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 99رداد متاریخ پذیرش:  95 آذرتاریخ دریافت: 

 چکیده
هدف از این پژوهش تهیه سامانه آزادسازی هورمون بر پایه نانو است. در این مطالعه از پلیمر طبیعی 

تکثیر مصنوعی ماهیان  برایمورد نیاز   عنوان هورمون به LHRH-A2کیتوزان برای ساخت نانوذرات و از 

روش ژل شدن یونی استفاده شد. عوامل بررسی شده برای  از نانوذراتمورد استفاده قرار گرفت. برای تهیه 

های مختلف هورمون،  اپتیمال تنظیم شد که شامل غلظت استفاده از روش آماری دی با ذراتتعیین اندازه 

 و بررسی اندازه ،شناسی بود. ریخت کیتوزان -هورمونمحلول  pHفسفات و  پلی نسبت غلظت کیتوزان به تری

شد. اندازه بهینه  سنجی حرارتی ذارت نانو انجام و وزنتشخیص مقاومت حرارتی  ،هساختار تشکیل دهند

تعیین شد.  272/0میکرو ولت، شاخص توزیع اندازه ذرات بهینه  2/89نانومتر، پتانسل زتا  801نانوذرات 

در طول  درصد 82/10از نانوذرات در محیط آزمایشگاه مقدار  LHRH-A2همچنین بررسی رهایش هورمون 

ساعت را نشان داد. تصاویر میکروسکوپ الکترونی نگاره، نانوذرات را با اندازه کوچک و ساختار کروی جدا  21

که با  بودگراد درجه سانتی 200از یکدیگر نشان داد. همچنین این سامانه دارای پایداری حرارتی بالا تا 

رهش  سامانه آهسته براین حاملی مناسب تواند به عنوا آزاد شدن سریع و ناگهانی می عدمتوجه به 

های مختلف ماهی از جمله ماهیان خاویاری از طریق تزریق به کار گرفته  رسانی در القای تکثیر گونه هورمون

 شود.
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 مقدمه

بر روی ریز و متابولیسم  غدد درون مطالعه

سیر صعودی خود را  8950داران از دهه  مهره

های  ها در رفتار هورمون ریثاتو  هکردطی 

خاص  توجه موردتولیدمثلی در چند دهه اخیر 

 زهیتنها انگ 8920گرفته است. در دهه  قرار

 نیانسول هیبه ته انیها در ماه مطالعه هورمون

 تیاهم در حال حاضر یها معطوف بود، ول از آن

ریز و  شناخت غدد درونپرداختن به علم 

 ،و پرورش ریدر روند تکث ها یماهمتابولیسم 

به نحو  انیو تناوب نسل آبز مثل  دیکنترل تول

 ,Mattyاست ) افتهیخود را  گاهیجا یمطلوب

 رابطه باکسب دانش در  به این ترتیب،(. 1985

 مثل دیروند تول درثر وم یها نوسانات هورمون

فراهم آوردن  نهیزم ،یعیطب یها طیدر مح

 نیاز ا نهیبه  به منظور استفاده هیاطلاعات اول

 جادیرا ا انیو پرورش آبز ریعلم در جهت تکث

 .کند یم

در  مثل دیکنترل تول یها از روش یکی

بسیار به آن توجه  که پژوهشگران انیآبز

ها قرار در برنامه کاری بسیاری از آناند و  کرده

ها به منظور  گرفته است، استفاده از هورمون

نوع  نیهمچناست.  ماهیانتکثیر مصنوعی 

ها و روش  استفاده از آن یها پروتکل ،ها هورمون

شناسی  زیستگامت بسته به  به دست آوردن

 یابی دست. است متفاوت هر گونه دمثلیتول

بلوغ  ت،یو در نها زیر درونغدد  کامل به کنترل

است  تیاهم حائز انیماه در تخمریزیو  یینها

از  یاریمناسب و درخور در بس تیریو باعث مد

 ,Mylonas and Zohar) شود یها م گونه

2001.) 

کنترل تولیدمثل در محیط اسارت در تولید 

. است ی تجاری بسیار ضروریپرور یآبز

و دمای آب یا موارد  دوره نوریی در ارکدست

تولیدمثل و بلوغ در تسریع در  ثدیگر باع

در  دمثلیتول چرخهشود.  ها می بسیاری از ماهی

رسیدگی نهایی  مرحلهبه گامتوژنزیز و  ها یماه

 لهیوس  بهکه هر دو  شود یمتفکیک 

 -مغزی تولیدمثلی در محور ها هورمون

در تکثیر . شوند یمکنترل  گناد -هیپوفیز

سیدگی نهایی اووسیت و اسپرم رمصنوعی، 

استفاده از که  استی بیرونی ها هورمون نیازمند

 ی تولید تخم لقاحها راهها یکی از  این هورمون

 ,.Mylonas et al) شودمحسوب می یافته

2010.) 

 برای که هایی هورمون انواع از یکی
شود  تخمریزی ماهیان استفاده می یالقا

Luteinizing Hormone Releasing 

Hormone (LHRH)  و  ریثاتاست. به دلیل
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 LHRH ،8973 سال در هورمون این اهمیت
 8975 سال در شد. ساخته یمصنوع صورت به

 یدهاینواسیآم نیو دهم نیششم رییتغ با

LHRH شد هآن ساخت آنالوگ ،یمصنوع 

(LHRH-Aکه دارا )دیاس یدهاینواسیآم ی 

 ن،یسر پتوفان،یتر ن،یدیستیه ک،یروگلوتامیپ

و  نیپرول ن،یآرژن ن،یلوس ن،یآلان ید ن،یروزیت

 اریبس LHRH-A هورمون. است نیآم لیاست

 اثرگذاری و دشو یم هیته LHRHتر از  ارزان

از  شتریبرابر ب کصدی انیماه یبر رو ها آن

 نیا(. 8375 ،ینظر) است LHRH هورمون

 یها هورمونروی  بر ییسزابه  نقش  هورمون

تواند باعث  یمدارد که  یدگیرسموثر در 

ی نهایی و تخمریزی در دگیرسدر  تیموفق

 از (.Nazari et al., 2010) شود  مادهماهیان 
مورد استفاده این هورمون تزریق یا  های روش

 زمان یروبر  کهرهش است  ایمپلنت آهسته

( Duncan et al., 2003) دارد اثرتخمریزی 

در  LHRH-Aاز  یمناسب غلظت ن،یهمچن

 داده نشان رهش آهسته لیتحو یها ستمیس

 کیو تحر تیباعث موفق تواند یم که است

 نیاز چند یگنادها، کاهش استرس ناش  توسعه

 یبرا یو آماده شدن ماه یارکبار دست

 (.Amini et al., 2012) شود  یدگیرس

 لیدل به رهش آهسته یقیتزر یها سامانه

 یدارورسان ساده، کاربرد از جمله یازاتیامت

 مدت یطولان دوره موثر، نحو به یموضع

 کاهش دارو، یمصرف دوز کاهش ،یدارورسان

در بدن، مدت  راحت رشیپذ ،یجانب آثار مقدار

زمان ماندگاری بیشتر در خون و همچنین 

دریافت دارو با کیفیت و دقت بیشتر، نسبت به 

های دیگر بسیار مورد اهمیت و توجه  سامانه

. استفاده (8311زاد و همکاران،  هستند )فرخ

های دارورسانی نانوذرات یک استراتژی  سیستم

 استدر صنعت دارویی   کننده مناسب و امیدوار

ها بیشتر از  رسد مزایای آن نظر می به و

های دارورسانی معمولی و متداول باشد  سیستم

(Kumari et al., 2010) به . تهیه نانوذرات

های پژوهشی مورد  عنوان حامل، یکی از زمینه

و  های نوین دارورسانی است توجه در سامانه

با بدن موجود  که ینحوبه  ذرهنانو کی انتخاب

و برای آن باشد اسبی داشته زنده سازگاری من

نباشد، ضروری است. بدین منظور، باید در مضر 

از موادی استفاده شود که در نانوذرات تهیه این 

پس از انجام  و دنباشپذیر  تخریب بدن زیست

شوند و بدون داشتن اثر  هیتجز یعمل دارورسان

 یعیطب مریبروند. پل نیمضر از ب یجانب

است که  یمواد نیتر از مناسب یکی توزانیک

و مطالعه  ییمنظور شناسا نیا یتاکنون برا
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 یخط مریپل ستیز کی توزانیکشده است. 

 یها یماه گوها،یها، م که توسط خرچنگ است

 نیا .شود یم دیمخمرها تول یمرکب و برخ

 یداراکاتیونی  چنداز دسته پلیمرهای پلیمر 

توانایی  کهاست محلول در آب  نیآم یها گروه

 Feltباز کردن موقتی اتصالات محکم را دارد )

et al., 1999) عنوان یک آمینو  به ماده. این

نظیر و  ساکارید طبیعی، دارای ساختمان بی پلی

به طور وسیعی  و استچند منظوره  های قابلیت

گیرد. از  مورد استفاده قرار میدارویی در زمینه 

توان به  میبارز این ماده های  ویژگیجمله 

 پذیری تخریب زیست بالا، سازگاری زیستی
در کنار سمیت پایین، همچنین  قبول قابل

 کردو ضدحساسیت اشاره میکروبی  ضدخواص 

(Kas, 1997; Ilium, 1998; Kurita, 1998; 

Hirano, 1999; Kurita, 2006; 

Jayakumar et al., 2007; Mourya and 

Inamdar, 2008; Rinaudo, 2008). 

 که نیتیک ییزدا لیراه واکنش است از توزانیک

فراوانی در طبیعت  نظر ازپلیمر  دومین زیست

علاوه بر  کیتوزان. آید به دست می، است

های آمین  دارای گروههای هیدروکسیل  گروه

تواند منجر به تولید مشتقات  است که میآزاد 

 Ilium, 1998; Felt etشود )مختلف از آن 

al., 1998.) 

به  نانوذرات ترکیبات از داروها ساخت در

 همچنین و مضرات و سمیت کاهش منظور

 رهایش. کنند می استفاده داروها جانبی اثرات

 وابسته پلیمر پذیری تخریب به نانوذرات از دارو

 و پلیمری ترکیب طبیعت  وسیلهبه  که است

 این به توجه با. دشو  می کنترل مولکولی وزن

 یابند، یاسارت پرورش مکه در  هایی یماه که

نشان را  یاختلالات تخمریزیو  یدر بارور

 و( Zohar and Mylonas, 2001) دهند یم

در بازده مناسب  یتباعث عدم موفقامر  ینا

 یدمنظور با ینهم به شود،  میتخم  یدتول

تا باعث مورد استفاده قرار گیرد  ییها روش

شوند. در  یاندر ماه یجنس یدگیرس یالقا

 ی،پرورش یطماده، تحت شرا ینمولدبرخی 

تبع آن جدا شدن   و به یتسواو یینها یدگیرس

 تخمریزی و( اوولاسیون) یگراز همد ها یتاووس

نر  یندر مولد(. Zohar, 1989شود ) نمی دیده

( منی مایعاسپرم ) حجم یطشرا ینتحت ا یزن

 یابد می کاهش آن کیفیت و شود می کم

(Billard et al., 1995.) 

استفاده از  یها پروتکل ،ها هورموننوع 

 نوعگامت بسته به  استحصالها و روش  آن

 یابیدست و است متفارت هر گونه یدمثلتول
 یت،نها در و یزر درون غدد کنترل به کامل
است و باعث  یضرور تخمریزیو  یینها بلوغ



 [261]2931 (،2)7 آبزیان: بیوتکنولوژی و فیزیولوژی  رهش آهسته صورت به نانو مقیاس در LHRH-A2 هورمونی سامانه ساخت و طراحی

 

ها  از گونه یاریبس ینمناسب در مولد یریتمد

 (.Mylonas and Zohar, 2001) شود یم

 Drug Delivery) دارو انتقال های  سیستم از

Systems ) به منظور بهبود خواص دارویی و

به  او غالب شود استفاده می درمانی داروها

 نگه خود درون را دارو مخزن، یکصورت 
ها دارو را به مقدار معین  سیستم این دارند. می

 بر نتیجه در و کنند می و در محل خاص آزاد

موثر موجود زنده در بدن دارو  توزیع متابولیسم

 های دیگر بسیار مورد و نسبت به سامانه هستند

 ,.Farrokhzad et al) هستند توجه و اهمیت

 یهبه منظور ته حاضر مطالعه بنابراین(. 2010

 به LHRH-A2 هورمونی -یتوزانینانوک سامانه
 انجام یبرا رهش آهسته یستمیعنوان س

 ارتقای جهتمناسب  یراهکار و یرسان هورمون

 شدهانجام  یانماه مصنوعی تکثیر کیفیت

 .است

 

 ها مواد و روش

 در این پژوهش که در آزمایشگاه

دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و  بیوتکنولوژی

غده  عصارهاز ، تحقیقات تهران انجام گرفت

 ,Carp Pituitary Extract) هیپوفیز کپور

CPE) کیتوزان با وزن از  و به عنوان هورمون

کیلودالتون و درجه استیلاسیون  70مولکولی 

به  (، آمریکاSigma Aldrich) درصد 95

غلظت  عنوان حامل هورمون استفاده شد.

 و (، آمریکاFluka) فسفات پلی تری نانوکیتوزان،

( ، آمریکاSigma Aldrich) کلرید طلا

 به. در نظر گرفته شدندمتغیرهای آزمایش 

منظور سانتریفیوژ کردن سوسپانسیون نانوذرات 

 سانتریفیوژ از کیتوزان،به دست آمده 

(Hettich )و برای خشک کردن ، آلمان

 ردست آمده فریزدرایه بنانوذرات 

(Dorsatech، )شدند. گرفته کار هب ایران 

 Zetasizer) تفرق نور دینامیک دستگاه

PSS0012-22 ،Malvern )برای ، انگلستان

گیری متوسط اندازه نانوذرات، شاخص  اندازه

( Poly Dispersity Index; PDIپراکندگی )

بررسی استفاده شد. برای  و اندازه بار ذرات

ه دست آمده مورفولوژی نانوذرات ب

( SEMمیکروسکوپ الکترونی نگاره )

(VEGAII ،TESCAN و )ساختار ، چک

 سنجی مادون طیفاز تشکیل دهنده نانوذرات 

 ،Nicolet) مترفتواسپکترو دستگاه اب قرمز

( و همچنین برای بررسی رهایش آمریکا

کیلودالتون  82هورمون از کیسه دیالیز با اندازه 

(Sigma Aldrich ، )کار گرفته شد.ه بآمریکا 

 

 طراحی آزمایش
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اپتیمال  دی پاسخ سطح پایه بر آماری آنالیز

بینی  ترین مدل برای پیش ایجاد مناسب جهت

 یطراح گرفت. قرار استفاده مورد ذرات اندازه

 ریمتغ سه راتیتاث یبررس یبرا شیآزما
 CSغلظت محلول کیتوزان ) شامل مستقل

Concentration،) محلول غلظت 

( و TPP Concentration)فسفات  پلی تری

 HAuCl4اوریک اسید )وغلظت محلول کلر

Concentration )وابسته یرهایمتغ یرو بر 

 عیشاخص توز زتا، لیپتانس ،اندازه ذرات مانند

 یبارگذار یدارو زانیم درصد و ذرات اندازه
 افزار نرم قی( از طر8در سه سطح )جدول  شده

Design of Experiment هیآرا اساس بر و 

( و 2)جدول  شد برده ارکبه  مالیاپت ید

 شیآزما 87سطح پاسخ در  راه از یساز نهیبه

 هر .مورد آزمون و خطا انجام گرفت ییدارو

 هر در و شدند تکرار بار سه ها شیآزماکدام از 

و سپس مقدار بهینه  نییتع نانوذرات اندازه بار

 .(3)جدول شد  مشخصآزمایش   87در 

 

 تشکیل نانوذرات کیتوزان

با استفاده از روش ژل  انزتوینانوذرات ک هیته

 یونیشدن 

در این مطالعه نانوذرات کیتوزان با استفاده 

 (Ionic Gelation) یونیاز روش ژل شدن 

 اندازهی فرآیند بر رهایمتغتهیه شدند و اثر 

نانوذرات بررسی شد. بر این اساس ابتدا 

نانوذرات کیتوزان طبق روش ژل شدن یونی 

های سدیم  با سدیم یونکیتوزان 

تهیه شد که گزارش شده است، فسفات   پلی تری

(Fan et al., 2012.)  با  یمحلولبر این اساس

 کیدر است توزانیاز ک mg/mL8/0 غلظت

 mg/mL55/0 غلظت با یمحلولو  2% دیاس

 شد ساختهفسفات  یپل یاز تر میسد

(Fernandez-Urrusuno et al., 1999.) 

 قطره شکل بهفسفات  یپل یتر محلولسپس 

 10 نیودر حضور تو توزانیمحلول ک به قطره

اضافه ( گیشداز حالت توده  یریجلوگ ی)برا

 درجه 90 دمایدر  مغناطیسی و با همزنشد 

 در .ایجاد پیوند هم زده شدبرای  گراد سانتی

 دست آمد.ه یک محلول کلوئیدی ب جهینت

 25های کلوئیدی به مدت  نانوسوسپانسیون

 این .شدند وژیفیسانتر g82000 دور با دقیقه
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 Design of Experimentافزار  نرمدر  متغیرهای فرآیند نانوذرات سطوح :8جدول 

 متغیرهای مستقل محدوده سطوح

 (mg/mLغلظت محلول کیتوزان ) 2-8/0

 (mg/mLفسفات )پلی غلظت تری 8-8/0

 (mg/mLغلظت محلول کلرو اوریک اسید ) 2-5/0

 (nmاندازه ذرات ) حداقل

 (Vμ) پتانسیل زتا 30-20

 شاخص توزیع اندازه ذرات حداکثر

 درصد میزان هورمون بارگذاری شده حداکثر

 اپتیمال ها برای تهیه نانوذرات کیتوزان براساس آرایه دی : طراحی آزمایش2جدول 

 آزمایش
غلظت کیتوزان 

(mg/mL) 

فسفات  پلی تری

(mg/mL) 

اوریک اسید وکلر

(mg/mL) 

8 02/0 80/0 50/0 

2 03/0 55/0 50/0 

3 02/0 00/8 00/2 

2 02/0 55/0 25/8 

5 03/0 00/8 25/8 

9 0/0 55/0 25/8 

7 08/0 55/0 00/2 

1 02/0 55/0 25/8 

9 03/0 80/0 25/8 

80 08/0 55/0 50/0 

88 08/0 00/8 25/8 

82 02/0 80/0 00/2 

83 02/0 55/0 25/8 

82 02/0 00/8 50/0 

85 02/0 55/0 25/8 

89 08/0 80/0 25/8 

87 03/0 55/0 00/2 
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هورمون  -: مقدار بهینه غلظت مواد مورد استفاده برای آزمایش نهایی تولید نانوذرات کیتوزان9جدول 
LHRH-A2 

 (mg/mL) غلظت ها محلول

 80/0 کیتوزان

 55/0 فسفات پلی تری

 50/0 اوریک اسیدوکلر

 
 

ذرات جدا شده برای بررسی اندازه و شکل 

حالت سوسپانسیون تبدیل شدند و دوباره به 

با استفاده از  شده جادیا محلول نانوذرات

)شهسواری و  شد زهیلیوفیل فریزدرایردستگاه 

 .(8393همکاران، 

 

 ذرات نانوکیتوزان طلایی ساخت

ذرات نانوکیتوزان طلایی به روش  ساخت

Turkevich (8915 که از طریق ) اضافه کردن

به محلول )کلرید طلا( اوریک اسید وکلر

به محلول مد. در ادامه آ دست بهکیتوزان بود، 

گراد درجه سانتی 90-10در دمای  همدآ دست

تا  داده شد حرارت و با شوکر مغناطیسی تکان

آید  دست بهمحلول قرمز یاقوتی 

(Turkevich, 1985.) 

 

 نانوذراتاضافه کردن هورمون به 

 با هورمون کیتوزانکه ذرات نانو برای این

LHRH-A2 (Luteinizing Hormone 

Releasing Hormone Analogue II، 
Ningbo)ترکیب شوند فرآیند  یخوببه  ، چین

. گرفتبالا صورت  فشار تحتهموژنیزه کردن 

در مون وره mg/kg2برای این منظور غلظت 

کل سپس ب مقطر به صورت محلول درآمد. آ

 ن طلایی اضافهزابه کیتو همدآ دستبه ول لمح

با همزن محلول  هم زدنبعد از شد. 

 80مدت  به g 200مغناطیسی در سرعت 

در یخچال با به دست آمده محلول  ،دقیقه

 دشگراد نگهداری  درجه سانتی 2دمای 

(Calvo et al., 1997در ادامه و بعد از .)  یک

 شتاب با دوباره آمده به دستمحلول  ،روز

g82000  شد. مایع روی ذرات تهسانتریفیوژ 

گیر برداشته شد و  نمونهوسیله  شده به نشین

توسط  LHRH-A2 مونوره مقدارسپس 

 اشعه ماورا)اسپکتروفتومتر( سنج  دستگاه طیف
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گیری  نانومتر اندازه 520بنفش در طول موج 

 (.Silverstein and Bassler, 1962) شد

 

 و پایداری زتا، پتانسیل ،ابعاد گیری اندازه

 نانوذراتشکل  بررسی

اندازه و پتاسیل زتای نانوذرات با تعیین 

استفاده از دستگاه پراکنش نور دینامیک انجام 

ها در سلول آنالیز قرار داده شدند و  شد. محلول

درجه در دمای  90آزمایش با زاویه تشخیص 

ها  گراد انجام شد. این آزمایش درجه سانتی 25

سه بار تکرار شدند و اندازه نانوذرات مشخص 

 (.8393همکاران،  شد )شهسواری و

شناسی نانوذرات، از  برای بررسی شکل

استفاده شد.  الکترونی نگاره میکروسکوپ

 پایه روی پهلو دو نوار از استفاده با نانوذرات
لایه  و با یک گرفتندفلزی مخصوصی جای 

 ادهش دپوشنازک از طلا تحت شرایط خلا 

وسیله ردیابی به شدند. در این حالت 

تصویر  ،ثانویه ساطع شده از نمونه های الکترون

)دوستگانی و همکاران، گزارش شد نانوذرات 

8319.) 

گیری مقدار هورمون آزاد موجود  برای اندازه

 30نانوسوسپانسیون برای مدت  محلول، در

 از بعد .شد سانتریفیوژ g85000 دور با دقیقه
آن مایع روی ذرات ته نشین شده به وسیله 

و مقدار هورمون آزاد موجود  شدگیر جدا  نمونه

سنجی اشعه ماورا  دستگاه طیفدر آن توسط 

 520وفتومتر( در طول موج بنفش )اسپکتر

Silverstein and گیری شد ) اندازهنانومتر 

, 1962Bassler.) 

برای بررسی ساختار تشکیل دهنده 

سنجی مادون نانوذرات در این محلول از طیف

متر شد. قرص مورد فتوقرمز با دستگاه اسپکترو

استفاده در دستگاه به صورت مخلوط کردن 

نمونه آماده شده با پتاسیم بروماید در فشار 

شد اتمسفر آماده و سپس اسکن  500

(Silverstein and  Bassler, 1962.) 
 

 محیط در هورمون یآزادساز نحوه مطالعه

in vitro 
 2برای بررسی رهایش هورمون در محیط 

حاصل از رسوبات لیوفیلیزه گرم از  میلی

در یک کیسه دیالیز  هورمون -پلیمرنانوذرات 

سپس کیسه  شد.ریخته کیلودالتون  82 وزنبا 

حجم مشخصی از محلول بافر فسفات دیالیز در 

. بشر حاوی محلول بافر فسفات و دقرار داده ش

درجه  37کیسه دیالیز داخل انکوباتور با دمای 

گراد قرار داده شد و در فواصل زمانی  سانتی

 2ساعت،  21و  22، 1، 2، 2، 8معین شامل 

 عنوانبه از محلول محیط رهایش لیتر  میلی

داشته و با بافر تازه جانشین شد. سپس برنمونه 
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برداشته شده با استفاده از دستگاه  یها نمونه

 اسپکتروفتومتر برای تعیین مقدار هورمون آزاد

 (.Sadeghi et al., 2013) دشده بررسی شدن
 

 نتایج

 تعیین اندازه ذره و پتاسیل زتای نانوذرات

 نتایج نشان داد اندازه بهینه نانوذرات

 2/89نانومتر، پتانسیل زتای  801 کیتوزان

به دست بهینه  پراکندگیمیکرو ولت، شاخص 

 .بود 272/0برابر با  آمده

 یحرارت یسنج وزن

 (DSC)سنجی حرارتی  وزننتایج منحنی 

 800 هورمون در -کیتوزاننشان داد نانوذرات 

گراد درجه سانتی 200گراد و درجه سانتی

 DSC نحنیم .بودند گرماگیر پیک دارای دو

 200پایداری خوب حرارتی تا  نانوذره این

 را تاس نانوذره ذوب دمای گراد کهدرجه سانتی

 (.8 )شکل داد نشان

 

 

 LHRH-A2 هورمون -آنالیز پایداری حرارتی نانوذرات کیتوزان: 8شکل 

 

 بررسی تصویر میکروسکوپ الکترونی نگاره

نگاره  یالکترون کروسکوپیم ریتصو

(SEM ) شده  نهیدست آمده از نمونه بهبه

 کی یدارا هورمون -توزانیکنانوذرات  دادنشان 

صاف  یشکل کرو باساختار فشرده سخت 

شود  دیده می 2طور که در شکل  و همان بودند

اندازه سه نانوذره به صورت تصادفی مشخص 

 88/29نانومتر،  92/29که دارای ابعاد شد 

 نیهمچن، بودندنانومتر  22/22نانومتر و 

کروی به خوبی قابل شناسایی هستند  نانوذرات

 (.2)شکل 
 

 سنجی مادون قرمز  طیف
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cmجذب پهن در ناحیه 
)از  3232 1-

مربوط به  3( در شکل 3900تا  3200

 ییارتعاشات کششی گروه اسیدی آمینواسیدها

است که طیف جذبی عامل آمینی و الکلی را 

  C-Hپوشانده است. ارتعاش کششی گروه

ظاهر شد. از ناحیه  2932یک در ناحیه تآلیفا

ارتعاشات مربوط به هارمونی  2500تا  2800

 8575شارپی در ناحیه  پیکحلقه بنزن است. 

ظاهر شده است که مربوط به گروه 

پیک موجود در ناحیه  وی دیآم  C=Oکربونیل

در کیتوزان است.  C-Nمربوط به پیوند  8222

 8232 تا 8022پیک پهنی که در ناحیه 

 (C-O-C) اپوکسی C-O پیوندهای به مربوط

های ظاهر  پیک والکوکسی  C-Oو پیوندهای 

مربوط به ارتعاشات  728و  925شده در ناحیه 

حلقه آروماتیک بنزن  C-Hخمشی پیوندهای 

، پیک 3دو استخلافی است. با توجه به شکل 

جدید حاصل از اتصال بین گروه هیدروکسیل 

هورمون و گروه آمینو کیتوزان قابل رویت 

 است.

 

 

 LHRH-A2هورمون  -نانوذرات کیتوزان نگاره : تصویر میکروسکوپ الکترونی2شکل 
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 LHRH-A2: طیف سنجی مادون قرمز نانوذرات کیتوزان حاوی هورمون 9شکل 

 

 in vitroی هورمون در محیط آزادسازنحوه 

در این بررسی رهایش هورمون از نانوذرات 

ساعت مورد  21کیتوزان بهینه شده در طی 

 2طور که در شکل همانمطالعه قرار گرفت. 

شود ابتدای نمودار عدم آزادسازی  مشاهده می

سریع هورمون از نانوذرات کیتوزان را نشان 

سازی و همچنین بیشترین آزاد دهد می

 21در درصد  82/10هورمون از نانوذرات، 

 ساعت بود.
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  بحث

در مطالعه حاضر سامانه نوین 

 -کیتوزانرسانی بر پایه نانوذرات  هورمون

ساخته شد و پس از  LHRH-A2 هورمون

آزمایش، نتایج بهینه برای ادامه کار مورد 

استفاده قرار گرفت. برای مشخص شدن بهینه 

اپتیمال استفاده شد.  نانوذرات از آرایه دی

متغیرهای وابسته شامل اندازه ذرات،  سپس

پتانسیل زتا، شاخص توزیع اندازه ذرات و 

ه درصد میزان هورمون بارگذاری شد

اندازه نانوذرات  گیری شدند. نتایج بهینه، اندازه

ولت و  میکرو 2/89نانومتر، پتانسیل زتا  801

و  272/0شاخص توزیع اندازه ذرات برابر با 

درصد را  15میزان هورمون بارگذاری شده 

 نانوذرات از هورمون نشان داد. مطالعه رهایش
 رهایش گونه هر عدم و گرفت صورت

که نشان دهنده  داد نشان را انفجاری

کنش مناسب بین ذرات است. ویژگی  برهم

وپ شناسی نانوذرات توسط میکروسک ریخت

 -کیتوزاننانوذرات الکترونی نشان داد که 

 باساختار فشرده سخت  کی یدارا هورمون

 هستند. صاف  یشکل کرو

عنوان حاملی به کوچک بودن نانوذرات 

( 8319مناسب توسط دوستگانی و همکاران )

بررسی شد و به نتایج مشابهی دست یافتند. در 

این بررسی که بر روی تعیین شرایط بهینه 

نانوذرات از پلیمر طبیعی کیتوزان انجام تهیه 

ها نشان دادند که شرایط بهینه برای  شد، آن

نانومتر  200تهیه نانوذراتی با ابعاد کمتر از 

 محلول کیتوزان در mg/mL8عبارت از غلظت 

pH 5 مقدار کیتوزان به سدیم  8به  3، نسبت

فسفات و وزن مولکولی برابر با  پلی تری

متوسط اندازه نانوذرات  .بوددالتون  200000

 850تهیه شده در شرایط بهینه در حدود 

که نانوذرات  که با توجه به این نانومتر بود

مصرفی در کاربردهای دارویی هر قدر 

نانومتر(  200تر باشند )کمتر از  کوچک

ند، بنابراین نانوذرات کیتوزان هست ترمناسب

عنوان به تواند  تهیه شده در شرایط بهینه می

کار ملی مناسب برای مصارف دارورسانی بهحا

. استفاده از (8319)دوستگانی و همکاران،  روند

نانوذرات کیتوزان در صنعت دارویی توسط 

( بررسی شد. این 8392اصغری و همکاران )

سازی نانوذرات کیتوزان  بر روی بهینه  مطالعه

انجام شد و نتایج نشان داد که اندازه نانوذرات و 

توان با تغییر شرایط، از جمله  ا را میپتانسیل زت

های مختلف وزنی و حجمی  استفاده از نسبت

کنترل کرد و نتایج  pHکیتوزان و تنظیم 
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مشابه نشان داد که این نانوذرات کیتوزان 

توانند پتانسیل استفاده در انتقال دارو را به  می

)اصغری و همکاران،  عنوان حامل داشته باشند

( 8393همکاران ). شهسواری و (8392

سامانه ساخت و طراحی بر روی  ای مطالعه

رهش آسیکلوویر در مقیاس نانو  دارویی آهسته

انجام دادند و نانوذرات بهینه با مشخصه اندازه 

نانومتر، پتانسیل زتای  832±22/3ذرات 

ولت، شاخص توزیع اندازه  میکرو 2/17±32

و میزان داروی  859/0±05/0ذرات برابر با 

دست به را درصد  15±35/2ری شده بارگذا

د. همچنین مطالعه رهایش آسیکلوویر در وردنآ

در طول  درصد 87/18محیط آزمایشگاه، میزان 

داد که این موضوع حاکی از  نشانساعت را  21

کارایی و تاثیر بالای داروی مورد استفاده در 

نهایت نشان داد در  و بودتر  مدت زمان طولانی

شده در تهیه  آسیکلوویر -کیتوزاننانوذرات 

شرایط بهینه با اندازه کوچک و ساختار کروی 

توانند  شکل و همچنین پایداری حرارتی بالا می

عنوان حاملی مناسب برای مصارف به 

)شهسواری و همکاران،  کار روندبه دارورسانی 

حاضر نیز مشخص شد  مطالعه. در (8393

ساعت به دلیل بالا  21رهش آهسته هورمون تا 

تر در  هورمون در زمان طولانی مقداربودن 

دهی مولدین  تواند بر روی نرخ جواب خون، می

 و کارایی تکثیر اثر بیشتری داشته باشد.

طور که ذکر شد یکی از انواع  همان

ماهیان  تخمریزیهایی که برای القای  هورمون

است.  LHRH-A2شود هورمون  ه میاستفاد

ی ها سامانهغلظت مناسبی از این هورمون در 

رهش نشان داده است که باعث موفقیت  آهسته

گنادها، کاهش استرس ناشی   توسعهو تحریک 

ی و آماده شدن ماهی کار دستاز چندین بار 

(. به Amini et al., 2012) شود یمبرای بلوغ 

نظری و مدانلو  ،ای همین منظور در مطالعه

را در  LHRH-A2( کاربرد هورمون 8317)

 Acipenserماهی ایرانی ) تکثیر مصنوعی تاس

persicus) داد نشان جینتا .کردند یبررس 

 های غلظت در LHRH-A2 هورمون کاربرد
میکروگرم به ازای هر کیلوگرم  80و  1، 7، 5/3

منجر به  تواند یموزن بدن ماهیان مولد ماده، 

مولدین شود. گذاری  تخمکرسیدگی نهایی و 

با توجه به کاهش تعداد  دهد مینتایج نشان 

هیپوفیز و   غدهبرای استحصال  شده دیصماهی 

همچنین کاربرد آسان و کارایی بالای هورمون 

LHRH-A2 ،یک  عنوانبه از آن  توان یم

هیپوفیز در تکثیر   غدهجایگزین مناسب برای 

)نظری  ماهی ایرانی استفاده کرد مصنوعی تاس

 و محمدیان همچنین .(8317 مدانلو، و
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بر روی تاثیر  را ای ( مقایسه8393همکاران )

 LHRH-A2 + PGای هورمون مرحله 3تزریق 

(LHRH-A2 + ماهی کپور  عصاره هیپوفیز

 هیپوفیز عصاره مرحله 2 تزریق با معمولی(
 Barbusی ماهی بنی )دمثلیتولبر عملکرد 

sharpeyi)  انجام دادند و نتایج نشان داد که

 1که  گروهی درتخمریزی نرخ  نیشتریب

در  LHRH-A2هورمون  لوگرمیکمیکروگرم بر 

بر کیلوگرم  گرم یلیم 5/0اول،   مرحلهریق تز

 3دوم و   مرحلهغده هیپوفیز در عصاره 

نهایی   مرحلههیپوفیز در   غدهعصاره  گرم یلیم

 . این گروهمشاهده شددریافت کرده بودند، 

در ( درصد 95دهی )دارای بالاترین نرخ جواب

که نرخ  طوریبه  ،بنی بود  مادهمولدین 

اختلاف  ها گروهدر این گروه با تمام  تخمریزی

)محمدیان و همکاران،  ی داشتدار یمعن

 مطالعه حاضر نیز از هورمون . در(8393

LHRH-A2 تواند  به عنوان هورمونی که می

باعث موفقیت در رسیدگی نهایی مولدین شود، 

 .شداستفاده 

Bayunova ( 2009و همکاران )مطالعه با 

 Acipenser)  های برون ازونبر روی 

stellatus ها که به آن( پرورشیLHRH-A2 

دریافتند که میزان بود،  شده  قیتزر

 87ساعت بعد از تزریق دوم ) 7تستوسترون 

مقدار   نهیشیب( به گذاری تخمکساعت قبل از 

 بهگذاری  تخمکخود رسید و میزان آن بعد از 

و همکاران  Mylonas کاهش یافت. شدت

لدین و ( با مطالعه بر روی مدیریت مو2080)

مثل ماهیان دستکاری هورمونی در تولید

مهم و اصلی که بر های  ویژگیدریافتند که از 

ها و در نهایت تخم اثر دارد،  روی کیفیت گامت

 تخمریزیمناسب برای القای  انتخاب یک رویه

در زمان  جنسیرشد و نمو غدد  در مراحل

، نوع هورمون مورد استفاده، تزریق هورمون

زمان به ماهیان وارد آن هایی که در  استرس

شود و در مورد کاشت مصنوعی، زمان  می

بین القای هورمون و واکنش رسیدگی و یا 

و همکاران   Amini.استرسیدگی ماهیان لازم 

بر  LHRH-aکاشت  با بررسی اثر (2082)

در مولدین  تخمریزیروی رسیدگی نهایی و 

ماهی ایرانی به این نتیجه رسیدند  نارس تاس

هورمونی  ایمپلنتتیمار شده با  های که ماده

LHRH-a  20و  85، 80مقدارهای در 

میکروگرم به ازای هر کیلوگرم وزن بدن باعث 

به شود. طبق نتایج  رسیدگی نهایی ماهیان می

های ذکر شده، هورمون  دست آمده از بررسی

LHRH-A2  هایی  ترین هورمون مناسباز یکی

منجر به رسیدگی نهایی و  تواند یماست که 

مولدین شود و در نهایت سبب گذاری  تخمک
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ارتقای کمی و کیفی در استحصال و تولید تخم 

صورت به شود و استفاده از آن  انواع ماهی 

کیتوزان امکان استفاده  نانوذرات توسط پلیمر

 کند. رسانی را تسهیل می در امر دارو و هورمون

نشان داد که کیتوزان،  هاین مطالع

ساکاریدی طبیعی با عملکردی بالا و  آمینوپلی

پذیر است که با استفاده از روش  تخریب زیست

ژل شدن یونی به عنوان روشی سریع و مطمئن 

. این توان بهره بردمیبرای تهیه نانوذرات از آن 

و سبب  کنند میصورت غشا عمل به نانوذرات 

آهسته  شوند. رهش آهسته شدن رهش می

در مدت زمان مشخص و  LHRH-A2هورمون 

به مقدار خاص، در کنترل تولیدمثل ماهیان 

اثرگذار است و باعث القا در رسیدگی نهایی، 

 تخمریزیو تولید اسپرم ، گذاری تخمک

که تهیه نانوساختارها  نشان دادنتایج شود.  می

ها به دلیل  هایی برای هورمون عنوان حاملبه 

رهش هورمون، اندازه  کردنکنترل و آهسته 

 از عبور قابلیت سلول، از تر ای کوچک ذره
به محل  هورمونرسانش  جهتزیستی  موانع

در جریان  هورمونهدف، افزایش ماندگاری 

عنوان یک  توانند به سازگاری می و زیست خون

که  سیستم بسیار موثر در نظر گرفته شوند

در تکثیر  هورمونباعث افزایش کارایی 

 .شوند میماهیان  مصنوعی

 

 تشکر و قدردانی

بدین وسیله از مسئولان و کارکنان محترم 

دانشگاه آزاد اسلامی واحد علوم و تحقیقات 

تهران و ستاد ویژه توسعه فناوری نانو و تمامی 

ها و   همکارانی که در اجرای این پروژه با کمک

شان پشتیبان ما بودند، به  دریغ زحمات بی

ابراهیمی که خصوص مهندس سکینه 

های فراوانی در این پروژه انجام دادند،  کمک

 کمال تشکر را داریم.
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Abstract  

The present study aims to develop a new nanoparticle-based system. The natural 

polymer chitosan for nanoparticles and luteinizing hormone releasing hormone 

analogue (LHRH-A2) were used as a hormone which utilizes for fish artificial 

propagation. The ionic gelation method was applied to prepare the chitosan 

nanoparticles. The design in the present study was an experimental D-optimal 

response-surface method. The variables were the concentration of the hormone, the 

concentration ratio of chitosan/tripolyphosphate and hormone-chitosan solution pH. 

The nanoparticles were determined morphologically through the scanning electron 

microscopy (SEM). In order to check the size, the zeta and PdI particles, dynamic 

light scattering instrument, and infrared spectroscopy were used. Moreover, 

regarding the nanoparticles’ structure formation and detection of thermal resistance, 

the differential scanning calorimetry was applied. The results displayed the 

nanoparticles optimal size was 108 nm, the zeta potential was 16.2μV and the 

particle size distribution index was 0.274. The result of the in vitro release of the 

prepared nanoparticles revealed that the percentage of released hormone from the 

nanochitosan was 80.14% within 48 hours. The SEM image showed the segregated 

and non-aggregated nanoparticles in sub-spherical smooth morphology. 

Furthermore, it is revealed that the high thermal stability of hormone nanoparticles 

at a temperature up to 400°C. This system can be used as a suitable injection carrier 

for slow-release hormone system in induction of various species of fish such as 

sturgeons. 
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1- M.Sc. in Aquaculture, Fisheries Department, Faculty of Natural Resources, University of 

Guilan, Sowmeh Sara, Iran. 

2- Professor in Fisheries Department, Faculty of Natural Resources, University of Guilan, 

Sowmeh Sara, Iran. 

3- Assistant Professor in Chemical Engineering Department, Faculty of Engineering, Varamin-

Pishva Branch, Islamic Azad University, Varamin, Iran. 

*Corresponding Author: falahatkar@guilan.ac.ir 

mailto:falahatkar@guilan.ac.ir

