
  

 

 

 یعباس اخوان سپهدار مكاتبات: عهده *

 ، تهران، ايرانمیکروبیولوژی، گروه تهران شمالدانشگاه آزاد اسلامی، واحد  نشاني:   

 akhavansepahy@gmail.comالكترونیكي: ، پست 021-22971474دورنگار: ، 021-22971474تلفن:    

www.nm.shahrood.ac.ir 

 104-91( 1402) 54:15مواد: نانو

 

 مقاله پژوهشی

 

 به نانوذرات دی اکسید تیتانیوم سنتز شدهضدباکتریایي بررسي اثر 

 اشرشیا کلي عامل ایجاد سرطان کولورکتالروش زیستي، علیه 
 

 4و سارا سعادتمند 3کیومرث امیني ،2*،عباس اخوان سپهي ،1حمیده بابائي
 

 ات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ايرانتحقیق و رشته میکروبیولوژی، دانشکده علوم پايه، واحد علوم -1

 گروه میکروبیولوژی، دانشکده علوم پايه، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ايران -2

 شناسی، دانشکده علوم پايه، واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلامی، ساوه، ايرانگروه میکروب -3

 تحقیقات، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ايران و يه، واحد علومشناسی گیاهی، دانشکده علوم پازيست گروه -4
 

 22/02/1402، تاریخ پذیرش قطعي: 28/01/1402، تاریخ دریافت نسخه اصلاح شده: 17/10/1401اولیه:  تاریخ ثبت
 

 

 چكیده
کلای   ااشرشای بااکتری   clbNو  clbBهاای  ژنبیان کاهش بر  سنتز شده توسط باکتری باسیلوس تیتانیوم اثر نانوذرات دی اکسید ،اين مطالعه در

انجاام شاد. تشاکیل    تیتاانیوم توساط بااکتری باسایلوس تکوسیلنسای        نانوذرات دی اکساید سنتز  .بررسی گرديدعامل ايجاد سرطان کولورکتال 

دازه و موررولاوژی  نشاان داده شاد. انا    XRDمرسای و  -سانجی رارابن ش  بوسایله طیا    nm 350تیتانیوم با پیک جاببی در   نانوذرات دی اکسید

باشاند کاه وجاود    می nm 17/78 – 76/35ذرات دارای ساختار کروی با اندازه حدود  SEMتعیین شد، بر اساس آنالیز  SEMنانوذرات توسط 

ن از تکثیار  تیتانیوم و با گبشت زما باکتريايی نانوذرات نشان داد که با ارزايش غلظت نانوذرات دی اکسیدکند. آزمون ضدنانوذرات را تايید می

کنند که نشان دهنده رابطه معناداری بین گبشت زمان و کاهش رشد باکتری همراه باا ارازايش میازان غلظات     باکتری اشرشیاکلی جلوگیری می

در مقايسه با کنترل، کاهش میازان   Real Time PCRکلی از روش اشرشیاباکتری  clbبیان ژن نانوذرات بر روی ر یاثبررسی ت نانوذرات است.

باا   HEK293رده سالولی  روی ر اسات. توکسیسایته ناانوذرات با     دارکه اين کاهش از لحاظ آماری معنای یان ژن در باکتری تیمار را نشان داد ب

و زماان داشاته و میازان     زوابسته به دو توکسیسیتهاثر  که نانوذرات و نتايج نشان داد گرديد ساعت بررسی 72و  48پ  از گبشت  MTTروش 

باه میازان    lµ/gµ 100سااعت مرباوب باه غلظات      72از  هاا بعاد  کاهش يارت. بیشترين میزان رعالیت حیاتی سلول 72بعد از داری طور معنیبآن 

 HEK293ی هاا روی سالول  کاه سامیت پااسینی    بااکتری اشرشایاکلی و   clbبیان ژن رشد و کاهش کاهش با اثر بر نانوذرات باشد. می 91/89%

 .مورد توجه قرار گیردورکتال کولدرمان سرطان تواند جهت داشت می
 

 .، اشرشیاکليclbتیتانیوم، باسیلوس، ژن  سرطان کولورکتال، دی اکسید: های کلیدیاژهو

 

 مقدمه -1

های پزشکی برای های قابل توجه در رناوریبا وجود پیشررت

تشخیص و درمان سرطان، اين بیماری هناوز باه عناوان عامال     

در اياان میااان . ]1[ سااتتهديااد کننااده ماارر و میاار مطاار  ا

ها در مردان و زناان  ترين بدخیمیسرطان کولون يکی از شايع

رود و سااننه باعام مارر بسایاری از اراراد در      به شامار مای  

. سرطان کولورکتال سومین سرطان راياج و  ]2[ شودجهان می

mailto:akhavansepahy@gmail.com


 پژوهشي نانومواد-مجله علمي 1402 تابستان، 54دهم، شماره پانزسال   92

 

 

چهارمین دلیل مرر و میار در جهاان اسات. ايان سارطان در      

ه و پروسااتات در مااردان  ايااران پاا  از ساارطان معااده، مثاناا  

چهارمین سرطان بوده و در زنان بعاد از سارطان ساینه دوماین     

هاای بیشاتر نشاان    شود. محققان با بررسیسرطان محسوب می

با  pksهای اشرشیا کلی واجد ژن دادند ارزايش تعداد باکتری

های پوشش روده سابب ايجااد   سلول DNAآسیب رساندن به 

باه   اشرشایا کلای  نظر ریلوژنی  از گردد.سرطان کولورکتال می

های شوند. برخی از سويهتقسیم می A, B, B2, D چهار گروه

حامال ياک    B2همزيسات، از گاروه ریلوژنیاک     اشرشیا کلی

( کاه آنازيم   PKSزای پلی کتايد سنتتاز هستند )بیماری جزيزه

مورد نیاز برای سنتز يک پپتید پلی کتايد ژنوتوکساین باه ناام    

های مورد نیاز جهت سنتز آنزيم. ]3[ نمايدکلی باکتین کد می

بیاان   ورماز   kb 54کلی باکتین توسط محدوده ژنی با انادازه  

واقاع   tRNAاز  ans Wشود و محال ايان ژن در لوکاوس    می

تاا   3ژنومی سانتز کنناده کلای بااکتین از      است. محدوده شده

NRPS ،3  تاPKS ،2  هیبريدNRPS/PKS  آنزيم کمکی  9و

، ClbN ،Clb K ،Clb J ،Clb Iرش دهنده شاامل  ويرايشی و ب

Clb H ،Clb C ،Clb B ،Clb A  وClb D  تشکیل شده اسات 

خواص شیمیايی کلی باکتین به علات وجاود ساه آنازيم     . ]4[

Clb N ،Clb B  وClb P     است که در سانتز و طويال شادن و

 کلی باکتین نقش دارند.  رولدينگ شکست

باعم تولید  NRPS/PKSو  Clb Bو به همراه  Clb Nدر ابتدا 

Pre colibactin    در رضای سیتوپلاسمی باکتری شده و ساپ

شاود و در  ها وارد رضای پری پلاسامیک مای  با عبور از کانال

شود. کلی باکتین به کلی باکتین تبديل می Clb Pآنجا توسط 

تواند با عبور از غشای خارجی باکتری ترشح شاده و روی  می

ده میزبان اثر سايتوتوکسایک گابارد.   های انتروسیت روسلول

کلی باکتین با رعال شدن مسیر سایگنالینگ باعام آسایب باه     

DNA شااود. باادين ترتیااب کااه ابتاادا پااروت ین  ماای(ATM) 

Ataxia Telangiectasia Mtated پاسااب بااه آساایب   در را

DNA  کناد و باعام رسا ريله شادن    رعال مای Cdk2    و ساپ

)با اي اای   Cdk1نتها نیز گردد. در امی Cdc25cرس ريله شدن 

چرخااه تقساایم ساالولی میااوز(،   G2نقااش در چااک پويناات  

 Cdk1غیر رعال رس ريله از  tyr-15رس ريله شده و مقادير زياد 

و چرخه سالول در   ɣH2AXشود. همچنین هیستون نمايان می

گردد و اين اخاتلال در سایکل سالولی    متوق  می G2 مرحله

امروزه بسیاری از  .]5،6[ دشومنجر به ايجاد سرطان کولون می

های درمانی سرطان شامل جراحی، شیمی درمانی، پرتو گزينه

که در بیشاتر   است حالی اين در .]7[ درمانی در دسترس است

تواناد  شاوند و مای  های سالم نیز دچار مارر مای  موارد سلول

بنابراين نیااز باه   د. مراه داشته باشه عوارض جانبی در بیمار به

هااای نااوين درمااانی باارای کنتاارل ساارطان  جسااتجو در شاایوه

در اين میان علم نانوتکنولوژی کماک  . ]8[باشد ضروری می

ارزندهای به پیشررت در کشا  و توساعه راهکارهاای ناوين     

امروزه رناوری نانو، در درمان  .]9[ درمانی سرطان نموده است

و تشخیص سرطان به دلیل عوارض جانبی شديد عوامل شیمی 

هاای  ها بر روی سالول دلیل سمیت سلولی آن درمانی سنتی به

ناانوبیوتکنولوژی  . ]13-10[طبیعی، رواج بیشتری يارته اسات  

های نوظهور علم است که رابط بین يکی از جديدترين حوزه

نااانو، تجزيااه، تحلیاال و ايجاااد    شناساای و رناااوری  زيساات

. چاااالش ]14[سااااختارهای کااااربردی جدياااد اسااات    نانو

وری نانو در درماان سارطان، کشا     برنگیزترين تحقیقات رنا

نانوساختارهايی برای تحويل و انتشار داروها باه نحاوی اسات    

که اثر درماانی را ارازايش داده و عاوارض جاانبی را کااهش      

ند دارو و ترشح کنترل شاده داروهاا   م. تحويل هدر]15[دهد 

تیتاانیوم بارای    راهبردهای اصالی نانوسااختارهای دی اکساید   

تیتاانیوم باه    است. نانوذرات دی اکساید  دستیابی به اين هدف

دلیل سازگاری بان، قابلیت آزادسازی داروها و سمیت پاايین  

به عنوان کانديدای مناسب به منظور ارزايش اثر درمانی بالینی 

هااای گوناااگونی باارای تهیااه . روش]16[شااناخته شااده اساات 

ناااانوذرات رلااازی وجاااود دارد مانناااد احیاااای شااایمیايی،     

، کاه در  ]17[کروامولسیون و است اده از لیازر  هیدروترمال، می

رلاازی بااه روش شاایمیايی بطااور هااا ساانتز نااانوذرات میااان آن

ها گونه روش، اين]18[ گیردای مورد است اده قرار میگسترده

وند بسیار پار هزيناه   شهای شیمیايی شناخته میکه به نام روش

ضار، سامی   ها از مواد شیمیايی ميند تهیه نانوذرهبوده و در ررآ
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کاه منجار باه ايجااد      ،]19[شود و بسیار خطرناکی است اده می

بناابراين محققاان باه     .]20[شاوند  محیطی میمشکلات زيست

زيسات بارای تهیاه    دنبال روش جايگزين و سازگار باا محایط  

های اخیر سنتز زيستی توجاه  های رلزی هستند. در سالنانوذره

میايی باه خاود   هاای ریزيکای و شای   بیشتری را نسبت باه روش 

هااای روش . بیوسانتز ناانوذرات باا   ]21[اختصااص داده اسات   

هاا، باه دلیال ساازگاری باان باا       زيستی توسط میکروارگانیسم

هاا از جايگااه   زيست و کاهش مصرف انارژی و هزيناه  محیط

های مختلا  بیوسانتز   در میان روشای برخوردار هستند. ويژه

ای برخاوردار  ه وياژه هاا از توجا  نانوذرات، است اده از بااکتری 

هاای  تولید نانوذرات در جن ، گوناه و ساويه   .]22،23[ است

و  ر اسات. باا مطالعاه اناوان ناانوذرات     مختل  باکتريايی متغیا 

  رد در ناانوذره دی اکساید  يارتن يک ويژگی جالب منحصارب 

تیتانیوم تحت عناوان خاصایت رتوکاتالیساتی باعام شاد کاه       

سااازی هااوا،  پااا  امااروزه از اياان ويژگاای در تصاا یه آب، 

 . ]24[استرلیزه کردن و ضدع ونی کردن در دنیا است اده شود 

Alavi   ه از در ايااران بااا اساات اد   2018و همکاااران در سااال

تیتانیوم را به  نانوذرات دی اکسید باکتری هالوموناس اننگاتا،

زيساتی   به روش nm 63/104 -75/27 شکل کروی و در سايز

اکتريايی آن را مقاباال بساانتز کردنااد و سااپ  خااواص ضااد  

باکتری اشرشیا کلی و استاریلوکوکوس اورسوس مورد بررسی 

با مطالعاه   2016و همکاران در سال  Babaei. ]25[قرار دادند 

تیتانیوم در حضور نور و  اثر ضدمیکروبی نانوذرات دی اکسید

عدم حضور نور ماوراء بن ش در مقابل باکتری اشرشایا کلای،   

طااور قاباال باااکتری اشرشاایا کلاای ب عیااتنشااان دادنااد کااه جم

توجهی در برابر نانوذرات در حضور نور ماوراء بن ش کاهش 

موضااون اشاااره بااه اراازايش خاصاایت      يابااد کااه اياان  ماای

تیتانیوم در حضور ناور، باه    میکروبی نانوذرات دی اکسیدضد

و  Duraivaj. ]26[باشااد دلیاال خاصاایت رتوکاتااالیتی آن ماای 

 ن نااانوذرات دی اکسااید در هندوسااتا 2015همکاااران سااال  

و کاروی شاکل    nm 24/90 تیتانیوم را در ابعادی باا میاانگین  

توسط روش زيساتی باا اسات اده از قاارپ آساپرژيلوس ناايجر       

باکتريايی نااد و سااپ  نشااان دادندکااه رعالیاات ضاادساانتز کرد

هااای مختلاا  نااانوذرات بااا اراازايش غلظاات در مقاباال گونااه

ور مااوراء بان ش   باکتری گرم مثبت و گرم من ی با حضاور نا  

در  2014و همکاااران سااال  Ibrahem. ]27[يابااد ارازايش ماای 

 nm تیتانیوم را با ابعااد باا میاانگین    عراق نانوذرات دی اکسید

از باااکتری نکتوباساایلوس کريسااپاتوس جاادا شااده از  98/70

ز کردند و سپ  با بررسی خاصیت های عراقی سنتواژن خانم

هاای اساتاریلوکوکوس   تریها در مقابال بااک  باکتريايی آنضد

اورسوس، کلبسیلا پنومونیه، اشرشیا کلی و اسینتوباکتر بوماانی  

نشان دادند که بیشترين خاصیت ضدباکتريايی بر علیه باکتری 

 . ]28[باشااد اشرشاایا کلاای بااا نتیجااه چهااار بااار مثباات ماای  

Malarkodi   در هندوساتان ناانوذرات    2013و همکاران ساال

و باه   nm 100-500 بعادی مختل  باین تیتانیوم با ا دی اکسید

شکل کروی را از گونه باکتريايی کروی شکل، گرم مثبت و 

راقد اسپور به نام پلانومیکروبیوم از بستنی سنتز کردند و سپ  

هاا  های مختل  ناانوذرات در مقابال بااکتری   با بررسی غلظت

هاا  نشان دادند که با ارزايش غلظت خاصیت ضدباکتريايی آن

باا   2007و همکااران در ساال    Seo .]29[ياباد  ش مای نیز ارزاي

های سرطانی پوسات  تیتانیوم بر روی سلول بررسی دی اکسید

تیتانیوم در حضور نور ماورا  نشان دادند که محلول دی اکسید

های سرطانی پوسات شاوند   تواند باعم درمان سلولبن ش می

دهناده خاصایت رتوکالیساتی ناانوذرات دی     که اين هم نشاان 

 2012و همکاران در ساال   Arthur. ]30[تیتانیوم است  سیداک

جدا  E.coli NC101ای که بر روی سويه در آمريکا با مطالعه

و  PKSشااده از روده بااه منظااور بررساای ارتباااب بااین جزاياار  

 ؛های التهابی روده و سرطان کولورکتاال انجاام دادناد   بیماری

رطان نمونااه ساا IBD 21نمونااه  35نشااان دادنااد کااه در بااین  

هاای التهاابی   نموناه ساالم از لحااظ بیمااری     24کولورکتال و 

در  PKSهااای ژنااومی روده و ساارطان کولورکتااال محاادوده

و  IBDهاای  از نموناه  %40های کنترل، از نمونه %8/20حدود 

. ]31[های سرطان کولورکتال موجاود هساتند   از نمونه % 7/66

Johnson  ب ریلوژنی و در ررانسه، ارتبا 2008و همکاران سال

که کاد کنناده    PKSاپیدمیولوژی باکتری اشرشیا کلی حاوی 

و  clbBژنوتوکسین کلی باکتین را بررسی و بیان کرده دو ژن 
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clbN های متعلق به گروه ریلاوژنی با سويهExtrain Testinal 

Pathogenic Escherichia coli  مااورد از  44ارتباااب دارد و

های اخیار باا   . در سال]32[ سويه برای اين ژن مثبت بودند 58

ها از جملاه سارطان کولورکتاال    توجه به شیون رراوان سرطان

در انسان بايد به دنبال روشی باشیم که به صورت طبیعای و باا   

هاای  زايای میکروارگانیسام  های سرطاناثر بخشی بر روی ژن

موجود  clbعامل ايجاد سرطان از جمله اشرشیا کلی واجد ژن 

 انسان اين مشاکلات را بار طارف نمااسیم.     در دستگاه گوارش

هاا از نظار   است اده ازمیکروارگانیسم تولید نانوذرات تیتانیوم با

 های ریزيکای و هزينه، مصرف انرژی و ايمنی، نسبت به روش

جن ،  از سوی ديگر تولید نانوذرات در .شیمیايی برتری دارد

ا ها باسایلوس  .ر استهای مختل  باکتريايی متغیسويه گونه و

، تحمل کننده اکسیژن و دارای اسپور است که باکتری هوازی

مطلوب زنده بمانند که اين تواند حتی درشرايط سخت و نامی

هااا را بااه عنااوان يااک کاندياادای مناسااب باارای  خاصاایت آن

از  .سااااخته اسااات 2OTi بیوسااانتز ناااانوذرات رلااازی مانناااد 

 و ياهای مهم باکتری انتخاب شده سنتز نانوذرات رلزی قابلیت

های بهینه توان با است اده از روشاکنون می .ها ستآن اکسید

های موجود در خا  مثل بااکتری  که در آن میکروارگانیسم

هاا و اثار   تیتانیوم از آن باسیلوس و تولید نانوذرات دی اکسید

باااکتری اشرشاایا کلاای مولااد بخشاای اياان نااانوذرات باار روی 

ها شده تاا ماانع   ن ژنباعم مهار بیان اي clbN و clbB هایژن

عوامل ع ونی دخیل در سرطان کوولورکتال در انساان شاود.   

 مقاله برای اولین بار سنتز زيستی نانوذرات دی اکساید در اين 

تیتانیوم توسط بااکتری باسایلوس تکوسیلنسای  جادا شاده از      

خا  معادن رلزی استان کرمان انجام شد و ساپ  تااثیر ايان    

باکتری اشرشیا کلی عامال   clbیان نانوذرات بر میزان رشد و ب

 Real Time PCRتوساط روش   ايجااد سارطان کولورکتاال   

خطر بودن ايان  برای اطمینان از بیو در نهايت  بررسی گرديد

اثار  نانوذرات در آينده جهات مصاارف پزشاکی و خاوراکی     

 HEK293های نرماال  سمیت اين نانوذرات بر روی رده سلول

 قرار گررت.مورد مطالعه  MTTتوسط آزمون 

 

 های تجربيفعالیت -2
 یهااایباااکتر یاز خااا  و جداساااز  یبااردارالاا ( نمونااه 

 دیاکسا  یمولاد ناانوذرات د   یهایباکتر ی: جداسازلوسیباس

کهناوج، سارب    ومیتاان یخا  معاادن، ت  یهااز نمونه وم،یتانیت

و معادن ما  سرچشامه     نیقنات مروان، معدن آهن گوهر زم

 یشااد. بااه منظااور جداساااز   واقااع در اسااتان کرمااان انجااام  

خا  از دو روش کشات   یهاموجود در نمونه یاهلوسیباس

اسات اده شاد. در روش کشات     یحرارتا  ماریو روش ت میمستق

گرم از هر نمونه خاا    10 ون،یسوسپانس هیجهت ته م،یمستق

 رکیشا  قاه یدق 10شد و بعاد از   ختهير یمحلول نمک ml 90 در

 10-3تاا   10-10ده رقات  ش جاديا ونیاز سوسپانس rpm 150 در

 طیدر محا  یمورد نظر، کشات ساطح   یهارقت هیاز کل و هیته

انجام شد و  ليآگار )مر  آلمان( استر یسو کیپتيکشت تر

سااعت از   2پا  از   C 30° یدر دماا  یگبارپ  از گرمخانه

 یحرارت ماریشدند. در روش ت یلحاظ رشد و عدم رشد بررس

 هیا روش بعد از ته نيدر اعمل نموده البته  میمانند روش مستق

در بان   قهیدق 10ها به مدت از خا ، نمونه هیاول ونیسوسپانس

 .]33[جوش قرار داده شد  یمار

: لوسیباس هيتوسط جدا ومیتانیت دیاکس ی( سنتز نانوذرات دب

 حیتلقا  لوس،یباسا  یهایاز خلوص کلن نانیپ  از رشد و اطم

ن( انجام و براث )مر  آلما نتيکشت نوتر طیها به محیکلن

 rpm 150 و در دور C 30° یساااعت در دمااا  24بااه ماادت  

دور  در ع،يما یهاطیمح هیشدند. در ادامه کل یگبارگرمخانه

 يای شاد و باه محلاول رو     وژيساانتر  قاه یدق 15به مدت  3000

mol/l 025/0 1ارازوده شاد و باه مادت      دیدروکسیه ومیتانیت 

به  C 60° درقرار گررت و در ادامه محلول  کریش یساعت رو

 جااد يقرار داده شد و در صورت ا یدر بن مار قهیدق 30مدت 

مرتبه باا   3و  یجداساز وژی يرنگ، توسط سانتر دیرسوب س 

آب مقطر شستشو داده شد و از رسوب حاصله بعد از خشاک  

 یدساتگاه  یزهایتحت آنال 2TiOنانوذرات  ديیشدن جهت تا

Ultraviolet spectroscopy    مااادل دساااتگاه(UV-160A 

 )مدل  Shimadzu ،)X-ray diffraction ژاپن ساخت شرکت
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PW1730 ، شاااارکتPhilips ،)Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy  بااه اختصااارFTIR  ماادل دسااتگاه(

AVATAR  ساخت شارکت Thermo کاا يآمر ،)Scanning 

Electron Microscopy  به اختصارSEM  مدل دستگاه(FEI 

Quanta 200 ESEM  قارار گررات   کاا يت کشاور آمر سااخ )

]34،35[. 

 دیاکساا یمولااد نااانوذرات د یباااکتر یمولکااول يی( شناساااج

ماورد نظار    یاز باکتر یژنوم DNA: در ابتدا استخراج ومیتانیت

گاارم مثباات  یباااکتر DNAاسااتخراج  تیااطبااق پروتکاال ک

 مااريمطالعااه از پرا نيااصااورت گرراات. در ا ناژنیشاارکت ساا

F:5՜ راااااوروارد _CAGGCCTAACACATGCAAGTC_3՜  و

R:5՜ ورسياااار مااااريپرا _ACGGGCGGTGTGTACAA_3՜ 

شده مطاابق باا منباع ماورد نظار توساط شارکت تکااپو          دیتول

 PCRاست اده شاد. ماواد ماورد اسات اده جهات انجاام        ستيز

 DNAاز  µl 4 ورس،يا راوروارد و ر  مار ياز هار پرا  µl 1 شامل

  يیو با آب مقطر باه حجام نهاا    2X ک یمستر م µl 10 الگو،

µl 20   مرحلااه  کياادر  هرسااانده شااد. واکاانش طبااق برناماا

 35 قه،یدق 30به مدت  C 95° یدر دما يیواسرشت شدن ابتدا

 30باه مادت    C 55° ه،یثان 30به مدت  C 95° یدر دما کلیس

انجام شاد.   قهیدق 10و  هیثان 60به مدت  بیبه ترت C 72° ه،یثان

ژل آگاارز   یبار رو  PCR، محصاول  DNA ریا تکث دیتاس یبرا

بود که  bp 100 است اده شده ر)مارک ارتي انيدرصد جر کي

از حضور باند  نانیشد( و پ  از اطم هیته ناکلونیاز شرکت س

bp 1000 محصول ،PCR نیای تع سات يتوسط شرکت تکاپو ز 

باه   16SrRNAژن  یدهایا نوکل وت یتاوال  یشد. همانند یتوال

 گااه يثبات شاده در پا   یهاا یبا توال BLASTکمک نرم ارزار 

ساه شاد و ساپ  باا اسات اده از      يمقا یژنوم بانک ژن یطلاعاتا

 .]36[شد  میمربوطه ترس یلوژنیدرخت ر MEGA-7ارزار نرم

و  clbBواجااد ژن  یکلاا ایاشرشاا یهااایباااکتر یجداساااز (د

clbN کننده  جاديعامل ا یکل ایاشرش ینمونه باکتر 12: تعداد

 یقاااتیساارطان از دانشااگاه تولااوس ررانسااه توسااط مرکااز تحق

انتقال  شگاهيبه آزما شيشد و جهت انجام آزما هیپاسارگاد ته

، از روش clbNو  clbBحضور هر دو ژن  ی. در ابتدا براارتي

Duplex PCR     است اده شاد. جهات اساتخراجDNA  یبااکتر 

 یگاارم من اا یباااکتر DNAاسااتخراج  تیاااز ک یکلاا ایاشرشاا

 ماارياز پرا clbBژن  یژن اساات اده شااد و باارا  نایشاارکت ساا 

F:5՜ارد رااااورو _GCGCATCCTCAAGAGTAAATA_3՜  و

R:5՜ ورسياار مااريپرا _GCGCTCTAGTGCTCACAACC_3՜  و

رااااااوروارد  مااااااريااز پر clb Nژن  یبااااااراهمچنااااااین 

F:5՜ _TCGATATAGTCACGCCACCA_3՜ ورسياار مااريو پرا 

R:5՜ _GTCAAGCGAGCATACGAACA_3՜ شده توساط   دیتول

 است اده شد.  ستيشرکت تکاپو ز

 مار ياز هر پرا µl 1 ورد است اده شاملمواد م PCRجهت انجام 

 DNAاز  clbN، µl 4و  clbB یهااااژن ورسيااارااوروارد و ر 

 يیو با آب مقطر به حجام نهاا   µl 10 Master mix 2X الگو،

µl 20    مرحلااه  کياارسااانده شااد. واکاانش طبااق برنامااه در

 35 قه،یدق 30به مدت  C 95° یدر دما يیواسرشت شدن ابتدا

 30باه مادت    C 56° ه،یثان 30مدت به  C 95° یدر دما کلیس

انجام شاد   قهیدق 10و  هیثان 60به مدت  بیبه ترت C 72° ه،یثان

]37-39[. 

بار   ومیتاان یت دیاکسا  یناانوذرات د  يیاياثر ضدباکتر ی( بررسه

در حضاور و عادم حضاور ناور مااوراءبن ش: باا        یباکتر هیعل

به  ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د یستیرتوکاتال تیتوجه به خاص

نانوذرات در حضور و عدم  نيا يیايباکترضد تیخاص یبررس

% و  1 یهالظتحضور نور ماوراءبن ش پرداخته شد. در ابتدا غ

شاد و پا  از اتاوکلاو شادن      هیاز نانوذرات سنتز شده ته 2%

ساول ات   ليا لور عيکشت ما طیمورد است اده قرار گررت. مح

از  ml 20     یحااو  ml 50 یهاا براث )مر  آلمان( در ارلن

 يیاياااز نمونااه باکتر µl 100 شااد و ختااهيکشاات ر طیمحاا

 یکترباا  5/1×810مک رارلناد معاادل    5/0)رقت  یاکلیاشرش

ارلن  د،يگرد هیته ml 50 نون ارلن 4( اضاره و تریلیلیدر هر م

 وم،یتانیت دیاکس یو بدون نانوذرات د UVشاهد که بدون اثر 

 و UVرلن سوم باا اثار   ، اUVارلن دوم بدون نانوذرات و با اثر

ml 1 نانوذرات، ارلن چهارم با اثار   %1 ونیسوسپانسUV و ml 

در  شيبود. تمام مراحال آزماا   اتنانوذر %2 ونیاز سوسپانس 1

مرتبه تکرار انجام شد  3و با  یو بدون حضور نور مرس یکيتار
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شاهد باا اسات اده از    یها، نمونهUV ریاز تاث یریجلوگ یو برا

باا   کریشا  یها را بارو پوشانده شد. سپ  ارلن ومینیآلوم ليرو

 LEDمقابل نمپ  cm 8 هود با راصله ريو در ز rpm 25 دور

UVA با طول موج nm 365     قرار داده و پا  از گبشات هار

از هار نموناه، بار     ml 1 قاه، یدق 90و  60، 30 یهااز زمان کي

آگار )مر  آلمان(  ليرد با ولتيکشت جامد و طیمح یرو

 24کشات داده شاد و پا  از گبشات      تیا رپلبه صاورت پو 

 لیتشاک  یهاا یتعداد کلنا  C 37° یدر دما ونیساعت انکوباس

 TAT-KOکااانتر ماادل  ی( توسااط دسااتگاه کلنااCFU) شااده

آزما طب مورد شمارش قرار گررت. در   یساخت شرکت ط

پاردازش   SPSS ver 23ها با است اده از نارم ارازار   داده تينها

-40[ ديا گرد میترسا  Excelارازار  متوسط نر زیشد و نمودار ن

42[. 

 ایاشرشا  ی( باکترMIC) یحداقل غلظت مهارکنندگ نیی( تعو

 clbNو  clbB یهاا ژن انیب ی: جهت بررسclbواجد ژن  یکل

شاده )کاه تحات     ماار یت يیاينمونه باکتر ،یکل ایاشرش یباکتر

قارار گررتاه( و    UVو ناور   ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د ریتاث

قارار   شيآزماا )نمونه شااهد( ماورد    ماریتریغ يیايرنمونه باکت

 ریتحات تااث   یکلا  ایاشرش ی، باکترMIC نییگررت. جهت تع

و در  ومیتااانیت دیاکساا یمت اااوت از نااانوذرات د یهاااغلظاات

منظااور از  نيراارابن ش قاارار گرراات. بااد   یحضااور نااورمرس 

براث  نتونیکشت مولر ه طیو مح یاخانه 96 یهاتیکروپلیم

      یاها تیا کروپلیم یهاا از چاهاک  کيا باه هار    است اده شد و

µl 100 باااراث و نتاااونیکشااات ماااولر ه طیمحااا µl 100  از

 نیباه اولا   ml/µg 1024 هیا نانوذرات با غلظت اول ونیسوسپانس

به  یمتوال یسازچاهک رقت 12چاهک اضاره شد و سپ  تا 

 ونیسوسپانسا  µl 100 انجام شد. سپ  باه هار چاهاک    بیترت

( تار یلیلا یدر هار م  یباکتر 5/1×810لند )مک رار 5/0 یباکتر

آزماون، کنتارل    یها بارا نمونه ی یشد. جهت کنترل ک ارهاض

( و ومیتاان یت دیاکسا  یناانوذرات د  یکشت حاو طیمثبت )مح

و راقد  یباکتر ونیسوسپانس یکشت حاو طی)مح یکنترل من 

در  ونیسااعت انکوباسا   24نانوذره( در نظر گررته شد پا  از  

 یساانج( کاادورتrpm 100و  C 37°) داررکیانکوباااتور شاا 

 یمشخص شدو چاهک قبلا  MICشد که با توجه به آن  جامان

 دیاکسا  یذره دشده با ناانو  ماریت یباکتر Sub MICبه عنوان 

 یشاهد برا یدر نظر گررته شد و سپ  به همراه باکتر ومیتانیت

 قرار گررت. یمورد بررس Real Time PCRواکنش 

 یباااکتر RNA: اسااتخراج Real Time PCR( واکاانش ز

 یباااکتر RNAاسااتخراج  تیاابااا اساات اده از ک یکلاا ایاشرشاا

 RNA تیا  یاز ک نانیانجام شد و پ  از اطم ناژن،یشرکت س

تاران    ميتوسط آناز  RNAبا انجام الکترورورز ژل آگارز از 

 CDNAمعکاوس انجاام شاد. ساپ  از      یبردارنسخه پتازيکر

جهات   مرازیپل یارهیزنج عنوان الگو در واکنش بهشده  دیتول

هاا باا   ژل تيا و در نها ديا قطعه مورد نظار اسات اده گرد   ریتکث

قرار گررات. جهات انجاام     یابيالکترورورز مورد ارز کیتکن

 یکلا  ایاشرش یباکتر cDNA یبرا Real Time PCRواکنش 

 µl 1 شاهد، مواد مورد است اده شاامل  یو باکتر clbواجد ژن 

ژن  یراوروارد بارا   مار ي)پرا ورسيا راوروارد و ر  مريپرا هراز 

srRNA16 F:5՜ _GGTGAATACGTTCCCGG_3՜ مار يو پرا 

R:5՜ ورسيااااار _TACGGCTACCTTGTTACGATT_3՜  و

clb، F:5՜ژن  یبااارا _AAGCCGTATCCTGCTCAAAA_3՜ 

R:5՜ ورسياا ر ماار يو پرا _GCTTCTTTGAGCGTCCACAT_3՜ 

 cDNA، µl 10Syber green masterاز  µl 1 ،اسات اده شاد(  

mix 2x جم نهايی باا آب مقطار باه   و ح µl 20    .رساانیده شاد

در  يیمرحله واسرشت شدن ابتادا  کيواکنش طبق برنامه در 

به  C 95° یدر دما کلیس 35 قه،یدق 10به مدت  C 95° یدما

 ،هیثان 30به مدت  72 ه،یثان 30به مدت  C 56° ه،یثان 15مدت 

°C 95  و قهیدق 15به مدت °C 60  انجام شد. قهیدق 1به مدت 

 Real Time PCRمورد نظر در دساتگاه   باتیترک هیبعد از ته

 یها ماورد بررسا  ژن انیواکنش، ب انيقرار داده شد و بعد از پا

 .]43،44[قرار گررت 

هاا باه   بار سالول   ومیتانیت دیاکس ید تی( آزمون سنجش سم 

 دیاکساا یاثاار نااانوذرات د  ی: بااه منظااور بررساا MTTروش 

رشاد و   یبار رو  لوس،یباسا  یسنتز شده توسط بااکتر  ومیتانیت

اسات اده   MTT ینرمال از روش رناگ سانج   یهاسلول ریتکث

 يیايتوکنادر یم یرقاابت  کیا تسات متابول  کيا روش  نيا شد. ا
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 ميتوسااط آنااز ومیا شکسااتن نمااک تترازول اسااس اسات و باار  

زنده اساتوار   یهاسلول دروژنازیده ناتیسوکس يیايتوکندریم

هاای کشات   پلیات کرویاز م ش،ياست. برای انجاام ايان آزماا   

 یهاا شود. بعد از کشات سالول  یای است اده مخانه 96سلولی 

( Human embryonic kidney cells 293انساان )  نیجن هیکل

کشات   طیمحا  µl 100 های کشت سالولی، حجام  در رلاسک

عدد در هر چاهک قارار داده   20000ها با تراکم سلول یحاو

هاای  تدر معارض غلظا   ون،یسااعت انکوباسا   24شد. بعاد از  

از  50و  µg/ml 01/0، 05/0، 1/0 ،5/0، 1، 5، 10 صااااااااا ر،

سااعت   24ه شد. بعاد از  قرار داد ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د

 ید -MTT (3،5،4رناگ   µl 100 چاهک ربه ه ،انکوباسیون

 (ديااابروما ومیاااتترازول لیااارن ید -5،2( )2-لیاااازولیت لیااامت

(Sigma–Aldrich MTT بااا غلظاات ) mg/ml 5/0   بااه هاار

 ساعت ديگار در دماای   4چاهک ارزوده شد و پلیت به مدت 

C° 37 2، مجهز بهCO        انکوباه شاده و ساپ  ماايع رويای هار

 ايا ( DMSO) ديول وکساس لیمت ید µl 100 چاهک خارج و

 یررمازان ارغوان یهاستاليجهت حل نمودن کر زوپروپانوليا

دقیقاه در   30رنگ به هر چاهک اضاره شاد. پلیات باه مادت     

شد. سپ  جبب نوری هر اق بر روی شیکر قرار داده مای اتد

        در طااول مااوج درياار زايااچاهااک بااا اساات اده از دسااتگاه ان 

nm 570  در مقابل بلانک خالیDMSO بارای  ديقراست گرد .

. در ديبار تکرار گرد 2چاهک و تمام مراحل نیز  4هر غلظت 

اس بر اسا  یسلول یبقا زانیم ايزنده  یهانهايت، درصد سلول

 2و میزان توکسیسیتی ايجاد شده با اسات اده از رابطاه    1رابطه 

باا اسات اده از    جي. نتاا ]45[نوشته شده محاسبه شد  ليکه در ذ

اراازار ( بااا اسات اده از نارم  ANOVA) ان يا وار زیآزماون آناال  

SPSS Ver 23 05/0و  یبررس˂P  معنادار در نظر گررته شد و

در سطو   یداریپ  از مشخص شدن اختلاف و ت اوت معن

در هار دو زماان مشاخص     Duncanآزماون   قيمختل  از طر

 .ديگرد نییتع یداریسطو  معن

 

1)                      

2)       

 نتایج و بحث -3

سانتز کنناده    یهاا لوسیباسا  یحاصل از جداسااز  جيال ( نتا

و  یجداسااز  یلنا ک 45 نی: از با ومیتاان یت دیاکسا  ینانوذرات د

 یکه برا ،یحرارت ماریو ت میخالص شده از روش کشت مستق

 5کار گررتاه شاده بودناد    ب ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د دیتول

رساوب   هيجدا 1گزارش شد که تنها  لوسیباس یباکتر هيجدا

کارد و پا     جاديها اهيجدا رينسبت به سا یشتریرنگ ب دیس 

 یهاا یجدا شده باا تاوال   یباکتر SrRNA 16 یتوال سهياز مقا

اراازار بااا اساات اده از ناارم یاطلاعااات ژنااوم گاااهيموجااود در پا

Blastيیشناساا   یلنسا یتکوس لوسیماورد نظار، باسا    ی، باکتر 

دهناده ارتبااب    اننشا  یدرخت ریلوژن، 1به شکل شد. با توجه 

مااورد مطالعااه و   یهاااايزولااه SrRNA16 یهااایبااین تااوال 

اعداد واقاع در گاره    .باشدمی GenBankمرجع در  یهایتوال

 یبااکتر  باشاد. از )%( مای  Bootstrapکلادها نمايانگر ارزش 

LT986216) )Bacillus tequilensis   بااه عنااوانoutgroup 

 است اده شد.

 

 
ژن  يتوال نینشان دهنده ارتباط ب ،يلوژنی: درخت ف1 شكل

SrRNA16 هیسو سیلنسیكوئیت لوسیباس یباکتر LT986216  

 اعداد واقع در گره  .دهدينشان م ها رایباکتر گریبا د

 .( استbootstrap 100%ارزش ) انگریکلادها نما

 

 یبن ش نااانوذرات دحاصاال از طیاا  ساانجی راارا جي( نتاااب

  ني، وجود بانترnm 550 تا 200: در محدوده ومیتانیت دیاکس
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سانجی  باا دساتگاه طیا     nm 350 پیک جببی در طول ماوج 

UV-Vis ناانوذرات   یسات يگزارش شد که نشان دهنده سنتز ز

 باشد.یم ومیتانیت دیاکس ید

ذرات هاای ناانو  ( آنالیز پراش اشعه ايک  تشکیل کريساتال ج

 2را در نموناه تايیاد نماود. مطاابق شاکل       ومیتاان یت دیاکس ید

، 42، 40، 39، 25تتاا،   2هاايی قاوی و مجازا در زواياای     پیک

درجااه ديااده شااد  83و 78، 75، 70، 65، 63 ،58، 55، 48، 45

، 200، 210، 111، 221، 004، 101کااه بااه ترتیااب بااا سااطو  

 دیاکساااااا ید 224و  212، 215، 301، 310، 002، 123، 211

در  یاز ناخالصا  کیا گوناه پ چیخاوانی داشات. ها   هام  ومیتانیت

محصول مربوطه با  نيبنابرا .مشاهده نشد Xپراش اشعه  یالگو

 شده است. هیخلوص بان ته

 

 
های حاصل از طیف پراش اشعه ایكس نانوذرات : الگوی پیك2 شكل

 ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د یبلور یساختارها) ومیتانیت دیاکس ید

 ..(دیمشخص گرد لی( روتاRو  تی( بروکB( آناتاز، Aبصورت 

 

ماادون   هيا رور ليتباد  یسانج  یا ط زیحاصل از آناال  جيد( نتا

 یهاا کیا نشاان داد کاه پ   ومیتاان یت دیاکس یقرمز، نانوذرات د

 یهاااوهیمربااوب بااه شاا  cm 3600-3200-1 هیاادر ناح یجاابب

 cm 2900-2800-1 هیا در ناح ،H-Oمتقاارن   یکششا  یارتعاش

 cm 1670-1 هیااو در ناح H-C یمربااوب بااه ارتعاشااات کششاا 

 دیباشاد. در نموناه اکسا   یما  O-H یخمشا  ارتعااش مربوب به 

شااد کااه باار  دهيااد cm 683-1 هیاادر ناح یکاایپ ومیتااانیت یزرلاا

 تعلق دارد. ژنیرلز اکس یکشش یارتعاش یهاوهیش

 یالکتروناا کروسااکو یم یربرداريحاصاال از تصااو جيه( نتااا 

SEM ري: با توجه باه تصاو  ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د A  در

از نانوذرات توسط  nm 500 يیکه مربوب به بزرگنما 3شکل 

ناانوذرات   یاست شکل کرو یروبش یالکترون  کروسکویم

          يیبااا بزرگنمااا  B ريباشااد و در تصااو یکاااملا مشااخص ماا  

nm 200نیب ی، نانوذرات قطر nm 17/78- 76/35   دارند کاه

باشد )شکل یم ومیتانیت دیاکس یبر ساختار نانوذرات د یديیتا

3.) 

 

(A) 

(B)

گرفته شده از  يالكترون كروسكوپیم ری( تصوA ری: تصو3 شكل

 لوسیباس یشده توسط باکتر سنتز ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د

 كروسكوپِیم ری( تصوB ری، تصوnm 500 یيبا بزرگنما سیلنسیتكوئ

شده  سنتز ومیتانیت دیاکس یگرفته شده از نانوذرات د يالكترون

 .nm 200 یيبا بزرگنما سیلنسیتكوئ لوسیباس یتوسط باکتر

 

 زیآناال  ی(: براEDS) ک يپرتو ا یپراش انرژ یسنج ی( طو

دو ذره از نموناه انتخااب و باا     یطور تصاادر ذرات، ب یعنصر

EDS آزماون   جينتا 4شدند. شکل شماره  زیآنالEDS نيا از ا 

 ک ،يپرتو ا یانرژ یدهد. در هر دو الگویدو نقطه را نشان م

دو  نيا در ا ومیتاان یت زانیا شادند. م  يیشناسا ومیتانیو ت ژنیاکس

 است. یدرصد وزن 72/6به  کيذره، نزد
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  كسیپرتو ا یپراش انرژ يسنج فیآزمون ط جی: نتا4 شكل

 .سیلنسیتكوئ لوسیباس یتوسط باکتر شده دینانوذرات تول

 

در  clbNو  clbB یهااااژن يیحاصااال از شناساااا  جي( نتااااز

: با Duplex PCR یتوسط واکنش مولکول E.coli یهاهيجدا

 1شده  هیته یکل ایاشرش یباکتر 12، از تعداد 5توجه به شکل 

 هيا باود. جدا  clbNو  clbBواجد هار دو ژن   يیايباکتر هيجدا

 در نظر گررته شد. یبعد یهایبررس یبرا 4شماره 

 

 
  ،يکل ایاشرش یهادر سویه clbN و clbB یهاژن يان: فراو5 شكل

 ر و ستون +: کنترل مثبت و مارک Mاز سمت چپ به ترتیب ستون: 

 باشد.يم يکل ایاشرش یهاهیجدا 12تا  1 یهاو ستون ي: کنترل منف-ستون 

 

 یناانوذرات د  يیايباکتراثار ضاد   یحاصل از بررسا  جي ( نتا

در  clbواجاد ژن   یکلا  ایشرشا یباکتر هیبر عل ومیتانیت دیاکس

 بان ش: باا توجاه باه نماودار      حضور و عدم حضور نور ماوراء

، گبشت زمان و حضور نور مااوراءبن ش اثار قابال    (6)شکل 

نسابت باه کنتارل     یبااکتر  یهایبر کاهش تعداد کلن یتوجه

 یناانوذرات د  یکیتیرتوکاتاال  تیکنناده خاصا   انیا داشته که ب

 نيباشد. علاوه بر ایماوراءبن ش مدر برابر نور  ومیتانیت دیاکس

کاه   ارات يهاا کااهش   یغلظت نانوذرات تعداد کلن شيبا ارزا

 و کندینانوذرات را مشخص م یکروبیمضد تیموضون خاص

وجاود   یجهات بررسا   SPSS ver 22ارازار توسط نرم زیبا آنال

باا   یگبشت زمان و کااهش رشاد بااکتر    نیب یرابطه معنادار

 2و  1 ومیتاان یت دیاکس یو نانوذره داضاره کردن نور ررابن ش 

باا   رساون یپ یهمبستگ بيکشت از روش ضر طیدرصد به مح

باا وجاود    لابا . ديها است اده گردریبودن متغ یاتوجه به راصله

p≤0.05 دهناده رابطاه   )نشاان  کيا  یهمبساتگ  بيو عدد ضر

و باا توجاه باه رابطاه      ديا ( ررض ما اثبات گردیقو یهمبستگ

نسابت باه    یان و کاهش رشد بااکتر گبشت زم نیب یمعنادار

و در  قهیدق 90و 30،  قهیدق 60و  30 یزمان کنترل در محدوده

و با توجاه باه    شتوجود دا قهیدق 90و  60 یهامحدوده زمان

امر است که با گبشات   نيباشد نشان دهنده ایم p≤0.5 نکهيا

و رابطااه  ارتااهيکاااهش  يیايااباکتر یهااایزمااان تعااداد کلناا 

هماراه باا    یبشت زمان و کاهش رشاد بااکتر  گ نیب یمعنادار

 غلظت نانوذره وجود دارد. زانیم شيارزا

 

 
متفاوت از نانوذرات  یهادر غلظت يکل ایاشرش یباکتر ي: تعداد کلن6 شكل

 .مختلف یهادر حضور نور ماوراءبنفش در زمان ومیتانیت دیاکس ید

 

حاداقل   ،یسنجتوجه به کدورت: با MICحاصل از  جي( نتاب

 ومیتااانیت دیاکساا ی( نااانوذرات دMIC) یغلظاات مهارکنناادگ

 clbN 256 و clbBواجااد ژن  یکلاا ایاشرشاا یباااکتر یباارا

µg/ml غلظت نيبنابرا .گزارش شد µg/ml 128 (Sub MIC) 

 دیاکساا یشاده توسااط نااانوذرات د  ماااریت یباه عنااوان باااکتر 

 یواکنش مولکاول  لهیسژن بو انیب زانیم یبررس تجه ومیتانیت

Real Time PCR .است اده شد 

 یکلا  ایاشرشا  یباکتر clbژن  انیب یحاصل از بررس جي( نتای

توسااط روش  ومیتااانیت دیاکساا ینااانوذرات د ریتحاات تاااث 

شاده   ماریت clbژن  انینشان داد ب Real Time PCR یمولکول

است. با توجه باه   ارتهيبا کنترل کاهش  سهيبا نانوذرات در مقا

و  clbژن  ریااانماااودار تکث ساااهي، در مقا (7)شاااکل  ماااودارن

SrRNA16  به عنوانHousekeeping   قبل و بعد از مواجهه باا
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 Ctاسات.   ارتاه ي شيارزا ΔCt زانینانوذرات مشخص شد که م

و  43/17 بیاابااه ترت ماااریدر قباال و بعااد از ت SrRNA16ژن 

ز قبل و بعاد ا  Ctاختلاف  نکهيبدست آمد. با توجه به ا 04/18

دارد و  فاخاتلا  61/0تنهاا   ومیتانیت دیاکس یبا نانوذره د ماریت

باه عناوان    SrRNA 16از ژن  نيبوده بناابرا  زیاختلاف ناچ نيا

ژن  ΔCtاسات اده شاده اسات.     یو استاندارد داخلا  یژن خانگ

clb  8طباق شاکل    ومیتاان یت دیاکس ید نانوذراتدر مواجهه با 

باا توجاه باه     ه شاد. آورد 1در جادول   جيو نتا ديمحاسبه گرد

 هيدر ساااو clbذوب ژن  یدر منحنااا یاصااال کیاااپ 9شاااکل 

 C°ی شااده بااا نااانوذرات دمااا  ماااریت  یلنساایتکوس لوسیباساا

 را نشان داد. 79/86
 

 
 با نانوذرات  ماریدر قبل و بعد از ت clbژن  ری: نمودار تكث7 شكل

  SrRNA16کنش ژن وا شرفتیو نمودار پ ومیتانیت دیاکس ید

 .محاسبه شده Ctبه همراه  Housekeepingبه عنوان ژن 

 

 
 

  یباکتر clbژن  انیب يحاصل از بررس جی: نتا8 شكل

  ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د ریتحت تاث يکل ایاشرش

 .Real Time PCR  يتوسط روش مولكول

 

است اده شد.  PFAFFLز روش ا clbژن  انیب زانیم نییتع یبرا

اسات کاه باازده نموناه و کنتارل       نيا روش ررض بار ا  نيدر ا

 بااه منظااور ΔΔCT-2درصااد و از ررمااول  100براباار  یداخلاا

 ینانوذرات د 2ژن است اده شد. با توجه به جدول  انیب یبررس

 حالی رشده است، د clbژن  انیباعم کاهش ب ومیتانیت دیاکس

 
 ماریت سیلنسیتكوئ لوسیباس هیدر سو clbذوب ژن  ي: .منحن9 شكل

ژن مورد  یهاينشان داد که منحن ومیتانیت دیاکس یشده با نانوذره د

 هستند. یاهم منطبق و بصورت تك قلهها باسنجش در تمام نمونه

 
 .ومیتانیت دیاکس یدر مواجهه با نانوذره د clbژن  ΔCt جی: نتا1جدول

CTΔΔ-2 

نمونه 

 کنترل

CTΔΔ-2 

نمونه 

 تیمار

ΔΔCT 
نمونه 

 کنترل

ΔΔCT 
نمونه 

 تیمار

ΔΔCT 
نمونه 

 کنترل

ΔΔCT 
نمونه 

 تیمار

1 79/0  0 33/0  32/7  64/7  

 

 نداشته است. SrRNA16ژن  انیب یبر رو یریتاث چیهکه 

 دیاکساا ید تیحاصاال از آزمااون ساانجش ساام   جي( نتااا 

 ها:بر سلول ومیتانیت

هاا  سالول  یاتیا ح تیرعال زانی، م(10)شکل توجه به نمودار  با

سااعت   72ساعت حداقل باود، اماا بعاد از     48بعد از گبشت 

 زانیا م ني. کمتار ارات ي شيهاا ارازا  سلول یاتیح تیرعال زانیم

 72و  48بعاد از گبشات    بیا هاا باه ترت  سالول  یاتیا ح تیرعال

 ،%43/63 و % µg/ml 1/0، 54/13 ساااعت مربااوب بااه غلظاات 

بعد از گبشت  بیها به ترتسلول یاتیح تیرعال زانیم نيشتربی

%  91/89و   100و  µg/ml 5 ساعت  مربوب به غلظات  72و  48

و با اسات اده   SPSS ver 23ارزار توسط نرم یآمار لتحلی. بود

 یا( و آزمون چند دامناه ANOVA) ان يوار زیاز آزمون آنال

Duncan  وPaired T-Test  ان يا وار زیآناال شاد. در   یبررسا 

(ANOVA جهاات بررساا )نیدار بااودن اخااتلاف باا یمعناا ی 

سااعت بصاورت جداگاناه     72و  48هر دو زمان  یهانیانگیم

در هار دو زماان را    Pvalu =0 ايا  sig= 0شد که مقدار یبررس

 جاه ینت p≤0.05دار باودن  یبا توجاه باه معنا    نيبنابرا .نشان داد

و  ماار یساطو  ت  نیدار بودن اخاتلاف با  یمعن زیحاصل از آنال

سلول را مشاخص نماود.    یمانزنده یرور آن را ب یگبارریتاث
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 یهاا در زماان  گريکاد يبا  یداریسپ  اختلاف و ت اوت معن

 تيانجام شد و در نها Duncanساعت توسط آزمون  72و  48

در  یجابب ناور   نیانگیا م ساه يمقا paired t-Testباا آزماون   

ه لبا باا توجا   .داد نشانرا  sig=0هر دو گروه مقدار  یمارهایت

سااطو   نیباا یداریاخااتلاف معناا میابياایدر ماا P≤0.05بااه 

 یهاا بار رو  آن یرگابار یبا گبشت زماان و تاث  ماریمختل  ت

 سلول وجود دارد. یمانزنده

 

 
 یهاسلول يمانزنده یيدرصد توانا سهی: مقا10شكل 

HEK 293 از نانوذرات  يمتفاوت یهادر مقابل غلظت 

 .ساعت 72و  48بعد از گذشت  ومیتانیت دیساک ید

 

کاه   ومیتاان یت دیاکسا  یخاص نانوذرات د هاییژگياز و یکي

شاده اثارات    یناانوذرات رلاز   گار يآن نسبت به د زيباعم تما

آن را  یکروبیباشاد کاه اثارات ضادم    یآن م یقو یتیرتوکاتال

 ومیتانیت دیاکس یدهد. از سه دهه گبشته تاکنون دیم شيارزا

 ،یتیرتوکاتااال یکاايزیر ،یکيولااوژیخااواص متعاادد ب لیاابااه دل

و عاادم واکاانش  نيیپااا تیساام ،یساارطانضد ،یکروبیضاادم

علااوم  نیمااورد توجااه محققاا یتماساا تیاادرمات اياا کيااآلرژ

 یقارار گررتاه اسات. خاواص د     یو صانعت  یمختل  بهداشات 

وابسته باه انادازه ذرات و روش سانتز آن و در     ومیتانیت دیاکس

و همکااران   Ripollesشده است.  جاديا یساختار بلور تينها

از دو نااون  یمت اااوت یهااااثاار غلظاات یبررساا اباا 2019سااال 

)شکل  NM101 یهابه نام ومیتانیت دیاکس یمختل  نانوذره د

شاکل  ) NM105( و nm 7 آناتااز ناانوذره باا انادازه     ستاليکر

( با حضور و nm 21 نانوذره با اندازه ليروتا-آناتاز یستاليکر

 یهادر زمان nm 400-315با طول موج  UVور عدم حضور ن

 یسااعت بار رو   24و به مادت   قهیدق 42و  36، 24، 12، 6، 3

از جملااه  یگاارم مثباات و گاارم من اا یهااایاز باااکتر یگروهاا

 کلیسا  3تاا   2نشاان دادناد کاه کااهش      یکلا  ایاشرش یباکتر

 نیباا یتنهااا بااا همبسااتگ   يیايااباکتر یهااایکلناا یتميلگااار

ذرات، وجااود نااور و گبشاات زمااان نااانو یبااان یهاااغلظاات

در مااورد هاار دو نااون  جااهینت نياابااود و ا خواهااد ريپاابامکااان

هاا  داده زیصادق بود و آنال ومیتانیت دیاکس یمختل  نانوذره د

( را نسبت به گروه شااهد نشاان   p<0/05دار بودن )یرابطه معن

اثار   یباا بررسا   2012و همکااران ساال    Jaderi. ]46[دهد یم

 ویبار ر  دياکساا  ید ومیتاان ینانو ذرات ت %2 و %1 یهاغلظت

و با  قهیدق 120و  90، 30با گبشت زمان  یکل ایباکتری اشرش

 شينشاان دادناد کاه باا ارازا      UVحضور و عدم حضاور ناور   

 یکلاا ایبااکتری اشرشا   یکروبا یم تیا غلظات ناانوذرات، جمع  

نماوده اسات.    دایا داری نسبت باه نموناه شااهد پ   یکاهش معن

تواند مالا   ینم يیبه تنها دياکسا ید ومیتانیهرچند غلظت ت

باه صاورت    UVتوساط   یپرتاوده  زانیا و م ردیقرارگ یبررس

 ریگردد. اما تأثیها مسمین کرواورگایم یتوأمان سبب کشندگ

غلظات   شيباا ارازا   یکشندگ شيمعرف ارزا يیغلظت به تنها

بار بااکتری    ومیتاان یت دیاکس دی نانوذرات %1 است. در غلظت

را نشان  400× 410 نسبت به نمونه شاهد ucf 104 یکل ایاشرش

 دیاکس یغلظت د نيای دارد و درادادند کاهش قابل ملاحظه

را  یکروباایبااار م یتميلگااار کلیساا 2توانسااته اساات  ومیتااانیت

 دی نااانوذره از درصااد 2( در غلظاات p<0/05کاااهش دهااد )

از  یکروبا یم تیا شاد. جمع  دهيد یمشابه جهینت ومیتانیت دیاکس
 اسات کرد که نشان دهناده آن   دایکاهش پ 410به  400× 410

 تیا هاا توانسات جمع  غلظات  نيا در ا ومیتاان یت دیاکسا  یکه د

. اثار  ]40[کاهش دهاد   یتميلگار کلیس 2را حدود  یکروبیم

 گار يتوساط د  دياکساا  ومیتاان یذرات تناانو  یقاطع نابودکنندگ

حاصال از   جيشده است و عالاوه بار آن نتاا    ديیتا زین نیمحقق

 دیاکس ینانوذرات د يیاياثر ضدباکتر یاضر با بررسمطالعه ح

در حضور و  clbواجد ژن  یکل ایاشرش یباکتر هیبر عل ومیتانیت

در ساه   %2و  %1 یهاا عدم حضور نور ماوراءبن ش باا غلظات  

نشان داد گبشت زمان و حضور نور  قهیدق 90و  60، 30زمان 

 یهاا یبار کااهش تعاداد کلنا     یماوراءبن ش اثار قابال تاوجه   

 جاه یداشاته در نت  رلنسبت باه نموناه کنتا    یکل ایاشرش یباکتر
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با  قهیدق 90ها مربوب به زمان یکاهش رشد کلن زانیم نيشتریب

نسبت باه کنتارل    cfu 70 ینانوذرات و با تعداد کلن %2غلظت 

(p<0/05گاازارش شااد کااه ب )تیخاصاا شيکننااده اراازا انیاا 

 ءنور ماورا در برابر ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د يیايضدباکتر

 دیاکسا  یناانوذرات د  یکیتیت رتوکاتاال یخاصا  لیبه دلبن ش 

مبکور  نیحاضر با محقق قیتحق جينتا نيباشد بنابرایم ومیتانیت

با مطالعه  2016نش در سال و همکارا Babaeiدارد.  یخوانهم

 دیاکسا  یو د ومیتاان یت دیاکسا  یناانوذرات د  یکروبیماثر ضد

اثار مطلاوب    یکلا  ایاشرشا  یتربار بااک   سات یرتوکاتال ومیتاان یت

را در کااااهش  تیااارتوکاتال ومیتااان یت دیاکسااا ید ذراتنااانو 

 دیاکسا  ینسابت باه ناانوذرات د    یاکلیاشرش یباکتر تیجمع

باا   2013و همکاران در ساال   Ahmad .]26[نشان داد  ومیتانیت

 ایاشرشا  ینانوذرات در باکتر يیايباکتراثر ضد یمطالعه بر رو

 یدارا ومیتااانیت دیاکساا یذرات دنشااان دادنااد کااه نااانو یکلاا

رعاال  ریغ یهساتند. ناانوذرات بارا    یقاو  يیايضدباکتر تیرعال

 یهاا باا اتصاال باه الکتارون     DNAو  یسلول یهاميکردن آنز

 لاز،یدروکسا یه نادول، يا دها،یا آم لات،یکربوکسا  یهاا گروه

منارااب  یرين وذپااب شيباعاام اراازا رهیااو غ ولیاات یهاااگااروه

باعاام  جااهیشااده و در نت يیايااباکتر یساالول وارهيااکوچااک د

 تیا رعال یحاصل از بررسا  جي. نتا]47[گردند یمرر سلول م

 ومیتاان یت دیاکسا  یتوسط نانوذرات د یکل ایاشرش یباکترضد

دارد و ناانوذرات   یخاوان مبکور هم نیمطالعه با محقق نيدر ا

 یبااکتر  یهاا یباعم کاهش رشاد کلنا   یدر مواجهه با باکتر

ت یاارعال یابياابااا ارز 2011ال و همکاااران در ساا Saadatشااد. 

نشااان دادنااد کااه  ومیتااانیت دیاکساا ینااانوذره د يیايباکترضااد

 یبااااکتر هیاااعل µg 2/2 یناااانوذرات قااادرت مهارکننااادگ 

و  XRD جينتااا نیرا دارد. همچناا نااوزایسااودوموناس آسروج

SEM و  یکرو یذرات ومیتانیت دیاکس ینشان داد که نانوذره د

بار سااختار ناانوذرات     یديیباشند که تایم nm 65-40 با قطر

حاضار حاداقل    قیا . در تحق]48[باشاد  یم ومیتانیت دیاکس ید

 ایاشرش یباکتر هی( نانوذرات بر علMIC) یغلظت مهارکنندگ

انجاام   قیبا تحق جهینت اديبوده که اختلاف ز µg/ml 256 یکل

نانوذرات  دیروش تول لیو همکاران به دل Saadatشده توسط 

حاضار از   العاه در مط یول يیایمیروش ش ها ازکه آنباشد یم

 جينتاا  یسانتز شاده اسات. اماا در مطالعاه کناون       یستيروش ز

XRD  وSEM    نیبا  یقطار  و ینشان داد کاه ناانوذرات کارو 

بار سااختار ناانوذرات     یديینانومتر دارد که تا 76/35 -17/78

باشد. و نانوذرات با داشتن نسبت سطح یم ومیتانیت دیاکس ید

از خااود نشااان  یخااوب یکروبیمضااد تیاصاابااه حجاام بااان خ

 يیايباکترضااد تیخاصاا یبررساا جااهینت نيبنااابرا .دهناادیماا

محقاق   جيباا نتاا   قیا تحق نيا در ا ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د

و همکاااران در سااال  Shokrolahiدارد.  یخااوانماابکور هاام

بار   ومیتاان یت دیاکسا  یناانوذرات د  تیاثر سام  یبا بررس 2018

مختلا    یهادر غلظت HT29 لونکسرطان  یرده سلول یرو

نشاان دادناد کاه ناانوذرات در      MTTنانوذرات توساط روش  

را  یسالول  ریا مهاار تکث  نيشتریب µg/ml 100 و 50 یهاغلظت

(. P˂05/0دار اساات )یمعناا یانااد کااه از لحاااظ آمااارداشااته

 HT29 یدر رده ساالول 9و  3کاسااپاز  یهاااژن انیااب نیهمچناا

سااعت باه    24 یطا  ومیتانیت دیاکس یشده با نانوذرات د ماریت

 (P=0/0006)و  0/13±2/69 (P=0/0005) زانیا باه م  بیا ترت

0/29±3/46 (0/0002=P) جااهینت نیهمچناا اراات،ي شياراازا 

 یهاا نشان داد کاه سالول   یتومتریو رلوس DAPI یزیآمرنگ

HT29    حاضاار  قیاا. در تحق]49[وارد آپوپتااوز شااده اساات

سانتز شاده باه     مویتاان یت دیاکسا  یناانوذرات د  تیسم یابيارز

( به HEK293انسان ) نیجن هیکل یرده سلول هیعل یستيروش ز

 ومیتاان یت دیاکسا  ینانوذرات د ریانجام شد که تاث MTTروش 

ها بعاد از  سلول یاتیح تیرعال زانیها نشان داد مسلول یبر رو

 زانیا سااعت م  72ساعت حداقل باود، اماا بعاد از     48گبشت 

توساط   یل آماار یا و تحل ارتي شيها ارزاسلول یاتیح تیرعال

 یاتیا ح تیا در رعال شيارازا  نيا نشان داد کاه ا  SPSSارزار نرم

دار یمعنااا یسااااعت از لحااااظ آماااار 72هاااا بعاااد از سااالول

ها بعد از سلول یاتیح تیرعال زانیم ني( و کمترP˂05/0است)

و  µg/ml 1/0 غلظات  باه  مرباوب  %12/54سااعت   48گبشت 

 72گبشاات  زهاا بعاد ا  سالول  یاتیا ح تیا رعال زانیا م نيشاتر یب

مورد  نيلبا در ا .بود µg/ml 5 غلظت به مربوب %100ساعت 

باا   رايا ز .دارد رتيحاضر با مطالعه محقق مابکور مغاا   قیتحق
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 Real Time PCRانجااام شااده توسااط روش   یهااایبررساا

 ،يیايباکترضد تیبا داشتن خاص ومیتانیت دیاکس ینانوذرات د

 زانمیا  %44/20نست توا یکیتیرتوکاتال تیو خاص یسرطانضد

عاماال ساارطان  یکلاا ایاشرشاا یباااکتر clbNو  clbBژن  انیااب

 و MTT شيآزمااا یکولورکتااال را کاااهش دهااد و بااا بررساا

تاوان  یها ما نانوذرات نسبت به سلول نيا تیسم زانیمکاهش 

 یکروبا یم یهاا یماار یهاا و ب نانوذره در درمان سارطان  نياز ا

از   ادهاساات نااهیاز موضااوعات مهاام در زم یکاايبهااره جساات. 

 یساالول تیدر درمااان ساارطان، عاادم ساام   ینااانوذرات رلااز 

نرمااال اسات. مطالعااات نشااان   یهاااسالول  یناانوذرات باار رو 

 ریتاأث  یسالول سارطان   یهاا بر رده 2TiOدهد که نانوذرات یم

 یهاا بار رو  آن میاثر مستق لیبه دل دهيپد نيدارد که ا یشتریب

باا توجاه    نيبرابناباشد. یم یتوکندریسلول در م یسامانه تن س

 یهاتن   سلول نديآدر رر یتوکندریم یبان تیرعال زانیبه م

نانوذره  یبرا یبستر مناسب ،یعیطب یهانسبت به سلول یسرطان

2TiO گار يد یکا يشود. یرراهم م یسرطان یهاسلول بيتخر 

 یهاا غشااء سالول   نیبا  یشناسا خات ير یهاا ت اوت ل،ياز دن

باشاد.  یها ممنارب آن اندازه از لحاظ ت اوت یعیو طب یسرطان

ناانوذرات   یاختلاف در شاکل، انادازه و باار ساطح     نیهمچن

 یهاا سالول  نینانوذرات ب تیسم زانیدر ت اوت م گريعامل د

، 2014و همکاااران سااال  Brune باشااد.یو نرمااال ماا یسارطان 

 طيدر شارا  یگوارشا  الیا تلیاپ یرا بر رو 2TiOنانوذرات  ریتأث

زناده ماورد مطالعاه قارار دادناد.       دو بدن موجاو  یشگاهيآزما

 ل وميا الیتلیاز اپ 2TiOمطالعه نشان داد که نانوذرات  نيا جينتا

 طيشااود. در شاارا یو کولااون عبااور کاارده و آگلااومره ماا    

 یهاا و سالول  M یهاا ناانوذرات در سالول   نيا ا یشگاهيآزما

 تیسام  یطاور قابال تاوجه   اماا ب  ،کنناد یم دایتجمع پ یمخاط

 ناه ینکتاه در زم  نيا و ا ]50[کنند یالقا نم او آپوپتوز ر یسلول

نرماال و   یهاا سالول  یرو ناانوذره بار   نيا یسلول تیعدم سم

باه عناوان    ناده ياسات کاه بتاوان در آ    تیاهم زيحا اریسالم بس

 .ردیضدسرطان مورد است اده قرار گ يیدارو ديکاند

 

 

 گیرینتیجه -4

ش کااه  یمطالعه نشان داد نانوذرات سانتز شاده رو   نيا جينتا

و  clbBژن  انیا کاهش ب نیو همچن یکل ایاشرش یرشد باکتر

clbN ها سلول یبر رو ینیپاس تیموثر هستند و اثر سم یباکتر

توان باا اسات اده از ناانوذرات اصالا  شاده      می نيدارند. بنابرا

سارطان اشااره    ارات برای تحويل هدرمند و انتخابی دارو باه ب 

ل توجاه ناانوذرات،   و قابا  یکروبیکرد. با توجه به اثرات ضدم

بار   ناده يگوناه مطالعاات در آ   نيگردد با استمرار ایم شنهادیپ

را در  باات یترک نيا محل اثار ا  یوانیمختل  ح یهامدل یرو

دسات  نماود و باا ب   يیشناساا  یو قاارچ  يیايا باکتر یهاا سلول

خااااواص  ريدر خصااااوص سااااا شااااتریآوردن اطلاعااااات ب

وان از رود کاه بتا  یآن ما  دیا ام یباات یترک نیچنا  یکروبیضدم

در  ژهيا سطو  و باه و  یکروبیم یهایها در زدودن آلودگآن

 است اده نمود. ینیموارد بال
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