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Abstract 

Introduction: Nanoparticles are increasingly recognized as potential anticancer 

agents in cancer treatment research. This study aimed to synthesize zinc oxide 

nanoparticles from Lactobacillus plantarum biofilms and assess their impact on the 

expression of the P53 and NF-κB genes in colorectal cancer epithelial cells. 

Materials and Methods: Following the confirmation and isolation of zinc oxide 

nanoparticles from Lactobacillus plantarum biofilm, HT-29 cells were cultured with 

varying concentrations of these nanoparticles for 24 hours. The MTT assay was 

utilized to evaluate the toxicity of the isolated nanoparticles. The optimal 

concentration was determined based on these results, after which the expression 

levels of P53 and NF-κB mRNA were analyzed. 

Results: The MTT assay indicated that a concentration of 40 µg/ml had the highest 

lethality after 24 hours. Notably, P53 expression significantly increased in the 

treatment group compared to the control group (P < 0.0001), while NF-κB 

expression significantly decreased at a concentration of 10 µg/ml (P < 0.001). 

Furthermore, the cell count in the treated group showed a significant reduction 

relative to the control group (P < 0.0001) 

Conclusion: : ZnO nanoparticles induce lethality in HT-29 cells and enhance P53 

expression, thereby suppressing tumor cell proliferation. These findings provide a 

foundation for further research and underscore the potential of zinc oxide 

nanoparticles in the pharmaceutical industry and colorectal cancer treatment. 
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Introduction  
Cancer is characterized by the uncontrolled 

proliferation and growth of cells, which can invade 

surrounding tissues and metastasize to other body 

parts, leading to tumor formation. Recent statistics 

indicate that cancer is the second leading cause of 

death globally, following cardiovascular diseases. 

Colorectal cancer is a prevalent malignancy 

responsible for significant mortality worldwide, 

ranking as the second most common cancer in men 

after lung cancer. Traditional treatment modalities, 

including surgery, chemotherapy, and radiotherapy, 

often result in collateral damage to healthy cells, 

prompting researchers to explore novel therapeutic 

approaches with reduced side effects. The utilization 

of nanoparticles in cancer treatment has gained 

considerable attention in recent years. 

Nanoparticles possess a high surface area-to-

volume ratio, enhancing their therapeutic potential. 

The application of ZnO and other metal 

nanoparticles in biomedical and oncological 

contexts has become increasingly significant due to 

their unique chemical and physical properties. Their 

size, comparable to biological molecules, enables 

them to penetrate cells and interact with biological 

systems. Recent investigations have demonstrated 

the anticancer efficacy of ZnO nanoparticles, 

positioning them as promising candidates for cancer 

therapy. 

The P53 gene, located on the short arm of 

chromosome 17, is a crucial tumor suppressor. It is 

the most frequently mutated gene in human cancers, 

with approximately 50% of tumors harboring 

mutations in P53. These mutations often result in the 

inactivation of both alleles during an individual's 

lifetime, contributing to various cancers, including 

lung, breast, and colorectal malignancies. In some 

cases, one mutated allele is inherited, while the other 

becomes mutated by age 25, leading to cancer 

development. 

Nuclear factor-κB (NF-κB) was first identified 

as a regulator of κ light chain gene expression in rat 

B lymphocytes in 1986. Subsequent studies have 

evaluated the mechanisms and effects of NF-κB as 

an inducible nuclear transcription factor that plays a 

pivotal role in both pathological and physiological 

processes. NF-κB regulates the expression of 

numerous genes involved in growth, differentiation, 

immune responses, inflammation, and apoptosis. 

Given the critical roles of P53 and NF-κB in cancer, 

this study aims to evaluate the effects of ZnO 

nanoparticles derived from Lactobacillus plantarum 

biofilm on the expression of these genes in 

colorectal cancer epithelial cells. 

Methodology 

This study was conducted in the Cellular and 

Molecular Department of the Islamic Azad 

University of Saveh under project code 1400.123.3. 

The HT-29 cell line was prepared by the Department 

of Biotechnology (cell bank) in the central laboratory 

of the Islamic Azad University of Saveh. The cells 

were cultured in a filtered flask containing 90 cc of 

RPMI 640 medium (Gibco, USA), enriched with 

10% fetal bovine serum (FBS) and 100 µL of 

antibiotics (penicillin 0.01 µg/µL and streptomycin 

0.01 µg/µL) in an incubator with 5% CO₂ at 37°C. 

Following this, the cells were passaged and separated 

based on calculations related to seeding density and 

added to 3-cm plates after counting. 

MTT assay 

The MTT assay was employed to assess the cell 

viability percentage and identify the optimal 

concentration for treatment with ZnO nanoparticles. 

Approximately 5×10^4 cells (counted using Trypan 

blue dye) were cultured in 96-well plates and treated 

with 5, 10, 20, and 40 µg/ml of ZnO nanoparticles for 

24 hours. 

Percentage of live cells =(Average absorbance of 

treatment sample/Average absorbance of control 

sample)×100   

Cell Culture in the Presence of ZnO Nanoparticles 

Following the initial culture and cell counting, 3×105 

HT-29 cells were transferred to 3-cm plates and 

divided into two groups: Group 1 received HT-29 

cells with 10 µg/ml ZnO nanoparticles, while Group 

2 was the control group (HT-29 only). RNA 

extraction and real-time PCR analysis were 

performed after 24 hours of culture. 

Primer Design and Quality Analysis Using 

Agarose Gel 

Primers were designed for two exons using Oligo 7 

software after obtaining the exon sequences from the 

Ensembl website. The accuracy of the primers was 

evaluated using the BLAST tool on the NCBI 

website. 

Real-Time PCR Analysis 

All biological samples were analyzed in triplicate 

using the Rotor-Gene Q 2.3.5 real-time PCR machine 

(Rotorgene Co.). The protocol involved an initial 

separation of cDNA strands at 95 ºC for 10 minutes, 
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followed by 40 cycles of amplification at 95 ºC for 10 

seconds, 60 ºC for 20 seconds, and 72 ºC for 20 

seconds. Master Mix and SYBR Green kits from 

Yekta Tajhiz Azma Co. were utilized. A standard 

curve was generated based on concentration gradients 

to normalize the cDNA, and melting curves and CT 

values were analyzed for each sample. The results 

were measured using the delta-delta Ct method and 

log2 transformation, with statistical analyses 

performed using the t-test to assess differences 

between groups. 

Results 

MTT Assay: This assay determined the 50% 

lethal concentration, which was found to be 40 

μg/mL after 24 hours of treatment. Based on the 

MTT assay results, a concentration of 10 μg/mL 

was selected for subsequent gene expression 

analysis. 

Cell Count: Twenty-four hours post-culture 

with ZnO nanoparticles, the number of HT-29 

cells in the treated group was significantly lower 

than in the control group (P < 0.05). 

Morphologically, the treated cells exhibited 

characteristics indicative of apoptosis. 

RNA Extraction: RNA from both control and 

treated samples was subjected to electrophoresis 

to evaluate quality and quantity. In this study, 

RNA extraction was successful and suitable for 

cDNA synthesis. The extracted RNAs were 

quantified using NanoDrop, yielding an average 

OD of 540 ng/μl (range: 220-830 ng), with an 

OD ratio of 1.96. The P53 expression level was 

significantly higher in the ZnO nanoparticle-

treated group compared to the control group (P < 

0.0001). In contrast, NF-κB expression 

significantly decreased in the treated group (P < 

0.0001). 

Discussion  

The application of nanoparticle technology in 

medical sciences presents a promising avenue for 

effectively diagnosing and treating various 

diseases. The current study demonstrated that 

treatment with 10 μg/mL of ZnO nanoparticles 

decreased cell numbers and increased P53 

expression in HT-29 cells. Previous studies have 

reported that ZnO nanoparticles induce apoptosis 

and cell death in cancer cells. For instance, Ding-

Ping Bai (2017) found that ZnO nanoparticles 

caused apoptosis and autophagy in breast cancer 

cells by damaging DNA and modulating the 

expression of apoptosis-related genes. Their 

findings align with the results of the present 

study. Additionally, Selvakumari et al. (2015) 

reported that 30 μg/mL of ZnO nanoparticles 

caused the death of 50% of MCF-7 cells in breast 

cancer. Mohd Javed Akhtar et al. (2012) also 

indicated that ZnO nanoparticles caused 

apoptosis in cancer cells through reactive oxygen 

species (ROS) by increasing P53 expression and 

activation. Another study highlighted the strong 

antitumor effects of ZnO nanoparticles on P98G 

glioma cancer cells, noting that they did not 

exhibit toxicity toward normal HEK 293 cells. 

Furthermore, ZnO particles induced apoptosis in 

this line of cancer cells due to their genotoxic 

effects. 

The present study also revealed that treatment 

with 10 μg/mL of ZnO nanoparticles derived 

from Lactobacillus plantarum causes a decrease 

in NF-κB expression in colorectal cancer 

epithelial cells. Min-Ho Kim (2015) 

demonstrated that ZnO nanoparticles suppressed 

NF-κB expression in LPS-stimulated cells. 

Moreover, Mahla Deylam et al. (2021) reported 

that concentrations of 5 and 10 μg/mL of ZnO 

nanoparticles were safe and maintained 

nanoparticle size while inhibiting DNA synthesis 

and inducing apoptosis in cancer cells via P53 

and NF-κB pathways. Rizwan Wahab et al. also 

noted that ZnO nanoparticles increased P53 

expression threefold and enhanced the 

expression of apoptosis-related genes in MCF-7 

cancer cells. Devi Subramaniam Vimala et al. 

(2019) reported that ZnO nanoparticles inhibited 

the proliferation of HT-29 cancer cells in a dose-

dependent manner. Studies suggest that ZnO 

nanoparticles can be absorbed through the 

respiratory tract and intestinal wall, facilitating 

apoptosis and the elimination of cancer cells by 

activating pathways that produce reactive 

oxygen species or by modulating apoptosis-

related gene expression. 

Conclusion 
This study confirms the toxic and lethal effects of 

ZnO nanoparticles on colorectal cancer epithelial 

cells. Additionally, ZnO nanoparticles enhance P53 

expression while decreasing NF-κB expression. The 

findings of this research, alongside existing literature, 

support the potential of ZnO nanoparticles in the 

treatment of colorectal cancer. These results may be 

utilized as a basis for further clinical investigations. 
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 مقدمه.1

سرطان    کنترلغیرقابل   تکثیر  و  رشـد  درنتیجه  بیماری 
 به  حرکت  و  تهاجم  قابلیت  هاسلول  این  .شودمی  ایجاد  هاسلول 
)  ایجاد  تومور  توانندمی  و  رادارند  بـدن  نقاط  سایر   (. ۳-1کنند 
  پس   جهان  در  ومیرمرگ   عامل  دومین  سرطان  اخیر،  آمار  طبق

  سرطان (.  ۵ ,4)  دیآمی  شمار  به  عروقی  قلبی  های بیماری   از
 سالانه   که  رودمی   شمار  به  هابدخیمی  ترینرایج  از  یکی  کولون
  نوع   این  و  شودمی   جهان  کل  در  افراد  از  بسیاری   مرگ   باعث 

  نوع  ترینشایع  عنوانبه  ریه  سرطان  از  پس  مردان  در  سرطان
)  سرطان  جراحی،   مختلف  هایروش  از   امروزه  (.7  و  6است 

انوش    :مسئولة  نویسند*  
 اقدامی 
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 ها:کلیدواژه
ذرات   نانو  بزرگ،  روده  سرطان 

روی،   ،  MTT  ،qPCRاکسید 
P53 ، NF-kB 

 چکیده
 

  موردتوجه   سرطان  درمان  حوزه  تحقیقات  در   سرطانی   ضد  فاکتور  یك   عنوان به  نانو ذرات   امروزه،:  زمینه و هدف

و هدف از مطالعه حاضر تولید نانو ذره اکسید روی از بیوفیلم لاکتوباسیلوس پلانتاروم و تأثیر آن بر بیان    قرارگرفته
 .های اپیتلیال سرطان روده بزرگ استدر سلول  NF-kBو  P53های ژن

HT-های  پس از جداسازی و تائید نانو ذرات اکسید روی از بیوفیلم لاکتوباسیلوس پلانتاروم سلول :  هاروش مواد و

 ساعت کشت داده شد.  ۲4های مختلف نانو ذرات اکسید روی به مدت با غلظت  29

  میکروسکوپ  توسط  نانو ذرات  شناسایی  پلانتاروم،   لاکتوباسیلوس  توسط  ZnO  نانو ذرات  بیوسنتز  از  پس  مطالعه،  این   در
غلظت موردنظر انتخاب و سپس بیان    MTTازآنجام آزمایش  پس .  شد  انجام   SEM  و  UV-Vis،  XRD  روبشی   الکترونی

P53    وNF-kB    در سطحmRNA  روش  از  شدهطراحی   جدید  پرایمرهای  از  استفاده  با  Reverse transcription (RT) 

qPCR  افزار نرم  با و انجام GeniX6، گرفت قرار آنالیز  مورد. 
  ۲4 از پس. دارد را   ساعت ۲4 طی کشندگی بیشترین µg/ml 04 غلظت که داد نشان MTT آزمایش نتایج :هایافته

داری در گروه تحت درمان نسبت به گروه  به میزان معنی   P53ژن    بیان  میزان   نانوذره اکسید روی،   با   انکوباسیون   ساعت
نسبت به گروه کنترل    µg/ml10در گروه تحت درمان با    NF-kBاما میزان بیان  ؛  (P<0.0001کنترل افزایش یافت )

 گروه   به  نسبت  تیمار  تحت  گروه  در  موردبررسی  هایسلول   تعداد  همچنین  (.P < 0.001داری را نشان داد )کاهش معنی
 . (P<0.0001داد ) نشان را  داری معنی  کاهش کنترل

شوند. همچنین نانو اکسید روی  می   HT-29های  باعث ایجاد مرگ در سلول   روی   اکسید  نانو ذرات  :  :گیرییجه نت

  تواند نتایج مطالعه حاضر می   شود. های سرطانی میدر سلول   NF-kBو کاهش بیان ژن    P53موجب افزایش بیان ژن  
تحقیقات بیشتر و استفاده از نانو ذرات اکسید روی در صنایع دارویی و درمان سرطان روده بزرگ فراهم    را برای   زمینه

 . سازد
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 2، شمارة ۳2، دورة ۱404  یرخرداد و تدانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

  استفاده   سرطان  درمان  جهت  درمانی  اشعه  و  درمانیشیمی 
 بین   از  هاروش  این  جانبی  عوارض  و  معایب  از  یکی  ولی  شودمی 

  که   است  شده  باعث  امر  این  که   است  سالم   هایسلول   بردن
 عوارض  کاهش  با  درمان  جدید  های روش  سمت  به  پژوهشگران

  تازگیبه   که  هایی روش  از  یکی(.  ۹  و  8)  روند  پیش  جانبی
نانو    از  استفاده   است،  شدهانجام  هاآن  روی   بر  زیادی   های پژوهش

 . است سرطان درمان برای  ذرات
 افزایش  به  منجر  و  دارند  سطح  به  نسبت  بالایی  حجم  نانو ذرات

 سایر  همچنین  و  اکسید روی   از ذرات   استفاده.  شوند می   پتانسیل
  دلیل  به  سرطان  و  پزشکی  زیست  کاربردهای   در  فلزی   نانو ذرات

.  است   پیداکرده  اهمیت   نانو مواد  این  شیمیایی  و  فیزیکی  خواص
ذرات   هستند،   بیولوژیکی  های مولکول  شبیه  اندازه  ازنظر   نانو 

  سیستم  با  و  کنند  نفوذ  هاسلول  طریق  از  توانندمی  بنابراین
های اخیر اثرات ضد در سال   . (11 ,10کنند )  تعامل   بیولوژیکی

خوبی موردمطالعه قرارگرفته  سرطانی نانو ذرات اکسید روی به
اکسید روی می نانو ذرات  است  داده  نشان  نتایج  و  تواند است 

 (. 1۵-1۲عنوان عامل بالقوه ضد سرطانی محسوب گردد ) به
P53   تومور استهای سرکوبترین ژناز مهم  در  که  کننده 
 تغییرات   هدف  ترینرایج  و  داشته  قرار   17  کروموزوم  کوتاه  بازوی 

 از   %۵0  حدود  در  ژن  این  در  جهش   و  بوده  انسان  در  ژنتیکی
 این   در  جهش  اکتسابی  حالت.  شودمی   دیده  انسانی   تومورهای 

  زندگی   طول  در   ژن  دو آلل  هر  حقیقت   در  و  بوده  شایع  بسیار  ژن
 مجاری  کارسینومای   مثل.  نمایندمی  سرطان  ایجاد  و  یافتهجهش

  از  یکی  نیز  ترشایع  غیر  حالت  در.  کولون  و  پستان  تومور  تنفسی،
  نیز  دیگر  آلل  و   رسیده  ارث  به   یافته جهش  صورتبه   ژن  های آلل

 (. 18-16گیرد )می  سرطان فرد و یافتهجهش سالگی ۲۵ تا
  بیان   کنندهتنظیم   عنوانبه  بار  ، اولینNF-kBای  فاکتور هسته 

  1۹86  سال  در  موش  B  های لنفوسیت  در  κ  سبك  زنجیره  ژن
)   شناسایی  سال ۲0  و  1۹شد  مطالعات  اخیر(.   حال  در  های 

 یك   عنوانبه .  هستند   NF-kB  اثر  و  مکانیسم  مورد  در  تحقیق
 در  کلیدی   نقش  NF-kB  القایی،  ای هسته   رونویسی   فاکتور
  و  NF-kB  و  کند می   ایفا  پاتولوژیك  یا  فیزیولوژیکی  شرایط

 در  دخیل  های ژن  از  بسیاری   بیان  مختلف  سیگنالی  مسیرهای 
  سازگار،   و  ذاتی  ایمنی  های پاسخ   جنینی،  رشد  تمایز،  رشد،

 (. ۲۲ و ۲1کنند )می  تنظیم را التهاب و آپاپتوز

در سرطان   NF-kBو    P53با توجه به نقش مهم و اساسی   
  شده استخراج  روی  ذرات اکسید  منظور تأثیر نانومطالعه حاضر به

علاوه   NF-kB و P53 بربیان لاکتوباسیلوس پلانتاروم  بیوفبلم از
نانو سمیت  این  اکسید  بر  در  ذرات    اپیتلیال   های سلول  روی 

 . مورد ارزیابی قرار گرفت. روده سرطان

 مواد و روش. 2

 L. plantarum روی  اکسید ذرات بیوسنتز نانو. 2.۱

 L. plantarum روی   اکسید  ذرات  نانو  تولید  منظوربه

  صنعتی   و  علمی  های پژوهش  مرکز  از  لیوفیلیزه  پودر  صورتبه
  در   پودر از مقداری  و شد  تهیه( قارچ و باکتری  کلکسیون) ایران

 تا  گردید  آبگوشت اضافه  مایع  کشت  محیط  به  استریل  شرایط
  رشد  به  گرادسانتی  درجه  ۳0  در  انکوباسیون  ساعت  18  طی  در

 برسد.  لگاریتمی
  7۵0  فلاسك  یك  در  L. plantarum  بیوسنتز،  مطالعه  برای 

  ۳7  دمای   در  و  شد  تلقیح  MRS  براث  لیترمیلی   100  حاوی   ارلن
 در   دور  1۲0  زدن  باهم  ساعت  ۲4  مدت  به  گراد سانتی   درجه
×   ۲800  در  کشت  انکوباسیون،  اتمام  از  پس.  شد   انکوبه  دقیقه

 توده  زیست  دو  هر   و  شد   سانتریفیوژ  دقیقه   10  مدت  به   گرم
 خلاصه،  طوربه  .شدند  آوریجمع  سلول  بدون  رویی  مایع  و  سلولی
  تعلیق   از  قبل (PBS) فسفات  بافر  سالین  با  بار  سه  توده  زیست

 مولار  میلی  ۵00  حاوی   شده  استریل  یونیزه  آب  لیترمیلی   ۵0  در
  ۲4  مدت  به  سوسپانسیون  سپس.  شد  شسته   +Zn2  غلظت
  در   دور  1۲0  زدن  باهم  گرادسانتی   درجه  ۳7  دمای   در  ساعت
  زیست   ازآن،پس.  شود  آغاز  بیوسنتز  فرآیند  تا  شد   انکوبه   دقیقه
ذرات  و  شد  آوری جمع  سانتریفیوژ  با  توده  روی   اکسید  نانو 

  گراد سانتی   درجه  ۳0  دمای   در  فراصوت  اختلال  با  شده  بیوسنتز
  بیوسنتز   روی   اکسید  نانو ذرات.  آمد  دست  به  دقیقه  ۳0  مدت  به

  ۳0  مدت  به  گرم ×    18000)  بالا سرعت   با  سانتریفیوژ  با  شده
 . آمد  دست به( دقیقه

آزاد  دانشگاه  مولکولی  و  سلولی  بخش  در  حاضر  مطالعه 
انجام شد. رده سلولی    06-35-99اسلامی واحد ساوه با کد طرح  

HT-29    از بخش بیوتکنولوژی )بانك سلولی( آزمایشگاه مرکزی
ها داخل فلاکس . سلول دانشگاه آزاد اسلامی واحد ساوه تهیه شد 

)شرکت    RPMI640سی محیط کشت  سی   ۹0فیلتر دار حاوی  
(. FBSدرصد سرم جنین گاوی )  10شده با  گیپکو، آمریکا( غنی 

آنتی   100 و    µg/µL 0.01سیلین  پنی )بیوتیك  میکرولیتر 
درجه   ۳7(، در انکوباتور در شرایط  µg/µL 0.01استرپتومایسین  

ساعت کشت    ۲4درصد به مدت    ۵اکسید کربن  گراد و دی سانتی 
شده و با توجه به محاسبات  ها پاساژ دادهداده شد. سپس، سلول 

های، ، موردنظر برای انجام آزمایشSeedind densityمربوط به  
پلیت ول سل به  از شمارش  و پس  سانتی  ها جداسازی  های سه 

 اضافه شد. 
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 2، شمارة ۳2، دورة ۱404  یرسبزوار، خرداد و ت یدانشگاه علوم پزشک 

 MTT آزمون . 2.2

MTT  ،ترازولیوم به رنگ زرد محلول در  ت  ی هایکی از نمك
-ی موجود در میتوکندر  ی وسیله دهیدروژنازهاآب است که به

 یهاشود و سپس به شکل کریستالفعال سلولی احیا می   ی ها
سلول  در  آب،  در  غیرمحلول  و  رسوب  فورمازان  زنده  های 

ها به رنگ بنفش هستند و میزان رنگ این کریستال  .نمایدمی 
سلول تعداد  و  سلولی  فعالیت  با  متناسب  آن  زنده  بنفش  های 

عدد سلول )بعد    10×45  انجام این آزمون، ابتدا حدودی  برا  .است
بلو( در پلیت  وسیله رنگاز شمارش به خانه    ۹6آمیزی تریپان 

داده شدند. سپس با    ( کشتماکرولیتر محیط کشت   100)در  
به    µg/ml 40 ,10,20 ,5  نانو ذره اکسید روی  با محیط کشت 

ها اضافه گردید و در  رسانده شد سپس به چاهك  µg  ۵0حجم  
مذکور به هر    ی هازمان  یپس از طساعت تیمار شدند.    ۲4زمان  

-گرم بر میلیمیلی  ۵با غلظت   MTTمیکرولیتر    ۲0خانه پلیت 
  ۳7ر دمای  ساعت درون انکوباتو  ۳  مدت  یتر اضافه گردید و بهل

سانتی  چاهك  گراد  درجه  هر  به  سپس،  گرفت.   100قرار 
آلمان(    DMSOمیکرولیتر   از )مرک  پس  درنهایت  شد.   اضافه 

  یاتاق، میزان جذب نور  ی دقیقه انکوباسیون در دما  1۵گذشت  
انومتر  ن  ۵70موج  طول   در  پلیت توسط دستگاه اسپکتروفوتومتر

جهت حصول نتیجه بهتر و اطمینان از صحت نتایج  .  قرائت شد
آزمایش دست به از  هرکدام  درصد    ۵ها  آمده،  شدند.  تکرار  بار 

 : (۲۳زنده طبق فرمول زیر محاسبه گردید )  های سلول 
میانگین جذب نمونه کنترل / میانگین جذب نمونه   ×  100

 های زنده در صد سلول=  تیمار

 بندی گروهکشت و . 2.۳
  HT-29سلول    10×53پس از کشت اولیه و شمارش، تعداد  

های سه سانتی انتقال و به دو گروه تقسیم شدند. گروه  را به پلت
 10با    MTTبا توجه به نتایج آزمایش    HT-29های  یك، سلول

µg/ml    اکسید روی و گروه دو فقط عنوان به   HT-29نانو ذره 
کشت   از  پس  شد.  گرفته  نظر  در  کنترل  ساعته    ۲4گروه 

 ، انجام شد. PCRانجام و آنالیز ریل تایم  RNAاستخراج 

 درمان تحت هایسلول مورفولوژی و  مانیزنده. 2.4
با  سلول  یافته  مواجه  و  کنترل    ذره   نانو  µg/ml  10های 

های وسیله میکروسکوپ نوری ازنظر تعداد سلول روی به   اکسید
 موردبررسی قرار گرفتند. زنده و مورفولوژی سطحی 

 

 وسیله ژل آگاروزطراحی پرایمر و آنالیز کیفیت آن به.  2.5
پایگاه   دو  از  اگزون  توالی  اخذ  از  پس  حاضر  پژوهش  در 

به Ensemblو    NCBIاینترنتی   نرم ،   Beaconافزار  وسیله 

Designerصورت  ، پرایمرهای موردبررسی بر روی دو اگزون یا به
وجود فوروارد یا ریورس بر روی محل اتصال دو اگزون طراحی 

  NCBIو پایگاه    Oligo  و  Beacon افزارشد. در ادامه از دو نرم
قرار  موردبررسی  اضافه  باند  و  هرپین  جایگاه،  ازنظر  پرایمرها 
طبق  پرایمرها  خریداری  و  سفارش  از  پس  ادامه  در  گرفت. 
پروتکل شرکت سازنده رقیق و مورداستفاده قرار گرفت )جدول  

1.) 
آسیا  Total RNAاستخراج   دنازیست  کیت  از  استفاده  با   ،

از آنالیز نانودراپ و ژل آگاروز، توسط  پس   ؛ وبرای سلول انجام شد
تبدیل شد. در ادامه با توجه به    cDNAکیت یکتا تجهیز آزما به  

-درجه جهت جداسازی رشته ۹۵دمای اتصال از فرمول دمایی 
سیکلی    40دقیقه، سپس یك دوره    10، به مدت  cDNAای  ه

درجه   7۲ثانیه،    ۲0در  درجه  60ثانیه،    10درجه در    ۹۵شامل  
و آنالیز کیفیت پرایمرهای موردبررسی در   PCRثانیه جهت    ۲0

 درصد استفاده شد.  ۲ژل آگاروز 

 ریل تایم و آنالیز . 2.6
 صورت سه تکرار در دستگاه های بیولوژیك بهتمامی نمونه

Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 

و   Rotor-Gene Q 2.3.5 مدل شد  داده  قرار  روتورژن  شرکت 
پروتکل سانتی   ۹۵دمایی  طبق  جداسازی درجه  جهت  گراد 

مدت  cDNAهای  رشته  به  دوره    10،  یك  سپس   40دقیقه، 
ثانیه،    ۲0گراد  درجه سانتی   60ثانیه،    10در    ۹۵سیکلی شامل  

جهت تکثیر و خوانش استفاده  ثانیه    ۲0گراد  درجه سانتی   7۲
شد. در این آزمایش از کیت مستر میکس و سایبرگرین شرکت  

منحنی ابتدا  شد.  استفاده  آزما  تجهیز  جهت   1استاندارد   یکتا 
در    CTانجام شد. سپس منحنی ذوب و    cDNAاستاندارد بودن  

 (. ۲۳گرفت ) هر سمپل مورد آنالیز قرار 
انجام شد و نتایج    GeneX v6.7افزار  وسیله نرمآنالیز اولیه به 

همه برحسب دلتا، دلتا سی تی و لوگ دو محاسبه شد. سپس  
( آماری  آنالیز  نرمT-Testمورد  با  قرار    GraphPad V.8افزار  ( 

 . گرفت
 
 
 

 

 
1. standard curve 



 و همکاران یمیمحمدرضا عظ  
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 2، شمارة ۳2، دورة ۱404  یرخرداد و تدانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

های هدف و کنترل داخلی توالی پرایمرهای ژن   .۱جدول 
 

 
 هایافته. 3

 MTTآزمون  .  ۳.۱
آزمون  به  از  بقا  بررسی  بیشترین    MTTمنظور  شد.  استفاده 

ساعت پس از تیمار به دست    ۲4در    μg/mL 40کشندگی در غلظت 

(  14و رفرانس )   MTTآزمون (. سپس با توجه به نتایج  1آمد )تصویر 
های موردمطالعه  آنالیز تأثیر بر بیان ژن   جهت   μg/mL   10  از غلظت 

 . استفاده شد 
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 تیمارشده با نانو ذرات اکسید روی  HT-29های مانی سلول درصد زنده  .۱تصویر

 

 های تحت درمان: سلول  مانی و مورفولوژی زنده .  ۳.۲
پس از کشت با نانو ذرات    24در ساعت   HT-29های تعداد سلول 

ها در گروه تحت  موردبررسی قرار گرفت. تعداد سلول اکسید روی  
درمان با نانو ذرات اکسید روی نسبت به گروه کنترل کاهش آماری  

) معنی  داد  نشان  را  مورفولوژی  P < 0.05داری  ازنظر  همچنین   .)
 ها ظاهری شبیه به آپاپتوز را نشان دادند. سلول 

 RNAاستخراج  .  ۳.۲.۱
RNA    ،روی اکسید  ذرات  نانو  با  شده  تیمار  و  کنترل  نمونه 

  2منظور ارزیابی کمیت و کیفیت الکتروفورز گردید. تصویر شماره به 
شده و برای سنتز  خوبی انجام ، به RNAدهد که استخراج  نشان می 

cDNA   به است.  و  مناسب  الکتروفورز  نتایج  از  اطمینان  منظور 
کمی،   کنترل  استخراج   RNAهمچنین  نانودراپ  های  با  شده 

Gene (ENST) Sequence (5’ – 3’)  (°C) mAmplimer T Length (bp) 

P53(ENST000006171

85.4) 

F: CGATGGTGTTACTTCCTGATA 

R: CAGCTCTCGGAACATCTC 

 60 84 

NF-

kB(ENST0000052091

5.5) 

F: GGCTGACCATCATCATCG 

R: AGGAGAGACACCCAAAGG 

 60 126 

B-ACTIN 

(ENST00000515712.1) 

F: CTACCTTCAACTCCATCA 

R: GAGCAATGATCTTGATCTTC 

 60 165 
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 2، شمارة ۳2، دورة ۱404  یرسبزوار، خرداد و ت یدانشگاه علوم پزشک 

میانگین   شدند.  -ng/microl (220  540ها  نمونه   ODارزیابی 
830ng)   و نسبتOD    بود.   1.96برابر 

کننده نانو ذرات اکسید  در گروه دریافت   P53میزان بیان ژن  
(؛ اما میزان بیان ژن   P<0.0001بیشتر از گروه کنترل بود )  روی 

NF-kB   کننده نانو ذرات اکسید روی کاهش  ، در گروه دریافت
()تصویر  P<0.0001داری نسبت به گروه کنترل داشت ) معنی 

(. 3و    2

   

 

  P53، سمت چپ تصویر عکس مربوط به ژل الکتروفروز  و گروه مواجه یافته با نانوذره اکسید روی  coشده از گروه  ، استخراج RNAسمت راست  . ۲تصویر 

 NF-kBو 

 
 HT-29های ، در سلول Fold changeبر اساس    NF-kBو   P53میزان تغییر بیان ژن   .۳تصویر

 گیرینتیجهبحث و   .۴

ذرات  فناوری   از  استفاده یکی  در  نانو  پزشکی   از   علوم 

  از   بسیاری   مؤثر  درمان  و  تشخیص  برای   امیدوارکننده  های حوزه
است. بر اساس نتایج مطالعه حاضر نانوذره اکسید روی   هابیماری 



 و همکاران یمیمحمدرضا عظ  

 

۱20 

 2، شمارة ۳2، دورة ۱404  یرخرداد و تدانشگاه علوم پزشکی سبزوار، 

علاوه بر کاهش    μg/mL   10  حاصل از نانواکسید روی در غلظت  
   HT-29های  در  سلول   P53ها باعث افزایش بیان  تعداد سلول

شد. مطالعات مختلف نشان دادند نانو ذرات اکسید روی باعث 
(. ۲۵و    ۲4شود )های سرطانی می ایجاد آپاپتوز و مرگ سلول

نشان دادند نانو   ۲017در سال  Ding-Ping Baiای طی مطالعه 
شکست   با  روی  اکسید  ژن  DNAذرات  بیان  بر  تأثیر  های و 

در   اتوفاژی  و  آپاپتوز  ایجاد  باعث  اتوفاژی  و  آپاپتوز  با  مرتبط 
می سلول  پستان  گردید  های سرطانی  شوند همچنین مشخص 

بیان   افزایش  باعث  روی  اکسید  )می   P53نانو  که  ۲6شود   )
  ۲01۵بامطالعه ما همخوانی دارد. در مطالعه دیگری در سال  

Selvakumari  اران نشان دادند نانو ذرات اکسید روی در و همک
مرگ    μg/mL   ۳0غلظت   سلول  ۵0باعث  از  رده درصد  های 

MCF-7   می سینه  سرطان  به  )مربوط  مطالعه  ۲7شود  در   .)
Mohd Javed Akhtar    نیز مشخص    ۲01۲و همکاران در سال

های فعال اکسیژن و  گردید نانو ذرات اکسید روی از طریق گونه
های باعث ایجاد آپاپتوز در سلول  P53سازی  افزایش بیان و فعال 

(. در یك بررسی دیگر نشان داده شد که  ۲8شود )سرطانی می 
سلول روی  قوی  توموری  ضد  اثر  روی  اکسید  ذرات  های نانو 

نانو ذرات   P98Gسرطانی گلیوما   که  بود  این در حالی  داشته 
بر سلول  روی  نرمال  اکسید  و    HEK 293های  نداشت  تأثیری 

ی در آن دیده نشد. علاوه بر این نشان داده شد که ذرات سم
رده  این  در  آپاپتوز  القای  باعث  ژنوتوکسیسیته  اثرات  با  روی 

 (.  ۲۹اند )های سرطانی شده سلول 
روی  اکسید  نانوذره  داد  نشان  حاضر  مطالعه  دیگر  نتیجه 

باعث    μg/mL   10  حاصل از لاکتوباسیلوس پلانتاروم در غلظت  
های سرطانی اپیتلیال روده بزرگ در سلول  NF-kBکاهش بیان  

مطالعه  Min-Ho Kimشود.  می  سال  در  در  نشان    ۲01۵ای 
  LPSشده با  های تحریكدادند نانو ذرات اکسید روی در سلول

سرکوب   و  بیان  کاهش  )می   NF-KBباعث  در  ۳0شوند    .)
سال    Mahla Deylamای  مطالعه در  همکاران  نشان    ۲0۲1و 

  μg/mL   10  و    ۵های  دادند نانو ذرات اکسید روی در غلظت
جهت حفظ اندازه نانو ذرات ایمن بوده و نشان دادند نانو ذرات 

  P53ا تأثیر بر  کنند و ب جلوگیری می   DNAاکسید روی از سنتز  
شوند  های سرطانی می باعث ایجاد آپاپتوز در سلول   NF-kBو  
و همکاران نشان دادند نانو    Rizwan Wahab(. در مطالعه  ۳1)

و افزایش بیان   P53اکسید روی باعث افزایش بیان سه برابری  
در سلولژن آپاپتوز  با  مرتبط  رده  های    MCF-7های سرطانی 
)می  مطالعه ۳۲شود  در  سال  (.  در   Devi  ۲01۹ای 

Subramaniam Vimala    و همکاران نشان دادند نانو اکسید روی

سلول  تکثیر  سرطانی  از  دوز  به   HT-29های  به  وابسته  صورت 
  شده انجام  مطالعات  و   هابررسی  (. طبق ۳۳کنند )جلوگیری می 

  جداره روده   و  تنفسی  مجاری   طریق  از  روی   اکسید  نانو ذرات
 سازی فعال  طریق  از  نانو ذرات  این.  د شون  بدن  جذب  توانندمی 

ژن  آزاد  های رادیکال   تولید  مسیر بر  تأثیر  یا  و  های اکسیژن 
های  تواند باعث ایجاد آپاپتوز و حذف سلول مرتبط با آپاپتوز می 

 (. ۳6-۳4شود )سرطانی  
نانو    کشنده  و  سمی  اثرات  تأییدکننده  حاضر  پژوهش  نتایج

کولون  سرطان  های سلول   بر  روی   اکسید  ذرات   اپیتلیال 
باشند. علاوه بر این نانو ذرات اکسید روی باعث افزایش بیان  می 

p53    و کاهش بیانNF-Kb   شود.  نتایج مطالعه حاضر و دیگر می
شده استفاده از نانو ذرات اکسید روی در درمان مطالعات انجام

کند که نتایج حاضر ضمیمه سرطان رود بزرگ را پیشنهاد می
 ساز مطالعات بالینی گسترده است. 

 ی تشکر و قدردان 

نویسندگان مقاله حاضر از معاونت پژوهشی دانشگاه آزاد اسلامی  
حمایت  دلیل  به  ساوه  و  واحد  تشکر  کمال  معنوی  و  مادی  های 

 .قدردانی رادارند 

 ملاحظات اخلاقی 

شماره   به  اخلاق  کد  دارای  مقاله   این 

IR.IAU.ARAK.REC.1403.248    پژوهش از دانشگاه    ی معاونت 
اسلام  ساوه    ی آزاد  به واحد    اخلاقی   مسائل   رعایت   منظور است. 

  داده   توضیح   شفاف   طور به   تحقیق   روند   پژوهش   این   در   پژوهش، 
  اطمینان   شده آوری جمع   های داده   حفظ   خصوص   در   همچنین .  شد 

 . شد   داده   خاطر 

 سهم نویسندگان 

 . اند کلیه نویسندگان در نگارش مقاله همکاری داشته 

 حمایت مالی 

دانشگاه  نویسنده  پژوهشی  معاونت محترم  از  مقاله حاضر  های 
 . رادارند آزاد اسلامی واحد ساوه کمال تشکر  

 تضاد منافع 

 . گونه تضاد منافعی برای نویسندگان این مقاله وجود ندارد هیچ



... با سلامت روان یدر دوره آموزش مجاز  ینترنتبه ا یادارتباط اعت   
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