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Background: Titanium dioxide (TiO2) nanoparticles (NPs) activated by ultraviolent light 
(UV) have been recently proposed as a nano-photosensitizer (PS) for cancer therapy. 
However, because adverse effects of UV light, other dopped-TiO2 NPs with ability of 
activation by safe light sources, such as visible light, have been recommended for 
photodynamic therapy (PDT) purposes. The aim of this study is to evaluate effects of 
photodynamic N-TiO2 NPs in MCF-7 cell line as human epithelial breast cancer cell line. 
Methods: MCF-7 cells were treated with different concentrations of N-TiO2 NPs and a 
visible light source was used for their photocatalytic activation. Trypan blue staining was 
performed to investigate the rate of cell viability and cell growth at 24h and 48h upon 
irradiation. Acridine Orange/Ethidium Bromide (AO/EtBr) staining and deoxyribonucleic 
acid (DNA)-laddering assay were used for detecting the mode of cell death. 
Results: Treatment of MCF-7 cells with N-TiO2 NPs, up to 100 µg/ml was inert and did 
not significantly affect growth and viability. However, with the increasing at 
concentrations of NP, the rate of cell death increased considerably upon visible-light 
irradiation. The AO/EtBr double staining and DNA-ladder assay showed that the mode of 
cell death induced by photodynamic N-TiO2 NPs is mostly through apoptosis. 
Conclusion: N-TiO2 NPs in conjugation with visible-light may be proposed as a safe 
approach for PDT of breast cancer cells. 
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در  شده با نيتروژن كسيد دوپهاديتيتانيوم  نانوذرات تأثيرات بررسي
  سرطان پستان  MCF-7يها سلولتراپي  فتوديناميك

  
 

            1/8/96: پذيرش ؛ تاريخ 9/7/96: مقاله دريافت تاريخ

 با قابليت فعاليت نوري تحـت نـور فـرا بـنفش بـه عنـوان يـك       ) TiO2(اكسيد اخيرا، نانوذرات تيتانيوم دي: زمينه و هدف
بنفش حال، به علت مضرات پرتوهاي فرابااين. اندبراي سرطان پيشنهاد شده) nano-photosensitizer(نانوحساسگر نوري 
 تراپـي تري مثل نور مرئي براي فتوديناميكبا توانايي فعال شدن با منبع نور ايمن TiO2ي ديگري برپايه نانوذرات ارتقا يافته

)photodynamic therapy ( اكسـيد  هدف از اين مطالعه ارزيابي اثرات فوتوديناميك نانوذرات تيتـانيوم دي . اندشدهتوصيه
  .باشدي اپيتليالي سرطان پستان انساني ميها سلولبه عنوان  MCF-7سلولي  بر رده) N-TiO2(دوپه شده با نيتروژن 

ر شده و به منظور تحريـك فعاليـت   تيما N-TiO2هاي مختلف از نانوذرات با غلظت MCF-7ي ها سلول: ها مواد و روش
آزمون دفع رنگ تريپان بلو براي بررسي ميزان زيستايي و رشد . فتوكاتاليكي، تحت تابش با يك منبع نور مرئي قرار گرفتند

و آزمـون  ) AO/EtBr(اتيـديوم برومايـد   /آميزي آكريدين اورنج رنگ. ساعت پس از تابش نور انجام شد 48و  24سلولي، 
  .براي تشخيص نوع مرگ سلولي استفاده شد DNAن قطعه قطعه شد

تأثير قابـل تـوجهي روي رشـد و زيسـتايي      μg/ml100تا غلظت  N-TiO2با نانوذرات  MCF-7ي ها سلولتيمار : ها يافته
. كه در حضور نور مرئي با افزايش غلظـت، ميـزان مـرگ سـلولي بـه طـور قابـل تـوجهي افـزايش يافـت          درحالي. نداشت
 N-TiO2نشان داد كه نوع مرگ سلولي القا شده توسط نـانوذرات   DNAو آزمون قطعه قطعه شدن  AO/EtBrآميزي  رنگ

  .از طريق آپوپتوز است عمدتاً PDTبر اساس 
تراپـي   تواننـد بـه عنـوان يـك نانوحساسـگر ايمـن در فتوديناميـك       همراه با نور مرئي مـي  N-TiO2نانوذرات : گيري نتيجه
  .هاد شودي سرطاني پستان پيشنها سلول

  
  آپوپتوز، سرطان پستان، نانوذرات، دوپه كردن با نيتروژن، تيتانيوم دياكسيد: كليدي كلمات
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  مقدمه
سرطان يك مشكل اساسي در ايران و ديگـر كشـورهاي جهـان    

ميليـون   2/2ميليون مورد جديد سـرطان و   14به طور تقريبي . است
. 1افتـد  ق مـي مرگ ناشي از سرطان ساليانه به صـورت جهـاني اتفـا   

سرطان پستان دومين سرطان رايج بعد از سرطان ريـه در بـين زنـان    
طور ميزان شيوع و نرخ مـرگ و ميـر ناشـي از    همين.باشدايراني مي

رغم وجود راهكارهاي درماني سرطان پستان در بين زنان ايراني علي
درمـاني، پرتودرمـاني،   جراحي، شـيمي . 2بيشمار رو به افزايش است 

-تـرين روش درماني و يا تركيب اين موارد از جمله معمول هورمون

هاي درماني سرطان پستان هستند كـه بـه دليـل اختصاصـي نبـودن،      
كننـد؛ همچنـين باعـث متاسـتاز،     عوارض جانبي شديدي ايجاد مـي 

شـوند  بازگشت تومور و ايجاد تومورهاي ثانويه در بافت پستان مـي 
ي رسـاندن دارو بـه بافـت    بنابراين ضرورت ايجاد سيستمي بـرا . 2-7

نـانوتكنولوژي يـك   . شودتوموري بدون عوارض جانبي احساس مي
-اي در زمينهشاخه به سرعت در حال رشد است كه به طور گسترده

هاي مختلف از جمله پزشكي مورد توجه قرار گرفته است و نشـان  
شـان  العـاده هـاي فـوق  داده شده است كه نانوذرات به واسطه ويژگي

زه كوچك و نسبت بالاي سطح به حجـم، قـادر بـه كـاهش     مثل اندا
. 8-11، 5هاي معمول سرطان هسـتند  موانع موجود در استفاده از درمان

هـايي از قبيـل   بـه دليـل ويژگـي   ) TiO2(اكسيدنانوذرات تيتانيوم دي
پـايين و پايـداري    العـاده، هزينـه  غيرسمي بودن، جذب نوري فـوق 

هـاي مختلفـي از جملـه    ر زمينـه اي دشيميايي بـالا بـه طورگسـترده   
يك نيمه رسانا است كـه   TiO2. 12اند پزشكي مورد توجه قرار گرفته

ي سرطاني به دليـل  ها سلولبخشي را در كشندگي نوري  نتايج نويد
اثـرات   TiO2. 13-22، 7اش نشـان داده اسـت   العاده فعاليت نوري فوق

تراپـي   خود بر روي مرگ سـلولي را در فراينـدي كـه فتوديناميـك    
)PDT (كند كـه شـامل تعامـل مشـترك نـور،       شود، القا مي ناميده مي

حفره است كـه منجـر بـه     -و جفت الكترون) PS(گر نوري  حساس
و در نتيجه سبب مرگ سلولي ) ROS(هاي اكسيژن فعال ايجاد گونه

ارزان،  TiO2 24، 23.شـود  از طريق آپوپتـوز، نكـروز يـا اتوفـاژي مـي     
پايـداري بـالا در محلـول اسـت، امـا تنهـا       زيست سازگار  و داراي 

مشكل اساسي در كاربرد درماني اين نانوذره انـرژي بـالاي شـكاف    
رسانا  شود اين نيمه است كه باعث مي) الكترون ولت 2/3(پيوند آن 

از . 26، 25اثرات خود را القا كنـد  ) UV(تحت تابش نور ماوراء بنفش 
نـرژي شـكاف پيونـد    رو، راهكارهاي جديدي به منظور كاهش ااين

. اين نانوذره و فعاليتش در حضور نور مرئي به كار گرفته شده است
ها دستاورد مهمي در كـاهش انـرژي   ها يا آنيوندوپه كردن با كاتيون

احتمال تشكيل مراكز نوتركيبي . 27است  TiO2شكاف باند نانوذرات 
 ـ  Asahi. 26ها است ها كمتر از كاتيونتوسط آنيون راي و همكـاران ب

-N(اكسـيد دوپـه شـده بـا نيتـروژن      اولين بار نانوذرات تيتانيوم دي

TiO2 ( را سنتز كردند و نشان دادند كه نيتروژن)N (  نسبت به ديگـر
به ميزان بيشـتري قـادر بـه    ) كربن، فلوئور، فسفر و گوگرد(ها  آنيون

با توجـه بـه   . 28باشد مي TiO2كاهش انرژي شكاف پيوند نانوذرات 
هاي موجود در درمان سـرطان پسـتان و از   كامل درمان عدم موفقيت

-Nطرفي فقدان مطالعه جامع و كاملي پيرامـون تـاثيرات نـانوذرات    

TiO2  ي سـرطان پسـتان،   ها سلولبر روي مهار رشد و مرگ سلولي
اكسـيد  هدف از اين مطالعه بررسي تـاثيرات نـانوذرات تيتـانيوم دي   

-ني كه با نور مرئـي فعـال مـي   دوپه شده با نيتروژن به تنهايي يا زما

 MCF-7ي هـا  سـلول شوند، بر كاهش ميزان زيستايي و مرگ سلولي 
  .ي اپيتليال سرطان پستان انساني استها سلولبه عنوان 

  
  ها مواد و روش

  .آزمايشگاهي بوده است -اين مطالعه از نوع تجربي
  

  مواد
 Biosera )Eastتهيـه شـده از شـركت     DMEMمحـيط كشـت   

Sussex, UK(،   ــاوي ــين گ ــرم جن ــو،  )FBS(س ــان بل ــگ تريپ ، رن
و ) AO/EtBr(اتيـديوم برومايـد  /، آكريدين اورنـج )Tris-HCl(تريس

از شركت سيگما آمريكـا  ) EDTA(اتيلن دي آمين تترا استيك اسيد 
ــودر . تهيــه شــدند  >: Cotiox KA-100 ,anatase(خــالص  TiO2پ

 Merckو كره جنـوبي    Coteixهاي و اوره به ترتيب از شركت %)99
طور پروتئينـاز  سيلين و استرپتومايسين و همين پني. آلمان تهيه شدند

K  هـاي   فلاسـك . خريداري شـدند ) ايران-تهران(از شركت سيناژن
  .تهيه شدند) كره جنوبي( SPL Life Scienceكشت سلول از شركت 

  
  



 سرطان پستان  MCF-7هاي تراپي سلول در فتوديناميك تيتانيوم دياكسيد دوپه شده با نيتروژن نانوذرات تأثيرات بررسي                            80

 88تا  77؛ 2، شماره 7دوره ؛ 1397 بهار نشريه علمي پژوهشي دانشگاه علوم پزشكي البرز،

  روش بررسي
  N-TiO2سازي و تعيين مشخصات نانوذرات  آماده

قبلـي مـا     به طور كامل در مطالعه N-TiO2ت سازي نانوذرا آماده
در  TiO2مخلوط كردن مكـانيكي اوره بـا پـودر    . 29توضيح داده شد 

 N-TiO2منجـر بـه ايجـاد نـانوذرات      4:1فرم آناتاز در يـك نسـبت   
ايـن   و همچنـين انـدازه   N-TiO2آناتاز بـودن نـانوذرات   . 30شود  مي

 ,TEM)(CM 120(نانوذرات توسط ميكروسكوپ الكترونـي گـزاره   

Philips, Germany (ي نـانوذرات از طريـق روش   انـدازه . تاييد شد
مشـخص شـد كـه توسـط دسـتگاه      ) DLS(پراكندگي ديناميكي نور 

DLS )Zetaplus  شركتBrookhaven براي ايـن  . انجام شد) امريكا
در آب ديونيزه يا  N-TiO2از نانوذرات  mg/ml1منظور ابتدا استوك 

 1-100هـاي  سپس غلظت. تهيه شد) FBSون با يا بد(محيط كشت 
در آب ديـونيزه، محـيط    N-TiO2از نانوذرات  ليتر ميليميكروگرم بر 

بـراي   FBSحجمـي  /حجمـي  10%كشت و محيط كشت همـراه بـا   
  .تهيه شدند DLSآناليزهاي 

  
   كشت سلول
-MCFي سـلولي  ي اپيتليالي سرطان پستان انساني، ردهها سلول

در محـيط  . تهيه شـد ) انستيتو پاستور ايران(ن ، از بانك سلولي ايرا7
ســـرم جنـــين گـــاوي و  10%غنـــي شـــده بـــا  DMEMكشـــت 

ــي ــك آنت ــين   بيوتي ــاي استرپتومايس ــي) µg/ml 100(ه ــيلين  و پن س
)U/ml100 ( درصـد   5و در انكوباتور حاويCO2  و  95%، رطوبـت

ساعت، تعويض محـيط   48در ادامه بعد از . قرار گرفتند C37˚دماي 
  .هاي بعدي انجام شد اساژ به منظور انجام تستكشت و پ

  
  N-TiO2با نانوذرات  ها سلولتيمار 

رسـيدند،   80%به تـراكم   ها سلولساعت، هنگامي كه  24بعد از 
از ايــن  mg/ml 1اتــوكلاو شــد، اســتوك  N-TiO2پــودر نــانوذرات 

ساخته شـد و تحـت نوسـانات     DMEMنانوذرات در محيط كشت 
در ادامه براي حـذف تجمعـات نـانوذرات     اولتراسونيك قرار گرفت

 10، 1هـاي   به استوك نانوذرات اضافه شد و غلظت  FBSدرصد 10
ي هـا  سلولساخته شدند و براي تيمار  ليتر ميليميكروگرم بر  100و 

MCF-7 ي تيمـار  هـا  سـلول ساعت  2-4بعد از . به كار گرفته شدند

بـه  ) مرئي به عنوان منبع نور(وات  50شده تحت تابش لامپ زنون 
 400از فيلتـر   UVجهـت حـذف امـواج    . دقيقه قرار گرفتند 5مدت 

  .نانومتر استفاده شد
  

اده از آزمون دفـع رنـگ   با استف ها سلولبررسي رشد و زيستايي 
  تريپان بلو
چـاهكي   24هاي پليت سلول در هريك از چاهك 2×105تعداد 

 100و  10، 1هـاي   استريل شده با اشـعه گامـا ريختـه و بـا غلظـت     
. در دو گروه تيمار شدند N-TiO2از نانوذرات  ليتر ميليميكروگرم بر 

ساعت پس از تيمار، تحـت تـابش نـور مرئـي قـرار       2-4يك گروه 
 24 بعد از گذشـت . گرفت و يك گروه در شرايط تاريكي باقي ماند

ي هر چاهك بـا اسـتفاده از لام   ها سلولساعت از تيمار تعداد  48و 
ــگ  ــوري  هموســايتومتر و رن ــو توســط ميكروســكوپ ن ــان بل تريپ

)ZEISS, Germany ( طـور كـه   ي زنده همانها سلولشمارش شد و
  . 29قبلا گزارش شده بود مشخص شدند 

  
  ها سلولشناسي  بررسي ريخت

بعد  MCF-7ي ها سلولظور بررسي تغييرات ايجاد شده در نبه م
د شـوند، تعـدا   مهار رشـد مـي   50%هايي كه باعث  از تيمار با غلظت

چاهكي كشت داده  24هاي پليت  سلول در هريك از چاهك 2×105
 هـا  سـلول ساعت طبق شـرايط گفتـه شـده     24 شد و بعد از گذشت

تيمار شدند و بعد از گذشت مدت زمان مورد نظر، تغييرات ريخـت 
) Olympus, Japan(شناسي توسـط ميكروسـكوپ نـوري معكـوس    

  .بررسي شد
  

  كروسكوپ فلورسانسبررسي مرگ سلولي با استفاده از مي
هاي مختلف و گذشـت مـدت    با غلظت ها سلولپس از تيمار 

از سوسپانسـيون سـلولي بـا     µl20زمان مورد نظر از تيمار، مقـدار  
µl5/0   ــج ــدين اورن ــول آكري ــد روي لام  /از محل ــديوم بروماي اتي

را بـا لامـل    هـا  سلولبعد از تهيه اسمير . ميكروسكوپي مخلوط شد
  .وسكوپ فلورسنت مشاهده شدپوشانده و سپس با ميكر
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  DNAآزمون قطعه قطعه شدن 
و بـه عـلاوه،    DNAبه منظور بررسي ميزان قطعـه قطعـه شـدن    

سـلول   3×105تأييد نتايج حاصل از ميكروسكوپ فلورسنت، تعداد 
ميكروگـرم بـر    100و  10، 0هـاي  طبق شرايط ذكر شده بـا غلظـت  

 48از گذشـت   تيمـار شـدند و پـس    N-TiO2از نانوذرات  ليتر ميلي
 Tris-HCl20مـولار،  ميلي NaCl10(با بافر ليز كننده  ها سلولساعت 

% 10( SDSليـز شـدند و سـپس    ) مـولار ميلي EDTA 1مولار، لييم
 µl30ي بعــد در مرحلــه. بــه محلــول اضــافه شــد) حجمــي/وزنــي

هـا در دمـاي   به محلول حاصل اضافه شد و ميكروتيوب  Kپروتئيناز
˚C37  هاي نهايت نمونه در. روز انكوبه شدندبراي يك شبانهDNA 

حجمـي  /وزنـي  25%حجمـي گليسـرول،   /وزني%30(با بافر لودينگ 
هـاي ژل  ها در چاهكمخلوط شده و هريك از نمونه) بروموفنل بلو

 DNAبعد از انجام الكتروفورز قطعات . بارگذاري شدند 5/1%آگارز 
  .از هم جدا شده و مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند

  
  روش آماري
هاي به دست آمده از اين پژوهش حاصل دو تـا سـه    تمامي داده

افـزار   ها با استفاده از نرم بار تكرار از سه آزمايش مستقل بوده و داده
Microsoft Excel 2016  ــاري ــون آم ــورد  Student-t-testو آزم م

از نظـر   >05/0Pها بـا ارزش   تجزيه تحليل آماري قرار گرفت و داده
  .معني دار درنظر گرفته شدندآماري 

  
  ها يافته

  N-TiO2تعيين مشخصات نانوذرات 

مشخص است، مورفولـوژي نـانوذرات    1همانطور كه در شكل 
اسـت كـه منطبـق بـا آناتـاز بـودن       ) spherical(به صـورت كـروي   

نـانومتر بـه    60-80ي متوسط نانوذرات بين نانوذرات است و اندازه
 نشـان داد كـه انـدازه    DLSيزهاي همچنين آنال). 1شكل (دست آمد 

-نانوذرات هنگامي كه فقط در آب ديونيزه يا محيط كشت حل مـي 

، اين درحـالي اسـت   )951و  773به ترتيب (شوند تقريبا زياد است 
حل  10FBS%كه هنگامي كه اين نانوذرات در محيط كشت همراه با 

و بـه   يابـد نانوذرات به طور قابل توجهي كاهش مي شوند، اندازهمي
  ).1جدول (رسد مي) 22±88(حدود سايز اوليه 

  

  
تصوير ميكروسكوپ . N-TiO2تعيين مشخصات نانوذرات : 1شكل 

  N-TiO2الكتروني از نانوذرات 

  
  
  

  DLSاز طريق آناليزهاي  N-TiO2تعيين مشخصات نانوذرات  :1 جدول
  شرايط نانوذره در زمان تعيين سايز (nm)سايز نانوذره

  آب+ وذره نان 24±773
 محيط كشت+ نانوذره  55±951
  FBS    10%+محيط كشت +نانوذره 22±88
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هاي  بر روي زيستايي و رشد سلول N-TiO2تاثير نانوذرات 
MCF-7  

آزمون دفع رنگ تريپان بلو براي محاسبه تغييرات ايجاد شده در 
تحـت تـأثير نـانوذرات     MCF-7هـاي   ميزان زيستايي و رشد سلول

  .اكسيد دوپه شده با نيتروژن انجام شد م ديتيتانيو
در شرايط تـاريكي و   N-TiO2دهند كه نانوذرات  نتايج نشان مي

ساعت پس از تيمـار تـأثير چنـداني بـر روي زيسـتايي و رشـد        24
بيشـتر از  (كننـد   اعمال نمي µg/ml100تا غلظت  MCF-7هاي  سلول

ميـزان رشـد   با اين حـال،   .)الف-2نمودار(و ) الف-1نمودار) (%90
 70%ساعت پـس از تيمـار بـه     48و  µg/ml 100سلولي در غلظت 

اما در حضور نور مرئـي ميـزان زيسـتايي و    ). ب-2نمودار(رسد مي

 48كـه   طـوري  يابـد، بـه  رشد سلولي به طور قابل توجهي كاهش مي
و  10هـاي   هـا در غلظـت   ساعت پس از تيمار ميزان زيستايي سلول

درصـد   93/63و  87/67ر بـه ترتيـب بـه    ليت ميكروگرم بر ميلي 100
ها به ترتيب به ؛ و ميزان رشد سلولي در همين غلظت)ب-1نمودار(

تـوان  بنـابراين مـي  ). ب-2نمـودار (رسد درصد مي 66/39و  16/49
فعال كند  را N-TiO2نتيجه گرفت كه نور مرئي قادر است نانوذرات 

لولي و مهـار  و اثرات آنها را افزايش دهد، همچنين ميزان مـرگ س ـ 
رشد القا شده توسط اين نانوذرات وابسته به زمان و غلظت بـوده و  

ساعت پس از تيمار ميزان مهار رشد و مرگ سـلولي نسـبت بـه     48
  .يابد ميافزايش  )P>05/0(معنا داري طور  كنترل به

  

         
ساعت پـس از تيمـار،    48) ساعت پس از تيمار و ب 24) ، الفMCF-7هاي  بر روي زيستايي سلول N-TiO2بررسي تأثيرات نانوذرات  :1نمودار 

  ***P* ،01/0<P** ،001/0P>05/0 در حضور و غياب نور مرئي

       
سـاعت بعـد از تيمـار، در    ) ب( 48و ) الـف ( MCF-7 ،24ي هـا  سلولبر روي رشد  N-TiO2بررسي تغييرات القا شده توسط نانوذرات  :2نمودار 

  ***P* ،01/0<P** ،001/0P>05/0 ئيحضور و غياب نور مر
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شناسي ايجاد شده پس از تيمار با نانوذرات تغييرات ريخت
N-TiO2  

 MCF-7ي هـا  سلولبررسي تغييرات ريختشناسي يا مورفولوژي 
مهار رشـد   50%كه باعث  N-TiO2تيمار شده با غلظتي از نانوذرات 

ه شود، با استفاده از ميكروسـكوپ نـوري معكـوس نشـان دهنـد      مي
 MCF-7ي ها سلول. باشد ي تيمار شده ميها سلولتغييرات در ظاهر 

الف  -2به طور طبيعي به فرم اپيتليالي هستند، به ترتيبي كه در شكل
تغييرات ايجـاد شـده شـامل مهـار رشـد ايـن       . شود و د مشاهده مي

از شـكل طبيعـي، ماننـد وجـود      ها سلولو خارج شدن اين  ها سلول
 ها سلولتوان تغييرات ظاهري همچنين مي. باشد هاي بزرگ مي هسته

ميكروگـرم بـر    100و  10هاي  ي مرده را در غلظتها سلولو وجود 
  ).ه،و -2شكل (مشاهده كرد  ليتر ميلي

  
  
  
  

تشخيص نوع مرگ سلولي از طريق ميكروسـكوپ فلورسـنت و   
  اتيديوم برومايد/ي آكريدين اورنجآميز رنگ

شـود  و مرده جذب مي آكريدين اورنج توسط هردو سلول زنده
متصل شود رنـگ سـبز   ) DNA(اي  و اگر به نوكلئيك اسيد دو رشته

) RNA(كند، اگر به نوكلئيك اسيد تك رشته متصـل شـود   ايجاد مي
هـاي   اما اتيديوم برومايد تنها توسط سـلول . شودرنگ قرمز ايجاد مي

. كندرنگ قرمز متصاعد مي DNAشود و با اتصال به  مرده جذب مي
اي با رنگ سبز روشن يكنواخـت و  هاي زنده هسته ين رو سلولاز ا

هايي كـه در مرحلـه آپوپتـوز     رنگ هسته سلول. ساختار منظم دارند
انـد و در  ثانويه هستند و تماميـت غشـاي سـلولي را از دسـت داده    

باشند نارنجي تـا قرمـز اسـت كـه بـه علـت       مراحل آخر آپوپتوز مي
اتصال آن  با كرومـاتين متـراكم يـا     ناتواني در دفع اتيديوم برمايد و

اي يكنواخـت بـا رنـگ     هاي نكروزي هسته سلول. قطعه قطعه است
  .نارنجي يا قرمزو با ساختار متراكم دارند

  

 

  
توسـط ميكروسـكوپ نـوري معكـوس و      N-TiO2سـاعت پـس از تيمـار بـا نـانوذرات       MCF-7 ،48هـاي   شناسي سـلول  بررسي ريخت :2شكل 
) غيـاب نـور مرئـي، ج    در N-TiO2از نـانوذرات   µg/ml10تيمـار شـده بـا     MCF-7هـاي   سلول) نمونه كنترل نور نزده، ب) فال. X32نمايي بزرگ
تيمـار شـده بـا     MCF-7هـاي  سلول) در غياب نور مرئي، د   N-TiO2ليتر از نانوذرات ميكروگرم بر ميلي 100تحت تأثير غلظت  MCF-7هاي  سلول

ليتـر از   ميكروگـرم بـر ميلـي    10تحـت تـأثير غلظـت     MCF-7هاي سلول) دقيقه، ه 5تحت تابش نور مرئي به مدت و قرارگرفته N-TiO2 نانوذرات 
ليتـر از نـانوذرات    ميكروگرم بر ميلـي  100كه با  MCF-7هاي  سلول) دقيقه در معرض نور مرئي قرار گرفته است، و 5كه به مدت  N-TiO2نانوذره 
N-TiO2  يقه در معرض نور مرئي قرار گرفته استدق 5تيمار شده است و به مدت.  
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از ميكروسـكوپ   N-TiO2 براي بررسي اثرات آپوپتوزي نانوذره
). 3شـكل  (آميزي آكريـدين اورنـج اسـتفاده شـد      فلورسنت و رنگ

يي كـه در  هـا  سـلول طور كه در شكل مشـخص اسـت، تعـداد    همان
 )هـاي قرمـز   فلـش (و ثانويـه  ) هـاي آبـي   فلش(مرحله آپوپتوز اوليه 

ميكروگرم بر  100و  10هاي  هستند، در حضور نور مرئي در غلظت
  ).ه، و-3شكل(افزايش داشته است  ليتر ميلي

هاي كنتـرل نـور زده و نـور     شود، نمونه همانطور كه مشاهده مي
هـاي آپوپتـوز، نكـروز يـا اتوفـاژي را نشـان        نزده هيچ يك از نشانه

) دهـد  ن مـي ي سـالم را نشـا  هـا  سـلول هـاي سـفيد    فلش(دهند  نمي

در حضور  ليتر ميليميكروگرم بر  10در غلطت ). الف و د -3شكل(
نقـاط سـبز   (يي كه در حالت آپوپتوز اوليه هستند ها سلولنور مرئي 

يي كه در مرحلـه  ها سلولو ) هاي آبي فلش) (روشن در داخل هسته
رنـگ قرمـز يـا نـارنجي بـا      (هستند ) هاي قرمز فلش(آپوپتوز ثانويه 

DNA طور در همين). ه-3شكل (مشخص هستند ) ه شدهقطعه قطع
يي هـا  سلولدر حضور نور مرئي  ليتر ميليميكروگرم بر  100غلظت 

هستند به ميزان كمتر و ) هاي آبي فلش(ي آپوپتوز اوليه كه در مرحله
هسـتند  ) هـاي قرمـز   فلش(ي آپوپتوز ثانويه يي كه در مرحلهها سلول

  ).و-3شكل (شند با به ميزان بيشتر، قابل مشاهده مي
  
  

  
  

سـاعت پـس از    48در حضور و غياب نور مرئـي   N-TiO2تيمار شده با نانوذرات  MCF-7ي ها سلولتصاوير ميكروسكوپ فلورسنت از  :3شكل 
ر غيـاب  د N-TiO2از نـانوذرات   μg/ml10تيمار شده با  MCF-7ي ها سلول) ي كنترل در شرايط تاريكي، بها سلول) الف. X32نمايي تيمار، بزرگ
) نمونـه كنتـرل در حضـور نـور مرئـي، ه     ) در غياب نور مرئـي، د  N-TiO2از نانوذرات  μg/ml100تيمار شده با  MCF-7ي ها سلول) نور مرئي، ج

-Nاز نـانوذرات   μg/ml100در غلظـت   MCF-7ي ها سلول) در حضور نور مرئي، و N-TiO2از نانوذرات  μg/ml10در غلظت  MCF-7ي ها سلول

TiO2   هـاي قرمـز   آپوپتـوز اوليـه هسـتند، فلـش     يي كه در مرحلـه ها سلول: هاي آبي ي سالم، فلشها سلول: هاي سفيد فلش. (حضور نور مرئيدر :
  ).ثانويه هستند مرحله آپوپتوز يي كه درها سلول
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. سـاعت پـس از تيمـار    N-TiO2 48ليتـر از نـانوذرات    ميكروگرم بـر ميلـي   100و  10، 0هاي  براي غلظت DNAآزمون قطعه قطعه شدن  :4شكل 

 100غلظـت   3در غيـاب نـور مرئـي، چاهـك      N-TiO2 اتليتـر از نـانوذر   يكروگرم بر ميليم 10غلظت  2نمونه كنترل نور نزده، چاهك  1چاهك 
در حضـور نـور    N-TiO2 اتليتر از نـانوذر  يكروگرم بر ميليم 10غلظت  4در غياب نور مرئي، چاهك  N-TiO2 اتليتر از نانوذر يكروگرم بر ميليم

  .نمونه كنترل نور زده 6در حضور نور مرئي، چاهك  N-TiO2 اتليتر از نانوذر يكروگرم بر ميليم 100غلظت  5مرئي، چاهك 
  
  

  DNAآزمون قطعه قطعه شدن 
در فرايند مرگ سلولي توسط كاسپازها  DNaseهايي مانند  آنزيم

دهنـد و   مـي  ها بـرش  را در ناحيه بين نوكلئوزوم  DNAفعال شده و
آورند كـه طـول قطعـات     را به وجود مي DNAمخلوطي از قطعات 

از . باشـد  ها مـي  بين نوكلئوزوم باز يعني فاصله جفت 180مضربي از 
اين قطعات نردبان مانند به عنوان شاخص مولكولي آپوپتوز اسـتفاده  

هاي كنتـرل نـور زده و    شود نمونه طور كه مشاهده ميهمان. شود مي
، 4شـكل  (دهنـد   را نشـان نمـي   DNAقطعـه قطعـه شـدن    نور نزده 
استخراج شده از  DNAكه به اين معني است كه ) 6و  1هاي  چاهك

در غلظـت  . دهد نمونه كنترل سالم بوده و مرگ سلولي را نشان نمي
از نانوذره تيتانيوم دي اكسيد دوپه شده بـا   ليتر ميليميكروگرم بر  10

مشـاهده  ) ladder(ردبـاني  نيتروژن در حضـور نـور مرئـي حالـت ن    
و در ) 4، چاهـك  4شـكل  (شود كه بيانگر وقوع آپوپتـوز اسـت    مي

تر شده و شبيه  اين حالت پررنگ ليتر ميليميكرو گرم بر  100غلظت 
تواند بيانگر ميزان بيشتر  شود كه مي مشاهده مي) Smear(حالت لكه 

  ).5، چاهك 4شكل (مرگ سلولي باشد 
  

  بحث
اكسيد دوپـه شـده بـا    ات نانوذرات تيتانيوم ديدر اين مطالعه اثر

نيتــروژن بــر روي مــرگ ســلولي، مهــار رشــد و القــاي آپوپتــوز در 
بـدين منظـور ابتـدا از آزمـون دفـع      . بررسي شد MCF-7ي ها سلول

ي هـا  سـلول رنگ تريپان بلو براي بررسـي ميـزان زيسـتايي و رشـد     
MCF-7 24  ســاعت پــس از تيمــار بــا نــانوذرات  48وN-TiO2  در

پس از به دست . حضور نور مرئي و در غياب نور مرئي استفاده شد
ــث  ( IC50آوردن  ــه باع ــي از دارو ك ــزان غلظت ــد  50%مي ــار رش مه

اتيـديوم برومايـد و آزمـون    /آميزي آكريدين اورنج، از رنگ)شود مي
به منظور بررسي نوع مرگ سـلولي اسـتفاده    DNAقطعه قطعه شدن 

  .شد
رنگ تريپان بلو نشان داد كه كـارايي   نتايج حاصل از آزمون دفع

گيرنـد   هنگامي كه تحت تابش نور مرئي قرار مي N-TiO2نانوذرات 
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ايـن در حـالي اسـت كـه در     . يابـد  به ميزان قابل توجهي افزايش مي
غياب نور مرئي اين ذرات تأثير چنـداني بـرروي زيسـتايي و رشـد     

كه تأثير ايـن  نتايج مطالعات ما نشان داد . ندارند MCF-7ي ها سلول
ر د IC50 نانوذرات وابسته به زمان و غلظـت اسـت، بـه طـوري كـه     

سـاعت پـس از    48و  ليتـر  ميليميكروگرم بر  100و  10هاي  غلظت
-Nايي بر روي تأثير نانوذرات  تاكنون هيچ مطالعه. تيمار مشاهده شد

TiO2  ي هـا  سلولرويMCF-7       انجـام نشـده اسـت، امـا مطالعـات
. انـد  انوذرات را بر چند رده سلولي بررسـي كـرده  ديگري تأثير اين ن

  خـالص و  TiO2و همكاران ميـزان سـميت نـانوذرات     Liبراي مثال 
N-TiO2        را در حضور و در غيـاب نـور مرئـي مـورد ارزيـابي قـرار

جذب بهتـر و خاصـيت    N-TiO2هاي  ها دريافتند كه نمونهآن. دادند
بنابراين . ي دارندتحت تأثير نور مرئ TiO2كشندگي بهتري نسبت به 

N-TiO2   پتانســيل بهتــري بــه عنــوان يــك حساســگر نــوري بــراي
همچنين موسوي و همكـاران  . 32، 31ها دارد  تراپي سرطان فتوديناميك

در حضور نور مرئـي سـبب مهـار     N-TiO2نشان دادند كه نانوذرات 
به منظـور  . 29شوند  مي  K562ي ها سلولرشد و كاهش زيستائي در 

، N-TiO2بـا نـانوذرات    ها سلولپوپتوز به دنبال تيمار بررسي وقوع آ
آميـزي آكريـدين    هـا از طريـق رنـگ    ساعت پس از تيمار، نمونه 48

اتيديوم برومايد و مشاهده توسـط ميكروسـكوپ فلورسـنت،    /اورنج
هـاي حاصـل از    تصاوير ميكروسكوپ فلورسنت داده. بررسي شدند

اين صورت كه بيشترين  به. آزمون دفع رنگ تريپان بلو را تأييد كرد
 100و  10ي مـرده در مقايسـه بـا كنتـرل در غلظـت      ها سلولميزان 

در شـكل  . در حضور نور مرئي مشـاهده شـد   ليتر ميليميكروگرم بر 
و ) آپوپتـوز اوليـه  (يي كه داراي نقاط سبز هسـتند  ها سلوله، و،  -3

يي كه داراي رنگ قرمز به همراه كرومـوزوم قطعـه   ها سلولهمچنين 
مطابق ايـن نتـايج،   . قابل مشاهده است) آپوپتوز ثانويه(ه هستند قطع

Murugan  ي ها سلولو همكاران وقوع آپوپتوز را درMCF-7   تيمـار
از طريق ميكروسكوپ فلورسنت نشان دادند  TiO2شده با نانوذرات 

به منظـور تأييـد نتـايج حاصـل از ميكروسـكوپ فلورسـنت، از       . 33
الگوي قطعه قطعه شـدن  . تفاده شداس DNAآزمون قطعه قطعه شدن 

DNA ي هـا  سلولMCF-7 48      سـاعت پـس از تيمـار بـا نـانوذرات  
N-TiO2  بـه صـورت نردبـاني     ليتـر  ميليميكروگرم بر  10در غلظت

)ladder ( بـه صـورت لكـه     ليتر ميليميكروگرم بر  100و در غلظت
)smear (تواند بيانگر ميزان بيشـتر مـرگ سـلولي    مشاهده شد كه مي

ــ ــوزيز باش ــوع نكروآپوپت ــا وق ــاب  )  necroptosis(د و ي ــه در غي ك
. 34افتـد، باشـد   اتفـاق مـي  ) مثل شـرايط كشـت سـلول   (فاگوسيتوز 

Lagopati  و همكاران نشان دادند كه القاء آپوپتوز و آسيبDNA  در
كـه بعـد از    MDA-MB-468ي اپيتليالي سرطان پسـتان رده  ها سلول

و  Baxشود به دليل افزايش بيان ايجاد مي N-TiO2تيمار با نانوذرات 
در مطالعـه ديگـري   . 15، 14به واسطه كاسپازها است  PARPشكست 

Murugan هـاي سـيتوكروم   و همكاران بيان كردند كه بيان پروتئينc 
افـزايش   N-TiO2تيمـار شـده بـا نـانوذرات      MCF-7ي ها سلولدر 
  .33شود  آپوپتوز مي ييابد و منجر به القا مي

  
  گيري نتيجه

-هاي ضد سرطاني نانوذرات تيتـانيوم دي  در اين مطالعه پتانسيل

اكسيد دوپه شـده بـا نيتـروژن بررسـي شـد و نتـايج نشـان داد كـه         
تنها در حضور نور مرئي اثـرات مهـار رشـدي و     N-TiO2نانوذرات 

همچنين در اين . نشان دادند MCF-7ي ها سلولآپوپتوز را در  يالقا
آپوپتوز در  يقادر به القا N-TiO2ذرات مطالعه نشان داده شد كه نانو

  .است MCF-7رده سلولي
با توجه به اين نتايج و نتايج حاصل از مطالعات صورت گرفتـه  

اكسـيد   توسط محققان به منظور بررسي اثرات نانوذرات تيتـانيوم دي 
ي سرطاني، ها سلولبرروي انواع مختلفي از  هدوپه شده و دوپه نشد

اكسيد دوپه شده با نيتـروژن   ات تيتانيوم ديرسد كه نانوذربه نظر مي
توانند به عنوان يك كانديد بالقوه براي مطالعـات آتـي در درمـان    مي

  . فتوكاتاليتيكي سرطان پستان مورد توجه قرار بگيرند
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