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 تليال در شرايط آزمايشگاهي بررسي سميت سلولي نانوسيلور بر رده سلولي اپي
  محمدباقر رضوانيكتر د، كتر رزا حقگود، رخساره صادقيكتر د، ويا ياراييردكتر ، فريال طالقاني دكتر

  چكيده
در تكنولوژي مدرن  بويژه در پزشكي  فراوانيسيلور بعلت خاصيت ضد باكتريايي قوي آن كاربردهاي هاي اخير نانو در سال :هدفسابقه و 

 سميت بررسي مطالعه اين از هدف. هاي موثر در دست است عدم سميت آن در غلظت است، اما اطلاعات كمي از ايمن بودن اين ماده و يافته
  .بود آزمايشگاه محيط در انسان اي لثه هاي اپي تليال سلول بر نقره ذرات نانو

لثه انسان كه از  تليال اپيهاي  فيلتر شده و فيلتر نشده بر روي رده سلولاثرات سمي محلول نانوسيلور  زمايشگاهيآدر اين مطالعه  :مواد و روشها
 )MTT )Methyl Tiasol Tetrazolium bromideبانك سلولي انستيتو پاستور ايران تهيه شده بود با استفاده از دو روش 

mitochondrial) function (  وLDH (membrane Leakage of lactate Dehydrogenase) 72و  48 ،24هاي  پس از زمان 
 50و  20 ،10، 5، 2، 1، 5/0 ،2/0، 1/0 ،05/0:  از  ندهاي مورد استفاده از محلول نانو نقره عبارت بود غلظت. ساعت مورد بررسي قرار گرفت

  .ليتر ميليميكروگرم در 
ها باعث كاهش شديد  در تمام زمان )ميكروگرم 50و 20( هاي بالا در غلظت سيلورنشان داد كه محلول نانو MTTنتايج آزمايش : ها يافته

ساعت قادرند  72شوند پس از  مرگ و مير نمي ساعت موجب 48 و 24هاي  هاي كمتر نيز كه در زمان د وغلظتشو ها مي فعاليت حياتي سلول
 20(سيلور ي نانولاهاي با در غلظتهاي اپيتليال فقط  مرگ و مير سلولنشان داد كه  LDHآزمايش . موجب مرگ و مير يا كاهش رشد شوند

   .دهد اي كمتر سميت قابل توجهي روي نميه شود ولي در غلظت ديده مي )ميكروگرم 50و
د كه اين اثر وابسته نباش هاي اپي تليال لثه  انسان مي دهد كه نانو ذرات نقره داراي اثر سمي بر روي سلول اين مطالعه نشان مينتايج  :گيري نتيجه

  .به غلظت و زمان است
  .تليالي، نانوسيلور هاي اپي سلولسميت سلولي،  :كليد واژگان

  29/4/1392:تاريخ تأييد مقاله                19/4/1392: تاريخ اصلاح نهايي    30/7/1391: تاريخ دريافت مقاله
Please cite this article as: 
Taleghani F, Yaraii R, Sadeghi R, Haghgoo R, Rezvani MB. Evaluation of the toxicity of silver nanoparticles on 
human gingival epithelial cells in vitro. Beheshti Univ Dent J 2014; 31(4): 220-226. 

  
  مقدمه

در جامعه ترين مباحث  يكي از رايج فناوري نانوامروزه 
تحولات عميقي در زمينه پژوهش و توليد  ،بوده علمي دنيا

منظور  ،طبق تعريف). 1(ه استدرمحصولات مختلف ايجاد ك
يك ( نانومتر 100-1ابعاد  بااز نانومواد، موادي هستند 

اي است كه بر  و  نانو تكنولوژي  فناوري ) ميليارديم متر
محصول از آنها ده يا به توليد روي نانو مواد كار كر

ماده در ابعاد نانو در مقايسه با همان ماده ). 3و2(پردازد مي
هاي فيزيكي و شيميايي  داراي ويژگيبه صورت توده ،

 يكي از محصولات فناوري نانو،). 4- 6(جديدي است

ذرات نانو نقره به اندازه كمتر از  .باشد نانوذرات نقره مي
اثرات  .ره هستندهزار اتم نق 20تا  15نانومتر شامل  100

باز شناخته شده است، توانايي ضد ميكروبي نقره از دير
ارائه نقره از طريق ساختار نانوكريستال به طرز شگرفي 

 .)7(ارزش بيولوژيكي و ضد ميكروبي آن را بالا برده است
سطح نانو ذرات نقره در مقايسه با ذرات نقره بصورت توده 

اثر ضد  د موجبتوان مي د، اين امرندارتماس بيشتري 
ذرات  ).8- 12(شود نسبت به نقره آن بالاترميكروبي 

حاوي گوگرد در سطح  پروتئيننانوسيلور با اتصال به  
با تغيير در مورفولوژي و  ،وارد آنها شده ،ها غشاء باكتري

و اثر بر زنجيره تنفسي و تقسيم سلولي به  نفوذپذيري غشاء
 از بسياري نتايج .)13و12(گردند ميمنجر مرگ سلولي 

 كه رايج هايبيوتيك آنتي برخلاف كه دنده مي نشان مطالعات
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 دارند، مهاري و كشنده اثر هاباكتري روي فقط معمولاً
 روي كشندگي اثرات داراي هاباكتري بر علاوه نانوسيلور

 ها ويروس حتي و پورتوزوا ها،قارچ از وسيعي طيف
محصولات عليرغم گسترش استفاده از ). 13-17(باشد مي
در رابطه با اثرات بيولوژيك و سمي  اندكيمطالعات  ،نانو

، )18- 23(اند هاي انسان انجام شده اين مواد بر روي سلول
 .رسد سي در اين زمينه ضروري به نظر ميبنابراين برر

 بررسي سميت نانو ذرات نقره برهدف از اين مطالعه 
  .بودگاه اي انسان در محيط آزمايش تليال لثه هاي اپي سلول

 
 :مواد و روشها

 
غلظت  و نانومتر 10ابعاد  ، باسايز متوسطنوسيلور با نا

 ,Plasmachem, Berlin) از شركت mg/ml 1/0اوليه 

Germany) پس از بررسي اوليه و اطمينان . خريداري شد
از نظر ايجاد (از قابل استفاده بودن در محيط كشت سلول 

تهيه و  كشت سلولهاي مختلف آن در محيط  ، غلظت)آلودگي
ميكروليتر و  200حجم هر چاهك . ها اضافه شد به سلول

، 5، 10، 20، 50كها به ترتيب  غلظت نهائي نانوسيلور در چاه
ليتر  ميكروگرم در ميلي 0.02و  0.05، 0.1، 0.2، 0.5، 1، 2

  .بود
 يك فلاسك سلول ابتدا ،ها به عنوان منبع اوليه تأمين سلول

از بانك سلولي انستيتو پاستور  KBتليال  از رده سلولي اپي
مشخصات اين رده در بروشور . ايران تحويل گرفته شد

 :موجود در سايت بانك سلولي چنين بيان شده است

ها اولين بار از دهان يك مرد قفقازي گرفته  اين سلول
 EMEM (EBSS) + 1% NEAAمحيط كشت آن . اند شده

+ 10% FBS د كه در بانك سلولي انستيتو پاستور باش مي
سازگار شده  RPMI 1640 + 10% FBSبا محيط ايران 
  .است

 

NCBI Code Designation Species Tissue Morphology 

C152 KB Human Mouth Epithelial-like 

 
هايي كه به صورت تك لايه در  در اين تحقيق از سلول

  . استفاده شد ندفلاسك كشت داده شده بود
هاي تحويل گرفته شده، پس  ابتدا جهت سازگار كردن سلول

از تعويض محيط اوليه بانك با محيط تازه، فلاسك سلول به 
گراد  درجه سانتي 37ساعت در انكوباتور در دماي  24مدت 

نگهداري  %95و بخار آب % 5 با غلظت 2COو محيط داراي 
دوباره محيط  ،اين محيط نيز تخليه شده  مجدداًسپس . شد

RPMI درجه به مدت  37در دماي  تورگرم شده در انكوبا
جهت شستشو به طور  .دقيقه اضافه شد 20-15 حدود

سي  سي 5/4سي محيط و جهت تعويض از  سي 5معمول از 
يعني تركيبي از ( FBSسي سرم  سي 5/0محيط همراه با 

90% RPMI  10و% FBS ( به  نسبت سپس. شد استفاده
از جهت اطمينان . شد اقدام فلاسك سلول ) پاساژ(تكثير 

هاي مورد آزمايش قبلي از انتقال  سازگاري و سلامت سلول
پاساژ موفق  2شد تا حداقل خانه تلاش  96ها به پليت  سلول

جهت انجام ها  سپس سلول. براي هر رده سلولي انجام شود
  . شمارش شدند، منتقل  شدهخانه  96به پليت آزمايش 

 گذشت ها در پليت، پس از كشت سلولپس از اتمام مرحله 
پس از اطمينان و  ها در پليت ساعت از زمان كشت سلول 18

با . ندهاي مختلف دارو اضافه شد ها، رقت از رشد سلول
 ،در قدم اول ،توجه به احتمال ايجاد آلودگي در محيط كشت

دارو با استفاده از فيلتر استريل شد و با توجه احتمال كم 
اروي فيلتر نشده كار يكبار با د ،شدن  ذرات در داروي فيلتر

  .گرفتو يك بار با داروي فيلترشده انجام 
هاي داراي سلول اضافه  دارو به پليت ،پس از آماده كردن

در اين مرحله با استفاده از سمپلر و به آرامي و دقت . شد
، نمودهاقدام به خارج كردن محيط موجود در هر خانه نسبت 

 ،رديف سپس با احتساب رقت داروي مورد استفاده به هر
محيط داراي سرم اضافه شد و سپس مقدار معيني دارو به 
هر رديف اضافه شد  تا رقت هاي مورد نظر از دارو بدست 

و  0.05، 0.1، 0.2، 0.5، 1، 2، 5، 10، 20، 50هاي  غلظت( آيد
پس از اضافه كردن ). μg/ml ليتر ميكروگرم در ميلي 0.02

دارو، پليت روي دستگاه شيكر با دور متوسط و در مدت 
سپس در انكوباتور قرار  شده،دقيقه قرار داده  1كمتر از 

  .گرفت
يتوتوكسيسيته نانوذرات ابررسي اثر س در اين تحقيق جهت

. شداستفاده  LDHو   MTTها از دو روش بر روي سلول
هاي  ا و در واقع سلوله فعاليت حياتي سلولMTT در روش 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 222/تليال  سميت سلولي نانوسيلور و رده سلولي اپي

 

 1392، زمستان 4، شماره 31دوره  مجله دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي،

دهنده مرگ و مير سلولي  ن نشانكاهش آ شده، زنده ارزيابي
كه از   LDHميزان  LDHروش در  .)25و24(است
سب با ميزان شود و مقدار آن متنا هاي مرده آزاد مي سلول

  ).26(شود گيري مي مرگ ومير است اندازه
 الايزا خواننده دستگاه در آمده دست به جذب تبديل از پس
د به درص LDHو   MTTروش دو از يك هر در

مرگ و % 50تواند موجب  توكسيسته، غلظتي از دارو كه مي
  .محاسبه شد ،ها شود مير سلول

-tهاي مختلف با استفاده از آزمون آماري  نتايج گروه

student تجزيه و تحليل هاي تكميلي متعاقب آن  و تست
  .نظر گرفته شددار در  معني از نظر آماري >05/0P و شدند

 
 :ها يافته

  

  MTTروش ه سايتوتوكسيسيته ب - الف
هاي  در غلظت ،شود مي مشاهده 1 نموداركه در  گونههمان

 ،ساعت 72و  48، 24بالاي نانوسيلور در هر سه زمان 
استفاده با . شود ها ديده مي كاهش شديد فعاليت حياتي سلول

كه اين يافته از نظر  مشخص شد t- studentآزمون از 
ساعت بيشتر  72بطور معمول در  بوده،دار  آماري معني

وزهاي كمتر كه موجب مرگ نكته قابل توجه اينكه د. است
 72بخصوص (تر  هاي طولاني در زمان وندش ومير نمي

در (قادرند موجب مرگ و مير يا حداقل كاهش رشد ) ساعت
 .شوند) مقايسه با كنترل 

  LDHروش ه ه بسايتوتوكسيسيت -ب

مشخص گرديد نانوسيلور   MTTبا توجه به اينكه در تست
يچ گونه آلودگي در كشت ايجاد بصورت فيلتر نشده ه

تواند موجب كاهش  ند و از طرفي فيلتر كردن دارو ميك نمي
در سنجش  بنابراين، گرددتعداد ذرات نانوسيلور 
از نانو سيلور  بدون آنكه  ،LDHسايتوتوكسيسيته به روش 

با توجه به . از فيلتر عبور داده شود استفاده گرديد
نتايج حاصل از جذب  ،LDHدستورالعمل كيت سنجش 

تواند با استفاده از فرمول داده شده به  مي) OD(نوري 
. هاي مورد نظر تبديل شود درصد سايتوتوكسيته در سلول

كنترل بدون  علاوه بر ،طبق دستورالعمل كيت بنابراين
كنترل منفي و بدون مرگ و  – فقط محيط كشت (نانوسيلور 

 Tritonماده % 2در اين سنجش يك كنترل حاوي ) مير

X100 تا بالاترين ميزان توكسيسيته و  شد گذاشتهLDH 
كنترل با محيط . هاي مربوطه بدست آيد توليد شده از سلول

لا را و كنترل با سايتوتوكسيته با Low Control (LC)را 
Higth Control (HL) شوند ناميده مي .  

 KBتليال  هاي اپي در اثر نانو سيلور بر سلول  LDHميزان 
در  Pو مقدار  گيري ساعت اندازه 72و  48، 24از گذشت  پس

 مشخص گرديد LCنسبت به كنترل  t-student آزمون
  ).2 نمودار(

 آزمونشود  بر اساس  مي مشاهده 2 نموداركه در  گونههمان
LDH، هاي بالاي ذرات  فقط در غلظت  سلولي مرگ و مير

، توكسيسيته قابل هاي كمتر شود ولي در غلظت نانو ديده مي
  .دهد توجهي روي نمي

  
  ساعت 24،48،72جذب نوري در تاثير نانوسيلور بر سلول هاي اپي تليال در زمان هاي  - 1 نمودار
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  ساعت 72و  48، 24تليال در سه زمان  هاي اپي درصد سايتوتوكسيسيته در اثر نانوسيلور بر سلول - 2نمودار 

 
يعني غلظتي كه  IC50نتايج مربوط به  1 شماره در جدول

. شود مي مشاهده ،مرگ ومير شود% 50تواند موجب  مي
 ،MTT تست شود بر اساس كه مشاهده مي گونههمان

هاي ناشي از نانوسيلور را  آسيب ،ها در زمان كوتاه سلول
به دوز بيشتري تر  در زمان طولانياما دهند  بهتر نشان مي
تست . دنهاي جدي ديده شو تا آسيب نياز استاز نانوسيلور 

LDH كند يد ميأيين نكته را تنيز ا.  
  

تليالي لثه  هاي اپي ذرات نانوسيلور روي سلول IC50 -1جدول 
  ليتر بر حسب ميكروگرم در ميلي

 IC50 in MTT 
Test 

IC50 in LDH 
Test 

 01/38 51/39 ساعت 24

 67/20 75/33 ساعت 48

 47/47 85/62 ساعت 72
  

 repeated) هاي تكراري  با استفاده از آناليز اندازه

measure)،  اثر زمان و دوزهاي مختلف دارو و اثر نانو
  .قرار گرفتبررسي مورد سيلور فيلتر شده و فيلتر نشده 

 

   :بحث
  

هاي اخير نانوتكنولوژي در دندانپزشكي پيشگيري  در سال
در دندانپزشكي پيشگيري از اين تكنولوژي  .مطرح شده است

استفاده  نانوسيلورجهت ساخت مسواك و خميردندان 
باكتريال و  نانو سيلور خصوصيات عالي آنتي. شود مي

كه كاربرد نانوذرات نقره در  از آنجا ).27(ويرال دارد آنتي
ني تماس اين به مع ،اين مواد به منظور بالا بردن خواص آنها

 )هاي اپيتليالي در اولين تماس سلول(مواد با محيط دهان 

از اين  هدف. استضروري بررسي سميت آنها ، باشد مي
هاي  مطالعه  برر سي سميت محلول نانو نقره بر روي سلول

اين در  .بود )تهيه شده از بانك سلولي(تليالي لثه انسان  اپي
مطالعه براي اولين بار اثرات توكسيك نانوسيلور بر 

  .تليالي لثه انسان مورد بررسي قرار گرفت هاي اپي سلول
 48و  24طي نشان داد كه ماده مورد نظر  MTTتست  نتايج

به بالا اثر سمي روي  g/mlµ 10هاي  ساعت از غلظت
هاي كمتر نتوانستند  غلظت داشت اما هاي اپيتليالي سلول

ولي پس . ها ايجاد نمايند آسيب جدي در فعاليت حياتي سلول
ها كاهش مختصر رشد  ساعت، تقريبا در تمامي غلظت 72از 

شاهد  نسبت به گروه) فعاليت حياتييا كاهش مختصر (
ولي  %)15- 10( بودمشاهده شد كه هر چند مقدار آن زياد ن

ثير أدهنده ت و ممكن است نشان بوددار  از نظر آماري معني
ها باشد كه به زمان بيشتري براي  تنظيمي بر رشد اين سلول

  .استنياز مشاهده آن 
حاكي دهنده سميت سلولي است   كه نشان LDHنتايج تست 

هاي موردآزمايش فقط   درهمه زمان از آن بود كه نانو سيلور
هاي  اثر سمي بر روي سلول  50 و g/mlµ 20هاي  در غلظت

  .تليالي داشته است  اپي
درصد  50تواند موجب  يعني غلظتي كه مي IC50نتايج تست 

مرگ و مير شود نشان داد كه آسيب ناشي از نانوذرات نقره 
در  دهد و خود را بهتر نشان ميهاي كوتاه  زمان در

است  نيازتر به دوز بيشتري از نانوسيلور  هاي طولاني زمان
  .هاي جدي ديده شود تا آسيب

Park  روياثرات فلزات مختلف  )2007(و همكاران ،
 nmبا متوسط قطر  در ابعاد نانو، نيكل و جيوه، آلومينيم
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بررسي  )A549( تليالي ريه انسان رده سلولي اپيبر را ، 150
تليالي ريه انسان به  هاي اپي ايشان سلول مطالعهدر . كردند
هاي مختلف اين نانوذرات  معرض غلظت ساعت در 24مدت 

 two-colorها با روش هاي مرفولوزيك آن قرار گرفته، آسيب

flow cytometry نتايج مطالعه . سنجيده شدPark  و
ت نانو ذرات درجا كه اين  نشان داد) 2007(همكاران 

شوند كه وابسته به  مختلفي از سميت سلولي را باعث مي
 ،)2007(و همكاران  Park در مطالعه. )18(باشد ز ميود

ساعت  24رات  پس از هاي مختلف نانو ذ لظتثر غهمچنين ا
ال آنكه در ح تليالي ريه بررسي شدند هاي اپي بر روي سلول

 ختلف نانو ذرات نقره برهاي  م مطالعه حاضر اثر غلظت
تليالي لثه كه در معرض مواد بهداشتي مختلف  هاي اپي سلول

 بررسي گرديده است كه احتمالاً هستندحاوي نانوسيلور 
 . باشد مينتايج آن قابل استنادتر 

Alt  اثر ضد ميكروبي و سميت سلولي ) 2003(و همكاران
بود بررسي % 1يك سمان استخوان را كه حاوي نانو نقره 

كه داراي  نانو سيلور در عين حالكه كردند و نشان دادند 
فاقد اثر سمي بر روي ي است، اثر ضد ميكروبي خوب

اين نتايج  ).19(فيبروبلاست موش و استئوبلاست انسان بود 
ند اما مطالعه حاضر هاي مطالعه حاضر همخواني دار با يافته

تليالي  هاي اپي اي مختللف نانو سيلور را بر سلوله اثر غلظت
 Altررسي نموده است كه به اين لحاظ با مطالعه لثه انسان ب
  .تفاوت دارد)  2003(و همكاران 

Hsin  با استفاده از تست ) 2008(و همكارانMTT  نشان
ساعت بر  24طي و بيشتر  g/mlµ 50كه غلظت  دادند
هاي فيبروبلاست موش و عضله صاف جدار رگ  سلول

با  نتايج اين مطالعه. )20(موش صحرايي اثر سمي دارد
و  Hsinمطالعه . هاي مطالعه حاضر سازگاري ندارد يافته

عضله هاي فيبروبلاست و  بر روي سلول) 2008(همكاران 
گرفته است كه اين اختلاف در صاف موش صحرايي انجام 

تواند به دليل تفاوت در روش بررسي اين دو  ها مي يافته
  . مطالعه باشد

Ahamed )2011 (نانوذرات نيكل اثرات سمي اي  در مطالعه
ساعت  48و  24را پس از  25و 10، 5 ،2 ،1 ،0هاي  در غلظت
 ،MTT، LDHهاي تليالي ريه با فاكتور هاي اپي بر سلول

GSH، ROS  وLPO ن عوامل تعيين سميت بررسي به عنوا

هاي  نانوذرات نيكل اثرات سمي بر سلولدريافت كه  نموده،
وي اثر نانو ذرات نيكل البته مطالعه ). 28(دنتليالي ريه دار اپي

ظر از اين ن كهتليالي انسان بررسي كرده  هاي اپي را بر سلول
  .داردتفاوت در روش بررسي با مطالعه حاضر 

Hussain  اي اثرات توكسيك  در مطالعه) 2005(و همكاران
آهن و دي اكسيد اكسيد  نانو ذرات نقره، آلومينيم، موليبدم،

  ،MTTهاي ا با فاكتورهاي كبد موش ر تيتانيوم بر سلول
LDH ،GSH ،ROS  وMMP  قرار دادندبررسي مورد .

د كه نانوذرات نقره در تمام نتايج اين مطالعه نشان دا
ند كه به هاي كبد موش دار لها سميت بالايي بر سلو غلظت

مورد مطالعه  لاتر از ساير عناصرداري با طور معني
همخواني  ها با نتايج مطالعه حاضر اين يافته). 23(است
 72و  48، 24از  پسدر مطالعه حاضر اثرات سمي . دنندار

تليالي لثه انسان انجام گرفته،  هاي اپي ساعت بر روي سلول
هاي كبد موش،  ا با سلوله تفاوت در واكنش اين سلول

  .تفاوت اثر بگذارد نتواند در اي همچنين زمان بررسي مي
Kawata  سميت نانو  اي اثر در مطالعه) 2009(و همكاران

هاي كبد انسان بررسي كرده،  ذرات نقره را بر سلول
پايين اثر سمي ندارد هاي  ند كه نانوسيلور در غلظتدريافت

ان هاي كبد انس هاي بالا اثرات سمي بر سلول اما در غلظت
هاي مطاعه حاضر همخواني  اين نتايج با يافته). 29(دارد
 .دندار

سمي ذرات نقره بر  اثر نتايج مطالعه حاضر نشان داد كه
است  كه وابسته به غلظت و زمان لثه انسان  سلول اپيتليال

اين نتيجه در مورد  نيزاي مطالعات ديگر  در پاره
تفاوت در ). 22و20(فيبروبلاست حاصل شده است

تواند  ي بدست آمده در مطالعات مختلف ميهاي سم غلظت
، ناشي  اولا از تفاوت در نوع فيبروبلاست به كار رفته باشد

سازي نانو ذرات نقره  در عين حال تفاوت در روش آماده
  .دنموثر باشند نتوا مي نيز) 26(و اندازه ذرات )24(
  

  :گيري نتيجه
  

نقره داراي اثر  د كه نانو ذراتانتايج اين مطالعه نشان د
د كه نباش اي انسان مي تليالي لثه هاي اپي سمي بر روي سلول

  .استوابسته اين اثر به غلظت و زمان 
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