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 حامل واکسن و دارو عنوان به کلرید  یتوزانک متیل یتر یتسم یبررسسنتز و 

 4، جمیل زرگان3حسین هنری، 2مجتبی سعادتی، *1محمدرضا اکبری
 دانشگاه جامع امام حسین)ع( ،دانشیار -4و  3، استاد -2، دانشجوی دکتری -1

 (81/29/39، پذیرش: 81/22/39)دریافت: 

  چكيده

شود. این پلیمر  کار گرفته میاز طریق مسیرهای مخاطی بینی و خوراکی به ها واکسنتری متیل کیتوزان برای انتقال ژن، داروهای پپتیدی و 
در است.  کرده دایپافزایش آمونیوم از طریق متیلاسیون گروه آمین نوع اول و تبدیل آن به حلالیت آن در آب یک مشتق کیتوزان است که 

بررسی سمیت تری این مطالعه  هدفدهد.  را کاهش می ن در آبآ حلالیت کهشود  انجام میمتیلاسیون گروه هیدروکسی نیز  ،این فرایند
ابتدا دی متیل کیتوزان با روش منظور . به این آمین نوع چهارم بوده است ی ازدرصد بیشترو  کیتوزان با وزن مولکولی بالامتیل 

افتد ادامه  که در شرایط قلیایی اتفاق میگروه هیدروکسی متیلاسیون از  . سپس برای پرهیزسنتز گردید  Eschweiler-Clarkeمتیلاسیون
دی متیلاسیون  صددر. شدانجام  NMPکننده و در حلال عامل آلکیله عنوان بهو با استفاده از یدومتان   Menshutkinمتیلاسیون توسط واکنش

تلیال  های اپی علیه سلول MTTبا روش  ،دشدهیتولمحصول سلولی . میزان سمیت شد تعیین  FTIRو  NMRهای  شبا روکواترنیزاسیون  و
Caco2  از لحاظ  ها داده .شد انجام های قرمز انسانی گلبولروش رهایش هموگلوبین در بررسی شد. فعالیت همولیتیک محصول سنتزی نیز با

و  فاقد سمیت بود Caco2سلول  درلیتر  گرم بر میلی میلی 8بررسی شدند. پلیمر سنتز شده تا غلظت  آزمون توکی و  ANOVAآماری با روش 
ت مشاهده سمیپلیمر افزایش  افزایش غلظتبا آزمایش رهایش هموگلوبین نیز در (. p <228/2مشاهده نشد )اختلاف معنادار  228/2تا سطح 

 به کار رود.عنوان یک حامل انتقال مواد زیستی تواند به بنابراین پلیمر سنتز شده می .نشد

 انتقال واکسن گلبول قرمز، یشرها ،سلولی سمیت ،متوکسی یتوزان،ک یلمت تری ها:كليدواژه 
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Abstract  

Tri-methyl chitosan is used to deliver genes, peptide drugs and vaccines through nasal and oral mucosal routes. 
This polymer is a chitosan derivative that the solubility in water has been enhanced by methylation of primary 
amine group and its convertion to quaternary amonium. During this process, O-methylation also occurs, reducing 
the water solubility of the product. The purpose of this study is to evaluate the toxicity of trimethyl chitosan with 
high molecular weight and high degree of quaternary amine. Thus, high molecular weight chitosan was used for 
the synthesis of dimethyl chitosan through the Eschweiler-Clarke methylation method. Then, to avoid the O-
methylation, methylation was continued by Menshutkin reaction using iodomethane as alkylating agent in NMP 
solvent. The quaternized chitosan was characterized by NMR and FTIR spectroscopy methods. The cytotoxicity of 
the product was investigated on Caco-2 cells via MTT assay. Hemolytic activity of the synthesized polymer was 
evaluated using haemoglobin release test. The data were statistically analyzed by ANOVA and Tukey's multiple 
comparisons test. The results showed that the synthesized polymer had no toxicity on Caco2 cells (up to the 
concentration of 1 mg/ml) (p<0.001). Haemoglobin release test further confirmed the lack of toxicity of the polymer 
up to the mentioned concentration. In conclusion, the polymer can be envisaged as a carrier in biomaterials 
delivery. 

Keywords: Trimethyl Chitosan Chloride, O-methyl free, Cell Toxicity, Haemoglobin Release, Vaccine 

Delivery   
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  مقدمه .8

 یدی،پپت یدجد یها و داروها توجه به ظهور مداوم واکسن با

 یها سامانه یبرا یادیز یتقاضاها یکنوکلئ یدهایو اس ها ینپروتئ

 یقیتزر یرغ یها روش یرو سا یاز راه خوراک یدجد ییدارو یلتحو

 مواداز  ید، دو کلاس جد8332دهه  یلوجود دارد. در اوا

زمان  در یمرهاپل این .شد ییشناسا یمرینفوذ پل کننده یتتقو

داروها  همراه «8یخنث»عنوان مواد  به زیاد حجمو در  یطولان

 چسبندگی مخاط به پلیمرها این از کلاس هردو. اند شدهاستفاده 

 یها و نمک 2هاآکریلات پلی ید،جد یها کلاس ین. ادارند

اتصالات  یرپذ باز کردن برگشت ییهستند که توانا 9یتوزانک

 یهادر بافت یدروفیلیو اجازه نفوذ مواد ه داشته را محکم

منجر به  توانند یو م دهند یم 4سلولی کنار مسیر از را یمخاط

 یهلا یگرسمت د بهها ینداروها و پروتئ 4یانتقال مجاور سلول

 .[8] شوند تلیال یو اپ یسلول

تنها در  یمرینفوذ پل های کننده یتتقو از رده ینکه ا آنجا از

را فقط  یدروفیله یهاو مولکول کردهعمل  سلولی بیناتصالات 

 یگرید یلذا تداخل اضاف ،دنده یانتقال م سلولی مجاور مسیر از

 کوچک های مولکول یرسا که یبا سلول ندارند، درحال

 ی،سلول یغشا یها لدر مولکو تداخلبا  جذب دهنده یشافزا

 طرف از. دهند می انجام ییغشا یها یبآس طریق از را دارو انتقال

هستند،  یدروفیله ییها ماکرو مولکول یمرهاپل ینا چون دیگر

اثر  ینو کمتر بوده یزناچ یتوستران یهاها توسط سلول آن جذب

 . [2]ها دارند  سلول ینرا بر ا

 تلیال، یاپ ینفوذ از سدها یبرا یمرپل یناستفاده از ا رغم یعل

  گردش خون  یانبه داخل جر یدهاپپت یله انتقال خوراکازجم

 یها غشا گلبول بر یتسم درباره یا مطالعه یچتاکنون ه ،[9 -4]

مربوط به اثر  یها گزارش ینقرمز خون انجام نشده است. همچن

 ارائه تلیال اپی های سلول بربالا  یزاسیوندرجه کواترن با یمرپل ینا

  .است نشده

     تنها در  وبا بار مثبت است  یدیساکاریپل کیتوزان

 یکیبار الکتر ی. چگال[1]محلول است  یدیاس  pHبا ییهایطمح

 یتوزانک ینیآم یها که همان درجه پروتونه شدن گروه یتوزانک

( MW) یوزن مولکول یمیایی،ش یبنوع ترک یلهوس است، به

    یینتع یونیو قدرت  pHمانند  یخارج یرهایان و متغیتوزک

 یمختلف مولکول یهادر وزن یتوزان. امروزه ک[6-9]شود یم

و  گرانروی مختلف درجات(، لتوندا کیلو 122تا  12 یمرهای)پل

 دسترس در( درصد42-31)شده  ییزدا یلدرجات مختلف است با

 (.8 شکل) است

 
 هواحد استیل زدایی شد :Bواحد استیله،  :Aپلیمر کیتوزان،  .8شکل 

آمینی  یها گروهکه در آن  ،فقط در محیط اسیدی کیتوزان

حل تواند در آب  شوند می پروتونه میC-2 در موقعیت  کیتوزان

را  الکتریکیشارژ  کیتوزانهای  بیشتر مولکول خنثی  pHدر  شود،

تری متیل کیتوزان  .[8] دهند در محیط رسوب می و داده ازدست

 pHاست که در  حاوی یون آمونیوم نوع چهارممشتقی از کیتوزان 

تواند برای انتقال  فیزیولوژیک به شکل محلول است و می هدودمح

کار گرفته شود. در هتلیال روده ب از سد اپیمواد زیستی و داروها 

 است 8کاتیون کوات صورت بهخنثی   pHاین پلیمر گروه آمین در 

 .(2شکل )

 
   متیلاسیون،  -: اBُ: آمین استیله، TMC  ،A پلیمرشمای  .4 شکل

C :نوع چهارم )کوات( یون آمونیوم 

. است شده گزارش کیتوزان متیل تری یمهم برا کاربرد سه

عنوان  به ،2ژن یلتحو یبرا یابزار شامل کاربردها این

دوست مانند  آب های مولکولانتقال  یجذب برا دهنده یشافزا

 یبرا یزو ن یومتل یاپ  یهمحلول در سراسر لا های ینپروتئ

 یتوزانک یلمت ی. در حال حاضر تر[1]است  یشیآرا یکاربردها

(TMC) مورد  ی،صورت خوراکبه مواد یلاستفاده در تحو یبرا

 TMCسنتز  یبرا یمتعدد یها . روش[3] است هتوجه قرارگرفت

 TMCاست که  یندارد ا یتشده است اما آنچه اهم به کار گرفته

            یردرجات متغ یدارا یستیز یقاتمورد استفاده در تحق

 هستند پلیمری زنجیره در مولکولی وزن و( DOM) یلاسیونمت-اُ

 (.2) شکل

 یتوزان،ک یلمت یسنتز تر یمورد استفاده برا فرایندهای

 و است اسیدی محیط و بالا دمای شامل دشوار، شرایط یدارا

 یمحصولات جانب یجادا یا و یمرپل یهموجب تجز است ممکن

 یتسم یشافزا یستیز های یابیدر مطالعات و ارز ینشود. بنابرا

 یلمتیتر کنند یادعا م یناز محقق ی. بعضشود یمشاهده م

 
1 Quaternary Ammonium Cations, also known as Quats 
2 Gene Delivery 

https://en.wikipedia.org/wiki/Quaternary_compound
https://en.wikipedia.org/wiki/Quaternary_compound
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 Caco-2 یها درصد در سلول 8سنتز شده تا غلظت  کیتوزان

 ی)با درجات بالا TMC یبرا یگرد یبرخ یول ،[82]ندارد  یتسم

 یتسم یزدرصد ن 8کمتر از  یها نوع چهارم( در غلظت یومآمون

 برای قضاوت نتایج در تفاوت این. [88]اند  مشاهده کرده

 . [82] است نموده مواجه مشکل با را تجاری کاربردهای

مختلف باعث تنوع  یها با روش یتوزانک یلمت یتر سنتز

بار  یناول یبرا 2282شده است. در سال  یمرپل یساختار

 یا استفاده از روش دومرحله یشنهادپ یدر رساله دکتر 8یولوره

 ابتدا روش این در. کرد مطرح را کیتوزان متیل تری سنتز برای

 کیتوزان متیل تری به سپس و شده سنتز کیتوزان متیل دی

. [89] افتد ینم اتفاق 2یلاسیونمت -اُ روش این در. شود می تبدیل

 یکحذف  یبه معن یتوزانک یلمت یاز تر یعامل جانب ینحذف ا

ماده را  ینا یتسم یمربوط به بررس یرهایمهم بوده و متغ یرمتغ

 . دهد یکاهش م

  قی. روش تحق4

 ها دستگاه و مواد .4-8

NMP یدید، یلمت ید،اتر، فرمالدئ یلات ید ید،اس فرمیک
9، 

 یتر یدکلریدریک،اس ید،اس یکاستون، اتانول، است یسرول،گل

از  MTT4 و  یدکلر یمسد یدروکسید،ه یمسد ید،اس یکفلورو است

تا  982 یبا وزن مولکول یتوزانشدند. ک یهمرک )آلمان( ته  شرکت

 سلولشد.  یداری)آلمان( خر یگمادالتون از شرکت س یلوک 991

Caco-2 یها سلول یعنوان الگو به یتمطالعه اثر سم یبرا 

 یرذخا یمرکز مل یو جانور یانسان یها از بانک سلول تلیال، یاپ

  یسنج طیف. یدگرد یداریخر IBRC یرانا یستیو ز یکیژنت
1H-NMR 122با دستگاه اسپکترومتر  یسنتز یمرهایپل 

و در  D2Oدر حلال  آمریکا، کشورساخت   Varian یمگاهرتز

و حل  یساز نمونه یانجام شد. برا یوسدرجه سلس 62 یدما

 یز( استفاده شد.  آنالیدکلر یوم)دوتر DClاز  D2Oدر  یمرکردن پل

 ییربا نرخ تغ یکا،ساخت کشور آمر Netzschبا دستگاه  1یحرارت

با  یتروژنگاز ن یانو تحت جر یقهبر دق یوسدرجه سلس 82 ییدما

 422تا  21 ییو در محدوده دما یقهبر دق لیتر یلیم 22سرعت 

قرمز با استفاده از  جذب مادون یف. طانجام شد یوسدرجه سلس

شد. خشک  یبررس KBrصورت قرص به PerkinElmerدستگاه 

 یوسدرجه سلس -32 یها در حالت منجمد در دما کردن نمونه

 21/2 ساخت کشور آلمان در فشار  Christ یزدرایرتوسط فر

 
1 Verheul 
2 O-methylation 
3 N-methyl-2-pyrrolidone 
4 Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide 
5  Thermogravimetric Analysis 

 تری های جذب محلول یتحلال یبررس یانجام شد. برا بار یلیم

 رنانومتر توسط اسپکتروفتومت 122موج  در طول یتوزانک یلمت

Cecill, 1011  شد. یریگکشور انگلستان اندازه ساخت 

  دیکلر توزانیک لیمت یتر یابیسنتز و مشخصه   .4-4

مورد  یولوره یا روش دو مرحله یتوزان،ک یلمت یسنتز تر برای

واکنش  یدر ابتدا ط کیتوزان. [89]استفاده قرار گرفت 

Eschweiler-Clarke یلمت یبه د یداس یکو فرم یدبا فرمالدئ 

 یمشده توسط سدسنتز DMCشد.  یلتبد (DMC) یتوزانک

به ژل  یلرسانده شد تا تبد 82حدود  pHمولار به  8 یدروکسیده

 یدشستشو و توسط اس یونیزهشود. ژل حاصل توسط آب مقطر د

. یددر آب مقطر حل گرد 4حدود  pHمولار در  8 یدریککلر

 یالیزد یونیزهآب مقطر د یهساعت عل 41محلول حاصل به مدت 

 ید. محصول سفیدخشک گرد یزدرایبا روش فر یتشد و در نها

مورد  FTIR و 1H-NMR های یسنجیفط یآمده برادسترنگ به

 استفاده قرار گرفت. 

 طریق از متیلاسیون دی درجه ، 1H-NMR یسنج یفط در

  گردید محاسبه( 8) معادله

     [
[(   ) ]

[ ]

 

 
]                                             (8)  

حل  یبرا یدنشان داده در صورت استفاده از اس یقبل مطالعات

به  یلمربوط به استخلاف مت های یکپ یتوزانکردن مشتقات ک

بالاتر  یمیاییش های ییبه جابجا ینخاطر پروتونه شدن گروه آم

 یرسطح ز [H1]معادله  ین. در ا[81-84] دهند یمکان م ییرتغ

بوده و  ppm 9/1تا  ppm 9/4 یمیاییش ییدر جابجا یمنحن

 [2(CH3)](. 9است شکل ) 8کربن شماره  یدروژنمربوط به ه

بوده و مربوط به  ppm 9 یمیاییش ییدر جابجا یمنحن یرسطح ز

 . [86]شده است  یلهمتید ینوآم یها گروه های یدروژنه

 

  TMCهای پیوندی در  راهنمای شماتیک محل هیدروژن .9شکل 

تانفانی با  وموزارلی روش بر اساس  TMC برای سنتزواکنش 

 شد حل NMPدر   DMC ادامه داده شد. محصولبرخی اصلاحات 

 TMCبه  درجه سلسیوس 42در دمای  یدومتان اضافه کردنبا و 

. زمان واکنش تعیین کننده درصد تری متیلاسیون در تبدیل شد

درصد به  82نظر گرفته شد. نمونه سنتز شده در سدیم کلرید 

کیلودالتون  82ساعت در کیسه دیالیز با منافذ کمتر از  41مدت 
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     دیالیز گردید تا یون کلرید جایگزین یدید شود. در نهایت

 مقطر ه روز با آببه مدت سشده سنتز یدکلر یتوزانک یلمتتری

تعویض  ی شد )روزی دو مرتبهساز خالصدیونیزه، دیالیز و 

توسط فریزدرایر میکرونی،  1/2گردید( و پس از عبور از فیلتر 

های  سنجیمحصول سفید رنگ حاصل برای طیف. خشک شد
1H-NMR  وFTIR  .مورد استفاده قرار گرفت 

طریق متیلاسیون از یتردرجه ،  1H-NMRسنجی در طیف

 ( محاسبه گردید:2دله )امع

    [
[(   ) ]

[ ]

 

 
]                                            (2)  

سطح زیر منحنی در جابجایی شیمیایی  [H1]در این معادله 

ppm 3/4  تاppm 9/1  است و  8مربوط به هیدروژن کربن شماره

[(CH3)3]  سطح زیر منحنی در جابجایی شیمیاییppm 9/9 

 است.  متیل آمونیومتریهای  مربوط به هیدروژن

 در DOMمتیلاسیون -، درجه  اُ(DQ)کواترنیزاسیون  درجه

( و 9طبق منابع براساس معادلات ) شدهسنتز TMC های نمونه

 . ( برحسب درصد محاسبه گردید4)

    [
[(   ) ]

[ ]

 

 
]                                            (9)  
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]                                        (4)  

 های هیدروکسی متیله شده در  گروهجابجایی شیمیایی 

ppm 4/9 (DOM-6 و )ppm 1/9 (DOM-3.است ) عبارت [H] 

است؛ که  ppm 9/1و  ppm 9/4 در H-1های  پیک سطح زیر

مولکول  C-1هیدروژن با کربن  یها اتممربوط به سیگنال پیوند 

TMC باشد.  می 

معادل   pH مختلف در یمرهایپل برای آب در یریپذ انحلال

 1/2با غلظت  مرهای. ابتدا پلدیگرد نییاتاق تع یدر دما 9

 کیاست دیدر محلول اس شب کی در طوللیتر  گرم بر میلی میلی

 دیدروکسیهمحلول . سپس با استفاده از ندحل شد  درصد 1/2

محلول در  جذبشد و  افزایش داده 9به   pHمولار،  8 میسد

سنتز  مریپلهای  نمونهشد.  یریگ نانومتر اندازه 122 موج طول

 شاهد محلولبا  سهیدر مقادرصد  32کمتر از  درصد عبورشده با 

و از  ندنامحلول در نظر گرفته شد د،یاس کیاست درصد 1/2

 . [89] مطالعه حذف شدند

 MTT با روش سمیت بررسی .4-9

بر  گرم یلیم 8/2و  8، 82 غلظت سه  درپلیمرهای سنتزی اثر 

مراحل انجام آزمایش در پلیت بررسی شد و  Caco-2های  سلول

  زیر انجام شد. صورت بهخانه  36

در فلاسک  شده آمادهشد. سلول  تهیه IBRCبانک  ازها  سلول

 و در فلاسک کشت پاساژ داده شد. منتقلکشت به آزمایشگاه 

توسط تریپسین و شمارش  ها از ته فلاسکپس از کندن سلول

در  ،در هر چاهک 4×824ها به تعداد  ، سلولبا لام نئوبار سلول

 222خانه کشت داده و حجم چاهک با محیط کشت به  36پلیت 

 99روز در دمای  2ها به مدت  سلولرسانده شد.  تریل کرویم

کربن در محیط  دیاکس یددرصد  1و اتمسفر  سلسیوسدرجه 

گلوتامین، -ال، FCS درصد 82 ،، گلوکز بالاDMEMکشت )

شدند. سپس  گرمخانه گذاریپیروات، آمینواسیدهای غیرضروری( 

 های محلولساعت در  1/2محیط کشت حذف شد و به مدت 

 های غلظتکه حاوی  HBSSدر بافر  TMC میکرو لیتری 822

و  TMC 8/2 ،8مختلف پلیمر بودند گرمخانه گذاری شد )غلظت 

هیدروکسید سدیم  وسیله به pHبود،  لیتر میلیدر  گرم میلی 82

با  SDSکنترل مثبت،  عنوان بهتنظیم شد(.  9مولار بر روی  8/2

 HBSSقرار گرفت. بافر  استفاده مورد( mg/ml 82غلظت )

ها یا کنترل منفی  پذیری صددرصدی سلولمرجع حیات عنوان به

حلول ها با م حذف گردید و سلول HBSS آن از  پساستفاده شد. 

PBS  شده آمادهاز محلول تازه  میکرو لیترشستشو داده شدند. صد 

)بدون افزودنی(،   DMEMدر MTTلیتر  گرم بر میلی میلی1/2

درجه  99ساعت در دمای  1/2ها به مدت  اضافه شد و سلول

 پسشدند.  گذاریگرمخانهکربن  اکسید دی درصد 1و  سلسیوس

سپس برای حل شستشو شد.   HBSSها تخلیه و با  چاهک آن از 

میکرولیتر از محلول  822های فورمازون،  نمودن کریستال

DMSO   به هر چاهک اضافه و بعد از تثبیت رنگ تحت شرایط

 131ساعت در دمای اتاق، جذب در  4تا  2تاریکی به مدت 

 Micro plate) اهجذب توسط دستگ شد. یریگ اندازهنانومتر 

reader, A biotek )شد یریگ اندازه. 

این آزمایش سه بار انجام و در هر مرتبه در پلیت از هر 

درصد زنده  ها، و با استفاده از میانگین دادهبار تکرار شد  9 غلظت

 زیر محاسبه شد.  به روشماندن 

درصد زنده ماندن    (
های سلول تیمار شده   جذب نوری 

جذب نوری کنترل
) 100   

های مختلف پلیمر  شده برای غلظت درصد زنده ماندن محاسبه

 GraphPad»افزار  با نرم MTT در آزمون Caco-2نسبت به سلول 

Prism » های آماری قرار گرفت. غلظت لیوتحل هیتجزمورد

نسبت به گروه کنترل و همچنین نسبت به یکدیگر،  TM مختلف 

( بررسی گردید. Anova) طرفه کیبا آزمون آماری آنالیز واریانس 

p<0.05 شد گرفته نظر در نتایج بودن دار یمعن عنوان به. 

 همولیز گلبول قرمز بررسی .4-2

. در این [81]شد  بررسی یوشیهارا روش وسیله بهولیز مفعالیت ه

 یریگ خوندر . ز خون داوطلب انسانی استفاده شدمطالعه ا
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مورد استفاده قرار گرفت تا از لخته شدن های هپارینه  لوله

نمونه خون در بافر تریس سرد )بافر نگهداری شده  ممانعت شود.

مورد بافر تریس محلول  pHشستشو شد.  دو باردر یخچال( 

، (مولارمیلی  849)و حاوی کلرید سدیم تنظیم شد  2/9 استفاده

بود. برای  (میلی مولار 22)  Tris-HClو  (میلی مولار 6)گلوکز 

به مدت  g 922×ها سانتریفوژ در  گلبولو شستشوی جداسازی 

 22با غلظت های قرمز  گلبول تیدرنها انجام گرفت.دقیقه  82

  ند.نگهداری شد سلسیوسدرجه  4حجمی در این بافر در  درصد

. برای بررسی اثر هستند استفاده  قابلبرای چند روز  ها این گلبول

درصد از این  9غلظت نهایی  ،پلیمرها بر آزادسازی هموگلوبین

 ها استفاده شد.   گلبول

 8222 و 122، 212، 821 شامل مقادیرهای پلیمر  نمونه

 94کلرید سدیم )بافر حاوی  میکرو لیتر 8222میکروگرم در 

و  (میلی مولار 6لوکز )گ ،(میلی مولار 849) ، سوکروز(میلی مولار

Tris-HCl با pH 2/9 (22 میلی مولار)  9حل گردید و تا غلظت 

 9سه نمونه گلبول قرمز به آن گلبول قرمز اضافه شد. درصد 

عنوان شاهد مورد استفاده قرار گرفت.  درصد در بافر به

 99بلافاصله در حمام آب شیکردار در دمای  ها سوسپانسیون

در این دما دقیقه  62به مدت قرار داده شدند و  سلسیوسدرجه 

دقیقه  82به مدت  g922×ها در  . نمونهی هم زده شدندآرام به

نانومتر با  142در محلول رویی  سانتریفوژ شدند و

های شاهد برای صفر کردن  از نمونهشد.  بررسیاسپکتروفتومتری 

با  X100همولیز کامل با استفاده از تریتون دستگاه استفاده شد. 

و اثر انجام شد کنترل مثبت  عنوان به درصد 2/2 غلظت نهایی

درصدی از این مقدار  صورت بههموگلوبولین  یآزادسازپلیمرها بر 

 سه تکرار انجام شد. صورت بهگزارش شد. کلیه مراحل 

 و بحث یجنتا. 9

   TMC سنتز و مشخصه یابی  .9-8

متیل متیل کیتوزان و دی برای تری 1H-NMRسنجی طیف 

در این مطالعه است.  شده داده( نشان 4-1های )  کیتوزان در شکل

خاطر استفاده از اسید برای پروتونه کردن  جابجایی پیک به

 شود.  مشاهده می D2Oمحصول سنتزی و افزایش حلالیت آن در 

( 4آمده در شکل )دستطیف به متیل کیتوزاندر مورد دی

برای محاسبه درجه دی متیلاسیون استفاده شد و درصد آن با 

. دیمحاسبه گرد( 8استفاده از سطوح زیر منحنی در فرمول )

است و  شده  انجامدرصد دی متیلاسیون 6/31نتیجه نشان داد که 

  زمان انجام واکنش کافی بوده است.

طریق طیف کیتوزان نیز از  متیلتری کواترنیزاسیون درجه

( و با استفاده از سطوح زیر منحنی در 1آمده در شکل )دستبه

درصد و درجه  2/12( محاسبه گردید. نتیجه محاسبه 2فرمول )

 گروه هیدروکسی صفر درصد محاسبه شد. متیلاسیون-ا

 
 C 62 یدر دما یتوزانک متیل دی NMR 1H طیف .2شکل 

 
  C62  یدر دما یتوزانک متیل تری NMR 1H طیف .2شکل 

 FTIRنتایج طیف  .9-4

 متیل کیتوزان درو دیمتیل کیتوزان تری ،کیتوزان FTIRطیف 

متیل متیل کیتوزان و تریاست. دی شده  داده( نشان 6شکل )

  مقایسه شدند. کیتوزان با کیتوزان

  DMC ج( یتوزانکب(   TMC الف( ، FT-IR یجنتا .6شکل  

 الف

 ب

 ج
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عنوان ارتعاش به cm-1 8192برای کیتوزان جذب در ناحیه 

    TMC ولی در شناسایی گردید R-NH2خمشی گروه آمین 

پیک جدید  همچنینسنتز شده این پیک ناپدید شده است. 

 cm-1 8491و  cm-1 8499در نواحی نامتقارن ارتعاش خمشی 

   متیل کیتوزان و به ترتیب برای دی N-CH3عنوان پیوند به

را تایید  TMCمتیل کیتوزان شناسایی شد. این پیک تولید تری

 .[83]کند  می

 (TGA) یحرارت یزآنال .9-9

است  یحرارت زیروش آنال یک TGA ای  یحرارت نیتوز زیآنال روش

های  دما یا زمانوزن نمونه در  یریگ اندازهکه اساس آن بر 

برای بررسی اثرات دمای بالا  استوار است. شیهنگام گرمامختلف 

پایداری دمایی محصول همچنین در فرآیند سنتز بر کیتوزان، 

در دمای  سازیسترونیی و داروهای  فرمولاسیونسنتز شده برای 

بررسی شد. درجه  422تا  21رنج دمایی  بالا، تغییر وزن نمونه در

است. خط  شده  داده( نمایش 9در شکل ) نمودار آنالیز حرارتی

دهد.  نشان می کیتوزان را  نیچ نقطهمتیل کیتوزان و  یتر ساده

شده است. ابتدا با  با کیتوزان مقایسه TMCمیزان آب موجود در 

با شیب زیاد شروع به نمونه  سلسیوسدرجه  829افزایش دما تا 

مانده بعد از  کند که ناشی از تبخیر آب باقی کاهش وزن می

دهد.  دست میکل آب را از  3/822است و در دمای  کردن خشک

و در تری متیل کیتوزان  درصد 8کمتر از میزان آب در کیتوزان 

گیری شد. مقدار آب بیشتر در تری متیل  اندازه درصد 2/1

بودن آن  دوست آبقطبیت بیشتر مولکول و  دهنده نشانکیتوزان 

درجه کاهش  831تا دمای شود و  در ادامه شرایط پایدار میاست. 

کاهش وزن با شیب زیاد  بعدوزن ندارد و از این محدوده به 

 TMCرمایی حد مقاومت گدهد  نتایج نشان میشود.  مشاهده می

کیتوزان از دمای  که یدرحالاست و  سلسیوسدرجه  6/831دمای 

شروع به کاهش وزن با شیب ملایم  سلسیوسدرجه  212بالاتر از 

 سلسیوسدرجه  222کند. مقاومت دمایی محصول تا دمای  می

بودن محصول  استفاده قابلبودن محصول و  یکاربرد دهنده نشان

 .ا دمای بالا استب کردن خشکهای  در فرمولاسیون

 

 یلمتیتر TMC-H، یتوزانک TGA ، Chitosan-H یجهنت. 2شکل 

  یتوزانک

 در کشت سلول انسانی TMCسمیت  .9-2

و   Caco-2 از سلول یانسان یها سلول یبر رو تیسم یبررس یبرا

 یسلول انسان سرطان Caco-2استفاده شد.  MTTروش 

 یها از روده بزرگ است که مشخصات سلول آمده دست به

مدل در  عنوان بهکامل دارا بوده و  طور بهرا  یا روده الیتل یاپ

قرار  استفاده مورد الیتل یاپ یها سلول یبر رو تیمطالعات سم

 روده شامل الیتل یسلول تمام مشخصات سلول اپ نی. اردیگ یم

. دهد یماتصالات سلول و جذب مواد را از خود بروز  ،یلیو کرویم

نمک تترازولیوم محلول در آب است. وقتی این  زین  MTTماده  

سازی شود  ترکیب در محیط محلول نمکی فاقد فنل رد آماده

 یها . این ترکیب در میتوکندری سلولدهد یم یزردرنگمحلول 

ولی به نام زنده توسط آنزیم دهیدرژناز تبدیل به ترکیب نامحل

مانند  ییها که این محصول توسط حلال شود یفورمازان م

بنفش  -و رنگ ارغوانی  شده حل DMSOل اسیدی یا وایزوپروپان

 و 8،  8/2سمیت در مدل سلولی در سه غلظت  . سازد یرا ظاهر م

با آزمون  آمده دست بهلیتر بررسی شد. نتایج  بر میلی گرم میلی 82

 بررسی شد.  ANOVAآماری 

های  غلظت در Caco-2درصد زنده ماندن سلول ( 1شکل )

نتایج در دهد. این  نشان می MTTدر  را H-TMCمختلف پلیمر 

 ANOVAبه روش  29/6نسخه  GraphPad Prism افزار نرم

شد.  لیوتحل هیتجزای چندگانه توکی  و آزمون مقایسه طرفه کی

ابری غلظت پلیمر تا بر 82دهد که افزایش  نتایج بررسی نشان می

ها  بر حیات سلول یسماثر  گونه هیچ لیتر میلیبر  گرم میلی 8

 ندارد. همچنین  MTTدر آزمون  2228/2 معنادارحتی در سطح 

ها و کنترل وجود ندارد.  ها و بین گروه بین گروه ی معناداراختلاف

لیتر  گرم بر میلی میلی 82برابری غلظت پلیمر به  82اما با افزایش 

ها  سمیت بر حیات سلول معنادار اثر 21/2ر سطح آماری د

ستاره ارزیابی  4را  شده مشاهدهاختلاف  افزار نرممشاهده شد. 

 کند. می

 

 در Caco2های درصد زنده ماندن سلولنمودار : MTTآزمایش . 1شکل 

  TMCهای مختلف  غلظت
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 های انسانی همولیز گلبولدر   TMCاثر  .9-2

های قرمز انسانی با استفاده از میزان  گلبولآزمایش همولیز 

نتایج نسبت ( 1) شکلگیری شد. در رهایش هموگلوبین اندازه

صورت درصد ها به به کل هموگلوبین موجود در گلبولرهایش 

 GraphPadافزار آمده در نرمدستنتایج به شان داده شده است.ن

Prism  گردید. در روش  ها ارزیابی بررسی شد و دادهANOVA   و

نادار بین اختلافی مع 2228/2آزمون توکی تا سطح معنا داری 

تفاوت  مقدار پلیمربا افزایش  ،بنابراینها مشاهده نشد.  گروه

اثری بر آزادسازی  رهایش مشاهده نشد و پلیمر هیچدر معنادار 

آزادسازی هموگلوبین  های خونی انسان ندارد. هموگلوبین از سلول

بستگی دارد که غشای آنها بر اثر یک عامل  هایی به تعداد سلول

یک روش  عنوان بهاز آن  ،اند و بنابراین خارجی آسیب دیده

های  ارزیابی مناسب برای بررسی هر گونه آسیب ناشی از محرک

متیل گردد. از طرفی تری های خونی استفاده می خارجی بر سلول

یل به صورت کاتیون بوده و تمافیزیولوژیک به pHکیتوزان در 

رود در صورت سمی  چسبیدن به غشاهای سلولی دارد و انتظار می

یش نفوذپذیری این غشا نشان دهد. صورت افزابودن اثر خود را به

این پلیمر هیچ اثری بر غشای افزایش غلظت  نتایج نشان داد

 سلولی گلبول قرمز ندارد.

 

 درصد صورتبهقرمز  یها از گلبول ینهموگلوب یشرها یشآزما .3 لشک

  قرمز های گلبول در هموگلوبین کل

 یری گیجهنت. 2 

های پیشگیری و درمانی قابل استفاده در  های اخیر روشدر سال

های ویژه در دسترس  شرایط عملیاتی و بدون نیاز به تخصص

ها به  عموم قرار گرفته است. این روند برای انتقال داروها و واکسن

های بالا و مشکلات مربوط  هدلیل الزامات خاص و همچنین هزین

دهنده به کندی در حال پیشرفت است. به سمیت مواد انتقال

در کاربردهای انتقال واکسن و دارو از سدهای متیل کیتوزان تری

یک  عنوان اپی تلیال دستگاه گوارش و سایر مخاط تنفسی، به

ماده زیست سازگار برای انتقال مواد زیستی و داروهای با وزن 

 کار گرفته شود. بهتواند  میمولکولی بالا از سدهای اپی تلیال 

طی دو متیل کیتوزان با وزن مولکولی بالا در این تحقیق تری

 عنوان بهاستفاده از سدیم بوروهیدرید  یجا بهشد.  ساختهمرحله 

 دهد یمکه اجازه  شداستفاده  فرمیک اسیدعامل کاهنده، از 

  ر استاتی در محلول آبی حل شود.کیتوزان بدون استفاده از باف

برای  8واکنش منشاتکین طبقمتیل کیتوزان بر در ادامه دی

کار گرفته شد. در این روش از متیل متیل کیتوزان بهسنتز تری

برای این واکنش است  یدید که یک آلکیل یدید انتخابی و برتر

دمای  که یمادامتغییر زمان واکنش  لهیوس به. [22] استفاده شد

درجه  توان یمثابت هستند،  DMC/CH3lواکنش و نسبت 

متیل کیتوزان . ابتدا دیتنظیم نمود دقت بهکواترنیزاسیون را 

متیلاسیون محاسبه شده برای این سنتز گردید. درجه دی

طور دهد واکنش بهمیدست آمد که نشان درصد به 6/31محصول 

موفق با درجه بالا انجام شده است. این محصول در مرحله دوم 

 درجه کواترنیزاسیون متیل کیتوزان استفاده شد.برای سنتز تری

تعیین گردید. این پلیمر در  2/12 آمدهدستبه TMCمحصول 

pH توان از این پلیمر در کلیه  خنثی بار مثبت دارد )کاتیون( و می

ها  ها و واکسن مربوط به انتقال پپتیدها، پروتئین مطالعات

عدم وجود  بار منفی( استفاده کرد. با توجه بههای دارای  مولکول)

با درجه  یژه)به وتری متیل کیتوزان  یمرقابل توجه پل یتسم

چسبنگی بهبود  یبرا در آینده( متیلهتری آمونیوم از ییبالا

قرار  استفاده موردتواند  ها می و واکسن یدیپپت یداروها مخاطی

تواند ساخت  بردهای آن میریکی از کا [28 و88 ،4]گیرد 

ی کاندید واکسن محلول در آب ها نانوذرات برای انتقال پروتئین

 .[22] صورت فرمولاسیون در ابعاد میکرو و نانو باشدبه
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