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  موجب  ذرات   اين   فرد   به   منحصر   در نانوتكنولوژي ايجاد كرده است. خصوصيات   را   اي گسترده   هاي پيشرفت   )، SPIONsنانوذرات سوپر پارامغناطيس اكسيدآهن ( .  چكيده 
  ها سلول  رديابي  براي  غيرتهاجمي  تحليل   و  تجزيه  امكان   ها، كاربرد   اين   از   يكي .  است   شده   پزشكي   هاي حوزه   جمله   از   مختلف   هاي زمينه   در   ها آن   كاربرد   روزافزون   گسترش 

 غلظت  به  وابسته   آهن اكسيد  نانوذرات  از  ناشي  سلولي  آسيب  كه اين   به  توجه  با .  است  شده   گزارش  نانوذرات  اين  توسط   ها سلول  در  سميت  ايجاد  احتمال  حال،  اين  با  . است 

 يافتن  مطالعه  اين  از  . هدف است  مهم  بسيار  آپوپتوز  از  ناشي  سلولي  مرگ  يا  سلولي  آسيب  از  جلوگيري  براي  آهن  اكسيد  نانوذرات  مناسب  غلظت  كردن  پيدا  بنابراين   است، 

  يش بر افزا  ير سلول، تاث  ي بر بقا  آهن اكسيد  نانوذره  مختلف   هاي غلظت   اثر   بررسي  هدف  با  مطالعه   اين . نشود  ها سلول  در  آپوپتوز  ايجاد  به  منجر   كه  است  SPIONs از  غلظتي 
 بنيادي  هاي سلول  قرار گرفت. ابتدا   ي و بررس   يابي مورد ارز   (hAMSCs)انسان    يوتيك آمن   ي مزانشيمي مشتق از غشا   يادي بن   هاي سلول   در )  p53(   آپوپتوز در    يل ژن دخ   يان ب 

  متمايز  غضروفي  و  استخواني   چربي،   سلولي   هاي رده  به   ها سلول   اين   بودن   پوتنت  مولتي   ويژگي  اثبات  جهت   و  شدند   داده  كشت   و  استخراج   انساني   آمنيوتيك  غشاي  بافت  از 
  اعتس   ٤٨  و   ٢٤  ي ) در بازه زمان ليتر ميلي   در   ميكروگرم   ٠،  ٥٠،  ١٠٠،  ١٥٠،  ٢٠٠(   آهن اكسيد   نانوذره   مختلف   هاي غلظت   با   شده   تيمار   هاي سلول   ماني زنده   درصد   سپس .  شدند 

  p53ژن    يان از نظر ب   hAMSCs  در  ساعت   ٢٤  از  بعد   نانوذره   از   ليتر ميلي   بر   ميكروگرم   ٢٠٠  و   ١٠٠،١٥٠،  ٠  هاي قرار گرفت. سپس اثر غلظت   يابي مورد ارز   MTTبه روش  
توسط    ي سطح   ي ماركرها   ي شكل داشتند كه در بررس   ي دوك   ي ظاهر   ي شده در كشت دو بعد   استخراج   hAMSCs  هاي شد.  سلول   يده سنج   Real-Time PCRروش    با 

را قادر به بيان نبودند. نتايج حاصل از بررسي توانايي    CD45و    CD34را بيان كرده و در مقابل    CD105و    CD29  ،CD90  ها سلول   ين مشخص شد كه ا   يتومتري، فلوسا 
  ١٠٠  و   ٥٠  غلظت   در   آهن اكسيد   نانوذره .  هستند را دارا    ي و غضروف   ي استخوان   ي، چرب   هاي سلول   هاي ها قابليت تمايز به رده سلول   نشان داد كه اين   hAMSCsچند تواني  
 يافت   كاهش  اي به شكل قابل ملاحظه   ي سلول   بقا   بعد   به  ١٥٠  غلظت  از   كه حالي نداشت. در   ها سلول   بقا   بر   معنادار  تاثيري  ساعت   ٢٤  ن زما   مدت  در  ليتر ميلي  در  ميكروگرم 

 )%٠/ ٠٠١،  ٤٢±١/ ٤  <P  يز حاصل از آنال   يج ). نتا  Real-Time PCR   بيان ژن   نشان داد كهp53   ليتر  ميكروگرم در ميلي   ١٥٠هاي  ناشي از مواجه سلول با نانوذره با غلظت
 )٠/ ٠٠١،  ٢/ ٤±٠/ ١  <P   ( ليتر ميلي   در   ميكروگرم   ٢٠٠ و   )٠/ ٠٠١،  ٤/ ١± ٠/ ١١  <P   ( اين  در  استفاده  مورد  نانوذرات   نتايج،  به  توجه  با .  يابد مي   افزايش   اي ملاحظه   قابل   شكل   به 

  .هستند  مناسب  ها سلول  رديابي  براي  ليتر ميلي  در  يكروگرم م   ١٠٠  ≤   غلظت  در  مطالعه 
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Abstract. Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) have made extensive advances in nanotechnology. The unique 
properties of these particles have expanded their application in various fields, including medicine. One of these applications is 
non-invasive analysis for cell tracking. However, the possibility of toxicity in cells is reported by these nanoparticles. Due to 
the fact that cellular damage caused by iron oxide nanoparticles is concentration-dependent, the determination of the appropriate 
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concentration of iron oxide nanoparticles is very important to prevent cell damage or cell death due to apoptosis. The aim of this 
study was to find a concentration of SPIONs which does not result in apoptosis. Therefore, the effects of different concentrations 
of iron oxide nanoparticles on cell survival were investigated, and the their effects on increased gene expression involved in 
apoptosis (p53) in human amniotic membrane derived mesenchymal stem cells (hAMSCs) were evaluated. First, stem cells 
were extracted from human amniotic membrane tissue and cultured. To demonstrate the multipotent characteristic of hAMSCs, 
these cells were differentiated into adipose, bone, and chondrocyte cell lines. Then, the viability of the cells treated with different 
concentrations of iron oxide nanoparticles (200, 150, 100, 50, 0 μg / ml) over a period of 24 and 48 hours was evaluated by 
MTT method. The effect of the concentrations of 0, 100,150 and 200 μg / ml of nanoparticles after 24 hours in hAMSCs was 
investigated for the expression of p53 gene by Real-Time PCR. hAMSCs were spindle-shaped in a two-dimensional culture. 
Flow cytometry examination of surface markers revealed that these cells were able to express CD  29, CD90 and CD105 but 
they were unable to express CD34 and CD45. The results of the multi-potency assay of hAMSCs showed that these cells were 
capable of being differentiated into adipocyte, bone and chondrocyte cell lines. Iron oxide nanoparticles had no significant effect 
on cell survival at the concentrations of 50 and 100 μg / ml in 24 hours. However, cell viability decreased significantly after the 
concentration of 150 μg / ml (42 ± 1.4%, p<0. 001. The results of Real-Time PCR analysis showed that the expression of p53 
gene significantly increased at concentrations of 150 (2.4±0.1, P < 0. 001) and 200 μg / ml (4.1 ± 0.11, P < 0. 001). According 
to the results, the nanoparticles used in this study were appropriate at concentrations ≥ 100 μg / ml for cell tracking . 
 
Keywords: apoptosis, mesenchymal stem cells, amniotic membrane, nanotechnology, magnetic Nanoparticles 

  

  مقدمه    
پيشـرفت     زمينـهبا  در  اخيـر  سـلوليهـاي  بيولـوژي  -ي 

بسياري از ولكـولي، سـلول درمـاني افـق جديـدي را در درمـان م
. بيش  )Makarevich et al., 2018(  هـا گشـوده اسـتبيمـاري

هاي بنيادي  گيري از سلول بهرهبا  پژوهشگران  از يك دهه است كه  
درمان    به  مختلف،  يافتههاي سلولي تخصص عنوان خاستگاه گونهب

  . )Das 2009(پرداخته اند هاي گوناگون بيماري
  بنيادي   هاي سلول   روي   بر   باليني زيادي   تحقيقات   اخير،   هاي سال   در     

شده    متمركز    (hAMSCs)آمنيوتيك    غشاي   از   مشتق   مزانشيمي 
از جمله ترشح فاكتورهاي    شماري بدليل مزاياي بي ها  است. اين سلول 

هاي ضد التهابي، عدم تحريك سيستم  رشد، قابليت تمايز بالا، ويژگي 
پيدا   ارزش درماني زيادي   ايمني ميزبان و نداشتن ملاحظات اخلاقي، 

  . ) Maumus et al., 2013( كرده اند  
درماني علاوه بر نوع سلول، رديابي سلول به منظور بررسي  در سلول     

عمر سلول در محل مورد نظر بسيار  نيمه مسير عبوري سلول و ميزان  
. امروزه از نانوذرات بويژه نانوذرات سوپرپارامغناطيس  است حائز اهميت  
) جهت نشاندار كردن و رديابي سلولي بسيار  SPIONsاكسيدآهن ( 
. اين نانوذرات، ذراتي به ابعاد  ) Verma et al., 2015( شود  استفاده مي 

و با دو فرم اصلي مگنتيت و مگهميت    ١٠٠- ١ اين  هستند نانومتر   .
هاي خاصي از جمله خاصيت پارامغناطيسي، سطح  بدليل ويژگي ذرات  

وسيع، نسبت سطح به حجم زياد و امكان جداسازي آنزيم تحت تاثير  
و  سلولي  غشاي  از  عبور  قابليت  و  خارجي  مغناطيسي  سد    ميدان 

هاي مختلف و بويژه  شماري را در زمينه خوني كاربردهاي بي - مغزي 
.  ) Sun et al., 2008(  هاي پزشكي به خود اختصاص داده است حوزه 

توان به كاربرد در زيست حسگرها،  از جمله كاربردهاي اين ذرات مي 
-مهندسي بافت، تشخيص و جداسازي مولكول انتقال هدفمند دارو،  

ب  سرطان  درمان  مغناطيسي،  تشديد  تصويربرداري  زيستي،  ه  هاي 

ها اشاره  وسيله گرمادرماني، آناليز مواد غذايي و نشاندار كردن سلول 
    . ) Kumar et al., 2013(   كرد 
  مورد   اطلاعات كمي در   اين كاربردها،   از  ايگسترده  طيف  وجود  با     

دارد.    وجود  زيست  محيط  و   انسان   سلامت  بر  نانوذرات  تاثير
مي  نشان اپيدميولوژيكدات  مشاه آهن  نانوذره  كه  تواند  داده 

. گرچه احتمال )Bai et al., 2010(كند  ايجاد  سميت سلولي نيز  
اي نباشد كه موجب نانوذرات به اندازهميت سلولي  سدارد كه اثرات  

تواند محتويات ژنتيكي سلول را دستخوش مرگ سولي شود، اما مي
بيماري ايجاد  و  به  تغيير كرده  ناباروري و  از جمله سرطان،  هايي 

 ,.Singh et al(  خطر انداختن سلامت نسل آينده را سبب شود

طريق  )2009 از  اين سميت  پراكسيدان.  راديكالتوليد  و  هاي  ها 
آزاد، نشت غشايي لاكتات دهيدروژناز، ايجاد اجسام آپوپتوتيك، از 
تراكم   التهاب،  ميتوكندري،  عملكرد  تضعيف  يا  رفتن  دست 

تواند منجر به ايجاد نكروز يا  كروموزوم و آسيب ماده ژنتيكي مي
سلولي شود. سميت حاصله از اين نانوذرات به خصوصيات    آپوپتوز

- اندازه، مورفولوژي، پوشش و غلظت آن  ،فيزيكوشيميايي اين ذرات
اتيلن   پلي  از پوشش  اين تحقيق  ها بستگي خواهد داشت. ما در 

اين پوشش  PEGگليگول ( استفاده كرديم چراكه  نانوذره  براي   (
سازگار   از    است زيست  مانع  نانوذرا و  از طرفي  مي ت  تجمع  و  شود 

پوشش  ديگر  به  است  نسبت  پايدارتر   ;Buzea et al., 2007( ها 

Mahmoudi et al., 2011 (.    نانومتر انتخاب كرديم    ٢٠اندازه ذره را
اين ذره مي ه  كه ب  تواند از غشاي سلولي از طريق اندوسيتوز  راحتي 

خارج  تر از بافت  ست كه ذره در اندازه كوچك ا ذكر  ه  عبور كند و لازم ب 
هاي بزرگتر ايجاد سميت خواهد كرد. تنها پارامتري  اندازه   شود و در مي 

. غلظتي كه در سلول ايجاد  است ماند غلظت مورد استفاده  كه باقي مي 
واقع موجب   در  و  باعث مرگ سلول  نكند و  سلولي    آپوپتوز سميت 

  نشود. 
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كه شناخت كمي در رابطه با اثرات سمي نانوذره  با توجه به اين    
و   دارد  وجود  سلول  مولكولي  برسطوح  آناكسيدآهن  كه جايياز 

است    p53ژن    آپوپتوزهاي دخيل در فرآيند  يكي از مهمترين ژن
)Sridhar&Shepherd 2003, Tiwari 2012(    يك كه 

برنامه  استتومورساپرسورژن   مرگ  ايجاد  در  تريگر  شده  ريزيو 
ختلف هاي مسلول است لذا در اين مطالعه بر آن شديم تا اثر غلظت

ژن   بيان  بر  را  اكسيدآهن  سلولp53 نانوذرات  بنيادي  در  هاي 
در  انساني مورد بررسي قرار دهيم.   مشتق شده از غشاي آمنيوتيك

اين تحقيق سعي شد تا غلظت بهينه از اين نانوذره جهت نشاندار  
 .دست آورده شوده  هاي مورد مطالعه بكردن سلول

  

  ها مواد و روش
هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از غشاي  سلولاستخراج و كشت  
  آمنيوتيك انساني 

 زايمان، بخش در نوزادان از والدين نامه رضايت پس از كسب    

بافر سالين فسفات   جفت در شرايط استريل در محلول هاينمونه
(PBS)   بيوتيك   حاوي و  و سيلين پني(آنتي  استرپتومايسين 

سپس در زير هود لامينار    .انتقال يافتجنتامايسين) به آزمايشگاه  
كوريون جدا گشت و بعد از شستشوي غشا توسط  پرده آمنيون از

سازي زوائد خوني، درمرحله بعد  بافر فسفات سالين به منظور خارج 
طور مكانيكي به ابعادي در حد ميليمتر برش زده شده و  ه  غشا ب

تيپ   كلاژناز  با  آنزيمي  مدت    ١تحت هضم  بر  ٣به  روي    ساعت 
وسيله سرم ه  شيكر در داخل انكوباتور قرار داده شد. سپس كلاژناز ب

و    دقيقه)  ٦به مدت    ٢٠٠rpm(  غيرفعال شد و بعد از سانتريفيوژ
ميكرومتري عبور    ٧٠دور ريختن مايع روي، رسوب سلولي از فيلتر  

كشت  محيط  حضور  در  سلولي  كشت  فلاسك  در  و  شد  داده 
DMEDسرم  ،  )FBS,10%آنتي پني)،  - سيلينبيوتيك 

با  ) در انكوباتور  درصد  ١، ال گلوتامين ()درصد  ١(  سترپتومايسينا
درجه   ٣٧دماي  درصد رطوب در   ٩٥اكسيدكربن و  درصد دي  ٥

  گراد كشت داده شدند.  سانتي
  فلوسايتومتري 

سلول    سطحي  ماركرهاي  بيان  بررسي  ،  hAMSCهاي  جهت 
بسلول ارزيابي قرار گرفتند.  مورد    طوره  ها توسط فلوسايتومتري 

  شدند   تريپسين  در پاساژ سه،  داده شده  كشت  hAMSCs  خلاصه،
 درجه  ٤  دماي  در   g×    ٥٠٠(  شد  سانتريفوژ  سلولي  سوسپانسيون  و

.  شدند  شسته  PBS  با   بار  سه  و)  دقيقه  ١  مدت  به  گرادسانتي
  ٢,FACS،  ) BSP بافر  از  ليتر  ميلي ١٠٠  در  سلول  ٥×  ٥١٠سپس
  ٤٥CD،  ٣٤CD،  ٩٠CD،  ٢٩CDاوليه (  باديآنتي  با)   FBS درصد

سانتيگراد و در    درجه  ٤  دماي  در  دقيقه  ٤٠  مدت  )به١٠٥CDو  
  مدت   به  g×    ٤٠٠(  سانتريفيوژ  بعد از   سپس.  شدند   انكوبه  تاريكي

 FACSتوسط دستگاه    FACS  بافر  با  بار شستشو  سه   و)  دقيقه  ٥

caliber   شركت    ساختB.D  نهايت   مورد سنجش قرار گرفتند. در  
 تحليل  و  تجزيه  مورد  Cell Quest  افزارنرم  از  استفاده  با   ها داده
 .گرفتند قرار

    استخوان، غضروف  چربي، هايسلول  به  hAMSCsتمايز 
ها  ، اين سلول hAMSCهاي  سلول   چند تواني جهت بررسي ويژگي      

  . تمايز داده شدند   و غضروف   استخوان ،  هاي چربي به سلول 
  هاي چربي به سلول hAMSCsتمايز 

  خانه با  ٦هاي پليت در  )٥ × ٤١٠مزانشيمي ( بنيادي  هايسلول   
  درصد   ١  و  FBS  درصد  ١٠  حاوي  DMEM  كشت  محيط

Pen/Strep    وL- Glutamine 2mM  كه اين  تا  شدند  داده  كشت  
  به   تمايز   سپس جهت.  پوشاندند  را  پليت   سطح   درصد  ٧٠  حدوداً
 سپس  شده  ريخته  دور  اوليه  محيط كشت  ابتدا  چربي،  هايسلول 
  درصد   ١٠حاوي     α-MEM شامل   تمايزي  محيط  با   ها سلول 
FBS، درصد    ١Pen/Strep، الميلي  ٢   ١٠گلوتامين،  -مولار 

انسولين،  ميكروگرم/ميلي ايندومتاسين،  ميكرو  ١٠٠ليتر    ١مولار 
  ١٤به مدت    IBMXمولار  ميكرو  ٥٠٠مولار دگزامتازون و  ميكرو

انكوبه شدند.   CO2 درصد  ٥و راد گيسانتدرجه  ٣٧روز در دماي 
ارزيابي    براي.  گرديد  تعويض  بار  يك   روز  سه  هر   تمايزي  محيط
هاي  واكوئل  تشخيص  منظور  به   Oil-Red O  با   آميزي  رنگ   تمايز،

 .گرفت چربي صورت

  هاي استخوانيبه سلول hAMSCsتمايز 
  با  خانه ٦ هايپليت ) در٥×  ٤١٠مزانشيمي ( بنيادي  هايسلول   

  درصد   ١  و  FBS  درصد  ١٠حاوي  DMEM  كشت  محيط
Pen/Strep    وL- Glutamine  تا   شدند   داده شت  مولار كميلي   ٢  

  تمايز   جهت  سپس .  پوشاندند   را  پليت  سطح  درصد   ٧٠  حدودا  كهاين
 و  شده  ريخته  دور  اوليه  محيط كشت  استخوان ابتدا  هايسلول   به

، FBS  درصد١٠  حاوي  α-MEMشامل    تمايزي  محيط  با  هاسلول 
%Pen/Strep1،  الميلي  ٢ - بتا  مولارميلي  ١٠گلوتامين،  -مولار 
و    مولارنانو  ١٠٠  فسفات،  ليسرولگ ميكرومولار   ٥٠دگزامتازون 

و راد  گيسانتدرجه    ٣٧در دماي    روز  ١٤  مدت  به  آسكوربيك اسيد
محيط  CO2  درصد  ٥ شد.   بار  يك  روز  سه  هر  تمايزي  انكوبه 

تمايز،  براي.  گرديد   تعويض آليزارين  رنگ  ارزيابي    به   رد  آميزي 
  .گرفت كلسيمي صورت ذخاير تشخيص منظور
  هاي غضروفي به سلول  hAMSCsتمايز  

به    ٢٠٠٠  rpm) با دور  ٣×    ٥١٠هاي بنيادي مزانشيمي (سلول   
فالكون  ٦مدت   داخل  كونيكال  دقيقه  پروپيلن  پلي    ١٥هاي 

  غضروف،   به  هاسلول   تمايز  منظور  سانترفيوژ شدند. به ليتريميلي
دست آمده با كيت تمايزي حاوي محيط غضروف  ه  پلت سلولي ب

شامل    (DMEM-High glucose)ساز   غضروفي  مكمل    ١٠و 
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  ميكرومولار   ١  ، BMP-6  ،ITS  نانوگرم  ١٠،  TGFβنانوگرم  
و فسفو-٢  ميكرومولار  ٥٠  دگزامتازون،  درصد  ١  آسكوربات 

روز در دماي    ٢١استرپتومايسين به مدت  -سيلين  پني  بيوتيكآنتي
ارزيابي    انكوبه شد. براي  CO2  درصد   ٥گراد و  سانتيدرجه    ٣٧

اختصاصي آلسين بلو استفاده   آميزي  رنگ  روش  از  غضروف  به  تمايز
  شد. 

  ساخت نانوذره 
اكسيدآهن     سوپرپارامغناطيس  بهSPIONs(  نانوذره   روش  ) 
 شده  تعيين  هايمقدار  ابتدا  روش  اين  در  كه  شده  تهيه  رسوبيهم
  محلول  با  كرده و  حل  ديونايز  آب  داخل  را  آهنكلريد  هاينمك  از

  تا   را  واكنش  محيط  دماي  و   رسانده  ١٢  به  را  محيط  pH  آمونياك
  داده شد   اجازه  ساعت  ١  مدت  به  و  برده  بالا  گراددرجه سانتي  ٦٠
  سنتز   نشانه  كه   رنگ  سياه  محلول  ادامه  بپذيرد. در  انجام   واكنش  تا

براي  شستشو  اتانول   و   با آب   را  است  ذرات  نانو  داده شد. سپس 
 را  ذراتنانو  از   شده  تعيين  مقدار  ذراتنانو  سطح   كردن  دار عامل
و  سونيكيت  دقيقه  ٥  مدت  به  خشك  DMF  داخل  مقدار  كرده 
  واكنش   و  كرده  اضافه  محيط  به  را   دار  سيلان  تركيب  از  شده  تعيين

 شستشو  اتانول  و   بآبا    در نهايت  و  شده  انجام  ساعت   ٦-١٨  مدت  به
  ابتدا   شده،  اصلاح  آهنذراتنانو  روي   PEG  اتصال  برايداده شد.  

 ليتر  ميلي   ٣٠  در   كار  اين   كه  شوند   اصلاح   كلرايد  اكريل  با   بايد 
  ساعت   ٢٤  مدت  آمين بهاتيلتري  حضور  در  و   متان  كلرو   دي  حلال

  پلي  نشاندن براي  ادامه  شد. در  گراد انجام سانتي  درجه  ٠  دماي   در
 اصلاح  آهنذرات  نانو  از  شده  تعيين  مقدار  شده،  اصلاح  گليكولاتيلن
 محلول  يك  كردن،  سونيكيت  با  سپس  و  ريخته  آب  داخل  در  را  شده

  به   و   حل كرده   در آب  نيز  را   شده اصلاح   پليمر  و   كرده  تهيه  همگن
  مدت   به  واكنش  كنيم. اينمي  اضافه  ذرات  نانو  حاوي  محلول  روي
 اتانول  و  آب  با  ادامه  در  و  گرفته  قرار  همزن  تند  دور  در  هفته  يك

ذرات از قبيل   نانو خصوصيات بررسي براي شوند. مي داده شستشو
  مطالعات   درگليكول بر سطح نانوذره  اتيلنوجود پليشكل و اندازه و  

ميكروسكوپ الكتروني و طيف   قبيل  از  مختلفي  هايتست  از  پيشين
 Naseroleslami et(شد    استفاده  ) FTIRسنجي مادون قرمز (

al., 2018(.  
     hAMSC هايسلول آماده سازي نانوذره جهت تيمار

  شدند  آب سونيكيت  در  نانوذرات ابتدا نانوذرات سازيآماده براي    
و ٣٠ دقيقه، ٤ زمان و ٤٠ قدرت با(  ثانيه   ٣٠ ثانيه خاموش 

 ٢٤ از بعد و شده كشت كاشته ظروف در هاسلول سپس روشن).  

نانوذرات هايغلظت ساعت ( مختلف   ،١٠٠ ،٥٠ ، ٠اكسيدآهن 
استريل  UV اشعه توسط كه ليتر)ميلي در ميكروگرم  ٢٠٠ و ١٥٠
  .شد ريخته هاسلول روي بودند شده

  MTTآزمايش  

ارزيابي درصد زنده    دست آوردن ه  براي بها و  ماني سلولجهت 
  ٣١٠با تعداد    hAMSCs،  نانوذرهتوسط    تيماربهترين غلظت جهت  

خانه كشت داده شدند. پس    ٩٦سلول در هر چاهك از پليت    ٥  ×
،  ١٠٠  ،٥٠ ،  ٠(  نانوذرههاي مختلفي از  ، غلظتساعت  ٢٤از طي  

ها اضافه گرديد و بعد  ) به سلولليترميگروگرم در ميلي  ٢٠٠،  ١٥٠
به اين صورت   جام شد. ان   MTTتستاعت  س  ٤٨و    ٢٤از گذشت  

از  ١٠كه   در    ٠.٠٥(  MTTمحلول    ماكروليتر  ليتر ميلي١٠گرم 
PBS  (  در پليت  سپس  و  گرديد  اضافه  چاهك  هر  به  ابتدا  در 

بعد از   ساعت انكوبه شد. ٤به مدت  گراددرجه سانتي ٣٧انكوباتور 
ها به آرامي خالي  محيط داخل چاهك  طي مدت زمان انكوباسيون،

ها  به رسوب اضافه شد و پليت  DMSO  از  ماكروليتر  ١٠٠ گرديد و
. در نهايت ميزان جذب نوري نددقيقه به آرامي تكان داده شد  ١٠

در طول موج   ELISA Readerهر چاهك با استفاده از دستگاه  
گيري گرديد.  نانومتر اندازه  ٦٣٠نانومتر و طول موج رفرنس    ٥٧٠

ب مربوطه  ه  دو عدد  از هم كسر گرديد و عدد  آمده    عنوان بدست 
 آماري ارائه شد.  اصلي در نظر گرفته شد و جهت كار عدد

  Real time PCR  آزمايش
در فلاسك سلولي و مواجه   hAMSCهاي  بعد از كشت سلول    
  ٢٠٠و    ١٠٠،١٥٠،  ٠(  SPIONهاي مختلف نانوذره  ها با غلظتآن

ها توسط سلول  RNAساعت،    ٢٤ليتر) به مدت  ماكروگرم در ميلي
RNX  )  از  ميلي  ١  سلول  ١  ×   ٦١٠به ازاي هر ) طبق  RNXليتر 

  RNAپروتوكل مربوطه استخراج شد، بعد از اندازه گيري غلظت  
  qPCRBIO cDNA synthesisبا نانودراپ، با استفاده از كيت  

(انكوباسيون توسط دستگاه ترموسايكلر  ،  RNAميكروگرم از    ١/٠و  
سانتي  ٤٢در دماي   مدت  درجه  به  و سپس    ٣٠گراد    ٨٠دقيقه 

سانتي بدرجه  در    cDNA  دقيقه)١٠مدت  ه  گراد  و  شد  ساخته 
طراحي  نهايت با استفاده از مسترميكس سايبرگرين و پرايمرهاي  

ژن  p53و   p53   )p53F: TTCCGTCTGGGCTTCTTG  شده 

R: TGCTGTGACTGCTTGTAGAT  دستگاه در   ،(Rotor-

Gene    شركت كياژن تستQRT PCR  )  ٩٥انكوباسيون در دماي  
انكوباسيون در   ٥٠دقيقه،    ٢گراد به مدت  سانتيدرجه   سيكل با 
  ٣٠مدت  ه  گراد بدرجه سانتي  ٦٤ثانيه سپس    ٥مدت  ه  ب  ٩٥دماي  

) انجام گرفت.  ثانيه٣٠مدت ه گراد بدرجه سانتي ٦٠دقيقه و نهايتا
  شده   انجام  هايسيكل   نمودار  Real Time PCR  انجام  زمان  در

 بررسي  و  مقايسه  جهت.  ترسيم شد   Rotor-Geneافزار  نرم  توسط
  كه   داريم   ژني   به  نياز    Real Time PCR تكنيك  در  نتايج   كمي

  تحقيق   اين  در  مرجع  عنوانب  كه  ژني .  شود  بيان  هاتمام سلول  در
 GAPDH )GAPDH F: GCA GGG گرفت  قرار  استفاده  مورد

ATG ATG TTC TGG  و GAPDH R: CTT TGG TAT 

CGT GGA AGG ACتوسط  نمودار  دو  نمونه  براي هر.  ) بود 
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 GAPDH به  ديگري  و  اصلي  ژن  به  يكي   كه  شد  رسم   دستگاه

 هايسيكل  نمودارهاي  براي Rotor-gene دربرنامه  .بود  مربوط

PCR مبناي   بر ها راداده مزبور افزار نرم  و شد  ترسيم آستانه خط  
  به   ژن  نسبي  بيان.  نمود  مشخص Ct اعداد  صورت  به  آستانه  خط

 و  شد   داده  گزارش  افزايش  يا   كاهش اختلاف  چندين برابر  صورت
٠٥/٠ < P  شد.  نظرگرفته در دار معني  

  هاآنالير داده
افزار    نرم  از  استفاده  با   GraphPad Prism for اطلاعات 

Windows    مورد بررسي قرار گرفت. متغيرهاي كمي به صورت
اند. تفاوت  ) بيان شدهmean ± SEM(  انحراف ميانگين  ±ميانگين  
و با در نظر    One-Way ANOVAهاي مختلف توسط  بين گروه

حد معني دار بودن مورد مقايسه قرار   عنوانب  P  >  ٠٥/٠گرفتن  
دادهگرفتند.   بودن  تست  نرمال  توسط  مورد   wilk-Shapiroها 

  تاييد قرار گرفت. 
 
 نتايج    

  hAMSCهايكشت سلول

سلول  بررسي  در     نوري مورفولوژي  ميكروسكوب  زير  در  ها 
  و   شكل  دوكي   تقريباً  ظاهري  داراي  hAMSCs  معكوس،

 ). ١(شكلبودند  فيبروبلاستي

    hAMSCsسطحي  ماركرهاي
 بررسي   فلوسايتومتري  وسيلهه  ب hAMSCs سطحي  ماركرهاي    

بر سطح    ١٠٥CDو    ٩٠CD،  ٢٩CDكه    داد  نشان  نتايج.  گرديد
hAMSCs    ها قادر به  بيان شدند ولي اين سلول  درصد  ٩٥بيش از

  ).  ٢نبودند (شكل ٤٥CD ،٣٤CDبيان 
  چربي، استخوان و غضروف   هاي سلول   به   hAMSC  هاي سلول   تمايز 

روز بعد  ١٤هاي چربي، حدودا  به سلولتمايز يافته   هايدر سلول    
تمايز مشاهده  واكوئل  ،از  نوري  ميكروسكوپ  زير  در  چربي  هاي 

به رنگ قرمز درآمدند. در    Oil Red Oبا رنگ آميزي    ند كهشد
از  هاي تمايز يافته به سلولسلول روز كه    ٢١هاي استخواني بعد 
رنگسلول رد  آليزارين  با  داخل ها  كلسيم  رسوبات  آميزي شدند، 

هاي  سلولي به رنگ قرمز قابل مشاهده بودند و در نهايت در سلول
گليكوزآمينوگليكان رنگغضروفي  ماتريكس تحت  سولفاته  - هاي 

  ).  ٣آميزي آلسين بلو به رنگ آبي درآمده بودند (شكل
  ذرات   نانو ساخت

 با آهننانوذرات اكسيد داد نشان الكتروني ميكروسكوپ نتايج    

  ٤(شكل   د.  انشده كروي سنتز مورفولوژي با و نانومتر ٢٠ اندازه
A،  B( ماهيت    و نيز  و  ساختار  ارزيابي  و  شناسايي  منظور  به 

نانوذرات مگنتيت سنتز شده از طيف سنجي مادون قرمز استفاده  
شود  ظاهر مي  ٤٤٥و    ٥٩٠  cm-1شد. پيك شاخص مگنتيت در  

در اكسيدآهن است و   Fe-Oكه مطابق با ارتعاش كششي پيوند  
- كه مربوط به گروه   ٣٥٠٠  cm-1هاي پهن در محدوده  حضور پيك

نانوذارت  ه سطح  هيدروكسي  ماده    هستنداي  تشكيل  بر  دليل 
 نانوذرات  سطح بر را گليكولاتيلنحضور پلي   FT-IRنتايج     .است

  ).  C ٤كرد (شكل تاييد
  MTTتوسط تست   hAMSCs ماني بررسي زنده 

آزمايش      از  استفاده  غلظتMTTبا  اثر  مختلف  ،  نانوذره  هاي 
در    ليتر)ميكروگرم در ميلي  ٢٠٠و    ١٥٠،  ١٠٠،  ٥٠،  ٠اكسيدآهن (

 hAMSCsهاي  اعت بر ميزان زنده ماندن سلولس  ٤٨و    ٢٤مدت  
ميكروگرم    ٥٠و    ١٠٠   غلظتبا  زمان  هر دو  گرديد. در طي    بررسي

ميلي زنده  ليتر،در  تغيير چشمگيري  ماني سلولدرصد  نداشت ها 
)h  (  ١٥٠هاي  در صورتيكه در غلظت   .)٤  ±  ٠١/٠% ،٢٤h٢٤، 
)  ٦٦  ±  ٣/١%،  h٢٤(  ليترميكروگرم در ميلي  ٢٠٠) و  ٤٢  ±  ٤/١%

  كاهش يافت.   )***p >  ٠٠١/٠( طور معناداره  ها بماني سلولزنده
از   ليترگرم در ميليميكرو ٢٠٠، ١٥٠، ١٠٠، ٠هاي از اينرو غلظت

قرار  استفاده    در كل مطالعه موردجهت بررسي اثرات آن  نانوذره  
    ). ٥شكل ( گرفت
  p53  ژنبر بيان    هاي مختلف نانوذره اكسيدآهن  غلظت  تأثير

مورد   p53  جهت بررسي تغييرات بيان ژن  qRT-PCRآزمون     
بيان نسبي ژن نسبت به    استفاده قرار گرفت. بيان نسبي اين ژن 

به   كه  نشاننتايج   شد.نجيده  س  GAPDHمربوط   ژنبيان    داد 
p53    ميكروگرم    ١٠٠نانوذره اكسيدآهن با غلظت  بعد از مواجه با

داري در مقايسه با گروه كنترل نتوانست تغيير معنا  ليتردر ميلي
درحالي كند.  غلظتايجاد  با  مواجه  در    ٢٠٠و    ١٥٠ هاي  كه 
ه  ب  p53ژن    mRNAاز نانوذره ميزان بيان    ليترميكروگرم در ميلي
) چشمگيري  كنترل    ***) p>  ٠٠١/٠طور  گروه  با  مقايسه  در 

  ). ٦افزايش يافت (شكل 
  

  بحث    
  هاي ويژگي   علت   به   مزانشيمي   بنيادي   هاي سلول   اخير   هاي سال   در     

  سلول   تحقيقات   در   مهم   ابزارهاي   از   به عنوان يكي   خود،   فرد   به   منحصر 
بسياري از   روي آوردن  . ) Jiang et al., 2002( اند  محسوب شده   درماني 

 اين  است.   توجه  قابل  اخير  دهه  در  ها سلول  اين  استفاده از  محققان در 

   پزشكي  تحقيقات  معتبر  مخذ  مطالعات بسياري كه در  تعداد  در  مطلب 
هاي بنيادي مزانشيمي،  است. در بين انواع سلول  به ثبت رسيده، هويدا 

هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از غشاي آمنيوتيك انساني بدليل  سلول 
منحصر بفرد خود مورد توجه بسياري از پزوهشگران قرار    هاي ويژگي 

د  نن ها  فاكتورهايي را بيان مي ك لول كه اين س از جمله اين گرفته است.  
 )Maumus et al., 2013 (   هاي و سلول   ي هاي بنيادي جنين كه در سلول 
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 . بودند  لايه تك  كشت در يكنواخت   ها داراي شكلسلول  كه داد نشان  . تصاويرمعكوس نوري  توسط ميكروسكوپ hAMSCs مورفولوژي  بررسي  -١شكل 

Fig. 1. Assessment of morphology of hAMSCs by a Reverse Optical Microscope. The images showed that the cells had 
a uniform shape in monolayer culture. 
 

 
 و  CD29 ،  CD90  براي  اما  منفي،  CD34  و  CD45  براي ماركرهاي   hAMSCs.فلوسايتومتري  استفاده  با   hAMSCs  سطحي  ماركرهاي   تعيين   -٢شكل  

CD105 بودند مثبت. 

Fig. 2. Determination of surface markers of hAMSCs by flow cytometry. hAMSCs were negative for CD45 and CD34 
but positive for CD29, CD90 and CD105. 

  

 
،  )آليزارين رد آميزي رنگ(  هاي استخوانيسلول. b ، )Oil Red O آميزي رنگ(  چربي سلولهاي به  a. hAMSCs تمايز  از نوري ميكروسكوپ تصاوير -٣شكل  
c .آلسين بلو آميزي رنگ ( هاي غضروفي سلول( . 

Fig. 3. Optical microscopy images of differentiation of a. hAMSCs into adipocytes (Oil red staining), b. osteoblasts 
(Alizarin red staining), c. chondrocytes (Alcian blue staining/nuclear fast red counterstain). 
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گليكول بر سطح  اتيلناز حضور پلي  FTIRنتايج    .SPIONs  .Cاز   SEMتصوير    .SPIONs. Bاز   TEMتصوير   .A  .آهناكسيد ذرات نانو خصوصيات  -٤شكل  

SPIONs . 

Fig. 4. Characterization of iron oxide nanoparticles. A. TEM image of SPIONs. B. SEM image of SPIONs. C. FTIR 
results of the presence of polyethylene glycol on the surface of SPIONs. 

 

 
  ٤٨و    ٢٤  زمان  نانوذره در   ليترگرم در ميليميكرو  ١٠٠ و ٥٠  غلظت   .MTTتوسط تست    تحت تاثير نانوذره اكسيدآهن   hAMSCsماني  زنده  بررسي   -٥شكل  

  ند شد  هاماني سلولداري موجب كاهش زندهطور معنيه  ب   ليترگرم در ميليميكرو ٢٠٠و    ١٥٠  هايغلظتدر مقابل  ها نداشت.  سلول  اعت مواجه هيچ تاثيري بر بقاس
)٠٠١/٠ <p ***n=3,( .  

Fig. 5. Evaluation of hAMSCs viability under the influence of iron oxide nanoparticles by MTT assay. Concentrations of 
50 and 100 μg / ml nanoparticles at 24 and 48 hrs exposure had no effect on cell survival. In contrast, concentrations of 
150 and 200 μg / ml significantly reduced cell viability (***P<0.001, n = 8). 

 
 

 
  ليتر ميكروگرم در ميلي ١٠٠ هاي مواجه شده با غلظت سلولدر  p53 در بيان ژن  :p53 بر بيان ژنهاي مختلف نانوذره اكسيدآهن بررسي تأثير غلظت -٦شكل 

ليتر  ميكروگرم در ميلي ٢٠٠و  ١٠٠هاي  هاي مواجه شده با غلظتسلولدر  p53كه بيان ژن در حالي .داري مشاهده نشددر مقايسه با گروه كنترل تغييرات معني
  ).  ,p***n=3,24hrs > ٠٠١/٠از گروه كنترل بود ( تر بيشداري طور معنيه ب 

Fig. 6. Evaluation of the effect of different concentrations of iron oxide nanoparticles on p53 gene expression: No 
significant changes were observed in p53 gene expression in cells exposed to 100 μg / ml. However, p53 gene expression 
was significantly higher in cells exposed to 100 and 200 μg / ml than control group (n=3,24hrs, p <0.001) .
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263/٢٦٣ 

 

اوليه   ژرمينال  مي   هم بنيادي  همچنين ن شو بيان  و  به   توانند مي   د 
همچنين اين   تمايز يابند. از سه لايه زاياي جنيني    حاصلهاي  سلول 
را  سلول  تلومراز  نمي ها  ايجاد بيان  باعث  پيوند   و در صورت  كنند 

شوند،  نمي  ضد   تومور  ايمونومدولاتوري   التهابي   خواص  دارند،   و 
MHC1   ها بيان نخواهد شد و بنابراين سيستم در سطح اين سلول

توان از فردي به فرد ديگر تزريق ايمني ميزبان را تحريك نكرده و مي 
- ملاحظات اخلاقي ندارند و منبع تهيه آن آسان است و به بافت كرد،  

نمي تبديل  ناخواسته  شرايط هاي  در  هم  مداخله  بدون  و  گردند 
ند هاي مختلف تبديل شو آزمايشگاهي و هم در بدن قادرند به سلول 

 )Zhao et al., 2005; Hida et al., 2008; Miki 2011 ( .  
 آمنيوتيك  هاي بنيادياي به جداسازي سلولدر مطالعه  محققين    
درماني پرداختند كه در آن تحقيق نشان داده شد كه    پتانسيل  با

هاي مختلف سلولي توانند به ردههاي بنيادي آمنيوتيكي ميسلول
سلول رده  جمله  نوروترانسميتر  از  ترشح  توان  با  عصبي  -Lهاي 

و  گ سلول  Gلوتامات  كننده  كبدي  هايپروتئين،    و   اوره  توليد 
كه در مهندسي بافت نقش مهمي دارند، تمايز    استخواني  هايسلول
  .)De Coppi et al., 2007(يابند 

هاي بنيادي مزانشيمي  رديابي موثر و غير تهاجمي سلول از طرفي      
كاربردهاي  . است و لازم  ها ضروري  گيري پتانسيل درماني آن بكار   در 

  ،هاي بنيادي و كنترل سلول   بيوسنسورها ،  انتقال فناوري نانو در رديابي،  
هاي  زم به مكاني   دسترسي براي    باوري و غيرقابل    شگفت انگيز امكان  

هاي انسان  بيماري جهت    نوين هاي تشخيصي و درماني  روش   پيشرفته 
نانو ساخت  نانومهندسي و فناوري  . )  et al.,Lin 2015(   كند فراهم مي 

  بازدهي شده و با  هاي كشت سلولي در شرايط آزمايشگاهي كنترل آرايه 
  دشوار كه رشدشان   هايي هاي بنيادي و نمونه بالا را براي كشت سلول 

 .ممكن ساخته است   را   است 

- در واكنش  خاصيندهاي  انانو ساختارها بعلت داشتن فرامروزه،     
دارو و  بيولوژيكي  توجه  يهاي  جلب  باعث  اند.  شده  پژوهشگراني 

بيماريفناوري درمان  و  تشخيص  اوليه،  رديابي  براي  در ها  نانو 
استفاده قرار گرفته استهاي پزشكي  حوزه   بعلت   مگنتيت.  مورد 

 در  سپس  و  شناسيزيست  در  ابتدا   آن  بالاي  مغناطيسي  خواص
  و   هاسلول  و  زيستي  محصولات  مغناطيسي  جداسازي  براي  پزشكي

جمله  ذرات  مغناطيسي  هدايت  همچنين استفاده   انتقال  از    دارو 
  .)Gupta & Gupta, 2005(شود مي

اي به بررسي ذرات اكسيدآهن با سايزهاي  در مطالعه  پژوهشگران    
پرداختند و ثابت    MRIمختلف در ابعاد ميكرون و نانو در تكنيك  

 ها از طريق  كردند كه اين ذرات در ابعاد بزرگتر براي رديابي سلول

Spin echo)SE مناسب هستند و از طرفي ذرات اكسيدآهن در (
ميكرون سلولMPIOs(  ابعاد  بررسي  براي  ب)   MRIوسيله  ه  ها 

اكسيدآهن نانوذره.  ) et al.,Shapiro 2005(  هستندبهينه     هاي 

)SPIONs( دار  عنوان ابزاري موثر براي نشاناي بطور گستردهه  ب
سلول بنياديكردن  استفاده    هدفمند  تصويربرداري  يا  هاي  مورد 

ذرات  اند.گرفتهقرار   تصويربرداري    اين  از  استفاده   تشديدبا 
  .) al., etMohanty 2018(  قابل مشاهده هستند مغناطيسي

مدت زمان   بهپايدار نگه داشتن اين ذرات  لازم به ذكر است كه     
موضوع بسيار مهم  اي شدن يا رسوب كردن يك  بدون توده  طولاني

از روش.  است پايداري  يكي  اين  ايجاد  براي  با  نانوذره  حفاظت  ها 
از   زيست پوششي  غيرپليمرهاي  نفوذ  سازگار    است قابل 

)Thünemann et al., 2006( .  
، از نانوذره  MRIهاي بنيادي توسط  اي براي رديابي سلول در مطالعه     

پارا  پوشش سوپر  اكسيدآهن  سيترات  مغناطيس  توسط  شده  دار 
اي  مزانشيمي   بنيادي   هاي سلول   استفاده كردند. در اين مطالعه پيوند 

  عضلاني  تزريق   از   بعد   بدن   داخل   در   نشاندار شده بودند،   SPIONكه با  
بررسي قرار گرفتند    MRI-7T  وسيله ه  ب   et al.,Andreas ( مورد 

با توجه به اين ) 2012 كه پوشش استفاده شده بايد زيست سازگار  . 
گرفتن بسياري  بوده و اثرات سمي بر سلول نداشته باشد و با در نظر  

 et Nance  ;2011 et al.,Schweiger( از مطالعات در اين زمينه  

2012 al., (    گليكول اتيلن  پلي  از  ما  تحقيق  اين  براي    ) PEG( در 
  دار كردن نانوذره اكسيدآهن استفاده كرديم. پوشش 

  سلولي   رفتار در رابطه با  ، مطالعات اندكي  تمام اين توضيحاتبا      
امكان ايجاد سميت سلولي و  نشاندار كردن از بعد عملكرد تغيير و

است   گرفته    از   هاييويژگي  .) et al.,Mohanty 2018( صورت 
ايجاد   كه  نانوذرات دارند،  سلولي  سميت  در    سطح،   شامل   نقش 

افزايش   . هستند  ها يون  انحلال  و  ذرات  مورفولوژي  اندازه،   بدنبال 
در نتيجه القا   سلولي  داخل  كلسيم  هوموستاز  و  اكسيداتيو استرس

و   شده  مواجه  اختلال  با  سلولي  چرخه  نانوذره،  به سميت  سلول 
 يابد سمت مرگ سوق مي 

  سلول   چندين   در   را   سميت برخي از انواع نانوذرات   قبلي   مطالعات     
 et alNowrouzi ;2010 ,.(   اند كرده   گزارش   آزمايشگاهي   در شرايط 

Shavandi et al., 2011 (.   اي مروري كه در سال  همچنين در مطالعه
ها  افزايش پراكسيدان انجام شده عنوان شده كه نانوذرات نقره با    ٢٠١٨

ي  آپوپتوز دنبال آن آسيب ماده ژنتيكي، با فعال كردن مسيرهاي  و به  
 et Akter( شود  منجر به سميت سلولي و در نهايت مرگ سلولي مي 

2018 al., ( پتانسيل   رابطه با   در   مشخص كمي   اطلاعات   حال،   اين   . با  
  . دارد   وجود   نانوذرات مغناطيسي   ژنوتوسيتي 

به خصوصيات فيزيكي و  همان      نانوذرات  طور كه گفته شد سميت 
ها  شيميايي اين ذرات از جمله اندازه، مورفولوژي، پوشش و غلظت آن 

 ,.Buzea et al., 2007; Mahmoudi et al(   بستگي خواهد داشت 

  و   ها سلول   با   تعامل   نحوه   بر  نانوذرات  شيميايي   فيزيكي   . خواص ) 2011
نوع  .  گذارند مي   تاثير   بالقوه   سميت   ترتيب   همين   به  در مورد اندازه و 
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پوشش پيشتر به تفصيل توضيح داده شد. در مورد غلظت نانوذرات در  
اي  در مطالعه ايجاد سميت تحقيقاتي نه چندان زياد صورت گرفته است.  

(   اكسيد   نانوذرات   سميت    و   TiO2 ،  ZnO ،  Fe3O4 ،  Al2O3فلزات 
CrO3 هاي متفاوت اين نانوذرات  پستانداران در غلظت   هاي سلول   در   ) را

قرار   بررسي  پي  ) Jeng & Swanson, 2006(   اند داده مورد  در   .
-Neuro  هاي سلول   كه   داد   نشان   ميكروسكوپي   تحقيقاتشان مطالعات 

2A   نانوذرات (به ويژه    معرض   در   كهZnO (   هاي غلظت   در   داشتند،   قرار  
  شدن   ظاهر   غيرطبيعي،   اندازه   ليتر، ميلي   در   ميكروگرم   ١٠٠  از   بيش 

  هاي سلول   عملكرد .  داد   نشان   را   سطح   از   شدن   جدا   و   سلولي   انقباض 
  در   ميكروگرم   ١٠٠  تا   ٥٠  در   ZnO  مواجه شده با    هاي سلول   در   خوني 
 Jeng & Swanson( يابد  مي  كاهش  توجهي  قابل  ميزان  به   ليتر ميلي 

غلظت ) 2006 حاضر  مطالعه  در  نانو .  مختلف  پارامغناطيس  هاي  ذره 
اكسيدآهن مورد بررسي قرار گرفت و مشخص شد نانوذره اكسيدآهن  

غلظت   زنده ميلي   در   ميكروگرم   ١٠٠در  بر  معناداري  تاثير  ماني  ليتر 
درحالي سلول  ندارد،  اين  ها  غلظت كه  در  بالاي  نانوذره    ١٠٠هاي 

ماني سلولي را كاهش  به ميزان قابل توجهي زنده   ليتر ميكروگرم در ميلي 
شود. بنابراين  ريزي شده در سلول مي داده و موجب وقوع مرگ برنامه 

ب  هم ه  نتايج  از  حاكي  پيشرو،  مطالعه  در  آمده  با    دست  بودن  جهت 
اي  در مطالعه . در راستاي اين تحقيق  است مطالعات قبلي در اين زمينه  

  SPIONsتوسط انصاري صورت گرفت، برهمكنش    ٢٠١٩كه در سال  
در كنار ديگر اثرات سمي اين ذرات در شرايط برون تني و    DNAبا  

درون تني مورد بررسي قرار گرفت. نتايج مشاهدات وي نشان داد كه  
خورد و در نتيجه  نانوذرات اكسيدآهن با بازهاي اسيدنوكلوئيك پيوند مي 

با افزايش  تشكيل مي   DNAكمپلكسي با   شود و از طرفي اين ذرات 
ها را كاهش  ماني سلول و راديكال آزاد، درصد زنده   دادن توليد پراكسيدان 

  . )  et al.,Ansari 2019( دهند  مي 
پژوهشگران      ساير  توسط  گرفته  صورت  مطالعات  ميان    يك در 

ها باعث ايجاد  تنگزارش حاكي از اين است كه نانوذره اكسيدآهن  
زنده كاهش  و  سلولي  نميسميت  سلول  سبب  ماني  بلكه  شود 

سلول  تكثير  و  رشد  افزايش  نتيجه  در  و  سلولي  پيشرفت چرخه 
آن  )  et al.,Huang 2009(شود  مي مطالعه  اين  در  بيان  كه  ها 

كردن نشاندار  كه  نانوذره  سلول  كردند  با  مزانشيمي  بنيادي  هاي 
شود و نشان دادن  ها مياكسيدآهن سبب افزايش تكثير اين سلول

درون سلولي    SPIONsها توسط  بسبب حذف پراكسيداناين امر  
تنظيم كننده  بر  نانوذره  اثر  سلولي  و  پروتئيني چرخه  . استهاي 

نانوذره فروكربوتران   البته لازم به ذكر است كه در اين مطالعه از 
استفاده شده است كه همان نانوذره اكسيدآهن با پوشش كربوكسي  

. از مقايسه اين مطالعه با مطالعه حاضر به اين نتيجه استدكستران  
خواهيم رسيد كه نوع پوشش نانوذره در ايجاد يا عدم ايجاد سميت  

  .استسلولي نانوذره بسيار حائز اهميت 

مطالعه،     اين    هاي غلظت  با   مواجه  در  hAMSCهاي  سلول  در 
 انكوباسيون  از  پس  ما،  آزمايش  درقرار گرفتند.    SPIONs  مختلف
ميكروگرم    ٢٠٠و    ١٥٠هاي بالا (در غلظت  SPIONsها با  سلول

  زيادي  حدود تا نرخ تكثير سلولي سلولي و مانيزنده )ليتردر ميلي
هاي  بيان ژن  گرفت و كاهش پيدا كرد و همچنين  قرار  تأثير  تحت

سعي شد  داد.  را تحت تاثير قرار  )  p53سلولي (  آپوپتوزدخيل در  
تحقيق غلظت مناسب از نانوذره كه موجب سميت سلولي در اين  

    شود را پيدا كنيم. نمي
  

  گيرينتيجه   
    SPIONپلي    با  شده   داده   پوشش  نانومتر ٢٠  متوسط  اندازه  با ها

گليكول   ١٠٠  تا  هايغلظت  در  را  توجهي  قابل  سميت  اتيلن 
بنيادي مزانشيمي مشتق از    هايسلول  در  ليترميلي   در  ميكروگرم

 ساعت مواجه نشان  ٢٤) در  hAMSCsغشاي آمنيوتيك انساني (
ليتر از طريق  ميكروگرم بر ميلي  ١٠٠هاي بالاتر از  در غلظت  و   نداده 

  آزمايش .  منجر به سميت و مرگ سولي خواهند شد  آپوپتوزالقاي  
PCR Time Real  ميزان بيان ژن    گيرياندازه  برايp53   نشان  

ميكروگرم در    ١٥٠  غلظت  معرض  در  ها گرفتن سلول  قرار  كه  داد
  شود بيان اين ژن مي  افزايش   به  منجر   نانوذرات  از  و بالاتر   ليترميلي

منجر نهايت  آنجا كه  .  شودمي  مرگ   و  سلول  آسيب  به  كه در  از 
ژن   توسط  القاي  p53پروتئين كد شده  در مسير  تريگر مهمي   ،

است، بواسطه بيان بيش از حد آن آبشار عناصر دخيل در    آپوپتوز
ريزي شده  به راه افتاده و در نهايت منجر به مرگ برنامه  آپوپتوز

  گرفتن   قرار  كه  داد  نشان  در نهايت اين تحقيق.  سلول خواهد شد
بالاي  غلظت  معرض  در   در     آپوپتوزالقاي    باعث  SPIONهاي 

مزانشيمي  هايسلول اين  .  ودشمي  انسان  بنيادي  طي  بنابراين 
غلظت   نانوذرات با  ميكروگرم در    ١٠٠≤بررسي مشخص شد كه 

  بنابراين، .  هستندهاي بنيادي مناسب  جهت رديابي سلول  ليترميلي
hAMSCنانوذره  دار شده  نشان  هاي از  غلظت بهينه  توانند  ميبا 
  . هاي باليني و طب بازساختي مورد استفاده قرار گيرنددر درمان

 آپوپتوزهاي دخيل در القاي بررسي ديگر ژندر ادامه اين مطالعه،  
ژن جمله  اين  از  اثرات  بررسي  همچنين  كاسپازها،  خانواده  هاي 

ژن بر  در  نانوذرات  التهابي  فاكتورهاي  و  نكروزي  اتوفازي،  هاي 
 .شودهاي بنيادي پيشنهاد ميسلول

  

  سپاسگزاري   
  دانشگاه   هاي مساعدتهمچنين از  و  اين مقاله  در نهايت از داوران     

. شودسپاسگزاري مي  اين پروژه  اجراي   در جهت  ايران  پزشكي  علوم

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
nb

r.
7.

3.
25

6 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.3

.3
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
27

 ]
 

                             9 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/nbr.7.3.256
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.3.3.9
https://ndea10.khu.ac.ir/nbr/article-1-3296-fa.html


     p53  Tekiyeh Maroof et al. The effect of iron oxide nanoparticles on expression of p53 genاثر نانوذرات اكسيدآهن بر بيان ژن    تكيه معروف و همكاران.

 

265/٢٦٥ 

 

   REFRENCES 
Akter, M., Sikder, M.T., Rahman, M.M., Ullah, A.A., 

Hossain, K.F.B., Banik, S., Hosokawa, T., Saito, T. 
& Kurasaki, M. 2018. A systematic review on silver 
nanoparticles-induced cytotoxicity: Physicochemical 
properties and perspectives. Journal of Advanced 
Research 9: 1-16 . 

Andreas, K., Georgieva, R., Ladwig, M., Mueller, S., 
Notter, M., Sittinger, M. & Ringe, J. 2012. Highly 
efficient magnetic stem cell labeling with citrate-
coated superparamagnetic iron oxide nanoparticles for 
MRI tracking. Biomaterials 33: 4515-4525. 

Ansari, M.O., Parveen, N., Ahmad, M.F., Afrin, S., 
Rahman, Y., Jameel, S., Khan, Y. A., Siddique, H.R., 
Tabish, M. and Shadab, G. 2019. Evaluation of DNA 
interaction, genotoxicity and oxidative stress induced by 
iron oxide nanoparticles both in vitro and in vivo: 
attenuation by thymoquinone. Scientific Reports 9: 1-14. 

Bai, W., Zhang, Z., Tian, W., He, X., Ma, Y., Zhao, Y. 
& Chai, Z. 2010. Toxicity of zinc oxide nanoparticles 
to zebrafish embryo: a physicochemical study of 
toxicity  mechanism. Journal of Nanoparticle Research  
12: 1645-1654 . 

Buzea, C., Pacheco, I.I. & Robbie, K. 2007. 
Nanomaterials and nanoparticles: sources and toxicity. 
Biointerphases 2: MR17-MR71. 

Das, A.K. 2009. Stem cell therapy for critical limb 
ischaemia—a review. Indian Journal of Surgery 71: 
177-181 . 

De Coppi, P., Bartsch, G., Siddiqui, M. M., Xu, T., 
Santos, C. C., Perin, L., Mostoslavsky, G., Serre, A. 
C., Snyder, E. Y. and Yoo, J. J. 2007. Isolation of 
amniotic stem cell lines with potential for therapy. 
Nature Biotechnology 25: 100-106. 

Gupta, A.K. & Gupta, M. 2005. Synthesis and surface 
engineering of iron oxide nanoparticles for biomedical 
applications. Biomaterials 26: 3995-4021 . 

Hida, N., Nishiyama, N., Miyoshi, S  ,.Kira, S., Segawa, 
K., Uyama, T., Mori, T., Miyado, K., Ikegami, Y. & 
Cui, C. 2008. Novel cardiac precursor‐like cells from 
human menstrual blood‐derived mesenchymal cells. 
Stem Cells 26: 1695-1704 . 

Huang, D.M., Hsiao, J.K., Chen, Y.C., Chien  ,L.Y., Yao, 
M., Chen, Y.K., Ko, B.S., Hsu, S.C., Tai, L.A. & Cheng, 
H.Y. 2009. The promotion of human mesenchymal stem 
cell proliferation by superparamag-netic iron oxide 
nanoparticles. Biomaterials 30: 3645-3651 . 

Jeng, H.A. & Swanson, J. 2006. Toxicity of metal oxide 
nanoparticles in mammalian cells. Journal of 
Environmental Science and Health Part A 41: 2699-
2711 . 

Jiang, Y., Jahagirdar, B.N., Reinhardt, R.L., Schwartz, 
R.E., Keene, C.D., Ortiz-Gonzalez, X.R., Reyes, M., 
Lenvik, T., Lund, T. & Blackstad, M. 2002. 
Pluripotency of mesenchymal stem cells derived from 
adult marrow. Nature 418 (6893): 41 . 

Kumar, S., Jana, A. K., Dhamija, I., Singla, Y. & Maiti, 
M. 2013. Preparation, characterization and targeted 
delivery of serratiopeptidase immobilized on amino-
functionalized magnetic nanoparticles. European 

Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 85: 
413-426 . 

Lin, Y.X., Ding, Z.Y., Zhou, X.B., LI, S.T., Xie, D.M., 
LI, Z.Z. & Sun, G.D. 2015. In vitro and in vivo 
evaluation of the developed PLGA/HAp/Zein 
scaffolds for bone-cartilage interface regeneration. 
Biomedical and Environmental Sciences 28: 1-12 . 

Mahmoudi, M., Hofmann, H., Rothen-Rutishauser, B. 
& Petri-Fink, A. 2011. Assessing the in vitro and in 
vivo toxicity of superparamagnetic iron oxide 
nanoparticles. Chemical Reviews 112: 2323-2338 . 

Makarevich, P.I., Dergilev, K.V., Tsokolaeva, Z.I., 
Boldyreva, M.A., Shevchenko, E.K., Gluhanyuk, 
E.V., Gallinger, J.O., Menshikov, M.Y. & 
Parfyonova, Y.V. 2018. Angiogenic and pleiotropic 
effects of VEGF165 and HGF combined gene therapy 
in a rat model of myocardial infarction. PLOS One 13: 
e0197566 . 

Maumus, M., Jorgensen, C. & Noël, D. 2013. 
Mesenchymal stem cells in regenerative medicine 
applied to rheumatic diseases: role of secretome and 
exosomes. Biochimie 95: 2229-2234 . 

Miki, T. 2011. Amnion-derived stem cells: in quest of 
clinical applications. Stem Cell Research & Therapy 2: 
25. 

Mohanty, S., Jain, K.G., Nandy, S.B., Kakkar, A., 
Kumar, M., Dinda, A.K., Singh, H. & Ray, A. 2018. 
Iron oxide labeling does not affect differentiation 
potential of human bone marrow mesenchymal stem 
cells exhibited by their differentiation into cardiac and 
neuronal cells. Molecular and Cellular Biochemistry 
448: 17-26 . 

Nance, E.A., Woodworth, G.F., Sailor, K.A., Shih, T.-
Y  ,.Xu, Q., Swaminathan, G., Xiang, D., Eberhart, 
C. & Hanes, J. 2012. A dense poly (ethylene glycol) 
coating improves penetration of large polymeric 
nanoparticles within brain tissue. Science Translational 
Medicine 4: 149ra119 . 

Naseroleslami, M., Aboutaleb, N. & Parivar, K. 2018. The 
effects of superparamagnetic iron oxide nanoparticles-
labeled mesenchymal stem cells in the presence of a 
magnetic field on attenuation of injury after heart failure. 
Drug Delivery and Translational Research 8: 1214-1225. 

Nowrouzi, A., Meghrazi  ,K., Golmohammadi, T., 
Golestani, A., Ahmadian, S., Shafiezadeh, M., 
Shajary, Z., Khaghani, S. & Amiri, A. 2010. 
Cytotoxicity of subtoxic AgNP in human hepatoma 
cell line (HepG2) after long-term exposure. Iranian 
Biomedical Journal 14: 23.  

Schweiger, C., Pietzonka, C., Heverhagen, J. & Kissel, 
T. 2011. Novel magnetic iron oxide nanoparticles 
coated with poly (ethylene imine)-g-poly (ethylene 
glycol) for potential biomedical application: synthesis, 
stability, cytotoxicity and MR imaging. International 
Journal of Pharmaceutics 408: 130-137 . 

Shapiro, E. M., Skrtic, S. & Koretsky, A. P. 2005. Sizing 
it up: cellular MRI using micron‐sized iron oxide 
particles. Magnetic Resonance in Medicine 53: 329-
338 . 

Shavandi, Z., Ghazanfari, T. & Moghaddam, K.N. 
2011. In vitro toxicity of silver nanoparticles on murine 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
nb

r.
7.

3.
25

6 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.3

.3
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
27

 ]
 

                            10 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/nbr.7.3.256
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.3.3.9
https://ndea10.khu.ac.ir/nbr/article-1-3296-fa.html


                                                         Nova Biologica Reperta 7(3): 256-266 (2020)) ١٣٩٩( ٢٥٦-٢٦٦:  ٣، شماره ٧هاي نوين در علوم زيستي، جلد يافته

 

266/٢٦٦ 

 

peritoneal macrophages. Immunopharmacology and 
Immunotoxicology 33: 135-140.  

Singh, N., Manshian, B., Jenkins, G. J., Griffiths, S. M., 
Williams, P. M., Maffeis, T. G., Wright, C. J. and 
Doak, S. H. 2009. "NanoGenotoxicology: the DNA 
damaging potential of engineered nanomaterials." 
Biomaterials 30: 3891-3914. 

Sridhar, S.S. & Shepherd, F.A. 2003. Targeting 
angiogenesis: a review of angiogenesis inhibitors in the 
treatment of lung cancer. Lung Cancer 42: 81-91 . 

Sun  ,C., Lee, J. S. & Zhang, M. 2008. Magnetic 
nanoparticles in MR imaging and drug delivery. 
Advanced Drug Delivery Reviews 60: 1252-1265 . 

Thünemann, A.F., Schütt, D., Kaufner, L., Pison, U. & 
Möhwald, H. 2006. Maghemite nanoparticles 
protectively coated  with poly (ethylene imine) and poly 

(ethylene oxide)-b lock-poly (glutamic acid). 
Langmuir 22: 2351-2357 . 

Tiwari, M. 2012. Apoptosis, angiogenesis and cancer 
therapies. Journal of Cancer Terapeutics and Research 
1: 3. 

Verma, V.K., Kamaraju, S.R., Kancherla, R., Kona, 
L.K., Beevi, S.S., Debnath, T., Usha, S.P., Vadapalli, 
R., Arbab, A.S. & Chelluri, L.K. (2015). Fluorescent 
magnetic iron oxide nanoparticles for cardiac precursor 
cell selection from stromal vascular fraction and 
optimization for magnetic resonance imaging. 
International Journal of Nanomedicine 10: 711. 

Zhao, P., Ise, H., Hongo, M., Ota, M., Konishi, I. & 
Nikaido, T. 2005. Human amniotic mesenchymal cells 
have some characteristics of cardiomyocytes. 
Transplantation 79: 528-535. 

 
***** 

   How to cite this article: 
Tekiyeh Maroof, N., Aboutaleb, N. and Naseroleslami, M. 2020. The effect of different concentrations of iron oxide 
nanoparticles on the expression of p53 gen in human derived amniotic membrane mesenchymal stem cell. Nova Biologica 
Reperta 7: 256-266. (In Persian). 

 شده   مشتق   بنيادي  هايسلول  در   p53  ژن  بيان   بر  اكسيدآهن   نانوذرات   مختلف  هايغلظت  اثر   بررسي   .١٣٩٩ناصرالاسلامي، م.    و  ابوطالب، ن.  معروف، ن.،   تكيه
 . ٢٦٦-٢٥٦: ٧ هاي نوين در علوم زيستييافته انساني. آمنيوتيك غشاي  از

 
 

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
nb

r.
7.

3.
25

6 
] 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

42
36

33
0.

13
99

.7
.3

.3
.9

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 n

de
a1

0.
kh

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

0-
27

 ]
 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            11 / 11

http://dx.doi.org/10.52547/nbr.7.3.256
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.24236330.1399.7.3.3.9
https://ndea10.khu.ac.ir/nbr/article-1-3296-fa.html
http://www.tcpdf.org

