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١٣                                     ٨٢بهار ، ١، شماره ٦لد مجله علوم پايه پزشكي ايران، ج                                                                                  

فرمولاسيون، بررسي ويژگيها و مطالعات آزاد سازي ميكروسفرهاي آلژينات حاوي      
 توكسوئيد كزاز براي ايمن سازي از راه بيني

 محسن تفقدي، دكتر سيدابوالقاسم سجادي طبسي، دكتر محمود رضا جعفري  دكتر*
 كده بوعلي، دانشگاه علوم پزشكي مشهدگروه فارماسيوتيكس، دانشكده داروسازي و مركز تحقيقات علوم دارويي پژوهش*
 
 لاصه خ
ميكروسفرهاي آلژينـات  . باشد زا و ارزان قيمت است كه داراي خواص مخاط چسبي مناسبي مي           آلژينات يك پليمر طبيعي سالم، غير ايمني       

در اين مطالعه ميكروسـفرهاي     . رساني مناسب براي تجويز آنتي ژا در سطوح مخاطي به كار برده شود             توانند به عنوان سيستم دارو      مي
ژل كردن فاز داخلي يه و سپس تاثير برخي از پارامترهاي فرمولاسيون بر            -آلژينات حاوي توكسوئيد كزاز با روش امولسيون سازي       

اثر غلظتـهاي مختلـف امولسـيون كننـده و          . خصوصيات ميكروسفرها و نيز آزاد سازي آنتي ژن از ميكروسفر مورد بررسي قرار گرفت             
آلژينات، زمااي مختلف سونيكاسيون و حجم و غلظت محلول كلريد كلسيم در اكتانول بر ميانگين قطر، محدوده اندازه ذره اي، ناصـافي                   

اي  و تخلخل سطحي، كرويت و به هم چسبيدگي ميكروسفرها، با استفاده از ميكروسـكوپ نـوري و دسـتگاه آنـاليز كننـده انـدازه ذره                      
سـورفكتانت و بـا   % ٢ w/vدر حضـور  % ٣ w/vسفرها هنگامي به دست آمدند كه محلول آلژينات با غلظت         ترين ميكرو . بررسي شد 
از كلريد كلسـيم در اكتـانول       % ٣٣/٠ w/v محلول   ٦٠ ml اكتانول امولسيون شده و با افزودن به        ثانيه سونيكاسيون در   ٩٠استفاده از   

اي   و محـدوده انـدازه ذره     ) n=٣ (٣٤/١ ± ٣/٠ µmلا داراي قطر ميـانگين      ميكروسفرهاي به دست آمده با شرايط با      . شكل داده شدند  
µm ميـزان انكپسولاسـيون توكسـوئيد كـزاز     . ، بدون ناصافي و تخلخل سطحي، به هم چسبيدگي كم و كرويت بـالا بودنـد           ٣/٠-٠/٢

(TT)   ٦% (٧/٤٧ حدود=n (از  به هم و با رهش اوليـه كـم            الگوي رهش نزديك   ،همه ميكروسفرهاي ساخته شده با شرايط مختلف      . بود
 اثبـات شـد و آنـتي    SDS-PAGEاستخراج شده از ميكروسفرها به وسـيله  ) توكسوئيد كزاز(ژن مدل  پايداري آنتي. خود نشان دادند

لي با توجه به اندازه و خصوصـيات شـك   .توكسوئيد اوليه بود% ٩١ ± ٥ تعيين شد كه برابر (ELISA)ژنيسيته آن با استفاده از الايزا 
 توانند بـه عنـوان يـك سيسـتم دارو     ميكروسفرهاي يه شده و حفظ آنتي ژنيسيته توكسوئيد كزاز انكپسوله شده، اين ميكروسفرها مي             

 .رساني در تجويز مخاطي توكسوئيد كزاز به كار برده شوند
 .آلژينات، ميكروسفر، تجويز مخاطي، توكسوئيد كزاز:  كليدي كلمات

 
  مقدمه

  مانورونيك - β-D از  خطي  آنيوني كوپليمر  يك د،اسي  آلژينيك 
 ساكاريد  پلي  اين . است G)( اسيد  لورونيكگ α- و)  M  (اسيد

 ) دالتـون  كيلـو    ٨٠-٢٩٠  (بالا  مولكولي  جرم  داراي ،  هيدروفيل
 .شـود   مي  استخراج)  كلپ ( اي  قهوه  جلبك از  گونه  سه از و  است
  حـل   آب در  آرامـي   به)  آلژينات  ديمس ( آلژينيك اسيد  سديم  نمك
   محلـول   pH.  اسـت  پايـدار  ١٠ تـا  ٤  pH   ميان  در و شود  مي

w/v در و  اســت ٢/٧ حــدود  آن  %١  pH  اســيد ،٣ زيــر 
  كـردن   لينـك   كراس  براي .)١٣،  ١٢،  ٥(د  كن  مي  رسوب  آلژينيك

 ،  سـيم كل  مثـل  ( دوظـرفيتي   كاتيواي از  توان  مي  آلژينات  سديم
. كـرد   اسـتفاده )  آلومينيـوم   مثـل  ( ظـرفيتي   سـه  يـا )  روي ،  باريم

هاي به دسـت آمـده بـا      كمپلكس  كه  است  داده  نشان ها  بررسي
  ظرفيتي بـه ترتيـب دو و سـه بعـدي هسـتند             ٣ و   ٢اي  وكاتي

 آلژينات سديم با محلـول كلسـيم، ژل          واكنش محصول    ).١٠،  ١(
  آن  پـي  در و  كلسـيم  بـا   واكنش .نامحلول آلژينات كلسيم است   

  طـول  از  مسـتقيمي   تـابع  ،  كلسـيم   آلژينات  ژل  تشكيل  ظرفيت
  ايـن   بـه . باشـد  مـي گلورونيـك اسـيد       بلوكهاي  زنجيره  متوسط
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 ميكروسفرهاي آلژينات حاوي توكسوئيد كزاز

 

١٤ ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

گلورونيـك    از  بـالاتري   نسـبت   داراي  كـه   آلژيناايي  ترتيب
  .)١٩( دارند  ژل  تشكيل  براي  بيشتري  توان باشند، اسيد
 رساني براي    به عنوان يك سيستم دارو      آلژينات ميكروسفر 

آنتي ژا، داراي مزاياي متعددي است كه از آن جمله مي تـوان        
 : به موارد زير اشاره كرد

  بـين   تمـاس   زمـان  توانـد   مـي آلژينات    چسبي  مخاطخاصيت   -١
  بافت  M   سلولهاي و  جذبي  تليوم  اپي و  آلژينات  ميكروسفرهاي

آلژينــات  -٢ ).٢٠، ١٦، ١٢ (دهـد   افــزايش را  مخـاطي   لنفـاوي 
  و  كننـدگي   تحريـك  ،  سميـت داراي  و  زيست تجزيـه پـذير بـوده        

 ميكروسفر آلژينـات نـه      -٣). ١٦،  ١٢(مي باشد     كم  زايي  ايمني
رساني بلكه مي تواند به عنـوان        تنها به عنوان يك سيستم دارو     

 ميكروسـفر آلژينـات حـاوي       .عمل كند ) ادجوانت(يك ايمني يار    
آنتي ژن هماننـد ايمـني يارهـاي ديگـر مـي توانـد باعـث ايجـاد                  

 ).٢٠(دهي سيستم ايمني شود  سايتوكاينها و افزايش پاسخ
  سـازي   ايمن  مطالعات در  آلژينات  ميكروسفرهاي ،  تازگي  به
 قرار  استفاده مورد  بيني  راه از  چه و  خوراكي  راه از  چه  متعددي

  يـك   عنـوان   به  آلژينات ).٢٥،  ٢٣،  ٢٠،  ١٢،  ٦،  ٣،  ٢ (اند  تهگرف
  اسـت   توانسـته  ،  محلـول   ژاي  آنتي  براي  رساني  واكسن  سيستم

  بيـدهاي   بـيني   داخل تجويز. كند ايجاد  بالايي  بادي  آنتي  پاسخهاي
  باديهـاي   آنـتي   بـالاي  تيتر ايجاد  باعث  لبومينآاو  حاوي  آلژينات

 ).١٢(  است شده  ژن آنتي  عليه  اختصاصي
 ، در تجويز مخاطي ميكروسفرهاي آلژينات حـاوي آنـتي ژن         

  انـدازه  ،يك عامل بسيار مهم كه بايـد مـورد نظـر قـرار گـيرد             
يكي از عوامل مهـم در ايجـاد پاسـخ          . ذره اي ميكروسفرهاست  

 Mايمني از اين راه امكان برداشت ميكروسفرها توسط سلولهاي          
اندازه ميكروسفرها بر جذب آا    . وي موضعي است  بافتهاي لنفا 

  و نــوع پاســخ ايمــني تــاثير مــي گــذارد  Mتوســط ســلولهاي 
ميكروسفرهاي كوچكتر از يك ميكرون مـي تواننـد         ). ١٨،  ١١(

  عبـور كننـد و   Mبه راحتي از ميـان گليكوكـاليكس سـلولهاي          
 بيشـتر اسـت     Mبنابراين امكان برداشت آا توسط سـلولهاي        

 ميكرون مي توانند به مجاري لنفـاوي        ٥ت كوچكتر از    ذرا). ٢(
و طحال وارد شوند و باعث تحريك ايمـني سيسـتميك و مخـاطي              

 ميكرون در محل تمركز سـلولهاي       ٥-١٠ذرات در محدوده    . شوند
M             باقي مي مانند و بيشتر باعث تحريك ايمني مخاطي مي شـوند 

 ولهايوجه توسط سل هيچه  ميكرون ب١٠ذرات بزرگتر از  ).٢(
M     ٩( برداشت نمي شود .(  معمـولاً  ،  آلژينات ميكروسفر  يهدر 
  كوآسرواســـيون ، كـــردن  اســـپري  عمـــده  روش  ســـه از
)coacervation(   بـراي  . ه است شد    استفاده  كردن  امولسيون و

 ١٠ از كمتـر  ( كـم  بسـيار  قطـر  بـا   ميكروسـفرهاي   بـه رسيدن  
دن اسـتفاده شـده     بيش از همه از روش امولسيون كـر       )  ميكرون

 ).  ٢٠، ١٦، ٦(است 
عليرغم استفاده وسيع از ميكروسفر آلژينات، مقالات كمـي         
در مورد اثر عوامل مختلف دخيل در فرمولاسيون بر خصوصيات 

ــر    ــايي منتش  ــفرهاي ــدهميكروس ــتش  و  Lemoine. اس
 آلژينــات در (از روش امولســيون ســازي  ) ١٦(همكــارانش 

 ميكـرون  ١٠روسفرهاي كـوچكتر از  براي يه ميك ) ايزو اكتان 
اين محققين اثر غلظتهاي مختلف محلـول آلژينـات،     . استفاده كردند 

وزن مولكولي آلژينات مورد استفاده و نوع سـورفكتانت را بـر          
محدوده اندازه ذره اي و ميزان به هـم چسـبيدگي ميكروسـفرها             

 .بررسي كردند
هاي  براي يه ميكروسـفر    w/oروش استفاده از امولسيون     

  و همكـارانش  Choتوسـط   )  ميكرون ٥كوچكتر از   (با قطر كم    
اين محققين اثر سرعت به هـم زدن، نـوع   . كار گرفته شده ب )٦(

سورفكتانت، غلظت محلول آلژينات سديم و غلظتهاي مختلـف از          
بر خصوصيات ميكروسـفرهاي بـه      را  كلريد كلسيم در اكتانول     

پ الكتـروني   دست آمده تنها با مقايسه عكسـهاي ميكروسـكو        
يه شده از ميكروسـفرهاي مختلـف بـا هـم مقايسـه كردنـد و                

 .هيچگونه داده كمي در اين زمينه ها ارائه نكردند
ــا روش    ــات بـ ــفرهاي آلژينـ ــق ميكروسـ ــن تحقيـ  در ايـ

به عنـوان   (امولسيون سازي و به منظور تجويز توكسوئيد كزاز         
 لـذا كوشـش شـد تـا      . از راه بـيني يـه شـدند       ) آنتي ژن مـدل   
 ميكرون كه قابـل     ١٠ ميكروسفرهاي كوچكتر از     حتي الامكان   

 بافتهاي لنفـاوي موضـعي باشـند،        Mبرداشت توسط سلولهاي    
اثر عوامل مختلف بر خصوصـيات مربـوط بـه         همچنين  .يه شود 
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 دكتر محسن تفقدي 

١٥                                    ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                          

ينـد  آ فر وتـاثير اندازه، سطح و رهش آنتي ژن از ميكروسـفرها          
توكسـوئيد  (ه  يه بر پايداري و آنتي ژنيسيته آنتي ژن انكپسول        

 .نيز مورد بررسي قرار گرفت) كزاز
    كارروش و مواد
، بيسـينكونينيك  )Span 80 (٨٠، اسـپان   سديم  آلژينات  : مواد
و آلبومين سرم گـاوي  )  Bicinchoninic acid=BCA(اسيد

)(Bovine serum albumin=BSA ــا و ) Fluka( از فلوك
 و سيترات سديم    كلريد كلسيم، اكتانول نرمال، ايزوپروپيل الكل     

 كـزاز  توكسـوئيد محلـول    .خريـداري شـدند   ) Merck(از مرك   
) Lf/mlو توكســوئيد كـزاز جــذب شــده بــر آلــوم  )  ٢٥٠٠
)Lf/mlج كـر   حصـارك - رازي  سـازي   سـرم از موسسـه   ) ٥٠

 .دريافت شد
آلژينـات سـديم بـه وسـيله     % ٢  w/v ويسـكوزيته محلـول  

 سـانتي   ١٠٥٠ اندازه گيري شد و برابـر        Fungilabويسكومتر  
نسـبت مانورونيـك اسـيد بـه گلورونيـك اسـيد در             . پواز بـود  

تمـامي واكنشـگرها و مـواد مـورد         .  بود ٦١٤/١آلژينات برابر   
 .استفاده از نوع خالص و آناليتيكال بودند

  :(TT)تهيه ميكروسفرهاي آلژينات حـاوي توكسـوئيد كـزاز       
روش مورد استفاده يـك روش امولسـيون سـازي اسـت كـه بـا              

انجام شد و اثر عوامـل      ) ٦( و همكارانش    Choيراتي در روش    تغي
اي و ويژگيهـاي      متعدد كاري و فرمولاسيوني بر روي اندازه ذره       
 .شكلي ميكروسفرها مورد بررسي قرار گرفت

ليتـر از محلـول آبي     ميلي٥/٠-٥٠/١ , براي يه ميكروسفرها
 توكسوئيد كزاز% ٥ v/vكه داراي  %)٢-٤ w/v(سديم آلژينات 

سـورفكتانت  % ١-٣ w/vاكتـانول حـاوي     -nبود درون محلـول     
براي پراكنـده سـازي اوليـه از        . پراكنده شد ) ٨٠اسپان  (ليپوفيل  

ــانيكي    ــايزر مك ــك هموژن  دور در ٨٠٠٠ در (Ultraturrax)ي
امولسيون ـايي بـا اسـتفاده از سونيكاسـيون          . دقيقه استفاده شد  

 آمپليتـود    در (Soniprep-150) توسط يك پـروب سـونيكاتور     
 . ثانيه يه شد٣٠-٩٠ به مدت ١٨

) ٣٠-٩٠ ml( حاصل به سرعت بـه محلـول        w/oامولسيون  
در حال چـرخش    ) %٢٥/٠-w/v٥/٠(كلريد سديم در اكتانول     

 دقيقـه بـراي سـخت شـدن بيشـتر      ١٠پس از   . آرام، اضافه شد  
ــفرها،  ــي٢ميكروس ــه صــورت   ميل ــل الكــل ب ــر ايزوپروپي  ليت

.  در حــال چــرخش اضــافه شــدقطــره قطــره بــه ايــن مخلــوط
) ٤٥/٠ µm(ميكروسفرها بـا اسـتفاده از فيلتراسـيون غشـايي           

ليتـر ايزوپروپيـل الكـل شستشـو داده       ميلـي ١٥آوري و با   جمع
براي خشك كردن، ميكروسفرها به مدت يك شـب درون         . شدند

  بچ ميكروسفر به ترتيـب از      ١١. دسيكاتور خلاء گذاشته شدند   
١ B-   ١١ تا B-   يه     با روش فو ق و با تغيير در شرايط ساخت

بـراي  .  ذكر شده است١شدند كه شرايط ساخت آا در جدول   
 بـار  ٣هر يك از متغيرهاي مورد مطالعه، هر بـچ ميكروسـفر         بررسي  
 .يه شد

 در ميكروســفرهاي  TTتعيــين ميــزان انكپسولاســيون   
 در TTبــراي تعــيين ميــزان انكپسولاســيون      :آلژينــات

 TTاز ميكروسـفرهاي حـاوي    ٥ mgنات، ميكروسفرهاي آلژي
افزوده ) ١/٠ M و   pH ٤/٧( محلول سديم سيترات     ٧٥٠ µ1به  

 ساعت، ميكروسـفرها    ٣و با تكان دادن در دماي اتاق به مدت          
 درون محلـول ميكروسـفر از   TTبراي تعيين غلظـت   . حل شدند 

 و  (Bradford)دو روش تعيين مقدار كمي پروتئين برادفـورد         
BCA  بـه عنـوان پـروتئين اسـتاندارد، از          . د استفاده ش ـBSA 

از آنجـايي كــه در ايــن روشـهاي تعــيين مقــدار   . اسـتفاده شــد 
كنـد و داراي      خود محلول سديم آلژينات نيز تداخل مي      , پروتئين

باشد، در تمـام تعـيين مقـدارها، جـذب يـك محلـول از                جذب مي 
 بـا غلظـت مشـابه نيـز خوانـده           TTميكروسفر آلژينات بدون    

جذب سديم آلژينات از جـذب محلـول ميكروسـفرهاي       شد و     مي
در اين تعيين مقدارها، مقـدار  .  شد  كسر مي  TTآلژينات حاوي   

TT موجــود در ميكروســفرهاي خشــك شــده و نســبت مقــدار 
 موجود در ميكروسـفرها بـه مقـدار اضـافه         TT (w/w)واقعي  

بـراي هـر يـك از       . تعيين شـد  ) بازده انكپسولاسيون (شده اوليه   
 .يكروسفر، ميزان انكپسولاسيون حداقل سه بار تعيين شدهاي م بچ
 بـراي   : ررسي شـكل و انـدازه ميكروسـفرهاي آلژينـات         ب

اي ميكروسفرها   بررسي خصوصيات شكلي و همچنين توزيع ذره      
بـه ايـن   .  اسـتفاده شـد  (Carl Zeiss)از ميكروسكوپ نـوري 
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 ميكروسفرهاي آلژينات حاوي توكسوئيد كزاز

 

١٦ ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 ميكروســفر از هــر ســري ســاخت توســط  ٣٠٠منظــور قطــر 
. گـيري شـد     به صفحه مدرج چشمي انـدازه     ميكروسكوپ مجهز   

ناصافي سـطح، وجـود تخلخـل در سـطح، بـه هـم چسـبيدگي و          
ــراي مقايســه   ــه عنــوان معيارهــايي ب كرويــت ميكروســفرها ب
خصوصيات شكلي ميكروسفرهاي ساخته شده در شرايط مختلف        

سيصد ميكروسفر از هر سري ساخت زيـر        . در نظر گرفته شدند   
وصيات ذكر شده در بالا بـا       ميكروسكوپ نوري بررسي و خص    

به صورت كمي بيان    ) ٢جدول  (استفاده از يك روش عدد دهي       
قطر ميانگين حجمي ميكروسفرها بـا اسـتفاده از دسـتگاه      . شدند

ــدازه ذره  ــده ان ــاليز كنن ــعه ايكــس  آن ــراش اش ــه روش پ  اي ب
 (laser diffraction particle size analyzer)  

Zetasizer 2000, Malvern) (گيري شد زهاندا. 
 انكپسوله شده   TTيداري ساختماني و آنتي ژنيسيته      پا

 درون ميكروسفرها
سديم دودسيل سولفات پلـي آكريلاميـد ژل الكتروفـورز          

(SDS-PAGE):   دست نخورده ماندن مولكولTT  انكپسـوله 
بـه ايـن    .  بررسـي شـد    SDS-PAGEشده با استفاده از روش      

 TTديم سيترات،    در س  TTمنظور محلول ميكروسفرهاي حاوي     
% ١٠اوليه و يك نشانگر وزن مولكولي بر روي ژل آكريلاميـد     
پايـا  (افزوده شدند و بـا اسـتفاده از يـك سيسـتم الكتروفـورز               

ــژوهش ــور داده شــدند) پ ــروتئين . از درون ژل عب نوارهــاي پ
ــل بــا اســتفاده از رنــگ    ــزي بــا كوماســي بلــو     حاص آمي
(Commassie blue, Fluka)هرشدند و نيترات نقره ظا. 

  ::(Enzyme linked immunosorbant assay= ELISA) الايزا
 سديم  ١/٠ M درون محلول    TTميكروسفرهاي آلژينات حاوي    

 موجـود در ايـن      TTحل شـدند و مقـدار       ) pH ٤/٧(سيترات  
ــرو   ــتفاده از روش ميك ــا اس ــول ب ــدازهBCAمحل ــيري و   ان  گ

 ). ٨(ي شد  با استفاده از يك روش الايزا بررسTTآنتي ژنيسيته 
  خانــه٩٦يــك پليــت الايــزاي   هــر خانــه   بــه اختصــار،  

(Nunc-Mxisorb) ــا ــول ٥٠-١٠٠٠ ng بـــــ   از محلـــــ
 اسـتاندارد در    TT و همچنين محلـول      TTميكروسفرهاي حاوي   

 ١٠ ml ،روكش داده شد  ) ٠٥/٠ M  و pH ٤/٧(بافر فسفات   
و به مدت يـك سـاعت    از هر غلظت در چهار رديف اضافه شد         

پـس از بلـوك كـردن       . گراد نگهـداري شـد      انتي درجه س  ٣٧در  
ــول    ــا محلـ ــداده بـ ــنش نـ ــاي واكـ   BSA% ١ w/vجايگاههـ

)µ1/well ــافر   ) ٣٠٠ ــا بـ ــو بـ   وpH ٤/٧ (PBSو شستشـ
M حــــاوي ) ٠٥/٠v/v ٢٠تــــويين از % ٠٥/٠ (PBS-T)، 
µ1 از رقت كار سرم هيپرايميون موش عليه         ١٠٠ TT     بـه هـر ،

بــه عنــوان منبــع (ايــن ســرم هيپرايميــون . چاهــك اضــافه شــد
بـه    از موشـهايي TT (anti-TT IgG) ضد Gايمونوگلوبولين 

 واكسـن   ١٠ Lfكه سـه بـار بـا تزريـق زيرجلـدي            دست آمد   
Alum-TT   رقت مناسب كار از اين سـرم بـا         .  ايمن شده بودند

 .استفاده از يك آزمايش الايزاي مقدماتي تعيين شد
گراد   درجه سانتي  ٣٧ پس از يك ساعت نگهداري پليت در        

 goat anti-mouse از رقت كار از ١٠٠ µlو شستشوي آن، 

IgG  كنژوگه با(Horseradish peroxidase) HRP  به هـر 
 درجـه   ٣٧به مدت يك سـاعت در       " چاهك اضافه و پليت مجددا    

 شستشـو داده    PBS-T بـار بـا      ٤گراد نگهداري و سپس       سانتي
ــد ــگ از  . ش ــور رن ــراي ظه ــول ١٠٠ µlب  -٥′′′′، ٥، ٣′′′′، ٣ محل
 = tetramethylbenzidine-′5,5,′3,3)رامتيــل بتريــدينتت

TMB)    كه به نسبت مساوي با محلـول پراكسـيداز        استفاده شد
پـس از متوقـف كـردن واكـنش       . مخلوط شده بود، استفاده شـد     

 به هـر چاهـك،     M١ اسيد فسفريك    ٥٠ µlزايي با افزودن      رنگ
 .گيري شد اندازه  ٤٥٠ nmها در  جذب

 :  از ميكروسـفرهاي آلژينـات     TTبررسي رهش برون تـن      
ــدازه ــراي انـ ــوي رهـــش   بـ ــرعت و الگـ ــيري سـ  از TTگـ

ــاوي   ــفرهاي ح ــاخت   ٣٠ TT ،mgميكروس ــري س ــر س  از ه
 ٦٠٠ µ1 حـاوي    ٥/١ mlميكروسفر درون يـك ميكروتيـوب       

ايـن  . اضافه شـد  ) سديم آزيد % ٠١/٠ حاوي PBS(محيط رهش   
اري گراد نگهـد   درجه سانتي٣٧ها در حال همزدن مداوم در     لوله
 دقيقـه در    ٥هـا بـه مـدت         در زماـاي مشـخص، لولـه      . شدند

 از محلـول رويـي      ٥٠٠ ml دور در دقيقه سانتريفوژ و       ١٥٠٠٠
 در اين محلـول بـا اسـتفاده از روش           TTمقدار   .شد  برداشت مي 

 . تعيين شدBCAميكرو 
 . انجام شدunpaired t-testناليز آماري به وسيله آ  :آناليز آماري 
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 دكتر محسن تفقدي 

١٧                                    ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                          

  نتايج و بحث
 تهيه ميكروسفرهاي آلژينات و بررسي برخي از عوامل        

 موثر بر ويژگيهاي اندازه و شكل ميكروسفرها
اثر برخي از متغيرها شـامل غلظـت سـورفكتانت، غلظـت             

آلژينات سديم، زمان سونيكاسيون، غلظت كلريد كلسيم و حجم         
بر خصوصيات انـدازه و شـكل       ) ١جدول  (محلول كلريد كلسيم    

اثر هر متغير بر ويژگيهاي     . ه شده ارزيابي شد   ميكروسفرهاي ي 
اي و    شامل ميـانگين قطـر و محـدوده انـدازه ذره          (اي    اندازه ذره 

ــر از   ــفرهاي بزرگت ــد ميكروس ــتفاده از  ) ١٠ µmدرص ــا اس ب
ميكروسكوپ نـوري و همچـنين دسـتگاه آنـاليز كننـده انـدازه         

 . بررسي شد(PSA)اي  ذره
لكتـروني از  تعدادي عكـس يـه شـده بـا ميكروسـكوپ ا         

در ايـن   .  ارائـه شـده اسـت      ١ميكروسفرهاي آلژينات در شكل     
 PSAمطالعات، همه قطرهاي ميانگين حجمي به دست آمـده از           

كوچكتر از قطرهاي ميـانگين محاسـبه شـده توسـط مشـاهدات          
در مشـاهدات ميكروسـكوپي، كـوچكترين       . ميكروسكوپي بود 

ه ايـن  اندازه مشخص شده بر چشمي مدرج، يك ميكرون است ب       
گيري   خاطر ميكروسفرهاي كوچكتر از يك ميكرون قابل اندازه       

به اين دليل در محاسبات، قطرهـاي زيـر يـك ميكـرون             . نيستند
 قطر ذرات تا PSAاما در   . برابر يك ميكرون در نظر گرفته شد      

µm گـيري اسـت و ايـن قطرهـا در معـدل         قابل انـدازه   ٠٢/٠
ين قطر حجمي گزارش    به اين دليل ميانگ   . شود  ها وارد مي    گيري

 . كوچكتر از قطر ميانگين ميكروسكوپي استPSAشده توسط 
  اثر غلظت سورفكتانت

 Sorbitan monooleate, Span)سوربيتان مونو اولئات 

 به عنوان امولسيون كننده ليپوفيل، براي امولسيون كـردن  (80
 در  ٨٠اسـپان   . شـد محلول آلژينات سديم در اكتـانول  اسـتفاده          

ــهاي  ــدند  % ٣ w/v، و ٢، ١غلظتــ ــل شــ ــانول حــ  در اكتــ
ــاخت ( ــريهاي س ــدول -٣B و -١B, -٢Bس ــري ). ١ ج ــر س ه

ساخت سه بار تكرار شـد و تـاثير هـر غلظـت بـر ويژگيهـاي                 
قطر ميكروسـفرهاي يـه      ).٣جدول (ميكروسفرها بررسي شد 

ــده باغلظتــهاي    ســورفكتانت مشــابه بــود   % ١-w/v٣ ش

)٠٥/٠ P> .(  ميكـرون در  ١٠ر از درصد ميكروسفرهاي بزرگت 
داري كمتر از دو سري ديگر اسـت           به صورت معني   B-٣سري  

)٠٥/٠ P< .( ــدازه ذره ــه محــدوده ان ــا توجــه ب اي و درصــد  ب
اي   توزيع ذره  B-٣سري   ميكرون،   ١٠ميكروسفرهاي بزرگتر از    

 . داردB-٢ و B-١محدودتري نسبت به 
ترين ) B-١(سورفكتانت  % ٢ميكروسفرهاي يه شده با      

ايـن ويژگيهـا شـامل عـدم        . دهند  ويژگيهاي شكلي را نشان مي    
ناصافي سطح، عدم تخلخـل سـطحي، بـه هـم چسـبيدگي كـم و               

ــت  ــالا اس ــت ب ــا  . كروي ــده ب ــه ش ــفرهاي ي % ٣در ميكروس
رسد  به نظر مي . سورفكتانت، به  هم چسبيدگي خيلي زياد است       

، برخـــي %٣بـــه % ٢بـــا افـــزايش غلظـــت ســـورفكتانت از 
چسبند و احتمالا به همـين        يلي كوچك به يكديگر مي    ميكروسفرهاي خ 

، ميكروسفرهاي زير يك ميكـرون بـه دسـت          B-٣دليل نيز در سري     
 ).PSAآمده از  اي به دست  ستون محدوده ذره(نيامده است 

 اثر غلظت آلژينات سديم 
در مــورد غلظــت مطلــوب از ســديم آلژينــات بــراي يــه   

لي مطلوب، گزارشهاي   ميكروسفرها با خصوصيات اندازه و شك     
ــود  دارد  ــابع وج ــاوتي در من ــارانش Cho. متف ــا ) ٦( و همك ب

به عنـوان غلظـت مطلـوب، گـزارش         % ٥ w/vپيشنهاد غلظت   
هاي بالاتر يه ميكروسفرهاي كوچـك و         اند كه در غلظت     كرده

يكنواخت مشكل بـوده اسـت، حـال آنكـه در غلظتـهاي كمتـر        
در همـين  . مده اسـت آ ميكروسفرهاي به هم چسبيده به دست مي 

ترين ميكروسفرها را با غلظـت      ) ٢٤( و همكارانش  Wanحال  
w/v يه كردند% ٢-٣ از آلژينات . 
نتـايج  (در اين تحقيق، پس از انجام برخي آزمايشهاي اوليه           

، به نظر رسيد كـه بـه دليـل ويسـكوزيته بـالاي              )اند  ذكر نشده 
توانند   ها نمي   تو بالاتر از محلول آلژينات، اين غلظ      % ٥غلظتهاي  

% ٤ w/v و   ٣،  ٢سه غلظـت    . ميكروسفرهاي مطلوبي ايجاد كنند   
مـورد مطالعـه    ) ١ جـدول    -٥B و   -١B, -٤Bسريهاي ساخت   (

هـا بـر ويژگيهـاي ميكروسـفرها        قرار گرفت و اثر ايـن غلظـت       
 ).٣جدول (بررسي شد 
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 ميكروسفرهاي آلژينات حاوي توكسوئيد كزاز

 

١٨ ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 تحقيقات قبلي نشان داده است كـه بـا افـزايش غلظـت و وزن               
كــه موجــب افــزايش ويســكوزيته محلولهــا مولكــولي آلژينــات 

 ).١٦، ١٤(يابد  شود، اندازه ميكروسفر نيز افزايش مي مي
در تحقيق فعلي، در حالي كه قطرهاي ميانگين به دست آمده             

  ،>P ٠٥/٠(از ميكروسكوپ در توافق با گزارشهاي بالاسـت         
٤-> B ١-> B ٥-B(    قطرهاي ميانگين بـه دسـت آمـده از ،

PSA   ٠٥/٠(داري بـا هـم ندارنـد          تفاوت معـني P< .(  غلظـت
با افزايش . اي دارد  آلژينات اثر واضحي روي محدوده اندازه ذره      

، درصد بالاتري از ميكروسفرهاي بزرگتـر       %٤به  % ٢غلظت از   
ــرون ١٠از  ــه ) B-٥ B<-١ B<-٤ و >٠٥/٠P( ميك و دامن

به ) B-٥ B <-١ = B-٤، >P ٠٥/٠(اي وسيعتري اندازه ذره
هاي يه شده از محلول با غلظـت          سطح سري   .دست آمده است  

اما ميكروسفرهاي يـه    , از آلژينات نسبتا صاف بود    % ٣و  % ٢
  اين ناصافي. آلژينات داراي سطوح ناصافي هستند% ٤شده با محلول 

 .آلژينات باشد% ٤تواند ناشي از ويسكوزيته بالاتر محلول  مي
 آلژينـات   ميكروسفرهاي يه شده با اين سـه غلظـت از سـديم           

به . داراي به هم چسبيدگي كم يا بدون به هم چسبيدگي هستند          
رسـد كـه بـه هـم چسـبيدگي ميكروسـفرها از غلظـت                 نظر مي 

 . پذيرد آلژينات تاثير نمي
آلژينـات،  % ٤و  % ٣هاي ساخته شده با غلظتهاي         در سري  

كرويت بالا است، اما كرويت ميكروسفرهاي يه شده با محلول          
يـك فرضـيه بـراي ايـن مشـاهده      . ينات كم اسـت  سديم آلژ % ٢
هنگـامي  . از آلژينات باشـد   % ٢تواند ويسكوزيته كم محلول       مي

كه آلژينـات امولسـيون شـده در اكتـانول بـه محلـول در حـال           
شـود، بـه خـاطر        چرخش كلريد كلسيم در اكتانول اضـافه مـي        

ويسكوزيته كـم قطركهـاي آلژينـات، نـيروي بـرش ناشـي از              
تواند قبل از ژل شدن قطركها در حضور يون          چرخش محلول مي  

 .كلسيم، در آا ايجاد كشيدگي نمايد
 

  عوامل مختلف مورد تحقيق در تهيه ميكروسفرهاي آلژينات:١جدول 
حجم محلول كلريد 

 (ml)كلسيم 
غلظت كلريد كلسيم 

(w/v%) 
زمان سونيكاسيون 

 )ثانيه(
غلظت آلژينات 

(w/v%) 
غلظت سورفكتانت 

(w/w%) 
 ساختسري 

١ ٢ ٣ ٣×٣٠ ٣٣/٠ ٦٠-B 
٢ ١ ٣ ٣×٣٠ ٣٣/٠ ٦٠-B 
٣ ٣ ٣ ٣×٣٠ ٣٣/٠ ٦٠-B 
٤ ٢ ٢ ٣×٣٠ ٣٣/٠ ٦٠-B 
٥ ٢ ٤ ٣×٣٠ ٣٣/٠ ٦٠-B 
٦ ٢ ٣ ٢×٣٠ ٣٣/٠ ٦٠-B 
٧ ٢ ٣ ١×٣٠ ٣٣/٠ ٦٠-B 
٨ ٢ ٣ ٣×٣٠ ٢٥/٠ ٦٠-B 
٩ ٢ ٣ ٣×٣٠ ٥٠/٠ ٦٠-B 
١٠ ٢ ٣ ٣×٣٠ ٣٣/٠ ٣٠-B 
١١ ٢ ٣ ٣×٣٠ ٣٣/٠ ٩٠-B 

 
 معيارهاي مورد استفاده در كمي كردن متغيرهاي كيفي : ٢جدول        

 معيار كمي درصد ميكروسفرها تعريف ويژگي كيفي
 

 ناصافي سطح ميكروسفرها
 ٧٥-١٠٠ ٥٠-٧٥ ٢٥-٥٠ ١-٢٥ ٠ وجود حفرات بسيار كوچك روي سطح ميكروسفرها 

٤ ٣ ٢ ١ ٠  
 تخلخل سطحي

 ٨-١٠ ٥-٨ ٣-٥ ١-٣ ٠ يكروسفرهاهاي بزرگ بر سطح م وجود حفرات و تورفتگي 

٤ ٣ ٢ ١ ٠ 
 

 به هم چسبيدگي
 ٥٠-١٠٠ ٢٠-٥٠ ١٠-٢٠ ١-١٠ ٠ وجود ميكروسفرهاي به هم چسبيده 

٤ ٣ ٢ ١ ٠  
 كرويت

 
  كره كامل
 بيضي كامل

 اي انتخاب شدند  به صورت مقايسه٣ و١اعداد مابين 

  
٤ 
٠ 
١-٣ 
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 دكتر محسن تفقدي 

١٩                                    ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                          

 
 هيه شده با شرايط فرمولاسيوني مختلفت, TT خصوصيات ميكروسفرهاي آلژينات حاوي :٣ول جد

 
سري 
 ساخت

 قطر ميانگين
(µM) 

 ميكروسكوپ

قطر ميانگين 
 حجمي
(µM) 
(PSA) 

 دامنه اندازه
(µM) 

درصد 
ميكروسفرهاي 

بزرگتر از 
µM١٠ 

 )ميكروسكوپ(

ناهمواري  بازده وزني
 *سطح

م  *تخلخل سطح
 *چسبيدگي

كرويت 
 *ميكروسفرها

١-B ٥/٣ ± ٧/٠ ١ ± ٠ ٠ ٠ %٩٠ ± ٣٣ ٥/١ ± ٧/٠ ٣/٠-٢/١ ٣/١ ± ٤/٠ ٢/٢ ± ١/٠ 

٢-B ٣/٣ ± ٦/٠ ٣/٢ ± ٦/٠ ٧/٠±٣/٠ ٢/١±٨/٠ %١١٧± ١٦ ١/١ ± ٣/٠ ٣/٠-١/٢ ١/١ ± ٥/٠ ٩/١ ± ١/٠ 

٣-B ٣/٣ ± ٦/٠ ٤ ± ٠ ٧/٠±٦/٠ ١ /±٥٨/٠ %١٤٠ ± ٩ ٣/٠ ± ٣/٠ ٠/١-٦/١ ٤/١ ± ٦/٠ ٧/١ ± ٣/٠ 

٤-B ٣/٢± ٥/١ ٠ ٠ ٢/٠±٣/٠ %١٥٢± ١٢ ٠ ٣/٠-٠/٢ ١/١ ± ٤/٠ ٤/١ ± ٢/٠ 

٥-B ٥/٣ ± ٧/٠ ٢/٠ ± ٣/٠ ٠ ٥/١ ±٧/٠ %٧٥ ± ٢٥ ٥/٦ ± ٤/٠ ٥/٠-٣/٧ ٣/٤± ٩/٢ ٤/٣ ± ٦/٠ 

٦-B ٣ ± ١ ٢ ± ١ ٧/٠±٦/٠ ٣/١±٥/١ %١٠٤±٣٣ ١ ± ٣/٠ ٦/١-٥/٣ ٧/٢ ±٠ ٩/١ ± ٤/٠ 

٧-B ٧/٢ ± ٥/١ ٢ ± ٧/١ ٧/١±٦/١ ٨/١ ± ١ %١٤١± ١٥ ٧/٠ ± ٥/٠ ٩/٠-١/٢ ٦/١ ± ٥/٠ ٠/٢ ± ١/٠ 

٨-B ٣ ± ٠ ٨/١ ± ٢/١ ٧/٠±٦/٠ ٢ ± ١ %٩٤ ±  ٢٨ ٨/١ ± ٩/١ ٨/٠-٣/٢ ٦/١ ± ١/٠ ٩/١ ± ٤/٠ 

٩-B ٣/٣ ± ٦/٠ ٣ ± ١/٠ ٧/٠±١/٠ ٢ ± ٧/١ %١٤٥ ± ٥ ٢ ± ١/٠ ١/١-٤/٣ ٢/٢ ± ٨/٠ ٣/٢ ± ٥/٠ 

١٠-B ٣ ± ٠ ٧/٢ ± ٣/٢ ٠ ٧/٢±٣/٢ %١٤٤±١٣ ٥/١ ± ٠/١ ١/١-٧/٢ ٩/١ ± ٢/٠ ٢/٢ ±١/٠ 

١١-B ٧/٣ ± ٦/٠ ٣/١ ± ١/١ ٠ ٣/١±٥/١ %١٠٩±٣٣ ١/٢ ± ٩/١ ٧/٠-٤/٤ ٠/٢ ± ٥/٠ ٣/٢ ± ٤/٠ 

 خيلي زياد= ٤زياد،   = ٣متوسط،  = ٢ كم،= ١ ندارد، = ٠  *
 
 % ٣  w/vارتباط ميان به هم چسبيدگي و بازده وزني تهيه ميكروسفر در ميكروسفرهاي تهيه شده با محلول آلژينات. ٤جدول          

 B-١ B-١١ B-٨ B**-٧و٦ B-٢ B-١٠ B-٩ B-٣ سري ساخت
 ١ ٣/١ ٨/١ ٢ ٣/٢ ٧/٢ ٣ ٤  *چسبيدگي م

 ٩٠ ١٠٩ ٩٤ ١٢٣ ١١٧ ١٤٤ ١٤٥ ١٤٠ (%)بازده وزني
 خيلي زياد= ٤زياد   = ٣متوسط،   = ٢ كم،= ١ ندارد،=  ٠        

          ** ٧ / ( ٢B + ٦B( 
 

 در ساعت اول و پس از يك هفته) µg( رهش يافته TT در ميكروسفرهاي مختلف و مقدار TTيون ميزان انكپسولاس. ٥جدول       
-١٠ B-٩ B-٨ B-٧ B-٦ B-٥ B-٤ B-٣ B-٢ B-١ سري ساخت

B 
١١-B 

 ٤/٣٢ ٦/٢٩ ٦/٣٤ ٣/٣٤ ٨/٢٨ ٢/٢٦ ٦/٢٥ ٢/٢٦ ٢/٢٩ ٦/٤١ ٧/٤٧ درصد انكپسولاسيون 

)٣SD (n=   ٠/٧ ٠/٩ ٨/٦ ٢/٣ ٢/٩ ٧/٣ ٧/٣ ٠/٥ ٧/٢ ٧/١١ ٦/٦ 

 ٨/٤ ٠ ٢/١ ٢/٣ ٢/٣ ٣ ٦/٢ ٢/٣ ٤/٣ ٢/٦ - رهش ساعت اول 

 ٨/٢٧ ٦/١٧ ٤/٢١ ٣/٣١ ٢٥ ٦/٢٥ ٢/٢٥ ٤/٢٤ ١/٢٧ ٨/٢٩ - رهش پس از يك هفته 

درصد رهش  ساعت اول     
 به يك هفته 

- ٣/١٧ ٠ ٦/٥ ٢/١٠ ٨/١٢ ٧/١١ ٣/١٠ ٢/١٣ ٥/١٢ ٢١ 
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 ميكروسفرهاي آلژينات حاوي توكسوئيد كزاز

 

٢٠ ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ) -١Bسري (كروسكوپ الكتروني از ميكروسفرهاي آلژينات حاوي توكسوئيد كزاز هاي تهيه شده با مي عكس. ١كل ش
 

 اثر زمان سونيكاسيون
 از آنجايي كه قطركهاي امولسيون شـده آلژينـات تبـديل بـه              

شوند، فرايند امولسيون كردن و امولسيون بـه دسـت     ميكروسفر مي 
 .آمده اثرات مهمي بر ويژگيهاي ميكروسفرهاي ايي دارند

Cho    انـد كـه سـرعت چـرخش          گزارش كـرده  ) ٦( و همكارانش
هموژنايزر، نقش مهمي در تشكيل قطركهاي امولسـيون بـا قطـر            

اند كه در يك زمان ثابـت، در          اين محققين نشان داده   . مطلوب دارد 
 دور در دقيقه، ميكروسفرهاي هتـروژن       ٥٠٠٠سرعتهاي كمتر از    

آنكـه در   آيـد، حـال        ميكرون بـه دسـت مـي       ١٠با قطر بيش از     
، ميكروسفرهاي به هم چسـبيده و       ٨٠٠٠ rpmسرعتهاي بيش از    

 rpmاين گـروه در ايـت سـرعت         . آيد  با بازده كم به دست مي     
 هموژنــايزر بــه مــدت يــك ســاعت را وضــعيت مطلــوب ٨٠٠٠

 .پيشنهاد كردند
تحقيق فعلي، براي يه امولسيون، به جاي هموژنـايزر از          در 

ــد و   ــتفاده ش ــونيكاتور اس ــروب س ــف   پ ــاي مختل ــر زما  اث
بر ) ١ جدول   -٦B و   -١B, -٧Bسريهاي ساخت   (سونيكاسيون  

بـه نظـر   ). ٣جـدول  (ميكروسفرهاي يه شده ارزيـابي گرديـد        
رسد در محدوده زماني كـار شـده، زمـان سونيكاسـيون اثـر                مي

، درصـــد )ميكروســـكوپ(داري روي قطـــر ميـــانگين  معـــني
وزني ميكروسـفر    ميكرون، بـازده     ١٠ميكروسفرهاي بزرگتر از    

)٠٥/٠ P> (اي نـــدارد، امـــا زمـــان  و محـــدوده انـــدازه ذره
 به . سونيكاسيون روي خصوصيات شكلي ميكروسفر موثر بود

 
رسد در يه امولسيون آلژينات با اسـتفاده از سونيكاسـيون،             نظر مي 

زمان بيشتر سونيكاسيون باعث پردازش سطح قطركهاي آلژينـات در     
ه منجر به تشكيل ميكروسفرهاي صاف تـر        امولسيون شده و در نتيج    

 .و با تخلخل كمتر و كرويت بيشتر مي شود
 اثر غلظت كلريد كلسيم

افزودن آلژينات سديم امولسيون شده به محلول كلريد        زمان   
كلسيم در اكتـانول، گروههـاي كربوكسـيلات از مونومرهـاي           

ايـن تشـكيل    . دهنـد   گلورونات آلژينات با كلسيم كمپلكس مي     
باعث جمع شدن ميكروسفر و كاهش حجـم اشـغال شـده            شبكه  

ايـن مسـاله باعـث كـاهش        . شود  توسط قطركهاي آلژينات مي   
در تحقيق حاضر، اثر سـه     ).٧(شود    حجم و قطر ميكروسفرها مي    

از كلريد كلسـيم در     %) ٥/٠ w/vو  % ٣٣/٠،  %٢٥/٠(غلظت  
 بر اندازه) ١ جدول -٩B و -١B, -٨Bسريهاي ساخت (اكتانول 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

از توكسوئيد كزاز از سريهاي ) µg(مقدار تجمعي رهش يافته . ٢شكل 
 مختلف ميكروسفر آلژينات در عرض يك هفته
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 دكتر محسن تفقدي 

٢١                                    ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                          

). ٣جـدول  (ميكروسفر و ويژگيهاي ظاهري آا بررسي گرديد    
ميكروسـكوپ و  (در اين غلظتهاي كلريد كلسيم، قطر ميـانگين    

PSA(      ميكـرون    ١٠، درصد ميكروسفرهاي بزرگتر از )٠٥/٠ 
P> (   داري   هاي مختلف تفاوت معني     اي سري   و محدوده اندازه ذره

اما از نظـر ويژگيهـاي ظـاهري، تـرين غلظـت            . با هم ندارند  
ميكروسـفرهاي يـه شـده بـا ايـن          . بود% ٣٣/٠ w/vكلسيم،  

غلظت از كلريـد كلسـيم در اكتـانول صـاف و بـدون تخلخـل،          
ك نكته قابل   ي. داراي به هم چسبيدگي كم و كرويت بالا بودند        

% ٥/٠توجه به هم چسبيدگي بالاي ميكروسفرهاي يه شده با          
نتـايج ذكـر نشـده      (در آزمايشهاي مقـدماتي     . كلريد كلسيم بود  

نيز بررسـي   %) ٣ w/vتا  (، غلظتهاي بالاتر كلريد كلسيم      )است
شد، اما در تمامي ميكروسفرهاي ساخته شده بـا ايـن غلظتـهاي             

. شـد  سبيدگي زيادي مشـاهده مـي  بالا از كلريد كلسيم به هم چ     
رسد در غلظتهاي بالاي كلسيم، لايه ژلي خارجي بـر            به نظر مي  

شده در نتيجه موجب به هم        سطح ميكروسفر به سرعت تشكيل      
 .شود چسبيدگي بيشتر ميكروسفرها مي

  اثر حجم محلول كلريد كلسيم در اكتانول
كلريــد كلســيم در % ٣٣/٠ســه حجــم متفــاوت از محلــول  
ــان ) ١ جــدول -١١B و -١B, -١٠Bســريهاي ســاخت (ول اكت

داري روي قطـر   اين متغير اثـر معـني   . مورد بررسي قرار گرفت   
ــانگين  ــكوپ و (مي ــفرهاي  )PSAميكروس ــد ميكروس ، درص
و ) <P ٠٥/٠( ميكرون، بـازده وزن ميكروسـفر        ١٠بزرگتر از   

اي ميكروسفرها نـدارد، امـا بـر خصوصـيات            محدوده اندازه ذره  
بـا در نظـر      ).٣جـدول   (گـذارد     سفرها تاثير مـي   ظاهري ميكرو 

 بـه   B-١گرفتن همه متغيرهاي مـورد بررسـي، سـري سـاخت            
ميكروسفرهاي يـه شـده بـا       .  عنوان ترين سري ارزيابي شد    

ليتر محلول كلريد كلسيم در اكتانول بيشترين ناصافي و            ميلي ٣٠
بـه نظـر    . به هم چسبيدگي و كمترين كرويـت را نشـان دادنـد           

سـد هنگـامي كـه حجـم ثـابتي از امولسـيون آلژينـات در            ر  مي
اضـافه  ) كلريد كلسـيم در اكتـانول     (اكتانول به محيط ژل شدن      

شود، كاهش حجم محيط ژل شدن باعث برخورد بيشـتر بـين              مي
ــه    ــده و ميكروســفرهاي شــكل گرفت قطركهــاي امولســيون ش

تواند دليل ناصافي و بـه   اين برخورد بيشتر مي   . شود  آلژينات مي 
. م چسبيدگي بيشتر ميكروسفرها و كرويت كمتـر آـا باشـد           ه

تواند با افزايش برخورد ميكروسـفرها بـر          عامل ديگري كه مي   
روي آا اثر بگذارد، سرعت چرخش محلول كلريـد كلسـيم در            

) نتايج ذكر نشـده اسـت  (در آزمايشهاي مقدماتي   . اكتانول است 
 مهمـي  اين نتيجه حاصل شد كه سرعت چرخش اين محلول نقش  

ــبيدگي     ــم چس ــه ه ــه خصــوص ب ــاهري و ب ــاي ظ در ويژگيه
با افزايش سرعت چرخش، برخورد بيشـتري       . ميكروسفرها دارد 

بين قطركهاي امولسيون شده آلژينات و ميكروسـفرهاي شـكل          
افتـد و بـه هـم چسـبيدگي بيشـتري را باعـث                گرفته اتفاق مي  

 . شود مي
و بـا   ترين شرايط براي كسب ميكروسفرهاي جدا از هـم           

سطح صاف، فقط سرعت به هم زدن محلول در حـداقل سـرعت             
ايـن مسـاله توسـط      . مورد نياز براي چرخش ملايم محلول است      

 ).٦(محققين ديگر نيز توصيه شده است 
 بازده وزني ميكروسفرهاي تهيه شده

ــده در      ــك ش ــات خش ــفرهاي آلژين ــبت وزن ميكروس نس
اسـتفاده در   دسيكاتور به وزن پودر خشك سديم آلژينات مورد         

بـا مـرور    . شود  يه ميكروسفر به عنوان بازده وزني تعريف مي       
، دو پرسـش    )٣-٧جـدول   (هاي ساخت مختلف      بازده وزني سري  

 :شود مطرح مي
  چيست؟B-٥ اول اينكه دليل بازده وزني كم سري 
مشـاهده  ) B-٥سري  % (٤ در امولسيون كردن محلول آلژينات      

ته بـالاي محلـول آلژينـات،       به خاطر ويسـكوزي   " شد كه احتمالا  
. مانـد  مقاديري از آلژينات به صورت امولسيون نشده باقي مـي    

اين مورد در غلظتهاي بالاتر محلولهاي آلژينات در آزمايشـهاي          
هـاي   در سـري ). نتايج ذكر نشده است (مقدماتي نيز مشاهده شد     

% ٣٠آلژينـات، بـازده وزني ميكروسـفر        % ٥يه شده با محلول     
 زيادي از محلول آلژينـات بـه صـورت امولسـيون            بود و مقدار  

 .هاي ظرف باقي ماند نشده در ته و ديواره
% ١٠٠ پرسش دوم اين اسـت كـه دليـل بـازده وزني بـيش از                

 چيست؟ 
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 ميكروسفرهاي آلژينات حاوي توكسوئيد كزاز

 

٢٢ ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد 

با در نظر گرفتن ميكروسفرهاي مختلـف يـه شـده در شـرايط              
رسـد كـه بـازده وزني بـالاي           ، به نظـر مـي     )٣  جدول(متفاوت  

شـود كـه ميـزان بـه هـم            هايي ديده مـي     يبيشتر در سر  % ١٠٠
ايـن مشـاهده را     ). ٤جدول  (دهند    چسبيدگي بالايي را نشان مي    

 در پديـده سـينرزيس       :توان بـه صـورت زيـر توضـيح داد           مي
(Syneresis)       با يـون    تكه در هنگام كراس لينك شدن آلژينا 

افتـد، آب از ميكروسـفر بـه بـيرون تـراوش              كلسيم اتفاق مـي   
 ).٧(يابد   حجم ميكروسفر كاهش ميكند و وزن و مي

ــروج آب از     ــبيده خـ ــم چسـ ــه هـ ــفرهاي بـ در ميكروسـ
ــي   ــاهش م ــي ك ــفرهاي داخل ــا   ميكروس ــه ب ــد و در مقايس ياب

ميكروسـفرهاي جــدا از هــم آب بيشــتري درون تــوده بــه هــم  
چسبيده ميكروسفرها حتي پس از خشـك كـردن در دسـيكاتور            

 بازده وزني بيش از     تواند دليل   آب باقي مانده مي   . ماند  باقي مي 
 نشان داده شده است كه با افزايش به         ٨در جدول   . باشد% ١٠٠

بـه  % ١٠٠به زياد، بازده وزني از حدود       هم چسبيدگي از متوسط     
 . يافته استافزايش% ١٤٠

ــزاز    ــوئيد ك ــيون توكس ــزان انكپسولاس  در (TT)مي
 ميكروسفرهاي آلژينات

روسـفرها   در سريهاي مختلف ميك    TTميزان انكپسولاسيون    
بـراي مقايسـه ميـزان انكپسولاسـيون در       ). ٥جدول  (تعيين شد   
 يـك طرفـه     ANOVA هاي مختلف ساخت، از تست      ميان سري 
 در حـالي كـه ميـزان انكپسولاسـيون در سـريهاي           . استفاده شد 

٢-B   ١١ تا-B  ٠٥/٠(داري ندارنـد       تفاوت معني P>(   ميـزان ،
 از  داري بيشـتر       بـه صـورت معـني      B-١انكپسولاسيون سـري    

 ).<P ٠٥/٠(باشد   ميB-١٠ و سري B-٧ تا B-٣هاي  سري
 اثر متغيرهاي دخيل در تهيه ميكروسفر بر رهش برون         

 تن آنتي ژن از ميكروسفرها
رهش برون تن مواد انكپسوله شده در ميكروسفر آلژينـات           
محققـين نشـان   . تواند تحت تاثير عوامل متعددي قـرار گـيرد        مي
وهـاي بـا وزن مولكـولي كـم بـا           اند كه سرعت رهـش دار       داده

افزايش نسبت اسيد مانورونيك بـه اسـيد گلورونيـك افـزايش            
 و همكــارانش  نيــز نشــان Kikuchi). ٢٢، ٢١، ١٧(يابــد  مــي

اند كه رهـش دكسـتران از بيـدهاي آلژينـات يـك فراينـد                 داده
رهش بـراي دكسـتران بـا وزن        . وابسته به وزن مولكولي است    
ه انتشار است و براي دكستران با       مولكولي كم تحت كنترل پديد    

وزن مولكولي بـالاتر، رهـش تحـت كنتـرل متلاشـي شـدن ژل             
رهش دكسـتران تحـت تـاثير تبـادل يوـاي       . باشد  آلژينات مي 

 و يواي كلسيم متصـل بـه گروههـاي          PBSسديم موجود در    
اين تبادل . كربوكسيلات در مولكول آلژينات نيز قرار مي گيرد   

ژينات و به اين ترتيب رهش دكستران بـا         بر روي انحلال ژل آل    
 ).١٥(گذارد  وزن مولكولي بالا اثر مي

عامل ديگر موثر بر رهش مواد از ژلهاي آلژينات، ظرفيـت             
 و همكـارانش    Al-musa .و شعاع كاتيون مورد اسـتفاده اسـت       

اند كه در كراس لينـك كـردن بيـدهاي آلژينـات              نشان داده ) ١(
 در هنگـام اتصـال بـه        ٣Al+مثـل   سديم، كاتيواي سه ظرفيتي     

در چنين ساختماني . دهد  آلژينات يك شبكه سه بعدي تشكيل مي      
تمامي يواي آلومينيوم، قبل از كراس لينك شدن كامـل سـطح            

در حـالي   . بيد، قادر به انتشار به درون لايه ژل سطحي هسـتند          
، اتصال دو بعدي    ٢Ca+كه در مورد كاتيواي دو ظرفيتي  مثل         

تواند نفوذ كاتيواي كلسـيم       ي آا به آلژينات مي    و يك سطح  
. را كاهش دهد و منجر به كـراس لينـك شـدن كمتـر ژل شـود                

تحقيقات نشان داده است كه رهـش از ژل آلژينـات آلومينيـوم             
 ).١(كمتر از آلژينات كلسيم است 

هـاي     مشخص شده است همه سري     ٢همانگونه كه در شكل      
در شـرايط مختلـف يـه       كـه   ) ٢B-١١B(ساخت ميكروسفرها   

، الگوي رهـش كمـابيش مشـاي را نشـان           )١جدول  (اند    شده
 از  TTبه عنـوان معيـاري بـراي بيـان رهـش اوليـه              . دهند  مي

 رهش يافته در سـاعت اول       TTميكروسفرهاي آلژينات، نسبت    
با توجه  ). ٥جدول  (به كل رهش در يك هفته مقايسه شده است          

ا و بيدهاي آلژينات، رهـش      به تخلخل داخلي بالاي ميكروسفره    
بسـيار بالاسـت، بـه      " اوليه در كارهاي محققـين ديگـر معمـولا        

ماده انكپسوله شده در    % ٩٠اي كه در برخي از آزمايشها         گونه
 TTدر اين تحقيق مقدار  ).٤( دقيقه رهش يافته است ١٥عرض 
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 دكتر محسن تفقدي 

٢٣                                    ٨٢بهار ، ١، شماره ٦مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد                                                                                          

كل رهش در يك هفتـه      % ٥-٢١رهش يافته در ساعت اول بين       
توان به عنوان دليلي براي تخلخـل كمتـر            مي مورد را اين  . است

  .رفتگميكروسفرهاي يه شده با اين روش در نظر 
 كه با درصدهاي مختلفـي      B-٣ و   B-٢با مقايسه دو سري      

 رهش اوليه   B-٣، سري   )٢جدول  (اند    از سورفكتانت يه شده   
 ٢بـا رجـوع بـه جـدول         . دهد   نشان مي  B-٢كمتري نسبت به    

اصلي ميان ايـن دو سـري سـاخت         شود كه تفاوت      مشخص مي 
به .  است B-٣درجه بالاتر به هم چسبيدگي در ميكروسفرهاي        

رسد كه به هـم چسـبيدگي بيشـتر، سـطح مـوثر تمـاس                 نظر مي 
دهـد و باعـث رهـش         ميكروسفرها با محيط رهش را كاهش مي      

تـوان در مقايسـه    چـنين تـوجيهي را مـي   . شـود   اوليه كمتر مـي   
 نيـز   B-١١ و   B-١٠،  B-٩ و   B-٨،  B-٥ و   B-٤هاي    سري

 رهش يافته از ميكروسفرها در يـك        TT مقدار كل     .مطرح كرد 
 . بود١٠-٣٠ µgهفته، بين 

دست نخورده ماندن ساختمان و ميزان آنتي ژنيسـيته         
 توكسوئيد كزاز پس از فرايند انكپسولاسيون

يك پيش نياز مهـم بـراي يـك سيسـتم دارورسـاني مـورد                
ساختمان و به ويژه آنتي ژنيسـيته       استفاده براي آنتي ژا، حفظ      

 در ميكروسـفر    TTدر فراينـد انكپسولاسـيون      . آنتي ژن اسـت   
آلژينات، آنتي ژن در معرض شرايط نامساعد متعـددي از جملـه      
ــرار    ــيون ق ــورفكتانتها و سونيكاس ــاي آلي، س ــا حلاله ــاس ب تم

چـنين شـرايطي داراي ايـن پتانسـيل هسـتند كـه بـر               . گيرد  مي
بـه ايـن دليـل    . يسيته آنتي ژا اثر بگذارنـد ساختمان يا آنتي ژن 

 پايداري توكسوئيد كـزاز انكپسـوله در ميكروسـفرهاي سـري          
١-B بــا اســتفاده از SDS-PAGEدر ژلهــاي  .د بررســي شــ 

SDS-PAGE ،TT ــه و ــده در  TT اوليــ ــوله شــ  انكپســ
ميكروسفرها نوارهاي پروتئيني يكساني ايجاد كردند كـه نشـان          

.  فراينـد سـاخت ميكروسـفر بـود         در TTدهنده حفظ ساختمان    
 انكپسوله شده در ميكروسـفرهاي   TTبراي تعيين آنتي ژنيسيته     

پــس از انحــلال . آلژينــات، از يــك روش الايــزا اســتفاده شــد
 ١/٠ Mدر محلــول ) B-١ســري  (TTميكروســفرهاي حــاوي 

 موجـود در محلـول بــا   TT، مقــدار )pH ٤/٧(سـديم سـيترات   

 BCAوتئين ميكـــرو اســـتفاده از روش تعـــيين مقـــدار پـــر
 انكپسوله با افزودن مقـادير      TTآنتي ژنيسيته   . گيري شد   اندازه
انكپسوله شده   TT نانوگرم از    ١٠٠٠ و   ٥٠٠،  ٢٥٠،  ١٠٠،  ٥٠

در حضور مقـادير مشـابه      )  هر غلظت در سه رديف اضافه شد      (
در ايـن   . تعـيين شـد   ) هر غلظت در چهار رديـف     ( اوليه   TTاز  

  .بود% ٩١± ٥ انكپسوله شده برابر TT آزمايش، ميزان آنتي ژنيسيته
بنابراين در روش يه مورد استفاده در اين تحقيق، شـرايط            

توانند بر آنتي ژن اثر بگذارند و آنـتي ژنيسـيته آن            نامساعد مي 
كاهش دهنـد هـر چنـد ايـن شـرايط اثـري بـر              % ٩را تا حدود    

 .ساختمان توكسوئيد كزاز نداشتند
 گيري نتيجه

   يه شده بـا     ميكروسفرهايw/v اسـپان  (سـورفكتانت  % ٢
٨٠( ،w/v ثانيه سونيكاسيون و ژل شده ٩٠سديم آلژينات، % ٣ 
%) ٣٣/٠ w/v( محلــول كلريــد كلســيم در اكتــانول ٦٠ mlدر 

، ترين خصوصـيات و بـالاترين     )١، جدول   B-١سري ساخت (
از %) ٧/٤٧(ميزان انكپسولاسيون را در ميان سـريهاي مختلـف          

 اين ميكروسفرها داراي قطر ميانگين حجمـي . خود نشان دادند
µm بدون ناصافي يا تخلخل سطحي، با به هم چسبيدگي ،٣٤/١ 

نحوه رهش توكسوئيد كزاز به عنـوان        .كم و كرويت بالا بودند    
 .يك آنتي ژن مدل، از سريهاي ساخت مختلف بررسي شد

 رهش يافته در عرض يـك هفتـه، در سـاعت            TTكل  % ٥-٢١ 
 نداشـت امـا     TTرايند ساخت اثري بر سـاختمان        ف .اول آزاد شد  

 .كاهش داد% ٩ اوليه تا حدود TTآنتي ژنيسيته آن را در مقايسه با 
 قدردانيتشكر و 

اين پروژه بـا اسـتفاده از بودجـه اختصـاص يافتـه توسـط                
 .معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي مشهد انجام شد
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