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Abstract 

Introduction: Zinc plays an important role in the function of vital organs, 

especially the central nervous system. Zinc homeostasis disorder causes and progresses 

nervous system diseases such as Alzheimer, depression, learning disabilities and stress. 

Zinc homeostasis in the body is mediated by ZnT and ZIP proteins. The aim of this 

study was to investigate the effect of zinc oxide nanoparticles on the expression of Znt1, 

Znt2, Znt3, and Znt4 genes in hippocampus cells as one of the tissues with high zinc 

density. 

Material and methods: First, the cell passage of the hippocampus cell line was 

performed, then the MTT assay test was performed for zinc oxide nanoparticles. In the 

next step, RNA extraction and CDNA synthesis were performed, and nanodrop 

spectrophotometer was used to ensure the purity of the RNA samples. Specific and 

appropriate primers of the desired genes were designed and synthesized. Then, changes 

in the expression of Znt1, Znt2, Znt3, and Znt4 genes were investigated using Real-Tim 
e RT-PCR. 
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Results: Concentrations of 10 and 20 μg/mL of zinc oxide nanoparticles, 

significantly increased the expression of Znt1, Znt2, Znt3, and Znt4 genes in the 

hippocampus cell line of rat, while creating the lowest cytotoxicity. 

Conclusion: Zinc oxide nanoparticles can be investigated pharmacologically 
by increasing the expression of Znt1, Znt2, Znt3, and Znt4 genes in the treatment of 
zinc homeostasis disorders such as Alzheimer, depression, learning disabilities and 

stress. 

 

Keywords: Gene Expression, Hippocampus, Nanoparticles, Rats, Real-Time 
RT-PCR, ZnO, Znt. 
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 مقاله پژوهشی

 

 دهنده های انتقال  اثرات نانوذرات اکسید روی بر بیان ژن

1های صحرایی نر  در سل لاین هیپوکامپ موش 4-1روی 
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  چکیده
نماید.   حیاتی، به ویژه سیستم عصبی مرکزی ایفا میهای   عنصر روی نقش مهمی در کارکرد ارگان سابقه و هدف:

های سیستم عصبی نظیر آلزایمر، افسردگی، اختلال در   اختلال در هموستازی روی موجب ایجاد و پیشرفت بیماری

پذیرد. هدف   صورت می ZIPو  ZnTهای   گردد. هموستازی روی در بدن توسط پروتئین  یادگیری و استرس می

و  Znt1، Znt2 ،Znt3موسوم به  4-1دهنده روی  های انتقال  سی اثر نانوذرات اکسید روی در بیان ژنمطالعه حاضر برر

Znt4 باشد.  هایی که تراکم بالایی از روی را در خود جای داده، می  های هیپوکامپ به عنوان یکی از بافت  در سلول 

برای نانوذره اکسید  MTT assayس تست ابتدا پاساژ سلولی رده سلولی هیپوکامپ انجام شد، سپ روش کار:

انجام شده و جهت اطمینان از خلوص نمونه  CDNAو سنتز  RNAروی صورت گرفت. در مرحله بعد استخراج 

RNA های مورد نظر طراحی و سنتز از اسپکتروفتومتر نانودراپ استفاده گردید و پرایمرهای اختصاصی و مناسب ژن

 بررسی گردید. Znt4و  Znt1 ،Znt2 ،Znt3های   تغییرات بیان ژن Real-Time PCRشد. سپس با استفاده از 

موجب افزایش  ترین سیتوتوکسیتی، از نانوذره اکسید روی ضمن ایجاد کم μg/mL 01و  11های   غلظت ها:  یافته

 در رده سلولی هیپوکامپ موش صحرایی گردید.  Znt4و  Znt1، Znt2 ،Znt3بیان معنادار هر چهار ژن 

 Znt4و  Znt1، Znt2 ،Znt3دهنده روی  های انتقال  تواند با افزایش بیان ژن  نانوذره اکسید روی می گیری: نتیجه

های ناشی از اختلال هموستازی روی نظیر آلزایمر، افسردگی، اختلال در یادگیری و استرس مورد   در درمان بیماری

 بررسی داروشناسی قرار گیرد.

 .Real-Time RT-PCR ،ZnO ،Zntهای صحرایی،   هیپوکامپ، نانوذرات، موشبیان ژن،  ها: کلیدواژه

                                                        
بررسی نقش رساله دکتری تخصصی رشته زیست شناسی سلولی و مولکولی، مائده نیله چی، با عنوان:  پژوهش حاضر برگرفته از:. 1

رکتی های صحرایی تحت استرس محدودیت حدر هیپوکامپ موش 2و  3، 4، 5نانو ذرات اکسید روی بر بیان ژنهای زینک ترانسپورتر 
، استاد راهنما: دکتر اکرم عیدی و دکتر حمید گله داری و استاد مشاور دکتر مهناز کسمتی، ارائه شده در دانشگاه آزاد حاد

 .است 5288اسلامی واحد علوم و تحقیقات در سال 

 83/85/5288 تاریخ پذیرش:؛    84/58/5399 تاریخ دریافت:
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 . مقدمه1

شود که چندین نقش مهم در  روی به عنوان یک عنصر حیاتی در سلامت بدن شناخته می
های مختلف مغز و به ویژه  (. تراکم روی در قسمت5نماید ) سیستم عصبی و ایمنی ایفا می

های  گردد. در خلال کنش فیزیولوژیکی و بیوشیمیایی متنوعی مربوط میهیپوکامپ به مسیرهای 
توان روی   رو می گیرد. از این ای هیپوکامپ صورت می  های خزه  عصبی، انتقال روی سلولی در رشته

(. از سوی دیگر کمبود روی باعث 4کننده عصبی در بدن به شمار آورد ) را به عنوان یک تنظیم
هورمون گلوکوکورتیکوئید شده که این امر به نوبه خود سبب بروز انواع ترشح قابل ملاحظه 

رفتاری از جمله موارد خاصی از آلزایمر و عملکرد نادرست مغز نظیر صرع  -عوارض عصبی
(. همچنین روی با دارا بودن خواص ضد التهابی، ضد اضطرابی، ضد افسردگی و 3گردد )  می

گر درمانی برای مقابله با عوارض رفتاری به طور   مداخله تواند به عنوان یک عامل  تسکینی می
(. انتقال روی سلولی، به میزان روی در رژیم غذایی و نیز شرایط 2گسترده مورد استفاده قرار گیرد )

 (. 1پذیرد )  دهنده روی صورت می های انتقال  فیزیولوژیکی بستگی دارد و توسط پروتئین

های روی باعث  دهنده دهد که اختلال در تنظیم بیان انتقال  نتایج مطالعات تجربی نشان می
ها از جمله انواع سرطان، آسم، دیابت، اختلال در عملکرد مغز و   ابتلاء و یا پیشرفت بیماری

(. هموستازی روی به طور عمده توسط دو 0-6گردد )  های روانی مانند افسردگی می  بیماری
های   پذیرد. پروتئین  صورت می ZIPو  ZnTهای   ه روی به نامدهند های انتقال  خانواده از پروتئین

وظیفه انتقال روی از فضای خارج سلولی به درون سلول را بر عهده دارند و  ZIPعضو خانواده 
، روی را از سیتوپلاسم ZnTهای عضو خانواده   شوند. پروتئین  باعث افزایش روی درون سلولی می

 (.9نمایند )  ج سلولی منتقل میها یا ماتریکس خار  به اندامک
های مختلف از جمله   ، در غشای پلاسمای بافتZnT1موسوم به  ZnTاولین پروتئین خانواده 

های روی سیتوزولی را به فضای خارج سلولی منتقل   (. این پروتئین، یون58مغز قرار دارد )
(. 55کند )  سم جلوگیری مینماید و در شرایط مختلف فیزیولوژیکی از انباشت روی در سیتوپلا می

نقش مهمی در انتقال روی به شیر مادر داشته و به طور عمده در روده، کلیه و بیضه  ZnT2پروتئین 
نقش اساسی در  ZnT3(. پروتئین 54شود )  تر در مغز بیان می صحرایی بیان شده و کم موش

، ZnT3و  ZnT2پروتئین  (. هر دو53کند )  چندین مسیر سیگنالینگ عصبی در هیپوکامپ ایفا می
شوند   روی سیتوپلاسمی را به اجزای ویزیکولار منتقل نموده و باعث کاهش روی درون سلولی می
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های   با انتقال روی به دستگاه گلژی، وظیفه حفظ هموستازی روی در اندامک ZnT4(. پروتئین 5)
همچنین در خلال فرآیند  ها از جمله مغز را بر عهده دارد.  درون سلولی مختلف در انواع بافت

 (.52نماید )  های روی را به شیر مادر منتقل می  شیردهی، این پروتئین یون
در آنها  با توجه به ماهیت منحصر به فرد فیزیکی و شیمیایی نانوذرات که باعث کاربرد گسترده

درمانی  نیز در زمینه اهداف 1عرصه بیوتکنولوژی و علوم پزشکی شده است، نانوذرات اکسید روی
(. مشاهدات 56-51و تکنولوژیکی در صنایع مختلف مورد توجه محققان قرار گرفته است )

و  ZnT1های   دهد که نانوذرات اکسید روی سبب افزایش قابل توجه بیان ژن تجربی نشان می
ZnT2 (. نانوذرات اکسید روی افزایش بیان ژن 51شود )  انسان می 2های هپاتوسیت  در سلول
ZnT1  را درپی داشته است و بسته به دوز و سایز  3های اپیتلیال  ای از سلول  رده سلولی گونهدر

 (. 50تواند باعث سمیت سلولی شود )  نانوذره می

با وجود مطالعات صورت گرفته در زمینه اثرات نانوذرات اکسید روی بر موش و موش 
های هیپوکامپ مورد   دهنده روی در سلول های انتقال  صحرایی، تاکنون تأثیر این نانوذره بر بیان ژن

و  Znt1 ،Znt2 ،Znt3های   بررسی قرار نگرفته است. بنابراین، پژوهش حاضر تغییرات بیان ژن
Znt4  بر اثر دریافت نانوذره اکسید روی در رده سلولی هیپوکامپ موش صحرایی نر را مورد مطالعه

 دهد. قرار می

 . روش کار2

 . پاساژ دادن2-1

ی سلولی هیپوکامپ موش صحرایی )تهیه شده از انیستیتو پاستور فرانسه(   مطالعه از ردهدر این 
% و FBS 58ی   % به اضافهDMEM 98 (L-G)استفاده شد. این رده سلولی در محیط کشت 

 cc 588های  ( و در فلاسکSigmaی آنتی بیوتیکی پنیسیلین/ استرپتومایسین )شرکت   مجموعه
به طور منظم پاساژ داده شدند. برای این منظور آنها  ها،  ور نگهداری سلولکشت داده شد. به منظ

های به     است، دور ریخته شد. سلول DMEMابتدا محیط رویی فلاسک که همان محیط کشت 
                                                        

1. ZnO NPs 
2. HepG2 

3. A549 Cell line 
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شستشو داده شد و برای حصول نتیجه بهتر، این کار دو مرتبه  PBSلیتر   میلی 4تا  5کف چسبیده با 
میلی لیتر  4هایی که به کف چسبیده بودند، در حدود   انجام شد. به منظور جدا کردن سلول

درصد به فلاسک افزوده و به آرامی تکان داده شد تا تمام سطح فلاسک با تریپسین  41/8تریپسین 
گراد قرار گرفت. پس از  درجه سانتی 31دقیقه در انکوباتور  3 تا 4تماس پیدا کند و سپس به مدت 

ها زیر میکروسکوپ مشاهده   گذشت این زمان، فلاسک از انکوباتور بیرون آورده شد و سلول
ها از کف   ها گرد شده باشد، با یک ضربه آرام، سلول  درصد سلول 98تا  08که  شدند. در صورتی

حاوی  DMEMها محیط کشت   د از این مرحله، سریعاً به سلولشوند. بع  فلاسک جدا و شناور می
FBS 58  درصد اضافه گردیده و با پیپت پاستور چند بار پر و خالی شد تا اطمینان حاصل شود

برد، باید آن   جا که تریپسین، دیواره سلولی را از بین می  سلولی به کف فلاسک نچسبیده است. از آن
 دقیقه با دور  1به همین منظور سوسپانسیون سلولی به مدت  را کاملًا خنثی و خارج کرد.

5488 rpm میلی لیتر محیط  5ها خارج گردید و   سانتریفیوژ شد. در ادامه محیط رویی سلول
درصد به رسوب سلولی اضافه شد و به آرامی آسپیره شد تا  FBS 58حاوی  DMEMکشت 

 41ون سلولی حجم معینی به فلاسک ها به صورت منفرد درآیند. از این سوسپانسی  سلول
درصد منتقل و کشت داده  FBS 58حاوی  DMEMمیلی لیتر محیط کشت  1سانتیمتری حاوی 

سی محیط کشت آماده دارای سرم اضافه   سی 1/2سی، حدود   سی 41فلاسک  4شد. سپس به 
ها   ید. از سلولسی از سوسپانسیون سلولی هموژن شده اضافه گرد  سی 1/8کرده و به ازای هر کدام 

 و سایر آزمایشات، مناسب گردد. RNAحداقل سه بار زیرکشت تهیه شد تا برای جداسازی 

 . نانوذره اکسید روی 2-2

با  USnanoی اکسید روی محصول شرکت   ی مورد استفاده در این پژوهش نانوذره  ماده
 هیه گردید.باشد که از شرکت کیمیا طب ت  نانومتر می 38الی  58ای بین   اندازه

2-3 .MTT assay 

های هیپوکامپ، از روش   به منظور بررسی سیتوتوکسیسیتی نانوذرات اکسید روی بر سلول
وم به نام یهای محلول تترازول شود. در این روش که یکی از نمک  استفاده می MTTسنجی  رنگ

MTT پذیرد.   گردد، ارزیابی بقای سلول براساس میزان جذب نوری رنگ صورت می استفاده می
ی کشت سلولی انجام شده و نتایج با دستگاه   خانه 96های   کلیه مراحل این آزمایش در پلیت

ی زمان آزمایش کرد. متیل د توان هم شود. لذا تعداد زیادی نمونه را می گیری می خواننده الایزا اندازه
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فنیل تترازولیوم بروماید یک رنگ تترازولیوم زرد رنگ محلول در آب است که از غشای پلاسمایی و 
شود. در نتیجه از   های میتوکندریایی احیاء می  کند و تحت تأثیر آنزیم  غشای میتوکندری عبور می

وکندری استفاده گیری فعالیت متابولیک میت  افتد، جهت اندازه  واکنشی که در میتوکندری اتفاق می
افتد و اغلب به   های میتوکندری فعال هستند، اتفاق می  شود. این واکنش احیاء هنگامی که آنزیم  می

بر اثر  MTT ی زرد رنگ  در این تست ماده .شوند  ها در نظر گرفته می  عنوان معیار زنده بودن سلول
آید که در   ارغوانی رنگ درمی -ان آبیهای دهیدروژناز میتوکندری به فورماز  احیاء شدن توسط آنزیم

 باشد.   محلول می 1آب محلول نبوده و در دی متیل سولفاکساید
 1888های هیپوکامپ، حجمی از سوسپانسیون که حاوی   در این مطالعه پس از شمارش سلول

 ها به کف پلیت  ها کشت داده شد و اجازه داده شد تا سلول باشد، در هر یک از چاهک  سلول می
های کنترل و آزمایش انتخاب شد. به منظور  چسبیده و به حالت پایدار خود درآیند. سپس چاهک

های   ی اکسید روی در غلظت  های هیپوکامپ موش در معرض نانوذره  تعیین غلظت مناسب، سلول
های تست  میکروگرم بر لیتر قرار گرفته و به چاهک 518و  588، 18، 41، 48، 51، 58، 1، 5

و  20،  42خانه صورت گرفت. پلیت را  96گردید که برای هر غلظت سه تکرار در پلیت اضافه 
ط کشت رویی دور ریخته شد. یاکسید روی، انکوبه نموده و مح ساعت جهت تأثیر نانوذره 14

 MTT لیتر محلول گرم در میلی  یلیم مین یط کشت حاویمیکرو لیتر مح 18سپس به هر چاهك 

گراد قرار داده شد. در  درجه سانتی 31در  CO2 ساعت در انکوباتور 2 اضافه نموده و به مدت
 زا قرائت شد.یالا دستگاه خواننده نانومتر توسط 118ها در طول موج   نهایت جذب نوری چاهک

 RNA. استخراج 2-4

ها ‌‌ها با نانو ذره، محتویات کلیه چاهک‌‌پس از گذشت مدت زمان لازم جهت تیمار سلول
 Rocheکل از محلول ترایزول )محصول شرکت  RNAدر این مطالعه برای استخراج  تخلیه گردید.

 ها برداشته شد و سطح‌‌( استفاده شد. در ابتدا محیط کشت از روی سلول55661561885با شماره 
 586ها )حدوداً ‌‌میکرولیتر ترایزول روی سلول 088% دو بار شسته شد. PBS 58با بافر آنها 

 1/5های ‌‌ها از سطح پتری کنده شده و به میکروتیوب‌‌با پیپتینگ سلولسلول( ریخته شد و 
دقیقه در دمای اتاق قرار گرفت. به ازای هر یک میلی لیتر  1لیتری انتقال داده شده و به مدت  میلی

                                                        
1. DMSO 
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ثانیه با دست به شدت تکان داده  51میکرولیتر کلروفورم به میکروتیوب اضافه و  488ترایزول، 
در  rpm 54888با  دقیقه 51دقیقه در دمای اتاق نگهداری و سپس به مدت  58ها ‌‌شد. میکروتیوب

گراد سانتریفیوژ شد. سه فاز تشکیل شد، فاز آبی بالایی )بی رنگ( را به یک تیوب  درجه سانتی 2
د یه سفیمیلی لیتر ایزوپروپرانولول سرد اضافه و مخلوط شد. در لا 1/8جدید منتقل و به آن به میزان 

ها به ‌‌نی به رنگ قرمز مشاهده شد. میکروتیوبییه پاین در لایقرار داشته و پروتئ DNAانی یگ مرن
گراد قرار داده شد و در  درجه سانتی -48و یک ساعت در دمای  دمای محیط دقیقه در 58مدت 

گراد سانتریفیوژ شد. سوپرناتانت  درجه سانتی 2در دمای  rpm 54888دقیقه با  51ادامه به مدت 
% سرد اضافه و به آرامی تکان داده شد تا رسوب آزاد 18میکرولیتر اتانول  088دور ریخته شد و 
گراد سانتریفیوژ شد.  درجه سانتی 2در دمای  rpm 1688 دقیقه با 0ها به مدت ‌‌شود. میکروتیوب

دقیقه خشک گردید. بسته به میزان رسوب،  58تا  1ها به مدت ‌‌بسوپرناتانت دور ریخته شد و رسو
 58به میکروتیوب اضافه و رسوب در آن حل شد و به مدت  RNaseمیکرولیتر آب فاقد  38تا  48

استخراج شده تا زمان استفاده  RNAگراد قرار گرفت. نمونه  درجه سانتی 11-68دقیقه در دمای 
 گهداری شد.گراد ن درجه سانتی -18در فریزر 

 . طراحی پرایمر2-5

 NCBIهای ژنی مربوط به سل لاین هیپوکامپ مورد نظر، از پایگاه اطلاعات ژنی ‌‌توالی
طراحی گردید.  www.GeneScript.comدریافت و پرایمرهای اختصاصی با استفاده از پایگاه 

از سایت  Nucleotid Blastالیگونوکلئوتیدهای طراحی شده پایانی با استفاده از محیط آنلاین 
NCBI (.5های ژنوم موش صحرایی مقایسه گردید )جدول ‌‌با کل توالی 

 در بررسی سل لاین Real-Time PCRتوالی پرایمرهای مورد استفاده در  -1جدول 

Reverse primer (5′-3′) Forward primer (5′-3′) ژن 

AGCACTGTGTTGGCATAGAGG TATCGGCAATGAGCGGTTCC Act β 

CTCAACTTCTCTGGCTCTGC ACCAGGAGCAGACCAACAC Znt1 

GTAAGGCTTCCACACCATCC GCACCTTCCTCTTCTCCATC Znt2 

GTGGTAAGTAAGCGTCAGC TCAGCACCTTCCTCTTCTC Znt3 

CGAATGTGTTCAGCAAGAGG AGTCGTTGATGAAGATAGAAGATG Znt4 

 Real-Time PCR. تست 2-6

 Znt4و  Znt1 ،Znt2 ،Znt3های   میزان بیان ژن Real-time PCRدر این تحقیق با استفاده از 
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)به عنوان ژن کنترل( مورد ارزیابی قرار گرفت. در این روش از سایبرگرین به  act βنسبت به بیان ژن 
ای متصل شده و فلورسانس ساطع   های دو رشتهDNAعنوان ماده فلورسانت استفاده گردید که به 

مورد  CTتوسط دستگاه گزارش شده و سپس  (CT)نه ای تحت عنوان چرخه آستا  شده در چرخه
 آنالیز قرار گرفت.

، یدهنده وجود محصول اختصاص رسم گردید که نشان منحنی ذوب Real Timeدر هر واکنش 
ک محصول قرار یمر قبل از پیمر دایک پراین صورت که پیمر است. بدیمر دایو پرا یراختصاصیغ
ک مجزا از یک و اگر دو پیک پیر شده باشد، یمد نظر، تکث یال، محصول اختصاصیرد. اگر در ویگ  یم

 م.یز دارین یراختصاصیمد نظر، محصول غ یر از محصول اختصاصیبه غ یعنیم، یهم داشته باش

محصول کمپانی   primeScript RT Reagent(reaction488 از کیت ) cDNAبرای سنتز 
Takara  استفاده شد. سنتزcDNA بر طبق دستورالعمل کیت انجام شد که به طور خلاصه طی 

 قبل از شروع به کار در دمای محیط RNAaseها، بافرها و آب فاقد ‌‌این دستورالعمل محلول
روی یخ ذوب شده و برای شروع به کار آماده  RNAگراد( ذوب شدند. نمونه  درجه سانتی 48-51)

هیه و محتویات این مخلوط به خوبی با هم مخلوط ت 4شد. همه اجزای مورد نیاز براساس جدول 
 شدند. 

 اجزای واکنش رونویسی معکوس -2جدول 

 حجم در یک واکنش گر واکنش

 میکرو لیتر PrimeScript RT 5/0آنزیم 

 میکرو لیتر 5X PrimeScript 2بافر 

 میکرو لیتر dT (25 pM) 5/0 پرایمرهای الیگو

 لیتر میکرو 5/0 (pM 50راندوم هگزامر )

 میکرو لیتر برسد 00تا حجم مواد به  RNaseآب فاقد 

Total RNA 0 میکرو گرم 

 میکرو لیتر 00 حجم نهایی

ثانیه در دمای  1گراد و سپس به مدت  درجه سانتی 24دقیقه در دمای  51مخلوط فوق به مدت 
 Quantiscript Reverse Transcriptaseگراد به منظور غیر فعال شدن آنزیم  درجه سانتی 01

 گراد قابل نگهداری است. درجه سانتی -48ها در دمای ‌‌حاصل، ماه cDNAانکوبه شد. محصول 
افزار مربوط به  )امریکا( و نرم  ABI 7500مدل  Real-Time PCRدر این مطالعه از دستگاه

اول که  گرمایی دستگاه در سه مرحله انجام شد، مرحله-استفاده شد. برنامه زمانی (SDS 2.4)آن 
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درجه به  91و فعال شدن آنزیم پلیمراز گردید، به صورت  cDNAمنجر به دناتوره شدن مولکول 
چرخه  28ثانیه برای  38درجه به مدت  68ثانیه،  1درجه به مدت  91ثانیه، مرحله دوم  38مدت 

درجه به مدت  91( به صورت Melting Curveمتوالی و مرحله نهایی جهت ترسیم منحنی ذوب )
  ثانیه انجام شد. 5درجه به مدت  91دقیقه و  5درجه به مدت  68ثانیه،  51

میکرولیتر به صورت تکرار سه تایی انجام شد.  51در حجم نهایی  Real-Time PCRواکنش 
میکرولیتر پرایمر رقیق  master SYBR-Green PCR  ،4میکرولیتر  0ترکیبات هر واکنش شامل 

 51میکرولیتر آب مقطر اضافه گردید تا به حجم  3و  cDNAیتر میکرول 4شده اختصاصی هر ژن، 
 میکرولیتر رسید.

 . آنالیز آماری2-7

( 50)ویرایش  SPSSافزار  به منظور بررسی آماری نتایج بدست آمده در این تحقیق، از نرم
، MTTانحراف استاندارد ارائه شده است. در بررسی  ±ها در قالب میانگین   استفاده شد. کلیه داده

برای  t-testصورت گرفت. آزمون  One Way ANOVAهای مختلف با روش   مقایسه میان گروه
 4889ویرایش  RESTافزار  های مورد مطالعه نرم  و به منظور بررسی تغییر بیان ژن pمحاسبه مقدار 

تغییر  بیانگر معناداری >81/8Pمورد استفاده قرار گرفت که در کلیه مراحل آنالیز آماری، محدوده 
 بیان ژن، لحاظ گردید. 

 ها . یافته3

 MTT assay. تکنیک 3-1

های مختلف نانوذره   هایی که تحت تأثیر غلظت  میانگین جذب نوری به دست آمده از سلول
هایی که تحت تأثیر نانوذره نبودند )خانه کنترل( مقایسه   قرار گرفتند، با میانگین جذب نوری سلول

به نمودار تبدیل  Excelافزار  شدند. مجموع نتایج جذب که در سه گروه تکرار شده بود، توسط نرم
شد. با انجام بررسی آماری، نتایج بدست آمده از بررسی میزان سمیّت سلولی برای نانوذره، 

 20، 42های تیمار شده با نانوذره در   رصد مرگ و میر سلولارزیابی شد و مشخص گردید که بین د
 ساعت در دوزهای مختلف، تفاوت معناداری وجود دارد. 14و 

IC50 ساعت محاسبه شد و با توجه به 14و  20، 42های زمانی   برای نانوذره در بازه 
های  سلول ترین سیتوتوکسیسیتی را بر روی از نانوذره کم μg/mL 41، غلظت MTTنتایج تست 
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 .(5هیپوکامپ درپی داشت )شکل 

   
 های مختلف نانوذره  مقایسه میزان سیتو توکسیستی به دست آمده در غلظت -1شکل 

 ساعت پس از تیمار 72و  44، 24های زمانی   در بازه

های   در سلول Znt4و  Znt1 ،Znt2 ،Znt3 های  . نتایج بررسی تغییرات بیان ژن3-2

 تاثیر نانوذرههیپوکامپ موش تحت 

 های در سلول Znt4و  Znt1 ،Znt2 ،Znt3 های  ، تغییرات بیان ژنMTTبا توجه به نتایج تست 
از نانوذره اکسید روی در بازه زمانی  μg/ml 48و  51، 58های   هیپوکامپ موش تحت تأثیر غلظت

هایی   های حاصل از خوانش نمونه Ct گیری شد. میانگین ساعت پس از تیمار اندازه 14و  20، 42
شد. تفاوت بیان  Excelداده شده، وارد برنامه  ABI 7500که به صورت دوبلیکیت به دستگاه 

 های مختلف  ، در میان گروهact βژن کنترل داخلی  و Znt4و  Znt1 ،Znt2 ،Znt3های   ژن
 دار در نظر گرفته  معنی رتصو به 81/8تر از  مشخص شد. نتایج کم RESTافزار  با استفاده از نرم

 شد.
 μg/mL 58های   نسبت به گروه کنترل در غلظت Znt1بیان ژن  4مطابق با شکل 

(888810/8=p ،)51 μg/mL (88844/8=p و )48 μg/mL (888845/8=p از نانوذره اکسید )
 μg/mL 58نسبت به غلظت  μg/mL 51روی افزایش معناداری نشان داده است. در غلظت 

از نانو  μg/mL 48در تیمار  (.p=8843/8شود که این کاهش معنادار است )  کاهش بیان دیده می
افزایش بیان قابل توجهی داشته است )به  μg/mL 51و  58ذره بیان ژن نسبت به تیمار با غلظت 

 μg/mL 48(. بیشترین افزایش بیان برای این ژن با غلظت p=8882/8و  p=8881/8ترتیب 
 رفت.صورت پذی
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 از نانوذره اکسید روی و گروه کنترل μg/mL 21و  15، 11های  در غلظت Znt1تغییرات بیان ژن  -2شکل 

μg/mL (881/8=p ،) 58های   نسبت به گروه کنترل در غلظت Znt2بیان ژن  3مطابق شکل 
51 μg/mL (881/8=p و )48 μg/mL (883/8=p از نانوذره اکسید روی افزایش معناداری )
کاهش بیان معناداری وجود  μg/mL 58نسبت به غلظت  μg/mL 51ن داده است. در غلظت نشا

 51و  58از نانوذره اکسید روی بیان ژن نسبت به غلظت  μg/mL 48(. در تیمار p=53/8ندارد )
μg/mL ( 3/8افزایش بیان، معنادار نیست=p  86/8و=p.) 

 
 از نانوذره اکسید روی و گروه کنترل μg/mL 21و  15، 11های ‌‌در غلظت Znt2بیان ژن  -3شکل 

از نانوذره نسبت گروه کنترل افزایش معناداری  μg/mL 48و  58های   در غلظت Znt3بیان ژن 
از نانوذره نسبت  μg/mL 51(. اما افزایش بیان با غلظت p=881/8و  p=8846/8نشان داده است )

 نسبت به غلظت μg/mL 51ار با غلظت (. در تیمp=52/8به گروه کنترل معنادار نبوده است )

58 μg/mL  کاهش بیان معنادار ژنZnt3 دیده می  ( 8843/8شود=p در تیمار .)48 μg/mL  از
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کاهش نشان داده که این کاهش معنادار نبوده  μg/mL 58نانوذره، بیان ژن نسبت به غلظت 
(51/8=p ولی نسبت به غلظت ،)51 μg/mL  افزایش بیان معنادار داشته( 8882/8است=p .)

 (.2مشاهده شد )شکل  μg/mL 58بیشترین افزایش بیان برای این ژن در تیمار با غلظت 

 
 از نانوذره اکسید روی و گروه کنترل μg/mL 21و  15، 11های ‌‌در غلظت Znt3بیان ژن  -4شکل 

از نانوذره نسبت گروه کنترل افزایش معناداری  μg/mL 48و  58های   در غلظت Znt4بیان ژن 
کاهش نشان  μg/mL 51(. بیان این ژن در غلظت p=8815/8و  p=8862/8نشان داده است )

(، اما این کاهش نسبت به p=42/8باشد )  داده که این کاهش نسبت به گروه کنترل معنادار نمی
(. اختلاف بیان ژن در p=8804/8و  p=8812/8معنادار است ) μg/mL 48و  58های   غلظت

(. بیشترین p=31/8دهد )  تفاوت معناداری نشان نمی μg/mL 58نسبت به  μg/mL 48غلظت 
 (.1صورت پذیرفت )شکل  μg/mL 48افزایش بیان برای این ژن با غلظت 

 

 از نانوذره اکسید روی و گروه کنترل μg/mL 21و  15، 11های   در غلظت Znt4بیان ژن  -5شکل 
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 بحث. 4

های حیاتی شناخته شده است و اختلال در   روی به عنوان یک عنصر اساسی در ارگان
های مختلف از جمله آلزایمر، اختلال در   هموستازی این عنصر در بدن موجب بروز بیماری

(. همچنین ترشح هورمون کورتیکوسترون باعث افزایش روی 4-5شود )  یادگیری و افسردگی می
(. در 59گردد )  های هیپوکامپ می  موجب تولید اکسیژن غیرفعال در سلول درون سلولی شده که

میان اجزای مختلف، سیستم عصبی مرکزی هیپوکامپ بیشترین تراکم روی را دارد که بر اثر 
(. تزریق داروی حاوی نانوذره روی موجب بهبود 48گیرد )  های عصبی تحت تاثیر قرار می  محرک

(. با توجه به این که هموستازی روی در 45تحت استرس شده است ) های  اثرات رفتاری در موش
پذیرد، به منظور کاهش اثرات و یا درمان   دهنده روی صورت می های انتقال  بدن توسط پروتئین

های مرتبط با اختلالات هموستازی روی، مطالعه اثرات نانوذرات اکسیدهای فلزی به ویژه   بیماری
باشد. در این مطالعه تاثیر  دهنده روی حائز اهمیت می های انتقال  ان ژننانوذره اکسید روی بر بی

در رده سلولی هیپوکامپ موش  Znt4و  Znt1 ،Znt2 ،Znt3های   نانوذرات اکسید روی بر بیان ژن
 صحرایی نر مورد بررسی قرار گرفت.

 Znt1، Znt2 ،Znt3های   مطابق با نتایج بدست آمده، نانوذره اکسید روی باعث افزایش بیان ژن
گردد. در مطالعه مشابهی تزریق نانوذره اکسید روی باعث   در رده سلولی هیپوکامپ می Znt4و 

های کبد، پانکراس و کلیه موش گردیده بود   در بافت Znt4و  Znt1، Znt2های   افزایش بیان ژن
ز سیتوتوکسیتی روی در مقابله با انباشته شدن و پیشگیری ا Znt1(. پیش از این نقش پروتئین 44)

(. از سوی دیگر نشان داده شده است که فقدان روی در رژیم 43ها مشخص شده بود )  در سلول
های گذشته   (. همچنین طی بررسی42گردد )  در مغز می Znt1غذایی نیز باعث کاهش بیان ژن 

های دیگر از قبیل   به ندرت در مغز گزارش شده و بیشتر تغییرات بیان این ژن در بافت Znt2بیان ژن 
در برابر تغییرات روی در رژیم غذایی،  Znt3(. بیان ژن 41بیضه، روده و کلیه مشاهده شده است )

دهنده  که نتایج پژوهش حاضر نشان (. در حالی43تغییر معناداری در بافت مغز نداشته است )
ید روی است. بر اثر در رده سلولی هیپوکامپ در اثر دریافت نانوذره اکس Znt3افزایش بیان ژن 

افزایش میزان روی در رژیم غذایی به منظور پیشگیری از انباشتگی روی و تولید سمیّت سلولی و 
ها و ژن   در اکثر بافت Znt4و  Znt1های   های درون سلولی، ژن  سازی روی در بخش نیز ذخیره

Znt2 (.46 ،54شود )  در روده کوچک، کلیه، کبد و جفت بیان می 
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های ناشی از اختلال مکانیسم روی و   بیشتری نیاز است تا تاثیر همزمان بیماریمطالعات 
های   داروی حاوی نانوذره اکسید روی مورد بررسی قرار گیرد و در ضمن آن تغییرات بیان ژن

تر استفاده از نانوذرات   دهنده روی مورد بررسی قرار گیرد. این در حالی است که تاثیر مطلوب انتقال
های غذایی مبتنی بر این عنصر در بیان   های رایج، حاوی روی و یا رژیم  روی نسبت به دارواکسید 

های سیستم عصبی   دهنده محققان را بر آن داشته تا مطالعات خود را بر درمان بیماری های انتقال  ژن
 مرکزی از قبیل آلزایمر، اختلال در یادگیری، اضطراب، افسردگی و استرس معطوف نمایند.

 گیری . نتیجه5

ساعت و تیمار رده سلولی  14و  20، 42نتایج به دست آمده نشان داد که پس از گذشت 
، Znt1های  بیان ژن μg/mL 48و  58های   هیپوکامپ موش صحرایی با نانوذره اکسید روی با دوز

Znt2 ،Znt3  وZnt4 ند در توا دهد و می  ترین سیتوتوکسیتی رخ می افزایش معنادار داشته و کم
های سیستم   های ناشی از اختلال هموستازی روی نظیر بیماری  های دارو درمانی بیماری  زمینه

 عصبی مرکزی حائز اهمیت باشد.

 . تقدیر و تشکر6

محققان این پژوهش مراتب قدردانی خود را از مسئولین محترم آزمایشگاه ژنتیک و مرکز 
از و نیز آزمایشگاه پاتوبیولوژی و ژنتیک نرگس تحقیقات بیوتکنولوژی دانشگاه شهید چمران اهو

 نمایند.  اهواز اعلام می
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