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Objectives: The purpose of this study was to establish a new experimental, rapid, simple and cost effective approach   to study 
liposomes. NR (Neutral red) was selected as a model of lipophilic and hydrophilic drug. NR is an indicator of pH and a weak 
base with pka=6.7 which is red while ionized in acidic media but yellow while non-ionized in alkaline media and is used in vital 
staining. Methods: In this study the effects of pH internal (5) and external media (5- 9) on liposomes trapping efficiencies in 
wavelength of 533nm were examined. Results: %EE is (the entrapment efficiency of liposome) increased between (%24-%87) in 
pH (external media) range 5-9. CBC (CBC, contrast between liposomal compartment for visualized by LM) and EBC (EBC, 
exchanged between liposomal compartment) and EE were calculated. Liposomes with the internal (pH = 5) and external media 
(pH = 9) is the most suitable option for staining with NR. No significant correlations were observed among the two index with a 
95% coefficient interval (EBC with CBC, r2 = 0.93, p<0.05, and EE with CBC r2=0.93, p<0.05). Significant correlations were 
also observed among the EBC index and EE index with a 95% coefficient interval (EBC with EE r2=0.66, p<0.05). Conclusion: 
NR accumulates in liposomes in ionized form therefore, giving sharp contrast with the surrounding media of liposomes. This 
makes them to be visualized by LM (light microscope).  
Keywords: Liposome; Molecular NR; Ionic NR; Trapping efficiency; sphectophotometry. 
 
 

 مدلي از داروهاي چربي دوست و آب دوسـت  در اين مطالعه نوترال رد به عنوان. معرفي يك روش سريع آسان و مقرون به صرفه براي مطالعة ليپوزومهاست: زمينه و هدف 

. رنگ و در فـرم ملكـولي يـا غيـر يـونيزه زرد رنـگ اسـت        قرمز) در محيط هاي اسيدي(يك باز ضعيف است كه در شكل يونيزه  وpH نوترال رد معرف . انتخاب شده است

 )خاصيت بارگـذاري يـا بـه دام انـدازي      (EE طراحي گرديد و ارتباط سه پارامتر        ۹ تا   ۵اوت از    محيط بيروني متف   pHو  ) ثابت (pH =۵ دراين مطالعه ليپوزومهايي با محيط داخلي      :روشها

EBC)      تبادل بين محيط داخلي و خارجي (  وCBC)       درصـد بارگـذاري ليپوزومهـا بـا         :يافتـه هـا    .ليپوزومها مورد بررسي قرار گرفت    ) اختلاف فاز بين محيط داخلي و دروني 

 EBCبـين   %) ۹۵با ضريب اطمينان    (هيچ تفاوت معني داري      در مقايسه سه پارامتر ذكر شده،     ). ۲۴‐۷۸(% وزومها افزايش قابل توجه اي نشان داد       محيط بيروني ليپ   pHباافزايش  

 ـ   . مشاهده نگرديد  ) ۰۵/۰, p< ۹۳/۰ = ۲r (CBC وEEو )   CBC) ۰۵/۰, p< ۹۳/۰ = ۲rو  .)  p< ۶۶/۰ = ۲r ,۰۵/۰(  مـشاهده گرديـد  EE و EBCين ـولـي تفـاوت معنـي داري ب

نوترال رد در فرم ملكولي وارد ليپوزوم شده و بعد از يونيزه شدن در محيط اسـيدي درون ليپـوزوم تجمـع مـي يابـد و همـين امـر امكـان مطالعـة آنهـا را بـا                                         :نتيجه گيری 

   .اي نشان می دهد ومها افزايش قابل توجه محيط بيروني ليپوزpHافزايش ين درصد بارگذاري ليپوزومها با همچن ميكروسكوپ نوري فراهم مي نمايد

 . اسپكتروفتومتري، ظرفيت بدام اندازي، نوترال رد ملكولي، نوترال رد يوني، ليپوزوم:واژه هاي كليدي
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  ۸۵ تابستان                                علوم داروئي،                         افشين محمدي بردبري                                                                    ٢٨

  مقدمه ‐۱
اسـت كـه     ) زرد =۸pH قرمز و    =pH) ۸/۶pHنوترال رد يك معرف     

براي مطالعات بافت شناسي و رنگ آميزي حياتي كاربرد دارد و با    

  ).۱(  از رنگ قرمز به رنگ زرد تغيير مي يابدpHافزايش 

در طول دهه گذشته ليپوزومها به طور وسـيعي در رسـاندن دارو،             

). ۲‐۵(آنزيم و مواد ژنتيكي به بافتها مورد استفاده قرار گرفته اند             

بنابراين حامل  ) ۶( ليپوزومها در سلولهاي سرطاني تجمع مي يابند      

همچنين . خوبي در دارو رساني به اين سلولها محسوب مي شوند         

هـاي رتيكلوانـدوتليال مـي توانـد در          تجمع ليپوزومها در سـلول    

) ايـدز (بر عليـه بيمـاري مهلـك قـرن     ) زيدويدين(دن دارو   ـرسان

  ).۷( مفيد باشد

ي براي تهيه ليپوزومها وجـود دارد امـا رايجتـرين           روشهاي مختلف 

در ايـن روش  . روش هيدراته كردن لاية نازك ليپيـدي مـي باشـد        

ك حلال حل شده و حلال تبخير مي شـود          ـــــليپيد و دارو در ي    

ازك صـورت   ــــ ـتا لايه نازكي بدست آيد و سپس آبدهي لايه ن         

 نـوع ليپيـد،   عـلاوه بـر     ). ۱۵( مي گيرد تا ليپوزومها شكل بگيرنـد      

ــوزوم و  ــة ليپ ــاختمان،اندازه و  pHروش تهي ــر س ــز ب ــول ني  محل

در حال حاضر مطالعات    ). ۱۲و۱( خصوصيات ليپوزوم مؤثر است   

اندازة  زيادي بر روي ليپوزومها براي تهية فرمولاسيونهاي مختلف،      

كـه  ) ۱۳( مناسب وبهبود خاصيت بدام اندازي صورت مـي گيـرد         

انـدازة ذرات و خاصـيت       ه بندي، اين سيستمها بر اساس شكل لاي     

 به دام اندازي ليپوزومها بوسـيلة ميكروسـكوپ الكترونـي گـذاره،           

راسانتريفوژ ـــميكروسكوپ جارو كنندة ليزري، تفرق ليزري و الت       

  ).۱۴( ورد استفاده قرار مي گيرندــــــيا روش دياليز به ترتيب م

د جهـت  در اين مطالعه ليپوزومهاي رنگ آميزي شده بـا نـوترال ر     

 محيط  pHبررسي ميزان بارگذاري ليپوزومها با استفاده از اختلاف         

درونــي و بيرونــي ليپوزومهــا و تبــادل محــيط درونــي و بيرونــي 

ليپوزوم با ميكروسكوپ معمولي و اسپكتروفتومتري مورد بررسي        

 .قرار گرفت
 

  مواد و روشها ‐۲

  مواد: ۲‐۱

 Avanti Polar Lipid (Alabastar, AL) از (PC) فــسفاتيديل كــولين

 تهية شد بقية مـواد مـورد        (Milwaukee) از   (CHOL) %۹۵ كلسترول

  . بودندHPLCاستفاده داراي خلوص 

  روش كار: ٢‐٢

  تهية ليپوزوم: ٢‐٢‐١

فاز معكوس در خلاء صورت گرفـت        تهية ليپوزوم با روش تبخير    

تركيبات ليپيدي با فرمولاسيون لسيتين و كلسترول به نسبت         ). ١٥(

 ميلي  ٥/١ به   ٢ اتانول با نسبت حجمي      ‐ در كلروفرم    ١ به   ٢مولي  

 كلرفـرم بوسـيلة دسـتگاه تقطيـر در          ‐حلال اتانول   . ليتر حل گرديد  

.  ساعت حذف گرديـد    ١٦ه مدت   ــــــب) بار    ميلي ٨٠‐١٠٠(خلاء  

   و٤٠ mmol/Lفسفات سـالين   افرــــسپس ليپيد خشك شده در ب

mmol/L NaClيد  با غلظت نهايي ليپ١٤٠mmol حـل گرديـد و بـه    ٣ 

   . با همزدن مداوم انكوبه شدoC٦٠ دقيقه در ٦٠مدت 

 pH). ٥‐٩( متفـاوت اسـت      pHمحلول بافر بسته به نوع آزمـايش        

 رسـانده   ٩ تـا    ١/M.و هيدروكسيد سديم    ) ٥(بوسيلة اسيد استيك    

ه نسبت حجمـي    ـب pH) =٥( با بافر ) ٠١/٠ mg/ml( نوترال رد . شد

د و قبل از اينكه فاز آلي       يگرد  ن مداوم مخلوط     به وسيلة همزد   ١:٩

د رنگ  شتوسط تقطير در خلاء حذف گردد به لاية ليپيدي اضافه           

 به نـوع ليپـوزوم مـورد        ه آن بست  pHاضافي ليپوزومها با بافري كه      

مراحــل . شستــشو داده مــي شــود) ٥‐٩ (متفــاوت اســتمطالعــه 

ــشست ـــشو شامــــ ــردن بـ ـــل اضــافه ك ــيلة ـ افر و حــذف بوس

  . سانتريفوژ است

ا ــــــــهـــا ب وزومـــــــپــشاهده ليـــــم: ٢‐٢‐٢

  ميكروسكوپ نوري

زرگنمائي ـــــا بـبــ Leitz وگرافي بــه وســيلة فتــوميكروگرافـفتــ

اختلاف رنگي كه ناشي از تفـاوت     .  صورت گرفت  ٤٠ × ٥/٣×٤

pHسازد كه به سادگي   قادر ميست ما را  درون و بيرون ليپوزومها

  .ليپوزومها را با ميكروسكپ نوري مشاهده كنيم

 بـا روش    ليپوزومهـا تعيين درصد به دام اندازي      : ٢‐٢‐٣

  اسپكتروفتومتري

 بوسـيله جداسـازي مقـدار بـار         (EE) بدام اندازي ليپوزومها     مقدار

نشده با اولترا سانتريفوژ و تعيين غلظت با روش اسپكتروفتومتري          

  .گرفتصورت 

 ٥/٤ از سوسپانـسيون ليپـوزومي       ٥/٠ mlن روش ابتدا بـه      ـــدر اي 

 سـاعت در    ٢دت  ـــ ـه م ـــــ ـر بافر اضافه گرديـد و ب      ــميلي ليت 

rpm ــ٤دمــاي   و٠٠٠/٤٠ ــد،  ريفوژ ـ درجــة ســانتيگراد سانت گردي

هـا از رابطـة زيـر     وسيلة ليپـوزوم ــ ـنوترال رد بارگـذاري شـده ب   

  .گرديد محاسبه 

EE=Qt-Qs/Qt  

 مقـدار نـوترال رد اضـافه    Qt بارگذاري شـده،   مقدار EEكه در آن    

ــده و  ــنجش       Qsش ــيلة س ــه وس ــت ب ــوترال ردي اس ــدار ن مق

 نانومتر از جـذب سـوپرناتانت       ٥٣٣اسپتروفتومتري در طول موج     

هـاي مختلـف نـوترال        بـراي كاليبراسـيون از غلظـت      . بدست آمد 

  .استفاده گرديد

 آناليز داده ها: ٢‐٢‐٤
 ٦از  ) SEM( انحـراف معيـار      ±ا به صـورت ميـانگين       تمام داده ه  

ه ــــــ ـ ب ANOVAجام شد و بـرای آنـاليز آمـاری از           ــــنمونه ان 

همــه .  اســتفاده گرديــدKules  Student - Newmanهمــراه آزمــون

 SPSSا بکار گيـری نـرم افـزار         ـوسيله کامپيوتر ب  ــــــمحاسبات ب 

  . انجام گرفت
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  ٢٩                                                              بر روي درصد بارگيري ليپوزومها pHالعة اثر گراديان مط                                          داروئي       علوم 

  نتايج ‐۳

 : هاســلباخ–بــق قــانون هندرســون   ر طــــدر ايــن مطالعــه ب 

Unprotonated NR / protonated NR  Pka-PH =Log ابتــدا درصــد

نـوترال رد محاسـبه     ) ملكـولي (و غيـر پروتونـه      ) يـوني (پروتونه  

بوسيلة فرمول زير اختلاف فاز بـين دو محـيط          ) ۱جدول  (گرديد  

  .  بدست آمد(CBC)بيروني و دروني ليپوزوم 

CBC=%p (%p, percentage of protonated NR) in-%Pout /%P total 

 يرونــ ـ بpHو  ۵ دروني pHمقدار محاسبه شده براي ليپوزومهايي با     

نشان داده شـد كـه بـراي        ). ۱جدول  ( نشان داده شده است      ۹الي   ۵

 و بـراي  ۷مقـدار    ايـن ۷/ ۴ و بيرونـي  ۵  درونـي pHليپوزومهاي با 

ــا  ــايي ب ــيpHليپوزومه ــي۹  بيرون ـــ اي۵  و درون ــدار  نــ  ۹۸/۰مق

بـين دو محـيط    نـوترال رد   توان مقـدار تبـادل   همچنين مي .باشد مي

  :ر محاسبه كردـا فرمول زيـــروني و بيروني ليپوزوم را بد

:EBC = %up (%UP, percentage of unprotonated NR) out - %up in / %up total   

 EBC مقـدار    ۴/۷و بيرونـي     ۵ درونـي    pHهايي بـا     راي ليپوزوم ـب

 ۹و بيرونـي     ۵ درونـي    pHهايي بـا     و براي ليپوزوم   /. ۹۵با   برابر

ا ـــــــ ـ بEE و EBC و CBCن  ـــــ ـارتباط بي  . است ۹۶/۰معادل  

ــان   ــريب اطمين ــــمحاسب% ۹۵ض ـــد هيــــــه گرديــــ چ ــــ

  CBCاـــــــ ـ بEBCسه ــ ـايــــــداري در مق فاوت معنـي ــــ ـت

)۰۵/۰, p< ۹۳/۰ = ۲r (و EEــا   CBC) ۰۵/۰, p< ۹۳/۰ = ۲(r  بـ

 EE و EBCداري بــين  گرديد امــا اخــتلاف معنــيـــــــمــشاهده ن

)۰۵/۰, p< ۶۶/۰ = ۲(r ۱د شكل ــــــــشاهده گرديــ م C, B, A.  

  

  

  

  %٩٥ با ضريب اطمينان (CBC, EBC and EE)ارتباط بين سه شاخص ). C  و B,A: (١شكل
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  ۸۵ تابستان                                علوم داروئي،                         افشين محمدي بردبري                                                                    ٣٠

  

  

  .نشان داده شده استEE  و CBC   ،EBC،پروتونه در محيط دروني و بيروني ليپوزومهادرصد نوترال رد پروتونه و غير : ١جدول
  

pH in pH out %p in %p out %up in %up out CBC EBC EE 
         
         
5 5 98.04 98.04 1.95 1.95 0.000 0.000 0.25 
5 5.4 98.04 95.23 1.95 4.77 .0114 0.419 0.55 
5 6 98.04 83.36 1.95 16.6 0.080 0.789 0.6 

 
5 6.7 98.04 50 1.95 50 0.324 0.924 0.75 

 
5 7 98.04 33.44 1.95 66.5 0.354 0.943 0.87 

 
5 7.4 98.04 16.6 1.95 83.36 0.710 0.954 0.75 

 
5 8 98.04 4.78 1.95 95.2 0.900 0.959 0.84 

 
5 8.4 98.04 1.56 1.95 98.43 0.986 0.961 0.89 

 
5 9 98.04 .49 1.95 99.5 0.990 0.990 0.90 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 دازهـاغلب داراي ان.  عكسبرداري شده اند Leitzوسيلة فتوميكروگراف ـب ٤٠ × ٥/٣×٤ مي باشند با بزرگنمائي ٩ بيروني pH و ٥ دروني  pH ليپوزومهايي كه داراي:٢شكل 

  .) ميكرومتر٤متوسط ( ميكرومتر بوده اند ١٠ ميكرومتر تا ٥/٠اي از 

  

  
    بحث ‐۴

 pHهنگـامي كـه   . باشد  مي = ۷/۶Pkaنوترال رد يك باز ضعيف با 

بـه   % ۵۰آن به صورت يونيزه و       % ۵۰ باشد   ۷/۶محيط مساوي با    

از خصوصيات منحصر به فرد ايـن       . يونيزه در مي آيد    صورت غير 

اشد، بطوريكـه در شـكل مولكـولي زرد         ب  معرف تغيير رنگ آن مي    

  . رنگ و در فرم يوني قرمز رنگ است

 يـا ملكـولي   طبيعي است كه اين رنگ فقط در حالت غيـر يـونيزه          

بـا ورود   . ها است  هاي بيولوژيك وليپوزوم  قادر به عبور از غشاء      

  اسيدي به فـرم يـونيزه در  pHها در  ها و ليپوزوم به درون ارگانل

   .مع مي يابدمي آيد ودر آنجا تج

 مقـدار   ۵ دروني   pHهايي با   ليپوزومتوان نشان داد كه در درون         مي

شـود بـه دام       از نوترال ردي كه وارد محيط درونـي مـي          % ۰۴/۹۸

قـادر بـه برگـشت از محـيط درونـي بـه        % ۹۵/۱افتد و حدود      مي

فارماكوكنتيـك داروهـاي حمـل       .باشـد   فضاي بيروني ليپوزوم مي   

وابسته به خواص فيزيكوشيميائي ليپوزومها     شده بوسيلة ليپوزومها    

است بازهاي ضعيفي ماننـد دوگسوروبيـسين و وينكريـستين كـه            

شكلهاي يوني و غير يوني دارند مي توانند به طور موثري با تغيير             

عملكــرد ). ۸(  در ليپوزومهــا بــه دام انداختــه شــوندpHگراديــان 
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  ٣١                                                              بر روي درصد بارگيري ليپوزومها pHالعة اثر گراديان مط                                          داروئي       علوم 

  ). ۱۰‐۱۱( دما است  و pHليپوزومها به صورت مستقيم وابسته به

  

  نتيجه گيری  ‐۵

 از lμ۱۰ در ايـــن مطالعـــه بـــراي عكـــسبرداري از ليپوزومهـــا، 

سوسپانسيون ليپوزومي بر روي اسـلايد قـرار داده شـد و بوسـيلة        

كه . ميكروسكوپ نوري خصوصيات آنها مورد مطالعه قرار گرفت       

) μ ۴متوسـط    (μ۱۰ تـا    μ ۵/۰ در اين مطالعه اندازة ليپوزومهـا از      

  . ه و اغلب شكل كروي داشتندمتفاوت بود

بعضي از وزيكولها حالت تجمع را نشان دادند كه اين امر ممكـن             

ــر تثبيــت كننــدگي كلــسترول ب  ــه دليــل اث روي ر ــــــــاســت ب

غشاءهاي بيولوژيك باشد كه بعضي از محققين نيز به اين موضوع       

  ).۱۷(اند  اشاره كرده
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