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ياسوج پزشكي علوم دانشگاه پژوهشي علمي مجله دانش، ارمغان  

(124پي در پي شماره)1396 ید و آذر ،5شماره ،22 دوره  

 

گياه آب  شده با استفاده از سنتزاثر ضد تکثيری نانو نقره 

 بشقابي بر رده سلولي سرطان پستان

 3تربتي خوف بي مريم ،*1تفويضي فرزانه ،1 فرد عدالت شيما

 
 آزاد دانشگاه شهرری،( ره) خميني امام يادگار واحد ،شناسيگروه زيست2شناسي، واحد پرند، دانشگاه آزاد اسلامي، پرند، ايران،گروه زيست1

 ايران تهران، اسلامي،

 6/8/1396 :پذيرش تاريخ            10/10/1395 :وصول تاريخ

 

 چکيده 

 

رود. هدف از اين دار محيط زيست به شمار ميهای دوستاستفاده از گياهان جهت سنتز نانوذرات يکي از روش :زمينه و هدف

سرطان پستان ر رده سلولي و بررسي اثرات سايتوکسيک د Centella asiaticaتحقيق، سنتز سبز نانوذره نقره با استفاده از عصاره 

  .بود

 

و  (TEM)شناسي نانوذرات نقره زيستي با استفاده از آناليز ميکروسکوپ الکتروني گذارهدر اين مطالعه تجربي ريخت روش بررسي:

ر جهت بررسي اثرات ضد تکثيری نانوذرات زيستي د MTT مورد ارزيابي قرار گرفت. از آزمون (SEM)ميکروسکوپ الکتروني روبشي 

شد.آزمون اپوپتوز با استفاده از فلوسايتومتری با  استفاده (HEK-293)و سلول نرمال  (MCF-7)رده سلولي سرطان پستان

 .تجزيه و تحليل شدندهای آماری آنوا دو طرفه ها با استفاده از آزمونداده انجام شد.  Annexin Vکيت

 

با افزايش غلظت و زمان نانوذره  MCF-7 های. فعاليت ضدتکثيری در سلولنانومتر سنتز شدند 19ذرات کروی با ميانگين  ها:يافته

های سرطاني بود. افزايش اپوپتوز در ليتر در سلولميکروگرم بر ميلي 76/8ساعت  24نانوذره نقره در زمان   IC50افزايش يافت.

چنين القا آپوپتوز هم. (>001/0pده شد)های کنترل دينسبت به سلول IC50های تيمار شده با نانوذره زيستي در غلظت سلول

  .(>001/0pنسبت به کنترل ديده شد) MCF-7 هایبيشتری در برابر نکروز در سلول

 

های سرطاني در الگوی وابسته به غلظت نانوذرات نقره سنتز شده دارای اثر سميت سلولي و القا آپوپتوز بر روی سلول گيری:نتيجه 

 باشند.و زمان مي

 

 سلولي سميت زيستي، نقره ذرات نانو بشقابي، آب گياه :كليدی هایواژه

 

 رانياآزاد اسلامي، پرند،  واحد پرند، دانشگاه، گروه زيست شناسي: فرزانه تفويضي، نويسنده مسئول*

Email: farzanehtafvizi54@gmail.com 
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 مقدمه

 ميـان  در سـرطان  تـرين رايـ   پسـتان  سرطان

 سـرطان  دچار نفر يك زن، 10 تا 8 هر از و است زنان

 ايـران  در موجـود  آمارهای اساس بر. شودمي پستان

 سـرطان  بـه  زن يك ابتلای احتمال زن، 15 تا 10 هر از

 در پسـتان  سـرطان  بـروز  سن اما دارد، وجود پستان

 كشورهای زنان از كمتر دهه يك كم دست ايراني زنان

 سـرطان  تشـخي   سـن  ميـانگين . اسـت  يافته توسعه

 45 ايـران  در و سـال   56 غربـي  كشورهای در پستان

 مـر   رايـ   علـت  دومـين  پسـتان،  سرطان. است سال

 تـثثير  اثر در پستان سرطان(. 1)است سرطان از ناشي

 و شـود مي ايجاد محيطي و وراثتي خطر عوامل متقابل

 در ژنتيـك  اپـي  و ژنتيـك  تغييـرات  پيشرونده تجمع به

 اگرچـه . شـود مـي  منجـر  پسـتان  سـرطان  هـای سلول

 ويـژه  خطـر  عوامـل  وجـود  بـر  اپيـدميولوژيك  شواهد

 اسـتروژن  بـا  برخورد الكل، مصرف چاقي، سن، مانند؛

 خـانوادگي  سـابقه  وجـود  دارد، تثكيـد  زندگي طول در

 بيمـاری  ايـن  برای خطر عامل قويترين پستان، سرطان

 (.2)آيدمي شمار به

 راديـوتراپي  و درمـاني  شيمي جراحي، امروزه

مـي  پسـتان  سـرطان  درمـان  مناسـ   راه عنوان به را

 بــه منجــر متفــاوتي حـد  در هــا آن همــه امــا شناسـند، 

 درمـاني، شـيمي  ولي کمتر جراحي. شوندمي هيپوکسي

 سـلولي  مر  احتمالًا و کردن هيپوکسيک جز ایوظيفه

مي نس  هيپوکسي سب  زايير  ضد داروهای. ندارد

 از درصـد  70 تنهـا  پسـتان  در سرطان توده هر. شود

 30و اسـت  داده جـای  خـود  در را پسـتان  هـای سـلول 

 و دهـد مـي  تشـکيل  بنيـادی  هـای سلول را بقيه  درصد

سـلول  با راي  هایدرمان مقابل در هاسلول  اين پاسخ

 کـه  رايـ   هـای درمان .است متفاوت پستان نس  های

 افـزايش  و توليـد  زمينـه  شـود، مي هيپوکسي به منجر

ــاييفاکت ــ  را وره ــي باع ــودم ــه ش ــروزه ک                 آن ام

 عوامـل  ايـن . شناسـيم مي  Hypoxia inducible – factorار

 بازسـازی  با و شده بنيادی هایسلول ترکي  به منجر

 اتفـا   متاسـتاز  هاآن مجدد شدن فعال و هاسلول اين

 (.3)افتدمي

نـانو ذرات، اثـرات آن    ترين اثرات سمياز مهم

ول سرطاني است. بزرگترين چالش در توسعه و بر سل

استفاده از داروهای سرطاني، رساندن آنهـا بـه بافـت   

های بيمار بدون مسموم نمودن کل بدن اسـت.  انـدازه   

ای برای ورود و خروج نانو ذرات به آنها خواص ويژه

 .(4کند)از تومورها را اهدا مي

ــانو ــرکوچــک ذرات ن ــانومتر 10 از ت  مشــابه ن

 کليه طريق از سريعاً مولکول، ريز به موسوم یداروها

 100 از تــربــزر  ذرات کــه آن حــال شــوند،مــي دفــع

  ذرات. کنند عبور تومور از توانندمي سختي به نانومتر

 يـافتن  تـا  خـون  جريـان  درون نانومتر 100 تا 10 بين

 ديـواره  از تواننـد نمـي  ولـي  کننـد، مي حرکت تومورها

 آن تفاوت اين دليل. يابند هرا سالم سلول به  هاموير 

 حـاوی  و عادی غير تومورها مويرگي ديواره که است

 از تواننـد مـي  ذرات نـانو  کـه  است بزرگي های سوراخ

 ذرات نــانو نتيجــه در. شــوند وارد تومورهــا بــه آنهــا

 سـو   اثـرات  حداقل با تومورها درون تجمع به متمايل

 معنـای  بـه  مسـاله  اين که هستند بدن یاعضا ساير بر
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ــاهش ــرات ک ــانبي اث ــامطلوب ج ــداول ن ــای مت  داروه

 بـه  متعـارف  داروی يـک  وقتي حتي .(5)است سرطاني

 انجـام  از پيش است ممکن شود،مي وارد تومور سلول

 سلول از را آن سلول کننده پمپ هایپروتئين کاری هر

 بـه  مقاومت مرسوم کار سازو يک که بياندازند بيرون

 آندوســايتوزي  قطريــ از ذرات نــانو امــا اســت، دارو

ــلول وارد ــي س ــوندم ــذا و ش ــه ل ــانو محمول  از ذره ن

 (.6)است امان در سلولي پمپ دسترس

ــداول هــای روش ــد مت ــانوذرات تولي  شــامل؛ ن

. باشندمي زيستي روش و شيميايي فيزيکي، هایروش

مزايای روش زيستي مانند هزينه کمتر، سرعت بيشتر، 

زيسـت  مقياس بالای توليـد و عـدم آسـي  بـه محـيط      

باع  شده که توجه بيشتری به توليد نانوذرات با ايـن  

امروزه داروهای . روش نسبت به دو روش ديگر شود

گياهي به علت عدم عوارض جانبي نسبت به داروهـای  

 ( .7اند)شيميايي مورد توجه قرار گرفته

سالانه بر روی کره زمين در حدود چهارصـد  

شـود کـه   د ميميليارد تن، کربوهيدرات از گياهان تولي

 (.8ها، پلي ساکاريد هستند)اين کربوهيدرات بسياری از

ساکاريدها دارای عوامـل بسـياری از جملـه گـروه    پلي

هـای آلـي بـوده کـه     های هيدروکسيل و دسته ترکيـ  

هـايي حـاوی نمـک فلـزات مـي     قادر به احيـای محلـول  

 (.9باشند)

 هـايي فنيـل  پلي از غني که گياهان بر  عصاره

 در کننده احيا  قدرتمند عوامل هستند، وئيدهافلان مانند

 در بنـابراين . بـود  خواهنـد  نقـره  و طلا نانوذرات سنتز

 گيـاهي  هـای عصـاره  از استفاده به مقالات از بسياری

 (.10)است شده اشاره نانوذرات سنتز برای

 Centella asiatica علمـي  نـام  با بشقابي آب گياه

 ايـن  دور هـای تهگذش ـ در. باشدمي چتريان خانواده از

 سـال  در. ناميدندمي حيات آسایمعجزه اکسير را گياه

 دارو تـرين برجسـته  عنـوان به گياه اين کانادا در 1998

ــاريخ طــول در و شــد شــناخته ــرای آن از ت ــان ب  درم

 معـده،  هـای زخـم  هپاتيت، سيفلي ، مانند؛ هاييبيماری

 اسـتفاده  آسـم  و تـ   و اسهال صرع، مغزی، مشکلات

 اسـت  آبزینيمه رونده، پايا، علفي، گياه اين. دنمودنمي

ــومي و ــواحي ب ــيری ن ــر در گرمس ــره دو ه ــه نيمک  ب

 شـرقي  جنـوب  آفريقـا،  جنـوب  و لانکاسری خصوص

 دريای غربي جنوب و چين از هاييقسمت و هند آسيا،

 آمريکـا،  شـرقي  جنـوب  و جنـوب  ماداگاسکار، ايسلند،

 منـابع  بـه  هباتوج ـ. باشـد مي کلمبيا و ونزوئلا مکزيک،

 دقيـــق هـــاینمونـــه و محققـــين مشـــاهدات معتبـــر،

 تـالاب  محـدوده  از فراتـر  پراکنشي کنون تاهرباريومي

ترکي (. 11)استنشده گزارش آن برای ايران در انزلي

 اسيدمادکاسسيک و اسيدآسياتيک گياه، اين اصلي های

 ترپنــي،تــریاســتری گليکوزيــدهای مشــتقات ســاير و

 بيشـتر  در(. 12)باشـند مـي  زيدمادکاسـو  و آسياکوزيد

 بين از در گياه اين که شد داده نشان جديد هایمطالعه

 مؤثر کشت محيط در سرطاني تومور هایسلول بردن

 عصـاره  کـه  شـده  مشـخ   هـای مطالعه اين در است،

ــاهي ــي  5:1 گي ــا شــده تغل ــانول ب ــه مت ــدار ب  100 مق

 سـرطاني  هـای سـلول  روی بـر  ليترميلي بر ميکروگرم

 (.13)است مؤثر
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استفاده از گياهـان جهـت سـنتز نـانوذرات بـه      

يکي از روش دليل عدم استفاده از مواد آلاينده و سمي

رود. گياهان دار محيط زيست به شمار ميهای دوست

های زنده اقتصادی و مؤثر جهت توليد از جمله سامانه

 سـنتز  مطالعـه،  ايـن  از هـدف . باشندنانوذرات نقره مي

 .C گيـاه  بـر   عصـاره  از اسـتفاده  با زيستي نانوذره

asiatica  اثرات ضـد تکثيـری و القـا آپوپتـوز      بررسيو

و  MCF-7نانوذره زيسـتي سـنتز شـده بـر رده سـلولي     

 بود.  HEK-293مقايسه آن با رده سلولي نرمال     

 

  بررسي روش

ــن در ــه اي ــي، مطالع ــه تجرب ــور ب ــنتز منظ  س

رسـوب  روش از بالا خلوص با زيستي نقره نانوذرات

 به( آلمان مرک)(AgNO3)نقره هایيون احيای با گذاری

 بـرای . شـد  اسـتفاده  C. asiatica گيـاه  عصـاره  وسـيله 

 حجم به گياه پودر از گرم 20 گياهي، عصاره استخراج

 ساعت 24 مدت به و شد رسانيده اتانول ليترميلي 500

ــای در ــرار شــيکر دســتگاه در و محــيط دم ــت ق . گرف

. شــد فيلتـر  صـافي  کاغـذ  لهوســي بـه  حاصـل  عصـاره 

 عصـاره  حجـم  از ليترميلي 3 افزودن با نقره نانوذرات

 .شدند سنتز AgNO3 مولار ميلي 001/0 غلظت با

 دارد کـه  هـايي ترکيـ   دليـل  به گياهي عصاره

مي نقره ذرات نانو به نقره نيترات نمک احيای به منجر

 و واکـنش  زمـان  از سـاعت  يـک  گذشـت  از پ . شوند

 آب با رسوب شستشوی مرتبه سه حلول،م رنگ تغيير

 در دور 9000در شستشـو  جهـت . گرفـت  انجـام  مقطر

 نهايـت  در. شـدند  سـانتريفيوژ  دقيقه 30 مدت به قهيدق

 در محصـول  و شـد  انجام اتانول با انتهايي شستشوی

 قـرار  سـاعت  4 مـدت  بـه  گـراد، سانتي درجه 37 دمای

 .. شد داده

 اندازه زيستي، روش به ذرات نانو سنتز از پ 

 بـه  شـده  توليـد  ذرات نـانو  شناسـي  ريخت و ساختار

ــک وســيله ــي هــایتکني ــه از مختلف ميکروســکوپ  جمل

ــذا  ــي گ ــکوپ الکترونــي   (1)(TEM)رهالکترون و ميکروس

(SEM)روبشــي
بــه  SEM بــرداریانجــام گرفــت. عکــ ( 2)

                        )آلمــــــــان( و  Sigma Zeiss وســــــــيله دســــــــتگاه

از نانوذرات نقره به وسيله دستگاه  TEMبرداری عک 

EM10C-100 KV Zeiss     آلمـان( بـه وسـيله شــرکت دی(

 پترونيک انجام شد.

های سـرطاني سـينه   عه رده سلولدر اين مطال

(MCF-7)  و سلول نرمالHEK-293  از بانک سلولي مرکز

هـا در  ملي ذخاير زيستي و ژنتيکي تهيه شد. اين سلول

درصد سـرم جنـين    10حاوی  RPMI1640محيط کشت 

ــاوی ــد 1،(3)(FBS)گــــ ــي درصــــ ــک                            آنتــــ بيوتيــــ

درجـه   37در دمای  سيلين ـ استرپتومـــــــايسين پني

 CO2 5گراد در يـک اتمسـفر مرطـوب بـا غلظـت     سانتي

درصــد کشــت داده شــدند. جهــت بررســي وضــعيت   

ــلول    ــداد س ــلامت و تع ــوژی، س ــر  مورفول ــا در زي ه

ها ميکروسکوپ اينورت بررسي شدند. زماني که سلول

درصد رشد سلولي رسـيدند، بـه وسـيله     70حداقل به 

جـدا شـدند و در   درصد از تـه فلاسـک    05/0تريپسين 

                                                           
1-Transmissionelectron Microscopy(TEM)               
2-Scanning  Electron Microscopy(SEM) 
3- Fetal Bovine Serum(FBS) 
 

 



همکاران و فرد عدالت شيما  

 574 (124پي در پي شماره)1396ید و آذر ـ5شماره ـ22 دوره ـ دانش ارمغان مجله

دقيقه سـانتريفيوژ   5قه به مدت يدور در دق 1500دور 

شدند. رسوب سلولي حاصل به حالـت سوسپانسـيون   

های موجود در آن  تهيه شد و درصد زنده بودن سلول

با استفاده از لام نئوبار و رنگ تريپان بلـو بـه وسـيله    

ميکروسکوپ نوری تعيين شد. پ  از اطمينان از عـدم  

 90هـای بـا درصـد زيسـتايي بـالای      ز سلولآلودگي، ا

 درصد جهت انجام آزمايش استفاده شد.

به منظور بررسي اثر نـانوذرات نقـره زيسـتي    

های سـرطاني و نرمـال از   برروی رشد و تكثير سلول

، MTTاسـتفاده شـد. آزمـايش    MTT روش رنگ سـنجي 

يکي از روش های رنگ سنجي متـداول بـرای بررسـي    

يات سلول است. اين مساله بـا  ح ميزان سميت مواد بر

بـه وسـيله     (MTT)سنجش قدرت احيا  رنگ تترازوليوم

های سلولي و تبديل آن به بلورهای فورمازان بـا  آنزيم

گيـرد. در نتيجـه   رنگ بنفش مـورد بررسـي قـرار مـي    

رنگ فورمازون تشکيل ميفرآيند احيا، بلورهای بنفش

به  شود. سپ  اين بلورها در حلال مناس  حل شده و

های اسپکتروفوتومتری مقدار سنجي مـي وسيله روش

 تواند نشانشوند. مقدار بلور فورمازون ايجاد شده مي

 های زنده باشد.دهنده درصد سلول

ميکروليتــر  100بــرای انجــام آزمــايش، حجــم 

 HEK-293و  MCF-7سـلول    10000محيط كشت حاوی 

ن خانه قرار داده شـد. انكوباسـيو   96در هر خانه پليت 

 100و 50، 25،  5/12،  5، 3هــای مختلــ   بــا غلظــت 

ليتر از نانوذرات زيستي طـي زمـان   ميکروگرم بر ميلي

ساعت و با سه بار تکرار انجـام شـد. پـ  از طـي      24

ــت،    ــه پلي ــر خان ــه ه ــذكور ب ــان م ــر  100زم ميکروليت

ـ ديفنيـل  5،  2(  ـ2ديمتيل تيازوليل  ــ  5،4،3)) MTTرنگ

ميلـي  5/0ا، آلمان بـا غلظـت   تترازوليوم برومايد(سيگم

ليتر اضافه شد و به مدت چهار ساعت در گرم بر ميلي

ــاتور  ــ  از گذشــت   37انكوب ــه شــد. پ  4درجــه انکوب

هـا  ساعت، محيط رويي پليت خـارج شـد و بـه چاهـک    

های بـنفش رنـگ   ايزوپروپانول اضافه شد تا کريستال

اند، هايي که زنده ماندهفومارازون ايجاد شده در سلول

حل شده و مايع رنگي يکنـواختي ايجـاد شـود. پـ  از     

ــا    30 ــوری هــر چاهــك ب ــه انكوباســيون جــذب ن دقيق

 570در طول مـوج    ELISA READERاستفاده از دستگاه

نانومترخوانده شد. نتاي  حاصـله بـه صـورت ميـزان     

)غلظتي که سـب  مهـار رشـد     IC50درصد زيستايي و 

دند. شـود( گـزارش ش ـ  درصد مـي  50سلولي تا ميزان 

های ايـن تحقيـق سـه    جهت گرفتن نتيجه بهتر، آزمايش

بار تکـرار انجـام گرفـت و ميـزان بقـای سـلولي طبـق        

 فرمول زير محاسبه گرديد.

100     جذب نوری کنترل/جذب نـوری تسـت(م ميـزان(

 بقای سلولي

  هـای سـلول  در آپوپتوز القا بررسي منظور به

MCF-7بـا  آن مقايسـه  و زيستي نقره نانو با شده تيمار 

ــرل گـــروه ــه کنتـ ــههـــي  کـ ــاری گونـ ــت تيمـ                        دريافـ

 Annexin- FITC رنـگ  دو با هاسلول آميزیرنگ نکردند،

              كيــت العمــل دســتور طبــق ،PI) (يديــد پروپيــديوم و

 Annexin V-FITC  (Affymetrix, eBioscience, USA) انجـــام 

 گفتـه  روش برطبـق  هـا سلول تست، انجام برای. فتگر

 از پـ  . شدند کشت زيستايي سنجش آزمون در شده

  هـای سـلول  مربوطه، تيمار IC50 غلظت شدن مشخ 
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MCF-7 نـانو  ليتـر ميلي بر ميکروگرم 76/8 و 5 غلظت با 

 سـپ  . شـدند  تيمـار  سـاعت  24 مـدت  به زيستي نقره

 رسوب به. دشدن شسته سالين فسفات بافر با هاسلول

 بـافر  ميکروليتـر  200 هـا، سلول سانتريفوژ از حاصل

 رنــگ از ميکروليتــر 5 ســپ . شــد اضــافه باينــدينگ

Annexin V اتا  دمای در دقيقه 10 مدت به و شد اضافه 

 شستشو بايندينگ محلول با هاسلول سپ . شد انکوبه

 هـا  سلول به PI رنگ ميکروليتر 10 سپ  و شدند داده

ــاليز نهايــت در. شــد اضــافه ــه آن  دســتگاه وســيله ب

 .گرفت انجام فلوسايتومتری

آوری شـده بـا اسـتفاده از نـرم    های جمـع داده

های آمـاری آنـاليز واريـان  دو    آزمونو  SPSSافزار 

طرفه، تـوکي و آنـاليز واريـان  يـک طرفـه تجزيـه و       

 تحليل شدند.

 

 هايافته

نانوذرات سنتز شـده   ،SEM با توجه به تصوير

ــد ــين   دارای ان ــدوده ب ــا   20ازه در مح ــانومتر ت  60ن

و  1در شـکل   TEM و SEM  ینانومتر داشتند. عک  ها

نشان داده شده است. قطر ميانگين نانو ذرات سـنتز   2

 نانومتر محاسبه شد. 19شده، 

هـای  نتاي  نشان داد که نانوذره نقره در غلظت

ليتــر بيشــترين مهــار تکثيــر ميکروگــرم بــر ميلــي 100

دار بـود  شـت کـه از لحـام آمـاری معنـي     سلولي را دا

(001/0p در حالي که غلظت .)ميکروگرم بـر ميلـي   3

ــاي      ــان داد. نت ــندگي را نش ــزان کش ــرين مي ــر کمت ليت

هـا بـر اسـاس روش رنـگ     سنجش توان زيستي سلول

 ارايه شده است. 1سنجي در جدول 

ه نقـره   بـا نـانوذر   HEK-293تيمار سلول نرمال 

دهـد کـه نـانو ذره    ساعت نشان مـي  24در مدت زمان 

ليتـر بيشـترين   ميکروگرم بر ميلي 100نقره در غلظت  

مهار تکثير سلولي را داشت که از لحام آمـاری معنـي   

ــود ) ــالي001/0pدار بـ ــت  (. در حـ ــه غلظـ  5و  3کـ

ل اخـتلاف  ليتر نسبت به گروه کنتـر ميکروگرم بر ميلي

 (.  2()جدول pم09/0داری را نشان ندادند)معني

سـاعت   24نانوذره نقـره در زمـان    IC50مقدار 

ميکروگرم بـر   76/8، مقدار MCF-7 بر روی رده سلولي

ليتر محاسبه گرديد که در مقايسه با گروه کنتـرل  ميلي

دار بـود. هـم  گونه تيماری دريافت نکردند معنيکه هي 

ــين ــو   IC50 چن ــان  مرب ــره در زم ــانو ذره نق ــه ن  24ب

ميکروگرم  47/18ساعت برای سلول های نرمال مقدار 

 ليتر محاسبه شد.بر ميلي

در سلول آپوپتوز بررسي القا از حاصل نتاي 

تيمار شده با نانو نقره زيستي سنتز شده، MCF-7 های 

باشـد  هـا مـي  درصدی سلول 10/92بيانگر زنده ماندن 

، زيـرا بـا   رفتنـد وپتوز قـرار نگ ها تحت آپكه اكثريت آن

هايي که دچار آپوپتـوز  دارو تيمار نشدند. تعداد سلول

درصد و  11/0و  40/2اوليه و تثخيری شدند به ترتي  

آوری و ها كه تحت تـثثير مراحـل جمـع   اندكي از سلول

درصد بـود کـه    39/5سازی، دچار نكروز شدند آماده

ده مقـادير  سـالم و زن ـ هـای   اين تعداد در مقابل سلول

 ال (. 3شود) شکل مي بناچيزی محسو
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هـايي كـه بـا دوز    نتاي  القا آپوپتوز در سـلول 

IC50  76/8 ــار                      ميکروگــــرم بــــر ميلــــي ليتــــر تيمــ

) ب( ارايـــه شـــده اســـت. نتـــاي                       3شـــدند در شـــکل 

هــای آپوپتــوزی، مربــو  بــه محاســبه درصــد ســلول

سـيله فلوسـايتومتری حـداقل بـا دو بـار      نکروزی به و

 ±هـا  تکرار آزمايش بـه شـکل درصـد ميـانگين سـلول     

نمايش داده شـده   3و شکل  3انحراف معيار در جدول 

 است. 

مقايسه آپوپتوز و نکروز القا شـده بـر اسـاس    

های تيمار شـده بـا   داده های فلوسايتومتری در سلول

گـروه   های تيمار نشده بـه عنـوان  و سلول IC50غلظت 

کنترل، نشان داد کـه ميـزان آپوپتـوز اوليـه بـا مقـدار                  

5/023/25     دار نسبت به گروه کنتـرل افـزايش معنـي

ــا  (>001/0pداشــت) ــز ب . ميــزان آپوپتــوز تــاخيری ني

دار نســبت بــه گــروه کنتــرل معنــي4/0 22/10مقــدار

 . (>01/0pبود)

 

 

  . C. asiaticaاز نانوذرات نقره سنتز شده به وسيله عصاره گياه SEM: تصوير 1شکل 

 

 

 

 .C. asiaticaنانوذرات نقره سنتز شده به وسيله عصاره گياه  TEM : تصوير2شکل 
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ساعت با روش رنگ سنجي. مقادير به دست آمده  24نانوذره نقره در مدت زمان  باMCF-7  های رده : ميانگين توان زيستي سلول1جدول 

 در نظر گرفته شده است >05/0pانحراف از معيار و تفاوت ميانگين ها در سطح   براساس ميانگين 

 

ساعت با روش رنگ سنجي. مقادير به دست آمده  24نانوذره نقره در مدت زمان های  با HEK-293: ميانگين توان زيستي سلول رده 2جدول

 درنظر گرفته شده است >05/0pوت ميانگين ها در سطح انحراف از معيار و تفا براساس ميانگين 

 

به وسيله فلوسايتومتری )تست ها با دو تکرار انجام شده اند و در شکل فقط يک  Annexin V-FITC :  نتاي  حاصل از القا آپوپتوز با کيت 3شکل 

( یداريسطح معن 76/8) IC50هايي كه با دوز ال ( نتاي  آپوپتوز در سلول های کنترل؛ ب( نتاي  آپوپتوز در سلول تکرار نمايش داده شده است(، 

 نانوذرات نقره زيستي تيمار شدند.

 C. asiaticaآپوپتوز القا شده به وسيله نانو ذره نقره سنتز شده به وسيله  عصاره گياه  : 3جدول 

يسطح معن یدار  

 نسبت به گروه کنترل

گروه تيمار شده با غلظت   IC50 

 نانو نقره زيستي

سلولي مر  گروه کنترل  

 001/0  5/023/25 7/0  31/3 آپوپتوز اوليه 

 01/0  22/10   4/0  88/0   8/0  توز تاخيریآپوپ 

 05/0  73/13   6/0  67/4   9/0  نکروز 

 بر ميکروگرم 100

 ليترميلي

 بر ميکروگرم 50

 ليترميلي

 بر ميکروگرم 25

 ليترميلي

 ميکروگرم 5/12

ميلي بر  ليتر

 بر ميکروگرم 5

ميلي     ليتر

 بر ميکروگرم 3

  ليترميلي

 زمان

1/008/7 15/075/10 13/004/25 21/0  61/41 18/0  51/64 07/0   5/81 24 ساعت 

0004/0  0007/0  0008/0  006/0  038/0  063/0  یداريسطح معن 

 بر ميکروگرم 100

 ليترميلي

 ميکروگرم 50

 ليترميلي بر

 ميکروگرم 25

 ليترميلي بر

 بر ميکروگرم 5/12

 ليترميلي

 بر ميکروگرم 5

 ليترميلي

 بر ميکروگرم 3

 ليترميلي

 زمان

1/07/15 15/025/25 13/075/39 21/0  25/62 18/0  5/82 07/0  5/92 24 ساعت 

0005/0  0007/0  0009/0  008/0  078/0  09/0  یداريسطح معن 
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 بح 

 1فناوری نانو، شناخت و كنترل مواد در ابعـاد  

نانومتر است كه سب  بـروز خـواص فيزيكـي،     100تا 

شود و كاربردهـای  يايي و زيستي غير معمول ميشيم

 .(14سازد)جديد و منحصر به فردی را ممكن مي

های متفاوتي ماننـد  برای توليد نانوذرات روش

ها با كمـك  های شيميايي، تجزيه حرارتي تركي واكنش

هــــای الكتروشــــيميايي، گــــرفتن از پرتوهــــا، روش

وجـود  سونوشيميايي، پردازش با امواج ميكرو و غيره 

هـايي كـه منجـر بـه     دارد، اما متثسفانه در اكثـر روش 

شود، استفاده از مواد خطرناك يك توليد نانو ذرات مي

 (.15اجبار است)

از اين رو نياز بـه روشـي بـا بـازده بـالا، کـم       

هـای  و بـدون آسـي    هزينه، بـدون توليـد مـواد سـمي    

باشـد. يكـي از روش  زيست محيطي رو به افزايش مـي 

نانوذرات، توليـد بـه روش زيسـتي اسـت و     های توليد 

توجه به اين روش برای توليد نانوذرات رو به افزايش 

ها، ها، قارچباشد. منابع متعددی مانند گياهان، جلبكمي

ها در توليد زيستي نانوذرات كاربرد مخمرها و باكتری

 نـانوذرات  گياهي توليد مزيت كلي طور (. به16دارند)

چنـين  ي، بي خطر بودن و همهای زيستساير روش بر

گياهان دارويي است كه بسـيار قابـل    یهای بالاقابليت

اعتماد و سالم تر از باكتری، قارچ و مخمر برای توليـد  

 (.17نانوذرات است)

، C. asiatica روت و همکاران با استفاده از گياه

اقدام به سـنتز سـبز نـانوذرات نقـره نمودنـد. در ايـن       

ساز فلزی استفاده به عنوان پيش تحقيق از نيترات نقره

شد که تغيير رنگ از زرد ملايم به تيـره نشـان دهنـده    

سنتز نانوذرات نقره بود که اين تغييـر رنـگ بـا نتـاي      

خــواني دارد. متوســط حاصــل از مطالعــه حاضــر هــم

نـانومتر تعيـين گرديـد و    100اندازه ذرات توليد شـده   

جـه بـه   (. بـا تو 18دارای اشکال کروی و مکعبـي بـود)  

ــوير  ــانوذرات دارای    SEMتص ــر، ن ــه حاض در مطالع

باشـند کـه سـايزی کـوچکتر از     نانومتر مـي  19اندازه 

 باشد.تحقيق روت و همکاران مي

و همکاران با استفاده از پودر  گياه لاگسواری 

C. asiatica       و در دمای اتـا  موفـق بـه سـنتز نـانوذرات

 42ط نقره شـدند. ايـن نـانوذرات دارای انـدازه متوس ـ    

نــانومتر بودنــد. نــانوذرات توليــد شــده خــواص آنتــي

زا از خـود  باکتريال مـؤثری در برابـر عوامـل بيمـاری    

(. نانو ذره سنتز شده در تحقيق حاضر 19نشان دادند)

و همکـاران هسـت، ولـي     یلوگسـوار نزديک به تحقيـق  

 اندازه کوچکتری در تحقيق حاضر حاصل شده است.

ه آبي بر  گياه در هر دو تحقيق فو  از عصار

استفاده شد که اندازه ای بزرگتر از نانو ذرات زيسـتي  

 سنتز شده در تحقيق حاضر دارند.

ــتفاده از                         ــا اســـ ــاران بـــ ــفقت و همکـــ شـــ

نانوذرات نقره را سنتز و اثر آنتي  Viburnum lantanaگياه 

باکتريال و ضد قارچي آن را بررسـي کردنـد. در ايـن    

استفاده از عصاره متانولي گيـاه، نـانوذراتي   تحقيق با 

 48نـانومتر و بـا انـدازه متوسـط      80ـ ـ20در محدوده 

هـا مشـخ  شـده    نانومتر سنتز شد. در ايـن بررسـي  

اســت کــه فعاليــت ضــد ميکروبــي نــانوذرات نقــره بــا 

ســاختار مکعــ  و مکعــ  مســتطيل، نســبت بــه شــکل 
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 هاکروی، دارای تثثيرات بيشتری روی ميکروارگانيسم

 (.20ها است)و سلول

ردی  و همکاران نانوذرات نقره بـا اسـتفاده از   

ــاه  ــق    Piper longumگي ــن تحقي ــد. در اي ــنتز نمودن را س

اکسـيداني و ضـدميکروبي   خواص ضدسرطاني و آنتي

ــت.    ــرار گرف ــد شــده مــورد بررســي ق ــانوذرات تولي ن

نانومتر  46نانوذرات دارای اشکال کروی و با ميانگين 

ي  نشـان داد کـه نـانوذرات سـنتز شـده      اعلام شد. نتا

های پاتوژنيک نسبت بـه  پتانسيل بيشتری عليه باکتری

چنين دارای خاصيت عصاره گياه داشتند. اين ذرات هم

سـرطان سـينه    MCF-7 سايتوتوکسيک عليه رده سلولي

محاسبه شده برای اين نانوذرات بـر  IC50  بودند. مقدار

طي  ميلي ليترميکروگرم بر  67معادل  MTTاساس تست

(. در حالي که در مطالعـه  21ساعت محاسبه گرديد) 24

نـانومتر و مقـدار    30انجام شده ميانگين انـدازه ذرات  

IC50   ــان ــره در زم ــانوذره نق ــدار 24ن ــاعت مق  76/8س

ليتر محاسبه گرديد که نشان دهنـده  ميکروگرم بر ميلي

تـر نـانوذره تحقيـق    سنتز مؤثرتر و اثر کشندگي قـوی 

 اشد.بحاضر مي

سواتي جـي اس و همکـاران پتانسـيل درمـاني     

نانو ذره اکسيد آهـن توليـد شـده و عصـاره متـانولي                

C. asiatica   ــلولي ــر رده ی س ــي   MCF-7ب ــورد بررس م

قرارداد. در اين تحقيق ابتـدا عصـاره متـانولي از گيـاه     

تهيه شد سپ  نانو ذره اکسيد آهـن توليـد شـده و از    

(PVP) polyvinylpyrrolidon     .برای انتقـال دارو اسـتفاده شـد

 pvpميکروليتــر عصــاره کــه بــر  10نتــاي  نشــان داد ، 

بارگـذاری شـده    با نانو ذره اکسيد آهـن  پوشيده شده

شود، ولي عصاره درصد مهار رشد مي 60باشد سب 

درصد سب  مهـار شـدند.    33/48و نانو ذره به تنهايي 

اثر سايتوتوکسيک بر رده سلول اين در حالي است که 

(. در 22درصد کاهش داشـت)  10/ 42تا Lـ 929نرمال 

مطالعه حاضر نانوذره نقره ايـن گيـاه مـورد اسـتفاده     

ميکروگـرم از   76/8قرار گرفت و نتاي  نشـان داد کـه   

دهـد، ايـن   درصد مهار رشد نشان مي 50اين نانو ذره 

ــه   ــت ک ــالي اس ــلول  IC50در ح ــرای س ــال    ب ــای نرم            ه

 ميکروگرم بود. HEK  ،47/18ـ293

يکـي از   و همکاران اثـر آسـياتيک اسـيد    يالينگ

فعال اين گياه را بر دو رده سلول سـرطان   یهاترکي 

  IC50بررسي کردنـد کـه    MDA-MB ـ231و MCFـ7 پستان

و  ميکرومـول محاسـبه شـد    MCF ،95/5ــ  7برای رده 

شـد کـه    محاسبه ميکرومول MDA-MB  ،12ـ 231برای 

کمتر ايـن گيـاه بـر سـلول نرمـال      نشان دهنده اثرسمي

  .(23است و در مطالعه حاضر نيز به اثبات رسيد)

انجام شده اثر سـميت عصـاره    یهادر مطالعه

هـای سـرطاني بـه اثبـات     گياه آب بشـقابي بـر سـلول   

رسيده است، در مطالعه حاضر نيز اين گياه اثر سميت 

ــا  ــان داد ب ــود نش ــالايي را از خ ــه از   ب ــاوت ک ــن تف اي

نانوذرات سنتز شده حاصل از اين گيـاه اسـتفاده شـد    

که در مقايسه با اثرات عصـاره بـه تنهـايي عمـل کـرد      

 بهتری مشاهده شد.

 یهـا سايز نـانو ذرات سـنتز شـده در مطالعـه    

مختل  بسيار وابسته بـه نـوع روش بـه کـار رفتـه و      

 جن  و گونه گياه دارد. بـا مقايسـه انـدازه نـانو نقـره     

نـانومتر در   19زيستي سنتز شـده بـا ميـانگين حـدود     



همکاران و فرد عدالت شيما  

 580 (124پي در پي شماره)1396ید و آذر ـ5شماره ـ22 دوره ـ دانش ارمغان مجله

ديگر، بـه نظـر    یهاتحقيق حاضر در مقايسه با مطالعه

رسـد کـه روش بـه کـار رفتـه و نـوع گيـاه مـورد         مي

استفاده در اين تحقيق از کـارايي بـالايي جهـت سـنتز     

برخوردار است. به طوری که انـدازه نـانوذرات سـنتز    

هـا کـوچکتر   ير تحقيـق شده در اين تحقيق نسبت به سا

بوده و خاصيت سميت و کشندگي بيشتری نشـان داد.  

نتاي  اين تحقيق نشان داد کـه نـانو ذرات نقـره سـنتز     

شده کاملًا وابسته به غلظت و زمان دارای آثار مهاری 

باشند. به طوری های سرطاني ميو ضد تکثيری سلول

وابسـته    MCFـ7سلولي  رده بر روی كشندگي اثر که،

غلظت نانو ذرات نقـره اسـت و بـدين ترتيـ  مقـدار      به 

IC50  ساعت بـرای نـانوذرات زيسـتي و بـرای      24طي

 47/18و  76/8رده سلولي سرطاني و نرمال به ترتي  

 ليتر محاسبه گرديد.ميکروگرم بر ميلي

بررسي القا آپوپتوز هم نشان داد که نانو نقره 

گي و زيستي مذکور، با القا آپوپتوز سب  ايجـاد کشـند  

گرديـد. زيـرا بـر     MCF-7مر  سـلولي در رده سـلولي  

اساس نتاي  حاصـل از فلوسـايتومتری، القـا آپوپتـوز     

بيشتر از بروز نکروز سلولي بود که اين افزايش نيز از 

نظر آماری معني دار بود. تا به حال گزارشي مبني بـر  

بررسي القا آپوپتوز بـا بـه کـارگيری نـانو ذره سـنتز      

و بـا اسـتفاده از کيـت انکسـين      C. asiaticaشده از گيـاه  

گزارشي نشده است تا بتوان مـورد مقايسـه قـرار داد.    

ــا   مطالعــات موجــود فقــط بــه ســنتز نــانو ذره و نهايت

 اند. بررسي اثرات ضدميکروبي آن پرداخته

 

 گيرینتيجه

نانوذرات زيستي حاصل از اين پژوهش قادرند 

را  MCF-7هـای سـرطاني   جلوی رشـد و تکثيـر سـلول   

. اثـر سايتوتوکسـيک بيشـتری در رده سـلولي     بگيرند

MCF-7   هـای نرمـال   در مقايسه بـا سـلولHEK-293  در

لـذا  مشاهده شد، نانونقره زيستي سنتز شده نتيجه اثر 

هـای تکميلـي و   تـوان اميـد داشـت بـا انجـام تسـت      مي

هــا در درمــان ســرطان از آن يدرون تنــ یهــامطالعــه

 استفاده نمود.
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Abstract: 

Background and aim: The use of plants to synthesize nanoparticles is one of the most environmentally friendly 

methods. The purpose of this study was to synthesize green silver nanoparticles using Centella asiatica extract 
and study the effects of cytotoxicity in breast cancer cell line. 

 
Methods: In this experimental study, the morphology of silver nanoparticles was evaluated using transient 

electron microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM). MTT was used to evaluate the anti-
proliferative effects of biological nanoparticles in breast cancer cell line (MCF-7) and normal cells (HEK-293). 
Apoptotic assays were performed using flowchitometry with Annexin V kits. Data were analyzed using two-way 
ANOVA statistical tests. 

 
Results: Spherical particles were synthesized with an average of 19.19 nm. Antimicrobial activity in MCF-7 cells 

increased with increasing concentrations and time of nanoparticles. IC50 of silver nanoparticle was 24.88 μg / ml 
in cancerous cells. Increasing apoptosis was observed in cells treated with biological nanoparticles at IC50 
concentration compared to control cells (p <0.001). Also induction of apoptosis in MCF-7 cells was more than 
necrotizing compared to control (p<0.001). 

 
Conclusion: The synthesized silver nanoparticles have the effect of cellular toxicity and induction of apoptosis 
on cancer cells in a concentration-time pattern. 
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