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Investigation of Combination Effect of Doxorubicin and Zinc 
Oxide Nanoparticles on the Expression of Long Non-Coding 
RNA INXS in MCF-7 Breast Cancer Cells
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BCL-2 family gene members in stomach cancer 

Aims The combined therapy of cancer is more effective than using a single drug to treat. In the 
present study, the anticancer effects of doxorubicin and doxorubicin in combination with zinc 
oxide nanoparticles on the MCF-7 breast cancer cells were investigated.
Materials & Methods MCF-7 cells were cultured in RPMI1640 medium. The number of viable 
cells and the activity of mitochondrial dehydrogenase enzyme were evaluated by MTT assay 
for 24, 48, and 72 hours and IC50 was determined. RNA was extracted and then cDNA was 
synthesized. Specific primers for the INXS and TBP genes were designed using proprietary 
software. The expression level of INXS gene compared with TBP reference gene using Real-
Time PCR method was assessed.
Findings The expression of the INXS gene in doxorubicin-treated MCF-7 cells at 24, 48, and 72 
hours was 7.93, 1.71, and 0.19, respectively, and in doxorubicin-treated cells with zinc oxide 
nanoparticles was changed 1.81, 6.34, and 15.96 at 24, 48, and 72 hours, respectively.
Conclusion Simultaneous treatment with doxorubicin and zinc oxide nanoparticles at low 
concentrations (3.125 and 6.25) can cause more cell death than doxorubicin treatment alone. 
This may be due to the facilitation of doxorubicin entry into the cell in the presence of zinc 
oxide nanoparticles.
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 چکيده

تنهایی است. در درمان ترکیبی سرطان موثرتر از استفاده از یک دارو به :افهدا

مطالعه حاضر، اثرات ضدسرطانی دکسوروبیسین و دکسوروبیسین در ترکیب با 

 سرطان پستان بررسی شد. MCF-7های نانوذرات اکسید روی بر سلول

کشت داده  RPMI1640در محیط کشت  MCF-7های سلول :هاروشمواد و 

ی زنده و فعالیت آنزیم دهیدروژناز میتوکندریایی با استفاده هاسلولشدند. تعداد 

 RNAتعیین شد.  50ICساعت ارزیابی و  ۷۲و  ۴۸، ۲۴برای  MTTاز سنجش 

 INXSهای ی اختصاصی برای ژنمرهایپراساخته شد.  cDNAاستخراج و سپس 

در  INXSشد. میزان بیان ژن  افزار اختصاصی طراحیبا استفاده از نرم TBPو 

 بررسی شد. Real-Time PCRبا استفاده از روش  TBPمقایسه با ژن مرجع 

، ۲۴تیمارشده با دکسوروبیسین در  MCF-7ی هاسلولدر  INXSبیان ژن  :هاافتهی

های تیمارشده با و در سلول ۱۹/۰و  ۷۱/۱، ۹۳/۷ساعت به ترتیب  ۷۲و  ۴۸

ساعت به ترتیب  ۷۲و  ۴۸، ۲۴های دکسوروبیسین و نانوذرات اکسید روی در زمان

 تغییر یافت. ۹۶/۱۵و  ۳۴/۶، ۸۱/۱

های در غلظت رویتیمار همزمان دکسوروبیسین با نانوذرات اکسید  :یگير نتيجه

موجب مرگ سلول بیشتری نسبت به  تواندیممیکرومولار) ۲۵/۶و  ۱۲۵/۳پایین (

ین دلیل تسهیل ورود دکسوروبیسدکسوروبیسین تنها شود. این امر ممکن است به

 به سلول در حضور نانوذرات اکسید روی باشد.
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 مقدمه

ترین سرطان در میان زنان است. براساس گزارش سرطان پستان رایج

میلیون سرطان پستان ۳۸/۱، حدود (GCO)رصدخانه جهانی سرطان 

تشخیص داده شده  ۲۰۱۲میلیون در سال ۶۷/۱و  ۲۰۰۸جدید در سال 

سال گذشته در  ۳۰ومیر ناشی از سرطان پستان در است. میزان مرگ

با میانگین  ۱۰۰۰۰۰در  ۲/۱۴ومیر ایران تغییر نکرده است. نرخ مرگ

مانی، درمانی، پرتودر . جراحی، ایمنی]1[استسال  ۸۴/۴۹سن 

ی درمانی سرطان پستان هاروشدرمانی درمانی و شیمیهورمون

درمانی در حال حاضر یکی از موثرترین . اگرچه شیمی]2[هستند

ولی اثرات سمیت آن سبب ایجاد  استبرای درمان سرطان  هاروش

ی طبیعی توسط هابافت. بنابراین آسیب شودیماثرات جانبی 

برای افراد مبتلا  هاتیمحدود نیترمهمداروهای ضدتوموری یکی از 

 .]3[استبه سرطان 
ه بیوتیک آنتراسیکلینی است که همانند همدکسوروبیسین یک آنتی

عمل مهاری خود را اعمال  DNAکنش با ها با برهمآنتراسیکلین

ی دارد و در درمان اگسترده. این دارو فعالیت ضدتوموری کندیم

 ی پستانهاسرطانوکمی حاد، لنفوم، از جمله ل هاسرطانبسیاری از 

 با اتصال به تواندیم. دکسوروبیسین ]4 ,5[شودیمو ریه به کار برده 

DNA ی و ترجمه اثر بگذارد. بردار نسخهطور مستقیم روی به

علت وجود گروه کینون، رادیکال آزاد محلول در به تواندیمهمچنین 

 .]6[بافت نرمال و سرطانی ایجاد کند

 دسیمهن و یپزشکستیز علوم در یاگسترده طوربه نانوذرات فلزی از

 فمختل کاربردهای برای آنها از استفاده منظوربه. شودیم استفاده

 دیکاربر  شیمیایی یهاگروه با توانندیم نانوذرات پزشکیزیست

تا  ۱ بین متوسط اندازه نانوذرات. شوند اصلاح و سنتز مختلف

 اتیموضوع نیترمهم از یکی نانوذرات به دارو اتصال .دارند نانومتر۱۰۰

 تلفیق .]7[اندشده متمرکز آن روی تحقیقات از بسیاری که است

 رارتح ترسریع انتقال باعث تواندیم نیز نانوذرات و درمانیشیمی

 ار  بالاتری درمانی بازده نانوذرات حضور در تابش. شود هاسلول به

 .]8[کندیم ایجاد
 RNA یهاوردهآفر ای از جانوری بخش عمده یهاسلولدر 

هستند که  (ncRNA)پروتئین  کنندههای غیرکدRNAتولیدشده، 

ها طول ncRNAبرخی از . ]9[کنندینمهیچ پروتئینی را کد  ظاهراً 

کوچکتر  یهامولکولو به دارند نوکلئوتید  ۲۰۰بلندتری با بیش از 

RNA  این نوع شوندینمشکسته .ncRNAکه تحت عنوان  ها

lncRNA مشابه  یهارونوشت ،شوندیم یگذار نامmRNA  هستند

کیلو باز متغیر ۱۰۰نوکلئوتید تا کمتر از  ۲۰۰در بازه  آنهاکه اندازه 

آنها به استثنای موارد اندکی، فاقد توانایی کدکردن  همهو  است

 که است طویل غیرکدکننده RNA یک INXS. ]9 ,10[پروتئین هستند

 INXS میزان. شودیم رونویسی Bcl-x مقابل ژنومیک رشته روی از

 هب نسبت پروستات و پستان کبد، کلیه، توموری هایسلول در

 ۱۹۰۳این ژن  .است کمتر برابر ۹ تا ۵ غیرتوموری هایسلول

. شودیم رونویسی II نوع پلیمراز RNA توسط که دارد نوکلئوتید

. دهند افزایش را INXS ژن بیان ندنتوایم آپوپتوز القاکننده عوامل

 ۹ و ۷ ،۳ کاسپازهای کردنفعال سبب تواندیم INXS بیان افزایش

 .]11[شودیمشود که در نتیجه منجر به مرگ سلولی 

یی انامستیزسبب افزایش حلالیت و  تواندیماستفاده از نانوذرات 

درمانی و . بازده درمانی داروهای شیمیشوددرمانی داروهای شیمی

با نانوذرات و داروهای  آنهاتنهایی کمتر از ترکیب نانوذرات به

 طور کلی سبب القای افزایش اثر. درمان ترکیبی بهاستضدسرطانی 

. با درمان شودمیی سرطانی به آن هاسلولدارو و مانع مقاومت 

ی ر یگهدفر به یی دو یا چند عامل منجافزاهمترکیبی، اثرات 

شود ی سرطانی میهاسلولی متفاوت در هاژنمسیرهای بیماری و 

ی سرطانی هاسلولبردن که اهرمی برای افزایش احتمال ازبین

 آپوپتوز القای در INXS که نقشی به توجه با رسدیم نظر . به]12[است

. شود استفاده سرطان درمان در هدف یک عنوانبه تواندیم دارد

 با تیمار تحت ژن این بیان تغییرات روی یامطالعه تاکنون

مطالعه حاضر با هدف بررسی . انجام نشده است دکسوروبیسین

ی سرطان پستان و هاسلولی مانزندهاثربخشی درمان ترکیبی روی 
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عنوان ژنی که در القای آپوپتوز نقش دارد، انجام ، بهINXSبیان ژن 

 شد.

 

 هامواد و روش

 کشت سلول

از بانک سلولی انستیتو  (MCF-7)سرطان سینه انسانی  سلولیرده 

، در محیط هاسلول. این (NCBI C135)شد  تهیهپاستور ایران 

 جنین سرم %۱۰ ) حاویروزول پارک تویانست( RPMI 1640کشت 

واحد در ۱۰۰، كربناتبیگرم در لیتر ۲گلوتامین،  مولارمیلی۲ گاوی،

 ،استرپتومایسین لیترمیلیمیكروگرم در ۱۰۰سیلین و پنی لیترمیلی

 اکسیدکربن بود،دی گاز %۵ حاوی که C۳۷° دمای با در انکوباتور

 .]13[شدند داده کشت

دکسوروبیسین و دکسوروبیسین به همراه  ها باانکوباسیون سلول

ها رشد سلول %۵۰ یغلظت مهارکنندگ تعییننانوذرات اکسید روی و 

)50(IC 
روی از شرکت پیشگامان نانومواد ایرانیان خریداری  دیاکسنانوذره 

نانومتر بود. در این مطالعه از غلظت ۳۰تا  ۱۰شد. اندازه نانوذرات 

 هایلظتغ لیتر نانوذره اکسید روی استفاده شد.میکروگرم بر میلی۱۰

و  ۵۰، ۲۵، ۵/۱۲، ۲۵/۶، ۱۲۵/۳، صفر(ی از دکسوروبیسین مختلف

با  .ندتهیه شد RPMI 1640) در محیط كشت میکرومولار۱۰۰

سلول در  ۱۰۰۰۰استفاده از لام نئوبار شمارش سلولی انجام و تعداد 

ساعت با  ۱۲خانه ریخته شد و بعد از ۹۶ی هاتیپلهر چاهک 

ی مختلف دکسوروبیسین و نانوذره تیمار شدند. میزان هاغلظت

 MTTست ت سیتوتوکسیسیتی براساس تکثیر سلولی و با استفاده از

بروماید) فنیل تترازولیومدی۵و۲-تترازولیل-۲-متیلدی-۵و  ۳-۴(

كشندگی  %۵۰برای تعیین دوز  گرفت. قرارمورد ارزیابی 

لولی رده س رویدکسوروبیسین و دکسوروبیسین به همراه نانوذره بر 

MCF-7از ) درصد توكسیسیتی(آمده دست، تمامی اطلاعات به

 Pharm PCS افزاراده از نرمها و کنترل با استفنمونه
(Pharmacologic Calculation System) statistical 

package  50بررسی و میزان دقیقIC 14[تعیین شد[. 
 (cDNA)مکمل  DNAو ساخت  RNAاستخراج 

ریخته و بعد از یک  فلاسکدر هر  سلولابتدا تعداد یک میلیون 

شب با دکسوروبیسین و دکسوروبیسین به همراه نانوذره اکسید روی 

 RNAساعت استخراج  ۷۲و  ۴۸، ۲۴تیمار و پس از مدت زمان 

با  هاسلولاز ته فلاسک،  هاسلولانجام شد. برای جداسازی 

دور بر دقیقه سانتریفیوژ ۱۱۰۰تریپسین جدا و با سرعت 

Eppendorf 5804R )Eppendorfشدند و سپس دو  )؛ آلمان

وشو قرار گرفتند. مورد شست (PBS)سالین مرتبه با بافر فسفات

میکرولیتر محلول استخراج ۵۰۰ آنهاها به سپس برای لیزکردن سلول

ترایزول (یکتاتجهیز؛ ایران) سرد اضافه شد. محتویات در 

های همگن به نمونه ریخته شد. RNaseهای فاقد میکروتیوب

 ۲۰ برای هانمونهسپس  نج دقیقه در دمای اتاق انکوبه شدند.مدت پ

 .شدند سانتریفیوژ C۴° دمای بر دقیقه در دور۱۳۵۰۰ سرعت با دقیقه

و  دهافزو سرد مطلق اتانول لیترمیلی۱ بالایی، آبی فاز آن به از پس

 سرعتبا  C۴° دمایدقیقه در  ۱۵پس از مدت زمان  مخلوط شد.

 ویر که مطلق اتانول سپس سانتریفیوژ شد. دور بر دقیقه۱۳۵۰۰

 لیترمیلی۱ میزان. شد ریخته دور بود گرفته قرار آنها RNA رسوب

با  تیمارشده آب افزودن با مطلق اتانول از که %۷۵ اتانول

 رسوب به بود شده تهیه ایران) ؛ سیناژن؛DEPCپیروکربنات (اتیلدی

RNA به  هامیکروتیوب مختصر ورتکس یک از پس. شد افزوده

دور بر دقیقه ۸۰۰۰ سرعت با و C۴° دمای در دقیقه ۸ مدت

در  RNAدر مرحله آخر  و خارج آنها رویی مایع. شدند سانتریفیوژ

 است ذکر به نگهداری شد. لازم -C۷۰°و در فریزر حل  DEPCب آ

 شده انجام استریل کاملاً  شرایط در و هود زیر در کار مراحل همه

با استفاده از  آن کیفیت و کمیت RNA استخراج از پس. است

گرفت.  قرار ارزیابی مورد ؛ آلمان)IMPLEN GmbH( فتونانومتر

 مراحل انجام برای) ۲ تا ۸/۱ محدوده( مناسب OD دارای های نمونه

 .شدند انتخاب بعد

؛ کره cDNA )BioFactمکمل با کیت سنتز  DNAی هامولکول

، RNAمیکروگرم ساخته شدند. مخلوط واکنش شامل یک جنوبی)

، Oligo (dT)میکرولیتر آغازگر میکرولیتر مسترمیکس، یک۱۰

(تا حجم  DEPCنوکلئوتیدی تصادفی و آب ۶میکرولیتر آغازگر یک

 C۲۵°صورت زمانی به -میکرولیتر) بود. سپس برنامه دمایی۲۰نهایی 

دقیقه،  ۶۰به مدت  C۴۲°دقیقه (برای اتصال آغازگر)،  ۵به مدت 

°C۷۰  دقیقه و  ۵به مدت°C۴  دقیقه انجام شد. واکنش  ۵به مدت

PCR  با استفاده از دستگاهiCycler Thermal Cycler )Bio-
Rad.؛ ایالات متحده) انجام شد 

 ازگرهاغطراحی آ

عنوان ) به۱۱٫۲۱۱q۲۰( ۲۰واقع بر کروموزوم  INXS ژندر این مطالعه 

واقع ) TATAشونده به جعبه متصل نیپروتئ( TBPهدف و ژن  ژن

طراحی عنوان ژن مرجع انتخاب شدند. به) ۲۷q۶( ۶بر کروموزوم 

 Primer Express 3.0 افزارنرماستفاده از با  INXSآغازگر برای ژن 

 INXSهای جلویی و برگشتی ژن هدف آغازگر شد. توالی  انجام

 '5جلویی و  -'TGATGTTGAAGGCCGGAGAC 3 '5 صورتبه
AATCCCCAACTGCCACGTTC 3'-  .برای ژن برگشتی است

از آغازگرهای مورد استفاده در مطالعه دیگر استفاده  TBPمرجع 

صحت توالی و اطمینان از  . توالی آغازگرها، برای اطمینان از]14[شد

م، دیگر ژنو یهابخشغیراختصاصی در  یهایتوالعدم اتصال آنها به 

 .شد (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast)بلاست 

Real-time RT-PCR 
 Rotor-Gene مدل Real-time PCR در این مطالعه از دستگاه

6000 )Corbett Researchزمانی برنامه ؛ استرالیا) استفاده و- 

 ۱۰ مدت به C۹۵° دمای. شد انجام مرحله سه در دستگاه دمایی

ثانیه  ۳۰ مدت به C۶۰° ثانیه، ۱۵ مدت به C۹۵° دوم مرحله دقیقه،

 منظوربه نهایی مرحله و متوالی، چرخه ۴۰ برای ثانیه ۳۰ مدت به C۷۲° و

 ۱ مدت به C۶۰° ثانیه، ۱۵ مدت به C۹۵° صورتبه ذوب منحنی ترسیم

 Real-Time یهاواکنش .شد انجام ثانیه ۱۵ مدت به C۹۵° و دقیقه



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ یمحمدجواد مختار و  یمانیبا مهسا ۲۰۶

  ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                ی  ستیز یشناسبیآس یهاپژوهش

PCR 2 کیت از استفاده با میکرولیتر۱۰ نهایی حجم درX Real-Time 
PCR Master Mix )BioFactتکرار صورت؛ کره جنوبی) و به 

 هایرقت از استاندارد منحنی ترسیم شدند. برای انجام تاییسه

 و ۶۰۰ ،۳۰۰ ،۱۵۰ ،۷۵ هایغلظت صورتبه استاندارد cDNA متوالی

 ساسبرا استاندارد منحنی. شد استفاده میکرولیتر در نانوگرم۱۲۰۰

 محور Ct یا آستانه چرخه و) افقی محور( cDNA غلظت لگاریتم

 امنهد استاندارد منحنی با استفاده از. شد ترسیم ژن هر برای عمودی

 تعیین ژن هر برای PCR بازده میزان و الگو cDNA بهینه غلظت

 استاندارد DNA و مرهایپرا برای متوالی یهارقت یهاواکنش. شد

 .شد انجام ژن هر برای الگو cDNA فاقد واکنش همراه به

 درصد کارآیی واکنش تکثیری از طریق معاده زیر محاسبه شد:

 

=درصد کارآیی واکنش تکثیری  [10(−1/𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆𝑆) − 1]×۱۰۰ 

 

سنجی نسبی برای بررسی تغییرات در این مطالعه از روش کمیت

مقایسه چرخه آستانه انجام براساس  هادادهبیان ژن استفاده و آنالیز 

های مورد از نمونهحاصل آستانه  یهاچرخهشد. همچنین اختلاف 

های کنترل ) و نمونهداروهای تیمارشده با آزمایش (سلول

، ΔΔCtو با استفاده از فرمول محاسبه ) دارونشده با ر تیما هایسلول(

 .]15[محاسبه شد CtΔΔ–2هدف به ژن مرجع از طریق  ژننسبت 

 یزهای آماریآنال

 های آماریبراساس حداقل سه تکرار استوار است. دادهحاصل نتایج 

نشان داده شد.  )2R(صورت میانگین آماری و ضریب تعیین به

های دوطرفه (برای آنالیزهای آماری با استفاده از آنالیز واریانس

طرفه (برای نتایج بیان ژن) و به دنبال آن ) و یکMTTآزمایش 

یه و تجزهای مقایسه تعقیبی چندگانه توکی انجام شد. برای آزمون

دار در معنی >٠٥/٠pو انجام  SPSS 19افزار ها از نرمتحلیل داده

 نظر گرفته شد.
 

 هایافته

 MCF-7های اثر دکسوروبیسین بر حیات سلول

ی مختلف دکسوروبیسین هاغلظتبا  MCF-7ی هاسلولتیمار 

و  ۴۸، ۲۴میکرومولار) در مدت ۱۰۰و  ۵۰، ۲۵، ۵/۱۲، ۲۵/۶، ۱۲۵/۳(

ساعت انجام شد. نتایج برای هر غلظت در هر بازه زمانی براساس  ۷۲

 ).۱و جدول  ۱؛ نمودار ≥۰۵/۰pتکرار استوار است ( ۵

 اثر دکسوروبیسین به همراه نانوذره اکسید روی

 ی مختلف نانوذره اکسید رویهاغلظتبا  MCF-7ی هاسلولتیمار 

. انجام شد مختلف یهازمان در) لیترمیلی بر میکروگرم۵۰ و ۲۵ ،۱۰(

 و ۲۵ هایغلظت با تیمار در سلولی بقای قدرت اینکه به توجه با

ایج بود (نت دارمعنی لیتر نانوذره اکسید رویمیلی بر میکروگرم۵۰

 و دکسوروبیسین همزمان تیمار نشان داده نشده است)، بنابراین

. شد انتخاب لیترمیلی بر میکروگرم۱۰ غلظت با روی اکسید نانوذره

ی مختلف دکسوروبیسین هاغلظتبا  MCF-7ی هاسلولتیمار 

میکرومولار) و نانوذره اکسید ۱۰۰و  ۵۰، ۲۵، ۵/۱۲، ۲۵/۶، ۱۲۵/۳(

 ۷۲و  ۴۸، ۲۴های لیتر در زمانمیلی بر میکروگرم۱۰روی با غلظت 

به ترتیب کاهش بقای  ساعت ۲۴ساعت انجام شد. در مدت زمان 

)، =p= ،(۳۰/۰±۷/۳۱ )۰۶/۰ p ۰۸/۰( ۱۱/۱۵±۸۷/۵به میزان  هاسلول

۴۱/۵±۹۸/۴۰ )۰۵/۰ p= ،(۰۵/۱±۵۵/۶۵ )۰۲/۰ p= ،(۹۰/۰±۲۸/۶۹ 

)۰۲/۰ p= ۰۱/۰( ۱۱/۶۷±۷۲/۴) و p= مشاهده شد. در ضمن میزان (

ده با نانوذره اکسید روی برابر با ی سرطانی تیمارشهاسلولبقای 

 ساعت ۴۸دار نبود. در مدت زمان بود که این تفاوت معنی ۲۷/۹۱

)، =p ۰۶/۰( ۴/۱۸±۳۱/۱۱به ترتیب به میزان  هاسلولکاهش بقای 

۸۶/۳±۴۳/۳۸ )۰۶/۰ p= ،(۶۳/۱±۶۵/۵۸ )۰۱/۰ p= ،(۳۳/۳±۵/۶۲ 

)۰۲/۰ p= ،(۸۵/۲±۹۸/۶۷ )۰۱/۰ p= ۰۲/۰( ۳۳/۶۷±۸۹/۲) و p= (

ی سرطانی تیمارشده با نانوذره هاسلولگزارش شد. همچنین بقای 

دار نبود. در مدت زمان بود که این تفاوت معنی ۱۷/۸۱اکسید روی 

 ۰۲/۰( ۶۵/۳۰±۶۸/۱۴ هاسلولساعت به ترتیب کاهش بقای  ۷۲

p= ،(۷۹/۴±۲۴/۴۳ )۰۷/۰ p= ،(۳۶/۳±۴۹/۶۵ )۰۲/۰ p= ،(

۴۲/۱±۳۶/۸۲ )۰۱/۰ p= ،(۲۲/۱±۹۶/۸۲ )۰۱/۰ p= ۲۸/۸۵±۲۲/۱) و 

)۰۲/۰ p= (تنهایی در این . در ضمن نانوذره اکسید روی بهشودیم

 ۸۷/۱۵های سرطانی به میزان مدت زمان سبب کاهش بقای سلول

نتایج برای هر غلظت در هر بازه  دار نبود.شد که این تفاوت معنی

 ).۲و نمودار  ۲تکرار استوار است (جدول  ۵زمانی براساس 
 

 
 دکسوروبیسین مختلف یهاغلظت در MCF-7 یهاسلول بقای درصد )۱نمودار 

 نمیانگی و بقا درصد صورتبه نمودار این نتایج ساعت؛ ۷۲ و ۴۸ ،۲۴ هایزمان در

 ،**>۰۱/۰pاستاندارد است.  یخطا±نیانگیم انگریهر ستون بگزارش شدند.  آماری

۰۰۱/۰p<*** ۰۰۰۱/۰ وp<ساعت و  ۲۴ ماریدار با تیمعندهنده اختلاف **** نشان

۰۵/۰p<# ۰۰۱/۰ وp<ساعت  ۴۸ ماریدار با تیدهنده اختلاف معن### نشان

 .هستند

 

بر  ساعت ۷۲و  ۴۸، ۲۴در مدت  نیسیمختلف دکسوروب یهاغلظتاثر  )۱جدول 

 MCF-7های حیات سلول

غلظت دکسوروبیسین  (درصد) سلولی یکاهش بقا

 ساعت ٢٤ ساعت ٤٨ ساعت ٧٢ (میکرومولار)

١٢٥/٣ ٧٦/٢٨±٧٠/٣ ٨٨/٤٢±٧٢/٩ ٠٧/٤٦±٥٥/٦ 
٢٥/٦ ٤٥/٣٤±٧٣/١ ٢٧/٤٧±٠٣/١٠ ٢٩/٥٧±١٨/٤ 
٥/١٢ ٤٨/٣٨±٢٩/٢ ٤٧/٤٩±٦٣٧٥/٠ ٩٣/٦٥±٠١/٣ 

٢٥ ٧/٤٠±٦٧/٢ ٧٨/٥٣±٣٣/٤ ١٧/٧٠±١٢/١ 
٥٠ ٠٩/٥٢±٣١/٢ ٧٧/٦٣±٠٨/١ ٥٥/٧٦±٢٧/١ 
١٠٠ ٥٩/٥٩±٤/ ٠٣/٦٥±٥٩/٨ ٩٩/٨٤±٩٣/٢ 

۰

۲۰

۴۰

۶۰

۸۰

۱۰۰

۱۲۰
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 ۲۰۷ ...لیطو رکدکنندهیغ RNA انیبر ب یرو دیو نانوذرات اکس نیسیدوکسوروب یبیاثر ترک یبررس ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

Pathobiology Research                                                                                                                                                                  Volume 22, Issue 4, Fall 2019 

های مختلف دکسوروبیسین و نانوذره اکسید روی تیمار همزمان غلظت )٢ جدول

 لیتر)میکروگرم بر میلی١٠(

غلظت دکسوروبیسین  (درصد) سلولی یکاهش بقا

 ساعت ٢٤ ساعت ٤٨ ساعت ٧٢ (میکرومولار)

١٢٥/٣ ١١/١٥±٨٧/٥ ٤/١٨±٣١/١١ ٦٥/٣٠±٦٨/١٤ 
٢٥/٦ ٧/٣١±٣٠/٠ ٤٣/٣٨±٨٦/٣ ٢٤/٤٣±٧٩/٤ 
٥/١٢ ٩٨/٤٠±٤١/٥ ٦٥/٥٨±٦٣/١ ٤٩/٦٥±٣٦/٣ 
٢٥ ٥٥/٦٥±٠٥/١ ٥/٦٢±٣٣/٣ ٣٦/٨٢±٤٢/١ 
٥٠ ٢٨/٦٩±٩٠/٠ ٩٨/٦٧±٨٥/٢ ٩٦/٨٢±٢٢/١ 
١٠٠ ١١/٦٧±٧٢/٤ ٣٣/٦٧±٨٩/٢ ٢٨/٨٥±٢٢/١ 

 

 
مختلف  یهادر برابر غلظت MCF-7 یهاسلول یدرصد بقا) ۲نمودار 

، ۲۴ هایدر زمان) تریلیلیبر م کروگرمیم۱۰( یرو دیو نانوذره اکس نیسیدکسوروب

 گزارشآماری  نیانگیصورت درصد بقا و منمودار به نیا جینتا؛ ساعت ۷۲و  ۴۸

*** >۰۰۱/۰p و *>۰۵/۰pاستاندارد است.  یخطا±نیانگیم انگریهر ستون ب .شدند

## >۰۱/۰p و #>۰۵/۰pساعت و  ۲۴ ماریدار با تیدهنده اختلاف معننشان

 .هستندساعت  ۴۸ ماریدار با تیدهنده اختلاف معننشان

 

 و ۵۰ ،۲۵ ،۵/۱۲ ،۲۵/۶ ،۱۲۵/۳های غلظت تیمار مقایسه

 ذرهنانو همراه به دکسوروبیسین و دکسوروبیسین میکرومولار۱۰۰

 بعد MCF-7 هایسلول لیتر) درمیکروگرم بر میلی۱۰( روی اکسید

 ساعت ۷۲و  ۴۸، ۲۴ از

دکسوروبیسین  مختلف هایغلظت با MCF-7 هایسلول تیمار مقایسه

ساعت نشان داد  ۲۴تنها و دکسوروبیسین به همراه نانوذره در زمان 

میکرومولار) خاصیت ۲۵/۶و  ۱۲۵/۳های پایین (که در غلظت

کشندگی دکسوروبیسین تنها بیشتر از دکسوروبیسین به همراه 

 های دیگردار نبود. در غلظت. البته این تفاوت معنیاستنانوذره 

 وبیسیندکسور از بیشتر نانوذره همراه وروبیسیندکس کشندگی خاصیت

 میکرومولار۵۰ و ۲۵ هایغلظت در تفاوت این که است تنها

 الف).-۳(نمودار  است دارمعنی دکسوروبیسین

و  ۱۲۵/۳ی پایین (هاغلظتساعت مشخص شد که در  ۴۸در زمان 

میکرومولار) خاصیت ۱۰۰و  ۵۰ی بالا (هاغلظتمیکرومولار) و ۲۵/۶

دکسوروبیسین تنها بیشتر از دکسوروبیسین به همراه  کشندگی

 دکسوروبیسین میکرومولار۱۲۵/۳ غلظت در تفاوت این که است نانوذره

 خاصیت میکرومولار۲۵ و ۵/۱۲ یهاغلظت در ).>۰۱/۰p( بود دارمعنی

تنها  دکسوروبیسین از بیشتر نانوذره همراه دکسوروبیسین کشندگی

 ب).-۳نمودار  ؛>۰۵/۰p( است

 ۱۲۵/۳( پایین یهاغلظت در که داد نشان ساعت ۷۲ زمان در نتایج

 از یشترب تنها دکسوروبیسین کشندگی خاصیت) میکرومولار۲۵/۶ و

ی دیگر هاغلظت). در >۰۵/۰p( است نانوذره همراه به دکسوروبیسین

داری میان خاصیت کشندگی دکسوروبیسین تنها و تفاوت معنی

 یهاغلظتدکسوروبیسین به همراه نانوذره مشاهده نشد. اگرچه در 

میکرومولار خاصیت کشندگی دکسوروبیسین به همراه ۵۰و  ۲۵

نانوذره بیشتر از دکسوروبیسین تنها بود که البته این تفاوت 

 .ج)-۳نمودار دار نبود (معنی

 
 (الف)

 
 (ب)

 
 ج)(

 
 دکسوروبیسین مختلف یهاغلظت در MCF-7 یهاسلول بقای درصد )۳نمودار 

ساعت (الف) ،  ۲۴ زمان مدت لیتر) درمیکروگرم بر میلی۱۰( روی اکسید نانوذره و

 نمیانگی و بقا درصد صورتبه نمودار این نتایج ساعت (ج)؛ ۷۲ساعت (ب) و  ۴۸

 *>۰۵/۰pاستاندارد است.  یخطا±نیانگیم انگریب هر ستونآماری گزارش شدند. 

 نیسیشده با دکسوروبمار یدار با گروه تیدهنده اختلاف معن** نشان>۰۱/۰p و

 هستند.
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  ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                ی  ستیز یشناسبیآس یهاپژوهش

 50ICمحاسبه 

های مختلف با غلظت MCF-7ی هاسلولپس از تیمار 

دکسوروبیسین و دکسوروبیسین با نانوذرات اکسید روی 

ساعت با  ۷۲و  ۴۸، ۲۴های لیتر) در زمانمیکروگرم بر میلی۱۰(

 ).۳محاسبه شد (جدول  50ICمیزان  Pharmافزار استفاده از نرم

 
های دکسوروبیسین و دکسوروبیسین به همراه نانوذره در زمان 50IC )۳جدول 

 ساعت (برحسب میکرومولار) ۷۲و  ۴۸، ۲۴

 ساعت  ۷۲ ساعت  ۴۸ ساعت  ۲۴ تیمار

 ۹۴/۱۲ ۴۴/۲۰ ۶۷/۴۲ دکسوروبیسین

دکسوروبیسین به 

 همراه نانوذره
۳۹/۲۰ ۷۴/۱۵ ۰۸/۷ 

 

 PCRرسم منحنی استاندارد و محاسبه کارآیی 

دامنه  TBPو  INXSی هاژنپس از ترسیم منحنی استاندارد برای 

نانوگرم به دست آمد. شیب ۶۰۰تا  ۷۵الگو  cDNAمقدار مناسب 

و  -۵۵/۳به ترتیب  TBP و INXSی هاژنمنحنی استاندارد برای 

محاسبه شد. میزان کارآیی واکنش تکثیر با استفاده از شیب  -۲۸/۳

به دست آمد (نمودار  %۱۰۰و  ۹/۹۸ هاژنمنحنی استاندارد برای این 

۴.( 

 

 
(به ترتیب از بالا به  TBPو  INXSی هاژننمودار منحنی استاندارد  )۴نمودار 

و  ۶۰۰، ۳۰۰، ۱۵۰، ۷۵های پایین)؛ این منحنی استاندارد براساس رقت

 الگو ترسیم شده است. cDNA لیتر میلی در میکروگرم۱۲۰۰

 

 MCF-7های در سلول INXSبیان ژن  (mRNA)پروفایل 

تیمارشده با دکسوروبیسین تنها و دکسوروبیسین به همرا نانوذره 

 اکسید روی

تیمارشده با غلظت  MCF-7ی هاسلولدر  INXS ژنتغییر در بیان 

50IC  دکسوروبیسین تنها و دکسوروبیسین به همراه نانوذره بعد از

تیمار  یهاسلولدر  INXS ژن ساعت ارزیابی شد. بیان ۷۲و  ۴۸، ۲۴

ساعت، به ترتیب به  ۷۲و  ۴۸، ۲۴دکسوروبیسین بعد از با شده 

ی تیمارشده با هاسلولو در  ۱۹/۰و  ۷۱/۱، ۹۳/۷میزان 

ساعت، به  ۷۲و  ۴۸، ۲۴دکسوروبیسین به همراه نانوذره بعد از 

؛ نمودار >۰۵/۰pتغییر یافت ( ۹۶/۱۵و  ۳۴/۶، ۸۱/۱ترتیب به میزان 

ی تیمارشده با نانوذره هاسلولدر  INXS). البته تغییر بیان ژن ۵

و  ۴۸، ۲۴ی هازمانلیتر) بعد از میکروگرم بر میلی۱۰( اکسید روی

 هاتفاوتبود که این  ۳۷/۱و  ۲۸/۱، ۱۵/۱ساعت به ترتیب  ۷۲

تکرار استوار  ۳دار نبودند. نتایج در هر بازه زمانی براساس معنی

 است.
 

 
تیمارشده با  MCF-7ی هاسلولدر  INXSمنحنی تغییر بیان ژن  )۵نمودار 

 ۷۲و  ۴۸، ۲۴دکسوروبیسین تنها و دکسوروبیسین به همراه نانوذره در سه زمان 

 ساعت

 

 بحث

 درمان برای تنها داروی یک از استفاده از موثرتر سرطان ترکیبی درمان

 مقاومت مهار و دارو سمی اثرات کاهش. است این بیماری

 روش ود از استفاده بنابراین. است ترکیبی درمان اثرات از چنددارویی

 یک دیگر روش به کمک برای روش یک از استفاده یا درمان برای

 همراه به نانوذره از مطالعه این در. است سرطان درمان در جدید روند

 راتاث کاهش به منجر تواندمی شد که استفاده درمانیشیمی داروی

با همه این تفاصیل هنوز  .آن شود کارآیی افزایش و دارو جانبی

تن  موفق از نانوذرات در محیط درون استفادهموانع زیادی برای 

ی عملکردی هاگروهتوان به تغییر وجود دارد که از جمله آن می

داروها در اثر اتصال به نانوذرات، میزان بارگذاری کم، ناتوانی نانومواد 

داروها به  برای ورود به تومور از طریق عروق خونی، انتقال

اندوزوم/لیزوزوم به جای سیتوپلاسم و هسته، کاهش توانایی 

فتن ر ی ضعیف با لیگاند و ازدستهااتصالدلیل انتقال هدفمند به

 .]16[ی مغناطیسی اشاره کردهایژگیو

 و نیترمهم دلیل اینکهروی به اکسید نانوذره حاضر از مطالعه در

 رد حیاتی نقش و استآهن  از بعد بدن در موثر عنصر نیترفراوان

 سببسرطان دارد و همچنین به پیشرفت و ضدآغاز فرآیند

 دکسوروبیسین آن به همراه پذیریتخریبزیست و سازگاریزیست

 را اصلی محور چند توانمطالعه می در این کلی طورشد. به استفاده

 ای سمیت شامل که گرفت نظر حاصل در نتایج روی بحث منظوربه

 همچنین و MCF-7 سلولی رده بر روی اکسید نانوذرات سمیت عدم

 توسط درمانیشیمی با روی اکسید نانوذرات همیاری اثر

 بین داریمعنی تفاوت مطالعه در این. است دکسوروبیسین

 میکروگرم۱۰ روی اکسید نانوذرات با تیمارشده MCF-7 یهاسلول

 اگرچه. نشد مشاهده تیمارنشده MCF-7 یهاسلولو  لیترمیلی بر
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 کاهش زمان افزایش با نانوذره با تیمارشده یهاسلول بقای قدرت

 وذرهنان غلظت افزایش با ولی. نبود داریمعن تفاوت این ولی یافت

 یامطالعه در .مشاهده شد MCF-7 یهاسلولبقای  قدرت کاهش

 یهااسترس القای طریق از روی اکسید نانوذرات که شد مشخص

 سانیان ریه فیبروبلاست یهاسلول تعداد کاهش سبب اکسیداتیو

 یهامیز متابول برای پایین یهاغلظت در . یون روی]17[دنشویم

. است سمی سلول برای بالا یهاغلظت در ولی ضروری سلولی

 خاصیت که شد مشخص و همکاران کائو مطالعه در همچنین

 سلول داخل القای مسیر طریق از روی نانوذرات کیتوتوکسیس

شده در در یک مقاله مروری نتایج مطالعات انجام .]18[است آپوپتوز

د. بررسی ش تنبرونخصوص سمیت نانوذرات اکسید روی در محیط 

مطالعات در این زمینه نشان داد که خاصیت سمی نانوذرات اکسید 

. نانوذرات اکسید روی در محیط خارج استدلیل حلالیت آنها روی به

. وندشیمدر داخل سلول  ش غلظت یون رویسلولی حل و سبب افزای

شدن نانوذرات در داخل سلول و حل البته مکانیزم افزایش یون روی

طور کلی مکانیزم اثر اکسید روی در محیط مشخص نیست. به

های ی مختلف افزایش استرسهاسلولنانوذرات اکسید روی بر روی 

انسیل پت اکسیداتیو، افزایش میزان یون کلسیم داخل سلول، کاهش

غشای میتوکندری، نشت غشای سلولی، القای سیتوتوکسیتی، 

 . در این مطالعهاستاختلال در عملکرد میتوکندری و بروز آپوپتوز 

مقاومت  C2CL2ی هاسلولها از جمله مشخص شد که برخی سلول

 .]19[بیشتری نسبت به نانوذرات اکسید روی دارند

 همزمان 50ICمیزان  که شد مشخص حاضر مطالعه در

دکسوروبیسین  50ICکمتر از  روی اکسید نانوذرات و دکسوروبیسین

 دهندهنشان. این موضوع استساعت  ۷۲و  ۴۸، ۲۴در سه زمان 

این است که انکوباسیون همزمان دکسوروبیسین و نانوذرات اکسید 

 به یدرمانشیمی با مقایسه در را بیشتری سلولی مرگ روی موجبات

 ورود تسهیل از ناشی اثر این شاید .کندیم فراهم تنهایی

 این .باشد روی اکسید نانوذرات حضور با سلول به دکسوروبیسین

 لاط نانوذرات همزمان تیمار که همکاران و سازگارنیا نتایج با نتایج

 مطابقت کردند بررسی Saos-2 یهاسلول روی را دکسوروبیسین و

 ضورح در هاسلول به دکسوروبیسین ورود تسهیل فرضیه . اگر]8[دارد

 زا ناشی تسهیل این شاید مورد قبول واقع شده باشد، نانوذرات

 بارتع به. باشد دکسوروبیسین یهالکولوم به نانوذرات چسبیدن

 ورود افزایش است موجب توانسته مذکور اتصال دیگر

 ضیهفر  یا رد قبول حال هر به. شود هاسلول داخل به دکسوروبیسین

 همکاران و حکمت مطالعه در .دارد بیشتری مطالعات به نیاز اخیر

 تواندیم دکسوروبیسین نقره و نانوذرات از ترکیبی که شد مشخص

 تعامل در DNA با شدتو به کند ایجاد را پایداری یهاکمپلکس

 به رقاد دکسوروبیسین و نقره نانوذرات که دهدیم نشان این. باشد

 درمان یک با مقایسه در که یاگونهبه هستند، DNAساختار  تغییر

 تکثیر تربیش مهار به منجر نقره نانوذره با یا دکسوروبیسین با یا واحد

 وانی . همچنین]20[دنشویم 7MCF و D47T هایسلول در سلولی

 رهنانوذ و سیتابینجم ترکیبی درمان کردند که و همکاران گزارش

 و زآپوپتو یهاژن بیان افزایش و اکسیداتیو استرس طریق از نقره

 در زآپوپتو و یسلول تیسم افزایش باعث ضدآپوپتوزی یهاژن مهار

. در مطالعه دیگر مشخص شد که ]21[شودیم 2780A هایسلول

اهش طور خاص سبب کشدن دکسوروبیسین با لیپوزوم بهانکپسوله

. همچنین لیپوزوم حاوی دکسوروبیسین شودیماثرات سمیت دارو 

 .]12[استاز دکسوروبیسین تنها دارای خاصیت سمی کمتر 

 دارد آپوپتوز القای در INXS که نقشی به توجه با رسدیم نظر به

 تاکنون. شود استفاده سرطان درمان در هدف یک عنوانبه تواندمی

 با تیمار تحت ژن این بیان تغییرات روی بر یامطالعه

 در مطالعه حاضر اثرات. انجام نشده است دکسوروبیسین

 ژن یانب روی نانوذره همراه به دکسوروبیسین و تنها دکسوروبیسین

INXS ساعت ۷۲و  ۴۸، ۲۴ هایزمان در تیمارشده یهاسلول در 

 سبب ساعت ۴۸ و ۲۴ هایزمان در دکسوروبیسین .شد بررسی

 ساعت ۲۴ زمان در بیان افزایش این که شد INXS ژن بیان افزایش

 با تیمارشده MCF-7 یهاسلول در INXS ژن. بود بیشتر

. داد نشان را بیان کاهش ساعت ۷۲دکسوروبیسین در مدت زمان 

 خیلی هاlncRNA عمرنیمه که شد مشخص گذشته مطالعات در

. است mRNA عمراز نیمه کمتر میانگین طوربه است ولی متغیر

 دو ساعت از کمتر عمرنیمه و هستند ناپایدار هاlncRNA از برخی

 ۱۶ از بیشتر عمردارای نیمه پایدار و آنها از یاعده که حالی در دارند

 یهازمان در INXS ژن بیان میزان تفاوت . شاید]22[هستند ساعت

 در باشد. lncRNA این عمرنیمه دلیلبه حاضر مطالعه در مختلف

 شد مشخص گرفت انجام Bcl2 خانواده یهاژن روی که یامطالعه

و  ۴۸، ۳۶، ۲۴ زمان در دکسوروبیسین با AGS یهاسلول تیمار که

 بیشترین و شودیم BCL2L12 ژن بیان کاهش سبب ساعت ۷۲

 بیان افزایش BAXژن  خصوص در بود. ساعت ۴۸ زمان در کاهش

 زمان در بیان میزان بیشترین که شد مشاهده هازمان در تمامی ژن

 ساعت ۷۲ و ۲۴ هایزمان در Bcl2 ژن مورد در. بود ساعت ۲۴

 کاهش ساعت ۴۸ و ۳۶ هایزمان در ولی شد مشاهده بیان افزایش

 بیشتر برابر ۲ حدود ساعت ۳۶ زمان در کاهش این که داد رخ بیان

 .]23[بود ساعت ۴۸ زمان از

در حضور  INXSدر مطالعه حاضر، در خصوص بیان ژن 

 ۴۸، ۲۴دکسوروبیسین به همراه نانوذره اکسید روی در هر سه زمان 

بیان ژن مشاهده شد که این افزایش با گذشت ساعت افزایش  ۷۲و 

ساعت بیشترین میزان  ۷۲ی که در زمان اگونهزمان بیشتر شد، به

افزایش بیان گزارش شد. شاید یکی از دلایل این حالت، افزایش 

 عمر دارو در حضور نانو ذرات اکسید روی باشد.نیمه

ی حاصل از این مطالعه به هاافتهبایستی توجه داشت که ی

نظیر بررسی  ترقیدقی هاروشی بیشتر و استفاده از هاپژوهش

ارد. و فلوسایتومتری نیاز د تانل کیتکنتغییرات مورفولوژی سلول، 

تنظیم  INXSیی که بیان آنها توسط هاژنهمچنین بررسی بیان 

و عملکردهای سلولی آن تحت تیمار با دوکسوروبیسین و  شودیم

در  تواندیمات اکسیدروی دوکسوروبیسین به همراه نانوذر 

رطان سباشد.  رسانیار مرتبط با این مطالعه ی ترقیدقی ر یگجهینت



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ یمحمدجواد مختار و  یمانیبا مهسا ۲۱۰

  ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۲۲دوره                                                                                                                                                                                ی  ستیز یشناسبیآس یهاپژوهش

ترین بیماری بدخیم در مردان و زنان جهان است اما درمان شایع

ا ههایی است. برای غلبه بر محدویتدارویی فعلی دارای محدودیت

ینی زبخش جدیدی از نانوتکنولوژی به نام نانوپزشکی راهکار جایگ

دهد. در حال حاضر نانوداروهای برای درمان سرطان ارایه می

تر از داروهای محدودی برای مصارف بالینی وجود دارند که گران

ضدسرطانی در دسترس است. همچنین هزینه این نانوداروهای 

طور هتنهایی است. بترکیبی بسیار بیشتر از هزینه نانوذره و دارو به

تواند منجر درمانی و نانوذره میروی شیمیکلی استفاده همزمان دا

درمانی مصرفی شود و تبعاً سبب به کاهش غلظت داروی شیمی

بردن مقاومت در برابر کاهش عوارض جانبی این داروها و ازبین

شود. بنابراین امید است در آینده محصولات بیشتری با کارآیی دارو 

جانبی کمتر در عرضه بالینی برای درمان سرطان وارد  بالا و عوارض

 شوند.
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