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  4/11/95 تاريخ تصويب:                                              8/4/95تاريخ دريافت: 
  چكيده
دار محيط هاي دوستستفاده از گياهان جهت سنتز نانوذرات به دليل عدم استفاده از مواد آلاينده و سمي يكي از روشا :مقدمه
  رود.به شمار ميزيست 
 سميت و ارزيابي Artemisia turcomanica مطالعه، سنتز سبز نانوذرات نقره با استفاده از عصاره گياه اين جامان از هدف:

  .باشدمي )AGS(معده  سرطان سلولي رده سنتز شده بر روي نقره نانوذرات
 شناسيشد. ريخت استفاده Artemisia turcomanicaگياه  برگ عصاره از زيستي، نقره نانوذرات سنتز جهت :بررسي روش

 .گرفت قرار ارزيابي روبشي مورد الكتروني گذاره و ميكروسكوپ الكتروني ميكروسكوپ زيستي با استفاده از آناليز نقره نانوذرات
 هايغلظت در )L-929( فيبروبلاست و سلول نرمال )AGS(سلولي سرطان معده  رده دو در زيستي سلولي نانوذرات سميت اثرات

آزمون فلوسايتومتري  ساعت بررسي شد. 24 طي MTT سنجيرنگ روش با ليترميلي ميكروگرم بر 100 و 50 ،25 ،5/12 ،5، 3
  جهت بررسي آپوپتوز انجام شد.

 در كه شد محاسبه ليترميلي بر ميكروگرم AGS، 88/4 سلولي رده روي بر ساعت 24 زمان در نقره نانوذره IC50 مقدار :نتايج
 زمان در نقره نانو ذره به مربوط IC50 همچنين .بود داركه تيمار نانو ذره دريافت نكردند) معني AGSول (سل كنترل گروه با مقايسه

القا آپوپتوز بيشتري در برابر نكروز در  .بود ليترميلي بر ميكروگرم 56/14 مقدار سرطانينرمال و غير هايسلول براي ساعت 24
  دار بود.نظر آماري معنينسبت به كنترل ديده شد كه از  AGSهاي سلول
 شد استفاده نقره نانو ذره سنتز زيستي جهت Artemisia turcomanicaگياه  عصاره از بار اولين براي مطالعه در اين :گيرينتيجه

  .باشندهاي سرطاني معده ميداراي اثر سميت سلولي و القا آپوپتوز بر روي سلول شده سنتز نقره نانوذرات كه نشان داد نتايج و
  نقره زيستي نانوذرات، سميت سلولي، Artemisia turcomanica :گانواژگل
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... نقره نانوذرات سنتز  

 

  مقدمه
 به ترتيب توسعه حال در و يافته توسعه كشورهاي در سرطان

 جهان در معده سرطان. باشدمي مرگ و مير عامل و دومين اولين
 سرطان اثر بر مرگ عامل دومين و شايع چهارمين سرطان به عنوان
 عاملي چند هايبيماري . سرطان، جزء]1[ شوديم شناخته

)Multifactorial( بافت ايجاد از آيد كه ناشيبه حساب مي 
در  عفوني و ژنتيكي، محيطي عوامل باشد ودر معده مي سرطاني

 شناخته عوامل ترينمهم از . يكي]2، 3[بروز آن دخالت دارند 
كننده سركوب هايژن شدن سرطان، غيرفعال ايجاد براي شده

ها انكوژن شدن و فعال) Tumor) suppressor genesتومور 
)Oncogenes( 4[ باشدمي ژنتيكي و اپي ژنتيكي تغييرات اثر بر[ .

توان به معده مي سرطان با مرتبط ژنتيكيغير همچنين از عوامل
 هليكوباكتر نوع تغذيه، مصرف الكل، استعمال دخانيات و عفونت

 انجمن منتشر شده توسط هايگزارش پيلوري اشاره كرد. طبق
سبزيجات  و گوشت شور، ماهي دودي، غذاهاي آمريكا، سرطان
 هاميوه مقابل، در. برندمي بالا را معده سرطان بروز ريسك ترش،

 احتمال باشندمي اكسيدانيآنتي خواص داراي كه تازه سبزيجات و
 ادايج ديگر عوامل از .]5[ دهندمي كاهش را سرطان به ابتلا

 كلي طور به .باشدمي هليكوباكترپيلوري عفونت معده سرطان
 خفيف گاستريت يك ايجاد باعث اوليه هليكوباكترپيلوري عفونت

خواهد  معده منجر زخم به التهاب اين افراد بعضي در .شودمي
 معده، زخم درمان عدم و زاييبيماري روند ادامه صورت در. شد

 نوع اين دچار كه افرادي. شد دمعده ايجاد خواه آتروفيك التهاب
 .]6[ دارند قرار سرطان و بدخيمي ايجاد خطر در هستند التهاب

توان به هاي درماني سرطان معده مياز جمله روش
 سفانهأمت. اشاره كرد درماني اشعه و درماني شيمي جراحي،
 در و نيست حساس درماني شيمي به چندان معده سرطان
 نمودن منظور كوچك به حيجرا از عمل بعد موارد بعضي
 درماني، اشعه روش در. شودمي انجام علائم كاهش و تومور

 تا سرطاني هايسلول رشد بالاي راديواكتيو، انرژي از استفاده با
شيمي  با درماني اشعه موارد، بيشتر در. شودمي متوقف حدي
  .]7[ شودمي تركيب جراحي و درماني

هايي طان داراي محدوديتسرهمچنين استفاده از داروهاي ضد
   دارو به نسبت سرطاني هايسلول مقاومت هايكي از آنباشند كه مي

  

 باشد دارو به نسبت تومور ذاتي مقاومت از ناشي تواندمي كه است
 افزايش با نتيجه در و شود كسب درماني شيمي طول در يا

  ].8[ شودمي ترمشكل درمان روند مقاوم هايسلول
 هايسلول رفتن بين از باعث اغلب سرطان، رايج هايدرمان

 در جانبي عوارض و سمي اثرات باعث تواندمي كه شودمي سالم
 درمان براي جديد هايشيوه يافتن نياز به دليل همين به. شود بيمار
  ].9، 10[ شودمي احساس بيماري اين

 هايسلول بر روي دارو سمي اثرات منظور كاهش به
 از سرطاني بافت به دارو تصاصياخ تحويل و جهت طبيعي
 به نانوذرات كمك با بافت به دارو تحويل جديد هايروش
 با نانوذرات از استفاده گرفت. كمك توانمي حامل عنوان
 گيريهدف و رساندن براي كمتر يا نانومتر 100 اندازه حدود
 به مربوط پزشكي هايپروژه در دارويي و تشخيصي عوامل
 نانوذرات از بسياري تازگي به. است شده گسترده بسيار سرطان

 توموري هايسلول به هدفمند صورت به دارويي انتقال در
 به سرطانيضد داروهاي سيستميك سميت كاهش با بدخيم
  ].11، 12[ اندشده گرفته خدمت

 و مانند دارورساني پزشكي زيست در كاربردهاي
 رماند موفقيت و كارايي در مهمي نقش اندازه تصويربرداري،

 اندازه با مقايسه در ماكرو زيستي، اندازه كاربردهاي در. دارد
 سلولي زير و سلولي اجزاي اندازه خاطر به نانو

 دارورساني مرسوم هايروش مثال، براي. دارد هاييمحدوديت
 از شوندمي استفاده سرطان درمان براي كه ميكرون در ابعاد

 روي سمي اتاثر نامناسب، گيريهدف انتقال، مديآناكار
 رنج تومور، نقاط به شده منتقل اختلالات و سالم هايبافت
 مختلفي هايدارورساني، روش كاربردهاي در آغاز .برندمي

به  توانمي جمله آن از كه وجود داشت دارو تجويز براي
 و غيره رگي خوراكي، استنشاقي، تراپوستي، درون هايروش
 افزايش موجب ستنشاقيا و خوراكي روش به انتقال. كرد اشاره
 دارو رهايش پروفيل حال عين و در شودمي خون در دارو
 به و است هدفگيري فاقد هم پوستي انتقال .است ضعيف بسيار
 به منجر هاچالش . اين]13[زند مي آسيب هم سالم هايسلول
 مشكلات بر غلبه حل راه عنوان به) هدفمند داروسازي( توسعه
   ميكرون اندازه در كه انتقال هايوسيله ،حال هر به. شدند انتقال
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 موسوي و همكاران

 

  

 سلول منافذ و هاسلول از فعالغير روش به توانندنمي هستند
 منفذ اندازه كه توموري هايسلول شامل لهأمس اين و كنند عبور

 سيستم نتيجه در. شودمي نيز نانومتر است 780تا  380 هاآن
 بيولوژيكي ايكاربرده براي الي ايده سيستم نانوهدفمند انتقال

  .]14، 15، 16[شود مي محسوب
هاي فيزيكي، هاي متداول توليد نانوذرات شامل روشروش

 زيستي روش . مزاياي]17[باشند شيميايي و روش زيستي مي
 عدم و توليد بالاي مقياس بيشتر، سرعت كمتر، هزينه مانند

 توليد به بيشتري توجه كه شده باعث زيست آسيب به محيط
. ]18[ شود ديگر روش دو به نسبت روش اين با نانوذرات
 به نسبت جانبي عوارض عدم علت به گياهي داروهاي امروزه

  .]19[ اندگرفته قرار توجه مورد شيميايي داروهاي
 تن، ميليارد چهارصد حدود در زمين كره روي بر سالانه

 از اين بسياري كه شودمي توليد گياهان از كربوهيدرات
 عوامل داراي ساكاريدها. پلي]20[ هستند ساكاريدپلي ها،كربوهيدرات

 كه بوده آلي تركيبات دسته و هيدروكسيل هايگروه جمله از بسياري
  .]21[ باشندمي فلزات نمك حاوي هاييمحلول قادر به احياي
 مانند هاييفنيلپلي از غني كه گياهان برگ عصاره
 سنتز در ء كنندهاحيا براي قدرتمندي عوامل هستند، فلانوئيدها
 از بسياري در بنابراين. بود خواهند نقره و طلا نانوذرات
 نانوذرات سنتز براي هاي گياهيعصاره از استفاده به مقالات
  ].22[ است شده اشاره

 خاصيت بودن دارا دليل به  Artemisiaهايگونه
 در وسيع كنندگي، كاربردضدقارچي و ضدعفوني باكتريايي،ضد

 دردهاي تومور، سرطان، هپاتيت، مالاريا، نظير هاييبيماري درمان
  .]23[دارند  دارويي صنايع در زخم التيام و تورم تب، عصبي،
ستفاده از گياهان جهت سنتز نانوذرات به دليل عدم استفاده از ا

به دار محيط زيست هاي دوستمواد آلاينده و سمي يكي از روش
ثر ؤي اقتصادي و ماي زندههگياهان از جمله سامانه رود.شمار مي

بار از  نياول يبرا. در اين تحقيق باشندجهت توليد نانوذرات نقره مي
 زيستي رهذجهت سنتز نانو Artemisia turcomanica اهيعصاره گ

 AGSو بررسي اثرات سايتوكسيك و القا آپوپتوز در رده سلولي 
  .ستفاده شدا

  

  هامواد وروش
  وذرهنان سبز و سنتز گيريعصاره
 روش از بالا خلوص با زيستي نقره نانوذرات سنتز منظور به
) آلمان مرك( )AgNO3( نقره هاييون احياي با گذاريرسوب
. استفاده شد Artemisia turcomanica برگ گياه عصاره توسط
 500 حجم به گياه پودر از گرم 20 گياهي، عصاره ساخت براي
 محيط دماي در ساعت 24 مدت به شد و رسانيده اتانول ليترميلي

 صافي كاغذ توسط حاصل عصاره. گرفت قرار شيكر دستگاه در و
 با عصاره حجم از ليترميلي 3 افزودن با نقره نانوذرات. شد فيلتر

  .شدند سنتز AgNO3 مولارميلي 001/0 غلظت
 احياي به منجر دارد كه تركيباتي دليل به گياهي عصاره

 گذشت از پس .شوندمي نقره نانوذرات به نقره نيترات نمك
 مرتبه سه محلول، رنگ تغيير و واكنش زمان از ساعت يك

 در شستشو جهت. گرفت انجام مقطر آب با رسوب شستشوي
rpm 9000 در نهايت .شدند سانتريفيوژ دقيقه 30 مدت به 

 37 دماي در و محصول شد انجام اتانول با انتهايي شستشوي
  .شد داده قرار تساع 4مدت ه ب گراد،سانتي درجه

  
  نانوذرات ساختار يدأيت

 و ساختار ييدأت زيستي، روش به نانوذرات سنتز از پس
 هايتكنيك وسيله به شده توليد نانوذرات شناسي ريخت
 Scanning Electron Microscopyجمله از مختلفي

(SEM), transmission electron Microscopy (TEM) 
 Sigmaدستگاه  توسط SEMانجام گرفت. عكسبرداري 

Zeiss )و عكسبرداري آلمان (TEM  از نانوذرات نقره توسط
(آلمان) توسط شركت  EM10C-100 KV Zeissدستگاه 

  پترونيك انجام شد.دي
  

  كشت سلول
و رده  )AGS(هاي سرطاني معده در اين مطالعه رده سلول
از بانك سلولي مركز ملي  L-929سلولي نرمال فيبروبلاست 

ها در محيط كشت اين سلولو ژنتيكي تهيه شد. ذخاير زيستي 
RPMI1640  سرم جنين گاوي  درصد 10حاوي  

)Fetal Bovine Serum: FBS(، 1 بيوتيك آنتي درصد
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... نقره نانوذرات سنتز  

 

گراد در درجه سانتي 37استرپتومايسين در دماي  –سيلينپني
كشت داده  درصد 2CO 5يك اتمسفر مرطوب با غلظت 

سلامت و تعداد  شدند. جهت بررسي وضعيت مورفولوژي،
ها در زير ميكروسكوپ اينورت بررسي شدند. زماني كه سلول
درصد رشد سلولي رسيدند، توسط  70ها حداقل به سلول

 rpmاز ته فلاسك جدا شدند و در دور  درصد 05/0تريپسين 
دقيقه سانتريوفوژ شدند. رسوب سلولي  5به مدت  1500

نده بودن حاصل به حالت سوسپانسيون تهيه شد و درصد ز
با استفاده از لام نئوبار و رنگ ترپان  هاي موجود در آنسلول

بلو توسط ميكروسكوپ نوري تعيين شد. پس از اطمينان از 
درصد  90هاي با درصد زيستايي بالاي عدم آلودگي، از سلول

 د.جهت انجام آزمايش استفاده ش

  
  سلولي سميت ميزان بررسي

ه زيستي برروي رشد و به منظور بررسي اثر نانوذرات نقر
 MTT روش رنگ سنجي هاي سرطاني و نرمال ازتكثير سلول

سنجي هاي رنگيكي از روش ،MTT استفاده شد. آزمايش
است.  متداول براي بررسي ميزان سميت مواد برحيات سلول

 )MTT(له با سنجش قدرت احياء رنگ تترازوليوم أاين مس
ورهاي فورمازان با هاي سلولي و تبديل آن به بلتوسط آنزيم

ي فرآيند احيا، گيرد. در نتيجهرنگ بنفش مورد بررسي قرار مي
شود. سپس اين رنگ فورمازون تشكيل مي بلورهاي بنفش

هاي وسيله روشلورها در حلال مناسب حل شده و بب
شود. مقدار بلور فورمازون سنجي مي اسپكتروفوتومتري مقدار

  هاي زنده باشد.رصد سلولدهنده دتواند نشانايجاد شده مي
 كشت محيط ميكروليتر 100 حجم براي انجام آزمايش،

 96 پليت خانه هر درL-929  وAGS  سلول 10000 حاوي
 ،5 ،3 مختلف هايبا غلظت انكوباسيون. شد داده قرار خانه

 نانوذرات ليتر از ميلي بر ميكروگرم 100و 50 ،25 ،5/12
 مذكور زمان طي از پس. انجام شد ساعت 24 زمان طي زيستي

– MTT))5،4،3  رنگميكروليتر  100 پليت، خانه هر به

) برومايد تترازوليوم ديفنيل - 5 ،2- ) 2-  تيازوليل ديمتيل
)Sigma, Germany( ليترميلي بر گرمميلي 5/0 غلظت با 

 درجه 37 انكوباتور در ساعت چهار مدت به و شد اضافه

رويي پليت خارج  محيط ساعت، 4از گذشت  پس .شد انكوبه
 هايتا كريستال شد اضافه ايزوپروپانول هاچاهك به شد و
 زنده هايي كهسلول در شده ايجاد فومارازون رنگ بنفش
 از شود. پس ايجاد يكنواختي رنگي مايع و شده حل اند،مانده

 از استفاده با چاهك هر نوري جذب انكوباسيون دقيقه 30
 نانومتر 570 موج طولدر   ELISA READERدستگاه
 و زيستايي درصد ميزان صورت به حاصله نتايج شد. خوانده
IC50 )درصد 50 ميزان تا سلولي رشد مهار سبب كه غلظتي 

 بهتر، ينتيجه گرفتن جهت. شدند گزارش) شودمي
 ميزان و گرفت انجام تكرار بار سه تحقيق اين هايآزمايش

  .شد محاسبه زير فرمول طبق سلولي بقاي
100  )سلولي بقاي ميزان)= تست نوري جذب/كنترل نوري جذب  

  
 با كيتريزي سلول آزمون بررسي آپوپتوز يا مرگ برنامه

Annexin V-FITC فلوسايتومتري دستگاه توسط  
 تيمارAGS هاي القا آپوپتوز در سلول منظور بررسي به
 آميزي رنگگروه كنترل،  با آن مقايسه و نانو نقره زيستي شده با
 ،(PI)يديد  پروپيديوم و Annexin- FITC رنگ دو با هاسلول
 ,Annexin V-FITC  )Affymetrixكيت العملدستور طبق

eBioscience, USA( ريزيمرگ برنامه طي انجام گرفت. در 
به  داخلي سطح از سرين تيديل فسفا آپوپتوز، سلول يا شده
 به Annexin شود.مي منتقل سلول غشا خارجي سطح

 و شده متصل سلولي خارج سطح در موجود رينس فسفاتيديل
 نيز PI شود. همچنينشناسايي مي دستگاه فلوسايتومتري توسط

 قابل و شده متصل مرده هايسلول هسته شده قطعه قطعه DNA به
  .باشدمي فلوسايتومتري توسط دستگاه تشخيص

انجام شده  بنديتقسيم از استفاده با نتايج تحليل و تجزيه
 انجام شد. بر 4Q تا 1Q ناحيه چهار فزار دستگاه بهتوسط نرم ا
هاي آپوپتوز شده جوان با نمايانگر سلول 1Qبندي، طبق گروه

نمايانگر  PI¯ ،2Qو  FITC-Annexin+آميزي شاخص رنگ
و  FITC-Annexin+ويژگي  با پير شده آپوپتوز هايسلول

+PI ،3Q آميزيهاي سالم با شاخص رنگنمايانگر سلول 
FITC¯-inAnnex و PI¯  4وQ هاي نكروز شده با سلول

باشند. براي مي PI+و  FITC¯-Annexinآميزي شاخص رنگ
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ها برطبق روش گفته شده در آزمون سنجش انجام تست، سلول
 IC50زيستايي كشت شدند. پس از مشخص شدن غلظت 

ميكروگرم بر  88/4با غلظت  AGSهاي تيمار مربوطه، سلول
ساعت تيمار شدند.  24ره زيستي به مدت ليتر نانو نقميلي

 رسوب سالين شسته شدند. به فسفات بافر ها باسپس سلول
در  بايندينگ بافر ميكروليتر 200 ها،سلول از سانتريفوژ حاصل
اضافه شد  Annexin Vميكروليتر از رنگ  5شد. سپس  اضافه
ها با دقيقه در دماي اتاق انكوبه شد. سپس سلول 10مدت ه و ب
ميكروليتر  10لول بايندينگ شستشو داده شدند و سپس مح

 دستگاه توسط نهايت آناليز ها اضافه شد. دربه سلول PIرنگ 
  گرفت. انجام فلوسايتومتري

  
  آناليز آماري

 هايگروه two way ANOVA ياساس تست آمار بر

دار بودن يقرار گرفتند. معن يسهتست با گروه كنترل مورد مقا
 ,.SPSS ver.19 (SPSS, Incافزارفاده از نرمها با استداده

Chicago, IL, USA) و آزمون Tukey's  وOne way 
ANOVA  05/0و بر اساس P .محاسبه شد  

  

  نتايج
 ميكروسكوپ از استفاده با نقره نانوذرات شناسايي

  )TEM(و عبوري  )SEM( روبشي الكتروني
ندازه ، نانوذرات سنتز شده داراي اSEMبا توجه به تصوير 

 TEMهاي داشتند. عكس nm 60تا  nm 20در محدوده بين 
نشان داده شده است. قطر  2و  1 شماره هايدر شكل SEMو 

نانومتر محاسبه شد.  22سنتز شده،  نانوذراتميانگين 
 نمايش 3 شماره هيستوگرام مربوط به اندازه نانوذرات در شكل

  داده شده است.

  

  
  Artemisia  turcomanicaشده توسط عصاره گياه  سنتز نقره نانوذرات از SEM تصوير -1شكل شماره 

 

 
 Artemisia  turcomanicaشده توسط عصاره گياه  سنتز نقره نانوذرات TEM تصوير -2شكل شماره 
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  Artemisia turcomanicaشده توسط عصاره گياه  سنتز نقره نانوذرات هيستوگرام -3شكل شماره 

  

  ساعت 24در مدت زمان  نانوذره نقره با AGSتيمار سلول 
، µg/ml 3 ،5مختلف هاي غلظتبا  AGSهاي تيمار سلول

 24طي مدت  MTTبا استفاده از تست  100، 50، 25، 5/12
هاي در غلظت نانوذره نقرهكه  دادساعت انجام شد. نتايج نشان 

µg/ml 100  كه از لحاظ  داشتبيشترين مهار تكثير سلولي را
 µg/ml 3 كه غلظت). در حالي001/0P دار بود (ماري معنيآ

 زيستي توان سنجش نتايج كمترين ميزان كشندگي را نشان داد.
و  1 شماره جدول در سنجي رنگ روش بر اساس هاسلول
  ارائه شده است. 4 شماره شكل

  
  ساعت 24در مدت زمان  ذره نقره نانوبا  L-929تيمار سلول 

، µg/ml 3مختلف هاي غلظتبا  L-929 هايتيمار سلول
 24طي مدت  MTTبا استفاده از تست  100 ،50 ،25، 5/12، 5

در  نانوذره نقرهدهد كه ساعت انجام شد. نتايج نشان مي
 داشتبيشترين مهار تكثير سلولي را  µg/ml 100هاي غلظت

كه ). در حالي001/0P ( بوددار ماري معنيآكه از لحاظ 
داري را كنترل اختلاف معنينسبت به گروه  µg/ml 3 غلظت

درصد ). < 05/0P( دار نبودو از نظر آماري معني نشان نداد
 مشاهده شد (جدول µg/ml3 درصد در غلظت  92زيستايي 

  ).5شماره  و شكل 2 شماره
 رده روي بر ساعت 24 زمان در نقره نانوذره IC50 مقدار
 كه دش محاسبه ليترميلي بر ميكروگرم 88/4مقدار  ،AGS سلولي

 به مربوط IC50 همچنين .بود دارمعني كنترل گروه با مقايسه در

 مقدار نرمال هايسلول براي ساعت 24 زمان در نقره نانو ذره
  .محاسبه شد ليترميلي بر ميكروگرم 56/14

  
تيمار  AGSهاي در سلول آپوپتوز بررسي القا از حاصل نتايج

 شده با نانو نقره زيستي سنتز شده

با كيت القا آپوپتوز نتايج حاصل از  6 ارهشم در شكل
Annexin V-FITC ها با دو توسط فلوسايتومتري (تست

اند و در شكل فقط يك تكرار نمايش داده تكرار انجام شده
 (الف)، 6 شماره شكل در فلوسايتومتري شده است). نتايج

 انتظار كه باشدمي هاسلول درصدي 25/92ماندن  زنده بيانگر
 تحت هاآن اكثريت كه باشدمي همين كنترل هايسلول نيز از ما

 هاييسلول تعداد .نشدند تيمار دارو نگيرند، زيرا با قرار آپوپتوز
 08/0 و 29/2 ترتيب شدند به خيريأت و اوليه آپوپتوز دچار كه

 و آوريجمع مراحل ثيرأتحت ت كه هاسلول از اندكي و درصد
 در تعداد اين كه بود رصدد 38/5نكروز شدند  دچار سازي،آماده
  .شودمحسوب مي ناچيزي مقادير زنده و سالم هايسلول مقابل

 تيمار IC50 دوز با كه هاييسلول در القا آپوپتوز نتايج
. نتايج مربوط به ارايه شده است (ب) 6 شماره شكل شدند در

توسط  هاي آپوپتوزي، نكروزيسلولمحاسبه درصد 
تكرار آزمايش به شكل درصد ر بادو با حداقل فلوسايتومتري 
نمايش  3 شماره معيار در جدول انحراف ±ها ميانگين سلول

  است. شده داده
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  ساعت با روش رنگ سنجي. 24نانوذره نقره در مدت زمان  باAGS ميانگين توان زيستي سلول رده  -1 شماره جدول
µg/ml 100  µg/ml 50  µg/ml 25 µg/ml 5/12  µg/ml 5 µg/ml 3 زمان 

1/0  77/4  15/0  37/7  13/0  25/12  21/0  75/38  18/0  5/51  07/0 69 H 24 

0006/0  0008/0  0009/0  001/0  008/0  03/0  p-value 

  .)ANOVA and t-test(درنظر گرفته شده است  P ˂ 05/0ها در سطح انحراف از معيار و تفاوت ميانگين مقادير به دست آمده براساس ميانگين 
 

 
نتايج به صورت درصد بقا در مقايسه  ؛ساعت 24در مدت زمان  نانوذره نقرههاي مختلف در برابر غلظت AGS هايدرصد بقاي سلول -4 شكل شماره

⃰،  05/0P :*( هاي كنترل گزارش شده استبا نمونه ⃰:01/0 P،⃰ ⃰ ⃰ 001/0P  :3n=.(  
  

  ساعت با روش رنگ سنجي 24در مدت زمان  نانوذره نقره باL-929 ميانگين توان زيستي سلول رده  -2 شماره جدول
µg/ml 100  µg/ml 50  µg/ml 25 µg/ml 5/12  µg/ml 5 µg/ml 3 زمان 

1/056/16  15/05/23  13/075/38  21/0  75/61 18/0  25/81 07/0 92 H 24 

0007/0  0009/0  001/0  004/0  08/0  12/0  p-value 

  .)ANOVA and t-test(درنظر گرفته شده است  P ˂ 05/0ها در سطح ف از معيار و تفاوت ميانگينانحرا دست آمده براساس ميانگين ه مقادير ب
 

 
نتايج به صورت  ؛ساعت 24در مدت زمان نانوذره نقره هاي مختلف در برابر غلظتL-929  نرمال فيبروبلاست هايدرصد بقاي سلول - 5شكل شماره 

*، 05/0P  ،⃰ ⃰:01/0 P:*( گزارش شده استهاي كنترل درصد بقا در مقايسه با نمونه * *001/0P  :n=3.(  
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... نقره نانوذرات سنتز  

 

  
  كنترل الف) سلول

  
  IC50) سلول تيمارشده با غلظت ب

  IC50) سلول تيمارشده با غلظت ب، كنترل الف) سلول - 6شكل شماره 
  Artemisia turcomanicaآپوپتوز القا شده توسط نانو ذره نقره سنتز شده توسط عصاره گياه  – 3ول شماره جد

P value  
   گروه كنترل نانو نقره زيستي IC50غلظت گروه تيمار شده با   نسبت به گروه كنترل

 آپوپتوز اوليه    54/0±29/2 27/0±55/28  0007/0
  آپوپتوز تاخيري  34/0±08/0 19/0±39/10  0008/0
  نكروز  22/0±38/5 23/0±42/9  07/0

  
  IC50وز شده و نكروز شده در غلظت هاي آپوپتمقايسه درصد سلول -4جدول شماره 

   نانو نقره زيستي  IC50هاي تيمار شده با غلظت ميزان مرگ سلولي در سلول
94/38 دهسلولهاي آپوپتوز ش   

42/9 هاي نكروز شدهسلول   

00073/0  P value 
  

 هاياساس داده بر القا شده آپوپتوز و نكروز مقايسه
 و IC50 غلظت با هشد تيمار هايسلول در فلوسايتومتري

كنترل، نشان داد كه ميزان  عنوان گروه به نشده تيمار هايسلول
نسبت به گروه كنترل  55/28±27/0 آپوپتوز اوليه با مقدار

خيري نيز أ). ميزان آپوپتوز ت001/0P ( داشتار دافزايش معني
دار بود نسبت به گروه كنترل معني 39/10±19/0 با مقدار

)001/0P (هاي نكروز شده نسبت به كنترل سلول . ميزان
  .)< 05/0P(دار نبود افزايش داشت ولي اين اختلاف، معني
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 در گرفته قرار هايسلول درصد مجموع آناليز ديگري، در
هاي سلول( آپوپتوز وقوع كل درصد عنوان به Q2 و Q1 نواحي
 در واقع هايو با سلول شد گرفته نظر در) جوان و پير شده آپوپتوز

باشند مورد مقايسه نكروز شده مي هايسلول كه معرف Q4 واحين
هاي آپوپتوز شده و نكروز شده به قرار گرفتند. درصد كل سلول

كه افزايش ميزان ، بطوريشددرصد محاسبه  42/9و  94/38ترتيب 
آپوپتوز بيشتري نسبت به نكروز مشاهده شد كه از لحاظ آماري 

  .)4 شماره (جدول )001/0P (دار بود معني

  
  بحث
دنياي امروز نانوفناوري به علت كاربرد وسيع در علوم  در

باشد. و صنايع مختلف با سرعت بالايي در حال رشد مي
  .]24[ نانوفناوري علمي است كه بر پايه نانوذرات استوار است

باشند. اين مواد مي نانومتر 100تا  1 نانوذرات موادي با حدود اندازه
اند كه اندازه و اشكال دها اتم يا مولكول تشكيل شدهها و يا صاز ده

  .]25[ شوند... را شامل مي بلوري، سوزني و مختلفي مانند كروي،
هاي هاي متفاوتي مانند واكنشبراي توليد نانوذرات روش

شيميايي، تجزيه حرارتي تركيبات با كمك گرفتن از پرتوها، 
زش با امواج ميكرو سونوشيميايي، پردا ،هاي الكتروشيمياييروش

هايي كه منجر به سفانه در اكثر روشأوجود دارد اما متو غيره 
. است استفاده از مواد خطرناك يك اجبار ،شودمي نانوذراتتوليد 

 اتلاف نانوذرات، كم توليد به توانمي هاروش ديگر اين معايب از
  .]26[ نمود اشاره تخليص اشكال درو  زياد انرژي
 توليد بدون كم هزينه، بالا، بازده با به روشي نياز اينرو از
 افزايش به رو محيطي زيست هايبدون آسيب و سمي مواد
 روش به توليد ،نانوذرات توليد هاياز روش يكي. باشدمي

 به رو نانوذرات توليد براي روش اين توجه به و است زيستي
 ها،چقار ها،گياهان، جلبك مانند منابع متعددي .باشدمي افزايش
 دارند كاربرد نانوذرات زيستي توليد در هاباكتري ها،مخمر

ساير  بر نانوذرات گياهي توليد مزيت كلي طور . به]27[
 بالا هايهمچنين قابليت و بودن خطربي زيستي، هايروش
 باكتري، از ترسالم و قابل اعتماد بسيار كه است دارويي گياهان
آرتميزين يكي ]. 28[است  نانوذرات براي توليد مخمر و قارچ

 هاي مختلف گياههايي است كه در گونهاز سسكوئي ترپن
وجود دارد و فعاليت ضدسرطاني آن در  )Artemisia( درمنه

in vitro  وin vivo  ثابت شده است. اثر آرتميزين موجود در
هاي سرطاني مورد بررسي قرار گرفته اين گياه برروي سلول

هاي سرطاني شامل مهار رشد سلول است و پاسخ آن در سلول
نيز بر   Artemisia turcomanicaگياه باشد.و آپوپتوزيس مي

همين اساس براي سنتز نانوذرات نقره و بررسي سميت سلولي 
  ].29[مورد استفاده قرار گرفته است 

 از استفاده با 2012 سال در همكارانش و كومار جايا وي
 نقره نانوذرات سبز سنتز به ، اقدامArtemisia nilagirica گياه

 فلزي ساز پيش عنوان به نقره نيترات از تحقيق اين در نمودند.
 كه شد استفاده كاهنده عامل عنوان به هيدرازين هيدرات و

 نانوذرات سنتز دهنده نشان تيره به ملايم زرد از رنگ تغيير
بود كه اين تغيير رنگ با نتايج حاصل از مطالعه حاضر  نقره

 70-90بين  شده توليد ذرات اندازه دارد. متوسط همخواني
داراي  نانوذرات. در مطالعه حاضر، ]30[ شد تعيين نانومتر

نانومتر دارند كه سايزي كوچكتر از تحقيق  22ميانگين حدود 
  باشد.كومار و همكارانش مي

 گياه از استفاده با 2014 سال در همكارانش و آردي
Artemisia pallens نانوذرات سنتز به موفق تاقا دماي در و 

 اندازه با كروي ساختارهاي داراي نانوذرات اين. شدند نقره
 خواص شده توليد نانوذرات. بودند نانومتر 28 متوسط
 نشان خود از زا بيماري عوامل برابر در ثريؤم باكتريالآنتي
. نانو ذره سنتز شده در تحقيق حاضر نزديك به ]31[ دادند

ران هست ولي اندازه كوچكتري در تحقيق آردي و همكا
  تحقيق حاضر حاصل شده است.

 گياه از استفاده با 2013 سال در شفقت و همكاران
Viburnum lantana و باكتريالآنتي اثر و سنتز را نقره نانوذرات 

 عصاره از استفاده با تحقيق اين در. كردند بررسي را آن قارچيضد
 اندازه با و نانومتر 80- 20 محدوده در ينانوذرات گياه، متانولي
 است شده مشخص هابررسي اين شد. در سنتز نانومتر 48 متوسط

 مكعب و مكعب ساختار با نقره نانوذرات ميكروبيضد فعاليت كه
 روي بيشتري ثيراتأت داراي كروي، شكل به نسبت مستطيل،

  .]32[ است هاسلول و هاميكروارگانيسم
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با استفاده  نقره انوذراتن ،2013 سال در همكارانش و ردي
 خواص تحقيق اين در را سنتز نمودند. Piper longum گياه از

 توليد نانوذرات ميكروبيضد و اكسيدانيآنتي و سرطانيضد
 و كروي اشكال داراي نانوذراتگرفت.  قرار بررسي مورد شده
 نانوذرات كه داد نشان نتايج .شد اعلام نانومتر 46 ميانگين با

 نسبت پاتوژنيك هايباكتري عليه بيشتري تانسيلپ شده سنتز
 خاصيت داراي همچنين ذرات اين. داشتند گياه يعصاره به

 .بودند سينه سرطان MCF-7 سلولي رده عليه سايتوتوكسيك
محاسبه شده براي اين نانوذرات بر اساس  IC50مقدار 
 شدساعت محاسبه  24طي  μg/ml 67 معادل  MTTتست

در مطالعه انجام شده ميانگين اندازه ذرات . در حالي كه ]33[
 بر ساعت 24 زمان در نقره ذره نانو IC50 نانومتر و مقدار 22

 ليترميلي بر ميكروگرم 88/4 مقدار AGS سلولي رده روي
تر ثرتر و اثر كشندگي قويؤدهنده سنتز مكه نشان شد محاسبه

  باشد.ذره تحقيق حاضر مي نانو
 نقره نانوذرات ، سميت1393ال زاد و همكاران در س رشمه
 از عصاره زيستي روش به شده سنتز نقره نانوذرات و تجاري
معده  سرطاني سلولي هايروي رده بر اكاليپتوس گياه برگ

)AGS( ريه فيبروبلاست و MRC-5)(  را مورد بررسي
نانومتر بود و  70تا  30 سنتز شده بين نانوذرات اندازه قراردادند.
نانومتر محاسبه شد. نتايج تحقيق فوق نشان  7/63حدود  ميانگين
 به ، وابستهAGSسلولي سرطاني  رده برروي كشندگي اثر داد كه
نانوذرات   IC50كه مقدارطوريه ب است و نانوذرات غلظت

ميكروگرم  01/9ساعت  24 طي AGS زيستي بر روي رده سلولي
، نرمال MRC-5فيبروبلاست  سلولي رده ليتر و بر رويبر ميلي

  .]34[ليتر محاسبه شد ميلي بر ميكروگرم 44/35
با استفاده از گياه  94صالحي و همكارانش در سال 

Artemisia marschalliana نقره را سنتز كردند.  نانوذرات
 نانومتر 50- 5 تقريبي اندازه با ذرات ،TEM برداريعكس در

كه در مقايسه با اندازه ذرات تحقيق انجام شده (كه  شد تعيين
نانومتر هستند) داراي اندازه كوچكتري  60تا  20داراي اندازه 

و   AGSبودند. سپس اثر سميت سلولي آن بر روي رده سلولي
 ، Bacillus cereusهاي پاتوژنيكباكتريالي آن عليه باكترياثر آنتي

Staphylococcus aureus وAcinetobacter baumannii 

  IC50مقداربررسي شد.  Pseudomonas aeruginosa و
 05/21ساعت مقدار  24پس از  AGSبرروي رده سلولي 
 100ليتر بود. وقتي غلظت نانوذرات به ميكروگرم بر ميلي

 درصد 51/6 هاي زندهليتر رسيد، درصد سلولگرم بر ميليميلي
ها تخمين زده شد در حالي كه در مطالعه حاضر اين سلول

العه صالحي و درصد محاسبه شد همچنين در مط 77/4مقدار 
 30و  7همكاران، نتايج فلوسايتومتري نشان دهنده افزايش 

هاي تيمار شده خيري در سلولأدرصدي در آپوپتوز اوليه و ت
هاي كنترل بود نانوذرات در مقايسه با سلول IC50با غلظت 

  كه نانوذره سنتز شده در تحقيق حاضر قدرت . در حالي]35[
  

  داد. القا آپوپتوز بيشتري را نشان
سنتز شده در مطالعات مختلف بسيار وابسته  نانوذراتسايز 

كار رفته و جنس و گونه گياه دارد. با مقايسه ه به نوع روش ب
نانومتر  22اندازه نانو نقره زيستي سنتز شده با ميانگين حدود 

رسد در تحقيق حاضر در مقايسه با مطالعات ديگر، به نظر مي
ياه مورد استفاده در اين تحقيق از كار رفته و نوع گه كه روش ب

كه اندازه طوريه كارايي بالايي جهت سنتز برخوردار است. ب
نانوذرات سنتز شده در اين تحقيق نسبت به ساير تحقيقات 
كوچكتر بوده و خاصيت سميت و كشندگي بيشتري نشان داد. 

 نقره سنتز شده كاملاً نانوذراتنتايج اين تحقيق نشان داد كه 
تكثيري به غلظت و زمان داراي آثار مهاري و ضدوابسته 
  باشند.هاي سرطاني ميسلول
 وابسته  AGSسلولي رده بر روي كشندگي اثر كه،طوريه ب
طي  IC50مقدار  ترتيب بدين و است نانوذرات نقره غلظت به

ساعت براي نانوذرات زيستي و براي رده سلولي سرطاني و  24
ليتر محاسبه ميكروگرم بر ميلي 56/14 و 88/4نرمال به ترتيب 

  ).>001/0Pدار بود (كه در مقايسه با گروه كنترل معني شد
بررسي القا آپوپتوز هم نشان داد كه نانو نقره زيستي 
مذكور، با القا آپوپتوز سبب ايجاد كشندگي و مرگ سلولي در 

. زيرا بر اساس نتايج حاصل از شد AGSرده سلولي 
توز بيشتر از بروز نكروز سلولي بود كه فلوسايتومتري، القا آپوپ

  دار بود.اين افزايش نيز از نظر آماري معني
 در الكترون انتقال يزنجيره برروي اثر نانوذرات با

 كه شوندمي سلولي تنفس توقف و اختلال باعث ميتوكندري
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 قبيل از 3 كاسپاز توليد محرك هايژن بيان باعث امر اين
BCl-2  وBAX آپوپتوز سمت به سلولي كلسي و شودمي 
 سرطاني هايسلول در سلولي تنفس كه آنجايي از. رودپيش مي

 سرعت با نرمال هايسلول به نسبت و بوده حياتي امر يك
 به آن در اختلال يا توقف گونه هر شودمي انجام بالاتري بسيار

  .]36[ دهدمي سوق آپوپتوز سمت به را سلول سرعت
  

  گيرينتيجه
   عصاره از استفاده با نقره نانوذرات سبز سنتز لعه،مطا در اين

  

 زمان توان به كاهشانجام گرفت. از مزاياي روش مي گياهي
تيره در  به روشن از محلول كامل رنگ تغيير( انجام واكنش

 كوچك ياندازه با ذراتي و توليد )واكنش انجام لحظه همان
 زيستي تنانوذرا كه داد نشان كلي گيرينتيجه .اشاره نمود

بر روي  تكثيري قويضد اثرات داراي پژوهش اين از حاصل
 لذا .باشندو القا آپوپتوز مي سرطاني هايسلول رشد رده

  هاي تكميلي و مطالعاتاميد داشت با انجام تست توانمي
In vivo و  هابيماري درمان و تشخيص هايزمينه در هاآن از
  .نمود در پزشكي استفاده دارو تحويل
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Abstract 
 

Background: The use of plants for the synthesis of nanoparticles, because of not using pollutants 
and toxins, is considered an eco-friendly method. 
Objective: The purpose of this study is silver nanoparticles biosynthesis using Artemisia 
turcomanica extract and evaluating the toxicity of synthesized silver nanoparticles on gastric cancer 
cell line (AGS). 
Methods: For synthesizing silver nanoparticles, the leaf extract of Artemisia turcomanica was 
used. Phytomorphology of bio silver nanoparticles using Transmission Electron Microscopy (TEM) 
and Scanning Electron Microscope (SEM) analysis was evaluated. Cytotoxicity effects of bio 
nanoparticles in two cell lines of gastric cancer (AGS) and fibroblast normal cell (L-929) in 
concentrations of 3, 5, 12.5, 25, 50, and 100 µg/ml were evaluated in 24 hours by MTT assay. 
Apoptosis was analysed by flocytometry. 
Results: The IC50 value for silver nanoparticles was 4.88 µg/ml during 24 h on AGS cell line, 
which was significant comparing to the control group. Also the IC50 value for silver nanoparticles 
in 24 hours for normal cells was 14.56 µg/ml. Apoptosis was detected in test group which was more 
than necrosis. A significant difference was observed between apoptosis and necrosis. 
Conclusion: In this study the extract of Artemisia turcomanica was used for the first time for 
biosynthesis of silver nanoparticles and results suggest that synthesized silver nanoparticles have 
cytotoxicity and apoptosis induction effect on gastric cancer cells. 
 
Keywords: Artemisia turcomanica, Biological nanosilver, Cytotoxicity 
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