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 نانوذرات کلسیفیه در سنگ کلیه، سنگ صفرا و پلاک آترواسکلروزیسوجود بررسی 

 2، الهام مسلمی*1امیز ایزدی

 
 خلاصه
ررات وّسیفیٝ ثٝ ضىُ: مقدمه ثٛبت وّسیٓ ٚ فسفبت ٚخٛ ٘بٛ٘ ذ اخیر حبوی از آٖ است وٝ ٞبی ٔختّفی در رس اٞٛ د دار٘ذ. ض

ررات وّسیفیٝ ) ذسبز ٞستٙذ. CNPsیب  Calcifying nanoparticlesضبیذ ٘بٛ٘ ثٛبوترٞب ثیٕبری( ٕٞبٙ٘  ٞبی ٔختّفی را ثٝ ٘ب٘
(Nanobacteria   یبNB) ٜذ وٝ از آٖ ارتجبط داد اٖٛ ثٝ سًٙ خّٕٝ ٔی ا٘  -ٞبی لّجی ٞبی وّیٝ، سًٙ ویسٝ غفرا، پلان ت
ی ٚ ثسیبری از سرعبٖ -ٞبی دٞب٘ی رٚلی، پلانف ٛد. یٞبی خٛدایٕٙ ٞب ٚ ثیٕبری د٘ذا٘ ٞذف از ایٗ ٔغبِقٝ، ثررسی  اضبرٜ ٕ٘

ٝ، سًٙ ویسٝ غفرا ٚ پلان ثٛبوترٞب در سًٙ وّی اٚسىّرٚزیس ٚ ٕٞچٙیٗ ٔمبیسٝ آٖ ٚخٛد ٘ب٘ ٞب ثب یىذیٍر از  ٞبی آتر
د.  ٘ؾر ضىُ سبختبری ثٛ

ٝ،  18در ٔغبِقٝ حبضر  : روش ٛٝ٘ سًٙ وّی ٛٝ٘ سًٙ ویسٝ غفرا ٚ  15ٕ٘ اٚسىّرٚزیس عی فُٕ  11ٕ٘ ٛٝ٘ پلان آتر ٕ٘
ٛٝ٘ NBآٚری ٌردیذ. پس از خذاسبزی  خراحی تٟیٝ ٚ خٕـ ٚ٘ی ) ٞب ٚ تأییذ آٖ از ٕ٘ سظ ٔیىرٚسىٛح اِىتر  Scanningٞب تٛ

electron microscope  یبSEM٘ٝٛ  FBS (Fetalحبٚی DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium )ٔحیظ ٞب در  (، ٔمذاری از ٕ٘

bovine serum) 10  ٌّٛتبٔبت در دٔبی درغذ اٛ 95ٚ اوسیذ ورثٗ  دی درغذ 5ثب ضرایظ  ٌراد سب٘تی درخٝ 37ٚ  ثٝ  درغذ ٞ
DNA (Deoxyribonucleic acid٘ٝٛپرٚتىُ استخراج . وطت دادٜ ضذٞفتٝ  8ٔذت  دبْ ضذ، سپس ثٝ ٚسیّٝ  ( ثر رٚی ٕ٘ ٞب ا٘

 ( ٔٛرد ارزیبثی لرار ٌرفت.Polymerase chain reaction) PCRیه تىٙ
ٛٝ٘ سًٙ وّیٝ در  18از  ها: یافته ٛٝ٘ وطت ٔثجت دیذٜ ضذ. از  17ٕ٘ ٛٝ٘ سًٙ ویسٝ غفرا  15ٕ٘ ٛٝ٘ وطت ٔثجت ٚ  14ٕ٘ ٕ٘

بیت ٞر  ٛٝ٘ 11در ٟ٘ د٘ذ. ٕ٘ اٚسىّرٚزیس دارای وطت ٔثجت ثٛ ٚ٘ی ر پلان آتر ىتر سظ ٔیىرٚسىٛح اِ ضذ ٚ ٚخٛد ٞب تٛ
CNP ٘ٝٛ ٛٝ٘ در تٕبْ ٕ٘ ِٚی ٞیچ  PCRٞب تست  ٞب تأییذ ٌردیذ. ثرای تٕبْ ٕ٘ دبْ ضذ،  ٛٝ٘  DNAا٘ ٞب ثب پرایٕرٞبی استفبدٜ  از ٕ٘

 ضذٜ ضٙبسبیی ٘طذ.
ررات وّسیفیٝ ثٝ ٚسیّٝ رٚش وطت ٚ ٔطبٞذٜ ثب ٔیىرٚسىٛح  ثب تٛخٝ ثٝ ٘تبیح ٔی گیری: نتیجه ٛد وٝ ٚخٛد ٘بٛ٘ اٖٛ ثیبٖ ٕ٘ ت

ِٚی از آٖا ٚ٘ی ٔٛرد تأییذ لرار ٌرفت،  وّئیه تأییذ ٘طذ، ثبیذ ثرای اثجبت  ِىتر خبیی وٝ در ٔغبِقٝ حبضر ٚخٛد اسیذ ٛ٘
سظ  ٚخٛد آٖ ررات در ٔحیظ PCRٞب تٛ ٞبی وطت ٔختّف ٚ ٔطبٞذات  تحمیمبت ثیطتری غٛرت ٌیرد. ثب تٛخٝ ثٝ رضذ ٘بٛ٘

اُٛٔ ٟٔٓ در ایدبد  ٔیىرٚسىٛپی، ٔی اٖٛ یىی از ف اٚسىّرٚزیس را ٚخٛد  سًٙ وّیٝ، سًٙ ویسٝ غفرا ٚ پلانت ٞبی آتر
اٚرٌب٘یسٓ ذاد ورد. ایٗ ٔیىر  ٞب لّٕ

ٝ، وطت،  های کلیدی: واژه ررات وّسیفی  PCR٘بٛ٘
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 مقدمه
 Calcifying nanoparticles)٘ب٘ٛررات وّسیفیٝ وٙٙدذٜ  

 (NB یب Nanobacteria) فٙٛاٖ ٘ب٘ٛثبوتر وٝ ثٝ  (CNPsیب 
ُ  ضٙبختٝ ٔی ٞدبی ٔختّفدی در رسدٛثبت     ضٛ٘ذ، ثٝ ضدى

ٞددبی آپبتیددت، وّسددیٓ، فسددفبت  وّسددیٓ، وریسددتبَ
(. ضدٛاٞذ  1، 2سفبت ٚخدٛد دار٘دذ )  فیسیِٛٛشیه ٚ ف

اخیر حبوی از آٖ است وٝ ضبیذ ٘دب٘ٛررات وّسدیفیٝ   
تٛا٘دذ یىدی از ٔسدبیُ     ٕٞب٘ٙذسبز ٞستٙذ ٚ ایٗ أر ٔی

٘ب٘ٛثبوترٞدب   (.3راخـ ثٝ وّسیفیىبسیٖٛ را حُ ٕ٘بیذ )
ٚ در ٞر ٔحدیظ اسدتب٘ذارد    ثبضٙذ دارای رضذ آٞستٝ ٔی

ب ثذٖٚ رً٘ ٚ ٞ ٔیىرٚثیِٛٛشیه لبثُ رضذ ٘یستٙذ. آٖ
تٛا٘دبیی   دارایٚ   ثیٛتیده  ٔمبْٚ ثٝ ٌرٔب ٚ ثیطتر آ٘تی
 فرآٚری ٔٛاد ٔقذ٘ی ٞستٙذ. 

ا٘سبٖ، ادرار ٚ  ،ٞب در خٖٛ ٌبٚ ایٗ ٔیىرٚارٌب٘یسٓ
ٕٞچٙدیٗ از  . (1، 4-6) ضدٛ٘ذ  ٔیٞبی وّیٝ یبفت  سًٙ

، 8) ٌرد٘دذ  ٔدبری غفراٚی ٚ سًٙ غفرا ٘یس خذا ٔی
(، سدرعبٖ  9تخٕدذاٖ ) سرعبٖ ثبفت (. ایٗ ررات در 7

ا٘دذ.   ( ٘یدس یبفدت ضدذٜ   11فرٚق لّدت ) ٚ  (10سیٙٝ )
تطىیُ سًٙ در ٔدبری ادرار یه فرایٙذ چٙذ فدبّٔی  

ٌدردد.   است وٝ ضبیذ ثبفث ٔستقذ وردٖ ایدبد سًٙ 
ٔب٘ٙدذ   ٞدبیی  ایٗ فٛأُ ضبُٔ فذْ تقبدَ ثیٗ ضدبخع 

ادرار فٛق اضجبؿ، ٘ٛوّئٛتیذ وریستبَ ٚ اٚرٜ، تدٕدـ ٚ  
ٞبی خٛد ٔب٘ٙذ  ذاْٚ وریستبَ ٚ ٟٔبر وٙٙذٜحفؼ رضذ ٔ

(، أدب  12ضٛد ) ٞبی ادرار ٔی سیترات ٚ ٌّیىٛپرٚتئیٗ
تحمیمبت ٘طبٖ دادٜ است افرادی وٝ دارای سًٙ وّیٝ 

دارای فٛأُ ٔستقذ وٙٙذٜ ٔٛاد درغذ  20ثبضٙذ تٟٙب  ٔی
تٛاٖ ٌفت وٝ فٛأُ دیٍری  (. ثٙبثرایٗ ٔی13ٞستٙذ )

بت ٘مص دار٘ذ وٝ از ایٗ فٛأُ، ٘یس در ایدبد ایٗ رسٛث
٘ب٘ٛررات وّسیفیٝ وٙٙذٜ درغذ ثبلایی از ایٗ احتٕبَ را 

ٖ    ضدٛ٘ذ  ضبُٔ ٔی ٞدب   ٚ تحمیمدبت فراٚا٘دی ثدر رٚی آ
 غٛرت ٌرفتٝ است. 

در  NB٘طدددبٖ دادٜ اسدددت  NASAتحمیمدددبت در 
ٞبیی ثدب خبرثدٝ ودٓ ز٘دذٌی      ٞبیی وٝ در ٔحیظ ا٘سبٖ

یٗ از ایدٗ ٔطدبٞذات   وٙٙذ، ثیطتر ٚخٛد دارد؛ ثٙبثرا ٔی
در فضدب٘ٛرداٖ ثبفدث افدسایص     NBضٛد ودٝ   تّمی ٔی

 (.14، 15ٌردد ) تطىیُ سًٙ وّیٝ ٔی
 5/0تدب   2/0ثدٝ   ٘سدیده  ایدٗ ررات لغر سدِّٛی  

، ثیدرٖٚ سدِّٛی  لایدٝ  ثبضذ. ٔقدذ٘ی ضدذٖ    ٔیىرٖٚ ٔی
آٚرد وٝ  ٞب فراٞٓ ٔی پٛضص ٍٟ٘جبٖ سختی را ثرای آٖ

ٞبی  دیٍر ٌرٜٚ ٞبی فیسیىی را )وٝ ثرای تحُٕ تٙص
در  .سددبزد آٚر اسددت( ٕٔىددٗ ٔددی ثبوتریددبیی ٔددري

ضدٛد ٚ   سبوبریذ ٔطدبٞذٜ ٔدی   ٘ب٘ٛررات پرٚتئیٗ ٚ پّی
ٞب، ٔٛرأیه  ٞبی اغّی ٔٛخٛد در آٖ یىی از پرٚتئیٗ

اسیذ است ودٝ ایدٗ ٔدبدٜ یىدی از ترویجدبت اغدّی       
 (. 16، 17ثبضذ ) ٞب ٔی پپتیذٌّٚیىبٖ ثبوتری

رٚی ایٗ ررات، ا٘ذازٜ  ٔطىُ اغّی ثرای تحمیك ثر
تر  ثراثر وٛچه 100تب  10ثبضذ وٝ  ٞب ٔی وٛچه آٖ

ٞبی ضبیـ است. ایٗ أر ثرای ا٘ذازٜ وٛچه  از ثبوتری
ٞب ثسیبر فدیت است وٝ ثتٛا٘ٙذ یه سَّٛ ز٘دذٜ را   آٖ

(. از عدرف دیٍدر،   18درٖٚ خٛد خدبی دادٜ ثبضدٙذ )  
ٔحممبٖ ٔختّف ثٝ ایدٗ أدر اضدبرٜ دار٘دذ ودٝ اسدیذ       

ٚخدٛد   ٞبی زیسدتی در ٘ب٘ٛثبوترٞدب   ئیه ٚ وب٘ی٘ٛوّ
ٞدبی ییدر ز٘دذٜ     تٛا٘ٙذ تٛسظ ٔیىرِٚٔٛىَٛ داضتٝ، ٔی

 (. 19آیبز ثٝ ٕٞب٘ٙذسبزی وٙٙذ )
NB سبوبریذ  ثبدی تِٛیذ ضذٜ ثر فّیٝ ِیپٛپّی ثب آ٘تی

ولأیذیبٞب ٚاوٙص ٔتمبعـ دارد وٝ ایدٗ أدر ثبفدث    
آٚر٘ذ ٞب ثٝ حسبة  را خسء ثبوتری NBای  ضٛد فذٜ ٔی

٘ب٘ٛٔتر دار٘ذ ٚ  80-500ای ثیٗ  (. ایٗ ررات ا٘ذاز20ٜ)
ٞب ثستٍی ثٝ ٔرحّٝ وّسیفیىبسدیٖٛ دارد ٚ   ثسرٌی آٖ

ثبضددذ  ٘ددب٘ٛٔتر ٔددی 20-200ررٜ ٔروددسی در حددذٚد 
درغدذ   5(. رضذ ٘ب٘ٛثبوترٞب در ضرایظ ٞٛازی )21،1)

درغدذ ٞدٛا( ثٟتدر غدٛرت      95اوسیذ ودرثٗ ٚ   دی
سٙتس اسدیذٞبی ٘ٛوّئیده    ٞبی ٌیرد ٚ ٟٔبر وٙٙذٜ ٔی
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 فّٛرٚیٛراسیُ ٚ سدیتٛزیٗ آراثیٙدٛز از رضدذ    -5ٔب٘ٙذ 
وٙٙذ. ٕٞچٙدیٗ تتراسدبیىّیٗ،    ٘ب٘ٛررات خٌّٛیری ٔی

ٖ     تری ٞدب   ٔتدٛپریٓ ٚ سِٛفبٔتبوسدبزَٚ ٔدب٘ـ رضدذ آ
  EDTAٞبی یدٛ٘ی وّسدیٓ ٔثدُ     ضٛد ٚ ٟٔبر وٙٙذٜ ٔی

(Ethylene diaminete traacetic acid ) ٚEGTA  سدیترات 
(Ethylene glycol tetraacetic acid )ٖٞددب در  از رضددذ آ

 (. 22، 23وٙذ ) ضرایظ آزٔبیطٍبٞی خٌّٛیری ٔی
ثب تٛخٝ ثٝ ٔغبِقبت ا٘دبْ ضذٜ ثدر رٚی ٘دب٘ٛررات   

ٞبی وطت ٔختّدف   ٞب در ٔحیظ خٟت تأییذ وطت آٖ
 DNA (Deoxyribonucleicخبیی وٝ ثٝ تدبزٌی   ٚ از آٖ

acidٝ(، 24ٙبسبیی ضذٜ است )ای ض ( ایٗ ررات در ٔغبِق
ثرای تأییذ ایٗ ٔسبیُ ٚ ٔدٛارد اضدبرٜ ضدذٜ ٘یدبز ثدٝ      
ٔغبِقبتی ثٛد تب دیذٌبٜ خذیذی در راٜ ضٙبسدبیی ایدٗ   

 ررات در ایراٖ فراٞٓ ٌردد.

ٞذف از ٔغبِقٝ حبضر، ثررسدی ٚخدٛد ٘دب٘ٛررات    
در سًٙ وّیٝ، سًٙ ویسدٝ غدفرا ٚ    وّسیفیٝ وٙٙذٜ

ٔحدیظ وطدت   ثٝ ٚسدیّٝ دٚ   پلان آترٚاسىّرٚزیس
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium ٚ )RPMI 

(Roswell Park Memorial Institute   ثررسی ٘تدبیح ثدب ٚ )
( ثٛد تب دیذٌبٜ Polymerase chain reaction) PCRرٚش 

ٞدبی   خذیذی در راٜ ضٙبخت ثٟتر ایٗ ررات ٚ ثیٕبری
 ٞب یبفت ضٛد.  ٔتأثر از آٖ

 

 روش بررسی
 18ٕ٘ٛ٘دٝ ضدبُٔ    44حبضر  ر تحمیكد ها: تهیه نمونه

سًٙ وّیٝ تٛسظ پسضه اٚرِٚٛشیست در حیٗ فٕدُ  
ٕ٘ٛ٘ٝ سًٙ  15خراحی از ثیٕبراٖ ٔجتلا ثٝ سًٙ وّیٝ، 

ٕ٘ٛ٘دٝ   11ویسٝ غفرا از اخسبد )پسضدىی لدب٘ٛ٘ی( ٚ   
تٛسظ پسضه ٔتخػع لّدت   آترٚاسىّرٚزیسپلان 

ٚ فرٚق در عی فُٕ خراحی از افراد ٔجتلا ثٝ ٌرفتٍی 
 آٚری ٌردیذ. ٞبی لّجی خٕـ ٚ دریچٝ فرٚق

تٛسظ  ٞب اثتذا ٕ٘ٛ٘ٝ سًٙ ها: از نمونه CNPجداسازی 
تدٟیسات استریُ ثٝ غٛرت دستی ضىسدتٝ ضدذ ٚ ثدٝ    

یه ٔدٛلار لدرار    وّریذ ٞیذرٚشٖدلیمٝ در  10ٔذت 
ٞیذرٚوسیذ سذیٓ یده ٔدٛلار ثدٝ     سی سی 1ٌرفت. 

 ضستطٛ ٚ DMEMثب  ٞب سًٙافسٚدٜ ضذ. سپس  ٞب ٕ٘ٛ٘ٝ
ثدٝ   CNPٔیىرٚٔتر فجٛر دادٜ ضذ٘ذ.  22/0از فیّترٞبی 

ٞبی وّیدٛی ٚ غدفراٚی ثقدذ از     دست آٔذٜ از سًٙ
حبغدُ ضدذٜ از    CNPفجٛر از فیّتر خدبِع ٌردیدذ.   

ٞدبی آترٚاسدىّرٚزیس ٘یدس     ٞبی آِٛدٜ ثٝ پلان ري
پس از ٍٕٞٗ ٕ٘ٛدٖ ثبفت در سرْ فیسیِٛٛشی ٚ فجٛر 

 DMEMٚ ٔحیظ از فیّتر، خذاسبزی ٚ ثرای وطت در د
 ٚRPMI .استفبدٜ ضذ 

از  DMEM سیی  سیی  DMEM  :1 در محیط CNPکشت 
اسدتریُ   DMEMٔحَّٛ فجٛر یبفتٝ از فیّتر در ٔحدیظ  

درغذ سرْ خٙدیٗ ٌدبٚی    10ضذٜ ثب اضقٝ ٌبٔب حبٚی 
(Fetal bovine serum  یددبFBS)  درخددٝ 37در دٔددبی 

اوسدیذ   درغدذ دی  5-10ٚ در ٔددبٚرت   ٌدراد  سب٘تی
ٞفتٝ ا٘ىٛثٝ ودردٖ،   6-8ادٜ ضذ. ثقذ از وطت د ورثٗ

ررات ٔقّك از فلاسه ثرداضتٝ، ثدٝ فلاسده اسدتریُ    
خذیذ ا٘تمبَ دادٜ ضذ ٚ دٚثبرٜ ثب ضدرایظ لجّدی ا٘ىٛثدٝ    

ٞب ثدرای ٔطدبٞذٜ ثدب ٔیىرٚسدىٛح      ٌردیذ. فلاسه
دادٜ ضذ تدب   خراش ٞب وف آٖٚ آٚری  اِىترٚ٘ی خٕـ

پس ررات ثٝ عٛر وبُٔ در ٔحّدَٛ ضدٙبٚر ضدٛ٘ذ، سد    
ٔخّٛط سب٘تریفٛش ٌردیذ ٚ رسٛثبت ثب آة ٔمغدر )دٚ  

 (. 11ثبر تمغیر( ضستطٛ دادٜ ضذ )

از  RPMI سییٖ سییٖ RPMI: 1 در محیییط CNPکشییت 
حبٚی  RPMI 1640 ٔحَّٛ فجٛر یبفتٝ از فیّتر در ٔحیظ

ٚ در  ٌدراد  درخدٝ سدب٘تی   37در دٔبی  FBSدرغذ  10
درغددذ  95 ٚ اوسددیذ وددرثٗ دی درغددذ 5ٔدددبٚرت 

ٞفتدٝ ا٘ىٛثدٝ ودردٖ،     4لرار دادٜ ضذ. ثقذ از  اوسیصٖ
دٚر در دلیمٝ ثدٝ ٔدذت    20000ٔحَّٛ فٛق ثب سرفت 

سدب٘تریفٛش   ٌدراد  درخدٝ سدب٘تی   4دلیمٝ در دٔبی  30
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ثٝ فلاسه استریُ خذیذ ٔٙتمدُ  ٌردیذ. رسٛة حبغُ 
ٚ دٚثبرٜ ثب ضریظ لجّی ا٘ىٛثٝ ضذ. تىرار ایٗ فرایٙذ ثٝ 

ٞفتدٝ   6-8س از ثدبر ثدٛد. پد    رٚز یه 15غٛرت ٞر 
رسددٛة حبغددُ در تددٝ فلاسدده ثددرای ٔطددبٞذٜ ثددب 

آٚری ٌردیذ ٚ رسدٛثبت   ٔیىرٚسىٛح اِىترٚ٘ی خٕـ
لجُ از ٔطبٞذٜ ثب آة ٔمغر )دٚ ثدبر تمغیدر( ضستطدٛ    

 (. 19دادٜ ضذ )
 Scanning) میکروگییرام میکروسییکوک اوکترونییی  

electron microscope  یییاSEM):   رسددٛثبت پددس از
( استریُ ٚ Phosphate buffered saline) PBSضستطٛی ثب 

ٔٛرد ثررسی لرار ٌرفت. ثقدذ   SEMآة ٔمغر، تٛسظ 
از ٔطبٞذٜ ٚ تأییدذ ٘دب٘ٛررات تٛسدظ ٔیىرٚسدىٛح     

 ٖ ٞدب ثدب ررات لجدُ از وطدت      اِىترٚ٘ی ٚ ٔمبیسدٝ آ
ٞبی لجُ از وطت  ٞب ثب ٕ٘ٛ٘ٝ ٔطخع ضذ وٝ تٕبْ ٕ٘ٛ٘ٝ

ٞٓ از ٘ؾر ضىُ ٚ ٞٓ از ٘ؾر وّٙی تطىیُ دٞٙذٜ خٛد 
 10000ٞب در سرفت  ضجبٞت دار٘ذ. پس از تأییذ، ٕ٘ٛ٘ٝ

ثدبر ثدب    3دلیمٝ سب٘تریفٛش ٚ  10دٚر در دلیمٝ ثٝ ٔذت 
آة ٔمغر در ضرایظ ٔطبثٝ ضستٝ ضذ٘ذ. رسٛة ثر رٚی 

ای لرار ٌرفت ٚ تٛسظ ٞٛای خطه ثبثدت   لاْ ضیطٝ
درغدذ   Merk 25/1ضذ. سپس ثب اضبفٝ ٕ٘ٛدٖ ٔحّدَٛ  

( ثدٝ  PBSٔدٛلار ٚ   5/0درغذ، در یّؾدت   4)سبوبرز 
لرار دادٜ  ٌراد درخٝ سب٘تی 4سبفت در دٔبی  16ٔذت 

اسدتریُ ٚ آة   PBSضذ. رسٛثبت پس از ضستطدٛ ثدب   
آٔیسی ضذ٘ذ ٚ  ٔمغر، ثٝ وٕه اتبَ٘ٛ ٚ لایٝ علا رً٘

 ٔٛرد ثررسی لرار ٌرفتٙذ. SEMدٚثبرٜ تٛسظ 
از  DNAخٟددت اسددتخراج  :CNPاز  DNAاسییتارا  

استفبدٜ ضذ. ثدرای ایدٗ   DNP (Cinna Gen, Iran )ویت 
ٔیىرِٚیتر از ٔحَّٛ فجٛر یبفتٝ از فیّتدر را   100 ٔٙؾٛر

 400ٔٙتمدُ ودردٜ، سدپس     5/1ثٝ یه ِِٛٝ اپٙذٚرف 
ثدٝ  ، سدیٙبشٖ(  DNG-plus)ٔیىرِٚیتر ثبفر ِیدس وٙٙدذٜ   
ثب٘یٝ ٚرتىدس ٌردیدذ.    5ٕ٘ٛ٘ٝ فٛق اضبفٝ ٚ ثٝ ٔذت 

بَ٘ٛ( ٔیىرِٚیتر ٔحَّٛ رسٛة دٞٙذٜ )ایسٚپرٚپد  300

ثبر ٚارٚ٘ٝ ٌردیذ ٚ سپس ثٝ ٔدذت   10ثٝ ِِٛٝ افسٚدٜ، 
دٚر در دلیمٝ سدب٘تریفیٛش   12000دلیمٝ در سرفت  10

ٔحّدَٛ  ِیتدر   ٔیّدی  1ضذ. ٔحَّٛ رٚیی را تخّیٝ وردٜ، 
ثبر  10درغذ( ثٝ ِِٛٝ اضبفٝ ٕ٘ٛدٜ،  70ضستطٛ )اتبَ٘ٛ 

دٚر  12000دلیمٝ در سدرفت   5ٚارٚ٘ٝ ضذ ٚ ثٝ ٔذت 
دلیمدٝ در   5ب٘تریفیٛش ٌردیذ. ِِٛٝ ثٝ ٔذت در دلیمٝ س

ٌراد لرار ٌرفت تب ثٝ عٛر وبُٔ  درخٝ سب٘تی 65دٔبی 
ٔیىرِٚیتر آة ٔمغر استریُ ثٝ ِِٛدٝ   30خطه ضٛد. 

درخدٝ   65دلیمدٝ در دٔدبی    5افسٚدٜ ضذ ٚ ثٝ ٔدذت  
ثٝ عٛر وبُٔ ثٝ حبِت  DNAلرار ٌرفت تب ٌراد  سب٘تی

 ٔحَّٛ درآیذ.  

از  DNAپدس از اسدتخراج    :PCRبهینه نمیود  تتیت   
ٛ٘ددٝ  ثددب اسددتفبدٜ از پرایٕرٞددبی    PCRٞددب، تسددت   ٕ٘

Nano-F 5`AGT CGC TGA CCC TAC CGT GGT TGC3`  ٚ
5`ATG CAA GTC GAG CGC CCC GCA AGG 3  ̀Nano-R 

ضدتٝ ضدذٜ غدٛرت      16Sr RNAٚیصٜ ٘بحیٝ  ثب پرٚتىدُ ٛ٘
اٚوٙص در  سیىُ ثٝ غٛرت د٘بتٛراسدیٖٛ در   35ٌرفت. 

ثب٘یٝ، آ٘یّیٙدً در   30ثٝ ٔذت  ٌراد درخٝ سب٘تی 94دٔبی 
ثب٘یٝ ٚ عٛیُ ضدذٖ   40ٌراد ثٝ ٔذت  سب٘تی  درخٝ 68دٔبی 

ددبْ ضدذ    1ثٝ ٔذت  ٌراد درخٝ سب٘تی 72در دٔبی  دلیمٝ ا٘
(9 .) 

 
 نتایج

 8پدس از   :DMEM  ٍRPMIهح٘ط نتایج کشت در دو 
ٞبی وطت، رسٛثبت سفیذ در  ٞفتٝ ا٘ىٛثٝ وردٖ ٔحیظ

ٚ  DMEMوطت سَّٛ در ٞر دٚ ٔحدیظ   وف فلاسه
RPMI  ٔطبٞذٜ ٌردیذ. تٕبْ ررات از ِحبػ خػٛغیبت

فٙٛتیپی ثب یىذیٍر ٔمبیسٝ ضذ٘ذ ٚ ٔطدخع ضدذ ودٝ    
ررات در ٞر ٕ٘ٛ٘ٝ ثٝ یىذیٍر ضجبٞت زیدبدی دار٘دذ.   

ٚ تقذاد  1ٞب در ضىُ  ضىُ ؽبٞری ٘ب٘ٛررات در ٕ٘ٛ٘ٝ
ضذٜ  ٘طبٖ دادٜ 2٘تبیح ٔثجت در ٞر دٚ ٔحیظ در ضىُ 

ٞب ثٝ ٚسیّٝ  است. پس از خذاسبزی ٔٛاد ٔقذ٘ی از سًٙ
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وّریذ ٞیذرٚشٖ، سبختبرٞبی وٛوسدیذی وٛچده ٚ   
 ٘یس ٔطبٞذٜ ضذ.  SEMای تٛسظ  خٛضٝ
ٕ٘ٛ٘ٝ در ٔحیظ وطت  17ٕ٘ٛ٘ٝ سًٙ وّیٝ،  18از 

DMEM  ٚ15  ٕ٘ٛ٘ددٝ در ٔحددیظ وطددتRPMI  ٔثجددت
ٕ٘ٛ٘دٝ در   14ٕ٘ٛ٘ٝ سًٙ ویسدٝ غدفرا،    15ضذ٘ذ. از 

ٕ٘ٛ٘دٝ در ٔحدیظ وطدت     DMEM  ٚ12ظ وطدت  ٔحی
RPMI    ٕ٘ٛ٘دٝ   11دارای وطت ٔثجدت ٚ در ٟ٘بیدت از

ٕ٘ٛ٘ٝ در ٔحدیظ وطدت    11پلان آترٚاسىّرٚزیس، 
DMEM  ٚ10   در ٔحیظ وطدت ٕٝ٘ٛ٘RPMI   8ثقدذ از 

ٔثجت  ٌراد درخٝ سب٘تی 37ٞفتٝ ا٘ىٛثٝ وردٖ در دٔبی 
ثٛد٘ذ. افذاد حبغدُ ضدذٜ ثیدبٍ٘ر آٖ اسدت ودٝ در      

درغذ  95ر ٔیساٖ، پبسخ ٔثجت وطت ٘ب٘ٛررات حذاوث
درغذ ثٛد. از ایٗ درغذٞب  84ٚ در حذالُ آٖ ثراثر ثب 

تٛاٖ چٙیٗ ٘تیدٝ ٌرفت وٝ ٘ب٘ٛررات ثٝ فٙٛاٖ یه  ٔی

تدٛاٖ   فبُٔ خٛدٕٞب٘ٙذسبز ٔٛرد تأییذ ٞستٙذ، ِٚی ٕ٘ی
عٛر لغـ ٌفت وٝ ٔٛخٛد ز٘ذٜ ٚ یب ٔیىرٚارٌب٘یسٓ  ثٝ 
 ثبضٙذ. ٔی

٘طدبٖ   SEMّیُ از ایٗ رسٛثبت تٛسدظ  تدسیٝ ٚ تح
ثٙذی  ٘ب٘ٛٔتر یب وٕتر در ٌرٜٚ 500داد وٝ ٘ب٘ٛررات از 

 ٝ ای ٚ ٘بٔتمدبرٖ لدرار دار٘دذ. تػدبٚیر      ورٚی، خٛضد
  ٝ ٞدبی   ٔیىرٌٚراف ٔیىرٚسىٛح اِىترٚ٘دی از ٕ٘ٛ٘د

(، A، لسدٕت  2وطت پلان آترٚاسىّرٚزیس )ضىُ 
( ٚ سًٙ ویسٝ غدفرا  B، لسٕت 2سًٙ وّیٝ )ضىُ

در  PCRٔحػدَٛ   ضٛد. ( ٔطبٞذٜ ٔیCلسٕت  ،2)ضىُ
ٞب ٔطبٞذٜ ٘طذ ٚ ثبیدذ در تحمیمدبت    ٞیچ یه از ٕ٘ٛ٘ٝ

 DNAر ایٗ ررات ثب تٛخٝ ثدٝ  ت آیٙذٜ ثٝ ضٙبسبیی دلیك
 ٞب پرداختٝ ضٛد.  آٖ

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ًَِ .1شکل  و ُ در دٍ هح٘ط  هقاٗسِ ًتاٗجً   DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium ) ٍRPMI (Roswell Park Memorial Institute)ّإ کشت شد
 DMEMو ستوى آخر از سوت راست: نتایج كشت هثبت در هحیط  RPMI: نتایج كشت هثبت در هحیط از سوت راستها؛ ستوى وسط  ستوى اول از سوت راست: تعذاد كل نوونه
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ًَِ .2شکل  ٖ ًو ًٍ  DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)در هح٘ط  ّإ کشت شدُ ه٘کرٍسکَپ الکتر
A :SEM  ،تهیه شذه از یک نوونه كشت پلاک آترواسكلروزیسB :SEM  تهیه شذه از یک نوونه كشت سنگ كلیه وC :SEM سنگ كیسه صفرا تهیه شذه از یک نوونه كشت 

 

 

 بحث
ٞبی حبغُ از ٔغبِقٝ حبضر حبوی از آٖ ثدٛد   یبفتٝ

ٙذسدبز در  ٞدبی وّسدیفیٝ وٙٙدذٜ ٚ خٛدٕٞب٘    CNPوٝ 
ٞبی وّیٝ ٚ سًٙ غفرا ٚخٛد دار٘ذ  دریچٝ لّجی، سًٙ

ٞدبی   ٚ یىی از فٛأُ تٍٙی فرٚق لّت ٚ ایدبد سًٙ
ٞدب   CNPثبضٙذ. ثب ایٗ حبَ در ٔبٞیدت   وّیٝ ٚ غفرا ٔی

( ٚ ٞٙدٛز ٔطدخع   3، 25اختلاف ٘ؾدر ٚخدٛد دارد )  
ٓ   CNP ٘یست وٝ آیب   ای ز٘دذٜ  ٞدبی  ٞدب ٔیىرٚارٌب٘یسد

ودٝ در   ثبضدٙذ  ت وٕیدبثی ٔدی  ٞستٙذ ٚ یدب تٟٙدب ررا  
تدٛاٖ اسدیذ    وٙٙذ ٚ ٕ٘دی  ٞبی دیٍر ز٘ذٌی ٔی ثبوتری

ٞبی ٔتدذاَٚ تطدخیع داد    ٞب را ثب رٚش ٘ٛوّئیه آٖ
(؛ ثٙبثرایٗ ٔٛاد ٔقذ٘ی زیستی ٔٙسدٛة ثدٝ   2، 19، 26)

ٞبی ییر ز٘ذٜ  ٘ب٘ٛثبوترٞب ٕٔىٗ است در اثتذا ِٔٛىَٛ
ا وٙٙدذ ٚ  ٞب ا٘تمبَ پیذ ثبضٙذ ٚ از عریك ٔیىرٚارٌب٘یسٓ

 (. 2خٛدٕٞب٘ٙذسبزی ٕ٘بیٙذ )
در حبَ حبضدر ضدٛاٞذ ثیٛضدیٕیبیی ٚ ِٔٛىدِٛی     

ٞدب یبفدت ضدذٜ اسدت ودٝ       CNP ٚخٛد ثسیبری ثرای 
 تٛا٘ذ دِیّی ثرای ثٛدٖ فٛأُ ففٛ٘ی ثبضذ.  ٔی

٘یدس تدب حدذی     ٞبی سبختٕب٘ی ٚ ثب تٛخٝ ثٝ ضجبٞت
ٖ  16S rRNA ٚخٛدثررسی  ٞدب،   در سبختٕبٖ ش٘تیىدی آ

دا٘ٙدذ؛   ٞب ٔی را ٔتقّك ثٝ خب٘ٛادٜ ثبوتریٞب  CNPای  فذٜ

ایٗ در حبِی است وٝ ثرخی دیٍر ثب ثیدبٖ دلایّدی از   
خّٕٝ ا٘ذازٜ ثسیبر وٛچه ٚ ضدرایظ وطدت ٚیدصٜ ٚ    

ٖ  ٔتٕبیس از رٚش ٞدب را   ٞبی ٔتذاَٚ ٔیىرٚثیِٛدٛشی، آ
 (.27، 28دا٘ٙذ ) ٞب ٕ٘ی ٔتقّك ثٝ خب٘ٛادٜ ثبوتری

تٛا٘ٙذ ثدب تدأثیرات    یٞب ٔ ایٗ ررات حتی ثرای سبَ
ٞدب رضدذ    ثدبدی  ( ٚ ثب اتػبَ ثٝ آ٘تی1سیتٛتٛوسیه )

(. ٕٞچٙدیٗ ٔدذارن ٚ ضدٛاٞذی    7-9، 11، 29وٙٙذ )
ٚ پرٚتئیٗ در وطت سرْ یبفت ضذٜ  DNAثرای ٚخٛد 

(. ایددٗ ررات لبثّیددت خددٛد 7، 9، 11، 21، 30اسددت )
ٖ  ٕٞب٘ٙذسبزی دار٘ذ ٚ ٕٞچٙیٗ ٔدی  ٞدب را ثدٝ    تدٛاٖ آ

ٞبی وٛچه خذا  د، تٛدٜ ٚ یب ٌرٜٚغٛرت ررات ٔٙفر
 ٚخدٛد ٞدب ثدب    CNPای ٘طبٖ داد وٝ  (. ٔغبِق23ٕٝ٘ٛد )

وٙذ  وٙٙذ، ایٗ أر وٝ تأویذ ٔی ٞب ثٟتر رضذ ٔی ثبوتری
تٛا٘ٙذ ثٝ رضذ ٘دب٘ٛررات وٕده وٙٙدذ،     ٞب ٔی ثبوتری

 (.31ثسیبر ٟٔٓ است )
در ٔغبِقٝ حبضر ثرای اِٚیٗ ثبر ثٝ ثررسی سٝ ٘دٛؿ  

ٛررات پرداخت ضذ وٝ ایٗ أر ثب ثررسی از رسٛثبت ٘ب٘
دٚ ٘ٛؿ ٔحیظ وطت ا٘دبْ ٌردیذ ٚ ٕٞچٙیٗ ثٝ فّدت  

ٝ   داضتٗ تٙٛؿ در ٕ٘ٛ٘ٝ ٞدبی   ٞب ٚ ٕٞچٙیٗ تقدذاد ٕ٘ٛ٘د
تر ٘سدجت ثدٝ    عٛر دلیك  ثیطتر تٛا٘ست ٘ب٘ٛررات را ثٝ

ٔغبِقبت لجّی وٝ فمظ دارای یه ٘ٛؿ ٕ٘ٛ٘دٝ ٚ تقدذاد   

A B C 
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ٞدب را ثدب    ٙذ ٚ آٖ(، ثررسی و29ٞبی وٓ ثٛد٘ذ ) ٕ٘ٛ٘ٝ
یىذیٍر ٔمبیسٝ ٕ٘بیذ وٝ ایٗ أر دیذٌبٜ خذیدذی در  
ضٙبسبیی ٚ ضٙبخت ثٟتر ٘ب٘ٛررات ثٝ خػٛظ در ایراٖ 

ُ     ایدبد ٔی تدر ٚ   وٙذ ٚ ثبفدث ا٘ددبْ تحمیمدبت وبٔد
 .ٌردد تر در ایٗ زٔیٙٝ ٔی دلیك

Candemir   ٕٞىبراٖ، ارتجدبط ٚCNP     ٞدب ثدب ایددبد
 ٚخدٛد ٞب  لرار داد٘ذ. آٖٞبی لّجی را ٔٛرد تأییذ  پلان
فدرد ٔجدتلا ثدٝ     93را در سرْ  CNPثبدی ثر فّیٝ  آ٘تی

MAP (Mitral annular calcification  ٔٛرد ثررسی لدرار )
در  CNPثبدی ثر فّیٝ  داد٘ذ ٚ ثیبٖ ورد٘ذ وٝ تیتر آ٘تی

عدٛر چطدٍٕیری افدسایص      درغذ ثیٕبراٖ ثٝ 73سرْ 
 (. 32یبثذ ) ٔی

Tulunay ط ٚ ٕٞىبراٖ، ارتجبCNP     ٞدب ثدب ٌرفتٍدی
را در  CNPثبدی ثر فّیدٝ   آ٘تی ٚخٛدفرٚق ٚ ٕٞچٙیٗ 

ثررسدی  ثیٕبر ٔجتلا ثٝ ثستٍی فرٚق ورٚ٘ر ٔٛرد  197
تٛا٘ٙدذ فبٔدُ    ٞب ٔدی  CNPلرار داد٘ذ ٚ ثیبٖ ورد٘ذ وٝ 

. (33)ٟٕٔی در ایدبد ٌرفتٍی فرٚق ثٝ حسبة آیٙدذ  
Zhang   ٕٞىددبراٖ ارتجددبط ٘ب٘ٛثبوترٞددب را ثددب ٚTM  

(Testicular microlithiasis   ٚ ٔٛرد ثررسی لدرار داد٘دذ )
 DNAیدبثی   ثرای ایٗ ٔٙؾٛر از وطت ٚ ٕٞچٙیٗ تٛاِی

ٞبی  را در ٕ٘ٛ٘ٝ NB ٚخٛد ٞب  استفبدٜ ٕ٘ٛد٘ذ. ٔغبِقٝ آٖ
ٞب ثیبٖ ورد٘ذ وٝ اثتلا  سٕٗ ایٗ ثیٕبراٖ تأییذ ورد. آٖ

ثبضدذ   TMتٛا٘ذ یىی از فُّ اثتلا ثدٝ   ثٝ ٘ب٘ٛثبوترٞب ٔی
(34.) 

ثٛبوترٞدب  ٚخٛدٚ ٕٞىبراٖ،  Simonetti  در ٔغبِقٝ در  ٘ب٘
٘ٝٛ  PCRٞبی سًٙ وّیٝ ثدٝ ٚسدیّٝ دٚ رٚش وطدت ٚ     ٕ٘

ٝ   69ٔٛرد ثررسی لرار ٌرفت وٝ در  ٛ٘د ٞدب،   درغدذ از ٕ٘
ٓ دیذٜ ضذ ٚ  پبرتیىُٚخٛد ثبیٛفیّ ٞب ٘یس ثٝ ٚسیّٝ تػبٚیر  ٘بٛ٘

ٔٛرد تأییذ لدرار ٌرفدت. در ٔغبِقدٝ     SEMٔیىرٚسىٛح 
 (. 35ٔطبٞذٜ ٘طذ ) PCRٞب ٞیچ ٔحػَٛ  آٖ

Ciftcioglu    ٖٕٞىبراٖ ٌسارش ورد٘ذ ودٝ درٔدب ٚ
ٚ ٕٞچٙدیٗ تتراسدبیىّیٗ در خٟدت     EDTAترویجی ثب 

 ثبضدذ  وبٞص وّسیفیىبسیٖٛ فرٚق ضریب٘ی ٔؤثر ٔدی 
(36 .)CNP      ٞب ٘یس ٔذَ خدٛثی خٟدت اسدتفبدٜ ثدرای

ٞستٙذ وٝ در حدبَ ثررسدی ٚ تٛسدقٝ ثیطدتر      ٚاوسٗ
ٚ ٔسیر احتٕبِی ٌٛ٘دبٌٛ٘ی را ثدرای از ثدیٗ     ثبضٙذ ٔی

 وٙٙذ. ثردٖ وّسیفیىبسیٖٛ درٌیر ٔی
ٞبی  سًٙ  ٞب در ٕ٘ٛ٘ٝ CNP ٚخٛد در ٔغبِقٝ حبضر،

ٞدددبی  وّیدددٛی ٚ غدددفراٚی ٚ ٕٞچٙدددیٗ پدددلان
آترٚاسىّرٚزیس ثدٝ ٚسدیّٝ تػدبٚیر ٔیىرٚسدىٛح     

 DMEM  ٚRPMIاِىترٚ٘ی ٚ ٕٞچٙیٗ وطت در ٔحیظ 
٘ؾدر ضدىُ ٚ تطدىیُ تدٛدٜ ٚ      ٞب از تأییذ ضذ ٚ ٕ٘ٛ٘ٝ

 PCRایدبد سبختبرٞب ثب یىذیٍر ٔمبیسٝ ضذ٘ذ، أب تست 
٘ب٘ٛررات ثب تٛخدٝ ثدٝ    DNAآٔیس ٘جٛد ٚ ٚخٛد ٔٛفمیت

تٛا٘ذ  پرایٕرٞبی ثٝ وبر رفتٝ تأییذ ٍ٘ردیذ. ایٗ أر ٔی
ثراٍ٘یدس ایدٗ ررات ثبضدذ ودٝ       دِیّی ثر ٔبٞیت اثٟبْ

 ٘یبزٔٙذ ا٘دبْ ٔغبِقبت ثیطتری است. 
 
 گیری نتیجه

ررات وّسدیفیٝ ثدٝ ٚسدیّٝ     ٚخٛددر ٔغبِقٝ حبضر  ٘بٛ٘
ٚ٘دی ٔدٛرد    ىتر رٚش وطت ٚ ٔطبٞذٜ ثب ٔیىرٚسىٛح اِ
تأییذ لرار ٌرفت. ثب تٛخٝ ثٝ ٔطبٞذٜ ایٗ ررات ٚ خذاسبزی 

اٖٛ ثیدبٖ    ٞبی وطت ٔتفبٚت، ٔی ٞب در ٔحیظ ٚ رضذ آٖ تد
ُ ٔؤثر در ایدبد سًٙ وّیٝ، سدًٙ   أٛ ٛد وٝ یىی از ف ٕ٘

اٚسىّرٚزیس ٔی سٝ غفرا ٚ پلانوی ذ  ٞبی آتر ا٘ٛ  ٚخٛدت
بْ ایٗ ررات ثبضذ وٝ ٔبٞیت آٖ آٔیس اسدت. در   ٞب ٞٙٛز اثٟ
ٛٝ٘ DNAٔغبِقبت آیٙذٜ ثب تأییذ ٚخٛد  ٞب ثدٝ ٚسدیّٝ    در ٕ٘

PCR اٖٛ ٌبْ ٔثجتی در تطخیع ٚ تأییدذ ٘مدص ایدٗ     ٔی ت
 ٞبی ٔختّف در ایراٖ ثرداضت. ررات در ثیٕبری
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Abstract 
Background & Aims: Calcifying nanoparticles are different forms of calcium and phosphate in 

sediments. Recent evidence suggests that calcifying nanoparticles (CNPs) are probably self-

replicating. Several diseases are linked to nano-bacteria including kidney stones, gallbladder stone, 

cardiovascular plaques, oral–dental plaque, many cancers, and autoimmune diseases. The aim of 

this study was to assess the presence of nano-bacteria in kidney stones, gallbladder stones, and 

atherosclerosis plaques and compare them with each other in terms of structural form. 

Methods: In this study, 18 samples of kidney stones, 15 gallbladder stones, and 11 samples of 

atherosclerosis plaque, taken by surgeons during surgery, were collected. After isolation of nano-

bacteria (NB) from the sample and confirmation by scanning electron microscope (SEM), some of 

the samples were cultured in a solution of Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) containing 

fetal bovine serum (FBS) 10% and glutamate at 37 °C with 5% CO2 and 95% air for 8 weeks. 

Deoxyribonucleic acid (DNA) extraction protocol was performed in all samples. After that, they 

were analyzed by polymerase chain reaction (PCR) techniques. 

Results: 17 cases out of 18 kidney stone samples were culture positive. Moreover, 14 cases out of 

15 gallbladder stone samples and all 11 samples of atherosclerosis plaque were culture positive. 

Growth and the presence of CNPs were confirmed in all cases by SEM. PCR testing was performed 

for all samples; however, no DNA samples were detected with the primers used.  

Conclusion: According to the results, the presence of calcifying nanoparticles using culture 

methods, and observation using scanning electron microscope were confirmed. However, the 

existence of nucleic acid has not been confirmed in this study. Thus, more research using PCR must 

be performed to prove their existence. Therefore, we can say that one of the important factors in the 

development of kidney stones, gallbladder stones, and atherosclerosis plaques is the presence of 

microorganisms. 

Keywords: Calcifying nanoparticles, Culture, Polymerase chain reaction (PCR) 
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