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Abstract

Background and Objective: Selenium nanoparticles (SeNPs) have attracted significant interest in cancer therapy due 
to their remarkable biological and anticancer properties. This study aimed to evaluate the cytotoxic effects of green-
synthesized selenium nanoparticles, prepared using Onopordum acanthium extract, on the activities of caspases 3, 8, 
and 9 in OVCAR-3 ovarian cancer cells. 
Materials and Methods: In this experimental laboratory study, selenium nanoparticles (SeNPs) were synthesized 
via a green method using the hydroalcoholic extract of Onopordum acanthium. The synthesized nanoparticles were 
characterized by X-ray diffraction (XRD), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), and energy-dispersive 
X-ray spectroscopy (EDX). OVCAR-3 cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) and 
treated with various concentrations of SeNPs (15.62, 31.25, 62.5, 125, 250, and 500 µg/mL). Cell viability was 
assessed using the MTT assay. Caspase activity was evaluated following treatment with the cytotoxic dose of SeNPs 
(117 µg/mL). Data were analyzed using an independent t-test. 
Results: XRD analysis confirmed the crystalline structure of the nanoparticles. FTIR revealed the presence of 
functional groups associated with the SeNPs, and EDX confirmed the high purity of elemental selenium. A significant 
reduction in cell viability was observed at higher concentrations (250 and 500 µg/mL) of SeNPs. Furthermore, the 
activities of caspases 3 and 8 increased significantly, while caspase 9 exhibited a more limited response (P < 0.001). 
Conclusion: These findings suggest that selenium nanoparticles can induce apoptosis in ovarian cancer cells via the 
extrinsic pathway, highlighting their potential as a novel and effective therapeutic agent for treating ovarian cancer. 
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 بررسی اثرات سایتوتوکسیک نانوذرات سلنیوم سنتز شده به روش سبز 
با استفاده از عصاره گیاه Onopordum acanthium بر سطح فعالیت کاسپازهای 3، 8 و 9 

)OVCAR-3( در سلول های سرطانی تخمدان

ID ، سایه جعفری مرندی‌1 ID ID ، رحیم احمدی‌1 ، سیده فاطمه سیادت2*  ID علی مهدی عراقی‌1
1 گروه زیست شناسی سلولی و مولکولی، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران.  2 گروه بیولوژی، کالج بین‌المللی اویسینا، بوداپست، مجارستان.

چکیده
مقدمه و هدف: نانوذرات سلنیوم به دلیل خواص زیستی و ضدسرطانی چشمگیر، توجه فراوانی در حوزه درمان سرطان به خود جلب کرده اند. 
هدف این مطالعه، بررسی اثرات سایتوتوکسیک نانوذرات سلنیوم سنتز شده به روش سبز با استفاده از عصاره گیاه Onopordum acanthium بر 

فعالیت کاسپازهای ۳، ۸ و ۹ در رده سلولی سرطان تخمدان OVCAR-3 است.

مواد و روش ها: در این مطالعه تجربی–آزمایشگاهی، نانوذرات سلنیوم به روش سبز و با استفاده از عصاره هیدروالکلی گیاه خارپنبه سنتز شدند. 
جهت شناسایی و تعیین ویژگی های نانوذرات، از تکنیک های XRD ،FTIR و EDX بهره گرفته شد. سلول های سرطانی OVCAR-3 در محیط 
کشت DMEM رشد داده شدند و پس از تیمار با غلظت های مختلف نانوذرات سلنیوم )۶۲/۱۵، ۲۵/۳۱، ۵/۶۲، ۱۲۵، ۲۵۰ و ۵۰۰ میکروگرم بر 
میلی لیتر(، زنده مانی سلول ها با استفاده از آزمون MTT ارزیابی گردید. همچنین، فعالیت کاسپازها پس از تیمار سلول ها با دوز سایتوتوکسیک 

نانوذرات سلنیوم )۱۱۷ میکروگرم بر میلی لیتر( بررسی شد. داده ها با استفاده از آزمون t مستقل تحلیل گردیدند. 

نتایج: آنالیز XRD وجود ساختار کریستالی مناسب در نانوذرات را تأیید کرد. طیف FTIR نشان دهنده حضور گروه های عاملی مرتبط با نانوذرات 
بود و آزمون EDX نیز وجود عنصر سلنیوم با خلوص بالا را اثبات نمود. نانوذرات سلنیوم در غلظت های ۲۵۰ و ۵۰۰ میکروگرم بر میلی لیتر، 
کاهش معناداری در زنده مانی سلول ها ایجاد کردند. همچنین، فعالیت کاسپازهای ۳ و ۸ به طور معناداری افزایش یافت، در حالی که اثر بر کاسپاز 

.)p >0/001( ۹ محدودتر بود

نتیجه گیری: نتایج این مطالعه نشان می دهد که نانوذرات سلنیوم می توانند با فعال سازی مسیرخارجی آپوپتوز، موجب مرگ برنامه ریزی شده 
سلول های سرطانی تخمدان شوند. بنابراین، این نانوذرات پتانسیل استفاده به عنوان یک گزینه درمانی نوین و مؤثر در درمان سرطان تخمدان را 

دارند.

واژه های کلیدی: نانوذرات سلنیوم، Onopordum acanthium ،OVCAR-3، آپوپتوز، کاسپاز 8، 9 و 3
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مقدمه

آپوپتوز یا مرگ برنامه‌ریزی شده سلولی، یکی از مهم ترین مکانیسم های 
دفاعی بدن در برابر سرطان است که به حذف سلول های غیرطبیعی کمک 
می کند. کاسپازهای 3، 8 و 9 به عنوان نقش آفرینان کلیدی در مسیرهای 
اجرای آپوپتوز شناخته می شوند؛ کاسپاز 8 به مسیر خارجی مربوط است، 
کاسپاز 9 مسیر داخلی را تنظیم میکند و کاسپاز 3 به عنوان کاسپاز اجرایی، 
فرایند مرگ سلولی را نهایی می کند )1، 2(. در سرطان تخمدان، مقاومت 
سلولی در برابر فعال سازی این کاسپازها باعث پیشرفت بیماری و دشواری 

درمان می‌شود )3(. 
بر  تاثیر  با  نانوذرات می توانند  آنند که  بیانگر  مطالعات  از سویی، 
فعالیت کاسپازها اثرات سیتوتوکسیک خود را بر سلولهای سرطانی اعمال 
کنند )4(. در این بین، نانوذرات سلنیوم که به روش سبز و با استفاده از 
عصاره گیاه خارپنبه )Onopordum acanthium( سنتز شده‌اند، به دلیل 
خواص زیستی و ضدسرطانی خود توجه ویژه‌ای را جلب کرده‌اند. گیاه 
Onopordum acanthium، معروف به خارپنبه، منبع غنی از ترکیبات زیستی 

فعالی همچون فلاونوئیدها، اسیدهای فنولی، آلکالوئیدها، گلیکوزیدهای 
لیگنان ها است که خواص آنتی‌اکسیدانی و ضد  سیانوژنیک، تانن ها و 
سرطانی قابل توجهی دارند )5(. این ترکیبات با افزایش تولید گونههای 
فعال اکسیژن )ROS( و تنظیم مسیرهای آپوپتوزی، نقش مهمی در القای 
مطالعات   .)6( می کنند  ایفا  سلول های سرطانی  برنامه‌ریزی شده  مرگ 
متعددی اثرات ضدسرطانی عصاره های مختلف این گیاه را بر رده های 
این  بالای  پتانسیل  نشان‌دهنده  که  کرده‌اند  گزارش  گوناگون  سلولی 
ترکیبات در تقویت اثر نانوذرات سنتزشده به همراه عصاره گیاه است )7، 
8(. بنابراین، استفاده از عصاره Onopordum acanthium در سنتز 
پایداری و زیست سازگاری آن ها، موجب  افزایش  بر  علاوه  نانوذرات، 
بهبود اثرات ضدسرطانی این نانوذرات می‌گردد .از طرفی، سنتز سبز علاوه 
بر افزایش پایداری نانوذرات، از مواد طبیعی استفاده می کند که ممکن 
است اثرات ضد سرطانی نانوذرات را تقویت نماید )4، 9(. تحقیقات نشان 
داده‌اند که این نانوذرات توانایی فعال سازی کاسپازهای 3، 8 و 9 و القای 

آپوپتوز در سلول های سرطانی را دارند )10، 11(. 
مطالعات مرتبط با سلول های مختلف سرطانی مانند سرطان پستان و 
ریه اثبات کرده‌اند که نانوذرات سلنیوم همراه با افزایش تولید گونه های 
موجب  و  می کنند  تقویت  را  کاسپازها  فعالیت   ،)ROS( اکسیژن  فعال 
مرگ برنامه‌ریزی شده سلولی می شوند )12، 13(. برای مثال، کاوسی و 
 Anthemis همکاران دریافتند که نانوذرات سلنیوم سنتزشده با عصاره گیاه
atropatana، بیان ژن های Bax و کاسپازهای 3 و 9 را افزایش دادند و 

بیان ژن ضدآپوپتوزی Bcl-2 را کاهش دادند )12(. همچنین مطالعه‌ای 
دیگری گزارش کرد که استفاده از نانوذرات سلنیوم اثر سینرژیک با داروی 

پکلیتاکسل داشته و باعث فعال شدن کاسپازهای 8 و 9 به همراه افزایش 
ROS در سلول های سرطانی می شود )13(. با وجود این شواهد، مطالعات در 

زمینه سرطان تخمدان به‌ویژه سلول های OVCAR-3 محدود است. تحقیق 
Zhao و همکاران در سال 2024 نشان داد که نانوذرات سلنیوم می توانند 

به طور موثری سطح ROS را افزایش داده و به دنبال آن کاسپازها را فعال 
کنند تا آپوپتوز در سلول های تخمدان القا شود )14(. همچنین، پژوهشی 
که نانوذرات سنتزشده با کمک عسل را بررسی کرد، بیان کرد که این 
 OVCAR-3 نانوذرات موجب فعال سازی کاسپازها و مرگ سلولی در 

می شوند )15(. 
از سوی دیگر، مزیت استفاده از عصاره گیاه خارپنبه در سنتز نانوذرات، 
وجود ترکیبات زیستیشیمیایی غنی و آنتی‌اکسیدان های فراوان متشکل از 
فلاونوییدهاست است که می تواند اثربخشی کاسپازمحور این نانوذرات را 
بیشتر کند و به بهبود پاسخ درمانی کمک نماید )16، 17(. بدین ترتیب، 
سنتز سبز می تواند رویکردی پایدار و سازگار با محیط برای تولید نانوذرات 
ضدسرطان باشد. با این حال، برخی مطالعات ناهمسو نیز گزارش شده‌اند. 
به عنوان نمونه، تحقیقی نشان داد که نانوذرات سلنیوم در برخی غلظت ها 
یا در سلول های خاص قادر به فعال سازی کاسپازها نیستند و حتی بعضاًً 
مسیرهای مرگ سلولی غیرآپوپتوزی مانند نکروپتوز را تحریک می کنند 
)18(. همچنین، در مطالعه دیگری بیان شده که برخی فرم های نانوذرات 
سلنیوم ممکن است اثرات سیتوتوکسیک اندکی داشته باشند و حتی در 
برخی سلول های سالم موجب سمیت شوند که به دقت در طراحی و دوز 

مصرفی آن ها باید توجه کافی داشت )19(. 
در مجموع، با وجود شواهدی که نقش نانوذرات سلنیوم سنتزشده 
با عصاره خارپنبه را در فعال سازی کاسپازها و القای آپوپتوز در سلول های 
سرطانی تخمدان نشان می‌دهند، نتایج متناقضی در این زمینه در ادبیات 
القای  و  کاسپازها  فعالیت  افزایش  پژوهش ها  برخی  دارد.  وجود  علمی 
مرگ برنامه‌ریزیشده را گزارش کرده‌اند، در حالی که برخی دیگر عدم 
پاسخ‌دهی یا اثرات متفاوت و حتی سمیت‌های احتمالی را مطرح کرده‌اند. 
این ناهماهنگی ها نشان‌دهنده وجود شکاف تحقیقاتی مهمی در درک کامل 
مکانیزم های اثر، تعیین دوز بهینه و شرایط مناسب کاربرد این نانوذرات 
نانوذرات  اثرات ضدسرطانی  به بررسی  است. اگرچه مطالعات متعددی 
سلنیوم سنتزشده پرداخته‌اند، اما شکاف قابل توجهی در شناخت اثر این 
مسیرهای  بر   )Onopordum acanthium( خارپنبه  عصاره  با  نانوذرات 
آپوپتوز و فعالیت سیستماتیک کاسپازهای 3، 8 و 9 در سلول های سرطان 
تخمدان وجود دارد. همچنین استفاده از روش سنتز سبز با عصاره گیاهی 
می تواند با کاهش کاربرد مواد شیمیایی مضر و افزودن ترکیبات زیستی 
بنابراین، مطالعه حاضر هدف  نانوذرات را بهبود بخشد.  فعال، اثربخشی 
دارد تا از طریق بررسی دقیق اثرات سایتوتوکسیک و مکانیسم آپوپتوز 
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آب مقطر تهیه شد. سپس 5 میلی‌لیتر از محلول عصاره خارپنبه به غلظت 4 
میلی گرم بر میلی‌لیتر به طور قطره‌ای به محلول سدیم سلنیت در حال همزدن 
افزوده شد. محلول به مدت 24 ساعت در دمای محیط به همزدن ادامه داده شد. 
 پس از آن، محلول سانتریفیوژ شده )13,000 دور در دقیقه به مدت 10 دقیقه(

و فاز مایع رویین دور ریخته شد و رسوب باقی مانده مجدداًً با آب مقطر 
شستشو داده شد. سپس رسوبات در 500 میلی‌لیتر آب دیونیزه حل شده، 
یک دقیقه انکوبه و دوباره به مدت 10 دقیقه در سرعت 3000 دور در 
دقیقه سانتریفیوژ شدند تا فرایند تصفیه نانوذرات سلنیوم بررسی گردد )20(. 
فرایند سنتز نانوذرات سلنیوم بر اساس احیای سدیم سلنیت )Na2SeO3( با 
استفاده از ترکیبات زیستی موجود در عصاره خارپنبه به عنوان عامل احیاگر 

و تثبیت کننده صورت گرفت. 
فرمول واکنش سنتز نانوذرات سلنیوم با استفاده از پیش ماده های سلنیوم 

به شرح زیر می باشد:
Na2SeO3+ 2HCl→Se+ 2NaCl+ H2O

شناسایی و تعیین مشخصات نانوذرات سلنیوم 

)EDX( طیفسنجی پراکندگی انرژی اشعه ایکس

برای تعیین عنصرهای تشکیلدهنده نانوذرات سنتزشده از روش طیف سنجی 
پراکندگی انرژی اشعه ایکس )EDX( همراه با میکروسکوپ الکترونی 
)BRUKER Q200، برلین، آلمان( استفاده شد. این روش با شناسایی نشر 
اشعه ایکس مشخصه هر عنصر، ترکیب شیمیایی نمونه را تعیین می کند. 
نتایج تحلیل نشان داد که سلنیوم عنصر غالب بوده و آلودگی قابل توجهی از 
عناصر دیگر وجود ندارد. همچنین، نقشهبرداری عنصری، توزیع یکنواخت 

سلنیوم را تأیید کرد )21(. 

 )FTIR( طیفسنجی مادون قرمز تبدیل فوریه

نمونه های پودر خشکشده هوادهی شده به همراه گلوله های KBr آسیاب 
شده و با دستگاه Thermo Nicolet مدل 6700 در حالت بازتاب پراکنده 
و با رزولوشن 4 سانتی متر-1 اندازه‌گیری شدند. برای به دست آوردن نسبت 
سیگنال به نویز مطلوب، 512 بار اسکن انجام شد. نمودار حاصل به صورت 
درصد عبور )transmittance%( در مقابل عدد موج )cm-1( رسم گردید 

.)22(

 )XRD( پراش اشعه ایکس

 Philips نقشه های پراش اشعه ایکس نانوذرات سلنیوم با استفاده از دستگاه
Panlytical X’pert Pro با پرتوهای Cu Ka )1.54059 آنگستروم( و در 

ولتاژ 45 کیلوولت و جریان 40 میلی آمپر ثبت شد )22(.

ناشی از این نانوذرات سنتزشده به روش سبز بر سلول های تخمدان، این 
خلأ را پر کند. با توجه به اهمیت اثرات متقابل نانوذرات سلنیوم سنتزشده با 
عصاره خارپنبه، انجام پژوهش های جامع تر و دقیق تر در این زمینه ضروری 
است. علاوه بر این، با توجه به اینکه اغلب پژوهش ها تمرکز بر سلول های 
سرطانی داشته‌اند و بررسی اثرات نانوذرات بر سلول های سالم به طور مستقل 
کمتر مورد توجه قرار گرفته، مطالعات آینده باید به ارزیابی کامل تر ایمنی 
زیستی نانوذرات در سلول های سالم بپردازد تا ضمن افزایش دقت علمی، 
مسیر توسعه درمان هایی با عوارض جانبی کمتر و کیفیت زندگی بهتر برای 

بیماران هموار گردد.

روش بررسی

به  آزمایش ها  آغاز  از  پیش  تحقیق  فرایندهای  تمامی  مطالعه،  این  در 
 IAS) (Ref.( تأیید کمیته اخلاق در پژوهش انجمن بین‌المللی دانشمندان
تمامی  در  همچنین،  است.  گردیده  اخذ   )IASRPGNPOCC.24.06

با  مراحل، الزامات اخلاقی مرتبط با استفاده از سلول های انسانی مطابق 
استانداردهای بین‌المللی رعایت شده است. مطالعه حاضر از نوع تجربی-

آزمایشگاهی بوده و بر سنتز نانوذرات سلنیوم به روش سبز متمرکز است. 
در این تحقیق، به منظور تمرکز بر اثرات ضدسرطانی و فعالیت آپوپتوزی 
شیمی‌درمانی  داروهای  از  سبز،  روش  به  شده  سنتز  سلنیوم  نانوذرات 
استفاده  مثبت  به عنوان کنترل   Paclitaxel یا   Cisplatin مانند  کلاسیک 
با این حال، به کارگیری این داروها در نقش گروه کنترل  نشده است. 
مثبت می تواند در مطالعات آتی به طور قابل توجهی به تقویت اعتبار نتایج 
و امکان مقایسه کارایی روش های درمانی نوین کمک نماید؛ چرا که 
این داروها به طور گسترده به عنوان استانداردهای درمان سرطان شناخته 
شده‌اند و اثرات سایتوتوکسیک آن ها به خوبی مستندسازی شده است. بر 
این اساس، پیشنهاد می شود برای تکمیل و اعتباربخشی بیشتر آزمایشات، 
در پژوهش های آینده از این داروها به عنوان کنترل مثبت استفاده شود 
تا امکان ارزیابی دقیق‌تر و مقایسه‌ای کارایی نانوذرات سلنیوم در مقابل 

درمانهای رایج فراهم گردد.

تهیه عصاره گیاه خارپنبه

ابتدا برای تهیه عصاره هیدروالکلی گیاه، 50 گرم از پودر خشک شده گیاه 
خارپنبه در 200 میلی‌لیتر محلول الکل 50% حل شد. سپس محلول به مدت 
20 دقیقه با سرعت 14000 دور در دقیقه سانتریفیوژ گردید. محلول حاصل 
از عبور از صافی کاغذی عبور داده شد، خشک شده و در یخچال جهت 

آزمایش های بعدی نگهداری گردید )20(.

سنتز نانوذرات سلنیوم

برای سنتز نانوذرات، ابتدا 100 میلی‌لیتر محلول سدیم سلنیت 1 میلی مولار در 
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کشت سلولی

سلول های سرطانی تخمدان OVCAR-3 )مؤسسه پاستور، تهران، ایران( 
در محیط کشت Sigma-Aldrich,) DMEM انگلستان( به همراه %20 
سرم جنین گاوی )FBS(، انسولین 5 میکروگرم بر میلی‌لیتر و 1% محلول 

پنی‌سیلین-استرپتومایسین کشت داده شدند. 

 )MTT( آزمایش سمیت سلولی

سلول های OVCAR-3 در تراکم 103×2 سلول در هر چاهک صفحه 96 
چاهی کشت داده و به مدت یک شب جهت چسبیدن به سطح نگه داشته 
شدند. سپس سلول ها با غلظت های مختلف نانوذرات سلنیوم به ترتیب 
500، 250، 125، 62.5، 31.25 و 15.62 میکروگرم بر میلی‌لیتر به مدت 
72 ساعت تیمار شدند. نمونههای بدون تیمار به عنوان کنترل در نظر گرفته 
شدند. پس از این مدت، محلول MTT با غلظت 5 میلیگرم بر میلی‌لیتر 
 در بافر PBS به سلول ها افزوده )100 میکرولیتر( و به مدت 3 ساعت در

37 درجه سانتی گراد و تاریکی انکوبه شدند. در این فرایند، بلورهای 
فورمازان غیرقابل حل در آب تشکیل شدند که با افزودن 100 میکرولیتر 
DMSO حل شدند )DMSO در غلظت نهایی 0.1% سمیت برای سلول 

ندارد(. چگالی نوری هر چاهک در طول موج 570 نانومتر با دستگاه 
برحسب  سلول ها  زنده مانی  میزان  شد.  اندازه‌گیری  ریدر  میکروپلیت 
درصد نسبت به کنترل به صورت نسبت چگالی نوری نمونه بر کنترل 
بررسی  MTT جهت  ضرب در 100 محاسبه گردید )23(. در آزمون 
سلول ها  بقای  درصد  شده،  سنتز  سلنیوم  نانوذرات  سایتوتوکسیک  اثر 
در غلظت های مختلف اندازه‌گیری شد. سپس برای تعیین نیمه حداکثر 
غلظت بازدارنده )IC50( از نمودار دوز-پاسخ استفاده گردید که با رسم 
درصد بقای سلول در مقابل غلظت نانوذرات و برازش داده ها به مدل 
لگاریتمی انجام شد. ارزش IC50 به عنوان غلظتی تعریف می شود که 
موجب کاهش 50 درصدی بقای سلول ها نسبت به نمونه کنترل می شود 
قرار  استفاده  نانوذرات مورد  مقایسه کارایی سمیت  برای  این مقدار  و 
گرفت. این روش استاندارد در مطالعات مشابه مورد تأیید و استفاده قرار 

گرفته است.

سنجش فعالیت کاسپازهای کلیدی آپوپتوز تحت تأثیر دوز 
IC50 نانوذرات سلنیوم سنتزشده

پس از ۲۴ ساعت تیمار سلول های OVCAR-3 با دوز IC50 نانوذرات 
سلنیوم سنتزشده به روش سبز، فعالیت کاسپازهای ۳، ۸ و ۹ به منظور ارزیابی 
 القای آپوپتوز بررسی شد. در این راستا، از کیت آزمایشگاهی شرکت
 Abnova )تایوان( و بر اساس پروتکل شرکت سازنده استفاده گردید. تعداد

۵ × ۱۰5 سلول در هر چاهک از پلیت های ۶ خانه‌ای کشت داده شد. پس از 
اتصال سلول ها به کف پلیت، سلول ها به دو گروه تقسیم شدند: گروه کنترل 

)بدون تیمار با نانوذره( و گروه تیمارشده با دوز IC50 نانوذرات سلنیوم 
سنتزشده به روش سبز. پس از ۲۴ ساعت انکوباسیون، در گروه کنترل 
تیماری صورت نگرفت و در گروه تیمار، سلول ها با دوز IC50 نانوذرات 
سلنیوم تیمار شدند. پس از گذشت این مدت، سلول ها در هر دو گروه 
 تریپسینه شده و سانتریفوژ گردیدند. به رسوب سلولی در میکروتیوب ها،

سپس  شد.  هموژنیزه  و  افزوده   )lysis buffer( لایزربافر  لاندا   ۵۰
میکروتیوب ها به مدت ۱۰ دقیقه روی یخ قرار گرفتند و مجدداًً با دور 
۱۰۰۰۰ سانتریفوژ شدند. عصاره سلولی به میکروتیوبی جدید منتقل شد. 
در ادامه، ۵۰ لاندا از محلول Reaction buffer به هر میکروتیوب افزوده 
و واکنش آغاز گردید. لایزربافر و ری‌اکشن بافر در میکروتیوب حاوی 
عصاره سیتوزولی مخلوط شده و میزان فلورسانس کاسپازها اندازه‌گیری 
شد. در نهایت، میزان جذب نوری آنزیم ها در طول موج ۴۰۰ نانومتر 
با دستگاه الایزاریدر )ELISA Reader( خوانده شد. هر آزمایش با سه 
تکرار انجام شد و میانگین جذب نوری در پلیت ۹۶ خانه‌ای محاسبه و 

ثبت گردید )24(.

تحلیل آماری

 ،)IC50( برای تجزیه و تحلیل داده ها و تعیین نیمه حداکثر غلظت بازدارنده
از نرم‌افزار GraphPad Prism استفاده شد. نمودار دوز-پاسخ با استفاده 
از روش رگرسیون غیرخطی برازش داده شده و مقدار IC50 استخراج 
گردید. این روش امکان ارزیابی دقیق تر سمیت نانوذرات را فراهم می کند. 
در ادامه، برای تجزیه و تحلیل داده ها از نرم‌افزار SPSS نسخه ۲۵ استفاده 
شد. به منظور بررسی تفاوت های آماری بین گروهها، آزمون تحلیل واریانس 
یک طرفه )One-way ANOVA( به کار گرفته شد. همچنین برای مقایسه 
 Tukey’s Post( گروه های مختلف با گروه کنترل، از آزمون تعقیبی توکی
 )p < 0.05( ۰/05 استفاده گردید. سطح معنی‌داری کمتر از )Hoc Test

به عنوان معیار وجود تفاوت آماری معنادار در نظر گرفته شد. برای تحلیل 
داده های مرتبط با فعالیت کاسپازها، آزمون t مستقل مورد استفاده قرار 
گرفت. نتایج به صورت میانگین ± انحراف معیار )Mean ± SD( گزارش 
شدند. پیش از اجرای آزمون های آماری، توزیع داده ها با استفاده از آزمون 
کولموگروف-اسمیرنوف بررسی شد. با توجه به اینکه در تمامی گروه ها 
مقدار p کمتر از 0/05 به‌دست آمد، داده ها دارای توزیع نرمال تشخیص 
داده شدند. بنابراین، استفاده از آزمون های پارامتری موجه و مناسب ارزیابی 

گردید.

نتایج
شناسایی و تعیین مشخصات نانوذرات سلنیوم 

)XRD( روش پراش اشعه ایکس
ساختار بلوری نانوذرات سلنیوم سنتزشده به روش سبز با استفاده از تکنیک 
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XRD بررسی شد. نمودارهای XRD نمونه های تهیه شده در شکل 1 نشان 

داده شده است. این نمودارها بیانگر وجود پیک های واضح و قوی در زاویه 
2θ حدود 20 تا 30 درجه هستند که مربوط به فاز سه‌وجهی )تریگونال( 
غلظت  نشان‌دهنده  پیک ها  این  بالای  شدت  می باشند.  سلنیوم  نانوذرات 
مناسب سلنیوم در نمونه است. همچنین، پهن بودن پیک ها و نویز پس‌زمینه 
در نمودار به حضور برخی نانوذرات با ساختار آمورف )غیربلوری( اشاره 

.)1-a دارد )شکل

 )FTIR( طیف سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه

نقاط  در  مشخصه ای  باندهای  سلنیوم،  نانوذرات   FTIR طیف  در 
 جذب متفاوت مشاهده شد. پیک های قوی در محدوده 3469.48 و
–( نشان دهنده حضور گروه های هیدروکسیل  3411.63 سانتی متر-۱ 

OH( و ارتعاشات مرتبط با پیوندهای هیدروژنی هستند. پیک جذب 

در عدد موج 2925.63 سانتی متر-۱ معمولاًً به ارتعاشات پیوند کربن-
هیدروژن )C-H( مربوط می شود که می تواند نشانگر حضور ترکیبات 
همچنین،  باشد.  سلنیوم  نانوذرات  روی  سطحی  پوشش های  یا  آلی 
پیک جذب در محدوده 1413.62 سانتی‌متر-۱ به ارتعاشات گروه های 
کربوکسیل اشاره دارد. سایر پیک های جذب در اعداد موج 1060.71 
و 622.93 سانتی متر-۱ ممکن است به ارتعاشات پیوندهای سیلیکون-

.)1-b اکسیژن یا سایر ترکیبات غیرآلی مرتبط باشند )شکل

 )EDAX( طیف انرژی پراکنده اشعه ایکس

نتایج EDAX حضور عنصر سلنیوم را در نانوذرات سنتزشده تأیید می کند. 
قله های برجسته مربوط به عنصر سلنیوم نشان‌دهنده خلوص بالای نانوذرات 
تولید شده است. همچنین، سایر پیک ها مربوط به عناصر کربن، سدیم، 
پتاسیم، کلر و کلسیم نیز مشاهده شدند که ممکن است ناشی از مواد زمینه‌ای 

.)1-c یا باقی مانده های عصاره گیاهی باشند )شکل

اثرات نانوذرات سلنیوم سنتز شده به روش سبز بر زنده مانی 
OVCAR-3 سلول های

در این مطالعه، اثرات سیتوتوکسیک نانوذرات سلنیوم بر بقای سلول های 
سرطانی تخمدان OVCAR-3 با استفاده از آزمایش MTT مورد بررسی 
قرار گرفت. نتایج تحلیل آماری انجام شده نشان داد که با افزایش غلظت 
نانوذرات سلنیوم، بقای سلول ها بهطور قابل توجهی کاهش می یابد. به طور 
خاص، تیمار سلول ها با نانوذرات سلنیوم در غلظت های 500، 250، 125، 
62.5 و 31.25 میکروگرم بر میلی‌لیتر موجب کاهش معنی‌دار بقای سلول ها 
نسبت به گروه کنترل )بدون تیمار( شد )p>0/001( )شکل 2(. لازم به ذکر 
است که تمامی مقایسه های آماری نشان داده شده با نماد *** صرفاًً مقایسه 
گروه تیمار با گروه کنترل میباشد و مقایسه بین گروه های مختلف تیمار 

انجام نشده است. در غلظت 15.625 میکروگرم بر میلی‌لیتر کاهش بقای 
سلولی مشاهده شد اما این تفاوت معنی‌دار نبود. مقدار غلظتی که قادر است 
50 درصد بقای سلول ها را مهار کند )IC50(، با استفاده از تحلیل رگرسیون 
غیرخطی در نرم‌افزار GraphPad Prism محاسبه شد و مقدار آن تقریباًً 

برابر با 117 میکروگرم بر میلی‌لیتر تعیین گردید )شکل 3(.

فعالیت  بر  سبز  روش  به  شده  سنتز  سلنیوم  نانوذرات  اثرات 
کاسپازها 

در گروه تیمار، فعالیت کاسپاز-۳ حدود ۴ برابر بیشتر از گروه کنترل 
است، در حالی که میزان فعالیت در گروه کنترل حدود ۱ و به مراتب 
کمتر از گروه تیمار می باشد. این افزایش معنادار در فعالیت کاسپاز-۳ 
سلولی(  برنامه ریزی شده  )مرگ  آپوپتوز  مسیر  فعال شدن  نشان دهنده 
محسوب  اجرایی  کاسپاز  یک  کاسپاز-۳  اینکه  به  توجه  با  است. 
می شود، این نتایج بیانگر اثر سیتوتوکسیک قوی نانوذرات سلنیوم بر 
سلول های سرطانی است. همچنین، در گروه تیمار، فعالیت کاسپاز-۸ 
سطح  حالی که  در  است،  شده  گزارش  کنترل  گروه  برابر  دو  تقریباًً 
با  است.  مانده  باقی   )۱ )حدود  پایه  حد  در  کنترل  گروه  در  فعالیت 
توجه به اینکه کاسپاز-۸ یکی از اجزای اصلی مسیر آپوپتوز خارجی 
)مسیر وابسته به گیرنده های مرگ( است، این افزایش فعالیت می تواند 
نشان دهنده تحریک این مسیر توسط نانوذرات سلنیوم باشد. از سویی، 
اندکی  تنها  کنترل  گروه  به  نسبت  تیمار  گروه  در  کاسپاز-۹  فعالیت 
افزایش یافته )حدود ۱.۳ برابر(، در حالی که فعالیت در گروه کنترل 
در حد پایه باقی مانده است. کاسپاز-۹ از اجزای کلیدی مسیر داخلی 
بیانگر  می تواند  جزئی  افزایش  این  و  است  )میتوکندریایی(  آپوپتوز 
در  باشد،  نانوذرات  به  سلول ها  پاسخ  در  مسیر  این  محدود  مشارکت 
 )P  >0/001( می کند  ایفا  غالب تری  نقش  خارجی  مسیر  حالی که 
)شکل 4(. با توجه به افزایش معنادار فعالیت کاسپاز ۸ و غالب بودن 
مسیر خارجی آپوپتوز، بررسی مکانیسم‌های مرتبط با گونه های فعال 
از جمله  آپوپتوز  داخلی  مسیرهای  با  آن ها  تعامل  و   )ROS( اکسیژن 
کاسپاز ۹ و تنظیم بیان ژن های مرتبط با آپوپتوز مانند Bcl-2 و Bax ما 
را به درک بهتر فرایند مرگ برنامه ریزی‌شده سلولی رهنمون می سازد. 
مجموعه  از  مقاله ای جداگانه  در  موارد  این  که  است ذکر شود  لازم 
مطالعات جاری این پروژه به طور جامع و دقیق مورد بررسی قرار گرفته 
ژنی  بیان  تحلیل های  و   ROS اندازه گیری های  مطالعه،  آن  در  است. 
انجام شده و   ،Bcl-2/Bax نسبت  به ویژه  با مسیرهای آپوپتوز،  مرتبط 
مکانیسم های احتمالی تاثیر نانوذرات سلنیوم بر مسیرهای میتوکندریایی 

و مسیرهای غیرکاسپازی مانند نکروپتوز نیز مطرح شده است.
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شکل 1: مشخصه یابی نانوذرات سلنیوم سنتزشده به روش سبز با استفاده از عصاره گیاه خارپنبه است که شامل سه بخش اصلی می باشد: )a( پراش اشعه ایکس )b) ،(XRD( طیف سنجی مادون قرمز تبدیل 

فوریه )FTIR(، و )c( طیف انرژی پراکنده اشعه ایکس )EDAX(. در بخش XRD، نمودارها وجود پیک های مشخص و قوی در زاویه 2θ حدود ۲۰ تا ۳۰ درجه را نشان می‌دهند که معرف ساختار کریستالی 

سه‌وجهی نانوسلول های سنتزشده هستند، همچنین گستردگی پیک ها و نویز پس‌زمینه وجود ذرات آمورف را نیز تأیید می کند. طیف FTIR نشان‌دهنده گروه های عملکردی مختلفی نظیر گروه هیدروکسیل 

)OH–(، پیوندهای کربن-هیدروژن )C–H(، و گروه های کربوکسیل بر سطح نانوذرات است که نشان‌دهنده حضور پوشش های آلی یا باقی مانده های محلول های گیاهی می باشد. نهایتاًً طیف EDAX، بر خلوص 

بالای عنصر سلنیوم در نانوذرات تأکید دارد و علاوه بر آن، حضور عناصری مانند کربن، سدیم، پتاسیم، کلر و کلسیم نیز مشاهده شده که معمولاًً از منابع گیاهی و فرایند سنتز ناشی می شود.
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 :باشديابي نانوذرات سلنيوم سنتزشده به روش سبز با استفاده از عصاره گياه خارپنبه است كه شامل سه بخش اصلي ميمشخصه . 1شكل 
(a) پراش اشعه ايكس (XRD) ،(b)  سنجي مادون قرمز تبديل فوريهطيف (FTIR)و ، (c)  طيف انرژي پراكنده اشعه ايكس (EDAX). 

دهند كه معرف ساختار كريستالي درجه را نشان مي 30تا  20حدود  2θهاي مشخص و قوي در زاويه ، نمودارها وجود پيكXRD در بخش
 FTIR كند. طيفزمينه وجود ذرات آمورف را نيز تأييد ميها و نويز پسهاي سنتزشده هستند، همچنين گستردگي پيكوجهي نانوسلولسه

هاي كربوكسيل بر ، و گروه(C–H) هيدروژن-، پيوندهاي كربن(OH–) هيدروكسيلهاي عملكردي مختلفي نظير گروه دهنده گروهنشان
، بر خلوص EDAX باشد. نهايتاً طيفهاي گياهي ميهاي محلولماندههاي آلي يا باقيدهنده حضور پوششسطح نانوذرات است كه نشان

انند كربن، سديم، پتاسيم، كلر و كلسيم نيز مشاهده شده كه بالاي عنصر سلنيوم در نانوذرات تأكيد دارد و علاوه بر آن، حضور عناصري م
  .شودمعمولاً از منابع گياهي و فرايند سنتز ناشي مي

  

  OVCAR-3 يهاسلول مانيزندهبر  سنتز شده به روش سبز ومياثرات نانوذرات سلن
 شيبا استفاده از آزما OVCAR-3تخمدان  يسرطان يهاسلول يبر بقا ومينانوذرات سلن كيتوتوكسيمطالعه، اثرات س نيا در

MTT طور ها بهسلول يبقا وم،يغلظت نانوذرات سلن شينشان داد كه با افزاتحليل آماري انجام شده  جيقرار گرفت. نتا يمورد بررس
 31,25و  62,5، 125، 250، 500هاي ها با نانوذرات سلنيوم در غلظتبه طور خاص، تيمار سلول. ابدييكاهش م يقابل توجه

). لازم 2شكل ( (p < 0.001) ها نسبت به گروه كنترل (بدون تيمار) شددار بقاي سلولليتر موجب كاهش معنيميكروگرم بر ميلي
باشد و مقايسه بين هاي آماري نشان داده شده با نماد *** صرفاً مقايسه گروه تيمار با گروه كنترل ميبه ذكر است كه تمامي مقايسه

ليتر كاهش بقاي سلولي مشاهده شد اما اين تفاوت ميكروگرم بر ميلي 15,625ختلف تيمار انجام نشده است. در غلظت هاي مگروه
در  يرخطيغ ونيرگرس لي، با استفاده از تحل(IC50)ها را مهار كند سلول يدرصد بقا 50كه قادر است  يمقدار غلظت دار نبود.معني
 ).3(شكل  ديگرد نييتع تريليليبر م كروگرميم 117برابر با  باًيمحاسبه شد و مقدار آن تقر GraphPad Prismافزار نرم
 

  
 

ميكروگرم بر  15,62و  31,25، 62,5، 125، 250، 500هاي غلظت تيمار بااز ساعت پس  OVCAR-3 24 هايسلول مانيزنده. 2شكل 
سلول  2 ×⁵10تكرار انجام شد. تعداد بار  سه  با شيآزما .باشدمي  )>0.001p(وت معنادار نماد تفا  ***.علامت ليتر نانوذرات سلنيومميلي

 .انددر هر چاهك كشت داده شده
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 )p >0/001( 24 ساعت پس از تیمار با غلظت های ۵۰۰، ۲۵۰، ۱۲۵، ۶۲.۵، ۳۱.۲۵ و ۱۵.۶۲ میکروگرم بر میلی‌لیتر نانوذرات سلنیوم. علامت *** نماد تفاوت معنادار OVCAR-3 شکل ۲: زنده مانی سلول های

می باشد. آزمایش‌ با سه بار تکرار انجام شد. تعداد ۱05× 2 سلول در هر چاهک کشت داده شده‌اند.
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درصد  راتيينمودار، تغ ني. اOVARC-3ي سرطاني تخمداني هاسلول يمانبر زنده ومينانوذره سلن يتمياثر غلظت لگار يبررس. 3شكل 
غلظت)  تميمختلف (بر حسب لگار يهادر غلظت وميبا نانوذرات سلن ماريساعت ت 24معده را پس از  يسرطان يهاسلول ينسب يمانزنده

  .دهديها را نشان مسلول ينسب يماندرصد زنده يعمود حورها و مغلظت تميلگار ي. محور افقدهدينشان م
  

  فعاليت كاسپازها بر  سنتز شده به روش سبز ومياثرات نانوذرات سلن
و  1در گروه كنترل حدود  تيفعال زانيكه م ياز گروه كنترل است، در حال شتريبرابر ب 4حدود  3-كاسپاز تيفعال مار،يدر گروه ت

آپوپتوز (مرگ  ريدهنده فعال شدن مسنشان 3-كاسپاز تيمعنادار در فعال شيافزا ني. اباشديم ماريمراتب كمتر از گروه تبه
 كيتوتوكسياثر س انگريب جينتا نيا شود،يمحسوب م ييكاسپاز اجرا كي 3-كاسپاز نكهيبا توجه به ا ) است.يسلول شدهيزيربرنامه

دو برابر گروه كنترل گزارش  باًيتقر 8-كاسپاز تيفعال مار،يگروه ت درهمچنين،  .است يسرطان يهابر سلول ومينانوذرات سلن يقو
از  يكي 8-كاسپاز نكهيمانده است. با توجه به ا يباق) 1(حدود  هيد پادر گروه كنترل در ح تيكه سطح فعال يشده است، در حال

 نيا كيدهنده تحرنشان توانديم تيفعال شيافزا نيمرگ) است، ا يهارندهيوابسته به گ ري(مس يآپوپتوز خارج ريمس ياصل ياجزا
(حدود  افتهي شيافزا ينسبت به گروه كنترل تنها اندك ماريدر گروه ت 9-كاسپاز تيفعالاز سويي،  .باشد وميتوسط نانوذرات سلن ريمس
آپوپتوز  يداخل ريمس يديكل ياز اجزا 9-مانده است. كاسپاز يباق هيدر گروه كنترل در حد پا تيكه فعال يبرابر)، در حال 1,3
 يها به نانوذرات باشد، در حالدر پاسخ سلول ريمس نيا ودمشاركت محد انگريب توانديم يجزئ شيافزا ني) است و اييايتوكندري(م

 مسير بودن غالب و 8 كاسپاز فعاليت معنادار افزايش به توجه با .)4(شكل  )P<0.001(كنديم فايا يترنقش غالب يخارج ريكه مس
 جمله از آپوپتوز داخلي مسيرهاي با هاآن تعامل و (ROS) اكسيژن فعال هايگونه با مرتبط هايمكانيسم بررسي آپوپتوز، خارجي
 رهنمون سلولي شدهريزيبرنامه مرگ فرايند بهتر درك به را ما Bax و Bcl-2 مانند آپوپتوز با مرتبط هايژن بيان تنظيم و 9 كاسپاز

 مورد دقيق و جامع طور به پروژه اين جاري مطالعات مجموعه از جداگانه ايمقاله در موارد اين كه شود ذكر است لازم. سازدمي
 نسبت ويژه به آپوپتوز، مسيرهاي با مرتبط ژني بيان هايتحليل و ROS هايگيرياندازه مطالعه، آن در. است گرفته قرار بررسي

Bcl-2/Bax، مانند غيركاسپازي مسيرهاي و ميتوكندريايي مسيرهاي بر سلنيوم نانوذرات تاثير احتمالي هايمكانيسم و شده انجام 
  .است شده مطرح نيز نكروپتوز
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شکل 3: بررسی اثر غلظت لگاریتمی نانوذره سلنیوم بر زنده مانی سلول های سرطانی تخمدانی OVARC-3. این نمودار، تغییرات درصد زنده مانی نسبی سلول های سرطانی معده را پس از 24 ساعت تیمار با 

نانوذرات سلنیوم در غلظت های مختلف )بر حسب لگاریتم غلظت( نشان می‌دهد. محور افقی لگاریتم غلظت ها و محور عمودی درصد زنده مانی نسبی سلول ها را نشان می‌دهد.

بحث

در این مطالعه، اثرات سایتوتوکسیک نانوذرات سلنیوم سنتز شده به روش 
سبز با استفاده از عصاره گیاه خارپنبه )Onopordum acanthium( بر رده 
سلولی سرطان تخمدان انسانی OVCAR-3 و نقش این نانوذرات در القای 
آپوپتوز از طریق بررسی فعالیت آنزیم های کاسپاز ۳، ۸ و ۹ مورد ارزیابی 

قرار گرفت.
نتایج حاصل از آزمون پراش اشعه ایکس )XRD( نشان داد که نانوذرات 
که  ساختاری  هستند؛  سه‌وجهی  بلوری  ساختار  دارای  عمدتاًً  سنتزشده 
به عنوان فرم پایدار عنصر سلنیوم شناخته می شود. این نتایج با مطالعه امیری 
و همکاران )25( که غلظت بهینه سلنیوم را نیز گزارش کردند، هم‌راستا 

 )FTIR( بود. علاوه بر این، نتایج آنالیز طیف‌سنجی مادون قرمز تبدیل فوریه
حضور گروه های عاملی طبیعی نظیر هیدروکسیل )OH–(، کربوکسیل، و 
پیوندهای C–H را روی سطح نانوذرات نشان داد. پیک های جذبی قوی 
در حدود cm-1 ۳۴۶۹,۴۸ و ۳۴۱۱,۶۳ مشاهده شدند که بیانگر وجود این 
گروه ها در سطح نانوذرات است. این یافته‌ها بر اهمیت روش سنتز سبز تأکید 
دارند، زیرا این گروه های زیست سازگار نه تنها موجب پایداری و تثبیت 
نانوذرات می شوند، بلکه می توانند جذب سلولی بهینه و زیست سازگاری 
بیشتری را نیز فراهم آورند. نتایج حاصل از طیف سنجی EDAX نیز حضور 
عنصر سلنیوم با خلوص بالا را تأیید کرد. علاوه بر آن، عناصر موجود در 
 عصاره گیاهی نظیر کربن، سدیم، پتاسیم و کلر نیز به عنوان پوشش طبیعی
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پس از تيمار با نانوذرات سلنيوم سنتز شده با  (OVCAR-3) هاي سرطاني تخمداندر سلول 9و  8، 3مقايسه فعاليت كاسپازهاي  . 4شكل 
  شده سلولي ريزيدهنده القاي مرگ برنامهدر گروه تيمار، نشان 8-و كاسپاز 3-دار فعاليت كاسپازافزايش معني خارپنبهاستفاده از عصاره گياه 
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پس از تيمار با نانوذرات سلنيوم سنتز شده با  (OVCAR-3) هاي سرطاني تخمداندر سلول 9و  8، 3مقايسه فعاليت كاسپازهاي  . 4شكل 
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شکل 4: مقایسه فعالیت کاسپازهای ۳، ۸ و ۹ در سلول های سرطانی تخمدان )OVARC-3( پس از تیمار با نانوذرات سلنیوم سنتز شده با استفاده از عصاره گیاه خارپنبه افزایش معنی‌دار فعالیت کاسپاز-۳ 

و کاسپاز-۸ در گروه تیمار، نشان‌دهنده القای مرگ برنامه‌ریزی شده سلولی )آپوپتوز( به‌ویژه از طریق مسیر خارجی است. افزایش جزئی فعالیت کاسپاز-۹ نیز حاکی از مشارکت نسبی مسیر داخلی آپوپتوز 

می باشد. آزمایش  با سه بار تکرار انجام شد. تعداد ۱۰5× ۵ سلول در هر چاهک کشت داده شده‌اند. *** بیانگر P >0/001 در مقایسه با گروه کنترل می باشد.

را با استفاده از عصاره Anthemis atropatana سنتز کرده بودند، نتایج 
مشابهی را نشان داد )۴(. 

از نظر سمیت سلولی، نتایج مطالعه حاضر نشان داد که بقای سلول های 
OVCAR-3 در مواجهه با دوزهای بالای ۲۵۰ و ۵۰۰ میکروگرم بر میلی‌لیتر 

روی نانوذرات شناسایی شدند. این پوشش آلی نقش مؤثری در جلوگیری 
از سمیت غیراختصاصی و ناخواسته بر روی بافت های سالم ایفا می کند. 
این نتایج با پژوهش Alagesan و همکاران در سال ۲۰۱۹  مطابقت دارد 
)26(. همچنین، یافته های مطالعه کاوسی و همکاران که نانوذرات سلنیوم 
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سلولی  بقای  کاهش  این  یافت.  معنی‌داری  کاهش  سلنیوم  نانوذرات  از 
نشان‌دهنده اثر سایتوتوکسیک وابسته به دوز نانوذرات سلنیوم بود. مطالعه 
حاضر در هماهنگی با نتایج اسپایدوروپولو و همکاران )۲۰۲۱( قرار دارد که 
گزارش دادند نانوذرات سلنیوم سنتز شده به روش سبز دارای اثر کشندگی 
بر سلول های سرطانی کولون هستند )27(. به طور مشابه، در پژوهش دیگری 
مشخص شد که اثرات سمی نانوذرات سلنیوم بر روی سلول های سرطانی 
)28(. همچنین،  است  بوده  تیمار  زمان  و  به غلظت  وابسته   Huh-7 کبد 
مطالعه‌ای دیگر نشان داد که نانوذرات سلنیوم بیوسنتز شده با استفاده از 
مخمرها بر سلول های سرطانی کولون )HCT-116(، کبد )HepG-2( و 
به‌ویژه پستان )MCF-7( اثرات سایتوتوکسیک قابل توجهی دارند )29(. در 
مطالعهای از حسنی و همکاران، نانوذرات سلنیوم در غلظت های بالا اثرات 
سمی بر رده سلولی سرطان کولون )HT-29( نشان دادند )30(. یافته های 
نانوذرات  با  درمان  بود که  از آن  نیز حاکی   )31( و همکاران  توبهانس 
سلنیم موجب کاهش زنده مانی سلول ها در هر دو رده سرطانی تخمدانی 
در  همکاران  و  ایراننژاد  همچنین  می شود.   OVCAR-3  SKOV-3و 

مطالعه‌ای جداگانه تأثیر نانوذرات سلنیوم را بر تکثیر رده سلولی سرطان 
تخمدان A2780 گزارش کردهاند )32(. در مقابل، برخی مطالعات نشان 
داده‌اند که در غلظت های کمتر از ۱ میکروگرم بر میلی‌لیتر، نانوذرات سلنیوم 
تأثیر معنی‌داری بر روی بیشتر رده های سلولی سرطانی نداشتند، از جمله 
Caco-2، DU-145، MCF-7؛ به استثنای رده A172 که در آن اثرات 

سمی مشاهده شد )33(. 
در بخش دوم مطالعه، تأثیر غلظت سایتوتوکسیک )۱۱۷ میکروگرم/

فعالیت آنزیم های کاسپاز ۳، ۸ و ۹ مورد  بر  نانوذرات سلنیوم  میلی‌لیتر( 
بررسی قرار گرفت. نتایج نشان داد که نانوذرات سلنیوم موجب افزایش 
و ۸  افزایش در مورد کاسپازهای ۳  این  فعالیت هر سه کاسپاز گردید. 
معنی‌دار بود، در حالی که افزایش کاسپاز ۹ به صورت جزئی مشاهده شد. 
افزایش فعالیت کاسپاز ۸ نشان‌دهنده فعال شدن مسیر خارجی آپوپتوز و در 
ادامه، فعال شدن کاسپاز ۳ به عنوان اجرایی‌ترین آنزیم این فرایند است. از 
سوی دیگر، افزایش جزئی فعالیت کاسپاز ۹ بیانگر آن است که مسیر درونی 
)میتوکندریایی( نیز در فرایند مرگ سلولی نقش دارد، اگرچه در سطح 
پایین تری نسبت به مسیر خارجی. یافته های مطالعه حاضر با گزارش های 
مختلفی در ادبیات علمی مطابقت دارد. به‌عنوان مثال، گزارش شده است 
که نانوذرات سلنیوم باعث القای آپوپتوز در سلول های HepG2 می شوند 
)34(. عثمان و همکاران نیز نشان دادند که نانوذرات سلنیوم ترکیب شده با 
عصاره گیاهی )SeNPs-CV( قادر به القای آپوپتوز در سلول های سرطانی 
با  اصلاحشده  سلنیوم  نانوذرات  دیگر،  مطالعه‌ای  در   .)35( هستند  پستان 
Pleurotus tuber-regium (PTR-SeNPs) موجب فعال سازی کاسپازها 

در سلول های سرطانی معده )AGS( شدند )36(. همچنین، کوی و همکاران 

)37( افزایش معنی‌دار فعالیت کاسپاز ۹ را پس از تیمار سلول های  سرطانی 
کبدی رده HepG-2 با نانوذرات سلنیوم سنتز شده از میوه زالزالک گزارش 
کردند. در پژوهشی دیگر، نانوذرات سلنیوم عامل‌دارشده با لنتینان منجر به 
افزایش فعالیت کاسپازهای ۳ و ۹ و القای آپوپتوز در سلول های سرطان 
کولون )HCT-116( گردیدند )38(. الخودیری و همکاران نیز دریافتند 
که نانوذرات سلنیوم در رده های سلولی MCF-7 و HepG2 سبب افزایش 

سطح mRNA ژن های آپوپتوزی و فعالیت کاسپاز ۳ میشوند )39(.
با توجه به نتایج حاصل از پژوهش حاضر، اثر نانوذرات سلنیوم سنتز 
شده به روش سبز از گیاه خارپنه بر سلول های سرطانی OVCAR-3 تحت 
تأثیر عوامل مختلفی می باشد که از آن جمله می توان به اندازه نانومتری، 
خلوص بالای نانوذره سنتز شده و ... اشاره کرد. نانوذرات سلنیوم سنتز شده 
با روش سبز اثر سایتوتوکسیک بر سلول های سرطانی تخمدان داشتند. از 
سویی، مهم ترین بخش یافته ها مربوط به افزایش معنادار فعالیت آنزیم های 
کاسپاز ۳ و ۸ و افزایش نسبتاًً کمتری در فعالیت کاسپاز ۹ بود. این نتایج نشان 
می‌دهد که نانوذرات سلنیوم سبب القای آپوپتوز از طریق مسیر خارجی 
در سلول های سرطانی تخمدان می شوند، همانطور که فعال شدن کاسپاز 
۸ آغازگر این مسیر است و سپس کاسپاز ۳ که نقش اجرایی دارد فعال 
می شود. افزایش جزئی فعالیت کاسپاز ۹ نیز نشان می‌دهد که مسیر داخلی 
آپوپتوز تا حدی در این فرایند دخیل است و نانوذرات به صورت ترکیبی 

می توانند هر دو مسیر را فعال کنند.
از نظر محدودیت های این تحقیق می توان به استفاده از تنها یک رده 
سلولی )OVCAR-3( اشاره کرد که تعمیم نتایج به سایر انواع سلول های 
سرطانی را محدود می سازد. همچنین، عدم بررسی مکانیسم های مولکولی 
میانجی گر  سیگنال‌دهی  مسیرهای  مانند  آپوپتوز  مسیرهای  در  دقیق تر 
پروتئین های Bcl-2 یا P53، امکان تحلیل عمیق تر مکانیسم های سلولی را 
کاهش داده است. سایر محدودیت های مهم این مطالعه شامل عدم بررسی 
سلول های سالم به عنوان کنترل جهت تایید اثر اختصاصی نانوذرات، عدم 
انجام آزمایشات in vivo برای ارزیابی عملکرد در سیستم های فیزیولوژیک 
پیچیده تر و همچنین فقدان ارزیابی نشانگرهای مولکولی مرتبط با مسیرهای 
آپوپتوز می باشد. اذعان داریم که پرداختن به این جنبه ها در تحقیقات آتی، 
نتایج را از نظر علمی قوی تر و جامع تر خواهد نمود. همچنین، پیشنهاد می شود 
در مطالعات آینده، با استفاده از مدل های حیوانی و سایر خطوط سلولی، 

داده های جامع تری برای کاربرد درمانی نانوذرات سلنیوم به‌دست آید.

نتیجه‌گیری

نانوذرات  اثرات سایتوتوکسیک  این مطالعه نشان‌دهنده  از  نتایج حاصل 
سلنیوم سنتز شده به روش سبز با استفاده از عصاره گیاه خارپنبه بر سلول های 
به‌ویژه  فعال سازی مسیرهای آپوپتوز،  سرطان تخمدان )OVCAR-3( و 
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مسیر خارجی می باشد. با توجه به محدودیت های طبیعی مطالعات سلولی، 
این نتایج مقدماتی بوده و نمی توان به صورت قطعی کاربرد بالینی نانوذرات 
را بر اساس آن ها اعلام کرد. از این‌رو، تحقیقات بیشتری برای بررسی دقیق تر 
بالقوه در بافت های نرمال و ارزیابی های  مکانیسم های مولکولی، سمیت 
جامع تر، به خصوص در مدل های in vivo، لازم است تا امکان بهره برداری 
بالینی به شکل مطمئن فراهم گردد. این مطالعه به عنوان گام اول در جهت 
برای  پایه‌ای  نانوذرات سلنیوم مطرح می شود و  پتانسیل درمانی  شناخت 

مطالعات آینده با دامنه گسترده تر و اعتبار بالاتر است.

تشکر و قدردانی

این مقاله منتنج از پایان نامه دکترای مصوب دانشگاه آزاد اسلامی واحد تهران 
شمال می باشد و بدینوسیله از تمامی کسانی که در این مطالعه ما را یاری 

نمودند، تقدیر و تشکر به عمل می آید.
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