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  ۱۳۹۷/ ۸/ ۱۲ تاريخ پذيرش:        ۱۶/۱۰/۱۳۹۶تاريخ وصول:  
 دهيچك

  

نانوذرات، بـه عنـوان    امروزه، باشد. يمن افراد مختلف سرتاسر جهان يها در ب ن سرطانيتر جياز را يکيسرطان معده  نه و هدف:يزم

بـه عنـوان ژن    P53آنجـا کـه ژن    از اسـت.  توجـه قـرار گرفتـه   حوزه درمـان سـرطان مـورد     يها قيدر تحق يفاکتور ضد سرطان کي

سـرطان   يرده سـلول  يبر روP53  يان ژنيب يابيارز ن مطالعهيها مشخص شده، هدف از ا از سرطان ياريدر بس يسرکوبگر تومور

  د.بووم يبعد از اثر نانوذرات پالاد AGSمعده 

  

ن ي ـدر ا انجـام شـد.  ن يواحـد ورام ـ  يدر دانشـگاه آزاد اسـلام   ،١٣٩٦سال ور ين تا شهرياز فرورد يربمطالعه تجين ا :يروش بررس

کروگرم در يم ۷/۵، ۵۷، ۵۷۰۰،۵۷۰وم(ياز نانوذرات پالاد يمختلف يها با غلظت HEK293و نرمال  AGSيسرطان يسلول يها ق ردهيتحق

شـد. اسـتخراج    يري ـگ انـدازه  MTTبا کمـک روش  ها  سلول يزان زنده مانيماثر نانوذرات بر مار شدند. يساعت ت ۴۸تر) به مدت يل يليم

RNA سنتز و cDNA    .ان ژن ي ـبت، ي ـدر نهاصـورت گرفـتP53    بـا اسـتفاده از روشReal Time PCR   قـرار گرفـت.   يمـورد بررس ـ 

  ه و تحليل شدند. يتجر انس يک طرفهيوار يآمار يها شده با استفاده از آزمون يآور جمع يها داده

  

 يدار يبه طور معن ـ سه با گروه کنترليدر مقا وميپالاد از نانوذرات بالا يها غلظتدر انگر آن است که يب يت سلوليسم جينتاها:  افتهي

سـه بـا ژن   يدر مقا P53 ان ژني ـزان بي ـکـه م  بوداز آن  يحاک Real Time PCRج تست ي. نتا)P=۰۰۲/۰(ندا هشد  يمنجر به مرگ سلول

    .)P=۰۹/۰(نداشته است يدار يش معنيساعت افزا ۴۸مدت زمان  يرجع، طم

  

ن ي ـامـا ا  ،دارد HEK293سـه بـا رده نرمـال    يدر مقا را AGSيسـرطان  ينابود کردن رده سلول ييتواناوم ينانوذرات پالاد :يريگ جهينت

از بـه انجـام   ي ـوم  نيت نـانوذرات پـالاد  يحاصـل از سـم   ين نوع مرگ سلولييباشد. جهت تع يمن P53ان ژن يش بيدر اثر افزا يکشندگ

  باشد.   يمتر  شتر و گستردهيب يها تست

  

  P53، ژن وم، سرطان معدهينانوذرات پالاد :يكليد يها واژه

  

  گروه ژنتيک و بيوتکنولوژي، دانشکده علوم زيستي، ورامين، دانشگاه آزاداسلاميورامين،  ،آراني فهيمه باغباني  نويسنده مسئول: *
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 و همکاران محدثه منصوري

)١٣٠(شماره پي در پي١٣٩٧ دیو  آذرـ ٥ـ شماره ٢٣غان دانش ـ دوره مجله ارم  
578

 مقدمه

 سرطان معـده دومـين سـرطان رايـج در دنيـا     

در مناطق جغرافيـايي   يا باشد، كه به شکل گسترده يم

ن آمـار مرکـز   يآخر يبر مبنا .)۱(مختلف متفاوت است

ر، سرطان يخاچند سال  يسرطان کشور ط يها قيتحق

ن رتبـه را  ين بروز را در مـردان  و سـوم  يشتريمعده ب

پســتان و روده  ياهــ ز  ســرطانان زنــان پــس ايــدر م

ــزرگ دارد ــود پ  ). ۲(ب ــا وج ــده ب ــرطان مع ــس ش يداي

 هـم  هـاي جراحـي هنـوز    شـرفته در عمـل  يهاي پ تكنيك

درصـد   ٩٠حدود  .ديآ يمساب خطرناک به ح يسرطان

ــا ــدخ  ياز تومورهــ باشــــند و  يم مــــيمعــــده بــ

را  ها يميهمه بدخ درصد از ٩٥معده  ينومايآدنوکارس

، يعـلاوه بـر جراح ـ   ).۱و ۳(دهد يبه خود اختصاص م

ــان يميشــ ــان و يدرم ــو درم ــي، يپرت ــاز جد يک ن يدتري

هـا از جملـه    يمارياز ب ياريدر بس يدرمان يها ستميس

 ).۴(باشد يم استفاده از نانوذراتسرطان 

موجود در سلول  يها نين پروتئيتر از مهم يکي

 Tumor suppressorsا يــ يتومــور يگرهــا ســرکوب

را  p53گـر تومورهـا    رکوبن س ـيتـر  از مهـم  باشند. يم

چرخـه   p53ن يد پـروتئ يبا تول p53ژن  توان نام برد. يم

 يهـا  کنـد و مـانع از وقـوع جهـش     يمرا کنترل  يسلول

ن بـا  ين پروتئين ايچن هم ).۵(شود يمزا  سرطان يکيژنت

 يهـا  ان ژنيو کاهش ب يآپوپتوز يها ان ژنيش بيافزا

ز در آپوپتـو  يموجـب القـا   Bcl-2ماننـد   يضد اپوپتوز

  ).۶(گردد يم يسرطان يها سلول

د که نسبت بـه  يجد يه و استفاده از داروهايته

ــر ســ يعــيطب يهــا ســلول ــه   يمکمت ــوده و نســبت ب ب

را داشته باشـد   ييب بالايت تخريم قابليبدخ يها سلول

بـر   ييتوان بـه داروهـا   يمان يدلخواه است که از آن م

  ).۷(وم اشاره کرديا پالادين يه پلاتيپا

ل ريز بـودن قادرنـد بـه درون    يات به دلنانوذر

اي در کار  که تداخل عمده يحال ها نفوذ کرده، در سلول

ک حامـل  ي ـ يسـت يز يسـازگار  ).۸(جاد نشـود يسلول ا

 يت ذات ـيبـدن و سـم   يمن ـيسـتم ا يدارو به دو مورد س

ــلح ــاط دارد ام ــکلوئ و ارتب ــله از  ي ــواد حاص دها و م

 آنها يزن زمان پس از رهاسايدر کمتر ديب آن بايتخر

ــاک ــاز پ ــود يس ــم   .ش ــه س ــت ک ذرات  تيواضــح اس

 دوز ؛از جملـه  يتواند به عوامـل متعـدد   يم يسيمغناط

 ،تي ـ، اندازه، سـاختار، حلال ييايميب شي، ترکذرات نانو

ــتجز و ســطح يميشــ ــويه بي ). ۹(دارد يبســتگ يکيوژل

است کـه   ين فلزاتيمدترآاز کار يکي Pdوم يعنصرپالاد

ن نسـبت  يچن ـ هـم  شـود.  يم ـن ذرات به کار برده  يدر ا

ن ذرات از ي ـا يبالا يسطح يسطح به حجم بالا و انرژ

وم ينـانوذرات پـالاد   آن است. معمـولاً  يها تيگر قابليد

وم يالادپ ـ). ۸(شـوند  يه م ـينانومتر ته ١٠٠تا ١در ابعاد 

دارنـد کـه    ياثرات متفـاوت  يسرطان يها سلول يبر رو

که  ييها شود. سلول يمت منجر به مرگ سلول يدر نها

ت در يسـم  يهـا  نشـانه  ون شوند ويانکوباس PdNPsبا 

 يکيرات مورفولـوژ ييتغ يکسريآنها ظاهر شود، دچار 

 مشـاهده   وشـده   يسـلول  يغشـا شدن ده يچروک مانند

 تـوان نـام بـرد.    يرا م يمانده سلول يز باقير يها هقطع

نرمال گروه کنترل مشـاهده   يها رات در سلوليين تغيا

ن يــاز آن اســت کــه ا يحــاک هــا همطالعــ). ۷(شــود ينمــ

 هسـتند.  ياتوفـاژ  يهـا  ن فعال کنندهينانوذرات از بهتر
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ا ي ـک پـاتوژن انـدوزومال   ي ـتواننـد بـه عنـوان     يآنها م

افـت شـوند کـه در    يهـا در  سلول به وسيلهها،  نيئپروت

 ياتوفـاژ  ير عـاد ي ـعملکـرد غ  يت منجـر بـه القـا   ينها

سـلول    ين نانوذرات بـر رو يگر اثرات اياز د. شوند يم

 بـه وسـيله   يسـرطان  يهـا  مـار سـلول  ين است کـه ت يا

ش يمنجر به افزا يوم به طور محسوسينانوذرات پالاد

 يهاديــپيل يدهايب پراکســيــا  محصــول تخريــ ســطح

MDA)Malondialdehyde( و باعــث شــده يداخــل ســلول 

ــا ــتخر يالق ــي ــو در ســلول يداتيب اکس ). ۱۰(شــود يم

دان ياکس ـ ينتآ يها مين منجر به کاهش سطح آنزيچن هم

زان فعال ين ميچن هم. شونديم يب و مرگ سلوليو آس

وم يکه با نانوذرات پـالاد  ييها در سلول ٣شدن کاسپاز

شــتر از يب يا انــد بــه طــور قابــل ملاحظــه مــار شــدهيت

ت ي ـزان فعالي ـش ميگروه کنترل است و افزا يها سلول

ا آپــاپتوز يــ ير بــه مــرگ ســلول  م منجــين آنــزيــا

  ).۱۰(شود يم

انجام شده، مشخص شد  يها هطالعس مبر اسا

ت نـانوذرات  ياثـرات سـم   يبر رو يا کنون مطالعهکه تا

صـورت   AGSمعـده    يسرطان يوم بر رده سلوليپالاد

از آن است  يحاک ها همطالع ن،ينگرفته است. علاوه بر ا

ان ژن ي ـب يابي ـدر حوزه ارز يا چ مطالعهيکه تا کنون ه

P53 ن ي ـمار شده با ايت ينرمال و سرطان يها در سلول

در  هـا  همطالع ـ ياز طرف ـ نانوذرات انجام نگرفته اسـت. 

ژه نقش آن در آپوپتوز و مهار يبه و P53خصوص ژن 

آن بـه عنـوان اهـداف     يريکـارگ ه منجر ب ييزا سرطان

ن، در يبنـابرا  درمان سرطان شده اسـت.  يبرا ييدارو

اثـرات   ين بار مطالعه بـر رو ينخست ين پژوهش برايا

 يرده ســـلول يوم بـــر رويات پـــالادت نـــانوذريســـم

 ۹۰ش از يل دهنــده بــينوم معــده کــه تشــکيآدنوکارســ

ــده اســت  ــوارد ســرطان مع ــتانجــام  ،درصــد م . گرف

ان ژن ي ـرات بييتغ يابيارزهدف از اين تحقيق ن يچن هم

P53  بـه وسـيله  مـار شـده   يت يسـرطان  يرده سلولدر 

  .بودوم ينانوذرات پالاد

  

 يروش بررس

ور سـال  ين تـا شـهر  يفـرورد  از ياين مطالعه تجرب ـ

از روش  وميپــالادســنتز نــانو ذرات  .انجــام شــد  ١٣٩٦

بـه  ) PdCl2وم(يد پـالاد يگذاري با احياي نمک کلر رسوب

 ت کننـده و يتثب د به عنوان عامليک اسيآسکورب وسيله

درجـه   ٨٥ يزدن و دمـا  ط هـم يا کننـده تحـت شـرا   ياح

زه اندا انجام شد. م ساعتيمدت زمان ن يگراد ط يسانت

ــوژ ــانوذرات  يو مورفول  ــن ــه وس ــکوپ يم لهيب کروس

ن شـناخت  يچن ـ هم. شد يبررس SEM يروبش يالکترون

ــاختار کر  ــوع ســـ ــتالوگرافينـــ ــانوذرات  يســـ                           نـــ

 بـه وسـيله  ) XRD(کـس يوم با تست پراش اشـعه ا يپالاد

ساخت کشـور هلنـد     ,PERT PRO Panalitical, Xدستگاه

ــا زاو ــبـ ــا ( ٢ه يـ ــپ   )θتتـ ــع لامـ                  ، در CuKaو تشعشـ

سپس  قرار گرفت. يابيدرجه مورد ارز ١١٠تا  ٠دامنه 

گـرم از   يل ـيم ٥٧٠نـانوذره مقـدار    يجهت آماده سـاز 

ورتکـس و حـل    PBSتر بافر يل يليم ٢پودر نانوذره در 

بـه   DMEM high glucoseط يشد و با اضافه کـردن مح ـ 

  .ديرسليتر  يميل ١٠حجم 

از، ابتـدا  ي ـمـورد ن  يسلول يرده ها جهت کشت

از  HEK293و نرمـال   AGS يسرطان يهر دو رده سلول
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از کشـت  پـس   شـد.  يداري ـران خريتو پاستور ايستيان

ــلول ــ در يس ــاو DMEM high glucose طيمح  ۱۰ يح

 يون در دمـا يانکوباس ،)FBS(ين گاويم جندرصد سر

  درصد کربن صورت گرفت. ۵درجه و  ۳۷

ــت ارز ــجه ــرات  يابي ــاث ــانوذرات   يمس ــر ن ب

ــاز تکن ينرمــال و ســرطان يســلول يهــا رده ک رنــگ ي

 يهـا  رقـت  بـا هـا   سـلول د. ي ـاسـتفاده گرد  MTT يسنج

و  ٥٧، ٥٧٠، ٥٧٠٠ ؛وم  شاملياز نانوذرات پالاد يمتوال

                            مــدت زمــان  يتــر، طـ ـيل يلــيکروگــرم بــر م يم ٧/٥

بـار   ٨ن تسـت بـه صـورت    ي ـمار شدند. ايساعت  ت ٤٨

بـا اسـتفاده از    يسـلول  يدرصد بقا تکرار انجام شد و

بـر   کنترل ينور (جذب× ١٠٠؛ ر محاسبه شديفرمول ز

  يسلول يبقا زانيتست)= م ينور جذب

ون و خارج يساعت انکوباس ٤٨پس از گذشتن 

تـر  يکروليم ١٠٠به هر چاهک  يکيط، در تاريمح نمودن

هـر  ون و بـه  يساعت انکوباس ـ ٤اضافه شد.  MTTرنگ 

زوپروپانول اضافه شد يمحلول ا تريکروليم ١٠٠چاهک 

زان ي ـون صورت گرفت. ميقه انکوباسيدق ٢٠و به مدت 

قرائـت گـر   دسـتگاه   بـه وسـيله  جاد شده يشدت رنگ ا

ت شد و در ئقرا ٥٧٠) در طول موج DNM-9602G( زايالا

ا پنجاه درصد ي)IC50)Inhibitory concentrationت دوزينها

 د.يدمحاسبه گر يکشندگ

از روش  P53ان ژن يزان بيم يابيبه منظور ارز

Real time PCR از بـه  ين کار ابتدا نيا ياستفاده شد. برا

 يمرهـا يپرا يطراح ـ.باشد يمکل سلول  RNAاستخراج 

                 و Primer Express يهــانــرم افزاربــا ق يــن تحقيــا

Gene Runner .د  ييأجهت ت يدر مرحله بعد انجام گرفت

 يها موجود در بانک يها يمرها، با استفاده از تواليپرا

 يبررس ـمرهـا  ي، صـحت پرا BLASTن يو ابزار آنلا يژن

جلــوبر و  يمرهــايپراجفــت  يتــوال ١شــد. در جــدول 

  نشان داده شده است. دو ژن هدف و مرجع يبرگشت

                    از  RNAبــــــــه منظــــــــور اســــــــتخراج  

تفاده شد و تمـام  ) اسTransgen Biotech ER101-01کيت(

مراحـل طبـق پروتکـل کيـت انجـام شـد. در نهايـت بــا        

 )مريکاآ ، thermo scientific(استفاده از دستگاه نانودراپ

مشخص گرديـد و بـراي اطمينـان از عـدم      RNAغلظت 

ــي  ــودگي پروتئين ــد و OD260/OD280آل  بررســي گردي

با خـوانش   RNAچنين غلظت  ييد شد. همأت  ٩/١برابر با 

نانومتر بـه دسـت آمـد. بـه منظـور       ٢٦٠وج در طول م

بــه ميکروتيــوب   RNAميکروگــرم از ١ ،cDNA ســنتز

RNase free  ميکروليتر آنزيم ١و  نمودهوارد DNaseI  و

ميکروليتر بافر اين آنزيم به آن اضافه گرديد. حجـم   ١

دقيقه  ٣٠ميکروليتر رسانده شد و  ١٠نهايي محلول به 

رت گرفــت. در درجــه صــو ٣٧انکوباســيون در دمــاي 

ــزيم   ــردن آنـ ــال کـ ــر فعـ ــت غيـ                ،DNaseIنهايـــت جهـ

به آن افزوده شد  EDTA 50 mMميکروليتر از محلول  ١

جهت سنتز  درجه قرار گرفت. ٦٥دقيقه در دماي  ١٠و 

cDNA )نيز از کيتTransgen BiotechAE301-02 استفاده (

  شد و تمام مراحل طبق پروتوکل کيت انجام گرفت.

ــام  جهـــت ــتگاه PCR Real Timeانجـ                   از دسـ

Real Time PCR  ٧٣٠٠مدل ABI  وSYBR-Green Master 

Mix (Applied Biosystems)    اســـتفاده شـــد. طبـــق

دستورالعمل کيـت مربوطـه تهيـه مخلـوط واکـنش بـا       

ــتفاده از  ــاي  SYBR Greenاسـ و  Forwardو پرايمرهـ

Reverse  وcDNA  طيــر صــورت آب مقطــر دو بــار تقو
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روي ژل  PCRچنين الکتروفوزر محصـولات   گرفت. هم

درصد صورت گرفت کـه تکثيـر اختصاصـي     ٢آگارز 

ييد کرد. با اسـتفاده از گراديـان   أقطعات مورد نظر را ت

PCR    درجـه   ٦٠، دماي مناسب براي اتصال پرايمرهـا

 P53گراد و تعداد سيکل مناسب براي تکثيـر ژن   سانتي

سـيکل تعيـين شـد.     ٤٠و  ٤٠رتيب و کنترل داخلي به ت

 ؛استفاده شـده بـه ترتيـب عبـارت بـود از      PCRبرنامه 

کـه بـا   دقيقـه   ١٠ گراد به مـدت   درجه سانتي ٩٥دماي 

ثانيـه ادامـه    ١٥گـراد بـه مـدت     درجه سـانتي  ٩٥دماي 

يافت، براي اتصال پرايمرها در دماي مناسب  به مـدت  

د به مـدت  گرا درجه سانتي ٧٢ثانيه، تکثير در دماي  ٦٠

گـراد   درجه سانتي ٧٢ثانيه و تکثير نهايي در دماي  ٦٠

 دقيقه انجام شد. ٥به 

علاوه براين گروهي هم به عنوان کنترل منفـي  

آماده شد که در آن تمام مـواد بـه غيـر از     (NTC)تست

  افزوده شد.  )cDNAالگو (

بـا   RealTimePCRدر مرحله بعـد آنـاليز نتـايج    

هاي زيـر صـورت    فرمول طبق ∆∆Ctاستفاده از روش 

  ؛ گرفت
∆Ct=Ct target-Ctreference 
∆∆Ct = ∆Ct T - ∆Ct C 
RQ=2

-∆∆Ct 

هـاي   اخـتلاف بـين سـيکل    ∆CtTدر اين فرمول 

ــه مــورد   ــي در نمون ــرل داخل آســتانه ژن هــدف و کنت

هـاي آسـتانه    نيز اختلاف ميان سـيکل  ∆Ct Cآزمون و 

ين باشد. ا يمژن هدف و کنترل داخلي در نمونه کنترل 

روش کارايي پرايمرها را کامل در نظر گرفته، بـه ايـن   

ها دو برابـر   صورت که ميزان محصول در تمام سيکل

  باشد.  يم

شــده بــا اســتفاده از    يآور جمــع يهــا داده

 يآمـار  يهـا  آزمـون و  Excelو  SPSSافزار آماري  نرم

  تجزيه و تحليل شدند.انس يک طرفه يوار آناليز

  

 ها يافته

در الگـوي تفـرق اشـعه     ۱ ويرتص ـبا توجه بـه  

مربـوط   XRD هاي الگوي پيک پالاديوم، ايکس نانوذرات

به ساختار کريسـتالوگرافي در طيـف نمونـه پـالاديوم     

،  ٤٠) θتتـا(  ٢هاي مجزا در زواياي  پيک شود. يديده م

شود که به ترتيـب بـا    يدرجه مشاهده م ٨٢و  ۶۸ ، ٤٦

ــتالي(  ــطوح کريســـ  )٣١١) و (٢٢٠)، (٢٠٠)، (١١١ســـ

  خواني دارد. پالاديوم هم

  

  

  

  مرجعر ژن هدف و يمورد استفاده جهت تكث  يمرهايپرا: 1جدول 

 

  محصول اندازه مر ها يپرا  نام ژن

P53 forward: 5′CATCTACAAGCAGTCACAGCACAT-3′ 
reverse:   5′-CAACCTCAGGCGGCTCATAG-3′ 

۱۹۴bp 

GAPDH  forward:  5′- CCCACTCCTCCACCTTTGAC-3′ 
reverse:   5′- CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA-3′ 

۷۴bp 
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ــان ــه در   هم ــور ک ــت   ٢ تصــويرط ــان اس نماي

ساختار سه بعدي نانوذرات پالاديوم به صورت کروي 

ــي ــومره    مـ ــع و آگلـ ــاط تجمـ ــي نقـ ــد. در برخـ                        باشـ

                     تـــوان بـــا  شـــدن صـــورت گرفتـــه اســـت کـــه مـــي

ش نمــود و ســپس بــا دســتگاه    پخــ سونيکاســيون

 توجه به نتايج حاصل از ابررسي نمود. ب ميکروسکوپ

نـانومتر   ۷۰اين تست اندازه نانوذرات به طـور تقريبـي  

  .باشد مي

در رابطه با اثر سميت نـانوذرات پـالاديوم بـر    

ــي    ــرطاني در طـ ــلولي سـ ــاعت، ۴۸روي رده سـ  سـ

مشخص است، غلظـت  الف  ـ١طور که در نمودار  همان

درصد موجـب   ٦٢ليتر حدود  کروگرم بر ميليمي ٥٧٠٠

از لحـاظ   با گـروه کنتـرل   کشندگي شده و اين اختلاف

چنين در غلظت  هم .)>٠٠١/٠p(باشد دار مي يآماري معن

درصد کشندگي  ٣٣ليتر حدود  ميکروگرم بر ميلي ٥٧٠

داشــته اســت کــه ايــن اخــتلاف نيــز از لحــاظ آمــاري  

حـالي اسـت کـه    ايـن در    .)>٠٠١/٠p(باشد يمدار  يمعن

ميکروگرم  ٧/٥تر نانوذرات پالاديوم تا  هاي پايين غلظت

ــي ــي   در ميلــ ــندگي محسوســ ــرات کشــ ــر اثــ                        ليتــ

انجـام   يهـا  هباتوجـه بـه محاسـب    مشاهده نشده است.

ميکروگرم بر ميلي ليتر به  ٧٠٠مقدار  IC50گرفته ميزان 

  دست آمد. 

وي چنــين اثــرات ايــن نــانوذرات بــر ر     هــم

نشان داده  ب  ـ۱در نمودار  HEK293هاي نرمال  سلول

ليتـر   ميکروگـرم بـر ميلـي    ٥٧٠٠در غلظـت   شده است.

ها کاسـته شـده و ايـن     درصد از رشد سلول ٣١حدود 

دار  يکـــــاهش رشـــــد از لحـــــاظ آمـــــاري معنـــــ

ــ ــد يم ــت    .)>۰۱/۰p(باش ــن در غلظ ــر اي ــلاوه ب  ٥٧٠ع

شـد  درصـد از ر  ٢٠ليتر نيز حـدود   ميکروگرم بر ميلي

ها کم شده است و اين کاهش رشد نيز از لحـاظ   سلول

  .)>۰۵/۰p(باشد دار مي يآماري معن

هـاي   هـاي ذوب  ژن  منحنـي  ٣ تصويرچنين  هم

GAPDH  وP53  تکثيــر اختصاصــي  دهــد. يمــرا نشــان

قطعات ژني مدنظر، نبود دايمر پرايمرها و عـدم تکثيـر   

هاي مـورد نظـر بـا     براي ژن غيراختصاصي يها هقطع

                    Dتفاده از منحنــي ذوب مشـــخص شــد. منحنـــي  اسـ ـ

                        ١٩٤بــــا طــــول   P53منحنــــي ذوب قطعــــه ژنــــي 

ــاز،  ــت ب                             دهــد.  يمــرا نشــان  AGSدر رده ســلولي  جف

ــم ــي هـ ــين منحنـ ــي ذوب   Fچنـ ــده منحنـ ــان دهنـ                      نشـ

جفت باز در رده سلولي  ٧٥ه طول ب GAPDH قطعه ژني

AGS باشد يم.  

ــتغ يج بررســـينتـــا ــا در  ان ژنيـــر در بييـ هـ

 يوم ط ـيمار شده با نـانوذرات پـالاد  يت AGS يها سلول

                             ش ينمـــا  ٢ســـاعت در نمـــودار    ٤٨مـــدت زمـــان  

                              ژن بــــــه  P53داده شــــــده اســــــت. نســــــبت ژن 

مــار يت AGS يســرطان يرده ســلولدر   GAPDHمرجــع 

 ٥/١زان يساعت به م ٤٨ يوم طيشده با نانوذرات پالاد

                                              افتـــــــه اســـــــت، کـــــــهيکـــــــاهش  برابـــــــر 

    .)P=۰۹/۰( باشد يمدار ن يمعن ينظر آمار ن کاهش از يا
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  شود. يده ميد درجه 82و  68 ، 46،  40 وم دريپالاد يمربوط به الگو )θتتا( 2 يايزوا .وميلادكس نانوذرات پايتفرق اشعه ا يالگو : 1 ريتصو

  

  

  

 پس نانوذرات يمورفولوژ و اندازه يبررس تهج ،هنقط هب هنقط عهمطال. ومياز نانوذرت پالاد )SEM(نگاره يكروگراف الكترونيم :2 ريتصو

اين تست اندازه نتايج حاصل از) انجام گرفت. Torr 10-5و تحت فشار خلاء (هزار برابر  40 يي، بزرگنما KV 20 ولتاژ در طلا با يهد پوشش از

   .نشان دادنانومتر  70به طور تقريبيوم را يپالادنانوذرات 
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ن درصد يانگيداده ها به صورت م(ب)  ،HEK293 يرده سلول (الف)  و ؛AGS يرده سلول يوم بر روياثرات نانوذرات پالاد يبررس  :1نمودار 

  ).٠٠١/٠P <  :n=3***، P>٠١/٠**، > P ٠٥/٠*( ج به صورت درصد بقا گزارش شده استينتا .ستان شده ايار بيمع انحراف ±زنده ماندن 

  

  

  
درجه  84/79 يدمادر GAPDHر ژن ي،ذوب محصول تكث F يدرجه.منحن 54/81 يدر دما p53ر ژن ي، ذوب محصول تكثD يمنحن :3 ريتصو

 .ستا PCRك محصول يانگر يك از قله ها نمايهر  كند. يرا مشخص م يابيقابل رد زان فلورسنتيم Yزان دما و محور يم Xمحور 
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  وميمار شده با نانوذرات پالاديت يها در سلول P53ان ژن يز بيج حاصل از آنالينتا :2نمودار 

  

  

 بحث 

ا نــانو ذرات يانگر پتاســيــر بيــاخ هــای همطالعــ

ضـد   يون داردهاياستفاده در فرمولاس يوم برايپالاد

ل ي ـمطالعه حاضـر در تکم  ن،يبنابراباشد  يم يسرطان

ن نـانوذره  ي ـا ياثـر ضـد سـرطان    يبـرا  يقبل يها افتهي

 يوم رويکه اثر نانوذره پـالاد  يد به طوريگرد يطراح

  د .يگرد يسرطان معده بررس يها سلول

 ياز عوامـل اصـل   يک ـيمعـده   امروزه سـرطان 

باشـد.   يم ـمختلـف جهـان    يکشـورها ر در ي ـمرگ و م

 يهـا  افتن روشي ـدانشمندان سرتا سر جهان به دنبـال  

ان ب و عـوارض کمتـر جهـت درم ـ   يد با درصد آسيجد

ــا  ــواع توموره ــدخ يان ــم يب ــند يم ــل. باش ــر ياص  نيت

، پرتـو  يدرمان يميش ؛درمان  سرطان شامل يها روش

ــان ــيدرم ــ ي، جراح ــآنژ يو آنت ــ وژنزي ــوند يم ). ١١(ش

 همراه با خطر متاستاز همـراه بـوده و   همواره يجراح

 يو پرتودرمـان  يدرمـان  يميمشکل عمده استفاده از ش ـ

جـاد جهـش در   يو ا DNAب بـه  يدر درمان سرطان آس ـ

ن ي ـجـاد ا يرا اياست ز يعيطب يها ساختار آن در سلول

ــش ــود   جه ــا خ ــک ه ــث تش ــايباع ــجد يل توموره د ي

 .)١(شوند يم

ب تواند موج ـ يم p53سرکوبگر تومور ن يپروتئ

ن ي ـو از ا شـود  آپوپتـوز  يالقـا  اي ـ يکل سلوليمهار س

ان ي ـ. بق سلول را در مقابل سرطان محافظـت کنـد  يطر

 يبـرا  يع ـيطب يکيولـوژ يزيک پاسـخ ف ي p53ش از حديب

باشـد  يم G1در فاز  يکل سلوليکاهش سرعت انجام س

و در  م شــوديده تــرميــب ديآســDNAتـا فرصــت دهــد  

اشـد موجـب   م وجود نداشـته ب يکه امکان ترم يصورت

  .)٥(شودياپاپتوز م يالقا

ز کوچـک بـه   يل سـا ي ـوم بـه دل ينانوذرات پالاد

را بـه   يسلول يوارد سلول شده وعملکرد اجزا يراحت

ــ ــرق مختلف ــ يط ــه ت ــيثأاز جمل ــر پتانس ــاير ب  يل غش

ــدريم ــر روو  LDHنشــت  ،يتوکن ــر ب ــز ياث ــا ميآن  يه

ن ي ـدر ا .)١٠(دهنـد  يم ـر قـرار  يثأتحت ت ـ دانياکس يآنت

وم با استفاده ينانوذرات پالاد يد مورفولوژييأتق يتحق

ــت ــا از تس ــانوذرات   XRDو  SEMيه ــدازه ن  ٧٠ را ان

جاد يا يکرد که بران ييتع يو شکل آن را کرو نانومتر
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ج ينتـا که  يباشند به طور يممناسب  يت سلولياثر سم

وم بـه روش  يبا نـانوذرات پـالاد   AGS يها مار سلوليت

MTT ن نانوذرات اثـرات  يکه اساعت، نشان داد  ٤٨ يط

انـد   ها داشته سلول يبر رو يا بالقوه يت و کشندگيسم

ــو ا ــت ي ــرات در غلظ ــا ن اث ــر  يم ٥٧٠٠ يه ــرم ب کروگ

ــيم ــيکروگــرم بــر ميم ٥٧٠تــر و يل يل ــر اخــتلاف يل يل ت

ن ي ـا. )P=۰۰۲/۰( داردنسبت به گروه کنتـرل   يدار يمعن

نرمـال درصـد    يهـا  مار سلوليت ياست که ط يدر حال

ــا و  ــلول بق ــد س ــت  رش ــا در غلظ ــا ه  ٥٧٠و  ٥٧٠٠ يه

 يسـرطان  يهـا  شتر از سـلول يتر بيل يليکروگرم بر ميم

وم يکه نانوذرات پالاد باشد مي ين بدان معنيباشد. ا يم

 يهـا  سلول يسالم و هم بر رو يها سلول يهم بر رو

شـتر  يبزان ي ـداشته امـا م  يت و کشندگينرمال اثر سم

امـا بـا    ،باشد يم قابل توجه يسرطان يها آن در سلول

تــوان گفـت کــه نـانوذرات بــه صــورت    يم ـن حــال ني ـا

شـتر  يب يهـا  از بـه تسـت  ياند ون عمل کرده ياختصاص

 IC50زان يــت ميــنهادر باشــد.  يمــ يجهـت هدفمندســاز 

ن يتر محاسبه شـد. بـد  يل يليکروگرم بر ميم ٧٠٠مقدار 

 يسرطان يها درصد از سلول ٥٠ن غلظت يمعنا که در ا

 Real Timeن غلظت جهت انجام تست يکشته شده و از ا

PCR ان ژن يب يابياستفاده شد تا ارزP53ن نـوع  ييو تع

و  RNAرد. پـس از اسـتخراج   ي ـصـورت گ  يمرگ سلول

طبــق پروتوکــل شــرکت ســازنده و انجــام  cDNAه يــته

جه ي، نت يز آماري، با توجه به آنالReal Time PCRتست 

ا ژن سـه ب ـ يمقادر  P53ان ژن ي ـزان بي ـگرفته شد کـه م 

افتـه کـه   يبرابـر کـاهش    ٥/١بـه مقـدار    GAPDHمرجع 

که اثـرات   باشد يم ين معنين بديباشد و ا يمدار ن يمعن

با نشده است.  P53ان ژن يب يت نانوذره باعث القايسم

 يد جهـت بررس ـ ي ـن کاندين ژن اول ـي ـاکه  نيتوجه به ا

ان ژن ي ـزان بي ـم، اسـت از نـوع آپـاپتوز    يمرگ سـلول 

آپـاپتوز   يجه جهـت بررس ـ يو در نتدا نکرده يش پيافزا

ــن يســرطان يدر رده ســلول ــه بررســي ــا ژن ياز ب  يه

شـتر جهـت   يب يهـا  ز انجام تسـت يشتر و نيب يآپاپتوز

 باشد. يم ين نوع مرگ سلولييتع

و همکـاران بـا    يق مشـابه  شـانت  ي ـک تحقيدر 

خک صـدپر بـه سـنتز سـبز     يم يها استفاده از عصاره

ن نـانوذرات را جهـت   ي ـوم پرداختند و اينانوذرات پالاد

ت يسم يبررسدهانه رحم و  يسرطان يها مار سلوليت

ساعت  ٤٨ يط قرار دادند. مطالعهمورد  يمرگ سلولو 

 يهــــــا بــــــا غلظــــــت هــــــا مــــــار ســــــلوليت

ــر  يم ٥،١٠،١٥،٢٠،٢٥،٣٠،٣٥،٤٠،٤٥،٥٠ ــرم بـــ کروگـــ

 ون،يوم و انکوباس ـينانوذرات پـالاد  به وسيله تريل يليم

ــر ســم ــانوذرات اث ــولم يت و کشــندگين رده  يرو يقب

 ١٥بــه دســت آمــده  IC50زان يــم داشــتند. Hela يســلول

باشـد. اثـر    يسـاعت م ـ  ٤٨ يتر ط ـيل يليکروگرم بر ميم

ماکروگرم  ٥٠و  ٤٥ يها ن نانوذرات در غلظتيت ايسم

در  هـا  هدر ادامـه مطالع ـ  .)١٢(تـر بـوده اسـت   يل يليبر م

از جملــه  ينــه درمــان ســرطان بــا نــانوذرات فلــز يزم

ــالاد ــان و همکــاران پــس از ســنتز ســبز  وم، گريپ ونات

خک(بدون يعصاره برگ م به وسيلهوم ينانوذرات پالاد

ن يــک ايــاثـرات آپاپتوت  )،ييايميچ عامـل ش ــيدخالـت ه ــ

تخمــدان  يسـرطان  يهـا  ســلول ينـانوذرات را  بـر رو  

ن يــمــار ايق پــس از تيــن تحقيــا يطــ کردنــد. يبررســ

 يلسـلو  يوم سنتز شده، بقايها با نانوذرات پالاد سلول

ژن و يفعـال اکس ـ  يهـا  د گونهي، تولLDHق نشت ياز طر
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 ،يتوکنـدر يم يل غشـا ير در پتانس ـييتغ اتوفاژي، يالقا

 يهـا  ميت آنـز يفعال و MDA يمحتوا يبر رو ياثرگذار

                           در  و ٣ ت کاســــــپازيــــــفعال دان،ياکســــــ يآنتــــــ

افت يکاهش  يزان قابل توجهيبه م آپاپتوز، يت القاينها

و آپاپتوز صورت گرفتـه از نـوع وابسـته بـه کاسـپاز      

  .)١٠(بود

و همکـاران بـا    يمشـابه مـاذن   يهـا  قيدر  تحق

اثرات آن را بر  وم،ياز پالاد يگريد يها استفاده از فرم

                  هــا پــس از  کردنــد. آن يابيــن ســرطان ارزيچنــد يرو

                   ، ١ـ  � يهـا  وم بـه نـام  يد از پـالاد ي ـکمپلکس جد ٣ه يته

ن يفنــانترول -١٠،١س (يو کربامـات)ب يــت يلن(ديالک ـــ  ٣

ــالاد  ــي) ن)llوم(يپ ــه الک ــرات ک ــلن يت ــروپ يم ــد پ لن يتوان

)، ۳لن(کمـپلکس  يا اکتي) و ۲ يلن (کمپلکي)بوت۱(کمپلکس 

هـا بـر رده    آن يو ضـد سـرطان    يماثـر س ـ  يبه بررس

 يمـرگ سـلول   يابي ـو ارز AGSمعـده   يسرطان يسلول

د ي ـجد يها کمپلکسجه گرفتند ينتت يد و در نهاپرداختن

ر گونـاگون وابسـته بـه غلظـت     يثأگر ت ـيکـد ينسبت به 

 ١/٠ش از يدر غلظـت ب ـ  ١که کمپلکس  يبه طور دارند.

 ٠٥/٠ش از يدر ب ـ ٢کمـپلکس   تـر، يل يل ـيکروگرم بر ميم

 ١ش از يهـم در ب ـ  ٣کمـپلکس  تر ويل يليکروگرم بر ميم

بـه صـورت    يسلول تر باعث مرگيل يليکروگرم بر ميم

 به وسيله يگريدر مطالعه د .)٧(آپاپتوز و نکروز شدند

 ير ضــد تومــوريثأتــ يو همکــاران بــه بررســ يمــاذن

بـر   يوکربوماتيت يوم با مشتقات ديپالاد يها کمپلکس

 ) پرداختنـد. KYSE-30(يمـر  يسرطان يرده سلول يرو

مار يپس از ت ساخته شده، يها ن مطالعه کمپلکسيا يط

، ۲۵/۰، ۱۲۵/۰ يهـا  در غلظـت  ،MTTروش  ها بـه  سلول

بـر   يبـالقوه ا  يماثرات س ـ ۶۴، ۳۲، ۱۶، ۸، ۴، ۲، ۱، ۵/۰

 يهـا  کمپلکس داشتند. يمر  يسرطان يرده سلول يرو

از  يق مرگ سـلول يرا از طر خود  يموم اثرات سيپالاد

 يهـا  استفاده از غلظت يحت کنند. يمپتوز اعمال اآپ نوع

و مـرگ   يش تعـداد کلـون  وم منجر بـه کـاه  ين پالادييپا

 گـر يدن گـروه در مطالعـه   ي ـا .)١٣(پتوز شـد اآپ يسلول

 يوم را بــر رويد پــالاديــجد يهــا ن کمــپلکسيــخــود ا

ت ياثـرات سـم   يکبـد اثـر داده و بـه بررس ـ    يها سلول

 پردختنـد.  يمرگ سلول يو القا يو ضد سرطان يسلول

 يرده سـلول  يبر رو يهها اثرات قابل توج ن کمپلکسيا

شکل گرفته پس  يها يداشته و تعداد کلونسرطان کبد 

کروگـرم بـر   يم  ٨ و ٤، ٢، ١ ،٥/٠ يها مار با غلظتياز ت

را  يدار يوم اخـتلاف معن ـ يپالاد يها تر کمپلکسيل يليم

هـا   ن کمپلکسين ايچن هم. سه با کنترل نشان داديدر مقا

 .)١٤(انـد  از نوع آپوپتوز شـده  يباعث وقوع مرگ سلول

خـــود را بـــا اســـتفاده از  يهـــا قيـــن گـــروه تحقيـــا

اسـت   ين در حـال ينانوذرات انجام دادند ا يها کمپلکس

وم اسـتفاده  يپالاد يها از کمپلکس حاضر قيکه در تحق

نشده و نانوذرات به صـورت خـالص مـورد اسـتفاده     

 ياز آن بـود کـه نـانوذرات    يج حاکياما نتا ،قرار گرفتند

 يت بـالاتر يزان سـم ي ـمبودنـد  به صورت کمپلکس  که

در اغلـب   ياز طرف اند. خالص داشته ت به نانوذراتنسب

ذکر شده سنتز نانوذره به روش سبز بوده  يها قيتحق

ثر اسـت و  ؤنانوذرات م ييزان کاراياست که خود در م

ــودن دوز س ــ يکــي ــالا ب در مطالعــه   يماز احتمــالات ب

ذکـر شـده نـوع سـنتز      يهـا  هحاضر نسبت بـه مطالع ـ 

توانـد   يم ـق ي ـن تحقي ـاوم در ي) نانوذره پالادييايمي(ش

  باشد.
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 يهـا  سـم يمکان کامـل  شدن مشخص منظور به

 انيب شود يم شنهاديپ وم،يپالاد نانوذرات يضدتومور

 زي ـن کاسـپازها  مانند آپاپتوز در ليدخ مختلف يها ژن

  شود.  يابيارز

  

  يريگ جهينت

از آن  يج بـه دسـت آمـده حـاک    ينتادر مجموع 

اثـرات   ييبـالا  يها در غلظت وميبود که نانوذرات پالاد

ــم ــندگيس ــلول يت و کش ــر س ــا ب ــده ســرطان يه  مع

ن بردن ياز ب يبرا يمناسب يداين کانديبنابرا اند. داشته

ــاگرچــه ا توانــد باشــد. يمــن يســرطان يهــا ســلول ن ي

 يز اثــر کشــندگيــنرمــال ن يهــا نــانوذرات بــر ســلول

 يهـا  در سـلول  يت و کشـندگ يزان سمياما م ،اند داشته

ن يچن ـ باشد. هم يمنرمال  يها شتر از سلوليب يسرطان

در  real time PCRبا انجام تسـت   P53ان ژن يب يابيارز

نشـان  ن ژن ي ـان اي ـزان بي ـدر م يشيافزا mRNAسطح 

 ين ژن در نـوع مـرگ سـلول   يا ن استيانگر ايب که نداد

 نيبنـابرا  .وم دخالـت نـدارد  يحاصل از نانوذرات پـالاد 

و  يپتوزآپا يها ژن يابيارز با ين نوع مرگ سلولييتع

  .گردديشنهاد ميپ  يشتريبسرکوب گر تومور 

  

  ر و تشكريتقد

ان ي ـپا يها مقاله حاضر استنتاج شده از داده

 يارشد مصـوب دانشـگاه آزاد اسـلام    ينامه کارشناس

  باشد. يم شوايپ ـ نيواحد ورام
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Abstract 
Background & aim:  Gastric cancer is one of the most common cancers in different parts of the 
world. Nowadays, nanoparticles, as an anticancer agent, have been considered in research on 
cancer treatment. Since the P53 gene has been identified as a tumor suppressor gene in many 
cancers, the aim of this study was to evaluate the expression of P53 gene on AGS gastric cancer 
cells after the effects of palladium nanoparticles. 
 
Methods: The present experimental study was conducted from April to September 2011 in 
Varamin Islamic Azad University. In this study, AGS and normal HEK293 cancer cells were treated 
for 48 hours at different concentrations of palladium (5700.570, 57.5, µg / ml) nanoparticles. The 
effect of nanoparticles on cell survival was measured by MTT method. Extracting RNA and 
synthesizing of cDNA was determined. Finally, expression of P53 gene was evaluated using Real 
Time PCR. The collected data were analyzed using one-way ANOVA. 
 
Results: The results of cell toxicity indicated that in high concentrations of palladium nanoparticles, 
cell proliferation significantly lead to cell death  compared to the control group (P = 0.002). The 
results of the Real Time PCR test disclosed that P53 gene expression was not significantly 
increased in comparison with the reference gene during 48 hours (P = 0.09). 
 
Conclusion: Palladium nanoparticles presented an ability to destroy the AGS cancer cell line 
compared to the normal HEK293 class, but this was not due to the increased expression of the P53 
gene. More studies are desirable to determine the type of cell death caused by the toxicity of 
palladium nanoparticles. 
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