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در برخیو بودهاستاندارد و رایج آن هابعضی از که وجود دارد سینهسرطاندرمانبراي روش هاي مختلفیزمینه و هدف:
به طور انتخابی جهت ایجاد گرماي لیزر فوتوترمال تراپی روشی است که در آن از انرژي نور است.هاي بالینیمرحلۀ آزمایش

درمانینورگرماانومیله هاي طلا به روش اثر درمانی نحاضر در تحقیق شود. استفاده میي سرطانیهاکافی براي از بین بردن سلول
بررسی گردید.بر روي سلول هاي سرطانی سینه پلاسمونی و به عنوان یک روش غیر تهاجمی 

پلی اتیلن گلیکول تیوله سنتز و با Seed-mediated growthبه روش نانومتر 808ینانومیله هاي طلا با پیک جذبروش کار:
- ) و اسپکتروفوتومتر مرئیTEM(سکوپ الکترونی گذارهبا استفاده از تصویر میکرومشخصات آنه وگردیدپوشش دار 

مادون با استفاده از لیزرسپس بررسی گردید.MTTبه روش تست آن ها) تایید شد. پایداري و زیست پذیري UV-vis(فرابنفش
روي بر ، اثر درمانی این کمپلکس دقیقه3و بصورت پیوسته به مدت mW80، توان nm808) با طول موج NIR(قرمز نزدیک

در کمپلکس توزیع بافتی هم چنینقرار گرفت.مطالعهموردبه صورت برون تنی )SK-BR-3رده سلولی (هاي سرطانی سینهسلول
سالم بررسی شد.BALB/cبدن موش

هم چنیننانومتر بوده و 12±3رضو ع37±5به طور میانگین داراي طول تصاویر میکروگراف نشان داد که نانومیله ها یافته ها:
در میله اي بودن و اندازه نانوذرات را تایید کرد. UV-visنانومتر به دست آمده از طیف جذبی 520و 804وجود دو پیک جذبی 

هاي سرطانی سلول% از 32مرگ باعث به همراه تابش نور لیزرGNR-PEGکمپلکس ،تنیبرونتراپیطی مطالعات فوتوترمال
توزیع غیر طبیعی در بدن نتایج توزیع بافتی نشان داد که کمپلکس سنتز شده،نسبت به گروه کنترل گردید.(SK-Br-3)سینه

ندارد.
به میله هاي طلاي پوشش دار شدهبا استفاده از نانوسرطانی سینه بافت توانایی درمان گرنتایج این تحقیق بیاننتیجه گیري:

(از قبیل آنتی بادي) راندمان درمان را دار کردن نانومیله هاي طلاباشد. می توان با نشانموشی میدر مدل تراپی روش فوتوترمال
.بالا برد و درمان را اختصاصی نمود تا از آسیب به سلول هاي سالم جلوگیري شود

.)NIRفوتوترمال تراپی، نانومیله هاي طلا، نور مادون قرمز نزدیک(سرطان سینه، :واژه هاي کلیدي

مقدمه
با وجودي که در سال هاي اخیر پیشرفت هاي 
مهمی در زمینه تشخیص زودرس و درمان به موقع و 
کاهش مرگ و میر براي سرطان سینه در زنان ایجاد 
شده است، اما هنوز این سرطان در بین زنان ایرانی 

).2(ترین سرطان می باشدهمانند سایر کشورها، شایع

میر زنان در اثر سرطان این سرطان دومین عامل مرگ و
مورد 9795در ایران و جهان می باشد. در ایران سالیانه 

25جدید از سرطان سینه شناسایی می شود که حدود 
انواع ). 19(صد از سرطان ها را در بر می گیرددر

سینهسرطانهاي درمانی براي بیماران مبتلا به روش
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ها استاندارد و رایج است و د. بعضی از درمانوجود دار
هاي بعضی انواع درمان در مرحلۀ آزمایش در پژوهش

بالینی است. یکی از چالش هاي موجود در زمینه درمان 
سرطان این است که روش هاي متفاوت درمانی به 
تنهایی یا همراه با هم به نحوي استفاده شوند که بیمار 

ایندرنوهايایدهازیکی).26(ببردحداکثر فایده را
درمانوتشخیصدرذراتکارگیري نانوه بحیطه،

به دلیل تنوع در .باشدرایج میهايسرطانازتعدادي
ساختار و خصوصیات منحصر به فرد مواد در مقیاس 
نانو از جمله خواص نوري، الکترونیکی، مغناطیسی و 

توان از نانوذرات در زمینه کاتالیتیکی، می
برداري ها بهرهصویربرداري، تشخیص و درمان سرطانت

نانوذرات طلا به خاطر در میان نانوذرات، ).28(نمود
به خصوصیات عملکردي سطحی و توانایی ایجاد گرما 

). نانوذرات طلا به 1(واسطه نور مورد توجه می باشند
دلیل پدیده رزونانس پلاسمون سطحی(حرکت جمعی 

شدت نور را جذب کرده و هاي هدایتی)، به الکترون
آن را به انرژي حرارتی تبدیل می کنند. بنابراین زمانی 
که توده کوچکی از ذرات طلا توسط فرکانس 

شوند، شروع به گرم مشخصی از لیزر تحریک می
تر از اندازه خود کردن میدانی با شعاع هزار برابر بزرگ

کنند که این گرماي تولید شده باعث ضربه زدن به می
می شود. از آن هاهاي توموري و منهدم کردن ولسل

این خصوصیت نانوذرات طلا می شود در از بین بردن 
ام فوتوترمال تراپی سلول هاي سرطانی با روشی به ن

نانومیله طلا یکی از اشکال ).3، 22استفاده نمود(
مزایاي زیادي نانومیله هاي طلانانوذرات طلا می باشد. 
این است آن هادارند. یکی از جهت استفاده در درمان
برابر یا بیشتر نسبت به سایر 20که داراي جذب نوري 

داراي دو هم چنیناشکال نانوذرات طلا می باشند. 
-انس پلاسمون سطحی طولی و عرضی میوجه رزون

توانایی بالاتري در جذب نور رزونانس و باشند 

پلاسمون طولی خود دارند. طول موجی از نور که در 
رزونانس طولی صورت می گیرد به وسیله نسبت آن 

-کنترل می)Aspect ratio(میله هانانوطول به عرض

ترین جذب نور در بیشتر بافت هاي کم).13، 27(شود
نانومتر می باشند که 900الی 700بدن طول موج هاي 

گاهی اوقات به این ویژگی، پنجره بافت امواج مادون 
).20(گویندمی)NIR tissue window(قرمز نزدیک

که 4:1و 3:1بنابراین نانو میله هاي طلا با نسبت تصویر 
براي نانس پلاسمون در این پنجره هستندداراي رزو

ریسک آن هادرمان مفید می باشند، زیرا استفاده از 
آسیب به سلول هاي سالم را در نتیجه جذب نور توسط 

قیق در تح). 23(کروموفورهاي ذاتی را کاهش می دهد
دلایل فوق از نانومیله هاي طلا استفاده ه حاضر ب

یافته ها حاکی از آن است که سلول هاي .گردید
سرطانی در مقایسه با سلول هاي سالم، نسبت به حرارت 

افزایش حرارت در ناحیه .بالا حساس تر می باشند
هدف ممکن است به وسیله منابع گرمایی متعددي از

، اولتراسوند، فرکانس هاي قبیل لامپ هاي مادون قرمز
هايدرماندر).14، 17(رادیویی و لیزر صورت بگیرد

مستقیمتابشباشود،میاستفادهلیزرازرایجی که
به کنند ومیتخریبراسرطانیلیزر بافتياشعه
لیزربرخوردازناشیحرارتکنترل گرما،عدمعلت

محققاناماقرار می دهد.تاثیرتحتنیزرابافت سالم
جذب به عنواننانوذراتبه کارگیريبااند کهدریافته

قابلحدمی توان تاکننده نور و تبدیل آن به گرما،
در روش فوتوترمال برد.بینازرااثراتاینتوجهی

PPTT)Plasmonicتراپی پلاسمونیک یا 

Photothermal Therapy( از پرتو مادون قرمز ،
ایجاد شده توسط )NIR)Near Infraredنزدیک یا

لیزر استفاده می شود تا از طریق پوست به اعماق نفوذ 
کند و توسط نانومیله هاي طلا جذب شده و تبدیل به 

براي به کارگیري نانو میله هاي طلا ). 25(حرارت گردد
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در این روش و استفاده از آن در داخل موجود زنده، 
از پاکسازي سریع نانو ذرات کهبایستی توجه داشت

را محدود می کند. جهت آن هاخون توانایی درمان 
دستیابی به ماندگاري طولانی در سیستم گردش موجود 

نانومتر باشد و 100زنده، اندازه ذرات بایستی کمتر از 
توسط ماکروفاژها، آن هابه منظور اجتناب از حذف 

بایستی سطح آبدوست داشته باشند. یک روش مرسوم 
تم کسازي نانوذرات توسط سیسو موثر براي کاهش پا

) PEG(ایمنی، استفاده از مشتقات پلی(اتیلن گلیکول)
مولکول یک لایه محافظتی این ست. اآن هادر سطح 

کنش آبدوست روي سطح نانوذرات ایجاد کرده و میان
، طورهمین. درا با اجزاء خون کاهش می دهآن ها

اپسونیزاسیون به وسیله پروتئین هاي خون و حذف 
کم کرده ورا نیز MPSماکروفاژهاي نوذرات توسطنا

اجازه ماندگاري طولانی مدت در خون را به نانوذرات 
در استفاده از نانوذرات طلابراي).7(می دهد

گیري فوتوترمال تراپی می توان از دو روش هدف
غیرفعال با گیريهدففعال و غیرفعال استفاده نمود. 
از قبیل نانوذرات،ه فرد تکیه بر اثرات دارویی منحصر ب

نفوذپذیري و افزایشسازي توسط کلیه و اثر پاك
باشد. در تومورها به علت این) در تومور میEPR(بقاء

باشد دیواره عروق که ساختار عروق معیوب می
شود. آنژیوژنز و ایجاد عروق به این خاطر منفذدار می

ز تر تکامل یافته و نیااست که سلول هاي تومور سریع
نام اثر باشد. این پدیده بهبه تهیه غذا و اکسیژن بالا می

EPR معروف است. در نتیجه، افزایش نفوذپذیري
توانند نانومتري می50-500با اندازه نانوذراتعروق، 

در . صورت انتخابی تحویل بافت توموري گردنده ب
نانومتر) 20-30(کمتر از مقابل، نانوذرات خیلی ریز

هاي منفذدار در راحتی از دیواره مویرگد به نتوانمی
تومور عبور کرده و به وسیله انتشار نیز به گردش خون 
باز گردند. بنابراین ذرات ریز نفوذپذیري خوبی دارند 

ضعیف است. اگرچه پس از ترکیب با آن هاولی ابقاء 
یک لیگاند هدف، ابقاء در تومور به میزان زیادي بهبود 

توان را میفعال گیري هدف. دیابد و تقویت می شومی
از طریق باندکردن لیگاندهاي گوناگون به سطح 

لیگاندهایی نظیر پپتیدها، . نانوذرات کسب نمود
تبادي ها یا قطعافرین، آنتیفاکتورهاي رشد، ترانس

، ترکیبات کوچکی مثل Vزنجیره مثل تکآن ها
هاي سرطانی را تشخیص تواند سلولفولات که می

ها بادينتیآهاي بیولوژیک، مله این سیگنالدهد. از ج
اولین ). 36(می باشندتوجههستند که بیشتر مورد 

استفاده از نانوذرات طلا در فوتوترمال تراپی 
می گردد. در این سال بر2003پلاسمونیک به سال 

Pitsillides نشان دادند که به کمک و همکارانش
ان نانوذرات طلاي هدفمند شده، می توان درم

از گرم شدن آن هافوتوترمال انتخابی انجام داد. 
نانوذرات با پالس هاي کوتاه لیزر، در حالی که فقط 

نانوذرات آن هاجذب نور اتفاق افتاده استفاده کردند. 
Tرا با لنفوسیت هاي anti-CD28طلاي متصل به 

انکوبه کردند. سپس نانوذرات وارد شده به داخل 
565زر پالس با طول موج لنفوسیت ها را توسط لی

درصد سلول ها را از بین 90نانومتر تحریک و بیش از 
با 2006و همکارانش در سال El-sayed). 32(بردند

(اندازه EGFRمند با آنتی استفاده از نانوکره هاي هدف
نانومتر) نسبت به درمان فوتوترمال سلول هاي 40

د. دارند اقدام کردنEGFRسرطانی که بیان بالاي 
نانومتر نشان داد که درمان سلول هاي 514درمان با لیزر 

با شدت لیزر حدود EGFRسرطانی بیان کننده 
W/cm225 به نتیجه رسید ولی سلول هاي کراتینوسیت

با لیزر بیان نمی کنندEGFRخوش خیم انسانی که 
W/cm257هم حاصل اتصال غیر درمان شدند که آن

هدف از این تحقیق . )12(داختصاصی نانوذرات بو
گیري غیرفعال تومور با استفاده از نانومیله هاي هدف
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و بررسی اثر PEGطلاي پوشیده شده با روکش 
سیتوتوکسیک آن روي سلول هاي سرطان سینه به 
روش فتوترمال تراپی در شرایط برون تنی و بررسی 

BALB/cتوزیع بافتی کمپلکس سنتز شده در موش 

رت کسب نتایج مثبت از تحقیق می باشد. در صوسالم
مند انجام خواهد شد. بدین همین کار به صورت هدف

ترتیب که نانومیله هاي طلا با آنتی بادي کونژوگه شده 
و پس از اتصال اختصاصی آن به سلول هاي سرطانی 
اثر درمان فوتوترمال در مدل موشی آزمایش خواهد 

شد.
مواد و روش ها

تز نانومیله هاي طلا مواد شیمیایی مختلف جهت سن
پلی اتیلن گلیکول از قبیل آن هاو پوشش دار کردن 

MTT)(، متیل تیازول تترازولیوم(mPEG-SH)تیول دار

آسکوربیک اسید، ، (DMSO)، دي متیل سولفوکساید
نیترات نقرهوید، سدیم بور هیدر)HAuCl4(کلرید طلا

متیل ستیل تري امحلول ، از شرکت سیگما خریداري
)، اسیدکلریدریک، CTAB(وم برومایدآمونی
رده خریداري شدند.Merckاز شرکتنیتریک اسید

سینه) از مربوط به آدنوکارسینوماي (SK-BR-3سلولی 
ماده BALB/cموش مرکز ذخایر ژنتیکی تهیه شد. 

هفته اي از بخش حیوانات انستیتو پاستور 5- 7خون هم
، . محیط کشت سلول، محلول هاخریداري گردیدکرج

مکمل ها و معرف هاي لازم جهت کشت سلول از 
نانومیله هاي طلا د. ششرکت زیست ایده نوترکیب تهیه 

تمامی وسنتز growthSeed-mediatedبه روش
جهت سنتز با محلول تیزاب وسایل شیشه اي

از اسیدکلریدریک و 1به 3سلطانی(نسبت 
روش کار به شرح ذیل نیتریک) شستشو گردید. اسید

محلول کلرید میکرولیتر250): 10، 11(اشدمی ب
ستیل امحلول ml5/7مولار به ) یک میلیHAuCl4(طلا

مولار اضافه CTAB (2/0(تري متیل آمونیوم بروماید

میکرولیتر از سدیم بور 600سپس،گردید
میلی مولار به محلول اضافه و NaBH4 (10(هیدرید

قراردرجه 30واکنش براي دو ساعت در بن ماري 
تا رنگ محلول به رنگ طلایی متمایل به گرفت

نامیده seed(این محلول رنگ در آیداي کمقهوه
تهیه شود. بدین growthشود). حال بایستی محلول می

مولار میکرولیتر از محلول طلاي یک میلی200منظور 
میکرولیتر محلول 40مولار و ml7/4CTAB2/0به 

از میکرولیتر32گردید. مولار اضافهمیلی4نیترات نقره 
مولار به محلول میلی8/78محلول آسکوربیک اسید 

هم زده شد تا رنگ محلول فوق اضافه و به آرامی 
نامیده growthاین محلول، محلول (شفاف شود

، seedمیکرولیتر از محلول 21). در این مرحله شودمی
، بدون هم زدن اضافه و محلول growthبه محلول 

هاي طلاي دو ساعت انکوبه شد. نانومیلهحاصل براي 
نانومتر عرض و 12سنتز شده به وسیله روش فوق تقریباً

نانومتر طول دارند و داراي ماکزیمم طول موج 38
نانومتر هستند که جهت 800جذبی پلاسمون حدود 

و تایید خصوصیات ظاهري نانومیله هاي سنتز شده تایید 
) TEM(نی گذارهمیکروسکوپ الکتروآن هااندازه 

هاي طلا توسط دستگاه غلظت نانومیلهاستفاده گردید.
اسپکترومتر جذب اتمی تعیین شد. بدین صورت که از 

، سه محلول با حلول طلاي استانداردي که خریداريم
میلی گرم در لیتر تهیه شده و با 20و 10، 5غلظت هاي 

توجه به این غلظت ها، نمونه مورد نظر توسط دستگاه 
هاي جهت بررسی پایداري نانومیلهیین غلظت گردید. تع

طلاي سنتز شده به مدت شش ماه، هر ماه مقداري از 
محلول نانومیله سنتز شده داخل کووت ریخته شده و 

نانومتر 900الی 400طیف جذبی آن در محدوده 
فرابنفش -ی نور مرئیتوسط اسپکتروفوتومتر جذب

).33(بررسی گردید
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پلی اتیلن -س نانومیله طلاجهت تهیه کمپلک
میلی لیتر از نانومیله هاي GNR-PEG( ،5(گلیکول

میکروتیوب  5(در CTABطلاي سنتز شده با روکش 
rpmمیلی لیتر) با دور1ري، هر کدام میلی لیت5/1

میلی 5، دو بار سانتریفیوژ و رسوب حاصل در 14000
CTAB .(50لیتر آب دیونیزه حل گردید(جهت حذف 

-mPEG)(لیتر پلی اتیلن گلیگول تیول دارمیکرو

Thiol1 5دالتون به 5000میلی مولار با وزن مولکولی
یک به مدتافزوده و در دماي اتاق محلولمیلی لیتر از 

شبانه روز ساعت انکوبه گردید. بعد از پلی اتیلن 
بار با دور 2گلیکوله کردن نانوکونژوگه، محلول 

فیوژ گردید تا کمپلکس از سانتریدور در دقیقه 13000
و خالص سازي صورت گیرد. شده مواد اضافی پاك 

PBS) با افزودن GNR-PEG(مخلوط نهایی،در نهایت

800حدود در طول موج 1تا چگالی نوري شدرقیق 
ه (پیک جذبی نانومیله هاي طلا سنتز شده) بنانومتر

جهت تایید کمپلکس ساخته شده ). 18، 24(دست آید
-UVفرابنفش(-مرئیکتروسکوپی جذبیاز روش اسپ

visible (.این روش یکی از تکنیکاستفاده گردید -
هاي رایج و متداول جهت  تایید اتصال نانوذرات به 
مولکول هاي بیولوژیکی می باشد. طیف جذبی 

نانومتر توسط 400- 900کمپلکس حاصل در محدوده 
دستگاه گرفته شد. در صورت اتصال موفق، پیک 

یله به طول موج هاي بالاتر شیفت خواهد جذبی نانوم
-خون عوامل مختلفی از قبیل یون). در 35، 37(یافت

)، پروتئین ها، لیپیدها، -Ca ،H+،Na+ ،Cl+2(مثل ها
هیدروکربن ها و ترکیبات سلولی مخلف وجود دارد 
که می توانند بر روي پایداري و عملکرد کمپلکس 

ستی پایداري و تولید شده اثر بگذارند. بنابراین بای
عملکرد کمپلکس ساخته شده در شرایط درون تنی 

از ml1به هر مورد ارزیابی قرار گیرد. بدین منظور 
-GNRمیکرولیتر از کمپلکس 100خون هپارینه، مقدار

PEGساعت 24کرده و بعد از گذشت اضافه
، نمونه در میکروتیوب به در دماي اتاقانکوباسیون

- میژویسانتریفrpm2000دقیقه با سرعت 15مدت 

محلول رویی جدا شده و طیف جذب نوري آن شود. 
توسط اسپکتروفتومتر نانومتر900تا 500در محدوده 

کمپلکساگر جذب گرفته شد. UV-visibleجذبی 
ساعت بدون تغییر باقی بماند حاکی از آن است 24طی 

). جهت 11(باشده داراي پایداري مناسبی در خونک
زیست پلکس در شرایط درون، بایستی استفاده کم
از روش هایی که می توان آن ارزیابی شود. سازگاري 

با آن می توان تاثیر مواد مختلف در میزان تکثیر و زنده 
می باشد MTTبودن سلول ها را ارزیابی کرد، تست 

که یک آزمون رنگ سنجی براي اندازه گیري فعالیت 
ت بر پایه ست. اساس این تسامتابولیکی سلول ها

توانایی آنزیم هاي اکسیدوردوکتاز سلولی وابسته به 
NADPH در احیاء نمک زرد رنگMTT به فورمازان

نامحلول بنفش رنگ می باشد. بنابراین این تست با 
استفاده از فعالیت احیاکنندگی آنزیم هاي سلول در 
تبدیل ترکیب تترازولیوم به کریستال هاي نامحلول در 

) viabilityپذیري(زنده بودن یا زیست آب فورمازان، 
ها را ارزیابی می کند. عمل احیاکنندگی توسط سلول

دهیدروژنازهاي مستقر در میتوکندري سلول هاي زنده 
و آنزیم هایی که در اندامک هاي دیگر از قبیل شبکه 
آندوپلاسمی وجود دارند انجام می گیرد. در تست 

MTT رنگ ، جهت حل کردن کریستال هاي بنفش
دي متیل سولفوکسایدفورمازان از حلال هایی نظیر 

(DMSO) استفاده می گردد. پس از حل شدن
از حلال، محلول رنگی به وجود فورمازان با استفاده

در طول موج آید که می توان میزان جذب آن رامی
نانومتر) توسط دستگاه 600تا 500بین معمولاًمعین(

میزان رنگ تولید مود. اسپکتروفتومتر اندازه گیري ن
هایی که از نظر متابولیک فعال شده با تعداد سلول
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). زیست سازگاري 21(هستند رابطه مستقیم دارد
به این روش GNR-CTABو GNR-PEGکمپلکس 
مورد ارزیابی قرار SK-BR-3رده سلولی بر روي 

، ايخانه96یب که در پلیت استریل گرفت. به این ترت
میکرولیتر محیط کشت کامل 100مقداربه هر چاهک 

سلول اضافه و در انکوباتور 10000حدوداً حاوي 
CO2گراد  قرار داده شددرجه سانتی37دار در دماي.

ساعت و چسبیدن سلول ها به کف 24بعد از گذشت 
پلیت، چاهک ها با بافر فسفات سالین شستشو داده شد 

در .تا سلول هاي متصل نشده و مرده حذف گردند
-GNRمحلولمیکرولیتر20مرحله بعد به هر چاهک 

PEG و یا کمپلکسGNR-PEG و یاGNR-CTAB

80میکروگرم در میلی لیتر به همراه 100با غلظت 
ساعت در 24میکرولیتر محیط کشت اضافه شده و 

درجه سانتی گراد 37و دماي دار CO2انکوباتور 
پس از گذشت زمان مورد نظر محیطانکوبه گردید. 

به مقدار MTTرویی هر چاهک برداشته شده و معرف 
میلی گرم بر 5/0و غلظت % حجم محیط کشت10

به هر چاهک حاوي به همراه محیط کشت میلی لیتر
ساعت محیط رویی هر 4سلول اضافه و پس از گذشت 

چاهک به آرامی و به نحوي که کریستال هاي 
100فورمازان خارج نشود، برداشته شد. به هر چاهک 

اضافه شده و چندین بار به آرامی با DMSOمیکرولیتر
سمپلر پیپتاژ شد تا کریستال هاي فورمازان به طور کامل 

37به مدت نیم ساعت و دماي حل شوند. سپس پلیت 
درجه سانتی گراد انکوبه و جذب نوري محلول رنگی 

موج تشکیل شده توسط دستگاه الایزا ریدر در طول

). درصد بقاء 15، 34(ه گیري شدنانومتر انداز570

نیز طبق روابط زیر سلول و درصد سمیت سلولی
). تمامی آزمایشات سه بار تکرار 29(محاسبه گردید

بر GNR-PEGجهت بررسی اثر درمانی کمپلکس .شد
از رده روي سلول هاي سرطانی در محیط کشت سلولی 

صورت ه سلول باستفاده شد. این SK-BR-3سلولی 
داري شده و در زیر هود لامینار و در شرایط زنده خری

جهت DMEMمحیط استریل کشت داده شدند. کاملاً
جهت شمارش سلول ها نیز از روش وسلول این کشت 
MTT به خانه اي96استفاده شد. سلول ها در پلیت
( کشت داده شدندسلول در هر چاهک 10000تعداد

ه هاي خانمحیط کشت).میکرولیتر100در هر چاهک 
زیر هايتایی تقسیم شده و آزمایش6گروه 3پلیت به 

میکرولیتر 100یک گروه گرفت:انجام آن هاروي بر
GNR-PEG ساعت 6به هر خانه اضافه شده و به مدت

در مرحله بعد محیط کشت اضافه شده و.انکوبه گردید
) به مدت nm808(تابش نور لیزر مادون قرمز نزدیک

بعديگروه انجام شد.mW80لیزرسه دقیقه با شدت 
به هر خانه اضافه شده و به GNR-PEGمیکرولیتر 100

به این گروه لیزر تابانده ساعت انکوبه گردید.6مدت 
می باشد. (گروه کنترل)بدون تیمارگروه آخر هم نشد.

با جهت ارزیابی درمان، سلول هاي زنده در مرحله بعد 
انتظار این نتیجه موردشمارش شدند.MTTروش 

در اثر است که اکثریت سلول هاي سرطانی سینه 
در مقایسه GNR-PEGفوتوترمال تراپی با کمپلکس 

). 8، 12، 16(مرده باشندبا سلول هاي گروه کنترل 
-، موشسالمجهت آزمایش توزیع بافتی در موش هاي 

5- 7ماده همخون سالم با عمر حدود BALB/cهاي 
ت یک هفته تا شروع هفته خریداري شده و به مد

ند تا د، در اتاق حیوانات نگهداري گردیهاآزمایش
جهت بررسی د. یابنخود را با شرایط آزمایشگاه وفق 

3سر موش در 9آزمایش زیر انجام شد: بافتیتوزیع 
میکرولیتر 150تایی تقسیم گردید و سپس3گروه 
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میلی لیتر به هر میکروگرم در100با غلظت کمپلکس
طریق ورید دمی تزریق گردید. در زمان هاي موش از

ساعت پس از تزریق، موش ها کشته شده و 24و12، 6
اندام هاي حیاتی هر یک از موش ها شامل خون، کبد، 
معده، کلیه و قلب در هر یک از ساعت هاي ذکر شده 

جداگانه وزن آن هاهر کدام از شده وجداسازي
ها به طور در مرحله بعد هر یک از ارگان ند. شد

میلی 1جداگانه در بوته چینی قرار داده شدند و حدود 
لیتر اسید سولفوریک به بوته چینی اضافه گردید. بعد از 

ساعت و مشاهده لیز ارگان ها، نمونه ها بر 24گذشت 
ر زیر هود) (ددرجه سانتی گراد100یتر با دماي روي ه

د. سولفوریک باقی مانده بخار شوقرار داده شد تا اسید
صل در بوته چینی در تیزاب رسوب حا

سلطانی(مخلوطی از محلول اسیدنیتریک و 
24نمونه ها به مدت اسیدکلریدریک) حل گردید. 

ساعت در دماي اتاق قرار داده شد تا حلال آن تبخیر 
HClسی سی10گردد. سپس هر یک از نمونه ها در 

نرمال حل گردیدند. در مرحله بعد غلظت 5/0
با استفاده از آن هاهر یک از ارگکمپلکس در 

محاسبه و غلظت نانوذرات اسپکتروفوتومتر جذب اتمی
طلاي جذب شده بر حسب درصد دوز تزریق شده در 

با استفاده از رابطه ID/g%هر گرم از بافت، بر حسب 
تعداد موش هاي مورد آزمایش زیر محاسبه گردید. 

).4، 5، 9براي هر ساعت سه سر بود (

تحلیل داده هاي تحقیق از دو بخش تجزیه و جهت
آمار توصیفی و آمار استنباطی استفاده شد. در بخش 
آمار توصیفی از شاخص هاي میانگین، انحراف معیار، 
کمینه و بیشینه استفاده شد و در بخش آمار استنباطی از 

One Way(طرفهآزمون هاي آنالیز واریانس یک

ANOVA آزمون تعقیبی ،(LSDاده گردید.استف
تمامی محاسبات و آزمون هاي آماري در محیط نرم 

انجام شد و در کل تحقیق سطح 22نسخه SPSSافزار 
لحاظ شده است. α=05/0معنی 

نتایج
الف تصویر میکروگراف نانومیله هاي 1شکل 
این تصویر مورفولوژي نشان می دهد. راسنتز شده

ید می کند. اي بودن نانوذرات سنتز شده را تایمیله
متوسط طول و عرض نانومیله ها با استفاده از نرم افزار 

ImageJ اندازه گیري شد. نانومیله هاي سنتز شده به
12±3نانومتر و عرض37±5طور میانگین داراي طول 

نانومتر می باشند. پیک جذب نوري نانومیله هاي طلاي 
UV-visسنتز شده که توسط دستگاه اسپکتروفتومتر 

ب نمایش داده شده است. 1شده است در شکل تعیین
گونه که در شکل دیده می شود، نانو میله هاي همان

سنتز شده داراي دو پیک رزونانس پلاسمون سطحی 
نانومتر که در 808هستند. یک پیک قوي در طول موج 

و نوسانات الکترونی در امتداد طولی نانومیله نتیجه
نوسانات تیجه نانومتر که در ن520پیک کوچکتر 

با می باشد. الکترونی عبور یافته از پهناي نانومیله 
استفاده از دستگاه اسپکترومتر جذب اتمی غلظت 

یا میلی گرم در لیتر ppm55هنانومیله ها تعیین شد
. نتایج تست پایداري نیز نشان داد که نانومیله هاي است

داراي پایداري قابل CTABطلا سنتز شده با روکش 
آن هاماه هستند و طیف جذبی 4ه اي به مدت ملاحظ

طی این مدت دچار پهن شدگی و یا کاهش شدید 
تایید پوشش دار شدن جهت شدت جذب نمی گردد. 

روش طیف نیز ازنانومیله هاي طلا با پلی اتیلن گلیکول
) استفاده UV-vis( فرابنفش-سنجی جذبی مرئی

انهماین صورت می باشد:گردید که نتایج آن به 
می شود، در نتیجه اتصال مشاهده 1نمودارگونه که در 

به نانومیله هاي طلا شیفتی در PEGمولکول هاي
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به وجود نانومتر به سمت طول موج هاي بالاتر 6حدود 
- نشان دهنده این است که نانومیلهکه این مسالهمی آید

کمپلکس سنتز هاي طلا به خوبی پوشش دار شده اند.
، در خون نیز داراي پایداري 2نمودارشده با توجه به

قابل ملاحظه اي در خون است که علت آن اتصال 
روکش پلی اتیلن گلیکول تیول دار آن می باشد. لذا 

GNR-PEGمی توان نتیجه گرفت که کونژوگه 

را دارد. نتایج in vivoپتانسیل لازم جهت مطالعات 
GNR-PEGحاصل از مطالعات تست سمیت کمپلکس 

نمایش داده شده است نشان می دهد 3نمودارکه در 
که درصد سلول هاي زنده در این کمپلکس حدود 

است که نشان دهنده زیست سازگاري بالاي آن94%
به GNR-CTABدر حالی که ).P≥05/0(می باشد

، سمیت بسیار بالایی را نشان داده و CTABدلیل وجود 
نشان این نتایج % از سلول ها شد.85باعث مرگ حدود 
براي سلول ها سمی GNR-PEGداد که کمپلکس 

بازده و . تحمل می شودآن هانبوده و به خوبی توسط 
به عنوان عامل GNR-PEGکارایی کونژوگه 

فوتوترمال تراپی جهت از بین بردن سلول هاي سرطانی 
در شرایط برون تنی SK-BR-3سینه روي سلول هاي 

لول هاي مورد بررسی قرار گرفت. سMTTبه روش 
خانه اي کشت شده و تاثیر مواد ذیل 96در پلیت هاي 

در حیات سلول ها مورد بررسی قرار گرفت:

بدون لیزرGNR-PEG: کونژوگه 1گروه 
با لیزرGNR-PEG: کونژوگه 2گروه 
: گروه کنترل بدون کونژوگه و بدون لیزر3گروه 
: لیزر تنها4گروه 
د، در گروه دیده می شو4نمودارگونه که در همان

یک که شامل کمپلکس بدون تابش لیزر می باشد، به 
و پوشیده شدن CTABدلیل خارج ساختن پوشش 

از سمیت آن بسیار کاسته شده و درPEGنانومیله ها با 
%) از 4% و 6(حدود این رده تعداد اندکی از سلول ها

بین رفته اند که با نتایج به دست آمده از تست سمیت 
دارد. گروه شماره دو که گروه اصلی سلولی مطابقت 

می باشد، پس از تابش لیزر نانومیله هاي موجود در 
کمپلکس نور لیزر را جذب کرده و با ایجاد حرارت 

شکل % سلول ها شده است. 32باعث مرگ حدود 
، 6توزیع بافتی کونژوگه را در بازه هاي زمانی 5نمودار 

هاي شساعت پس از تزریق وریدي آن به مو24و 12
سالم به صورت دوز تزریق شده بر حسب هر گرم از 

گونه که در نشان می دهد. همان(ID/g%)ارگان 
%  از دوز کونژوگه 7مشاهده می شود حدود نمودار

تزریق شده در هر گرم، به واسطه سیستم 
RES)Reticuloendothelial system توسط کبد (

برداشت شده است.
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یجه گیريبحث و نت
از آن جایی که هدف نهایی از سنتز نانومیله هاي طلا 
استفاده در شرایط درون تنی بود، در طراحی آن بایستی 

-Elنیکوبخت و. برخی نکات مد نظر قرار می گرفت

Sayed هاي طلا را با روش نانومیله2003در سالSeed-

mediated growth سنتز کردند و نشان دادند که با تغییر
تواند از میآن هاها، جذب پلاسمون طولی دازه نانومیلهان

) تغییر NIRناحیه مرئی به ناحیه مادون قرمز نزدیک(
در این تحقیق هم از روش فوق استفاده و نانو ).31(نماید

سنتز شد که 9/3میله هاي طلا با نسبت طول به عرض 
نانومتر) NIR)900 -650در ناحیه آن هاحداکثر جذب 

بافت به حداقل -کنش هاي ناخواسته نوررهمبوده و ب
رسیده و از وارد آمدن آسیب حرارتی به بافت هاي سالم 

سالدر و همکارانشEl-Sayedجلوگیري می شود. 
با استفاده از نانوکره هاي طلا و با استفاده از نور 2005
هاي سرطانی نانومتر، موفق به تخریب سلول514لیزر 

inهاي سالم در شرایط سلولتخریبتلیالی بدوناپی

vitroایرادي که این مطالعه و بررسی هاي ). 12(شدند
در کره مشابه دارد این است که پیک جذبی نانوذرات 

محدوده نور مرئی قرار گرفته و این نور جذب 
نانومتر 400- 600کروموفورهاي بافت می شود که در 

طالعات جذب دارند. بنابراین استفاده از نانوکره ها در م
مورد دیگري که در سنتز درون تنی مناسب نمی باشد.

نانو میله هاي طلا مد نظر قرار گرفت ماندگاري بالاي آن 
در خون جهت تجمع در بافت هدف و کاهش جذب 

-ویژگیاندازه، شکل و ست. اسلولی آن توسط سلول ها
طلا نقش مهمی در تعیین سرعت نانوذرات هاي سطحی 

ن خون دارد. در مطالعه اي که سال پاکسازي آن از جریا
شکل و انجام گرفت دانشگاه تورنتو کانادادر 2005

در سلول هاي آن هااندازه نانوذرات طلا بر میزان جذب 
پستانداران مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که 
جذب سلولی نانومیله هاي طلا کمتر از نانوکره هاي طلا 

).6(ی براي سلول ها ندارندت طلا سمیتبوده و نانوذرا
جهت دستیابی به ماندگاري طولانی در سیستم گردش 

نانومتر باشد و 100خون، اندازه نانوذرات بایستی کمتر از 
توسط ماکروفاژها، آن هابه منظور اجتناب از حذف 

نانوذرات آبگریز به بایستی سطح آبدوست داشته باشند.
- د تجمع مین خون خارج شده و در کبسرعت از جریا

را با مواد هیدروفیل و قطبی آن هایابند. بدین منظور باید 
ل ترین پوشش هاي مورد استفاده پوشش داد. از متداو

) اشاره کرد. پلی PEG(توان به پلی اتیلن گلیکولمی
اتیلن گلیکول کردن نانوذرات مانع از تجمع نانوذرات در 
خون و یا جذب پروتئین هاي سرم خون بر روي سطح

د شونانوذرات می گردد. به علاوه این پوشش سبب می 
تا جذب نانوذرات در کبد کاهش یافته و زمان ماندگاري 

پلی اتیلن ).18(و پایداري آن در خون افزایش یابد
سبب می شود هنگامی که هم چنینگلیکوله کردن 

نانوکونژوگه در جریان خون وارد گردید مانع از فعال 
در این که ). با توجه به این30(شدن پاسخ ایمنی گردد

CTABجهت سنتز نانومیله هاي طلا از ماده سمی تحقیق

استفاده شده بود براي کاهش سمیت آن با سانتریفیوژ، 
پلی اتیلن گلیکول تیول دار ها با نانومیله این ماده خارج و 

تست سمیت نشان داد که کمپلکس پوشش دار گردید. 
GNR-PEGوشش به دلیل دارا بودن پPEGطور ه که ب

داراي زیست کووالانسی به نانومیله ها متصل شده، 
سازگاري بالایی براي سلول می باشد و می توان از آن 

در ضمن با توجه به در مطالعات درون تنی استفاده نمود. 
انجام شده، از این کونژوگه می توانهاينتایج آزمایش

رون تنی در شرایط دبه عنوان عامل نور گرما درمانی
که بتوان از آن در داخل استفاده نمود. منتهی براي این

-ده نمود بایستی با یک مولکول هدفموجود زنده استفا

مند شود تا در داخل گیري کننده مثل آنتی بادي، هدف
تومور تجمع یافته و از آسیب به سلول هاي سالم 
جلوگیري به عمل آید. در مرحله هدایت تحقیقات از 
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به مطالعات درون تنی مسئله مهمی که سطح سلولی
وجود دارد، نحوه توزیع بافتی نانوذرات در اندام هاي 

در مدل حیوانی و نحوه تجمع در بافت هدف می باشد.
-هو همکارانش توزیع بافتی نانومیل2006Niidomeسال 

هاي طلاي پوشیده شده با پلی اتیلن گلیگول را در موش 
ز آن بود نانومیله هاي بررسی کردند. نتایج حاکی ا

پوشیده شده با پلی اتیلن گلیگول به مدت طولانی تري
-نسبت به نانومیله هاي بدون پوشش در خون باقی می

ساعت 6نشان داد که در بافتینتایج توزیع .)30(مانند
ابتدایی پس از تزریق مقدار کونژوگه در خون بالا بوده و 

تزریق شده در % از دوز کونژوگه7ساعت بعد حدود 24
% 4توسط کبد و حدود RESهر گرم، به واسطه سیستم 

آن توسط کلیه ها برداشت شده است. در ضمن 
توزیع غیرعادي در اندام هاي GNR-PEGکونژوگه 

بروندر این مطالعه، فوتوترمال تراپی حیاتی دیگر ندارد.
باعث از بین GNR-PEGکمپلکس تنی با استفاده از 
گردید. با توجه به نتایج سینه رطانی رفتن سلول هاي س

این تحقیق انتظار می رود که بتوان استفاده از نانوذرات 
پلاسمونیک طلا را براي فوتوترمال تراپی انتخابی سرطان 
سینه گسترش داد به شرطی که کلیه پارامترهاي بهینه 
سازي آن بررسی گردد و این تحقیقی که امروزه در 

انجام است. شاید بتوان در بسیاري از جوامع در حال 
-وش ها در جهت هدف گیري دقیق سلولآینده از این ر

(به خصوص در بافت هاي هاي توموري انسانی
استرتژیک یا در عمق بافت ها) به منظور درمان دقیق و 

از آن جایی که غیر قابل برگشت سرطان استفاده نمود.
- هدف نهایی از تحقیق حاضر سنتز یک نانوداروي هدف

د جهت استفاده در شرایط درون تنی بود، برخی نکات من
در طراحی دارو از قبیل کونژوگه کردن یک مولکول به 

گیري فعال آن و اتصال نانومیله ها جهت هدف
اختصاصی به سلول هاي سرطانی و اتصال کوالان 

گیري کننده به نانوذرات طلا جهت مولکول هدف
قرار گیرد.ماندگاري بالایی در خون، بایستی مدنظر
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Abstract
Inroduction & Objective: Treatment methods for breast cancer are not specific and each one has its

own drawbacks. For this reason, scientists are seeking ways of which specifically affect cancer cells.
Photothermal therapy is a method that uses near-infra red (NIR) laser energy to create sufficient heat to
destroy cancer cells. In this study, the photothermal effect of gold nanorods (GNRs) was investigated for
breast cancer treatment in vitro.

Materials and Methods: GNRs with peak absorption of 808 nm were synthesized and coated with Poly
ethilen glycol (PEG). After confirming the characteristics of the prepared complex, the therapeutic effect of
new agent was studied on SK-BR-3 cell line by using the NIR laser.

Results: The cytotoxcicity assay showed the biocompatibility of PEGylated GNRs complex. Through the
in vitro photothermal study, significant cell death was observed in breast cancer cells incubated with the
complex along with the laser irradiation. The biodistribusion study showed the appropriate localization of
new agent in vital organs after 24 h in mouse model.

Conclusion: In summary, the present study reports the successful treatment of Breast cancer cells by the
prepared photothermal agent using. Labeling of gold nanoparticles(such as antibodies) can improve the
treatment efficiency and prevent damage to healthy cells that need further studies.
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