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آلبومين حاوي  /اسيد رتينوئيك /سميت سلولي نانوذرات هدفمند كيتوزان اثر

  HepG2سلولي  ي دوكسوروبيسين بر روي رده
  

  4خان محمد قليچ، زهرا علي 3آبادي ، دكتر حجت صادقي علي2زاده ، دكتر فرشيد حسن1دكتر ژاله ورشوساز
  
  

  چكيده
ها با عوارض متعددي مانند سميت  اما استفاده از آن ،هاي مختلف از جمله هپاتوسلولاركارسينوما كاربرد دارند ها در درمان سرطان آنتراسيكلين :مقدمه

اسيد براي هپاتوسلولاركارسينوما  رتينوئيكهاي  نانو كه دوكسوروبيسين را توسط گيرنده ي اندازهكارگيري يك سيستم دارورساني در ه ب. قلبي همراه است
  .تواند اين عوارض را كاهش دهد مي ،هدفمند نمايد

 Coacervationآلبومين به روش  /اسيد رتينوئيك /نانوذرات كيتوزان .اسيد به روش آميداسيون تهيه شد رتينوئيك /كيتوزان ي كونژوگه :ها روش
نانوذرات  كارايي بارگيري و رهش دوكسوروبيسين از، ديسپرسيتي اي، پتانسيل زتا، اندكس پلي ذره ي شده بر اساس اندازه  سازي نانوذرات بهينه. هيه گرديدت

 .انتخاب شدها با كمك ميكروسكوپ فلورسانس  و ميزان برداشت در اين سلول MTTبا روش  HepG2سلولي  ي سميت بر روي رده ي جهت مطالعه

كارايي  ،50/0 ± 06/0ديسپرسيتي  اندكس پلي ،ميكروولت 5/30 ± 6/3 پتانسيل زتاي ،نانومتر 286 ± 50 اي ذره ي نانوذرات بهينه با اندازه :ها يافته
داراي سميت سلولي ليتر،  گرم در ميليميكرو 25/0 غلظتدر  درصد 17/56 ± 00/6 دارو به ميزان ي و رهش يك ساعته درصد 6/43 ± 5/13 بارگيري

 .ها نيز بيشتر بود هدفمند و داروي آزاد بودند و ميزان برداشت سلولي آن حدود دو و سه برابر ذرات غير

هاي سرطاني  سلول ضدتري  آلبومين حاوي دوكسوروبيسين اثربخشي بيشتر و اختصاصي/ اسيد رتينوئيك/ نانوذرات هدفمند كيتوزان :گيري نتيجه
HepG2 دهند نسبت به داروي آزاد از خود نشان مي.  

  HepG2 ،MTT assay آلبومين، دوكسوروبيسين، /اسيد رتينوئيك /نانوذرات كيتوزان :واژگان كليدي

  
 رتينوئيك /سميت سلولي نانوذرات هدفمند كيتوزان اثر .خان زهرا آبادي حجت، علي محمد قليچ زاده فرشيد، صادقي علي ورشوساز ژاله، حسن :ارجاع
  2206- 2216): 218( 30؛ 1391مجله دانشكده پزشكي اصفهان . HepG2سلولي  ي آلبومين حاوي دوكسوروبيسين بر روي رده /اسيد

  

  مقدمه
 Hepatocellular carcinoma(كارسينوماي هپاتوسلولار 

پنجمين بدخيمي شايع در جهان و سـومين  ) HCCيا 
  ايـن بيمـاري   . علت شايع مرگ در اثر سـرطان اسـت  

 .باشـد  كبـد مـي   ي ترين بدخيمي اوليـه  همچنين شايع
دهند كه ميزان ابتلا بـه بيمـاري در    اطلاعات نشان مي

بعضــي كشــورها ماننــد كشــورهاي اروپــاي مركــزي، 
 همچنانآمريكاي شمالي و اقيانوسيه به علل نامعلومي 

 مقاله پژوهشي
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اين در حالي اسـت كـه    ).1-2(در حال افزايش است 
مرگ و مير در اثر ساير عوارض مرتبط بـا سـيروز رو   

 ي سـاله  5ان بقـاي  ميـز ). 3(به كاهش گذاشته اسـت  
HCC  اسـت و هـر    درصد 5در سراسر جهان كمتر از

بيمار مبـتلا جـان خـود را از     600000سال در حدود 
  ).4-5(دهند  دست مي

 شـوند  يداده م صيتشخ هيكه در مراحل اول يمارانيب
 ـ  ،برنـد  يكبد سود م ـ ونديو پ ياز جراح  80از  شيامـا ب
 شـوند  يم داده صيتشخ يانيم مراحل در مارانيب درصد

عـود   زاني ـفوق م يپس از اقدامات درمان يحت .)6-10(
بــه  نييپــا تيحساســ گــريمشــكل د). 11(بــالا اســت 

ضد سرطان  يو مقاومت بالا در برابر داروها يپرتودرمان
  ). 12- 13(موجود است 
داروها تـا حـدود    نيا يعوارض جانب ،نيعلاوه بر ا

از . مواجـه سـاخته اسـت    تيدرمان را با محدود ياديز
 رونـد  يبـه كـار م ـ   HCCكه در درمـان   ييجمله داروها

بـه   تـوان  يهـا م ـ  آن اني ـهسـتند كـه از م   ها نيكليآنتراس
 يجـانب  ي عارضـه  نيتر مهم. اشاره كرد نيسيدوكسوروب
 هطور عمد بهآن است كه  يقلب تيسم ن،يسيدوكسوروب

قلب بروز  ياحتقان ييبه صورت مزمن و به شكل نارسا
 ). 17-14( كند يم

 ي شده تهيه ها و عوارض ذكر با توجه به محدوديت
هـاي   شكل دارويي كه به طـور اختصاصـي سـلول   يك 

از اهميـت خاصـي    ،مبتلاي كبدي را هدف قـرار دهـد  
هاي دارورساني هدفمنـد   از ميان روش .برخوردار است

هايي كه از طريق شناسايي اجزاي سطحي  ، آنHCCدر 
كننــد  عمــل مــي HCCهــاي مبــتلا بــه  مخــتص ســلول

 VEGFRتـوان بـه    از اين اجزا مي. ندهست تر اختصاصي
)Vascular endothelial growth factor receptor(، 

  هاي كوچكي مانند گالاكتوز اشـاره   آپتامرها و مولكول

  ).21-18(كرد 
ــك ــي و صــناعي   رتينوئي ــتقات طبيع ــيدها مش اس

هستند كه سبب مهار تكثير و القاي تمـايز   Aويتامين 
). 27-22(گردنـــد  هـــاي ســـرطاني مـــي در ســـلول
   RT-PCR گرفتـــه از طريـــق هـــاي انجـــام بررســـي

)Real-time polymerase chain reaction ( و
Western blot  كه به منظور ارزيابي بيانmRNAهاي 

و نيـز   HCCاسيد در كبد مبتلا به  رتينوئيك ي گيرنده
و نيـز   mRNAمشخص نمود كه ميزان  ،م بودكبد سال

اسيد آلفا به ميـزان قابـل    رتينوئيك ي گيرندهپروتئين 
ايـن   .توجهي نسبت به كبد سالم، بالاتر بـوده اسـت  

نـوع بتـا و گامـا بـه مراتـب       هاي گيرندهميزان براي 
همچنين مشاهده . نسبت به نوع آلفا كمتر بوده است

كـه در آن   HCCسـلولي   ي كه رشـد رده است شده 
نوع آلفا افزايش پيدا كرده بود توسـط   ي گيرندهبيان 

نتـايج مـذكور   . گـردد  يدها مهـار مـي  يدرمان با رتينو
اسـيد آلفـا    رتينوئيكي  گيرندهنمايد كه  مشخص مي

  ).28( غالب است ي ، گيرندهHCCدر 
الكتروليتـي   هاي پلـي  نانوذرات با ساختار مجموعه

هـاي بـا بـار مخـالف      يون كه از طريق واكنش بين پلي
هـاي   توجه زيادي را به عنـوان سيسـتم   ،شوند تهيه مي

است مشاهده شده . اند دارورساني به خود جلب كرده
ــا     ــانوذراتي را ب ــين ن ــت چن ــادر اس ــوزان ق ــه كيت ك

هاي مختلفـي از جملـه هيالورونيـك اسـيد،      آنيون پلي
ــات، ، Carboxy methyl cellulose )(CMC آلژينـ

تشكيل  DNAتين سولفات، يكندرو هپارين، كاراژينان،
نانوذرات مـذكور جهـت رسـاندن داروهـايي از     . دهد

پلاتـــين و  ، ســـيس)FU )5-Fluorouracil-5جملـــه 
بــه عنــوان مثــال . انــد دوكسوروبيســين بــه كــار رفتــه

آكريليـك   پلـي  /نـانوذرات كيتـوزان   ي سيتوتوكسيسيته
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اسيد كه با دوكسوروبيسين بارگيري شده بود، بر روي 
شـده بـراي     با ميـزان مشـاهده   HepG2سلولي  ي رده

  ).29(داروي آزاد قابل مقايسه بود 
دوكسوروبيسـين   ي حاضر، تهيـه  ي هدف از مطالعه

 /اسـيد  رتينوئيك /نانوذرات هدفمند كيتوزان بارشده در
هـاي   و بررسي تأثير آن بر روي سلول) CRA(آلبومين 

منظور سرطاني كبد در مقايسه با دكسوروبيسين آزاد به 
   .بوديك روش دارورساني هدفمند  ي ارائه

  
  ها روش

اسيد بـه   رتينوئيك /كيتوزان ي كونژوگهدر اين مطالعه 
ــيون  ــوزانو روش آميداس ــانوذرات كيت ــك /ن  رتينوئي

   .تهيه گرديد Coacervationآلبومين به روش  /اسيد
اسـيد   رتينوئيك/ كيتوزان ي كونژوگه ي تهيه جهت

 يدروكسيه-N همراه با دياس رتينوئيك گرم يليم 120
ــ ــ يد و )NHS( ديمينيسوكس ــهگز كلويس ــو لي  كرب

 يمـول  برابـر  5/1 زاني ـم به كدام هر )DCC( ديميا يد
 ديسولفوكسـا  ليمت يد تريل يليم 20 در دياس رتينوئيك

)DMSO( آمـده   محلول بـه دسـت  . شد حل ،خشك 
 سـاعت  24 مدت به يكيتار در تروژنين اتمسفر تحت

 سـاعت  24 از پـس . شـد  زده هـم  بـه  اتـاق  يدما در
 اوره لي ـهگز كلويس ـ يد يعني واكنش يجانب محصول

   محلـول  بـه  محلـول  ني ـا سـپس . ديگرد جدا لتريف با
مـول   1/0 اسـتات  بافر تريل يليم 20 در توزانيكگرم  2
 هـم  حـال  در و قطره قطره صورت به) pH=  7/4با (

 فـوق  مخلـوط كه  شد داده اجازه و شد اضافه خوردن
 هم به اتاق يدما در و يكيتار در ساعت 24 مدت به

 قيرق محلول توسط pH واكنش، اتمام از پس. بخورد
 دو واكنش محصول بعد ي مرحله در. شد رسانده 9 به

 در روز دو و) pH=  4/7( فسـفات  بافر مقابل در روز

ــر ــد آب براب ــ درون زهيوني ــا كي ــد يغش ــا زيالي    ب
Da 2000 Cut off ــد ــد زيالي ــا در و ش ــط انته  توس

  . شد زهيليوفيل ريدرا زيفر دستگاه
 ،نـانوذرات حـاوي دوكسوروبيسـين    ي تهيه جهت

 آب مخلـوط  در دياس رتينوئيك توزانيك كونژوگه ابتدا
 4/2 يرو مخلـوط  pH .دي ـگرد حـل  كياسـت  دياس و

 كمـك  به حاصل) Dispersion( سپرشنيد. شد ميتنظ
 به نيسيدوكسوروب و ديگرد كهيسون كاتوريسون پروب
 بـه  نيآلبـوم  محلـول  سـپس  .شـد  اضـافه  فوق ظرف

صورت قطره قطره در حين هم خوردن ظرف حـاوي  
دور در دقيقه در دماي اتاق به آن اضـافه   600دارو با 
بلانـك تمـامي مراحـل     ي محلـول  جهت تهيه. گرديد

 ي جهـت تهيـه  . مذكور منهاي افزودن دارو تكرار شـد 
 ي اسيد، به جـاي كونژوگـه   رتينوئيكنانوذرات بدون 

اسـيد از مقـدار مسـاوي كيتـوزان      رتينوئيك/ كيتوزان
  .استفاده شده است
اي، پتانسـيل   ذره ي نانوذرات، اندازه ي پس از تهيه

زتـا   -ديسپرسيتي توسط دستگاه نانو زتا و اندكس پلي
گيـري   جهـت انـدازه   .گيـري شـد   سايزر مالورن اندازه

   ،ده در نـانوذرات ش ـ ميزان دوكسوروبيسـين بـارگيري  
دقيقـه   5و به مدت  شد ميكروليتر از آن برداشته 600

 ـدور در دقيقـه سـانتريفوژ    10000با سـرعت   . دگردي
سـانتريفوژ در   ي مانده در تـه لولـه   جذب محلول باقي

شده بـراي آن نيـز    كه تمامي مراحل گفته(برابر بلانك 
خوانـده  نـانومتر   247در طول موج ) انجام شده است

محـيط   غلظـت در  –جذب ي استفاده از معادله با. شد
ــزان داروي آزاد و  ــر ميـ از روي آن داروي  آب مقطـ

كـارايي بـارگيري دارو در   . شده محاسبه شـد  بارگيري
بارگيري با استفاده از فرمـول زيـر    نانوذرات و درصد

  :محاسبه گرديد
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EE (%) =	
ୣ୬୲୰ୟ୮୮ୣୢ	ୢ୰୳୥	୧୬	୬ୟ୬୭୮ୟ୰୲୧ୡ୪ୣୱ

୲୭୲ୟ୪	ୟ୫୭୳୲୬	୭୤	ୢ୰୳୥	ୟୢୢୣୢ
ൈ 100 

گيري سرعت رهش دارو از نـانوذرات   اندازهبراي 
 ي ليتر از نانوديسپرشـن بهينـه در كيسـه    ميلي 2 مقدار
 Cut offبـا  ) ، آمريكاMembra–Cel ،Viskase(دياليز 

دالتـون ريختـه    12000وزن مولكـولي  ) ي برش نقطه(
پس از بستن دو سـر كيسـه درون بـافر فسـفات      .شد

)4/7  =pH ( قرار داده شد 20ين يتودرصد  2حاوي. 
 گيري شد هاي مشخص از محيط رهش نمونه در زمان

ــك  و ــر بلان ــامي مراحــل  ( جــذب آن در براب ــه تم ك
ل مـوج  در طـو ) بودشده براي آن نيز انجام شده  گفته

خوانده شد و نمـودار رهـش در برابـر    نانومتر  4/499
  .زمان نانوذرات رسم شد

 TEM عكـــس ميكروســـكوپي ي تهيـــهبـــراي 
)Transmission electron microscopy(،  ــدار مقـ

مناسب از نانوديسپرشن بر روي يك گريـد مسـي بـا    
و روكش كربني قرار داده شد و اجـازه داده   300مش 

سـپس تصـاوير بـا    . شك شودشد تا در دماي اتاق خ
هاي  نمايي كيلوولت و با بزرگ 80 ي دهنده ولتاژ شتاب

  .مختلف تهيه شدند
در  MTT روش بـه  يسـلول  تيسـم  يبررسبراي 

سـلول   5×  104با غلظـت   ،يسلول ونيابتدا سوسپانس
 كي ـ در هر تريكروليم 180و  شد هيته تريل يليدر هر م

هـا   سـلول  و شـد  ختهير خانه 96 تيپل يها چاهك از
ــدت   ــه م ــاتور   24ب ــاعت در انكوب ــه 37س  ي درج

 درصــد 95 و رطوبــتدرصــد  CO2 5، رادگــ ســانتي
تنهـا   ،يبه عنوان بلانك سلول فيرد كي. قرارداده شد

  .كشت پر شد طيبا مح
 هـا  چاهك به به تهيه از پس دارو حاوي نانوذرات

 نـانوذرات  از ميكروليتـر  20براي اين كـار  . شد اضافه
ــاوي ــين ح ــت در دوكسوروبيس ــاي غلظ    و 5 ،5/2 ه

 ي ليتر با و بدون عامل كونژوگه ميكروگرم در ميلي 10
ميكروليتـر از نـانوذرات    20  كيتوزان، /اسيد رتينوئيك

مذكور در همان  ي فاقد دارو با و بدون عامل كونژوگه
  ها به عنـوان بلانـك نـانوذرات حـاوي دارو و      غلظت

ها بـه   ميكروليتر از داروي خالص در همان غلظت 20
بـه يـك   . هـا اضـافه شـد    مثبت به سلول شاهدعنوان 

منفي در نظـر گرفتـه    شاهدرديف سلول كه به عنوان 
  .چيزي اضافه نشد ،شده بود

ساعت در انكوبـاتور قـرار داده    48پليت به مدت 
ــد ــك   . ش ــامي چاه ــه تم ــدت ب ــن م ــس از اي ــا   پ   ه

  هـا بـه مـدت     سلول و افزوده شد MTTميكروليتر  20
سپس پليت . ساعت درون انكوباتور قرار داده شدند 3

 ،هـا  محلول درون چاهك ي پس از تخليه و خارج شد
اضـافه   DMSOميكروليتـر   180به هر چاهك مقـدار  

در نهايــت جــذب . دشــهــر رديــف پيپتـاژ  گرديـد و  
در طـول   ELISA Readerها به كمك دستگاه  چاهك
  . تر خوانده شدنانوم 570موج 

زنده پس از سه مرتبه تكـرار بـا    يها درصد سلول
  :شدمحاسبه  فيهر رد يبرا رياستفاده از معادله ز

100% 





blankofmeancontrolnegativeofmean

blankofmeangroupeachofMean
survivalCell

 

بــه كمــك    يبرداشــت ســلول   يبررسـ ـبــراي 
ــكوپيم ــانس كروس ــر ، فلورس ــدا در ه ــ ابت  از كي

قـرار   يهـا  لامـل  يرو بـر  خانـه  6 تي ـپل يها چاهك
ليتـر از سوسپانسـيون    ميلـي  3 تي ـشده در كف پل داده

ليتـر تهيـه    سلول در هر ميلي 105سلولي كه با غلظت 
ي  درجه 37 انكوباتور در تيو پلشد  ختهير بود، شده

بـه   درصـد  95 و رطوبـت درصد  CO2 5، گراد سانتي
مـدت بـه    ني ـپس از ا. ساعت قرار داده شد 48مدت 
  :اضافه شد ريها مواد ز از چاهك فيهر رد
  ليتر محلـول سـديم فلورسـئين خـالص بـا       ميلي 1
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با غلظت  استوككه از  ميلي ليتر گرم در ميلي 1 غلظت
ليتـر   ميلـي  1ليتر تهيه شده بود،  گرم در ميلي ميلي 100

نانوذرات حاوي سديم فلورسـئين بـا و بـدون عامـل     
ليتـر   ميلـي  1كيتـوزان و  / اسـيد  رتينوئيـك  ي كونژوگه

نانوذرات فاقـد سـديم فلورسـئين بـا و بـدون عامـل       
مذكور با همان غلظـت بـه عنـوان بلانـك نـانوذرات      

  . حاوي سديم فلورسئين
  انكوبـاتور قـرار گرفـت و پـس از      سپس پليت در

گرفته در كف يـك رديـف از    هاي قرار ساعت لامل 1
توسـط ميكروسـكوپ نـور     و پليت بيرون آورده شـد 

هــــا  از آن لورســــانسو ميكروســــكوپ فمرئــــي 
ساعت بعد نيـز بـراي    3همين كار . برداري شد عكس

   .يك رديف ديگر از پليت تكرار شد
  

  ها افتهي
اي، پتانسـيل زتـا و انـدكس     ذره ي ميانگين انـدازه 

ــي ــه دســت  پل ــيتي ب ــانوذرات   ديسپرس ــراي ن ــده ب آم
 ي انــدازهميــانگين  .شــدفرمولاســيون بهينــه محاســبه 

ديسپرسـيتي، كـارايي    اندكس پلياي، پتانسيل زتا،  ذره
 دقيقه بـراي  30تا   درصد داروي آزاد شده بارگيري و

ــه ــيون بهين ــب  فرمولاس ــه ترتي ــانومتر،  286 ± 50ب   ن
 6/43 ± 13/5، 5/0 ± 06/0ولـت،   ميلي 5/30 ± 3/6

  .بود 17/56 ± 0/6درصد و 
نتايج حاصل از سـه مرتبـه تكـرار بررسـي ميـزان      

نشـان   1در شكل  ي بهينه آزادسازي دارو از نانوذرات
  .داده شده است

شده از   تهيه TEMميكروسكوپ مربوط به عكس 
  .شده است نشان داده 2نانوذرات بهينه در شكل 

سميت سـلولي دوكسوروبيسـين آزاد همـراه بـا     
ــانوذرات  غلظــت ــاي مختلــف از ن حــاوي  CRA ه

ي  هـاي سـرطاني رده   دوكسوروبيسين بر روي سلول
HepG2  به روشMTT   تست گرديد كه نتـايج آن در
هـاي   در اين شكل درصـد سـلول  . آمده است 3 شكل
ــده ــاقي ي زن ــده در غلظــت ب  1و  5/0، 25/0هــاي  مان

 ي ليتـر در مـورد نـانوذرات بهينـه     ر ميلـي دميكروگرم 
يك اسيد و يرتينو ي كننده  حاوي دارو و عامل هدفمند

نـانوذرات حـاوي دارو     نانوذرات مذكور بـدون دارو، 
كننده و نـانوذرات مـذكور بـدون     ن عامل هدفمندبدو

   .دارو و نيز داروي آزاد آورده شده است
  

  
 /كيتوزان ي ميزان آزادسازي دارو از نانوذرات بهينه. 1شكل 

  آلبومين /اسيد رتينوئيك
  

  
   TEMتصوير ميكروسكوپ  .2شكل 

)Transmission electron microscopy (شده از   تهيه
  آلبومين /اسيد رتينوئيك /كيتوزان ي نانوذرات بهينه
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  HepG2سلولي  ي هاي مختلف تحت آزمايش در رده ها در گروه درصد زنده ماندن سلول. 3شكل 
  

 آلبومين/اسيد رتينوئيك /نانوذرات كيتوزان آلبومين/نانوذرات كيتوزان فلورسئين آزاد  

 ساعت 1

 نور مرئي

 
 

 

 فلورسنت

 
 

 

 ساعت 4

 نور مرئي

 
 

 فلورسنت

   
  

آلبومين يا غير  /اسيد رتينوئيك /مند كيتوزانفنانوذرات هدتصاوير تهيه شده از برداشت سلولي سديم فلورسئين به فرم آزاد، بارشده در . 4شكل 
 فلورسنت و يمرئآلبومين به كمك ميكروسكوپ نور  /هدفمند كيتوزان
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 ـنتايج بررسي به كمك ميكروسكوپ نـور   و  يمرئ
ــز فلورســانس در شــكل  از . شــود مشــاهده مــي 4ني

سـاعت از انكوباسـيون بـا     4و  1ها پـس از از   سلول
نانوذرات حاوي فلورسـيئن سـديم و نيـز فلورسـيئن     
ســـديم خـــالص توســـط ايـــن دو ميكروســـكوپ  

فلورسانس به صورت نقـاط  . برداري شده است عكس
  .يت استؤها قابل ر لسبز رنگ در سلو

  
  بحث

دوكسوروبيسين در انواع سرطان به كـار رفتـه اسـت و    
 اسـت  عوارض جانبي متعددي براي اين دارو ذكر شده

توان به سميت قلبي مزمن به عنوان  ها مي كه از ميان آن
توانـد   اين عارضه حتي مي. ترين عارضه اشاره كرد مهم

هـم پيشـرفت    4 ي تا حد نارسايي احتقاني قلبي مرحله
. درمـان اسـت   ي كننـده  عوامل مهم محـدود  ءكند و جز
اگــر بتــوانيم بــه طريقــي دارو را بــه صــورت  بنــابراين

علاوه بـر   ،هاي مبتلاي كبد برسانيم اختصاصي به سلول
كاهش اين عوارض جانبي قادر خواهيم بود اثر دارو را 

  .دوز كلي كمتري از آن را به كار ببريم هيم وافزايش د
ــا   ــرار دادن دارو در حــاملي ب ــا ق ــدازهب ــانو  ي ان ن

 .ها افزايش دهيم توانيم برداشت آن را توسط سلول مي
اين حامل را با به كارگيري دو عامل طبيعي آلبومين و 

ــه   ــوزان تهي ــرديمكيت ــاندن  . ك ــت رس ــين جه همچن
ــلول  ــه س ــدي از اتصــال   اختصاصــي دارو ب ــاي كب ه

با به . كرديمه يك اسيد به سطح نانوذرات استفاديرتينو
، از كارگيري آلبومين و كيتوزان جهت سـاخت حامـل  

. هاي آلي استفاده شده است نياز از حامل روش بي يك
 ي علاوه بر نبودن بقايـاي سـمي در فـرآورده    بنابراين

نهايي كه سبب كاهش عوارض مصرف دارو بـه ايـن   
  هاي  سازي و بالطبع هزينه گردد، مراحل خالص فرم مي

  .يابد نيز كاهش مي توليد ذرات
بــه عنــوان  Coacervationبــه ايــن منظــور روش 
در ايـن روش كـه شـامل    . روش تهيه انتخاب گرديـد 

يك محلول از پليمر مورد نظر و سپس افزودن  ي تهيه
يــك  ي جــزء دومــي بــه محــل مــذكور جهــت تهيــه

كمپلكس نامحلول از پليمر است، كيتوزان با بار مثبت 
با اضافه كردن آلبومين با بـار منفـي ايجـاد نـانوذراتي     

رسـوب   نانوديسپرشنكند كه در محيط به صورت  مي
  ).30( كنند مي

شـده   هي ـذرات ته داد، نشـان  جينتـا همان گونه كـه  
ــدازه ــب  ي  انـ ــدكس   286 ± 50مناسـ ــانومتر و انـ نـ

ــ ــيد يپل ــتدا 5/0 ± 06/0 يتيسپرس  ــش ــه معن ــه ب  يند ك
 نيهمچن. ها است آن ي اندازه عيدر توز يخوب يكنواختي

ــارا يدارا ذرات ــارگ ييك ــط يريب  6/43 ± 5/13 متوس
 ـ نيسيدرصد دوكسوروب قبـولي   قابـل  زاني ـد كـه م بودن

ايـن  . بـود درصد  17/56 ± 00/6 كارايي رهش. است
رهــش مناســب و در مجمــوع  ي دهنــده ميــزان نشــان

تصوير  .، بودشده تهيه ي مد دارو از نانوذرات بهينهاكار
TEM  مناسب و شكل يكنواخت ذرات را  ي اندازههم

اين يكنـواختي بـه معنـي تشـكيل     . ددابه خوبي نشان 
  .بودمناسب ذرات 
هـم در نـانوذرات    IC50 شـد كـه  ديده  3در شكل 

ــر ــم غيـ ــد و هـ ــا  هدفمنـ ــه بـ ــد در مقايسـ هدفمنـ
و ذرات هدفمنـد   يافـت دوكسوروبيسين آزاد كـاهش  

در مـورد   IC50به نحوي كـه   ؛ندشترا دا IC50كمترين 
 ليتـر،  ميكروگرم در ميلـي  25/0ذرات هدفمند برابر با 

ميكروگـرم در   5/0براي ذرات غير هدفمنـد برابـر بـا    
ــي ــر    ميل ــورد داروي آزاد براب ــر و در م ــا  25/0ليت   ت

بر بيشترين اثر مهاري  .بودليتر  ميكروگرم در ميلي 5/0
هايي مشـاهده شـد كـه بـا ذرات      روي رشد در سلول
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ليتـر تيمـار    ميكروگرم در ميلي 5/0هدفمند در غلظت 
شده بودند كه بـه ترتيـب در حـدود دو و سـه برابـر      

هدفمنـد و داروي   كه با ذرات غيـر  بودبيشتر از اثري 
  .گردد آزاد در همان غلظت مشاهده مي
ــدن ســلول  ــده مان ــا  درصــد زن   هــاي تيمارشــده ب

افزايش  CRAليتر ذرات هدفمند  ميكروگرم در ميلي 1
گـزارش نمودنـد كـه     و همكاران Antonyak .داشت
هاي صناعي مختلـف آن بـر    يك اسيد و آنالوگيرتينو

 ـ   رشد، تمايز و آپوپتـوز سـلول   ثير أهـاي پسـتانداران ت
، كه يـك  HL60 سلولي ي درمان رده). 31( گذارند مي
يك اسيد يبا رتينو سلولي لوكميك انساني است، ي رده

هيدروكسـي  –N )4منجر به تمايز سـلولي و افـزودن   
يد صناعي اسـت  يكه يك رتينو) HPR(رتيناميد ) فنيل

  . گرديده است HL60 هاي سبب آپوپتوز سلول
و ساير  HL60 هاي تيمار سلول پيش ،علاوه بر اين

) NIH3T3 هـاي  به عنوان مثال سلول(هاي سلولي  رده
 HPRك اسـيد، از مـرگ سـلولي ناشـي از     يي ـبا رتينو

چنــين تــوان  مــي بنــابراين. جلــوگيري نمــوده اســت
ك اسـيد بـر   يي ـكه اثرات مهاري رتينوگيري كرد  نتيجه

ــه در  HepG2 ســلولي ي روي رده ــق  HCCك از طري
 ،شـود  اعمـال مـي   α هـاي  گيرنـده  ي يافته بيان افزايش
هنگامي كـه غلظـت   . باشد وابسته به دوز  ممكن است

 كـه يك اسيد يغلظت رتينو ،وذرات افزايش داده شدنان
نيــز در محــيط اطــراف  قــرار گرفــت بــر روي ذرات

سبب ممكن است اين موضوع  .ها افزايش يافت سلول
دوكسوروبيسـين   ناشـي از جلوگيري از مرگ سـلولي  

ر نتيجـــه ميـــزان د شـــده باشـــد ،موجــود در ذرات 
ليتـر   ر ميلـي دميكروگرم  1هاي زنده در غلظت   لسلو

  .افزايش يافت

ــس از  ــه   4پ ــانس ب ــيون، فلورس ــاعت انكوباس س
هايي كه با نانوذرات هدفمند حـاوي   وضوح در سلول

ــده   ــار ش ــئين تيم ــديم فلورس ــدبودس ــه  ،ن نســبت ب
هدفمند بيشـتر   شده با نانو ذرات غير هاي انكوبه سلول
هــاي  اي در ســلول قابــل مشــاهدهفلورســانس  و بــود

از . نشـد خـالص ديـده    نيفلورسشده با سديم  انكوبه
افـزايش ميـزان    كـه  گرفـت  توان نتيجه اين مطالب مي

هـاي حاصـل از    شـده در داده   مرگ سـلولي مشـاهده  
مطالعات سميت سلولي، ناشي از برداشت اختصاصـي  
نانوذرات هدفمند حاوي دارو بوده است كه به علـت  

يك اسيد بـر روي ايـن ذرات   يقرار داشتن عامل رتينو
  .صورت گرفته است

  
  گيري نتيجه

ــانوذرات  ــراي   CRAن ــه ب ــين ك ــاوي دوكسوربيس ح
تواننـد   مي ،اند يك اسيد هدفمند شدهيهاي رتنيو گيرنده

سبب افزايش اثر سيتوتوكسيك داروي مـورد نظـر در   
HCC ها در آن بـه ميـزان زيـادي بيـان      كه اين گيرنده
  . شوند، گردند مي

 نيسيدوكسوروب IC50 يبا توجه به كاهش سه برابر
توانـد بـراي   ب ممكـن اسـت  اين سيستم حامل دارويي 

دوز مورد مصرف اين دارو و همچنين كـاهش  كاهش 
عوارض سيستميك آن به ويژه سميت قلبي ارزشـمند  

   .شود واقع
  

  تشكر و قدرداني
از حمايت مالي معاونت تحقيقات و فناوري دانشـگاه  
علوم پزشكي اصفهان در انجام ايـن طـرح پژوهشـي    

 . شود قدرداني مي
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Abstract 
Background: Anthracyclines are used to treat different types of cancer including hepatocellular 
carcinoma. However, they have various side effects such as cardiotoxicity. Designing a drug delivery 
system which targets retinoic acid receptors in hepatocellular carcinoma can reduce these side effects.  

Methods: Chitosan/retinoic acid/albumin nanoparticles were prepared using a coacervation method. 
Nanoparticles which were optimized according to their particle size, zeta potential, polydispersity 
index, loading efficiency and release of doxorubicin, were used for further tests of cytotoxicity on 
HepG2 cells [by 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay] and cellular 
uptake tests (by fluorescent microscopy). 
Findings: The optimum targeted nanoparticles (with particle size of 286 ± 50.0 nm, zeta potential of 
30.5 ± 3.6 mv, polydispersity index of 0.50 ± 0.06, loading efficiency of 43.6 ± 13.5%, and drug 
release of 56.17 ± 6.00%) in a concentration of 0.5 mg/ml were two to three times more cytotoxic than 
non-targeted nanoparticles and free drug. Their cellular uptake was also more. 

Conclusion: Chitosan/retinoic acid/albumin targeted nanoparticles loaded with doxorubicin could 
affect HepG2 cells more effectively than non-targeted nanoparticles and free drug. 

Keywords: Chitosan/retinoic acid/albumin nanoparticles, Doxorubicin, HepG2,  
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay 

 
Citation: Varshosaz J, Hassanzadeh F, Sadeghi Aliabadi H, Alimohammad Ghelichkhan Z. Cytotoxic 
Effects of Chitosan/Retinoic Acid/Albumin Targeted Nanoparticles Loaded with Doxorubicin on 
Human Hepatoma Cells. J Isfahan Med Sch 2013; 30(218): 2206-16 

 

Original Article 


