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بررسیتاثیرپوششپروتئینیآلبومینبرالگویکروناینانولولههایکربنیتکجداره
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پوشش پروتئین به عنوان یک استراتژی اصلاح سطح برجسته می تواند بر روی آرایش مولکول های 
زیستی در سطح مشترک با نانو مواد تاثیر بگذارند. در این مطالعه ، آلبومین سرم انسانی )HSA( برای 
اصلاح شیمی سطح نانولوله های کربنی تک دیواره )SWNTs( و نانولوله های کربنی تک دیواره 
کربوکسیله شده )CO2-SWNTs( اعمال شدند. این مطالعه برای پی بردن به اثر پوشش پروتئینی بر 
روی ترکیب پروتئین کرونا و فعالیت بیولوژیکی هر دو نوع SWNT انجام شد. روش های مختلفی 
به منظور مشخصه یابی خواص فیزیکوشیمیایی هر دو نوع SWNTs بعد از اصلاح سطحی انجام گرفت. نتایج 
نشان داد که HSA به دلیل خصوصیات بیولوژیکی و ساختاری منحصر به فرد خود می تواند باعث تغییر آرایش 
مولکول های زیستی کرونای  SWNTs و CO2-SWNTs شود. پوشش پروتئین همچنین شدت پلاسمون هر 
دو نوع SWNTs را تغییر داد که بر روی کارایی برهمکنش آنها با پروتئین های موجود در پلاسما اثر گذاشت. 
علاوه بر این، هر دو کرونا های SWNTs سمیت و جذب سلولی کمتری را در مقایسه با نمونه های بالک نشان 
دادند. می توان نتیجه گیری کرد که اصلاح سطحی SWNTs با پروتئین HSA می تواند الگوی کرونا را تغییر 

دهد که متعاقباً بر روی فعالیت بیولوژیکی این نانوذرات تاثیر می گذارد.

الگوی  تک جداره،  کربنی  لوله های  نانو  انسانی،  سرم  آلبومین 

پروتئین کرونا
واژگان کلیدی
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Protein coating as an outstanding surface modification strategy can influence the 
organization of biomolecules in the interface with nanomaterials. In the present 

study, human serum albumin (HSA) were applied to modify the surface chemistry of single walled 
carbon nanotubes (SWNTs) and carboxylated SWNTs (CO2-SWNTs). This study was conducted 
to discover the effect of protein coating on the protein corona composition and biological activity 
of both SWNT types. Different methodologies were performed in order to characterize the physi-
cochemical properties of both SWNTs after surface modification. The results showed that HSA 
followed changed the biomolecular organization of SWNTs and CO2-SWNTs coronas. Protein coat-
ing also changed the plasmon intensity of both SWNT derivatives which affected the efficacy of 
their interaction with proteins existed in plasma. Moreover, both SWNTs coronas revealed less 
cytotoxicity and cellular uptake in comparison to bulk samples. It can be concluded that surface 
modification of SWNTs with different protein can alter the corona pattern that consequently affect 
the biological behavior of these nanomaterials.

Human Serum Albumin, Single Walled Carbon 
Nanotube, Protein Corona Composition
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بررسیتاثیرپوششپروتئینیآلبومینبرالگویکروناینانولولههایکربنیتکجداره

1-مقدمه
نانولوله های کربنی تک دیواره )SWNTs( نانو مواد کربنی استوانه ای 
هستند که به دلیل نانو ساختار شگفت انگیزشان شهرت قابل توجهی 
در زمینه نانو پزشکی بدست آورده اند ]1[. خواص ویژه SWNTs از 
قبیل زیست سازگاری مناسب، خواص فیزیکی و شیمیایی خارق العاده 
و فعالیت زیستی استثنایی، کاربرد آنها را در زمینه دارورسانی هدفمند، 
مهندسی بافت، تصویربرداری زیستی و ... گسترده کرده است ]2-7[. 
اخیرا، توجه زیادی به تاثیر شیمی سطح SWNTs بر روی آرایش 
بیولوژیک  لوله-محیط  نانو  مشترک  در سطح  زیستی  مولکول های 
مولکول های  با  برهمکنش  توانایی   SWNTs شده است.  پرداخته 
زیستی مختلفی از قبیل پروتئین ها، اسید نوکلئیک ها و ...، که بر روی 
رفتار بیولوژیکی از قبل سمیت سلولی، زیست سازگاری و جذب سلولی 
اثر می گذارد، را دارند ]4، 8 و 9[. پیشنهاد شده است که ویژگی های 
زیستی  ملکول های  با  آنها  برهمکنش  می تواند   SWNTs سطحی 
 SWNTs مختلف را در محیط درون تن دیکته کند. به محض ورود
به محیط بیولوژیکی، پروتئین کرونا سطح شان را پوشش می دهد. از 
این رو، به نظر می رسد که شیمی سطح SWNTs می تواند ترکیب 
 SWNTs پروتئین کرونا که به تبع آن می تواند پاسخ های سلولی به

را تعیین کند ]10-16[. 
از  نانوذرات  ویژگی های  بعضی  به  اساسا  کرونا  پروتئین  ترکیب 
پایداری کلوئیدی بستگی دارد. به علاوه، ترکیب  بار و  قبیل سایز، 
پروتئین های موجود در خون، پلاسما یا سرم و سایر شرایط محیطی 
از قبیل دما و زمان انکوباسیون می تواند بر روی ترکیب پروتئین کرونا 
تاثیر بگذارد ]22-17[. علی رغم پیشرفت های زیاد در زمینه پروتئین 
کرونا، رابطه بین ساختار پروتئین کرونا و شیمی سطح نانوذرات کمتر 
درک شده است. بنابراین، در این مطالعه، ما تلاش کردیم تا سطح 
انسانی  سرم  آلبومین  پروتئین  با  را   CO2- SWNTs و   SWNTs
)HSA( )که به طور طبیعی در مایعات بیولوژیکی موجود است(، به 
منظور ارزیابی تغییرات ترکیب پروتئین کرونای SWNTs و متعاقبا  

فعالیت بیولوژیکی آنها پوشش دهی اولیه دهیم. 
روی  بر  را  نانوذرات  سطحی  خصوصیات  اثر  مطالعات  از  بعضی 
ترکیب پروتئین کرونا ارزیابی کرده اند. به عنوان مثال، آقای مورالز 
 C1q و  آپولیپوپروتئین  فیبرینوژن،  که  کردند  گزارش  همکاران  و 
 SWNTs مهمترین پروتئین های خون هستند که می توانند توسط
و نانولوله های کربنی دو دیواره )DWNTs( جذب شوند ]23[. آقای 
ژانگ و همکاران متوجه شدند که نانولوله های کربنی به طور خاصی به 
سایت های کاتالیستی الفا کیموتریپسین متصل شده و فعالیت آنزیمی 
آن را تنظیم می کنند ]24[. همچنین گزارش شده است که مسیرهای 
کمپلمان کلاسیک C1q و جایگزین C3b به وسیله SWNTs پوشش 

داده شده با آلبومین می تواند فعال شوند ]25[. 
amino- با SWNTs در یک مطالعه دیگر، نشان داده شد که پوشش

PEG و methoxy-PEG توانایی این نانومواد را در افزایش سطح 

C4d و SC5b-9 )دو محصول کمپلمان( و در نتیجه سیستم کمپلمان 
فعال شده را افزایش می دهد ]26[. بنابراین، تغییر ویژگی های سطحی 
نانولوله های کربنی نه تنها موجب بهبود برهمکنش با مولکول های 
اثر  بر روی سمیت سلولی شان  زیستی می شود همچنین می تواند 
الکترواستاتیک  اتصال  که  دادیم  نشان  قبلی  مطالعه  در  ما  بگذارد. 
بین CO2- SWNTs و فیبرونکتین می توانست خواص بیولوژیکی 
SWNTs از جمله آب دوستی و زیست سازگاری را بهبود دهد ]27[. 
با  داده شده  و CO2- SWNTs پوشش   SWNTs از ما  اینجا،  در 
اثر آن بر روی سمیت سلولی و  ارزیابی  آلبومین سرم انسانی برای 
ترکیب پروتئین های کرونا استفاده کردیم. ما پیشنهاد دادیم که آلبومین 
سرم انسانی به عنوان یکی از اصلی ترین اجزاء پلاسمای خون ممکن 
است بر روی ترکیب پروتئین کرونای SWNTs اثر بگذارد. علاوه بر 
آلبومین  با   SWNTs نوع  دو  پوشش هر  ما فرض کردیم که  این، 
سرم انسانی می تواند ویژگی های سطحی SWNTs را تغییر دهد و 
بنابراین می تواند بر روی جایگزینی ترکیب پروتئین کرونا اثر داشته 
باشد. تاکنون، تعداد مطالعات کمی بر روی ترکیب پروتئین کرونای 
نانولوله های کربنی انجام شده است، به هر حال اثر پوشش پروتئین 
بر روی ترکیب پروتئین کرونای SWNTs هنوز گزارش نشده است.  
 SWNTs در این مطالعه، یک مقایسه بین ترکیب پروتئین کرونای
آلبومین سرم  با  )عامل دار شده یا عامل دار نشده( پوشش داده شده 
انسانی انجام گرفت. به علاوه، اثر پوشش پروتئینی بر روی سمیت 
سلولی و جذب سلولی هر دو نوع SWNTs نیز ارزیابی شد. برای حل 
این فرضیه، روش های آنالیز مختلفی شامل میکروسکوپ الکترونی 
تشدید   ،)TEM( عبوری  الکترونی  میکروسکوپ   ،)SEM( روبشی 
آمید  پلی اکریل  الکتروفورز  )LSPR(، ژل  پلاسمون سطحی محلی 
جذب  و   MTT ارزیابی  جرمی،  اسپکتروسکوپی   ،)SDS-PAGE(
 )CFSM( سلولی با استفاده میکروسکوپ روبشی فلورسانس کانفوکال

و فلوسایتومتری  انجام شد.

2-بخشتجربی
2-1-تهیهنمونه

 ،CO2- SWNT و   SWNT( SWNTsو  هر  از   0/01  g ابتدا،  در 
sodium terachlo- %1 w/w به محلول ایران(  نوترینو،   شرکت 

roaurate )سیگما( اضافه شد و برای تهیه محلول هموژن به مدت 

دقیقه  و 5  روشن  دقیقه  هرتز، 5  )قدرت: 60  یک ساعت سونیک 
خاموش( شد. سپس، مقدار mg/ml 0/3 آلبومین سرم انسانی )سیگما( 
در دمای 4  به مدت 24 ساعت   SWNT از محلول نوع  دو  با هر 
درجه سانتی گراد انکوبه شد. بنابراین، 4 گروه مختلف به شرح زیر 
در نظر گرفته شد: SWNT توده، SWNT اصلاح شده با آلبومین 
اصلاح   CO2- SWNT و   CO2- SWNT )HSA@ SWNT(،و 

.)HSA@ CO2- SWNT( شده با آلبومین
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متقی طلب و فرخی

2-2-تشکیلکرونایسخت
برای تشکیل کرونای سخت، تمام نمونه ها با 100% سرم جنین گاوی 
)FBS(، به مدت 1 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد انکوبه شدند. 
 14000 rpm سپس نمونه های انکوبه شده به مدت 20 دقیقه با دور
سانتریفیوژ شدند و در ادامه به وسیله محلول نمک فسفات با خاصیت 
  )resuspension( معلق  مجددا  و  شستشو   )sigma )PBS,و  بافری 
شدند. مرحله سانتریفیوژ سه بار تکرار شد و سوسپانسیون ها باقی مانده 

برای آنالیزهای بعدی استفاده شدند. 

2-3-خصوصیتشناسی
)TEM(2-3-1-میکروسکوپالکترونیعبوری

آنالیز TEM برای ارزیابی ساختار پروتین پوشش داده شده بر روی 
نمونه های  گرفت.  انجام  کرونا  تشکیل  از  بعد  و  قبل   SWNTs
سوسپانسیون شده بر طبق پروتکل استاندار تهیه شدند. سپس نمونه ها 

با استفاده از TEM (zeiss, EM900) ارزیابی شدند.

با نانوذراتطلابرچسبشده ارزیابیبرهمکنش -2-3-2
پروتئینهایسرم)AuNPS-labeled serum proteins(با

نمونهها
 LSPR, Nanomabna Iranian,( تشدید پلاسمون سطحی محلی
برای  نانو  زیستی  سنسور  عنوان  به   )NMBCLSPR; 920225
تشخیص برهمکنش بین نانوذرات طلا برچسب شده با پروتئین های 
Nanomabna Iranian com- ،10 nm  سرم )نانو ذرات طلا، سایز:

pany( و نمونه های تهیه شده استفاده گردید. جنبه مهم در استفاده از 
این روش تعیین اینکه آیا نانوذرات طلا برچسب شده با پروتئین های 
به  یا  برهمکنش کنند   SWNTs با به طور مستقیم  توانستند  سرم 
صورت غیر مستقیم به نمونه های SWNT اصلاح شده با آلبومین 
بر   SWNTs تاثیر ویژگی های سطحی به علاوه،  اند.  جذب شده 
ارزیابی شد. گزارش شده است که  شیمی  نیز  روی تشکیل کرونا 
سطح نانو ذرات طلا، به عنوان عامل سنسور،  به وسیله بار منفی 
گروه های عامل داری مانند O و OH که سایت هایی برای برهمکنش 
در  است.  شده  احاطه  هستند  سرم  پروتئین های  با  الکترواستاتیک 
 sputtered on sterile انکوبه شدند و FBS نتیجه، نانوذرات طلا در
coverslips و FBS/AuNPs به عنوان عامل سنسور درنظر گرفته 
FBS/ شدند. سپس تمام نمونه ها به طور جداگانه بر روی سنسور

AuNPs بارگیری شدند. در پایان، LSPR در حالت انتقال به منظور 
آنالیز برهمکنش بین نانوذرات طلا برچسب شده با پروتئین های سرم 

با نمونه ها انجام شد.

2-3-3-ارزیابیساختارکرونایسخت
نانومواد نقش مهمی را در  جذب پروتئین های سرم بر روی سطح 
SDS- ،مطالعه این  در  می کند.  ایفا  زنده  مواد  با  برهمکنش شان 

PAGE برای مشخص کردن ترکیب پروتئین کرونای سخت تشکیل 
شده اطراف 4 گروه مختلف انجام شد. به این منظور، نمونه ها به مدت 
1 ساعت در FBS انکوبه شدند و کمپلکس های پروتئینی پیوند داده 
شده از پلاسمای اضافی به وسیله سانتریفیوژ جدا شدند و به وسیله 
شستشوی زیاد پروتئین های غیرپیوندی حذف شدند. سپس، کسرهای 
پیوندی )bound fractions( به وسیله SDS-PAGE آشکار شد. 
منظور  به  دوگانه  جرمی  مایع- طیف سنجی  کروماتوگرافی  سپس 
تعیین کمی مقادیر پروتئین های مربوط با کرونای SWNTs )توده و 
 SpC کربوکسیله شده( انجام شد. درصد نرمال شده از شمارش طیفی

با استفاده از معادله زیر محاسبه شد:

1

( )
( ) k( ) (SpC) 100
(Mw)i

n

i

SpC
MwSpC k

=

=
×∑

                         )1(

2-3-4-ارزیابیسمیتسلولی
ارزیابی MTT برای تعیین حیات سلولی قبل و بعد از انکوبه کردن 
نمونه ها با FBS انجام گرفت. بعد از استریل کردن نمونه ها با استفاده 
از نور فرابنفش )UV( به مدت 45 دقیقه، آنها در پلیت کشت 12 
خانه قرار داده شدند و سپس104×2 سلول U373-MG )بانک سلولی 
ایران( در هر خانه کشت و در انکوباتور در دمای 37درجه سانتی گراد 
و CO2 5% برای 24 ساعت نگه داری شدند. سپس محیط کشت 
   MTT محلول  با  سلول ها  و  شد  حذف   )DMEM/10%FBS(
 Formazan شدند.  رنگ آمیزی  مدت 4 ساعت  به   )0/5 mg/ml(و

در                    جذب  و  حل  دقیقه   15 مدت  به  ایزوپروپانول  در  شده  تشکیل 
nm 570 خوانده شد. ظرف کشت پلی استایرن )TPS( به عنوان گروه 

کنترل منفی استفاده شد.

2-3-5-جذبسلولی
میکروسکوپ روبشی فلورسانس کانفوکال برای ارزیابی جذب سلولی 
نانومواد با ویژگی های سطحی مختلف انجام گرفت. به طور خلاصه، 
نسبی %95  رطوبت  و   %5 CO2 تحت   U373-MG سلول های 
در دمای 37 درجه کشت شدند. سپس به سلول ها برای چسبندگی 
به شیشه cover slip در پلیت 6 خانه برای مدت 24 ساعت اجازه 
 100 µg/ml داده شد. سپس، محیط کشت حذف شد و سلول ها در
 PBS کومارین به مدت 4 ساعت انکوبه شدند. سپس، نمونه ها 3 بار با
شستشو و به منظور رنگ آمیزی هسته در DAPI  به مدت 5 دقیقه 
انکوبه و مجددا با PBS شستشو شدند. سپس سلول ها با فرمالدهاید 
4% به مدت 10 دقیقه در دمای 4 درجه سانتی گراد ثابت و به وسیله 

CFSM آنالیز شدند.
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2-3-6-بررسیکمیمیزانورودنانوذراتبهداخلسلول
U373- سلول های ،SWNTs برای اندازه گیری کمی جذب سلولی

کومارین  با   SWNTs شدند.  کشت  بهینه  شرایط  تحت   MG
برچسب دار شدند و سپس به مدت 4 ساعت انکوبه شدند. آزمایش 
تحت محیط کشت بدون سرم و DMEM 10% FBS انجام شد. 
 BD LSR ΙΙ analyzer( سپس نمونه ها در معرض فلوسایتومتری

with 575/26 bandpass filter( قرار گرفتند. 

2-3-7-آنالیزآماری
با   on-way ANOVA تکنیک  از  استفاده  با  آماری  مقایسه های 
گرفتند.  انجام  آماری  متغیرات  ارزیابی  برای   SPSS 16.0 نرم افزار 

مقادر P کمتر از 0/05 از نظر آماری چشمگیر در نظر گرفته شدند.

3-نتایج
)TEM(3-1-میکروسکوپالکترونیعبوری

میکروگراف های TEM دسته های SWNTs با ساختار یکنواخت را 
به طور واضح در شکل A1، یک هسته  داد همان طور که  نشان 
تاریک پوشش داده شده با لایه روشن پروتئین ها مشاهده می شود. 

اگر چه در شکل 1B، یک لایه از پروتئین ها، ساختار پوششی اولیه 
پروتئینی SWNTs را پوشش داده اند که تشکیل پروتئین کرونا اطراف 
SWNTs را نشان می دهد. باندل های SWNTs به صورت مرکز 
تیره در این تصویر قابل مشاهده هستند که توسط لایه روشنی که 

بیانگر وجود پروتئین کروناست پوشیده شده اند ]32-29[.

با شده برچسب طلا نانوذرات برهمکنش -2-3
SWNTsپروتئینهایسرمبا

LSPR اطلاعات ارزشمند درباره برهمکنش بین پروتئین های سرم 
برچسب شده با هر دو دسته SWNT )اصلاح شده یا اصلاح نشده( 
را آشکار کرد. یک مقایسه کلی بین شدت پلاسمون SWNTs و 
CO2- SWNTs نشان داد که SWNTs عامل دار نشده، خواه دارای 
پوشش اولیه با پروتئین یا بدون پوشش اولیه، دارای شدت پلاسمون 
کمتری )نشان دهنده برهمکنش بیشتر با نانوذرات طلا برچسب شده 

با پروتئین های سرم( هستند )شکل 2(.
در  بود.  کمتر   HSA@SWNT از  توده   SWNT پلاسمون  شدت 
نمونه های CO2-SWNT، شدت پلاسمون کمتر و تقریبا مساوی 
 CO2- پلاسمون  شدت  اما  و  داد  نشان  را   HSA@SWNT با 

شکل1: تصویر میکروسکوپ الکترونی روبشی از )A( ساختار core-shell نانولوله های کربنی پوشیده شده از پروتئین قبل از تشکیل پروتئین کرونا، )B( ساختار نانولوله های کربنی 
پوشیده شده از پروتئین بعد از تشکیل پروتئین کرونا.

.CO2-SWNT و SWNT نشاندار شده با نانوذرات طلا در حضور FBS از چیپ حسگر LSPR شکل2: طیف
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این  بود.  بیشتر   SWNT دار  عامل  نمونه های  دیگر  از   SWNT
مشاهدات پیشنهاد می دهد که شدت پلاسمون زیادتر در نمونه های 
نشده(  عامل دار  یا  شده  )عامل دار  توده   SWNTs و   HSA حاوی 
با برهمکنش بیشتر با پروتئین های سرم برچسب دار شده مطابقت 
داشت. در مطالعات نشان داده شد که فعال سازی SWNTs با استفاده 
از گروه های آمین و کربوکسیل می تواند باعث کاهش سمیت سلولی 
آنها و افزایش قدرت اندرکنش آنها با سایر بیومولکول ها گردد ]33، 
34[. به همین دلیل، به نظر می رسد که SWNTs فعال شده توانایی 
بالاتری در اتصال به پروتئین های سرم دارند. به طور کلی، میانکنش 
بین نانومواد و بیومولکول ها یکی از کلیدی ترین مراحل به راه انداختن 
مجموعه ای از پروسه های بیولوژیکی می باشد. پارامترهای مختلفی از 
جمله پراکندگی هموژن، جذب رقابتی، شرایط آزمایشگاهی، اصلاح 
سطحی و ساختار شیمیایی می توانند بر کیفیت اندرکنش SWNT با 
سایر بیومولکول ها تاثیر گذار باشند ]LSPR .]36 ،35 روشی قدرتمند 
برای بررسی میانکنش بین SWNT و بیومولکول های دیگر محسوب 
می شود ]37، 36[. در این مطالعه، به منطور بررسی میانکنش بین 

SWNT بالک و فعال شده با پروتئین های سرم و متعاقبا ارزیابی تاثیر 
آن بر الگوی پروتئین کرونا از روش LSPR استفاده شد. بدین منظور، 
حسگر  عنوان  به  سرم  پروتئین های  به  شده  متصل  طلا  نانوذرات 
مورد استفاده قرار گرفتند. بر اساس نتایج به دست آمده، پلاسمون 
رزونانس سطحی SWNT بیشتر از CO2- SWNT بود که طبق 
فعال شده   SWNT به پروتئین های سرم  بالاتر  تمایل  انتظار موید 
بود. همانگونه که قبلا نیز به آن اشاره شد، SWNT فعال شده تمایل 
بالاتری برای اتصال به سایر بیومولکول ها دارد. در هر دو گروه توده 
و فعال شده نانولوله های کربنی، پس از افزایش آلبومین پلاسمون 
رزونانس سطحی نیز افزایش پیدا کرده بود که ناشی از تمایل کمتر 
که  مشابهی  مطالعه  در  است.  بوده   SWNT با  سرم  پروتئین های 
توسط Lee و همکاران انجام شد، از SPR برای بررسی میانکنش 
استفاده   GM-CSF و   )EPO( انسانی  اریتروپوئینین  و   CNT بین 
برای حس کردن  توانمند  این مطالعه، SPR روشی  اساس  بر  شد. 
و0.1-1000(   ng/ml( دینامیکی  محدوده  در  مختلف  پروتئین های 
معرفی شده است ]38[. همیچین در مطالعه دیگری، Cedervall و 

شکلA( :3(و SDS-PAGE از نانولوله های کربنی بالک و فعال شده با کربوکسیل که به همراه FBS 100% انکوبه شدند، )B( آنالیز Mass برای تعیین فراوانی پروتئین های جذب شده 
بر روی نمونه ها.
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جدول1: آنالیز Mass از میزان فراوانی پروتئین های جذب شده قبل و بعد  از اصلاح سطحی با آلبومین .
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همکاران از SPR برای ارزیابی میزان قدرت تفکیک پذیری و عدم 
قدرت تفکیک پذیری پروتئین های از نانوذرات استفاده شد. آنها مدعی 
شدند که SPR می تواند روشی توانمند برای بررسی میانکنش بین 

نانوذرات و پروتئین های محسوب شود ]39[.

3-3-ارزیابیترکیباتکرونایسخت
با  سرم  پروتئین های  پیوند  تمایل  ارزیابی  برای   SDS-PAGE
SWNTs عامل دار شده و عامل دار نشده مورد استفاده قرار گرفت. 
همانطور که بطور واضح در شکل 3A نشان داده شده است، آلبومین 
تغییر  با  نمونه ها  تمام  به  بود که  پروتئین  فراوان ترین   )70 KDa(
 IgG نشان داد که LC/MS/MS کمی تمایل داشت. همچنین آنالیز
 SWNTs و تمایل کمتر به HSA@SWNT دارای تمایل بیشتر به

از  سرم  پروتئین های  دیگر  است.  نشده  عامل دار  و  شده  عامل دار 
قبیل مهار کننده پروتئاز پلاسما C،و transthyretin، آپولیپو پروتئین 
آلفا-1 تمایل مشابه ای به تمام نمونه ها داشتند و تمایز چشمگیری 
بین گروه های مختلف مشاهده نشد. همچنین کراتین، آلفا-1-آنتی 
elonga- بتا فیبرینوژن و 1-اسکلت سلولی، زنجیر  -تریپسین، نوع

tion factor 1-alpha تمایل بیشتری به نمونه های عامل دار شده 
تعیین کمی  منظور  به   LC/MS/MS آنالیز  این،  بر  داشتند. علاوه 
نرمالیزه شدن  درصد  انجام شد. جدول 1  نمونه ها  کرونای  ترکیب 
 LC/MS/MS پروتئین های تشخیص داده شده به وسیله )%SpC(
را در کروناهای SWNTs عامل دار شده قبل و بعد از پوشش HSA را 
نشان می دهد. همچنین SPC% فراوان ترین پروتئین ها در پروتئین 
کروناهای نمونه های CO2-SWNT در شکل 3B ارائه شده است. 

شکل4: میزان زیست پذیری نمونه ها: )A( قبل از تشکیل کرونا، )B( بعد از تشکیل کرونا.

HSA@CO2-SWNT و)D( و،CO2-SWNT و)C( و،HSA@SWNT و)B( و،bulk SWNT و)A( :شکل5: میزان جذب سلولی قبل از تشکیل کرونا
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شکل7: بررسی کمی میزان جذب سلولی نمونه ها با استفاده از فلوسیتومتری.

شکل6: میزان جذب سلولی بعد از تشکیل کرونا: )A(و bulk SWNT،و )B(و HSA@SWNT،و )C(و CO2-SWNT،و )D(و HSA@CO2-SWNT.پروتئین کرونا.
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به طور کلی، سرم حاوی پروتئین های مختلف با هیدروفوبیسیته و 
هیدروفیلیسته متفاوت می باشد ]27[. بنابراین، منطقی است که تصور 
کنیم تمایل پروتئین های سرم به SWNT متفاوت می باشد. به طور 
معمول، رابطه مستقیمی بین تمایل پروتئین های سرم به نانوذرات و 
میزان فراوانی آنها وجود دارد. بر اساس مطالعات انجام شده مشخص 
شده که SWNT که توسط آلبومین اصلاح سطح شده تمایل بیشتری 
برای میانکنش با IgG دارد که این امر می تواند ناشی از اندازه بزرگ 
نشات   SWNT ماهیت هیدروفوب و  آلبومین  اندازه کوچک   ،IgG

می گیرد ]40، 24[.
واضح است که ترکیب کرونا هر یک از نمونه ها شامل مقادیر متفاوتی از 
پروتئین های سرم می باشد. به عنوان مثال، SpC% آلبومین، کراتین، 
 HSA@SWNT کرونا  در  سرم   elongation factor 1-alpha
نوع-1- تریپسین،  آلفا-1-آنتی   %SpC درصورتیکه  بودند  بیشتر 

 CO2-SWNT اسکلت سلولی و فیبرینوژن-بتا-زنجیر درکروناهای
بیشتر بودند. باید توجه کرد که LC/MS/MS تنها برای نمونه های 
SWNTs عامل دار شده انجام شد چونکه بیشترین تغییرات در تمایل 
پروتئین سرم در نمونه ها در این نمونه ها برپایه نتایج بدست آمده از 

SDS-PAGE مشاهده شدند.

3-4-سمیتسلولی
 CO2-SWNTs و SWNTs سرعت سمیت سلولی MTT ارزیابی
روی  بر   U373-MG سلول های  تکثیر  سرعت  کرد.  آشکار  را 
SWNTs توده به طور چشمگیری کمتر )P<0.5( از نمونه کنترل 
و  اصلاح شده   SWNTs بین  مقایسه  یک  بود.  نمونه ها  سایر  و 
اصلاح نشده نشان داد که تکثیر سلول های U373-MG بر روی 
کروناهای SWNTs و CO2-SWNTs تقریبا مشابه گروه کنترل 
 HSA وسیله  به  اصلاح  که  می رسد  نظر  به  این،  بر  علاوه  بود. 
ظرفیت تکثیر نمونه های CO2-SWNT را بهبود بخشید )شکل 

.)4A

داخل به نانوذرات ورود میزان کیفی بررسی -5-3
سلولبااستفادهازمیکروسکوپکونفوکال

کانفوکال  میکروسکوپ  نمونه ها،  سلولی  جذب  ارزیابی  منظور  به 
اندوسیتوز سلولی   CO2-SWNTs این خصوص،  در  استفاده شد. 
دادند  نشان  نشده  عامل دار   SWNTs با  مقایسه  در  را  بیشتری 
 HSA شکل 5(. به علاوه، نمونه های پوشش داده شده به وسیله(
جذب بیشتری را در مقایسه با گروه کنترل )در هر دوی نمونه های 
عامل دار شده و عامل دار نشده( نشان دادند. روندهای مشابهی در 
نمونه ها بعد از تشکیل پروتئین کرونا مشاهده شدند )شکل 6(. به 
هر حال، کروناهای نمونه های SWNTs و CO2-SWNTs جذب 
کمتری در مقایسه با آنها قبل از تشکیل پروتئین کرونا نشان دادند.

داخل به نانوذرات ورود میزان کمی بررسی -6-3
سلولبااستفادهازفلوسایتومتری

مشخص است که پوشش نانومواد با مولکول های مختلف از قبیل 
پروتئین ها می تواند جذب کرونای نانو مواد را کاهش دهد. شکل 
 CO2-SWNTs و   SWNTs کروناهای  جذب  کمی  کاهش   7
پیش پوشش داده شده به وسیله آلبومین را نشان داد. به هر حال، 
پروتئینی  پوشش  از  قبل   SWNTs کرونای  جذب  کمی  مقادیر 
فلوسایتومتری  از  آمده  بدست  نتایج  بود.  توده   SWNTs از  بیشتر 
این نتایج بدست آمده از میکروسکوپ کانفوکال را تایید کردند. در 
مطالعه ای نشان داده شده بود که فعال سازی SWNTs می تواند 
در افزایش جذب سلولی این نانومواد موثر باشد ولی تشکیل کرونا 
نمی تواند تاثیری در کاهش سمیت سلولی آنها داشته باشد ]41[. 
در مطالعه حاضر، از آنجایی که پس ازتشکیل کرونا، موتیف های 
از دسترس خارج شده بودند، به همین دلیل میزان  آلبومین  فعال 
که  می رسد  نظر  به  نهایت،  در  کرد.  پیدا  کاهش  سلول  به  ورود 
 SWNTs زیستی  خواص  در  را  تغییراتی  می تواند  کرونا  تشکیل 
ایجاد کند. لازم به ذکر است که نوع پروتئین هایی که برای اصلاح 
می گیرد  قرار  استفاده  مورد  فعال شده  و  توده   SWNTs سطحی 
خواص  متعاقبا  و  کرونا  تشکیل  الگوی  تعیین  در  را  بسزایی  تاثیر 

زیستی SWNTs خواهد داشت.

4-نتیجهگیری
سطحی  اصلاح  برای  آلبومین  پروتئین  از  حاضر،  مطالعه  در 
نشده  عامل دار  و  شده  عامل دار  تک جداره  کربنی  نانولوله های 
استفاده شد تا بدین منظور تاثیر پوشش پروتئینی در تغییر الگوی 
به  نتایج  گیرد.  قرار  بررسی  مورد  کربنی  لوله های  نانو  کرونای 
بهینه سازی  با  آلبومین  پروتئین  که  هستند  آن  موید  دست آمده 
الگوی کرونای نانولوله های کربنی می تواند نه تنها نقش موثری 
افزایش خواص بیولوژیکی و کاهش سمیت این نانوذرات دارد بلکه 
ورود آنها به داخل سلول را نیز تسیهیل می کند. بنابراین، به نظر 
انتقال  نانوذرات  با پوشش دهی پروتئینی سطح  بتوان  می رسد که 
در  سزایی  به  تاثیر  اینکه  بدون  کرد  القا  را  سلول  داخل  به  آنها 
نانوذرات به دلیل تشکیل کرونا در محیط درون تن  خواص ذاتی 

داشته باشد.

تقدیروقدردانی
تامین  و  خدمات  ارائه  دلیل  به  ایران  سلولی  بانک  از  بدینوسیله 

هزینه های مربوط به طرح تشکر و قدردانی می گردد.
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