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Abstract 
 

Background and purpose: In the last step of preparation of nanoparticles, glutaraldehyde (GA) is added to 

stabilize the formed nanoparticles. There are several reports indicating the harmful effects of glutaraldehyde on 

different organ systems and tissues. The aim of this study was to evaluate the effects of different cross-linking 

methods like using ultraviolet (UV) irradiation, glucose and combination of these methods on nanoparticles. 

Materials and methods: Nanoparticles were prepared by desolvation method and in the last step were cross-

linked by four different methods. Nanoparticles were compared with each other based on properties like size, zeta 

potential [by Photon correlation spectroscopy (PCS)], Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), scanning 

electron micrograph, cellular uptake and toxicity. 

Results: All nanoparticles had the same range of size (100-200 nm) and only the zetapotential of UV treated 

group had significant difference with glutaraldehyde group. The results of scanning electron micrograph and FTIR 

assay were the same for all groups. Cross-linking by combination of UV and glucose had less toxic effects and more 

viable cells (76.59 ± 7.67 percent) compared to glutaraldehyde (40.08 ± 6.60 percent) (P < 0.01). Cellular uptake of 

nanoparticles cross-linked with UV and glucose and glutaraldehyde showed similar results. 

Conclusion: These findings support the idea that using combination of UV and glucose as cross-linking 

method can be an appropriate alternative method for toxic glutaraldehyde with less toxic effects. 
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هاي اتصال  استفاده از گلوكز و اشعه فرابنفش به عنوان روش بررسي
   بر خواص نانوذرات آلبومين متقاطع

  1راضيه محمود زاده
  2نژاد حسن نيك

  چكيده
نانوذرات تـازه شـكل گرفتـه اضـافه      به استحكامجهت  گلوتارآلدئيد ،سازي نانوذرات آلبومين در مرحله آخر آماده :هدفسابقه و 

هـاي   ثيرات روشأبررسي ت ـ ،هدف اين مطالعه .ثيرات نامطلوب گلوتارآلدئيد بر بافت زنده وجود داردأمتعددي از ت هاي گزارش. شود مي
  .بودگلوكز و تركيب اين دو روش ، مانند تابش اشعه فرابنفش اتصال متقاطع جايگزين

و در مرحلـه   ندتهيه شـد ) Desolvation(زدايي  لنانوذرات آلبومين به روش محلودر مطالعه آزمايشگاهي حاضر  :ها مواد و روش
ذرات بـه  . اتصال متقاطع انجام شـد  آخر توسط چهار روش گلوتارآلدئيد، تابش اشعه فرابنفش، گلوكز و تركيب اشعه فرابنفش و گلوكز

خـواص سـطحي    ،)Fourier transform infrared spectroscopy( FTIR  طيـف  ،)Zeta( و پتانسيل زتـا  دست آمده از لحاظ اندازه
  .ها با هم مقايسه شدند ، برداشت سلولي و ميزان سميت براي سلول)به وسيله ميكروسكوپ الكتروني روبشي(ذرات 

بـا اشـعه    داراي اتصـال متقـاطع   و تنهـا پتانسـيل زتـا نـانوذرات    ) نـانومتر  100-200(ها مشابه بـود   اندازه ذرات در تمام گروه :ها يافته
 FTIR طيـف  خواص ظاهري و نتايج. نشان داد ي رادار يبا گلوتارآلدئيد تفاوت معنداراي اتصال متقاطع  انوذراتدر مقايسه با ن فرابنفش

   فـرابنفش اشـعه   بـه همـراه  بـه وسـيله گلـوكز     اتصـال متقـاطع  هاي طبيعـي در گـروه    ميزان سميت براي سلول. گروه مشابه بود در هر چهار
ميزان برداشت سلولي نيز تنها در . بود) درصد 08/40 ± 60/6( شده با گلوتارآلدئيداتصال متقاطع كمتر از گروه ) درصد 59/76 ± 67/7(

 .فرابنفش مشابه بود به همراه اشعه توسط گلوتارآلدئيد و گلوكزداراي اتصال متقاطع دو گروه 

تواند روش جايگزين  اشعه فرابنفش مي وز نانوذرات آلبومين توسط گلوكاتصال متقاطع نتايج اين مطالعه از اين فرضيه كه  :استنتاج
 .نمايد حمايت مي ،مناسب با سميت كمتر براي گلوتارآلدئيد سمي باشد

  
  گلوتارآلدئيد، اشعه فرابنفش، گلوكز ،اتصال متقاطع آلبومين، نانوذرات،: واژه هاي كليدي

  
 مقدمه

هـاي دارورسـاني    هـاي زيـادي بـراي پيشـبرد سيسـتم      تلاش
گيرد كه در نهايت بتواند اثربخشـي داروهـا را بهتـر     صورت مي

مطالعات زيادي انجام شـده  به اين هدف  شدنبراي نايل . نمايد
ــت  ــانوذرات   اس ــتفاده از ن ــامل اس ــه ش ــوزوم ،)1(ك ــا  ليپ  ،)2(ه

ــدريمرها  ــل ،)3(دنـ ــا   ميسـ ــه )4(هـ ــي   نانولولـ ــاي كربنـ  ،)5(هـ
در . باشـد  مـي  )7(و ذرات كوانتومي  )6(هاي مولكولي  كونژوگه

نــانوذرات انتخــاب بهتــري بــه نظــر  ،هــاي دارويــي ميــان حامــل
ذرات از تخريب مواد دارويـي جلـوگيري   اين  چرا كه ؛دنآي مي
عـلاوه بـر   . دنبخش ـ ها به سلول را بهبـود مـي   و ورود آن كنند مي

اين، اين ذرات امكان رساندن داروهاي غير محلـول در آب بـه   
نانوذرات در مقايسه بـا  . دننماي پذير مي امكان هدف مورد نظر را

محـل و  تر بـه   هاي دارويي، توانايي دارورساني دقيق ساير حامل
دسـت  ه نانوذرات از مواد مختلف ب. )8( بافت مورد نظر را دارند

رسد استفاده از مواد طبيعي مانند آلبـومين   آيند كه به نظر مي مي
  . )9(سرم فوايد بيشتري دارد 

گـرم   35-50(باشد  ترين پروتئين پلاسما مي آلبومين فراوان
رد استفاده كه به عنوان حامل دارو در چندين مطالعه مو) بر ليتر

نانوذرات آلبومين بدون هيچ عارضـه خاصـي   . قرار گرفته است
توسط چنـد مطالعـه كلينيكـي ثابـت      اين امر شوند كه تحمل مي



  
 و همكار راضيه محمود زاده  

  
 

  59  1392 اسفند، 110دوره بيست و سوم، شماره   مجله دانشگاه علوم پزشكي مازندران

 پژوهشي

ايـن ذرات فاقـد سـميت و ايمونوژنيسـيتي     . )10، 11(شـده اسـت   
. نمايـد  مناسبي براي دارورساني مـي  داوطلبها را  هستند كه آن

هاي دارورساني در بـدن بـا دو    عنوان سيستمه توزيع نانوذرات ب
شود كه شـامل انـدازه    خصوصيت فيزيكي و شيميايي كنترل مي

توليـد نـانوذرات   . )12(باشد  ذره و خصوصيت سطحي ذرات مي
 عـلاوه بـر ايـن،   . باشـد  پـذير مـي   آلبومين با اندازه مناسب امكان
هاي عملكـردي بـر سـطح خـود      نانوذرات آلبومين داراي گروه

ــان    ــه امك ــتند ك ــه آن   هس ــا را ب ــي داروه ــال كوالانس ــا  اتص   ه
هـاي   گـروه  ،هـاي ليـزين   ها شامل آمين اين گروه. )13( دهند مي

ــروه    ــيد و گ ــك اس ــپاراژيك و گلوتامي ــيل آس ــاي  كربوكس ه
روش متفاوت  سهتا به حال  .)14(باشد  هيدروكسيل تيروزين مي

سازي نانوذرات بر پايه آلبومين معرفي شده است كه  براي آماده
ــول شــامل  ــي  تشــكيل امولســيون، محل  و) Desolvation(زداي

. باشــد مــي) Coacervation( جــدايش فــازي در محلــول آبــي
زدايـي تهيـه    نانوذرات آلبومين به طور معمـول بـا روش محلـول   

استون يا اتانول قطره قطـره   ماننداي  در اين روش ماده. شوند مي
ادامه  و در شود مياضافه  pH=  7-9 به محلول آبي آلبومين در

ــد   ــا گلوتارآلدئي ــام  ب ــاطع انج ــال متق ــياتص ــرد م . )14، 15(د گ
و تثبيــت اتصــال متقــاطع گلوتارآلدئيــد بــه طــور معمــول بــراي 
  . )16(رود  نانوذرات حاصل از آلبومين به كار مي

سازي نانوذرات به  اساسي در آماده اي مرحله اتصال متقاطع
دارو از  رود كـه زيسـت دسـتيابي و ميـزان آزاد شـدن      شمار مي

البته سميت گلوتارآلدئيد و . )4(نمايد  سيستم حامل را تعيين مي
 احتمال واكنش اين ماده با دارو و حامل آن، اين ماده را به يك

 چرا كه ؛نامطلوب تبديل كرده استايجاد كننده اتصال متقاطع 
ثير أتواند بر فعاليت و اثربخشـي داروهـا نيـز ت ـ    گلوتارآلدئيد مي

ايجـاد اتصـال متقـاطع     چنـدين روش ديگـر بـراي   . )17(بگذارد 
توانـد جـايگزين احتمـالي گلوتارآلدئيـد      كـه مـي   استموجود 
شـامل خشـك كـردن،    اتصال متقـاطع  هاي فيزيكي  روش. باشد

هاي شـيميايي شـامل    روش. باشد گرما دادن و اشعه فرابنفش مي
توانـد روش جـايگزين ديگـري باشـد      استفاده از گلوكز نيز مـي 

هـايي   ينئبـر روي پـروت   تـر  پـيش هاي ذكر شده  م روشتما. )18(
اشعه فرابنفش  ها در اين آزمايش. اند مانند كلاژن آزمايش شده

و بـر درصـد نهـايي     دهـد  مـي قدرت كششي پروتئين را افزايش 
نتيجه نهـايي بـه شـدت    . ردثير داأافزايش طول فيبرهاي كلاژن ت

بـه   ؛ردبه مدت زمان در معـرض تـابش قـرار گـرفتن بسـتگي دا     
تـر اشـعه بـه پـروتئين اثـرات مخـرب        طوري كه تابيدن طـولاني 

همراهي گلـوكز بـا اشـعه     در آزمايش ديگري. )19( داشته است
بـا  . )20( هاي كلاژن را افزايش داد فرابنفش ميزان استحكام فيلم

توجه به مطالـب ذكـر شـده، در ايـن روش نـانوذرات آلبـومين       
زمـان   و هـم  نـد مودتوليد شده خـواص فيزيكـي لازم را حفـظ ن   

در صورت استفاده  .هاي زنده داشتند سميت كمتري براي سلول
از اين نانوذرات در مواردي چون سيستم دارورساني، با حـذف  

هــاي زنــده تحميــل  ســميت از ذرات آســيب كمتــري بــه ســلول
بررســي نتــايج حاصــل از  ،هــدف از ايــن مطالعــه. خواهــد شــد

اهـي ايـن دو روش بـه    استفاده از اشعه فرابنفش، گلـوكز و همر 
بـود و نتـايج بـا     نـانوذرات آلبـومين  اتصال دهنده متقاطع عنوان 

مـاده سـمي گلوتارآلدئيـد     اتصال متقاطع با نانوذرات حاصل از
  . مقايسه شد

  

  ها مواد و روش
سـرم   آلبـومين اين مطالعه از نوع آزمايشگاهي بود كـه در آن  

 شــركتو گلوتارآلدئيــد از ) درصــد 96- 99خلــوص بــا (گــاوي 
Sigma-Aldrich  ــد ــداري ش ــميت در  . خري ــايش س ــراي آزم ب

هـاي   تليال پرده آمنيـون از سـزارين   هاي اپي سلول تن، شرايط برون
 HeLaهاي  بررسي ميزان برداشت سلولي، سلول جهت و گزينشي

ــه شــدند    ــتيتو پاســتور تهي  IRPM، 12F/DMEM 1640 .از انس
)Dulbecco's modified eagle's medium( ســــرم  و  

ــاوي   ــين گــ   از  )FBSيــــا  Fetal bovine serum(جنــ
GIBCO Invitrogen  و)MTT (diphenyl tetrazolium 

bromide -5 ،2 -)yl -2 -Dimethylthiazol 4,5( -3، 
)DMSO (Dimethylsulfoxide  ــدرمال ــد اپيـ ــاكتور رشـ  و فـ
)Epidermal Growth Factor  ياEGF ( ازSigma-Aldrich 

  .تهيه شدند
و  Langer توسـط  تـر  پـيش نانوذرات آلبومين به روشي كـه  

بـه طـور خلاصـه    ). 15( گرديـد تهيه  ،همكاران توصيف شده بود
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  كلريـد سـديم    ليتـر محلـول   ميلـي  2گرم از آلبـومين در   ميلي 150
سپس محلـول  . رسيد 2/8برابر با  pH حل شد و بهميلي مولار  10

حـل كننـده اتـانول در    ليتـر از مـاده    ميلـي  8با اضافه شدن پيوسـته  
بـه نـانوذرات   ) دور در دقيقـه  500(دماي اتاق و در حال هم زدن 

  اضـافه شــدن اتـانول توسـط پمـپ ســرنگ    . آلبـومين تبـديل شـد   
)Model SP-500, JMS Co., LTD; Japan(  صــورت

ليتر  به وسيله اين پمپ سرعت اضافه شدن اتانول يك ميلي. گرفت
در آب بـه  درصـد   8يند، گلوتارآلدئيد ابعد از اين فر. در دقيقه بود

ايـن رونـد   . ذرات صورت گيرداتصال متقاطع محلول اضافه شد تا 
   .ساعت چرخش محلول تكميل گرديد 24در طي 

هـاي مـورد آزمـايش تـا      روش شرح داده شده در ساير گـروه 
مشـابه  ايجاد كننده اتصـال متقـاطع    مرحله قبل از اضافه كردن ماده

دقيقه در اتاقك حاوي  30گروه دوم به مدت  در مرحله آخر، .بود
فاصـله  . قرار داده شد) نانومتر 254طول موج (لامپ اشعه فرابنفش 

اتصـال   گـروه سـوم  در  .متـر بـود   سـانتي  10نمونـه  بين منبع اشعه و 
در گـروه چهـارم   . گرديـد انجـام  ميلي مـولار گلـوكز    6با  متقاطع

يكسان بود و ايـن   مدت زمان تابيدن اشعه فرابنفش و مقدار گلوكز
 .زمـان اسـتفاده گرديدنـد    هـم  اتصال متقاطع دهنده به طوردو ماده 

 PCS ميانگين اندازه نانوذرات و پتانسيل زتا ذرات توسط دسـتگاه 
)Photon correlation spectroscopy (و ميكروالكتروفورزيس 

 )Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK( با استفاده از
3000 Malvern zetasizer هـا بـه نسـبت     نمونه. آمد به دست
درجـه   25هـا در دمـاي    و انـدازه  ندبا آب مقطر رقيـق شـد   1:400
بـراي  . درجه بـه دسـت آمدنـد    90گراد و زاويه پراكندگي  سانتي

 SEM(تعيين شكل نانوذرات از ميكروسكوپ الكتروني روبشـي  
طيــف  .اســتفاده شــد) Scanning electron microscope يــا

FTIR )Fourier transform infrared spectroscopy(  در
هـا   نمونـه . گرديـد گيـري   اندازه MB BOMEM 102دستگاه 

درصـد   5/1در محلـول آبـي    FTIR طيـف  گيـري  براي انـدازه 
. حـل شـدند  مـولار   pH (NaCl 1/0=  2/7( فسفات شامل بافر

ــف  ــتفاده از   ) IR )Infraredطي ــا اس ــه ب ــيلم هيدرات ــر روي ف ب
AgBr windows  1 با رزلوشـن-cm 4-2 اسـكن   100-500 و

  .به دست آمد

   2 × 104 خانـه بـا تـراكم    24هـاي   در پليـت  HeLaهاي  سلول
درصـد   5و  گـراد  درجـه سـانتي   37 سلول در هر چاهك در دماي

بيوتيك  آنتي. كشت داده شدند RPMI 1640 دراكسيدكربن  دي
 سرم حيواني و) استرپتومايسين - سيلين ليتر پني واحد در ميلي 100(
)FBS(  هـا   سپس سلول. روز به محيط كشت اضافه شد 2به مدت

سـاعت   4با نانوذرات كونژوگه شده با مواد فلوئورسنت بـه مـدت   
انكوبـه   اكسـيدكربن  درصد دي 5 گراد و درجه سانتي 37 دمايدر 

به آرامي بـا محلـول    HeLaهاي  سلول ،براي تصويربرداري. شدند
دو  )Phosphate buffered saline يا PBS( بافر فسفات سالين

بـه مـدت    درصد 4 نهايت در فرمالدئيددر بار شستشو داده شدند و 
 FITCنـــانوذرات كونژوگـــه شـــده بـــا  .شـــدند ثابـــتدقيقـــه  5
)Fluorescein isothiocyanate(  ــه مـــدت ــاعت در  4بـ سـ

هاي حـاوي   سپس پليت. هاي سرطاني قرار گرفتند معرض سلول
دو و چهـار سـاعت   . شستشـو داده شـدند   PBSسلول سه بار بـا  

هـاي سـرطاني    پس از انكوباسيون با نانوذرات آلبومين از سـلول 
در هر چاهك پليت، هشت ميدان ديد اتفاقي . عكس گرفته شد
ــراي  از ميكروســكوپ معكــوسانتخــاب شــد و  فلوئورســنت ب

  .برداري استفاده گرديد عكس
ني بعــد از تليــال آمنيــوني از جفــت تــازه انســا هــاي اپــي ســلول

 تـر  پـيش ريزي شده به روشي كـه   هاي سزارين از قبل برنامه زايمان
هـا بـا    سپس ايـن سـلول  . )21، 22(به دست آمدند  ،توضيح داده شد

كلاژن نوع يك در هر چاهك پوشش داده شده با  5 × 104 تراكم
)CollaNik I, YavandanAndisheh Co.(   قـرار داده شـدند .

   گـراد و  درجه سـانتي  37 دمايساعت در  24ها به مدت  اين سلول
غنـي شـده بـا     12F/DMEM در محيط اكسيدكربن درصد دي 5

   هــا بــا  ســپس ايــن ســلول  . قــرار داده شــدند  FBS درصــد 10
ها با  سلول. از نانوذرات، يك شب انكوبه گرديدند ميكروليتر 250

ــتفاده از  ــا pH در PBSاسـ ــر بـ ــدند 4/7 برابـ ــو داده شـ  و شستشـ
قـرار   شـاهد هايي كه حاوي نانوذرات نبودند به عنوان گـروه   سلول

ــزان ســميت، . گرفتنــد ــين مي ــراي تعي ــر از محلــول  100 ب   ميكروليت
بـه هـر چاهـك اضـافه شـد و بـه        MTT) ليتر گرم بر ميلي ميلي 5(

 هاي فورمازان توسط سپس كريستال. ساعت انكوبه گرديد 4مدت 
سـپس جـذب   . حـل گرديـد   در دماي اتاق DMSOاز  ليتر ميلي 1
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  در  )CE7500, Cecil, UK( نــوري توســط اســپكتروفتومتر  
فقط حـاوي محـيط   (چاهك بلانك . گيري شد اندازه نانومتر 570

هاي زنده و قابـل   ميزان سلول. براي تنظيم صفر استفاده شد) كشت
  :رشد از فرمول ذيل محاسبه گرديد

) = تيمـار جذب نوري گروه /شاهد جذب نوري گروه ( × 100
  هاي زنده درصد سلول

در عدم حضـور نـانوذرات و جـذب     شاهدجذب نوري گروه 
  .گيري شدند نوري گروه تيمار در حضور نانوذرات اندازه

  

  يآمار تحليل
بـراي  . بيـان شـد  انحراف معيـار   ±ميانگين نتايج به صورت 

) ANOVA )Tukey post-testهـا آزمـون    مقايسه بين گروه
 05/0هايي كه مقادير كمتر از  تفاوت. گرفتقرار استفاده مورد 

  .دار تلقي گرديد داشتند، معني
  

  ها يافته
در جـدول   PCS نتايج ميانگين اندازه ذرات توسط دستگاه

 گلـوكز داراي اتصال متقـاطع بـا    ذرات .نشان داده شد 1شماره 
نـانوذراتي كـه   ،  داراي بيشترين ميانگين قطر بودند و پـس از آن 

و ســپس  شــده بودنــد اتصــال متقــاطعبــه وســيله گلوتارآلدئيــد 
زمـان   نانوذراتي كه به وسيله گلوكز و اشعه فرابنفش به طور هـم 

 نـانوذراتي در نهايت نيز . ، قرار داشتندشده بودند اتصال متقاطع
هـيچ تفـاوت   . داشـتند  اتصال متقـاطع كه با اشعه فرابنفش  بودند
مختلف از لحاظ انـدازه ذرات و  هاي  دار آماري بين گروه يمعن

هاي حاصل از  در عكس. ها مشاهده نشد شاخص پراكندگي آن
ميكروسكوپ الكتروني نيز نانوذرات ظاهر كروي و يكسـان از  

  ).1 تصوير شماره(لحاظ توزيع اندازه داشتند 
تفـاوت  شود،  مشاهده مي 1همان طور كه در جدول شماره 

شده بـا اشـعه   اتصال متقاطع  داري در پتانسيل زتا نانوذرات يمعن
 شده با گلوتارآلدئيداتصال متقاطع فرابنفش در مقايسه با ذرات 

دار ديگـــري بـــين  يتفـــاوت معنـــ ).P > 01/0( مشـــاهده شـــد
شده با گلوتارآلدئيد، گلوكز و گلوكز اتصال متقاطع هاي  گروه

  .فرابنفش ديده نشد اشعه و
محدوده جذب نواحي واجد گـروه آميـد در    1نمودار شماره 
 مشـخص  به طور كاملكه در شكل  چنان. دهد آلبومين را نشان مي
در هر چهار گروه مـورد آزمـايش    IIو آميد  Iاست، نواحي آميد 

وجود دارد كه ايـن يافتـه بيـانگر عـدم تغييـر سـاختاري نـانوذرات        
  .باشد هاي مختلف مي شده با روشاتصال متقاطع 

  
  زتا نانوذرات يلمتقاطع بر پتانس اتصالمختلف  يها روش يرثأو ت متقاطع اتصالمختلف  يها شده با روش يهته ينقطر نانوذرات آلبوم يانگينم: 1جدول شماره 

  )نانومتر( خطاي استاندارد ± ميانگين قطر  پراكندگيشاخص  )ميلي ولت(خطاي استاندارد±پتانسيل زتا  ماده ايجاد كننده اتصال متقاطع
  7/141 ± 9/22  032/0 ± 018/0 -5/32±5/3 گلوتارآدئيد

  9/134 ± 6/24  030/0 ± 026/0 -9/24±2/3 فرابنفشاشعه
  6/144 ± 2/27  033/0 ± 026/0 -1/30±5/1 گلوكز
  2/140 ± 1/20  034/0 ± 022/0 -4/32±8/2 فرابنفشبه همراه اشعه گلوكز
  باشد يمستقل م يشآزما 6در  )n=  4( ، حاصل از چهار تكراريجنتا؛ مختلف از نظر اندازه مشاهده نشد يها گروه ينب يدار آمار يتفاوت معن

  

  
  يننانوذرات آلبومي روبش يالكترون يكروسكوپم يرتصاو: 1 شماره تصوير

  اند شدهمقاطع  اتصال) B(اشعه فرابنفش  + گلوكز يا )A(يد در مرحله آخر نانوذرات با گلوتارآلدئ
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  متقاطع اتصالمختلف  يها آماده شده با روش يننانوذرات آلبوم) FTIR )Fourier transform infrared spectroscopy  يج طيفنتا: 1 نمودار شماره

  بود يكسان IIو  I يديآم يها مختلف از نظر وجود گروه يها گروه يجنتا
 

هاي  سميت گروه 2نمودار شماره نتايج نشان داده شده در 
بـا   داراي اتصـال متقـاطع   نـانوذرات . دهـد  مختلف را نشان مي

شده با گلوكز، براي  اتصال متقاطعاشعه فرابنفش و نانوذرات 
ــلول ــتند  س ــميت داش ــا س  ــ. ه ــتلاف معن درصــد  داري در ياخ
هـاي مختلـف    مواجهه بـا نـانوذرات گـروه    هاي زنده در سلول

اتصـال متقـاطع   هاي در معـرض نـانوذرات    سلول. مشاهده شد
ــا اشــعه فــرابن ــا شــده ب فش و در معــرض گلــوكز در مقايســه ب

ــلول ــانوذرات   س ــرض ن ــاي در مع ــاطع  ه ــا  اتصــال متق ــده ب ش
صـورت    هاشـعه فـرابنفش ب ـ  به همـراه   گلوتارآلدئيد و گلوكز

نــد هــاي زنــده را نشــان داد داري كــاهش درصــد ســلول يمعنــ
)01/0 < P.( ــانوذرات   ســلول اتصــال هــايي كــه در معــرض ن

اشـعه فـرابنفش قـرار داشـتند،     به همراه  شده با گلوكز متقاطع
البتـه درصـد   . دارا بودنـد هـاي زنـده را    بيشترين درصد سـلول 

شده بـا گلوتارآلدئيـد    اتصال متقاطعهاي زنده در گروه  سلول
اشعه به همراه  شده با گلوكزاتصال متقاطع در مقايسه با گروه 

  ).P > 01/0( داري كاهش يافته بود يطور معنه فرابنفش ب
سـي توانـايي نقـش نـانوذرات در دارورسـاني،      به منظور برر

سـرطاني   هـاي  ميزان برداشت سـلولي ايـن ذرات توسـط سـلول    
HeLa  پــس از . مــورد آزمــون قــرار گرفــتســاعت  4در طــي

هاي مختلف به  گروه فلورسنت ها با نانوذرات انكوباسيون سلول

داراي هـايي كـه در معـرض نـانوذرات      سـاعت، سـلول   2مدت 
اشـعه فـرابنفش قـرار داشـتند،     به همـراه   وكزبا گل اتصال متقاطع

هـاي   كـه سـلول   حـال آن  ،برداشت كافي سيتوپلاسـمي داشـتند  
بـا گلوتارآلدئيـد   داراي اتصـال متقـاطع   انكوبه شده با نانوذرات 

در مدت زمان يكسان و شرايط يكسان برداشت بسـيار كمتـري   
هاي فلورسنت بيشتر در غشاي  كه سيگنال طوريه ب ؛نشان دادند

قابل مشاهده بود و داخل سيتوپلاسـم بسـيار    ي سرطانيها سلول
بعـد از  ). A-D هـاي  ، قسـمت 2تصوير شـماره  ( يافت شدكمتر 

هـاي   ها در گروه ساعت، برداشت سيتوپلاسمي سلول 4گذشت 
اشـعه فـرابنفش و گلوتارآلدئيـد    به همـراه   انكوبه شده با گلوكز

ــاهده گرديــد   ). Dو  Bهــاي  ، قســمت2تصــوير شــماره  (مش
بـا  داراي اتصـال متقـاطع   هايي كـه در معـرض نـانوذرات     سلول

با اشـعه فـرابنفش قـرار     داراي اتصال متقاطعگلوكز و نانوذرات 
را ساعت، برداشت سلولي بسيار كمـي   4داشتند بعد از گذشت 

كـه بيـانگر    MTTكه اين مشاهده بـا نتـايج آزمـون     نشان دادند
هـا بـود،    ايـن گـروه   هاي زنده در مواجهه با درصد اندك سلول

توانـد دليلـي بـر برداشـت كمتـر       اين يافته مـي . همخواني داشت
اتصال متقـاطع  هاي در معرض نانوذرات  نانوذرات توسط سلول

شده با اشـعه   اتصال متقاطعشده با گلوكز به تنهايي و نانوذرات 
  ).Fو  Eهاي  ، قسمت2تصوير شماره (فرابنفش به تنهايي باشد 

   

1000                                             2000                                               3000                                              4000 
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  مختلف يها شده با روش متقاطع اتصالها پس از مواجهه با نانوذرات  سلول ياتح يتقابل: 2 شماره نمودار

  در ) n=  4(حاصل از چهار تكرار  يج،نتا. شده با گلوكز به همراه اشعه فرابنفش قرار داشتند متقاطع اتصالكه در معرض نانوذرات  بود ييها درصد زنده ماندن مربوط به سلول يشترينب
  )**P > 01/0( باشد يمستقل م يشآزما 6

  

  
  مختلف يها شده با روش متقاطع اتصال يننانوذرات آلبوم يبرداشت سلول: 2 شماره تصوير

 نانوذرات). D(ساعت  4اشعه فرابنفش پس از  همراه بهو گلوكز ) C(ساعت  2اشعه فرابنفش پس از  همراه به، گلوكز )B(ساعت  4پس از  يد، گلوتارآلدئ)A(ساعت  2پس از  يدگلوتارآلدئ
 در ؛)B قسمت( شود مي ديده نيز سيتوپلاسم در ساعت 4 از بعد و) A قسمت( شده مشاهده سرطاني هاي سلول غشاي در فقط ساعت 2 از بعد گلوتاآلدئيد با متقاطع اتصالات داراي آلبومين
 ييبه تنهااشعه فرابنفش . شود مي ديده نيز اول ساعت 2 عرض در نانوذرات برداشت) C قسمت( بود شده انجام متقاطع اتصالاشعه فرابنفش  همراه بهگلوكز  با كه هايي نمونه در كه حالي

 نتيجه در و زنده هاي سلول تعداد كاهش باعث ييگلوكز به تنها و يياشعه فرابنفش به تنها شود، مي ديده F و E يها قسمت در كه طور همان). Fقسمت ( ييگلوكز به تنها و) Eقسمت (
  )Scale bar=  ميكرومتر 100( گردد مي نيز سلولي برداشت كاهش

  

  بحث
و  زدايـي  سـازي نـانوذرات آلبـومين بـه روش محلـول      آماده

ذرات نــانو بــه روش شــيميايي توســط  ايجــاد اتصــالات متقــاطع

 Langerباشد كـه توسـط    مي يمتداول هاي گلوتارآلدئيد روش
و تـا امـروز    است ي تثبيت شدهيپس از تغييرات جز و همكاران

در ايــن روش گلوتارآلدئيــد در . )15( باشــد مــورد اســتفاده مــي

  گلوتار آلدئيد
  اشعه فرابنفش
  گلوكز

  گلوكز+ فرابنفش 

  ايجاد كننده اتصال متقاطع

ول 
 سل
ري

دگا
مان

(%)  
100 

75 

50 

25 
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و اضـافه  ايجاد كننده اتصـال متقـاطع    مرحله آخر به عنوان ماده
ــانول و    نشــان داده شــد كــه ســرعت و غلظــت اضــافه شــدن ات

باشد؛ به طـوري كـه تجمـع دوبـاره      گلوتارآلدئيد بسيار مهم مي
)Reaggregation (اد اتصـال متقـاطع بسـيار    ذرات قبل از ايج ـ

رنگ با بويي تنـد و   گلوتارآلدئيد مايعي بي. شود سريع ديده مي
اي در صـنعت و پزشـكي    باشد كه به صورت گسـترده  زننده مي

هـاي بـافتي و    كننده نمونـه  ثابتاين ماده به عنوان . كاربرد دارد
ايجاد كننـده اتصـالات متقـاطع     ميكروسكوپ الكتروني و ماده

  . )23( رود يميايي به كار ميمحصولات شدر 
ثيرات سـمي گلوتارآلدئيـد وجـود    أشواهد زيادي مبني بـر ت ـ 

 ــ. دارد ــترين ت ــامل    أبيش ــيميايي ش ــاده ش ــن م ــامطلوب اي ثيرات ن
، سوزش )Dermatitis(التهاب پوستي حساسيت پوستي منجر به 

 پژوهشـي . )24( باشـد  چشم و بيني همراه بـا آب ريـزش بينـي مـي    
هـاي مختلـف    هـا در رده  هـا و ژن  سميت گلوتارآلدئيد بـر سـلول  

نتـايج  . دادمـورد مطالعـه قـرار     را هـاي مـوش   سلولي و هپاتوسيت
اتصـال  حاصل از آزمايش، سمي بودن اين ماده را از طريق ايجاد 

ــاطع  ــروتمتق ــين پ و  )DNA )Deoxyribonucleic acid ينئب
تحقيــق ديگــري  در همچنــين. )25( ايجــاد موتاســيون نشــان داد

ــام    ــه ن ــورد اســتفاده در جراحــي ب ــاده دو ســاختاره م ســميت م
BioGlue -ه كه از تركيب آلبومين و گلوتارآلدئيد ساخته شد

مـورد   -رود و در درمـان دايسكشـن آئـورت بـه كـار مـي       است
اگرچه گلوتارآلدئيـد   ،اساس اين مطالعه بر. قرار گرفتبررسي 

كنـد، ولـي در عـين     اتصال قوي بين بافت و مواد را تضمين مـي 
استفاده از . ثيرات سمي به دنبال داردأحال آزاد شدن اين ماده ت

ريه و كبـد بـه    مانندهايي  مواد حاوي گلوتارآلدئيد كه در بافت
التهاب با شـدت   همچونثيرات نامطلوب جدي أت ،روند كار مي

  . )26( را در پي دارد يكنكروز توكس زياد، ادم و
كـه بـه    تصـميم بـر آن شـد    ذكـر شـده،   مستنداتبر اساس 

هــاي  ماننــد روشايجــاد اتصــال متقــاطع  هــاي جــايگزين روش
چنـد روش مختلـف   . شـود فيزيكي و ساير مواد شـيميايي فكـر   

شامل خشك كردن، گرمـا دادن و  اتصال متقاطع فيزيكي براي 
 ،هـاي فيزيكـي موجـود    در بين روش. اشعه فرابنفش وجود دارد

بــه نظــر  يثرترؤتــر و مــ اســتفاده از اشــعه فــرابنفش روش ســريع

چنــدين مــاده شــيميايي بــه جــز  ،عــلاوه بــر ايــن. )27( رســد مــي
تواند باعث ايجاد  گلوتارآلدئيد مانند گلوكز وجود دارد كه مي

در اين مطالعه اولين گروه نانوذرات پس از . شوداتصال متقاطع 
در معـرض اشـعه   اتصـال متقـاطع   سازي به منظـور   آمادهمراحل 

 طيـف  فرابنفش قرار گرفتند و از نظر اندازه ذرات، پتانسيل زتـا، 
FTIR  برداشــت ســلولي و ميــزان ســميت بــراي ســلول مــورد ،

شـده  اتصال متقاطع در مقايسه با نانوذرات . بررسي قرار گرفتند
ــا اشــعه فــرابنفش باعــث ت  ــا گلوتارآلدئيــد، مواجهــه ب غييــرات ب

در نتيجـه پتانسـيل زتـا ذرات بـه طـور       ،ين شدهئالكتريكي پروت
شده با گلوتارآلدئيد متفاوت اتصال متقاطع داري با ذرات  يمعن
هـا بـه طـور     علاوه بر اين، سميت ذرات جديد براي سـلول . بود
توانـد بـه دليـل آزاد شـدن      داري بيشتر بود كه اين يافته مي يمعن

برخــورد اشــعه فــرابنفش بــه هســته   هــاي آزاد بــر اثــر راديكــال
  آلانـــين  آمينواســـيدهاي آروماتيـــك ماننـــد تيـــروزين و فنيـــل

اتصـال  ثير أميزان برداشت سلولي ذرات نيـز تحـت ت ـ  . )28( باشد
با اشـعه فـرابنفش قـرار گرفـت و بعـد از گذشـت زمـان        متقاطع 

البتـه  . ها زنده بودنـد  از سلول درصد 10تنها حدود  ،انكوباسيون
با اين حـال   .مانده نيز برداشت كمي داشتند زنده باقي يها سلول

بـا فـرابنفش   داراي اتصـال متقـاطع   ذرات  FTIR طيف اندازه و
  .ها بود مشابه ساير گروه
اسـتفاده از گلـوكز    ،در اين مطالعهاتصال متقاطع روش ديگر 

شـده بـا گلـوكز    اتصـال متقـاطع   تمام پارامترهـاي نـانوذرات   . بود
ــانوذر ــدازه ن ــه جــز ( FTIR طيــف ات، پتانســيل زتــا وشــامل ان ب

اتصـال   مشابه با نانوذرات) ها برداشت سلولي و سميت براي سلول
اخـتلاف مشـاهده شـده در    . نـد شده بـا گلوتارآلدئيـد بود  متقاطع 

تواند ناشي از تغييرات اسـموتيك ايجـاد    ها مي سميت براي سلول
 شده در محيط كشت به دليل اضافه كردن گلوكز باشـد كـه ايـن   

اشـاره   تـر  پـيش طور كـه   همان. شود امر منجر به مرگ سلولي مي
علت مرگ ه تواند ب برداشت سلولي نانوذرات نيز مي كاهش ،شد

  . باشد شده با گلوكزاتصال متقاطع هاي  سلول
طـول مـوج   ( زمان با گلوكز و اشعه فـرابنفش  گروه آخر هم

داراي اتصــال  نــانوذرات. گرديــداتصــال متقــاطع ) نــانومتر 254
ــاطع  ــن روش متق ــه اي ــوب در    داراي ب ــوردنظر و مطل ــدازه م ان



  
 و همكار راضيه محمود زاده  
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 پتانسيل زتا ذرات حاصـل . بودند )نانومتر 200تا  100( محدوده
شـده بـا گلوتارآلدئيـد بـود و     اتصـال متقـاطع   مشابه گروه  شده

نتـايج  . تغييري در ساختار ذرات نشان نداد FTIR طيف مطالعه
 يين ـئكـه مـاتريكس پروت   ر اينمبني بتحقيقي حاصل با گزارش 

شـدن بـا گلـوكز و اشـعه فـرابنفش تغييـر       اتصال متقـاطع  هنگام 
ــود   ــدارد، همخــوان ب ــاختاري ن ــردن  . )29( س ــس از اضــافه ك پ

شـود كـه ايـن     قدرت و استحكام ماتريكس اضـافه مـي   ،گلوكز
 هـاي آزاد شـده بـر اثـر تـابش      مشاهده به اين يافته كه راديكـال 

هـاي خطـي    از طريـق ايجـاد مولكـول   فرابنفش بـا گلـوكز    اشعه
  ايجــاد كــرده اســت، نســبت داده    اتصــال متقــاطع  واكنشــي 

  . )29، 30(شود  مي
هاي كلاژني مشخص نمود كـه   بر روي فيلم يديگر  مطالعه
زمـان از گلـوكز و اشـعه فـرابنفش بـه طـور تجمعـي         استفاده هم

باعــث بهبــود عملكــرد مكــانيكي و مقاومــت آنزيمــي كــلاژن  
مكانيسـم مشـابهي در رونـد ايجـاد      دارد احتمـال . )30( شـود  مي

زمـان از   بين نانوذرات آلبومين هنگام استفاده هـم اتصال متقاطع 
يافته جالـب در ايـن روش   . افتدبيگلوكز و اشعه فرابنفش اتفاق 

باشـد كـه نشـان     هـا مـي   سميت كمتر اين نانوذرات بـراي سـلول  
ه ايـن روش  دهنده اين است كه نانوذرات آلبومين توليد شده ب ـ

تـر   بـا گلوتارآلدئيـد مطلـوب   داراي اتصال متقـاطع   از نانوذرات
همان طور كه ذكر شد، براي ايجاد اتصالات متقاطع در  .هستند

هـايي   اين مطالعه از روش استاندارد شناخته شده بـراي پـروتئين  
 Dunn و Ohanتـر توسـط    مانند كلاژن استفاده شد كـه پـيش  

  ن طـول مــوج اشـعه فــرابنفش   بنــابراي. )30(گـزارش شــده اسـت   

و غلظـت گلـوكز بـر اسـاس ايـن مقـالات تعيـين        ) نانومتر 254(
و ) محـدوده دور و نزديـك  (طول موج اشعه فـرابنفش  . گرديد

تواند در اندازه نانوذرات  غلظت گلوكز دو متغيري است كه مي
آلبومين و پتانسيل زتا مؤثر باشد و در مطالعات آينـده بايـد مـد    

  .نظر قرار گيرند
دهـد كـه    نتايج حاصل از اين مطالعه نشـان مـي  در مجموع، 
ه اشـعه فـرابنفش ب ـ   بـه همـراه   زمان از گلـوكز  روش استفاده هم

تـر   عنوان جايگزين ايمنه تواند ب كننده مياتصال متقاطع عنوان 
قـديمي بـا اسـتفاده از    اتصـال متقـاطع   تري براي روش  و مناسب

توليد شـده   نانوذرات آلبوميندر اين روش . گلوتارآلدئيد باشد
زمان سميت كمتري  و هم ندخواص فيزيكي لازم را حفظ نمود

بـا حـذف سـميت از ذرات و در     .هاي زنـده داشـتند   براي سلول
ــانوذرات در مــواردي ماننــد سيســتم   صــورت اســتفاده از ايــن ن

هاي زنـده تحميـل خواهـد     دارورساني، آسيب كمتري به سلول
انوذرات اتصال متقاطع شـده توسـط   براي بررسي عملكرد ن. شد

تـن نيـاز بـه     فـرابنفش بـه صـورت درون    گلوكز به همـراه اشـعه  
 .باشد مطالعات بيشتري در آينده مي

  

  سپاسگزاري
ــانوتكنولوژي     ــات ن ــا حمايــت مركــز تحقيق ــق ب ــن تحقي اي
پزشكي و مهندسي بافت دانشگاه علـوم پزشـكي شـهيد بهشـتي     

نامـه   قسـمتي از پايـان  ايـن مطالعـه حاصـل    . صورت گرفته است
  .باشد پزشكي عمومي خانم راضيه محمود زاده مي
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