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 چکیده

باکتری  clbNو   clbBبیان ژن های کاهش بر  سنتز شده توسط باکتری باسیلوس این مطالعه اثر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم در

 اسیلوس تکوئیلنسیسبتیتانیوم توسط باکتری نانوذرات دی اکسیدسنتز  .بررسی گردیدعامل ایجاد سرطان کولورکتال  کلی ااشرشی

مرئی و الگوی پراش  -بوسیله طیف سنجی فرابنفش  353nmتیتانیوم با پیک جذبی در اکسیدنانوذرات دی انجام شد. تشکیل 

( تعیین شد، بر SEM( نشان داده شد. اندازه و مورفولوژی نانوذرات توسط میکروسکوپی الکترونی روبشی )XRDپرتو ایکس )

که وجود نانوذرات را تایید می می باشند  nm 17/35 – 11/17ذرات دارای ساختار کروی با اندازه حدود  SEMاساس آنالیز 

کثیر باکتری تیتانیوم و با گذشت زمان از تنانوذرات دی اکسیدافزایش غلظت  اکتریایی نانوذرات نشان داد که باآزمون ضد ب. کند

رابطه معناداری بین گذشت زمان و کاهش رشد باکتری همراه با افزایش میزان  که نشان دهنده کنندجلوگیری می  اشرشیاکلی

در مقایسه    Real Time PCRاز روش  اشرشیا کلیباکتری  clbبیان ژن بر روی   نانوذراتر یاثتبررسی   .استرات نانوذغلظت 

یته نانوذرات توکسیس. است لحاظ آماری معنی دارکه این کاهش از  با کنترل، کاهش میزان بیان ژن در باکتری تیمار را نشان داد 

اثر  که نانوذرات نشان داد نتایج و گردید بررسیساعت  12و  47پس از گذشت   MTTبا روش  HEK293رده سلولی بروی 

بیشترین میزان فعالیت حیاتی سلول  کاهش یافت.  12بعد از داری  طور معنی بهآن وابسته به دوز و زمان داشته و میزان  توکسیسیته

بیان ژن کاهش  رشد وکاهش با اثر بر نانوذرات می باشد.   % 11/71به میزان   133l µ /gµساعت مربوط به غلظت  12ها بعداز 

clb  ی روی سلول ها کهسمیت پائینی  و  اشرشیاکلیباکتریHEK293  مورد ورکتال درمان سرطان کولداشت می تواند جهت

 .قرار گیردتوجه 

 لیشرشیاکا ،clbواژه های کلیدی:  سرطان کولورکتال، دی اکسید تیتانیوم، باسیلوس، ژن 
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Abstract 
In this study, was investigated the effect of titanium dioxide nanoparticles synthesized by Bacillus bacteria on 

reducing the expression of Escherichia coli clb genes causing colorectal cancer. The synthesis of titanium 

dioxide nanoparticles was performed by Bacillus tequilensis and for confirmation was investigated by visible 

ultraviolet (UV-vis) spectroscopy (XRD), infrared (FTIR) and electron microscopy Scanning (SEM), the effect 

of titanium dioxide nanoparticles were examined on growth reduction and expression of Escherichia coli clb 

gene was calculated by Real Time PCR, nanoparticles cytotoxicity percentage on HEK293 cell line was 

calculated by MTT method. XRD analysis confirmed the formation of titanium dioxide nanoparticles and 

showed the UV-vis absorption peak at 350 nm. The results of SEM images showed the nanoparticles to be 

spherical with an average of 17.78- 76.35 nm which confirms the existence of nanoparticles. The nanoparticles 

reduced the growth of Escherichia coli bacterium and decreased the expression of clbB and clbN genes, which 

is statistically significant. The toxicity of nanoparticles on HEK293 cell line was investigated by MTT method 

after 48 and 72 hours,  MTT results showed that titanium dioxide nanoparticles had a dose-dependent and time-

dependent toxicity effect and their amount decreased significantly after 72 hours. The highest rate of vital 

activity of cells after 72 hours was related to the concentration of 100 µ / gµ at 89.91%. Nanoparticles can be 

considered for the treatment of colorectal cancer due to their effect on growth retardation as well as reduced 

expression of Escherichia coli clb gene and low toxicity on HEK 293 cells. 
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 مقدمه -1

هدید تبا وجود پیشرفت های قابل توجه در فناوری های پزشکی برای تشخیص و درمان سرطان، این بیماری هنوز به عنوان عامل 

در این میان سرطان کولون یکی از شایع ترین بدخیمی ها در مردان و زنان به شمار می رود . ]1[ کننده مرگ و میر مطرح است

رمین دلیل مرگ و میر . سرطان کولورکتال سومین سرطان رایج و چها]2[در جهان می شود بسیاری از افرادو سالانه باعث مرگ 

. این سرطان در ایران  پس از سرطان معده، مثانه و پروستات در مردان چهارمین سرطان بوده و در زنان بعد از در جهان است

 شرشیا کلیان دادند افزایش تعداد باکتری های . محققان با بررسی های بیشتر نشان سینه دومین سرطان محسوب می شودسرطا

شرشیا ااز نظر فیلوژنی  سلول های پوشش روده سبب ایجاد سرطان کولورکتال می گردد. DNAبا آسیب رساندن به  pksواجد ژن 

حامل  B2همزیست، از گروه فیلوژنیک اشرشیا کلیتقسیم می شوند. برخی از سویه های  B2, D A, B ,به چهار گروه  کلی
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( که آنزیم مورد نیاز برای سنتز یک پپتید پلی کتاید ژنوتوکسین به نام PKSیک جزیزه ی بیماری زای پلی کتاید سنتتاز هستند )

بیان می  ورمز  kb54با اندازه  سنتز کلی باکتین توسط محدوده ژنیآنزیم های مورد نیاز جهت  .]3[کلی باکتین کد می نماید

 NRPS ،3تا  3است. محدوده ی ژنومی سنتز کننده کلی باکتین از  واقع شده  tRNAاز  ans Wشود و محل این ژن در لوکوس 

NClb  ،K lbC ،J Clb ،I Clb ،H Clb ، Clbآنزیم کمکی ویرایشی و برش دهنده شامل  1و  NRPS/ PKSهیبرید  PKS ،2تا 

C ، Clb B ،Clb A  وClb D خواص شیمیایی کلی باکتین به علت وجود سه آنزیم .  ]4[تشکیل شده استClb N ،Clb B  و

Clb P کلی باکتین نقش دارند. در ابتدا  فولدینگ  است که در سنتز و طویل شدن و شکستClb N  و به همراهClb B  وNRPS/ 

PKS  باعث تولیدPre colibactin  در فضای سیتوپلاسمی باکتری شده و سپس با عبور از کانال ها وارد فضای پری پلاسمیک

به کلی باکتین تبدیل می شود. کلی باکتین می تواند با عبور از غشای خارجی باکتری ترشح  Clb Pمی شود و در آنجا توسط 

باعث آسیب  باکتین با فعال شدن مسیر سیگنالینگگذارد. کلی  ت روده میزبان اثر سایتوتوکسیکشده و روی سلول های انتروسی

فعال می  DNAپاسخ به آسیب  در را Ataxia Telangiectasia Mtated (ATM)می شود. بدین ترتیب که ابتدا پروتئین  DNAبه 

)با ایفای نقش در چک پوینت  Cdk1 می گردد. در انتها نیز  Cdc25cو سپس فسفریله شدن  Cdk2 کند و باعث فسفریله شدن

G2  چرخه تقسیم سلولی میوز(، فسفریله شده و مقادیر زیادtyr-15  غیر فعال فسفریله ازCdk1   نمایان می شود. همچنین هیستون

ɣH2AX  و چرخه سلول در مرحله یG2 نجر به ایجاد سرطان کولون می شودمتوقف می گردد و این اختلال در سیکل سلولی م 

 این درحالی ]1[ های درمانی سرطان شامل جراحی، شیمی درمانی، پرتو درمانی در دسترس است امروزه بسیاری از گزینه ]5،7[

 .دهمراه داشته باش تواند عوارض جانبی در بیمار به شوند و می های سالم نیز دچار مرگ می که در بیشتر موارد سلول است

علم نانوتکنولوژی کمک  در این میان] 7[باشد  رمانی برای کنترل سرطان ضروری میهای نوین د بنابراین نیاز به جستجو در شیوه

ه فناوری نانو، در درمان و امروز. ]1[ ارزندهای به پیشرفت در کشف و توسعه راهکارهای نوین درمانی سرطان نموده است

تشخیص سرطان به دلیل عوارض جانبی شدید عوامل شیمی درمانی سنتی به دلیل سمیت سلولی آن ها بر روی سلول های طبیعی، 

انوبیوتکنولوژی یکی از جدیدترین حوزه های نوظهور علم است که رابط بین زیست ن]. 13،11،12،13[رواج بیشتری یافته است 

چالش برنگیزترین تحقیقات فناوری  .]14[شناسی و فناوری نانو، تجزیه، تحلیل و ایجاد نانو ساختارهای کاربردی جدید است 

ی است که اثر درمانی را افزایش داده و عوارض نانو در درمان سرطان، کشف نانوساختارهایی برای تحویل و انتشار داروها به نحو

. تحویل هدفمند دارو و ترشح کنترل شده داروها راهبردهای اصلی نانوساختارهای دی اکسید تیتانیوم ]15[جانبی را کاهش دهد 

سمیت پایین به  و دی اکسید تیتانیوم به دلیل سازگاری بالا، قابلیت آزادسازی داروها . نانوذراتبرای دستیابی به این هدف است

روش های گوناگونی برای تهیه نانوذرات  .]17[عنوان کاندیدای مناسب به منظور افزایش  اثر درمانی بالینی شناخته شده است 

، که در میان آن ها سنتز نانوذرات ]11[فلزی وجود دارد مانند احیای شیمیایی، هیدروترمال، میکروامولسیون و استفاده از لیزر 

، این گونه روش ها که به نام روش های شیمیایی شناخته ]17[وش شیمیایی بطور گسترده ای مورد استفاده قرار می گیردفلزی به ر

که  ]11[می شوند بسیار پر هزینه بوده و در فرایند تهیه نانوذره ها از مواد شیمیایی مضر، سمی و بسیار خطرناکی استفاده می شود 

بنابراین محققان به دنبال روش جایگزین و سازگار با محیط زیست برای  ]23[ی می شوند منجر به ایجاد مشکلات زیست محیط

تهیه نانوذره های فلزی هستند. در سال های اخیر سنتز زیستی توجه بیشتری را نسبت به روش های فیزیکی و شیمیایی به خود 

های زیستی توسط میکروارگانیسم ها، به دلیل سازگاری بالا با محیط زیست  روش بیوسنتز نانوذرات با. ]21[اختصاص داده است 
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در میان روش های مختلف بیوسنتز نانوذرات، استفاده از و کاهش مصرف انرژی و هزینه ها از جایگاه ویژه ای برخوردار هستند. 

و سویه های مختلف باکتریایی متغییر  تولید نانوذرات در جنس، گونه .]22،23[ باکتری ها از توجه ویژه ای برخوردار است

ان خاصیت واست. با مطالعه انواع نانوذرات و یافتن یک ویژگی جالب منحصر به فرد در نانوذره دی اکسید تیتانیوم تحت عن

ردن در دنیا ضدعفونی ک که امروزه از این ویژگی در تصفیه آب، پاک سازی هوا، استرلیزه کردن و فتوکاتالیستی باعث شد

نانوذرات دی اکسید  ، هالوموناس الانگاتادر ایران با استفاده از باکتری  2317 و همکاران در سال Alavi  .]24[شود  استفاده

به روش زیستی سنتز کردند و سپس خواص ضد باکتریایی آن را مقابل  nm 15/21-73/134تیتانیوم را به شکل کروی و در سایز 

با مطالعه اثر  2317و همکاران در سال  Babaei. ]25[ مورد بررسی قرار دادند استافیلوکوکوس اورئوسو  اشرشیا کلیباکتری 

، نشان کلی ااشرشیضدمیکروبی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم در حضور نور و عدم حضور نور ماوراء بنفش در مقابل باکتری 

بل توجهی در برابر نانوذرات در حضور نور ماوراء بنفش کاهش می یابد که این به طور قا اشرشیا کلیدادند که جمعیت باکتری 

موضوع اشاره به افزایش خاصیت ضد میکروبی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم در حضور نور، به دلیل خاصیت فتوکاتالیتی آن می 

و   nm 24/13ی با میانگین در هندوستان نانوذرات دی اکسید تیتانیوم را در ابعاد 2315و همکاران سال  Duraivaj .]27[باشد 

 اکتریاییسنتز کردند و سپس نشان دادندکه فعالیت ضد ب آسپرژیلوس نایجرتوسط روش زیستی با استفاده از قارچ کروی شکل 

افزایش می  ماوراء بنفشحضور  نور  بت و گرم منفی باری گرم مثمقابل گونه های مختلف باکت در غلظت نانوذرات با افزایش

از باکتری nm  17/13در عراق نانوذرات دی اکسید تیتانیوم را با ابعاد با میانگین  2314و همکاران سال  Ibrahem .]21[یابد 

جدا شده از واژن خانم های عراقی سنتز کردند و سپس با بررسی خاصیت ضد باکتریایی آن ها  در   لاکتوباسیلوس کریسپاتوس

شان دادند که بیشترین خاصیت ن اسینتوباکتر بومانیو  کلیاشرشیا ، کلبسیلا پنومونیه، رئوساستافیلوکوکوس اومقابل باکتری های  

در  2313سال  و همکاران  Malarkodi  .]27[ر بار مثبت می باشد با نتیجه چها اشرشیا کلیضدباکتریایی بر علیه باکتری 

را از گونه باکتریایی کروی شکل و به شکل کروی    nm 133-533ی مختلف بین ابعاد ان نانوذرات دی اکسید تیتانیوم باهندوست

، گرم مثبت و فاقد اسپور به نام پلانومیکروبیوم از بستنی سنتز کردند و سپس با بررسی غلظت های مختلف نانوذرات در مقابل 

 2331و همکاران در سال  Seo.]21[باکتری ها نشان دادند که با افزایش غلظت خاصیت ضدباکتریایی آن ها نیز افزایش می یابد 

با بررسی دی اکسید تیتانیوم بر روی سلول های سرطانی پوست نشان دادند که محلول دی اکسید تیتانیوم در حضور نور ماورا 

بنفش می تواند باعث درمان سلول های سرطانی پوست شوند که این هم نشان دهنده خاصیت فتوکالیستی نانوذرات دی اکسید 

جدا شده از  E.coli NC101در آمریکا با مطالعه ای که بر روی سویه  2312و همکاران در سال  Arthur .]33[تیتانیوم است 

و بیماری های التهابی روده و سرطان کولورکتال انجام دادند نشان دادند که در بین  PKSروده به منظور بررسی ارتباط بین جزایر 

از لحاظ بیماری های التهابی روده و سرطان کولورکتال محدوده نمونه سالم  24نمونه سرطان کولورکتال و  IBD 21نمونه  35

از نمونه های سرطان کولورکتال  ٪1/77و  IBDاز نمونه های   ٪43از نمونه های کنترل،  ٪7/23در حدود   PKSهای ژنومی 

اوی ح اشرشیا کلیدر فرانسه، ارتباط فیلوژنی و اپیدمیولوژی باکتری  2337و همکاران سال   Johnson  .]31[ موجود هستند

PKS  که کد کننده ژنوتوکسین کلی باکتین را بررسی و بیان کرده دو ژنclbB  وclbN  با سویه های متعلق به گروه فیلوژنی

Extrain Testinal Pathogenic Escherichia coli  سال  . در]32[ن مثبت بودندسویه برای این ژ 57ورد از م 44ارتباط دارد و

های اخیر با توجه به شیوع فراوان سرطان ها از جمله سرطان کولورکتال در انسان باید به دنبال روشی باشیم که به صورت طبیعی 
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موجود  clbواجد ژن  لیاشرشیا کو با اثر بخشی بر روی ژن های سرطان زایی میکروارگانیسم های عامل ایجاد سرطان از جمله 

نه، . تولید نانوذرات تیتانیوم بااستفاده ازمیکروارگانیسم ها از نظر هزی در دستگاه گوارش انسان این مشکلات را بر طرف نمائیم. 

از سوی دیگر تولید نانوذرات درجنس، گونه وسویه  .مصرف انرژی و ایمنی، نسبت به روش های فیزیکی وشیمیایی برتری دارد

باسیلوس ها باکتری هوازی ، تحمل کننده اکسیژن و دارای اسپور  است که می تواند حتی  .های مختلف باکتریایی متغییر است

ذرات فلزی نودرشرایط سخت و نا مطلوب زنده بمانند که این خاصیت آن ها را به عنوان یک کاندیدای مناسب برای بیوسنتز نا

اکنون می توان با  .از قابلیت های مهم باکتری انتخاب شده سنتز نانوذرات فلزی و یااکسیدآن ها ست .ساخته است Tio2 مانند

استفاده از روش های بهینه که در آن میکروارگانیسم های موجود در خاک مثل باکتری باسیلوس و تولید نانوذرات دی اکسید 

باعث مهار بیان این ژن ها  clbN و clbB مولد ژن های اشرشیا کلیثر بخشی این نانوذرات بر روی  باکتری تیتانیوم از آن ها و ا

مقاله برای اولین بار سنتز زیستی نانوذرات دی در این شده تا مانع عوامل عفونی دخیل در سرطان کوولورکتال در انسان شود. 

یر این جدا شده از خاک معادن فلزی استان کرمان انجام شد و سپس تاث باسیلوس تکوئیلنسیساکسید تیتانیوم توسط باکتری 

بررسی  Real Time PCR توسط روش  عامل ایجاد سرطان کولورکتال اشرشیا کلیباکتری  clbنانوذرات بر میزان رشد و بیان 

ن سمیت ای اثرو خوراکی برای اطمینان از بی خطر بودن این نانوذرات در آینده جهت مصارف پزشکی  و در نهایت  گردید

 مورد مطالعه قرار گرفت. MTTتوسط آزمون   HEK293نانوذرات بر روی رده سلول های نرمال 

 :فعالیت های تجربی -2

جداسازی باکتری های مولد نانوذرات دی اکسید تیتانیوم، از : نمونه برداری از خاک و جداسازی باکتری های باسیلوسالف( 

 واقع در استان کرمان سرب قنات مروان، معدن آهن گوهر زمین و معدن مس سرچشمه معادن، تیتانیوم کهنوج، ه های خاک نمون

جداسازی باسیلوس های موجود در نمونه های خاک از دو روش کشت مستقیم و روش تیمار حرارتی استفاده  به منظور. شد انجام

 13و بعد از  ریخته شدنمکی محلول  ml 13خاک در از هر نمونه گرم  13 جهت تهیه سوسپانسیون، ،شت مستقیمشد. در روش ک

 از کلیه رقت های مورد نظر، کشت سطحی دروتهیه  13-3 تا 13-13از سوسپانسیون ایجاد شده رقت  rpm 153در  شیکدقیقه 

ساعت  2پس از  ° C 33د و پس از گرمخانه گذاری در دمایاستریل انجام ش ) مرک آلمان( محیط کشت تریپتیک سوی آگار

در روش تیمار حرارتی مانند روش مستقیم عمل نموده البته در این روش بعد از تهیه  از لحاظ رشد و عدم رشد بررسی شدند.

 .]33[ قه در بن ماری جوش قرار داده شددقی 13سوسپانسیون اولیه از خاک، نمونه ها به مدت 

کلنی  پس از رشد و اطمینان از خلوص کلنی های باسیلوس، تلقیح: باسیلوسسنتز نانوذرات دی اکسید تیتانیوم توسط جدایه ب( 

گرمخانه گذاری  rpm 153و در دور  C ° 33ساعت در دمای  24انجام و به مدت  )مرک آلمان( ها به محیط کشت نوترینت براث

تیتانیوم  mol/l 325/3 رویی محلولبه  شد و دقیقه سانتریفوژ 15به مدت  3333در دور  ،لیه محیط های مایعشدند. در ادامه ک

دقیقه در بن ماری  33به مدت  C °  73ساعت روی شیکر قرار گرفت و در ادامه محلول در  1افزوده شد و به مدت  هیدروکسید

مرتبه با آب مقطر شستشو داده شد و از  3توسط سانتریفوژ جداسازی و  سفید رنگ،قرار داده شد و در صورت ایجاد رسوب 

 Ultraviolet تحت آنالیزهای دستگاهی دی اکسید تیتانیومات بعد از خشک شدن جهت تایید  نانوذر رسوب حاصله

spectroscopy    مدل دستگاه(UV-160A  ساخت شرکتShimadzu  ،)ژاپنX-ray diffraction   مدل دستگاه(PW1730 

 AVATAR)مدل دستگاه  FTIR  به اختصارFourier Transform Infrared Spectroscopy   هلند(، Philipsساخت شرکت 
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 FEI Quanta 200)مدل دستگاه  SEM به اختصار  Scanning Electron Microscopy آمریکا(،  Thermoساخت شرکت

ESEM  )34،35[ قرار گرفت ساخت کشور آمریکا[. 

ژنومی از باکتری مورد نظر طبق پروتکل  DNAاستخراج  ابتدادر : شناسایی مولکولی باکتری مولد نانوذرات دی اکسید تیتانیومج( 

باکتری گرم مثبت شرکت سیناژن صورت گرفت. در این مطالعه از پرایمر فوروارد   DNAکیت استخراج 

F:5՜_CAGGCCTAACACATGCAAGTC_3՜  و پرایمر ریورسR:5՜_ACGGGCGGTGTGTACAA_3՜ تولید شده 

از هر پرایمر  lµ 1شامل  PCR جهت انجام مواد مورد استفاده  . استفاده شدتوسط شرکت تکاپو زیست  مطابق با منبع مورد نظر

واکنش طبق شد.   رسانده lµ  23حجم نهایی به   و با آب مقطر 2Xمستر میکس  lµ 13الگو، DNAاز  lµ 4فوروارد و ریورس، 

 55ثانیه،  33به مدت  C ° 15سیکل در دمای  35دقیقه،  3به مدت  C °  15برنامه در یک مرحله واسرشت شدن ابتدایی در دمای 

 ° C  12ثانیه،  33به مدت  ° C  برای تائید تکثیر . دقیقه انجام شد 13ثانیه و  73به ترتیب به مدتDNA محصول ،PCR  بر روی

بود که از شرکت سیناکلون تهیه شد( و پس از اطمینان از حضور  bp133ژل آگارز یک درصد جریان یافت )مارکر استفاده شده 

به  SrRNA17توسط شرکت تکاپو زیست تعیین توالی شد. همانندی توالی نوکلئوتیدهای ژن  PCR، محصول bp1333باند 

شده در پایگاه اطلاعاتی ژنوم بانک ژنی مقایسه شد و سپس با استفاده از نرم افزار با توالی های ثبت  BLASTکمک نرم افزار 

MEGA-7 37[ درخت فیلوژنی مربوطه ترسیم شد[ 

 عامل ایجاد کننده سرطان از اشرشیا کلینمونه باکتری  12تعداد : clbNو  clbBواجد ژن  اشرشیا کلیباکتری های  جداسازید(

 برای . در ابتداایشگاه انتقال یافتمرکز تحقیقاتی پاسارگاد تهیه شد و جهت انجام آزمایش به آزم ولوس فرانسه توسطنشگاه تاد

از کیت  اشرشیا کلیباکتری  DNAجهت استخراج  .استفاده شد Duplex PCRاز روش  ،clbN و   clbBحضور هر دو ژن 

از پرایمر فوروارد  clbB برای ژنباکتری گرم منفی شرکت سینا ژن استفاده شد و  DNAاستخراج 

F:5՜_GCGCATCCTCAAGAGTAAATA_3՜  و پرایمر ریورسR:5՜_GCGCTCTAGTGCTCACAACC_3՜      برای و

و پرایمر ریورس  F:5՜_TCGATATAGTCACGCCACCA_3՜از پرایمر فوروارد  clb N ژن

R:5՜_GTCAAGCGAGCATACGAACA_3՜    جهت انجام شد. استفاده تولید شده توسط شرکت تکاپو زیست PCR  مواد

 lµ Master mix 2X 13الگو،  DNAاز  clbN ،4 lµو   clbBاز هر پرایمر فوروارد و ریورس  ژن های  lµ 1مورد استفاده شامل 

به  C °  15واکنش طبق برنامه در یک مرحله واسرشت شدن ابتدایی در دمای ه شد. رساند lµ 23 حجم نهایی با آب مقطر به و

 13ثانیه و  73به ترتیب به مدت  C °  12ثانیه،  33به مدت  C °  57ثانیه،  33به مدت  C ° 15سیکل در دمای  35دقیقه،  3مدت 

 .]31،37،31[ دقیقه انجام شد

نفش: با توجه به بءبررسی اثر ضدباکتریایی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم بر علیه باکتری در حضور و عدم حضور نور ماوراه( 

 نورضور حخاصیت فتوکاتالیستی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم به بررسی خاصیت ضد باکتریایی این نانوذرات در حضور و عدم 

مورد استفاده قرار  ناتوکلاو شد ازپس از نانوذرات سنتز شده تهیه شد و  %2و  % 1در ابتدا غلظت های بنفش پرداخته شد. ءماورا

از محیط کشت ریخته شد و  ml 23حاوی  ml 53در ارلن های لوریل سولفات براث )مرک آلمان( شت مایع گرفت. محیط ک

133lµ  53نوع ارلن  4باکتری در هر میلی لیتر( اضافه و  5/1×713مک فارلند معادل  5/3)رقت  اشرشیاکلیاز نمونه باکتریایی 

ml  تهیه گردید، ارلن شاهد که بدون اثرUV و بدون نانوذرات دی اکسید تیتانیوم، ارلن دوم بدون نانوذرات و با اثرUV  ارلن ،
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نانوذرات بود. تمام مراحل  %2از سوسپانسیون  ml 1و  UVنانوذرات، ارلن چهارم با اثر  %1سوسپانسیون  ml 1و  UVسوم با اثر 

، نمونه های شاهد با UVانجام شد و برای جلوگیری از تاثیر مرتبه تکرار  3و با  آزمایش در تاریکی و بدون حضور نور مرئی 

مقابل لامپ  cm 7و در زیر هود با فاصله  rpm 25استفاده از فویل آلومینیوم پوشانده شد. سپس ارلن ها را بروی شیکر با دور 

LED UVA    375با طول موج nm    1دقیقه،   13و  73، 33قرار داده و پس از گذشت هر یک از زمان های ml  از هر نمونه، بر

ساعت  24به صورت پورپلیت کشت داده شد و پس از گذشت  کشت جامد ویولت رد بایل آگار )مرک آلمان(روی محیط 

ساخت شرکت  KO-TATکانتر مدل ( توسط دستگاه کلنی CFUتعداد کلنی های تشکیل شده) C °  31انکوباسیون در دمای 

و نمودار نیز توسط  پردازش شد SPSS ver 23در نهایت داده ها با استفاده از نرم افزار  طیف آزما طب مورد شمارش قرار گرفت.

 .]43،41،42[ ترسیم گردید Excelنرم افزار 

 باکتری clbNو  clbBجهت بررسی بیان ژن های  :clbواجد ژن  اشرشیا کلی( باکتری MICتعیین حداقل غلظت مهار کنندگی )( و
قرار گرفته( و نمونه باکتریایی  UV ، نمونه باکتریایی تیمار شده )که تحت تاثیر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم و نورکلی اشرشیا

تحت تاثیر غلظت های متفاوت از  کلی شرشیاا، باکتری MICغیر تیمار )نمونه شاهد( مورد آزمایش قرار گرفت. جهت تعیین 

خانه ای و محیط  17نانوذرات دی اکسید تیتانیوم و در حضور نورمرئی فرابنفش قرار گرفت. بدین منظور از میکروپلیت های 

 133محیط کشت مولر هینتون براث و lµ 133 هر یک از چاهک های میکروپلیت هایکشت مولر هینتون براث استفاده شد و به 

lµ  1324از سوسپانسیون نانوذرات با غلظت اولیه ml/gµ  چاهک رقت سازی متوالی به  12به اولین چاهک اضافه شد و سپس تا

باکتری در هر میلی لیتر( اضافه  5/1×713) مک فارلند 5/3 سوسپانسیون باکتری lµ 133ترتیب انجام شد. سپس به هر چاهک 

کنترل مثبت )محیط کشت حاوی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم( و کنترل منفی  برای آزمون، شد. جهت کنترل کیفی نمونه ها

ساعت انکوباسیون در انکوباتور شیکر  24از پس در نظر گرفته شد  )محیط کشت حاوی سوسپانسیون باکتری و فاقد نانوذره(

 Sub MICچاهک قبلی به عنوان و شد مشخص MICکدورت سنجی انجام شد که با توجه به آن  ( rpm 313و  C °  31)دار

 Real Time PCRو سپس به همراه باکتری شاهد برای واکنش  باکتری تیمار شده با نانو ذره دی اکسید تیتانیوم در نظر گرفته شد

 . مورد بررسی قرار گرفت

 شرکت سیناژن،  باکتری RNAبا استفاده از کیت استخراج  اشرشیا کلیباکتری  RNAاستخراج : Real Time PCRواکنش ( ز

ز نسخه برداری توسط آنزیم ترانس کریپتا RNAاز  با انجام الکتروفورز ژل آگارز RNAو پس از اطمینان از کیفیت  انجام شد

 فادهت تکثیر قطعه مورد نظر استتولید شده به عنوان الگو در واکنش زنجیره ای پلیمراز جه CDNA. سپس از شد معکوس انجام م

 cDNAبرای  Real Time PCRجهت انجام واکنش  .گرفتالکتروفورز مورد ارزیابی قرار د و در نهایت ژل ها با تکنیک یگرد

 پرایمر فوروارد) از هر پرایمر فوروارد و ریورس lµ 1، مواد مورد استفاده شامل و باکتری شاهد clbژن  واجد اشرشیا کلیباکتری 

و پرایمر ریورس  srRNA17 F:5՜_GGTGAATACGTTCCCGG_3՜برای ژن 

R:5՜_TACGGCTACCTTGTTACGATT_3՜  و برای ژنclb   پرایمر فوروارد

F:5՜_AAGCCGTATCCTGCTCAAAA_3՜ و پرایمر ریورس R:5՜_GCTTCTTTGAGCGTCCACAT_3՜ استفاده شد) 

،1 lµ  ازcDNA ،13 lµSyber green master mix 2x   23و حجم نهایی با آب مقطر به lµ  .واکنش طبق برنامه در رسانیده شد

به  C ° 57ثانیه،  15به مدت  C ° 15سیکل در دمای  35دقیقه،  13به مدت  C °  15یک مرحله واسرشت شدن ابتدایی در دمای 
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بعد از تهیه ترکیبات  دقیقه انجام شد. 1 به مدت C °  73دقیقه و  15به مدت  C °  15ثانیه ،  33به مدت  C °  12ثانیه،  33مدت 

 .]43،44[ واکنش، بیان ژن ها مورد بررسی قرار گرفتقرار داده شد و بعد از پایان  Real Time PCRمورد نظر در دستگاه 

به منظور بررسی اثر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم سنتز  : MTTآزمون سنجش سمیت دی اکسید تیتانیوم بر سلول ها به روش ( ح

استفاده شد. این روش یک  MTTشده توسط باکتری باسیلوس، بر روی رشد و تکثیر سلول های نرمال از روش رنگ سنجی 

تست متابولیک رقابتی میتوکندریایی است و بر اساس شکستن نمک تترازولیوم توسط آنزیم میتوکندریایی سوکسینات 

خانه ای استفاده می شود.  17برای انجام این آزمایش، از میکروپلیت های کشت سلولی  یدروژناز سلول های زنده استوار است.ده

 133( در فلاسک های کشت سلولی، حجم Human embryonic kidney cells 293) بعد از کشت سلول های کلیه جنین انسان

lµ  در معرض  ساعت انکوباسیون، 24از قرار داده شد. بعد  چاهک عدد در هر  23333محیط کشت حاوی سلول ها با تراکم

ساعت  24بعد از  .ده شاکسید تیتانیوم قرار داد از نانوذرات دی g/mlµ 53و  13، 5، 1، 5/3، 1/3، 35/3، 31/3غلظت های صفر، 

–Sigma دی فنیل تترازولیوم بروماید() -5،2( )2-دی متیل تیازولیل -MTT (3،5،4رنگ  lµ 133،به هر چاهک  انکوباسیون

Aldrich MTT)  5/3با غلظت mg/ml  31ساعت دیگر در دمای  4به هر چاهک افزوده شد و پلیت به مدت  ° C 2، مجهز بهCO 

( یا ایزوپروپانول جهت حل نمودن DMSOدی متیل سولفوکساید ) lµ 133انکوبه شده و سپس مایع رویی هر چاهک خارج و 

شیکر قرار داده   دقیقه در دمای اتاق بر روی 33پلیت به مدت  کریستال های فرمازان ارغوانی رنگ  به هر چاهک اضافه شد. 

 ائتقر DMSOدر مقابل بلانک خالی  nm 513شد. سپس جذب نوری هر چاهک با استفاده از دستگاه الایزا ریدر در طول موج 

درصد سلول های زنده یا میزان بقای سلولی  در نهایت، . گردیدبار تکرار  2مام مراحل نیز و ت چاهک 4برای هر غلظت  د.یگرد

با استفاده . نتایج ]45[ شدمحاسبه  که در ذیل نوشته شده  2  رابطهاد شده با استفاده از میزان توکسیسیتی ایج و 1 رابطهبر اساس 

و پس  معنادار در نظر گرفته شد P˂35/0بررسی و  SPSS Ver 23  با استفاده از نرم افزار (ANOVAاز آزمون آنالیز واریانس )

در هر دو زمان مشخص سطوح معنی  Duncanاز مشخص شدن اختلاف و تفاوت معنی داری در سطوح مختلف از طریق آزمون 

  داری تعیین گردید.

 ( 1 رابطه

                     (2 رابطه

                                                                                                        
 و بحث نتایج -3

کلنی جداسازی و خالص شده  45از بین : نتایج حاصل از جداسازی باسیلوس های سنتز کننده نانوذرات دی اکسید تیتانیوم الف(

جدایه باکتری  5، که برای تولید نانوذرات دی اکسید تیتانیوم به کار گرفته شده بودند  ز روش کشت مستقیم و تیمار حرارتیا

جدایه  رسوب سفید رنگ بیشتری نسبت به سایر جدایه ها ایجاد کرد و پس از مقایسه توالی  1باسیلوس گزارش شد که تنها 

SrRNA17 با استفاده از نرم افزار های موجود در پایگاه اطلاعات ژنومی باکتری جدا شده با توالیBlast مورد نظر،، باکتری 

 ایزوله SrRNA 17های توالی بین ارتباط نشان دهنده فیلوژنی درخت: 1با توجه به شکل  .شناسایی شد باسیلوس تکوئیلنسیس

)%( می  Bootstrap ارزش نمایانگر کلادها گره در واقع اعداد. می باشد GenBank در مرجع توالی های و مطالعه مورد های

 .شد استفاده outgroup به عنوان Bacillus tequilensis  (LT986216)    ازباکتری .باشد
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با  LT986216سویه  باسیلوس تیکوئیلنسیسباکتری  SrRNA17 نشان دهنده ارتباط بین توالی ژن : درخت فیلوژنی،1شکل 

 است (bootstrap100%)  نمایانگر ارزش کلادها گره در واقع دیگر باکتری ها رانشان می دهد اعداد

 

 پیک وجود بالاترین  ، nm 553تا  233 محدوده در :دی اکسید تیتانیوم نانوذرات  بنفش فرا طیف سنجی نتایج حاصل ازب( 

ی نانوذرات دی اکسید گزارش شد که نشان دهنده سنتز زیست  UV-visطیف سنجی  دستگاه با nm 353 موج در طول جذبی

 می باشد. تیتانیوم

پیک   2مطابق شکل ود. تایید نم نمونه در را دی اکسید تیتانیوم  اتنانو ذر کریستال های تشکیل ایکس اشعه پراش آنالیزج( 

 به ترتیب که دش دیده درجه 73و 17، 15، 13، 75، 73، 57، 55، 47، 45، 42، 43، 31، 25  ،تتا 2 زوایای در مجزا و قوی هایی

 .اشتد دی اکسید تیتانیوم همخوانی 224و  212، 215، 331، 313، 332، 123، 211، 233، 213، 111، 221، 334، 131  سطوح با

 .بنابراین محصول مربوطه با خلوص بالا تهیه شده است شدمشاهده ن Xاز ناخالصی در الگوی پراش اشعه  هیچ گونه پیک

 

 نانوذرات دی اکسید تیتانیوم ایکس اشعه طیف پراش از حاصل پیک های : الگوی2شکل 

 مشخص گردید. ( روتایل  Rت و ( بروکیB( آناتاز، A نانوذرات دی اکسید تیتانیوم بصورت ساختارهای بلوری
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در های جذبی  پیکنشان داد که  تیتانیوم اکسید دی نانوذرات قرمز، مادون نتایج حاصل از آنالیز طیف سنجی تبدیل فوریهد(  

ارتعاشات مربوط به  cm2133-2733-1در ناحیه ،H-Oمربوط به شیوه های ارتعاشی کششی متقارن   cm 3733-3233-1ناحیه 

cm-می باشد. در نمونه اکسید فلزی تیتانیوم پیکی در ناحیه  H-Oمربوط به ارتعاش خمشی  cm1713-1در ناحیه و  H-Cکششی 

 ژن تعلق دارد. که بر شیوه های ارتعاشی کششی فلز اکسی شددیده  1773

 3در شکل   Aبا توجه به تصویر  : نانوذرات دی اکسید تیتانیوم SEMنتایج حاصل از تصویربرداری میکروسکوپ الکترونی  ه( 

است شکل کروی نانوذرات  کاملا مشخص  روبشیاز نانوذرات توسط میکروسکوپ الکترونی   nm 533که مربوط به بزرگنمایی 

د که تاییدی بر ساختار نانوذرات ندار nm 17/35 -11/17قطری بین  نانوذرات ،nm 233با بزرگنمایی  Bدر تصویر می باشد و 

 (.3دی اکسید تیتانیوم می باشد )شکل 

 

توسط باکتری  سنتزشده نانوذرات دی اکسید تیتانیوم  از گرفته شده الکترونیِ  میکروسکوپِ تصویر( Aتصویر: 3شکل 

نانوذرات دی اکسید  از گرفته شده الکترونیِ  میکروسکوپِ تصویر( B، تصویرnm 533با بزرگنمایی باسیلوس تکوئیلنسیس

 nm 233 بزرگنمایی با باسیلوس تکوئیلنسیستوسط باکتری  سنتزشده تیتانیوم 

   از نمونه انتخاب و با نصری ذرات، به طور تصادفی دو ذرهبرای آنالیز ع :(EDS) طیف سنجی پراش انرژی پرتو ایکس  و(

EDS   نتایج آزمون 4آنالیز شدند. شکل شماره EDS  ،از این دو نقطه را نشان می دهد. در هر دو الگوی انرژی پرتو ایکس

 .درصد وزنی است 12/7در این دو ذره، نزدیک به  یی شدند. میزان تیتانیوماکسیژن و تیتانیوم شناسا

 

 باسیلوس تکوئیلنسیستوسط باکتری  تولیدشده نانوذرات ایکس پرتو انرژی پراش طیف سنجی آزمون : نتایج4شکل 
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با توجه  :Duplex PCRتوسط واکنش مولکولی  اشرشیا کلیدر جدایه های  clbNو  clbBنتایج حاصل از شناسایی ژن های ز( 

برای  4جدایه شماره  بود. clbNو  clbBجدایه باکتریایی واجد هر دو ژن  1تهیه شده  اشرشیا کلیباکتری  12از تعداد  ،5به شکل 

 بررسی های بعدی در نظر گرفته شد.

 

+:  ستون و رمارک  M :ستون ترتیب به چپ سمت از ،اشرشیا کلی های سویه در  clbNوclbB ن های ژ فراوانی :5شکل 

 می باشد. اشرشیا کلیجدایه های  12تا  1های   ستون و منفی کنترل : - ستون و مثبت کنترل

در حضور  clbاجد ژن و اشرشیا کلینتایج حاصل از بررسی اثر ضد باکتریایی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم بر علیه باکتری ح(  

 نیاثر قابل توجهی بر کاهش تعداد کلگذشت زمان و حضور نور ماوراءبنفش  و عدم حضور نور ماوراءبنفش: با توجه به نمودار،

بنفش یوم در برابر نور ماوراءید تیتانهای باکتری نسبت به کنترل داشته که بیان کننده خاصیت فتوکاتالیتیکی نانوذرات دی اکس

می باشد. علاوه بر این با افزایش غلظت نانوذرات تعداد کلنی ها کاهش یافت که موضوع خاصیت ضد میکروبی نانوذرات را 

 مشخص می کند. 

جهت بررسی وجود رابطه معناداری بین گذشت زمان و کاهش رشد باکتری با اضافه   SPSS ver 22نرم افزار و با آنالیز توسط 

درصد به محیط کشت از روش ضریب همبستگی پیرسون با توجه به فاصله  2و  1کردن نور فرابنفش و نانوذره دی اکسید تیتانیوم 

و عدد ضریب همبستگی یک )نشان دهنده رابطه همبستگی قوی( فرض    p≤0.05ای بودن متغییر ها استفاده گردید. و با وجود 

 33ما اثبات گردید و با توجه به رابطه معناداری  بین گذشت زمان و کاهش رشد باکتری  نسبت به کنترل در محدوده ی زمانی 

می باشد نشان دهنده  p≤0.5اینکه دقیقه وجود داشت  و با توجه به  13و  73دقیقه و در محدوده زمان های  13و 33دقیقه ،  73و 

این امر است که با گذشت زمان تعداد کلنی های باکتریایی کاهش یافته و رابطه معنا داری بین گذشت زمان و کاهش رشد 

 باکتری همراه با افزایش میزان غلظت نانوذره وجود دارد.

نفش تانیوم در حضور نور ماوراءبدر غلظت های متفاوت از نانوذرات دی اکسید تی اشرشیا کلی: تعداد کلنی باکتری 1نمودار 

 زمان های مختلف در
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( نانوذرات  دی اکسید تیتانیوم برای MIC) حداقل غلظت مهارکنندگی، با توجه به کدورت سنجی: MICنتایج حاصل از ط( 

( به عنوان باکتری Sub MIC) g/mlµ 127غلظت بنابراین  گزارش شدclbN 257 g/mlµو  clbBواجد ژن  اشرشیا کلیباکتری 

استفاده   Real Time PCRتیمار شده توسط نانوذرات دی اکسید تیتانیوم جهت بررسی میزان بیان ژن بوسیله واکنش مولکولی 

 شد.

 Realتحت تاثیر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم توسط روش مولکولی  اشرشیا کلیباکتری  clbنتایج حاصل از بررسی بیان ژن ی( 

Time PCR  بیان ژن  نشان دادclb .در مقایسه  ،2نمودار با توجه به  تیمار شده با نانوذرات در مقایسه با کنترل کاهش یافته است

افزایش  ΔCtمشخص شد که میزان  اتبا نانوذر قبل و بعد از مواجهه Housekeeping به عنوانSrRNA17 و clbژن  نمودار تکثیر

قبل و  Ctبدست آمد. با توجه به اینکه اختلاف  34/17و  43/11در قبل و بعد از تیمار به ترتیب  SrRNA17 ژن  Ctیافته است. 

به عنوان  SrRNA17اختلاف دارد و این اختلاف ناچیز بوده بنابراین از ژن  71/3بعد از تیمار با نانوذره دی اکسید تیتانیوم تنها 

باسیلوس در سویه  clbمنحنی ذوب ژن پیک اصلی در  1با توجه به شکل  ژن خانگی و استاندارد داخلی استفاده شده است.
طبق  دی اکسید تیتانیوم اتبا نانوذر هدر مواجه clbژن  Ct Δ را نشان داد. C ° 11/77دمای  اتتیمار شده با نانوذر تکوئیلنسیس

 .آورده شد 1در جدول  محاسبه گردید و نتایج  7شکل 

 SrRNA 17دی اکسید تیتانیوم و نمودار پیشرفت واکنش ژن  اتدر قبل و بعد از تیمار با نانوذر  clbنمودار تکثیر ژن : 2نمودار 

 محاسبه شده Ctبه همراه     Housekeepingبه عنوان ژن 

 

Control E.coli+UV E.coli+UV+TiO2(1%) E.coli+UV+TiO2(2%)

30 Minets 200 191 186 173

60Minets 195 172 153 144

90 Minets 193 151 123 70
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 تحت تاثیر نانوذرات دی اکسید تیتانیوم توسط روش مولکولی اشرشیا کلیباکتری  clbنتایج حاصل از بررسی بیان ژن  :7شکل 

 Real Time PCR  

 

حنی های ژن نشان داد که من تیمار شده با نانوذره دی اکسید تیتانیوم باسیلوس تکوئیلنسیسدر سویه  clbمنحنی ذوب ژن .: 1شکل 

  مورد سنجش در تمام نمونه ها با هم منطبق و بصورت تک قله ای هستند.
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 در مواجهه با نانوذره دی اکسید تیتانیوم clbژن   Ct Δ: نتایج 1لجدو
 

ΔΔCT-2 

 نمونه کنترل

 

ΔΔCT-2 

 نمونه تیمار

 

ΔΔCT 
 نمونه کنترل

 

ΔΔCT 
 نمونه تیمار

 

ΔΔCT 
 نمونه کنترل

 

ΔΔCT 
 نمونه تیمار

1 11/3 3 33/3 32/1 74/1 

 

استفاده شد. در این روش فرض بر این است که بازده نمونه و کنترل داخلی  PFAFFLاز روش  clbبرای تعیین میزان بیان ژن 

نانوذرات دی اکسید تیتانیوم باعث  2با توجه به جدول  به منظور بررسی بیان ژن استفاده شد.  ΔΔCT-2درصد و از فرمول  133برابر 

 نداشته است. SrRNA17هیچ تاثیری بر روی بیان ژن  شده است، در حالیکه clbکاهش بیان ژن 

 :نتایج حاصل از آزمون سنجش سمیت دی اکسید تیتانیوم بر سلول هاک( 

عالیت حیاتی ساعت میزان ف 12ساعت حداقل بود، اما بعد از  47میزان فعالیت حیاتی سلول ها بعد از گذشت ، 3نمودار با توجه به 

 1/3ساعت مربوط به غلظت  12و  47کمترین میزان فعالیت حیاتی سلول ها به ترتیب بعد از گذشت . سلول ها افزایش یافت

g/mlµ  13/54 ٪ ساعت  مربوط به غلظت  12و  47بیشترین میزان فعالیت حیاتی سلول ها به ترتیب بعد از گذشت ،  ٪43/73 و

و با استفاده از آزمون آنالیز واریانس   SPSSver 23 تحلیل آماری توسط نرم افزار  . بود ٪ 11/71 و  g/mlµ133٪ 133و  5

(ANOVA و آزمون چند دامنه ای )Duncan  وPaired T-Test ( بررسی شد. در  آنالیز واریانسANOVA جهت بررسی معنی )

در  Pvalu =0یا  sig= 0ساعت بصورت جداگانه بررسی شد که مقدار 12و  47دار بودن اختلاف بین میانگین های هر دو زمان 

نتیجه حاصل از آنالیز معنی دار بودن اختلاف بین سطوح  p≤0.05را نشان داد بنابراین با توجه به معنی دار بودن  هر دو زمان

تیمار و تاثیر گذاری آن را بروی زنده مانی سلول را مشخص نمود. سپس اختلاف و تفاوت معنی داری با یکدیگر در زمان های 

ذب نوری در قایسه میانگین جم   paired T- Testانجام شد و در نهایت با آزمون  Duncanساعت توسط آزمون  12و  47

در می یابیم اختلاف معنی داری بین سطوح مختلف  P≤0.05را نشان داد لذا با توجه به  sig=0تیمارهای هر دو گروه مقدار 

   . تیمار با گذشت زمان و تاثیرگذاری آن ها بر روی زنده مانی سلول وجود دارد.

در مقابل غلظت های متفاوتی از نانوذرات دی اکسید تیتانیوم  HEK 293مقایسه درصد توانایی زنده مانی سلول های : 3نمودار

 ساعت 12و  47بعد از گذشت 
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نانوذرات دی اکسید تیتانیوم که باعث تمایز آن نسبت به دیگر نانوذرات فلزی شده اثرات فتوکاتالیتی قوی ویژگی خاص یکی از 

 خواص متعدد  لیلکنون دی اکسید تیتانیوم به دتا دهه گذشتهاز سه  آن می باشد که اثرات ضدمیکروبی آن را افزایش می دهد.

سی مورد توجه سمیت پایین و عدم واکنش آلرژیک یا درماتیت تما ، ضدمیکروبی، ضد سرطانی،فیزیکی فتوکاتالیتیبیولوژیکی،

روش سنتز آن و  ذرات وخواص دی اکسید تیتانیوم وابسته به اندازه  بهداشتی و صنعتی قرار گرفته است.محققین علوم مختلف 

با بررسی اثر غلظت های متفاوتی از دو نوع مختلف  2311و همکاران سال  Ripolles ایت ساختار بلوری ایجاد شده است.در نه

 -) شکل کریستالی آناتاز NM105( و nm 1با اندازه  )شکل کریستال آناتاز نانوذره NM101نانوذره دی اکسید تیتانیوم به نام های 

 37، 24، 12، 7، 3در زمان های   nm 315-433با طول موج   UV( با حضور و عدم حضور نور nm 21با اندازه  روتایل نانوذره

ند شان دادن اشرشیا کلیساعت بر روی گروهی از باکتری های گرم مثبت و گرم منفی از جمله باکتری  24دقیقه و به مدت  42و 

سیکل لگاریتمی کلنی های باکتریایی تنها با همبستگی بین غلظت های بالای نانوذرات، وجود نور و گذشت   3تا  2که کاهش 

رابطه  بود و آنالیز داده ها زمان امکان پذیر خواهد بود و این نتیجه در مورد هر دو نوع مختلف نانوذره دی اکسید تیتانیوم صادق

غلظت های  اثر با بررسی 2312و همکاران سال  Jaderi .]47[ روه شاهد نشان می دهدرا نسبت به گ (p<0/05)دار بودن  معنی

دقیقه و با حضور و عدم  123و  13، 33با گذشت زمان  کلی اشرشیاباکتری  روی بر اکساید دی تیتانیوم ذرات نانو %2و  1 %

 نسبت داری کاهش معنی اشرشیا کلی باکتری میکروبی جمعیت نانوذرات، غلظت افزایش باکه نشان دادند  UVحضور نور 

 میزان و قرارگیرد بررسی تواند ملاک نمی تنهایی به اکساید دی تیتانیوم غلظت هرچند .است نموده پیدا شاهد نمونه به

 افزایش معرف تنهایی به غلظت تأثیر اما .گردد می نیسم ها اورگامیکرو کشندگی سبب توأمان به صورت UVتوسط  پرتودهی

نسبت به نمونه  cfu 413 کلی اشرشیا باکتری بر دی اکسید تیتانیوم  نانوذرات ٪1غلظت  است. در غلظت افزایش کشندگی با

 لگاریتمی سیکل 2 است دی اکسید تیتانیوم توانسته غلظت دراین و دارد ای ملاحظه قابل دادند کاهش نشان را  433× 413شاهد

 میکروبی از نانو ذره دی اکسید تیتانیوم نتیجه مشابهی دیده شد. جمعیت ٪2در غلظت  )p<0/05(دهد  کاهش را میکروبی بار

 جمعیت توانست ها غلظت این که دی اکسید تیتانیوم در است آن دهنده نشان که کرد پیدا کاهش 413 به 433× 413 از

 دیگر محققین توسط اکساید تیتانیوم ذرات نانو قاطع نابودکنندگی اثر. ]43[ دهد کاهش لگاریتمی سیکل 2 حدود را میکروبی

ه بررسی اثر ضد باکتریایی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم بر علی با است و علاوه بر آن نتایج حاصل از مطالعه حاضر شده تایید نیز
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 13و  73، 33در سه زمان  %2و  %1با غلظت های  حضور و عدم حضور نور ماوراءبنفش  در clbواجد ژن  اشرشیا کلیباکتری 

نسبت به   لیاشرشیا ک گذشت زمان و حضور نور ماوراءبنفش اثر قابل توجهی بر کاهش تعداد کلنی های باکتری نشان داددقیقه 

لنی تعداد ک و با  نانوذرات %2دقیقه با غلظت  13مربوط به زمان ها کاهش رشد کلنی میزان  بیشترین  در نتیجهکنترل داشته نمونه 

13cfu    نسبت به کنترل  (p<0/05) یوم در نانوذرات دی اکسید تیتان ضدباکتریایی  خاصیتافزایش بیان کننده  گزارش شد که

 ینحققبه دلیل خاصیت فتوکاتالیتیکی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم می باشد بنابراین نتایج  تحقیق حاضر با م برابر نور ماوراءبنفش 

با مطالعه اثر ضد میکروبی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم و دی اکسید  2317و همکارانش در سال  Babaei .همخوانی داردمذکور 

یت باکتری اثر مطلوب نانوذرات دی اکسید تیتانیوم فتوکاتالیت را در کاهش جمع اشرشیاکلیتیتانیوم فتوکاتالیست بر باکتری 

با مطالعه بر روی اثر ضد  2313و همکاران در سال  Ahmad  .]27[ نسبت به نانوذرات دی اکسید تیتانیوم نشان داد اشرشیاکلی

تند. نشان دادند که نانوذرات دی اکسید تیتانیوم دارای فعالیت ضدباکتریایی قوی هس اشرشیاکلیباکتریایی نانوذرات در باکتری 

با اتصال به الکترون های گروه های کربوکسیلات، آمیدها، ایندول،  DNAی سلولی و نانوذرات برای غیر فعال کردن آنزیم ها

هیدروکسیلاز، گروه های تیول و غیره باعث افزایش نفوذ پذیری منافذ کوچک دیواره سلولی باکتریایی شده و در نتیجه باعث 

وم در این ی توسط نانوذرات دی اکسید تیتانینتایج حاصل از بررسی فعالیت ضد باکتری اشرشیا کل. ]41[ مرگ سلول می گردند

و  Saadatمطالعه با محققین مذکور همخوانی دارد و نانوذرات در مواجهه با باکتری  باعث کاهش رشد کلنی های باکتری شد.  

با ارزیابی فعالیت ضد باکتریایی نانوذره دی اکسید تیتانیوم نشان دادند که نانوذرات قدرت مهارکنندگی  2311همکاران در سال 

2/2 gµ  را دارد. همچنین نتایج  روجینوزاآئسودوموناس علیه باکتریXRD  وSEM  نشان داد که نانوذره دی اکسید تیتانیوم ذراتی

حداقل  در تحقیق حاضر .]47[ ر ساختار نانوذرات دی اکسید تیتانیوم می باشدمی باشند که تاییدی ب nm 43-75کروی و با قطر 

بوده که اختلاف زیاد نتیجه با تحقیق انجام شده  g/mlµ 257 اشرشیا کلی( نانوذرات بر علیه باکتری MICغلظت مهارکنندگی )

در مطالعه حاضر از روش  لیشیمیایی واز روش که آن ها  می باشد  اتبه دلیل روش تولید نانوذر و همکاران Saadatتوسط 

نانومتر  17/35 -11/17نشان داد که نانوذرات کروی وقطری بین  SEMو  XRDزیستی سنتز شده است. اما در مطالعه کنونی نتایج 

د . و نانوذرات با داشتن نسبت سطح به حجم بالا خاصیت ضکه تاییدی بر ساختار نانوذرات دی اکسید تیتانیوم می باشد دارد

حقیق ت نتیجه بررسی خاصیت ضد باکتریایی نانوذرات دی اکسید تیتانیوم  در این نابراین ب می دهندمیکروبی خوبی از خود نشان 

 با بررسی اثر سمیت نانوذرات دی اکسید تیتانیوم 2317و همکاران در سال   Shokrolahi .همخوانی داردمحقق مذکور  با نتایج

نشان دادند که نانوذرات در  MTTذرات توسط روش در غلظت های مختلف نانو HT29 رده سلولی سرطان کلون   بر روی

همچنین  .( P˂35/3)بیشترین مهار تکثیر سلولی را داشته اند که از لحاظ آماری معنی دار است  µg/ml 133و  53غلظت های 

ساعت به ترتیب به میزان  24تیمار شده با نانوذرات دی اکسید تیتانیوم طی  HT29در رده سلولی  1و  3بیان ژن های کاسپاز 

(3335/3=P  )  13/3±71/2  و(3337/3=P ) 21/3±47/3 (3332/3=P )  افزایش یافت، همچنین نتیجه رنگ آمیزیDAPI  و

ارزیابی سمیت نانوذرات دی در تحقیق حاضر . ]41[ وارد آپوپتوز شده است  HT29فلوسیتومتری نشان  داد که سلول های 

انجام شد که تاثیر نانوذرات  MTT( به روش HEK293اکسید تیتانیوم سنتز شده به روش زیستی علیه رده سلولی کلیه جنین انسان )

 12ساعت حداقل بود، اما بعد از  47دی اکسید تیتانیوم بر روی سلول ها نشان داد میزان فعالیت حیاتی سلول ها بعد از گذشت 

نشان داد که این افزایش در فعالیت  SPSSعت میزان فعالیت حیاتی سلول ها افزایش یافت و تحلیل آماری توسط نرم افزار سا

ها بعد از گذشت ( و کمترین میزان فعالیت حیاتی سلول  P˂35/3ساعت از لحاظ آماری معنی دار است) 12حیاتی سلول ها بعد از 

مربوط  ٪133ساعت  12سلول ها بعد از گذشت و بیشترین میزان فعالیت حیاتی  g/mlµ 1/3مربوط به غلظت  ٪ 12/54ساعت  47
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بود لذا در این  مورد تحقیق حاضر با مطالعه محقق مذکور مغایرت دارد زیرا با بررسی های انجام شده توسط  g/mlµ 5به غلظت 

تالیتیکی ضد سرطانی و خاصیت فتوکا ،نانوذرات دی اکسید تیتانیوم با داشتن خاصیت ضد باکتریایی Real Time PCRروش 

عامل سرطان کولورکتال را کاهش دهد و با بررسی آزمایش  اشرشیا کلیباکتری  clbNو   clbB  میزان بیان ژن ٪44/23توانست 

MTT  توان از این نانوذره در درمان سرطان ها و بیماری های میکروبی ها می  کاهش  میزان سمیت این نانوذرات نسبت به سلولو

یکی از موضوعات مهم در زمینه استفاده از نانوذرات فلزی در درمان سرطان، عدم سمیت سلولی نانوذرات بر روی  بهره جست.

بیشتری دارد که این پدیده های سلول سرطانی تأثیر  بر رده TiO2 دهد که نانوذرات های نرمال است. مطالعات نشان می سلول

دری میتوکن لایین با توجه به میزان فعالیت بابنابرا .شدبا  مانه تنفسی سلول در میتوکندری میها بر روی سا به دلیل اثر مستقیم آن

های سرطانی  تخریب سلول  TiO2  های طبیعی، بستر مناسبی برای نانوذره های سرطانی نسبت به سلول در فرایند تنفس سلول

های سرطانی و طبیعی از لحاظ تفاوت اندازه  شناسی بین غشاء سلول های ریخت یل، تفاوتلاشود. یکی دیگر از د فراهم می

ف در شکل، اندازه و بار سطحی نانوذرات عامل دیگر در تفاوت میزان سمیت نانوذرات بین لاهمچنین اخت .باشد ها می منافذ آن

را بر روی اپیتلیال گوارشی در شرایط  TiO2 ، تأثیر نانوذرات2314سال  و همکاران Brune باشد.  های سرطانی و نرمال می سلول

ز اپیتلیال ایلئوم و ا  TiO2  آزمایشگاهی و بدن موجود زنده مورد مطالعه قرار دادند. نتایج این مطالعه نشان داد که نانوذرات

های مخاطی تجمع پیدا  و سلول M های نانوذرات در سلول شود. در شرایط آزمایشگاهی این کولون عبور کرده و آگلومره می

و این نکته در زمینه عدم سمیت سلولی این نانوذره  ]53[ کنند طور قابل توجهی سمیت سلولی و آپوپتوز را القا نمی میکنند اما به

اده قرار ضدسرطان مورد استف وییهای نرمال و سالم بسیار حایز اهمیت است که بتوان در آینده به عنوان کاندید دار برروی سلول

 .گیرد

  نتیجه گیری: -4

 clbNو  clbBبیان ژن و همچنین کاهش  اشرشیا کلیرشد باکتری نتایج این مطالعه نشان داد نانوذرات سنتز شده روی کاهش  

رای تحویل استفاده از نانوذرات اصلاح شده ب اتوان ب د . بنابراین میندار ی سلول هاباکتری موثر هستند و اثر سمیت پائینی بر رو

با توجه به اثرات ضدمیکروبی و قابل توجه نانوذرات، پیشنهاد می گردد با . هدفمند و انتخابی دارو به بافت سرطان اشاره کرد

ایی و قارچی کتریاستمرار این گونه مطالعات در آینده بر روی مدل های مختلف حیوانی محل اثر این ترکیبات را در سلول های با

شناسایی نمود و با به دست آوردن اطلاعات بیشتر در خصوص سایر خواص ضدمیکروبی چنین ترکیباتی امید آن می رود که 

  بتوان از آن ها در زدودن آلودگی های میکروبی سطوح و به ویژه در موارد بالینی استفاده نمود.
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