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Abstract: We introduce an innovative combination of phosphorene nanosheets functionalized 
by sialic acid and examined their biological effect on cancerous cells.  The formation of 
crystalline phosphorene sheets is achieved using a hydrogen-assisted plasma processing, 
through immersion of the freshly prepared sheets in a sialic-acid containing solution, leading 
to the formation of covalent bonding of bio-molecules with the phosphorus atoms on the sheet. 
We have investigated the toxicity of the prepared sheets and their efficacy in drug delivery 
conducting a series of material and biological assays. For the cancer cells, we have used 
MDA-MB-231 cell line which is a highly metastatic breast cancer line. We exploited Doxorubicin 
medication either loaded on bio-phosphorene or in a lonely administration. Apart from high 
stability of the treated bio-phosphorene sheets, their toxicity and efficacy have been examined 
on the aforementioned cell line. We employed MTT and flow cytometry analyses to observe the 
rate of survival or death of the treated cells using various methods. The addition of sialic-acid 
molecules to the bio-phosphorene leads to a constructive effect on the stability of the sheets in 
air and aqueous solution. The viability rate for the unloaded bio-phosphorene sheets on MDA-
MB-231 cells remains as high as 90% if the concentration of bio-phosphorene sheets stands 
between 25 and 167 μg/mL. In addition, the viability drops to values close and smaller than 
50%, if a combination of infra-red illumination and DOX drug treatment is used. 
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چكيــده: در ایــن مقالــه "زیست-فســفرین"، ترکیبــی نویــن بــر پایــه نانوصفحــات فســفرین عاملــدار شــده 
ــکی  ــت پزش ــای زیس ــرای کاربرده ــازگار ب ــدار و زیست‌س ــفرین پای ــک فس ــوان ی ــیالیک، به‌عن ــید س ــا اس ب
ــدون اســتفاده از حلال‌هــای شــیمیایی ســمی  معرفــی شــده اســت. ســنتز و عاملدارســازی زیست-فســفرین ب
بررســی و مشــخصه یابیهــای آن انجــام گرفتــه اســت. همچنیــن قابلیــت کاربــردی فســفرین زیســتی در درمــان 
ســرطان بــه ‌عنــوان نانوحامــل دارویــی و نیــز عامــل نور-گرمــا درمانــی بررســی شــده اســت. زیست-فســفرین 
در برابــر اکسیداســیون پایــدار بــوده و دارای ســمیت ســلولی پاییــن اســت. عــاوه بــر ایــن، نتایــج آنالیزهــای 
 MDA-MB-231 ســلولی انجــام شــده جهــت دارورســانی هدفمنــد و نور-گرمــا درمانــی ســلولهای ســرطانی
بــا اســتفاده از دوکسوروبیســین بارگــذاری شــده بــرروی زیست-فســفرین و تابــش فروســرخ )IR( نشــان مــی

ــی  ــد زندهمان ــش درص ــه کاه ــادر ب ــی ق ــه تنهای ــفرین ب ــا زیست-فس ــی ب ــا درمان ــه نور-گرم ــه اگرچ ــد ک ده
ســلولهای ســرطانی بــه ۷۶٪ میباشــد امــا اثرهــم افزایــی تابــش IR بــر دوکسوروبیســین بارگــذاری شــده بــر 
روی "فســفرین زیســتی" بــه عنــوان حامــل دارویــی، بیشــترین تأثیــر را بــر کاهــش حیــات ســلولهای ســرطانی 
داشــته و میــزان زنده‌مانــی ســلول‌ها را بــه 40٪ کاهــش میدهــد. ایــن نتایــج بیانگــر قابلیــت بــالای زیســت-

ــر و قابل‌اعتمــاد در زیست‌پزشــکی اســت.  فســفرین به‌عنــوان یــک نانوحامــل دارویــی مؤث

واژگان کلیدی: زیست-فسفرین، تابش فروسرخ، اسید سیالیک، عاملدارسازی.
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1- مقدمه 

ظهــور نانومــواد دوبعــدی کــه بــا کشــف گرافــن و 
شــناخت خــواص منحصــر بــه فــرد آن در ســال ۲۰۰۴ 
به ســوی  بــود  دروازه ای  درحقیقــت  شــد،  آغــاز 
دنیــای مســحورکننده خــواص و کاربردهــای نانومــواد 
دوبعــدی. ســاختار ایــن مــواد بــا لایه‌هــای کریســتالی 
کووالانســی  قــوی  پیوندهــای  بــا  نــازک  بســیار 
درون‌صفحــه‌ای، ویژگی‌هــای فیزیکــی و شــیمیایی 
متفاوتــی از نمونه هــای تــوده ای ایجــاد می‌کنــد 
ــا در  ــرد آنه ــرای کارب ــدی ب ــم‌اندازهای جدی ــه چش ک
تصویربــرداری  ماننــد  زیست‌پزشــکی  حوزه هــای 
و  دارورســانی  زیســتی،  حســگرهای  پزشــکی، 
ــی  ــا درمان ــن ســرطان ماننــد نور-گرم درمان‌هــای نوی
و فتودینامیــک تراپــی فراهــم می کنــد[۱]. فســفرین 
کــه در ســال 2014 بــا جداســازی مکانیکــی لایه‌هــای 
ــرد از  ــه ف ــه ای منحصرب فسفرســیاه کشــف شــد نمون
ایــن دســته از مــواد می باشــد. وجــود هیبریداســیون 
ــل  ــیاه، عام ــاختار فسفرس ــفر در س ــای فس sp3 اتمه

جملــه  از  فســفرین  جــذاب  ویژگی هــای  ایجــاد 
بانــد  ســاختار  و  چروکیــده  لانه‌زنبــوری  ســاختار 
الکتریکــی منحصــر بــه فــرد بــرای آن شــده اســت[2]. 
شــرکت هــردو اوربیتــال هــای s و p در بانــد 
ــفرین  ــا فس ــت ت ــده اس ــث ش ــت باع ــت و هدای ظرفی
دارای  حجمــی،  و  چندلایــه  تک‌لایــه،  حــالات  در 
شــکاف انــرژی مســتقیم بــا پهنــای متغیــر بــا تعــداد 
 ۲ eV ــا ــت حجمــی ت ــرای حال ــا، از eV ۰/۳ ب لایه ه
بــرای فســفرین تک‌لایــه باشــد ]۳,۴[. همیــن شــکاف 
انــرژی مســتقیم و قابــل تنظیــم و‌ تحرک‌پذیــری 
ــی  ــای الکتریک ــفرین ویژگیه ــا، در فس ــالای حفره‌ه ب
و اپتیکــی خاصــی را بــرای آن بــه ارمغــان آورده اســت 
کــه نویــد بخــش فرصت‌هــای جدیــدی در کاربردهایــی 
اثرمیــدان و آشکارســازهای  نظیــر ترانزیســتورهای 
نــوری بــرای ایــن نانومــاده دوبعــدی نوظهورمی باشــد 
ــن و  ــمیت پایی ــا س ــدی فســفرین ام ــت کلی ]۵[. مزی
ــفرین  ــت. فس ــدن اس ــتی آن در ب ــت تجزیه‌زیس قابلی
ــفات  ــد فس ــمی مانن ــات غیرس ــه ترکیب ــی ب ــه راحت ب

کاربردهــای  بــرای  را  آن  کــه  می‌شــود،  تجزیــه 
ویژگــی  همیــن  می‌ســازد[6].  ایمــن  درون‌تنــی 
ســبب شــده اســت فســفرین در زیست پزشــکی  چــه 
در حــوزه تشــخیص و چــه در حــوزه درمــان، به‌ویــژه 
پیشــرفت‌های چشــمگیری  در حسگرهای زیســتی، 
داشــته باشــد [7]. حســگرهای ترانزیســتور اثرمیــدان 
ــالا  ــیت ب ــل حساس ــه دلی ــفرین، ب ــتفاده از فس ــا اس ب
بــالای  تحرک‌پذیــری  و  ســطحی  تغییــرات  بــه 
ــتی  ــای زیس ــایی مولکول‌ه ــت شناس ــا، قابلی حامل‌ه
ایــن،  بــر  عــاوه  دارنــد[10-8]  را  پروتئین‌هــا  و 
ــر  ــی ب حســگرهای الکتروشــیمیایی و فلورســنت مبتن
ــا و  ــق بیومولکول‌ه ــایی دقی ــی شناس ــفرین، توانای فس
اســیدهای نوکلئیــک را نشــان داده‌انــد[11 و 12]. 
ــتفاده از  ــا اس ــی ب ــا درمان ــان، نور-گرم ــوزه درم در ح
فســفرین بــه عنــوان عامــل فتوترمــال، یــک جایگزیــن 
مؤثــر بــرای روش‌هــای ســنتی درمــان ســرطان 
ــدوده  ــالا در مح ــذب ب ــر ج ــی نظی ــت. ویژگی‌های اس
نور مرئــی و فروســرخ نزدیــک، قابلیــت تبدیــل انــرژی 
بــه گرمــا، و زیست‌ســازگاری بــالا، فســفرین را بــه یــک 
ــان  ــرد در درم ــت کارب ــد و مناســب جه ــزار قدرتمن اب
ــل کــرده  اســت [13-15]. همچنیــن،  ســرطان تبدی
ــده  ــزارش ش ــرای آن گ ــی ب ــای ضدباکتریای کاربرده

ــت [16]. اس
ــوان بخــش  ــروزه؛ اســتفاده از نانوســاختارها بعن ام
حامــل در سیســتم های دارورســانی تبدیــل بــه یــک 
زمینــه تحقیقاتــی جــذاب هــم بــرای محققیــن حوضــه 
ــواد  ــت.  نانوم ــده اس ــوژی ش ــوزه بیول ــم ح ــو و ه نان
ــبت  ــتن نس ــل داش ــه دلی ــه ب ــاوه براینک ــدی ع دوبع
ســطح بــه حجــم زیــاد و ســاختارلایه ای، گزینــه 
ــره  ــرای ذخی ــوذرات ب ــایر نان ــه س ــبت ب ــری نس بهت
ســازی مولکولهــای دارو هســتند، از نظرســهولت ســنتز 
ــن  ــد. در ای ــت دارن ــا مزی ــر آنه ــز ب ــد نی ــازده تولی و ب
ــر  ــای فســفرین، منج ــده لایه ه ــان ســطح چروکی می
ــتری  ــی بیش ــای اتم ــر و مکان‌ه ــطح موث ــک س ــه ی ب
ــن  ــود. همچنی ــری دارو می‌ش ــل و بارگی ــرای تحوی ب
عــاوه براینکــه بــار منفــی صفحــات فســفرین امــکان 
را  دارو  مثبــت  و  کوچــک  مولکولهــای  بارگیــری 
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ــد،  ــم می کن ــتاتیک فراه ــای الکترواس بواســطه نیروه
حساســیت و پاســخگویی بــالای آن نســبت بــه pH  و 
ــش دارو  ــری رهای ــرل پذی ــبب کنت ــد س ــور می توان ن

ــد [18-17]. ــز باش نی
بــا وجــود ویژگی‌هــای منحصربه‌فــردی کــه در 
قســمت قبــل بــه آن اشــاره شــد، فســفرین در معــرض 
دو چالــش‌ اساســی قــرار دارد: اول، فرآینــد ســنتز آن، 
ــزات تخصصــی  ــه تجهی ــوده و ب ــر ب ــه و زمان‌ب پرهزین
تحقیقاتــی  مراکــز  در  امــروزه  اگرچــه  دارد.  نیــاز 
جهــان فســفرین را اغلــب از جداســازی لایه هــای 
ســنتز امــا  می کننــد  تهیــه   (BP)فسفرســیاه

ــت.  ــر اس ــه و زمانب ــده، پرهزین ــدی پیچی  BP فراین
درحقیقــت فرایندهــای ســنتز BP همگــی فرایندهــای 
دمــا یــا فشــار بــالا هســتند کــه همیــن امــر موجــب 
ــان،  ــکا، آلم ــار کشــور آمری ــا چه ــا تنه شــده اســت ت
ــا  ــیاه در دنی ــد فسفرس ــه تولی ــادر ب ــن ق ــن و ژاپ چی
بیولوژیکــی  کاربردهــای  درتمــام  تقریبــا  باشــند. 
ــع انجــام  ــه روش جداســازی فازمای ســنتز فســفرین ب
می شــود، مشــکل اصلــی ایــن روش اســتفاده از 
حلالهــای شــیمیایی ســمی و مضــر بــرای بــدن 
می باشــد کــه جداســازی لایه هــا ازآنهــا خــود کاری 
دشــوار اســت. از جملــه حلالهــای پرکاربــرد در تولیــد 
دی‌متیل سولفواکســید،  بــه  می تــوان  فســفرین 
متیــل  نرمــال  ان ســیکلوهگزیل-۲-پیرولیدون، 
ــرد[19- ــاره ک ــد اش ــل فرم‌آمی ــدون و دی‌متی پیرولی

ــت آوردن  ــه به‌دس ــاوه براینک ــن روش ع 22]. در ای
لایه هــای فســفرین یــک فراینــد زمانبــر و چنــد 
ــانتریفیوژ،  ــوت، س ــامل فراص ــه ش ــه‌ای اســت ک مرحل
ــذف  ــه، ح ــر از هم ــدف و مهم‌ت ــواد ه ــازی م جداس
اغلــب  کــه  اســت  مضــر  و  غیرفــرار  حلال‌هــای 
ــتگاه ها  ــرد دس ــاخت و عملک ــرای س ــکال ب ــک اش ی
ســنتز  بــرای  روش  ایــن  از  اســتفاده  می‌باشــد، 
فســفرینی کــه بتــوان از آن در کاربردهــای بیولوژیکــی 

اســتفاده کــرد چنــدان منطقــی نمی نمایــد. 
حضــور  در  فســفرین  ناپایــداری  اینکــه،  دوم   
ــتفاده  ــرای اس ــزرگ ب ــی ب ــیژن، مانع ــت و اکس رطوب
عملــی آن بــه شــمار مــی‌رود. بــه دلیــل وجــود جفــت 

ــی از  ــفر )ناش ــم فس ــر ات ــدی در ه ــرون غیرپیون الکت
هیبریداســیون sp3( و نســبت ســطح بــه حجــم بــالا، 
ــور  ــیژن، آب و ن ــات اکس ــه ترکیب ــبت ب ــفرین نس فس
ــرای  ــا ب ــت[23]. تلاش‌ه ــر اس ــش پذی ــیار واکن بس
پایدارســازی فســفرین شــامل عاملــدار کــردن آن 
بــا نانــوذرات فلــزی[24] بعنــوان مثــال اســتفاده 
ــره[27]،  ــن [26]، نق ــا [25]، پلاتی ــوذرات ط از نان
نیــکل[28]، کبالــت فســفاید و همچنیــن اســتفاده از 
ــا[30  ــز پلیمره ــیدی[29] و نی ــازک اکس ــای ن لایه‌ه
و 31] اگرچــه بــا حفــظ ســاختار الکترونیکــی و 
بهبــود مقاومــت فســفرین در برابــر تخریــب محیطــی، 
ــا  ــت ام ــش داده‌ اس ــای آن را افزای ــیل کاربرده پتانس
ــد.  ــود را دارن ــای خ ــدی ه ــش و ناکارآم ــک چال هری
ــن بار“زیست-فســفرین“  ــرای اولی ــه ب ــن مقال در ای
ــی  ــکی آن بررس ــت پزش ــای زيس ــی و کاربرده معرف
شــده اســت. بــرای ایــن منظــور بــا اســتفاده از 
ــهای  ــل چالش ــه ح ــود در زمین ــات خ ــج تحقیق نتای
ــتفاده از  ــا اس ــتیم ب ــفرین، توانس ــرد فس ــنتز و کارب س
فسفرســیاه اولیــه کــه آنــرا از فســفرقرمز ارزان قیمــت، 
بــا تکنیــک پلاســمای هیــدروژن در آزمایشــگاه ســنتز 
ــتی  ــای  زیس ــتفاده از مولکوله ــا اس ــم[32] و ب نمودی
ــدون  ــای فســفرین را ب ــیالیک )SA( لایه ه ــید  س اس
اســتفاده از حلالهــای شــیمیایی مضــر ســنتز و همزمان 
ــا  ــم[33]. “فســفرین زیســتی“، ب ــازی نمایی عاملدارس
ترکیــب خــواص منحصــر به‌فــرد فســفرین و پایــداری 
افزایش‌یافتــه، بعنــوان فســفرینی ارزان قیمــت، پایــدار 
ــرای  ــن ب ــکار نوی ــک راه ــازگار، ی ــا زیست س و کام
ــد.  ــه می‌ده ــفرین ارائ ــکی فس ــای زیست‌پزش کاربرده
ــا، و  ــگرها، درمان‌ه ــعه حس ــکان توس ــاده، ام ــن م ای
ــرده  ــم ک ــرفته را فراه ــانی پیش ــتم‌های دارورس سیس
و می توانــد امیدهــای تــازه ای بــرای کاربردهــای 
بیولوژیکــی فســفرین باشــد. امــا آنچــه  ســبب برتــری 
زیست-فســفرین در حــوزه بیولــوژی می شــود وجــود 
عامــل  به عنــوان    ســیالیک  اســید   مولکولهــای 
ــده ســلولهای ســرطانی در یــک سیســتم  هــدف گیرن
مقالــه  در  کــه   می باشــد  هدفمنــد  دارورســانی 

ــه شــده اســت. ــه آن پرداخت دیگــری ب
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۲- کارهای تجربی

2-1- سنتز زیست-فسفرین

ســنتز  زیست-فســفرین بعنــوان عنصــر اولیــه 
ــمای  ــال پلاس ــتفاده از روش اعم ــق با اس ــن تحقی ای
ــیمیایی  ــار ش ــانی بخ ــامانه‌ی لایه‌نش ــدروژن و س هی
پلاســمای مســتقیم انجــام شده اســت [33] در اینجــا 
بــه طورخلاصــه بــه مراحــل آن اشــاره خواهیــم کــرد.‬

2-1-1-مرحلــه اول: لایه‌نشــانی فســفرقرمز 
ــه اولی

ــر  ــرروی ويف ــياه ب ــتقيم فسفرس ــد مس ــرای رش ب
سیلیســیم، ابتــدا بــا اســتفاده از یــک کــوره خــاء کــه  

ــر فســفرقرمز و  ــرای تبخی ــه داغ، ب ــک منطق شــامل ی
منطقــه ســرد، بــرای رســوب لایــه آمــورف روی بســتر 
ــکل  ــفرقرمز بی‌ش ــه از فس ــک لاي ــت ي ــیلیکون اس س

ــود.  ــی ش ــانی م ــتر لایه‌نش ــرروی بس ب
ــفرقرمز؛  ــودر فس ــدا 120mgپ ــر ابت ــن ام ــرای ای ب
 Hohenbrunn خریــداری شــده از شــرکت مــرک(
ــه  ــی ب ــه قرص ــرای تهی ــوص ٪۹۷(؛ ب Germany, خل
قطــر يــک ســانتي‌متر و ضخامتــی کمتــر از یــک 
ــده  ــرده ش ــتی فش ــرس دس ــک پ ــط ی ــر توس میلیمت
اس��ت. ای��ن قـر�ص ب��ه ‌عنـ�وان منبــع لایه‌نشــانی 
ــیلیکونی  ــای س ــوره و ویفره ــه داغ ک ــفر در منطق فس
ــتر  ــوان بس ــادcm ۱×۱ به عن ــه ابع ــورده ب ــرش خ ب
لايه‌نشــانی در منطقــه‌ی ســرد کــوره قــرار می‌ گیرنــد. 
ــوره  ــای ک ــب، دم ــاء مناس ــه خ ــیدن ب ــس از رس پ

شکل 1: تصویر میکروسکوپ الکترونی از قرص فسفرقرمز همراه با آنالیز عنصری EDAX، قبل از اکسید شدن )بالا( و بعد از اکسید شدن در کوره 
)پایین(
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ــه ۴۵۰ درجــه‌ی ســانتيگراد تنظیــم  ــرای رســیدن ب ب
ــوان گاز  ــدروژن بعن ــن گاز هی ــن حی ــود. در ای می‌ش
ــر  ــان حــدود ۱۰ ســانتیمتر مکعــب ‌ب ــا جری حامــل، ب
دقيقــه )SCCM( بــه داخــل کــوره هدايــت می شــود.  
ایــن شــارش دائمــی گاز هیــدروژن از نفــوذ احتمالــی 
ــفرقرمز  ــا فس ــش آن ب ــوره و واکن ــه درون ک ــوا ب ه
جلوگیــری می‌کنــد؛ زیــرا بــر طبــق مشــاهدات انجــام 
شــده؛ اگرچــه فســفر قرمــز در مقابــل اکســید شــدن 
بســیار پایــدار اســت اما خــاء نامناســب اولیــه و حضور 
ــد ســبب  ــوره، می‌توان ــم اکســیژن درون ک ــد ک هرچن
اکســید شــدن قــرص فســفر قرمــز در دمــای بالا شــده 
و مانــع از لایــه نشــانی مناســب آن گــردد. تصویــری از 
قــرص فســفرقرمز اکســید شــده در چنیــن شــرایطی 
همــراه بــا آنالیــز EDAX آن در شــکل 1 آورده شــده 
اســت. بــا رســیدن دمــا بــه ۴۵۰ درجــه‌ی ســانتیگراد، 
جریــان گاز هيــدروژن را بــه مقــدارSCCM۲۰  افزایش 
ــه‌هاي  ــطحی، خوش ــر س ــن تبخي ــا ضم ــم ت می دهی
فســفر از ســطح قــرص جــدا شــده و بــا همراهــی گاز 
ــانی  ــوند. لايه‌نش ــل ‌ش ــتر منتق ــطح بس ــه س ــل ب حام
ــه‌ای  ــا لاي ــه مــدت ۴۵ دقيقــه به‌طــول می‌انجامــد ت ب
نســبتاً فشــرده، یکنواخــت و بــا ضخامــت حــدود ۱۰۰ 

ــر روی بســتر ايجــاد ‌شــود.  نانومتــر ب

فسفرســیاه  تشــکیل  دوم:  2-1-2-مرحلــه 
کریســتالی

پــس از لایه‌نشــانی فســفرقرمز اولیــه، تبدیــل 
مــاده‌ی بی‌شــکل فســفرقرمز بــه ســاختارهای بلــوری 

فسفرســیاه، بــا اعمــال پلاســمای هیــدروژن به عنــوان 
ــن  ــه ای ــود. ب ــام می ش ــی انج ــرژی خارج ــع ان منب
ــر روی  ــفرقرمز را ب ــه‌ی فس ــل لای ــتر حام ــور بس منظ
ــأ  ــوره‌ی خ ــل ک ــف( در داخ ــکل ۲ ال ــرود )ش الکت
قــرار داده و بــا رســیدن دمــای کــوره بــه ۳۵۰ درجــه 
ســانتیگراد، ضمــن وارد کــردن گاز هیــدروژن بــا 
ــوان  ــا ت ــدروژن ب ــمای هی ــان SCCM۱۰، پلاس جری
ــال  ــا اعم ــه نمونه ه ــه ب ــدت ۲۰ دقیق ــه م ۱۲ وات ب
ــدروژن  ــای هي ــی از یونه ــرژی ناش ــد ش��د. ان خواه
ــوری  ــاختار بل ــده و س ــل ش ــای فســفر منتق ــه اتمه ب

ــود. ــی ش ــاد م ــه ای ايج ــب و لاي مناس

ــای  ــازی لایه‌ه ــوم: جداس ــه س 2-1-3-مرحل
فســفرین از زیرلایــه  و عاملدارکــردن همزمــان 

آنهــا

دمــای  تحــت  هیــدروژن  پلاســمای  اعمــال 
مناســب؛ باعــث بلورینگــی فســفرقرمز و تبدیــل آن بــه 
فسفرســیاه می‌شــود. ايــن فرآينــد در شــکلهای ۲)ب( 
و )ج( ديــده مــی شــود. در ایــن مرحله باید فسفرســیاه 
تشــکیل شــده بــرروی زیرلایــه ویفرســیلیکونی از 
ــه  ــب ک ــول مناس ــده و در محل ــدا ش ــه ج روی زیرلای
حــاوی اســيد ســياليک مــی باشــد؛ غوطــه ور شــود. 
همانطــور کــه پیشــتر نیــز اشــاره شــد روش متــداول 
ــازی در  ــفرین، جداس ــای فس ــازی لایه‌ه ــرای جداس ب
ــیاه را درون  ــه در آن فسفرس ــد ک ــع می‌باش ــاز مای ف
ــی  ــیار طولان ــدت بس ــه م ــیمیایی ب ــال ش ــک ح ی
ــد  ــا پیون ــد ت ــرار می دهن ــوت ق ــد فراص ــت فراین تح
و  جداشــده  فسفرســیاه  لایه‌هــای  واندروالــس 

شکل 2: )الف( طرح واره الکترود به کاررفته درعملیات پلاسمای هیدروژن )ب( فرآيند تبديل فسفر قرمز به سیاه )ج(؛ لايه های فسفرین سنتز شده )د( فسفر سياه 
توده ای.
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ــد  لایه هــای فســفرین وارد حــال شــوند، ســپس بای
ــق در  ــای معل ــن لایه‌ه ــازی ای ــهای خالص‌س ــا روش ب
ــاک ســازی  ــول شــیمیایی پ ــول را از وجــود محل محل
ــده  ــتفاده ش ــای روش اس ــی از مزای ــا یک ــد. ام نماین
در ســنتز فســفرین در ایــن تحقیــق، ایــن اســت کــه 
بــا بهینه‌ســازی شــرایط رشــد می‌تــوان شــرایط 
ــم  ــه‌ای تنظی ــه گون ــیاه را ب ــیون فسفرس کریستالیزاس
نمــود کــه بلــور فسفرســیاه حاصــل بصــورت تــوده‌ای 
کــه در شــکل ۲)د( نشــان داده شــده اســت؛ نبــوده و 
بلکــه لايــه هــای مناســب از فســفرين ايجــاد شــودند. 
بديــن ترتيــب؛ بــا قــرار گرفتــن در حمــام فراصــوت  در 
مــدت زمانــی کوتــاه )درحــدود ۱۵ دقیقــه( مــی تــوان 
ب��ه لایه ه��ای فسـف�رین دس�ـت پدـیـا ک��رد. اســتفاده از 
ــای فســفرین  ــدروژن در تشــکیل لایه‌ه پلاســمای هی
آمــورف  لایه‌هــای  مســتقیم  تبدیــل  طریــق  از 
فســفرقرمز بــه لایه‌هــای کریســتالی، منجــر بــه 
ــای  ــال و دارای پیونده ــیار فع ــی بس ــکیل لایه‌های تش
ــدید  ــت ش ــن فعالی ــود. ای ــاد می‌ش ــطحی زی آزاد س
ســطحی ســبب می‌شــود تــا بــا غوطــه‌ور شــدن 
ــای  ــاوی مولکول‌ه ــی ح ــول آب ــا در محل ــن لایه ه ای
ــای  ــا گروهه ــی ب ــن مکان‌های ــیالیک ، چنی ــید س اس
ــش  ــیالیک واکن ــید س ــای اس ــیل مولکول‌ه کربوکس
اتصــال  کننـ�د.  ایجـ�اد   P-O-C اتصــالات  و  داده 
شــیمیایی بیــن بیومولکول‌هــای اســید   ســیالیک 
ــدار  ــه و پای ــش یک‍پارچ ــک پوش ــفر ی ــای فس واتم‌ه
روی صفح��ات فس��فرین تش�ـکیل می دهــد کــه مانــع 
از اکســید شــدن آن می‌شــود[33]. بــرای ایــن منظــور 

ــا  ــا ت ــای نمونه‌ه ــات پلاســما، دم ــس از اتمــام عملی پ
دمــای پایین‌تــر از ۳۰۰ درجــه ســانتیگراد پاییــن آورده 
ــانده  ــیلیکونی پوش ــترهای س ــپس بس ــود و س می‌ش
در  بلافاصلــه  فســفر ســیاه،  بــا لایه هــای  شــده 
محلــول اســید ســیالیک بــا غلظــت g/l 0/۳ غوطــه ور 
ــیالیک‌  ــید س ــای اس ــل مولکول‌ه ــا تعام ــوند ت می‌ش
ــی کــه  ــا اتم‌هــای فســفر لایه‌هــا آغــاز شــود. محلول ب
ویفرهــای ســیلیکونی در آن قــرارداده  شده اســت 
ــام  ــاق در حم ــای ات ــه در دم ــدت 15 دقیق ــه م را ب
فراصــوت قــرار می‌دهیــم تــا ضمــن لایه‌بــرداری 
فســفرین، لایه‌هــا  در معــرض مولکول‌هــای اســید 

ــرد. ــیالیک‌ قراربگی س

2-2- مشخصه یابی زیست-فسفرین

ديگــری؛  مقــالات  در  اينکــه  بــه  توجــه  بــا 
ــط  ــفرين توس ــای فس ــه ه ــی لاي ــخصات فيزيک مش
آناليزهــای متعــددی ماننــد طیف‌ســنجی رامــان، 
ــی، طیف‌ســنجی FTIR-ATR و  میکروســکوپ الکترون
طیف‌ســنجی فوتوالکتــرون پرتوایکــس مــورد مطالعــه 
ــی  ــه بررس ــا ب ــه تنه ــن مقال ــد؛ در اي ــه ان ــرار گرفت ق
پایــداری زیست-فســفرین پرداختــه خواهــد شــد. 
ــکوپ  ــرداری میکروس ــور از تصویر ب ــن منظ ــرای ای ب
ــکوپ  ــوری Philips CM300 ، میکروس ــی عب الکترون
الکترونــی روبشــی بــا  FE-SEM Hitachi 4160  و نیز 
ــت  ــی MDT AFM در حال ــروی اتم ــکوپ نی میکروس
ــس  ــگر 30NSG )فرکان ــوک کاوش ــا ن ــر تماســی ب غی

شکل 3: طرح واره ای از فرایندهای غوطه‌وری زیرلایه‌های Si پوشیده‌شده با فسفرین در محلول اسید سیالیک)سمت چپ(  و سانتریفیوژ برای 
جدا کردن لایه های زیست-فسفرين  از لایه های ضخیم نامناسب )سمت راست(.
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ــت.  ــده اس ــرداری ش ــره ب ــز( به ــدید 240کیلوهرت تش

2-3- آنالیزهای زیستی 

مــا بــرای تاییــد ادعــای خــود مبنــی بــر زیســت 
آنالیزهــای  از  زیست-فس��فرین  بوــدن  س��ازگار 
ــره  ــایتومتری به ــلولی )MTT( و فلوس ــمیت س س
ــلولی ــای س ــور رده ه ــن منظ ــرای ای ــم و ب گرفتی

ســلول  بانــک  از   MCF-7 و   MDA-MB-231
ملــی انستیتوپاســتور ایــران خریــداری شــد. ایــن 
 (Dulbecco DMEM ســلول ها در محیــط کشــت
 FBS 10% همــراه بــا Modified Eagle Medium)
ــياليک؛  ــيد س ــن اس ــاوه برای ــدند. ع ــت داده  ش کش
  Sigma-Aldrich ازشــرکت  N-acetylneuraminic؛ 
ــا فســفرين  ــداری شــده و در فرآينــد مناســب؛ ب خری
ــردد.  ــا زيست-فســفرين ایجــاد گ ــد ت واکنــش میده
اســید  محلــول  در  زیست-فســفرین  آنجاييکــه  از 
سـی�الیک‌ سنــتز م��ی شوــد؛ ابت��دا آنالیزهــای ســمیت 
ــیالیک‌ و  ــید س ــف اس ــای مخت ــرای غلظته ــلولی ب س
همچنیــن فســفرین زیســتی انجــام شــده اســت. 
ــرد  ــر عمک ــرخ )IR( ب ــش فروس ــر تاب ــاوه تاثی به ع
نور-گرمــا  در  اســتفاده  جهــت  زیست-فسـف�رين 
ــلول‌های  ــد در س ــانی هدفمن ــز دارورس ــی و نی درمان
ســرطانی در ایــن تحقیــق بررســی شــده اســت. بــرای 
 808nm بــا طــول مــوج IR ایــن منظــور از یــک لیــزر

ــم. ــره گرفتی ــوان w/cm2 1 به و ت

۳- نتایج و بحث

3-1- بررسی پایداری زیست-فسفرین

فســفرین مــاده ای دوبعــدی اســت کــه بــا  وجــود 
داشــتن خــواص مطلــوب فــراوان، زمانی کــه در معرض 
اکســیژن و رطوبــت محیــط قــرار می‌گیــرد، بــه شــدت 
ــه  ــطح لای ــفر در س ــای فس ــت. اتم‌ه ــیب پذیر اس آس
بســیار تمایــل بــه برقــراری پیونــد بــا اکســیژن محیــط 
ــا و  ــرز دانه‌ ه ــای آزاد در م ــود پیونده ــته و وج داش
ــول  ــطحی در ط ــوب س ــن عی ــا ]۳۴[ و همچنی لبه ه
فرآینــد ســاخت، چنیــن تخریبــی را تســریع می‌کنــد 
]۳۵[. همانطــور کــه پیشــتر نیــز بیــان شــد هــدف از 
عاملدارکــردن فســفرین؛  پایدارســازی و عــدم تخریــب 
ــاده  ــا م ــوده ت ــلولی ب ــت س ــط کش ــفرین در محی فس
مناســبی بــرای کاربردهــای بیولوژیکــی حاصــل شــود. 
در  کــه  فســفرین،  لایه‌هــای  عاملدارکــردن 
ــک  ــوان ی ــه عن ــت، ب ــده اس ــزارش ش ــه گ ــن مقال ای
ــس  �ـه پ ـس بلافاصل ـ ض��روری و بسی��ار حساـ مرحلهـ
ــیلیکونی  ــای س ــرروی ویفره ــفرین ب ــکیل  فس از تش
انجــام می‌شــود. غوطــه‌وری فــوری در محلــول حــاوی 
ــوت  ــک فراص ــال آن تحری ــیالیک و به دنب ــید س اس
ــه ایجــاد  ــا ســرعت مناســب منجــر ب ــانتریفیوژ ب و س
ــا  ــات ۱۰۰ ت ــرض صفح ــا ع ــت، ب ــی باکیفی ــه های لای
۲۰۰ نانومتــر و ضخامــت حــدود ۴ نانومتــر در محلــول 
ــی  ــاختار مولکول ــماتیکی از س ــکل 4 ش ـد. ش می‌شوـ

شکل 4: آرایش اتمی پیشنهادی اتصال مولکول‌های اسید سیالیک با محل‌های موجود روی سطح لایه های فسفرین. گروه کربوکسیل محل 
مناسبی برای برهمکنش شیمیایی و اتصال با اتم های فسفر است.
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لایه هــای فســفرین را قبــل و بعــد از قــرار گرفتــن در 
ــر کشــیده اســت.  ــه تصوی معــرض اســید ســیالیک، ب
اتم‌هــای فســفر خارجــی ضمــن برقــراری پیونــد 
شــیمیایی بــا گــروه کربوکســیل اســید ســیالیک، 
شــبکه‌ای از زنجیره‌هــای مولکولــی را درســت روی 
ــد دهنــده  ــه مولکــول پیون ــاز ب ــدون نی ــه ب ســطح لای
ــیمیایی  ــد ش ــن پیون ــد. ای ــکیل می دهن ــی تش اضاف
پیکربنــدی را بــه ســاختاری پایــدار بــا قابلیــت تبــادل 
تبدیــل  فســفرین  لایه‌هــای  ســطح  در  الکتــرون 
ــده و  ــفرین ش ــداری فس ــه پای ــر ب ــه منج ــد ک می‌کن
ــری  ــا جلوگی ــدید آنه ــب ش ــیون و تخری از اکسیداس

می‌کنــد.

3-1-1- بررســی پایــداری زیست-فســفرین بــا 
میکروســکوپ نیــروی اتمــی

لایه هــای  عاملدارشــدن  اثــر  مشــاهده  بــرای 
ــداری  ــیالیک، پای ــید س ــای اس ــا مولکوله ــفرین ب فس
ــای فســفرین  ــا لایه‌ه ــای زیست-فســفرین را ب لایه ه
ــرار گرفتــن در  ــدون اســید ســیالیک( پــس از ق بکر)ب
معــرض شــرایط محیطــی یکســان بــه مــدت یــک روز 

مقایســه کرده ایــم.
ــان  ــا را نش ــن لایه‌ه ــر AFM  ای ــکل 5؛ تصاوی ش
می‌دهــد. بــا رجــوع بــه ايــن شــکل می‌تــوان مشــاهده 
کــرد، بــا وجــود آنکــه هیــچ نشــانه ای از تخریــب یــا 

شکل 5: تصاویر AFM لایه‌های فسفرین بکر)شکل سمت راست(  و  زیست-فسفرین )شکل سمت چپ(  پس از قرار گرفتن در معرض هوا به 
مدت یک روز. همانطور که مشاهده می شود؛ زيست-فسفرين نسبت به محيط آبی و هوا؛ پايدار بوده و تغيير محسوسی در آن ديده نمی شود.

شکل 6: تصویر TEM )الف( تخریب لایه‌های فسفرین بکر پس از قرار گرفتن در معرض هوا به مدت یک روز و )ب( لایه‌های زیست-فسفرین 
بدون هیچ نشانه ای از تخریب به همراه الگوی پراش هریک از نمونه ها. 
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ــفرین  ــای  زیست-فس ــرای لایه‌ه ــوراخ ب ــکیل س تش
در  بکــر  فســفرین  لایه‌هــای  نمی‌شــود،  مشــاهده 
ــوده و ســوراخ هــای  ــر تخریــب در هــوا ناپایــدار ب براب
ــطح  ــر روی س ــره‌ای ب ــای دای ــورت الگوه ــی بص بزرگ

آنهــا کامــا مشــهود اســت. 

ــفرین  ــداری  زیست-فس ــی پای  3-1-2- بررس
ــوری ــکوپ الکترونی‌عب ــا میکروس ب

شــرایط  در  لایه‌هــا  پاپــداری  بررســی  بــرای 
محیطــی؛ ســطح لایه‌هــای فســفرین بکــر و لایه‌هــای 
زیست-فســفرین پــس از یــک روز قرارگرفتــن در 
میکروســکوپ  توســط  یکســان  محیطــی  شــرایط 
الکترونــی ‌عبــوری بررســی شــده انــد. شــکل 6 )الــف( 
تصویــر TEM از تخریــب لایه‌هــای فســفرین بکــر 
ــی  ــرایط محیط ــن در ش ــرار گرفت ــک روز ق ــس ازی پ
ــاختار  ــا در س ــه در آن پارگی‌ه ــد ک ــان می‌ده را نش

لایه‌هــا کامــا آشــکار می باشــد. 
امــا تصویــر )ب( لایه‌هــای زیست-فســفرین را 
ــی  ــرایط محیط ــن در ش ــرار گرفت ــک روز ق ــس ازی پ
ــد.  ــان می‌ده ــب نش ــانه‌ای از تخری ــچ نش ــدون هی ب
ــه در  ــر نمون ــی ه ــراش الکترون ــوی پ ــن الگ همچنی
زیــر آن آورده شــده اســت. همانطــور کــه انتظــار 
ــن  ــبب ازبی ــفرین س ــای فس ــب لایه ه ــی رود تخری م
ــن  ــراش آن شده اســت درحالیکــه ای ــن الگــوی پ رفت

ــوام داشــته  ــرای لایه هــای زیست-فســفرین ق الگــو ب
و ظهــور آن حتــی بعــد از گــذر زمــان؛ بیانگــر کیفیــت 
نتایــج  اســت.  آن  پایــداری  و  لایه‌هــا  کریســتالی 
مشــاهده شــده توســط ميکروســکوپ الکترونــی همــراه 
ــده  ــد کنن ــی؛ تايي ــراش الکترون ــوی پ ــج الگ ــا نتاي ب
قــوام و پایــداری در زيست-فســفرين بــوده و بــا نتايــج 
ــکل 5 آورده  ــه در ش ــی ک ــروی اتم ــکوپ نی میکروس

ــت دارد. ــود؛ مطابق ــده ب ش

زیســت- صفحــات  انــدازه  توزیــع   -2-3
فســفرین 

ــل  ــه دلی ــک ب ــای بیولوژی ــه در کاربرده از آنجــا ک
ــات  ــاد نانوصفح ــدازه و ابع ــلول، ان ــا س ــش ب برهمکن
ــدازه  ــع ان ــد؛ توزی ــی کن ــدا م ــژه ای پی ــت وی اهمی
صفحــات زیست-فســفرین بــا اســتفاده از ســامانه 
 Nano ZS90  Zetasizer )DLS( ــا ــی نورپوی پراکندگ
(Malvern Panalytical) تخمین زده شــده اســت. اگر 
ــاختارهای  ــرای س ــری DLS ب ــک اندازه گی ــه تکنی چ
کــروی و بدســت آوردن شــعاع هيدرودينامیکــی آنهــا 
معتبــر اســت به عنــوان یــک روش مکمــل همــراه بــا 
ــدازه  ــن ان ــد در تعیی ــرداری TEM می‌توان ــر ب تصوی
نانوصفحــات مفیــد باشــد. در شــکل 7؛ توزیــع انــدازه 
صفحــات زیست-فســفرین نشــانده داده شــده اســت. 
بــر طبــق ايــن انــدازه گيــری؛ ايــن صفحــات در حــدود 

شکل 7: داده های DLS زیست-فسفرین پراکنده در آب، نشان دهنده اندازه متوسط حدود 150 نانومترمی باشد
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۱۵۰ تــا ۲۰۰ نانومت��ر هس��تند ک��ه بــا نتایــج مشــاهده 
ــی دارد. ــوری همخوان ــی عب ــکوپ الکترون در ميکروس

۳-۳ آنالیزهای سلولی

ــید  ــلولي اس ــميت س ــر س ــي اث 3-3-1-بررس
ــف ــای مختل ــیالیک در غلظته س

چــون زیست-فســفرین در محلــول اســید ســیالیک 
ــه شــده اســت، بجاســت  ــا غلظــتmg/ml  0.3  تهی ب
ــر  ــدا تاثی ــمیت آن ابت ــدم س ــی ع ــش از بررس ــا پی ت
ــی  ــلول‌ها بررس ــی س ــر زنده‌مان ــیالیک را ب ــید س اس
ــرای ایــن منظــور تســت ســمیت ســلولی را  نماییــم. ب

ــای  ــت غلظته ــلول‌های MDA-MB-231 تح ــرای س ب
ــا ۳۲۰  ــدوده ۰/۰۷ ت ــیاليک در مح ــید س ــف اس مخت
میلی‌گــرم بــر میلی‌لیتــر انجــام شــده اســت.  بــا توجــه 
ــدار کــردن لایه‌هــای فســفرین ســنتز  ــه اینکــه عامل ب
شــده در محلــول اســید ســیالیک انجــام می‌شــود، در 
ــای  ــورت لایه‌ه ــه ص ــده ب ــنتز ش ــفرین س ــت فس نهای
ــود و از  ــد ب ــیالیک خواه ــید س ــول اس ــق در محل معل
ــه حــال  ــدون هیچگون ــن نانوصفحــات ب ــه ای آنجــا ک
ــا  ــول کام ــک محل ــد، ی ــده ان ــنتز ش ــیمیایی س ش
ــازی  ــه خالص‌س ــاز ب ــه نی ــد ک ــت می‌آی ــفاف بدس ش
نداشــته و مــی تــوان آن را مســتقیما بــا همــان ترکیــب 

ــرای آزمایشــهای ســلولی اســتفاده کــرد. ب

.MDA-MB-231 دوزهای مختلف اسید سیالیک برروی رده سلولی MTT شکل 8: آنالیز

.MDA-MB-231 شکل 9: سنجش سمیت سلولی غلظت های مختلف زیست-فسفرين برروی رده سلولی
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ــرایط  ــاوی در ش ــداد مس ــه تع ــلول‌ها ب ــدا س ابت
کامــا یکســان در یــک پلیــت ۹۶ خانــه ریخته شــدند. 
هــر خانــه بــا ml ۱۰۰ محلــول کشــت پــر شــده اســت. 
MDA- ــلول‌های ــیون س ــاعت انکوباس ــس از24 س پ

MB-231 بــه منظــور چســبندگی و رســیدن ســلول‌ها 
بــه شــرایط پایــدار، مقــدار ml ۲۵ از هــر غلظــت اســید 
ســیالیک را بــه هریــک از گروههــای مــورد نظــر اضافــه 
  MTTــز ــاعت، آنالی ــت ۲۴ س ــس از گذش ــرده و پ ک
ــا انجــام شــده  ــرای تعییــن ســمیت ســلولی نمونه‌ه ب
ــود،  ــه درشــکل 8 مشــاهده می‌ش اســت. همانطــور ک
نمونــه تیمــار شــده بــا غلظتهــای بــالای 20 میلی‌گــرم 
ــر از ۸۰٪ را  ــدن کمت ــده مان ــر درصــد زن ــر میلی‌لیت ب
نشــان می‌دهــد در حالیکــه درصــد زنــده مانــدن بــرای 
mg/ نمونــه تیمــار شــده بــا اســید ســیالیک بــا غلظــت

ــد. ــه ۱۰۰٪ می‌رس mg/ml( ۰/۳ ml ۳۰۰( ب
بــرای مشــاهده اثــر ســمیت ســلولی زیســت-
فســفرين بــا توجــه بــه غلظــت لایه هــای فســفرین در 
محلــول “فســفرین زیســتی“ دوز مصرفــی آن در حجــم 
  MTTــز ــن وآنالی ــلول‌ها تعیی ــاوی س محلول‌کشــت ح

بــه طــور جداگانــه بــرای غلظتهــای مختلــف زیســت-
 MDA-MB-231 ســلول‌های  بــرروی  فســفرين 
ــی  ــد زنده‌مان ــکل 9 درص ــت.  در ش ــده اس ــام ش انج
ــف  ــای مختل ــلول‌هایMDA-MB-231 در غلظت‌ه س
“فســفرین زیســتی“ بصــورت نمــودار ســتونی نمایــش 
mg/ ــن ــا غلظت‌هــای بی داده شــده اســت. ســلول‌ها ب

ــه  ــد. همانطورک ــار شــده ان ــا mg/ml ۶۶۷ تیم ml ۶ ت
در ایــن نمــودار مشــاهده می‌شــود، درصــد زنده‌مانــی 
 ۳۰۰  mg/ml از  بالاتــر  دوزهــای  بــرای  ســلول‌ها 
کاهــش قابــل مشــاهده‌ای را بــه زیــر۸۰٪ نشــان 
می‌دهــد درحالیکــه ایــن مقــدار بــرای بقیــه نمونه‌هــا 
ــه در  ــت ک ــر اس ــه ذک ــد. لازم ب ــی باش ــالای۹۰٪ م ب
ــر غلظتــی از زیست-فســفرین کــه  ــن روش؛ حداکث ای
قابليــت ســنتز داشــته اســت g/ml  2 بــوده اســت کــه 
ــت.  ــوده اس ــز ب ــن آنالی ــادل دوزmg/ml  ۶۶۷ درای مع
در ادبیــات موجــود، غلظــت فســفرین اســتفاده شــده 
 mg/ml ۱۵۰ ب��رای دارورس��انی، در محدوده بین ۵۰ تــا
ــی مشــاهده می‌شــود  ــن نمــودار بخوب می‌باشــد. در ای
ــات  ــن تحقيق ــه شــده در ای ــه زیست-فســفرین تهی ک

شکل 10: آنالیز فلوسایتومتری برای سلول‌های  MDA-MB-231.  نمونه کنترل )شکل الف(، نمونه درمان شده با “فسفرین زیستی“ با غلظت 
1mg/ml  در دوز mg/ml ۱۲۵)شکل ب( و دوز mg/ml ۱۶۶ )شکل ج(.
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ــالای  ــی ب ــت زنده‌مان ــت، قابلی ــدوده غلظ ــن مح در ای
ــی از  ــت. غلظت ــمی اس ــا غیرس ــته و کام ۹۰٪ داش
زیست-فســفرین کــه بــرای اســتفاده در دارورســانی و

IR  درمان��ی در ادامــه کار از آن اســتفاده شــده اســت؛ 
ــادل  ــت مع ــن غلظ ــت. ای ــوده اس ــادل mg/ml 1ب مع
دوزهــای ۱۲۵ و mg/ml ۱۶۶ در آزمایــش فوق اســت و 
مقــدار زنده‌مانــی ســلولی درایــن دومقــدار بــه ترتیــب 
ــد.  ــودار MTT می‌باش ــه نم ــه ب ــا توج ۹۸٪ و ۹۵٪ ب
بــرای اطمینــان بیشــتر؛ از آنالیــز فلوســایتومتری بــرای 
ــفرين  ــت از زیست-فس ــن دو غلظ ــمیت ای ــن س تعیی
ــز فلوســایتومتری  ــه شــده اســت. در آنالی بهــره  گرفت
ــخیص  ــه  Q1,Q2,Q3,Q4 تش ــار ناحی ــلول‌ها در چه س
ــوط  ــب مرب ــه ترتی ــه Q1 و Q2  ب ــوند. ناحی داده می‌ش
ــه ســلول‌های کامــا مــرده و درحــال مــرگ اســت،  ب
ــازه  ــه ت ــت ک ــلول‌هایی اس ــه س ــوط ب ــه Q3 مرب ناحی
ــه  ــت ناحی ــد اســت  و در نهای ــه ان ــاز مــرگ رفت ــه ف ب
 Q4 مربــوط بــه ســلول‌های زنــده اســت. همانطــور کــه 
ــاهده  ــف( مش ــرل )ال ــه کنت ــرای نمون ــکل 10 ب در ش
ــتند  ــه Q4 هس ــلول‌ها در مرحل ــود، ۸۸/۷٪ از س می‌ش
کــه مربــوط بــه حالــت زنــده اســت. ایــن مقــدار بــرای 
ــت  ــا غلظ ــفرين ب ــا زیست-فس ــده ب ــه درمان‌ش نمون
 ،4%/Q4=87 ب( برابــر با( mg/ml ۱۲۵1 و دوز mg/ml
و بــرای دوزmg/ml ۱۶۶ )ج( برابــر با Q4=85/%2 اســت 
ــه  ــا ب ــن نمونه‌ه ــی ای ــا تقســیم درصــد زنده‌مان ــه ب ک
ــبی  ــی نس ــرل، زنده‌مان ــه کنت ــی نمون ــد زنده‌مان درص

ســلول‌های ایــن دو نمونــه بــه ترتیــب برابــر بــا مقــدار 
مقــدار  بــا  کــه  می‌آیــد  به دســت  و٪۹۶   ٪۹۸/۵

ــت. ــک اس ــودار MTT نزدی ــده از نم ــت آم به دس

   3-3-3- بررســی اثــر ســمیت ســلولی 
ــاوت ــلول‌های متف ــر س “فســفرین زیســتی“ ب

س��میت غلظته�ـای یکس�ـانی از زیست-فس��فرین بــر‌‌‌‌‌‌ 
  MDA-MB 231و MCF-7 روی دو رده ســلولی
بعــد از گذشــت 24 ســاعت و 48 ســاعت اندازه‌گیــری  
و بــا هــم مقایســه شــدند. همانطــور کــه در نمودارهــا 
ــد  ــتها درص ــه تس ــود در هم ــده می‌ش ــی دی ــه خوب ب
ــن  ــت و ای ــوده اس ــالای %85 ب ــلول‌ها ب ــی س زنده‌مان
زیســتی“  “فســفرین  بیانگــر عدم‌ســمیت ســلولی 

می‌باشــد. 

بــا  ســلول‌ها  از  بــرداری  3-3-4-تصویــر 
 )SEM( روبشــی  الکترونــی  میکروســکوپ 

اگرچــه بــرای بررســی اثــر دارو بــر ســلول‌ها بایــد 
از آنالیزهــای تشــخیص ســمیت ســلولی اســتفاده 
شــود کــه توضیــح آن پیشــتر داده شــد، امــا معمــولا 
ــا میکروســکوپ  اولیــن آزمایــش، مشــاهده ســلول‌ها ب
ــلول‌ها را  ــرایط س ــه از ش ــه گزارشــی اولی ــد ک می‌باش
ارائــه می‌دهــد. بــرای ايــن منظــور و ثبــت مشــاهدات؛ 
بــا  تصویربــرداری    MDA-MB-231از ســلول‌های

ــی روبشــی شــده اســت.  میکروســکوپ الکترون

شکل 11: نمودارمیزان سمیت سلولی فسفرین بر روی رده های سلولیMCF-7  وMDA-MB-231 ، بعد از گذشت 24 و 48 ساعت.
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ــا میکروســکوپ  ــرداری از ســلول‌ها ب ــرای عکس‌ب ب
الکترونــی ابتــدا بایــد ســلول‌ها را بــا اســتفاده از محلول 
ــک‌کردن  ــس از خش ــا پ ــرد ت ــد، تثبیت‌ک گلوتارآلدئی
محلــول کشــت ســلول‌ها شــکل طبیعــی خــود را حفظ 
ــا  ــد از لایه‌نشــانی  طــا، نمونه‌ه ــت بع ــد. در نهای کنن
جهــت عکســبرداری وارد محفظــه SEM می‌شــود. در 
ــی متفــاوت  ــا دو بزرگنمای ــر SEM ب شــکل 12 تصاوی
ــر زیســت- از ســلول‌هایMDA-MB-231 تحــت تاثی

 mg/ml و  mg/ml ۱۲۵1 ؛ mg/ml فســفرین بــا غلظــت
۱۶۶ نشــان‌داده شــده اســت. همانطــور که قابــل انتظار 
ــب  ــرگ و تخری ــواهدی از م ــه ش ــود، هیچگون می‌نم
ــت در  ــود. درحقیق ــده‌ نمی‌ش ــر دی ــلولی در تصاوی س
تصاویــر ســلول‌های MDA-MB-231 تحــت تاثیــر 
ــه  ــلول‌های نمون ــر س ــا تصوی ــتی“ ب ــفرین زیس “فس
کنتــرل کــه فاقــد “فســفرین زیســتی“ می‌باشــد 

ــود. ــاهده نمی‌ش ــی مش ــه تفاوت هیچگون

در  زیست-فســفرين  از  اســتفاده   -5-3-3
ســرطانی  ســلول‌های  درمــان‌ 

شــیمی‌درمانی یکــی از روش‌هــای اصلــی درمــان ســرطان 
اســت امــا عــدم انتخــاب گزینشــی داروهــای شــیمی درمانــی 
کــه اغلــب ســبب عــوارض جانبــی شــدید بــر روی اندام هــای 
ــول  ــی معم ــیمی درمان ــی ش ــت اصل ــود محدودی ــالم می‌ش س
ــتماتیک  ــمیت سیس ــون س ــی همچ ــه عواقب ــت ک ــرطان اس س
ــه دنبــال دارد.  ــالای دارویــی را ب ــالا و محدودیــت دوزهــای ب ب
از ایــن رو اســتفاده از روشــهای درمانــی ماننــد IR درمانــی بــه 
عنــوان روشــهای غیرتهاجمــی در درمــان ســرطان وهمچنیــن 
ــورد  ــیار م ــد بس ــانی هدفمن ــتم های دارورس ــتفاده از سیس اس
ــیمی‌درمانی را  ــی ش ــاب گزینش ــد. انتخ ــه ان ــرار گرفت ــه ق توج
ــد  ــانی هدفمن ــتم دارورس ــک سیس ــتفاده ازی ــا اس ــوان ب می‌ت

شکل 12: تصاویر SEM در دو بزرگنمایی متفاوت از سلول‌هایMDA-MB-231 ؛ بدون درمان )نمونه کنترل( و تحت تاثیر “زیست-
mg/ml ۱۶۶ و mg/ml ۱۲۵ فسفرین“ با غلظت
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کــه معمــولاً شــامل ســه جــزء اساســی، دارو، حامــل و 
ــی  ــل توجه ــور قاب ــه ط ــد، ب ــده می باش ــدف گیرن ــمت ه قس
ــاخت  ــوه س  ـای دیگ��ر نح ــش داد36[و]37. م��ا در مقالهـ افزای
ــه  ــد را برپای ــانی هدفمن ــتم دارورس ــک سیس ــای ی و کارکرده
ــه در آن  ــم ک ــرده ای ــی و بررســی ک “فســفرین زیســتی“ معرف
ــه عنــوان حامــل و از دوکسوروبیســین  از“فســفرین زیســتی“ ب
بــه عنــوان دارو اســتفاده شــده اســت، همچنین اســید ســیالیک 
موجــود در زیست-فســفرين بــه عنــوان قســمت هدفگیرنــده در 

ــد بررســی شــده اســت.  ــن سیســتم دارورســانی هدفمن ای
در ایــن تحقیــق، مــا تاثیــر تابــش فروســرخ )IR( در 
رهایــش داروی دوکسوروبیســین لــود شــده بــر روی “فســفرین 
ــا اســتفاده  ــه اختصــارD+P می نام��یم، ب ــرا ب زیس�ـتی“ کــه آن
ــرای بررســی  از آنالیــز ســلولی MTT بررســی خواهــد شــد. ب
ــفرين از  ــر زیست-فس ــرخ )IR( ب ــش فروس ــر تاب ــذب و تاثی ج
ــت.  ــده اس ــتفاده ش ــوج nm۸۰۸ اس ــول م ــا ط ــزر ب ــک لی ی
درمرحلــه نخســت، تاثیــر IR در مــدت زمانهــای تابــش 
 MDA-۳و ۵ و۱۰ دقیقــه ای بــرروی ســلولهای ســرطانی
MDA-ــلولهای ــور س ــن منظ ــد. بدی ــی ش MB-231 بررس

ــا یکســان در  ــداد مســاوی در شــرایط کام ــه تع MB-231 ب
یــک پلیــت ۹۶ خانــه ریختــه و پــس از 24 ســاعت انکوباســیون، 

هرخانــه جداگانــه تحــت تابــش  IR قــرار گرفتــه اســت. فاصلــه 
قرارگیــری لیــزر از ســطح پلیــت بــه انــدازه ای انتخــاب شــده 
کــه تــوان تابشــی بــه ســلولها برابــر W/cm2 1 باشــد. ســپس 
ــی ســلولها انجــام شــد.  ــده مان ــرای تعییــن زن ــز MTT ب آنالی
همانطورکــه از نمــودار الــف بخوبی مشــهود اســت تابــش IR در 
مــدت زمانهــای ۳ و ۵ دقیقــه تاثیــری بــر ســامت و زنــده مانی 
ســلولها نداشــته و درصــد زنــده مانــی نســبت بــه نمونــه کنتــرل 
ــش  ــه تحــت تاب ــا در نمون ــد، تنه ــی ده کاهشــی را نشــان نم
ــزان  ـان شــاهد کاهــش ۵٪ در می ــه، میتوـ ــدت ۱۰ دقیق ــه م ب
ــش  ــر تاب ــد تاثی ــه بع ــود. در مرحل ــلولها ب ــی س ــده مان زن
ــروه دیگــری از ســلولهای ــرروی گ ــه ای IR ب ۵ دقیق

MDA-MB-231 کــه بــه مــدت ۲۴ ســاعت تحــت 
تاثیــر زيست-فســفرين بــا غلظــت mg/ml۱۲۵  بــوده 

انــد بررســی شــده اســت.
همانطورکــه در نمــودار )ب( از شــکل13  قابــل 
مشــاهده اســت درحالیکــه نمونــه “فســفرین زیســتی“ 
دارای زنــده مانــی ســلولی ۹۵٪ مــی باشــد، ایــن 
ــت  ــفرين تح ــاوی زیست-فس ــه ح ــرای نمون ــدار ب مق
ــد.  ــه ۷۶٪ کاهــش مــی یاب ــه ای IR ب ــش ۵ دقیق تاب
ــلولها  ــی س ــده مان ــزان زن ــش ۱۹٪ در می ــن کاه ای

شکل 13: نمودارهای آنالیز MTT برای )الف(: تابش IR در زمانهای مختلف، )ب(: بررسی اثرIR درمانی با “فسفرین زیستی“ و)ج( تاثیر تابش 
IR در رهایش داروی دکسوروبیسین از “فسفرین زیستی“ بعنوان حاملهای دارویی در دارورسانی هدفمند.
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ــه هــای  ــط لای ــذب  IR توس ــه ج ــد نتیج می توان
“فســفرین زیســتی“ و بیانگــر تاثیــر نور-گرمــا درمانــی 
ایــن لایه هــا باشــد. البتــه تعییــن چگونگــی و میــزان 
دقیــق اثــر IR درمانــی “فســفرین زیســتی“ نیــاز بــه 
ــه در  ــتر دارد ک ــای بیش ــام آنالیزه ــی ها و انج بررس

ــد. ــام می باش ــت انج دس
 IR ــش ــر تاب ــن اث ــرای تعیی ــی ب ــه نهای در مرحل
بــر رهایــش دارویــی در دارورســانی هدفمنــد، از 
یــک سیســتم دارورســانی هدفمنــد کــه برپایــه 
ــتفاده  ــت اس ــده اس ــاخته ش ــتی“ س ــفرین زیس “فس
ــروه‌ ســلولی  ــج گ ــات ســلولی پن ــزان حی ــم.  می کردی
ــروه  ــش IR، گ ــان(، تاب ــدون درم ــرل )ب ــامل: کنت ش
ــان  ــروه درم ــی، گ ــه تنهای ــا DOXب ــده ب ــان ش درم
روی  بــر  شــده  لــود  دوکسوروبیســین  بــا  شــده 
ــان شــده  ــروه درم ــت گ “فســفرین زیســتی“ و درنهای
ــس  ــش IR پ ــراه تاب ــه هم ــتی“ ب ــفرین زیس ــا “فس ب
ــتاندارد  ــتفاده از روش اس ــا اس ــا، ب ــال درمان‌ه از اعم
ــودار )ج( در  ــه از نم ــد. همانطورک ــنجیده ش MTT س
ــرخ  ــش فروس ــت، تاب ــن اس ــی روش ــکل 13 بخوب ش
به‌تنهایــی تأثیــر قابل‌توجهــی در کاهــش حیــات 
 IR ســلولی نداشــته و میــزان حیــات ســلولی در گــروه

ــت.  ــرل )100٪~( اس ــروه کنت ــابه گ ــاً مش تقریب
دوکسوروبیســین  داروی   ،DOX گــروه  در 
بــه حــدود  را  به‌تنهایــی میــزان حیــات ســلولی 
ــرای  ــن کاهــش ب ــه ای 60٪ کاهــش داده اســت و البت
گــروه دوکسوروبیســین لــود شــده بــر روی “فســفرین 
ــن  ــه اســت ای ــزان 50٪ کاهــش یافت ــا می زیســتی“ ت
ــد  ــانی هدفمن ــین دارورس ــات پیش ــا مطالع ــه ب یافت
ــروه  ــش IR در گ ــال تاب ــی دارد. اعم ــا همخوان کام
دوکسوروبیســین لــود شــده بــر روی زیست-فســفرين 
ــات  ــزان حی ــر می ــی را ب ــر کاهش ــترین اث ــا بیش ام
ســلولی داشــته اســت و میــزان حیــات ســلولی را بــه 
حــدود 40٪ کاهــش داده اســت. ایــن نتیجــه بیانگــر 
یــک اثــر هم‌افزایــی قــوی بیــن دوکسوروبیســین 
لــود شــده و تابــش فروســرخ اســت.  دلیــل ایــن اثــر 
ــازی  ــهیل آزادس ــطه تس ــد به‌واس ــی توان ــی م هم‌افزای
ــش  ــه واســطه تاب تدریجــی دارو از زیست-فســفرين ب

ــلول‌های  ــیت س ــش حساس ــل افزای ــه دلی ــا ب IR و ی
ســرطانی بــه تابــش IR و بدنبــال آن کاهــش مقاومــت 

ــد. ــتر دارو باش ــری بیش ــا و نفوذپذی ــی آنه داروی

4- نتيجه گيری 

در ایــن مقالــه، زیست-فســفرین معرفــی و بررســی 
ــرد  ــواص منحصربف ــب خ ــا ترکی ــه ب ــت ک ــده اس ش
فســفرین و پایــداری افزایش‌یافتــه، یــک راهــکار نویــن 
و مقرون‌به‌صرفــه بــرای کاربردهــای زیست‌پزشــکی 
ــتفاده  ــا اس ــفرين ب ــنتز زیست-فس ــد. س ــه می‌ده ارائ
از تبديــل فســفرقرمز بعنــوان يــک مــاده اولیــه 
ارزان‌قیمــت بــه فســفر ســياه و عاملــدار شــدن توســط 
مولکول‌هــای زیســتی اســید ســیالیک، بــدون نیــاز بــه 

حلال‌هــای شــیمیایی، انجــام شــده اســت.
در کاربردهــای درمانــی، زیست-فســفرين به‌عنــوان 
ــی داروی  ــد اثربخش ــی میتوان ــل داروی ــک نانوحام ی
افزایــش دهــد. نتایــج نشــان  دوکسوروبیســین را 
ــر روی  ــود شــده ب ــه دوکسوروبیســین ل داده اســت ک
زیست-فســفرين نســبت بــه دوکسوروبیســین ‌تنهــا؛ اثر 
بیشــتری در کاهــش میــزان حیــات ســلولی ســرطان 
ــلولهای  ــرخ )IR( برس ــش فروس ــر تاب ــی اث دارد. بررس
از  حاکــی  زیست-فســفرين  حضــور  در  ســرطانی 
ــی ســلولهای  ــا درمان قابلیــت اســتفاده آن در نور-گرم
هم‌افزایــی  اثــر  همچنیــن  می باشــد.  ســرطانی 
 IR قــوی‌ای در کاهــش زنده‌مانــی ســلول‌ها در تابــش
بــر ســلولهای ســرطانی تحــت تاثیــر دوکسوروبیســین 
ــده  ــاهده ش ــفرين مش ــرروی زیست-فس ــده ب ــود ش ل
ــه دوکسوروبیســین  ــد ک ــا نشــان میده اســت. یافته‌ه
لــود شــده بــر روی زیست-فســفرين همــراه بــا تابــش 
ــر کاهــش حیــات ســلولهای  IR، بیشــترین تأثیــر را ب
ــه  ــی ســلول‌ها را ب ــزان زنده‌مان ســرطانی داشــته و می
ــی  ــد ناش ــر می‌توان ــن اث ــد. ای ــش می ده 40٪ کاه
از آزادســازی کنترل‌شــده دارو تحــت تابــش IR و 
باشــد.  افزایــش حساســیت ســلول‌های ســرطانی 
اگرچــه بــرای تأییــد و بهینه‌ســازی ایــن نتایــج، 
ــا  ــن یافته‌ه ــا ای ــت ام ــاز اس ــتری نی ــات بیش مطالع
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می توانــد نویدبخــش اســتفاده از زیست-فســفرين 
تحقیقــات  جملــه  از  پیشــرفته‌تر  حوزه‌هــای  در 
ــودن  ــل دارا ب ــفرين به‌دلی ــد. زیست-فس ــی باش بالین
عامــل  به‌عنــوان  ســیالیک،  اســید  مولکول‌هــای 
ــک  ــد ی ــرطانی، می توان ــلول‌های س ــده س هدف‌گیرن
تحــول نویــن در ســامانه‌های دارورســانی و حســگرهای 
زیســتی بــوده کــه عــاوه بــر رفــع چالش‌هــای 
فســفرین ســنتی، امیدهــای تــازه‌ای بــرای اســتفاده از 
ــان آورده اســت. ــه ارمغ فســفرین در زیست‌پزشــکی ب

تعارض منافع

ــد  ــلام می دارن ــیله اع ــه بدین وس ــن مقال نویســندگان ای
کــه در ارتبــاط بــا انجــام، تحلیــل، نــگارش و انتشــار ایــن 
پژوهــش، هیچ گونــه تعــارض منافــع مالــی، شــخصی، 

ــدارد. ــا ســازمانی وجــود ن علمــی ی
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