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 چکيده

عليه رده سلولی سرطانی تخمدان افزایی سميت سلولی نانوذرات نقره و داروي بواسيزومب  هدف از این مطالعه، بررسی اثرات هم :هدف

(A2780و آناليز بيان ژن ) و  3کاسپاز هاي آپوپتوزيBcl-2 باشد.می 

ميكروگرم در  1000تا  5/62هاي ترتيب در غلظت ابتدا ميزان سميت سلولی نانوذرات نقره و داروي بواسيزومب به ها: مواد و روش

دارویی و صورت تک به MTTتوسط روش رنگ سنجی  A2780عليه رده سلولی ليتر  ميكروگرم در ميلی 3000تا  1000ليتر و  ميلی

مورد مطالعه قرار  Real Time PCRاستفاده از روش  با Bcl2و  3کاسپاز هاي آپوپتوزي  ترکيبی انجام گرفت. سپس ميزان بيان ژن

 گرفت.

باشد و دوز می  بواسيزومب داراي سميت سلولی وابسته بههاي حاصل از این مطالعه نشان داد نانوذرات نقره و دارو یافته نتايج:

چنين ميزان . هم(>05/0p)دار بوده است  حالت تک دارویی معنی زمان نسبت به ميزان سميت سلولی در حالت استفاده هم

IC50 چنين ليتر بود. هم ميكروگرم در ميلی 72/22 ±21/1و  72/12 ±56/0ترتيب برابر با  نانوذرات نقره و بواسيزومب به

گروه   شد که نسبت به  Bcl2و  3 کاسپازهاي  ترتيب باعث تغيير بيان ژن دارو بواسيزومب به-زمان نانوذره نقره استفاده هم

 .(>05/0p)دار بود  کنترل معنی

دوز با اثرات سميت سلولی  صورت الگو وابسته به بهنتایج حاصل از این پژوهش نشان داد نانوذرات نقره و بواسيزومب  گيري: نتيجه

عنوان کاندید دارویی  توان از ترکيب نانوذرات نقره و بواسيزومب بهتر می با مطالعات بيش یسالقا آپوپتوز   افزایی داشته و باتوجه به هم

 استفاده شود.

 A2780رات نقره، رده سلولی ، بواسيزومب، سرطان تخمدان، سميت سلولی، نانوذیسآپوپتوز کليدي:واژگان 
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 مقدمه

اي درحال افزایش است و استفاده از این ترکيبات طور گسترده امروزه استفاده از نانو مواد در ترکيب با داروهاي ضدسرطانی به

ضدسرطانی است تا دارو با ها با داروهاي  هاي کاربردي نانو مواد، ترکيب آن(. یكی از جنبه1در پزشكی کاربردهاي فراوان دارد )

(. 2-4هاي سالم کاهش یابد )سلول تحویل داده شود و از طرفی سميت و عوارض جانبی آن برروي سلول  کارایی بالاتري به

درمانی و رادیودرمانی در مراحل  هاي شيمیها و نقص در روشدليل افزایش شيوع مرگ و مير ناشی از سرطان امروزه به

 100(. استفاده از نانوذرات با انداره 5هاي نوین جهت کنترل و درمان سرطان وجود دارد )یافتن تكنيک به پيشرفته سرطان نياز

هاي پزشكی سرطان بسيار هاي سرطانی در پروژهگيري سلولتر در ترکيب با داروهاي ضدسرطانی جهت هدف نانومتر یا کم

(. یكی از 6-8ميزان اثرات سميت سلولی گزارش شده است ) داري بين سایز نانوذره و گسترده شده است و ارتباط معنی

(. 9شود )عنوان یكی از عوامل بالقوه ضدسرطانی محسوب می باشد که بهنانوذرات بسيار رایج در این عرصه، نانوذرات نقره می

ثير مستقيم یا شود. یكی تاهاي سرطانی میدهد که نانوذرات نقره با دو مكانيسم باعث مرگ سلولمطالعات نشان می

باشد که  ها و غشاهاي سلولی( میو پروتئين( و ساختارهاي سلولی )اندامک DNA ،RNAکنش آن با ترکيبات سلولی ) برهم

هاي سمی اکسيژن که در نهایت موجب تقویت ها در ایجاد رادیكال شود. دوم تاثير غيرمستقيم آنالقا مرگ سلولی می منجر به

 . (10-11شود )مرگ سلولی می

که هفتمين جایگاه بين تومورهاي  طوري ها در ميان زنان شناخته شده است، بهترین نوع سرطان سرطان تخمدان یكی از کشنده

مورد ابتلا  22245، 2019خود اختصاص داده است. در سال  عنوان علت مرگ در بين زنان را به بدخيم و چهارمين جایگاه به

هاي روش هاي معمول این بيماري(. درمان12سراسر جهان گزارش شده است )مرگ در  مورد منجر به 14170جدید و 

کارها،  جانبی ناشی از این راه دليل عوارض باشد، اما بهدرمانی و غيره می درمانی، رادیودرمانی، پرتودرمانی، هورمون شيمی

کارهاي جایگزین استفاده از  یكی از این راه(. 13-14اي برخوردار است )هاي درمانی جایگزین از اهميت ویژهاستفاده از شيوه

(. بواسيزومب یكی از داروهاي رایج در این حوزه 15باشد ) نانوذرات در ترکيب با داروهاي ضدسرطانی مانند بواسيزومب می

کيب انسانی بادي مونوکلونال نوتر باشد. این دارو، یک آنتی است که کاندیداي خوبی جهت ترکيب با نانومواد و داروهاي دیگر می

کند. مطالعات مختلفی در هاي سرطانی مقابله میفاکتور رشد اندوتليال عروقی با رشد و گسترش سلول باشد که بااتصال بهمی

اثرات سميت  (17ان )و همكار Spitzer(. 16زمينه بررسی اثرات سميت سلولی نانوذرات نقره و بواسيزومب انجام شده است )

 5/2هاي مختلف سلولی چشم انجام دادند. نتایج این مطالعه نشان داد که بواسيزومب در غلظت رده سلولی بواسيزومب را عليه

دوز باعث کاهش سنتز  صورت وابسته به باشد و بهساعت داراي سميت سلولی می 48ليتر و بعد از مدت  گرم در ميلی ميلی

DNA شود.  می 

Kakarla V Chalam هاي قرنيه و فيبروبلاست انسان سلولی بواسيزومب را عليه سلولاثرات سميت ( 18) و همكاران

 ميت سلولی نبود. قدیمی و همكارانبررسی نمودند. نتایج این مطالعه نشان داد که بواسيزومب در هيچ غلظتی داراي اثرات س

د. نتایج این مطالعه نشان داد اثرات سميت سلولی نانوذرات نقره را عليه رده سلولی سرطان پستان مورد مطالعه قرار دادن (19)

که محققان  این را القا کنند. با توجه به یستوانند آپوپتوز دوز هستند و می که نانوذرات نقره داراي اثرات سميت سلولی وابسته به

چنين افزایش سميت سلولی هستند. بنابراین، هدف از  دنبال کاهش غلظت داروي مورد استفاده جهت درمان سرطان و هم به

همراه داروي بواسيزومب برروي رده سلولی سرطان تخمدان  این مطالعه بررسی اثرات هم افزایی سميت سلولی نانوذرات نقره به

(A2780و آناليز بيان ژن ) هاي آپوپتوزيBcl-2  بود.  3کاسپاز و 
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 ها مواد و روش

: در این مطالعه، نانوذرات نقره از شرکت پيشگامان نانومواد ایرانيان با برند ( و داروي بواسيزومبAgNPsنانوذرات نقره ) 

US nano  (. 1باشد )شكل  درصد خلوص تهيه شد که داراي مورفولوژي کروي می 99/99نانومتر و   5-8داراي اندازه بين

 مان تهيه شد.آل -درصد از شرکت مرک 90با خلوص کمتر از   MSQC20چنين داروي بواسيزومب با کد  هم

 

 
  .100000.×نمایی  از نانوذره نقره، بزرگ (TEM)تصویر ميكروسكوپ الكترونی گذاره . 1شكل 

 

 کشت سلولي و بررسي اثرات سميت سلولي

تهيه  NCBI461( از بانک سلولی انستيتو پاستور ایران با کد A2780تليالی ) رده سلولی سرطان تخمدان اپیکشت سلول: 

سيلين و بيوتيک پنی درصد آنتی 1درصد سرم جنين گاوي و  10غنی شده با  RPMI-1640ها در محيط کشت  شد. سلول

 گراد کشت داده شدند.  درجه سانتی 37در انكوباتور  CO2درصد  5استرپتومایسين در 

از  A2780اسيزومب عليه رده سلولی منظور بررسی اثرات سميت سلولی نانوذرات نقره و بو بهبررسي اثرات سميت سلولي: 

( استفاده 3-(4،5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) MTTسنجی  روش رنگ

و  500، 250، 125، 5/62هاي ها با غلظتخانه کاشته شدند و سپس سلول 96سلول در پليت  1×106شد. در ابتدا تعداد 

ليتر از دارو  ميكروگرم در ميلی  3000و  2000، 1000هاي از نانوذرات نقره و سپس غلظتليتر  ميكروگرم در ميلی 1000

اي  خانه 96هاي مذکور محتوي پليت دنبال آن پس از طی زمان ساعت تيمار شدند و به 72و  48، 24مدت  بواسيزومب به

گراد انكوبه  درجه سانتی 37دماي  و CO2درصد  5ساعت تحت شرایط  4مدت  اضافه شد و به MTTتخليه شده، سپس رنگ 

هاي زنده در ایزوپروپانول حل شد.  وسيله سلول هاي فورمازان توليد شده بهجداسازي شد و کریستال MTTشد. سپس رنگ 

نانومتر خوانده و ثبت شد و ميزان  570( در طول موج   ,Bio Tekها توسط دستگاه الایزا ریدر )آمریكادرنهایت جذب نمونه

 ها توسط فرمول زیر محاسبه شد:سلولکشندگی 

 هاي تيمار شده = ميزان بقا سلولی جذب نوري سلول /هاي کنترل جذب نوري سلول×100
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بررسی شد  IC50یا  (Concentration half maximal inhibitory)درصد کشندگی  50چنين ميزان غلظت در  هم

نيز با گروه کنترل )تيمار  A2780هاي ها با نانوذرات نقره و بواسيزومب، موروفولوژي سلول چنين پس از تيمار سلول (. هم18)

 نشده( مقایسه شدند. 

افزایی سميت سلولی نانوذرات نقره و بواسيزومب برروي  اثرات همبررسي اثرات سميت سلولي برروي رده سلولي نرمال: 

ليتر از نانوذرات  ميكروگرم در ميلی 1000و  500، 250، 125، 5/62هاي  ترتيب در غلظت به HEK-293ولی نرمال رده سل

انجام گرفت و  MTTليتر از دارو بواسيزومب با استفاده از روش  ميكروگرم در ميلی  3000و  2000، 1000هاي نقره و غلظت

 ميزان سميت سلولی آن مورد بررسی قرار گرفت. 

و  Bcl-2هاي آپوپتوزي در این مطالعه ميزان بيان ژن : 3و کاسپاز  Bcl-2هاي  گيري بيان ژن و اندازه cDNAز سنت

هاي تيمار شده و کنترل )تيمار نشده( با سلول RNAسنجيده شد. در ابتدا   Real Time PCRبااستفاده از روش 3کاسپاز 

)کياژن، آمریكا( استخراج شد. سپس غلظت آن  RNAترکيب نانوذرات نقره و داروي بواسيزومب بااستفاده از کيت استخراج 

با استفاده از  cDNAهاي گيري شد. سنتز مولكول ، آمریكا( اندازهThermo fisher scientificتوسط دستگاه نانودراپ )

بوده و با  RNAميكروليتر  8/1ميكروليتر بافر،  5، ژاپن( انجام گرفت که مخلوط واکنش حاوي Takara) cDNAسنتز کيت 

دقيقه براي اتصال  5مدت  گراد به صورت درجه سانتی زمانی به-ميكروليتر رسانده شد. برنامه دمایی 10حجم  آب دوبار تقطير به

سازي آنزیم  گراد جهت غيرفعال درجه سانتی 85و  cDNAيقه جهت ساخت دق 60مدت  گراد به درجه سانتی 42آغازگر، 

دار( درنظر گرفته شد. آغازگرهاي مورد  عنوان کنترل داخلی )ژن خانه به GAPDHبردار معكوس انجام گرفت. ژن  رونوشت

 5مل شا Real Time PCRواکنش   آمده است. 1جدول  ردGAPDH و  3، کاسپاز  Bcl-2هاي  استفاده براي ژن

ميكروليتر  1ميكروليتر از آغازگرهاي رفت و برگشتی اختصاصی هر ژن،  Syber Green PCR Master ،4/0ميكروليتر 

cDNA ،4/0  ميكروليترReference Dye ميكروليتر رسيد، درنهایت واکنش  10حجم نهایی  و با آب دوبار تقطير بهReal 

Time PCR  ،آمریكا( بااستفاده از دستگاهABI.Step One)  درجه  95ثانيه،  30گراد  درجه سانتی 95با شرایط دمایی

   (.20)ثانيه انجام گرفت  34گراد  درجه سانتی 60ثانيه و  10گراد  سانتی

تيمار شده با نانوذرات  A2780هاي  در سلول یسمنظور بررسی ميزان القاي آپوپتوز به:  يسبررسي ميزان القاي آپوپتوز

بواسيزومب تيمار شده و -سلول با نانوذرات نقره 100000بواسيزومب از روش فلوسيتومتري استفاده شد. در ابتدا تعداد -نقره

 Annexinتوسط روش یسعنوان کنترل مورد استفاده قرارگرفتند. درنهایت ميزان آپوپتوز هاي تيمار نشده به سلول

V/propidium iodide (PI)  برطبق دستورالعمل کيت مربوطه انجام گرفت و درنهایت نتایج توسط دستگاه فلوسيتومتري

 خوانش شد.

 
  .GAPDHو  3کاسپاز ، Bcl-2هاي  : توالی آغازگرهاي ژن1جدول   

 منبع ˊ3به ˊ5توالی آغازگر نام ژن 

 F  TTAATAAAGGTATCCATGGAGAACACT 3کاسپاز 

R TTAGTGATAAAATAGAGTTCTTTTGTGAG 
35 

Bcl-2 F  GGACTGTGGCATTGAGAGAG 

R  GGAGCCATCCTTTCAA 
36 

GAPDH F  GGAGTCCCACTGGCGTCTTCAC 

R  GAGGCATTGCTGATGATCTTG 
37 
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 آماري آناليز

 Graph padافزار بااستفاده از نرمتجزیه و تحليل آماري این مطالعه بار تكرار بوده و  3صورت  هاي این مطالعه به تمامی تست

Prism  هاي سميت سلولی و بيان ژن با آناليز واریانس یک انجام شد و داده 8نسخه ( طرفهOne way ANOVA مورد )

صورت  و اطلاعات بهدار در نظر قرار گرفته شد  از نظر آماري معنی >05/0pبررسی قرار گرفت و 

(mean±standard.deviation) SD دست آمده  از  هاي آستانه بهدر این تحقيق اختلاف سيكلچنين  نمایش داده شد. هم

هاي تيمار نشده  هاي کنترل )سلول هاي تيمار شده با نانوذرات نقره و دارو بواسيزومب( و نمونه هاي مورد آزمایش )سلول نمونه

ژن مرجع ‌نسبت ژن هدف به ΔΔCt محاسبه و بااستفاده از فرمول Real-Time PCRبا ترکيب فوق( در واکنش 

(GAPDH)  2از طریق
-ΔΔct .محاسبه شد 

 

 نتایج

 ها با نانوذرات نقره تيمار سلول

ها با نانوذرات نقره نشان داد که با افزایش غلظت و زمان نانوذرات نقره ميزان بقاي سلول کاهش یافته و در  نتایج تيمار سلول

 1000و  500، 250، 125، 5/62هاي  با غلظت A2780هاي است. تيمار سلولدوز و زمان  واقع سميت سلولی وابسته به

، 67/69±79/0، 68/82±05/1ميزان  ترتيب به ساعت ميزان بقاي سلول به 24ليتر در مدت زمان  ميكروگرم بر ميلی

بقاي سلول  ترتيب ميزان ها به ساعت در همان غلظت 48بود. در مدت زمان  41/57±76/0و  81/0±79/62، 92/0±55/66

ساعت ميزان  72چنين در مدت زمان  شد. هم 13/38 ±24/1و  05/1±80/38، 88/0±34/40، 98/0±32/42، 82/0±18/74

طور که  همانبود.  37/31±93/0و  37/35±97/0، 65/37±98/0، 13/40±84/0، 03/63±27/1ميزان  ترتيب به بقاي سلول به

با  A2780هاي  شكل هستند. در تيمار سلول هاي کنترل ظاهري طبيعی داشته و دوکی شود، سلول مشاهده می 2در شكل 

ساعت تقریبا  72و  48ليتر در مدت زمان  ميكروگرم در ميلی 125ساعت،  24ليتر در مدت زمان  ميكروگرم در ميلی 1000

 (. 4و  3، 2ند )جداول ا ها دچار مرگ سلولی شده نيمی از سلول

 

 
ساعت. سلول هاي کنترل در  72و  48، 24مدت زمان در  A2780بر روي رده سلولی  ميكروگرم در ميلی ليتر 5/62-1000 در غلظت هاي نانوذرات نقرهاثر  :2شكل 

نشان دهنده تغيير شكل ظاهري سلول ها پس از تيمار با نانوذرات  اثر تيمار با نانوذرات نقره از حالت دوکی شكل خارج شده و شكل سلولی به هم ریخته است. فلش ها

 100000.×نمایی  بزرگ نقره هستند.

 ساعت. 24بواسيزومب در مدت زمان -نتایج سميت سلولی نانوذرات نقره، بواسيزومب و نانوذرات نقره: 2جدول 
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ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت نانوذرات نقره و 

 بواسيزومب )ميكروگرم در

 ليتر( ميلی

ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت بواسيزومب 

 ليتر( )ميكروگرم در ميلی

ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت نانوذرات نقره 

 ليتر( )ميكروگرم در ميلی

56/1± 56/79  25/31 + 1000 46/0± 97/77  1000 05/1±68/82،  5/62  

6/2± 96/77  5/62 +2000 33/0±20/70  2000 79/0±67/69  125 

6/1±2/67  125+3000 3/0±10/64  3000 92/0± 55/66  250 

- - - - 81/0±79/62  500 

- - - - 76/0±41/57  1000 

 

 .ساعت 48بواسيزومب در مدت زمان -نتایج سميت سلولی نانوذرات نقره، بواسيزومب و نانوذرات نقره :3جدول 
ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت نانوذرات نقره و 

)ميكروگرم در بواسيزومب 

 ليتر( ميلی

ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت بواسيزومب 

 ليتر( )ميكروگرم در ميلی

ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت نانوذرات نقره 

 ليتر( )ميكروگرم در ميلی

4/2± 22/74  25/31 + 1000 2/1 ±23/76  1000 82/0± 18/74  5/62  

6/1 ± 55/62  5/62 +2000 8/1±44/69  2000 98/0± 32/42  125 

3/1± 68/35  125+3000 3/2 ± 72/60  3000 88/0±34/40  250 

- - - - 05/1±80/38  500 

- - - - 24/1± 13/38  1000 

 

 ساعت. 72بواسيزومب در مدت زمان -نتایج سميت سلولی نانوذرات نقره، بواسيزومب و نانوذرات نقره :4جدول 

ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

و غلظت نانوذرات نقره 

بواسيزومب )ميكروگرم در 

 ليتر( ميلی

ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت بواسيزومب 

 ليتر( )ميكروگرم در ميلی

ميزان بقاي سلولی 

 )درصد(

غلظت نانوذرات نقره 

 ليتر( )ميكروگرم در ميلی

74/1±70/68  25/31 + 1000 83/0 ± 08/61  1000 27/1±03/63  5/62  

3/1 ± 33/59  5/62 +2000 3/2±42/40  2000 84/0± 13/40  125 

2/2±13/31  125+3000 98/0±90/35  3000 98/0± 65/37  250 

- - - - 97/0 ± 37/35  500 

- - - - 93/0± 37/31  1000 

 

 ها با بواسيزومب تيمار سلول

ليتر بواسيزومب نشان داد که ميزان سميت  ميكروگرم در ميلی 3000و  2000، 1000هاي  با غلظت A2780تيمار سلول 

که ميزان بقاي سلولی در  طوري دارتر بودند به ساعت معنی 24ساعت نسبت به  72و  48سلولی بواسيزومب در مدت زمان 

و  20/70±33/0، 46/97±77/0ترتيب  يتر بهل ميكروگرم در ميلی 3000و  2000، 1000هاي  ساعت در غلظت 24مدت زمان 

، 08/61±83/0ساعت  72و در مدت زمان  72/60±3/2و  44/69±8/1، 23/76±2/1ساعت  48و در مدت زمان  3/0±10/64

ي نمونه کنترل ها سلولشود،  یمکه در تصاویر مشاهده  طور همان(. 4و  3، 2جداول بود ) 90/35±98/0و  3/2±42/40

ليتر از  ميكروگرم در ميلی 1000با غلظت A2780 ي ها سلولشكل هستند. در تيمار   یدوکظاهري طبيعی داشته و 

در  ها سلولی نداشته ولی کاهش در تعداد توجه  قابلتغيير  ها سلولساعت ظاهر  72و  48، 24هاي  بواسيزومب در زمان

ليتر بواسيزومب، در  ميكروگرم در ميلی 3000با غلظت  ها سلول(. در تيمار 3شكل شود ) یممقایسه با نمونه کنترل مشاهده 
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ها دچار  ساعت تقریبا نيمی از سلول 72ليتر در مدت زمان  ميكروگرم در ميلی 2000چنين غلظت  و هم ساعت 48مدت زمان 

 (.  4و  3، 2جداول اند ) مرگ سلولی شده

 

 
 ساعت 2و  48، 24در مدت زمان  A2780ليتر برروي رده سلولی  ميكروگرم در ميلی 1000-3000هاي  : اثر داروي بوسيزومب در غلظت3شكل 

 

 ها با نانوذرات نقره و بواسيزومب  تيمار سلول

و  2000، 1000 ليتر از نانوذرات نقره و ميكروگرم در ميلی 125و  5/62، 25/31هاي  با غلظت A2780هاي  تيمار سلول

ترین ميزان اثربخشی در  ساعت نشان داد که بيش 72و  48، 24ليتر از بواسيزومب در مدت زمان  ميكروگرم در ميلی 3000

دار بوده است. ميزان بقاي  ساعت معنی 48مب در مدت زمان  که در مقایسه با بواسيزو طوري ساعت بوده به 48مدت زمان 

 96/77±6/2، 56/79±56/1ترتيب برابر است با  هاي ذکر شده نانوذرات نقره و بواسيزومب به در غلظت 24سلول در مدت زمان 

، 70/68±74/1ساعت  72و در مدت زمان  68/35±3/1و 55/62 ±6/1، 22/74±4/2ساعت  48و در مدت زمان  2/67±6/1و

 (. 4و  3، 2جداول است ) 13/31±2/2و 3/1±33/59

 

 رده سلولي نرمالبررسي اثرات سميت سلولي برروي 

ليتر از نانوذرات  ميكروگرم در ميلی 1000و  500، 250، 125، 5/62هاي  با غلظت HEK-293هاي نرمال  نتایج تيمار سلول

ليتر از دارو بواسيزومب نشان داد که داراي اثرات سميت سلولی  ميكروگرم در ميلی 3000و  2000، 1000هاي نقره و غلظت

 (.5باشد )جدول رمال میتري عليه رده سلولی ن کم

 .. ميزان اثرات هم افزایی سميت سلولی نانوذرات نقره و بواسيزومب بر روي رده سلولی نرمال5جدول 

بواسيزومب )ميكروگرم در -غلظت نانوذرات نقره ميزان بقاي سلولی )درصد(
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 ميلی ليتر(

26/89  ± 26/1  25/31 + 1000 

11/86  ± 62/1  5/62 +2000 

62/81  ± 82/0  125+3000 

 

  Bcl2و  3هاي کاسپاز  آناليز بيان ژن

نانوذرات نقره و  IC50تيمار شده با غلظت  A2780هاي  در سلول Bcl-2و  3کاسپاز هاي در این مطالعه، پروفایل بيان ژن

هاي، از آناليز منحنی ذوب  منظور بررسی صحت تكثير ژن ساعت ارزیابی شد. به 72و  48، 24بواسيزومب در مدت زمان 

(. بيان ژن 4اند )شكل  طور صحيح تكثير یافته به Bcl2و   GAPDH ،caspase 3هاي  استفاده شد. نتایج نشان داد که ژن

و  48هاي  تيمارشده با نانوذره نقره و بواسيزومب در زمان A2780در رده سلولی  GAPDHنسبت به ژن مرجع  3کاسپاز 

تيمار  A2780در رده سلولی  GAPDHبه ژن مرجع  Bcl-2(. نسبت بيان ژن 5داري داشت )شكل  ساعت افزایش معنی 72

 (. 6( )شكل >05/0pي داشت )دار ساعت کاهش معنی 72و  48هاي  شده با ترکيب نانوذرات نقره و بواسيزومب در زمان

 

 
 . C:  caspase 3و  GAPDH،  B :Bcl2: ژن Aهاي مورد مطالعه.  آناليز منحنی ذوب ژن :4شكل 
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تيمار شده با نانوذرات نقره و  A2780هاي  ( ساعت در سلولC) 72( و B) 48(، A) 24در مقایسه با کنترل در مدت زمان  3کاسپاز تغيير بيان ژن : 5شكل 

نسبت به  3کاسپاز دار ژن  ميكروگرم بواسيزومب افزایش بيان معنی 3000ميكروگرم نانوذرات نقره و  125شود در غلظت  طور که مشاهده می بواسيزومب. همان

 شود.  هاي دیگر مشاهده می غلظت
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نسبت به گروه کنترل در  Bcl2( ساعت. ميزان کاهش بيان ژن C) 72( و B) 48(، A) 24نسبت به گروه کنترل در مدت زمان  Bcl-2بررسی بيان ژن  : 6شكل 

 دار بوده است.  ليتر بواسيزومب معنی ميكروگرم در ميلی 3000ليتر نانوذرات نقره و  ميكروگرم در ميلی 125غلظت 



 و همکاران امیر میرزایی                                                                      و... یی سمیت سلولی داروی بواسیزومباافز بررسی اثرات هم

 

 82 1400تابستان ، 2، شماره 12پژوهشی(، جلد   -مجله سلول و بافت )علمی
 

 يسبررسي ميزان آپوپتوز

ها  بواسيزومب، این سلول-تيمار شده شده با نانوذرات نقره A2780هاي  القا شده در سلول یسپوپتوزمنظور تعيين ميزان آ به

، یسآميزي شده و توسط دستگاه فلوسایتومتري مطالعه شدند. در طی فاز اوليه آپوپتوز رنگ FITC Annexin V/PIبا 

شده و توسط زمان  Annexin Vشود و رنگ  گ میرن PIهسته سلول در   خارج از غشا سلولی منتقل به فسفاتيدیل سرین به

( ميزان Q3نشان نشان داده شده است. مربع سمت چپ پایين ) 7شود. نتایج فلوسایتومتري در شكل ‌نكروز متصل می

اوليه و  یس( ميزان آپوپتوزQ2تاخيري، مربع سمت راست بالا ) یس( ميزان آپوپتوزQ1هاي زنده، مربع سمت چپ بالا ) سلول

 90/28اوليه  یسشود ميزان آپوپتوز طور که ملاحظه می باشد. همان سلولی می یس( ميزان نكروزQ4مربع سمت راست پایين )

 (. 7باشد )شكل میدرصد  82/0تاخيري  یسو آپوپتوز درصد

 

 
-: سلول تيمار شده با نانوذرات نقرهb: سلول کنترل )تيمار نشده(، aبواسيزومب. -تيمار شده با نانوذرات نقره  A2780هاي  در سلول یسميزان القاي آپوپتوز :7شكل 

 باشد.  ( میدرصد 82/0تاخيري ) یسدرصد( و آپوپتوز 90/28سلولی اوليه ) یسشود ميزان آپوپتوز طور که مشاهده می بواسيزومب. همان

 

 بحث

حداقل رسانده  هاي رایج را به شكلات اصلی درمانکه م طوري  ي در درمان سرطان داشته، بهاخيرا نانوپزشكی پيشرفت چشمگير

اثبات رسيده است و استفاده از ترکيب انواع نانوذرات با  (. خواص ضدسرطانی نانوذرات از چندین سال پيش به21است )

شرفته عنوان یک استراتژي درمانی پي افزایش دهد و بهافزایی، اثرات درمانی را  داروهاي ضدسرطانی مختلف توانسته از طریق هم

افزایی سميت سلولی عليه رده  (. در این مطالعه از نانوذرات نقره و دارو بواسيزومب جهت بررسی اثرات هم22مطرح شود )

هاي طبيعی اطراف ها و بافتکه سلول بدون آن یسسلولی سرطان تخمدان استفاده شد. نانوذرات نقره با تاثير برالقاي آپوپتوز

دهد تا  دارو اجازه می  هاي سرطانی را از بين برده و هم چنين در ترکيب با داروهاي ضدسرطانی به دچار صدمه شوند، سلول

هایی انجام دهد و سبب تحریک اثرات سميت کنش که از بدن حذف شود، در تومور تجمع یافته، درون سلول برهم بدون این

 (. 23شود ) ل از عوامل بالقوه ضدتوموري محسوب میهمين دلي سلولی شود و به

هاي بالا از  همراه بواسيزومب با غلطت نشان داده شد که نانوذرات نقره به MTTسنجی  در این مطالعه بااستفاده از روش رنگ

داراي اثرات کشندگی ليتر(  ميكروگرم بر ميلی 25/6هاي پایين از نانوذره نقره )ليتر( و غلظت ميكروگرم بر ميلی 2000دارو )

طورکه نتایج نشان داد که نانوذرات نقره داراي سميت سلولی  باشند. همان می A2780هاي سرطانی غلظت در سلول  وابسته به
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که با افزایش زمان و غلظت ميزان سميت سلولی نانوذرات نقره افزایش یافته است که در  طوري زمان و دوز بودند، به وابسته به

اثرات سميت سلولی نانوذرات نقره را عليه رده  (24) شاره شده است. آیروملو و همكاراناین موضوع ا طالعات بهبسياري از م

سلولی سرطان ریه مورد مطالعه قراردادند. نتایج این مطالعه نشان داد که با افزایش غلظت نانوذره ميزان سميت سلولی افزایش 

ات سميت سلولی نانوذرات نقره را عليه رده سلولی سرطان کولون مورد مطالعه اثر( 25) و همكاران Dehghanizadeیابد. می

که با افزایش غلظت ميزان  طوري دوز نشان داد به قرار دادند. نتایج این مطالعه وابستگی سميت سلولی نانوذرات نقره را به

نقره سنتز شده را عليه رده سلولی سرطان اثرات سميت سلولی نانوذرات ( 26) و همكاران Fardیابد. سميت سلولی افزایش می

یابد و  ریه مورد مطالعه قرار دادند. نتایج این مطالعه نشان داد که با افزایش غلظت نانوذره ميزان سميت سلولی افزایش می

-ویژگی رات بههاي سميت سلولی نانوذرا افزایش دهند. مكانيسم 3کاسپاز هاي آپوپتوزي مانند  توانند بيان ژن نانوذرات نقره می

هاي  هاي مختلفی مانند غلظت، دما، نوع محيط کشت مورد استفاده و اندازه نانوذره وابسته است. نانوذرات نقره با پروتئين

ها و اسيدهاي ‌تخریب پروتئين  هاي سمی اکسيژن شده و منجر به کنش انجام داده و باعث توليد رادیكال غشاي سلولی برهم

 (.    27شود )سلولی می نوکلئيک و در نهایت مرگ

مطالعات بسياري جهت بررسی اثرات سيتوتوکسيسيتی نانوذرات نقره در ترکيب با داروهاي مختلف ضدسرطانی بر روي 

شده است که موازي با نتایج ما در این تحقيق  یسایجاد آپوپتوز  انجام رسيده و منجر به هاي سرطانی گوناگون بههاي سلول رده

هاي سرطانی دهانه رحم بررسی نمودند در سلول یساثرات نانوذرات نقره را برروند آپوپتوز (28)و همكاران  Jeyarajباشد. می

شوند. کاسپاز می صورت وابسته به هاي مذکور بهالقاي مرگ سلولی در سلول و نتایج این گروه نشان داد که این نانوذرات منجر به

مرگ سلولی  چنين دراین مطالعه جهت بررسی مسير مولكولی وابسته به باشد. هم سو می ها با نتایج تحقيق حاضر هماین یافته

در  Baxمورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که بيان ژن پروآپوپتوزي  Bcl-2و  Baxهاي آپوپتوزي  تغييرات بيان ژن

و همكاران   2017Caleکاهش یافت. در سال  Bcl-2ژن آنتی آپوپتوزي  که بيان هاي تيمار شده افزایش یافت، درحالیسلول

دادند. نتایج حاصل از  مورد بررسی قرار A2780در رده سلولی سرطان تخمدان  یستاثير نانوذرات نقره را بر القاي آپوپتوز

ها  پذیري سلول کاهش زیست غلظت منجر به صورت وابسته به توانند به بررسی سميت سلولی نشان داد که نانوذرات نقره می

 (. 29شوند )

-را در سلول یسو مكانيسم اثرشان در آپوپتوزنانوذرات نقره تاثيرات سيتوتوکسيسيتی  (30) و همكاران Choi 2016در سال 

تيمار شده با نانوذرات  A2780هايها دریافتند ميزان بقاي سلول بررسی کردند. آن( A2780هاي سرطان تخمدان انسانی )

کنش نانوذرات نقره با غشا سلولی موجب ایجاد تغييرات در مسيرهاي متابوليسمی،   چنين، ميان نقره کاهش پيدا کرد. هم

و   Bcl-xlو آنتی آپوپتوزي p53  ،Bax ،3هاي پروآپوپتوزي کاسپاز ها بيان ژن شود. آنآپوپتوزي و استرس اکسيداتيو می

Bcl-2 هاي پروآپوپتوزي  ها با نانوذرات نقره بيان ژن، بعد از تيمار سلولرا بررسی کردند. طبق مشاهدات حاصلBax  وp53 

کاهش بيان  Bcl-xlو  Bcl-2هاي آنتی آپوپتوزي  علاوه ژن تغييري نكرده و به 3ژن کاسپاز  که بيان افزایش یافته، درحالی

 اند. داشته

Zhang زمان هردو  تنهایی و سپس استفاده هم اثرات سميت سلولی نانوذرات نقره و سالينومایسين را به ،(31) و همكاران

گونه بيان کردند  مورد بررسی قرار دادند و نتایج حاصل را این MTT( را با روش A2780برروي رده سلولی سرطان تخمدان )

که ترکيب کنند، درصورتی هاي سرطانی را دچار مرگ میدرصد سلول 25تنهایی  که نانوذرات نقره و سالينومایسين هریک به

داري سبب کاهش  صورت معنی ساعت به 24ليتر پس از گذشت  ميكروگرم بر ميلی 3و  4هاي  ترتيب در غلظت این دو ماده به

، اثرات سيتوتوکسيک ترکيب بواسيزومب و (32و همكاران ) Abd-Rabou چنين شود. همهاي سرطانی میبقا سلول
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( توسط روش DOX( تيمار شده با دوکسوروبين )Huh-7و  HepG2هاي سرطانی کبد ) را بر سلول CCR2رکننده مها

MTT هاي هاي حاصل از این پژوهش سلولبررسی کردند. طبق یافتهHuh-7, HepG2/DOX تنهایی  که با بواسيزومب به

 Huh-7هاي که سيتوتوکسيسيتی در سلول درصورتیهاي سرطانی شدند درصد باعث مرگ سلول 40تيمار شدند، حدود 

HepG2/DOX  درصد افزایش یافت.  60تيمار شده با بواسيزومب و نانوذره تا حدود 

رود،  شمار می ترین عوامل در حوزه مطالعات سرطان به‌ریزي شده سلولی یكی از مهمیا مرگ برنامه یسکه آپوپتوز جایی از آن

سازي فرایندهاي پروآپوپتوزي اندامک ميتوکندري در سلول باشد که با آزادسازي ل فعالتواند شاممسير مرگ سلولی می

سزایی دارند  کاسپازها نقش به و Bcl-2هاي خانواده چنين نانوذرات نقره در بيان ژن (. هم33شود )از آن آغاز می Cسيتوکروم 

 Bcl-2هاي آپوپتوزي  ات نقره و بواسيزومب ميزان بيان ژنبا نانوذر A2780هاي   دنبال تيمار سلول (. در مطالعه حاضر به34)

گيري بيان ژن  طور چشم ها بهبررسی شد. نتایج نشان داد بعد از تيمار سلول Real Time PCRتوسط روش  3کاسپاز و 

ها کاهش یافت. مطالعه صورت در این سلول Bcl-2که بيان ژن آنتی آپوپتوزي  افزایش داشته، درصورتی 3کاسپاز آپوپتوزي 

، تاثير ترکيب نانوذرات نقره با دارو جمسيتابين برروي رده سلولی سرطان تخمدان (35) و همكاران Yuanگرفته توسط 

را مورد مطالعه قرار دادند. نتایج  9کاسپاز و  3کاسپاز  ،Bcl-2 ،Bax ،Bakهاي آپوپتوزي  ( بر بيان ژنA2780تليالی ) اپی

 24ليتر از نانو ذره نقره و جمسيتابين پس از طی  ميكروگرم بر ميلی 50تيمار شده با غلظت  A2780هاي  سلولنشان داد که 

که بيان  کاهش یافته درصورتی Bcl-2چنين در این مطالعه، بيان ژن  ها دچار مرگ شده است. هم درصد از سلول 50ساعت 

ها موازي با نتایج حاصل از پژوهش حاضر ایش داشته است. این یافتهافز 9کاسپاز و  3کاسپاز ، Bak  ،Baxهاي آپوپتوزي  ژن

گذشت  هاي مختلف نانوذرات نقره، باتوجه به  تيمار شده در غلظت A2780هاي  باشد که پس از سنجش بقا سلول می

در مقایسه با  3کاسپاز و افزایش بيان ژن آپوپتوزي  Bcl-2ساعت، شاهد بيان ژن آنتی آپوپتوزي  72و  48، 24هاي  زمان

زایی در حوزه درمان هاي دخيل در رگچنين ژن هاي آپوپتوزي و همطورکلی، اهميت بررسی بيان ژن کنترل مشاهده شد. به

تر در زمينه هاي گستردهبررسی شوند، امري ضروري است و بنابراین نياز بههایی که در مرحله پيشرفته شناسایی می سرطان

 باشد. می هاپروفایل بيانی این ژن

  

 گیرینتیجه

هاي افزایی سميت سلولی نانوذرات نقره با دارو بواسيزومب در سلولدست آمده از این مطالعه نشان دهنده اثرات هم نتایج به

هاي  افزایی در افزایش بيان ژن صورت هم چنين، استفاده از نانوذرات نقره و دارو بواسيزومب به باشد. همسرطانی تخمدان می

 هاي حيوانی جهت تایيد این موضوع امري ضروري است.  تواند موثر باشد. بنابراین، مطالعات بالينی برروي مدلآپوپتوزي می

 
 تشكر و قدرداني 

انجام رسيده است. بدین وسيله  باشد که در دانشگاه آزاد اسلامی بهاین مقاله حاصل پایان نامه دانشجویی کارشناسی ارشد می

 از معاونت محترم پژوهشی و مسئول آزمایشگاه ژنتيک کمال تشكر و قدردانی را داریم. 
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Abstract 

Aim: The aim of the present study was to investigate the synergistic cytotoxicity effects of silver 

nanoparticles and bevacizumab against ovarian cancer cell line (A2780) and to analyze the expression 

of caspase 3 and Bcl-2 apoptotic genes.  

Material and Methods: The cytotoxicity of silver nanoparticles and bevacizumab at different 

concentrations including 62.5 to 1000 μg/ml and 1000 to 3000 μg/ml, respectively was investigated 

against A2780 cell line by MTT colorimetric method. Moreover, the expression of caspase 3 and Bcl2 

apoptotic genes were studied using Real-Time PCR.  

Results: The results of this study showed that the silver nanoparticles and bevacizumab had dose-

dependent toxicity and there were more significant cytotoxic effects than the single drug (p <0.05). 

Also, the IC50 values of silver nanoparticles and bevacizumab were 12.72±0.56 and 22.72±1.21 

μg/ml, respectively. Also, the silver nanoparticles and bevacizumab changed the expression of caspase 

3 and Bcl2 genes, respectively, which was significant compared to the housekeeping gene (p <0.05). 

Conclusion: The results of this study showed that the silver nanoparticles-bevacizumab has a 

synergistic effect. However, more studies are needed to use this compound as a drug candidate. 
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