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 چکیده
 

( یک پیشرفت مهم در زمینه فناوری نانو هستند. آنها امکان تجزیه و SPIONsنانوذرات پارا مغناطیس اکسید آهن )
تحلیل غیر تهاجمی برای ردیابی سلول ها را فراهم می آورند و دارای خواص مفید بسیاری هستند که آنها را نامزد بالقوه 

وسط این نانو ذرات گزارش برای کاربرد های متعدد در پزشکی ساخته است با این حال، احتمال ایجاد سمیت در سلول ها ت
است که منجر به ایجاد استرس اکسیداتیو در سلول ها نشود.برای  SPIONشده است .هدف از این مطالعه یافتن غلظتی از 

ها انکوبه شدند سپس  SPIONاین منظور برای اولین بار سلول های بنیادی غشای آمنیوتیک با غلظت های مختلف 
 اندازه گیری شد. Prohod Rhodamine 123(با استفاده از پروب ROS)میزان استرس اکسیداتیو سلولی 

میکروگرم  100-0نتایج ما نشان می دهد که میزان قابل توجهی از گونه های فعال اکسیژن در سلول ها در محدوده غلظت 
یلی لیتر، تولید گونه های میکروگرم در م 150در میلی لیتر از نانو ذرات وجود ندارد. با این حال، در غلظت های بالاتر از 

 میلی در میکروگرم 100 ≥فعال اکسیژن افزایش یافت. با توجه به نتایج ،نانوذرات مورد استفاده در این مطالعه در غلظت 
 .هستند مناسب ها سلول این ردیابی برای لیتر

 
 آمنیوتیک غشای بنیادی های سلول ، فعال اکسیژن  های گونه ،123 رودامین :کلیدی واژگان
 مقدمه

نانوذرات اکسید آهن سوپر امروز استفاده از 
نشان دار کردن پارامغناطیس در پزشکی، تشخیص و 

عواملی . (1) رایج شده استسلول درمانی سلول ها در 
اندازه، شکل و پوشش سطحی نانوذرات می توانند مانند 

 دندر میزان جذب سلولی و و کارایی نانوذرات موثر باش
مانند پلیمرها، بیومولکول  یمواد مختلفتاکنون از (. 2)

استفاده  SPION برای پوشش سطح ها، فلزات و سیلیکا
شده است که این پوشش ها موجب کاهش سمیت ذرات، 

، افزایش تغییر بار سطحی ذرات ست سازگاری،افزایش زی
نیمه عمر آنها در سلول و بهبود عملکرد و اختصاصیت 

افزایش امکان عملکردی کردن سطح ذرات در بدن  ذرات،
 ها پلی اتیلن گلیکول یکی از این پوشش می شوند.

(PEG است که از تجمع نانوذرات جلوگیری و باعث حل )
عملکرد  مکانیسم اصلی(. 3،4) شودشوندگی آنها می

اما  ،نانوذرات روی سلول ها هنوز شناخته نشده است
 مطالعات مختلف در محیط های آزمایشگاهی و بدن

پیشنهاد می کنند که مقادیر زیاد آنها قادرند گونه های 
 آزاد های گونه .را تولید کنند  (ROS)فعال اکسیژن

 پراکسید سوپر اکسید، های آنیون اکسیژن مانند

دو  .است هیدروکسیل رادیکال و یتهیپوکلر هیدروژن،
پلاسمایی می  غشای و میتوکندری ROSتولید  مهم منبع

روی غلظت کلسیم درون سلولی، فعال  ROSباشد. 
نمودن فاکتورهای رونویسی و ایجاد تغییر در سایتوکین 

از روش های  ROS. ها می توانند نقش داشته باشند
، تداخل با DNAمختلفی نظیر آسیب رساندن به 
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روند رونویسی سلولی، تغییرات در  الینگمسیرهای سیگن
چندین  ژن ها می توانند به سلول ها آسیب وارد کنند.

اکسیداز،  NAD(P)H سیستم آنزیمی شامل
و گزانتین  P450اکسیژنازهای وابسته به سیتوکروم 

دخالت دارند.  ROS اکسیداز، در تولید درون سلولی
ROS ه ویژه به صورت غیرآنزیمی عمدتاً در میتوکندری ب

انتقال الکترون میتوکندریایی  III و I در کمپلکس های
با توجه به اینکه امروزه استفاده . (5،6) به وجود می آید

خواص به دلیل غشای آمنیوتیک  از سلول های بنیادی
التهابی، فاکتورهای رشد ترشحی، میزان تمایز بالا رو ضد

های  غلظت برای اولین بار در این طرح .به افزایش است
با این سلول ها انکوبه ن روی همختلف نانوذرات اکسید آ

تا دوز مناسب نانوذرات برای نشان دار کردن این  شدند
 سلول ها به دست آید.

 مواد و روش ها
 ذرات نانو تهیه

-به روش هم 4o3Feاخت نانوذرات اکسید آهن س
در یک محلول  های کلرید آهنسوبی شیمیایی نمک

انجام  (PEG) پلی اتیلن گلیکولپوشش قلیایی در حضور 
نانوذرات مغناطیسی با استفاده از . سپس خصوصیات شد

سنجی مادون و طیف (TEM)میکروسکوپ الکترونی 
 .مشخص شدند (FT-IR) قرمز

 
 تهیه بافت

در این مطالعه، بعد از اخذ رضایت نامه کتبی از 
بیمارستان میلاد، بخشی در بخش زایمان  والدین نوزادان

سانتی متر(  4در  3از پرده آمنیوتیک )به ابعاد تقریبی 
، پس نوزادان فول ترمبه طور مکانیکی از کوریون جفتی 

سرد حاوی آنتی PBS  محلولاز زایمان جدا گردید و در 
بر روی یخ،  قرار  استرپتومایسین( )پنی سیلین وبیوتیک 

 مایشگاه منتقل گردید.داده شد و در شرایط استریل به آز
 

تهیه سلول های مزانشیمال مشتق از غشای 
 آمنیوتیک 

 نمونه چندین نوبت در پتری دیش توسط ابتدا 
PBS  ی سطحی آن تا خون و سایر آلودگشستشو شد

سپس غشای آمنیوتیک گردد کاملا شسته شده و پاك 
با استفاده از یک تیغ بیستوری، پنس و قیچی استریل 

مکانیکی کاملا قطعه قطعه شده و لخته های به صورت 
در مرحله بعد نمونه قطعه شده مورد  .خون جدا گردید

بدین صورت که تیمار با کلاژناز  .هضم آنزیمی قرار گرفت
درجه  37ساعت در درجه حرارت  4به مدت  1تیپ 

سانتی گراد و بعد از غیرفعال سازی توسط سرم جنینی 
لی به دست آمده از صافی سانتریفیوژ سوسپانسیون سلو و

سانتی متر مربع  25عبور داده شده و در فلاسک های 
 FBS(Fetal Bovineحاوی  DMEMدر محیط کشت 

Serum)10% ( ال گلوتامین،mM2 پنی سیلین ،)
(U/ml100( استروپتومایسین ،)μg/ml 100 اسیدهای ، )

درجه  37 آنگاه در .% کاشته شد1آمینه غیر ضروری 
بعد از دی اکسید کربن انکوبه گردید  5%سانتی گراد و 

ور با خروج محیط کشت خارج چند روز سلول های شنا
فلاسک محیط  شده و به بقیه سلول های چسبیده به کف

روز محیط کشت  4 تا 3 اضافه شد. هر FBSکشت و 
 می گرددفلاسک ها را دور ریخته و محیط جدید اضافه 

 ٨0ه حدود تا مقدار تراکم سلول ها در کف فلاسک ب
سپس پاساژ اول صورت گرفت، به این . درصد برسد

از کف  Trypsin/EDTA ترتیب که سلول ها با استفاده از
کشت داده شد  1:3ظرف کشت کنده شده و به نسبت 

روز پس از هر پاساژ، پاساژ بعدی انجام  7 تا 5 در حدود
 می گرفت.

  
 تیمار سلول های بنیادی با اکسید آهن

سازی نانو ذرات ابتدا نانوذرات در آب ای آماده بر
 ثانیه 30دقیقه، 4و زمان  40)با قدرت  سونیکیت شدند

off ثانیه 30 و (on . سپس سلول ها در ظروف کشت
ساعت غلظت های مختلف  24کاشته شده و بعد از 
 200و  150، 100، 50، 0)نانوذرات اکسید آهن 
استریل  UV که توسط اشعه (میکروگرم بر میلی لیتر

 .شده بودند روی سلول ها ریخته شد
 

 بررسی استرس اکسیداتیو
سلول  گرم، PBSبا  ی سلول هاشستشو بار 3پس از 

میکرولیتر  10، سپس .ها تریپسینه و سانترفیوژ شدند
رودامین در فالکون ها ریخته شد و فالکون ها به مدت 

سپس سلول ها  .دقیقه در تاریکی قرار گرفتند 30
جذب نوری PBSفیوژ شده و پس از شستشو با یسانتر
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نانومتر  520 و 422 توسط دستگاه فلوریمتری در 
 خوانده شد.

 
 آنالیز داده ها

-One)  واریانس یک طرفهای آنالیز داده ها از بر

Way ANOVA)  و از تست تکمیلی Games-Howell 

ها اختلاف بین گروه .برای بررسی داده ها استفاده گردید
 باشد. P<0.05 در صورتی معنی دار تلقی شده است که

 
 نتایج

 ساخت نانو ذرات
نانوذرات نتایج میکروسکوپ الکترونی نشان داد 

رفولوژی کروی ونانومتر و با م 20اکسید آهن با اندازه 
هم حضور  FT-IRو نتایج  (A ،1سنتز شده اند )شکل 

 سطح نانوذرات تایید کرد پلی اتیلن گلیکول را بر
 .(B ،1)شکل
 

 جداسازی سلول از بافت و تکثیر سلول ها
ا شده از غشای دهای بنیادی مزانشیمال جسلول 

 آمنیوتیک از لحاظ مورفولوژیکی شبیه به سلول های
 (.2 )شکل فیبروبلاستی و دوکی شکل بودند

 
 استرس اکسیداتیو
دیده می شود با افزایش  1 نمودارهمانطور که در 

استرس غلظت آهن ریخته شده روی سلول میزان 
و با توجه  سلول افزایش یافت ایجاد شده در  اکسیداتیو 

به نتایج بهترین غلظت انکوباسیون نانوذرات برای سلول 
 مد.آبدست  گرم بر میلی لیتر ماکرو 100ها 

A 

 
 

B 

 
 .خصوصیات نانو ذرات اکسید آهن -1 شکل

 

 
 .200با بزرگنمایی  ،سلول های بنیادی جدا شده از غشای آمنیوتیک در پاساژ -2شکل 
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 در غلظت های متفاوترات ذمجاورت  با نانوتولید استرس اکسیداتیو در سلول ها پس از بررسی  -1 نمودار
در نظر گرفته شد **P >0.005و*> 0.05P سطح معنادار بودن              

 بحث
نانوذرات اکسید آهن سوپر استفاده از  امروزه 

پارامغناطیسی برای کاربردهای پزشکی مورد توجه قرار 
عات نشان داده است که در معرض لاما مطا ،اند گرفته

قرار گرفتن سلول ها با این نانوذرات برای سلول ها 
در سلولها  ROSسمیت ایجاد می کند و سبب آزاد شدن 

وابسته به که این ایجاد سمیت به شدت  (7،٨) گرددمی 
ایجاد گونه های فعال . (9) می باشد SPION  دوز

پروتیین های  و لیپید ،اکسیژن با آسیب به ماده ژنتیکی 
درون سلول می تواند سبب القای آپوپتوز و نکروز در 

 .(٨،7) دنسلول ها گرد
با توجه به اینکه استفاده از نانوذرات اکسید آهن به 
عنوان عاملی برای نشان دار کردن سلول ها در سلول 

ز مناسب این وپیدا کردن د .درمانی رو به گسترش است

در این مطالعه  .ذرات امری ضروری به شمار می رودنانو
روی  اکسید آهن بررسی اثر غلظت های مختلف نانوذرات

زیرا  ،انجام گرفت دی غشای آمنیوتیکسلول های بنیا
تهیه این سلول ها آسان و ارزان است و نسبت به سلول 

مزایای  ،های مغز استخوان که در درمان استفاده می شود
بی شماری دارد از جمله اینکه به سلول های ناخواسته 
تمایز پیدا نمی کنند و فاکتورهای رشد و رگ زایی 

ی که مطالعات نشان داده نجایآاز .بیشتری ترشح می کند
اند که پوشش دهی در کاهش سمیت موثر هستند 
نانوذرات مورد استفاده در این طرح توسط پلی اتیلن 
گلایکول که ترکیبی زیست سازگار است پوشش دهی 

 .(٨) شدند
مطالعاتی هم راستا با این مطالعه صورت گرفته است 

سمیت  2010و همکاران، در سال  Naqviبه عنوان مثال 
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اساس غلظت آنها را از طریق  نانوذرات اکسید آهن بر
ارزیابی افزایش نشانگرهای استرس اکسیداتیو مورد 

نشان داد که  او نتایج پژوهش آنه ارزیابی قرار دادند
غلظت های بالای نانوذرات اکسید آهن با ایجاد استرس 

این به شده با اکسیداتیو سبب مرگ ماکروفاژهای انکو
و همکاران  Hoskinsمطالعه . (10) نانو ذرات می گردد

 ROSنیز  نشان داد که نانوذرات آهن باعث افزایش تولید 
 نیز و تولید استرس اکسیداتیو در سلول ها می گردد

. همچنین مطالعاتی (11)باعث مرگ سلول می شود 
نشان داده است که انکوباسیون سلول ها با دوز بالای این 

، نکروز سلولی و آپوپتوز را DNAنانوذرات سبب آسیب 
 .(12،5)از طریق ایجاد استرس اکسیداتیو می شود 

نتایج مطالعه حاضر نیز نشان داد که دوز خاصی از 
 هایاما در غلظت  ،نانوذرات برای سلول بی ضرر است

روند از نانوذرات اکسید آهن  μg /mL 100 بیشتر از

در سلول در گروه های تیمار  افزایش استرس اکسیداتیو
توجه به  با. می شودنسبت به گروه کنترل معنا دار  شده
که آسیب سلولی ناشی از نانوذرات اکسید آهن  این

دوز مناسب  پیدا کردنبنابراین  .وابسته به دوز است
نانوذرات اکسید آهن برای جلوگیری از آسیب سلولی یا 

می استرس اکسیداتیو بسیار مهم  ناشی ازمرگ سلولی 
 .باشد

 
 تقدیر و تشکر

هـای ایـن تحقیـق از محـل بودجـه  کلیه هزینـه
 مرکز تحقیقات فیزیولوژی دانشگاهتحقیقـاتی مصوب در 

ز زحمـات و ایـران تـأمین شده است که بدینوسیله ا
 .شود هـای انجـام شده سپاسگزاری می مـساعدت
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