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 Introduction: Comparing the nanostructure of multiple scaffolds for tissue engineering using
 electron microscopy poses significant challenges in terms of time and cost. To overcome this,
 we have developed a novel method that enables the assessment of two different scaffolds on a
 single slide in scanning electron microscopy (SEM). Materials and Methods: The Pura Matrix
 scaffold was used to study this method. Firstly, each scaffold was positioned at the bottom of a
 well, ensuring that every sample was placed on one specific side of the well. Then, each sample
 was washed with PBS and fixed with glutaraldehyde. After the scaffolds were fixed, they were
 washed three times with PBS and finally dried overnight at room temperature. After 24 hours,
 the samples were coated in gold and then observed using SEM. Results: In this study, we
 utilized this method successfully to investigate the structures of different self-assembling
 peptides. Our split-well approach not only saves time for researchers and reduces confounding
 variables but also minimizes the cost of services by allowing simultaneous evaluation of
 two scaffolds. Conclusion: Our findings demonstrate that researchers can achieve precise
 comparisons using similar magnifications. Overall, the split-well approach proves to be a
cost-effective and accurate method for comparing different scaffolds in tissue engineering.g
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چــــــــكيد  ه

واژه هاي كلیدي:

1-  تکنیک های کشت  سلول
2-  مهندسي بافت

3- روش ها

ــا اســتفاده از میکروســکوپ  مقدمــه: در مهندســی بافــت مقایســه نانوســاختار داربســت های متعــدد ب
الکترونــی چالش هــای مهمــی را از نظــر زمــان و هزینــه ایجــاد می کنــد. بــرای غلبــه بــر ایــن چالش هــا، 
ــاید در  ــک اس ــف را در ی ــت مختل ــی دو داربس ــه ارزیاب ــم ک ــعه داده ای ــد را توس ــک روش جدی ــا ی م
میکروســکوپ الکترونــی روبشــی )SEM( امکان پذیــر می ســازد. مــوادوروشهــا: بــرای مطالعــه ایــن 
روش از داربســت Pura Matrix اســتفاده شــد. در ابتــدا، هــر داربســت در کــف یــک چاهــک قرار داده شــد 
و اطمینــان حاصــل شــد کــه هــر نمونــه در یــک ســمت مشــخص از چاهــک قــرار می گیــرد. ســپس هــر 
 PBS ــا ــار ب ــا گلوتارآلدئیــد تثبیــت شــد. پــس از تثبیــت داربســت ها، ســه ب ــا PBS شســته و ب نمونــه ب
شســته و در نهایــت یــک شــب در دمــای اتــاق خشــک شــدند. پــس از 24 ســاعت، نمونــه هــا بــا طــا 
پوشــش داده شــدند و ســپس بــا اســتفاده از SEM مشــاهده شــدند. یافتههــا: در ایــن مطالعــه، مــا برای 
ــا موفقیــت از ایــن روش اســتفاده کردیــم. رویکــرد  بررســی ســاختار پپتیدهــای مختلــف خودســاخته ب
چاهــک تقســیم  شــده مــا نــه تنهــا باعــث صرفه جویــی در زمــان بــرای محققــان و کاهــش متغیرهــای 
ــه  ــت ب ــان دو داربس ــی هم زم ــکان ارزیاب ــا ام ــات را ب ــه خدم ــه هزین ــود، بلک ــده می ش ــدوش کنن مخ
ــا اســتفاده  ــد ب ــا نشــان می دهــد کــه محققــان می توانن حداقــل می رســاند. نتیجهگیــری: یافته هــای م
از بزرگنمایی هــای مشــابه بــه مقایســه های دقیقــی دســت یابنــد. بــه طــور کلــی، روش چاهــک تقســیم 
شــده روشــی مقــرون بــه صرفــه و دقیــق بــرای مقایســه داربســت های مختلــف در مهندســی بافــت اســت.

اطلاعات مقاله:
دریافت: 6 اردیبهشت 1402                               اصلاحیه: 10 خرداد 1402                               پذیرش: 13 خرداد 1402
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مقدمه

در ســال های اخیــر، جهــت نزدیــک شـــدن بـــه حالــت 
طبیعــی و بــه منظــور بررســی شــرایط رشــد، بقـــاء، تکثیــر و 
ــه  ــای س ــی را در محیط ه ــلول های عصب ــلولی، س ــز س تمای
ــواع  ــد. در همیــن راســتا اســتفاده از ان بعــدی کشــت می دهن
ــن  ــی ای ــود کیفــ ــده ای در بهب داربســت ها نقــش کمــک کنن
ــور  ــه منظ ــت. ب ــته اس ــدی داش ــه بع ــت س ــای کش محیط ه
ارزیابــی کیفیــت داربســت ها روش هــای مختلفــی وجــود دارد. 
یکــی از متداول تریــن ایــن روش هــا اســتفاده از میکروســکوپ 
الکترونــی روبشــیSEM( 1( اســت )SEM .)1 یــک پرتــو 
ــد.  ــی کن ــکن م ــه اس ــطح نمون ــز را روی س ــی متمرک الکترون
ــای  ــوان الکترون ه ــه به عن ــو، ک ــود در پرت ــای موج الکترون ه
بــا نمونــه،  از واکنــش  اولیــه شــناخته می شــوند، پــس 
می تــوان  کــه  می کننــد  تولیــد  مختلفــی  ســیگنال های 
ــی  ــه توپوگراف ــری ک ــت آوردن تصاوی ــه دس ــرای ب ــا ب از آن ه
ــرد  ــتفاده ک ــد، اس ــان می ده ــواد را نش ــب م ــطح و ترکی س
)2(. هنگامــی کــه الکتــرون اولیــه وارد یــک نمونــه می شــود، 
اغلــب قبــل از تمــاس بــا ذره دیگــر، مســافت مشــخصی را طــی 
ــه در  ــرون اولی ــن ذره، الکت ــا ای ــورد ب ــس از برخ ــد. پ می کن
مســیر جدیــدی حرکــت می کنــد کــه بــه پراکنــش2 معــروف 
اســت. ورود پرتــو الکترونــی بــه نمونــه و رویدادهــای پراکنشــی 
منجــر بــه تشــکیل یــک لولــه واکنــش دهنــده قطــره ای تصویــر3 
ــوند  ــد می ش ــی تولی ــه زمان ــای ثانوی ــود )2(. الکترون ه می ش
خــارج  را  نمونــه  الکترون هــای  اولیــه  الکترون هــای  کــه 
کننــد. آنهــا انــرژی کمــی دارنــد و نمی تواننــد از قســمت های 
عمیق تــر لولــه واکنــش دهنــده )reaction vessel( فــرار کننــد. 
 SEM ــده در ــایی ش ــه شناس ــای ثانوی ــرون ه ــن، الکت بنابرای
منحصــراً از ســطح یــا ناحیــه نزدیــک بــه ســطح نمونــه منشــا 
ــوژی  ــی، مورفول ــات توپوگراف ــر اطاع ــاوه ب ــرد )2(. ع می گی
ــد  ــی می توان ــی روبش ــکوپ الکترون ــک میکروس ــب، ی و ترکی
شکســتگی های ســطحی را شناســایی و تجزیــه و تحلیــل 
ــه دهــد، آلودگی هــای  ــی را از ریزســاختارها ارائ کنــد، اطاعات
ســطحی را بررســی کنــد، تغییــرات فضایــی در ترکیبــات 
شــیمیایی را آشــکار کنــد، آنالیزهــای شــیمیایی کیفــی 
ــه دهــد و ســاختارهای کریســتالی را شناســایی کنــد )3(. ارائ

ــش  ــک نمای ــا ی ــد ت ــازه می ده ــرد اج ــه ف ــن SEM ب همچنی
ــه  ــت آورد. ب ــه دس ــی ب ــاختارهای بیولوژیک ــدی از س ــه بع س
ــن  ــی، ممک ــاختارهای عصب ــه SEM س ــب مطالع ــن ترتی ای
اســت شــکاف بیــن اطاعــات ارائــه شــده توســط تکنیک هــای 

ــه شــده  ــف ارائ ــژی کاســیک و داده هــای ســاختاری ظری گل
توســط میکروســکوپ الکترونــی عبــوریTEM( 4( را پــر کــرده 
ــی  ــکوپ الکترون ــک میکروس ــای ی ــن، مزای ــد )4(. بنابرای باش
روبشــی شــامل طیــف گســترده ای از کاربردهــا، تصویربــرداری 
ــه  ــه کاره ب ــات هم ــق و اطاع ــی دقی ــدی و توپوگراف ــه بع س
دســت آمــده از آشکارســازهای مختلــف اســت. SEMهــا 
ــد و پیشــرفت  ــا آمــوزش مناســب کارکــرد آســانی دارن نیــز ب
عملیــات  مرتبــط،  نرم افزارهــای  و  کامپیوتــر  فنــاوری  در 
را کاربرپســند مــی کنــد. عــاوه بــر ایــن، پیشــرفت های 
تکنولوژیکــی در SEM هــای مــدرن امــکان تولیــد داده هــا را به 
ــا اســتفاده از  ــد )8-5 ،3(. ام ــم می کن ــی فراه شــکل دیجیتال
SEM عــاوه بــر مزایــای فراوانــی کــه دارد جــزء تکنیک هــای 
ــات را  ــرار آزمایش ــکان تک ــه ام ــت ک ــت اس ــیار گران قیم بس
ــا  ــازی ت ــل آماده س ــر مراح ــوی دیگ ــازد. از س ــوار می س دش
قابل توجهــی  مدت زمــان  صــرف  مســتلزم  عکس بــرداری 
ــوارد  ــی م ــوژی در برخ ــث بیول ــن در مبح ــد. همچنی می باش
ــه  ــه  ب ــا توج ــه ب ــد ک ــق می باش ــه های دقی ــه مقایس ــاز ب نی
ــزوم رعایــت پروتکل هــای دقیــق ایــن  تنظیمــات دســتگاه و ل
ــا توجــه  بــه مــوارد ذکــر  امــر را دشــوار می کنــد )3،6(. لــذا ب
ــه  ــم ک ــی کردی ــی را طراح ــش روش ــن پژوه ــا در ای ــده م ش
ــاظ  ــم از لح ــادی و ه ــاظ اقتص ــم از لح ــاظ و ه ــم از لح ه
ــد. ــد باش ــت کارآم ــن دو داربس ــق بی ــه دقی ــی و مقایس بررس

مواد و روش ها
آماده سازی میکروسکوپ الکترونی روبشی

ــن روش از داربســتPuraMatrix 5 اســتفاده  ــرای بررســی ای ب
شــد. ابتــدا از هــر داربســت بــه میــزان 4 میکرولیتــر بــر روی 
کــف یــک چاهــک قــرار داده شــد )تصویــر 1 الــف(. همان طــور 
ــه در  ــر نمون ــد ه ــاهده می کنی ــف مش ــر 1 ال ــه در تصوی ک
ــه  ــن مرحل ــود. در ای ــرار داده می ش ــک ق ــرف چاه ــک ط ی
ــذاری  ــا را عامت گ ــر نمونه ه ــتفاده از مارک ــا اس ــوان ب می ت
ــه  ــود. در ادام ــت نم ــه را یادداش ــر نمون ــت ه ــا جه ــرد و ی ک
ــر 1 ب(  ــا PBS شســته شــدند )تصوی ــا ب ــک از نمونه ه ــر ی ه
ــاعت  ــدت 2 س ــه م ــد ب ــد6 4 درص ــا گلوتارآلدئی ــپس ب و س
ــل  ــه دلی ــت ب ــن اس ــه ممک ــن مرحل ــدند. در ای ــس ش فیک
ــا  ــات ب ــت مایع ــر روی دو داربس ــات ب ــم مایع ــش حج افزای
ــش وارد  ــی را در آزمای ــورد خلل ــن م ــد. ای ــوط گردن ــم مخل ه
ــت ها  ــردن داربس ــس ک ــس از فیک ــر 1 ج(. پ ــد )تصوی نمی کن
ــا PBS انجــام شــد و در پایــان  ــار شستشــوی مجــدد ب ســه ب
ــر  ــدند )تصوی ــک ش ــط خش ــای محی ــب در دم ــول ش در ط
1 د(. بعــد از 24 ســاعت نمونه هــا بــا طــا پوشــش داده 

1 Scanning Electron Microscope
2 Scattering
3 Teardropshaped reaction vessel

4 Transmission Electron Microscopy
5 Scaffold
6 Glutaraldehyde

 [
 D

O
I:

 1
0.

61
18

6/
sh

ef
a.

11
.2

.7
5 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 s
he

fa
ye

kh
at

am
.ir

 o
n 

20
25

-0
6-

27
 ]

 

                               3 / 6

http://dx.doi.org/10.61186/shefa.11.2.75
https://shefayekhatam.ir/article-1-2402-fa.html


دوره يازدهم، شماره دوم، بهار 1402

7878

ــا ولتــاژ شــتاب  دهنــده 15 کیلوولــت  شــدند و تحــت SEM ب
ــا انجــام شــد )9(. ــرداری از نمونه ه مشــاهده شــدند و عکس ب

یافته ها
نتایــج نشــان داد کــه پــس از قرارگیــری داربســت هــا 
اتصــال  تثبیــت،  و  شستشــو  انجــام  و  چاهــک  روی  بــر 
ــه  ــد. در ادام ــام ش ــی انج ــه خوب ــتر ب ــه بس ــا ب ــت ه داربس
از آن  و  بــا طــا پوشــانده شــد  نمونــه هــای داربســت 

مقیــاس  در  روبشــی  الکترونــی  میکروســکوپ  تصاویــر 
میکرومتــر )تصویــر 2( و نانومتــر )تصویــر 3( تهیــه شــد. 

بحث و نتیجه گیري
ــج و بســیار دقیــق اســت کــه  SEM یکــی از تکنیک هــای رای
جهــت بررســی ســه بعــدی نمونه هــای بیولوژیکــی از آن 
اســتفاده می شــود و می تــوان آن را به عنــوان یــک روش 
ــاس  ــی در مقی ــی و معدن ــواد آل ــل م ــه و تحلی ــر در تجزی موث

ب(  چاهــک؛  یــک  کــف  روی  بــر  داربســت  دو  قرارگیــری  الــف(   -1 تصویــر 
ج(  داربســت ها؛  بــه  گلوتارآلدئیــد  اضافه کــردن  و   PBS بــا  داربســت ها  شستشــوی 
شــب. طــول  در  داربســت  خشــک  شــدن  د(  داربســت ها؛  روی  مایعــات  مخلوط شــدن 

تصویــر 2- تصویــر میکروســکوپ الکترونــی روبشــی: الــف( داربســت A؛ ب( داربســت B )لازم به ذکر اســت که ایــن تصاویر در ســال 1395 برای مطالعه دیگری گرفته شــده اســت(.
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ــا  ــا میکرومتــر )μm( در نظــر گرفــت. SEM ب نانومتــر )nm( ت
بزرگنمایــی بســیار بــالا در حــدود 1.000.000-300.000 
x نســبت بــه میکروســکوپ های نــوری در تولیــد تصاویــر 
ــرد دارد )8(.  بســیار دقیــق از طیــف گســترده ای از مــواد کارب
ــک  ــن تکنی ــتفاده از ای ــزرگ، اس ــت ب ــن مزی ــم ای ــی رغ عل
گــران قیمــت اســت و هزینــه زیــادی را هــم از لحــاظ 
ــل  ــات تحمی ــه تحقیق ــی ب ــاظ زمان ــم از لح ــادی و ه اقتص
ــن تکنیــک  ــار اســتفاده از ای می کنــد؛ بطــوری هزینــه یــک ب
بــرای 5 نمونــه حــدود 800 دلار )10( و در ایــران حــدود 
ــان  ــدت زم ــن م ــد )11(. همچنی ــال می باش ــون ری 40 میلی
ــد.  ــول می انجام ــه ط ــدود 20-10 روز ب ــا در ح ــز داده ه آنالی
ــرداری  ــرای عکس ب ــا ب ــازی نمونه ه ــر، آماده س ــوی دیگ از س
SEM دارای مراحلــی می باشــد کــه تحت تأثیــر پژوهشــگر 
می توانــد به طــور قابــل  ماحظــه ای منجــر بــه تغییــر در 
ــتفاده از  ــا اس ــوان ب ــی را می ت ــر منف ــن تأثی ــود. ای ــج ش نتای
ــا  ــه شناســایی آرتیفکت ه ــادر ب ــه ق ــالا ک ــه ب ــان باتجرب محقق
از داده هــای واقعــی و همچنیــن مهــارت آماده ســازی هســتند، 
بــه حداقــل رســاند. هیــچ راه مطلقــی بــرای حــذف یــا 
ــدارد )7 ،5(.  ــود ن ــوه وج ــای بالق ــام آرتیفکت ه ــایی تم شناس
ــوم زیســتی و بالاخــص  ــة عل ــن موضــوع خصوصــا در زمین ای
بحــث داربســت ها حائــز اهمیــت اســت. لــذا بــا کاهــش تعــداد 
متغیرهــای مخــدوش کننــده کــه محقــق نیــز می توانــد یکــی 
از عوامــل دخیــل در آن هــا می باشــد می تــوان اعتبــار و 
تکــرار پذیــری داده هــا را بــه حداکثــر ممکــن رســاند. لــذا در 
ــد  ــه بتوان ــم ک ــد بودی ــال روشــی جدی ــه دنب ــن پژوهــش ب ای
هزینــه اقتصــادی و زمــان لازم بــرای پژوهش هــای ایــن 
ــا اســتفاده از تکــرار  ــه کاهــش دهــد. همچنیــن، ب حــوزه را ب
همزمــان دو نمونــه میــزان اثــرات متغیرهــای مخــدوش کننــده 

ــه اثــرات پژوهشــگر اســت، بــه حداقــل برســد. کــه مربــوط ب
در ایــن مطالعــه روش جدیــدی ارائــه شــده اســت کــه 
ــذاری  ــده )بارگ ــیم ش ــک تقس ــتفاده از چاه ــا اس ــد ب می توان
ــه  ــزان هزین ــر روی یــک چاهــک( می ــان دو داربســت ب همزم
و زمــان را بــه میــزان 50 درصــد کاهــش دهــد. همچنیــن در 
مــواردی کــه نیــاز بــه مقایســه دقیــق بیــن دو نمونه می باشــد، 
ــل اینکــه  ــن دو داربســت، به دلی ــال در مقایســه بی به طــور مث
ــه در یــک زمــان واحــد و شــرایط آمــاده ســازی  هــر دو نمون
کامــا یکســان تحــت عکــس بــرداری میکروســکوپ الکترونــی 
ــر  ــق می باشــد و اث ــن مقایســه بســیار دقی ــرد، ای ــرار می گی ق
متغیرهــای مخــدوش کننــده بــه حداقــل ممکــن مــی رســد. 
ــه  ــکاران ب ــحاب و هم ــش س ــک در پژوه ــن تکنی ــی ای کارای
اثبــات رســیده اســت )9(. یکــی از محدودیت هــای ایــن روش 
ــگاه دو  ــا جای ــه ب ــش دهی نمون ــس از پوش ــه پ ــت ک ــن اس ای
داربســت بخوبــی مشــخص نمی باشــد و ممکــن اســت هنــگام 
عکــس بــرداری میکروســکوپ الکترونــی فیلدهــای مختلــف دو 
ــن  ــع ای ــرای رف ــه ب ــد ک ــرار گیرن ــتراک ق ــت دارای اش داربس
ــل  ــش را ح ــن چال ــذاری ای ــا عامت گ ــوان ب ــی ت ــکل م مش
ــر روی  ــت ب ــار دو داربس ــرای اولین ب ــن روش ب ــود. در ای نم
ــان  ــاً یکس ــرایط کام ــت ش ــد و تح ــود گردی ــک ل ــک چاه ی
و به طــور هم زمــان عکس بــرداری میکروســکوپ الکترونــی 
ــن روش  ــه ای ــن پژوهــش نشــان داد ک ــج ای انجــام شــد. نتای
نســبت بــه روش هــای ســنتی )لــود هــر نمونــه بــر روی یــک 
ــادی  ــاظ اقتص ــم از لح ــی و ه ــاظ زمان ــم از لح ــک( ه چاه
کارآمــدی بیشــتری دارد )50 درصــد کاهــش زمــان و هزینــه( 
و امــکان مقایســه هــم زمــان و دقیــق دو داربســت را بــه دلیــل 
به حداقل رســاندن  و  یکســان  کامــاً  آماده ســازی  شــرایط 
مــی آورد. فراهــم  مخدوش کننــده  متغیرهــای 

B ؛ ب( داربستA تصویر 3- تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی: الف( داربست
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