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Abstract �

  Yasaman Alizadeh Kolangestani1, Ali Salehzadeh2* 

1MSc, Department of Biology, Tabriz Branch, Islamic Azad University, Tabriz, Iran
2Associate professor, Department of Biology, Ra.C., Islamic Azad University, Rasht, Iran

10.71631 /zisti.2024.1210174  

Introduction: The application of magnetic nanoparticles for effective drug deliv-
ery to cancer tissues has gained attention. This study was conducted to determine 
the anticancer effects of magnetic iron oxide nanoparticles functionalized with glu-
cose and conjugated with thymol (Fe3O4@Glu-Thymol NPs) on a liver cancer cell line.

Materials and Methods: Physicochemical assays including FT-IR, XRD, EDS, scanning elec-
tron microscopy, DLS, and zeta potential were performed to determine the functional 
groups, crystal structure, shape, size, and surface charge of the nanoparticles. The cytotox-
ic effects of nanoparticles on the liver cancer cell line (HepG2) and normal cell line (HDF) 
were performed using MTT assay. Flow cytometry was used to determine the percentage of 
apoptotic cells and real-time PCR was used to assess the expression of the caspase-8 gene.

Results: Fe3O4@Glu-Thymol NPs had a spherical shape, diameter of less than 60 nm, a sur-
face charge of -13.5mV, and a hydrodynamic diameter of 515nm. The nanoparticles exhibit-
ed concentration-dependent toxicity for liver cancer cells, and their IC50 in cancer and nor-
mal cell lines was 67.5 and 175 μg/mL, respectively. Flow cytometry showed that Fe3O4@
Glu-Thymol NPs caused a significant increase in the percentage of early and late apopto-
sis, and the expression of the caspase-8 gene in treated cells increased by 2.45-fold (p<0.001).

Conclusion: The results of this study indicate the effective inhibitory effects of 
Fe3O4@Glu-Thymol NPs on liver cancer cells, which can be helpful in the develop-
ment of effective magnetic nanodrugs for targeted drug delivery to liver cancer tissues.
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مقدمـــه: اســـتفاده از نانوذرات مغناطیســـی برای دارورســـانی مؤثر به بافت هـــای سرطانی مورد توجه قرار گرفته اســـت. 

ایـــن مطالعه با هـــدف تعیین اثـــرات ضدسرطانی نانوذرات اکســـید آهن مگنتیک عامل دار شـــده با گلوکـــز و کنژوگه با 

تیمـــول )   Glu-Thymol@دNPs  Fe3O4( بر ـــسلول های رده سرطان کبد انجام ـــشد.

مـــواد و  روش: آزمایش‌های فیزیکوشـــیمیایی شـــامل FT-IR، XRD، EDS، تصویربرداری میکروســـکوپ الکترونی، DLS، و 

پتانســـیل زتا به منظور تعیین گروه های عاملی، ســـاختار کریســـتالی، شـــکل، اندازه، و بار ســـطحی نانوذرات انجام شـــد. 

اثرات سیتوتوکســـیک نانوذرات بر ســـلول های رده سرطان کبـــد )HepG2( و رده نرمال )HDF( با آزمایش MTT بررســـی 

شـــد. آزمایش فلوســـایتومتری به منظـــور تعیین درصد ســـلول های آپوپتـــوزی و real-time PCR برای تعییـــن میزان بیان 

ژن کاســـپاز-8 استفاده شد. 

نتایـــج: نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4دارای شـــکل کروی، ابعاد کـــمتر از 60 نانومتر، بار ســـطحی 13/5- میلی ولت و 

قطـــر هیدرودینامیـــک 515 نانومتر بودند. این نانوذرات دارای ســـمیت وابســـته بـــه غلظت برای ســـلول های سرطان کبد 

بودنـــد و غلظـــت نیمه مهـــاری آنان در ســـلول های سرطانی و نرمـــال بـــه ترتیـــب 67/5  و 175 میکروگرم/میلی‌لیتر بود. 

آزمایش فلوســـایتومتری نشـــان داد که نانوذرات  Glu-Thymol@دFe3O4 ســـبب افزایش معنادار در میزان آپوپتوز ســـلولی 

اولیه و تأخیری شـــدند و بیان ژن کاســـپاز-8 در ســـلول های تیمار شـــده به میزان p > 0.001( 2/45( براـــبر افزایش یافت.

نتیجـــه گیری: نتایج این مطالعه نشـــان دهنده اثـــرات مهاری مؤثر نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 بر ســـلول های رده 

سرطـــان کبد بوده که می تواند در توســـعه نانو داروهای مغناطیســـی مؤثر به منظور دارورســـانی هدفمنـــد به بافت های 

باـــشد سرطانی کبد کمک کننده 
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سرطـــان کبد یکـــی از شـــایع ترین انـــواع سرطان اســـت به 

طـــوری که با میزان اکتســـاب ســـالیانه حدود یـــک میلیون 

نفر، ششـــمین نوع شـــایع سرطـــان در نظر گرفته می شـــود. 

این بـــیماری از نرخ تلفات بســـیار بالایی برخوردار اســـت و 

ســـالانه بیـــش از 830 هزار مـــورد مرگ در اثـــر این بیماری 

در دنیـــا ثبـــت می شـــود، بـــه طوری کـــه پـــس از سرطان 

ریه، ایـــن بیماری بـــه عنـــوان دومین نوع کشـــنده سرطان 

شناخته می شـــود )1(. شـــیوع فزاینده و نرخ کشندگی بالای 

این بیماری نشـــان دهنـــده کارایی پایین روش هـــای درمانی 

کنونـــی بر علیـــه این بیماری اســـت. در ســـالیان گذشـــته 

درمان هـــای دارویـــی متعددی بـــرای این بـــیماری معرفی 

شـــده اند، با این حال بســـیاری از این داروها یـــا از اثرگذاری 

قابل قبولـــی برخوردار نیســـتند و یا دارای اثـــرات جانبی و 

ســـمیتی زیادی هســـتند. به همین دلیل نیاز بـــه روش های 

درمانـــی هدفمند، با کمترین آســـیب به ســـلول های ســـالم، 

باعث شـــده اســـت کـــه توســـعه نانـــوذرات مغناطیســـی 

به عنـــوان حامل های دارویـــی و عوامـــل ضدسرطانی، مورد 

توجـــه ویژه قرار گیـــرد  )2(.

پیدایـــش فناوری نانـــو امیدهای زیـــادی را در زمینه طراحی 

داروهـــای جدیـــد، بهینه ســـازی داروهای موجـــود و بهبود 

روش هـــای دارو رســـانی ایجـــاد کرده اســـت. اســـتفاده از 

نانـــو داروهـــا می تواند بر برخی از مشـــکلات رایج شـــیمی 

درمانـــی ماننـــد ناپایـــداری دارو درون بـــدن و پاک ســـازی 

سریع دارو، اثرات ســـمیتی ناخواســـته، دسترســـی زیستی و 

اثر بخشـــی محـــدود داروهـــا غلبه کنـــد. نانـــوذرات فلزی 

از جایـــگاه ویـــژه ای در مطالعـــات پژوهشـــی ضد سرطان 

برخـــوردار هســـتند. در ســـالیان اخیر مطالعـــات زیادی در 

مـــورد اثر ضدسرطانی نانـــوذرات مختلف فلـــزی مانند نقره، 

روی، کبالت، تیتانیوم و ... انجام شـــده اســـت )3(. نانوذرات 

مغناطیســـی اکســـید آهن علاوه بر دارا بودن اندازه کوچک، 

ســـمیت پایین و زیســـت ســـازگاری قابل قبـــول، می توانند 

به منظـــور دارو رســـانی هدفمند بـــه بافت هـــای توموری 

مورد اســـتفاده قرار گیرنـــد. هدایت مغناطیســـی داروهای 

ضـــد سرطانی متصل بـــه نانوذرات اکســـید آهـــن می تواند 

از پراکنـــش ناخواســـته ذرات در بـــدن جلوگیری کـــرده و با 

افزایـــش موضعی غلظـــت دارو در بافت های هدف ســـبب 

افزایش اثربخشـــی و کاهش اثرات ســـمیتی ناخواسته شیمی 

درمانی شـــود )4(

تیمول، یک مشـــتق فنلی مونوترپن طبیعی با نام شـــیمیایی 

2-ایزوپروپیل-5-متیـــل فنول اســـت. این ماده و مشـــتقات 

آن بـــه طور گـــسترده در پزشـــکی، لـــوازم آرایشـــی، غذا و 

صنایع کشـــاورزی اســـتفاده می شـــوند. تیمول فعالیت های 

بیولوژیکـــی متنوعی دارد، کـــه از جمله می تـــوان به اثرات 

آنتی اکســـیدانی، ضدالتهابی، ضدمیکروبی، ضـــد دیابتی و ... 

اشـــاره نمود. شـــواهد متعددی در دست هســـتند که نشان 

می دهنـــد تیمـــول از اثرات ضـــد سرطانی قابـــل توجهی بر 

علیه رده های مختلف ســـلول های سرطانی برخوردار اســـت. 

مطالعات پیشـــین نشـــان داده انـــد که تیمول و مشـــتقات 

آن فعالیت ضـــد سرطانی خـــود را از طریق مکانیســـم های 

متعددی از جمله مهار رشـــد ســـلولی، القای آپوپتوز، افزایش 

تولیـــد گونه های فعال اکســـیژن و فعال کـــردن پروتئین های 

محـــرک آپوپتـــوز ماننـــد کاســـپازها اعمال می کننـــد. با این 

حال، مشـــابه با بســـیاری از فلاونوئیدهای طبیعـــی، تیمول 

از حلالیـــت آبی کمی برخوردار اســـت، ویژگی ای که ســـبب 

کاهش دسترســـی زیســـتی و کاربردهای دارویـــی این ماده 

   .)6-5( می شود 

کاســـپاز ها گروهـــی از پروتئین هـــای با خاصیـــت پروتئازی 

هســـتند کـــه در یک زنجیـــره آبشـــاری به دنبـــال یکدیگر 

فعال شـــده و با بـــرش پروتئولیتیـــک پروتئین های ســـلولی 

ســـبب آغاز و پیشروی آپوپتوز می شـــوند. کاســـپازهای -8 و 

-9 نقـــش کلیـــدی در شروع زنجیره واکنش های فعال ســـازی 

کاســـپازها دارند و به ترتیب کاســـپاز آغازگر در مســـیرهای 

آپوپتوز بیرونی و درونی شـــناخته می شـــوند. بـــا این حال، 

کاســـپاز-8 به دلیل اثراتی کـــه بر روی برخـــی پروتئین های 

ضدآپوپتـــوز دارد، می توانـــد در پـــیشروی مســـیر بیرونـــی 

آپوپتـــوز نیـــز دخیل باشـــد )7(. بـــه همین دلیـــل، افزایش 

بیـــان و فعالیت این پروتئین یک شـــاخص کلیـــدی در القای 

آپوپـــتوز ـــسلولی در نظر گرفته میـــشود

تیمـــول، به عنوان یـــک ترکیب فنولی با خـــواص ضدسرطانی 

اثبات شـــده، می توانـــد در قالـــب نانـــوذرات اکســـید آهن 

مغناطیســـی به طور مؤثـــری به ســـلول های سرطانی منتقل 

شـــود. لـــذا این مطالعـــه با هدف ســـنتز و ارزیابـــی اثرات 

ضدسرطانـــی نانوذرات اکســـید آهـــن مگنتیـــک کنژوگه با 

تیمول بر رده ســـلولی سرطان کبد و بررســـی مکانیســـم های 

مولکولـــی احتمالی آن انجام شـــد تا بتـــوان گامی در جهت 

توـــسعه نانو داروـــهای هدفمند و موثر برداـــشت

مقدمه

دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره3 
علیزاده و همکاراناثر سایتوتوکسیک نانوذره...
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انیی و همکاران جهه
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مواد و روش ها

سنتز نانوذرات
به منظور ســـنتز نانوذرات اکســـید آهـــن )Fe3O4(، در ابتدا 

7/57 گرم FeCl3.6H2O و 3/17 گـــرم FeCl3.6H2O )شرکت 

مـــرک آلمان( در 300 میلی لیتر آب مقطر حل شـــدند در دمای 

80 درجـــه ســـانتی گراد به مدت یک ســـاعت حـــرارت داده 

شـــدند. در ادامه 40 میلی لـــیتر محلول یک نرمـــال آمونیاک 

)شرکت مرک آلمان(  افزوده شـــد و مخلـــوط واکنش به مدت 

3 ســـاعت در دمای 80 درجه ســـانتی گراد حرارت دهی شـــد. 

پس از تشـــکیل نانوذرات Fe3O4، مخلوط واکنش سانتریفوژ 

)مـــدل UNIVERSAL 320 شرکت Hettich آلمان( شـــده و 

 UNB نانوذرات با آب مقطر شســـته و ســـپس در آون )مدل

100 شرکت Memmert آلمان( خشـــک شـــدند. بـــرای بهبود 

اتصال نانـــوذرات به تیمول)شرکت ســـیگما آلدریـــچ آلمان(، 

نانوذرات ســـنتز شـــده با اســـتفاده از گلوکـــز )شرکت مرک 

آلمان(  عامـــل دار شـــدند. برای عامـــل دار کـــردن نانوذرات 

اکســـید آهن، یک گـــرم Fe3O4 و 0/5 گـــرم D-گلوکز به 60 

میلی لـــیتر آب مقطـــر اضافه شـــدند و مخلـــوط واکنش به 

 SONIC مـــدت 30 دقیقه در دســـتگاه اولتراســـونیک )مدل

6MX شرکـــت GTSONIC چیـــن( و ســـپس بـــه مدت 30 

دقیقـــه در دمای 180 درجه ســـانتی گراد حرارت داده شـــد. 

ســـپس، نانوذرات عامل دار شـــده جداسازی شـــدند، و با آب 

مقطـــر و اتانول شســـته شـــدند و در نهایـــت در دمای 70 

درجه ســـانتی گراد خشـــک شـــدند. در مرحله بعد، یک گرم

Glu-Thymol@دFe3O4  و 100 میلی گـــرم تیمول به 50 میلی لیتر 

آب مقطـــر اضافه شـــدند، به مـــدت 30 دقیقه در دســـتگاه 

اولتراســـونیک قرار گرفتند و ســـپس مخلوط واکنش به مدت 

24 ســـاعت در دمای اتاق هم زده شـــد. در پایـــان، نانوذرات 

Glu-Thymol@دFe3O4 بـــا اســـتفاده از ســـانتریفوژ جمع آوری 

شـــده و با اســـتفاده از خشـــک کن انجمادی خشـــک شدند  

)8(

تعیین ویژگی های فیزیکی و شیمیایی نانوذرات
FT- آنالیزهـــای فیزیکوشـــیمیایی مـــورد اســـتفاده شـــامل

آنالیز  الکترونـــی،  IR، XRD، تصویربـــرداری میکروســـکوپ 

عـــنصری )EDS(، تعیین پتانســـیل زتا و DLS بـــود. آزمایش 

-Nicolet IR با اســـتفاده از دستگاه اســـپکتروفتومتر FT-IR

100 در محـــدوده جذبـــی 400 تـــا cm 4000-1 و با هدف 

ارزیابـــی گروه هـــای عاملـــی نانـــوذرات Fe3O4، تیمول و

 XRD آزمایـــش  پذیرفـــت.  انجـــام   Fe3O4د@Glu-Thymol

نیـــز به منظـــور تخمیـــن ســـاختار کریســـتالی نانـــوذرات

 Glu-Thymol@دFe3O4و بـــا اســـتفاده از منبـــع پرتـــو کبالت 

 XPert و توســـط دســـتگاه شکســـت اشـــعه ایکس با مدل

Pro )شرکـــت Malvern Panalytical هلنـــد( انجـــام شـــد. 

تصویربـــرداری میکروســـکوپ الکترونـــی گذاره و نـــگاره با 

 TEM  900-Zeiss EM میکروســـکوپ های  از  اســـتفاده 

)آلمان( و SEM TESCAN Mira3 )جمهـــوری چـــک( و بـــا 

هـــدف تعیین شـــکل و انـــدازه ذرات انجام شـــد و از آنالیز 

EDS بـــه منظور آنالیـــز عنصرهـــای تشـــکیل دهنده ذرات 

کمک گرفته شـــد. همچنیـــن، آزمایش های تعیین پتانســـیل 

زتـــا و DLS )مـــدل Zetasizer Nano ZS / ZSP شرکـــت 

اندازه گیـــری  هـــدف  بـــا  هلنـــد(   Malvern Panalytical

بار ـــسطحی و قـــطر هیدرودینامـــیک ذرات انجام ـــشدند

رده های سلولی و کشت سلول
رده های ســـلولی مورد اســـتفاده در این پژوهش شـــامل رده 

ســـلولی HDF، بـــه عنوان رده ســـلول نرمال، و رده ســـلولی 

HepG2، به عنوان رده ســـلولی سرطان کبد بود. ســـلول های 

مورد اســـتفاده از بانک ســـلولی انستیتو پاســـتور ایران تهیه 

شـــدند. کشت ســـلول ها در محیط کشـــت DMEM )شرکت 

 )FBS( حـــاوی 10 درصد سرم جنیـــن گاوی )آمریـــکا Gibco

)شرکـــت Gibco آمریـــکا( و پنـــی سیلین-استرپتومایســـین 

)شرکـــت PanBiotech آلمان( انجـــام شـــد و ســـلول ها در 

انکوباتـــور )مـــدل ICB 150 شرکـــت Memmert آلمان( بـــا 

دمـــای 37 درجه ســـانتی گراد و غلظت دی اکســـید کربن %5 

ــشد داده شدند رـ

تعیین زنده مانی سلول ها
از آزمایـــش MTT به منظـــور اندازه گیری میـــزان زنده مانی 

ســـلول های تیمار شـــده بـــا غلظت های مختلـــف نانوذرات 

اســـتفاده شـــد. برای انجام این آزمایش، در ابتدا سلول ها در 

چاهک های پلیت 96 خانه کشـــت ســـلولی بـــا تراکم 10000 

ســـلول در هر چاهک تقســـیم شـــدند و ســـپس غلظت های 

مختلـــف از نانوذرات از 7/81 تـــا 500 میکروگرم/میلی لیتر به 

چاهک هـــا اضافه شـــد. چاهک هایی هم بدون اضافه شـــدن 

نانوذرات به عنوان شـــاهد در نظر گرفته شـــدند. ســـلول ها 

بـــه مدت 24 ســـاعت در دمـــای 37 درجه ســـانتی گراد قرار 

 0/5 MTT داده شـــدند. در ادامه 100 میکرو لـــیتر از محلول

میلی گرم/میلی لـــیتر بـــه هر چاهک اضافه شـــد و ســـلول ها 
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نتایج انتشار دیســـک و چاهک متابولیت آسپرژیلوس 
ترئوس و فوزاریوم روی اســـتافیلوکوک اورئوس

مقادیـــر 20، 40 ، 60 و 80 میکرولیتر متابولیت آســـپرژیلوس 

ترئوس روی دیســـک در محیط کشـــت تریپتیک ســـوی آگار 

قـــرار گرفـــت و بعد انکوباســـیون، قطـــر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 17، 24 ، 28 و 30 میلـــی متر ایجـــاد کرد و قطر 

هالـــه عدم رشـــد آنتی بیوتیـــک ونکومایســـین 22 میلی متر 

بدســـت آمد. مقادیـــر 100، 150 و 200 میکرولیتر متابولیت 

آســـپرژیلوس ترئوس در روش چاهک بعد انکوباســـیون، قطر 

هاله عدم رشـــد به ترتیـــب 31، 35 و 40 میلی متر ایجاد کرد. 

در انتشـــار دیســـک برای فوزاریـــوم با مقادیـــر مذکور قطر 

هاله عدم رشـــد بـــه ترتیـــب 8، 11 ، 12 و 15 میلی متر ایجاد 

کـــرد. در روش چاهک بـــرای فوزاریوم، قطر هاله عدم رشـــد 

بـــه ترتیـــب 16، 18 و 20 میلی متر بدســـت آمد )شـــکل ۲(. 

نتایـــج آماری نشـــان داد که مقادیر مختلـــف متابولیت تاثیر 

متفاوتـــی بـــر قطر هاله عدم رشـــد داشـــتند و بـــا افزایش 

غلظـــت متابولیت، قطر هاله عدم رشـــد نیـــز افزایش یافت 

 )P≥ 0/05( و معنی دار شـــد

بـــه مـــدت 4 ســـاعت در 37 درجه ســـانتی گراد قـــرار داده 

شـــدند. ســـپس محتویات چاهک ها با اســـتفاده از ســـمپلر 

تخلیه شـــد و مقـــدار 200 میکـــرو لیتر DMSO بـــه منظور 

حـــل کردن کریســـتال های فورمـــازان افزوده شـــد. پس از 30 

دقیقه، مقـــدار جذب نوری هـــر چاهک در طـــول موج 570 

نانومتر با اســـتفاده از یک دســـتگاه خوانشـــگر پلیت سنجش 

شـــد و میزان زنده مانی ســـلول ها بـــا اســـتفاده از رابطه زیر 

محاســـبه شد )9(

آزمایش فلوسایتومتری
بـــه منظور تعییـــن اثر تیمار ســـلول های رده سرطـــان کبد با 

نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 بر میزان آپوپتوز ســـلولی، در 

ابتدا ســـلول های رده HepG2 کشـــت داده شـــدند و سپس 

غلظت نیمه مهـــاری )IC50( نانوذرات به مدت 24 ســـاعت 

تیمار شـــدند. ســـلول های تـــیمار نشـــده به عنوان شـــاهد 

در نظـــر گرفتـــه شـــدند. در ادامه، ســـلول ها بـــا بافر نمکی 

فســـفات )PBS( شستشـــو داده شدند و ســـپس با استفاده 

 Annexin V و   )propidium iodide (PI رنگ هـــای  از 

رنگ آمیـــزی شـــدند. در پایان، ســـلول ها با اســـتفاده از یک 

دســـتگاه فلوســـایتومتری Partec )ســـاخت آلمان( به منظور 

تعیین درصد ســـلول های آپوپتـــوزی آنالیز شـــدند )10(

تعیین میزان بیان ژن کاسپاز-8
در ابتـــدا ســـلول های رده سرطـــان کبـــد بـــا غلظـــت نیمه 

مهاری نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 به مدت 24 ســـاعت 

تیمار شـــدند. ســـپس، ســـلول ها جمع آوری و بـــا بافر نمکی 

فسفات شستشـــو داده شـــدند. در ادامه، محتوی RNA تام 

 TriZolTM,( ســـلولی با اســـتفاده از محلول تجاری ترایزول

بعـــد،  مرحلـــه  در  و  شـــده  اســـتخراج   )ThermoFisher

 cDNA AddBio توســـط کیت ســـنتز ، cDNA مولکول های

)کـــره جنوبی( و طبق دســـتورالعمل ســـازنده کیت ســـاخته 

شـــدند. از ژن GAPDH به عنوان ژن کنترل داخلی اســـتفاده 

شـــد و تکثیر ژن ها با اســـتفاده از مستر میکس ســـایبر گرین 

PCR (AddBio، کـــره جنوبی( انجام شـــد. بیان نســـبی ژن 

کاســـپاز-8 با اســـتفاده از روش ΔΔct-2 محاســـبه شد )11(. 

جدول 1.توالی پرایمرهای مورد استفاده در این مطالعه

آنالیز آماری

آزمایش هـــای MTT و بیان ژن در ســـه تکرار انجام شـــدند 

 p>0/05 با ســـطح معنـــی داری ANOVA و از آزمون آماری

اســـتفاده شـــد. بـــرای انجام آزمـــون آمـــاری از نـــرم افزار 

GraphPad Prism نســـخه 9/0 اـــستفاده شد
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یافته ها

 2 θبـــا توجه بـــه شـــکل مقادیر ،XRD بر اســـاس طیـــف

برابـــر 32 ، 42، 53 و 63 درجـــه مربوط به نانوذرات اکســـید 

آهن اســـت که مطابق بـــا شماره کارت 03-0863 می باشـــد. 

همچنیـــن بـــا توجه بـــه آمـــورف بـــودن ســـاختار تیمول، 

پیک هایـــی درθ 2  برابـــر 7، 17، 19/3، 21/4، 26/2 درجـــه 

در این طیف قابل مشـــاهده اســـت، که مربـــوط به تیمول 

.)1 )شـــکل  می باشد 

در نـــوار FT-IR بـــرای نانـــوذرات Fe3O4 طـــول موج های 

جذبـــی شـــدید درcm-1 420، 580 و 624 به ترتیب ناشـــی 

 +Fe3 و +Fe2 مربوط بـــه یون هـــای Fe-O از پیوندهـــای

واقـــع در جایگاه های هشـــت وجهی و یـــون Fe3+ واقع در 

جایـــگاه چهاروجهی اســـت که این نشـــانه-ی شـــکل گیری 

ســـاختار Fe3O4 می باشـــد. در نوار FT-IR مربوط به تیمول، 

طول موج هـــای در 587، 785، 893  بـــه ترتیـــب مربـــوط به 

پیوندهـــای C-C، C-H،  =CH، 1248 و 1618 مربـــوط بـــه  

C-H،  =CHمی باشـــد. همان طـــور که مشـــاهده می شـــود 

در طیـــف c، پیک هـــای مربوط به مـــاده ی تیمـــول و نانو 

ذره اکســـید آهن وجود دارد و نتایج نشـــان دهنده ی ســـنتز 

موفق می باشـــد )شـــکل 2(. بر اســـاس نتایج تصویربرداری 

دارای   Fe3O4د@Glu-Thymolنانوذرات الکترونی  میکروســـکوپ 

شـــکل کروی و با انـــدازه قطر کـــمتر از 50 نانـــومتر بودند 

.)3 )شکل 

 Fe3O4د@Glu-Thymol نانوذرات XRD شکل 1. آنالیز

شکل 2. طیف FT-IR تیمول، Fe3O4 و نانوذرات Glu-Thymol@دFe3O4. وجود پیک های مربوط به هر دو ماده 

سازنده در ساختار نانوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 نشان دهنده سنتز صحیح آنان است. 
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شکل 3. تصویربرداری میکروسکوپ الکترونی گذاره )a(  و نگاره )b( نانوذرات Glu-Thymol@دFe3O4. ذرات سنتز 

شده دارای ابعاد کمتر از 60 نانومتر و دارای شکل کروی هستند.

همچنیـــن، آنالیز عـــنصری نانوذرات نشـــان داد که از عناصر 

آهـــن، اکســـیژن و کربن با درصـــد وزنی به ترتیـــب %55/7، 

25/3% و 19% تشـــکیل شـــده و هیچ گونـــه ناخالصی عنصری 

در ســـاختار نانوذرات مشـــاهده نشد )شـــکل 4(.  آنالیزهای 

پتانســـیل زتا و DLS هم نشـــان دادند که بار ســـطحی ذرات 

در محیـــط آبـــی 13/5- میلـــی ولت بوده و بـــه دلیل جذب 

آب، انـــدازه هیدرودینامیـــک ذرات بـــه 515 نانومتر رســـید 

.)5 )شکل 

شکل 4. آنالیز عنصری نانوذرات  Glu-Thymol@دFe3O4 نشان دهنده خالص بودن عنصری ذرات می باشد. 



46

نوذرات... رسی اثرر ناا  برر
h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

انیی و همکاران جهه
ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایران   .  سال 1403    .    دوره19  .   شماره3 دانش زیستیی ایرر

علیزاده و همکاراناثر سایتوتوکسیک نانوذره...

Fe3O4د@Glu-Thymol  نانوذرات )b( و قطر هیدرودینامیک )a( شکل 5. تعیین بار سطحی

زنده مانی سلول
بررســـی میزان زنده مانی ســـلول های رده نرمال و رده سرطان 

کبد در اثر تیمار بـــا نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4با انجام 

آزمایش MTT انجام شـــد. بر اســـاس نتایج، نانوذرات ســـنتز 

شـــده در غلظـــت 31/25 میکروگرم/میلی لـــیتر باعث کاهش 

معنـــی دار زنده مانی ســـلول های رده نرمال شـــدند، در حالی 

که این غلظت در رده ســـلول سرطان کبـــد 15/62 میکروگرم/

میلی لـــیتر بـــود. این نتایـــج نشـــان دهنده اثرات ســـمیتی 

وابســـته به غلظت در هر دو رده ســـلولی اســـت. همچنین، 

غلظـــت نیمـــه مهـــاری نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 در 

کشـــت های ســـلولی رده نرمال و سرطان کبد بـــه ترتیب 175 

و 67/5 میکروگرم/میلی لـــیتر بود، که نشـــان دهنده ســـمیت 

بیـــشتر نانـــوذرات مذکور برای ســـلول های سرطانی اســـت. 

نتایج در شـــکل 6 نمایش داده ـــشده است

شکل 6. زنده‌مانی سلول‌های رده سرطان کبد و رده نرمال در اثر مواجهه با نانوذرات Glu-Thymol@دFe3O4. نتایج نشان دهنده 

کاهش وابسته به غلظت در زنده مانی سلول ها است. اثرات سمیتی نانوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 بر سلول های سرطانی قوی‌تر از 

     .) *** :p > 0, 001(سلول های طبیعی بود. تفاوت معنی‌داری با *** نشان داده شده است
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نتایج فلوسایتومتری
بررســـی درصد ســـلول های آپوپتـــوزی در ســـلول های رده 

سرطان کبد نشـــان داد که تیمار این ســـلول ها بـــا نانوذرات 

Glu-Thymol@دFe3O4 ســـبب افزایـــش قابل توجـــه در میزان 

آپوپتـــوز ســـلولی می شـــود. بر اســـاس نتایج ایـــن آزمایش، 

جمعیت ســـلول هایی کـــه دچار آپوپتـــوز اولیـــه و تأخیری 

شـــدند در گروه شـــاهد به ترتیـــب 1/29% و 0/96% بود که 

پـــس از تیمار بـــا نانـــوذراتGlu-Thymol@دFe3O4 به 12/5 و 

6/09 % افزایـــش یافت. نتایج در شـــکل 7 نمایش داده شـــده 

ست ا

شکل 7. آنالیز فلوسایتومتری سلول‌های a( .HepG2( شاهد، )b( تیمار شده با نانوذرات  Glu-Thymol@دFe3O4. نتایج نشان دهنده 

 :Q4 آپوپتوز اولیه و :Q3 ،آپوپتوز تأخیری :Q2 ،نکروز سلولی :Q1 .افزایش قابل توجه آپوپتوز سلولی در سلول‌های تیمار شده است

سلول های سالم.

بررسی بیان ژن کاسپاز-8
 HepG2 بررســـی میزان بیان ژن کاسپاز-8 در ســـلول های رده

نشـــان داد که تیمار ســـلول ها با نانـــوذرات-Glu-Thymol@د

Fe3O4 ســـبب افزایـــش معنـــی دار بیان ایـــن ژن می گردد. به 

@Glu-Thymol دنبـــال تیمار ســـلول های مذکور با نانـــوذرات

دFe3O4 بـــه مـــدت 24 ســـاعت، میـــزان بیان ژن کاســـپاز-8 

بـــه میـــزان 2/45 برابر افزایش نشـــان داد که نشـــانگر یک 

افزایش معنی دار در بیان آن اســـت. نتایج در شـــکل 8 نشان 

داده ـــشده است

شکل 8. بیان ژن کاسپاز-8 در سلول های رده HepG2. تیمار سلول ها با نانوذرات  Glu-Thymol@دFe3O4 باعث افزایش بیان معنی‌دار 

     .) *** :p > 0, 001(.ژن کاسپاز-8 شد. علامت *** نشان دهنده وجود تفاوت معنی‌دار است
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بحث

  سرطان کبد به عنوان دومین نوع کشـــنده سرطان شـــناخته 

می شـــود. تعـــداد مـــوارد مرگ ومیـــر بـــالای ناشـــی از این 

بیماری نشـــانگر کارایی پاییـــن روش های درمانـــی کنونی بر 

علیه این بیماری اســـت. اســـتفاده از فنـــاوری نانو، امیدهای 

جدیـــدی را در زمینـــه بهبـــود دارو رســـانی و اثربخشـــی 

داروهـــای ضدسرطانی ایجاد کرده اســـت. بر این اســـاس، در 

مطالعـــه حاضر بـــه ارزیابی اثـــرات ضد سرطانـــی نانوذرات 

و  کبـــد  سرطـــان  رده  ســـلول های  در   Fe3O4د@Glu-Thymol

ارزیابی مکانیســـم های احتمالی آن پرداخته شـــد. نانوذرات

Glu-Thymol@دFe3O4 دارای اثـــرات ســـمیتی معنـــی داری بر 

روی ســـلول های سرطانی بودند و ســـبب کاهـــش قابل توجه  

زنده مانی ســـلول های سرطانی شـــدند. اثـــرات ضد سرطانی 

نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 را می‌توان بـــه میزان زیادی 

به حضـــور تیمـــول در فرمولاســـیون این نانـــوذرات مرتبط 

دانســـت. مطالعـــات پیشـــین نشـــان داده اند کـــه تیمول 

می توانـــد از طریق مکانیســـم های متعددی از رشـــد و تکثیر 

ســـلول های سرطانـــی جلوگیری کنـــد. Chauhan و همکاران 

نشـــان دادند کـــه تیمـــول می تواند ســـبب ایجـــاد استرس 

اکســـیداتیو در ســـلول های رده سرطان کولورکتال شـــده و با 

ایجاد آســـیب به DNA و میتوکندری ســـبب القای آپوپتوز در 

ســـلول های سرطانی شـــود. آنـــان همچنین نشـــان دادند که 

میزان کاســـپاز-3 و ســـیتوکروم c در ســـلول های تیمار شده 

با تیمـــول افزایـــش معنـــی داری می یابد، که نشـــان دهنده 

مکانیســـم القـــای آپوپتوز توســـط این ماده در ســـلول های 

سرطانی اســـت )13(. همچنین، در مطالعه دیگری، مشـــاهده 

 p53 شـــد که تیمـــول می تواند ســـبب افزایش بیـــان ژن های

و Bax، کـــه ژن های محرک آپوپتوز هســـتند، در ســـلول‌های 

سرطانی شـــده و به ایـــن ترتیب باعـــث القـــای آپوپتوز در 

ســـلول ها و کاهـــش زنده مانی آنـــان شـــود. در آن مطالعه، 

افزایـــش تولیـــد رادیکال هـــای آزاد اکســـیژن بـــه عنـــوان 

مکانیســـم ضد سرطانـــی تیمـــول در نظر گرفته شـــد )14(. 

نتایج مشـــابهی نیـــز از اثر تیمول در ســـلول های رده سرطان 

پســـتان مشاهده شـــد. Jamali و همکاران نشـــان دادند که 

تـــیمار ســـلول های رده سرطان پســـتان با تیمـــول می تواند 

ســـبب افزایش بیان کاســـپازهای -3، -8 و -9، افزایش مقدار 

رادیکال های آزاد اکســـیژن، توقف چرخه ســـلولی و آســـیب 

به DNA شـــود، که با نتایـــج این مطالعه مبنـــی بر افزایش 

بیان کاســـپاز-8 و القـــای آپوپتوز در ســـلول های سرطان کبد 

تیمار شـــده با نانوذرات مطابقـــت دارد )15(. همچنین،  Liو 

همـــکاران دو مکانیســـم اصلی ضد سرطانی تیمول را شـــامل 

مهار مســـیر ســـیگنالینگ PI3K/Akt، از طریق MAPKها، و 

تولید رادیکال های آزاد اکســـیژن دانســـتند )16(

 HepG2 در این مطالعه مشـــاهده شد که تیمار ســـلول های

بـــا نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 ســـبب افزایـــش درصد 

ســـلول های آپوپتـــوزی می شـــود.  در مطالعـــه مشـــابهی، 

Altintas و همکاران نشـــان دادند که تیمول ســـبب افزایش 

 HepG2 معنی دار میزان آپوپتوز ســـلولی در ســـلول های رده

شـــد که بـــا یافته های ایـــن مطالعه منطبق اســـت )17(. در 

مطالعـــه ما همچنین مشـــاهده شـــد که تیمار ســـلول های 

سرطان کبد بـــا نانوذرات Glu-Thymol@دFe3O4ســـبب افزایش 

معنی دار بیان ژن کاســـپاز-8 می شـــود. کاســـپاز-8 به عنوان 

یک کاســـپاز آغازگر فعال ســـازی آبشـــار کاســـپازی در مسیر 

آپوپتـــوز بیرونی شـــناخته می شـــود. این پروتئین در پاســـخ 

بـــه اتصـــال لیگاندهای مرگ به گیرنده های ســـطح ســـلولی 

فعـــال می شـــود و با بـــرش پروتئولیتیک کاســـپاز-3 ســـبب 

پـــیشروی آپوپتوز در مســـیر بیرونی می شـــود. علاوه بر این، 

 Bid کاســـپاز-8 می توانـــد از طریـــق برهمکنش بـــا پروتئین

با مســـیر درونـــی آپوپتوز تلاقی داشـــته و ســـبب تحریک 

پـــیشروی آن گـــردد. بنابرایـــن ایـــن پروتئین، نقش بســـیار 

مهمـــی در آغاز و پـــیشروی مســـیرهای آپوپتوز بـــر عهده 

دارد )18(. همســـو بـــا نتایـــج فلوســـایتومتری، افزایش بیان 

Glu- ژن کاســـپاز-8 در ســـلول های تیمارشـــده با نانـــوذرات

Thymol@دFe3O4 نشـــان دهنـــده قابلیت ایـــن ذرات در مهار 

ســـلول های سرطان کبد از طریـــق القای آپوپتوز می باشـــد. 

کاهـــش معنـــی دار زنده مانـــی ســـلول های رده سرطان کبد 

نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 نشـــان می دهد  با  توســـط 

که نانوذرات اکســـید آهـــن می توانند به عنـــوان یک حامل 

مناســـب برای دارو رســـانی بـــه ســـلول های سرطانی عمل 

کننـــد و به ایـــن ترتیب ســـبب بهبود اثر بخشـــی و  افزایش 

پایداری نانو داروها شـــوند. همســـو با نتایج ایـــن مطالعه، 

Adilakshmi و همـــکاران )19( ( نشـــان دادند که نانوذرات 

عامل دار شـــده اکســـید آهن مگنتیک می تواننـــد به منظور 

دارو رســـانی موفق داروی دوکسوروبیســـین به ســـلول های 

رده سرطان پســـتان عمل نمایند. همچنیـــن،   در یک مطالعه 

جدید نشـــان داده شـــد که نانوذرات اکســـید آهن پوشـــش 

دهی شـــده با آلبومیـــن می توانند بـــه عنـــوان حامل برای
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 و ســـبب کاهش زنده مانی ســـلول های سرطان پســـتان رده 

MDA-MB-231 شـــوند، که بـــا نتایج ایـــن مطالعه منطبق 

)20( است 

نتایج ایـــن مطالعه نشـــان داد که نانـــوذراتGlu-Thymol@د

Fe3O4 اثرات مهاری بســـیار قوی تری بر روی ســـلول های رده 

سرطان کبد در مقایســـه با ســـلول های طبیعی داشـــتند. این 

یافته نشـــان دهنـــده اثرگـــذاری انتخابی این نانـــوذرات بر 

ســـلول های سرطانی اســـت. ســـلول های سرطانـــی از سرعت 

رشـــد و متابولیســـم بالاتری نســـبت به ســـلول های طبیعی 

برخوردارنـــد. به همیـــن دلیل ایـــن ســـلول ها از نیازمندی 

غذایـــی و جذب مـــواد غذایی بالاتـــری برخـــوردار بوده و 

جـــذب ترکیبات برون ســـلولی بـــه آن ها با سرعـــت بیشتری 

انجـــام می شـــود )21-22(. بـــر اســـاس این فرضیـــه، جذب 

بیـــشتر نانوذراتGlu-Thymol@دFe3O4به ســـلول های سرطانی 

ممکن اســـت دلیل حساســـیت بیشتر آنان به ایـــن نانوذرات 

نســـبت به ســـلول های طبیعی باشـــد. اگرچـــه، آزمایش های 

تکمیلی برای تائیـــد یا رد این فرضیه مورد نیاز اســـت. علاوه 

بـــر این، ســـلول های سرطانی به دلیل تولیـــد انرژی و سرعت 

متابولیـــک بالاتر از ســـلول های طبیعی، مقادیـــر بیشتری از 

رادیکال هـــای آزاد اکســـیژن را تولید کـــرده و همواره تحت 

تنش اکســـیداتیو بالاتـــری قـــرار دارنـــد )23(. مواجهه این 

ســـلول ها بـــا نانـــوذرات Glu-Thymol@دFe3O4 و ازدیاد تولید 

رادیکال هـــای آزاد در ایـــن ســـلول‌ها نیـــز می توانـــد دلیل 

دیگری بـــرای توضیح حساســـیت بالاتر ســـلول های سرطانی 

باـــشد.  مذکور  نانوذرات  به 

نتیجه گیری

مطالعه حاضر به اســـتفاده از نانوفرمولاســـیون جدید شامل 

نانـــوذرات Fe3O4 عامل دار شـــده بـــا گلوکـــز و کنژوگه با 

تیمول، بررســـی هم زمان اثرات زیســـتی )MTT( و مولکولی  

)Real-time PCR( و مقایســـه با رده ســـلولی نرمال پرداخته 

اســـت. همچنیـــن، بررســـی ویژگی‌هـــای فیزیکوشـــیمیایی 

کامـــل نانـــوذرات با اســـتفاده از چندین تکنیـــک تحلیلی از 

جملـــه  FTIR، XRD، SEM،  DLS  و زتا پتانســـیل به اعتبار 

داده هـــا افزوده اســـت. با ایـــن حال، مطالعه حـــاضر دارای 

محدودیت هایـــی نیز می باشـــد. اول اینکـــه آزمایش ها فقط 

در شرایـــط in vitro  و تنهـــا بر یک رده ســـلولی سرطان کبد 

انجام شـــد. دوم، تنهـــا یک ژن آپوپتوتیک مورد بررســـی قرار 

گرفت و ســـایر اجزای مســـیرهای آپوپتوز مانند کاســـپاز-3، 

Bax     ،Bclیـــا ســـیتوکروم c مـــورد ارزیابی قـــرار نگرفتند. 

همچنیـــن، تولیـــد ROS یا آســـیب DNA مســـتقیماًً در این 

مطالعه اندازه گیری نشـــد. پیشـــنهاد می شـــود در مطالعات 

آینـــده از روش هـــای مکمل ماننـــد ســـنجش ROS، تحلیل 

میتوکنـــدری و ارزیابـــی پروتئین هـــای کلیـــدی مســـیرهای 

آپوپتوز اســـتفاده شـــود. در نهایت، بررســـی اثربخشـــی و 

ایمنی ایـــن نانـــوذرات در مدل های حیوانی جهـــت ارزیابی 

عملکرد  - ضروری اـــست
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