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 چکیده

 .بود 4T1در رده سلولی سرطان پستان  (NRG-SLNs) هدف اصلی این مطالعه توسعه و توصیف نانوذرات لیپیدی جامد  :هدف

سمیت  .سازی با سرعت بالا تهیه شدند سازی با ذوب داغ و روش همگنبا امولسیون  NRG نانوذرات لیپیدی جامد حاوی ها: مواد و روش

این، القای  بر  علاوه .ارزیابی شد MTT با استفاده از روش  4T1هایگیری میزان زنده ماندن سلول ها با اندازه NRG-SLN سلولی

 و هیزجت دروم تلاب نرتسو شور زا هدافتسا اب NRG-Snls طسوت سیزوتپوپآ دض یاه‮و سرکوب پروتئین یسآپوپتوز  های پیش پروتئین

 ‮‮.تفرگ رارق لیلحت

 .بودند درصد 17،73میلی ولت و بازده گیرافتادن -21نانومتر، پتانسیل زتا  84های تهیه شده دارای اندازه متوسط NRG-SLN نتایج: 

 .بود میکرومولار 2ساعت انکوباسیون  48در  میکرومولار و 20ساعت  24در   NRG-SLNsتیمار شده با  4T1 هایسلول IC50 مقادیر

 .دنهد شیازفا لرتنک هورگ اب هسیاقم رد ار Bax/BCL2 تبسن دنناوت‮ها می NRG-SLN تجزیه و تحلیل وسترن بلات نشان داد که

 ‮‮ .تفای شیازفا رامیت هورگ رد c مورکوتیس و  Bax ،p-ASK1نیئتورپ حطس نینچ مه

را داشته 4T1  های سرطانی سینهدر سلولیس آپوپتوز یها ممکن است پتانسیل مهار رشد و القا NRG-SLNدر نتیجه، گیری: نتیجه

 .باشند

 یسآپوپتوز،  4T1 یسلول، رده SLN، نارینگین، فلاونوئید کلیدی:گان ژوا
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 مقدمه

و باروشی مشابه  خاص های شیوه که هرکدام به تاکنون شناخته شده آننوع متفاوت از  200ای است که بیش از سرطان عارضه

نوع تومور وجود  دو شود.تشکیل تومور می در نهایت منجر به ، کهیعنی با تغییر در ساختار طبیعی یك سلول شدشروع می

توانند  می که هستند ییها تومورهای بدخیم همان سرطان ولی خیم سرطان نیستند خیم و بدخیم. تومورهای خوش دارد: خوش

درعین حال گسترش یافته و به نقاط شده و های سالم آن منطقه  و مانع فعالیت سلول کردهحمله  های مجاور بدن به قسمت

بعد از سرطان  .(1)شوند متاستاز  و موجبهای غیرطبیعی را ایجاد  در مکانی دور از محل اولیه تجمعاتی از سلول ،دیگر بدن

 (2) استسینه  سرطان ،خصوص در زنانبه حاضر عصر داده شده صیسرطان تشخنوع کشنده ترین مهمو  نیتر عیشا ،پوست

 کنندهتولید هایلوبول یا شیری مجاری پوششی هایسلول ازقبیل پستان، بافت هایسلول نامنظم رشد و تکثیر از ناشی که

  . (3) دش می مربوط دیگر هایبافت به اندکی شمار و باشدمی شیر

 از آن، گیردمورد استفاده قرار میغیره  ازجمله جراحی و شیمی درمانی و های زیادیبرای مقابله و درمان سرطان امروزه روش

هدف قرار  رسد بانظر می به، باشددرمانی میهای طبیعی از مشکلات اساسی شیمیکه مقاومت دارویی و آسیب سلول ییجا

را  عوارض جانبیدرمان بدون شود، بتوان می یسیند آپوپتوزآهای دخیل در فرآنزیمفعال شدن موجب که  ترکیباتی دادن

 .(4) باعث شد

 های مرگ در غشای سلولی ومسیر بیرونی گیرنده وسیله بهکه  باشدمییك فرآیند کنترل شده سیگنالینگ سلولی  یسآپوپتوز

هر دو مسیر بوده که اعضای اصلی فرآیندهای آپوپتوزی از شود. کاسپازها یا مسیر درونی وابسته به میتوکندری هدایت می

ارند، و شامل چندین نقش مهمی در تنظیم مسیر درونی د Bcl-2خانواده های پروتئین .(5)شود فعال شدن آن می موجب

سیتوزول  به Cنفوذپذیری غشای میتوکندری و انتشار سیتوکروم  منجر بهباشد که می Baxو  Bakپروتئین پروآپوپتوزی مانند 

درنهایت باعث فعال و منجر به تشکیل کمپلکس آپوپتوزوم،  (Apaf-1) 1 شود که با فاکتور فعال کننده پروتئازی آپوپتوزمی

آنتی  پروتئین و (Bax)تعادل نسبی پروتئین پروآپوپتوزی  .(6) کنندرا اجرا می یسشود که آپوپتوز می 7، 3، 9سازی کاسپاز 

        های اساسی یکی از ویژگی یسشود. اختلال در تنظیم آپوپتوزباعث حفظ هموستاز سلولی می (Bcl-2)آپوپتوزی 

 .(7) دهدهای جدید در زمینه درمان سرطان و طراحی دارو ارائه میشناسی سرطان است و بینشزیست

بر اثرات  هستند که علاوهترکیبات فعال زیستی درگیاهان  چنین منبعی از های ثانویه و همگروه مهمی ازمتابولیت ،یدهائفلاوونو

ترین . یکی از فراوان(8) باشندمی اکسیدانتی، ضدالتهابی، ضدفشار خون و ضدآلرژی دارای خاصیت ضدسرطانی آنتی

-α-( 1،2)-رامنوگلوکوزید-β-L-7-تری هیدروکسی فلاونون-5،7، ' 4نگین )یبیوفلاوونوئیدها در گریپ فروت، فلاونوئید نار

D- لاونوئید ترین فکه فراوان باشدساکارید نیوهسپریدوس میگلوکوپیرانوزید( است که در ساختار خود دارای فلاوون و دی

همچنین یکی از اجزای اصلی  .(9) باشدموجود در مرکبات است و مصرف آن غیرسمی، غیرآلرژیك و فاقد عوارض جانبی می

نگین در فرایند جذب ازطریق دستگاه گوارش یبه نارهای قندی متصل گروه .رودفعال در داروهای طب چینی به شمار می

 .(10) دشآن توسط غشاهای بیولوژیکی می فعالاختلال ایجاد کرده و مانع انتشار 

باشد. بدین های دارویی جدید یکی از مشکلات اساسی می لکولحلالیت کم برخی از داروها در آب وکم بودن قابلیت زیستی مو

رسد.  امروزه نانوذرات لیپید جامد  نظر می های دارورسانی که به این مشکلات فایق آید ضروری بهمنظور، نیاز به توسعه سیستم

(SLN )های آن در مقایسه با سایر تهای حامل برای کاربردهای زیادی مورد مطالعه قرارگرفته است. از مزی عنوان سیستم به

آن، اشاره کرد.  توان به کنترل آزادسازی دارو و افزایش در پایداری شیمیایی داروهای وارد شده بههای کلوییدی می سیستم

کرد و تنوع در اشکال دارویی  راحتی تولید گشته و موجب افزایش عمل در مقیاس بالا به های ایمنی بوده، براین حامل علاوه

سطوح  ها شده، انحلال را تسریع کرده و سرعت رسیدن بهآن تر  ند. فرمولاسیون دقیق این ذرات منجر به پایداری بیششد می

در همین  .(11)شود ها میبخشی به اثردرمان و بهبود قابلیت زیستی آندهد، در نتیجه موجب سرعتبیولوژیك را افزایش می

پ چنین منبعی از ترکیب فعال زیستی درگری ثانویه و هم عنوان متابولیت نگین بهیبا توجه به نقش نارراستا در مطالعه حاضر، 

پروتئین شوک شایان ذکر است که  .شدبررسی  4T1ای بر پایه آن سنتز کرده و اثرات آن بر روی رده سلولی فروت، نانوذره

عنوان یك راه بالقوه برای  کند. بنابراین مهار آن بهو آنکوژنیك را ایفا می یسآپوپتوزهای آنتینقش p-AKTو  Bcl-2حرارتی 

 .رودکار می هدرمان سرطان ب
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 ها اد و روشمو

 سرم ،phenol redبدون   DMEM،RPMI 1640های کشت محیطمواد مورد استفاده جهت کشت سلول: مواد شیمیایی: 

 سـرطان  سـلولی  ردهاز شرکت سیگما آلدریچ و  (Pen/Strep) استرپتومایسین-سیلین پنی بیوتیكآنتی ( وFBS) گاوی جنین

صورت آماده و سـایر  ترکیب نارینگین به چنین . همدش خریداری ایران بخش بانك سلولی پاستور انستیتو از( 4T1سینه موش )

 د.ش تهیه کمپانی مرک از (SLN) سنتز جهت استفاده مورد شیمیایی مواد

و  20ذره حاوی ترکیب مورد مطالعـه )نـارینگین( بـه پلوکسـامر، آب مقطـر، کـامپریتول، تـویین        برای آماده کردن نانو سنتز:

 هدوزفا رطقم  بآ رتیل‮میلی 20گرم پلوکسامر میلی 450باشد: در یك فالکون، به نارینگین نیازمندیم. روش کار بدین صورت می

 مرگیلیم 005 سپس ،مییامنیم میظنت دارگیتناس هجرد 08 یامد ات retaeH یور ار نآ و هداد رارق بآ زا رپ رشب لخاد رد و

 02 نییوت رتیلورکیم 001 ،مینکیم بوذ دارگیتناس هجرد 08 یامد رد و هداد رارق reaterH یور رشب نامه رد ار لوتیرپماک

 ار نوکلاف نورد رماسکولپ سپس ،مییامنیم هفاضا ار نیگنیران بیکرت مرگیلیم 05 تیاهنرد ،هدوزفا هدش بوذ لوتیرپماک هب ار

 ار هرط ـق هرط ـق  رماس ـکولپ یواح ـ نوکلاف ـ یاوتحم هقیقد 6-5 دعب  ،مییازفایم لوتیرپماک لولحم هب هرطق هرطق ناکچ هرطق اب

 ـ .دروخ ـیم ـ مه ـ رزیان ـژومه هاگتسد ردmpr(00721) رود اب هقیقد 61-51 دودح سپس .مینکیم هفاضا  ریثات ـ وراد یری ـگراب

 ‮    .(21) دراد (...و یبرچ تارییغت ،اتز لیسناتپ ،یاهرذ هزادنا عیزوت دننام) NLS یاهیگژیو رب ییازس هب

درصد  10حاوی  DMEMمربوط به سرطان سینه موش و از نوع چسبنده، در محیط کشت  4T1رده سلولی کشت سلولی: 

FBS  درصد  5کشت داده و با  استرپتومایسین -سیلینپنیبیوتیك درصد آنتی 1وCO2 گراد و درجه سانتی 37، دمای

کمك محلول  ها به، سلولدرصد از کف فلاسك جهت پاساژ سلولی 90تا  80درصد  انکوبه شدند. پس از پر شدن  95رطوبت 

رسوب  میکروتیوب منتقل شد. بعد از سانتریفیوژ مایع رویی دور ریخته و به از کف فلاسك برداشته شده و به EDTA-تریپسین

ها تا رسیدن به فاز رشدی مناسب کشت داده شد. سلول T25اضافه گشت و در فلاسك  FBSحاوی  DMEMمحیط کشت 

 .(13)پاساژ داده شدند 

 ابتدا ،4T1 سلولی یرده برروینانوذره سنتزی حاوی نارینگین  اثر بررسی منظور بهها با  نانوذره سنتزی:  تیمار سلول

 توسط هاسلول این سپس .رسیدنددرصد  90 حدود تراکم به که زمانی تا شدند داده کشت مناسب فلاسك در هاسلول

 .(14) گرفتند قرار شمارش موردبا استفاده از لام هموسیتومتر  بلو با رنگ تریپان و جدا فلاسك سطح از EDTA -تریپسین

درصد  1و  FBSدرصد  10حاوی  DMEM) کامل کشت محیط میکرولیتر 200 نهایی حجم در سلول 1×105 حدود تعداد

 .دش هبوکنادارگ‮سانتی درجه 37 دمای در ساعت 24 مدت به و شد ریخته خانه 96 پلیت چاهك هر در( Pen/Strepبیوتیك آنتی

 اب اهلولس هدش هیلخت كهاچ ره لخاد طیحم دعب زور .دنکیم مهارف ار اهنآ ریثکت و تیلپ هب اهلولس لاصتا تصرف ،نامز نیا

 1 یواح دیدج تشک طیحم رد نیگنیران یواح هرذونان زا (رلاومورکیم 05 و 52 ،5/21 ،52/6 ،21/3 ،65/1 ،0) یاهتظلغ

 .دش هتفرگ رظن رد هسیاقم تهج (دهاش) لرتنک هورگ ناونع هب زین رظن دروم رامیت نودب هورگ كی .دندش رامیت FBS دصرد

 ‮.دش یبایزرا MTT شجنس شور هب اهلولس ینامهدنز نازیم نآ زا سپ هدش هبوکنا تعاس 48 و24  تدم هب اهتیلپ سپس

 بـوده و  سـنجی رنـگ  نـوعی  آزمون این :IC50 تعیین و MTT سنجی رنگ آزمون از استفاده با سلولی سمیت بررسی

 هـا سـلول  بودن زنده تعیین برای توانمی روش ازاین .کندمی فراهم هزینه و زمان ترین کم در را نمونه زیاد تعداد بررسی امکان

 بـنفش  فورمـازان  هـای بلـور  به نآ تبدیل و رنگ زرد MTT تترازولیوم نمك شکستن برپایه و کرد استفاده ماده یك ثیرات تحت

 زنـده  هـای سـلول  میتوکنـدریایی  هایدهیدروژناز و NADPH و NADH کوفاکتور دخالت با سلولی یاحیا این د.باشمی رنگ

 توانـد می حاصل رنگی محلول جذب میزان و هستند DMSO در محلول شده تشکیل فورمازانی هایکریستال .گیردمی صورت
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، محـیط  نـانوذره سـنتزی حـاوی نـارینگین     ا باهساعت سلول 48و  24پس از تیمار  .(15) دگیر قرار بررسی مورد کمی طور هب

مدت  جایگزین شد و به MTTدرصد محلول  10حاوی  ،phenol redبدون  RPMI-1640کشت قبلی خارج و با محیط کشت 

آرامـی خـارج    ها بـه گراد انکوبه شد. پس از اتمام این زمان، محیط کشت رویی سلولسانتی درجه 37ساعت در دمای  4-40/2

 دستگاه روی دقیقه 15 مدت به را هاپلیت و های فورمازان اضافه شدجهت حل شدن کریستال DMSOمیکرولیتر  100شده و 

 چاهـك  هـر  (OD) نـوری  جـذب . پس از انحلال فورمازان، شوند حل کاملا فورمازان هایرسوب تا هداد قرار ینیپا دور با شیکر

در سـه   ذکـر اسـت کـه هـر غلظـت      خوانده شد. لازم بـه  نانومتر 570( در طول موج Biotek,USA)توسط دستگاه الایزا ریدر 

 . تکرار شدچاهك 

 دست آمد:درصد بقا توسط فرمول زیر به

درصد بقا =
 میانگین جذب گروه تیمار شده

 میانگین جذب گروه کنترل
× 100 

IC50  هـای کنتـرل   های تیمـار شـده در مقایسـه بـا سـلول     سلولدرصد  50گر غلظتی از ترکیب است که باعث مهار رشد بیان    

 .(15)های زنده محاسبه شد های مختلف تیمار و درصد سلولکارگیری غلظت شود، پس از رسم منحنی، با بهمی

-Bax ،Bcl-2 ،pهای منظور تشخیص و آنالیز بیان پروتئین بهها: مراحل انجام وسترن بلات برای بررسی بیان پروتئین

AKT ،p-ASK1  وCyt C طور  به .(16)بادی، از تکنیك وسترن بلات استفاده شد های سلولی، با استفاده از آنتی در نمونه

دقیقه با اعمال جریان با ولتاژ  45های ژل بارگذاری و الکتروفورز در مدت خلاصه: مقدار مشخصی از هر نمونه برروی چاهك

لیتر میلی 200گرم گلایسین، 25/11گرم تریس،  42/2ل در بافر انتقال )ولت انجام گرفت. پس از اتمام الکتروفورز، ژمیلی120

نیز در بافر انتقال قرار PVDF لیتر آب( جهت انجام ایمونوبلاتینگ قرار گرفت. سپس صفحه میلی 100متانول و حداکثر 

ال است که شامل اسفنج، محفظه حاوی بافر انتقدارای این سیستم  صورت پذیرفت. PVDFگرفت. انتقال پروتئین از ژل به 

گیرد. ترتیب قرارگیری در کاست  ، اسفنج و ژل در درون این کاست قرار میPVDFباشد.  ظرف یخ و کاست مخصوص نیز می

درنهایت  شود. ، کاغذ صافی و اسفنج است و اصطلاحا ساندویچ گفته میPVDFترتیب شامل اسفنج، کاغذ صافی، ژل و  به

 PVDFهای موجود در ژل به  منبع مولد جریان، متصل گشته و پروتئین مدت یك ساعت به ولت بهمیلی 100 دستگاه با ولتاژ

دقیقه در دمای اتاق با محلول  15مدت یك ساعت و  صفحه به ،PVDFها بر سطح  منتقل شد. پس از اتمام انتقال پروتئین

منظور  که به درصد شیر خشك بدون چربی 2، مقطر(  آب و 20،کلرید سدیم، توئین  HCL -تریس)TBST بلاکینگ )بافر 

پس از  شکل ملایمی تکان داده شد. رود، به کار می بادی اولیه بهپوشاندن صفحه برای جلوگیری از واکنش غیراختصاصی آنتی

 ,β-actin) sc-47778 (sc-7480,sc-492, sc-271966ترتیب  به  های اولیهصفحه با آنتی بادی ،پایان یافتن زمان بلاکینگ

sc-109911, sc-13156, ساعت انکوبه شد.  18تا  16مدت  ( مخلوط و رقیق شده و به1:10000نسبت ) محلول بلاکینگ به با

با  Anti Rabbit (ab2359)سپس صفحه با آنتی بادی ثانویه . انجام شد TBSTوشو با بافر  شست ،پس از اتمام مرحله قبل

در پایان این مرحله انکوبه و  دقیقه در دمای اتاق 15مدت یك ساعت و  اولیه بههای بادیبرای تمام آنتی (1:10000)غلظت 

 ECL کمولومینسس وشو شد. جهت آشکارسازی باند پروتئینی مورد نظر، از کیت شست  TBSTنیز صفحه سه بار با بافر

advanced reagents  شامل شیر بدون چربی و واکنشگرهایA و B  .نهایی مرحله قبل، آب  وشوی پس از شستاستفاده شد

و محلول کمولومینسانس با سمپلر روی نواحی باند مورد نظر ریخته در  دادهروی سلفون قرار  PVDFاضافی گرفته و صفحه 

 سلفون گذاشته شد و درون کاست فیلم قرار گرفت.

بنـدیم. پـس از    را برکاغذ دارای پوشش نایلونی گذاشته و در کاسـت را مـی   X-rayبرای مشاهده باند پروتئینی مورد نظر فیلم 

ثانیه قرار داده تا باندها ظاهر شـوند. سـپس در آب، فـیلم را     20 مدت خارج کردن فیلم از کاست آن را ابتدا در محلول ظهور به
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شود. سپس مجـددا فـیلم را بـا آب جـاری      ثانیه در محلول ثبوت تکان داده می 20مدت  ثانیه شسته و بعد از آن به 20مدت  به

 مورد آنالیز قرار گرفت. Image Jهای ظاهر شده بر روی فیلم توسط نرم افزار شسته و خشك شد. سپس لکه

 آنالیز آماری:

انحراف معیـار   ±استفاده شد. نتایج به صورت میانگین GraphPad Prism 8 و  SPSSها از بسته نرم افزاری برای تحلیل داده

(Mean±SEMارائه و اختلاف معنی )های آنالیز طرح آزمـایش تـك متغیـره    ها توسط آزموندار بودن بین گروه(ANOVA) ،

( p<0001/0مورد بررسی قرار گرفـت، اختلافـات در سـطح )    t-test( و آزمون MANOVAآنالیز طرح آزمایش چند متغیره )

 دار تلقی شدند.معنی

 

 نتایج 

 نارینگین  تایید سنتز نانوذره حاوی

 عنـوان قسـمت کـاربردی    چنـین بـه   رود. هـم کـار مـی   تست پتانسیل زتا برای اشاره به پتانسیل الکتریکی درتعلیق کلوییدی به

روش فیزیکی دیگر تست پراکنـدگی   باشد.می -25ی تست زتای نانوذره سنتز شده کند. نتیجه بارالکتریکی سطح غشا عمل می

     شـود. ایـن روش  هـا و سوسپانسـیون اسـتفاده مـی    برای تعیین توزیع ذرات موجود در محلـول ( است که DLSنور دینامیکی )

با  PDIذرات، پتانسیل زتا و  رود. اندازهکار می مخرب و سریع برای تعیین اندازه ذرات در محدوده چند نانومتر تا میکرون بهغیر

 50نـانومتر و در   100تـا   50اد که قطر نـانوذرات لیپیـد جامـد از    نتایج نشان د تعیین شد. Zetasizerاستفاده از دستگاه نانو 

 (.1باشد )شکل نانومتر است و این نتیجه نشان می دهد که سنتز نانوذرات صحیح می 1/54درصد از نانوذرات سنتز شده 

 

 Zetasizerبا استفاده از دستگاه نانو  PDIتعیین اندازه ذرات، پتانسیل زتا و  :1شکل 

 

 می شود سینه سرطان هایسلول تکثیر مهار باعث دوز به وابسته صورت بهنانوذره حاوی نارینگین  

. گرفـت  انجـام  MTT تسـت  از اسـتفاده  بـا  ، (4T1)پستان سرطان سلولی رده برروی نانوذره حاوی نارینگین سلولی سمیت اثر

 دارمعنـی  مهـار  باعـث  ،(2)شـکل   ساعت 48و 24  مدت به نانوذره حاوی نارینگین مختلف های غلظت با  4T1هایسلول تیمار

 طـور بـه  بقـا  درصـد  ،دوز تیمارهـا  غلظت افزایش با ترتیب این به. (p<0001/0) شد کنترل گروه با مقایسه در هاسلول مانیزنده
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مـولار  میکرو 2و  20 معادلترتیب  ساعت به 48و  24نانوذره حاوی نارینگین در   IC50 مقدار چنین هم. یافت کاهش دارییمعن

 صـورت  بـه  را  4T1هـای سلول رتکثی ،نانوذره حاوی نارینگین که داد نشان نتایج. شد محاسبه طبق فرمول درصد مهارکنندگی

و یـا تقریبـا کـروی     )دوکـی(  وجهـی  ظـاهری چنـد   ،در محیط کشت  4T1های سلولمورفولوژی  .نمایدمی مهار دوز  به وابسته

 .کنندرشد می بوده و سرعت تکثیر بالایی برخوردار و از تراکم سلولی هایی کهشکل کلونی داشته، به

  

  

 

نانوذره سنتزی  ترکیب مختلف هایغلظت باها سلولساعت  48 و 24تیمار. 4T1 هایسلول نانوذره سنتزی حاوی نارینگین علیه ضدتکثیری ترکیب فعالیت: 2شکل 

ها دارای حداقل یك حرف ستون. اند شده بیان معیار انحراف  ±میانگین صورت به هاداده. MTTسنجش از استفاده با هاسلول مانیزنده درصد مقابل در ،حاوی نارینگین

 دارند. کنترل گروه با دارمعنی تفاوت (p<0001/0)در سطح کمتر از بوده و   (ANOVA)مشترک با آزمون آنالیز طرح آزمایش تك متغیره 

 

  ذره حاوی نارینگین نانوهای تحت تیمار سلولها در بررسی بیان پروتئین

سـاعت، میـزان مهـار بیـان      24میکرومـولار( در   7نـارینگین )  حاوی ذره آپوپتوتیك نانو جهت بررسی اثرات آپوپتوتیك و آنتی

میـزان شـدت بانـدها     Image Jاستفاده از نـرم افـزار    . با(16)، باروش وسترن بلات انجام گرفت 4T1های ها در سلولپروتئین

      هـای تیمـار نشـده   نارینگین در مقایسه بـا سـلول   حاوی نانوذره درBcl2 نتایج نشان داد که میزان بیان پروتئین  .محاسبه شد

 (. 3درصد کاهش داشت )شکل  50)کنترل( 

 

  
تیمار شده با نانوذره  4T1 هایباروش وسترن بلات، در سلول B-Actinنسبت به  Cyt Cو  Bax ،Bcl-2 ،p-AKT ،p-ASK1های بیان پروتئینمیزان  :3 شکل

را  B-Actinها نسبت ( نمودار کمی بیان پروتئینbباشد. نارینگین می حاوی نانوذره  SLN+NRGگروه کنترل وCr ( عکس ژل وسترن بلات، a نگین.یحاوی نار

 دهد.نشان می
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 بحث

اکسـیدانتی، اثـرات   هـای متفـاوتی ازجملـه خاصـیت  آنتـی     باشند که در زمینـه های ثانویه گیاهان میفلاونوئیدها جز متابولیت

 ،17)سرطانی کـاربرد دارنـد   تر طبق تحقیقات انجام شده اثرات ضدهای نوری، جاذب بینایی و از همه مهمضدمیکروبی، گیرنده

تنها با مراحل اولیه فرایند سـرطان، بلکـه بـا پیشـرفت سـرطان نیـز در ارتبـاط اسـت و          . اثرات فلاونوئیدها علیه سرطان نه(18

. (19 ،17)انـد  نشـان داده  in vivo و in vitro هـای مختلـف سـرطانی در شـرایط    برابـر مـدل  تاثیرات ضدسرطانی قوی را در 

ترین گروه از ترکیبات گیاهی هستند که تقریبا در تمام قسمت های گیاهان دیده می شـوند   ترین و گسترده فلاونوئیدها متداول

گالات، کوئرستین، جنیستئین، آپیژنین، نارینگین، سلیبینین و کامفرول برای مقابله با انواع -3-ترکیباتی چون اپی گالوکاتچین

هـا کـافی نیسـت.    دلیل حلالیت کم، جذب و متابولیسم سـریع پتانسـیل ضدسـرطانی آن    کاربرد دارد ولی متاسفانه، به سرطان

توانند بهبود ببخشند. نتایج این تحقیق حاکی از آن هسـت کـه   ها )کپسوله شدن( میفلاونوئیدها را، نانو حامل فراهمی زیستی

شود جذب و متابولیسـم  ذره کپسوله میوسیله نانو ناچیزی دارد ولی هنگامی که بهپذیری تنهایی حلالیت کم و نفوذ نارینگین به

تر مطالعات انجام شده تعیین کننده خواص ضدسـرطانی نـانوذرات فلاونوئیـد، پـیش بـالینی       دهد. بیشبالایی از خود نشان می

هـای  ، سـلول MCF-7ی سـرطانی پسـتان   هـا تـر روی سـلول   سرطانی  نانوذره حاوی فلاونوئید بالقوه بیشهستند. فعالیت ضد

توانـد بـا افـزایش اثـر      چنین می های ملانوم متمرکز است و همو سلول HepG2 های سرطانی کبد، سلولA549 سرطانی ریه 

 کـاهش بیـان  و  Bax فـزایش بیـان  ا .(20)کار گرفته شود  ضدتوموری یا کاهش سمیت سیستمیك داروها در درمان سرطان به

Bcl-2  چنین  باشد. همهای سرطانی میدر سلول یسکارهای القای آپوپتوز ازجمله راهBax   سـازی میتوکنـدری و   باعـث فعـال

هـای  شد، یافتهشود که درنهایت منجر به مرگ سلولی میسازی آبشار کاسپازی میفعال و منجر به شده Cرهاسازی سیتوکروم 

ها گزارش کردنـد کـه کپسـوله    ، آنباشدراستا میبرروی کوئرسین داشتند هم (21)و همکاران   Luپژوهشی که بانتایج حاضر 

هـای سـرطانی   های لیپیدی موجب افزایش حلالیت، پایداری و افـزایش غلظـت کوئرسـین در سـلول    کردن کوئرسین در حامل

MCF-7 ای دیگـر، نـانوذرات جامـد لیپیـدی     چنـین در مطالعـه   کند. هـم شده و خاصیت ضدسرطانی بالایی از خود نمایان می

بررسی و مشاهده شد که نانوذرات حامل رسـوراترول در   MDA-MB-531های برای درمان سلول بارگذاری شده با رسوراترول

دارد و تجزیه و تحلیل وسترن بلات نشان  MDA-MB-231های مقایسه با رسوراترول آزاد، توانایی بالایی در مهار تکثیر سلول

را کـاهش دهـد.    Cyclin D1و  C-Mycو بیـان  را افـزایش   Bax/BCL2توانـد نسـبت   داد که نانوذرات حامل رسوراترول می

و 168 ± 7/10برابـر   Res-SLNsو انـدازه ذرات   35/0 ± 05/0آن برابـر  PDI نـانومتر و   116± 2/8برابر  SLNsاندازه ذرات 

PDI  و پتانسیل زتا  26/0 ± 03/0آن برابرSLNs   ولـت و پتانسـیل زتـا    میلـی  -6/22 ± 8/0برابـر SLN– Res   6/1برابـر ±  

مربوط  IC50لیتر و  میکروگرم بر میلی 82/40 ± 92/3برابر  Res-SLNمربوط به  IC50چنین  ولت گزارش شد. هممیلی -5/23

لیتر تعیین شد. نانوذرات حامل رسوراترول سمیت سـلولی مـوثرتری را در    میکروگرم بر میلی 06/72±85/7برابر Res  Freeبه 

راستا بـا مطالعـات    هم (22)تواند پتانسیل زیادی برای درمان سرطان پستان داشته باشد مقایسه با رسوراترول آزاد داشته و می

با نانوذره حـاوی نـارینگین    4T1های تیمار شده ، در سلول p-AKTو  Bcl-2آپوپتوزی های آنتیپیشین، نسبت بیان پروتئین

قطـر  داری نشـان داد و  کـاهش معنـی   Cyt Cو  Bax ،p-ASK1های آپوپتـوزی ماننـد   در مقایسه با گروه کنترل، به پروتئین

 فلاون یك وگونین مشاهده شد.نانومتر  1/54درصد از نانوذرات سنتز شده  50نانومتر و در  100تا  50نانوذرات لیپید جامد از 

O- در است که فلاونوئید شبه شیمیایی ترکیب و متیله Scutellaria baicalensis در تحقیقی اثـر نـانوذرات    .شودمی یافت

نانوگرم بر  8/12 ± 1/2بالاترین جذب سلولی ) W-SLNبررسی نمودند. MCF7 های( را روی سلول W-SLNحامل وگونین )

تـر از  گرم بر میکروگرم( داشت. سرعت ترشح وگونین از نانوذره جامد لیپیـد آهسـته   نانو 6/4 ± 1/1میکروگرم( و وگونین آزاد )
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تواند یك ناقل امیدوارکننده برای تحویـل  می W-SLNنشان داد.  MCF7سمیت سلولی پایداری را در برابر  و وگونین آزاد بود

 48و  24ترکیـب نـارینگین آزاد در    IC50 مقـدار های قبل، یافته . با توجه به(23)های سرطانی پستان باشد وگونین علیه سلول

 2و  20 معادلترتیب  ساعت به 48و  24نانوذره حاوی نارینگین در IC50  مقدارمولار و میکرو 20و  17 معادلترتیب  ساعت به

شود. در پژوهشـی دیگـر نـانوذرات جامـد لیپیـدی حامـل       می  4T1هایمولار گزارش شد که موجب مهار رشد در سلولمیکرو

های سرطان پستان مورد بررسی قـرار گرفـت و اثـر سـمیت سـلولی      و عصاره آزاد روی سلول Annona muricataعصاره میوه

SLN  حامل عصاره بااستفاده از روشMTT تعیین و با عصاره آزاد مقایسه گشت.  یسو آپوپتوز IC50  مربوط بـهSLN   حامـل

دهنـده   لیتـر بـود کـه نشـان     میکروگرم بـر میلـی   30برابری عصاره آزاد،  5/2لیتر و با کاهش  میکروگرم بر میلی12عصاره برابر 

طـور قابـل تـوجهی بـالاتر از      درصد( بـه  86حامل عصاره ) SLN یسچنین درصد آپوپتوز باشد. هممی SLNافزایش اثربخشی 

 Annonaحامـل عصـاره میـوه     SLNدهـد کـه   هـا نشـان مـی   بنـابراین، ایـن یافتـه    درصد( مشاهده شد. 71/34عصاره آزاد )

muricataدر پژوهشـی نـانوذرات جامـد لیپیـدی حـاوی      (24)ای در درمان سرطان پستان داشته باشد تواند نقش بالقوه، می .

نانومتر و شـاخص چندپراکنـدگی    128ها SLNبررسی شد. اندازه پراکندگی 4T1 های ( روی سلول SLN-DTXدوکتاکسل )

 بـا  MTTآزاد، روش  DTXو  SLN-DTXپتانسیل زتای منفی را نشان دادنـد. بـرای ارزیـابی سـمیت سـلولی       PDI 2/0آن 

( 100و  10، 1، 1/0، 01/0، 001/0معـادل )  DTXهـای  ها با غلظتهای سلولی سرطان پستان انجام شد. سلولاستفاده از رده

 4T1های علیه سلول IC50 ،SLN-DTXقرار گرفتند. مقادیر  ساعت تحت تیمار 48ساعت و  24لیتر برای  میکروگرم در میلی

 10آزاد  IC50 ،DTXسـاعت( و   48لیتـر )  میکروگـرم بـر میلـی   0/ 01سـاعت( و  24لیتـر )  میکروگـرم بـر میلـی    08/0معادل 

اکسل در مقایسه با دوکتSLN-DTX ساعت( گزارش شد. 48لیتر ) میکروگرم برمیلی 3/0ساعت( و 24لیتر ) میکروگرم بر میلی

هـای  خـودی ریـه در مـوش    چنین از متاسـتاز خودبـه   آزاد با کاهش حجم تومور، اثر ضدتوموری بالاتری را نشان می دهد و هم

 کند. جلوگیری می  4T1توموردار

ای بر پایه این ترکیب سـنتز و اثـر ضدسـرطانی آن بـرروی     ذره چنین نانو در پژوهش حاضر ترکیب نارینگین مورد بررسی و هم

اثرات مهارکنندگی ترکیب نارینگین و نـانوذره حـاوی نـارینگین     MTTمطالعه شد. در ابتدا بااستفاده از تست  4T1های  سلول

مـولار و  میکرو 20و  17 معادلترتیب  ساعت به 48و  24ترکیب نارینگین در  IC50 مقدار ها ارزیابی شد.بررشد و تکثیر سلول

      مـولار کـه موجـب مهـار رشـد در      میکرو 2و  20 معـادل ترتیـب   سـاعت بـه   48و  24نانوذره حـاوی نـارینگین در    IC50 مقدار

 وابسـته  صورت به را  4T1هایسلول رتکثی ،ترکیب نارینگین و نانوذره حاوی نارینگین که داد نشان نتایج. شد  4T1هایسلول

-Bclآپوپتوزی های آنتیدار در بیان پروتئینچنین نتایج روش وسترن بلات نشان دهنده کاهش معنی . همنمایدمی مهار دوز به

هـای تیمـار شـده بـا نـانوذره حـاوی       در سلول Cyt Cو  Bax ،p-ASK1های آپوپتوزی مانند  نسبت به پروتئین p-AKTو  2

 نارینگین در مقایسه با گروه کنترل بود.

 

 گیرینتیجه

توسط  یسآپوپتوزمسیر داخلی  القاینشان دهنده  تحقیق حاضر در راستای سایر مطالعاتنتایج گیری کلی، نتیجهعنوان  به

تیمار شده  4T1های و مهار رشد در سلول یسباشد. نتایج حاصل از مطالعه فعلی، پتانسیل القای آپوپتوزمشتقات فلاونوئید می

و  Bax ،p-ASK1های آپوپتوزی مانند و افزایش بیان پروتئین p-AKTو  Bcl-2 واسطه مهار بیان با نانوذره حاوی نارینگین به

Cyt C دهند. نشان می 
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Abstract 

Aim: The main objective of this study was to develop and characterize NRG-loaded solid lipid 

nanoparticles (NRG-SLNs) on the breast cancer cell line (4T1). 

Material and Methods: NRG-loaded solid lipid nanoparticles were prepared by hot-melt 

emulsification and high-speed homogenization method. The cytotoxicity of NRG-SLNs was evaluated 

by measuring the viability of 4T1 cells using the MTT assay. Additionally, the induction of pro-

apoptotic proteins and suppression of anti-apoptotic ones by NRG-SLNs were analyzed through using 

Western-blotting method. 

Results: The prepared NRG-SLNs had mean size of 84 nm, zeta potential of −21 mV and the 

entrapment efficiency of 73.17%.  IC50 values of 4T1 cells treated with NRG-SLNs were 20 μM at 24 

h and 2 μM at 48 h of incubation. The western blot analysis showed that NRG-SLNs could increase 

Bax / BCL2 ratio compared to the control group. Based on the results, level of Bax, p-ASK1 and 

cytochrome c enhanced in the treatment group. 

Conclusion: In conclusion, NRG-SLNs may have the potential to inhibit growth and induce 

apoptosis in the breast cancer cells of 4T1. 

Keywords: Flavonoids, Naringin, SLN, 4T1 cell line, Apoptosis 
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