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 A-375 ي سلول سرطانی تروژن بر ردهي با ن ناخالص شده دي اکسيوم ديتانيت ذرات  نانواثر
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  ١٧/٣/٩٥ :    پذيرش  ١٩/١٠/٩٤: دريافت

  
  دهيچک
 فـرابنفش  ی  است که تحـت اشـعه    (PDT) يک تراپ يناميتودو در ف  ي قو ي نور ي از حساسگرها  يکي (TiO2)د  ي اکس يوم د يتانيت: هدف نه و يزم

(UV)  ـتروژن يبا نهدف از اين مطالعه بررسي اثر نانو ذرات تيتانيوم دي اكسيد ناخالص شده     . گردد ي فعال م   ي ملانومـا A-375 ي سـلول ی ر ردهب
  .بود يانسان

 ـته ١ بـه  ٤بـه نـسبت    TiO2 اوره با پـودر    يکي توسط مخلوط کردن مکان    N-TiO2نانوذرات  : يروش بررس   بـا  A-375 يهـا  سـلول . ه شـدند ي
ب يترت  بهA-375 يها  سلوليايستيرشد و ز. مار شدندي تياب نور مرئي مختلف در حضور و غ   ي در فواصل زمان   N-TiO2 مختلف از    يها غلظت

 ي بررسي براDNAد و الکتروفورز ژل يوم برومايديات/ن اورنج يدي آکر يزيرنگ آم .  شدند ي بررس MTTپان بلو و    ي آزمون دفع رنگ تر    ی لهيوسه  ب
  .آپوپتوز به کار برده شد

 ميکروگـرم بـر   ۰/۰ ۱ -۱۰۰( صـورت وابـسته بـه غلظـت      تواند سبب مهار رشد بـه  ي مي فعال شده با نور مرئN-TiO2ج نشان داد ينتا: ها افتهي
 ميکروگرم بر ميلي ليتر مشاهده شد که نتايج حاصله از ميکروسـکوپ فلورسـنت و قطعـه     ۱۰۰ستايي در غلظت    کاهش زي  .و زمان شود  ) ليتر ميلي

  . وقوع مرگ سلولي آپوپتوتيک را در اين غلظت نشان مي دهدDNAقطعه شدن 
 ـارز ين نـانوذرات را بـرا  يتوان ا ي، مA-375 يها  بر سلولN-TiO2 ي به اثرات ضد سرطانيابيبا دست : يريجه گ ينت  ـ بيابي  ـعنـوان    شتر بـه ي ک ي

 . شنهاد دادي سرطان پوست پيکيتيد در درمان فوتوکاتالي جديحساسگر نور
  ، ملانومايک تراپيناميتودوتروژن، في با ني سازد، ناخالصي اکسيوم ديتانيت: يديکلگان ژوا
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  مقدمه
لـت  ن ع يهـا و دوم ـ     درصد از کل مرگ    ٩ها علت    سرطان     

 ـ در ار در جهان هستند که ي مرگ و م   ی عمده  ـي ن سـرطان  ين ب
هـا در اکثـر کـشورها        ن انواع سـرطان   يتر عي از شا  يکيپوست  

 ـ و غ  ييه ملانومـا   که به دو گرو    باشد مي م ي تقـس  يير ملانومـا  ي
ها  تيم پوست با منشا ملانوس يملانوما تومور بدخ   .)١( شود يم

 درصد ۲ملانوما .  سرطان پوست است يياست که نوع ملانوما   
ن نوع سـرطان    يتر  کشنده  که شود يها را شامل م     سرطان  کل از

 شده است  دو برابر     سال اخير بروز آن    ۲۰و طي   پوست است   
 يمي، ش ـ ي ملانومـا شـامل جراح ـ     ي درمـان  يها روش. )۲ و۳(

 ـناميو فوتود  ي، هورمون درمـان   ي، پرتودرمان يدرمان  ـ ي  يک تراپ
(PDT)٤-٦( باشد ي م( .PDT است ياجمر تهيک روش غي 

عه ي نرمال اطـراف ضـا     يها ب به بافت  ين آس يتر  موجب کم  که
 از ي حساسگر نوری ک مادهي ي فعال ساز PDT .)۷( شود يم

  مثـل يا  کشنده يد عوامل سم  يق نور است که منجر به تول      يطر
ROS (Reactive Oxygen Species)ـ  شـود کـه در    ي م

  .)٨(د شو ي مي مرگ سلولیت موجب القايهان
 ـعنـوان    بـه هستند  مه رسانا   ي ن TiO2 نانو ذرات  زور يک کاتـال  ي

ت کـم،   يل آن سم  ي دل ، منحصر به فرد شناخته شده است      ينور
 ـ ز ي بالا، سازگار  يداريپا  يريپـذ   فـوق العـاده، واکـنش      يستي

 که بـه  ن نانوذره استين بودن و در دسترس بودن ا ، ارزا ينور
. شـوند  يافت م ـ يت  يل و بروک  ي آناتاز، روت  يستاليسه شکل کر  

  را دارد  يکيتيت فوتوکاتال ين سهم فعال  يشترين آناتاز ب  ين ب يدر ا 
ت ي، نقش ضـد بخـار، خاص ـ  يز شوندگياثر خود تم  . )۹ و۱۰(

 يهـا  هـوا و آب، اسـتفاده در سـلول        ی   هي، تـصف  يکروبيضد م 
ــ ــ و هميديخورش ــاربرد در زميچن ــهين ک ــا ن ــکيه  از ي پزش

 ـTiO2 نــانوذرات  يکاربردهــا از جملــه   .)۱۱( باشــد  ي مـ
 اسـت    به آن شده   يا ژهي که امروزه توجه و    ي پزشک يکاربردها

، عکـس   ي درمـان سـرطان، دارورسـان      ي برا PDTتوان به    يم
 ـ فعال .)۱۲(ص زود هنگام اشاره کرد      ي و تشخ  يبردار ت ضـد  ي

 فوجي شيما ن بار توسط    ي اول ي برا TiO2 ي و کشندگ  يسرطان

در . )۱۳(  گـزارش شـد    Hela يها  سلول يو همکاران بر رو   
را بـر    TiO2 ی  و کـشنده   يرات سـم  ي تاث ياديادامه محققان ز  

 بـه اثبـات     UV ی  در حـضور اشـعه     ي سرطان يها  سلول يرو
 TiO2 نـانوذرات    يطور مثال خواص ضد سـرطان       به .رساندند

 MDA-MB-468 و MCF-7 ي ســرطان يهــا در ســلول
، ) رحــمی  دهانــهينومايکارســ (Hela، )نهي ســينومايکارســ(

WIL2-NS) ديفوبلاستوئنل(  ،H1299) ـ ر ينومايکارس ـ  ، )هي
T24) مثانه ينومايکارس(  ،Ls-174-t) کولـون  ينومايکارس ( 

بـا طـول مـوج       UVتحت تابش   . )۱۴-۱۹( اثبات شده است  
 ـ موجود در لا   يها نومتر، الکترون  نا ۳۸۷کمتر از     ـ ظرف ی هي ت ي

TiO2 جـه  يروند و در نت يت مي هدای هيخته شده و به لا يبرانگ
 اسـترس   ید، که قادر به القا    يآ يد م يحفره پد  -جفت الکترون 

ون يژن مثل آني واکنشگر اکسيها د گونهيق توليو از طر  يداتياکس
O2)د  يسوپر اکس 

ژن ي، اکـس  (°OH)ل  يدروکـس يکال ه ي، راد (-
شـود کـه بـا       ي م (H2O2)دروژن  يد ه ي و پراکس  (1O2)منفرد  

ب بـه   يدهند و موجـب آس ـ     يک واکنش م  يولوژي ب يها مولکول
 بـا  .)۲۰( شوند ي مي مرگ سلول یت موجب القا  يآنها و در نها   

هـا در اسـتفاده از    تين محـدود يتـر   از مهـم   يک ـين وجـود    يا
ــانوذرات  ــرژ TiO2ن ــطح ان ــودن س ــالا ب ــکافي ب ــد - ش   بان

اسـت کـه    ) TiO2زوتـوپ آناتـاز     ي ا ي الکترون ولت برا   ۲/۳(
ختـه  ي برانگ UV نـور    ريذره تحت تاث   ن نانو يشود ا  يموجب م 

ان بخش اسـت کـه مـانع    ي ز يا ، اشعه UV ی اشعه. )۲۱( شود
. شــود ي و ســودمند در درمــان ســرطان مــي عملــيکاربردهـا 

ــانوذرات يچنــهم ــازترکنيــز   TiO2ن در مــورد ن  يبيامکــان ب
ل فوق لازم است    يبه دلا . )۲۲( ز وجود دارد  يحفره ن  -الکترون

 يهـا  رو تلاش  نياز ا .  اصلاح شود  يست به نحو  ين فتوکاتال يا
 و کـاهش    TiO2 يکيتيت فتوکاتـال  ي ـ جهت بهبود فعال   ياريبس

  بـا  يناخـالص سـاز   .  صورت گرفته اسـت    يبيترکخواص باز 
ــ ــ از قبيفلزات ــن ي ــت (Fe)ل آه ــل ي، ن(Co)، کبال  و (Ni)ک
 سـبب  (S)، گوگرد  (C)ن  ، کرب (N)تروژن  يل ن ي از قب  ينافلزات

 ـ     ي ا يکيتيت فتوکاتال يبهبود فعال   بـا  ين نانوذره، تحـت نـور مرئ



   ناخالص شده با نيتروژن تيتانيوم دي اکسيد ذرات نانو
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 ـدل. )۲۳( شود ي نانومتر م  ۴۰۰شتر از   يطول موج ب   ل انتخـاب   ي
ون کم و يزاسيوني ي بالا، انرژيداري پا،ان نافلزات يتروژن از م  ين

 تـاکنون اثـرات   .)۲۴( ژن اسـت ي آن به اکس   ی ه بودن اندازه  يشب
 ي سـرطان  يهـا   در سـلول   N-TiO2 نـانوذرات    يضد سـرطان  

K562) انسان يلوسم (  ،Hela) م دهانـه رح ـ   ينومايکارس ـ( ،
QGY) کبد ينومايکارس  (  وKB) نازوفارنکس ينومايکارس ( 

 يمنظـور بررس ـ   ن مطالعـه بـه    يا. )۲۰ و۲۵(  شده است  يبررس
ــرطان ا ــد س ــرات ض ــلولی  در ردهN-TiO2 يث  A-375 ي س

  .رفتي صورت پذي انسانیملانوما
  

  يروش بررس
 توسـط  N-TiO2نـانوذرات   :N-TiO2 نانوذرات  ی هيته    

ــان  ــردن مک ــوط ک ــان-Merck( اوره يکيمخل ــودر ) آلم ــا پ ب
Coteix-KA-TiO2 )ــد٩٩  ١٠٠ <:anatase) درصـــــــ

)Coteix-ه يز تهيشگاه تبر در دان١ به ٤به نسبت ) يکره جنوب
 ي  درجـه  ٤٠٠ ين مواد تحت اتمسفر هوا در دمـا       يابتدا ا . شد
قـه  يگـراد در دق  ي سـانت ي  درجه١٠ش يگراد با نرخ گرما  يسانت

پـس از   .  اتاق سرد شـد    ي دما  رسيدن به  قرار گرفت، سپس تا   
دسـت آمـد     ه ب يخرد کردن در آون، پودر زرد رنگ سبک وزن        

 ـ کر ی که اندازه   ـ ٨٠ آن   يهـا  ستالي انومتر و مـساحت سـطح       ن
 ـا.  بـود   مترمربع بر گرم   ٨٢/٩اش   ژهيو ن مشخـصات توسـط     ي
 X ي  انکسار اشـعه    و (TEM) گزاره   يکروسکوپ الکترون يم

(XRD)يزهاي و آنال BET٢٥ و٢٦( د شديي تا(.  
 ـي م ۵/۲ابتـدا اسـتوک      :N-TiO2 استوک   ی هيته گـرم بـر     يل
 DMEMط کـشت  ي در مح ـN-TiO2تر از نـانوذرات   يل يليم

ون يسپس جهت حذف تجمعات نانوذرات، سوسپانس. ه شديته
 ک با قـدرت يقه تحت نوسان اولتراسوني دق۲۰حاصل به مدت   

-ي درصــد حجمــFBS ۱۰تــا ينها. قــرار گرفــتدرصـد   ۵۰
 ـعنوان عامل پا    به يحجم عامـل   "،وني سوسپانـس  ی دار کننـده  ي

 افـزوده   "(Aggregation) دارکننده و مهارکننده تجمعات   يپا

 يمـار سـلول  ي مورد نظر جهت ت    يها  رقت ی هيشد و پس از ته    
  .مورد استفاده قرار گرفت

ر ي ذخـا ي مل ـکـز  از مر  A-375 ي سـلول  ی رده :کشت سـلول  
ط يها از مح ـ  رشد سلول يبرا. ه شد يران ته ي ا يستي و ز  يکيژنت

 ـ    يکه غن  DMEMکشت    (FBS) ين گـاو  ي شده با سرم جن
 ميکروگرم ۱۰۰(ن يسي استروپتومايها کيوتيب ي و آنت درصد۱۰

ــي ــر ميل ــر ب ــ) ليت ــ يو پن ــي۱۰۰(ن يليس ــر ميل ــر  واحــد ب ) ليت
)Biosera-هـا در مـدت      لسلو. ديبود، استفاده گرد  ) سيانگل

، رطوبـت  درصد CO2 ۵ط ي در انکوباتور با شرا   يکشت سلول 
 نيـز  نـد و  گراد قرار گرفت   ي سانت ی  درجه ۳۷ ي و دما  درصد ۹۵
ط يض مجـدد مح ـ يبار مورد پاسـاژ و تعـو   کي ساعت   ۴۸هر  

  .کشت قرار گرفتند
 اثـرات   يمنظـور بررس ـ   بـه  :ي سـلول  يخت شناس ـ ي ر يبررس

  يهـا   سـلول  ي شناس ـ خـت يرات ر يي بر تغ  N-TiO2نانوذرات  
A-375   قرار داده   ي چاهک ۹۶ت  ي سلول در پل   ۱۵×۱۰۳ تعداد 

 ۱۰۰ تـا  ۰۱/۰ يهـا  ها با غلظـت  سلول ساعت ۲۴پس از  . شد
قـه در  ي دق۲۰ بـه مـدت     و مار شـدند  يتر ت يل يليکروگرم بر م  يم

 ي نـور  يانرژسپس   ند،وات قرار گرفت   ۵۰ معرض لامپ زنون  
ل ي ـوسط دسـتگاه ترموپ  متر مربع که ت    ي ژول بر سانت   ۲۴معادل  

جهت حـذف امـواج     . ها وارد شد   ده شده است به نمونه    يسنج
UV    و ۲۴ گذشـت   پـس از  . استفاده شد  نانومتر   ۴۰۰از فيلتر 

مـار شـده و     ي ت يها  سلول يخت شناس يرات ر يي تغ ، ساعت ۴۸
 معکوس يکروسکوپ نور يبا استفاده از م   ) کنترل(مار نشده   يت

  .  قرار گرفتيابيمورد ارز
ــ ــد ريبررس ــ و زش ــلولييستاي ــرا :ي س ــدي بررســيب    رش

. پان بلو استفاده شـد ي از آزمون دفع رنگ تر     ي سلول ييستايو ز 
  تيــ ســلول در هــر چاهــک پل۱۵×۱۰۳ن منظــور تعــداد يبــد
تر يل يليکروگرم بر م ي م ۱۰۰ تا   ۰۱/۰ يها  با غلظت  ي چاهک ۹۶
 در حضور   يسپس در معرض نور مرئ    . مار شد ي ت N-TiO2از  

  پـس از  . قـه قـرار گرفـت   ي دق ۲۰ر بـه مـدت       نانومت ۴۰۰ لتريف
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 هـر چاهـک بـا       يهـا   ساعت، تعـداد سـلول     ۴۸ و   ۲۴گذشت
  پـان بلـو مـورد سـنجش    يتومتر و رنـگ تر  ياستفاده از هموسـا   

  .قرار گرفت
ــون ارز ــآزم ــميابي  ــ :N-TiO2ت ي س ــور بررس ــه منظ   يب

 ـ و تا  A-375 يها  بر سلول  N-TiO2 ياثرات سم  ج يد نتـا  يي
.  استفاده شدMTT از آزمون    يولدست آمده از شمارش سل     به
 ـ   به  ـ انـدازه گ   ي بـرا  MTT از آزمـون     يطـور کل   تي سـم  يري

 ۱۵×۱۰۳ن منظـور تعـداد      يبد .شود ي استفاده م  ير سلول يو تکث 
  پـس از گذشـت    .  قـرار داده شـد     ي چاهک ۹۶ت  يسلول در پل  

کروگرم بـر  ي م۱۰۰ و ۱۰، ۱ يها ها با غلظت  ساعت سلول  ۲۴
قه در  ي دق ۲۰و سپس به مدت     مار شدند   ي ت N-TiO2تر  يل يليم

 ـابتـدا پل    ساعت ۴۸پس از   .  قرار گرفتند  يمعرض نور مرئ   ت ي
به . فوژ شد يفوژ کاملا سانتر  يت سانتر يها توسط پل    نمونه يحاو

ات داخل هر چاهـک کـاملا رسـوب کـرد،           يب محتو ين ترت يا
 ـ محتو ي تمـام  سپس ختـه و  يهـا دور ر   سـلول  يع رو يات مـا  ي

هـا   د بدون سرم به سـلول يجدط يتر محيکرولي م ۱۰۰بلافاصله  
 به هر چاهـک    MTTتر محلول   يکرولي م ۱۰سپس  . شداضافه  
 يات رويون کل محتوي ساعت انکوباس۳پس از   . ديردگاضافه  
 يتر محلـول د يکرولي م۱۰۰خته و بلافاصله  يها را دور ر    سلول

 تـا   شـد  به هر چاهـک اضـافه        (DMSO)د  يل سولفوکسا يمت
 ـر نها د. حـل شـود     فورمازان يها ستاليکر  يت جـذب نـور    ي

 نانومتر توسط دستگاه    ۵۸۰در طول موج     دست آمده  همحلول ب 
  . شدزا قرائتيالا

 يجهت بررس ـ :کروسکوپ فلورسنت ي آپوپتوز با م   ی مطالعه
طـور جداگانـه     در ابتـدا بـه     آپوپتـوز    يخت شناس ـ يرات ر ييتغ

 ـيگرم بر م   يلي م ١استوک    ـتـر از رنـگ آکر     يل يل ن اورنـج و  يدي
 ـتر از رنـگ ات يل يلي بر مگرم يلي م١استوک   ـوم برومايدي  د دري

PBS ي حجم ـ ١:١ فـوق بـه نـسبت        يهـا  محلول. ه شد ي ته-
تر از محلول حاصل يکرولي م ٥/٠ سپس   ، مخلوط شدند  يحجم
ــا  ــر از سوسپانــــسيکرولي م٢٠بــ ــلوليتــ  لام ي رويون ســ

هـا بـا     سـلول ،ري اسمی هيبعد از ته   .شد مخلوط   يکروسکوپيم

ر يکروسکوپ فلورسنت تـصو   يو سپس با م     شد لامل پوشانده 
  .گرديد يبردار

 يبـرا  :DNAبا آزمون قطعه قطعه شـدن      آپوپتوز   ی مطالعه
 از الکتروفـورز ژل آگـارز     DNA قطعـه قطعـه شـدن        يسربر

 ـ سلول را در پل   ۳۵×۱۰۴ن منظور تعداد    يبد. دياستفاده گرد  ت ي
ها   ساعت سلول  ۲۴پس از گذشت    .  قرار داده شد   ي چاهک ۲۴

 ـيگـرم بـر م    کروي م ۱۰۰با غلظت    مـار  ي ت N-TiO2 از   تـر يل يل
 ـ   يسپس تحـت تـاث    . شدند پـس از   .  قـرار گرفتنـد    ير نـور مرئ
 ـ بـافر ل    ميکروليتـر  ۲۰ها با    فوژ، سلول يسانتر ز کننـده شـامل     ي

)EDTA مــولار،   يلــي م١٠٠SDS) ي درصــد وزنـ ـ٨/٠- 
 .ز شــدنديــل) PH = ٨مــولار،  يلــي م٢٠ Tris-Hcl، يحجمــ

 ـي پروتئ ميکروليتـر ۱۰سپس مقدار     ـ اضـافه گرد Kاز ن د و بـه  ي
.  شديگراد نگهدار ي سانتی  درجه۵۰ يک شب در دما يمدت  

ــر۵پــس از افــزودن  ــافر لود  ميکروليت ــگل (٦×نــگ يب   سرولي
 يهـا  ک از نمونـه   ي هر   ) درصد ٢٥و بروموفنول بلو  درصد   ٣٠

.  شـد ي بارگذاري درصد۵/۱ ژل آگارز   يها موجود در چاهک  
هم جدا شـده و مـورد        از   DNAبا انجام الکتروفورز قطعات     

  .ل قرار گرفتنديه و تحليتجز
-ي حاضــر کــه تجربــي پژوهــشی در مطالعــه :يروش آمــار

دست آمده حاصل سه  ه بيها  دادهيباشد، تمام ي ميشگاهيآزما
هـا بـا اسـتفاده از        ش مستقل بوده و داده    يبار تکرار از سه آزما    

ل يه و تحلي مورد تجزSPSS ي و آزمون آمار Excelافزار نرم
 ي از نظر آمار>۰۵/۰P  با ارزش  يها  قرار گرفت و داده    يآمار
  . شدنديدار تلق يمعن
  
  افته هاي

     N-TiO2     رات يي ـجـاد تغ  يسـبب ا   ،فعال شده توسط نـور
 يبررس ـ .گـردد  ي م ـ A-375 يهـا   در سـلول   يخت شناس ـ ير
  مـار شـده بـا   ي تA-375 يهـا   سـلول  يخت شناس يرات ر ييتغ

N-TiO2   ی  نـشان دهنـده  ينـور کروسـکوپ  ي با استفاده از م 
. باشـد  يم N-TiO2مار شده با   ي ت يها رات در ظاهر سلول   ييتغ
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 بـه   N-TiO2مـار بـا     ي سـاعت پـس از ت      ٢٤ يرات ظاهر ييتغ
  صـــورت وابـــسته بـــه غلظـــت آغـــاز شـــد و در غلظـــت

 ـتـر ب  يل يل ـيکروگرم بر م  ي م ١٠٠  ـزان ا ي ـن م يشتري  راتيي ـن تغ ي
 بـه فـرم     يع ـيطـور طب    بـه  A-375 يهـا  سـلول . مشخص شد 

 شـود،  مـشاهده مـي   ١ کـه در شـکل   يبيترت  هستند، به  ياليتلياپ

 ـ      N-TiO2جاد شده بر اثـر      يرات ا ييتغ  ي در حـضور نـور مرئ
 ـها و خارج شدن ا ن سلول يا شامل مهار رشد   هـا از   ن سـلول ي

 مـشاهده   ١طـور کـه در شـکل          همـان  .باشـد  ي م يعيشکل طب 
ص ي مـرده قابـل تـشخ     يها ک و سلول  يشود اجسام آپوپتوت   يم
   .دباشن يم

  

 

  
نمايي   ساعت با ميکروسکوپ نوري معکوس و بزرگ۲۴ بعد از N-TiO2 تيمار شده با A-375هاي  تغييرات ظاهري سلول :١شکل 

 در حالت طبيعي به فرم اپيتليالي و A-375هاي  سلول.  ساعت مهار رشد سلولي و تشکيل اجسام آپوپتوتيک ديده شد۲۴، بعد از ۳۲×
گيرند از سطح جدا شده و به فرم کروي در  ليتر نانوذره قرار مي  ميکروگرم بر ميلي۱۰۰در معرض غلظت که  چسبنده هستند، زماني

  .آيند مي
  

N-TiO2      ييستاي ـسبب مهار رشـد و ز     فعال شده توسط نور 
ــلول ــا در س ــA-375 يه ــردد ي م ــرا .گ ــيب ــراتي بررس    اث
N-TiO2    ـ بر رشد و تکث   ي در حضور نور مرئ  هـا از   ر سـلول ي

طـور کـه در    همـان . دياده گردپان بلو استفيرنگ ترآزمون دفع  
بـر   N-TiO2 ياثر مهـار رشـد   ، نشان داده شده است ۲شکل  

 تنها وابسته به غلظت بوده و زمان بر     A-375 يها  سلول يرو
 ٠١/٠ يهـا   غلظت يج برا ينتا.  ندارد يرير چشمگ ي آن تاث  يرو
 ـي بـر م  کروگرمي م ١٠٠تا    ـ ٢٤تـر در  يل يل    تـا ١٠٠ن ي سـاعت ب
  و در ) الـف -٢شـکل   (باشـد    ي نسبت به کنترل م    درصد ٦/٥٥

 ـ ٦/٥٣  تا١٠٠ن  ي ساعت ب  ٤٨ باشـد   يدرصد نسبت به کنترل م
 ـز مـورد ارز  يها ن  ن سلول ي ا ييستايزان ز ي م ).ب-٢شکل  (  يابي

پان بلو نشان   يج حاصل از آزمون تر    ينتا). ۳شکل  (قرار گرفت   
 و ييستاي سبب کاهش زي در حضور نور مرئN-TiO2داد که 

کروگرم بر  ي م ١٠٠ در غلظت    A-375 يها لقا مرگ در سلول   ا
 يريگـر کـاهش چـشمگ     ي د يها شود و در غلظت    يتر م يل يليم

کروگـرم  يم ١٠٠ غلظـت   ي برا ج حاصل ي نتا .شود نميمشاهده  
  درصد٣/٧٢  با برابرييستايزان ز ي م  ساعت ٢٤ در   تر،يل يليبر م 

ــه کنتــرل ــر ســاعت٤٨و در ) الــف-٣شــکل ( نــسبت ب    براب
   ).ب-۳شکل  ( درصد نسبت به کنترل نشان داد٣/٦٧

  يهــا  بــر سـلول N-TiO2 ي اثـرات سـم  يبـه منظـور بررس ــ 
A-375  از  يج به دست آمـده از شـمارش سـلول         يد نتا يي و تا 
 ي برا MTT از آزمون    يطور کل  به.  استفاده شد  MTTآزمون  

طور  همان. شود ياده م استف ير سلول يت و تکث  ي سم يريگ اندازه
 شاهد کـاهش    يا ان داده شده است تا اندازه      نش ٤که در شکل    
کروگــرم بــر ي م١٠٠م بــه خــصوص در غلظــت يرشــد هــست

 تکـرار  MTTپان بلو در آزمـون     يج آزمون تر  يتر، اما نتا  يل يليم



   و همكارانمريم شريفي 
 

  ١٣٩٦فروردين و ارديبهشت , ١٠٨ي  شماره, ٢٥ي  ره ي علمي، پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي، درماني زنجـان، دو مجله

73 

 N-TiO2ن است که نانوذره يل آن ا ين دل يتر شود، که مهم   ينم
O2)ژنيکال آزاد اکسي راديدر حضور نور مرئ

کند  يد مي تول (-
بر اثـر انتقـال   . کند يجاد مي اختلال ا MTTج تست   يتاکه در ن  

O2الکترون از   
واسـط بـه نـام      کـال حـد   يک راد ي MTT به   -

 ـنيکـال تترازول يراد نمــک  شـود کــه کـاملا بـا    يل م ـيل تــشکي

در تست   رود ي فورمازان که انتظار م    يها ستاليوم و کر  يتترازول
MTT  ٢٧( رد نامتناسـب اسـت    ي شکل بگ(. N-TiO2   فعـال

 A-375 يهـا   آپوپتـوز در سـلول     یسبب القا شده توسط نور    
  .گردد يم

  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 در N-TiO2 اثر) الف.  با استفاده از آزمون دفع رنگ تريپان بلو A-375هاي  تحت تاثير نور مرئي بر رشد سلولN-TiO2بررسي اثر : ۲شکل 
سبب کاهش رشد و تکثير ) ليتر  ميکروگرم بر ميلي١٠٠ تا ٠١/٠(ته به غلظت  ساعت به صورت وابس٢٤ بعد از A-375هاي کاهش رشد سلول

 ميکروگرم بر ١٠٠ تا ٠١/٠( ساعت به صورت وابسته به غلظت ٤٨ بعد از A-375در کاهش رشد سلول  N-TiO2اثر ) ب. شود سلولي مي
 (SD) خطاي استاندارد ±صورت ميانگين سه واکنش مستقل  هه شده در نمودار بيمقادير ارا. شود سبب کاهش رشد و تکثير سلولي مي) ليتر ميلي

  .باشد مي
  

)ب(  

)الف(  
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  . با استفاده از آزمون دفع رنگ تريپان بلوA-375هاي   تحت تاثير نور مرئي بر زيستايي سلولN-TiO2بررسي اثر  :٣شکل 

مقادير .  ساعت۴۸ بعد از A-375هاي  ستايي سلول در زيN-TiO2اثر ) ب.  ساعت۲۴ بعد از A-375هاي   در زيستايي سلولN-TiO2اثر ) الف
  .باشد  مي(SD)  خطاي استاندارد±ه شده در نمودار به صورت ميانگين سه واکنش مستقل ئارا

  
شـود بـا اسـتفاده از      مـشاهده مـي  ٥طـور کـه در شـکل      همان

هاي تيمار شده   سلولAo/Etميکروسکوپ فلورسنت و رنگ 
  ليتـر پـس از     بـر ميلـي   ميکروگرم١٠٠ در غلظت N-TiO2با  

هـايي بـا کرومـاتين نـارنجي ديـده             ساعت به شکل سلول    ٢٤
ی مرگ سلولي از نوع آپوپتوز است و  شوند که نشان دهنده مي

  )الف-۵شکل  (شوند هاي کنترل به رنگ سبز ديده مي سلول

)الف(  

)ب(  
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  تغييرات به صورت وابسته به غلظت . MTTزمون  ساعت با استفاده از آ٤٨ بعد از A-375هاي   بر سلولN-TiO2بررسي اثرات سمي : ۴شکل

  .باشد  مي(SD) خطاي استاندارد ±صورت ميانگين دو واکنش مستقل  ه شده در نمودار بهئمقادير ارا. است) ليتر  ميکروگرم بر ميلي١٠٠ تا ١(
  

ــر اســاس نتــايهمچنــ   ج حاصــل از آزمــون قطعــه قطعــهين ب
  مــار بـــا يتحــت ت  A-375 يهـــا در ســلول  DNAشــدن  

N-TiO2 ــر مي م١٠٠غلظــت  در ــرم ب ــيکروگ ــاهديل يل ــر ش    ت

ــوز در ا  ــوع آپوپت ــوق ــلولي ــدم و  ن س ــا و ع ــوع آن در ه   ق
  .)ب-٥ شکل (مي کنترل بوديها سلول

 
 

آميزي   رنگ با استفاده از ميکروسکوپ فلورسنت وA-375هاي   تحت تاثير نور مرئي بر سلولN-TiO2بررسي اثر آپوپتوتيک ) الف :۵شکل 
Ao/Et .بررسي اثر آپوپتوتيک ) بN-TiO2هاي   تحت تاثير نور مرئي بر سلولA-375 با استفاده از آزمون قطعه قطعه شدن DNA .پس از  

 مشاهده شد که حاکي از (Smear)ليتر حالت لکه   ميکروگرم بر ميلي۱۰۰ در غلظت N-TiO2 تحت تيمار با A-375هاي   ساعت در سلول۲۴
  .باشد هاي کنترل مي ا و عدم وقوع آن در سلوله وقوع آپوپتوز در اين سلول

)ب(  
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  بحث
م نام ي ملانوم بدخيتيم پوست با منشا ملانوس يتومور بدخ       

 سرطان پوست است و احتمال متاستاز       ييدارد که نوع ملانوما   
 .)٢٨( باشـد  ي م ـ ي پوسـت  يهـا  گر سرطان يشتر از د  يدادن آن ب  

 در درمان  است که ير تهاجم يک روش غ  ي يک تراپ يناميفوتود
با توجه به   . )۵ و۶( ار مورد توجه قرار گرفته است     ي بس ملانوما

عنوان حساسگر  به TiO2ل ير کاربرد نانوذرات از قبيت اخ ياهم
 ـ در تکن  ينور  ـناميک فوتود ي  ـ ي   تـا مي، مـا بـر آن شـد      يک تراپ
 و يت نـور يک فـرم فعـال تـر از نظـر خاص ـ     ي ـسم اثـر    يمکان

 ـ ي را بررس ـ  يدانياکس يآنت  حاضـر بـه منظـور       ی مطالعـه . مي کن
 به عنوان N-TiO2 ي اثرات سمي مولکوليها سمين مکايبررس

 ـ   ي تحـت تـاث    يک حساسگر نور  ي  ی  رده ي بـر رو   ير نـور مرئ
 ـتکن .رفتي صـورت پـذ    ي انسان ی ملانوما A-375 يسلول  کي
 ي تراپکينامي فوتودکي مطالعه تکنني مورد استفاده در ا   يدرمان

ثـل سـرطان     م ي سـطح  يهـا   در مورد سـرطان    شترياست که ب  
 ي انتخاب ي سلول ی  علت رده  نيبه هم . باشد يپوست پاسخگو م  

 سرطان پوست از نوع ملانومـا       ي سلول ی  مطالعه، رده  ني ا يبرا
 N-TiO2  نـانوذرات  کهمشخص شد   ن مطالعه   ي در ا  .باشد يم

 ـ سبب مهار رشـد و ز يدر حضور نور مرئ   صـورت    بـه ييستاي
ــلول  ــت در س ــه غلظ ــسته ب ــا واب ــدي گردA-375 يه در  .دن

 ، و همکاران انجام شـد     جانگ وونگ سئو   که توسط    يا مطالعه
 ي بررس A-375 ي سلول ی  بر رده  UVحضور   در   TiO2ر  يتاث

 ٤٠٠ تـا    ١٠٠ يهـا  هـا نـشان داد کـه در غلظـت          افتهي .گرديد
 اثر نيا، شود ي مشاهده ميتر اثر مهار رشديل يليکروگرم بر ميم

 دها همراه بـو     سلول ني ا ي در شکل ظاهر   ريي با تغ  يمهار رشد 
 در  ي اثـرات مهـار رشـد       و همکاران نشان دادنـد     يينگ. )٢٩(

 قـرار   TiO2ر  ي که تحت تـاث    Bel-7402 و   L-02 يها سلول
ود، در  ش يم ساعت مشاهده    ۹۶ و   ۴۸ب پس از    يگرفتند به ترت  

 ساعت  ۲۴ن اثر پس از گذشت      يش حاضر ا  يکه در آزما   يحال
 يهـا   سـلول  ي کـه رو   يگري د ی در مطالعه . )۳۰(مشاهده شد   

MCF-7   و MDA-MB-468) صورت ) نهي س ينومايکارس

 فــرابنفش ی  در حـضور اشـعه  TiO2 گرفـت نـشان داده شــد  
)UV ( صـورت وابـسته     مولار به کروي م ۴۵ تا ۵ يها در غلظت

. )۱۴( شـود  يهـا م ـ    سلول نيبه غلظت موجب مهار رشد در ا      
 ي و همکاران بـر رو     ي که توسط موسو   يا ن در مطالعه  يچنهم
 انسان صورت گرفت نشان داده      يوسم ل K562 ي سلول ی رده

کروگـرم بـر    ي م ١٠ تـا    ٠١/٠ يها  در غلظت  N-TiO2شد که   
 تر به صورت وابسته به غلظت و زمان سبب مهار رشـد           يل يليم

 ـ ا ير در شکل ظـاهر    ييو تغ  در . )۲۵( شـود  يم ـهـا    ن سـلول  ي
 ۱۰۰ تـا    ۰۱/۰ يها  در غلظت  ي حاضر اثر مهار رشد    ی مطالعه

 ـ همراه با تغ   تريل يليکروگرم بر م  يم  ـ اير در شـکل ظـاهر   يي ن ي
کروسـکوپ  يز م ج حاصل ا  يبه علاوه نتا  .  مشاهده شد  ها سلول

 نـشان  DNAن آزمون قطعه قطعـه شـدن      يچن هم فلورسنت و 
 A-375 يهـا   سلول ييستاي بر مهار ز   N-TiO2داد که اثرات    

 کـه  يا ر مطالعـه د. ردي ـگ ي آپوپتوز صورت می القا ي واسطهه  ب
-Nر ي تاثي با بررس،و همکاران صورت گرفت ژنگ ليتوسط 

TiO2   و TiO2  ي سلوليها  رده ي بر رو Hela) ينومايکارس ـ 
 ينومايکارس ـ (KBو  )  کبد ينومايکارس (QGY،  )دهانه رحم 

 قـرار   يها در معرض نور مرئ     نکه سلول يبعد از ا  ) نازوفارنکس
 ـ   مـا ي ت N-TiO2که بـا    يي  ها ند، سلول فتگر   شـدت   ار شـدند ب

 ـ ب يليخ مـار  ي تTiO2کـه بـا    ييهـا   نـسبت بـه سـلول      يشتري
ن اثر کاملا وابسته بـه غلظـت    يند، که البته ا   دش  کشته   گرديدند

عنوان   بهN-TiO2توان از  يجه گرفتند که مياست و در آخر نت    
ها   کار آمد در درمان انواع مختلف سرطانيک حساسگر نور  ي

 و ي که توسط موسـو يا ن در مطالعهيچنهم. )۲۰( استفاده کرد 
 صورت گرفت نـشان     K562 ي سلول ی  رده يهمکاران بر رو  

تر در يل يليکروگرم بر مي م١٠ در غلظت N-TiO2 شد که   داده
ن غلظت يشود و در ا   ي آپوپتوز م  ی سبب القا  يحضور نور مرئ  

 ـ .)٢٥(  درصـد گـزارش شـد    ٦٠  تـا  ييستايکاهش ز  ن يهمچن
 سـرطان   H1299 يها  سلول يمطالعات صورت گرفته بر رو    

کروگـرم بـر    ي م ۲۵۰ز در غلظـت      آپوپتـو  ی از القـا   يه حاک ير
 در  TiO2 ثابـت شـده اسـت کـه          .)۱۷( بـود    TiO2تر  يل يليم
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 A-375 يهـا   آپوپتـوز در سـلول     ی موجب القـا   UVحضور  
-MDA-MB ي سلول ی  آپوپتوز در رده   یالقا .)۲۹( گردد يم

ده اسـت  يز به اثبات رسي نUV در حضور  TiO2 توسط   468
ها آپوپتـوز     شدن سلول  ي فرار از سرطان   يها  از راه  يکي .)۱۴(

 شـدن   يند منجر به سرطان   ين فرآ ياست و هرگونه اختلال در ا     
-A يها  آپوپتوز در سلولین منظور القايبد. گردد يها م  سلول

 ـ N-TiO2  توسـط 375    ی  بـه واســطه ي در حـضور نــور مرئ
 اسـترس   ی  آپوپتوز به واسـطه    ی القا .دهد يخ م  ر ROSد  يولت

دهد کـه    ي م ي رو يو زمان يداتياسترس اکس . باشد يو م يداتياکس
  يهــا  دفــاعيت حفاظــت بخــشيــش از ظرفي بــROSد يــتول
 صورت گرفتـه کـاربرد      ی در مطالعه . )۳۱(  باشد يدانياکس يآنت

N-TiO2 جـه  يو و در نت يداتيش اسـترس اکـس    يمنظـور افـزا     به
 ـعنـوان راهکـار جد      به ي مرگ سلول  يالقا  ـ  ي ن بـردن  يد در از ب

ان شـد نـانوذرات     ي ـطـور کـه ب      همان .باشد يسرطان مطرح م  
TiO2  ی ر اشعهيتاث تحت UVشوند، از آنجا که  يخته مي برانگ

 يبي بـدن مـضر اسـت و امکـان بـازترک        ين طول مـوج بـرا     يا
تروژن يبا ن  TiO2 ي، ناخالص ساز  دحفره وجود دار   -الکترون

ــي ــا  از راهيکـ ــال  يهـ ــواص فوتوکاتـ ــلاح خـ    و يکيتياصـ

ــي   ــانوذره م ــن ن ــازترکيبي اي ــصلت ب ــاهش خ ــد  ک   .)۲۲(باش
  
  يريجه گينت

   در مهـار رشـد و       N-TiO2با توجـه بـه عملکـرد مـوثر               
 ی ملانومـا  A-375 يهـا   آپوپتـوز در سـلول     یلقا و ا  ييستايز

 يک حساسگر نـور يعنوان   ن نانوذرات به  ي، استفاده از ا   يانسان
 ـارز ي بـرا ي قـو يکيتيبالقوه بـا خـواص فتوکاتـال      ـ بيابي شتر ي

ــه ــوان  ب ــعن ــور ي ــساسگر ن ــا يک ح ــه دري ارتق ــان افت  درم
 .رديــتوانــد مـورد توجــه قـرار گ   ي ملانومــا م ـيکيتيفوتوکاتـال 

 In vivoط ي در شـرا N-TiO2 اثر نانوذرات يسن برريچنهم
  .شود يشنهاد مي آن پيني بالي امکان کاربردهايجهت بررس

  
  يتشکر و قدردان

 ـنو       خــود را از يسندگان مقالـه مراتــب تـشکر و قـدردان   ي
 ياست جمهور يت از پژوهشگران کشور، نهاد ر     يصندوق حما 

 يرح ط ـن طيا. دارند ي ابراز م۹۲۰۳۰۱۰۲ ی  طرح شماره  يبرا
 ي مهندســي پژوهــشگاه مل ـI-۹۴۰۵۲۴-۵۰۶قـرارداد شـماره   

  . صورت گرفته استيست فناوريک و زيژنت
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Backgrounds and Objective: Titanium dioxide (TiO2) is a potent photosensitizer in photodynamic therapy 

(PDT) and is activated upon ultraviolet (UV) irradiation.The aim of this study was the assessment of the 

effect of nitrogen –nano doped of titanium dioxide in human A-375 melanoma cancer cell line.  

Materials and Methods: N-TiO2 nanoparticles were prepared by mechanical mixing of urea with TiO2 

powder in a 4:1 weight ratio. A-375 cells were treated with different concentrations of N-TiO2 for various 

time intervals in the presence or absence of visible light. The growth and viability of A-375 cells were 

determined by means of trypan blue exclusion test and MTT assay, respectively. Acridine orange/Ethidium 

bromide double staining and DNA gel electrophoresis were applied to determine apoptosis. 

Results: The results showed that visible light activated N-TiO2 could induce growth inhibition in a dose 

(0.01-100 μg/ml) and time dependent manner. Decrease in viability was observed in 100 μg/ml concentration 

and the results of fluorescent microscopy showed  DNA fragmentation due to apoptotic cell death at this 

concentration.  

Conclusion: Based on the anti-cancer effects of N-TiO2 on A-375 cells, further evaluation of these 

nanoparticles as a new photosensitizer in photocatalytic therapy of skin cancer can be proposed. 

 

Keywords: Melanoma, Nitrogen doping, Photodynamic therapy, Titanium dioxide 

  


