
ISSN: 2476-6917; Modares Journal of Biotechnology. 2019;10(4):573-580

C I T A T I O N    L I N K S

Copyright© 2019, TMU Press. This open-access article is published under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 
4.0 International License which permits Share (copy and redistribute the material in any medium or format) and Adapt (remix, transform, 
and build upon the material) under the Attribution-NonCommercial terms.

Comparison between Three-Dimensional Spheroid and 
Two-Dimensional Monolayer in A549 Lung Cancer and PC9 
Normal Cell Lines under Treatment of Silver Nanoparticles

[1] Evaluation of CdTe/CdS/ZnS core/shell/shell quantum dot toxicity on three-dimensional 
spheroid cultures [2] Cell spheroids: The new frontiers in in vitro models for cancer drug 
validation [3] The third dimension bridges the gap between cell culture and live tissue             
[4] Optimized alamarBlue assay protocol for drug dose-response determination of 3D 
tumor spheroids [5] Impact of the spheroid model complexity on drug response [6] 
Targeted DNA delivery to cancer cells using a biotinylated chitosan carrier [7] Telomere, 
chromosome end and telomerase enzyme as a cancer biomarker [8] Comparative study on 
cytotoxicity effect of biological and commercial synthesized nanosilver on human gastric 
carcinoma and normal lung fibroblast cell lines [9] Toxicological studies on silver 
nanoparticles: Challenges and opportunities in assessment, monitoring and imaging [10] A 
systematic review on silver nanoparticles-induced cytotoxicity: Physicochemical properties 
and perspectives [11] Graphene oxide-based nanocomposites decorated with silver 
nanoparticles as an antibacterial agent [12] Investigating the responses of human epithelial 
cells to predatory bacteria [13] Cytotoxic effect of silver nanoparticles synthesized from 
Padina tetrastromatica on breast cancer cell line [14] Study of cytotoxic and therapeutic 
effects of stable and purified silver nanoparticles on tumor cells [15] The resazurin 
reduction assay can distinguish cytotoxic from cytostatic compounds in spheroid screening 
assays [16] Biomimicry 3D gastrointestinal spheroid platform for the assessment of toxicity 
and inflammatory effects of zinc oxide nanoparticles [17] 3D tumor spheroid models for in 
vitro therapeutic screening: A systematic approach to enhance the biological relevance of 
data obtained [18] Comparisons of robustness and sensitivity between cancer and normal 
cells by microarray data [19] Transport and toxicity of silver nanoparticles in HepaRG cell 
spheroids 

In view of the constant increase of nanotechnology and nanomaterials applications in our daily 
life, to determine whether they are safe, “in vitro” and “in vivo” screening methods are needed. 
Obviously, application of models that are similar to the physiological tissues process of the 
human body could be a better candidate. The three-dimensional spheroid method, spheroid 
were generated using commercial microplates, has many benefits (in comparison with 
traditional methods or monolayer cell culture) such as the growth of the cells in 3D, similar to 
the body’s physiological tissue, an alternative for animal models, cell-to-cell interactions, and 
better cell signaling. In this study, the toxicity of silver nanoparticles by using three factors such as 
metabolic activity, live/dead assay, and spheroid surface area was evaluated using two different 
methods (2D vs 3D) under treatment with various concentrations of silver nanoparticles at 
different times. The results showed that different cells types, cancer and/or normal lung cells, 
have significant differences. In addition, it was observed that distinct differences in terms of 
cytotoxicity of silver nanoparticles between 2D and 3D culture systems and also the rate of 
growth/non-growth of spheroids are highly depended on cell type and various concentrations 
have fundamental importance in such studies. The present study provides evidence that 
cellular dimensions (3D vs 2D) play a pivotal role in the results and outcomes of inflammation 
and cytotoxicity with nanoparticles due to the spatial-temporal structure.
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  چکيده

با توجه به رشد روزافزون کاربرد نانوتکنولوژی، استفاده از نانومواد و همچنین 
 منظور بررسیفرد در زندگی روزمره بشریت، بهترکیبات شیمیایی منحصربه

" جدید است. تنیبرون" و "تنیدرونهای غربالگری "بودن آنها نیاز به روشایمن
ها دارای الهام بیشتر از بافت فیزیولوژیک بدن انسان بدیهی است هر چه این روش

بودن آنها به دست آورد. استفاده توان نتایج بهتری از سمیت یا ایمنباشند، می
بعدی اسفروید، اسفرویدها با استفاده از میکروپلیت تجاری ایجاد از روش سه
های در سه بعد، مدل واقعی و سلول دلیل مزایای زیادی از جمله رشدشدند، به

ن عنوان جایگزیشباهت زیاد به بافت فیزیولوژیک بدن، قابلیت استفاده به
تباط دلیل ار ها بهرسانی بهتر سلولسلول، پیام -های حیوانی، اندرکنش سلولمدل

منظور بررسی ها، در این تحقیق بهلایه سلولنزدیک، در مقایسه با کشت تک
ت نقره مورد استفاده قرار گرفت. سه فاکتور فعالیت متابولیکی، سمیت نانوذرا
بعدی و مانی/مرگ سلولی و سطح مقطع اسفرویدها با دو روش سهمیزان زنده

های متفاوت مورد های مختلف نانوذرات نقره در زماندوبعدی تحت تیمار غلظت
ه نرمال ری های مختلف سرطانی وارزیابی قرار گرفت. نتایج نشان داد که سلول

دهند. همچنین سمیت سلولی نانوذرات نقره با واکنش متفاوتی از خود نشان می
بعدی و مقایسه آنها با هم اختلاف های دوبعدی و سهاستفاده از سیستم

داری داشته و میزان رشد/عدم رشد اسفرویدهای وابسته به نوع سلول بوده معنی
لعات دارند. مطالعه حاضر های مختلف نیز اهمیت اساسی در مطاو غلظت

دلیل ساختار بعدی بهدهد که ابعاد سلولی در دوبعدی و سهشواهدی ارایه می
زمانی متفاوت نقش حیاتی در نتایج و پیامدهای حاصل از التهابات و  -فضایی

  کنند.سمیت سلولی با نانوذرات بازی می
  کشت سلول یهاروش سرطان و یت،زمون سمآ ی،نانوذرات فلز  ید،اسفرو ها:کلیدواژه

  
  ۳/۱۱/۱۳۹۷ تاريخ دريافت:
  ۸/۱۲/۱۳۹۷ تاريخ پذيرش:
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  مقدمه
های گذشته، ارزیابی داروها، نانوذرات و مواد شیمیایی با در دهه

اده لایه) بیشتر مورد استفاستفاده از روش کشت سلول دوبعدی (تک
های سنتی دوبعدی کشت سلول که روشگرفته است. قرار می
لایه روی سطوح شیشه یا پلاستیکی صاف صورت تکها بهسلول

منظور آنالیزهای داروشناختی بسیار مفید اند، بهرشد داده شده
 دهندهها بازتابآمده از این روشدستهستند. با این حال نتایج به

. از طرف 1][2	,های فیزیولوژیک مهم بافت واقعی نبوده استفعالیت
هایی از جمله محدودیت ها دارای محدودیتدیگر نتایج این روش

تعمیم نتایج حاصله از سیستم کشت دوبعدی سلول به فاز کلینیکی 
یکال کلینبعدی در مرحله پیشعنوان یک مدل سهو استفاده از آنها به

های کشت سلولی های دارویی است. در مقایسه روشمنظور تستبه
	in)" تنیدرونکه فاقد خصوصیات "دوبعدی  vivo)  ،هستند
بعدی، از جمله اسفرویدهای صورت سههای کشت سلول بهسامانه

های سلولی، الهام بهتر خصوصیات و محیط میکروئی بافت
 تری برایهای بسیار مناسبفیزیولوژیک هستند و همچنین مدل

و  سلول -بررسی کاندیدهای دارویی بوده و از لحاظ اندرکنش سلول
ل تعدیل بیان ژن و پروفای باعث که ییمیکرومحیط همچنین شرایط 

از این  توانشود نتایج قابل اعتمادتری را میرسانی مولکولی میپیام
های حیوانی از جمله . استفاده از مدل2]‐[4ها استخراج کردمدل

های سمیت منظور تستماهی زبرافیش، خرگوش، موش و غیره به
هایی محدودیت نانوذرات و داروهایی که کاربرد انسانی دارند دارای

تواند طور دقیق نمیعنوان مثال ماهی زبرافیش بهاست زیرا به
گرم استفاده شود و بیولوژی موش نیز یک عنوان یک مدل خونبه

ز دهد. اهای انسانی را ارایه نمیمدل معتبر و مناسب بافت و سلول
های حیوانی مورد نیاز باشد طرف دیگر زمانی که تعداد زیادی از مدل

کارگیری مواد در . فناوری نانو، علم فهم و به[5]بر استیار هزینهبس
نانومتر، امروزه کاربرد فراوانی در زندگی روزمره ما از ۱۰۰مقیاس زیر 

. نانوذرات [6]جمله داروسازی، صنعت، پزشکی، کشاورزی و غیره دارد
عنوان یکی از محصولات مهم این تکنولوژی قادر به بهبود نقره به
ن تریعنوان مثال سرطان یکی از مهمبشریت شده است. بهزندگی 

. این در حالی است که [7]رودومیر در جهان به شمار میعوامل مرگ
ور طشوند بههایی که برای درمان این نوع بیماری استفاده میروش

اند این بیماری را درمان کنند. بنابراین نیاز به قطع نتوانسته
ود. شپیشرفت روزافزون علم احساس می های جدید با توجه بهروش
درمانی و غیره های رایج درمان سرطان از جمله جراحی، شیمیروش

های رفتن سلولتنها سبب ازبینهای تهاجمی بوده که نهاغلب روش
شوند و های سالم نیز میرفتن سلولبیمار بلکه موجب ازبین
های روش هایی نیز هستند. استفاده ازهمچنین دارای محدودیت

های هدف (سرطانی) تحت تیمار طوری که فقط سلولغیرتهاجمی به
قرار گیرند و تحویل اختصاصی دارو به بافت یا سلول سرطانی در 

نمودن عوارض جانبی هدفی مهم است که با استفاده از جهت کم
توان به این مهم نایل شد. نانوذرات نقره علاوه علم نانوتکنولوژی می

دارکردن آنها، قابلیت حمل اکتریایی، در صورت عاملبر ویژگی ضدب
	,6]داروهای پروتئینی، شیمیایی و اسیدنوکلئیکی را نیز با خود دارند

طور چشمگیری در صنایع مختلف . از طرف دیگر نانوذرات نقره به[8
عنوان عناصر ضدباکتریایی در از جمله محصولات مصرفی به

ها و زشکی و همچنین در یخچالها، ابزارآلات پپوشها، زخمکاشی
. افزایش کاربرد و [9]شویی کاربرد فراوانی دارندهای لباسماشین

استفاده از نانوذرات نقره در محصولاتی که ویژگی آنها از طریق این 
اند ممکن است نتیجه افزایش خطر سمیت و نانوذرات بهبود یافته
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جانبی و  سازی محیط، عوارضآزادسازی در محیط اطراف، آلوده
. قوانین [10	,9]همچنین سمیت موجودات زنده را در بر داشته باشد

ای هدلیل عدم یا کمبود اطلاعات و دادهکننده بهتنظیمی و کنترل
کننده آنها در زمان بررسی سمیت این نوع نانوذرات و اثرات تخریب

آزادسازی در محیط و تاثیر روی موجودات زنده وجود ندارد و نیاز 
های هدف طالعات بیشتری روی نوع، حد سمیت و بافتاست م

 های سلولی مختلفصورت گیرد. مطالعات زیادی با استفاده از لاین
های مولکولی دادن سمیت نانوذرات نقره و مکانیزممنظور نشانبه

. بدیهی است که [10]تحت تاثیر این نوع سمیت انجام شده است
وذرات مثل روش کشت های ارزیابی سمیت ناناستفاده از روش

 ترین نتایج و قابل اعتمادترینبعدی سلول (اسفروید) که شبیهسه
های طبیعی را بدهند، ارزش بیشتری دارند. با توجه نتایج به بافت

بعدی های سهبه مطالب ذکرشده، هدف مطالعه حاضر مقایسه روش
های سرطانی و نرمال لایه) کشت سلول(اسفروید) و دوبعدی (تک

های مختلف در طول دوره تحت تیمار نانوذرات نقره در غلظتریه 
  زمانی متفاوت است.

  
  هامواد و روش

  منظور به کشت سلول، تشکیل اسفروید و تیمار با نانوذرات:
بعدی (اسفروید) و دوبعدی های کشت سلول سهمقایسه روش

لایه) تحت تیمار با نانوذرات نقره (مرک؛ آلمان)، از نانوذراتی با (تک
و سلول  (PC9)نانومتر و از دو لاین سلول نرمال ریه ۴اندازه زیر 

متر میلی۲۵استفاده شد. در ابتدا در فلاسک  A549سرطانی ریه رده 
اکسیدکربن ید %۵با  C۳۷°ا کشت و در انکوباتور در دمای هسلول

رشد داده شدند تا به تراکم مورد نظر برسند.  %۹۵و رطوبت نسبی 
	RPMI+10%محیط کشت مورد استفاده برای هر دو نوع سلول 

FCS+1%PS )FCS ،سرم جنین گوساله :PSسیلین: پنی- 
ریپسین نزیم تها تحت تیمار با آاسترپتومایسین) بود. سپس سلول

در  ۳-۴×۳۱۰کنده، سانتریفوژ و شمارش شدند و درنهایت به تعداد 
منظور تشکیل اسفروید و در ) به۱میکروپلیت مخصوص (جدول 

منظور بررسی کشت سلول در حالت چاهکی به۹۶میکروپلیت 
های منظور تشکیل اسفروید در سلولدوبعدی کشت داده شدند. به
ساعت ۶است. در این تحقیق بعد از  مختلف به حداقل زمان نیاز

و  ۳۰، ۱۰های (اسفرویدها تشکیل و تیمار نانوذرات نقره در غلظت
لیتر) اعمال شد. برای تیمار در حالت دوبعدی میکروگرم بر میلی۶۰

ها مورفولوژی خود را به دست نیز بعد از حدود چند ساعت که سلول
اکتور ذیل مورد آوردند، تیمار اعمال شد. در مطالعه حاضر سه ف

حلول م) فعالیت متابولیکی سلول با استفاده از ۱بررسی قرار گرفت: 
	Live/deadها با آزمون بودن/مرگ سلول) میزان زنده۲، پروستو بلو

assay های با استفاده از محلولCalcein‐AM ،
تراکر استفاده شد (جدول -و سل (EthD‐1) ۱ -هومودایمراتیدیوم

د بعدی) مور سفرویدها (تنها برای روش کشت سه). سطح مقطع یا ا۱
  تجزیه و تحلیل قرار گرفت.

  

  در مطالعه حاضر مورد استفاده شیمیایی موادخصوصیات  )۱جدول 
	شرکت  فعالیت  محلول/ماده شیمیایی

	العاده کمسطح اتصال فوق
میکروپلیت برای تشکیل 

	اسفروید
spheroid		®Corning

microplates	96	well

	,Probes	Molecular	آمیزی سلول زندهرنگ	سلول یابیرنگ سبز رد
Thermo	Scientific

	(Merck	Calbiochem	آمیزی سلول زندهرنگ	AM -ینکلسئ
Biosciences)

	Thermo	Invitrogen,	آمیزی سلول مردهرنگ(EthD‐1)	یمر همودا یدیومات
Scientific

 یماندن سلولزندهمعرف 
	پروستو بلو

فعالیت متابولیک و تکثیر 
	هاسلول

Invitrogen,	Thermo	
Scientific

  
ده از منظور بررسی فعالیت متابولیکی با استفابهفعالیت متابولیکی: 

، عنصری است که به سرعت توسط فعالیت پروستو بلومحلول 
ه شود، طبق پروتکل شرکت سازندهای فعال احیا میمتابولیکی سلول

با محیط کشت در محیط تاریکی رقیق شد. سپس  ۱۰:۱نسبت 
دلیل آرامی محیط کشت قبلی (اسفرویدها بسیار حساس بوده و بهبه

 هعدم اتصال به سطح ممکن است در حین تعویض محیط به همرا
ها خارج محیط کشتی که قرار است خارج شود از درون چاهک

ساعت ۲مدت اضافه شد. بهپروستو بلو شوند) خارج و محیط حاوی 
در دمای انکوباتور نگهداری شد (بدون نور). سپس جذب نوری هر 

ریدر خوانده شد. نانومتر توسط پلیت۵۷۰چاهک در طول موج 
به فعالیت متابولیکی و درنهایت طبق فرمول زیر اقدام به محاس

  :[11]ها شدمانی سلولتخمین رشد سلول و زنده
  

(ODtest − ODblank)/(ODcontrol − ODblank)×100%	
  

های تیمارشده با مربوط به جذب نوری نمونه testODکه در اینجا 
های ها یا چاهکمربوط به جذب نوری نمونه blankODنانوذرات، 

های بدون مربوط به جذب نوری نمونه controlODبدون سلول و 
های کیفی نانوذرات ولی حاوی سلول است. درنهایت داده

ریدر) در های عددی میکروپلیتآمده از این آزمون (دادهدستبه
منظور بررسی میزان فعالیت متابولیکی افزارهای تخصصی بهنرم

ه و طرفمورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. از آزمون آنالیز واریانس یک
 %۰۵/۰و  %۰۱/۰ها در سطح آزمون توکی برای مقایسه میانگین داده

  ).*α<p) ۰۵/۰و ( **α<p) ۰۱/۰((شد استفاده 
مانی سلول از در آزمون زنده/مرگها: مانی یا مرگ سلولآزمون زنده
های زنده نمودن سلولتراکر برای مشخص-و سل AM-کلسئین

های مرده نمودن سلولاستفاده شد. برای مشخص
به کار رفت. برای این منظور نسبت  ۱ -هومودایمراتیدیوم

 میکروگرمتراکر (نمونه اصلی یک-یا سل AM-مولار از کلسئینمیلی۴
به  ۱ -هومودایمرمولار اتیدیوممیلیلیتر) به همراه یکدر میلی

ها لیتر محیط کشت اضافه شد. بعد از چند ساعت که رنگمیلییک
منظور آرامی خارج و بهبه درون سلول وارد شدند، محیط کشت به

زمینه رنگی) و ها از محیط اطراف سلول (بدون پسکردن رنگخارج
های سلولی چندین مرتبه با بافر فسفات برداری بهتر نمونهعکس
برداری با میکروسکوپنهایت اقدام به عکسوشو داده شد و در شست



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران زادههاشم یهاد ۵۷۶

   ۱۳۹۸ پاییز، ۴، شماره ۱۰دوره                                                                                                                                                                                فناوری دانشگاه تربیت مدرسزیست

 Olympus	IX71 )Olympus	Corporation ؛ ژاپن) شد. بعد از
نانومتر و جذب ۴۸۵های برانگیختگی برداری در طول موجعکس
های و همچنین طول موج AM-نانومتر برای کلسئین۵۳۵

نانومتر برای ۶۳۵نانومتر و جذب ۵۳۵برانگیختگی 
منظور بررسی شدت فلورسنس در ها بهعکس ١ -هومودایمراتیدیوم
مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. درنهایت از هر  ImageJافزار نرم

 هابرداری و عکسطور مستقل تعداد قابل توجهی عکستیمار به
صورت که میزان پوشش مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند. بدین

 و اسفرویدهایها های قرمز و سبز سلولسطح و نسبت یا شدت رنگ
مورد تجزیه و تحلیل قرار  ImageJافزار بعدی با استفاده از نرمسه

  .[12]گرفت
گیری منظور اندازهبهگیری میزان رشد/عدم رشد اسفرویدها: اندازه

قطر اسفرویدها از طریق میکروسکوپ نوری/فلورسنس فاز معکوس 
Olympus	IX71 )Olympus	Corporation (اسفرویدها ؛ ژاپن

برداری شد در روزهای متوالی تحت تیمار نانوذرات، اقدام به عکس
دادن ترشدن یا ازدستترشدن یا کوچکتا میزان رشد، بزرگ

ی اسفروید، قطر اسفروید مورد بررسی قرار گیرد. اندازه مورفولوژ 
	,ImageJ (NIHافزار اسفرویدها (محاسبه قطر) توسط نرم

Bethesda,	USA) د.انجام ش  
  

  نتایج و بحث
سالیان متمادی است که خواص ضدباکتریایی و ضدسرطان نانوذرات 

عنوان یکی از نقره مشخص شده است. از آنجایی که سرطان به
و خواص  6]‐[8ومیر در جهان شناخته شده استترین عوامل مرگمهم

های سرطانی به اثبات شده سلولریزینانوذرات نقره در مرگ برنامه
و با توجه به کاربرد فراوان این قبیل نانوذرات  [12	,10	,8]رسیده است

در پزشکی، صنعت، لوازم خانگی، صنایع آرایشی بهداشتی و غیره، 
نیاز مبرم به مطالعه و ارزیابی سمیت/ایمنی این مواد احساس 

های های قبل تاکنون بیشتر با استفاده از سیستم. از دههشودمی
شت استایرن کای یا پلیسنتی که سلول را روی سطوح صاف شیشه

شده است. این قبیل های اولیه نانوذرات میداده، اقدام به ارزیابی
تازگی توجه دانشمندان به هایی داشتند. بهها محدودیتسیستم

ها نتایج بیشتر، که از این روش اندهایی معطوف شدهسمت روش
دی بعهای سهتوان استخراج کرد. روشبهتر و قابل اعتمادتری را می

. در مطالعه حاضر [3	,2]ها استمثل کشت اسفروید از این قبیل روش
بعدی و سیستم کشت سلول دوبعدی با سیستم کشت سلول سه

 A549و سلول رده سرطانی  PC9استفاده از دو لاین سلول نرمال 
بافت ریه مقایسه شد. سه عامل میزان فعالیت متابولیکی/قابلیت 

های ول، نسبت سلپروستو بلوها با استفاده از محلول مانی سلولزنده
زنده/مرده با استفاده از شدت نور فلورسنس سبز/قرمز که مربوط به 

هست و همچنین  ۱ -هومودایمرو اتیدیوم AM-های کلسئینرنگ
بعدی به کار رفت، استفاده که تنها برای روش سهقطر اسفرویدها 

به  AM-شدن کلسئینشد. استرازهای درون سلولی سبب شکسته
شود که این نوع رنگ قابلیت برگشت یا کلسئین فلورسنس می

ماند. خروج از سد غشایی را ندارد و در سیتوپلاسم باقی می
است که غشای  هاییتنها قادر به ورود به سلول ۱ -هومودایمراتیدیوم

دیده یا سلول مرده باشد و در صورت ورود به سلول قابلیت آنها آسیب
سلولی را دارد.  DNAآمیزی هسته سلول از طریق ادغام با رنگ

منظور مطالعه سمیت و اثبات خواص تاکنون مطالعات بسیاری به
های سرطانی با استفاده از نانوذرات نقره انجام شده کشندگی سلول

صورت . در این مطالعه، مقایسه اثر نانوذرات نقره به	,8][12است
  ) و دوبعدی صورت گرفته است. ۱بعدی (شکل سیستم کشت سه

  

  
نتایج مربوط به تصویربرداری با میکروسکوپ فلورسنس با استفاده از  )۱شکل 
های مختلف نرمال و سرطانی تحت سلول Calcein‐AMو  EthD‐1های رنگ

  تیمار نانوذرات نقره

  
بعدی نسبت به نتایج نشان داده است که از سیستم کشت سه

توان نتایج بیشتری که قابل اعتمادتر باشند به دست دوبعدی می
مربوط به آزمون گونه که در تجزیه و تحلیل نتایج آورد. همان
توان دریافت ) می۱نمودار  و ۱ شکلشود (مانی مشاهده میمرگ/زنده

لیتر) در یک زمان میکروگرم بر میلی۶۰و  ۳۰های بالا (که در غلظت
ها در سیستم ومیر سلولمساوی و در غلظت برابر میزان، مرگ

 داری وجودبعدی در مقایسه با سیستم دوبعدی اختلاف معنیسه
دار بسیار به زمان تحت تیماربودن البته این اختلاف معنی دارد.
ها و غلظت وابسته است زیرا در ساعات اولیه اختلاف چندانی سلول

ها تحت تیمار نانوذرات دهد ولی هر چه زمان بیشتری سلولرخ نمی
های شوند. در سامانهتر میهای بالا اختلافات پررنگباشند در غلظت

های سطح اسفروید میزان بیشتری از سلولبعدی در ابتدا سه
هایی از سوی دلیل وجود مقاومتکنند و بهنانوذرات را جذب می

شده، به زمان نیاز است تا سلول و ماتریکس خارج سلولی تشکیل
نانوذرات به عمق کره اسفروید نفوذ و سمیت را ایجاد کنند. اما در 

ات صورت های دوبعدی به میزان یکسان جذب نانوذر سیستم
عبارتی، چون در سامانه دوبعدی از یک بعد نفوذ گیرد. یا بهمی

بعدی (در غلظت بالا شود در مقایسه با سامانه سهنانوذره انجام می
بعدی بیشتر بوده و اکثر ) میزان سمیت در سامانه سه۳۶و ساعت 
های سامانه دوبعدی روند اما ممکن است سلولها از بین میسلول
بعدی نمایش های سامانه سهور کامل از بین نروند (عکسطهنوز به

داده شده و مربوط به سامانه دوبعدی نمایش داده نشده است) زیرا 
دیده باشد. همچنین این میزان تفاوت ممکن است فقط غشا آسیب
دهنده این بعدی نشانهای دوبعدی و سهدر نتایج حاصل از سامانه



 ۵۷۷ ...و A549 یسرطان یهاسلول هیلاتک یو دوبعد دیاسفرو یبعدکشت سه یهاسامانه سهیمقاـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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ت های دوبعدی نانوذرایی که در سامانهتواند باشد که از آنجانکته می
عدی بهای سهکنند ولی در سامانهتنها از یک بعد به سلول نفوذ می

دلیل نفوذ نانوذرات از هر سه بعد، میزان بیشتری از نانوذرات وارد به
های دوبعدی سلول شده و سبب سمیت شده است ولی در سامانه

ها کمتر در نی سلولمیزان کمتری نانوذره نفوذ داشته و این یع
های گیرند و درنهایت نتایج مربوط به سامانهمعرض آسیب قرار می

  تواند خالی از اشکال نباشد.دوبعدی می

  

	
 **α<p) ۰۱/۰و ۰۵/۰ (α<p* )، (α<p) ۰۵/۰(نقره؛ تحت تیمار نانوذرات  2D	vs	3Dهای های مختلف در سیستمومیر سلولمانی/مرگنمودارهای مربوط به میزان زنده )۱نمودار 
  دار در نظر گرفته شدند.معنی

 

های های سرطانی و نرمال در غلظتدر این مطالعه همچنین سلول
مختلف نانوذرات رفتار متفاوتی از لحاظ سمیت از خود نشان 

شناسی مانی به تفاوت در ریختاند. تفاوت میزان مرگ/زندهداده
و مشخصاً  A549و سلول سرطانی  PC9غشاهای سلول نرمال 

. از طرف دیگر، از دلایل [8]گرددها بر میتفاوت در اندازه منافذ سلول
شده سلول، که یکی از اهداف و رویکردهای ریزیالقای مرگ برنامه

سازی رویدادهای پروآپوپتوتیک جالب نانوتکنولوژی است، فعال
شود و به از آن آغاز می cمیتوکندری که با آزادسازی سیتوکروم 

سرطانی است. های در سلول ۳علاوه افزایش بیان ژن پروتئاز کاسپاز 
در مطالعات  ۳نقش نانوذرات نقره در افزایش بیان ژن پروتئاز کاسپاز 

شده به اثبات رسیده است و با توجه به فعالیت بالای انجام
های های سرطانی نسبت به سلولمیتوکندری در تنفس سلول

توان این گونه نتیجه گرفت که بستر مناسب برای مرگ طبیعی می
. [13	,8]لول سرطانی توسط نانوذرات نقره مهیا استشده سریزیبرنامه

منظور بررسی اثرات درمانی و سمیت نانوذرات ای که بهنتایج مطالعه
شده پیشنهاد داده که نانوذرات نقره های تومور انجامنقره روی سلول

های تومور و هسته آنها سبب جلوگیری از رشد، تقسیم سلول
ند که نانوذرات نقره مانع از تفکیک . نویسندگان دریافت[14]شوندمی

با  کنند. بنابراینشوند اما تکثیر آنها را متوقف نمیها میکروموزوم
جلوگیری از عدم تقسیم سلول و عدم تقسیم هسته سبب تشکیل 

نتایج  شوند.نشده در یک تک سلول مییک هسته غول پیکر تقسیم

عداد نانوذرات این مطالعه همچنین نشان داد که با افزایش زمان ت
نقره در سیستوپلاسم و هسته سلول رو به افزایش بوده است. از 
آنجایی که غلظت نانوذرات نقره در سمیت نقش بسزایی دارد، در 
مورد عدم سمیت در ساعات اولیه بعد از تیمار با نانوذره در این 

تواند ارتباط با عدم به حد نصاب رسیدن غلظت یا تعداد مطالعه می
  کردن سلول باشد.ت در سلول جهت مسمومنانوذرا

و  ۳۰، ۱۰های مختلف اثر سمیت نانوذرات نقره در غلظت
ساعت بعد از ۳۶و  ۲۴، ۱۲لیتر طی ساعات میکروگرم بر میلی۶۰

تیمار از لحاظ فاکتورهای مورد اشاره در بالا با نمونه کنترل (بدون 
سه قرار بعدی و دوبعدی مورد مقایهای سهنانوذره) برای سیستم

 بعدیمنظور مقایسه روش سهگرفت. از آنجایی که این مطالعه به
 هایاسفروید و روش دوبعدی در سیستم کشت سنتی در پلیت

استایرن معمول صورت گرفت، نتایج نشان داد که اختلاف پلی
های داری از لحاظ هر سه فاکتور مورد بررسی بین سامانهمعنی
از طرف دیگر، نتایج نشان داده است بعدی و دوبعدی وجود دارد. سه

های متفاوت و ساعات زمانی که نانوذرات نقره از لحاظ غلظت
  دهند.داری نشان میمختلف نیز اختلاف معنی

 مانی سلولنتایج مربوط به فعالیت متابولیکی/قابلیت زنده
نیز حاکی از پروستو بلو ) با استفاده از محلول ۳و  ۲های (جدول
بعدی و دوبعدی های کشت سهاختلاف بین سامانهداربودن معنی

های مختلف و است و از لحاظ سمیت نانوذرات نقره در طول زمان



 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ و همکاران زادههاشم یهاد ۵۷۸
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های متفاوت در مقایسه با نمونه بدون نانوذره (کنترل) نیز در غلظت
داری داری وجود دارد. در ساعات اولیه، از لحاظ معنیاختلاف معنی

بعدی های سهت به سامانههای دوبعدی نسبو اختلاف، سامانه
ل دهند. این به این دلیمیزان بالاتر فعالیت متابولیکی را نشان می

های دوبعدی سمیت کمتری رخ داده است در است که در سامانه
بعدی میزان سمیت های سهحالی که با پیشرفت زمان، سامانه

 اند و بنابراینبیشتری را تحت تیمار نانوذرات نقره متحمل شده
ها را از خود مانی سلولزان کمتر فعالیت متابولیکی یا قابلیت زندهمی

ت تر به بافبعدی شبیههای سهاند. درنتیجه هر چه سامانهنشان داده
فیزیولوژیک برای بررسی سمیت نانوذرات نقره باشد، یک برتری و 

شوند زیرا های دوبعدی محسوب میمزیت نسبت به سامانه
توانند در جذب نانوذرات ها از یک بعد میهای دوبعدی تنسامانه

محیط اطراف خود پراکنده هستند نقش داشته باشند در حالی که 
 زمانی بهتری که دارد -دلیل موقعیت فضاییبعدی بههای سهسامانه

های هر سه بعد آن در جذب نانوذرات نقش دارند. بنابراین آزمون
تمندتر از روید بسیار قدر مبتنی بر غربالگری سلولی با استفاده از اسف

ن منظور تعییصورت دوبعدی بههای سنتی کشت سلول بهسامانه
تر به بافت فیزیولوژیک های دارویی بوده و بسیار شبیهواکنش
. نتایج مطالعات دیگران نشان داد که میزان فعالیت [15]هستند

های دوبعدی بعدی کمتر از سامانههای سهمتابولیکی در سامانه
. در مطالعه دیگری که روی نانوذرات اکسیدروی صورت 4][است

بعدی و دار در کشت سهگرفت، نتایج حاکی از اختلاف معنی
بوده  (ROS)های فعال اکسیژن دوبعدی از نظر میزان تولید گونه

شده به روش های کشتتولیدشده در سلول ROSاست و میزان 
نویسندگان اذعان بعدی بوده است و دوبعدی بیشتر از روش سه

های سلولی به نانوذرات تا حد زیادی به مدل داشتند که واکنش
  .[16]کشت سلولی وابسته است

  
  های متفاوتهای مختلف نانوذرات نقره طی زمانتحت تیمار غلظت A549سلول سرطانی  2Dو  3Dهای متابولیکی سیستم فعالیت مقایسه )۲جدول 

	کنترل	(monolayer	2D) سیستم کشت دوبعدی
لیترمیکروگرم بر میلی۱۰ زمان/غلظت لیترمیکروگرم بر میلی۳۰	 لیترمیکروگرم بر میلی۶۰	 لیترصفرمیکروگرم بر میلی  	

۱۲ ۰۴/۱±۷۶**  ۱۲/۰±۴/۶۰۱**	۱/۰±۱/۵۰**  ۱۹/۱±۱/۷۹  
۲۴ ۹/۱±۸/۷۹**  ۱۹/۰±۹۱/۵۳**  ۱۷/۱±۷/۳۰**  ۰۹/۲±۲۲/۸۱  
۳۶ ۱۹/۲±۷/۸۴**  ۰۳/۱±۲۸/۴۵**  ۰۹/۲±۰۷/۱۷**  ۱۷/۰±۱/۸۵  

	کنترل  (Spheroid	Multicellular	3D) بعدیسیستم کشت سه
۱۲  ۰۴/۱±۰۸/۶۶*  ۳۴/۱±۰۸/۵۳**  ۳/۲±۱۸/۴۳**  ۳۷/۰±۰۵۱/۶۹  
۲۴  ۷۴/۰±۱۱/۷۱**  ۰۹/۱±۱۲/۳۴**  ۷۶/۱±۰۱/۱۹**  ۲۲/۱±۲۲/۷۳  
۳۶  ۸۷/۱±۱۸/۷۷**  ۱۱/۲±۱۲/۲۰**  ۸۷/۰±۱۲/۷**  ۲۶/۱±۱/۷۹  

)۰۵/۰ (α<p) ،۰۵/۰ (α<p* ) ۰۱/۰و (α<p** ها برحسب میانگین جذب فلورسنس نسبیدار در نظر گرفته شدند. دادهمعنی (RFU) در نظر گرفته شده است )مانی سلول میزان زنده
معیار است. زمان برحسب انحراف±صورت میانگینشده بهارایه Resazurinنتایج کمی میزان احیای نمک  .دارد) RFUرابطه مستقیم با فعالیت متابولیکی و نهایتاً میزان 

  لیتر است.ساعت و غلظت برحسب میکروگرم بر میلی

  
  های متفاوتهای مختلف نانوذرات نقره طی زمانتحت تیمار غلظت PC9سلول سرطانی  2Dو  3Dهای متابولیکی سیستم مقایسه فعالیت )۳جدول 

	کنترل	(monolayer	2D) سیستم کشت دوبعدی
	لیترصفرمیکروگرم بر میلی  لیترمیکروگرم بر میلی۶۰	لیترمیکروگرم بر میلی۳۰	لیترمیکروگرم بر میلی۱۰  زمان/غلظت

۱۲  ۲/۱±۰۱/۷۸**  **  ±۲۲/۷۷ 	 ۳۳/۰  ۴۴/۰±۱۵/۶۴**  ۰۱/۲±۶۵/۷۹  
۲۴  ۴۹/۱±۶۱/۷۹**  ۱۹/۱±۰۶/۵۸**  ۴/۱±۰۷/۳۴**  ۲۹/۱±۲۹/۸۱  
۳۶  ۱۴/۱±۷۷/۸۶**  ۱۱/۰±۰۸/۵۰**  ۱۹/۲±۳۴/۲۲**  ۴۵/۱±۰۱/۸۶  

	کنترل  (Spheroid	Multicellular	3D) بعدیسیستم کشت سه
۱۲  ۲۴/۲±۵۸/۶۹*  ۳/۱±۳۸/۶۰**  ۳/۱±۸۳/۴۷**	۳۳/۱±۰۱/۷۱  
۲۴  ۴۱/۱±۳۱/۷۱**  ۳۳/۰±۴۲/۳۹**	۱۲/۱±۹۳/۳۳**  ۴/۱±۲۱/۷۴  
۳۶  ۳۴/۰±۱۴/۷۵**  ۲۲/۱±۳۳/۲۶**  ۱/۰±۷/۱۰**  ۹۸/۰±۷۱/۸۳  

)۰۵/۰ (α<p) ،۰۵/۰ (α<p* ) ۰۱/۰و (α<p** ها برحسب میانگین جذب فلورسنس نسبیدادهدار در نظر گرفته شدند. معنی (RFU) در نظر گرفته شده است )مانی سلول میزان زنده
معیار است. زمان برحسب انحراف±صورت میانگینشده بهارایه Resazurinنتایج کمی میزان احیای نمک  .دارد) RFUرابطه مستقیم با فعالیت متابولیکی و نهایتاً میزان 

  لیتر است.ساعت و غلظت برحسب میکروگرم بر میلی

  
نکته است که  ) حاکی از این۲نتایج نمودار رشد اسفرویدها (نمودار 

لیتر) میکروگرم بر میلی۶۰و  ۳۰های بالای نانوذرات نقره (در غلظت
ساعت بعد از تیمار) قطر اسفروید در ۱۲در ساعات اولیه (

داری نداشته اما با لیتر کاهش رشد معنیمیکروگرم بر میلی۳۰
تنها سبب جلوگیری از رشد نه ۳۶و  ۲۴گذشت زمان در ساعات 

 -افزایش قطر اسفروید) شده بلکه اتصالات سلول منظورها (بهسلول
سلول را نیز از بین برده و مورفولوژی اسفرویدها نیز تغییر کرده 

در همان ساعات  لیتریلیبر م یکروگرمم۶۰است. در مورد غلظت 
ساعت ۳۶و  ۲۴ابتدایی سبب جلوگیری از رشد شده و در ساعات 

دن پاشیروید و ازهمرفتن مورفولوژی اسفبعد از تیمار سبب ازبین



 ۵۷۹ ...و A549 یسرطان یهاسلول هیلاتک یو دوبعد دیاسفرو یبعدکشت سه یهاسامانه سهیمقاـــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
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سلول) شده است. افزایش یا کاهش  -رفتن اتصالات سلول(ازبین
لیتر و همچنین میکروگرم بر میلی۱۰های قطر اسفرویدها در غلظت

داری مشاهده نمونه کنترل مشاهده نشده یا حداقل اختلاف معنی
نسبت به  A549های سرطانی نشده است. نتایج نشان داد که سلول

تایج اند. نال حساسیت بیشتری از لحاظ این مولفه داشتهسلول نرم
مشابه این مطالعه در مطالعات دیگر محققان نیز مشاهده شده 

 HSA‐HPR‐4داروی های مختلف است، جایی که در غلظت
شده برای بررسی میزان رشد/عدم رشد اسفرویدها و مقایسه انکپسوله

  .[17]استفاده کردند با سیستم دوبعدی
  

  
 PC9و سلول نرمال  A549نتایج رشد قطر اسفرویدهای سلول سرطانی  )۲نمودار 

دار در نظر معنی **α<p) ۰۱/۰و ۰۵/۰ (α<p* )، (α<p) ۰۵/۰(نانوذرات نقره؛ تحت تیمار 
  گرفته شدند.

  
لیتر، میکروگرم بر میلی۶۰با توجه به سمیت بالای غلظت 

طور کامل مورفولوژی خود را از دست داده و بعدی بههای سهسامانه
میزان رنگ فلورسنس قرمز در بالاترین حد خود قرار دارد و میزان 
رنگ فلورسنس سبز در کمترین حد خود است در حالی که همچنان 

سالم زیادی وجود دارد (عکس های های دوبعدی سلولسامانه
های دوبعدی نمایش داده نشده است) و میزان رنگ فلورسنس سلول

بعدی در غلظت مشابه و زمان مشابه های سهسبز بیشتر از سامانه
است. این نتایج در مورد بقیه تیمارها صدق نکرده که دلیل آن 

 تواند باشد. همچنین نتایجها میاحتمالاً عدم سمیت این غلظت
حاصل از میزان رنگ فلورسنس سبز/قرمز تاییدکننده حساسیت 

های نرمال است که در های سرطانی نسبت به سلولبیشتر سلول
های سرطانی و نرمال به اثبات مطالعه با عنوان حساسیت بین سلول

. در این مطالعه مشخص شد که در ساعات اولیه، [18]رسیده است
بعدی (در مقایسه با های سهانهها در ساممانی سلولقابلیت زنده

داری بالاتر است که دلیل این طور معنیسامانه کشت دوبعدی) به
تواند این گونه موضوع وجود مقاومت دارویی (نانوذرات) یا می

شار های درونی اسفروید انتسختی به لایهتفسیر شود که نانوذرات به
ر مساوی غلظت طوها بهیابند ولی در سامانه دوبعدی همه سلولمی

کنند. در اسفرویدها قابلیت خاصی از نانوذرات را دریافت می
یاضی سازی رمانی وابسته به غلظت نانوذرات است. نتایج شبیهزنده

ای نشان داد که میزان انتشار نانوذرات به درون اسفروید در مطالعه
ا . در اسفرویده[19]بسیار وابسته به غلظت نانوذره مورد استفاده دارد

های موجود در حاشیه اسفرویدها نانوذرات ابتدا به غشای سلول

ها کنند سپس با انتشار به درون اسفروید بقیه سلولآسیب وارد می
گیرند. همچنین نتایج مطالعه حاضر نیز دستخوش تغییر قرار می
های بالا در ابتدا ساختار کلی اسفروید نشان داد که در غلظت

ود شساعات اولیه تیمار نانوذرات حفظ میبودن) در (ساختار توپی
دلیل هرود که بولی با گذشت زمان بیشتر ساختار اسفروید از بین می

های رفتن یکپارچگی غشای سلولی و همچنین اندرکنشازبین
را  EthD‐1ها اکثراً رنگ و درنهایت سلول [19]سلول است -سلول

 زارش شد جاییکنند. نتایج مشابه در مطالعه دیگر نیز گجذب می
های بالا که نویسندگان اذعان داشتند که نانوذرات در غلظت

لیتر) سبب آسیب و نقص ساختاری غشای میکروگرم بر میلی۵۰(
(این رنگ در  PIشود و این به نوبه خود سبب نفوذ رنگ سلولی می

ای همنظور بررسی اسفروید استفاده شد) به سلولمطالعه آنها به
. با [19]شودابتدا، و سپس به درون اسفروید می حاشیه اسفروید در

این حال گزارش شده است که نقص غشایی سبب مرگ سلولی 
شود و این مخالف نتایج مطالعه حاضر ) نمیMTT(براساس نتایج 

های بالاتر از رسد دلیل استفاده از غلظتاست، که به نظر می
لیتر) م بر میلیمیکروگر ٦٠در این مطالعه (لیتر میکروگرم بر میلی۵۰

لیتر بوده میکروگرم بر میلی٥٠باشد که در مطالعه آنها غلظت نهایی 
  است.

اشاره کرد که  توانینکته م ینمطالعه حاضر به ا هاییتاز محدود
در  یول است،سلول  -ارتباط درون ساختار از نوع سلول یی کهاز آنجا
 یزن گریید سلول ارتباطات -بدن علاوه بر ارتباط سلول یعیبافت طب

بق تطا یدهستند شا یلدخ هاینپروتئ یرو سا هایناز جمله پروتئ
حال هرچه روش  بدن نباشد. اما به هر یعیاز بافت طب یقیدق
اشد ب یعیبه ساختار طب یهشب یشترب یاز لحاظ ساختار  یشآزما
  آید.یدست مه ب ترواقعی و ترقابل قبول یجنتا
که  ودشیم یشنهادآمده، پدستبه یجمطالعه حاضر با توجه به نتا در

 ینداروها و نانوذرات از ا یرتاث یو بررس شناختیسم هایدر روش
  شود. گیریبهره بیشتر هاروش یلقب
  

  گیرینتیجه
 ،ی در جوامع امروزیژ با توجه به افزایش روزافزون کاربرد نانوتکنولو

ی بسیار ضروری است. ژ بودن محصولات این تکنولوبررسی ایمن
هایی که شباهت بیشتر بدیهی است برای این منظور هر چه از روش

و الهام بیشتری به بافت طبیعی بدن دارند استفاده شود نتایج 
آید. در این مطالعه سمیت نانوذرات تری به دست میگرایانهواقع

های بعدی و دوبعدی در غلظتهای سهنقره با استفاده از روش
بررسی قرار گرفت. نتایج این مطالعه مختلف نانوذرات نقره مورد 

 بعدیهای سهعنوان یکی از روشنشان داد استفاده از اسفروید به
مرسوم  لایه وهای دوبعدی یا تکبرتری نسبی بالایی نسبت به روش

های سرطانی نسبت به بررسی سمیت نانوذرات دارد. همچنین سلول
برابر سمیت  پذیری بیشتری درهای نرمال ریه دارای آسیبسلول

شده این های اعلامدهند زیرا طبق گزارشنانورات از خود نشان می
تری بوده و این به نوبه خود سبب تسهیل ها دارای منافذ بزرگسلول
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شود. نتایج این مطالعه نشان داد ها میورود نانوذرات به این سلول
بعدی سههای آپوپتوز در روش های مختلف میزان سلولکه در زمان
ن ها است. دلیل ایبسیار بیشتر از کشت دوبعدی سلول ،اسفروید

نفوذ و ورود  ،موضوع میزان سمیت بالاتر در زمان و غلظت مشابه
دلیل قرارگیری سلول در فضای نانوذرات از سه بعد در اسفرویدها به

بعد در روش دوبعدی است. با توجه به بعدی فضا نسبت به تکسه
بعدی در مطالعات های سهمده استفاده از روشآدستنتایج به
کلینیکی دارو و نانوذرات با توجه به شباهت بیشتر به بافت پیش

  شود.بدن بسیار برای این قبیل تحقیقات توصیه می
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