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Objectives: Spectrophotometric methods are amongst the most important methods used for determination of 
encapsulated proteins in particulate drug delivery systems. In Bradford method, which is used frequently, some 
interfering agents could affect the precise determination of proteins. In such a conditions, other methods with less 
interactions, such as spectrofluorimetry, can be used. Methods: Tetanus toxoid (TT) was conjugated with 
fluorceinisothiocianate (FITC), as a fluorescent agent. Buffer salts and unconjugated FITC were separated by 
dialysis and ultrafiltration. Alginate microspheres and liposomes encapsulated with fluorescent TT were prepared by 
emulsification-internal phase gelation and solvent evaporation, respectively. encapsulated TT in microspheres and 
liposomes was determined by Bradford and spectroflourimetric methods. Results: Mean encapsulation efficiency of 
FITC-TT in microspheres was obtained to be 38.33 ± 6.11 and 21.33 ± 2.1, by Bradford and fluorimetry methods, 
respectively (P<0.01). In Bradford method, the blank microspheres showed high absorbances which could be caused 
by interaction from sodium alginate polymer. But in the fluorimetric method the blank microspheres showed little 
absorbances, so this method is more reliable. Mean encapsulation efficiency of FITC-TT in liposomes was 
determined by indirect method, as 46.33 ± 6.23 and 56 ± 3, by Bradford and fluorimetry methods (P<0.05). In 
Bradford method, supernatant of blank liposomes showed high absorbances which could be rooted from interaction 
of free lipids. But in the fluorimetry method supernatant of the blank liposomes showed little emission, so this 
method is more reliable. Conclusion: In determination of encapsulation efficiencies of proteins in microspheres and 
liposomes, when spectrophotometric methods due to interfering agents, could not be utilized precisely, 
spectrofluorimetric method can be preferred.   
Keywords: encapsulation efficiency, spectrofluorimetry, spectrophotometry, alginate microsphere, liposome, FITC-TT. 
 

در روش  . هستند  روشهاي اسپكتروفتومتري  ،ذره اي دارورساني   در سامانه هاي     انكپسوله پروتئين هاي  از مهم ترين روش هاي تعيين مقدار      : هدفزمينه و   
از مـي تـوان    نين مواقعي   ر چ د .اثر مي گذارند  دقيق پروتئين   روي تعيين مقدار     ،عوامل تداخل كننده  برخي از   ،  استي پر استفاده    ، كه يكي از روشها    برادفورد

به عنـوان   ) FITC(با فلورسئين ايزوتيوسيانات    ) TT(كزاز   ابتدا توكسوئيد  :هاروش .نمود استفاده   رند،داكمتري  كه تداخل   مانند اسپكتروفلوريمتري   ي  هايروش
و  ميكروسـفرهاي آلژينـات      . آزاد از روش ديـاليز و اولترافيلتراسـيون اسـتفاده شـد            FITC براي جداسازي نمـك هـاي بـافر و           .  كنژوگه شد  ،ماده فلورسنت 

سوله شـده   مقدار توكسوئيد انكپ. و تبخير حلال تهيه شدند ژل كردن فاز داخلي -به روش امولسيون سازي   به ترتيب   حاوي توكسوئيد فلورسنت    ليپوزومهاي  
 بـا   هاميكروسـفر  در   FITC–TTانكپـسولاسيون   ميانگين درصـد      :يافته ها .  به دو روش برادفورد و فلوريمتري اندازه گيري شد         هاليپوزوم و هاميكروسفردر  

ن پـروتئين جـذب      در روش برادفورد ميكروسـفرهاي بـدو       .)>01/0P(به دست آمد    % 33/21 ± 1/2 و به روش فلوريمتري   %  33/38 ± 11/6 روش برادفورد 
 جذب محلول ميكروسفر بدون پـروتئين  ، ولي در روش اسپكتروفلوريمتري .بالائي نشان دادند كه ناشي از تداخل پليمر سديم آلژينات با اين روش مي باشد              

بـا روش   غير مـستقيم  صورتبه  ا،هليپوزوم در FITC–TT متوسط درصد انكپسولاسيون ،علاوه بر اين . و نتايج حاصل از آن قابل اطمينان تر است        بودناچيز  
سوپرناتانت ليپوزوم بدون پروتئين نيز در روش برادفورد جذب بـالائي نـشان            .)>05/0P (محاسبه شد % 56±3فلوريمتري  به روش   و  % 3/46 ± 2/6برادفورد  
و نتـايج   مـي دهـد      اقد پروتئين جذب كمي نـشان      در روش فلوريمتري سوپرناتانت ليپوزوم ف      ليوكه مي تواند ناشي از تداخل ليپيدهاي آزاد باشد           مي دهد 

كـه روش هـاي     قعي  مواهنگام تعيين درصد انكپسولاسيون پروتئينها در ميكروسفرها و ليپوزومها، در           در   : يرينتيجه گ  .حاصل از آن قابل اطمينان تر است      
 .آنها نمودجايگزين تروفلوريمتري را اسپك هايروشاسپكتروفتومتري به دليل مواد تداخل كننده قابل استفاده نيستند، مي توان 

   FITC–TT ،ليپوزوماسپكتروفتومتري، ميكروسفر آلژينات،  ، اسپكتروفلوريمتري، درصد انكپسولاسيون:كليدي واژه هاي 
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 ۸۷تابستان                                                        علوم داروئي،               اران   و همكمحسن تفقدي                                                                                                  ۵۴
 
  مقدمه -1

در بسياري از مطالعات ايمن سـازي جهـت افـزايش پاسـخ             
 آنتي ژنها را ،ظت آنتي ژن ها و كنترل رهش آنها   محاف ،ايمني

ليپـوزوم   و يكروسـفر درون سامانه هاي دارورسـاني ماننـد م       
در اين موارد يكـي از مهمتـرين        . )3-1( محصور مي سازند  

مراحل تحقيق اندازه گيري مقدار آنتي ژن محصور شـده در           
ــن ســامانه ها ــدار  . ســتاي ــين مق ــولترين روش در تعي معم

روش اسـپكتروفتومتري    اسـتفاده از     ،پروتئين هاي انكپـسوله   
كه از معمولترين آنها روش هاي اسـپكترومتومتري        مي باشد   

 UVذب  ــ ـ لـوري و ج    ،ادفـورد مانند بيسينكونينيك اسيد، بر   
   .)4(مي باشد 

روش برادفورد روشي سريع و دقيق بـراي تخمـين غلظـت            
روشي كه توسط برادفورد شرح داده شده       . پروتئين مي باشد  

 سريع تر و با حساسيت بيشتر نـسبت         ،است روشي ساده تر   
عـلاوه بـر ايـن در مقايـسه بـا روش            . به روش لوري است     

لوري، اين روش تداخل كمتري با واكنش گرهاي عمومي و          
ــرو ــوژيكي دارد اجــزاي غيرپ ــه هــاي بيول روش . تئين نمون

 بـه  G – 250برادفورد بـر پايـه اتـصال رنـگ كوماسـي بلـو       
سنجـشها بـا افـزودن واكنــشگر    . پـروتئين انجـام مـي شـود    

برادفورد به محلول پروتئين و اندازه گيري جذب محلول در          
   .)5(  انجام مي شودnm 595طول موج 

از مزاياي اين روش ثابت بودن ضـريب خاموشـي محلـول            
 محـدوده   در) پروتئين اسـتاندارد  ( آلبومين   –كمپلكس رنگ   

روش برادفـورد   . )5 ،4(يك تا ده برابر حداقل غلظت است        
بـا ايـن حـال    . تداخل كمي با واكنش گرهاي شـيميايي دارد      

تعداد كمي از عوامل شيميايي ممكن است جذب بلانـك را           
. تغيير دهند و يا روي پاسخ پروتئين به رنگ تـأثير بگذارنـد            

مواردي كه بيشتر باعث مشكل مي شوند معمولاً دترجنتها و          
د پاسخ هاي متفاوتي براي     روش برادفور . آمفوليت ها هستند  

پروتئين ها نشان مي دهد كـه بـراي غلبـه بـر ايـن مـشكل                 
اصلاحاتي پيشنهاد شده كه معمولاً بر مبناي افـزايش ميـزان           

رنـگ كوماسـي بلـو ظـاهراً بـه          .  محلـول اسـت    pHرنگ يا   
قسمتهاي آرژنين و لايزين پروتئين ها وصل مـي شـود ايـن             

پاسخ آزمايش بـه    خصوصيت مي تواند منجر به انحراف در        
ايـن  . پروتئين ها شود كـه محـدوديت بـزرگ روش اسـت           

محدوديت ها و انحرافات باعث مـي شـوند روش دقـت و             
در نهايـت روش اصـلي كـه        . صحت كمتـري داشـته باشـد      

بوسيله برادفورد شرح داده شد باز هم معمولترين و مناسـب           
در بـسياري از مـوارد        اما ترين روش اسپكتروفتومتري است   

مــزاحم تعيــين درصــد از مــواد موجــود در محــيط برخــي 
   .)6 ،4( انكپسولاسيون به اين روش مي باشند

روش مطلوب ديگر براي تعيين مقدار پروتئين، تهيـه مـشتق           
فلورســنت از پــروتئين مــورد نظــر و انــدازه گيــري ميــزان  

. )2 ،1(انكپسولاسيون به روش اسپكتروفلوريمتري مي باشد       
فلوريمتري از روش هايي است كه بدليل حـساسيت بيـشتر           
روش نسبت به روش هاي اسپكتروفتومتري و تداخل كمتـر          

. دآن با نمونه هاي مورد سنجش مورد استفاده قرار مي گيـر           
بيشتر بيومولكولها شامل پروتئين هـا، اسـيدهاي نوكلوئيـك،      
داروهاي آنالوگ، هورمون ها و فاكتورهاي رشد انتشار ذاتي         
كمي در ناحيه مرئي دارنـد بـه همـين دليـل از فلوروفورهـا           
. براي نشاندار كردن آنهـا و ايجـاد نـشر اسـتفاده مـي شـود               

صل ـــ ـتفلوروفورها به شكل كووالانسي بـه بيومولكولهـا م        
مي شوند كه اين فرايند به دليل حساسيت اين مواد بـه نـور              

بنـابراين از اتـصال پـروتئين بـه        . در تاريكي انجام مي شـود     
فلوروفور در تعيين مقدار ايمنوفلوريمتريك و فلوريمتريـك        

  .)7(استفاده مي شود 
 نـوع شـيميايي خاصـي از         )FITC(فلورسئين ايزوتيوسيانات   

 قليـايي بـا اسـيد آمينـه         pHفلورسئين است كه بـه آسـاني در         
لايزين و بنيانهاي آمين انتهاي مولكول پروتئين بطور كـووالان        

 به عنوان يك ماده فلورسنت در تعيـين         FITC .پيوند مي دهد  
. اسپكتروفلوريمتري استفاده مي شود   مقدار پروتئين به روش     

ــه   گــروه ايزوتيوســيانات از طريــق اتــصالات كووالانــسي ب
. گروههاي آمين نوع اول و دوم بيومولكولها پيوند مي شـود          

ايـن مــاده در انــدازه گيــري هــاي ايمنوفلورســانس نيــز بــه  
  .)8 ،7(بيومولكولها متصل مي شود 

وش اسـپكتروفتومتري   رهدف از اين تحقيـق مقايـسه يـك          
ــا روش ) Bradfordش پـــروتئين روش ســـنج(متـــداول  بـ

اسپكتروفلوريمتري جهت تعيين مقدار توكسوئيدكزاز در دو       
 . سامانه دارورساني ميكروسفر و ليپوزوم مي باشد

  
  هامواد و روش  -2
  مواد: 1-2

) مريكــاآ (Sigma  شــركتنمــك ســديم آلژينيــك اســيد از 
 ،)BSA(آلبــومين ســرم گــاوي  ،85 اســپان .خريــداري شــد
) يسســوئ(Fluka از ) Iايزومــر (وتيوســيانات فلورســئين ايز

ــداري  ــدندخري ــانول .ش ــسيتين ،مت ــل ،ل ــل الك ،  ايزوپروپي
 سـديم  ، كلريـد كلـسيم   ،كلروفـرم ،   سديم سيترات  ،كلسترول
ــات ــانولn-، كربن ــين، اكت ــيلن دي آم ــيد  تترا ات ــتيك اس اس

)EDTA(، محـصول   يليانـت بلـو   كوماسي برMerck) لمـان آ (
سـرم سـازي    موسـسه    از   Lf/ml 1560توكسوئيدكزاز   .بودند
 واحد سنجش توكسوئيد كزاز . حصارك كرج تهيه شد،رازي

limit of flocculation) Lf (  است كه بر اساس ايجاد كـدورت

www.SID.ir
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  ۵۵                                                                                        تعيين ميزان انكپسولاسيون توكسوئيد كزاز                                                                     علوم داروئي        

 
در مجاور سازي رقتهاي مختلف توكـسوئيد كـزاز بـا آنتـي             

  .بادي آن محاسبه مي شود
) TT( با توكسوئيد كـزاز      FITCكنژوگاسيون  : 2-2
   )ئين مدلتبه عنوان پرو(

 حل pH 7/9 بافركربنات با ml10   درFITCبيست ميلي گرم 
 . به آن اضافه گرديدLf/ml 1560 با غلظت ml10 TT  شد و

 سـاعت توسـط   18در تاريكي به مدت  oC 4 اين محلول در
 متـصل   FITC نمك هاي بافر و      .همزن مغناطيسي همزده شد   

ستفاده از كيـسه    با ا به روش اولترافيلتراسيون يا دياليز       ،نشده
 .ند، حذف شـد  روز5  دالتون در طيcut off 12000با دياليز 

 بـه راحتـي از كيـسه    FITC نمكهاي بافري و cut offدر اين 
  .)9، 2، 1(  باقي مي ماندFITC-TTخارج مي شوند ولي 

 بـه   FITC-TTتهيه ميكروسفر آلژينات حاوي     : 3-2
    ژل كردن فاز داخلي-)w/o (روش امولسيون سازي

اضـافه و    FITC-TTسديم آلژينات مقدار لازم     % 2به محلول   
به % w/v 2 از اين محلول آبي      ml 2 سپس   .كاملا مخلوط شد  

ml 10 85 اســـپان w/v 2 % در–nاكتـــانول افـــزوده شـــد  .
هموژنـايزر  اسـتفاده از    ا  ــ ـبآلژينـات در اكتـانول      امولسيون  

)rpm 26000    تهيه شـد و سـپس يكجـا و          ) دقيقه 3 به مدت 
در % w/v 33/0سيم  ـــ ـ محلول كلريد كل   ml 60ع به   ـــسري
–n        دقيقـه تحـت چـرخش       10 اكتانول اضافه شد و به مدت 

ها نمونـه از صـافي       در انت  .آرام همزن مغناطيسي قرار گرفت    
ق روش ذكر شـده     ــ عبور داده شد و مطاب     µm 45/0 غشايي

به دليل استفاده   . در نمونه هاي قبلي جداسازي و خشك شد       
  . )3(  تمام مراحل آزمايش در تاريكي انجام شدFITCاز 
 بــه روش FITC–TTتهيــه ليپــوزوم حــاوي : 4-2

           تبخير حلال
 mg 30 كلــسترول و mg 10بــراي تهيــه ايــن ليپــوزوم هــا،  

 مخلوط كلروفرم و متانول به نسبت حجمي        ml 1لسيتين در   
 عدد سنگ جوش به بالن تـه        30حدود  . حل گرديد ) 1 : 2(

 درجـه   30گرد اضافه شد و حلال آلي تحت خلاء در دماي           
بـه غـشاء ليپيـدي      . دستگاه تقطير حلال خارج گرديد    توسط  

 اضافه شـد و     FITC–TT حاوي   PBS بافر   ml 1خشك شده،   
 تمامي مراحل كار    .مخلوط به مدت نيم ساعت ورتكس شد      

  .)10( در تاريكي انجام شد
 و  بررسي خـصوصيات ظـاهري ميكروسـفرها      : 5-2

              ليپوزومها
ــه منظــور بررســي خــصوصيات ظــاهري ميكروســفرها   و ب

ميكرومتــر و از ميكروســكوپ نــوري مجهــز بــه ليپوزومهــا 
  . )3( دوربين استفاده شد

   انكپسولاسيونتعيين درصد : 6-2

 در  FITC-TTنات حـاوي    ـــــ ـدو ميلي گرم ميكروسفر آلژي    
ml 1   سيترات سديمM 1/0   4/7 با pH  پس از حـل    . حل شد

 ميـزان   ،شدن كامل و تشكيل يك مايع شـفاف و يكنواخـت          
FITC-TT   اسـپكتروفتومتري تعيـين مقـدار      روش  يك  توسط
ري اندازه گيري   فلوريمتاسپكتروروش   و   )برادفورد(پروتئين  

نمونـــه هـــاي مجهـــول در دســـتگاه ميـــزان نـــشر . شـــد
به دنبال تحريـك در      nm 520 = emλاسپكتروفلوريمتر در   

nm 490 = exλ          خوانده شد و مقدار پروتئين با اسـتفاده از 
 ) FITC-TT غلظـت  -شـدت فلورسـانس  (نمودار استاندارد 

 ،از آنجا كه در روش هاي تعيين مقدار پروتئين         .محاسبه شد 
 به ايـن منظـور از       ،آلژينات با پروتئين تداخل نشان مي دهد      

محلول ميكروسفر آلژينات فاقد پروتئين كه بـا روش مـشابه           
 نـشر ساخته و حل شده بود به عنوان شاهد اسـتفاده شـد و              

محلــول ميكروســفر بــدون پــروتئين از محلــول ميكروســفر 
 در مـورد ميكروسـفرهاي     .)11( ن كـسر شـد    حاوي پـروتئي  

در  . تمام مراحل كار در تاريكي انجـام شـد   FITC-TT حاوي
ــسيون   ــورد ليپوزومهــا پــس از ســانتريفوژ كــردن سوسپان م

ليپوزوم هاي بـدون  (ليپوزومي، مقدار پروتئين در مايع رويي   
بـه روش برادفـورد     ) FITC-TT و حاوي    TTپروتئين، حاوي   
ه هـا در طـول مـوج        مام نمون ــــذب ت ـج. اندازه گيري شد  

nm 600   لازم بذكر اسـت     .ريدر خوانده شد    با دستگاه الايزا 
كه جهت افزايش صحت و دقت براي نمونه هاي اسـتاندارد           

  .)3(  بار نمونه گذاري شد3و مجهول از هر غلظت 
  
  نتايج: 3
بررسي خواص ظاهري ميكروسفر آلژينـات بـا        : 3-1

  ميكروسكوپ نوري 
نمونه هاي توليد شده نسبتاً كروي بودند و عدم چـسبندگي           

 نمونـه هـاي ميكروسـفر داراي پـروتئين و           .مناسبي داشـتند  
 .بدون پـروتئين تفـاوتي از نظـر خـواص ظـاهري نداشـتند             

حـدوده  دست آمـده انـدازه ذره اي در م        ـــميكروسفرهاي ب 
µm 20- 1 ليپوزوم هاي . )1شكل  (داشتندMLV  تهيه شـده 

به روش تبخير حلال بخوبي قابل تشخيص بودند و در اكثر           
موارد لايه هـاي متعـدد آنهـا در زيـر ميكروسـكوپ نـوري               

 پوزوم هـا   ـــ ـراي لي ــ ـ توزيع انـدازه ذره اي ب      .مشخص بود 
µm 20- 52شكل  ( بود(. 
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 تهيه شده با ميكروسـكوپ      TT- FITCفرهاي آلژينات حاوي    ميكروس. 1شكل  
  ) ميكرون مي باشد10خط تيره نشانگر (نوري 

 
 
 
 
 
 
 
  
 

 ميكـرون  10خط تيره نشانگر  ( TT  كلسترول حاوي–ليپوزوم لسيتين . 2شكل 
  )است

 

 در FITC-TTتعيــين درصــد انكپــسولاسيون : 3-2
  ميكروسفر

 در  FITC-TT غلظـت    -با استفاده از منحني استاندارد جذب       
و منحنـــي اســـتاندارد نـــشر ) 3شـــكل (روش برادفـــورد 

 در روش اسـپكتروفلوريمتري     FITC-TT غلظت   -فلورسانس
ــكل ( ــراي    ، )4شـ ــسولاسيون بـ ــد انكپـ ــط درصـ متوسـ

متري ــــ ـ بـه روش فلوري    FITC-TTميكروسفرهاي حـاوي    
بدسـت  % 3/38 ± 1/6و به روش برادفورد     % 3/21 ± 1/2

 در  FITC-TT به منظور مقايـسه درصـد انكپـسولاسيون          .آمد
ميكروسفر آلژينات بـه دو روش برادفـورد و فلـوريمتري از            

 نتايج آزمون تفـاوت معنـي داري   . استفاده شدt –testآزمون 
ي دهــد ــــبــين دو روش فلــوريمتري و برادفــورد نــشان م

 )01/0 P <(  )5 شكل(.  
ايج بدست آمده متوسط درصد انكپـسولاسيون بـراي         طبق نت 

ري ــــ ـمتـــوريـ به روش فل   FITC-TTليپوزوم هاي حاوي    
 به  .مي باشد % 3/46 ± 2/6و به روش برادفورد     % 56 ± 3

 در ليپـوزوم    FITC-TTمنظور مقايسه درصـد انكپـسولاسيون       
 از  ، دو روش برادفـورد و فلـوريمتري        كلسترول به  –لسيتين  
 نتايج آزمـون تفـاوت معنـي داري         . استفاده شد  t-testآزمون  

ين دو روش فلــوريمتري و برادفــورد نــشان مــي دهــد ــــب
 )05/0P <(  ) 6شكل(. 
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 د به روش برادفور(BSA) غلظت -منحني استاندارد خطي جذب .  3شكل 
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   به روش اسپكتروفلوريمتري FITC-TT غلظت - منحني استاندارد نشر فلورسانس. 4شكل 
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مقادير محاسبه شده به دو روش نشان دهنده . روفلوريمتريو اسپكت) برادفورد(مقايسه درصد محصور سازي در ميكروسفر آلژينات به دو روش اسپكتروفتومتري . 5شكل 

 )P<0.01(اختلاف معني داري بين دو روش مي باشد 
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 روش نشان دهنده اختلاف معني مقادير محاسبه شده به دو. و اسپكتروفلوريمتري) برادفورد( به دو روش اسپكتروفتومتري ليپوزوممقايسه درصد محصور سازي در . 6شكل 

  )P<0.05(داري بين دو روش مي باشد 
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 ۸۷تابستان                                                        علوم داروئي،               اران   و همكمحسن تفقدي                                                                                                  ۵۸
 
  بحث  -4

 وجود تـداخل جـذبي       آلژينات يكي از مشكلات ميكروسفر   
بين سديم آلژينات و پـروتئين هـا در روش هـاي مختلـف              

هنگـام انـدازه گيـري ميـزان        . تعيين مقدار پروتئين مي باشد    
 بـه دليـل   ،ينـات پروتئين محصور شده در ميكروسفرهاي آلژ    

 همواره جوابهـاي مربـوط بـه        ،كه اين پليمر جذب دارد     اين
 .ميزان انكپسولاسيون بيشتر از مقدار واقعي بدست مـي آيـد          

بــراي رفــع ايــن مــشكل در مطالعــات مختلــف عــلاوه بــر 
 ميكروسفرهاي خالي نيز تهيه ،ميكروسفرهاي حاوي پروتئين 

 مشابه با   مي شود و با حل نمودن اين ميكروسفرها به روش         
 جـذب محلـول ميكروسـفر       ،ميكروسفرهاي حاوي پروتئين  

خالي از محلول ميكروسفر حاوي پروتئين كـسر مـي شـود             
تعيين مقـدار   پليمر سديم آلژينات در اكثر روش هاي        . )11(

پروتئين تداخل نشان مي دهد ولي ميزان اين تداخل در بين           
 به اين ترتيب كـه كمتـرين تـداخل          ،روش ها متفاوت است   

 )BCA(بيسينكونينيك اسيد    سنجش پروتئين جذبي با روش    
لـوري تـداخل     ديده مي شود و در روش هـاي برادفـورد و          

 در  ،لعلاوه بر تداخل هاي معمو    . )4(ه مي شود    بيشتري ديد 
روش برادفــورد بــا مــشكل ديگــري در كــار بــا ميكروســفر 

ك محلول در   ينينمك سديم اسيد آلژ   . آلژينات روبرو هستيم  
 اما نمك هاي فلزات دو ظرفيتي و سه ظرفيتي          ،آب مي باشد  
و همچنـين خـود اسـيد       .. . آلومينيـوم و   ، بـاريم  ،مانند كلسيم 

دار  هنگـام تعيـين مق ـ     .آلژينيك در آب نامحلول  مي باشـند       
) آلژينـات كلـسيم   ( انكپسوله در ميكروسفر آلژينات      پروتئين

در . دنميكروسفرها در محلول سديم سيترات حـل مـي شـو          
 قليـايي   pH واكنشگر مورد استفاده     BCAروش هاي لوري و     

 اما در ،و آلژينات سديم در آن پايدار مي ماند     )13 ،12( اردد
 .)6(  اسيدي دارد  pH واكنشگر مورد استفاده     ،روش برادفورد 

ين محيط سديم آلژينات محلول تبديل به اسيد آلژينيـك      ا در
نامحلول مي شود و رسـوب مـي نمايـد لـذا در اسـتفاده از                

دار پـروتئين انكپـسوله در      روش برادفورد بـراي تعيـين مق ـ      
 بايد غلظت سـديم آلژينـات در محـيط          ،ميكروسفر آلژينات 

واكنشگر پايين نگه داشته شود تا ايجاد اسيد آلژينيك مشكل          
  .زا نباشد

ــه اينكــه    ــا توجــه ب ــز ب ــالا و ني ــه مــشكلات ب ــا توجــه ب ب
ميكروسفرآلژينات قابليت هـاي مثبـت زيـادي در محـصور           

ــاي پرو  ــويز داروه ــودن و تج ــي داردنم ــافتن روش ،تئين  ي
ئين ـــ ـپروتمتداول تعيـين مقدار   جايگزين براي روش هاي     

به اين منظور در اين تحقيـق سـعي بـر           . مي تواند مفيد باشد   
توكـسوئيد  (اين است كه با كنژوگه كردن يك پروتئين مدل          

 قابليت روش اسپكتروفلوريمتري براي تعيين      ،FITCبا  ) كزاز
 .ميكروسـفرها ارزيـابي شـود     درصد انكپسولاسيون مواد در     

 محلول ميكروسفر خـالي در روش اسـپكتروفلوريمتري         نشر
ــط   ــور متوس ــه ط ــا    20/0ب ــسه ب ــه در مقاي ــد ك ــي باش  م

 نـشر ميكروسفرهاي حاوي پـروتئين كـه بـه طـور متوسـط             
 اندك و قابل صـرف نظـر        ، دارند 2/16فلورسانس در حدود    

ان تي را نـش   ـاست و از اين نظر اين روش قابليت هـاي مثب ـ          
 ميكروســفرهاي حــاوي ميــزان دو نــشر تفاضــل .مــي دهــد

پروتئين و خالي در روش اسپكتروفلوريمتري در مقايسه بـا          
 مي رسد با توجـه بـه        به نظر . برادفورد كمتر مي باشد   روش  
كــه تفاضــل جــذب ميكروســفر خــالي در روش هــاي  ايــن

 براي افـزايش    وشها يكي از پركاربردترين ر    سنجش پروتئين 
اما روشي است كه در آن احتمـال         ،)11( تصحت نتايج اس  
 حال آنكه در روش اسپكتروفلوريمتري بـا        .خطا وجود دارد  

 نتـايج قابـل     ،ميكروسفر خالي نشر فلورسانس   توجه به عدم    
مـي تـوان درصـد انكپـسولاسيون بـالاتر          . اطمينان تر هستند  

بدست آمده در روش برادفورد را تا حدي بـه عـدم حـذف              
 حتي پس از حـذف عـدد        ،دهكامل برخي عوامل تداخل كنن    
  . نسبت داد،جذب ميكروسفرهاي خالي

در مورد ليپوزوم براي تعيين درصد انكپسولاسيون پروتئينهـا         
 بـه   .در اغلب مطالعات از روش غيرمستقيم استفاده مي شود        

مـايع رويـي    اين ترتيب كه ميزان پروتئين محصور نشده در         
د و بـا    ليپوزوم هاي تهيه شده محاسبه مي شـو       سوسپانسيون  

 مقـدار   ،از مقدار پروتئين افـزوده شـده اوليـه        آن  كسر كردن   
 دليـل اسـتفاده     .)15 ،14( پروتئين محصور محاسبه مي شود    

 مايع رويي طور معمول در    ه  ين روش اين است كه ب     زياد از ا  
كـه در    حال آن . ليپوزوم ها عوامل تداخل كننده كمتر هستند      

روش مستقيم بايد ابتدا ليپـوزوم در حلالهـاي آلـي و يـا بـا                
 و سـپس داروي     دهكمك بعضي از سورفكتانت ها حـل ش ـ       

ايـن احتمـال وجـود دارد كـه         . آزاد شده تعيين مقدار شـود     
 ليپيدهاي حل شده جداره ليپوزوم و       ،ورفكتانتهابسياري از س  

تعيـين   در روشهاي    ،يا حتي برخي از حلالهاي مورد استفاده      
 در هنگـام تهيـه      .)15 ،6(پروتئين تداخل نشان دهنـد      مقدار  

مـايع   معمولاً   ،ليپوزوم ها با استفاده از فسفوليپيدهاي خالص      
 ليپوزوم تداخل كمي نشان مي دهد و لذا مي توان بـه             رويي

 كتروفتومترياسـپ روش غيرمستقيم و با كمـك روش هـاي          
ــرد    ــبه ك ــصورسازي را محاس ــد مح ــسياري از . درص در ب

مطالعات به ويژه هنگامي كـه هـدف تهيـه فرمولاسـيونهاي            
 از فـسفوليپيدهاي بـا خلـوص    ،ليپوزومي ارزان قيمت باشـد  

 ،كمتر يا مخلوط هاي چند جزئي ماننـد لـسيتين تخـم مـرغ             
 استفاده مي شود كه ايـن تركيبـات در مقايـسه بـا            .. . و   سويا

امــا ايــن . فــسفوليپيدهاي خــالص بــسيار ارزان تــر هــستند
تركيبات مخلوط پيچيده اي از چندين فسفوليپيد و همچنين         

هنگام استفاده از اين مخلوطهـا      . هستند.. . تركيبات ليپيدي و  
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ــسيتين ــد لـ ــاي  ،ماننـ ــوپرناتانت در روش هـ ــولاً سـ  معمـ
وجـود  . )15(تداخل زيادي نشان مي دهد      اسپكتروفتومتري  

ليپوزوم ها به طور كاذب مايع رويي تداخل و افزايش جذب 
 باعـث    و مقدار پروتئين محصور نشده را بالا نشان مي دهـد         

مي شود كه مقدار پـروتئين محـصور شـده كمتـر از مقـدار               
 . واقعي محاسبه شود
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برادفـورد مـايع    در روش   ،همانگونه كه نتايج نشان مي دهند     
 زيادي نشان مي نشر فلورسانس ،زوم فاقد پروتئين ليپورويي

ــد    ــي باشـ ــداخل مـ ــاكي از تـ ــه حـ ــد كـ در روش . دهـ
به دليل اينكه مايع رويـي ليپـوزوم فاقـد          اسپكتروفلوريمتري  

پروتئين در مقايسه با مايع رويـي ليپـوزوم حـاوي پـروتئين             
جذب خيلي كمي نشان مي دهد كه قابل چشم پوشي است،           

بنابراين با توجه  . بدست مي آيد محصور سازي بيشتردرصد
ــت    ــه دسـ ــايج بـ ــه نتـ ــدهآبـ ــوان از روش   ،مـ ــي تـ مـ

 به دليل داشتن خطـاي كمتـر بـه عنـوان            اسپكتروفلوريمتري
 در تعيـين مقـدار پـروتئين        برادفـورد  زيني براي روش  گجاي

  .استفاده كرد
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هزينه اين پژوهش، در قالب يـك طـرح پژوهـشي، توسـط             
دانشگاه علوم پزشكي مشهد تـامين شـده        معاونت پژوهشي   

  .است
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