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چکیده:  در این مقاله، نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه با روش آغشته سازی نانوذرات γ-آلومینا با جیوه استات در محلول آب و ایزوپروپانول 
و به دنبال آن آبکافت، شستشو، صاف و خشک کردن در دمای اتاق، تهیه شدند. ساختار این نانوذرات با الگوی پراش پرتو ایکس )XRD( تأیید شد. 
از الگوی XRD برای تأیید پیوند بین نانوذرات آغشته به جیوه و باز آلی تیمین در DNA سلول هدف نیز استفاده شد. اثرات زیستی و سمی نانوذرات 
γ-آلومینا و γ-آلومینای آغشته به جیوه بر سلول های سرطانی هلا )Hella( و سلول های بنیادی مغز استخوان با آزمون MTT بررسی شد. برپایه نتایج 

به دست آمده، سمی بودن نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه بر سلول های سرطانی هلا بیشتر از سلول های بنیادی بود. به عبارت دیگر، نانوذرات 
γ-آلومینای آغشته به جیوه تأثیر قابل توجهی در از بین بردن سلول های سرطانی هلا داشتند. همچنین، مشخص شد نانوذرات γ-آلومینای خالص در 

غلطت های پایین نسبت به آلومینای آغشته به جیوه کمتر سمی هستند.

MTT واژه های کلیدی: نانوذره، آلومینا، جیوه، سمی بودن، آزمون

مقدمه
 در سال های اخیر، روش های متفاوت شیمی درمانی، جراحی و 
پرتودرمانی برای درمان سرطان به کاررفته است؛ اما این روش ها 
به  یا  و  شده  سالم  سلول های  رفتن  بین  از  باعث  است  ممکن 
برای  پژوهشگران  بنابراین   .]1[ رسانند  آسیب  سالم  بافت های 
درمان سرطان به دنبال روش های جدید با عوارض جانبی کمتر 
سرطانی  سلول های  نانو،  فناوری  به کارگیری  با   .]3  ،2[ هستند 

دارورسانی  و  می گیرند  قرار  موردهدف  انتخابی  و  مستقیم  به طور 
برای  اکسید  سریم  نانوذرات  مانند  نانوموادی   .]4[ می شوند 
نانوذرات  سمی بودن   .]6 و   5[ هستند  سمی  سرطانی  سلول های 
سریم اکسید بر رده سلول های ریه مورد بررسی قرار گرفته است 
]1[. نتایج نشان می دهد که این ترکیب وابسته به غلظت و زمان، 
باعث افزایش مرگ سلول های سرطانی شده است ]1[. این ترکیب 
همچنین، ویژگی پاداکسیدانی و فعالیت کاتالیست آنزیم، مهارکننده 
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تیتانیم   .]7[ است  هیدروکسیل  و  اکسید  نیتریک  رادیکال های 
اکسید سمی بسیار ضعیف است و ویژگی فوتوکاتالیستی دارد ]8[. 
گزارش شده است که این ترکیب برای ریشه کن کردن سلول های 
تأثیر ضد  اخیر  در سال های  و 10[.   9[ دارد  کاربرد  نیز  سرطانی 
پروستات  سرطانی  سلول های  بر  اکسید  روی  نانوذرات  سرطانی 
مورد بررسی قرار گرفته و از بین رفتن سلول های سرطانی با این 
ترکیب تاًیید شده است ]11[. گرافن اکسید نیز برای از بین بردن 
سلول های سرطانی به کارگرفته شده است ]12[. گرافن و مشتقات 
آن، مواد به نسبت بی اثر و غیرسمی هستند و گرافن اکسید می تواند 
برای مهار انتخابی گسترش تکثیر سلول های بنیادی سرطانی در 

انواع متفاوت تومور استفاده شود ]12[.
نه تنها  که  است  آلومینا  نانوذرات  نانومواد،  مهم ترین  از  یکی   
پتروشیمی، پالایش نفت و در  به طور گسترده در صنایع متفاوت 
زمینه های  همه  در  بلکه  می شود،  استفاده  کاتالیست ها  ساحت 
مواد غذایی، پزشکی و مراقبت شخصی نیز به کارگرفته می شوند 
]γ .]13-آلومینا به دلیل ویژگی های اسیدی و بازی ذاتی که دارد 
می تواند به عنوان یک ماده پیشرفته در کاربردهای فراوانی مانند 
فرایندهای جذبی به کارگرفته شود. برای مثال، می توان به جذب 
یون های فلزی و ترکیبات معدنی بر γ-آلومینا اشاره کرد ]14 تا 
21[. همچنین، نانوذرات γ-آلومینا به عنوان پاداکسیدان و رباینده 
شده اند  معرفی  غیرقطبی  حلال های  در  آزاد  رادیکال های  قوی 
γ-آلومینا  نانوذرات  سمی  اثر  گزارش ها،  برخی  اساس  بر   .]21[
اخیر،  سال های  در   .]13[ است  کم  بسیار  بنیادی  سلول های  بر 
حامل های جدیدی به نام نانولوله های آلومینای آندی برای درمان 

سرطان به کار گرفته شده است ]22[.
 DNA رشته ای  دو  مارپیچ  حضور  در  فلزی  یون های  اگر   
قرارگیرند، تغییراتی در ساختار DNA ایجاد می کنند. در سال های 
اخیر، تحولاتی در ساختار DNA با نانوذرات فلزی صورت گرفته 
جفت  تشکیل  و  فلزی  یون های  جایگزینی  به  منجر  که  است 
بازهای فلزی می شود. این جایگزینی از راه قرار گرفتن یون فلزی 
به جای پیوند هیدروژنی بین بازهای DNA انجام می شود و پیوند 
هیدروژنی موجود در DNA طبیعی به صورت رسمی با پیوندهای 

فلزی  یونهای  منظور  بدین  می شود.  جایگزین  کئوردینانسیونی 
بازهای  تشکیل جفت  و 24[.   23[ به کارگرفته می شوند  متفاوتی 
اثربخشی  می تواند  که  طبیعی  نوکلئوزیدهای  با  فلز  به  متصل 
دارویی، ضدمیکروبی و ضدسرطانی داشته باشد طی چند سال اخیر 
به شدت بررسی شده است ]25[. اثرات زیستی و سمی یون های 
آلی  بازهای  با  آن ها  برهم کنش  یا  پیوند  برقراری  به دلیل  فلزی 
جیوه  است.  سرطانی  یا  هدف  سلول   DNA ساختار  در  موجود 
 .]26[ دارد  زیادی  بسیار  سلولی  اثر سمی  فلزات سنگین  بین  در 
حضور  در  قرارگرفتن  با  جیوه  فلزی  یون  که  است  شده  گزارش 
DNA دو رشته ای و با جایگزین شدن پیوند هیدروژنی بین بازهای 

آلی تیمین )T( موجود در ساختار DNA، جفت باز T-Hg2+-T را 
تشکیل می دهد ]25[.

 هدف این مطالعه ساخت نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه 
به منظور جایگزینی آن به جای استفاده مستقیم از یون فلزی جیوه 
و بررسی اثرات زیستی و سمی آن ها در سلول های سرطانی هلا و 
سلول های بنیادی مغز استخوان است. در این مقاله برای نخستین 
بار از توانایی یک بستر معدنی مانند نانوذرات γ-آلومینا برای حمل 
یون های جیوه به منظور پیوند به باز آلی تیمین در DNA سلول 
نانوذرات  تأیید پیوند بین  الگوی XRD برای  هدف استفاده شد. 
آغشته به جیوه و باز آلی تیمین به کارگرفته شد. با توجه به اینکه 
سطح نانوذرات γ-آلومینا غنی از گروه های هیدروکسیل است، یون 
آلومینا  سطح  هیدروکسیل  گروه های  به  می تواند  به راحتی  جیوه 
به  جیوه  به  آغشته  آلومینای   -γ نانوذرات  ازاین رو،  شود.  متصل 
زیستی  آلودگی های  کاهش  سبب  می تواند  آزاد  جیوه  یون  جای 

شود.

بخش تجربی
مواد شیمیایی و تجهیزات

پودر  جیوه،  به  آغشته  γ-آلومینای  نانوذرات  ساخت  برای   
 ،US Research Nanomaterials آلومینا از شرکت-γ نانوذرات
استات جیوه )II( و حلال ایزوپروپانول از شرکت مرک خریداری 
شد. برای شناسایی ساختار نانوذرات از دستگاه پراش پرتو ایکس 

مطالعه اثرات زیستی و سمیت نانوذرات آلومینای آغشته   ... 
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برنامه  Bruker و  D8-Advance ساخت شرکت  )XRD( مدل 
X-Pert-HighScore-Plus استفاده شد.

 برای آزمایش سمیت سلولی، سلول های هلا1 خریداری شده 
سلول های   ،C572 کد  با  ایران  پاستور  انستیتو  سلولی  بانک  از 
بنیادی مغز استخوان موش سوری نوع 2NMRI، اهدایی دانشکده 
 3 SCP زیست دانشگاه دامغان استفاده شد. پلیت 96 خانه از شرکت
Gibco، سرم جنین  از شرکت   4 RPMI تهیه شد. محیط کشت 
دی متیل سولفوکسید  و   Biochrom شرکت  از   5)FBS( گاوی 
برای  شد.  خریداری  سیگما-آلدریچ  شرکت  از   6)DMSO(
 سترون7 کردن ابزار پزشکی و آزمایشی از اتوکلاو ساخت شرکت

Melag-Germany و برای فراهم کردن شرایط مناسب )کنترل 

رطوبت، دما، اکسیژن و کربن دی اکسید( برای رشد سلول زنده از 
سلول  شمارش  برای  شد.  استفاده   8 NewBrunswick گرم خانه 
لو سیگما، شمارنده دستی  به  تریپان  آلمانی، رنگ  نئوبار9  از لام 
 Ziess-Germany معمولی  نوری  میکروسکوپ  و  ایرانی  سلول 

استفاده شد.

ساخت نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه
روش  از  جیوه  به  آغشته  γ-آلومینای  نانوذرات  تهیه  برای   
آغشته سازی10 استفاده شد. بدین منظور، ابتدا 0/2 گرم جیوه استات 
در بشر ریخته، سپس، 20 میلی لیتر آب دو بار تقطیر و 20 میلی 
لیتر ایزوپروپانول افزوده و تا حل شدن کامل جیوه استات به هم زده 
شد. سپس، 4 گرم نانوذره γ-آلومینا به این محلول افزوده )نسبت 
 131 به   1 مولی  نسبت  معادل  آلومینا  به  استات  جیوه   20 به   1
جیوه به آلومینیم(. برای به هم خوردن محلول ها از دستگاه همزن 
مغناطیسی استفاده شد. درجه چرخش دستگاه همزن مغناطیسی 
بر 3000 دور بر دقیقه تنظیم و آزمایش به مدت یک ساعت در 
دمای اتاق انجام شد. برای جداسازی رسوب نانوذرات γ-آلومینای 
آغشته به جیوه موجود در محلول از پمپ خلًا و قیف شیشه ای11  
متخلل استفاده شد. رسوب به دست آمده با آب مقطر شسته و در 

دمای اتاق خشک شد.

بررسی توانایی اتصال نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه به باز 
آلی تیمین

برای بررسی توانایی پیوند نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه 
به باز آلی تیمین در DNA، مقدار 10 میلی لیتر از محلول 10-5 × 8 
مولار تیمین در حلال DMSO  تهیه و در مجاورت 0/2 گرم نانوذره 
γ-آلومینای آغشته به جیوه سنتزی به مدت یک ساعت در دمای 

اتاق با 3000 دور بر دقیقه با همزن مغناطیسی هم زده شد. سپس، 
نانوذرات موجود در نمونه با دستگاه گریزانه12 با دور 15000 بر دقیقه 

جداسازی و در دمای اتاق خشک شد.

روش تهیه محیط کشت سلول
بی کربنات  سدیم  پودر  گرم   2  ،RPMI پودر  گرم   10/4
)NaHCO3( و نیز 10 میلی لیتر مخلوط X 100 آنتی بیوتیک های 

پنی سیلین و استرپتومایسین با آب یون زدوده به حجم یک لیتر 
رسانده شد )غلظت نهایی پنی سیلین µ/ml 100 و استرپتومایسین 
µg/ml 100 است( و با همزن مغناطیسی به خوبی مخلوط، سپس 

pH آن در حد 7/2 تنظیم شد. در مرحله بعدی، محیط کشت بالا 

برای سترون شدن در زیر هود به کمک سرنگ 20 میلی لیتری از 
فیلتر µm 0/2 عبور داده شد و در داخل بطری های سترون با در 

پیچی تقسیم شد.

ذوب کردن سلول های منجمد شده ی سلول سرطانی هلا
برای کشت سلول منجمد شده به ترتیب زیر عمل شد:

1- نیم ساعت پیش از شروع کار، محیط کشت RPMI حاوی 
FBS 10% و RPMI بدون سرم بیرون از یخچال گذاشته شد تا 

به دمای محیط برسد.
2- حمام آب گرم در دمای 37 درجه سانتی گراد آماده شد.

3- کرایوتیوب حاوی سلول هلا از تانک ازت خارج و پس از 
انتقال آن به داخل حمام آب گرم ذوب شد.

4- پس از ذوب شدن، بر میز تمیز و در شرایط سترون محتویات 
کشت  محیط  حاوی  که  سترون  لوله  داخل  به  سریع  کرایوتیوب 

زماني و همکاران

1. Hela cells      2. Naval Medical Research Institute )NMRI(     3. Standard containers packaging     4. Roswell Park Memorial Institute )RPMI(     
5. Fetal Bovine Serum )FBS(     6. Dimethylsulfoxide )DMSO(      7. Sterile      8. Incubator      9. Neubauer      10. Impregnation   
11. Sinter glass filter      12. Centrifuge
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از  پس  شد.  منتقل  بود،  کرایوتیوب(  حجم  برابر  )دو  سرم  فاقد 
مخلوط کردن محتویات کرایوتیوب با محیط کشت بدون سرم با 
پایپت درب لوله را در شرایط سترون بسته و به مدت 5 دقیقه در 
rpm 1500 در دمای 37 درجه سانتی گراد در دستگاه گریزانه قرار 

داده شد.
5- پس از جداسازی DMSO با گریزانه، محلول رویی بیرون 
برپایه مقدار سلول های زنده، محیط  ریخته و بر رسوب سلول ها 

RPMI حاوی FBS 10% افزوده شد.

6- وضعیت سلول ها در روزهای بعدی به طور مداوم بررسی و 
پس از سومین پاساژ سلول ها سمیت سنجی شدند.

شمارش سلول ها و تعیین درصد سلول های از بین رفته
الف( شمارش سلول ها با لام نئوبار انجام شد )معادله 1(.

     تعداد سلول های شمارش شده   = تعداد کل سلول ها
             104× عکس ضریب رقت ×
× )ml( حجم محیط حاوی سلول      

)1(

ب( تعیین درصد سلول های از بین رفته )معادله 2(.
100× تعداد سلول زنده = درصد از بین رفتن سلول ها    

        تعداد کل سلول
)2(

انجماد سلول
 در طول فرایند کشت سلول بایستی رده های سلولی پی درپی 
غیره  و  آلودگی  قبیل  از  عواملی  است  ممکن  زیرا  منجمد شوند، 
کار  این  برای  بنابراین،  رده های سلولی شوند.  بین رفتن  از  باعث 
بهتر است سلول ها به تعداد 106×10-2 در هر ویال کرایوتیوب با 
درصد زنده بودن 90 تا 95% فریز شوند. انجماد سلول ها با روش 

زیر انجام شد:
1- پس از خالی کردن محتویات محیط کشت فلاسک سلولی و 
افزودن 2 تا 3 میلی لیتر تریپسین با پرکردن پیپت پاستور از محیط 

مطالعه اثرات زیستی و سمیت نانوذرات آلومینای آغشته   ... 

بر کف فلاسک،  فشار  با  آن  دوباره  و خالی کردن  رویی سلول ها 
سلول های چسبیده به کف فلاسک جدا و در محیط شناور شدند. 
تعلیقه  سلول ها،  معلق شدن  و  عمل  این  تکرار  بار  چند  از  پس 
سلول ها به درون لوله با در پیچی حاوی 2 تا 3 میلی لیتر محیط 
شمارش  برای  آن  میکرولیتر   10 شد.  منتقل  سرم  دارای  کشت 

برداشته و لوله در دور rpm 1500 به مدت 5 دقیقه گریزانه شد.
2- تعداد کل سلول ها و درصد سلول های زنده مشخص شد.

3- مشخصات سلول ها شامل نام سلول، درصد سلول های زنده، 
تاریخ فریز و نام فرد فریزکننده با ماژیک بر کرایوتیوب نوشته شد.

رسوب  بر  و  خارج  شده  گریزانه  سلول های  رویی  محلول   -4
 FBS سلولی آن ها محیط ویژه فریز سلول که شامل 90 درصد
به  شد  مخلوط  و  افزوده  قطره قطره  بود،   DMSO درصد   10 و 
بالا، حداقل 106×2-10  از محلول  گونه ای که در یک میلی لیتر 

سلول قرار گیرد.
ویژه حاوی  داخل ظرف  در  کرایوتیوب های حاوی سلول،   -5
درجه   -70 فریزر  درون  به  سریع  و  گرفت  قرار  ایزوپروپانول 
سانتی گراد منتقل و پس از 24 ساعت به تانک ازت مایع منتقل 

شدند.

بررسی سمی بودن سلولی γ-آلومینای خالص و γ-آلومینای آغشته 
MTT به جیوه با آزمون

 برای بررسی سمی بودن سلولی1 نانوذرات γ-آلومینای خالص 
و نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه از رده سلولی سرطان هلا 
تیازول-2-ایل(-5،2-دی  متیل  )3-)5،4-دی   2 MTT روش  و 
از  این کار، در هر یک  برای  استفاده شد.  برمید(  تترازولیم  فنیل 
چاهک های پلیت 96 خانه ای حدود 10000 سلول کشت شد. پس 
از 24 ساعت نانوذرات γ-آلومینا با غلظت های نهایی 8، 16، 32، 
63، 125، 250، 500 و µg/200µl 1000 )مایکروگرم در 200 
با تکرار سه تایی افزوده و  مایکرولیتر محیط کشت( به چاهک ها 
و  رده سلول سرطانی هلا  بر  و 48 ساعت  زمانی 24  فاصله  در 
سلول های بنیادی مزانشیمی مغز استخوان با قراردادن سلول ها در 
1. Cytotoxicity   2. Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide
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زماني و همکاران

گرم خانه 37 درجه سانتی گراد تأثیر داده شد. سپس، 10 میکرولیتر 
از محلول رنگی MTT به داخل هر چاهک افزوده و به مدت 4 
ساعت سلول ها در گرم خانه نگه  داشته شدند. سپس، محیط کشت 
میکرولیتر   20 و  چاهک ها حذف  داخل  از   MTT محلول  حاوی 
جذب  شد.  افزوده  چاهک  هر  به   )DMSO( بلور  محلول حلال 
نوری )OD( به دست آمده از نانوذرات γ-آلومینا خالص و نمونه 
سنتز شده γ-آلومینای آغشته به جیوه در طول موج 570 نانومتر 
پس از 20 دقیقه اندازه گیری شد. در این آزمایش سلول های هلا 
بدون تأثیر نانوذرات و سلول های هلا تحت تأثیر γ-آلومنیا فاقد 
مراحل  تمامی  گرفتند.  قرار  استفاده  مورد  کنترل  به عنوان  جیوه 
آزمایش 3 بار تکرار و درصد سمی بودن سلولی با معادله 3 محاسبه 

شد.

100×  میانگین جذب سمي بودن = درصد سمی بودن سلولی
         میانگین جذب کنترل

)3(

تحلیل آماری
نرم افزار   24 نسخه  با  داده ها  آماری  تحلیل  آزمایش،  این  در   
معیار  انحراف   ± میانگین  صورت  به  اطلاعات  و  انجام   SPSS

تفاوت  شد.  گرفته  نظر  در  معنی دار   P < 0.05 و  داده  نمایش 
به  γ-آلومینای آغشته  γ-آلومینای خالص و  بین  آماری  معنی دار 
جیوه در سلول های سرطانی هلا و سلول های بنیادی مغز استخوان 
و تفاوت معنی دار در هر غلظت Al+Hg نسبت به Al با آزمون تی 

مستقلP < 0.05( 1( مورد بررسی قرار گرفت.

نتیجه ها و بحث
ساخت و شناسایی نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه

 در ابتدا نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه، با آغشته سازی 
و  آب  مخلوط  در  آبکافت  و  جیوه استات  با  γ-آلومینا  نانوذرات 
ایزوپروپانول )نسبت حجمی 1:1( تولید شدند. در این فرایند رنگ 

نانوذرات γ-آلومینا به صورت برگشت ناپذیر از سفید به زرد تغییر 
کرد. جذب یون فلزی جیوه بر سطح نانوذرات γ-آلومینا با الگوی 
XRD تأیید شد. الگوی XRD نانوذرات آلومینا پیک های شدید 

مربوط به فاز γ-آلومینا در 32، 37، 39، 46، 60، 67، 76 و 84 
درجه را نشان می دهد )شکل 1(. شکل 2 الگوی XRD ثبت شده 
نشان می دهد. ظهور  را  به جیوه  آغشته  آلومینای  نانوذرات  برای 
نشان دهنده جذب  درجه  تا 35  ناحیه 30  در  پیک جدید  تعدادی 

یون های جیوه بر سطح نانوذرات γ-آلومینا است )شکل 1(.

 

 پیک های اصلی نمونه سنتز شده نانوذرات γ-آلومینای آغشته 
1. Independen sample T-test

شکل 1 الگوی XRD نانوذرات γ-آلومینا

شکل 2 الگوی XRD نانوذرات γ-آلومینا آغشته به جیوه
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 اریآم لیتحل

نمایش  معیارانحراف  ±میانگین  انجام و اطلاعات به صورت SPSS افزارنرم 24نسخه ها با آماری داده تحلیل ،در این آزمایش 

˂ Pو  داده آغشته به جیوه در آلومینای -γآلومینای خالص و -γدار آماری بین دار در نظر گرفته شد. تفاوت معنیمعنی 0.05 

آزمون تی  با Alنسبت به  Al+Hgغلظت  در هر داریمعنتفاوت  و بنیادی مغز استخوانهای سلولهای سرطانی هلا و سلول

˂ P 1مستقل  مورد بررسی قرار گرفت. ()0.05 

 

 و بحث هاجهینت

 آلومینای آغشته به جیوه-γساخت و شناسایی نانوذرات 

در مخلوط آب و  آبکافتو  استاتوهیجآلومینا با -γسازی نانوذرات ه، با آغشتهآلومینای آغشته به جیو-γدر ابتدا نانوذرات  

از سفید به زرد  ریناپذبرگشتبه صورت  آلومینا-γیند رنگ نانوذرات ادر این فر .ند( تولید شد1:1ایزوپروپانول )نسبت حجمی 

 یهاکیپنانوذرات آلومینا  XRDالگوی  شد. دییتأ XRDالگوی با آلومینا -γفلزی جیوه بر سطح نانوذرات  ونیجذب . تغییر کرد

 XRDالگوی  2شکل  (.1دهد )شکل درجه را نشان می 84و  76، 67، 61، 46، 39، 37، 32آلومینا در -γمربوط به فاز  شدید

ه درج 35تا  31ظهور تعدادی پیک جدید در ناحیه . دهدیمبرای نانوذرات آلومینای آغشته به جیوه را نشان  شدهثبت

 (.1آلومینا است )شکل -γجیوه بر سطح نانوذرات  یهاونیجذب  دهندهنشان
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2°  
  آلومینا-γنانوذرات  XRDالگوی  1شکل 

 

                                                 
1. Independen sample T-test 
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2°  
 آلومینا آغشته به جیوه-γنانوذرات  XRDالگوی  2شکل 

 

آمده از کتابخانه  دستبهبا الگوی پراش پرتو ایکس آلومینای آغشته به جیوه -γات های اصلی نمونه سنتز شده نانوذرپیک 

 01-072-1141و  ICDD1 0858-004-00های با شماره کارت O(-)Hg دیاکسوهیجو  Al(3O2)آلومینا -γ، برای Expert افزارنرم

 .مطابقت دارد

 3شکل  .شدسلول هدف استفاده  DNAبه جیوه و باز آلی تیمین در  نانوذرات آغشتهبین  پیوند دییتأبرای  XRDاز الگوی  

گونه که در شکل . هماندهدیمرا نشان  نیمیتبه باز آلی  پیوندپس از  وهیآغشته به ج ینایآلوم-γ نانوذرات XRD یالگو

 نیدر ا نیمیتلکول مو یاصل کیپ چهار و آمده است وجودبه یشدگپهندرجه  31تا  11از  θ2 گسترهدر  ،شودیممشاهده 

 .درجه( 27و  21، 19، 14) اندظاهر شده هیناح
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2°  
آلومینای آغشته به -γالگوی پراش پرتو ایکس نانوذرات  3شکل 

 به باز آلی تیمین پیوندجیوه پس از 
        

یون فلزی جیوه به  پیوند ،و همچنین [21تا  14]ا فلزی به سطح آلومین یهاونی پیونداساس مطالعات پیشین در مورد بر 

به باز آلی  ،یون فلزی جیوه از یک طرف به سطح نانوذرات آلومینا و از طرف دیگرکه  شودیم ینیبشیپ، [25]بازهای تیمین 

 .شته باشدو به صورت آزاد در محیط وجود ندا شودکئوردینه  DNAموجود در ساختار تیمین 

 

                                                 
1. International center for diffraction data 
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مطالعه اثرات زیستی و سمیت نانوذرات آلومینای آغشته   ... 

به جیوه با الگوی پراش پرتو ایکس به دست آمده از کتابخانه نرم افزار 
Expert، برای γ-آلومینا )Al2O3( و جیوه اکسید )Hg-O( با شماره 

1 0858-004-00 و 1141-072-01 مطابقت دارد. ICDD کارت های
 از الگوی XRD برای تأیید پیوند بین نانوذرات آغشته به جیوه 
و باز آلی تیمین در DNA سلول هدف استفاده شد. شکل 3 الگوی 
XRD نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه پس از پیوند به باز آلی 

تیمین را نشان می دهد. همان گونه که در شکل مشاهده می شود، 
در گستره θ 2 از 10 تا 30 درجه پهن شدگی به وجود آمده است و 
چهار پیک اصلی مولکول تیمین در این ناحیه ظاهر شده اند )14، 

19، 21 و 27 درجه(.

    

  
به  فلزی  یون های  پیوند  مورد  در  پیشین  مطالعات  براساس   
به  جیوه  فلزی  یون  پیوند  و همچنین،  تا 20[   14[ آلومینا  سطح 
بازهای تیمین ]25[، پیش بینی می شود که یون فلزی جیوه از یک 
طرف به سطح نانوذرات آلومینا و از طرف دیگر، به باز آلی تیمین 
موجود در ساختار DNA کئوردینه شود و به صورت آزاد در محیط 

وجود نداشته باشد.

آزمون  با  جیوه  به  آغشته  آلومینای  نانوذرات  سمی بودن  سنجش 
MTT بر سلول های سرطانی هلا

نانوذرات  اثرهای سمی سلولی  داد،  نشان   MTT آزمون  نتایج 
 ،63  ،32  ،16  ،8 غلظت های  در  جیوه  به  آغشته  γ-آلومینای 

1000 بر مقدار مرگ سلول های  µg/ 200µl 125، 250، 500 و
 100  ،92  ،78  ،54  ،16  ،4  ،0 مقدار  به  ترتیب  به  هلا  سرطانی 
 ،12  ،4 مقدار  به  ترتیب  به  و  ساعت   24 از  پس  درصد   100 و 
بوده  از 48 ساعت  درصد پس  و 100   100 ،100 ،80 ،65 ،24
خالص  γ-آلومینای  نانوذرات  سلولی  سمی بودن  اثرهای  و  است 
که به عنوان کنترل مورد استفاده قرار گفته است، در غلظت های 
1000 بر مقدار  µg/ 200µl 8، 16، 32، 63، 125، 250، 500 و
مرگ سلول های سرطانی هلا به ترتیب به مقدار 0، 0، 4، 11، 27، 
56، 73 و 90 درصد پس از 24 ساعت و به ترتیب به مقدار 0، 3، 
7، 15، 32، 68، 84 و 100 درصد پس از 48 ساعت بوده است. 
شکل 4، درصد از بین رفتن سلول های سرطانی هلا در نانوذرات 
γ-آلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات γ-آلومینای خالص پس از 

24 ساعت و شکل 5، درصد از بین رفتن سلول های سرطانی هلا 
را در نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات γ-آلومینای 
آمده  به دست  نتایج  را نشان می دهد.  از 48 ساعت  خالص پس 
نشان داد که نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه سمیت سلولی 
را افزایش داده و درصد بیشتری سلول سرطانی را از بین می برد و 

این سمیت به شدت به فلز جیوه وابسته بوده است.

آزمون  با  جیوه  به  آغشته  آلومینای  نانوذرات  سمی بودن  سنجش 
MTT بر سلول های بنیادی مغر استخوان

 آزمون MTT بر سلول های بنیادی مغر استخوان هم انجام شد. 
در  جیوه  به  آغشته  γ-آلومینای  نانوذرات  سلولی  سمی بودن  اثرات 
/1000µg بر  200µl غلظت های 8، 16، 32، 63، 125، 250، 500 و
مقدار مرگ سلول های بنیادی مغر استخوان به ترتیب به مقدار 0، 3، 
21، 47، 72، 92، 100 و 100 درصد پس از 24 ساعت و به ترتیب به 
مقدار 0، 7، 30، 58، 85، 97، 100 و 100 درصد پس 48 ساعت بوده 
است. اثرات سمیت سلولی نانوذرات γ-آلومینای خالص در غلظت های 
/1000µg بر مقدار مرگ  200µl 8، 16، 32، 63، 125، 250، 500 و
سلول های بنیادی مغز استخوان به ترتیب به مقدار 0، 0، 0، 6، 25، 
57، 82 و 97 درصد پس 24 ساعت و به ترتیب به مقدار 0، 0، 0، 7، 

شکل 3 الگوی پراش پرتو ایکس نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه پس از 
پیوند به باز آلی تیمین
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2°  
 آلومینا آغشته به جیوه-γنانوذرات  XRDالگوی  2شکل 
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 01-072-1141و  ICDD1 0858-004-00های با شماره کارت O(-)Hg دیاکسوهیجو  Al(3O2)آلومینا -γ، برای Expert افزارنرم

 .مطابقت دارد

 3شکل  .شدسلول هدف استفاده  DNAبه جیوه و باز آلی تیمین در  نانوذرات آغشتهبین  پیوند دییتأبرای  XRDاز الگوی  

گونه که در شکل . هماندهدیمرا نشان  نیمیتبه باز آلی  پیوندپس از  وهیآغشته به ج ینایآلوم-γ نانوذرات XRD یالگو

 نیدر ا نیمیتلکول مو یاصل کیپ چهار و آمده است وجودبه یشدگپهندرجه  31تا  11از  θ2 گسترهدر  ،شودیممشاهده 

 .درجه( 27و  21، 19، 14) اندظاهر شده هیناح
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2°  
آلومینای آغشته به -γالگوی پراش پرتو ایکس نانوذرات  3شکل 

 به باز آلی تیمین پیوندجیوه پس از 
        

یون فلزی جیوه به  پیوند ،و همچنین [21تا  14]ا فلزی به سطح آلومین یهاونی پیونداساس مطالعات پیشین در مورد بر 

به باز آلی  ،یون فلزی جیوه از یک طرف به سطح نانوذرات آلومینا و از طرف دیگرکه  شودیم ینیبشیپ، [25]بازهای تیمین 
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شکل 4 درصد از بین رفتن سلول های سرطانی هلا در حضور نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه و γ-آلومینای خالص پس از 24 ساعت

شکل 5 درصد از بین رفتن سلول های سرطانی هلا در حضور نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه و γ-آلومینای خالص پس از 48 ساعت
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 های سرطانی هلاسلول بر MTTآزمون آلومینای آغشته به جیوه با  اتنوذرنا بودنیسمسنجش 

 ،63 ،32 ،16 ،8های آلومینای آغشته به جیوه در غلظت-γسلولی نانوذرات  سمی هاینشان داد، اثر MTTنتایج آزمون 

و  111 ،92 ،78 ،54 ،16 ،4 ،1 مقدارهای سرطانی هلا به ترتیب به مرگ سلول مقدار بر µg/200µl 1111 و 511 ،251 ،125

ساعت بوده است  48از  پسدرصد  111و  111 ،111 ،81 ،65 ،24 ،12 ،4 مقدارساعت و به ترتیب به  24از  پسدرصد  111

 ،16 ،8های در غلظت ،کنترل مورد استفاده قرار گفته است عنوانبهآلومینای خالص که -γسلولی نانوذرات  بودنیسم هایو اثر

 ،56 ،27 ،11 ،4 ،1 ،1 مقدارهای سرطانی هلا به ترتیب به مرگ سلول مقداربر  µg/200µl 1111و  511 ،251 ،125 ،63 ،32

ساعت بوده است.  48از  پس درصد 111و  84 ،68 ،32 ،15 ،7 ،3 ،1 مقدارساعت و به ترتیب به  24از  پسدرصد  91و  73

 پسآلومینای خالص -γآلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات -γذرات های سرطانی هلا در نانودرصد از بین رفتن سلول ،4شکل 

-γآلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات -γهای سرطانی هلا را در نانوذرات درصد از بین رفتن سلول ،5و شکل  ساعت 24از 

لومینای آغشته به جیوه آ-γذرات که نانو داددهد. نتایج به دست آمده نشان را نشان میساعت  48از  پسآلومینای خالص 

به فلز جیوه وابسته بوده  شدتبهبرد و این سمیت سمیت سلولی را افزایش داده و درصد بیشتری سلول سرطانی را از بین می

 است.

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
نای آغشته به آلومی-γ نانوذرات حضورهای سرطانی هلا در سلول رفتننیبدرصد از  4شکل 

 ساعت 24از  پسآلومینای خالص -γجیوه و 
 

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (mg/200ml) غلظت نهایی
آلومینای -γ نانوذرات حضورهای سرطانی هلا در درصد از بین رفتن سلول 5شکل 

 ساعت 48آلومینای خالص پس از -γآغشته به جیوه و 
 

31، 55، 88 و 96 درصد پس 48 ساعت بوده است. شکل های 6 و 
7، درصد از بین رفتن سلول های بنیادی مغز استخوان را در نانوذرات 

شکل 6 درصد از بین رفتن سلول های بنیادی مغز استخوان در مجاورت نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه و γ-آلومینای خالص پس از 24 ساعت

شکل 7 درصد از بین رفتن سلول های بنیادی مغز استخوان در حضور نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه و γ-آلومینای خالص پس از 48 ساعت

γ-آلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات γ-آلومینای خالص پس از 24 
و 48 ساعت نشان می دهند.
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 های سرطانی هلاسلول بر MTTآزمون آلومینای آغشته به جیوه با  اتنوذرنا بودنیسمسنجش 

 ،63 ،32 ،16 ،8های آلومینای آغشته به جیوه در غلظت-γسلولی نانوذرات  سمی هاینشان داد، اثر MTTنتایج آزمون 

و  111 ،92 ،78 ،54 ،16 ،4 ،1 مقدارهای سرطانی هلا به ترتیب به مرگ سلول مقدار بر µg/200µl 1111 و 511 ،251 ،125
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ساعت بوده است.  48از  پس درصد 111و  84 ،68 ،32 ،15 ،7 ،3 ،1 مقدارساعت و به ترتیب به  24از  پسدرصد  91و  73

 پسآلومینای خالص -γآلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات -γذرات های سرطانی هلا در نانودرصد از بین رفتن سلول ،4شکل 

-γآلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات -γهای سرطانی هلا را در نانوذرات درصد از بین رفتن سلول ،5و شکل  ساعت 24از 

لومینای آغشته به جیوه آ-γذرات که نانو داددهد. نتایج به دست آمده نشان را نشان میساعت  48از  پسآلومینای خالص 

به فلز جیوه وابسته بوده  شدتبهبرد و این سمیت سمیت سلولی را افزایش داده و درصد بیشتری سلول سرطانی را از بین می

 است.

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
نای آغشته به آلومی-γ نانوذرات حضورهای سرطانی هلا در سلول رفتننیبدرصد از  4شکل 

 ساعت 24از  پسآلومینای خالص -γجیوه و 
 

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (mg/200ml) غلظت نهایی
آلومینای -γ نانوذرات حضورهای سرطانی هلا در درصد از بین رفتن سلول 5شکل 

 ساعت 48آلومینای خالص پس از -γآغشته به جیوه و 
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 مغر استخوان یادیهای بنسلول بر MTTآزمون شته به جیوه با نانوذرات آلومینای آغ بودنیسمسنجش 

آلومینای آغشته به جیوه -γسلولی نانوذرات  بودنیسماستخوان هم انجام شد. اثرات  های بنیادی مغربر سلول MTTآزمون  

ی مغر استخوان به ترتیب های بنیادمرگ سلول مقداربر  µg/200µl 1111و  511 ،251 ،125 ،63 ،32 ،16 ،8های در غلظت

و  111 ،97 ،85 ،58 ،31 ،7 ،1 مقدارساعت و به ترتیب به  24ز ا پسدرصد  111و  111 ،92 ،72 ،47 ،21 ،3 ،1 مقداربه 

 ،125 ،63 ،32 ،16 ،8های آلومینای خالص در غلظت-γاثرات سمیت سلولی نانوذرات  .ساعت بوده است 48 پسدرصد  111

و  82 ،57 ،25 ،6 ،1 ،1 ،1 مقداراستخوان به ترتیب به  زهای بنیادی مغمرگ سلول مقداربر  µg/200µl 1111و  511 ،251

و  6 هایساعت بوده است. شکل 48 پسدرصد  96و  88 ،55 ،31 ،7 ،1 ،1 ،1 مقدارساعت و به ترتیب به  24 پسدرصد  97

آلومینای خالص -γآلومینای آغشته به جیوه و نانوذرات -γهای بنیادی مغز استخوان را در نانوذرات درصد از بین رفتن سلول، 7

 د.ندهنشان می ساعت 48و  24از  پس

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
-γنانوذرات  مجاورتهای بنیادی مغز استخوان در درصد از بین رفتن سلول 6شکل 

 ساعت 24آلومینای خالص پس از -γآلومینای آغشته به جیوه و 
 

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
 نانوذرات حضورهای بنیادی مغز استخوان در درصد از بین رفتن سلول 7شکل 
 γ- آلومینای آغشته به جیوه وγ- ساعت 48آلومینای خالص پس از 

 
های سرطانی هلا و سلولی خالص در سلولآلومینا-γآلومینای آغشته به جیوه و -γنانوذرات  بودنیسم 9و  8های شکل

آلومینای -γآلومینای خالص و -γسمیت نانوذرات اساس این نتایج بردهند. ساعت نشان می 48های بنیادی مغز استخوان را در 

های سلول این نانوذرات مجاورتدر  آمد و دستبههای بنیادی های سرطانی هلا بیشتر از سلولآغشته به جیوه بر سلول
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 مغر استخوان یادیهای بنسلول بر MTTآزمون شته به جیوه با نانوذرات آلومینای آغ بودنیسمسنجش 
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 د.ندهنشان می ساعت 48و  24از  پس

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
-γنانوذرات  مجاورتهای بنیادی مغز استخوان در درصد از بین رفتن سلول 6شکل 

 ساعت 24آلومینای خالص پس از -γآلومینای آغشته به جیوه و 
 

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
 نانوذرات حضورهای بنیادی مغز استخوان در درصد از بین رفتن سلول 7شکل 
 γ- آلومینای آغشته به جیوه وγ- ساعت 48آلومینای خالص پس از 

 
های سرطانی هلا و سلولی خالص در سلولآلومینا-γآلومینای آغشته به جیوه و -γنانوذرات  بودنیسم 9و  8های شکل

آلومینای -γآلومینای خالص و -γسمیت نانوذرات اساس این نتایج بردهند. ساعت نشان می 48های بنیادی مغز استخوان را در 

های سلول این نانوذرات مجاورتدر  آمد و دستبههای بنیادی های سرطانی هلا بیشتر از سلولآغشته به جیوه بر سلول

زماني و همکاران
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به  آغشته  γ-آلومینای  نانوذرات  سمی بودن   9 و   8 شکل های 
جیوه و γ-آلومینای خالص در سلول های سرطانی هلا و سلولهای 
بنیادی مغز استخوان را در 48 ساعت نشان می دهند. براساس این 
آغشته  γ-آلومینای  و  خالص  γ-آلومینای  نانوذرات  سمیت  نتایج 
بنیادی  سلول های  از  بیشتر  سلول های سرطانی هلا  بر  جیوه  به 

سرطانی  سلول های  نانوذرات  این  مجاورت  در  و  آمد  به دست 
بیشتری از بین رفت. همچنین، با آزمون تی مستقل نشان داده شد 
که تفاوت معناداری بین γ-آلومینای خالص و γ-آلومینای آغشته 
به جیوه در سلول های سرطانی هلا و بنیادی مغز استخوان در 24 

ساعت وجود دارد )جدول 1(.

شکل 9 سمی بودن نانوذرات γ-آلومینای خالص در سلول های بنیادی و سرطانی

)P < 0.05( آلومینای آغشته به جیوه از راه آزمون تی مستقل-γ آلومینای خالص و-γ جدول 1 تفاوت معنادار آماری بین

شکل 8 سمی بودن نانوذرات γ-آلومینای آغشته به جیوه در سلول های بنیادی و سرطانی
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-γآلومینای خالص و -γآزمون تی مستقل نشان داده شد که تفاوت معناداری بین  با ،همچنین .رطانی بیشتری از بین رفتس

 (.1ساعت وجود دارد )جدول  24های سرطانی هلا و بنیادی مغز استخوان در آلومینای آغشته به جیوه در سلول

 

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
 های بنیادی و سرطانیآلومینای آغشته به جیوه در سلول-γنانوذرات  بودنیسم 8شکل 

 

 

 

صد 
در

نیازب
تن

رف
 

ول
سل

 ها

  (g/200l) غلظت نهایی
 های بنیادی و سرطانیآلومینای خالص در سلول-γنانوذرات  بودنیسم 9شکل 

 

 آزمون راهز ا ینای آغشته به جیوهآلوم-γآلومینای خالص و -γن تفاوت معنادار آماری بی 1جدول 
˂ P تی مستقل  0.05() 

 P انحراف معیار میانگین تعداد نوع ماده

 سلول سرطانی
 هاسلولدرصد از بین رفتن 

 ساعت 24 از پس
 1/14 33/94 75/31 24 آلومینا

 41/25 54/88 24 آلومینا+جیوه

 سلول سالم
 هاسلولدرصد از بین رفتن 

 ساعت 24 از پس
 1/13 38/57 34/63 24 میناآلو

 41/39 59/63 24 آلومینا+جیوه
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-γآلومینای خالص و -γآزمون تی مستقل نشان داده شد که تفاوت معناداری بین  با ،همچنین .رطانی بیشتری از بین رفتس
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مطالعه اثرات زیستی و سمیت نانوذرات آلومینای آغشته   ... 
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نتیجه گیری
 به طور خلاصه در این پژوهش، نانوذرات γ-آلومینای آغشته 
با  γ-آلومینا  نانوذرات  آغشته سازی  روش  از  استفاده  با  جیوه  به 
آن  ساختار  و  تهیه  ایزوپروپانول  و  آب  محلول  در  جیوه استات 
برای   XRD الگوی  از  شد.  بررسی   XRD الگوی  از  استفاده  با 
در  تیمین  آلی  باز  و  جیوه  به  آغشته  نانوذرات  بین  اتصال  تأیید 
DNA سلول هدف استفاده شد. اثرات سمیت نانوذرات γ-آلومینا 

و  هلا  سرطانی  سلول های  بر  جیوه  به  آغشته  γ-آلومینای  و 
سلول های بنیادی مغر استخوان با استفاده از آزمون MTT بررسی 
آغشته  γ-آلومینای  نانوذرات  آمده،  به دست  نتایج  براساس  شد. 

سلول  بیشتری  درصد  و  داده  افزایش  را  سلولی  سمیت  جیوه  به 
به  آغشته  γ-آلومینای  نانوذرات  سمیت  برد.  بین  از  را  سرطانی 
جیوه بر سلول های سرطانی هلا در 48 ساعت بیشتر از سلول های 
بنیادی به دست آمد. همچنین، مشخص شد نانوذرات γ-آلومینای 
به جیوه،  آغشته  آلومینای  به  پایین نسبت  خالص در غلطت های 

کمتر سمی هستند.
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Abstract: In this article, the mercury-impregnated γ-alumina nanoparticles were prepared 
using impregnation of γ-alumina nanoparticles with mercury acetate into the solution of water/
isopropanol, followed by hydrolysis, washing, filtration, and drying at the room temperature. 
The structure of these nanoparticles were studied using X-ray diffraction )XRD( pattern. The 
XRD pattern was used to confirm the binding between mercury impregnated nanoparticles and 
thymine organic base in the DNA of target cell. The biological effects and toxicity of γ-alumina 
and mercury impregnated γ-alumina nanoparticles on the cancer cells (Hella) and bone marrow 
stem cells were examined using the MTT test. Based on the results, the toxicity of the mercury 
impregnated γ-alumina nanoparticles on Hella cancer cells was found to be higher than that of 
stem cells. In other words, the mercury impregnated γ-alumina nanoparticles had a significant 
effect on removing the Hella cancer cells. It was also found that in the lower concentrations, pure 
γ-alumina nanoparticles had lower toxicity than mercury impregnated alumina.
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