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بر روي  Bacillus cereus بررسي اثرات سميت سلولي نانوذرات طلاي توليدي توسط
  هاي سلولي هپاتوسيت و فيبروبلاست رده

  2بهروز يحيايي و *2، پرستو پورعلي1آزاده رضايي

  واحد نيشابور، دانشكده علوم پايه، گروه ميكروبيولوژي دانشگاه آزاد اسلامي نيشابور، 1
  گروه پزشكي واحد شاهرود، د اسلاميدانشگاه آزا ،شاهرود 2

  29/12/94 :تاريخ پذيرش  24/7/94 :تاريخ دريافت

  چكيده
مطالعه اخير جهت . سه روش براي توليد نانوذرات وجود دارد. نانوذرات طلا در زمينه پزشكي داراي كاربردهاي متفاوتي هستند

 Bacillus cereus (PTCC باكتري .ه استارزيابي اثرات سميت سلولي نانوذرات طلاي توليد شده به روش زيستي انجام شد

سانتريفيوژ جداسازي  به وسيلهي باكتريايي سلولها. در محيط كشت نوترينت براث كشت داده شد خريداري و سپس (1015
سپس . ميلي مولار گرمخانه گذاري شد 1كلرواوريك اسيد در غلظت نهايي آمده با محلول  به دستشدند و سوپرناتانت 
عبوري ميكروسكوپ الكتروني  و  (XRD)اسپكتروفوتومتري، پراش پرتوي اكسگ يافته براي آناليزهاي سوپرناتانت تغيير رن

(TEM) دو رده سلولي . استفاده شد)HepG2 وCIRC-HLF ( 3آزمونبراي-(4,5 dimethyl thiazol-2yl)-2,5 diphenyl 

tetrazolium bromide )MTT (و اسپكتروفوتومتريمطالعات . استفاده شدند XRD  و نمودند  تأييدتشكيل نانوذرات طلا را
نشان داد كه  MTTآزمون . بوده استنانومتر  70-10نشان داد كه اندازه نانوذرات طلا توليدي در حدود  TEMتصاوير 

ان در مطالعه حاضر نتايج كشت سلولي نش. وابسته است آنها مصرفيدز  سميت پاييني بوده و اين اثر به رنانوذرات طلا داراي اث
ي سلولرده هپاتوسيت نسبت به  يسلولرده اثر سمي اعمال نموده اند و  سلولهاي بالا بر روي غلظتهاداد كه نانوذرات در 

روش زيستي به  نانوذرات طلا توليد شده . ي بالاتر از نانوذرات طلا داراي مقاومت بيشتري بوده اندغلظتهادر برابر فيبروبلاست 
  .و مي توانند در آينده در بدن استفاده شوند شسته و استريل شودد به آساني توليد، نمي توان

  ، رده سلوليBacillus cereus اثر سميت سلولي، نانوذرات طلا،  :واژه هاي كليدي

  parastoo_pourali@yahoo.com :پست الكترونيكي،  02332390360 :، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه
ستم نانو كلمه اي يوناني و به معناي كوتوله بوده و در سي

يك نانو يك ميليارديم . مي باشد 10- 9متريك به معناي
. است و كاربرد اين واژه امروزه بيشتر در فناوري نانو است

هايي  اي است و به رشته رشته نانوفناوري يك دانش ميان 
چون فيزيك كاربردي، مهندسي مواد، مهندسي مكانيك، 
مهندسي برق، مهندسي شيمي و رشته هاي مرتبط با زيست 

ي متنوعي جهت توليد روشها. شود شناسي نيز مربوط مي
نانوذرات وجود دارد كه به سه روش كلي فيزيكي، 

توليد به روش . شيميايي و زيستي طبقه بندي شده اند
شيميايي ساده است ولي احتمال اينكه مواد سمي حاصل از 
. واكنش بر روي نانوذرات توليدي باقي بماند وجود دارد

نانوذرات داراي سميت كمي مي باشند در روش فيزيكي 
با توجه به اين معايب و مشكلات . استولي توليد زمانبر 

ي فيزيكي و شيميايي امروزه روش توليد روشهااستفاده از 
زيستي معرفي گرديده است كه روشي آسان و ارزان بوده و 

اين  .استداراي سميت كم و سازگاري بالا با بدن انسان 
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ذرات، به نام تكنولوژي سبز خوانده روش از توليد نانو
موجودات زنده،  به وسيلهدر طي توليد نانوذرات . شود مي

ي آنزيمي و نيز غير واكنشهااعم از انواع تك يا پر سلولي، 
درگير ) ندهستپلي ساكاريدها مسئول آن  عمدتاًكه (آنزيمي 
  ).13و  5(مي باشند

ه قرار يي كه جهت سميت زدايي مورد استفادروشهايكي از 
در اين حالت . زيستي فلزات است يمي گيرد، احيا

استفاده از  به وسيلهي فلزي را يونهاي ميكروبي سلولها
ردوكتاز و يا نيترات  NADHي خاص مانند آنزيمها

  ).4(ردوكتاز احياء مي نمايند

ي در دسترس، توليد نانوذرات فلزي آنزيمهابر اساس 
. لي رخ دهدتواند به دو صورت درون و برون سلو مي

ي سمي به درون يونهاروش درون سلولي مبتني بر انتقال 
سلول ميكروبي جهت توليد نانوذرات است كه در حضور 

حالي هدايت مي شوند در  واكنشهاي درون سلولي آنزيمها
ي فلزي يونهاروش برون سلولي مبتني بر به دام اندازي  كه

حضور ي فلزي در يونها يدر خارج از سلول بوده كه احيا
  ).13(ي برون سلولي به وقوع مي پيونددآنزيمها

 فرآينداز جمله نانوذرات سازگار با بدن انسان كه طي 
احياء توسط ميكروارگانيسم ها توليد مي شوند مي توان به 
نانوذرات نقره، طلا، تيتانيوم، پلاتين اشاره نمود كه از اين 

شكي ميان نانوذرات طلا داراي كاربردهاي فراواني در پز
طلا از زمانهاي قديم مورد استفاده قرار گرفته . دنمي باش

است زيرا داراي خواص ضد باكتريايي، ضد قارچي و ضد 
حوزه هاي  نانو ذرات طلا در. ويروسي قوي مي باشد

تحقيقاتي متفاوتي مانند پزشكي، تحقيقات مولكولي زيستي 
 به كمك نانوذرات). 11(و نانوالكترونيك سودمند مي باشند

مي اين ذرات . طلا مي توان سلولهاي سرطاني را نابود كرد
از طريق يك پوشش مولكولي سازگار زيستي خود  توانند

مي را به سلولهاي سرطاني متصل كنند و به كمك ليزر 
را از به اين ذرات حرارت داد و سلولهاي سرطاني  توان

پس از اتصال به همچنين اين ذرات مي توانند . بين برد

به ميكروسكوپ الكتروني و مشاهده با هاي زيستي مولكول
فناوريهاي جديدي  اخيراً. يك ردياب عمل نمايند عنوان

براي استفاده از طلا در درمان تومورهاي سرطاني ايجاد 
شده است كه اين كار از طريق عبور نانوذرات از عروق 
خوني و انتقال آنها به ياخته هاي توموري انجام شده است 

ترتيب مي توان داروهاي مورد نظر را بدون هيچ  كه به اين
ديگر  حالي كهدر. مشكلي به مكان مورد نظر انتقال داد

ياخته هاي سالم از اين داروها در امان بوده و صدمه اي به 
در اين روش مزاياي ديگري نيز وجود . آنها وارد نمي شود

دارد از جمله اينكه عوارض جانبي مانند ضعف سيستم 
يا ريزش مو كه در طي شيمي درماني به وجود مي ايمني و 

با وجود خواص مفيد نانوذرات . آيند، وجود نخواهد داشت
سازگار با بدن انسان، اين مواد مي توانند داراي سميت 

برخي از عواملي كه در ايجاد سميت توسط . باشند
نانوذرات دخالت مي كنند شامل شيمي سطح، شكل، روش 

و زمان مجاورت نانوذرات با  توليد نانوذرات، غلظت
  ).10(مي باشند سلولها

ي بافتهاي هميشگي و اصلي سلولهافيبروبلاست از 
توليد بستر و رشته ها در  عملكرد آن درهمبندي بوده كه 

نقص عملكرد فيبروبلاست باعث بروز . بافت مي باشداين 
وجود  به دليلبافت خواهد شد كه اين ايرادات متعدد در 

ندي فراوان در بدن در نهايت باعث نقص ي همببافتها
ويژگي پروتئين سازي و  به دليل. ي بدن مي گرددبافتها

سلول چنانچه فيبروبلاست نوع از در اين  توليدميزان بالاي 
حساسيت بالا  به دليلمواد مختلف قرار بگيرد  تأثيرتحت 

ممكن است فعاليت آن كاهش پيدا كند كه در نتيجه سبب 
اين ويژگي بارز  به دليل. بندي مي گرددي همبافتهانقص 

سلول، در تحقيق حاضر براي بررسي ميزان سميت 
  .)12(نانوذرات طلا از اين رده سلولي استفاده گرديد

هپاتوسيت سلول پارانشيم كبد بوده كه اكثرا داراي يك و يا 
ي پروتئينهادر ساخت  سلولهااين . دو هسته مي باشند

يبرينوژن و همچنين متابوليسم اصلي خون مانند آلبومين، ف
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و همچنين در سميت  چربيها، پروتئينها، ليپوكربوهيدراتها
در  سلولهابنابراين اين . زدايي مواد نقش اصلي را دارند

تماس با مواد مختلف از قبيل مواد سمي و غير سمي جلوه 
  ).2(هاي مختلفي از خود نشان مي دهند

ي پيرامون بررسي با توجه به اينكه تا كنون مطالعه موثق
سميت نانوذرات طلا توليد شده به روش زيستي در 
دسترس نبوده است و اكثر مطالعات موجود بر روي 
نانوذرات طلا توليد شده به روش شيميايي مي باشد، لذا 

 Bacillusمطالعه حاضر با هدف توليد نانوذرات طلا توسط 

cereus ي سلولهابر روي رده كشت  آنها و بررسي سميت
پاتوسيت و فيبروبلاست انجام شده است كه براساس ه

آمده از اين تحقيق مي توان امكان  به دستاطلاعات 
استفاده از نانوذرات طلا توليد شده به روش زيستي را در 

  . نمود بررسي آينده در بدن حيوان آزمايشگاهي

  مواد و روشها
 Bacillus cereus (PTCC 1015)در مطالعه حاضر باكتري 

خريداري  ي صنعتي ايرانباكتريهاو  قارچهاكسيون از كل
ساعت  24در محيط كشت نوترينت براث به مدت  شد و

درجه  37و دماي  rpm 150در شيكر انكوباتور در دور 
اين باكتري گرم مثبت بوده و . كشت داده شد سانتي گراد

موجود در ) Lipopolysaccharide )LPS سميت حاصل از
ا ندارد كه بنابراين مي توان با باكتريهاي گرم منفي ر

علاوه بر . اطمينان بالاتري از آن در درون بدن استفاده نمود
 به دليلفراواني و پراكندگي آن در محيط و نيز  به دليلاين 

اينكه اين باكتري بيماريزاي فرصت طلب مي باشد، جهت 
پس از رشد،  .توليد نانوذرات طلا مورد استفاده قرار گرفت

 10، به مدت rpm 6000(سانتريفيوژ  به وسيلهي توده سلول
 به دستو سوپرناتانت  سازياز محيط كشت جدا ) دقيقه

 .آمده جهت توليد نانوذرات طلا مورد استفاده قرار گرفت
ميلي مولار از محلول  1سوپرناتانت با غلظت نهايي 

HAuCl4 )در شيكر انكوباتور  مجاور و) كلرواوريك اسيد
 24به مدت  سانتي گراددرجه  37دماي ، rpm 200در دور 

علاوه بر اين نمونه حاوي محيط كشت . ساعت قرار گرفت
ميلي مولار  1نوترينت براث استريل و داراي غلظت نهايي 

 به همراهكنترل منفي  به عنواناز محلول كلرواوريك اسيد 
تجمع . قرار داده شد در شرايط مشابهنمونه مورد آزمون 
ات طلا با تغيير رنگ محيط كشت از خارج سلولي نانوذر

توليد  تأييدجهت . آلبالويي بررسي شد - يصورته بزرد 
 به وسيله توليد در مرحله اول ،نانوذرات طلا

 700تا  300اسپكتروفوتومتري نانودراپ در طول موج 
چنانچه نانوذرات طلا در محلول واكنش . شد تأييدنانومتر 

ونانس پلاسمون رز به دليلتوليد شده باشند، محلول 
 500داراي بهينه جذب نوري در محدوده ) SPR(سطحي 

نهايي حضور  تأييدسپس . نانومتر خواهد بود 550تا 
) XRD(ي پراش پرتو اكس روشها به وسيلهنانوذرات طلا 

ميكروسكوپ نيز درجه و  80تا  30از  θ°2در زواياي 
سپس بهينه سازي . انجام گرفت) TEM(الكتروني عبوري 

و  40، 30، 20(عامل اصلي دما  4رات طلا بر اساس نانوذ
، )ساعت 96و  72، 48، 24(، زمان )سانتي گراددرجه  50

و  5/5، 5،  5/4، 4، 5/3، 3، 5/2، 2، 5/1، 1، 5/0(سوبسترا 
، 3 ،4 ،5( pHو ) ميلي مولار از محلول كلرواوريك اسيد 6
 در هر مرحله. مورد بررسي قرار گرفت) 10و  9،  8، 7، 6

از بهينه سازي، نمونه هاي مورد نظر توسط دستگاه 
اسپكتروفوتومتر نانودراپ بررسي شدند و با توجه به 

آمده بهترين شرايط جهت توليد نانوذرات  به دستي پيكها
مرتبه تكرار شدند  3مراحل بهينه سازي . طلا تعيين گرديد

علاوه بر اين در اين . آمد به دستو ميانگين هر مورد 
آمدن بهترين شرايط براي يك  به دستپس از  فرآيند

عامل، نتيجه آن در بهينه سازي براي عامل دوم اعمال مي 
  . شد

آمده از مراحل بهينه سازي،  به دستبر اساس نتايج 
آمده  به دستنانوذرات طلا طبق ميانگين بهينه شرايط 

توسط  آنها توليد شدند و جذب نوري مجدداً
 700تا  300ر طول موج اسپكتروفوتومتر نانودراپ د

در اين مرحله از نمونه نانوذرات طلاي . نانومتر تعيين شد
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 عكسبرداري مجدداًتوليد شده در بهترين شرايط فيزيكي 
جهت شستشوي نمونه، نمونه . صورت گرفت TEMتوسط 
سانتريفيوژ  rpm 2000 ي استريل با دورميكروتيوبهادرون 

 rpm 14800در  مجدداًسپس سوپرناتانت جداسازي و . شد
نوبت با بافر  3رسوب حاصله . سانتريفيوژ گرديد

Phosphate Buffered Saline )PBS ( در شستشو وrpm 
باقي مانده  فرآينددر طي اين ). 8(سانتريفيوژ گرديد 14800
ي طلا از نمونه پاكسازي شد تا در مراحل بررسي يونها

  . دخالتي نداشته باشند يونهاسميت سلولي اين 

سترون نمودن نانوذرات از روش تنداليزاسيون جهت 
شده از  دادهي شستشومحلولهادر اين روش . استفاده شد

روز متوالي  3ي استريل در ميكروتيوبهامرحله قبل درون 
 37دقيقه با بخار آب استريل و سپس در دماي  30به مدت 

ساعت درون انكوباتور قرار  24به مدت  سانتي گراددرجه 
خشك كن، خشك و  به وسيلهنانوذرات  اًنهايت. گرفتند

پيش از . براي انجام كشت سلولي مورد استفاده قرار گرفتند
وارد  PBSانجام كشت سلول، نانوذرات توزين و در بافر 

  ).8(شدند

بررسي اثر نانوذرات طلا در كشت سلول، از  به منظور
مربوط  به ترتيبكه  CIRC-HLFو   HepG2ي ردهسلولها

براي . فيبروبلاست مي باشند، استفاده شد به هپاتوسيت و
جداگانه  به صورتكدام از رده هاي سلولي  اين منظور  هر

شامل (محيط كشت كامل  به همراه T25ي فلاسكهادر 
DMEM )(Dulbecco's Modified Eagle Medium ،10 
محلول  درصد 1سرم جنين گاو دكمپلمانه و  درصد

درجه  37ر دماي وارد و د) استرپتومايسين - پنيسيلين
 درصد 5 به همراهدر انكوباتور كشت سلولي  سانتي گراد

CO2 80آمدن تراكم سلولي  به دستپس از . انكوبه گرديد 
 - از محلول تريپسين درصد 1نمونه در معرض   درصد

EDTA  دقيقه انكوباسيون در دماي  3قرار گرفته و پس از
 همراه بهدر انكوباتور كشت سلولي  سانتي گراددرجه  37
 ،ي كنده شده از كف پليتسلولهاو مشاهده  CO2 درصد 5

دقيقه سانتريفيوژ و  5به مدت  rpm5000نمونه در دور 
افزودن محيط كشت  به وسيلهسپس رسوب سلولي 

پس از  سلولهاسپس سوسپانسيون . تريپسين زدايي شد
لام نئوبار شمارش شدند  به وسيلهافزودن رنگ تريپان بلو 

براي . )6(انجام شد MTTسلولي با روش  و آزمون سميت
خانه  98اين منظور در هر چاهك از پليت كشت سلول 

و   HepG2سلول  5000ي هپاتوسيت به ميزان سلولهابراي 
 10000جداگانه  به صورتي فيبروبلاست سلولهابراي 
از محيط كشت كامل  µL 200 به همراه CIRC-HLFسلول 
، سلولهااكم تك لايه وارد شد و جهت رسيدن به تر سلولي
 5در معرض  سانتي گراددرجه  37در دماي  مجدداًپليت 
پس از رسيدن به ). 6(گرمخانه گذاري گرديد CO2 درصد

، محيط كشت خارج شده و ابتدا سلولهارشد  درصد 80
 مجدداًشستشو داده شد  PBSبافر  به وسيله سلولهاسطح 

زان به مي كامل دو غلظتي محيط كشت چاهكهادر تمام 
ميكروليتر  100، 1ميكروليتر وارد و به چاهك شماره 100

وارد شد  PBSاز محلول نانوذرات طلا محلول در 
)mg/mL2 .( پس از مخلوط نمودن نانوذرات در محيط

ميكروليتر از آن برداشته و به چاهك دوم  100كشت، 
ميكروليتر از چاهك دوم  100در مرحله بعد . افزوده شد

 3ن محيط برداشته شد و به چاهك خورد به هم پس از
انجام شد و به اين  11اين عمل تا چاهك . اضافه شد

 به صورت به ترتيبترتيب ميزان نانوذرات در هر چاهك 
و محيط تنها حاوي سلول  12چاهك شماره . نصف بود

. شاهد باقي ماند به عنوانبوده و كشت كامل يك غلظتي 
ساعت  24ه مدت ب سانتي گراددرجه  37در  مجدداًپليت 

گرمخانه گذاري گرديد و پس از  CO2 درصد 5در معرض 
ساعت سميت سلولي با استفاده از رنگ تترازوليوم  24

ميكروليتر از رنگ تترازوليوم  10به ميزان . تعيين گرديد
)mg/ml5 ( از جمله شاهد اضافه شد و  چاهكهابه تمام

به  CO2 درصد 5در معرض  سانتي گراددرجه  37در پليت 
سپس رنگ از . ساعت گرمخانه گذاري گرديد 2مدت 
 DMSOماكروليتر از  100خارج شد و به ميزان  چاهكها
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)(Dimethyl sulfoxide  افزوده شد پليت در  چاهكهابه
دقيقه در شيكر،  20فويل آلومينيومي پيچيده شد و به مدت 

ميزان بقاي سلولي در  نهايتاً. زده شد به هم كاملاً
نانومتر ثبت  540در طول موج   ELISA readerدستگاه
  ).7(گرديد

سپس بر اساس ميزان جذب هر چاهك و مقايسه آن با 
به  )Inhibitory concentration %50 )IC50 شاهد، ميزان 

دز  آمد و پس از آن ميزان جذب نانوذرات طلا در دست
اسپكتروفوتومتر نانودراپ در طول موج  به وسيلهغير سمي 

  . نومتر تعيين شدنا 700تا  300

  نتايج
و ساير مواد  آنزيمهانتايج مطالعه حاضر نشان داد كه 

باعث   Bacillus cereusترشحي حاصل از كشت باكتري 
ي طلا و توليد نانوذرات طلا برون سلولي مي يونهاكاهش 
ي پس از به صورتتغيير رنگ محيط كشت از زرد . شوند

حاوي نمك ساعت در محلول سوپرناتانت باكتري كه  24
شكل . ميلي مولار بود، مشاهده شد 1طلا در غلظت نهايي 

 .اين تغيير رنگ را نشان مي دهد 1

  
به دليل ايجاد رنگ  بيانگر حضور و توليد نانوذرات طلا -1 شكل

  قرمز آلبالويي -صورتي

پس از مشاهده تغيير رنگ، نانوذرات داراي پيك جذب 
 به دستنتايج  2شكل . نانومتر بودند 548نوري در حدود 

تروفوتومتري نانودراپ را نشان اسپك به وسيلهآمده 
  . دهد مي

  
نتايج بررسي نانوذرات طلا به وسيله اسپكتروفوتومتري  -2شكل 

قابل مشاهده نانومتر  548جذب نوري در حدود  حداكثر. نانودراپ
  .است

، وجود نانوذرات طلا در XRDدر بررسي نتايج مربوط به 
نتيجه به دست آمده از اين  3شكل . دمحلول تأييد ش

همان گونه كه مشاهده مي شود، . آزمون را نشان مي دهد
حضور پيك مربوط به عنصر طلا در بين ساير تركيبات 
موجود در محيط كشت نشان دهنده توليد نانوذرات طلا و 

در اين فرآيند مي توان حضور . يونهاي طلا است ياحيا
علاوه بر اين . انه تأييد كردعنصر از يون آن فلز را جداگ

مشاهده ساير پيكها دال بر وجود ناخالصيهاي همراه 
نانوذرات طلا بوده و نشان دهنده نياز به پاكسازي نانوذرات 

  . پيش از استفاده در آزمون سميت سلولي مي باشد

از نانوذرات توليد شده نشان دادند كه شكل  TEMتصاوير 
رد بوده و اندازه چند ضلعي و گ به صورتنانوذرات 

. نانومتر بوده است 70- 10نانوذرات به طور متوسط بين 
نشانگر تصوير حاصل از ميكروسكوپ الكتروني  4شكل 
  . است
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  .پيكهاي مربوط به فلز طلا در تصوير مشخص شده اند. XRDنتايج به دست آمده از آزمون  -3شكل 

  
  )نانومتر 200بزرگنمايي (از نانوذرات طلا  TEMتصوير  -4شكل 

در طي بهينه سازي نشان داده شد كه بهترين توليد 
ميلي مولار،  5نانوذرات بعد از اعمال شرايط، در غلظت 

و  سانتي گراددرجه  40ساعت، دماي  72مدت زمان 
9pH= الگوي چگالي نوري بهينه  5شكل . بوده است

شرايط بهينه را نشان مي  سازي نانوذرات طلا بعد از اعمال
همان گونه كه پيش از اين گفته شد، از نمونه  .دهد

نانوذرات طلا توليد شده در بهترين شرايط فيزيكي مجدداً 
 6انجام و نتايج آن در شكل  TEMعكسبرداري توسط 

نتايج نشان داد كه پس از انجام بهينه . آورده شده است
م و يك اندازه شكل چند ضلعي و منظبه سازي، نانوذرات 

. نانومتر بودند 50- 70مشاهده شدند كه داراي اندازه حدود 
  . از اين نمونه جهت انجام كشت سلولي استفاده شد

  
الگوي چگالي نوري بهينه سازي نانوذرات طلا بعد از اعمال  -5شكل 
  .قابل مشاهده استنانومتر  540جذب نوري در حدود  حداكثر. شرايط

  
  )نانومتر 50بزرگنمايي (ز نانوذرات طلا ا TEMتصوير  -6شكل
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-CIRCو   HepG2ي ردهسلولهانتايج كشت سلولي براي 

HLF  در  به ترتيبنشان داد كه نانوذرات طلا
به كار برده شده  mg/mL  25/0و mg/mL  125/0يغلظتها

براي هر دو رده كشت سلولي داراي سميت بوده اند كه 
كه جدول  ان گونههم. بوده استدز  اين سميت وابسته به

 96ي پليت چاهكهانشان مي دهد، ميزان جذب نوري در  1
ي هپاتوسيت سلولهانانومتر براي  540خانه در طول موج 

)HepG2(  ي فيبروبلاست سلولهانسبت به)CIRC-HLF (

بيشتر بوده است كه حاكي از توانايي مقابله بيشتر اين 
بالاتر ي غلظتها در برخورد با نانوذرات طلا در سلولها

توانايي بالاي پاكسازي مواد  به دليلاين حالت . باشد مي
 همان گونه نهايتاً. مي باشد سلولهاسمي توسط اين رده از 

كه اشاره شد، ميزان جذب نوري نانوذرات طلا براي هر دو 
آمده مورد بررسي قرار  به دست IC50رده سلولي در غلظت 

  . آورده شده اند 7گرفت كه در شكل 

  

  
  )HepG2(هپاتوسيت ) و ب) CIRC-HLF(مربوط به رده سلولي فيبروبلاست  IC50) الف -7ل شك

-CIRCو   HepG2 ي ردهسلولهاميزان جذب  1جدول 

HLF  نانومتر پس از رنگ آميزي با رنگ  540در طول موج
. بار تكرار مي باشند 3اعداد ميانگين  .مي باشد تترازوليوم

چاهك . نوذرات استشاهد و فاقد نا 12چاهك شماره 
داراي كمترين  11داراي بيشترين و چاهك شماره  1شماره 

  . ميزان از نانوذرات طلا است
  

  نانومتر پس از رنگ آميزي با رنگ تترازوليوم 540در طول موج  CIRC-HLFو   HepG2 ميزان جذب سلولهاي رده -1جدول 

12  11  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1  
  شماره چاهك 

  
 رده سلولي

027/1  
08/0±  

161/1  
07/0±  

022/1  
06/0±  

100/1  
05/0±  

010/1  
02/0±  

980/0  
4/0±  

940/0  
02/0±  

870/0  
03/0±  

*420/0  
001/0±  

240/0  
02/0±  

075/0  
01/0±  

049/0  
1/0±  

ميانگين جذب نوري
سلولي ه رد

 ±فيبروبلاست 
 انحراف معيار

230/1  
08/0±  

110/1  
07/0±  

300/1  
06/0±  

150/1  
05/0±  

222/1  
02/0±  

110/1  
4/0±  

900/0  
02/0±  

983/0  
03/0±  

800/0  
001/0±  

*67/0  
02/0±  

055/0  
01/0±  

0083/0  
1/0±  

ميانگين جذب نوري
رده سلولي 
 ±هپاتوسيت 

  انحراف معيار
  مي باشد IC50نشانگر * 
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  بحث
 قابل ملاحظه اي در  به صورتتا به امروز نانوذرات 

  

نفوذ . اند بسياري از زمينه ها در زندگي انسان وارد شده
بالاي اين ذرات در زندگي انسان منجر به اين شد كه 

ي كم هزينه تر و كم راههادانشمندان پيوسته به دنبال 
  ).1(باشند آنها خطرتر براي توليد

به تنها مطالعه در دسترس از نانوذرات طلا توليد شده 
و  Satishآمده از تحقيقات  به دستسبز، نتايج  صورت

انوذرات طلاي توليدي توسط برگ همكارانش بر روي ن
نشان دهنده تغيير رنگ محلول از  آنها نتايج. گياه چاي بود

بنفش به زرد بود كه اين تغيير رنگ بيانگر توليد نانوذرات 
تغيير رنگ  حالي كهطلا توسط اين گياه مي باشد در 

ي به صورتنانوذرات طلا توليد شده در اين تحقيق از زرد 
اين گروه به بررسي سميت سلولي  به علاوه. گزارش شد

ي سرطاني سينه و پروستات سلولهانانوذرات طلا بر روي 
نتايج حاصل از بررسي سميت سلولي توسط . پرداختند

 سلولهااسپكتروفوتومتر نوري بيانگر آن بود كه فعاليت اين 
ي سرطاني سلولهابا ورود نانوذرات طلاي توليدي به درون 

اين تنها مطالعه بر روي . ي كندمكاهش بسيار زيادي پيدا 
اثرات نانوذرات طلا توليد شده به روش زيستي در كشت 

  ).9(سلول مي باشد

با توجه به اينكه نانوذرات طلا پس از ورود به بدن در 
ي اصلي بدن در سميت زدايي و بافتهاداخل كبد كه يكي از 

خنثي سازي مي باشد، تجمع خواهند يافت لذا در مطالعه 
ي اصلي و سلولها به عنواني رده هپاتوسيت ولهاسلحاضر 

يي كه در ساختار سلولها به عنواني فيبروبلاست سلولهانيز 
 حضور دارند، استفاده شدند تا اندامهاو  بافتهاكبد و ديگر 

ي غير سمي نانوذرات طلا جهت مصارف درماني دزها
آمده از تحقيق حاضر  به دستبا اطلاعات . تعيين گردند
ي بيشتر ايجاد كرد زيرا تا بررسيهاايه اي را براي مي توان پ

كنون مطالعه اي مبني بر رفتار نانوذرات طلا توليدي به 
با توجه به اينكه . روش زيستي وجود نداشته است

نانوذرات طلا داراي سطوح در معرض مي باشند كه قادر 
ند لذا هستبه جذب تركيبات سرم بر روي سطح خود 

اين تركيبات اثرات اين نانوذرات احتمال دارد با جذب 
با اين حال چنانچه از مطالعات سميت سلولي . خنثي شود

بر مي آيد، نانوذرات طلا سميت كمتري در كشت سلولي 
رده هپاتوسيت نسبت به رده فيبروبلاست داشتند كه خود 
مي تواند دليلي بر فعاليت و پايداري اين نانوذرات در 

ري و مقاومت بيشتر محيط كشت سلولي و نيز پايدا
   . ي هپاتوسيت به مواد سمي باشدسلولها

مطالعات نشان داده اند كه نانوذرات فلزات مختلف مي 
با ). 3(درون و يا برون سلولي توليد شوند به صورتتوانند 

توانايي توليد هر  Bacillus cereusتوجه به اينكه باكتري 
ضر تنها دو نوع نانوذرات را دارا مي باشد، در تحقيق حا

برون سلولي مورد بررسي  به صورتتوليد شده نانوذرات 
قرار گرفت زيرا توليد برون سلولي نسبت به درون سلولي 

در توليد برون سلولي،  علاوه بر اين. بهتر و ساده تر است
نيازي به عمليات پايين دستي جهت تخليص نانوذرات 

  .نمي باشد باكتريهاتوليدي از درون سلول 

 Bacillusتوليد نانوذرات توسط باكتري  تأييدجهت 

cereus  چندين روش مورد استفاده قرار گرفت كه يكي از
از . آنها استفاده از روش اسپكتروفوتومتري نانودراپ بود

توليد نانوذرات طلا استفاده  تأييديي كه جهت آزمونهاديگر 
جهت بررسي شكل و اندازه  به علاوه. بود XRDشد 

ي شكلهادر . استفاده شد TEMيدي از نانوذرات طلاي تول
چند ضلعي  به صورتنانوذرات  TEMآمده از  به دست

مشاهده شدند و بررسي تصاوير مشخص كرد كه اندازه 
  . نانوذرات توليدي متغيير بوده است

در ادامه تحقيق بهينه سازي توليد نانوذرات طلا بر اساس 
 به دليل .انجام گرفت pHفاكتورهاي دما، زمان، سوبسترا و 

 آنزيمهاي الكتروني و شاتلهااينكه گروه وسيعي از پليمرها، 
در روند توليد نانوذرات دخيل مي باشند، لذا بهينه سازي 

مثبت داشته  تأثيرمي تواند بر روي دسته اي از اين عوامل 
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خنثي و يا  تأثيربر روي ساير عوامل  حالي كهباشد در 
يشه مناسب نخواهد منفي بگذارد بنابراين بهينه سازي هم

بهترين شرايط توليد نانوذرات براي نتايج نشان داد كه . بود
غلظت  مورد آزمون درباكتري كشت حاصل از سوپرناتانت 

سانتي درجه  40، دماي =pH 9 ميلي مولار، 5 يسوبسترا
 به منظورسپس . ساعت بوده است 72و مدت زمان  گراد

تدا بايد بررسي اثر نانوذرات طلا در كشت سلول، اب
نانوذرات شستشو داده مي شدند زيرا حضور تركيبات 

ي طلاي باقي مانده در محلول يونهااضافه از جمله 
نانوذرات در نتايج آزمايشات سميت سلولي مي توانست 

با استفاده از سانتريفيوژ با بدين منظور . تداخل ايجاد نمايد
با دور كم ابتدا ذارت بزرگ محلول گرفته شدند و سپس 

استفاده از سانتريفيوژ با دور بالا نانوذرات رسوب داده 
تحت سه مرحله شستشو قرار  PBS بافر  به وسيلهشدند و 
جهت انجام سترون سازي از روش تنداليزاسيون . گرفتند

اين روش، روشي راحت و آسان و بدون . استفاده شد
هزينه است كه بدون ايجاد تغيير در ساختار مواد حساس 

و  محلولهاقادر به استريل نمودن مناسب به حرارت 
با توجه به اينكه استفاده از فيلتراسيون سبب به . ستسرمها

مناسب  كارآييدام اندازي نانوذرات در منافذ فيلتر و عدم 
ي استريل روشهامي شد و نيز استفاده از اتوكلاو و يا ساير 

ي پوشش دهنده سطحي پروتئينهانمودن سبب تخريب 
با . گرديد، از روش تنداليزاسيون استفاده شدنانوذرات مي 

استفاده از اشعه هايي نظير اشعه اكس نيز جهت اين حال 
استريليزاسيون توصيه مي شود ولي با توجه به گران بودن 
اين روش، در تحقيق حاضر روش تنداليزاسيون برگزيده 

نتايج كشت سلولي نمونه ها نيز حاكي از استريل بودن . شد
ذرات طلا بود زيرا آلودگي خاصي در كشت مناسب نانو

 .سلولي مشاهده نشد

تا كنون مطالعه موثقي دال بر بررسي سميت سلولي 
نانوذرات طلاي توليدي به روش زيستي بر روي كشت 

بر اساس نتايج حاصل . ي انساني وجود نداشته استسلولها
از مطالعه كنوني مي توان نانوذرات طلا توليد شده به روش 

در  سلولهابراي  آنها IC50ي پايين تر از دزها را درزيستي 
جهت مصارف پزشكي نظير شناسايي تومورها استفاده 

كه از نتايج سميت سلولي بر  طورهمان با اين حال . نمود
نانوذرات طلا در كشت سلولي بر اساس رده  تأثيرمي آيد، 

  . سلولي مورد استفاده متفاوت است

لي بر روي دو رده سلولي كه نتايج كشت سلو همان گونه
فيبروبلاست و هپاتوسيت نشان مي دهد، نانوذرات طلا در 
كل داراي خواص سميت سلولي اندك مي باشند كه 

نانوذرات بوده و مي توان با به دز  سميت مذكور وابسته به
در بدن  آنها ي غير سمي از نانوذرات ازدزها كار بردن

ته را نيز توجه داشت با اين حال بايد اين نك. استفاده نمود
كه چنانچه هدف از استفاده از نانوذرات توليدي جهت 
مصارف دارورساني و درمان باشد، بايد نانوذرات در حجم 

استفاده شوند لذا مطالعات  تأثيرخاص حداقلي جهت 
مورد استفاده در پزشكي را دز  بيشتري در بدن لازم است تا

قات سميت سلولي تعيين و سپس نتايج آن را به نتايج تحقي
تعميم داد تا به اين ترتيب بتوان با اطمينان نانوذرات را با 

لذا مطالعات بيشتري راجع . مناسب در بدن وارد نمود تأثير
ي درون بدن مورد نياز است و پيشنهاد مي شود بررسيهابه 

نانوذرات طلا توليدي در مرحله بعدي در بدن حيوان 
علاوه بر اين با . دوه شآزمايشگاهي مورد بررسي قرار داد

پاكسازي و تجمع نانوذرات در  به دليلتزريق نانوذرات 
نظير بافت كبد، در آينده بايد سميت  بافتهابرخي از 

ي غير سمي تجويز شوند، در دزها نانوذرات را حتي اگر در
  . نيز بررسي نمود در شرايط داخل بدن ي كبدسلولهاروي 

كشت سلولي بر روي ر تحقيق حاضر نتايج د به طور كلي
دو رده سلولي فيبروبلاست و هپاتوسيت نشان مي دهد كه 

اثرات سمي  سلولهاي بالا بر روي غلظتهانانوذرات طلا در 
ي هپاتوسيت توانايي مقابله با سلولهااعمال نموده اند و 

كه اين  مي باشندي بالاتر را دارا غلظتهانانوذرات طلا در 
 حالي كهدر . ستسلولهااين مقاومت بيشتر  نشان دهندهامر 

ي فيبروبلاست نانوذرات طلا با همان سلولهادر مورد 
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بنابر . غلظت، سبب مرگ و آسيب سلولي شده بودند
مطالعات فوق مي توان نتيجه گيري نمود كه نانوذرات طلا 

از يك نوع، يك شكل و يك اندازه بر روي هر رده سلولي 
  .داراي رفتارهاي متفاوت مي باشند
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Abstract 

Gold nanoparticles (GNPs) have different applications in the medicinal field. There are 
three methods for producing nanoaprticles. Recent study was conducted on the 
assessment the toxic effects of the biologically produced GNPs. Bacillus cereus (PTCC 
1015) was purchased and cultured in Nutrient broth medium. The bacterial cells were 
harvested by centrifugation and the obtained supernatant was incubated with 
Chloroauric acid solution at the final concentration of 1mM. Then the color changed 
supernatant was used for spectrophotometery, X-ray diffraction (XRD) and 
transmission electron microscopy (TEM) analyses. Two cell lines (HepG2 and CIRC-
HLF) were used for 3-(4,5 dimethyl thiazol-2yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide 
(MTT) assay. Spectrophotometery and XRD analyses proved the formation of GNPs 
and TEM images showed that the sizes of the produced GNPs were around 10-70nm. 
MTT assay has showed that GNPs had low cytotoxic effect and this effect was dose 
dependent. In the recent study the cell culture assay showed that the produced GNPs 
had toxic effect when they were used at high concentrations and the Hepatocyte 
(HepG2) cell line was more resistant than the Fibroblast (CIRC-HLF) one against the 
higher concentration of GNPs. The biologically produced GNPs can be easily produced, 
washed, sterilized and can be used in vivo in future studies. 
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