
  شناسي زيستي آسيب: مجله علوم پزشكي مدرس
  10-1از : 3، شماره 13دوره 

 1389 پاييز

1 
  6915136111: اد اسلامي واحد بروجرد، دانشكده پيراپزشكي، گروه علوم آزمايشگاهي، كدپستيبروجرد، دانشگاه آز :نشاني مكاتبه*

Email: Asgharimh3214@yahoo.com 

  

 در شرايط Bهاي حاوي آمفوتريسين  بررسي كارايي و سميت نانوكپسول
 آزمايشگاهي

 2و1زاده ، زهره فائزي1، امير قريب*1محمد اصغري حسن

   مربي، گروه علوم آزمايشگاهي، دانشكده پيراپزشكي، دانشگاه آزاد اسلامي واحد بروجرد، بروجرد، ايران-1
  باليني، دانشكده پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، تهران، ايران دانشجوي دكتري تخصصي، گروه بيوشيمي-2

 
  20/07/89 :پذيرش مقاله  03/03/89 :دريافت مقاله

 

  چكيده
هاي قارچي سيستميك  ترين داروهاي ضد قارچي بوده و براي درمان عفونت  يكي از قديميB آمفوتريسين :هدف

بنـابراين  . دهـد   ها را از خود نـشان مـي         نند سميت در كليه   متأسفانه، اين دارو برخي از آثار جانبي ما       . مناسب است 
  .شود هاي جديدي از آن تهيه مي  فرمولاسيونBاخيراً براي افزايش كارايي و كاهش سميت آمفوتريسين 

  به روش جانشيني حلال با استفاده از پليمرهايي نظير پلـي           Bهاي حاوي آمفوتريسين       نانوكپسول :ها  مواد و روش  
D   و L- كـارايي  .  گليكوليد تهيه و با استفاده از اكسيد سيليسيم بـه فـرم پـودر خـشك تبـديل شـد                    - كو - لاكتيد

همچنين مقدار حداقل غلظـت مهاركننـدگي       .  به روش اسپكتروفتومتري محاسبه شد     Bمحصورسازي آمفوتريسين   
سـازي متـوالي    قـت  با استفاده از روش ر(ATCC 90028)هاي تهيه شده براي قارچ كانديدا آلبيكانس  نانوكپسول

  . هاي قرمز انساني در شرايط آزمايشگاهي بررسي شد سپس آثار سمي آن بر گلبول. گيري شد اندازه
مقـدار حـداقل    .  درصد اسـت   75 ± 13/0 معادل   Bها نشان داد كه كارايي محصورسازي آمفوتريسين           يافته :نتايج

چ كانديدا آلبيكانس مورد مطالعه در مقايـسه         بر ضد قار   Bهاي حاوي آمفوتريسين      غلظت مهاركنندگي نانوكپسول  
 محـصور در    Bهمچنين اثر سمي آمفوتريسين     . اي نشان داد    بيوتيك مذكور به فرم آزاد كاهش قابل ملاحظه         با آنتي 

  . بار كمتر از فرم آزاد اين دارو بود89/5هاي قرمز انساني  ها بر گلبول نانوكپسول
توانـد     تهيه شده در اين تحقيـق مـي        Bهاي حاوي آمفوتريسين      ه نانوكپسول ها بيانگر اين است ك      يافته :گيري  نتيجه

  .كار گرفته شود هاي قارچي به عنوان يك سيستم ناقل مناسب براي اين دارو در درمان عفونت به
 

  سازي ، نانوكپسول، كانديدا آلبيكانس، كارايي محصورB آمفوتريسين :كليدواژگان
  

  مقدمه-1
ثرترين دارو مـورد  ؤم B (Amphotericin B)آمفوتريسين 

 سيـستميك   يهـا  هاي ناشي از قارچ    استفاده براي درمان عفونت   
 (Ergosterol)رگوسـترول  ابيوتيك با اتصال بـه    اين آنتي . است

ها باعث ايجاد منافذ در آن شده و          سلول قارچ  يموجود در غشا  
  هـاي قـارچ و مـرگ آن          سـلول  يدر نهايت باعث تخريب غشا    

  
بيوتيك قادر است بـه كلـسترول        اين آنتي همچنين  . ]1[شود    مي

و آثـار سـويي     هاي پـستانداران متـصل        سلول يموجود در غشا  
ها باعـث تخريـب      بيوتيك توسط كليه   دفع اين آنتي  . ايجاد نمايد 

 يهـا   ايـن سـميت در درمـان عفونـت قـارچ          . شود  اين اندام مي  
   شود؛  ي تشديد م  ، طولاني دارد  يدرماندارو  سيستميك كه نياز به     
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   و همكارانمحمد اصغري حسن  B هاي حاوي آمفوتريسين بررسي كارايي و سميت نانوكپسول
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

2  

مـدت   ت كه دارو با غلظـت زيـاد بـه          اس زيرا در اين حالت نياز    
هاي جديد دارو    يكي از روش  ]. 2[ موجود باشد طولاني در بدن    

 ماننـد   مـواد پليمـري   ازدرماني استفاده از حمل دارو با اسـتفاده         
  وها از جنس پليمـر    حامل  است كه  (Nanoparticle)ذرات  نانو

 شـامل سـه دسـته از      ذرات نانو .است ها در حد نانومتر    اندازه آن 
ــه ــاملين دارويـــي بـ ــام نانوكپـــسول حـ ــفرها نـ ــا و نانوسـ  هـ

(Nanospheres)مخلـوط  هـاي  ميسل  و (Mixed Micelles) 
توانند دارو را در خود محصور نموده و از     حاملين مي ]. 3[ است

 ايـن حـاملين     بكاهند، در ضمن   بدن    در اين طريق از سميت آن    
 از  وكه نيمه عمـر دارو در بـدن بيـشتر            شوند  دارويي باعث مي  

 به  خودكه   باشد   نيازبراي درمان   اين طريق دوز كمتري از دارو       
هـاي    تخريبـي آن روي بافـت      آثاركمتر شدن اثر جانبي دارو و       

 يي پليمرها از ذراتنانوبراي تهيه   ]. 4[ خواهد شد   منجر مختلف
 -دلاكتي ـ  پلـي   و (Polycaprolactone) كـاپرولاكتون  مانند پلـي  

شود  استفاده مي (Polylactide co Glycolide)  گليكوليد-كو
 وجود دارد كـه     ها  كپسولاي مختلفي براي تهيه نانو    ه  روش]. 5[

هاي جانشيني حلال و تبخير حلال اشاره نمود         توان به روش   مي
 مـواد محـصور نـشده را بـا          ،پـس از تهيـه    طور معمـول      به ].6[

هـا را    نمايند و سپس آن    ا مي  جد ها  كپسولاولتراسانتريفوژ از نانو  
 .كننــد دســت مــي اي يـك  فيلتراســيون از نظــر قطــر ذرهابـا اولتر 

ــين  ــرايهمچن ــداب ــري غلظــت داروي محــصور شــده   زه ان   گي
ــپكتروفتو   از روش ــز اس ــاتوگرافي و ني ــد كروم ــايي مانن تري مه

 از  هـا   كپـسول  تهيه پودر خشك نانو    براي]. 7[نمايند   استفاده مي 
 از جمله   . كه حالت كلوئيدي ايجاد نمايد     دشو  موادي استفاده مي  
 اكــسايد ي مــاده كلوئيــدي ســيليكون د بــهتــوان ايــن مــواد مــي

(Silicon Dioxide) كــه  بــا توجــه بــه ايــن]. 8[ اشــاره نمــود
 فرمولاســيون هــاي بــراي تهيــهاي در دنيــا  تحقيقــات گــسترده

)Formulations (   بيوتيـك در حـال انجـام        كم ضررتر اين آنتي
هــاي ايــن دارو بــا  ن پــروژه بــه تهيــه نانوكپــسولاســت، در ايــ

فرمولاسيوني جديد پرداخته شد و سپس كارايي آن در شـرايط           
  . مورد بررسي قرار گرفت(In vitro)آزمايشگاهي 

  ها  مواد و روش-2
   مواد-2-1

 Dكار گرفته شده در اين تحقيق شامل پلـي        برخي از مواد به   
 از  Bرولاكتون، آمفوتريسين كاپ     گليكوليد، پلي  - كو -لاكتيد    -Lو  

 از شـركت  (Aerosil 200) 200 و آئروسـيل  Sigmaشـركت  
Merckخريداري شد .  

  

  هاي مورد استفاده  دستگاه-2-2
ــتگاه  ــق از دس ــن تحقي ــاري   در اي ــر روت ــي نظي ــاي مختلف ه

 Heidolph سـاخت شـركت   (Rotary Evaporator)اواپوراتور 
ل  مـد  Emerson، پمـپ خـلاء سـاخت شـركت          ZQF-85مدل

 مــاوراء بــنفش ســاخت شــركت -، اســپكتروفتومتر مرئــي0205
Shimadzu دستگاه اولترافيلتراسيون ساخت شـركت      2200 مدل ،
Millipore مــدل G-200 ــا ســايزر  (Zeta Sizer)، دســتگاه زت

 متر ساخت   pH و   3000HAS مدل   Malvernساخت شركت   
  . استفاده شد320 مدل Mettler-Toledoشركت 

  

هــاي حــاوي و فاقــد  ل تهيــه نانوكپــسو-2-3
  به شكل پودر خشكBآمفوتريسين 

ــلال     ــشيني ح ــتفاده از روش جان ــا اس ــق ب ــن تحقي در اي
 بـا فرمولاسـيوني جديـد       Bهاي حاوي آمفوتريسين     نانوكپسول

  ابتـدا يـك   ]. 10، 9[تهيه و به شكل پـودر خـشك تبـديل شـد             
و  D كـاپرولاكتون و پلـي    لاكتيد، پلـي   -Lو D گرم از مواد پلي

L-  گليكوليد داخل يك ظرف ريخته شـد، سـپس          - كو -لاكتيد 
  .  افـزوده شـد    Bبيوتيـك آمفوتريـسين       گرم آنتي    ميلي 150به آن   

ــد   ــه بع ــي766در مرحل ــتئارات     ميل ــوربيتان مونواس ــرم س گ
(Sorbitan Monostearate) ليتر روغن معدني بـه    ميلي3/3 و

 و  ليتـر اسـتن اضـافه        ميلـي  270به مخلوط فوق    . آن افزوده شد  
بـراي  . زن برقي مخلوطي همگن ايجاد شـد       سپس با دستگاه هم   

 pH در محلول فوق، با اسـتفاده از         Bحلاليت بهتر آمفوتريسين    
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  1389 پاييز 3 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

3  

 تنظـيم   3 محلـول روي     pH نرمـال،    1/0متر و اسـيدكلريدريك     
 درجـه   50 دقيقه در دماي     10مدت   سپس محلول حاصل به   . شد

ق همراه با عمل    گراد قرار داده شد و بعد به بخش آلي فو          سانتي
گـرم مـاده       ميلي 766ليتر محلول آبي حاوي        ميلي 530هم زدن،   
در نهايـت بـا   .  اضافه شـد (Poloxamer 188) 188پلوكسامر 

استفاده از دستگاه روتاري اواپوراتـور اسـتن و آب موجـود در             
 درجـه   50محلول تحت شـرايط خـلاء و فـشار كـم در دمـاي               

سـپس  . ليتر برسـد     ميلي 10گراد تبخير شد تا حجم آن به         سانتي
ليتـر     ميلـي  100حجم محلول باقي مانده با آب مقطر ديونيزه به          

ليتر محلول سوسپانـسيون       ميلي 100رسانده شد و بدين صورت      
براي جداسازي  .  تهيه شد  Bهاي آمفوتريسين    حاوي نانوكپسول 

ــسول ــول     نانوكپ ــشده محل ــصور ن ــات آزاد و مح ــا از تركيب ه
   دقيقــه بــا ســرعت 15مــدت  ه بــهدســت آمــد سوسپانــسيون بــه

ــد 12000 ــانتريفوژ ش ــه اولتراس ــورت  .  دور در دقيق ــدين ص ب
ــسول ــسين   نانوكپ ــاوي آمفوتري ــاي ح ــوده و  Bه ــوب نم  رس

ليتر آب مقطر     ميلي 100سپس رسوب مذكور در     . جداسازي شد 
 نانومتر  250كربنات با قطر      ديونيزه حل و با استفاده از فيلتر پلي       

ــتگاه اولترافي  ــط دس ــيون توس ــره و Milliporeلتراس    اولترافيلت
اي   هـاي تهيـه شـده از نظـر قطـر ذره            بدين صورت نانوكپـسول   

دست آمـده همـراه بـا عمـل          سپس به محلول به   . يكنواخت شد 
 200 گـرم از پـودر مـاده آئروسـيل           5زدن و حـرارت دادن،       هم

. خـود گرفـت    اضافه شد تا محلول مذكور حالت نيمه خشك به        
خـشك ايجـاد شـده بـه دسـتگاه            ل نيمـه    در مرحله بعد محلـو    

روتاري اواپوراتور منتقل شد و تحت شرايط خلاء و فشار كـم            
هـاي حـاوي     گيري و پودر خـشك نانوكپـسول        طور كامل آب   به

سپس پودر خشك تهيه شده به دقـت        .  تهيه شد  Bآمفوتريسين  
در اين تحقيق   . وزن و براي مراحل بعدي تحقيقات استفاده شد       

صـورت    بـه  Bآمفوتريـسين    هـاي فاقـد    كپـسول براي تهيـه نانو   
ــا نانوكپــسول  ــسه ب ــراي مقاي هــاي حــاوي ايــن  پودرخــشك ب

هاي گفته شده در بالا عمل شد؛ با اين    بيوتيك همانند روش   آنتي
 بـه فرمولاسـيون     Bتفاوت كـه از اضـافه نمـودن آمفوتريـسين           

  .صرف نظر شد

 محـصور    Bگيري مقدار آمفوتريسين       اندازه -2-4
هاي تهيه شده بـه       گرم از نانوكپسول   شده در يك  

  فرم پودرخشك
 موجـود در يـك گـرم از         Bگيري مقدار آمفوتريسين      اندازه

ــسول ــودر خــشك نانوكپ ــه  پ ــه شــده ب ــاي تهي   وســيله روش  ه
ــاچي  ــونس (Tiyaboonachai)تيابون ــا (Clemons) و كلم  ب

  ابتــدا ]. 7، 1[اســتفاده از رســم نمــودار اســتاندارد انجــام شــد  
ليتـر محلـول     خالص در يك ميلـي Bرم آمفوتريسين   گ   ميلي 8/4

حـل شـد و سـپس بـا         ) 1 بـه    1به نسبت حجمـي     (متانول آب   
 بـه   1 ،   8 به   1،  4 به   1،  2 به   1هاي   استفاده از متانول از آن رقت     

بعد با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتر      .  تهيه شد  32 به   1 و   16
 مقابـل   هـاي فـوق در      نانومتر جذب محلـول    408در طول موج    

هـاي   در نهايت با اسـتفاده از جـذب       . متانول خالص قرائت شد   
 در هــر لولــه نمــودار Bقرائــت شــده و غلظــت آمفوتريــسين 

 در برابـر تغييــرات  Bاسـتاندارد تغييـرات جـذبي آمفوتريـسين     
گرم از پودر خشك       ميلي 20در مرحله بعد    . غلظت آن رسم شد   

در يــك  وزن شــده و Bهــاي حــاوي آمفوتريــسين  نانوكپــسول
حـل  ) 1 بـه    1به نسبت حجمـي     ( آب   -ليتر محلول متانول    ميلي
هاي تهيه شده از بين      با اين عمل غشاي خارجي نانوكپسول     . شد

سـپس محلـول    . شد  ها رها     موجود در آن   Bرفته و آمفوتريسين    
دور در دقيقــه  12000 دقيقــه بــا ســرعت   20فــوق بــراي  

تـر از محلـول      ميكرولي 20در مرحلـه بعـد      . اولتراسانتريفوژ شد 
بـه  ( آب   -ليتـر محلـول متـانول        ميلـي  98/0رويي ايجاد شده با     

ــسبت حجمــي  ــه 1ن ــوج  ) 1 ب ــق و جــذب آن در طــول م   رقي
در .  نانومتر در مقابل محلـول متـانول خـالص تعيـين شـد             408

دست آمده به نمـودار اسـتاندارد منتقـل و بـدين             نهايت عدد به  
گـرم پـودر       ميلـي  20بيوتيـك محـصور در        صورت مقدار آنتـي   

سـپس  .  تعيين شد  Bهاي حاوي آمفوتريسين     خشك نانوكپسول 
 محـصور در يـك گـرم        Bبا استفاده از آن، مقدار آمفوتريـسين        

  . پودر خشك محاسبه شد
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   محصور شده در يك گرم نانوكپسول به فرم پودر خشكBمقدار آمفوتريسين
  خشك   مصرفي اوليه براي تهيه يك گرم نانوكپسول به فرم پودرBمقدار آمفوتريسين 

سـازي    گيري مقدار كارايي محصور      اندازه -2-5
  Bهاي آمفوتريسين  نانوكپسول

  كـار   سازي روش بـه     گيري مقدار كارايي محصور     براي اندازه 
  

 
 

ــسول  ــه نانوكپ ــه در تهي ــارال   رفت ــاچي و آم ــا از روش تيابون ه
(Amaral)     در ايـن روش بـا اسـتفاده از         ]. 10،  1[ استفاده شـد

  : سازي محاسبه شد معادله زير درصد كارايي محصور

  سازي كارايي محصور  درصد            =                                                                           ×                    100
  

هـاي   گيري قطر ذرات نانوكپـسول      اندازه برايهمچنين  
تهيــه شــده و اثبــات تــشكيل ذرات نانوكپــسولي از روش 

ــاچي اســتفاده  ــدا  ]1[د شــتيابون ــه ابت ــدين صــورت ك   ، ب
ــي25 ــسول   ميل ــودر خــشك نانوكپ ــرم پ ــاوي  گ ــاي ح ه

و بار تقطير حل ليتر آب مقطر د     ميلي 10 در   Bآمفوتريسين  
د و سپس قطر ذرات نانوكپسولي موجود در اين محلول          ش

 درجـه بـا     90گراد با زاويه تفرق       درجه سانتي  25در دماي   
  .شدگيري  دستگاه زتاسايزر اندازه

  

هاي   مطالعه و مقايسه آثار سمي نانوكپسول      -2-6
هاي فاقـد آن      و نانوكپسول  Bحاوي آمفوتريسين   

هـاي قرمـز در شـرايط        بولبا فرم آزاد دارو بر گل     
  آزمايشگاهي

هـاي حـاوي و فاقـد        براي بررسي آثـار سـمي نانوكپـسول       
هـاي قرمـز در شـرايط         و فرم آزاد آن بر گلبـول       Bآمفوتريسين  

ــاكرابورتي  ــشگاهي از روش چـــ  و (Chakraborty)آزمايـــ
ليتـر نمونـه       ميلـي  5در اين روش    ]. 11[همكارانش استفاده شد    

 واحد هپارين   250ف نمونه حاوي    خون سياهرگي انسان در ظر    
 دقيقه سانتريفوژ شد و     5 براي   4500آوري و سپس با دور        جمع

هــاي قرمــز  ســپس بــه گلبــول. پلاســماي آن دور ريختــه شــد
 Phosphate)ليتر بافر فسفات سـالين    ميلي5آوري شده،  جمع

Buffered Saline: PBS)) 15/0   مـولار بـا pH  4/7 معـادل (
 بـار  2اين عمـل  . ل سانتريفوژ تكرار شداضافه شد و مجدداً عم  

هاي قرمـز    ديگر تكرار شد و بدين صورت سوسپانسيون گلبول       
 لولـه آزمـايش     251در مرحلـه ديگـر بـه        . شسته شده تهيه شد   

 وارد شـد و بـه هـر         B ميكروگرم آمفوتريسين    250 تا   0مقادير  
) 4/7 معادل   pH مولار با    PBS) 15/0ليتر محلول     لوله يك ميلي  

   تـا   0هـاي    هـاي حـاوي غلظـت       شد و بدين صورت لوله    اضافه  
همين عمل براي   .  تهيه شد  Bليتر آمفوتريسين     گرم بر      ميلي 250

 به فرم پـودر خـشك نيـز     Bهاي حاوي آمفوتريسين     نانوكپسول
ترتيب پودر    لوله آزمايش به   251انجام شد؛ يعني اين بار نيز در        

مفوتريـسين  گـرم آ    ميلي 250 تا   0هاي حاوي    خشك نانوكپسول 
B     ليتر     ريخته شد و يك ميليPBS) 15/0    مولار بـا pH  معـادل 
به اين صورت غلظت آمفوتريـسين      . به هر لوله اضافه شد    ) 4/7
B   در . ليتر رسيد   گرم بر      ميلي 250 تا   0ترتيب به     به   لوله 251 در

هـاي فاقـد     هـاي مختلـف حـاوي نانوكپـسول        مورد تهيه غلظت  
نند بالا عمل شد؛ بدين صورت كه به         نيز دقيقاً ما   Bآمفوتريسين  

 ميكروگـرم پـودر   250 تا PBS 0ليتر   لوله حاوي يك ميلي  251
سـپس از   .  اضـافه شـد    B فاقد آمفوتريـسين      خشك نانوكپسول 

هاي قرمز شسته شده در بـالا بـا اسـتفاده از          سوسپانسيون گلبول 
PBS) 15/0    مولار با pH   درصد تهيـه    1/0محلول  ) 4/7 معادل 

ليتـر از    ميلـي 2/0هـاي حـاوي     ليتر از آن به لوله      ميلي 8/0شد و   
  هـاي مـذكور در       لولـه . هاي تهيه شده در بالا اضافه شـد        محلول

گراد براي يك ساعت انكوبه شد و سپس براي           درجه سانتي  37
بدين صورت در   .  سانتريفوژ انجام شد   g×1000 دقيقه در دور     2

ز ليـز شـده     هاي قرم ـ  محلول رويي هموگلوبين و اجزاي گلبول     
سـپس  . هاي قرمز ليز نشده نيز رسوب كرد       قرار گرفت و گلبول   

در مرحله بعد بـه رسـوب ايجـاد      . محلول رويي دور ريخته شد    
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  1389 پاييز 3 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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5  

هاي حاوي و فاقد  هاي مختلف نانوكپسولهاي حاوي غلظتمقدار هموگلوبين موجود در محلول رويي لوله
   به فرم آزادB و نيز آمفوتريسين Bآمفوتريسين 

  مقدار هموگلوبين موجود در لوله شاهد

.  اضافه شد  100X درصد تريتون    3/0ليتر محلول     شده يك ميلي  
هاي قرمز ليز شد و هموگلوبين موجـود در       در اين حالت گلبول   

ين آزاد شـده در محلـول       سپس مقـدار هموگلـوب    . ها رها شد   آن
  . گيري شد اندازه

ليتـر     ميلـي  8/0عنـوان شـاهد،      در يك لوله آزمايش ديگر به     
هاي قرمز ريختـه شـد و      محلول سوسپانسيون يك درصد گلبول    

و ) 4/7 معـادل    pH مـولار بـا      PBS) 15/0ليتـر      ميلي 2/0به آن   
 اضـافه شـد، در      100X درصد تريتون    3/0ليتر محلول     يك ميلي 

هاي قرمز ليـز و هموگلـوبين موجـود در           ت تمام گلبول  اين حال 
گيـري    مقدار هموگلوبين در ايـن محلـول انـدازه        . ها آزاد شد   آن
هـاي   در نهايت با استفاده از معادله زير درصـد ليـز گلبـول      . شد

  .قرمز در هر لوله محاسبه شد
  

  
درصد ليز                                                                           =                                           ×                  100  

  
هـاي قرمـز     در مرحله بعد نمودار تغييرات درصد ليز گلبول       

 بــه فــرم آزاد و نيــز غلظــت Bدر مقابــل غلظــت آمفوتريــسين 
هـا و همچنـين غلظـت         محصور در نانوكپـسول    Bآمفوتريسين  
  . اين دارو رسم شدهاي فاقد نانوكپسول

  

گيري حداقل غلظت مهار كننده رشـد          اندازه -2-7
 :Minimum Inhibitory Concentration)بـاكتري  

MIC)   هاي حاوي و فاقـد      براي محلول نانوكپسول
  بيوتيك به فرم آزاد  و آنتيBآمفوتريسين 

. سازي متوالي استفاده شد     براي انجام اين بخش از روش رقت      
هـايي اسـت كـه بـراي تعيـين           ترين روش   يقاين روش يكي از دق    

ها نسبت به مواد ضد قارچي مـورد اسـتفاده قـرار             حساسيت قارچ 
ليتر سرم     لوله حاوي يك ميلي    10در اين روش ابتدا     ]. 12[شود    مي

به اولين لولـه    . فيزيولوژي استريل براي هر سري آزمايش آماده شد       
لـول حـاوي   ليتـر مح   ميلـي 1ليتر سـرم فيزيولـوژي،      ميلي 1حاوي  

اضافه ) ليتر  گرم بر      ميلي 8با غلظت    (Bهاي آمفوتريسين    نانوكپسول
ليتـر از آن    ميلـي 1سپس بعد از مخلوط نمودن محتويـات آن،    . شد

ليتر سرم فيزيولوژي اضافه       ميلي 1برداشته شد و به لوله دوم حاوي        
ليتـر     ميلي 1همين عمل تا لوله دهم ادامه پيدا كرد و در نهايت            . شد
 لوله دهم برداشته و دور ريخته شد و بدين صورت يك رديـف              از

بـه فـرم     (B لوله تهيه شد كه غلظت آمفوتريـسين         10رقت در هر    
، 25/0،  5/0،  1،  2،  4،  8ترتيـب    ها به  در آن ) محصور در نانوكپسول  

  ســپس . ليتــر بـود  گــرم بـر    ميلـي 015/0 و 031/0، 062/0، 125/0
اســتاندارد قــارچ كانديــدا ليتــر از سوسپانــسيون ســوش   ميلــي10

ــانس  ــه (ATCC 90028) (Candida albicans)آلبيك ــز ك  ني
بـه  . كدورت آن با استاندارد نيم مك فارلند برابـر بـود، آمـاده شـد              

 ميكروليتر سوسپانسيون قـارچي تهيـه       20هاي فوق     كدام از لوله   هر
 درجـه   37 سـاعت در گرمخانـه       24مـدت    شده اضـافه شـد و بـه       

ــانتي ــرار د  س ــراد ق ــدگ ــر . اده ش ــپس از ه ــه  س ــدام از لول ــا،  ك   ه
ــه پليــت حــاوي محــيط سابرودكــستروز آگــار  100  ميكروليتــر ب

(Sabouraud Dextrose Agar)ساعت 24مدت   منتقل شد و به 
در يـك   . گراد قـرار داده شـد       درجه سانتي  37ها در گرمخانه     پليت

هـاي بعـد از آن رشـدي از قـارچ مـذكور       محيط كـشت و محـيط     
اي كـه ايـن        موجـود در لولـه     B غلظت آمفوتريسين    .مشاهده نشد 

ــا   ــر ب ــود، براب  محلــول MICمحــيط كــشت از آن توليــد شــده ب
 MICبـراي تعيـين     .  بـود  Bهاي حـاوي آمفوتريـسين       نانوكپسول

هـاي فاقـد      بـه فـرم آزاد و نيـز نانوكپـسول          Bمحلول آمفوتريسين   
  .  همانند روش ذكر شده در بالا عمل شدBآمفوتريسين 

  
ها حاوي   ررسي و مقايسه اثر نانوكپسول     ب -2-8

 و نيـز فـرم آزاد آن در         Bو فاقد آمفوتريـسين     
 صورت آزمايشگاهي  بهMICغلظت برابر 

، جانگ  (Delogu)در اين قسمت از پروژه از روش دلوگو         
(Jung)      2009 و   2000ترتيـب در سـال        و همكارانشان كـه بـه 
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6  

 در ايـن روش     ].14،  13[كار گرفته شده، استفاده شد       ميلادي به 
 و فـرم    Bهاي حـاوي آمفوتريـسين       آثار ضد قارچي نانوكپسول   

ليتـر     آزاد آن با بررسي تعداد كلوني تـشكيل شـده از هـر ميلـي                
.  مطالعـه شـد    MICمحيط كشت مايع باكتري در غلظت برابـر         

بدين صورت كه ابتدا قارچ كانديدا آلبيكانس روي محيط كشت     
پـس از  . شت داده شـد  ك ـ(Casitone Broth)كـازيتون بـراث   

 CFU 5×103[رسيدن درجه كدورت آن بـه نـيم مـك فارلنـد             
(Colony Forming Unit)ميكروليتـر از  10] ليتر  در هر ميلي 

آن برداشته شد و به يك لوله محيط كشت كازيتون براث حاوي            
 كـه   Bهاي حاوي آمفوتريـسين      ليتر محلول نانوكپسول    يك ميلي 

ــا بيوتيــك محــصور در  مقــدار آنتــي ــر ب محلــول  MICآن براب
گـراد    درجـه سـانتي    37هاي مذكور بود، اضافه و در        نانوكپسول
 ساعت از 24 و  6،  4،  2،  0هاي   سپس در مدت زمان   . انكوبه شد 

 ميكروليتر بـه محـيط كـشت        100محيط كشت مذكور به مقدار      
عمـل انكوباسـيون بـراي      . جامد سابرودكستروز آگار منتقل شد    

گـراد در انكوبـاتور انجـام        ه سانتي  درج 37 ساعت در    24مدت  
هاي تشكيل شده در محـيط كـشت          بعد از آن تعداد كلوني    . شد

هـاي تـشكيل شـده       در نهايت تعداد كلـوني    . جامد شمارش شد  
سـپس  . ليتـر محـيط كـشت مـايع محاسـبه شـد             براي يك ميلي  

هـاي   زمـان هاي تشكيل شده در       تغييرات لگاريتمي تعداد كلوني   
   زمــان - بــا رســم نمــودار مــرگ    ســاعت24 و 6، 4، 2، 0

(Time-Kill Curve)  ايـن آزمـايش در مـورد    .  شـد مـشخص
بيوتيـك     و نيز آنتـي    Bهاي فاقد آمفوتريسين     حلول نانوكپسول م

  . تكرار شدMICهاي برابر  آزاد در غلظت مذكور به فرم
  

  ها  روش تجزيه و تحليل داده-2-9
ر انحـراف معيـا   ±صـورت ميـانگين    در اين تحقيق نتايج بـه     

(Mean±SD)  همچنين با استفاده از آزمون      .  گزارش شدt-test 
دست آمـده مقايـسه      هاي به   دو طرفه داده   (ANOVA)و آنواي   

دار در نظـر     عنـوان سـطح معنـي       به >05/0Pدر اين تحقيق    . شد
  .گرفته شد

   نتايج-3
گيـري مقـدار كـارايي         نتايج حاصل از اندازه    -3-1

 Bفوتريسين هاي حاوي آم سازي نانوكپسول محصور
با استفاده از معادله ذكر شده در روش كار و نيـز بـا توجـه             

گرم پودر خشك      محصور شده در يك      B به مقدار آمفوتريسين    
، كـارايي   )گـرم    ميلـي  48/11±31/0(هاي تهيـه شـده       نانوكپسول
گرم از    سازي روش جانشيني حلال براي تهيه يك ميلي         محصور

 معــادل Bريــسين هــاي حــاوي آمفوت پودرخــشك نانوكپــسول
كـار   همچنين با توجه بـه روش بـه    .  درصد تعيين شد   31/0±75

گرفته شده ميانگين قطر ذرات نانوكپـسولي تهيـه شـده معـادل             
  . نانومتر تعيين شد3/2±143

  
ــمي  -3-2 ــار س ــي آث ــايج حاصــل از بررس  نت

 و  B آمفوتريـسين     و فاقـد   هاي حاوي  نانوكپسول
ــرم آزاد  ــر نآف ــولب ــز  گلب ــاي قرم ــرايطه   ش
  آزمايشگاهي

نتايج اين بخـش از تحقيقـات كـه بـه روش چـاكرابورتي و               
شـكل آزاد   . شـود    مشاهده مـي   1همكارانش انجام شد، در نمودار      

 و نيز فرم محـصور در نانوكپـسول آن بـا افـزايش              Bآمفوتريسين  
هاي قرمـز شـد، امـا        غلظت باعث هموليز تعداد بيشتري از گلبول      

بين اين دو به نحو چشمگيري      با اين حال اختلاف درصد هموليز       
گـرم     ميلي 38هاي حاوي    مثلاً نانوكپسول ). >05/0P(دار بود    معني

هـاي قرمـز     درصـد گلبـول  15±14/0، فقط   Bليتر آمفوتريسين     بر  
  كـه در ايـن غلظـت        محيط آزمـايش را همـوليز نمـود؛ در حـالي          

ــر   ميلــي38( ــاً Bآمفوتريــسين ) ليتــر گــرم ب ــه فــرم آزاد، تقريب    ب
. هـاي قرمـز مـورد آزمـايش را همـوليز كـرد             رصد گلبـول   د 100

ــوليز  ــداكثر هم ــد100(ح ــول)  درص ــورد   گلب ــز در م ــاي قرم ه
گـرم     ميلـي  226 در غلظـت     Bهاي حاوي آمفوتريسين     نانوكپسول

   به B برابر غلظت آمفوتريسين 89/5شود كه  ليتر مشاهده مي بر 
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هـاي   كپـسول توان نتيجه گرفت كه نانو      بنابراين مي . فرم آزاد است  
 را در مقايـسه بـا فـرم    B بار سميت آمفوتريـسين  89/5تهيه شده   

هاي خـون    عنوان شاخص سلول   به(هاي قرمز    آزاد آن روي گلبول   
ــه ذكــر اســت كــه  . دهــد كــاهش مــي) و بــدن در ضــمن لازم ب

هـاي قرمـز      اثري بر ليز گلبول    Bهاي فاقد آمفوتريسين     نانوكپسول
بـراي بيـان عـدم سـميت        تواند شـاخص مناسـبي       نداشت كه مي  

هـاي   ها بـر سـلول     كار گرفته شده در تهيه نانوكپسول      پليمرهاي به 
  . انساني باشد

  

  
 

 Bهاي قرمز در برابر غلظت آمفوتريـسين          تغييرات درصد ليز گلبول    1نمودار  
  )اند انحراف معيار بيان شده ± صورت ميانگين  بار تكرار شده و نتايج به10ها  آزمايش(

  

  ها  به فرم آزاد و محصور در نانوكپسولB رشد آمفوتريسين MICدار  مق1جدول 
  

MIC گرم بر ليتر ميلي( رشد(  
  ها  محصور در نانوكپسولBآمفوتريسين    به فرم آزادBآمفوتريسين 
50/0  25/0  

  

 رشد قارچ   MICگيري     نتايج بررسي اندازه   -3-3
هاي تهيه شده حاوي آمفوتريسين      براي نانوكپسول 

Bآزاد آن و فرم   
MIC رشــد قــارچ كانديــدا آلبيكــانس (ATCC 90028) 

 و فـرم آزاد ايـن       Bهـاي حـاوي آمفوتريـسين        براي نانوكپسول 
طور كه مشاهده    همان. شود  مشاهده مي  1بيوتيك در جدول      آنتي
 بـراي حالـت محـصور در        B آمفوتريسين   MICشود مقدار    مي

ي اثـر   بررس ـ. ها نصف مقـدار آن در فـرم آزاد اسـت           نانوكپسول
بيوتيـك روي رشـد قـارچ كانديـدا           هاي فاقـد آنتـي     نانوكپسول

ها تأثيري در رشـد      آلبيكانس مذكور نشان داد كه اين نانوكپسول      
هاي قارچي تشكيل شده      قارچ مذكور نداشته يعني تعداد كلوني     

  .ها برابر است در حضور يا عدم حضور اين نوع نانوكپسول
 
  

  
  

بيوتيـك مـذكور بـه فـرم آزاد؛            و آنتي  Bهاي حاوي و فاقد آمفوتريسين        نانوكپسول MICهاي برابر     هاي تشكيل شده در غلظت      عداد كلوني  تغييرات لگاريتمي ت   2نمودار  
 Bهاي فاقد آمفوتريسين     نمودار مربوط به نانوكپسول   ) آزاد، ج    به فرم  Bنمودار مربوط به آمفوتريسين     )  ، ب Bهاي حاوي آمفوتريسين     نمودار مربوط به نانوكپسول   )  الف

  ) بار تكرار شده است10قابل ذكر است كه هر آزمايش (
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   و همكارانمحمد اصغري حسن  B هاي حاوي آمفوتريسين بررسي كارايي و سميت نانوكپسول
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

8  

هاي حـاوي و      نتايج مقايسه اثر نانوكپسول    -3-4
 و فـرم آزاد آن در غلظـت         Bفاقد آمفوتريـسين    

   در شرايط آزمايشگاهيMICبرابر 
هـاي    لگاريتمي تعداد كلـوني  نشان دهندة تغييرات2نمودار  

 B فرم آزاد آمفوتريسين     MICهاي برابر     تشكيل شده در غلظت   
. بيوتيــك اســت هــاي حــاوي و فاقــد ايــن آنتــي و نانوكپــسول

هــاي حــاوي  شــود نانوكپــسول طــور كــه مــشاهده مــي  همــان
 ساعت توانـسته اسـت رشـد        24 در مدت زمان     Bآمفوتريسين  

كه فرم آزاد آن قـادر بـه         يقارچ مذكور را متوقف نمايد؛ در حال      
هاي تشكيل   اين عمل نبوده و اختلاف بين لگاريتم تعداد كلوني        

  ). P>05/0(دار است  شده معني
  

   بحث-4
امروزه تحقيقات در زمينه توليد حاملين داروي آمفوتريسين        

B    اي از حاملين ويژه اسـت كـه سـميت             در راستاي توليد دسته
بـر خاصـيت ضـد قـارچي آن         كه تـأثيري     اين دارو را بدون اين    

به چند دليل   ]. 10[داشته باشد، در بدن انسان به حداقل برسانند         
توليد نانوذرات حاوي اين دارو مورد توجه قرار گرفته است كه           

توان بـه مـواردي نظيـر بهـاي كمتـر پليمرهـاي               از آن جمله مي   
مصرفي و سميت كمتر نـانوذرات تهيـه شـده نـسبت بـه سـاير        

مشخص شـده اسـت كـه       . اشاره كرد ] 16،  15[حاملين دارويي   
هاي پستانداران از طريق      بر سلول  Bسميت داروي آمفوتريسين    

علـت اتـصال آن بـه        افزايش تشكيل منافذ موجـود در غـشا بـه         
نتـايج ايـن    ]. 17[هـا اسـت      كلسترول موجود در غشاي سـلول     

هـاي تهيـه شـده حـاوي         دهـد كـه نانوكپـسول       تحقيق نشان مي  
قدار چشمگيري از اثر هموليزي اين دارو بـر         م  به Bآمفوتريسين  

در ) هـاي بـدن انـسان      عنوان نماينده سـلول    به(هاي قرمز    گلبول
ايـن  . نمايـد    جلـوگيري مـي    Bمقايسه با فرم آزاد آمفوتريـسين       

نتيجه منطبق بر مشاهده جانگ و همكارانش است كـه گـزارش            
ــسين   ــانوذرات حامــل آمفوتري ــوع ن ــد يــك ن ــهBنمودن ــام   ب   ن

LNP-AmB      در مقايسه با آمفوتريسين B       به فـرم آزاد سـميت 
هـاي كليـوي انـسان دارد        هاي قرمـز و سـلول      كمتري بر گلبول  

هاي تهيه شـده در شـرايط        مطالعه ضد قارچي نانوكپسول   ]. 14[
 در ايـن   Bبنـدي آمفوتريـسين       آزمايشگاهي نشان داد كـه بـسته      

كند   يفرمولاسيون نه تنها اثر ضد قارچي داروي مذكور را كم نم          
دسـت   اين امر طبق نتايج بـه     . نمايد بلكه اثر آن را نيز تقويت مي      

تواند ناشي از عواملي ماننـد افـزايش          آمده از ساير تحقيقات مي    
هـاي قـارچي و نيـز         در اطـراف سـلول     Bغلظت آمفوتريـسين    

ها باشـد كـه هـر دو          به اين سلول   Bافزايش ورود آمفوتريسين    
 در لايـه پليمـري منـشأ        مورد ذكر شده از محـصور شـدن دارو        

هاي تهيـه شـده       نانوكپسول MICكاهش  ]. 18،  10[گرفته است   
طـور كـه لمكـه        به فرم آزاد همـان     Bدر مقايسه با آمفوتريسين     

(Lemke)    و تاكموتو (Takemoto)      در مورد نانوذرات حـاوي 
تواند گوياي اين     ، مي ]20،  19[اند     گزارش نموده  Bآمفوتريسين  

اي تهيه شده به علت سميت كمتـر نـسبت    ه باشد كه نانوكپسول  
اي مناسب براي درمـان      عنوان گزينه  تواند به  به فرم آزاد دارو مي    

ا   هـاي ناشـي از قـارچ كانديـد         هاي قارچي نظير عفونت    عفونت
در ايــن تحقيــق آثــار ضــد قــارچي . آلبيكــانس اســتفاده شــود

هاي تهيه شده در شرايط آزمايـشگاهي روي سـوش           نانوكپسول
د قارچ كانديدا آلبيكانس نشان از كـارايي بـالاي آن در            استاندار

هـاي   مقايسه با فرم آزاد دارو داشت؛ زيرا دوز كمتر نانوكپـسول          
رشـد قـارچ    ) Bدر مقايسه با فرم آزاد آمفوتريـسين        (تهيه شده   

 و  (Otsubo)محققـي بـه نـام اتـسوبو         . مذكور را متوقف نمود   
ده حـاوي   همكارانش گزارش نمودنـد كـه نـانوذرات تهيـه ش ـ          

 در شرايط آزمايـشگاهي كـارايي       NS-718نام    به Bآمفوتريسين  
بيشتري نسبت به فرم آزاد داروي مذكور در از بين بردن قـارچ             

 (Cryptococcus neoformans)كريپتوكوكوس نئوفورمـانس  
در نهايــت مطالعــه انجــام شــده نــشان داد كــه      ]. 21[دارد 

 يـك فرمولاسـيون     عنـوان  تواند بـه    هاي تهيه شده مي    نانوكپسول
 براي درمان بيماران قارچي مورد      Bمناسب داروي آمفوتريسين    

استفاده قرار گيرد، زيرا يك تعادل مناسب بين سميت و كـارايي         
  . ضد قارچي آن وجود دارد
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   تشكر و قدرداني-5
  اين طرح تحقيقاتي با حمايت مالي معاونت محترم پژوهشي 

  

وسيله  نجام شده است كه بدين    دانشگاه آزاد اسلامي واحد بروجرد ا     
  .آيد عمل مي از زحمات اين معاونت تشكر و قدرداني به
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