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ستفاده از       -دهیچک ست تا با ا شده ا سان در  يمر کيوپليو بتترازول -H1-نويآم-5در اين مقاله تلاش  تو

سيار بالا و       سازگار با کارايي ب ست  سنتز يک نانو حامل جديد و زي سميت در انتقال ژن  يکمترجهت  ن 

صرفه بودن،           ست تخريب پذير و مقرون ب سمي و زي شود. اين نانوحامل جديد، علاوه بر غير ستفاده  ا

در محافظت از ژن مي باش  د. س  ا تار و ترکيب ش  يميايي نانوحامل  لابا ييتوانا يار کارآمد و دارايبس  

بررسي و  DLSو  FESEM, TEM, XRD, FTIR, Zeta potentialسنتز شده، بطور کامل توسط آناليزهاي

سي       شد. همچنين، جهت برر سايي  سلول، از رده  شنا توانايي نانوحامل مورد نظر در انتقال ژن به دا ل 

 استفاده گرديد. Hek-293Tسلولي

 

 ، ژن رسانيHek-293T، نانو حامل، توسانيک، تترازول-H1-نويآم-5: د واژگانیکل

 

 مقدمه -1

شا آن عوامل ژنت  ييهايمارين بياز معروفتر يکي   يکيکه من

سرطان م    ست،  سان    يا شد. ژن ر درمان  يدها را برايام يبا

از  يکيزنده نگه داشته است. سرطان به عنوان    يمارين بيا

.  ش  ود يش  نا ته مر در جهان ين عوامل مرگ و ميمهمتر

از  يريجلوگ يندارند، اما برا يدرمان قطع ،هااکثر س  رطان

ها يجراح يها ها از روش ر آنيرش   د و تکث ، يپرترمي، 

ش يپرتودرمان ستفاده     يو پ يدرمانيمي،  ستخوان، ا وند مغز ا

قرار  ار مورد توجه يبس  يامروزه ژن درماننرو، ياز اد. شو يم

ست، به طور گرفته  سازه  يا وب را يمع يکيژنت يکه بتوان 

سازه  يبرا  بهبود داد. س يکيژنت يانتقال  سان  ستم ژن ي،  ر

ژن  يهاستم  يس  يل نواقص و کمبودهايبه دل يروس يرويغ

سان و  س ير سخ ا  ي، برايرو مورد توجه قرار   ،يمنيمثال پا

 . [1،2] دارند
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ل ي توس   ان به دل يمر کيوپليب يهي نانوذرات بر پا  را، يا 

ژن رس ان    ار مطلوب به عنوان حامليبس   يذات يهايژگيو

ت،  ي . عدم س   م قرار گرفته اند  مورد توجه   يروس   يرويغ

جاد  ي، عدم ايريپذبيس   ت تخري، زيس   ت س   ازگاريز

و   ييايميش   يهايژگياز و ،يريپذت و دس  تر يحس  اس  

ن يتوسان همچنيک. [3] باشديب مين ترکيمناسب ا  يکيزيف

مطلوب آب و   يريبالا، نفوذ پذ   يکيدرولي ه يژگيو يدارا

ها و دستر  بودن    يژگي وب است. و  ييايميمقاومت ش 

مختلف از  يکاربردها ين ماده برايشود که ا  يآن باعث م

مل برا   به عنوان  جمله  ها   يحا قال مولکول  مان  يانت ، يدر

ه يتص  ف يندهايون، اس  مز معکو  و فرايلتراس  ياولترا ف

و دارو   يتوس  ان در پزش  کين، کياس  تفاده ش  ود. علاوه برا

ضد م ييمواد غذا ي، به عنوان افزودنيساز    يکروبي، عامل 

دا کرده  يپ يعمل يس   ت کاربردهايط زيو در اص   لاح مح

 .  [4-6] است

به عنوان نانوحامل       ييتوس   ان به تنها  يکه از ک  يهنگام 

باشد.   ين مييار پايان ژن در آن بس يزان بيم ،شود ياستفاده م 

مل    ين مط الع ات بر رو  يبن ابرا    يها دار کردن گروهعا

که    ياش   ود، به گونه  يآن انجام م  ينيو آم يدروکس   ي ه

سب برا ي يهايژگيو انتقال ژن در آن به   يک نانوحامل منا

  يمريپل يها يژگيتوس  ان ويکه ک يياز آن جا ند.يوجود آ

ه ش  دن دارد، يل به تجزيجاد ژل و تمايمنحص  ر به فرد، ا

شده  يرها يستم ها يس  س  يش هدفمند و کنترل  که   ياريب

ش ش  ده  يدا کرده و آزمايدارند، توس  عه پ يتوس  انيک يمبنا

سا  در ا يبر هم. [7-12] اند. شده    ن پژوهش ين ا تلاش 

توسان توسط  يک ينيآم ياست تا با عامل دار کردن گروه ها

، س  ا تار  يق اتص  ال کووالانس  ياز طر تترازولد ينواس  يآم

ن، اص  لاح کرده و بر  ينو يتوس  ان را به روش  يمر کيوپليب

بطور قابل  و محافظت از ژن  يريتوس  ان در بارگيک ييتوانا

 .  (1)شکل  افزود يملاحظه ا
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 نوتترازوليتوسان/آميک سنتز نانوحامل کيطرح شمات -1شکل 

 

 هامواد و روش -2

 ازیمورد ن هایدستگاه 2-1

-Brukerب  ا دس   تگ  اه اس   پکترومتر          IRطيف ه  اي   

TENSOR27      گرفته ش   ده اس   ت. براي آناليز س   ا تار

شعه   ستگاه پراش بروکر    X (XRDنانوحامل، از تفرق ا ( د

8D (kV40  وmA40    تابش با   )αKCu  (nm 0.154λ=)  

=  20-80در محدوده ي  XRDاس  تفاده گرديد. طيف هاي 

θ2    .يد بت گرد ندازه ذرات     ث ندازه متوس   ط و توزين ا ا

کاتاليس ت ها توس ط دس تگاه پراکندگي نور ليزر ديناميک     

 FRITSCH Analysette 22 NanoTec Laser)اندازه گيري

Particle Sizer)  .مورفولوژي س  طک کاتاليس  ت هاي  ش  د

شر ميداني         سکوپ روبش الکتروني ن شده با ميکرو سنتز 
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(FESEM)      انجام شد: بدين صورت که نمونه هاي  شک

نازک از يون هاي طلا در مدت زمان          بر روي ورقه هاي 

سا تار توسط           150 سطک  سپس  شدند.  ثانيه پوشش داده 

 Hitachi)ميکروس   کوپ روبش الکتروني نش   ر ميداني   

S4160)  با ولتاژ شتاب دهنده يkV 15     مشاهده و بررسي

صاوير     سکوپ انتقال الکتروني      TEMشد. ت سط ميکرو تو

تاژ ش   تاب       LEO912-AB (LEO, Germany)مدل   با ول

ثبت گرديد. براي اين آناليز، ذرات پودر   kV 120دهنده ي 

جامد بر روي فويل کربن س   اپورت ش   ده با مس قرار       

با اس  تفاده از   X-(EDX)اش  عه انرژيتفرق گرفتند. آناليز 

ساز   يک شکار سفورد  EDS آ ستان(  ) آک شتاب    با ولتاژانگل

 انجام شد. کيلو ولت 0/10 دهنده ي

 

ست -2ب یسنتز ترک  2-2 شده با   یل کلرایکلروا صلاح  د ا

 تترازول-H1-نویآم-5ب یترک

تر اتانول بدون يليليم 5ب، ابتدا مقدار ين ترکيس  نتز ا يبرا

بالن  ي آب را درون  مام   يتريل يليم 10ک  خ قرار  يدر ح

به  تترازول -H1-نويآم-5ب ي مول از ترکيليم 2داده و  را 

 يب تريمول ازترک يليم 2م. سپسيبالن اضافه و حل نمود 

لان به بصورت قطره قطره و  يس يمتوکس يل تريکلرو پروپ

شرا  شد يتحت  ضافه گرد يط هم زدن  د.  يد به بالن واکنش ا

د ش   د. ي دنبال و تائ   TLCل واکنش توس   ط ي ند تکم يفرا

حدواس   ط حاص   له، جهت ادامه س   نتز نانوحامل، مورد  

 استفاده قرار گرفت.

 

 توسان اصلاح شده هدفمندینانوحامل ک یهیته 2-3

ابتدا   د موردنظر،ي رس   ان جد ژن يس   امانه يهي جهت ته 

متوس  ط، در  يتوس  ان با وزن مولکوليگرم از ک 1/0مقدار 

ست  س يمحلول ا ستفاده از ف   2د يک ا شد. با ا   2/0لتر ي% حل 

ها و  يلتر ش   ده تا نا الص   يتوس   ان، فيکرو، محلول کيم

شده از مح   يک سان حل ن سپس محلول     يتو شود.  ط حذف 

 40آن به  يدو دهانه منتقل و دما ياشهيتوسان به بالن ش يک

  و 3CO2Kگرم  1/0د. در ادامه،  ي گراد رس   يدرجه س   انت 

م به آن يرا با س  رعت ملاه ش  ده يته يحدواس  ط تترازول

ه  س  اعت حرارت داد 24مدت  به C°40يدر دما اض  افه و

شدن گروه      . شد  سبب فعال  شده،  ضافه  و   ينيآم يهاباز ا

ل  يکربونبا گروه  ينيآم يهاگروه يش  يش افزال واکنيتس  ه

ست    TLCواکنش، توسط   ليتکم ندي. فراشود يد ميال کلريا

  واکنش، نانوحامل س  نتز ش  ده ليش  د. بعد از تکم يريگيپ

شکل   شد تا          ني، چند(1) شو داده  ست ش بار با آب مقطر 

نا الص        يحلال آل نداده و  ط  يها از مح يو مواد واکنش 

  يليم 100 سپس، محصول حاصل را در بالن   . حذف شوند 

جام تس   ت        يتريل هت ان نده و ج   يها  به حجم رس   ا

ه  ي نانو حامل ته    .ش   د ينگهدار  C°4 يدر دما  يکيولوژيب

بود،   يدارين پايش  تريب يدارا ppm1000ش  ده در غلطت 

  يکيولوزيب ين غلظت جهت انجام تس   ت ها     ين، ايبنابرا 

 انتخاب شد.

 

 MTTتست  2-4

سا  ا  ست اح يا سط   ينمک زرد رنگ تترازول ياين ت وم تو

زنده  يهاسلول  ييتوکندرايدروژناز مينات دهيم سوکس  يآنز

بنفش رنگ و نامحلول در آب فورمازان     يها د بلوري و تول

ص     شخ ست. تعداد م سلول  يا شت    HEK-293T يهااز  ک

 انه     96تي کروپليم يها ک از چاهک  ي داده ش   ده در هر 

با   2COس  اعت در انکوباتور  24کاش  ته ش  ده و به مدت  

ما  جه  37 يد فت. يس   انت  در ظت  گراد قرار گر برتر   غل

 يمختلف ياه( که توس  ط پارامترppm1000انتخاب ش  ده )

مناس  ب نانوحامل( به   يداريل پايده ش  ده بود )به دليبرگز

ط کش  ت و س  لول اض  افه ش  ده و  يمح يحاو يهاچاهک

گراد در  يدرجه س  انت 37 يس  اعت در دما 24مدت  يبرا

که شامل    MTTمحلول استوک   انکوبه شد.  2COانکوباتور 

ست،    يليليک ميدر  MTTگرم پودريليم 5 سفات ا تر بافر ف

ون نانو حامل و سلول  يساعت انکوباس 24پس از  شد.ه يته

ها  ط کش  ت چاهکيتر ازمحيکروليم 20کش  ت ش  ده  يها
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ه شده و به   يته  MTTتر ازمحلول يکروليم 20و ه شد  يتخل

تر  يکروليم 180که در هر چاهک  يآنها اضافه شد. به شکل   

شت و  يمح شت    MTTتر محلول يکروليم 20ط ک وجود دا

 4تا   2ها به مدت     س   لول يت حاو ي کروپليو س   پس م

گراد   يدرجه سانت  37 ييط دمايساعت در انکوباتور با شرا  

  يون، تماميساعت انکوباس   4پس از  قرار داده شد.   2COو 

 100ک يه ش  ده و به هر يها تخلمحلول موجود در چاهک

با   DMSOاض  افه ش  د. محلول  DMSOتر محلول يکروليم

و با انحلال فورمازان در  يس  لول ير کردن غش  اينفوذ پذ

نگ ارغوان    بب پخش ر هک   يدر مح ي ود س    چا ها  ط 

قه تکان    يدق 15به مدت    يها به آرام  تي کروپليم ش   ود.يم

ها پخش ط چاهکيکاملا در مح يداده ش  د تا رنگ ارغوان

زان جذب در يدر ميزاريش  ود، س  پس به کمک دس  تگاه ال 

 نانومتر به دست آمد. 490طول موج 

 

کامپوز       ی ن پلاسممم   ی برهمکنش ب       2-5 نانو ت  ی د و 

 يکاتیلیس -يتوسانیک

د و نانوحامل س   ا ته  ين پلاس   ميبرهمکنش ب تأييد يبرا

ک ژل الکتروفورز استفاده شد. ژل الکتروفورز    يشده از تکن 

بر   DNAجدا کردن قطعات  يبرا يشگاهيک آزمايک تکني

ک  يباش   د. در روش ژل الکتروفورز از يماس   ا  اندازه 

از  يبا بار منف DNAش  ود تا ياس  تفاده م يکيدان الکتريم

کس ژل آگارز حرکت کرده و به سمت الکترود مثبت  يماتر

نس  بت به قطعات   DNAجابجا ش  وند. قطعات کوچکتر 

فذ موجود در ژل عبور م   يبزرگتر س   ر نا ند،   يعتر از م کن

نابرا  عه  ين ميب فاده ژل      DNAتوان طول قط با اس   ت را 

عه  DNA لدر  يالکتروفورز و از رو عات    يا)مجمو از قط

DNA ن کرد.  ييبا طول مشخص( تع 

کارگ    ن پژوهش يک ژل الکتروفورز در اي تکن يريبه 

و    DNAد ي  ن پلاس   ميب يه  اد برهمکنشيي  ت  ا يبرا

شده از قب   ينانوکامپوز سنتز  و   يکيعامل ژنت يريل بارگيت 

سبت م  N/Pزان ين مييتع شده به     ي)ن ستفاده  زان نانوحامل ا

د اس   تفاده ش   ده( و مطالعات مربو  به       ي زان پلاس   ميم

  DNaseم يتوس  ط نانو حامل از آنز يکيمحافظت عامل ژنت

 رفت.يصورت پذ

 

 Gel Retardationش یآزما 2-6

د و  ين پلاس  ميکنش بد برهميين تس  ت تايهدف از انجام ا

ک درص  د با  يژل آگارز  يهيته يباش  د. براينانو حامل م

قدار       تدا م ندازه متوس   ط، اب گاروز در  6/0ا  60گرم از آ

س  xTBE1تر از بافر يليليم م تا  يحرارت حل کرد يلهيبه و

م شانه ژل، محلول  يد. پس از تنظيمحلول شفاف به دست آ

ژل  يخته و پس از مدت  ير ينيبه دس   ت آمده را در س      

 500 يحاول شد و ژل حاصل را درون تانک ژل که يتشک

اس  ت، قرار داده، که با جدا کردن   xTBE1تر از بافر يليليم

 ها به دست آمد.ژل، چاهک يشانه

قاد     به کردن م مل و      ير مش   خص   يبا انکو نانوحا از 

انگر  ي( که بN/Pزان )يمش  خص، م يهاد با غلظتيپلاس  م

سبت نانو حامل به پلاسم   ست آمد. برا  يد مين شد به د   يبا

قدار    يا کار م ظت    ي تر از پلاس   ميکروليم 4ن  با غل  70د 

خته  يوب ريکروتيعدد م  10تر را درون يکرولينانوگرم بر م 

تر  يکروليم12، 10، 8، 7، 6، 5، 4، 3، 2، 1ر يو س  پس مقاد

ظت          با غل مل  حا نانو به ترت  ppm 1000 از  به   ي را  ب 

م و به مدت يد اض افه کرد يپلاس م  يحاو يهاوبيکروتيم

زان  يها را با مونيفرمولاس  قه انکوبه ش  د. س  پس  يدق 30

به درون   ينگ دا ياز لود يمش   خص    مخلو  کرده و 

تاژ و م     چاهک   با ول قال داده و  و  105آمپر حدود  يليها انت

مدت     50 برقرار ش    د.  يکيان الکتري قه جر يدق 45به 

د ي و پلاس   م DNAب به لدر  ي ک و دو به ترت ي  يها چاهک  

 افتند.يان )کنترل( ا تصاص يعر

 

 DNase protectionش یآزما 2-7

تر بافر  يکروليم2/1تر از نمونه )نانو حامل و ژن(، يکروليم 8

X10  2 يحاوMgCl ،1 تر يکروليمDNase     با هم مخلو
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 يدرجه سانت 37در ده و يتر رسيل کرويم 25شد و به حجم 

  ون قرار گرفت. يقه تحت انکوباس       يدق 10گراد به مدت   

با اس  تفاده از افت و يخ انتقال ي يبلافاص  له به روس  پس، 

رفت.  يلازم ص   ورت پذ  يک ژل الکتروفورز بررس   ي تکن

هک   يکيدر ن، يعلاوه بر ا چا مل ژنت   يها از  عا  يکيژل، 

  DNAم مخرب يبدون اس  تفاده از نانوحامل در معرآ آنز

 قرار گرفت.

 

 ش انتقالیآزما 2-8

سلول    يبرا سلول از  -THEK رده يهاانتقال ژن به درون 

از گلوکز   يغن DMEMها در س  لول اس  تفاده ش  د.  293

گاو يدرص   د س   رم جن  10 يمحتو حد بر    100، ين  وا

ن  يس يتر استرپتوما يليليگرم بر م 100ن و يليس  يتر پنيليليم

د در ياکس   يدرص  د کربن د 5درص  د و  95در رطوبت 

گراد در فلاس  ک کش  ت داده ش  د. يدرجه س  انت 37 يدما

قرار داده   2cm10 يهاشيد يل شده در پترياستر يهالامل

سلول   س يم تريها با آنزشدند و  شدند و    EDTA -نيپ جدا 

که لامل در دا ل آنها انتقال و کشت   يهاشيد يدا ل پتر

سلول    24افتند. بعد از ي -60ها به تراکم حدود ساعت که 

آن  يرور بريدند، انتقال ژن را به صورت ز يدرصد رس   70

س  .انجام گرفت سم  يون حاويفرمولا د، با  ينانوحامل و پلا

به م   عد ا  يه ش   دند. در مرحله   ي ته  N/Pزان يتوجه  ن  يب

کشت شده اضافه شد. بعد از گذشت      يهاب به سلول يترک

ط  يها  ارج و مح  ط س   لوليس   اعت مح  12مدت زمان   

  ين گاويدرصد سرم جن   10به همراه  DMEMکشت تازه  

سلول      شد.  ضافه    ساعت در انکوباتور با  24ها به مدت ا

قرار داده، بعد  2COگراد و رطوبت و يدرجه سانت  37 يدما

ها با بافر  ها  ارج و سلول ط کشت سلول  ين مدت محياز ا

PBS       ها  شيد يها از پترشستشو داده شدند و سپس لامل

کروس   کوپ فلورس   نت با طول موج     ير مي ارج و در ز 

قرار   يد مورد بررس  يان پلاس  ميزان بيم nm580  يکيتحر

ان ژن در حضور   يط ذکر شده، ب يگرفت. با اعمال تمام شرا 

 رفت.يتسلا صورت پذ 3/0با شدت  يسيدان مغناطيم

 یریجه گیبحث و نت -3

 سنتز نانوحامل 3-1

ه  ي، تهيتوسانيمهم در سنتز نانو حامل ک يهايژگياز و يکي

سم يمحداقل دار، با يپا يديمحلول کلوئ   نيو بالاتر تيزان 

با   توسانينرو نسبت کيباشد. از ا يم ژن يريدر بارگ ييتوانا

به کار برده شده    يسنتز  حدواسط متوسط و   يوزن مولکول

مورد   توس   ان،يک ينيآم يها  جهت عامل دار کردن گروه   

ساز يبه سط . قرار گرفت ينه  ستفاده ا يتترازول حدوا ز ، با ا

د س  نتز ش  ده و  يل کلريکلرواس  ت-2و  تترازولد ينواس  يآم

  توسان، مورد استفاده قراريک ييايميسا تار ش جهت اصلاح

گرمازا است،    يکه سنتز حدواسط، واکنش   ياز آنجائگرفت. 

  يخ قرار داده مين س   نتز در حمام  يمخلو  واکنش در ح

شک    صولات جانب يشود تا از ت د. در ينما يريجلوگ يل مح

سا     ينانوحامل جدت، ينها شنا شده، جهت  و   ييد عامل دار

س  س  يکاربردها يبرر سلول ها  يآن در    يستم انتقال ژن به 

 قرار گرفت. يبررسمطالعه و مورد  ،HEK-293Tرده 

 

 ساختار نانو حامل یيشناسا 3-2

 FTIR ز یآنال 3-3

س  يبرا سا تار نانو حامل،از تکن  يبرر   FTIRک يو اثبات 

مشاهده شده در    يفيط يهاالگو(. 2)شکل   دياستفاده  گرد 

شان  cm2134-1 يمحدوده ش      يدهنده، ن ش شات ک   يارتعا

  يجذب  يها کي باش   ند. پ  يم N-Hو  O-H يفيط يها الگو

حاصل از ارتعاشات   يک هايبا پ N-H يوندهايمربو  به پ

داش  ته و بص  ورت   يهمپوش  ان O-H يهاگروه يکش  ش  

  يهيدر ناح يجذب يهاکيباشد. پيت نميمشخص قابل رو
1-cm 2129 يارتعاش  ات کش  ش   يهامربو  به باند H-C  

cm- يهيظاهر شده در ناح يجذب يهاکيپ. ]13[ باشند يم

  يمربو  به ارتعاش   ات کش   ش     bو  aف يدر ط 16165

 .]14[ آزاد هستند ينيآم يهاگروه
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 نانو حامل  b)وتوسان  الص يک FTIR (a فيط -2شکل 

 

توسان قابل   يعمده ک يهامشخصه   bف ين در طيهمچن

ناح      يت مي رو له در  ند. از جم   cm1725-1 يفيه طي باش   

گروه   يارتعاش     يها وند يظاهر ش   ده مربو  به پ   يالگو

ناح  کي پ .]15،16[باش   ند   يم يدي ل آمي کربون   يهي ها در 

-C و   C–O–C يمربو  به ارتعاش   ات کش   ش    1081

O  ند قا  . ] 17-21 [هس   ت ، aو  b يها فيس   ه طيدر م

cm- يهيدر ناح يجذب يهاباند شدت ر درييو تغ ييجابجا

وند يل پيتوان به تش   کيش   ود که ميمش   اهده م 5616 1

س  سان و ترک يمولکول ک ينيآم يهان گروهيب يکوالان ب  يتو

ف يجذب طشدت  ياز طرف .نسبت داد يتترازولحدواسط 

b 1 يهيدر ناح-cm 3421 توس  ان  الص  يس  ه با کيدر مقا

ده ين پديرسد که ظهور ا يشده است. به نظر م   شتر يبنسبتا  

عداد يافزااز  يناش     تار     ينيآم يها گروه ش ت در س   ا 

 باشد.  يم ينانوحامل به واسطه وجود حدواسط تترازول

 

 EDXو  XRDز یآنال 3-4

و   يمريبات پلياس  تفاده از ترک ليدلدر پژوهش حاض  ر به 

ن  ييبودن در نانو حامل پا     يس   تال يزان کريم يبات آل يترک

شد. يم صه    با شخ صل  يهااز م سان در  يمر کيوپليفاز ب يا تو

 º11 θ=2 ياصل يبا مشخصه ييهاکيحامل، پسا تار نانو  

ز يج به دست آمده از آنال ينتا .]22،23[باشد  يم º 20θ=2و 

EDX  ( 29/40ر )ي مق  ادN( ،32/32 )O ( 39/27و )C  

 دهد. يدرصد را نشان م
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 نانو حامل X اشعه يپراکندگ ينمودار الگوها -3شکل 

 

 TEMو  FESEM ریتصاو زیآنال 3-5

استفاده   FESEMک يسطک از تکن يمورفولوژ يبررس يبرا

ر به دست آمده از سطک نانوذرات نشان داد که     يتصو  شد. 

صاف و حالت کرو    صاو يدارند. همچن يسطوح،  ر به  ين ت

مناسب    يتوسان سطح  يمر کيو پليدست آمده نشان داد که ب  

 . آورد يفراهم م ديپلاسم يريجهت بارگاد را يز يبا فضا

 

 
 حاملنانو TEMو  FESEMر يتصاو -4شکل 

 

نانو حامل سنتز شده  ن اندازه ذراتيانگيم يبررس يبرا

ن اندازه ذرات به    يانگي د. مي اس   تفاده گرد  TEMک ي از تکن

 نانومتر به دس  ت آمد TEM ،5ز يدس  ت آمده توس  ط آنال

رس   د که به  ين مقدار، به نظر مي(. با توجه به ا4)ش   کل 

حامل به درون س  لول  ، نانويند نفوذس  لوليفرآ يط يراحت

عبور دهد.   يرا از غش   ا س   لول يکيو ماده ژنت  کردهنفوذ 

تا  در  يکيش انتقال عامل ژنت   يج به دس   ت آمده از آزما    ين

نش  ان داد که نانو   يبه  وب يکيولوژيب يهاشيمرحله آزما

 ندارد. يسلول يدر عبور از غشا يحامل مشکل

 

 ذرات يل و بار سطحیزتا پتانس يبررس 3-6

س يم شان   يزان زتا پتا ست آمده ن سطح  يدهندهل به د   يبار

شده م    سنتز  شد يمثبت ذرات  شکل   با   يژگين ويکه ا (5)

شده از     يديدر نانوذرات کلوئ ي وب يداريباعث پا سنتز 
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 يزان بار س  طحيد. مش  ويم يرو دافعه کلونيق اعمال نيطر

به    mv 6/5، نانوذرات حامل    لي ز زتا پتانس     يمثبت از آنال  

 .دست آمد

 

 
 ل زتا نانوحاملينمودار پتانس (b)نمودار متوسط اندازه ذرات و  (a) -5شکل 

 

  يها ، بر اس   ته از گروه  يدي بار مثبت نانوذرات کلوئ   

حدواس   ط   توس   ان و ياس   کلت ک  يبر رو ينيآم يعامل 

با   يتترازولحدواس  ط ب يباش  د. در واقن ترکيم يتترازول

ن پژوهش به کار برده ش   د که علاوه بر      ين هدف در ا يا

، با دارا يست سازگار  يو ز يکيولوژيمطلوب ب يهايژگيو

موثر باعث برهم کنش مناس   ب با        ينيآم يها بودن گروه

شود.   يستم نانو حامل م يس  يداريش پايو افزا يط آبيمح

بت ملا    يبا ا  ياز طرف بار مث ب ن برهميم بهتريجاد  ا  کنش را 

تواند داش  ته باش  د. بار مثبت به وجود آمده  يد ميپلاس  م

، در يکيعامل ژنت   يرينانوحامل و بارگ     يداري علاوه بر پا 

به درون س   لول از طر      نانوحامل    يها ق برهمکنشينفوذ 

  يبر روموجود  يبار منف يبا عوامل دارا يکيالکترواس   تات

 .باشديسلول موثر م يغشا

حامل س  نتز  نانو يداريش پاين جهت انجام آزمايهمچن

ک  يش  ده پس از هفت ماه، اندازه ذرات با اس  تفاده از تکن 

DLS  گرفته ش  د که تعداد ذرات به دس  ت آمده در اندازه

nm 7/11 صاص داده بودند.  يشتر يب ن مقدار را به  ود ا ت

شان م ج ين نتايا شده در     ين سنتز  دهد که ذرات نانوحامل 

ستخوش     يکاملا پا يط آبيمح شت زمان، د دار بوده و با گذ

 يداريج به دست آمده و پا يشوند. با توجه به نتا ير نمييتغ

مناسب   يرسد حاملي، به نظر ميديستم کلوئيهفت ماهه س

مناس   ب   يدرون تن يهاکاربرد يبرا يژن بوده و حت يبرا

 رسند.يبه نظر م

 

 سلول يمانزنده يبررس 3-7

استفاده شد. درصد     MTTاز تست   يمانزنده يبررس  يبرا

آورده شده است. با توجه به     6ها در شکل  سلول  يمانزنده

ست آمده پس از  ينتا س  يساعت برا  24ج به د ون  يفرمولا

صد زنده يبرگز ست      89ها سلول  يمانده، در صد به د در

سبه درصد زنده   يآمد. برا ستفاده   يز ياز رابطه يمانمحا ر ا

 د.يگرد

جذب تست

جذب کنترل
× 100 
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 هاسلول يماندرصد زنده ينمودار بررس -6شکل 

 

 Gel Retardationمطالعات  3-8

  يدهنده يلتشک  اجزاي با پلاسميد  برهمکنش آزمايش، اين در

صو  3و 1 هايچاهک(. 7شد )شکل    ينانوحامل بررس    يردر ت

  4و  2 چاهک و باشد مي يدو پلاسم  DNAژل، مربو  به لدر 

-ديپلاس  م نانوحامل و-ديب پلاس  ميترک به مربو ب يبه ترت

سان  الص  يک شد، ميتو شان م  که با سان  الص   يدهد ک ين تو

سم  قبولي قابل برهمکنش شته  يددر غلظت مورد نظر با پلا   ندا

ست  شد، مي حامل نانو سا تار  به مربو  که 2 چاهک اما. ا   با

سب  برهمکنش سميد  با منا شته  پلا ست  دا که نانو   يبه طور ا

ط  يموجود در محد ياز پلاسم يحامل موفق شده  بخش عمده ا

را به  ود متص   ل نموده و آن را در چاهک محبو  نموده و     

  بايد   نتيجه  اين توجيه  درمانن از حرکت آن درطول ژل ش   ود.   

  و بار اس  ا  بر ذرات الکتروفورز تکنيک در که ش  ود اض  افه

چ اصلاح   يتوسان  الص که ه يکه کيدرحال .شوند مي جدا اندازه

آن انجام نش  ده اس  ت قادر به حبس و به دام   يرو يس  ا تار

ن نانوحامل  ي(. بنابرا3باش   د )چاهک  يد نمياندا تن پلاس   م

  يم يس يتوسان عامل دار شده مغناط  يک يشده که حاو  يطراح

  يريد را بارگيپلاسم  ير ژل قادر است براحت يباشد، مطابق تصو  

   د.يو حمل نما

 
د و نانوحامل، يپلاسمب ي: ترک2، چاهک DNA: لدر 1، چاهک پلاسميد با نانوحامل مختلف اجزا برهمکنش به مربو  تصوير -7شکل 

 بار( 3توسان  الص )تکرار: يک و پلاسميد بي: ترک4د  الص، چاهک ي: پلاسم3چاهک 
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 N/Pیین میزان عژل الکتروفورز برای ت مطالعات 3-9

 N/Pزانيد با نانوحامل، م    ي همکنش پلاس   من برييتع يبرا

سم  ستفاده از تکن ي)نانوحامل/ پلا ژل الکتروفورز   کيد( با ا

از  ير مختلفين کار مقاديا ي(. برا8به دس  ت آمد )ش  کل  

تر و نانوحامل با  يکرولينانوگرم بر م 70د با غلظت يپلاس  م

ظت   ما ppm 1000غل مدت      يدر د به  تاق و  قه  يدق 20ا

ر ژل يدر تصو به دست آمد.   N/Pزان يبه شد، سپس م  انکو

ست آمده چاهک   ، 2لدر و چاهک  DNAمربو  به  1به د

  يهاد  الص به عنوان کنترل و از چاهکيمربو  به پلاسم

سم 8تا  3 سبت ي، مربو  به پلا ،  4/1 يهاد و نانوحامل با ن

شد. يم 4/6، 4/5، 4/4، 4/3، 4/2 ست    يبرطبق نت با جه به د

ش نس   بت نانوحامل  ي، با افزاDNAر يحرکت با تا آمده، 

که در  ياش  ود، به گونهيده مير ديد در تص  ويبه پلاس  م

ن  يتريمانده و قويد درون چاهک باقيپلاسم 1به  3نسبت 

به دس   ت آمد.   N/P  ،3زان ين ميبرهمکنش را دارد. بنابرا 

ذرات در الکتروفورز بر اسا    يکه جداسازنيبا توجه به ا

در ص  فحه   DNAر يباش  د، حرکت با تا ياندازه م بار و

برهمکنش  يد کننده يي د کنترل تا ي ژل نس   بت به پلاس   م   

 باشد.  يحامل مد و نانويپلاسم

 

 
 : ترکيب8تا  3 هايچاهکيد  الص، پلاسم: 2، چاهک DNA: لدر 1، چاهک N/P ميزان ينعيت براي الکتروفورز ژل يرتصو -8شکل 

 بار( 3)تکرار:  4/6، 4/5، 4/4، 4/3، 4/2، 4/1 هاينسبت با نانوحامل و پلاسميد

 

تا     ن يج و نس   بت به دس   ت آمده در ا    يبا توجه به ن

ون  يکه از فرمولاس ييهاشيآزما يانجام تمام يش، برايآزما

سم  ستفاده م يد باينانوحامل و پلا سبت در  يشد، ا يد ا ن ن

 نظر گرفته شد. 

 

 DNase 1 Protectionش یآزما 3-10

  محافظت توانايي مناس   ب نانوحامل هاي¬يکي از ويژگي

است. بنابراين   DNA مخرب آنزيمي شرايط در پلاسميد از

  DNaseبراي اثبات توانايي نانوحامل در محافظت از آنزيم 

يک بار به   DNaseاس   تفاده ش   د. براي اين منظور آنزيم  

پلاس  ميد تنها و يک بار هم به فرمولاس  يون کيتوس  اني که  
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شکل      ضافه گرديد ) سميد در آن به دام افتاده بود، ا (.  9پلا

پلاس   ميد   و DNA لدر  به  مربو  ،2 و 1 هاي ¬چاهک  

، هيچ  3 الص به عنوان کنترل مي باش   د. براي چاهک       

تمام پلاسميد  DNaseگونه باندي مشاهده نشد، زيرا آنزيم 

شاهده      4را از بين برده ولي براي چاهک  ، باند مشخصي م

تأييد  DNase1ش  د. مش  اهده پلاس  ميد در حض  ور آنزيم 

کننده اين مس  اله اس  ت که نانوحامل به  وبي توانس  ته از 

ظت    DNase گر¬لاس   ميد در برابر آنزيم تخريب   پ محاف

کند. اين ويژگي حفاظت براي يک س   يس   تم تحويل ژن 

بس  يار لازم و ض  روري مي باش  د و مي تواند از تخريب   

س  لولي پلاس  ميد جلوگيري کند. با محافظت از پلاس  ميد 

شت که اين       ساني، مي توان انتظار دا سيله نانوحامل کيتو بو

هاي تخريب  را بدون مزاحمت آنزيمحامل بتواند پلاسميد  

کننده به هس  ته س  لول برس  اند و بيان ژن به  وبي انجام  

گيرد، که نتايج به دس  ت آمده در قس  مت انتقال نيز تاييد   

 .باشد¬کننده اين موضوع مي

 

 
 بي: نانوحامل ترک4، چاهک Plasmid+ DNase: 3، چاهک  دي: پلاسم2، چاهک DNA: لدر 1تصوير ژل الکتروفورز چاهک  -9شکل 

 Plasmid+ DNaseشده با 
 

 ل ژنیتحو یر عبور نانوحامل برایمس 3-11

توس  ان،  يک يبر مبنا يژن رس  ان يبرا يش  نهاديس  ازوکار پ

ن ي ه ب ي  ن، ب  ا بر همکنش اول       ي م ي لن ا ي ات  يهم  انن  د پل     

با بار مثبت و اجزا با بار   pDNAتوس   ان يک يهاپلکسيپل

هپاران س   ولفات   يهاکانيمثبت غش   ا همچون پروتئوگل 

رد. بعد از اتص   ال، يگيص   ورت م يغش   ا س   لول يرو

کول  يزيک ويتوز در يعمل آندوس   يلهيپلکس به وس  يپل

 يا، انتقال هس   ته  يرد و و بعد از فرار اندوزوم  يگيقرار م

ان ژن به ص  ورت  ين ص  ورت بيرد تا به ايپذيص  ورت م

صورت گ يت آميموفق ن مراحل انتقال، رها  يرد. از مهمتريز 

س يشدن نوکلئ  شد، با   يم ياندوزوم يهاسه يها از کديک ا با

س    يسا تارها  ،ياندوزوم يسه ها يبودن ک يديتوجه به ا

ت س بب به وجود   ينانوحامل پروتونه ش ده و در نها  ينيآم

ش  وند که متعاقب آن تورم يپروتون م يآمدن اثر اس  فنج

سمز  شا  يو پارگ يا ساز  يغ رخ  واهد   ياندوزوم و رها

 داد.

 

 ژن ج آزمون انتقالینتا 3-12

کارا   يبرا بات  قال ژن      يب يياث نانوحامل، از آزمون انت ش   تر 

لاکس که   يد پي ش از پلاس   ميآزما ن ي. در ادي اس   تفاده گرد 

باش   د،   يم GFPن يپروتئ يکد کننده   يکيژنت يتوال يحاو 

نانومتر به     570. با تاباندن نور با طول موج      دي گرداس   تفاده  
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سبز رنگ د ين پروتئيا ستفاده ار ا   يده مين، نور  ن  يشود. با ا

گر  لاکس به عنوان ژن گزارشيد پيت، از پلاس  مي ص  وص  

شا د برهمکنش ييجهت تا و ورود   يسلول  ينانو حامل با غ

به هسته سلول و     يکيژنت يدن مادهيتوپلاسم و رس  يآن به س 

شد    يکيان عامل ژنتيب ستفاده  شکل   ا پس از تما    ( و10)

سان ينانو حامل ک شده و پلاسم     يتو صلاح  سلول يا   يهاد با 

HEK-293T کروسکوپ فلورسنت در طول    ي، با استفاده از م

 ابش قرار گرفت.  نانومتر مورد ت 570موج 
 

 
 نانومتر 570ند انتقال ژن و تابش پرتو فرابنفش با طول موج يفرآ يها در طر سلوليتصو -10 شکل

 

 ييبالا ييتوانا يدارانانو حامل  ج آزمون نش  ان دادينتا

 باشد. يبه درون سلول م يکيژنت يانتقال ماده در
 

 یریگجهینت -4

سازگار و ز   يد زينانوحامل جد ر با  يپذ بيست تخر يست 

قال ژن به س   لول   يبالا برا  ييکارا   HEK-293T يها  انت

فاده قرار گرفت. در ا   -H1-نويآم-5ق ين تحقيمورد اس   ت

ل  يکلرواس  ت-2ب يبا ترک يتترازول به ص  ورت کووالانس  

و سپس حدواسط به دست آمده     شده وارد واکنش  ديکلرا

سان  يمر کيوپلين آزاد بيبه گروه آم س   تو صورت کووالان   يب

  يبيل ترکيو م يش سازگار ينکار بمنظور افزاي. امتصل شد  

ل کمپلکس انجام گرفت.  يد و تش   کينانوحامل با پلاس   م

  نش  ان داد کهبه کار برده ش  ده،  يش  گاهيآزما يهاکيتکن

  يبالا ييکارا يد داراير جديب پذيس  ت تخريزنانوحامل 

 د، انتقال ژن هدفمند،   اي ز يداري و پا و محافظت ژن   انتقال  

  يمش ژن کنترل ش  ده يمناس  ب و رها يس  ت س  ازگاريز

مطلوب مش   اهده ش   ده،  يهايژگيبه و با توجه .باش   د

تواند به  يتوسان م يک مريوپليب يهينانوحامل سنتز شده بر پا  

سازگار با قابل   يعنوان نانوحامل ز ت انتقال ژن بالا و  يست 

به   يانس   ان در ژن درمان يهايماريدرمان ب يهدفمند، برا

نانوحامل   ييگردد کارا يشنهاد م ين پيهمچن کار برده شود. 

سازگار   يشده، با توجه به ز  يطراح بالا، در انتقال  يست 

 رد.يقرار گ يز مورد مطالعه و بررسيدارو ن
 

 ر و تشکریتقد

و   يص  نعت يليلات تکميدانش  گاه تحص    يت مالياز حما

 (.2990م )شماره طرح يشرفته سپاسگذاريپ يفناور
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Abstract: 
This article has been attempting to present a novel and biocompatible 

nanocarrier based on chitosan biopolymer with high efficiency and low 

toxicity for gene delivery. At the first, 5-amino-1H-tetrazol reacted with (3-

chloropropyl)trimethoxysilane and then, the obtained organosilane 

intermediate was used for functionalization of chitosan amino groups. The 

structure and chemical composition of the synthesized nanocarrier were fully 

characterized by FESEM, TEM, XRD, FTIR, Zeta potential and DLS analysis. 

At the fallowing, the MTT test was performed in order to investigation of the 

nanocarrier toxicity. Furthermore, Hek-293T cell line was used for 

investigation of the nanocarrier efficiency in gene transfection toward the cell. 

The loading capacity of plasmid was optimal at an N/P ratio of 3 with excellent 

protection of the plasmid. The results were shown that the novel nanocarrier 

is high efficient and has high potential to gene transfection and protection in 

addition of nontoxicity, biodegradability and cost effectively.  

 

Keywords: 5-amino-1H-tetrazol, chitosan, organosilane, nanocarrier, Hek-

293T, gene delivery 
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