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  65 – 57 ،)1( 15فیزیولوژي و فارماکولوژي 

 1390 بهار

 

  1387 بهار، 1، شمارة 12جلد   فیزیولوژي و فارماکولوژي

بررسی کارایی فیزیولوژیکی نانولیپوزوم هاي انسولین خوراکی تهیه شده در 

   in vivoشرایط 

  1،2زهره فائزي زاده ،*1امیر قریب

  دانشگاه آزاد اسلامی، بروجرد  ،پیراپزشکیگروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده  .1

  ، دانشگاه تربیت مدرس، تهرانگروه بیوشیمی بالینی، دانشکده پزشکی. 2

  89 آذر 3: پذیرش    89 خرداد 25: دریافت
  همکارانو  ستاریان  ها کتکولامین تجزیه و هاي دخیل در بیوسنتز بیان ژن برخی آنزیم مرفین و

  چکیده

هدف از این مطالعه تهیـه نانولیپوزومهـاي انسـولین پوشـش دار شـده بـا مـاده        . از طریق دهان بهترین روش مطلوب براي تجویز انسولین می باشدمصرف انسولین : مقدمه

      .ه تعیین گردیدبتی شدکیتوزان با فرمولاسیونی جدید بود و سپس کارایی فیزیولوژیکی انسولین محصور در نانولیپوزومها پس از تجویز خوراکی آن به خرگوشهاي دیا

نظیر لسیتین، کلسترول، ستیل دي فسفات و بتا سیکلو  يمحلول نانولیپوزومهاي حاوي انسولین با بار سطحی منفی به روش تبخیر فاز معکوس با استفاده از مواد :روش ها 

سپس ضریب محصورکنندگی نانولیپوزوم هاي تهیه شده پس از تخریب . دار شددکسترین با فرمولاسیون هاي متفاوت تهیه گردید و سطح خارجی نانولیپوزومها با کیتوزان پوشش 

در نهایت توانایی نانولیپوزومهاي تهیه شده حاوي انسولین در کاهش گلوکز خون خرگوشهاي مبتلا به دیابت بعد . غشاء نانولیپوزوم ها به روش اسپکتروفتومتري اندازه گیري گردید

  .قرار گرفت از تجویز خوراکی آن مورد بررسی

مولاسـیون هـاي   تحقیقات نشان داد که ضریب محصور شوندگی انسولین در نانولیپوزوم هاي تهیه شده با فرمولاسیون جدید به طور قابل توجه نسبت به سـایر فر  :یافته ها

وزومهاي تهیه شده حاوي انسولین می تواند به طور مؤثر در مـدت زمـان   به طور دقیق نمایانگر این بود که نانولیپ in vivoمطالعات . می باشد 79±16/0دیگر بیشتر بوده و معادل 

   .میلی گرم بر دسی لیتر کاهش دهد 125 ±98/0میلی گرم بر دسی لیتر به  250±75/0ساعت گلوکز خون را در خرگوشهاي دیابتی مورد آزمایش از  4

  .ن یک گزینه جدید انسولین خوراکی تهیه شده از کارایی لازم برخوردار استیافته هاي این تحقیق به صورت واضح نشان داد که به عنوا :جه گیريینت
  

  کیتوزان، انسولین، نانولیپوزوم، ضریب محصور شوندگی :هاي کلیدي واژه

 

  *مقدمه

امروزه با توجه به تمـام پیشـرفت هـایی کـه در علـم دارو      

رسانی به عمل آمده است هنوز بشـر نتوانسـته اسـت در مـورد     

الی غیرتزریقی براي هورمون انسولین به یـک روش  سیستم انتق

از مهمترین مشکلاتی که بر سـر  . ]1[قطعی و کامل دست یابد 
  

  

   amirgharib@gmail.com                :نویسندة مسئول مکاتبات  *

  www.phypha.ir/ppj         :                                  وبگاه مجله

راه مصرف خوراکی پپتیدها و پروتئین هایی نظیر انسولین وجود 

     دارد وجــود آنــزیم هــاي مختلــف پروتئــاز در دســتگاه گــوارش 

   قـرار   می باشد که به سرعت ترکیبـات مـذکور را مـورد تجزیـه    

همچنین اتصالات بین سلول هاي اپی تلیـال مخـاط   . می دهند

   روده یک سد مکانیکی را در مقابل جـذب پـروتئین هـا ایجـاد     

جهت تهیه انسولین خوراکی بایـد دو مـانع مـذکور از    . می نماید

در ایـن مـورد تـاکنون تحقیقـات     . ]17[پیش رو برداشته شوند 

ثلاً براي از بین بـردن مـانع   م. بسیار وسیعی انجام گردیده است

اول تاکنون روش هاي مختلفی نظیر محصور نمـودن انسـولین   
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. ]7[در حاملین دارویی بویژه نانوپارتیکلها بکار گرفته شده است 

از جمله نانوپارتیکلها می تـوان بـه نانولیپوزومهـا، نانوسـفرها و     

اي آب نانولیپوزومها قادرند داروه. ]6[نانوکپسولها ها اشاره نمود 

دوست نظیر پپتیدها و پروتئینها را در خود محصـور نماینـد و از   

مهمترین ویژگی آنها این است که تجزیه پذیر بـوده در محـیط   

هاي زنده سمیت ایجـاد نمـی نماینـد، همچنـین نانولیپوزومهـا      

ــی و    ــلات آنزیم ــود را از حم ــور در خ ــات محص ــد ترکیب قادرن

تحقیقـات  . ]14[ تشخیص توسط سیستم ایمنی در امـان دارنـد  

نشان می دهد که محصور شـدن انسـولین در نانولیپوزومهـا بـا     

کمتر شدن اثرات تخریبی آنـزیم هـاي گوارشـی بـر روي ایـن      

امروزه . ]20[هورمون و نیز جذب بیشتر آن در روده همراه است 

در این موارد جهت تقویت و کارایی بیشتر نانولیپوزومهاي حاوي 

ه از فرمولاسیون هاي جدیـد در تهیـه،   انسولین علاوه بر استفاد

سطح آنها را نیز با پلی مرهاي مختلفی پوشش دار مـی نماینـد   

بهترین پلیمر شناخته شده در این مورد مـاده اي بـه نـام    . ]17[

این ماده غیر سـمی پلیمـري از   . می باشد) chitosan(کیتوزان 

گلوکز آمین است و از دي آسیلاسیون  -D -استیل، بتا -Nقند 

کیتین حاصل می گردد و بعلـت وجـود گـروه آمـین در محـیط      

بنابراین وجود پلیمـري  . ]12[اسیدي معده بسیار پایدار می باشد 

از این ماده در اطراف نـانولیپوزوم هـا حـاوي انسـولین مـانع از      

دسترسی آنزیم هاي گوارشی معده و سایر قسمت هاي دستگاه 

جه مولکـول هـاي   گوارش به مولکولهاي انسولین شده و در نتی

از طرف دیگر جهـت  . ]3[انسولین از تخریب در امان می مانند 

از بین بردن مانع دوم می تـوان از مـوادي نظیـر سالیسـیلاتها،     

کلرات سدیم و ماده بتا سیکلودکسترین در فرمولاسـیون تهیـه   

این مواد باعث مـی گردنـد کـه    . انسولین خوراکی استفاده نمود

لولهاي مخاطی روده افزایش یافتـه و  سیالیت لیپیدهاي غشاء س

ــد  ــزایش یاب ــذیري آنهــا اف در ایــن کــار . ]16[در نتیجــه نفوذپ

تحقیقاتی با استفاده از فرمولاسـیونی جدیـد شـکل تـازه اي از     

در فرمولاسیون مذکور بـراي اولـین   . انسولین خوراکی تهیه شد

به عنوان ماده ایجادکننده بار سـطحی  (بار از ستیل دي فسفات 

استفاده گردید با ایـن فـرض کـه چـون     ) در نانولیپوزومها منفی

مولکولهاي کیتـوزان بـار مثبـت دارنـد تعـداد بیشـتري از ایـن        

مولکولها به سطح نانولیپوزوم ها متصل مـی گـردد و در نتیجـه    

کارایی و عملکرد فرم جدیـد انسـولین خـوراکی تهیـه شـده در      

نطور که مشخص مقایسه با انواع قبلی بهتر خواهد بود، زیرا هما

گردیده تعداد مولکول هاي کیتوزان موجـود در سـطح خـارجی    

نانولیپوزومهاي حاوي انسولین رابطه مسـتقیم بـا مقـدار جـذب     

انسولین از طریـق روده و نیـز مقاومـت آن در برابـر هیـدرولیز      

همچنین در این فرمولاسـیون بتـا   . ]13[اسیدي و آنزیمی دارد 

ص همـراه بـا انسـولین در    سیکلودکسترین بـا مولاریتـه مشـخ   

نانولیپوزوم ها محصور گردید و تـاثیر آن در پایـداري و ضـریب    

در نهایـت  . محصور شوندگی انسولین مورد بررسی قرار گرفـت 

تاثیر انسولین خوراکی تهیه شده در کاهش گلـوکز سـرم خـون    

 in vivoخرگوشهاي مدل مبتلا شده به دیابت، تحـت شـرایط   

  .مورد بررسی قرار گرفت

  هاروشووادم

ــانی    ــولین انس ــر انس ــرفی نظی ــواد مص ــی از م  Art(برخ

number: I0259(     ،کلسترول، کـلات سـدیم، لسـیتین سـویا ،

و سـتیل دي  ) کیلـو دالتـون   1000بـا وزن مولکـولی   (کیتوزان 

در ایـن تحقیـق از   . فسفات از شـرکت سـیگما تهیـه گردیدنـد    

ایـدولف،  شرکت ه(دستگاه هاي مختلفی نظیر روتاري اواپوراتور 

شـرکت بانـدلین، مـدل    (، حمـام اولتراسـونیک   )ZQF- 85مدل

ــلاء  )125 ــپ خـ ــون، مـــدل   (، پمـ ، )0205شـــرکت امرسـ

شـــرکت شـــیمیدزو، ( مـــاوراءبنفش -اســـپکتروفتومتر مرئـــی

شرکت میلـی پـور، مـدل    (، دستگاه اولترافیلتراسیون )2200مدل

200G- ( وpH متر ) استفاده شد) 320شرکت تولدومتلر، مدل.  

جهـت  : هیه محلول نانولیپوزوم هاي حاوي انسـولین روش ت

و همکارانش  Wuتهیه نانولیپوزوم هاي حاوي انسولین از روش 

، با این تفاوت که در فرمولاسیون جدیـد از  ]21[استفاده گردید 

. دو ماده ستیل دي فسفات و بتا سیکلودکسترین نیز استفاده شد

یل دي فسـفات  در این روش ابتدا لسیتین سویا، کلسترول و ست

گـرم   030/0شـامل  ) 4:1:1(به ترتیب با نسبت هاي مولاریتـه  

میلی گـرم سـتیل    7/54گرم کلسترول و  037/0لسیتین سویا، 

میلی لیتر اتر حل شد و محلـول مـذکور بـه     10دي فسفات در 

سـپس  . یک ظرف پلاستیکی استریل درپوش دار منتقل گردید

میلی گرم ماده  1و  میلی گرم انسولین 50در یک لوله آزمایش 

 5/1(میلی لیتر بـافر فسـفات سـالین     3بتا سیکلو دکسترین در 

حل گردید و محلول ایجاد شده نیز به ) 4/7معادل  pHمولار با 

 10در مرحله بعد محلول مذکور به مـدت  . ظرف بالا منتقل شد
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 6دقیقه در حمام اولتراسونیک تحت تـأثیر امـواج فراصـوت    

در این حالت دو فاز مذکور کاملاً مخلـوط شـده و   . قرار داده شد

دقیقه  30یک امولسیون خاص از آن تشکیل گردید که تا مدت 

این محلول به دستگاه روتاري اواپوراتور منتقل گردید . پایدار بود

) ناشی از اتصال پمپ خلاء به دستگاه مـذکور (و تحت فشار کم 

دور در دقیقه تبخیر  50با چرخش  درجه سانتیگراد 25در دماي 

شد و بدین صورت سوسپانسیون یکنواخت نانولیپوزوم ها در آب 

در مرحله بعـد جهـت حـذف انسـولین محصـور      . تشکیل گردید

نشده و سایر ترکیبات از محلول نـانولیپوزوم هـاي تهیـه شـده،     

دور در دقیقـه   12000دقیقه بـا دور   30محلول مذکور به مدت 

در نهایت جهت یکنواخـت نمـودن قطـر    . وژ گردیداولتراسانتریف

ذرات نانولیپوزومها، محلول بدسـت آمـده از بـالا بـا اسـتفاده از      

 150دستگاه اولترافیلتراسیون و فیلتر پلی کربنات با قطر منافـذ  

جهـت بررسـی تـأثیر غلظـت هـاي      . نانومتر اولترافیلتره گردیـد 

یب مختلف سـتیل دي فسـفات و بتـا سیکلودکسـترین در ضـر     

محصور شوندگی انسولین و نیز پایدار کـردن ایـن هورمـون در    

برابــر هضــم آنزیمــی توســط پروتئازهــا، تهیــه محلــول هــاي  

نانولیپوزومی در حضور غلظت هـاي مختلـف ترکیبـات مـذکور     

بدین صورت که تهیه محلول نانولیپوزومی با استفاده . انجام شد

 0نیز مقـادیر   و 3و  2،  0از ستیل دي فسفات با مولاریته هاي 

  .میلی گرم بتا سیکلو دکسترین تکرار گردید 3و  2، 

: روش پوشش دار کـردن نانولیپوزومهـاي حـاوي انسـولین    

جهت پوشش دار نمودن سطح خارجی غشاء نـانولیپوزوم هـاي   

ــا مــاده کیتــوزان از روش  و همکــارانش  Werleتهیــه شــده ب

از مرحله در این بخش محلول بدست آمده . ]19[استفاده گردید 

درجـه سـانتی    10بالا در کیسه دیالیز ریخته شـده و در دمـاي   

گراد به مدت یک سـاعت بـر روي همـزن برقـی در مجـاورت      

درصـد انکوبــه گردیـد و بـدین صــورت     2/0محلـول کیتـوزان   

نانولیپوزوم هاي پوشش دار شده با کیتوزان حاوي انسولین تهیه 

  .شد

لیپوزوم هـاي  روش تعیین درصد کارایی محصورسـازي نـانو  

تعیین مقدار انسولین محصور شـده در محلـول   : حاوي انسولین

همکـارانش   Jainنانولیپوزومی تهیه شـده بـا اسـتفاده از روش    

به این ترتیب که به یک میلی لیتر از محلـول  . ]8[انجام گردید 

، )گـرم بـر لیتـر    10(میلی لیتر محلول کلات سدیم  5/0مذکور 

معـادل   pHمـولار بـا    5/1(سـالین  میلی لیتر بافر فسفات  3/2

محلـول هـاي مـذکور    . میلی لیتر کلروفرم اضافه شـد  1و ) 4/7

باعث انحلال غشاء نانولیپوزوم ها و آزاد سازي انسولین محصور 

معـرف فـولین   (سپس با استفاده از روش لـوري  . در آنها گردید

مقدار انسولین موجود در محلول مذکور اندازه گیـري  ) سیوکالتو

ر نهایت با استفاده از معادله زیر درصـد کـارایی محصـور    د. شد

  : سازي نانولیپوزوم هاي تهیه شده محاسبه گردید

جهـت بررسـی کـارایی انسـولین     :   in vivoروش مطالعات

بـه دو حالـت   (خوراکی تهیه شـده در مقایسـه بـا فـرم آزاد آن     

و  Grafاز روش   in vivoتحـت شـرایط   ) خـوراکی و تزریقـی  

خرگوش سفید  30بدین صورت که . ]7[ستفاده شد همکارانش ا

تـایی قـرار    5گروه  6کیلوگرم در  2تا  5/1آزمایشگاهی با وزن 

 -گروه شـاهد، ب  -الف: این گروهها عبارت بودند از. داده شدند

گروه دیابتی تحت مداواي یک که  -گروه دیابتی بدون مداوا، ج

) سولین خوراکیان(در آزمایش انسولین محصور در نانولیپوزومها 

گروه دیابتی تحت مداواي  -را از طریق دهان دریافت نمودند، د

دو که در آزمـایش انسـولین را بـه فـرم آزاد بصـورت خـوراکی       

گروه دیابتی تحت مداواي سـه کـه در ایـن     -هدریافت کردند، 

تحقیق از طریق دهان نانولیپوزومهـاي فاقـد انسـولین دریافـت     

مداواي چهار که از طریق تزریـق   گروه دیابتی تحت -نمودند، و

پـس از القـاء   . داخل صفاقی انسولین به فرم آزاد دریافت داشتند

دیابت در گروههاي دیابتی و اعمال درمان در گروههاي مذکور 

مقدار گلوکز سرم خون حیوانات مورد مطالعه در مدت زمانهـاي  

معین مورد بررسی قرار گرفت و در نهایت تغییرات گلوکز سـرم  

  . در تمام گروهها به طور کامل مقایسه شد خون

جهـت القـاء دیابـت شـیرین در     : روش القاء دیابت شـیرین 

و همکارانش استفاده  Kedarخرگوشهاي مورد مطالعه از روش 

میلـی گـرم در میلـی لیتـر      65در این روش محلول . ]9[گردید 

میلـی مـولار بـا     50تهیه شده با بافر سیترات (استرپتوزوتوسین 

pH میلی گرم به ازاء هر کیلـوگرم وزن   65، با دوز )5/4ادل مع

بدن حیوانات مذکور، در یک دوز به صورت داخل وریدي تزریق 

ــا  . گردیــد ــات مــدل ب بعــد از یــک هفتــه دیــابتی شــدن حیوان

مانند اندازه گیري گلوکز سرم خون ناشـتا،  (آزمایشهاي مختلف 

درصد کارایی محصورسازي نانو    

لیپوزومهاي حاوي انسولین   =

لی مقدار انسولین محصور در یک می

لیتر محلول حاوي نانو لیپوزومها

ر انسولین اولیه مصرفی جهت تهیه  مقدا

یک میلی لیتر محلول حاوي نانو 

یپوزومها

×100
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به صورت  و بررسی وجود گلوکز در ادرار C-Peptidانسولین و 

  . در مقایسه با گروه شاهد تأیید گردید) کیفی

روش تجویز انسولین خوراکی، تزریقی و انسـولین بـه فـرم    

 12گروه حیوانات مورد مطالعـه بـه مـدت     6در این بخش : آزاد

ساعت به طور ناشتا نگهـداري شـدند و بـه ترتیـب زیـر عمـل       

  :گردید

اوا یـک  به خرگوشهاي گروه شاهد و گروه دیابتی بدون مـد 

سـپس  . میلی لیتر بـافر فسـفات سـالین اسـتریل خورانـده شـد      

 30بـا دوز ) انسولین خوراکی(انسولین محصور در نانولیپوزوم ها 

واحد بین المللی به ازاء هر کیلوگرم وزن بدن خرگوشهاي گروه 

دیابتی تحت مداواي یک، در یک میلی لیتر بافر فسفات سـالین  

بـه  . ایـن گـروه خورانـده شـد    استریل حل گردید و به حیوانات 

حیوانات گروه دیابتی تحت مداواي دو نیز انسولین به فـرم آزاد  

واحـد بـین المللـی بـه ازاء هـر کیلـوگرم وزن بـدن         30با دوز(

به صورت محلول در یک میلـی لیتـر بـافر فسـفات     ) خرگوشها

گروه دیابتی تحت مداواي سـه نیـز   . سالین استریل خورانده شد

ک میلی لیتر محلول بـافر فسـفات سـالین    به صورت خوراکی ی

میلـی گـرم نانولیپوزومهـاي فاقـد انسـولین       30استریل حـاوي  

لیوفیلیزه دریافت نمودند و در نهایت به خرگوشهاي گروه دیابتی 

واحـد   30با غلظـت (تحت مداواي چهار نیز انسولین به فرم آزاد 

 بـه صـورت  ) بین المللی به ازاء هر کیلوگرم وزن بدن خرگوشها

محلول در یک میلی لیتر بافر فسفات سـالین بـه روش تزریـق    

  . داخل صفاقی تجویز گردید

انـدازه گیـري گلـوکز    : روش اندازه گیري گلوکز سرم خـون 

سرم خون حیوانات مـورد مطالعـه بـا اسـتفاده از روش آنزیمـی      

جهت خونگیري از . ]2[پراکسیداز انجام گردید  -گلوکز اکسیداز

و همکـارانش اسـتفاده    Mirه از روش خرگوشهاي مورد مطالع ـ

از مزایاي این روش می توان به استحصـال آسـان   . ]14[گردید 

نمونه و عدم نیاز به بیهوشی و آرامش حیوانات مورد مطالعـه در  

میلـی لیتـر    5/0در این روش مقـدار  . طول آزمایش اشاره نمود

 Marginal ear(خون از سـیاهرگ حاشـیه اي ناحیـه گـوش     

vein (1، 5/0، 0وانات مورد مطالعـه در مـدت زمانهـاي    در حی ،

ساعت پس از تجویز موارد ذکر شـده   4و  5/3، 3، 5/2، 2، 5/1

در بالا جمع آوري شد و پس از جداسازي سرم ایـن نمونـه هـا    

  . اندازه گیري گلوکز در آنها انجام گردید

در ایـن تحقیـق نتـایج بـه     : روش تجزیه و تحلیل داده هـا 

. انحراف معیار گـزارش گردیـد   ±ت میانگیندست آمده به صور

همچنین مقدار گلوکز خون خرگوشهاي مورد مطالعه با اسـتفاده  

یک  ANOVAو با کمک تست آماري  SPSSاز برنامه آماري 

. تجزیه و تحلیل گردید Tukey post hocطرفه با پس آزمون 

به عنوان سطح معنـی دار اختلافهـا در    >05/0pدر این مطالعه 

  .ته شدنظر گرف

  یافته ها

نتایج حاصل از اندازه گیري مقدار انسولین محصورشـده در  

بیــانگر مقــدار انســولین  1جـدول  : نانولیپوزومهـاي تهیــه شــده 

همـانطور  . محصور در تمام فرمولاسیونهاي تهیه شده می باشد

 08/0که مشخص است حداکثر مقدار محصور شوندگی معـادل  

  . میلی گرم می باشد 39 ±

ــایج  ــازي    نت ــارایی محصورس ــري ک ــدازه گی ــل از ان حاص

براي تمام فرمولاسیونهاي تهیه شده : نانولیپوزومهاي تهیه شده

نانولیپوزوم هاي حاوي انسـولین درصـد کـارایی محصورسـازي     

همـانطور کـه مشـاهده مـی گـردد،      ). 2جدول (محاسبه گردید 

*مقدار انسولین محصور شده در یک میلی لیتر محلول نانولیپوزوم هاي پوشش دار شده با کیتوزان حاوي انسولین با فرمولاسیون هاي متفاوت -1جدول 
  

  

  
  )میلی گرم(مقدار بتا سیکلو دکسترین 
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  میلی گرم 28 ±31/0  میلی گرم 5/30 ±02/0  میلی گرم 26 ±40/0  میلی گرم 5/22 15/0±  0

  میلی گرم 30 ±11/0  میلی گرم 33 ±35/0  میلی گرم 29 ±18/0  میلی گرم 25 31/0±  1

  میلی گرم 2/35 ±61/0  میلی گرم 39 ±08/0**  میلی گرم 5/33 ±11/0  میلی گرم 5/31 09/0±  2

  میلی گرم 29 ±24/0  میلی گرم 32 ±15/0  میلی گرم 28 ±42/0  میلی گرم 28 4/0±  3
  انحراف معیار گزارش گردید ± بار تکرار و مقادیر به صورت میانگین 10هر آزمایش  *

  .با سایر داده ها می باشد) >05/0p(مقدار ذکر شده داراي اختلاف معنی دار **
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بیشترین مقدار کارایی محصورسازي متعلـق بـه فرمولاسـیونی    

میلی گرم بتا سیکلودکسترین و محلول ستیل  2اوي است که ح

مولار است و اختلاف آن با سایر داده هـا معنـی    2دي فسفات 

  ).>05/0p(دار می باشد 

مشاهده  1همان طور که در شکل : نتایج القاء دیابت شیرین

می گردد، در گروه شـاهد میـانگین مقـدار گلـوکز خـون ناشـتا       

ــر    68/0±91 ــی لیت ــر دس ــرم ب ــی گ ــه در میل ــوده، در حالیک ب

خرگوشهاي دیابتی شده با استرپتوزتوسین مقدار میانگین گلوکز 

   میلی گـرم بـر دسـی لیتـر      250±75/0خون در وضعیت ناشتا  

نتایج بدست آمده در مـورد تغییـرات انسـولین خـون     . می باشد

خرگوشهاي سالم و دیابتی نشان داد که القاء دیابت سبب تغییـر  

واحد بین المللی بر لیتر  20/6± 3/3خون از  مقدار انسولین سرم

ــه ) گــروه شــاهد( ــر   50/2 ± 2/1ب ــر لیت ــی ب ــین الملل واحــد ب

همچنـین در ایـن وضـعیت    . می گـردد ) گروههاي دیابتی شده(

 22/4در سرم خون خرگوشهاي سالم معـادل  C-Peptidمقدار 

میلی گرم بر لیتر بود که ایـن مقـدار در خرگوشـهاي     45/13 ±

   *درصد کارایی محصور سازي نانولیپوزوم هاي پوشش دار شده با کیتوزان حاوي انسولین با فرمولاسیونهاي متفاوت -2جدول 

  ]میلی گرم[مقدار بتا سیکلو دکسترین   

0  1  2  3  

ي 
 د

ل
تی

س
ر 

دا
مق

ت 
فا

س
ف

0  30/0± 45  11/0± 52  12/0± 5/61  34/0± 56  

1  41/0± 50  30/0± 58  10/0± 66  20/0± 60  

2  18/0± 63  32/0± 67  **16/0± 79  41/0± 70  

3  42/0± 56  18/0± 56  14/0± 71  76/0± 58  

  .با سایر داده ها می باشد) >05/0p(ختلاف معنی دار مقدار ذکر شده داراي ا **، انحراف معیار گزارش گردید بار تکرار و مقادیر به صورت میانگین 10هر آزمایش  *
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را از ) انسـولین خـوراکی  (در آزمایش انسولین محصور در نانولیپوزومهـا   1گروه دیابتی تحت مداواي (تغییرات گلوکز سرم خون خرگوشهاي مورد مطالعه در واحد زمان  -1شکل 

از طریـق دهـان    3در آزمایش انسولین را به فرم آزاد بصورت خـوراکی دریافـت کردنـد، گـروه دیـابتی تحـت مـداواي         2طریق دهان دریافت نمودند، گروه دیابتی تحت مداواي 

ار اخـتلاف معنـی د  :  ٭، )از طریق تزریق داخل صفاقی انسولین به فرم آزاد دریافت داشـتند  4نانولیپوزومهاي فاقد انسولین دریافت نمودند و در نهایت گروه دیابتی تحت مداواي 

اختلاف معنی دار بین گروههاي دیابتی بـدون مـداوا و تحـت مـداواي     :  ٭٭، )>05/0p(  3و 2با گروه شاهد و گروههاي دیابتی تحت مداواي  1بین گروه دیابتی تحت مداواي 

   .)>01/0p(با گروه شاهد  3و2
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در مورد جستجوي کیفی گلـوکز در  . صفر تنزل یافت دیابتی به

ادرار توسط نوار ادراري، در خرگوشهاي دیابتی شده گلوکز ادرار 

مثبت بود در حالیکه در گروه شـاهد گلـوکزي در ادرار مشـاهده    

نگردید و با توجه به این نتایج القاء دیابت در گروههاي دیـابتی  

  .شده محرز گردید

وراکی، تزریقی و انسـولین بـه فـرم    نتایج تجویز انسولین خ

تغییرات گلوکز سرم خون حیوانات آزمایشگاهی  1در شکل : آزاد

مورد مطالعه بعد از تجویز انسولین خوراکی، تزریقی و فـرم آزاد  

همان طور که مشاهده می شود . انسولین مشخص گردیده است

تغییرات گلوکز سرم خون گروه دریافت دارنده انسولین خـوراکی  

مقایسه با گروه هاي تسـت بـدون مـداوا و دریافـت دارنـده      در 

نانولیپوزومهاي فاقد انسولین و نیز انسـولین بـه فـرم آزاد یـک     

را نشـان  ) >05/0p(ساعت بعد از دریافت اختلاف معنـی داري  

    سـاعت پـس از تجـویز نیـز ادامـه       4می دهد و این اختلاف تا 

سـاعت بعـد از    5/0بیشترین تـأثیر انسـولین تزریقـی    . می یابد

تزریق مشاهده گردید، در حالیکه حداکثر تأثیر انسولین خوراکی 

 1همانطور که در شکل . یک ساعت پس از تجویز اعمال گردید

ساعت انسولین خـوراکی تهیـه شـده     5/2مشخص است بعد از 

نسبت به نوع تزریقی کـارایی بیشـتري داشـته و گلـوکز خـون      

میلی گرم  108 ± 68/0ه خرگوشهاي گروه مصرف کننده آنرا ب

بر دسی لیتر می رساند، در حالیکـه گلـوکز خـون خرگوشـهاي     

 145 ± 33/0دریافت کننده انسـولین تزریقـی در همـین زمـان    

و  5/3، 3همچنین در زمان هـاي  . میلی گرم بر دسی لیتر است

در تمام زمانهـاي  . ساعت این اختلاف محسوس تر می گردد 4

سرم خون گروه شاهد نامحسـوس   مورد مطالعه، تغییرات گلوکز

است و مقادیر آن با تغییرات گلـوکز سـرم خـون بـا گروههـاي      

دریافت دارنده نانولیپوزومهاي فاقد انسولین و نیـز انسـولین بـه    

  .را نشان می دهد) >01/0p(فرم آزاد اختلاف معنی داري 

  بحث

یکی از جنبه هاي تحقیقی مـورد اهمیـت در دنیـاي امـروز     

مناسب و کارآ براي تجـویز خـوراکی پپتیـدها و    ایجاد حاملهاي 

بیشترین تحقیقات در ایـن زمینـه بـر    . ]7و1[پروتئینها می باشد 

زیـرا ایـن   . روي حاملین خوراکی انسولین صورت گرفتـه اسـت  

روش تجویز انسولین از لحاظ فیزیولوژیک سـازگارتر محسـوب   

   شده و انسولین به طور مستقیم از طریق روده بـه کبـد منتقـل    

می گردد و همچنین اثرات افـزایش انسـولین محیطـی را هـم     

عدم کارایی مناسب نانولیپوزومهاي فاقد پوشـش بـه   . ]3[ندارد 

عنوان حاملین خوراکی انسولین کاملاً مشـخص و اثبـات شـده    

، زیرا طی تحقیقات انجام شـده لیپوزومهـاي فاقـد    ]4[می باشد 

هـاي پروتئـاز و   آنزیم(پوشش نمی توانند با دو مانع ذکـر شـده   

. به طور کامـل مقابلـه نماینـد   ) اتصالات محکم بین آنتروسیتها

و همکارانش مـنعکس گردیـده    Kiselاین مورد در یافته هاي 

تاکنون در مورد مکانیسمهاي جذب نانولیپوزومهـاي  . ]10[است 

حاوي انسولین به مواردي نظیر جذب از طریق مویرگهاي خونی 

و جذب از طریق لنف به ویژه درناحیه ایلیوم روده کوچک اشاره 

تحقیقات مختلف نشان داده که کیتـوزان  . ]22، 5[گردیده است 

در روده بــه و مشــتقات آن مــی تواننــد جــذب نانولیپوزومهــا را 

بطــور مثــال . ]18[روشــهاي فــوق بــه شــدت افــزایش دهنــد 

نانولیپوزومهاي پوشش دار شده با کیتوزان قادرند به مخاط روده 

متصل گردند که خـود باعـث افـزایش مـدت زمـان مانـدگاري       

ــن    ــذیري ای ــه نفوذپ ــده و در نتیج ــا درون روده ش نانولیپوزومه

. ]12[ی یابـد  حاملین به داخل لایـه مخـاطی روده افـزایش م ـ   

همچنین کیتوزان سـطحی مـی توانـد اتصـالات محکـم بـین       

سلولهاي جاذب روده را به طور لحظه اي و برگشت ناپـذیر بـه   

بتــا سیکلودکســترین جــزء . ]3[نانولیپوزومهــا نفوذپــذیر نمایــد 

ترکیبــات سیکلودکســترینی اســت و باعــث افــزایش حلالیــت، 

اص بــر روي نفوذپــذیري و نیــز مهــار فعالیــت پروتئازهــاي خــ

ــردد    ــی گ ــی م ــدي و پروتئین ــاي پپتی ــات . ]16[داروه تحقیق

Krauland    ــا ــارگیري بت ــه ک ــه ب ــان داد ک ــارانش نش و همک

سیکلودکسترین در تهیه نانوپارتیکلهاي حاوي انسـولین از چنـد   

ــداري      ــازي و پای ــریب محصورس ــزایش ض ــبب اف ــق س طری

inنانوپارتیکلهاي مذکور شـده و کـارایی آن را در آزمایشـهاي   

vivo   ــد ــی ده ــزایش م ــب در  . ]11[اف ــن ترکی ــتفاده از ای اس

فرمولاسیون جدید به کار گرفته شده در این تحقیق موارد ذکـر  

ــات نمــود ــا در ضــریب . شــده را اثب ــدي لیپوزومه ترکیــب لیپی

استفاده از ستیل دي فسـفات  . ]6[محصورسازي آنها مؤثر است 

باعث افزایش داراي بار منفی در فرمولاسیون به کار گرفته شده 

ضریب محصورسـازي نانولیپوزومهـا گردیـده اسـت کـه طبـق       

تحقیقات انجام شده می تواند ناشی از هم بر کنش قـوي بـین   

گروههاي آمین موجود در انسولین با سـتیل دي فسـفات باشـد    
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همچنین ستیل دي فسفات موجود در غشـاء نانولیپوزومهـا   . ]9[

عـث افـزایش مقـدار    با پیوند یونی به کیتوزان متصل شـده و با 

کیتوزان سطحی گردیده است که خود می تواند توجیهی بـراي  

موثر بودن فرمولاسیون بکار گرفته شـده در مقایسـه بـا مـوارد     

مصرف انسولین خوراکی تهیـه  . ]19و 10، 1[گزارش شده باشد 

شده باعث کاهش گلوکز سرم خون ناشتا در خرگوشهاي مـورد  

ساعت گردیده است و این  1 درصد در طی 42مطالعه به مقدار 

در طول ). >05/0p(ساعت ادامه می یابد  4اختلاف معنی دار تا 

مطالعه انجام شده گلوکز سرم خون ناشتا گروه تحت درمـان بـا   

سـاعت بـر    4انسولین خوراکی به سطح تولید اولیه خود بعـد از  

این مسئله در دیگر یافته ها نیز اثبات شـده و علـت   . نمی گردد

ر همزمان ناشتا بودن و عوامل دخیـل در هیپوگلیسـمی   آن تأثی

بررسی تغییرات غلظت گلـوکز سـرم   . ]19 ،4[ذکر گردیده است 

خون در حیوانات دریافت کننده انسولین خوراکی نشـان دهنـده   

با تأخیر همـراه   in vivoاین است که جذب انسولین در شرایط 

یز است به طوریکه بعد از مدت زمان یک سـاعت پـس از تجـو   

ایـن  . حداکثر تأثیر خود را در کاهش قند خون نشان مـی دهـد  

موضوع ناشی از جذب با تأخیر انسولین محصور در نانولیپوزومها 

با اینکه در انسولین تزریقی این نقیصه وجود . ]2[در روده است 

ندارد ولی مشکلاتی نظیر ایجاد هیپوگلیسمی ناشی از تزریـق و  

، کـه ایجـاد   ]12[اد مـی کنـد   افزایش انسولین محیطی را ایج ـ

ــري . محســوس اســت 1وضــعیت اول در شــکل  ــابراین برت بن

انسولین خوراکی تهیه شده نسبت به فرم تزریقی از ایـن جهـت   

غلظـت گلـوکز   ) >05/0p(اخـتلاف معنـی دار   . اثبات می گردد

سرم خون بین گروه تحت مداوا با انسولین خوراکی و نیز گـروه  

ساعت می توانـد بیـانگر    4قی بعد از تحت مداوا با انسولین تزری

این باشد که رها شدن انسولین از نانولیپوزومهاي حاوي آن بـه  

تدریج و مداوم صورت مـی گـردد و اثـر آن پایـدارتر اسـت، در      

حالیکه در شکل تزریقی، به دلیل افـزایش یکبـاره مولکولهـاي    

انسـولین و برخـورد مسـتقیم آنهـا بـا آنزیمهـاي پروتئـاز، ایـن         

در . ]3،7[لها به سرعت تخریب شده و از بـین مـی رونـد    مولکو

نهایت یافته هاي این تحقیـق بـه طـور واضـح نشـان داد کـه       

 in vivoانسولین خوراکی تهیه شده کـارایی لازم را در شـرایط   

براي معرفی شدن به عنوان یک گزینه جدید به عنـوان حامـل   

ــن  . انســولین دارد ــر روي ای ــات بیشــتر ب ــال مطالع ــه هــر ح ب

فرمولاسیون جدید می تواند نوید بخش روشی نوین در تجـویز  

انسولین براي بیماران مبتلا دیابت باشد و این بیماران را از رنج 

تحمل تزریق مکرر انسولین و نیز هزینه هاي گزاف آن رهـایی  

  .بخشد

  سپاسگزاري

این طرح تحقیقاتی با حمایت مالی معاونت محترم پژوهشـی دانشـگاه   

بدین وسیله از زحمـات ایـن   . واحد بروجرد انجام گردیده استآزاد اسلامی 

  .معاونت تشکر و قدردانی به عمل می آید
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