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Biocompatible nanoparticles are widely used in biomedical engineering. In 
this study, chitosan nanoparticles were prepared using ionic gelation method 
in view of two determining factors namely method of adding chitosan into 

the tripolyphosphate (TPP) solution and thermal shock application. With regard to the 
concentration of chitosan and TPP solutions as two variables, the mean particle size 
of chitosan nanoparticles and their preparation yield were optimized using response 
surface method. According to previous studies and some preliminary experiments, the 
chitosan and TPP solution concentration ranges were determined to be 0.5-2.5 mg/mL 
and 0.25-1.25 mg/mL, respectively. The optimum values of 1.25 mg/mL and 0.6 mg/mL 
were obtained for chitosan and TPP solution concentrations in the order given. The 
optimized response value for the chitosan nanoparticles size was found to be 54 nm 
and preparation yield was 62%. The zeta potential of resulting spherical nanoparticles 
was around 31 mV. Chitosan-fluorescein isothiocyanate (FITC) polymer was prepared 
based on the reaction between isothiocyanate functional group of FITC and primary 
amine functional group of chitosan. FTIR analysis was performed to demonstrate the 
presence of new bond formation. Labeled chitosan nanoparticles were prepared in the 
optimized condition using chitosan-FITC polymer. The release behavior of the labeled 
chitosan nanoparticles from transdermal patches was evaluated. The mean size of 
chitosan-FITC nanoparticles was determined to be 70 nm. Finally, it was shown that 
the chitosan nanoparticles were not able to release from acrylic adhesive film without 
using a method to speed up their diffusion. 
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دارند.  زیست پزشکی  مهندسی  در  گسترده ای  کاربردهای  زیست سازگار  پلیمری  نانوذرات 
مؤثر  عامل  دو  درنظرگرفتن  با  یونی  ژل شدن  روش  به  کیتوسان  نانوذرات  حاضر،  پژوهش  در 
با  تهیه شدند.  اعمال شوک گرمایی  به کیتوسان و   )TPP( افزودن محلول تری پلی فسفات  نحوه  
درنظرگرفتن دو متغیر غلظت کیتوسان و غلظت TPP، متوسط اندازه  نانوذرات و مقدار بازده تهیه 
آنها با استفاده از روش پاسخ سطح و طرح مرکب مرکزی بهینه سازی شد. بازده غلظت دو محلول 
کیتوسان و TPP برای بهینه سازی در پنج سطح، براساس مطالعات پیشین و پیش آزمون های انجام 
mg/L  1/25 معین شد. نانوذرات  mg/L 0/25 تا  mg/L 2/5 و  mg/L 0/5 تا  شده به ترتیب بین 
دارای   ،0/6  mg/L و   1/25 ترتیب  به   TPP و  کیتوسان  غلظت  با  بهینه،  در شرایط  آمده  به دست 
متوسط اندازه  عددی nm 54 و بازده تهیه  %62 بودند. از نظر شکل شناسی، نانوذرات در شرایط 
نانوذرات  خروج  احتمال  بررسی  برای  بود.   31  mV نیز  آنها  سطحی  بار  و  بودند  کروی  بهینه 
با  کیتوسان  نشان دار  نانوذرات  تراپوستی،  سامانه های  در  مصرفی  آکریلی  چسب  از  کیتوسان 
)FITC( و  ایزوتیوسیانات در مولکول فلوئورسین  ایزوتیوسیانات  از واکنش میان گروه  استفاده 
متوسط  تأیید شد.   FTIR با دستگاه  پیوند  تشکیل  تهیه شدند.  کیتوسان  در  اول  نوع  آمین  گروه 
اندازه  عددی نانوذرات نشان دار کیتوسان nm 70 به دست آمد. در نهایت نشان داده شد، نانوذرات 

کیتوسان، بدون روش های افزایش نفوذ، قابلیت خروج از چسب آکریلی ندارند.

کیتوسان، 

ژل شدن یونی، 

نانوذرات نشان دار، 

بهینه سازی، 

سامانه تراپوستی
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مقدمه
از میان تمام  روش های دارورسانی، روش خوراکی به عنوان رایج ترین 
روش شناخته شده دارای معایبی همچون تخریب دارو در معده و 
افزایش  نوین،  دارورسانی  از  هدف  است.  کبدی  اولیه  متابولیسم 
اثرگذاری دارو در مقدار کمتر و کاهش عوارض جانبی آن است. در 
داروسازی نوین، پوست به عنوان یکی از مسیرهای مهم انتقال دارو به 
بدن به شمار می آید و سامانه ها ی دارورسانی تراپوستی (TDDS) که 
به پچ ها معروف اند، سهم عمده ای از محصولات دارویی را به خود 

اختصاص داده اند ]1-4[.
با  مقایسه  در  تراپوستی  دارورسانی  سامانه های  مزایای  جمله  از 
دارو  نگه داشتن سطح  ثابت  به  می توان  دارو  انتقال  رایج  روش های 
اولیه  کبدی،  متابولیسم  معین، حذف  برای مدت  در پلاسمای خون 
حذف تخریب دارو با عوامل گوارشی، مناسب بودن برای داروهایی 
با نیمه عمر زیستی کم، مناسب بودن برای انتقال دارو به بیمارانی که 
به مشکلات گوارشی (مانند ناراحتی های معده، تهوع و استفراغ) و 
بلع مبتلا هستند و استقبال خوب از طرف بیمار اشاره کرد ]3-5[. 
معایب و محدودیت های سامانه های دارورسانی تراپوستی نیز شامل 
وزن  با  داروهایی  برای  (تنها  داروها  همه   برای  استفاده  محدودیت 
مولکولی کمتر از 400 دالتون و ضریب توزیع بین 1 و 4 قابل استفاده 
است) و امکان ایجاد حساسیت های پوستی به وسیله دارو، چسب و 

سایر مواد به کار رفته در پچ است ]3-5[. 
از مهم ترین محدودیت های این روش، کارانبودن داروهایی است 
در  آن  از  زیادی  غلظت  چسب،  در  دارو  کم  انحلال  وجود  با  که 
خون برای رسیدن به پنجره  درمانی دارو نیاز است. برای بسیاری از 
بارگذاری کم در  داروها در چسب سبب  انحلال پذیری کم  داروها 
سامانه و در نتیجه زمان رهایش کوتاه می شود. از روش های غلبه بر 
محدودیت  انحلال پذیری کم دارو در سامانه های تراپوستی، استفاده 
از نانوسامانه ها به عنوان حامل دارو برای افزایش بارگذاری دارو در 

چسب است ]6،7[. 
دسموپرسین  داروی  تراپوستی  سامانه    ]8[ همکاران  و  سروش نیا 
استات (Desmopressin Acetate) را تهیه کردند. داروی دسموپرسین 
در چسب آکریلی نامحلول است. آنها برای افزایش انحلال دارو در 
چسب آکریلی از میکروامولسیون آب در روغن دارو استفاده کردند. 
پژوهش های بسیاری در زمینه استفاده از نانوذرات برای افزایش مقدار 
داروی موجود در سامانه انجام شده، اما تاکنون احتمال خروج این 

نانوذرات از سامانه های تراپوستی بررسی نشده است.
و  شبکه ای شدن  به روش  در 1994  بار  اولین  کیتوسان  نانوذرات 
ایجاد پیوند عرضی و معلق سازی (emulsification) تهیه شدند. پس 

از آن، این نانوذرات به دلیل داشتن ویژگی های مناسب مطالعه  شده، 
به روش های متفاوت دیگری نیز تهیه شدند که هر یک نانوذراتی با 

ویژگی های متفاوت را به دست می دهند ]10 ،9[. 
Calvo اولین بار در 1997 از روش ژل شدن یونی استفاده کرد که 

اغلب به عنوان یکی از رایج ترین روش های تهیه  نانوذرات کیتوسان 
شناخته می شود. پلیمر کیتوسان حاوی گروه های عاملی آمینی است که 
با دریافت یون هیدروژن در محیط اسیدی به شکل مولکولی کاتیونی 
چندظرفیتی  آنیونی  یون  وجود  با  بنابراین،  می شود.  حل  آب  در 
و  مثبت  بارهای  میان  الکتروستاتیکی  جاذبه   برپایه  محیط،   در 
منفی، احتمال تشکیل هیدروژل به وسیله این پلیمر وجود دارد. از میان 
به  تری پلی فسفات  سدیم  نمک  ریزمولکول،  چندظرفیتی  آنیون های 
دلیل سمی نبودن، اغلب به عنوان پلی آنیونی مناسب در روش ژل شدن 

یونی انتخاب می شود ]11، 10[.
 نانوذرات پلیمری نشان دارشده کاربرد گسترده  در ردیابی سلول ها و 
 نانوذرات در زمینه های مختلف مهندسی پزشکی نظیر دارورسانی و 
عکس برداری سلولی دارند. فلوئورسان ایزوتیوسیانات (FITC) با داشتن 
خواصی نظیر زیست سازگاری، از جمله مواد فلوئورسان پرکاربرد در 
این زمینه است. اتصال FITC به مولکول های کیتوسان براساس واکنش 
میان گروه ایزوتیوسیانات FITC و گروه آمین کیتوسان است ]12-14[.
در پژوهش های پیشین، نانوذرات نشان دار زیست سازگار کیتوسان 
با متوسط اندازه  بزرگ و به روش ژل شدن یونی، بدون بررسی بازده 
تهیه  آنها ساخته شدند ]15 ،12[. در این پژوهش، نانوذرات پلیمری 
فرایندی  عوامل  درنظرگرفتن  با  یونی،  ژل شدن  روش  به  کیتوسان 
مختلف تهیه و دو عامل مهم غلظت کیتوسان و TPP برای دستیابی 
به کمترین اندازه  و بیشترین بازده تهیه  نانوذرات بهینه شدند. سپس، 
نانوذرات نشان دارشده کیتوسان با FITC در شرایط بهینه  تهیه شدند. 
درنهایت، از آنجا که یکی از مهم ترین چالش ها در استفاده از نانوذرات 
در سامانه های تراپوستی، امکان خروج نانوذرات از سامانه است، در 
با  نانوذرات از چسب  آکریلی،  بار خروج  اولین  این پژوهش، برای 

استفاده از نانوذرات نشان دار کیتوسان بررسی شد.

تجربی

مواد
Sig- از شرکت FITC 190-50) و kDa (کیتوسان با وزن مولکولی کم 

 ma-Aldrich تهیه شدند. استیک اسید خالص، سدیم هیدروکسید و 

Duro- خریداری شدند. چسب  آکریلی Merck از شرکت TPP نمک
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لایه   و   CoTran 9720  پشت لایه  ،Henkel شرکت  از   Tak 2582

محافظ از جنس کاغذ نچسب مدل SC45 به ترتیب از شرکت های 
3M آمریکا و بردارشیب ایران تهیه شدند.

دستگاه ها وروش ها
تهیه  نانوذرات کیتوسان

متوسط  تهیه و   Calvo Fan و  به دو روش  کیتوسان  نانوذرات  ابتدا 
متوسط  بعد،  مرحله   در  شد.  مقایسه  روش  دو  این  در  آنها  اندازه  
شد.  بهینه  شده  انتخاب  روش  در  نانوذرات  تهیه   بازده  و  اندازه 
سپس، نانوذرات نشان دار شده  با FITC تهیه و خروج آنها از سامانه  

تراپوستی بررسی شد.

Fan تهیه  نانوذرات کیتوسان به روش
پلیمر کیتوسان با وزن مولکولی کم و غلظت های مشخص، در محلول 
آبی استیک اسید (با غلظت 0/4 برابر غلظت کیتوسان)، به مدت یک 
با  کیتوسان  محلول   pH شد.  حل  مغناطیسی  همزن  به کمک  و  شب 
استفاده از سدیم هیدروکسید 1 نرمال در محدوده  4/7-4/8 تنظیم شد. 
نمک تری پلی فسفات (TPP) نیز با غلظت مشخص در آب مقطر حل 
شد. برای حذف ناخالصی ها و ذرات حل نشده  محلول های کیتوسان 
و TPP، این دو محلول به ترتیب از صافی های سرنگی 0/45 و 0/22 
عبور داده شدند. سپس، محلول کیتوسان با حجم معین (نسبت جرمی 
کیتوسان به TPP معادل 1:3 درنظر گرفته شد)، در حمام آب با دمای 
C°60 قرار داده شد. پس از min 10 به حمام آب یخ منتقل شد که 

روی همزن مغناطیسی با سرعت rpm 700 قرار داشت. بلافاصله حجم 
 3±1°C که از قبل در حمام آب یخ با دمای TPP مشخصی از محلول
قرار داشت، به طور ناگهانی به آن افزوده شد تا واکنش در حمام آب 
یخ به مدت min 10 و تحت همزن انجام شود. تعلیق حاصل که حاوی 

نانوذرات کیتوسان است، برای بررسی های بیشتر استفاده شد ]16[.

Calvo تهیه  نانوذرات کیتوسان به روش
غلظت های  با   TPP و  کیتوسان  محلول های  ابتدا  روش،  این  در 
مشخص، به ترتیب در محلول آبی استیک اسید (v/v) %1 و آب مقطر 
پمپ  با   TPP حاوی  محلول  از  مشخص  سپس، حجم  شدند.  تهیه 
سرنگی و قطره قطره، با سرعت mL/min 0/3 و در دمای محیط، به 
 TPP حجم مشخصی از محلول کیتوسان (نسبت جرمی کیتوسان به
برابر 1:3 است) افزوده شد که با سرعت rpm 800 با همزن مغناطیسی 
تحت اختلاط قرار داشت. از محلول تعلیق حاوی نانوذرات حاصل 

برای بررسی های بعدی استفاده شد ]17[.

انتخاب روش تهیه  مناسب
برای مقایسه  دو روش Fan و Calvo از دو تفاوت اصلی این دو روش، 
 TPP و نحوه افزودن محلول TPP یعنی دمای محلول های کیتوسان و
به محلول کیتوسان استفاده شد. بدین منظور، سه آزمون با دوبار تکرار 
طراحی شد. این آزمون ها با شرایط کاملًا مشابه (غلظت محلول های 
و   4/7 کیتوسان  محلول   pH  ،0/5  mg/mL معادل   TPP و  کیتوسان 
نحوه   در  آنها  تفاوت  که  شدند  طراحی   (700  rpm همزن  سرعت 

افزودن محلول TPP و دمای محلول هایTPP و کیتوسان بود.
محلول   pH نظیر  نانوذرات،  تهیه   در  مؤثر  عوامل  سایر  همچنین 
کیتوسان، وزن مولکولی کیتوسان به کار رفته، سرعت همزن و نسبت 
کیتوسان به TPP با استفاده از پیش آزمون ها و مطالعات پیشین معین 

شده و برای کاهش تعداد آزمون ها ثابت درنظر گرفته شدند.

بهینه سازی بازده و اندازه  نانوذرات کیتوسان
برای بهینه سازی اندازه و بازده ساخت نانوذرات پلیمری کیتوسان از 
مرکب  طرح  منظور،  بدین  شد.  استفاده   (RSM) پاسخ  سطح  روش 
مرکزی (CCD) با نرم افزار Design Expert 7.0.0، با پنج سطح به کار 
گرفته شد. دو متغیر مستقل غلظت کیتوسان و غلظت TPP به عنوان 
مهم ترین متغیرها انتخاب و با توجه به پیش آزمون ها و نیز مطالعات 
پیشین، محدوده  این متغیرها معین شد. طرح مرکب مرکزی در طراحی 
آزمون شامل پنج تکرار در نقطه  مرکزی، چهار نقطه  فاکتوریل و چهار 
نقطه  محوری بوده و برای هر نقطه، متوسط اندازه  نانوذرات پلیمری 
و بازده ساخت نانوذرات به عنوان پاسخ درنظر گرفته شدند. همچنین، 
آزمون ها برای به حداقل رساندن خطاهای پیش بینی نشده در پاسخ ها 
پاسخ  هر  برای  مدلی  بعد،  مرحله   در  شدند.  انجام  تصادفی  به طور 
پیشنهاد شد که آثار اصلی و متقابل هر متغیر را در پاسخ مدنظر به شکل 
عوامل آثار خطی و مربعی، اثر متقابل و نیز ضریب ثابت نشان می دهد.

تهیه  نانوذرات نشان دار کیتوسان
برای تهیه  نانوذرات نشان دارشده  کیتوسان، ابتدا لازم است، مولکول 
FITC به پلیمر کیتوسان متصل شده، سپس نانوذرات کیتوسان تهیه 

 شوند. این اتصال برپایه  واکنش میان گروه ایزوتیوسیانات در FITC و 
گروه آمین موجود در کیتوسان است. بدین منظور، ابتدا g 1 از پلیمر 
کیتوسان در mL 100 استیک اسید 0/1 مولار حل شد.mL 100 متانول 
بدون آب به آن افزوده و اختلاط به کمک همزن انجام شد. سپس، 
 2  mg/mL غلظت  با  آب  بدون  متانول  در   FITC محلول   50  mL 

در   4  h به مدت  واکنش  شد.  افزوده  کیتوسان  محلول  به  به آرامی 
دمای محیط و در شرایط بدون نور انجام شد. سپس، پلیمر کیتوسان 
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نشان دارشده با افزایش pH محلول تا 10، با استفاده از محلول سدیم 
هیدروکسید 0/5 مولار ته نشین شد. پلیمر کیتوسان موجود در محلول 
به مدت min 10 و با سرعت g 10000 به کمک دستگاه مرکزگریز 
جدا  محلول  از   Hettich شرکت  ساخت   Mikro 220R یخچال دار 
 شده و مجدداً در محلول متانول-آب با نسبت 1:3 پراکنده شدند و 
این مرحله  فلوئورسان بررسی شد.  با میکروسکوپ  محلول روماند 
نشود.  مشاهده  آزاد   FITC روماند  محلول  در  تا  تکرار شد  قدر  آن 
درنهایت، پلیمر نشان دار شده در استیک اسید 0/1 مولار حل شده، با 
استفاده از کیسه  دیالیز 12000 دالتونی و در مقابل L 2 آب یون زدایی 
شده دیالیز شد. آب یون زدایی شده  محیط رهایش هر h 12 عوض 
فرایند  در   24  h به مدت  نشان دارشده  کیتوسان  درنهایت،  شد. 
خشک کردن انجمادی قرار گرفت. از این کیتوسان فراوری شده برای 

تهیه  نانوذرات کیتوسان نشان دار استفاده شد ]15، 12[.

تعیین اندازه و بار سطحی نانوذرات
دستگاه  از  استفاده  با  کیتوسان  نانوذرات  بار سطحی  و  اندازه  تعیین 
ساخت   Zetasizer Nano ZS مدل   (DLS) نور  دینامیکی  پراکنش 
درنهایت،  شد.  انجام   25°C دمای  در  انگلستان،   Malvern شرکت 
 DLS از  حاصل  نتایج  بررسی  با  نانوذرات  عددی  اندازه   متوسط 

به دست آمد.

تعیین بازده تهیه نانوذرات
برای تعیین بازده تهیه، ابتدا نانوذرات با دستگاه مرکزگریز یخچال دار، 
به مدت min 25، با سرعت rpm 18000 در دمای C°4 از محلول اصلی 
 0/8 atm نمونه ها درون گرم خانه، در خلأ نسبی  جدا شده و سپس 
به مدت h 24 در دمای محیط خشک شدند. درنهایت، از معادله (1) 

بازده تهیه نانوذرات معین شد. آزمون با سه مرتبه تکرار انجام شد:

= بازده ساخت
وزن نانوذرات تشکیل شده

وزن مواد اولیه   (1)

بررسی شکل شناسی نانوذرات
مدل  FE-SEM میکروسکوپ  کمک  به  نانوذرات   شکل شناسی 
HITACHI S4160 با ولتاژ kV 30 بررسی شد. نانوذرات نشان دارشده 

Olympus IX-71 ساخت  با میکروسکوپ فلوئورسان  نیز   FITC با 
ژاپن ارزیابی شدند.

)FTIR( طیف سنجی زیرقرمز تبدیل فوریه
نانوذرات،  تهیه   پیوندها و برهم کنش مواد طی مراحل  برای بررسی 

آزمون FTIR برای پلیمر کیتوسان، نمک TPP و نانوذرات کیتوسان 
فرایند  اثر  و  کیتوسان  به   FITC اتصال  کیفیت  همچنین،  شد.  انجام 
پلیمر  اولیه، برای  نشان دارکردن پلیمر بر کیفیت و خواص کیتوسان 
ماده   اتصال  فرایند  که  کیتوسانی  پلیمر  نیز  و  نهایی  شده   نشان دار 
آزمون  به کمک  است،  کرده  FITC طی  بدون وجود  را  فلوئورسان 

FTIR ارزیابی شد.

تهیه  سامانه تراپوستی دارای نانوذرات نشان دارشده  کیتوسان
خروج نانوذرات از سامانه  تراپوستی، برای افزایش زمان رهایش و 
همواره  فرد،  بدن  حتی  یا  پوست  به  نانوذرات  ورود  هدف  با  چه 
یکی از چالش ها در زمینه  کاربرد نانوذرات در یک سامانه  تراپوستی 
به شمار می رود که تاکنون بررسی نشده است. در این پژوهش، برای 
در  آکریلی مصرفی  از چسب های  نانوذرات  احتمال خروج  بررسی 
سامانه های تراپوستی، پچ دارای نانوذرات نشان دار شده کیتوسان به 

روش زیر تهیه شد.

تهیه  محلول چسب حاوی نانوذرات نشان دارشده کیتوسان
mg 50 از نانوذرات نشان دار شده با استفاده از حمام فراصوت با توان 

بیشینه و زمان min 15در حلال اتیل استات (غلظت نانوذرات در حلال 
mg/mL 50 بود) پراکنده شد. سپس، وزن مشخصی از چسب آکریلی 

برای دستیابی به نسبت نانوذرات به وزن خشک چسب %5 به محلول 
اضافه شده و برای مدت یک شبانه روز تحت اختلاط قرار گرفت.
برای تعیین درصد خشک چسب ها، ابتدا وزن مشخصی از چسب 
روی قطعه  کوچکی از فویل آلومینیم که از پیش به دقت وزن شده 
از  C°60 قرار گرفت. پس  با دمای  منتقل شد و فویل در گرم خانه 
اطمینان از تبخیر کامل حلال (با ثابت شدن وزن فویل حاوی چسب)، 
وزن دقیق فویل همراه با چسب معین و از معادله (2) درصد خشک 

محاسبه شد. آزمون  سه مرتبه تکرار شد:

= درصد چسب خشک
وزن چسب خشک

وزن چسب اولیه
×100   (2)

تهیه  فیلم حاوی نانوذرات نشان دار
تهیه   برای   SC45 مدل  محافظ  لا یه   و   CoTran 9720 پشت لایه   از 
میکروسنج از  استفاده  با  استفاده شد.  نشان دار  نانوذرات   فیلم حاوی 
در  محافظ  لایه   و  پشت لایه  ضخامت   651-101 مدل   Mitutoyo

نقاط متعددی اندازه گیری شد. محلول چسب تهیه  شده با استفاده از 
فیلم کش مدل 3580 ساخت شرکت Elcometer آمریکا، برای دستیابی 
به ضخامت نهایی µm 70 روی پشت لایه کشیده و به مدت min 30 در 
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دمای محیط و سپس h 1 در گرم خانه C°60 خشک شد. در نهایت، لایه  
محافظ روی چسب قرار داده شد و ضخامت نهایی اندازه گیری شد.

بررسی خروج نانوذرات نشان دارشده از چسب
چسب های حاوی نانوذرات با استفاده از پانچ  کوبشی به دایره هایی با 
قطر mm 13 بریده شد و در محلول بافر PBS با pH برابر 7/4 قرار 
با دمای C°37 و   داده شد. ظرف حاوی محلول در گرم خانه  لرزان 
با سرعت140 تکان در دقیقه قرار داده شد. در زمان های 2، 5، 6، 
12، 24، 48 و h 96 از محیط رهایش نمونه برداری شده و نمونه ها 
میکروسکوپ  از  استفاده  با  چسب  از  نانوذرات  رهایش  لحاظ  از 

فلوئورسان بررسی شدند.

نتایج و بحث

انتخاب روش تهیه  مناسب
 TPP و نحوه افزودن محلول TPP اثر دمای محلول های کیتوسان و
 ،Caolvo و Fan به کیتوسان، به عنوان تفاوت های اصلی در دو روش 
بر متوسط اندازه  نانوذرات در جدول 1 آمده است. با توجه به نتایج، 
 TPP 60 و کاهش دمای محلول°C افزایش دمای محلول کیتوسان تا
تا C°3 سبب کاهش متوسط اندازه  نانوذرات کیتوسان شد. دلیل این 
انعطاف پذیری  افزایش  و  گرانروی   کاهش  به  می توان  را  موضوع 
زنجیر های کیتوسان با افزایش دمای این محلول و در نتیجه افزایش 

چگالی و کاهش اندازه  نانوذرات تشکیل شده و در ادامه نیز سردشدن 
 سریع نانوذرات و کاهش مجدد انعطاف پذیری مولکول های کیتوسان و 
کاهش  اثر  همچنین،  داد.  نسبت  نانوذرات  بیشتر  پایداری  نتیجه  در 
افزایش  می توان  را  نانوذرات  اندازه   کاهش  بر   TPP محلول  دمای 
 سریع آبپوشی نانوذرات در محلول، به دلیل قرارگرفتن در دمای کم و 
 در نتیجه کاهش احتمال برخورد بین ذرات و هسته های تشکیل شده و 
افزایش اندازه  ذرات دانست. افزودن یک باره محلول TPP به محلول 
کیتوسان نیز با توجه به نتایج، سبب کاهش متوسط اندازه  نانوذرات 
اختلاط  و  آشفتگی  افزایش  اثر  می توان  را  موضوع  این  دلیل  شد. 
تشکیل  نیز  و  دانست   TPP محلول  ناگهانی  افزایش  اثر  در  محلول 
هسته های جدید و رشد نکردن هسته های نانوذرات تشکیل شده به 

دلیل نداشتن زمان کافی برای رشد دانست ]16[.
در جدول 2 مقادیر نهایی سایر عوامل مؤثر در تهیه  نانوذرات آمده است 
که براساس مطالعات پیشین و پیش آزمون های انجام شده معین شده اند.

بهینه سازی بازده تشکیل و اندازه  نانوذرات کیتوسان
در جدول 3، متغیرهای مستقل و سطوح استفاده شده در بهینه سازی 
آمده است. همان طور که بیان شد، این سطوح براساس پیش آزمون ها و 
مطالعات پیشین انتخاب شدند. در جدول 4، آزمون های طراحی شده و 
نتایج مربوط به هر آزمون آمده است. جدول های 5 و 6، نتایج حاصل از 
تحلیل واریانس (ANOVA) را به ترتیب برای مدل  درجه  دوم مربوط 
به اندازه  نانوذرات و مدل خطی مربوط به بازده تهیه نانوذرات نشان 

جدول 2- مقادیر معین شده برای متغیرهای مؤثر در تهیه  نانوذرات.

سرعت همزن 
(rpm)

نسبت کیتوسان 
 TPP  به
(Cs:TPP)

وزن مولکولی 
کیتوسان

pH محلول 

کیتوسان

4/8 – 4/7کم8003:1

.TPP جدول 1- اثر متغیرهای دما و نحوه  افزودن محلول

متوسط اندازه  عددی متغیر اعمال شده
(nm) نانوذرات اثر دمای محلول هانحوه  افزودن

-
قطره قطره

-

یک باره
-

یک باره

-
-

اعمال شوک گرمایی

ثابت در دمای محیط
ثابت در دمای محیط

-

182
231
134

جدول 3- متغیرهای مستقل و سطوح استفاده شده برای بهینه سازی 
بازده تهیه اندازه نانوذرات پلیمری کیتوسان.

نمادمتغیرهای مستقل
سطوح و حدود متغیرها

+α+10-1-α

)mg/mL( غلظت کیتوسان
)mg/mL) TPP غلظت

A

B
2/5
1/25

2
1

1/5
0/75

1
0/5

0/5
0/25
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می دهند. با آستانه اطمینان 0/05 (سطح اطمینان %95) و با توجه به 
معنی داری حاصل شد.  مدل  پاسخ،  دو  برای  گزارش شده   P مقادیر 
مدل های پیشنهاد شده به کمک آزمون بدون برازش نیز بررسی شد که 
مقادیر P برای پاسخ ها معنی دار نبود و در نتیجه برازش مدل ها تأیید شد.
تهیه  بازده  و  اندازه  پیش بینی  برای  پیشنهادی  مدل های  ضرایب 
برخی  از  صرف نظر  با  و  مربعات  حداقل  روش  به  نیز  نانوذرات 

داده های پرت حاصل از آزمون ها معین شده و در نهایت مدل های 
پلیمری  نانوذرات  اندازه  برای  عوامل)  حقیقی  مقادیر  (براساس  زیر 
 R2=0/8615 و R2 =0/9642 کیتوسان و بازده تهیه آنها به ترتیب با

پیشنهاد شدند.

128.26A-301.337B+66A2+319.35B2-164.6 = اندازه متوسط نانوذرات 

 14.87A-37.74B-17.03= بازده
  (4)

جدول در  شده  گزارش  فرایند  عوامل  از  یک  هر  برای   P  مقادیر 
نشان می دهد، غلظت  ارائه شده،  نیز ضریب های مدل  ANOVA و 

جدول 5- واریانس (ANOVA) مدل مربوط به اندازه ذرات حاصل از 
روش سطح پاسخ.

منبع
مجموع 
مربعات

میانگین 
مربعات

P مقادیر

مدل
غلظت کیتوسان

TPP غلظت
(غلظت کیتوسان)2
2(TPP غلظت)

باقی مانده
بدون برازش*
خطای خالص

کل

50214/21
13183/77
21330/40
6242/05
9123/41
1866/14
655/74
1210/40
52080/35

12553/55
13183/77
21330/40
6242/05
9123/41
266/59
218/58
302/60

-

0/0001
0/0002
0/0001
0/0019
0/0006
0/5891

-
-
-

*Lack of fit

جدول 4- جدول طراحی آزمون.

اندازه  نانوذرات (nm)بازده تهیه نانوذرات (%)غلظت mg/mL) TPP(غلظت کیتوسان (mg/mL)آزمون ها
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

1/0
2/0
1/5
1/5
1/5
1/5
1/5
1/5
1/0
2/0
1/5
2/5
0/5

0/50
0/50
0/75
0/75
0/75
0/25
0/75
1/25
1/00
1/00
0/75
0/75
0/75

75
65
83
66
58
52
62
87
75
84
75
85
52

45/60
101/26
61/85
96/80
72/38
62/60
75/30
238/00
395/80
208/70
50/00
205/30
67/70

تهیه  بازده  به  مربوط  مدل   (ANOVA) واریانس  تحلیل   -6 جدول 
نانوذرات حاصل از روش سطح پاسخ.

منبع
مجموع 
مربعات

میانگین 
مربعات

P مقادیر

مدل
غلظت کیتوسان

TPP غلظت
باقی مانده

بدون برازش
خطای خالص

1421/17
597/05
961/45
228/46
69/71
158/75

710/59
597/05
961/45
28/56
13/94
52/92

0/0004
0/0018
0/0004
0/9074

-
-

--1649/64کل
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TPP با داشتن کوچک ترین مقدار P و بزرگ ترین ضریب در معادله 

بیشترین اثر را روی پاسخ ها دارد.
با  می دهد.  نشان  را  ذرات  اندازه   مدل  سه بعدی  نمودار   ،1 شکل 
توجه به این شکل می توان دریافت، در حالت کلی با افزایش غلظت 
کیتوسان و TPP، اندازه  نانوذرات افزایش می یابد. اما، در غلظت های 
به طور  نانوذرات  اندازه    ،TPP غلظت  افزایش  با  کیتوسان،  کم 
چشمگیری افزایش می یابد، در حالی که در غلظت های زیاد کیتوسان، 
با افزایش غلظت TPP تغییرات در اندازه نانوذرات کمتر است. در هر 
دو حالت با افزایش غلظت TPP، اندازه  نانوذرات افزایش می یابد. اما، 
از آنجا که در غلظت کم کیتوسان اندازه  نانوذرات اولیه کوچک ترند، 
شدت تغییر اندازه  نانوذرات نسبت به حالتی که غلظت کیتوسان زیاد 

بوده بیشتر است.
شکل 2، نمودار سه بعدی مربوط به مدل بازده تهیه را نشان می دهد. 
با توجه به این شکل می توان گفت، مطابق انتظار، با افزایش غلظت 
این  دلیل  می یابد.  افزایش  نانوذرات  تهیه  بازده   ،TPP و  کیتوسان 
برای  دسترس  در  اولیه    TPP و  کیتوسان  افزایش  می تواند  موضوع 
انجام واکنش و در نتیجه افزایش پیشرفت واکنش ژل شدن یونی باشد.
 شکل 3، نمودارهای مقادیر پیش بینی شده برحسب مقادیر واقعی و 
باقی مانده را برای دو مدل مربوط به اندازه  نانوذرت و بازده تهیه آنها 
اندازه  به  مربوط  مدل  است،  مشخص  که  همان طور  می دهد.  نشان 
نانوذرات از لحاظ آماری معنی دار و دقیق است. مدل مربوط به بازده 
به دلیل کمتربودن  آماری،  با وجود معنی داربودن  نیز  نانوذرات  تهیه 
مقدار R2 در مقایسه با مقدار آن در مدل مربوط به اندازه  نانوذرات، 

دقت کمتری دارد.
به  دستیابی  برای   TPP و  کیتوسان  غلظت  بهینه   مقادیر  درنهایت، 
بیشترین بازده تهیه و کوچک ترین اندازه نانوذرات در بازه  معین شده  
 متغیرها، با اندازه  نانوذرات nm 54 و بازده تهیه %62، به ترتیب 1/25 و 
mg/mL 0/6 پیش بینی شد. مقادیر به دست آمده برای متوسط اندازه  

نانوذرات، در مقایسه با متوسط اندازه  نانوذرات 150 و nm 154 که 
و   2008 سال های  در  ترتیب  به   ]11[  Nagpal و   ]18[ دوستگانی 
2013 با بهینه سازی متغیرهای روش ژل شدن یونی گزارش داده اند، 
کمتر بوده است که برای کاربردهای دارورسانی مناسب تر است. برای 
بررسی اعتبار شرایط بهینه، نانوذرات در این غلظت ها تهیه شدند که 
اندازه  متوسط نانوذرات حاصل nm 62/38 و بازده تهیه آنها %70 بود. 
نتیجه  به دست آمده در محدوده  تأیید شده نرم افزار، با سطح اطمینان 

%0/95 قرار داشت (جدول 7).

بررسی شکل شناسی و بار سطحی نانوذرات در شرایط بهینه
نشان می دهد.  بهینه  را در شرایط  نانوذرات   SEM شکل 4، تصویر 
شده  تأیید  بازه   در  نانوذرات  اندازه   است،  مشخص  که  همان طور 
نرم افزار بوده و از نظر شکل شناسی نیز از یکنواختی و کروی  بودن 
در  نانوذرات  بار سطحی  توزیع   ،5 برخوردار هستند. شکل  مناسبی 
بار سطحی  متوسط  نشان می دهد.  آن  قطر  براساس  را  بهینه  شرایط 

اندازه گیری شده برای نانوذرات، mV 31 بود.

FTIR طیف
با  شده  نشان دار  کیتوسان   ،FITC نمونه های   FTIR طیف   6 شکل 
FITC، پلیمر کیتوسان مرجع و نیز پلیمر کیتوسانی را نشان می دهد 

که فرایند نشان دارشدن را بدون وجود  FITC طی کرده است. مقایسه   شکل 1- نمودار سه بعدی مدل مربوط به اندازه ذرات.
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طیف FTIR پلیمر کیتوسانی که فرایند نشان دارشدن را بدون وجود 
ماده فلوئورسان (FITC) گذرانده است و طیف FTIR مرجع برای 
تنهایی،  به  فرایند نشان دارکردن،  اولیه نشان می دهد،  پلیمر کیتوسان 
اثری بر ویژگی های ساختاری پلیمر اولیه ندارد و در پیوند های اولیه  
در  نمی کند.  ایجاد  تغییری  فرایند  این  طی  کیتوسان،  مولکول های 
 FITC نتیجه، تغییرات ایجاد شده در پلیمر کیتوسان، مربوط به اتصال

به آن و نه خود فرایند نشان دارکردن است.
از پیوندهای شاخص مولکول  FITC می توان به پیوند COC اتری، 
 OH و C=O حلقه های آروماتیکی، پیوندهای C=C  پیوندهای دوگانه
گروه عاملی کربوکسیل، پیوند OH گروه عاملی هیدروکسیل، پیوند 
C=O گروه کتونی و پیوندهای N=C=S گروه ایزوتیوسیانات اشاره 

این  FITC، مشخصه های اصلی  برای   FTIR به طیف  با توجه  کرد. 

250

195

140

85

30
84/5031/60 137/39 190/28 243/17

مقدار واقعی

(الف)

ده
 ش

نی
ش بی

ر پی
قدا

م

3

1/5

0

-1/5

-3
84/5031/60 137/39 190/28 243/17

مقدار پیش بینی شده

ده
مان

قی 
ر با

قدا
م

3

1/5

0

-1/5

-3
58/2148/78 67/65 77/08 86/52

مقدار پیش بینی شده

ده
مان

قی 
ر با

قدا
م

87

77/25

67/50

57/75

48
58/3348/78 67/89 77/44 87

مقدار واقعی

(ب)

ده
 ش

نی
ش بی

ر پی
قدا

م

شکل 3- نمودارهای مقادیر پیش بینی شده، در مقایسه با مقادیر واقعی و باقی مانده برای مدل مربوط به: (الف) اندازه نانوذرات  و (ب) بازده تهیه 
نانوذرات.

جدول 7- پیش بینی و تأیید پاسخ ها در شرایط بهینه.

پیش بینیپاسخ ها
سطح اطمینان 95%

آزمون تأیید
بیشینهکمینه

(nm) 5429/3672/0762/38اندازه نانوذرات
6258/5173/0770بازده (%)
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به  مربوط  که   3066  cm-1 موجی  عدد  در  پیک  از  عبارت اند  طیف 
ارتعاش های کششی پیوند OH گروه عاملی کربوکسیل و هیدروکسیل 
است. پیک در 1387، 1454 و cm-1 1599 مربوط به جذب کششی 
پیوندهای دوگانه C=C در حلقه های آروماتیکی و cm-1 1114 مربوط 
به ارتعاش های کششی پیوند COC گروه اتری است. جذب در عدد 
موجی cm-1 1723 مربوط به جذب کششی پیوند C=O در گروه های 
عاملی کربوکسیل و کتون است. پیک cm-1 2031 مربوط به جذب 
کششی اورتون پیوند C=N در گروه ایزوتیوسیانات است ]19-21[. 
کیتوسان  نمونه  برای   FTIR جذب  طیف  اصلی  مشخصه های 
 3436  cm-1 موجی  عدد  در  جذب  از  عبارت اند  نیز  نشان دارشده 
نوع  آمین  گروه های   NH پیوند  کششی  ارتعاش های  به  مربوط  که 
اول کیتوسان و OH گروه های هیدروکسیل و کربوکسیل کیتوسان و 
FITC است. جذب cm-1 2875 که مربوط به ارتعاش های متقارن و 

نامتقارن پیوند CH در گروه CH2 کیتوسان است. پیک های جذب در 
1384 و cm-1 1659 به ترتیب مربوط به ارتعاش های خمشی گروه 
CH2 کیتوسان و پیوند NH در آمین نوع اول کیتوسان است. جذب 

اتری  گروه   COC پیوند  ارتعاش کششی  به  مربوط   1163  cm-1 در 
 1465 cm-1 است. جذب در اعداد موجی 1078 و FITC کیتوسان و
به ترتیب مربوط به ارتعاش کششی پیوندهای CO گروه هیدروکسیل 

کیتوسان FITC و پیوند CN در گروه  آمین نوع دوم ایجاد شده در اثر 
واکنش کیتوسان با FITC است ]19-21[.

تفاوت های اصلی طیف FTIR کیتوسان و کیتوسان نشان دار شده 
به  احتمالاً  تفاوت  این  cm-1 1598 است.  اعداد موجی 1465 و  در 
آروماتیکی  حلقه های  در  موجود   C=C گروه های  به  مربوط  ترتیب 
که  است  کیتوسان  و   FITC میان  تشکیل شده  CN جدید  و   FITC

نمونه  کیتوسان نشان دار شده  FITC در  می تواند نشان دهنده  وجود 
C=N در محدوده  طول  پیوند  به  نبود پیک مربوط  از طرفی،  باشد. 
در  و  پیوند  این  تأییدکننده  شکسته شدن  می تواند   2000  cm-1 موج 

نتیجه انجام واکنش میان FITC و کیتوسان باشد. 

میکروسکوپی فلوئورسان
شکل7-ج تصاویر میکروسکوپی فلوئورسان نانوذرات نشان دارشده  
 FITC صحیح  اتصال  می دهد.  نشان  را  مقطر  آب  در  شده  پراکنده 
به مولکول های کیتوسان و در نتیجه نشان دارشدن پلیمر کیتوسان و 

نانوذرات حاصل در شکل تأیید شده است.

تعیین اندازه  نانوذرات نشان دار
نتایج آزمون DLS برای متوسط عددی اندازه نانوذرات تهیه شده از 
پلیمر کیتوسان اولیه و نشان دارشده در شکل 8 آمده است. متوسط 
اندازه  عددی نانوذرات تشکیل شده با استفاده از پلیمر اولیه و نشان دار 
شده به ترتیب 45 و nm 70 به دست آمد. متوسط اندازه  نانوذرات 
شده  گزارش  نتیجه   با  مقایسه  در  آمده،  به دست  کیتوسان  نشان دار 

شکل4-تصویر FESEM مربوط به نانوذرات در شرایط بهینه متغیرها.
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شکل 5- نمودار توزیع بار سطحی نانوذرات در شرایط بهینه.
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 ،FITC با  نشان دار شده  کیتوسان  نمونه های   FTIR 6- طیف  شکل 
پلیمر کیتوسان مرجع، FITC و نیز پلیمر کیتوسانی نشان دارشده بدون 

.FITC وجود
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توسط Huang و همکاران بسیار مناسب تر است که برای اولین بار در 
.]15[  (223 nm) سال 2002 به تهیه  این نانوذرات موفق شده بودند

تهیه  سامانه   تراپوستی 
درصد خشک چسب آکریلی با سه مرتبه تکرار، از معادله (2) برابر 
%37 محاسبه شد. بر همین اساس، نسبت نانوذرات به چسب خشک 

محاسبه و سامانه  تراپوستی حاوی نانوذرات تهیه شد.

بررسی خروج نانوذرات از سامانه های تراپوستی
نشان دارشده  نانوذرات  فلوئورسان  میکروسکوپی  تصاویر   7 شکل 
در  موجود  شده   نشان دار  نانوذرات  و  مقطر  آب  در  شده  پراکنده 
چسب آکریلی را نشان می دهد. با وجود پراکندگی مناسب نانوذرات 
فرایند  صحت  نشان دارشده،  نانوذرات  مناسب  اندازه   چسب،  در 
زیر  در  نشان دارشده  نانوذرات  مناسب  نیز عملکرد  و  نشان دارکردن 
میکروسکوپ فلوئورسان، نمونه های رهایش نانوذرات از چسب های 
و  نداشته  نانوذرات نشان دار  از وجود  نشانی  بررسی  از  آکریلی پس 
بدون  حداقل  را،  چسب  دو  این  از  نانوذرات  خارج نشدن  می توان 

استفاده از روشی برای افزایش نفوذ نتیجه گرفت.

نتیجه گیری

 نانوذرات زیست سازگار نشان دار کاربرد گسترده در ردیابی سلول ها و 
پژوهش،  این  در  دارند.  درون تنی  و  برون تنی  شرایط  در  نانوذرات 
نانوذرات کیتوسان به روش ژل شدن یونی تهیه شدند و اثر دو عامل 
 TPP و دمای محلول های کیتوسان و TPP نحوه  افزودن کیتوسان به
بر متوسط اندازه  آنها بررسی شد. در نتیجه، افزایش ناگهانی محلول 
کیتوسان به TPP و اعمال شوک گرمایی سبب کاهش متوسط اندازه  
متغیر  دو  درنظرگرفتن  با  درادامه،  می شود.  نهایی  نانوذرات  عددی 
غلظت کیتوسان و TPP، برای دستیابی به کمینه اندازه و بیشینه بازده 
بهینه  در شرایط  نانوذرات  بهینه شدند. مشخصه های  نانوذرات  تهیه 
بررسی شدند که در نتیجه نانوذرات از بار سطحی، متوسط اندازه و 
شکل ظاهری مناسبی برخوردار بودند. نانوذرات نشان دار با استفاده 
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شکل 8- نمودار توزیع عددی اندازه: (الف) نانوذرات اولیه و (ب) 
نشان دارشده کیتوسان. 

 شکل 7- تصاویر میکروسکوپی فلوئورسان نانوذرات نشان دارشده در: 
(الف) چسب آکریلی x 10، (ب) چسب آکریلی X 20 و (ج) آب مقطر.

(الف)

(ب)

(ج)
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از پلیمر کیتوسان-FITC و براساس اتصال گروه ایزوتیوسیانات در 
 ،FITC به  شده  متصل  کیتوسان  تهیه  کیتوسان  آمین  گروه  و   FITC

حاوی  تراپوستی  سامانه  درنهایت،  شدند.  تهیه  مناسب  اندازه ای  با 

نشان دار  نانوذرات  نتیجه،  در  که  شد  تهیه  شده  نشان دار  نانوذرات 
کیتوسان از سامانه  تراپوستی چسب آکریلی بدون روش های افزایش 

نفوذ خارج نشدند.
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