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هاي بررسی تاثیر فولات بر خواص فیزیکوشیمیایی و ضد سرطانی نانوکپسول
کولونیسرطاني هابتالاکتوگلوبولینی بر روي رده سلول

2عادله دیوسالارو 1مهدیه گرشاسبی
، کده علوم زیستی، دانشگاه خوارزمیگروه علوم سلولی و مولکولی، دانش2می واحد کرج، کرج، ایران؛ گروه زیست شناسی، دانشکده علوم پایه، دانشگاه آزاد اسلا1

تهران، ایران
divsalar@khu.ac.irمسئول مکاتبات: عادله دیوسالار، 

لذا در این پژوهش طراحی و نی هستند.ي پزشکی و درماهاهاي دارورسانی مبتنی بر نانوتکنولوژي داراي پتانسیل بسیار مناسبی در کاربردسیستم.چکیده
همچنین خواص ضدسرطانی این .. بررسی شده است در حضور و غیاب فولاتیابی نانودارویی با پوشش پروتئین بتالاکتوگلوبولین حاوي اگزالی پالادیوم مشخصه

به و جذب اتمیمیکروسکوپ الکترونی روبشی، ی دینامیکی نورهاي پراکندگهاي سرطان کولون مطالعه شدند. تکنیکنانوداروي هدفمند با فولات علیه سلول
هاي سپس جهت بررسی سمیت سلولی و مکانیسم القاي مرگ نانو دارو بر روي رده سلول.نانوکپسول سنتز شده به کار گرفته شدندهايمنظور تعیین ویژگی

هاي پراکندگی نور دینامیک، میکروسکوپ الکترونی پویشی و آزمایشنتایج.و فلوسایتومتري استفاده شدMTTهاياز تستHCT116سرطانی کولون
و MTTنانومتر و ساختار کروي شکل دارند. نتایج سنجش 40اي حدودهاي حاوي دارو و هدفمند با فولات اندازهمیکروسکوپ نیروي اتمی نشان داد نانوکپسول

کند. نتایج نشان القا میHCT116هاي لات در الگوي وابسته به زمان و دوز، بقا و تکثیر را در سلولفلوسایتومتري بیانگر آن بود که نانو دارو هدفمند شده با فو
هاي جدید در روشاي عنوان گزینهبهتواند میهاي سرطانی را افزایش دهد که داد که فولیک اسید قادر است اثر بخشی دارو نسبت به داروي بدون فولات بر سلول

.د در درمان سرطان مطرح گرددتولید داروهاي جدی

Hct116فولات، ، نانودارو، بتالاکتوگلوبین، پکتینپروتئین .هاي کلیديواژه

Investigation of presence of folate on physicochemical and anticancer
properties of beta-lactoglobulin nanocapsules against human colon
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Abstract. Nanotechnology-based targeting drug delivery systems have a considerable potential in medicine. Therefore, the
present study aimed to designe, synthesise and characterize a nanodrug with beta lactoglobulin coating including oxali-
palladium with and without folate and to compare their anti-cancer effects. The physicochemical properties of
nanocapsules were studied by Dynamic light scattering (DLS), atomic force microscopy (AFM) and scanning electron
microscopy (SEM). Finally, the anticancer activities of nanodrugs were investigated against human colorectal cancer cell
line of HCT116 by MTT and flowcytometry methods. The results of Dynamic light scattering (DLS), scanning electron
microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM) showed that the average size of nanocapsules with folate were
less than 40 nm. Cytotoxicity results proved the dose- and time-dependent antiproliferation and anicancer activities of
nanocapsules (with folate) against HCT116. Finally, it could be concluded that folate increase anticancer activity of
nanodrugs and it might be considered as a new candidate in the design and synthesis of new drugs in cancer treatment.
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مقدمه
میر ومرگزیاد میزان بسیارسرطان به دلیل داشتن درصد 

نظر پیگیري به جهت درمان و پیشگیري پیدا اهمیت زیادي از
به ها، سرطان روده و کولون کرده است. در میان انواع سرطان

هاي روشترین سرطانها شناخته شده است.یکی از کشندهعنوان
درمانی زیادي براي درمان سرطان وجود دارد که شیمی درمانی 

سرطان هاي موثر در درمانبا داشتن عوارض زیاد یکی از درمان
هایی بهتر و هدفمندتر و بدون محققین در پی یافتن روشاست. 

,.Chaudhary et alعوارض شیمی درمانی هستند ( 2011 .(
دلایل انحلال پایین و سمیت بالاي ها بهدرمان اکثر سرطان

داروها مشکل بوده و نیاز به کپسوله کردن و رسانش هدفمند به
,.Prince et al(منظور اثرات درمانی بیشینه است 2016(.

هاي دارورسانی مبتنی بر نانوتکنولوژي داراي پتانسیل سیستم
هاي انتقال در کاربردهاي پزشکی هستند. سیستمبسیار مناسبی 

هاي دارو در مقیاس نانو بر مشکلات مقاومت دارویی در سلول
هدف غلبه کرده و حرکت دارو در عبور از موانع براي افزایش 

یند بیماري را تسهیل اهاي درگیر در فرها و مولکولتاثیر سلول
رهایش کنترل شده دارو، حفظ غلظت دارو در .نمایندمی

محدوده درمانی براي مدت زمان مناسب و انتقال اختصاصی دارو 
Peppase(به بافت هدف است et al., 2017; Peer et al.,

2007; Trujillo et al., 2016; Mishra et al., 2010; Shi
et al., امروزه فناوري نانو به عنوان یک چالش اصلی ).2010

درمان توسط نانو.علمی و صنعتی پیش روي جهانیان است
کاهش عوارض جانبی داروهاي ذرات، سبب افزایش اثر بخشی و

هدفمند انتقال توانایی،ذراتنانو.شوندمیمعمول شیمی درمانی 
داشتن تعامل بین داروهايبدلیليهاي تومورسلوله برادارو

دارا هستند ،هاي انتقال دهندهضد سرطان و دیگر پروتئین
)Surendiran et al., داروهاي پلاتینی نقش کلیدي را ). 2009

کنند و اولین نسل بین عوامل ضد سرطان بر پایه فلزي بازي می
این داروها سیس پلاتین بوده ولی به دلیل اثرات جانبی شدید و 

هاي پلاتینی ارض غیر قابل برگشت دیگر کمپلکسیکسري عو
آن به ترتیب کربوپلاتین و ازمورد بهره برداري قرار گرفت و بعد

اگزالی پلاتین به بازار عرضه شدند و این داروها نیز توانمندي 
,.Malekzadeh et al(حضور براي داروهاي نام برده را دارند

2009; Naghavi et al., 2004; Florea et al., 2011;
Franco et al., ). کمپلکس پالادیومی اهمیت زیادي در 2005

، شیمی درمانی و پتانسیل ضد نئوپلاسمی در زیستیهاي فعالیت
دلیل که ن ایمقایسه با داروهاي سیس پلاتینی داشته است به

هاي زیستی داشته ترکیبات پالادیومی تعامل بهتري با مولکول
به داروهاي پلاتینی بر کلیه دارند و است و عوارض کمتري نسبت 

هزار مرتبه واکنش پذیرتر و سمیت کمتري نسبت به 100حدود 
داروهاي پلاتینی دارند. ساختار داروي اگزالی پالادیوم بسیار 

تواند شبیه ساختار اگزالی پلاتین است به همین دلیل می
,.Stewart et al(جایگزین اگزالی پلاتین باشد 2003; Jae et

al., 2010; Zhang et al., 2010; Ghalandari et al.,
2014; Divsalar et al., 2007a.(

لاکتوگلوبولین پروتئین کروي و کوچکی است که - پروتئین بتا
یکی از در شیر بیشتر پستانداران (به غیر از انسان) وجود دارد.

هاي این پروتئین این است که در شرایط اسیدي معده ویژگی
ر است و تقریبا بدون تغییر همراه با ثبات ساختاري در مقابل پایدا

,.Divsalar et al(کندیند تخریبی هضم معده از آن عبور میافر

2007b این پروتئین موجود در شیر به عنوان حاملی مناسب .(
ها و مواد غذایی استفاده براي ترکیبات زیستی مثل ویتامین

ینی است که داراي چندین لاکتوگلوبولین پروتئ- شود. بتامی
جایگاه براي اتصال چندگانه لیگاندها و نقش مهمی در کپسوله 
کردن، انتقال ترکیبات زیستی و محافظت در برابر تجزیه شدن 
ترکیبات، اکسیداسیون و جلوگیري از رهاسازي محتویات القایی 

,.Ghalandari  et alدارد. ( 2013; Zimet et al., 2009;

Kontopidis et al., 2004; Renard et al., ). فولات یک 1998
را در ها نمی توانند آنانسان.محلول در آب استBویتامین گروه 

ها، منابع مهم فولات در میوه.شرایط محیط زنده تولید کنند
ها است و فعالیت کوفاکتوري در سبزیجات، حبوبات، جگر و دانه

گرفتن یک کربن چندین واکنش بیوشیمیایی از طریق دادن و 
,.Waxman et al)(دارد اسید (فولات) یکی از . فولیک1975

گیرنده است. گیرنده هاي هدفمهمترین و پرکاربردترین مولکول
ها از جمله سرطان سینه، رحم، فولات در انواع زیادي از سرطان

شود. فولات به طور ریه، مغز و روده بزرگ به میزان بالا بیان می
شود. این مولکول یرنده فولات متصل میاختصاصی به گ

ها، ها از جمله لیپوزومگیرنده به انواع مختلفی از دارورسانهدف
,.Crott et al.نانوذرات پلیمري و دندریمرها متصل شده است (

2008; D’Angelica et al., 2011; Ebbing et al., 2009
Liang et al., تحویل ). با مرور کارهاي گذشته درباره ;2010

اگزالی پالادیوم به جایگاه هدف نشان داده شد که تمرکز محققین 
بر تحویل هدفمند و هوشمند داروهاي شیمی درمانی (اگزالی 

به جایگاه هدف پالادیوم به عنوان یک داروي مدل در این تحقیق) 
هاي تحویل اگزالی پالادیوم توسط نانوکپسولهستند لذا سامانه

پژوهش .فمند با فولیک اسید طراحی شدبتالاکتوگلوبولینی هد
حاضر به منظور تولید و مقایسه توانمندي اثر ضد سرطانی دارو به 

سرطان HCT116سلولی فولات و بدون فولات بر روي ردههمراه
کولون مورد بررسی انجام شد.
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هامواد و روش
لاکتوگلوبولین خالص (درجه خلوص بالاي -پروتئین بتا

کتین با وزن مولکولی پایین و اسید فولیک از سیگما درصد)، پ98
هاي فسفات سدیم از مرك خریداري شد. همچنین نمک

هاي خریداري شده و داروي اگزالی پالادیوم براساس پروتوکل
د در آزمایشگاه سنتز شد.وموج

سنتز نانوذرات
در بافر فسفات با mg/ml2محلول فولیک اسید با غلظت 

مختلف در سه لوله آزمایش pHلار در سه میلی مو10غلظت 
ایزوالکتریک ) با توجه به نقطه7وpH )3 ،5/4آماده شد. سه

)pHبراي سنتز اند. ) بتالاکتوگلوبولین انتخاب شده
کتوگلوبولین با غلظت لاها نخست محلول پروتئین بتانانوکپسول

تعیین شده در محلول بافر فسفات تهیه شد سپس در بازه زمانی
یگاند اگزالی پالادیوم به لدقیقه 80اي به مدت کلی دقیقه10

کتوگلوبولین در حال هم خوردن روي شیکر لامحلول حاوي بتا
دقیقه پس از 10اضافه شد. ، ساخت کره)KTG(مدل انکوباتور

در مرحله اول به ،آخرین تزریق لیگاند، در دو مرحله فولیک اسید
پکتین با درجه متیلاسیون دقیقه بعد به همراه10تنهایی و 

پایین به هر نمونه اضافه شد. تمام مراحل سنتز نانوکپسول روي 
درجه سانتی گراد انجام 25در دماي 120rpmشیکر با سرعت 

شد. سپس مطالعات فیزیکوشیمیایی جهت مشخصه یابی 
ها انجام شد.نانوکپسول

مطالعات پراکندگی دینامیکی نور 
هاي تولید شده و پتانسیل زتا با استفاده ازاندازه نانوکپسول

، Brokhaven(مدل(DLS)تکنیک پراکنش نور دینامیک 
نانوذرات در . سنجش اندازهگرفت) انجام ساخت کشور آمریکا

انجام شده درجه 90نانومتر و در زاویه شناسایی 660طول موج 
هاي است. براي تخمین بار سطحی و پتانسیل زتاي نانوکپسول

اسمولوچسکی با استفاده از مدل کالسیکی به ولید شده رابطهت
کار گرفته شد. به منظور اطمینان از همگن بودن محلول حاوي 

ها هاي پروتئینی هدفمند با فولیک اسید، همه نمونهلنانوکپسو
پیش از انجام مطالعه پراکندگی دینامیکی نور سه بار و هر بار به 

ه شدند. پس از این مرحله همه ثانیه با ورتکس هم زد5مدت 
ثانیه تحت تابش امواج فرا صوت در حمام 30ها به مدت نمونه

هاي سپس اندازه ذرات و پتانسیل زتا نانوکپسول. آبی قرار گرفتند
.درجه سانتیگراد اندازه گیري شد25فولیک اسیدي در دماي 

مطالعه میکروسکوپ الکترونی پویشی 
ی و تعیین محدوده اندازه نانو براي مطالعه ریخت شناس

هاي سنتز شده از میکروسکوپ الکترونی پویشی مدل کپسول
440i Leo محصول مشترك کشورهاي آلمان و انگلستان ،

آمده از مطالعه به دستاستفاده شد. براي این کار بر اساس نتایج 
2پراکندگی دینامیکی نور بهترین نمونه انتخاب شد. سپس 

لول بهترین نمونه حاوي نانوکپسول هدفمند با میکرولیتر از مح
سانتی متر 3تین به اندازهلافولیک اسید بر روي ورقی از جنس پ

وقرار داده شد. نمونه در دماي اتاق قرار داده شد تا خشک شود 
سپس توسط آلیاژي از فلز طلا پوشش داده شد. بعد از مراحل 

پویشی مورد نمونه توسط میکروسکوپ الکترونی ،آماده سازي
.بررسی قرار گرفت

مطالعه میکروسکوپ نیروي اتمی
، Nano Wizard IIمدل مطالعه میکروسکوپ نیروي اتمی

به منظور تعیین ویژگی ریختی و توپوگرافی ساخت کشور آلمان
رونی میکروسکوپ الکتسطح و بر اساس نتایج حاصل از مطالعه

انجام شد.5/4م اپتیمpHدر روبشی بر روي بهترین نمونه
بررسی میزان بازده کپسوله شدن دارو

هاي ) در نانوکپسولEEمیزان درصد بازده کپسوله شدن دارو (
ر پروتئینی هدفمند با فولیک اسید توسط اسپکتروفتومت

نانومتر 220در طول موج ،)ساخت کشور استرالیاCarryمدل(
و گرفتانجام که مربوط به جذب ماکزیمم اگزالی پالادیوم است 

ها ) محاسبه شد. پیش از خواندن جذب، نمونه1با کمک رابطه (
سانتریفوژ دور در دقیفه 1000با سرعت دقیقه 30به مدت 

در دماي محیط انجام شد.هاشدند. همه اندازه گیري
EE (%) = (1)

بررسی اثرات ضد سرطانی نانودارو
تیتو ـنیسن روده از ارطاـسHCT116لیتلیایـپي ااـهلسلو

ها بر روي محیط کشت سلولاري شد.دـخریان رـیر اتوـپاس
DMEMهاي سلولند.کشت داده شدHCT116 با

به همراه حاوي داروي اگزالی پالادیومسنتزي هاي نانوکپسول
10و 7، 4، 2، 1، 5/0، 0(هاي مختلففولات با غلظت

حاوي داروي اگزالی سنتزي اي ه، نانوکپسول) میکرومولار
و 450، 250، 150، 100، 50( هاي با غلظتپالادیوم فاقد فولات 

48و24و به مدتندها اضافه شدبه چاهک)میکرومولار750
، رـنظرد وـمن انکوباسیون اـمم زاـتماز اس ـپساعت تیمار شدند. 

دي فنیل -2،5-ایل)-2-متیل تیازولديMTT)3-)4،5سنجش 
ا ـهللوـسي اـد بقـصدری ـسربرر به منظولیوم برومید) تترازو

MTTل وـر محلـلیتو میکر100ید.که بدین ترتیب دگرم اـنجا

در اعت ـس4ت دـه مـها بلسلوو ضافه شد ار چاهک ـه هـب
نکوبه ر انودور از به اد و سانتی گردرجه 37دماي ر دراتوـنکوبا

جی به هر کدام از پس از پایان انکوباسیون، جهت نورسندند. ـش
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متیل سولفوکسید اضافه گردید آنگاه لیتر ديمیلی1ها چاهک
دانسیته نوري محلول درون هر چاهک با استفاده از دستگاه 

نانومتر سنجیده شد و نهایتا 570اسپکتروفتومتري با طول موج 
مرگ درصد50ایجاد یا غلظتی از ترکیبات فوق که50Ccمقادیر 

. کنند محاسبه گردیدمیها و میر در سلول
ري فلوسایتومتمطالعات 

هاي رده به منظور بررسی درصد القاي آپوپتوز در سلول
هاي هدفمند با تیمار شده با نانوکپسولHCT116سلولی

Sysmex cyflow(مدل فولات از دستگاه فلوسایتومتري

space ساخت کشور آلمان) و کیت آپوپتوز یا کیت تعیین ،
سلول در هر 300000استفاده شد. ابتدا تعداد مرگ سلولی
ها به مدت خانه کشت داده شدند سپس سلول24چاهک پلیت 

درجه 37در دماي درصد2CO5ساعت در انکوباتور داراي24
ساعت انکوباسیون با 24سانتی گراد نگهداري شدند. پس از 

ر ها با نانودارو دمحیط فوق محیط رویی را خالی کرده و سلول
براي بررسی .از داروها تیمار شدند50Ccهاي صفر وغلظت

با استفاده از PIوannexinVهاي واکنش داده باتعداد سلول
نانومتر پرتوهاي 488و تحت تأثیر تابش دستگاه فلوسایتومتر

نانومترخوانده شد.600و530ي هاساطع شده در طول موج
PI/ت ومثب(FITC-v-annexinهاي آپوپتوتیکمقایسه سلول

(FITC-v annexinهاي نرمال غیرآپوپتوتیکو سلول)منفی

گروه کنترل وهاي دیگرهر گروه با گروه) منفیPI/ی ومنف
.انجام شد

نتایج
هايماکرومولکولازیافتهشکلنانوکپسولیسنتزمنظوربه

است لازمنخستپایدارومشخصعملکرديویژگیباحیاتی
وداروحاويپروتئینیکپسولنانوفیزیکوشیمیاییايهویژگی

برارودنانو عملکردسپسونانوپایهبراسیدفولیکباهدفمند
نتایجروایناز.شودسنجیدهHCT116سرطانیرده سلولیروي

بررسیبهنخستدر بخش.شوندمیتقسیماساسیبخشدوبه
وشدهتولیدنیپروتئیهايویژگی فیزیکوشیمیایی نانوکپسول

نانومقیاسنوین دردارورسانیسامانهعنوانبهآنهاتوانمندي
پراکندگیمطالعهازحاصلنتایجرواینزا.می شودپرداخته

باهدفمندهاينانوکپسولشناسیریختمطالعهنور،دینامیکی
هاي مختلف میکروسکوپ الکترونی و با تکنیکاسید فولیک
به نتایجبهتوجهبادومبخشدر. شودمی بررسیاتمینیروي
هاينانوکپسولعملکردبررسیبهاولبخشازآمدهدست

سرطانهايسلولروياسیديفولیکباهدفمندپروتئینی
بارادارواثروشدپرداختهHCT116سرطانیسلولکولون رده

با شدهالقاتغییراتوهاسلولحیاتیتوانبررسیبهتوجه
.گرددمیبررسیفلوسایتومتريوMTTيهاروش

هامطالعات خصوصیات فیزیکوشیمیایی نانوکپسول
) تکنیکی براي سنجش DLSتکنیک پراکندگی دینامیکی نور (

اندازه، بارسطحی و پتانسیل زتاي ذرات و اطلاعاتی در مورد شکل 
ها در محدوده زیر میکرون است.ذرات و پتانسیل سطح آن

نشان می دهد 1جدول در DLSایج مطالعات همانطوري که نت
هاي پروتئینی هدفمند با فولیک اسید حاوي داروي نانوکپسول

متیلاسیون پایین در اگزالی پالادیوم در حضور پکتین با درجه
pH از کمترتهیه شده با پوشش فولات داراي اندازه5/4برابر با
تالاکتوگلوبین نانومتر هستند و در مقایسه با نانو کپسول ب50

نانومتر دارند بسیار کوچکتر 164ی حدود یافاقد فولات که اندازه
تري دارد.شده است و توزیع همگن

) بر روي SEMهمچنین نتایج میکروسکوپ الکترونی روبشی (
DLSآمده از نتایج به دست5/4اپتیمم pHبهترین نمونه در 

کتوگلوبولینی با هاي بتالانانوکپسولانجام شد و نشان داد که 
نانومترند و در 40) داراي اندازه کمتراز 1Aپوشش فولات (شکل

) 1Bمقایسه با نانو کپسول بتالاکتوگلوبولینی فاقد فولات (شکل
کوچکتري دارند و نانومتر دارد اندازه200اي کوچکتر از که اندازه

لا در متر هستند. نتایج میکروسکوپ الکترونی کاتر و همگنکروي
.ایید نتایج حاصل از مطالعات پراکنش دینامیکی نور استت

pHنتایج میکروسکوپ نیروي اتمی بر روي بهترین نمونه در 

آمده نشان داد که نانوکپسول به دست5/4اپتیمم 
نانومتر 40ی کمتر از یابتالاکتوگلوبولینی در حضور فولات اندازه

الاکتوگلوبولینی ) و در مقایسه با نانوکپسول بت2Aدارد (شکل 
) 2Bنانومتر دارد (شکل170ی کمتر از یافاقد فولات که اندازه

مجزاآنهااندازههمچنینتري دارد.بسیار کوچکتر و سطح کروي
اندازهگیرياندازهنتایج. اندشدهتوزیعهمگنکاملاطوربهو

میکروسکوپازآمدهبه دستاسیدي فولیکهاينانوکپسول
همگراکاملطوربهاتمینیرويمیکروسکوپویشیپوالکترونی

.استنوردینامیکیپراکندگیروشاندازه توسطسنجشنتایجبا
بهینه برابر باpHدر سطح همچنین نتایج میزان کپسوله شدن 

محاسبه شده براي نانوکپسول بتالاکتوگلوبولینی در حضور 5/4
50عدد بیشتر از ایندرصد است که2/75فولات بیانگر مقدار 

فولات کپسول بتالاکتوگلوبولینی در غیاباست و براي نانودرصد
درصد است. نتایج نشان داد بهره کپسوله شدن اگزالی پالادیوم 6/69

در حضور فولات 5/4برابربا pHسنتزي در سطح در نانوکپسول
که طبق این نتایج بیشتر از دیگر شرایط در غیاب فولات است

و میزان بهرهنتیجه گرفت که حضور فولات بر مقدار بازدهتوان می
سنتزي اثر گذار است.کپسوله شدن اگزالی پالادیوم در نانوکپسول
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.هاي بتالاکتوگلوبولینی حاوي اگزالی پالادیوم در حضور و غیاب فولاتهاي نانوکپسولویژگی-1جدول 
Table 1. Properties of beta lactoglobulin nanocapsules including Oxali-Palladium in the presence and absence of folate.ζ-Potential(mV)Mean particle size (nm)β-LG nanocapsules

-10.5340β-LG nanocapsules with folate
-8.88164β-LG nanocapsules without folate

در حضور پکتین با درجه) B(فاقد فولیک اسید ) و A(هاي پروتئینی هدفمند با فولیک اسیداز نانوکپسول5/4رابر با بpHتصاویر ریخت شناسی در -1شکل 
متیلاسیون پایین توسط میکروسکوپ الکترونی روبشی.

Figure 1. Field emission scanning electron microscopy of protein targeted nanocapsules with folic acid (A)
and nanocapsules without folic acid (B) in the presence of low methyl pectin at pH 4.5.

ر حضور پکتین با د) B(فاقد فولیک اسیدو )A(هاي پروتئینی هدفمند با فولیک اسیداز نانوکپسول5/4برابر با pHتصاویر ریخت شناسی در سطح - 2شکل 
متیلاسیون پایین توسط میکروسکوپ نیروي اتمی.درجه

Figure 2. Atomic Force Microscopy image of protein nanocapsules with folic acid (A) and without folic acid (B) in the
presence of low methyl pectin at pH 4.5.
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اهمطالعات سمیت سلولی نانوکپسول
کمپلکسبررسی خواص ضدسرطانی و سمیت سلولی،

بتالاکتوگلوبولینپوشش پروتئیندرپالادیوماگزالینانوذرات
اگزالیترکیبباآنمقایسهواسیدفولیکباشدههدفمند
متداولدارويو) آزادداروي(کپسولبدونحالتدرپالادیوم
ردهکولون،رطانسهايسلولتکثیرورشدرويبرپلاتیناگزالی

HTC116هايسلول. پرداخته شدHCT116دروغیابدر
آزادوکپسوله) پالادیوماگزالی(داروازمختلفهايغلظتحضور
ايبقدرصدمیزانوانجامMTTآزموننهایتدر. شدندانکوبه
نشان داده شده 3A-Cي هاشکلو درگردیدمحاسبهسلولی
درصد50ایجادکهفوقترکیباتازتیغلظیا50Ccمقادیراست.
کهمحاسبه گردید. همانطورمی کنندهاسلولدرمیرومرگ
اگزالی پالادیومهاي حاويکپسولنانومی دهدنشان3Aشکل

موجبزمانودوزبهوابستهالگويیکدرو هدفمند با فولات
باها سلولرشد.گردندمیسلولیردهایندرسلولیمرگايالق

از. می یابدکاهششدتبهداروییکمپلکسغلظتافزایش
یکفوقموردسهدرHCT116دررشدمهارهايمنحنیطرفی

نشان50Ccنتایجامامی دهندنشاننیزراغلظتبهوابستهمهار
بسیارحاوي فولات دوزهايشدهکپسولهحالتدرداروکهداد

داشتهکشندگیقدرتآزادشکلدرداروبهتري نسبتپایین
هدفمند با شدهنانوذرات سنتز50Ccمیزانکهطوريهب. است

9/6و 6/8انکوباسیون به ترتیبساعت48و 24از پسفولات،
درمقداراینبامقایسهدرکهاستشدهمیکرومولار محاسبه

به دستمیکرومولار1100کهپلاتیناگزالیداروي معمولمورد
سلولی سمیتتواناییداراينانوفرممرتبه127حدوداستآمده

فرممرتبه127حدودغلظتیباحقیقتدر. استبالاتري
راسلول سرطانیردهایندرمرگالقايتواناییسنتزينانوذرات

باشدهسنتزنانوذرات50Ccنتایجمقایسههمچنین. هستنددارا
داروکهدادنشانسیدافولیک فاقدآزادپالادیوماگزالیترکیب

سمیتمیکرومولار) قدرت600فاقد فولیک اسید (نانوفرمدر
.استدادهنشانخودازبالاتريمرتبه69حدودسلولی

کمپلکسپایینسمیتخواصکهدهندمینشانفوقنتایجلذا
پوششیعنوانبهکهاسیدفولیکوپاییندرجه متیلاسیونباپکتین

م پوششوپالادیاگزالیحاويبتالاکتوگلوبولینینانوذراتسطحروي
قابلافزایشموجبواستشدهتقویتبشدتنانوفرمدرشدهگذاري
.استگردیدهنانوذراتدرموجوداگزلی پالادیومسمیتدرتوجهی

القا آپاپتوزدرصدمیزان،با استفاده روش فلوسایتومتريهمچنین
ناشی از تیمار لظت بازدارنده تکثیرهاي تیمار شده با غسلولشده در

با نانوکپسولهاي هدفمند با فولات و فاقد فولات و سلواهاي کنترل 
4ي هاشدند که نتایج در شکل(تیمار نشده با هیچ دارویی) مطالعه 

A-Cنتایج مطالعات فلوسایتومترينشان داده شده است.2جدول و
تز شده در حضور نشان داد که نانو ذرات اگزالی پالادیومی سن

) و در Aشکل (درصد40در حدود سبب القاي آپاپتوزفولات
)4B(شکلدرصد12در حدود سبب القاي آپاپتوزغیاب فولات 

این نتایج در مقایسه با .شوندهاي سرطان کولون میدر سلول
دهد که حضور فولات در ) نشان می4Cکنترل (شکل نمونه

سبب القاي آپاپتوز یا مرگ برنامه نانوکپسول بتالاکتوگلوبولینی 
ها قابل ذکر است که سلولشود.ریزي شده سلولی بیشتري می

از هر نمونه تیمار شدند و سپس 50Ccدر هر مورد با غلظت 
مطالعات فلوسایتومتري روي هر نمونه انجام شد.

بحث 
بهولیاستدرمان سرطاندرکاربردپرروشهايازدرمانیشیمی

بهدرمانیشیمیداروهاياثربالا،سمیتوجانبیعوارضلدلی
سمتبههدفمندصورتبهاین داروهازیرااستمطلوبناصورت
مشکلات،اینرفعمنظوربه. نمی شوندهدایتسرطانیهايسلول

اندکردهاضافههاییحاملکولورکتالسرطانداروهاي ضدبهمحققین
داروهاي بهنسبتداروسمیثراتاهمچنینوجانبیاثراتازتا

Peerبکاهند (گذشتههايدوره et al., 2007; Trujillo et al.,

2016; Mishra et al., بهداروهاهنوزوجوداینبا). ولی2010
ازهدایت نمی شوندسرطانیهايسلولسمتبههدفمندصورت

بهروداهدفمندتحویلبرايبهترراهییافتنپیدرمحققینرواین
پایه فلزيبرداروهایی، میان داروهادر. هستندسرطانیهايسلول

هستندپلاتینپایه فلزيبرداروهايمشابهکهدارندوجودپالادیوم
در. هستندهاسلولدیگربرکمترسمیتواثرات جانبیدارايولی

5نظیرداروهاییازبیشترگذشتهمطالعات داروهاي وفلوروئوراسیل-
استشدهاستفادهکولونسرطانویژهبهسرطاندرمانبرايتینیپلا
ازاندداشتهبدندیگر بافتهايبریفراوانجانبیوسمیاثراتدارايکه
کمتريسمیتدارايکهپالادیوماگزالیدارويازمطالعهایندررواین

شده است.استفادهاست
فولات به ترکیب با استفاده از افزودن 2017در سال محققین

Zou)بوفالین و سیکلودکسترین خواص ضد توموري را افزایش دادند 

et., . در پژوهشی دیگر از فولیک اسید به همراه پلیمر طلا (2017
اندجهت درمان لیزري فوتودرمال در درمان سرطان ریه استفاده نموده

ره بیسین پوشیده شده با نانو ذکسورودیگري از داروي دو در بررسی
,.Banu et al(آلبومین براي درمان سرطان کولون استفاده شده است

تعامل داروي اگزالی پالادیوم و پروتئین ، 2007). در سال 2015
مختلف میکروسکوپی و پراکندگی هاي بتالاکتوگلوبولین توسط روش

,.Divsalar et alشد (بررسی دینامیک نوري 2007b; Chanasttru

et al., 2009.(
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.

هاي با نانوکپسولکه ساعت ) ○(48و ) ●(24مانی هاي زدر بازه)MTT(تستHCT116لی سلوهاي ردهن سلولمانده ندزصد دری منحن-3شکل
فولات غیاب ولینی در هاي بتالاگتوگلوبنانوکپسولساعت با 24)، نتایج حاصل از تیمار A(متیلاسیون پاییندر حضور فولات و پکتین با درجهبتالاگتوگلوبولینی

)B ساعت انکوباسیون (24) و نتایج حاصل از تیمار با محلول آزاد اگزالی پالادیوم پس ازC.(
Figure 3. Cell viability (MTT test) data of protein nanocapsules with folic acid in the presence of low
methyl pectin line after different incubation times of 24 (●) and 48 )○( hours (A), without folic acid after 24
hours incubation times (B) and free Oxali-Palldium after 24 h (C) against HCT116 cancer cell.

در غیاب اسید فولیک و حالت کنترل (تیمار نشده ،ک اسیدهاي هدفمند با فولینانوکپسولهاي سالم پس از تیمار با نکروز و سلولدرصد القاي آپاپتوز، -2جدول 
.HCT116سلولی هاي ردهبر سلولبا دارو) 

Table 2. Percentage of induction of apoptosis, necrosis and normal cells after treatment with targeted
nanocapsules with folic acid, without folic acid and control (untreated with drug) against cancer cell line of
HCT116.

% Apoptotic Cells% Necrotic Cells% Normal cellSamples

40.215.344.5nanocapsules with folic acid

11.857.281.0
nanocapsules without folic

acid

4.52.2293.3Control
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متیلاسیون در حضور پکتین با درجه) B)، در غیاب اسید فولیک (A(هاي هدفمند با فولیک اسید فلوسایتومتري نانوکپسولنتیجهdot plotنمودار -4شکل 
ظت با غلهاسلولساعت انکوباسیون. 18هاي سرطان کولون پس از سلولHCT116سلولی هاي ردهرا بر سلول) Cو حالت کنترل (تیمار نشده با دارو) (پایین 

Cc50انداز هر نمونه انکوبه شده.
Figure 4. Dot plot curve of protein nanocapsules with folic acid (A), without folic acid (B) in the presence of low
methyl pectin and control sample (untreated HCT116 cancer cell line with drug) (C) against HCT116 cancer cell line
after 18 hours. The cells were incubated with the concentrations equal to Cc50 of each sample.

براي بررسی اتصال فولات با فلزهاي روي و نیز، 2009سال رد
Ebbing et(گردیداستفاده DLSو AFMمنیزیوم از روش

al., اندازه و شکل هاي پیشین جهت بررسی در پژوهش. )2009
نانوذرات سنتز شده از میکروسکوپ الکترونی روبشی و 
میکروسکوپ نیروي اتمی استفاده شده است که با نتایج حاصل 

میزان سمیت بیوفلونوئید و مطابقت دارد. حاضرهاي از بررسی
هاي سرطان فولات هدفمند شده بر نانوذرات کیتوزان بر سلول

,.Cai et al)د (شبررسینیز MTTدهانه رحم توسط تست

هاي سرطان پروستات درصد بقاي سلولی سلولهمچنین . 2017
توسط نانوذرات سیکلودکسترین هدفمند شده با فولات بررسی 

,.Evanse et al(شده است در این پژوهش سنتز اما ).2016
یک حامل مناسب جهت انتقال داروي ضد سرطان براي سرطان 

ی مقایسه فعالیت کشندگی دارو روده انجام شد و در مرحله سلول
کپسول در حضور فولات و بدون حضور فولات نانودو حالت در

نشان داد که دارو در حالت کپسوله 50Ccاما نتایج انجام گرفت. 
نسبت به دارو در شکل آزاد شده در دوزهاي بسیار پایین تري

اثر بخشی دارو با پوشش فولیک قدرت کشندگی داشته است. 
چندین برابر HCT116هاي رده سرطانی وي سلولاسیدي بر ر

بیشتر از اثر بخشی دارو بدون پوشش فولیک اسیدي است و 
سلولی هاي مختلف این دارو بر روي ردههمچنین اثر غلظت

HCT116این . نشان دهنده عملکرد بسیار عالی نانو دارو است
ذرات ویژگی عملکرد نانونتایج با آنچه که مطالعات قبلی درباره

(حاوي یکی از مشتقات اگزالی پلاتین) و القاي بتالاکتوگلوبولینی

هاي سرطانی بر سلولریزي شده از نوع آپاپتوزمرگ سلولی برنامه
HCT116ارائه کرده بودند همگراست)Izade et al., 2016(.

نتیجه گیري
توان نتیجه گرفت که در این مطالعه ها میاز این بررسی

هاي بتالاکتوگلوبولینی هدفمند با فولات حاوي اگزالی لنانوکپسو
متیلاسیون پایین سنتز پالادیوم کمپلکس شده با پکتین با درجه

اند و نسبت به نانو کپسول بتالاکتوگلوبولینی فاقد و تولید شده
هاي سرطانی به قابلیت نفوذ این نانوذرات به داخل سلول،فولات

هاي سرطانی یشتر بر روي سلولفولات بدلیل داشتن گیرنده
هاي سالم توانایی اثر بخشی این سامانه دارویی را نسبت به سلول

برد و این سامانه دارویی بدون تغییر ساختاري چشمگیر و بالا می
هندهکند که نشان درهایش قابل توجه دارو از معده عبور می

ان نتیجه در نهایت می تودارویی است.پایداري بالاي این سامانه
به عنوان تواند میپروتئینی حاوي فولات گرفت که نانوذرات 

اي نوین در مقیاس نانو و قابل امیدوارکننده و سامانهايگزینه
تحویل داروي ضد سرطان در درمان سرطان دسترس در

پیشنهاد گردد.کلورکتال 

سپاسگزاري
نشگاه از معاونت پژوهشی دا، نویسندگان مقاله،بدینوسیله

خوارزمی جهت حمایت از این پژوهش کمال تشکر و قدردانی 
.دارند
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