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 يدهچک

 .هستند مؤثر هايماريبدرمان ز ينو  يسرطان يهاسلول يبر رو ،ييايباکتريو القاء آپوپتوز و خواص آنت تيسم جاديا ييتوانا لينانو ذرات به دل :هدف و زمينهپيش
 ن،يهارمال به توانيم آن مهم يدهايآلکالوئ ازجمله .است نهيآم يدهاياس و ديالکالوئ ،يمعدن املاح ن،يپروتئ د،يپيل درات،يکربوه از يغن اسپند اهيگ يهادانه
نانو شده توسط  يبارگذار سپندا اهيدود گ اتاثر يبررسق ين تحقيا هدفدارند.  يفراوان يکاربردها يپزشک و صنعت در که کرد اشاره وازيسين و ن، هارمالوليهارم

 .است آن ييايباکتر ياثرات آنتز يو نالقاء آپوپتوز  ،يسلول تيسم يبر رو توسانيک

 يروبر اسپند  اهيا دود گشده ب يبارگذار توسانينانوذرات ک تياثر سم يبررسجهت  ه است.انجام شد in vitro صورتبهکه  يمطالعه تجرب نيدر ا :هاروشو  مواد
ژن  انين بييش تعاز رو القاء آپوپتوز يبررسن جهت يهمچن استفاده شد. MTT از آزمون HFF بروبلاستينرمال فسلول  و A2780 سرطان تخمدان يرده سلول
و لوتئوس  کروکوکوسيمو اورئوس  کوکوسلوياستاف گرم مثبت يهايباکتر يبر رو وژنيفيد سکيروش د از ييايباکتر يآنت تيخاص يز جهت بررسين و ۳کاسپاز 

 P<0.05. شد مانجا طرفهکي انسيوار زيو آزمون آنال SPSS افزارنرمتوسط  يآمار زيآنال استفاده شد. نوزايو سودوموناس آئروژ يکل اياشرش يگرم منف يهايباکتر
  در نظر گرفته شد. يداريمعنار يمع عنوانبه
 کهيدرحالنشان داد.  تريليليمبر  کروگرميم ۱۵۵/۱۷ برابر ماريساعت بعد از ت ۴۸سلول سرطان تخمدان در  يرا برا IC50 مقدار ،MTT آزمون جهينت :هاافتهي

ژن  انيدر ب يداريمعن شيافزا بر اساس A2780 يسرطان يهاسلولالقاء آپوپتوز  نيهمچن .درصد بود ۹۸ يمانزنده زانينرمال م يرده سلول يدر غلظت مشابه برا
 .بودند لوتئوس سکروکوکويم و اورئوس لوکوکوسياستاف يهايباکتررشد  يبر رو ياثر مهار يدارا ذراتنانو  نيا علاوه بر آن، مشاهده شد. ۳کاسپاز 

 .بودند ييايرباکت يالقاء آپوپتوز و آنت ،يضد سرطان تيفعال ياسپند دارا اهيشده توسط دود گ يبارگذار توسانينانوذرات ک :يريگجهينتبحث و 

 اسپند اهيگ ن،سرطان تخمدا نانوذره، توسان،يک سرطان، ضد آپوپتوز، :هادواژهيکل
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  مقدمه
 ونيلاسيکه از داستاست  يخط ديساکار يپل کي ،توسانيک

 يرونيدر اسکلت ب يساختارعنصر  کيتين .شوديمحاصل  نيتيک
 يپل نيو دوم هاقارچ يسلول وارهيو د ،پوستانسخت حشرات،

ساختار  يدگيچيپ .)۱است (فراوان بعد از سلولز  يعيطب ديساکار
 ،يدر استخراج و عدم حل شدن آن در محلول آب يدشوار ،نيتيک

 تيماه). ۲کرد (محدود  ۱۹۸۰را تا دهه  مريپل نيا يرو قاتيتحق
 معمولاً دهايساکار ياکثر پل رايز خاص است، نسبتاً توسانيک يونيکات

                                                             
 گروه زيست شناسي، دانشكده علوم پايه، واحد مشهد، دانشگاه آزاد اسلامي، مشهد، ايران ک،يکارشناسي ارشد ژنت ١
 سنده مسئول)ي(نو ايران مشهد، اسلامي، آزاد دانشگاه مشهد، واحد پايه، علوم دانشكده شناسي، زيست گروه فيزيولوژي، دانشيار ٢
 ايران مشهد، اسلامي، آزاد دانشگاه مشهد، واحد پايه، علوم دانشكده شناسي، زيست گروه بيوشيمي، اريدانش ٣

 يژگيو نيدارند. ا يبار منف يدياس طيمح کيدر  ايهستند  يخنث
 يدارا يعيطب اي يمصنوع يمرهايپل ريتا با سا دهديبه آن اجازه م

را  هيچندلا يساختارها اي کيالکترواستات يهامجتمع ،يبار منف
 يمانند سازگار توسانيک توجهجالب يهايژگيو دهد. ليتشک

 يکيولوژيب هيکم و تجز ييزاتيحساس بودن، يسم ري، غيستيز
علاوه  .کنديممختلف فراهم  يامکان استفاده از آن را در کاربردها

 يکيولوژيخواص ب يدارا توسانيگزارش شده است که ک نيبر ا
درجه  .)۳(است  يکروبيضد م ضد تومور، تيمانند فعال يگريد



 ۱۴۰۱ مرداد، ۵، شماره ۳۳دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
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درصد  اي لهياست يواحدها يمول يکه توسط کسر ييزدا لياست
 نيبر ا توسانيک يو وزن مولکول شوديم فيتوص ونيلاسياست

  ).۴( گذارديم ريتأث اتيخصوص
مختلف  يهاسرطانو  هايماريبدر درمان  توسانينانوذرات ک

. قرار گرفته است مورداستفادهو تخمدان  نهيسرطان س ازجمله
بنا شده است در انتقال و  توسانيک مريپل هيکه بر پا ييهاستميس

ضد درد و  يداروها رشد، يفاکتورها دها،يپپت ،هانيپروتئ يرهاساز
در درمان  نيو همچن هاکيوتيبيآنت ضد سرطان، يالتهاب، داروها

  ).۵( رديگيمقرار  مورداستفاده يژن يهاينارسائ
در با  است. يتوجهقابل يضد سرطان تيفعال ياسپند دارا اهيگ

 يضد سرطان و شباهت عملکرد يانواع داروها سمينظر گرفتن مکان
، نيهارم ژهيوبه اهيگ نيمشتق شده از ا يدهايآلکالوئ با اسپند، هاآن
در ). ۶(شوند  يمعرف ديضدسرطان جد يدارو کي عنوانبه تواننديم
اسپند در معرض  اهيشده با دود گ يبارگذار توسانينانو ک قيتحق نيا

قرار گرفت و باعث مهار رشد  A2780 سرطان تخمدان يهاسلول
از  يناش يمرگ سلول .دو مرگ سلول هدف ش يسرطان يهاسلول

شده است  جاديا يو خارج يذات ريآپوپتوز است که توسط دو مس
شده با دود  يرگذاراب توسانيسنتز ناتوک مطالعه، نيهدف از ا). ۷(
اثرات  يسرالقاء آپوپتوز و بر ،يسلول تيسم ياسپند و بررس اهيگ

در  A2780 يلولسرطان تخمدان رده س يبر رو آن يکروبيم يآنت
  .بود HFF بروبلاستينرمال ف سه با سلوليمقا

 
  هاروشمواد و 

 :اه اسپنديشده با دود گ يتوسان بارگذاريسنتز نانو ک
ر يک فلاسک تقطيخشک اسپند در  يهادانهگرم از  ۵۰۰ابتدا  

 يبرا ازيموردنژن يکسا .خته و سوزانده شدير يتريليليم ۱۰۰۰
ق يقه سوزاندن تزريف در هر پنج دقاک پيند سوزاندن با سرعت يفرآ

ک لوله کندانسور يشده و سپس توسط  محصول دود خنک شد.
و آب مقطر  n-Hexan تريليليم ۸۰متشکل از  يمخلوط ر شد.يتقط

 قرار گرفت. مورداستفادهحلال قطرات دود  عنوانبه )تريليليم ۱۲۰(
عصاره دود اسپند چهار روز در  دود، ير حلال و جداسازيتبخ براي
قرار  مورداستفادهشد و سپس  يدارنگه گراديسانتدرجه  ۲۵ يدما

ن يبد جهت سنتز نانوذرات استفاده شد. يونيون يروش ژلاس .گرفت
د ياس تريليليم ۲۰توسان به يک تريليليمبر  گرميليم ۲منظور 

از عصاره دود اسپند به  گرميليم ۲۰اضافه شد و  درصد۱ک ياست
و محلول در دور ) ۴/۵شد ( انجام PH ماتيتنظ محلول اضافه شد.

. رز قرار گرفتياست يساعت بر رو ۴قه به مدت يدور در دق ۴۰۰
 تريليليمدر  گرميليم ۲با غلظت  )TPPرو فسسفات (ين پياميت

 ساعت هم زده شد. ۱قطره به مخلوط اضافه شد و به مدت  صورتبه
وژ با دور يفيبا استفاده از سانتر شدهليتشکسرانجام نانوذرات 

شدند و رسوب  يقه جداسازيدق ۱۰قه به مدت يدور در دق ۱۰۰۰۰
  .)۸گرديد (اتاق خشک  ي) در دماشدهليتشکحاصل (نانوذرات 

 :يسلول تيسم يکشت سلول و بررس
از مرکز  بروبلاستيو نرمال ف A2780 يسرطان يرده سلول

کشت  طيدر مح A2780 سلول شد. هيمشهد ته يبوعل قاتيتحق
 HFF يهاسلول و )DMEM) (Sigma, France( درصد ۱۰کامل 

 يحاو )RPMI )Sigma, France درصد ۱۰کشت کامل  طيدر مح
 يپن کيوتيبيآنت تريليليم ۱و ) FBS )Gibco, USA تريليليم ۱۰
 يهادرون فلاسک (Sigma, France) نيسياسترپتوما–نيليس

T25 داده شدند و در انکوباتور کشت ،يمخصوص کشت سلول CO2 

کربن  فشار درصد، ۸۰، رطوبت گراديسانتدرجه  ۳۷ ي(در دما دار
 تياثر سم يبررس منظوربه. ديگرد ينگهدار درصد) ۵ دياکسيد

  .شد استفاده) MTT )Sigma, Franceتست از  توسانينانوذرات ک
 ناتيسوکس ميتوسط آنز وميتترازول يزنده بلورها يهاسلول در

 ليفورمازان تشک يهاستاليکرو  اءياح ييايتوکندريم دروژنازيده
مثل  يآب يهاحلالتنها در  رنگيآب يهاستاليکر نيا .شونديم
شدن هستند  حلقابل DMSO (Merk, Germany) و زوپروپانوليا

 شوديمخوانده  يکه با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر، جذب نور
هر رده  يدر ابتدا برا). ۹گردد (يم نييزنده تع يهاسلولو درصد 

 يهاچاهکاز  کيشد و به هر  هيته ياخانه ۹۶ يهاتيپل يسلول
با استفاده از لام  هاسلولشمارش  .ديسلول اضافه گرد ۵۰۰۰ ،تيپل

و  ونيساعت انکوباس ۲۴بعد از . انجام شد به لو پانينئوبار و رنگ تر
تازه با  طي، محتيبستر پل به هاسلول ياز چسبندگ نانياطم

 اسپند اهيشده با دود گ يبارگذار توسانيمختلف از نانوک يهاغلظت
) به هر چاهک تريليليمبر  کروگرميم ۲۵ ،۴۰۰ ،۲۰۰ ،۱۰۰ ،۵۰(

 هاچاهکاز  کيهر  به ون،يساعت انکوباس ۴۸پس از . اضافه شد
ساعت در  ۴به مدت  ها تياضافه شد. سپس پل MTT حلولم

 تريکروليم ۱۰ هاآنرنگ به  هيداده شدند و بعد از تخل قرارانکوباتور 

DMSO نانومتر با استفاده از دستگاه  ۵۷۰جذب در  .دياضافه گرد
شد و درصد زنده  خوانده (Stat fax2100, Germany) دريزاريالا

 يرو يماريت چيکنترل که ه يا با سلوله سهيدر مقا هاسلولماندن 
حاصل از  جينمودار نتا .ديصورت نگرفته بود محاسبه گرد هاآن

 توسانياز نانو ذره ک يغلطت IC50آن با کمک  و ميترس MTT آزمون
که  (Peganum harmala(اسپند  اهيشده توسط دود گ يبارگذار

نانو ذره به دست  يبرا ،گردديم هاسلولدرصد  ۵۰کشته شدن  بسب
 .آمد

 با استفاده از در آپوپتوز ليدخ ۳-ژن کاسپاز انيسنجش ب

Real time PCR:  
شده سلول  يزيمهم مرگ برنامه ر يهاواسطهاز  کاسپازها

پروتئاز است که هنگام وقوع  کي ۳-کاسپاز هاآن انيهستند و م
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 يهانيپروتئاز  ياريو تکه تکه کردن بس شوديمآپوپتوز فعال 
و  ان ژنيزان بي. جهت سنجش مکنديم زيسلول را کاتال يديکل

 ي، ابتدا کشت رده سلولRNAاستخراج  يبرا هاسلول يسازآماده 
A2780 ۲۰۰ ،۱۵۰ ،۱۰۰( يهاغلظت رفت. پس از آن، بايصورت پذ 

 اهيشده با دود گ يبارگذار توساني) از نانوکتريليليمگرم بر  کرويم
مار قرار گرفتند. پس از آن، يتحت ت ساعت ۴۸اسپند به مدت 

، وژيفيانجام سانترشد. بعد از  از کف فلاسک هاسلول يجداساز
ان يرات بييتغ يابيانجام و جهت ارز cDNAو سنتز  RNA استخراج

 انجام شد. Real time PCRژن، 
  :۳بيان ژن کاسپاز  يگير و اندازه cDNAسنتز 
 BioRadدستگاه  از ۳کاسپاز  ژن انيب زانيم يکم نييتع يبرا

 استفاده با سلول RNAدر ابتدا  .ن بهره گرفته شديبرگريو روش سا
استخراج  دستورالعمل طبق )کايآمر اژن،يک( RNAاستخراج  تياز ک

 )آلمان ،GmbH IMPLEN( نانودراپ له دستگاهيو غلظت آن به وس
کيت از  با استفاده cDNA يهامولکولسنتز  شد. يريگ اندازه

Revert AidTM First strand cDNA )يتوانيل، (Synthesis 

 مورداستفاده يکنترل داخل عنوانبه GAPDHژن . گرفتصورت 
 يبرا د،يرس انيپا به ريتکث يهاچرخه که آن از سپ قرار گرفت.

 يمنحن ،ياختصاص ريغ يافرآورده وجود عدم از نانياطم حصول
 از ،هاژن انيب ينسب راتييتغ سنجش منظوربه. شد ميترس ذوب

 تکرار ييدوتا طور به هاواکنش يهمگ و ديگرد استفاده ct ΔΔروش 
  .شد

 GAPDHو ژن  ۳کاسپاز  يهاژن يتوالي پرايمرها :)۱( جدول
  ژن  مريپرا يتوال

5′ ATGGGAGCAAGTCAGTGGAC 3′  Forward 
  ۳ کاسپاز

3′ CGTACCAGAGCGAGATGACA 5′ Revers 

5′ CGTCTGCCCTATCAACTTTCG 3′  Forward 
GAPDH  

3′ CGTTTCTCAGGCTCCCTCT 5′ Revers 

          
ف اختلا يابيارزو  ،۳-کاسپاز  يژن آپوپتوز انيب يبررسجهت 

 توسط و نمودارهااستفاده  SPSS افزارنرماز  ،هاافتهيدر  يمعنادار

Excel .ه محاسبات در نظر گرفت يبرا ۰۵/۰ نانيسطح اطم رسم شد
  .شد

اه يشده با دود گ يتوسان بارگذارينانوک يکروبيت ضد ميفعال
 اسپند:
 وسلوکوکوس اورئياستافگرم مثبت  يهايباکترن راستا از يدر ا

(ATCC 23592)  کروکوکوس لوتئوسيمو )ATCC 14408 و (
سودوموناس و  (ATCC 1330) يا کليشياشر يگرم منف يهايباکتر
سک يه دي) استفاده شد. جهت تهATCC 1407( نوزايآئروژ

 ٣٠سک بلانک به يسک بلانک استفاده شد. هر دياز د يکيوتيبيآنت
 از استريل سوآب كمك توسان اسپند آغشته شد. بايتر کيکروليم

 روي بر م مک فارلند)يباكتريايي (معادل کدورت لوله ن سوسپانسيون

آنتي  يهاسکيدشد.  داده يكنواخت كشت آگار مولرهينتون محيط
 .شدند داده قرار محيط سطح روي استاندارد بر فواصل با بيوتيكي

 دتم به هوازي شرايط در گراديسانتدرجه  ٣٧درانکوباتور  ها پليت

 ره رشد عدم هاله قطر مدت اين از بعد شدند. داده قرار ساعت ٢٤
 يريگ اندازه كش خط از استفاده با ميلي متر حسب آنتي بيوتيك بر

سک ياز د آنتي بيوتيكي، حساسيت يهاشيآزما تأييد شد. جهت
 يمشاهد) استفاده شد و تما عنوانبهن (يسيجنتاما يکيوتيبيآنت

  د.يمرتبه تکرار گرد ٣مراحل فوق، 

  
MIC  وMBC: 
لوشن يکروبراث داياز روش م MBCو  MICن ييتع منظوربه

. استفاده شد يچاهک ٢٤ت يکروپلين روش از مياستفاده شد. در ا
 ,0.8 ,0.7 ,0.6 ,0.5 ,0.4 ,0.3 ,0.2 ,0.1 ,0 يهاغلظتبا  هاعصاره

ه يمختلف را ته يهاغلظتق شد و ي(ماده با آب مقطر رق 1 ,0.9
 ١٠٠ کل با غلظتيکلرامفن کيوتيبيآنته شدند. از پودر يم) تهيکرد

ح يلقکنترل استفاده شد. پس از ت عنوانبه تريليليمکروگرم بر يم
° C يساعت در دما ٢٤مدت ت به يکروپلي، مهاچاهکدر  هايباکتر

که در  ين چاهکيون، اوليدر انکوباتور قرار گرفت. پس از انکوباس ٣٧
حداقل غلظت مهارکننده رشد  عنوانبهمشاهده نشد  يآن رشد

)MIC١٠بالاتر،  يهارقتن رقت و ي) در نظر گرفته شد. از ا 
آن  که در ينت آگار برده شد، رقتيط کشت نوتريمح يتر رويماکرول
) MBCحداقل غلظت کشنده رشد ( عنوانبهمشاهده نشد  يرشد

  در نظر گرفته شد.
  
 هايافته

 :توسانينانو ک يج حاصل از سنتز و برسينتا
 صورتبه توسانيک ذرات نانو يموفولوژ، ۱بر اساس نمودار 

 ۷۸/۱۵ نانو اندازه. شوديم مشاهده يخوب يپراکندگ با و کنواختي
 ).PDI=0.2( است
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  يسنتز نانوذرات اندازه نييتع :)۱(نمودار 

  نانوذرات يل زتاين پتانسييتع :)٢(نمودار 
  

ل زتا يهر چه پتانس باشديمولت  يليم ٢٨ل زتا نانوذره يپتانس
ن ذرات يک بيجه دافعه الکترواستاتيباشد در نت ترمثبتا يو  تريمنف

 شوديم هاآندارتر بوده و مانع تجمع يشتر و ذرات پايبا بار مشابه ب
  .باشديم يداريپا يجه نمونه ما دارايدر نت
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 يروبش يالکترون کروسکوپيج حاصل از مينتا :)۱( ريتصو
 

 شده يارذبارگ توسانيک نانوذرات تيسم اثر يبررس جينتا

 :A2780سرطان تخمدان  يهاسلول يرو اسپند اهيگ دود با
 HFFو  A2780 يسلول يردهبر  MTTحاصل از آزمون  جينتا

 است. توسانيبسته به غلظت نانو ک هاسلول يمانزندهنشان داد که 
 يبالا يو در دوزها ماريپس از ت ييابتدا ساعت ۴۸که در  يبه طور
. افتيبه شدت کاهش  يسرطان يهاسلولبقاء  درصد توسان،ينانو ک

50.IC  ۱۵۵/۱۷ يسرطان يهاسلول يبرا اول ساعت ۴۸در 
نرمال  يهاسلول کهيدرحالگزارش شد.  تريليليمبر  کروگرميم

 نشان دادند. يبالاتر يمانزندهدرصد  يسرطان يهاسلولنسبت به 
 يهاسلولقادر است  توسانيحاصل مشخص کرد که نانوک جينتا

 مهار کند يشترينرمال با قدرت ب يهاسلولبا  سهيرا در مقا يسرطان
  ).۴و  ۳ (نمودار

  

 P<0/001 و ** P<0/01 سطح در هاداده( A2780 يهاسلول يبقا بر اسپند اهيگ دود توسط شده يبارگذار توسانياثرنانوک :)٣(نمودار 
  دارد). يمعن ***

0 25 50 100 200 400
A2780 100 94.15 88.9233 76.6033 28.3987 1.1967
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  HFF يهاسلول يبقا بر اسپند اهيگ دود توسط شده يبارگذار توسانياثر نانوک :)٤(نمودار 
  
  

ان يرات در بييله سنجش تغيج مطالعه آپوپتوز به وسينتا
  :٣-ژن کاسپاز 

 در ۳-کاسپاز ژن انيب راتييتغ يابيارز از آمدهدستبه جينتا
 اهيگ دود توسط شده يبارگذار توسانيبا نانوک شده ماريت يهاسلول
 صورتبه ماريت تحت يهانمونه در ژن نيا انيب که داد نشان اسپند
 ۱۰۰ غلظت در ژن نيا انيب است. افتهيشيافزا غلظت به وابسته

نداشت.  کنترل گروه با يداريمعن ، اختلافتريليليمکروگرم بر يم
 تريليليم بر کروگرميم ۲۰۰ و ۱۵۰ يهاغلظت در کهيدرحال

 رسديم نظربه د.يگرد مشاهده P<0.05 سطح در يداريمعن اختلاف
 را خود اثر اسپند اهيگ دود توسط شده يبارگذار توسانينانوک که

 يگذاشته است، به طور ۳کاسپاز  ژن انيب شيافزا با آپوپتوز برالقاء
 حدود زانيم به شيافزا نيا تريليليمکروگرم بريم ۲۰۰که در غلظت 

  ).۵گردد (نمودار يم مشاهده کنترل گروه دو برابر
  

  ٣ کاسپاز راتييان تغيرات بييله سنجش تغيمطالعه آپوپتوز به وس :)٥(نمودار 
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 :يکروبيم ضد تيفعال يج بررسينتا

 توسانيک ذرات نانو با شده جاديا رشد عدم هالهج حاصل از ينتا

 رشد عدم يهاله و اسپند اهيگ دود يعصاره توسط شده يبارگذار

 ۲در جدول ) استاندارد کيوتيبيآنت( نيسيجنتاما توسط شده جاديا

حداقل غلظت  يج حاصل از بررسين نتايقابل به مشاهده است. همچن
ب ي)، به ترتMBC) و حداقل غلظت کشنده (MICمهار کننده رشد (

  عنوان شده است. ۴و  ۳در جداول 

 
  نيسيجنتاما کيوتيبيآنتتوسان اسپند و يجاد شده توسط نانوذرات کيسه هاله عدم رشد ايمقا ):۲( جدول

  ب مهار کنندهيترک
  يا کليشياشر

ATCC 1330 

  نوزايسودوموناس آئروژ
ATCC 1074 

  لوکوکوس اورئوسياستاف
ATCC 1112 

Micrococcus luteus  
ATCC 14408  

 mm ١٤ mm ١١  ٠  ٠ توسان اسپنديک

  mm ٢٩  mm ١٩  mm ١٢  mm ١٩  نيسيجنتاما
 

  )MICحداقل غلظت مهار کننده رشد ( ):۳( جدول

  ب مهار کنندهيترک
  يا کليشياشر

ATCC 1330  
  نوزايسودوموناس آئروژ

ATCC 1074  
  لوکوکوس اورئوسياستاف

ATCC 1112  
Micrococcus luteus  

ATCC 14408  

  غلظت استوک ٢/٠ غلظت استوک ٤/٠  ----  ----  توسان اسپنديک
  ug/ml ١٠٠  ug/ml ١٠٠  ug/ml ١٠٠  ug/ml ١٠٠  کل (شاهد)يکلرامفن

                              
  توزان اسپندي) نانوذرات کMBCغلظت کشنده ( حداقل ):۴( جدول

  ب مهار کنندهيترک
  لوکوکوس اورئوسياستاف

ATCC 1112 

Micrococcus luteus  
ATCC 14408  

  غلظت استوک ٤/٠ غلظت استوک ٦/٠  توزان اسپنديک

 
  بحث

 يهاتيظرفاستفاده از  ،يتکنولوژ شرفتيو با پ رياخ ياسالهدر 
 شتريبهتر و در حجم ب ييانواع نانوذرات با کارا يرا برا طيشرا ،يستيز

نانوذرات به خصوص  يکه بر رو يقاتيدر تحق کرده است. ايمه
 يدانياکس يآنت راتيتاث صورت گرفته است، توسانينانوذرات ک

 هاآن تهيتوتوکسيو س يباکترضد  قارچ، ضد ،يکروبيخواص ضد م
 تيسم يبررس منظوربهمطالعه  نيا در قرار گرفته است. يمورد بررس

 اهيشده با دود گ يبارگذار توسانيالقاء شده توسط نانو ک يسلول
نرمال  و A2780 يرده سلول يبر رو)، Peganum harmala( اسپند
HFF  با استفاده از آزمونMTT انجام شد و IC50 ساعت  ۴۸ در

کروگرم بر يم ۱۷/۱۵۵سلول سرطان تخمدان  يبرا ماريبعد از ت
 يرده سلول يدر غلظت مشابه برا کهيدرحال گزارش شد. تريليليم

درصد بود که نشان دهنده  ۹۸ يمانزنده زانيم بروبلاستينرمال ف
شده با  يبارگذار توسانيتوسط نانو ک يسرطان يهاسلول مؤثرمهار 
 اسپند است. اهيدود گ

 يدروالکليعصاره ه يحاو توسانيمشابه نانوذرات ک يامطالعهدر 
سرطان  يآن بر رو تيشده و اثر سم ديعروسک پشت پرده تول اهيگ

 يحاو توسانيذرات کنانو مورد مطالعه قرار گرفت. HT-29روده 
پس ساعت  ۴۸و  ۲۴زمان  ينانومتر در ط ۱۶۰عصاره با اندازه حدود 

در  ينسبت به عصاره تنها دارد. ول يداريمعن تياثر سممار، ياز ت
 توسانينانو ذرات ک تياثر سم مار،يپس از ت ساعت ۷۲زمان  يط

 IC50مقدار  .ابدييم شيافزا يداريمعن صورتبهعصاره  يحاو
ساعت  ۲۴ يدر نانو ذرات در ط هشد يبارگذار يعصارهعصاره و 

مقدار  گزارش شد. تريليليمبر  ميکروگرم ۱۰۰۰هم و حدود  هيشب
IC50  ۸۰۰هم و حدود  هيشب ،زين ماريپس از ت ساعت ۴۸در 

عصاره تنها و  IC50به علاوه مقدار  است. تريليليمبر  کروگرميم
 بيبه ترت مار،يت ساعت ۷۲ يشده در نانوذرات ط يعصاره بارگذار

ن ي). همچن۹(گزارش شد  تريليليمبر  کروگرميم ۲۰۰و  ۵۰۰حدود 
 رده بروبلاستيف يهاسلول ينانوذرات نقره بر رو تيسم يبررسدر 

L929 هاگروه يپژوهش در تمام نيا درر به دست آمد. يج زينتا 
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ساعت حداقل بود اما در  ۲۴بعد از  هاسلول ياتيح تيفعال زانيم
و  افتي شيافزا هاسلول ياتيح تيفعال زانيساعت م ۷۲و  ۴۸زمان 

 يمعن يساعت از لحاظ آمار ۴۸بعد از  ياتيح تيدر فعال شيافزا نيا
در  PPM ۲۰بالاتر از  يهاغلظت نيهمچن). P<0.05( دار بود

گشت که  يسم بروبلاستيف يساعت برا ۷۲ و ۴۸ ،۲۴ ،۲ يهازمان
 ياهستهتک  يهاسلولبودن  ترحساساز  يناش توانديم افتهي نيا

باشد که  نقرهها به ذرات نانو  بروبلاستينسبت به ف يطيخون مح
 ).۱۰باشد (ها  تيذرات توسط مونوس نيا تياز فاگوس يناش توانديم

 با استفاده از (CS-NPs) سانتوينانوذرات ک يگريدر پژوهش د
توزان و يل کيمت يبا استفاده از کربوکس يونيون يروش ژلاس

ه يته يچا يفنول ها يپل يهاحامل عنوانبهتوزان يد کيدروکلرايه
 سانتويده شده با کيپوش يفنول چا ينانوذرات پل يهايژگيوشد. 

(CS-TP NP) يعبور يکروسکوپ الکترونيبا استفاده از م (TEM) 

سنتز  ج نشان داد که نانوذراتينتا .ن شدييتع FT-IR يف سنجيو ط
. بودند ٤٠٧ ± ٥٠٧با اندازه متوسط  ير کروياز نوع غ CS-TP شده

 بيترت به نانوذرات شدن کپسوله زانيم و دارو زانيم حال، نيهم در
دار ين ترشح پايهمچننانوذرات  نيبود. ا درصد٨٣-٤٤ و درصد١٦-٨
 هاآنضد تومور اثرات نشان دادند.  PBS را در يچا يفنول ها يپل

جه نشان داد ينت و شد يبررس HepG2 يسرطان يهاسلول هيبر عل
نشان را  يقابل توجه يضد تومور يهاتيفعال CS-TP يها NP که
 ).١١دهند (يم

 يبرا (CS-NPs) سانتوينانوذرات ک يگريدر پژوهش د
 مورداستفاده) Sunitinib )STB ضد سرطان يون دارويفرمولاس

ساده  يوني يق روش اتصال عرضياز طر يفرمول بندقرار گرفت و 
 XRD و DLS ،SEM، FT-IR ه شده توسطيفرمول ته شد.انجام 

لود  سانتويکه نانوذرات ک دهديمنشان  DLS مشخص شد. مطالعه
ش يب در محدوده اندازه) Sunitinib )SNB-CS-NPs شده توسط

 يسنج و اعتبار Sunitinib يکپسول ساز .نانومتر بودند ۲۰۰از 
انجام شد.  UV يون با استفاده از اسپکتروفتومتريفرمولاس يبرا

ک آن يتوتوکسيو مطالعات س يشگاهيط آزمايترشح دارو در شرا
د يستم جديس ين مطالعه حاويانجام شد. ا STB-CS-NP يبرا

 ).١٢است (دار يو پا مؤثر ليتحو يبرا Sunitinib يل دارو برايتحو
ن محصور در يستئيات ژنيخصوصسنتز و  يگريق ديدر تحق

 ييو ضد رگ زا يريضد تکث يهاتيفعالرفت و ي، صورت پذتوزانيک
 با CHI-En / Gen ييزا رگ ضد و تيسم تيفعال شد. يبررس آن

 جينتا. شد انجام کيوآلانتوئيکور يغشا روش و MTT از استفاده
ج ينتا .شد نييتع ژن انيب و يتومتريفلوس از استفاده با يمولکول

شکل و با  يکرون، کروير ميحضور نانوذرات سنتز شده با اندازه ز
 /ي(وزن درصد۷۶,۸ب يبه ترت يرير انداختن و بازده بارگيبازده گ

-CHIداد ج نشان ينمود. نتا دييتأ) يوزن /ي(وزن درصد۳۲,۶) و يوزن

En / Gen يسرطان يهاسلول ريتکث و رشد يتوجه قابل طور به 
 زنده بر کهيدرحال .)HT-29( کنديم مهار را انسان بزرگ روده

 ريتأث يعيطب سلول عنوانبه انسان يپوست بروبلاستيف ماندن
 مرگ ۳ کاسپاز ژن انيب ليتحل و هيتجز و يتومتريسا فلو .گذاردينم

 ن،يا بر علاوه. داد نشان را HT-29 يهاسلول در آپوپتوز يهاسلول
  .داد نشان ييزا رگ ضد تيفعال شده محصور نيستئيژن

CHI-En / Gen دوار کننده يک حامل امي عنوانبه توانديم
 يکردهايرو و استفاده از آن درن به روده بزرگ يستئيل ژنيتحو يبرا

 ).١٣( از سرطان استفاده شود يريشگيپ يمکمل برا يبهداشت
 يکي يشده سلول يزيرا مرگ برنامهيس يکه آپوپتوز ييجاز آنا

ر يرود، مسيشمار ممطالعات سرطان بهن عوامل در حوزه يتراز مهم
 يپروآپوپتوز يندهايفرا يسازتواند شامل فعاليم يمرگ سلول

از  C توکروميس يدر سلول باشد که با آزادساز يتوکندرياندامک م
 دود عصاره توسط شده سنتز توساني). نانوک١٤شود (يآن آغاز م

بود.  A2780 يسرطان يهاسلول در القاء آپوپتوز به اسپند قادر اهيگ
، Real Time PCRج حاصل از ين اساس نتايعلاوه بر آن، بر ا

 شد مشاهده ٣ کلاسپاز ژن انيب ز درين يداريمعن شيافزا
)P<0.05.( 

ها ومولکول يب شده با يسان بارگذارتوينانوذرات ک يامطالعهدر 
 (SiHa) يدر رده سلول سرطان يرات مولکولييباعث آپوپتوز و تغ

ک يباعث آپوپتوز در  ها ومولکوليب شده با يبارگزارنانوذرات  شد.
 يبرا ين بررسياو شد  (SiHa) دهانه رحم انسان يرده سلول سرطان

-FT .انجام شده است يانهيزم يمولکول يهاسميمکان يروشن ساز

IR و XRD و ومولکول هايب ياحتمال يعملکرد يهاگروه بيترت به 
 يالکترون کروسکوپيم ريتصاو. دادند نشان را ها CNP يبلور تيماه

 بيترت به شده سنتز CZCNP و GSCNP که داد نشان يعبور
-٦٠ و ٨٠-٥٨ حدود متوسط يهااندازه با صاف يکرو شکل يدارا

  ).١٥( هستند نانومتر ١٢٠
با نانوذرات نقره  A2780 يهاسلولمار يدنبال ت به يقيدر تحق

توسط  ٣و کاسپاز  Bcl-2آپوپتوزي  يهاان ژنيزان بيزومب ميو بواس
مار يج نشان داد بعد از تيشد. نتا يبررس Real Time PCR روش
ش يافزا ٣کاسپاز  يان ژن آپوپتوزيب يريگطور چشمها بهسلول

ها ن سلوليدر ا Bcl-2آپوپتوزي  يان ژن آنتيکه بيداشته، درصورت
-Bclو  ٣کاسپاز  يهاان ژنيل بين مطالعه، پروفايدر ا افت.يکاهش 

نانوذرات نقره و  IC50 مار شده با غلظتيت A2780 يهاسلولدر  2
منظور شد. به يابيساعت ارز ٧٢و  ٤٨، ٢٤زومب در مدت زمان يبواس
ذوب استفاده شد.  يز منحني، از آناليهار ژنيصحت تکث يبررس

طور به Bcl2و  GAPDH،caspase 3 يهاج نشان داد که ژنينتا
نسبت به ژن مرجع  ٣ان ژن کاسپاز ياند. بافتهير يح تکثيصح

GAPDH يدر رده سلول A2780 مارشده با نانوذره نقره و يت
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داشت.  يداريش معنيساعت افزا ٧٢و  ٤٨ يهازومب در زمانيبواس
 يدر رده سلول GAPDHمرجع به ژن  Bcl-2ژن ان ينسبت ب

A2780 زومب در يب نانوذرات نقره و بواسيمار شده با ترکيت
) P<0.05(داشت  يداريساعت کاهش معن ٧٢و  ٤٨ يهازمان

)١٦.(  
 يکيو فارماکولوژ يکروبياثرات ضدم يدارا ياهيگ يهااسانس

 ييارود. کپسوله شدن مواد باشنديمار فرار يهستند، اما بس يمتعدد
فرار  وماًعمکه  يباتيترک ياثرات درمان توانديم يمريدر نانو ذرات پل

ر يپذ بيست تخريمر زيوپليب عنوانبهتوسان يهستند را بهبود دهد. ک
ن ييت پايکنترل شده و سم يل کپسوله کردن بهتر، رهاسازيبه دل

 يبررس . در مطالعه حاضر،باشديمار مورد توجه يدر انتقال دارو بس
سک ديفيوژن نشان داد كه يال به روش ديباکتر يآزمون آنت

 با ار يکروبيضدم اثر اه دود اسپنديسنتزشده توسط گتوسان ينانوک
 ١١ رشد عدم هاله با اورئوس لوکوکوسياستاف يباکتر رشد مهار

 رمت يليم ١٤ رشد عدم هاله با لوتئوس کروکوکوسيم و متر يليم
 يرشد يکلاياشرش و نوزايآئروژ سودوموناس در و شد گزارش

 نانو يکروبيم ضد تيخاص يمشابه بررس يقيدر تحقمشاهده نشد. 

 ظتغل داد نشان جيروي انجام شد. نتا دياکس – توزانيک تيکامپوز

 اثر تينانوکامپوز يکروبيضدم تيفعال روي روي، دياکس نانوذره

 ۵/۱ يحاو روي دياکس – توزانيک تينانوکامپوز لميف .گذارديم
 نيهمچن .بود يکروبيضدم اثر نيشتريب داراي روي دياکس درصد

 ليراست گاز روي بر روي دياکس درصد ٥/١ يحاو تينانوکامپوز لميف
  ).١٧داد ( نشان باکتري دو هر روي يکروبيضد م اثر

 يرازيشن شياسانس آو يکروبياثر ضدم يبررسن يهمچن
انجام  سه با اسانس آزاديدر مقا توسانيک مريوپليکپسوله شده در ب

مر ياز پل يابتدا نانوژل، به روش خود تجمعن اساس، يگرفت. بر ا
شکل و اندازه  يک سنتز شد و پس از بررسييد کافيتوزان و اسيک

 يالکترون يکروسکوپيم و (FTIR) اسپکترومتر يهاروشبا  هاآن
 يرازيشن شيکپسوله کردن اسانس آو منظوربه، از آن (SEMنگاره (

اسانس کپسوله شده و  يياياستفاده شده است. سپس اثر ضدباکتر
 يلوشن براث بررسيکرودايوژن و ميفيسک دياسانس آزاد با روش د

نس سه با اسايج نشان داد که اسانس کپسوله شده در مقايشد. نتا
دارد مطالعه شده  يهايه باکتريبر عل يشتريب ييايآزاد، اثر ضد باکتر

)١٨.(  
نانوذرات نقره سنتز شده  يت ضد باکتريکه خاص يامطالعهدر 

ن يشد ا يبه روش سبز با استفاده از عصاره پوسته دانه اسپند بررس
 پروتئوس و يفيت سالمونلا يهايب سبب مهار رشد باکتريترک

 ).١٩است (ده يگرد سيليرابيم
  

 يريگجهينت
نانوذرات  دهديمق نشان ين تحقيآمده از ا به دستج ينتا

ضد  تيفعال ياسپند دارا اهيشده توسط دود گ يبارگذار توسانيک
از القاء آپوپتوز  ،A2780تخمدان  يسلول سرطان يبر رو يسرطان

 يبر رو ييايباکتر يآنتت يخاصو  ۳ان ژن کاسپاز يش بيق افزايطر
 .است لوتئوس کروکوکوسيم و اورئوس لوکوکوسياستاف يهايباکتر

جهت مطالعات درون ل بالا يب مذکور را واجد پتانسيج ترکين نتايا
قات يخواص مذکور در تحق دييتأدانسته که در صورت  يوانيح يتن

 يو ضد سرطان يضد باکتر يد داروهايجهت تول توانديم يليتکم
 رد.يمورد توجه قرار گ

 
  يتشکر و قدردان

ارشد خانم  يکارشناسان نامه يپا از يبخش ن مقاله حاصليا
شناسان ن و کارياز مسئول نيمؤلفله ين وسيبد باشد.يمحه منفرد يمل
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Abstract 
Background & Aims: Nanoparticles are effective in cancer cells and in the treatment of diseases due to 
their ability to induce toxicity and induce apoptosis and antibacterial properties. Pecan seeds are rich in 
carbohydrates, lipids, proteins, mineral salts, alkaloids, and amino acids; among its important alkaloids 
are harmaline, harmine, harmalol and vazisine can be mentioned, which have many uses in industry and 
medicine. The aim of this research is to investigate the effects of pecan smoke loaded with nano-chitosan 
on cytotoxicity, apoptosis induction and its antibacterial effects. 
Materials & Methods: In this experimental study which was conducted in vitro, MTT test was used to 
investigate the toxicity effect of chitosan nanoparticles loaded with pecan smoke on ovarian cancer cell 
line A2780 and HFF normal fibroblast cell. Also, to investigate the induction of apoptosis, the method 
of determining the expression of the caspase 3 gene was used, and to investigate the antibacterial 
properties, the disk diffusion method was used on the gram-positive bacteria Staphylococcus aureus and 
Micrococcus luteus and the gram-negative bacteria Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. 
Statistical analysis was performed by SPSS software and one-way analysis of variance. P<0.05 was 
considered as significant. 
Results: The result of the MTT test showed the value of IC50 for ovarian cancer cells in 48 hours after 
treatment as 17.155 μg/ml; while at the same concentration for the normal cell line, the survival rate was 
98%. Also, the induction of apoptosis of A2780 cancer cells was observed based on a significant increase 
in the expression of caspase 3 gene. In addition, these nanoparticles had an inhibitory effect on the 
growth of Staphylococcus aureus and Micrococcus luteus bacteria. 
Conclusion: Chitosan nanoparticles synthesized by Peganum harmalla smoke had anti-cancer, 
apoptotic, and antibacterial activity. 
Keywords: Apoptosis, Anti-cancer, Chitosan, Nanoparticles, Ovarian cancer, Pecan 
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