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بر  زریشده و نور ل لهیپگ یکربن یها وب یحضور نانوت  یبه واسطه  یپرترمیمطالعه اثر ها

 سلول ها  ات یح زانیم ی: بررس  SKOV3سرطان تخمدان رده  یسلول ها

 4نیپرو زی، پرو4ی، فاطمه شاه 2یعاطفه اعتقاد، 2این فیشر نیزر ،3یغلامرضا پازوک، 2یدی، نغمه حد1مقدم یشاه بهرام لوفرین

 ران یتهران، ا ،یتهران، دانشگاه آزاد اسلام یعلوم پزشک ن،ینو یها یدانشکده علوم و فناور ،یانوتکنولوژنگروه 1

 ران یپاستور، تهران، ا تویانست ،یکترونلا کروسکوپیو م ینیبال قاتیبخش تحق2

 ن را یتهران(، تهران، ا کیتکن ی)پل ریکب ریام یدانشگاه صنعت ،یمیش یدانشکده مهندس3

 ران یتهران(، تهران، ا کیتکن ی)پل ریکب ریام یدانشگاه صنعت ،یانرژ یو مهندس کیزیدانشکده ف4

مورد توجه قرار   رای را دارند، اخ زریدر برابر نور ل ییزا تیحساس تیاز نانوذرات که قابل یدیبه عنوان نسل جد لهیپگ کربنی هانانولوله  – دهیکچ

  یهاکربناز نانولوله   یناش  یدما  شیپژوهش، اثر همزمان افزا  نیدما شوند. در ا  شینور به گرما باعث افزا  لیتوانند با تبد  یم  ینانولوله ها کربن  .اندگرفته

آپوپتوز    زانیم نیقرار گرفت. همچن ی مورد بررس SKOV3سرطان تخمدان رده  یسلول ها  یبر رو  یبرون تن طیدر شرا زری شده و حضور ل لهیپگ

مرگ   شتریب یمنجر به القا زریو نور ل لهیپگ یآپوپتوز نشان داد که مواجهه هم زمان نانولوله ها کربن جیشد. نتا یبررس یتومتریتوسط روش فلوسا

 . شود  یم  یسرطان  یسلول ها

 یپرترمیها، لهیپگ یها وبیکربن نانوت، سرطان تخمدان، سرطان -لید واژهک

Investigation of hyperthermia effect induced via the presence of 

carbon nanotubes and laser light on SKOV3 ovarian cancer cells line: 

Evaluation of cell viability 
Niloufar Shahbahrami Moghadam1,Naghmeh Hadidi2,Gholamreza Pazuki3, Zarin Sharifnia2, Atefeh Eteghadi2, 

Fatemeh Shahi4, Parviz Parvin4 

1Department of Nanotechnology, Faculty of New Science and Technology, Tehran Medical Sciences, Islamic 

Azad University, Tehran, Iran  

2Department of Clinical Research and EM Microscope, Pasteur Institute of Iran, Tehran, Iran.  
3Department of Chemical Engineering, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran  

4Department of Energy Engineering and Physics, Amirkabir University of Technology, Tehran, Iran  

Abstract- PEGylated carbon nanotubes have been recently considered as a new generation of 

nanoparticles that are sensitive to laser light. Carbon nanotubes (CNT) can cause hyperthermia by 

converting light to heat. In this study, the effect of hyperthermia via PEGylated CNTs in the presence 

of 808 nm laser diode on SKOV3 ovarian cancer cell line in vitro condition was investigated. The 

apoptosis assay was used by the Flow Cytometry The apoptosis test results showed that laser couple 

with PEGylated carbon nanotubes damage cancer cell.  

Keywords: Cancer, Ovarian Cancer,  Hyperthermia, PEGylated Carbon Nanotubes 
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 مقدمه

های سرطانی ایپرترمی روشی نوین برای درمان سلوله

دهد  یانجام م وشاین رکه  یکار مهمشود. محسوب می

 ریها به ساسلول تیحساس شیاست که باعث افزا نیا

. شودیم  یدرمان  یمیو ش  یپرتودرمان  رینظ  یدرمان  یهاروش

 ییحداقل گرمازا  جادی( باعث اNIR)  کینور مادون قرمز نزد

جذب   نیکمتر  رایز  شود،یهم در تومور و هم در بافت سالم م

متشکل از خون و آب در منطقه   یکیولوژیب  یهابافت  یرا برا

(700nm-900nm ).و ساختار  یسطح یمیش رییتغ دارد

  .(1است) یضرور به منظور کاهش سمیت امریها نانولوله

Markovic یهاسلول یبر رو یامطالعه و همکاران 

نانومتر با شدت  808 زریانجام دادند. آنها از ل لاستوماوبیگل

 300تا  30مربع و مدت زمان تابش  متریوات بر سانت 2

کردند. ماده حساس به نور استفاده شده گرافن   استفاده  هیثان

از تست  یسلول تیمس یبررس یبود و برا یو نانولوله کربن

MTT از  یحاک جیاستفاده شد. نتا یتومتریو روش فلوسا

 یتوکندریبه م بیآس به علتها آن است که مرگ سلول

 (.2)ها استدر آنآپوپتوز و نکروز  یها و القاسلول

 یو همکاران بر رو یکه توسط سبحان یگریمطالعه د رد

 808 زریملانوما در فاز درون تن انجام شد از ل یهاسلول

 10مدت  یمتر مربع برا یوات بر سانت 8نانومتر با شدت 

بر تومور استفاده شد. ماده حساس به نور استفاده  قهیدق 

کربن با نانولوله موربود. بعد از مواجهه تو یکربنشده نانولوله

اندازه تومور در  رینشان دهنده کاهش چشمگ جینتا زریو ل

 .(3گروه بود ) نیا

 وش کار ر

 :کربنی پگیله به عنوان ماده حساس به نورتهیه نانولوله -1

 یهاالیوزن و به وکربنی خالص نانولولهگرم از یلیم ک ی

اضافه و  DMEMکشت طیمحتریلیلیم 2 یحاو یاشهیش

دقیقه  10به مدت  ونیسوسپانس .پراکنده شددر آن 

 کولیگللنیاتیگرم پلیلیم 8، گریاز طرف د شد. یتکیسون

(DSPE-PEG5000-N) (Nanocs) ،تریلیلیم2به 

 یدماا  ب  کیو در حمام اولتراسون  اضافه  لیاستر  کشتطیمح

 .ه شد، قرار دادقهیدق 15به مدت  گرادیدرجه سانت 6تا  4

حل شده به  DSPE-PEGپلیمراین عمل سه بار تکرار شد. 

 یاند اضافه و در دماپخش شده  بایکه تقر  های کربنینانولوله

مدت  یبه دست آمده برا ونی. سوسپانسسونیکیت شداتاق 

تحت  هیندور در ثا 18000اتاق و با  یساعت و در دما 6

 ,Optima L-90 K, Beckman Coulter)وژیسانترف 

California, USA نانو لوله های کربنیتا  گرفت( قرار 

 5/0د. وشجدا  ییشده به عنوان سطح روعاملدار محلول و 

 وژیف یبه دستگاه سانتر یفوقان عیاز ما تریلیلیم

یتر لیلیم 5/1، به آن شد. سپسافزوده    vivaspinیلتریف 

مدت  یحاصل برا بیافزوده و ترک DMEMمحیط کشت 

 وژیف یاتاق سانتر یدر دما قهیدور دردق  5000با  قهیدق  15

 طیبار توسط مح 6 ای 5حاصله  یهارسوب پس از آن. شد

به  یاضاف  DSPE-PEG پلیمر تا شدشسته  DMEMکشت 

 .دطور کامل شسته شو

 :کشت سلول -2 

مربوط به سرطان تخمدان از انستیتو  SKOV3ده سلولی ر

درجه  37ها در دمای پاستور ایران خریداری شد. سلول

در  2COدرصد 5گراد و در اتمسفر مرطوب حاوی سانتی

و   نیلیسی، پن10%  یگاو نیسرم جن  ،DMEMمحیط کشت

ها توسط داده شدند. سپس سلول کشت نیسیاستروپتوما

سلول  50000تریپسین از کف فلاسک کنده شدند. مقدار 

خانه به منظور انجام تست آپوپتوز و   48به هر چاهک پلیت  

 تابش لیزر انتقال داده شد.

 :تابش لیزر -3

معرض  در خانه 48کف پلیت  های چسبیده بهلولس

  25و75/13، 5/2های کربنی پگیله با غلظتهاینانولوله
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 24و بعد از گذشت  گرفتندقرار لیتر میکروگرم بر میلی

ها به طور مجزا تحت چاهک ها  ساعت از زمان مواجهه سلول

وات بر  2ثابت  شدتنانومتر با  808تابش نور لیزر دیود 

هر  ی. در طول تابش لیزر دماقرار گرفتندمتر مربع سانتی

 Fluke 51 II Handheld Digital)دماسنج  با کمک  چاهک  

Probe Thermometer )گیری شد.اندازه  

 میزان مرگ سلولی: -4

ساعت بعد از  48و  24رای بررسی میزان مرگ سلولی ب

 Annexin Vمواجهه تست آپوپتوز با استفاده از کیت 

Apoptosis Detection Kit  کیت دستورالعملو بر اساس 

 هزار سلول 100 تعداد لولهوکریمیک در انجام شد. ابتدا 

 5به مدت  g × 300ها با سرعت شد. سپس سلول ختهری

 عیشدند. ما  وژیف یگراد سانتریدرجه سانت  4  یو در دما  قهیدق 

بافر لیتر  میلی  1  لولهکرویشده و به هر م  یها خالسلول  ییرو

اضافه شد و در همان شرایط   موجود در کیت  یتومتریفلوسا

میکرولیتر  200ولی سانتریفیوژ شدند. سپس به رسوب سل

 fluorochrome-conjugated  یبادیآنت  تریکرولیم  5بافر و  

Annexin V  قهیدق  45تا    30ها به مدت. سلولدیاضافه گرد 

 یباد  یبا آنت  یکیدر تار  C°4در دمای  زییآمدر محلول رنگ 

متصل نشده با دو بار  هاییباد ی. سپس آنتدندیمجاور گرد

 200ها  در مرحله بعد به رسوب سلولحذف شدند.    تشوشس

 AAD Viability Staining-7میکرولیتر    5میکرولیتر بافر و  

Solution  در  قهیدق  45تا  30سلولها به مدتاضافه شد و

انکوبه شدند.  یکیدر تار C°4در دمای زییمحلول رنگ آم

شد و پس از  ختهیهزار سلول ر 300  لولهوکریم در یک

به آن اضافه نشد و به عنوان  لوله  یبادیآنت چیشستشو ه

بلانک در نظر گرفته شد. در انتها سلولها با دستگاه 

نتایج با نرم افزار فلو  قرار گرفتند. یمورد بررس تومتریفلوسا

 آنالیز شد. (Flow Jo)جو

 تایج ن

اول، بخش مورد بررسی قرار گرفت.  دو بخشطالعه در م

ها در حالت بدون ماده حساس به نور دمایی سلولت تغییرا

و با ماده حساس به نور به منظور بررسی اثر افزایش دمای 

مورد مطالعه قرار گرفت. در بخش دوم، بررسی اثر افزایش 

دما بر مرگ سلول ها به کمک تست آپوپتوز انجام شد. نتایج 

دون کربن و بتغییرات دما برای دو سیستم سلول با نانولوله

در های تابش مختلف زمان ها وبرای غلظتکربن نانولوله

 وارهید نانولوله کربن تک هر چه غلظت  آمده است. 1شکل 

  است. شتریب زیدما ن شیباشد افزا شتریب( μg/ml)بر حسب 

 
فاقد /ها حاویتغییرات دمایی ناشی از تابش لیزر به سلول: 1کل ش

 های کربنی پگیله شدهنانولوله

 یزیرا با رنگ آم یعلائم مرگ سلول جینتا یتومتریفلوسا

و نکروز   هیثانو  ه،یمختلف به صورت آپپتوز اولهای  آنتی بادی

مشخص است  1همانطور که در جدول دهد.  ینشان م

شده و  لهیپگ یها کربنبا نانولوله هاسلولمواجهه هم زمان  

)گروه سه( یسرطان یهامرگ سلول شتریب یباعث القا زریل

های تحت مواجهه بعد از مواجهه نسبت به گروه  ساعت 48

به  لهیپگ یکربن یهانانولوله ای ییتنهابا  تابش لیزر به 

 یسلول یهاتیجمع نشان دهنده 2شکل  .باشدیم ییتنها

و  Annexin Vبه رنگ  مربوط xمحور  .است مورد مطالعه

که   ییها  ه.گروباشدیم  AAD  -7رنگ    نشان دهنده  yمحور  
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کرده اند دچار آپپتوز  افتیرا در  Annexin Vفقط رنگ  

اند کرده افتیرا در AAD-7که فقط رنگ   ییگروه ها ه،یاول

کرده اند  افتیکه هر دو رنگ را در ییدچار نکروز و گروه ها

 . اندشده هیدچار آپپتوز ثانو

 زتوتست آپوپ جی. نتا2دول ج

 یومتریمربوط به تست فلوسا یریتصو جی: نتا2کل ش

که کربن  دهدمیمطالعه نشان  نیا جینتا:  گیرینتیجه

 یزیمرگ برنامه ر یقادر به القا ییبه تنها لهینانولوله پگ

. ندباشیذکر شده م یها)آپوپتوز( در غلظت یشده سلول

 زریشده و تابش ل لهیپگ یکربننانولوله اما حضور هم زمان 

 .ددهیم شیافزا یارا به طور قابل ملاحظه یمرگ سلول
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Groups 

  

Early apoptosis 

  

Late apoptosis 

  

Necrosis 

24h  48h  24h  48h  24h  48h  

1: (1min laser+2.5 μg/ml) 12.77% 35.53% 5.03% 14.30% 18.45% 2.99% 

2: (1min laser) 13.51%  43.47% 6.96%  13.38% 10.14%  3.06% 

3: (1min laser+25 μg/ml) 25.67%  39.03% 9.44%  46.28% 9.18%  2.77% 

4: (2.5 μg/ml) 23.63%  35.47% 8.87%  23.46% 9.39%  3.53% 

5:(25 μg/ml) 38.83%  39.70% 11.13%  22.42% 12.60%  3.55% 

6: (13.75 μg/ml) 43.30%  22.63% 11.06%  17.01% 12.62%  2.46% 

7:(2min laser+13.75) 26.57%  35.03% 11.55%  21.83% 16.74%  4.45% 

8: (2min laser) 22.80%  20.23% 6.70%  20.95% 16.00%  7.77% 

9: (3min laser+2.5) 25.23%  27.10% 6.45%  17.78% 11.25%  6.33% 

10: (3min laser) 16.47%  32.45% 9.84%  19.29% 20.48%  2.58% 

11: (3min laser+25) 22.53%  26.20% 5.56%  16.44% 12.89%  6.58% 

12: Row cells 5.90% 12.11% 0.30% 8.21% 2.47% 4.85% 
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