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 چکیده
استرس اکسیداتیو مشکل عمده جامعه بشری و سرچشمه پیدایش بیماری های گوناگون از جمله آب مروارید و سرطان  مقدمه:

است. رادیکال های آزاد اتم یا مولکول هایی هستند که به خاطر وجود الکترون تک در بدن موجودات بسیار واکنش پذیرند و می 
ناپذیر به مولکول های حیاتی آسیب برسانند. آنتی اکسیدان ها قادرند سیستم های بیولوژیک را در برابر این توانند به طور برگشت 

سرطانی و آنتی اکسیدانی است. هدف از این مطالعه  ذرات اکسید روی دارای اثرات ضد میکروبی، ضد عوامل محافظت کنند. نانو
سنتز شده به روش سبز و تغییرات بیان ژن کاتالاز در سلول های سرطان کبدی ذره اکسید روی  بررسی اثرات آنتی اکسیدانی نانو

 ذره مورد نظر است.  در پاسخ به غلظت های مختلف نانو (HepG2)انسانی

-ABTS (2،2 فعالیت آنتی اکسیدانتی نانو ذره اکسید روی سنتز شده به روش سبز با روش جذب رادیکال مواد و روش ها:

کشت داده  (HepG2)چنین سلول های سرطان کبدی انسان سنجش شد. هم (سلفونیک اسید -6-بنزوتیازولیناتیل -3آزینو بیس)
 انجام شد cDNA  ،Real time PCRو سنتز  RNAپس از استخراج  ذره اکسید روی تیمار شد. و با غلظت های مختلف نانو شد

 و تغییرات بیان ژن کاتالاز ارزیابی شد.

 µg ABTS)ذره اکسید روی سنتز شده به روش سبز دارای فعالیت مهارکنندگی رادیکالنانو  یافته های پژوهش:

IC50=1200) ذره اکسید روی سنتز شده به روش سبز بیان ژن کاتالاز در مقایسه با ژن  چنین با افزایش غلظت نانو است. هم
 افزایش یافت. GAPDHکنترل 

ذره اکسید روی سنتز شده به روش سبز دارای فعالیت  داد که نانو نتایج حاصل از این مطالعه نشان بحث و نتیجه گیری:

 .آنتی اکسیدانتی قوی است
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 مقدمه
با  رادیکال های آزاد اتم ها یا مولکول هایی

الکترون جفت نشده هستند که قادرند به طور برگشت 
،  DNAناپذیر به مولکول های سیستم بیولوژیک نظیر

پروتئین ها، کربوهیدرات ها آسیب وارد نمایند. 
خوشبختانه در طی دوران تکامل سیستم های 
بیولوژیک طبیعت با طراحی و ساخت آنتی اکسیدان ها 

وه زیانبار رادیکال های جانداران را در مقابل اثرات بالق
در افراد سالم بین (. 2،2)آزاد محافظت نموده است

میزان تولید رادیکال های آزاد و دفاع آنتی اکسیدان 
بدن تعادل مناسبی وجود دارد. بروز اختلال در این 

له ئتعادل سبب ایجاد استرس اکسیداتیو شده و این مس
رادیکال تضعیف سیستم آنتی اکسیدانی و افزایش تولید 

آنتی اکسیدان ماده ای است . (2)های آزاد را در پی دارد
که بتواند از آسیب اکسیداتیو به مولکول هدف 

سیستم های جلوگیری کند یا آن را به تاخیر بیاندازد. 
چون  دفاع آنتی اکسیدانی آنزیمی شامل آنزیم هایی هم

 پراکسیداز، گلوتاتیون (SOD)سوپراکسید دیسموتاز
(GPX) و کاتالاز(CAT)  می باشند. سیستم دفاع آنتی

اکسیدانی غیرآنزیمی شامل ویتامین ای)آلفا توکوفرول(، 
 بنا .(2)کارتنویدها، اسید اوریک و بیلی روبین می باشند

وژن، بدن را در مقابل رادیکال داین سیستم دفاعی آن بر
کاتالاز یک آنزیم یوبی  های فعال حفظ می کند.

وئیتین است که در همه موجودات شناخته شده وجود ک
دارد. در سلول های یوکاریوتی این آنزیم در پراکسیزوم 

. این آنزیم در پاسخ به فعالیت (3)ها وجود دارد
تبدیل می  O2 و  H2Oبه دو H2O2دو )کاتالیتیکی خود

در جایگاه فعال خود داراری هم است و در پاسخ  (شود
. (4)به شرایط استرس اکسیداتیو نیز القا می شود

نشان دادند کاتالاز اما نه  همکارانسیمون و 
 گلوتاتیون پراکسیدازیا ( SOD)سوپراکسید دیسموتاز

(GPX)  قادر به حفاظت فیبروبلاست های انسانی در
مقابل رادیکال های آزاد تولید شده توسط سیستم 

نتایج چند تحقیق  .(5)گزانتین اکسیداز است-استالدهید
نشان داده است که استرس اکسیداتیو در پاتوژنز 
بسیاری از بیماری ها از جمله آترواسکروز، فشار خون، 

. (6-23)ایسکمی قلبی، دیابت و سرطان دخالت دارد
که  ،باشد  انوتکنولوژی شاخه جدیدی از علم مین

با  تولید شده ذرات کاربردهای وسیعی داشته و نانو
یات شیمیایی ها، شکل و خصوص  ترکیبات و اندازه

های بیولوژیکی و  توانند کاربرد  سطحی مختلف می
 از . یکی(24،25)زیست پزشکی مختلفی داشته باشند

 که است( ZnO)روی اکسید ذرات، نانو ترین  مهم
. نانو ذره اکسید روی با توجه (26)دارد کاربرد بسیاری

، ضد (21)به مطالعات حاکی از اثرات ضد سرطانی
مورد  (21)و فعالیت های  آنتی  اکسیدانی (21)میکروبی

ذرات اکسید  در این میان، نانوتوجه قرار گرفته است. 
فرد نوری، به  روی به خاطر خصوصیات منحصر

کاتالیتیکی، نیمه هادی به طور گسترده تولید و از نظر 
در مطالعه ای که توسط . (22)تکنولوژی کاربرد دارند

خانی و همکاران صورت گرفت نشان داده شد که این 
جمله  زا از  های بیماری  ذره قادر است رشد باکتری نانو

 مهار را استافیلوکوکوسو  اشریشیاکلی شیگلا،
و همکاران با مطالعه روی کاندیدا  . استیون(22)کند

که روش فتوکاتالیتیک اکسید  آلبیکنس  نتیجه گرفتند
 .(22)روی روش سودمندی برای مهار قارچ ها می باشد

ذره در برخی موارد سبب اثرات  چنین این نانو  هم
حفاظتی شده و قادر است میزان سمیت برخی ترکیبات 
را کاهش دهد از این ویژگی نیز در تحقیقات مختلف 
به منظور کاهش اثر سمیت برخی ترکیبات دارویی 

ای اثر   استفاده شده است. برای مثال در طی مطالعه
مورد بررسی  کسوروبیسینوروی و د اکسیدزمان  هم

این ترکیب قادر است  قرار گرفت و نتایج نشان داد که
مثلی دوکسوروبیسین  کاهش سمیت تولید سبب
. در سال های اخیر سنتز سبز نانو ذرات فلزی (23)گردد

شده  به یک موضوع مورد علاقه در علم نانو تبدیل
رات فلزی با ذ سزایی برای بیوسنتز نانوه است. توجه ب

استفاده از ارگانیسم ها وجود دارد. در میان این 
ارگانیسم ها گیاهان مورد توجه قرار گرفته است زیرا 
نانو ذراتی که بدین طریق سنتز می شوند پایدار هستند 

در  .(24،25)ها سنتز می گرد و میزان گسترده ای از آن
ز سبز نانو ذرات، واکنش ردوکس در محلول طی سنت

های نمکی رخ می دهد به صورتی که عصاره های 
ارگانیسم های مختلف شامل مواد احیاء کننده هستند 
که الکترون ها را به یون های فلزی انتقال داده و در 

برای . (26،21)نهایت نانو ذرات فلزی تولید می شوند
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 و ای فیزیکه  ذرات اکسید روی روش تولید نانو
باید توجه داشت که  .(21)شیمیایی متنوعی وجود دارد

های فیزیکی و   با استفاده از روشی که ذرات نانو
 شوند دارای محدودیت هایی می  میشیمیایی سنتز 

در های سمی   استفاده از حلالباشند از جمله آن که  
  ساخت این ترکیبات سبب تغییر در پایداری و اندازه آن

ها به   این استفاد از میکروارگانیسم بر ها شده و بنا
کاهش این اثرات حائز اهمیت منظور از بین بردن و یا 

سیستم های زیستی از قبیل گیاهان، . (21)باشد  می
مر ها و باکتری ها جلبک، کپک های رشته ای، مخ

ذرات هستند که در این میان قارچ  قادر به تولید نانو
های رشته ای به علت وجود مقادیر در خور توجهی از 

ها  آنزیم ها و پروتئین های ترشحی، سهولت کار با آن
تر پردازش پایین  در آزمایشگاه و شاید از همه مهم

. (32)دستی ساده از جذابیت بالاتری برخوردار هستند
ذرات  تکنولوژی برای تولید نانو قارچ ها در نانو اخیراً

سنتز با استفاده از قارچ  مورد استفاده قرار گرفته است.
نشان داده است که این منبع تجدید شدنی و سازگار با 

کننده  ءمحیط زیست می تواند به عنوان یک عامل احیا
ذرات طلا مورد  تز نانوذرات نقره و نانوموثر برای سن

زیستی فلزات می تواند  ءاستفاده قرار گیرد. این احیا
ذرات فلزی به روش سبز مورد استفاده  برای تولید نانو

قرار بگیرد که روشی سازگار با محیط زیست و غیر 
اثرات ناشی از این ترکیبات نیز تا  .(32)سمی است

حدود زیادی ناشناخته است از این رو در این تحقیق 
اکسیدانی نانو ذره اکسید سعی شده است اثرات آنتی 

گونه های  .روی سنتز شده به طریق سبز بررسی شود
  Fusarium oxysporumقارچی متعدد مانند

،Fusarium semi- tectum ،Alternaria alternata 

 ، Penicillium brevicompactum ،Pleurotus 

sojarcaju ،Aspergillusfumigates،Clostridium 

versicolor ذرات مورد استفاده قرار  برای سنتز نانو
 ذرات اکسید از این رو در مطالعه حاضر نانو گرفته اند،

قرار استفاده  از قارچ آسپرژیلوس مورد سنتز شدهروی 
 گرفته است.

 هامواد و روش 
رده سلولی  در این مطالعه: استفاده مورد مواد

داری یاز انستیتو پاستور ایران خر (HepG2)سرطان کبد

کیـت  ،Gibco-USA مواد کشت سلول از شد.
، کیت Rocheشرکت  RNA High pureاستخراج 

 احیاء گلوتاتیون و. از شرکت فرمنتاز cDNAسنتز 
-ABTS 2,2'-azino-bis(3    محلول شده،

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)  
قارچ آسپرژیلوس  .شد تهیه (آلدریش آمریکا سیگما)

و سیب زمینی در  نیگر در محیط کشت حاوی دکستروز
درجه سانتی گراد بر روی شیکر دورانی با  21±4دمای 
ساعت  12 انکوبه شد. بعد از rpm252  سرعت

با استفاده از فیلتراسیون به  انکوباسیون توده قارچی
سوپرناتانت  کمک کاغذ صافی واتمن جدا شد.

جداسازی شده در لوله سانتریفوژ یخچال دار برای 
میلی لیتر از  222 سپس استفاده بیشتر نگهداری شد.

 22میلی مولار( با  3مولار زینک سولفات) 2/2محلول 
ر میلی لیتر سوپرناتانت به فلاسک انتقال داده شد و ب

ساعت هم  16به مدت  rpm252  روی شیکر با سرعت
فلاسک های حاوی سوپرناتانت حاصل از قارچ  زده شد.

یا زینک سولفات به ترتیب به عنوان کنترل مثبت و 
 منفی در نظر گرفته شد.

مولکول  :ABTSرادیکال  حذف قابلیت بررسی
ABTS  به عنوان ماده ای معرفی می شود که در
فعالیت آنتی اکسیدانی مواد در صنایع غذایی و  سنجش

در تحقیقات کشاورزی کاربرد زیادی دارد. این ترکیب 
گرم بر مول است. این  62/524دارای وزن مولکولی 

روش هم برای ترکیبات هیدروفیل و هم برای ترکیبات 
چنین در  این ماده هم .لیپوفیل قابل استفاده است

ایی کاربرد دارد و نیز تعیین سنتیک واکنش های شیمی
در تشخیص اتصالات مولکولی و آنزیمی به خصوص 
تکنیک الایزا استفاده می شود. در این مطالعه فعالیت 

ارزیابی  ABTSذره اکسید روی در حذف رادیکال  نانو
شد. اساس این روش به صورتی است که در مرحله اول 

)حالت کاتیونی( تولید شده و  ABTSباید رادیکال های 
پس از آن در یک دوره زمانی، کاهش جذب محلول با 

ذره ثبت می شود. برای  اضافه کردن نمونه حاوی نانو
به  (.32)انجام این از روش لی و همکاران استفاده شد

میلی لیتر  ABTS ،2منظور تهیه محلول رادیکال 
ABTS 1  میلی لیتر پتاسیم پرسولفات  2میلی مولار و

گر مخلوط گردید و به مدت میلی مولار با یکدی 45/2
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درجه سانتی گراد قرار  25ساعت در تاریکی و دمای  26
داده شد. محلول حاصل با افزودن آب، تا رسیدن به 

نانومتر رقیق شد.  143در طول موج  156/2جذب 
  میلی مولار بود.  524/2غلظت محلول رقیق شده حدود 

 رادیکال شده رقیق محلول از لیتر میلی 2 سپس
ABTS غلظت در ذره نانو محلول از لیتر میلی 2 با 

 مدت به انکوباسیون از پس و شد مخلوط متفاوت های
 در محلول جذب گراد سانتی درجه 31 در ساعت 2

 آوردن دسته ب برای. شد گیری اندازه نانومتر 134
IC50 ذره نانو از مختلف غلظت پنج آزمایش این در 
322، 625، 2252، 2522،g/ml µ 5222 ترکیب و 

 ترکیب عنوان به گلوتاتیون از .شد استفاده استاندارد
 آب ml2 محتوی شاهد محلول. شد استفاده استاندارد

 یا روی اکسید ذرات نانو حاوی محلول جای به مقطر
 و شد انجام نوبت سه در آزمایش این بود استاندارد

 درصد. گرفت قرار محاسبات ملاک میانگین، مقادیر
 :آمد دست به ذیل رابطه از رادیکال حذف فعالیت

جذب نمونه  جذب بلانک

 جذب بلانک
 رادیکال جذب =درصد222×  

در این رابطه جذب بلانک بیانگر جذب محلول 
حاوی شاهد و جذب نمونه نشان دهنده جذب محلول 

 ذرات اکسید روی در غلظت ها مختلف ذکر شده نانو
 می باشد.

بررسی  فعالیت آنتی اکسیدانتی  و بیان ژن آنزیم  
در سلول های   Real time PCRکاتالاز با استفاده از 
تیمار شده با نانو ذره  (HepG2)سرطان کبد انسان

رده سلولی سرطان  سنتز شده به روش سبز:اکسید 
از بانک سلولی پاستور تهران  (HepG2)کبدی انسان
حاوی  15این این سلول ها در فلاسک  خریداری شد.

 به همراه FBS درصد RPMI 22محیط کشت سلولی 
ml2  پنی سیلین استرپتومایسین به عنوان آنتی بیوتیک

درجه   31و دمای   co2 درصد 5 ساعت در 24به مدت 
پس از پراکنش سطحی  سانتی گراد کشت داده شدند.

به منظور جداسازی سلول ها از کف فلاسک  درصد 15
سوسپانسیون سلولی پس از انتقال به  تریپسینه شدند.

فالکون سانتریفوژ شد که سوپرنتانت را دور ریخته و 
 4سپس  محیط کشت رقیق شد. ml2پلت سلولی با 

را انتخاب کرده و پس از شمارش  25عدد فلاسک 
لاسک از سوسپانسیون سلولی به ف lµ 252سلول ها 

ساعت انکوباسیون محیط  24پس از  ها اضافه شد
 ذرات کشت را خالی کرده غلظت های مختلف نانو

فلاسک  3به  g/mlµ 2222، 522، 252اکسید روی 
ذرات را دریافت  اضافه می شود. فلاسک شاهد نانو

ساعت  سلول ها از کف فلاسک  41نمی کند. پس از 
کار ه ب RNAجدا و سانتریفیوژ و به منظور استخراج 

از سلول های   RNAبدین منظور تمام گرفته شدند.
HepG2 ذره(  ذره و فاقد نانو )سلول های حاوی نانو

 ,RNA (Rocheبا استفاده از کیت استخراج 
Germany) مطابق با دستورالعمل شرکت استخراج ،

 (cDNA)مکمل  DNAبرای سنتز  RNAشد و این 
با استفاده از   cDNAمورد استفاده قرار گرفت.

oligo(dT) ،5، پرایمرX Reaction Buffer مهار ،
 Ribo Lock RNase ،dNTP ،Revert Aidکننده 

RT  گراد   درجه سانتی 42دقیقه در  62در مدت زمان
درجه سانتی گراد در دستگاه  12دقیقه در  5و 

انکوبه  Biotech (London, England)ترموسایکلر
-Bio از دستگاه Real time PCRگردید. برای انجام 

rad CFX96  استفاده شد. محلول واکنش برای انجام
Real time PCR شامل µ 2 cDNA ،µ2 پرایمر 

 µ 22SYBRو  آب µ1 وپرایمر ریورس  µ 2 فوروارد،

Green Master mix دناتوراسیون اولیه در دمای . بود
دقیقه انجام گرفت، و   3درجه سانتی گراد به مدت  16

 32درجه و  14زمان هر سیکل دناتوراسیون  دما و مدت
 51ثانیه در نظر گرفته شد. دمای اتصال برای پرایمرها 

ثانیه با استفاده از دمای گرادیان  32درجه به مدت 
 DNAبه منظور تکمیل نهایی ساختار  تعیین گردید

دقیقه در دمای  22های تکثیر شده، نمونه ها به مدت 
بدین صورت  .ام دادنددرجه تکثیر نهایی را انج 12

تغییرات سطوح بیان ژن کاتالاز در سلول هایی که 
تحت تاثیر غلظت های مختلف نانو ذره قرار گرفته 
بودند در مقایسه با سلول های فاقد نانو ذره بررسی شد. 

به عنوان ژن کنترل برای نرمالیزه  GAPDHژن 
 کردن بیان ژن ها مورد استفاده قرار گرفت.
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 توالی پرایمر .1شماره  جدول
Genes Forward 5'→3' Reverse 5'→3' 

GAPDH 5'-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3' 5'-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3' 

CAT 5'CGTGCTGAATGAGGAACAGA3' 5'AGTCAGGGTGGACCTCAGTG3' 

 

 

انحراف  :داده ها آماری تحلیل و تجزیه روش
معیار و انحراف از میانگین داده ها روش تجزیه و 

 SPSS تحلیل آماری داده ها به وسیله نرم افزار
های تیمار  محاسبه  شد. به منظور مقایسه بقای سلول

ذره اکسید روی و بررسی وجود اختلاف  شده با نانو
و آزمون SPSS  معنی دار در نتایج حاصله، از نرم افزار

( و one-way ANOVAیک طرفه) سآنالیز واریان
 استفاده شد. Tukeyتست 

 ی پژوهشیافته ها
ذره اکسید روی سنتز  فعالیت آنتی اکسیدانتی نانو

شده از قارچ آسپرژیلوس به روش سبز مورد بررسی قرار 
در این مطالعه فعالیت جذب رادیکال های  گرفت.

ABTS چنین تغییرات بیان ژن کاتالاز در غلظت  و هم

ذره اکسید روی سنتز شده از  های مختلف نانو
آسپرژیلوس در سلول های سرطان کبدی 

ارزیابی شد. فعالیت جذب رادیکال  (HepG2)انسان
ABTS ذرات اکسید روی در مقایسه با  توسط نانو

ذره  گلوتاتیون بیان می کند که با افزایش غلظت نانو
 ABTSمیزان فعالیت جذب رادیکال  اکسید روی

(. همان طور که 2 شماره افزایش می یابد)شکل
رادیکال های آزاد  درصد 52مشخص است، حدود 

ABTS  در غلظت حدود µg/ml2222 ذره مهار  نانو
ذره اکسید روی سنتز  می شود، که نشان می دهد نانو

قارچ آسپرژیلوس دارای خاصیت آنتی اکسیدانی  شده از
 است.

 
 
 

 
 

را نشان می دهد. در این آزمون  ABTSذره اکسید روی افزایش فعالیت مهار رادیکال  افزایش غلظت نانو .1شماره  شکل

 انحراف معیار گزارش شده است.±گلوتاتیون به عنوان استاندارد مورد استفاده قرار گرفت. داده ها بر اساس میانگین

 

 
 

GSH  312  625  1250  2500  5000

%Inhibition 100 25.5 29.7667 54.5333 69.1 89.7
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 (HepG2)تیمار سلول های سرطان کبدی انسان
( نشان µg2222- 252ذره) با غلظت های مختلف نانو

ذره اکسید روی   می دهد که با افزایش غلظت نانو
سنتز شده از قارچ آسپرژیلوس، بیان ژن کاتالاز در 

افزایش می یابد. لذا  GAPDHمقایسه با ژن کنترل 
ذره اکسید روی سنتز شده از آسپرژیلوس به روش  نانو

 تی اکسیدانی است)شکلــالیت آنـــسبز دارای فع
 .(2 شماره

 
 
 

 
 به عنوان GAPDHذره بیان ژن آنزیم کاتالاز را افزایش می دهد. ژن  افزایش غلظت نانو .2شماره  شکل

 استاندارد مورد استفاده قرار گرفته است. 

 

 

 و نتیجه گیری بحث
ر مطالعه حاضر به منظور بررسی اثرات آنتی د

سنتز شده از قارچ  ذرات اکسید روی اکسیدانی نانو
استفاده شد  ABTSآسپرژیلوس  از روش مهار رادیکال 

در پاسخ به تیمار چنین تغییرات بیان ژن کاتالاز  و هم
با غلظت  (HepG2)سلول های سرطان کبد انسانی

 Real timeذرات با بهره گیری از  های مختلف نانو

pcr  مورد مطالعه قرار گرفت. نتایج حاصل از این
، 625 ذرات بررسی نشان داد که با افزایش غلظت نانو

2252 ،2522، g/mlµ5222  درصد مهار رادیکال
ABTS غلظت مهاری  .افزایش یافتIC50  معادل
µg/ml2222 .رادیکال محاسبه شدABTS   تولید شده

از طریق پتاسیم پرسولفات یک  ABTSاز اکسیداسیون 
ابزار بسیار مناسب برای تعیین فعالیت آنتی اکسیدانتی 

که این روش بر اساس ربایش رادیکال نسبتاً  است

است که به یک محصول بی  ABTSپایدار سبز آبی 
رنگ تبدیل می شود. شدت کاهش رنگ نشان دهنده 

ABTSمقدار رادیکال 
است که توسط آنتی اکسیدان  +0

مهار می شود که میزان آن توسط دستگاه طیف سنج 
در مطالعه انجام شده  .(33)نوری اندازه گرفته می شود

فعالیت مهار  (2224توسط ناگاجیوتی و همکاران)
توسط نانو ذرات نقره سنتز شده از  ABTSرادیکال 

مورد بررسی قرار گرفت.  ،Inonotus obliqqusقارچ 
از طریق واکنش  ABTSرادیکال های کاتیونی 

ABTS1  میلی  45/2میلی مولار و پتاسیم پرسولفات
ساعت قرار دادن در تاریکی تولید  26 مولار پس از

غلظت های مختلف  PBSپس از رقیق سازی با  شدند.
 ذب درــله جــد و بلافاصــذرات نقره اضافه ش نانو

nm 134 .در این آزمایش از اندازه گیری شد BHT   به
 فعالیتشان داد ـــنتایج ن عنوان استاندارد استفاده شد.

Control  250  500  1000

CAT 1 1.35375 3.56904 9.07489
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با افزایش  توسط نانو ذرات نقره ABTSمهار رادیکال 
حداکثر غلظت نانو ذره افزایش می یابد. به طوری که 

و حداقل  درصد 51/16میلی مولار  2مهار در  غلظت 
 درصد 11/62میلی مولار  225/2مهار در غلظت 

دست آمده در مطالعه ه که این مشابه نتایج ب ،(34)است
از روش یکسانی برای که حاضر است بدین صورت 

افزایش با  و  بررسی فعالیت آنتی اکسیدانی استفاده شد
 ،2522، 2252، 625 ذرات اکسید روی غلظت نانو

g/mlµ 5222 مهار رادیکال ABTS  افزایش می یافت
دست آمد. آنتی ه ب µg/ml2222  معادل IC50و 

اکسیدان استاندارد گلوتاتیون به عنوان استاندارد انتخاب 
در مطالعه دیگری خواص آنتی اکسیدانتی نانو  شد.

شده از عصاره میوه زردآلو ذرات طلا و نقره تولید 
(Prunus armeniaca مورد بررسی قرار گرفت. در )

این مطالعه فعالیت آنتی اکسیدانتی وابسته به غلظت 
و  DPPHذرات طی آزمایشات حذف رادیکال های  نانو

ABTS .مشاهده شد  IC50  نانو ذرات طلا و نقره برای
میلی گرم و  26/ 21و  21/22 به ترتیب DPPHتست 

میلی  22/1و  42/3به ترتیب  ABTSآزمایش  طی
ذرات نقره فعالیت آنتی  این نانو بر گرم گزارش شد. بنا

ذرات طلا از خود  اکسیدانتی بیشتری نسبت به نانو
ذرات  نشان دادند. در هر دو مورد با افزایش غلظت نانو

که این  .(35)فعالیت آنتی اکسیدانتی نیز افزایش یافت
نتایج مشابه نتیجه گیری استخراج شده از مطالعه حاضر 

 ظرفیت مهار رادیکالدر مطالعه ای مشابه  است.
ABTS  ذرات طلا سنتز شده از  نانوتوسطInonotus 

obliqqus گرفت نانومتر مورد بررسی قرار 23 با اندازه  .
از طریق واکنش  ABTSرادیکال های کاتیونی 

ABTS1  میلی  45/2میلی مولار و پتاسیم پرسولفات
 ساعت قرار دادن در تاریکی تولید شد. 26 مولار پس از

 ای مختلف نانوغلظت ه PBSپس از رقیق سازی با 
  nm134  ذرات طلا اضافه شد و بلافاصله جذب در

به عنوان   BHTدر این آزمایش از اندازه گیری شد.
 222 [ استاندارد استفاده شد و درصد مهار طبق رابطه:

 محاسبه شد. ]جذب کنترل(-جذب کنترل/)جذب نمونه
با  ABTSنتایج نشان داد که تاثیر مهار رادیکال 

ذرات افزایش می یابد. در غلظت  افزایش غلظت نانو
 225/2 ،25/2، 5/2، 2ذرات طلا  های مختلف نانو

و  mM2در   ABTSمیلی مولار حداکثر مهار رادیکال 
در . (36)گزارش شده است mM225/2حداقل مهار در 

 ABTSاین مطالعه مشابه با بررسی مهار رادیکال 
ذرات طلا مورد ارزیابی قرار  فعالیت آنتی اکسیدانی نانو

 است.گرفت که تفسیراین نتایج مشابه نتایج حاضر 
روش های زیادی به شیوه های گوناگون در شرایط 

ها را  مختلف، ظرفیت آنتی اکسیدانی و موثر بودن آن
 مطالعات انجام شده روش اکثر بررسی می  کند که  در

ABTS  وDPPH  بسیار کاربرد دارد و هر دو بر اساس
و کاهش رادیکال آزاد با تغییر رنگ  انتقال الکترون

و  کومار براجش .(31)شونداندازه گیری می 
نانو ذرات  ( فعالیت آنتی اکسیدانی2224)همکاران

استخراج شده در نانومتر  12-22 در اندازه اکسید روی
 را بررسی کردند.( Citrus paradiseمیوه گریپ فروت)

اندازه برای بررسی فعالیت آنتی اکسیدانی از روش 
این روش آنتی  در استفاده شد. DPPHگیری رادیکال 

DPPH  (DPPHاکسیدان با رادیکال
پایدار به رنگ ( 0

-2-دی فنیل-2 و 2دهد و آن را به  بنفش واکنش می
پیکریل هیدرازین بی رنگ تبدیل می کند. غلظت های 

از   میلی لیتر 2ذرات اکسید روی با  مختلف نانو
DPPH

0 Mµ22  محلول در متانول مخلوط شد. و پس
نانومتر اندازه  521دقیقه تاریکی جذب محلول در  32از 

مهار رادیکالی در  نتایج نشان داد که درصد گیری شد.
میلی مولار  با افزایش غلظت  5/2تا  3/2غلظت های 

 5/2ذرات افزایش پیدا کرده است به طوری که در  نانو
نسبت  درصد ≥12ظرفیت آنتی اکسیدانی میلی مولار 

 می باشد. هم diphenyl-2-picrylhydrazyl-1,1به 
چنین گزارش شده است نانو ذرات اکسید روی سنتز 
شده یه روش سبز به طور قابل توجهی در پزشکی و به 
صورت سازگار با محیط زیست مورد توجه قرار گرفته 

نتیجه این بررسی به طور مشابه فعالیت آنتی  .(31)است
 در ذرات اکسید روی را ثابت می کند. اکسیدانی نانو

ذرات اکسید  مطالعه ای دیگر تاثیرآنتی اکسیدانی نانو
 در Cassiafistula عصاره گیاهی روی سنتز شده از

 5-25اندازه  در mg 1  ،6، 4 ،2غلظت های مختلف 
نانومتر با استفاده از روش مهار رادیکال های آزاد 

DPPH  اندازه گیری شد و نتایج نشان داد که با
ا ــت 2222د روی از ـذرات اکسی افزایش غلظت نانو
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gµ 1222 . درصد مهار رادیکال افزایش می یابدIC50 

 .(31)شده است گزارش g/mlµ2153 مطالعه این در
نتایج این مطالعه مشابه داده های مطالعه های حاضر 

استفاده  ABTS چه در مطالعه حاضر از روش است  اگر
 ABTSو   DPPHشده است اما اساس هر دو روش 

مطالعات  .بر پایه انتقال الکترون و رنگ سنجی است
حاصل از تیمار کردن گندم با نانو ذرات اکسید روی و 
 کوپراکسید نشان می دهد که رشد گندم در حضور نانو

ذرات  اکسید و به میزان کمتری با نانو ذرات کوپر
اکسید روی باعث پراکسیداسیون لیپید در غشای ریشه 

، در مالون دی آلدهیدگندم با توجه به افزایش میزان 
ذرات نسبت به  عصاره گیاهان رشد کرده همراه نانو

افت. سطوح کلروفیل در برگ گیاهان کنترل افزایش ی
ذرات اکسید روی و کوپر  گیاهان تیمار شده با نانو

اکسید در مقایسه با کنترل کاهش یافت. بر اساس 
 پراکسیداسیون لیپیدی در گیاهان تیمار شده با نانو
ذرات پاسخ آنتی اکسیدانی گیاه بررسی شد. در عصاره 

ن گیاهان تیمار شده با کوپر اکسید نسبت به گیاها
کنترل دارای فعالیت بالاتر سوپراکسید دیسموتاز و 

ذرات  ا نانوبگیاهان تیمار شده  مشاهده شد. کاتالاز
کاتالاز مشاهده شدند.  اکسید روی با کاهش فعالیت

 در ساقه های گیاهان رشد کرده با نانو  GSSHسطح
ذرات به طور چشم گیری در مقایسه با گیاهان کنترل 

اکسیژن برای بقاء لازم است اما  .(42)افزایش یافت
باید  گونه های فعال اکسیژنمتابولیت های آن مانند 

مداوم غیر فعال شوند تا فقط میزان کم آن که برای 
 بر ضروری است باقی بماند. بنا لعملکرد نرمال سلو

سری از انواع مختلف آنتی اکسیدان ها بر علیه  این یک
کاتالاز  .(42)اکسیژن عمل حفاظتی را انجام می دهند

فراوان در  یک آنزیم آنتی اکسیدانی است و به طور
در مقابل  بافت های مختلف وجود دارد و سلول ها را

اکونو و  کند. اثرات مضر هیدروژن محافظت می
گزارش کردند که بافت چربی نسبت  (2115همکاران)

بر  .(42)به کبد و کلیه کاتالاز بیشتری را بیان می کند
روی سلول های سرطان  اساس مطالعه انجام شده بر

 نانو g/mlµ 25تیمار شده با  (HepG2)کبد انسانی
ذرات اکسید روی سنتز شده به روش رسوب گذاری 

و لیپید  گونه های فعال اکسیژن ساعت، 24طی 

پراکسیداز به عنوان مارکرهای اکسیدانی در حالی که 
سوپراکسید  وضعیت آنتی اکسیدانی با توجه گلوتاتیون،

گلوتاتیون  ردوکتاز، گلوتاتیون کاتالاز، دیسموتاز،
افزایش پراکسیداز مورد بررسی قرار گرفت. نتایج 

غشایی و از سوی دیگر   لیپید پراکسیداز و  ROSتولید
های آنتی اکسیدانی گلوتاتیون  کاهش فعالیت آنزیم

ردوکتاز،  گلوتلتیون پراکسیداز،  سوپر اکسید دیسموتاز 
 داخل سلولی و  ROSمشاهده شد. تولید زیاد  و کاتالاز

غشایی در سلول های تیمار شده با نانو  لیپید پراکسیداز
ذرات اکسید روی همراه کاهش اجزای آنتی اکسیدانی 

و استرس اکسیداتیو   ROSحاکی از آن است که تولید 
به عنوان مکانیسم اولیه در ایجاد سمیت سلولی  احتمالاً

ذرات اکسید روی در سلول های سرطانی کبد  نانو
 در مقایسه با مطالعه حاضر. (43)انسان مطرح می شود

که بیان کاتالاز افزایش پیدا کرده است می توان اظهار 
ذرات اکسید روی خریداری شده در این مطالعه  کرد نانو
شده است و این قارچ تحت  آسپرژیلوس سنتزاز قارچ 

شرایط استرس اکسیداتو فعالیت آنتی اکسیدانی را 
لذا افزایش بیان کاتالاز را در مطالعه  افزایش می دهد.

  به علت قارچ آسپرژیلوس نیگر است. حاضر احتمالاً
را در ریه  ذرات اکسید روی مطالعه دیگری سمیت نانو
رات اکسید روی به صورت ذ رت های تیمار شده با نانو

موش ها به چهار گروه  خوراکی مورد بررسی قرار داد.
گروه یک و دو به صورت  ده تایی تقسیم شدند.

ذرات اکسید روی را  نانو mg/kg222  و 42خوراکی 
گروه سه و چهار به  ساعت دریافت کردند. 24برای 
را دریافت  mg/kg222  و 42هفته روزانه  2مدت 
سطوح  موش به عنوان کنترل انتخاب شد. ده تا کردند.

شده در بافت ریه در چهار گروه پایین  ءگلوتلتیون احیا
تیون در رت اچه کاهش گلوت اگر تر از گروه کنترل بود.

ذرات به مدت یک  های تیمار شده با دریافت روزانه نانو
در  mg/kg222  و 42هفته در هر دو دوز کم و زیاد 

 24برای  mg/kg42 کننده دوز مقایسه با گروه دریافت 
ساعت بیشتر بود. هر چهار گروه مورد مطالعه کاهش 
فعالیت کاتالاز را در هموژنات ریه رت ها نشان 

انجام شده  in vivo . مطالعه بالا در محیط(44)دادند
 انجام شد. in vitroاست در حالی که مطالعه حاضر در 

علاوه بر این خصوصیات قارچ آسپرژیلوس نیگر باعث 
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ذرات اکسید روی فعالیت آنتی  شده است که نانو
مشخص شده است که اکسیدانی از خود نشان دهند. 

باعث ایجاد استرس اکسیداتیو در قارچ  شوک حرارتی
آسپرژیلوس نیگر می شود. تحت این شرایط سطوح 

O2)آنیون های سوپراکسید گونه های فعال اکسیژن،
0-) 

. سلول های می یابدو هیدروژن پراکسید افزایش 
پرژیلوس زنده تحت شوک حرارتی افزایش سآ

چشمگیری در سطوح آنزیم های آنتی اکسیدانی 
. در (41)می دهندسوپراکسید دیسموتاز و کاتالاز نشان 

 B1-Dمطالعه دیگری از قارچ آسپرژیلوس نیگر 
تیمار کردن قارچ با غلظت  که مشخص شد استفاده شد

به طور کامل از کشته شدن سلول  H2O2های پایین 
ها در غلظت های بالای این اکسیدانت جلوگیری می 

قابلیت B1-D  که نشان می دهد آسپرژیلوس نیگر کند
را از طریق کاهش رشد و افزایش  H2O2تطابق با 

کسیدانت شامل سوپراکسید فعالیت آنزیم های آنتی ا
، گلوتاتیون پراکسیداز، کاتالاز و گلوتاتیون دیسموتاز

توجه به این که در مطالعه حاضر  با. (45)ردوکتاز است
ذرات اکسید روی از قارچ آسپرژیلوس نیگر سنتز  نانو

شده است می توان نتیجه گرفت که فعالیت آنتی 
ذرات اکسید روی مرتبط با بسیاری از  انی نانواکسید

ذرات  بررسی سمیت نانو .ویژگی های این قارچ است

 Fagopyrumدر گیاه دارویی اکسید روی

esculentum  از طریق بررسی اثرات بیومس و فعالیت
آنزیم های اکسیدانی، افزایش فعالیت آنزیم کاتالاز و 
آنتی اکسیدان گلوتاتیون را به صورت وابسته به غلضت 

مطالعات حاکی از آن است که  .(46)ذره را نشان داد نانو
تحت تاثیر قرار گرفته 3T3-LI و  C2CI2سلول های 

 24 ذره اکسید روی طی با غلظت های مختلف نانو
تیون ردوکتاز، اساعت، افزایش چشمگیری در گلوت

گلوتاتیون پراکسیداز، سوپراکسید دیسموتاز، کاتالاز و 
LDH  را به صورت وابسته به دوز نشان دادند. فعالیت

، 4/31به صورت  C2CI2آنزیم کاتالاز در سلول های 
در سلول های  درصد 12، 52، 22و درصد  1/53 ،3/25

3T3-LI  نانو  32، 22 ،22به ترتیب در غلضت های
 چنین این سلول سید روی، افزایش یافت. همذرات اک

ذره تغییرات زیادی را در  ها در غلطت های مختلف نانو
ژن آنزیم آنتی اکسیدانتی به صورت  mRNA بیان

کاتالاز در  mRNAوابسته به دوز نشان دادند. بیان 
فولد  5/2، 15/2، 31/2به صورت  C2CI2 سلول های

 2و  1/2، 6/2به صورت   3T3-LIو در سلول های
ذره  نانو 32، 22 ،22فولد در غلظت های به ترتیب 

که این نتایج با یافته های ما  .(41)افزایش یافت
 و نتایج ما را تایید می کند. مطابقت دارد
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Abstract 

Introduction: Stress oxidative is a major 

problem for centuries and the origin of 

various disease from cataracts to cancer. 

Free radicals are atoms or molecules the 

have the single electron that re highly 

reactive and can be irreversible damage to 

vital molecules in organisms. Antioxidants 

are capable of biological systems to protect 

against this elements. zinc oxide 

nanoparticle have antimicrobial, anti-cancer 

and antioxidant properties. The purpose of 

this study was to assess the antioxidant 

effect of zinc oxide nanoparticle 

synthesized  by green method and catalase 

gene expression changes in human liver 

cancer cells (HepG2) in response to 

different concentration of nanoparticles. 

 

Materials & methods: Antioxidant activity 

of zinc oxide nanoparticles synthesized by 

green method was measured using ABTS 

(2, 2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-

sulphonic acid) radical absorbance. The 

human liver cancer cells (HepG2) cultured 

in the six well plates and then were treated 

with different concentrations of 

nanoparticles. After extraction of RNA and 

synthesis of cDNA, Real time PCR was 

carried out and catalase gene expression 

changes were assessed. 

 

Findings: Antioxidant activity of zinc oxide 

nanoparticles synthesized  by green method 

was measured by ABTS (2, 2'-azino-bis (3-

ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) 

(IC50= 1200µg) radical scavenging activity. 

Also, with the increasing concentration of 

zinc oxide nanoparticles synthesized  by 

green method , catalase gene expression 

compared to control gene GAPDH 

increased. 

 

Discussion & conclusions: The results of 

this study showed that the concentration of 

zinc oxide nanoparticles synthesized  by 

green method had a strong antioxidant 

activity. 

 

Keywords: Zinc oxide nanoparticle, 

Antioxidant, Green method , Catalase gene
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