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Objectives: The delivery of protein pharmaceuticals to the systemic circulation through oral administration is the goal of many 
research groups. This route of administration is hindered by numerous barriers. New drug delivery systems such as vesicles can 
overcome this barriers. Methods: Different niosomal formulations composed of sorbitan monoesters (Spans®)/ polyoxyethylen 
sorbitan esters (Tweens®)/cholesterol were prepared for encapsulation of insulin with or without aprotinin. In vitro 
characterization of vesicles were carried out including size distribution analysis, microscopic observation, insulin release 
measurement and SDS-gel electerophoresis.The protection of protein against three enzymes was evaluated. Results: Span/Tween 
80 did not form niosomes, but the other surfactant combinations formed stable niosomal suspensions. Insulin was protected from 
proteolytic effects of enzymes efficiently (p<0.05). the mean volum diameter of prepared lipid vesicles was related directly to 
hydrophilicity of surfactants indicated by hydrophilicic-lipophilic balance (HLB) of the used amphiphiles. The maximum 
encapsulation of  insulin 48.9±13.08, was seen in Span/Tween 60 formulations. The release profile of insulin was tow-phasic in 
both simulated gastric and intestinal fluids. Aprotinin had no significant effect on the protection of insulin (p<0.05). Conclusion: 
these results indicated that niosomes could be developed as oral dosage forms for delivery of proteins such as insulin. 
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به گردش خون از طريق خوراكي هدف بسياري از گروه هاي تحقيقاتي مي  داروهاي پپتيدي و پروتئينيتحويل  :زمينه و هدف
سيستم هاي دارورساني جديد از قبيل وزيكول ها مي توانند بر اين موانع . اين روش انتقال توسط موانعي محدود مي شود. باشد

استرهاي پلي اكسي اتيلن ) / ®Spans(لف نيوزومي متشكل از استرهاي سوربيتان فرمولاسيون هاي مخت :روش ها.غلبه كنند
كلسترول براي احتباس انسولين با و بدون حضور آپروتينين تهيه شدند ارزيابي برون تني وزيكول ها ) / Tweens®(سوربيتان 

همچنين . الكتروفورز بود SDSنسولين و شامل بررسي توزيع اندازه ذره اي، مشاهدات ميكروسكوپي، بررسي ميزان آزادسازي ا
تشكيل نيوزوم ندادند، اما ساير تركيبات  80توين -اسپاننيوزومهاي  :يافته ها.حفاظت انسولين در برابر سه نوع آنزيم بررسي شد

بطور مؤثري انسولين در مقابل اثرات پروتئوليتيك آنزيم ها . سورفكتانتي، سوسپانسيون هاي نيوزومي پايداري را تشكيل دادند
ميانگين اندازه ذره اي وزيكول هاي ليپيدي با خاصيت آبدوستي سورفكتانت ها ي آمفي فيل رابطه  ).P>05/0(حفاظت شد 
. ديده شد  60توين-بود كه در فرمولاسيون هاي نيوزومي اسپان 9/48±08/13بالاترين درصد احتباس انسولين . مستقيم داشت

آپروتينين تأثير معني داري . يك روند دو فازي بود (SIF)و روده اي  (SGF)محيط مشابه معدي  روند آزادسازي انسولين در هر دو
اين نتايج نشان داد كه نيوزومها مي توانند به عنوان اشكال دارويي خوراكي  :نتيجه گيري).P>05/0(روي حفاظت انسولين نداشت 

        .دفته شونبراي رساندن پروتئين هايي از قبيل انسولين بكار گر
  .انسولين، نيوزوم، آپروتينين، آنزيم هاي پروتئوليتيك :واژه هاي كليدي
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  مهمقد -1
امروزه همچنان راه اصلي براي تجويز داروهاي پروتئيني 
نظير انسولين، روش هاي تزريق زير جلدي يا داخل وريدي 
فرمولاسيون هاي محلول يا سوسپانسيوني اين نوع تركيبات 

با ممنوع شدن فروش فرآورده هاي استنشاقي . مي باشد
ميلادي  2008در سال  Nektarو Exuberaانسولين يعني 

داً راه هاي غير تزريقي و غير استنشاقي تجويز انسولين مجد
مورد توجه بسياري از گروه هاي تحقيقاتي در سرتاسر دنيا 

از جمله راه هاي تجويز انسولين ). 1(قرار گرفته است 
جذب از طريق سيستم عروقي بيني مي باشد كه به دليل 
سطح وسيع مخاطي، غشاي اندوتليال متخلخل، سيستم 

وسيع و عدم متابوليسم تركيبات جذب شده از  گردش خون
اين مسير آن را بعنوان يكي از روش هاي جايگزين مطرح 

از طرفي بدون شك آرماني ترين راه براي ). 2(كرده است 
تجويز داروهاي پروتئيني نظير انسولين، راه خوراكي مي 

جهت تجويز خوراكي انسولين بايستي عبور از معده، . باشد
ريب آنزيمي، نفوذ در اپيتليوم روده و گريز  از پرهيز از تخ

دارو را مد ) Efflux mechanisms(مكانيسم هاي برون ريزي 
استفاده از افزايش دهنده هاي نفوذ پذيري . نظر قرار داد

)penetration enhancers ( يكي از راه هاي بهبود اثر بخشي
محبوس ). 3(تجويز خوراكي داروهاي پروتئيني مي باشد 

 particulated(  زي انسولين در سامانه هاي ذره ايسا
systemes ( نظير نانو امولسيون ها كه داراي اندازه قطركهاي

نانومتر مي باشند، تمهيدي ديگر  100فاز داخلي در حدود 
). 4،5(جهت دارورساني خوراكي اين پروتئين مي باشد 

 نيز) Solid-Lipid Nanoparticles؛ SLN(نانو ذرات ليپيدي 
جهت محافظت انسولين از محيط مخرب دستگاه گوارش 
وهمچنين افزايش نفوذ اين داروي پروتئيني مورد استفاده 

در مطالعات قبلي ما گزارش  ). 4(قرار گرفته است 
و نيز اثر ) 6،7(فرمولاسيون نيوزومهاي حاوي انسولين 

تجويز خوراكي آن ها بر كاهش سطح قند خون موش هاي 
با وجود تفاوت ). 8(ده ارايه شده است صحرايي ديابتي ش

معني دار بين كاهش سطح گلوكز خوني در گروه هاي 
دريافت كننده انسولين نيوزومي در مقايسه با گروه هاي 
كنترل، اصلاح سامانه طراحي شده به منظور بهبود عملكرد 
تجويز خوراكي مدنظر گروه تحقيقاتي ما بوده و در اين 

تانتهاي پلي اكسي اتيلنه استفاده از سورفك مسير،
)PEGylated ( و به طور همزمان، استفاده از مهار كننده هاي

وجود گروه . مدنظر قرار گرفته است Aprotininپروتئاز نظير 
هاي پلي اكسي اتيلن در سامانه هاي وزيكولي جهت 

و ) Mucoadhesiveness(حصول قابليت  مخاط چسبي 
 exره روده  در شرايط افزايش ميزان عبور انسولين از ديوا

vivo  اين روش جهت ). 9(مورد مطالعه قرار گرفته است
افزايش آبدوستي سامانه وزيكولي كه به افزايش طول اثر 
گردش سيستميك و پرهيز از تجمع سامانه در سيستم 

 )Reticulo-Endothelial System؛ RES(رتيكولواندوتليال 

اده شده است استف) ®Doxil(ليپوزوم هاي دوكسوروبيسين 
اتيلنه  حاضر مشتقات پلي اكسيدر مطالعه ). 10،11(
)PEGylated (سوربيتان  استرهاي)®Tweens ( به صورت

در ساخت )  ®Spans(تركيبي با استرهاي سوربيتان 
. نيوزومهاي حاوي انسولين مورد استفاده قرار گرفته است

مهار كننده هاي پروتئاز به منظور مهار آنزيم هاي مخرب 
اروهاي پروتئيني و افزايش احتمال اثربخشي داروهايي د

نظير انسولين متعاقب تجويز خوراكي، مورد استفاده بوده و 
گزارش هاي متعددي در مورد بهره گيري از اين مواد وجود 

استفاده از آپروتينين را ) 2005(و همكارانش  Cilekدارد؛ 
 جهت تهيه ميكروامولسيون هاي مبتني بر لسيتين براي

آپروتينين ). 12(تجويز خوراكي انسولين گزارش نموده اند 
با سميت نسبتاً كم بر روي سلول هاي كارسينوماي ريه 

)A549( به طور قابل توجهي بر جذب انسولين ريوي در ،
در مطالعه حاضر ). 13(موش صحرايي تأثيرگذار بوده است 

حاوي انسولين با يا  PEGylatedفرمولاسيون نيوزومهاي 
ن آپروتينين تهيه و خصوصياتي نظير درصد محبوس بدو

سازي دارو، اندازه ذره اي، پايداري سامانه وزيكولي، 
محافظت پروتئين در مقابل آنزيم هاي مخرب گوارشي و 

 ؛USP SIF(ميزان آزادسازي انسولين در محيط مشابه معده 
Simulated Gastric Fluid   (و محيط مشابه روده )USP SIF  ؛

Simulated Intestinal Fluid  (همچنين با . مطالعه شده است
بهره گيري از روش الكتروفورز، حفظ ساختار انسولين در 
طول مسير ساخت فرمولاسيونهاي نيوزومي مورد مطالعه 

  .قرار گرفته است
  
  رمواد و روش كا -2

روي - مواد مورد استفاده در اين تحقيق شامل پودر انسولين
)IU/mg23ت اكسير، اهدايي شرك( كلسترول ،Fluka) ،

، تركيب  سورفكتانت هاي غير يوني از خانواده )سوئيس
، اسپان 60، اسپان 40، اسپان 20اسپان (استرهاي سوربيتان 

و مشتقات پلي اتيلن گليكولي استرهاي سوربيتان  )80
، آپروتينين و )80، توين 60، توين 40، توين 20توين (

و حلال ها ) ،آمريكا(Sigma   (TFA)تري فلورواستيك اسيد
آنزيم هاي . تهيه شدند) آلمان( Merck و ساير مواد نيز از  

مورد استفاده جهت بررسي اثر حفاظتي سامانه نيوزومي بر 
، )U/mg60-40(كيموتريپسين -αمولكول انسولين شامل 

و )آمريكا( Sigmaاز شركت ) U/mg4500-3200(پپسين 
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) آلمان( Merck از شركت) BAEE U/mg10000(تريپسين 
   .تهيه شدند

به منظور تهيه نيوزوم ها، از روش هيدراتاسيون لايه نازك  
در اين روش،  اجزاي تشكيل دهنده . چربي استفاده شد

سورفكتانت هاي ميكرومول مخلوط  200 نيوزوم  شامل
غير يوني و كلسترول در نسبت هاي متفاوت سورفكتانت 

) / فكتانتدرصد مولي دو نوع سور 50/50نسبت (
به منظور تهيه ) درصد مولي 70/30و  50/50(كلسترول 

ميلي ليتر  5در ) در سطح مولكولي(مخلوط يكنواخت 
پس ازآن حلال آلي توسط دستگاه تبخير . كلروفرم حل شد

در خلأ به صورت بخار  جدا گرديده، لايه نازك چربي 
فاز مايعي كه حاوي محلول انسولين  ml5 حاصله با افزودن 

)IU/ml20 ( و آپروتينين)KIU/ml500 ( در نرمال سالين بود
در مرحله . دقيقه هيدراته شد 30به مدت  Cº 55در دماي 

 24بعد جهت كامل شدن هيدراتاسيون، نمونه ها به مدت 
ساعت در دماي اتاق قرار گرفته و پس از طي اين مدت، به 

-Cº8(منظور بررسي هاي بعدي در درجه حرارت يخچال 
شكل ظاهري نيوزومها، احتمال . داري شدندنگه) 2

جداشدن اجزاي تشكيل دهنده به صورت تشكيل كريستال 
هاي كلسترولي و پديده تجمع نيوزومي، توسط 

به عنوان مدل هاي ) Komax, Japan(ميكروسكوپ نوري 
شكل گيري و پايداري نيوزومها مطالعه و از برخي نمونه ها 

متصل به ) Sony ExwaveHAD, Japan(با دوربين ديجيتال 
  .عكس برداري شد) Olympus BH, Japan(ميكروسكوپ 

تعيين توزيع اندازه ذره اي با بهره گيري از روش پراش پرتو 
 Malvern Master(ليزر توسط دستگاه آناليز اندازه ذره اي 

sizer 2000E100نانومتر تا  100در محدوده ) ، انگلستان 
  .تميكرومتر مورد مطالعه قرار گرف

براي تعيين درصد محبوس سازي انسولين در نيوزوم ها، 
و پلت  (Supernatant)جهت جداسازي محلول شفاف رويي 

نيوزومي ابتدا سوسپانسيون نيوزومي مورد نظر تحت عمل 
به  rpm 14000با دور ) ، آلمانHettic 1710(سانتريفوژ 

قرار گرفته و محلول شفاف رويي  Cº 4 دقيقه در 30مدت 
مقدار انسولين در محلول . ت نيوزومي جدا گرديداز پل

شفاف رويي و پلت نيوزومي پس از انحلال در 
ايزوپروپانول اندازه گيري و درصد بارگيري نيوزوم ها بر 

  :شداساس رابطه زير محاسبه 
  

               انسولين موجود در پليت نيوزومي                                    ×  100

 درصد بارگيري انسولين     =                                                                        

  مقدارانسولين موجود در مايع شفاف رومي+ مقدار انسولين موجود در پليت نيوزومي   
 

  
با عنايت به اينكه تجويز خوراكي انسولين، دارو را در  

قرار مي دهد از محلول معرض اثر آنزيم هاي پروتئوليتيك 
،  pH)2/1، در بافر گلايسين با U/ml5 (هاي آنزيمي پپسين 

و   pH) 8/7بافر فسفات با  ، درU/ml 16/4(كيموتريپسين 
براي   pH) 8/7بافر فسفات با  ، درU/ml704 (تريپسين 

بررسي ميزان حفاظت انسولين محبوس در نيوزوم در برابر 
 1/0به اين ترتيب كه  ). 6-8(اين آنزيم ها استفاده شد 

ميلي ليتر از سوسپانسيون رقيق شده نيوزومي تحت تاثير 
دقيقه در دماي  30ميلي ليتر از محلول آنزيمي به مدت  1/0
Cº 37 پس از سپري شدن زمان انكوباسيون . انكوبه گرديد
 محلول% 05/0ميلي ليتر از ايزوپروپانول و غلظت  1/0

TFA  ت نيوزومي و غير به ترتيب جهت انحلال پل
فعالسازي مقادير جزئي باقيمانده از آنزيم هاي پروتئوليتيك 
در محلول به مجموعه اضافه و پس از آن مقدار انسولين 

). ،6- 14،8(باقيمانده درون نيوزوم ها اندازه گيري شد 
شرايط مشابه براي بررسي ميزان حفاظت انسولين محبوس 

 كنترل عنوان به. ددينيوزومي در حضور آپروتينين اعمال گر
  .شد استفاده فسفات بافر در انسولين محلول از

براي بررسي ميزان آزادسازي انسولين در محيط هاي مشابه 
ميلي ليتر از سوسپانسيون  1، (SIF)و روده اي (SGF) معدي 

دقيقه تحت عمل سانتريفوژ با دور  30نيوزومي به مدت 
rpm 14000 ايع شفاف پس از سانتريفوژ م. قرار گرفت

 SGFميلي ليتر  1دور ريخته شده مقدار  (Supernatant)رويي 
لوله . به لوله هاي اپندورف حاوي پلت اضافه نموديم SIFو 

 5را توسط همان محيط به ميزان  SGFي اپندورف حاوي 
را توسط همان محيط  SIFبرابر و لوله ي اپندورف حاوي 

ه هاي يك ميلي برابر رقيق كرده، به شكل نمون 10به ميزان 
 Shaker ليتري در لوله هاي اپندورف جداگانه ريخته، در

Incubator   با درجه حرارتCº37  سيكل در  12و دور
لوله  3براي هر زمان آزاد سازي . دقيقه قرار داده  شد

اپندورف در نظر گرفته شد و مدت زمان آزادسازي دارو در 
SGF  ساعت ودر  4به مدت SIF  مورد  ساعت 24به مدت

هر كدام از لوله هاي اپندورف براي . بررسي قرار گرفت
نقطه زماني خاصي كدگذاري و هر كدام ازلوله هاي مذكور 

 30در زمان خاص خود از انكوباتور خارج و به مدت 
. قرار گرفت rpm14000دقيقه تحت عمل سانتريفوژ با دور 

دور  (Supernatant)پس از سانتريفوژ مايع شفاف رويي 
ته شده، پلت ها جهت آزادسازي انسولين باقيمانده در ريخ

  ).6-8(ايزوپروپانل حل و انسولين تعيين مقدار گرديد 
براي بررسي پايداري انسولين در  درجه حرارت تهيه 

فرمولاسيون ها و حضور تركيبات مختلف در طي مراحل 
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استفاده شد  SDS-PAGEساخت نيوزوم از روش الكتروفورز 
)15.(  

ل مختلف اين تحقيق ميزان انسولين با استفاده از در مراح
  .تعيين مقدار شد) ، آمريكاDiaplus(كيت هاي الايزا 

 ANOVAدر تمامي مراحل، داده هاي كمي پيوسته به روش  
در نرم افزار آماري ) Duncan(مناسب   post HOCيكطرفه با

spss v13/win  مقايسه گرديده وسطح آماري معني دار به
  .در نظر گرفته شد P>05/0صورت 

  
  نتايج-3

 -80ي اسپان در نتايج بدست آمده بجز سورفكتانت ها
تمامي سورفكتانت هاي موجود در حضور نسبت   80توين 

كلسترول تشكيل ) درصد 50و 30(هاي مختلف مولي 
  ).1جدول(دادند  (MLV)نيوزوم هاي چند لايه 

 Multilamellar؛ MLV(همچنين نيوزومهاي چند لايه 

Vesicles ( و تك لايه بزرگ)LUV ؛Large unilamellar 

Vesicles ( در حضور مقادير مختلف كلسترول به صورت
نماي  1تصوير شماره . وزيكول هاي كروي تشكيل شد

ميكروسكوپي برخي سوسپانسيون هاي نيوزومي تشكيل 
  .شده را نشان مي دهد

با توجه  به  اينكه در ساخت نيوزومها، از روش  
اسيون لايه چربي استفاده شد، قطر نيوزومها بزرگتر از هيدرات

 2شدند و نتايج حاصله در جدول ) ميكرون(ميكرومتر  5
جهت بيان اندازه نيوزومها از ميانگين قطر . ارايه شده است

استفاده شده است زيرا  )Mean volume diameter؛dv(حجمي 
 در روش پراشيدگي پرتو ليزر بر اساس حجم ذرات، ميزان

نور پراشيده شده ثبت و داده هاي حاصله مورد آناليز قرار 
ازرسم قطر ميانگين حجمي نيوزومها در مقابل .مي گيرد

نمودارهاي توزيع  Mastersizerدرصد فراواني در نرم افزار 
نرمال بود، حاصل گرديد -Logاندازه ذره اي كه مبين توزيع 

  ). 1نمودار(

نيوزوم هاي ) dv(ي نشاندهنده ميانگين قطر حجم 2جدول 
حاوي انسولين در حضور و عدم حضور آپروتينين، نسبت 

) %EE(هاي مختلف مولي كلسترول و درصد احتباس 
حداكثر . انسولين در فرمولاسيون هاي تهيه شده مي باشد

بدون  60توين -اسپان درصد احتباس مربوط به نيوزومهاي
درصد مولي كلسترول برابر  30آپروتينن در حضور 

و كمترين درصد احتباس مربوط به  08/13±9/48
بدون آپروتينين با ميزان  20توين- اسپان نيوزومهاي

  .مي باشد 33/8±88/19
قابل ذكر است كه حضور يا عدم حضور آپروتينين تأثير 

و درصد ) dv(معني داري در تشكيل، ميانگين قطر حجمي 
در اغلب . فرمولاسيون ها نداشت) %EE(احتباس 
ها ثابت بودن فاكتورهاي مذكور نشان دهنده  فرمولاسيون

همچنين . پايداري فرمولاسيون هاي تهيه شده مي باشد
مطالعه ميكروسكوپي نمونه هاي نگهداري شده در يخچال 
پديده هاي جدا شدن ذرات كلسترول، قطرات يا ذرات 

وزيكول ها را كه ملاك ) Aggregation(سورفكتانت و تجمع 
  .    ميايي يا فيزيكي مي باشند رد كردهايي از ناپايداري شي

درصد حفاظت انسولين در حضور بعضي از آنزيم  2نمودار 
هاي پروتئوليتيك از جمله پپسين، تريپسين و كيموتريپسين 

در تمامي فرمولاسيون هاي بررسي شده . را نشان مي دهد
ميزان حفاظت احتباس انسولين به ميزان معني داري بالاتر از 

  ).>05/0P(اس انسولين بود محلول احتب
به ترتيب بيانگر ميزان آزادسازي انسولين  4و  3نمودارهاي 

از  (SIF)و روده اي  (SGF)در محيط هاي مشابه معدي 
  . درصد مولي كلسترول مي باشد 30نيوزوم هاي 

مشاهده مي شود درجه حرارت  2همانطور كه در شكل 
ات مختلف در لازم براي تهيه فرمولاسيون ها و حضور تركيب

طي مراحل ساخت نيوزوم هيچگونه تأثيري در ساختار 
  .انسولين مورد استفاده نمي گذارد
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- قبول دادند  توانايي تشكيل نيوزوم هاي قابل قبول توسط سورفكتانت هاي مورد استفاده در حضور نسبت هاي مختلف مولي كلسترول تشكيل نيوزوم هاي قابل  .1جدول 
  شكيل نيوزوم هاي قابل قبولعدم ت+

  
  

    
  
  
  

    

  

  

  

  )=3Mean ± SD, n( انسولين در فرمولاسيون هاي تهيه شده) %EE(و درصد احتباس ) dv(ميانگين قطر حجمي  .2جدول 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  —  كلسترول/ نسبت مولي سورفكتانت 
HLB 

تعداد كربن زنجيره 

 هيدروكربني

  

  70/30             50/50 سورفكتانت

 20توين  - 20 اسپان  12 65/12 +                   +    

 40توين  - 40 اسپان 16 15/11 +                    +   

 60توين  - 60 اسپان 18 8/9 +                    +     

 80توين  - 80 اسپان 18 65/9 -                       -

 سترولنسبت هاي مختلف مولي كل  درصد مولي 30  درصد مولي 50

  

  نوع نيوزوم
EE%       dv(µm) EE%        dv(µm) 

  حاوي آپروتينين 20توين  -نيوزومهاي اسپان   22/0±03/6  61/7±83/35  2/0±76/23  -

  بدون آپروتينين 20توين  -نيوزومهاي اسپان   68/7 3/0±  33/8±88/19  05/0±61/23  -

 حاوي آپروتينين 40توين  -پان نيوزومهاي اس  94/5  3/0±  18/10±38/43  2/1±4/9  -

  بدون آپروتينين 40توين  -نيوزومهاي اسپان   21/0±8/5  78/12±98/45  6/0±5/8  2/34 ± 32/5

 حاوي آپروتينين 60توين  -نيوزومهاي اسپان   04/0±6/4  32/12±42/47  8/1±78/15  -

  بدون آپروتينين 60توين  -نيوزومهاي اسپان   48/4 02/0±  08/13±9/48  3/1±56/15  4/35  ± 7/6
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  )الف(
  

  
  

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  )ب(
) حاوي آپروتينين ب 20توين - نيوزومهاي اسپان) كلسترول از الف/ سورفكتانت  70/30نسبت مولي . تصوير ميكروسكوپي بعضي از نيوزوم هاي حاوي انسولين .1شكل 

  .برابر مي باشد 400درشت نمايي تصاوير . وتينينحاوي آپر 60توين - نيوزومهاي اسپان
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  .الگوي الكتروفورز انسولين جهت بررسي پايداري آن .2 شكل
  ماركرهاي انسوليني با وزن هاي مولكولي مختلف: الف
  )IU/ml20(نمونه خالص انسولين : ب
  Cº60نمونه انسولين قرار گرفته در معرض حرارت : پ
  انسولين+ نيوزوم خالي : وليني كه تحت تأثير روش هيدراتاسيون لايه نازك قرار گرفته  جنمونه انس: ت
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  )ب(

) ب 60توين- اسپان نيوزومهاي)الف. بوسيله روش پراش پرتو ليزركلسترول / سورفكتانت  70/30توزيع اندازه ذره اي نيوزوم هاي متشكل از نسبت مولي  .1نمودار 
  20توين - نيوزومهاي اسپان
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كلسترول در حضور آنزيم هاي / درصد مولي سورفكتانت  70/30درصد حفاظت محلول انسولين و انسولين محبوس در نيوزوم هاي متشكل از نسبت  .2نمودار 

  ).=3Mean – SD, n(وليتيك شامل پپسين، تريپسين و كيموتريپسين پروتئ
  

0
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اسپن 60-  توين 60 /نيوزوم  اسپن 60-  توين 60 /نيوزوم + آپروتينين

  
  

  )=3Mean±SD, n(درصد مولي كلسترول  30از نيوزوم هاي  (SGF)آزادسازي انسولين در محيط مشابه معدي  .3نمودار
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  ).=3Mean ± SD, n(درصد مولي كلسترول  30از نيوزوم هاي  (SIF)محيط مشابه روده اي آزادسازي انسولين در  .4نمودار

  
  
  بحث-4

 HLB Hydrophilic-Lipophilicاستفاده از سورفكتانت هاي با 

Balance)   ( متفاوت جهت تهيه نيوزوم ها به طور مكرر
و  Manosroi). 16(مورد بررسي قرار گرفته است 

را جهت  8/3-10بين  HLBده محدو) 2003(همكارانش 
بسياري از ). 17(تهيه نيوزومها مورد استفاده قرار دادند 

/ 85محققين مخلوطي از سورفكتانت ها نظير توين 
Poloxamer F108 )18 (60اسپان- و توين )را مورد ) 19

مخلوط  HLBاستفاده قرار داده اند؛ در اين حالت 
ي باشد سورفكتانت، ميانگين دو يا چند سورفكتانت م

در تحقيق حاضر نيز مخلوطي از  سورفكتانت ها كه ). 20(
از نظر طول زنجيره هيدروكربني با يكديگر برابر بوده و به 

 12طول زنجيره ( 20توين /20ترتيب شامل اسپان
 16طول زنجيره ( 40توين /40، اسپان)C12كربني،
 18طول زنجيره ( 60توين/60، اسپان)C16كربني،
 18طول زنجيره ( 80توين/80ن، اسپا)C18كربني،
مورد استفاده قرار گرفت و بر اساس نتايج ) C18كربني،

 80توين- حاصله همه مخلوط ها به جز نيوزومهاي اسپان
و طول زنجيره سورفكتانت هاي  HLB. تشكيل نيوزوم دادند

  .ارايه شده است 1مورد استفاده در جدول 
حرارت  افزايش طول زنجيره هيدروكربني با افزايش درجه

سورفكتانت همراه ) phase transition temperature(انتقالي 

كربنه  18با طول زنجيره  60مي باشد به نحوي كه اسپان 
اين مسئله مي . بالاترين دماي انتقال فاز را در بر مي گيرد

تواند به كسب حالت ژلي دو لايه هاي ليپيدي حاصله منتهي 
محلول در آب  گردد كه در اين صورت احتباس داروهاي

  ).6(نظير انسولين را افزايش خواهد داد 
بيشترين  60توين- در تحقيق حاضر نيز نيوزومهاي اسپان
پس از ). 2جدول (درصد احتباس انسولين را نشان دادند 

 40توين-نيوزومهاي اسپان)  C18(60توين-نيوزومهاي اسپان
)C16 (20توين -و در نهايت نيوزومهاي اسپان )C12 ( به

ب با كاهش درصد محبوس سازي انسولين روبرو ترتي
و  Mokhtarاين نتيجه گيري با نتايج ). 2جدول (گرديدند

در نيوزومهاي  flurbiprofenهمكارانش كه محبوس سازي 
پيش ). 21(حاوي استرهاي سوربيتان كاملاً منطبق مي باشد 

و همكارانش در مورد محبوس سازي ) Hao )2002از اين 
زومهاي مختلف گزارش مشابهي ارايه كلشي سين در نيو

داده اند؛ اين گروه از محققين، افزايش طول زنجيره 
هيدروكربني و متعاقب آن افزايش درجه حرارت  انتقال 
فازي سورفكتانت را علت افزايش درصد محبوس سازي 

حضور آپروتينين در مورد ). 22(دارو عنوان نمودند 
ا كاهش بدون ب) 60و  40اسپان(سورفكتانت هاي جامد 

تفاوت از نظر آماري محبوس سازي انسولين همراه بود 
  ).P>05/0، 2جدول (
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وضعيت معكوس  20درمورد  سورفكتانت  مايع اسپان 
يعني افزايش قابل توجه محبوس سازي دارو متعاقب 

كه تفاوت ماهيت ) 2جدول(حضور آپروتينين مشاهده شد
سي مي تواند لايه هاي ليپيدي سورفكتانت هاي مورد برر دو

به دليل جدا شدن . مبين وجود اين اختلاف رفتار باشد
به  30كريستال هاي كلسترول با افزايش مقدار اين ماده از 

درصد مولي، درصد محبوس سازي انسولين تنها در  50
درصد  50حاوي  60و  40توين- فرمولاسيون هاي اسپان

ر در ه. مولي كلسترول و بدون حضور آپروتينين بررسي شد
دو مورد فوق الذكر كاهش محبوس سازي انسولين مشاهده 

افزايش مقدار كلسترول اثري ). P>05/0، 2جدول (شد 
در نيوزومهاي متشكل  flurbiprofenمشابه در محبوس سازي 

گزارش ). 21(داشته است  60و  40توين-از اسپان
Mohammed  مبني بر كاهش محبوس ) 2004(و همكارانش

ليپوزوم ها و با حضور غلظت هاي  سازي ايبوپروفن در
). 23(بالاي كلسترول نيز مؤيد مشاهدات مذكور مي باشد 

كلسترول با تثبيت دو لايه هاي ليپيدي در غلظت هاي كم 
منجر به كاهش نشت پذيري دو لايه هاي ليپيدي و احياناً 
افزايش احتباس داروهاي مختلف مي گردد ولي با افزايش 

ر داروهاي كم محلول نظير غلظت كلسترول فضاي حضو
و داروهاي دوگانه دوست نظير  flurbiprofenايبوپروفن و 

محبوس سازي انسولين در ). 21(انسولين كاهش مي يابد 
كلسترول با كاهش و يا عدم تغيير - نيوزومهاي اسپان

به  30محبوس سازي انسولين به دنبال افزايش كلسترول از 
  ).6(درصد مولي روبرو بوده است  50

نرمال نيوزومهاي تهيه شده در Log-در مطالعه حاضر توزيع 
با افزابش ). 1نمودار(همه فرمولاسيون ها مشاهد گرديد 

طول زنجيره هيدروكربني سورفكتانت هاي مورد استفاده از 
C12 )20توين-اسپان ( بهC18 )قطر  ) 60توين -اسپان

درصد مولي  30ميانگين حجمي نيوزومها در حضور 
در مقايسه ). P>05/0، 2جدول (اهش نشان داد كلسترول ك

HLB  ميانگين سورفكتانت هاي مورد استفاده مشخص مي
همراه بوده  HLBشود كه اين كاهش قطر نيوزومي با كاهش 

 Yoshiokaو همچنين ) 2000(و همكاران  Ruckmaniاست؛ 
نتايج مشابهي را در مورد نيوزومهاي ) 1994(و همكاران 

). 24،25(سوربيتان گزارش نموده اند متشكل از استرهاي 
به دليل ثابت بودن سر قطبي استرهاي سوربيتان، افزايش 

طول زنجيره هيدروكربني به كاهش آبدوستي سورفكتانت و 
در نتيجه كاهش تمايل بر هم كنش سورفكتانت و بافر 
پيرامون آن منتهي مي گردد كه اين مسئله با كوچك شدن 

از . تر آن ها همراه مي باشدنيوزومها و شكل گيري سريع
سوي ديگر افزايش درصد كلسترول كه با افزايش تعداد دو 

در همه ) 7،8(لايه هاي ليپيدي  همراه مي باشد 
فرمولاسيون هاي تهيه شده به افزايش قطر حجمي نيوزومها 

درمورد نيوزومهاي ). P>05/0، 2جدول (منجر گرديد 
درصد  50 در حضور 60توين - و اسپان 20توين-اسپان

مولي كلسترول نتايج مشابه كاهش اندازه نيوزومها ملاحظه 
توين -گرديد ولي كوچك بودن قابل توجه نيوزومهاي اسپان

در اين مورد احتمالاً به  60توين -در مقايسه با  اسپان 40
رفتار متفاوت استرهاي سوربيتان در حضور مشتقات پلي 

نين در اغلب حضور آپروتي. اتيلنه آن ها مرتبط مي باشد
فرمولاسيون ها تغيير معني داري را در اندازه نيوزومها ايجاد 

در تحقيق حاضر دو نوع  ).P>05/0، 2جدول (نكرد 
جهت  60توين - و اسپان 20توين -فرمولاسيون اسپان

بررسي آزادسازي و درصد محافظت در برابر آنزيم هاي 
 پروتئوليتيك انتخاب شدند تا تأثير تفاوت درجه حرارت

سورفكتانت  HLBانتقال فازي، طول زنجيره هيدروكربني و 
دراين مطالعه با عنايت به اينكه . ها مورد بررسي قرار گيرد

فرمولاسيون هاي نيوزومي جهت تجويز خوراكي طراحي 
شده بودند، درصد محافظت انسولين محبوس شده در برابر 

با . اثر آنزيم هاي پروتئوليتيك مورد بررسي قرار گرفت
توين -جود پيش بيني هاي به عمل آمده نيوزومهاي اسپانو

كه داراي دو لايه ليپيدي با حالت فيزيكي مايع مي  20
باشند، بيشترين درصد محافظت داروي محبوس را به 

درصد پروتئين  90نمايش گذاردند به نحوي كه بيش از 
در ساير . احتباس يافته در مقابل پپسين محافظت گرديد

نيز درصد محافظت ) ن و كيموتريپسينتريپسي(موارد 
بود  60توين - انسولين بيشتر از فرمولاسيون هاي اسپان

در فرمولاسيون هاي  60حضور توين ). P>05/0، 2نمودار(
نيوزومي مورد بررسي احتمالاً بر توانايي نگهداري انسولين 
در نيوزومها تأثير معكوس گذاشته، به نحوي كه در بررسي 

مربوط  SIFز بيشترين آزادسازي دارو در آزادسازي دارو ني
 .مي باشد 60توين - فرمولاسيون هاي حاوي اسپان به 

).4نمودار(
بنابراين با عنايت به اينكه در درجه حرارت بررسي 

) C˚37(آزادسازي و يا تأثيرگذاري آنزيم هاي پروتئوليتيك 
نحوه شكل گيري مولكول هاي سورفكتانت و كلسترول به 

اجازه خروج انسولين را فراهم مي سازد، نحوي است كه 
. درصد محافظت كمتر انسولين  دور از انتظار نخواهد بود

) C˚55(در مقابل در درجه حرارت محبوس سازي انسولين 
توين -تأثير درجه حرارات بالا مولكول هاي  اسپانتحت 

داراي حالت مايع هستند سياليت بيشتري پيدا كرده،  60
ون نيوزوم امكان پذير مي شود و با سرد ورود انسولين به در

شدن تدريجي تبديل به حالت ژلي در درجه حرارت اتاق 
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)C˚25( امكان خروج انسولين را كمتر مي كند و اين ،
مسئله به بالا بودن درصد محبوس سازي دارو منجر مي 

توين -بنابراين رفتار متفاوت نيوزومهاي اسپان). 16(شود 
ظت و آزادسازي انسولين را در محبوس سازي، محاف 60

  .مي توان به تأثير درجه حرارت مورد استفاده مرتبط دانست
آپروتينين آنزيم جدا شده از ريه گوساله مي باشد كه آنزيم 

آپروتينين به . هاي كلاس سرين پروتئازي را مهار مي نمايد
عنوان يك مهاركننده پروتئازي در فرمولاسيون هاي 

انسولين منجر به ) 12(استنشاقي و انسولين ) 11(خوراكي 
افزايش اثر بخشي انسولين شد، اما در مطالعه حاضر در 
حضور آپروتينين درصد محافظت انسولين در اغلب 
فرمولاسيون ها بدون تفاوت معني دار آماري كاهش يافت 

و اين كاهش درصد محافظت انسولين در ) 2نمودار (

ار مخالف دو شرايط برون تني را مي توان به رقابت و ب
تركيب پروتئيني مورد استفاده يعني انسولين و آپروتينين در 

اينكه در ). 26( جاي گيري درون نيوزوم مرتبط دانست
فرمولاسيون هاي مورد برسي اثر مهاري اين تركيب كمتر از 
حد انتظار بوده است، به طور احتمالي به عدم تأمين غلطت 

محبوس سازي در كافي آن جهت جهت مهار آنزيم متعاقب 
به هر حال در تمام فرمولاسيون . نيوزومها مرتبط مي باشد

هاي مورد بررسي احتباس انسولين منجر به حفاظت 
 2نمودارهاي (پروتئين در مقايسه با انسولين آزاد شده است 

و اين يافته ها با گزارش هاي قبلي ) P>05/0، 4و  3و 
  مي باشد كاملاً منطبق) 6،7(حفاظت انسولين نيوزومي 

.  

  نتيجه گيري -5
با توجه به نتايج بدست آمده و خصوصيتهاي منحصر به فرد 

آنها را به عنوان اشكال دارويي خوراكي  مي توان  نيوزومها 
جمله  براي رساندن عوامل دارويي و انواع پرتيين ها از

  .انسولين بكار گرفت
 

 اسگزاريپس  -6
 محترم معاونت ازبا سپاس از درگاه ايزد منّان در پايان 

كه بودجه اين طرح  كرمان پزشكي علوم دانشگاه پژوهشي
 را تأمين كردند تقدير و) 105/86طرح شماره ( پژوهشي

به عمل مي آيد تشكر

.  
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