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 بر (TiO2) تیتانیوم اکسید دی نانوذره سیتوتوکسیک راتاث بررسی

 هایژن بیان آنالیز و (HT29) بزرگ روده سرطان سلولی رده روی

 و Real Time PCR روش از استفاده با 9 و 3 کاسپاز آپوپتوزی

 فلوسیتومتری
 

  2(PhD) ميرزايي امير ،**7(PhD) عسگری علي الهه ،*7(MSc) شكرالهي فائزه
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 چكيده
 اثرات بررسي مطالعه اين از هدف باشد.مي درماني هایزمينه در وسيع بردرکا دارای (2TiO) تيتانيوم اکسيد دی نانوذرات امروزه زمينه:

  بود. 3 و 3 کاسپاز آپوپتوزی هایژن بيان آناليز و (HT29) کولون سرطان سلولي رده روی بر آن سلولي سميت

 ،21/6 ،721/3 هایغلظت در HT29 سلولي رده روی بر 2TiO نانوذره سلولي سميت اثرات تجربي، مطالعه اين در :هاروش و مواد

 با HT29 هایسلول تيمار از پس آن، دنبال به گرفت. قرار بررسي مورد MTT روش توسطليتر ميكروگرم در ميلي 711 ،11 ،21 ،1/72

 PCR Time Real روش از استفاده با GAPDH مرجع ژن به نسبت 3 و 3 کاسپاز هایژن بيان ميزان ،2TiO کشندگي درصد 11 غلظت

 شد. استفاده فلوسيتومتری و DAPI آميزیرنگ روش از آپوپتوز ييدأت منظور به نهايت در شد. بررسي

ليتر ميكروگرم در ميلي 711 و 11 هایغلظت در 2TiO نانوذره که داد نشان 2TiO مختلف هایغلظت با HT29 هایسلول تيمار ها:يافته

 رده در 3 و 3 کاسپاز هایژن بيان همچنين، (.11/1P) است بوده دارمعني ماریآ لحاظ از که اندداشته را سلولي تكثير مهار بيشترين

23/1±86/3 (1112/1=P )( P=1116/1و ) 73/1±63/2( P=1111/1) ميزان به ترتيب به ساعت 28 طي نانوذره با شده تيمار HT29 سلولي

  اند.شده آپوپتوز وارد HT29 هایسلول که داد نشان فلوسيتومتری و DAPI آميزیرنگ نتايج همچنين يافت. افزايش

 اهداف جهت کانديد دارويي ترکيب عنوان به 2TiO نانوذرات از بتوان آينده در که کرد گيرینتيجه توانمي نتايج به توجه با گيری:نتيجه

 دارد. بيشتر مطالعات به نياز اما کرد، استفاده دارويي

 فلوسيتومتری ،PCR Time Real آپوپتوز، کولون، سرطان ،2TiO نانوذره :کليدی واژگان
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 مقدمه
 حال در ایگسترده طور به نانومواد از استفاده امروزه

 زندگی هایجنبه تمامی در که طوری به است، افزایش

 در انون ترکیبات از استفاده بین این در و است شده وارد

 ردهک پیدا افزونی روز کاربرد نیز پزشکی فرایندهای

 در مختلفی کاربردهای دارای نانوذرات (.۱) است

 نانو ها،بیماری درمان و پیشگیری جمله از پزشکی

 ،پزشکی مختلف سنسورهای تشخیص، جهت هاربات

 یکی (.۲) باشدمی دارورسانی سیستم و تصویربرداری

 هتوج مورد امروزه که نانو فناوری کاربردی هایجنبه از

 نوانع به نانو ترکیبات از استفاده است، گرفته قرار

 نوانع به هاآن از استفاد همچنین و ضدسرطان ترکیبات

  باشدمی سرطان درمان در دارو تحویل سیستم یک

 مورد داروهای نشاندن و نمودن دارعامل (.4 و 3)

 شودمی سبب نانوذرات برروی سرطان درمان در استفاده

 حویلت سرطانی هایسلول به بالاتری کارایی با دارو تا

 بر آن جانبی عوارض و سمیت طرفی از و شود داده

  (.5) یابد کاهش سالم هایسلول روی

 شینا ومیر مرگ شیوع افزایش علت به اخیر هایسال در

 رادیو و درمانی شیمی هایروش نقص و هاسرطان از

 یافتن به نیاز سرطان، پیشرفته هایفرم در درمانی

 شودمی احساس سرطان کنترل برای جدید هایشیوه

 که طوری به ضدسرطانی داروهای نمودن دارهدف (.۶)

 نهمچنی و باشند اثرگذار سرطانی هایسلول روی فقط

 اثرات که ایگونه به داروها غلظت حداقل از استفاده

 در نیز یابد، کاهش طبیعی هایسلول روی دارو سمی

 جهت رو این از (.7) گرددمی تلقی ضروری امر این

 ودننم کم و سرطانی بافت به دارو اختصاصی تحویل

 به دارو تحویل جدید هایروش از آن جانبی عوارض

 کمک توانمی حامل عنوان به نانوذرات کمک با بافت

 یا نانومتر ۱11 اندازه با نانوذرات از استفاده (.۸) گرفت

 و تشخیصی عوامل گیریهدف و رساندن برای کمتر

 هگسترد بسیار سرطان پزشکی هایپروژه در دارویی

 صورت به نانوذرات از بسیاری اخیرا (.9) است شده

 اب بدخیم توموری هایسلول بردن بین از برای هدفمند

 به سرطانی ضد داروهای سیستمیک سمیت کاهش

 ییزورهایکاتال از استفاده امروزه اند.شده گرفته خدمت

 بسیار شوندمی فعال )فوتوکاتالیست( نور تابش با که

 زا که هاییفوتوکاتالیست از یکی است. شده رایج

 کسیدا دی نانوذره است، داشته کاربرد صنعت در گذشته

 ماده این بودن غیرمضر همچنین و است (2TiO) تیتانیوم

 است. رسیده اثبات به زیست محیط و انسان برای

 هب مقرون نانوذره این تهیه اقتصادی نقطه از همچنین

 ۲1 قرن ابتدای از شده انجام مطالعات و بوده صرفه

 این متفاوت نقش دو 2TiO نانوذره روی بر تابحال

 قابلیت اول نقش است. رسانده اثبات به را ترکیب

 طحس خصوصیات تغییر دوم نقش و احیا اکسیداسیون

 2TiO که زمانی )آبدوستی( هیدروفیلی حالت به ذرات

 دارای نانوذره این چنینهم گیرد. قرار سطح آن روی بر

 به مقاوم (،biocompatibility) بالا زیستی سازگاری

 شدبامی خوردگی به مقاوم بسیار و انسان بدن مایعات

 به (2TiO) تیتانیوم اکسید دی نانوذرات امروزه (.۱1)

 یبترک عنوان به نانوتکنولوژی در مهم محصولی عنوان

 رساندن برای جذاب کاندیدای چنین هم و دارویی

 یا کوچک دارویی هایمولکول از بسیاری

 و DNA، RNA قبیل از بزرگ هایبیومولکول

 بوده گرما به مقاوم 2TiO نانوذرات باشد.می هاپروتئین

 را OH و O2 هایگونه تواندمی نور تابش اثر در و

 یپیدهایل روی بر توانندمی ترکیبات این که کند تولید

 (.۱۱) شوند آن تخریب باعث و گذاشته ثیرأت غشایی

 بر 2TiO نانوذره ثیرأت روی بر مختلفی مطالعات تاکنون

  است. رسیده انجام به سرطانی هایسلول روی
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 و سیتوتوکسیک اثرات ،همکاران و (Wnag)ونگ 

 سرطان سلولی رده بروی را 2TiO نانوذره آپوپتوزیس

 با مطالعه این در دادند. قرار مطالعه مورد (A549) ریه

 2TiO نانوذره که شد داده نشان MTT تست از استفاده

 و است دوز به وابسته سلولی سمیت خاصیت دارای

 میکروگرم ۲11 تا 51 غلظت در سلولی سمیت بیشترین

 میزیآرنگ روش از استفاده با شد. مشاهده لیترمیلی در

DAPI آپوپتوزیس فاز وارد هاسلول که شد مشخص 

 در هک داد نشان فلوسیتومتری نتایج چنینهم اند.شده

 هاسلول لیترمیلی در میکروگرم ۲11 و ۱11 هایغلظت

 (.۱۲) شوندمی آپوپتوزیس فاز وارد

 یوعپرش انواع از یکی کولون سرطان یا بزرگ روده سرطان

 نیا،د تمام در که بطوری باشد،می دنیا سرتاسر در سرطان

 ۱1 و است سرطان معمول نوع سومین ،کولون سرطان

 سال در (.۱3) دگیرمی بر در را سرطان موارد تمامی درصد

 و بیماری این به جدید ابتلای مورد میلیون 4/۱ ،۲1۱۲

 این .افتاد اتفاق آن از مرگ مورد هزار ۶94 طورهمین

 ۶5 و است ترشایع یافته توسعه کشورهای در بیماری

 این شیوع و شودمی یافت کشورها این در موارد درصد

 معمول طورهب .(۱4) است مردان از کمتر زنان در بیماری

 شیمی جراحی، هایروش از کولون سرطان درمان جهت

 هاوشر این اما کنندمی استفاده .غیره و پرتودرمانی درمانی،

 از دهاستفا بنابراین باشند،می زیادی جانبی اثرات دارای

 برخوردار خاصی اهمیت از جایگزین درمانی هایروش

 نانوذرات از استفاده جایگزین، راهکارهای این که باشدمی

 اتاثر برروی گرفته انجام مطالعات تاکنون (.۱5) باشدمی

 سلولی هایرده رروی بر 2TiO نانوذره سلولی سمیت

 سرطان و پروستات سرطان سینه، سرطان ریه، سرطان

 مطالعه این از هدف (.۱۶) است رسیده انجام به رحم دهانه

 رده روی بر 2TiO نانوذره سلولی سمیت اثرات بررسی

 هایژن بیان آنالیز و (HT29) کولون سرطان سلولی

 آپوپتوز القای ییدأت همچنین و 9 و 3 کاسپاز آپوپتوزی

  د.باشمی فلوسیتومتری و DAPI آمیزیرنگ روش توسط

 

 هاروش و مواد

  (2TiO) اکسيد دی تيتانيوم نانوذره خصوصيات

 مطالعه مورد

 پیشگامان شرکت از شده خریداری 2TiO نانوذره

 اکسید نانو ذرات اندازه متوسط دارای ایرانیان نانومواد

 شرکت از و خلوص درصد 99/99 ،نانومتر ۲1 تیتانیوم

 (.۱ )شکل باشدمی US Nano ییامریکا
 

 
 

از نانوذره دی  (TEMالکترونی گذاره )( تصاویر میکروسکوپ ۱شکل 

 باشد.می ×۱11111اکسید تیتانیوم. تصویر گرفته شده با بزرگنمایی 

Fig 1) The transmission electeron microscopy image 

of titanium dioxide nanoparticle with ×100000 

magnification. 

 
  سلولي سميت اثرات بررسي و سلول کشت

 سلولی بانک از (HT29) کولون سرطان سلولی رده

 -مشخصات با ایران پاستور انستیتو
HT29 cell: Human colon cancer cell Line  

(NCBI C135) کشت محیط در هاسلول شد. تهیه 

DMEM گاوی، جنین سرم درصد ۱1 با شده غنی 
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 در مولارمیلی ۱ پیرووات سدیم و مولارمیلی ۲ گلوتامین

 کشت گرادسانتی درجه 37 انکوباتور در 2CO درصد 5

 نانوذرات کشندگی اثرات بررسی منظور به شدند. داده

2TiO سرطانی سلولی رده روی بر HT29 روش از 

 MTT (Sigma Aldrich, Germany) کالریمتری

 در HT29 سلول ۱×۱1۶ تعداد ابتدا در شد. استفاده

 هایغلظت و شد کاشته ایخانه 9۶ هایچاهک داخل

 در میکروگرم ۱۲5/3 و ۲5/۶ ،5/۱۲ ،۲5 ،51 ،۱11

 به HT29 سلولی رده روی بر 2TiO نانوذره از لیترمیلی

 ساعت، ۲4 از بعد آن دنبال به شد. تیمار ساعت ۲4 مدت

 آن به و شد تخلیه ایخانه 9۶ پلیت هایچاهک محتوای

 MTT (Microculture Tetrazolium Test) رنگ

 2CO5 شرایط تحت ساعت 4 مدت به و شد اضافه

 سپس شد. انکوبه گرادسانتی درجه 37 دمای و درصد

 فورمازان هایکریستال و شد جداسازی ،MTT رنگ

 لح ایزوپروپانول در زنده هایسلول وسیله به شده تولید

 دستگاه از استفاده با هانمونه جذب نهایت در گردید.

 ،ELISA reader, Oraganon Teknika) الایزاریدر

 و شد ثبت و خوانده نانومتر 571 موج طول در هلند(

 د:ش محاسبه زیر فرمول توسط سلول کشندگی میزان

۱11 نوری جذب بر رلکنت هایسلول نوری )جذب 

 سلولی بقای میزان =شده( تیمار هایسلول

  کشندگی درصد 51 غلظت میزان همچنین

(IC50 یاHalf maximal inhibitory 

concentration) شد. بررسی نیز 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

نتایج به صورت درصد بقا در مقایسه با  ،ساعت ۲4در مدت زمان نانوذره دی اکسید تیتانیوم های مختلف در برابر غلظت HT29 هایسلولدرصد بقای  (۲شکل 

 (.15/1P*:،1۱/1P** ،11۱/1P*** :n=3): های کنترل گزارش شده استنمونه
Fig. 2) The cell viabity of HT29 cells against differenr concentration of titanium dioxide nanoparticle in 24 hours. 

Percentage of viability is expressed relative to untreated controls (P<0.05*, P<0.01**, P<0.001***, n=3). 

 

 3 و 3 کاسپاز هایژن بيان گيریاندازه و cDNA سنتز

 3 ازکاسپ آپوپتوزی هایژن بیان میزان مطالعه، این در

(casp3) 9 و (casp9) روش از استفاده با 

Real Time PCR ابتدا در شد. سنجیده RNA 

 با 2TiO نانوذرات با نشده و شده تیمار هایسلول

 طبق )کیاژن،آمریکا( RNA استخراج کیت از استفاده

 هوسیل به آن غلظت و شد استخراج آن دستورالعمل

 آلمان( ،IMPLEN GmbH) نانودراپ دستگاه

 استفاده با cDNA هایمولکول سنتز شد. گیریاندازه

 Revert AidTM First strand cDNAکیت از
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Synthesis Kit (Fermentas، )انجام لیتوانی 

 بافر میکرولیتر 5 حاوی واکنش مخلوط که گرفت

 میکرولیتر RNA، 5/1 میکروگرم یک ،x5 واکنش

 لیترومیکر 5/1 تصادفی، نوکلئوتیدی شش آغازگر

 داکسی مخلوط میکرولیتر دو ،dT الیگو آغازگر

 یک مولار(،میلی ۱1) فسفات تری نوکلئوتید

 در واحد RNase (۲1 آنزیم مهارکننده میکرولیتر

 ردارب رونوشت آنزیم میکرولیتر یک میکرولیتر(،

 ۲1 نهایی حجم )تا تقطیر بار دو مقطر آب و معکوس

 ۲5 صورت به زمانی -دمایی برنامه بود. میکرولیتر(

 اتصال )برای دقیقه 5 مدت به گرادسانتی درجه

 دقیقه ۶1 مدت به گرادسانتی درجه 4۲ آغازگر(،

 5 مدت به گرادسانتی درجه 71 (،cDNA )ساخت

 4 و معکوس( بردار رونوشت شدن )غیرفعال دقیقه

 گرفت. انجام دقیقه 5 مدت به گرادسانتی درجه

 کاسپاز هدف هایژن برای استفاده مورد پرایمرهای

 مورد داخلی کنترل عنوان به GAPDH ژن و 9 و 3

 مورد هایژن آغازگرهای توالی گرفت. قرار استفاده

 ۱ جدول در GAPDH و 9 و 3 کاسپاز مطالعه

 است. آمده
 

و  3، 3های کاسپاز ( توالي پرايمرهای ژن7جدول 

GAPDH  
 توالي پرايمر )1/ به 3/( نام ژن

  3کاسپاز 
(casp3) 

F ATGGGAGCAAGTCAGTGGAC 

R CGTACCAGAGCGAGATGACA 

  9کاسپاز 

(casp9 ) 

F GGCGGAGCTCATGATGTCTGTG 

R TTCCGGTGTGCCATCTCCATCA 

GAPDH F CGTCTGCCCTATCAACTTTCG 

R CGTTTCTCAGGCTCCCTCT  
 

 میکرولیتر ۱1 شامل Real Time PCR واکنش

SYBR-Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Warrington, UK،) میکرولیتر یک 

 برگشتی و جلویی پرایمرهای از نانومولار( 411)

 cDNA (311 میکرولیتر 5 ژن، هر اختصاصی

 تا دش اضافه تقطیر دوبار مقطر آب مابقی و نانوگرم(

 نهایت در رسید. میکرولیتر ۲1 نهایی حجم به

 Light دستگاه از استفاده با Real Time PCRواکنش

cycler (Bioneer، )درجه 95 دمایی شرایط با کره 

 ۶1 ثانیه، ۱5 گرادسانتی درجه 95 دقیقه، ۱ گراد:سانتی

 مطالعه، این در رفت.گ انجام ثانیه ۶1 گرادسانتی درجه

 هاینمونه از آمده دست به آستانه هایچرخه اختلاف

 و (نانوذره با شده تیمار های)سلول آزمایش مورد

 (نانوذره با نشده تیمار های)سلول کنترل هاینمونه

 هدف ژن نسبت ،ΔΔCt فرمول از استفاده با و محاسبه

  طریق از (GAPDH) مرجع ژن به

2–ΔΔCt د.ش محاسبه  
 

 DAPI آميزیرنگ

 شده تیمار HT29 هایسلول در آپوپتوز بررسی جهت

 استفاده DAPI آمیزیرنگ روش از 2TiO نانوذره با

 ابتدا DAPI رنگ با هاسلول آمیزیرنگ منظور به شد.

 آن دنبال به شدند کاشته خانه ۶ پلیت در هاسلول

 ساعت ۲4 مدت به نانوذره از IC50 غلظت با هاسلول

 شدند. فیکس درصد 4/1 فرمالدهید با و شدند تیمار

گرم در میلی DAPI 5/1 رنگ با هاسلول ادامه، در

 آمیزیرنگ اتاق دمای در دقیقه 5 مدت بهلیتر میلی

 داده شستشو بار دو PBS با مجدد هاسلول شدند.

 رد شدند. مشاهده فلورسانس میکروسکوپ با و شدند

  شدند. تعیین هسته شدن قطعه قطعه با آپوپتوز نهایت

 

 توسط HT29 هایسلول آپوپتوز/نكروز ميزان آناليز

 فلوسيتومتری روش

 ولونک هایسلول در آپوپتوز القای میزان بررسی منظور به

(HT29) 2 نانوذره با شده تیمارTiO، با هاسلول این 

 AnnexinV/propidium (PI)iodide روش از استفاده
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(Apoptosis detection kit, Roch, Germany) و 

 مورد طهمربو دستورالعمل اساس بر فلوسیتومتری دستگاه

 HT29 (۱15×۱ هایسلول گرفتند. قرار مطالعه

 ساعت ۲4 مدت به عصاره IC50 غلظت با سلول/چاهک(

 کنترل عنوان به HT29 نشده تیمار هایسلول و شده تیمار

 برانگیخته موج طول گرفتند. قرار استفاده مورد

(Excitation wavelength) و نانومتر 4۸۸ شده استفاده 

 نانومتر ۶۱1 (emission wavelength) انتشار موج طول

 دهش نکروز/آپوپتوز هایسلول میزان نهایت در بود. PI برای

    تند.گرف قرار مطالعه مورد فلوسیتومتری دستگاه توسط
 

 آماری تجزيه و تحليل

 SPSS افزارنرم از استفاده با مطالعه این آماری محاسبه

 رفهط یک واریانس آنالیز با نتایج و گردید انجام ۱۶ ویرایش

(ANOVA way One)  و با تستhoc-post Tukey's

 صورت به اطلاعات و گرفت قرار بررسی مورد

mean±standard deviation (SD) اندشده داده نمایش 

  شد. گرفته نظر در دارمعنی 15/1P و
 

 هايافته
 28 مدت در 2TiO نانوذرات با HT29 هایسلول تيمار

  ساعت

 ،۲5/۶ ،۱۲5/3 مختلف هایغلظت با HT29 هایسلول تیمار

 با 2TiO نانوذرهلیتر میکروگرم در میلی ۱11 ،51 ،۲5 ،5/۱۲

 بر شد. انجام ساعت ۲4 مدت طی MTT تست از استفاده

 با تست هایگروه one way ANOVAآماری تست اساس

 دهدمی اننش نتایج .است گرفته قرار مقایسه مورد کنترل گروه

میکروگرم در  ۱11 و 51 هایغلظت در 2TiO نانوذره که

 لحاظ از که اندداشته را سلولی تکثیر مهار بیشترینلیتر میلی

 همچنین .(۲ )شکل (11۱/1P) است بوده دارمعنی ماریآ

 انزم مدت در تیتانیوم اکسید دی نانوذره برای IC50 میزان

  گردید. محاسبهلیتر میکروگرم در میلی ۶ ساعت ۲4

 HT29 هایسلول در مطالعه مورد هایژن بياني پروفايل

 2TiO نانوذره با شده تيمار

 پرایمرهای از casp3، casp9 هایژن بیان بررسی جهت

 یرتکث را نظر مورد قطعه فقط که اختصاصی شده طراحی

 ،شود ممانعت اختصاصی غیر قطعات تکثیر از و کرده

 به مربوط فلورسانس تابش از حاصل نمودار شد. استفاده

 داده شانن 3 شکل در PCR واکنش مختلف محصولات

 صورتهب PCR هایواکنش و تیمارها )کلیه است شده

 بود آن از حاکی مرحله این نتایج گرفت(. انجام داپلیکیت

 ،casp3 ژن دو هر برای مناسب پرایمر اتصال دمای که،

casp9 دمای و گرادسانتی درجه ۱3/۸4 دمای با ترتیب به 

 هاژن بیان در تغییر (.3 )شکل بود گرادسانتی درجه 9۱/۸7

 TiO2 نانوذره IC50 غلظت با شده تیمار HT29 سلول در

 و casp3 هایژن بیان نسبت شد. ارزیابی ساعت ۲4 از بعد

casp9 سلولی رده در مرجع ژن به HT29 با شده تیمار 

 (P=1115/1) میزان به ترتیب به ساعت ۲4 طی نانوذره

 ۲9/1±4۶/3 (111۲/1=P) (P=111۶/1) و ۱3/1±۶9/۲

 (.4 )شکل یافت افزایش
 

 
 

 
: نمودار آنالیز (ب) های مورد مطالعه.(. نمودار تکثیر ژنالف) (3شکل 

درجه  ۱3/۸4با دمای  casp3منحنی ذوب. پیک بنفش منحنی ذوب ژن 
درجه  9۱/۸7با دمای  casp9گراد و پیک سبز منحنی ذوب ژن سانتی

 باشد.گراد میسانتی
Fig 3) The amplification plot of desired genes. (B): 

Melting curve analysis. The purple peak shows 
melting curve of casp3 gene with 84.13 0 C and green 
peak shows the metig curve of casp 9 gene with 87.91 

0 C. 
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 (.15/1P ،**1۱/1P ،*** 11۱/1P :n=3*) (.GAPDH) در مقایسه با ژن مرجع casp9و  casp3 های بررسی بیان ژن (4شکل 
, **, P<0.01*in comparision of reference gene (GAPDH). (P<0.05 casp9and  casp3The gene expression of  )Fig. 4

, n=3). ***P<0.001 

 

  DAPI آميزیرنگ

 وشر از آپوپتوز فرایند بررسی منظور به مطالعه این در

 5 شکل در که همانطور شد. استفاده DAPI آمیزیرنگ

 نانوذرات با شده تیمار هایسلول هسته شود،می مشاهده

2TiO است دهدا شکل تغییر کنترل هایسلول با مقایسه در 

 باشد.می آپوپتوز فرایند وقوع دهنده نشان که
 

 

                                                                   
(A)                                                                                     (B) 

 ۲4در مدت  2TiOنانوذره  IC50: سلول بعد از تیمار با غلظت B: سلول قبل از تیمار، Aبه منظور تشخیص آپوپتوز.  DAPIآمیزی ( رنگ5کل ش
 دهند.های آپوپتوتیک را نشان میها سلول(. فلشBساعت )

Fig 5) DAPI staining in order to detection of apoptosis. A: The cells befor treatment, B: after treatment with 
IC50 value of TiO2 nanoparticle in 24 h. (B): The arrows shows apoptotic cells.  

 

 فلوسيتومتری نتايج

 HT29 هایسلول در شده القا آپوپتوز میزان تعیین منظور به

 با هاسلول این 2TiO نانوذره IC50 غلظت با شده تیمار

FITC Annexin V and PI توسط و شده آمیزیرنگ 

 یهاول فاز طی در شدند. مطالعه فلوسایتومتری دستگاه

 منتقل سلولی غشا از خارج به سرین فسفاتیدیل آپوپتوز،

 به PI رنگ و شودمی رنگ Annexin V توسط و شده

 نتایج شود.می متصل نکروز زمان در سلول هسته

 آن طی که است شده داده نشان ۶ شکل در فلوسیتومتری

ز های آپوپتوسلول درصد بیانگر (Q1) بالا چپ سمت مربع

 دهنده نشان (Q2) راست سمت بالا مربع خیری،تأ

 ایجنت که همانطوری باشد.می اولیه آپوپتوز دچار هایسلول

 3۸ آپوپتوز سمت به را سلول 2TiO نانوذره دهدمی نشان

  است. کرده هدایت درصدی
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. دو تصویر بالا: نمونه کنترل تیمار نشده، دو تصویر پایین: نمونه تحت تیمار HT29بروی رده سلولی  2TiO( نتایج آنالیز فلوسایتومتری تأثیر نانوذره ۶شکل 
های زنده، مربع سمت چپ بالا: آپوپتوز اولیه، مربع سمت راست پایین: نکروز، مربع سمت راست در تصاویر چهارخانه: مربع سمت چپ پایین: سلول نانوذره.

 اند.درصدی شده 3۸ها وارد آپوپتوز های تحت تیمار نانوذره سلولبالا: آپوپتوز تأخیری. در نمونه
 

Fig 6) The flowcytometry analysis of TiO2 nanoparticle on HT29 cell line. Two upper images: untreated cells  
(Control), two lower images: treated cells with nanoparticle. The bottom left square: live cells, top left square: early 

apoptosis, bottom right square: necrosis, upper right square: delayed apoptosis 
 
 
 

 بحث
 قبل سال چندین از نانوذرات سرطانی ضد خاصیت

 اهمیت از نانوذرات دلیل همین به و است شده مشخص

 ژنتیکی تتغییرا اینکه به توجه با هستند. برخوردار بالائی

 ادایج سلول یک سرطانی فرم تا است نیاز مورد زیادی

 هجنب هاسرطان از بسیاری ایجاد اینکه علت به و شود

 و درمان از بعد هاسرطان انواع از برخی در دارد، ارثی

 علاوه (.۱۶) دارد وجود اولیه توده ایجاد امکان جراحی،

 سلول، دهش ریزیبرنامه مرگ یا آپوپتوز پدیده متاستاز، بر

 نای در رود.می شمار به سلول خودکشی شکل ترینمهم

 صدمه اطراف هایبافت یا و هاسلول آنکه بدون فرآیند

 خطرناک و دیده آسیب ناخواسته، هایسلول ببینند،

 مرگ از سرطانی هایسلول (.۱7) شوندمی حذف

 غییرت آن دلایل از یکی که کنندمی فرار شده ریزیبرنامه

 دخیل فرآیند این تنظیم در که است هاییژن بیان در

 درمانی آثار سرطانی ضد عوامل بیشتر (.۱۸) باشندمی

 لاعما شده ریزیبرنامه سلولی مرگ القای با را خودشان

 ترینمهم از یکی شده ریزیبرنامه مرگ القای کنند.می

 هایسلول عارضه بدون بردن بین از منظوربه  هاروش

 روش از استفاده با مطالعه، این در (.۱9) است سرطانی

 2TiO نانوذرات که شد داده نشان MTT سنجیرنگ

 هایسلول در غلظت به وابسته کشندگی اثر دارای

 رحاض تحقیق در این، بر علاوه باشند.می HT29 سرطانی

 در آپوپتوز افزایش باعث ،2TiO نانوذرات شد مشخص
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  است. شده HT29 سرطانی هایسلول

 عوامل جستجوی سرطان، مطالعات توجه مرکز امروزه

 ذیرشپ قابلیت و بالاتر اطمینان ضریب با سرطان ضد

 اتنانوذر این بر علاوه باشد.می بیماران برای بیشتر

 و یکسایتوتوکس درمانی شیمی با ترکیب در توانندمی

 و مسینرژیس سرطانی ضد فعالیت برای درمانی اشعه یا

 به شده دارهدف درمان بنابراین کنند. عمل مازاد یا

 درمان برای کننده امیدوار و جدید راهکار یک عنوان

 الگوی نانوتکنولوژی، علم پیدایش با است. سرطان

 نای که است یافته توسعه دارو انتقال هایسیستم

 خواص با داروهای از بسیاری کننده حمل تواندمی

 ار مشخص هایسلول فعال طور به و باشد شیمیایی

 و کرده عبور بیولوژیکی سدهای از و کند گیریهدف

 مداخلات بدون هدف جایگاه در را خود محموله

 عنوان به نانوذرات توسعه امروزه دهند. انتقال دارویی

 این در (.۲1) است توجه مرکز در دارو ثرؤم حاملین

 سیتوتوکسیک اهداف جهت 2TiO نانوذرات از مطالعه

 روش از استفاده با کولون سرطان سلولی رده علیه

MTT 51 هایغلظت در که داد نشان نتایج شد. استفاده 

 معنادار اثرات دارای لیترمیلی در میکروگرم ۱11 و

 نانوذرات که دلایلی از یکی باشد.می سلولی سمیت

2TiO سرطانی هایسلول روی بر توجهی قابل اثر 

HT29 ،راث دلیل به پدیده این که است این داشتند 

 وکندریمیت در سلول تنفسی سامانه برروی هاآن مستقیم

 یبالا فعالیت میزان به توجه با بنابراین باشد.می

 سبتن سرطانی هایسلول تنفس فرایند در میتوکندری

 2TiO نانوذره برای مناسبی بستر طبیعی، ایهسلول به

 (.۲۱) شودمی فراهم سرطانی هایسلول تخریب جهت

 غشاء بین شناسیریخت هایتفاوت دلایل، از دیگر یکی

 هاآن منافذ اندازه تفاوت لحاظ از سرطانی هایسلول

 اثرات بررسی جهت مختلفی مطالعات (.۲۲) باشدمی

 سلول هایرده روی بر 2TiO نانوذرات سیتوتوکسیک

گارسیا کونترارس  است. رسیده انجام به سرطانی

(Garcia-Contreras )سمیت اثرات، همکاران و 

 کارسینومای سلولی رده برروی را 2TiO نانوذره سلولی

 قرار مطالعه مورد MTT روش با دهانی هایسلول

 در 2TiO نانوذره که داد نشان مطالعه این نتایج دادند.

 سمیت فاقد (مولارمیلی ۲/1-۲/3) پایین هایغلظت

 اثرات بالاتر هایغلظت در اما باشدمی معنادار سلولی

  همچنین (.۲3) دارد توجهی قابل سلولی سمیت

 سیتوتوکسیک اتهمکاران، اثر و( Chellappaچلپا )

 مورد MG63 سلولی رده روی بر را 2TiO نانوذره

 میتس که داد نشان تحقیق این نتایج دادند. قرار مطالعه

 و است زمان و دوز به وابسته 2TiO نانوذره سلولی

 کاربردهای تواندمی نانوذره این که دادند پیشنهاد

 ام مطالعه نتایج کلی بطور (.۲4) باشد داشته بیومدیکال

 2TiO نانوذره سلولی سمیت زمینه در مطالعات سایر با

 سمیت هایمکانیسم از دیگر یکی دارد. همخوانی

 اکسیژن سمی هایرادیکال ایجاد 2TiO نانوذره سلولی

(ROS) ردوکس تعادل زدن برهم باعث که باشدمی 

 امیدهن اکسیداتیو استرس اصطلاحاً که شوندمی سلولی

 هایآنزیم تخریب باعث اکسیداتیو استرس شود.می

 سلولی، DNA ساختار تخریب سلولی، اکسیدان آنتی

 در و یغشای لیپید و سلولی هایئینپروت اکسیداسیون

   (.۲5) شودمی سلولی مرگ نهایت

 از ییک سلولی شده ریزیبرنامه مرگ القاء کلی طور به

 مسیر رود.می شمار به نانو ةحوز در جذاب رویکردهای

 رویدادهای سازیفعال شامل تواندمی سلولی مرگ

 با که دباش سلول در میتوکندری اندامک پروآپوپتوتیک

 بر علاوه شود.می آغاز آن از c سیتوکروم سازی آزاد

 ازپروتئ ژن بیان افزایش در نقره نانوذرات اثرات این

 ریزیبرنامه مرگ القاء و سرطانی هایسلول در 3 کاسپاز
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 است شده داده نشان مختلف مطالعات در سلولی شده

 سرطانی هایسلول تیمار دنبال به ما مطالعه در (.۲۶)

HT29 با 9 و 3 کاسپاز آپوپتوزی هایژن بیان میزان 

 گرفت. قرار مطالعه مورد Real Time PCR روش

 بیان میزان هاسلول تیمار از بعد که داد نشان نتایج

 که دارند چشمگیری بیان افزایش مطالعه مورد هایژن

 باشد.می HT29 هایسلول در آپوپتوز القای بیانگر

 توانندمی 2TiO نانوذرات که داد نشان نتایج همچنین

 و DAPI آمیزیرنگ توسط که کند القا را آپوپتوز

  شد. داده نشان فلوسیتومتری

 نانوذرات از استفاده زمینه در مهم موضوعات از یکی

 نانوذرات سلولی سمیت عدم سرطان، درمان در فلزی

 دهدمی نشان مطالعات است. نرمال هایسلول روی بر

 ثیرأت سرطانی سلول هایرده بر 2TiO نانوذرات که

 بر هانآ مستقیم اثر دلیل به پدیده این که دارد بیشتری

 .باشدمی میتوکندری در سلول تنفسی سامانه روی

 در ندریمیتوک بالای فعالیت میزان به توجه با بنابراین

 هایسلول به نسبت سرطانی هایسلول تنفس فرایند

 تخریب 2TiO نانوذره برای مناسبی بستر طبیعی،

 ،دلایل از دیگر یکی شود.می فراهم سرطانی هایسلول

 انیسرط هایسلول غشاء بین شناسیریخت هایتفاوت

 باشد.می هاآن منافذ اندازه تفاوت لحاظ از طبیعی و

 سطحی بار و اندازه شکل، در اختلاف همچنین

 نانوذرات سمیت میزان تفاوت در دیگر عامل نانوذرات

برون  باشد.می نرمال و سرطانی هایسلول بین

(Brune )2 نانوذرات ثیرأت، همکاران وTiO روی بر را 

 وجودم بدن و آزمایشگاهی شرایط در گوارشی لتلیااپی

 ادد نشان مطالعه این نتایج دادند. قرار مطالعه مورد زنده

 عبور کولون و ایلئوم تلیالاپی از 2TiO نانوذرات که

 این آزمایشگاهی شرایط در شود.می آگلومره و کرده

 تجمع مخاطی هایسلول و M هایسلول در نانوذرات

 و سلولی سمیت توجهی قابل طورهب اما کنندمی پیدا

 میتس عدم زمینه در نکته این و کنندنمی القا را آپوپتوز

 سالم و نرمال هایسلول برروی نانوذره این سلولی

 انعنو به آینده در بتوان که است اهمیت حایز بسیار

   (.۲7) گیرد قرار استفاده مورد ضدسرطان دارویی کاندید

 هایژن بیان الگوی اهمیت شناسایی که است بدیهی

 داروهای متاستازی فعالیت به پاسخ در آپوپتوزی

 هایبررسی بنابراین است. اهمیت حائز ضدسرطانی

 ژن این mRNA بیانی پروفایل اینکه اثبات برای بیشتری

  است. ضروری درمان به پاسخدر  تواندمی

 

 گيرینتيجه

 درمانی استفاده مطالعه این از آمده دستهب نتایج

 نشان کولون سرطانی هایسلول در را 2TiO نانوذرات

 مدل روی بالینی مطالعات هابررسی این طبق داد.

 نهمچنی و نانوذرات اثر ییدأت برای انسانی و حیوانی

 نرمال و سالم سلولی رده روی بر نانوذره این ثیرأت

 در 2TiO نانوذرات از استفاده بنابراین باشد.می ضروری

 ثرؤم تواندمی پروآپوپتوزی هایژن برخی بیان افزایش

 یشینپ تحقیقات و تحقیق این اساس بر توانمی باشد.

 سرطانی ضد اثرات 2TiO نانوذره که گرفت نتیجه

 این مشتقات و دارد سرطانی هایسلول بر قدرتمندی

 عنو این درمان در مهمی نقش تواندمی آینده در ترکیب

 پروسه که صورتی در بنابراین .کنند بازی هاسرطان از

 در وانندتمی نانوذرات این شود، ییدأت نانوذره این بالینی

 در کولون سرطان به مبتلا بیماران برای بالینی موارد

 .شوند گرفته کار به آینده
 

 قدرداني و سپاس

 کارشناسی دانشجوی نامه پایان از بخشی مطالعه این

 خانم فائزه شکرالهی مولکولی و سلولی رشته ارشد
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Abstract 

Background: Today, titanium dioxide (TiO2) nanoparticles present extensive therapeutic applications. The 

present study was conducted to investigate the cytotoxicity of TiO2 on colon cancer cell line (HT29), and 

analyze the expression of caspase-3 and 9 genes.  

Materials and Methods: The present experimental study used the MTT assay to examine the cytotoxicity 

of 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 and 100 µg/ml concentrations of TiO2 nanoparticles on cell line HT29. After the 

treatment of HT29 cells with IC50 concentration of TiO2, the gene expression levels of caspase-3 and 

caspase-9 were investigated and compared with the reference gene of GAPDH using real time PCR. DAPI 

staining and flow cytometry were ultimately used to confirm apoptosis in HT29 cells.   

Results: The treatment of HT29 cells with different concentrations of TiO2 showed that TiO2 nanoparticles 

at 50 and 100 µg/ml concentrations present the highest cytotoxicity, which was statistically significant 

(P<0.05). Moreover, the expression of caspase-3 gene was found to be significantly upregulated by 

2.0±69.13 (P<0.001) and that of caspase-9 gene by 3.0±46.29 (P<0.001) in HT29 cell lines treated with 

TiO2 nanoparticles for 24 hours. The results of DAPI staining and flow cytometry also confirmed apoptosis 

in HT29 cells.    

Conclusion: According to the obtained results, TiO2 nanoparticles can be recommended as prospective  

medicinal candidates for pharmaceutical purposes, although further studies are required in this field. 

 

 

Keywords: TiO2 nanoparticle, colon cancer, apoptosis, real time PCR, flow cytometry 
 

©Iran South Med J.All right sreserved 
 

Cite this article as: Shokrolahi F, Aliasgari E, Mirzaie A. Cytotoxic Effects of Titanium Dioxide Nanoparticles on Colon Cancer Cell Line (HT29) 

and Analysis of Caspase-3 and 9 Gene Expression Using Real Time PCR and Flow Cytometry. Iran South Med J 2019;21(6):426-438 
 

Copyright © 2019 Shokrolahi, et al This is an open-access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-noncommercial 4.0 International License which 

permits copy and redistribute the material just in noncommercial usages, provided the original work is properly cited. 

 

 
**Address for correspondence: Department of Biology, East Tehran Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran.  
E.mail: ealiasgari@iauet.ac.ir 

*ORCID: 0000-0002-1708-8868 

**ORCID: 0000-0003-0512-4224 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 is

m
j.b

pu
m

s.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
15

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            13 / 13

http://bpums.ac.ir/
http://ismj.bpums.ac.ir/
https://ismj.bpums.ac.ir/article-1-979-en.html
http://www.tcpdf.org

