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Background and Objectives Sea cucumber has antibacterial, fungal, anti-viral, and anti-cancer 
compounds that can be used for medicinal purposes. This research investigates the effect of gold 
nanoparticles and sea cucumber alcoholic extract on liver cancer cells.
Methods Sea cucumber samples were collected from the tidal zone of Owli village, Dayyer county, 
Bushehr City, southern Iran. Initial identification was done by extracting spicules using the FAO 
identification key. The anticancer effects of the prepared alcoholic extract (10, 20, 40, 60, 80, 
100 µg/mL) and gold nanoparticles (0.5, 2, 4, 8, 10, 16 nM) were studied on the liver cancer cell 
line (Hep-G2) using the MTT assay, 24, 48 and 72 hours after exposure. Statistical analyses were 
performed in SPSS software, version 21.
Results The best effect of sea cucumber alcoholic extract and gold nanoparticles on the Hep-G2 was 
seen 72 hours after exposure. The highest cytotoxic effect of sea cucumber alcoholic extract on the 
cell line was seen at a dose of 100 μg/mL with 89.2% growth inhibition. The highest cytotoxic effect 
of gold nanoparticles was seen at a dose of 16 nM with 87.3% growth inhibition. The 100-μg/mL 
alcoholic extract and 16-nM nanoparticles together showed 95.4% growth inhibition.
Conclusion Due to the significant cytotoxic effect of sea cucumber alcoholic extract and gold 
nanoparticles on liver cancer cells, these compounds can be used as suitable candidates for 
producing anti-cancer drugs.
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I
Extended Abstract

Introduction

n recent decades, cancer has become the main 
cause of mortality in the world; it is one of the 
five main causes of death and one of the three 
main priorities of the World Health Organiza-
tion (WHO). In Iran, cancer is the third cause 

of death. Hep-G2 are liver cancer cells in humans. These 
cells look like squamous cells. These cells secrete a series 
of plasma proteins, such as albumin and transferrin, as 
well as a series of acute phase proteins, such as fibrino-
gen, alpha-2-macroglobulin, alpha-1-antitrypsin, transfer-
rin, and plasminogen.

So far, various studies for finding new products and 
compounds from marine organisms have led to the iso-
lation of more than 10,000 compounds, many of which 
have medicinal properties. Sea cucumber (Holothuria 
parva) is a marine animal from the class Holothuroidea, 
with anti-bacterial, anti-fungal, anti-viral, and anti-can-
cer compounds that can be used for medicinal purposes. 
Optimizing drug delivery is one of the most important 
advantages of using nanotechnology in the pharmaceu-
tical industry. The drug delivery system should be able 
to effectively regulate the rate of absorption, distribu-
tion, metabolism, and excretion of drugs and other sub-
stances in the body. Gold nanoparticles are known as 
one of the widely used materials in different fields such 
as sensory probes, catalysis, and drug delivery. Gold is 
not toxic and can be made in different shapes and sizes. 
This metal does not have a high biological activity by 
itself, but its nanoparticles can be functionalized with 
therapeutic agents to accumulate in the areas around the 
cancerous tumor. This research aims to investigate the 
effect of gold nanoparticles and sea cucumber alcoholic 
extract on liver cancer cell line.

Methods 

In this study, sea cucumber samples were collected from 
the tidal zone of Owli village, Dayyer county, Bushehr 
City, southern Iran. Initial identification was done by ex-
tracting spicules and with the help of Food and Agricul-
ture Organization of the United Nations (FAO) identifi-
cation key. To prepare the first stock, 250 µg/mL of the 
obtained dry extract was weighed and dissolved in 10 mL 
of absolute alcohol, from which a series of dilutions (10, 
20, 40, 60, 80, 100 µg/mL) were prepared from the sea 
cucumber alcoholic extract. To use gold nanoparticles, 
we divided the solution into microtubes with a smaller 
volume and centrifuged one time at 11000 rpm for 7 min-

utes. The nanostructures deposited in the microtube were 
brought to volume with the solvent. Then, different dilu-
tions (0.5, 2, 4, 8, 10, 16 nM) were prepared from gold 
nanoparticles. Its anticancer effects were studied on liver 
cancer cell line (Hep-G2) using the MTT assay. Then, 
to determine the half-maximal inhibitory concentration 
(IC50) that causes 50% cytotoxicity, we used Excel soft-
ware. Then, one-way analysis of variance was used for 
statistical analysis, followed by Tukey’s post-hoc test for 
pairwise comparison. The significance level was set at 
10.1. Statistical analyses were performed in SPSS soft-
ware, version 21.

Results

The results for the toxicity effect of sea cucumber alco-
holic extract and gold nanoparticle in different concentra-
tions on Hep-G2 cell line 24, 48 and 72 hours after expo-
sure were investigated. By increasing the concentration 
of the extract from 10 μg/mL to 100 μg/mL, the percent-
age of cytotoxicity increased. The cytotoxicity of each 
dilution of gold nanoparticle was dependent on time and 
concentration. The best effect of sea cucumber alcoholic 
extract and gold nanoparticles on the Hep-G2 was seen 
72 hours after exposure. The highest cytotoxic effect of 
sea cucumber alcoholic extract on the cell line was seen at 
a dose of 100 μg/mL with 89.2% growth inhibition. The 
highest cytotoxic effect of gold nanoparticles was seen 
at a dose of 16 nM with 87.3% growth inhibition. The 
100-μg/mL alcoholic extract and 16-nM nanoparticles to-
gether showed 95.4% growth inhibition.

Conclusion 

Due to the significant cytotoxicity effect of sea cucum-
ber alcoholic extract and gold nanoparticles on liver can-
cer cell line Hep-G2, these compounds can be used as 
suitable candidates for the production of anti-cancer drugs 
after purification.
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مقاله پژوهشی

بررسی اثر نانو ذره طلا و عصاره الکلی خیار دریایی بر رده سلولی سرطان کبد

زمینه و هدف خیار دریایی ترکیباتی با اثر درمانی و ضد باکتریایی، قارچی، ویروسی و ضد سرطانی اهمیت پزشکی دارد. هدف از این 
پژوهش، بررسی اثر نانو ذره طلا و عصاره الکلی خیار دریایی بر رده سلولی سرطان کبد است.

روش بررسی نمونه‌های خیار دریایی از منطقه جزر و مدی روستای اولی شهرستان دیر در بوشهر جمع‌آوری شد. شناسایی اولیه از طریق 
استخراج اسپیکول‌ها و با کمک کلید شناسایی سازمان غذا و کشاورزی ملل متحد )فائو( انجام شد. اثرات ضد سرطانی عصاره استخراجی 
حاصل از حلال متانول، بر رده سلولی سرطانی کبد (Hep-G2) با استفاده از روش‌ MTT مطالعه شد. تحلیل‌های آماری نیز با نرم‌افزار‌ 

SPSS نسخه 21 اجرا شده است.

 (Hep-G2) یافته‌ها نتایج تأثیر سمیت عصاره الکلی خیار دریایی و نانو ذره در 3 زمان ‌24، 48 و 72 ساعت بر رده سلولی سرطان کبد
بررسی شد. بهترین تأثیر مربوط به عصاره الکلی خیار دریایی و نانو ذرات طلا بر رده سلولی سرطان کبد (Hep-G2)، در 72 ساعت بود. 
بالاترین اثر سیتوتوکسیک بر ‌سلول سرطانی کبد مربوط به عصاره با بازداری 89/2 درصد و نانو ذره با بازداری 87/3 درصد و عصاره به 

همراه نانو ذره با بازداری 95/4 درصد است.
نتیجه‌گیری به دلیل اثر‌بخشی قابل ملاحظه سمیت سلولی عصاره الکلی خیار دریایی و نانو ذرات طلا بر رده سلولی سرطان کبد، ترکیبات 

این گونه می‌توانند به عنوان کاندیدای مناسبی برای تولید داروی ضد سرطان استفاده شوند. 
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سرطان
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مقدمه

در دهه‌های اخیر بیماری سرطان به‌طور فزاینده‌ای به عامل 
اصلی مرگ‌و‌میر جهانی تبدیل شده است، به نحوی که یکی از 5 
عامل اصلی مرگ‌و‌میر و یکی از 3 اولویت اصلی سازمان بهداشت 
جهانی است ]1-4[. در ایران این بیماری کشنده، سومین عامل 
مرگ‌و‌میر محسوب می شود ]Hep-G2 ‌.]6-5 سلول‌های سرطانی 
کبدی در انسان هستند. این سلول‌ها یک سری از پروتئین‌های 
پلاسمایی مثل آلبومین، ترانسفرین و یک سری پروتئین‌های 
مرحله حاد مثل فیبرینوژن، آلفا-‌2-ماکروگلوبولین، آلفا-‌1-آنتی 

تریپسین، ترانسفرین و پلاسیمینوژن را ترشح می‌کنند ]7[.

از  ترکیبات جدید  و  پیرامون محصولات  تحقیقات مختلفی 
موجودات دریایی به جداسازی بیش از 10 هزار ترکیب منتهی 
 .]9  ،8[ دارند  دارویی  خواص  آن‌ها  از  بسیاری  که  است  شده 
شاخه  به  متعلق  دریایی،  خیارهای  دریایی،  جانوران  میان  از 
خارپوستان و کلاس هولوتوریادا1 هستند که حدود 1400 گونه 
زنده از آن‌ها شناسایی شده است ]10-14[. این جانداران گروه 
بزرگ و متنوعی از جانوران دریایی محسوب می‌شوند که دامنه 
گسترده‌ای از متابولیت‌های ثانویه از آن‌ها استخراج شده است 

.]16 ،15[

ترکیبات موجود در خیار دریایی به دلیل دارا بودن فعالیت‌های 
و  سرطان  ضد  باکتری،  ضد  خواص  همانند  زیست‌شناختی 
تنظیم‌کننده سیستم ایمنی در درمان بسیاری از بیماری‌ها کاربرد 
دارند ]17-19[. مواد ضد تومور، ضد میکروب، ضد ویروس، ضد 
قارچ، ضد فشار خون، آنتی اکسیدان، تنظیم‌کننده سیستم ایمنی  
و التیام‌دهنده زخم‌ها را به دلیل حضور ترکیبات زیست فعال 
شناخته‌شده از گونه‌های متعددی از آن‌ها به خیارهای دریایی 
تری‌ترپن‌های  ترکیبات شامل  این  نسبت می‌دهند ]24-20[. 
گلیکوزیدی )ساپونین(، کندروئیتین سولفات، گلوکز آمینوگلیکان، 
سولفاته(،  و  )گلیکوزیده  استرول‌ها  سولفاته،  ساکاریدهای  پلی 
گلیکوپروتئین‌ها،  پپتیدها،  لکتین‌ها،  سربروزیدها،  فنول‌ها، 
گلیکواسفنگولیپیدها و اسیدهای چرب ضروری است ]30-25[. 

از  جدیدی  خواص  به‌کارگیری  و  فهم  معرف  نانو  فناوری 
مولکول‌ها و ساختارهایی با ابعاد بین 1 تا 100 نانومتر با اثرات 
فیزیکی جدیدی )عمدتاً متأثر از غلبه خواص کوانتومی بر خواص 
از  یکی  دارو  انتقال  بهینه‌سازی   .]32  ،31[ است  کلاسیک( 
مهم‌ترین مزیت‌های به‌کارگیری فناوری نانو در صنعت داروسازی 
است. در یک درمان مؤثر دارویی باید از داروها در طی رسیدن 
به محل مورد نظر در بدن به گونه‌ای محافظت شوند که خواص 
در  استفاده‌شده  مواد  نکند.  تغییر  آن‌ها  و شیمیایی  بیولوژیک 
انتقال دارو باید با بدن سازگار بوده، به آسانی به دارو متصل شوند 

و قابلیت جذب مجدد داشته باشند ]33[. 

1. Holothuroidea

نانو ذرات طلا به عنوان یکی از مواد پرکاربرد در حوزه‌هایی 
نظیر حسگری، کاتالیست و رهاسازی دارویی شناخته می‌شود. 
می‌توان طلا را با مولکول‌های دارویی یا عوامل هدف‌گیر، عامل‌دار 
کرد تا بتوانند در نواحی اطراف تومور سرطانی جمع شوند ]34[.  
همچنین سازگاری قابل توجهی دارند که به آن‌ها اجازه می‌دهد 
به راحتی توسط سلول‌ها جذب شوند و توسط ارگانیسم متابولیزه 
شوند، بدون این‌که به سایر اندام‌ها آسیب وارد کنند ]‌35[. با 
توجه به اثر تبدیل فتوترمال و قابلیت تغییر سطح، روش‌های 
درمانی مختلف برای سرطان، مانند 3‌PTT ،2‌PDT، ایمونوتراپی و 
شیمی‌درمانی را می‌توان برای مهار تومورها برشمرد ]38-36[.

همچنین به‌طور معمول روکش‌دهی می‌شوند تا از توده‌ای شدن 
آن‌ها و دفع سریع توسط سامانه ایمنی بدن جلوگیری شود ]39[.

نانو ذرات طلایی که با پادتن ضد سرطان روکش‌دار شده‌اند، 
قادر خواهند بود به‌طور مؤثری با واسطه پروتئینی به نام گیرنده 
نرمال  سلول‌های  سطح  در  عمدتاً  که  اپیدرمی4  رشد  فاکتور 
مشاهده نمی‌شوند، به سلول‌های سرطانی متصل شوند. تحت این 
شرایط اگر سلول‌ها به‌طور مداوم در معرض نور لیزر قرار گیرند، 
تخریب خواهند شد. انرژی لازم برای تخریب سلول‌های بدخیم 
توسط لیزر کمتر از نیمی از انرژی‌ای خواهد بود که برای از بین 

بردن سلول‌های خوش‌خیم نیاز است ]40[.

هدف از این پژوهش، بررسی اثر نانو ذره طلا و عصاره الکلی 
خیار دریایی و اثر توأم نانو ذره طلا و عصاره خیار دریایی بر رده 
سلولی سرطان کبد است. مطالعه حاضر برای نخستین بار بر خیار 

دریایی گونه (Holothuria Parva)‌ ا‌نجام شد. 

مواد و روش‌ها

 )Holothuria Parva( جمع‌آوری نمونه‌های خیار دریایی

اولی  روستای  مدی  و  جزر  منطقه  از  نظر  مورد  نمونه‌های 
شهرستان دیر در بوشهر جمع‌آوری و به ظروف پلاستیکی حاوی 
آب دریا منتقل شد. پس از ورود نمونه‌ها به آزمایشگاه، تعدادی به 
منظور شناسایی مولکولی در الکل مطلق فیکس شد. تعدادی نیز 
برای شناسایی مورفولوژیک در نظر گرفته شد و مابقی بلافاصله 
تا زمان عصاره‌گیری در فریزر نگهداری شدند. شناسایی اولیه از 
با کمک کلید شناسایی سازمان  و  اسپیکول‌ها  استخراج  طریق 
غذا و کشاورزی ملل متحد )فائو(5 انجام شد. بدین صورت که از 
قسمت‌های مختلف بدن نمونه بافت جدا شده و توسط هیپوکلریت 
سدیم ۱۰ درصد استخراج اسپیکول‌ها انجام و از آن‌ها تصویر تهیه 

شد ]41[.

2. Photodynamic therapy
3. Partial Thromboplastin Time
 4. Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
5. Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO)
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عصاره‌گیری

مقدار 140 گرم وزن خیس نمونه را توزین‌ کرده و با متانول به 
مدت 24 ساعت‌ عصاره‌گیری به عمل آمد. عصاره تام به‌دست‌آمده 
پس از صاف شدن با کاغذ صافی در دستگاه تبخیر‌کننده گردان 
و تحت خلأ کاملا خشک شد. برای تهیه استوک اول میزان 250 
میکروگرم بر میلی‌لیتر از عصاره خشک به‌دست‌آمده توزین شده، 
در 10 میلی‌لیتر الکل مطلق حل شده و از آن سری رقت‌های 
)10،‌ 20،‌ 40،‌ 60،‌ 80 و 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر( تهیه شد. 

حلال مورد نظر به مدت 20 ساعت و 8 بار متوالی با عصاره 
مجاور شد و عصاره حاصل صاف و تحت خلأ خشک شد. عمل 
عصاره‌گیری ابتدا با استخراج عصاره تام اتانولی از خیار دریایی 
انجام و سپس این عصاره با حلالی همچون متانول فراکسینه شد. 
پس از تبخیر حلال با دستگاه تبخیر‌کننده تحت خلأ و خشک 
شدن عصاره، فراکسیون به دست آمد. بیشترین بازده عصاره‌گیری 
مربوط به عصاره تام بود که این نتیجه به دلیل انحلال‌پذیری 
تمام ترکیبات قطبی و غیر‌قطبی در این حلال انتظار می‌رفت. 
پس از آن بیشترین وزن عصاره به‌دست‌آمده مربوط به فراکسیون 
متانولی بود که نشانگر حضور ترکیبات قطبی در این عصاره بود.

تهیه نانو ذرات كروی طلا

نانو ذرات کروی طلا به اندازه 3/5 نانومتر هستند که به صورت 
فالکون با غلظت استوک اصلی 45 نانو مولار، خریداری شد )‌از 
شرکت نانو مبنا ایرانیان(. پیش از استفاده از نانو ذرات طلا‌، محلول 
تحت امواج اولتراسوند قرار داده شد تا از تجمع احتمالی و موقت 
نانو ذرات جلوگیری شود و توزیع‌پذیری ذرات یکنواخت شود. 
برای استفاده از نانو ذرات طلا، محلول را در میکروتیوب‌هایی 
با حجم کمتر تقسیم کرده و یک بار با دور rpm 11 هزار به 
مدت 7 دقیقه سانتریفیوژ شد. نانوساختارهای ته‌نشین شده در 
میکروتیوب با حلال به حجم رسانده می‌شوند. سپس رقت‌های 

مختلف )0/5،‌ 1، 2،‌ 4،‌ 8 ‌و 16 ‌نانومولار( تهیه می‌شود. 

رده سلولی استفاده‌شده

(Hep- رده سلول استفاده‌شده، رده سلولی سرطان کبد انسان
(G2 بوده که به صورت فلاسک و ویال از انستیتو پاستور ایران 

تهیه شد. 

پاساژ دادن سلول‌ها

توسط سلول‌هاي  كامل كف فلاسك  پوشيده شدن  از  پس 
چسبنده‌‌، محيط كشت فلاسك تخليه شد و سلول‌ها با فسفات 
بافر سالين6 شست‌وشو شدند. پس از خارج كردن فسفات بافر 
دماي 37  در  و  اضافه شد  به فلاسك  تريپسين  آنزيم  سالين، 

6. Phosphate Buffered Saline (PBS)

درجه سانتي‌گراد به مدت 3 تا 5 دقيقه در انكوباتور قرار گرفت. 
سپس فلاسك از انكوباتور خارج شد و سلول‌های جدا‌شده از كف 
فلاسك به كي لوله 15 ميلي‌ليتر منتقل شده و به منظور خنثی 
کردن اثر آنزیم تریپسین مقداری محیط کشت RPMI حاوی 
فسفات بافر سالين 10 درصد اضافه شد. پس از افزودن محيط 
كشت به سلول‌های غوطه‌ور در تريپسين‌‌، سلول‌ها سانتريفيوژ 
شدند و سپس محیط رویی تخلیه و مقداری محیط به پلیت 

سلولی اضافه شد.

تعویض محیط کشت

برای تأمین مواد غذایی مورد نیاز رشد سلول و خروج مواد زائد، 
باید در فواصل منظم، محیط آن‌ها را تعویض کرد. سپس شمارش 

سلولی انجام شد.

MTT آماده‌سازی محلول‌

بافر  پودر MTT در 10 ميلي‌ليتر فسفات  از   50 ميلی‌گرم 
سالين حل شد تا محلول ذخيره MTT، با غلظت ‌‌‌‌‌‌5 ميلي‌گرم 
بر ميلي‌ليتر به دست آید. سپس در زمان استفاده، با استفاده از 
فسفات بافر سالين، محلول با غلظت 0/5 ميلی‌گرم بر ميلی‌ليتر 

آماده شد ]42[.

)MTT( آزمون ارزيابی كمّی سميت

در این مطالعه برای بررسی ميزان تكثير سلولی ابتدا 104×1 
سلول به همراه 100 میکرولیتر محیط کشت درون هر چاهک 
پليت كشت سلولی 96 چاهكی ريخته شد و سپس به مدت 24 
ساعت در انكوباتور 37 درجه سانتی‌گراد قرار گرفت تا سلول‌ها به 
كف پليت بچسبند. پس از اطمینان از چسبیدن سلول‌ها، محیط 
کشت روی سلول‌ها تا حد امکان خارج شده و 90 میکرولیتر از 
غلظت‌های آماده‌شده )10، 20، 40، 60، 80 و 100 میکروگرم بر 
میلی لیتر( از عصاره خیار دریایی به همراه 10 میکرولیتر فسفات 
بافر سالين به هر چاهك كشت افزوده شد و سلول‌ها براي مدت 
24، 48 و 72 ساعت ديگر در مجاورت اين غلظت‌ها قرار گرفتند. 
پس از آن محيط كشت خارج شد و 100 مكيروليتر MTT با 
غلظت 0/5 ميلی‌گرم بر ميلی‌ليتر در هر چاهک ریخته شد و به 

مدت 4 ساعت در انکوباتور قرار گرفت. 

و  خارج  سلول‌ها  روی  محلول  ساعت،   4 گذشت  از  پس 
ايزوپروپانول به آن‌ها اضافه شد تا بلورهای بنفش‌رنگ ايجاد‌شده 
به مدت  پليت   ،MTT بهتر رسوب برای حل شدن  حل شود. 
15 دقيقه روی دستگاه شكير قرار گرفت. سپس مقدار غلظت 
ماده حل‌شده در ايزوپروپانول با استفاده از دستگاه آلايزا ریدر 
در طول موج 545 نانومتر محاسبه شد. چاهک دارای سلول‌های 
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بيشتر، چگالی نوری7 بالاتری نسبت به چاهک با سلول كمتر 
نشان می‌دهد؛ بنابراين می‌توان چاهک دارای مقدار سلول بيشتر 
را مشخص كرد و با نمونه شاهد )محیط کشت‌ RPMI شامل 10 

میکرولیتر فسفات بافر سالين ( مقايسه کرد )جدول شماره 1(.

آنالیز آماری

به منظور محاسبه درصد سمیت سلولی، هر یک از رقت‌های 
عصاره‌ها در برنامه اکسل از فرمول شماره 1 استفاده شد:

 جذب نمونه / جذب)-1)‌=‌‌درصد سیتوتوکسیستی .1
‌100×‌((کنترل

   4. Optical Density (OD)

درصد سمیت –‌‌100=‌‌درصد زنده ماندن 

سپس برای تعیین IC50 )حداقل غلظتی که باعث ایجاد 50  
درصد سمیت سلولی شود( با استفاده از درصد سمیت سلولی، باز 
هم از نرم‌افزار اکسل استفاده کردیم. سپس برای آنالیز آماری از 
تکنیک آنالیز واریانس یک‌طرفه استفاده شد. در صورتی که نتایج 
آن معنادار شود، باید از آزمون‌های تعقیبی برای مقایسه دو به دو 

استفاده شود. برای این منظور از آزمون توکی استفاده شد.

برای هر یک از غلظت‌ها و زمان‌ها مقادیر میانگین و انحراف‌معیار 
گزارش شد. سطح معناداری در این مطالعه به میزان 10/1 در نظر 
گرفته می‌شود. تحلیل‌های آماری نیز با نرم‌‌افزار SPSS نسخه 21 

اجرا شده است.

جدول 1. غلظت‌های مختلف عصاره الکلی خیار دریایی )Hp(، نانو ذرات طلا )GNP( و ترکیب آن‌ها

H.p (µg/ml)GNP (nM)گروه

1100/5

2201

3402

4604

5808

610016

تصویر 1. مقادیر سمیت سلولی عصاره الکلی خیار دریایی بر رده سلولی HepG2 در تیمارهای 24، 48 و 72 ساعته 
هر داده حاصل حداقل 3 تکرار‌±‌میزان انحراف‌معیار است.
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یافته‌ها

با افزایش غلظت عصاره از 10 میکروگرم بر میلی‌لیتر به 100 
افزایش می‌‌یابد،  بر میلی‌لیتر درصد سمیت سلولی  میکروگرم 
می‌شود‌.  دیده  عصاره  در  غلظت  به  وابسته  روند  که  به‌طوری 
همچنین روند وابسته به زمان نیز در عصاره مشاهده می‌شود، به 
نحوی که با افزایش مدت زمان تیمار سلول‌ها با عصاره‌ها، سمیت 

افزایش یافته و بیشترین اثر سمیت پس از طی زمان 72 ساعت 
دیده می‌شود )جدول شماره 1(.

بررسی اثر سمیت عصاره الکلی با غلظت‌های مختلف )10، 
20، 40، 60، 80 و 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر( بر رده سلولی 
HepG2 با تیمارهای ‌24، 48 و 72 ساعته انجام شد. مقادیر 
سمیت سلولی، به‌دست‌آمده از هر رقت در 3 زمان گفته شده در 

تصویر 2. مقادیر سمیت سلولی نانو ذرات طلا بر رده سلولی‌ HepG2 در تیمارهای 24، 48 و 72 ساعته 
هر داده حاصل حداقل 3 تکرار‌±‌میزان انحراف‌معیار است.

تصویر 3. مقادیر سمیت سلولی عصاره الکلی خیار دریایی به همراه نانو ذرات طلا بر رده سلولی HepG2 در تیمارهای 24، 48 و 72 ساعته 
هر داده حاصل حداقل 3 تکرار±میزان انحراف‌معیار است.

مهناز محمدی و زهرا جمشیدی‌. بررسی اثر نانو ذره طلا و عصاره الکلی خیار دریایی بر رده سلولی سرطان کبد
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تصویر شماره 1 آورده شده است. 

نتایج آنالیز واریانس در جدول شماره 2 نشان می‌دهد که در 
هر یک از زمان‌ها بین غلظت عصاره الکلی خیار دریایی تفاوت 

معناداری )P/05<0( وجود دارد. همچنین در غلظت‌های مختلف 
بین زمان‌ها نیز تفاوت معناداری )P/05<0( دیده می‌شود.

بررسی اثر سمیت نانو ذرات طلا با غلظت‌های مختلف )0/5، 1، 

جدول 3. نتایج آنالیز واریانس و آزمون‌های تعقیبی

غلظت/زمانآزمون تعقیبی توکی
میانگین‌±انحراف‌معیار

معنادار
72 ساعت48 ساعت24 ساعت 

‌0/11F=51/91±‌‌0/853/3±‌‌1/26/8±‌0/58/7تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها
P=0/001

‌2/04F=34/43±‌‌1/7513/4±‌‌1/398/16±‌122/7تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها
P=0/009

‌1/51F=23/23±‌‌1/9832/3±‌‌3/4138/5±‌242/2تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها
P=0/004

‌1/07F=100/78±‌‌1/8746/1±‌‌2/4356/4±‌462/8تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها
P=0/001

‌0/88F=182/89±‌‌0/7759/1±‌‌1/1465/2±‌869/8تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها
P=0/001

‌‌2/9F=39/35±‌‌1/6872/2±‌‌3/0981/5±‌1687/3تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها
P=0/001

P معنادار
)آزمون واریانس(

F=864/4
P=0/001

F=1702/24
P=0/001

F=1268/34
P=0/001

تفاوت معنادار بین همه زمان‌هاتفاوت معنادار بین همه زمان‌هاتفاوت معنادار بین همه زمان‌هاآزمون تعقیبی توکی

جدول 2. نتایج آنالیز واریانس و آزمون‌های تعقیبی

معنادار
میانگین‌±انحراف‌معیار

غلظت / زمان
72 ساعت 48 ساعت 24 ساعت

F=298/23
P=0/001 8/8‌±‌0/11 8/6‌±‌0/09 6/5‌±‌0/23 10 آزمون تعقیبی توکی

F=8/40
P=0/009 19/5‌±‌2/21 16/3‌±‌1/68 14/8‌±‌1/65 20 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها به جز 48 و 

)P=0/174( 72

F=25/19
P=0/004 44/5‌±‌1/58 38/8‌±‌2/51 32/6‌±‌3/51 40 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها به جز 24 و 

)P=0/384( 48

F=128/76
P=0/001 65/7‌±‌2/57 52/6‌±‌2/47 43/1‌±‌1/41 80

تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها به جز 48 و 
72 ساعت

)P=0/061(

F=128/53
P=0/001 72/5‌±‌1/85 65/4‌±‌2/82 53/2‌±‌0/87 100 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

F=152/52
P=0/001 89/2‌±‌3/44 77/9‌±‌1/29 65/8‌±‌0/57 16 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

F=1046/97
P=0/001

F=897/02
P=0/001

F=840/31
P=0/001

P معنادار
)آزمون واریانس( تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

تفاوت معنادار بین همه 
زمان‌ها

تفاوت معنادار بین همه 
زمان‌ها

تفاوت معنادار بین همه 
زمان‌ها آزمون تعقیبی توکی تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها
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2، 4، 8 و 16 نانومولار( بر رده سلولی HepG2 با تیمارهای 24، 
48 و 72 ساعته انجام شد. مقادیر سمیت سلولی به‌دست‌آمده از 

هر رقت در تصویر شماره 2 آورده شده است.

نتایج آنالیز واریانس در جدول شماره 3 نشان می‌دهد در هر 
  )P>0/05‌( یک از زمان‌ها بین غلظت نانو ذره طلا تفاوت معناداری
وجود دارد. همچنین در غلظت‌های مختلف بین زمان‌ها نیز تفاوت 

معناداری )P>0/05( دیده می‌شود.

بررسی اثر سمیت عصاره الکلی با غلظت‌های مختلف )10، 20، 
40، 60، 80 و 100 میکروگرم بر میلی‌لیتر( به همراه غلظت‌های 
مختلف نانوذره )0/5، 1، 2، 4، 8، 16 نانومولار( بر رده سلولی 
HepG2 با تیمارهای 24، 48 و 72 ساعته انجام شد. مقادیر 
سمیت سلولی به‌دست‌آمده از هر رقت در 3 زمان گفته‌شده در 

تصویر شماره 3 آورده شده است.

نتایج آنالیز واریانس در جدول شماره 4 نشان می‌دهد در هر 
یک از زمان‌ها بین غلظت نانو ذره طلا و عصاره الکلی خیار دریایی 
تفاوت معناداری )‌‌P‌>0/05( وجود ‌دارد. همچنین در غلظت‌های 
مختلف بین زمان‌ها نیز تفاوت معناداری )P>0/05( دیده می‌شود.

بحث

 خیارهای دریایی از دیرباز به دلیل کاربردهای درمانی در طب 
سنتی چین مورد توجه بوده‌اند؛ بنابراین بررسی خواص بیولوژیک 

گونه‌های خیار دریایی برای دستیابی به پیش‌ماده‌های داروهای 
بیولوژیک می‌تواند مسیر مناسبی برای توسعه صنعت داروسازی 
باشد. این مطالعه با هدف بررسی اثر نانو ذره طلا و عصاره الکلی 

خیار دریایی بر رده سلولی سرطان کبد انجام شد. 

تحقیقات وسیع انجام‌شده در این زمینه نشان داد که این خواص 
درمانی به دلیل حضور ترکیبات تری ترپن گلیکوزیدی است. این 
ترکیبات طیف گسترده‌ای از فعالیت‌های زیستی مانند فعالیت 
ضد قارچی، سمیت سلولی، همولیتیک و تنظیم‌کننده سیستم 
ایمنی را از خود نشان می‌دهند. بیشتر داده‌های منتشر‌شده حاکی 
از آن است که فعالیت ضد سرطانی و سمیت تری ترپن‌های 

گلیکوزید میان دیگر فعالیت‌های آن‌ها ارجح است. 

بسیاری از ترکیبات تری ترپن گلیکوزیدی با پتانسیل دارویی 
در درمان سرطان شناخته شده‌اند که سمیت آن‌ها در مطالعات 
بیوشیمیایی به اثبات رسیده که این خاصیت به دلیل کشندگی 

سلول‌ها در درمان سرطان به کار گرفته شده است ]43[. 

از  ساپونین  ترپن  تری   5 همکاران،  و  رودریگوئز  علاوه،  به 
گونه خیار دریایی Forskalii Holothuria را جداسازی کرده و 
فعالیت‌های سیتوتوکسیک و ضد ویروس آن‌ها را گزارش کردند 
]‌44[. فعالیت سیتوتوکسیک گلیکوزیدهای تری ترپن ساپونین 
نتیجه توانایی آن‌ها در تشکیل گروه‌هایی با استرول‌های غشایی 
که به منافذ و کانال‌های یونی متصل هستند، است. این وضعیت 
اسمز سلولی را تخریب کرده و در نتیجه، غشای سلولی را از بین 

جدول 4. نتایج آنالیز واریانس و آزمون‌های تعقیبی

معنادار

میانگین‌±انحراف‌معیار
غلظت / 

زمان آزمون تعقیبی توکی
72 ساعت 48 ساعت 24 ساعت

F=18/84
P=0/001 11/3‌±‌1/13 9/8‌±‌‌1/53 7/5‌‌±‌0/32 10+‌0/5 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها به جز 

)P=0/224( 48 و 72 ساعت

F=32/94
P=0/009 28/6‌±‌3/02 22/3‌±‌‌1/4 18/2‌‌±‌1/1 20‌+1 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

F=60/89
P=0/004 53/2‌±‌2/23 44‌±‌‌2/13 38/5‌‌±‌1/99 40+‌2 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

F=66/78
P=0/001 72/1‌±‌‌1/69 64/8‌±‌‌2/49 58/5‌‌±‌1/23 60+‌4 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

F=252/82
P=0/001 88/4‌±‌2/02 79/1‌±‌0/87 67/2‌‌±‌1/39 80+‌8 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

F=66/63
P=0/001 95/4‌±‌‌2/01 88/5‌±‌‌1/32 81/2‌‌±‌2/33 100+‌16 تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها

F=1271/86
P=0/001

F=1666/33
P=0/001

F=1756/82
P=0/001

 P معنادار
)آزمون واریانس(

تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها تفاوت معنادار بین همه زمان‌ها آزمون تعقیبی توکی
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می‌برد ]45[. 

12-متیل  اسید‌  و  منشعب  چرب  اسید  همکاران،  و  یانگ 
تترادکانوئید را از عصاره خیار دریایی جداسازی کرده و اثرات ضد 
ازدیاد آن را علیه سلول‌های سرطانی پروستات )PC3( ‌به وسیله 
قیاس با مرگ سلولی )آپپتوز( اثبات کردند. همچنین ژانگ و 
Pseudocolochi�  همکاران، دو تری ترپن جداسازی‌شده از گونه 

  MKN-45 و HCT-116 را بر رده‌های سلولی‌ rus Violaceus 
بررسی کردند که اثرات سیتوتوکسیک معناداری نشان داد. برای 
کاربردهای تصویربرداری سلولی و بیولوژیکی و همچنین برای 
کاربردهای درمانی بر مبنای ویژگی‌های نوری نانو ذرات انتخاب 

نوع نانو ذره مهم است. 

جذب،  بازده  تئوری  و  مای  تئوری  از  همکاران،  و  دوایسو 
پراکندگی و همچنین طول موج تشدیدهای نوری برای نانو ذرات 
طلا را بررسی کردند. طیف‌های محاسبه‌شده نشان داد ویژگی‌های 
افزایش  با  دارد.  بستگی  ذرات  نانو  اندازه  به  ذرات  نانو  اپتیکی 
اندازه نانو ذرات طلا از 20 تا 80 نانومتر، میزان خاموش‌سازی 
و همچنین پراکندگی به سرعت افزایش می‌یابد. برای مقایسه 
با  پزشکی  کاربردهای  برای  متفاوت  اندازه  با  ذرات  نانو  کارایی 
زیستی گوناگون، مقطع عرضی نوری به ازای هر میکرون محاسبه 

می‌شود. 

گروهی از محققان دانشگاه کانزاس با ایجاد دمای بالا درون 
بدن توسط نانو ذرات به مبارزه با سرطان پرداخته‌اند. این محققان 
از نانو ذرات آهن / اکسید آهن برای گرم کردن یا ایجاد حفره در 
سلول‌های سرطانی و کشتن آن‌ها بهره برده‌اند. نانو ذرات طلا 
به ‌دلیل ویژگی‌های منحصر‌به‌فرد، به عنوان یکی از محبوب‌ترین 
ترکیبات در کاربردهای پزشکی، به‌خصوص در درمان‌های ضد 
سرطانی مطرح شده‌اند. بسیاری از روش‌های سنتز نانو ذرات طلا 
به ما این امکان را می‌دهند که آن‌ها را با معماری و مشخصات 
دلخواه به دست آوریم. علاوه بر آن، قابلیت آن‌ها در عامل‌دار شدن 
و اصلاح سطح، دسترس‌پذیری زیستی و خصوصیات ایمونولوژیک 
موجه آن‌ها، از دیگر دلایل استفاده آن‌ها در حوزه پزشکی است.

با استفاده از حامل‌هایی مانند نانو ذرات طلا می‌توان خصوصیت 
آنتی ‌ژنیک آنتی‌ژن‌های ضعیف را افزایش داد تا با ‌تحریک سیستم 
ایمنی در بدن پاسخ ایمنی ایجاد شود. ویژگی‌های فیزیکوشیمیایی 
فراوان و متنوع نانو ذرات طلا، آن‌ها را از نانو ذرات دیگر مجزا کرده 
است و به‌خصوص در ارسال دارو، تعدیل و تنظیم فرایند آنژیوژنز 
و به عنوان عوامل نابود‌کننده بافت توموری در شرایط القای گرما 

می‌توان به آن‌ها امیدوار بود.

نابودی تومور با استفاده از نانو ذرات طلا فقط محدود به یک روش 
نیست و علاوه بر فوتوترمال‌تراپی، فوتوداینامیک‌تراپی و نابودی با 
فرکانس رادیویی روش‌های متنوعی برای بسط تحقیقات وجود 
دارد. نانو ذرات طلا به ‌دلیل پدیده رزونانس پلاسمون سطحی 

)حرکت جمعی الکترون‌های هدایتی(، به شدت نور را جذب کرده 
و آن را به انرژی حرارتی تبدیل می‌کنند؛ بنابراین زمانی که توده 
کوچکی از ذرات طلا توسط فرکانس مشخصی از لیزر تحریک 
می‌شوند، شروع به گرم کردن میدانی با شعاع هزار برابر بزرگ‌تر 
از اندازه خود می‌کنند که این گرمای تولید‌شده باعث ضربه زدن 

به سلول‌های توموری و منهدم کردن آن‌ها می‌شود ]46[. 

آنتی بادی‌ PDL1 ‌و مهارکننده‌  TGF- β و نانو ذرات طلا ترکیب 
شده‌اند که بتوانند مجموعه‌ای را تشکیل دهند و به‌طور انتخابی 
سلول‌های سرطانی روده بزرگ را هدف قرار داده و در تومورها 
تجمع کند. این مجموعه علاوه بر جلوگیری از رشد تومور اولیه، 
متاستاز دوردست سرطان کولورکتال را با افزایش اثر دیستال به 

واسطه ایمونوتراپی هم‌افزایی مهار می‌کند ]47[.

طبق بررسی‌های انجام‌شده گونه Holothuria Parva تا کنون 
مورد هیچ‌گونه بررسی برای تعیین خواص دارویی و درمانی قرار 
نگرفته است و به این لحاظ ترکیبات به‌دست‌آمده از آن نیز در 
انحصار ملی خواهد بود. نتایج مطالعه حاضر نشان می‌دهد رده 
سلولی سرطان کبد‌ Hep-G2 که تحت تأثیر عصاره الکلی خیار 
دریایی و نانو ذرات طلا قرار گرفته بود، دچار تغییرات مشخصی 
گروه  نرمال که  بر سلول‌های  تغییرات  این  که  )در حالی  شد. 

کنترل را تشکیل می‌دادند، اثر چندانی نداشت(. 

این تغییرات وابسته به زمان و غلظت‌های مختلف عصاره الکلی 
و نانو ذرات طلا بود، به‌طوری که با افزایش زمان و در غلظت‌های 
بالاتر تأثیر سمیت بر رده سلولی‌ Hep-G2 و مهار رشد سلولی 
مشخص بود. با افزایش غلظت عصاره الکلی درصد مرگ سلولی 
افزایش یافت، به‌طوری که بیشترین میزان مرگ سلولی در غلظت 
100 میکروگرم بر میلی‌لیتر مشاهده شد. میزان کشندگی برای 
این غلظت بر رده سلولی Hep-G 2 در 48 ساعت 77/9 درصد و 

در 72 ساعت 89/2 درصد است. 

  Hep-G2 پس از 24، 48 و 72 ساعت انکوباسیون رده سلولی‌
با نانو ذرات طلا، با افزایش غلظت، سمیت سلولی افزایش یافته که 
بیشترین میزان مرگ سلولی در غلظت 16 نانومولار بر میلی‌لیتر 
مشاهده شد. با افزایش غلظت نانو ذرات طلا و همچنین افزایش 
مدت زمان انکوباسیون تفاوت معنادار )P˂0/05(‌ بین تمام زمان‌ها 
وجود دارد. روند افزایش مرگ سلولی با افزایش زمان انکوباسیون 
تا 72 ساعت ادامه پیدا کرد و بیشترین مرگ سلولی دیده شد. در 
زمان‌های 24، 48 و 72 ساعت با افزایش غلظت نانو ذرات طلا 

تفاوت معنادار )P˂0/05( بین تمام غلظت‌ها وجود دارد. 

همان‌طور که در تصویرها مشاهده شد، با افزایش غلظت عصاره 
الکلی به همراه نانو ذرات طلا درصد مرگ سلولی افزایش یافت 
و کاملًا اثر سنیرژیک این 2 ماده بر سلول‌های سرطانی مشخص 
شد، به‌طوری که بیشترین میزان مرگ سلولی در غلظت 100 
با فرض  این پژوهش  بر میلی‌لیتر مشاهده شد. در  میکروگرم 
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حضور ترکیبات تری ترپن گلیکوزیدی عامل سمیت، 3 فاکتور 
نوع رده سلولی، زمان مجاورت عصاره با سلول و نوع عصاره به 
عنوان شاخص‌هایی برای درک رفتار سمیت سلولی ایجادشده 

توسط عصاره‌ها در نظر گرفته شد. 

بررسی تأثیر مدت زمان انکوباسیون برای عصاره متانولی بر 
رده سلولی‌ Hep-G2 وابستگی به زمان را به خوبی نشان داد، 
به نحوی که با افزایش زمان انکوباسیون، افزایش در میزان اثرات 
سیتوتوکسیک مشاهده شد و بیشترین میزان سمیت پس از مدت 
زمان انکوباسیون 72 ساعت و بر این رده سلولی دیده شد. به نظر 
می‌رسد نانو ذرات طلا چون حالت رزونانس دارند و می‌توانند 
حامل‌های خوبی برای افزایش سطح باشند و باعث قوی‌تر شدن 
آنتی ژن‌های ضعیف شوند و در نتیجه اثربخشی و اثر سنیرژیک 
بهتری با عصاره خیار دریایی داشتند و سمیت بیشتری را در 

سلول‌های سرطانی کبد ایجاد کردند.

نتیجه گیری

به دلیل اثر‌بخشی قابل ملاحظه سمیت سلولی عصاره الکلی 
خیار دریایی و نانو ذرات طلا بر رده سلولی سرطان کبد، ترکیبات 
این گونه می‌توانند پس از تخلیص به عنوان کاندیدای مناسبی 

برای تولید داروی ضد سرطان استفاده شوند.

ملاحظات اخلاقي

پيروي از اصول اخلاق پژوهش

این پژوهش برگرفته ‌از پایان‌نامه با کد 22530560961050 
است که در دانشگاه علوم‌پزشکی آزاد تهران انجام شده و در آن 

تمام منشورهای اخلاقی رعایت شده است.

حامي مالي

دولتی،  سازمان‌های  از  مالی  کمک  هیچ‌گونه  پژوهش  این 
خصوصی و غیرانتقاعی دریافت نکرده است.

مشارکت نویسندگان

نویسندگان به همان اندازه در تهیه این مقاله مشارکت داشتند.

تعارض منافع

 بنابر اظهار نویسندگان، این مقاله تعارض منافع ندارد.

تشکر و قدردانی

نویسندگان مراتب سپاس و قدردانی خود را از همه کسانی که 
در این پژوهش آن‌ها را یاري داده‌اند، اعلام می‌کنند.
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