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  اثر ضد ليشمانيايي ذرات نقره
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 مقدمه     

بيماري مهم عفـوني در جهـان معرفـي شـده اسـت كـه        6يكي از ليشمانيوز 
ايـن بيمـاري توسـط     1.گرددهاي مختلف جنس ليشمانيا ايجاد ميتوسط گونه

سـبب تشـكيل    يابـد و نيش پشه خاكي از جنس فلبوتوموس به انسان انتقال مي
هـاي ليشـمانيا در   گونه 2.گرددپوستي، مخاطي و يا احشايي مي ؛هاي بالينيفرم
كشور در دنيـاي   66و  كشور در دنياي جديد 22ز آن جمله اجهان  كشور 88

 3،1.اندميليون نفر را آلوده نموده 12قديم اندميك هستند كه جمعيتي معادل 

مطالعات متعدد نشان داده است كه ليشمانيوز پوستي در ايران و جهان رو 
مقاومت بر عليه هاي اخير به دليل ظهور چنين در سالهم. به افزايش است

درمان  باشند،موان ميداروهاي استانداردكه عمدتاً تركيبات پنج ظرفيتي آنتي
گزارشات پزشكان معالج . هاي فراواني مواجه شده استبا دشواري ليشمانيوز

باشد، به عدم بهبودي و يا تاثير نامناسب داروها در بيماران مي ،حاكي از عود
بر روي بيماراني كه به آمريكاي كاران و هم Lamidiي طوري كه مطالعه

با وجود مراقبت ويژه و درمان با سديم  دادلاتين برگشته بودند، نشان 
در بيشتر نقاط  4.است درصد 25استيبوگلوكانات ميزان عود بيماري حداقل 

) پنتوستام(و سديم استيبوگلوكانات ) گلوكانتيم(مونات جهان مگلومين آنتي
شوند اما طي چند سال اخير خابي اول مصرف ميبه عنوان داروهاي انت

كاهش يافته است و در حال  درصد 20-50اثربخشي اين داروها به ميزان 
 5،6.رودهاي مقاوم يكي از معضلات اصلي درمان به شمار ميحاضر ظهور فرم
هاي مقاوم منجر به معرفي عوامل ضد ليشمانيايي جديد نظير پيدايش سويه

، كتوكونازول، پارومومايسين و ساير تركيبات Bميلتفوسين، آمفوتريسين 
كدام از اين داروها بدون اثرات جانبي در عين حال هيچ. شيميايي شده است

شان حتي بعد از چنين سميت اين عوامل و پايداري اثرات جانبيهم 7.نيستند
از  .باشدمي هااصلاح ميزان دوز و درمان طولاني مدت از جمله نقايص آن

هاي سنگين و ي به دليل هزينهيها به ويژه در مناطق روستاطرفي اين درمان
بنابراين استفاده از تركيبات جديد كه  4.باشدعدم دسترسي به آن مناسب نمي

نانوسيلورها يك سري . رسدباشند، ضروري به نظرميفاقد اين معايب مي
در حال حاضر در علم  8.باشندميهاي متفاوت اجزاء فلزي با خواص و اندازه

نانوتكنولوژي از ذرات نقره جهت از بين بردن طيف وسيعي از 
چنين هم 9،10.شودها استفاده ميها و قارچها از جمله باكتريميكروارگانيسم

هاي ليشمانيا مكزيكانا اخيراً اثر اين ذرات بر روي پروماستيگوت
)L.mexicana (در ايران نيز تاثير ذرات  11.تبررسي قرار گرفته اس مورد

بررسي  L.majorنقره در درمان ليشمانيوز پوستي بومي ايجاد شده توسط 
گير و پر زحمت است بر خلاف روش شمارش مستقيم كه وقت 12.شده است

هاي روش 13،و امكان خطا در شمارش انگل در زير ميكروسكوپ وجود دارد
رشد و زنده بودن سلول بر كه جهت بررسي ) (colorimetryسنجي رنگ

كه شوند، فوايد زيادي دارند از جمله اينهاي ميكروتيتر انجام ميروي پليت
باشند و ها، علاوه بر سهولت انجام و ارزاني، سريع و قابل اعتماد مياين روش

خطر و مطمئن چنين فاقد هرگونه ماده راديو ايزوتوپ هستند، از اين رو بيهم

  چكيده
هدف از اين تحقيق تعيين . شودها استفاده ميعلم نانوتكنولوژي از ذرات نقره جهت از بين بردن طيف وسيعي از ميكروارگانيسمدر حال حاضر در  :زمينه و هدف

 .باشدسنجي ميهاي ليشمانيا تروپيكا با استفاده از روش رنگموان برروي پروماستيگوتظرفيتي آنتي 3اثر ضد ليشمانيايي ذرات نقره درمقايسه با تركيب 

درصد سرم جنين  10حاوي  RPMI-1640در محيط كشت  (Leishmania tropica)هاي ليشمانيا تروپيكا پروماستيگوتدر اين مطالعه تجربي  :كارروش واد وم
 3مقايسه با تركيب  هاي مختلف نانوسيلور در، تاثير غلظتMTTسنجي و با استفاده از روش رنگ ندكشت داده شد Cο1±24بيوتيك در دماي و آنتي (FCS)گوساله 

به محصول رنگي فورمازان توسط انگل، ) MTT(ميزان جذب نوري رنگ حاصله از احياء نمك تترازوليوم . ، مورد بررسي قرارگرفت)تارتارامتيك(ظرفيتي آنتيموان 
  . محاسبه گرديد) درصد غلظت مهاركننده IC50 )50ريدر، سنجيده شد و مقدار  وسيله دستگاه الايزابه

خوب  ذرات نانوسيلور اثرات نسبتاً. آزمايشگاهي مهار كردند هاي ليشمانيا تروپيكا را در شرايطدو رشد پروماستيگوت ذرات نقره و داروي تارتارامتيك هر :هاهيافت
 و نانوسيلور µg/ml 3/5تارتارامتيك برابر با IC50  چنين ميزانهم). p>001/0(باشد ميضد ليشمانيايي از خود نشان دادند كه البته در مقايسه با داروي كنترل كمتر 

µg/ml 9/14 محاسبه شد.  
تـاثير ايـن    ، لزوم انجام آزمايشـات بيشـتري بـراي ارزيـابي    ندتني اثرات ضد ليشمانيايي خوبي از خود نشان دادي كه ذرات نقره به صورت برونيجااز آن :گيرينتيجه
 ]8-12 ):7(13 ;1390م ت ع پ ز، [.شودهاي داوطلب، احساس ميانسان يا روي انگل ليشمانيا در مدل حيواني و دارو بر

 سنجيليشمانيا تروپيكا، ذرات نقره، روش رنگ: هاكليدواژه

 13/4/89:  مقاله تاريخ دريافت

 21/1/90:  تاريخ پذيرش مقاله
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-MMT(tetrazolium salt)(3-(4,5سنجي رنگ روش 14،7-16.هستند

dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)  يك روش
معرفي  Mosmannتوسط  1983نيمه خودكار است كه اولين بار در سال 

طور وسيعي جهت بررسي رشد و زنده بودن هاين روش ب 7،14.شد
لذا تعيين اثر ضد ليشمانيايي  17.رودكار ميههاي ليشمانيا بپروماستيگوت

به  In-vitroهاي ليشمانيا تروپيكا در شرايط ذرات نقره بر روي پروماستيگوت
  . عنوان هدف اصلي اين پژوهش مد نظر قرار گرفت

  كارروش 
اين تحقيق به روش تجربي بر روي انگل ليشمانيا تروپيكا تهيه شده از مركز 

جذام وابسته به دانشگاه علوم پزشكي هاي پوست و آموزش و پژوهش بيماري
  .تهران، انجام شد

بـه فلاسـك    هاي ليشمانيا تروپيكـا پروماستيگوت: سازي انگلتهيه و آماده 
حـاوي   )1640RPMI-)Gibco-BRL ليتري داراي محيط كشـت ميلي 25
كه قبلاً كمپلمان آن در دمـاي  ) Gibco-BRL( سرم جنين گاوي درصد 10
Cο56  دقيقـه غيـر فعـال شـده و حـاوي       30به مدتIU/ml 100  سـيلين  پنـي
 بـــود منتقـــل و در دمـــاي  (Gibco-BRL)استرپتومايســـين µg/ml 100و

oC1±24 كشت داده شد .  
ي كـه در  يهـا با اسـتفاده از لام نئوبـار تعـداد پروماسـتيگوت     :شمارش انگل

 )(stationary–phaseبـه فـاز ثابـت رشـد      RPMI-1640محيط كشـت  
سـلول تنظـيم    ml/105×5 بـه تعـداد   رسيدند در زير ميكروسكوپ شـمارش و 

  . گرديد
در اين بررسي همانند مطالعات مشابه از داروي تارتارامتيك  :داروي كنترل

(Tartar emetic)      روي  العـاده آن بـر  به عنوان كنتـرل بـه دليـل تـاثير فـوق
ايـن   18،19.ه شـد هاي ليشمانيا تروپيكا در محـيط كشـت، اسـتفاد   پروماستيگوت

 Merckظرفيتي است كه به صـورت پـودر از شـركت     3دارو يك آنتيموان 
  : باشدآلمان تهيه شده و داراي فرمول زير مي

(Potassium antimony(III) oxide tartrate C4yH4KO7Sb 0/5H20>%99 
hemihydrates) 

ــر  :MTTروش  ــابي اثــرات نانوســيلور و داروي كنتــرل ب ــراي ارزي روي  ب
ايـن  . اسـتفاده شـد   MTT روش هاي انگل ليشمانيا تروپيكـا از پروماستيگوت

ســـنجي اســـت كـــه طـــي آن نمـــك تترازوليـــوم  روش يـــك روش رنـــگ
(Tetrazolium salt) MTT  يك محصول رنگـي فورمـازان نـامحلول    به

توسـط فعاليـت آنـزيم سوكسـينات      ،اين واكنش احيـاء  13-17،15.شودتبديل مي
كـه بـه عنـوان شـاخص     13،14،20شـود دهيدروژناز ميتوكندريايي انگل انجام مـي 

بـراي   13.رودكـارمي هي بيرشد و زنده بودن پروماستيگوت در برابر پاسخ دارو
ــول  ــه محل ــدار   MTTتهي ــودر  mg 5مق ــول  ml 1در MTTپ  PBSمحل

اضــافه كــردن . گيــردمــيحــل و مــورد اســتفاده قــرار ) ml/ mg5( اســتريل
تروپيكـا موجـود در    هاي ليشـمانيا از پروماستيگوت :پروماستيگوت ها به پليت

بـه   Stationary phase در فـاز ثابـت رشـد    RPMI-1640محيط كشت 
برداشته و به هر چاهك پليت به صورت مضاعف اضافه شد بـه   µl 100ميزان 

  .پروماستيگوت قرار گرفت 5×105 نحوي كه در هر چاهك

ايـران بـا انـدازه     وسيله كارخانه نانوسـيد هنانوسيلور ب: تهيه محلول نانوسيلور
  .نانومتر توليد و در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفت 90-110ذرات 

از نانوسيلور و داروي كنترل كه بـه   :اضافه كردن داروي نانوسيلور به پليت
تهيـه شـده    µg/ml 4000،2000،1000،500،250،125هـاي  ترتيب در غلظت
اي بـه صـورت مضـاعف    خانـه  96هاي پليت به چاهك µl 10بودند، به ميزان 
بـه ايـن صـورت    . نيز استفاده شد) بلانك(علاوه براين از شاهد . اضافه گرديد

محيط كشت فاقد پروماستيگوت و يا  µl 100كه در يك چاهك پليت، فقط 
هاي انگل پروماستيگوتچنين به دو چاهك ديگر فقط هم. دارو اضافه گرديد

ها خارج شده ساعت انكوباسيون، پليت 72به عنوان كنترل اضافه شد و بعد از 
) MTT )mg/ml5حجم هر چاهك از محلول ذخيـره   درصد 10و به ميزان 

محـيط   µl100چاهك كنترل منفـي حـاوي   . كه قبلاًتهيه شده بود، ريخته شد
سـاعت   3-4ها به مدت پليت. باشدمي MTTاز محلول  µl 10كشت و فقط 

هــا از انكوباســيون بيــرون و ســپس پليــت انكوبــه شــدند، oC1±24در دمــاي 
بـه   µl 100هاي فورمازان با حجمي معادل محيط كشت اوليـه يعنـي   كريستال

نرمـال   درصـد  1اسيد كلريـدريك  (هر چاهك از محلول ايزوپروپانل اسيدي 
رنـگ حاصـله در    جهت حل كردن رنـگ، افـزوده و  ) در ايزوپروپانل خالص

با استفاده ازدستگاه الايزاريدر قرائت شد و جذب نوري  490-630طول موج 
 (Inhibitory Concentration50%)دست آمده براي تعيـين ميـزان   هب

IC50 ،  ارگانيسـم جلـوگيري   درصـد   50معادل غلظتي از عصاره كه از رشد
ريـدر و جـذب    الايزاچنين با استفاده از دستگاه هم 21.محاسبه گرديد ،كندمي

در اين بررسي ازآزمون آمـاري   .محاسبه گرديد IC50ميزان  ، )OD(نوري 
Two-way ANOVA     ــطح ــوري، س ــذب ن ــانگين ج ــه مي ــراي مقايس       ب

نـرم افـزار   . اسـتفاده شـد   درصد CI(95(و فاصله اطمينان  p>05/0داري معني
Minitab-15 گرفتها مورد استفاده قراربراي تجزيه وتحليل داده .  

  هايافته
ــا داروي       ــه ب ــره در مقايس ــمانيايي ذرات نق ــد ليش ــر ض ــه اث ــن مطالع در اي

 1نمـودار   تغييرات جـذب نـوري در  . تارتارامتيك به عنوان كنترل بررسي شد
   .نشان داده شد

 
مقايسه ميانگين جذب نوري ذرات نقره و داروي كنترل بر روي  - 1نمودار 

  تروپيكاهاي ليشمانيا پروماستيگوت
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هاي ليشـمانيا تروپيكـا را   هاي مختلف نانوسيلورها رشد پروماستيگوترقت
تـري ازخـود نشـان داد،    هاي بالاتر اثر قويكه در غلظتطوريهمختل نمود، ب

نگرديد ولـي ميـانگين    مشاهدهها داري بين آنگرچه هيچ گونه اختلاف معني
ــي    ــاري معن ــرل از نظــر آم ــره و داروي كنت ــوري ذرات نق دار اســت جــذب ن

)001/0<p .(چنين در روشهم MTT ،IC50 نانوسيلور و داروي كنترل بر 
 3/5و µg/ml 9/14هاي انگل ليشمانيا تروپيكا به ترتيـب  روي پروماستيگوت

  .دست آمدهب
 بحث

ه ذرات نقره داراي اثرات ضد ليشـمانيايي  يافته هاي اين مطالعه نشان داد ك
     فلــزي بــا ينانوســيلورها يــك ســري اجــزا .بــه صــورت بــرون تنــي مــي باشــد

امروزه از ذرات نقره جهت از بـين بـردن طيـف     8.باشندهاي متفاوت مياندازه
ي كـه در حـال   يهـا آزمـايش  9،10.شـود ها استفاده ميوسيعي از ميكروارگانيسم

 ــحاضــرجهت بررســي  ــرده مــي هداروهــاي ليشــمانيايي ب شــوند، داراي كــار ب
 22.باشندها ميگير بودن آنهاي فراواني از جمله، خطرناك و وقتمحدوديت

هــاي ليشــمانيا تــاكنون پروماســتيگوت) viability(بــراي تعيــين زنــده بــودن 
هـاي زنـده،   شمارش سـلول : چندين روش ابداع و معرفي شده است كه شامل

   16.باشـد نزيمي و واكـنش احيـاي نمـك تترازوليـوم مـي     آگيري فعاليت اندازه

كه ) تارتارامتيك(چنين نشان داده شده است كه پتاسيم آنتيموان تارتارات هم
 بـر ) گلوكـانتيم (مونـات  موان است نسبت به مگلومين آنتيظرفيتي آنتي 3فرم 

ــوثرتر مــي  روي مراحــل پروماســتيگوت و  غلظــت 18،19.باشــدآماســتيگوت م
µg/ml2       داروهاي كنترل كه بهترين پـايش را در مهـار رشـد انگـل ليشـمانيا

بررسي تاثير . تروپيكا از خود نشان داد، به عنوان ملاك مقايسه انتخاب گرديد

داروي نانوسيلور در مقايسه با داروي كنترل نشان داد كه ميانگين جذب نوري 
ــي   ــاري معن ــر آم ــرل از نظ ــن عصــاره و داروي كنت        ).>001/0p(ر اســت دااي

روي  نانوســـيلور و داروي كنتـــرل بـــر MTT، IC50 چنـــين در روشهـــم
    3/5 و µg/ml 9/14هـاي انگـل ليشـمانيا تروپيكـا، بـه ترتيـب       پروماستيگوت

  دست آمد كه نشان دهنـده تـاثير كمتـر نانوسـيلور نسـبت بـه داروي كنتـرل        هب
عنـوان داروي كنتـرل در ايـن مطالعـه     انتخاب داروي تارتارامتيك به . باشدمي

موان از تـاثير  گيرانه بوده است و در مقايسه با اغلب تركيبات آنتيبسيار سخت
استفاده تارتارامتيـك در درمـان ليشـمانيوز بـه دليـل       3.بيشتري برخوردار است

از طرفي يكي از معدود مطالعات انجام . باشدعوارض جانبي شديد محدود مي
ذرات نقره بر روي ليشمانيا، مطالعه محبعلـي و همكـاران    شده در خصوص اثر

هاي مختلف بـر روي ليشـمانيا مـاژور بـه صـورت بـرون تنـي بـوده         در غلظت
دهد كه ذرات نقره تـاثير  هاي حاصل از مطالعه مذكور نشان ميو يافته 12است

قابل ملاحظه آماري بر روي مراحـل مختلـف ارگانيسـم از خـود نشـان نـداده       
هـاي  سويي نتايج مطالعه حاضـر بـه لحـاظ اسـتفاده از محـيط كشـت      از . است

جـا  از آن .باشـد حاوي پروماستيگوت قابل قياس با نتايج كار فوق الـذكر نمـي  
كه ذرات نقره به صورت برون تني اثرات ضد ليشمانيايي خوبي از خود نشـان  

بـر روي  داده است، لزوم انجام آزمايشات بيشتري براي ارزيابي تاثير اين دارو 
  . شودهاي داوطلب، احساس ميانگل ليشمانيا در مدل حيواني و انسان

  سپاسگزاري 
بدين وسيله از حوزه معاونت پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي كرمان به دليل  

 .شودتشكر و قدرداني مي 175/87 تامين اعتبار اين طرح به شماره
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Anti-leishmanial effect of nanosilver solutions on Leishmania tropica 
promastigotes by in-vitro assay  

 
Ahmad Khosravi, 1 Iraj Sharifi, 2 Mohammad Barati, 3 Mahdi Zarean, 4 Marayam Hakimi-Parizi5  

 
 

 

Background: At present, nanosilver particles are used against a broad spectrum of microbial agents. The objective of this 

study was to evaluate the anti-leishmanial effect of nanosilver solutions on L. tropica promastigotes as compared with 

the trivalent antimony compound by colorimetric assay. 

Materials and Method: Promastigots of L. tropica were cultured in RPMI-1640 consisting of 10% fetal calf serum 
(FCS) and antibiotics at 24±10C. The effect of various concentrations of nanosilver solutions was evaluated in 
comparison with tartar emetic. Optical density as the result of tetrazolium salts (MTT) reduction by the promastigotes 
into a formozan product and it was calculated by Elisa reader and IC50 (50% inhibitory concentration), subsequently. 

Results: Both, nanosilver particles and tartar emetic inhibited the growth of L. tropica promastigotes. The IC50 for 
nanosilver solutions was significantly higher (14.9 µg/mL) than the corresponding value (5.3 µg/mL) for the control 
drug (p<0.001).  

Conclusion: Since nanosilver particles showed an effective anti-leishmanial activity, further works are required to 
evaluate the effect in animal model or human volunteers. [ZJRMS, 2011; 13(7): 8-12] 

 
Keywords: Leishmania tropica, nanosilver particles, colorimetric assay      
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