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Abstract 
Objective: In order to overcome the limitation of systemic administration of methylene 
blue, this study investigated the encapsulation of methylene blue in polymeric liposomes 
and drug release following sonication.  
Methods: We encapsulated methylene blue into nanoliposomes. The dynamic light scattering 
(DLS) method was used to measure the size distribution of the liposomes. After loading 
methylene blue into these liposomes, both drug encapsulation efficiency and stability 
were fluorometrically determined. Biodistribution of drug was studied in vivo in a mouse 
model of adenocarcinoma tumor cells. The amount of drug released upon 1 MHz 
sonication at an intensity of 2 W/cm2 was fluorometrically verified in vitro.   
Results: DLS studies showed that the synthesized liposomes had an average size of 
66.19±4.49 nm. Methylene blue was efficiently encapsulated in nanoparticles at an 
average of 65.21±3.47%. Stability of the generated liposomes decreased with time. 
Biodistribution study revealed that the drug content in the group that received liposomal 
drugs in their tumor tissue was significantly higher than in the group that received 
methylene blue in its free form and in the heart was inverse (P<0.05). The results 
indicated that a 5 min application of 1 MHz ultrasound caused a methylene blue release of 
approximately 51.8±8.3% from the nanoparticles.  
Conclusion: This study has shown that fabricated liposomes are suitable for the 
encapsulation and delivery of hydrophilic photosensitizers such as methylene blue. 
Ultrasound-triggered release was achieved by the use of a 1 MHz ultrasound. 
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  چكيده

اج سازي داروي متيلن بلو به دنبال تابش امو         در اين مطالعه استفاده از ليپوزوم پليمري براي كپسوله كردن دارو و رها             :هدف
 . ه استشدفراصوتي ارزيابي 

 در اين مطالعه متيلن بلو داخل نانوليپوزوم پليمري قرار داده شد و توزيع ذرات به روش تفـرق دينـاميكي نـور    :ها مواد و روش  
شـناختي دارو در   پس از بررسي ميزان كپسوله شدن دارو و پايداري نانودرات به روش فلورومتري، توزيـع زيـست            . شدبررسي  
 و   مگـاهرتز  1سازي دارو به دنبال تابش امواج فراصوتي         همچنين ميزان رها  . شداي موش با تومور آدنوكارسينوما برآورد       ه بافت

  .شدمتر مربع به روش فلورومتري ارزيابي   وات بر سانتي2با شدت 
رار دارد و ميـزان داروي       نانومتر ق ـ  19/66±49/4گيري نشان داد كه قطر نانوذرات ساخته شده در حدود             نتايج اندازه  :نتايج

نتايج . يابد همچنين پايداري نانوذره محتوي دارو با گذشت زمان كاهش مي. است درصد 21/65±47/3محبوس شده در آن  
در گروه تزريق داروي محبوس شده در ليپوزوم از         تومور  شناختي نشان داد كه ميزان داروي استخراج شده از           توزيع زيست 

همچنين ميزان تجمع داروي محبوس شده ليپـوزومي        ). >05/0P(داري بيشتر است      به طور معني   تزريق داروي محلول آزاد   
  بـا تـابش امـواج فراصـوتي بـه مـدت       ). >05/0P(داري كمتـر از تزريـق داروي آزاد محلـول بـود          در قلب به طـور معنـي      

  .دست آمد به 8/51±3/8 دقيقه، ميزان رهايش دارو از نانوذرات 5
با تابش امـواج    . رات پليمري ساخته شده براي كپسوله كردن داروي حساس كننده متيلن بلو مناسب است              نانوذ :گيري نتيجه

  .يابد  مگاهرتز، توانايي رهايش دارو افزايش مي1فراصوتي تك فركانس 
  

  نانوحامل، حساس كننده، متيلن بلو، امواج فراصوت:كليدواژگان

  
  

  مقدمه
ر جوامـع انـساني،     ترين علـت مـرگ و ميـر د         يكي از شايع  

  شـامل   هـاي رايـج كنـوني    درمان سرطان با روش. سرطان است

  
  
  
  
  
  

درماني است كه بـراي بـسياري از         جراحي، راديوتراپي و شيمي   
تومورهاي عود كننده به دليل عوارض جانبي قابل انجام نيـست           

همچنين در بيماران سالخورده    . هاي بسياري در پي دارد     يا هزينه 
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  ك مگاهرتزينانوليپوزوم پليمري با تابش امواج فراصوتي از حساس كننده نوري متيلن بلو رهاسازي داروي 
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ها بيشتر جنبـه     احي مقدور نبوده و درمان آن     نيز اغلب روش جر   
هاي غيرتهاجمي و هدفمند،     امروزه درمان  بنابراين   ؛تسكيني دارد 

 به طور )Photodynamic Therapy(مانند فتوديناميك درماني 
ايــن روش درمــاني از جملــه . ســتا اي افــزايش يافتــه فزاينــده
 هـاي نـوري    هاي ديناميكي درمان با حضور حساس كننده       روش

پـذيرد   است كه با تحريك فتوشيميايي حساس كننده انجام مـي         
در فرآيند درمـان غيرتهـاجمي فتوديناميـك درمـاني، از           . ]2،  1[
هـاي نـوري در شـرايط فاقـد نـور            جايي كه حـساس كننـده      آن
 توان از پرتوي نوري كانوني شده روي تومور        ، مي استضرر   بي

هاي بـدخيم بـدون    استفاده كرد كه موجب نابودي انتخابي بافت    
در فتوديناميك درمـاني    . ]4،  3[شود   تأثير منفي بر بافت سالم مي     

ز ورود داروي حساس كننده به بدن و تجمع در ناحيه بافت            پس ا 
تومور، ناحيه مورد نظر تحـت تـابش نـور مرئـي بـا طـول مـوج                  

گيرد و به دنبال تحريك نوري ماده حساس كننده          مناسب قرار مي  
 .]5،  1[شـود    هاي آزاد، مـرگ سـلولي آغـاز مـي          و توليد راديكال  

مكانيسم مرگ سلولي در فتوديناميك درماني شامل آسيب مستقيم         
هاي توموري، تخريب شبكه عروقي تومـور كـه موجـب            به سلول 

 و پيـشرفت نكـروز   )Hypoxic Effect(عوارض هايپوكـسيك  
)Necrosis (          در تومور خواهد شد و فعال كـردن پاسـخ ايمنـي

هـا از   آل بايـد برخـي ويژگـي    يك حساس كننده ايده   . ]6[ است
قبيل خلوص شيميايي، تمركز انتخابي در تومور، سميت كـم در          

يت فتوشـيميايي  شرايط عدم حضور نور، دفع سريع از بدن، فعال      
 .هاي بلند نوري را دارا باشد      بالا و قابليت تحريك در طول موج      

آل سـاخته نـشده اسـت و         هر چند تاكنون حساس كننـده ايـده       
در بـين    ؛ امـا  ]7[مطالعات در اين زمينه در حـال انجـام اسـت            

بـه  ) Methylene Blue(هاي نـوري متـيلن بلـو     س كنندهحسا
. گيـرد  طور وسيعي در فتوديناميك درماني مورد استفاده قرار مي        

هـاي فعـال اكـسيژني، قابليـت تحريـك نـوري،             توليد راديكـال  
انتخـاب  سميت كـم و ارزان بـودن آن باعـث شـده اسـت كـه                 

 مزايـاي   با وجود . ]9،  8[مناسبي براي فتوديناميك درماني باشد      
حـــساس كننـــده متـــيلن بلـــو، اســـتفاده بـــاليني از آن داراي 

 عـدم آثـار     تـوان بـه    مـي  جملـه   آن  از  است كه   هايي   محدوديت
 دليل تخريـب    درماني مناسب به دنبال تزريق سيستميك دارو به       

  .]10، 7[ اشاره كردها   دارو توسط آنزيمشناختي زيست

ها بـه    هاي اخير با پيشرفت نانوتكنولوژي، نانوحامل      در سال 
عنوان يك ابزار مناسب براي كپسوله كـردن و تحويـل دارو در             

. ســتا ميــك درمــاني، مــورد توجــه قــرار گرفتــهفرآينــد فتودينا
 آثـار ها، داروها را از تخريب آنزيمـي حفـظ كـرده و              نانوحامل

دهـد   جانبي آن را نسبت به تزريق سيستميك دارو كـاهش مـي           
هاي تحويل دارو، نانوذرات ليپـوزومي       از بين سيستم  . ]12،  11[

بر پايه تركيبات پليمري به عنوان يك ابـزار غيـر سـمي و غيـر                
هـاي پليمـري     بـه عـلاوه نانوحامـل     . اسـت ايمنولوژيك مطرح   

سازي دارو با تـابش امـواج فراصـوتي را           قابليت باز شدن و رها    
يك روش بالقوه براي افـزايش كـارايي         بنابراين ؛]14،  13[دارد  

هـا در   هايي ماننـد متـيلن بلـو، كپـسوله كـردن آن         حساس كننده 
سازي دارو از    براي رها . استهاي دارويي مانند نانوذرات      حامل

ها تـابش    هاي مختلفي وجود دارد كه يكي از آن        نانوذرات روش 
ــه دنبــال تــابش امــو. امــواج فراصــوتي اســت اج فراصــوتي، ب

 )Inertial Acoustic Cavitation(هاي صوتي ناپايـدار   حفره
هــا  شــود كــه بــا فرآينــد فروپاشــي حفــره در محــيط توليــد مــي

)Collapse(          شـود  ، دما و فشار بالايي به طور موضعي ايجاد مـي .
هاي دارو شـده   تواند باعث انتقال انرژي به نانوحامل    اين پديده مي  

ارو به طور كاملاً موضـعي در اختيـار ناحيـه          ها، د  و با باز شدن آن    
تـابش امـواج فراصـوتي بـراي        . ]15[رد  ي ـگ مورد درمان قرار مـي    

ــه مــي  ــايي اســت كــه از آن جمل ــوان  رهــايش دارو داراي مزاي ت
   .]16[خصوصيت غيرتهاجمي آن و امكان نفوذ عمقي را نام برد 

با توجه به قابليت نانوذرات ليپوزومي براي حمل داروها و          
سـازي انتخـابي و موضـعي دارو تحـت تـابش امـواج               نيز رهـا  

حامـل  فراصوت، در مطالعه حاضـر ابتـدا نـانوذرات ليپـوزومي            
پـس از بررسـي     . شـود  داروي حساس كننده متيلن بلو تهيه مـي       

ابعاد، زمـان پايـداري، ميـزان بارگـذاري داروي متـيلن بلـو در               
شناختي، امكـان رهاسـازي دارو       نانوذره پليمري و توزيع زيست    

در محيط آبي تحت تـابش امـواج فراصـوتي يـك مگـاهرتز و               
. گيـرد  ي قرار مي  متر مربع مطالعه و بررس      وات بر سانتي   2شدت  

هدف نهايي بررسي امكان رهايي دارو از نانوحامـل هـا تحـت             
سـازي و بررسـي تجمـع داروي كپـسوله شـده در              فرآيند حفره 
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در اين مطالعه زمان تـابش فراصـوتي در محـدوده         . تومور است 
 . خواهد بود) Hyperthermia(زير هايپرترمي 

  

  ها مواد و روش
 محتـوي حـساس كننـده       هاي پليمـري   براي ساخت نانوحامل  

ــك    ــو، پلوروني ــيلن بل ــواد مت ــوري، م ، )F68) Pluronic F68ن
، )آمريكـا  (Sigma-Aldrichكلسترول و روغن نارگيل از شركت       

كلروفـرم و  ، )آمريكـا  (Avanti polar Lipidsاز شـركت  ليپوييد 
ــل از ــان (Merckشــركت  متان ــوروكربن از شــركت ) آلم   و پرفل

Acros Organics) در مطالعه حاضر براي تهيـه  . يه شدته) آمريكا
نانو ليپوزوم حاوي متيلن بلو از روش هيدراتـه كـردن لايـه نـازك               

، ) درصـد F68) 8/0ابتـدا پلورونيـك    .]17[ليپيـدي اسـتفاده شـد    
در حلالـي شـامل     )  درصـد  2/1(و كلسترول   )  درصد 8/2(ليپوييد  

بالن ته  مجموعه در يك    . حل شد ) 1:2به نسبت   (كلروفرم و متانل    
) سوئيس) (Buchi, Rotavapor R-124(گرد به دستگاه روتاري 

تا حلال تبخيـر شـود و فـيلم ليپيـدي در كـف ظـرف                شد  متصل  
ليتـر محلـول     ميلـي 10در ادامه فيلم ليپيدي با افزودن   . شودتشكيل  

 دقيقـه   10هيدراته شده و سپس بـه مـدت         )  درصد 1/0(متيلن بلو   

) ,Sonication) (Hielscher,UP400S (امـواج فراصـوتي   تحت  
و )  درصـد  8/1(به دنبـال آن روغـن نارگيـل         . قرار گرفت ) آلمان(

و يكنواخـت كـردن     شـد   به آن اضافه    )  درصد 0/16(پرفلوروكربن  
)Heidolph, DIAX100) (دقيقـه  15محلـول بـه مـدت    ) آلمان 

 محلول مجـدداً روي آن      امواج فراصوتي در نهايت   . صورت گرفت 
براي تعيين محدوده ابعـاد نـانوذرات       . ام شد  دقيقه انج  10به مدت   

 هـا از روش تفـرق دينـاميكي نـور     ليپـوزومي و نحـوه توزيـع آن   

)Dynamic Light Scattering:DLS ( ــتگاه  Zetasizerاز دس
)Malvern Instruments Ltd) (استفاده شد) آمريكا.  

هاي تهيـه شـده،      براي تعيين مقدار بارگذاري دارو در ليپوزوم      
براي اين كـار    . شداستفاده  ) Fluorometry(ورومتري  از روش فل  

 )Shimadzu, RF-1500(ها در سيستم اسـپكتروفلورومتر   نمونه
 650قرار داده شد و با تنظيم طول موج جذب در ناحيه            ) ژاپن(

 نانومتر، ميـزان نـشر داروي       680نانومتر و طول موج گسيل در       
دن ليپـوزم   بـا ليـز كـر     (خارج از نانوذره، نشر فلورسانس كلـي        

گيري شد   و همچنين نشر زمينه اندازه    )  درصد 10توسط تريتون   
با توجه به نشر فلورسانس متيلن بلو درصد داروي         ). 1نمودار  (

  : دشها از رابطه زير برآورد  محبوس در نانوحامل
  

100 × )]FIback-FItotal)/(FIback-FIencap = [( داروي محبوس)1           :()درصد(  
  

 مقدار فلورسـانس داروي متـيلن بلـو         FIencap رابطه   در اين 
مقــدار Count( ، FItotal(داخـل نـانوذره بـر حــسب شـمارش     

فلورسانس متيلن بلو در محيط پس از ليز كردن نانوذره حـاوي            
بـه دنبـال سـاخت     .است ميزان فلورسانس زمينه FIbackدارو و 

ه به  نانوذرات محتوي دارو، الگوي پايداري نانوذرات ساخته شد       
 بررسـي  روز   5روش فلوريمتري به مدت يك ماه و در فواصل          

) Encapsulation(براي اين منظور ميزان داروي محبوس       . شد
محاسبه ) 1(در نانوذرات در فواصل زماني مشخص طبق رابطه         

كاهش ميزان داروي محبـوس، نـشان دهنـده نـشت آن از             . دش
  .استنانوذره و كاهش پايداري نانوذره 

  

  

  
  

ــود ــه1ار نم ــستم      نمون ــط سي ــه توس ــو ك ــيلن بل ــشري مت ــف ن اي از طي
طـول  . ثبت شده اسـت ) ژاپن) (Shimadzu, RF-1500(اسپكتروفلورومتر 

 نانومتر 680 نانومتر تنظيم و طول موج گسيل در 650موج جذب در ناحيه   
آشكار شده است كه معرف ميزان نشر دارو متيلن بلوي خـارج از نـانوذره               

  .است
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 m

jm
s.

m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

24
-1

1-
28

 ]
 

                             4 / 12

https://mjms.modares.ac.ir/article-30-580-en.html


  ك مگاهرتزينانوليپوزوم پليمري با تابش امواج فراصوتي از حساس كننده نوري متيلن بلو رهاسازي داروي 
  

  

15  Modares Journal of Medical Sciences: Pathobiology, 15(2), Summer 2012 15 

شناختي حساس كننده متـيلن بلـو،        توزيع زيست براي بررسي   
 هفتـه از مؤسـسه      7-5 با سن    BALB/cهاي ماده مدل     ابتدا موش 

 مدت نگهداري حيوانات، تغذيـه،      طي. پاستور تهران خريداري شد   
اسـاس   آب، فضاي نگهداري، دما و ساير پارامترهاي نگهـداري بـر          

اه هاي مرجـع نگهـداري از حيوانـات آزمايـشگاهي دانـشگ            توصيه
متـر مكعـب از بافـت         ميلـي  3-2حـدود    .تربيت مدرس انجام شد   

 بـه  )Breast Adenocarcinoma(تومور آدنوكارسينوماي پـستان  
) در ناحيه شكم  (هاي گيرنده    روش كاشت در زير پوست موش     

در ادامـه پـس از رسـيدن قطـر      . دشو در شرايط بيهوشي پيوند      
شناختي داروي   متر، بررسي توزيع زيست     ميلي 10-8تومورها به   

براي ايـن   . هاي موش انجام شد    محلول و كپسوله شده در بافت     
 سر موش حامل تومور به دو گروه تزريق داروي        6منظور تعداد   

با . متيلن بلو محلول و تزريق نانوذره محتوي دارو تقسيم شدند         
، ]19،  18[توجه به سينتيك دارو و الگوي تجمـع آن در بافـت             

گرم بـر كيلـوگرم دارو،        ميلي 8 ساعت پس از تزريق      3ها   حيوان
كه ) به دليل جذب بالا   (ها   هاي مورد نظر آن    كشته شدند و بافت   

. دششامل تومور، قلب، خون، طحال، كبد و كليه بود، استخراج           
فت به روش استخراج جفت يـوني       گيري ميزان دارو در با     اندازه

)Ion-pair Extraction ( براي ايـن كـار   . ]20[صورت گرفت
هـا   و سپس بافـت   شد  ها اضافه    به بافت ليتر آب مقطر      ميلي 2ابتدا  

) IKA, T25 Digital, Ultra-Turrax(به وسيله دستگاه همـزن  
 .شـد يكنواخت  )  دور در دقيقه   20000( دقيقه   2، به مدت    )آلمان(

 ميلي ليتر محلول هگـزان سـولفونات سـديم          1به دنبال آن مقدار     
)Sodium hexanesulfonate() Merckميلي ليتـر  2 و )، آلمان 
 )آلمان) dichloroethane) (Merck)-1,2( حلول دي كلرواتانم

 4000 دقيقـه بـا      10به آن اضافه و سپس تركيب حاصل به مدت          
در نهايـت فـاز    .شـد ) آلمان) (Hettich(دور بر دقيقه سانتريفوژ 

ــا دســتگاه    ــزان جــذب آن ب ــافتي اســتخراج و مي ــي عــصاره ب آل
 ,Optizen 2120 UV Plus Spectrometer(اسـپكتروفتومتري  

Mecasys Co Ltd() ــره ــوج  ) ك ــول م ــانومتر 657در ط  ن
هـاي   ابتـدا منحنـي اسـتاندارد دارو در بافـت         . شـد گيـري    اندازه

گيري ميزان جذب در فاز آلي، عـصاره         مختلف و سپس با اندازه    

هــاي هــر حيــوان  و ميــزان غلظــت دارو در بافــتتهيــه بــافتي 
مواج فراصـوتي  براي بررسي مدت زمان تابش ا .گيري شد اندازه

 سـر مـوش حامـل       3 مگاهرتز در زير حد هايپرترمي، تعـداد         1
دهـي   در محفظه مخـصوص تـابش     ) متر  ميلي 10-8قطر  (تومور  

 قرار داده شدند و با استفاده از ترمومتر ديجيتال دو كانالـه             ]21[
)CHY/502A, Centenary Materials) (قابل اتصال ) تايوان

. گراد، دمـا پـايش شـد        درجه سانتي  ±1/0به كامپيوتر و با دقت      
ها در داخل تومور و ديگـري در محـيط آبـي             يكي از ترموكوپل  

 دقيقـه  20هر حيوان بـه مـدت   . اطراف بدن موش قرار داده شد  
ــوتي   ــع فراصـ ــابش منبـ ــت تـ ــاهرتز 1تحـ   Sonopuls( مگـ

492, Enrof Nonius Co.) ( دهـي   در شـرايط تـابش  ) هلنـد
متـر    وات بـر سـانتي     2 زماني   -پيوسته، با شدت متوسط فضايي    

. قـرار گرفـت   متـر مربـع    سـانتي 5سطح تـابش مـؤثر   با مربع و 
ــستوني  ) Calibration(كاليبراســيون  ــتگاه صداســنج پي ــا دس ب

)Hydrophone, PA124, 25mm diameter, 20kHz-1MHz,  
Precision Acoustics Ltd) (ــا ــله  ) آمريك ــه در فاص  1ك

قـرار داده شـد، انجـام       ) Probe(متري در مقابـل پـروب        سانتي
خروجي، صداسنج بـه    ) Signal(براي پايداري سيگنال    . گرفت

صداسـنج بـه    . مدت يك ساعت درون محفظه آب قرار گرفـت        
و ) Digital Oscilloscope(يــك اسيلوســكوپ ديجيتــال   

ابتـدا  . شـد  متـصل  ) Spectrum Analyzer(اسپكتروم آنالايزر 
سيگنال زمينه در شرايط عدم تابش فراصوتي توسط هيـدروفون      

هـاي ثبـت شـده حاصـل از تـابش            سـيگنال . گيـري شـد    اندازه
ــاهرتز اســت1فراصــوت  ــيگنال از .  مگ ــر س ــه 32768ه  نقط

 مگـاهرتز و    5/2برداري حـداقل     اطلاعات كه در فركانس نمونه    
هـاي   سيگنال. است، تشكيل شده    دهش مگاهرتز ثبت    10حداكثر  

ثبت شده براي استخراج محتواي فركانسي با اسـتفاده از آنـاليز            
 Matlabافـزار   در نـرم ) Fourier Transform(تبـديل فوريـه   

دهـي   ثبت سيگنال در شرايط مختلف تابش  . شدتجزيه و تحليل    
 مگـــاهرتز در حالـــت پيوســـته و در 1در ميـــدان فراصـــوتي 

متر مربـع بـه منظـور     سانتي وات بر  2 و   5/1،  1،  5/0هاي   شدت
بررسي تأثير تغيير شدت صوتي در تغيير دامنه سيگنال صـورت           
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متـر از سـطح     ميلـي 10دما در مركز تومور و بـا فاصـله    . گرفت
گيري سه بار  هر اندازه.  ثانيه ثبت شد   15پروب با بازه زماني هر      

و بــدين ترتيــب تغييــرات دمــايي در طــول زمــان د شــانجــام 
  .شدگيري  اندازهي دهي فراصوت تابش

براي بررسي ميزان رهايش داروي محبوس در نـانوذره بـه           
ابتـدا  . دنبال تابش فراصوت، از روش فلورومتري اسـتفاده شـد         

ــه ــي  محفظ ــنس پل ــاد   اي از ج ــه ابع ــك و ب  10×15×15اكريلي
در يـك وجـه محفظـه مكعبـي         . متر مكعب سـاخته شـد      سانتي

 ايجاد و پروب در     اي به ابعاد قطر پروب فراصوتي      سوراخ دايره 
همچنـين در مقابـل محـل ورودي پـروب،        . آن محل ثابت شـد    
) سـي   سـي  15به حجـم    (گيري سلول مكعبي     سكويي براي قرار  

داخل محفظه قبـل    ). 1شكل  (حاوي داروي ليپوزومي تعبيه شد      
پـر  ) گـراد   درجه سـانتي   35(دهي تا ارتفاع معين از آب        از تابش 

 ـ     . دش سـي بـه      سـي  15ه حجـم    پس از ريختن داروي ليپوزمي ب
 دنخوانبا  . درون سلول مكعبي، تابش فراصوتي صورت گرفت      

ميزان فلورسانس دارو در زمان قبل و بعد از تـابش و همچنـين              
سـازي دارو بـه      گيري ميزان گسيل تابش زمينه، درصد رها       اندازه

  . دشدنبال تابش امواج فراصوت محاسبه 
  

  
  

  اصوتي داروي ليپوزوميدهي فر  نماي شماتيك سيستم تابش1شكل 
  

ها، نتايج   گيري مستقل در تمام آزمايش     پس از سه بار اندازه    
به دنبال بررسـي    . شده  يارا انحراف معيار    ±به صورت ميانگين    

-هـاي حاصـل بـا آزمـون برازنـدگي كولمـوگروف            توزيع داده 
ــميرنوف  ــان از ) Kolmogorov-Smirnov Test(اس و اطمين

ــال  ــودن داده) Normal(نرم ــ ب ــه و تحليــل   ازاه آزمــون تجزي
 بـراي   05/0داري كمتـر از      با سطح معني  ) ANOVA(واريانس  

ــايج  ــسه نت ــدمقاي ــتفاده ش ــتفاده از  . اس ــا اس ــاري ب ــل آم تحلي
  .انجام شد) آمريكا (16 نسخه SPSSافزارآماري  نرم

  

  نتايج
پس از ساخت نانوليپوزوم پليمري با روش ذكر شده، اندازه       

. دش ـگيـري    ينـاميكي نـور انـدازه     ذرات توسط سيستم تفـرق د     
هـا   حسب اندازه آن  فراواني نانوذرات محتوي دارو بر2نمودار 

در ايـن نمـودار     . دهـد  نشان مـي  ) DLS(را با سيستم تفرق نور      
محور افقي نشان دهنده قطر نـانوذرات محتـوي دارو و محـور             

طـور كـه در      همان. ها بر حسب درصد است     عمودي فراواني آن  
ست، حداكثر فراواني نـانوذرات محتـوي دارو        نمودار مشخص ا  

ميانگين و انحـراف معيـار      .  نانومتر قرار دارد   60حدود   ابعاددر  
اندازه نانو ذرات با روش فوق روي سـه سـري نمونـه سـاخته               

  .دست آمد بهنانومتر  19/66±49/4شده 
  

  
  

بر حسب اندازه   ) درصد( هيستوگرام فراواني نانوذرات محتوي دارو       2نمودار  
  تفرق ديناميكي نور با روش) نانومتر(ها  آن

 
گيـري مـستقل     نتايج فلورومتري حاصل از سـه بـار انـدازه         

هــاي ليپــوزومي محتــوي دارو نــشان داد كــه ميــزان  نانوحامــل
درصـد   21/65±47/3احتباس دارو در داخـل ليپـوزوم حـدود    

كه داروي متيلن بلو محلول در آب بوده و           با توجه به اين    .است
ميـزان   بنـابراين ،  دش نانومتر برآورد    100طر ذرات زير    متوسط ق 

  . محبوس شدن دارو در حد مطلوبي قرار دارد
پس از بررسي اندازه نـانوذرات و بارگـذاري دارو، الگـوي            

به ايـن منظـور سـه نمونـه از نـانوذره            . پايداري آن بررسي شد   
گــراد نگهــداري و در   درجــه ســانتي4محتــوي دارو در دمــاي 
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تلف پس از ساخت، به مدت يك ماه پايـداري آن           هاي مخ  زمان
نتايج پايداري دارو در نمـودار      . به روش فلوريمتري بررسي شد    

  .شده استه يارا 3
  

 
  

 نمودار پايداري نانوليپوزوم محتوي دارو با گذشت زمان تا يك مـاه             3نمودار  
  پس از ساخت

  
 مشخص است پايـداري نـانوذره       3طور كه در نمودار      همان
يابد، هـر چنـد تـا پـنج          ارو با گذشت زمان كاهش مي     محتوي د 

بـا توجـه بـه الگـوي        . مانـد  روز پس از ساخته شدن پايدار مـي       
ها براي بررسي    پايداري، تزريق نانوذرات محتوي دارو به حيوان      

ــست ــع زي ــدن   توزي ــاخته ش ــد از س ــناختي دارو، در روز بع ش
  .انجام شدنانوذرات 

  

 
  

ار مقــدار داروي متــيلن بلــو بــر حــسب  ميــانگين و انحــراف معيــ4نمــودار 
هـاي   هاي مـورد بررسـي حيـوان       ليتراستخراج شده از بافت    ميكروگرم بر ميلي  

 يمورد آزمون با دو نوع تزريق داروي محلول متيلن بلو و داروي متـيلن بلـو               
  كپسوله شده 

  
شناختي داروي محلول متيلن بلو      براي بررسي توزيع زيست   

در ) Liposomal Drug(ده  كپـسوله ش ـ يو داروي متيـل بلـو  
هاي مختلف به دنبال استخراج فاز آلي عصاره بافتي، ابتـدا            بافت

هاي مختلـف تهيـه و سـپس بـا           منحني استانداد مربوط به بافت    
ها، ميزان داروي موجـود در هـر بافـت           استفاده از از اين منحني    

 ـاراگيري و نتايج به صورت ميانگين و انحـراف معيـار             اندازه ه ي
  ).4دار نمو(د ش

براي مقايسه ميزان داروي استخراج شده از بافت، از آزمون          
 درصـد اسـتفاده     95تجزيه و تحليل واريانس با سطح اطمينـان         

در  نتايج نشان داد كه ميزان داروي استخراج شده از تومور. شد
گروه تزريق داروي ليپوزومي نـسبت بـه گـروه تزريـق داروي             

 همچنـين  ).>05/0P (داري بيـشتر اسـت   محلول به طـور معنـي    
داري كمتـر از     ميزان تجمع داروي ليپوزومي در قلب به طور معني        

هـا   و در ساير بافت   ) >05/0P(تزريق دارو به صورت محلول بود       
با توجه به نمـودار     ). <05/0P(دار مشاهده نشد     نيز اختلاف معني  

شود كـه تزريـق دارو بـه شـكل ليپـوزومي، سـبب                ملاحظه مي  4
  .شود بر برداشت دارو توسط بافت تومور مي برا5/2افزايش 
  

 
  

و محـيط   )Tumor( ميانگين و انحراف معيار افـزايش دمـاي تومـور   5نمودار 
 20گراد در مدت     بر حسب درجه سانتي   ) Environment(آبي اطراف حيوان    

  دهي فراصوتي دقيقه تابش
  

 پايش دمايي تومور و محيط آبي اطـراف بـدن           5در نمودار   
از . گـراد نـشان داده شـده اسـت     رجـه سـانتي  موش بر حسب د 

  كـارگيري تـابش فراصـوتي پيوسـته بـا فركـانس             جايي كـه بـه     آن
متر مربع، توأم با توليد گرمـا         وات بر سانتي   2 مگاهرتز و شدت     1

 درجـه   41بـيش از    (باشد و افـزايش دمـا در حـد هـايپرترمي             مي
مي در  شـناختي ناشـي از هـايپرتر       تواند آثار زيست   مي) گراد سانتي

مـدت زمـان تـابش      ، لـذا انتخـاب      ]22[سلول و بافت ايجاد كند      
سازي دارو از نانوذرات، بايد بـه        فراصوتي براي بررسي ميزان رها    
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  .اي باشد كه افزايش دمايي در زير حد هايپرترمي قرار گيرد گونه

دهـي بـراي     دسـت آمـده، زمـان تـابش        با توجه به نتايج بـه     
سازي   دقيقه انتخاب گرديد تا رها     5سازي دارو از نانوذرات،      رها

  . ه اثرات غير گرمايي امواج فراصوت محدود گردددارو، تنها ب
هـا در    بررسي ميزان رهايش داروي محبـوس در نانوحامـل        

گـروه كنتـرل شـامل      . هاي كنترل و تحت تابش انجام شد       گروه
 دقيقه در محيط آبي با دمـاي        5هايي بود كه فقط به مدت        نمونه

 نتايج فلـورومتري حاصـله از     . گراد قرار گرفت    درجه سانتي  35
گيري مستقل، به صورت ميانگين و انحراف معيـار          سه بار اندازه  

درصـد رهاسـازي دارو بـه       .  نشان داده شده اسـت     1در جدول   
  : دست آمد دنبال تابش فراصوتي از رابطه زير به

  
100 × )]FIbefore US-FItotal)/(FIbefore US-FIafter US = [( رهاسازي)درصد(  

  
 فلورسـانس داروي متـيلن    مقـدار FIafter USدر ايـن رابطـه   

بلوي آزاد شـده پـس از تـابش فراصـوتي برحـسب شـمارش،               
FIbefore US   مقدار فلورسانس متيلن بلو در محيط قبـل از تـابش 

 مقدار فلورسانس متيلن بلو پس از ليز كردن         FItotalفراصوتي و   
  .استنانوذره حاوي دارو 

  
يري ميزان رهايش   گ در روش اندازه  ) Count( مقدار نشر فلورسانس     1جدول  

 دارو به دنبال تابش فراصوتي
  

زمان 
 )دقيقه(

FIbefore US FItotal FIafter US 

5/2  86/58 ± 01/2  33/140 ± 21/3  93/80 ± 86/6  

0/5  90/53 ± 21/1  16/143 ± 02/2  13/100 ± 38/7  

  
نتايج نشان داد كه ميـزان رهاسـازي دارو در گـروه تحـت              

متـر مربـع بـا       ي وات بـر سـانت     2تابش فراصوتي حالت پيوسـته      
 دقيقه، در حدود    5/2 مگاهرتز براي مدت زمان تابش       1فركانس  

 دقيقـه در    5 درصد و بـراي مـدت زمـان تـابش            42/8±09/27
 در گـروه كنتـرل      امـا  يابد  درصد افزايش مي   8/51±26/8حدود  

گونـه    دقيقه هيچ  5/2ه و    دقيق 5پس از بررسي در دو بازه زماني        

ــا ــري در رهـ ــازي دارو ملاح تغييـ ــشد سـ ــه نـ ــر از (ظـ   كمتـ
نتايج نشان داد كه نـانوذرات پليمـري سـاخته شـده            ).  درصد 1

براي كپسوله كردن داروي حـساس كننـده متـيلن بلـو، قابليـت              
سازي دارو به دنبال تابش فراصوتي را با سطح اطمينان بيش            رها
 . درصد داراست95از 

  

  بحث
فتوديناميك درماني براي درمان انواع مختلف سرطان شامل        

. ]23[پستان، پوست، پروستات و تخمدان اسـتفاده شـده اسـت     
هـاي نـور، حـساس       در اين روش درماني بعد از جذب فوتـون        

شود و در بازگشت بـه       كننده ابتدا به حالت برانگيخته منتقل مي      
و  ه بسيار فعال بودهكند ك هاي آزاد توليد مي حالت پايه راديكال

. ]24[د  شـو  باعث اكسيداسيون سـلول و نكـروزه شـدن آن مـي           
توانـد انـرژي طـول مـوج         كه مـي  است  ها تركيباتي    حساس كننده 

؛ جذب كرده و آن را به انرژي مفيد تبديل نمايـد  خاصي از نور را
ــه آن ــوف  از جمل ــوان فوت ــي ت ــا م  ، فوســكان)Photoferin(رين ه

)Foscan(  ــاتوپورفيري ــشتقات همـ ، )Hematoporphyrin(، مـ
ــورفيرين  ــشتقات بنزوپـ ــرين)Benzoporphyrin( مـ ــا  ، كلـ هـ

)Chlorines (     نور لازم براي تحريك متـيلن  . و متيلن بلو را نام برد
بلو داراي طول موج نـسبتاً بلنـد بـوده، همچنـين ايـن دارو داراي                

 و  ]25[ اسـت هاي كارسـينوما     ميتوكندري سلول جذب انتخابي در    
هـاي بـدخيم از      هاي لثه و همچنين در بيمـاري       براي درمان بيماري  

ــازال ســل   ــينوماي ب ــه كارس  ،)Basal Cell Carcinoma(جمل
در انـــسان ) Melanoma(و ملانومـــا ) Sarcoma(ســـاركوما 

هاي نوري اصـولاً     توزيع حساس كننده  . ]10[استفاده شده است    
گذاري شده كه به نظـر       ها پايه  بر پايه ويژگي فيزيكوشيميايي آن    

شـوند و همچنـين      رسد كاملاً در بافت هـدف متمركـز نمـي          مي
 آثـار هـا، داراي     شناختي توسـط آنـزيم     علاوه بر تخريب زيست   

  براي بهبود كارايي و    هستند بنابراين هاي سالم    جانبي روي بافت  
توجـه بـه    ايمني در فتوديناميك درماني، نـانوذرات پليمـري بـا           

ها براي ذخيره    پذيري آن  ظرفيت بالاي بارگذاري دارو و انعطاف     
هاي نوري با خصوصيات متفاوت به عنـوان يـك           حساس كننده 
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سيستم تحويل داروي مناسب كانون توجـه قـرار گرفتـه اسـت             
، ليپوزوم،  )Micelle(ها شامل ميسل     كارگيري نانوحامل  به. ]11[

توانـد   ، كريـستال و غيـره مـي       )Nanoemulsion(نانوامولسيون  
ل بـه صـورت هدفمنـد، جلـوگيري از آسـيب بـه              شرايط انتقـا  

هاي سالم و افزايش غلظت دارو در مكان هدف را فـراهم             بافت
  . ]26، 21، 15[آورد 

دوسـت و    نانوذرات پليمـري بـراي تحويـل داروهـاي آب         
ها متصل شـده     بادي نتيتواند به آ   گريز مناسب بوده و نيز مي      آب

بـه  . شـود هاي خـاص     و باعث رهاسازي انتخابي دارو در بافت      
علاوه با افزايش تجمع دارو در محل ضايعه و كـم كـردن آثـار               

. تواند آثار درماني را افزايش دهـد       جانبي داروهاي شيميايي، مي   
سازي دارو بـا     همچنين نانوذرات پليمري قابليت باز شدن و رها       

هـاي مختلفـي     روش. ]15،  13[ دداراصـوت را    تابش امـواج فر   
 سـت ا سازي دارو از نانوذرات مورد بررسي قرار گرفته        براي رها 

هـاي   سازي سريع دارو شامل ميـدان      هاي رها  كه برخي از روش   
واج هــاي مغناطيــسي، دمــا، نــور مرئــي و امــ الكتريكــي، ميــدان

هـا بـراي     امواج فراصوتي يكي از بهترين روش     . استفراصوتي  
 زيرا غير تهاجمي بـوده و       استكاربرد كنترل شده رهايش دارو      

اين امـواج مكـانيكي قابليـت    . تواند به اعماق بافت نفوذ كند     مي
ــدف را دار   ــت ه ــدن روي باف ــانوني ش ــتك ــين اس  و همچن

فـزايش  هـا را ا    نفوذپذيري سـد خـوني بـافتي و غـشاي سـلول           
مكانيسم اعمالي توسط امواج فراصوتي در محيط       . ]16[دهد   مي

. شـود  تقسيم مـي  ) مكانيكي(به دو دسته حرارتي و غير حرارتي        
 استرس حرارتي از جذب انرژي تابشي به وسيله محيط ناشـي 

اسـترس مكـانيكي    . دشـو  شود كه موجب افـزايش دمـا مـي         مي
حفره سـازي شـامل   . ]27[سازي باشد  تواند به صورت حفره  مي

تشكيل هسته، رشد و حركت نوساني حباب در ميـدان صـوتي            
دسته كلي حفره سازي پايـدار و ناپايـدار تقـسيم     است و به دو

 هاي ايجاد شده در سازي ناپايدار حبابحفره در. ]28[شود  مي

كنـد و دامنـه نوسـان        محيط طي چند چرخه به سرعت رشد مي       
مدت كوتاهي حباب فـرو   يابد به طوري كه در ها افزايش مي آن
) مگاپاسكال(ه توليد فشار بسيار بالا      اين فرآيند منجر ب   . ريزد مي

. ]30، 29[ شـود  مي) هزاران درجه كلوين(و درجه حرارت زياد  

كنـد   كه يك حفره به عنوان يك بسته انرژي عمل مي          نيانظر به   
تواند موارد استفاده متنـوعي داشـته باشـد          و اين بسته انرژي مي    

پديده فوق در حوزه هاي مختلف هم در ابعاد نظري و            بنابراين
هـا   درهم شدگي حبـاب . استهم در ابعاد كاربردي مورد توجه  

جر به ايجاد مـوج شـوك، دمـا و          به دنبال پديده حفره سازي من     
هـا    باعث تخريب غـشاي سـلولي و بافـت    و در نتيجه  فشار بالا   

كنـد    رهايش دارو از نانوذرات را تـشديد مـي         ؛ همچنين شود مي
هــا بــراي  در ايــن مطالعــه از در هــم شــدگي حفــره. ]31، 15[

كارگيري در  نده از نانوذرات براي به    سازي داروي حساس كن    رها
  .فرآيند درماني فتوديناميك درماني استفاده خواهد شد

اي   در مطالعه  2008 همكارانش در سال     و) Bechet(بچت  
هـاي   مروري به بررسـي نقـش نـانوذرات بـراي تحويـل عامـل            

فتوديناميك درماني پرداختند و اسـتفاده از نـانومواد بـه عنـوان             
آل و ايمن براي انتقال عوامل فتوديناميك درمـاني          هاي ايد  وسيله

شـناختي و    پذيري زيـست   مطرح شد و همچنين پايداري، تجزيه     
هاي پليمري، سـراميكي و فلـزي        كارايي درماني انواع نانوحامل   

كـارگيري نـانوذرات     در اين مطالعه به   . مورد بررسي قرار گرفت   
هاي بدخيم   اريبه عنوان نقطه اميدي در فتوديناميك درماني بيم       

 در  2010و همكـارانش در سـال       ) Yan(يـان   . ]32[د  شمطرح  
 كپـسوله   ياي به بررسي داروي حساس كننده متيلن بلـو         مطالعه

 In (شده براي درمان آدنوكارسينوم پستان در شرايط برون تني

vitro (    داروي متيلن بلو   . به روش فتوديناميك درماني پرداختند
 نـانومتر قـرار داده شـد و       12در داخل نانوذره پروتئيني به ابعاد       
 در طول موج) He-Ne(نئون -تابش نوري به وسيله ليزر هليوم

.  دقيقه انجام شـد    30وات به مدت      ميلي 20 نانومتر با توان     633
 اثر فتودينـاميكي متـيلن بلـوي كپـسوله          اين مطالعه نشان دهنده   

  . ]9[شده در شرايط برون تني بود 
مطالعه حاضر نشان داد كه نانوذرات پليمري سـاخته شـده           
براي كپسوله كردن داروي حـساس كننـده متـيلن بلـو مناسـب              

ــت ــا  اس ــت ره ــز قابلي ــت  و ني ــازي دارو را داراس ــداز. س ه ان
 نـانومتر و  19/66±49/4هاي ساخته شده در اين مطالعه        ليپوزوم

 درصد  21/65±47/3ها   ميزان بارگذاري داروي متيلن بلو در آن      
كه ميزان داروي محبوس شده در نانوذره براي         با وجود اين  . بود
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تـوان   انجام مطالعات آزمايشگاهي در حد مطلوبي قرار دارد، مي        
د سـازنده ليپـوزوم، ميـزان كپـسوله         با تغيير بهينه در نسبت مـوا      

ــزايش داد  ــوزومي را اف ــدن داروي ليپ ــدير . ش و ) Khdair(خ
آلجينـــات -AOT از نـــانوذرات 2009همكـــارانش در ســـال 

)Aerosol OT- Alginate ( نـانومتر بـراي كپـسوله    62با قطر 
كردن داروي متيلن بلو استفاده كردند و نشان دادنـد كـه ميـزان              

 درصد قرار دارد كـه نزديـك        69حدوده  كپسوله شدن دارو در م    
و همكـارانش در    ) Fang(فنـگ   . ]23[ اسـت حاضر  به مطالعه   

اي از روش هيدراته كردن لايه پليمري كه          در مطالعه  2007سال  
استفاده شد، براي ساختن ليپوزم استفاده كردند       حاضردر تحقيق   

در ) Resveratrol(ن داروي رسـوراترول     ميزان كپسوله شد  كه  
جايي كه نوع    از آن . ]17[ درصد گزارش شد     95ها در حدود     آن

داروي كپسوله شده در آن مطالعه، محلـول در چربـي و انـدازه              
توانـد توجيـه كننـده        نانومتر است، مي   250ها در حدود     ليپوزوم

. ن بلو نسبت به آن باشـد      ميزان تفاوت كپسوله شدن داروي متيل     
اي به    در مطالعه  2004و همكارانش در سال     ) Huang(هوآنگ  

از ) Calcein(بررسي ميزان رهاسازي ماده فلورسانس كالـسين        
تابش فراصوتي با فركـانس     . ليپوزوم حساس به صوت پرداختند    

 60سازي حـدود      دقيقه منجر به آزاد    1  مگاهرتز و زمان تابش    1
نيز نتايج مطالعه حاضر    . ]16[د  شوله شده   درصد از داروي كپس   

 5 مگاهرتز با مـدت زمـان      1نشان داد كه تابش امواج فراصوتي       
 درصـدي دارو از  8/51سازي حدود  تواند منجر به آزاد  دقيقه مي 

هـاي   نانوذرات ليپوزومي از طريق توليد و درهم شـدگي حفـره          
كنـد ولـي علـت       صوتي شود كه نتايج مطالعه مشابه را تأييد مي        

دارو، فرمولاسـيون اسـتفاده   سازي به نـوع   اختلاف در ميزان رها 
شده براي ساخت نانوذره و روش كپـسوله كـردن دارو در ايـن             

 كـارگيري   نتايج اين مطالعه نشان داد كه بـه       . تحقيق وابسته است  
 

ــزايش برداشــت دارو در بافــت   ــرم ليپــوزومي دارو باعــث اف ف
مكانيسم دقيق  . شود توموري نسبت به تزريق داروي محلول مي      

كننده در تومور هنوز مورد ترديد اسـت امـا    تجمع ماده حساس    
 خصوصيات داروي حساس    ،رود چگونگي انتقال دارو    گمان مي 

هـا    آن برخـي از   كه   دارددر اين امر نقش     ويژگي تومور     و كننده
 اسيدي، محتـواي ليپيـد    pHشامل حجم بزرگ آب ميان بافتي،

بالا، عروق خوني نشت كنننده، حجم زيـاد كـلاژن تـازه توليـد             
هـاي ليپـوپروتئين     ، حضور ماكروفاژها و تعداد زياد گيرنده      شده

بـه نظـر    . ]34،  33،  21[ اسـت هاي توموري    كم چگالي در بافت   
توان نانوذرات حامل دارو را به    رسد با تابش امواج فراصوتي مي      مي

دارويـي  تحريك و محتواي     تر در يك محل    صورت بسيار موضعي  
هـا   سـوء دارو روي سـاير قـسمت       آثـار   بيشتري را آزاد نمود و از       

سپس با تابش نور ليزر و تحريـك مـاده حـساس            ؛  جلوگيري كرد 
  .كننده به درمان تومور به روش فتوديناميك درماني پرداخت

توانـد روشـي مناسـب       كارگيري نانوليپوزوم پليمـري مـي      به
. لن بلـو باشـد    براي كپسوله كـردن داروي حـساس كننـده متـي          
سازي دارو در    هچنين نانوذرات پليمري ساخته شده قابليت رها      

 بـه طـوري كـه تـابش         ؛طول تابش امواج فراصوتي را داراسـت      
 مگاهرتز در دماي زير حد هـايپرترمي   1امواج پيوسته فراصوتي    

سازي داروي حـساس كننـده از        تواند منجر به رها    مي)  دقيقه 5(
  .  درصد شود8/51±26/8ن نانوذرات ليپوزومي به ميزا

  

 تشكر و قدرداني
اين تحقيق قسمتي از رساله دكتري رشـته فيزيـك پزشـكي      

 كـه بـا     اسـت دانشكده علوم پزشكي دانـشگاه تربيـت مـدرس          
  . دانشگاه به انجام رسيده استاين حمايت مالي 
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