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چکیده
-و افزایش اثربه درون سلولنفوذسهولت اي براي شدهداراي خواص بهینهدارویی معمولاً هاينانو حاملزمینه و هدف:

، سرطانیهاي به سلولمند دارورسانی هدفو بانمودهمی جلوگیريآنزیعواملدر برابر از تخریب دارو باشند،پذیري دارو می
- مگنتیک کیتوسانضد سرطانی نانو دارويماهیتتعیینهدف از این مطالعه دهند.را کاهش میداروعوارض جانبی

هاي سلولحذفو تعیین دوز مؤثر نانو دارو جهت )رحمدهانهسرطان(Helaسنتز شده بر رده سلولی اورههیدروکسی
.بودسرطانی 

،Helaکشت رده سلولی آنالیز ساختار نانو ذرات مغناطیسی سنتز شده و پس از ،در این مطالعه آزمایشگاهی:هامواد و روش
ها از روش . جهت بررسی میزان فعالیت حیاتی سلولشدندانکوبه ي مختلف نانو دارو هابا غلظتساعت 48به مدت هاسلول
MTT از کیت آپوپتوزتعیین میزانبرايو )مایدوبرفنیل تترازولیم ديیل تیازول متدي(سنجشAnnexin-PIدستگاه و

.ندشدمستقل تجزیه و تحلیل tآنالیز واریانس یک طرفه و آزمون استفاده از با هاداده. شدفلوسایتومتري استفاده 
در کهطوريداد. بهکاهشرا ها سلولتوان زیستی،سته به دوزاوره به صورت وابهیدروکسیافزایش غلظت نانو دارو:هایافته
نسبت به گروه کنترل مشاهده يداریمعناختلاف لیتریکروگرم در میلی) م>05/0p(2000و ) >001/0p(1000ي هاغلظت

تحت تیمار Helaهايولبرابر در سل48/2به میزان داري سبب افزایش القاء آپوپتوزنانو دارو به طور معنیچنین،گردید. هم
.)=0003/0p(شدکنترلنسبت به گروه 

تواندمیباشد و میHelaسرطانی سلولبر روي ردهسایتوتوکسیکاوره داراي خاصیتهیدروکسینانو داروي:گیرينتیجه
.آپوپتوز گرددءسبب القا
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مقدمه
و ومیر ترین علل مرگرحم یکی از شایعسرطان دهانه

].1[گرددزنان محسوب میدومین نئوپلاسم بدخیم در

اند ازعبارتدهانه رحمسرطانهاي رایج درمان

متأسفانه کاملاً کهدرمانی، جراحی و پرتودرمانیشیمی

از داروهاي یکیاورههیدروکسی].2- 3[باشندمؤثر نمی

آنزیم ریبونوکلئوتید مهاربااست که درمانی مهم شیمی

ریبونوکلئوتید به دئوکسی شدنردوکتاز از تبدیل

از است ممکننین چهمکند.ریبونوکلئوتید ممانعت می

در دزوکسی ریبونوکلئوتید مهار اتصال تیمیدین طریق

آسیبDNAرشتهمستقیم بهطوربه)DNAاسید (

].4- 5[دنمایمتوقف G1و سلول را در فاز رسانده 

در کنار خواص درمانی با عوارض جانبی اورههیدروکسی

متفاوتی همراه است. با استفاده از سیستم دارورسانی 

اثرو توان عوارض جانبی نامطلوب را کاهش مند میهدف

دارو به محل تومور مندهدفبا هدایترابخشی دارو

سیستم دارورسانی مطلوب سیستمی .]5-6[بخشید بهبود

است که قابلیت انتقال میزان مؤثر دارو به بافت هدف، 

ظرفیت بالا جهت بارگذاري دارو، زیست سازگار، ایمن از 

انتشار تصادفی، سنتز آسان، توانایی کنترل و حذف آسان 

طبیعی پلیمرترین فراوانکیتوسان . ]7[را داشته باشد

ترین محبوبکیتوسان یکی ازپس از سلولز است، امروزه 

شناختهدر عرصه دارورسانی زیستیهاي نانو حامل

از خواص نانو حامل پلیمري کیتوسان.]8[شودمی

قدرت جذب انتخابی و اثر ، توان به بار مثبت طبیعیمی

هاي توموري سلولموجود در سازي بار سطحیخنثی

یی پلاسماء. بار منفی موجود در سطح غشااشاره نمود

- سلولبهنانو حاملبالاي چسبندگی جذب و قدرت سبب

گزینه مناسبی در سیستم دارو،نتیجهدرگردد.هاي می

چنین شود. هممحسوب میتوپرتومورهاي رسانی به بافت

با ديسولفیبا تشکیل پیوندهاي ديهاکیتوسان

گلیکوپروتئین مخاطی موجود در لایه ژل مخاطی، سبب 

نتیجه درو شودلیمر به مخاط میچسبندگی بیشتر پ

.]9- 11[دگردمیرهایش مستمر دارو به داخل بدن باعث

اثر سمیت کمتر نسبت به یتوسانکهاياز دیگر مزیت

ترین ایراد وارد مهم. ]12[باشددیگر پلیمرهاي کاتیونی می

فیزیولوژیک است که pHبر کیتوسان، حلالیت ضعیف در 

در گروه استیل آمین ساختار علت آن وجود پروتون جزئی

رفعهاي استراتژيترینعمدهیکی از . باشدمیترکیباین

قابلاستفاده از مشتقات ،کیتوسانپذیري ضعیفانحلال

PEG(Polyگروهاي قبیل ازدر آبلحلاان ethylene

glycol)حاوي ترکیبات دارویِی . از مزایاي ]9[باشدمی

PEG ،کاهش در خونداروبالايي ماندگارتوان بهمی ،

هاي متابولیکی و کاهش سرعت تخریب دارو توسط آنزیم

استفاده از نانو ذرات . ]11[اشاره نمود نسیتهژایمونو

،درمانیشیمیدر ساختار داروهايمغناطیسی اکسید آهن

مند دارو به هدایت هدفاز طریق راداروها عوارض جانبی 

یري گچشمزطربهر (تحت میدان مغناطیسی)محل تومو

که فاقد اثر سایتوتوکسیک یحالدر،دهدکاهش می

مطالعه با هدف افزایش ماهیت در این .]13[باشدمی

مندسازي آن در و هدفاورههیدروکسیسایتوتوکسیک 

بارگذاري شدهاورههیدروکسیشیمی درمانی سرطان، از 

اي که برمگنتیکشده پگیله نانو حامل کیتوسانرويبر
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در اولین بار سنتز و گزارش گردیده استفاده شد. لذا

سرطانی این نانوداروي جدید اثر ضدمطالعه حاضر،

، )سرطان دهانه رحم(Helaبر رده سلولی اورههیدروکسی

MTTروشهاي تأثیر مختلف با ها و زماندر غلظت

مرگ سلولی آپوپتوز و ءبررسی و تأثیر آن بر میزان القا

مطالعه PIو Anexin Vآمیزي دوگانه روش رنگنکروز با 

گردید.

هامواد و روش
مهرماهازکهاستآزمایشگاهینوعازحاضرمطالعه

اسلامیآزاددانشگاهدر1396سالشهریورتا5139سال

زیرطریقبهريشهرامامیادگارواحدوشرقتهرانواحد

هانه رحم بدین منظور رده سلول سرطانی د.گردیدانجام

Hela (C155) از بانک سلولی انستیوپاستور ایران خریداري

یا DMEM High Glucoseشد. محیط کشت (

Dulbecco's Modified Eagle Medium سرم جنین ،(

)، تریپسین/ Fetal bovine serumیا FBSگاوي (

Gibcoاز شرکتگلوتامین- Lاسترپتومایسین و 

مواد نظیر تریپان آبی، (اسکاتلند) خریداري گردید. سایر

PBSPhosphateنمک فسفات با خاصیت بافري (

buffered saline; ،(دي) متیل سولفوکسایدDMSO و (

-2,5-3فنیل تترازولیوم بروماید (دي- 2,5-3محلول 

diphenyl tetrazolium bromide; MTT از شرکت ،(

Sigma Aldrich /(آلمان) و کیت رنگ آمیزي انکسین

از شرکت (Annexin V-FITC / PI)یدید پروپیدیوم 

Affymetrix) آمریکا) خریداري گردید. در این مطالعه از

و دستگاه فلوسایتومتري Tecanدستگاه الایزا خوان 

FACS Calibur BD ساخت کشور آمریکا، میکروسکوپ

ساخت کشور ژاپن، دستگاه Niconنوري و فاز معکوس 

ایتالیا، دستگاه ساخت کشور Elma S80Hاولتراسونیک 

ساخت کشور آمریکا، سانتریفیوژ 2coBiocenterانکوباتور

و طیف سنج مادون قرمز انتقالیEppendorfدار یخچال

)Bruker،دستگاه میکروسکوپ )ساخت کشور آلمان ،

(scanningElectron Microscope)الکترونی روبشی 

Kyky-EM3200 ساخت کشور چین، دستگاه

electron(Transmissionرونی عبوري میکروسکوپ الکت

microscope)Zeiss.ساخت کشور آلمان، استفاده گردید

دار بر اساس روش سیلان4O3Feذرات مغناطیسینانو

Liuهاي آهنو همکاران به روش هم رسوبی یون)II( و

- 3در محیط قلیایی و سپس واکنش با )III(آهن

]. سپس 14لان سنتز شدند [سیتري متوکسیآمینوپروپیل

و همکاران نانوذرات مغناطیسی به Quمطابق روش 

کیتوسان پگیله شده با استفاده از گلوتارالدئید پیوند و 

هیدروکسیسرطان ]. در پایان داروي ضد15متصل شد [

حامل مغناطیسی سنتز شده به کمک بر روي نانواوره

ی به نانوحامل هموژنایزر بارگذاري و با پیوندهاي هیدروژن

ساختار نانودارو و مورفولوژي سطح به کمک متصل شد.

FTIR(Fourier transform infrared)طیف سنجی 

یا (SEMتصاویر میکروسکوپ الکترونی روبشی 

Scanning Electron Microscopy و میکروسکوپ (

transmission Electronیا (TEMالکترونی عبوري 

Microscopy (سپس میزان بارگذاري ید شد.یأبررسی و ت

در UVدارو به روش تعیین غلظت با اسپکتروفتومتري 

.]33[گیري شد نانومتر اندازه214طول موج
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غنـی شده با DMEMدر محیط کشتHelaهاي سلول

بیوتیک آنتــیدرصد1و محلول FBSدرصد 10

گراد درجه سانتی37سیلین/استرپتومایسین در دمايپنـی

اکسیدکربن به ديدرصد 5ک اتمسفر مرطوب با و در ی

صورت تک لایه در فلاسک کشت داده شدند. مورفولوژي و 

با مشاهده در زیر میکروسکوپ بررسی هاسلامت سلول

ها از کف فلاسک توسط محلول سترون شد. سپس سلول

(Sigma Aldrich)تریپسین-EDTA05/0 درصد جدا

، بر روي لام آبینتریپاباآمیزي پس از رنگشده و

هده و شمارش هموسیتومتر توسط میکروسکوپ نوري مشا

. پس از شددرصد زنده ماندن سلولی محاسبه گردیدند و 

هاي باکتریایی، حصول اطمینان از عدم آلودگی

هاي با توان زیستی مایکوپلاسمایی یا قارچی، از سلول

.]16[درصد جهت انجام آزمایش استفاده شد90بالاي 

برماید فنیل تترازولیممتیل تیازول ديديش سنج

)MTT assay( نوعی روش رنگ سنجی است که میزان

نظر متابولیک هایی که ازشده با تعداد سلولرنگ تولید

بر اساس MTTرابطه مستقیم دارد. روش د،فعال هستن

فرمازانفرآورده نامحلولبهMTTاحیاي رنگ 

(Formazan)آنزیمی آبی توسط فعالیت- بنفش

در این . ]16[هاي زنده استوار استي سلولهامیتوکندري

به همراه محیط کشت Helaسلول10000تست تعداد 

تایی اضافه گردید. پس از 96(کامل) به هر چاهک پلیت 

ها به کف پلیت چسبیده (که سلولونیانکوباسساعت 24

هفیلتر شدهاي دارویی، محلول)و حالت پایدار پیدا کردند

2000و 1000، 500، 200، 125، 5/62هاي با غلظت

ي هاغلظتبه هر حفره اضافه شد.لیتر میکروگرم در میلی

4000مذکور از رقیق سازي داروي اولیه با غلظت 

DMEMحلال محیط کشت در لیترمیکروگرم در میلی

مولار پس از میلی2گلوتامین - Lو FBSدرصد10حاوي 

منظور دقت بیشتر و به.تهیه شدندساعت اولتراسونیک 2

حداقل هشت رقتها براي هر صحت تکرارپذیري داده

عنوان ها بهاز حفرهديچاهک اختصاص داده شد. در تعدا

عنوان دیگر بهديشاهد تنها محیط کشت و در تعدا

48. پس از گردیدکنترل فقط سلول بدون دارو اضافه 

گرم در میلی5/0تغلظبا MTTساعت انکوباسیون، رنگ 

ساعت انکوبه 4به مدتبه هر حفره اضافه ولیتر میلی

آنزیم توسطMTTگردید. طی مدت انکوباسیون رنگ زرد 

شده و ءسوکسینات دهیدروژناز میتوکندري احیا

رنگ فرمازان تشکیل گردید. سپس هاي بنفشکریستال

DMSOحلالمیکرولیتر 100هاي فرمازان در کریستال

یزا الاتوسط دستگاهآنها نهایت میزان جذبشده و درحل

تمامی . گیري شدنانومتر اندازه570موج در طولخوان

وبار تکرار شده و درصد زنده ماندن سلولی3آزمایشات 

نانو داروي IC50 (Inhibitory concentration 50)نیز 

(غلظت IC50محاسبه گردید. اورههیدروکسیسنتتیک

رشد سلولی نسبت به %50غلظت، که در آن است دارویی

بر ها یابد) توان زیستی سلولمیگروه کنترل کاهش 

]16[شد:اساس فرمول زیر محاسبه 

میانگین جذب نوري کنترل/میانگین جذب نوري ×(100

توان زیستیتست)= میزان 

جهت بررسی مرگ سلولی و تشخیص آپوپتوز اولیه و 

Annexinها با سلولزي دوگانهآمیدیررس از نکروز رنگ

V/PIکیت انکسین/پروپیدیوم یدید دستورالعمل، طبق
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719و همکارانالهام خاکریزي 

1397سال ،8ره ، شما17دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

(Affymetrix)هاي بدین ترتیب که سلول.انجام گرفت

نانو دارويIC50با غلظت Helaشده کشت داده

ساعت تیمار و جهت بررسی 24به مدت اورههیدروکسی

ا بافر سالین آپوپتوز ابتدا تریپسینه و سپس بءمیزان القا

دقیقه با سرعت 5شده و به مدت فسفات شستشو داده

سانتریفیوژ گردید. رسوب حاصل در دور در دقیقه1500

میکرو لیتر بافر بایندینگ سوسپانسیون شده و پس 500

به Annexin V-FITCمیکرو لیتر رنگ 3از اضافه کردن 

دقیقه در دماي اتاق و تاریکی انکوبه گردید. 15مدت 

لیتر محلول بایندینگ شستشو و میلی1ها با سپس سلول

میکرولیتر بافر 250سانتریفیوژ گردید. پس از اضافه کردن 

به PIمیکرو لیتر رنگ 5بایندینگ به رسوب سلولی، 

سوسپانسیون سلولی اضافه شد. سپس بلافاصله 

با استفاده از دستگاه فلوسایتومتريسوسپانسیون سلولی

515نانومتر و فیلتر قرائت 488ریک موج تحدر طول

) براي فلوئورسین ایزوتیوسیانات FL1نانومتر (در کانال سبز

(FITC) نانومتر (در کانال قرمز 600و فیلترFL2 براي (

ارزیابی و (PI)، پروپیدیوم یدید DNAرنگ اختصاصی 

کل ثبت گردید. درصد هریک از مربعات چهارگانه نسبت به

تحلیلوتجزیهشده پس ازثبتQ4تا 1Qناحیهچهار

گر نمایان1Qاز: عبارتندافزار دستگاهتوسط نرمنتایج

گر ایاننمPI-Annexin V(،2Q/+(هاي نکروزي سلول

PI+(Annexin V،3Q/+(دیررس شدهآپوپتوزهايسلول

) و PI+Annexin V/-هاي آپوپتوزي اولیه (نمایانگر سلول

4Qهاي زنده سلول)-/PI-xin V(Anne]17[.

نسخه Graph Pad Prismافزار ها با استفاده از نرمداده

تحلیل قرار گرفت. با توجه به نرمال وتجزیهمورد1/6

ها، مقایسه گروه تیمار و گروه کنترل با بودن توزیع داده

درمستقل tواریانس یک طرفه و آزمون استفاده از روش 

گردید. اطلاعات بهتحلیل تجزیه و 05/0يداریسطح معن

اند، همشدهنمایش دادهمیانگین ±انحراف معیارصورت 

PadGraphنرم افزار با استفاده ازIC50چنین میزان 

Prism تحلیل راندمان و نوع مرگ تعیین شد.1/6نسخه

هاي مورد بررسی در روش فلوسایتومتري نیز سلولی سلول

دستگاه فلوسایتومتر 1/6/7نسخه Flowjoافزار توسط نرم

صورت گرفت. 

نتایج
نانوذرات سنتز شده، ساختار FTIRبا مطالعه طیف 

شیمیایی نانو دارو تأیید شد. فرکانس جذبی ارتعاشات 

به 315و cm9202 ،0201 ،4393 ،647-1کششی در 

Fe-و2CH ،C-O-C ،OH ،NHي هاترتیب مربوط به گروه

Oیش شدت جذب گروه در ساختار نانو دارو است. افزا

2CH تأیید کننده اتصال پلی اتیلن گلیکول و حذف جذب

گلوتارالدئید اتصال شیمیایی کیتوسان پگیله C=Oگروه 

دهد. پیک جذبی میشده به نانوذرات مغناطیسی را نشان 

که مؤید پگیله شدن کیتوسان cm1586-1در C=Nپیوند 

- وکسیهیدرداروي C=Oباشد و ارتعاش کششی پیوند می

شود. ساختار میدیده cm1674-1بارگذاري شده در اوره

شماتیک شیمیایی نانوداروي مغناطیسی کیتوسان پگیله 

دیده 1بارگذاري شده با داروي ضد سرطان در شکل 

شود. میزان بارگذاري دارو به روش اسپکتروفتومتري می

UV ،88/4.درصد به دست آمد
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...رده سلولیاوره برهیدروکسی-خاصیت ضد سرطانی نانو داروي مگنتیک کیتوسانمطالعه720

1397، سال 8، شماره 17دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

اورههیدروکسیسی حاوي ساختار نانوذرات مغناطی-1شکل 

1با مقیاس SEMتصویر میکروسکوپ الکترونی 

نشان داده شده است. در تصویر a-2میکرومتر در شکل 

SEMذرات مورفولوژي سطح و کروي بودن تقریبی نانو

تا 43ذرات در محدوده سنتز شده مشهود است. اندازه نانو

نانومتر به دست آمده است. تصویر میکروسکوپ 67

b-2نانومتر در شکل 50با مقیاس TEMالکترونی 

پوسته با هسته مغناطیسی تیره و - تشکیل ساختار هسته

کند. میپوسته کیتوسان پگیله حاوي دارو را تأیید 

)100000×نمایی(بزرگTEM(b)) و 40000×نمایی (بزرگSEM(a)تصاویر میکروسکوپ الکترونی نانوذرات مغناطیسی حامل دارو -2شکل 

یش غلظت نانو افزاآنالیز آماري بررسی حاضر نشان داد، 

مطابق شود.دارو سبب کاهش توان زیستی سلول می

ي هاهاي تیمار شده با غلظتتوان زیستی سلول1جدول 

لیتر نانو داروي یکروگرم در میلیم2000و 1000بالاي 

) و >001/0p(%433/72اوره به ترتیب، هیدروکسی

171/68%)05/0p<به گروه کنترل کاهش ) نسبت

حالی که توان زیستی داري یافته است. درزیستایی معنی

، 5/62هاي کمتر یعنی ي تیمار شده با غلظتهاسلول

در مقایسه با لیتر میلیمیکروگرم در 500و 200، 125

داري را نشان کنترل از لحاظ آماري اختلاف معنیگروه

نانو دارو هیدروکسیIC50غلظت). <05/0p(دهند نمی

میکروگرم در 3017ساعت تیمار، 48اوره در مدت 

تغییرات مورفولوژیکی رده محاسبه گردید.لیتر میلی

نانوداروي IC50بعد از تیمار با غلظت Helaسلولی 
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721و همکارانالهام خاکریزي 

1397سال ،8ره ، شما17دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

اوره در مقایسه با هیدروکسی- مگنتیک کیتوسان

کوپ نوري در شکل ي تیمار نشده توسط میکروسهاسلول

ت. نشان داده شده اس3

ساعت به روش 48زمان اوره در مدت پس از تیمار با نانو داروي هیدروکسیHelaزیستی رده سلولی میانگین و انحراف معیار توان - 1جدول
MTT

2000
میکروگرم بر 

میلی لیتر

1000
میکروگرم بر 

میلی لیتر

500
میکروگرم بر 

میلی لیتر

250
کروگرم بر می

میلی لیتر

125
میکروگرم بر 

میلی لیتر

5/62
میکروگرم بر 

میلی لیتر
کنترل  زمان

09/2±17/68 59/5±43/72 06/4±	97/80 39/7±81/99 43/5±49/86 5/12±09/95 1/19±100 48
ساعت

024/0 0009/0 062/0 059/0 061/0 055/0 - مقدار 
P

دار است. نوع آزمون آماري مورد استفاده معنی>05/0Pها در سطح میانگین و تفاوت میانگین±اساس انحراف معیار مقادیر به دست آمده بر 
باشد.میواریانس یک طرفه 

قبل Helaارزیابی تغییرات مورفولوژیکی رده سلولی -3شکل
اورههیدروکسی- و بعد از تیمار با نانوداروي مگنتیک کیتوسان

) b) گروه کنترل a.10×نمایی روسکوپ نوري با بزرگتوسط میک
ساعت تیمار با نانودارو48بعد از 

ظهور شده سلولی ریزي ی مرگ برنامهدرط

در سطح فسفولیپیدهاي آنیونی (فسفاتیدیل سرین) 

از غشاء داخلی به Flip Flapحرکت خارجی غشاء که با 

فاز ترین تغییر غشایی درمهمآن منتقل گردیده است، 

آمیزي . فسفاتیدیل سرین طی رنگباشداولیه آپوپتوز می

شود. این متصل میAnnexin V-FITCي هابه کونژوگه

فاز افتد. در اتصال در فاز تأخیري آپوپتوز نیز اتفاق می

درولی ،نفوذناپذیر استPIاولیه آپوپتوز، سلول به 

ءتمامیت غشاي یا آپوپتوز تأخیرينکروزجمعیت سلولی

PIنتیجه آن، سلول به رنگکه درروداز بین میسلول 

به داخل سلول، بهPIورود. پس از شودنفوذپذیر می

DNAشدهمتصلمردههايهسته سلولشدهقطعهقطعه

شود. و توسط دستگاه فلوسایتومتري تشخیص داده می

و Annexin V-FITCهاي سالم زنده به هر دورنگ سلول

PIستند.نفوذناپذیر ه

، انتخاب محدودهایی از aهاي ، هیستوگرام4شکلدر

ها جهت بررسی مرگ سلولی به ترتیب در دو گروه سلول

طنقادهد.و تیمار را نشان میبدون تیمار دارویی)کنترل (

(مربع بالا سمت چپ) Q1هیناحموجود در نگیر

،هشدوزنکرهايسلولدهندهنشان،bهايهیستوگرام
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...رده سلولیاوره برهیدروکسی-خاصیت ضد سرطانی نانو داروي مگنتیک کیتوسانمطالعه722

1397، سال 8، شماره 17دورهرفسنجانکیمجله دانشگاه علوم پزش

آپوپتوز دهندهنشان(مربع بالا سمت راست)Q2ناحیه 

(مربع پایین سمت Q3و ناحیهlate apoptosisیايریتأخ

Early apoptosisزودرس یا زپوپتوآدهندهراست) نشان

دهندهنشانQ4موجود در ناحیهنگیرطنقاباشد. می

هاي آپوپتوز و یانگین درصد سلول. مستاهندزهايسلول

در هر دو گروه کنترل و تیمارشده با Helaنکروز شده 

نانو دارو ) لیتریکروگرم در میلیمIC50)3017غلظت 

نشان 2پس از دو بار تکرار در جدول اورههیدروکسی

شده است. داده 

دو بار هاي تحت تیمار با نانو دارو در مقایسه با گروه کنترل پس ازسلولشده درءآپوپتوز القامیانگین درصد - 2جدول 
آزمایشتکرار

يداریسطح معن گروه کنترل گروه تیمار 
نانو داروIC50با غلظت  مرگ سلولی

111/0 12/1±84/4 09/2±42/9 آپوپتوز اولیه
012/0 66/0±06/7 98/1±20/20 آپوپتوز تأخیري
0003/0 90/11±45/0 62/29±11/0 آپوپتوز
032/0 20/1±13/6 70/1±20/14 نکروز
004/0 65/1±97/81 17/56±59/1 زنده

دار است. نوع نیمع>05/0Pها در سطح میانگین و تفاوت میانگین±مقادیر به دست آمده بر اساس انحراف معیار
باشد. میمستقلtآزمون آزمون آماري مورد استفاده 

هاي درصد سلول42/9±09/2، 2مطابق نتایج جدول 

Hela دچار اورههیدروکسیشده با نانو داروي تیمار

درصد دچار آپوپتوز 20/20±98/1و حدودآپوپتوز اولیه

درصد دچار نکروز 2/14±70/1اند و حدود تأخیري شده

دهند که درصد وضوح نشان میاند. این نتایج بهشده

هاي تیمار شده با نانو هاي آپوپتوز شده در سلولسلول

نسبت به گروه کنترل افزایش اورههیدروکسیداروي 

داري فزایش آپوپتوز تأخیري با سطح معنیداشته است. ا

در 032/0داري و افزایش نکروز با سطح معنی012/0

بوده ولی داريیمعنگروه تیمار نسبت گروه کنترل 

اختلاف 111/0داريیافزایش آپوپتوز اولیه با سطح معن

هد. این در حالی دنمیرا در دو گروه نشانداري معنی

ي تیمارشده هادر سلولآپوپتوزفراوانی کلاست که درصد

درصد 625/29±11/0با میزان)ثانویهواولیهآپوپتوز(

درصد حدود 90/11±45/0نسبت به گروه کنترل با میزان 

و این افزایش در سطح برابر افزایش یافته است5/2

لولی باشد. نوع و درصد مرگ سمیدار معنی0003/0

افزار هاي تیمارشده توسط نرمآپوپتوز و نکروز سلول

Flowjo دستگاه فلوسایتومتري آنالیز شد.1/6/7نسخه
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يفلوسایتومترتستدرAnnexin/PIنتایج هیستوگرام - 4شکل
با نانو دارو و تیمارلکنتريهاوهگرآپوپتوز

باشد. ی) مGating(یبررسموردناحیه aهیستوگرام 

Annexin-نکروز (معرف میزان bهیستوگرام Q1ه ناحی

+/PIناحیه ،(Q2 معرف آپوپتوز تأخیري)Annexin

+/PI+ ناحیه ،(Q3) معرف آپوپتوز اولیه-/PI+Annexinو (

) PI-Annexin/-زنده (هاي معرف سلولQ4ناحیه 

شده است)در شکل فقط یک تکرار نمایش داده(باشد.می

بحث
هايمحدودیتبه دلیل رفع برخی ازی سرطاننانوتراپ

از قبیل عدم زیستموجود در سیستم دارورسانی سنتی

پذیري دارو در آب و پذیري دارو، عدم انحلالتخریب

توسعه رشد وسرعت در حالهاي درمانی کم بهشاخص

گیري از نانو ذرات در دارورسانی نوین در است و بهره

یش ماندگاري افزادارو،جهت بهبود کیفیت انتشار و توزیع 

یش جذب دارو، کاهش افزادر سیستم گردش خون،

مند و کاهش عوارض جانبی ایمونوژنیسیتی، درمان هدف

. در مطالعه حاضر براي اولین بار ]18[باشد دارو می

و اورههیدروکسیمنظور افزایش خاصیت سایتوتوکسیک به

دارورسانی مؤثرتر و کاهش عوارض جانبی داروي 

اورههیدروکسی- از نانو داروي کیتوساناورهوکسیهیدر

مگنتیک سنتزي استفاده گردید. ساختار شماتیک آن در 

که نانو حامل ییجانشان داده شده است. از آن1شکل 

فیزیولوژیک دارد، pHپذیري ضعیفی در کیتوسان، انحلال

شده است. استفادهPEGدر ساختار نانو حامل از ترکیب 

مند نانو دارو به بافت منظور امکان هدایت هدفچنین بههم

درهاي سالم،تومور و کاهش اثرات مخرب آن بر بافت

ساختار نانو دارو، ذرات اکسید آهن پارامگنتیک به کار 

در 4O3(Fe(وجود نانو ذرات اکسیدآهنبرده شده است. 

تا نانو دارو آورد ساختار نانو دارو این امکان را فراهم می

ان مغناطیسی خارجی، به محل تومور هدایت تحت مید

دارو قبل از انجام آزمایشات توسط طیف گردد. ساختار نانو

). نتایج 2تأیید گردید (شکلTEMو FTIR،SEMسنجی 

- هیدروکسی-این مطالعه نشان داد نانو داروي کیتوسان

تواند سبب کاهش توان زیستی رده میمگنتیک اوره

چنین القاء آپوپتوز و همHelaسلولی سرطان دهانه رحم 

عنوان یکی از داروهاي بهاورههیدروکسیدر آنها گردد. 

نشان داده مطالعات.]19[درمانی است رایج در شیمی

در DNAاز تکثیرعلاوه بر آن که مانعاورههیدروکسی

ها، ازجمله ساکارومایسس اي از سلولطیف گسترده

اوره در کنار خواص . هیدروکسی]20[شودسرویزیه می

که نیز دارد به طوريديعوارض جانبی متعددرمانی آن، 

سمیت هماتولوژي ناشی از درمان در بیماران مبتلا به 

. ]19[باشدبسیار شایع و شدید میسرطان دهانه رحم
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ترین نانو پلی ساکارید طبیعی کیتوسان یکی از محبوب

به کهددگرها در زمینه انتقال دارو محسوب میحامل

دلیل خواص بسیار جالب بیولوژیک و ساختاري از قبیل 

خاصیت کاتیونی، حلالیت در محیط آبی، سازگاري 

زیستی، قابلیت تجزیه زیستی و چسبندگی بالاي این نانو 

رسانی پیدا کرده در عرصه داروديداران زیاحامل، طرف

pHکیتوسان حلالیت ضعیفی در .]9-11[است

این ایراد ذاتی کیتوسان با تغییراتی از د. فیزیولوژیک دار

قبیل پگیلاسیون، کربوکسیلاسیون، کنجوگات مختلف، 

طور قابلو بهتیول دارشدن برطرف گشتهاستیلاسیون و

اي سبب افزایش ماندگاري زیستی و افزایش مدتملاحظه

آمدن دارو در خون و بهبود حلالیت زمان به گردش در

، (PEG)اتیلن گلیکول . پلی]21[شده استنانو حامل 

و مورد در آبپلیمري غیر سمی، غیر آنتی ژنیک، محلول 

باشد. ترکیبات دارویی میأیید سازمان غذا و دارو آمریکات

ي چندین مزیت از قبیل، افزایش مدتداراPEGيحاو

زمان ماندگاري دارو در بدن، کاهش سرعت تجزیه نانو 

ی یا حذف توسط سیستم هاي متابولیکحامل توسط آنزیم

، PEG. بنابراین کیتوسان حاوي ]22- 23[ایمنی بدن است 

هاي پروتئولیتیک مایعات روده و معده دیرتر توسط آنزیم

در بررسی حاضر اثر سایتوتوکسیک . ]21[گردد هضم می

ي هااوره مگنتیک بر سلولنانوداروي کیتوسان هیدروکسی

مورد ارزیابی MTTبه روش Helaسرطانی دهانه رحم 

طور که نتایج این تحقیق نشان داد قرار گرفت. همان

تحت تأثیر نانو Hela) توان زیستی رده سلولی 1(جدول 

2000به5/62اوره با افزایش غلظت ازدارو هیدروکسی

یابد. داري کاهش مییطور معنبهلیتریکروگرم در میلیم

که سمیت سلولی نانو دارو وابسته به دوز بوده و به طوري

ساعت تیمار سلول با نانو دارو 48زمان در مدت

2000و 1000ي بالا یعنیهااوره، در غلظتهیدروکسی

دار نسبت به یاختلاف سطح معنلیتریکروگرم در میلیم

نانو داروي IC50گروه کنترل مشاهده گردید. میزان 

میکروگرم در 3017یک پگیله اوره مگنتهیدروکسی

لیتر به دست آمد که با توجه به میزان بارگذاري میلی

اوره بر نانوحامل کیتوسان هیدروکسیديدرص88/4

اوره موجود در ساختار مگنتیک پگیله میزان هیدروکسی

Hela ،7/14بر روي رده سلولیIC50نانو دارو در غلظت 

که میزان ید، در حالیلیتر محاسبه گردمیلیمیکروگرم در 

IC50اوره بر گزارش شده داروي استاندارد هیدروکسی

لیتر میلیمیکروگرم در Hela ،428روي رده سلولی 

به این ترتیب سمیت سلولی نانو داروي .]24[باشد می

برابر نسبت به Hela ،1/29سنتز شده بر روي رده سلولی 

ته است که اوره افزایش یافداروي استاندارد هیدروکسی

اي منجر به کاهش عوارض تواند به طور قابل توجهمی

، نشان دهنده تغییر 3اوره گردد. شکل جانبی هیدروکسی

پس از اثر Helaي سرطانی هامورفولوژي و مرگ سلول

نانودارو از حالت دوکی به شکل کروي و سیتوپلاسم 

،اي موافق با تحقیق حاضردر مطالعهباشد.میگرانوله شده 

Houکه نانو حاملنددادنشانو همکارانmPEG-FA-

CNPنسبت بهmPEG-CNPنانو ذرات ساده وCNP به

شده و هاي توموري جذب میزان بیشتري توسط سلول

مدت چنینافزایش یافت. همCمیتومایسین سمیت 

در .]25[داد نیز افزایش نشان خوندر نانو داروماندگاري

نشان دادند کهو همکاران Xiaodanپژوهشی دیگر
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از ،گراددرجه سانتی37در دماي نانوذرات کیتوسان

نانو دارو به مؤثرو سبب اتصال محافظت کردههاآنزیم

شودمیBcap37پستان انسانیي سرطانهاسطح سلول

که تأیید کننده نقش نانو حامل کیتوسان در افزایش ، ]26[

ماهیت سایتوتوکسیک داروهاي ضد سرطانی مشابه نتایج 

چنین کاندید مناسبی باشد. کیتوسان هممیتحقیق حاضر 

و Ragelleکهبه طوري،استsiRNAبراي انتقال 

اتیلن ه همراه با پلیکیتوسان پگیلنشان دادند کههمکاران 

inایمین سبب خاموشی ژن در حد بالایی در شرایط 

vitroدر ديشده، سایتوکسیتی پایین و پایداري زیا

.]27[پلاسماي خون دارد 

و Fengدر یک تحقیق موافق با مطالعه حاضر که توسط

توانایی کمپلکس پلی الکترولیتی،همکاران انجام شد

جهت pHکیتوسان و کربوکسی متیل کیتوسان حساس به 

انتقال داروي دوکسوروبیسین هیدروکلراید به صورت 

خوراکی بررسی گردید. نتایج بررسی آنان نشان داد، تجویز 

داروي دوکسوروبیسین هیدروکلراید توسط نانوحامل

- شود. هممذکور سبب افزایش پایداري دارو در خون می

هاي بیوپسی صورت گرفته بر بافت چنین بر اساس بررسی

موش صحرایی تحت درمان با نانو دارو سنتزي نشان داد، 

گیر سمیت استفاده از این نانو حامل سبب کاهش چشم

چنین هم.]28[دارویی بر بافت کلیه و قلب شده است

آمده از تست فلوسایتومتري آپوپتوز دستنتایج به

AnnexinV-FITC/PI در این تحقیق نیز نشان 2(جدول (

اوره هیدروکسی-نانو داروي کیتوسانIC50داد که غلظت 

طور ساعت به24مگنتیک پگیله در مدت زمان تأثیر 

داري باعث مرگ سلولی با افزایش القاء آپوپتوز و یمعن

هايبرابر در سلول31/2و48/2نکروز به ترتیب به میزان 

Hela تیمار شده با نانو دارو نسبت به گروه شاهد به طور

گردید که تأیید کننده نتایج به دست آمده از داريیمعن

چنین القاء باشد. هممیسنجش سمیت سلولی نانو دارو 

ریزي شده سلولی یا آپوپتوز بیشتر از بروز مرگ برنامه

دار ن افزایش نیز از نظر آماري معنینکروز سلولی بود که ای

نیز که تأیید کننده سایر مطالعات بود هابود. این یافته

اوره سنتز شده گر آن است که نانو داروي هیدروکسیبیان

باشد و اوره قادر به القاء آپوپتوز میمانند هیدروکسی

ي سرطانی جلوگیري کند. به هاتواند از رشد سلولمی

و همکاران نشان دادند Iglesias-Guimaraisعنوان مثال 

شکسته شده تحت تیمار با داروي DNAتجمع قطعات

با سمیت سلولی مرتبط است. طی این اورههیدروکسی

و مطالعهراشکسته شدهDNAقطعاتمحققانبررسی،

هاي منظم صورت تکهبهDNAقطعات گزارش دادند، 

هاي بارز یژگیخود یکی از وکهاستمیالیگونوکلئوزو

هم چنین در .]29[شود مرگ سلولی آپوپتوز محسوب می

و همکارانش مشخص شد Hakanپژوهشی دیگر توسط

انسانی ي سلولیردهتواند آپوپتوز را دراوره میهیدروکسی

Hela القاء نماید. در این تحقیق پاسخ القاء شده تحت

بر دیوارهها اوره، تراکم منظم کروماتینهیدروکسیتأثیر

هسته سلولی به همراه تشکیل اجسام آپوپتوتیک غشایی 

گزارش کردند و همکارانشSingh.]30[کاملاً مشهود بود

با ایجاد علاوه بر القاء آپوپتوز، اورههیدروکسیداروي 

و توقف DNAسبب مهار سنتز DNAشکست در ساختار 

و Yeoچنین هم.]31[شود مینیز Sچرخه سلولی در فاز

ي فیبروبلاستی هاهمکارانش نشان دادند، تیمار سلول
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پیري تواند سبباوره میانسان با هیدروکسیديدیپلوئی

گردد و p21(Waf1)وP53هايسلولی از طریق القاي ژن

که حاصل القاء P53را متوقف کند. افزایش هارشد سلول

توز و تواند سبب القاء آپوپباشد میمیاوره هیدروکسی

تأیید نتایج حاصل از که در]32[مرگ سلولی نیز گردد 

که این مطالعه ییجااز آنباشد.میاین تحقیق 

یی مواجه است و هاآزمایشگاهی است با محدودیت

لذا ،توان نتایج آن را به جامعه انسانی تعمیم دادمین

شود براي استفاده از نتایج حاصل از آن، میپیشنهاد 

تري به منظور بررسی عوارض جانبی نانو تردهتحقیقات گس

-چنین در شرایط دروني سالم و همهادارو بر روي سلول

ي حیوانی نیز انجام گیرد. ضمناً هاتنی بر روي مدل

ي آتی به ارزیابی اثر این هاگردد در پژوهشمیپیشنهاد 

و هابر روي سایر سرطاناورههیدروکسینانو داروي 

اورههیدروکسینظیر کم خونی که در آنها از ییهابیماري

شود نیز پرداخته شود. میجهت درمان استفاده رایج 

گیرينتیجه

هاي این مطالعه نشان داد نانو داروي مگنتیک یافته

زیستی سبب کاهش توانورهاهیدروکسیکیتوسان 

صورت وابسته به هبHelaهاي سرطان دهانه رحم سلول

صورت معناداري باعث القاء مرگ چنین بهشود. همدوز می

ها نشان داد که گردد. این یافتهها میآپوپتوز در این سلول

عنوان یک داروي ضد بهاورههیدروکسینانو داروي 

پذیري مناسبی با دوز کمتر سرطان احتمالاً داراي اثر

در درمان سرطان اورههیدروکسینسبت به داروي 

منظور تنی به هاي دروننجام بررسیباشد و در صورت امی

توان آن را جایگزین داروي کاهش عوارض جانبی دارو می

نمود.اورههیدروکسیضد سرطان استاندارد 

نیرداقدو تشکر
دانشگاه آزاد اسلامی واحد هشیوپژنتومعااز ننویسندگا

ره)(ینیخمقیام دشت) و واحد یادگار امام (شرقتهران 

این پایان نامهت اجرایی در انجامحمایجهتشهرري 

را دارند.تشکرنهایت تقدیر و 
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The Study of Anticancer Effect of Magnetic Chitosan-Hydroxyurea
Nanodrug on HeLa Cell line: A Laboratory Study

E. Khakrizi1, M. Bikhof Torbati2, M. Shaabanzadeh3
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Background and Objectives: Drug nanocarriers have usually optimized features which facilitate cellular uptake

and increase drug efficacy, prevent drug degradation against enzymatic factors and decrease drug complications

by targeted drug delivery to cancer cell. This study aimed to determine the anti-cancer nature of the synthesized

magnetic Chitosan-hydroxyurea nanodrug on HeLa cell line, cervical cancer, and to determine the effective dose

of the nanoparticle in order to remove cancerous cells.

Materials and Methods: In this laboratory study, after analyzing the structure of synthesized magnetic

nanoparticles and culture of HeLa cell line, cells were incubated with different concentrations of nanodrug for 48

h. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) method was used in order to evaluate

the vital activity of the cells. For analyzing induction of apoptosis, the Annexin-PI kit was used by flow-

cytometry. Data were analyzed using one-way ANOVA and independent t-test.

Results: The viability of the cells decreased in a dose dependent manner by increasing the concentration of

nano-drug hydroxyurea. So, at the concentrations of 1000 (p<0.001) and 2000 (p<0.05) μg/ml, a significant

difference was observed compared to the control group. The results also demonstrated that the nanodrug

significantly increased apoptosis induction 2.48 times in the treated HeLa cells in comparison with the control

group (p=0.0003).

Conclusion: Hydroxyurea nanodrug has a cytotoxic enhancement effect on the Hela cancer cell line

and can induce apoptosis.
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