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Abstract 
Aim and Background: The bacterium Streptococcus mutans is the main cause of dental caries. 
The formation of biofilms of this bacterium depends on the presence of the enzyme 
glucosyltransferase, which is encoded by the gtf gene. The aim of this study was evaluated the 
effect of polysaccharide nanocomposites of Chitosan(Cs)/Carboxymethyl Starch(CMS) /CQD.Mg 
/Trachyspermum on gtf gene expression in Streptococcus mutans using Real Time-PCR method in 
the formation of dental biofilm. 

Materials and Methods: After preparation of Chitosan(Cs)/Carboxymethyl Starch(CMS) 
/CQD.Mg /Trachyspermum nanocomposite, its antimicrobial effect on Streptococcus mutans 
ATCC 35668 was investigated by microdilution method. The morphology and structural properties 
of the nanocomposite were investigated by FTIR and SEM analysis. The expression of gtfD, gtfC, 
gtfB genes was examined by Real Time-PCR technique. Data analysis was performed by SPSS22 
software and the means were compared based on ANOVA at the level of 0.05. 

Results: The particle size of Chitosan(Cs)/Carboxymethyl 
Starch(CMS)/CQD.Mg/Trachyspermum nanocomposite was obtained in the range of 36-40 nm. 
The results of FTIR spectrum indicate the formation of a bond between carbon-quantum materials-
magnesium and Trachyspermum essential oil in the nanocomposite. The antimicrobial effect of Cs/ 
CMS/CQD.Mg/Trachyspermum (0.168 mg/ ml) was obtained. RT-PCR results showed that gtfC 
gene expression was significantly reduced (P=0.049) in nanocomposite-treated cells, indicating the 
strong effect of Cs/CMS/CQD.Mg/Trachyspermum nanocomposite suppresses gtfC gene and 
reduces biofilm formation. No significant relationship was observed in the expression of gtfB and 
gtfD genes in nanocomposite-treated cells compared to the control group (P = 0.067, P = 0.187). 

Conclusion: According to the results, the expression of gftC gene in cells treated with 
nanocomposite containing Trachyspermum has decreased and nanocomposite has a strong effect in 
suppressing genes and reducing the formation of microbial biofilm of teeth.  
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 نویسنده مسئول:

گروه مهندسی علوم زیستی، دانشکده علوم و فنون نوین، دانشگاه 
 تهران، تهران، ایران
 yazdian@ut.ac.irپست الکترونیکی: 

 23/11/1400: دریافت تاریخ
 23/12/1400 تاریخ پذیرش:

 داتکوانتومکربنبر یمبتن  تیارزیابی تأثیر نانوکامپوز
  استرپتوکوکوس موتانسر د gtfبیان ژن بر  زنیان یحاو 

 3، بهنام راسخ*1 ی، فرزانه حسین*2و 1، فاطمه یزدیان1جعفریشکوفه مذهب

 ، واحد تهران شمال، دانشگاه آزاد اسلامی، تهران، ایران دانشکده علوم زیستی، میکروبیولوژی گروه. 1
 ایران گروه مهندسی علوم زیستی، دانشکده علوم و فنون نوین، دانشگاه تهران، تهران،. 2
 یرانپژوهشگاه صنعت نفت، تهران، ا یوتکنولوژی،و ب یستز یطپژوهشکده مح یسرئ. 3

 چکیده
های باکتری ایجاد بیوفیلم است. دندان پوسیدگی ایجاد اصلی عامل موتانساسترپتوکوکوس باکتری سابقه و هدف:

شود. می یکدگذار gtf( Glycosyltransferase( مذکور منوط به حضور آنزیم گلوکوزیل ترانسفراز است که توسط ژن
-کوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ زیستی ساکاریدیپلی نانوکامپوزیت ارزیابی تأثیرمطالعه این  هدف از

استرپتوکوکوس  در gtfD, gtfC, gtfB  های بیان ژنمیزان  رب( (Trachyspermum-Cs-CMS-CQD.Mg منیزیم-دات
 است. در تشکیل بیوفیلم دندانیReal Time-PCR  با استفاده از روش موتانس

 ضد اثرمنیزیم، -داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیتپس از تهیه  :هامواد و روش
 و مورفولوژیگردید.  بررسیبا روش میکرودایلوشن ATCC 35668 موتانساسترپتوکوکوسروی باکتری  میکروبی آن
 )SEM(میکروسکوپ الکترونی روبشی  و )FTIR( مادون قرمزطیف سنجی توسط نانوکامپوزیت ساختاری خصوصیات

نرم با هاداده تحلیل .قرار گرفت ررسیبمورد  Real time-PCR تکنیک با gtfD, gtfC, gtfB های ژن بیان .گردید بررسی
 نجام شد.ا 00/0 اطمینان در سطح ANOVAبراساس  هامیانگین مقایسه وSPSS22  افزار

 33-40محدوده در منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیت ذرات اندازۀ:هایافته
 در زنیاناسانس  و منیزیم-داتکوانتومکربنبین تشکیل پیوند  دهندهشاننFTIR نتایج طیف  .ست آمددنانومتر به

 منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/نانوکامپوزیت ضدمیکروبی اثر .است نانوکامپوزیت
-در سلول( =040/0P) طور معناداریبهgtfC بیان ژن ،شان دادنRT-PCR  نتایجآمد. دستبهلیتر( میلیبرگرممیلی131/0)

-متیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ کامپوزیتقوی نانو دهنده اثرکه نشان، یافته نانوکامپوزیت کاهشهای تیمار شده با 
های بیان ژنارتباط معناداری در است. کاهش تشکیل بیوفیلم و gtfC  سرکوب ژندر منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاسته

gtfB وgtfD ، نسبت به گروه کنترل مشاهده نشدنانوکامپوزیت های تیمار شده با سلولدر (030/0, P=110/0P=.)  

 و هداشتکاهش  زنیانحاوی  کامپوزیتنانوبا های تحت درمان در سلولgftC نژ انیب زانیمطبق نتایج  :گیرینتیجه
  میکروبی دندان است.کاهش تشکیل بیوفیلم و ها سرکوب ژندر اثر قوی داری  کامپوزیتنانو

 .Iau Science، بیوفیلم دندانی ،نانوکامپوزیت، موتانساسترپتوکوکوس ،gtf ژن های کلیدی:واژه

 
های ترین بیماریشایع عفونیهای پوسیدگی و بیماری  مقدمه

(. پوسیدگی دندان 1) دنهستدهان و دندان در انسان 
ها ناشی از رشد بیش ازحد گروه خاصی از میکروارگانیسم

 کنندمیهای دندانی در سطح دندان است که تولید پلاک
گونه باکتریایی  صد(. در پلاک دندانی حدود هفت2)

در مرحله اول تشکیل پلاک، با تولید ، گزارش شده
و کلونی  داده بیوشیمیایی مؤثر اتصال اولیه رخ هایترکیب

ها قادر به د. در مرحله دوم باکتریشواولیه تشکیل می
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را فرد به تشکیل یک ساختار منحصر ،اتصال به کلونی اولیه
ها به عوامل ضدمیکروبی موجب مقاوم شدن آنو  ادهد

چندگونه شامل این ساختارهای ثانویه به د. نگردمی
(. از دلایل اصلی 3) شودبیوفیلم گفته می، باکتریایی

 فعالیت دلیلبه هاکربوهیدرات پوسیدگی دندان، تخمیر

های تحقیقات اکثر باکتریطبق  .است هامیکروارگانیزم
 وبوده استرپتوکوکوس  به جنسشده متعلقجداسازی 

عامل اصلی در پوسیدگی دندان  موتانساسترپتوکوکوس
 که موتانساسترپتوکوکوس (. عوامل اصلی پاتوژنی4) است

گردند باکتری در دهان می موفق بیوفیلم تشکیل باعث
رژیم  .استچسبندگی، توانایی تولید اسید و تحمل اسید 

و  رشد مثبت برای یعامل ساکاروز یغذایی حاوی میزان بالا
 زیرا ،است موتانساسترپتوکوکوسهای بیوفیلم  تشکیل

توانایی متابولیسم ساکاروز را بهتر  موتانساسترپتوکوکوس
ساکاروز را  بوده وهای موجود در دهان دارا از سایر باکتری

کند. به اسیدلاکتیک و گلوکان نامحلول در آب تبدیل می
از عوامل اصلی اتصال باکتری به دندان گلوکان نامحلول 

-وسیله گلیکوزیلبهو  باشددندانی میوایجاد پلاک
یند آگردد. این فراز ساکاروز سنتز می (gtf) 1ترانسفرازها

 موتانس استرپتوکوکوس شدنبه ثابتبیوشیمیایی منجر
استرپتوکوکوس  دندان است.ایجاد پلاکو سطح دندان هب

 کند:تولید می gtfحداقل سه نوع ژنوتیپ جداگانه  موتانس
1- gtfB 1-3گلوکان نامحلول در آب با پیوندهای α تولید 

دو نوع گلوکان محلول و نامحلول با  GtfC -2 کند.می
تر صورت غالببه gtfD -3کند. میتولید β 1-3پیوندهای

یک هر کند.تولید می α1-3گلوکان نامحلول با پیوندهای 
پوشانی ها نقش مجزا دارند اما دارای همgtfع از انوا

به اتصال به بزاق پوشیده شده با تمایل gtfCهستند. 
هیدروکسی آپاتیت دارد. این اتصال باعث افزایش توانایی 

با تولید  gtfBگردد. اتصال باکتری به سطح دندان می
-ها باعث خوشهگلوکان نامحلول و اتصال محکم به باکتری

شدت پذیری پلاک را بهشده و انعطاف هابندی سلول
نقش غالب را در gtfD  رسدنظر میهدهد. بافزایش می

(. 0) عهده داردهتولید گلوکان نامحلول در مراحل بعدی ب
استرپتوکوکوس در  C, B ,D gtf هایحذف ژنواقع،  در

منجر به کاهش تشکیل بیوفیلم با حداقل تراکم  موتانس
(. این امر 3شود )دها داخل بدن میساکاریها و پلیباکتری

یک روش جایگزین  gtfهای سرکوب ژندهد می نشان
روند  .است بیوفیلم تشکیل برای مختل شدن فرایند

 تشکیل بیوفیلم یندآکنترل فر تحقیقات اخیر به پیشگیری و
های است. داروهای انتخابی درمان عفونت یافته اختصاص

افزایش  دلیلهب موتانساسترپتوکوکوس از  دهانی حاصل
                                                           

1 Glycosyltransferase (gtf) 

طور بهو مشکلات تغییر رنگ دندان  بیوتیکیآنتی مقاوت
 شوندهای کوتاه مدت استفاده میفقط در درمان لمعمو

بر این اساس، تحقیقات حاضر روی توسعه عوامل . (0)
جدید آنتی باکتریال که بتوانند بر این مقاومت غلبه کنند 

رای رسیدن به این یک گام اساسی ب (.1) پذیردصورت می
نفوذ راحت در  با های ضدمیکروبیهدف توسعه روش
طبیعی های پلیمر نانوذرات(. 0) استساختارهای بیوفیلم 

های دهان و رسد در درمان و کنترل بیمارینظر میبه
های بیولوژیکی برای نقل و انتقال مواد به حامل دندان و

-تفاده به. کیتوزان قابلیت اس(1)باشند بیوفیلم مطلوب 
منظور دارورسانی و طیف وسیعی از عنوان یک ماتریکس به

ساکارید (. نشاسته پلی10)را دارد  کاربرد در بیودنتال
 و پذیرتخریبزیست سازگار،زیست طبیعی ارزان قیمت،

به شکل  ،متیلکربوکسینشاسته (.11) است  غیرسمی
 است شده کارآمد دارو استفاده عنوان انتقال دهندهتجربی به

-آنتی هایعنوان ترکیب، نانومواد کربنی بهتازگیبه(. 12)
ها داتمواد، کربنشود. از میان اینباکتریایی استفاده می

(CDsپتانسیل بالایی در کاربردهای زیست )پزشکی 
یکی از  2(CQD) داتکوانتومکربن(.14،13) دارنـد

نسبت  دلیل داشتنکربنی است که به ترین نانومواد مناسب
بالای سطح به حجم، داشتن گروه کربوکسیل که باعث 

شود و سازگازی با محیط زیست، حل شدن در آب می
 یهابیو ترک اهانیس گناسا (.13،10) کاربرد فراوان دارد

عنوان عوامل به بالقوه یدایها کاندآن ییایمیعمده ش
 3زنیان (.10) ضدمیکروبی هستند

ساله با   گیاهان یک شامل  چتریان تیره از  سرده یک
زنیان . های سفید است ای مرکب و گلبرگ های شانه برگ

مختلف  یهایتمنحصربه فرد، فعال هاییبترک یلدلبه
-یاز خود نشان م یاز جمله خواص ضدباکتر یولوژیکیب

آن استفاده شده  یوهو م یاهگ ینا یکه برا ید. بخشده
خواص ضد  یاست که دارا یمولت یادیمقدار ز یدارا

 های ترکیب (.10،11) قسمت است ینمربوط به ا یباکتر

محیطی نور و حرارت  به عوامل روغنی در اسانس فرار موجود
 ،خارجی عوامل کنترل منظورلذا به  ند،هست شدت حساسبه

ساکاریدی پیشنهاد های پلینانوکامپوزیت در انکپسولاسیون
-نانوکامپوزیت در پژوهش حاضر .(20) شودمی

-کربن منیزیم./نشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزان/زنیان
 ساختاری خصوصیات ،مورفولوژیو  شدساخته  داتکوانتوم

 با روش  دید، سپسگر بررسی آن ضدمیکروبی و فعالیت
RT-PCR های ان ژنبی  gtfD, gtfC, gtfB توسط سه

  شد. رزیابیا نانوکامپوزیت
                                                           

2 Carbon quantum dots 
3 Trachyspermum 
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 هامواد و روش
سازمان  از ATCC 35668 استرپتوکوکوس موتانس

( خریداری IROSTایران ) صنعتی و علمی هایپژوهش
آمونیوم هیدروژن سیترات دی، (low MW)کیتوزان  شد.

 دانشکده از سالم هاید. دنداندنز شرکت مرک تهیه شا

پزشکی دانشگاه تهران تهیه و توسط دستگاه برش دندان
Mecatome  مدلPresi 3های برابر )فرانسه به اندازه 

 متر( برش داده شد.میلی

ساختاری و مورفولوژی  جهت تعیین خصوصیات
-از دستگاهذرات  سایز متوسط گیرینانوکامپوزیت، اندازه

 Perkin Elmerشرکت ،03، 03، 10مدل   FT-IR های
Spectrum، مدل روبشی الکترونی میکروسکوپ 

3200KYKY_EM، مدل اسپکتروفوتومترPG 
Instrument، مدل انکوباتور دستگاه Binder و 
 مدل سانتریفیوژ و دستگاه IKA مدل شیکرانکوباتور

Sigma  .استفاده شد 
-متیلکربوکسیو  کیتوزانسازی نانوذرات آماده

 نشاسته
در ایزوپروپانول/آب به طی فرآیند اتری شدن نشاسته 
 کیتوزان. نانوذرات (21) تبدیل شد نشاستهمتیلکربوکسی

با استفاده از روش ژلاتین یونی  نشاستهمتیلکربوکسیو 
 نشاستهمتیلکربوکسیهای مختلف شدند. رقت تهیه

( با حل کردن پودر ٪وزنی 1و  00/0، 0/0، 20/0)
آب دیونیزه  لیتریلیم 10 در نشاسته متیلیـکربوکس

( تهیه شد؛ rpm000زن مغناطیسی )توسط هم C  00دمای
( ٪وزنی 1و  00/0، 0/0، 20/0) کیتوزانهای مختلف رقت

 محلول اسید لیترمیلی 10 در کیتوزانانحلال پودر  با
زن ( در دمای اتاق توسط همحجمی/حجمی) ٪0/0استیک 

توسط  کیتوزان( تهیه شد. محلول rpm000مغناطیسی )
 10تنظیم شد، pH 0 تامولار  1با رقت  سدیم هیدروکسید

عنوان عامل امولسیون ها بهبه محلول 20میکرولیتر توئین
 تراکم بدون و یکنواخت اضافه شد تا محلول با پراکندگی

 .(22) شود حاصل

 روش به منیزیم-دات کوانتوم کربن تهیه
 هیدروترمال

عنوان منبع آمونیوم هیدروژن سیترات بهگرم دی 2ابتدا 
 درمای در لیترمیلی 00 حجم در مقطر آب وسیلهبه کربن

C˚20 گرم 1 سپس د،ش حل کامل صورتبه  MgCl2 هب-
. صورت کامل حل شودوان منبع فلزی اضافه نموده تا بهعن

کننده به محلول پایدارعنوان سدیم هیدروکسید به مقداری
دست آید، این محلول فوق افزوده تا محلول همگن به

همگن درون بمب هیدروترمال ریخته و بمب هیدروترمال 
 ه شدداد قرار C  100دمای آون درون ساعت 24  مدتبه
-کوانتومتشکیل شود. کربنمنیزیم -دات کوانتوم کربن تا

-به لیتربرمیلیگرممیلی 40نهایی غلظت بامنیزیم -دات
درایر استفاده از فریزپودر کردن نمونه جهت  .آمد دست

  گردید.

/ نشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزان نانوکامپوزیت سنتز
 منیزیم-داتکوانتومکربن
 در دست آمده،به منیزیم-داتکوانتومکربن گرم 10/0ابتدا 
در  زهیونید آب لیترمیلی 30یحاولیتر میلی 200 بشر

های نانوذرات محلولاز 3:1 نسبت. پخش شدزدن، حال هم
 دستگاه در و به آرامی نشاستهمتیلکربوکسیو  کیتوزان

 تحت  (Hilscher UP200H, Germany)التراسوند
 بار نیچند شد. دقیقه اضافه 00 مدت یتسونیک

سانتریفوژ شد،  rpm1000دقیقه در  2 حاصل سوسپانسیون
 نانوکامپوزیتشد. و اتانول شسته  زهیونیو توسط آب د

دقیقه در نیتروژن مایع ذخیره شد، سپس  0مدت  حاصل
به دستگاه انجماد خشک انتقال یافت. ارزیابی کیفیت و 

 صورت پذیرفت. SEMتوسط  نانوکامپوزیت مورفولوژی

 زنیانگیری گیاه اسانس
 با با آب تقطیر روشبه خشک گیاه روغنی نمونه اسانس
شرکت  laborota 4003 )مدل کلونجر دستگاه از استفاده

Heidolph گیری،بار اسانس هر شد. در آلمان( جداسازی 
 در شده پودر صورتبه گیاه هوایی هایبخش گرم 100
 آب مقداری و شد دستگاه ریخته لیترمیلی 1000 بالن

 به گیاه بافت شدن نرم گیاه، جهت وزن برابر 3تا  4معادل
 ساعت انجام 0 مدت استخراجعمل گردید. اضافه آن

 و شد آوریجمع از تقطیر، پذیرفت و اسانس حاصله بعد
 حلال در شدن حل و سولفات سدیم با گیریآب از پس
 قرار مورد استفاده گیاه اسانس سولفوکسید متیل دی

 (.23گرفت )

-متیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/نانوکامپوزیتسنتز
 منیزیم-داتکوانتومکربن/نشاسته
ه نانوکامپوزیت به محلول پای 0/0% مقداربه زنیاناسانس 
 منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزان

 دقیقه در فرکانس 0اضافه شد و محلول نهایی مدت 
KHz40 اولتراسوند دستگاه(Hilscher UP200H, 

Germany) (.24) شد یتسونیک 

 نانوکامپوزیت تعیین خصوصیات
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نانوکامپوزیتی و  سیستم در هاترکیب بین بالقوه تعامل
 اتاق دمای درFT-IR  های عاملی توسط بررسی گروه

ساخته شده  نانوکامپوزیت IR-FT صورت پذیرفت. طیف
-طیف دستگاه از استفاده با لیوفیلیزه هاینمونه روی بر

 هاون در نانوکامپوزیت از  mg 1شد. میزان  ثبت سنج
 روی مترسانتی 1/0 ضخامت با و شد پودر KBr با همراه
 Cm400-4000-1محدوده در طیف گرفت. قرار صفحه

 نانوکامپوزیت سطح مورفولوژی هایویژگی .شد مشاهده
وات  100با قدرت SEM از  استفاده با شده فریزدرای

   (.20)بررسی گردید 

 کشت میکروارگانیسم
 استرپتوکوکوس باکتری روزهچند کلنی از رشد یک

محیط لیتر میلی 10 به بلاد آگارر محیط کشت د موتانس
 C30 ساعت در دمای  24منتقل و  BHIکشت مایع 

 این ازمیکرولیتر  000کشت داده شد؛ سپس  rpm 100و
 شیکر بهتازه اضافه و  BHIمحیط لیتر میلی 20به  کشت

ها در فاز میانی رشد تا باکتری گردید منتقل انکوباتور
 10مقدار  قرار گیرند. 300OD (3/0-0/0)لگاریتمی خود 

 rpm و C4 دقیقه در دمای 11محیط را مدت لیتر میلی
های سانتریفوژ کرده تا محیط کشت از سلول 4000

 (.23) باکتری جدا شود

 (MIC) مهارکننده غلظت حداقل تعیین

 موتانساسترپتوکوکوس باکتری روی نانوکامپوزیت
 موتانس، باکتری روی انوکامپوزیتن MIC تعیین جهت
 C ْ30 دمایBHI کشت درمحیط باکتری ساعته11 کشت

 تلقیح مادۀ 300OD نوری، جذب شد. تهیه rpm 100و
 تعیین برای گردید. تنظیم 1/0روی  تازه BHI توسط

MIC  چاهک هر چاهکی، در 03 پلیت در نانوکامپوزیت 
، 13، 1، 4، 2، 0های حجم و تلقیح مادۀ لیترمیکرو 100
-میلی 1) نانوکامپوزیت محلول ازمیکرولیتر  121، 34، 32

 برای چنینهم شد، اضافه)با سه تکرار(  (لیترمیلی گرم بر
 در مراحل این بدون اسانس نانوکامپوزیت و زنیاناسانس 

اسیون در انکوب ساعت 24 پس از شد. انجام پلیت همان
 ELISAتوسط  300ODرشد باکتری با ثبت ، 30دمای 
 غلظت ترینکم با برابر نانوکامپوزیتMIC گیری شد.اندازه
 (.20شود ) 00/0 مساوی یا ترکم 300ODبه منجر که است

 باکتری بیوفیلم تولید روی نانوکامپوزیت اثر عیینت
  موتانساسترپتوکوکوس

 باکتری بیوفیلم تولید روی اثر نانوکامپوزیت تعیین جهت
 یحاو TSB4کشت  طیابتدا مح موتانساسترپتوکوکوس

 ونیسوسپانس هیته جهت. شد لیو استر هی% گلوکز ته2
 نیاز هم یدر مقدار موتانساسترپتوکوکوس ،یباکتر

. در انتها در رسانده شدمک فارلند  میبه کدورت ن طیمح
به هر چاهک  (SPL-شکل )کره U خانه 03 تیپل کی

ی تهیه شده در محیط باکتر ونینسسوسپا تریکرولیم 200
TSB 24 تی. پلگردید اضافه دندان مینای از قطعه یک و 

 یچاهک کنترل منف3در این روش،  شد. ساعت انکوبه
 3( و لمیوفیب لیعدم تشک جهیدر نت ی)عدم رشد باکتر

( در لمیوفیب لیو تشک ی)رشد باکتر چاهک کنترل مثبت
 ،ساعت 24 از پس اختصاص داشته باشد. دیبا تیپل کی

 طیابتدا محی، زیآمطبق روش رنگ لمیوفیب جهت مطالعه
 قطعۀو  هاچاهکو  گردید حذفها ها از چاهککشت
 200با حجم  سترون PBSبار با بافر  1-2 دندان مینای

 هر محلول از تریکرولیم 200 شد. سپس شسته تریکرولیم
 غلظت حداقل در (لیتر میلی گرم برمیلی 1) نانوکامپوزیت

 و 0 هایpH) فسفات بافر محلول در (MIC) بازدارندگی
 دقیقه 30 مدت و شد منتقل مربوطه ایهچاهک به (0
 نانوکامپوزیت محلول بعد گردید. مرحلۀ انکوبه Cْ30 در

 کردن پیپت با بار 3 دندان مینای و چاهک شد حذف
-به شد. داده سترون شستشو PBSبافر  تریکرولیم 200

 تریکرولیم 200چاهک هربه  بیوفیلم، کردنفیکس منظور
اتاق انکوبه  یدر دما قهیدق 10و  شد متانول مطلق افزوده

 در و چاهک ها حذف تانولم دقیقه 10 از پس گردید.
 مینای شدن خشک از پس خشک شدند. هوا معرض
 1% ولهیو ستالیکر میکرولیتر 100، به هر چاهکدندان
 0 از پسگردید. اتاق انکوبه  یدر دما قهیدق 0 واضافه 
 مینای وچاهک  و گردید حذف ویوله کریستال دقیقه
 PBSبافر  تریکرولیم 200 کردن پیپت با بار 0 دندان

 200چاهک  به هر آخر شد. در داده شستشو سترون
 20 از پس و شد اضافه v/v٪33 استیک اسید تریکرولیم

 یبرا .گردید نانومتر قرائت 000 در نوری جذب دقیقه
 Optical density cut-off (ODc)از روش  جینتا یبررس

 نیانگیو م ارینحراف معاابتدا  یمنظور بررس. بهشداستفاده 
OD محاسبه سپس طبق فرمول  یکنترل منف یهاچاهک

 :1معادله  (.30و 33) دشمحاسبه انجام  ریز

ODcمنفی کنترل  یها= چاهکOD 3+ )نیانگیم ×
                        (یکنترل منف یهاچاهک اریانحراف مع

مورد  یهاچاهک ODکات اف،  ای ODcمحاسبه  از بعد
 .شد یبنددسته ریزموارد مطالعه طبق 

                                                           
4 Tryptic soy broth 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

 OD > 4×ODc بیوفیلم قوی
 ODc < OD ≤ 4× ODc ×2 بیوفیلم متوسط
 ODc < OD ≤ 2× ODc بیوفیلم ضعیف
 OD ≤  ODc بیوفیلم منفی

 
  Real-time PCRروش به هابررسی بیان ژن

ژن اختصاصی  ،استرپتوکوکوس موتانسباکتری ها درژن
-زنجیره واکنشبا gtfB, gtfC, gtfD هایژن بیانو  بوده گونه

-به sRNA 13 ژن از شد. بررسی RT-PCRمراز ای پلی
د. گردیاستفاده  PCRهای منظور کنترل داخلی واکنش

RNA  سلول با روشاز RNX-PLUSاستخراج شد 
(Invitrogen, Korea).  غلظتRNA  با روش تعیین

 230موج در طول نانودراپتوسط دستگاه  دانسیته نوری
های استخراج شده در RNAگیری شد. ندازهنانومتر ا

در تمامی  230/210ها نشان داد نسبت جذب نورینمونه
با حداقل  00/1های تیمار شده و شاهد بالای نمونه

بوده و برای ادامه مراحل میکرولیتر  برنانوگرم  000غلظت
 یبرا مناسب هستند. Real time PCRو  cDNAسنتز 
 ,bio Fact تیاز پروتکل سازنده ک cDNA ساخت

Korea bio Fact)  )واکنش .استفاده شد qPCR یبرا 
ژن به روش سایبرگرین با  انیب یکم لیو تحل هیتجز

، PCRانجام گرفت. جهت انجام واکنش  Corbett دستگاه
رقیق شدند. مواد  10به  1به نسبت  cDNAهای نمونه

موارد است: این شامل  PCR انجام واکنش یبرا ازیمورد ن
 RNA ase freeو  DNA ase ،الگوcDNA یهانمونه

Water ،Taq DNA Polymerase Master Mix RED 

(Amplicon) ،Forward Primer ،Reverse Primer 
آغازگر با  یطراح. الگو استفاده شد. استفاده شدcDNA و 

 اتیخصوص انجام شد. 3پرایمر استفاده از برنامه 
ژن افزار آغازگرها با نرم یبعدو شکل سه یکینامیترمود

های پرایمرهای طراحی شده برای ژن شد. یبررس 0 رانر
 .است 1مورد نظر مطابق جدول 

 تحلیل آماری
 صورتSPSS22  افزارها توسط نرمتجزیه و تحلیل داده

های مورد آزمایش و شاهد گرفت. ارزیابی تفاوت گروه
تفاوت  سهی. مقاشد انجامGraph pad Prism6.01 توسط

 موردنظر یهاژن انیدست آمده از بهب ریمقاد نیدار بیمعن
 ANOVA توسط آزمون آماری00/0ی ر سطح آمارد

 دار در نظر گرفته شد.معنی>P 00/0ارزیابی شد و مقادیر 

 نتایج
 نانوکامپوزیت یابیمشخصه

                                                           
5 Gene runner 

  (FT.IR)قرمز مادون سنجیطیف
-پلی نانوحامل و اسانس زنیان تعامل برای بررسی FT.IR زا

 نانوکامپوزیت حاوی  FT.IR طیف شد. استفاده ساکاریدی

 .شده است داده توضیح زنیان  عصاره

 متیلکربوکسی/ کیتوزاننانوکامپوزیت FTIR  طیف
 منیزیم-داتکوانتوم/ کربننشاسته

به  Cm3443-1پیک جذبی در محدوده ، 1مطابق شکل 
 پیک جذبی اشاره دارد.  O–Hکششی گروه ارتعاش
( مربوط 3444442)1Cm-3000-3200درمحدوده گسترده

 هیدروژنی پیـوند و NH2 نامتقارن کششی به ارتعاش
 Cm 1031-1 ارتعاشات در ناحیه ،اشاره دارد  O–Hگروه

سطح  در اسید موجود )کربوکسیلیک کربونیل گروه هب
CQD) 1(. پیـک ظـاهر شده در21دارد ) اختصاص- Cm 
( 1، به ارتعاش کششی گروه کربوکسیل )آمید1344

 Cm-1موجود درپیک (. 20شود )داده می کیتوزان نسبت
پیک  دارد. اختصاص  C-Hکششی به ارتعاشات 1410

اختصاص  C-Oارتعاشات کششی به Cm1032-1جذبی در 
 دارد.

 /کیتوزاننانوکامپوزیت زنیان/FTIR  طیف
 منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی

دهنـده نشـان Cm3000 -1یپیک جذب 2بر اساس شکل 
 موجــود در هایپیک است. O–H عاش کششی گروهـارت

های عاملی گروه نشان از وجود Cm300-3000-1موجطول
شیمیایی عصاره متانولی زنیان  هایمتصل به ترکیب

  O–Hیعامل گروه Cm1000-1 موجیک در طولپ .هستند
دهد را نشان می فنلی (نوع اول)الکلی هایمتصل به ترکیب

 NH به ارتعاش خمشی  Cm1041-1(. پیک در ناحیه30)
داده  اختصاصموجود در زنیان  C=O ( کیتوزان و2)آمید

    (.31،20شود )می

 نانوکامپوزیت مورفولوژی
/ کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیتSEM  صویرت 3 شکل

 نشان را منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی
 ساختار دارای نانوکامپوزیت تصویر، این به توجه با .دهدمی

-می نظربه همگن نانوکامپوزیت است. سطح جامد متراکم
 ،کیتوزان بین  خوب  سازگاری  دهندهنشان  که  رسد،

و  منیزیم-داتکوانتوم کربن   ،نشاستهمتیل کربوکسی
 درمحدوده نانوکامپوزیت متوسط قطر است.اسانس زنیان 

 .دست آمدهب نانومتر 43/40-30/33
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 استرپتوکوکوس موتانسها در توالی پرایمرها برای بررسی ژن. 1جدول 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 

منیزیم-داتکوانتوم/ کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزاننانوکامپوزیت  FTIR  طیف .1شکل 

 
 منیزیم-داتکوانتوم/ کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزاننانوکامپوزیت زنیان/ FTIR  طیف .2شکل 

 PCR Sequence (5´ → 3´) Forward or Reverse Name طول محصول

03 

AGCAATGCAGCCAATCTACAAAT F gtfB 
 

ACGAACTTTGCCGTTATTGTCA R 

01 
GGTTTAACGTCAAAATTAGCTGTATTAGC F gtfC 

CTCAACCAACCGCCACTGTT R 

04 

ACAGCAGACAGCAGCCAAGA F gtfD 

ACTGGGTTTGCTGCGTTTG R 

101 

GCGTGCCTTGAAGTTTTATTCTTC F recA 
 

TGTTCCCCGGTTCCTTAAATT R 

00 

CCTACGGGAGGCAGCAGTAG F 16S rRNA 

CAACAGAGCTTTACGATCCGAAA R 

C=O 

O-H 

O-H 

C-H C-O 

N-H 

C=O 

O-H 
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی

         
 منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/ کیتوزانزنیان/ انوکامپوزیتن SEMتصویر  .3شکل

 غلظت حداقل تعیین با ضدمیکروبی خاصیت بررسی
 باکتری نانوکامپوزیت روی(MIC)  مهارکننده

 موتانس استرپتوکوکوس
 MICطورنانوکامپوزیت به در آنکه  غلظتی است ترینکم 

 از حاصل نتایج کند. مهار را آزمایش مورد باکتری رشد کامل

-متیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیتMIC بررسی

 برابر در زنیانو اسانس منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاسته

  برابر ترتیببه دندان، پوسیدگی مولد زاییبیماری باکتری
 دست( به4)شکللیتر گرم بر میلیمیلی301/0 و 203/0

 :(33شد ) استفاده زیر فرمول از MIC محاسبۀ آمد. جهت
 

 =MIC نانوکامپوزیت زن × نانوکامپوزیت غلظت/محیط کل حجم
 

 
 زنیان و اسانسمنیزیم -داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیت 300ODنمودار  .4شکل

 
 تولید روی نانوکامپوزیتبازدارندگی  میزان تعیین

 موتانس استرپتوکوکوس باکتری بیوفیلم
آمریکا( -Biotek-Cytation3خوانش پلیت توسط الیزا )با 

ODنتایج قرار داده شد و 1دست آمده در معادله ههای ب 

 کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیت بازدارندگی اثر از حاصل
 و اسانسمنیزیم -داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/

 استرپتوکوکوس باکتری بیوفیلم تولید میزان روی زنیان

 است. شده داده نشان 2جدول در دندان مدل روی موتانس

 موجطول در هاجذب و شد انجام تکرار سه در هاآزمایش

 گردید مشاهده نتایج به توجه با گردید. نانومتر قرائت 000

 تربیش زنیاناسانس  به نسبت تنانوکامپوزی بازدارندگی اثر

 (.20، 32) بود
 gtfB, gtfC, gtfDهای بررسی بیان ژن

ارتباط معناداری در بیان نشان داد  این تحقیقهای یافته
تیمار شده نسبت به گروه کنترل  بین گروه ،gftCژن 

-سلول در gtfC ژنبیان .= Pvalue)040/0) مشاهده شد
-متیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/با های تحت درمان 

  0شکل) هداشتکاهش منیزیم -دات کوانتوم/کربننشاسته
سرکوب در  کامپوزیتدهنده اثر قوی این نانونشان(، که ب
کاهش تشکیل بیوفیلم با حداقل تراکم و  gtfC ژن

-سرکوب ژنتوان بیان کرد می است.ها داخل بدن باکتری
ممکن است یک روش جایگزین برای مختل  gtfهای 

 هایژنمیزان بیان  شدن فرایند تشکیل بیوفیلم باشد.

gtfB, gtfD کیتوزانزنیان/کامپوزیت  ر حضـور نانود/ 
نسبت به  منیزیم-دات کوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی

 دهندهنشان و (الف و ج 0)شکل  یافته افزایش کنترل نمونه
 .های تحت درمان استسلولبرنانوکامپوزیت منفی  اثر

-بین گروه ،gtfDو gtfBهای بیان ژنارتباط معناداری در 
 تیمار شده نسبت به گروه کنترل مشاهده نشد های

(030/0, gtfB; P=110/0P=  gtfD;.) 
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 زنیانو اسانس منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیت بازدارندگی .2 جدول

 
 (الف)                                                            (                    ب)

 

 
 )ج(                                   

 با  تیمار شده استرپتوکوکوس موتانسهای در بین سویه gftDژن )ج(  ،  gftCژن )ب(  ،  gftBژن )الف(  :بررسی ارتباط معناداری .0شکل 
 . منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیت

 
 gftC فقط ژن ،تحت مطالعه ژن 3از بین ، نتایج بر اساس

کامپوزیت نانو تحت درمان با یهاسلول دررا ژن  انیب زانیم
 ثر قویادهنده که نشان نشان داد یداریتفاوت معنبا 

تشکیل در  gftC ژن انیب کاهش میزان در نانوکامپوزیت
با  ماریکه تیحال درمیکروبی دندان است. بیوفیلم 

-/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیت
 یهاژن انیدر ب یداریمعن تفاوت منیزیم-داتکوانتوم

gftBوgftD نشان ندادند (030/0, P=110/0 P=.) 

 بحث

-گرم بر میلیمیلی)غلظت  نوع بیوفیلم
 نانوکامپوزیت (لیتر

 4 منفی
-متیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/
 منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاسته

 2 قوی
 1 قوی
 0/0 قوی

 4 متوسط

 زنیان اسانس
 2 قوی
 1 قوی
 0/0 قوی
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 مجله تازه های بیوتکنولوژی سلولی  مولکولی
ت خهای جدید برای شناپیشرفت مسیرطورکلی در هب

-راهکار یافتن ،کامل آن کنیریشهدندانی و  پوسیدگی کامل
های دندانی و عوامل کلاکاهش پ جهتهای جدید 

ها ضرورت دارد. ثابت شده است عوامل ایجادکننده آن
استرپتوکوکوس  لمیوفیب لیدر برابر تشک یکروبیضدم

 درGTF  های. ژنندهست یکارآمد یراهبردها موتانس
به سطوح  هاتولید پلیمرهای گلوکان و اتصال باکتری

. افزایش مقدار بیان (33) باشنددارای اهمیت زیادی می
نکتونی این لاها در حالت بیوفیلم نسبت به فرم پآن

ای کند. یوشیدا و همکاران در مطالعهموضوع را تایید می
در حالت بیوفیلم چهار  gtfB میزان بیان ژن نشان دادند

 (.34) یابدنکتونیک افزایش میلار نسبت به حالت پبراب
تواند ها میسلول به دارو انتقال در نانوفناوری ازاستفاده

جمله  ازی گیاهی ت پیشروی رسانش دارولامشک برخی
طبق  .را برطرف نماید لابودن و اکسیدپذیری باهدفمندغیر

 یکیولوژیبیهاتیفعال ریو سا یکروبیضدمتیفعالتحقیقات 
با حضور کپسوله شده در نانوکامپوزیت  زنیانس ناسا

در . (30) دارد مـیارتباط مستقآن فعال  ستیفرار ز یاجزا
-متیلکربوکسی/کیتوزان نانوکامپوزیت MICاین تحقیق، 

-میلی بر گرمیلیم303/0منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاسته
-کوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی/کیتوزانزنیان/،لیتر
 زنیان اسانس ولیتر  برمیلیگرم میلی 131/0 منیزیم-دات

دلیل  به دست آمد.هلیتر بمیلیبر گرممیلی 301/0 خالص
ها تحت شرایط محیطی، فراریت و ناپایداری اسانس

تواند کارائی این ترکیبات را بهبود می کردن اسانسکپسوله
نانوکامپوزیت باعث  واقع اسانس کپسوله شده دردر  .دهد

-کربوکسی/کیتوزانزنیان/ضدمیکروبی افزایش خاصیت 
 به نانونسبت  منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیل

  دو ماده شد.خالص  زنیانکامپوزیت فاقد اسانس و اسانس 
اما از خصوصیات ضدباکتری برخوردارند،زنیان کیتوزان و 

های نانومتری  کپسولصورت  ها به زمان آن استفاده هم
لوگیری از ـیافته و در ج زایش ـموجب شده اثر این مواد اف

. (36) ابدــزا بهبود ی ثیر عوامل بیماریـایجاد، رشد و تک
 یداکس ینانوذرات د یرتاث و همکاران حسینعلیدر مطالعه 

  زئولیت اکسیدروی/ و نانوکامپوزیت SiO)2( یلیکونس
(Zno/Zeolite)یهاژن یانر ببftf ،gtfB ،vicR، gbpB  و

 موتانس وساسترپتوکوک یتوسط باکتر یوفیلمب یلتشک
و   سیلیکون اکسیددی نانوذراتطبق نتایج  ی گردید.بررس

ادر ق    (Zno/Zeolite)روی/زئولیت نانوکامپوزیت اکسید
 موتانسوسسترپتوکوکط اـبه مهار تشکیل بیوفیلم توس

رای مهار تشکیل ب  MIC -subپتانسیل بالا درو با ه دبو
وان عامل ـتوانند به عنمی موتانس وساسترپتوکوکبیوفیلم 

 .(30) دـشون ادنی ایجـاستفاده بالی تـهجری ـدباکتـض

ی کروبیخواص ضدمهمکاران  و Lapinskaدر مطالعه 
 دهان یزایماریب عوامل در برابرچند گیاه  یبیترک اسانس

 تیفعال زنیانبررسی شد. طبق نتایج این مطالعه 
آن  ترونلولیس یرا ارائه داد که با محتوا خوبی یضدباکتر

ی زنیان تاثیر دانه و همکاران Oskuee(. 31) مرتبط است
و باکتری  اورئوساستافیلوکوکوسمثبت باکتری گرم را بر
نتایج اثر  بررسی کردند و اشریشیاکلیمنفی  گرم

بیشتر  تاثیرمهارکنندگی گیاه زنیان علیه این دو باکتری و 
دادند  آن بر جلوگیری از رشد باکتری گرم مثبت را نشان

اثر  ترکیب سبب بالاتر رفتن در کیتوزان حضور (.03)
 از مختلف هایمکانیزم باشد.می کامپوزیت ضدمیکروبی

 یک است. شده ارائه کیتوزان برای باکتری با تعامل
 بار دارای کیتوزان بین تعامل تواندمی احتمالی مکانیسم

باکتری  سلول غشاء منفی بار و نانوکامپوزیت در مثبت
 ای اثر مهاریو همکاران در مطالعه Koo (.40باشد )

Apigenin نتشکیل پلاک از طریق مهار ژ را روی عدم-
 UA159موتانس  وسدر سویه استرپتوکوک gtfهای 

و  gtfBای ـهتوجهی از مهار ژن بررسی کردند و نتایج قابل
gtfC زارش ـگ لولیـساکارید خارج سدخیل در سنتز پلی
 ضد یهاتیفعال نیز و همکاران Passos (.14) کردند

گالات لیو ات دیاسکی، گالferrea Libidibia یدگیپوس
مورد را  لمیوفیموتانس در مدل بوساسترپتوکوک هیعل

 دیاسکیگالات و گال لیات ج،ینتا نمودند. طبق یبررس
 یهاسلول ،ییایمحلول در قل یهاباعث کاهش گلوکان

ها لمیوفیدر ب gtfDو  gtfB ،gtfC یهاژن انیزنده و ب
 انیب زانیمفقط ، تحت مطالعه ژن 3از بین  (.24) شدند

با  کامپوزیتبا نانو تیمار شده یهادر سلول gftCن ژ
ثر قوی اه شد که بیانگر نشان داد یداریتفاوت معن

تشکیل در gftCژن انیب کاهش میزاندر  نانوکامپوزیت
بیان ارتباط معناداری در میکروبی دندان است. بیوفیلم 

 شده با های تیمارسلولدر ، gtfDو gtfBهای ژن
 در. نسبت به گروه کنترل مشاهده نشد نانوکامپوزیت

 یاهیگ یهاعصاره یبرخ شده مطالعات متعدد نشان داده
توسط سرکوب ژن  لمیوفیب لیتشک یرو یاثرات مهار

نشان داد و همکاران  Xuمطالعه نتایج دارند.  gtfخانواده 
ی هاگالات با سرکوب ژن نیکالاکتاچیاپ نیدیکات یچا

gtfB, C ,D تر از کم ریر مقاددMIC لیباعث مهار تشک 
نتایج  (.34) دشومی موتانساسترپتوکوکوستوسط  لمیوفیب

از  فنل حاصل ستالینشان داد کر همکاران یانو وپژوهش 
از  یریدر جلوگ یدیتواند نقش کلیم ایجنتیکوسیوت

 نیچنداشته باشد، هم موتانساسترپتوکوکوساتصال 
-دندان به یدگیکاهش پوس یبرا ییدارو لیپتانس یدارا

]   .(44) است ییمواد غذا یصورت افزودن
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 گیرینتیجه
-کربوکسی/کیتوزانزنیان/ نانوکامپوزیت اخیر اثر  مطالعه  در

 های بیان ژنبر  منیزیم-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیل
  gtfD, gtfC, gtfB شد.  ارزیابی موتانسسترپتوکوکوسا

 ،مورفولوژیشد، سپس  ساخته ابتدا نانوکامپوزیت

 بررسی آن میکروبی ضد و فعالیت ساختاری خصوصیات
 /کیتوزان زنیان/ تینانوکامپوز یکروبیم اثر ضد گردید.

-داتکوانتوم/کربننشاستهمتیلکربوکسی
نتایج  .آمد دستبه لیترگرم بر میلیمیلی131/0منیزیم

 هایدر سلولgftC  نژانیب زانیمداد  نشانا هژن انیب

است و این  هداشتکاهش  کامپوزیتنانوبا  شده تیمار
 کاهش وgtfC ژن سرکوبدر قوی اثرداری  کامپوزیتنانو

 است.   دندان  میکروبی  بیوفیلم  تشکیل
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