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Increasing the Efficiency of Gene Transfer in E. coli Using 
Cationic Carbon Nanotubes
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Aims In recent years, carbon nanotubes have attracted the attention of many researchers 
because of their unique properties. In the present study, carbon nanotubes were coated using 
PEI. Then, their ability to gene delivery to E. coli cells was examined.
Materials & Methods Nanotube-PEI nanoparticles were synthesized by the reaction between 
amine groups of PEI and carboxyl groups of nanotubes. In order to prepare the appropriate DNA 
vector for delivering to E. coli cells, the Gus A gene was transferred from pBI121 to PUC18 vector 
(pUC-Gus). Nanotube-PEI/DNA complexes were prepared by combining different mass ratios 
of nanotube-PEI (0.5, 1, and 2 w/w%) with the fixed amount of DNA. To the transformation 
of E. coli, the appropriate amount of nanotube-PEI/DNA complexes was added to E. coli cells 
under stirring at 37°C for 7h. The transformation efficiency of E. coli was determined by colony 
counting on LB agar supplemented with Ampicillin. Moreover, Gus staining assay was used 
to confirm the function of the plasmid. Determination of cytotoxicity of nanotube-PEI was 
performed using MTT assay at 6, 24, and 72 hours intervals at different concentrations of 
nanotube-PEI (10, 100, and 500μg/ml).
Findings The nanotube-PEI was synthesized successfully. Nanotube-PEI nanoparticles have a 
great ability to protect DNA from enzymatic digestion. The percentage of E. coli cells viability 
was decreased by increasing both the concentration of nanotube-PEI nanoparticles and also 
the duration of incubation. The results of the agarose gel electrophoresis of plasmid extracted 
from E. coli and digested using EcoRI enzyme showed that the pUC-Gus plasmid has been 
successfully transfected by nanotube-PEI nanoparticles to E. coli bacterial cells.
Conclusion Cationic carbon nanotubes have a high ability to gene transfer to E. coli.

A B S T R A C TA R T I C L E    I N F O

Article Type
Original Research

Authors
Jahazi Sh.1 MSc,
Yaghoubi H.*1 PhD

 Keywords  Gene Delivery; E. coli; PEI; Carbon Nanotubes 

*Correspondence
Address: Department of Biology, 
Ardabil Branch, Islamic Azad Uni-
versity, Ardabil, Iran. Postal Code: 
5615731567.
Phone: +98 (45) 33728020
Fax: +98 (45) 33727799
yaghoubi_h@iauardabil.ac.ir

1Department of Biology, Ardabil 
Branch, Islamic Azad University, Ar-
dabil, Iran

Article History
Received: August 07, 2019           
Accepted: : June 02, 2020          
ePublished: June 22, 2020

How to cite this article
Jahazi Sh, Yaghoubi H. Increasing the 
Efficiency of Gene Transfer in E. coli 
Using Cationic Carbon Nanotubes. 
Pathobiology Research. 2020;23(1):
41-48.

https://pubs.acs.org/doi/full/10.1021/cr050569o
https://link.springer.com/article/10.1007/BF00315809
https://bit.ly/2zWiOwe
https://science.sciencemag.org/content/249/4974/1285.abstract
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/037811198690274X
https://www.nature.com/articles/s41565-019-0375-4
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0022354916413341
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1517/17425247.2015.1004309
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.bioconjchem.5b00249
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/nl803083u
https://www.nature.com/articles/nbt.3330
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/15685543.2014.932551
https://journals.tubitak.gov.tr/biology/abstract.htm?id=22144
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/ange.200460437
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169409X99000666
https://www.nature.com/articles/3300900
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0142961211007460
https://www.nature.com/articles/ncomms4053
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169409X0500195X
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168365906002045
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0169409X02002284
https://jemi.microbiology.ubc.ca/sites/default/files/Lim%20et%20al.pdf
https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?pid=S0717-34582005000100014&script=sci_arttext&tlng=en
https://www.mdpi.com/1422-0067/11/12/4962
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/nn102344t
https://pubs.rsc.org/ko/content/articlelanding/2013/ra/c2ra22766e/unauth#!divAbstract
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bc800065f
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68018014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68004926
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68011094
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/?term=Carbon+Nanotubes


  ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ یعقوبیهاشم و  یجهاز  دایش ۴۲

   ۱۳۹۸ زمستان، ۱، شماره ۲۳دوره                                                                                                                                                                            شناسی زیستیهای آسیبپژوهش

 با coli	E. باکتری به ژن انتقال ییآکار  افزایش
  کاتیونی کربنی هاینانولوله از استفاده
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  چکيده
ی منحصر به فرد هایژگیودلیل به کربنی یهانانولولهاخیر  یهاسالدر  اهداف:
حاضر، در مطالعه . اندتوجه بسیاری از محققان را به خود جلب کرده خود

 هاآنسپس توانایی . پوشش داده شدند PEIبا استفاده از کربنی  یهانانولوله
  .شد ارزیابی شیاکلییاشرباکتری  یهاسلولانتقال ژن به  برای

های آمین از طریق برهمکنش بین گروه PEI - نانولوله نانوذرات :هاروشمواد و 
منظور تهیه هب سنتز شدند. هالولهنانوکربوکسیل  یهاگروهبا  PEIموجود در 

 pBI121از وکتور  A	Gusژن  coli	E.انتقال به باکتری برای سازه ژنی مناسب 
 -نانولوله هایسپس کمپلکس .(pUC‐Gus)انتقال یافت  PUC‐18به وکتور 

PEI- DNA  از نانوذرات  (درصد وزنی/وزنی) متفاوت وزنی یهانسبتبا ترکیب
 و ندتهیه شد pUC‐Gus) با مقدار ثابت از وکتور ۲و  PEI )۵/۰ ،۱ -نانولوله

	.Eترانسفورماسیون باکتری  منظوربه .ندگرفتقرار  یبررس موردتوسط ژل آگارز 

coli،  نانولولهکمپلکس مقدار مناسبی از- PEI- DNA هایباکتری به E.	coli 
. بازده ندشد شیک C۳۷°ر دمای ساعت د ۷به مدت سپس  .شداضافه 

 LBنی و با استفاده از محیط از طریق شمارش کل هایباکتر ترانسفورماسیون 
 آمیزیرنگاین از  علاوه بر .شد یبررس نیلیسیآمپ کیوتیبیآنتجامد حاوی 

Gus تیسم نییتع .شدشده استفاده عملکرد پلاسمید ترانسفورم یدیتا منظوربه 
 ساعت ۷۲ و ۲۴ ،۶ یزمان هایبازه در و MTT روش از استفاده با PEI -نانولوله

مورد بررسی قرار لیتر بر میلی کروگرمیم۵۰۰ و ۱۰۰ ،۱۰ مختلف هایغلظت با
  .گرفت
کربنی  یهانانولوله .ندشدبا موفقیت سنتز  PEI -نانولوله نانوذرات ها:یافته

ناشی از  یهابیآسدر برابر  DNAمحافظت از برای کاتیونی از قابلیت بالایی 
و  PEI -نانولولهبا افزایش غلظت نانوذرات بودند. برشی برخوردار  یهامیآنز

نتایج  یافت.ها کاهش باکتریمانی مدت زمان انکوباسیون، درصد زنده همچنین
 یهایباکتر شده از پلاسمید استخراجحاصل از الکتروفورز ژل آگارز از 

‐pUCپلاسمید که  نشان داد EcoRΙشده پس از برش توسط آنزیم ترانسفورم

Gus  نانولولهبا موفقیت توسط نانوذرات- PEI  باکتری  یهاسلولبهE.	 coli 
  اند.انتقال یافته

باکتری انتقال ژن به در  ییبالا ییتواناکربنی کاتیونی  یهانانولوله :گیرینتیجه
E.	coli دارند.  
  کربنی یهانانولوله، coli ،PEI	E.انتقال ژن،  :هاکلیدواژه
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	مقدمه
 (انجماد گرمایی شوک روش از استفاده با باکتری ترانسفورماسیون

 بوده گذشته هایسال در هاروش ینترپراستفاده از یکی ذوب) و
 براساس هاباکتری ژن انتقال هایروش اغلب پایه و اساس .است

 حال ینا با .[1]است گرفته انجام ۱۹۷۰ سال در مندل مشاهدات

 بر علاوه .ستا برخوردار پایینی ترانسفورماسیون بازده از روش این
 مخمرها و هاباکتری اغلب در ترانسفورماسیون برای این
 ترانسفورماسیون برای که دیگری هایروش از .یستن استفاده قابل

 روش و ژنی تفنگ از استفاده به توانمی شودمی استفاده باکتری
 در ترانسفورماسیون بالای کارآیی .,2]	[3کرد اشاره الکتریکی شوک
 دلیلبه حال ینا با است، ذوب و انجماد روش از بالاتر هاروش این
 ابزارهای همچنین و طلا ذراتنانو جمله از مواد برخی به نیاز

 هاآزمایشگاه از بسیاری در امکانات این نبودنفراهم و اختصاصی
 هاییتمحدود به توجه با .یستن صرفه به مقرون هاآن از استفاده
 دنبال به همواره پژوهشگران مختلف هایروش در موجود
 حاوی هایسلول به ژن انتقال برای ترسریع و ارزان هایروش
 .,4]	[5اندبوده گیاهی و مخمر باکتری، هایسلول جمله از دیواره

 شده نانو ابعاد در موادی طراحی به منجر مواد علوم در پیشرفت
 هایمحدودیت و مشکلات از بسیاری كردنبرطرف با که است
 عرصه در شگرف پیشرفتی تواندمی نهیزم این در موجود

 مورد نانوذرات ترینمهم جمله از .آورد وجود به بیوتکنولوژی
 پروتئین و DNA قبیل از هاییماکرومولکول انتقال برای استفاده

 این .کرد اشاره کربن هاینانولوله به توانمی سلول درون به
 انواع در که هستند مانندیسیلندر  هایلوله صورتبه نانوذرات
 از هاآن نوع به بسته و دارند وجود جداره تک و جداره چند مختلف

 این یزایام جمله از .,6]	[7هستند برخوردار متفاوتی هایقطر 
 سطح (هدفمندسازی) عملگربودن در سهولت به توانمی نانوذرات

 نامحلول کربنی هاینانولوله اینکه به توجه با .[8]کرد اشاره هاآن
 از متفاوتی هایتکنیک از DNA به اتصال برای است لازم هستند،
 و دیالیز کیسه ،نانوذرات اکسیداسیون اولتراسوند، از استفاده جمله
 کاتیونی باردار هایگروه از استفاده با نانوذرات سطحی اصلاح
 که است داده نشان گذشته تحقیقات نتایج .,9]	[10کرد استفاده
 همانند خود، فرد به منحصر رفولوژیوم دلیلبه کربنی هاینانولوله
 در سوراخ ایجاد اییتوان از و کنندمی عمل نانو ابعاد رد سوزن یک
 هاینانولوله خصوصیت این هستند. برخوردار سلول غشای و دیواره
 اکثر زیرا ،است کرده متمایز هاناقلنانو سایر از را آنها کربنی
 پدیده براساس دارورسانی و ژن در استفاده مورد هایناقلنانو

 که حالی در کنندمی منتقل سلول به را ژن یا دارو آندوسیتوز
 سبب سلول غشای و دیواره در حفره ایجاد با یکربن هاینانولوله
 از بسیاری اینکه به توجه با .,11]	[12دشونمی سلول به DNA انتقال
 برخوردار آندوسیتوز ییتوانا از سلولی دیواره وجود دلیلبه هاسلول
 DNA انتقال برای کربنی هاینانولوله از استفاده بنابراین نیستند

 هاباکتری و گیاهی هایسلول قبیل از داردیواره هایسلول به
 ترانسفورماسیون اهمیت به توجه با .بود خواهد ارزشمند بسیار
 مزیت همچنین و دارویی و تجاری محصولات تولید در هاباکتری

 دار،دیواره هایسلول به ژن انتقال در کربنی هاینانولوله توانایی و
 کربنی هاینانولوله توانایی تاثیر بررسی هدف با حاضر مطالعه
 coli	E. باکتری هایسلول به یدپلاسم DNA انتقال در کاتیونی
	.شد انجام
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  هاروش و مواد

 -N - )۳ گرم۲/۰ کاتیونی، کربنی هاینانولوله سنتز منظوربه
 به ایمیدهیدروکلرایدکربودیاتیل - N0 -آمینوپروپیل)متیلدی

 متانول لیترمیلی۱۵۰ به سوکسینیمیدهیدروکسی - N گرم۲/۰ همراه
 و اضافه کسیلوکرب گروه حاوی کربنی نانولوله گرممیلی۳۰ حاوی
 گرم۲/۰ سپس .شد مخلوط اتاق دمای در ساعت ۳ مدت به
 ۲۴ مدت به مجدداً  و اضافه فوق محلول به (PEI) نیمیالنیاتیپل

 توسط حاصل نانوذرات .شد مخلوط اتاق دمای در ساعت
 پلیمرهای جداسازی منظوربه و شدند جداسازی سانتریفیوژ
 قرار شووشست مورد متانول توسط بار چندین نشدهبارگذاری
  .شدند خشک خلأ تحت و اتاق دمای در نهایتاً  و گرفتند

ژن  coli	E.انتقال به باکتری برای منظور تهیه سازه ژنی مناسب هب
Gus	 A  از وکتورpBI121  به وکتورPUC‐18  انتقال یافت

(pUC‐Gus)  نوترکیب پلاسمید ازو به این ترتیب pUC‐Gus 
 و 121	pBI وکتور دو ترکیب از پلاسمید این درواقع شد. استفاده

18	pUC [13]شد تهیه همکاران و امانی روش براساس و.  
 الکلمتیل ابتدا، DNA	PEI‐ -کمپلکس نانولوله یساز آمادهبرای 
 در نانولوله گرممیلییک سپس .شد حذف روتاری توسط نانولوله
 مولارمیلی4HPO2Na، ۲۸ مولارمیلی۷۲( فسفات بافر لیترمیلییک

4PO2NaH ۴/۷ با =pH( به ذرات شدنهمگن منظوربه و حل 
 با PEI - DNA - نانولوله کمپلکس .شد سونیکه دقیقه ۱۰ مدت
 ۲ و ۱ ،۵/۰ هاینسبت در DNA pUC‐Gus میکروگرم۵ ترکیب
 به و شد تهیه دقیقه یک مدت به ورتکس و DNA به نانولوله
 یدتای برای .شدند نگهداری C۲۵° دمای در دقیقه ۳۰ مدت

 ساعت ۲ مدت به حاصل هاینمونه هانانولوله با DNA برهمکنش
  .شدند الکتروفورز ۸۰ ولتاژ با %۸/۰ آگارز ژل توسط

 DNA( صفر هاینسبت در PEI - DNA -نانولوله کمپلکس
 و تهیه ۲ و ۱ ،۵/۰ هاینسبت ،)PEI -نانولوله با نشدهدادهپوشش

 از کدام هر به .شدند نگهداری اتاق دمای در دقیقه ۳۰ مدت به
 آنزیم واحد یک همچنین و EcoRΙ آنزیم واحد یک میزان تیمارها
HindIII دمای در ساعت یک مدت به و شد اضافه °C۳۷ در 

 از پس هاآنزیم کردنغیرفعال منظوربه .شدند نگهداری یمار بن
 هر به مولارEDTA ۵/۰ یترلیکرومDNA، ۲۰ با تیمار ساعت یک
 DNA از PEI - نانولوله کردنجدا برای .شد اضافه هانمونه از کدام
 ۱۰ مدت به و شد اضافه SDS ۱۵% لیترمیکرو۳۰ نمونه هر به

 هپارین لیترمیکرو۱۰۰ سپس .شدند نگهداری C۲۵° دمای در دقیقه
 در ساعت یک مدت به و شد اضافه تیمارها از کدام هر به ۳%

 در PEI -نانولوله اثر تعیین برای .شدند نگهداری C۲۵° دمای
 از کدام هر آنزیمی، هضم برابر در پلاسمیدی DNA از محافظت
 از شدنخشک و اتانول توسط رسوب از پس شدهتیمار  هاینمونه
 نمونه همراه به و حل TE بافر لیترمیکرو۳۰ در ،فریزدراینگ طریق
 %۸/۰ آگارز ژل توسط ۸۰ ولتاژ با ساعت ۲ مدت به ،شاهد

  .شدند الکتروفورز
 در PEI -نانولوله با DNA ترکیب با PEI - DNA -نانولوله کمپلکس

 برای سپس شد. تهیه مولارمیلی۱۵۰ کلریدسدیم با ۲ به ۱ نسبت
 توسط و پخش لامل روی الکترونی میکروسکوپ توسط مشاهده

  .شد خشک فریزدراینگ
 ،MTTبا استفاده از تست  PEI -نانولوله تیسم نییتعمنظور به
	.E باکتری تریلیلیمکی coli داخل به مناسب تراکم با 

 ،۶ زمانی یهابازه در و شد ریخته یتر یلیلیم۲ هایتیوبمیکرو
 میکروگرم)۵۰۰ و ۱۰۰ ،۱۰( مختلف یهاغلظت با ساعت ۷۲ و ۲۴

 درصد محاسبه برای سپس .شدند تیمار تکرار سه در PEI -نانولوله
  .شد استفاده MTT تست از مارهایت از یک هر یمانزنده

	.E باکتری coli یهاوبیت به رشد از مناسبی مرحله در 
 با هاسلول این ونترانسفورماسی برای .شدند منتقل یتر یلیلیم۲

 .شد استفاده مایع LB محیط از ،PEI -نانولوله از استفاده
 به ،مایع LB محیط لیترمیکرو۱۰۰۰ به جداگانه طوربه هاباکتری
 یهانسبت در PEI - DNA - نانولوله کمپلکس لیترمیکرو۵۰۰ همراه

 منتقل )تیمار هر برای DNA میکروگرم۵ ثابت غلظت (با ۲ و ۱
 و شدند داده تکان C۲۵° دمای در ساعت ۷ هاوبیت سپس .شدند
 مورد LB محیط توسط و شدند برداشته محلول از هاباکتری نهایتاً 
  .گرفتند قرار شووشست
 به هاباکتری ابتدا ،coli	E. باکتری ترانسفورماسیون یدتای منظوربه

 از هرکدام از لیتر میکرو۵۰ سپس .شدند رقیق برابر هزار۱۰ میزان
 (محیط گزینشگر کیوتیبیآنت حاوی جامد LB محیط روی مارهایت

 لیتر) رب گرمیلیم۵۰ غلظت با نیلیسیآمپ کیوتیبیآنت حاوی
 C۳۷° دمای در ساعت ۲۴ مدت به هاطیمح و داده انتقال

 محیط روی کردهرشد یهایکلون از مقداری .شدند نگهداری
 مایع LB محیط تریلیلیم۲۵ در جداگانه طوربه و برداشته گزینشگر
 ۲۴ از پس .شد داده کشت نیلیسیآمپ لیتر بر گرمیلیم۵۰ حاوی
 پرپمینی روش از استفاده با هاباکتری در موجود پلاسمید ساعت
 ژل توسط EcoRΙ آنزیم توسط برش از پس و شد استخراج
 فعالیت یدیتا منظوربه همچنین .گرفت قرار بررسی مورد الکتروفورز

 آنزیم بسترایسو از استفاده با هاباکتری یز یآمرنگ از GUS ژن
 درصد بررسی منظوربه .شد استفاده لوکورونیدازبتاگ

	.E باکتری ترانسفورماسیون coli با تیمار بدون یهاسلول از 
  .شد استفاده شاهد عنوانبه و کربنی یهانانولوله
 افزارنرم از استفاده با نمودارها رسم و هاداده یآمار  تحلیل و تجزیه

SPSS	  زیآنال از شیآزما انجام از پس .شد انجام Excel و 22
 تست از نیهمچن و داریمعنی محاسبه یبرا طرفهیک انسیوار

 مارهایت از کدام هر نیانگیم نیب داریمعنی سهیمقا برای دانکن
 تکرار سه حداقل با هامایشز آ یتمام .شد استفاده کنترل گروه با

  .شد ارایه آماری نیانگیم صورتبه جینتا و ندشد انجام
  

  هایافته
 گروه حاوی کربنی هاینانولوله از FTIR سنجیطیف ،۱ نمودار

 هاینانولوله همچنین و )COOH -نانولوله( اسیدکربوکسیلیک
 دهد.می نشان را )PEI -نانولوله( PEI توسط شدهاصلاح کربنی
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 کربنی هاینانولوله در اسیدیککربوکسیل گروه به مربوط طیف
 پس .شد مشاهده cm۱۷۱۶‐1 محدوده در اسیدکربوکسیلیک حاوی
 محدوده در جدیدی هایپیک کربنی هاینانولوله به PEI اتصال از

 ترتیب به هاپیک این که ندشد مشاهده cm۱۵۸۱‐1 و ۱۶۳۲
 هایپیک همچنین .بودند NeH و آمینوکربونیل گروه دهندهنشان
 گروه دهندهنشان cm۲۸۵۱‐1 و ۲۹۲۱ محدوده در ظاهرشده دیگر
CeH گروه به مربوط پیک شدت این بر علاوه .بودند 

 اتصال از پس cm۱۷۱۶‐1 محدوده در اسیدیککربوکسیل
 شدتبه PEI به اسیدکربوکسیلیک گروه حاوی کربنی هاینانولوله
 هاینانولوله سنتز که داد نشان نتایج این بنابراین، .یافت کاهش
  .است شده انجام موفقی صورتبه PEI حاوی کربنی

  

  
	PEI -نانولولهو  COOH -نانولولهاز  FTIR سنجیطیف )۱نمودار 

  

 در PEI - DNA -نانولوله یهانمونه از حاصل آگارز ژل نتایج
 PEI -نانولوله تدریجی افزایش که داد نشان مختلف یهانسبت
 در که طوریبه ،کاهدیم DNA حرکت از تدریجبه ،DNA به نسبت
 یهانانولوله با شدهتیمار  یباندها اختلاف یک بالاتر یهانسبت
 افزایش یدار یمعن طوربه شاهد، DNA یباندها به نسبت کربنی
 نشان نتیجه این .شد متوقف کامل طوربه DNA حرکت و یافت
 تدریجبه DNA به کربنی یهانانولوله نسبت افزایش اثر در دهدیم
 تدریجی افزایش با و شودمی کاسته DNA منفی بار میزان از

 منفی بارهای کامل شدنخنثی تا کاتیونی کربنی یهانانولوله
DNA ۱ (شکل ابدییم ادامه- A(.  
 توسط هضم از ثریوم طوربه را آن PEI -نانولوله با DNA پوشش
 گارزآ  ژل از حاصل تصویر د.کنمی محافظت کنندهتجزیه هایآنزیم

 شدهتیمار  PEI - DNA -نانولوله هایکمپلکس و DNAمربوط به 
 قطعه دو به را آن DNA هضم با هاآنزیم این داد، نشان هاآنزیم با

 سرعت با ،اندازه کوچک خود دلیلبه قطعات ینا. دنکنمی تبدیل
 حرکت مثبت قطب سمت به شاهد DNA با مقایسه در بیشتری

 .گرفتند قرار شاهد DNA از تریپایین سطح در درنتیجه کهکردند 
شاهد و باندهای مربوط به  DNA از حاصل باندهای مقایسه با

DNA هاینسبت در کربنیی هانانولوله توسط شدهداده پوشش 
 دلیلبه برشی هایآنزیم ،شد مشخص DNA به نانولوله ۲ تا ۵/۰

 نبودند برخوردار آن برش توانایی از هانانولوله توسط DNA پوشش
  .)B -۱ (شکل
 بر تیمار زمانمدت و هانانولوله غلظت اثر میانگین مقایسه نتایج
 افزایش با طورکلیبه که داد نشان هاباکتری یمانزنده درصد

	.E یهاسلول یمانزنده بازده ،نانوذرات غلظت و تیمار زمانمدت

coli ۲نمودارهای ( ابدییم کاهش- A  ۲و - B(. مانیزنده زانیم 
 بود %۲۷/۷۲ با برابر لیترمیلی بر کروگرمیم۱۰ غلظت در هاسلول
 مانیزنده کاهش سبب شاهد با سهیمقا در یدار معنی طوربه که

 غلظت در غلظت، تیمار در هاباکتری مرگ بیشترین .شد یباکتر 
 طوربه که شد مشاهده )%۵۳/۶۸( تریلیلیم در میکروگرم۵۰۰
 یهاغلظت سایر در هاباکتری مرگ درصد از بیشتر یدار یمعن

 در زنده یهایباکتر  درصد کاهش روند .بود کاتیونی کربنی نانولوله
 در زنده یهایباکتر  درصد کاهش مشابه مختلف یهازمان
 که طوریبه، بود کاتیونی کربنی یهانانولوله متفاوت یهاغلظت
 مانیبازنده تیمار، زمانمدت و هانانولوله غلظت افزایش بین

  .)B -۲نمودار ( داشت وجود ینیبشیپ قابلای رابطه هاباکتری
 غلظت تیماری ترکیب در زنده یهایباکتر  درصد میانگین مقایسه
 بیشترین که داد نشان هاباکتری تیمار زمانمدت و هانانولوله
 غلظت و ساعت ۶ زمان تیمار در هاباکتری یمانزنده درصد
 در که صورتی در .شد حاصل )%۱۳/۸۳( تریلیلیم در میکروگرم۱۰۰
 کمترین تریلیلیم در میکروگرم۵۰۰ غلظت و ساعت ۷۲ زمان تیمار
 سایر با مقایسه در )coli )۳۶/۱%	E. یهایباکتر  یمانزنده درصد
	.)C -۲(نمودار  شد مشاهده مارهایت
 از ،PEI - DNA -نانولوله رفولوژیوم ساختار بررسی منظوربه

 دادند نشان تصاویر این .شد استفاده نگاره الکترونی میکروسکوپ
 برخوردار مانندلوله یساختار  از PEI - DNA -نانولوله نانوذرات که

  .)۲ (شکل هستند
 یز یآمرنگ همچنین و آگارز ژل تصویربرداری نتایج

 در کاتیونی کربنی یهانانولوله توانایی بیانگر هیستوشیمیایی
	.E باکتری به ژن انتقال coli و هانانولوله نسبت افزایش .بود 
DNA باکتری ترانسفورماسیون بازده بر داریمعنی تاثیر E.	coli 
 درصد DNA به نانولوله نسبت افزایش با که نحوی به ،داشت
 انتقال بازده میزان بیشترینحال  این با .یافت افزایش ژن انتقال
 افزایش .)%۴۶/۲( شد مشاهده DNA به نانولوله برابر نسبت در ژن

 کاهش سبب ،DNA غلظت برابر دو به کربنی یهانانولوله غلظت
  .)۳و نمودار  ۳ (شکل شد ژن انتقال بازده

  

  
 DNA :چاهک اول ؛DNAو  PEI -نانولولهبرهمکنش بین  یدیتا: A )۱شکل 
: B؛ DNAنانولوله به  ۲و  ۱، ۵/۰به ترتیب نسبت  :چاهک دوم تا چهارم شاهد؛

پلاسمیدی توسط  DNA تعیین اثر نانولوله کربنی در محافظت از هضم آنزیمی
 :مشاهد؛ چاهک دوم تا پنج DNA :چاهک اول ؛HindIIIو  EcoRΙ هایآنزیم
  DNAنانولوله به  ۲و  ۱، ۵/۰، های صفردر نسبت PEI- DNA -نانولوله
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 نیانگیم سهیمقا ؛(B) متفاوت یهاغلظتو  (A) هازمانمدتکربنی کاتیونی در  یهانانولولهپس از تیمار با  coli	E.باکتری  یمانزندهمقایسه میانگین درصد ) ۲نمودار 
  .است %١ احتمال سطح در دارمعنی اختلاف دهندهنشان**  علامت، (C) هایباکتر  ماریت زمانمدت و هانانولوله غلظت یمار یت بیترک در زنده یهایباکتر  درصد

  

  
 PEI- DNA -نانولولهتصویر میکروسکوپ الکترونی نگاره از کمپلکس  )۲ شکل
  DNAبه  PEI -نانولوله ۲در نسبت  شدهتهیه

  

  
شده توسط ترانسفورمایی باکتری یهیستوشیم آمیزیرنگ: A) ۳شکل 
 یهانانولولهبدون استفاده از  DNAشده با کربنی و باکتری تیمار  یهانانولوله
 EcoRΙآنزیم توسط  coli	E.باکتری  یافته: ژل آگارز از پلاسمید برشB؛ کربنی

  کربنی یهانانولولهپس از ترانسفورماسیون توسط 

  
پس از  تیمار  coli	E.مقایسه میانگین بازده ترانسفورماسیون باکتری  )۳نمودار 

  .DNAمتفاوت نانولوله به  یهانسبتحاوی  PEI- DNA -نانولوله ذراتنانوبا 
  

  بحث
 این که دارند یفرد به منحصر معماری و ویژگی کربنی یهانانولوله
 یهاسلول به ژن انتقالبرای  مناسبی مواد به را نانوذرات
 این مهم یهایژگیو از .است کرده تبدیل پروکاریوتی و یوکاریوتی
، متفاوت معماری به توانیم ،هانانوناقل سایر به نسبت نانوذرات
 و حفره ایجاد در نانوذرات این توانایی حجم، به سطح بالای نسبت

 اشاره هدفمندکردنبرای  کربنی یهانانولوله توانایی همچنین
	.[14]کرد
 رسدیم نظر به کربنی یهانانولوله عمل مکانیزم به توجه با

 تماس سطح کاهش سبب ،نانوذرات این توسط DNA سازیفشرده
DNA درنتیجه که دشویم برشی یهامیآنز با DNA 
 پوشش فاقد DNA به نسبت کربنی یهانانولوله با شدهدار پوشش

)DNA (بیش شدهشگزار  نتایج طبق .ندیبیم کمتری آسیب شاهد 
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 از سلول دفاعی مکانیزم توسط سلول به شدهمنتقل DNA %۹۹ از
  .[15]رودیم بین

 کاتیونی کربنی هاینانولولهکه  داد نشان نتایجدر مطالعه حاضر، 
 برشی هایآنزیم برابر در DNA از محافظت در بالایی توانایی از

 با نانوذرات این رسدمی نظر به .)B -۱ (شکل ندهست برخوردار
 را DNA رشته به مخرب آنزیم اتصال اجازه DNA به اتصال
 آن برش و DNA به اتصال توانایی از آنزیم درنتیجه که دهندنمی

  .بود نخواهد برخوردار
 ژل در DNA حرکت ،DNA ساختار در فسفر گروه وجود به توجه با

 DNA اندازه که زمانی .ردیگیم انجام مثبت قطب سمت به آگارز
 علتکه  گفت چنین توانیم باشد یکسان تیمارها تمامی در

 از ناشی آگارز ژل در یکسان اندازه با DNA حرکت بین اختلاف
 و کلسیم جمله از متفاوتی ترکیبات توسطآن  منفی بار شدنخنثی

 چنین توانیم شد گفته آنچه به توجه با .است کاتیونی نانوذرات
 در آگارز ژل روی بر DNA یباندها سطح اختلافکه  گرفت نتیجه
DNA نانولوله با تیمارشده- PEI، منفی بار کاهش از ناشی DNA 
 مربوط تصاویر .ستنانولوله ا به شدهمتصل PEI مثبت بار توسط
 درنتیجه که داد نشان DNA نانولوله کمپلکس از آگارز ژل به

 DNA حرکت سرعت از DNA به نسبت کربنی یهانانولوله افزایش
 فاقد DNA( شاهد DNA به نسبت PEI -نانولوله با تیمارشده
 شد، کاسته آگارز ژل روی بر ،کربنی) یهانانولوله توسط پوشش

 DNA به نانولوله برابر وزنی/وزنی نسبت در DNA که یطور به
 ایجاد فرآیند .)A -۱ (شکل ستدیایبازم حرکت از کامل طوربه

 سایر مشابه DNA و کاتیونی کربنی یهانانولوله بین کمپلکس
 براساس و PLL و PAMAM قبیل از کاتیونی پلیمرهای
 DNA در فسفر گروه منفی بار بین الکترواستاتیک یهابرهمکنش

 بهبنابراین  .ستا کاتیونی هاینانوناقل در آمین گروه مثبت بار و
 کربنی یهانانولوله و DNA بین برهمکنش ایجاد رسدیم نظر

 موجود PEI و DNA بین کیالکترواستات تعامل براساس کاتیونی
 اختصاصیت گونه هر فاقد وباشد  کربنی یهانانولوله سطح در

  .[16]است DNA در توالی
 کمپلکس ایجاد طول در است داده نشان گذشته تحقیقات نتایج
DNA منفی بار ،کاتیونی نانوذرات با DNA یک به و یخنث 

 آمین یهاگروه با فرآیند این .شودیم تبدیل یتر فشرده پیکربندی
 و هستند مثبت بار دارای که کاتیونی نانوذرات سطح در موجود

 منفی بار دارای که اسیدنوکلئیک فسفات یهاگروه همچنین
 تنهانه DNA با نانوذرات کمپلکس ماهیت .ردیپذیم انجام هستند
 یهاگروه و استوکیومتری ،DNA یهافسفات غلظت به بستگی
 عمومی و یاتوده یهایژگیو به بلکه دارد نانوذرات سطح یآمین
 و بافر) قدرت نمک و غلظت ،pH قبیل از( استفاده مورد حلال
 اینکه به توجه با .[17]دارد زیادی بستگی ترکیب کینامید حتی
PEI مطالعه  در سنتزشده کربنی یهانانولوله سطح در موجود

 یون تغییر ،هستند pH به حساس نانوذرات گروه ازحاضر 
 آمین یهاگروه تعداد تغییر سبب ،کمپلکس بافر در هیدروژن

 یر وطشود، بهمی پلیمر هر در باری خاصیت تغییر نهایتاً  و باردار
  .دهد تغییر DNA به نسبت را آن رفتار تواندیم که

 در کاتیونی نانوذرات اغلب کهاند داده نشان گذشتهمطالعات 
 DNA به اتصال توانایی ،آمین به فسفات ۱:۱ استوکیومتری نسبت

برای  کاتیونی هاینانوناقل به DNA نسبت این اما .دارند را
 نسبت این در جادشدهیا کمپلکس زیرا ،نیست مناسب ترانسفکشن

 در کارا و پایدار کمپلکس تشکیل اغلب و ستا ناپایدار بسیار
 تشکیل قابل آمین به فسفات ۱:۱ از بالاتر استوکیومتری یهانسبت
 متعادل تثبیت یا کاتیونی نانوذرات بین برهمکنش اگرچه .است
DNA با ،دشویم مشاهده نیز ۱ از کمتر استوکیومتری نسبت در 

 یهاکمپلکس DNA و نانوذره ۱ از بالاتر یهانسبت در وجود نیا
 که دهندیم تشکیل را شکل و اندازه پایداری، لحاظ از یتر مناسب
 به ژن انتقال برای ترکیبات نیترمناسب هاکمپلکس این
 اینکه به توجه با .[18]هستند پروکاریوتی و یوکاریوتی یهاسلول
 بین تعادل خوردنهمبه سبب کربنی یهانانولوله به PEI اتصال
، دشویم نانوذرات سطح در موجود آمین میزان و نانوذرات وزن

 بنابراین .ستا مشکل (N/P) فسفات به نیتروژن نسبت محاسبه
 نسبت تشخیصبرای  آگارز ژل نتایج بهمطالعه حاضر  در

شد  استناد پایدار کمپلکس تشکیل منظوربه مناسب استوکیومتری
  .)A -۱ (شکل
 آنها اصلی مشکلات از کاتیونی هاینانوناقل بالای کارآیی باوجود

 با مقایسه در کمتر یر یپذبیتخرستیز و بالا سمیت به توانیم
 داده نشان گذشته تحقیقات نتایج .کرد اشاره هانانوحامل سایر
 و کاتیونی هاینانوناقل بین الکترواستاتیکی یهاتعامل که است
 جذب برای بالایی اهمیت از سلولی، یغشا آنیونی سطح

 با .است برخوردار هاسلول به نانوناقل - DNA یهاکمپلکس
 مهم بسیار سمیت لحاظ از غشایی یهابرهمکنش این ،حال نیا

 هدف یهاسلول به مستقیم آسیب سبب زیرا ،تندهس
 مقایسه در آزمایشگاهی شرایط در کربنی یهانانولوله .[19]ندشویم
 سمیت از دکستران، یا و PEI، PLL مانند کاتیونی پلیمرهای با

 (تبدیل یساز یجزئ چهار از گذشته در .[20]ندهست برخوردار کمتری
 استفاده هانانوناقل سمیت کاهش منظوربه )یجزئ چهار ترکیب به
 و است پیچیده هاکمپلکس برای استراتژی این حال این با .شدیم
 دیگر برخی و پایداری رفولوژی،وم قبیل از فاکتورها برخی تواندیم
 را رهایش قبیل از کمپلکس فیزیکوشیمیایی یهایژگیو از

انواع  برخلاف آنیونی هاینانوناقل .دهد قرار تغییر دستخوش
 عدم که یر وطبه ،هستند برخوردار کمتری سمیت از ،آنها کاتیونی
 محدوده یک طول در یوکاریوتی یهاسلول روی بر هاآن سمیت
 حتی حال این با .است شده گزارش ،نانوناقل غلظت از وسیع
 از توانندیم بالا لکولیوم هایوزن در نیز آنیونی هاینانوناقل
	.[21]باشند برخوردار ایملاحظه قابل سمیت

 مطالعات به نسبت ونیترانسفورماس بازده بهتر سهیمقا منظوربه
 هایباکتری تعداد براساس ژن انتقال بازده درصد گذشته،
 بازده .شد انیب DNA کروگرمیمکی به نسبت شدهترانسفورم
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 ،DNA اندازه ،یباکتر  نوع به بسته هاباکتری در ونیترانسفورماس
 متفاوت استفاده مورد مواد غلظت و ونیترانسفورماس روش
 مطالعه حاضر جینتا در که طورهمان مثال عنوانبه .22]‐[24است

 یونیکات یکربن هاینانولوله نیب ترانسفکشن بازده شد، مشاهده
 به هانانولوله نسبت شیافزا با یدار یمعن طوربه DNA یحاو

DNA یبررس با ارتباط در گیرینتیجه رو این از .دکنمی رییتغ 
 و مشکل یباکتر  به ژن انتقال برای مختلف یهاروش کارآیی

 حال این با .ستا یتر قیدق و شتریب یهاآزمایش انجام ازمندین
 یمحدود نانوذرات جمله از بنیکر یهانانولوله که نکته نیا ذکر

 یهاسلول لیقب از داروارهید یهاسلول به انتقال ییتوانا که هستند
 در یتر میضخ اریبس وارهید که یاهیگ یهاسلول یحت و ییایباکتر
	,25]رسدیم نظر به یضرور  دارند،را  هاوتیپروکار با سهیمقا 26]. 
 انتقال در تواندیم یکربن یهانانولوله فرد به منحصر ییتوانا نیا
 براساس هاآن به ژن انتقال که ییمخمرها و یباکتر  به ژن

 اگرچه .شود واقع دیمف ،رسدیم نظر به مشکل مرسوم یهاروش
 و کاتیونی کربنی یهانانولوله غلظت افزایش با مطالعه این در

 میزان ،coli	E. باکتری با نانوذرات این تیمار زمانمدت همچنین
 به توجه با حال این با )،۲نمودار ( یافت افزایش نیز سمیت

 مورد یهاغلظت در نانوذرات این سمیت میزان گذشته تحقیقات
 تصاویر .[27]است کم بسیار PEI پلیمر با مقایسه در استفاده

 PEI - DNA -نانولوله کمپلکس از نگاره الکترونی میکروسکوپ
 .هستند برخوردار مانندلوله ساختار از نانوذرات این که داد نشان
 ساختار این. [10]داشت مطابقت همکاران و ولی نتایج با نتایج این
 ابعاد در ییهاسوزن همانند تا دهدیم نانوذرات به را امکان این
 بر علاوه .کنند عبور سلول غشای و دیواره از و کنند عمل نانو

 محیط شرایط و رفولوژیوم ،DNA به نانوناقل نسبت
 دیگری متعدد عوامل ،غیره) و pH دما، قبیل (از ترانسفورماسیون

 بازده بر DNA اندازه و سلول فیزیولوژیکی خصوصیات قبیل از نیز
  .ندهست گذارتاثیر  نانوذرات از استفاده با ژن انتقال

  

  گیرینتیجه
	.E یباکتر  ونیترانسفورماس در یونیکات یکربن یهانانولوله coli 
  .دارند ییبالا ییتوانا
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