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و همكارانحامده كريمي ...آهن بر روي بيان پروتئين اكسيد ذرات مغناطيسي اثر استنشاقي نانو

و بافت 1396تابستان،2 شماره،8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 120 

و بافت مقاله پژوهشي )پژوهشي-علمي(مجله سلول

 1396 تابستان،2، شماره8جلد

مو p53آهن بر روي بيان پروتئين اكسيد ذرات مغناطيسي اثر استنشاقي نانو  هايشدر بيضه

 ايمونوهيستوشيميروشبه Balb/Cنژاد

.Ph.D، عبدالحسين شيروي*.Ph.D، ويدا حجتيM.Sc.1 حامده كريمي

 گروه زيست شناسي، واحد دامغان، دانشگاه آزاد اسلامي، دامغان ايران-
 vida.hojati@gmail.com: پست الكترونيك نويسنده مسئول*

 7/3/1396: تاريخ پذيرش 21/10/1395: تاريخ دريافت

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چكيده

 موشيدر بافت بيضهp53پروتئين بيان بر روي آهناكسيد نانو ذرات مغناطيسي هدف از مطالعه حاضر، بررسي تاثير:هدف
شد آزمايشگاهي . انجام
و روش سر:هامواد گروه كنترل: به سه گروه شش تايي تقسيم شدند كه شامل Balb/C آزمايشگاهي نر نژاد موشدر اين مطالعه، هجده

 2000و 1000 با دوزهايرا آهن اكسيد مغناطيسي ذرات نانوبه ترتيب2و1هاي تجربي گروه. كه نانو ذرات را استنشاق نكردند
طي45به مدت روزانهطوربه ليترميكروگرم بر ميلي ها تشريح شده، بافت پايان هشت روز، موشدر. استنشاق كردند روز،8دقيقه در

و پردازش بافتي انجام شد در. بيضه خارج شده - رنگ(با استفاده از روش ايمونوهيستوشيميp53ينئبيان پروت ميزان تغييرات ايجاد شده
ـ بيوتين شدهاو شمارش سلول) آميزي آويدين .ارزيابي

شدر گروهp53بيان پروتئين دار معني افزايش با نفوذ به بافت بيضه باعثاستنشاقي نانو ذرات اكسيد آهن:نتايج نددهاي تجربي
)05/0p<.(

در بيان داريمعني، افزايش ليترميكروگرم بر ميلي 2000و 1000هاي آهن در دوزاكسيد اطيسي ذرات مغن با استنشاق نانو:گيرينتيجه
.با افزايش دوز نانوذرات، بيان پروتئين نيز افزايش يافت.شد در بافت بيضه نسبت به گروه كنترل مشاهده p53نئيپروت

، بيضه، ايمونوهيستوشيميp53نانو ذرات مغناطيسي اكسيد آهن، استنشاق، پروتئين:واژگان كليدي
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و همكارانحامده كريمي ...آهن بر روي بيان پروتئين اكسيد ذرات مغناطيسي اثر استنشاقي نانو

و بافت  1396121 تابستان،2، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

 مقدمه

سرطان بيماري مهلكي است كه برخلاف كشف داروهاي
مي ضد و مير ).1( شودسرطان همچنان منجر به مرگ

 100اخيرا استفاده از نانو ذرات با قطر كمتر از
و منجر به پيشرفت  (nm)نانومتر هاي مهمي در تشخيص

دوها درمان بسياري از بيماري  از جمله سرطان در هر
).2( شده است in vitroو in vivoمحيط

، اندازهكه نانو ذرات بر اساس دهدمطالعات نشان مي
و مي... شكل، تركيب، پوشش -تاثيرات متفاوتي نشان

نانو ذرات اكسيد آهن تنها نانو ذرات اكسيد فلز).3( دهند
س رطان تاييد شده براي استفاده كلينيكي در تشخيص

).5و4( هستند
به نانو ذرات به و ميزان سطح دليل اندازه بسيار كوچك

بهحجم بسيار بالا، داراي ويژگي فردي هستند هاي منحصر
و كه در علوم پزشكي از اين ويژگي ها جهت تشخيص

ميدرمان بيماري از.)7و6(شود ها بهره گرفته بسياري
محققين اخيرا درصدد دستيابي به موارد استفاده دارويي 

با به و تصويربرداري پزشكي خصوص دارورساني هدفمند
).8(كمك نانو ساختارها هستند 

و تبادل نظر در مورد توسعه دانش نانوتكنولوژي، بحث
و تاثير آن و سلامت سميت نانو مواد ها بر محيط زيست

هاي مواد سمي منجربه پاسخ. داردهمراه انسان را به
).9(شوند گوناگوني در محيط سلول مي

با وجود مطالعات گسترده در زمينه سميت نانومواد بر
ها، استرس اكسيداتيو، آسيب ژنوم، آسيب ميتوكندري

و دناتوره كردن پروتئين ها، تغيير تنظيمات چرخه سلولي
ها بر اجزاي بدن هنوز مكانيسم چگونگي عمل آن

از. ناشناخته مانده است هاي محتمل در مكانيسميكي
هاي، ايجاد راديكالارتباط با مكانيسم عمل نانو ذرات

و)reactive oxygen speciesيا ROS( گر اكسيژنواكنش
در نتيجه آن ايجاد استرس اكسيداتيو است كه منجر

سلولي، وقوع وقوع تغييراتي در ميزان كلسيم خارج به
سازي فاكتورهاي رونويسي هاي التهابي سلول، فعالپاسخ

)p53 و افزايش توليد) يك فاكتور رونويسي است
ميسيتوكين و استرس اكسيداتيو سبب. شودها التهاب

هاي زيستي شامل ليپيدها، آسيب ديدگي مولكول
ميپروتيين و ژنوم -شود كه خود منجر به تخريب سلولها

و بافت ژنها و در نهايت سميت -ميو سميت سلولييها
).10(دشو

ترين روش قرار گرفتن در معرض نانو ذرات، قابل توجه
تنفس عميق نانو ذرات، ممكن است. روش تنفس است

و غشاهاي سلولي ريه سبب فرار اين ذرات از فاگوسيت ها
و به ديگر بخش و باعث اثرات شده هاي بدن انتشار يافته

).11(دشومي مخرب
-نانومتر از طريق بازدم خارج نمي 100ذرات كوچكتر از

و تقريبا همه آن و ها در آلوئول شوند ها باقي مانده
ميناراحتي  نانو ذرات داراي. كنندهاي مزمن را ايجاد

 به آسيبو درون بدن در جايي جابه ورود، تواناييو قابليت

 اندازه خاطر به دتاعم توانايي، اين.باشندزنده مي موجودات

و فيزيولوژيك موانع به نفوذشان كه اجازه هاست آن كوچك
دهد ميزبان را مي خون گردش سيستم داخل در عبور

)12.(
ر p53 ژن وييك ژن سركوبگر تومور است كه در موش

ر11كروموزوم  قرار دارد17كروموزومويو درانسان

آن p53ژن).13( وو پروتئين ريزي برنامهمرگ تكثير
نقش مهمي در درمانونموده را كنترل شده سلول
).16و14،15(كندمي سرطان ايفا

در طي تحقيقاتي گزارش شده است كه حضور نانو ذرات
راوامغناطيسي يك مسموميت سلولي  بسته به دوز

در سطح p53منجر به افزايش بيانوكندميتحريك 
mRNA روموسيتوم هاي كشت شده فئوكسلولدر(pc12) 

).18و17(شوديم
و پوستي نانوذرات به صورت استنشاقي، خوراكي، تزريقي

و  از آنجا كه وارد بدن موجودات زنده از جمله انسان شده
توانند تاثيراتميتوانايي عبور از غشاهاي زيستي را دارند 

و محيط زيست داشته باشند .بالقوه سوء بر سلامت انسان
نانو ذرات استنشاقر با هدف بررسي تاثيرحاض مطالعه

در p53پروتئين بيان آهن بر روياكسيد مغناطيسي 
شد آزمايشگاهي موشيبيضه بافت .انجام

و روش ها مواد

باايتههفشش Balb/Cسوري نر نژاد موشهجده سر
وشد از انستيتو پاستور تهران تهيه گرم30تا25وزن ه

نگهداري دانشگاه آزاد اسلامي واحد دامغان در حيوانخانه
بهموش.شدند پلاستيكي هايصورت تصادفي به قفس ها

و اجازه داده شد تا يك هفته قبل از شروع  منتقل شدند
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و همكارانحامده كريمي ...آهن بر روي بيان پروتئين اكسيد ذرات مغناطيسي اثر استنشاقي نانو

و بافت 1396تابستان،2 شماره،8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 122 

داراي آزمايشگاه محيط. آزمايش با محيط خو بگيرند
 درجه23±2دماي آزمايشگاهباشرايط استاندارد 

يو چرخه نور درصد65تا45، رطوبت نسبي گراد سانتي
آب بود ساعت تاريكي12و روشناييساعت 12 و و غذا

.فراهم بودها هميشه در دسترس موش
پودر نانو ذرات مغناطيسي آهن از شركت پيشگامان

پودر، تهيه محلول نانو ذرات براي. نانومواد مشهد تهيه شد
20تا15اندازه سياهرنگ نانو ذرات مغناطيسي آهن با 

شدنانومتر با. در آب مقطر حل دوزهاي متفاوت
.دشتهيه  C1V1=C2V2فرمول
تقسيم تاييششگروهسهبهطور تصادفيبههاموش
يا گروه: شدند  نانو ذرات را دريافت نكردند؛كه كنترلصفر
ترتيب نانو ذراتبهكه2گروه تجربيو1 تجربي گروه

 2000و 1000 ميزانبهرا آهن اكسيد مغناطيسي 

. طريق استنشاقي دريافت كردندبه ليترميكروگرم بر ميلي
بهموش را45مدت هاي سوري روزانه دقيقه اين نانو ذرات

را. استنشاق كردنددر نبولايزر،  نبولايزر نانوذرات مصرفي
. كند كه به صورت محلول است، به ذرات ريز تقسيم مي

كمپرس اين كار توسط پمپ هواي داخل دستگاه كه براي
گاز. گيردكردن هواي داخل دستگاه تعبيه شده صورت مي

و از بالاي يك لوله موئين  از طريق يك روزنه خارج شده
بعلت فشار منفي. كند حاوي محلول نانوذرات عبور مي

ايجاد شده از حركت هواي فشرده شده، محلول از ديواره 
و از قسمت انتهايي  مويين محفظه به بالا كشيده شده

مينب به. شود ولايز خارج اين نانوذرات به مدت هشت روز
.حيوانات داده شد

بيموش،روزهشت بعد از و شده هوش ها توسط كلروفرم
فرماليندرو گرديده بافت بيضه جداسپس.ندشدتشريح

وها بافت دنبال آن،به.شدفيكس درصد 10 در آبگيري
با دستگاه گيريبعد از مقطع.ندشد گيريقالبپارافين

و لامانتقال نمونه ميكروتوم آميزي رنگ،ها بر روي
ـ بيوتين ايمونوهيستوشيمي -Avidin(با تكنيك آويدين

Biotin (كه.صورت گرفت لامپارافينبدين ترتيب - زدايي
و آب با ها لام الكلدرجات نزولي دهي و ها در انجام شد

.ندشد شستشو PBSاي با محلول مرحله پنج دقيقهسه 
 درجه37در دمايو كننده محلول بلاكسپس در

به گراد سانتي قرار داده مدت يك ساعت در ظرف مرطوب
بهنمونه. شدند - سانتيدرجه4مدت يك شب در دماي ها
شسته شده PBSباهالام قرار گرفته،بادي در آنتيگراد

و دقيقه30مدت بهH2O2محلول سپس در  قرار گرفته
و از محلول بيوتين ترتيببه.ه شدندشست PBSبا مجددا 
و شست دقيقه30مدتبه آويدين  PBSشو با استفاده شد

از. انجام شد به DABسپس در10مدت رقيق شده دقيقه
شد تاريكي .استفاده
ها با ميكروسكوپ نوري مورد بررسي قرار نمونهسپس
تجمع پروتئين دهندهكه نشانمثبت هايسلول. گرفتند

p53 درآمدنداي رنگ قهوهبهبودند.
به(آميزي شده هاي رنگها، سلولبراي هر كدام از گروه

كل سلول)ايرنگ قهوه ها در هشت اسلايد شمارشو
.شد

و تحليل آماري آوري اطلاعات، جهت بعد از جمع تجزيه
tآزمون(  Microsoft Excel ،SPSSافزارهاياز نرمهاداده

وp>05/0داري با سطح معني Prismو) تست مستقل
01/0<pاستفاده شد .

 نتايج

 دادنوهيستوشـيمي نشـانوايمآميزي رنگ نتايج حاصل از
هايي كه در بافت بيضه موش p53ينئكه ميزان بيان پروت

گر اكسـيد تحت تاثير استنشاقي نانوذرات فتـه آهـن قـرار
ــد، در هــر دو غلظــتبود ــر 2000و 1000 ن ميكروگــرم ب

در گـروه. بـود گيري افـزايش يافتـه طور چشمهب ليترميلي
هـا مشـاهده نشـد كنترل، تجمع ايـن پـروتئين در سـلول 

).1شكل(

رنـگ.)گـروه كنتـرل(بافت بيضه مـوش در حالـت طبيعـي:1شكل
ـ بيوتين، بزرگ  400×نمايي آميزي آويدين

ليتر تجمعم بر ميليميكروگر 2000و 1000در دوزهاي
اي مشاهده شد ها به رنگ قهوهپروتئين در سلول

).3و2هايشكل(
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و همكارانحامده كريمي ...آهن بر روي بيان پروتئين اكسيد ذرات مغناطيسي اثر استنشاقي نانو

و بافت  1396123 تابستان،2، شماره8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول

مغناطيسـي بافت بيضه موش تحت تاثير استنشاق نـانو ذرات:2شكل
نـوك فلـش. ليتـر ميكروگـرم بـر ميلـي 1000 آهن بـا غلظـت اكسيد
-، رنـگ)ايبه رنـگ قهـوه(كننده پروتئين هاي بياندهنده سلول نشان

ـ بيوتين، بزرگ  100×نمايي آميزي آويدين

مغناطيسـي بافت بيضه موش تحت تاثير استنشاق نـانو ذرات:3شكل
نـوك فلـش. ليتـر ميكروگـرم بـر ميلـي 2000 آهن بـا غلظـت اكسيد
-، رنـگ)ايبه رنـگ قهـوه(كننده پروتئين هاي بياندهنده سلول نشان

ـ بيوتين، بزرگ  400×نمايي آميزي آويدين

مي1 نمودار در ميزان بيانيدارتغيير معنيكه دهد نشان
)ليترميكروگرم بر ميلي 1000(1گروهدر p53ينئپروت

مي كنترلنسبت به گروه 05/0p(شود مشاهده <(.
يدارمعني افزايشكه بيانگر اين است1 همچنين نمودار

ميزان نانو ذراتا افزايشب p53ينئدر ميزان بيان پروت
ازي اكسيدمغناطيس  1000(1گروه تجربي آهن

 2000(2گروه تجربيبه) ليترميكروگرم بر ميلي
.)p>01/0( وجود دارد) ليترميكروگرم بر ميلي

. انحراف معيار ارائه شده اسـت±ها بصورت ميانگين داده. آهنمغناطيسي اكسيد در بافت بيضه موش تحت تاثير نانو ذرات p53ينئبيان پروت:1 نمودار
غلظـت(1با گروه تجربي) غلظت صفر(كنترل گروه درp>05/0دار در سطح نشان دهنده اختلاف معني. **: استفاده شده است t-testاز آناليز آماري

بـا) ليتـر ميكروگرم بـر ميلـي 1000غلظت(1تجربي در گروهp>01/0دار در سطح نشان دهنده اختلاف معني). ***: ليترم بر ميليميكروگر 1000
).ليترميكروگرم بر ميلي 2000غلظت(2گروه تجربي 
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و همكارانحامده كريمي ...آهن بر روي بيان پروتئين اكسيد ذرات مغناطيسي اثر استنشاقي نانو

و بافت 1396تابستان،2 شماره،8، جلد)پژوهشي-علمي(مجله سلول 124 

 بحث

بر روي اثر استنشاقي نانو ذرات ديگرييطي مطالعه
شددشانجام  ميكه مشخص توانند براي بدن اين ذرات

در.)22( سمي باشند كه بر روي ديگرايمطالعه همچنين
شدشدها انجام موش مغناطيسي كه نانو ذرات مشخص

پوشش داده شده با دكستران بعد از تزريق به حيوانات 
و طحال تجمع پيدا پنج پس از گذشت  دقيقه در كبد

.)23(دنكنمي
طي مطالعاتي كه بر روي موش سوري توسط نانو ذرات

انجام دادند، DMSAمغناطيسي اكسيد آهن با پوشش 
ها منجر به مشاهده كردند كه تجمع نانو ذرات در ريه

ميايجاد پاسخ التهابي در اين اندام همچنين).24(دشوها
كه اين نانو ذرات باعث افزايش نفوذپذيري مشخص شد

).25( شوندمي عروق ريز ليالهاي اندوتسلول
شدنشان داد،در تحقيقات ديگر كه تزريق نانو ذراته
آسپارتيك اسيد به دار شده با پليمغناطيسي پوشش

ها، در طي گذشت سي روز از تيمار منجر به كاهش موش
و افزايش همزمان مونوسيتتعداد لنفوسيت ميها د شود ها

بي بدن به عوامل كه احتمال دارد نشانگر پاسخ التها
نتايج مطالعات فوق تا حدودي با نتايج.)26( خارجي باشد

و آسيب بافتي  مطالعه حاضر در خصوص تجمع نانوذرات
.حاصل از دوزهاي بالا مطابقت دارد

و طبيعي بطورو پروتئين حاصل از آنP53 ژن  تقسيم

در P53وظايف پروتئين. دارد ارتنظ تحت را سلول رشد
ت ها، ها، مسن شدن سلولنظيم تقسيم سلولحال طبيعي

و، تمايز يافتن سلولجلوگيري از ساختن عروق تازه ها،
دو P53همكاري پروتئين. است DNAمتابوليسم  با

هاي سرطاني را در سلول، CDK1-P2و  CDC2پروتئين
 P53پروتئين. داردميتقسيم سلول نگه G2و G1مراحل 

مي DNAهاي ديگر به پس از صدمات ژن و متصل شود
شود كه خود به پروتئينمي P21باعث توليد پروتئين 

CDK2 و اجازه ورود چرخه سلولي به مرحلهمي چسبد
اعمال ضد سرطاني اين پروتئين. دهدبعدي تقسيم را نمي

كه-1: شوداز مسيرهاي زير انجام مي آسيب DNAزماني
تتواند پروتئينمي p53ديده است پروتئين  -رميمهاي

تقسيم سلولي P53روتئينپ-2. را فعال كند DNAكننده
مي G1/Sرا در مرحله  دارد تا فرصتي براي تعمير نگه

و غيرقابل DNAدر صورتي كه آسيب-3. باشد زياد
ريزي شده سلول را آغاز تواند مرگ برنامهتعمير باشد مي

توسط يك تنظيم كننده  P53در يك سلول معمولي. كند
مي MDM2 به نام  DNAدر هنگام آسيب. شودغيرفعال

وفسفوريل P53هاي ديگر، يا استرس خاصيته شده
مي MDM2چسبيدن به  بنابراين. دهدرا از دست

و MDM2و P53كمپلكس  باعث P53از هم جدا شده
و. شودتوقف چرخه سلولي مي اين توقف يا باعث ترميم

و حذف شدن سل ول آسيب بقاي سلول شده يا باعث مرگ
به P53. شودديده مي متصل  DNAبعد از فعال شدن

و بيان چندين ژن مانند مي كه CIP1و WAF1شود
مي P21پروتئين ميرا كد كمك P21. كندكنند، فعال

. متوقف شودSبه G1كند تا چرخه سلولي در مرحله مي
P53 به و در نمي DNAدر صورت جهش يافتن چسبد

نخواهد توانست به عنوان يك علامت P21نتيجه پروتئين 
-بنابراين سلول. براي توقف تقسيم سلول ايفاي نقش كند

و تومور تشكيل ها به طور غيرقابل كنترل تقسيم مي شوند
آسيب سلولي باعث افزايش نيمه عمر پروتئين. دهندمي

P53 هاي تنش ديدهو تجمع سريع اين پروتئين در سلول
ايمي و همچنين باعث و شود جاد يك تغيير ساختاري

-كننده نسخهفعال شدن اين پروتئين به عنوان تنظيم
مربوط به فسفوريلاسيون P53فعال شدن. شودبرداري مي

اين جايگاه. آن است) ترمينالN(جايگاه نيتروژن انتهايي 
هاي فسفوريلاسيون است كه شامل تعداد زيادي از بخش

كينازها در پروتئينتوانند به عنوان هدف اوليه براي مي
و27(كنند نظر گرفته شوند كه علايم تنش را منتقل مي

28.(
مطالعه حاضر كه بررسي اثر نانو ذرات با روش استنشاقي

و باشد، نتايج مشابهي در راستاي تحريك سلولمي ها
مي p53افزايش بيان پروتئين  . دهددر بافت بيضه را نشان

و 1000در هر دو غلظت استنشاق نانوذرات اكسيد آهن
باعث افزايش بيان اين ليترميكروگرم بر ميلي 2000

. هاي بافت بيضه شده استپروتئين در سلول
به طور كلي، شواهد موجود براي خطرناك ارزيابي كردن

بالقوه نانوذرات اكسيد آهن براي سلامت انسان كافي 
ونمي تحقيقات بيشتري در اين زمينه از جمله باشد

و دوزهاي متفاوت اين  مطالعات در مورد اثرات درازمدت
. نانوذرات مورد نياز است
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 گيري نتيجه

داري نتايج حاصل از اين بررسي نشان داد كه تغيير معني
در بيان پروتئين مذكور در بافت بيضه نسبت به گروه 

م. شاهد وجود داشت توانند سبب تغييراتياين نانو ذرات
دو p53گيري در بيان پروتئين چشم در بافت بيضه در هر

. ليتر شوندميكروگرم بر ميلي 2000و 1000غلظت 
و p53افزايش بيان پروتئين در بافت بيضه نشانه ورود

به) عدم دفع(ماندگاري  و نانو ذرات آهن مدت طولاني
پ.باشدآسيب به بافت بيضه مي با p53روتئين افزايش بيان
تنفسي، نشانگر افزايش صدمه افزايش غلظت نانو ذرات

هاي بيضه همراه با افزايش نانو ذرات اكسيد آهن به بافت
مي غلظت آن . باشدها
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Abstract 

Aim: The purpose of this study was to investigate the effect of iron oxide magnetic 
nanoparticles on expression of p53 protein in testis tissue of mouse. 
Material and methods: In this study, 18 male Balb/C mice were divided in three groups (six 
in each): The control group did not inhale nanoparticles and experimental 1 and 2 groups were 
treated with inhalation exposure to iron oxide nanoparticles with concentration of 1000 and 
2000 µg/ml for 45 minutes daily, during 8 days. At the end of eight days, mice were dissected 
and testes were removed and tissue processing was performed. Changes in the expression of 
p53 protein were evaluated using immunohistochemically method (Avidin-Biotin staining) 
and cell counting.   
Results: Inhaled iron oxide nanoparticles by penetrating into the testicular tissue, increased 
the expression of p53 protein in experimental groups significantly (p< 0.05).  
Conclusion: With the inhalation of iron oxide nanoparticles at doses of 1000 and 2000 µg/ml, 
a significant increase in expression of p53 protein was observed in testicular tissue compared 
to the control group. By increasing the dose of nanoparticles, protein expression also 
increased. 
Keywords: Iron oxide nanoparticles, Inhalation, P53 protein, Testis, Immunohistochemistry. 
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