بیوفیلم باکتری به سطح به

تر، های بیشمطرح است، اما این بدان معنا نیست که اتصال باکتری
لم منجر خواهد شد. به تری از بیوفیالزاماً به تشکیل لایه ضخیم

های عبارت بهتر تشکیل بیوفیلم بیش از آن که به تعداد باکتری
ها و متصل به سطح وابسته باشد تابع میزان میانکنش باکتری

های ناشی از فاکتورهای رسانیو سیگنال [19]اتصال آنها با یکدیگر
رسد اگرچه از نظر کیفی . به این ترتیب به نظر می[20]تنشی است

)، اتصال ۲راساس مشاهدات میکروسکوپ الکترونی (شکل ب
ست به سطح دارب استافیلوکوکوس اورئوسهای گرم مثبت باکتری

ندکی ا اشرشیا کلیهای گرم منفی نانوالیافی در مقایسه با باکتری
بیشتر یا تقریباً مشابه بوده است، اما با بررسی آنالیز کمی (نمودار 

ی در معرض عصاره داربست نانوالیافی، رسد که قرارگیر ) به نظر می۳
بیش از  را استافیلوکوکوس اورئوسهای تشکیل بیوفیلم باکتری

م طوری که در مورد بیوفیلمهار کرده است، به اشرشیا کلیبیوفیلم 
، تشکیل بیوفیلم در معرض عصاره با استافیلوکوکوس اورئوس

ال آن که رسیده ح %۴۰لیتر، به کمتر از میکروگرم در میلی۸غلظت 
غلظت  ،اشرشیا کلیبرای کاهش بیوفیلم به میزان مشابه در باکتری 

  لیتر لازم است.میکروگرم در میلی۵۰۰
  

  
شده بیوفیلم در تیمار با عصاره نانوالیاف الکتروریسی آزمون تشکیل )٣نمودار 
در طول موج ( اورئوس استافیلوکوکوسو  اشرشیا کلیکاپرولاکتون بر باکتری پلی
فاقد  شده بر نمونه کنترل کهتایج در مقایسه با بیوفیلم تشکیلننانومتر)، ٥٧٠

  ).p>۰۰۱/۰( اندصورت درصد گزارش شدهعصاره بوده نرماله شده و به

82%
73%

82%

67%
61% 63%

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

24h 	48h 	72h

ده
 زن
ی
ها

ول 
سل

صد 
در

مدت زمان تاثیر عصاره بر نانوالیاف پلی کاپرولاکتون

سلول های سرطانی هلا فیبروبلاست

0

20

40

60

80

100

120

0 2 4 8 15 31 62 125 250 500 1000

م 
فیل
یو
د ب
رش

(%
)

)میکروگرم بر میلی لیتر(غلظت بیوفیلم 

S.	Aureus
E.	Coli



 ۳۷۹ شدهیسیالکترور یکاپرولاکتونیپل یافیداربست نانوال یسلول تیو سم ییایخواص ضدباکتر لم،یوفیب لیمطالعه تشکـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Modares Journal of Biotechnology                                                                                                                                     Volume 10, Issue 3, Summer 2019 

گروه  دو میان دارمعنی اختلاف دهندهنیز نشان MTTتست  نتایج
های سرطانی انسانی است. در این مطالعه شونده سلولبررسی

های کاپرولاکتون، تعداد سلولتیمار با نانوالیاف پلی مشاهده شد که
ساعت اول کشت کاهش ۲۴سرطانی فیبروبلاست انسانی را در 

ساعت بعد از کشت و تیمار با ۴۸دهد و بیشترین تاثیر را در می
کاپرولاکتون داشت. در مقایسه تاثیر این نانوالیاف بر نانوالیاف پلی

ساعت اول ۲۴ییر محسوسی در شده سرطانی هلا تغهای کشتسلول
ساعت بعد از تیمار اثرات خوبی را نشان ۴۸تیمار نشان نداده ولی در 

دهد. در واقع بسته به میزان غلظت عصاره نانوالیاف می
توان در های سرطانی را میکاپرولاکتون بیشترین تاثیر بر سلولپلی
ساعت پس از قرارگیری با تیمار مشاهده نمود که نیاز به ۴۸

های بیشتری با غلظت عصاره بیشتر دارد. نتایج این بررسی بررسی
که روی نانوالیاف  ۲۰۱۸و همکاران سال  بالاکریشنابا مشاهدات 

 شده با دوکسوروبیسین با فعالیتکاپرولاکتون الکتروریسیپلی
ساعت میزان ۷۲. پس از [11]شده تطابق داردمدت دارو انجاملانیطو
یابد که در تطابق با نتایج هلا مجدداً افزایش میهای مانی سلولزنده

رسد ناشی از سرعت که به نظر می 21]‐[24شده قبلی استگزارش
. به این [25	,24]بسیار بالای رشد این رده سلولی و نامیرایی آن است

ها رغم مرگ تعداد قابل توجهی از سلولرسد علیترتیب به نظر می
، همان %۷۳زنده به های سلولساعت و رسیدن تعداد ۴۸در بازه 

مانده نیز با سرعت تکثیر بسیار بالا پس از میزان سلول باقی
ساعت جمعیت قابل توجهی خواهند داشت. اما نکته شایان ۷۲

رغم آن که این رده سلولی دارای زمان توجه آن است که علی
رود که در صورت عدم تیمار ساعت است انتظار می۲۴دوبرابرشدن 
های زنده به ، جمعیت سلول۷۲های زنده در ساعت لتعداد سلو

های برسد، حال آن که تعداد سلول %۱۱۳یعنی  ۴۸دوبرابر ساعت 
زنده تیمارشده با عصاره رقیقی از نانوالیاف بدون تغییر فاحش 

دهنده اثر قابل توجه عصاره بر مهار مانده که این نتیجه نشانباقی
  رشد این رده سلولی است. 

 یاهآزمون یبرا یافمطالعه حاضر استفاده از عصاره نانوال یتمحدود
 توانیم یمصورت مستقبود که در صورت انجام آزمون به یسلول

 مورد مطالعه قرار یزها را نبر کشت سلول یافیاثرات ساختار نانوال
علاوه بر  یتنبرون یهادر نظر است آزمون ینده،داد. در مطالعات آ

 ین. همچنشود انجام یزنرمال پوست ن یهاهرد بر ی،سرطان یهارده
 یسازگار یستاز ز یتندرون یهاتوان با انجام آزمونیم

 یپژوهش برا ینمورد مطالعه در ا یافنانوال یهپا بر یهاپوشزخم
  حاصل نمود. یناناطم ینیبال یکاربردها

  

  گیرینتیجه
کاپرولاکتونی این مطالعه نشان داد که نانوالیاف پلی

های وشپتواند گزینه مناسبی برای زخمشده بالقوه میالکتروریسی
با قابلیت ترمیم زخم و مهندسی بافت باشد. این نانوالیاف پلیمری 

ا بر اند امپذیر خواص ضدباکتریایی مواد را بهبود دادهتخریبزیست
طوری که در اند بهاثر متفاوتی داشته های مختلف میزانسویه

ترین بیشمشاهدات میکروسکوپ الکترونی و آزمون میکرودایلوشن 
گرم بر میلیدر غلظت یکو  سودوموناس آئروژینوزابر سویه اثر 
مشاهده شد، اما در آزمون  لیتر عصاره داربست نانوالیافیمیلی

و  ورئوسا استافیلوکوکوستشکیل بیوفیلم بیشترین اثر بر سویه 
لیتر عصاره حاصل شده است. میکروگرم بر میلی۸در غلظت 

سنجی سلولی نیز نشان داد که های سمیتهمچنین نتایج آزمون
های سرطانی خصوصاً توانند مانع از رشد سلولها میپوشاین زخم
ساعت شده ۴۸زمان های سرطانی فیبروبلاست انسانی در مدتسلول

رسد کاهش دهند. به این ترتیب به نظر می ۴۰و تعداد آنها را حدود 
توانند گزینه شده میهای نانوالیافی الکتروریسیپوشزخم

جلوگیری از امیدبخشی در کاربردهای مهندسی بافت با قابلیت 
های تشکیل بیوفیلم در محل ترمیم زخم و کاهش تعداد سلول

  سرطانی پوست باشند.
  

محترم  یهامقاله از معاونت ینا یسندگاننوتشکر و قدردانی: 
ه یراا ینور تهران شرق برایاممدرس و پیتترب یهادانشگاه یپژوهش

 .یندنمایم یسپاسگزار  یشگاهیآزما یزاتخدمات و تجه
بر  یآزمون یا یریگگونه نمونهیچپژوهش ه یندر ااخلاقی: تاییدیه

ت. انجام نشده اس یوانیح یا یمواد با منشا انسان یا یوانانسان و ح
پژوهش استاندارد بوده و از  ینمورد استفاده در ا یسلول یهارده
  اند.شده یداریخر یرانپاستور ا یتوانست

گونه تعارض دارند که هیچنویسندگان اعلام میتعارض منافع: 
 منافعی وجود ندارد.

ارنده (نویسنده اول)، نگ محتسبعابدییمانهترانه پ سهم نویسندگان:
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8‐	Garcıá‐González	CA,	Barros	J,	Rey‐Rico	A,	Redondo	P,	
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