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چکیده
-اي به معرفی سویهاخیراً توجه ویژهاست کهخصوصیات ویژه فیزیکوشیمیایی نانوذرات سلنیوم باعث شدهزمینه و هدف:

سویه اکتینومیست مولد نانوذرات سلنیوم، معرفی مطالعه حاضر ازگیرد. هدف لنیوم صورت هاي میکروبی مولد نانوذرات س
باشد.می(MCF-7)لولی آن بر رده سلولی سرطان سینهتعیین خصوصیات نانوذرات و بررسی اثر سمیت س

هاي خاك جداسازي گردید. سویه در این مطالعه آزمایشگاهی ابتدا سویه مولد نانوذرات سلنیوم از نمونهها:مواد و روش
-UVشناسایی شد. سپس طیف 16S rDNAهاي بیوشیمیایی، مورفولوژیک و تعیین توالی ژن منتخب سپس به کمک تست

Visibleعکس میکروسکوپ الکترونی ،(Transmission electron microscope) TEMاي، طیف ، الگوي پراکنش اندازه ذره
EDX(Energy-dispersive X-ray) وFTIR(Fourier-transform infrared) نانوذرات سلنیوم تعیین گردید. جهت بررسی

MTT(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide)ر پایه اثر سمیت سلولی نانوذرات سلنیوم از روش رنگ سنجی ب

مربوطه 50IC(Half inhibitory concentration)محاسبه و سپس میزان مانیزندهدر این روش ابتدا درصد استفاده گردید که 
محاسبه گردید.

نشان دادند که TEMهاي عکسد. شناسایی گردیFSHJ9استرپتومایسس لاواندولهباکتري منتخب به عنوان ها:یافته
آنها نشان داد که گروه عاملی خاصی بر روي سطح نانوذرات FTIRطیفدارند.انومترن28- 123اي ذرهاندازهنانوذرات کروي 

در )لیترمیلیمیکروگرم در 1/77±23/42(نانودرات سلنیوم 50ICحضور ندارد. نتایج سمیت سلولی نانوذرات نشان داد که 
.بیشتر است)لیترمیلیمیکروگرم در 0/3±53/41(سدیم سلنیت 50ICقایسه با م

نانوذرات سلنیوم را تولید کند. این استقادر FSHJ9استرپتومایسس لاواندولهنتایج این مطالعه نشان داد که گیري:نتیجه
یی از جمله به عنوان مکمل در رژیم غذایی انسان و دام پیدا ند کاربردهاتوانمیمیلیاز انجام مطالعات تکاحتمالاً پسنانوذرات 

کند.
MCF-7رده سلولی نانوذرات سلنیوم، بیوسنتز، استرپتومایسس، سمیت سلولی، هاي کلیدي:واژه
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مقدمه
خواص فیزیکوشیمیایی منحصر به فردي که نانو مواد 

هاي دهند در دههنسبت به مواد غیر نانو از خود بروز می

باعث انجام مطالعات فراوانی در این حوزه شده است اخیر

هاي . نانوذرات فلزي مانند طلا و نقره در زمینه]5-1[

مختلف علوم شیمی، فیزیک و پزشکی مورد استفاده قرار 

. بعضی از خواص عنصر سلنیوم مانند ]2- 5[اند گرفته

هدایت گرمایی و نوري بالا و آنیزوتروپی باعث استفاده 

هاي خورشیدي شده است شبه فلز در سلولبسیار این

. علاوه بر این وجود سلنیوم در ساختار ]3- 7-4،6[

ها و گلوتاتیون پراکسیداز که لیپیدها، سلنوآنزیم

را در DNA (Deoxyribonucleic acid)ها و لیپوپروتئین

باعث معرفی ،کنندهاي حیوانی از آسیب حفظ میسلول

اي شده است وري تغذیهسلنیوم به عنوان یک عنصر ضر

. به هر حال نوع ساختار ترکیبات حاوي سلنیوم ]9-8[

نقش بسیار مهمی در فراهمی زیستی و فعالیت زیستی 

. مطالعات درون تنی و ]3-4[کنند میءاین عناصر ایفا

نه تنها Se)0(برون تنی نشان دادند که نانوذرات سلنیوم 

ی بهتري را بلکه فعالیت بیولوژیک،سمیت کمتري دارند

ترین اشکال که فراوانSe+6و Se+4هاي نسبت به یون

.]10-11[دهند سلنیوم موجود هستند از خود نشان می

هاي فیزیکوشیمیایی که براي سنتز نانوذرات روش

گیر بوده و شوند اغلب پرهزینه و وقتاستفاده می

دار محیط زیست نیستند، بنابراین محققین به سنتز دوست

هاي بیولوژیک روي روشتارها با استفاده ازنانوساخ

ها و ها، سلولها، آنزیم. میکروارگانیسم]12- 13[اند آورده

هاي گیاهی از جمله منابع بیولوژیکی هستند که عصاره

براي ساخت نانوذرات سلنیوم مورد استفاده قرار گرفته اند 

سویه و همکاران Shakibaie. براي مثال ]14-12[

Bacillusباکتریایی  sp. Msh1هاي آب دریاي را از نمونه

خزر جداسازي نمودند که این سویه قادر به سنتز نانوذرات 

. در مطالعه دیگري مشخص گردید ]3[سلنیوم کروي بود 

قادر بود بعد از باسیلوس مگاتریومباکتریایی هالوفیل سویه 

25/0هاي بالاتر از ساعت انکوباسیون در غلظت40

سدیم سلنیت را به نانوذرات سلنیوم تبدیل مولارمیلی

مایع و همکاران گزارش نمودند که Zare. ]12[نماید 

است کهقادر آسپرژیلوس ترئوسمحیط کشترویی

نانومتر را 47اي نانوذرات سلنیوم با متوسط اندازه ذره

مشخص شده است که علاوه بر این، .]13[سنتز نماید 

نس استرپتومایسس توانایی ها و به ویژه جاکتینومایست

ها، هاي ثانویه (مثل آنتی بیوتیکاي در تولید متابولیتویژه

. توانایی ]15[هاي مختلف) دارند ها و آنزیمضد ویروس

ها براي بیوسنتز نانوذرات فلزي نقره و طلا اکتینومایست

.]16-17[پیش از این گزارش شده است 

یه مطالعه حاضر سعی بر این دارد که یک سو

هاي خاك اکتینومیست مولد نانوذرات سلنیوم را از نمونه

سازي و تعیین جداسازي و شناسایی نماید تا بعد از خالص

خصوصیات نانوذرات سلنیوم بیوژنیک به مطالعه سمیت 

اندکیذکر است که مطالعات ها بپردازد. لازم بهسلولی آن

طور که ذکر شد و همان]3[در این خصوص صورت گرفته 

ها به منظور بیوسنتز نانوذرات استفاده از میکروارگانیسم

هاي اخیر توجه زیادي یک رویکرد جدید است که در سال

.]1[به آن شده است 
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627و همکارانمجتبی شکیبایی

1397سال ،7، شماره 17دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

هامواد و روش
در این مطالعه آزمایشگاهی که در آزمایشگاه 

بیوتکنولوژي دارویی دانشکده داروسازي، دانشگاه علوم 

تا شهریور 1394مهر پزشکی کرمان و در فاصله زمانی 

. علاوه بر این، این مطالعه داراي کد صورت گرفت1395

930160اخلاق از دانشگاه علوم پزشکی کرمان به شماره 

به منظور جداسازي سویه اکتینومیست احیاء می باشد.

نمونه خاك کشاورزي از 30، تعداد Se+4هاي کننده یون

سرآسیاب، هاي منطقهنقاط مختلف شهرستان کرمان (باغ

آوري و به زنگی آباد، کاظم آباد، چترود و لاله زار) جمع

20هاي خاك با آزمایشگاه منتقل شدند. یک گرم از نمونه

80حاوي توئین درصد9/0لیتر محلول سدیم کلراید میلی

1شماره (مخلوط شد و توسط کاغذ صافی )درصد5/0(

به ره خاکی میکرولیتر از عصا500صاف گردید. )واتمن

آمده به روش رقیق سازي سریالی رقیق گردید و دست 

CGA(Caseinمیکرولیتر از آن به محیط کشت 100

glycerol agar) 3/0(کازئین :)گرم بر لیتر(شامل( ،

، )2(، پتاسیم نیترات )2(، سدیم کلراید )10(گلیسرول 

، منیزیم سولفات هفت )2(دي پتاسیم هیدروژن فسفات 

آبه 7، فروس سولفات )02/0(، کلسیم کربنات )05/0(ه آب

26/1(حاوي سدیم سلنیت )15(و آگار )01/0(

ها تا زمانی که منتقل و پخش گردید. پلیت)مولارمیلی

گرم درجه 30در دماي ،ها رشد کننداکتینومیست

. )، ایرانJTSL20ژال تجهیز، مدل (شدند گذاري خانه

هاي هاي قرمز رنگ واجد قدرت احیاء کنندگی یوننیکلو
+4Se جداسازي شده و تا رسیدن به کلونی خالص روي

داراي سدیم سلنیت واکشت داده شدند. CGAهاي محیط

دانه قرمز هر چنین براي اطمینان از عدم تولید رنگهم

CGAهاي هاي جداسازي شده روي محیطکدام از کلونی

سلنیت نیز واکشت داده شدند. به منظور فاقد سدیم

انتخاب سویه اکتینومایست واجد بیشترین مقاومت به 

Minimum)سدیم سلنیت، حداقل غلظت مهار کنندگی 

inhibitory concentration; MIC) سدیم سلنیت براي

هاي جداشده مرحله قبل به روش رقیق سازي در سویه

ست انتخابی سپس . سویه اکتینومی]3[آگار تعیین گردید 

، U535، مدل (New Brunswickدرجه - 80در دماي 

15(و در محیط نوترینت براث حاوي گلیسرول )آمریکا

ذخیره گردید.)درصد

در مرحله بعد شناسایی مورفولوژیک و بیوشیمیایی 

سویه اکتینومایست انتخابی بر اساس رفرنس
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology

چنین شناسایی مولکولی بر مبناي . هم]18[انجام گرفت 

به شرح زیر انجام شد. ابتدا 16S rDNAتعیین توالی ژن 

ژنومی، سویه انتخابی در محیط DNAدست آوردن براي به

، 10گرم بر لیتر: تریپتون (Luria-Bertaniکشت مایع 

30(به مدت شش روز )10، سدیم کلراید 5عصاره مخمر 

کشت داده شد و سپس توده زیستی )rpm150درجه، 

)، آلمان5810R، مدل (Eppendorfتولیدي با سانتریفیوژ

ژنومی DNA. سپس )دقیقهrpm)10000 ،5جدا گردید

. ]19[کلروفرم استخراج گردید -با استفاده از روش فنول

از زوج 16S rDNAاز ژن bp1422براي تکثیر قطعه 

27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')پرایمر 

با rp2 (5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3')و 
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1397، سال 7، شماره 17دورهرفسنجانکیانشگاه علوم پزشمجله د

سه دقیقه PCR(Polymerase chain reaction)برنامه

30گراد، درجه سانتی94واسرشته شدن ابتدایی در 

گراد به سانتیدرجه 94چرخه شامل واسرشته شدن در 

گراد به سانتیدرجه 60دقیقه، اتصال در دماي 1مدت 

گراد به سانتیدرجه 72ثانیه، گسترش در دماي 45ت مد

درجه 72ثانیه و نهایتاً گسترش پایانی در دماي 90مدت 

دستگاه ترمال (ثانیه انجام گرفت 90سانتی گراد به مدت 

بعد از تعیین . )، آلمانPeqStar 96، مدل PeqLabسایکلر 

،)جنوبیهکر،Bionirشرکت (توالی قطعه تکثیر شده 

هاي سویه جدا شده با سایر توالی16S rDNAتوالی ژن 

BLASTافزار موجود در بانک ژنی با استفاده از نرم

(Basic local alignment search tools) 2.8.0نسخه-

alpha 20[مورد مقایسه قرار گرفت[.

به منظور تولید نانوذرات سلنیوم سویه اکتینومیست 

میکروگرم 100حاوي CGانتخابی در محیط کشت مایع 

روز کشت داده 5به مدت 4Se+ي هایونلیتر از میلیبر 

بعد از جداسازي .)گرادسانتیدرجه rpm)150 ،30شد

، )دقیقهrpm)10000 ،5با استفاده از سانتریفیوژها سلول

توده سلولی تولیدي با افزودن نیتروژن مایع فریز گردید و 

یدن به کمک هاون چینی لیز شد. بعد از این که بعد از سای

)دقیقه5وات، 100(مخلوط حاصله تحت اولتراسونیک 

، VCX 750، مدل ProScientificپروب سونیکاتور (

قرار گرفت و سه بار با استفاده از بافر تریس )آمریکا

حاوي سدیم pH)=3/8مولار، میلی5/1(هیدروکلراید 

و آب دیونیزه شسته شد. پلت )1ددرص(دودسیل سولفات 

لیتر از میلیحاصله در آب دیونیزه پخش گردید. دو 

اکتانول اضافه و - nلیتر از میلی4سوسپانسیون حاصله به 

به شدت تکان داده شد. سپس مخلوط حاصله سانتریفیوژ 

ساعت 24و در یخچال به مدت )، دقیقهrpm)5000شد

رحله فوق نانوذرات سلنیوم تولیدي داري شد. بعد از منگه

هاي ماندهها جمع شده و باقیدر فاز آبی و در انتهاي لوله

کنند. آلی تجمع پیدا می-سلولی نیز در بین دو فاز آبی

نانوذرات تولیدي به ترتیب با استفاده از کلروفرم، اتیل 

درجه 4الکل و آب مقطر شستشو داده شده و در دماي 

.]3[ري شدند داسانتی گراد نگه

در مرحله بعد خصوصیات مختلف نانوذرات تولید شده و 

هاي مختلف مورد ارزیابی خالص شده با استفاده از روش

نانوذرات سلنیوم خالص UV-Visibleقرار گرفت. طیف 

-UVمدل شیمادزو، (شده با استفاده از اسپکتروفتومتر 

دادن رسم گردید. تصاویر نانوذرات با قرار )، آمریکا1800

بر روي گرید مسی و با استفاده از میکروسکوپ ها آن

در )، آلمانSupra 55 VP، مدل Zeissالکترونی گذاره (

-EDX(Energyولت تهیه شدند و طیف کیلو100ولتاز 

dispersive X-ray) نانوذرات نیز با همین دستگاه رسم

فاده از اي نانوذرات با استتوزیع اندازه ذرهنمودار گردید. 

، MS2000کمپانی تجهیزات مالورن، مدل (نانوسایزر 

-FTIR(Fourierاندازه گیري شد و طیف )انگلستان

transform infrared) با تشکیل قرص پتاسیم بروماید

تهیه cm4-1حاوي نانوذرات خشک شده با درجه تفکیک 

XRD(X-ray. الگوي )، مدل آلفا، آمریکا(Brukerگردید

diffraction) کریستالی پودر خشک نانوذرات سلنیوم با

D8مدل ، (Brukerاستفاده از دستگاه پراش اشعه ایکس 

Advance3[شد یابی، آمریکا) مشخصه[.
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اثرات سمیت سلولی نانوذرات سلنیوم بیوژنیک در 

مرحله بعد مورد بررسی قرار گرفتند. رده سلولی سرطان 

العه از بانک ، مورد استفاده در این مط(MCF-7)پستان 

Iranian biological resource)سلولی جهاد دانشگاهی 

center; IBRC)ها از محیط براي کشت سلول. تهیه شد

DMEM(Dulbecco's modified eagle medium)کشت 

) که داراي درصدFBS(Fetal bovine serum))10حاوي

و )لیترواحد در میلی100(سیلین بیوتیک پنیآنتی

بود در )لیترمیکروگرم در میلی100(تومایسین استرپ

با رطوبت نسبی درصد5اکسیدکربن دي(2COانکوباتور 

استفاده شد)گراددرجه سانتی37و دماي درصد95

Brunswick)New مدل ،Galaxy170 Sتعداد )، آمریکا .

خانه کشت 96هاي هاي پلیتهزار سلول در چاهکبیست

ها ساعت جهت اتصال سلول24دت سلولی وارد شد و به م

ها سپس گذاري شدند. سلولخانهبه کف میکروپلیت گرم

هاي مختلف نانوذرات سلنیوم و سدیم جداگانه با غلظت

لیتر) تیمار شدند. میلیمیکروگرم در 120تا 0سلنیت (

میکرولیتر 20ها با ساعت محیط کشت سلول24بعد از 

MTTي حاوDMEMکشتمحیط

(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide))5

ساعت 4لیتر) جایگزین شدند و بعد از میلیگرم بر میلی

DMSO(Dimethylمیکرولیتر از 100انکوباسیون 

sulfoxide)570ها اضافه شد و میزان جذب در به چاهک

ز نانومتر قرائت گردید. کلیه مراحل فوق سه بار و در سه رو

ها براي محاسبه مختلف انجام گرفت و میانگین جذب

50ICچنینو هم(%Viability)مانی زندهمیزان درصد 

(Half inhibitory concentration) افزار نرمبه کمک

SPSS و ابزار آنالیز 15نسخهProbit استفاده شدند

]21[.

نتایج
از خاك فقط کلونی اکتینومیست جداشده 36از میان 

قرمز 0Seبه 4Se+هاي پنج کلونی داراي توانایی احیاء یون

سدیم سلنیت براي MICرنگ بودند. محاسبه میزان 

بیشترین قدرت J9هاي منتخب نشان داد که ایزوله سویه

با )لیترمیلیمیکروگرم در 200(هاي سلنیوم تحمل یون

یزوله منتخب روي را دارا بود. با کشت ا0Seها به تبدیل آن

و محیط )الف- 1شکل (CGAهاي حاوي محیط پلیت

پیدایش رنگ 4Se+هاي حاوي یون)د- 1شکل (CGمایع 

قابل مشاهده است و فقدان 0Seقرمز ناشی از نانوذرات 

هاي فاقد هاي رشد کرده روي محیطرنگ قرمز در کلونی

عدم ارتباط رنگ مشاهده )ج-1ب و -1شکل (سلنیوم 

.دهدتولید رنگدانه توسط این ایزوله را نشان میشده با 

اي را یک باکتري رشتهJ9مشاهدات مورفولوژیک ایزوله 

هاي بیوشیمیایی در و گرم مثبت نشان داد و نتایج تست

آورده شده است. هر دو این نتایج نشان داد که 1جدول 

ها است. نتایج متعلق به خانواده استرپتومایستJ9ایزوله 

BLAST 16توالیS rDNA ایزولهJ9 نشان داد که این

استرپتومایسس 16S rDNAبا توالی ژن درصد99توالی 
نوکلئوتیدي 1434مشابهت دارد و بنابراین توالی لاواندوله

KC626003دست آمده در بانک ژنی با شماره پذیرش به

.ثبت گردید
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گلیسرول آگار-روي محیط کشت کازیینFSHJ9ه استرپتومایسس لاواندولکشت ایزوله باکتریایی -1شکل
در عدم حضور و حضور سدیم سلنیت FSHJ9استرپتومایسس لاواندوله الف) حاوي سدیم سلنیت و ب) فاقد سدیم سلنیت. فلاسک کشت مایع 

درجه سانتی گراد.30روز کشت در دماي 5بعد از 

استرپتومایسس در مرحله بعد و پس از رشد سویه 
در محیط کشت حاوي یون سلنیوم، نانوذرات لهلاواندو

سلنیوم تولید شدند که در ادامه و به کمک سیستم حلال 

اکتانول این نانوذرات خالص شدند و براي مراحل - آب

بعدي یعنی تعیین خصوصیات و بررسی سمیت سلولی 

نانوذرات سلنیوم UV-visمورد استفاده قرار گرفتند. طیف 

طور داده شده است. هماننشان2خالص شده در شکل 

شود یک ناحیه جذبی در محدوده طول که مشاهده می

گسترده بودن شود. نانومتر دیده می600تا 400موج 

تواند به علت اي نانوذرات سلنیوم میمحدوده اندازه ذره

ایجاد اتصالات بین نانوذرات باشد که پیش از این به عنوان 

ث قرار گرفته مورد بحUV-visدلیل پهن شدن طیف 

که در تصویر میکروسکوپ الکترونی طور همان. ]3[است 

مشخص است نانوذرات سلنیوم تولید شده )3شکل (گذاره 

در این تحقیق کروي شکل هستند. 

نانوذرات سلنیوم بیوژنیکUV-visibleطیف -2شکل
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نانوذرات سلنیومTEMتصویر میکروسکوپ الکترونی -3شکل

بیوژنیک

دست آمده از روش تفرق اشعه لیزر براي تایج بهن

آورده شده 4اي نانوذرات در شکل محاسبه اندازه ذره

28اي است. سایز نانوذرات تولیدي در محدوده اندازه ذره

48اي نانومتر قرار داشت و نانوذرات با اندازه ذره123تا 

نانومتر بیشترین فراوانی را داشتند. 

اي نانوذرات سلنیوم بیوژنیکیع اندازه ذرهتوزالگوي -4شکل

هاي شیمیایی به طور کلی نانوذرات سلنیوم که با روش

اي شوند نسبت به نانوذرات بیوژنیک اندازه ذرهتولید می

EDX. طیف ]5،3[دهند کمتري از خود نشان می

(Energy-dispersive X-ray) نانوذرات سلنیوم خالص

را به ترتیب SeKβو SeLα ،SeKαهاي جذبی شده پیک

کیلوالکترون ولت نمایش 49/12و 22/11، 37/1در 

. )5شکل (دهد می

بیوژنیکنانوذرات سلنیومEDXطیف -5شکل

هاي قوي برابر با علاوه بر این آنالیز عنصري سیگنال

بدون حضور سایر عناصر را نشان داد (شکل درصد100

ازي آب/اکتانول سیستم دوفتوان نتیجه گرفتکه می) 5

هاي سلولی را از نانوذرات به خوبی توانسته ناخالصی

دست آمده از سلنیوم جداسازي نماید. بر اساس نمودار به

)6شکل (نانوذرات سلنیوم بیوژنیک XRDمطالعه طیف 

این نانوذرات شکل کریستالی خاصی ندارند و به شکل 

FTIR(Fourier-transformطیف شوند. آمورف دیده می

infrared) هیچ باند جذبی )7شکل (نانوذرات سلنیوم

مشخصی را نشان نداد که این امر به معناي عدم حضور 
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گروه عاملی خاص بر سطح نانوذرات بیوژنیک تولید شده 

باشد.می

بیوژنیکنانوذرات سلنیوم XRDآنالیز -6شکل

بیوژنیکسلنیومنانوذرات FTIRطیف -7شکل

علیه رده ولی نانوذرات سلنیوم بیوژنیک آنالیز سمیت سل

-یک رابطه مستقیم دوز(MCF-7)سلولی سرطان پستان 

پاسخ را نشان داد که با افزایش غلظت نانوذرات میزان 

. )8شکل (کند کاهش پیدا میMCF-7هاي زنده سلول

چنین نشان داد که نانوذرات نتایج مطالعه حاصل هم

میکروگرم 42/77±23/1برابر با 50IC(سلنیوم بیوژنیک 

سمیت کمتري را در مقایسه با سدیم )لیتردر میلی

)لیترمیکروگرم در میلی41/3±53/0برابر با 50IC(سلنیت 

از خود نشان داد.MCF-7روي رده سلولی

مقایسه سمیت سلولی نانوذرات سلنیوم بیوژنیک با سدیم -8شکل

MCF-7سلنیت روي رده سلولی 

بحث
لنیوم به دلیل خصوصیات منحصر به فرد نانوذرات س

هاي اخیر مورد فیزیکوشیمیایی و الکتریکی خود در سال

این ]3-4[توجه بسیاري از محققین قرار گرفته است 

چنین به واسطه خواص بیولوژیک نانوذره شبه فلزي هم

اکسیدانی، مختلف خود همچون خاصیت آنتی

یستم بیوفیلمی و تقویت کنندگی سضدمیکروبی، ضد

عنوان یکی از نانوذرات مهم در علوم ایمنی امروزه به

پزشکی مورد توجه محققان این رشته نیز قرار گرفته است 

. این نکته نیز قابل توجه است که در مطالعاتی که ]4- 6[

هاي اخیر صورت گرفته اثربخشی بالاتر و سمیت در سال

کمتري از نانوذرات سلنیوم در مقایسه با اشکال دیگر 

سلنیوم از جمله سلنیت، سلنومتیونین و سلنوسیسئین 
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هاي مختلفی براي سنتز . روش]10[گزارش شده است 

نانوذرات فلزي و شبه فلزي وجود دارد که در این بین 

ها به عنوان بیوسنتز نانوذرات فلزي با استفاده از باکتري

هاي فیزیکوشیمیایی مورد یک روش جایگزین براي روش

و Zhang. براي مثال ]3-6[ته استتوجه قرار گرف

سودوموناس آلکالیفیلا همکاران نشان دادند که باکتري 
50قادر است که نانوذرات سلنیوم کروي شکلی را با قطر 

باسیلوس . باکتري هالوفیل ]6[نانومتر تولید نماید 500تا 
مولار میلی25/0هاي بالاتر از قادر بود غلظتمگاتریوم

ساعت انکوباسیون به نانوذرات 40را بعد از سدیم سلنیت

. با استفاده از سوپرناتانت محیط ]12[سلنیوم تبدیل نماید 

نانوذرات سلنیوم با متوسط آسپرژیلوس ترئوسکشت

چنین . هم]13[نانومتر تهیه شدند 47اندازه ذره اي 

Yazdi و همکاران نشان دادند که سویه پروبیوتیکی

قادر بود نانوذرات سلنیوم با اندازه روملاکتوباسیلوس پلانتا

ساعت 72نانومتر را بعد از 250اي کمتر از ذره

.]22[انکوباسیون تولید نماید 

مائی استفاده شده در این مطالعه - سیستم دوفازي آلی

به خوبی قادر بود نانوذرات سلنیوم تولیدي را از توده 

ابهی زیستی اکتینومیست جداسازي نماید. در مطالعه مش

و همکاران صورت گرفت نیز از Forootanfarکه توسط 

این سیستم حلال به صورت موفقیت آمیز براي جداسازي 

نانوذرات سلنیوم تولیدي توسط سویه باسیلوس بود 

چنین نانوذرات تلوریوم بیوژنیک (تولید استفاده گردید. هم

) سودوموناس سودو الکالی ژنزشده توسط سویه باکتریایی 

ه کمک همین سیستم حلال جداسازي و تعیین نیز ب

نانوذرات سلنیوم UV-vis. طیف ]23[خصوصیات گردید

آورده شده است. 2خالص شده در این مطالعه در شکل 

براي نانوذرات Zhangپیش از این طیف مشابهی توسط 

نیز سودوموناس آلکالیفیلاسلنیوم تولید شده توسط

نیز ]24[همکاران و Oremland. ]6[گزارش شده بود 

هاي براي نانوذرات سلنیوم تولید شده توسط باکتري

با پهن شدگی در UV-visتنفس کننده سلنیوم طیف 

اند که نانومتر گزارش کرده500تر از هاي بزرگطول موج

هاي شیمیایی تفاوت با نانوذرات سلنیوم سنتز شده با روش

گی و همکاران گزارش کردند که پهن شدYangدارد. 

تواند به علت ایجاد اتصالات بین میUV-visطیف 

نانوذرات XRDبررسی طیف . ]25[نانوذرات سلنیوم باشند 

) نشان 6سلنیوم بیوژنیک سنتز شده در این تحقیق (شکل 

داد که این نانوذرات شکل کریستالی خاصی ندارند و 

باشند. نتایج مشابه این مطالعه قبلاً توسطآمورف می

Shakibaie گزارش شده بود که در آن ]3[و همکاران

Bacillusمقاله سویه باکتریایی  sp. Msh1 قادر بود

نانوذرات سلنیوم تولید نماید که از لحاظ شکل کریستالی 

معمولاً هنگام بدون شکل و آمورف تشخیص داده شدند. 

ها قرارگیري ترکیبات تولید نانوذرات توسط میکروارگانیسم

هاي عاملی بر نوذرات باعث ایجاد گروهمختلف روي سطح نا

قابل نمایش FTIRشود که در طیف روي سطح نانوذره می

هاي هیدروکسیل و . پیش از این وجود گروه]2- 3[هستند 

کربونیل بر روي سطح نانوذرات سلنیوم بیوسنتز شده 

Bacillusتوسط باکتري  sp. MSh-1 نشان داده شده بود

حاضر بر روي سطح نانوذرات حال در مطالعه. با این]3[

FSHJ9استرپتومایسس لاواندوله سلنیوم تولیدي توسط 

گروه عاملی خاصی روي سطح نانوذرات مشاهده نشد که 
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دلیل آن مشخص نیست و مستلزم انجام مطالعات بیشتري 

بررسی خاصیت سمیت سلولی نانوذرات سلنیوم است.

نشان MCF-7بیوژنیک در این مطالعه علیه رده سلولی 

نانوذرات سلنیوم سمیت کمتري در مقایسه با داد که 

دهند. سدیم سلنیت روي این رده سلولی از خود نشان می

HT-1080چنین الگویی پیش از این در مورد رده سلولی 

که در مجاورت نانوذرات سلنیوم قرار گرفته بودند نیز 

دست که کاملاً متفاوت از نتایج به]4[مشاهده شده بود 

است که نشان دادند ]26[و همکارانش Chenه توسط آمد

سمیت سلولی نانوذرات سلنیوم تولید شده توسط محلول 

بر Undaria pinnatifidaحاوي پلی ساکاریدهاي گیاه

در مقایسه با HepG2و MCF-7هاي سلولی روي رده

هاي طبیعی بیشتر است و بر روي سلول4Se+هاي یون

Hs68البته پیش از میت کمتري دارندنانوذرات سلنیوم س .

این نیز سمیت سلولی کمتر نانوذرات سلنیوم در مقایسه با 

رسد . به نظر می]25[سدیم سلنیت نیز گزارش شده بود 

ها تأثیر اي آنروش ساخت نانوذرات سلنیوم و اندازه ذره

ها دارد. مقایسه سزایی بر میزان سمیت سلولی آنبه

ا نانوذرات سلنیوم نشان سدیم سلنیت ب50ICمیزان

استرپتومایسس لاواندولهخاکزيدهد که باکتري می
FSHJ9 توانسته است ترکیب محلول سدیم سلنیت را به

برابر 22نانوذرات نامحلول سلنیوم تبدیل نماید که تقریباً 

از خود نشان داد.MCF-7سمیت کمتري روي رده سلولی

توان به میهاي موجود در این طرح ازجمله محدودیت

ها موقع آنهاي منابع مالی و عدم تأمین بهمحدودیت

ها چنین در دسترس نبودن برخی دستگاهکرد. هماشاره

جهت آنالیز بیشتر خصوصیات فیزیکوشیمیایی نانوذرات 

ها بود. در سلنیوم بیوژنیک نیز یکی دیگر از این محدودیت

وند و شود که در ادامه این مطالعه رنهایت پیشنهاد می

مکانیسم(هاي) مولکولی درگیر در مسیر سنتز بیولوژیک 

شده در نانوذرات سلنیوم توسط سویه اکتینومیست معرفی

این طرح تحقیقاتی بررسی گردد تا بتوان با شناسایی این 

ها به مقدار مسیرهاي بیولوژیک و احتمالاً با دستکاري آن

فاوت هاي متتولید بیشتر نانوذرات سلنیوم واجد ویژگی

گردد مطالعات حیوانی چنین پیشنهاد میپرداخت. هم

براي تعیین سمیت این نانوذرات و میزان کارآیی و خواص 

بیولوژیک این نانوذرات ارزشمند صورت گیرد.

گیرينتیجه
رسد که اکتینومیست جداسازي در مجموع به نظر می

شده در این تحقیق توانایی مناسبی جهت تولید نانوذرات 

ها نشان داد که این م کروي شکل را دارد. بررسیسلنیو

ذرات اثر سمیت سلولی مناسبی از خود نشان دادند. در 

ادامه باید مطالعات بیشتري در خصوص مکانیسم و نحوه 

هاي اثر این نانوذرات بر رده سلولی مورد نظر و سایر رده

سلول سرطانی انجام شود.

تشکر و قدردانی
نت پژوهشی ارائه شده از طرف این تحقیق به واسطه گر

معاونت پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی کرمان صورت 

دانند که از این معاونت گرفته است و نویسندگان لازم می

چنین از کمال قدردانی و تشکر را به عمل بیاورند. هم

حمایت ستاد نانو فناوري ایران به دلیل تأمین هزینه برخی 

گردد.لنیوم نیز تشکر میآنالیزهاي دستگاهی نانوذرات س
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Biosynthesis and Physicochemical Characterization, and Cytotoxic

Evaluation of Selenium Nanoparticles Produced by Streptomyces

Lavendulae FSHJ9 Against MCF-7 Cell Line

M. Shakibaie1, M. Jafari2, A. Ameri3, H.R. Rahimi4, H. Forootanfar5
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Background and Objectives: Due to the unique physicochemical properties of selenium nanoparticles (Se NPs),

identification of microbial strains capable to biosynthesize Se NPs has recently attracted attention. The current study

aimed at introducing Se NPs producing actinomycete strain, characterizing Se NPs as well as evaluating its cytotoxic

effect against breast cancer cell line (MCF-7).

Materials and Methods: In the present laboratory investigation, first, the Se NPs producing strain was isolated from

soil samples. The selected isolate was then identified using morphological and biochemical examinations as well as

16S rDNA sequencing protocol. The UV-visible spectrum, particle-size distribution (PSD) pattern, Fourier-transform

infrared (FTIR), and energy-dispersive X-ray (EDX) profiles of the nanostructures as well as transmission electron

microscope (TEM) image of Se NPs were determined. In order to evaluate the cytotoxicity of the Se NPs, the MTT

(Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide) based colorimetric protocol was applied where the viability percent

was firstly determined and then the related IC50 (Half inhibitory concentration) was calculated.

Results: The selected bacterial isolate was identified as Streptomyces lavendulae FSHJ9. TEM micrographs of the

biogenic Se NPs exhibited spherical nanostructures with the size range of 28–123 nm. The FTIR pattern showed no

functional group present on the surface of Se NPs. The obtained results of cytotoxicity revealed that IC50 of Se NPs

(77.1±42.23 µg/mL) was more than IC50 of sodium selenite (3.0±41.53 µg/mL).

Conclusion: The results of the present study showed that Streptomyces lavendulae FSHJ9 was able to produce Se

NPs. The produced biogenic Se NPs, after performing complementary studies, might be applied as supplement in

human food and animal feeding.

Key words: Selenium nanoparticles, Biosynthesis, Streptomyces, Cytotoxicity, MCF-7 cell line
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