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 Background and Aim Among nano-pharmaceutical materials, nanoemulsions are an important tool in 
the field of nanotechnology. They have been designed for clinical and therapeutic applications. Since the 
therapeutic efficacy of cancer is measured by the ability of the drug to reduce and eliminate tumors with-
out damaging healthy tissues, nanoemulsions can be useful as a targeted drug carrier. Therefore, we are 
going to study the antioxidant and anticancer effects of nanoemulsions prepared using dill essential oil.
Methods and Materials Evaluate the antioxidant properties, we used DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 
and ABTS (2,2'-azino-bis[3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid]) tests. We also applied MTT assay for 
the evaluation of induced cytotoxicity in liver hepatocellular carcinoma cells and normal human umbilical 
vein endothelial cells.
Ethical Considerations The Research Ethics Committee of Islamic Azad University (Mashhad Branch) ap-
proved this study (Code: IR.IAU.MSHD.REC.1398.027).
Results Nanoemulsions prepared using dill essential oil has a good potential for inhibiting DPPH (IC50=500 
μg/mL) and ABTS (IC50=420 μg/mL) radicals. Nanoemulsions also caused a little toxicity to both cell lines. 
Nanoemulsions reduced cell viability in a dose-dependent manner and the cytotoxicity induced to cancer 
cells was higher than normal cells. 
Conclusion The present study indicates that nanoemulsions prepared by dill essential oil will have the 
potential to become a therapeutic strategy for diseases caused by oxidative stress.
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Extended Abstract

1. Introduction

esearchers have shown interest in us-
ing nanotechnology for the treatment of 
cancer in recent years. This technology 
presents unique ways to predict, prevent, 
or treat cancer at an early stage [1]. Since 

R
nanoparticles are 100 to 1000 times smaller than cancer 
cells, they can interact with tumor-specific proteins at the 
surface or within cancer cells and act as carriers of drug 
delivery into these cells [2]. As the efficacy of cancer treat-
ment depends on the drug's potential to reduce and elimi-
nate tumors without damaging healthy tissue, nanoemul-
sion as a targeted drug carrier can be useful in this area [8]. 
The anticancer properties of medicinal plants to inhibit can-
cer progression and induce apoptosis in cancer cells have 
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been extensively investigated in many studies [16]. One of 
the medicinal plants is Anethum graveolens L. (dill), which 
has anticancer potential, and its effects have been reported 
in the treatment of cancers, including liver and cervical can-
cers [13]. This study aims to assess the antioxidant effects 
of nanoemulsion synthesized by the essential oil of dill and 
evaluate its cytotoxicity on HepG2 cell line in vitro.

2. Materials and Methods

Stable nanoemulsion derived from the dill essential oil 
was prepared using ultrasonic waves at 200 W for 30 min. 
Liver cancer cell lines (HepG2) and human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs) were cultured in 96-well plates 
in sterile conditions and kept in the incubator at 37°C, 5% 
CO2, and 95% humidity. The plates with a cell count of 
about 5000 per well were used to evaluate the toxicity of 
the drugs. This evaluation was performed using the MTT 
assay [17]. To evaluate the antioxidant activities of nano-
emulsions, we ran two tests of DPPH (1,1-diphenyl-2-pic-
rylhydrazyl) and ABTS (2,2-azino-bis[3-ethylbenzothia-
zoline-6-sulfonic acid]) [18]. The viability of treated cells 
and the antioxidant activity of plant-derived nanoemulsion 
were analyzed in SPSS V. 22 by using one-way Analysis 
of Variance (ANOVA) and the Least Significant Difference 
(LSD) methods.

3. Results

The plant-derived nanoemulsion had a toxic effect on 
both cell lines, and this effect was dose-dependent. In other 
words, with increasing concentrations of this substance, 
the survival of both cell lines decreased but its impact on 
HepG2 was more significant than on HUVEC. Evaluation 
of the antioxidant effect of nanoemulsion using DPPH and 

ABTS tests showed that it had antioxidant activity, and its 
antioxidant activity increased by increasing its concentra-
tion. DPPH test results reported that about 500 μg/mL of 
nanoemulsion derived from dill plant could remove 50% 
of free radicals (Figure 1). ABTS test results indicated that 
420 μg/mL of nanoemulsion could eliminate 50% of re-
leased free radicals in the environment (Figure 2).

4. Discussion

The results of this study showed that by increasing the 
concentration of nanoemulsion synthesized from dill essen-
tial oil, the percentage of free radicals inhibition increased. 
In other words, the antioxidant property of this substance is 
dose-dependent. The results of MTT assay on HepG2 and 
normal HUVEC cell lines showed that this substance had 
toxic effects on both cancerous and healthy cells but had 
a more poisonous effect on HepG2 than on HUVEC. The 
toxic effects of prepared nanoemulsion on the cells were 
dose-dependent; as its dose increases, its toxic effects also 
increase, and cell viability decreases.

Recently, new nanotechnology-based treatment strat-
egies have emerged as an alternative to chemotherapy. 
Among different types of nanoproducts, nanoemulsions 
have several advantages for the delivery of anticancer 
drugs, which can increase the intracellular concentration 
of the drugs and thereby reducing the cytotoxicity of 
chemotherapy [21]. Various studies have shown that dill 
has multiple compounds such as carvone, limonene, and 
phellandrene, and its antioxidant and cytotoxic proper-
ties can be attributed to them [22].

In our study, dill essential oil-based nanoemulsion had po-
tent antioxidant activity. This property indicates the poten-
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ABTSFigure 1. DPPH test results in evaluating the antioxidant ac-
tivity of dill essential oil-based nanoemulsion. In this test, glu-
tathione was used as a standard. 

**Significant at P<0.001
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Figure 2. ABTS test results of evaluating the antioxidant ac-
tivity of dill essential oil-based nanoemulsion. In this test, glu-
tathione was used as a standard. 
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tial of this nanoemulsion to become a therapeutic strategy 
for future diseases caused by oxidative stress and cancer. 
It is recommended to evaluate effective toxicity on other 
cancer cell lines.
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زمینه و هدف از بین نانو داروهای تولید شده، نانوامولسیون یک ابزار مهم درعرصه فناوری نانو است که جهت کاربرد بالینی و درمانی طراحی 
شده است. از آنجا که اثربخشی درمانی سرطان از طریق توانایی دارو برای کاهش و ازبین بردن تومور ها بدون آسیب رساندن به بافت سالم 
اندازه گیری می شود، نانوامولسیون به عنوان حامل دارویی هدفمند در این زمینه می تواند مفید واقع شود. بنابراین در این پژوهش اثرات 

آنتی اکسیدانی و ضد سرطان نانوامولسیون تولید شده توسط اسانس گیاه شوید بررسی شده است.

مواد و روش ها جهت سنجش ویژگی های آنتی اکسیدانی از آزمون های DPPH )1،1- دیفنیل-2- پیكریل- هیدرازیل( و ABTS )2،2-آزینو 
بیس )3-اتیل بنزوتیازولین 6- سولفونیك اسید(( استفاده شد و جهت ارزیابی سمیت سلولی القا شده به سلول های سرطانی کبد 

)HepG2( و سلول های نرمال اندوتلیال سیاهرگ بند ناف انسان آزمون MTT به کار گرفته شد. 

ملاحظات اخلاقی تمامی آزمایش های این تحقیق با رعایت موازین اخلاقی و طبق تأیید کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه آزاد اسلامی 
واحد مشهد با شناسه مصوبه IR.IAU.MSHD.REC.1398.027 انجام گرفت.

مهار  برای  خوبی  پتانسیل  دارای  شوید  گیاه  اسانس  توسط  تولید شده  نانوامولسیون  داد  نشان  مطالعه  این  یافته های  یافته ها 
رادیكال های IC50=500 µg/ml( DPPH( و ABTS (IC50=420 µg/ml)است. همچنین نتایج حاصل از آزمون MTT روی رده 
سرطانی HepG2 و رده نرمال HUVEC نشان داد میزان بقای سلول ها در غلظت 50 میكروگرم بر میلی لیتر به ترتیب 21/73 
و 77/86 میكروگرم بر میلی لیتر است. نانوامولسیون بقای سلول ها را به صورت وابسته به دُز کاهش داد؛ سمیت اعمال شده بر 

سلول های سرطانی از سلول های نرمال بیشتر بود. 

نتیجه گیری مطالعه حاضر نشانگر پتانسیل تبدیل شدن نانوامولسیون سنتز شده توسط اسانس گیاه شوید به یک استراتژی درمانی برای 
بیماری های ناشی از استرس اکسیداتیو در آینده است.

کلیدواژه ها: 
نانوامولسیون،گیاه

شوید،آنتیاکسیدان،
ضدسرطان

اطلاعاتمقاله:
تاریخدریافت: 20 خرداد 1398

تاریخپذیرش:02 شهریور 1398
تاریخانتشار:09 مهر 1398

مقدمه

استفاده از فناوری نانو برای درمان سرطان، در سال های اخیر توجه 
زیادی را به خود جلب کرده است. این فناوری می تواند روش های 
منحصربه فردی را برای پیش بینی، پیشگیری و درمان اولیه سرطان 

ارائه کند ]1[.

از آنجایی که نانو ذرات 100 تا 1000 برابر کوچک تر از سلول های 
سرطانی هستند، می توانند به راحتی از طریق رگ های خونی انتقال 
یابند و با پروتئین های اختصاصی تومور در سطح و نیز در داخل 
آن ها  از  استفاده  بنابراین  کنند.  برقرار  ارتباط  سلول های سرطانی 

به عنوان ناقلین تحویل دارو به سلول های سرطانی، توجه زیادی 
را به خود جلب کرده است ]2[. داروهای کپسوله شده در نانو ذرات 
هدفمند، پتانسیل بهبود کارایی و ایمنی داروهای موجود را دارند. 
همچنین در حال حاضر نانو حامل های چندمنظوره برای کمک به 
پرتودرمانی و شیمی درمانی ظهور پیداکرده اند ]3[. از بین نانو داروهای 
تولیدشده، نانوامولسیون یک ابزار مهم در این عرصه است که به  
منظور کاربرد بالینی و درمانی طراحی شده است ]4[. نانوامولسیون 
از دو مایع ناهمگن  درواقع یک سیستم ذرات کلوئیدی است که 
مانند مخلوط آب و روغن تشكیل می شود ]5[. نانوامولسیون ها تحت 
عنوان میكروامولسیون یا امولسیون بسیار ریز نیز شناخته می شوند و 

اندازه ای بین 20 تا 200 نانومتر دارند ]6[. 

1-گروهزیستشناسی،دانشکدهعلومپایه،واحدمشهد،دانشگاهآزاداسلامی،مشهد،ایران.
2-گروهشیمی،دانشکدهعلومپایه،واحدمشهد،دانشگاهآزاداسلامی،مشهد،ایران.

بررسی خصوصیات آنتی اکسیدانی و ضدسرطانی نانوامولسیون سنتزشده توسط اسانس گیاه شوید

، توران اردلان2  ، *مسعود همایونی تبریزی1  هاله سادات توکل افشاری1 

https://orcid.org/0000-0002-2514-4268
https://orcid.org/0000-0002-2514-4268
https://orcid.org/0000-0003-1707-0948
https://orcid.org/0000-0003-1707-0948
https://orcid.org/0000-0002-2724-3534	
https://orcid.org/0000-0002-2724-3534	
https://orcid.org/0000-0002-6901-5580
https://orcid.org/0000-0002-6901-5580
https://orcid.org/0000-0001-9792-3554
https://orcid.org/0000-0002-5078-9973
https://orcid.org/0000-0001-6998-8756


44

مهر و آبان 1398. دوره 22. شماره 4

در برخی مطالعات نشان داده  شده است نانوامولسیون ها مزایای 
بسیاری نسبت به امولسیون های معمولی دارند، از جمله این مزایا 
می توان به شفافیت نوری، پایداری جنبشی بالا و افزایش قابلیت 
نانو مواد  بین  در  بسیار  تحقیقات  از  پس   .]7[ کرد  اشاره  زیستی 
مختلف، نانوامولسیون به عنوان سیستم تحویل دارویی مناسب برای 
داروهای سمیت لیپوفیلی پیش بینی شده است و می تواند به طور 

مؤثری جایگزین شیمی درمانی باشد. 

ویژگی های مناسب نانو امولسیون شامل سازگاری با محیط زیست 
و قابل تجزیه زیستی بودن، سطح بزرگ، سهولت آماده سازی و ثبات 
ترمودینامیک است ]4[. از آنجا که میزان اثربخشی درمان سرطان به 
پتانسیل دارو برای کاهش و از بین بردن تومورها بدون آسیب رساندن 
نانوامولسیون به عنوان حامل دارویی  به بافت سالم بستگی دارد، 
هدفمند در این زمینه می تواند مفید واقع شود ]8[. همان طور که 
پیش تر نیز اشاره شد، درباره نانوامولسیون ها برای درمان بیماری هایی 

مانند سرطان و HIV مطالعه شده است ]10 ،9[. 

یک استراتژی امیدوارکننده برای درمان سرطان، تحویل داروهای 
شیمی درمانی با حامل دارویی هدفمند به بافت تومور است که با 
راستا  این  در  و  )IA( عرضه می شود  وریدی داخل شكمی  تزریق 
 .]11،  12[ شود  واقع  مفید  می تواند  نانوامولسیون ها  از  استفاده 
مطالعات نشان است گیاه دارویی شوید دارای پتانسیل ضدسرطانی 
است و اثرات مفید آن در درمان سرطان هایی از جمله کبد و دهانه 
رحم گزارش شده است ]13[. انتوفوران، ترکیب فعال و جداشده از 
روغن دانه گیاه شوید، دارای اثرات ضدسرطانی قابل توجهی در برابر 

انواع مختلف سرطان است ]14[. 

در ایران از این گیاه به عنوان دارویی برای هیپولیپیدمی استفاده 
می شود. به علاوه این گیاه دارای اثرات آنتی اکسیدانی است و 
دانه های   .]15[ دارد  آزاد  رادیكال های  مهار  در  خوبی  عملكرد 
گیاه شوید به طور گسترده در طب سنتی برای درمان یرقان 
و بیماری های کبدی استفاده می شوند ]14[. امروزه روش های 
موجود برای درمان سرطان کبد کافی نیست و از نظر اقتصادی 
هزینه های بسیار زیادی را به بیماران تحمیل می کند. در مقابل 
ترکیبات حاصل از گیاهان مقرون به صرفه و در دسترس و کارایی 
آن ها موردتوجه پژوهشگران قرار گرفته است. حدود 65 درصد 
بیماران مبتلا به سرطان کبد از درمان گیاهی بدون هیچ گونه 

اثرات مخرب جانبی بهره مند شده اند ]14[.

از  جلوگیری  منظور  به  دارویی  گیاهان  ضد سرطان  خواص 
پیشرفت سرطان و القا آپوپتوز در سلول های سرطانی در تحقیقات 
بسیاری بررسی شده است ]16[. هدف از این پژوهش بررسی اثرات 
آنتی اکسیدانی نانوامولسیون سنتزشده توسط اسانس گیاه شوید و 
 in در محیط HepG2 همچنین ارزیابی سمیت سلولی آن روی رده

vitro است.

مواد و روش ها

تهیه نانوامولسیون

دارو  از شرکت طبیب  اسانس شوید  نانوامولسیون،  تهیه  جهت 
سیگما  شرکت  از   80 توئین  و   20 توئین  شد،  خریداری  کاشان 
خریداری شد و به  عنوان امولسیون فایر استفاده شد. همچنین اتیلن 
گلیكول به  عنوان حلال کمكی از شرکت مرک تهیه شد. برای تهیه 
نانوامولسیون پایدار از امولسیون فایر و اسانس، از امواج ماورای صوت 

با قدرت 200 وات به مدت 30 دقیقه استفاده شد.

کشت سلول

رده های سلولی سرطان کبد )HepG2( و اندوتلیال سیاهرگ بند 
ناف انسان )HUVEC( از پژوهشكده بوعلی مشهد خریداری شد. به 
GIB-( DMEM از محیط کشت HepG2   منظور کشت سلول های

 RPMI از محیط کشت HUVEC و برای کشت سلول های )CO, USA
)GIBCO, USA( استفاده شد. جهت فراهم کردن محیط کشت کامل 
DMEM و RPMI 90 میلی لیتر، 10 میلی لیتر سرم جنینی گاوی 
GIB-( و یک میلی لیتر پنی سیلین / استرپتومایسین )GIBCO, USA(

CO, USA( مخلوط شدند. سپس هر دو رده ی سلولی در انكوباتور 
و دمای 37 درجه سیلسیوس، 5 درصد CO2 و رطوبت 95 درصد 

نگهداری شدند.

MTT آزمون

آزمون MTT )3- ]4و5- دی متیل تیازول- 2- ئیل[ -2-5- دیفنیل 
تترازولیوم برومید( بر اساس تبدیل MTT به بلورهای فورمازان توسط 
سلول های زنده است که فعالیت های میتوکندری را تعیین می کند. 
از آنجا که برای اکثر جمعیت های سلولی، فعالیت میتوکندریایی تام 
با تعداد سلول های زنده مرتبط است، این آزمایش به طور گسترده ای 
یا  سلولی  رده های  روی  داروها  سمیت  اثرات  اندازه گیری  برای 

سلول های اولیه بیمار استفاده می شود ]17[.

در این روش سمیت نانوامولسیون به منظور مقایسه تأثیر آن بر 
سلول های سرطانی و نرمال بر رده سلولی سرطان کبد )HepG2( و 
سلول های اندوتلیال سیاهرگ بند ناف انسان )HUVEC( بررسی شد. 
به این منظور از پلیت های 96 خانه ای استفاده شد و در هر چاهک آن 
حدود 5000 سلول کشت داده شد. شمارش سلول ها با استفاده از 
رنگ تریپان بلو و لام هموسایتومتر انجام شد. پس از کشت، پلیت را 
انكوبه شد و بعد از گذشت 24 ساعت محیط جدید شامل غلظت های 
مختلف نانوامولسیون اضافه و انكوباسیون مجدد در زمان 48 ساعت 
انجام شد. آزمایش برای هرغلظت از نانوامولسیون با سه بار تكرار انجام 
شد. در مرحله بعد پس از خارج کردن پلیت ها از انكوباتور و تخلیه 
محیط رویی، 20 میكرولیتر محلول MTT درون هر چاهک افزوده 
شد و پلیت ها چهار ساعت تحت انكوباسیون در دمای 37 درجه 
قرار گرفتند. در مرحله بعد محیط کشت و MTT خارج شد و 100 
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میكرولیتر DMSO به هریک از چاهک ها اضافه شد. DMSO سبب 
تغییر رنگ کریستال های فورمازان تولید شده به محلول بنفش رنگی 
 ELISA plate reader شد و شدت رنگ ایجاد شده به وسیله دستگاه
درطول موج 570 نانومتر ارزیابی شد. نهایتاً میزان بقای سلول ها در 

هر غلظت به وسیله فرمول شماره 1 محاسبه  شد.

.1

=درصد بقا ×100
میانگین جذب نوری خانه های هر غلظت

میانگین جذب نوری خانه های کنترل

در در فرمول شماره 1 کنترل نشانگر میزان جذب نوری فورمازان 
ایجاد شده در شاهد منفی است. درنهایت با رسم یک منحنی دوبعدی 
درصد بقای سلول ها در مقابل غلظت نانوامولسیون مشخص می شود 
درصد  که 50  )غلظیتی   IC50 محاسبه  برای  منحنی  این  از  که 

سلول ها سالم و 50 درصد سلول ها مرده اند( استفاده می شود.

ارزیابی ویژگی های آنتی اکسیدان

روش های بی شماری برای ارزیابی فعالیت های آنتی اکسیدانی 
ترکیبات طبیعی در غذاها یا سیستم های زیستی وجود دارند. دو 
رادیكالی که به طور معمول جهت سنجش اثرات آنتی اکسیدانی 
 DPPH به صورت آزمایشگاهی استفاده می شوند، تحت عنوان
)1،1- دیفنیل-2- پیكریل- هیدرازیل( و ABTS )2،2-آزینو بیس 
اسید(( شناخته می شوند.  بنزوتیازولین 6- سولفونیك  )3-اتیل 
روش ABTS انعطاف پذیری بالایی دارد و می توان این روش را 
 pH که به DPPH های مختلف استفاده کرد )بر خلاف pH در
 DPPH نسبت به ABTS اسیدی حساس است(. مزیت دیگر روش
این است که ABTS در محلول بافر آبی به سرعت واکنش می دهد 
در حالی که DPPH به آهستگی با نمونه ها وارد واکنش می شود. 
آنتی اکسیدانی  فعالیت های  ارزیابی  منظور  به  پژوهش  این  در 
نانوامولسیون تولید شده توسط اسانس گیاه شوید از هر دو آزمون 

DPPH و ABTS استفاده شد ]18[.

DPPH آزمون

روش  نوعی  هیدرازیل(،  پیكریل-  دیفنیل-2-   -1،1(  DPPH
سنجش خاصیت آنتی اکسیدانی بر مبنای انتقال الكترون است که 
در آن محلولی بنفش رنگ در اتانول تولید می شود و در طول موج 
517 نانومتر حداکثر جذب را دارد. این رادیكال که در دمای اتاق 
پایدار است در حضور یک مولكول آنتی اکسیدان کاهش می یابد و 
باعث ایجاد محلول اتانول بی رنگ و کاهش جذب در طول موج 517 

نانومتر می شود ]19[.

 Sigma-Aldrich, از شرکت DPPH جهت انجام این آزمون پودر
USA تهیه شد. ابتدا محلول DPPH 0/1 میلی مولار در اتانول 95 
درصد آماده شد و در مرحله بعد با نسبت مساوی با نانوامولسیون 
سنتز شده توسط اسانس گیاه شوید و ترکیب آنتی اکسیدان استاندارد 

مدنظر تحت عنوان گلوتاتیون احیا1مخلوط شد. پس از 30 دقیقه، 
منظور  به  نانومتر خوانده شد.  نمونه ها در طول موج 517  جذب 
محاسبه غلظت لازم جهت مهار50 درصد فعالیت آنتی اکسیدانی 
)IC50( برای نانوامولسیون و گلوتاتیون احیا )GSH(، آزمایش در شش 
غلظت مختلف )31/25، 62/5، 125، 250، 500 و 1000 میكروگرم 
بر میلی لیتر( ازاین دو ماده انجام شد. هر آزمایش در سه تكرار انجام 
شد و از مقادیر میانگین حاصل جهت محاسبات استفاده شد. درصد 

مهار رادیكال DPPH به وسیله فرمول شماره 2 به دست آمد:

.2

 DPPH درصد فعالیت رادیكال زدایی= (A0 – A1 / A0) × 100

A0=جذب شاهد )محلول آماده DPPH و به جای نانو امولسیون 

آب مقطر(

A1=جذب نمونه )محلول آماده ABTS و نانوامولسیون(

ABTS آزمون

 -6 بنزوتیازولین  )3-اتیل  بیس  )2،2-آزینو   ABTS رادیكال 
سولفونیك اسید(( به وسیله اکسیداسیون ABTS توسط پتاسیم پر 
سولفات ایجاد می شود و در حضور ترکیبات آنتی اکسیدان کاهش 
Sig- از شرکت ABTS 20[. به منظور انجام این آزمون پودر[  می یابد

ma-Aldrich, USA تهیه شد. جهت آماده سازی محلول رادیكال 
ABTS، ابتدا ABTS هفت میلی مولار )ml 2( و پتاسیم پرسولفات 
2/45 میلی مولار )ml 1( جهت اکسیداسیون ABTS توسط پتاسیم 
پرسولفات با یكدیگر مخلوط شدند و سپس محلول حاصل به مدت 
16 ساعت در تاریكی و دمای 25 درجه سیلسیوس قرار داده شد. 
در مرحله بعد محلول رادیكالی رقیق شد و با نسبت یک به یک با 
آنتی اکسیدان  عنوان  به   )GSH( احیا  گلوتاتیون  و  نانوامولسیون 
استاندارد در غلظت های مختلف )31/25، 62/5، 125، 250، 500 
درجه  دمای 37  در  و  مخلوط  میلی لیتر(  بر  میكروگرم  و 1000 
سیلسیوس در تاریكی انكوبه شد. پس از گذشت یک ساعت، جذب 
آن ها در طول موج 734 نانومتر سنجیده شد. جهت به دست آوردن 
IC50 آزمایش در شش غلظت مختلف از نانوامولسیون وگلوتاتیون 

احیا )GSH( انجام شد. هر آزمایش در سه تكرار انجام شد و مقادیر 
میانگین حاصل برای محاسبات به کار رفت. درصد مهار رادیكال 

ABTS به وسیله فرمول شماره 3 محاسبه شد:

.3

ABTS درصد فعالیت رادیكال زدایی=(A0 – A1/A0) × 100

نانوامولسیون  A0=جذب شاهد )محلول آماده ABTS و به جای 

آب مقطر(

A1=جذب نمونه )محلول آماده ABTS و نانوامولسیون(

1. Glutathione (GSH)
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آنالیز آماری

خاصیت  و  تیمار شده  سلول های  بقای  میزان  ارزیابی  جهت 
آنتی اکسیدانی نانوامولسیون اسانس گیاه شوید از نسخه 22 نرم افزار 
SPSS استفاده شد. تحلیل واریانس یک طرفه2 و مقایسه میانگین ها 

با روش3LSD انجام شد.

یافته ها

سنجش سمیت سلولی القا شده توسط نانوامولسیون سنتزشده با 
استفاده از اسانس گیاه شوید بر سلول های رده های سلولی سرطان 

کبدو اندوتلیال سیاهرگ بند ناف انسان

نانوامولسیون  سلولی  سمیت  نشان دهنده   1 شماره  تصویر 
سنتزشده توسط اسانس گیاه شوید علیه سلول های سرطان کبد 
HU-( و سلول های اندوتلیال سیاهرگ بند ناف انسان )HepG2(

VEC( است. همان طور که ملاحظه می شود، نانوامولسیون بر هر دو 
رده سلولی سمیت کمی را اعمال کرده است. میزان بقای هر دو 
رده سلولی در غلظت 50 میكروگرم بر میلی لیتر به طور معنی داری 
کاهش یافته است. سمیت با افزایش غلظت افزایش می یابد، در نتیجه 
نانوامولسیون بقای سلول ها را به صورت وابسته به دُز کاهش می دهد. 
سمیت اعمال شده بر سلول های سرطانی از سلول های نرمال بیشتر 

است.

DPPH سنجش رادیکال زدایی

تصویر شماره 2 نشان دهنده فعالیت نانوامولسیون سنتزشده توسط 
اسانس گیاه شوید در حذف رادیكال های آزاد DPPH در مقایسه 

2. One way ANOVA
3. Least Significant Diffrences

با گلوتاتیون به عنوان کنترل مثبت است. همان طور که ملاحظه 
می شود نانوامولسیون در حذف رادیكال های آزاد DPPH به صورت 
غلظت  افزایش  با  که  طوری  به  می کند؛  عمل  غلظت  به  وابسته 
نانوامولسیون، فعالیت رادیكال زدایی نیز افزایش می یابد. حدود 50 
درصد از رادیكال های آزاد DPPH، در غلظت حدود 500 میكروگرم 
بر میلی لیتر نانوامولسیون مهار شدند )IC50=500 µg/ml(. در غلظت 
نهایی 1000 میكروگرم بر میلی لیتر بیش از 65 درصد رادیكال ها 

حذف شدند.

ABTS سنجش رادیکال زدایی

تصویر شماره 3 فعالیت حذف رادیكال های ABTS نانوامولسیون 
سنتزشده توسط اسانس گیاه شوید را در مقایسه با گلوتاتیون به 
عنوان کنترل مثبت نشان می دهد. همان طور که ملاحظه می شود 
مشابه آزمون پیشین، فعالیت نانوامولسیون در حذف رادیكال های 
ABTS به صورت وابسته به غلظت است و با افزایش غلظت، درصد 
بیشتری از رادیكال ها توسط نانوامولسیون حذف می شوند. حدود 50 
درصد از رادیكال های آزاد ABTS، در غلظت حدود 420 میكروگرم بر 
میلی لیتر نانوامولسیون مهار شدند )IC50=420 µg/ml(. نانوامولسیون 
قادر به حذف بیش از 68 درصد رادیكال ها در غلظت نهایی 1000 

میكروگرم بر میلی لیتراست. 

بحث

سلولی  سمیت  و  آنتی اکسیدانی  اثرات  حاضر،  مطالعه  در 
نانوامولسیون سنتزشده توسط اسانس گیاه شوید بررسی شد. نتایج 
نانوامولسیون  غلظت  افزایش  با  داد  نشان  تحقیق  این  از  حاصل 
 ABST سنتزشده از اسانس گیاه شوید، درصد مهار رادیكال های آزاد
و DPPH به طور مؤثری مشابه گلوتاتیون )به عنوان کنترل مثبت( 
افزایش داشت. به گونه ای که حدود 50 درصد از رادیكال های آزاد 
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ABTS، در غلظت 420 میكروگرم بر میلی لیتر و نیمی از رادیكال های 
آزاد DPPH، در غلظت 500 میكروگرم بر میلی لیتر از نانوامولسیون 
مهار شدند. همچنین نتایج حاصل از آزمون MTT روی رده سرطانی 
سلول ها  بقای  میزان  داد  نشان   HUVEC نرمال  رده  و   HepG2
در غلظت 50 میكروگرم بر میلی لیتر به ترتیب 21/73 و 77/86 
میكروگرم بر میلی لیتر است. با افزایش غلظت نانوامولسیون، به طور 
معنی داری زیستایی سلول ها کاهش داشت و سمیت نانوامولسیون 
سنتزشده توسط اسانس گیاه شوید در سلول های سرطانی نسبت به 
نرمال بیشتر بود. همانند اکثر مطالعات ذکرشده، نانوامولسیون مذکور 
دارای پتانسیل رادیكال زدایی بود و موجب حذف رادیكال های آزاد 
DPPH و ABTS شد. به علاوه کاهش معنی داری در بقای سلول ها در 

غلظت 50 میكروگرم بر میلی لیتر مشاهده شد.

اخیراً، استراتژی های جدید درمانی مبتنی بر فناوری نانو به عنوان 

جایگزینی برای شیمی درمانی ظهور پیدا کرده اند. از بین انواع مختلف 
محصولات نانو، نانوامولسیون ها دارای مزایای متعددی برای داروهای 
ضد سرطان هستند و به کمک آن ها می توان غلظت داخل سلولی 
داروها را افزایش و درنتیجه سمیت سلولی شیمی درمانی را کاهش 
داد ]21[. مطالعات مختلف نشان می دهد گیاه شوید دارای ترکیبات 
ویژگی های  که  است  فلاندرن  و  لیمونن  کاروون،  مانند  مختلفی 
آنتی اکسیدانی و سمیت سلولی این گیاه را می توان به وجود آن ها 
اصلی گیاه شوید کاروون است که یک  ترکیب  داد ]22[.  نسبت 
محسوب  سرطان  برابر  در  حفاظت  برای  بالقوه  شیمیایی  ترکیب 
 P53 می شود ]23[. مطالعات اخیر گزارش دادند کاروون با فعال کردن

و کاسپازها در سلول های سرطانی مختلف، آپوپتوز را القا می کند.

در مطالعه ای مشابه که توسط مقدسی و همكاران صورت گرفت، 
برای تهیه نانوامولسیون از کورکومین استفاده شد که یكی از ترکیبات 
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مهم پلی فنولیک است. Nano-CUR در روغن فلفل سیاه به عنوان 
فاز روغنی و Tween 80 به عنوان سورفكتانت آماده شد، سپس 
خواص آنتی اکسیدان و سمیت آن به کمک آزمون های DPPH و 
MTT سنجیده شد. Nano-CUR فعالیت بسیار خوبی را در حذف 
رادیكال های آزاد DPPH نشان داد و حدود درصد رادیكال های آزاد 
 Neuro2A را مهار کرد. اما هیچ گونه اثر سمیتی علیه سلول های

تیمارشده با Nano-CUR مشاهده نشد ]24[. 

در تحقیقی اثرات آنتی اکسیدانی نانوامولسیون تهیه شده از گیاه 
دست بودا4 با ارزیابی مهار رادیكال های DPPH بررسی شد. فعالیت 
آنتی اکسیدانی وابسته به غلظت بود و در غلظت 0/12میكروگرم بر 
 51/6 DPPH میلی لیتر فعالیت رادیكال زدایی نانوامولسیون در آزمون
درصد گزارش شد که به طور معنی داری از فعالیت رادیكال زدایی 
روغن خالص )30/5 درصد( بیشتر بود. همچنین در غلظت 0/06 
میكروگرم بر میلی لیتر فعالیت رادیكال زدایی نانوامولسیون در آزمون 
از  معنی داری  طور  به  که  شد  گزارش  درصد  هیدروکسیل 35/7 
فعالیت رادیكال زدایی روغن خالص )9/6 درصد( بیشتر ]25[ و مشابه 

نتایج این پژوهش بود.

به  شوید  گیاه  آنتی اکسیدانی  ویژگی های  دیگر  مطالعه ای  در 
وسیله آزمون های DPPH، DMPD، FRAP و PRAP بررسی شد. 
در این پژوهش مشخص شد گیاه شوید را می توان به عنوان یک 
آنتی اکسیدان بالقوه استفاده کرد ]26[. به علاوه در تحقیقی فعالیت 
و  شد  ارزیابی   DPPH آزمون  با  شوید  گیاه  اسانس  آنتی اکسیدان 
بالاترین میزان مهار رادیكال های آزاد DPPH 79/62 درصد گزارش 

شد ]27[. 

در پژوهش دیگری اثرات ضدسرطان نانوامولسیون تهیه شده با 
استفاده از گیاه سیاه دانه5 به کمک آزمون MTT علیه رده سلولی 
سرطانی MCF-7 بررسی شد. کاهش قابل توجه بقای سلول های 
نفوذ  سلولی  غشای  به  به راحتی  نانوامولسیون  داد  نشان  سرطانی 
می کند و باعث مرگ سلول می شود. مقدار IC50 پس از 48 ساعت 
تیمار با نانوامولسیون 4/5 ± 59 میكروگرم بر میلی لیترگزارش شد 

 .]28[

در مطالعه دیگری اثرات سمیت سلولی نانوامولسیون تولید شده 
با استفاده از گیاه چریش که نوعی گیاه دارویی است، ارزیابی شد. 
علیه   )μg/mL  0/7-1( پایین  غلظت های  در  مذکور  نانوامولسیون 
سلول های لنفوسیت انسانی غیرسمی گزارش شد، اما در غلظت های 
بالاتر )μg/mL 1/2-2( سمیت علیه این سلول ها مشاهده شد ]29[. 
اما در این پژوهش نانوامولسیون در بالاترین غلظت روی سلول های 

سرطانی کبد سمیت کمی از خود نشان داد. 

گیاه  ضدسرطان  خواص  پژوهشی  در  فوق،  مطالعات  بر  علاوه 

4. Citrus medica L. var. sarcodactylis
5. Nigella sativa L

دارویی شوید ارزیابی شد. برای این منظور از آزمون MTT و رده 
تغییرات  بررسی  استفاده شد. جهت   )HCC( سلولی سرطان کبد 
مورفولوژیكی، رنگ آمیزی اکریدین اورنج / اتیدیوم بروماید استفاده 
و   Annexin-V-FITC / PI با سنجش پروآپوپتوزی  فعالیت  و  شد 
تغییرات چرخه سلولی بررسی شد. در مطالعه مذکور گیاه شوید 
بقای سلول های سرطانی را به صورت وابسته به غلظت کاهش داد 
و همچنین تغییرات مورفولوژیكی مانند جوانه زنی غشای سلولی و 
تراکم هسته ای نمایان شد که نشان از وقوع آپوپتوز داشت. سپس 
سنجش Annexin-V-FITC / PI و تغییرات چرخه سلولی رویداد 

آپوپتوز را اثبات کرد ]13[. 

در مطالعه ای که روی موش هایی با کلسترول بالا صورت گرفت 
مشخص شد مصرف عصاره شوید در دُز 500 میلی گرم در روز به 
مدت 30 روز سطح لیپید سرمی و پراکسیداسیون لیپیدی در کبد را 
کاهش می دهد ]30[. با توجه به نتایج این تحقیق و انجام مطالعات 
 in بیشتر روی سایر سلو ل ها و انجام آزمایشات بیشتر در محیط
زیست  اهداف  برای  ترکیب  این  مناسب  دُزهای  از  می توان   vivo

پزشكی بهره جست. 

نتیجه گیری

در پژوهشی که انجام شد، نانوامولسیون سنتزشده توسط اسانس 
گیاه شوید دارای فعالیت آنتی اکسیدانی قوی بود. این خاصیت نشانگر 
پتانسیل تبدیل شدن این نانوامولسیون به یک استراتژی درمانی برای 
بیماری های ناشی از استرس اکسیداتیو و سرطان در آینده است. 
پیشنهاد می شود به منظور بررسی سمیت مؤثر روی سایر رده های 

سلول های سرطانی نیز مطالعه صورت گیرد.

ملاحظات اخلاقی

پیروی از اصول اخلاق پژوهش

تمامی آزمایش های این تحقیق با رعایت موازین اخلاقی و طبق 
تأیید کمیته اخلاق در پژوهش دانشگاه آزاد اسلامی با شناسه مصوبه 

IR.IAU.MSHD.REC.1398.027 انجام شد.

حامی مالی
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