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چکیده
درون پوشانى ترکیبات فنولیک، به عنوان آنتى اکسیدان هاى طبیعى، یکى از راه هاى جلوگیرى از اکسیداسیون و بهبود جذب آن ها 
در بدن است. لیپوزوم ها ذرات کلوئیدى متشکل از لیپیدهاى قطبى هستند که به علت داشتن بخش هاى آب دوست و لیپیدى، 
در به دام انداختن، تحویل و آزادسازى ترکیبات آب دوست، چربى دوست و آمفى فیلیک، مى توانند به کار گرفته شوند. هدف از این 
پژوهش، بررسى قابلیت لیپوزوم ها در درون پوشانى عصاره گزنه و ارزیابى ویژگى هاى کلوئیدى و آنتى اکسیدانى نانولیپوزوم هاى 
حاوى عصاره گزنه است. نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره گزنه، با استفاده از نسبت هاى متفاوت لستین-کلسترول به میزان 60-0، 
10-50، 20-40 و 30-30 میلى گرم، معادل 8-0، 7-3، 5-5 و 4-8 میلى مولار، به روش هیدراسیون لایه نازك و سونیکاسیون 
تولید شدند. آزمون هاى تعیین اندازه ذرات، کارایى درون پوشانى، پایدارى کپسولاسیون، خاصیت آنتى اکسیدانى و میزان کدورت 
مورد ارزیابى قرار گرفتند. اندازه ذرات و توزیع اندازه ذرات به ترتیب در محدوده 94-81 نانومتر و 0/88-0/81 بود و اثر غلظت هاى 
مختلف لستین-کلسترول بر اندازه ذرات در سطح آمارى 5٪ معنى دار نبود. هم چنین غلظت هاى مختلف لستین-کلسترول بر 
کارایى کپسولاسیون  بوده و بیش ترین میزان  لیپوزومى در سطح احتمال 5٪ معنى دار  میزان کارایى کپسولاسیون نمونه هاى 
آزاد  رادیکال هاى  احیاکنندگى  درصد  میزان  بیش ترین  حاصل شد.   ٪65/83±2/56 مقدار  با  کلسترول  بدون  فرمولاسیون  در 
2و2-دى فنیل-1-پیکریل-هیدرازیل (DPPH) مربوط به غلظت mg/mL 1 عصاره آزاد و نانولیپوزوم بوده که به ترتیب مقادیر 
50/94 و 45/29٪ بودند. از طرف دیگر درصد احیاکنندگى رادیکال هاى DPPH در غلظت هاى برابر عصاره آزاد و کپسوله، تفاوت 
معنى دارى نداشت. به علاوه، زمان نگه دارى، تأثیر معنى دارى روى پایدارى درون پوشانى نانولیپوزوم ها ایجاد نکرد و نمونه ها در 
طول زمان نسبت به رهایش مقاوم بودند. هر چند که این مسئله در مورد فرمولاسیون 30-30 صادق نبود و بین میزان کارایى 
درون پوشانى روزهاى مختلف، تفاوت معنى دارى وجود داشت. افزایش غلظت کلسترول، باعث افزایش میزان کدورت از 11/7- به 

21/2- گردید.
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1- مقدمه
دارویى،  گیاهان  از  استخراج شده  طبیعى  آنتى اکسیدان هاى 
در  مى توانند  که  هستند  زیست فعال  ترکیبات  مهم ترین  جزء 
بگیرند.  قرار  استفاده  مورد  نوشیدنى ها  و  غذایى  مواد  تولید 
مهمى از رژیم غذایى انسان ها را تشکیل  این ترکیبات، بخش 
قلبى-عروقى،  بیمارى هاى  به  ابتلا  خطر  کاهش  باعث  و  داده 
به  امروزه   .[1] مى شوند  سرطان  و  استخوان  پوکى  دیابت، 
احتمال  جمله  از  شیمیایى،  آنتى اکسیدان هاى  عوارض  دلیل 
سرطان زایى و ایجاد آسیب هاى کبدى، تمایل به سمت مصرف 
ترکیبات   .[2] است  یافته  افزایش  طبیعى  آنتى اکسیدان هاى 
از  یکى  و  بوده  گیاهان  ثانویه  متابولیت هاى  از  پلى فنولیک 
مهم ترین ترکیبات آنتى اکسیدانى هستند که مى توانند در تولید 
مواد غذایى فراسودمند و یا جلوگیرى از اکسیداسیون و افزایش 
قرار  اکسیژن، مورد استفاده  به  ماندگارى مواد غذایى حساس 
گیرند. این ترکیبات در گیاهان از L-فنیل آلانین مشتق شده و 
شامل انواع غیرمحلول ها، نظیر تانن ها، لیگنین، هیدروسینامیک 
اسید متصل به دیواره سلولى و یا ترکیبات محلول شامل فنولیک 

اسید، فنیل پروپانوئید، فلاوونوئید و کینون مى باشند [3]. 
گزنه یکى از گیاهان دارویى بومى ایران است که در نواحى 
نام  با  یافت مى شود. گیاهى چندساله  آذربایجان غربى به وفور 
با  که  بوده،   Urticaceae تیره  از  و   Urtica dioica L. علمى 
کرك هاى گزنده1 روى ساقه و برگ مشخص مى گردد. این گیاه 
مسهل،  خلط آور،  جمله  از  گسترده اى  درمانى  خواص  داراى 
در  به علاوه  مى باشد.  و ضدکرم2  بندآورنده  خونریزى  ادرارآور، 
پرکارى  بواسیر،  رماتیسم،  اگزما،  نظیر  بیمارى هایى  درمان 
تیروئید، آماس نایژه، دیابت و سرطان مؤثر است [4]. خاصیت 
اثبات  به  مختلف  پژوهش هاى  طى  گزنه  گیاه  آنتى اکسیدانى 
آبى  عصاره  آنتى اکسیدانى  بررسى خواص  نتایج  است.  رسیده 
گزنه توسط نشان داد که تمامى غلظت هاى مورد بررسى عصاره 
مؤثرى  احیاکنندگى  خاصیت  و  آنتى اکسیدانى  فعالیت  داراى 
با غلظت دارد. خاصیت  بوده و این پارامترها رابطه مستقیمى 
بالاتر   (50-250  µg) مقادیر  تمامى  آنتى اکسیدانى عصاره در 
هم چنین   .[5] است  شده  گزارش  α-توکوفرول   100  µg از 
توانایى حذف  و  فنولى  ترکیبات  میزان  دیگرى،  پژوهش  طى 
1. Stinging hairs
2. Vermifuge

کلروفرم،  متانول،  با  شده  استخراج  عصاره  آزاد  رادیکال هاى 
دى اتیل اتر، اتیل استات و بوتانول گیاهان موجود در خانواده 
اورتیکاسه را بررسى شد. عصاره هاى استخراج شده با بوتانول و 
اتیل استات و عصاره کلروفرم، به ترتیب داراى بیش ترین میزان 
فنولیک  ترکیبات  و   DPPH آزاد  رادیکال هاى  در حذف  تأثیر 

کل بودند [6].  
مایع  مواد جامد،  انداختن  دام  به  تکنولوژى  درون پوشانى1، 
یا گازى در کپسول هایى که محتویات خود را در سرعت هاى 
کنترل شده و تحت شرایط ویژه آزاد مى کنند، مى باشد که شامل 
اطمینان  فعال،  زیست  ترکیب  اطراف  دیواره  تشکیل  مراحل 
ترکیبات  پوشش  بیرون و عدم  به  ترکیبات  این  نشت  از عدم 
حامل هاى  انواع  از  یکى   .[7] مى باشد  کپسول  در  نامطلوب 
غذا-دارو  و  فعال  زیست  مواد  درون پوشانى  براى  که  لیپیدى 
وزیکول هاى  لیپوزوم ها  مى باشد.  لیپوزوم ها2  مى شود،  استفاده 
کلوئیدى متشکل از لیپیدهاى قطبى به ویژه فسفولیپیدها بوده 
دولایه اى  کروى  ساختارهاى  آب  مولکول هاى  حضور  در  که 
آمفى فیلیک  خاصیت  به دلیل  ترکیبات  این  مى کنند.  ایجاد  را 
آب دوست،  ترکیبات  از  وسیعى  طیف  کردن  کپسوله  توانایى 
چربى دوست و آمفى فیل را دارند [8]. لیپوزوم ها و نانولیپوزوم ها 
اگرچه خصوصیات ساختارى، شیمیایى و ترمودینامیک یکسان 
اندازه  به علت  با لیپوزوم ها،  اما نانولیپوزوم ها در مقایسه  دارند، 
مى کنند  فراهم  را  بیش ترى  سطحى  ناحیه  کوچک تر،  ذرات 
و  زیستى  دسترسى  قابلیت  بهبود  حلالیت،  افزایش  باعث  و 
به  انکپسوله شده  تحویل دقیق تر مواد  رهایش کنترل شده و 
نواحى هدف مى شوند. هم چنین داراى پایدارى کلوئیدى بالاتر 

بوده و کدورت کم ترى ایجاد مى کنند [9].
دسترسى  و  پایدارى  فعالیت،  به  فنولیک3  ترکیبات  کارایى 
زیستى آن ها بستگى دارد. جذب کم ترکیبات فنولیک در روده، 
عوامل  برابر  در  غذایى  مواد  نگه دارى  و  فرایند  طى  ناپایدارى 
محیطى از قبیل اکسیژن، حرارت، عوامل شیمیایى و بیولوژیک، 
در  را  ترکیبات  این  کاربرد  تلخ،  طعم  و  آب  در  کم  حلالیت 
مواد غذایى محدود کرده است که این مشکلات به طور بالقوه 
مى تواند با درون پوشانى توسط لیپوزوم ها بهبود یابد [10]. بر 
روى درون پوشانى عصاره هاى گیاهى توسط لیپوزوم ها تاکنون 
1. Encapsulation
2. Liposome
3. Phenolic compounds
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مطالعات بسیار محدودى انجام شده است. گورتزى و همکاران 
[11]، لیپوزوم حاوى عصاره گونه اى از مرزنگوش با نام علمى 
Origanum dictamnus را به روش هیدراسیون لایه نازك و با 

کردند.  تهیه  لستین-کلسترول  از  نسبت مشخصى  از  استفاده 
بیش ترین  دادکه  نشان  آنتى اکسیدانى  فعالیت  بررسى  نتایج 
عصاره  به  مربوط  عصاره ها ،  بین  در  حفاظتى1  فاکتور  میزان 
 BHT از  آن  فعالیت  که  بوده   240  ppm غلظت  در  متانولى 
عصاره  آنتى اکسیدانى  فعالیت  میزان  به علاوه  بود.  بالاتر  هم 
هم چنین،  شد.  گزارش  خالص  عصاره  از  بالاتر  شده  کپسوله 
کپسولاسیون عصاره، تأثیر معنى دارى روى بار سطحى و اندازه 
ذرات داشت. این محققین [12]، نتایج آزمایشات مذکور را در 
مورد عصاره گیاه مورد2 نیز تصدیق کرده و به  این نتیجه رسیدند 
از    160  ppm غلظت هاى  تا  آن  آنتى اکسیدانى  خاصیت  که 
α-توکوفرول بالاتر بوده، به علاوه میزان خاصیت آنتى اکسیدانى 
عصارة درون پوشانى شده بالاتر از عصارة آزاد بوده است. براى 
درون پوشانى عصاره هاى گیاهى مختلفى از جمله گیاه گزنه از 
مواد بیوپلیمرى نیز استفاده شده است. براى مثال عصاره گزنه 

در بسترهاى آلژینات-کیتوزان کپسوله شدند [13].
تولید  در  دارویى  گیاهان  عصاره هاى  اهمیت  به  توجه  با 
جدید  مفید  محصولات  گسترش  و  سودمند  فرا  غذایى  مواد 
زمینۀ  در  پژوهشى  تاکنون  این که  و ضمن  غذایى،  در صنایع 
نگرفته  ایران صورت  در  گزنه  نانولیپوزوم حاوى عصاره  تولید 
است، هدف از این پژوهش، تولید نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره 
به روش هیدراسیون لایه نازك3-سونیکاسیون و بررسى  گزنه 

ویژگى هاى کلوئیدى4 و آنتى اکسیدانى آن ها مى باشد.

2- مواد و روش ها
2-1- مواد

 ،٪99 درجه خلوص  با  (ال-آلفا-لستین گرانولار  فسفولیپید 
شرکت Across آمریکا)، کلسترول (با درجه خلوص 95٪، شرکت 
 (DPPH) آلمان)، 2و2-دى فنیل-1- پیکریل-هیدرازیل Merck

دى کلرومتان  n-هگزان،  متانول،  کلروفرم،   ،(Sigma (شرکت 
از شیوکالتو  فولین  معرف  و  کربنات  سدیم  استات،  اتیل  و 
1. Protection factor
2. Myrtus communis
3. Thin layer hydration
4. Colloidal properties

 (Darmstadt, Germany chemical Co.Merck شرکت مرك)
(منطقه  آذربایجان غربى  مناطق  از  نیز  گزنه  گیاه  تهیه شدند. 

روستایى قامت، واقع در ارومیه) چیده شد.

2-2-روش ها 
2-2-1- روش هاى عصاره گیرى و آماده سازى

برگ هاى گیاه گزنه پس از شستشو در سایه خشک شده و 
سپس آسیاب گردید. استخراج عصاره توسط روش سوکسله1 
اتیل  از چهار حلال n-هگزان، کلروفرم،  با استفاده  به ترتیب  و 
استات و متانول انجام یافت. به  این ترتیب که 10 گرم از پودر 
گیاه داخل کارتوش پیچیده شده و داخل محفظه استخراج قرار 
گرفت. سپس 200 میلى لیتر حلال داخل بالون ته گرد ریخته 
شده و به مدت 3-2 روز تحت دماى 45-40 درجه سانتى گراد 
حرارت دید. پس از هر بار استخراج، عصاره حاصل تخلیه شده 
و باقى مانده گیاه قبل از استخراج با حلال بعدى خشک شد. در 
نهایت عصاره متانولى به کمک اواپراتور چرخشى تحت خلأ و 
دماى 40-35 درجه سانتى گراد تغلیظ و سپس به ظروف پترى 
درون دسیکاتور منتقل گردید تا در آن تبخیر نهایى حلال در 

دماى آزمایشگاه و طى 20 ساعت کامل شود [15]. 
جهت تهیه لیپوزوم ها از نسبت هاى مختلف لستین-کلسترول 
(0-60، 10-50، 20-40 و 30-30 میلى گرم) استفاده گردید. 
در  ماده  دو  این  مختلف  غلظت هاى  کردن  حل  با  نازك  لایه 
از دى کلرومتان-متانول با نسبت 1:1 و سپس تبخیر  ترکیبى 
حلال در اواپراتور چرخشى (شرکت Heidolph، کشور آلمان) 
تحت دماى 30 درجه سانتى گراد تشکیل یافت و سپس توسط 
mL 15 آب مقطر هیدراته شد. لیپوزوم هاى تولید شده در این 

عمل   .[16] بودند  میکرومترى  مقیاس  در  و  چندلایه  مرحله 
 ،Heidolph نمونه ها توسط هموژنایزر (شرکت  هموژنیزاسیون 
انتقال  با دور rpm 20000 و در دماى بالاتر از  کشور آلمان) 
فاز لیپوزومى (70) صورت گرفت. در نهایت عمل سونیکاسیون 
 Sonics & نمونه هاى لیپوزومى توسط سونیکاتور پروب (مدل
Materials vibracell، کشور انگلستان) با 5 سیکل 1 دقیقه اى 

و 1 دقیقه استراحت ما بین هر سیکل، انجام شد. به  این صورت 
شدند  تولید  نانومتریک  مقیاس  در  تک لایه اى  لیپوزوم هاى 

.[17]
1. Soxhelet extraction
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2-2-2-تعیین اندازه و توزیع اندازه ذرات
اندازه ذرات و توزیع اندازه ذرات، اهمیت ویژه اى در تعیین 
و  اندازه ذرات  توزیع  کلوئیدى دارند.  خصوصیات سیستم هاى 
(مدل  ذرات  اندازه  آنالیزکننده  دستگاه  آن ها در  قطر متوسط 
لیزر  نور  تفرق  روش  اساس  بر  ژاپن)  ساخت   SALD 2101

میانگین  اساس  بر  ذرات  اندازه  متوسط  مى شوند.  اندازه گیرى 
قطر حجمى توسط معادله (1) محاسبه و کلیه نمونه ها در سه 

تکرار اندازه گیرى مى شوند.
 DeBroukere میانگین قطر حجمى (میانگین حجم معادل) یا

:[18] mean

(1)

ni : تعدات ذرات di : قطر میانگین ذرات

محاسبه  زیر  معادله  از  استفاده  با  نیز  ذرات  اندازه  توزیع 
مى شود: 

(2)

D: قطرى که حجم ذرات کوچک تراز آن، 90٪ حجم   (٪90)
کل ذرات موجود در سیستم را تشکیل مى دهد.

D: قطرى که حجم ذرات کوچک تراز آن، 50٪ حجم   (٪50)
کل ذرات موجود در سیستم را تشکیل مى دهد (قطر میانه).

D: قطرى که حجم ذرات کوچک تراز آن، 10٪ حجم   (٪10)
کل ذرات موجود در سیستم را تشکیل مى دهد.

2-2-3-تعیین کارایى درون پوشانى
از آن جایى که هدف از این پژوهش، درون پوشانى ترکیبات 
درون پوشانى،  کارایى  تعیین  جهت  بنابراین  بود،  فنولیک 
فنول کل موجود در نمونه هاى لیپوزومى ارزیابى گردید. ابتدا 
بر  اسیدگالیک  مختلف  مقادیر  توسط  کالیبراسیون  منحنى 
حسب میلى گرم رسم شد. سپس عصاره کپسوله شده توسط 
فیلتر آمیکون از عصاره آزاد جدا شده و mL 1 از عصاره آزاد با
mL 1 محلول 2٪ سدیم کربنات و µL 200 معرف فولین شیوکالتو 

و با دور rpm 1200 به مدت 5 دقیقه سانتریفوژ  مخلوط شده 

شد. جذب نمونه ها پس از 30 دقیقه نگه دارى در دماى محیط، 
در  انگلیس  ساخت   ،Ultraspec 2000 اسپکتروفتومتر  توسط 
طول موج 750 نانومتر، خوانده شد. با قرار دادن نتایج حاصل 
در منحنى کالیبراسیون، میزان فنول کل موجود در عصاره آزاد 
بر حسب میلى گرم، گالیک اسید به دست آمد. با کم کردن مقادیر 
فنول آزاد از فنول اولیه، فنول کپسوله شده حاصل گردید [19].

کارایى درون پوشانى از رابطه زیر محاسبه شد:
 (3)

2-2-4- تعیین خاصیت آنتى اکسیدانى
توانایى از دست دادن اتم هیدروژن توسط ترکیبات فنولیک با 
میزان بى رنگ کردن محلول بنفش 2و2-دى فنیل-1- پیکریل-

هیدرازیل(DPPH) در متانول، مورد سنجش قرار مى گیرد. در 
این تست از DPPH به عنوان ترکیب رادیکالى پایدار استفاده 
از  بعد  و  قبل  متانولى  عصاره  آنتى اکسیدانى  فعالیت  گردید. 
رقت  سه  در  متانولى  عصاره  ابتدا  شد.  ارزیابى  کپسولاسیون 
متوالى تهیه شده، سپس µL 50 از هر یک از غلظت هاى عصاره 
افزوده شده و جذب   (٪8) DPPH متانولى  mL 5 محلول  به 
نورى نمونه ها پس از 30 دقیقه گرمخانه گذارى در دماى اتاق، 
در طول موج 517 نانومتر، توسط اسپکتروفتومتر خوانده شد. 
جهت انجام محاسبات، جذب DPPH (004٪) نیز اندازه گیرى 
[20] و درصد کاهش ظرفیت رادیکالى1 در رادیکال هاى آزاد 

DPPH توسط رابطه زیر محاسبه شد:

(4)

لیپوزومى، در  فعالیت آنتى اکسیدانى نمونه هاى  ارزیابى  جهت 
لیز شده و   X-100 از تریتون ابتدا ساختار لیپوزوم با استفاده 

مطابق شرایط یاد شده عمل شد.

2-2-5- تعیین پتانسیل زتا
از  نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره  براى تعیین پتانسیل زتاى 
دستگاه زتا سایزر (Nano-Zs ساخت شرکت Malvern کشور 
1. DPPH radical scavenging effect
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نمونه ها  از  یک  هر  منظور،  این  براى  شد.  استفاده  انگلستان) 
برابر رقیق شدند. سپس   50 آب مقطر،  از  با استفاده  نخست 
نمونه ها توسط سرنگى داخل لوله موئین منتقل و لوله موئین 
در محل مخصوص دستگاه قرار گرفت. اندازه گیرى پتانسیل زتا 
دیسپرسیون لیپوزومى در pH=7/4، دماى 25 درجه سانتى گراد 

و توان 149 وات انجام شد [21].

2-2-6- اندازه گیرى کدورت
دستگاه  توسط  عصاره  حاوى  نانولیپوزوم هاى  کــدورت 
اسپکتروفتومتر نور مرئى و در طول موج 600 نانومتر اندازه گیرى 
شد. ابتدا یک میلى لیتر از نمونه با 2 میلى لیتر آب مقطر رقیق 
شده و پس از 30 دقیقه نگه دارى در دماى اتاق، جذب نمونه ها 

در طول موج 600 نانومتر خوانده شد [17].

2-2-7- بررسى پایدارى درون پوشانى
نگه دارى،  مدت  کلوئیدى طى  پایدارى سیستم هاى  بررسى 
یکى از آزمون هاى مهم در رابطه با ویژگى این نوع سیستم ها 
درون پوشانى  پایدارى  سیستم،  پایدارى  بررسى  در  مى باشد. 
به مدت  از نگه دارى  لیپوزومى پس  انکپسولاسیون نمونه هاى 

20 روز در دماى یخچال، اندازه گیرى شد [22]. 

2-2-8- تجزیه و تحلیل آمارى
آزمون ها در 3 تکرار در قالب طرح کاملاً تصادفى انجام شدند. 
 (G.L.M) با استفاده از مدل خطى (ANOVA)  تحلیل و ارزیابى
 SPSS (version 16 for windows, SPSS Inc) نرم افزار آمارى
در سطح احتمال ٪5، (p<0/05) و آزمون چند دامنه اى دانکن 

براى تأیید وجود اختلاف بین میانگین ها انجام گرفت.
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3- نتایج و بحث 
3-1- اندازه و توزیع اندازه ذرات

در این پژوهش به منظور تولید نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره 
لستین- مختلف  نسبت هاى  از  نانومتریک،  مقیاس  در  گزنه 
بر  و30-30،   40-20  ،50-10  ،60-0 میزان  به  کلسترول 
قطر  متوسط  به  مربوط  نتایج  شد.  استفاده  میلى گرم  حسب 
حجمى و توزیع اندازه ذرات در جدول1 آورده شده است که 
به ترتیب، در محدوده 94-81 نانومتر و 0/88-0/81 بوده و اثر 
اندازه  توزیع  و  اندازه  بر  لستین-کلسترول  غلظت هاى مختلف 

ذرات در سطح 5٪ معنى دار نبود.
به نظر مى رسد که غلظت کلسترول بر اندازة ذرات لیپوزوم 
چندان تاثیرى نداشته و بیش تر بر پایدارى لیپوزوم ها موثر است. 
مولکولى تشکیل  بین حفرات  در  قرارگیرى  به علت  استرول ها 
یافته توسط مونومرهاى سورفاکتانت، تراکم و نظم مولکول هاى 
فسفولیپید را افزایش مى دهد و باعث تنظیم سیالیت غشاهاى 
لیپیدى و کاهش نفوذپذیرى آن ها نسبت به مواد محلول مى شود 
الکترواستاتیک،  دافعه  نیروى  افزایش  با  [23-24]. هم چنین، 
مى تواند از تجمع ذرات در طى نگه دارى جلوگیرى کند [25]. 
مالهیروس و همکاران به  این نتیجه رسیدند که افزودن کلسترول 
پلى دیسپرسیتى  بر  تأثیرى  نایسین  حاوى  لیپوزوم  تهیه  در 
به   137 از  وزیکول ها  قطر  افزایش  باعث  اما  نداشت؛  نمونه ها 
مورد  در  متضادى  گزارش هاى   .[26] گردید  نانومتر   218
به  که  منتشر شده  لیپوزومى  ذرات  اندازة  بر  استرول ها  اثر 
بوده  موثر  بسیار  آن  در  لیپوزوم  تهیه  روش  مى رسد  نظر 
همکاران  و  گوپینات  جارى،  پژوهش  با  تطابق  در  است. 
 ٪18-72 از  کلسترول  غلظت  افزایش  که  کردند  گزارش 
آزیدوتیمیدین حاوى  وزیکول هاى  اندازة  روى  تأثیرى  مولى 

جدول(1) تأثیر غلظت هاى مختلف لستین:کلسترول بر اندازه و توزیع اندازه ذرات نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره گزنه
  (حروف مشابه نشان دهنده عدم وجود اختلاف در سطح 5٪ در آزمون دانکن است). 

اسپنمیانگین قطر حجمى (نانومتر)غلظت لستین:کلسترول (میلى مولار)
0:894±7/57 a0/83±0/095 a

3:781±3/61 a0/88±0/06 a

5:592±10/44 a0/87±0/073 a

8:486±11/59 a0/81±0/075 a

میانگین هاى به دست آمده حاصل 3 تکرار مى باشد. 
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نداشت [27]. محمدى و همکاران نیز در تولید نانولیپوزوم هاى 
غلظت  افزایش  که  رسیدند  نتیجه  این  به    D3 ویتامین  حاوى 
ذرات  اندازه  توزیع  و  اندازه  روى  معنى دارى  تأثیر  کلسترول 
نداشت [28]. تحقیقات لیو و همکاران نشان دادند که مقادیر 
بهینۀ نسبت فسفولیپید به کلسترول براى حداقل اندازه ذرات 
با  شده  داده  پوشش  لیپوزوم هاى  در  نانومتر)،   95/8-97/4)
و کم تر و بیش تر  کیتوزان حامل ویتامین C، 60 به 40 است 
از این نسبت، اندازة ذرات افزایش مى یابد [29]. از طرف دیگر 
افزودن مخلوط استرول هاى گیاهى به فرمولاسیون لیپوزوم هاى 

حامل ویتامین C موجب افزایش اندازه ذرات گردید [23].
اندازه ذرات نمونه را در غلظت  هاى  شکل 1، منحنى توزیع 
دستگاه  توسط  که  مى دهد  نشان  لستین-کلسترول  مختلف 
باشد،  کم تر  اسپن  چقدر  هر  است.  آمده  به دست  سایز  آنالیز 
کلوئیدى  سیستم  و  باریک تر  ذرات  اندازه  توزیع  نشان دهنده 
همگن تر خواهد بود. نمونه هایى با توزیع اندازه باریک در برابر 
پدیده ناپایدارى از نوع رسیدگى اسوالد مقاوم تر هستند. طبق 
غلظت هاى  با  نمونه ها  تمام  براى  ذرات  اندازه  توزیع  نتایج، 
به مطالب بیان  با توجه  متفاوت لستین-کلسترول باریک بود. 
شده، مى توان نتیجه گرفت که روش تولید لیپوزوم ها مستقل 
از غلظت هاى مختلف لستین-کلسترول، براى تولید وزیکول ها 
مناسب  باریک،  ذرات  اندازه  توزیع  با  نانومتریک  مقیاس  در 

مى باشد.

3-2- نتایج کارایى درون پوشانى
کارایى درون پوشانى یکى از پارمترهاى مهم در ارزیابى نانو 
شده کپسوله  ماده  ماهیت  نظیر  عواملى  به  و  بوده  حامل ها 
و نوع  فسفولیپید،  غلظت  و  ماهیت  هیدروفیل)،  یا  (لیپوفیل 

شرایط  و  لیپوزوم  تولید  روش  پایدارکننده،  ترکیبات  غلظت 
گزنه  عصاره  دارد.  بستگى  حرارت)  درجه  و   pH) محیطى 
مورد استفاده، خالص نبوده و داراى انواع مختلفى از ترکیبات 
مى توانند  خود،  شیمیایى  ساختار  به  بسته  که  است  فنولیک 
که  به طورى  گیرند،  قرار  آب گریز  یا  آب دوست  قسمت  در 
هیدروژنى  پیوندهاى  توسط  باشند،  هیدروفیل  بیش تر  اگر 
و  یافته  اتصال  فسفولیپید  مولکول هاى  قطبى  بخش هاى  به 
باشند، بیش تر در بین دولایه  لیپوفیل  در صورتى که بیش تر 
لیپیدى قرار مى گیرند. از آن جایى که سیستم لیپوزومى قابلیت 
کپسولاسیون انواع ترکیبات هیدروفیل، لیپوفیل و آمفى پاتیک 
را دارد، بنابراین حامل مناسبى براى کپسولاسیون عصاره هاى 
کارایى  و  است  فنولیک  ترکیبات  مختلف  انواع  با  گیاهى 
کپسولاسیون در این صورت بالاتر از سیستم هاى دیگر خواهد 

بود.
در این پژوهش، جهت ارزیابى کارایى کپسولاسیون ترکیبات 
فنولیک، میزان فنول کل، قبل و بعد از درون پوشانى اندازه گیرى 

شد.
است.  اسیدگالیک  استاندارد  منحنى  نشانگر  2-الف  شکل 
شکل 2-ب نیز کارایى درون پوشانى فرمولاسیون هاى مختلف 

را نشان مى دهد.
در  لستین-کلسترول  مختلف  غلظت هاى  اثر  نتایج  طبق 
سطح احتمال 5٪، بر کارایى درون پوشانى نمونه هاى لیپوزومى 
بود. بیش ترین میزان کارایى درون پوشانى مربوط به  معنى  دار 
مقدار  که  بود  لستین   60  mg حاوى  و  کلسترول  فاقد  تیمار 
کلسترول  غلظت  افزایش  و  آمد  به دست   ٪65/83±2/56 آن 
باعث کاهش کارایى کپسولاسیون گردید به طورى که به ٪51 
در نمونه حاوى 40 میلى گرم لستین-20 میلى گرم کلسترول 

 (D) 8 و 4 به (C) 5 5 به  ،(B) 37 به ،(A) 0شکل (1) توزیع اندازه ذرات در غلظت هاى مختلف لسیتین به کلسترول (میلى مولار): 8 به
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به عنوان شرایط  لستین   60 mg تیمار حاوى  بنابراین،  رسید. 
که  آن جایى  از  مى شود.  گرفته  نظر  در  کپسولاسیون  بهینه 
مى دهند،  تشکیل  را  لیپوزوم  اصلى  ساختمان  فسفولیپیدها، 
هرچه میزان غلظت فسفولیپد بالاتر باشد، میزان ترکیب فعال 
بیش ترى کپسوله خواهد شد. از طرف دیگر، سفت شدن غشا 
توسط کلسترول باعث جلوگیرى از باز شدن غشاى لیپوزومى 
و در نتیجه، جاگرفتن کم تر مواد فعال آب گریز در آن مى گردد. 
اتصال  تمایل  کلسترول،  توسط  سطحى  آب گریزى  افزایش 
مى دهد.  کاهش  را  لیپوزوم  سطح  به  آب دوست  فعال  مواد 
به طورى که نتایج این پژوهش با نتایج مالهیروس و همکاران 
حاوى  لیپوزوم هاى  در  کلسترول  افزودن  و  داشت  مطابقت 
نتایج    .[26] شد  درون پوشانى  کارایى  کاهش  باعث  نایسین 
کلسترول غلظت  افزایش  داد  نشان  نیز  همکاران  و  لاریدى 
 z نایسین  درون پوشانى  درصد  کاهش  باعث   ،(٪0-20  w/w)
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باعث  کلسترول  مى شود [30]. آن ها احتمال دادند که حضور 
کاهش تمایل نایسین نسبت به غشاى لیپوزومى، و در نتیجه 
کاهش راندمان درون پوشانى شده است. هم چنین نتایج محمدى 
 ،4 µmol و همکاران  نشان داد که افزایش غلظت کلسترول تا
تأثیر معنى دارى روى درصد کپسولاسیون ایبوپروفن نداشت؛ اما 
افزایش غلظت آن به 8 و µmol 16، باعث کاهش عمده درصد 
درون پوشانى شد [29].  تحقیقات لیو و همکاران نشان دادند 
که مقادیر بهینۀ نسبت فسفولیپید به کلسترول براى حداکثر بار 
گذارى ویتامین C، در لیپوزوم هاى پوشش داده شده با کیتوزان، 
60 به 40 است و کم تر و بیش تر از این نسبت مقادیر کارایى 

بارگذارى کاهش مى یابد.

3-3-پتانسیل زتا
محاسبه پتانسیل زتا یک روش مناسب جهت پیشگویى پایدارى 

شکل(2) الف-منحنى استاندارد جهت تعیین غلظت میزان فنول کل بر حسب میلى گرم اسید گالیک 

شکل (2) ب- تأثیر تغییر غلظت لستین:کلسترول بر کارایى درون پوشانى نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره گزنه
(حروف غیر مشابه نشان دهنده وجود اختلاف معنى دار در سطح احتمال 5٪ مى باشد) 
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شکل (3) مقایسه خاصیت آنتى اکسیدانى عصاره گزنه به صورت آزاد و نانولیپوزوم در غلظت هاى مختلف

A                                                                               B

C                                                                                D
(D) 30: 30 و (C) 40:20 ،(B) 50:10 ،(A) 60:0 شکل (4) پتانسیل زتاى نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره گزنه در غلظت هاى مختلف لستین-کلسترول
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اندازه گیرى  است.  کلوئیدى  سیستم هاى  سایر  و  لیپوزوم ها 
نانولیپوزوم ها  رسوب  و  شدن  توده اى  کنترل  در  زتا  پتانسیل 
که فاکتورهاى مهمى در پایدارى هستند، مفید است [24]. در 
این پژوهش، به منظور مشخص شدن نحوه عمل نیروهاى دافعه 
از  فرمولاسیون ها  پایدارى  نانولیپوزوم  و میزان  الکترواستاتیک 
که  شد،  استفاده  زتا  پتانسیل  و  الکتروفورتیک  تحرك  نتایج 
نشانگر  نیز   4 است. شکل  آورده شده   2 در جدول  آن  نتایج 

پتانسیل زتاى نانولیپوزوم هاست.
پتانسیل زتا تابعى از بار سطحى وزیکول هاى لیپیدى، لایه هاى 
جذب شده سطحى و ماهیت محیطى است که لیپوزوم ها در آن 

لیپوزوم ها،  سطحى  بار  دانسیته  و  ماهیت  شده اند.  پراکنده 
مهم ترین  لیپوزوم، از  ذرات  کلوئیدى  پایدارى  بر  علاوه بر تاثیر 
عوامل مؤثر بر مکانیسم و میزان برهم کنش هاى سلول و لیپوزوم 
است. بار سطحى بالاتر لیپوزوم به دلیل نیروهاى دافعه بیش تر، 
از تجمع وزیکول ها جلوگیرى کرده و در نتیجه پایدارى لیپوزوم 
بیش تر خواهد بود. از طرف دیگر، بار سطحى بالاتر باعث افزایش 
برهم کنش هاى سلول و لیپوزوم و در نتیجه تحویل بهتر ترکیب 
زیست فعال مى شود [31]. طبق نتایج ارائه شده در جدول 2، 
افزودن کلسترول باعث افزایش میزان پتانسیل زتا شد. به طورى 
که میزان آن از 12/9- در نمونه بدون کلسترول تا 21/2- در 
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نمونه بدون کلسترول تا 21/2- در نمونه حاوى mg 30 افزایش 
بار  است،  مولکول خنثى  یک  آن جایى که کلسترول  از  یافت. 
بین  هیدروژنى  پیوند  تشکیل  نتیجه  در  مى تواند  ذرات  منفى 
گروه کولین در فسفاتیدیل کولین و گروه هیدروکسیل موجود 
کولین  پیوند، گروه  این  نتیجه  در  باشد که  کلسترول  در سر 
به  بار منفى  با  غشا و گروه فسفاتیدیل  داخل  به  بار مثبت  با 
سطح غشا کشیده شده و به  این ترتیب بار منفى ذرات و دافعه 
مالهیروس   .[33] مى یابد  افزایش  آن ها  بین  الکترواستاتیک 
در  کلسترول  افزودن  رسیدند  نتیجه  این  به   نیز  همکاران  و 
به   -55 از  زتا  پتانسیل  افزایش  باعث  نایسین،  لیپوزوم حاوى 
64- گردید [26]. طى تحقیق سیچز (2013) افزایش نسبت 
 DPPC مولى کلسترول از 0/75-0 در لیپوزوم هاى متشکل از
و کلسترول، پتانسیل زتا را از 5+ به 7/5- میلى ولت تغییر داد 
(32). در مقابل، افزایش غلظت کلسترول از µmol 16-0 تغییرى 
 .[29] نداشت  ایبوپروفن  حاوى  لیپوزوم  زتاى  پتانسیل  روى 

3-4- خاصیت آنتى اکسیدانى
 در این پژوهش، خاصیت آنتى اکسیدانى عصاره متانولى گزنه 
و لیپوزوم در سه غلظت 1، 0/5 و mg/mL 0/25 بررسى شد که 
نتایج آن در شکل 3 آورده شده است. خاصیت آنتى اکسیدانى 
میزان  بیش ترین  با  لستین   60  mg حاوى  لیپوزوم  مورد  در 
کارایى کپسولاسیون اندازه گیرى شد. بیش ترین میزان درصد 
غلظت به  مربوط   DPPH آزاد  رادیکال هاى  احیاکنندگى 
1 عصاره آزاد و نانولیپوزوم بوده که به ترتیب مقادیر   mg/mL

50/94 و 45/29% بودند. از طرف دیگر در غلظت هاى برابر بین 
خاصیت آنتى اکسیدانى عصاره آزاد و کپسوله تفاوت معنى دارى 

وجود نداشت.

جدول (2) پتانسیل زتاى نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره گزنه
(mv) پتانسیل زتا ترکیبات تشکیل دهنده لیپوزوم (لستین به کلسترول)

0-60 -11/7
10-50 -12/9
20-40 -17/4
30-30 -21/2

لیپوزوم  توسط  عصاره  درون پوشانى  مى دهد  نشان  امر  این 
بر خاصیت آنتى اکسیدانى آن تأثیرى نداشته است. نتایج این 
داشت  مطابقت  همکاران  و  گونزالز-پارادس  نتایج  با  پژوهش 
و  آزاد  فنولیک  ترکیبات  آنتى اکسیدانى  خاصیت  که  به طورى 
کپسوله بقایاى زیتون آسیاب شده تفاوت چندانى نداشت [20]. 
به علاوه گوپینات و همکاران در مقایسۀ خاصیت آنتى اکسیدانى 
محلول اسیدآسکوربیک، دیسپرسیون آبى آسکوربیل پالمیتات 
نتیجه  این  به   پالمیتات  آسکوربیل  از  متشکل  وزیکول هاى  و 
رسیدند که میزان خاصیت آنتى اکسیدانى هر سه فرمولاسیون 
آنتى اکسیدانى  داد خاصیت  نشان  مسئله  این  بود.  هم  مشابه 
تبدیل  از  پالمیتات حتى پس  آسکوربیل در آسکوربیل  بخش 

آن به وزیکول نیز حفظ شده است [27].

3-5- اندازه گیرى کدورت
پخش نور  توسط ذرات موجود در محیط سوسپانسیون باعث 
کدورت سیستم حاصل مى شود، که میزان آن به تعداد و اندازه 
انعکاس  تفاوت در ضریب  مایع،  درفاز  موجود  کلوئیدى  ذرات 
ذرات و محیط سوسپانسیون و توزیع اندازه ذرات بستگى دارد. 

نتایج مربوط به کدورت در شکل 5 نشان داده شده است.
میزان کلسترول،  افزایش  با  مى شود  همان طور که ملاحظه 
این   کدورت به طور معنى دارى افزایش یافته است. با توجه به 
اندازه  لحاظ  از  لستین-کلسترول  مختلف  غلظت هاى  بین  که 
ذرات، تفاوت معنى دارى وجود ندارد، افزایش میزان کدورت در 
اثر افزایش غلظت کلسترول را مى توان به موارد مختلفى مربوط 
جدیدى  پیوندهاى  کلسترول،  افزودن  با  این که  اول  دانست. 
ایجاد  بین گروه کولین لستین و گروه هیدروکسیل کلسترول 
مى شود که با افزایش میزان کلسترول پیوندهاى ایجاد شده نیز 
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شکل (5) مقادیر کدورت نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره گزنه
 (حروف غیر مشابه نشان دهنده وجود اختلاف در سطح 5% در آزمون دانکن است) 

شکل (6) نتایج پایدارى کپسولاسیون نانولیپوزوم هاى حاوى عصاره گزنه طى نگه دارى

بیش تر مى شود، که همین پیوندهاى جدید باعث افزایش کدورت 
مى شود. دوم این که قرار گرفتن کلسترول در ساختار دولایه اى 
فسفولیپیدى  مولکول هاى  چیدمان  دانسیته  افزایش  به  منجر 
به  لاملار  ساختارهاى  تبدیل  هنگام  در  مولکول  این  مى شود. 
زنجیره هاى  توسط  ایجاد شده  شکاف هاى  بین  در  وزیکول ها، 
دانسیته،  افزایش  زیاد،  احتمال  به   .[29] مى گیرد  قرار  آسیل 
افزایش  و  ذرات  توسط  شده  پخش  نور  میزان  افزایش  باعث 
کدورت شده است. سوم این که افزایش کدورت ممکن است به 
ماهیت خود کلسترول مربوط باشد. یعنى ممکن است کلسترول 
و  گریگوریادیس  مى کند.  منحرف  را  نور  لستین  از  بیش تر 
بین مولى  کسر  در  که  کردند  گزارش   ،(1979) همکاران 
0/2-0/5 بسته به ماهیت فسفولیپید، کلسترول مى تواند در دو 
لایه لیپیدى حل شود، ولى در غلظت هاى بالاتر تشکیل شکل 
این تحقیق نیز با توجه به نسبت هاى  بلورین را مى دهند. در 
و  آزاد  فرم  به  مولکول هاى کلسترول  از  استفاده شده، بخشى 
بودند که  بلورین در فرمولاسیون هاى حاوى کلسترول موجود 
باعث افزایش میزان کدورت شدند [34]. نتایج پژوهش با نتایج  

آن ها  به طورى که  نتایج محمدى و همکاران مطابقت داشت. 
نیز در تولید نانولیپوزوم هاى ویتامین D3 به  این نتیجه رسیدند 
نمونه ها  کدورت  معنى دار  افزایش  باعث  افزودن کلسترول  که 

شد [28]. 

3-6- بررسى پایدارى درون پوشانى
میزان پایدارى درون پوشانى ترکیبات فنولیک کپسوله شده 
در نانولیپوزوم ها، طى مدت بیست روز و در بازه زمانى 1، 10 و 
20 روز، توسط اسپکتروفتومتر ارزیابى شد. نتایج این آزمون در 

شکل 6 آورده شده است.
لیپوزوم ها از نظر ترمودینامیکى ناپایدار بوده و در طى زمان 
آن ها  ناپایدارى  دارند.  کپسوله  ماده  رهایش  و  ادغام  به  تمایل 
تمایل  فعال  ماده  اگر  است.  لیپیدى  غشاى  سیالیت  از  ناشى 
زیادى به خروج از ساختار غشایى لیپوزومى داشته باشد، اصلاح 
در  آن ها  حفظ  به  منجر  آن  شدن  سفت  و  لایه اى  دو  ساختار 
لیپوزوم مى شود. استفاده از این ترکیبات در غشا باعث نظم و 
انسجام غشاى لیپیدى شده و از تشکیل لخته و توده اى  شدن 
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سیستم هاى لیپوزومى جلوگیرى مى کند [35]. در این تحقیق 
استفاده  لیپوزومى  غشاى  سیالیت  کاهش  جهت  کلسترول  از 
بر  معنى دارى  تأثیر  نگه دارى  زمان  نتایج،  به  توجه  با  شد. 
در  حاصل  نمونه هاى  و  نداشت  نمونه ها  درون پوشانى  کارایى 
مورد  در  مسئله  این  البته  مقاوم اند.  رهایش  به  زمان  طول 
و کلسترول  لستین  یکسان  میزان  از  آن  در  فرمولاسیونى که 
استفاده شده بود، صادق نبود و بین میزان کارایى درون پوشانى 
دارد.   وجود  معنى دارى  تفاوت  بیستم  و  اول  روز  با  دهم  روز 
نانولیپوزوم هاى  و  لیپوزوم ها  پایدارى  همکاران،  و  راستى 
را  نازك  لایه  هیدراسیون  روش  به  شده  تولید   3 امگا  حاوى 
به  نمونه ها  نگه دارى  داد  نشان  آن ها  نتایج  کردند.  بررسى 
چندانى  تأثیر  سانتى گراد  درجه   -4 دماى  در  ماه   10 مدت 
روى درصد درون پوشانى آن ها نداشت [36]. زالبا و همکاران 
لیپوزوم هاى درون پوشانى  پایدارى  بر  را  کلسترول  اثر  نیز 
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