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Design and Preparation of Photoluminescent Nanoparticles 
based on Chimeric Peptides- Graphene Quantum Dots for 
Nuclear Drug Delivery and Tracking

[1] Flavonoids as ... [2] Subcellular targeting strategies for drug design ... [3] Gene therapy 
-- promises, problems and ... [4] Vectors and delivery systems in gene ... [5] Viral and non-
viral vectors in gene therapy: Technology development and clinical  ... [6] Gene delivery 
using a derivative of the protein ... [7] SA designer biomimetic vector with a chimeric 
architecture ... [8] A short amino acid sequence able to specify nuclear ... [9] Development 
of novel recombinant biomimetic chimeric MPG-based peptide as nanocarriers for gene 
delivery: Imitation of a  ... [10] Design and bioinformatics analysis of novel biomimetic 
... [11] Applications for site-directed molecular imaging ... [12] Fluorescent labeling 
techniques in biomolecules ... [13] Chemical biology-based approaches on fluorescent ... 
[14] Chemical labeling strategies for cell ... [15] Fluorescence ... [16] Fluorescent dyes and 
their supramolecular ... [17] Semiconductor quantum dots for bioimaging ... [18] Synthesis 
and characterization of strongly ... [19] Focusing on luminescent graphene quantum ... 
[20] Graphene quantum dots: Emergent nanolights for bioimaging, sensors, catalysis and 
photovoltaic ... [21] COptically tunable amino-functionalized graphene ... [22] Strongly 
green-photoluminescent graphene quantum dots for bioimaging ... [23] Fabrication 
of highly fluorescent graphene quantum ... [24] Graphene quantum dots conjugated 
albumin nanoparticles for targeted ... [25] Preparation of graphitic ... [26] Gram-scale 
synthesis of single-crystalline graphene quantum dots ... [27] Fluorescent probes and 
fluorescence (microscopy) ... [28] Synthesis of strongly fluorescent graphene quantum  
... [29] Luminscent graphene quantum dots for organic ... [30] Bottom-up fabrication 
of photoluminescent graphene quantum ... [31] An electrochemical avenue to green-
luminescent graphene quantum dots as potential electron-acceptors ... [32] Graphene 
quantum dots derived from carbon ... [33] Facile synthesis of water-soluble, highly 
fluorescent graphene quantum dots as a robust biological label for ... [34] Enhancing cell 
nucleus accumulation and DNA cleavage activity of anti-cancer drug ... [35] Nanoparticle-
mediated systemic delivery of siRNA for treatment of cancers and ... [36] Targeted 
delivery and controlled release of doxorubicin into cancer cells using a multifunctional 
graphene ... [37] Motif-designed peptide nanofibers decorated with graphene quantum 
dots for simultaneous targeting and imaging of  ... 

One of the main challenges in the treatment of genetic disorders, such as cancer, is inefficiency 
of drug delivery systems and their inability to monitor and track delivered drug to the targeted 
site. Therefore, the design of novel nanocarriers with dual capabilities of nuclear drug delivery 
and tracking have recently turned into a research priority for this field’s scholars. The aim of this 
study is to design photoluminescence nanostructures based on both non-cytotoxic graphene 
quantum dots and chimeric peptides, with dual capabilities namely tracking and delivering 
small genetic agents into the nucleus. The GQDs with green emission color were synthesized 
by Hummer’s and solvothermal methods and characterized by UV-Vis, photoluminescence (PL), 
Raman spectroscopies, and scanning electron microscopy (SEM). GQDs were conjugated with 
MPG-2H1 chimeric peptides through noncovalent interactions. Following conjugation step, the 
ζ-potential of the complex increased (From -38.6 to -11.1 in complex1, -9.6 in complex2 and 
-5.74 in complex3). The conjugation was confirmed by native acrylamide gel retardation assay. 
The cytotoxicity of the GQDs was investigated by MTT assay and finally, bioimaging was carried 
out. The results showed that MPG-2H1/ GQD complexes can enter cells; however, free-GQDs 
didn’t enter the cells significantly.
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  چکيده
ها با نقص ژنتیکی از جمله سرطان،  های اصلی درمان بیماری یکی از چالش

های دارویی و عدم توانایی آشکارنمودن و ردیابی داروی  انتقال ناکارآمد مولکول
هایی با اثرات دوگانه  یافته به جایگاه هدف است. بنابراین یافتن نانوحامل انتقال

انگر، اخیراً در اولویت تحقیقاتی انتقال دارو به هسته و ردیابی مولکول درم
محققان این حوزه قرار گرفته است. هدف از این مطالعه، طراحی نانوذرات 
با قابلیت دوگانه ورود عوامل ژنتیکی کوچک به درون هسته و  MPG-2H1فتولومینسنت مبتنی بر نقاط کوانتومی گرافن فاقد سمیت و پپتیدهای کایمریک 

دارای رنگ نشری  (GQD)طالعه نقاط کوانتومی گرافن ردیابی آنها است. در این م
های  سنتز شدند و از طریق اسپکتروسکوپی سالوترمالو  هامرسبز توسط روش  UV-Vis فتولومینسنت ،(PL) رامان و میکروسکوپی ،SEM  مورد بررسی قرار

های غیرکووالان به پپتیدهای کایمریک  کنش ها از طریق میانGQDگرفتند.  MPG-2H1  متصل شدند. اتصال به پپتید سبب تغییر پتانسیل زتا به مقادیر
در  - ٧٤/٥و  ٢در کمپلکس  -٦/٩، ١در کمپلکس  - ١/١١به  -٦/٣٨تر شد (از  مثبت

). نتایج سنجش تاخیری ژل آکریل آمید حاکی از برقراری اتصال بین ٣کمپلکس
 MTTتوسط سنجش  MPG-2H1و  GQD. سمیت سلولی است هاGQDپپتید و 
نتایج حاکی از پتانسیل بالای و در نهایت تصویربرداری سلولی انجام شد.  بررسی

به سلول بود، در حالی که  MPG-2H1/GQDهای فاقد سمیت   ورود کمپلکس GQD.های آزاد ورود چشمگیری به درون سلول نشان ندادند  
  زیستی، ردیابیپپتیدهای کایمریک، تصویربرداری  نقاط کوانتومی گرافن،ها:  کلیدواژه
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  مقدمه
ترین  تواند مهم انتقال هدفمند عوامل ژنتیکی به هسته سلول، می

های متعدد با نقص ژنتیکی ایفا نماید.  نقش را در درمان بیماری
یوکاریوت، دارای مکانیزم  عنوان مرکز کنترل سلول هسته به

قدرتمندی در تنظیم بیان ژن و سایر فرآیندهای سلولی از طریق 
ها بین هسته و سیتوپلاسم است. با وجود  عبور انتخابی پروتئین

سنس و  های آنتی پتانسیل بالای داروهای متعدد شامل مولکول
انواعی از پپتیدهای درمانگر برای مهار همانندسازی یا کاهش و 

های ژنتیکی  های مهم درگیر در انواع بیماری ر رونویسی ژنمها
مختلف، هنوز هم انتقال موثر این داروها به درون هسته سلول 

یک مولکول . بنابراین یافتن [2 ,1]آید چالش مهمی به شمار می
منظور واردکردن  حامل (وکتور) مناسب و ایمن با کارآیی بالا به

ترین  ترین و اساسی های هدف، مهم عوامل درمانگر به هسته سلول
به شمار ها با اختلال ژنتیکی  مرحله برای درمان موثر بیماری

های حامل باید دارای قابلیت حمل دارو،  . مولکول[3]آید می

رابر تخریب بیولوژیک، جذب سلولی مناسب و محافظت از آن در ب
قابلیت رهایش موثر آن به همراه عدم تحریک سیستم ایمنی و 

طور کارآ  سمیت سلولی باشند تا بتوانند در انتقال عوامل ژنتیکی به
های  ها به دو دسته کلی حامل . عمدتاً حامل[4]و موثر عمل کنند
نتتیک) های نوترکیب) و غیرویروسی (س ویروسی (ویروس

های نوترکیب دارای قابلیت عبور از  شوند. ویروس بندی می تقسیم
ها و غشای هسته  سدهای سلولی از جمله غشای سلول، اندوزوم

توانند سبب انتقال عوامل ژنتیکی با کارآیی بالا به  هستند و می
علت سمیت، تحریک  های هدف شوند، اما استفاده از آنها به سلول

زایی تا حد زیادی  ن بازگشت به حالت بیماریسیستم ایمنی و امکا
های غیرویروسی از  . بنابراین امروزه حامل[5]محدود شده است

پپتیدها با سمیت  جمله لیپیدهای کاتیونیک و پلیمرها شامل پلی
تر، با وجود کارآیی انتقال کمتر،  و تحریک سیستم ایمنی پایین

ویروسی  های تری برای حامل های ایمن عنوان جایگزین به
  .[6]اند شده و توجه بسیاری از محققان را به خود جلب کرده مطرح
های پپتیدی کایمریک مورد استفاده در انتقال عوامل ژنتیکی  حامل

منظور غلبه  عمدتا از سه "موتیف" مختلف با عملکردهای ویژه و به
بر سدهای بیولوژیکی واقع در مسیر انتقال تا رسیدن به هسته 

. اولین موتیف، توالی پپتیدی حاوی [7]اند دهسلول تشکیل ش
منظور  اسیدهای آمینه دارای بار مثبت همچون لیزین و آرژنین به

سازی عوامل اولیگونوکلئوتیدی درمانگر با بار منفی  اتصال و فشرده
است. نقش اصلی موتیف دوم که تحت عنوان فیوژن پپتید مطرح 

سریع فرار اندوزومی به منظور ت ریختن غشای اندوزوم به است، درهم
داخل سیتوزول است تا در برابر تجزیه توسط نوکلئازها و 
پپتیدازهای موجود در اندوزوم محافظت شوند. موتیف سوم 

عنوان  . این توالی به[7]است NLSسیگنال قرارگیری در هسته یا 
قرار گرفته و کار هدایت   یک شناساگر در سطح در معرض پروتئین

ر را به سمت هسته، با کمک کمپلکس منفذ هسته پروتئین مورد نظ (NPC) های پپتیدی  . در این مطالعه از نانوحامل[8]بر عهده دارد
شده در آزمایشگاه ما که متشکل از  کایمریک از قبل طراحی

 H1ترمینال هیستون - Cمری از دمین ۱۶هایی شامل توالی  موتیف
 MPG، فیوژن پپتید AKKTPKKSTKKTPKK"Aبا توالی "

) با توالی HIVویروس ۴۱(مشتق از گلیکوپروتئین  "GALFLGFLGAAGSTMGA" دهنده با  همراه با قطعه اتصال
با  (SV40)بزرگ ویروس  Tژن  آنتی NLSو  "WSQP"توالی 
با توجه به  .[10 ,9]) ۱،استفاده شد (شکل"KKKRKV"توالی 

مطالعات قبلی در زمینه انتقال موثر عوامل درمانگر و با افزایش 
گرفته در حوزه نانوتکنولوژی و پیدایش  های صورت پیشرفت
های مولکولی در  های مختلف ردیابی و تصویربرداری استراتژی

های اخیر، امکان ردیابی و القای اثرات درمانی عوامل ژنتیکی  دهه
. با این وجود، امروزه یافتن [11]طور همزمان فراهم شده است به

انتقال و عبور از سدهای سلولی  حاملی که علاوه بر قابلیت حمل،
بدون ایجاد سمیت و تحریک پاسخ ایمنی به همراه رهایش عوامل 
درمانگر درون هسته سلول، امکان ردیابی آن را نیز برای ارزیابی 

آید.  آمیز این فرآیند فراهم کند، چالش بزرگی به شمار می موفقیت
منظور  الا بههایی کارآمد با دقت و حساسیت ب بنابراین، توسعه روش

های کنونی موثر  تواند در رفع چالش بخشیدن به این مهم، می تحقق
و گامی نویدبخش برای بهبود هرچه بیشتر این راهکارهای درمانی 

های مولکولی سریع،  های فلورسنت برای تصویربرداری باشد. روش
های بیومولکولی با قابلیت  کنش دقیق و حساس برهم

انومتر و حساسیت بالا بسیار مناسب پذیری در مقیاس ن تفکیک
. بسیاری از مطالعات، کاربرد وسیع انواع عوامل [12]هستند
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فلورسنت شامل فلوروفرهای آلی برای تصویربرداری زیستی و 
. اگرچه آنها با نفوذ در [15-13]اند ها را نشان داده ردیابی بیومولکول

ها بدون  دارکردن بیومولکول ساختارهای بیولوژیکی، امکان نشان
کنند، اما  تغییر عملکرد و متعاقباً ردیابی آنها را فراهم می

درخشندگی نسبتاً پایین، پایداری نوری کم، طیف فلورسانس 
دارکردن  زنی و نیز عامل نامتقارن و پهن به همراه پدیده چشمک

دشوار آنها، کارآیی این عوامل فلورسنت را تا حد زیادی کاهش 
  . [16]دهد می

  

           الف
  

              ب

    ج
  

        د
(الف)، طیف رامان (ب)، طیف فلورسانس (ج)  UV/Visطیف جذب  )۱شکل 

  هاGQDمربوط به (د)  SEMتصویر میکروسکوپ الکترونی 

در زمینه تصویربرداری  (QDs)های اخیر نقاط کوانتومی  در سال
زیستی و ردیابی، توجه بسیاری از محققان این حوزه را به خود 

های ذاتی فلوروفرهای آلی  فاقد محدودیت QDsجلب کرده است. 
عنوان ابزاری قدرتمند در ردیابی و تصویربرداری مولکولی  بوده و به

، اما با وجود مطالعات [17]اند شناسی مطرح شده در حوزه زیست
، کاربرد آنها را در QDsشده روی آنها، سمیت بالای  عدد انجاممت

های اخیر، تعدادی از  . در سال[18]حوزه بیولوژیک محدود کرده است QD" ها تحت عنوانQDهای سمی  های نوظهور" که فاقد یون
توان به نقاط  ها میQDترین این  اند. از مهم هستند، مطرح شده

اشاره کرد که  (GQDs)و نقاط کوانتومی گرافن  (C-dots)کربن 
سازگاری بسیار خوب،  و زیست (PL)خصوصیات فتولومینسنت 

دارشدن  پایداری نوری و شیمیایی بالا به همراه عدم سمیت و عامل
های  عنوان پروب ها را بهQDهای زیستی، این  ساده آنها با مولکول

و ردیابی مطرح فلورسنت بسیار مناسب در تصویربرداری زیستی 
طور کلی، دو راهکار بالا به پایین و پایین به  . به[20 ,19]کرده است

های بالا به پایین  . روش[23-21]ها وجود داردGQDبالا برای سنتز 
ها هستند، در حالی GQDشامل برش مواد بزرگتر مبتنی برگرافن به 

سازهای  ها از پیشGQDهای پایین به بالا شامل تهیه  که روش
های  های کربن کونژوگه است. اگرچه روش گانیک کربنی شامل اتمار

پایین به بالا، امکان کنترل دقیق اندازه و مورفولوژی را فراهم 
های  فرسا و پیچیده هستند. بنابراین، روش کنند، اما بسیار طاقت می

بودن و قابلیت تولید فراوان، بیشتر مورد  دلیل ساده بالا به پایین به
های دارای GQD. در این مطالعه، [24]اند ن قرار گرفتهتوجه محققا

عنوان یکی از  به سالوترمالو  هامربا استفاده از روش نشر سبزرنگ 
های بالا به پایین سنتز شدند و برای  ترین روش شده شناخته
با پپتیدهای کایمریک های غیرکووالان آنها  کنش میانبار  اولین MPG-2H1  .های  کمپلکسدر نهایت مورد بررسی قرار گرفت

عنوان یک مدل سلولی  به HEK 293Tهای  سنتزشده به سلول
  انتقال و تصویربرداری سلولی انجام شد.

  
  ها مواد و روش

سرم  و DMEM F12در مطالعه تجربی حاضر محیط کشت سلولی 
؛ گیبکو؛ ایالات متحده) استفاده شدند. همچنین FBSجنین گاوی (

؛ Ni-NTAکیت استخراج پلاسمید و ستون تخلیص سفارز نیکل (
؛ IPTGتیوگالاکتوپیرانوزید ( - D-بتا-و ایزوپروپیل کیاژن؛ آلمان)

و کیلودالتون ٥/٢به کار رفتند. کیسه دیالیز ویوانتیس؛ مالزی) 
؛ سیگما؛ ایالات MTT( تترازولیوم-دی فنیل تیازولیل متیل

، )میکرومتر۲۰قطعات کمتر از  با اندازهمتحده)، پودر گرافیت (
سدیم،  %، نیترات٩٨اسید  ، سولفوریک(KMnO4)پتاسیم  پرمنگنات
؛ بلژیک) نیز chemlabفورمامید ( متیل پراکسید و دی هیدروژن

  تهیه شدند.
  منظور بیان  : بهMPG-2H1بیان و تخلیص پپتید کایمریک 

   PET28a، ابتدا وکتور بیانی MPG-2H1پپتید کایمریک 
(نواژن؛ ایران)  E. coli C41 (DE3) pLysSدرون باکتری 

 (LB)براث  لیزوژنی متر از محیط میلی١٠ترانسفورم شد. سپس 
مولار با یک کلونی باکتری شامل  میلی۵۰شامل کانامایسین 

ساعت انکوبه شد. ۱۶مدت  به rpm۲۰۰در  C۳۷˚پلاسمید بیانی در 
مولار) انجام و در  میلی۲/۰(با غلظت نهایی  IPTGسپس القا با  ˚C۳۷ ساعت با ۴مدت  بهrpm۲۰۰  مخلوط شد تا چگالی نوری (OD)  های  برسد. آنگاه سلول ۴/۰نانومتر به ۶۰۰آن در طول موج

رسوب  C۴˚دقیقه در ۲۰مدت  به rpm۶۰۰۰باکتری با سانتریفیوژ در 

 (نانومتر)طول موج 
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   میلی۲۰باز -داده شدند. رسوب سلولی در بافر لیز (تریس
مولار و ایمیدازول ٨، اوره ر کلریدسدیممولا میلی۵۰۰مولار، 

در  C۲۰˚ساعت تحت دمای  مدت یک ) و بهpH=۱۱( مولار میلی٥ rpm۲۰۰ ترتیب در  انکوبه شد. لیز سلولی حاصل دوبار بهrpm۶۰۰۰ 
  دقیقه سانتریفیوژ شد. سپس ۲۰مدت  به C۴˚در  rpm۱۲۰۰۰و 

  ریخته و به Ni-NTAسوپ رویی به درون ستون سفارز 
بافر  ٨ساعت در دمای اتاق انکوبه شد. ستون با  یکمدت  

ایمیدازول  یترتیب گرادیان کاهشی اوره و افزایش وشو که به شست
مولار،  میلی۲۰باز - (تریسوشو داده شد  کردند، شست را فراهم می

، ٢٠و صفر مولار و ایمیدازول  ٢، ٤، ٦، ٧، اوره مولار کلریدسدیم یک
. گرادیان اوره برای حذف تدریجی )pH=۸مولار ( میلی۷۰و  ۶۰، ۴۰

اعمال شد. در  MPG-2H1اوره و متعاقباً فولدینگ مجدد پپتید 
مولار  میلی۵۰۰مولار،  میلی۲۰باز -(تریس نهایت بافر الوشن

) برای جداکردن pH=۸( مولار میلی٢٥٠، و ایمیدازول کلریدسدیم
آوری  پپتید مورد نظر از رزین به ستون اضافه شد. پس از جمع

پپتید مورد نظر و مشاهده باندهای پپتید روی ژل الکتروفورز 
%، ۱۵ (SDS-PAGE)آمید  آکریل پلی -سولفات دودسیل سدیم

در مقابل بافر  دالتون)٢٥٠٠( شده توسط کیسه دیالیز پپتید تخلیص
ساعت دیالیز شد. در ۴۸مدت  به C۴˚) در pH=۴/۷؛ PBSفسفات (

برای انجام مطالعات بیشتر  -C۲۰˚نهایت پپتید دیالیزشده، در 
  نگهداری شد.
 هامراکسید با استفاده از روش  گرافن :(GO)اکسید  سنتز گرافن
گرم از پودر گرافیت (با اندازه قطعات کمتر ۵/۰. مقدار [25]سنتز شد

% در صفر درجه ۹۸اسید  لیتر سولفوریک میلی۲۳میکرومتر) در ۲۰از 
گرم ۳و  نیترات سدیمگرم ۵/۰گراد معلق شد. سپس  سانتی
 C٣٥˚ساعت در ٣مدت  به آن اضافه و محلول به پرمنگنات پتاسیم

اضافه و  وبار تقطیرلیتر آب د میلی٤٠هم زده شد. در نهایت به آن 
لیتر آب دوبار  میلی١٠٠فرآیند سنتز با افزودن یک محلول شامل 

%) ادامه یافت. ٣٠( لیتر پراکسیدهیدروژن  میلی٣تقطیر و 
زردرنگ فیلتر و با اسیدهیدروکلریدریک و آب  GOن سوسپانسو
برای  ١٠وشو داده شد (با نسبت حجمی یک به  شست

وشو با استفاده از آب  اسیدهیدروکلریدریک و آب). فرآیند شست
رسید، سپس  ٥آن به حدود  pHدوبار تقطیر چندین بار تکرار شد تا 

تحت  هدقیق٤٠مدت  به GOکردن صفحات  ها برای پراکنده نمونه
سوسپانسیون  .وات)١٢٠کیلوهرتز، ١٠٠امواج فراصوت قرار گرفتند (

نشده  برای حذف قطعات پراکنده rpm۳۵۰۰دقیقه و در ۳۰مدت  به GO .سانتریفیوژ شد  
با غلظت  (DMF)فرمامید  متیل دیدر  GOمحلول ها: GQDتهیه 
دقیقه تحت امواج ٣٠مدت  لیتر تهیه و به میلی١٠گرم بر  میلی٢٧٠

قرار گرفت. سپس، به یک اتوکلاو  (W, 100 kHz 120)فراصوت 
قرار  C۲۰۰˚ساعت در دمای ٥مدت  تفلونی انتقال داده شده و به

گرفت. آنگاه محلول تا دمای اتاق سرد و فیلتر شد. سوسپانسون زرد 
شده با استفاده از روتاری خشک و در آب  ی حاصلا متمایل به قهوه

سمی کاملاً از  DMFشد. این عمل چندین بار تکرار شد تا معلق 
  محلول خارج شود.

ها، طیف GQDمنظور تعیین غلظت  ها: بهGQDتعیین غلظت 
ثبت  UV-Visتوسط اسپکترومتر  UV-Visجذبی آنها در محدوده 

یمم جذب در طول موج شد. سپس مطابق قانون بیر لامبرت، ماکز
لیتر بر مول ١٠٦~ها (GQDنانومتر و ضریب جذب مولی ۳۲۰

  ها تعیین شد.GQD، غلظت محلول [26]متر)  سانتی
ابتدا  :MPG-2H1ها به پپتیدهای کایمریک GQDاتصال 

نانومول) از محلول ١٦و  ٨، ٤، ٨/٠( GQDsهای مختلف  غلظت
ترکیب  MPG-2H1با مقادیر متفاوت پپتید  نانومولار٨٠٠استوک 

تحت  ٤˚Cشد. این مرحله روی یخ صورت گرفت. سپس، در دمای 
  ساعت قرار گرفت.١٢مدت  شده به ورتکس کنترل

برای بررسی % ١٥ Nativeآمید  ریلکژل آ سنجش تاخیری ژل:
شده مورد  های تهیه حرکت الکتروفورتیک پپتید در کمپلکس

 ۱۱ایزوالکتریک پپتید حدود استفاده قرار گرفت. از آنجایی که نقطه 
دارای بار به شدت مثبت است، بنابراین جای دو  pH=۴/۸بود و در 

قطب مثبت و منفی هنگام برقراری جریان الکتروفورز تعویض شد 
آمیزی  تا پپتید قادر به حرکت روی ژل باشد. سپس، از طریق رنگ

  بلو باندهای پپتیدی روی ژل نمایان شدند. با تریپان
ها توسط GQDمربوط به  UV-Visطیف ها: GQDژگی تعیین وی

؛ کانادا) ثبت شد. طیف فلورسنس UV-Vis )Varianاسپکترومتر  GQD٣ مدل ها توسط دستگاه سایتیشن )Viotec ایالات ؛
و طیف رامان توسط اسپکترومتر رامان مدل آلمگانیکولت ) متحده XR  نانومتر ثبت ٥٣٢(ترموفیشر؛ ایالات متحده) با طول موج لیزر
ها با استفاده از میکروسکوپ الکترونی  از نمونه SEMتصویر  شدند.
ها و GQD(فیلیپس؛ هلند) گرفته شد. پتانسیل زتای  XL30مدل 

 ZSشده توسط دستگاه نانوزتاسایزر مدل نانو  تهیه یها کمپلکس
  آمد.(مالورن؛ انگلستان) به دست 

گرم بر  میلی١٠٠بیوتیک استرپتومایسین ( % آنتی١حاوی  DMEM F12در محیط کشت  HEK 293Tرده سلولی  کشت سلولی:
و  C۳۷˚در دمای لیتر)  واحد بر میلی١٠٠سیلین ( لیتر)/پنی میلی

% ۲۵/۰کشت و انکوبه شدند. تریپسین  اکسیدکربن % دی۵تحت 
  پاساژ آنها استفاده شد.ها از ته فلاسک برای  برای جداکردن سلول

 MTTسنجش  :MPG-2H1و پپتید  GQDsسنجش سمیت 
مورد  MPG-2H1و پپتید  GQDsبرای ارزیابی سمیت سلولی 

در فاز رشد  HEK 293Tهای  منظور سلول استفاده قرار گرفت. بدین
کشت داده شدند و  )٢×١٠٤ cells/wellچاهکی (٩٦های  در پلیت
ها  نانومول) با سلول۱۶و  GQDs )۸/۰ ،۴ ،۸های متفاوت  غلظت
اکسیدکربن انکوبه شدند.  % دی۵با  C۳۷˚ساعت در ۴۸مدت  به

لیتر) به هر  گرم بر میلی میلیMTT )۵لیتر از محلول  میلی۱۰مقدار 
ساعت دیگر انکوبه شدند. ۴مدت  ها به چاهک اضافه و سلول

ید سولفواکس متیل شده توسط دی های فورمازان تشکیل کریستال
ثبت نانومتر ۵۷۰در طول موج  ؛ ایالات متحده)Biotek( ELx800میکرولیتر) حل و جذب آنها توسط دستگاه خوانش الیزا مدل ۱۰۰(

  شد.
عنوان یک ابزار  میکروسکوپ فلورسنس به تصویربرداری سلولی:
های تصویربرداری  فاقد اثرات مضر تکنیک ارزشمند تصویربرداری

منظور تصویربرداری  پزشکی و بیولوژی به رادیواکتیو، در علوم زیست
. در این مطالعه تصویربرداری نوری توسط [27]و ردیابی مطرح است

فلورسنت ها GQDدادن حضور  میکروسکوپ فلورسنس برای نشان
 C۳۷˚های کشت سلولی کشت و در دمای  در پلیت HEK 293T های های زنده به کار گرفته شد. برای این منظور، سلول در سلول

های  با غلظت GQD/MPG-2H1های  انکوبه شدند. کمپلکس
ساعت تحت ۱۲مدت  به C۴˚) تهیه شدند و در ۱متفاوت (جدول 
های پلیت انتقال  سپس به چاهکشده قرار گرفتند و  ورتکس کنترل

شسته شدند.  PBSبار توسط  ها سه ساعت سلول٢٤یافتند. پس از 
 ۳سایتیشن مدل  پس از این تصویربرداری سلولی توسط دستگاه

)Biotech ؛ ایالات متحده) و در طول موجem :نانومتر، ٥٢٥ex :
  انجام شد.نانومتر ٤٦٩
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های  کاررفته برای ایجاد کمپلکس به GQDمقادیر متفاوت پپتید و ) ۱جدول  GQD/MPG-2H1  
  ١٠  ٩  ٨  ٧  ٦  ٥  ٤  ٣  ٢  ١  

١/١١ ٤/٧ ٧/٣ ١/.٨٥ ١١/١٤٨/١ ٧٤/٠ ١/١١٣٧/٠  -   (میکروگرم) پپتید
GQD (نانومول)  ٨/٠ ٨/٠ ٨/٠  ٨/٠  ٨/٠ ٨/٠  ٨/٠  ٨/٠  -  ٨/٠ 
١/١١ ٤/٧ ٧/٣ ٨٥/١ ١١/١٤٨/١ ٧٤/٠ ١/١١٣٧/٠  -   (میکروگرم)پپتید 
GQD (نانومول)  ٤  ٤  ٤  ٤  ٤  ٤  ٤  ٤  -   ٤  
١/١١ ٤/٧ ٧/٣ ٨٥/١ ١١/١٤٨/١ ٧٤/٠ ١/١١٣٧/٠  -   (میکروگرم)پپتید 
GQD (نانومول)  ٨  ٨  ٨  ٨  ٨  ٨  ٨  ٨  ٨  ٨  
١/١١ ٤/٧ ٧/٣ ٨٥/١ ١١/١٤٨/١ ٧٤/٠ ١/١١٣٧/٠  -  (میکروگرم)پپتید 
GQD (نانومول) ١٦  ١٦  ١٦  ١٦  ١٦  ١٦  ١٦  ١٦  ١٦  ١٦  

  
  ها یافته

نشان داد که  نانومتر٣٢٠یک پیک جذبی را در  سنتزشدههای GQD (UV/Vis)اسپکتروسکوپی جذبی : هاGQDتعیین ویژگی 
نانومتر که در ارتباط ٢٣٠و یک پیک در  *n–πدر ارتباط با انتقالات 

الف) که کاملاً مشابه با پیک  -١است (شکل  *π–πبا انتقالات 
  .[19]ها در مطالعات گزارش شده استGQDجذبی 
دهد.  را نشان می هاGQDب اسپکتروم رامان گرافیت و  -١شکل 

-cmدر  Dمشابه مطالعات دیگر دو پیک اصلی نمایان شد (پیک  بود. نسبت  ۷۱/۰و برای گرافیت  ۹۷/۰ها GQDبرای  G (ID/IG)به پیک  D) شدت نسبی پیک cm-1۱۶۱۰در  Gو پیک  1۱۳۵۰ (ID/IG)  بالایGQDهای ساختاری در آنها  ها حاکی از وجود نقص
وابسته  PLهای سنتزشده، GQD مربوط به PLاسپکتروم  .[28]است

طوری که با افزایش طول موج تحریک از  به تحریک را نشان داد، به
نانومتر به ۵۰۰نانومتر، ماکزیمم پیک نشری از ۵۰۰نانومتر به ۳۵۰
  ج). -١مشاهده شد (شکل  UVها تحت تابش نور GQDنانومتر تغییر یافت. فلورسنس سبزرنگ درخشان از محلول ۵۷۰

 نانومتر است٨٠١ها GQDدازه نشان داد که متوسط ان SEMتصویر 
  د). -۱(شکل 

وجود دنباله هیستیدینی در  :MPG-2H1بیان و تخلیص پپتید 
امکان تخلیص توسط  MPG-2H1انتهای کربوکسیلیک پپتید 

کند.  را فراهم می Ni-NTAستون کروماتوگرافی تمایلی با رزین 
فرآیند  E. coli C41(DE3) plysSدر باکتری  پس از بیان پپتید

شکل  تحت گردیان اوره انجام شد. Ni-NTAتخلیص توسط رزین 
% نشان SDS-PAGE ۱۵شده را روی ژل  الف پپتید تخلیص -۲
  دهد. می

برای بررسی  :GQD/MPG-2H1 گیری کمپلکس بررسی شکل
سنجش تاخیر ژل  GQD/MPG-2H1های  اولیه تشکیل کمپلکس

ب). نتایج نشان داد که افزودن  - ۲آمید انجام شد (شکل  آکریل
) سبب تاخیر حرکتی ۱براساس جدول ها (GQDمقادیر متفاوت از 

های مربوط  طوری که در نسبت شود، به متفاوت پپتید روی ژل می
بیشترین میزان بازداری حرکتی  ۱در جدول  ۹و  ۸، ۷های  به شماره

ها مشاهده شد که حاکی از اتصال GQDترین مقادیر پپتید با بیش
ها  ها برای ادامه بررسی ها به پپتید است. این نسبتGQDمطلوب 

نامگذاری  ٣و  ٢، ١ترتیب کمپلکس  مورد استفاده قرار گرفتند و به
های آزاد و GQDشدند. برای بررسی بیشتر، پتانسیل زتای 

ن داد که ثبت شد و نتایج نشا GQD/MPG-2H1های  کمپلکس
ها باعث تغییر پتانسیل GQDبه  MPG-2H1 هایاتصال پپتید

در  -١/١١به  -٦/٣٨شود (از  تر می زتای آن به مقادیر مثبت
؛ نمودار ٣در کمپلکس  - ٧٤/٥و  ٢در کمپلکس  - ٦/٩، ١کمپلکس 

ها GQDبه  MPG-2H1). همچنین نتایج نشان داد که اتصال ١
شود (دیتا  آن نمیموجب کاهش چشمگیری در شدت فلورسانس 

  نشان داده نشده است).
نشان  MTTآمده از سنجش  دست نتایج بهبررسی سمیت نانوذرات: 

ساعت ۴۸پس از گذشت نانومولار ٤٠٠تا غلظت  GQDsداد که 
تر مشخص شده است  ). پیش۲داری ندارند (نمودار  سمیت معنی

ساعت ٤٨کاررفته و تا  های به در غلظت MPG-2H1که پپتیدهای 
  .[9]فاقد سمیت قابل توجهی هستند

  

  
  لفا

  ب
% (وزن مولکولی ١٥ SDS-PAGEشده روی ژل  پپتید تخلیص )٢شکل 

% مربوط به ١٥ PAGEکیلودالتون) (الف)، تاخیر حرکتی پپتید روی ژل ۸/۹
  ب)؛ ١ها (براساس جدول GQDو های مختلف پپتید  نسبت

  

  
ترتیب  که به ۳و  ۲، ۱های  ها و کمپلکسGQDپتانسیل زتای پپتید،  )١نمودار 
  هستند. GQDsنانومول ۱۶میکروگرم پپتید و مقدار ۴/۷و  ۷/۳، ۸۵/۱شامل 

  

  
های  نشانگر سلول C،=؛ ساعت۴۸در  هاGQDسلولی  بقای سنجش) ٢نمودار 

  ها است.GQDبدون  سلولیشده در محیط کشت  کنترل انکوبه
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 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــغفاری و همکاران ــــــــــــــــــــــــــــــ سروش موسس ۵۰

   ۱۳۹۷ زمستان، ۱، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                                   مدرس تربیت دانشگاه فناوری زیست

-GQD/MPGمنظور بررسی ورود کمپلکس  بهتصویربرداری سلولی:  2H1  ٣انجام شد (شکل به درون سلول تصویربرداری سلولی .(
 GQD/MPG-2H1 ٣کمپلکس نتایج حاکی از ورود مقادیر بالای 

های  ترتیب کمپلکس بود. پس از آن به HEK 293Tهای  به سلول
ها نشان دادند. این در حالی است که  ورود بالایی را به سلول ۱و  ۲

ها وارد شوند  های آزاد توانستند به سلولGQDمقادیر بسیار ناچیز 
  دلیل بار منفی زیاد آنها است. که احتمالاً به

  

  
الف) تصویر زمینه تاریک (الف) و ؛ تصاویر میکروسکوپ فلورسانس )٣شکل 

های  نانومتر) (ب) مربوط به سلول٤٦٩: exنانومتر، ٥٢٥: emتصویر فلورسانس (
میکروگرم پپتید و مقدار ۴/۷ شامل GQD/MPG-2H1شده با کمپلکس  انکوبه
تصویر زمینه تاریک (ج) و تصویر فلورسانس (د) ، )۳(کمپلکس GQDنانومول ۱۶

  GQDشده با  های انکوبه مربوط به سلول
  

  بحث
گرفته در زمینه انتقال عوامل ژنتیکی  های صورت با وجود پیشرفت

های مختلف، هنوز هم فرآیند درمان با  توسط انواع حامل
ترین آنها انتقال ناکارآمد و عدم  هایی مواجه است که از مهم چالش

منظور ارزیابی  یافته به توانایی ردیابی عوامل ژنتیکی انتقال
آمیز درمان و آشکارنمودن انتقال موثر آنها به درون هسته  موفقیت
کارگیری  . در مطالعه حاضر تلاش بر این بود که با به[6-3]است GQD های فاقد سمیت و دارای خصوصیات فتولومینسنت

ا به پپتیدهای کایمریک فرد و اتصال غیرکووالان آنه منحصربه MPG-2H1 منظور ردیابی و انتقال  ، نانوساختاری مناسب به
 خصوصیاتعوامل درمانی به درون هسته سلول طراحی شود. 

سنتزشده در  هایGQDهای سنتزشده با سایر GQDی فتوفیزیک
طور  ها بهGQDتاکنون . [31-29 ,22]مطالعات پیشین مشابه است

سرطان سینه به کار  T47Dهای  آمیزی برای ردیابی سلول موفقیت
های بنیادی  . در مطالعه دیگری ردیابی سلول[32]اند گرفته شده

 GQDsبا  (CPCs)و قلبی  (PPCs)، لوزالمعده (NSCs)نوروسفر 
، . براساس مطالعات ما[33]ساعت انجام شده است۲۴در بازه زمانی 
ساعت شروع به ورود به ۶پس از  MPG-2H1/GQDکمپلکس

ساعت ورود سلولی ۱۲کردند، در  HEK 293Tهای  درون سلول
های آزاد GQDساعت به بیشترین مقدار رسید. ۲۴بیشتر شد و در 

ها نشان ندادند که ممکن است  ورود چشمگیری به داخل سلول
دلیل بار سطحی به شدت منفی آنها باشد. در حالی که با اتصال   به

های  و تشکیل کمپلکس MPG-2H1ه پپتیدهای کایمریک آنها ب
، هاGQDدلیل کاهش بار سطحی منفی  به MPG-2H1/GQDs  غیرکووالان 

در حالی که در مطالعه  ها شوند. توانستند به میزان بالایی وارد سلول
آمده از تصاویر میکروسکوپ  دست و همکاران، نتایج به ژنگ

ها و مشاهده آنها  درون سلولها به GQDکانفوکال حاکی از ورود 
به علاوه در مطالعه ما نیز مشابه مطالعه فوق  در سیتوپلاسم است.

پس از چندین تکرار، تغییر شدت فلورسنس در تصاویر 
ها GQDمیکروسکوپی مشاهده نشد که نشانگر پایداری نوری بالای 

فاقد اثرات سمیت سلولی  GQDsها است. در ضمن  در این سلول
ها را GQD. مطالعه دیگری [33 ,32]نانومولار) بودند۴۰۰(تا غلظت 

عمر و کاهش  هایی برای بهبود حلالیت، افزایش نیمه عنوان حامل به
مطرح کرده است که  (DOX)اثرات جانبی داروی دوکسوروبیسین 
ای این داروی ضدسرطان شده  منجر به افزایش تجمع هسته

وامل ژنتیکی مبتنی . تاکنون چندین مطالعه روی انتقال ع[34]است
گر  مداخله RNAعنوان مثال انتقال  بر گرافن انجام شده است، به

شده به  متصل PEIبا استفاده از  DOXکوتاه و داروی ضدسرطان  GO  که حاکی از افزایش کارآییRNA در [36 ,35]گر هستند مداخله .
مورد بررسی قرار گرفت. نتایج حاکی از ورود  GQDsبا  MPG-2H1این مطالعه برای اولین بار اتصال غیرکووالان پپتید کایمریک 

ها بود، در حالی که  به سلول MPG-2H1/GQDهای  کمپلکس GQDها نشان ندادند.  های آزاد ورود قابل توجهی را به درون سلول 
با دانش ما، تاکنون فقط یک مطالعه دیگر مبنی بر استفاده از 

برای تصویربرداری سلولی  و ترکیبات پپتیدی GQDهای  کمپلکس
ند که ا ه، مشابه نتایج ما، نشان داد[37]و همکاران سو .[37]وجود دارد GQDs ها نیستند، در حالی که  آزاد قادر به ورود به سلولGQDs 
شده به نانوفایبرهای پپتیدی کایمریک ورود قابل توجهی را  متصل
  .هلا نشان دادندهای  به سلول

 PLها با خصوصیات GQDفرد  های منحصر به با توجه به ویژگی
توانند کاندیداهای مناسبی برای تصویربرداری  فرد، آنها می منحصربه

توانند  های سنتزشده می مولکولی و ردیابی باشند و نانوکمپلکس
های نویدبخشی با قابلیت دوگانه ورود به هسته  عنوان نانوحامل به

سنس و  های آنتی ی مختلف از جمله مولکولو ردیابی عوامل درمان
  پپتیدهای درمانگر کوچک پیشنهاد شوند.

  
  گیری نتیجه

ها و پپتیدهای GQDهای مبتنی بر  در این مطالعه، کمپلکس
سنتز شدند. سه موتیف سازنده پپتید  MPG-2H1کایمریک  MPG-2H1اسیدها، فرار  سازی نوکلئیک ، امکان اتصال و فشرده

 هایGQDکنند و  گیری هسته سلول را فراهم می اندوزومی و هدف
سنتزشده با خاصیت فلورسانس قابل توجه، امکان ردیابی عوامل 

تواند  شده، می کنند. نانوکمپلکس طراحی دارویی را فراهم می
وامل دارویی به هسته عنوان یک کاندیدای مناسب برای انتقال ع به

  و ردیابی آنها مورد توجه باشد.
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