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سرطان ريه غيركوچك انسان  يها سلولاثر نانوذرات اكسيدروي بر استرس اكسايشي در 
A549 

  الهام حويزي و ، فاطمه پورعطار*مهناز كسمتي
  شناسي يستزگروه  ، دانشكده علوم،اهواز اهواز، دانشگاه شهيد چمران ،ايران

 6/2/99 :تاريخ پذيرش  4/12/97: تاريخ دريافت

  چكيده

 نشانمطالعات پيشين . باشد يمدر مردان و زنان است و در سطح جهاني در حال گسترش  ها سرطان ترين جيراسرطان ريه از 
. بخشي در درمان سرطان باشنددعامل امي توانند يمدادند كه استفاده از نانوذرات اكسيدروي به علت خواص منحصر به فردشان، 

سرطاني غيركوچك ريه انسان  يها سلولسترس اكسايشي در اثر نانوذرات اكسيدروي بر ا هدف از مطالعه حاضر بررسي
)A549 (يها سلول. باشد يم A549  مختلف از نانوذره اكسيدروي تيمار شد و سنجش  يها غلظتباMTT  و رنگ آميزي تريپان

وزي غلظت همچنين براي بررسي اثرات آپوپت. انجام شد 7و  5، 3، 1و توان زيستي سلول در روزهاي  IC50بلو براي تعيين 
IC50  هاي يمآنزگيري فعاليت اتيديوم برومايد و اندازه/آميزي گيمسا و اكريدين اورنج رنگ يها روشاين نانوذرات از 

 A549 يها سلولنانوذرات اكسيدروي درصد بقاي نتايج نشان داد كه . شد سوپراكسيد ديسموتاز و كاتالاز استفاده اكسيداني يآنت
دهنده آميزي نشاننتايج رنگ. بود mg/mL 5به دست آمده  IC50ز و زمان كاهش داده و غلظت وابسته به دو صورت بهرا 

نشان داد كه فعاليت هر دو آنزيم در همچنين نتايج آنزيمي. تيمار سلولي بود يها گروهآپوپتوز يافته در  يها سلولافزايش درصد 
نتايج اين پژوهش نشان داد كه نانوذرات اكسيدروي . افزايش يافت داري يمعن طور بهتيمار در مقايسه با گروه كنترل  يها گروه

 عنوان بهسرطاني ريه دارند و اميد است كه در آينده بتوان با هدفمند كردن اين نانوذره  يها سلولتوانايي القاي مرگ سلولي را در 
  .يك تركيب دارويي جديد در درمان سرطان مورد استفاده قرار گيرد

  نانوذرات اكسيدروي، سرطان ريه، استرس اكسيداتيو، آپوپتوز :هاي كليديواژه

  m.kesmati@scu.ac.ir: ييكپست الكتر، 061 -33331045: تلفن: نويسنده مسئول*

  مقدمه
هاي صعب العلاج فراواني در جامعه بشري امروزه بيماري

وامع و رواج سبك با پيشرفت ج. گسترش يافته است
 به علت يرهاوم مرگحدود يك چهارم  شهريزندگي 
تا اوايل قرن بيستم سرطان  .)10و 4( دهند يمرخ سرطان 

 يجتدر به ازآن پسهاي نادري بود كه بيماري ازجملهريه 
كه امروزه سرطان ريه اولين عامل  يطور بهگسترش يافت 

ايان و آق%) 26(ها ناشي از سرطان در خانم يروم مرگ
 15با نسبت (دومين سرطان رايج آماري  ازنظرو %) 29(

ها و پس از سرطان سينه در خانم )هادرصد از كل سرطان
  ).3( پروستات در آقايان است

هاي بدخيم به سرطان ريه را براساس اندازه و بروز سلول
- سرطان ريه با سلول: نمايندمي يبند طبقهدو گروه اصلي 

درصد از موارد سرطاني را  15كه ) SCLC(هاي كوچك 
هاي غيركوچك شود و سرطان ريه با سلولشامل مي

)NSCLC ( گيرد درصد موارد باقيمانده را در بر مي 85كه
خود به سه زير گروه پاتولوژيكي عمده تقسيم  NSCLCو 
 - 2سنگفرشي  هاي كارسينومايسلول - 1: شود كه شاملمي

هاي ي ريه با سلولكارسينوما - 3هاي آدنوكارسينوما سلول
  .)11( بزرگ

  مروز سرطانهاي انحوه مقابله با سرطان ريه يكي از چالش
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از  معمولاًهاي اخير طي دهه. گرددشناسان محسوب مي
براي مقابله ، پرتو درماني و جراحي درماني يميشهاي روش

ها داراي نقاط اين روش. استفاده شده استبا اين سرطان 
رو با غلظت كافي به تومور و عدم ضعفي مانند نرسيدن دا

- دقت لازم در دارو رساني هستند كه از عوارض جانبي آن

بنابراين ابداع . ها مقاوم شدن بدن در برابر دارو است
راهكارهاي درماني جديد و بدون عوارض جانبي ضروري 

  .)27و 3( رسدبه نظر مي

ي درمان سرطان يكي از اين راهكارهاي جديد در زمينه
فناوري نانو امكان . )20( باشدده از نانو تكنولوژي مياستفا

- را مي) نانومتر 100الي  1(دستكاري مواد در سطح نانو 

ي يكنترل دقيق خواص فيزيكي و شيميا زمينه دهد كه
هاي بيولوژيكي را ها با سيستمنانوذرات و نيز تعاملات آن

 و ابزارهاينولوژي تك هايبا پيشرفت. )1( سازدفراهم مي
. گيري داشته استت رشد چشماركاربرد نانوذ پزشكي

توانند از نانوذرات مواد طبيعي يا مصنوعي هستند كه مي
ساختار كريستالي  معمولاًهاي مختلف سنتز شوند و روش
تواند مي عمدتاًتبديل كردن مواد به مقياس نانو . دارند

خواص الكتريكي، مغناطيسي، ساختاري، مورفولوژيكي و 
  .)28و 19، 7( ها را تغيير دهدي آنشيمياي

ترين نانو مواد در پرمصرفنانوذرات اكسيدروي جزء 
در صنعت  اي يندهفزا طور بهتوليدات مصرفي هستند كه 

الكترونيك، لوازم آرايشي و غيره كاربرد دارند و با  ازجمله
ي كوچك، داشتن خواص منحصر به فردي مثل اندازه

گاري زيستي، قدرت سطح به حجم، سازبيشتر نسبت 
انتخابي بالا، سميت افزايش يافته، سنتز آسان و عملكرد 

 زوني در درمان مدرن سرطان دارندبرترشان اهميت روز اف
  . )21و 16(

هاي سميت نانوذرات دانش كمي درباره مكانيسم حال ينباا
اين خواص . هاي انساني وجود دارداكسيدروي در سلول

ايي بالاتر و افزايش توليد منجر به واكنش دهندگي شيمي
 يراحت بهنانوذرات . شودمي) ROS(هاي فعال اكسيژن گونه

توانند از غشا سلولي عبور كنند و با متابوليسم درون مي
همچنين مطالعات پيشين نشان . سلولي ارتباط برقرار كنند

داده است كه نانوذرات اكسيدروي منجر به استرس 
هاي كلسيم، التهاب و پاسخاكسيداتيو، آسيب به هموستازي 

  ).21و 16، 12، 6( شود يمهاي ريه آپوپتوتيك سلول

مورد يك فرايند كليدي در بيماري سرطان عنوان بهآپوپتوز 
هاي سرطاني از آپوپتوز و و توانايي فرار سلول توجه است

هاي ي سلولهاي اوليهي تكثير يكي از ويژگيادامه
ن توانايي القاي آپوپتوز شود و بنابرايسرطاني محسوب مي

ها يك هدف اصلي و مهم در درمان سرطان در اين سلول
ي فرايند آپوپتوز يا مرگ برنامه ريزي شده). 6( باشد مي

-روشي حفاظت شده و تحت كنترل ژن عنوان بهسلول 

ها، تكوين و هاست كه در تنظيم ميزان رشد، تكثير سلول
  ).5( تسلامت بدن بسيار مهم اس

هاي فعال كه ايجاد گونه اند دادهاي كنوني نشان هيافته
هاي هدف يكي از تنظيم در سلول ROSاكسيژن يعني 

هاي در طي فعاليت). 2( باشد هاي فرايند آپوپتوز ميكننده
هاي فعال اكسيژن و نيتروژن توليد نرمال سلولي گونه

هاي فعال اكسيژن در سطح پايين گردد، اين گونه مي
 –اكسايش(ردوكس  رسان يامپ عنوان بهفيزيولوژيكي 

كنند، در حاليكه در  و تنظيم درون سلولي عمل مي) كاهش
سطح بالا تغييرات اكسيداتيو ايجاد كرده باعث مهار 

براي . شوند عملكرد پروتئين و پيشبرد مرگ سلولي مي
هاي اكسيداتيو، جلوگيري از عدم تعادل ردوكس و آسيب

هاي آنتي ل آنزيموجود دارد كه شام سدهاي دفاعي
اكسيداني مانند سوپراكسيد ديسموتاز، گلوتاتيون 
پراكسيداز، كاتالاز و تيوردوكسين ردوكتاز و 

آسكوربيك اسيد  شامل يميآنزغير هاي اكسيدان يآنت
  ).2( باشند يم غيره، گلوتاتيون و E، ويتامين )Cويتامين (

نانوذرات اكسيدروي  اثرات سمي است كه نشان داده شده
هاي سرطاني كه سرعت تكثير بيشتري نسبت به سلول در

و همكاران در  رشما )7( هاي نرمال دارند بيشتر استسلول
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ي مكانيسم اوليه عنوان بهرا  ROSتوليد افزايش  2017سال 
 .)20( معرفي كردند HEK293ي سلولي ردهدر سميت 

همچنين مشخص شده كه نانوذرات اكسيدروي از تكثير 
اي ملاحظه قابل طور بهي كرده و آپوپتوز را سلولي جلوگير

 كند ي انسان القا ميهاي آدنوكارسينوماي ريهدر سلول
بدين ترتيب نانوذرات اكسيدروي قابليت ضد . )26(

اما سميت  .باشند يمدارا هاي سرطاني تكثيري را در سلول
 يا چارههاي نرمال چالشي است كه بايد آن براي سلول
، هدف از اين مطالعه بررسي اثر رو ينازا .براي آن انديشيد

استرس اكسايشي و مرگ القاي نانوذرات اكسيدروي بر 
  .است A549سرطاني  يها سلول

  هاروشمواد و 
از بانك سلولي  A549 آدنو كارسينوماي ريه ي سلوليرده

انستيتو پاستور تهران خريداري شده و براساس پروتكل 
سنجش سميت سلولي  ورمنظ به .رايج نگهداري و تكثير شد

 به تعداد ها سلول .استفاده شد MTTسنجي رنگاز روش 
 .خانه كشت داده شدند 96پليت  در هر چاهك 1×  104

، 1/0، 2/0، 4/0هاي غلظت باساعت  24 از گذشتپس 
از نانوذره اكسيد روي  ليتر يليمبر  گرم يليم 01/0و  05/0

)Germany .,Co Lolitec (24 طي پس از. تيمار شدند 
، MTT )Sigmaمحلول ميكروليتر از  100تيمار از ساعت 

USA ( با غلظتmg/mL 5/0 به هر چاهك اضافه شد و 
. گرفتساعت در انكوباتور قرار 4الي  3پليت به مدت 

به هر  )، آلمانDMSO )Merckميكروليتر  100سپس 
و در ادامه جذب نوري محلول در اضافه شد چاهك 

ساخت شركت با دستگاه الايزا نانومتر  570 موج طول
Biotek  اين تست در روزهاي  همچنين. خوانده شدآمريكا

انجام  نيز  IC50با غلظت يمارت روز پس از7، و 5، 3، 1
سنجي تريپان رنگدر ادامه ميزان بقاي سلولي با روش  .شد

از تيمار   IC50روز با غلظت 7، و 5، 3، 1بلو براي مدت 
در  ها سلولپس از كشت  بدين صورت كه. سنجيده شد

سپس با استفاده از . خانه، تيمار سلولي انجام شد 24پليت 

لام نئوبار و ميكروسكوپ اينورت شمارش سلولي انجام 
 ها گروههمچنين مورفولوژي سلولي نيز در همه  .گرفت

پس از تيمار با ميكروسكوپ اينورت مشاهده و 
 تمييز بهتر تغييرات منظور بهشد و  يبردار عكس

) سيب زيست فن، ايران(مورفولوژي از رنگ آميزي گيمسا 
در ادامه جهت تعيين نوع مرگ سلولي القا . استفاده شد

تيمار از روش رنگ آميزي اكريدين  يها گروهشده در 
براي بررسي اثر نانوذره  .اتيديوم برومايد استفاده شد/اورنج

-آنتي اكسيداني در سلول هاي يمآنزاكسيدروي بر فعاليت 

بدين صورت كه . ابتدا عصاره سلولي تهيه شد A549هاي 
با استفاده از تريپسين  ها سلولپس از كشت و تيمار 

EDTA )Gibco ،USA (پس از سانتريفيوژ دو . جدا شدند
ميكروليتر  250سپس . داده شد وشو شستسرد  PBSبار با 

دقيقه  20اضافه شد و پس از  ها سلولليزبافر به رسوب 
 RPM 10000درجه با دور  4در دماي سانتريفيوژ 

سوپرناتانت حاصل جهت انجام تست مورد استفاده 
با استفاده از  ها نمونهپروتئين كل  يريگ اندازه. قرارگرفت

آنزيم  يريگ اندازههمچنين . روش برادفورد انجام شد
سوپراكسيد ديسموتاز براساس مهار احياي نيتروبلو 

 .نمونه انجام گرفتتترازوليوم توسط آنزيم موجود در 
كاتالاز نيز براساس كاهش پراكسيد هيدروژن  يريگ اندازه

در واحد زمان در اثر فعاليت آنزيم موجود در نمونه انجام 
 افزار نرمبدست آمده از  يها دادهجهت آناليز آماري  .شد

Instat آماري آناليز واريانس  يها آزمونو  3ي نسخه
استفاده  Tukey و آزمون تكميلي) ANOVA( طرفه يك
رسم و  Excel 2016 افزار نرمبا كمك  نمودارها. شد

  .در نظر گرفته شد دار يمعن) P > 05/0(در سطح  ها تفاوت

  نتايج
 A549سرطاني  يها سلول :مورفولوژي سلوليبررسي 

از نانوذره اكسيدروي  IC50پس از كشت و تيمار با غلظت 
در  .با ميكروسكوپ اينورت مشاهده و بررسي شدند

تيمار در مقايسه با گروه  يها گروهمورفولوژي سلولي 
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كنترل تغييراتي مشاهده شد كه شامل كروي شدن سلول، 
 ها سلولشدن  دار دانهچروكيده شدن، جمع شدن سلولي و 

زمان اين تغييرات در تعداد  باگذشت). 1 شكل(بود 
كه پس از  يطور بهتيمار مشاهده شد  يها سلولبيشتري از 

گروه تيمار معلق و  يها سلولروز بسياري از  7گذشت 
تغييرات مورفولوژيكي  تر يقدقبررسي  منظور به. مرده بودند

آميزي شدند و رنگ، با رنگ گيمسا ها سلولپس از تيمار 

مورفولوژي . ميكروسكوپ نوري مشاهده شدند ي يلهوسبه 
در نمونه كنترل كاملاً طبيعي بود به طوري كه،  ها سلول
كشيده با غشاء سالم و برخي در حال تقسيم  كاملاً ها سلول

تحت تيمار تغييراتي مانند كاهش  يها سلولاما . ديده شدند
، تراكم كروماتين درون ها سلولحجم سلولي گرانوله شدن 

هسته و توليد اجسام آپوپتوزي را از خود نشان دادند 
  ).2 شكل(

       
در ، باشدقابل مشاهده مي اي يژهوبدون هيچ تيمار  A549هاي ، مورفولوژي طبيعي سلول"الف"در تصوير : A549  يسلول رده يمورفولوژ -1 شكل

كاهش حجم سلول، گرانوله شدن . اكسيدروي نشان داده شده است نانوذره mg/mL 1/0 ها پس از تيمار با، تغييرات مورفولوژيكي سلول"ب"تصوير 
  .باشدقابل مشاهده مي "ب"ها در تصاوير همچنين چروكيده شدن غشاء سلول ها وسلول

  
ي رنگ آميزي ، به وسيلهاي يژهوبدون هيچ تيمار  A549هاي مورفولوژي طبيعي سلول "الف" يردر تصو:  A549 يسلول رده يزيآم رنگ -2شكل 

نانوذره اكسيدروي و رنگ  ليتر يليمبر  گرم يليم IC50 ،1/0تيمار با غلظت ها پس از ، مورفولوژي سلول"ب"تصوير . باشدگيمسا قابل مشاهده مي
ها، تراكم كروماتين درون هسته و توليد ولي، گرانوله شدن سلول آميزي گيمسا نشان داده شده است و چروكيدگي سيتوپلاسم سلولي، كاهش حجم سل

  .باشداجسام آپوپتوزي قابل مشاهده مي

دامه به منظور تعيين نوع مرگ در ا :بررسي مرگ سلولي
ي سلولي سلولي القا شده توسط نانوذره اكسيدروي بر رده

A549 اتيديوم برومايد /از روش رنگ آميزي اكريدين اورنج
زنده به رنگ  يها سلولآميزي رنگدر اين . استفاده شد

ي كه در مرحله ييها سلولدر حالي كه  شوند يمسبز ديده 
در . شوند يممشاهده  رنگ ينجنارآپوپتوز قرار دارند 

 ها سلولتحت تيمار با نانوذره اكسيدروي تعداد  يها گروه
  گروه با   مقايسه در  چشمگيري  افزايش   با رنگ نارنجي

 ب الف

200 µm 200 µm 
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  .)3شكل ( كنترل داشتند

     
ها سبز گروه كنترل است، بيشتر سلول يدهنده، كه نشان"چپ "در تصوير:  A549اتيديوم برومايد رده سلولي /رنگ آميزي اكريدين اورنج -3شكل 

ميلي گرم بر ميلي ليتر نانوذره اكسيدروي و  IC50 ،1/0ها پس از تيمار با غلظت ، سلول"راست"تصوير . باشند و در حالت نرمال قرار دارندرنگ مي
هاي آپوپتوزي ها سلولبا كروماتين سبز رنگ و بيشتر آن ها زندهاتيديوم برومايد نشان داده شده اند و تعداد كمي از سلول/ رنگ آميزي اكريدين اورنج 

  .باشدبا كروماتين نارنجي رنگ با تراكم بالا و قطعه قطعه شده قابل مشاهده مي

جهت بررسي اثر نانوذره  MTTآزمايش  :بقاي سلولي
 24در زمان  A549 يها سلولپذيري زيستاكسيدروي بر 
 01/0و  05/0، 1/0، 2/0، 4/0( يها غلظتساعت و با 

نتايج آماري نشان داد كه . شدانجام ) ليتر يليمبر  گرم يليم
-بعد از مواجهه با اين دوز  A549هاي پذيري سلولزيست

-داري نسبت به نمونهمعني طور بهها از نانوذره اكسيدروي 

ي كنترل كاهش يافت به طوري كه بقاي سلولي به ترتيب 
) درصد 67/87و  41/70، 08/50، 14/33، 15/27(به ميزان 

هاي به دست آمده براي سلول IC50 ).1 نمودار(رسيد 
A549  در نظر گرفته شد ليتر يليمبر  گرم يليم 1/0در دوز.  

) mg/mL 1/0 )IC50تيمار سلولي با غلظت  يها گروهدر 
و  5، 3، 1زمان در روزهاي  باگذشتاز نانوذره اكسيدروي 

، 51/23، 86/48(ن درصد بقاي سلولي به ترتيب به ميزا 7
كاهش يافت كه بيانگر وابسته به ) درصد 69/5و  68/8

آميزي رنگاز روش  .)2 نمودار( بود زمان بودن تيمار
 MTTتريپان بلو نيز براي تأييد نتايج حاصل از سنجش 

 IC50پس از تيمار با غلظت  A549 يها سلول. استفاده شد
با  7و  5 ،3، 1از تيمار نانوذره اكسيدروي در روزهاي 

نتايج . رنگ تريپان بلو با كمك لام نئوبار شمارش شدند
بر نتايج حاصل از سنجش  ييديتأحاصل از اين روش 

MTT  ي در روز هفتم پس از تيمار همه). 3 نمودار(بود
تيمار از كف چاهك جدا شده و در  هاي گروهسلول

  .شمارش سلولي زير لام نئوبار سلولي ديده نشد

  
كنترل و تيمار با نانوذره  يها گروهدر  هابررسي بقاي سلول -1نمودار 

 01/0و  05/0، 1/0، 2/0، 4/0هاي  غلظت. MTTبا روش اكسيد روي 
هاي بر زيست پذيري سلول نانوذره اكسيدروي  ليتر يليمبر  گرم يليم

A549  ساعت 24در زمان. IC50 يهاسلول يبه دست آمده برا 
A549  شد نييتع ليتر يليمبر  گرم يليم 1/0در دوز.  

هاي تيمار با كنترل دار درصد بقاي گروهدهنده تفاوت معنينشان*** 
  .است)  P> 001/0(در سطح 

دار درصد بقا در مقايسه با كنترل در سطح دهنده تفاوت معنينشان** 
)01/0 <(P  است.  

گيري غلظت جهت اندازه :آنزيمي هاي يتسنجش فعال
، از روش )تيمار و كنترل(ها، نهي نموپروتئين در همه

برادفورد استفاده شد و ابتدا نمودار استاندارد آن رسم شد 
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ي سپس با استفاده از نمودار استاندارد و معادله). 4 نمودار(
  .گيري شدخط آن، غلظت پروتئين اندازه

  
در  MTTدر سنجش  A549 ي ميزان بقاي سلوليمقايسه -2نمودار 

  .در روزهاي مختلفوذره اكسيدروي از نان IC50  غلظت

هاي تيمار با كنترل دار درصد بقاي گروهدهنده تفاوت معنينشان*** 
  .است P) > 001/0(در سطح 

  
در روش رنگ  A549ي رده ي ميزان بقاي سلوليمقايسه - 3نمودار 

در روزهاي از نانوذره اكسيدروي  IC50  در غلظت آميزي تريپان بلو
  .مختلف
هاي تيمار با كنترل دار درصد بقاي گروهدهنده تفاوت معنينشان*** 

  .است P) > 001/0(در سطح 
گيري غلظت پروتئين جهت بيان ميزان فعاليت آنزيم اندازه

ي ميزان آنزيم با محاسبه .پروتئين انجام شد گرم يليمدر 
در گروه كنترل و گروه و كاتالاز سوپراكسيد ديسموتاز 
از نانوذره اكسيدروي و آناليز  IC50تحت تيمار با غلظت 

  ).5نمودار (ز آن، نمودار آن رسم شد آماري پس ا

نتايج نشان داد كه ميزان فعاليت آنزيم سوپراكسيد 
ديسموتاز در گروه تيمار با نانوذره اكسيدروي در مقايسه 

 ).P > 001/0(داري افزايش داشت معني صورت بهبا كنترل 
اليت آنزيم كاتالاز در گروه نتايج نشان داد كه ميزان فع

تيمار با نانوذره اكسيدروي در مقايسه با گروه كنترل 
  ).P > 05/0(داري افزايش داشت معني صورت به

  
گيري غلظت جهت اندازه. نمودار استاندارد برادفورد -4نمودار 

، ابتدا نمودار استاندارد آن )تيمار و كنترل(ها، ي نمونهپروتئين در همه
ي خط آن، سپس با استفاده از نمودار استاندارد و معادله .رسم شد

گيري غلظت پروتئين جهت بيان اندازه. گيري شدغلظت پروتئين اندازه
  پروتئين انجام شد گرم يليمميزان فعاليت آنزيم در 

  
 يها گروهدر  CATو  SOD هاي يمآنزفعاليت  ي يسهمقا -5نمودار 

  A549كنترل و تيمار نانوذره سلول 
تيمار  در گروه ها يمآنزدار ميزان فعاليت دهنده تفاوت معنينشان*** 

  .است P) > 001/0(با كنترل در سطح 
در گروه تيمار با  ها يمآنزدار ميزان فعاليت دهنده تفاوت معنينشان* 

  .است P) > 05/0(كنترل در سطح 

  گيري يجهنتبحث و 
سير  ناشي از سرطان يروم مرگدر طول صد سال گذشته 

 ترين يعشاصعودي داشته است، در اين بين سرطان ريه 
ناشي از سرطان است و سالانه بيش از  يروم مرگعلت 
 سرطان ريه در سراسر جهان به يروم مرگ ميليون يك

NSCLC ) درصد از موارد ريه را به خود اختصاص  85كه
هاي درماني استراتژي). 17و 13( شودمربوط مي) داده
در زمان  سرطاني و نوع بدخيمي و مرحله شدت به

تشخيص بستگي دارد، اما در اغلب موارد شامل تركيبي از 
استفاده از . باشدو پرتو درماني مي درماني يميشجراحي، 
ها در درمان سرطان داراي معايبي است يكي از اين روش

هاي سالم اطراف تومور اين معايب آسيب رسيدن به سلول
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نابراين يافتن اثرات درماني تركيبات جديد ب .)8( باشدمي
هاي دارو در تركيب با دارو عنوان بهها كه بتواند از آن

هاي سرطاني استفاده كرد، موجود براي از بين بردن سلول
تحقيقات . شودهاي كليدي محسوب مييكي از اولويت

توانند خواص بيولوژيكي نشان داده است كه نانوذرات مي
خاصيت ضد ويروس و ضد توموري داشته  ازجملهمتعدد 
 در اين مطالعه اثرات ضد سرطاني ).15و 14، 8( باشند

ي سلولي بر ردههاي مختلف  با غلظتنانوذرات اكسيدروي 
(A549) پذيري و زيست و  مورد بررسي قرارگرفت

آناليز بقاي سلولي نشان . ها بررسي شدتكثيرپذيري سلول
راي اثرات سيتوتوكسيك بر داداد كه نانوذرات اكسيدروي 

، ندبود و زمان به صورت وابسته به دوز A549 يرده سلول
ها نسبت به هاي پايين رشد سلول كه در غلظت يا گونهبه 

هاي بالاتر  گروه كنترل، تغيير كمتري يافته بود اما در غلظت
ها نسبت داري باعث مهار رشد اين سلولبسيار معني طور به

گذشت زمان نيز كاهش بقاي  و با. به گروه كنترل شد
نتايج همچنين . بود دار يمعنآماري  و ازنظرسلولي شديدتر 

 MTTبه دست آمده از دو آزمون رنگ آميزي تريپان بلو و 
  .كردند ييدتأدر يك راستا بوده و يكديگر را 

باتوجه به اين موضوع كه آپوپتوز مرگ فيزيولوژيك سلولي 
هاي پير و حذف سلولاست كه در شرايط طبيعي سبب 

شود و روند مهمي در جهت آسيب ديده، اضافي و مضر مي
ها و حفظ هوموستاز طبيعي بدن كنترل تكثير سلول

هاي القاي آپوپتوز در سلول بنابراين) 5( شود يممحسوب 
مورد هاي عملكردي داروهاي سرطاني يكي از مكانيسم

ضروري است و در درمان سرطان  درماني يميشاستفاده در 
پژوهش گران در جهت درمان سرطان و ازاين رو . باشدمي

در راستاي فعال كردن سازوكار مرگ برنامه ريزي شده در 
ي كار توانايي ايجاد آپوپتوز در ادامه. )15( تلاش هستند

بررسي  A549ي سلولي توسط نانوذره اكسيدروي در رده
در اين پژوهش پس از رنگ آميزي رده سلولي  شد

ي با رنگ گيمسا، تغييرات مورفولوژيك سلولي سرطان
هاي سلولي تيمار گروهدرنتايج نشان داد كه . بررسي شد

ها از حالت كشيده شده با نانوذره اكسيدروي، تمامي سلول
ها به صورت متراكم مشاهده خارج، كروي شده و هسته

هاي سلولي كنترل تمامي در حالي كه در گروه. گرديد
ديده  نرمالحال، كشيده و با مورفولوژي ها سالم، سرسلول
  . شدند

همچنين براي تعيين نوع مرگ سلولي القا شده توسط 
اتيديوم / از رنگ آميزي اكريدين اورنج نانوذره اكسيدروي 
ه تيمار گرونتايج نشان داد كه در . برومايد استفاده شد

- هاي نارنجي رنگ آپوپتوز يافته بيشتر از سلولتعداد سلول

تمامي  يباًتقرگروه كنترل در بود و لم سبز رنگ هاي سا
- از مجموعه بررسي .ها سالم و سبز رنگ ديده شدندسلول

/ اكريدين اورنج و هاي گيمساهاي مورفولوژي با رنگ
توان دريافت كه تيمار نانوذره اتيديوم برومايد مي

اكسيدروي، منجر به فعال شدن روند آپوپتوز در رده 
كه توسط  يا مطالعهدر . شودمي A549هاي سرطاني سلول

سلواكوماري و همكارانش انجام گرفت، اثر نانوذره 
هاي و سلول) A549(هاي سرطاني ريه اكسيدروي بر سلول

سنجيده شد و نشان داده شد كه ) MCF7(سرطاني سينه 
اين نانوذره باعث سميت قابل ملاحظه و تغييرات 

. )22و  20( ودشي سلولي ميمورفولوژيكي در هر دو رده
تحقيقي در مورد اثر  2014وانگ و همكارانش در سال 

ي سلولي سميت نانوذره اكسيدروي، بر رده
انجام دادند و ) LTEP-a2(ي انسان آدنوكارسينوماي ريه

و تريپان بلو  MTTهاي بقاي سلولي را با استفاده از روش
 نتايج تحقيقاتي اين گروه نشان داد كه نانوذرات. سنجيدند

اكسيدروي از تكثير سلولي جلوگيري كرده و آپوپتوز را 
  .)26( دنكنها القا ميدر اين سلول يا ملاحظهقابل  طور به

گزارش دادند كه قرار  2012و همكارانش در سال  شارما
در معرض نانوذرات اكسيدروي  HepG2هاي سلول دادن

باعث افزايش مرگ سلولي آپوپتوزي از طريق مسير داخلي 
رشما و همكارانش در . )23و21( شودكندري ميميتو

تحقيقات خود نشان دادند كه نانوذرات اكسيدروي سبب 
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به  HEK293هاي جنين كليه انسان سميت در سلول
ها همچنين نشان آن. شودصورت وابسته به دوز و زمان مي

ها دادند كه تعاملات نانوذرات اكسيدروي با اين سلول
هاي ميتوكندري و منجر به تدر فعالي ROSسبب توليد 

در  علاوه به. )18( گرديد شده، يزير برنامهمرگ سلولي 
كه توسط اختر و همكارانش انجام شد، گزارش  يا مطالعه

، ROSكه نانوذرات اكسيدروي از طريق افزايش ميزان  شد
هاي سرطان كبد باعث القا آپوپتوز در سلول P53از مسير 
HepG2  و سرطان ريهA549 ونكوس و برBEAS-2B مي-

هاي چنداني بر سلول يرتأثاين در حالي است كه . شود
   ).7( نداشت) هاآستروسيت موش و هپاتوسيت(طبيعي 

كامل  طور بههاي مولكولي دقيق نانوذرات هنوز مكانيسم
آزاد داخل  هاي يكالرادنانوذرات ميزان . شناخته نشده است

-س اكسيداتيو ميدهند، بنابراين استرسلولي را افزايش مي

پاسخي براي آسيب سلولي در نظر گرفته  عنوان بهتواند 
توليد راديكال آزاد در مورد هر نانوذره داراي . شود

استرس . )9( مكانيسم سلولي و مولكولي متفاوت است
را در  اكسيدان يآنتهاي تواند تعدادي از آنزيماكسايشي مي

هاي اليت آنزيمي كار فعدر ادامه. سلول فعال يا مهار كند
سوپراكسيد ديسموتاز و كاتالاز را كه جزئي از سيستم دفاع 

هاي فعال اكسيژن آنتي اكسيداني هستند و در سركوب گونه
هايي از بيوماركر عنوان بهكنند، نقش بسيار مهمي را ايفا مي

نتايج نشان داد كه فعاليت . استرس اكسايشي بررسي شد
هاي سلولي سموتاز در گروهآنزيم كاتالاز و سوپراكسيد دي

ي سلولي نسبت تيمار شده با نانوذرات اكسيدروي از رده
افزايش يافت، كه  يتوجه قابل طور بههاي كنترل به گروه

بر مكانيسم سميت نانوذره  ييديتأتواند اين نتيجه مي
  . باشد ROSاكسيدروي از طريق القا 

 2011و همكاران در سال  كه توسط احامد يا مطالعهدر 
نانوذره ( ينانو رادهاصورت گرفت مشخص شد كه 

بين سلولي  ROSاكسيدروي منجر به توليد ) شكل اي يلهم
هاي سوپراكسيد ديسموتاز و كاتالاز شود و سطوح آنزيممي

تيمار شده ) A549(هاي آدنوكارسينوما ريه را در سلول
ها در مطالعه خود پيشنهاد كردند كه آن. دهند يمافزايش 

 ينانو رادهاي سميت س اكسايشي مكانيسم اوليهاستر
نتايج ما در اين . )6( باشد A549هاي اكسيدروي در سلول

  . با اين تحقيق بود مطابق مطالعه نيز

وهاب و همكاران در تحقيق خود نشان دادند كه نانوذرات 
هاي اكسيدروي باعث ايجاد سميت و آپوپتوز در سلول

 احتمالاًو اين اثرات  دنشومي MCF7و  HepG2سرطاني 
نل . )25( باشدو استرس اكسيداتيو مي ROSاز طريق توليد 

در  ROSبيان كردند كه توليد  2006و همكارانش در سال 
هاي نانوذرات اكسيد فلزي فولرن ازجملهمختلفي  نانو مواد

و توليد  ROS. هاي كربني ديده شده استكربن و نانولوله
هاي اصلي نانو ذرات كانيسمهاي آزاد يكي از مراديكال

آسيب  منجر بهاست كه باعث استرس اكسيداتيو، التهاب و 
كئونگ نام و چنگ . )18( شودهاي سلولي ميارگانيسم

تنگ و همكارانشان اظهار داشتند كه هنگامي كه استرس 
اكسيداتيو بيش از توانايي آنتي اكسيداني سلول باشد آسيب 

دهد و ياتي سلولي رخ ميهاي حاكسيداتيو بر بيومولكول
ناشي از  ROS رو يناشود از منجر به مرگ سلول مي

نانوذرات اكسيدروي را يكي از علل مستقيم مرگ سلولي 
باتوجه  ).29و 24( اند دانستهناشي از نانوذرات اكسيدروي 

 1/0به نتايج اين تحقيق، نانوذره اكسيدروي با غلظت 
ه به دوز و زمان به صورت وابست ليتر يليمبر  گرم يليم

را كاهش داد و  A549سرطاني  يها سلولدرصد بقاي 
در  بواسطه استرس اكسيداتيد باعث القاي مرگ سلولي

لازم است كه مطالعات بيشتري براي  حال ينباا. شد ها آن
ناشي از روشن ساختن مكانيسم عمل القاي مرگ سلولي 

سرطاني مختلف  يها سلولدر اكسيدروي نانوذرات 
  .يردصورت گ

  سپاسگزاري

 98  سال پژوهانه   اعتبارات  محل  از  تحقيق اين  هزينه 
  ينتأم اهواز    چمران   يدشه   دانشگاه پژوهشي   معاونت



 1399، 3، شماره 33جلد                                                            )                      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي جانوري 

 

230 

20.1001.1.23832614.1399.33.3.5.9DOR:  
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The Effect of Zinc Oxide Nanoparticles on Oxidative Stress in 
A549 Human Non-small Lung Cancer Cells 

Kesmati M., Pouratar F. and Hoveizi E. 

Dept. of Biology, Faculty of Science, Shahid Chamran Univercity of Ahvaz, Ahvaz, I.R. of Iran. 

Abstract 

Lung cancer is one of the most common cancers in both men and women and it is 
growing worldwide. Previous studies have shown that using Zinc Oxide nanoparticles 
(ZnO-NP) can be a promising agent in cancer treatment, because of their unique 
properties. The purpose of current study is to investigate the effect of ZnO-NP on 
oxidative stress in A549 human non-small lung cancer cells. A549 cells with were 
treated with different concentrations of Zinc Oxide nanoparticles. MTT assay and 
Trypan blue staining were performed to measure IC50 concentration and cell viability 
on days 1, 3, 5 and 7. Also, to investigate the apoptotic effects of IC50 concentration of 
these nanoparticles, Giemsa and AO/EB staining methods and anti-oxidant enzymes 
superoxide dismutase and catalase activity measurements were used. The results 
showed that ZnO-NP reduced the A549 cells viabilities in a dose and time dependent 
manner, and the obtained IC50 concentration was 5mg/mL. The results of stainings 
indicated an increase in percentage of apoptotic cells in treatment groups. Furthermore, 
enzyme measurement results showed that the activity of both enzymes in treatment 
groups was significantly increased in comparison to the control group. The results of 
this study demonstrated that ZnO-NP have the ability to induce cell death in lung cancer 
cells and we hope that with organizing this nanoparticle as a new medical compound, it 
will be used in cancer treatment. 
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