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Introduction:Nowadays, metal nanoparticles, especially silver, due to their 
special physical properties and anti-cancer effects have been considered.
One of the methods of synthesis of these nanoparticles is the use of plant 
extracts. 
Aim: The aim of this study was to investigate the anti-cancer effects of silver 
nanoparticles synthesized of the hydroalcoholic extract of Digitalis nervosa on 
the cancer cell line (Hela).
Material and methods: In this experimental study,the synthesis of silver na-
noparticles was performed by adding the hydroalcoholic extract of Digitalis 
nervosa to the silver nitrate solution. Physical and chemical properties of syn-
thesized nanoparticles were determined by UV-vis, TEM, SEM, EDX and XRD 
methods.Viability of Hela cancer cells by MTT method with different concen-
trations of synthesized silver nanoparticles(3.125 to 100 mg /ml) and the ex-
pression of Bax, Bcl2, P53 and CDH1 genes were evaluated using real time 
PCR technique in 24 hours.Data were analyzed using GraphPad  software and 
one-way ANOVA test.P<0.05 was considered statistically significant.
Results: The results showed that the results of cytotoxicity at different concen-
trations of silver nanoparticles showed that IC50 was 16.66 μg / ml, respectively. 
Also, the expression of Bax, CDH1 and P53 apoptotic genes in concentra-
tion (16.66 μg / ml) increased and Bcl2 gene expression decreased compared 
to the reference gene, which showed the effects of cytotoxicity and changes 
in nanoparticle concentration. 
Conculosion: Silver nanoparticles synthesized from the extract of the Digitalis 
nervosa plant have a cytotoxic effect and possibly induce apoptosis on Hela 
cancer cells.
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تاثیر نانوذرات نقره سنتزشده ازعصاره هیدروالکلی گیاه گل انگشتانه ) Digitalis nervosa(بر بیان 

)Hela( در رده سلولی سرطان دهانه رحمP53 وBax ، Bcl2 ،CDH1 ژن های
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مقدمـــه: امـــروزه نانوذرات فلزی بـــه ویژه نقره بـــه دلیل ویژگی فیزیکی خـــاص و اثرات 

ضدسرطانی مـــورد توجه قرار گرفته که یکی از روش های ســـنتز این نانوذرات، اســـتفاده از 

عصاره گیاهان می باشـــد.

هدف: بررســـی اثرات ضد سرطانی نانوذرات نقره ســـنتز شـــده از عصـــاره هیدوالکلی گیاه 

گل انگشـــتانه)Digitalis nervosa( بر رده ســـلول های سرطانی )Hela( می باشد.

مـــواد و روش ها:در ایـــن مطالعه تجربی ســـنتز نانـــوذرات نقره با اضافه شـــدن عصاره 

هیدروالکلـــی گیـــاه گل انگشـــتانه به محلـــول نیترات نقره انجام شـــد. خـــواص فیزیکی 

وشـــیمیایی نانوذرات سنتز شـــده با  روشـــهایUV-vis ،TEM، SEM،EDX  و XRDتعیین 

گردیـــد. زنده مانی ســـلول های سرطانی بـــا روش MTTبا غلظت های مختلـــف نانوذرات 

 P53 ،Bax ، Bcl2 نقره ســـنتز شـــده) 3/125 تا 100 میلی گرم بـــر میلی لیتر( و بیان ژن هـــای

و CDH1 با کمـــک تکنیکReal time PCR  ارزیابی شـــد.

نتایـــج:  داده ها با اســـتفاده از نرم افـــزار گراف پـــد و آزمون واریانس یـــک طرفه تجزیه 

و تحلیـــل و P>0.05 معنـــادار در نظر گرفته شـــد. نتایج نشـــان داد که ســـمیت ســـلولی 

در غلظت هــــای مختلف نانـــو ذرات نقره نشـــان داد كه میزان 50 درصد كشـــندگی ۱۶/۶۶ 

 میكروگرم در میلی لیتر می باشـــد. همچنیـــن میزان بیان ژن های آپوپتـــوزی Bax ،CDH1  و

P53 در غلظـــت )۱۶/۶۶ میکروگرم در میلی لیتر(  در مقایســـه بـــا ژن رفرنس افزایش و میزان 

بیـــان ژن Bcl2 نســـبت به ژن رفرنس کاهش را نشـــان داد.

نتیجـــه گیری: نانوذرات نقره ســـنتز شـــده ازعصاره گیاه گل انگشـــتانه دارای اثر ســـمیت 

ســـلولی و احتمالا القـــا آپوپتوز بر ســـلول های سرطانی Hela اســـت.

شـــیوه آدرس دهی این مقاله : احمد زاده ن، اصغری مقدم ن، کشـــتمند ز*. تاثیر نانوذرات نقره سنتزشـــده ازعصاره هیدروالکلی گیاه گل انگشـــتانه 

)Digitalis nervosa( بر بیان ژن های Bax ، Bcl2 ،CDH1 و P53در رده سلولی سرطان دهانه رحم )Hela(. مجله دانش زیستی ایران. 1401؛ 17)1(: 30-19

C حق مؤلف      ناشر: دانشـــگاه آزاد اســـلامی واحد ورامین - پیشـــوا     شـــاپا چاپی: 4226-1735     شـــاپا الکترونیکی: 459X-2717     نویســـندگان:  
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یکـــی از علـــل اصلی مرگ و میـــر در جهان سرطان و ســـومین 

عامل مـــرگ  زنان، سرطـــان دهانه رحم اســـت)1(. از علل  بروز 

سرطـــان  می تـــوان به عدم تعـــادل بین تکثیر و مرگ ســـلولی، 

همچنین  اســـترس اکسیداتیو اشـــاره کرد که در اثر تولید و عدم 

مهـــار گونه های واکنش پذیر اکســـیژن رخ می دهـــد و می تواند 

ســـبب آســـیب رســـاندن به ماکرومولکول ها و ایجـــاد اختلال 

متابولیکی و نهایتاً مرگ ســــــلولی گـــــرد)2،3(. در ســـال های 

اخیـــر، به علت افزایش شـــیوع مرگ و میر ناشـــی از سرطان ها 

و عـــوارض روش های شـــیمی درمانی و رادیوتراپـــی)4(، نیاز به 

یافتن شـــیوه های جدید برای کنترل سرطان احســـاس می شـــود 

که یکـــی از ایـــن روش هـــا اســـتفاده از نانـــوذرات بخصوص 

نانوذرات نقره اســـت)5(.

نانوذرات بـــه واســـطه اندازه خود خواص فیزیکی و شـــیمیایی 

منحـــر به فردی دارنـــد که از آن جملـــه خاصیت ضدسرطانی 

آنهـــا می باشـــد)6(. از پرکاربردترین نانوذرات در حـــوزه درمان، 

نانوذرات نقره می باشـــند)7( که مطالعات نشـــان داده اســـت 

این نانـــوذرات با اختـــلال در انتقال پیام ســـلولی، باعث ایجاد 

اختلال در شـــبكه ارتباطی ســـلولی شـــده )8(، و در آســـیب به 

DNA ، افزایـــش بیـــان مولكول هـــای پروتئینی آپوپتـــوز و به 

راه انداخـــتن مرگ برنامه ریزی شـــده ســـلولی نقـــش دارند)9(، 

بنابرایـــن منجـــر به تكثیـــر ســـیگنال های مرگ می شـــوند كه 

این امـــر در درمـــان سرطـــان دارای اهمیت اســـت)10(. القاء 

مـــرگ برنامه ریزی شـــده )آپوپتوز(، یكـــی از رویكردهای موثر 

در درمـــان سرطان به شـــمار می رود که از طریق مســـیرداخلیبا 

واســـطه واکنـــش لیگاند بـــا گیرنده مرگ در ســـطح ســـلول یا 

مسیرخارجیتوسط طیف وســـیعی از عوامل کنترل می شود)11(. 

یکی از مهمترین پروتئین های موجود در سلول ســرکوبگرهـــــای 

تومـــــوری می باشـــند و  از مهـم تــــرین آنها P53 را می توان نام 

برد. ژن P53 با تولید پــــروتئین P53 چرخـه سلولی را کنترل کرده 

و مــــانع از وقـوع جهـش هــــای سرطان زا می شود. هم چنین این 

پروتئین بــــا افزایش بیان ژن آپوپتوزی)Bax وCDH1 ( و کاهش 

بیان ژ ن هــــای ضدآپوپتوزی) Bcl-2  (موجـب القـای آپوپتـوز در 

ســـلول های سرطان می گـــردد)12(.

روش هـــای مختلقـــی برای ســـنتز نانـــوذرات وجـــود دارد اما 

ســـنتز زیســـتی نانوذرات با اســـتفاده از منابع زیستی از جمله 

گیاهان یکـــی از رویکردهایی می باشـــد که مـــورد توجه بوده 

و در مقایســـه با روش های دیگرســـنتز، ارزان تر، ســـاده تر و با 

ســـازگاری بیشتربا محیط اســـت)7،8(.

گیاهان حاوی مواد شـــیمیایی مهمی هســـتند که می توانند به 

عنـــوان یک درمان بالقـــوه برای بیماری هـــای مختلف از جمله 

سرطان اســـتفاده شـــوند. ســـنتز ســـبز نانوذرات نقره از عصاره 

قســـمت های مختلف گیاه به دلیل خاصیت نوری و ســـاختاری 

منحـــر به فـــرد، طیـــف وســـیعی از علاقه منـــدان را در بین 

محققان بدســـت آورده است)13(.

گیاه گل انگشـــتانه از منابع مهم ترکیبات دارویی گلیکوزیدهای 

قلبـــی ماننـــد دیگوکســـین، دیژیتوکســـین می باشـــد که در 

نارســـای هایی احتقانـــی قلـــب کاربـــرد درمانی دارنـــد، دارای 

 چندیـــن گونـــه با ارزش اســـت وتنهـــا گونه بومی ایـــران گونه

)Digitalis nervosa( اســـت. تا کنون بیـــش از ۲۰۰ترکیب که از 

ترکیبات مهم گلیکوزیدی اســـت در گیاهان مختلف شناســـایی 

شده اســـت اما مهمترین آنها مانند دیگوکســـین، دیژیتوکسین و 

انوع ژیتالیس ها و ژیتوکسین بیشـــتر در گونه های گل انگشتانه 

می شوند)14(. تولید 

با توجه بـــه مزایای نانوذرات ســـنتز شـــده ازگیاهـــان و تاثیر 

درمانـــی آن ها، هدف از پژوهش حاضر، ســـنتز نانـــوذرات نقره  

از گیاه گل انگشـــتانه  و بررســـی تاثیر آن بـــر  درصد زنده مانی 

و بیـــان ژن هـــای آپوپتـــوزی Bcl2 ،P53 ،CDH1 و Bax در رده 

ســـلول های سرطانی دهانـــه رحم)Hela( می باشـــد. 

تهیه عصاره هیدروالکلی گیاه گل انگشتانه
گیـــاه گل انگشـــتانه از بانک گیاهی مرکز ذخایر زیســـتی ایران 

تهیه شـــد. برای تهیه عصـــاره، گیاه را ابتـــدا در جریان هوا قرار 

داده، ســـپس در سایه کاملا خشک و با آســـیاب  پودر گردید. از 

پودر تهیه شـــده برای عصاره گیری به روش سوکســـله استفاده 

شـــد. بدین ترتیب که 50 گرم از پودر گیاه گل انگشـــتانه به500 

میلی لیتر حـــلال اتانول اضافـــه گردید. عصاره گیـــری به مدت 

12 ســـاعت صورت گرفت. پودر جامد بدســـت آمده توســـط 

آب مقطـــر دو بـــار تقطیر به حجم رســـانیده شـــد و عصاره ی 

تهیه شـــده در دمای 4 درجه ســـانتی گراد نگهداری شـــد)15(.

مقدمه:

مواد و روش ها:
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زشده ...                            نوذرات نقره سن�ت ث�ی �ز احمدزاده و همکاران �ت

 سنتز نانوذرات نقره ازعصاره هیدروالکلی 
گیاه گل انگشتانه

برای تهیـــه نانـــوذرات نقره، 4 میلـــی لیتر از حجـــم عصاره، 

بـــه غلظـــت 0/01 میلی مولار نیـــترات نقره اضافه شـــد. بعد 

از ســـپری شـــدن یک ســـاعت از زمان واکنـــش و تغییر رنگ 

محلول، ســـه مرتبه شستشـــوی رســـوب با آب مقطـــر انجام 

گرفت. تمامی مراحل شستشـــو بـــا دور  بـــر 13000 به مدت 

15دقیقه ســـانتریفیوژ) آلمان، 5804R Eppendorf(انجام شـــد. 

محصـــول در دمای 37 درجه ســـانتی گراد طی 4 ســـاعت قرار 

داده شـــد. جهت بررســـی ویژگی هـــای فیزیكی و شـــیمیایی 

 UV-vis ،TEM، نانوذرات نقره ســـنتز شـــده از تکنیک هـــای

SEM ، EDX  و XRD اســـتفاده گردید)16(.

بعد از گذشـــت 20 دقیقه از زمان واكنـــش و تغییر رنگ واكنش 

به قهوه ای تیره، آنالیز طیف ســـنجی مرئـــی فرابنفش نانوذرات 

 Vis-UV ) USA(نقـــره با اســـتفاده ازدســـتگاه طیف ســـنجی

Spectrophtometer Agilent(( بیـــن200 تـــا700 نانومتر مورد 

ارزیابی قـــرار گرفت.همچنیـــن به منظور بررســـی مورفولوژی 

نانـــوذرات نقره سنتز شـــده از میكروســـكوپ الكترونـــی نگاره 

 SEM اســـتفاده شـــد. در میكروسكوپ ))TEMو گذاره )SEM(

، یـــك قطـــره از نمونه سوسپانســـیون نانـــوذرات نقـــره پس از 

پوشـــش دهی با پودر طـــلا در ولتاژ زیر 30 کیلـــو وات و تحت 

فشـــار خلاء )105 تور( با استفاده از میكروسكوپ الكترونی )مدل 

XL30،شركت فیلیپس، ســـاخت كشـــور ژاپن ( مـــورد مطالعه 

قـــرار گرفت، در میكروســـكوپ TEM  ، یك قطـــره از نمونه بر 

روی گریـــد قرار گرفته و پس از خشـــك شـــدن با اســـتفاده از 

 ، KV Zeiss100 دســـتگاه میكروســـكوپ الكترونی گذاره( مدل

ساخت كشورآلمان( با ولتاژ شـــتاب دهنده 120کیلو وات تصویر 

برداری شـــد، تجزیه و تحلیل ساختاری و تعیین ترکیب شیمیایی 

محلول سنتز شـــده با اســـتفاده ازانرژی پرتوی ایکس و تکنیک 

طیف ســـنجی پراش انرژی پرتو ایکس)EDX ( انجام شـــد)17(.

دراین پژوهش بــــه منظــــور استخراج صحت ســـنتز نانوذرات 

نقره، پی بردن بــــه نــــوع شبكه كریســـتالی و اندازه نانوذرات 

سـنتز شـده از طیف پراش اشـعه ایكـسXRD((اسـتفاده شـده 

اسـت.

Hela تهیه رده سلولی
از مرکـــز ملـــی ذخایـــر ژنتیکی و زیســـت  ایران رده ســـلولی 

سرطـــان دهانه رحـــم )Hela( تهیه شـــد.

بررســـی اثر عصاره گیاه گل انگشـــتانه و نانـــوذرات حاصل از 

Hela گیاه گل انگشـــتانه  بردرصـــد زنده مانی  رده ســـلولی

ســـلول های Hela در محیـــط کشـــت RPMI  1640حاوی %10 

  )Pen/Strep( و 1% آنتـــی بیوتیـــک  )FBS (سرم جنیـــن گاوی

کشـــت داده شـــد و در انکوباتور با دمای37 درجه ســـانتی گراد 

 Hela نگهـــداری شـــدند. پس ازتکثیر ســـلول های %CO2 5  و

توســـط Trypsin–EDTA از کف فلاســـک جدا ســـازی شـــده 

و100 میکرولیتراز سوسپانســـیون حاصل حاوی100000سلول به 

هرکـــدام از چاهک های پلیـــت 96 خانه اضافه شـــد. پلیت ها 

بـــه مـــدت24 ســـاعت در انکوباتـــور بـــا شرایط فـــوق الذکر 

نگهداری شـــدند. نانوذرات نقره سنتز شـــده به روش زیستی با 

غلظت های مختلف) 3/125، 6/25، 12/5، 25، 50 و 100میكرگرم 

بر میلی لیتر( تهیه شـــد، ســـپس محیط كشـــت را تخلیه نموده 

و بـــه جـــای آن  100 میکرولیتر از غلظت های ســـاخته شـــده 

اضافه گردیـــد. بعد از آن، اضافه شـــدن رنگ MTT )ســـیگما، 

آلمـــان( انجام گرفت. مرحلـــه بعد به هر خانـــه 100 میكرولیتر 

از محلول تهیه شـــده اضافه شـــد. پس از ســـه ســـاعت ظرف 

کشـــت را از انكوباتورخارج  کرده، محیط ســـلول ها تخلیه شده 

و ســـپس برای حـــل نمودن فورمازان تولید شـــده بـــه هر خانه 

100 میكرولیـــتر )DMSO مـــرک، آلمان( اضافه و ظرف کشـــت 

ســـی دقیقه در دمای اتاق قرار داده شـــد تـــا فورمازان به خوبی 

حل گردد. در مرحله ی بعد جذب توســـط دســـتگاه خوانشـــگر 

الایـــزا )Teknika Oraganon reader ELISA ،هلند( و در طول 

مـــوج 570 نانومتر اندازه گیری  شـــد)19(.

درصد زنده مانی رده ســـلولی Hela تیمار شـــده بـــا نانوذرات 

ســـنتز شـــده با اســـتفاده از فرمول زیر محاسبه شد.

100   درصد زنده مانی
میانگین جذب نوری سلول های تیمار

میانگین جذب کنترل منفی

در نهایت غلظتی كه سبب مهار رشد سلولی تا میزان 50 درصد، به عنوان IC50 در نظر گرفت شد)19(. 
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Real time ارزیابی بیان ژن ها به روش 
بـــرای این منظـــور ابتـــدا RNA رده ســـلولی Hela كنترل و 

تیـــمار شـــده با غلظـــت IC50نانـــوذرات نقـــره طبق روش 

ذكـــر شـــده در كیـــت Bioflux  اســـتخراج شـــد.در نهایت 

در راســـتای افزایـــش دقت و کارایـــی روش مورد اســـتفاده 

در اســـتخراج RNA، از دســـتگاه اســـپکتروفتومتری نانودراپ 

اســـتفاده گردیـــد. در ایـــن روش میـــزان یـــک میکرولیتر از 

RNA اســـتخراج شـــده را در طـــول موج هـــای 260/280 و 

260/230 مـــورد ارزیابی قرار داده شـــد.جهت تأیید یافته ها 

نیـــز می تـــوان از روش الکتروفورز اســـتفاده نمـــود. به علت 

 ،DNA نســـبت به RNA حساســـیت بیشـــتر و پایداری کمتر

پـــس از اســـتخراجRNA ، باید به سرعـــت DNA از روی آن 

 Fermentase  از کیت سنتز ، cDNA سنتز شود. برای ســـنتز

و پروتکل موجـــود در آن اســـتفاده گردید.

برای انجام واکنش های PCR   Real Time ازcDNA  ســـاخته 

شـــده، از آغازگرهای اختصاصی طراحی شـــده بـــرای ژن ها 

که در جدول 1 ذکر شـــده اند، اســـتفاده شـــد. بـــرای کنترل 

داخلـــی، از ژن بتـــا اکتیـــن اســـتفاده گردید.شرایـــط چرخه 

دمایـــی و زمانی شـــامل دمای واسرشـــتگی اولیـــه 95 درجه 

ســـانتیگراد بـــه مـــدت 10دقیقه، ســـپس بـــرای 40 چرخه، 

دمای واسرشـــتگی 95 درجه ســـانتیگراد به مـــدت 15 ثانیه 

و در انتهـــا اتصـــال پرایمر و طویل شـــدن در دمای 60 درجه 

ســـانتیگراد به مدت 60 ثانیه انجام شـــد. با استفاده از روش 

CT داده هـــای حاصل از دســـتگاه Real time PCR آنالیز 

 BioRad بـــه کمک دســـتگاهReal time PCR .)20(گردیـــد

انجام شـــد. در انتها ســـیکل های تکثیر، منحنـــی دمای ذوب 

به منظـــور حصـــول اطمینـــان از اختصاصی بـــودن و عدم 

وجود محصول غیراختصاصی رســـم شـــد.

تست های بررسی ویژگی های فیزیكی و شیمیایی 
نانوذرات نقره سنتز شده

بیوســـنتزنانوذرات نقره بـــا تغییر رنگ محلول طی یك ســـاعت 

از زمـــان واكنش صـــورت گرفت. رنگ محلول بـــا افزودن عصاره 

گیاهـــی گل انگشـــتانه به محلول نیـــترات نقـــره از بی رنگ به 

رنـــگ مایل به قرمـــز طی 30 دقیقـــه و به تدریـــج در طی 60 

ژن توالی پرایمر اندازه قطعات

Bactin
 ’3-AGAGCTATGAGCTGCCTGAC -’5 :Forward   

         ’3-AATTGAATGTAGTTTCATGGATG -’5  :Revers 
bp 129

Bax
’3- GAGCTGCAGAGGATGATTGC -'5:Forward

 ›3- AAGTTGCCGTCAGAAAACATG -›5 :Revers
bp 92

Bcl2
 ’3- ATTGGGAAGTTTCAAATCAGC  -’5 :Forward   

         ’3- CAGTCTACTTCCTCTGTGATGTTG  -’5  :Reverse 
bp 150

P53
 ’3-  CCCCTCCATCCTTTCTTCTC  -’5 :Forward

         ’3- ATGAGCCAGATCAGGGACTG  -’5  :Reverse 
bp 123

CDH1
 ’3-  GCAGAACTGTCCCTGTCCCAG  -’5 :Forward

         ’3-  GAACAGCACGTACACAGCCCT  -’5  :Reverse 
bp 77

جدول 1- توالی پرایمر مورد استفاده در ریل تایم

احمدزاده و همکاران زشده ...                            نوذرات نقره سن�ت ث�ی �ز  �ت

آنالیز آماری
بـــه منظور تجزیـــه و تحلیل نتایج حاصل از این بررســـی از نرم افـــزار گراف پـــد ورژن 9، روش آماری آنالیز واریانس یک طرفه و تســـت 

توکـــی اســـتفاده گردید. اطلاعات به صـــورت میانگین ±انحراف  معیار نمایـــش و P 0/05> معنی دار در نظر گرفته شـــد.

یافته ها:



24

h tt p s : / / z i s ti . i a u v a r a m i n . a c . i r

ره 1 ان    .   سال1401    .   دوره 17   .   �ش دانش زیس�ت ا�ی

دقیقـــه از زمـــان واكنش، به قهـــوه ای تیره تغییـــر یافت. تغییر 

رنـــگ نشـــان دهنده احیای نیترات نقـــره و تشـــكیل نانوذرات 

نقره در محلول است)شـــكل 1( و وجود پیـــك در طول موج 438 

 vis-UV نانومـــتر برای نانوذرات نقره با دســـتگاه طیف ســـنجی

طـــی زمان های مختلف واكنش تایید شـــد )شـــكل 2(.

به منظـــور تعییـــن ویژگی هـــای فیزیکـــی و شـــیمیایی نانو 

ذرات نقره از پرش اشـــعه ایکس )XRD( اســـتفاده شـــد. اندازه 

کریســـتال های نانـــو ذرات نقـــره در 4 پیک مجـــزا در 4 زاویه 

مشخص شـــد که در پیکهای 111 و 200 و 220 و 311 زوایای 77 

و 64 و 44 و 38 درجـــه می باشد)شـــکل3(.

تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشـــی)SEM( ، اندازه نانوذرات 

ســـنتز شـــده را در محدوده بین 24/5 تا 40/5نانومتر نشان داد 

و میانگین انـــدازه نانوذرات 33/5 نانومتر تعیین گردید)شـــکل 4 

الف(. نتایج میکروســـکوپ TEM  نشـــان داد که نانوذرات سنتز 

شده ســـاختار کروی دارند )شکل4 ب(.

تصویـــر EDSوجـــود عنر نقره را در نانوذره سنتزشـــده نشـــان 

می دهد)شـــکل 6( ســـنتز نانـــوذرات نقـــره با روش زیســـتی با 

اســـتفاده از روش EDX مورد بررســـی قرار گرفت که نتایج انالیز 

EDX نشـــان داد که در واکنش ســـنتزی میزان90درصد نقره وجود 

دارد که نشـــان دهنده تایید ســـنتز نانوذره نقره می باشـــد پیک 

قوی موجـــود در نقاط 1، 3  کیلو وات نشـــان دهنده بیشـــترین 

میزان عنر نقره در عصاره مشـــاهده شـــد. سیگنال های ضعیف 

موجود دیگر از قبیل Cl، Na و طلا در نمودار EDS نشـــان دهنده 

ترکیبات آلـــی و معدنی موجود در عصاره گیاه هستند)شـــکل6(.

شــکل 1- ســنتز نانــوذرات نقــره. همانطــور کــه ملاحظــه می شــود پــس از افــزودن عصــاره گیــاه بــه نیــترات 

نقــره محلــول حاصــل  از شــفاف بــه زرد و ســپس قهــوه ای تیــره تغییــر رنــگ می دهــد . 

شکل 2- طیف سنجی   UV-Visنانوذرات نقره سنتز شده.وجود پیك در طول موج 438 نانومتر سنتز 

نانوذره نقره را تایید می كند.

زشده ...                            نوذرات نقره سن�ت ث�ی �ز احمدزاده و همکاران �ت
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شکل 3- الگوی پراش اشعه ایكس به دست آمده از نانوذرات نقره سنتز شده از عصارهیدروالکلی گیاه گل انگشتانه

شکل 5-تصویر میکروسکوپ الکترونی نگاره از نانوذرات نقره بیوسنتز شده از عصاره هیدروالکلی گیاه گل انگشتانه.

شکل4- نتایج میکروسکوب الکترونی الف( نگاره: ) SEM( همانطور که مشاهده می شود نانوذرات سنتز شده 

)TEM( :گذاره  )دارای ساختاری کروی و دارای میانگین اندازه 33/5 نانومتر میباشد. ب

بالف

زشده ...                            نوذرات نقره سن�ت ث�ی �ز احمدزاده و همکاران �ت
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بررســـی درصد  زنـــده مانـــی رده ســـلولی Hela  تحت تاثیر 

غلظت هـــای مختلـــف نانوذره و عصـــاره گیاه گل انگشـــتانه

بررســـی درصد زنـــده مانی رده ســـلولی Hela  تحـــت تاثیر 

غلظت های مختلـــف نانوذره با غلظت هـــای مختلف ۳/۱۲۵، 

۶/۲۵، ۱۲/۵، ۲۵، ۵۰، ۱۰۰میکروگـــرم بـــر میکرولیتر از نانوذره 

نقره با اســـتفاده از تســـت MTT طی مدت ۲۴ ساعت انجام 

شـــد. نتایج حاصل از MTT نشـــان داد بیشـــترین تاثیر مهار 

رشـــد ســـلول های سرطانی مربوط به غلظـــت ۱۰۰ و کمترین 

مربـــوط بـــه۶/۲۵ میکروگرم بـــر میلی لیتر بوده کـــه از لحاظ 

آمـــاری معنـــی دار بودنـــد)P <۰/۰۰۱(  غلظـــت50 درصـــد 

کشـــندگی نانوذرات نقـــره ســـنتز شـــده 16/66میکروگرم بر 

شـــد. تعیین  میکرولیتر 

بررسی بیان ژن های آپوپتوزی
 Bax، ، CDH1 در ایـــن مطالعه جهـــت ارزیابی بیان ژن هـــای

P53  و  Bcl2در غلظـــت 50 درصـــد کشـــندگی )IC50( در 

 Real Time ســـلول های تیمار شـــده با نانو ذرات نقره از روش

PCR اســـتفاده شد.

نتایـــج حاصـــل از این مطالعه نشـــان داد بیـــان ژن های مورد 

بررســـی در این تحقیق در گـــروه دریافت کننـــده نانو ذرات 

نقره  در مقایســـه با گروه کنترل تغییراتی را نشـــان داده است.

همچنیـــن بیـــان ژن هـــای Bax ، P53 و CDH1 در گروه های 

تیمار شـــده با نانو ذرات نقـــره غلظـــت )16/66میکروگرم بر 

میلی لیتر( در مقایســـه بـــا ژن رفرنس کاهـــش در حالیکه بیان 

ژن Bcl2 افزایش معناداری را نشـــان داد.

شکل 6-نتایج تصویر میکروسکوپ الکترونی EDX از نانوذرات نقره سنتز شده: میزان بازدهی تولید 

نانوذرات نقره 95 درصد می باشد. 

نمودار 1-مقایسه غلظت های مختلف نانوذرات نقره سنتز شده به روش زیستی بر 

درصد زنده مانی سلول های سرطانی Hela پس از 24 ساعت با روش رنگ سنجی.

MTT

نتایج براساس میانگین ±انحراف معیار

*: P 0/050 > در مقایسه با گروه کنترل
**: 0P/01>در مقایسه با گروه کنترل

***: P <0/001 در مقایسه با گروه کنترل

زشده ...                            نوذرات نقره سن�ت ث�ی �ز احمدزاده و همکاران �ت
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در ایـــن پژوهش تاثیـــر نانوذرات نقـــره سنتزشـــده از عصاره  

هیدروالکلـــی گیاه بومی گل انگشـــتانه  بر رده ســـلول سرطانی 

دهانـــه رحـــم )Hela( بررســـی شـــد. همچنیـــن غلظـــت50 

درصدکشـــندگی بـــرای نانـــو ذرات نقـــره 16/66 میكروگرم بر 

میلی لیتر در24 ســـاعت تعیین شـــد. نتایج بررســـی های حاصل 

از آزمـــون MTT نشـــان داد كه نانـــوذرات نقـــره می توانند به 

صورت وابســـته به غلظـــت منجر به كاهش درصـــد زنده مانی 

ســـلول ها شـــوند. موضوع دیگری كـــه در ایـــن پژوهش مورد 

 Bax ، ، P53بررســـی قرار گرفت بیـــان برخی ژ ن های آپوپتـــوزی

Bcl2 و CDH1 در ســـلول های سرطانی رده Hela  تیمار شـــده 

بود. نقـــره  نانوذرات  با 

سرطـــان دهانه رحم ســـومین عامل مـــرگ میر در میـــان زنان 

در سراسر جهـــان اســـت)1( و در ایـــران پس از سرطان پســـتان 

شـــایع ترین سرطان بوده اســـت و پس از سرطان تخمدان دومین 

عامل مـــرگ و میر ناشـــی از سرطـــان در زنان می باشـــد)21(. 

ســـویه های مختلف ویـــروس پاپیلومای انســـانی، یک عفونت 

منتقله از طریق مقاربت جنســـی، در ایجاد بیشتر موارد سرطان 

دهانه رحم نقـــش دارد)22(. روش های درمانـــی گران و عوارض 

جانبی شـــدید، مشـــکلاتی را برای بیماران ایجاد کرده است)23(. 

بنابرایـــن تولیدداروهای ضـــد سرطانی جدیـــد و کارآمد به یک 

مســـئله مهم تبدیل شـــده و نانـــوذرات به دلیـــل ویژگی های 

منحـــر به فرد خـــود ماننـــد خصوصیات الکترونیکـــی، نوری، 

مکانیکی، کاتالیـــزوری و بیولوژیکی نظر پژوهشـــگران زیادی را 

بـــه خود جلب کرده اســـت. در میان نانـــوذرات، نانوذرات نقره 

یکی ازترکیبـــات امیدوار کننده ای اســـت که در پزشـــکی مورد 

می گیرد)24(. قرار  اســـتفاده 

نانوذرات نقره بــــه دلیل اندازه کوچــــک بــــه راحتی وارد سلول 

شده وعملکرد اجزای سلولی را بــــه طــرق مختلفــی از جملــه 

تاثیر بــر پتانســـــیل غشــا یی میتوکنـــــدری و عملکرد سلول 

تحت تاثیـــر قرار می دهـــد)25،26(.

مطالعات بســـیاری در زمینه ســـنتز نانوذرات نقره ســـنتز شده 

از عصـــاره گیاهـــان بـــه انجام رســـیده و تا كنـــون گزارش های 

مختلفـــی اثرات نانـــوذرات نقره را در رده های ســـلولی مختلف 

نشـــان داده است.

Baharara  و همکارانش در بررســـی تاثیر نانوذرات نقره ســـنتز 

شـــده با عصاره برگ آاویشـــن شـــیرازی بر ژن های کاســـپاز3/9 

و P53 بـــر ســـلول های سرطـــان دهانه رحـــم گـــزارش دادند 

کـــه نانوذرات نقـــره درصد زنـــده مانی ســـلول های سرطانی را 

کاهـــش داده و باعث تقویت مرگ برنامه ریزی شـــده ســـلول 

در ســـلول های تحت درمان می شـــود. آپوپتوز از طریق مســـیر 

فعال ســـازی کاســـپاز 9/3 القا شد باعث فعال شـــدن      P53  و 

می شـــود)26(. سلول  مرگ 

Adebay و همکارانـــش اثـــرات ضـــد سرطانی نانـــوذرات نقره 

ســـنتز شـــده از گیـــاه Detarium microcarpum بر رده های 

ســـلولی، سرطانی لوزالمعـــده) PANC-1  ( و دهانه گردن رحم ) 

Hela (را گـــزارش دادند)27(.

یوســـفی  و همکاران با بررســـی نانوذرات نقره ســـنتز شده از 

گیاه تاج خروس بـــر ژن های Bax و Bcl2 سرطان پســـتان نتایج 

از MTT نشـــان داد این نانو ذره باعث مهار تکثیر ســـلول های 

سرطانی به طور وابســـته به غلظـــت و زمان شـــده اند و نتایج 

نمودار۲- مقایسه بیان ژن هایBax ،  Bcl2 ، CDH1 ، P53 و ß-actin در سلول های 

تیمار شده با غلظت 50 درصدکشندگی نانوذرات نقره)16/66میکروگرم بر میکرولیتر( 

نتایج براساس میانگین ±انحراف معیار

*: P 0/050 > در مقایسه با گروه کنترل
**: 0P/01>در مقایسه با گروه کنترل

***: P <0/001 در مقایسه با گروه کنترل

بحث:
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مشـــخص کرد بیان ژBax در ســـلول های تحت تیمار با نانوذره 

افزایـــش یافته و بیـــان ژن Bcl2کاهش یافـــت، هم چنین نتایج 

ایـــن مطالعه نشـــان داد كه نانـــوذرات نقره باعث آســـیب به 

DNA و تولید رادیكال های گونه های اكســـیژن می شـــود)28(.

در2018 پژوهـــش انجـــام شـــده توســـطSathiyamoorthi  و 

همکارانش  فعالیت ضد سرطانی نانوذرات نقره ســـنتز شـــده از 

عصاره gallnut بر چهار رده ســـلولی سرطـــان دهانه رحم، یعنی 

SiHa، Hela ،ME180 و CaSki  را نشـــان دادند)29(.

در ایـــن تحقیـــق نیـــز، نتایج نشـــان داد القای مرگ ســـلولی  

وابســـته به دوز بوده و درغلظت 50درصد کشـــندگی) 16/66 

میکروگرم بـــر میلی لیتر( تغییـــرات بیان ژن هـــای آپوپتوزی و 

القا آپوپتوز مشـــاهده شـــد. بنابراین نتایـــج پژوهش حاضر و 

مطالعات دیگر تایید کننده اثرات ســـمیت ســـلولی نانو ذرات 

نقره ســـنتز شـــده و القا آپوپتوز در رده های مختلف سرطانی 

به ویژه رده ســـلولی Hela می باشـــد.

تحقیقات مختلف نشـــان داده اســـت نانوذرات بـــه دلیل ریز 

بــــودن قادرنــــد بــــه درون ســـلول ها نفوذ کرده و سبب القا 

تغییـــرات در عملکرد ســـلول-های سرطانی شـــوند)30،31(.

نتایـــج مطالعـــات، مکانیســـم های احتمالی مختلفـــی را برای 

اثرگـــذاری نانوذرات نقـــره بر ســـلول های سرطانی پیشـــنهاد 

داده اســـت. نانـــوذرات نقـــرات می تواننـــد با القا آســـیب به

DNA، تولید گونه هــــای فعــــال اکسیژن، القای اتوفاژی، تغییر 

در پتانســـیل غشــــای میتوکندی، نشـــت -LDH، اثرگـــذاری بر 

محتوای MDA و فعالیت آنـزیم هـای آنتـــــی اکســـــیدان، رشد 

ســـلول های سرطانی را مهار کننـــد)32،33(. همچنین نانوذرات 

نقـــره می تواننـــد در رده های ســـلول سرطانی آپوپتـــوز را القا 

كننـــد که این مســـیر می تواند همراه با فعالســـازی رویدادهای 

پروآپوپتوتیك اندامـــك میتوكندری در ســـلول كه با آزاد ســـازی 

ســـیتوكروم c شروع شـــده و افزایـــش بیان مولكـــول پروتئینی 

كاســـپاز، تغییر در بیان ژن های آپوپتوری و ضـــد آپوپتوزی و در 

نهایـــت القاء مرگ ســـلولی باشـــد)34،35(. به طـــور كلی القاء 

مرگ برنامه ریزی شـــده ســـلولی یكی از رویكردهای موثر در در 

درمان سرطان به شـــمار مـــی رود كه به نظر می رســـد نانوذرات 

نقـــره می توانند جایگزین مناســـب برای درمان باشـــند.

در این پژوهش اثر نانوذرات نقره سنتز شده از عصاره هیدروالکلی 

گیـاه گل انگشـتانه بـر میـزان بقـای سـلول ها و همچنیـن بیـان ژن 

Bax، CDH1 ،Bcl2 و P53در سـلول های سرطانـی دهانـه رحم رده

Hela مـورد بررسـی قرارگرفـت. نتایـج حاصـل از این تحفیق نشـان 

داد  کـه نانـو ذرات نقـره بـه صـورت وابسـته بـه غلظـت، زیسـت 

پذیـری سـلول ها را کاهـش داده، همچنیـن نتایـج تغییـرات بیـان 

ژن هـای مورد نظردر غلظت IC50 مشـخص کرد کـه نانوذرات نقره 

بیـان ژن آپوپتـوزی را نیزتحـت تاثیـر قرارمی دهند. به نظر می رسـد 

القـاء مـرگ سـلولی برنامه ریـزی شـده توسـط نانو مـواد یكـی از 

رویكردهـای جـذاب در حـوزه نانوبیوتكنولـوژی و در درمان سرطان 

بـه شـمار مـی رود و به طور كلی یكی از راهکارهـای موثر در درمان 

سرطـان به شـمار می رود و احتمالا می تواند یـك روش امیدبخش در 

درمـان سرطـان باشـد که با مطالعات بیشـتر در آینـده به عنوان یک 

پیشـنهاد، جهت اهـداف درمانـی سرطان اسـتفاده نمود.

این مقاله حاصل بخشی ازپایان نامـه دانــــشجویی درمقطع كارشناسی ارشـــد با كــــد پایان نامه 1012900674604291399162297165  

می باشـــد كه با حمایت دانشـــگاه آزاد اسلامی واحد تهــــران مرکزی اجــــرا شده است.
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