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Hypothesis: In this work, hyaluronic acid-aloevera (HA-AV) nanoparticles 
were prepared by nanoprecipitation method. Both HA and AV have shown 
great biocompatibility potential as antibacterial agents. Also chemical 

crosslinking of these two materials by esterification reaction could change stability 
and biodegradability. Doxycycline was selected as a drug model and encapsulated by 
HA-AV nanoparticles. 
Methods: Aloevera powder was prepared from the plant leaf and characterized by 
FTIR and NMR. The synthesis of HA-AV was carried out through esterification 
reaction. Size and shape of nanoparticles were measured by dynamic light scattering 
(DLS) and scanning electron microscopy (SEM). Anti-bacterial test was obtained 
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria and also minimum 
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) were 
measured.
Findings: Average size of each particle before and after drug loading was about 118 nm  
and 171 nm, respectively. Doxycycline with an optimum concentration of 200 µg/mL 
was loaded, and drug loading content of 5.43% and drug loading efficiency of 40.14% 
were obtained. The sustained release profile showed 93.4% release during 16 days 
in PBS buffer solution. The results showed that the nanocarriers affected on both 
bacteria but the growth inhibitory loop was greater in Staphylococcus aureus. The 
cell viability test of nanocarriers was performed on NIH3T3 cell line by MTT assay 
method and nanoparticles containing 10 μg/mL of drug were selected as an appropriate 
concentration. Overall, this study has demonstrated that HA-AV nanocarriers can 
potentially be suitable for controlled release of doxycycline as a therapeutic agent for 
treatment of infectious diseases. 
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تهیه  نانورسوب دهی  روش  با  اسید-آلوئه ورا  هیالورونیک  نانوذرات  پژوهش،  این  در  فرضیه: 
قابلیت  و  دارند  بسیار خوبی  زیست سازگاری  آلوئه ورا  و  اسید  هیالورونیک  ترکیب  هردو  شدند. 
آن ها به عنوان عامل ضدباکتریایی نشان داده  شد. همچنین، اتصال عرضی شیمیایی این دو ماده 
نانوذرات حاصل  زیست تخریب پذیری  و  پایداری  تغییر  به  می تواند  استری شدن  واکنش  به وسیله  
منجر شود. داکسی سایکلین به عنوان داروی مدل انتخاب و به وسیله نانوذرات هیالورونیک اسید-

آلوئه ورا کپسولي شد. 
روش ها: پودر آلوئه ورا از برگ گیاه تهیه و با طیف سنجی هاي زیرقرمز تبدیل فوریه و رزونانس 
مغناطیسی هسته شناسایي شد. هیالورونیک اسید و آلوئه ورا طی واکنش استری شدن سنتز شدند. 
اندازه و شکل نانوذرات با دستگاه پراکندگي نور دینامیکی و میکروسکوپ الکترونی پویشي بررسی 
نیز  اورئوس و اشرشیا کلی و  استافیلوکوکوس  باکتری  شد. آزمون ضدباکتریایی سامانه روی 

محاسبه حداقل غلظت بازدارندگی و حداقل غلظت کشندگی انجام شد.
 171 nm برابر 118 و  ترتیب  به  دارو  بارگذاری  از  اندازه هر ذره پیش و پس  یافته ها: متوسط 
بازده  و   5/43% بارگذاری شده  داروی  مقدار   ،200  µg/mL بهینه  غلظت  با  داکسی سایکلین  بود. 
بارگذاری دارو %40/14 برای ادامه مطالعات برون تنی انتخاب شد. مقدار رهایش دارو به مدت 16 
روز، %93/4 بود که بیانگر  رهایش آهسته است. نتایج حاصل از آزمون ضدباکتریایی نشانگر اثر 
سامانه بر هر دو باکتری مثبت بود. اما با توجه به نتایج حلقه بازدارندگی رشد اثر آن بر باکتری 
استافیلوکوکوس اورئوس بیشتر بود. زنده مانی سلولی روی رده سلولی NIH3T3 با استفاده از 
روش MTT انجام شد و نانوذرات داراي دارو با غلظت  µg/mL 10 به عنوان غلظت مناسب انتخاب 
شدند. مطالعه حاضر نشان داد، نانوحامل هاي هیالورونیک اسید-آلوئه ورا برای رهایش کنترل شده 
داروی داکسی سایکلین و نیز به عنوان عامل درماني براي درمان بیماری های عفونی مناسب هستند.

نانوذرات، 

هیالورونیک اسید، 

آلوئه ورا، 

داکسی سایکلین، 

 رهش آهسته
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مقد‌‌‌‌مه
فناوری کنترل رهایش دارو از چند دهه گذشته آغاز شده و به سرعت 
گسترش یافته است. تاکنون بسیاري از این سامانه ها مانند لیپوزوم ها، 
نتایج  نانوذرات  و  میکرو ذرات  امولسیون ها، درخت سان ها،  میسل ها، 
فرایند  داشته اند.  درمانی  هدف  و  دارو  رهایش  کنترل  در  خوبي 
سامانه های  از  استفاده  با  دارو  رهایش  کنترل کردن  براي  بارگذاری 
سامانه های  توسعه  و  طراحی  در  است.  شده  ارزیابی  مختلف 
و  مناسب  بارگذاری  با  سامانه ای  به  دست یابي  هدف  دارورسانی، 
خواص آزادسازی مطلوب به همراه نیمه عمر زیاد و سمیت کم است. 
امروزه سامانه های زیادی بر پایه نانوفناوری برای انتقال و هدف گیری 
هستند.  توسعه  حال  در  یا  توسعه یافته اند  به خوبی  که  دارند  وجود 
داروها،  تخریب  کاهش  دارو،  نانوحامل های  به کارگیري  از  هدف 
جلوگیری از اثرهاي جانبی آن ها، افزایش دسترس پذیري به دارو و 

تجمع دارو در محل مدنظر است ]1[. 
روش های متعددی برای تولید نانو ذرات وجود دارد که این امکان 
شیمیایی  و  فیزیکی  خواص  و  ترکیب  ساختار،  تا  می کند  فراهم  را 
به عواملي  آن  تولید  پلیمر و روش  نوع  انتخاب  بررسی شود.  آن ها 
نانوذرات  تخریب  نحوه  پلیمر،  زیست سازگاری  دارو،  نوع  نظیر 
بستگی  بدن  در  آن  عملکرد  نحوه  و  دارو  رهایش  نیم رخ  بدن،  در 
انتخاب  بر  زیادی  اثر  پلیمر  و  دارو  نوع  عوامل،  این  میان  از  دارد. 
در  استفاده شده  پلیمرهای  میان  از   .]2[ دارند  نانو ذرات  تولید   روش 
سامانه های نوین دارورسانی، پلیمرهای طبیعی مانند هیالورونیک اسید و 
آلوئه ورا توجه بسیاری را به خود جلب کرده اند ]3،4[. هیالورونیک 
همه  در  و  است  زیاد  مولکولی  وزن  با  خطی  پلی ساکاریدي  اسید، 
پلیمر  این  شاخص  خواص  دارد.  وجود  برون سلولی  ماتریس  جای 
و  غیرایمنی  ضدالتهابي،  زیست تخریب پذیری،  زیست سازگاری، 
که  است  باکتری(  رشد  از  )ممانعت  باکتریوستاتیک  و  سمی نبودن 

موجب می شود، برای کاربردهای زیست پزشکی جذاب باشد ]5[. 
تنظیم  قبیل  از  مهم  زیستی  عملکرد  چند  اسید  هیالورونیک 
چسبندگی سلولی و تحریک سلولی، مدیریت تمایز سلولی و تکثیر 
از راه برهم کنش هاي ویژه و غیرویژه را انجام می دهد ]6[. همچنین 
ویژگي هایي مانند، خواص بسیار مطلوب فیزیکي، شیمیایی و زیستی، 
پایداري در جریان خون، تمایل ویژه برای سلول های مختلف سرطانی 
به بیان بیش از حد گیرنده های هیالورونیک اسید و قابلیت رهایش دارو 
در سلول های هدف با افزایش اثر درمانی، تمرکز روی هیالورونیک 
 اسید را به عنوان حامل دارو بیشتر کرده است ]7[. افزون بر این، برخی 
و  کربوکسیل  هیدروکسیل،  مانند  اسید  هیالورونیک  عاملی  گروه های   از 
بنابراین،  هستند.  مناسب  شیمیایی  اصلاحات  برای  N-استیل 

هیالورونیک اسید و مشتقات آن به عنوان حامل های دارویی به رهایش 
 آهسته، جذب پوستی و بهبود دارورسانی هدفمند کمک می کنند ]8[. 
برای  دارو  حامل  به عنوان  اسید  هیالورونیک  از  بسیاری   مشتقات 
دارورسانی تهیه شدند. هیالورونیک اسید با اتصالات عرضی شیمیایی و 
فیزیکی به حالت ژل و میکرو و نانوذرات برای تحویل پروتئین های 
پژوهشی  در   .]8[ است  یافته  توسعه  ژن  یا  پپتید  داروها،  مختلف، 
Zhou و همکاران ]9[ هیالورونیک اسید و پلی اتیلن ایمین سنتزشده 

کردند.  تهیه  اسید  هیالورونیک  اکسایش  به وسیله  ژن رسانی  برای  را 
سلولی  سمیت  کاهش  و  سلولی  جذب  افزایش  باعث  سامانه   این 
شد. در پژوهش دیگري اتصال هیالورونیک اسید به پلی اتیلن ایمین و 
در  بازده جذب سلولی  افزایش  و  کاهش سمیت  باعث  دگزامتازون 
فعالیت  ترکیب  این  همچنین،  شد.   B16-F10 توموری  سلول های 
افزون  را نشان داد ]10[.  ضدالتهابی و مهار رشد توموری واضحی 
می شود،  یافت  ریه  در  طبیعی  به طور  که  اسید  هیالورونیک  این،  بر 
الاستین ریه را که خواص مخاطی دارد، از التهاب محافظت می کند. 
بر همین اساس Gratieri و همکاران ]11[ در پژوهشی از نانوذرات 
هیالورونیک اسید به عنوان حاملی برای افزایش زمان ماندگاری دارو 
در جذب ریوی استفاده کردند. Cai و همکاران ]12[ سامانه جدیدی  
غلظت  افزایش  براي  سیس پلاتین  و  اسید  هیالورونیک  پایه  بر  را 
سیس پلاتین طراحی کردند که اتصال هیالورونیک اسید به سیس پلاتین 

باعث کاهش چشمگیر عوارض جانبی و سمیت سیستمیک شد.
با  دارویی  گیاه  به عنوان  طولانی  پیشینه  دارای  آلوئه ورا  همچنین، 
کاربردهای درمانی متنوع است. برخی از فعالیت های زیستی این گیاه 
داد.  نسبت  آن  برگ  ژل  در  موجود  پلی ساکاریدهای  به  می توان  را 
شده اند،  شناسایی  آن  داخلی  ژل  از  فعال  ماده   75 از  بیش  اگرچه 
اما اثرهاي درمانی هر جزء به تنهایی مشخص نشده است. با توجه 
موجب  می تواند  ماده  این  افزودن  آلوئه ورا،  ضدباکتری  خواص  به 
زنده مانی  ازدیاد  کنار  در  سامانه  بهتر  ضدباکتری  خاصیت  افزایش 
سلولی  شود. همچنین به دلیل خاصیت ژل شوندگی آلوئه ورا، این ماده 
 می تواند باعث ایجاد تورم در سامانه و در نتیجه کنترل و رهش آهسته 
 دارو شود ]13[. تفاوت در نوع گیاه با توجه به موقعیت جغرافیایی و 
نمونه،  آماده سازی  فنون  و  ژل  استخراج  روش های  در  تفاوت  نیز 
موجب اختلاف در نتایج به دست آمده شده  است. کاربردهای دارویی 
جالبی مانند افزایش فعالیت های جذب روده ای و اثرهاي بهبود نفوذ 

پوستی ژل آلوئه ورا به تازگی مشاهده شده است ]14[.
با توجه به مطالعات انجام شده و اهمیت دو پلیمر هیالورونیک اسید و 
آلوئه ورا و نیز زیست سازگاری زیاد آن ها، در این پژوهش نانوذرات 
دارورسانی  سامانه جدید  برای ساخت  آلوئه ورا  اسید-  هیالورونیک 
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نانوذرات  تهیه  در  حاضر  پژوهش  نوآوری  و  هدف  شدند.  تهیه 
هیالورونیک اسید-آلوئه ورا با روش نانورسوب دهی و استفاده از داروی 
 داکسی سایکلین به عنوان داروی نمونه بود. اتصال عرضی هیالورونیک 
اسید- آلوئه ورا با واکنش استری شدن و کپسولي کردن دارو در نانوذره و 
همچنین،  شد.  انجام  بافری  محیط  در  سامانه  این  از  دارو  رهایش 
خواص ضدباکتري و سمیت سلولی این سامانه بررسی شد. بنابراین، 
تهیه نانوذرات زیست سازگار هیالورونیک اسید-آلوئه ورا برای اولین 
بار با قابلیت رهایش آهسته و نیز بررسی رفتار رهایش و ویژگی های 

ساختار مزبور از جمله نوآوری های این مطالعه به شمار می آید.

تجربی

مواد‌‌‌‌
 5  MDa مولکولی  با وزن  اسید  هیالورونیک  از  پژوهش حاضر،  در 
ساخت شرکت Fluka، 4-دی متیل آمینوپیریدین)DMAP( و محلول 
آمینوپروپیل  1-اتیل-3-)3-دی متیل   ،Sigma MTT ساخت شرکت 

وTween 80 و پودر کشت میکروبی براث و   ،)EDC( )کربودی ماید
 DMEM محیط کشت ،Merck پودر آگار مولر-هینتون ساخت شرکت
و  گاوی  RPMI، سرم جنین  Dacell، محیط کشت  ساخت شرکت 
تریپسین ساخت شرکت Bio-Idea استفاده شد. همچنین، از دی متیل 
داکسی سایکلین  سیناکلون،  شرکت  محصول  آب  بدون  سولفوکسید 
آلوئه ورا  برگ  دارو،  ایران  داروسازی  شرکت  ساخت  مونوهیدرات 
سلول های  و  اراک  گلخانه  از  تهیه شده   6  MDa مولکولی  وزن  با 

فیبروبلاست )NIH3T3( تهیه شده از دانشگاه تهران استفاده شد. 
 

دستگاه‌ها
در این پژوهش، خشک کن انجمادی ALPHA 1-2 LD plus ساخت 
شرکت Crist براي خشک کردن پلیمر، طیف نورسنج CARY 50 ساخت 
شرکت Varian برای تعیین غلظت دارو، طیف سنج زیرقرمز تبدیل فوریه 
تعیین گروه های عاملی، دستگاه  برای   Perkin Elmer ساخت شرکت 
پراکندگي نور دینامیکی ساخت شرکت Malvern برای بررسی توزیع و 
متوسط اندازه نانوذرات، طیف سنج رزونانس مغناطیسی هسته ساخت 
شرکت Bruker برای تعیین ساختار آلوئه ورا، میکروسکوپ الکترونی 
پویشي )FE-SEM( مدل MIRA3 ساخت شرکت Tescan برای بررسی 
 شکل شناسی نانوذرات و ELISA Reader Awareness ساخت شرکت 

Technology INK براي مطالعه مقدار جذب نمونه ها به کار گرفته شد. 

روش‌ها
آماده‌سازی‌پودر‌آلوئه‌ورا‌

آن خارج شد. سپس، دو  آلوئه ورا جدا و ژل  برگ  بخش سبزرنگ 
مرتبه با آب یون زدوده شسته و به مدت h 33 با خشک کن انجمادی 
 4°C دمای  در  دربسته  درون ظرف  پودر سفید حاصل  خشک شد. 

نگه داری شد.

نحوه‌اتصال‌هیالورونیک‌اسید‌و‌آلوئه‌ورا
اتصال هیالورونیک اسید-آلوئه ورا از واکنش استری شدن میان گروه 
به دست  آلوئه ورا  اسید و گروه هیدروکسیل  هیالورونیک  کربوکسیل 
می آید. این واکنش با عامل اتصال EDC و کاتالیزگر DMAP انجام 
نسبت  )با   EDC و   DMAP همراه  به  اسید  هیالورونیک   .]15[ شد 
 pH( 50 بافر استیک اسید mL در )برابر 1:3:0/3 HA:EDC:DMAP

به  نیتروژن  گاز  h 3 تحت  به مدت  این مخلوط  برابر 5( حل شد. 
منظور فعال کردن گروه کربوکسیلیک اسید هیالورونیک اسید همزده 
با  یون زدوده  پودر در آب  با حل کردن  آلوئه ورا  شد. سپس، محلول 
h 24 در  به مدت  قبل اضافه و  به محلول  تهیه،   0/01%  w/v غلظت 
دمای معمولي همزده شد. پس از آن به مدت سه روز تحت دیالیز قرار 

گرفت. سپس، با استفاده از خشک کن انجمادی خشک شد. 

تهیه‌نانو‌ذرات‌هیالورونیک‌اسید-آلوئه‌ورا
نانو ذرات هیالورونیک اسید-آلوئه ورا با روش نانورسوب دهی تشکیل 
یون  آب  در   Tween 80 از   0  /01%  w/v محلول  ابتدا   .]16[ شد 
 زدوده تهیه شد. سپس، محلول هیالورونیک اسید-آلوئه ورا با غلظت 
mg/mL 1 در حلال اتانول %50 با نسبت 1 به 1 قطره قطره به محلول 

Tween 80 با دور همزن rpm 1000 افزوده و به مدت h 24 همزده 

شد. در نهایت، محلول به مدت h 24 تحت دیالیز قرار گرفت.

بارگذاری‌دارو‌و‌تعیین‌غلظت‌بهینه‌بارگذاری
تشکیل  با  هم زمان  بارگذاری  دارو،  بارگذاری  بازده  افزایش  براي 
با  دارو  نانوذرات،  تهیه  هنگام  منظور  بدین  شد.  انجام  نانو ذرات 
غلظت های 100، 200، 300، 400 و µg/mL 500 در آب تهیه شد. 
و  هم زمان  به طور  اسید-آلوئه ورا  هیالورونیک  و  دارو  محلول هاي 
سپس،  شدند.  اضافه  سطح  فعال کننده  محلول  به  یکسان  سرعت  با 
حاصل  محلول  شد.  همزده   1000  rpm سرعت  با   24  h به مدت 
در  دیالیز  کیسه  بیرون  یون زدوده  آب  شد.  دیالیز   24  h به مدت 
زمان  های 1، 3، 6، 12 و h 24 تعویض شد و مقدار جذب داروی 
اندازه گیری   275  nm موج  طول  در  طیف نورسنچ  با  مصرف نشده 
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نمونه ها،  جذب  اندازه گیری  و  استاندارد  منحنی  از  استفاده  با  شد. 
 غلظت مدنظر در نمونه ها به دست آمد. با توجه به مقدار داروی اولیه 
بارگذاری شده، مقدار کل داروی بارگذاری شده در نانو ذرات محاسبه شد. 
 با استفاده از داده های به دست آمده و به  کمک معادله هاي )1( و )2( 
 )LE%( و بازده بارگذاری )LC%( مقدار ظرفیت داروی بارگذاری شده

را می توان محاسبه کرد ]17[: 

  LC%=        × 100               )1(

 LE%=        × 100               )2(

اندازه‌گیری‌مقدار‌آزادسازی‌دارو‌در‌شرایط‌شبیه‌سازی‌شده‌بدن
شد.  استفاده  دیالیز  روش  از  دارو  رهایش  شدت  اندازه گیری  براي 
بدین منظور، مقدار مشخصی از محلول نانوذرات هیالورونیک اسید- 
در  مزبور  کیسه  ریخته شد.  دیالیز  کیسه  درون  دارو  داراي  آلوئه ورا 
حجم مشخصی از بافر نمک فسفات با pH برابر 7/4 غوطه ور شد. 
ظرف شیشه ای داراي این مجموعه درون حمام آب گرم لرزان با دمای 
C°37 و سرعت rpm 100 قرار گرفت. در فواصل زمانی معین 20% 

 از محیط اطراف کیسه برداشته شده و مقدار جذب آن در طول موج 
استاندارد،  جذب  منحنی  از  استفاده  با  شد.  اندازه گیری   275  nm

بافر  محلول  در  آزادشده  داروی  مقدار  نتیجه  در  و  دارو  غلظت 
 به دست آمد. بدین ترتیب، درصد رهایش تجمعي دارو با استفاده از 
آزادشده  داروی  مقادیر  به  توجه  با  و  محاسبه   )4( و   )3( معادله هاي 
در فاصله های زمانی مختلف رسم شد ]18[. در این معادله، وVs حجم 

نمونه خارج شده، وVt حجم کل محیط رهایش، وCi غلظت در زمان t،و
Ci-1 غلظت در زمان پیش از t و Mt مقدار داروی بارگذاری شده است.

درصد رهایش تجمعي 100
M
M

t

i ×=                   )3(

∑ −+= s1itii VCVCM            )4(

مطالعات‌میکروبی
 )S. aureus( در این مطالعه، از دو باکتری استافیلوکوکوس اورئوس 
به عنوان   )E. coli( کلی  اشرشیا  نیز  و  مثبت  گرم  باکتری  به عنوان 
باکتری گرم منفی استفاده شد. ابتدا، محلول g/L 34 آگار مولر هینتون 
بشقابک ها  در  این محلول  تهیه و سترون شد. سپس،  مقطر  در آب 
ریخته و کشت خطی داده شد. محلول های دارویی به مقدار یکسان 
 37°C در چاهک های ایجاد شده در آگار ریخته شد. سپس، در دمای

به مدت h 24 با دو مرتبه تکرار گرمادهي شد.

غلظت‌ کمترین‌ و‌ رشد‌ بازدارندگی‌ غلظت‌ کمترین‌ اندازه‌گیری‌
کشندگی‌باکتری

غلظت  حداقل  و   )MIC( بازدارندگی  غلظت  حداقل  تعیین  برای 
در  براث  میکروبی  کشت  محیط   80  µL دارو،   )MBC(  کشندگی 
 1 mg/mL 80 دارو )از غلظت µL ظروف چاهکی 96 تایی ریخته و
با کدورت 0/5  باکتری   10 µL اضافه شد. سپس،   )20 mg/mL تا 
در  آن  از  اضافه شد. پس   )1/5  ×108  CFU/mL )معادل  مک فارلند 
دمای C°37 به مدت h 24 گرمادهي و برای بررسی کدورت، جذب 

آن در nm 600 با سه مرتبه تکرار خوانده شد.

مطالعات‌سلولی
MTTارزیابی‌زنده‌ماني‌سلول‌ها‌با‌استفاده‌از‌روش‌

در مرحله اول برای به دست آوردن غلظت مؤثر داروی داکسی سایکلین، 
همچنین،  شد.  انتخاب   100  µg/mL و   50  ،10  ،1 غلظت  چهار 
 نانو ذرات داراي دارو با غلظت های زیاد تهیه شدند. بدین منظور تعداد 
10000 سلول در هر چاهک کشت داده شد. سپس، محلول هاي دارو و 
چاهک ها  درون  به  انتخابی  غلظت  چهار  با  دارو  داراي  نانو ذرات 
ریخته شدند. چاهک های کنترل و نانو ذرات بدون دارو در دو غلظت 
پیشنهادی 50 و µg/mL 100 به عنوان غلظت های حد بالا و حد پایین 
انتخاب شدند. برای هر نمونه سه تکرار درنظر گرفته شد. نمونه ها 
از نمونه ها  برای هر مجموعه  از 1، 3 و 5 روز بررسي شدند.  پس 
پس از اتمام گرمادهي، محیط کشت رویی دور ریخته شد و به هر 
 0/5 mg/mL با غلظت MTT چاهک، مخلوط محیط کشت و محلول
درون   2  h به مدت  و  شده  اضافه    )MTT:Medium(  1:5 نسبت  به 
گرم خانه CO2 با C°37 قرار داده شدند. پس از افزودن DMSO به 
چاهک ها و حل کردن رسوب، جذب نوری محلول به دست آمده با 

دستگاه ELISA در nm 570 اندازه گیری شد ]19،20[. 

نتایج‌و‌بحث

ارزیابی کیفیت  1H NMR را نشان می دهد که برای  شکل 1، طیف 
پودر ژل آلوئه ورا خشک  شده و تأیید وجود آسمانان )از اجزاي اصلي 
آلوئه ورا( انجام شد. پیک هاي مربوط به گلوکوز، مالئیک اسید و آسمانان، 
سه پلی ساکارید مهم تشکیل دهنده ژل آلوئه ورا به وضوح در این طیف 
وجود دارد. همچنین، وجود برخی از اسیدهای آلی را نیز می توان از 
طیف 1H NMR استنباط کرد. پیک ها در ناحیه 4/5 و ppm 5 مربوط 
 به گلوکوز و پیک ppm 4/8 مربوط به مالئیک اسید است، همچنین، 

مقدار داروي آزاد-مقدار کل دارو  
وزن نانوذرات 

مقدار داروي آزاد-مقدار کل دارو  
مقدار کل دارو 
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 2 ppm پلی ساکاریدها ی استیل دارشده آسمانان تولید پیک مشخصی در
 تا ppm 2/26 می کند که می تواند وجود آلوئه ورا را تأیید کند ]20[. 
طیف سنجي زیرقرمز تبدیل فوریه براي بررسی ساختار پلیمر تهیه شده و 
طیف    ،)a(  2 شکل  در  شد.  انجام  استری شدن  واکنش  اولیه  تأیید 
FTIR آلوئه ورا نشان داده شده است. پیک هاي cm-1 2925 نشانگر 

 CHو  ،CH2 گروه های C–H ارتعاش کششی متقارن و نامتقارن پیوند
 C=O پیوند  کششی  ارتعاش  به  مربوط   1732  cm-1 پیک  آلیفاتیک، 
نشانگر  فعالیت زیستي ترکیبات آلوئه ور، cm-1 1097 مربوط به پیوند 
–CO نشانگر وجود گالاکتوز و cm-1 1033 مربوط به ارتعاش خمشی 

پیوند OH است که وجود واحدهای مونوساکارید در مناطق شاخه ای 
 903 cm-1 مانند واحدهای گلوکان و گالاکتوز را تأیید می کند. پیک 
نشانگر  حلقه پایرونید است که وجود مانوز و ارونیک  اسید را تأیید 
 C-Hپیوند ارتعاش خمشی  به  641 مربوط   cm-1 می کند ]21[. پیک 
در  قوی  پیک های  وجود  و  ژل  در  پلیمری  ترکیبات  وجود  نشانگر  
محدوده 3207 و cm-1 1050 به وجود گروه های هیدروکسیل اشاره 
پکتین  و  آسمانان  مثل  زیست فعال  پلی ساکارید های  نشانگر  و  دارد 
اسید دیده  FTIR هیالورونیک  هستند ]22[. در شکل b( 2(، طیف  
 1200-1800  cm-1 ناحیه  در  طیف  این  در  مهم  پیک های  می شود. 
ظاهر شدند. پیک هاي 1411، 1618 و cm-1 1310 به ترتیب مربوط 

به آمیدهاي نوع اول، دوم و سوم هستند ]23[.  
در طیف آلوئه ورا، نواري جذبی در محدوده cm-1 1730 دیده می شود 
که مربوط به ارتعاش کششی پیوند C=O در گروه کربوکسیلیک است. 
پس از انجام واکنش استری شدن، در طیف هیالورونیک اسید- آلوئه ورا 
به  مربوط  نوار  این  شد.  ظاهر   1727  cm-1 در  جدیدي  جذبی  نوار 
ارتعاش کششی پیوند C=O در گروه استر است که تأییدکننده انجام 
واکنش استری شدن و تهیه پلیمر ترکیبی هیالورونیک اسید- آلوئه ورا 
اسید- هیالورونیک  طیف  در  آمید  وجود  همچنین،   .]24،25[ است 
آلوئه ورا در محدوده cm-1 1600 نشانگر وجود هیالورونیک اسید در 
ساختار پلیمر تهیه شده است. با توجه به این دو نوار شاخص می توان 
نتیجه گرفت، آلوئه ورا با موفقیت به هیالورونیک اسید متصل شده است. 

شکل 1- طیف 1H NMR هسته آلوئه ورا.
Fig. 1. 1H NMR spectrum of aloevera.

 )c( و  اسید  هیالورونیک   )b( آلوئه ورا،   (aَ(و  :FTIR شکل2-طیف 
هیالورونیک اسید-آلوئه ورا.

Fig. 2. FTIR spectra of: (a) aloevera, (b) hyaluronic acid, and 

(c) hyaluronic acid-aloevera. 

.HA-AV شکل 3- تصاویر میکروسکوپ الکترونی پویشي نانوذرات
Fig. 3. Scanning electron microscopy images of HA-AV 

nanoparticles.
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شکل‌شناسي‌نانو‌ذرات‌تهیه‌شده‌با‌روش‌نانورسوب‌دهی
میکروسکوپي  از  استفاده  با  تهیه شده  نانوذرات  سطح  شکل شناسي 
بزرگ نمایی  با   FE-SEM تصاویر  در  بررسي شد.  پویشي   الکترونی 
هیالورونیک  نانوذرات  تمام  مي شود،  مشاهده   3 شکل  در   40  kX

دارند.  یکنواخت  و  صاف  سطح  کروی،  ساختار  اسید–آلوئه ورا، 
 Image J نرم افزار  از  استفاده  با  نانوذرات  اندازه  میانگین  همچنین، 

تعیین شد و ذرات دارای میانگین قطر nm 120 بودند.
 

بررسی‌اندازه‌و‌بار‌سطحی‌ذرات‌پیش‌و‌پس‌از‌بارگذاری‌دارو
نور  پراکندگي  آزمون  از  ذرات  سطحی  بار  و  اندازه  بررسی  براي 
دینامیکي کمک گرفته شد. اندازه و بار سطحی نانوذرات هیالورونیک 
به  با سه مرتبه تکرار  بارگذاری دارو  از  آلوئه ورا پیش و پس   اسید- 
نتایج حاصل در شکل هاي 4 و 5  نیز   ترتیب در جدول هاي 1 و 2 و 
با  ذرات  متوسط  اندازه  می شود،  دیده  که  همان طور  است.   آمده 
سه مرتبه تکرار nm 118 است و در نتیجه برای کاربردهای بالینی و نفوذ 
به درون عروق خونی مطلوب هستند ]26[. بار سطحی نیز همان طور 
و  اسید  هیالورونیک  بار  منفی بودن  به  توجه  با  می رفت،  انتظار  که 
خنثی بودن آلوئه ورا منفی است. اندازه ذرات پس از بارگذاری دارو با 
توجه به کپسولي شدن دارو و افزایش جذب سطحی آن بیشتر شدند. 
دارورسانی  کاربردهای  برای  مناسب  اندازه اي  داراي  همچنان   اما، 
)nm >200 ( بودند ]27[. همچنین با توجه به منفی بودن بار دارو، بار 

منفی تشدید شد که نشانگر پایداري بیشتر ذرات است. 

بررسی‌بارگذاری‌دارو‌در‌نانو‌ذرات‌
 ،200  ،100 غلظت های  با  دارو  بارگذاری شده،  نانو ذرات  تهیه  برای 
دارو  بارگذاری  بازده  نتایج  شد.  تهیه   500  µg/mL و   400  ،300 
)%LE( و مقدار ظرفیت داروی بارگذاری شده )%LC( در شکل 6 نشان 
غلظت  افزایش  با  می شود،  مشاهده  که  همان طور  است.  شده  داده 
به  رو  و  یافته  افزایش   بارگذاری شده  داروی  ظرفیت  مقدار  دارو، 
بهبود است، اما روند بازده بارگذاری دارو معکوس و کاهشی است. 
افزایش  با  زیرا  داد،  نشان  را  کاهشي  روند   LE% تغییرات  نمودار 
سامانه  در  بارگذاری شده  داروی  مقدار  اینکه  وجود  با  دارو  غلظت 

موجب  سامانه  در  دارو  حل شوندگی  محدودیت  می یابد،  افزایش 
هدررفت مقدار زیادی دارو مي شود و بازده بارگذاری کاهش می یابد. 
بنابراین، باید غلظت بهینه دارو انتخاب شود تا در عین داشتن مقدار 
بارگذاری مناسب، بازده بارگذاری نیز در حد مطلوب باشد. با توجه 
سامانه  برای  را  دارو  بهینه  غلظت  می توان  داده  شده  نشان  نمودار  به 
انتخاب کرد. بنابراین، غلظت LC%= 5/43 ±0/05( 200 µg/mL و 

LE%=40/14±0/21( به عنوان غلظت بهینه انتخاب شد. 

بررسی‌مقدار‌آزادسازی‌دارو‌در‌شرایط‌شبیه‌سازی‌شده‌بدن
– نانوسامانه هیالورونیک اسید  از  آزادسازی داروی داکسی سایکلین 

جدول 1- توزیع اندازه و پتانسیل زتاي نانوذرات.    
 Table 1. Size distribution and Zeta potential of nanoparticles.

  Average particle 

size (nm)

 Polydispersity 

index, PDI

 Zeta potential

(mV)
1180.268-18.8

جدول 2- توزیع اندازه و پتانسیل زتاي نانوذرات بارگذاري شده با دارو.
Table 2. Size distribution and Zeta potential of drug loaded 

nanoparticles. 

Average particle 

size (nm)

 Polydispersity

index, PDI

 Zeta potential

(mV) 
1710.283-23.2

شکل 4- نتایج پراکندگي نور دینامیکي: )a( اندازه متوسط نانوذرات و 
)b( پتانسل زتا.

Fig. 4. Dynamic light scattering results: (a) average size of 

nanoparticles and (b) Zeta potential. 

(a)

(b)
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آلوئه ورا در pH برابر pH( 7/4 فیزیولوژی بدن( بررسی شد )سه مرتبه 
تکرار( که نتایج آن در شکل 7 نشان داده شده است. با گذشت زمان، 
آزادشدن  تا  موضوع  این  و  می شود  کندتر  دارو  آزادسازی  سرعت 

درصد زیادي از داروی بارگذاری شده ادامه می یابد.
انفجاری  رهایش  اولیه   12  h می شود، طی  مشاهده  که  همان طور 
از  پس  رهایش  مقدار  نهایت  در  و  بوده   60% برابر  داکسی سایکلین 
گذشت 16 روز به %93/4 افزایش یافت. رهایش دارو از نانو ذرات 
می تواند  که  دارو  انفجاری  یا  اولیه  رهایش  است.  مرحله  شامل سه 
ناشی از نفوذ داکسی سایکلین جذب شده در لایه های سطحی نانو ذرات 
باشد. رهایش آهسته و پایدار داکسی سایکلین پس از رهایش انفجاری 
که اساساً ناشی از نفوذ آهسته  مولکول های دارو در ماتریس پلیمری 
در  دارو  ثابت  و  آهسته  بسیار  رهایش  نهایت،  در  است.  نانو ذرات 
مرحله بعدی که می تواند ناشی از نفوذ یا فروپاشی ماتریس پلیمری 
باشد و باعث رهایش داروی کپسولي شده در نانو ذرات می شود ]18[.
مدل های  با  تهیه شده  سامانه  از  دارو  رهایش  سازوکار  تعیین  برای 
رهایش مختلف مقایسه انجام شد. مقادیر تجربی داروی آزادشده با 

مدل تجربی Korsmeyer و Peppas و )Ktn=و¥Mt/M( برازش شد. 
در این مدل ¥Mt/M کسری از دارو بوده که در زمان t رهایش یافته، 
K ثابت سرعت نفوذ و n شاخص توانی سازوکار انتقال داروست. از 
آنجا که n در سامانه 0/2862 و R2 در این سامانه 0/8312 بوده، بیانگر 

رفتار رهایش نفوذ شبه فیکی با رویکرد آهسته تر است.

مطالعات‌میکروبی
بررسی‌حلقه‌بازدارندگی‌رشد

شکل 8 حلقه بازدارندگی رشد برای نانوذره هیالورونیک اسید- آلوئه ورا 
بازدارندگی  قطر حلقه  میانگین  نشان می دهد.  آن  بدون  و  دارو  با  را 
رشد برای نانوذرات بدون دارو cm 3/46 و داراي دارو cm 4 برای 
باکتری S. aureus و میانگین قطر حلقه بازدارندگی رشد برای نانوذرات 
بدون دارو cm 2/49 و داراي دارو cm 2/8 برای باکتری E. coli بود. 
همان طور که انتظار می رفت، با اتصال هیالورونیک اسید و آلوئه ورا، 

متوسط  اندازه  )الف(  دینامیکي:  نور  پراکندگي  نتایج   -  5 شکل 
زتاي  پتانسیل  )ب(  و  دارو  با  بارگذاری شده   HA.AV نانوذرات 

نانوذرات بارگذاري شده با دارو.
Fig. 5. Dynamic light scattering results: (a) average size of 

drug loaded HA-AV nanoparticles, and (b) Zeta potential of 

drug loaded nanoparticles. 

شکل 6- ظرفیت بارگذاری داکسي سایکلین )LC( و بازده بازگذاري 
(LE) نانوذرات HA-AV در دارو.

Fig. 6. Doxycycline loading capacity (LC( and loading ef-

ficiency (LE( of HA-AV nanoparticles in drug.

نانوذرات  از  داکسی سایکلین  برون تني  رهایش  نیم رخ   -7 شکل 
بارگذاري شده.

Fig. 7. In vitro release profile of doxycycline loaded nanoparticles. 

(a)

(b)
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خواص پادزیستی و در نتیجه قطر حلقه بازداری رشد افزایش داشته 
است. برای سامانه داراي دارو با توجه به خواص پادزیستی سامانه و 
دارو، حلقه بازداری رشد افزایش یافته است. همچنین، با مقایسه نتایج 
حاصل از دو باکتری S. aureus و E. coli می توان نتیجه گرفت، اثر 

سامانه نانوذره داراي دارو روی S. aureus بیشتر است.

کشندگی‌ غلظت‌ حداقل‌ و‌ رشد‌ بازدارندگی‌ غلظت‌ حداقل‌ تعیین‌
باکتری‌دارو

در شکل هاي 9 و 10 نتایج حداقل غلظت بازدارندگی رشد باکتری 
)MIC( و حداقل غلظت کشندگی باکتری )MBC( نشان داده شده 
است. همان طور که در شکل 9 مشخص است، مقدار جذب باکتری 
متناسب با غلظت دارو کاهش یافته است. در غلظت µg/mL 1 اولین 
شکستگی مربوط به حداقل غلظت بازدارندگی رشد باکتری است که 
با چشم غیرمسلح نیز تیرگی در این غلظت در نمونه ها دیده نمی شود. 
با افزایش غلظت از µg/mL 8، شیب منحنی به طور ناگهانی کاهش 
  یافته که نشانگر شروع فعالیت کشندگی باکتری است. بنابراین، غلظت 
µg/mL 8 حداقل غلظت کشندگی باکتری S. aureus است. در شکل 10 

نیز مقدار جذب باکتری E. coli متناسب با غلظت کاهش یافته  است. 
به شروع  توجه  با  نیز  و  ظاهری  تیرگی  براساس   4  µg/mL  غلظت 
 10 µg/mL کاهش جذب، حداقل غلظت بازدارندگی است. در غلظت 

از دارو، شیب منحنی به طور ناگهانی کاهش یافته که نشانگر شروع فعالیت 
کشندگی باکتری در این غلظت است. نتایج به دست آمده نشان می دهد، 
غلظت بیشتر دارو باعث مرگ باکتری ها به طور کامل می شود. همچنین، 
کمتربودن مقدار MIC و MBC برای باکتری S. aureus نشانگر اثر بیشتر 
داروی داکسی سایکلین بر ممانعت از رشد و کشندگی این باکتری نسبت 
به باکتری E. coli است. در این پژوهش، سامانه نانوذرات داراي دارو 

باعث از بین رفتن حدود %99/7 باکتری ها نیز شده است.

شکل 8- فعالیت ضدباکتري نانوذرات HA-AV در برابر: (a) وS. aureus و (b) وE. coli و)1( بدون دارو، )2( با دارو و )3( کنترل.
Fig. 8. Antibacterial activity of HA-AV nanoparticles against: (a) S. aureus, (b) E. coli (1) without drug, (2) with drug, and (3) contol. 

.S. aureus شکل 9- قابلیت ضدباکتري در برابر
Fig. 9. The antibacterial potency against S. aureus.

(a) (b)
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مطالعات‌سلولی
‌MTTبررسی‌زنده‌مانی‌سلولی‌با‌آزمون‌

براي بررسی اثر رهایش داکسی سایکلین بر تکثیر و زنده مانی سلول ها و 
استفاده شد.   MTT آزمون  از  تهیه شده،  تأیید سمي نبودن سامانه  نیز 
بدین منظور، سلول های فیبروبلاست )NIH3T3( به مدت h 24 کشت 
با غلظت مشخص  نانوذرات  داده شده و سپس محلول های دارو و 
به آن اضافه شدند. این آزمون در روزهای 1، 3 و 5 پس از افزودن 
محلول دارو و نانوذرات انجام گرفت. نتایج حاصل از این آزمون در 
شکل 11 نشان داده شده است. همان طور که در شکل نیز مشخص 
است، نانوذرات بدون دارو با دو غلظت 50 و µg/mL 100 در مقایسه 
با گروه کنترل، سمیت شایان  توجهی ایجاد نمی کنند. همچنین، درصد 
در  دارو  بدون  نانوذرات  از  غلظت  دو  این  برای  سلول ها  زنده مانی 
معناداری  تفاوت  که  است   92/6% و   94/8 ترتیب  به  پنجم   روز 
تأیید کننده  نانوذرات  سمی نبودن  نتایج  ندارند.   )Pvalue>0/05(
زیست سازگاری زیاد پلیمر هیالورونیک اسید-آلوئه ورا به عنوان یکی 
اول  روز  از  حاصل  نتایج  است.  سامانه  این  مطلوب  ویژگی های  از 
نشانگر مقدار زنده مانی تقریباً یکسان در همه گروه هاست که می تواند 
این  از یکسان و مناسب بودن تعداد سلول کشت داده شده در  ناشی 
روز باشد. در گروه های دارو با غلظت های مختلف، از روز اول تا روز 
سوم روند افزایشی در زنده مانی دیده می شود که نشان می دهد، روند 
رشد سلولی ادامه داشته است. سپس از روز سوم به بعد روند رشد 
شده اند.  پیش تعیین شده  از  مرگ  دچار  سلول ها  و  قطع شده  سلولی 
بر رشد سلولی غلبه کرده است. در  در واقع، سرعت مرگ سلولی 
بوده   42% حدود  زنده مانی  مقدار   )1  µg/mL( دارو  غلظت  حداقل 
افزایش غلظت دارو به 10، 50 و µg/mL 100 به  با  که این مقدار 

ترتیب به 28/53، 16/03 و %1/7 در روز پنجم رسیده  است. کاهش 
زنده مانی نشانگر سمیت شایان  توجه در غلظت های زیاد داروست. 
در گروه های نانوذرات داراي دارو در روز اول با توجه به مقدار زیاد 
رهایش انفجاری در h 12 اولیه، سمیت شایان  توجهی دیده نمی شود. 
افزایشی زنده مانی وجود دارد که می تواند ناشی  تا روز سوم، روند 
از غلبه سرعت رشد به سرعت مرگ باشد. اما در روزهای بعدی با 
افزایش غلظت، قابلیت زنده ماني سلول ها با روند وابسته به غلظت، 
 )1 µg/mL( کاهش می یابد. در حداقل غلظت نانوذرات داراي دارو
در روز پنجم درصد زنده مانی سلولی حدود %76 است که این مقدار 
 100 µg/mL با افزایش غلظت در این روز در غلظت های 10، 50 و
 )Pvalue>0/05( به ترتیب 59/66، 35/14 و %2/66 و به طور معناداری

کاهش یافته است. 
از آنجا که رهایش از نانوحامل، رهایش آهسته و کنترلی است، با 
مقایسه نمودارهای نانوذرات داراي دارو در غلظت های مختلف در 
سه بازه زمانی 1، 3 و 5 روز مشخص می شود، با گذشت زمان مقدار 
داروی بیشتری از نانوذرات در محیط آزاد می شود که به مرور مقدار 
زنده مانی را کاهش می دهد. پس می توان انتظار داشت، پس از تزریق 
نانوذرات به سامانه گردش خون، رهایش انفجاری رخ ندهد که به 

.E. coli شکل 10- قابلیت ضدباکتري در برابر
Fig. 9. The antibacterial potency against E. coli.

و   50  ،10  ،1 غلظت های  در  دارو   :MTT آزمون  نتایج   -11  شکل 
µg/mL 100 و NPD نانوذرات بارگذاري شده با دارو در غلظت هاي 

1، 10، 50 و 100µg/mL، نانوذرات NP50 با غلظت µg/mL 50 و 
.100 µg/mL با غلظت NP100 نانوذرات

Fig. 11. MTT assay results: Drug in 1, 10, 50, 100 µg/mL 

concentrations, NPD: drug loaded nanoparticles in 1, 10, 50, 

100 µg/mL concentrations, NP50 nanoparticle in 50 µg/mL  

concentration, and NP100 nanoparticle in 100 µg/mL  

concentration.
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ایجاد سمیت زیاد در سلول ها منجر شود. با توجه به نتایج به دست 
نانوذره  از سامانه   اثر سمیت داروی آزادشده  آمده می توان دریافت، 
بر سلول ها بسیار کمتر از اثر سمیت داروی خالص بر سلول هاست. 
آن  بیانگر  دارو  داراي  نانوذرات  از  ایجادشده  سمیت  اثر  همچنین، 
نانوذرات حفظ شده  در  موجود  داروی  پادزیستی  فعالیت  که  است 
است. همچنین، غلظت µg/mL 10 از نانوذرات داراي دارو با توجه 
به اثرگذاری دارو و سمیت قابل قبول به عنوان غلظت مناسب انتخاب 
شد. در نتیجه می توان گفت، بارگذاری داکسی سایکلین در این سامانه 
سمیت  کاهش  و  پادزیستی  خاصیت  حفظ  دارو،  اثربخشی  موجب 

سلولی آن شده است. 

نتیجه‌گیری

به هم  استری  پیوند  با  اسید-آلوئه ورا  هیالورونیک  پژوهش،  این  در 
جدید  سامانه  نانورسوب دهی  روش  از  استفاده  با  و  شدند   متصل 

از  پس  و  پیش  ذرات  اندازه  داد،  نشان  نتایج  شد.  تهیه  دارو  حامل 
 200 µg/mL 171 است. غلظت nm بارگذاری دارو به ترتیب 118 و 
بازده  و   5/43% بارگذاری شده  داروی  ظرفیت  مقدار  با  دارو  از 
بارگذاری %40/14 به عنوان غلظت بهینه به دست آمد. رهایش دارو در 
pH برابر 7/4، %93/4 از داروی بارگذاری شده را به مدت 16 روز با 

ساز و کار رهایش شبه فیکی آزاد کرد که نشانگر رهایش آهسته از این 
سامانه بود. سامانه نانوذره تهیه شده دارای خاصیت ضدباکتري روی 
باکتری های گرم  مثبت و گرم  منفی بود که این خاصیت با توجه به 
 )S. aureus( بررسی حلقه بازدارندگی رشد روی باکتری گرم مثبت
این خاصیت را  این سامانه  بارگذاری دارو در  بود. همچنین،  بیشتر 
 MTT تشدید کرد. سمی نبودن سلولی قابل قبول نانوذرات با روش
به عنوان  دارو  داراي  نانوذرات  از   10  µg/mL غلظت  و  شد  تأیید 
اسید- هیالورونیک  نانوذرات  بنابراین،  شد.  انتخاب  مناسب   غلظت 
و  با خاصیت ضدباکتري  مناسب  به عنوان حامل  تهیه شده  آلوئه وراي 
در  دارورسانی  کاربردهاي  برای  می توانند  سلولی  سمیت  نداشتن 

درمان عفونت ها استفاده شوند.
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