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Abstract �

Alireza Emamifar 
1,,  Ali Salehzadeh1* ,Shahab Shariati2,   Seyed Ataollah Sadat Shandiz3

1Department of Biology, Ra. C., Islamic Azad University, Rasht, Iran
2Department of Chemistry, Ra. C., Islamic Azad University, Rasht, Iran
3Department of Biology, CT. C., Islamic Azad University, Tehran, Iran

https://doi.org/10.71631/zisti.2024.1214388

Introduction: Gastric cancer remains one of the leading causes of cancer-related mortali-
ty worldwide, characterized by late diagnosis, drug resistance, and limited effectiveness of 
conventional therapies. Innovative and targeted treatment strategies are urgently needed.
Objective: This study aimed to design and evaluate a multifunctional nanoparticle-based delivery system 
composed of iron oxide nanoparticles (Fe3O4) conjugated with juglone and hyaluronic acid (Fe3O4@Glu-
HA-Juglone) to induce apoptosis in gastric cancer cells through the upregulation of caspase 8 expression.

Materials amd methods: The synthesized nanoparticles were characterized using FES-
EM, FT-IR, and XRD analyses. The cytotoxic effects were assessed using the MTT assay, and 
caspase-8 gene expression was evaluated in AGS gastric cancer cells line using quantitative re-
al-time PCR (Q-RT-PCR). Data were analyzed using one-way ANOVA and independent t-tests.

Results: The Fe3O4@Glu-HA-Juglone nanoparticles exhibited a nanoscale size (~10 nm), spheri-
cal morphology, and good colloidal stability. FT-IR and XRD analyses confirmed successful conju-
gation and preservation of the crystalline core. The MTT assay revealed a dose-dependent reduc-
tion in cell viability (IC50 = 56 µg/mL at 24 h). A significant upregulation of caspase 8 expression 
(P < 0.01) was observed in treated cells, indicating the activation of intrinsic apoptotic pathways.

Conclusion: Fe3O4@Glu-HA-Juglone nanoparticles represent a promising nanoplatform for 
targeted drug delivery in gastric cancer therapy by combining magnetic responsiveness, anti-
cancer properties of juglone, and CD44-targeting ability of hyaluronic acid. The observed in-
duction of apoptosis through caspase-8 upregulation highlights their potential for use in future com-
bination therapies. Further preclinical studies are warranted to validate their clinical applicability.
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شـــیوه آدرس‌دهـــی ایـــن مقاله : ع. امامی فـــر  ، ع. صالح‌زاده، ش. شریعتـــی فیض آبادی، س ع س. شـــاندیز.  تأثیر نانوذرات اکســـید آهن کونژوگه با جوگلون و اســـید هیالورونیک 

بر القای آپوپتوز و افزایش بیان ژن کاســـپاز ۸ در ســـلول های سرطان معده. مجله دانش زیســــــتی ایــــــران. 1404؛20 )2(: 12-۱

تأثیــر نانــوذرات اکســید آهــن کونژوگــه بــا جوگلــون و اســید هیالورونیــک بــر القــای آپوپتــوز و افزایــش بیــان ژن 

کاســپاز ۸ در ســلول هــای سرطــان معــده

علیرضا امامی فر1،  علی صالح‌زاده1*، شهاب شریعتی 2، سید عطاالله سادات شاندیز3

1 گروه زیست شناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران

2 گروه شیمی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران

3 گروه زیست شناسی، واحد تهران مرکزی، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران ، ایران

مقدمـــه: سرطـــان معـــده به عنوان یکـــی از چالش های عمـــده سلامت جهانـــی، با نـــرخ مرگ‌ومیر بـــالا و پیچیدگی های 

درمانـــی، نیازمنـــد رویکردهـــای نوآورانه بـــرای درمان مؤثر اســـت. این مطالعه با هدف توســـعه یک سیســـتم نانوحامل 

چندمنظوره، اثرات نانوذرات اکســـید آهن )Fe3O4( کونژوگه شـــده با جوگلون و اســـید هیالورونیک )HA( را بر ســـلول های 

سرطانـــی معده )AGS( بررســـی کـــرده و بر نقش کلیـــدی افزایش بیان ژن کاســـپاز8  در القای آپوپـــتوز تمرکز دارد

 FESEMبا اســـتفاده از روش هم‌رســـوبی ســـنتز و بـــا تکنیک های Fe3O4@Glu-HA-Juglone مـــواد و روش ها: نانوذرات

FT-IR ، و XRD  مشـــخصه یابی شـــدند. اثر سیتوتوکســـیک ایـــن نانوذرات با ســـنجش MTT و تأثیر آن هـــا بر بیان ژن 

کاســـپاز 8 با Q-RT-PCR  در ســـلول های سرطانی معده رده ی AGS  ارزیابی شـــد. داده‌ها با اســـتفاده از آنالیز واریانس 

یک طرفه و آزمون t مـــستقل تحلیل ـــشدند

یافته ها: نانوذرات سنتز شـــده با انـــدازه ی نانومقیاس )تقریباًً 10 نانـــومتر(، مورفولوژی کروی، و پایـــداری کلوئیدی بودند. 

آنالیـــز FT-IR و XRD کونژوگاســـیون موفقیت‌آمیـــز جوگلون و HA و حفظ ســـاختار بلوری  Fe3O4را تأیید کرد. ســـنجش 

MTT  کاهـــش وابســـته به دوز زنده مانی ســـلول های سرطانـــی را نشـــان داد IC50: 56( میکروگـــرم در میلی لیتر در 24 

ســـاعت). در ســـلول‌های تیمار شـــده افزایش معنی‌دار بیان کاســـپازP < 0.01( 8( مشاهده شد

نتیجه‌گیـــری: این مطالعه نشـــان داد کـــه نانـــوذرات Fe3O4@Glu-HA-Juglone بـــا ویژگی‌های فیزیکوشـــیمیایی پایدار 

و زیست ســـازگار، قـــادر به کاهش وابســـته به دوز زنـــده مانی ســـلول های سرطانی معـــده و افزایش بیان ژن کاســـپاز8 

هســـتند. این یافته ها نشـــان‌دهنده‌ی نقـــش بالقوه این نانوسیســـتم در فعال ســـازی فرآیندهای مرتبط با آپوپتوز اســـت، 

هرچنـــد مکانیســـم دقیق آن نیازمند بررســـی های بیشتر اســـت. در آینـــده، مطالعـــات پیش بالینی و بالینی برای روشـــن 

ـــشدن مـــسیرهای دخیل در القای آپوپتوز و ارزیابی اثربخـــشی این نانوسیـــستم در شرایط درون تـــنی ضروری خواهد بود
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ره 1 ان    .   سال1402  .   دوره 18 .   شماا دانش زیستیی ایرر

سرطـــان معـــده یک بـــیماری بدخیم اســـت که از پوشـــش 

داخلـــی معـــده ایجاد می شـــود و یـــک چالش بهداشـــتی 

جهانـــی با نرخ مـــرگ و میر قابل توجه اســـت. سرطان معده 

بـــا نرخ هـــای بالاتری در مناطـــق خاصی مانند شرق آســـیا، 

آمریـــکای جنوبـــی و بخش هایـــی از اروپای شرقـــی گزارش 

شـــده اســـت)1(. عوامل خطر مختلفی در ایجـــاد آن نقش 

دارنـــد، از جمله عفونت مزمن هلیکوباکتر پیلوری، اســـتعمال 

دخانیات، عوامل غذایی و اســـتعداد ژنتیکی)2(. پیشرفت در 

زیســـت شناسی مولکولی مســـیرهای کلیدی درگیر در سرطان 

زایـــی معده را کشـــف کرده اســـت. بی نظمی مســـیرهای 

ســـیگنالینگ، مانند Wnt، Ras-MAPK و PI3K-Akt، نقش 

مهمـــی ایفا می کنـــد)3(. علاوه بر این، تغییـــرات ژنتیکی، از 

جمله جهـــش در ژن هـــای سرکوب‌کننده تومـــور )به عنوان 

مثـــال، TP53( و انکوژن هـــا )ماننـــد HER2(، بـــه ایجاد و 

پیشرفـــت سرطان معده کمک می کننـــد)3(. روش های درمان 

سرطان معده شـــامل جراحی، شـــیمی درمانی و درمان های 

هدفمنـــد اســـت. عمل جراحی بـــا هدف بـــرداشتن تومور و 

غـــدد لنفـــاوی آســـیب دیده انجـــام می شـــود، در حالی که 

شـــیمی درمانی، کـــه اغلـــب شـــامل فلوروپیریمیدین هـــا و 

ترکیبـــات پلاتین اســـت، در هـــر دو بخـــش نئوادجوانت و 

اســـتفاده می شـــود)4(. درمان های هدفمنـــد، مانند  کمکی 

تراســـتوزوماب بـــرای تومورهـــای HER2 مثبـــت، در بهبود 

نتایـــج نویدبخش بـــوده اســـت)5(. نانوذرات اکســـید آهن 

)IONPs( به دلیـــل خواص فیزیکوشـــیمیایی منحصر به فرد 

و زیســـت ســـازگاری به عنوان عوامل امیدوارکننده در زمینه 

درمـــان سرطـــان ظهور کـــرده اند. ایـــن نانـــوذرات خواص 

مغناطیســـی از خـــود نشـــان می دهنـــد و امـــکان تحویل 

کنترل شـــده دارو و درمان هدفمند را فراهـــم می کنند و آنها 

را بـــه یک نقطـــه کانونـــی در تحقیقات نانوپزشـــکی تبدیل 

می کنـــد )6(. یکـــی از مزیت هـــای کلیـــدی IONP ها در 

درمان سرطـــان، توانایی آنهـــا برای عمل همزمـــان به عنوان 

عوامـــل درمانی و تصویربرداری اســـت. با توجـــه به خواص 

مغناطیســـی خـــود، IONP ها مـــی توانند با اســـتفاده از 

یـــک میـــدان مغناطیســـی خارجی، بـــه محل هـــای تومور 

هدایـــت و تحویل دارو را تســـهیل کننـــد )7(. علاوه بر این، 

ایـــن نانوذرات مـــی توانند به عنـــوان عوامل کنتراســـت در 

تصویربـــرداری رزونانـــس مغناطیســـی )MRI( عمل کنند و 

امـــکان نظارت زنده بر رونـــد درمان و ارزیابـــی دقیق نتایج 

درمانـــی را فراهم کننـــد )IONP .)9 ,8 هـــا هنگامی که در 

معـــرض یک میدان مغناطیســـی متناوب قرار مـــی گیرند، از 

طریق تلفـــات هیسترزیس، گرمـــا تولید می کننـــد که منجر 

بـــه هایپرترمـــی موضعی در بافـــت تومور می شـــود )10(. 

نشـــان داده شـــده اســـت که این اثر گرمازا باعـــث افزایش 

حساســـیت ســـلول های سرطانی بـــه پرتودرمانی یا شـــیمی 

درمانـــی می شـــود و در نتیجه کارایی درمانـــی کلی را بهبود 

می بخشـــد )11(. مطالعات اخیر پتانســـیل IONP ها را در 

رویکردهای درمان ترکیبی نشـــان داده اســـت. بـــا بارگذاری 

IONP هـــا با داروهای شـــیمی درمانی یا ژن هـــای درمانی، 

می تـــوان به یک اثر هم افزایی دســـت یافت کـــه منجر به 

افزایش فعالیت ضـــد سرطانی می شـــود)12, 13(. جوگلون، 

یـــک ترکیب طبیعی مشـــتق شـــده از درخت گردوی ســـیاه 

اســـت و در ســـال های اخیر به دلیل خـــواص درمانی بالقوه 

خـــود در درمـــان سرطـــان، توجه زیـــادی را به خـــود جلب 

کرده اســـت. این ترکیب بـــه دلیل فعالیت هـــای بیولوژیکی 

متنوع خود از جملـــه اثرات آنتی اکســـیدانی، ضد التهابی و 

ضد سرطانی شـــناخته شـــده اســـت)14(. مطالعات متعددی 

اثرات سیتوتوکســـیک جوگلـــون را بر روی رده های ســـلولی 

سرطانـــی مختلف بررســـی کـــرده انـــد. تحقیقات نشـــان 

می دهد که جوگلـــون از طریق مکانیســـم های متعدد باعث 

آپوپتـــوز یا مرگ برنامه ریزی شـــده ســـلولی در ســـلول های 

سرطانـــی می شـــود. این شـــامل تولیـــد گونه هـــای فعال 

اکســـیژن )ROS(، اخـــتلال در عملکرد میتوکنـــدری و فعال 

شدن مسیرهای ســـیگنال دهی آپوپتوز می شـــود )14(. این 

یافتـــه ها پتانســـیل جوگلـــون را به عنوان یـــک عامل جدید 

در درمان سرطان نشـــان می دهد. مشـــخص شـــده است که 

جوگلـــون بیان انکـــوژن های خـــاص را کاهش مـــی دهد و 

مســـیرهای ســـیگنال دهی مرتبط با بقا و تکثیر ســـلول های 

سرطانـــی را مهار مـــی کنـــد )14, 15(. اســـید هیالورونیک، 

یـــک بیوپلیمر طبیعی و یـــک گلیکوزآمینوگلیکان اســـت که 

بـــه طور گـــسترده در ماتریکس خارج ســـلولی توزیع شـــده 

اســـت)16(، اخیـــرا در تحقیقات هدف گیری و دارو رســـانی 

به ســـلول هـــای سرطانی، بـــه خصوص سرطان معـــده مورد 

توجـــه قرار گرفته اســـت)17(. علـــت این امـــر افزایش بیان 

 CD44 بیـــش از حد گیرنده های اســـید هیالورونیـــک مانند

و RHAMM در بافت های سرطان معده اســـت)18(. اســـید 

هیالورونیـــک به طور خـــاص با گیرنده هـــای CD44 که در 

ســـطح بســـیاری از ســـلول های سرطانی معده بیش از حد 

بیان می شـــوند، تعامـــل دارد)19(

مقدمه
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ایـــن قابلیـــت هدف گیری منـــحصر به فـــرد، محققـــان را 

برانگیخته اســـت تا از اســـید هیالورونیک به عنـــوان لیگاند 

برای سیســـتم های دارورسانی اســـتفاده کنند و تحویل دقیق 

و انتخابـــی عوامل درمانـــی را به ســـلول های سرطانی ممکن 

می ســـازد. خاصیت چســـبندگی مخـــاط اســـید هیالورونیک 

باعث افزایـــش احتباس دارو در دســـتگاه گوارش می شـــود 

و بـــه بهبود فراهمی زیســـتی دارو کمک می کنـــد)20(. این 

امر بـــه ویژه برای دارورســـانی خوراکی مفید اســـت، راهی 

رایـــج در درمـــان سرطان معده، کـــه تضمین کننده انتشـــار 

پایـــدار و هدفمند عوامـــل درمانی اســـت. مقاومت دارویی 

همچنـــان یـــک چالـــش در درمان سرطـــان معده اســـت. 

تحویل دارو با واســـطه اســـید هیالورونیک به طـــور بالقوه 

مـــی تواند بـــا افزایش جذب دارو در ســـلول هـــای سرطانی 

و افزایـــش غلظت داروی درون ســـلولی، بر مکانیســـم های 

مقاومت غلبه کنـــد)21(. این رویکرد یـــک استراتژی امیدوار 

کننـــده برای مبـــارزه با مقاومـــت و در نتیجه، بهبـــود نتایج 

درمـــان ارائه مـــی دهد. کاســـپاز 8 نقش مهمـــی در تنظیم 

مرگ برنامه ریزی شـــده ســـلولی، به ویژه آپوپتوز دارد )22, 

23(. کاســـپاز 8 یک کاســـپاز آغازگر اســـت، به این معنی که 

در خط مقدم مســـیر آپوپتوز قرار دارد، کاســـپازهای دیگر را 

فعـــال می کند و آبشـــاری را ایجـــاد می کند کـــه در نهایت 

منجر به مرگ ســـلولی می شـــود)24-22(.

جنبـــه نـــوآوری این تحقیـــق از این حیث اســـت کـــه اثرات 

خاص IONP هـــای کونژوگه با جوگلون و اســـید هیالورونیک 

بر بیان ژن های کاســـپاز 8 در ســـلول های سرطـــان معده به 

عنوان یک استراتژی درمانی چندبعدی بررســـی نشـــده است. 

ایـــن یافته هـــا راه را بـــرای توســـعه استراتژی هـــای درمانی 

ــبرای درمان سرطان معده هـــموار می کند هدفمـــند و موثر ـ
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 مواد و روش ها

سنتز نانوذرات
 نانـــوذرات اکســـید آهـــن کونژوگـــه بـــا جوگلون و اســـید 

اســـتفاده  بـــا   )Fe3O4@Glu-HA-Juglone( هیالورونیـــک 

 Fe3O4 از روش هم رســـوبی تهیـــه شـــدند. ابتدا نانـــوذرات

بـــا گلوکز عامـــل دار گردیـــد و پـــس از پراکنـــش در حمام 

اولتراســـونیک، تـــیمار در اتـــوکلاو و مراحـــل خالص ســـازی، 

خشـــک شـــد )25(. در مرحله بعـــد، نانوذرات عامـــل دار با 

جوگلون و اســـید هیالورونیک کونژوگه شـــده و پس از اعمال 

فرآینـــد فراصـــوت و انکوباســـیون طولانی مـــدت، محصول 

نهایی به وســـیله ســـانتریفیوژ و شستشـــو جداســـازی و در 

نهاـــیت ـــبا اـــستفاده از فریزدرایر خـــشک گردید

تأیید نانوذرات
بـــرای ارزیابی ویژگی های ســـاختاری و شـــیمیایی نانوذرات 

Fe3O4@Glu-HA-Juglone از روش هـــای مختلف اســـتفاده 

شـــد. تصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشـــی گسیل میدانیبه‌ 

منظور بررســـی مورفولوژی، انـــدازه و یکنواختی ذرات ثبت 

گردید. طیف ســـنجی مـــادون قرمز تبدیل فوریـــه نیز جهت 

شناســـایی گروه های عاملی و تأیید کونژوگاســـیون جوگلون و 

اســـید هیالورونیک بر ســـطح نانوذرات مورد اســـتفاده قرار 

گرفـــت. این آزمون هـــا به طور کلـــی ســـنتز موفقیت آمیز و 

یکپارچگی ـــساختاری ناـــنوذرات را تأیید کردند

MTT ارزیابی زنده مانی سلول ها با روش
ســـلول های سرطانی رده معده انســـان )AGS( از انســـتیتو 

پاســـتور ایران تهیه و در محیط کشـــت RPMI-1640 حاوی 

10 ٪سرم جنین گاوی )FBS( و 1 ٪پنی سیلین-استرپتومایســـین 

کشت داده شـــدند. ســـلول ها در انکوباتور مرطوب در دمای 

37 درجـــه ســـانتیگراد بـــا CO2 ٪ 5 نگهداری شـــدند. برای 

ســـنجش MTT، ســـلول ها در پلیت‌های 96 چاهکی با تراکم 

104×5 ســـلول در هر چاهک کاشـــته شـــدند و به مدت یک 

شـــب به آنها اجازه چســـبیدن داده شـــد. روز بعد، سلول ها 

بـــا نانـــوذرات Fe3O4@Glu-HA-Juglone در غلظت هـــای 

9/3، 8/7، 6/15، 2/31، 5/62، 125، 250 و 500 میکروگـــرم در 

میلی لـــیتر تیمار شـــدند. چاهک هـــای کنترل بـــدون تیمار، 

حجم مســـاوی از محیط کشـــت را دریافت کردند.زنده مانی 

ســـلول ها با اســـتفاده از ســـنجش ۳-)۴،۵-دی متیل تیازول-۲-

ایل(-۲،۵-دی فنیل تترازولیـــوم بروماید )MTT( ارزیابی شـــد. 

 ۵( MTT پس از ۲۴ ســـاعت تـــیمار، ۰.۲ میلی لیتر محلـــول

میلی گـــرم در میلی لـــیتر در PBS( به هر چاهک اضافه شـــد 

و پلیت ها به مدت ۴ ســـاعت در دمای ۳۷ درجه ســـانتیگراد 

شدند انکوبه 
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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

ســـپس کریســـتال های فورمـــازان حاصل بـــا اضافه کـــردن ۱۰۰ 

میکرولـــیتر دی متیل سولفوکســـید )DMSO( در هر چاهک حل 

شـــدند و ســـپس به مدت ۱۰ دقیقه در دمای اتاق به آرامی تکان 

داده شـــدند. جذب نوری هر چاهک در طول مـــوج ۵۷۰ نانومتر 

با اســـتفاده از دســـتگاه خوانش میکروپلیت ELISA اندازه گیری 

ــسبه شد ــسلول ها به شرح زیر محاـ ـــشد. زنده مانی ـ

 درصد زنده مانی سلول )%(=

100 × ) جذب نوری سلول های تیمار شده / جذب نوری سلول های کنترل(

هر آزمایش در ســـه تکرار انجام شـــد و داده هـــا به صورت 

میانگیـــن ± انحراف معیار )SD( بیان ـــشدند.

Q-RT-PCR آنالیز بیان ژن با استفاده از روش کمی
 mRNA تام از ســـلول ها اســـتخراج و به ترتیب با اســـتفاده 

 RNA (Qiagen، RNeasy Plus Mini از کیـــت جداســـازی

Kit 50، Valencia، CA( و کیـــت ســـنتز cDNA رشـــته اول 

PrimeScriptTM )تـــاکارا، توکیـــو، ژاپن( بـــه DNA مکمل 

تبدیل شـــد. qRT-PCR با شرایط دناتوراســـیون در دمای 95 

درجه ســـانتی گراد به مـــدت 10 دقیقه و به دنبال آن 40 ســـیکل 95 

درجه ســـانتی گـــراد به مدت 15 ثانیـــه و 60 درجه ســـانتی گراد به 

مدت 1 دقیقه انجام شـــد. تقویت با یک مرحلـــه ذوب در دمای 95 

درجه ســـانتیگراد به مدت 20 ثانیه، 60 درجه ســـانتیگراد به مدت 60 

ثانیه و 95 درجه ســـانتیگراد به مدت 20 ثانیه دنبال شـــد. بیان نسبی 

 GAPDH ش-  2   نســـبت به ΔΔCt ژن های هدف با اســـتفاده از رو ش

محاسبه و نرمال شـــد، که در آنΔCt = Ct_target - Ct_GAPDH و 

ΔΔCt = Δ Ct_treated-Δ Ct_control بـــود. ســـه تکرار مورد تجزیه 

و تحلیـــل قرار گرفـــت و نتایج به صورت میانگیـــن ± انحراف معیار 

شد بیان 

بررسی بیان ژن کاسپاز 8
 Bio-Rad CFX96 با اســـتفاده از سیســـتم Q-RT-PCR واکنش های

انجام شـــد. شرایط چرخه دمایی شامل: دناتوراســـیون اولیه در دمای 

°95 بـــه مدت 10 دقیقه، به‌دنبال آن 40 چرخه شـــامل دناتوراســـیون 

در °95 بـــه مدت 15 ثانیه و مرحله اتصال پرایمرهـــا در °60 به مدت 

1 دقیقه بـــود. در پایان، منحنـــی ذوب در بازه دمایـــی °65 تا °95 با 

افزایـــش تدریجی دما ثبـــت گردید. جـــدول 1 توالی هـــای آغازگر 

ــستفاده شده را نـــشان می دهد اـ

جدول 1. توالی های آغازگر برای ژن های استفاده شده )26(.

داده هـــای به‌دســـت‌آمده از ســـه تکـــرار مســـتقل آزمایش ها 

جمـــع‌آوری و به صورت میانگین ± انحراف معیـــار )SD( گزارش 

شـــدند. تحلیل آمـــاری با اســـتفاده از آزمون تحلیـــل واریانس 

یک طرفه )One-way ANOVA( و آزمون t مســـتقل با استفاده 

از نرم افزار SPSS )نســـخه 27.0( انجام شـــد. سطح معنی‌داری 

ــشد. بـــرای تمامی آزمون هـــا P< 0.05 در نظر گرفته ـ

آنالیز آماری

نتایج 

مشخصه یابی

XRD نتایج آنالیز 

الگوی پـــراش پرتو ایکس )XRD( نانـــوذرات Fe3O4 قله های 

مشـــخصه ای متناظر با صفحات )220(، )311(، )400(، )422(، 

)511( و )440( نشـــان داد کـــه با ســـاختار اســـپینل مکعبی 

اســـتاندارد مگنتیـــت )JCPDS 19-0629( مطابقت داشـــت. 

قله قـــوی در 35/4 درجه )صفحـــه 311( بلورینگی و خلوص 

بـــالای نانـــوذرات را تأییـــد کرد. پـــس از کونژوگاســـیون با 

جوگلون و اســـید هیالورونیک، قله هـــای اصلی Fe3O4 حفظ 

شـــدند و تنها کاهش جزئی در شـــدت آنها مشـــاهده گردید 

کـــه بیانگر پوشـــش ســـطحی و برهم کنش بـــا بیومولکول ها 

اســـت، بـــدون ایجاد قله هـــای جدید مربوط بـــه جوگلون یا 

 Fe3O4 این نتایج نشـــان می دهد که ســـاختار بلـــوری .HA

پس از عامل دار شـــدن دســـت نخورده باقی مانـــده و اصلاح 

ســـطح موفقیت آمیز بوده اســـت )شکل 1(
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شکل 1. الگوهای پراش پرتو ایکس )XRD( نانوذرات Fe3O4 )آبی( و Fe3O4@Glu-HA-Juglone )صورتی(

FT-IR نتیجه طیف سنجی
 FT-IR برای تأیید اتصال ترکیبات شـــیمیایی به ســـطح نانوذرات 

اکســـید آهن و تغییرات سطحی نانوذرات ســـنتز شده انجام شد. 

Fe3O4@Glu- جوگلون و نانومزدوج نهایـــی ،Fe3O4 طیف هـــای

HA-Juglone ثبـــت و تجزیه و تحلیل شـــدند )شـــکل 2(. طیف 

FT-IR نانـــوذرات  Fe3O4خالص یک باند جذب قوی مشـــخص 

 Fe-O 580 نشـــان داد که به ارتعاشـــات کششـــی cm-1 در حدود

مگنتیت نســـبت داده می شود و ســـنتز موفقیت آمیز نانوذرات 

اکســـید آهن را تأیید می کنـــد. هیچ گونه جذب گـــروه عاملی 

 Fe3O4 آلی قابل توجهی مشـــاهده نشـــد که با ماهیـــت معدنی

سازگار اســـت. طیف جوگلون نوارهای جذبی برجســـته ای را در 

ناحیـــه cm-1 1650-1700 نشـــان داد کـــه مربوط به ارتعاشـــات 

کششـــی C=O گـــروه هـــای کینون به همـــراه قلـــه هایی در 

محـــدوده cm-1 1500-1600 اســـت که نشـــان دهنده کشـــش  

C=C آروماتیک اســـت. این یافته ها با ســـاختار شـــناخته شده 

جوگلون )5-هیدروکســـی-1،4-نفتوکینون( ســـازگار است. طیف 

نانوکامپوزیت نهاییFe3O4@Glu-HA-Juglone عملکرد    FT-IR

و کونژوگاســـیون موفقیـــت آمیز ســـطح را نشـــان داد. علاوه بر 

باند کششـــی Fe-O هســـته  Fe3O4چندین ویژگی جذب جدید 

 cm-1 3200-3400 مشاهده شد: یک نوار پهن و شـــدید در حدود

مربوط به ارتعاشـــات کششـــی O-H وN-H ، که نشـــان دهنده 

وجـــود گروه هـــای هیدروکســـیل و آمید از اســـید هیالورونیک 

اســـت. علاوه بر این، ارتعاشـــات کششـــی کربونیـــل )C=O( از 

جوگلـــون در حـــدود cm-1 1650 باقـــی ماند، البته بـــا تغییرات 

جزئـــی و گسترش، که نشـــان دهنده برهمکنش بیـــن جوگلون و 

ســـطح نانوذره اســـت. ناحیه حـــدود cm-1 1000-1200 قله های 

متعددی را نشـــان می دهد که مـــی توان آن را بـــه حالت های 

کششی C-O-C و C-O از اســـید هیالورونیک و جوگلون نسبت 

داد و تاییدی بر کونژوگاســـیون موفق است. در مجموع، تجزیه و 

تحلیـــل FT-IR وجود Fe3O4، جوگلون و اســـید هیالورونیک را در 

تأیید کرد نانوذرات  سیـــستم نهایی 

شکل 2. طیف های FT-IR نانوذرات Fe3O4 )آبی( و نانوکونژوگه Fe3O4@Glu-HA-Juglone )صورتی(
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FE-SEM نتیجه 
FE- برای مشـــخص شـــدن ریخت شناســـی ذرات از تصاویر 

SEM اســـتفاده شـــده اســـت. در شـــکل )3 الـــف(، تصویر 

بـــا بزرگنمایـــی 2   Fe3O4@Glu-HA-Juglone کامپوزیـــت

میکرومتر و 200 نانومتر نشـــان داده شـــده اســـت. با توجه 

به شـــکل نانوذرات عمدتـــا کروی و توزیع انـــدازه یکنواخت 

آنها را نشـــان می دهد. نانـــوذرات به خوبی پراکنده شـــده 

و بـــا حداقـــل تجمع بـــه نظر می رســـند که نشـــان دهنده 

ســـنتز موفقیت آمیز و پایداری کلوئیدی اســـت. مورفولوژی 

ســـطح صاف از وجـــود یک پوشـــش همگن پشـــتیبانی می 

کنـــد که احتمالا توســـط عملکردهای جوگلـــون و HA کمک 

مـــی کند. با توجـــه به نتایـــج توزیع اندازه ذرات )شـــکل 3 

ب( میتـــوان متوجه شـــد که بیشتر ذرات در انـــدازه ی 10-5 

هستند نانومتر 

 الف( 

شکل 3. الف( تصویر SEM نانوذرات Fe3O4@Glu-HA-Juglone و ب( نتایج توزیع اندازه ذرات

 MTT نتایج سنجش 
در ســـلول های سرطانی )شکل 4(، ســـنجش MTT کاهش 

وابســـته به دوز در زنـــده مانی پس از تـــیمار با نانوذرات 

بالاتریـــن  در  داد.  نشـــان  را   Fe3O4@Glu-HA-Juglone

غلظت هـــا )500 میکروگرم در میلی لـــیتر و 250 میکروگرم 

در میلی لـــیتر(، زنـــده مانـــی ســـلول ها بـــه طـــور قابل 

توجهی کاهش یافـــت )p < 0.05(، که اثر سیتوتوکســـیک 

قـــوی نانوکونژوگـــه بر ســـلول های سرطان معـــده را تأیید 

می کند. حتـــی در غلظت های پایین تـــر )31/25 میکروگرم 

15/625 میکروگـــرم در میلی لیتر(، کاهش  در میلی لـــیتر و 

قابـــل توجهـــی در زنـــده مانی ســـلول ها در مقایســـه با 

گروه کنترل مشـــاهده شـــد که نشـــان‌دهنده اثربخشـــی 

این سیســـتم دارورســـانی هدفمند اســـت. شـــکل‌ 4 نتایج 

ســـنجش MTT را بـــرای تـــیمار ســـلول های سرطانی 24 

ـــساعته نـــشان می‌دهند

 ب( 
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شکل 4. نتایج آزمون MTT نانوذرات Fe3O4@Glu-HA-Juglone در زنده مانی سلول‌های سرطان معده )AGS( پس از 24 ساعت

تغییرات بیان ژن کاسپاز 8 در سلول های سرطان معده
تحلیـــل Q-RT-PCR نشـــان داد که بیان ژن کاســـپاز 8 در 

 Fe3O4@Glu-HA-Juglone ســـلول های تـــیمار شـــده بـــا

به طـــور معنـــی داری افزایش یافت )حدود 1/7 برابر نســـبت 

به کـــنترل، P < 0.01( )شـــکل 5(

شکل 5. بیان نسبی ژن کاسپاز-۸ در سلول های سرطان معده )AGS( پس از ۲۴ ساعت تیمار با نانوذرات

.)P < 0.01**( در مقایسه با گروه کنترل بدون تیمار. داده ها به صورت میانگین ± انحراف معیار از سه آزمایش مستقل ارائه شده‌اند Fe3O4@Glu-HA-Juglone 
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بحث 

سرطـــان معده به عنـــوان یکی از مرگبارترین انـــواع سرطان های 

دســـتگاه گوارش، همچنان یکی از چالش هـــای عمده‌ی سلامت 

عمومی در سراسر جهان محســـوب می شـــود و ســـالانه صدها 

هزار نفـــر را به کام مـــرگ می کشـــاند. نرخ بـــالای مرگ‌ومیر، 

مقاومت دارویـــی، و بروز عوارض جانبـــی در روش های درمانی 

متداول مانند شـــیمی‌درمانی، ضرورت دســـتیابی به راهکارهای 

نویـــن و هدفمنـــد را دوچنـــدان کرده اســـت. یافته هـــای این 

پژوهش نشـــان داد که نانوذرات اکســـید آهن کونژوگه شـــده با 

 ) Fe₃O₄@Glu-HA-Juglone  ( جوگلون و اســـید هیالورونیک

بـــا اندازه‌ای نانومقیـــاس، مورفولوژی کروی و پایداری مناســـب، 

اثرات سیتوتوکســـیک قابل توجهی بر ســـلول های سرطان معده 

)AGS(  دارنـــد و به طـــور معنی‌داری موجـــب افزایش بیان ژن 

کاســـپاز 8 می شـــوند. این افزایش بیـــان نشـــان‌دهنده‌ی فعال 

شـــدن مســـیرهای آپوپتوز وابســـته به گیرنده های مرگ است و 

اهمیت ویژه‌ای در درک مکانیســـم های مرگ برنامه‌ریزی شـــده 

در ســـلول های توموری دارد.یافته های حـــاضر با نتایج مطالعات 

پیشـــین همخوانی قابل توجهی دارد. به عنـــوان نمونه، مطالعه ی 

Catanzaro و همکاران )2018( نشـــان داد که جوگلون، ترکیبی 

طبیعـــی مشتق شـــده از گردو، قادر اســـت از طریـــق افزایش 

PI3K/ و مهار مســـیر )ROS( تولیـــد گونه های فعال اکســـیژن

Akt موجب القای آپوپتوز در ســـلول‌های سرطانی شـــود )14(. 

این مکانیســـم، که به فعال ســـازی کاســـپازهای آغازگر از جمله 

کاســـپاز 8 منجر می شـــود، هم‌راســـتا با نتایج حاضر اســـت که 

افزایـــش قابل توجه بیان ایـــن ژن را گـــزارش کرده‌اند. همچنین، 

پژوهـــش Zhong  و همـــکاران )2024( نشـــان داد که جوگلون 

از طریق مســـیر ROS–PI3K/Akt در ســـلول های سرطان ریه 

غیرکوچـــک موجب القای مرگ ســـلولی می شـــود، کـــه بیانگر 

نقشـــی مشـــابه برای این ترکیب در القـــای آپوپتـــوز در انواع 

  Zou ،مختلف ســـلول های توموری اســـت )27(. از ســـوی دیگر

و همـــکاران )2023( گـــزارش کردند که جوگلون بـــا مهار فرایند 

گذار اپی تلیال به مزانشـــیمی )EMT( و تضعیـــف ویژگی های 

ســـلول های بنیادی سرطانی، توان مهاجرت و متاســـتاز سلول ها 

را کاهـــش می‌دهـــد )28(. این یافته‌ها مکمـــل نتایج مطالعه ی 

حاضر هســـتند و نشـــان می‌دهند که جوگلون نه تنها در القای 

مرگ ســـلولی، بلکـــه در مهار تهاجـــم و پیشرفـــت تومور نیز 

نقش دارد.علاوه بـــر نقش جوگلون، بخش دیگـــری از اثرگذاری 

نانوســـاختار سنتز شـــده به وجود اســـید هیالورونیک در سطح 

نانوذرات بازمی گردد. بر اســـاس گـــزارش Amorim و همکاران 

)2018(، اســـید هیالورونیـــک بـــا گیرنده هـــای CD44 که به 

میزان زیـــادی در ســـلول های سرطـــان معده بیان می شـــوند، 

پیونـــد اختصاصیبرقـــرار می کنـــد و از ایـــن طریـــق موجـــب 

هدف گیـــری دقیق ســـلول های توموری می شـــود )17(. حضور 

این بیوپلیمر در ســـاختار نانوذره‌ی مورد اســـتفاده در پژوهش 

حاضر احـــتمالاًً باعث افزایـــش جذب ســـلولی و تقویت اثرات 

 Luo ضدسرطانی شـــده اســـت. یافته های مشـــابهی نیز توسط

و همکاران )2019( گزارش شـــده اســـت؛ آنها نشـــان دادند که 

سیســـتم های دارورســـانی مبتنی بر اســـید هیالورونیک قادرند 

تجمـــع دارو در بافـــت تومـــور را به‌طور چشـــمگیری افزایش 

دهنـــد و بدیـــن ترتیب کارایی درمـــان را بهبود بخشـــند. )29(

از منظر دیگر، اســـتفاده از نانوذرات اکســـید آهن در این سامانه 

بـــه افزایش اثربخشـــی درمانی کمـــک کرده اســـت. مطالعات 

متعددی، از جملـــه کار فکری کهن و همکاران )2023(، نشـــان 

داده‌اند که نانـــوذرات Fe3O4 کونژوگه‌شـــده با ترکیبات طبیعی 

ماننـــد تیمـــول، علاوه بر افزایـــش اثرات ضدتکثیـــری، موجب 

 Caspase -8افزایش بیان ژن هـــای مرتبط با آپوپتـــوز از جمله

و Bax در ســـلول های سرطانی می شـــوند )25(. ایـــن نتایج با 

داده هـــای حاصل از پژوهـــش حاضر مطابقت کامـــل دارد و 

نشـــان می‌دهد کـــه نانوذرات اکســـید آهـــن می توانند نقش 

مؤثـــری در تقویت اثـــرات آپوپتـــوزی ترکیبـــات طبیعی ایفا 

کنند

در ســـطحی کلان تر، یافته هـــای این پژوهش بـــا دیدگاه های 

جدید درباره‌ی نقـــش نانوداروها در درمـــان هدفمند سرطان 

معده هم ســـو اســـت. بصیری نیـــا و همـــکاران )2024( در 

بررسی خود بر پتانســـیل ســـاختارهای درمانی–تصویربرداری 

)Theranostic( تأکیـــد کردنـــد کـــه ترکیـــب ویژگی هـــای 

مغناطیســـی بـــا قابلیت هـــای هدف‌گیری مولکولـــی می تواند 

اثربخشـــی درمان های ضدسرطان را به طور چشـــمگیری افزایش 

دهـــد )30(. همچنیـــن،Kesharwani  و همـــکاران )2022( در 

مطالعـــه‌ای دیگـــر طراحـــی نانوحامل های هدفمند بـــر پایه ی 

از موفق تریـــن رویکردهـــا در  گیرنـــده ی CD44 را یکـــی 

دارورســـانی توموری معرفی کردنـــد )31(. در این چارچوب، 

در  ارائه شـــده    Fe3O4@Glu-HA-Juglone سیســـتم 

پژوهش حـــاضر را می توان بـــه عنوان یک نمونـــه ی پیشرفته 

از نانوپلتفرم هـــای چندمنظـــوره دانســـت کـــه بـــا ترکیب 

ویژگی های فیزیکوشـــیمیایی مطلوب، خاصیت مغناطیســـی، 

قابلیـــت هدف گیـــری و اثـــرات آنتی اکســـیدانی، کارایـــی 

بهینه کرده اـــست ضدتوـــموری را 
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نتیجه گیری

نتایـــج ایـــن پژوهـــش نشـــان داد کـــه نانـــوذرات اکســـید 

آهـــن کونژوگه شـــده بـــا جوگلـــون و اســـید هیالورونیـــک

 )Fe3O4@Glu-HA-Juglone( بـــا ویژگی های ســـاختاری پایدار 

و زیست ســـازگار، توانســـتند زنده مانـــی ســـلول های سرطـــان 

معـــده را به صورت وابســـته بـــه دوز کاهـــش داده و بیان ژن 

کاســـپاز 8 را به طـــور معنـــی‌داری افزایش دهند. ایـــن یافته ها 

نشـــان می‌دهد که نانوســـاختار طراحی شـــده با ترکیب قابلیت 

 Fe3O4 هدف گیـــری اســـید هیالورونیک، خاصیت مغناطیســـی

و تـــوان القای آپوپتـــوز جوگلون، پتانســـیل بالایـــی در درمان 

هدفمنـــد سرطان معده دارد.بـــا این حال، نتایج به‌دســـت‌آمده 

محدود به محیط آزمایشـــگاهی اســـت و برای تأیید اثربخشی 

و ایمنی در شرایط زیســـتی واقعی، انجـــام مطالعات درون تن 

ضروری اســـت. در پژوهش های آینده، بررســـی پایداری زیستی، 

ســـمیت سیستمیک و مســـیرهای مولکولی درگیر در فعال سازی 

کاســـپازها می تواند به توســـعه‌ی کاربرد بالینی این نانوساختار 

کند کمک 

داده هـــای به کاررفتـــه در این پژوهـــش در حال حاضر به صـــورت عمومی در دسترس نیســـتند، اما در صورت درخواســـت معقول، از 

طریق نویـــسنده مـــسئول قابل دریافت می باشند

نویسندگان این مقاله اعلام می‌دارند که هیچ گونه تعارض منافع شخصی یا سازمانی در انجام این پژوهش وجود ندارد.

در دسترس بودن

تضاد منافع

حمایت مالی

این پژوهش هیچ گونه حمایت مالی از سوی نهادهای دولتی، خصوصی یا دانشگاهی دریافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

طراحی مطالعه و نظارت و هدایت پژوهش توســـط نویســـنده مســـیول انجام شده و ســـایر نویســـندگان در جمع آوری داده ها، آنالیز 

نتایج و بازبینی نهایی مقاله مـــشارکت داـــشته‌اند
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