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ABSTRACT 

 

Now-a-days plant-based phytochemicals are gaining much importance over conventional 

therapeutics owing to their multifunctionality and low toxicity. Thymoquinone (TQ),  is one 

such phytochemicals which possess remarkable anti-cancer activity and known for its anti-

inflammatory, anti-oxidant, anti-fungal and anti-bacterial activity. It is isolated from the 

volatile oil fraction of Nigella sativa. In the present study, antibacterial, antibiofilm activity of 

TQ and mechanism of action has been explored. Antibacterial activity of TQ was studied by 

determining minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal concentration, time-kill 

assay and post-antibiotic effect against two Gram-negative and two Gram-positive bacteria. 

The minimum inhibitory concentration of TQ was found to be in the range of 1.56 µg/ml to 

100 µg/ml. TQ treated bacterial cells at MIC were visualized using scanning electron 

microscopy which revealed changes in cell morphology, cell lysis and cell size reduction. 

Live/dead imaging confirmed the bactericidal activity of TQ as treated bacteria showed uptake 

of ethidium bromide over acridine orange. Selectivity of TQ towards bacterial cell was 

observed by studying its toxicity towards HaCaT (human keratinocytes) cell line by MTT 

assay. IC90 value was found to be 50µg/ml which was higher than that of MICbacteria (except for 

MIC of E. coli).  TQ also showed promising anti-biofilm activity against both Gram-negative 

(E. coli and P. aeruginosa) and Gram-positive bacteria (B. subtilis and S. aureus), which was 

studied by crystal violet assay, MTT assay, CFU counting and SEM. TQ also exhibited anti-

biofilm activity against preformed biofilm i.e. 6 h old and 24 h old. For understanding the 

antibacterial mechanism of action of TQ, DiSC3, NPN and ROS assays were performed. DiSC3 

and NPN assays have not shown any membrane damage caused by TQ. However, bacterial 

cells treated with TQ at MIC showed increased dichlorofluorescin fluorescence suggesting the 

production of reactive oxygen species. This was further confirmed by incubating bacteria at 
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MIC of TQ in the presence of reduced glutathione, a known ROS scavenger. Glutathione 

caused attenuation of TQ’s antibacterial activity confirming that ROS generation could be the 

probable mechanism for TQ antibacterial action. In addition to TQ’s antibacterial activity its 

potential application as anticancer agent has also been studied. In this study, nanoencapsulation 

of TQ in PLGA and mesoporous silica nanoparticle was carried out, to overcome the limitations 

of using TQ in its free form. PLGA was employed as a nanocarrier because of its 

biocompatibility, biodegradability and property of sustained release of drug over a long period 

of time. Iron-oxide nanoparticles of size 6-10 nm has also been incorporated in PLGA along 

with TQ to obtain the benefit of targeted drug delivery under the influence of external magnetic 

field and also modulate of drug release kinetics employing hyperthermia. On the other hand, 

advantages with mesoporous silica nanoparticles are non-toxicity, high surface area to volume 

ratio, high porosity and chemical stability which leads to high loading efficiency of 

hydrophobic drugs. Successful encapsulation of TQ within PLGA and mesoporous silica 

nanoparticles has been achieved with size in the range of 100 nm- 300 nm. Both TQ nano-

formulations showed cytotoxicity against HeLa and MCF-7 cell lines at lower concentration of 

TQ as compared to the free TQ. Anticancer activity of TQ loaded PLGA and MSNPs were 

studied by DAPI staining and Annexin V-FITC/PI staining and it was found that both nano-

formulations exhibit anticancer activity by inducing apoptosis. While PLGA appears to be ideal 

formulation for long term delivery of TQ, mesoporous silica nanoparticles have shown 

advantages of high loading efficiency, low cost and short-term delivery of hydrophobic drugs. 
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सार 

आजकल पौधों से प्राप्त ककये गए फाइटोकेमिकल्स अपने बहुआयािी और कि मिषाक्तता के कारण परंपरागत 

मिककत्सा पर अमधक िहत्ि प्राप्त कर रह ेहैं। थाइिोकिनोन, एक ऐसा फाइटोकेमिकल् ह ैमजसिें उल्लेखनीय एंटी-

कैं सर गमतमिमध होती ह ैऔर इसको एंटीइंफ्लािेटरी, एंटीऑक्सीडेंट, एंटीफंगल और एंटीबकै्टीररयल गमतमिमध के 

मलए जाना जाता ह।ै यह मनगेला सटाइिा के िाष्पशील तेल अंश से अलग ककया ह।ै िततिान अध्ययन िें, 

थाइिोकिनोन की एंटीबैक्टीररयल, एन्टीबायोकफल्ि गमतमिमध और किया के तंत्र की खोज की गई ह।ै 

थाइिोकिनोन की जीिाणरुोधी गमतमिमध का अध्ययन, दो ग्राि-मनगेरटि और दो ग्राि-पॉमजरटि बैक्टीररया के 

मखलाफ, न्यूनति अिरोधक सांद्रता , न्यूनति जीिाणुनाशक सांद्रता , टाइि ककल  परख का अनुिान लगा के 

ककया गया ह,ै मजसि ेथाइिोकिनोन की न्यूनति अिरोधक सांद्रता 1.56 µg/ml से 100 μg/ml तक  पायी गई 

। बैक्टीररयल कोमशकाओं िें थाइिोकिनोन के न्यूनति अिरोधक सांद्रता से ट्रीटिेंट के बाद के असर का अध्यन 

करन ेके मलए, स्कैननंग इलेक्ट्रॉन िाइिोस्कोपी का उपयोग करके दखेा गया , मजसिें कोमशका अपघटन, कोमशकाओं 

की आकृमत और आकार िें बदलाि पाया गया । जीमित / िृत इिेनजंग से भी थाइिोकिनोन की जीिाणुनाशक 

गमतमिमध की पुमि की गयी, मजसि ेथाइिोकिनोन से ट्रीटिेंट के बाद बैक्टीररयल कोमशकाओं ने एकिडीन ऑरेंज 

पर इमथमडयि ब्रोिाइड का अंतग्रतहण कदखाया। सेलेमक्टि टॉमक्समसटी की परख के मलए HaCaT (िानि 

केरारटनोसाइट्स) कोमशकाओं की ओर, थाइिोकिनोन की मिषाक्तता का अध्ययन एि. टी. टी. परख द्वारा करके 

दखेा गया, इस अध्यन िें IC90 सांद्रता 50 µg/ml पाया गया जो कक न्यूनति अिरोधक सांद्रता बैक्टीररया से 

अमधक हैं (ई. कोलाई के न्यूनति अिरोधक सांद्रता को छोड़कर)। थाइिोकिनोन ने ग्राि-मनगेरटि  और ग्राि-

पॉमजरटि दोनों ही बकै्टीररया के मखलाफ एंटीबायोकफल्ि गमतमिमध को भी कदखाया, मजसका अध्ययन किस्टल 

िायलेट परख, एि. टी. टी. परख, कॉलोनी फॉर्ििंग यूमनट मगनती और स्कैननंग इलेक्ट्रॉन िाइिोस्कोपी द्वारा 

ककया गया । थाइिोकिनोन ने सुमनर्ितत बायोकफल्ि, यानी 6 घंटे पुरानी और 24 घंटे पुरानी के मखलाफ भी एंटी-

बायोकफल्ि गमतमिमध दशातयी । थाइिोकिनोन के जीिाणुरोधी तंत्र को सिझने के मलए, DISC3, N-कफनाइल-1-

नामफ्थलाअमिन और प्रमतकियाशील ऑक्सीजन प्रजामतया ंपरख द्वारा अध्ययन ककया गया। थाइिोकिनोन के 

https://www.jove.com/video/50767/mtt-cytotoxicity-?language=Hindi
https://www.jove.com/video/50767/mtt-cytotoxicity-?language=Hindi
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ट्रीटिेंट के पश्चात,् DISC3 और N-कफनाइल-1-नामफ्थलाअमिन परख द्वारा कोई िेम्ब्ब्रने क्षमत नहीं प्राप्त हुई । 

हालांकक, न्यूनति अिरोधक सांद्रता िें थाइिोकिनोन के साथ ट्रीटिेंट ककए गए जीिाण ुकोमशकाओं िें डी.सी.एफ.-

डी.ए. परख द्वारा प्रमतकियाशील ऑक्सीजन प्रजामतयों के उत्पादन िें िृमि दखेी गया । ग्लूटामथओन की उपमस्थमत 

िें थाइिोकिनोन की एंटीबैक्टीररयल गमतमिमध की प्रमतबंधन की पुमि हुई और इस अध्यन से य ेपुमि होती हैं कक 

थाइिोकिनोन द्वारा प्रमतकियाशील ऑक्सीजन प्रजामतयों का उत्पादन, एंटीबैक्टीररयल किया के मलए संभामित 

तंत्र हो सकता ह।ै थाइिोकिनोन की जीिाणुरोधी गमतमिमध के अलािा एंटीकें सर एजेंट के रूप िें इसके संभामित 

अनुप्रयोग का भी अध्ययन ककया गया ह।ै इस अध्ययन िें, थाइिोकिनोन का नैनोएंकैप्सूलशेन, पी.एल.जी.ए और 

िेसोपोरस मसमलका नैनोकण िें ककया गया, जो की थाइिोकिनोन के िुक्त रूप िें उपयोग करने की सीिाओं को 

दरू करन े के मलए सहायक सामबत होगी। पी.एल.जी.ए को मनम्न कारणों की िजह से नैनोकैररयर के रूप िें 

मनयोमजत ककया गया: लंब ेसिय तक दिा का मनरंतर ररलीज, बायोकम्ब्पेरटमबमलटी और बायोमडग्रेडेमबमलटी । 

बाहरी िुंबकीय क्षेत्र के प्रभाि िें लमक्षत दिा मितरण के लाभ प्राप्त करन े के मलए थाइिोकिनोन के साथ 

पी.एल.जी.ए िें 6-10 nm आकार के आयरन-ऑक्साइड नैनोकणों को भी शामिल ककया गया ह ै और 

हाइपरथेरमिआ द्वारा दिा के ररलीज काइनेरटक्स का भी संशोधन ककया गया ह।ै दसूरी तरफ, िेसोपोरस मसमलका 

नैनोकणों के साथ, गैर-मिषाक्तता, उच्च सतह क्षेत्र / िात्रा अनुपात, उच्च संरध्रता और रासायमनक मस्थरता जैसे 

फायद ेह ैजो हाइड्रोफोमबक दिाओं की उच्च लोनडंग दक्षता के मलए उपयोगी हैं । पी.एल.जी.ए और िेसोपोरस 

मसमलका नैनोकणों के भीतर थाइिोकिनोन के सफल सिािेशन से 100 nm -300 nm की सीिा िें आकार के 

नैनोकण प्राप्त ककय ेगए । िुक्त थाइिोकिनोन की तुलना िें दोनों ही थाइिोकिनोन नैनो-फॉिूतलेशन ने थाइिोकिनोन 

की कि सांद्रता पर HeLa और MCF-7 कोमशकाओं के मखलाफ साइटों टोक्सीमसटी कदखायी। थाइिोकिनोन लोड 

ककए गए पी.एल.जी.ए और िेसोपोरस मसमलका नैनोकणों की एंटीकैं सर गमतमिमध का अध्ययन डी.ए.पी.आई. 

स्टेननंग और अन्नेक्सीन V- एफ.आई.टी.सी. और प्रोपीमडयि आयोडाइड स्टेननंग द्वारा ककया गया और यह पाया 

गया कक नैनो-फॉिूतलेशन एपोप्टोमसस को प्रेररत करके एंटीकेंसर गमतमिमध दशातत ेहैं । पी.एल.जी.ए. थाइिोकिनोन 

की लंबी अिमध के मितरण के मलए आदशत फॉिूतलेशन प्रतीत होता ह,ै िेसोपोरस मसमलका नैनोकणों ने 

हाइड्रोफोमबक दिाओं की उच्च लोनडंग दक्षता, कि लागत और अल्पकामलक मितरण के फायद ेकदखाए हैं। 

http://www.shabdkosh.com/translate/%E0%A4%B8%E0%A4%82%E0%A4%B0%E0%A4%A7%E0%A5%8D%E0%A4%B0%E0%A4%A4%E0%A4%BE/%E0%A4%B8%E0%A4%82%E0%A4%B0%E0%A4%A7%E0%A5%8D%E0%A4%B0%E0%A4%A4%E0%A4%BE-meaning-in-Hindi-English
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