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 تغييراتو  ثير نانوذرات نقره بر فعاليت آنزيم فسفوكراتين كينازأت
  هاي بزرگ آزمايشگاهي بافت عضله موش

  
      سمانه خدادادي 

       نوشين نقش

   امير مسعود مشايخ

  چكيده
ش انـد كـه ممكـن اسـت نق ـ     محققان نانوتكنولوژي ابعاد وسيعي از كاربرد نانوذرات را شناسايي كرده :سابقه و هدف

نقره اين تحقيق باهدف  نانو ذراتمستندات دقيق درباره سميت  عدم وجودبا توجه به . ها داشته باشد مهمي در درمان بيماري
  .نقره بر آنزيم فسفوكراتين كيناز صورت گرفت نانوذراتثير أبررسي ت

هـاي نـر ويسـتار در     بـه رت  PPm 400 و 200 ،100، 50 هاي با غلظت نانو نقرهدر اين مطالعه كلوئيد  :ها مواد و روش
ائـوزين   -پنج روز متوالي تزريق و سپس خونگيري انجام شد و نمونـه بـافتي تهيـه شـده از عضـله اسـكلتي بـا هماتوكسـيلين        

 آمـاري آنـزيم فسـفوكراتين كينـاز در روزهـاي مختلـف از آزمـون        تي ـبر فعالنقره  ثير نانوأبراي بررسي ت. آميزي شد رنگ
  .استفاده شد
دار  يثير معن ـأنقره بر روي فعاليت آنزيم فسفوكراتين كيناز ت ـ نانو ذراتهاي مختلف  نشان داد كه غلظت نتايج :ها يافته

هشـتم بعـد از    در روزطوري كـه   هب) p= 005/0(ثر است ؤم آنزيم فسفوكراتين كيناز تيبر فعالاما اثر زمان  )p=0/841( ندارد
 تغييرات بـافتي در دوز . ن فعاليت آنزيم فسفوكراتين كيناز افزايش يافته استذرات نقره ميانگي هاي نانو تيمار در همه غلظت

400 PPm از نانو ذرات نقره نيز رخ داد. 

 يبـر كس ـ گسترش نانوتكنولوژي در دنياي امروز و استفاده از آن در ساخت لـوازم پزشـكي و لـوازم خـانگي      :استنتاج
 هاي عضلاني در انسان در زمينـه پزشـكي مـورد اسـتفاده     آسيب موردتواند در  بنابراين تعميم نتايج اين مطالعه مي. پوشيده نيست

  .احتياط فراواني به عمل آيد نانو نقرهحاوي  قرار گيرد لذا بايد در استفاده از لوازم
  

  فسفوكراتين كيناز، بافت عضله اسكلتي ،نقره نانو ذرات :واژه هاي كليدي
  

  مقدمه
اري بـين يـك تـا    هاي ساخت تكنولوژي با تفاوت نانو

هـاي   انـدازه نـانو بـه ويژگـي     .صد نـانومتر سـروكار دارد  
شود كه ممكن اسـت بـا    فيزيكوشيميايي خاصي منجر مي

 متفاوت باشد و اين اثرات اساساً تر بزرگ اندازهذرات با 
باعث افزايش نسبت سطح به حجـم شـده كـه نتيجـه آن     

هـاي خـاص مـواد     به دليل اين ويژگي. فعاليت زياد است
 حجـيم نانو ممكن است نسبت به مواد شـيميايي   شكله ب

نانو تكنولوژي به سـرعت در   .)1(فوايد بيشتري داشته باشند
لوازم  ،هايي از قبيل سلامتي حال توسعه است و در حوزه

  ها بازي ابـي اسبـو حت يـغذاي مواد ،يـي بهداشتـآرايش

  
  E-mail: sama_khodadadi@yahoo.com                           واحد فلاورجان ،لاميدانشگاه آزاد اس: اصفهان - سمانه خدادادي :مسئول مؤلف

  دانشگاه آزاد اسلامي، واحد فلاورجانگروه زيست شناسي، 
  12/9/91 :تاريخ تصويب          22/7/91 :تاريخ ارجاع جهت اصلاحات          29/6/91: تاريخ دريافت  
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 ي كه يك جسم ماكروسكوپيهنگام. )2 ،1(شود استفاده مي
خواص فيزيكـي و شـيميايي    شود ميتبديل  نانو ذراتبه 

نـانو  . )3(كنـد  آن تا حد زيادي بـا مـواد طبيعـي فـرق مـي     
 تا 15تر از صد نانومتر و شامل  ذرات نقره اغلب كوچك

مثـل نقـره ممكـن     ينـانوذرات . دنباش ـ مياتم نقره  هزار 20
 اي و مكعبي يلهم ،هاي متفاوتي از قبيل كروي است شكل
ذرات نقـره   مقايسه بـا انـواع نـانو ذرات،    در .داشته باشند

دهـد و فعاليـت    خواص فيزيكوشيميايي متفاوتي نشان مي
مقايسه و نسبت سطح به حجـم   فلزاتها با  بيولوژيك آن

تري با محـيط   دهد به مقادير بزرگ ها اجازه مي بالا به آن
اي بـا   نـوان مـاده  بـه ع  نـانو نقـره  . )1(شان در تقابـل باشـند  

سميت زياد در مقايسه با ديگر مواد گـزارش شـده اسـت    
هـاي آزاد اكسـيژن    سميت سلولي نانو نقره با توليد گونـه 

 )vitro In( بسياري از مطالعات آزمايشگاهي. همراه است
جـايي كـه دوز    ،انـد  وابسته به دوز بودن آن را نشـان داده 

 در مقابـل . كنـد  نقره بالا باشد سميت سلولي كاهش پيدا مي
غلظـت آزمايشـگاهي    ،تحقيقات صورت گرفته محيطـي 

نانوذرات اغلب بيشتر و ذرات از طريق محيط كشـت بـه   
ــي  ــل داده م ــلول تحوي ــوند س ــيچ  . ش ــر ه ــال حاض در ح

همبستگي مستقيمي بين ماركرهاي بيولوژيك در داخـل  
ــدن ــه دليـــل   )vivo In( بـ ــگاهي بـ ــات آزمايشـ و مطالعـ

و تــك بــودن ســلول در پيچيــدگي محــيط داخلــي بــدن 
بـا توجـه بـه سـميت نقـره      . )4(محيط كشت وجود نـدارد 

. مطالعات بيشتري روي استرس اكسيداتيو آن انجـام شـد  
 ءبيشتر مطالعـات كـاهش فعاليـت سـلولي در طـول احيـا      

سـلولي از قبيـل    ءآسيب ميتوكنـدري و غشـا   ،نگلوتاتيو
هاي كبدي به دنبال استفاده از بانـد   افزايش سطوح آنزيم

از طرفـي   .)3 ،2(را نشـان دادنـد   نقـره  وشيده شده بـا نـانو  پ
كيلـو دالتـون    82كراتين كيناز آنزيمي با وزن مولكـولي  

در بازسـازي آدنـوزين تـري فسـفات      به طور اساسـي كه 
(ATP) هـــاي انقباضـــي و انتقـــالي فعاليـــت  در سيســـتم

نمايــد واكــنش برگشــت پــذير انتقــال فســفات را از   مــي
نتيجه توليـد فسـفو    و دركراتين  آدنوزين تري فسفات به

در فسـفوكراتين اولـين بـار    . نمايـد  كراتين را كاتاليز مـي 

عضلاني شناسـايي شـد و بـه عنـوان منبـع شـيميايي        بافت
 .كننــده انــرژي بــراي انقبــاض عضــله مطــرح شــد نيتــأم

 نـوع دايمر بوده كه در سه  شكلكيناز داراي يك كراتين 
 پسـتانداران  يها فتباعضلاني در  - مغزي و قلبي ،عضلاني

كراتين كينـاز نقـش محـوري    از طرفي  .)5(شود يميافت 
 ،مختلـف از جملـه مغـز    يهـا  بافـت در متابوليسم انـرژي  

د و عملكـرد آن  ماي ـن مي ايفاءعضلات اسكلتي و قلب را 
اين  .است ATPبه عنوان يك سيستم بافري براي سطوح 

ن پذير گروه فسـفريل از فسـفوكراتي   آنزيم انتقال برگشت
به آدنوزين دي فسفات و توليد آدنوزين تري فسـفات را  

دانشمندان معتقدند كه در يك سلول در  .كند كاتاليز مي
و در  يابـد  افزايش ميبرابر  تا دهميزان توليد تحريك  يط

د وجـو  )تغييرات كراتين به فسفوكراتين( اين تكرارها حين
سيستم كراتين كيناز به عنوان يك سيستم بـافري انـرژي   

 ADP/ATPبراي جلوگيري از نوسانات بـزرگ سـطوح   
مهـار   .)6(سلولي در بافت تحريك شـده ضـروري اسـت   

ــه       ــر ب ــكلتي منج ــله اس ــاز در عض ــراتين كين ــت ك فعالي
همچنين تغييرات در انـدازه   ،هاي انقباضي مهم ناهنجاري

مطالعـات بسـياري نشـان    . )6(شـود  هاي عضلاني مي سلول
ــد كــه ناهنجــاري در متابول  داده ــه  ان ــرژي منجــر ب يســم ان

بـا توجـه بـه كـاربرد وسـيع      . )7(شـود  تخريب سـلول مـي  
نقـــره و جديـــد بـــودن تحقيقـــات در زمينـــه  نــانوذرات 

در  نـانوذرات ثيرات قطـر و انـدازه   أنانوبيوتكنولوژي و ت ـ
 نـانوذرات ا هدف اين مطالعه بررسي اثـرات  ه آنخواص 

 4به صـورت كلوئيـدي، كـروي و بـا قطـر       نقرهنسل اول 
بر ميزان تغييرات آنزيم فسـفوكراتين كينـاز بـه     )8(رنانومت

هـاي بـزرگ    رت بـر  )9(عنوان شاخص آسـيب عضـلاني  
  .بود آزمايشگاهي

  

  ها روش مواد و
سر رت نـر بـالغ از نـژاد     40 در اين مطالعه تجربي از

  ها در روز شـروع   ويستار استفاده شد كه ميانگين وزن آن
ي نر بـه دليـل   ها علت انتخاب رت. )8(گرم بود225 ± 20

ــر    ســاده ــداخل كمت ــز ت ــودن سيســتم هورمــوني و ني ــر ب ت
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محلـول  . )10(نقـره بـود   نـانوذرات جنسي بـا   يها هورمون
 نـانومتر بـه   4 نقـره بـا ميـانگين قطـر     نـانو ذرات كلوئيدي 

پـارس بـا نـام تجـاري      نانو نسـب شكل كروي از شركت 
هاي مورد نظر از كلوئيد  در ابتدا غلظت. نانوسيد تهيه شد

  با روش سري رقت نونقره به وسيله آب مقطر ديونيزه ونا
)Serial dilution ( تهيــه شــد)ســپس در شــرايط  . )11  

 و 200 ،100 ،50هـاي   از نانونقره در غلظت cc 1استريل 
400 PPm       به صورت داخـل صـفاقي بـه هـر رت تزريـق
  درجه حـرارت محـيط در زمـان انجـام آزمـايش       ).8(شد

. ر تمام طـول شـبانه روز بـود   گراد د درجه سانتي 25 ± 2
در ايــن تحقيــق حيوانــات مــورد اســتفاده بــه پــنج گــروه 

  :به شرح زير تقسيم شدند )8(تايي هشت
گونـه   حيوانات اين گـروه بـدون هـيچ    :گروه كنترل

 في از آب و غذاي فشرده اسـتفاده محدوديتي و به اندازه كا
هاي تجربي ديگـر بـراي    علاوه بر اين مانند گروه .كردند

اثر شوك ناشي از تزريـق   ءسان بودن شرايط يعني القايك
cc 1  8(ها تزريق شد از آن كيهر آب مقطر به(.  

 نانوذراتگروه تجربي تيمار با  4 :هاي تجربي گروه
نـانونقره بـا    cc 1نقـره بـه ترتيـب دريافـت كننـده مقـدار       

بودنـد بـه طـوري     PPm 400 و 50،100،200هاي  غلظت
ره روزي يـك بـار در پـنج روز    نانونق cc 1كه به هر رت 

سـپس سـه،    .متوالي به صورت درون صفاقي تزريـق شـد  
هشت و دوازده روز پس از آخرين تزريـق خـونگيري از   

ه هـاي خـوني ب ـ   نمونـه . )8(گوشه داخلي چشم انجام شـد 
 000/3 با دور) Sahand TA( فيوژ وسيله دستگاه سانتري

جـدا  هـا   شـد و سـرم آن   به مدت بيست دقيقه سـانتريفيوژ 
گيري آنـزيم فسـفوكراتين كينـاز توسـط      گرديد و اندازه

در جـذب  ) سـاخت اسـپانيا   Ral( دستگاه اسـپكتروفتومتر 
در پايان دوره خـونگيري از  . نانومتر انجام شد 340نوري 

  و  دي ـجـدا گرد هـا نمونـه بـافتي     بافت عضله اسكلتي رت
هـا پـس از    فيكس شد سپس نمونـه درصد  10فرمالين  در

بافـت و بـرش بـا ميكروتـوم روي لام      سـاژ طي مراحل پا
ائــوزين  -جهــت بررســي بــا هماتوكســيلين ،قــرار گرفتــه

  .)12(آميزي شدند رنگ

  ها افتهي
در جـداول از   هر گروهدست آمده براي  ههاي ب داده

و  SPSS 17 پيش تعيين شد ه و بـا اسـتفاده از نـرم افـزار    
) ANOVA Way Two(آزمون آناليز واريانس دوطرفـه  

پـس از مشـاهده نتـايج    . )p >005/0( و تحليل شدتجزيه 
داري بـين   هـا تفـاوت معنـي    هيچ يـك از دوزهـا و زمـان   

هاي تيمار با گروه كنترل نشان نداد اما در مجمـوع   گروه
 ميانگين فعاليت اين آنزيم در روز هشتم بعد از تيمـار در 

 كه مستقل داشته داري معني آزمايشي افزايش هاي گروه تمام
  .)1شماره  جدول( باشد ذرات نقره مي ت نانوثيراأاز ت

  
بـه   p-value ميـانگين فعاليـت فسـفوكراتين كينـاز و     :1جدول شماره

  و روزهاي مختلف ها گروهتفكيك 
  

  گروه ميانگين ± انحراف معيار معني داري سطح

  
841/0  

  
624/395 ± 250/508 

913/085 ± 654/305  
002/443 ± 540/827  

  كنترل
3 

8  
12 

  
592/0  

  
496/116 ± 625  

878/504 ± 842/708   
967/106 ± 042/686  

50  PPm  
3 

8  
12 

  
337/0  

  
486/243 ± 625  

450/133 ± 465/968  
645/301 ± 335/705  

100  PPm  
3 

8  
12 

  
112/0 

  
455/231 ± 575  

074/167 ± 505/1045  
840/237 ± 650/618 

200  PPm  
3 

8  
12 

  
098/0  

  
205/338 ± 275/600  
691/151 ± 542/960  
647/353 ± 950/627  

400  PPm  
3 

8  
12 

  
فـت عضـله اسـكلتي    با ي هيسـتولوژيك در بررس

بـه   شاهد به هم ريختن نظم هسته ها و فيبرهـا بـوديم  
 نقاط زيادياز هم باز شده اما در  كه فيبرها كاملاًطوري 

 ،ها كـه مخطـط شـدن عرضـي باشـد      ساختمان ميوفيبريل
  ).1شماره  تصوير( خيلي آسيب نديد
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 گـروه  در اسـكلتي  عضـله  بافـت  طـولي  برش مقايسه :1تصوير شماره 
  )B( PPm 400 دوز با شده تيمار با گروه) A( كنترل

  

  بحث
دهد كه در هيچ  نتايج حاصل از اين تحقيق نشان مي

هاي  داري بين گروه يتفاوت معن ها زمانيك از دوزها و 
 PPm 400تيمار و گروه كنترل وجود نـدارد امـا در دوز   

هاي  ثير بافتي بر عضلات رتأنقره بيشترين ت نانوذراتاز 
با توجه بـه تغييـر خـواص    ). 1 شماره تصوير( نر ديده شد

تـوان   بـا تغييـر شـكل و دوز مـي     نـانو ذرات فيزيولوژيك 
نـانو  نتيجه گرفت در اين تحقيق احتمال به هـم چسـبيدن   

 ،نقره در داخل بدن و تشكيل بالك وجـود داشـته   تذرا
همكـاران   و Da Silva Paula .از اثرات آن كاسته اسـت 

ثير نـانوذرات نقـره   أبا انجام آزمايشاتي مبني بر ت )2009(
رات نقـره بـا   ذ د كه نـانو دننشان دا بر آنزيم كراتين كيناز

 فعاليـت  باعث مهار گرم بر ليتر ميلي 50 و 25 ، 10غلظت 
 فعاليت مهار ودرصد  40تا 35مغز به اندازه  كيناز ينكرات

درصـد   55 تـا  35بـه انـدازه    كراتين كيناز عضله اسكلتي
 .)5(ثير قرار نگرفـت أشود اما كراتين كيناز قلب تحت ت مي

 PPm 400 و 200 ،100، 50هـاي   اما در اين مطالعه غلظت
تـوان   ثيري بر ميزان فعاليت اين آنزيم نداشـت لـذا مـي   أت

ذرات نقره بـا افـزايش غلظـت     ثير نانوأجه گرفت كه تنتي
مشـاهدات خـود    در Da Silva Paula. يابـد  كـاهش مـي  
ــي ــانو  پيشــنهاد م ــد كــه ممكــن اســت ن ــا  ذرات كن ــره ب نق

هاي مختلـف   هاي متنوعي باعث آسيب به سلول مكانيسم
ــوند ــي . )6(ش ــاران Abdreاز طرف ــان  )2006( و همك نش

يونيزاسيون، شـكل، انـدازه   دادند بسياري پارامترها شامل 
ثر ؤمــ نــانوذراتو ســاختار كريســتالي در توزيــع ســميت 

نانومتر  4ذرات نقره كروي با قطر  در نتيجه نانو. باشند مي
شود  موجب تغيير در ميزان آنزيم فسفوكراتين كيناز نمي

 اما از طرفي مطالعات بـافتي بيشـترين تغييـرات را در دوز   
400 PPm هـوم كـه بيشـترين تغييـر     نشان دادند، بدين مف

. )13(نقره بـوده اسـت   نانو ذراتدوز از  نيدر بالاتربافتي 
Almofti  پيشنهاد دادند كـه بـه نظـر     )2003(و همكاران

ميتوكنـدري   ءنقره باعث تغييرات غشا نانو ذراترسد  مي
ــا گــروه تيــول در غشــا  داخلــي آن  ءاز طريــق واكــنش ب

نـانو  انـد كـه    همچنين تحقيقات اخير نشان داده. شوند مي
ثيرات ضد ميكروبـي خـود را نيـز از طريـق     أنقره ت ذرات

. )14(كننـد  اعمال مي ها نيپروتئهاي تيول  واكنش با گروه
ممكـن اسـت بـه    همچنين كاهش فعاليـت كـراتين كينـاز    

. منجـر شـود   آسيب هومئوستازي انـرژي و مـرگ سـلولي   
در روزهــاي مختلــف ميــانگين  2مطــابق جــدول شــماره 

ين كيناز افزايش دارد كه اين افزايش از نظر فعاليت كرات
ثير، از أدليل ايـن عـدم ت ـ   احتمالاًدار نيست؛  آماري معني

هـاي بـالا بـه علـت      دست دادن خاصـيت نـانو در غلظـت   
چسبيدن اين ذرات بـه يكـديگر پـس از هشـت روز و از     

بـدن مـوش در روز    هـا در  آندست دادن خواص نانويي 
 تكنولوژي در دنياي امـروز گسترش نانو .باشد دوازدهم مي

پوشيده نيست بنابراين تعميم نتـايج ايـن مطالعـه     يبر كس
تواند در انسان در زمينه پزشـكي مـورد اسـتفاده قـرار      مي

از  PPm 400 در اين تحقيق تغييرات بافتي در دوز. گيرد
 شباهتبا توجه به . هاي نر رخ داد نانو ذرات نقره در رت

موش و انسان بـه يكـديگر   هاي داخلي و سلولي  مكانيسم
احتمال تغييرات مشـابهي در ايـن زمينـه بـراي انسـان نيـز       

  نقـره در   نـانو ذرات با توجه به كاربرد وسـيع  . وجود دارد
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صنايع و محصولات مختلف در دنيا و در كشور ما لـزوم  

و دوزهــاي  هــا غلظــتفيزيولوژيــك در انجــام مطالعــات 
هـاي مغـزي،    مو بررسي ايـزو آنـزي   اتمتفاوت از نانو ذر

اي به همراه بررسي تغييرات بافتي در مـدت   قلبي و عضله
  .شود تر پيشنهاد مي زمان طولاني

  

  سپاسگزاري
ايــن مطالعــه حاصــل طــرح تحقيقــاتي و پايــان نامــه  

دانشجوي كارشناسـي ارشـد فيزيولـوژي    كارشناسي ارشد 
زحمـات سـركار خـانم    از بـدين وسـيله   . باشد جانوري مي

س آزمايشگاه هشت بهشـت اصـفهان   دكتر منجمي و رئي
  .شود و قدرداني ميآقاي دكتر آقاي قزويني تشكر 
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