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ABSTRACT 

Introduction: Targeted gene delivery can overcome limitations of conventional 

chemotherapy. In this study, PEI/PEG-based multifunctional nanocapsules with dual 

targeting were designed by simultaneous modification with folic acid and glucose to 

enhance gene transfer efficiency into Hs-578T breast cancer cells. 

Materials and Methods: The synthesized nanocapsules were characterized using 1H-

NMR, FTIR, and TGA. Particle size, morphology, and zeta potential were evaluated by 

DLS and TEM. Cytotoxicity, DNA binding and protection, and transfection efficiency of 

the target sequence (pEGFP-N1) were assessed using MTT assay, gel electrophoresis, flow 

cytometry, and fluorescence microscopy. 

Results: DLS analysis showed that PPF, PPG, and PPGF nanocapsules had average sizes 

ranging from 174 to 301 nm, with folic acid–modified nanocapsules exhibiting larger sizes 

than glucose-modified ones. Increasing the nanoparticle/DNA ratio reduced particle size 

and shifted the surface charge from −7.4 to +6.2 mV. DNA release studies demonstrated 

significantly higher release from PPG, PPF, and PPGF nanocapsules at pH=5.5 compared 

to pH=7.4, reaching 64.96% in the presence of dextran (100 µg.mL-1). Moreover, folic 

acid modification enhanced DNA release compared to glucose. MTT results indicated that 

PEI/DNA complexes induced over 50% cytotoxicity at concentrations above 30 µg/mL, 

whereas modified nanocapsules showed improved biocompatibility. Gel electrophoresis, 

flow cytometry, and fluorescence microscopy confirmed effective DNA binding, 

enzymatic protection, and efficient gene delivery, with dual-ligand modification achieving 

the highest transfection efficiency. 

Conclusion: Dual targeting with folic acid and glucose significantly enhances targeted 

gene delivery efficiency. 
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 مقاله علمی پژوهشی

 اسید ودار شده با فولیکو عامل PEG-PEI بر مبتنی چندمنظوره هاینانوکپسول

  Hs-578T سرطانی هایگلوکز جهت انتقال هدفمند قطعات ژنی به سلول

 و افسون بایرامی *هاشم یعقوبی

 اردبیل، دانشگاه آزاد اسلامی، اردبیل، ایرانگروه زیست شناسی، واحد 

 چکيده  مقاله اطلاعات
 12/07/1404: دریافت مقاله

 24/03/1405بازنگری مقاله: 
 25/03/1405پذیرش مقاله: 

های مبتنی درمانی را کاهش دهد. در این مطالعه، نانوکپسولهای شیمیتواند محدودیترسانی هدفمند میژن :مقدمه 
های سرطان اسید و گلوکز طراحی شدند تا کارایی انتقال ژن به سلولگیری دوگانه فولیکبا هدف PEI/PEG بر

 .افزایش یابد Hs-578T سینه

شناسایی شدند. اندازه، مورفولوژی و  TGA و NMR-H1، FTIRها با استفاده از نانوکپسول :هامواد و روش
، الکتروفورز ژل، فلوسیتومتری و میکروسکوپ MTTهایآزمونبررسی شد.  DLS وTEM  ترتیب باپتانسیل زتا به

انجام  (pEGFP-N1توالی هدف ) انتقالو کارایی  DNA برای ارزیابی سمیت، اتصال و حفاظت یفلورسانس
 .گرفت

 nm 301تا  174دارای اندازه متوسط  PPGF و PPF ،PPG هاینشان داد نانوکپسول DLS نتایج :نتایج
شده با گلوکز داشتند. با افزایش های اصلاحتری نسبت به نمونهاسید اندازه بزرگهای حاوی فولیکبودند و نانوکپسول

 DNA رهایش بررسی. کرد تغییر mV+ 6/2 به −7/4، اندازه کاهش یافته و بار سطحی از DNA نسبت نانوذره به

 4/7 داری بیشتر ازطور معنیبه PPGF و  PPG،PPF هایرهایش از نانوکپسول=pH 5/5 نشان داد در
=pH( 1بود و در حضور دکستران-µg.mL 100)  هم چنین مشخص شد که رهایش. درصد رسید 96/64به DNA 

نشان  MTT آزموناز سویی . افزایشی بود گلوکز به نسبت اسیدفولیک پوشش داده شده توسط  هایاز نانوکپسول
 کند،می ایجاد سمیتدرصد  50بیش از  µg/mL 30 های بالاتر از در غلظت PEI/DNA هاینانوکپسول که داد
 و فلوسیتومتری الکتروفورز، ژل نتایج. داشتند بالاتری سازگاریزیست شدهاصلاح هاینانوکپسول کهحالی در

زمان بودند و استفاده هم DNA میکروسکوپ فلورسانس بیانگر اتصال مؤثر، محافظت آنزیمی مناسب و انتقال کارآمد
 .را نشان داد انتقالاسید و گلوکز بیشترین بازدهی از فولیک

 .دهدرسانی را افزایش میاسید و گلوکز بازدهی ژنگیری دوگانه فولیکهدف :گیرینتیجه

DOI: https://doi.org/10.22075/chem.2026.39270.2398 
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 مقدمه -1

 رودمی شمار به خصوص در بین زنان، به جهان سراسر در سرطان از ناشی ومیرمرگ عوامل ترینمهم از یکی سینه سرطان

 امر، همین که کندمی پیدا بروز پیشرفته مراحل در اولیه، مراحل در خود علامت بدون ماهیت دلیل به معمولاً بیماری این. [1]

. [3] است جراحی و درمانیشیمی پرتودرمانی، شامل سرطان درمان متداول هایروش. [2] سازدمی دشوار را موقعبه تشخیص

 همراه هاییمحدودیت با نامطلوب جانبی عوارض و دارویی مقاومت سیستمیک، سمیت دلیل به اغلب هاروش این حال، این با

 عنوانبه نانو فناوری اخیر، هایسال در. [4] دهدمی نشان را درمانی ترخلاقانه رویکردهای بررسی به نیاز امر، همین و هستند

 نانوذرات. [5] درمانی عوامل انتقال و گیریهدف بهبود برای ویژهبه است، شده مطرح شناسیسرطان در آفرینتحول ابزاری

https://doi.org/10.22075/chem.2026.39270.2398
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/
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 و شدهکنترل رهایش امکان و داده افزایش را درمانی ترکیبات زیستی فراهمی و حلالیت ژن، و دارو انتقال برای شدهمهندسی

 بهبود را درمان کارایی و داده کاهش را سیستمیک جانبی عوارض امر این که ،کنندمی فراهم را هدف محل در اختصاصی

 حمل و سازیفشرده در بالایی توانایی که استسطحی  مثبت بار با کاتیونی پلیمر یک( PEI) ایمیناتیلنپلی. [6] بخشدمی

 درمانیژن در پرکاربرد غیرویروسی هایناقل از یکی عنوان به دلیل همین به و دارد RNA و DNA مانند نوکلئیک اسیدهای

 معمولاً مشکل این رفع برای و شودمی محسوب جدی چالش یک آن بالای سلولی سمیت این، وجود با. [7]شود می شناخته

 و نانوذرات ،و درمان آن سرطان زمینه در. [8]شود می ترکیب( PEG) گلایکولاتیلنپلی مانند سازگارزیست پلیمرهای با

 انتقال و گیریهدف در اندتوانسته و اندرفته کاربه درمانی هایژن یا داروها ینحامل عنوان به PEI بر مبتنی هاینانوکپسول

هدفمند قطعات ژنی از  انتقال در که دیگری کوپلیمر. [9]دهند  نشان مطلوبی عملکرد توموری هایسلول به درمانی مواد مؤثر

 ،PEG فردمنحصربه فیزیکوشیمیایی هایویژگی دلیل به .[10]باشد می( PEG) گلیکولاتیلنپلی اهمیت بالایی برخوردار است،

 آلایده ایاین پلیمرگزینه مختلف، درمانی عوامل حلالیت افزایش توانایی و پایین زاییایمنی ،بالا زیستی سازگاری جمله از

خاصیت استتاری آن است که با  PEG یکی از مزایای مهم. [8] رودمی شمار به دارو یا ژن انتقال هایسامانه توسعه برای

 شودافزایش زمان گردش دارو در خون و در نتیجه بهبود فراهمی زیستی میکاهش شناسایی توسط سیستم ایمنی، موجب 

 شودمی استفاده هاحامل سایر یا هالیپوزوم نانوذرات، سطح اصلاح برای اغلب PEG ،هدفمند قطعات ژنی انتقال زمینه در. [11]

 از یکی عنوانبه هدفمند، نانوذرات طراحی در سرطانی هایسلول سطح اختصاصی هایلیگاند کارگیریبه از سویی دیگر،. [12]

 مقایسه در سرطانی هایسلول از بسیاری. [13]شود می شناخته درمانیژن و رسانینانودارو حوزه در کارآمد و نوین رویکردهای

 هاگیرنده این مکمل لیگاندهای الحاق. دهندمی نشان خود سطح در را خاصی هایگیرنده ازحدبیش بیان سالم، هایسلول با

 منجر ویژگی این. [14]سازد می فراهم را سرطانی هایسلول به اختصاصی اتصال و انتخابی شناسایی امکان نانوذرات، سطح به

 ترکیبات انتقال کارایی نتیجه، در و شده گیرنده به وابسته اندوسیتوز نظیر هاییمکانیسم طریق از سلولی جذب افزایش به

 در لیگاندها پرکاربردترین از یکی عنوانبه( FA) اسید فولیک میان، این در .[15]یابد می بهبود گیریچشم طوربه درمانی

 هاسرطان از بسیاری در اسیدفولیک گیرنده ازحدبیش بیان امر، این اصلی دلیل. است مطرح نانوذرات سازیهدفمند هایسامانه

 و تمایل فزایشا موجب تنها نه نانوذرات سطح در اسیدفولیک بارگذاری. [16]باشد می ریه و تخمدان سینه، سرطان جمله از

. [17]کند می تسهیل نیز را درمانی ترکیبات سلولیدرون ورود فرآیند بلکه شود،می سرطانی هایسلول به اتصال اختصاصیت

 برای آلایده ایگزینه زایی پایین،ایمنی و مطلوب سازگاریزیست بالا، پایداری کوچک، اندازه دلیل به اسیدفولیک چنین،هم

 نویدبخشی جزء عنوانبه گلوکز ،چنینهم .[18]رود می شمار به درمانیژن و دارورسانی نوین هایسامانه طراحی در استفاده

 سرطانی هایسلول توسط درمانی هایژن جذب و گیریهدف بهبود برای ویژهبه است، شده مطرح ژن انتقال هایسامانه در

 دهندمی نشان اییافتهافزایش گلوکز مصرف اغلب که سرطانی هایسلول از بسیاری بالای متابولیکی نیاز دلیل به. [19]
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 برداریبهره متابولیکی ترجیح این از تواندمی ژن انتقال هایحامل به گلوکز الحاق ،(است معروف واربرگ اثر به که ایپدیده)

 کنند ایجاد هدفمندی انتقال هایسامانه توانندمی پژوهشگران گلوکز، هایگروه با هالیپوزوم یا نانوذرات سازیعاملی با .[4] کند

 تنها نه راهبرد این. گردند متصل شوندمی بیانبیش سرطانی هایسلول سطح در که گلوکز ناقلین به اختصاصی طور به که

 از سویی دیگر. [13] رساندمی حداقل به نیز را سالم هایبافت بر ناخواسته اثرات بلکه دهدمی افزایش را ژن جذب کارایی

 فراهم شدندمی قیتل درمانغیرقابل ترپیش که هاییسرطان و ژنتیکی هایبیماری درمان برای جدیدی هایفرصت درمانیژن

 با هایینانوکامپوزیت و شوند کمپلکس کاتیونی پلیمرهای با توانندمی منفی بار با نوکلئیک اسیدهای این. [20] است کرده

 نانوذرات طراحی هدف با پژوهش این ،همیت انتقال هدفمند قطعات ژنیبا توجه به ا .[21] دهند تشکیل انتقال در بالاتر کارایی

 را طبیعی هایسلول بر ناخواسته اثرات و داده افزایش را سرطانی هایبافت به ژن انتقال کارایی که شد انجام ایچندمنظوره

 انتقال و سیستمیک گردش زمان افزایش منظوربه. استفاده شد DNA متراکم نمودن برای PEIاز  منظور، بدین. دهد کاهش

 .گردید اصلاح گلوکز و فولیک اسید، PEG با انشعابی پلیمر سینه، سرطان هایسلول به هدفمند

 بخش تجربی -2

 مواد مورد استفاده -1-2

 ،(NaCl) سدیمکلرید ،(HCl) اسیدکلریدریک ، اتانول،MTT نمک ،(DMSO) سولفوکسیدمتیل ،(KCl) کلریدپتاسیم

hydroxysuccinimide-N( ،EDC )-3-Dimethylaminopropyl)-3(-1 (NHS) ،(4PO2KH) پتاسیمفسفاتهیدروژندی

ethylcarbodiimide hydrochloride ،هیدروکسیدسدیم (NaOH )محلول. شدند خریداری آلمانمرک  شرکت کلروفرم و از 

 RPMI کشت محیط ،(FBS) گاوی جنین سرم چنینهم. گردید تهیه ایران-موجال دکتر شیمی آزمایشگاهاز  پارافرمالدهید

 .شدند تأمین آمریکا متحده ایالات-بایوویست شرکت از EDTA-تریپسین و 1640

  pEGFP-N1 ترانسفورماسيون پلاسميد -2-2

کمک روش  سپس به منظور تکثیر و استفاده طی مراحل آزمایش، به. از انستیتوپاستور ایران تهیه گردیدpEGFP-N1 پلاسمید

 . [22] منتقل گردید E.coliو طبق پروتوکل زیر به باکتری تهیه  (2CaCl) کلریدکلسیم

 pEGFP-N1توسط پلاسميد  E.coliتایيد ترانسفورماسيون باکتري  -3-2

ساعت  24مدت مایع و بهکشت ها در محیط کلونیحاوی کانامایسین، تک LB روی محیطهای باکتری پس از رشد کلونی

، Tris-HCl/EDTA و پلاسمید با روش لیز قلیایی شامل (دقیقه 5دور بر دقیقه و  8000) ها سانتریفیوژسلولسپس انکوبه شدند. 

NaOH/SDS (دقیقه 5دقیقه و دور بر  6000) پتاسیم استخراج شد. پس از سانتریفیوژو استات،DNA   با اتانول رسوب داده
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 شده توسط الکتروفورز ژل آگارز پلاسمید استخراج استفاده شد. RNase A از ،RNA حل گردید. برای حذف TE شد و در بافر

 .تأیید شد درصد( 1)

 سنتز نانوذرات -4-2

  PEI-PEG-Glu (PPG)پليمرهاي  سنتز -1-4-2

و  در دمای اتاق، g/mol 70/119جرم مولی با  mg  20 EDCو g/mol 09/115 مولیجرم با mg  10 NHSبدین منظور، ابتدا

5/5=pH به mg 30  Glu-kDa) 5≈ (MW PEG-COOH (kDa 61/5 ≈ MW )ساعت در  1و مخلوط حاصل به مدت  اضافه گردید

 molµ های کربوکسیلی فعال شوند. در مرحله بعد،قرار گرفت تا گروه (دور در دقیقه 50)دمای اتاق تحت همزن مغناطیسی 

10  PEIای شاخه(اسمی جرم مولی  kDa25) به molµ 30 COOH-PEG-Glu 24اضافه گردید و واکنش به مدت  ،فعال 

-PEG) سنتزشدهسازی پلیمر منظور خالصپس از اتمام واکنش، بهزدن مداوم ادامه یافت. تحت هم C 45° ساعت در دمای

PEI-Glu) ، محلول واکنش در کیسه دیالیز(kDa 5/3 =MWCO) دیالیز  در برابر آب دیونیزه ساعت 48پس از و  منتقل گردید

 ترکیبات غیرواکنشیتا  گردیدتعویض  مرتبه 8در مجموع  (ساعت 6که آب دیالیز در فواصل زمانی منظم )هر طوریگردید، به

 خشک کن انجمادی،وسیله دستگاه  به در نهایت، پلیمر خالص .گردندطور کامل حذف پایین به و ترکیبات با وزن مولکولی

 . [8] داری شدند نگه C 4°و جهت استفاده در آزمایشات بعدی در دمای  خشک گردید

  PEG-FA-PEI (PPF)پليمرهاي  سنتز -2-4-2

 FA-)kDa 5≈MW(PEG-COOHبا این تفاوت که از پلیمر  ،استفاده گردید FA-PEG-PEI (PPFالذکر جهت سنتز )از روش فوق

(kDa 43/5 MW ≈ ) به جایCOOH-PEG-Glu .استفاده گردید 

  PEI-PEG-Gly-FA (PPGF)پليمرهاي  سنتز -3-4-2

در  COOH-PEG-Gluو  COOH-PEG-FAنیز از هر دو پلیمر  PEI-PEG-Glu-FA (PPGFچنین جهت سنتز پلیمر )هم

 غلظت برابر استفاده گردید.

 پليمرهاي سنتز شده خصوصياتارزیابي  -5-2

 و( FTIR-ABB Bomem-MB) قرمز مادون سنجیطیف بررسی خصوصیات فیزیکوشیمیایی پلیمرهای سنتز شده از برای

 حرارتی سنجیوزن آنالیز. گردید استفاده( MHz 400Bruker -NMR-H1) هیدروژن ایهسته مغناطیسی رزونانس سنجیطیف

(TG-DTA-32، ژاپن )600 تا 25 دماهای نانوذرات در حرارتی هایویژگی بررسی برای°C  گرمایش  نرخ با°C20 دقیقه در 

 PDI نانوذرات، زمینه در. است معین نمونه یک در مولکولی جرم توزیع برای معیاریPDI  .[23] گردید استفاده هوا فشار تحت

 بالاتر PDI که حالی در است، تریکنواخت نمونه دهندهنشان ترپایین PDI.  دهدمی ارائه ذرات اندازه یکنواختی مورد در بینشی

 :شد تعیین زیر شرح به نانوذرات PDI مقادیر. است تروسیع اندازه توزیع دهندهنشان
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PDI=
𝑀𝑤

𝑀𝑛
 

(Mw= مولکولی متوسط وزن , Mn= میانگین وزن مولکولی) 

 به کمک معادلات زیر تعیین می شود wMو  nMمقادیر 
∑(𝑁𝑖⋅𝑀𝑖)

∑𝑁𝑖
=nM                                            

∑(𝑁𝑖⋅𝑀𝑖
2)

∑(𝑁𝑖⋅𝑀𝑖)
= wM 

 : جرم نانوذرات استiM: تعداد نانوذرات و iNکه در این فرمول 

 و PEI-PEG-Glu/DNA( ،PPF/DNA )PEI-PEG-FA/DNA( PPG/DNA)هاي تهيه نانوکپسول -6-2

(PPGF/DNA )PEI-PEG-Glu-FA/DNA 

 توسط دستگاه اسپکتوفتومتر و در طول موج  تهیه و غلظت آن در PBS در بافر g.mLµ 5-1 غلظت با DNA ابتدا محلول استوک

nm 260  های استوک کوپلیمرهای. سپس محلولگردیدتأیید PPG،PPF  یا PPGF بر  های مختلف آماده گردیدبا غلظت(

تحت همزن ملایم افزوده شد تا  DNA ای به محلولصورت قطرهها، محلول پلیمر به. برای تشکیل نانوکپسول(1اساس جدول

 نگهداری شد -C 20° دقیقه در دمای اتاق و تاریکی انکوبه و سپس در 30مدت . مخلوط بهگرددمطلوب حاصل  N/P نسبت

[24] . 

 هامورد استفاده جهت تولید نانوکپسول DNAهای پلیمری و نسبت -1جدول

 

 هانانوکپسول ارزیابي خصوصيات -7-2

میکروسکوپ  ازبه ترتیب های سنتز شده نانوکپسول، اندازه و پتانسیل زتای سطحی مورفولوژیکیبررسی خصوصیات  برای

 ،DLS،Malvern Instruments، Westborough) دینامیکی نور پراکندگی و( TEM ،JEM-2100 ،JEOL ،Japan) الکترونی عبوری

USA )گردید استفاده . 

 شده سنتز هايدر نانوکپسول DNA کردن کپسوله راندمان تعيين -8-2

 بر نمونه هر هایغلظت) PEI/DNA و PPG/DNA، PPF/DNA، PPGF/DNA هایدر نانوکپسول DNA دنونم کپسوله قابلیت

 جذب گیریاندازه با و( SmartSpec Plus, Bio-Rad Laboratories, USA) اسپکتروفتومتر دستگاه از استفاده با (،1جدول اساس

 PPG نوع نانوکپسول
 گرم()میلی

PPF 
 گرم()میلی

DNA 
 گرم()میلی

/DNAANP 01/0 - 1/0 

/DNAANP 05/0 - 1/0 

/DNAANP 1/0 - 1/0 

/DNAANP 2/0 - 1/0 

/DNABNP - 01/0 1/0 

/DNABNP - 05/0 1/0 

/DNABNP - 1/0 1/0 

/DNABNP - 2/0 1/0 

/DNAABNP 005/0 005/0 1/0 

/DNAABNP 025/0 025/0 1/0 

/DNAABNP 05/0 05/0 1/0 

/DNAABNP 1/0 1/0 1/0 

/DNA(N/P=5)PEI - - 1/0 
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 با شده گیریاندازه جذب مقایسه با سازیکپسوله راندمان. شد ارزیابی nm  260موج طول در آنها سوسپانسیون رویی محلول

 .[11]گردید  محاسبه زیر فرمول از استفاده با DNA اولیه مقدار

(درصد بازدهی بارگذاری)  =
مقدار 𝐷𝑁𝐴 کپسوله شده  −   مقدار DNA فاقد پوشش

مقدار DNA فاقد پوشش
× 100 

 هانانوکپسول از DNA رهایش سينتيک -9-2

 متمایز pH شرایط دو تحت PEI/DNA و PPG/DNA، PPF/DNA، PPGF/DNA هاینانوکپسول از DNA رهایش هایپروفایل

 مطالعات براین،علاوه (.pH=4/7 های سالمشرایط اطراف سلول و pH=5/5 های سرطانی)شرایط اطراف سلول شدند ارزیابی

 انجام( g.mLµ-1  100 و 90 ،80 ،70 ،60 ،50 ،40 ،30 ،20 ،10 ،صفر هایغلظت در دکسترانسولفات حضور در DNA رهایش

. گردید انکوبه C 37°دمای  درو ( PBS) فسفات بافر نمکی محلول  mL 20در ابتدا PPG/DNA نانوکپسول نمونه، برای. گردید

جهت  هانانوکپسول و شد برداشت تحلیل و تجزیه برای رویی مایع (،دقیقه 30 مدت بهدور در دقیقه  16000) سانتریفیوژ از پس

 دستگاه به کمک نمونه هر در DNA غلظت میزان .[13] درآمدند تعلیق حالت به دوباره تازه بافر درهای دیگر بررسی در زمان

 :گردید محاسبه زیر شرح به هانانوکپسول از آزاد DNA تجمعی درصد. شد گیریاندازه nm  260موج طولو در  اسپکتروفتومتر

(درصد تجمع)  =
PBS در مایع رویی DNA محتوای کل 

مقدار DNA  محصور شده در نانوکپسول ها
× 100 

 سلولي کشت-10-2

. گردید ایران تهیه پاستور انستیتو ایران، ملی سلولی بانک ازHs-578T(CVCL-5423 ) انسانی  پستان سرطان سلولی هایرده

کشت درصد(  1سیلین/استرومایسین )و پنی( FBS) گاوی جنین سرم درصد 10 حاوی  RPMI 1640 کشت محیط در هاسلول

 .[14] داری شدندنگه( درصد 95و رطوبت  درصد  C° 37 ،2CO 5 )دمای انکوباتورو در 

  آزمایشگاهي شرایط در سلولي سميت مطالعات -11-2

 MTTتست  -1-11-2

 Hs-578T هایسلول برای این منظور ابتدا .شد ارزیابی MTT روش طریق از هانانوکپسول سلولی سمیت اثرات مطالعه، این در

 10 حاوی  1640RPMI کامل کشت محیط Lμ 200 از استفاده با خانه، هر در سلول  7×310تراکم  با ایخانه 96 هایپلیت در

 96و رطوبت  درصد C° 37 ،2CO 5 دما، ساعت 24داری شدند )ه و نگهشد داده کشتدرصد 1بیوتیک و آنتی FBSدرصد 

مجزا در هر کدام از به طور ( g.mLµ-1  50و  40، 30، 20، 10، 5، صفر) هانانوکپسول از مختلفی هایغلظت سپس. (درصد

 3ها به مدت و سلول اضافه شدبه هر چاهک ( mg/mL 5/0) با غلظت MTT محلول، ساعت 24 پس از گردید و اعمالها چاهک

های فورمازان تولیدشده با ، کریستالسپس. داری شدندنگه( درصد 96درصد و رطوبت  C° 37 ،2CO 5 دما) انکوباتورساعت در 
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دستگاه الایزاریدر با استفاده از  nm 570و جذب نوری در طول موج  به حالت محلول درآمدهخالص   µL 100 DMSO افزودن

(BioTek Synergy HTX, Winooski, VT, USA )[25] ها تعیین گرددپذیری سلولتا درصد زیستشد  گیریاندازه . 

 آگارز ژل روي بر هانانوکپسول الکتروفورز -12-2

از  DNA/100PEI و DNA/100PPG، DNA/100PPF، DNA/100GFPP هایتوسط نانوکپسول DNA پوشش راندمان تعیین برای

 آگارز ژل برای این منظور ابتدا یک. شد انجام( gµ 200 و 100 ،50 ،25 ،10 ،5) مختلف هایغلظت در آگارز ژل الکتروفورز

 مدت به الکتروفورز. شد بارگذاری چاهک هر در آزاد، چه و شده کپسوله چه ،μg  2 DNAو شد تهیه( حجمی/وزنی) یک درصد

 DNAاز حرکت کرده DNAها و اندازه اثر بخش نانوکپسولجهت تعیین . انجام شد TBE در بافر V  100ولتاژ با دقیقه 30

ladder  [26] عنوان استاندارد استفاده شدبه. 

 توسط نانوذرات DNAبازدهي انتقال محموله  سنجش -13-2

 به DNA/100PEI و DNA/100PPG، DNA/100PPF، DNA/100GFPP هاینانوکپسولتوسط  DNAانتقال  راندمان مطالعه، این در

 ایخانه 24 هایپلیت درو  3×510در حجم  هاابتدا سلول .مورد بررسی قرار گرفت T578-Hs رده سینه سرطان هایسلول

ساعت در  24قرار گرفته و  کشتدرصد آنتی بیوتیک( مورد  1و  FBS درصد 10) RPMI 1640 محیط کشت  mL  1حاوی

 mL سپس محیط کشت رویی برداشته شده و سپس .داری شدندنگه( درصد 96درصد و رطوبت  C° 37 ،2CO 5 انکوباتور )دما

به صورت  )چه μg  2 DNA اضافه گردی، در ادامه هاسلولدرصد( و یا بدون آن( به  10) FBSمحیط کشت جدید )حاوی  1

 و پوشش بدون DNA شامل کنترل هایگروه. ها قرار گرفتنددر اختیار سلول ،به صورت آزاد( چه و با نانوذرات شده کپسوله

 معکوس فلورسانس میکروسکوپ و( آلمان ،CyFlow Space) فلوسایتومتری ازانکوباسیون  از پس. بودند PEI/DNA هایکمپلکس

(Nikon TE200 )بیان ارزیابی برای pEGFP-N1 شد استفاده محموله ژنیبازدهی انتقال  و. 

 آماري تحليل -14-2

تکرار انجام گرفت. تجزیه تحلیل آماری با استفاده از نزم افزار  3تمامی فاکتورهای کمی مورد بررسی در این تحقیق با حداقل 

SPSS22 منظور بررسی درصد به  5ای دانکن  در سطح و از طریق تجزیه واریانس یک طرفه انجام گرفت. از آزمون چندمرحله

 ( بیان شد.Mean ± SEمقایسه میانگین استفاده گردید و سپس میانگین هر یک از تیمارها به همراه استاندارد دیویشن )

 نتایج-3

  pEGFP-N1استخراج و تأیيد پلاسميد 

کمک روش لیز قلیایی به منظور تأیید نهایی انتقال پلاسمید، از باکتری های رشد کرده بر روی محیط گزینشگر، پلاسمیدها به 

استخراج گردید. پس از تأیید نهایی باکتری هدف )باکتری حاوی پلاسمید(، وجود پلاسمید مورد نظر نیز توسط برش با آنزیم 
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EcoRI چنین نتایج (. هم1تایید گردید. نتایج ژل آگارز حاصل از استخراج پلاسمید بیانگر وجود الگوی پلاسمیدی بود )شکل

، بیانگر تطابق اندازه باند حاصل با اندازه (Kbp25 و مقایسه باند حاصل با باند نمونه لدر )EcoRI ط آنزیم برش پلاسمید توس

-pEGFPرفت پس از برش آنزیمی، پلاسمید (. هم چنین با بررسی منابع مختلف، انتظار میA-1بود )شکل pEGFP-N1پلاسمید 

N1  باندی به اندازهKbp 6/5 شکلرا نشان دهد، که نتای( 1ج حاصل با نتیجه مورد انتظار مطابقت داشت-B.) 

 
، چاهک شماره pEGFP-N1( ژل آگارز مربوط به فرایند انتقال پلاسمید B( نقشه باند لدر، A؛  pEGFP-N1استخراج و تأیید پلاسمید  -1شکل

برش یافته توسط  pEGFP-N1، پلاسمید 3، چاهک شماره E.coliاستخراج شده از باکتری  pEGFP-N1، چاهک دوم پلاسمید Kb 25لدر  1
 pEGFP-N1( تصویر پتری دیش حاوی کلونی باکتری بر روی محیط گزینشگر پس از انتقال پلاسمید EcoRI ،Cآنزیم 

 بررسي خواص فيزیکوشيميایي و تأیيد گروه هاي عاملي

NMR-H1 

 به مربوط ترتیب به ppm 1/2 و 7/1 در آمدهدستبه هایپیک که داد نشان PPF کوپلیمر NMR-H1 طیف سنجی نتایج

 اتم به مربوط هایپیک این،برعلاوه(. bو   aهایاندیس-2شکل) هستند PEI در موجود N-H و کربنی زنجیره هایهیدروژن

تا   cهایاندیس-1شکل) شدند مشاهده ppm 7/3 الی 8/2 در ترتیب به PEG اصلی زنجیره در OH و N-H پیوند در هیدروژن

g .)8 تا 6 محدوده در اسیدفولیک به مربوط هایپیک براین،علاوه ppm شدند مشاهده (اندیس-2شکلh .)به گلوکز افزودن با 

 (.jاندیس-2شکل) بودند گلوکز هایهیدروژن به مربوط که شدند مشاهده ppm 8 تا 6 در ناحیه جدیدی هایپیک ،PPF کوپلیمر

 
 .PPGF( پلیمر Bو  PPF( پلیمر NMR-H1 ،Aطیف حاصل از  -2شکل
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FTIR 
(، مشخص شد که 2ها )شکلو اجزای سازنده آن PPGFو  PPFپلیمرهای  FTIRسنجی  طبق نتایج به دست آمده از طیف

 -CHو  C-O-Cهای به ترتیب مربوط به کشش حاصل از گروه cm  955-1و cm 1342-1های مشاهده شده در محدوده پیک

پلیمر  FTIR طیف چنین طبق نتایج به دست آمده از(. هم Eو D-3باشند )شکلمی PPGFو  PPFدر پلیمرهای  PEGپلیمر 

PEG شکل(3-B  وC،) 1 2900 تا 2880 بین قوی جذب باند وجود یک-cm نامتقارن و متقارن کشش به که دهدمی نشان را 

 1460 محدوده در 2CH مخصوص خمشی پیک یک. کندمی تأیید را PEG اصلی ساختار و شودمی داده نسبت 2CH هایگروه

 1100 بین PEG پیک ترینمشخص. است اتیلنپلی فقرات ستون یک وجود دهندهنشان که شده است، ظاهر cm-1 1480 تا

در  تیز هم چنین باند. (Cو  B-3است )شکل اتر پیوندهای C-O-C کششی ارتعاشات به مربوط که شد ثبت cm-1 1150 تا

 اسید H–N و C=O کربونیل گروه به به ترتیب مربوط cm-1 1500 تا 1450 محدوده در ها کوچکو پیک cm-1 1750 محدوده

 پس PEGپلیمر  FTIR طیف در cm-1 3370 یمحدوده در پهن پیک یک ظهور (.B-3شکل) است PEGفولیک درترکیب با 

 گلوکز از متیلن سهم با cm-1 2900 پیک شدت افزایش. است هیدروکسیل گروه محتوای افزایش دهندهنشان گلوکز، اتصال از

 مرتبط گلوکز O-C کشش با که ،cm-1 1120-1100 در شده مشاهده جدید هم چنین پیک. (Eو  C-3است )شکل سازگار

 هیدروژنی پیوند دلیل به است ممکن cm-1 1650-1500 محدوده در طیفی تغییرات. دارد همپوشانی PEG اتر ناحیه با است،

 کندمی تأیید PEGدر  را گلوکز آمیزموفقیت پیوند ترکیبی، تغییرات این. باشد PEG هایآمین و گلوکز OH هایگروه بین

 PPGFو  PPFدر پلیمرهای  Gluو  PEG ،PEI ،FAهای عاملی مربوط به این نتایج نشان دهنده وجود گروه (.Eو  C-3شکل)

 باشد. می

 
 PPGF( پلیمر Eو  PPF( پلیمرFTIR ،A )PEI ،B )PEG-FA ،C )PEG-Glu ،Dهای طیف-3شکل
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TGA 

که دمای طوریباشد، بهها دارا میکمترین مقاومت حرارتی را در میان نمونه PEG-FA نشان داد که پلیمر TGA نتایج آنالیز

کاهش وزن  دچار  C° 380تا  290(. این پلیمر در بازه دمایی 4مشاهده شد )شکل C° 290الی 280شروع تجزیه آن در حدود 

این  چنین مرحله دوم کاهش وزنشود. همنسبت داده می PEG هایگردید که به تجزیه زنجیره درصد 50الی  45حدود در 

اسید که مربوط به تجزیه فولیک گردید،مشاهده  درصدی 25الی  20با مقدار تقریبی  C° 450تا  380در محدوده  ترکیب

رفتار  PEG-Glu پلیمر .جزای کاهش وزن، بیانگر حضور بیش از یک جزء در ساختار این پلیمر استباشد. وجود دو مرحله ممی

کاهش (. 4)شکل افزایش یافت C 300° حرارتی مشابهی از خود نشان داد، با این تفاوت که دمای شروع تجزیه آن به حدود

دهنده پایداری حرارتی بیشتر گلوکز رخ داد که نشان درصد 45با مقدار تقریبی  C° 390تا  300وزن اصلی این پلیمر در بازه 

 330که دمای شروع تجزیه آن در حدود طوریبود، به PEI بیشترین پایداری حرارتی مربوط به پلیمر .بوداسید نسبت به فولیک

چنین هم .بود درصد 60الی  55با مقدار تقریبی  C° 420تا  330در بازه  PEI شد. مرحله اصلی کاهش وزن مشاهده C° 340الی

، دمای PPGFو PPF و تشکیل نانوذرات PEG-Glu و PEG-FA به کوپلیمرهای PEI نشان داد که با اتصال(، 4)شکل TGA نتایج

توجه مقاومت حرارتی نانوذرات در مقایسه با پلیمرهای افزایش یافت که بیانگر بهبود قابل C° 320الی 310شروع تجزیه به حدود 

 .باشداولیه می

  
 هاو اجزاء تشکیل دهنده آن PPGFو  PPFکوپلیمرهای  TGAنمودار  -4شکل

 PPGF/DNA و PPF/DNA ،PPG/DNAهاي بررسي خصوصيات فيزیکوشيميایي نانوکپسل

TEM 

ها دارند به داری بر کارایی آنخصوصیات فیزیکوشیمیایی نظیر ساختار مرفولوژیکی، اندازه و بار سطحی نانوذرات تأثیر معنی

نانومتر از توانایی بیشتری در  300اند که نانوذرات با ساختار کروی و اندازه کمتر از ای که تحقیقات گذشته نشان دادهگونه

 صاویرت. [5]ها و بافت سرطانی در مقایسه با نانوذرات چند وجهی با اندازه بزرگتر برخوردارند انتقال دارو یا قطعات ژنی به سلول

)نانوذرات حاوی تنها  شده در هر سه فرمولاسیونتهیههای دهند که نانوکپسولنشان می( TEM) میکروسکوپ الکترونی عبوری

. (5)شکل اندصورت ذرات مجزا با مورفولوژی تقریباً کروی تشکیل شدهبه اسید و یا ترکیب هر دو لیگاند(گلوکز یا تنها فولیک
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طبق  .شودمشاهده می هاهایی در اندازه، پراکندگی و تجمع ذرات میان فرمولاسیونتفاوتچنین طبق نتایج به دست آمده هم

ذرات عمدتاً کروی بوده و دارای توزیع اندازه نسبتاً گسترده  (PPG/DNAهدفمند شده با گلوکز ) هاینانوکپسول نتایج حاصل،

ای یا فرآیند ذرههای بینکنششود که احتمالاً ناشی از برهمچنین مقداری تجمعدر برخی نواحی دیده میهستند. هم

-این در حالیست که نانوکپسول .است. با این حال، ساختار کلی نانوکپسولی حفظ شده است TEM ی گریدکردن نمونه روخشک

شود. دارند و تجمع کمتری مشاهده می  PPG/DNAنانوکپسول های تری نسبت به نمونهپراکندگی یکنواخت PPF/DNAهای 

تواند رسد. این موضوع میتر به نظر می همگنخوبی حفظ شده و توزیع ذرات در زمینه نسبتاًمورفولوژی کروی ذرات به

های حاوی هر دو لیگاند به نانوکپسولاز سویی دیگر،  .باشد PPF ها در حضوردهنده پایداری بیشتر ساختار نانوکپسولنشان

رسد اندازه برخی ذرات نسبت به دو فرمولاسیون دیگر نیز ذرات عمدتاً کروی هستند، اما به نظر می (PPGF/DNAطور توأمان )

های ای با اندازههای ذرهممکن است منجر به تشکیل جمعیت اسید و گلوکزفولیک زمانبراین، حضور همتر باشد. علاوهبزرگ

شود. با این وجود، تجمع شدید ذرات مشاهده ازه مشاهده میمتفاوت شده باشد که به صورت ناهمگنی نسبی در توزیع اند

 های حاویتشکیل موفق نانوکپسول TEM به طور کلی، تصاویر .شود و ساختار نانوکپسولی همچنان قابل تشخیص استنمی

DNA یاس نانومتری قرار ها دارای مورفولوژی تقریباً کروی بوده و در مقکنند. تمامی نمونهرا در هر سه فرمولاسیون تأیید می

از یکنواختی و پراکندگی بهتری برخوردار  (B-5شکل) PPF دهد که فرمولاسیون حاویدارند. مقایسه کیفی تصاویر نشان می

 فرمولاسیون ترکیبیچنین همدهد. مایل بیشتری به تجمع نشان میت (A-5شکل) PPG است، در حالی که نمونه حاوی

PPGF/DNA (5شکل-C)  دهدمورفولوژی مناسبی داشته اما ناهمگنی بیشتری در اندازه ذرات از خود نشان مینیز. 

 
  C )(1/0)DNA/(1/0)F (1/0)PPGو   A )(1/0)DNA/(2/0)PPG ،B )(1/0)DNA/(2/0)PPFهای نانوکپسول TEMتصویر  -5شکل

DLS 

استفاده گردید.  DLSاز دستگاه  PPGF/DNAو  PPF/DNA ،PPG/DNAهای به منظور بررسی اندازه و بار سطحی نانوکپسول

چنین این نتایج هم. (2نانومتر بودند )جدول 301الی  174ای در حدود های مذکور دارای اندازهاین نتایج نشان داد نانوکپسول

 DNAنسبت پلیمر به مشاهده شد. با افزایش  DNAهای پایین پلیمر به ها در نسبتنشان داد که بیشترین اندازه نانوکپسول

رسد (. به نظر می2ها افزایش یافت )جدولهای بالاتر کمی اندازه نانوکپسولیابد، با این حال در نسبتاندازه نانوکپسول کاهش می

باشد. در برخی ها میترین دلیل افزایش اندازه نانوکپسولهای پایین مهمدر نسبت DNAسازی  عدم توانایی پلیمرها در فشرده
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ها تواند سبب افزایش اندازه آنها میخودتجمعی قطعات پلیمر آزاد اطراف نانوکپسول DNAهای بالاتر پلیمر به قع در نسبتموا

نانومتر بود، در حالیکه با افزایش  297برابر با  DNA 20به  PPF 2در نسبت  PPF/DNAهای شود. به طور مثال اندازه نانوکپسول

چنین روند مشابهی برای (. همBو  A-6و شکل 2کاهش یافت )جدول 197به  297از  ه نانوکپسولانداز 20به  2نسبت پلیمر از 

ها به طور قابل توجهی نشان داد که بار سطحی نانوکپسول DLSچنین نتایج حاصل از دستگاه ها مشاهده شد. همسایر نانوکپسول

ها افزایش یافت بار سطحی نانوکپسول DNAاست، به نحوی که با افزایش غلظت پلیمر به   DNAوابسته به غلظت پلیمر به 

(، DNAهای فسفات در اسکلت باشد )به دلیل وجود گروهیک ابرملکول با بار سطحی منفی می DNA(. باتوجه به اینکه 2)جدول

باشند های آمین مثبت در سطح خود میروهدارای گ PEIشود. می DNAسبب کاهش بار منفی  DNAافزایش غلظت پلیمر به 

میزان  DNAبه  PEIبرخوردار هستند. لذا با افزایش نسبت کوپلیمرهای حاوی  DNAسازی سازی و فشردهکه از توانایی خنثی

طحی گرم بار سمیلی 2/0گرم به میلی 01/0از  PPG(. به عنوان مثال با افزایش غلظت پلیمر 2یابد )جدول بار منفی کاهش می

 (.Dو  C-6و شکل 2افزایش یافت )جدول mV+ 6/2به  -7/4نانوذرات از 

 
های در نسبت PPF/DNAهای ( اندازه به ترتیب نانوکپسولBو  Aها؛ نانوکپسولبرخی از نتایج حاصل از اندازه و پتانسیل زتای  -6شکل 

(2:20=PPF:DNA( و )20:20=PPF:DNA و )C  وD های نانوکپسول( پتانسیل زتای به ترتیبPPG/DNA ( 1/0در نسبت های:-
01/0=PPG:DNA( و )1/0:2/0=PPG:DNA.) 

 در غلظت های مختلف PPGF/DNAو  PPF/DNA ،PPG/DNAهای اندازه و پتانسیل زتای نانوکپسول -1جدول

 نوع نانوکپسول
PPF 

 گرم()میلی

PPG 
 گرم()میلی

DNA 

 گرم()میلی

 اندازه

 )نانومتر(

 پتانسیل زتا

 ولت()میلی
PDI 

PPF/DNA 01/0 - 1/0 297± 5/9  - 6/7 ± 67/1  43/0 ± 005/0  

PPF/DNA 05/0 - 1/0 227± 1/7  - 1/3 ± 2/1  38/0 ± 004/0  

PPF/DNA 1/0 - 1/0 197± 7/3  - 7/2 ± 6/0  32/0 ± 004/0  

PPF/DNA 2/0 - 1/0 207± 6/5  5/2 ± 7/0  26/0 ± 006/0  

PPG/DNA - 01/0 1/0 275± 5/8  - 7/4 ± 88/0  53/0 ± 090/0  

PPG/DNA - 05/0 1/0 217± 3/5  - 1/1 ± 2/0  48/0 ± 060/0  

PPG/DNA - 1/0 1/0 186± 2/2  7/1 ± 2/0  40/0 ± 007/0  

PPG/DNA - 2/0 1/0 211± 3/5  6/2 ± 5/0  33/0 ± 080/0  

PPGF/DNA 005/0 005/0 1/0 301± 8/11  - 7/5 ± 9/0  72/0 ± 080/0  

PPGF/DNA 025/0 025/0 1/0 231± 5/8  - 6/2 ± 2/0  66/0 ± 05/0  

PPGF/DNA 05/0 05/0 1/0 192± 4/6  - 5/1 ± 2/0  60/0 ± 090/0  

PPGF/DNA 1/0 1/0 1/0 214± 7/6  5/4 ± 5/0  63/0 ± 070/0  

DNA/(5N/P=)PEI - - 1/0 174± 5/2  3/6 ± 1/1  73/0 ± 10/0  
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 PSPFG/DNA و PSPG/DNA، PSPF/DNA هاينانوکپسول از DNA رهاسازي الگوهاي

 ،6/43 ترتیب به DNA/(1/0)F(1/0)PPG(1/0)و  DNA/(2/0)PPG ،(1/0)DNA/(2/0)PPF(1/0)های نانوکپسول در DNA بارگذاری میزان

 خنثی و( pH=5/5) اسیدی در مذکور هاینانوکپسول از DNA رهاسازی الگوی مطالعه نتایج. بود درصد 33/42 و 45/40

(4/7=pH) کمپلکس با هاآن مقایسه و DNA/(5N/P=)PEI رهاسازی میزان نشان داد که DNA 4/7 در این کمپلکس از=pH 

(. طبق نتایج به دست آمده مشخص شد 7بود )شکل شده ذکر نانوکپسول سه هر از ترسریع دکستران، بالای هایغلظت حاوی

های نانوکپسول و DNA/(5N/P=)PEI کمپلکس از DNA رهایش میزان دکستران، لیترمیلی بر میکروگرم 100 غلظت که در

(1/0)DNA/(2/0)PPG ،(1/0)DNA/(2/0)PPF   (1/0)وDNA/(1/0)F(1/0)PPG بود درصد 11/50 و 33/59 ،55/43 ،96/64 ترتیب به 

 محیط در DNA/(5N/P=)PEI کمپلکس همراه به نانوکپسول سه هر از DNA رهاسازی میزان که حالیست در این(. A-7شکل)

 میزان در داریمعنی تفاوت هیچ براین،علاوه. یافت افزایش توجهی قابل طور به خنثی محیط با مقایسه در( pH=5/5) اسیدی

 اساس بر(. B-7شکل) نداشت وجود اسیدی هایمحیط در DNA/(5N/P=)PEI کمپلکس با نانوکپسول 3 هر بین DNA رهاسازی

 توانداین عمل می که نماید،می تسهیل  pH دو هر در را DNA رهاسازی ها،نانوکپسول در اسیدفولیک وجود آمده،دستبه نتایج

چنین نتایج بیانگر هم. کند احیا را دافعه نیروی احتمال و باشد DNA توالی و اسیدفولیک بین مشابه سطحی بار وجود دلیل به

 DNA رهاسازی ،5/5 به 4/7 از pH ها بود به طوریکه کاهشاز نانوکپسول DNAبر شدت راهاسازی  pHتأثیر مستقیم تغییر 

 توجه با. دهدمی افزایش را DNA/(1/0)F(1/0)PPG(1/0)و   DNA/(2/0)PPG ،(1/0)DNA/(2/0)PPF(1/0)های نانوکپسول از شده کپسوله

 هاینانوکپسول این که شودمی بینیپیش طبیعی، هایبافت با مقایسه در سرطانی هایسلول اسیدی کمی ریزمحیط ویژگی به

 از خود نشان سرطانی هایسلول به خاص طوربه درمانی عوامل یا ژنی هایتوالی تحویل هدفمند در بهتری کارایی شده، سنتز

 .دهند

   
 B )5/5=pH و  A )4/7=pH: مختلف  pHدر PEI و  PPG، PPF،PPGFهای نانوکپسول از DNA رهاسازی الگوهای -7 شکل

 PEI و   PPG، PPF،PPGFهاي بررسي سميت نانوکپسول

 MTTآزمون 

 هایاز سمیت بالایی بر سلول PEI/DNAنشان داد که ترکیب  MTTنتایج حاصل از بررسی سمیت سلولی توسط آزمون 

ها از بین رفتند درصد از سلول 50بیش از  µg.mL 30-1 برخوردار بودند، به نحوی که در غلظت بالاتر از T578-Hs سرطانی
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 PEI/DNAدر مقایسه با کمپلکس  PPGF/DNAو  PPF/DNA ،PPG/DNA هاینانوکپسول(. این در حالی بود که 8)شکل

از ترکیب  µg.mL 50-1 ساعت پس از تیمار با 24ها مانی سلول(. بطور مثال میزان زنده8)شکل سمیت بسیار کمتری داشتند

PEI/DNA هایو نانوکپسول PPF/DNA، PPG/DNA و PPGF/DNA  درصد  64/80و  84/78، 34/81، 61/9به ترتیب برابر با

یابد ها کاهش میمانی سلولدرصد زنده DNAچنین نتایج حاصل نشان داد که با افزایش غلظت پلیمرها نسبت به بود. هم

توان چنین نتیجه گرفت که پوشش برند، لذا مینیز بهره می PEI( باتوجه به اینکه پلیمرهای مذکور در ساختار خود از 8)شکل

PEI  با استفاده ازPEG سازگاری به طور قابل توجهی سبب افزایش زیستPEI گردد.می 

 

 

 
( نانوکپسولPPF ،Bهای نانوکپسول (A؛ Hs-578T هایمانی سلولهای مختلف بر زندهنتایج حاصل از مقایسه میانگین تاثیر نانوکپسول -8شکل
 . PPGFهای تجمیعی ( نانو کپسولCو  PPGهای 

A 

B 
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 DNAدر خنثي سازي بار منفي   PPG، PPF،PPGFهاي توانایي نانوکپسول

 الکتروفورز ژل آگارز

سازی بار منفی در خنثی PPGFو PPG، PPF هایدر این تحقیق از الکتروفورز ژل آگارز به منظور بررسی توانایی نانوکپسول

DNA ها تر از این پلیمرهای موجود در ساختار نانوکپسولپایینهای (، نشان داد که در غلظت9استفاده شد. نتایج حاصل )شکل

فاقد  DNAشاهد ) DNAدر مقایسه با   PPG/DNA ،PPF/DNA،PPGF/DNAهایای در حرکت نانوکپسولتفاوت قابل ملاحظه

  mg 1/0و  PPFاز نانوذره  mg  05/0قابل مشاهده است در غلظت 9پوشش(، وجود نداشت بطور مثال همانطور که در شکل 

DNA ((1/0)DNA/(05/0)PPFتفاوت قابل ملاحظه ) ای در حرکتDNA  در مقایسه با شاهد در امتداد ژل آگارز مشاهده نشد

ها نیز مشاهده شد. این نتایج نشان داد که با افزایش غلظت چنین روند مشابهی برای سایر نانوکپسول(. هم3نمونه-9)شکل

در امتداد ژل آگارز گردید. به عنوان مثال در نسبت بالاتر  DNAوجب کندی حرکت ، مDNAها نسبت به پلیمرهای نانوکپسول

-9در چاهک بدون حرکت متوقف گردید )شکل DNA، باند DNA ((1/0)DNA/(1/0)PPG)از  mg 1/0 به PPGاز پلیمر  mg 1/0از 

توان نتیجه گرفت که با شد، لذا میبا(. باتوجه به اینکه حرکت ژل آگارز از سمت قطب منفی به سمت قطب مثبت می8نمونه

های حاوی توسط این پلیمرها خنثی شده و حرکت ترکیب نانوکپسول DNAها، بار منفی افزایش غلظت پلیمر در نانوکپسول

DNA شود. این نتایج همراستا با نتایج به دست آمده از دستگاه به سمت قطب مثبت ژل آگارز متوقف میDLS ( بود 1)جدول

  کند.نانوذره و سنتز موفق آن را تأیید میکه توزیع 

 
 1/0در ترکیب با  PPF 2/0و  mg  01/0 ،05/0 ،1/0های حاوی به ترتیب( نانوکپسول5الی  2شاهد،  DNA( 1تصویر ژل آگارز از نمونه های مورد بررسی:  -9شکل
های حاوی ( نانوکپسول13الی  10و  mg  1/0 DNAدر ترکیب با PPG 2/0و  mg  01/0 ،05/0 ،1/0های حاوی به ترتیب( نانوکپسول9الی  DNA ،6گرم میلی

 mg  1/0 DNA)در ترکیب با هم( در ترکیب با PPGF 1/0و  mg  005/0 ،025/0 ،05/0به ترتیب

-Hsهاي به سلول DNAدر انتقال  PPG/DNA ،PPF/DNA،PPGF/DNAهايبررسي توانایي نانوکپسول

578T 

 DNA/(1/0)F (1/0)(1/0)و  DNA/(2/0)PPG ،(1/0)DNA/(2/0)PPF(1/0)های شود، نانوکپسولمشاهده می 10همانطوریکه در شکل 

PPG  از قابلیت انتقال و رهایش سالمDNA  برخوردار بودند. طبق نتایج به دست آمده، کمترین و بیشترین بازده انتقال ژن برابر

/DNA(1/0)های ( و نانوکپسولFBSفاقد پوشش )در محیط فاقد  DNAهای تیمار شده با  به ترتیب مربوط به سلول 8/44و  3/4با 

(1/0)F(1/0)PPG ( در محیط فاقدFBS )دو از همزمان یاستفاده که داد نشان مطالعه این از حاصل ج(. نتای10مشاهده شد )شکل 

 طوربه را فرآیند این بازده و کارایی تواندمی سرطانی، هایسلول به ژن انتقال فرآیند در اسید وگلوکز(متفاوت )فولیک لیگاند
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 از بخشی و بوده محدودتر ژن انتقال میزان شود،می گرفته کاربه لیگاند یک تنها که زمانی واقع، در. دهد افزایش معناداری

 به اتصال و شناسایی در متفاوت هایقابلیت با مکمل لیگاند دو حضور اما. کنندنمی دریافت را نظر مورد ژن مؤثر طوربه هاسلول

 کلی بازده ارتقاء نتیجه در و سلول درون به ژن حامل هایکمپلکس ورود احتمال افزایش موجب سلول، سطحی هایگیرنده

 نوین راهکارهای توسعه و درمانیژن هایروش بهبود در را چندلیگاندی هایسیستم طراحی اهمیت هایافته این. گرددمی انتقال

پس از تیمار با  Hs-578Tهای چنین نشر فلورسانس ساطع شده از سلولهم .سازدمی برجسته سرطان مؤثرتر درمان برای

-درون سلول GFPکه ناشی از بیان ژن  DNA/(1/0)F(1/0)PPG(1/0)و  DNA/(2/0)PPG ،(1/0)DNA/(2/0)PPF(1/0)های نانوکپسول

 (.11ها بود )شکلهاست، بیانگر تأثیر چشمگیر استفاده همزمان از دولیگاند در انتقال ژن به این سلول

 
، DNA/(2/0)PPG(1/0)های نانوکپسول توسط T578-Hs هایسلول به (1N-pEGFP)پلاسمید  DNA انتقال راندمان میانگین مقایسه -10شکل

(1/0)DNA/(2/0)PPF   (1/0)وDNA/(1/0)F(1/0)PPG  

 

 
فاقد پوشش،  F )DNAو  Aبه ترتیب  Hs-578Tهای ( به سلولpEGFP-N1)پلاسمید  DNAفلوسایتومتری ضریب انتقال  نتایج -11شکل

B  وG ))5PEI/DNA(N/P= ،C وH نانوکپسول )(1/0)DNA/(2/0)PPG ،D  وI (1/0)( نانوکپسولDNA/(2/0)PPF  وE  وJهای ( نانوکپسول

(1/0)DNA/(1/0)F (1/0)PPG  

 بحث -4

های اند، با این حال درمان مؤثر برای اغلب بیماریها را فراهم کردههای اخیر در پزشکی امکان کنترل بسیاری از بیماریپیشرفت

های معیوب مطرح شده عنوان رویکردی نوین برای اصلاح یا مهار بیان ژندرمانی بهژنتیکی همچنان با چالش مواجه است. ژن



 1405 بهار 78، شماره بيست و یکمسال                                                                                                مجله شيمي کاربردي روز                 

172 

ها همچنان یک مانع ها به دلیل بار منفی، ناپایداری و اندازه بزرگ آنمد مواد ژنتیکی به سلولاست، اما تحویل ایمن و کارآ

سازی بار منفی اسیدهای نوکلئیک و تسهیل فرار اندوزومی، های کاتیونی با خنثینانوحامل .[27] شوداساسی محسوب می

رغم کارایی بالای انتقال ژن، به دلیل سمیت وابسته به بار به PEI کنند. در این میان،نقش مهمی در بهبود ترانسفکشن ایفا می

های مخرب با غشای سلولی و بهبود کنشبا هدف کاهش برهم PEI رو، اصلاح ساختاریبالا، کاربرد بالینی محدودی دارد. ازاین

 اساس بر .[28] رسانی مورد توجه قرار گرفته استهای نوین ژنعنوان یک راهبرد کلیدی در توسعه سامانهسازگاری زیستی، به

 هدفمند انتقال و سلول سطح هایگیرنده شناسایی در گلوکز و اسیدفولیک پرکاربرد و فردمنحصربه خواص و شده ذکر موارد

)پلاسمید  DNA هدفمند انتقال برای سلول سطح هایگیرنده عنوان به گلوکز و از اسیدفولیک مطالعه، این در دارو و ژن،

pEGFP-N1سرطانی هایسلول به ( به Hs-578T مبتنی بر کوپلیمری هاینانوکپسول سنتز با PEI-PEG شدند استفاده. 

 به همراه PEIو  PEG مانند مختلف، پلیمرهای ماهیت و ساختار ،TGA و HNMR1، FTIR از آمدهدستبه نتایج اساس بر

 ،2019 سال در(. 4 و 3 ،2 هایشکل) شد تأیید اسیدفولیک/گلوکز/PEG-PEI کوپلیمر صحیح سنتز و فولیک اسید یا گلوکز

Amani  کوپلیمرهای همکارانش و PEI-PEG ها را با استفاده از دار شدن آنو عامل کردند سنتز را اسیدفولیک به متصل

 ppm 5/7 و 6/6 محدوده در را فولات آروماتیک پروتون هایسیگنالچنین این گروه ، همکردند تأیید NMR-H1  سنجیطیف

ظهور  ،براینعلاوه خوانی داشت.( همppm 8-6 تحقیق ما )در PPF کوپلیمر موجود در اسیدفولیک پیک با که کردند شناسایی

های کوپلیمر چندمنظوره شده در سایر سامانهپس از افزودن گلوکز، مشابه رفتار گزارش HNMR1 های جدید در طیفپیک

ای ر مطالعه. د[8] دهندای را در همین ناحیه طیفی نشان میهای ویژههای قندی رزونانسها نیز بخشطوری که در آناست؛ به

سنتز  قطعات ژنیگلوکز برای انتقال هدفمند -PEG-اسپرمینانجام شد، نانوذرات پلی (2025و همکاران ) Mohajeriکه توسط 

های عاملی را تأیید کرده و گزارش نمودند که پس از اتصال گلوکز، حضور گروه FT-IR سنجیها با استفاده از طیفگردید. آن

 چنین افزایش شدت پیک هیدروکسیل در و هم cm-1 3500–3300 محدودهدر  H–N یک پیک کششی پهن مربوط به گروه

1-cm3370 در طیف IR-FT   نانوذرات در شده مشاهده طیفی تغییرات با ، که[13]کردند مشاهده PPF-تمطابق ما گلوکز 

( PLGA) اسیدگلیکولیک-کو-لاکتیک-پلی نانوذرات ،(2024) همکاران و  Ramalhoدیگر، سوی از. (3داشت )شکل نزدیکی

-FT هایطیف. دادند توسعه گلیوبلاستوما هدفمند درمان برای بود، شده بارگذاری اسیدگالیک با که را اسیدفولیک به متصل

IR 1 1750 در مشخص هایپیک با را اسیدفولیک آمیزموفقیت ترکیب ها،آن-cm (کشش C=O )1 1650 و-cm (خمش C=C 

 شکل .(2است )شکل سازگار PPGFو  PPF کوپلیمرهای FT-IR هایطیف در ما مشاهدات با که ،[17]کرد  تأیید( آروماتیک

 توجهی قابل طور به و هستند مهم بسیار ،یژنهدفمند قطعات  انتقال فرآیند در کلیدی عوامل عنوان به نانوذرات، مورفولوژی و

 و فیزیکی خواص توانندمی مختلف هایاندازه و اشکال با نانوذرات. [29] گذارندمی تأثیر دارورسانی هایسیستم این کارایی بر

گذارد می تأثیر بیولوژیکی هایسلول و هابافت با هاآن برهمکنش بر مستقیم طور به که به نمایش بگذارند را خود شیمیایی
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 و سلولی جذب برای که ها استهای مثبت آنویژگی بیانگر TEM ها در تصاویرنانوکپسول یکنواخت و صاف سطوح. [30]

 فرآیند یک دهندهنشان ذرات، محدود تجمع و مورفولوژی در شدهمشاهده یکنواختی. هستند مطلوب دارو شدهکنترل رهایش

 دارورسانی کاربردهای و بیولوژیکی موانع از عبور برای که کندمی ایجاد را پایدار کلوئیدی هاینانوکپسول که است بهینه سنتز

-PLA-PEG نانوذرات نشان داد که سنتز شد، منتشر 2025 سال در ای کهمطالعه در یک. (5شکل) هستند مناسب هدفمند

 مورفولوژی دارای نانوذرات این که داد نشان TEM تصاویر. یوژلاز شکل و مورفو نانومتر 241 تقریباً متوسط اندازه با اسیدفولیک

 مورفولوژیکی هایویژگی چنین. دارد ها مطابقتنانوکپسول از ما مشاهدات با که ،[5]هستند  صاف سطوح و یکنواخت کروی

 از هایافته این. کنندمی کمک سلولی مطلوب پایداری و جذب به زیرا هستند، ضروری رسانیژن و کارآمد دارورسانی برای

سازی توانایی پلیمرهای کاتیونی در خنثی .کنندمی پشتیبانی هدفمند درمانی کاربردهای برای ما هاینانوکپسول بودن مناسب

. [21]های مختلف سرطانی در مطالعات متعددی به اثبات رسیده است سازی و انتقال ژن به سلول، فشردهDNAبار منفی 

اسید اصلاح شد، لذا و لیگاندهای گلوگز و فولیکPEG مورد استفاده در این تحقیق با استفاده از پلیمر  PEIنکه باتوجه به ای

و حفظ شرایط کاتیونی مورد بررسی قرار گیرد. از  DNAسازی بار منفی رسد تا توانایی این پلیمر در خنثیضروری به نظر می

بررسی این توانایی مورد ارزیابی قرار گرفت. نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد  این رو آزمون الکتروفورز ژل آگارز به منظور

برخوردار بودند. به نحوی که در  DNAسازی بار منفی به خوبی از توانایی خنثی PPGFو PPG، PPF هایکه نانوکپسول

از حرکت آن به سمت قطب مثبت ژل را خنثی نموده و  DNAگرم به طور کامل بار منفی میلی 1/0های مورد استفاده نسبت

 DLSبا استفاده از دستگاه  DNAچنین نتایج حاصل از بررسی بار سطحی نانوذرات حاوی (. هم9آگارز ممانعت کردند )شکل

بار سطحی از منفی به مثبت  DNA(. این نتایج نشان داد با افزایش نسبت نانوذرات به 2نیز تایید کننده این امر بود )جدول

سطح ذرات به طور کامل کاتیونی بود که این خصوصیات جهت  DNAهای بالای نانوذرات به گرایش یافت به طوریکه در نسبت

نشان داد که بار سطحی  DLS نتایجاز سویی دیگر، های سرطانی مطلوب است. استفاده از این نانوذرات برای انتقال ژن به سلول

از مقادیر منفی به مثبت تغییر  DNA با افزایش نسبت پلیمر به PPGF/DNA و  PPF/DNA،PPG/DNA هاینانوکپسول

های بالاتر بار سطحی منفی و در نسبت (DNA پلیمر به mg 05/0–01/0 برای مثالهای پایین )طوری که در نسبتکند، بهمی

 های آمین مثبتتوسط گروه DNA های فسفاتسازی گروهخنثیپلیمر( مثبت شد. این تغییر ناشی از  mg 2/0 برای نمونه)

PEI دهنده های متوسط نشان. مقادیر منفی جزئی در برخی نسبت[31] ها استو افزایش تراکم پلیمر روی سطح نانوکپسول

 سازیتر، عدم توانایی کامل پلیمر در فشردههای پایینزمان، در نسبتبوده و هم DNA پوشش ناقص یا تجمع ناقص پلیمر اطراف

DNA هایشود. این رفتار با اصول کمپلکسموجب حفظ بار منفی می PEI–DNA دهنده تغییرات اندازه ضیحسازگار است و تو

بر پایداری کلوئیدی و  DNA دهنده تأثیر مستقیم نسبت پلیمر بهها است و نشانو بار سطحی مشاهده شده در نانوکپسول

سازی بار در انتقال ژن از قبیل، توانایی در خنثی PEIعلارغم مزایایی بسیار پلیمر . [32] باشدها میپتانسیل ترانسفکشن آن
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در برابر نوکلئازها، با  DNAچنین محافظت از سازی و هم، توانایی در انتقال بالای قطعات ژن، توانایی در فشردهDNAمنفی 

ترین این مشکلات سمیت نسبتا بالای این حال دو مشکل اصلی در استفاده بالینی از این پلیمر وجود دارد، که از جمله مهم

از سویی دیگر، مشخص شده . [33]های دارورسانی است های مورد استفاده در سیستماین پلیمر در مقایسه با سایر نانوناقل

این در حالیست گردد، های آمین در این پلیمر میمانع از برهمکنش مستقیم بین غشاء و گروه PEIبه  PEGاتصال است که 

کند با غشاء سلولی فراهم نمی DNAبه دلیل ساختار رشته ای و متفاوت  DNAکه ممانعتی جهت برهکنش و فشرده سازی 

نشد، بلکه  DNAسازی بار منفی نه تنها مانع از برهمکنش و خنثی PEIبه  PEGنتایج تحقیق حاضر نشان داد که اتصال . [9]

 PEI/DNA( در مقایسه با کمپلکس PPGFو PPG، PPF) PEIهای حاوی در نانوکپسول PEIبطور قابل توجهی سمیت پلیمر 

ها در سیستم گردش خون عمر آنها با افزایش چشمگیر نیمهنانوکپسولبه سطح  PEG براین، اتصالعلاوه( 8گردید )شکل

های موجود چنین پروتئینها و همآنیونکنش با پلیدلیل برهمکه اندازه نانوذرات کاتیونی و هیدروفوبیک بههمراه است، در حالی

شود تا برهمکنش این به نانوذرات کاتیونی و آبگریز سبب می PEG. اتصال [10] یابدتوجهی افزایش میطور قابلدر پلاسما به

گردد، اما افزایش اندازه ذرات ها حفظ میترکیبات با اجزاء تشکیل دهنده خون به حداقل برسد، در نتیجه اندازه نانومتری آن

دهد. بنابراین اصلاح سطحی نانوذرات علاوه بر حفظ بازده انتقال دارو و قابل توجهی کاهش میبازده انتقال دارو و ژن را بطور 

 برای سطحی لیگاندهای با شده دارعامل نانوذرات از .[34]دهد ژن، ماندگاری آن در سیستم گردش خون را نیز افزایش می

 سرطانی هایسلول که آنجایی . از[35]است شده استفاده خاص هایگیرنده دارای هایسلول به داروها و هاژن هدفمند رهایش

برای اصلاح سطحی نانوذرات  توانمی لیگاندها این از ،[16]دارند  خود سطح در فولیکاسید و گلوکز هایگیرنده از بالایی سطح

 هدفمند اننتقال برای بسیاری مطالعات اخیر، هایدهه . در[36]استفاده نمود  سرطانی سلولهای دادن قرار هدف ه منظورب

 است داده نشان گذشته تحقیقات .[18]است  شده انجام اسیدفولیک از استفاده با سرطانی هایسلول به و یا قطعات ژنی داروها

 همکارانش و Komuro .[37]دارد  آن عوارض کاهش و دارو اثر شافزای در مهمی نقش اسیدفولیک با نانوذرات کردن هدفمند که

 به نرمال هایسلول به نسبت بالا بسیار متابولیکی فعالیت دلیل به سرطانی هایسلول در گلوکز جذب که دادند نشان( 2019)

زی به دلیل تعداد محدود های سرطانی از طریق مسیرهای اندوسیتوگیری سلولهدف. [38]است  افزایشی توجهی قابل طور

اند و های اخیر، پژوهشگران برای غلبه بر این مشکل تلاش کردههای جدی همراه است. در سالهای سطحی با چالشگیرنده

های از نانوکپسولدر این مطالعه، ما  .[27] یکی از رویکردهای مؤثر، اتصال چندین لیگاند هدفمند بر سطح نانوذرات بوده است

)پلاسمید  DNAاسید و گلوکز هستند، برای انتقال و رهایش های فولیککه بر سطح خود حامل گیرنده  PEG-PEIمبتنی بر

pEGFP-N1)  سرطانی هایسلولبه Hs-578T نتایج حاصل از بررسی بازده انتقال ژن با استفاده از دستگاه  .نمودیمستفاده ا

( در PPGFاسید و گلوگز در سطح خود بودند )که حاوی هر دو لیگاند فولیکی یهانانوکپسوله فلوسایتومتری نشان داد ک
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( بودند بازده انتقال ژن را به طور PPG/DNA( و یا گلوگز )PPF/DNAاسید )مقایسه با نانوذراتی که تنها یک لیگاند فولیک

 (.10قابل توجهی افزایش دادند )شکل

 نتیجه گیری-5

چنین افزایش های اخیر و همهای ارائه شده در تحقیقات سالاز بررسی منابع مختلف و با هدف بهبود سیستماین مطالعه پس 

ترین پلیمرهای مورد استفاده در انتقال به عنوان یکی از پربازده PEIها طراحی و انجام گرفت. بنابراین پلیمر کارایی این سیستم

چنین پایداری کم آن در سیستم ها و همآنیونت بالا و برهمکنش آن با پلیژن انتخاب گردید و مشکلات آن از جمله سمی

اسید به منظور براین در این تحقیق از گلوگز و فولیکبه آن برطرف گردید. علاوه PEGگردش خون با استفاده از اتصال 

های سرطان پستان بافت سلولبه  (pEGFP-N1)پلاسمید  DNA هدفمند انتقال و رهایشها جهت هدفمندسازی نانوکپسول

بطور قابل توجهی شد. این در حالی بود  PEIسبب کاهش سمیت پلیمر  PEGاستفاده شد. نتایج این تحقیق نشان داد اتصال 

چنین نتایج حاصل از سازی بار منفی آن دستخوش تغییر قرار نگرفت. همو خنثی DNAکه توانای این نانوناقل در برهمکنش با 

اسید و گلوگز یک استراتژی موثر و کارآمد جهت بهبود بازده ایتومتری نشان داد که استفاده همزمان از فولیکدستگاه فلوس

  باشد.می Hs-578T سرطانی هایانتقال هدفمند دارو و ژن به سلول
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