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      چكيده

 
ات ضد ارزيابي اثر اين تحقيق، هدف ازرود. هاي كشنده و شايع در جهان به شمار ميسرطان كبد يكي از سرطانزمينه و هدف: 

    د.باشسرطاني كبد مي هايدر سلول LncRNA GAS 5بيان ژن  ارزيابيو سرطاني نانوذرات كلريد نقره 
شگاهي -تجربيدر اين مطالعه  :روش كار سرطان كبدردهآزماي سلولي  تيمار با  تحت )HEK293( نرمال و  )HepG2( هاي 

سلوليرده ساعت قرار گرفتند. درصد زنده ماني نانوذرات بر روي 24مختلف طي هاي نانوذرات كلريد نقره با غلظت ي سرطان هاي 
مي بيان ك بررسي شد .در نهايت،  MTT(3-(4, 5-Dimethyltetrazollium Bromide)سنجي نرمال با روش رنگ و

  .شد ارزيابي  real time PCR با تكنيكنسبت به ژن مرجع  LncRNA GAS 5ژن 
هاي نرمال سبت به سلولن را سرطاني هايسلول ماني زنده ميزان نقره كلريد نانوذرات كه داد نشان MTT آزمونتايج ن ها:يافته

 IC50 (Halfهاي متفاوت ميزان با غلظت HepG2هاي ســـرطاني پس از تيمار ســـلول دهد.مي معني داري كاهش طور به
maximal inhibitory concentration)  ــد. همچنين، 49براي نانوذرات ــبه ش اين براي  ميكروگرم بر ميلي ليتر محاس

سلولي نرمال رده سبه گرديد. ميكروگرم بر ميلي 160به ميزان  HEK293ي   LncRNA GAS5ژن  بيانهمچنين، ليتر محا
   .) نسبت به ژن كنترل داخلي افزايش يافتP˂001/0( 6/4 ±34/0بعد از تيمار با نانوذرات به ميزان 

ان دهنده نشHEK293 هاي نرمال و سلولHepG2 هاي سرطاني هاي نانوذرات كلريد نقره بر سلولثر غلظتا		گيري:نتيجه
ـــد.اثر ســـميت بالاي نانوذرات كلريد نقره مي پوپتوز در نشـــان دهنده القاي آ LncRNA GAS5همچنين افزايش بيان  باش

  .رديه قرار گمورد توج كبدتواند در درمان سرطان ينانوذرات م نياستفاده از ا ن،يبنابرا باشد.مي  HepG2هاي سلول
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Abstract   
 
Background & Aims: Liver cancer is one of the deadliest cancers and the most common 
cancers worldwide. Nanoparticles due to their wide applications in diagnostics, imaging 
and drug delivery, have attracted significant attentions (6). Upon a previous studies, the 
green-route mediated production of metal nanoparticles inhibits the progression of cancer 
cell lines (9, 10). Inprevios study the inhibition of the breast cancer cells were conducted 
by silver chloride nanoparticles synthesized by Onopordum acanthium L. extract through 
inducing apoptosis pathway (11).  
Lnc RNA GAS5 is a tumor suppressor, it’s an expression in some malignant tumors 
decrease. In liver Cancer Cells (HCC) The GAS5 gene Expression is reduced, which 
identifies the poor prognosis of this gene (5). However, a limited number of reports have 
been investigated on the cytotoxic effect of silver chloride nanoparticles on cancer cells, 
so in this study, we aimed to investigate it. In our study, we investigated the silver chloride 
nanoparticles synthesized by O. acanthium L. extract, as well as its anticancer effects on 
liver cancer and normal cell lines. The aim of this study was investigating the cytotoxicity 
effect of silver chloride nanoparticles and evaluation of LncRNA GAS 5 gene expression 
in liver cancer cells.  
Methods: Brifly, 100 mL of a solution of 1 mM silver nitrate was prepared in distilled 
water. Then, 5 mL of solution of O. acanthium L. extract (4 mg/mL) and KCl salt (1 mM) 
were drop wise added to the stirred silver nitrate solution. Subsequentely, the resulted 
solution was stirred at room temperature for 24 hours. This solution was then centrifuged 
at 13,000 rpm for 10 minutes; the supernatant was discarded and then centrifuged again 
with distilled water (11). In this study, HepG2 and HEK293 cells were obtained from the 
Pasteur Institute Cell Bank of Tehran and treated with silver chloride nanoparticles after 
24 hours. Cell viability percentage of nanoparticles were determined by MTT (3-(4, 5-
Dimethyltetrazollium Bromide) assay toward HepG2 and HEK293 cells. The HepG2 and 
HEK293 cell lines were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(Gibco, Scotland) medium with 10% FBS serum and 1% streptomycin antibiotic (Gibco, 
Scotland). The cells were then stored at 37 ° C with 5% CO2 in a humidified cell culture. 
To evaluate the in vitro cell viability, the colorimetric MTT method was assessed for 
investigating the appropriate lethal dose of silver chloride nanoparticles. Afterward, they 
were treated with silver chloride nanoparticles in various concentrations (0, 3.125, 6.25, 
12.5, 25, 50, 100, 200 and 400 μg/mL) for 24 hours. Nanoparticles were added to the cells 
(1 × 104 cells per well) cultured on 96-well plate, which were incubated an overnight at 
37 °C. Thereafter, MTT solution (100 μl of 0.05 mg/well) was added to the plate. 
Subsequently, dimethyl sulfoxide (DMSO) solvent we added of to each well to solubilize 
the formazan crystals. Finally, the optical density of the treated and untreated cells was 
evaluated with the ELISA reader (Eppendorf, Germany) at the wavelength of 570 nm. 
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Finally, the viability of the cells was calculated according to the following formula: 
percentage of cell viability (%) = OD value of sample / OD value of control × 100.  
Levels of LncRNA GAS5 gene expression in HepG2 liver cancer cell were quantified 
using quantitative real-time reverse transcription-PCR (qRT-PCR) technique. To assess 
the qRT-PCR method, total cellular RNA extraction was carried out using the RNA 
extraction kit based on to the instructions in the Qiagen kit (Qiagen, Germany). To 
synthesis of transcriptional complementary DNA (cDNA), PrimeScriptTM RT Kit 
(Takara, Japan) was carried out (12). GAS5 and GAPDH primers were then conducted 
using NCBI primer blast in this study (Table 1). Subsequently, qRT-PCR method was 
evaluated by 100 ng of cDNA, SYBER Green PCR Master Mix (2X), followed by 2mM 
each of reverse and forward primers in final volume to 20 μL with nuclease free water. 
Also, the data was investigated by ABI StepOne using the Applied Biosystems qRT-PCR 
(ABI 7300 system, Applied Biosystems). Statistical significance between treatment and 
untreated groups were evaluated by One-way analysis of variance (ANOVA) with SPSS 
software version 22 and the Tukey post hoc. Data were expressed as mean ± the standard 
deviation of three replicates from three independent experiments. and P ˂0.05 was 
considered significance level.  
Results: The results showed that silver chloride nanoparticles decrease significantly the 
cell viability of cancerous HepG2 cells as compared to normal HEK293 cell line. In this 
regard, silver chloride nanoparticles were able to increase cell toxicity in a dose-
dependent manner, as shown in Figure 1 and 2. Also, IC50 concentration of silver chloride 
nanoparticles toward HepG2 and HEK293 cells was 49 and 160 μg/mL, respectively. To 
conduct the effect of IC50 dose of nanoparticles on cell lines, we investigated HepG2 and 
HEK293 cells treated with 0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 and 400 μg/mL of 
nanoparticles for overnight using MTT assay. At concentration of 12.5, 25, 50, 100, 200, 
and 400 µg/mL of silver chloride nanoparticles, the viability of HepG2 was reduced to 
(79.85±6.44 )%, (63.68±7.05) % ,(46.87 ± 4.7)% , (31.83 ± 4.44)% , (18.63± 6.1) %, and 
(18.63± 6.1) (P < 0.001), respectively (Figure 1). At concentration of 50, 100, 200, and 
400 µg/mL of silver chloride nanoparticles, the viability of HEK293 was reduced to 
(80.28±6.1 )%, (69.91±6.13) % ,(43.67 ± 7.76)% , and (24.99 ± 4.42)% (P < 0.001), 
respectively (Figure 2). In order to determine the effect of silver chloride nanoparticles 
on cancerous cells, alterations in the mRNA expression levels of LncRNA GAS5 gene in 
HepG2 cells were carried out using qRT-PCR technique followed by the exposure to 
nanoparticle. According to our study, the results of real time PCR displayed that the 
expression of LncRNA GAS5 was up-regulated by a 4.6±0.34 (p˂0.001) fold as compared 
to control gene.  
Conclusion: In summary, the effect of silver chloride nanoparticles against HepG2 and 
HEK293 cells showed that these nanoparticles have high cytotoxicity. Also, increase in 
LncRNA GAS5 gene expression level reveals the triggering apoptosis in HepG2 cells. 
silver chloride nanoparticles can be considered as a promising strategy for the treatment 
of liver cancer. Thus, for the liver cancer therapy, further in vivo investigations are 
required to determine the efficacy of the silver chloride nanoparticles. 
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   همكارانو  يطاران آقازادهتايآناه                  

  مقدمه
ــرطانســرطان كبد يكي از فراوان هاي بدخيم ترين س

ــاس  ــت. بر اس ــده اس ــخيص داده ش در ميان مردان تش
ـــالها  گزارش مورد  748300مجموعا  ،  2008 در س

ـــرطان كبد و ـــي از آن در  695900جديد س مرگ ناش
شد. سر جهان گزارش  سال انتظار مي سرا  2030رود تا 

تا  باً  يد  20تقري جد ماري ميليون مورد  به اين بي ابتلا 
  ).1( افزايش پيدا كند

جراحي، يك راه پيشــگيري براي پيشــرفت ســرطان  
 شــود، مي شــناســايي تومور كه 		كبد اســت. دربيماراني

اســتراتژي هاي مختلفي مانند درمان هدفمند، هورمون 
ستفاده  شيمي درماني ا درماني، پرتو درماني، جراحي و 

درمان ســـرطان عوارض جانبي نامطلوب  ).2( شـــودمي
هاي جايگزين كبد يكي از فاكتورهاي موثر دريافتن روش

ست سرطان  .ا با توجه به بالا بودن ميزان مرگ مبتلا به 
هه اخير،  طان در د ـــر به اين س بد افزايش نرخ ابتلا  ك

شخص مي سرطان م  شود.اهميت مطالعه پيرامون اين 
ـــرطان كبد نيز  علاوه بر اين روش، داروهاي موثر بر س

چرا كه بســـياري از بيماران پس از  ؛اي داردت ويژهاهمي
به آن  خاص دچار مقاومت  يا روش  يك دارو  با  درمان 

   ).3( كندشده و بيماري عود مي
به عنوان يكي از در ســــال نانوتكنولوژي  هاي اخير 

سرطان ست. از اهداف بزرگ در درمان  شده ا ها مطرح 
حساسيت توان به افزايش مزاياي آن در طراحي دارو مي

ـــوء راديو درماني و  به راديو درماني، محافظت از آثار س
در اين ميان  ).4( ها اشاره كردافزايش سلول كشي تومور

سرطان  نانوذرات كلريد نقره توجه زيادي را براي درمان 
 در فراواني		به مقادير به خود اختصــاص داده اســت. نقره

 ارد.ند زيادي هزينه آن ها توليد و دارند وجود طبيعت
 هايفراورده توليد سمت به را زمينه اين در پژوهش لذا،

 ســنتز و فرآوري و بردمي پيش صــرفه به مقرون دارويي
نه كم  جزء نانوذرات اين ملهزي ـــتورالع هاي ترين دس

 هايســال در نقره كلريد نانوذرات 	).5( باشــدســنتز مي
ـــرطان درمان در آن اثرات دليل به اخير  توجه مورد س
ـــت قرار يا ويژه ـــطه به تركيب اين ).6( گرفته اس  واس

 سرطاني، هاي سلول توسط نقره هاييون بيشتر برداشت
يك  GAS 5ژن  ).7( كندمي اعمال را خود درماني اثرات

اســت 1q25.1) 1(17پروتئيني در كروموزوم.غير كد كننده ژن 
لـولي مانند تكثير تهاجم را  و ، آپوپتوز،)8( كه فرايندهاي ســ

عنوان يك ســـركوبگر تواند بهطي آن مي ).9( كندتنظيم مي
ــدن  ــتلزم تنظيم ش مي تومور عمل كند. البته بيان اين ژن مس

آن منجر به نتيجه عكس يا بيان كم  زيرا بيان بيش از حدباشد؛ 
 هااكسيداتيو استرس هايي از بالا رفتنشاخص و شودمي
) ROS-reactive oxygen species(، لقــا و ننــده ا  ك

     ).10( باشدمي توزآپوپ
ــميت در اين تحقيق  در  نقره كلريد نانوذرات اثرات س
هاي سلولي سرطاني كبد و نرمال مقايسه شده است. رده

به همچنين  ـــروريبا توجه  مل تعيين بودن ض قا عا  ال
شي آپوپتوز كننده سينق كلريد نانوذرات از 	نا  ره ، به برر

ــطح LncRNA GAS 5 ميزان بيان ژن با   mRNA درس
  شده است. پرداخته real time PCRتكنيك 

  
 روش كار

-تجربيدر اين تحقيق  :كلريد نقره ذراتنانو  سنتز
پژوهشي بق اطم نانو ذرات كلريد نقرهآزمايشگاهي سنتز 

 مورد اســتفاده قرارگرفت ارائه شــده 2022در ســال  كه
 يــك محلول ليتر ميلي 100، منظور اين براي	). 11(

 سپس. شد تهيه مقطر آب در نقره راتنيت از مولار ميلي
 از ميلي ليتر در ميلي گرم 4 محلول از ليتر ميلي 5

 نمك مولار ميلي يك و گياه خارپنبه عصاره هيدروالكلي
KCL در نقره نيترات محلول به قطره قطره صورت به را 
 به دســت محلول ســپس و شــد اضــافه خوردن هم حال
 دماي در نخورد هم حالت در ســاعت 24 مدت به آمده
 بنفش رنگ به ســفيد از محلول رنگ تا شــد انكوبه اتاق

ست به محلول مدت، اين از پس. كند پيدا تغيير  آمده د
 شد، سانتريفيوژ rpm 13000 دور با دقيقه 10 مدت به

ــا كرده، خــالي را روئي محلول  مقطر آب و مجــددا ب
  .شد سانتريفيوژ

سلولي شت  سرطان : ك سلولي  در اين پژوهش رده 
سلولي نرمال (HepG2) دكب استفاده  (HEK293) و رده 

 تهيه ايرانانيســتيتو پاســتور بانك ســلولي گرديد كه از 
درصــد ســرم  10مكمل شــده با  DMEM محيط. شــد

FBS   براي كشــت ســلولي مورد اســتفاده قرار گرفت و
درصد  95و  2CO درصد  5 گراد، درجه سانتي 37دماي 

ســلول ها با رنگ رطوبت انكوباتور تيمار شــد. درصــد 
سط  سلول تو شد. هنگامي كه تريپان آميزي  بلو تعيين 

سلول سك به تراكم در حدود تعداد   80ها در داخل فلا
 .درصد رسيد، پاساژ داده شدند
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نقره ديكلر نانوذرات يسرطان ضد اثرات  

ـــنجي :MTTآزمون يكي از  MTT روش رنــگ س
هايي اســت كه بر اســاس احيا شــدن و شــكســته آزمون

ستال سيلشدن كري ه آنزيم هاي زرد رنگ تترازوليم به و
ستال هاي آبي  شكيل كري سينات دهيدروژناز و ت سوك
ماني  نده  يابي ز ـــود. ارز جام مي ش نامحلول ان نگ  ر

رار گرفت. بعد ق بررسي مورد نرمال و سرطاني هايسلول
سلول در هر  401( از كشت سلولي، سوسپانسيون سلولي

به  96هاي ميلي ليتر) در ميكروپليت نه قرار گرفت.  خا
درجه  37دار و دماي  2CO ر انكوباتورساعت د 24مدت 
هاي مختلف تهيه سپس غلظت گراد تيمار شدند. سانتي

ها سلول		هاي حاويشده از نانوذرات كلريد نقره به چاهك
(دي  درصدDMSO 1حاوي كشت محيط 		از اضافه شد.

ــايد 		متيل ــولفوكس  كنترل عنوان به نانو تيمار بدون) س
ستفاده منفي  نانوذرات و سلول حاوي هايچاهك		.شد ا

 ميكروليتر 20 سپس. شدند انكوبه ساعت 24 مدت به
ــيگما آلدريج،  MTT محلول ميلي گرم بر  5( لمان)آ(س

شد و به مدت  ضافه  ساعت  3ميلي ليتر) به هر چاهك ا
 محلول ليتر ميكرو 100 چاهك هر به. شد 	ديگر انكوبه
DMSO   ـــوب حل كردن رس فه شــــد و براي  اضــــا

ش MTTبنفش دقيقه تكان داده  10ت به مدت ، پليت ك
سط قرائت گر الايزا جذب نوري نمونه ها  سپس تو شد. 

نانومتر اندازه گيري شد. درصد ميزان  570در طول موج 
 :زنده ماني سلول ها نيز از فرمول زير محاسبه شد

 ميزان زنده ماني (%) 100 × ( ܥܦܱ/ ܶܦܱ )=
  TOD: انو ذرات هاي تيمار شـــده با نجذب نوري ســـلول

  كلريد نقره
ODc  :هاي تيمار شاهدجذب نوري سلول  

   
يان ژنا يابي ب يك GAS5 رز  Real timeبا تكن

 PCR :ستخراجا  RNA سلول با كشت  10 6دتعدا( كل 

خانه با اضافه  6كه طي آن درپليت  انجام گرفتسلول ) 
مار و  500000كردن  هك كنترل و تي چا ـــلول در  س

 IC50 به اضافه كردن دوز ساعت 24انكوباسيون پس از 
نوبت به تريپسينه  ساعته24به گروه تيمار و انكوباسيون 
سانتريفيوژ و  RNase فاقدو انتقال به ميكروتيوب هاي  و

افزودن ترايزول و كلروفرم گرديد. پس از ســـانتريفيوژ و 
هاي ديگر و به ميكروتيوب  RNAانتقال فاز رويي حاوي 

سانتريف شو با الكل افزودن ايزوپروپانول،  شست  %75يوژو 
ـــد و DEPcافزودن آب  و  -80به فريزر   RNAانجام ش

شد شده RNA . غلظت تماميانتقال داده  هاي استخراج 
با استفاده از دستگاه بايوفتومتر كمپاني شركت اپندورف 

 .مورد بررسي قرار گرفت A230/A260 با طول موج
ـــنتز به  RNA هاي از مولكول ، cDNAمنظور س

ش ستخراج  شركت ا ستورالعمل كيت  يكتا ده با كمك د
شــامل  PCR مخلوط واكنش تجهيز آزما اســتفاده شــد.

صادفي،  5/0 ميكروليتر بافر  5ميكروليتر پرايمر هگزامر ت
ميكروليتر پرايمر RNA ،0,5ميك ميكروگر ، 5xواكنش

 RNase ميك ميكروليتر مهاركننده آنزي، و  (dT)واليگ
 ، MulV-Mروليتر آنزيمميك 1، )واحد در ميكروليتر 20(

 فســفات دو ميكروليتر مخلوط داكســي نوكلئوتيد تري
حجم  (تا DNase  و آب عاري از آنزيم )،رلامو ميلي 10(

شد. نمونهاه رمه به )ميكروليتر 20نهايي  ضافه  ها  لوله ا
قه در  5مدت  به ـــانتي 65دقي گراد قرارداده  درجه س

ــد ــپس بندش ــله در يخلا. س ــته و فاص  1 مدت به گذاش
 د.گراد قرار داده شدن درجه سانتي 42ساعت در 

گاه   پاي فاده از  ـــت هاي مورد اس جهت طراحي پرايمر
تي ن تر ن ي ــامــه و www..ncbi.nlm.nih.gov ا هــاي برن

Gene Runner,Become Disigner,primer express  
شد  ستفاده  شده .  )1جدول (ا توالي پرايمرهاي طراحي 

در توالي ژنوم انســـان  BLAST با اســـتفاده از نرم افزار
 

 هشآغازگرهاي استفاده شده براي اين پژو -1جدول 
 توالي آغازگرها ژن
GAPDH Forward: 5′- CCCACTCCTCCACCTTTGAC -3′ 

 Reverse: 5′- CATACCAGGAAATGAGCTTGACAA -3′ 
GAS5 Forward: 5′- TGCTGGGTGCGGATGC -3′ 

 Reverse: 5′- CTGTCTAATGCCTGTGTGCCAAT -3′ 
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صال  شد تا از ويژگي توالي و يكتا بودن محل ات جستجو 
ـــود. ها آن ـــل ش در اين پژوهش از ژن  اطمينان حاص

سفات دهيدروژناز سرآلدهيدف عنوان  به( GAPDH)  گلي
   .كنترل داخلي استفاده شد

ـــنجي ژن يت س گاهروش كم ـــت مك دس با ك  ها 
RealTime PCR لمد (Foster, Biosystems Applied 

USA, CA, City) ABI 7300 نجــام گرفــت. محلول ا
مل  ميكروليتر cDNA ،12/5 ميكروليتر 5واكنش شــــا

-SYBER ين(حاوي ســـايبرگر PCR مخلوط واكنش
Green PCR Master Mix)، 1  ميكروليتر از هر پرايمر

ميكروليتر آب مقطر ديونيزه  5/5و  )جلويي و برگشــتي(
ستگا-مه زمانيفاقد نوكلئاز بود. همچنين برنا ه گرمايي د

شدن اوليه براي تكثير ژن شامل باز در دماي  DNA ها 
ثانيه و واسرشتگي در  30مدت  گراد به درجه سانتي 95

ثانيه طي تكرار  20گراد به مدت  درجه سانتي 95دماي 
به 40 ـــال پرايمرها  درجه  62الگو  DNA چرخه، اتص

شته ا 60مدت  گراد به سانتي شدن ر لگو ثانيه و طويل 
گراد  درجه ســانتي 72ثانيه در دماي  30در مدت زمان 

ف چرخه تلااخ ، PCR انجام شـــد. پس از انجام واكنش
ستانه شده و تيمار سلول( Ct) آ شدههاي تيمار  با نانو  ن
  ΔΔCtدست آمد. همچنين با استفاده از فرمول ذرات به

به ژن مرجع از طريق فرمول هدف  بت ژن  ـــ  CtΔΔ-2نس

  .محاسبه شد
ي ماريتحل مك نرم داده: ل آ با ك هاي اين تحقيق 

مورد تجزيه و تحليل آماري قرار  22ويرايش  SPSS افزار
اســتفاده شــد و  T ها از آزمونگرفتند. آناليز آماري داده

05/0 < P ــطح معني به ــتفاده  عنوان س داري مورد اس
  .قرار گرفت

  
  هايافته

ــي ريخت ــي اثر نانو ذرات  بررس ــناس با  كلريد نقرهش
ـــرطــاني كمــ ـــلولي س ـــكوپ در رده س ك ميكروس
مورد بررســي قرار گرفت. بررســي ريخت    HepG2كبد

صل از اثر نانو ذرات  سي حا بر روي رده كلريد نقره شنا
سلولHepG2 سلولي  شان داد كه تعداد و اندازه  هاي ن

تحت تيمار در مقايسه با گروه كنترل كاهش يافته است، 
شان دهنده اثرات توكسيك نانو  كلريد نقره با  ذراتكه ن

صاره هيدروالكلي صويربود. در  خارپنبه ع شان داده  1 ت ن
 كلريد نقره با عصاره هيدروالكلي شده كه با اثر نانو ذرات

سلوللا، عخارپنبه ها، تغييراتي مانند وه بر كاهش تعداد 
 ه. بشــود ســم ســلولي نيز مشــاهده ميپلاكاهش ســيتو

ابتدا  د نقره كلريمنظور بررســـي اثر ســـميت نانو ذرات 
هاي مختلف از  ها كشــت داده شــدند و با غلظت ســلول

سـاعت ميزان  24نانو ذرات تيمار شـدند. بعد ازگذشـت 
مورد ارزيابي  MTT ها با كمك آزمون ماني ســلول زنده

سميت به  1طبق نمودار  .قرار گرفت ست آمده  نتايج  د
 حاكي از آن است كه نانو ذرات HepG2 براي رده سلولي

هاي  ســـاعت در غلظت24 پس از بازه زمانينقره  كلريد
ميكروگرم در  400 و 200و 100و 50 و 25 و 5/12

ـــلولي در رده ليتر داراي اثركاهنده ميلي قاي س اي بر ب
 ميكروگرم 49كه غلظت طوري هبدارند؛   HepG2يسلول

ــــاره  از نــانو ذراتدر ميلي ليتر  كلريــد نقره بــا عص

  
  

  الف)                                                         ب)               
و بعد الف) (از تيمار  قبل  HepG2كبد هاي رده سرطانبا كمك ميكروسكوپ: سلول كلريد نقره بررسي ريخت شناسي اعمال اثر سميت نانو ذرات  -1 تصوير
  )كلريد نقره(بساعت با نانو ذرات  24از تيمار 
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به هيدروالكلي ـــد از 50حدود باعث مرگ  خارپن درص
و از لحاظ آماري گرديد ســرطاني  HepG2هاي ســلول
ـــت معني  غلظت ). 1) (نمودار >p 001/0( دار بوده اس
ميكروگرم در ميلي ليتر از نــانوذرات كلريــد نقره 160

ـــلول هاي  50باعث مرگ حدود  ـــد از  س   نرمالدرص
HEK293  مي دهدداري نشان  ف معنيلااختگرديد كه 

  .)2(نمودار 
 MTT ان بقا ســلولي با اســتفاده از روشبررســي ميز

ــان داد  ــلولكلريد نقره نانو ذرات  كه نش ــد س  ي ها رش
HepG2  سته به دوز كاهش مي را به  دهد. بهصورت واب

صورت اختصاصي،  منظور تاييد اينكه آيا قطعات ژني به
ست، از آناليز  شده ا بدون آلودگي و دايمر پرايمر تكثير 

وجود تنها يك  3ق نمودار منحني ذوب استفاده شد. طب
يك براي ژن ماي ذوب   GAPDHو GAS5هاي پ در د

صول تكثير ويژه آن صي بودن مح صا ها، تاييدكننده اخت
  .باشدواكنش مي

سلول  GAS5تغيير در بيان ژن تيمار  HepG2 هايدر 
    PCR با استفاده از روشكلريد نقره  شده با نانو ذرات

Real Time  ت مورد ارزيابي قرار گرفتســاع 24بعد از 
ـــبت بيان ژن)4(نمودار  ژن  به GAS5 . بدين ترتيب نس

  (الف)

  
  ب)(

  ب
سلول -1 رمودان سرطاني درصد زنده ماني  سلولي  شده استصورت درصد بقا در مقايسه با نمونه نتايج به، 2HepG كبدها در رده   05:.(* هاي كنترل گزارش 
/0<p،**  :01/0<p  :***،001 /0<p، 3n= (  .(الف) 50=49 وت بادوزهاي متفا ســـاعت با24ميزان كشـــندگي نانوذرات كلريد نقره پس ازCI  ميكروگرم بر

 (ب). دهدسميت وابسته به دوز و زمان اين نانوذره را نشان ميليتر ميلي
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  ±36/0ميزان به  HepG2 كنترل داخلي در رده ســلولي
6/4 )001/0<p ـــان دهنده ) برابر افزايش يافت كه نش

تــاثير مثبــت نــانوذرات كلريــد نقره در افزايش بيــان 
LncRNA GAS5  باشد. مي  

  
  بحث

هاي  ه، شـــيمي درماني يكي از بيشـــترين روشمروزا
سرطان شرفت  ست كه براي جلوگيري از پي ها  درمان ا

مورد اســتفاده قرار گرفته اســت، كه داراي اثرات جانبي 
به  مار بوده و از طرفي منجر  نده براي بي يد كن هد ت

مقاومت دارويي، شــكســت درمان و اثر بخشــي كم بر 
  گسترش 
از  ).12( شــودرو ميهاي ســرطاني مقاوم به دا ســلول

كلريد ســـرطاني تركيبات نانو ذرات  طرفي، اثرات ضـــد
ـــال نقره  بهدر س يل اثرات آن در درمان  هاي اخير  دل

 MTT نتايج حاصل از آزمون ).13( مشخص شده است
شان داد كه نانو ذرات اي  HepG2هاي سلول ن تحقيق ن

سلولكلريد نقره  شنده بوده و هر عليه اين  سمي و ك ها 
شود، ميزان بقاي  چقدر كه غلظت اين تركيب بيشتر مي

هاي اين تركيب براي سلول نيز ويابد ها كاهش ميسلول

 (الف)

  
  (ب)

  
نانوذرات تيمار شده  درصد كشندگي 50ميزان . )=293HEK. *).:05 /0<p،**  :01/0<p  :***،001 /0<p،3n ماني رده سلولي نرمال درصد زنده -2رمودان

  (ب). محاسبه شدميكروگرم بر ميلي ليتر  50IC=160با رده سلولي نرمال 
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ضوع در تحقيقات . اين موباشدمينرمال، سمي و كشنده 
ست شده ا شاره و حتي اثبات  شابه مورد ا براي مثال  .م

اشـاـره نمود كه نشـاـن  همكاران و يرمضـاـن  قيتحق توان بهمي
 در  BCL2 و  BAX هاي ژن انيب بر نقره اتنانوذر اثردادند 
به ترتيب افزايش و كاهش يافت   A2780   يطانرس يهاسلول

زايش اســترس اكســيداتيو و كه ناشــي از رهايش يون نقره و اف
طي ). 14( القاي آپوپتوز بوده كه با پژوهش حاضــر مشـاـبه بود 

و همكاران مشخص شد كه نانوذرات نقره سنتز  تحقيقات شالي
سلول  HepG2 هاي شده با گياه انجبار باعث القاي آپوپتوز در 

در پژوهشي كه حسني و همكاران  در سال  ).11(شود مي

  ب                           الف                                           

  
صال پرايمر دايمر و خلوص با. وجود يك نقطه حداكثGAPDHو  GAS 5 هايمنحني ذوب ژن -3نمودار كند. ها را تاييد ميي واكنشلاري كه عدم ات

نمودار ( GAPDHدهد. همچنين الگوي منحني ذوب ژن گراد نشــان مي درجه ســانتي 25/88در دماي  )مودار راســت(ن  GAS5الگوي منحني ذوب ژن 
  .دهدور عمودي مشتق سيگنال فلئورسانت را نشان ميدهد. محور افقي دما و محگراد نشان مي درجه سانتي 54/81در دماي ) چپ

  

  
  نسبت به گروه كنترل داخلي  GAS 5ميزان بيان ژن -4نمودار 
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   همكارانو  يطاران آقازادهتايآناه                  

ــانوذرات نقره بر بيــان ژن  1397 ــد، اثر ن انجــام دادن
ـــلولي رده در )MMP9( 9ماتريكس متالوپروتئيناز  ي س

شان داد كه  046/0كاهش معني دار   HT29 كولون را ن
اين امر با ايجاد افزايش  اســترس اكســيداتيو  ناشــي از 

يت آپوپتو ها هاي نقره و در ن  ز همراه بوده اســـتيون 
)15.(   

ضد ميكروبي  به توليد نانوكامپوزيت هاي نسونسكا و همكارا
براي كاربردهاي بالقوه پزشــكي و كيتوزان  حاوي نانو ذرات نقره

ــي و همكاران در  پژوهش ايجنت  ).16( پرداختند  2020گوماس
اـره پوســـته ميوه  اـن داد كه نانو ذرات كلريد نقره از عصــ نشــ

Tamarindus indica سلولي ممكن است يك  MCF-7بر رده 
  عامل درماني بالقوه براي درمان ســرطان پســتان انسـاـن باشــد

)17.(  
طي تحقيق صفي پور و همكاران كه به سنتز نانوذرات نقره با 
شك پرداختند، كاهش تاثير بيان ژن  صاره گياه زر شش ع  پو

ODC1 لـول اـهده شـــد.   MDA-MB-231 هايدر ســ مشــ
هاي اكسيژن سبب كاهش درصد زنده ايجاد راديكالهمچنين 

طي تحقيقات حاجبي و   ).6( اندهاي سرطاني شدهي سلولمان
اـره كلزا بر  اـهده شـــد كه نانوذرات نقره با عصــ همكاران مشــ

سلولباعث م  HepG2هاي سلول سرطاني كبد هار رشد  هاي 
 ).18(شده است 

صاره  سنتز نانوذرات نقره با ع شريفي وهمكاران  طي تحقيق 
سياه بر رده ستوما زيره  سلولي گليوبلا سرطان  A-172هاي  و 

ستان  ستان باعث  MCF-7پ سرطاني پ سلول هاي  شد  مهار ر
). طي پژوهش داعي و همكاران 19وابســـته به غلظت شـــد (

سرطان مثانه در  سلول هاي  سرطاني نانوذرات نقره بر  ضد  اثر
باعث مهار رشــد  HEK293مقايســه با سـلـول هاي رده نرمال 

سلول هاي سرطاني وابسته به غلظت شد كه نانوذرات مشابه و 
لـولي متفاو ت با زنده ماني كمتري نســـبت به اين رده هاي ســ

  ). 20پژوهش مي باشند (
 Thymusهمچنين سنتز سبز نانوذرات نقره با كمك عصاره 

vulgaris  گزارش  2023توسط شيرمردي و همكاران در سال
شد كه اثرضد سرطاني مطلوب اين نانوذرات را بر رده ي سلولي 

 72و   48در زمان هاي  Molt-4لوســمي هاي لنفوئيدي حاد  
اـعت با آزمون و آكريدين اورنج/اتيديوم برومايد  MTTهاي ســ

  ).21نشان داده شد (
نانو ذرات  يد نقره  تاكنون اثر مســـتقيم  يان ژن بر  كلر ب

LncRNA GAS5  بررسي نشده است. بديهي است بررسي اثر
تواند در بالا بردن مياين نانو ذرات ســرطاني  مســتقيم ضــد

مل اين نانوذرات به عنوان دارو بسيار اطلاعات دقيق مكانيسم ع
ـــميت  موثر باشـــد؛ بنابراين در پژوهش ـــر، اثرات س حاض

بر رده ســلولي  كلريد نقره  هاي مختلف نانو ذراتغلظت
سلول نرمال  (HepG2)كبدسرطان  مورد  HEK293 و 

سلولي  ارزيابي قرار گرفت. نتايج بررسي زنده ماندن رده 
ــان داد كه پس از  ــاعت ت 24نش كلريد يمار نانو ذرات س

كاهش معني نقره  عث  ـــلولبا ماني س نده  هاي دار ز
ـــدند.  نانو ذرات ش تاثير  ـــرطاني تحت  در  همچنينس

ــلول ــده با غلظتس هاي مختلف نانو هاي نرمال تيمار ش
مطابق بيشــتر  شــد.داري مشــاهده ف معنيتلاذرات، اخ
هاي مختلف در درمان ســرطان ذرات نقرهها، نانوپژوهش

ست. نتايج اين يافته نيز  مورد شده ا ستفاده قرار گرفته  ا
 لاوهتوانست همين عمل را نشان دهد. در اين پژوهش ع

سميت نانو ذرات    GAS5، ارزيابي بيان ژنكلريد نقرهبر 
ـــلولي انجــام گرفــت كــه بــه طور  HepG2 در رده س

ــان دادمعني ــاخص هايي از بالا  ،داري افزايش نش كه ش
ــتر 	يا و ROS رفتن ــيداتيو ساس  كننده القا و بوده اكس

سلول مي آپوپتوز شددر  ستم گلوتاتيون با  فعاليت. با سي
ها از يابد تا با حذف آنافزايش مي ROS افزايش ميزان

ـــلول ـــتر به س ـــيب بيش ها جلوگيري كند. بنابراين، آس
يان ژن افزايش ته  GAS5 ب ماركر در نظر گرف به عنوان 

  . شودمي
  

  گيرينتيجه
 كلريد نقره وموري نانو ذرات در اين پژوهش اثرات ضدت

يان ژن ـــلولي LncRNA GAS5 در  در افزايش ب رده س
شد. اين افزايش به  (HepG2)كبد سرطان شان داده   ن

يد ماركري براي افزايش تول عاقب آن ROS  عنوان  و مت
نابراين، آپوپتوز مي ـــد. ب نانو  باش بالقوه دارويي  رويكرد 

هاي حيواني ذرات نيازمند توجه بيشتر در تحقيقات مدل
تواند جهت كمك درماني در باشد كه ميو داروسازي مي

  .هاي مختلف درماني از جمله سرطان باشدزمينه
  

  تشكرتقدير و 
نامه نويســـنده اول اســـت. بدين  مقاله حاصـــل پايان
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نقره ديكلر نانوذرات يسرطان ضد اثرات  

واحد تهران مركزي لامي وســـيله از دانشـــگاه آزاد اســـ
اند، وتمامي افرادي كه در انجام اين پروژه همكاري داشته

  .شودميي قدردان
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