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 Zataria)ي رازيش شنيآو اهيتوسط عصاره گ  يرو ديسنتز سبز نانو ذرات اکس

multiflora) رده  يآن رو کيو آپاپتوت کيتوتوکسيس ،يکروبياثرات ضد م يو بررس

 HT-29 يسلول
 

*2 اورتاکند يمعصومه مهدو ،)M.Sc(1 ثابت يمايجهان پ يبشر
)Ph.D( ،1 يآران يباغبان مهيفه)Ph.D( 

 رانيا ن،يورام ،يدانشگاه آزاد اسلام شوا،يپ -نيواحد ورام ،يستيدانشکده علوم ز ي،وتکنولوژيو ب کيوه ژنتگر -1

 رانيا ن،يورام ،يدانشگاه آزاد اسلام شوا،يپ -نيواحد ورام ،يستيدانشکده علوم ز ،يشناسستيگروه ز -2

 ده يچك
درمان سرطان مورد توجه قرار گرفته است. در مطالعه حاضر  يدهاياز کاند يکيفلزات به عنوان  ديامروزه نانوذرات اکس هدف:

بار انجام شد و سپس اثرات  نياول ي( براZataria multiflora) يرازيش شنيآو اهيتوسط عصاره گ يرو دينانوذرات اکس وسنتزيب
 .قرار گرفت يسرطان کولون مورد بررس يرده سلول يآن رو کيتو آپاپتو کيتوکسياثرات سا ،يکروبيضدم

شد. شکل،  وسنتزيب يرازيش شنيآو اهيگ يهاسرشاخه ي( با استفاده از عصاره آبZnO) يرو دينانوذرات اکسها: مواد و روش
 دينانوذرات اکس يکروبيشد. اثر ضد م يابيارز EDS، XRD ،FE-SEM، FTIR يزهاياندازه و ساختار نانوذرات سنتز شده توسط آنال

 MTTبه روش  HEK-293و نرمال  HT-29کولون  يسرطان يسلول دهدو ر هيآن عل کيتوتوکسيو اثرات س MICبه روش  يرو
با  يشد. نوع مرگ سلول يابيارز Real time PCRبا روش  IC50شده با دوز  ماريت يهادر سلول Casp3 و p53ژن  انيشد. ب يبررس

 .ديمشخص گرد يتومتريروش فلوسا
 ياسنتز شده که در اجتماعات ستاره يانانومتر و به شکل صفحه 95-35ازه با اند ZnOنشان داد که نانوذرات  جينتا ها:يافته

 MTTحاصل از  جيگزارش شد. نتا μg/ml 200-100 نيمورد مطالعه ب يهايباکتر هيعل يرو دينانوذرات اکس MIC شد. دهيشکل د
برابر  81/3و  22/1 زانيبه م بيبه ترت Casp3و   p53ژن  انيغلظت ب نيو در ا بوده μg/ml  4/282نانوذرات IC50 نشان داد که

 .را نشان داد يدرصد %76آپاپتوز  زانيم يتومتريفلوسا جيمعنادار بود. نتا يکرده است که از لحاظ آمار دايپ شيافزا
ضد  يدارو ونياز فرمولاس يبه عنوان بخش تواننديم Z. multiflora اهيسنتز شده توسط عصاره گ ZnOنانوذرات  گيري:نتيجه

 .رنديمورد استفاده قرار گ يتومور
  

 هاي گياهيعصارهسرطان کولون، آپاپتوز، تکنولوژي شيمي سبز، ، يرو دياکس ،نانوذرات هاي کليدي: واژه
 

 مقدمه
از  يکي (Colorectal cancer, CRC)سرطان کولورکتال 

. [1]است  افتهيتوسعه  يدر کشورها ريعمده مرگ و م ليدلا
و  يکيژنت راتييتغ يروندهشياثر تجمع پسرطان در  نيا
نرمال کولون به سرطان  اليتليکه باعث ترنسفورم اپ يکيژنتياپ

ي هابسياري از گزينه. امروزه [2] دهديرخ م شوند،يکولون م
درماني و درماني، پرتودرماني سرطان شامل جراحي، شيمي

محل و درجه مراقبت تسکيني در دسترس است که بسته به 
جهت درمان مورد استفاده  هاي مختلفسرطان، ترکيبي از روش

هاي تر موارد سلولحالي است که در بيش گيرد. اين درقرار مي
عوارض جانبي در  ندتواند و ميشوسالم نيز دچار مرگ مي

جو در وبيمار به همراه داشته باشد. بنابراين نياز به جست

باشد رماني براي کنترل سرطان ضروري ميهاي نوين دشيوه
اي به کشف و ن علم نانوتکنولوژي کمك ارزنده. در اين ميا[3]

کارهاي نوين درماني سرطان نموده است؛ براي مثال، توسعه راه
توان به استفاده از نانوذرات اصلاح شده براي تحويل هدفمند مي

نانوذرات فلزي  .[4،5]ي دارو به بافت سرطان اشاره کرد و انتخاب
به دليل خواص فيزيکي منحصر به فرد، به عنوان کانديداي 

ترين اند که از مهمبه خدمت گرفته شده ييجذاب درمان دارو
توسط  هاشاره کرد. ک  يور ديتوان به نانوذرات اکسها ميآن

خطر شناخته يماده ب كيعنوان هب کايوزارت غذا و داروي آمر
سنتز نانوذره  يبرا يمختلف يها. اگر چه روش[6]شده است 

مانند سنتز با استفاده هاي زيست سازگار مطرح است اما روش
ها و گياهان به عنوان روش جايگزين بسيار ها، قارچاز باکتري

 9/6/1400 تاريخ پذيرش: 7/2/1400تاريخ دريافت:       commasumehmahdavi@gmail.         021-36725011 :تلفننويسنده مسئول،  *
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هاي شيميايي و فيزيکي ن به صرفه نسبت به روشاده و مقروس
قرار  يترشيمورد توجه ب اهانيگ انيم نيباشد که در امي

 Zataria. آويشن شيرازي با نام علمي[7،8]اند گرفته

multiflora  حاوي مقدار  اهياست. اين گ انياز خانواده نعناع
 يدانياکسيآنت تيو فعال دييفلاونوئ ،يترکيبات فنل ياديز اريبس

وه از توليدات طبيعي را ترين گرنه تنها بزرگ وئيدهااست. ترپن
ساختاري نيز داراي دسته دهند بلکه از نظر تنوع تشکيل مي
ات به شمار کننده نانوذرياتوانند عامل احباشند که ميوسيعي مي

اي است که ترين اجزاي گياه آويشن، مادهروند. تيمول، از اصلي
و ضد  ييايضد باکتر تنولي، داراي اثرابا داشتن ساختار ف

رسد در سنتز يبه نظر م ني. بنابرا[9،10]قارچي فراوان است 
ها موثر باشد. آن ييسبز نانوذرات به منظور کاربرد دارو

که  ياند به طوررا نشان داده ليپتانس نيا زين يمطالعات مختلف
 [12]و طلا  [11]سنتز سبز نانوذره نقره  يبرا اهيگ نيتاکنون از ا

چه اثر درماني و ضد توموري اين شده است. چنان دهاستفا
سزايي تواند قدم بهترکيبات مورد تاييد قرار گيرد، اين مساله مي

 يبر رو p53 هاي درماني در سرطان باشد. ژندر پيشبرد روش
قرار دارد و   7P13.1 تيدر موقع 17کوتاه از کروموزوم  يبازو
 p53 يها. جهشدباشيباز م لويک 20ل اگزون و طو 11 يدارا

و به نظر  شونديم افتي يانسان يهااز تومور يميدر ن باًيتقر
مرتبط  يهاريبه علت نقص در مس زيها نتومور هيکه بق رسديم
بر روي بازوي بلند  Casp3 . ژن[13]شوند يم جاديا  p53با

 8 قرار دارد و داراي 4q34ت  در موقعي 4کروموزوم شماره 
است که  يياجرا ياز کاسپازها يکي 3 ازباشد. کاسپاگزون مي

پروکاسپازها را فعال  ريفعال شود و سا زيتواند در اثر پروتئوليم
خ داده و منجر ر يشده سلول يزيرمرگ برنامه تيکند و در نها

 يهانيو پروتئ ياسکلت سلول هي، تجزDNA به قطعه قطعه شدن
 [.14] شوديم ياهسته

 يبرا يرو ديمطالعه سنتز سبز نانو ذرات اکس نياز ا هدف
 يرازيش شنيآو اهيگ يهاسرشاخه يبار توسط عصاره آب نياول

 كيو آپاپتوت كيتوتوکسيس ،يکروبياثر ضد م يو بررس
و  HEK293نرمال  يسلول دو رده ينانوذرات سنتز شده رو

 .بود Casp3 و p53ژن  انيب راتييتغ يابيو ارز HT29 يسرطان
 

 هاو روشمواد 
 قيتحق نيپژوهش ا شناسه مصوبه اخلاق در

IR.IAU.VARAMIN.REC.1398.015 باشد. جهت سنتز يم
 اهيگرم از سرشاخه خشك شده گ 20 ،يرو ديذره اکسنانو
شده از  يآور(، جمعZataria multiflora) يرازيش شنيآو

 ،ياهيگ كيستماتيشده توسط متخصص س ديياستان فارس و تا
شو داده شد و سپس با هاون خرد کرده و با وابتدا با آب شست

 يدر دما قهيدق 10 يمخلوط شد. برا زهيونيآب د تريليليم 200
عصاره را جدا نموده و  يدرجه جوشانده شد و محلول حاو 70

اتاق خنك شود. سپس محلول  يبه دما دنياجازه داده شد تا رس
داده تا ذرات معلق  عبور 1واتمن شماره  يرا از کاغذ صاف

دو آبه  يمولار از استات رو 02/0نداشته باشد. حال 
(Zn(CH3COO)2. 2H2O را در )حل  زهيونيآب د تريليليم 50

هم زده شد.  يسيزن مغناطهم يرو قهيدق 30نموده و به مدت 
)بدون ذرات جامد معلق( به آن اضافه  ياهيعصاره گ تريليليم 1

زده شد. سپس قطره قطره هم گريساعت د 2کرده و به مدت 
محلول  PHکه  ييمولار را به محلول اضافه نموده و تا جا 5 سود

برسد ادامه داده شد. رنگ مخلوط واکنش پس از  12حاصل به 
مخلوط  نيزدن ا. همافتي رييتغ ونيساعت از زمان انکوباس 1
. مشاهده رنگ زرد پس از زمان افتيادامه  گريساعت د 3

 ZnO. نانوذرات دکر دييرا تا ZnOسنتز نانوذرات  ون،يانکوباس
درجه  60 يدر دما قهيدور در دق 8000سرعت  فوژيبا سانتر

 80 ياز مخلوط جدا و در آون با دما قهيدق 15 يبرا گراديسانت
 تيساعت خشك شدند و در نها 2به مدت  گراديدرجه سانت

 ريغ يهايدر بطر يرنگ حاصل جهت مطالعات بعد ديپودر سف
 يشناسختيساختار و ر دييشدند. جهت تا يقابل نفوذ نگهدار

-FEاز جمله:  يمختلف يهاكيشده از تکن دينانوذرات تول

SEM ،FTIR ،XRD ،EDS کروسکوپي. از مدياستفاده گرد 
 يبرا (SIGMA VP-500, ZEISS) (SEM) يروبش يالکترون

 ديو اندازه نانوذرات اکس يمورفولوژ ،يستاليمطالعه ساختار کر
)با دتکتور ساخت شرکت  EDS زياستفاده شد. آنال يرو

Oxford عناصر موجود در  بيترک صيانگلستان( جهت تشخ
از  يااز آن و با نقشه ينينمونه و خلوص محصول در نقاط مع

 يبردارريعناصر موجود در نمونه با توجه به سطح تصو عيتوز
 يسنجفي)دستگاه ط FTIR زيبا آنال نيچنشده استفاده شد. هم

 يهاو نوع گروه ييايمي( ساختار شهيرفو ليمادون قرمز تبد
مورد نظر  زيآنال يبرا قيتحق نيشد. در ا يها بررسنمونه يعامل
و  cm-1 4000تا 400 يهااز نمونه در محدوده گرميليم 50

 نييتع ي. براديگرد يبررس 100-20 (Intensity)محدوده شدت
 يستاليکر زيسا نييفازها و تع ييشناسا ،ييايميش بيترک
پراش پرتو  زيشده تحت آنال هيته يسنتز شده، نمونه وذراتنان
 نيقرار گرفت. در ا (X`Pert Pro, Panalitical) (XRD) کسيا

 يريگاندازه 100-0ده در محدو Cuذره با پوشش نانو زيآنال
 شد.

به روش  يرو دينانوذرات اکس يکروبياثر ضدم يبررس
 96 تيکروپلي( توسط مMIC) يحداقل غلظت بازدارندگ نييتع

 يهاهيسو هيبراث عل لوشنيکرودايو به روش م يچاهک
 Pseudomonas aeruginosaيگرم منف يهاياستاندارد باکتر
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ATCC 27853، Escherichia coli ATCC 25922 و گرم ،
 Bacillusو Staphylococcus aureus ATCC 6536مثبت 

cereus ATCC 1247 يکروبيم ونيشده از کلکس يداري)خر 
 يهارقت تريکروليم 100که ابتدا  بيترت ني( انجام شد. به ارانيا

شده  قياز نانوذرات رق تريليليبر م کروگرميم 1600تا  78/0
اساس روش  بر ت،يکيپس از سون ،يولوژيزيتوسط سرم ف

 96 تيکروپليم يهااز چاهك فيرد كيبه  لوشنيدا اليسر
 24از کشت  يکروبيم ونيافزوده شد. سپس سوسپانس ياخانه

کشت  طيمك فارلند برابر شده بود توسط مح ميساعته که با ن
جهت به دست آوردن  100/1 زانيبراث به م نتونيه مولر

از آن  تريکروليم 100شد و سپس  قيرق cfu/ml 610×1 غلظت
چاهك به عنوان  كي يبررس نيچاهك افزوده شد. در ا هربه 

نانوذرات و  يکشت( حاو طي)شاهد نانوذرات و مح يکنترل منف
چاهك به منظور  كي ،يکروبيم ونيکشت بدون سوسپانس طيمح

 ونيکشت و سوسپانس طيمح ي( حاويکنترل مثبت )شاهد باکتر
 200ها تمام چاهك ييدر نظر گرفته شد. حجم نها يکروبيم
 24به مدت  C 37°يدر دماها تيکروپليشد. سپس م تريکروليم

کنترل،  فيبا رد سهيمدت در مقا نيساعت انکوبه شد. بعد از ا
دهنده عدم نشان تيو شفاف ياز رشد باکتر يوجود کدورت حاک

که در آن  يغلظت نيترنييپا ايچاهك  نياست. اول يرشد باکتر
کدورت بود، به عنوان  فاقدمشاهده نشد و  يگونه رشد باکترچيه

 يشد. تمام مراحل برا نيي( تعMIC) يحداقل غلظت بازدارندگ
 تکرار انجام شد.  3با  يمورد بررس هيسو 4

 يسلول يهانانوذره سنتز شده رده يمنظور اثرات سلول به
HT-29  وHEK-293 و در  ديگرد هيته رانيا توپاستورياز انست

 يگاو نيسرم جن %10شده با  يغن DMEMکشت  طيمح
(Fetal Bovine Serum: FBS) (Gibco, Scotland) يدر دما 

کربن کشت داده دياکسيد يدرصد 5 طيدرجه تحت شرا 37
 دينانوذره اکس تيسم زانيم يمطالعه جهت بررس ني. در اشدند

روش  كيکه  MTTاز روش  يسلول يهابر رده  يرو
شدن و شکسته شدن  اياست و بر اساس اح يسنجرنگ

آنزيم سوکسينات  لهيهاي زردرنگ تترازوليوم به وسکريستال
آبي رنگ  يهاستاليو تشکيل کر ييايتوکندريدهيدروژناز م

جهت با شمارش  ني. بدديشود، استفاده گرديم نجامنامحلول ا
سلول در هر  5×410بلو، حدود  پانيبا استفاده از تر يسلول

 ياخانه 96 تيها پلکشت سلول چاهك کشت داده شد. بعد از
 %60 تا شد داده قرار ساعت 24 مدت به 37 ℃در انکوباتور 

 يتميلگار يهارقت هيها پر شوند. سپس به تههكچا سطح
(μg/ml 25/31  1000تا) هياز محلول پرداخته شد. بعد از ته 

هر چاهك توسط  ييرو طيکردن مح يها و بعد از خالرقت
ها اضافه از هر رقت به چاهك تريکروليم 100 ليسرنگ استر

ساعت در داخل انکوباتور قرار گرفتند.  24به مدت  تيشد. پل
 100و  کردهرا خارج  يرو ديکشت و نانوذرات اکس طيمح

، در MTT (Sigma-Aldrich, USA)از محلول  تريکروليم
ساعت داخل  4اضافه شد و به مدت  هاتيبه پل يکيتار

ها برداشته چاهك ييرو طيد. سپس محانکوباتور قرار داده ش
ها اضافه شد. به چاهك DMSOماده  تريکروليم 100شد و 

 انجام،قرار داده شد. سر کريش يرو قهيدق 20سپس به مدت 
  زايگر الارنگ حاصله توسط دستگاه قرائت يجذب نور

(ELISA reader, Oraganon Teknika، هلند)، موج طول در 
 ريها توسط فرمول زسلول يبقا زانيم و شد نانومترخوانده 570

 :        ديمحاسبه گرد
 يسلول يبقا زانيتست(= م يکنترل/جذب نور ي)جذب نور× 100
بار تکرار انجام گرفت  8 به صورت قيتحق نيا يهاشيآزما

 Half maximal inhibitoryاي IC50 دوز زانيو م

concentration ديمحاسبه گرد زين . 
دو ژن  انيبنانوذره سنتز شده  كياثر آپاپتوت يبررس يبرا

p53  وCasp3  با استفاده از روشReal Time PCR يبررس 
و نرمال  يسرطان يهاسلول RNAمنظور ابتدا کل  نيشد. بد

استخراج  تيبا استفاده از ک IC50ذره در غلظت شده با نانو ماريت
Transgen Biotech ER101-01  استخراج شد و سپس سنتز

cDNA تيبر اساس پروتکل ک (Transgen Biotech ER101-

هر  ييحجم نها PCRواکنش  يانجام شد. به منظور اجرا (02
 10 يدر نظر گرفته شد که حاو تريکروليم 20 وبيکروتيم
دست مربوط به هر ژن، نييبالادست و پا يهامريمول از پراکويپ

 تريلکرويم 7و  کسيم رمست تريکروليم cDNA ،10گرم نانو 40
به  Casp3 و p53 يهاواکنش ژن نيبود. در ا RNase freeآب 

-GAPDH (Glyceraldehyde 3عنوان ژن هدف و ژن

Phosphate dehydrogenase)  به عنوان ژن مرجع در نظر
 Real Time PCRها با استفاده از دستگاه ژن ريگرفته شدند. تکث

 ABI 7300 (Applied Biosystems ,Fosterمدل

City,CA,USA) انجام تست  يبرا نيچنانجام گرفت. هم
RealTime PCR شرکت تاکارا  نيگر بريسا تياز ک

(PrimeScriptTM RT Reagent Kit) شرکت  پيو کپ استر
ABI به  يمرهايپرا ياستفاده شد. توال کايکشور آمر ديتول

 دهداده ش شينما 1واکنش در جدول  نيکارگرفته شده در ا
 است. 
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 پرایمرهای مورد استفاده. 1جدول 

 نام ژن پرایمر ها اندازه محصول

194 bp forward: 5′-CATCTACAAGCAGTCACAGCACAT-3 
reverse: 5′-CAACCTCAGGCGGCTCATAG-3′ 

 
p53   

179 bp forward: 5′-  GCCTGCCGTGGTACAGAACT-3′ 
reverse: 5′- GCACAAAGCGACTGGATGAAC-3′ 

 
Casp3 

74 bp 
forward: 5′-  CCCACTCCTCCACCTTTGAC-3′ 

reverse: 5′- CATACCAGGAAATGACTTGACA-3′ 
GAPDH 

 
چرخه آستانه صورت  سهيها مطابق مقاداده ليو تحل هيتجز

 ماريت يهاچرخه آستانه به دست آمده از سلولگرفت و اختلاف 
 ديذره محاسبه گردنشده با نانو ماريت يهاشده با نانوذره و سلول

نسبت ژن هدف به ژن مرجع از  ΔΔCtو با استفاده از فرمول 
 محاسبه شد: ريمطابق با فرمول ز ΔΔCt  2 −  قيطر

ΔCt = Ct target - Ct refrence 
ΔΔCt = (ΔCt test sample - ΔCt control sampel) 
Relative expression: 2− ΔΔCt 

طرفه  كي انسيوار زيدست آمده با استفاده از آنالهب يهاداده
(One-Way ANOVAو تست کولموگورف )- مورد  رنوفياسم

افزار با استفاده از نرم Pقرار گرفت و محاسبه  ليو تحل هيتجز
Excel 05/0مقدار  ن،يچنانجام شد. همP<  در هر تست

 نظر گرفته شد.  دار دريمعن
 يرو دينانوذره اکس كياثر آپاپتوت يادامه بررس در
ها با استفاده از (، اين سلولHT29کولون ) يسرطان يهاسلول
 Apoptosis AnnexinV/propidium iodide (PI)روش

detection kit, Roch, Germany  و دستگاه فلوسايتومتري
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) بر اساس دستور 

هاي سرطاني کولون مورد مطالعه قرار گرفتند. سلول بوطهکار مر
ساعت 24به مدت  50IC سلول/ چاهك( با غلظت 1×510)

نشده کولون به عنوان کنترل مورد هاي تيمارتيمار شده و سلول
هاي نکروز/ آپوپتوز استفاده قرار گرفتند. در نهايت ميزان سلول

 Cell Quest Pro (BD Biosciences, Sanافزارشده توسط نرم

Jose, CA, USA)قرار گرفتند زي. مورد آنال.  
 

 نتايج
حلول واکنش به زرد )شکل م يجيرنگ تدر رييمشاهده تغ

باشد يم  يرو ديسنتز نانوذرات اکس دييمرحله در تا ني، اول(1
 دينانوذرات پس از سنتز شدن به شکل پودر سف تيو در نها

نانوذرات در اجتماعات  FE-SEM زيدر آمد. در آنال يرنگ
 95تا  35 نيب ازهشدند و اند دهيمانند دگل ايشکل  ياستاره

 (.2شد )شکل  نيينانومتر تع
 

 ZnOرنگ زرد محلول نشانه سنتز نانو ذرات  .1شکل 

مورفولوژی و اندازه نانوذرات توسط  FE-SEMآنالیز . 2شکل 

میکروسکوپ الکترونی نگاره: نانوذرات اکسید روی  سنتز شده با 

 نانومتر 95تا  35ای شکل یا گل مانند و اندازه بین اجتماعات ستاره

 
مربوط به  3در شکل  ZnOنانوذرات  EDS ليپروفا در

 يهاكيدهنده و خلوص محصول است. پليعناصر تشک يبررس
و طلا در  ژنياکس ،يوجود تنها عناصر رو انگرينشان داده شده ب

 يسازبه کاربرده شده مربوط به آماده يساختار آن است که طلا
پودر سنتز شده  درموجود  ياست. مقدار رو زيآنال ينمونه برا
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کند که نانوذرات سنتز يم دياست و تائ %7/38 ژنيو اکس 3/61%
 وجود ندارد. گريعناصر د يناخالصاز  يشده خالص است و اثر

  ZnOجهت بررسی عناصر تشکیل دهنده نانوذرات  EDSآنالیز  .3شکل 
 و خلوص محصول

 
( در FTIR) هيفور ليمادون قرمز تبد يسنج فيط زيآنال در

 (.4شد )شکل  دييو تا يبررس cm-14000تا  400 يهامحدوده
: آنالیز طیف سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه FTIRطیف  .4شکل 

)FTIR(  1 تا 400در محدوده های-cm 4000 .نانوذرات سنتز شده 

 
طور کـه در همان کسيالگوي پراش اشعه ا XRD زيآنال در
دست آمده داراي ساختار هنانوذرات ب شودياهده ممش 5شکل 

مشاهده  يمربوط به ناخالص يکيپ چيه و بوده فازتك  يستاليکر
، 7/29 ،9/16، 5/11 يهاقله يدارا XRD فيگردد. طينم
 ب،يو به ترت است θ2درجه  45و  40، 8/37، 36، 5/33، 3/32

، 112، 103، 110، 102، 101، 002، 100 يبه صفحات بلور
شود و ينسبت داده م ZnOنانوذره  يچندوجه 004و  201
با تبلور و خلوص بالا  ZnOذرات است که نانو نيدهنده انشان

 محکم و واضح هستند.  يهاقله يدارا اند وشده هيته
 MIC يگرم منف يهايباکتر يبرا يرو دينانوذرات اکس E. 

coli  وP. aeruginos،μg/mL 200 گرم  يهايباکتر يو برا
 گزارش شد. S. aureus ،μg/mL 100و B. cereusمثبت 
 ي، رده سلوليرو ديذره اکسنانو ياثرات سلول يبررس يبرا
 -μg/ml 25/31) يهابا غلظت ماريتحت ت HT-29 يسرطان
ساعت با توجه به شکل  24( قرار گرفتند پس از گذشت 1000

از  μg/ml 25/31 ،5/62 ،125مشخص است که غلظت  6
ندارد اما  HT-29 يهاسلول يبقا يرو يرينانوذره تاث

، %63حدود  يکشندگ زانيم P=000/0با  μg/ml 250لظتغ
 %71حدود  يکشندگ زانيم P=000/0با  μg/ml 500در غلظت

است  بوده %75حدود  P=000/0با  μg/ml 1000و در غلظت
 نيچنهم دهد.يرا نشان م يتفاوت معنادار يکه از لحاظ آمار

IC50 برابرμg/ml 4/282=IC50  ديگردمحاسبه . 
قله های محکم و (: دارای XRDآنالیز طیف پراش اشعه ایکس ) .5شکل 

واضح که نشان دهنده  تبلور و خلوص بالا نانوذرات اکسید روی  سنتز 

 شده است.

 

های متفاوت نانوذرات اکسید روی  بر رده بررسی سمیت غلظت .6شکل 

ها به صورت میانگین درصد اده. دMTTدر تست  HT-29سلولی سرطانی 

*** نشان دهنده علامت  ست.معیار بیان شده ا انحراف ±زنده ماندن 

 است.  >0P /001  ااختلاف معناداری با گروه کنترل ب

 
 دياکس يمتفاوت نانوذره يهاغلظت تياثر سم يبررس يبرا

 يهابا غلظت ماريتحت ت HEK-293نرمال  ي، رده سلوليرو
μg/ml25/31 ،5/62، 125 ،250، 500  24به مدت  1000و 

نشان  MTT جينتا زيآنال 7ساعت قرار گرفتند. با توجه به شکل 
 μg/mlدر غلظت يرو دينانوذره اکس يکشندگ زانيداد که م

در غلظت  کهيکرده است به طور دايکاهش پ 250 و 500،
μg/ml250  0015/0با=P در %32حدود  يکشندگ زانيم ،
 %61حدود  يکشندگ زانيم P=000/0با  μg/ml 500غلظت

 بوده %75حدود  يکشندگ μg/ml 1000بوده است. اما در غلظت
 است.
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های متفاوت نانوذرات اکسید روی بر رده سلولی اثر سمیت غلظت .7شکل 

ها به صورت میانگین درصد زنده اده. دMTTدر تست  HEK-293 نرمال

علامت *** نشان دهنده اختلاف ست. معیار بیان شده ا انحراف ±ماندن 

 .است  >0P /001  ابمعناداری با گروه کنترل 

 
از روش  Casp3و  P53ژن  انيب يبه منظور بررس سپس

Real Time PCR ژن  انيب استفاده شد کهP53  نسبت به گروه
 81/3 زانيبه م Casp3ژن  انيبرابر و ب 22/1 زانيکنترل به م

 (. 8( )شکل >05/0Pاست ) افتهي شيافزا

داده نسبت به گروه کنترل.  Casp3و P53 . تغییر بیان ژن های  8شکل 

ست. معیار بیان شده ا انحراف ±ها به صورت میانگین درصد زنده ماندن 

و*** نشان دهنده اختلاف معناداری با گروه کنترل به ترتیب  .علامت *

 است. >0P /001  و >0P /05  با 
 

هاي کولون ميزان آپوپتوز القا شده در سلول منظور تعيين به
 FITC Annexin V/ PIها با ذره، اين سلولتيمار شده با نانو

آميزي شده و توسط دستگاه فلوسايتومتري مطالعه شدند. رنگ
در طي فاز اوليه آپوپتوز، فسفاتيديل سرين به خارج از غشا 

شود و رنگ رنگ مي Annexin Vسلولي منتقل شده و توسط 
PI  شود. بر اساس هسته سلول در زمان نکروز متصل ميبه
 %5/22که  ديمشخص گرد يتومتريفلوسادست آمده از هب جينتا

اند و شده هيشده با نانوذره دچار آپوپتوز اول ماريت يهااز سلول
 نيا %5/0تر از اند و کمشده يريهم دچار آپوپتوز تاخ 76%

اند. ها زنده ماندهاز سلول %1 اند و تنهاها دچار نکروز شدهسلول
زنده هستند  ماريبدون ت يهاسلول %93است که  يدر حال نيا

ها آپوپتوز سلول %2و  هيها دچار آپوپتوز اولسلول نياز ا %1و 
اند )شکل ها هم دچار نکروز شدهسلول %5/4 حدود و يريتاخ

9.) 

های سرطانی کولون تیمار شده با میزان القای آپوپتوز در سلول. 9کل ش

 (.پائین( و گروه کنترل بدون تیمار)بالانانوذره  ) IC50دوز 

 
 

 گيريبحث و نتيجه
از  يکياز داروها  ياريبس دينانو در تول ياستفاده از فناور

از  ياريو درمان مؤثر بس صيتشخ يبرا دوارکنندهيام يهاحوزه
 قيذرات از طر. نانو[15،16]جمله سرطان است  از هايماريب

باعث  ROS اي ژنيآزاد اکس يهاکاليراد ديتول ريمس يسازفعال
 .[4،6] شونديم يتومور يهاحذف سلول

 يدارا ييايميش يهاسنتز سبز نسبت به روش روش
سازگار  ،يرسميغ نه،يهزبه ساده، کم توانياست که م ييهاتيمز
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 زانيبا م يجهت سنتزها ديمقدار تول شيو افزا ستيز طيبا مح
براي  نهيگز نيرسد بهتريبه نظر م اهانيبالا اشاره نمود. گ

در  اهانيگ توسطشده  دينانوذرات هستند. نانوذرات تول وسنتزيب
اندازه  تر در شکل وتر و متنوعثباتعوامل با گريبا د سهيمقا

هايي مانند فنيلهستند. عصاره برگ گياهان که غني از پلي
اء در سنتز فلاونوئيدها هستند، عوامل قدرتمندي براي احي

 شنيآو اهير از گحاض قي. در تحق[7،8]نانوذرات خواهند بود 
  يرو ديذرات اکسبار جهت سنتز نانو نياول يبرا يرازيش

نانومتر و  95-35 نياستفاده شد. نانوذرات سنتز شده با اندازه ب
 ريبه دست آمد که در تصو ياذرات صفحهشکل نانو

 ايشکل  يابه صورت ستاره FE-SEM يالکترون کروسکوپيم
  يرو ديبودند. گرچه شکل نانوذرات اکس افتهيگل مانند تجمع 

شکل گزارش شده است،  يمقالات کرو ترشيب رسنتز شده د
 نديواکنش، فرا نديکننده، فراايچون غلظت عامل اح ياما عوامل

از نانوذرات را  ياشکال متفاوت توانديو تبلور م يسازخنك
ت جالب در مطالعات نانومواد است که از موضوعا دينما جاديا
و همکاران در سال  Fakhariکه توسط  يا. در مطالعه[17]

 اهيگ ياز عصاره آب يرو ديذرات اکسسنتز سبز نانو يبرا 2019
 .L ليپتانس جي( صورت گرفت و نتاLaurus nobilisبرگ بو )

nobilis و  عيبه روش ساده، سر سنتز نانوذرات يرا برا
 و Ghayempour. [18]کرد  دييتا ستيز طيدار محدوست

Montazer سنتز درجا نانوذرات  2017ل در سا يادر مطالعه
پارچه  يبر رو رايکت اهياز صمغ گ يرو ديشکل اکس ياستاره

پژوهش  نينمودند. در ا يبا امواج مافوق صوت را بررس ينخ
ذرات ستاره مانند با اندازه عنوان نانوهب يرو دينانوذرات اکس

و  Ramimoghadam .[19] نانومتر سنتز شد 70-55متوسط 
نانوذرات با  دروترماليسنتز ه 2013همکارانش در سال 

 جيمختلف عصاره برنج را انجام دادند. نتا يهااستفاده از غلظت
 ديمختلف نانوذرات اکس يهايها نشان دادند که مورفولوژآن
پوسته پوسته، گل رز و ستاره با  ي، از جمله ساختارهايرو

 .[20]و نانومتر قابل سنتز است  کرويدر محدوده م ياندازه ذرات
سنتز شده به روش  يرو دينانوذرات اکس يکروبيضدم اثر

 يکروبياثر ضد م نيترشيشد. ب يبراث بررس لوشنيکرودايم
با  B. cereus و S. aureus گرم مثبت يهايذرات بر باکترنانو

MIC100 بر  يکروبياثر ضد م نيترو کم تريليليبر م کروگرميم
 MIC 200با P. aeruginosaو  E. coli يگرم منف يهايباکتر

 نهيدر زم يدست آمد. تاکنون مطالعاتهب تريليليبر م کروگرميم
صورت گرفته است  يرو دينانوذرات اکس يکروبيخواص ضد م

و  يو همکاران با استفاده از استات رو Rafieeاز جمله مطالعه 
سنتز  ذراتنانو  Eucalyptus melliodora اهيعصاره برگ گ

نانومتر قرار  50تا  30ذرات در محدوده نانو زيکردند که سا

،  Escherischia coli،يهايباکتر يداشت و بر رو
Staphylococcus aureus، Pseudomonas aeruginosa ،

Bacillus cereus اثر [21]داشت  يقابل توجه يکروبياثر ضدم .
 يهاسميتوان با مکانيرا م يرو ديذرات اکسنانو يکروبيضدم
فعال  ژنياکس يهاکاليراد ديتول ليبه دل ويداتيکساسترس ا يالقا

(ROSواکنش ا ،)فعال با ژنياکس يهاکاليراد ني DNA ،
رفتن  نيب از ،يمرگ سلول جهيو در نت دهايپيها و لنيپروتئ

و درون  يباکتر يغشا ذرات درتجمع نانو ليغشا به دل شيآرا
 يضمن اتصال به غشا يرو يهاونيآزادشدن  زيسلول و ن

 .[22]ها اشاره نمود سميکروارگانيم
  يرو دينانوذرات اکس يتيسيدر پژوهش حاضر اثر توکس 

 يسرطان يرده سلول هيعل يرازيش شنيآو اهيسنتز شده از گ
قرار گرفت.  يمورد بررس HEK-293( و نرمال HT-29کولون )

 هيعل كياثر توکس ينانوذره دارا نياز آن بود که ا يحاک جينتا
 يسلولبر رده  يکم يکياست و اثرتوکس يسرطان يرده سلول

از  يکي يژگيو نياست که ا يدر حال نينرمال داشت. ا
 يباشد، به صورت ديبا يضدتومور يداروها ياصل يهامشخصه

اثرگذار باشند و  يتومور يهاتنها بر سلول ديداروها با نيکه ا
 ياعمال نشود. به عبارت كياثرات توکس نينرمال ا يهابر سلول

 يرو نانوذرات بر ترشيب يدهنده اثرات مهارنشان جينتا
دوز مشخص  كينسبت به سلول نرمال در  يسرطان يهاسلول

 ج،ينتا ني(. مطابق ا250و μg/ml ،500يدوزها) باشديم
 يسلول يهارا در ردهاثرات نانوذرات  يمختلف يهاگزارش
و  Selvakumari 2015کردند. در سال  يبررس مختلف

با نام  يرو ديذرات اکسنانو ياثر ضد تومور يهمکارانش رو
ZnO-NP يرو يبررس نيانجام دادند. در بخش از ا يامطالعه 

سرطان پستان  يمدل سلول كيعنوان به MCF-7 يسلول يرده
 2/31 يريکارگمطالعه نشان داد به نيا جيانجام شد. نتا يامطالعه

 يتومور يهااز سلول %50نانوذره باعث مرگ  نياز ا کروگرميم
 IC50مطالعه مقدار  نياست که در ا يحال در نيشده است. ا

 Akhtar. [23]شده است  تريليليبر م کروگرميم 4/282برابر با 
القاء  تيخاص يور بر 2012در سال  ياو همکارانش در مطالعه

کبد  يدو رده سرطان هيبر عل يرو دينانوذرات اکس يآپوپتوز
HepG2هي، و ر A549 سطح  درها ژن انيب جينمودند. نتا يبررس
mRNA نيو پروتئ P53 و Bax انينشان داد و کاهش ب شيافزا 

Bcl-2 کبد  يسرطان يدر رده سلولHepG2  [6]نشان داده شد .
که به  ديمشاهده گرد P53ژن  انيب شيافزا زيحاضر ن قيدر تحق

 يرو ديالقا آپاپتوز در نانوذره اکس ييبر توانا يدييتا ينوع
و همکاران،  Wahab R وسطت يگريد يباشد. در مطالعهيم

عنوان به MCF-7 يسلول يهارده يها بر رو ZnO-NP يرو
عنوان به HepG2 يسلول يسرطان پستان و رده يسلول يرده
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نشان داد غلظت  جيکبد انجام شد. نتا نوميکارس يسلول يرده
مرگ  ينانو ذرات باعث القا نياز ا تريليليدر م کروگرميم25

 ابدييکاهش م %10تر از زنده تا کم يهالو سلو شوديم يسلول
ذرات با نانو يسرطان يهاسلول مارينشان دادند که ت نيچنهم
 انيب شيو افزا P53 نيپروتئ يبرابر 3 شيباعث افزا يرو دياکس
 يهاو کاهش ژن Badو  Baxآپوپتوز مانند  يالقاکننده يهاژن

حاضر رده  قيق. در تح[24،25] شوديم Bcl-2ضد آپوپتوز 
قرار گرفت و در  ي( مورد برسHT-29سرطان کولون ) يسلول

دهنده ها زنده ماندند که نشانسلول از %1 تنها IC50غلظت 
است  HT-29 يآپوپتوز نانوذرات  سنتز شده در رده سلول يالقا

 دارد. يپوشانحاضر هم قيبا تحق P53ژن  انيب شياما افزا
در زمان  يرو ديذره اکسنانو IC50مطالعه حاضر مقدار  در

تر از مقدار محاسبه کم HT-29 يرده سلول يساعت بر رو 24
دهنده اثرات نشان نيبود ا HEK-293 يدر رده سلول IC50شده 
 يسرطان يهاسلول يبر رو يرو ديذرات اکسنانو ترشيب يمهار

 يهاژن انيب نيچنباشد. همينرمال م يهانسبت به سلول
برابر  81/3و  22/1 بيبه ترت Casp3و  P53 كيآپوپتوت

نانوذره سنتز  كياثر آپاپتوت هيتوانست فرضيکه م افتي شيافزا
بخش فلوسايتومتري، براي  جيکند. در ادامه نتا تيشده را تقو

 يدييذره، تاشده توسط نانو ارزيابي ميزان آپوپتوز و نکروز القا
 Boroumand Moghaddam. در مطالعهودب هيفرض نيبر ا گريد

 ديو همکاران، نتايج فلوسايتومتري نشان داد که نانوذره اکس
کند و يم جاديا يريآپوپتوز تاخ %24 هيآپوپتوز اول %68 يرو

. در حالي که نانوذره سنتز [26]ها زنده ماندند سلول %6حدود 
 %76و  هيآپوپتوز اول %5/22شده در تحقيق حاضر سبب 

 يهاژن انيب راتييکرد و با توجه به تغ جاديآپوپتوز تأخيري ا
 توانينانوذره م نيشده با ا ماريت يسرطان يهادر سلول ريدرگ

بر ذرات نانو ريتأث يهاسمياز مکان يکيآپوپتوز  يگفت القا
تر بودن نانوذرات موثر انگرياست و در کل ب يسرطان يهاسلول

 مطالعه است.  نيسنتز ا روشمطالعه حاضر و بهتر بودن 
مطالعه  نيمطالعه نشان داد نانوذرات سنتز شده در ا نيا جينتا

آن  تيشده اما اثر سم يسرطان يهاسلول يموجب کاهش بقا
 طيمح کهنيکه با توجه به اتر است. سلول نرمال کم يرو

 يسرطان يهاسلول تياست )فعال يدياس يسرطان يهاسلول
 زانيماست و  ديدر آن شد زيکوليگلا باشد و عمدتاًيم اديز
 طيبودن مح يدياس نيشود( و ايم ديدر آن تول دياس يترشيب

شود و مرگ يباعث فعال شدن نانوذرات م يسرطان يهاسلول
 ترشيب ريتاث ني، بنابرا[27]کند يم جاديرا ا يسرطان يهاسلول

بود.  ينيبشينسبت به نرمال قابل پ ينانوذره در سلول سرطان
و  يسرطان يهاسلول ءغشا نيب يشناسختير يهاتفاوت

در  يگريتواند عامل دياز لحاظ تفاوت اندازه منافذ م يعيطب

 يهاسلول نيذرات بنانو تيسم زانيتفاوت قابل ملاحظه در م
 مطالعه باشد. نيو نرمال در ا يسرطان

 ايعفونت و  يدر ط هايکه باکتر دهدينشان م مطالعات
منجر به  هيثانو يهاتيمتابول ديبا تول ايها و از آن يالتهاب ناش

در سرطان کلون شده و با اختلال در  ليدخ يهاژن انيب رييتغ
و توسعه سرطان کولورکتال  شرفتيباعث شروع، پ يسلول کليس
همراه با  يکروبيضدم اثر يابيارز ني. بنابرا[28،29]گردد يم

حائز  ارينانوذرات بس كيو آپاپتوت كيتوتوکسياثرات س يبررس
حاضر نشان داد که نانوذرات  قيتحق جيباشد. نتايم تياهم
توانند موجب يم يکروبيضدم راتيضمن داشتن تاث يرو دياکس

 ابتلا به سرطان کولورکتال شوند. سكيکاهش ر
 شنيآو اهيپژوهش حاضر نشان داد که عصاره گ جينتا

داشتن  ليبه دل ران،يا يبوم اهيگ كيبه عنوان  يرازيش
در  تواندياکسيداني، مهاي ثانويه بالا و خواص آنتيمتابوليت

نشان داد که  افتهياستفاده شود.  يرو ديسنتز نانوذرات اکس
و  يکروبياثرات ضدم يسنتز شده دارا يرو دينانوذرات اکس

 باشنديکولورکتال م يسرطان يهاو کشنده بر سلول ياثرات سم
 يبر مرگ رده سلول  يرو ديکه نانوذرات اکس ييو از آن جا
HEK-293 يکرد اثرات جانب انيتوان بيداشت م يکم ياثر سم 

از داروها به  ياريبس کهنيباشد. با توجه به ايم نييپا اريآن بس
اثرات  يشود و دارايسلول م در زکه سبب القاء نکرو نيعلت ا

 يتلق يمناسب يتوان دارويباشند را نمياز جمله التهاب م يجانب
 سنتز شده در مطالعه يرو دينانوذرات اکس کهيکرد. در حال

 يشده و از طرف يسرطان يهاحاضر سبب القاء آپوپتوز در سلول
توان از آن ينرمال ندارند، م يهابر سلول يکيهم اثر توکس

مناسب جهت درمان سرطان کولورکتال  يتوانند به عنوان دارو
 .استفاده نمود

 
 تشكر و قدردانی

ارشد  يکارشناس يينامه دانشجو انياز پا يمقاله حاضر بخش
 نيباشد. بديم شوايپ-نيدانشگاه آزاد واحد ورام ك،يرشته ژنت

سرکار خانم دکتر  يهامقاله از کمك سندگانينو لهيوس
 .ندينمايم يتشکر و قدردان ينقيرعليم

 
 مشاركت و نقش نويسندگان

 يو طراح دهي: ايباغبان مهياورتاکند و فه يمعصومه مهدو
ها، معصومه داده يثابت: جمع آور يمايجهان پ يمطالعه، بشر

 يبشر ها،داده ريو تفس زي: آناليباغبان مهياورتاکند و فه يمهدو
 سندگانيثابت: نگارش نسخه اول مقاله. همه نو يمايجهان پ

 .نمودند دييرا تا قالهم يينموده و نسخه نها يرا بررس جينتا
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Introduction: Metal oxide nanoparticles have long been challenged as a candidate for cancer treatment. In the 

present study, for the first time, biosynthesis of zinc oxide nanoparticles was performed by Zataria multiflora extract 

and then their antimicrobial, cytotoxic and apoptotic effects on colon cancer cell lines were investigated. 

Materials and Methods: The zinc oxide (ZnO) nanoparticles were biosynthesized using an aqueous extract of Z. 

multiflora shoots. The shape, size and structure of the synthesized nanoparticles were evaluated by EDS, XRD, FE-

SEM and FTIR analysis. The antimicrobial effect of ZnO nanoparticles was investigated by the MIC method and their 

cytotoxic effects against two colorectal cancer cell lines HT-29 and normal HEK-293 were evaluated by the MTT 

method within 24 hours. The expression of p53 and Casp3 gene in cells treated with IC50 dose was then evaluated by 

Real-time PCR. Also, the type of cell death was determined by flow cytometry. 

Results: Findings showed that ZnO nanoparticles were star-shaped and were synthesized with a size of 35-95 nm. 

MIC of ZnO nanoparticles was reported for the studied bacteria between 100-200 μg/ml. The results of MTT showed 

that the IC50 of nanoparticles was 282.4 μg/ml and in this concentration, the expression of p53 and Casp3 genes 

increased by 1.22 and 3.81 fold, respectively, which in terms of it was statistically significant. In addition, flow 

cytometry results showed an apoptosis rate of 76%. 

Conclusion: ZnO nanoparticles synthesized through Z. multiflora plant extract showed antimicrobial effect and 

can be used as part of antitumor drug formulation. 

 

Keywords: Zinc Oxide, Nanoparticles, Green Chemistry Technology, Colonic Neoplasms, Apoptosis, Plant 

Extracts. 
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