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  مقاله پژوهشي
  

 D3 دي هيدروكسي ويتامين-25،1م زهر زنبور عسل وأاثر هم افزايي كاربرد تو
  HL-60 برالقاي تمايز رده ي سلولي سرطاني پروميلوسيتي 

    

  ***مريم رحيمي، *محمد نبيونيدكتر ، **كاظم پريوردكتر ، *صفهانيكوچمحسني هما دكتر 
  

  15/12/88:   ،  پذيرش    23/7/88  :دريافت 
  

  :چكيده
 يكـي از انـواع لوسـمي هـاي حـاد بـا جابجـايي        (Acute promyelocytic leukemia) لوسـمي حـاد پروميلوسـيتي     :مقدمه و هـدف  

در سـال هـاي اخيـر    .  است كه توانايي تبديل  به سلول هاي بالغ را نداشته ودائماً تكثير مي شوند [T(15, 17)] 17 و15كروموزوم
ركيبي، جهت درمان اين نوع از سلول هاي سرطاني نابالغ از روش جديد تمايز درمـاني بـه وسـيله عوامـل                    غير از شيمي درماني ت    

چون استفاده از غلظت هاي بالاي تمايز دهنده ها بدليل اثرات جانبي امكان پذير نيست لـذا سـعي                   .تمايز دهنده استفاده مي شود      
 -25،1دراين مطالعه اثر  زهر زنبور عسل و. قدرت تمايزي آنها  افزايش يابد     مي شود با به كار بردن تركيباتي همراه با اين مواد،            

  . بررسي شده است HL-60 به تنهايي و همراه با هم بر روي تمايز سلول هاي سرطاني D3دي هيدروكسي ويتامين 
 دي  -25،1 و  در اين مطالعه ي تجربي در محـيط آزمايـشگاهي، غلظـت هـاي سـمي و غيـر سـمي زهـر زنبـور عـسل                           :روش كار   

 مـورد   MTT assayبا استفاده از روش هاي شمارش سلولي با تريپـان بلـو و   HL-60  بر روي سلول هاي D3هيدروكسي ويتامين 
جهت  . بررسي شد NBT گيمسا و تستـبعلاوه ايجاد تمايز روي اين رده ي سلولي توسط رنگ آميزي رايت  .سنجش قرار گرفت 

  . استفاده گرديدone-way ANOVAو آزمون آماري    SPSS  نرم افزارآناليز داده ها از 
الگـويي وابـسته بـه دوز و    ر هـر دو د  D3  دي هيدروكسي ويتـامين -25،1 نتايج به دست آمده نشان داد كه زهر زنبور و : نتايج

 دي  -25، 1. زمان درغلظت هاي بالا موجب مرگ سلولي و در غلظت هاي پايين موجب مهار تكثيـر ايـن سـلول هـا مـي گردنـد                         
زهـر در  . دوش ـمـي   ساعت موجب تمايز اين سلول ها به سمت مونوسيت 72 در طول nM 5در غلظت D3 هيدروكسي ويتامين

 از  nM5 در حالي كـه در تركيـب بـا غلظـت             ردد و تأثيري بر تمايز سلول ها ندا       وشمي   فقط باعث مهار تكثير      g/ml µ 5/2غلظت  
  .مي يابدزي و ضد تكثيري آن افزايش  قدرت تمايD3  دي هيدروكسي ويتامين-25،1

  دي هيدروكسي  ويتامين-25،1 زهر زنبور عسل در غلظت هاي غير سمي و مهار كننده ي تكثير مي تواند همراه با :نتيجه نهايي 

D3 توان ضد تكثيري و تمايزي آن را به سمت مونوسيت افزايش دهد .  
   

 D3  دي هيدروكسي ويتامين-25،1 / تمايز درماني /HL-60ني پروميلوسيتي سلولي سرطا ي  رده/زنبور عسل زهر :كليد واژه ها
   

  :مقدمه 
سلول هــاي ســرطاني مكانيــسم هــاي كنتــرل بيــشتر      

بـه   داده و تقسيم و تمـايز سـلولي را ازدسـت           كننده رشد، 
ايـن  . صورت كنترل نشده اي به تكثيـر ادامـه مـي دهنـد      

آنها قادر   .ند مان ي م  رشد باقي   ي در مراحل اوليه    سلول ها 
  بر اساس نمي توانند  به تبديل به سلول هاي بالغ نيستند و       

  
  

لوسمي حاد از   ). 1،2 (مرگ برنامه ريزي شده از بين بروند      
  جمله نـوع پروميلوسـيتي جـزء بيماريهـاي بـدخيم خـون             

در اين بيماري ابتدا اختلال در سلول هاي پيش         .مي باشد   
 زياد و غير قابـل كنتـرل        تكثير.ساز خون به وجود مي آيد       

سلول هاي خون ساز اوليه در مغز استخوان همراه با عـدم            
  تمايز اين سلول ها بـه رده ي بـالغ، باعـث تجمـع فـراوان               

  
  
  
  

 ــــــــــــــــــــــــــــــــــ 
  )Kouchesfehani@yahoo.com (معلم تهرانتربيت  دانشگاه علوم دانشكده زيست شناسياستاديار گروه  *

  معلم تهرانگروه زيست شناسي دانشكده علوم دانشگاه تربيت استاد  **
   م تهرانمعلدانشگاه تربيت تكويني جانوري كارشناسي ارشد زيست شناسي  ***
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سلول هاي بلاست بـدخيم در مغـز اسـتخوان و در نهايـت           
از برنامه هاي درماني كه تا به امـروز بـراي           . خون مي شود  

ار گرفتـه اسـت شـيمي       درمان سرطان مـورد اسـتفاده قـر       
 از  در شـيمي درمـاني    ). 3(درماني وپرتو درماني مي باشـد       

داروهاي سيتوتوكسيك به منظور از بين بردن سلول هـاي          
 در ايـن روش درصـد     اما  . بلاست بدخيم  استفاده مي شود     

زيادي از سلول هاي سالم خون ساز به همراه سـلول هـاي             
ني به تنهـايي     شيمي درما   بعلاوه. از بين مي روند     بدخيم  

 سيستميك  تاغلب همراه با توسعه مقاومت دارويي و سمي       
  . محدود مي نمايد  اثرات مفيد شيمي درماني را است كه

در سال هاي اخيـر تحقيقـات گـسترده اي جهـت يـافتن               
  سـلول هـاي      از بـين بـردن    داروهايي كه بتوانند به جـاي       

ي  رده به سمت تمايز آنها پيشبرد و تكثير مهار بدخيم، باعث
روش تمايز درماني در دهـه ي       . بالغ شوند انجام شده است    

). 4،5(اخير مورد توجه و استفاده فراواني قرار گرفته است          
از جمله مـواد مـورد اسـتفاده درايـن روش مـي تـوان بـه                 

ــامين   ــشتقات ويت ــامينAم ــواع   D و ويت ــين ان  و همچن
   ).6،7(سايتوكين ها اشاره كرد 

       HL-60   لولي سرطان خون اسـت كـه از        يك رده ي س
بيماران مبتلا به لوسمي حـاد پروميلوسـيتي گرفتـه شـده            

اين سـلول هـا در مرحلـه ي پروميلوسـيتي متوقـف        . است
شده و به سرعت تكثير مي شوند و توانايي تبديل به سلول            

 - 25،1مطالعات قبلي نـشان داده كـه        .  ندارند هاي بالغ را  
تـداول كلـسيتريول   بـا نـام م   D3 دي هيدروكسي ويتامين

علاوه بر نقش مهم خود در هومئوستازي كلـسيم در بـدن            
داراي توانايي ضد تكثيري است و همچنين ديده شده كـه           

و تمايز آنها به سـمت   HL-60 باعث مهار تكثير سلول هاي
از آن جايي كه بـه كـار      ). 8-10(رده ي مونوسيت مي شود    

چنين  بردن غلظت هاي بالاي كلسيتريول سمي بوده و هم        
شوند  افزايش كلسيم مي باعث به وجود آمدن اثرات جانبي، 

ديگري ارائه شده براي مقابله با اين محدوديت راه كار هاي   
 موادي همـراه بـا  غلظـت هـاي كـم             از جمله اينكه    است

كلسيتريول به كار مي برند تا اثرات تمايزي آن را افـزايش            
اثرات آنتي  مطالعات قبلي نشان داده برخي مواد كه        . دهند

اكسيداني، ضدالتهابي و ضد تكثيري دارند توانـايي ايـن را           
دارند كه همراه با غلظت هاي كم كلسيتريول توان تمايزي          

  ).11-19(آن را افزايش دهند 
زنبوردرماني درطـب قـديم بـراي درمـان بيماريهـاي                 

  ي،ـــــــمختلف ازجمله دردهاي مفصلي، بيماريهاي عفون

  
امروزه زهر زنبـور   .رواج داشته است... ستي و بيماريهاي پو

در درمان بيماريهايي از قبيل آرتريت روماتوئيـد، دردهـاي          
التهابي و احشايي و همچنـين سـرطان مـورد توجـه قـرار              

زهر زنبور عسل حـاوي پپتيـد هـاي مختلـف           . گرفته است 
ازجمله مليتين ،آپامين، آدولاپـين؛ آنـزيم هـايي از جملـه            

ــسفوليپاز  ــر      ، A2ف ــك نظي ــال بيولوژي ــاي فع ــين ه آم
هيستامين ،اپي نفرين و اجـزاي غيـر پپتيـدي بـا خـواص              

 با مطالعـات انجـام شـده از سـال           .دارويي فراوان مي باشد   
تا به حال مشخص شده است كه زهر زنبـور عـسل،            1985

  ). 20-24(داراي خاصيت ضد التهابي و ضد سرطاني است 
ضد سرطاني زهر زنبور    ضد التهابي و    با توجه به اثرات           

 آيـا بـه     بررسي ايـن مـسئله كـه      با هدف     مطالعه يناعسل  
كارگيري توأم غلظت هاي مهار كننده ي تكثير زهر زنبـور           
عسل به همراه كلسيتريول مي تواند توان ضـد تكثيـري و            

  .انجام گرفت ؟ يا خيرتمايزي كلسيتريول را افزايش دهد
  :روش كار

 دي هيدروكسي -25، 1عسل و  ورزنب زهر اثر و سلول كشت      
 ، in vitroدرايـن مطالعـه تجربـي بـه روش      : D3ويتامين  

از HL-60)  (NCBI Code: C217ابتــدا رده ي ســلولي 
موسسه ي پاستور ايـران تهيـه شـد و درفلاسـك كـشت              

ــلول در محــيط كــشت   RPMI 1640(Gibco,USA) س
 - استرپتومايـسين 1% و 10% FBS (Gibco,USA)حاوي 

قبـل از   .  كـشت داده شـد     CO2% 5لين در فـشار     پني سي 
 ابتدا تكثير   HL-60بررسي تأثير دارو بر تكثير رده سلولي        

اين سلول هـا بـه تنهـايي و بـدون تـأثير دارو در محـيط                 
بـه ايـن صـورت كـه ابتـدا بـا روش       . كشت بررسـي شـد    

شمارش سلولي با تريپان بلو درصد زنده بودن سـلول هـا            
سپس تعداد مشخـصي  .  باشد %90محاسبه شد تا بيش از      

براي مثال  (خانه ريخته شد    24سلول در هر خانه از پليت       
و )  سلول به ازاي هر ميلي ليتر محـيط كـشت          4 -5×104

 ساعت از خانه ها، نمونه برداري شـد       72 و   48،  24بعد از   
ــا لام     ــلولي  ب ــمارش س ــا روش ش ــا ب ــلول ه ــداد س و تع

ات دارويـي   براي بررسي اثر  .  هماسيتومتر محاسبه گرديد  
 دي  -25،  1مـاده   . بر سلول ها غلظت هاي لازم تهيه شد       

 دراتانول مطلـق  D3 (Roche,Swiss)هيدروكسي ويتامين
زهرزنبور عسل در سرم فيزيولوژي حـل شـد و بـه ايـن      و

زهـر  ) mg/ml2(صورت محلول هاي اوليه اي بـه غلظـت          
 دي هيدروكـسي ويتـامين       -Mµ4 (1  ،25(زنبو عـسل و     

D3دست آوردن ـــدر مراحل بعدي  براي ب.  به دست آمد  
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بـراي   nM  براي  زهـر زنبـور،   g/mlµ غلظت هايي در حد
ــامين -25، 1 ــسي ويت ــراي كاســتن D3 دي هيدروك  و ب

 جهـت رقيـق   ستي ـمـي با اثرحلال ها بر روي سـلول هـا    
  . نمودن محلول اوليه از محيط كشت كامل استفاده نمود 

جهت بررسي اثر زهر     : دبررسي تكثير و ميزان سمي بودن موا      
زنبور عسل بر روي ميـزان تكثيـر سـلول هـا و بـه دسـت                 
آوردن غلظت هاي سمي و غير سمي، ابتدا چندين غلظـت         

 µg/ml10  ،5/7 ، 5،5/2از زهر زنبور عسل  شـامل غلظـت          
بدين صـورت كـه     . بر روي سلول ها اثر داده شد       0 /5 و   1،

در هـر    سـلول    5 ×104به ازاي هر ميلي ليتر محيط كشت        
 خانه ريختـه شـد و غلظـت هـاي           24خانه از پليت كشت     

مورد نظر در محيط، تنظيم گرديد سپس با روش شمارش          
 درصـد سـلول هـاي       MTTسلولي با تريپان بلو و سـنجش      

 48،  24زنده و غلظت هاي سـمي و غيـر سـمي در طـول               
  .  ساعت به دست آمد72و

 دي هيدروكـسي    -25،  1 همچنين جهت بررسي اثـر          
بر روي تكثيـر سـلول هـا و بـه دسـت آوردن       D3 تامينوي

غلظت هاي سمي و غير سمي، ابتدا غلظت هـاي مختلفـي       
 nM 25،5،1شامل غلظت هـاي  D3 از شكل فعال ويتامين

  HL-60 تهيه شد و اثر آنها بر روي تكثير سلول هـاي             50و
 ساعت با روش شـمارش سـلولي بـا          72 و 48،  24در مدت   

  .ررسي شدب MTT تريپان بلو وسنجش
ــست ــده   MTT ت ــاي زن ــلول ه ــد س ــي درص ــراي بررس   : ب

Dimethyl thiazole diphenile tetrazolium bromide ك ي
نمك تترازوليم محلول در آب است كه در محيط فنل، زرد           
رنگ ودر اثر آنزيم هاي دهيدروژناز كه فقط در سلول هاي           

محلـول شكـستي   MTT زنده فعال مي باشند در حلقه ي 
 و به بلورهاي آبـي فورمـازان غيـر محلـول            نمايدمي  ايجاد  

 540 -570لذا با اسـتفاده از طـول مـوج          . تبديل مي شود  
نانومتر، ميزان فورمازان كه توسط ايزوپروپانـل اسـيدي يـا           
حلال هاي ديگر به شكل محلول درمي آيـد انـدازه گيـري       
مي شود و به اين وسيله، ميزان توده ي سلول هـاي زنـده              

سلول  مناسب ابتدا تعداد MTTروش  جهت.گردد تعيين مي 
 سلول به ازاي هر ميلي ليتر محـيط         4 -5×104براي مثال (

 g/mlµ 5/2مثال غلظت  براي(مورد نظر  مواد غلظت و )كشت
 خانه تنظيم شـد و  24در خانه هاي يك پليت   ) زهر زنبور   

براي هر غلظت از مـاده ي مـورد نظـر سـه خانـه در نظـر                  
 72 و 48،  24(اي زمـاني معـين    بعـد از بـازه ه ـ     . گرفته شد 

   ميكروليتر 100 خانه 24به هر خانه از پليت هاي ) ساعت 

  
 ميلي گرم درميلي 5 با غلظت MTT (Sigma,UK) محلول

درجـه  37 سـاعت در دمـاي    4سـپس  . افـزوده شـد   ليتـر 
دراين مرحله مـي تـوان بلورهـاي        . سانتيگراد انكوبه گرديد  

ر سـلول هـاي     فورمازان را  توسط ميكروسكوپ معكـوس د       
 ميلـي   1بعد از اين مرحله به هـر خانـه        . زنده مشاهده كرد  

 30ليتر ايزوپروپانل اسيدي اضافه  گرديد و پس از گذشت           
دقيقه محتواي خانه ها چندين بار پيپتـاژ شـد تـا رسـوب              

سپس محتـواي هـر خانـه در        . داخل سلول ها بيرون بريزد    
كووت مخصوص اسپكتروفتومتري خـالي گرديـد و ميـزان          

 نانومتر اندازه گرفتـه     570در طول موج    ) OD(جذب نوري 
از محيط كشت خالي به عنوان صفر كننده دسـتگاه و           . شد

از محيط كشت داراي سلول بدون حضور مواد مـورد نظـر            
  .  به عنوان كنترل استفاده شد

  

  تست OD درصد  =                                                
  

بـراي بررسـي تـاثير داروهـا بـر بلـوغ            : ي  بررسي تمايز سلول  
-وتمايز سلول ها مي توان از دو روش رنگ آميـزي رايـت              

  : استفاده كردNBTگيمسا و آزمايش 
پس از سانتريفوژ سوسپانسيون   :گيمسا   ـ رنگ آميزي رايت  

سلولي كه در بازه ي زماني معين در مجاورت مـواد مـورد             
 سـلولي بـه     نظر بوده و دور ريختن محيط رويـي،  رسـوب          

پـس از چنـد بـار پيپتـاژ     .  شستشو داده شد PBSآرامي با
نمودن رسوب سلولي، مقـداري از سـلول هـا  بـر روي لام               

پس از خـشك شـدن      . ريخته شد و به آرامي پخش گرديد      
لام بايد در مجاورت هوا و در دماي معمولي آزمايشگاه   (لام  

  دقيقه با متانول تثبيت و     1سلول ها به مدت     ) خشك شود 
 دقيقه با آب مقطر شستـشو داده شـدند          1سپس به مدت    

 ميلي ليتر از رنگ تهيه شده بـر روي لام ريختـه شـد،               1و
 بـر روي رنـگ   ml 5/0  PBS دقيقـه 5  تـا 3بعد از گذشت

 دقيقه لام  بـه آرامـي بـا آب           4ريخته شد وبعد از گذشت      
  يـك محلـول بـافر بـا          PBS(مقطر شست و شـو  گرديـد         

pH=7 خنثي را كه مورد نياز براي عمل  است و يك محيط
لام آماده پـس    ).  گيمسا است  فراهم مي كند      -رنگ رايت   

  .از خشك شدن در دماي آزمايشگاه قابل مشاهده مي باشد
نيترو بلو تتـرازوليم كلرايـد، نمـك     :  NBTآزمايش احياي

زرد رنگي است كه در اثر توليد آنزيم پر اكـسيداز، توسـط             
ه از قبيــل نوتروفيــل هــا و ســلول هــاي فاگوســيتوز كننــد

  مونوسيت ها احيـا مـي شـود و تبـديل بـه مـاده ي تيـره                  
  لــرنگي مي گردد كه در داخل سلول هاي تمايز يافته قاب

100OD × تست  
ODكنترل   
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براي انجام اين تست ابتدا سوسپانسيون      . مشاهده مي باشد  
سلولي را كه بـازه زمـاني مشخـصي در معـرض دارو بـوده               

 سلول از   4×104است شمارش نموده وسوسپانسيوني حاوي    
سپس اين سوسپانسيون  داخل لوله آزمايش       . آن تهيه شد  

 NBT% 1ريخته شد وبه ميـزان هـم حجـم آن از محلـول              
  بـه آن  PMA از ng/ml 200شـامل  PBS  حـل شـده در   

 درجـه   37 دقيقـه در دمـاي       30اضافه گرديد  وبـه مـدت        
در اين مدت سلول هاي تمايز يافتـه        . سانتيگراد انكوبه شد  

 بلع ذرات لاتكس يـا ذرات ديگـر پـس از شـروع راه          در پي 
 زرد رنـگ و  NBT متابوليكي هگزوز منوفسفات مي توانند 

پس از مـدت    . شفاف را تبديل به ماده فورمازان آبي نمايند       
ــزان 30 ــه مي ــسيون 10 دقيق ــن سوسپان ــايكروليتر از اي  م

برداشت شد و بـر روي لام نئوبـار قـرار داده شـد و تعـداد                 
كه در آنها دانه هـاي آبـي  رنـگ       ( گ گرفته   سلول هاي رن  

) بسيار تيره اي ، متمايل بـه قهـوه اي تـشكيل شـده بـود               
شمارش گرديد وا ز تقسيم تعداد اين  سلولها برتعداد كـل            

؛ در صد سلول هاي تمايز يافته  به         100 در     سلول ها ضرب  
  .دست آمد

تمـام آزمـايش هـا، حـداقل سـه بـار تكـرار               : آناليز آمـاري  
  SPSS ,Version 13نرم افزارها از  جهت آناليز داده.يدگرد

 P-value و  اســتفاده  شــدone-way ANOVA و از روش
 معني دار تلقي شد ونمودارها بـا اسـتفاده از           05/0كمتر از   
   . ترسيم شدندExcellنرم افزار 

  :نتايج
بررسـي   : بدون تـأثير دارو HL-60 نتايج تكثير رده سلولي       

بـدون  ( در محيط كـشت      HL-60ر سلول هاي    ميزان تكثي 
با روش شمارش سلولي با تريپان بلو نـشان داد          ) تأثير دارو 

كه رشد ايـن سـلول هـا سـريع بـوده بطـوري كـه بعـد از                   
 سـلول در هـر      5×104ساعت كشت ازيـك تعـداد اوليـه       24

افـزايش    )5/10 ±5/0(× 104ميلي ليتر محيط كـشت بـه  
دن اين سلول ها تقريباً يافت  و در مجموع زمان دو برابر ش   

  . ساعت بود36-24
بـر   D3  دي هيدروكسي ويتـامين -25، 1 اثر زهر زنبور عسل و

بررسي اثر زهر زنبور عسل بر       : HL-60روي تكثير سلول هاي     
نشان داد كه غلظتهـاي  HL-60 ميزان تكثير سلولهاي روي

مختلف زهر زنبور عسل در بازه هاي زماني مختلف بر روي           
به اين صورت كه . اثرات متفاوتي دارند HL-60 سلول هاي

 اثـر كـشندگي     g/mlµ10زهر زنبور در غلظت هاي بـالاي        
  م بهــــــ ه5 وg/mlµ5/7غلظت هاي.بسيار شديدي دارد

  
صورت وابسته به زمان و غلظت، موجب القـاي مـرگ ايـن             

 باعـث مهـار تكثيـر       g/mlµ 5/2غلظـت   . سلول هـا شـدند    
 سـاعت بقايـاي   72 طـي  سلولها شد به طوري كـه پـس از    

سلول هاي مرده در محيط، تفاوتي با نمونـه هـاي كنتـرل             
ــرل در    ــه كنت ــه نمون ــسبت ب ــر ن ــار تكثي ــت و مه  نداش

P<0.001  غلظت هاي   . معني دار بودg/mlµ 1نـسبت   5/0و 
 72به نمونـه كنتـرل، هـيچ تفـاوت معنـي داري در طـي                

   ).1جدول(ساعت نشان ندادند 
  

 در حضور غلظت هاي HL-60ه درصد سلول هاي زند : 1جدول 
 و 48، 24مختلف زهر زنبور عسل در مقايسه با كنترل در مدت

  .  MTT assay ساعت با روش72
  

7.5µg/ml  5µg/ml 2.5µg/ml  control   
38.26±0.37*** 70.16±0.61** 98.13±0.6 100±0 24h  

15.34±0.65*** 43.44±1*** 91.33±0.27** 100±0  48h 

8±0.55*** 17±0.54*** 83.3±0.43*** 100±0 72h  

Mean ± (SEM)  * P<0.05  , ** P<0.01  , *** P< 0.001 
  .بود  سلول در هر ميلي ليتر محيط كشت10×5 4تعداد سلولهاي اوليه 

  
 بـر روي   D3 دي هيدروكـسي ويتـامين     -25، 1 بررسي اثـر  

ــاي   ــلول ه ــر س ــه HL-60تكثي ــشان داد ك  دي -25، 1 ن
گويي وابسته به زمان وغلظت،  در الD3هيدروكسي ويتامين

  موجب القاي مرگ سـلولي ويـا مهـار تكثيـر سـلول هـاي               
HL-60 ــود ــي ش ــر    .  م ــشترين اث ــه بي ــورت ك ــدين ص ب

 سـاعت   72 و در طـول      nM 50سايتوتوكسيك در غلظـت     
   D3 دي هيدروكـسي ويتـامين  -25 ،1مجاورت در معرض 

  نيـز اثـر سايتوتوكـسيك        nM 25غلظـت . به دسـت آمـد      
.  ساعت موجب مـرگ سـلولي گرديـد   72طول داشته و در   

بدون اين كه باعث مرگ سـلولها  1 و nM  5اما غلظت هاي
شوند در الگويي وابسته بـه غلظـت و زمـان، موجـب مهـار        

   ).2جدول(تكثير سلول ها شدند
  

 در حضور غلظت هـاي      HL-60درصد سلول هاي زنده      2جدول  
كنترل  درمقايسه با    D3 دي هيدروكسي ويتامين     -25،1مختلف  

  . MTT assay ساعت باروش 72 ،48 ،24در مدت 
  

50nM  V d325nM  V d3 5nM   Vd3 1nM   Vd3 control  
75.17±0.81* 85.23±0.53 96.31±0.26 98.29±0.68  100±0 24h 

57.1±1.1*** 69.53±1*** 86.52±0.94* 92.89±0.60 100±0 48h 

40.2±0.89***50.9±0.53*** 76.45±0.75*** 87.87±0.37** 100±0 72h 

Mean ± (SEM)  * P<0.05  , ** P<0.01  , *** P< 0.001 
  

  . سلول در هر ميلي ليتر محيط كشت بود10×5 4تعداد سلولهاي اوليه 
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 دي -25 ،1  غلظت هاي مهاريبررسي كاربرد همزمان       
ــامين  ــسي ويت ــسل   )D3) nM 5هيدروك ــور ع ــر زنب و زه

)g/mlµ5/2(  يبر تكثير سلول هـا  HL-60  كـه  نـشان داد
ميزان مهار تكثير سلولي به ميزان معنـي داري نـسبت بـه             

 72و  48 و در طـول      مـي يابـد   حضور منفرد آنهـا افـزايش       
 بنابراين زهـر    .مي دهد ساعت ميزان مهار تكثير را افزايش       

اثر هم افزايـي در مهـار تكثيـر     D3 زنبور همراه با ويتامين
  .)3جدول(رددا  HL-60 سلولهاي

  
 در نمونـه كنتـرل،      HL-60درصد  سلول هـاي زنـده       : 3ل  جدو

 و  D3 ويتامين   nM 5زهر زنبور عسل، غلظت     µg/ml 5/2غلظت  
 D3  ويتامينnM  5  همراه بازهر زنبور عسلµg/ml 5 /2غلظت

 ساعت كشت در مقايسه با كنترل بـا روش        72 و   48،  24بعد از   
MTT assay.  

Vitamin D3+bee 
venom vitamin D3 bee venom control 

95.39±0.47 97.24±0.6 98.36±0.3 100±0 24h 

79.49±0.34*** 86.87±0.74*** 91.27±0.33** 100±0 48h 

61.19±0.6*** 76.65±0.55*** 82.22±0.46*** 100±0 72h 

Mean ± (SEM)  * P<0.05  , ** P<0.01  , *** P< 0.001 

  
 بـر تمـايز    D3 دي هيدروكسي ويتامين- 25 ،1اثرزهر زنبور و 

بررسي هاي اوليه كه بر اساس تغييـرات      :  HL-60سلول هاي   
 دي -25 ،1مورفولــوژيكي صــورت گرفــت نــشان داد كــه 

 نـانومولار، تغييـرات   5در  غلظت D3 ويتامين  هيدروكسي
  سـاعت در ارتبـاط بـا تمـايز موجـب           72ي را در طول     زياد

غلظت هاي پايين تر نيزمي توانند در مدت زمان         . مي شود 
بر اساس اين مـشاهدات،     . تمايز را ايجاد كنند      اينبيشتري  

 نانومولار به عنوان غلظت مناسـب، جهـت ايجـاد           5غلظت  
 ساعت انتخاب شـد زيـرا هـم، داراي اثـرات      72تمايز، طي   

مهاري تكثير و غير سمي بود و هم نسبت به غلظت هـاي             
ميــزان )  ســاعت72(پــايين تــر در مــدت زمــان كمتــري  

 كـه بـر     NBTسـنجش   . ز را القا مـي كـرد      مناسبي از تماي  
اساس فعاليت آنزيمي مونوسـيت هـا اسـتوار اسـت تأييـد             

 در مقايسه   D3كننده ي تمايز سلول ها در حضور ويتامين         
  . با نمونه ي كنترل بود

 بر اساس تغييرات مورفولوژيكي و همـين طـور تـست                
NBT              زهر زنبـور درغلظـت مهـاري تكثيـر يعنـي غلظـت 
g/mlµ 5/2    ــشبرد ــر پي ــي ب ــري را مبن ــه تغيي ــيچ گون ه

  .تمايزاين سلول ها نشان نداد
  آميزيبررسي تغييرات مورفولوژيكي به وسيله ي رنگ      

  
  نشان داد كه كـاربرد همزمـان       NBTگيمسا وتست   –رايت  

 دي هيدروكـسي ويتـامين  - 25، 1نانومولار 5غلظت هاي 

D3         به عنوان القا كننـده تمـايز وg/mlµ5/2  بـه    زهرزنبـور 
سـاعت ميـزان تمـايز      72عنوان مهار كننده تكثير در طـي        

به D3  دي هيدروكسي ويتامين-25،1سلول ها را نسبت به
   افـزايش   P<0.001تنهايي به طور معنـي داري در سـطح   

  .)1نمودار( مي دهد
  

  
  

ــودار  ــه : 1نم ــايز يافت    درغلظــت HL-60درصــد ســلولهاي تم
µg/ml 5/2   زهر زنبور عـسل ،غلظـت nM 5يتـامين   وD3 و در 

   ساعت كـشت در مقايـسه بـا كنتـرل            72غلظت توام درطول    
(A)   و  گيمسا–بارنگ آميزي  رايت)B ( با روشNBT 

 (Mean±SEM)  *** P<0.001 
  

  :بحث
 -25،1نتايج به دست آمده نشان داد كه زهر زنبـور و                

در الگويي وابسته به غلظـت و        D3دي هيدروكسي ويتامين  
هاي بالا موجب مرگ سلولي و در غلظتهاي    در غلظت  زمان

به طوري كـه    . پايين موجب مهار تكثير سلول ها مي شوند       
 ساعت تقريباً باعث 48در طول g/mlµ5زهر زنبور با غلظت   

، باعـث   g/mlµ5/7سلول ها و در  غلظت     % 50كشته شدن   
 دي هيدروكـسي    -25 ،1. سلول ها شد  % 85كشته شدن     

 ساعت موجـب    72ر طول    د nM 25 با غلظت    D3ويتامين  
سلول ها گرديد در حالي كه بـا افـزايش           % 50كشته شدن 

. غلظت، درصد بيـشتري از سـلول هـا دچـار مـرگ شـدند        
   و g/mlµ5/2بعلاوه مشاهده شد كه زهر زنبـور بـا غلظـت            

بـدون   nM5با غلظت D3  دي هيدروكسي ويتامين-25 ،1
داشتن اثر سايتوتوكـسيك باعـث مهـار تكثيـر سـلول هـا              

 نـشان داد كـه      D3مقايسه اثر زهر زنبور و ويتامين       . شدند
 دي هيدروكسي ويتامين    -25،1در غلظت هاي غير سمي      

D3              بـه  .   اثر مهاري قوي تري نـسبت بـه زهـر زنبـور دارد
    با غلظتD3 دي هيدروكسي ويتامين-25،1طوري كه 
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nM 5    و زهرزنبور با غلظت g/mlµ 5/2 سـاعت  72در طول 
 .مهـار تكثيـر شـدند   % 7/16 و  %55/23به ترتيـب موجـب      

 دي  -25،1مطالعات قبلي نيز غلظت غير سـمي و مهـاري           
ــامين ــدnM  5 راD3هيدروكـــسي ويتـ ــزارش كردنـ   گـ

 هم راسـتا   حاضركه نتايج مطالعه ي       )12،14،15،17،18(
اثر هم زمان   . با مطالعات مذكور بود و آنها را تأييد مي كند         

فـزايش در   هر دو ماده در غلظت هاي غير سـمي موجـب ا           
به طوري كه مي توان گفت زهـر         .مهار تكثير سلول ها شد    

 دي هيدروكسي   -25،1زنبور موجب افزايش قدرت مهاري      
نتايج به دست آمده در اين پژوهش       .  مي شود  D3ويتامين  

 72 در طـول  nM5 بـا غلظـت    D3نشان داد كه ويتـامين 
. تمايز سلول ها به مونوسيت  مـي شـود         % 17ساعت باعث   

 ساعت مواجه   72 در طول    HL-60ايز سلول هاي    درصد تم 
 توســط D3 دي هيدروكــسي ويتــامين -25،1 ازnM 5بــا 

گزارش ) 15% (19و  ) 14%  (20) 12% (22محققين ديگر 
 هم راستا با مطالعات     حاضري   كه نتايج مطالعه  . شده است 

اثر زهر زنبور بر تمـايز      . مذكور بود و آنها را تأييد مي كند         
تحقيقات گذشته، گزارش نشده است امـا       اين سلول ها در     

در اين پژوهش مشاهده شـد كـه زهـر، خـود بـه تنهـايي                
 نمي شود اما در تركيب با       HL-60موجب تمايز سلول هاي   

ــامين  -25،1 ــسي ويت ــزايش   D3 دي هيدروك ــب اف موج
 مي شود چشمگيري در تمايز سلول ها به سمت مونوسيت         

 را D3 دي هيدروكــسي ويتــامين -25،1و تــوان تمــايزي 
 كه در مقايسه با سـلول هـايي كـه فقـط             مي دهد افزايش  

 قــرار  D3 دي هيدروكــسي ويتــامين -25،1تحــت تــأثير 
  . معني دار بودP<0.001گرفته بودند در سطح 

ــد كــه           ــته، نــشان دادن ــات گذش  دي -25 ،1مطالع
 مي تواند پاسـخ هـاي بيولـوژيكي         D3هيدروكسي ويتامين 

 مسيرهاي سيگنالينگ ژنومي    مثل تمايز سلولي را از طريق     
ــامين   ــه وســيله ي رســپتور ويت  و رونويــسي D3(VDR)ب

برخي از مكانيسم هـا ي شـناخته        . ژنهاي خاص ايجاد كند   
  :شده در اين رابطه  به قرار زير هستند

مـي توانـد بـه طـور       D3 دي هيدروكسي ويتامين -25،1
 و)  (Cyclin-dependent kinase CDK1مستقيم با مهـار  

و به طور غير مستقيم با افزايش رونويسي   ها cyclinسنتز 
عمل نمايـد  P27   و P21مثل CDK1 ژنهاي مهار كننده ي

  علاوه بـر     D3 دي هيدروكسي ويتامين     -25،1). 28-25(
مهار تكثير سلول هـاي سـرطاني موجـب كـاهش فعاليـت       

  ايـبرخي انكوژن ها، كاهش برخي فاكتور ها كه در سلوله

  
   ، افــزايش فعاليــت NF-кBفتــه مثــل ســرطاني افــزايش يا

مهار كننده هاي تومور وافزايش فعاليت كيناز ها مي شـود           
و در نتيجه در سلول هايي كه تكثيرشان مهار شـده اسـت             
  موجــب پيــشبرد تمــايز آنهــا بــه ســمت بلــوغ مــي گــردد 

)32-29 .(  
 دي هيدروكـسي  -25،1از آنجايي كه غلظتهاي بالاي         

  و منجـر بـه ايجـاد اثـرات جـانبي            سمي بـوده     D3ويتامين
مي گردد ، از غلظت هـاي درحـد نـانومولار جهـت ايجـاد               

بنابراين راه كـار ديگـر اسـتفاده از         . تمايز استفاده مي شود   
 D3  دي هيدروكسي ويتامين-25،1موادي است كه اثرات 

در مطالعات گذشته نشان داده شد كـه        .را تقويت مي كنند   
)  capsaicin )11(  ،artemisinin) 14برخي تركيبات نظيـر     

indirubin )15 (magnolol and Honokiol) 19 (
Parathenolide) 12 (      و عوامل ضد التهابي غير استروئيدي

توانايي اين را دارند كه قـدرت تمـايزي شـكل فعـال           ) 17(
  . را افزايش دهند D3ويتامين 

 انجـام   مطالعـه با توجه به بررسي هـايي كـه در ايـن                  
  ه شد كه زهر زنبـور عـسل نيـز، تـوان تمـايزي              گرفت ديد 

.  را افزايش مي دهد D3 دي هيدروكسي ويتامين -25 ،1
با توجه بـه    . اما مكانيزم عمل آن هنوز مشخص نشده است       

 -25 ،1مطالعات قبلي موادي كه مي توانند توان تمـايزي          
 را افزايش دهند معمولاً يك  D3دي هيدروكسي ويتامين 

براي مثـال اسـتيل    .را تقويت مي كنند يا چند عملكرد آن
سالسيليك اسيد و استامينوفن به عنوان نماينده هاي غيـر         
استروئيدي ضد التهابي و نيز پاراتنوليد از طريق مهار بيان          

NF-кB  ــايزي ــوان تمـ ــزايش تـ ــب افـ  دي -25 ،1 موجـ
. به سـمت مونوسـيت مـي شـوند     D3 هيدروكسي ويتامين

)18،12.(  artemisinin افـزايش فعاليـت   از طريـق PKC  
  را بـه  D3 دي هيدروكـسي ويتـامين     - 25،1توان تمـايزي  

تركيبـات غيـر    ). 14(سمت مونوسيت  افـزايش مـي دهـد        
استروئيدي ضد التهابي به علاوه بـا مهـار فعاليـت سـيكلو             

   در سـلول   cAMPباعث افـزايش مقـدار   )COX(اكسيژناز 
 D3  دي هيدروكسي ويتامين-25 ،1مي شوند و همراه با  

). 17(توان تمايزي آن را به مونوسيت افزايش مـي دهنـد            
مطالعات گذشته در رابطه با  تركيبات و مكانيسم هاي اثـر       
زهر زنبور روي سلول هاي مختلف، نشان دادنـد كـه زهـر             
زنبور عسل با تركيبات فعالي از قبيل مليتين و فـسفوليپاز           

A2   ــاكتور ــسيژناز و ف ــان سيكواك ــار بي ــايي مه    داراي توان
  ). 22،23( استNF-кB)(кBهسته اي 
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  :نتيجه نهايي
مي توان گفت زهر زنبورعسل از طريق  مهـار فعاليـت                 

NF-кB و Coxدي -25،1توانـــد تـــوان تمـــايزي   مـــي 
 البته زهـر زنبـور   . را افزايش دهد D3هيدروكسي ويتامين

عسل براي اينكه بتواند عمل تمـايزي خـود را انجـام دهـد      
 D3 دي هيدروكسي ويتامين-25،1مي از حتماً به مقدار ك

 چون خود زهر زنبور عسل به تنهـايي قـادر بـه             ، نياز دارد 
تمايز اين سلول ها به مونوسيت نمي باشد كه ايـن نتيجـه             
هم مشابه با مطالعات گذشته اي است كه نشان دادند هيچ       

 دي هيدروكـسي    -25،1يك از مـوادي كـه تـوان تمـايزي         
ند به تنهايي قادر به پيشبرد هد را افزايش مي   D3ويتامين  

  .تمايز اين سلول ها به سمت بلوغ نيستند
  :سپاسگزاري 

از همكاري صميمانه آقاي دكتر غلامي مـدير عامـل                
محترم شـركت داروسـازي زهـرآوي و همچنـين از اسـتاد             

 ونيز از معاونت پژوهشي دانـشگاه تربيـت         محمود  شعباني  
پژوهـشي را فـراهم     معلم كه امكانـات اجرايـي ايـن طـرح           
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