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 تحقیقاتیمقاله 
 یتنو درون یتندو روش برون( به .Elaeagnus angustifolia Lارزیابی سمیت ژنتیکی نانوکپسول عصاره سنجد )

 *،3، سپیده اربابی بیدگلی2، معصومه حشمتی1نگار زمانی

 دارویی، دانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی تهران، تهران، ایرانمرکز تحقیقات علوم  1
 های نوین، دانشگاه علوم پزشکی آزاد اسلامی تهران، تهران، ایرانگروه علوم سلولی و مولکولی، دانشکده علوم و فناوری  2
 اسلامی تهران، تهران، ایرانشناسی داروشناسی، دانشکده داروسازی و علوم دارویی، دانشگاه علوم پزشکی آزاد گروه سم  3

 چکیده  اطلاعات مقاله
 واژگان:گل
 ایمز

 ژنوتوکسیسیتی
 میکرونوکلئوس

 نانوکپسول سنجد

اگرچه سنتز و مطالعات اولیه بر روی نانو کپسول سنجد دلالت بر اثربخشی آن در پوکی استخوان : مقدمه 
خونی کلسیم همراه بوده اما سمیت این دار سطح در مدل تجربی موش صحرایی داشته و با افزایش معنی

سنجد  سمیت ژنتیکی نانوکپسولدر این مطالعه  هدف: .نانو کپسول تاکنون مورد ارزیابی قرار نگرفته است
 جهت انجام آزمون :روش بررسیارزیابی شد.  تن()درون و میکرونوکلئوس تن()برون ایمز با دو آزمون

های نر رت از آزمون میکرونوکلئوسو جهت  TA98 و TA100 دو سویه سالمونلاتیفی موریوم ، ازایمز
منظور صورت گرفت. بدین µg/Kg 1000با دوز  نانوکپسول سنجد خوراکیروزه  45 ، پس از تجویزو ماده

رد های مورونوکلئوس در بین گروهیکها از طحال حیوانات تحت رژیم جدا شده و تعداد موارد ملنفوسیت
ر فاقد هرگونه اثرات موتاژنیک بود، د ایمز کپسول در آزمونعلاوه بر اینکه نانو :ایجنت .و شاهد مقایسه شد

 و TA100 هر دو سویه سالمونلاتیفی موریوم یک بررویموتاژناثرات آنتی مواجهه همزمان با سدیم آزاید،
TA98  های رقت درکلونی  تعداد دار و وابسته به دوزمعنی کاهشرا نیز به وضوح نمایش داد و این یافته با
(. لیکن نتایج مطالعه در P ≥ 001/0( شناسایی شد )سدیم آزاید)و کنترل مثبت  نانوکپسول سنجد مختلف

ای های هستههای نوکلئوپلاسمی و جوانهدار تعداد میکرونوکلئوس، پلمعنی آزمون میکرونوکلئوس افزایش
با توجه به  گیری:نتیجه(. P ≥ 001/0نمایش داد )نر و ماده  هر دو جنس در را نسبت به گروه کنترل

زهای تن در دو، بازنگری در ساختار نانو کپسول و تکرار مطالعه درونهای درمانی نانو کپسول سنجدارزش
 کمتر، پیش از انجام مطالعات کلینیکی این شکل اولیه دارویی ضرورت دارد.
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 مقدمه. 1
معروف به  .Elaeagnus angustifolia Lمیوه گیاه 

، میوه اولئاستراسامی سنجد، زیتون ایرانی، زیتون روسی و یا 
از دیرباز در طب  است که Elaeagnaceaگیاهی از خانواده 

های مختلف ای جهت درمان بیماریسنتی دارای جایگاه ویژه
های این گیاه در طب سنتی ترین کارآیی. از مهم[1بوده است ]

ستئو ، اتوان به قابلیت آن در تخفیف دردهای روماتوئیدیمی
ری آسم و موارد دیگر نام ، اختلالات گوارشی و بیماآرتریت

های احتمالی دیگر گیاه برد که البته این خواص و قابلیت
، یالتهاب، ضداکسیدانیتواند به دلیل وجود اثرات آنتیمی

اما  موتاژنیک باشدتوموری و آنتی، ضدمیکربی، ضدضددردی
نی ، صرفاً مبتهای پیشنهادیصحت این کاربردها و مکانیسم

ای هآزماییعات تجربی بوده و به ندرت در کاربر وجود مطال
 [.2بالینی به اثبات نهایی رسیده است ]

و  التهابیهای اثر پیشنهادی، اثرات ضداز میان مکانیسم
اکسیدانی قابل توجهی برای سنجد شناسایی شده است آنتی

، های قلبیکه این اثرات مبتنی بر شناسایی گلیکوزید
ها در عصاره هیدروالکلی ها و ساپونینها، ترپنوئیدفلاونوئید

بواسطه وجود مقادیر قابل توجهی از  یا [3میوه سنجد ]
[. بر مبنای 4ها بوده است ]سیانوزیدترکیبات فنلی و آنتی

ده در های شناخته شسیانوزیدوجود این ترکیبات فنلی و آنتی
یکی از معدود مطالعات کلینیکی بر روی این گیاه با مصرف 

و پودر  E. angustifolia L. medullaگرم از  15 روزانه
زن مبتلا  90ای در هفته 8کامل سنجد در یک دوره درمانی 

-TNFهای التهابی از جمله )، سایتوکاینبه استئو آرتریت زانو

α )Tumor Necrosis Factor α ( وMMP-1 )Matrix 

Metalloproteinase 1 داری کاهش یافته و به طور معنی
 Interlukin10 (IL-10)التهابی از جملههای ضدوکاینسایت

رغم [. اما علی4اند ]ای افزایش یافتهبه شکل قابل ملاحظه
اکسیدانی و های فوق درخصوص خواص آنتییافته

یاه های هوایی گ، در عصاره سایر بخشالتهابی میوه سنجدضد
 [.5التهابی دیده نشده است ]اثرات ضد

رسانی کارآمد در داروسازی دارو هایسیستمیکی از 
ای به عنوان حاملی قابل قبول بر که هستند هاکپسولنوین، نانو
ریزی شده ترکیبات دارای سازی و رهایش برنامهمحبوس

شوند استفاده می (Bioactive compoundsفعالیت زیستی )
اخیراً در صنعت داروسازی جهت تأمین اهداف مهمی از  [.6]

ش افزای افزایش جذب سیستمیک،هدفمند،  دارورسانیجمله 
 و کاهش سمیت یشترتوزیع زیستی ب بافتی، برداشت
ده است شاستفاده  های شیمیایی از اشکال نانو کپسولمولکول

استفاده از این تکنولوژی، جهت ترکیبات  . به طور همزمان[7]
گیاهی پرکاربرد در عرصه درمان، نظیر نانوکپسول کورکومین 

، باعث بروز [ و دیگر موارد9کپسول رزوراترول ]، نانو [8]
تحولی قابل توجه در جهت اثربخشی داروها با عوارض 

 تر شده است.جانبی محدود
نانو کپسول سنجد برای اولین بار توسط اسماعیلی و 
همکاران با استفاده از تکنولوژی امولسیون دیفیوژن جهت 

تجربی موش [ و در مدل 10درمان پوکی استخوان تهیه شد ]
[ 11دار سطح خونی کلسیم شد ]صحرایی باعث افزایش معنی

ای داروهای جدید اما یکی از الزامات قانونی در فاز توسعه
ترین آنها سمیت انجام مطالعات سمیت است که از مهم

ژنتیکی است که در این خصوص این نانو کپسول تاکنون به 
ست می اانجام نرسیده است. سمیت ژنتیکی نوعی پاسخ س

ای هتواند با خطر بروز آسیبکه بروز آن در مدل حیوانی می
DNAهای کروموزومی و ، موتاسیون، ناهنجاری

. مشاهده سمیت ژنتیکی در کلاستوژنزیس همراه باشد
تواند با افزایش ریسک تن معتبر میتن و درونهای برونمدل

نسیل لذا ارزیابی پتا بروز اثرات مشابه در انسان را همراه
سمیت ژنتیکی ترکیبات پیش از ورود به بازار بسیار حائز 
اهمیت بوده و معمولاً بایستی با بیش از یک روش کلاسیک 

های مورد ارزیابی قرار گیرد. مضاف بر این، دستورالعمل
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 هایمدون ارزیابی سمیت، مطابق با دستورالعمل
The Organization for Economic Co-operation  

and  (OECD )Development  بایستی برای نانو مواد به
ای بازنگری و تنظیم شوند که معمولاً ترکیب طور جداگانه

تن برای این حداقل یک روش درون تن و یک روش برون
[ لذا در راستای برنامه هدفمند 12ها ضرورت دارد ]ارزیابی

تولید فراوده جدید نانوکپسول سنجد در ادامه تحقیقات قبلی 
قیق تح موازات ارزیابی سمیت عضوی این نانوکپسول، و به

حاضر به تعیین سمیت ژنتیکی فراورده پیشنهادی به دو روش 
 .تن پرداخته استتن و بروندرون

 
 هامواد و روش. 2
 نانو کپسول سنجد تهیه نمونه .2.1

 ل شدتبدیپودر ، سنجد به جهت ساخت نانوکپسول سنجد
با دستگاه سوکسله عصاره آن و متانول استفاده از حلال  و با

شد و سپس حلال مربوطه فیلتر و تبخیر شد. جهت استخراج 
 زگرم اتهیه نانو کپسول عصاره سنجد، برای هر یک میلی

یک و نیم  روغن زیتون، و گرم ازنیم میلیدو و ، عصاره
لیتر از میلی 5و  10، 15، 18در به ترتیب  spanگرم از میلی

 DMSOاستات، استون، اتیلاز جمله  مختلف یهای آلحلال
عصاره سنجد گرم از از طرف دیگر دو و نیم میلی شد.حل 
از متانول حل شده و به آن اضافه  لیترمیلی 15و  10، 5، 2در 
لیتر میلی 100قطره قطره به  ، این فازفاز آلیتهیه بعد از  شد.

های سورفکتانتاز  گرمیک و نیم میلیسپس  شد وآب اضافه 
 ,tween80, tween 60, tween20, gelatinمختلف )

SLS)  مونومر گرم ازمیلی 4وDETA گرمو یک و نیم میلی 
[. 10شدند ]اضافه  به محلول اصلی گلیسیرین، در دمای اتاق

 محلول سوسپانسیون آماده شده تحت فرا صوت قرار گرفته
ار بار تکرار ، و این چرخه چهشدآزاد  ءاستون آن تحت خلا و

 [.11د ]شسپس با آب دیونیزه شده تا چهار برابر رقیق  شد و

 ایمز زاییآزمون جهش .2.2
توجه به اینکه نمونه مورد آزمایش در این تحقیق پودر  با

 سر حد حلالیت نانوکپسول سنجد جامد بود، ابتدا تا 
(mg/ml 75/0) پس از تهیه و شده در آب مقطر حل ، نمونه

 میکرون از جنس 45/0با فیلتر سرسرنگی  ،غلظتماکزیمم 
(MCE) Mixed Cellulose Ester  که مناسب برای

باشد، به داخل لوله فالکون بیولوژیک و آبی می هاینمونه
جهت  .شداستریل  اسیونفیلتر وارد نموده و با روش استریل

تهیه نمونه نانوکپسول سنجد حل شده در آب مقطر، بعد از 
 6، در mg/ml 75/0 محلول استوک با غلظتاستریل کردن 

ه آب مقطر استریل اضاف لیتریک میلیلوله آزمایش استریل 
یل و پوآر، استر لیترییک میلیو بعد با استفاده از پیپت شد 

د از غلظت حداکثر نانوکپسول سنج لیتریک میلیبه لوله اول 
داشته راز این لوله ب لیتریک میلیو بعد از هم زدن،  افزوده شد

ن به ای شد و این کار ادامه پیدا کرد.و به لوله بعدی اضافه 
ه های بغلظت ی بوده وصورت غلظت هر لوله نصف لوله قبل

، mg/ml 75/0، 375/0 ،1875/0، 0937/0شامل  دست آمده
لاندا از  100تهیه شدند. در ادامه مطالعه،  0234/0و  0469/0

لاندا  200لاندا از سوسپانسیون میکروبی و  100 ،نمونههر 
 و به شد های میکروتیوب ریختهبیوتین داخل لوله-هیستیدین

 گرفت )روش دقیقه در انکوباتور قرار  30مدت 
pre-incubation)ًنیم  دو وبه  . سپس محتویات لوله مستقیما

ثانیه روی  3و به مدت  شددرجه اضافه  45تاپ آگار  لیترمیلی
ثانیه روی سطح  30و در کمتر از  به خوبی مخلوطکر شی

ار . پس از سفت شدن آگشدپلیت مینیمال گلوکز آگار پخش 
و به  شده ها وارونه)زیر هود لامینار( پلیت در شرایط استریل

. در شدنددرجه انکوبه  37ساعت در دمای  72تا  48مدت 
 رکیبت این آزمون از سدیم آزاید به عنوان کنترل مثبت که یک

 شناخته شده است و زاییزای ژنتیکی با اثرات سرطانجهش
جهت [. 13] از آب مقطر به عنوان کنترل منفی استفاده شد

غلظت  6ایمز برای هر  آزموناطمینان از نتایج به دست آمده، 
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های منفی و مثبت استفاده شده از نانوکپسول سنجد و کنترل
 .ندشد دوبار تکرار TA98و  TA100برای هر سوش 

 
 آزمون میکرونوکلئوس .2.3

 4های رت ویستار نر و ماده موش ،در این مطالعه تجربی
زنگ، در دمای هایی از جنس فولاد ضددر قفس هفته، 6الی 

 12گراد( و دارای چرخه درجه سانتی 22کنترل شده اتاق )
ساعته نور و تاریکی در حیوانخانه واحد علوم دارویی 

اسلامی نگهداری شدند. حیوانات در طول دانشگاه آزاد 
دسترسی آزاد به خوراک استاندارد و آب داشتند و  ،مطالعه

تمام آزمایشات حیوانی این مطالعه، مطابق با راهنمای کار با 
حیوانات مصوب کمیته اخلاق دانشگاه و طبق دستورالعمل 
کار با حیوانات وزارت بهداشت، درمان و آموزش پزشکی 

کپسول نانو سنجد به  ه،العر این بخش از مطدانجام شد. 
صورت محلول در ه ب µg/kg 1000صورت روزانه با دوز 

روز گاواژ شد. آزمون میکرونوکلئوس به  45آب به مدت 
 3تایی رت نر و  3گروه  3در cytokinesis-blockروش 
 ها شامل کنترل مثبتگروه تایی ازرت ماده انجام شد. 3گروه 

)نانوکپسول سنجد( و گروه کنترل  نمونه )کلسیم کربنات(،
روزه گاواژ، آزمایش  45منفی )آب مقطر( بود. پس از اتمام 

ها انجام و بر روی رت استانداردمیکرونوکلئوس مطابق روش 
رت به روش نخاعی 18ترتیب که ابتدا تمام بدین [.14] شد

در اتاق  .شدندضدعفونی درصد  75کشته شدند و با الکل 
ها به روش جراحی خارج هود لامینار طحال رتکشت زیر 

ق یزرقرار داده شد. سپس با ت RPMI1640و در محیط کشت 
در طحال، محتوای  RPMI1640لیتر محیط کشت یلیم 2

محصول این مرحله توسط پیپت  استخراج شد. هاسلولی آن
لیتر فایکول در لوله میلی 3تا  2پاستور به آرامی بر روی 

 3000 وردفت و توسط دستگاه سانتریفیوژ با کون قرار گرلفا
پلاک سلولی حاصل در سپس  دقیقه جداسازی شد 3و زمان 

پس از جداسازی لنفوسیت لیتر محیط کشت حل شد.میلی 1

ای کشت خانه 12های میکرولیتر از هر نمونه به پلیت 200ها، 
 ( FBS) میکرولیتر محلول 20سلول و 

Fetal Bovine Serum رولیتر محلول میک 5 و
 ها افزوده شد.به هر یک از نمونه( PHA) فیتوهماگلوتینین

و پس از اطمینان از  پلیت کشت در انکوباتور قرار داده شد
ساعت بعد از آغاز کشت  24های لنفوسیت، تکثیر سلول

لیتر میکروگرم بر میلی 6/0 سلولی به هر نمونه
cytochalasin-B انکوباتور  ها دوباره دراضافه شد و پلیت

برداشته شده روی  یهاساعت سلول 24پس از . قرار گرفت
ها در هوا، سلولها قرار داده شدند. پس از خشک شدن لاملام

تهیه  (3به  1به نسبت )ها بوسیله محلول اسید استیک/متانول 
درصد  20ها توسط محلول گیمسا و لنفوسیت ثابت شدو 

 آمیزی شدند.رنگ
 

 ریمطالعات آما .2.4
های پیوسته با توزیع نرمال بودند که ها به شکل متغیرداده

نمونه  3انحراف معیار از  ± برای هر یک از متغیرها میانگین
 آزمونها تعیین شد. برای آنالیز آماری ازدر هریک از گروه

ANOVA یک طرفه به همراه آزمونIndependent 

Sample t Test 05/0 میزانو  استفاده شد P<  به عنوان
 دار آماری در نظر گرفته شد.اختلاف معنا

 

 نتایج. 3
 ایمز زاییآزمون جهش .3.1

 Minimum Inhibitory( MIC) پس از تعیین سطح
Concentration  اثرات بازدارندگی نمونه و محاسبه محدوده

های بر روی سویهغلظت مجاز جهت انجام مطالعه  ،موردنظر
اصلی مشخص شد. بر این اساس جهت انجام آزمون باکتری 

غلظت مختلف معیار انجام مطالعه قرار گرفت و نتایج  6
غلظت مختلف نانو کپسول سنجد در مقایسه  6مربوط به این 

درج شده  2و  1های با کنترل مثبت و کنترل منفی در نمودار
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از اثرات زایی، است. ماده مورد آزمون بدون بروز اثرات جهش
ورتی که به ص برخوردار بودوابسته به غلظت موتاژنیسیته آنتی

 هر دو های برگشتی درتعداد کلونی mg/ml75/0 در دوز 
 تاحاکی از اثر این وبوده بسیار کم  TA98و  TA100سویه 
 نانوکپسول سنجد است کموتاژنیآنتی صددرصدی قریب

 در (. این نتیجه در شرایطی حاصل شد که2و  1های )نمودار
موتاژن، و ماده آنتی NaN3های حاوی ماده موتاژن سایر پلیت

 به وضوح زاییفرکانس جهش، های بالاخصوص در غلظتب
های برگشت یافته در مقایسه با کاهش یافته و از تعداد کلونی

 کاهشدر واقع . شدهای کنترل مثبت هر سوش کاسته پلیت
 ها نسبت به پلیت کنترلهای ایجاد شده در پلیتتعداد کلونی

 موتاژنیسیته نانوکپسول سنجد است.مثبت بیانگر اثرات آنتی
ورت ها به صتر نتایج هریک از غلظتشرح دقیق در این راستا

 زیر بوده است:
  غلظتدر mg/ml 75/0  کلونی برگشت  2نمونه فقط

دیده شد و برای  TA98یافته در پلیت مربوط به سویه 
یافته  کلونی برگشت 10به طور میانگین  TA100سویه 

 مشاهده شد.
  غلظتدر mg/ml 375/0، ها در میانگین تعداد کلونی

 TA100در سویه  بود و این تعدادعدد  TA98 ،10سویه 
 .تعیین شد عدد 30

 در غلظت mg/ml 1875/0  از نانوکپسول سنجد، سویه
TA98 و در سویه  بودعدد  19ها تعداد کلونیTA100 

 .تعیین شدعدد  49ها میانگین تعداد کلونی

  غلظت بعدی مصرفی از نانوکپسول سنجد در 
mg/ml 0937/0، های سویهTA98  وTA100  میانگین

 .بودعدد  70و  30ها به ترتیب، تعداد کلونی

  غلظت درmg/ml 0469/0، ها در دو سویه تعداد کلونی
TA98  وTA100  شمارش شد.عدد  95و  50به ترتیب 

 در کمترین غلظت یعنی mg/ml 023/0سویه  ، درTA98 
میانگین تعداد  TA100عدد و در سویه  73ها تعداد کلونی

 .تعیین شدعدد  135ها کلونی
ها کاهش تعداد کلونی بین گروه نمونه و در همه غلظت

معنی کاملاً ، تفاوت(زای سدیم آزایدماده جهش)کنترل مثبت 
 موتاژنیکو به وضوح اثرات آنتی مشاهده شد (P ≥ 001/0) دار

 تن به اثبات رسید.نانو کپسول سنجد در محیط برون
 

 آزمون میکرونوکلئوس .3.2
افزایش تعداد ، 1طبق نتایج درج شده در جدول 

 نجدو نانوکپسول سکلسیم کربنات گروه میکرونوکلئوس در 
  داردر مقایسه با گروه کنترل معنی های مادهدر رت

(01/0 ≤ P  001/0و ≤ P) که نمای کلی آن در  شد ارزیابی
بین دو  ،هامیکرونوکلئوس. بین تعداد درج شده است 1شکل 
 دارمعنی تفاوت نیز و نانوکپسول سنجد کلسیم کربناتگروه 

(001/0 ≤ P) .های افزایش تعداد پلدر واقع  مشاهده شد
نجد و نانوکپسول س کلسیم کربناتنوکلئوپلاسمی در گروه 

و  P ≥ 01/0ی )دارقایسه با گروه کنترل تفاوت معنیدر م
001/0 ≤ P) های مشاهده شد. همچنین بین تعداد پل

سول و نانوکپکلسیم کربنات بین دو گروه  نوکلئوپلاسمی
افزایش  .بودمشاهده قابل  (P ≥ 05/0) دارسنجد تفاوت معنی

ای در گروه نانوکپسول سنجد در های هستهتعداد جوانه
 ی را نمایش داد داربا گروه کنترل تفاوت معنیمقایسه 

(01/0 ≤ P  001/0و ≤ P.) 
در گروه  میکرونوکلئوسافزایش تعداد ، 3طبق نمودار 

ر های ندر رتنانوکپسول سنجد در مقایسه با گروه کنترل 
. همچنین تعداد بود (P ≥ 01/0و  P ≥ 05/0) دارتفاوت معنی

پسول و نانوک کربناتکلسیم بین دو گروه میکرونوکلئوس ها
افزایش تعداد پلداشت.  (P ≥ 05/0) دارسنجد تفاوت معنی

های نوکلئوپلاسمی در گروه نانوکپسول سنجد در مقایسه با 
 را نمایش داد و (P ≥ 01/0ی )دارگروه کنترل تفاوت معنی
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ای در گروه نانوکپسول سنجد های هستهافزایش تعداد جوانه
 دار معنی ش بازهمتفاوتدر مقایسه با گروه کنترل 

(05/0 ≤ Pبود ) . ای بین های هستهبین تعداد جوانهدر آخر

 (P ≥ 05/0) دارو کنترل تفاوت معنی کلسیم کربناتدو گروه 
 .(5و  4)نمودارهای  ثبت شد

 
 .TA100/ در حضور ماده موتاژن سدیم آزاید در سویه mg/ml 0234/0 – 75های های برگشتی در غلظتتعداد کلونی .1نمودار 

 
  TA98در حضور ماده موتاژن سدیم آزاید در سویه  mg/ml 0234/0 – 75/0های های برگشتی در غلظتتعداد کلونی. 2نمودار 
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 نتایج آزمون میکرونوکلئوس در گروه ماده . 1 جدول

های تغییرات در ساختار شاخص
 ژنتیکی

های ماده تحت مداخله با کلسیم موش
 کربنات

 (SE ±میانگین )

های ماده تحت مداخله موش
 با نانو کپسول سنجد

 (SE ±میانگین )

 کنترل
 (SE ±میانگین )

 21/7±939 3/18±510 049/44±708 1ایهای تک هستهسلول

 04/4±23 16/4±192 96/8±162 2ایهای دو هستهسلول

 52/1±12 07/9±102 50/17±53 3ایهای چند هستهسلول

 52/1±12 89/13±62 58/4±22 4های آپاپتوتیکسلول

 1±5 55/6±49 86/13±26 5های نکروتیکسلول

 1±3 57/0±52 42/6±16 6میکرونوکلئوس

 15/1±1 21/3±15 30/2±7 7های نوکلئوپلاسمیکپل

 BUD8 6±16/4 10±30/2 3±1نوکلئار 

1 Mononucleated Cells (Mn.C) 
2 Binucleated Cells (Bn.C) 
3 Multinucleated Cells (Multi.C) 
4 Apopototic Cells 
5 Necrotic Cells 
6 Micronucleus  
7 Nucleuplasmic Bridges  
8 Nuclear Bud  

 
 40×  در گروه نانو کپسول سنجد بزرگنمایی نمایی از میکرونوکلئوس. 1شکل 
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 الف

 
 ب

 
 ج

 مقایسه تأثیرات سیتوژنتیک کلسیم کربنات )الف(، نانو کپسول سنجد )ب( و آب مقطر )ج(. 3نمودار 
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 اسید و گلوکانتیم بر پروماستیگوت لیشمانیا ماژوربیان، گلیسریزیکعصاره هیدروالکلی ریشه شیرین 50ICمقادیر . 1جدول 

48h 50IC  
g/mlµ 

24h 50IC 
g/mlµ 

 نوع دارو

 بیانعصاره هیدروالکلی ریشه شیرین 1250 ± 018/0 1000 ± 016/0
 اسیدگلیسریزیک  3000 ± 017/0 3000 ± 017/0

 گلوکانتیم 50 ± 043/0 25 ± 009/0

 
ه عصاره هیدورالکلی ریش بیان.درصد بقا ماکروفاژهای صفاقی بعد از تیمار با دوزهای مختلف عصاره هیدروالکلی ریشه شیرین .4 نمودار
و دوزهای بیشتر از آن منجر به  µg/ml1000 همجنین دوز  .درصد از ماکروفاژها شد 50منجر به بقای  µg/ml018/0±2500 بیان در دوز شیرین

  ماکروفاژها شدند. (P < 05/0دار )کاهش معنی

 
اسید  گلیسریزیک µg/ml 2000اسید. دوزهای کمتر از درصد بقای ماکروفاژهای صفاقی بعد از تیمار با دوزهای مختلف گلیسریزیک .5نمودار 

  .ماکروفاژها نشدنددرصد ( P-value < 05/0داری )منجر به کاهش معنی
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 ها در ماکروفاژهادرصد آلودگی ماکروفاژ و درصد بقا آماستیگوت .2جدول 

 هاگروه 
 کنترل گلوکانتیم اسیدگلیسریزیک بیانعصاره ریشه شیرین 

 بدون دارو 25 50 100 500 1000 2000 3000 500 750 1000 2000 ر(لیتدوز دارو )میکروگرم بر میلی

 89 67 63 50 68 65 53 46 60 57 46 52 ماکروفاژدرصد آلودگی 

 100 47 37 31 64 47 43 38 49 35 30 22 درصد بقا آماستیگوت

 

 بحث. 4
 های هوایی گیاهچه بر اساس آنالیز اجزا بخش اگر

E. angustifolia L. تواند تا حدی مورد اثرات درمانی گیاه می
تردید واقع شده و تابعی از شرایط آب و هوایی و خاک و اقلیم 

[ اما کاربردهای فراوانی درخصوص 15منطقه مورد کشت باشد ]
تن مطرح است. تن و برونبر اساس مطالعات درون عصاره سنجد

سنجد  های عصارهترین این مطالعات برروی نمونهجمله مهم از
 کنندگیتوان به خواص شلهای حیوانی، میکاشت ایران در مدل

سازی آن در مدل اوراکتومی ، قابیلت استخوان[16عضلات ]
، خاصیت پیشگیرانه آن از بروز [17)برداشتن تخمدان( ]

موتاژنزیس، هپاتوسلولار کارسینوما بواسطه اثرات آنتی
درنهایت اثرات مهارکنندگی  [ و18التهابی ]اکسیدانی و ضدآنتی

اشاره نمود.  [3قوی عصاره سنجد در در مدل آرتریت روماتوئید ]
تری از مطالعات گسترده دیگری در مدل برون تن نیز اثرات متنوع

میکروبیال، التهابی، آنتیهای ضدآن را در حیطه ویژگی
[ و اثرات 2کند ]دردی مطرح میزخمی، ضداکسیدانی، ضدآنتی
و  [19های گیاه ]موتاژنیک عصاره متانولی برگآنتی
تری را های افزودهارزش [20آن ] های استخراجیساکاریدپلی

کند. با این توصیف، فقدان برای این گیاه و میوه آن مطرح می
اثرات موتاژنیک کپسول نانو سنجد تحقیق حاضر در کنار اثرات 

تن(، ت برونموتاژنیک محرز آن در این مطالعه )هرچند به صور
 کند.به وضوح نتایج تحقیقات گذشته را تأیید می

های فیتوشیمیایی و وجود گستره وسیعی از شاخص
، در [2های سنجد کشور ایران ]فارماکولوژیکی مهم در نمونه

ن تهای برونکنار تنوع مطالعات و تناقضات درمانی در مدل
ت محدودیتن برروی عصاره سنجد در سطح جهان، و درون

[ و درنهایت فقدان اطلاعات 22، 23ایمنی ]در مطالعات 
های درخصوص سمیت ژنتیکی عصاره سنجد در مدل

، همه و همه دلایلی متقن جهت ضرورت انجام [2تن ]درون
مطالعات سیستماتیک بر روی عصاره سنجد است. لذا با توجه 

 های درمانی سنجد،به موارد ذکر شده و با توجه به پتانسیل
از انجام مطالعات مقدماتی درخصوص ساخت و پس 

آمیز ، انجام موفقیت[10کاراکتریزه کردن نانو کپسول سنجد ]
تن درخصوص افزایش سطح سرمی کلسیم و مطالعات درون

دانسیته استخوان در رت ویستار در پی مصرف خوراکی نانو 
[ و همچنین ضرورت به انجام رسیدن 11کپسول سنجد ]
ی تکمیلی درخصوص سمیت ژنتیکی این امطالعات توسعه

نانو کپسول، به طور همزمان به مطالعه سمیت سیستمیک و 
سمیت ژنتیکی نانوکپسول سنجد پرداخته شد که این مقاله 
صرفاً به توصیف بخش سمیت ژنتیکی نانو کپسول سنجد دو 

 تن اختصاص داشت.تن و درونروش برون
ن بر تلعه برونهای این تحقیق اگرچه مطابر اساس یافته

رقت مختلف از نانو کپسول سنجد، هر گونه اثر  6روی 
زایی آن را نفی نموده و دلالت بر ایمنی این ترکیب جهش

موتاژنیک داشت و اگرچه نمایش واضح اثرات آنتی
نانوکپسول سنجد در مواجهه مستقیم با سدیم آزاید به عنوان 

تری بر یک ترکیب موتاژن کارسینوژن قطعی، تأکید جدی
موتاژنیک از این گیاه داشت و این موضوع در پتانسیل آنتی
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[ بود، لیکن تضاد نتایج ایمنی نانو 13تأیید مطالعات اخیر ]
های روی آسیب تن با تأکید برکپسول سنجد در مدل درون

های تواند جنبهسیتوژنتیک به روش میکرونوکلئوس، می
 کاریرهایجدیدی را درخصوص احتمال سمیت ژنتیکی نانو
أثر تواند متمحتوی عصاره سنجد مطرح نماید که این پدیده می

 از فرایند متابولیکی و یا بدون ارتباط با آن باشد.
خصوص روش مناسب جهت ارزیابی سمیت ژنتیکی  در

های زیادی وجود دارد. یک مقاله مروری نانو مواد چالش
ها با راخیر به تضاد موجود در نتایج سمیت ژنتیکی نانو کاری

حاضر در  .[24های مطالعاتی مختلف اشاره کرده است ]روش
جهت تعیین سمیت ژنتیکی یک نانو ماده  متعددیهای روش

 و میکرونوکلئوس آزمون کامت، ایمز، آزمون آزمون از جمله
بکار گرفته شده است اما  کروموزومی هایناهنجاری بررسی

همه موارد با ها برروی یک ماده واحد در نتایج این آزمون
یکدیگر از تطابق لازم برخوردار نیست که نمونه آن در مطالعه 

مطالعه معتبر  45. این مقاله مروری، نتایج حاضر نیز دیده شد
 تن وهای برونبر روی سمیت ژنتیکی نانو ذرات با روش

، روش (Comet Assay) تن از جمله روش کامتدرون
هیدروکسی  8دیابی ، رH2Axایمز، ردیابی هیستون فسفریله 

های و تبادل کروموزوم (OHdG-8) دزوکسی گوانوزین 2
را مطرح کرده است که همه آنها از  (SCE) خواهری

های جهانی های معتبر و قابل اعتمادی در پروتوکلروش
ها نتوانستند ابهام لازم امارزیابی سمیت نانو ذرات بوده اند

ایند مرتفع نم درخصوص سمیت ژنتیکی احتمالی نانوذرات را
به اثرات موتاژنیک  2015در یک مطالعه در سال . ما نیز [15]

موتاژنیک نانو نقره با تمرکز بر خواص فیزیکوشیمیایی و آنتی
سویه مختلف سالمونلا تایفی  4آن پرداختیم و با استفاده از 

موتاژنیک نانو روش ایمز، اثرات احتمالی آنتی به موریوم
 م. اگرچه نتایج این مطالعه توانست برایسیلور را مقایسه کردی

های خارج بدنی و برای مصرف نانوسیلور جهت کاربرد
ترکیباتی که برای سطوح و مصارف خارجی در نظر گرفته 

کننده باشد اما نتوانست برای سمیت ژنتیکی اند، قانعشده
احتمالی ترکیباتی با مصارف سیستمیک و کاندیدای تجویز 

های بیولوژیک فردی از جمله ض پاسخخوراکی، که در معر
 گیرند، کافی باشد. نکته جالب توجه در اینمتابولیسم قرار می

 بر ایمز آزمون با گرفته صورت مطالعات برخی از دراست که 
 شده گزارش منفی زاییجهش نتایج نانوذرات،انواع  روی
 نانوذرات از زیادی تعداد سمیت ژنتیکی نتایجاما  است

 رده روی بر هاسایرآزمون در ایمز، آزمون با شده بررسی
 آزمون مانندتن برون محیط در پستانداران سلولی

های ناهنجاریو  کامت آزمون ،تنبرون میکرونوکلئوس
 گزارش مثبت تندرون مطالعات در همچنین وکروموزومی 

، با این وجود، این تناقض بین سمیت ژنتیکی نانو است شده
های معتبر سمیت ژنتیکی و سایر آزمونذرات در آزمون ایمز 
خورد و در بسیاری از مقالات جدید همیشه به چشم نمی

همچنان به اعتبار و جایگاه این آزمون حتی درخصوص 
 .[25سمیت نانو ذرات فلزی )نانوذره طلا( استناد شده است ]

های جالب و ارزشمند در استفاده از یکی دیگر از جنبه
، ان کاریر پیشنهادی ترکیبات فلاونوئیدیها به عنونانو کپسول

در مطالعه  .[26حذف اثرات سمیت ژنتیکی آنها بوده است ]
 3NaN نانوکپسول سنجد در مقابل ماده موتاژنحاضر 

از خود نشان داد و دیده شد که  کموتاژنیسیخاصیت آنتی
هایی که در آنها نانوکپسول سنجد با غلظتتعدادی از پلیت
های کلونی ، دارای تعدادنداستفاده شده بودهای مشخص 

های کنترل مثبت مربوط برگشت یافته کمتری نسبت به پلیت
کس به کمپلاین  به عبارت دیگر،. بودندبه هر سویه باکتری 

اد شده توسط ماده موتاژن جزایی ایاز جهش خوبی توانست
3NaN  .بر اساس مطالعه حاضر، جلوگیری به عمل آورد

موتاژنیسیته مشاهده شده از نانوکپسول سنجد خاصیت آنتی
های مختلف از این ماده و غلظت بودغلظت  /وابسته به دوز

شان ن رادر برابر میزان یکسان از ماده موتاژن قدرت متفاوتی 
ر دنانو کپسول سنجد موتاژنیسیته آنتی واصخدادند که البته 
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 بهنسبت  TA98های اثر بیشتری روی سویه برابرهای غلظت
TA100  های برگشت یافته کمترین تعداد کلونینشان داد و

نانوکپسول سنجد،  mg/ml 75/0در هنگام استفاده از غلظت 
. ودببرای هر دو سویه به کار برده شده سالمونلاتیفی موریوم 

 TA98ها در حداکثر غلظت مصرفی، در سویه تعداد کلونی
ده استفا کمتر بود، بدین صورت که هنگام TA100از سویه 

کلونی برگشت یافته  2نمونه فقط  mg/ml 75/0از غلظت 
دیده شد و برای سویه  TA98در پلیت مربوط به سویه 

TA100  کلونی برگشت یافته مشاهده  10به طور میانگین
 موتاژنیکبا این استدلال ضرورت دارد تا اثرات آنتیشد. 

قایسه م نانویی نیز با شکل نانویی آنعصاره سنجد در فرم غیر
شود تا بتوان به نقش این فرایند در بروز اثرات مشهود 

نکته مهم  موتاژنیک با توجه به مطالعات اخیر پی برد.آنتی
های میکروزومال دیگر در این خصوص عدم وجود آنزیم

تواند بر وجود یا عدم است که می (S9 Fraction)کبدی 
های موتاژنیک در فقدان آنزیموجود اثرات موتاژنیک یا آنتی

تواند الزامی گذاری کند و این پاسخ نمیمیکروزومال صحه
تن باشد. در مطالعه اوکمن و برای تکرار نتیجه در مدل درون

موتاژنیک عصاره نیز اثرات آنتی 2013همکاران در سال 
و  100TAروی سویه  نجد در برابر سدیم آزاید برمتانولی س

بود که با نتایج حاضر عیناً مطابقت   S9صرفاً بدون استفاده از
 .[27دارد ]

با توجه به آنچه در بخش اول مطالعه به عنوان اثرات 
موتاژنیک نانو کپسول سنجد مشاهده شد دور از ذهن آنتی

ده نیز رخ ش نیست که این اثر پوشش دهنده در مطالعه حاضر
باشد لیکن با توجه به طول مدت تجویز خوراکی نانوکپسول 

روز( و دوز قابل توجه آن به عنوان یک  45سنجد به موش )
رسد این نتیجه نانو ذره )هزار میکروگرم در روز( به نظر می

تر، قابل بازنگری باشد های کوتاهبا دوزهای کمتر و در زمان
های درون تن ارزیابی سمیت وشو یا اینکه با یکی دیگر از ر

نتایج منفی  به هرصورت. [28ژنتیکی مورد تأیید قرار گیرد ]

به تنهایی و با  آزمون ایمز درزایی نانوکپسول سنجد جهش
در آزمون میکرونوکلئوس که  های سیتوژنتیکوجود ارزیابی

انجام  موش های استخراج شده از طحالبر روی لنفوسیت
های دار میکرونوکلئوس، پلافزایش معنی وشد 

ای در هر دو گروه نر و ماده های هستهنوکلئوپلاسمی و جوانه
ای و تأیید نمود مانعی جدی جهت پیشبرد فاز توسعه

 سازی فراورده حاصل در شکل فعلی خواهد بود.تجاری
 

 گیرینتیجه. 5
 موتاژنیک وابسته به دوزرغم مشاهده اثرات آنتیعلی

ظت مورد استفاده از نانوکپسول سنجد هر شش غل حاصل از
و انطابق این نتیجه با  TA100و  TA98در هر دو سویه 

آزمون  هایبا یافته نتایج مطالعات دیگران، تضاد
های استخراج شده از میکرونوکلئوس که بر روی لنفوسیت

جهت ادامه مطالعات  مانعی جدیانجام شد  Ratطحال 
خواهد بود چراکه این ای محصول در وضعیت فعلی توسعه

یت های سمی با خاصتواند ناشی از تولید متابولیتتضاد می
زایی در محیط درون تن ناشی از نانوکپسول یا نانو جهش

شناسی کاریرهای موجود در آن باشد. تکمیل مطالعات سم
درون تن حاضر با دوزهای روزانه کمتری ازکپسول نانو 

تن و یا با مدل درون سنجد، به آزمون گذاشتن آن در همین
استفاده از سایر روش ارزیابی سمیت ژنتیکی جهت تعیین 

 No) های سمی و آستانه ایمنی این فرآورده گیاهیپاسخ

Observed Adverse Effect Level/NOAEL ) ضروری
 رسد.به نظر می

 

 مشارکت نویسندگان
آوری نمونه، جمع عنوان محقق اصلی،ه ب زمانیدکتر نگار 

مطالعات آزمایشگاهی و نگارش درفت اولیه مقاله را کلیه 
 اند.دار بودهعهده
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عنوان استاد راهنمای دوم پایانه ب دکتر معصومه حشمتی
نظارت بر کلیه مراحل آزمایشگاهی و آنالیز اولیه داده ها  نامه

 اند. دار بودهرا عهده
ل عنوان استاد راهنمای اوه سپیده اربابی بیدگلی بدکتر 

 ها،روش کار، آنالیز داده نامه طراحی موضوع  وپایان
 اند. دار بودهویرایش مقاله را عهده بازنویسی و

 
 تضاد منافع

نویسندگان این مقاله تعارض منافع در انجام مطالعه 
 ندارند.

 تقدیر و تشکر
 ای داروسازینامه دکتری حرفهاین مقاله حاصل انجام پایان

از هزینه آن توسط واحد  خانم نگار زمانی است که بخشی
علوم دارویی دانشگاه آزاد اسلامی تأمین شده است. 
فرمولاسیون و مطالعات برروی نمونه اولیه نانوکپسول مورد 

نامه کارشناسی ارشد استفاده در این مطالعه نیز حاصل پایان
خانم صدیقه نیکنام است که با راهنمایی جناب آقای دکتر اکبر 
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ARTICLE INFO  ABSTRACT 

Keywords: 

Ames 
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Nanocapsule of Elaeagnus 

angustifolia L. 

 Background: Although initial studies on Elaeagnus Angustifolia L. Fruit Extract 

(Senjed) Nanocapsule showed its efficacy in osteoporosis in rat model as well as its 

significant role in elevating the serum calcium levels, there is no study on its possible 

genotixic potentials which is necessary for developing all nanopharmaceuticals. 

Objective: This study aimed to evaluate the genotoxicity of Senjed nanocapsule using 

Ames and Micronucleus tests as two necessary steps for developing it as a new 

nanopharmaceutical. Methods: Salmonella typhimurium TA100 and TA98 strains 

were used for Mutagenicity and antimutagenicity assays by counting the number of 

colonies in the sample plates, negative and positive control plates. Micronucleus 

(MN) test was performed in male and female rats after oral administration of 1000 

µg/kg/day of senjed nanocapsule and lymphocyte separation from the spleen of 

animals. Results: Observations from Ames test didn't indicate any mutagenic effect 

for this nanocapsule, moreover the anti-mutagenicity of the extract in both strains of 

salmonella typhimurium (P<0.001) showed a concentration dependent antimutagenic 

properties of this nanocapsule in the presence of sodium Azide but in vivo 

micronucleus test showed a significant increase in the number of MN, Nucleoplasmic 

Bridges (NPB) and Nuclear Bud formation (NBUD) compared to the control group 

in both genders (P<0.001). Conclusion: Based of the possible clinical values of this 

future nanopharmaceutical, it seems necessary to continue its in vivo genotoxicity 

assessments in lower doses after revising the composition of nanocarriers and before 

starting any clinical evaluation. 
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