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Abstract 
  
Background: Chitosan is a biodegradable, biocompatible polymer regarded as safe for human dietary. 

Nanoparticles (NP) prepared with chitosan derivatives typically possess a positive surface charge and 

mucoadhesive properties such that can adhere to mucus membranes and release the drug payload in a 

sustained release manner. Current study is focused on preparation several kinds of chitosan formulations and 

different concentrations of cross linking agents in various conditions and characterization for achievement of 

most stable and biocompatible nanoparticle which labeled by FITC for in vitro tracking . 

Analysis method: In order to better investigate, in addition to chitosan, carboxymethyl chitosan was used. 

Preparation of chitosan nanoparticles is done by Ionotropic gelation method using different concentration of 

sodium tripolyphosphate (TPP) as cross-linking agent. Moreover, the synthesis of FITC-labeled chitosan at a 

combination of time, pH, different concentrations of salt and enzyme was investigated to produce stable 

nanoparticles for intestinal drug delivery. Physical characterization of nanoparticles were estimated by DLS 

and TEM as well as conjugation and covalent links were confirmed by FITR.  

Results: The size of the nanoparticles by transmission electron microscopy (TEM) was about 

100±50.Hydrodynamic diameter was measured by DLS around 150±50 nm. In FTIR, covalent conjugation 

to the chitosan nanoparticles with control samples was confirmed. UV spectroscopy was used to determine 

the efficiency of conjugation which was over 70%.  

Conclusion: All of these findings favor the notion that the FITC conjugated chitosan nanoparticles produced 

in our work may offer promise for the development of an efficient therapeutic and diagnosis carrier for colon 

cancer in the future. However, further investigation is required to provide more evidence on diff erent aspects 

of the targeting activity and stability of this nanoparticle in in vivo. 
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 دانشگاه آزاد اسلامی پزشکیعلوم جله م

 362تا  352صفحات ، 99 زمستان، 4، شماره 30 ورهد

 

  طراحی و سنتز نانوذرات کیتوزان نشاندار جهت انتقال هدفمند دارو به روده

3زاده فاطمه رهبری ،2فهیمه نعمتی منصور،2سپیده خالقی، 1گلشن کریمی زیندشتی
 

   
 علوم پزشکی تهران ، دانشگاه آزاد اسلامی تهران، ایران ن،ینو یها یدانشکده علوم و فناور ،یوتکنولوژیروه بارشد، گ یکارشناس یدانشجو 1
 علوم پزشکی تهران ، دانشگاه آزاد اسلامی تهران، ایران ن،ینو یها یدانشکده علم و فناور ،یوتکنولوژیگروه ب ار،یاستاد2
 مدرس، تهران تیاه تربدانشگ ،یدانشکده علوم پزشک ،یپزشک یوتکنولوژیگروه ب ار،یدانش3

  کیدهچ

شود.  یخطر محسوب م یانسان ب ییغذا میرژ یسازگار است که برا ستیو ز ریپذ هیتجز مریپل نوعی توزانیک :سابقه و هدف
که  یابه گونه ،هستند یمخاط یچسبندگ تیمثبت و خاص یبار سطح یمعمولاً دارا توزانیشده با مشتقات ک هی( تهNPنانوذرات )

 یساز مطالعه آماده نیهدف از ا د.نآزاد کن داریپا ید و محموله دارو را به روش آزاد سازنمخاط بچسب ید به غشاهانتوانیم
 نیسازگارتر ستیو ز نیدارتریبه پا یابیدست یمتفاوت از عوامل اتصال دهنده برا یها و غلظت توزانیمختلف از ک یها ونیفرمولاس
  .بوددار شده  نشان in vitro طیدر شرا FITCکه توسط  بودنانوذره 

نانوذرات از روش ژل شدن  هیته ی. برااستفاده شد توزانیک لیمت یاز کربوکس توزانیبهتر علاوه بر ک یبه منظور بررس :روش بررسی
تز . به علاوه سنبه عنوان عامل اتصال دهنده مورد استفاده قرار گرفت پلی فسفات مختلف تری هایظتد همچنین غلاستفاده ش یونی

 یبرا دارینانوذرات پا دیبه منظور تول میمختلف نمک و آنز یها ، غلظتpHاز زمان،  در ترکیبی FITCکیتوزان نشاندار شده با 
 FTIRو اتصلات کوالان توسط  DLS ،TEMنانوذرات با استفاده از  یکیزیف اتیقرار گرفت. خصوص یبه روده مورد بررس یدارورسان
   .شد یبررس

حدود  DLSبود. قطر هیدرودینامیکی توسط  100±50 حدود (TEM) زه نانوذرات توسط میکروسکوپ الکترونی عبوریاندا ها:یافته
به منظور تایید  UVنانوذرات کیتوزان تایید شد، و از طیف سنجی  بهFITC اتصال کووالان  FTIRگیری شد. در  نانومتر اندازه 50±150

 .% بود70 یش ازکونژوگاسیون استفاده شد که نتیجه اتصال ب

تواند به عنوان یک عامل مفید برای  در آینده می FITCها حاکی از آن است که نانوذرات کیتوزان نشاندار با  تمام یافته  :گیرینتیجه
تشخیص و درمان سرطان روده مورد استفاده قرار گیرد. با این حال تحقیقات بیشتری برای ارائه شواهد بیشتر در مورد پایداری این 

 لازم است. in vivoنانوذرات در شرایط 
 .، سرطان روده، پایداریروده ،FITCنانوذرات کیتوزان،  واژگان کلیدی:

  

 1مقدمه
. کیتاین  اسات کیتین از فراوانترین بیوپلیمرهاا بعاد از سالولز    

طاور برسساته در پوساته    ه ساکارید طبیعی است و بپلینوعی 

                                                 
دانشماره علمو     ن،ینمو  یهمر  یدانشکده علم  و ننمرو    ،یوتکنولوژیگروه ب: تهران، آدرس نویسنده مسئول

 (  email: s.khaleghi@iautmu.ac.irی )خرلق دهیسپی، آزاد اسلام یپزشک

ORCID ID: 0000-0002-1817-3116   
  7/7/98: تاریخ دریافت مقاله

 19/9/98: تاریخ پذیرش مقاله

حشارات و   سخت پوستانی مثل خرچنا  و میگاو، کوتیکاول   

شود. تاریخچه کیتین و کیتوزان ها یافت میدیواره سلولی قارچ

یاک   1811بارای اولاین باار در ساال      .گاردد برمی 19به قرن 

دانشمند فرانسوی به نام براکونوت کیتین را از قاارچ اساتخرا    

کیتوزان را از فرآیند اساتیل   1859کرد. سپس روگت در سال 

روکساید پتاسایم باه دسات     ضور هیدحزدایی بازی کیتین در 

ساااختار آن بااه طااور کاماال  1950آورد و در نهایاات در سااال 

. کیتین و کیتوزان باه عناوان یاک آمیناو پلای      (1) کشف شد
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نظیار و خصوصایاتی   ساکارید طبیعی که دارای سااختمان بای  

به طور وسیعی در پزشکی و صنعت مورد  ،چند منظوره هستند

توان به گیرند. از سمله خصوصیات بارز آنها میاستفاده قرار می

 سازگاری زیستی بالا، زیست تخریب پذیری قابل قبول در کنار

سمیت پایین، همچنین خواص آنتی باکتریال و ضد حساسیت 

. عاالاوه باار ایاان مااوارد، خصوصاایات (3 ،2) آنهااا اشاااره کاارد

بیولوژیکی چون چسبندگی زیستی، ضد سرطان، ضد میکروب، 

کاهش دهنده التهااب و درد، آنتای اکسایدان، منعقاد کنناده      

هش کلساترول، آنهاا را از دیگار پلیمرهاای زیساتی      خون و کا

 آیناده  آنهاا  مشاتقات  و کیتاوزان  متمایز کرده اسات. کیتاین،  

 داروها رهاسازی و انتقال در کمکی عامل یک عنوان به روشنی

های منحصار بفارد کیتاوزان فعالیات     یکی از ویژگی .(4) دارند

ضد اسیدی آن است که ماان  از کااهش ا ار داروهاا در معاده      

انتقال دارو به روده از طریق دهان یکی از چاالش  . (5)شود می

 از موان  فیزیولوژیکی شود. چندینهای دارورسانی محسوب می

 اقامت کم زمان و مخرب هایآنزیم اسیدی، بسیار محیط سمله

به همین  شود. منجر نارسایی این به تواندمی گوارش دستگاه در

 باا  بایاد  و رناد بمای  رنا   دارو نااقص  انتشار از دلیل افراد اغلب

 که هاییحامل امروزه دلیل همین شود. به سبران بالاتر دوزهای

 در هدفگیری توانایی و کنند محافظت دارو تخریب از توانندمی

توساه اسات.    ماورد  بسیار بخشند بهبود را نظر مورد های بخش

اناد در انتقاال و    هایی که بر پایه پلیمر کیتوزان بنا شده سیستم

ها/پپتیدها، فاکتورهای رشاد، داروهاای ضاد     نرهاسازی پروتیی

هااا و  درد و التهاااب، داروهااای ضااد ساارطان، آنتاای بیوتیااک  

هاای ژنای ماورد اساتفاده قارار       همچناین در درماان نارساایی   

توسط  1994 سال در بار اولین کیتوزان نانوذرات .(6) گیرند می

ساارطانی  ضااد داروی رهااایش منظااور ( بااهOhya) اوهیااا

 . (7) شد یهفلورواوراسیل ته

به منظور طراحی نانوذره کیتوزان سهت دارورسانی هدفمند در 

در ساختار کیتوزان تغییراتی ایجاد شاود تاا بتوانناد    د روده بای

بدون تخریب و آزاد سازی دارو از محیط اسیدی معده بگذرناد  

های آنزیمای لولاه گوارشای قارار نگیرناد و در      و تحت تخریب

ده تخریاب شاده و   نهایت به روده برسند و در محیط باازی رو 

طااور کااه اشاااره شااد، سااط    همااان .(8) دارو را آزاد سااازند

های آمین باا باار   نانوذرات کیتوزان حاوی تعداد زیادی از گروه

که امکان حل شادن در محایط اسایدی را فاراهم     است مثبت 

و به همین سهت بسیاری از تحقیقات بر پایه اساتفاده  کند می

کاه   در حالی ،از این ذره در دارو رسانی معده استوار شده است

حقیقات درباره تغییر خصوصیات این نانوذره انجاام  بسیاری از ت

و همچنین کنند های آمین کم شده است تا از میزان این گروه

هاا اتصاالات عرضای در داخال      ساری نماک   با استفاده از یک

نانوذره کیتوزان ایجاد کنند تاا در نهایات باعاق مقاومات ایان      

د شاون نانوذره در محیط اسیدی و باز شدن آن در محیط بازی 

(9 ،10) . 

 عناوان  باه  کیتاوزان  از کاه  شد سعی پژوهش این در رو این از

سانتز ناانوذرات کیتاوزان مقااوم باه       بارای  طبیعی پلیمر یک

با نشاندار کاردن ایان ناانوذرات     شود تامحیط اسیدی استفاده 

یاابی، انتقاال و مانادگاری آن در    ردامکاان   FITCبا پاروتیین  

. در نهایات از ایان ناانوذره باه     شاود فراهم  in vitroهای تست

های آیناده  منظور انتقال مو ر و هدفمند دارو به روده در پروژه

    .استفاده خواهد شد

 

 مواد و روشها

 مواد  

 FITCکیتوزان با وزن مولکولی پایین و فلوئورسین ایزوتیوسایانات  

اسید  از شرکت سیگما و سدیم تری پلی فسفات و منوکلرواستیک

بارای حاذف    0.22و  0.45از شرکت مرک خریداری شد. از فیلتر 

رسوبات و مواد حل نشده استفاده شد. از دساتگاه پراکنادگی ناور    

 ناانوذرات،  انادازه  گیاری متوساط   انادازه  بارای  (DLS)دینامیکی 

 و از (poly dispersity index; PDI)شااااخص پراکنااادگی  

 ناانوذرات  مورفولاوژی  میکروسکوپی الکترونی عبوری برای بررسی

 شیمیایی ساختار بررسی شد.  برای استفاده کیتوزان آمده دست به

 (FTIR)  قرماز  ماادون  تبادیلی  سانجی  طیاف  روش از ناانوذرات 

 بارای  .گرفات  قارار  ارزیابی مورد مولکولی پیوندهای و شد استفاده

 .شد استفادهفلورومتری  از ذرات سذب نانو  درصد تعیین

 یل کیتوزان  تولید کربوکسی مت

میلای   25گرم کیتاوزان باه   2برای تولید کربوکسی متیل کیتوزان،

زدن % اضافه شد و بعاد از هام   50لیتر محلول سدیم هیدروکسید 

کلرواساتیک   گارم مناو   4ساعت به رسوب باقی مانده  24به مدت 

شد. با افازودن   میلی لیتر ایزوپروپانول اضافه  25اسید حل شده در 

. عملیات تشکیل ه شدمطلق کیتوزان رسوب داد قطره قطره اتانول

هاای احتماالی    رسوب با اتانول دو بار تکرار شد تاا تماام ناخالصای   

 .شودبرطرف 

 تهیه نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل کیتوزان     

فرایند تهیه نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل کیتوزان هر کادام  

در دمای آزمایشاگاه  به صورت مجزا بر اساس روش ژل شدن یونی 

ساکارید کیتوزان باا وزن مولکاولی    صورت گرفت. بدین منظور پلی

شود تاا   پایین در محلول استیک اسید حل شد. این عمل باعق می

محلاول اساید اساتیک     باه  ورود باا  درکیتاوزان ( NH2های ) گروه
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NH3پروتونه شده و تبدیل به )
شود. در مرحلاه بعاد محلاول     ( می+

به صاورت قطاره قطاره باه محلاول       1:3ا نسبت فسفات ب پلی تری

کیتوزان در حال سونیکیت اضافه شد. محلول کلوئیدی حاصل باه  

سانتریفیوژ شاد. ماای  رویای     12000rpmمدت نیم ساعت با دور 

عباور داده   4/0گیر به آرامی برداشته شاد و از فیلتار    توسط نمونه

تز ناانوذرات  شد تا تمام ذرات باقی مانده در آن نیز سدا شوند. سان 

 کربوکسی متیل کیتوزان نیز طبق همین روش انجام شد.

کونژوگاسیییون نییانوذرات کیتییوزان و کربوکسییی متیییل   

 (FITC) کیتوزان با فلوئورسین ایزوتیوسیانات

باار اساااس واکاانش بااین گااروه     FITCاتصااال کیتااوزان بااه   

شاود.   و گروه آمین اولیه کیتوزان ایجااد مای   FITCایزوتیوسیانات 

زدن در استیرر در تاریکی باه متاانول    حین هم FITCمنظور بدین 

اضافه شد. در مرحله بعد به طور مجزا کیتوزان خالص و کربوکسی 

متیل کیتوزان در استیک اسید حل شد و به صاورت قطاره قطاره    

پاس   .در حال هم خوردن در تاریکی  اضافه شاد  FITCبه محلول 

د قطاره قطاره باه    مولار سدیم هیدروکسی 5/0ساعت محلول  1از 

محلول اضافه شد تا سایی که رسوب تشکیل شد. محلول به مادت  

. باه رساوب بااقی    شاد ساانتریفیوژ   rpm 4000نیم ساعت با دور 

ماولار   5/0میلای لیتار اساتیک اساید      8مانده در ته ظرف مقدار 

. برای سدا شدن تمام ذرات باا مقیااس بزرگتار محلاول     شداضافه 

%  1/0ساااونیکیت محلاااول بایاااد ساااونیکیت شاااود. هنگاااام  

اضاافه شاد.    FITC-فسفات قطره قطره به محلول کیتوزان پلی تری

باه   PBSمحلول به مدت یک روز درون کیساه دیاالیز درون باافر    

 قرار داده شد. PBSبا بافر  TPPمنظور تعویض بافر 

پیروتیین   حیاوی  ذرات نیانو  بررسی خصوصیات فیزیکیی 
FITC   

ات کیتوزان و کربوکسای متیال   برای بررسی خواص فیزیکی نانوذر

 ذره، سط  پتانسیل از سمله اندازه، FITCکیتوزان نشاندار شده با 

هاای  روش از ذرات به طور مجازا  نانو مورفولوژی و پراکندگی توزی 

 زیر استفاده شد:

 توزیا   میزان اندازه، تعیین : برای (DLS)پراکندگی نور دینامیکی 

 پراکنادگی  روش از ذرات نانو یلپتانس زتا گیری اندازه و پراکندگی

 ناانو  محلاول  که ترتیب بدین. شد استفاده (DLS) دینامیک نوری

بعاد از   FITC حااوی  کیتوزان و کربوکسای متیال کیتاوزان    ذرات

 از میکرولیتار  500 ،2/0ساونیکیت شادن و عباور دادن از فیلتار     

 ذره انادازه  و سط  پتانسیل و گرفت قرار دستگاه سل داخل نمونه،

درساه   25 دماای  شدت پراکندگی در شد و تعیین دستگاه توسط

 .شد اندازه گیری  1.335 شکست ضریب با ،گرادسانتی

ناانوذرات همچناین    شایمیایی  سااختار  بررسی برای FTIR :آنالیز

از  FITCتایید تولید کربوکسی متیل کیتوزان و اتصال نانوذرات باا  

ای طیاف  ها  ساازی نموناه   . بارای آمااده  استفاده شاد  FTIRتست 

ساانجی، مقاادار کماای از نااانوذرات کیتااوزان و کربوکساای متیاال  

کیتوزان هرکدام مجزا به صورت مخلاوط باا پاودر برمیاد پتاسایم      

آمده  سائیده و همگن شدند. پودر حاصله به صورت قرص نازکی در

 سنجی قرار گرفتند.   های آماده شده تحت آزمایش طیف و نمونه

برای شکل شناسی نانوذرات : TEMمیکروسکوپ الکترونی عبوری 

هاای آمااده    از میکروسکوپ الکترونی عبوری اساتفاده شاد. نموناه   

هاا   باید بسیار نازک باشند تا الکترون بتواناد از آن  TEMشده برای 

در نتیجاه   ؛ها تصاویر ایجااد شاود    عبور کند و از ساختار داخل آن

ان و های کیتاوز  آماده سازی نمونه نیازمند دقت بالایی است. نمونه

توسااط  FITCکربوکساای متیاال کیتااوزان نشاااندار شااده بااا     

% رن  آمیزی منفی شادند و روی گریاد    2فسفوتنگستیک اسید 

 قرماز،  مادون لامپ زیر و کاغذ فیلتر روی گریدمسی قرار گرفتند، 

 دست به بخشی رضایت مجموعه که سایی تا را کار این شد. خشک

 .کرد تکرار توان می آید،

 رات در شرایط متفاوتپایداری نانوذ  

در ایان فرایناد بارای    : های مختلی   pHپایداری نانوذرات در 

 5هاای مختلاف،    pHبررسی پایداری انادازه و شاکل ناانوذرات در    

 pHهای مختلف به منظور شبیه سازی باا   pHبا  PBSنمونه از بافر 

دستگاه گوارش تهیه شد. ذرات به عنوان مسیر معده تحت تمااس  

قرار گرفتند. سپس باه منظاور شابیه ساازی      4و  3اسیدی  pHبا 

منتقال شااده و در انتهاا باارای    7و  pH 5مسایر ابتاادایی روده در  

قارار   9و  pH  7شبیه سازی روده بزرگ ذرات در محلول باافر باا   

گرفتند، سپس به دلیل اینکه عبور و هضم مواد غذایی در سیساتم  

کارده و  ساعت صابر   5کشد حدود  ساعت طول می 6تا  3گوارش 

 شود. گرفته می DLSبعد برای بررسی تغییر اندازه نانوذرات تست 

برای بررسای  : پایداری نانوذرات در غلظت های مختل  نمک

پایداری نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل کیتوزان نشاندار شده 

های مختلف نمک، از نمک سدیم کلریاد اساتفاده شاد.     در غلظت

-150-100موناه از غلظات هاای    ن 3بدین منظور به طاور مجازا   

ساعت تغییرات انادازه   5مولار نمک تهیه گردید. بعد از  میلی 250

 آنالیز شد. DLSنانوذرات توسط دستگاه 

پایداری نانوذرات کیتوزان در غلظت های مختل  از آنیزی   
 .شاد برای انجام این آزمایش از آنزیم تریپسین اساتفاده  : گوارشی

هاای لوزالمعاده باه     ئینی که از سالول است پروت آنزیمی تریپسین،

هاا   شود و به هضام پاروتئین   صورت پروآنزیم و غیرفعال ترش  می

 باریاک،  رودة درونهنگاام ترشا  باه داخال روده      .کند کمک می

هاای   در لولاه گاوارش غلظات    pHبه دلیل تغییرات  .شود می فعال

مختلفی از آنزیم تریپسین برای انجام تسات پایاداری تهیاه شاد.     
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یم تریپسااین در معااده باا کمتاارین غلظاات و در ابتاادای روده  آناز 

 6)دوازدهه( بیشترین غلظت را دارد. بارای انجاام تسات پایاداری     

، از آناازیم mg/ml 400-100-10-5-1-0.25نمونااه از غلظاات هااای 

تهیه شد، و بعد از انتقاال ناانوذرات کیتاوزان و کربوکسای متیال      

سااعت   5ناه، بعاد از   کیتوزان نشاندار باه طاور مجازا باه هار نمو     

 .  بررسی شد DLSتغییرات سایز نانوذرات توسط آنالیز 

 

 هایافته
 نمودار بررسی اندازه نانوذرات کیتوزان

دست آمده از بررسی اندازه نانوذرات به وسیله ه نتای  ب

( بررسی شد و بهترین DLS) روش پراکندگی نور دینامیکی

که از نتای   طور آورده شده است. همان 1  نتیجه در شکل

  مشخص است، درصد بالایی از ذرات ایجاد شده در محدوده

. ذرات دارای ابعاد میکرومتری به دلیل عدم استنانومتر 

سداسازی کامل ذرات ایجاد شده است. همچنین بازده 

% درصد است. نانوذرات  95فرایند تولید نانوذرات در حدود 

، mg/ml1 ظتتولیدی با استفاده از محلول کیتوزان با غل

برابر با  CS/TPPو نسبت  mg/ml1با غلظت  TPPمحلول 

دست آمده نیز برابر با ه دست آمد. متوسط اندازه به ب 1:1

 بود. 40±80

نانوذره کیتوزان  تبدیل مادون قرمز سنجی طی 
(FTIR) 

فسفات با  پلی طیف نانوذرات کیتوزان/ تری 2 در شکل

cm نشان داده شده است. باند 1:1نسبت 
-119/3439 

 دلیل که به دهد می نشان را OH گروههای ارتعاش

 با کیتوزان لینک کراس نتیجه در بیشتر باز ساختارهای

cm. نواحیاست فسفات پلی تری سدیم
-1 59/1014-1250 

cm است و دو پیک در TPPمربوط به 
-1 97/1573 – 

+مربوط به گروه خمشی  8/1415
NH4   که نشان است

های آمین  های فسفات و گروه ن گروهکنش بی دهنده میان

cmانتقال باند  .استکیتوزان 
 H-Cاز گروه  89/2877 1-

cmمربوط به کیتوزان به باند 
نانوذره کیتوزان،  2918 1-

 است. ذره نانو به کیتوزاندهنده تبدیل  نشان

کربوکسی متیل  فوریه مادون قرمز تبدیل سنجی طی 

  (FTIR)کیتوزان

های  ان و محل سانشینی گروهبرای مشخص کردن میز

استفاده شد.  FTIRکربوکسیل روی کیتوزان از تکنیک 

فسفات با  پلی کربوکسی متیل کیتوزان و تری FTIRطیف 

آورده شده است. در مقایسه با  3در شکل  1:1نسبت 

های کربوکسی متیل کیتوزان  های کیتوزان، در طیف طیف

cm های پیک
-1

که نشان  ظاهر شده است 1422و  5/1639 

 و آمین گروه دو هر روی دهد کربوکسی متیله شدن بر می

کربوکسی  پس ؛است افتاده اتفاق هیدروکسیل کیتوزان

است. پیک N,O-CMCS نوع  از موسود متیل کیتوسان 
1

cm
پیک دهد.  را نشان می C-Oارتعاش کششی  1051-

cm 1ی در ناحیه N-Hو  O-Hتر وکششی  پهن
-3433 ،

یل کیتوزان در مقایسه با تربوکسی مک دوستی بیشتر آب

 دهد.  کیتوزان را نشان می

 
 TPP 1:1نتای  حاصله از بررسی اندازه نانوذرات کیتوزان با نسبت  .1 شکل
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1پیک شدید در 
 cm

cmو پیک متوسط در 5/1639-
-11422 

 COOبه ترتیب به تغییر شکل محوری متقارن یا نامتقارن 

های کربوکسی متیل را در کیتوزان  است که وسود گروه 

 کنند. تایید می

نانوذرات یه فور مادون قرمز تبدیل سنجی طی  آزمون

  FITC (FTIR)کیتوزان نشاندار شده با 

را  FITCنمونه کیتوزان نشاندار شده با  FTIRطیف  4شکل 

دهد. اتصال کووالان پروتئین به نانوذرات کیتوزان با  نشان می

 کووالان های پیوند ایجاد با اتصال این .نمونه کنترل تایید شد

 ایجاد شده فعال کربوکسیل گروه و اولیه های آمین بین

cmپیکشود.  می
-1

 هایارتعاش به مربوط 3443-3423  

 OH و کیتوزان اول نوع آمین های گروه NH پیوند کششی

  .است FITC و کیتوزان کربوکسیل و هیدروکسیل های گروه

 

 1:1با نسبت  TPPنانوذره کیتوزان/ قرمز مادون اسپکتروفوتوگرام .2شکل 

 

 1:1فسفات با نسبت  پلی زان و تریکربوکسی متیل کیتو قرمز مادون کتروفوتوگراماسپ. 3شکل 
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cmرد سذب
 COC پیوند کششی ارتعاش به مربوط  11163-

  موسی اعداد در سذب است. FITC و کیتوزان اتری گروه

cm
-1

 کششی به ارتعاش مربوط ترتیب به 1465 و 1078  

 پیوند و FITC هیدروکسیل کیتوزان با گروه CO پیوندهای

CN واکنش ا ر در شده ایجاد دوم نوع آمین گروه در 

 است. FITC با کیتوزان

 (TEM)میکروسکوپ الکترونی عبوری 

نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل اتصال به منظور تایید 

و سایز مورد نظر نانوذرات این آزمایش  FITCن با کیتوزا

اندازه نانوذرات در بازه  5انجام شد. تصاویر حاصل در شکل 

 از نیز شناسی شکل کند، از نظر مورد نظر را تایید می

 هستند.  برخوردار مناسبی بودن کروی و یکنواختی

 

بررسی پایداری نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل 

 FITCکیتوزان نشاندار شده با 

 های مختل  pHبررسی پایداری در 

دست آمده مشخص شد که نانوذرات کیتوزان ه طبق نتای  ب

در محیط اسیدی سایز کوچکتری نسبت به محیط بازی دارند 

و  و بیانگر این است که نانوذرات در محیط بازی متورم شده

، اما در کنندمی توانند محتویات خود را به محیط بیرون آزاد 

محیط اسیدی فشرده بوده و از رهایش دارو ممانعت به عمل 

(. بر اساس این نتای  نانوذرات کیتوزان 6)شکل  می آورند

توانند گزینه مناسبی در  در این پروژه می FITCنشاندار شده با 

اما با  سذب آن باشند. سهت انتقال دارو به روده و افزایش

توسه به نتای  نانوذرات کربوکسی متیل کیتوزان نشاندار شده 

سایز نانوذرات از محیط اسیدی تا محیط بازی کاهش  FITCبا 

چشمگیری دارند. این نتای  نشان دهنده این است که 

تواند متورم  نانوذرات کربوکسی متیل کیتوزان در معده می

 

 FITCقرمز نانوذره کیتوزان نشاندار شده با  مادون اسپکتروفوتوگرام. 4شکل 
 

 
(2(                                                        )1) 

( تصویر 2)؛ FITC( تصویر میکروسکوپ عبوری از نانوذره کیتوزان نشاندار شده با 1)ات. از نانوذرتصویر میکروسکوپ عبوری  .5شکل 

 FITCمیکروسکوپ عبوری از نانوذره کربوکسی متیل کیتوزان نشاندار شده با 
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اما برای د را آزاد کنند. د و محتویات دارویی خونشو

 د.نشو دارورسانی در روده گزینه مناسبی محسوب نمی

 های مختل  نمک بررسی پایداری در غلظت 
حاکی از آن است که  7 نتای  نشان داده شده در شکل

های نمکی با  نانوذرات وضعیت ساختاری پایداری در محیط

ومتر های مختلف ندارند و در محدوده میکرومتر و نان غلظت

به واسطه وسود  NaCl. محلول هستنددر حال تغییر 

منفی باعق تجم  و پلیمریزاسیون  Clمثبت و  Naبارهای 

شوند و کیفیت و پایداری آن را به شدت تحت نانوذرات می

داری این نانوذرات بهتر  تا یر قرار می دهند. به منظور نگه

انند های آبی و فاقد نمک استفاده شود، و م است از محلول

هر ماده دارویی دیگری با سیستم گوارش نسبتا خالی مورد 

استفاده قرار گیرد تا از تداخل با مواد غذایی حاوی نمک و 

 های صفراوی تا حد زیادی سلوگیری شود. ترش  نمک

 های مختل  آنزی  بررسی پایداری در غلظت
غلظت آنزیم تریپسین در ابتدای روده یا  8با توسه به شکل 

بالاترین میزان را دارد و به تدری  که به سمت  دوازدهه

با  .یابدرویم غلظت به شدت کاهش می روده بزرگ پیش می

شویم که نانوذرات کیتوزان توسه به نتای  حاصله متوسه می

 mg/mlدر غلظت بالای تریپسین ) FITCنشاندار شده با 

 

 های مختلف pHدر  FITCشده با نشاندار   پایداری نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل کیتوزان بررسینمودار . 6شکل 

 

 

 های مختلف نمک در غلظت FITCبررسی پایداری نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل کیتوزان نشاندار شده با  نمودار .7شکل 
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( کوچکترین سایز و در محدوده نانومتر هستند و با 400

ظت تریپسین متورم شده و در محدوده سایزی کاهش غل

گیرند، که این حاکی از این است که  میکرومتر قرار می

    نانوذرات کیتوزان باعق تسهیل رهایش دارو در روده 

های pHشوند. این نتای  در راستای نتای  پایداری در می

و در هر دو موارد رفتار مشابه از نانوذرات است مختلف 

 شود.ده میکیتوزان مشاه

اما نانوذرات کربوکسی متیل کیتوزان در غلظت بالای 

د و نمیکرومتر را دار 15تریپسین، بالاترین سایز در حدود 

تریپسین، در محدوده  mg/ml  5های کمتر از در غلظت

دهد  . این نتای  نشان میهستندنانومتر  300±30سایزی 

ه صورت نانوذرات کربوکسی متیل کیتوزان در ابتدای روده ب

باشند. پس  متورم و در انتهای روده به صورت فشرده می

این نانوذرات برای دارورسانی از طریق روده گزینه مناسبی 

شوند. در عوض به منظور دارورسانی هدفمند  محسوب نمی

به معده و ابتدای روده گزینه مناسبی است. این نتای  در 

 .است های مختلفpHراستای نتای  حاصل از پایداری در 

 

 بحث
برای دستیابی موفق به آزادسازی دارو در روده، دارو باید از 

سذب یا محیط فیزیولوژیکی دستگاه گوارش در امان باشد و 

سپس به سرعت در بخش ابتدایی روده که بهترین مکان برای 

نانوذرات کیتوزان نوعی از  .(11) رهاسازی دارو است، آزاد شود

این زمینه است. به دلیل خاصیت نانوذرات مورد استفاده در 

های زنده و فعالیت ضد اسیدی  چسبندگی به مخاط و بافت

تواند به  خود و کاهش ا رات سانبی دارو در سیستم گوارش می

 های کولون مورد استفاده قرار عنوان حامل دارویی در بیماری

به منظور بررسی بهتر و بهبود وضعیت پیشین از  .(12) گیرد

ترین مشتقات کیتوزان که یکی از مهم کربوکسی متیل

کیتوزان است هم استفاده شد. برای تهیه نانوذرات روش ژل 

فسفات استفاده شد  پلی شدن یونی با استفاده از مولکول تری

 شود با ایجاد حدواسط منفی باعق پایداری نانوذرات می که

های تست  دست آمده بهترین نسبته بر اساس نتای  ب .(13)

و کربوکسی متیل  TPP، 1:1و نانوذره کیتوزان  TPPشده از 

 دارای الذکر فوق بهینه است، که در شرایط 1:1کیتوزان نیز 

است  حالی در هستند. این نانومتر 100 از کمتر اندازه میانگین

از  (14)و همکارانش  yumin  توسط شده انجام مطالعه در که

تری پلی فسفات mg/ml 1کیتوزان و   mg/ml 3-1ظت غل

برای تهیه نانوذرات توسط روش ژل شدن یونی استفاده شد و 

است. بنابراین  nm ±100 30تشکیل ذراتی با اندازه آن نتیجه 

شود که نتای  حاصل از این پژوهش با نتای  انجام  مشاهده می

 رشگزادر و همکارانش مطابقت دارد.  yumin شده توسط 

Huang  تهیه به 2002 در سال بار اولین برای که شهمکاران و 

 دارنانوذرات نشانبودند، بهترین  شده موفق نانوذرات این

 در نانوذرات اندازه . تفاوت(15)بود  nm 231با سایز  کیتوزان

 توان می طور این را شنهمکارا و  Huangمطالعات با ما مطالعه

 گرانروی کیتوزان، محلول افزایش غلظت با که کرد تفسیر

 شدن پراکنده برابر در مای  فاز مقاوت و یافته افزایش محلول

 با شوند. می تشکیل بزرگتر ذرات نتیجه در یابد، افزایش می

 

 های مختلف آنزیم در غلظت FITCبررسی پایداری نانوذرات کیتوزان و کربوکسی متیل کیتوزان نشاندار شده با  نمودار .8شکل 

 تریپسین
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 تر نزدیک همه ب کیتوزان های مولکول کیتوزان، غلظت افزایش

 در که کنند می پیوستن همه ب و چیده شدنپی به شروع و شده

مولکول  در فسفات پلی تری های مولکول پراکندگی نتیجه

 ذرات تشکیل به منجر که است ناهمگن و مشکل کیتوزان

 غلظت با افزایش ذرات نانو اندازه افزایش شود. می بزرگتر

است  شده گزارش نیز همکارانش و گان توسط کیتوزان محلول

(16). 

 ولت میلی 47 حدود و مثبت کیتوزان، نانوذرات زتا پتانسیل 

 طولانی نگهداری امکان و ذرات نانو پایداری که نشانگر بود

که  دهد می نشان همکارانش و ین مطالعات .است ذرات مدت

 و هستند پایدارتر ولت میلی 31 بالای سطحی بار با ذرات نانو

 به منجر و کند می ذرات سلوگیری چسبیدن بهم از مسئله این

 .(17)شود  می نانوذرات پایداری افزایش

به منظور شناسایی و رصد کردن نانوذرات حامل دارو در لوله  

(. 18استفاده شد ) FITCاز پروتئین  in vivoگوارش در فاز 

کیتوزان و کربوکسی متیل کیتوزان هر کدام به طور مجزا با 

FITC  اتصال با فلورومتری مورد بررسی متصل شدند. درصد

% بود که این درصد از اتصال 79قرار گرفت که نتیجه اتصال، 

 FTIRمورد قبول است. سهت بررسی اتصالات از تست 

اتصال  FTIRطی فرایند انجام شده با تست استفاده شد. 

 سدید  CNبه نانوذرات با ایجاد گروه FITC مولکول پروتئینی

ابت شد. برای بررسی اندازه نانوذرات  کیتوزان  و  FITCمیان

استفاده شد. نتای  حاکی از ایجاد  DLSتشکیل شده از تست 

نانومتر بود. به وسیله  150تا  100نانوذراتی با اندازه حدود 

دست آمده از میکروسکوپ الکترونی عبوری ه تصویرهای ب

ای تصویب شد. در مطالعه 100± 50تشکیل نانوذرات در اندازه

و همکارانش بر روی سذب سلولی  Min Huangطکه توس

صورت گرفت، مشاهده  FITCنانوذره کیتوزان نشاندار شده با 

توسط روش ژل  TPPبا  FITC-شد که کانژوگاسیون کیتوزان

شدن یونی با موفقیت انجام شده و نتیجه حاصل نانوذراتی با 

نانومتر بود که با آزمایشات انجام شده  194±6/1اندازه 

به منظور شبیه سازی مسیر رهایش دارو . (19)دارد  مطابقت

و غلظت نمک و  pHه گوارش، ترکیبی از زمان، در دستگا

سیستم کنترل آنزیم تریپسین به منظور ساختن یک نانوذره 

کیتوزان ویژه و کامل برای دارو رسانی به ویژه در روده مورد 

نشان دهنده  DLS. نتای  حاصل از (20)بررسی قرار گرفت 

این است که نانوذرات کیتوزان نشاندار اندازه کوچکتری نسبت 

به نانو ذرات در محیط بازی دارند و از رهایش دارو در محیط 

توانند گزینه  از این رو می ؛کننداسیدی معده سلوگیری می

ده و افزایش سذب آن باشد. اما مناسبی برای انتقال دارو به رو

اندازه نانوذرات کربوکسی متیل کیتوزان نشاندار شده در 

 نو نشان دهنده ای محیط اسیدی تا محیط بازی کاهش یافت

د و ند متورم شونتوان ذرات در محیط اسیدی معده میکه است 

اما برای دارورسانی به محیط  ؛دنمحتویات دارویی را آزاد کن

. در تست پایداری با نمک نده مناسبی نیستبازی روده گزین

NaCl مشخص شد که پایداری نانوذرات در نمک کم است، 

   زیرا بارهای مثبت و منفی باعق پلیمریزاسیون نانوذرات 

 های آبی فاقد نمک استفاده شود. شود. بهتر است از محلولمی

نشان  DLSدر تست پایداری آنزیم تریپسین، نتای  حاصل از 

که نانوذرات کیتوزان نشاندار شده در غلظت بالای  دهد می

تریپسین در محدوده نانو و دارای کوچکترین اندازه هستند. با 

کاهش غلظت تریپسین، اندازه ذرات بزرگتر شده و در محدوده 

گیرند که باعق تورم و تسهیل در آزاد سازی میکرو قرار می

 شود.محتویات دارویی خود در روده می

مشاهده شده از نانوذرات کربوکسی متیل کیتوزان  اما نتای 

دهد که در غلظت بالای تریپسین اندازه نشاندار شده نشان می

و با است ذرات در بالاترین حد خود یعنی در محدوده میکرو 

کاهش غلظت از اندازه نانوذرات کاسته شده و در محدوده نانو 

ه محیط گیرد که گزینه مناسبی برای دارورسانی ب قرار می

  است.اسیدی مثل معده 

REFERENCES 
1. Teng WL, Khor E, Tan TK, Lim LY, Tan SC. Concurrent production of chitin from shrimp shells and fungi. 

Carbohydr Res 2001; 332:305-16.  

2. Jayakumar R, Nwe N, Tokura S, Tamura H. Sulfated chitin and chitosan as novel biomaterials. Int J Biol Macromol 

2007; 40:175-81.   

3. Hirano S. Chitin and chitosan as novel biotechnological materials. Polym Int 1999; 48:732-4.   

4. Felt O, Buri P, Gurny R. Chitosan: a unique polysaccharide for drug delivery. Drug Dev Ind Pharm 1998; 24:979-93.  

5. Grenha A, Seijo B, Remunán-Lopez C. Microencapsulated chitosan nanoparticles for lung protein delivery. Eur J 

Pharm Sci 2005; 25:427-37.  

6. Prabaharan M. Chitosan-based nanoparticles for tumor-targeted drug delivery. Int J Biol Macromol 2015; 72:1313-

22.  

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ia

u.
30

.4
.3

52
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
13

99
.3

0.
4.

2.
9 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

14
 ]

 

                            10 / 11

file:///C:/afsane/article%20A-10-1099-1--atch-1979\(1\)-dr%20khaleghi.docx%23_ENREF_81
file:///C:/afsane/article%20A-10-1099-1--atch-1979\(1\)-dr%20khaleghi.docx%23_ENREF_82
file:///C:/afsane/article%20A-10-1099-1--atch-1979\(1\)-dr%20khaleghi.docx%23_ENREF_67
http://dx.doi.org/10.29252/iau.30.4.352
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1399.30.4.2.9
https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1838-fa.html


 نشاندار توزانیو سنتز نانوذرات ک یطراح                           دانشگاه آزاد اسلامی                                   پزشکی علوم / مجله 362

7. Ohya Y, Shiratani M, Kobayashi H, Ouchi T. Release behavior of 5-fluorouracil from chitosan-gel nanospheres 

immobilizing 5-fluorouracil coated with polysaccharides and their cell specific cytotoxicity. J Macromol Sci A 1994; 

31:629-42.  

8. Mukhopadhyay P, Chakraborty S, Bhattacharya S, Mishra R, Kundu P. pH-sensitive chitosan/alginate core-shell 

nanoparticles for efficient and safe oral insulin delivery. Int J Biol Macromol 2015; 72:640-8.  

9. Chen C-K, Wang Q, Jones CH, Yu Y, Zhang H, Law W-C, et al. Synthesis of pH-responsive chitosan nanocapsules 

for the controlled delivery of doxorubicin. Langmuir 2014; 30:4111-9.  

10. McNeil SE. Nanotechnology for the biologist. J Leukoc Biol 2005; 78:585-94. 

11. Win KY, Feng S-S. Effects of particle size and surface coating on cellular uptake of polymeric nanoparticles for 

oral delivery of anticancer drugs. Biomaterials 2005; 26:2713-22.  

12. Chen S, Wu G, Zeng H. Preparation of high antimicrobial activity thiourea chitosan–Ag+ complex. J Carbpol 2005; 

60:33-8.  

13. Yang C-H, Lin Y-S, Huang K-S, Huang Y-C, Wang E-C, Jhong J-Y, et al. Microfluidic emulsification and sorting 

assisted preparation of monodisperse chitosan microparticles. Lab Chip 2009; 9:145-50. 

14. Xu Y, Du Y. Effect of molecular structure of chitosan on protein delivery properties of chitosan nanoparticles. Int J 

Pharm 2003;250:215-26.  

15. Yang C-H, Lin Y-S, Huang K-S, Huang Y-C, Wang E-C, Jhong JY, et al. Microfluidic emulsification and sorting 

assisted preparation of monodisperse chitosan microparticles. Lab Chip 2009; 9:145-50.  

16. Gan Q, Wang T, Cochrane C, McCarron P. Modulation of surface charge, particle size and morphological 

properties of chitosan–TPP nanoparticles intended for gene delivery. Colloids Surf 2005; 44:65-73.  

17. Yien L, Zin NM, Sarwar A, Katas H. Antifungal activity of chitosan nanoparticles and correlation with their 

physical properties. Int J Biomater 2012;2012:1-9.  

18. Zambito Y, Di Colo G. Preparation and in vitro evaluation of chitosan matrices for colonic controlled drug 

delivery. J Pharm Pharm Sci 2003; 6:274-81.  

19. Huang M, Ma Z, Khor E, Lim LY. Uptake of FITC-chitosan nanoparticles by A549 cells. Pharm Res 2002; 

19:1488-94. 

20. Pridgen EM, Alexis F, Farokhzad OC. Polymeric nanoparticle drug delivery technologies for oral delivery 

applications. Expert Opin Drug Deliv 2015; 12:1459-73. 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
ia

u.
30

.4
.3

52
 ]

 
 [

 D
O

R
: 2

0.
10

01
.1

.1
02

35
92

2.
13

99
.3

0.
4.

2.
9 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 tm
uj

.ia
ut

m
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
5-

14
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

http://dx.doi.org/10.29252/iau.30.4.352
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.10235922.1399.30.4.2.9
https://tmuj.iautmu.ac.ir/article-1-1838-fa.html
http://www.tcpdf.org

