
MCF-7 نانولیپوزومه کردن پاکلی تاکسل و بررسی اثر آن بر روی
مائده کوهی مفتخری اصفهانی1، سید ابراهیم علوی*2، امیر حیدری نسب3، محسن چیانی4، عظیم اکبرزاده5

 1 کارشناس ارشد، تهران-دانشگاه علوم و تحقیقات تهران- دانشکده فنی و مهندسی-گروه مهندسی شیمی-گروه بیوتکنولوژی

 2 کارشناس ارشد، تهران-دانشگاه علوم و تحقیقات تهران- دانشکده فنی و مهندسی-گروه مهندسی شیمی-گروه بیوتکنولوژی

 3 دانشیار، تهران-دانشگاه علوم و تحقیقات تهران- دانشکده فنی و مهندسی-گروه مهندسی شیمی-گروه بیوتکنولوژی

 4 کارشناس ارشد، تهران- میدان پاستور- خیابان 12 فروردین- انستیتو پاستور ایران-بخش بیوتکنولوژی- پایلوت

5 استاد، تهران-دانشگاه علوم و تحقیقات تهران- دانشکده فنی و مهندسی-گروه مهندسی شیمی-گروه بیوتکنولوژی

چکیده 

سابقه و هدف: سرطان سینه شایع ترین سرطان در بین زنان می باشد. داروی پاکلی تاکسل یک عامل ضد سرطان است که در 
درمان این بیماری کاربرد دارد. استفاده از پاکلی تاکسل عوارضی را در بر دارد. به همین دلیل با هدف کاهش عوارض جانبی و بهبود 

کارایی دارو از فناوری دارورسانی نانولیپوزومی استفاده شد.
مواد و روش ها: برای تهیه پاکلی تاکسل نانولیپوزومه، نسبت های مشخصی از فسفاتیدیل کولین، کلسترول و پاکلی تاکسل با 
یکدیگر ترکیب شدند.  قطر پاکلی تاکسل نانولیپوزومه شده با استفاده از دستگاه زتاسایزر محاسبه شد. الگوی آزاد سازی دارو از نانولیپوزوم 

ها با روش دیالیز بررسی شد و در نهایت اثر سایتوتوکسیسیتی داروی نانولیپوزومه شده با استفاده از روش MTT بررسی گردید.
یافته ها: با استفاده از دستگاه زتاسایزر میانگین قطر پاکلی تاکسل نانولیپوزومه شده 421/4 نانومتر به دست آمد. بازده انکپسولاسیون 
پاکلی تاکسل نانولیپوزومه 91/3% بدست آمد. با استفاده از روش دیالیز میزان رهایش دارو طی 28 ساعت در فرمولاسیون پاکلی تاکسل 

نانولیپوزومه بررسی شد  که برابر با 5/53% بود.
نتیجه گیری: این بررسی نشان داد که اثر سایتوتوکسیسیتی پاکلی تاکسل نانولیپوزومه نسبت به فرم استاندارد آن بیشتر است.

کلمات کلیدی: سرطان سینه، نانودارورسانی، پاکلی تاکسل، لیپوزومه کردن

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره سوم، شماره دهم، بهار 1392 

مقدمه 

باشد  می  زنان  بین  در  سرطان  ترین  شایع  سینه  سرطان 
)15(. سالانه یک میلیون مورد سرطان سینه در سراسر جهان 
تشخیص داده می شود )1(. از راه های درمان سرطان سینه می 
توان به شیمی درمانی، رادیوتراپی و جراحی اشاره کرد )10(. 
درمان  در  که  باشد  می  ها  تاکسان  خانواده  از  تاکسل  پاکلی 
 سرطان سینه مورد استفاده قرار می گیرد. این دارو در درمان 
سلول  و  گردن  و  سر  سینه،  تخمدان،  های  سرطان 
گیرد  می  قرار  استفاده  مورد  ریه1  کوچک  غیر  های 
درمانی  شیمی  داروی  یک  تاکسل  پاکلی   .)9،13،14(
از  ها  میکروتوبول  تجمع  مولکول،  این  باشد.  می   جدید 

جلوگیری  طریق  از  و  کند  می  تسهیل  را  توبولین  دیمرهای 
می  ها  آن  تثبیت  باعث  ها  میکروتوبول  پلیمرازیسیون  دی  از 
طبیعی  و  فعال  یافتن  سازمان  دوباره  از  مانع  ثبات  این  گردد. 
شبکه میکروتوبول ها می شود که برای اینترفاز حیاتی و اعمال 
سبب  تاکسل  پاکلی  علاوه  به  است.  ضروری  میتوزی  سلولی 
در  ها  میکروتوبول  از  ای  خوشه  یا  و  غیرطبیعی  آرایش  القا 
از  ایجاد آسترهای متعدد   طی چرخه سلولی گشته و منجر به 
میکروتوبول ها در طی میتوز می گردد. داروی پاکلی تاکسل با 
اثر درمانی، باعث بروز عوارض جانبی در بیمار می شود  وجود 
به  و  شود  می  متابولیزه  کوتاه  عمر  نیمه  یک  با  دارو  این   .)4(
همین دلیل به منظور دستیابی به غلظت مورد نیاز در طی دوره 
های مناسب زمانی، استفاده مکرر از دوزهای نسبتا بالا ضروری 
 است و این مسئله منجر به سمیت می شود )2(. استفاده از نانو

 حامل ها به منظور بهبود کارایی و الگوی سمیت پاکلی تاکسل 

آدرس نویسنده مسئول: تهران- دانشگاه علوم و تحقیقات تهران- دانشکده 
 فنی و مهندسی- گروه مهندسی شیمی-گروه بیوتکنولوژی

Email:s.ebrahimalavi@gamil.com 
 تاریخ دریافت مقاله: 91/5/27

Non-small cell lung cancer-1 تاریخ پذیرش: 91/8/30
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در  برانگیز  بحث  موارد  از  یکی  رسد.  می  امیدبخش  نظر  به 
باشد.  می  جانبی  عوارض  کامل  یا حذف  و  کاهش  نانودرمانی، 
حامل های تزریقی در مقیاس نانو با هدف عبور از موانع زیستی، 
شود  می  استفاده  دارو  بهینه  دُز  کردن  رها  و  دارو  از  حفاظت 
داروهای  برای  جدید  اهداف  عنوان  به  لیپیدی  ترکیبات   .)5(
ضد سرطان در حال تولید می باشد )8(. یکی از این حامل ها 
یا  از یک  لیپوزوم ها، وزیکول های متشکل  باشد.  لیپوزوم می 
محفظه  که  باشند  می  متحدالمرکز  فسفولیپیدی  لایه ی  چند 
در  را  دارو  ها  لیپوزوم   .)11،12( گیرند  بر می  در  را  آبی  های 
عوارض  مقابل  در  را  بیمار  و  کنند  می  حفاظت  تخریب  مقابل 
جانبی دارو محافظت می نمایند )6(. هدف از این مطالعه بررسی 
اثر درمانی و  بهبود  نانولیپوزومه در  تاکسل  پاکلی  داروی  تاثیر 

کاهش عوارض جانبی آن می باشد.

مواد و روش ها

 0/5( MTTفسفاتیدیل کولین، کلسترول، پاکلی تاکسل و محلول
میلی گرم بر میلی لیتر( از شرکت سیگما خریداری شد. اتانول 
و ایزوپروپانول از شرکت مرک و محیط کشت RPMI 1640 از 
شرکت Invitrogen خریداری و همچنین سلول MCF7 از بانک 

سلولی انستیتو پاستور ایران تهیه گردید.

ساخت نانولیپوزوم و انکپسولاسیون دارو

فسفاتیدیل کولین وکلسترول )نسبت 15 به 1( در 120 میلی 
لیتر اتانول 98% حل شد )دمای محیط، 300 دور بر دقیقه( تا 
گرم  میلی   13 سپس  شود.  رنگ  زرد  و  شفاف  سوسپانسیون، 
پاکلی تاکسل اضافه و با کمک همزن مغناطیسی مخلوط گردید 
فاز  ادامه  در  دقیقه(.  بر  دور   300 دقیقه،   30 محیط،  )دمای 
حلال، به کمک روتاری اواپوراتور )50 درجه سانتی گراد، 100 
دور بر دقیقه( )شرکت Heidolph آلمان( تبخیر گردید و ژلوز 
حاصله در 13 میلی لیتر سرم فیزیولوژی حل گردید. پس از آن 
 Bandelin( فرمولاسیون به دست آمده به مدت 5 دقیقه سونیکه

Sonorex Digitec, 60 Hz ( شد.

تعیین اندازه نانو لیپوزوم ها

Mal- )میانگین قطر لیپوزوم ها با استفاده از دستگاه زتاسایزر 

vern Instruments Ltd( تعیین شد.

بازده انکپسولاسیون

لیتر  میلی  مقدار 2  انکپسوله شده،  داروی  بررسی درصد  برای 
با  لیپوزومه شده،  از فرمولاسیون پاکلی تاکسل  )2 میلی گرم( 
دقیقه در دمای 4  به مدت 30  دقیقه  بر  سرعت 13000 دور 
از دستگاه  استفاده  با  درجه سانتی گراد سانتریفوژ شد. سپس 
 )SHIMADZU شرکت UV – 1601PC اسپکتروفوتومتر )مدل
جذب نوری محلول رویی در طول موج 227 نانومتر خوانده شد. 
محاسبه  انکپسولاسیون  بازده  زیر،  فرمول  از  استفاده  با  سپس 
از  سریالی  های  غلظت  استاندارد،  منحنی  رسم  گردید.جهت 
کمک  با  ها  آن  نوری  جذب  و  تهیه  تاکسل  پاکلی  استاندارد 

اسپکتروفتومتر در طول موج 227 نانومتر سنجیده شد.

بررسی رهایش دارو

برای بررسی الگوی آزاد شدن پاکلی تاکسل از لیپوزوم ها، مقدار 
1 میلی میلی لیتر از فرمولاسیون داروی لیپوزومه شده در داخل 
کیسه دیالیز ریخته شد و در 100 میلی لیتر بافر فسفات سالین 
با pH 7.4 قرار گرفت و سپس بر روی همزن مغناطیسی گذاشته 
شد )28 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد(. برای ارزیابی 
الگوی رهایش دارو، در زمان های مختلف مقدار یک میلی لیتر 
از بافر فسفات برداشته شده و با یک میلی لیتر بافر فسفات تازه 
جایگزین می گردید. جذب نوری در نمونه های برداشت شده 
در ساعت های مختلف در طول موج 227 نانومتر اندازه گیری 
شد و سپس با استفاده از منحنی استاندارد، غلظت داروی آزاد 
شده در هر زمان محاسبه گردید. در نهایت نمودار رهایش دارو 

بر حسب زمان رسم شد.

بررسی اثر سایتوتوکسیسیتی دارو

 RPMI کشت  محیط  در   MCF7 سلولی  رده  کشت  از  پس 
 10000 حاوی  که  سوسپانسیون  از  میکرولیتر   100  ،1640
سلول بود در چاهک های پلیت 96 خانه ای ریخته و در دمای 
37 درجه سانتی گراد و تحت  CO2 5% انکوبه شد. پس از 24 
ساعت محیط رویی سلول ها را برداشته و غلظت های مختلفی 
از فرمولاسیون پاکلی تاکسل نانولیپوزومه شده و کنترل آن بر 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم، بهار 1392 ، نانولیپوزومه...
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روی سلول ها ریخته شد. سپس به مدت 24 ساعت در شرایط 
ذکر شده انکوبه گردید. پس از آن محلول رویی را بیرون ریخته 
و100 میکرولیتر از محلول MTT )0/5 میلی گرم بر میلی لیتر( 
اضافه شد و پس از 3 ساعت انکوباسیون رنگ ارغوانی )مربوط 
میکرولیتر   100 در  زنده  های  سلول  در  فورمازان(  تشکیل  به 
اندازه  نانومتر  ایزوپروپانول حل شد. جذب در طول موج 570 
گیری )اسپکتروفتومترمدل Power Eave XS( و میزان IC50 با 

استفاده از برنامه pharm محاسبه گردید.

یافته ها

تعیین اندازه نانو لیپوزوم ها

نانومتر   421/4 شده  نانولیپوزومه  تاکسل  پاکلی  قطر  میانگین 
بدست آمد.

بازده انکپسولاسیون

به  توجه  با  فرمولاسیون  این  برای   )%EE( انکپسولاسیون  بازده 
فرمول شماره 1 برابر 91/3 درصد تعیین شد. 

بررسی رهایش دارو

تاکسل  پاکلی  فرمولاسیون  از  شده  آزاد  تاکسل  پاکلی  مقدار 
نانولیپوزومه شده در بافر PBS طی بازه های زمانی 30 دقیقه، 1 
ساعت، 2 ساعت، 3 ساعت، 24 ساعت، 28 ساعت با استفاده از 
منحنی استاندارد پاکلی تاکسل محاسبه شد. الگوی آزاد سازی 
دارو مطابق نمودار زیر می باشد. این نمودار نشان می دهد که 
حداکثر مقدار داروی آزاد شده از لیپوزوم ها در مدت 28 ساعت، 

حدود 5/53% می باشد.

تاکسل  پاکلی  فرمولاسیون  از  تاکسل  پاکلی  رهایش  میزان    -1 منحنی 

PBS لیپوزومه شده در بافر

بررسی سایتوتوکسیسیتی دارو

میزان سایتوتوکسیسیتی دارو در غلظت های مختلف بر اساس 
روش MTT برسی شد که نتایج در نمودار 1 آورده شده است. 

فرمولاسیون  دو  برای  لیتر(  میلی  بر  )میکرو گرم   IC50 مقادیر نمودار1-  

پاکلی تاکسل نانولیپوزومه و استاندارد پاکلی تاکسل.

بحث

دارورسانی یکی از چالش های اصلی بیوتکنولوژی دارویی است 
داروها  رساندن  توانایی  ها  نانوحامل  که  است  شده  ثابت   .)6(
لیپیدی،  های  نانوحامل  از  یکی  دارند.  را  هدف  های  سلول  به 
لیپوزوم می باشد. لیپوزوم ها دارو را درمقابل تخریب حفاظت 
داروی  جانبی  عوارض  برابر  در  را  بیمار  درمقابل،  و  کنند  می 
چن   ،2005 سال  در   .)5( کند  می  محافظت  شده،  محصور 
طرق  از  را  لیپوزوم  در  محصور  آدریامایسین  اثر  همکاران  و 
تجویز  سینه  سرطان  ی  شده  منتشر  های  مدل  بر  مختلف 
ی  دهنده  نشان  نتایج  و  دادند  قرار  بررسی  مورد  بودند،  شده 
لیپوزوم توسط  از آدریامایسین محصور در  بالایی  جذب درصد 
نتایج نشان داد که میزان  بود و همچنین   سلول های توموری 
در   .)3( است  یافته  افزایش  شدت  به  دارو  ی  توکسیسیته 
محصور  دوکسوربیسین  داروی  همکاران  و  ژیوتا   ،2007 سال 
اول  خط  عنوان  به  سیکلوفسفامید  ترکیب،  در  را  لیپوزوم  در 
تحقیق  این  در  دادند.  قرار  بررسی  مورد  سینه  سرطان  درمان 
سلولی  سمیت  افزایش  ی  دهنده  نشان  آمده  بدست  نتایج 
فرم  با  مقایسه  در  لیپوزوم  در  محصور  دوکسوربیسین  داروی 
پاکلی  فرمولاسیون  تاثیر  پژوهش،  این  در   .)7( بود  آن  آزاد 
تاکسل نانولیپوزومه بر روی رده ی سلولی سرطان سینه مورد 
بررسی قرار گرفت. بررسی بازده انکپسولاسیون نشان می دهد 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم ،  مائده کوهی مفتخری اصفهانی و همکاران
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که مقدار قابل توجهی از دارو در داخل وزیکول ها قرار گرفته 
است و این مسئله می تواند تا حد زیادی مربوط به نسبت های 
کنترل شده فسفولیپید، کلسترول، دارو و همچنین روش مورد 
استفاده )تبخیر فاز معکوس( باشد. بررسی الگوی رهایش دارو 
دارو  رهایش  که  است  این  ی  دهنده  نشان  شده  نانولیپوزومه 
انتظار  که  همانطور  و  گیرد  می  انجام  آهسته  نسبتاً  به صورت 
رسانی  دارو  عامل  عنوان  به  ها  لیپوزوم  از  استفاده  می رفت 
بخاطر  این  و  دارد  دارو  رهایش  کردن  کند  در  بسزایی  نقش 
این است که دارو زمان بیشتری نیاز دارد تا بتواند از لایه های 
اثر سایتوتوکسیسیتی  لیپوزوم عبور کند. مقایسه  فسفولیپیدی 
فرمولاسیون پاکلی تاکسل نانولیپوزومه شده با استاندارد پاکلی 
پاکلی  ی  نانولیپوزومه  داروی  بیشتر  تاثیر  از  حاکی  تاکسل، 
برای  باشد.  می  سرطانی  های  سلول  بردن  بین  از  در  تاکسل 
توجیه این مسئله می توان گفت که فرمولاسیون نانولیپوزومی 
فسفولیپیدی  ساختارهای  داشتن  دلیل  به  تاکسل  پاکلی 
بهتر   MCF-7 های  سلول  غشاء  ای  دولایه  ساختار  با   مشابه 
می توانند با این سلول ها ارتباط برقرار کرده و با جوش خوردن 
غشاهای آن ها با یکدیگر و آزاد سازی مستقیم دارو به داخل 

سلول هدف باعث افزایش مرگ این سلول ها شوند.

تشکر و قدردانی

بیوتکنولوژی  پایلوت  در  پژوهش  این  آزمایشگاهی  مراحل 
زحمات  از  بدینوسیله  است.  شده  انجام  ایران  پاستور  انستیتو 
در  که  فرحناک  مریم  و  تقوی  مهدیه  امیری،  شقایق  ها  خانم 
تمامی مراحل پژوهش یار و یاور ما بودند، کمال تشکر را داریم.

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره دهم، بهار 1392 ، نانولیپوزومه...
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