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Abstract: 
 
Background: Silver nanoparticles (AgNPs) have antibacterial, anti-angiogenesis and anti-
cancer activity. The purpose of this study was to examine the apoptotic effects of AgNPs 
coated with Zataria multiflora leaves extract on HepG2 liver cancer cells. 
Materials and Methods: HepG2 cancer cell lines were treated with different concentrations 
of AgNPs for 24 and 48 hours. The viability of the cells and inhibitory concentration (IC50) 
were determined by the methylthiazol tetrazolium (MTT) assay. To evaluate the ability of 
AgNPs to induce apoptosis in HepG2 cells, the 4′,6-Diamidino-2-phenylindole 
dihydrochloride (DAPI), acridine orange-propidium iodide staining and flow cytometry 
analysis for annexin V- propidium iodide were used.  
Results: The results of the MTT assay showed that AgNPs decreased the proliferation of 
HepG2 cells in dose- and time-dependent manner. The IC50 during the incubation times of 24 
and 48 hours were determined 40 and 30 μg/mL, respectively (P<0.05). The results of DAPI 
staining showed that AgNPs can lead to break down of nuclear DNA. Moreover, the acridine 
orange-propidium iodide staining and annexin V-propidium iodide showed that the 
percentage of apoptotic cells was increased in the treated cells. 
Conclusion: Silver nanoparticles covered with Z. multiflora leaf extract have the ability to 
induce apoptosis in cancer cells HepG2 and they can be considered as a promising strategy 
for the treatment of liver cancer. 
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بر  آويشن شيرازيدار شده با عصاره برگ ه پوششبررسي اثرات آپوپتوتيك نانوذرات نقر
  HepG2رده سلولي 
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  مقدمه
در  ؛ومير در جهان استسرطان يكي از علل اصلي مرگ

علت ابتلا به جهان سراسر رميليون نفر د 6/7از بيش  2008ل سا
دليل رشد روز سرطان بهب ،چنينهم .اندبه سرطان فوت كرده

طور مداوم در حال افزايش زا بهسرطان عواملجمعيت جهان و 
ها با توانايي حمله، سلولسرطان رشد كنترل نشده  .]1،2[ است

   .]2[ باشدميف اطراهاي متاستاز و گسترش به سلول
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دانشجوي دكتراي تخصصي زيست شناسي تكوين جانوري، گروه زيست  4
  شناسي، دانشكده علوم زيستي، دانشگاه خوارزمي
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تحقيقات بيولوژي كاربردي  دانشگاه آزاد اسلامي واحد مشهد، مركزمشهد، 

  كوين جانوريت
  051 38437092 :دورنويس                               05138437092: تلفن

   baharara78@gmail.com :پست الكترونيك
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تواند ي در فيزيولوژي سلول كه در نهايت ميتغيير اساس شش
هاي تمام عنوان نشانههاي بدخيم را فراهم كند بهزمينه رشد سلول

خودكفايي در ) 1: كه عبارتند از سـتها پذيرفته شده اسرطان
عدم ) 3 ؛هاي رشدعدم حساسيت به سيگنال) 2 ؛سيگنال رشد

قابليت  )5 ؛زاييتوانايي رگ) 4 ؛سازيانندمحدوديت در هم
 مختلف هايدرمان باوجود. ]3[ آپوپتوزمقاومت به ) 6و  ؛متاستاز
 سرطان درمان راديوتراپيو  درماني ايمني درماني، شيمي مانند
بنابراين توسعه  ؛]2[ است مطرح مهم چالش يك عنوانبه هنوز
راي درمان سرطان بسازگار و كم هزينه هاي مؤثر، زيستروش

ريزي شده  رت است از مرگ برنامهز عباآپوپتو .باشدضروري مي
هاي يك سلول در جهت تخريب سلول، فرآيندي كه در آن فعاليت

سازد تا تعداد رود، كه موجود زنده را قادر ميخود سلول پيش مي
خواسته كه بقاي هاي ناي خود را حفظ كرده و سلولهاسلول

هاي سمنقص در مكاني. ]4،5[ كند، حذف نمايدموجود را تهديد مي
هاي فيزيولوژيكي آپوپتوز ممكن است منجر به ايجاد بيماري

؛ در نتيجه امروزه بسياري از ها شودمختلف مانند سرطان در انسان
اندازي مجدد مرگ سلولي برنامه هاي درماني بر اساس راهاستراتژي

يكي . ]6[ هاي سرطاني استوار استز در سلولريزي شده يا آپوپتو
آماري آن به يك هايي كه امروزه درمان و توسعه از انواع سرطان
بروز سرطان  .باشدبديل شده است، سرطان كبد ميچالش اساسي ت

رود كه در سال گذشته افزايش يافته است و انتظار مي 25كبد در 

  :خلاصه
هدف از اين مطالعه بررسي . دنباشو ضد سرطان مي زاييگداراي فعاليت ضد باكتري، ضد ر (AgNPs)نانوذرات نقره  :سابقه و هدف

  .باشدمي ،HepG2رده  ،كبدسرطاني  هايبر سلولشيرازي آويشن  برگعصاره پوشش با  AgNPs آپوپتوتيكاثرات 
ميزان . ساعت تيمار شدند 48و  24هاي در زمان AgNPsمختلف هاي با غلظت HepG2رده  سرطاني هايسلول :هامواد و روش

از  HepG2 هايجهت بررسي القاي آپوپتوز در سلول .محاسبه شد  MTTآزمونبا ) IC50(و غلظت مهاري  هاپذيري سلولزيست
  .استفاده شديد ايدم پيديووپر-5 آناليز فلوسايتومري انكسين و يدايدم پيديووپر- ، اكريدن اورنجDAPIآميزي رنگ هايشرو

 HepG2 هايو زمان باعث كاهش تكثير سلول غلظتصورت وابسته به به AgNPsنشان داد  MTTحاصل از آزمون  هاييافته :نتايج
- نتايج رنگ. )>05/0P( تعيين شدليتر بر ميلي ميكروگرم 30و  40ترتيب ساعت به 48و  24 انكوباسيون هايدر طي زمان IC50. شودمي

 مپيديووپر-اورنج اكريدنآميزي رنگچنين، هم .شوداي هسته DNA ه شدنتواند منجر به شكستمي AgNPsنشان داد  DAPIآميزي 
  . تحت تيمار بود هايدر سلول تيكآپوپتوهاي سلولدهنده افزايش درصد نشانيد ايدم پيديووپر-5 و آزمون انكسين يدايد

 .را داردHepG2  سرطاني هايسلولدر توانايي القاي آپوپتوز پوشش داده شده با عصاره برگ آويشن شيرازي  AgNPs :گيرينتيجه
  .يردمورد توجه قرار گكبد عنوان يك استراتژي اميدواركننده در درمان سرطان به تواندمي AgNPsاستفاده از 
  )Zataria multiflora(شيرازي  نانوذرات نقره، سرطان، آپوپتوز، آويشن :كليديواژگان

  457-467 ، صفحات1394، بهمن و اسفند 6پژوهشي فيض، دوره نوزدهم، شماره –نامه علميدو ماه                                                            
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سرطان كبد در بين مردان . ]7[ سال آينده دو برابر شود 20تا  10
اين چون  .]8[د باشايع مين زنان هفتمين سرطان شپنجمين و در بي

هاي ، درمانشودنوع سرطان در مراحل پيشرفته تشخيص داده مي
ذرات كمتر از  .]9[ موجود براي بيماران مبتلا بسيار محدود است

ويژگي نانوذرات در  .شوندانومتر، نانوذرات ناميده مين 100
هاي داراي اندازه ذراتواكنش پذيري بيشتر آنها در مقايسه با 

از نظر شيميايي و فيزيكي نانوذرات  ،چنينزرگتر است؛ همب
فردي دارند كه منجر به خواص مغناطيسي، خصوصيات منحصر به

ا در مقايسه با مواد ب هاآن الكتريكي، نوري و مكانيكي پيشرفته
-نانوفناوري به تحقيقات در زمينه ].10،11[ شودبزرگتر مياندازه 

باشد و سرعت در حال رشد ميفردشان بهدليل خواص منحصر به
هاي كاربردي در علوم اي از برنامهها در طيف گستردهاستفاده از آن

-رو به گسترش مي صنعتي، شيميايي و زيستيمختلف مانند علوم 

نقش نانوذرات براي استفاده در تشخيص، درمان . ]12[ باشد
ش هاي دارورساني پيشرفته رو به افزايسرطان و نيز طراحي سيستم

توانند يك جايگزين بالقوه براي درمان مي نانوذرات .]13[ است
، موادن اين كاربردتريترين و پراز جمله مهم. ]14[ ها باشندبيماري

در حال حاضر اعتقاد بر اين است كه  .]11[ دنباشمينانوذرات نقره 
، علاوه بر درمانيعنوان يك عامل د بهنتوانمي نانوذرات نقره

ها و اثر روي بهبود زخم، براي مبارزه مبارزه با باكترياستفاده در 
. ]15[ دنكار برده شوخصوص سرطان نيز بهها و بهبا ايدز، ويروس

طان عنوان يك عامل ضد سربه نانوذرات نقره، استفاده از اخيرا
مطالعات نشان داده  .]1[ گرفته است مورد توجه قرار اميدوار كننده

توانند باعث ايجاد آپوپتوز از طريق يم نانوذرات نقرهكه است 
 د،ناكسيژن در شرايط آزمايشگاهي شو هاي آزادآزادسازي راديكال

زايي و اثرات ضد رگ اثرات ضد توموري، ضد تكثيري ،چنينهم
ذرات نانو .]16[ در شرايط آزمايشگاهي نيز بررسي شده است هاآن

دست آورد، به زيستيو  فيزيكي، شيمياييهاي توان با روشرا مي
علّت زيستي بههاي روش سنتز نانوذرات با هابين اين روشاما در 

بيشتر مورد ، هاي اقتصادي آننيز جنبه وسازگاري با محيط زيست 
- ميزيستي  روشبراي توليد نانوذرات به .توجه قرار گرفته است

ها ها و ويروسها، مخمر، باكتريها، قارچ، جلبكگياهانتوان از 
-فرآوردهدر ميان منابع مختلف طبيعي، گياهان و  .]2[ ه كرداستفاد

ها توان به راحتي از آندر دسترس هستند و مي يگياهي بسيار هاي
 آبي برگعصاره ، براي تسهيل در سنتز نانوذرات استفاده كرد

و  تانن، استروئيدها، فنل، ساپونين شامل آلكالوئيدها، گياهان
س اين تركيبات موجود در عصاره باشد و بر اسافلاونوئيدها مي

هاي ثانويه اريد و يا متابوليتساكانتظار داريم كه پروتئين، پلي
نانوذرات به شكل ره برگ بتواند به كاهش يون نقره حاصل از عصا

براي سنتز ، بسياري از انواع گياهانتاكنون  .]17[ كمك كند نقره
 جوشمرزنگياه  :اند، مانندنانوذرات نقره استفاده شده

(Origanum Vulgare)گاردنيا ، (Gardenia jasminoide) ،
 ،(Syzygium cumini)با نام علمي  درخت جمبوميوه عصاره 

، گياه (Plectranthus amboinicus) آمبوينيكاسپلكترانتوس
 (Salvia officinalis)گلي مريمو ، (Vitex negundo) ويتكس

 مبناي بر كه است دارويي گياهان جمله آويشن از .]18،19[
 آن به را گوناگوني درماني اثرات سنتي، طب از حاصل اطلاعات

 عفوني ضد التهابي، ضد خواص شامل اين اثرات .دهندمي نسبت
ويشن آ .]20[ باشندميآور  خلطو اسپاسم،  ضد سرفه، ضد كننده،
 ازو بومي ايران و افغانستان  گياه (Zataria multiflora) يشيراز

خانواده نعناعيان  .باشدمي) Lamiaceae(يان خانواده نعناع
گونه  5000د بيشترين پراكندگي را در جهان دارند و تاكنون حدو

ترپنوئيدي  هاينعناعيان انواع تركيب .]21[ از آن معرفي شده است
طور عمده در غدد اين تركيبات را به وكنند ميرا توليد  معطرو 

 .كنندي زايشي ذخيره ميهاو اندامها ها، ساقهاپيدرمي، برگ
 گياه شامل هاي هوايي اينتشكيل دهنده بخش تركيبات اصلي

تركيب عمده  .تيمول است و ، گاماترپينن، كارواكرولپاراسمين
هاي داراي گروه تركيباتاين  ؛باشدمي ويشن تيمولآموجود در 

ذرات نقش مهمي توانند در بيوسنتز نانوند كه ميباشعاملي فعال مي
 سيتوتوكسيك اثرات همكاران و  Mata].22[ ه باشندداشت

 Abutilon گياه برگ آبي عصاره با شده سنتز نقره نانوذرات

indicum سرطاني سلولي رده در را COLO 205 )روده سرطان
 كه كردند مشاهده و هكرد بررسي تنيبرون شرايط در) انسان بزرگ

-سلول رشد رمها باعث غلظت به وابسته صورتبه نقره نانوذرات

 كه كردند بيان ،چنينهم .شوندمي COLO 205 رده سرطاني هاي
 تغييرات نقره نانوذرات با تيمار تحت هايسلول هسته در

 هاسلول غشاي در تغييرات و هاكروماتين تراكم مانند موفولوژيكي
 اين در آپوپتوز القاي به منجر انتها در تغييرات اين كه شودمي ديده
 و مكانيسم بررسي به همكاران و Zheng ].23[شود مي هاسلول
 هايسلول رشد روند در طلا نانوذرات و نقره نانوذرات نقش

 كه و دريافتنده پرداختتني برون شرايط در HepG2 رده سرطاني
 رده سرطاني هايسلول كاهش باعث نانوذرات اين دوي هر

HepG2 ا ،شوندمي غلظت به وابسته صورتبهنقره تنانوذرا ام 
نيز  همكاران و Ortega]. 24[باشند مي تريقوي مهاري اثر داراي

 توسط شده سنتز نقره نانوذرات توموري ضد فعاليت بررسي به
 و T-47D و MCF-7 پستان سرطان سلولي هايرده در مخمر
. پرداختند MCF10-A رده پستان نرمال هايسلول طورهمين
 سلولي رده دو هر در MTT آزمون و سلولي سميت بررسي نتايج
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دهنده  نشان قرار داشتند نقره نانوذرات با تيمار تحت كه سرطاني
 نقره نانوذرات اما بود، هاسلول تعداد در غلظت به وابسته كاهش

 اين كه نداشتند نرمال هايسلول رشد مهار در توجهي قابل اثر
 هايسلول در بالاتر سلولي درون فعاليت خاطربه توانمي مورد

 و Vasanth]. 25[باشد  نرمال هايسلول با مقايسه در سرطاني
 آپوپتوز القاء توانايي و سرطاني ضد فعاليت بررسي به همكاران
 Moringa هگيا ساقه پوست عصاره با شده سنتز نقره نانوذرات

oleifera انسان رحم گردن سرطان هايسلول روي بر (Hela) 
 در تيكآپوپتو هايسلول درصد كه نمودند مشاهده پرداختند و

 كنترل گروه به نسبت نقره نانوذرات با تيمار تحت هايسلول
 كبد سرطان درمان در كه هاييكاستي به باتوجه]. 26[رد دا افزايش
 به تشخيص عدم و سرطان نوع اين سريع رشد نرخ دارد، وجود
 شود و وجودمي درماني هايروش شدن محدود سبب كه موقع

 و تكثيري ضد سرطاني، ضد خاصيت بودن دارا بر مبني شواهدي
تاكنون اثر نانوذرات نقره كه نقره و از آنجايي نانوذرات آپوپتوزي
مورد  HepG2بر رده سلولي شيرازي شده با گياه آويشن  پوشش

 هدف از  مطالعه حاضر بررسي اثرات ،قرار نگرفته استبررسي 
داده شده با نانوذرات نقره پوشش آپوپتوتيكي و ضد تكثيري 
سرطاني كبد هاي سلولبر  شيرازي عصاره آبي برگ گياه آويشن

  .باشدمي HepG2رده 
  

  هامواد و روش
  HepG2 هاي ردهو كشت سلولتهيه 

تهيه از انستيتو پاستور ايران، تهران  HepG2رده سلولي 
 DMEM )Bioشامل محيط كشت  ،در محيط كشت كاملو  شد

Idea, Iran ( درصد  10حاويFBS (Gibco,USA)  يك  نيزو
 ؛)Gibco,USA(سيلين پني- استرپتومايسين بيوتيكدرصد آنتي
و در  كشت داده شد ،هاي مخصوص كشت سلوليدرون فلاسك

 37دماي ، و درصد 95رطوبت ، CO2 5(%دار  CO2انكوباتور 
  .نگهداري گرديد) گراددرجه سانتي

  
  تهيه عصاره گياهي

- هربا در (Zataria multiflora) شيرازي آويشن گياه 

 شناسايي )35314 هرباريومي كد با(مشهد  فردوسي دانشگاه ريوم
 هاينمونهبراي تهيه عصاره گياهي، جهت سنتز نانوذرات نقره . شد

 در هفته يك مدتبه و شدند داده وشوشست مقطر آب با ،گياهي
 هايعصاره تهيه براي. شدند پودر سپس و شده خشك محيط دماي
، پس از حل كردن در شده توزين گياهي پودر از گرم 5 ارمقد آبي
 و شد داده قرار پليت هات روي بر، تقطير دوبار آب ليترميلي 100

 صافي كاغذ با گياهي عصاره ،سپس .شد جوشانده دقيقه 5 مدتبه
گراد يسانتدرجه  4و در دماي  شد صاف يك شماره واتمن

  .نگهداري گرديد
  
  ذرات نقرهسنتز نانو

-Sigma) نقره نيترات نمك نقره نانوذرات سنتز ايبر

Aldrich, USA) از ليترميلي 100 با مولارميلي 5 غلظت با 
 ايقهوه به رنگكم زرد از محلول رنگ تغيير .شد مخلوط عصاره

 pH=7 در فرآيند اين. بود نانوذرات سنتز و توليد دهنده نشان تيره
  .شد انجام گرادسانتي درجه 40 دماي در و

  
 نقره نانوذرات شناسايي هايروش

 و گرديد ملاحظه عيني صورتهب هانمونه رنگ تغييرات          
 اسپكتروفتومتري روش از استفاده با هانمونه جذبي طيف

(Biotech EPOCH, US) نانومتر 400-700 بين ايدر دامنه 
 الكتروني ميكروسكوپ ازچنين، با استفاده هم .گرديد گيرياندازه
 شده سنتز نانوذرات ابعاد و شكل (CM-120, Philips) گذاره

 Fourier) قرمز مادون سنجيطيفو از آزمون  .شد شناسائي

Transform Infrared: FT-IR)  براي بررسي پوشش سطحي
 ديناميك تفرق روشعلاوه، از به .استفاده گرديدنانوذرات نقره 

اندازه  ينتعي براي (Dynamic Light Scattering: DLS)نور
  .شد استفاده شده سنتز نانوذرات

  
 تعيين ميزان بقاء و تكثير سلولي جهت MTTروش 

MTT هاي ترازوليوم به رنگ زرد محلول يكي از نمك
- دهيدروژنازهاي موجود در ميتوكندريوسيله بهدر آب است كه 

هاي و سپس به شكل كريستال شودميهاي فعال سلولي احيا 
- هاي زنده رسوب ميدر آب، در سلول فورمازان و غيرمحلول

 آنو ميزان رنگ بنفش  هستندها به رنگ بنفش اين كريستال نمايد؛
 .]27[ باشدهاي زنده ميمتناسب با فعاليت سلولي و تعداد سلول

104در حدود ، ابتدا آزمونبراي انجام اين 
 از بعد(سلول عدد  5×

انه كشت خ 96در پليت ) بلو تريپان آميزيرنگ توسط شمارش
كروگرم بر مي 20، 30، 40و  60 هايغلظت با ،سپس .داده شدند

 گياه آبيبا عصاره  پوشش داده شده نقرهات ليتر از نانوذرميلي
پس از  و ساعت تيمار شدند 48و  24هاي در زمان شيرازيآويشن 

با  MTTميكروليتر  20هاي مذكور به هر خانه پليت طي زمان
ساعت  3مدت و به گرديدليتر اضافه يگرم بر ميلميلي 5غلظت 

ميكروليتر  100به هر چاهك  ،سپس .گرفت رقرا توردرون انكوبا
DMSO (Merck, Germany) در نهايت پس از  .اضافه شد
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اي اتاق، ميزان جذب نوري دقيقه انكوباسيون در دم 15گذشت 
 (Epoch, BioTek, USA) توسط دستگاه اسپكتروفوتومترپليت 

 مهاري غلظت ،چنينهم .]28[ دنانومتر قرائت ش 570 در طول موج
(IC50) جهت حصول نتيجه بهتر و اطمينان از . نيز تعيين شد

ها سه بار تكرار دست آمده، هركدام از آزمايشصحت نتايج به
  :گرديد ي زنده طبق فرمول زير محاسبههاسلولدرصد . شدند
 =) تيمار مونهن جذب ميانگين /كنترل  نمونه جذب ميانگين( ×100
  زنده هايسلول صد در
  

  DAPI ايآميزي هستهرنگ

 DAPIفلورسنت است كه با قدرت به نواحي  يك رنگ
اين وسيله هب .]29[ شودمتصل مي DNAدر  تيمين- آدنينغني از 
براي . ها را از نظر مورفولوژي بررسي كردتوان سلولرنگ مي

 با گياه آويشنشده  پوشش داده نانوذرات نقرهبررسي تأثير 
ها بعد از كشت بر سلول HepG2سلولي بر روي رده  شيرازي

غلظت خانه با  6هاي كوت شده با كلاژن در يك پليت روي لامل
از ) ساعت 24در زمان  IC50غلظت (ليتر ميلي ميكروگرم بر 40
. ساعت انكوبه شدند 24مدت به ،سپس .تيمار شدند ذرات نقرهنانو

 15 تدمدرصد به 4ها با پارافرم آلدئيد ، سلولبعد از طي اين زمان
 5ت مدها بهو در نهايت سلول شدنددقيقه در دماي اتاق ثابت 

و سپس داده شدند ر قرا DAPIدقيقه در دماي اتاق تحت اثر رنگ 
ميكروسكوپ  باها ايجاد شده در مورفولوژي سلولتغييرات 

  .]30[ بررسي گرديد (Biomed, Korea) ورسنتلف
  
  ديايدم ديوپيوپر- آميزي اكريدين اورنجگرن

ها صورت سلولهسته تغييرات منظور بررسي اين روش به
، باشدمي رنگ سبز هاي سالم بهسلولدر اين روش هسته . گيردمي

 نارنجيزرد تا نگ راوليه به  تيكتوآپوپ هايسلولهسته كه درحالي
به رنگ  اندشده هايي كه دچار آپوپتوز ثانويهسلولهسته ، رنگكم

 به رنگاند نكروز شدهدچار  كه هاييسلول هستهو نارنجي تيره 
منظور تعيين روش به بنابراين از اين. ]31،32[ دشوتبديل ميقرمز 

براي انجام اين تست ابتدا  .شودولي استفاده مينوع مرگ سل
 غلظت كشت داده شدند و سپس با خانه 6ها در يك پليت سلول

از ) ساعت 24در زمان  IC50غلظت (ليتر ر ميليميكروگرم ب 40
-و بهشده تيمار شيرازي شده با گياه آويشن  پوششنقره  اتذرنانو

 جداسين پها با تريسلول ،سپس .ساعت انكوبه شدند 24مدت 
-وپرو ) Sigma, France(اكريدين اورنج هاي شدند و رنگ

-كرومي 10( ت مساويببا نس) Sigma, France(د ـيايدم پيديو

با ميكروسكوپ  وگرديد  به سوپانسيون سلولي اضافه) ليتر

  .قرار گرفتندمورد بررسي  فلورسنت
  

 جهت سنجش آپوپتوزد يايدم پيديووپر- 5 انكسينآزمون 

بيوماركرهاي فرآيند آپوپتوز، نفوذ فسفاتيديل يكي از 
 .]33[ باشدمي اي داخلي به غشاي خارجي پلاسماسرين از غش

- تواند به ميگيرد،  ديل سرين در سطح سلول قراريكه فسفاتزماني

شود رديابي  مي متصل 5انكسين آميزي فلورسنت كه با  وسيله رنگ
ي تشخيص فسفاتيديل برا 5انكسين از ذكر است كه لازم به .گردد

كه درحالي، شوداستفاده مي ارجي سلولسرين موجود در غشاي خ
هاي تمايز بين سلولبراي  يدايد مپيديووپر- 5انكسين  تركيباز 

 جهت انجام اين آزمون از .شودآپوپتوتيك و نكروتيك استفاده مي
استفاده  (Abcam, Germany)يد ايدم پيديووپر-5انكسين كيت 
خانه  6در پليت  HepG2صورت كه ابتدا رده سلولي يندبشد؛ 

ها و از كشت سلول زمان مناسببعد از گذشت  .دشداده كشت 
ميكروگرم بر  40ظت ها با غلسلول كف پليت ها بهچسبيدن سلول

ات نقره پوشش راز نانوذ) ساعت 24در زمان  IC50غلظت (ليتر 
د بع. يمار شدندشيرازي تده با عصاره آبي برگ گياه آويشن داده ش

و  هشدها از كف پليت جدا سلول، ساعت از تيمار 24از گذشت 
و  RPM 2000(و سپس سانتريفوژ  شدندل به درون اپندروف منتق

كردن محيط رويي، به هر حذف با . انجام شد )دقيقه 5مدت به
 5اضافه شد و سپس  Binding Buffer 1Xميكروليتر  500نمونه 

به هر نمونه  يدايدم پيديوپرو ميكروليتر 5و  5 انكسينميكروليتر 
در تاريكي انكوبه  دقيقه 5مدت ها بهنمونه ،سپس .گرديداضافه 

  .شدندبررسي  (BD, USA)فلوسيتومتر با دستگاه  و هشد
  

  روش آماري
- و به كمك آزمون SPSSافزار نرمكمي توسط هاي داده

) >05/0P( داريدر سطح معني Tukeyو  ANOVAآماري  هاي
  .تجزيه و تحليل شدند

  
  نتايج

 مخلوط از بعد دقيقه 40 حدود در نانوذرات توليد
 بعد و شد شروع اهگي برگ آبي عصاره با نقره نيترات محلول كردن

 اين. شد كامل نقره نانوذرات سنتز فرآيند ساعت 4 گذشت از
 نقره نانوذرات سنتز براي مناسب دماي. شد انجام pH=7 در فرآيند

 تغيير دهنده نشان عيني مشاهدات نتايج .بود گرادسانتي درجه 40
 اينشانه كه بود تيره ايقهوه سمت به رنگكم زرد از محلول رنگ
 واكنش از حاصل UV-VISنتايج  .باشدمي نانوذرات سنتز براي

سنتز  نقره نانوذرات كه داد نشان محلول در نقره هاييون كاهش
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  .باشندمي نانومتر 440 موج طول در جذب حداكثر يك دارايشده 
 نشاننيز  TEM عبوري الكتروني ميكروسكوپ از حاصل نتايج
 آويشن آبي عصاره از دهاستفا با شده سنتز نقره نانوذرات كه داد

 اما ،دارند وجهي پنج و كروي جمله از مختلفي اشكال شيرازي
 طيف مطالعات .داشتند شباهت وجهي پنج به شده سنتز ذرات اكثر

 نانو سطحي پوشش كه داد نشان) FT-IR( قرمز مادون سنجي

 كه دارد گياهي عصاره از حاصل طيف با مشابه الگويي نقره ذرات
 را نانوذرات سطح خوبيبه گياهي عصاره دهدمي نشان امر اين

 نور ديناميك تفرق روش نتايجچنين، هم .است دهدا پوشش
)DLS (16 حدود از هايياندازه داراي نقره نانوذرات كه داد نشان 
  .)1شكل شماره ( ندهست نانومتر 30 متوسط اندازه با نانومتر 70 تا

  

  
  )ب(                                                                                                                  )الف(                                               

  
  )د(                                                                                                         )ج(                                        

عكس ميكروسكوپ الكتروني  - ، بساعت 4فرابنفش بعد از گذشت -نتايج طيف سنجي نور مرئي -الف. نتايج سنتز نانوذرات نقره -1شكل شماره 
وط به نانوذرات نقره با رنگ سياه و نتايج حاصل از طيف سنجي مادون قرمز؛ طيف مرب - ج، گذاره از نانوذرات نقره سنتز شده با گياه آويشن شيرازي

  شده سنتز نقره نانوذرات ذرات اندازه توزيع نحوه: DLS نتايج -د، اي مشخص شده استطيف مربوط به عصاره آويشن با رنگ قهوه
 

  MTTآزمون  بررسي ميزان سميت سلولي با
با پوشش عصاره  نانوذرات نقرهاثرات  بررسي منظوربه

هاي د و تكثير سلولروي رش بر رازيشيآويشن  هاي گياهبرگ
 MTTسنجي -از روش رنگ HepG2سلولي  سرطاني رده
صورت ميزان بقاي به MTTنتايج حاصل از آزمون  .استفاده شد
  IC50 غلظت مهاري با تعيين .دگرديگزارش   IC50سلولي و 

ساعت و  24در  ليترميكروگرم بر ميلي 40 غلظتمشخص شد كه 
 50ساعت منجر به مرگ  48در ليتر ر ميليب مميكروگر 30 غلظت

مهار  MTTتايج حاصل از آزمون ن .ها شده استدرصد از سلول
هاي و زمان را در تكثير سلول غلظتصورت وابسته به قوي به

نمودار ( ادسط نانوذات نقره نشان د، توHepG2 سرطاني رده
  .)1شماره 

  
  جهت بررسي آپوپتوز DAPIآميزي رنگ

هاي سلول نشان داد كه در آزمونز اين نتايج حاصل ا
HepG2  پوشش داده شده توسط  نانوذرات نقرهپس از تيمار با

ميكروگرم بر  40با غلظت  شيرازي عصاره آبي برگ گياه آويشن
 .اندها قطعه قطعه شدهساعت هسته 24ليتر و بعد از گذشت ميلي

خارج شده و گرد ) چند وجهي(ها از حالت نرمال شكل هسته
 ،چنينهم .بودها وقوع آپوپتوزيس در اين سلول گربيانكه  شدند
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هاي بررسي تغييرات مورفولوژيك نشان داد كه برخي از سلول
چنين قطعه هم فشردگي كروماتيني و نانوذرات نقرهتيمار شده با 

باشند كه اين توجهي را دارا مي قطعه شدن كروماتيني قابل

ه آسيب سلولي پس از گذشت تغييرات مورفولوژيكي نشان دهند
  .)2شكل شماره (بود  نانوذرات نقرهساعت از تيمار با  24

  
  

شده با گياه آويشن دار پوششهاي تحت تيمار با نانوذرات نقره مقايسه ميانگين درصد زنده ماندن نمونه كنترل در مقايسه با نمونه -1نمودار شماره 
)>001/0P<() ** 01/0P<()*05/0P***(هاي مختلف در غلظت

  

  
  )الف(

 
  )ب(

  )X400 نمايي درشت( DAPI آميزيرنگ -2 شماره شكل
 تيمار هايسلول -، بدهندمي نشان را سالم هايسلول هافلش كنترل؛ گروه -الف

  .دندهمي نشان را شده قطعه قطعه يهاسلول هافلش نقره؛ نانوذرات با شده

  
   ديايدم ديوپوپر- اورنجن آميزي اكريديرنگ

هاي بررسي نتايج حاصل از اين تست نشان داد كه سلول
HepG2  عصاره توسط  پوشش شدهنانوذرات نقره پس از تيمار با

و بعد از ليتر ميكروگرم بر ميلي 40با غلظت  شيرازي گياه آويشن
   .)3شكل شماره ( اندشدهدچار آپوپتوز  ساعت 24گذشت 

  

  
  )الف(

   
  )ب(

 دـيايد مپيديووپر-اورنج اكريدين آميزي گرن -3 شماره شكل
  )X400 نمايي درشت(

 شده تيمار هايسلول - ب، دهندمي نشان را سالم هايسلول هافلش كنترل؛ گروه - الف
  .دهندمي نشان را نقره ناتوذرات توسط سلولي مرگ القاي هافلش نقره؛ نانوذرات با
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 كنترل گروه در باشدمي مشخص هم تصاوير در كه طورهمان
 بودن زنده و سالم نشانه كه باشندمي سبز رنگ به هاهسته تمامي
 نانوذرات با شده تيمار هايسلول در كهدرحالي ،باشدمي هاسلول

 تغيير نقره پوشش شده توسط عصاره گياه آويشن شيرازي شاهد
نارنجي و  زرد، هايرنگ سمت به سبز رنگ از هاسلول هسته رنگ

 مرگ القاي براي اينشانه رنگ تغييرات اين كه هستيم تيره نارنجي
   .باشدمي تيمار تحت هايسلول در سلولي

  
 يدايدم پيديووپر- 5 آزمون انكسين

نشان داد يد ايدم پيديووپر- 5 بررسي نتايج آزمون انكسين
 95هاي گروه كنترل در حدود سلول بودن زنده درصد كهدرحالي
نانوذرات هاي تيمار شده با سلولدر درصد اين ، باشدميدرصد 

ميكروگرم  40با غلظت  شيرازي عصاره گياه آويشن نقره با پوشش
 .كاهش يافته استدرصد  50 بهساعت  24بر ليتر و بعد از گذشت 

ها دچار درصد سلول 34در حدود هاي تحت تيمار در سلول
ها در حال درصد سلول 10، در حدود بودندآپوپتوز ثانويه شده 

ها دچار مرگ درصد سلول 5و در حدود  بودنداوليه آپوپتوز 
  .)2شماره  نمودار( بودنديك شده تنكرو

  )الف(                                

  )ب(                                   

  Annexin V-FITC آزمون نتايج -2 شماره نمودار
-سلول -ب، باشنديم سالم و زنده هاسلول درصد 95 حدود در كنترل؛ گروه -الف

 درصد 34 حدود در شودمي مشاهد طوركههمان نقره؛ نانوذرات با شده تيمار هاي
  .اندشده ثانويه آپوپتوز دچار هاسلول

  حثب
با پوشش عصاره نانوذرات نقره ژوهش تجربي در اين پ

هاي گياه عصاره برگ .توليد گرديدشيرازي  آويشنگياه هاي برگ
هاي ركيبات فنولي است كه در كاهش يونآويشن شيرازي غني از ت

عنوان عامل پوشش اين عصاره به ،چنينهم .باشدنقره مؤثر مي
ر اين اثدر نهايت  .كنددهنده و پايدار كننده نانوذرات نقره عمل مي

چنين توانايي القاي آپوپتوز ها و همبر ميزان بقاي سلولات رنانوذ
مورد بررسي  HepG2هاي سرطاني رده اين نانوذرات در سلول

نشان داد  MTTي حاصل از آزمون هانتايج بررسي .قرار گرفت
و زمان منجر  غلظتصورت وابسته به به ندتوانمي اين نانوذراتكه 
مشخص  IC50با محاسبه  .ها شوندپذيري سلوله كاهش زيستب

 30 غلظت ساعت و 24در ليتر ميكروگرم بر ميلي 40 غلظتشد كه 
درصد از  50ساعت منجر به مرگ  48در  ليترليميكروگرم بر مي

موضوع ديگري كه در اين پژوهش مورد  .ها شده استسلول
هاي آپوپتوز در سلولبررسي قرار گرفت بررسي توانايي ايجاد 

پوپتوز يا مرگ آ .بود نانوذرات نقرهتوسط  HepG2 سرطاني رده
 يك مكانيسم بسيار مهم براي همه ليبرنامه ريزي شده سلو

ها، حفظ پرسلولي جهت كنترل تكثير سلولموجودات زنده 
هاي هموستاز طبيعي بدن و نيز فرآيندي براي از بين بردن سلول

 هايي كه دچار مرگ آپوپتوزيسلول .باشدمضر و غير ضروري مي
دهند؛ از شوند تغييرات مورفولوژيكي متعددي از خود نشان ميمي

سلولي، از دست دادن  ضنقباكوچك و جمع شدن سلول، ا: جمله
ها، از هم چسبندگي به ماتريكس خارج سلولي، تراكم كروماتين

-همين دليل در سالبه .و قطعه قطعه شدن هسته گسيختگى هسته

هايي كه بتواند مسير هاي اخير توجه زيادي به داروها يا روش
ها را از هاي سرطاني برگرداند و آنسيگناليك آپوپتوز را به سلول

در اين پژوهش براي بررسي تغييرات  .]6[ شده است ،ردبين بب
در القاي  نانوذرات نقرهمنظور بررسي توانايي مورفولوژيك هسته به

نتايج نشان داد كه . استفاده شد DAPIآميزي آپوپتوز از رنگ
و بعد از گذشت  ليترميكروگرم بر ميلي 40با غلظت  نانوذرات نقره

هاي تيمار شده را در سلولوز ساعت، توانايي القاي آپوپت 24
هاي تحت ها در نمونهكه قطعه قطعه شدن هستهنحويبه ؛دارند

در اين  ،چنينهم .خوبي مشخص بودتيمار نسبت به گروه كنترل به
نانوذرات مطالعه براي تعيين نوع مرگ سلولي القاء شده توسط 

اده اتيديوم برومايد استف-آميزي اكريدين اورنجز روش رنگا نقره
كند و هسته هاي زنده نفوذ ميلاورنج تنها به سلو اكريدين. شد

اتيديوم كه درحالي ،آوردرنگ سبز در ميها را به اين سلول
 را از دست خود غشاي استحكام كه هاييجذب سلول برومايد فقط

- رنگ ميها را نارنجي تا قرمز اين سلول هسته و شده باشند داده
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سبز رنگ نشان  و يكنواخت هستهداراي  يهادر نتيجه سلول. كند
-هسته اي دارايهسلول كهحاليدر ،زنده هستند هايسلول هدهند

 كه در هاييسلول باشند وهاي زرد رنگ، نمايانگر آپوپتوز اوليه مي

رنگ  و قطعه شده قطعه ههست داراي ،هستند ثانويه آپوپتوز مرحله
در اين طور كه نهما. ]31،32[ باشندمي نارنجي تيره تا قرمز

به  نانوذرات نقرهبا  ها پس از تيماركرديم سلولپژوهش مشاهده 
اين نشان دهنده امر كه اين ه بودند درآمد هاي زرد و نارنجيرنگ

-ها از نوع آپوپتوزيس مياست كه مرگ القا شده در اين سلول

نشان دهنده توانايي د يايدم پيديووپر- 5 انكسيننتايج آزمون  .باشد
هاي تيمار شده با غلظت در سلول نانوذرات نقرهآپوپتوز توسط  القا
تفسير نمودار . ساعت بود 24ميكروگرم بر ليتر و بعد از گذشت  40

درصد  95هاي گروه كنترل در حدود كه سلولنشان داد درحالي
دچار آپوپتوز  نانوذرات نقرههاي تيمار شده با زنده هستند، سلول
. اندها دچار آپوپتوز ثانويه شدهسلولدرصد  34شده و در حدود 

 دارد و نشان سازگاريتمامي نتايج حاصل از اين مطالعه باهم 
هاي سرطاني رده سلولدر نانوذرات نقره مهاري  اثراتدهنده 

HepG2 باشدمي.Faedmaleki   نانوو همكاران اثرات سميت -

هاي لولو س HepG2هاي سرطاني رده سلول بررا  ذرات نقره
بررسي كردند و دريافتند كه ) كبد موشهاي اوليه سلول(عي طبي

- دگي بر روي رشد سلولكنن برابر بيشتر اثر مهار 44 ات نقرهنانوذر

تواند مربوط هاي طبيعي دارد كه اين مينسبت به سلولهاي سرطاني 
بر روي سيستم اكسيداسيون سلول باشد  نقره نانوذراتبه اثرگذاري 

هاي رده اليت تنفسي ميتوكندريال در سلولو باتوجه به اينكه فع
آنها بيان كردند كه  ،هاي سالم استبيشتر از سلول HepG2سرطاني 

تواند يك روش بالقوه براي درمان مي نقره نانوذراتاستفاده از 
دهنده  نيز نشانحاضر پژوهش نتايج حاصل از  .]34[سرطان باشد 
هاي سرطاني تكثير سلولبر روند رشد و  نانوذرات نقرهاثرات مهاري 

اثرات نانوذرات نقره سنتز  همكاران و Baharara. بود HepG2رده 
در را  (Achillea biebersteinii) هاي بومادرانشده با عصاره گل

نتايج . بررسي كردند MCF-7هاي رده القاي مرگ سلولي در سلول
ظت صورت وابسته به غلدست آمده نشان داد كه نانوذرات نقره بهبه

 .شوندمي MCF-7هاي رده و زمان سبب مهار رشد و تكثير سلول
هاي در سلول هستهيكي ژرات مورفولويبراي بررسي تغي ،چنينهم

 .استفاده شد DAPIآميزي تيمار شده با نانوذرات نقره از روش رنگ
هاي هاي مورفولوژيكي نشان داد كه نوكلئيك اسيدنتايج بررسي

اند كه اين امر نشانه ايجاد آپوپتوز در دهوضوح تكه تكه شبههسته 
نتايج ]. 35[ تيمار شده با نانوذرات نقره بود MCF-7هاي رده سلول

تكثيري نانوذرات  حاصل از اين پژوهش كه نشان دهنده اثرات ضد
. باشدسو ميحاضر هم با نتايج حاصل از مطالعه ،باشدنقره مي

Govender سنتز شده توسط گياه و همكاران اثرات نانوذرات نقره 

Albizia adianthifolia  هاي سرطان سلول درالقاي آپوپتوز  بررا
داد كه   نتايج بررسي آنها نشان. بررسي كردند A549ريه رده 

- به(ها موجب كاهش زنده ماندن سلول شدهنانوذرات نقره سنتز 

افزايش ميزان آپوپتوز از طريق مسير  و )صورت وابسته به غلظت
به مطالعه  و همكاران Çiftçi. ]1[ دنشومي) ميتوكندري(دروني 

بررسي اثرات سيتوتوكسيك و آپوپتوزي نانوذرات نقره در رده 
نانوذرات نشان داد كه آنها مطالعه  نتايج. پرداختند MCF-7سلولي 

صورت وابسته به غلظت ها بهنقره بر روي زنده ماندن و بقاي سلول
نتايج اين پژوهش نشان داد كه  ،چنينهم .اثر قابل توجه دارند

هاي مذكور در سلولنانوذرات نقره باعث ايجاد آپوپتوز و نكروز 
نانوذرات ضد تكثيري اثرات  و همكاران Hekmat. ]36[شوند مي

. بررسي كردند MCF7و  T-47Dهاي سلولي عليه ردهبر را نقره 
 در اين پژوهش براي بررسي تغييرات مورفولوژيكي و نيز بررسي

هاي تيمار شده با نانوذرات نقره از روش روند آپوپتوز در سلول
هاي قطعه قطعه شده مشاهده هسته .استفاده شد DAPIآميزي رنگ
براي  ،چنينهم. ها بوداي براي وقوع آپوپتوز در اين سلولهنشان

هاي كه دچار مرگ سلول دتعداتعيين نوع مرگ سلولي و محاسبه 
- 5 از آزمون انكسين ،ك شده بودنديتآپوپتوتيك و مرگ نكرو

دهنده افزايش آناليز اين آزمون نشان .استفاده شديد ايدم پيديووپر
هاي تيمار شده با نانوذرات هاي آپوپتوتيك در سلولدرصد سلول

نتايج تمامي اين مطالعات با . ]15[ نقره نسبت به گروه كنترل بود
ه اثرات مهاري دهند باشد و نشانسو مينتايج پژوهش حاضر هم

هاي سرطاني و نيز توانايي نانوذرات نقره بر روند رشد و تكثير سلول
  .باشدها توسط اين نانوذرات ميالقا آپوپتوز در سلول

  
  گيرينتيجه

نتايج حاصل از اين مطالعه آزمايشگاهي نشان داد كه 
- ميشيرازي  هاي گياه آويشنبا پوشش عصاره برگرات نقره نانوذ

را متوقف  HepG2ي سرطاني رده هاو تكثير سلول توانند رشد
كاربرد اين  ،لذا .ها شونددر اين سلول و باعث القاي آپوپتوز نموده

تواند در مطالعات مربوط به درمان سرطان كبد مفيد نانوذرات مي
  .واقع شود

  
  تشكر و قدرداني

 ران محترم مركز تحقيقاتهمكاكليه از  وسيلهبدين
واحد  دانشگاه آزاد اسلامي كوين جانوري،ت كاربرديبيولوژي 

 11130517932006كه در اجراي اين طرح با كد مصوب  مشهد
  .شودتشكر مي داشتند همكاري
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