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  گروه علوم آزمایشگاهی، دانشکده پیراپزشکی، دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد نویسنده مسئول: *

Email: Asgharimh٣٢١٤@yahoo.com 

 چکیده
مان عفونت هاي قارچی سیستمیک ترین داروهاي ضد قارچی بوده و براي دریکی از قدیمی Bآمفوتریسین  مقدمه:

ها را از خود نشان داده است. بنابراین، اخیراً مناسب می باشد. متأسفانه، این دارو برخی اثرات جانبی نظیر سمیت بر روي کلیه
 گردد.فرمولاسیون هاي جدیدي از آن تهیه می Bجهت افزایش کارایی و کاهش سمیت آمفوتریسین 

 Dبه روش جانشینی حلال با استفاده از پلیمرهایی نظیر پلی Bوکپسول هاي حاوي آمفوتریسین نان مواد و روش ها:        
گلیکولید تهیه گردید. سپس نانوکپسول هاي مذکور با استفاده از اکسید سیلیسیم به فرم پودر خشک  -کو -لاکتید - Lو 

رد اندازه گیري قرار گرفت. از طرفی، مقدار به روش اسپکتروفتومتري مو Bتبدیل شد و کارایی محصور سازي آمفوتریسین 
) با استفاده از ٩٠٠٢٨ ATCCهاي تهیه شده براي قارچ کاندیدا آلبیکانس( نانوکپسول (MIC)حداقل غلظت مهار کنندگی

بررسی   in vitroگیري شد. سپس اثرات سمی آن بر روي گلبول هاي قرمز انسانی در شرایط روش رقت سازي متوالی اندازه
 د. گردی

درصد است. مقدار  75±13/0معادل  Bنتایج نشان داد که کارایی محصورسازي آمفوتریسین  یافته هاي پژوهش:
MIC  نانوکسپول هاي حاوي آمفوتریسینB  بر ضد قارچ کاندیدا آلبیکانس مورد مطالعه در مقایسه با آنتی بیوتیک مذکور به

ول ها بر روي ــــمحصور در نانوکپس Bاین، اثر سمی آمفوتریسین  فرم آزاد کاهش قابل ملاحظه اي نشان داد. علاوه بر
 بار کمتر از فرم آزاد این دارو بود. 89/5گلبول هاي قرمز انسانی 

تهیه شده در این تحقیق  Bیافته ها بیانگر این است که نانوکسپول هاي حاوي آمفوتریسین  :بحث و نتیجه گیري
 سب براي این دارو جهت درمان عفونت هاي قارچی به کار گرفته شود.می تواند به عنوان یک سیستم ناقل منا
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  مقدمه
اده مورد استف يموثرترین دارو B آمفوتریسین

این . سیستمیک است یقارچ هاي براي درمان عفونت
اتصال به آرگوسترول موجود در غشاء آنتی بیوتیک با 

ها باعث ایجاد منافذ در آن شده و در  قارچ یسلول
این  از طرفی، .)1(،می گرددسلول  مرگ سببنهایت 

آنتی بیوتیک قادر است به کلسترول موجود در غشاء 
و سبب ایجاد  شدههاي پستانداران متصل  سلول

 دفع این آنتی بیوتیک توسط. گرددآن  عوارض جانبی
این سمیت در  شود.کلیه ها باعث تخریب این اندام می 

دارو سیستمیک که نیاز به  يها درمان عفونت قارچ
زیرا در این  ،گردد تشدید می ،طولانی دارند یدرمان

ت که دارو با غلظت زیاد به مدت طولانی سا حالت نیاز
دارو هاي جدید  یکی از روش. )2(باقی بماند،در بدن 

 مواد پلیمريبه کمک  ز حمل دارودرمانی استفاده ا
هایی از جنس  حامل می باشد که ها نانو پارتیکل مانند
 است.ها در حد نانومتر  اندازه آن ند ورـــپلیم

ها شامل سه دسته از حاملین دارویی به نام  نانوپارتیکل
وط ـــهاي مخل لــها و نانوسفرها و میس نانوکپسول

ند دارو را در خود ین حاملین می توانا. )3(،باشند می
محصور نموده و از این طریق از سمیت آن درون بدن 

این حاملین دارویی باعث می گردند  بکاهند، در ضمن
از این طریق  و که نیمه عمر دارو در بدن بیشتر شود

 خودکه خواهد بود  نیازبراي درمان دوز کمتري از دارو 
وي به کمتر شدن اثر جانبی دارو و اثرات تخریبی آن ر

. جهت تهیه )4(می انجامد، هاي مختلف بافت
 و مانند پلی کاپرولاکتون ییپلیمرها ازها  نانوپارتیکل

. )5(،استفاده می شود گلیکولید -کو -لاکتید یـــپل
وجود دارد  کپسول هاهاي مختلفی براي تهیه نانو روش

هاي جانشینی حلال و تبخیر  توان به روش که می
مواد  ،پس از تهیهطور معمول  هب. )6(،حلال اشاره نمود

جدا  کپسول هااز نانو محصور نشده را با اولتراسانتریفوژ
فیلتراسیون از نظر اها را با اولتر می نمایند و سپس آن

چنین جهت  هم .کدست می کنندـــقطر ذره اي ی
هایی  گیري غلظت داروي محصور شده از روشه اندار

اده ـــري استفتممانند کروماتوگرافی و نیز اسپکتروفتو
از  کپسول ها جهت تهیه پودر خشک نانو. )7(شود،می 

موادي استفاده می گردد که حالت کلوئیدي ایجاد 

ماده کلوئیدي  به توان از جمله این مواد می ،نمایند
 با توجه به اینکه. )8(،اکساید اشاره نمود يسیلیکون د

یه ـــراي تهــبرده ـــگست ی بسیارتحقیقات اــدر دنی
هاي کم ضررتر این آنتی بیوتیک در حال  رمولاسیونف

هاي این  انجام است، در این پروژه به تهیه نانوکپسول
ی یونی جدید پرداخته شد و سپس کارایدارو با فرمولاس

  قرار گرفت. ارزیابیورد م in vitroآن در شرایط
  ها مواد و روش

ربی در آزمایشگاه ــــصورت تجه این مطالعه ب
لوژي دانشکده پیراپزشکی دانشگاه یکروبیوتحقیقات و م

  زاد اسلامی واحد بروجرد انجام گرفت.آ
     مواد) 1

 تحقیقدر این کار گرفته شده ه ب برخی از مواد
 پلی ،گلیکولید -کو -کتیدلا  -Lو  Dپلی شامل

و از شرکت سیگما  Bآمفوتریسین ،کاپرولاکتون 
   می گردد. از شرکت مرك 200آئروسیل 

و فاقد  هاي حاوي نانوکپسول تهیه) روش 2
 به شکل پودر خشک Bآمفوتریسین 

 ،در این کار تحقیقی با استفاده از روش جانشینی
با  Bاوي آمفوتریسینــــاي حــــه حلال نانوکپسول

و به شکل پودر خشک تبدیل  تهیه فرمولاسیونی جدید
و D ابتدا یک گرم از مواد پلی. )9،10(،ردیدـــــــگ
L-  کاپرولاکتون و پلی  لی، پدلاکتی D وL- لاکتید- 
 150سپس  ،ریخته شد بشرگلیکولید درون یک  -کو

وده زافبه آن  Bبیوتیک آمفوتریسین گرم آنتی میلی
گرم سوربیتان  میلی 766د ــــدر مرحله بع. گردید

 اضافهلیتر روغن معدنی به آن  میلی 3/3مونواستئارات و 
تن اضافه و سپس لیتر اس میلی 270به مخلوط فوق . شد

با دستگاه همزن برقی همزده شد تا مخلوطی همگن 
در  Bآمفوتریسین ،براي حلالیت بهتر. ایجاد گردد

متلر،  و (شرکت تولدمتر pHمحلول فوق با استفاده از 
 محلول بر pHنرمال،  1/0و اسیدکلریدریک) 320مدل 
به  به دست آمدهسپس محلول . تنظیم گردید 3روي 

درجه سانتیگراد قرار داده  50در دماي مدت ده دقیقه 
 530 ،شد و بعد به فاز آلی فوق همراه با عمل همزدن

گرم ماده  میلی 766لیتر محلول آبی حاوي  میلی
با استفاده از  ،در نهایت. اضافه گردید 188پلوکسامر 

(شرکت هایدولف، مدل دستگاه روتاري اواپوراتور
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85ZQF-( شرایط  استن و آب موجود در محلول تحت
درجه سانتیگراد تبخیر  50خلاء و فشار کم در دماي 

حجم  سپس. لیتر رسید میلی 10تا حجم آن به  ،شد
لیتر  میلی 100دیونیزه به  محلول باقی مانده با آب مقطر

لیتر محلول  میلی 100رسانده شد و بدین صورت 
 Bهاي آمفوتریسین سوسپانسیون حاوي نانوکپسول

ها از ترکیبات  زي نانوکپسولجهت جداسا .تهیه گردید
دست ه ب سوسپانسیون محلول ،محصور نشده آزاد و

ر در دقیقه دو 12000 سرعتدقیقه با  15آمده به مدت 
 هاي بدین صورت نانوکپسول اولتراسانتریفوژ گردید و

سپس رسوب . ندرسوب نمود Bحاوي آمفوتریسین
و  میلی لیتر آب مقطر دیونیزه حل گردید 100مذکور در 

 توسطنانومتر  50کربنات با قطر  ا استفاده از فیلتر پلیب
(شرکت میلی پور، اولترافیلتراسیون میلی پوردستگاه 

هاي تهیه  و نانوکپسول شد، اولترا فیلتره )-200Gمدل
سپس به  .اي یکنواخت شدند شده از نظر قطر ذره

دست آمده همراه با عمل همزدن و حرارت ه محلول ب
اضافه گردید  200ر ماده آئروسیل گرم از پود 5 ،دادن

  . خود گرفته تا محلول مذکور حالت نیمه خشک ب
شده به خشک ایجاد   محلول نیمه ،در مرحله بعد

دستگاه روتاري اواپوراتور منتقل شد و تحت شرایط 
 و پودرشد گیري  آب طور کامله بخلاء و فشار کم 

تهیه  Bاي حاوي آمفوتریسینـــه سولپخشک نانوک
سپس پودر خشک تهیه شده به دقت وزن . گردید

جهت مراحل بعدي تحقیقات مورد استفاده قرار  گردید و
هاي فاقد  در این تحقیق براي تهیه نانوکپسول .گرفت

به صورت پودرخشک جهت مقایسه با B آمفوتریسین
هاي حاوي این آنتی بیوتیک همانند  ولـــنانوکپس

ا این تفاوت ب ،هاي گفته شده در بالا عمل گردید روش
به فرمولاسیون  Bکه از اضافه نمودن آمفوتریسین

  صرف نظر شد. 
محصور شده   Bگیري مقدار آمفوتریسین  اندازه) روش 3

  ها  در نانوکپسول
در یک  موجود Bگیري مقدار آمفوتریسین اندازه

وسیله ه هاي تهیه شده ب خشک نانوکپسول گرم از پودر
ستفاده از با ا  Clemonsو Tiyaboonachaiروش
  . )1،7(،نمودار استاندارد انجام گردید رسم

خالص در یک  Bگرم آمفوتریسین میلی 8/4ابتدا 
) 1به  1لیتر محلول متانول آب(به نسبت حجمی  میلی

 1هاي  حل شد و سپس با استفاده از متانول از آن رقت
. گردیدتهیه  32به  1و  16به  1،  8به  1، 4به  1، 2به 

(شرکت شیمیدزو پکتروفتومترساز دستگاه ا بعد با استفاده
 نوري جذب ،نانومتر 408در طول موج  )2200مدل

. هاي فوق در مقابل متانول خالص قرائت شد محلول
هاي قرائت شده و غلظت  نهایت با استفاده از جذب در

نمودار استاندارد تغییرات  ،در هر لوله Bآمفوتریسین
غلظت آن رسم در برابر تغییرات  Bجذبی آمفوتریسین

  . گردید
گرم از پودرخشک  میلی 20 ،در مرحله بعد

وزن شده و در  Bهاي حاوي آمفوتریسین نانوکپسول
آب(به نسبت حجمی -لیتر محلول متانول یک میلی

با این عمل غشاء خارجی . ل گردیدــــ) ح1به1
 Bو آمفوتریسین تهیه شده از بین رفته هاي نانوکپسول

سپس محلول فوق براي . دیدگر رها  ها موجود در آن
دور در دقیقه  12000 با سرعتدقیقه  20

میکرولیتر از  20در مرحله بعد . سانتریفوژ گردیداولترا
لیتر محلول  میلی 98/0محلول رویی ایجاد شده با 

 ) رقیق گردید و جذب1به1آب(به نسبت حجمی-متانول
ر در مقابل ــــنانومت 408آن در طول موج  نوري

ه عدد ب ،در نهایت. ول خالص تعیین شدمحلول متان
دست آمده به نمودار استاندارد منتقل گردید و بدین 

گرم  میلی 20بیوتیک محصور در  صورت مقدار آنتی
 Bاوي آمفوتریسینـــــهاي ح پودرخشک نانوکپسول

سپس با استفاده از آن مقدار . تعیین شد
ور در یک گرم پودر ـــمحص Bوتریسینـــــآمف
  . ک محاسبه گردیدـــــخش

سازي  گیري مقدار کارایی محصور اندازه) روش 4
  ها  نانوکپسول

سازي روش  محصورگیري مقدار کارایی  اي اندازهبر
ها از  کار رفته در تهیه نانوکپسوله ب

به کار گرفته  Amaralو  Tiyaboonachaiروش
در این روش با استفاده از معادله زیر . )1،10(د،ـــش

سازي محاسبه  ورـــــــرایی محصد کاـــــدرص
  :گردید
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هاي  سمی نانوکپسول اتاثر بررسی و مقایسه ) روش5

روي  بر آنفرم آزاد و نیز  Bآمفوتریسین  و فاقد حاوي
  هاي قرمز  گلبول
هاي حاوي  جهت بررسی اثرات سمی نانوکپسول 
هاي  و فرم آزاد آن برروي گلبول Bآمفوتریسین و فاقد

و  Chakrabortyاز روش  in vitroقرمز در شرایط 
لیتر  میلی 5در این روش . )11(،همکارانش استفاده شد

 250نمونه خون سیاهرگی انسان در ظرف نمونه حاوي 
 4500آوري گردید و سپس با دور  واحد هپارین جمع

. ماي آن دور ریخته شددقیقه سانتریفوژ و پلاس 5براي 
لیتر  میلی 5آوري شده  جمع هاي قرمز سپس به گلبول

 )4/7معادل  pHمولار با   15/0فسفات سالین( بافر
. گردیداضافه گردید و مجدداً عمل سانتریفوژ تکرار 

بار دیگر تکرار شد و بدین صورت  2همین عمل 
 .هاي قرمز شسته شده تهیه گردید سوسپانسیون گلبول

 250تا  0لوله آزمایش مقادیر  251له دیگر به در مرح
و به هر لوله یک  شدوارد  Bمیکروگرم آمفوتریسین

 pHمولار با  15/0فسفات سالین( لیتر محلول بافر میلی
هاي حاوي  لوله ترتیب،بدین  .اضافه شد )4/7معادل 
لیتر  میکروگرم بر میلی 250تا  0هاي  غلظت

براي  دقیقاً لهمین عم. تهیه گردید Bآمفوتریسین
نیز انجام  Bآمفوتریسین و فاقد هاي حاوي نانوکپسول

هاي قرمز شسته  از سوسپانسیون گلبول سپس .شد

مولار  15/0شده در بالا با استفاده از بافر فسفات سالین(
 8/0درصد تهیه شد و  1/0محلول  )4/7معادل  pHبا 

 لیتر از میلی 2/0هاي حاوي  لیتر از آن به لوله میلی
هاي  لوله. گردیدتهیه شده در بالا اضافه  هاي لولمح

درجه سانتیگراد براي یک ساعت انکوبه  37مذکور در 
 g×1000دقیقه در دور  2گردیدند و سپس براي 

در محلول رویی  ،بدین صورت. سانتریفوژ شدند
هاي قرمز لیز شده قرار  گلبول اجزاءهموگلوبین و 

. یز رسوب نمودندهاي قرمز لیز نشده ن گلبولو گرفتند 
لیتر  یک میلی ایجاد شده به رسوب در مرحله بعد

این  که اضافه گردید x-100درصد تریتون  3/0محلول 
موجود در رسوب شد. هاي قرمز  گلبولعمل سبب لیز 

 گیري سپس مقدار هموگلوبین آزاد شده در محلول اندازه
وله آزمایش دیگر به عنوان ــــدر یک ل. ردیدــــگ
لیتر محلول سوسپانسیون یک  میلی 8/0هد اـــــش

 2/0هاي قرمز ریخته شد و به آن  درصد گلبول
معادل  pHمولار با  15/0ت سالین(افسف لیتر بافر میلی

درصد تریتون  3/0لول ــلیتر مح و یک میلی )4/7
100-x هاي  تمام گلبول ،حالتدر این  .اضافه شد

لول حن ممقدار هموگلوبین در ایقرمز لیز شدند. سپس 
در نهایت با استفاده از معادله زیر  وگیري  دازهـــــان

هاي قرمز در هر لوله محاسبه  ز گلبولــــدرصد لی
  :گردید

   
100 ×   

  
د همولیز ـــدرص تغییرات نمودار ،در مرحله بعد

به فرم  Bهاي قرمز در مقابل غلظت آمفوتریسین گلبول
حصور در م Bفوتریسینــــت آمــــآزاد و نیز غلظ

  .ها رسم گردید انوکپسولـــن
حداقل غلظت مهار کننده رشد ) روش اندازه گیري 6

   (MIC) قارچ
 سازي متوالی از روش رقت ،بخشبراي انجام این 

ابتدا ده لوله حاوي در این روش . )12(،استفاده گردید
سپس . م فیزیولوژي استریل آماده شدرلیتر س یک میلی

لیتر محلول حاوي   یلیم 1، ین لولهـــــبه اول
میکروگرم  8 (با غلظتBهاي آمفوتریسین نانوکپسول

مخلوط نمودن  بعد ازو  اضافه گردید )لیتر بر میلی
و به لوله  لیتر از آن برداشته شد میلی 1محتویات آن 

همین عمل تا لوله دهم ادامه پیدا  .دوم اضافه گردید
شته و دور لیتر از لوله دهم بردا میلی 1نمود و در نهایت 

 10یک ردیف رقت در هر  ترتیببدین  ، کهریخته شد
به فرم ( Bکه غلظت آمفوتریسین گردیدلوله تهیه 

، 1، 2، 4، 8ها به ترتیب  در آن )محصور در نانوکپسول

 به فرم آزاد  Bو یا آمفوتریسین  Bهاي حاوي یا فاقد آمفوتریسین هاي حاوي غلظتهاي مختلف نانوکپسولمقدار هموگلوبین موجود در محلول رویی لوله
 مقدار هموگلوبین موجود در لوله شاهد 
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 015/0و  031/0، 062/0، 125/0، 25/0، 5/0
لیتر از  میلی 10سپس  .بودلیتر  میکروگرم بر میلی

قارچ کاندیدا  اردسوش استاند سوسپانسیون
نیز که کدورت آن با  )٩٠٠٢٨ ATCC(آلبیکانس

به هر آماده گردید.  ،استاندارد نیم مک فارلند برابر بود
میکرولیتر سوسپانسیون  20هاي فوق  کدام از لوله

ساعت در  24مدت ه ی تهیه شده اضافه گردید و بقارچ
از هر  ،سپس. درجه سانتیگراد قرار داده شد 37 انکوباتور

میکرولیتر به پلیت حاوي محیط  100ها  کدام از لوله
ساعت  24مدت ه آگار منتقل گردید و ب ستروزکودرساب

درجه سانتیگراد قرار داده  37انکوباتور ها در  پلیت
 ،هاي بعد از آن محیط در یک محیط کشت و. شدند

غلظت . رشدي از قارچ مذکور مشاهده نگردید
ه این محیط کشت از اي ک موجود در لوله Bآمفوتریسین

محلول  MICولید شده بود برابر با ـــــآن ت
 ادامهدر . بود Bهاي حاوي آمفوتریسین نانوکپسول

 و زادآبه فرم  Bمحلول آمفوتریسین MICبراي تعیین 
 همانندنیز دقیقاَ  Bهاي فاقد آمفوتریسین نیز نانوکپسول

  . عمل گردیدذکر شده  روش
هاي حاوي و  نوکپسولمقایسه اثر نابررسی و ) روش 7

  MICو فرم آزاد آن در غلظت برابر  Bفاقد آمفوتریسین 
  in vitroصورت ه ب

 Delogu ،Jungاز روش  ،در این قسمت از پروژه
 2009و  2000و همکارانشان که به ترتیب در سال 

. )13،14(،شده، استفاده گردید کار گرفتهه ب میلادي
روي  بیکانس برابتدا قارچ کاندیدا آلکه  ،بدین صورت

پس از . محیط کشت کازیتون براث کشت داده شد
 CFU/mlرسیدن درجه کدورت آن به نیم مک فارلند(

و به یک لوله ه تده میکرولیتر از آن برداش ،)5×103
لیتر محلول  محیط کشت کازیتون براث حاوي یک میلی

که مقدار ( Bهاي حاوي آمفوتریسین نانوکپسول
محلول   MICن برابر با بیوتیک محصور در آ آنتی

 37اضافه گردید و در  بود)،هاي مذکور  نانوکپسول
هاي  سپس در مدت زمان. درجه سانتیگراد انکوبه شد

ساعت از محیط کشت مذکور به مقدار  24و  6، 4، 2، 0
تروز سمیکرولیتر به محیط کشت جامد سابرودک 100

ساعت  24عمل انکوباسیون براي مدت . آگار منتقل شد
بعد از . درجه سانتیگراد در انکوباتور انجام گردید 37در 

هاي تشکیل شده در محیط کشت جامد  آن تعداد کلنی
هاي تشکیل شده ی در نهایت تعداد کلن. شمارش گردید
بعد از و لیتر محیط کشت مایع محاسبه  براي یک میلی

آن نمودار مرگ زمان تغییرات لگاریتمی تعداد 
و  6، 4، 2، 0احدهاي زمانی هاي تشکیل شده در و کلنی

در مورد محلول این آزمایش . ساعت رسم گردید 24
بیوتیک  و نیز آنتی Bهاي فاقد آمفوتریسین نانوکپسول

  . شدتکرار  MICهاي برابر  غلظت آزاد در مذکور به فرم
  روش تجزیه و تحلیل داده ها) 8

انحراف ±نتایج به صورت میانگین ،این تحقیق در
با استفاده چنین  هم گزارش گردید. )Mean±SDمعیار(

دست آمده ه ب داده هاي ،دو طرفه  ANOVAتستاز 
به  >05/0pدر این تحقیق . مورد مقایسه قرار گرفت

  ها در نظر گرفته شد. عنوان سطح معنی دار اختلاف
  یافته هاي پژوهش

گیري مقدار کارایی  حاصل از اندازهیافته هاي  )1
 Bاوي آمفوتریسینهاي ح سازي نانوکپسول محصور

با نیز و  روش کارشده در  ذکربا استفاده از معادله 
گرم  محصور شده در یک  B مقدار آمفوتریسین توجه به

 48/11±31/0(هاي تهیه شده پودر خشک نانوکپسول
سازي روش جانشینی حلال  کارایی محصور، گرم) میلی

خشک  گرم از پودر ه یک میلیــراي تهیــــب
معادل  Bوتریسینــــحاوي آمفهاي  نانوکپسول

  درصد تعیین گردید. 75 31/0±
اثرات سمی  و مقایسه حاصل از بررسی) یافته هاي 2

 B آمفوتریسین و فاقد هاي تهیه شده حاوي نانوکپسول
  هاي قرمز  روي گلبول بر آنآزاد  و فرم

مشاهده  1 نتایج این بخش از تحقیقات در نمودار
آزاد شکل  ،ستطور که مشخص ا همان. گردد می

نیز فرم محصور در نانوکپسول آن با  و Bآمفوتریسین
لیز تعداد بیشتري از هموش غلظت باعث ــــافزای

اختلاف  ،با این حال ،ه استدیدرهاي قرمز گ گلبول
 معنی دارچشمگیر  يدرصد همولیز بین این دو به نحو

 38وي اهاي ح نانوکپسول ،مثلاً ).>05/0p(،بود
 15 ±14/0فقط  Bلیتر آمفوتریسین میکروگرم بر میلی

هاي قرمز محیط آزمایش را همولیز  درصد گلبول
گرم بر  میلی 38غلظت( همین در ،که در حالی ،نمودند

درصد  100به فرم آزاد تقریباً  Bلیتر) آمفوتریسین میلی
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 لیز نموده است.هاي قرمز مورد آزمایش را همو گلبول
رمز در مورد هاي ق ) گلبولدرصد 100حداکثر همولیز(

 226در غلظت  Bهاي حاوي آمفوتریسین نانوکپسول
برابر  89/5که  ،گردد لیتر مشاهده می گرم بر میلی کرومی

 ،بنابراین. باشد به فرم آزاد می Bغلظت آمفوتریسین
هاي تهیه شده  گرفت که نانوکپسول توان نتیجه می
را در مقایسه با فرم آزاد  Bبار سمیت آمفوتریسین 89/5

هاي قرمز(به عنوان شاخص  ولـــروي گلب رآن ب
لازم  ،در ضمن .اند هاي خون و بدن) کاهش داده سلول

بر  Bاقد آمفوتریسین هاي ف به ذکر است که نانوکپسول
که می تواند  ،هاي قرمز نداشتند روي لیز گلبول

ه شاخص مناسبی جهت بیان عدم سمیت پلیمرهاي ب
ها بر روي  انوکپسولــــکار گرفته شده در تهیه ن

   هاي انسانی باشد. سلول
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بار تکرار شده و نتایج به صورت  10(آزمایش ها  B. تغییرات درصد همولیز گلبول هاي قرمز در برابر غلظت آمفوتریسین 1نمودار
  اند)  انحراف معیار بیان گردیده ±میانگین 

  
  
گیري حداقل  بررسی اندازه) یافته هاي حاصل از 3
براي  (MIC)نده رشد قارچـــظت مهار کنغل

فرم  و Bهاي تهیه شده حاوي آمفوتریسین  نانوکپسول
  آزاد آن

ا حداقل غلظت مهار کننده رشد قارچ کاندید
هاي  براي نانوکپسول )٩٠٠٢٨ ATCCآلبیکانس(

در  بیوتیک فرم آزاد این آنتیو  Bحاوي آمفوتریسین
طور که مشخص  . همانشودمشاهده می  1جدول 

براي حالت محصور  Bآمفوتریسین MICقدار م ،است
فرم  درف مقدار آن ــــها نص ولـــــــدر نانوکپس
هاي فاقد  بررسی اثر نانوکپسول .باشد آزاد می

نشان داد مورد مطالعه  بیوتیک بر روي رشد قارچ آنتی
ها تأثیري در رشد قارچ مذکور  که این نانوکپسول

ارچی تشکیل شده در هاي ق یعنی تعداد کلنی ،نداشته
رابر ــها ب حضور و یا عدم حضور این نوع نانوکپسول

  .بوده است
  

  به فرم آزاد و محصور در نانوکپسول ها B. مقدار حداقل غلظت مهار کننده رشد آمفوتریسین 1جدول 

  حداقل غلظت مهار کننده رشد (میلی گرم بر لیتر)
 در نانوکپسول ها محصور Bآمفوتریسین   به فرم آزاد Bآمفوتریسین 

50/0  25/0  
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هاي حاوي و فاقد  نانوکپسول مقایسه اثر و ) یافته ها4
ه ب  MICبرابر  و فرم آزاد آن در غلظت Bآمفوتریسین 

  in vitro صورت
تغییرات لگاریتمی تعداد  هنشان دهند 2نمودار 

فرم آزاد پس از تاثیر تشکیل شده قارچی هاي  کلنی
فاقد این  وهاي حاوي  لنانوکپسوو  Bآمفوتریسین

در  MICهاي برابر  در غلظت کـــــبیوتی آنتی
  . باشد میعه ـــــهاي مورد مطال ی زمانــــط

 می شود،اهده ـور که مشــــــط همان
در مدت  Bاوي آمفوتریسینــــهاي ح نانوکپسول

ته است ــــــتوانساعت ـــس 24ان ـــــزم
قف نماید، در وــــــد قارچ مذکور را متـــــــرش

ل نبوده ـــــادر به این عمــــکه فرم آزاد آن ق حالی
داد ــاریتم تعــــــن لگـــــلاف بیـــــو اخت

ده ـــــــل شــــیـــاي تشکــــی هـــکلن
  )p>05/0(.ی دار می باشدــــــمعن

 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

و  Bهاي حاوي و فاقد آمفوتریسین نانوکپسول MICاي برابره هاي تشکیل شده در غلظت . تغییرات لگاریتمی تعداد کلنی2نمودار 
 B، ب:  نمودار مربوط به آمفوتریسینBهاي حاوي آمفوتریسین بیوتیک مذکور به فرم آزاد. الف:  نمودار مربوط به نانوکپسول آنتی

  ایش ده بار تکرار گردیده است)(قابل ذکر است که هر آزم Bهاي فاقد آمفوتریسین آزاد، ج:  نمودار مربوط به نانوکپسول به فرم
  

  گیري  بحث و نتیجه
داروي حاملین امروزه تحقیقات در زمینه تولید 

باشد که  می هایی فرمولاسیوندر جهت  Bآمفوتریسین
، به حداقل برساننددر بدن انسان سمیت این دارو را 

خاصیت ضد قارچی آن داشته  بدون اینکه تأثیري بر
تحقیقات انجام شده در  ،وجهبه چند دلیل م. )10(،باشند

هاي حاوي این  به سمت تولید نانوپارتیکلاین زمینه 
توان به  که از آن جمله می ،دارو معطوف گردیده است

سمیت  وبهاي کمتر پلیمرهاي مصرفی ي نظیر موارد
ده نسبت به سایر حاملین هاي تهیه ش کمتر نانوپارتیکل

جهت تهیه در این تحقیق  .)15،16(،اشاره نمود دارویی
ر ــها از پلیمرهاي تجزیه پذیر زیستی نظی نانوکپسول

گلیکولید و پلی کاپرولاکتون استفاده -کو-پلی لاکتید
و Pohlmann گردید. این پلیمرها طبق تحقیق

همکارانش بسیار تجزیه پذیرتر از سایر پلیمرها(نظیر 

آکریلات) بوده و اثر بخشی دارو را در بدن چندین برابر 
که  مطالعات نشان داده اند). 9(،دهند افزایش می

هاي  روي سلول بر Bسمیت داروي آمفوتریسین
پستانداران از طریق افزایش تشکیل منافذ موجود در 

این تحقیق نشان نتایج . )17(،باشد ها می سلولغشاء 
هاي تهیه شده حاوي  دهد که نانوکپسول می

اثر همولیزي این  به مقدار چشمگیري از Bآمفوتریسین
هاي قرمز(به عنوان نماینده  روي گلبول رـــب دارو

هاي بدن انسان) در مقایسه با فرم آزاد  سلول
این نتیجه منطبق بر . نماید جلوگیري می Bآمفوتریسین

باشد که گزارش نمودند  و همکارانش می Jungمشاهده 
به نام  Bامل آمفوتریسینـــــح ذرات نانو نوعی

LNP-AmB یسیندر مقایسه با آمفوترB  به فرم آزاد
هاي  و سلول هاي قرمز سمیت کمتري برروي گلبول
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 وPestana طبق تحقیقات . )14(،دارد کلیوي انسان
Amaral  اثر همولیزي آمفوتریسینB  بر روي

هاي قرمز ناشی از هم بر کُنش این دارو با  ولـــگلب
ها می باشد و  کلسترول موجود در غشا این سلول

ها این  در نانوکپسول Bن محصور شدن آمفوتریسی
 به میزان بالاتداخل را از بین برده و مقدار همولیز را 

  ). 2،10(،اهش می دهدــک
هاي تهیه شده در  مطالعه ضد قارچی نانوکپسول

 Bبندي آمفوتریسین نشان داد که بسته in vitroشرایط 
در این فرمولاسیون نه تنها اثر ضد قارچی داروي 

تقویت می  نیز راآن  بلکه اثر ،کند  ینم مذکور را کم
درصد  50به میزان  MICمقدار  که گونهبدین ، نماید

دست ه نتایج بطبق  ،این امر کاهش نشان می دهد.
تواند ناشی از عواملی مانند  می ،تحقیقاتآمده از سایر 

هاي  در اطراف سلول Bافزایش غلظت آمفوتریسین
این  به Bارچی و نیز افزایش ورود آمفوتریسینـــق

از محصور  مورد ذکر شدهکه هر دو  ،باشدها  سلول
. )10،18(،است شدن دارو در لایه پلیمري منشاء گرفته

نیز  Moghimiو  Clemonsاین یافته در مطالعه 
که طی تحقیقات انجام گرفته  طوريه اثبات گردیده، ب

میزان اثر بخشی(کاهش  ،توسط محققان مذکور
یه شده حاوي هاي ته ) نانوپارتیکلMICمقدار

درصد کاهش یافته  45و  25به ترتیب  Bآمفوتریسین 
هاي تهیه شده  نانوکپسول MICکاهش  ).7،17(،است

 طور که به فرم آزاد همان Bدر مقایسه با آمفوتریسین
Lemke  وTakemoto  حاوي  ذراتنانودر مورد

  ، )19،20(،اند گزارش نموده Bآمفوتریسین
  ي تهیه ها انوکپسولتواند گویاي این باشد که ن می

  

 رم آزاد داروـــت سمیت کمتر نسبت به فـــبه عل شده
درمان به عنوان گزینه اي مناسب جهت  می توانند

ا کاندید هاي ناشی از هاي قارچی نظیر عفونت عفونت
اثرات  ،در این تحقیق. ردندــــــآلبیکانس استفاده گ 

 inهاي تهیه شده در شرایط  ضد قارچی نانوکپسول

vitro  بر روي سوش استاندارد قارچ کاندیدآلبیکانس
نشان از کارایی بالاي آن در مقایسه با فرم آزاد دارو 

هاي تهیه شده(در  از نانوکپسول ترز کموداشت، زیرا د
 را ) رشد قارچ مذکورBمقایسه با فرم آزاد آمفوتریسین

و همکارانش  Otsuboمحققی به نام . دنمومتوقف 
هاي تهیه شده حاوي  انوپارتیکلگزارش نمودند که ن

 in vitroدر شرایط  ٧١٨-NSبه نام  Bآمفوتریسین
کارایی بیشتري نسبت به فرم آزاد داروي مذکور در 

 Cryptococcus neoformansقارچ  نابود ساختن
  . )21(،دارند

ام شده نشان داد که ــــمطالعه انج ،در نهایت
اي تهیه شده ــــه ولــــــــــنانوکپس

 یرمولاسیونـــــــوان فــــــد به عننوانــــــت می
براي  Bوتریسینـــــداروي آمف در تهیه مناسب

ی مورد ـــــــان بیماران قارچــــــــدرم
اسب ــــمن یاده قرار گیرد، زیرا تعادلــــــاستف

ارچی ـــــــــــکارایی ضد ق ت وــــــین سمیــــب
  . ود داردـــــــآن وج

  گزاري سپاس
 محترم این طرح تحقیقاتی با حمایت مالی معاونت

ژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی واحد بروجرد ــــــپ
ه از ـــــدین وسیلـــــ. بردیده استـــــــانجام گ

  دردانی به عمل می آید.ــــــتشکر و ق زحمات ایشان
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Abstract 

 
Introduction: Amphotericin B (AmB) is 
an ancient antifungal drug as well as a 
proper treatment for systemic fungal 
infection. Unfortunately, this antibiotic has 
shown some side effects such as 
nephrotoxicity. Therefore, some new AmB 
formulations are, nowadays, prepared to 
reduceits toxicity and increase effectiveness 
of this drug. 
 
Materials & Methods: AmB 
nanocapsules were prepared from polymers 
such as poly D,L-lactide-co-glycolide by 
means of a solvent displacement technique. 
Then, the dried nanocapsules were prepared 
using SiO2 and entrapment efficacy of 
AmB was measured by spectrophotometry 
technique. Also, the MICs of these 
nanocapsules to Candida albicans (ATCC 
90028) was determined using microdilution 
method. Then, in vitro toxicity (haemolysis) 

of AmB- loaded nanocapsules was 
determined on human red blood cells. 
 

Findings: The data showed that AmB 
entrapment efficacy of nanocapsules was 
75% ± 0,13.  The MICs of AmB-loaded 
nanocapsules against the tested Candida 
albicans were significantly reduced, 
compared to that of the free antibiotic. 
Also, the AmB-loaded nanocapsules found 
to be 5,89 times less toxic than free AmB on 
human red blood cells.  
 
Discussion & Conclusion: The results 
suggest that the prepared AmB-loaded 
nanocapsules in this research can be an 
appropriate delivery system for AmB to be 
used in the treatment of fungal infections.  
 
Keywords: amphotricin B, nanocapsule, 
Candida albicans, entrapment efficacy  
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